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80年代という新しい年代に入札私達をとりまく社会情勢は大きく変化しております.過去

20年にわたる高度成長による科学の発展は，ややもすると人間社会に対し思いもよらぬ影響を

与えております.健康を障害する要因は多様化，複雑化の様相を呈し，環境衛生，食品衛生，

それに大気汚染関連問題等日毎に増しております.このため当研究所としてもその内容の質的

な変化が要求され，これに充分対応出来る機能を整備し近代的研究設備を十二分に活用し，各

分野の試験検査と各種の調査研究を行うと共に，都民の健康保持について今目的問題ばかりで

なく 10年先，さらに将来の問題を考えながら研究に取り組んでおります.

さてここに昭和 54年度の当研究所の研究成果を研究年報第 31号として集録刊行することが

出来ました.ここに掲載された各課題は，当所研究員の苦労の結晶であります.特に試験検査

にかかわる研究成果，あるいは行政指導に関連のある調査研究が多いと思います.各地方衛生

研究所，また都区の試験検査，行政指導にも活用願えれば幸いと存じます.

昭和 55年 12月

東京都立衛生研究所長野 牛 弘
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報文 I

感染症等に関する調査研究
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PAPERS CONCERNING ON INFECTIOUS DISEASES AND OTHERS 
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Cαmpylobαcter jejuni 分離菌株の保脊!こ関する研党

斎藤呑彦ヘ丸山 務ペ坂井千三*

Study on Preservation of Cαmpylobαcter jejuni 

KAHIKO SAITO，* TSUTOMU MARUY AMA料 andSENZO SAKAI* 

Keywords:キャソピロパグタージェジュニ Camρ'ylobacterjejuni，培地 media，増殖 growth，保存 preserva-

tlOn 

緒 広司

Camtylobacter jejuni (以下 C.jejuniと略〉はヒ

トの下痢症の起因菌であると指摘されながらも 1に ふん

使からの本菌の分離が極めて鴎難であったことから，本

菌による下痢症の実態は，長い間ベ{ノレにつつまれてい

た Dekeyser ら 2) はメンブランフィルタ~ (Pore size 

0.65μm) を用いて下痢使をろ過し， そのろ液を抗生物

資添加分離培地に培養することによってはじめてふん使

からの C.jejuniの分離に成功した.その後， Skirrow 

町工，各種抗生物質を添加した本菌の分離培地を検討し，

ふん使材料をメソプランフィノレターによるろ過を行わず

に，直接分離培養する方法によって効率よく本菌を分離

できるすく、、れた培地を発表した Skirrow3)の分離培地

が報告されて以来， アメリカ合衆国4，5)， ヨ{ロ γパ諮

問6，7)，オーストラリア8)など世界各国から次々に本菌に

よる腸炎が報告されてきた.本邦においても本菌による

散発例9)や，著者ら10)が日本で初めての集団発生例を報

告して以来，今や，サルモネラと同等，もしくはそれ以

上に重要な腸炎起因菌として認識されるにいたった.

C. jejuniは通常の酸素分圧の条件下の培養では発育

せず，酸素濃度 5'""'15%で発育する徴好気性菌である.

さらに本菌は増殖した培地中でも極めて死滅しやすいこ

とが指摘されている.しかるに，本菌の保存性について

はほとんど検討されていないのが現状である.そこで，

本菌を安定した状態で保存することが，本菌を扱う上で

極めて急務であることから，本菌の各種培地における発

育とその培地中での生残性，さらに本菌を凍結および凍

結真空乾燥した場合の保存効果を検討したので報告す

る.

材料および方法

1. 供試菌株

由来株 CF-1，CF-24， CF-28， CF-30， CF-55， CF-60， 

CF-88，散発下痢症由来株 CF-41，CF-49， CF-54， CF-

72，健康保菌者由来株 CF-51， Butzler博士より分与さ

れた患者血液由来株 CF-16の計13株である.

2. 使用培地

使用培地は Table1に示す液体培地3種類， 半流動

寒天培地9種類，国型培地7種類の計19種類である.

3. 培養方法

的 各種培地への蕗の接種

供試菌株を，まず血液寒天平板に塗抹し，徴好気条件

下で37C3日間培養後，スムース集落を釣菌し，血液寒

天平板に再塗抹して37C3日間徴好気培養した純培養菌

を各培地に接種した.

b) 培養条件

液体培地および半流動寒天培地の場合は，好気性の条

件下で37C3日間培養した.

斜面および平板培地は，すべて嫌気培養ピγに入れ，

ピン内の空気を混合ガス(酸素5%，炭酸ガス10%，窒

素ガス85%)で置換し， 37C 3日間培養した.

4. 各種培地における接種菌の増殖の観察と保存条件

上記条件で培養後，液体培地では培地の混濁，半流動

寒天培地では，培地表層部より 2""""'3mm深部における

帯状の混潤，国型培地では寒天表面における明瞭な菌苔

形成が肉眼的に認められたものを発育陽性とした.各種

培地で， C. jejuniの発育が認められたものについては，

その培地における供試菌の生残を検討するために，下記

の条件で保存した.

a) 液体培地および半流動寒天培地

培養時に使用したプラスチッグ製通気キャップ (PP

キャ γ プ〉で室祖 (20"'-'30C)に保存した.

b) 聞製培地

実験に供した C.jejuniは本薗による集団下痢症患者 寒天斜面培地の場合は PPキャップとゴム栓をした 2

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

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

料東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科
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Table 1. Growth of Camtylobacter jejuni in Broth， Semi-solid Agar and Agar Media 

Media 

BruceIla Broth (P五zer)

Brucella Broth (Gibco) 

GAM Broth 

Brucella Broth Semi-solid Agar (P五zer)

Brucella Broth Semi-solid Agar (Gibco) 

Thioglycollate Medium 

Thioglycollate Medium without Indicater 

Nutrient Semi-solid Agar 

GAM Semi岨solidAgar 

Brain Heart Infusion Semi-solid Agar 

CTA Medium 

Thiol Medium 

CF繍1

十

十

+ 
+ 
+ 
十

+ 
十

+ 

CF-16 

十

4・

+ 
+ 
+ 
十

+ 
+ 
+ 
十

+ 

Isolates 

CF-41 

十

十

十

+ 
+ 
+ 
十

+ 
+ 

CF-51 CF-60 

+ + 
+ + 
+ + 
+ 十

+ + 
十 + 
+ 十

+ + 
+ 十

.. ~ - - -- - -- --・・・・・--聞骨骨喧F駒値齢借柚岨・..ー-----ーーーー・幽齢、『ーーーー"ー"ーーー・..骨嶋崎岨値睡岨---------岨・・ー・-----陣喝曲幽・・ M 曲助副鶴田.圃曹骨明恒司勘曲・ーーー・，---ーーーー崎曲旬幽岨時幅値岨柿・・ーーー凶・ーーー--------骨骨骨帽働相幽白幽岨値昌也静胃幽

Nutrient Agar Slant Medium 十 + 十 + 十

Dorset Egg Medium + 十 + 十 + 
Blood Agar Slant Medium + + + + + 
Improved Media of George*et al + + 十 十 十

Chocolate Agar Slant Medium 十 + + 十 + 
Blood Agar Plate 十 十 + 十 + 
Chocolate Agar Plate 十 + 十 十 十

* Brucella agar supplemented 0.025% FeS04: 7H20， sodium metabisul五teand sodium pyruvate 

種類を 1組としてそれぞれ4C，室温， 37Cおよび42C

の温度条件のもとで保存した.

c) 凍結

供試菌株を血液寒天平板全面に塗抹し，徴好気性条件

下で37C，3日間培養後，菌苔をかきとり， 1平板の全

菌最を10%Skim Milk (Difco) 溶液 1mlに浮遊させ

た.この菌浮遊液を，スグジューキヤヅプ付パイプルピ

シに移し， -20Cと-80Cに保存した.

d) 凍結真空乾燥

前述の凍結保存の場合と同様に培養した 2枚の血液寒

天平板培養菌を， Brain Heart Infusion Broth (Difco， 

B日Iブイヨン〉加仔牛凪清に浮遊させ， アンフツレに分

注し，凍結真空乾燥を行った.

5. 各種培地に培養後の接種菌の生存期間の判定

液体および半流動寒天培地に保存した場合は， 3，__.4 

日間隔で明らかに発育とみられる混濁部分を 1白金ヰ量

とり，国型培地の場合は，寒天斜面の菌苔より白金ヰで

釣菌し血液寒天平板に塗抹し37C3日開徴好気培養を行

い発育の有無により生死を判定した.凍結保存したもの

については， 150日後に凍結を急速に溶解後，その 1白

金ヰ量を，また，凍結真空乾燥保存した場合は， BHIブ

イョ γ0.5mlを加えて溶解後，その 1白金耳量をそれぞ

れ血液寒天平板に塗抹し，前述の液体培地の場合と同様

に，徴好気培養を行い発育の有無により生死を判定し

Preservation period (Day) 
Media Iso1ates 

10 20 30 40 

，U+d 0H J3 斗・由、 CF曲 1

CF・16
CF・41
CF-51 
CF-60 

CF時 1
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CF-41 
飼同H 宮日E司 ) CF幽 51

CF-60 

CF-1 
，同4口o h J CF-16 

CF-41 
CF-51 
CF-60 

Fig. 1. Preservation of Camρ'ylobacter jejuni 
in Liquid Media 
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Fig. 2. Preservation of Camtylobacter jejuni in Semi-solid Agar Media 
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Fig. 3. Preservation of Cαmρylobacte1' jejuni Grown on Agar Slant Media 

成 績

た 2. 各種培地での C.jejuniの保存性

1. 各種培地における C.jejuniの発育

液体培地3種類，半流動寒天塙地9種類および間形培

地 7種類の計19種類の培地に，供試菌株のうちCF-1，CF 

-16， CF -41， CF -51， CF -60の 5菌株を接種した場合

における発育の有無を検討した成績を Table1に示し

た.

液体培地:Pfizer社製および Gibco社製の Brucel1a

Brothでは供試菌株のうち， CF-16株のみが発育し，

その他の菌株では発育が認められなかった.また G A M

ブイヨシの場合はすべての供試菌株とも，まったく発育

が認められなかった.

半流動寒天培地:実験に使用した 9種類の半流動寒天

培地では供試菌全株とも明瞭な発育が認められた.

園形培地:実験に使用した 7種類の培地では，供試菌

の全菌株とも発育を認めた.

a) 液体培地での C.jejuniの消長

液体培地に C.jejuniを接種し，好気性の条件下で37

C， 3日間培養し，発育した菌株については，培養時に

使用した PPキャップのまま，室温 (20'"'-'30C)に保存

して 3日ないし 4日間関で本菌の生残の有無を検討し

た.その成績は Fig.1に示すごとく， Pfizer社の Bru・

cella Brothでは 33日間生存し， Gibco 社の Brucel1a

Brothでは29日閉まで生存が認められた.

b) 半流動寒天培地での C.jejuniの消長

半流動寒天培地においても，前記の液体培地の場合と

同様に供試菌のうち増殖の認められた菌株についてのみ

室温に保存し，本菌の消長を検討した (Fig.2).

供試した 9種類の培地のうち，変法 TGC培地では

CF-1， CF-16および CF-60株の 3菌株は30日後まで

生残したが， CF-41および CF-51の 2菌株は20日以内

に死滅した.

その他の 8種の培地では，菌株によって生残日数は異
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Blood Agar P1at巴 Choco1ate Agar P1ate 

Temperature Iso1ates pres巴rvationperiod (Day) Pr巴servationperiod (Day) 

10 20 30 40 10 20 30 40 

CF-1 
CF-16 

4 C CF-41 仁二コ
CF時 51
CF-60 

CF-1 
CF-16 

Room CF-41 
CF-51 
CF-60 

CF-l にコ
CF-16 

37 C CF-41 
CF-51 
CF-60 

CF-l 
CF-16 

42 C CF佃 41
CF-51 
CF-60 

Fig. 4. Preserva tion of Cαmρylobαcter jejuni on Agar Plate 

なるが， 20日以内にすべての供試菌株が死滅し，これら 4. C. jejuniの10%Sldm Milk凍結保存

の培地は本菌の保存に適さないことが判明した. 各種培地での増殖とその培地での保存性を検討した

3. 闇型培地での c.jejuniの消長 CF-1， CF-16， CF-41， CF-51， CF-60の5株と，さら

a) 寒天斜面培地 に本試験に新たに加えた CF-24，CF-28， CF-30， CF-

供試菌株である 5菌株を各種寒天斜面培地に， 37C，3 49， CF-54， CF-55， CF-72， CF-88の8株，計 13菌株

日間徴好気培養し，培養時に使用した PPキャップをそ を10%Skim Milkに濃厚浮遊させ， -20Cと-80Cに

のまま用いた状態と， PPキャップをゴムキャップに代え 凍結保存した場合の各菌株における生存日数の成績を

て密栓した場合を 1組としてそれぞれ4C ，室温 (20~ Table 2に示した.

30 C )， 37 C， 42 Cの温度条件で保存した. これらの条 観察期間は現在150日までであるが， -20C，-80Cと

件のもとで保存した時の供試菌株の生残性について検討 もに供試した全菌株の生残が確認されている.

した成績を Fig.3に示した. ~ 凍結真空乾燥保存

これらの培地での保存効果は，培地の種類，保存温度 CF-1および CF-16株については，凍結真空乾燥を

および供試菌株によって大きなバラツキが認められ，本 行い保存効果を検討した.この 2菌株の凍結乾燥ァ γプ

菌の保存には適さないことが明らかになった. ルを 1年 1カ月後に開封して， BHI ブイヨンに浮遊さ

b) 寒天平板培地 せ，血液寒天平板に誼接塗布し37C，3日間徴好気培養

血液寒天平板およびチョコレート寒天平板に供試菌株 して生残の有無を確認した.その結果，両菌株ともに生

を回線培養し，平板のまま 4C，室温， 37Cおよび42C 残が認められたる

の各温度条件下に保存した時の本菌の消長を Fig.4に示 考 察

し たC.jejuniはヒトの腸炎起因菌として極めて重要な位

血液寒天平板培地およびチョコレート寒天平板培地と 置を占めている.本菌の分離用培地として Skirrow3)は

もに 4C保存の方が室温， 37Cおよび42Cに保存した場 選択性の高い培地を開発し，本培地は一般に広く応用さ

合よりも比較的長く生存した.しかし， 4 Cにおいても れている.しかしながら.本菌の生化学的性状検査用培

菌株によって生残日数が異なり，血液寒天平板培地では 地および保存法等については未だ十分な検討がなされて

30日以内，チョコレート寒天平板培地では50日以内にす いない.そこで，本研究ではそれらの点を検討する目的

べての供試菌株が死滅した. で，まず通常使用されている培地における本菌の増殖態

度，および各種条件下での本菌の生存性を検討した.
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Table 2. Preservation of Camjうylobαcterjejuni 
Suspended in Skim Milk 

P reserva tion 
Temperatures 

Isolates 
periods 

-20C -80C 

CF-1 150 十 + 
CF-16 150 十 + 
CF-41 150 + + 
CF-51 150 十 十

CF-60 150 十 十
ー -----戸----開柵暢蝿ー幽・-_ーーーー司圃 F 事再担__喧，胃司ー明亭明胃押司ーー----岨ー__品企・e掛軸骨骨副島__再事胃紳判制幽明開ぜ圃凶

CF-24 150 十 十

CF-28 150 十 十

CF-30 150 + 十

CF-49 150 十 + 
CF-54 150 十 十

CF-55 150 十 + 
CF-72 150 十 + 
CF-88 150 十 + 

本実験の成績では，供試した C.jejuniの大部分の菌

株は好気条件下の液体培地で増殖が認められなかった.

その要因として，使用した液体培地で、は本菌の主要な発

育条件である徴好気性の環境が得られないことが考えら

れる.

半流動培地では，使用した 9種類の培地に全供試菌株

とも発育した. しかしながら接種菌が少量の場合，しば

しば増殖が認められないこともあった. したがって本菌

の生化学的性状試験を行う際に， その基礎培地として

Thiol mediumあるいは BrucellaBrothが用いられて

いるが1，ペ両培地を使用する場合，十分な菌最を接種

する必要性がある.

Huddlesonll)は Thjolmediumに発育した C.jejuni 

を室温(約26C)に保存した場合， 150日間生存したと

報告している.しかし山県12)は C.fetusを Thiolme-

diumに培養し室温で暗所保存し継代する場合，約 20日

ごとに継代することが必要であると報告している.今回

の我々の実験では， Thiol medium培養菌を室温 (20C

"-'30C)に保存した場合， 3日間，あるいはそれ以内に

死滅し，本培地は C.jejuniの長期間の継代保存には

不適当な結果が示された.

斜面培養菌を種々の温度条件で PPキャップとゴム栓

をした場合との保存効果を検討した結果では，供試菌株

および培地の種類によって差異が認められるが，概して

ゴム栓での 4C保存の場合に，生残日数の延長が観察さ

れた.しかしこれらの培地での本菌の保存は的確な方法

とはいえない.

本菌を長期保存する場合には， 10% Skim Milk中に

濃厚に菌を浮遊させ，…20Cおよび-80Cで保存するの

がもっとも効果的であることが今回の実験において確認

された. 山県12) はウサギ脱線維車に本薗を懸潤して，

-80C~-85Cに凍結保存した場合， 1年半以上も生存

したという成績を報告している.

またイ中西は Brucella Brothに DMSO (Dimethyl 

Sulfoxide)と馬血清を各々10%に加えた培地に本菌を懸

濁し， -80Cに保存した場合， 4カ月でも菌数がほとん

ど減少することなく保存できることから，菌株保存とし

てすぐ、れていることを述べている13)

一方， Proomら14)は凍結真空乾燥法で本菌が数年間

生存することを報告しているが Frobisherら15)の成績は

不良であった.著者らが CF-1および CF-16の2菌株

について凍結乾燥保存を検討した結果では， 1年余月経

た現在， 2菌株とも生存しており，本法は C.jejuniの

安定した保存方法と考える.しかし菌株による差異も考

慮した場合，本菌の保存には，前述の凍結保存と凍結真

空乾燥保存の両者を併用することが最も確実であるとい

えよう.

結論

各種培地における C.jejuniの増殖および種々の条件

下での保存性を検討した結果，次の成績が得られた.

本実験に使用した 3種の液体培地， 9種の半流動寒天

培地， 5種の斜面培地および2種の寒天平板培地におけ

る C.jejuniの増殖態度は菌株によって差異が認められ

た.それらの培地での培養菌は培地の種類，保存温度お

よび菌株によって生残期間が異なり，本菌の保存には困

難である.

C. jejuniの保存方法として10%Skim Milkに本菌

を濃厚に浮遊させ， -80Cでの凍結もしくは凍結真空乾

燥が最も秀れていることを認めた.
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Yersiniαenterocoliticαのイヌへの実験的感染

柳川義勢汽丸山 務**，坂井千三水

ExperimentaI Infection of Yersiniαenterocoliticαin Dogs 

YOSH1TOK1 Y ANAGA W A汽 TSUTOMUMARUY AMA ** and SENZO SAKA1* 

Experimental infection of Yersinia enterocolitica Te1409 (serovar 0:3) strain in dog was perfo. 

rmed. 1n the experiment， 103-109 organisms cu1tured at 25C for 40 hours and suspended in mill王 were

administered to 13 puppies each weighing about 1 kg. Two to three animals were sacri五ced on 7th， 

14th， 21st and 30th day respectively after administration， and bacteriological and pathological examinations 

were conducted. The rest of the animals were observed to excrete organisms in stools for about 60 days 

following administration. No conspicuous pathological change was seen in organs of these dogs. However， 

the speci五cantibody response was observed with the highest value at 1:640 on 14th and 21st days 

after administration. 

Throughout the experiment， none of the animals developed any visible clinical symptoms except for 

loose stool containing organisms. 

Keywords : experimental infection， Yersinia enterocolitica， dog 

患者 雷

著者らは Yersiniaenterocoliticαの生態学的研究の

一環として，種々の動物および自然環境における y.
enterocoliticaの分布を調査し報告してきた1-3) その

中で，ベヅトとしてヒトと接触する機会の多いイヌの本

菌保有率が約6%と高率であり，しかもその分離菌型が

ヒトの Y.enterocolitica感染症の主要原因菌と同一血

清型がほとんどであることから，ヒトにおける本菌感染

症の感染源としてのイヌの重要性を指摘した.しかしな

がら調査対象としたイヌは，本菌がその腸内容から分離

された例でも下痢など特に注自される臨床症状はなく，

解剖時における肉眼的所見でも異常は認められなかっ

た.したがってイヌにおける Y. enterocoliticαの高率

な保菌は，一時的な通過菌なのか，常在菌なのか，また

本菌がイヌに対して病原性を有するのかなどの疑問が残

された.そこでイヌに対して本菌の投与実験を試み，本

菌のイヌに対する病原性および腸管への定着性について

検討を行った.

材料および方法

1. 供試菌株 著者らがイヌの腸間膜リンパ節より分

離した Y. enterocoliticα0抗原型 3，生物型4の Te

1409株を用いた.

2. 実験動物 Y. enterocolitica およびその他の腸

管系病原菌が陰性であることを確認した生後約 1ヶ月の

雑種犬を，パーベンダゾ{ルを投与して腸管内寄生虫を

駆虫したのち実験に供した.

3. 投与方法供試菌株の普通寒天平板培地25C40時

間培養菌の109個，105個および103個をそれぞれ市販の乳

児用ミルク 5mlに浮遊させ， 胃カテ{テルを用いて直

接イヌの胃内へ投与した.

4. 観察 Y. enterocoliticaを投与後の動物は，各

個体ごとに別々のケージに収容して，臨床症状発現の有

無，排i世便の性状および投与菌の排菌状況を経日的に観

察した.

Y. enterocolitica 109個投与群10頭のうち，菌投与後

7日後に 2頭， 14日後に 2頭， 21日後に 3頭， 30日後に

2頭をそれぞれ殺処分し，各種臓器を採取して細菌学的

および病理学的検討を行った.

109個投与群のうち 1頭と105個投与の l頭および103個

投与の 2頭については，投与菌が排世便中から検出され

なくなるまでその排菌量を経目的に観察した.

5. 投与菌の検出と菌数測定 排世便および殺処分し

たイヌの腸内容物は，滅菌生理食塩液で10倍浮遊液とし

たものを，また各臓器はガラスホモジナイザ{を用いて

滅菌生理食塩液で10倍乳剤としたものをそれぞれ菌検査

の材料とした.

*東京都立衛生研究所徴生物部細菌第一研究科 160 東京都新宿区百人町 3…24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科
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Fig. 1. Recovery of Yersinia enterocoliticαfrom F aeces of Infected Animals 

解剖時に採取した心血および胆汁についても投与菌の

検出を試みた.

排?世使および腸内容物での投与菌の菌数測定は，それ

ぞれの滅菌生理食塩液で10倍浮遊液としたものを，滅菌

生理食塩液で10倍希釈列を作り， ss寒天平板を用いて

行った.

Y. enterocoliticaの分離同定は Zen阻Yojiand Ma-

ruyamaめの記載にしたがった.分離菌の血清型は著者ら

が作製したウサギ免疫血清を用いて試験した.

6. 血中抗体価の測定 解剖時に採取した各個体から

の血清について， 投与菌のO抗原に対する凝集素価を

Winbladらめの方法によって測定した.

7. 病理学的検討解剖時に肉眼的検査を行うと同時

に，各種臓器をホルマリ γ固定し，パラフィン切片を作

製してヘマトキシリン@エオジン染色を行い病理組織学

的な検査を行った.

成績

1. Y. enferocoliticα投与後のイヌの臨床的所見

Y. enterocoliticaを投与したイヌの健康状態および臨

床症状を観察した結果， 109個投与した 10例中 8例にお

いて，菌投与後2日目ぐらいから軟便が観察され，平均

10日間続き，その後正常使に回復した.また軟便を認め

た8例のうち菌投与後7日自に 2例， 9日目に 1例の合

計 3例に軽度の下痢使を認めた.

105個投与した 1例では，薗投与後7日目から 3日間軟

便が見られたが 103個投与した 2例では菌投与後便性状

の変化は認められなかった.

下痢や軟便を認めた動物を含め，すべての動物に食欲

不振，u直吐といった症状は見られなかった.

2. 排i世便中における Y. enferocoliticα の排菌量

および排菌持続期間 菌投与後の排世便中における排菌

量の経目的推移を Fig，lに示した.

109個投与して殺処分しなかった 1頭のイヌについて

検討した結果，菌投与後3日目ですでに排世使 1g中105

個の排菌がみられ，42日間にわたってその排菌量の減少

は認められなかった.菌投与後50日目以後に排菌量の減

少がみられたが， 57日間排菌の持続があった.この長期

間にわたる多量の排菌持続傾向は，投与菌量 105個の 1

例についてもほぼ同様の傾向を示した.しかしながら，

103個投与の 2例では，いずれの例でもその排世使中から

投与菌を検出することはできなかった.

3. 各臓器および腸管内における投与菌の分布 Y. 

enterocoliticα109個投与群のうち 9例の各臓器および腸

内容物における菌検査の成績を Table1に示した.

と殺時すでに排菌のみられなかった 2例 (No.5，No.6) 

を除いて十二指腸以下の腸内容から各々投与菌が検出さ

れた.しかしながら，肝臓，牌臓，腸間膜リンパ節から

は， 14日自にと殺した1.例 (No.3)にその腸間膜リシパ

節から投与菌が検出された以外には， いずれからも Y.

enterocoliticaは検出されなかった.また，心血，胆汁

からはいずれの例で、も Y.enterocoliticαは検出されな

かった.

4. 車中抗体価の検査成績 と殺時に採取した血清中

の投与菌に対する0凝集素価は， 菌投与後7日呂で 160

倍， 14日目で320f音から640告と明らかな抗体価の上昇が

認められた(Table1). 
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Table 1. Recovery of Yersinia enterocoliticαfrom Organs and Intestinal Contents 
and O-agglutinin Titer in the Sera of Infected Animals at Sacri五ce

0・agglu・

tmin 
tlter 

Recovery of the organism from 
Animal 
No. 

Day of 
sacri五ce
after the 
inoculation 

Rectum 
(Viable 
count/g) 

Mesen-D110d 
Spleen Lymph Stomach .L/~~:ーか Jejunum Ileum 

Node UUUJ  

Caecum 

21 st 

x160 
x160 

x320 
x640 

x160 
x160 
x640 

x160 
x320 

+ (2.0x104) 

十 (3.9X 107) 

+ (2.2 X 108
) 

+ (2. 5x 104) 

ー (Not五nd)
ー (Not五nd)
+ (5. 7x 105

) 

十(1.3 x 105) 

十 (3.1X 105) 

十

十

+

+

一
十
+
十

十

十

十

+ 
十

+ 

+ 
+ 

一
十

十

Liver 

1
2
3
4
5
6
7
8
9
 

14 th 

7th 

30 th 

されているサノレ17)やマウス6，18-21)に対するものよりは弱

いものと思われる.しかしながら， 105個以上の本菌投与

によって腸管内で定着，増殖し，健康保菌動物として多

量の Y.enterocoliticaを長期間排菌するという事実か

ら，ヒトの本菌感染症の感染源としてイヌの重要性がさ

らに強く示唆された.

結論

イヌに y.enterocolitica 0抗原型3を経口的に投与

することにより，本菌の腸管内定着，増殖および投与菌

に対する血中抗体価の上昇など，感染の成立を示す成績

が得られた.しかしながら本菌のイヌに対する病原性は

比較的弱く，臓器や腸管において，肉眼的にも病理組織

学的にも顕著な変化はみられず，臨床所見でも激しい下

痢や幅I止を示した例は認められなかった.

イヌに Y. enterocoliticαを 105個以上投与した場合

に，約60日間にもおよぶ長期間の排菌持続が認められた

ことは，イヌが本菌の感染を受ければ健康保菌状態とな

り，ヒトの本菌感染症の重要な感染源となり得ることが

示唆された.

謝辞本研究において，病理学的な御教示，御協力を

いただいた杏林大学深井孝治教授に心から感謝いたしま

す.

5. 病理学的所見 Y. enterocoliticα109個投与群の

解剖時における肉眼的所見では，肝臓，)J早臓などの臓器に

なんら病変は認められず，また，腸間膜リンパ節の腫大，

腸管各部位の充血，出血などの変化もみられなかった.

病理組織学的観察でも，肝臓，牌臓および腸間膜リン

パ節においては，腸間膜リンパ節から投与菌が検出され

た例を含めて全例に，病理組織学的変化は認められなか

った.腸管各部位では，回腸部および盲腸部を中心とし

て，その粘膜間有層に菌集落を認めた例もあるが，炎症

性細胞の浸潤は少なく，軽度のカタール性変化を認めた

に過ぎない.
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Yersiniαenterocoliticαのマウスへの実験的感染

丸山 務汽甲斐明美**，柳川義勢料，坂井千三三**，

深井孝治***

Experimental Infection of Yersiniαenterocoliticαin Mice 

TSUTOMU MARUY AMA汽 AKEM1KA1**， YOSH1TOK1 YANAGAWA*ぺ
SENZO SAKA1** and KOH]I FUKA1ヰ**

An experimental infection of Yersinia enterocoliticαin mice was made in order to clarify the 

individual pathogenicity of respective strains originally obtained from di旺erentsources. 1n the experiment， 

both Te 4 (serovar 0 : 3) and Te 591 (serovar 0 : 9) strains obtained from human enteritis， W A (NCTC 

10938， serovar 0 : 8) strain derived from human septicemia， and Te 1285 (serovar 0 : 6) strain originally 

obtained from the content of rat intestine were used. Four groups of 4 week-old mice each consisting 

of 60 mice were inoculated intravenous1y with above mentioned 4 strains. 1nocu1ated animals were 

sacri五ced at regular Intervals (5 at one time) unti1 the 60th day， and examined both bacteriologically 
and histopathologically. 

Until about 40 days， both Te 4 and Te 591 strains were recovered from the lung， sp1een， 1iver， 

mesenteric lymph node， jejunum and i1eum; but 105 -109 cells/g.of organisms were recovered from the 

caecum， c010n and excreted sto01s even at 60th day after the inoculation. With regard to W A strain， 

the organisms multiplied rapid1y in the lung， spleen and 1iver， and 104 cells/ml of the organisms were 

recovered from b100d， and all of the animals were killed within 14 days after the inocu1ation. As for 

Te 1285 strain， a rapid decrease of the inocu1ated organisms in mice was observed. And the organisms 

inoculated were no longer detectable in the sto01s at 10th day after the inocu1ation. 

Keywords: Yersiniαenterocoliticα， pathogenicity， experimenta1 infection 

Yersinia enterocoliticaは自然界に広く分布しており，

各種動物ばかりでなく，自然環境からさまざまな血清型

菌を分離することができる1)一方，下痢症，敗血症な

どヒトの疾病から分離される本菌は自然環境由来株とは

異なり特定の血清型に限られ，血清型と病原性との相関

性が経験的に知られているわ.

我々は本菌の病原性を明らかにする目的で，各種動物

に実験的感染を試み3，ベ特に病原性と一血清型との関連に

ついては，マウスへの経口投与および、静脈内接種で、投与

菌の排菌期間が患者由来株と自然環境由来株に差異のあ

ることを見出し，排菌期間の長短が病原性判定の基準と

なり得ることを明らかしたの. このことは感染動物の病

理組織学的検討6に さらには培養細胞への侵入性7)によ

っても確認され， ヒト患者由来株の多くである血清型O

群 3，5 B， 8および 9のみが病涼株であると理解され

た.

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

今回はマウスへの静脈内接種による長期排菌の機序を

投与菌の生体内における動態から追求し，血清型および

病原性の異なる菌株を用いた場合，投与菌の臓器内分布

の差異について細菌学的，病理学的に検討を行なった.

実験材料および方法

供試菌株:ヒト剖検例由来の血清型0群 3である Te

4株8〉，下痢症患者ふん使由来でO群 9のTe591株，敗

臨症患者血液由来でO群 8の WA株 (NCTC No. 

10938)のおよびネズミ腸管由来でO群 6の Te1285株の

計 4株である. Te 4， Te 591および WAの3菌株はい

すやれもマウスへの静脈内接種で、長期排菌が認められ，ま

た細胞侵入性が確認された病原株で、ある.一方， Te 1285 

株はマウスおよび細胞感染で非病原性とされた対照株で、

ある.

実験動物:生後4週令の ddY系マウスを用いた.

菌の投与方法:供試菌株は普通寒天培地に25C，30時

160 東京都新宿区百人町・ 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料東京都立構生研究所微生物部細菌第一研究科

ヰ**杏林大学医学部
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間培養後，滅菌生理食塩水で 3回洗浄し，その一定量を 株では108個であった.

マウス尾静脈内に接種した.接種菌量は供試菌株のマウ 投与菌の回収:菌接種後 1，2， 3， 5， 7 ，10， 14， 21， 

スに対する LD50~直4)から換算して，マウスあたり， WA 28， 42および60日自にそれぞれの菌株接種群で5匹づっ

株は102個，Te4株は 106個，Te 591株は107
{間， Te 1285 殺処分し，心血，柿，牌，肝，腸間膜リンパ節を無菌的
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たが， 5日自には 104個Imlとなり，以後14日後に感染

動物が全例死亡するまで 104，..，_，105個Imlの値が継続した

(Fig.1). 

2. 接種菌の各臓器への経時的分布

感染動物の肺，牌，肝および腸間膜リ γパ節における

接種菌を定量的に測定し，その消長を Fig.2に示した.

Te4株は肺，肝および腸間膜リンパ節で，菌接種後5

日以内にわずかに菌数の増加がみられるが，これらの臓

器内では 106個Ig以上の菌数になることなく以後徐々に

減少し，牌も含めてすべて40日以内に消失した.

Te 591株は Te4株とほぼ同様の態度を示したが，一

般に菌消失までの期間が長く，肝および腸間膜リ γパ節

では60日後でもなお増菌培養によって投与菌を検出する

ことができた.

Te1285株ではいずれの臓器も 5日以内に急激に菌数

を減少し，肺および腸間膜リンパ節では 7日，肝および

牌では14日以内に消失した.

WA株はいずれの臓器内でも 5日以内に菌数を激増

させ，特に肺，碑では 5日目で、107
""10811岡Igとなり，こ

の菌量は減少することなく約 2週間後の死亡時まで継続

した.

空腸，回腸，盲腸，結腸などの腸管における Te4株，

Te591株および WA株の 3菌株はほぼ同様の態度を示

した(Fig.3).すなわち， Te 4，Te 591の両株では菌接種

Fig.3. 

に，また空腸，回腸，盲腸，結腸および排世使も同時に

採取した.それぞれの臓器は 5匹をプ{ルして細坐し，

その一定量を SS寒天平板を用いて投与菌を分離した.

腸管各部については腸内容物を含めてホモジナイズした

ものを材料とした.分離菌株は自製の診断用抗血清を用

いて投与菌と同一血清型菌であることを確認し，菌数を

定量的に算出した.材料中に菌数が少ないと思われた場

合には BHIbroth (Difco)または PBSを用いて増菌

培養を試み，定性的に投与菌の有無を記録した.

病理学的検討:感染動物は殺処分後直ちに解剖し，肉

眼的観察を行なった後，投与菌の回収用に採取した各臓

器の一部を型のごとくホルマリン固定し，パラフィン切

片を作製してへマトキシリン@エオジン (HE) 染色を

行ないその組織学的変化を観察した.

実験成績

1. 血中における接種菌の消長

Te 4， Te 591， Te 1285の3菌株は接種後 1日で血中

から急速にその数を減少し，いずれも21日以内に消失し

た.特に Te1285株では 2日後にはすでに10個Iml以下

となり， 5日以降は増菌培養によっても投与菌を検出す

ることはできなかった.これら 3菌株の感染動物群では

一度消失した菌が一定期間の後，再び血中から投与菌が

検出されることはなかった.

WA株では接種後3日目までは 10個Iml以下であっ
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後 5日以内に107"'108個jgの菌数となり，この値が長期

間にわたって持続した.ただし， 2週間後には徐々に減

少し， Te4接種群の回腸，空腸では42日以内で消失し

た. WA株接種群の腸管で菌数の急激な上昇がみられ

るのは 3"'7日後であり， 7日目で、106
，，-，107個jgに達し

た値が死亡時まで継続した.

Te1285株では他の 3菌株のような急激な菌数の増加

がみられず，盲腸部分で2"'7日後に 104個jgを最高値

としていずれの部位でも10日以内に消失し，以後増菌培

養によっても本菌を検出することはできなかった.

3. 排蕗状況

供試4菌株の経日的排菌状況は，それぞれの感染動物

における結腸部分の菌数の動態とほぼ完全に一致した

(Fig.4).すなわち， Te4および Te591両株では菌接種

後 1日自に排世便中の菌数は104"-'105個jgが5日目には

両株とも 108個jgとなり， 2"-' 3週間後にやや減少はす

るが105....._，1O6個jgの値が60日以上にわたって継続した.

WA株では 3日後にはじめて排菌がみられ， その菌

数は経目的に増加はするが， 7日目の106個jgを境とし

て徐々に減少傾向を示した.

Te 1285株でも接種後 1日自に排菌は認められるが，

3"-'5日目の 103個jgを最高値として減少し， 10日以内

に消失した.

4. 感染動物の肉眼的自j検所見

Te 4， Te 591両株では感染後 3....._，21日の開に著明な牌

および腸間膜リ γパ節の腫大，および 5"-'7日自に肝に

結節様壊死巣が認められた.また感染初期に腸管上部の

脆弱化が観察された.

WA株では 5日目以降すべての臓器に巨大な壊死巣

が形成され，全身感染の様相が明らかであった.この壊

死巣は 2週間以内に消退傾向はみられなかった.

5. 感染動物体内における接種菌の集落形成

Te4， Te591， WA株接種群の各種臓器中に，明らかに

接種菌によると思われる菌集落が組織学的に観察され

た.この集落形成は Te4株では肝で5日目，牌で10日自

にみられたが，腸管各部でより明瞭で， 3，，-，28日の間に確

認された (Fig.5). Te 4， WA， Te 1285株の肺，牌，

肝，腸間膜リ γパ節および全腸管中最も特徴的であった

回腸部分における菌集落形成状況をTable1に示した.

WA株では腸管で明瞭な変化は観察されず， 肺， 牌，

肝の実質臓器中に巨大な菌集落が認められた Te1285 

株ではいずれの臓器にもこれらの変化を確認することは

できなかった，

ω窓
口
岡
山
仏
日
土

υ
忘
百
ω∞ω話
一

.
Z
.
A
.
E
特

什
明

む<l)
....，口μ

」zg -m _ 

長、~
吋..!コ
凸 υ

16 

日ロ
ω
口

.
Z
J
.
2
H
ω
よ
J

(
∞
一
。
)
〈
注

十十字辛ヰヰ十

辛辛辛辛十

幸幸幸辛H
明

十字辛辛 ヰ辛

十

M
W

ロロバ

日ロ
ω
口

Z 
ι f、、

竺苫
Cコ
'-ノ

早4
11':) ω 
∞〉
F‘0 ・p・4
ι..:j .....l 
ω 
トベ ロ

<J.) 
ω 。4

ぴ〕

M
W

口口、同

切
口
口
、
同

g
g口
特

.
Z
J
.
2
u
£
ι

〈

的

一

{

}

)

叩

ω
い

ロ
ωω}門凶的

ロ
ωω{内同的

(ω
切口

ω一百円山
υ
・
〉
・
同

ω
g
o
E
¥
聞
記
i
N
E〉

ωυ
叩
富
山
)ω
ぢ
ω百円

MO
凶器切
H
O
ω
同
七
五
回
ω官
。
一
。

υ
官
官

ω芯
何
回
同

o
a
E
M
)五
'
尚
一
g
u
o一OH七
色
。
判
的
叩
出

J
ω
冨吋
'H

Y. enterocoliticα~ì 

考察

従来から指摘されているように，

r-i c¥1的問ド o 寸< r-i∞11':) c¥1 0 
r-i T叶ひ司ひ~ M 吋< t.(コ



東京衛研年報 31-1，1980 17 

実験動物に対して感受性は低く 10)，特殊な菌株を除いて

患者由来株であってもマウスへの感染を成立させるため

にはLD50値に近い大量菌を投与する必要があるめ.この

ことは本菌の病原性を判定するには致死毒性は指標とな

り得ず，感染の成否あるいは投与菌の定着の可否を基準

としなければならないことを表わしている. したがっ

て，動物を用いた場合には我々が開発しためマウスへの

静脈内接種によって長期排菌を観察する実験系が病原性

判定基準として最もすぐ、れた方法といえよう.

静脈内接種によって大量投与された蘭が各種臓器内に

長期間生存することは，Y. enterocoliticaのマウスに

対する病原性の弱さを表現しているものと解されるが，

本実験でも病原株は時として牌，肝に結節様病変を形成

するが多くの場合，動物に対し何ら傷害作用を及ぼすこ

となくこれら臓器内に長期間定着していた.一方非病原

株は比較的長期間マウス体内で生在するが病原株との差

は歴然、としており，病原株と非病原株との差異が投与菌

の生体内生存性からも証明された.

静脈内接種によって投与された菌がふん使中に長期間

にわたって大量排菌されることは投与菌が体内臓器に定

若し，菌の focusをつくり， 腸管腔に常時排出されて

いると推定されへ感染動物の病理組織学的検討からそ

の可能性も示唆されていたの.今回の実験で排菌と投与

菌の経時的臓器内分布およびそれら臓器における病理組

織学的検討という総合的観察から上記推論の正当性が支

持され，さらに病原株の多くは腸管組織で最も長期間生

存することも証明された.

病原株のうちTe4， Te 591の両株が腸管に親和性をも

っ成績であったのに対し， WA株ではマウスに対して

全身感染と櫨めて高い致死毒性を示すことが確認され

た.WA株は接種菌量が少ないために各種臓器におけ

る菌数の上昇が 2""'3日後にはじまるが，腸間膜リンパ

節を除いていずれの臓器においても菌数の減少はみられ

ず，特に血液および蹄，牌では他の病原株と具なり，極

めて急激な菌数の増加が特徴的であった.凪中における

菌数の増加は肺，碑など実質臓器に形成される病巣の出

現に平行するが，菌接種マウスが 2週間以内に全例死亡

することはこれら全身感染の結果としての敗血症死であ

ろう.

ヒトにおける Y.enterocolitica感染症ではその病像

と起因菌の血清型に密接な相関性のあることが知られて

いる叫12) 今回の我々の実験的感染の成績からも敗血症

由来O群 8の WA株は全身感染を，腸炎由来O群 3の

Te4とO群 9の Te591両株は局所，しかも腸管に限局

した感染像で、あることが明らかにされ，実際の感染像を

よく表現していた.しかし他の0群 8の菌株も WA株

同様の病原性を発揮するのか，また0群 9は通常，関節

炎との関連が重要で、あるとされている1めが，こうした症

例由来の株では実験動物での再現が可能であるのか否か

は今後の課題である.さらに本菌の病原性をめぐる問題

として，培養温度による病原性の差異14)， Yersinia腸炎

における大腸菌様z ンテロトキシシの役割問など今後十

分に検討する必要があろう.

結論

Y. enterocoliticaをマウスに静脈内接種を行ない，接

種菌の臓器内分布および排菌を経時的に観察した.また

感染動物の病変を病理学的に検索した.

腸炎由来であるO群 3の Te4およびO群 9のTe591

の2株は感染動物の各種臓器に長期間生存し，特に腸管

組織への高い親和性が認められた.

敗血症由来である0群 8の WA株はマウスに対して

極めて高い致死毒性を示し，腸管よりむしろ肺，牌，肝

への親和性が強く，全身感染の病像を呈した.

病原株接種動物の長期大量排菌の主体は腸管粘膜固有

層から粘膜上皮にかけて形成された投与菌の集落に由来

するものと推察された.
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都内小児のジフテリア@百日咳抗体保有状況について (1975"-'79年〉

柴田 実汽飯塚純子六安部昭子ぺ大久保 i陽夫*

Incidence of Antibodies against Diphtheria and Pertussis 

among Healthy Children in Tol{yo (1975.......，1979) 

MINORU SHIBA T A *， ]UNKO IIZUKA汽 AKIKOABE* and NOBUO OHKUBO* 

Keywords:疫学調査 epidemiologicalsurvey， ジフテリア Diphtheria，百日咳 Whoopingcough， 

抗体 Antibody

緒嘗

各種感染症の流行予測事業の一環として，厚生省はジ

フテリア@百日咳の抗体保有状況を広域的に調査してき

た.ジフテリアに関しては， 1974年まではシック反応が

行なわれていたが， 1975年以降は培養細胞を用いた血清

抗毒素価の定量法が行なわれるようになり，さらに同年

から新たに百日咳の抗体調査も開始された.

過去に猛威を掠ったこれらの疾患も， 1960年頃から，患

者数の減少がみられ，また菌の検出率も低下し，特に百

日咳は我国から絶滅したとまで言われるようになった.

しかし1973年頃から再び患、者発生数に増加傾向がみられ

るようになり， 1977年には届出数だけでも 5，420名に達

するようになった1) この間，予防接種の副作用が社会

的に問題となり，予防接種法の一部改正を余儀無くされ

ている.この影響は幼小児に抗体保有率の低下として現

われ，さらに最近の散発的な患者の発生状況からみても，

今後も全国的な免疫状況調査が必要であると考えられて

し、る.

東京都においても，閣の委託によって， 1975年から都

内の幼小児の血清についてジフテリア@百日咳の抗体保

有状況の調査を行なってきた.今回は1975'"'-'79年までの

5カ年間の成績を集計したので報告する.

材料および方法

1. 調査対象衛生局指定の調査地域から採血収集

し，抗体価測定に供した調査対象児の年令および検体数

は表 1のごとくである.なお本調査にあたっての協力保

健所は，中央区日本橋，目黒思目黒@碑文谷，港区芝，世

間谷区梅ヶ丘，渋谷区渋谷，大田医大森@雪谷@浦田，

新宿区牛込@四谷，千代田区神田@麹町の各保健所であ

る.

2. ジブヂリア抗審索個 ジフテリア毒素は，培養

表1. 調査対象数

上段:ジフテリア 下段:百日せき

ょでl制…
1975年 182 34 55 39 54 

182 35 54 51 42 

1976年 |157 36 67 54 
156 36 66 54 

問年 |ii;
41 72 49 26 
41 73 49 26 

60 30 39 35 3 
1978 年寸 153 62 31 36 32 2 

1979年 I~~~ 61 50 43 6 
160 60 51 43 6 

合 計 1885504 
196 243 237 175 3 
198 245 245 160 2 

VERO細胞に変性効果を示すことが知られている. こ

の原理を応用し，毒素の徴量定量を行なうカラ{チェン

ジ法によってジフテリア抗毒素価を測定した.測定に用

いた毒素@抗毒素は予研から配布されたものである.

3. 百日唆凝集索価 予研から配布された標準抗血清

と， ワクチン株(前野@東浜株〉および新鮮分離株(山

口@小林株〉を抗原として，定;量凝集反応によってその

抗体価を測定した.

成績と考襲

ジ7ヂリア抗毒素価

1) 年令群別抗体保有状況 各年令群における抗体価

を年度別に分け，累積抗体保有率で現わしたものを図 1

-1r...-5に示す.

0'"'-'2歳児ではいずれの年度においても抗体保有率は

低く，年令群が高くなるにしたがって抗体価およびその

保有率も高くなっている.特に Or...-2歳児では最近にな

るにしたがって，その保有率の低下がみられている.こ

*東京都立衛生研究所徴生物部細菌第二研究科 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-l王u，Tokyo， 160 ]apan 
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表 2.0"-'2歳児の予防接種歴別数

1----- 1-----1-----
2期 3期 4期l期

、1
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年
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ヴ
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庁

t
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噌

a・ゐ

4
E
ム

1978年

1979年

ている.O.OllUjml以上の保有率も， 5年間ともほぼ100

Z近い保有率を示し，全国の成績と比較してもやはり都

内3-----5歳児は， 0........ 2歳児と向様に高い保有率を示し

ている.この傾向は，人口密度の高い都市にみられる特

徴であると考えられるω.

6........10歳， 11-----14歳児では共に高い抗体価およびその

保有率を示している.これは予防接種法改正前の接種効

果によるものと考えられる.

2) 接種麗別抗体保有状涜 図2 1"-' 5は予防接種

歴別に抗体保有状況を示したもので，いず、れの年度にお

いてもワクチンの接種群と未接種群との差は明らかで，

接種回数に比例して，抗体価およびその保有率の上昇が

認められている.1975年度を例に取ると，感染防御抗毒素

図 1-5.
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の年令群では陽性 schicklevelに相当する O.OlIUjml

以上の抗体価保有率は5年間に約35%低下し， 1979年に

50%となり，吏にO.02IUjml以上の保有率は約70%低下

し11.4%となっている.この傾向は 1978年から顕著に

みとめられている.これは1975年の予防接種法の改正に

よって，第 l期接種の時期が延長されたためと考えられ

る.事実表2のごとく 1978，1979年度の接種率はそれぞ

れ1.7%， 8.2%にしかすぎず，その結果として0"-'2歳児

の抗体保有率は 3-----5歳児のそれを大きくしたまわって

いる.このことから都内の乳幼児特に0"-'2歳児ではジフ

テリアに隈患する可能性が非常に大きいものと考えられ

る2) さらに単純な感染症にも， 各種抗菌性物質が乱用

されている現況から，不顕性感染による免疫の獲得が期

待できないことを考えると，低抗体保有率を示す0-----2歳

児の感染の危険性における意義はきわめて大きいものと

考えられる.しかしこれらの成績を全国の調査成績と比

較すると，東京都の成績は他府県にくらべ 0"-'2歳児で

はその抗体保有率はかなり高く，特に低抗体価 (0.01-----

0.04IUjmりを示すものの保有率は約2倍である.高抗

体価 (0.08IUjml以上〉を示すものでは特に差がみられ

ていない.

3"-'5歳児では，各年度とも 0"-'2歳児ほど差はない

が， 1979年度では0.16IUjml以上の抗体価をもっ者が特

に多く， 6-----10歳児を上回る抗体価および保有率を示し
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歳毎にその上昇がみられている.40倍以上の抗体保有率

曲線は 10倍以上のそれとほぼ平行しているが， 最近の

1978， 1979年では年令が高くなるにしたがって10倍以上

の抗体保有率曲線と離れ， 40倍以上の抗体価を保有する

者が減少していることが明らかとなる.又 160倍以上の

抗体価をもっ者は少なく， 12"-'14歳頃でも各年度とも15

3右前後の保有率を示すにしかすぎない.

新鮮分離株で血中凝集{聞を測定すると，上述の 3群の

抗体価はワクチン株に比較してその保有率は低く，特に

1978， 1979年は前 3年間にくらべ著しく低い.さらに40

倍以上の抗体保有曲線ではその差は特に大きい. 160倍

以上の抗体保有率は1976，1978年はほとんどみられなか

った.百日咳の完全発症を 100%防御する抗体レベノレを

Sako4)の報告どおり 320倍以上とすると，これらの抗体

保有状況から相当大きな流行が発生する可能性があると

いえる.しかしこれは家族内の濃序な感染機会の場合で

あって，間報告にも10倍以上の抗体価があれば75%は感

染防御があるとされている.しかし10倍以上の抗体保有

率の低下や10倍以下の抗体価を示す者の増加は，流行発

生の可能性を示唆するものと考えられる. 0"-' 1歳児の

まだ予防接種歴のない年令に高い抗体価を示すものがあ

ることは，百日咳の不顕性感染があったことを示唆する

ものであるが，乳児では百日咳は典型的な臨床症状を示
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価であるO.Ol1Ujml以上の抗体価をもっ者は接種 l期の

みでは90.8%，第2期接種では98.1%で， 3 j羽まで完了

した者は全員O.OllUjmlの抗体価を保有していることに

なる.この成績は各年度もほぼ同様で，免疫獲得におけ

る追加接種の意義が大きいことがあらためて確認され

た.以上今回の調査でも明らかなように，東京都で予防

接種が円滑におこなわれるかぎり，ジフテリアによる大

流行の恐れは大変少ないものと思われるが，図 1-1"-'

5の如く 0"-'2歳児に 0.005IUjmlの抗毒素価を示すも

のが60%もある現況では，この年令群における感染発症

の危険性は否定できないと考えられる.
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さず，突如として急性肺炎の臨床像を訴し，重篤な経過

をとることが多いので，きわめて危険であるといえる.

低年令群における今後の予防接種の在り方と，継続した

免疫学的な監視が必要であると考えられる.

2) 予防接種盤別抗体保有状況

図4-1'"'-'5に予防接種歴別抗体保有率を示した.

ワクチン接種効果は明瞭でい 2期とも接種を完了し，

10倍以上の抗体価を示すものは1975年84%，1976年80.5

%， 1977年97.8%，1978年83.8%，1979年56.2%である

のに対して，未接種者群では 1975年 0%，1976年 33.4

%， 1977年54.1%，1978年16.7%，1979年19%と低率で

あった.接種者群中でも 1期のみと 2期以上とで免疫応

答に差が現われるのは当然であるがめ， 各年度とも10倍

の抗体価では平均約15%程度の差が認められるが， 20倍

以上ではその差は明らかではなかった.ワクチン株でな

く，新鮮分離株で測定した成績では， 1975， 1976， 1978年

は未接種群と接種群との差はなく，抗体保有率は低いが，

ワクチ γ株と同様の曲線を示している.又ワクチγ株

に対する抗体保有曲線が新鮮分離株のそれよりも各年度

とも高い値を示しているが，最近分離される百日咳菌の

80%は血清因子 1，3型株であり，ワクチン株が1， 2 

型であるからである.これら血清因子型と感染防御能と

の関係は明らかではないが，現状では自然、感染の動態を

把握する目的で2種類の抗原が用いられている.したが

ってこれらの成績から，ワクチンの接種によって新鮮株

に対する応答性も比較的良く保たれていることが明らか

である.このことからワグチ γ接種によって10倍以上の

抗体価を獲得すれば，因子型の異なる菌株の感染があっ

ても，発症の阻止ないしはその臨床症状を軽減すること

ができるものと考えられる.

結論

1975'"'-'79年の 5年間に都内居住の小児 (0'"'-'14歳〉か

ら採取した血清について，ジフテリア抗毒素価および百

日咳凝集素価を測定し，次の結論を得た.

1. 5年間の調査成績では，ジフテリアおよび百日咳

ともにその抗体保有率は 0"'2歳児で低く，年令が高く

なるにしたがって高率になる傾向がみられた.

2. ジフテリア@百日咳ともワグチγ接種歴の有無お

よびその回数によって抗体保有率に差がみられ，予防接

種の効果は明らかに認められた.

3. 全国の抗体保有率と比較すると，東京都のそれは

他府県よりも高かった.これは人口密度の高い都市部に

おける特徴であると考えられた.

4. 百日咳の抗体保有率は最近になるにしたがって，

低くなる傾向が見られ，今後患者が多発する可能性があ

るものと考えられた.
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A群溶連菌!こ対する ST合剤の感受性と測定用培地の検討

柏木義勝汽柴田 実*，大久保暢夫*

Studies on the Susceptibility of ST個 drugagainst Group飽 AStreptococci 

YOSHIKA TSU KASHI羽TAGI*，MINORU SHIBATA* and NOBUO OHKUBO* 

Keywords: S T合剤 Sulfamethoxazole-Trimethoprim，感受性 Susceptibility，感受性培地 Sensitivity test 

media，化膿性レンサ球菌 strゆtococcustyogenes 

読者 雷

ST合弗jは，わが国で開発された持続性サノレファ剤

Sulfamethoxazole (SMX)とアミノピリミジシ系誘導体

である Trimethoprim (TMP) を 5: 1の割合に配合

した内服用の化学療法剤である.これは細菌の核酸合成

阻害作用をもっ，これら 2種類の薬剤を組み合わせるこ

とによって，相乗的抗菌力を期待したものである.

今回，私どもはA群溶連菌に対する SMX，TMPお

よびST合剤の最小発育阻止濃度 (MIC)を測定し，同

時に感受性測定に用いる培地の適性について，若干の検

討を加えたので報告する.

材料ならびに方法

1) 供試菌株

全国各地から収集したA群溶連菌の中から1977年分離

の156株を供試した.

2) 供試薬剤

Sulfamethoxazole， Trimethoprimおよび ST合剤の

3剤である.これらはすべて重量単位で、供試した.

3) 感受性測定用培地

基礎培地として tryptosoyagar (以下 TSと略す)，

sensitivity test agar (以下 STと略す)， Mueller Hi-

nton agar (以下 MHと略す〉の栄研製の 3種を用い，

さらにこれらの各々に溶血ウマ凪液を 5%に加えたもの

計 6種の培地を使用した.

4) 抗菌力測定法

化学療法学会標準法1)に準じた寒天平板希釈法を用

い，最小発育阻止濃度を感受性として記載した.

成績および考察

1) 感受性測定用培地の検討

200μg/ml以上の MICを示した.この現象は TMPに

対しでもみられ， TSでは SMX同様に高い MICを

示した.

サルファ剤の MICを測定する場合には，溶血ウマ血

液を添加し，培地中の捨抗物質を中和することによって

正しいMICが得られることが Harperらのによって報

告されている.また，その添加濃度は5"-'7.5%が最も適

正であると藤井らのは報告している.

本実験にあたって，私どもは，これらの報告をもとに

搭血ウマ血液を 5%の割合に各基礎培地に添加した.

基礎培地を TSとし，溶血ウマ血液を加えた場合，

SMXではすべての菌株が 25μg/ml以上のMICを示

し，その桔抗作用はほとんど中和されなかった.TMPで

は著明に抗菌活性が上昇し， すべての菌株が 0.1，..__，3.13

μg/mlの MICを示した. ST合剤の場合も同様で，

供試菌株の MICはO.78，，-，l. 56μg/mlであった.

このことから，溶血ウマ血液は，培地基材中のサルフ

ァ剤拾抗物質の中和は，それ程でもなく，むしろ TMP

拾抗物質に対する中和もしくは吸着作用がかなり大きい

ものであることが明らかとなった.

ST 培地は窒素源としてベプトンの代りにカザミノ酸

を用いており，拾抗物質の最も少ない培地の 1っとして，

MHと同等に扱われているが， 今回の成績では，供試

した 3剤に対する MICは，菌株間に差は認められない

が， TSよりやや低い MICを示すに過ぎない.すなわ

ち， SMXに対する MICは12.5μg/ml以上であるが，

供試菌株の 95.5%は200μg/ml以上の MICを示し，

TMPには0.2μg/ml，ST合剤には0.39μg/mlのMIC

を示す菌株があるとはいえ，供試菌株の70%以上はそれ

Tableに示す如く，サルファ剤の抗菌活性に拍抗する ぞれの薬剤に対して200μg/ml以上の MICを示した.

物質を含むベプトンが培地に入っている TSを用いた場 したがって ST培地には， SMX， TMPに対する拾抗

合，当然ながら供試菌株のすべてが， SMXに対して， 物質の含有量が，それ程小さいものではないと考えられ

*東京都立衛生研究所徴生物部細菌第二研究科 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， Shinjul王u・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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る.さらにこの培地に溶血ウマ血液を加えた場合でも，

SMXに対する MICは，それ程改善されず， TSの場

合と同様， TMP， ST合剤に対してのみ低い MICを

示すことが認められた.

藤井らめは培地のロット差によって， MICが著しく変

動することを経験している.したがって，今回供試した

ST培地のロットに拾抗物質が比較的多く含まれていた

とも考えられるが，このようにロット差が大きく，得ら

れる MICが常に変動する培地での抗菌力の測定は，決

して好ましいものではないと考えられる.

MHは供試した 3種の基礎培地の中では， MICが最

も小さく， さらに本培地に溶血ウマ血液を加えたもの

は，他と比較して，さらにその MICが低く，拍抗物質

の作用は，ほぽ中和されたものと考えられた.

以上の成績から，サルファ剤の MICの測定には，窒

素源としては，拾抗物質の含有量の少ないカザミノ酸の

方が良いが，それ程絶対的なものではなく，それよりは

むしろMHに含まれるデンプンや溶血ウマ血液による有

害因子の吸着作用の方が，感受性値に与える影響が大き

いものと考えられた.

2) 薬剤感受性

上記の如く，サルファ剤の感受性測定用培地として，

溶血ウマ血液添加 MHが最も適当であることが明らか

となったので，本培地を使用して得た成績についてのみ

述べることにする.すなわち， SMXに対するA群溶連

菌の感受性は MIC~こ200'"'-'0.39μg/ml であり，耐性菌

から感受性菌まで広範囲に分布している.

TMPに対する MICは1.56'"'-'0.1μg/mlの範囲に

あり，供試したすべての菌が感受性値を示した.

ST合剤に対しては，供試したすべての菌が MIC

0.78'"'-'0.2μg/mlの狭い範囲に分布しており， TMPと

間程度の感受性を示した.

以上の成績から， A群溶連菌に関しては， TMPと

ST合剤は，ほぽ同等の抗国力を示しており， ST合荊

の相加作用もしくは相乗作用を認めるまでには至らなか

った.

結論

ST合剤およびその配合剤である SMX，TMPのA

群搭連菌に対する抗菌作用を検討し，且つその感受性測

定用培地の適性試験を行い，次の結論を得た.

1) SMX， TMPおよび ST合剤の抗菌力測定用培

地としては，今回検討したものの中では， 5%溶血ウマ

血液添加 MuellerHinton agarが最も適していた.

2) SMXに対するA群溶連菌の MICは乙200'"'-'0.39

μg/mlであって，菌株聞の義の大きいことが認められ

た.

3) TMPおよび ST合剤はA群溶連菌に対し，ほ

ぽ同等の抗菌力を示し， ST合剤の相加もしくは相乗作

用は認められなかった.
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1979年東京都におけ苔臼本脳炎疫学調査

吉田靖子汽関根整治ぺ岩崎謙ニヘ斎藤正度**，

松本栄一料

Epidemiological Survey of J apanese EncephaIitis in Tokyo in 1979 

YASUKO YOSHIDA*， SEI]I SEKINE*， KEN]I IWASAKI*， MASANORI SAITO料 and

EIICHI MA TSUMOTO料

Keywords:疫学 epidemiology，日本脳炎ウイルス Japaneseencephalitis virus，ブタ swine，コガタアカイエカ

Culeχ tritαeniorhynchus mosquitoes 

緒 音
問

わが国において1967年までは日本脳炎〈以下日脳と略

す〉の流行が猛威をふるっていたが，最近はその日脳感

染流行様相が変わってきた.

従来行ってきたと場ブタのHI抗体獲得率調査，主媒

介蚊の雌コガタアカイエカの出現消長とウイルス分離試

験および一般都民の感受性調査の長期間にわたる観測成

績1-13)と，感染流行拡大様式の設定および集団における

抗体保有分析に回帰線法を導入して，日脳感染流行様相

の変化の要因を分析し報告する.

実験材料および方法

都内飼育ブタ出溝 1979年 1"'-'12月都下多摩地区で飼

育したブタ (6"'-'8か月令〉から，と殺時に採取した血

清1228件である.

健康都民血清供試血清は1979年 5月21日"'-'7月初日

の聞に，都内居住一般住民 370名から採取した血清で、あ

る.検索対象者の年令は 3"-'84歳であった.

HI試験 常法に準じてマイクロタイタ{法により実

施した1-11) 抗原は市販品の JaGAr01株，中山株抗原

を使用した.

中和試験 プラック減少法を応用して実施した14) 中

和抗体価は50%ブラッグ減少率値から算定した.

:::1ガタア力イエ力の捕集方法およびウイルス分離間定

試験 既報に準じた1-11) 捕集後氷室内にて捕集地区別

に雌コガタアカイエ・カの吸血蚊と未吸血蚊に分類し，群

別の蚊プーノレ乳剤を作成しウイルス分離試験を行った.

検索成績および考察

都内飼育ブタの日脳HI抗体獲得状況 1979年 1"'12 

した.採血月日別に整理した検査成績を表 1に示した.

8月13日以前の調査で観察された抗体陽性プタは， 2 

ME感受性抗体試験の結果，陽性を示すものがなかった

ことからおそらく 1978年の流行時の反映であるとみなす

ことができる. 1979年は 9月5日以降， H 1価の高いブ

タが出現し，なお 2ME感受性陽性ブタも確認されるよ

うになったことから，日脳ウイルス散布状況が盛んにな

ったのは 8月下旬からと推定した.また， 9月19日採血

のHI抗体陰性ブタ血清から日脳ウイノレス 1株(JaTan

1/79)を分離した.79年次の最高抗体獲得率値は10月17日

採血検体の調査で得られたが，前後の抗体獲得率値との

対比から同値は偶然に得られたと解すべきであろう.ほ

とんどの抗体獲得率値が 0"-'8%の範囲を低迷し続けた

ことから， 79年の日脳ウイルス散布はきわめて低度にと

どまったことが考えられた.

79年に採取した都内飼育プタ血清1228件についてHI

価と10を示した抗体陽性の比率をみると， JaGAr 01株

は67件(5.5%)，中山株では51件(4.2%)であり， JaGAr 

01株抗原が若干高率であった.また同一血清の両株抗原

に対するHI価を対比すると r=0.958の強い正の相関

が観察された.

厚生省保健情報課の全国日本脳炎情報をみると， 79年

のブタ聞の日脳ウイノレス汚染は78年同様各地に広がり，

秋田@福島県を含む 2府30県がブタのHI抗体獲得率か

ら日脳ウイルスの汚染地区と推定された.また関東地区

1都6県では，ブタのHI抗体獲得率上昇に明らかな差が

みられた.神奈川@千葉両県では 9月11"'17日に採車した

ブタ血清のHI抗体獲得率が50%を上回ったことから，

月の聞に計25固にわたって都下多摩地区での飼育ブタか 日脳ウイルスの汚染地区と推定された.近畿以西地区と

ら採取した血清1228件について，日脳HI抗体価を測定 比較すると汚染推定日は 1か月"'-'1か月半遅れていた.

*東京都立衛生研究所徴生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

料東京都多摩食肉衛生検査所
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表1. 1979年都内飼育ブタ血清の日本脳炎HI抗体獲得状況

採血年月日 検査数
ウイノレス 3*
分離

79. 1. 24 50 

2.21 50 

3.28 50 

4.18 50 

5.23 50 

6.20 50 

7. 4 50 

7.11 50 

7.18 50 

7.25 28 

8. 1 50 

8. 8 50 

8.13 50 

8.22 50 

8.29 50 

9. 5 50 

9.12 50 

9.19 50 

9.26 50 

10. 3 50 

10.12 50 

10.17 50 

10.24 50 

11.21 50 

12.12 50 

HI抗体価(JaGAr01株)10 x2nのn値
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3* HI価く10のブタ血清について，乳のみマウスを用いて行った.

4* JaTan 1/79 

ブタ間での日脳ウイルス感染流行拡大経過の数理論解 りがなかった.

析を計画するとき，系列各時点の新しい感染ブタ数は集 理論累積曲線との対比から，日脳ウイノレス感染流行拡

団内の感受性個体数，感染源個体数およびウイルスの伝 大様式のウイルス伝達係数値が一番大きかった千葉県で

達係数の 3者の積として解することができるはずであ は，流行期聞が約 1か月，次いで神奈川県の 1か月半で

る15) 集団内の感受性個体数と感染源個体数は流行経過 あったのに対して，伝達係数の低値であった 1都4県で

の進行に応じて次から次へと変化していくことになる. は3か月間にわたった.ウイルス伝達係数値が大になる

関東7地区におけるブタの観測HI抗体獲得率値と理 ほど感染流行は，短期間に終息することを明らかにでき

論計算上の対応値をグラフ紙上にプロットして対比する た.

と図 1のようになる. コガタアカイエ力の出現消長およびウイルス分離試験

図1には，感染開始時の感染源の大きさを一定 (V= 1979年6月25日-----10月 19日にかけて，都心某地区と

0.1;感染源個体数を集団個体数の O.1%)にして，ウイ 都衛研鶏舎の 2点に一定日数の間隔でライトトラ γ プを

ノレスの伝達係数値を変化させて求めた理論累積曲線を示 設置して蚊を捕集し，蚊の出現消長を解析するとともに

した.図に示した流行経過の単位時間は 1/2過とした. 雌コガタアカイユカについては日脳ウイノレスの分離試験

図に示していない 4県は，東京都の場合とほとんど変わ を行った.同期間中捕集した雌コガタアカイエカの出現
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79年のブタの日時経過におけるHI抗体獲得率と捕集

雌コガタアカイエカ数を比較すると，捕集雌コガタアカ

イエカ数のピ{グ時はブタでの日脳感染ピーク時より 2

か月早期にあった.

図3に示したように年次別@捕集地区別の雌コガタア

カイエカの出現消長をみると，最近衛研鶏舎では捕集数

の減少が顕著で、あったト11) 他の調査地点であり特殊環

境となっている都心地区では，捕集雌コガタアカイエカ

数の変動が年次によって大であった.

調査期間中，気温(最高@最低温度)，湿度を調査した

が，おおよそ最低気温 250以上になったときに雌コガタ

アカイエカの出現がみられた点以外は，明らかな関連性

を見いだすことができなかった.

雌コガタアカイエカの吸血蚊@未吸血蚊を捕集日@捕

集地区別に48プ{ノレにわけ，蚊乳剤を作成し乳のみマウ

ス脳内接種によって，ウイノレス分離を試みたが全例陰性

成績であった.

衛研鶏舎内に 5羽のウサギを飼育し，定期的に採血を

行い日脳ウイルスHI抗体獲得状況を調査したが， 6月

四日 ~10 月 23 日の調査期間内に抗体は検出されなかっ

た.

1979年次

捕集蚊数=(総捕集蚊数/捕集回数)

捕集雌コガタアカイエカ数の年次推移

1970 1967 

図 3.
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19 一般健康都民血清における日脳抗体保有調査成績

79年 5 月 21 日 ~7 月 25 日の間に都内居住の一般健康人

1979年東京都民の日本脳炎抗体保有状況

抗 (10x2nのn値〉而附
I勾
l体

表 2.

抗体保有率
(n乙0)

検査項目1*検査数年令階層
〈歳〉

24 
22 

50.0% 
54.2 
100.0 

48.5 
66.9 
94.6 

33.3 
50.0 
100.0 

6 5 4 

ヴ

4
0
0
0
0

3 

5
5
2
 

噌

B-ぬ

2 

口

6
1
i
p
o

1 

A
告

τi-
内
心-A 

。
2
4
2
 

(一)2*

3 
7 
5 

1
i
q
o
q
G
 

噌

E-品

q
u
n
U
庁

i
t--ム

口
0
0
0
に
U円。

n
u
n
-
“A
U
 

n
A
A吐

q
A
O山
門

o

d
告

d
告

7
3
8
 

6
4
 

2 
10 2 

ーi
噌

土

門

t

3 
3 

8 
6 

16.4 
31.1 
90.2 

23.0 
37.7 
93.4 

1 1 
1 
2 

1 
1 

n
u
q，
eua令

1
i
Tム

ー
ム
ワ
白

p
o

t
υ
d任

1 2 5 17 
7 
26 

5
5
6
 

1
i
 

51. 7 
75.9 
100.。

2 1 6 

T
i
q
ο
可
4

1
i
 

消長は図 2に示した.

都心某地区で、捕集した雌コガタアカイエカの吸血蚊

215四，未吸血蚊関西，その他の雌蚊 1501匹，衛研鶏舎

では雌コガタアカイエカは未吸血蚊の 6限，その他の雌

蚊が 428匹であった. 2J甫集ー地区で、の雌コガタアカイエ

カ数には顕著な差がみられた.コガタアカイエカ以外の

雌蚊については 2地区での捕集数のパタ{ンにはほとん

ど差がみられなかった.
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10 

壬5才

NT: Y=1O.80-1.30X 
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N: Y=ふ21-1.22X

6........12才

NT : Y=10.32-1.49X 
J : Y= 7.52-1.35X 
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ム一一一ム HI抗体保有率による回帰直線(中山株)

31........59才
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主主60才
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NT: Y=9.97-1.85X 
J : Y=5.58-2.19X 

10 0 5 10 

図 4. 1979年東京都民における日脳抗体保有率の回帰直線

370名から採血を行い，日脳ウイノレス JaGAr01株@中 線はグラフの上方に位宜し，年令階層間の差は著明でな

山株抗原に対するHI抗体価と JaGAr01株に対する かったが， H 1抗体保有率の回帰直線は年令階層によっ

中和抗体価を測定し表2に結果を示した. て上下の位置的変化が著明であった. H 1価10以上の抗

年令階層別によって日脳ウイノレスHI抗体保有内容に 体保有率が一番高かったと60歳は， Y軸上の交点が一番

業がみられ， H 1価10以上の抗体保有率では17'"'-'30歳を 上方にあり，また高いHI価の検体を合んで、いた壬5歳

底とした中だるみ的年令推移傾向がみられた.最近の都 ではX軸上の交点が一番右に移動していた. 17'"'-'30歳を

内での日脳ウイルス低汚染の影響を反映しているのは17 除くとその回帰直線の傾きにはほとんど差がなかった.

'"'-'30歳， 31'"'-'59歳の青壮年層であることが推測で、きた. 各年令階層において中山株より検出感度のよいJaGAr

中和抗体価10以上の年令階層別抗体保有率を比較する 01株に対する回帰直線が上方にあり，両直線はほぼ平行

と，年令階層間の差異は明らかに縮小し， H 1抗体保有 関係にあり強い正の相関(相関係数 r口 0.84'"'-'0.99)が

率でみられた年令推移変化の中だるみ現象は大幅に軽減 観察された.

された. 同一人血清について中山株・ JaGAr 01株両抗原に対

各年令階層別の日脳抗体保有状況を回帰分析法によっ するHI価を対比させると，強い正の相関〈相関係数 r田

て解析検討・した16，17) O. 84'"'-'0. 97)がみられたが， JaGAr01株抗原に対する HI

図4に示した回帰直線は年令階層別抗体分布の累積陽 価と中和抗体価の相関は，年令階層によって顕著な差が

性率実測値から算出した. みられ相関係数 r口 0.35'"'-'0.79の範囲であったく表 3). 

HI価よりも高率であった中和抗体保有率値の回帰直
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1979年東京都民の年令階層別日本脳炎ウイノレスのHI価@中和抗体価の相関表 3.

中和抗体価 (10x2nのn値〉中和抗体価1*(10X 2nのn値〉
計

〈ー〉。
6 5 4 3 2 1 

17'""-'30歳
(ー) 0 

品計

9
e
M
9
u目
ヴ

4

泊
生

τi

1 2 

3 

nuRυ

円。

1
i
q
a
n
F
U
 

O
白3 

1 

6 HI 
価

(n1I直〉
1 1 

4 割
引 r =0.352 l 2 5 17 26 6 

つ臼

A

T

1
仇

1
4

に

u
o
O
ザ
4

9
u
 

6 5 4 3 2 1 (ー)3*0

7 

1 

4

1

1

 

9 

2 

2 

1 

向。
q
u
o白

内

A
τ
i
1
i

豆5歳

〈ー〉

H12キ 0
1 

2 

3 
(n1I直) 4 

5 

訴
山，，勾

'a

1 

2 

3 

2 
中和抗体価 (10x2nのn値〉

計

。。
τi
に
U

円

h
d

内

A

qO
噌

i

6 5 4 

1 1 円。
A
せ

っ

山

1
ム

1
4

qA
内

L

T

i

31'""-'59歳
〈ー) 0 3 2 1 

14 

5 

q

U

9山

1
ム

噌

B
A

2 4 (ー〉
HI 0 

(n値) 2 
3 

3r帥 =0.7935 8 12 6 12 2 計

中和抗体価 (10x2nのn値〉
価

2 

2 計 2 r口 0.6051 6 11 19 16 4 

中和抗体価 (10x2nのn値〉
計

4

3

1

7

9

3

1

 

噌

i

1
品

噌

i

〈一) 0 6 5 4 3 2 1 

ー

よ

円

D

F

D

q

h

d
任

4

1

1

1

 

5 

1 

1 3 

6 

1 1 q
d
s住
町

、

u2 

と60歳

〈ー〉

0 

1 

2 

3 
(n値) 4 

5 

計

q
o
n
d
円

A
o
o
n
u
q
o
n
4

4

4

2

1

 

6 

1 

1 

-
τ
i
噌

i
4
1
4
2

5 

Q

d

1
ム

の

白

q
白

q

G

9山

6'""-'12歳
(ー) 0 4 3 2 1 

2

6

5

2

2

 

9

3

0

2

1

 

噌
よ
唱
止

p
o
o
u
d吐

t
i
n
L
 

z
u
τ
i
 

8 〈ー〉

0 

2 

3 
(n値) 4 

5 

HI 

高
山，S4

E

・

2 r口 0.67610 12 17 日計 HI 35 40 6 8 

価中和抗体価 (10x2nのn1I霞〉
計13'"'-'16歳

〈ー) 0 1 2 6 5 4 3 2 1 

1 p
o
q
O
噌

i
噌

i
τ
i

1 4 

2 

1 〈ー〉
HI 0 

(n値) 2 
3 

2 r出 0.483

1* JaGAr 01株抗原に対する中和抗体保有状況

2* JaGAr 01株抗原に対するHI抗体保有状況

3* (…〉口抗体価<10

ザ r=相関係数

10 17 7 9 8 2 3 目前

1 

計 r =0.620 l 

l 

1 

1 

2 

1 

7 1 

価

外の蚊の捕集数は調査地区によってそれほど大きな変動

はなかった.

3) 一般健康都民の日脳HI抗体保有状況は，年令階

層別によって差がみられた.特に青壮年層が最近の都内

での日脳ウイルス低汚染の影響を反映し低率化している

ことが明らかとなった.しかし， 日脳中和抗体保有状況

はHI抗体保有状況にみられた中だるみ的年令推移傾向

が顕著でなかった.
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下水から分離宮れるウイルスを指標とした都内における

腸管系ウイルスの感染流行実態 (1979年〉

薮内 清六矢野一好汽柴田タツ美汽林

岩崎謙二*

志直*

Incidence of Enterovil'uses in Sewage 

taken from Nine Sewage Treatment Plants in Tokyo (1979) 

KIYOSHI Y ABUUCHI*， KAZUYOSHI YANO*， T A TSUMI SHIBA TA汽

YUKINAO HA Y ASHI* and KEN]l IW ASAKIキ

Keywords:ェンテロウイルス enterovirus，下水 sewage，疫学調査 epidemiologicalsurvey 

緒語

下水中のウイノレス出現消長を定期的に追求し，その調

査結果より下水排出地域住民間に発生した腸管系ウイノレ

スの感染流行実態を知る目的で，都内 3か所多摩地区6

か所の下水処理場から採取した下水検体について，ウイ

ルス分離試験を行った.

本報では， 1979年 1---.J12月の調査成績およびその解析

について述べる.調査期間中高率に検出されたコクサヅ

キ ~B群 (CB) ウイルスについては，健康都民(小児〉

の中和抗体保有状況を調査検討したので，併せて報告す

る.

実験材料と方法

下水検体都内 3か所の下水処理場と多摩地区の団地

排水専用処理場6か所を定点とし，毎月 1回定期的に採

取した下水検体 184件を供試した.採取した下水検体は

主として沈殿汚泥と二次処理水である.検体処理および

保存方法は既報の通りである1，2)

被検血清 1977年 5'"'-'6月 (266件)， 1979年 5'"'-'7月

(190件〉に採取した 3'"'-'15歳の都内居住健康小児車清，

合計456件を供試した.

ウイルス分離同定法 使用した培養細胞は FL，HE. 

p2， Vero持462，BGM の4種類で培養法は既報に準じ

た3) 分離ウイノレスは既知抗血清を用いた中和試験によ

って同定したの.

中和抗体価の測定 被検血清は生理食塩水で， 1 : 8に

希釈し56030分の非動化処理を行い実験に供試した.

使用したウイルスは， CBウイルス 1'"'-'6型 (1型

Conn-5， 2型 Ohio-1，3型 Nancy， 4型JVB， 5型

Faulkner， 6型 Schmitt各株〉で，実施は被検血清0.05

mlに100TCID5o/O. 05ml量のウイルス液を添加混和し，

370炭酸ガスふらん器内で3時間反応させた. さらに室

温に 1晩放置した後培養した Vero持462細胞に接種し

た CPEを指標に 1週間観察し各被検血清の中和抗体

(と1: 8)の有無を測定した.

実験成績と考察

検出ウイルスの種類 各下水処理場からのウイノレス分

離成績を整理して表 1に示した.定点とした下水処理場

9か所から採取した下水検体 184件のウイルス分離培養

を行い総計65株のウイルスを分離した. ウイノレス種類別

の検出株数は Polioウイルス 18株， CBウイルス25株，

ECHOウイノレス 6株， Adenoウイルス 16株でCBウ

イノレスが最も多かった.

検出ウイルス各型の月別消長は表2に示した. Polio 

ウイノレスは例年どおり乳児への春秋季の生ワクチ γ一斉

投与に対応して1， 2，3型が分離された. CBウイノレス

は夏季を中心に1， 4，5型が高率に検出された.伺ウイ

ノレス 1型の高頻度検出は1969年以来10年ぶりのことであ

り，今次流行に先がけて1978年11月に単発的検出があっ

た1) 下水からのウイルス検出は，その時点ですでに当

該地域における同ウイノレスの感染がある程度の規模で発

生していることを推定させるが， CB各型ウイノレスの単

発的検出はp しばしば後続の大きな流行の先ぶれ現象に

なっているので，大規模流行予測の一助として注目でき

るであろう.ECHOウイルスでは秋季に 6，7型を分離

した.同ウイルス 6裂は，我々の経験では1967年下水ウ

イルス検索開始以来始めての分離で、あり， また 7型は

1970年以来9年ぶりの検出である Adenoウイノレスは

冬季と初夏にし 2， 5， 6型が分離され，春秋季には

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・1m，Tokyo， 160 Japan 
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表1.下水検体からの月別ウイルス分離状況(1979年〉

一一処一理~場-_____ 一一一~月----- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

。沈 殿汚泥 CB4 CB1 E6， CB5 E 7 AD2， P1 

K系沈殿汚泥 CB1 P2 AD1 

SI S系沈殿汚泥 CB1.4 

S系2次処理水 CB4 

M 沈 殿汚泥 CB4 P2 E7 P2 E6 

団地A
2次処理水 一 CB4 

沈 殿 汚 泥 AD2， P3 P1 CB4 

2次処理水 一 P2 
B 

沈 殿 汚 泥 P2 AD5 P 2.3 E6， CB4 AD5 一

2次処理水
C 

沈 股汚 泥 CB4 CB5 CB4.5 P1 AD5 一

2次処理水 一D 
沈殴汚泥 一 一 一 一 一AD2.5， P3 -

2次処理水 一E 
沈殿汚泥 P3 P2 AD1 CB5 E6，AD5 

生下水 AD2.5 - P 1.2 P1， AD5 CB4 CB1 CB5 CB5 AD6 

F 2次処理水 P2 CB4 

沈殿汚沼 AD1 CB1 CB1 CB1 CB5 AD6 

ー:検査せず P 1 :ポリオウイノレス 1型 AD1 :アデノウイルス 1型

CB1: コクサツキ ~B群 1 型ウイノレス E6 :エコーウイルス 6型

表 2. 下水検体からの月別ウイルス分離株数 (1979年〉

ウイルス 1月 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 言十

1型 2 1 1 1 1 6 

Polio 2 5 2 1 8 

3 1 2 1 4 

1 1 2 1 1 2 7 

Cox. B 4 1 1 3 3 2 1 11 

5 1 2 3 1 7 

ECHO 6 
1 2 1 4 

7 1 1 2 

1 1 1 l 3 

Adeno 
2 1 2 1 4 

5 2 1 1 1 2 7 

6 2 2 

言十 3 7 7 4 8 5 5 2 9 7 8 65 

件数 18 18 ND 18 18 16 16 16 16 16 16 16 184 

ND:検査せず



した健康小児血清の CBウイルスに対する中和抗体保有

調査成績〈中和抗体価乙 1:8)を表3に示した. 1974 

年以来高率に検出されている 2'"'-'5型では，各年齢層を

通じて両年次とも50%前後の高い抗体保有率を示してい

た.

一方， 1978年 6月に分離された6型， 1979年に分離さ

れた1型は特に 5歳以下の年齢階層において低率であり，

加齢に伴う上昇と年次開の差も認められた.

このことから，本年高率に検出された1型ウイルスは，

主として 5歳以下の幼児における感染流行を反映したも

のと考えた.

下水検体見Ijウイ)(..ス分離状況下水検体の種類別ウイ

ルス分離率を処理場別に算出し図 1に示した.沈殿汚泥

と処理水からのウイルス分離率を比較すると，一般家庭

の生活排水のみが流入するA'"'-'FおよびO処理場では，

汚泥が25.0'"'-'54. 5% (平均40.6%)と高率であるのに対

して，処理水では 0'"'-'18.2%(平均6.1%)と低率になっ

た.一方，多量の工場排水が流入する S処理場では，汚

泥からの分離率も低率 (9.1%)であり，処理水との差も

認められなかった.

これらのことから，活性汚泥による下水処理過程で，

通常大部分のウイルスは汚泥に吸着され処理水中のウイ

ルス量は減少するが，流入水の水質的条件によっては，

活性汚泥のウイルス吸着効率に大きな変化のあることが

推察できた.

培養細胞別ウイルス分離率使用した培養細胞別のウ

イルス分離率を対比して表4に示した. Polioウイノレス

および CB ウイルスは使用した各細胞系で、分離できた

が，最も検出率がよかったのは BGM細胞であった.
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年次別コクサツキ ~B群ウイルスの

中和抗体保有率(と1: 8) 

分

11'"'-'15 

区

6 '"'-'10 

齢

3-----5歳

年
年次

表 3.

型

33.9 

50.8 

3 

6 

77 

79 

60.9 

70.8 

21. 7 

20.0 

115 

65 

36.5 

56.9 

64.3 

41. 5 

52.2 

56.9 

21. 4 

11.5 

52.7 

59.0 

51. 8 

47.4 

47.3 

38.5 

39.3 

60.3 

14.3 

14.1 

112 

78 

7.7% 

10.6 

64. 1 

70.2 

5. 1 

19.1 

39 

47 

43.6 

53. 1 

56.4 

48.9 

46.2 

55.3 

1977 

79 

77 

79 

77 

79 

77 

79 

77 

79 

77 

79 

4 

5 

2 

1 

検査例数

検出されなかった.この現象を招いた真の原因はまだ解

明できないが， Adenoウイルスと他種ウイノレスの宿主生

体および培養細胞における競合を考えることもできるだ

ろう.

以上の調査結果から， 1979年都内において自然流行し

た主なウイノレスの種類はCB1， 4，5型， ECH06型お

よび Adeno2， 5製であったと推察した.

CBウイ )(..A中和抗体保有状況 1977年と79年に採取

生下水

涜殿汚泥

二次処理水

下

水

処

理

湯

ウイルス分縫率 (陽性検体数/検体数)

下水処理場別検体種類別ウイルス分離陽性率(陽性検体数/検体数〉

τ0% 10 。

図1.



表 4. 培養細胞別ウイルス分離状況 (1979年〉
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た.

2) ウイノレス種類と検出季節との聞にかなり明確な関

連性がみられた.すなわち， Polioウイルスは春秋季に，

CBウイノレスは夏季に， ECHOウイノレスは初秋に，

Adenoウイルスは冬季と初夏に主として検出された.

3) 1977年および79年における，都内居住健康小児の

CB各型ウイノレスに対する血中中和抗体保有率は， 1型

と6型が特に低年齢層で低率 (5.1'"'-'19.1%)であった.

また，加齢に伴う保有率の上昇がみられた. 2'"'-'5型の

抗体保有率では平均54.8%程度で年齢差，年次差ともに

大きな変動はなかった.

4) 下水検体別ウイルス分離率は，住宅地域の汚泥か

ら25.0'"'-'54.5%，処理水から 0'"'-'18.2%，工場地域の汚

泥と処理水からは，ともに9.1%であった.

5) 検出ウイノレス65株について培養細胞別の分離率を

対比すると， Polioと CBウイルスは BGM細胞で，

Adenoウイルスは HEp2細胞で特に高率であったが，

ECHOウイルスは FL細胞でのみ， Adeno ウイルス ECHOウイルスは FL細胞のみで検出された.

は HEp2締胞で、高率に分離で、きた. 文 献

実際のウイルス分離に際しては，ウイノレス種類と培養 1)薮内 清，矢野一好，柴田タツ美，岩崎謙二，辺野

細胞種類の親和性を固定概念でとらえることなく，多く 喜正夫:東京衛研年報， 29-1， 44， 1978 

の種類の培養細胞系を分離培養に用いることが，ウイル 2)矢野一好，薮内 清，柴田タツ美，岩崎謙二:日感

ス検出率を高めるためには必要であろう. 染学誌， 52， 472， 1978 

結 論 3)薮内清，矢野一好，柴田タツ美，林志誼，岩崎謙

1) 都内 9か所の定点において， 1979年 1'"'-'12月まで 二，浦野純子，河野弘子，渡辺悌古:東京衛研年報，

毎月定期的に採取した下水検体 184件から65株のウイル 30-1， 24， 1979 

スを分離同定した.検出ウイルスは Polioウイルス18株 4)徴生物検査必携，第2版， 1978，日本公衆備生協会，

(27.7%)， CBウイルス25株 (38.5%)， ECHOウイノレ 東京

ス6株 (9.2%)， Adeno ウイルス16株 (24.6~わであっ
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急性呼吸器疾患患児から分離されるウイルスを指標とした

都内における呼吸器系ウイルスの感染流行実態 (1979年〉

薮内 清*，矢野一好ぺ柴田タツ美汽林 志 直 * ， 岩 崎 謙 ニ キ

浦野純子**，河野弘子**，渡辺悌吉林

Vir叫 ogicalSurvey of Acute Respil'atory Infection 

among Infants in Tokyo (1979) 

KIYOSHI Y ABUUCHI*， KAZUYOSHI Y ANO汽 TATSUMISHIBATA*， YUKINAO HAYASHI*， 

KEN]I IWASAKI*， JUNKO URANO料， HIROKO KOHNO料 andTEIKICHI WA  TANABE** 

During the period from January to December in 1979， throat swab specimens taken from 813 infants 

clinically diagnosed as having acute infectious diseases were tested for iso1ation and identification of 

vlruses. 

For detection of respiratory viruses， all specimens were inoculated into FL， Hep 2， MDCK， Vero 355 

and HEL cell lines. In addition to these tissue cultures， the specimens taken from patients with 

Herpangina and HFMD were a1so inocu1ated into suck1ing mice for detection of Coxsackie A viruses. 

171 strains (21. 0%) of viruses were iso1ated from 813 specimens. The viruses detected were mainly 

Adeno type 1-4， Rhino， Influenza type A(H1N1)， Coxsackie A type 10， 16， Coxsackie B type 1 and 

ECHO type 7. These results in 1979 were different from those on which we reported in 1978. 

Of 16 strains in which Coxsackie A type 10 virus was detected， 14 (87.5%) were iso1ated from 
specimens of Herpangina patients and out of 14 strains in which Coxsackie A type 16 was detectedJ 

10 (71. 4%) were from HFMD patients. 

All of the Coxsackie A viruses were detected in suckling mice， while none of them was detected in 
tissue cu1 tures. 

In URI cases， Adeno type 1， 2， Rhino， Coxsackie A type 10 and ECHO type 7 viruses were mainly 

isolated from 0-3 age group， but Adeno type 3， 4， Influenza type A (H1N1) and Coxsackie B type 1 

viruses were mainly isolated fromι15 age group. 

Keywords: virological survey， acute respiratory infection， infants 

読者 雷

一般には急性呼吸器疾患の80'"'-'90%は感染症であり，

ウイルスが重要な役割を演じていると考えられている.

患者から検出されるウイルスの種類によっては，特有な

臨床像から病因との関連が明確にされているものもある

が，腸管系のウイルスは様々な臨床像の患者から，また

無症状の小児から検出されることがあり病因性の不確定

なものが多い.しかし多数の症例検索，また疫学的調査

の成績およびその解析の集積により病閣の実態が明らか

になっていくと思われる.

本稿では都内定点病院において採取した小児科受診患

児の咽頭ぬぐい液からウイルス分離を行い，ウイノレス検

出成績の解析結果から都内における呼吸器系ウイノレスの

流行実態を推定するとともに，熱性上気道炎 (URI)患

児からの検出ウイノレスについて分離率を指標に臨床的，

疫学的特色を考察したのであわせて報告する.

材料と方法

患児咽頭ぬぐい液 1979年 1月から12月の関に，東京

逓信病院小児科を受診した急性期患児 813名から咽頭ぬ

ぐい液を採取しウイルス分離を行った.検体採取および

処理方法は既報1)に準じて行った. 症例別の患児検体数

は URI495件，下気道炎 (LRI)142件，手足口病

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

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

**東京逓信病院小児科
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組織培養による症例別ウイルス分離状況 (1979年〉表1.
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結果と考察

患児咽頭ぬく、、い液からのウイルス分離試験成績

1) 組織培養によるウイルス分離状況 1979年 1月か

ら12月にかけて採取した小児科受診患児の咽頭ぬぐい液

について，組織培養によるウイルス分離を行い結果を症

例別に整理して表 1に示した.総検体 813件から 125株

(15.4%)のウイルスを分離した. URI症例 495件から

は102株 (21.2%)のウイルスを分離した. URI症例か

ら高ひん度に検出されたウイルスの型別は，アデノ 1"-'

4型，ライノ(型別未同定)，インフルエンザA (H1 

N1)型，コクサツキーB群 1型，エコー 7型であった.

LRI症例 142件からは計6株 (4.2%)のウイルスを分

離したのみであった.またコクサツキ ~A群ウイノレスは

どの症例からも検出されなかった.

URI症例に比べて LRI症例でのウイルス分離率は著

しく低かったが，ウイルス分離率は感染後の経過日数に

(HFMD) 28件，発疹症60件，発熱 12件，下痢その他

76件であった. 年齢階層別の検体数は 0"-'3才 403件，

4"-'6才254件， 7"-'15才 156件であった.

ウイルス分離試験 患児咽頭ぬく刈、液からのウイルス

分離培養は FL，Hep 2， Vero 355， MDCK， HEL の

各細胞系を用いて CPEまたは HAの出現を指標に判定

した.分離ウイノレスの同定は既知抗血清を用いた HI試

験， CF反応， 中和試験2)により行った. ウイノレス分離

および同定の詳細は既報1)に準じて行った.

ヘルパンギ{ナ， HFMD症状を旦した患児検体はさ

らにサックリング、マウスにも接種してウイルス分離を試

みた.検体はダイアロン処理を行い生後4日以内のサッ

クリングマウスの皮下，腹腔内に 0.02mlずつ接種し 20

日間観察した.発症した個体の四肢筋肉乳剤を調整し既

知抗血清を用いた CF反応，中和試験により分離ウイル

スの同定を行った.



より大きく変動する. 一般的にみて疾患の性質上 URI

に比べて LRIの検体採取は，感染からの日数が多くな

りがちであるため前述のようにウイルス分離率が低下し

たものと思われる.

2) サックリンゲマウスによるウイルス分離状況

ノレパンギ{ナおよび HFMD症状を呈した患児検体は，

細胞を用いた分離培養と同時にサックリングマウスにも

接種してウイルス分離を行い，結果を症例別に整理して

表 2に示した.ヘルパンギーナ底児検体からは 48.1%，

HFMDからは 72.7%と高率にウイルスを検出した.コ

クサツキーA群 10型は主としてへルパンギ{ナ患児か

ら，また同 16型は HFMD患児から分離された.このよ
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乳のみマウスによる症例別ウイルス分離状況
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小児科受診患児からの月別ウイルス分離状況(1979年〉表 3.
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URI患、児と下水からのウイルス分離状況の対比

長出現の原因となるかもしれない.

4) 同時分離例 同一患児検体から異なった 2種のウ

イルスが検出された向時・分離例は，検査例813件中12例

(1. 5%)，ウイルス分離陽性例159件との対比では7.5%

にみられた(表 4). 検出ウイノレス種類の組合せはライ

ノとアデノ，コクサツキ ~A群と B群が多かった.前回

までの報告1，3)と比較して今回の同時分離例がかなり高

率を示したのは，サックリングマウスによる分離培養を

併用したためであり，このように分離試験方法を多様化

すれば同時分離例はさらに増加すると思われる.様々な

臨床像の患者検体から分離され特定疾患との病困関連が

とかく不確定であるエンテロウイノレスの場合，同時分離

例が増加すれば病因の解明はさらに複雑なものになる.

URI患児と下水からのウイルス分離状況の対比わ

れわれは1967年以来下水からのウイノレス検索を行ってき

た.それらの成績解析日〉によると下水から検出されるウ

イノレスは主として，下水流入域に居住する不顕性感染者

からのウイルス排出状況を反映していると思われる.そ

こで URI患児からのウイルス分離状況と下水からのウ

イルス分離状況りを対比させて図 1，..._， 3に示した. 閣は

ウイルス種類別の年間分離株総数に対する各月分離株数

の百分率値が示してある.コクサツキーB群(図 1)で

は，両者からのウイルス検出は夏季を中心としてほぼ一

致した. しかし血清型別の分離状況には差があり，特に

7月の 1型検出率が URI患児において非常に高率であ

った.エコ{ウイノレス(図 2)では URI患児と下水か

図1.

うに呼吸器疾患患者の咽頭には組織培養では検出され難

いコグサツキ ~A群ウイルスが存在することもあるの

で，ウイルス検索をする場合サックリングマウスを併用

することが望ましい.

3) 月別ウイルス分離状況 組織培養およびサックリ

ングマウスによるウイルス分離成績を総括し，月加に整

理して表 3に示した.総検体 813件から 171株 (21.0%) 

のウイルスを分離した.検出ウイルス種類はアデノ60株

(1型 10株， 2型 12株， 3型 13株， 4型 13株， 5型6株，

6型 5株， 1......_，6型以外1株)， ライノ(型別未同定)18 

株， インブノレェγザA (H1N1)型7株， コグサツキ{

A群36株 (2型 1株， 5型5株， 10型16株， 16型14株)，

同B群21株 (1型 13株， 4型5株， 5型3株)，エコ{

12株 (3型 1株， 6型 1株， 7型 9株， 11型 1株)，ポ

リオ 2型 1株，ヘルベス 2株，ムンプス 4株，未向定10

株であった. 1978年にはアデノ 2，3型，コクサヅキ{

B群 4，5型， エンテロ 71型を中心として検出された

が3>，1979年にはアデノ 1......_，4 製，コグサツキ~A群 10，

16型， B群 1型，エコー 7型が主に検出され主流行ウイ

ルスの変化がみられた.検出ウイルスの種類別季節消長

をみるとインフルエソザは冬季に，ライノはインフルエ

ンザ流行前後に多く分離された.コクサツキへエコ{

は夏季に，アデノは年聞を通じて検出された.このよう

にそれぞれのウイルス感染流行に特有な季節消長が現わ

れる原因は，まだ充分の説明はされていない.しかし冬

季に流行するインフルエンザウイルスと，夏季に流行す

るポリオウイルスの生荘期間に自然環境因子としての湿

度の差が影響するという報告4)や，流行疫学的にある種

のウイノレス間には干渉現象が成立するという報告5) もあ

る.これらはわれわれの観察した検出ウイルスの季節消



44 Ann. Rep・ TokyoMetr. Res. Lab. P.H.， 31-1， 1980 

らのウイノレス検出時期にずれがあり下水からの検出が遅

れていた.血清型別には URI患児から夏季に7型，下

水から晩秋に 6型が主として検出されたのがめだった.

アデノウイルスは閣 3のように両者からの検出状況に差

があった. URI患児から毎月検出され血清型別も 1'"'-'6

型と変化に富んでいたのに対して，下水検体からの検出

時期は冬季と初夏に眼られ3型と 4型のウイノレス検出が

みられなかった.

URIとその他の症例からのウイルス分離状況の対比

次に患児検体を URI群とその他の症例群に分けて対比

を行い，結果を表5に示した.その他の症例に比べて
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図 2. URI患児と下水からのウイルス分離状況の対比
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URI患児検体からはアデノ 1'"'-'4型，ライノ，インフノレ

エンザ A(H1 N1)型， コクサツキ ~A群 5 型， 10型，

同B群 1型，エコー 7型の検出率が高かった.逆にコグ

サツキーA群16型はそのft主の症例からの検出率の方が高

かった.また URI患、児検体からのウイルス検出状況は

年齢階層により特色がみられた.アデノ 1型， 2型，ラ

イノ，コクサツキーA群10型，エコ ~7 型は低年齢層か

ら， アデノ 3型， 4型， インフノレエンザ A (H1 N1) 

型，コクサツキーB群 1型は高年齢児層から主として検

出された.

結 論

1979年 1月から12月に採取した小児科受診患児の咽頭

ぬぐい液からウイルス分離を行い以下の結論を得た.

1) 患児検体 813件より 171株 (21.0%)のウイルス

を分離した. 検出したウイルスはアデノ 1型(10株)，

2型(12株)， 3型(13株)， 4型(13株)， 5型 (6株)，

6型 (5株)， 1'"'-'6型以外 (1株)，ライノ(型別未開定

18株)， インフルエンザ A (H1 N1)型 (7株)， コク

サツキ ~A群 2 型 (1 株)， 5型 (5株)， 10型 (16株)，

16型 (14株)，同B群 1型(13株)， 4型 (5株)， 5型

(3株)， エコー 3型(1株)， 6型 (1株)， 7型 (9

株)， 11型 (1株)，ポリオ 2型 (1株)，へルベス (2

株)，ム γプス (4株)，未問定 (10株〉であった.

2) へルパシギ{ナおよび HFMD症状を呈した患克

検体はサックリングマウスにも接種し， 112件から46株

(41.1%)のウイルスを検出した. 54名のへルパンギ{

ナ患児から 14 株 (25.9%) のコクサヅキ ~A群 10 型ウ

イルスを， 22名の HFMD患児から 10株 (45.5%)のコ

クサツキ ~A群16型ウイルスを検出した.組織培養系で

はコクサツキ ~A群ウイルスの検出はなかった.

図 3. URI患児と下水からのウイルス分離状況の対比
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表 5. URIとその他の症例からのウイノレス分離状況の対比

症 年 件 ア ア ノ フ Inf. Cox. A Cox. B = コ
イ一一一

例 齢 数 1 2 3 4 5 6 ノ AHl 2 5 10 16 1 4 5 3 6 7 11 

U 
0"-' 3 2303% .13.11.70.40.91.33.50.70.41.75.20.91.30.9 0.4 1. 7 0.4 

4"-' 6 175 O. 6 2. 3 3. 4 2. 9 O. 6 O. 6 4. 0 2. 3 1. 1 O. 6 2. 9 1. 1 1. 1 O. 6 1.1 

R 7"-'15 90 1. 1 3.3 6.7 1.1 1.1 3.3 1.1 

I 0"-'15 495 1. 6 2. 4 2. 6 2.4 O. 6 O. 8 3. 0 1. 4 0.2 1. 0 2. 8 O. 6 2. 2 O. 8 0.4 O. 2 O. 2 1. 4 O. 2 

そ 0"-'3 173 0.6 0.6 1.1 

4"-' 6 79 1. 3 1.3 1.3 1.3 

の 7"-'15 66 1.5 1.5 1.5 

他。"-'15 318 0.6 0.3 0.9 0.3 0.9 

3) 同時分離例は 813件中 12例(1.5%) にみられ

た.ウイルス分離陽性検体 159件との対比では 7.5%を

占めた.検出ウイルス種類の組合せはライノとアデノ，

コグサヅキ~A群と B群が多かった.

4) URI患児検体からのウイルス分離状況をその他

の症例および下水検体からのウイノレス分離状況と対比解

析した. URI患児検体からは低年齢層でアデノ 1型， 2 

型，ライノ，コクサツキ ~A群10型，エコ ~7 型，高年

齢児層ではアデノ 3型， 4型， ィγフルエンザ A (H1 

N1) 型，コグサツキ ~B群 1 型が高率に検出され主流

行ウイノレスであることがわかった.

〈本研究の概要は日本感染症学会第 54回総会 1980年

5月で発表した.) 
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力一トリ・yジブィ)(.，ターを用いたウイルスの吸着および溶出条件の実験的検討

矢野一 好 * ， 林 志直汽柴田 タツ美*，薮内 清*

岩崎謙二*

Effect of Pleated Membl'ane Filtel' fOl' Concentrating Vil'uses in明Tater

KAZUYOSHI Y ANO汽 YUKINAOHA Y ASHI*， T A TSUMI SHIBA T A *， KIYOSHI Y ABUUCHI* 

and KEN]I IW ASAKI* 

Keywords:ポリオウイノレス poliovirus， ウイノレス濃縮 virusconcen tra tion， カ{トリヅジフィノレタ~ pleated 

membrane filter 

緒 雷

河川に主な水資源を求めてきた都市の水行政は，流域

の都市化および人口の調密化によって，需要に応じる新

しい水資源の確保がますます困難となり，使用後水の再

利用も採り上げざるを得なくなってきた.また，流域上

流の都市化が進めば，都市排水ないしその処理水は河川

に流入することになる.かかる背景が考慮されて，処理

水，再生水のウイルス学的監視は重視されるようになっ

てきた.

処理水中のウイルス濃度は，通常低値であるため，ウ

イノレス分離には， ウイルス濃縮過程を欠くことができな

い.この目的のために，セノレロ{スフィルター，ガラス

粉，滑石， PE60等の担体を用いた吸着， 溶出方法が検

討されてきたト8)

我々は，実用への応用を考慮して，大量のオくから比較

的能率よくウイノレスの検出ができるとされているカート

リヅジフィルタ{を用いたポリオウイルスの吸着，溶出

法の基礎的諸条件を検討した.実験構成としては，ウイ

ノレス吸着と，溶出の機作を分けて考えた.

材料と方法

力一トリ‘Yジブィ jレター 耐酸，耐アルカリで再使用

可能なホ{ミックカ{トリッジフィノレタ ~HC-40， 0.45 

μm (野村マイクロサイエンス製〉を用いた. フィノレタ

ーホノレダ{は， ト{セノレ用ステ γ レスハウジング(東洋

科学産業〉を用いた.基礎実験は，フィルタ{のろ過面

を25mmq)に切り抜き，注射器用ホルダー(ミリポア製〉

にセットして行った.フィノレタ{の前処理は， 1%牛血

清アルブミン (BSA)10mlをあらかじめろ過すること

により行った.

ウイルス ポリオウイルス I型弱毒株 (Lsc，2ab株〉

1.吸水口 2.ロータリーポンプ

3.圧力計 4，過庄防止装置

5，6.フィルター 7，コードリール

8.スイッチ 9.排水口

図1. カ{トリッジフィルタ{による水中ウイノレ

ス濃縮装置

を BGM細胞で培養し， 3， OOOrpm 20分間遠心した上

清を実験用ウイルス原液とした.原液中のウイノレス量

は，約1.5 x 108PFU Imlであった.

ウイルス量の測定 供試水中のウイルス量は， BGM 

細胞を用いたブラック形成法によって行い，PFU/ml 

で表示したの.

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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表1-3). 吸着率の実験値と計算値の相関表1-1). カートリッジフィルタ{へのウイルス吸着実験

{直験

40.3% 

99.7 

8.2 

45.8 

57.3 

87.6 

86.4 

1.9 

21.1 

実{直自
削

46.8% 

94.0 

7.4 

40. 1 

56.5 

94.1 

85.6 

8.4 

15.4 

算No. 

1

i

n

L

q

O

A
せ

F
L
O
P
O

門

i

o

o

n
汐

剤

C1)無

C2)塩化アルミニ
ウム

B3)主三次処理水 C3)凝集剤T896

カ日添

B1)水道水

質

B2)中水

水

A1)40mlj201* 
水

A2)4ml 
準

A3)0.4ml 

ウイルス量要因

* 1. 5 x lOSPFUjml， MEM浮遊液

表1-2).実験構成と結果

吸着率(%)

r=0.989 相関係数

表1-4). 吸着条件の要因分析表

分散比

4.819* 

2.448 

36.627** 

40.3 

99.7 

8.2 

45.8 

57.3 

87.6 

86.4 

1.9 

21.1 

C34{;;才ろ液PFUjml

不偏分散

551. 2 

280.0 

4189.2 

114.4 

43000 

178 

50500 

5500 

1900 

280 

142 

510 

131 

動

1102.4 

560.0 

8378.4 

228. 7 

72000 

64000 

55000 

10150 

4450 

2250 

935 

520 

166 

変自由度

n
L

円

L

q

G

n

A

B 

t
i
n
A

円、u
q

O

1

i

n

L

q

G

円。

1
i

A

B

C

髄

1

2

3

1

2

3

1

2

3

 

No. A 

1

4

9

u

n

o

A
品

目

h
d

に
U

ワ
'

O

O

Q

d

要因

ーム

1
ム
T
ム
ヮ
“

9副
ワ

山

q
u
q
u
Q
d

10269.5 8 計

3水準の組合わせ実験を計画した.各要因の水準は，表

1-1)に示した.ウイルス量の 3水準は，被検水 201に

ウイルス原液をそれぞれ40ml，4 ml， O. 4ml添加して作

成した.水質要因の 3水準には，チオ硫酸ナトリウムで

塩素の効果を中和した水道水， 中水 (pH6.8， COD3. 5 

mgjl， BOD1. 1mgjl， TOC11mgjl)，および三次処理水

(pH6.4， COD4.8mg/l， TOC9mg/l) を選んだ.添加

剤の水準としては，無処理，塩化アルミニウム (0.0015

M)，カチオγ系凝集剤(市川毛織製アイケイフロック

T896， 0.002%)を用いた.

各要因の組合わせで交互作用がない想定で実験構造式

を組み，実験結果を表1-2)に示した.各構成によって，

ウイルス吸着率には1.9'"'-'99. 7%と大きな差がみられた.

交互作用はないという想定での実験構造式であったの

で，この想定が適当であったかどうかの検討をするため

吸着率の実測値と算出された理論値を対比させ表1ーの
に示した.実測備と理論対応値はよく近似していること

から，上記の想定は肯定してよいと思う.しかし，我々

が今回取上げなかった要因の組合わせでの交互作用まで

を否定するものではない.要因種類とその組合わせによ

っては，交互作用が現われても不思議はない.

実測デ{夕{について，分散分析を行った結果を表

**1%水準で有意*5%水準で有意
吸着条件の検討 1) 図 1に示したカ{トリッジフィ

ルタ{による水中ウイノレス濃縮装置を組んで、実験した.

被検水 201にウイノレス原液を添加し，水温200，加圧約

1kg/cm2，ろ過時間約 90秒でろ過した.吸着率は，添加

ウイノレスの PFUjmlと，ろ液の PFUjmlとの比率で

算出した.

2) 詳細な実験条件の検討には，カートリッジを解体

しろ過面を25mmゅに切り抜き，フィルタ{ホノレダ{に

セットし，ウイルス液50mlを注射筒で加圧ろ過した.

吸着率は，前者と同様にして算出した.

溶出条件の検討 ウイルス溶出条件の検討怯，すべて

25mm世フィノレターの実験系で、行った. ウイノレスを吸着

させたフィルタ{を， 各種溶出液5mlに浸し室温で20

分間撮とうさせ搭出した.外液は1N塩酸で中和した後，

抗生物質を添加して総量7.5ml(6.7倍濃縮〉にして，ウ

イルス最を測定した.溶出率は，溶出液中のウイルス量

を濃縮倍数で割り，吸着ウイノレス量との比率をとって算

出した.

結果と考察

1. 7ィ)[.，ターへのウイルス吸着実験

1) ラテン方格法による要因分析 201容量εの実験系

では，カ{トリッジフィルタ{へのウイルス吸着要因の

中から，ウイルス量，水費，添加剤の 3者を選出し， 3元
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フィルターからのウイルス溶出実験表3-1).ウイノレス吸着に及ぼす塩化アノレミニウムの影響表 2.

塩濃度

水
。%

1 

C1) 

C2) 

7 

9 

pH 液

O.u..在グリシン
緩衝液

3%ピ{フ
エキストラクト B2)

O.lMリン酸
緩衝液

B1) 

出溶

A1) 

A2) 

要因吸着率
く%)

81. 2 

73.3 

51.8 

く0

11. 0 

40.7 

ろ 液
PFU/ml 

370 

1292 

2400 

4533 

4300 

2950 

ブィノレタ{
BSA処理*

無

無

無

有

有

有

塩化アノレミ
ニウム濃度

0.015M 

0.0015 

0.00015 

0.015 

0.0015 

0.00015 

No. 

1
-
q
h
q
d
A吐
円
り
円
。

5 C3) 11 B3) A3) 
準

実験構成と結果表3-2).
5233 

3966 

4833 

4975 

V. C**蒸留水

V. C 0.015M 

V. C 0.0015 

V. C 0.00015 

7

8

9

m

 

溶出率(%)

0.2 

0.7 

0.6 

2.0 

0.6 

9.3 

9.8 

6. 1 

10.4 

7.2 

15.3 

22.4 

13.3 

14.0 

34.2 

18.3 

15.1 

27.0 

0.4 

4.9 

7.8 

3.8 

7.9 

9.8 

3.7 

4.8 

4.8 

PFU/ml 

50 

155 

128 

440 
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2033 

2150 

1340 

2268 

1566 

3333 

4900 

2900 
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7466 
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3300 
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1046 

C 

1

2

3

1

2

3

1
ム

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

4

2

3

1
ゐ

2

3

1
ム

2

3

B 

ー
ム
ー
よ

1
ム

ワ

h
H
9
U
9白

q
u
q
d
q
u
1ム

1

4

1ょ
っ

向

。

山

9
白

9
d
q
u
Q
U
1ム

1

4

1
ム

ワ

山

ワ

M

9
山

q
u
q
u
q
u

A 

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

3

3

 

No. 

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

 

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

 

3.7x10aPFU/ml 

5. 1 x 102PFU /ml 
添加ウイノレス量

ろ液ウイルス量

類， pH，塩濃度について検討した.各要因の水準は，表

3-1)に示した通りで，溶出液として O.1Mグリシン緩

衝液， 3%ピ{プエキストラクト (DIFCO，0126-01)， 

O. 1Mリン酸緩衝液の 3種を用いた. pHは 7，9，11の

3段階，なお塩濃度は，各緩衝液に塩化ナトリウムを 0

%， 1%， 5%に添加して調製した.

1ーのに示した.算出された分散比の大きさから，設定

した 3種の水質的差異には有意業が認められず，ウイノレ

ス濃度差は 5%の危険率で，また添加剤の差は 1%の危

険率で有意差が認められた.

2) 7ィjレターの前処理と塩化アルミエウム濃度 前

の実験結果から，ウイルス吸若条件に関与する最大要因

と考えられた添加剤について， 25mmゅのフィルタ{を

使用し，50ml容量の実験系で検討した.実験構成は，

塩化アルミニウム濃度とフィルタ{の BSA前処理で組

んだ(表 2).添加ウイノレス最は， 5.2 x 10aPFU/ml(蒸

留水〉と一定にした.しかし，添加する塩化アルミニウム

は， ウイノレス感染価に影響があり， .臨化アノレミニウム濃

度ごとにウイノレス対照に感染価の差が認められた(3.9'"'-'

4.9 x 103PFU /ml). Rogerらの報告した， ポリオウイ

ノレスは pH6以下の緩衝液中で凝集が起こり， 2'"'-'31ogの

プラック減少が認められる，ということから，塩化アル

ミニウム添加により pHが低下しウイノレス凝集が起こっ

たものと考えた10)

ウイルス吸着率は，添加塩化アルミニウム濃度別のウ

イノレス対・照の感染価を基に算出し，表 2に示した. ウイ

ノレス吸着率は，無処理フィルタ{で51.8'"'-'81. 2%， BSA 

処理フィノレタ{で0'"'-'40.7%であった.無処理フィルタ

ーでのウイルス吸着率は，塩化アルミニウムの濃度上昇

と共に上昇した.しかし，実用聞から考えると， 0.0015 

M程度が有効であると考えた.一方， BSA処理フィノレ

ターでは，逆に塩化アノレミニウム濃度が低下するとウイ

ノレス吸着率は上昇した.

2. 7ィjレターからのウイルス溶出実験

1) ラテン方格j去による嬰因分析 プイノレタ{吸着ウ

イノレスの溶出条件に関与する要因の中から，溶出液の種

料 V.C:ウイルス対照* BSA:牛血清アルブミ γ
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無処理フィルタ{からのウイルス溶出表4-1).表析分散分表3-3).

溶出ウイ
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1875.9 26 計

4833-1292口 3541PFUjml吸着ウイルス量

BSA処理フィルタ{からのウイノレス溶出

ピ{フ

エキス
く%)

搭出率
く%)

ス吸着力をコシトロ{ルする必要があると考えた.

② BSA前処理7ィルターからのウイルス溶出 フ

ィノレタ{を BSAで前処理すれば， ウイノレスの吸着力が

弱くなり溶出が容易になるのではないか，という想定で

表4-2)に示した実験構成を組んで， ウイノレス溶出実験

を行った.

実験結果をみると，ウイルス吸着率は， 8.9%と低率

ではあったが，ウイルス溶出率の最大値が 104.5%であ

った.最大溶出の認められた溶出液の組合わせは， 3% 

ピ{プエキストラクト， 5%塩化ナトリウム， pH9であ

った.
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ウイノレス溶出に当って，あらかじめ各要因聞の交互作

用が想定されたので，実験構成は表3-2)に示した通り

に組んで実験した. ウイノレス溶出率は，グリシシ緩衝液，

pH7，塩濃度 0%の組合わせ条件で最も低率 (0.2;の
であり， 3%ピ{フエキストラクト， pH9，塩濃度 5%

が最も高率であった (34.2%).無機系緩衝液よりも有機

系捺液で，塩濃度および pHを上昇させた場合に効率の

上がることがわかった.この結果は，溶出にピ{フエキ

ストラグトの有効性を論じた Edward らの報告とも一

致した11)

各要因とその交互作用の分散分析結果を表3-3)に示

した.各要因の分散比をみると，緩衝液の種類(A)が，

123.67と最も大きく，ついで塩濃度 (C)32.27，pH(B) 

11. 89の順であり， いづれも 1%以下の危険率で有意性

が認められた.緩衝液と塩濃度の交互作用は，最も顕著

であった.これらの要因分析結果から，ウイノレス溶出条

件は吸着条件と異って，非常に複雑であることがわかっ

た.

2) ウイルス溶出!こ及{ますフィルター前処理の影響

① 無処理フィルターからのウイルス溶出 25mmゅ
のフィルタ{に 3.5xlOSPFUjmlのウイノレス液50mlを

吸着させ，表4-1)に示した実験構成でウイルス溶出実

料 1%水準で有意*5%水準で有意

験を行った.

溶出率は， 1%ピーフエキストラクト， 1%塩化ナト

リウム， pH9の最低9.3%から， 2%ピーフエキストラ

クト， 5%塩化ナトリウム， pH9の最高26.4%の範囲で

変化した.実測値について分散分析を行い，各要因の影

響力を検討したところ，塩濃度の影響力が最も大きいこ

とがわかった.つまり， 5%に塩化ナトリウムを添加し，

イオン強度を上昇させると溶出率は上昇した.しかし，

最大溶出率でも26.4%であることから，より高い溶出率

を得るには，緩欝液を変えるか，フィルターへのウイル
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BSA前処理フィノレタ{を実用化するには，ウイルス

溶出率ばかりでなく，ウイルス吸着率の向上を含め，添

加ウイノレス量からみたウイルス回収率を上昇させること

にポイ γ トをおいた検討が必要で、ある.

以上の実験結果から， ウイノレス浮遊液のイオン強度，

pH等を調整すれば， ウイノレス粒子の凝集力，および表

面荷電に変化が生じ，フィルタ{へのウイルス吸着に影

響がでると考えられた.

吸着ウイノレスの溶出率を上昇させるには，フィルタ{

を前処理し，フィノレタ{におけるウイルス吸着部位，な

いし吸着力をコントロ{ノレすることが重要である.つま

り，フィルタ{表面を荷電処理し，ウイルス吸着，溶出

効果を上昇させることも一つの実用的方法であると考え

た.

結 論

要因間の交互作用と各水準間の有意差が認められた.無

処理フィルターからの最も効率のよい溶出液の組合わせ

は， 2%ピーフエキストラクト， pH9， 5%塩化ナトリ

ウムであった〈溶出率26.4%).1%牛血清アルブミ γ前

処理したフィノレタ{では，ウイルス吸若率は低下したが

3%ピ{ブエキストラクト， pH9，5%塩化ナトリウム

の組合わせで104.5%と高い溶出率が認められた.
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hemagglu tina tion 

緒雷

1973年 Bishopら1，2)によって報告された Humanrota-

virus (以下HRVと略す〉は，その後世界各地の急性胃

腸炎患児ふん使から検出され，わが国においても冬季に

おける乳幼児の非細菌性急性胃腸炎の病因として本ウイ

ルスが高率に関与していることが明らかにされた.

この HRVは現在までのところ，一般的には培養に成

功していないため，その検出はもっぱら電子顕微鏡によ

る形態学的検査に頼っているので，設備的，技術的な障

害のために，検査の必要性は認めながらもいまだ一般化

されるまでには至っていない.

一方， Flewettらのによって， 培養可能な Nebraska

calf diarrhea virus (以下 NCDVと略す〉が HRVと

共通抗原を有することが報告され， NCDVを用いた各

種検査法が開発されている←ゎ.

われわれは，急性胃腸炎患児ふん使について，通常の

組織培養によるウイルス分離試験および細菌培養試験に

加えて，電子顕微鏡および逆受身赤血球凝集反応(rever-

sed passive hemagglutination: 以下 RPHAと略す〉

によるウイルス検出の検討を試みたので，その概要を報

告する.

材料と方法

供試ふん便患者ふん便は1979年11月から1980年 3月

に東京逓信病院小児科を受診した生後5カ月から12才の

急性腎腸炎患児42名から，健康児ふん使は生後8カ月か

ら11カ月の乳幼児20名からそれぞれ採取した.採取後直

ちに -200に凍結保存した.

ふん便処理法 リシ酸緩衝液で 10%乳剤とし， 3，000 

rpm 20分遠心沈殿後その上清をこ分し， 一方は組織培

養用培養液 (EagleMEM)を等量加え，凍結融解後

3，000 rpm 10分遠心沈殿し，上清に抗生物質を加えてウ

イルス分離培養用検体とした.他方は 5%ヒツジ閤定赤

血球液を1/2量加え37030分作用させ，ふん使乳剤上清

中のヒツジ赤血球に対する凝集索を吸着後遠心沈殿し，

その上清を RPHAに用いた.

電子顕微鏡検査法 患者ふん使に約10倍量の精製水を

加えてかくはんした後， 3， 000 rpm 10分遠心沈散し，上

清をさらに 8，000rpm 30分遠心沈殿してきょう雑物を

除去した.この上清を30%ジョ糖液上に重層し， 35，000 

rpm 90分遠心沈殿した.得られた沈、盗を少量の精製水

に浮遊させ 40 に一夜放置後 3，000rpm 20分遠心沈殿

し，上清を電子顕徴鏡用試料とした.標本はネガティプ

染色してから鏡検した.

ウイルス NCDV (Lincoln株〉を MA104細胞で増

殖させ，凍結融解後 3，000rpm 10分遠心沈殿して細胞

を除去し，透析チュ{ブで約 1/100量に減圧濃縮したも

のを精製出発材料とし，フロロカ{ボン処理後ジョ糖密

度こう配法により精製した.

抗NCDV血清精製 NCDVに Freund'scomplete 

adjuvantを等量加え， モルモットの大腿部に筋肉内接

種し， 3週間後腹腔内に追加免疫をおこない，さらに 1

週間後に全採血し血清を分離した.

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

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

料北里研究所

***東京逓信病続小児科
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表1.急性腎腸炎患児ふん便からの rotavirusの検索成績
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ウイルス培養検査 ウイルス分離試験は FL，HEp2， 

Vero葬462，BGMの4種継代細胞を用いて常法8)に従っ

ておこなった.

細菌培養検査患者ふん便について，マヅコ γキ{寒

天培地， ドリガノレスキ{改良寒天培地， BTBティポ{

/レ寒天培地， フェニーノレエチノレアノレコール加血液寒天培

地，セレナイト増菌培地および3%食塩加ベプトン水を

使用して，常法9)に従って主として赤痢菌，サルモネラ，

腸炎ピブリオおよび病原大腸菌を対象に培養検査をおこ

なった.

結果と考察

1979年11月から1980年3月にかけて東京逓信病院小児

科を受診した，生後5カ月から12才の急性胃腸炎患児指

名のふん便についての病因検索成績を表 1にしめした.

電子顕徴鏡検査〈以下電顕法と略す〉により 42例中

23例 (55%)にウイルス粒子をみとめた.このうち22例

の検出粒子は直径60nmで，形態学的にも HRVと一致

したが，他の l例は直径約 30nmの小型粒子であった.

直径 30nm前後の粒子で下痢症の病因と考えられるウイ

ルスには， NorwaU王virus，Astrovirus， Calicivirusなど

NCDV特異抗体精製 NCDVをリガシドとした臭化

シアン活性化セファロ{スカラムを用い，アフィニティ

{グロマトグラフイ{法によって抗 NCDVモルモット

血清から精製した.

NCDV特異抗体感作1:::ツジ赤血球 RPHAの担体と

して用いる固定ヒツジ赤血球はセルゲン (Cellgen 日本

バイオテスト研究所製〉を使用した.希釈液で2.5%浮

遊液とし，これに蛋白濃度40μg/mlに調整した NCDV

特異抗体を等量加えて 370 30分間かくはんして感作し

た.使用時希釈液で 1%浮遊液とした.

希釈液 0.15Mリシ費支緩衝液 (pH7.2)に Tween80

を0.1%，アラビアゴムを0.01%に加えたものを使用し

?こ.

RPHA V型プレ{トを用いたマイクロタイタ{法に

よった. 1検体につき 0.025mlの2倍階段希釈列を 2

列作り，一方には希釈液を，他方には抗 NCDV血清を

それぞれ 0.025mlづっ加え， 370 60分感作させた後，

0.025 mlのl%NCDV特異抗体感作ヒツジ固定赤血球

液をそれぞれ加えて振とうし，室温60分静置して凝集像

を観察した.

*直径30nmの小型粒子
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表 2. 電顕法と RPHA法の比較 ていない. 1980年 Wyattら11)は HRV2型 Wa株を

newborn gnotobiotic pigletに連続 11代継代したのち，

更に初代アフリカミドリザルじん細胞に14代継代するこ

とにより増殖させることがで、きたと報告し， HRVの培

養の可能性がみられるようにはなったが，現状では

HRVの培養は不可能であって，抗原の大量培養，精製

ι17 1 
抗 原 価

く2 2 4 8 16 32 64 

4 3 5 2 2 1 

14 4 1 

等に技術的な困難がともなうことが最大の原因である.

があるが，今回検出された小型粒子は形態が不明りょう そこで，従来の電顕法にかわる簡便な方法でいずれの

のためいずれとも判定できなかった. 検査室でも実施可能な検査法の開発が望まれ，既にウイ

次に同一検体を NCDV特異抗体感作ヒツジ赤血球を ノレス粒子の検出法や迎清学的検査法などいくつかの方法

用いた RPHAによって検索したところ， 36例中 18例 が発表されている.われわれは， HRVによる下痢症患

(50%)の陽性(抗原価と1:めをみとめた.これらの 者が主として 2才以下の乳幼児であること，主訴が下痢

陽性例については抗 NCDVモルモット血清により特異 であることなどから，血清学的試験よりも検査材料採取

的に凝集が阻止されることを確認した. 技術上患児ふん使中のウイルス抗原の検出が当面最も実

電顕法と RPHAの両法を実施した36例についての成 施容易であると考え，患児ふん便を検体として， HRV 

績を対比整理すると表2のとおりになる.すなわち，電 と共通抗原を有する NCDVを用いた RPHAを試み

顕法， RPHA両法共陽性のもの 13例，両法共陰性のも た.その結果，電顕法と RPHAとの聞にある程度の不

の 14例であった. しかし，電顕法陽性 RPHA陰性4 一致例がみとめられた.従って現時点では当然のことな

例，電顕法陰性RP瓦A陽性5例の不一致例をみとめた. がら両法の併用が望ましい.今後この不一致例の原因を

電顕法陽性 RPHAI陰性の4例のうち 1例については， 追究して改善し，精度を高め技術的に熟練すれば，

電顕法で検出したウイノレス粒子が小型粒子で、あるため， RPHAはその鱒便さの点で従来の電顕法に代る方法の

NCDVとの抗原性の相違のためとも考えられたが，他 ーっとして期待できるものと考える.

の3例についてはその不一致の原因を明らかにすること なお，電顕法あるいは RPHAでウイルス抗原を証明

はできなかった.電顕法陰性 RPHA陽性の 5例につい しても，乳幼児の腸内正常ウイルス叢が全く判っていな

ては，同検体中のウイノレス粒子が少量のためか，あるい い現在では，臨床症状や他の病因との関連で診断すべき

は抗原性は維持されているものの粒子の破壊によって形 であり，通常のウイルス分離試験および細菌培養試験も

態学的には電子顕微鏡でとらえられなかったものと思わ 必ず同時に実施すべきであろう.

れる.電顕法での陽性率は 47%(17/36)， RPHAでの 結 論

陽性率は 50%(18/36)で両法共ほぼ同率をしめしたが， 1979年11月から 1980年3月にかけて東京逓信病院小

不一致例があるので両法を併用した場合には 61%(22/ 児科を受診した，生後5カ月から12才の急性胃腸炎患児

36)の陽性率となった 42名のふん使について，電顕法および NCDV特異抗体

HRVによる乳幼克の下痢症は生後6カ月から 1才の 感作ヒツジ赤血球による RPHAにより HRVの検出を

離乳期に集積発生し， 2才以降では急激に減少するとい 試み次の結果を得た.

われているがm，今回検索した42例中，電顕法あるいは 1. 電顕法により 42例中 23例 (55%)にウイルス粒

RPHAで陽性となった 28例はすべて 2才以下の乳幼児 子をみとめた.このうち22例は形態学的に HRVとみら

であり， 3才から12才の 8例は全例陰性であった. れたが 1例は同定できなかった.

なお，全例について組織培養によるウイルス分離試験 2. 電顕法と RPHAの両法を実施した36例の陽性率

を実施したが，既知の病原ウイルスは分離できなかっ は電顕法で 47%(17/36)， RPHAで 50%(18/36)で

た.また細菌培養試験を実施し得た検体についても，赤 あり，両法を併用した場合には 61%(22/36)であった.

痢菌，サルモネラ，腸炎ピブリオおよび病原大腸菌は検 3. 電顕法陽性RPHA陰性4例，電顕法陰性RPHA

出されなかった. 陽性5例の不一致例がみとめられたので，現時点では両

健康乳児ふん使については全例 RPHA陰性であっ 法を併用することが望ましいが，今後 RPHAの精度を

た. 高め技術的に習熟すれば， RPHAはその簡便さから電

冬期の乳幼児下痢症の病因として大きな役割りを演じ 顕法に代る方法のーっとして期待できる.

ている HRVについての検索は現在のところ一般化され 謝辞 NCDVおよび MA104細胞を分与され，かっ
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RPHAについて貴重など教示を賜った， 神奈川県衛生

研究所実方剛技師に深甚の謝意を表する.
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力一ポン支持膜を用いた生物試料の電子顕微鏡観襲

前木苦市*，友成正直*

Electron Microscopy of Biological Specimens placed on Thin Carbon 

Monolayer Support FHm 

GOICHI MAEKI* and MASAOMI TOMONARI* 

Thin carbon monolayer support film about 60 A of their thickness was prepared by the vaccum 

evaporation technique with the use of mica plate. The correction of astigmatism of ]EM-100B type 

electron microscope was made at its maximum magnification of 100，000-170，000， using fine structure of 

the carbon monolayer support film. 

High resolution of the electron micrographs of their final magnification of 400，000 times (with their 
direct magnifications 100，000-170，000 times) were obtained on Pili of Escherichia coli， a bacteriophage 

obtained from Vibrio cholerae and an influenza virus particle. 

区eywords:pili， f1.agella， bacteriophage， virus， negative staining， electron microscopy 

緒 官室F
F司

細菌，ウイルス等の微生物を電子顕微鏡観察する場合，

支持膜の基本的なものにコロジオソ膜があり，既報1)で

ネガティブ染色においてコロジオン膜が耐え得る限界

を，直接撮影倍率2万倍(引伸最高倍率10万倍〉と結論

した.しかしネガティブ染色試料の高解像撮影を実用化

するには，コロジオγ膜は強度に不安が残り，マイグロ

グリッド (MGと略す〉で膜補強を行うか，カ{ボシ支

持膜2)を導入するかの選択を迫られる.MG補強のコロ

ジオン支持膜は， これまでの経験ではMGのネットが

二重膜を構成し，像の解像度を低下させたり，ネ γ トの

穴径が小さすぎて視野の妨げになるなど課題を残してい

る.一方，カ{ボシ膜は電子ピ{ム照射に対して強靭で

理想に近いが，機械的ショックに弱く，作製時に水面上

で細かく勢関する欠点があり，これまでノレ{チソに使用

することが困難であった.近年，再びカ{ボ γ膜作製に

踏み切り，実用できる見通しを得るまでに至った.これ

を用い生物試料のネガティブ染色に応用したところ，好

結果を得たので報告する.

実験材料

供試材料は細菌では大腸菌 IAM-1239株を， ウイノレ

スとしてイシフルェγザ@ウイルス (1980年当初に当所

徴生物部ウイルス研究科で、患者より分離したA香港型，

Aソ連型〉およびコレラ薗バクテリオ@プア{ジを用い

た.大腸菌は 0.3%普通寒天培地を，インフルェγザ@

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

ウイルスは附化鶏卵援尿液を未精製のまま，ブア{ジは

寒天培地上のプラヅグより誼接採取し，ネガティブ染色

に供した.

実験方法

カーボシ支持膜作製法2，3)

1) 良質雲母板 (2x5cm) をカミソリ刃で剥離し，

表面を IB-I型イオングリーナで叩き，蒸着装置CJEE-

4C)内に置く.ガラス板上に一度に 3枚分置く.

2) あらかじめ蒸着装置内の電極にカ{ボシ棒(市販

5mmO)をセットしておく.一方の端をカ{ボン心削り

機と紙ヤスリを用いてできるだけ鋭く尖らせ，他端の平

田にスプリングで押し当てる.

3) 雲母板とカ{ボγ棒の距離は約 10cmで，蒸発量

を知る目安に白色タイルを置し真空度10-5以上になっ

たら蒸着を開始する.液体窒素も利用して真空度を維持

する.白熱したカ{ボ γ尖端の損耗の度合いをベルジャ

{を透して観察し，火花が飛ばないよう時間をかけて蒸

着する.

4) タイルの熟化度を，市販の標準カ{ボ γ膜厚セヅ

トと比較し， 60A程度になるまで蒸着する.一回の蒸蒼

震で不足の際は 2"-'3回と繰返し多重蒸着し加減する.

5) 蒸着済み雲母板の周囲 1mmに枠付けを行う.

コロジオγ1"-'2%液を用いろ紙片などで掃引しながら

薄く塗布し，カ{ボ γ膜の場開を防ぐ.

6) コロジオ γ膜張器に満した水中へ雲母板を斜めに

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 ]apan 
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沈めてゆき，カ{ボシ膜を剥離させる.ピンセットでつ

まんだ400メッシュのグリッドでカーボ γ膜を下から掬

い取り，ろ紙上で水分を除き乾燥させる.メッシュ面は

あらかじめ粘着剤処理を施しておく.以上の操作を最大

限の注意を払って行う.

ネガティプ染色法←8)

染色剤として常用の 2% P T A (pH6. 0)の外，新た

に2%モリブデシ酸アγモン(pH7.0)を用いた.染色法

の手技としては，メッシュ上で染色液と試料とを載積す

る方法によった.すなわち

1) メッジュ専用ピγセヅトで，カ{ボン膜張り済み

のメッシュを挟み固定する.

2) あらかじめメッシュ上に 2%PTA染色液を一白

金耳載せておく.

3) 試料から釣菌した白金線の先端を， PTA液に軽

くタッチする.

4) 1"-'2分間放置した後，余液をろ紙で除き乾燥させ

る.

染色済みメッシュの乾燥は大部分エア@ドライによっ

たが， フア{ジ試料では一部，準フリ{ズ@ドライ法1)

によった.

高倍率電顕観察法

電顕は日本電子 KK製 ]EM-100B，サイドエントリ

{方式で，メッシュの回定は試料ホルダ{の先端部で2

枚の開孔カ{ボン放で挟む式で，分析電顕用と共通にな

っている.加速電圧100KV，電子電流は 40μA前後で使

用した. 10万倍以上の高倍率つまみのレ γジは10，13， 

17万倍(最高倍率〉の三段階なので，これらを平均に用

い比較を行った.倍率の較正は行っていない.対物絞り

は最大径の 120μmを用いた. 撮影使用フイノレムはフジ

FGで，現像にはコダック D-19およびカテコ{ノレ表面

現像液9)を用いた.

観察結果

カ{ポ γ膜は推定60Aと薄目に作製したので、像は明る

く，電子ピ{ム照射に対し安定で，各種試料の微細構造

の見え方も比較的良好と判断された.膜の表面における

染色剤の親和性は，イオン放電処理の有無にかかわらず

良好であった.ただしネガティブ染色剤の偏り〈大きな

試料へのつきすぎ〉は，コロジオン膜の場合と向様に，

カ{ポン膜上にあっても解消されたわけで、なく，依然と

して像コシトラストが強すぎる傾向が観察された.

ここで今回の実験結果の代表として掲載写真について

順次説明する.

写真1，2はカ{ボン膜上に存在する独得のモザイク様

構造を高倍率で示した像である.この像は超高倍率観察

の際は支持膜ノイズとして敬遠されるが，それ以下の分

野では撮影の焦点合せや非点収差補正に有効に利用され

ている.写真 lは底接17万倍で，写真2は直接13万倍で

共に高倍率撮影で有効な第4番目の焦点合せ用つまみを

lstepずつ動かし，不足焦点から過焦点にかけて撮影し

た.焦点調節のつまみは course→fineまで5段階あり，

4，5番の微調整つまみは22stepある.第4つまみlstep

の与える変化量(対物レンズの焦点距離の変化最〉は17

万倍のところで L1f口 2，950Aである.写真1の系列は引

伸して 100万倍として粒状構造を強調し，写真2では50

万倍として掲載写真との比較に便ならしめた.その結果

直接 17万倍撮影では正焦点のフラット像の位罷より，

lstepアγダ{側に optimumfocus (解像力とコ γ トラ

ストのパラシスのとれた，電顕像の最も好ましい焦点位

置.肉眼でキャ γ チできず，また試料作製法で、変動があ

る〉があり，直接13万倍撮影で、は1，，-，2stepアγダ{側あ

たりにあることが推定される.また写真1の直接17万倍

撮影では非点収差等による像の流れが目立ち，写真2の

直接13万倍撮影ではかなり補正済みなことが明瞭に認め

られる.以上の実験で電顕の解像度，高倍率撮影におけ

る倍率と焦点調節量の目安および非点収差補正の状況を

客観的に知ることができた.

写真3はカ{ボン膜上の大腸菌線毛の PTAネガティ

ブ染色像である.直接撮影倍率は10万倍で， 2倍引伸して

20万倍とした.左上隅の白い部分は菌体で，短ざく状に

二十数本の線毛が数えられる.線毛のねじれた状態のも

のが 1カ所見られるが，他にもしばしば観察された.下

側の白く太いラインはベん毛である.大，小の白い斑点

は菌体に付随した培地食塩成分の残誼である.この写真

は菌体からの線毛の脱落が少ないネガティブ染色の特色

を如実に示している.シャドウイング法では食塩除去の

ため試料乾燥後に菌体を蒸溜水で洗うので，線毛等の脱

落，切断が自立ってくる.またこの写真は，コントラス

トの強すぎる菌体と，弱すぎる線毛両者のパランスのと

れた階調表現を意図し，カテコ{ル表面現像液で、仕上げ

た作例で、あるが，あまり効果が出ていない.

写真 4，5， 6は大腸菌をそリブデン酸アンモンにより

染色した像で，同一視野について10，13， 17万倍のj闘で

撮影したネガからの引伸写真である.倍率切替えに伴い

optimum focusは夫々変動するので，その都度，焦点合

せを繰返し撮影した.各ネガを X3，x3.1， x2.94引伸

し，総合倍率を30，40， 50万倍に整えたもので，これら

3枚の比較から，線毛のサイズ，解像，コ γ トラストの

良否， 引伸し限度， optimum focusのノミラツキおよび

非点収差の傾向などが判断できた.
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写真7はカ{ボン膜上で PTA染色したコレラ菌のパ

クテリオ@ファージで， aは直接10万倍撮影ネガからの

30万倍像， bは直接13万倍撮影ネガからの40万倍拡大像

である.この写真の試料メッシュは PTA染色後，たま

たま液体窒素を用い蒸着装置中で凍結乾燥処理を試みた

ものである. 2匹のブア{ジ共 DNA10)が存在し，頭部

の輪廓が六角形を示し，尾部の横縞が不明瞭ながら撮れ

ている.エア@ドライのブア{ジでは頭部の構造が不定

形を示すものが多かった.

写真8はインフルエンザ@ウイルス香港型の PTA染

色像で，直接13万倍撮影ネガから引伸した40万倍拡大像

である.写真では多数のスパイク (40A)が粒子の表面

に認められる.中央の 2個の穎粒は付着した塩類の残誼

と思われる.その周囲に散在する白い斑点は，垂直方向

のスパイクの像である.この写真は非点収差による像の

流れも目立たず，焦点も比較的良好である.

考察

以前から課題であった真空蒸着によるカ{ボン支持膜

の作製と，これを用いてのネガティプ染色の実用化実験

にようやく好成績を得た.カ{ボン膜作製で、新たに留意

したことは，①良質の雲母板の使用，②液体窒素を用い

安定した高い真空度(10-5Torr以上〉で蒸着するよう

にしたこと，③蒸着時，時間をかけて根気よく蒸着し火

花を出さぬこと.以上により紙密丈夫なカーボン膜の形

成に努めた.また水面上でカーボン膜の場開する欠点を

防くや枠付けを慎重に検討した.

一般にネガティブ染色剤は粒子が極めて微細で，拡大

能率の限度は考える必要はないが，カ{ボン支持膜では

表面の粒子構造のために10Aまでが限度とされている.

10Aは写真 1の100万倍写真で 1mmの距離に相当する

が，今回自製のカーボン膜を写真1bで当ってみると，ほ

ぼ実用可能の線に到達していることが判明した.写真2

では撮影後に非点収差の残存が判ったので，今後の撮影

では見逃さないよう注意したい.

写真 3は，拡大が大きすぎて菌体がはみ出してしまっ

た.このようなパタ{ンでは，菌体上に載っている部分

の線毛の像がシャープな時は，菌体外の線毛の{象もまた

最良の焦点を示す.このことはネガやプリントを判断す

る際の好指針となる.この写真は梢過焦点のようで像が

甘い.実際のネガティブ染色では，菌体直近の部分は染

色剤の堆穣で黒々とつぶれ，この写真のように菌体内外

の線毛が接続して認められるケースは極めて少ない.

写真 4，5，6では初使用のモリブデン酸アンモン溶液

が，線毛，ベん毛のネガティブ染色用として有用なこと

を示した. PTAに比較して梢軟調な染色効果が認めら

れた. 30， 40， 50万倍の同一視野の写真から判断して，

引伸し写真の限度は40万倍程度と認められる.直接撮影

10， 13， 17万倍の比較では， 13万倍撮影によるときが，

平均して optimumfocus に近いものが撮れ易いことが

判ってきた.これは第4番目の焦点合せつまみの変化量

L1fと密接な関係があるものと推察される.

写真7では凍結乾燥11)処理のファージが選び出された

が，一般にネガティブ染色試料の乾燥時には，染色液の

強い表面張力が試料に加わり，試料扇平化が問題となっ

てきた.高真空と，より低温処理が効果的という.今後

の諜題である.

写真 8では未精製材料からの誼接ネガティブ染色にも

かかわらず， ウイルスのスパイクが比較的よく表現でき

たのは予想外の収獲である.ネガティブ染色は，染色剤

の種類により生物試料の構成成分を選択的に染色する効

果があるようである.以前，同じウイルスの精製材料に

ついて PTA染色した実験で、は，スパイクが凝集したよ

うな不可解な像しか得られなかった. 今後の課題であ

る.

まとめ

1) 雲母板の場開回を利用し，真空蒸着による薄いカ

ーボン支持膜(約60A)を作製し，ネガティブ染色に実

用し得る見通しを得た.

2) カーボン膜表面の粒状性構造を lヨ印として，

]EM-100B電顕(サイドエントリ{式)の最高倍率 17

万倍までの撮影を行い，撮影法と非点収差補正の要領を

確立した.

3) カーボン支持)漢を用い大腸菌の線毛，コレラ菌の

パクテリオ@ブア{ジおよび分離直後のインフルエンザ

@ウイルス(香港型， ソ連型〉についてネガティブ染色

を行い，微細構造を撮影した.

以上の結果，直接倍率13万倍，引伸し総合倍率40万倍

の高倍率写真をそれぞれの試料について掲載した.

謝辞本研究にあたり御指導を賜った秋田大学医学

部医学博士天野保二氏に深謝致します.
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写真 説明

Explanation of Figures 

1 :カーボン膜表面の焦点ズレによって現れたノイズ.

(x 1，000，000).直接撮影倍率17万倍.焦点ズレの

11f間隔は各2，450A.a， b :不足焦点， c:正焦点，

d:過焦点. Structure of carbon monolayer support 

film. 

2 カ{ポン膜表面の焦点ズレによって現れたノイズ.

(x 500， 000).直接撮影倍率13万倍.焦点ズレの 11f間

隔は各2，950A.a， b， c :不足焦点， d:正焦点， e: 

過焦点， Structure of carbon monolayer support 

film. 

3 :大腸菌線毛の PTAネガティブ染色像(x200，000). 

PTA negative staining image of pili of E. coli. 

4 大腸菌線毛のモリブデン酸アンモン@ネガティブ染

色像.直接10万倍撮影ネガより引伸し (x300，000). 

Ammonium molybdate negative staining image of 

pili and丑agel1aof E. coli. 

5 : 4に向じ，ただし直接13万倍撮影ネガより引伸し

( x 400， 000). 

6 : 4に同じ，ただし直接17万倍撮影ネガより引仲し.

(x 500，000). 

7a :寒天平板プラックより釣菌したコレラ菌バクテリオ

@フア{ジのPTAネガティブ染色像.t東結乾燥処理

を施す.直接 10万倍撮影ネガより引仲し. (x 300， 

000). PTA negative staining image of bactriophage 

of Viblio choleγαe. 

7b : 7aに同じただし直接13万倍撮影より.(x 400，000). 

8 : '80当初，分離直後のイ γフルエンザ@ウイノレス (A

香港型〉の PTAネガティブ染色像.未精製の瞬化

鶏卵培養援尿液より直接 13万倍撮影したもの.

(x400，000). PTA negative staining image of A2 

Hong Kong Inf1uenza virus. 
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幼稚園児および成人の尿中 r-GTP活性値!こ関する検討

武士俣邦雄*，霜固さと子*

r匝闘闘.鴎雌.G

KUNIO BUSHIMA T A * and SA TOKO SHIMODA * 

Keywords: r-GTP activity，一時尿 temporallyurine，幼稚園児および成人 kindergartenerand adult human 

r-glutamyl peptide を水解し， r-glutamyl基の転移

を行なう r-glutamyltransβeptidαse (以下 r-GTP

と記す〉は，肝臓や腎臓などに分布するため，その活性

度はそれらの臓器の疾患の診断に用いられている.

r-GTPの尿中異常出現は，肝障害による血液中増加

でも影響をうけることが少なく，とくに腎臓においては

近位尿細管にきわめて豊富かつ局在的に存在しているこ

とから， 尿中 r-GTP活性度の測定は各種腎疾患およ

び抗生物質などの薬物による腎障害の病態は援のパラメ

{ターとして，その測定意義が最近とくに注目されるよ

うになった1)

一般に尿中タンパクの検索は，腎障害の有無の指標と

して用いられており，定性試験による陽性率が年々増加

する傾向にあることが認められている.しかし，尿中タ

ンパクの出現が，腎糸球体の機能障害に基因しているの

か，あるいはカドミウム中毒の場合にみられるような腎

尿細管における再吸収障害のためなのかについての区別

は明らかにされていない.

このことから著者らは，都民の腎障害の動向をは援す

る調査研究の一環として，幼稚園児および成人の一時尿

について r-GTPの活性度を測定し，経年観察調査の資

料としても現状における平均活性水準を明らかにするた

めに，推測統計的に検討したので報告をする.

調査対象および調査時期

本調査は，昭和54年11月22日に東京都江東区の私立双

葉幼稚園園児76名(男児32名，女党44名〉および同年11

月30日に都下日野市立第二幼稚園園児89名(男児49名，

女児40名〉の計 165名の幼児ならびに同年12月4日に東

京都の荒川区役所職員91名(男性52名，女性39名〉と都

下の日野市役所職員77名(男性45名，女性32名〉の計168

名の成八を対象とした.

検査材料および検査穣自

前述の調査対象者に早朝一時尿の採取を依頼し，その

述する方法にもとづいて r-GTPおよびウロピリノ{ゲ

ンの定量分析を行なった.

定量検査方法

1. r-GTPの活性度測定:日立二波長自記分光光度

計356型に恒温セノレホノレダ{を取り付け， HAAKE社の

FK型低温サ{キュレ{タ{を用いて，値混セノレホノレダ

ー槽を25
0

Cに保ち，ベ{リンガ{マンハイム社が Szasz

2)の報告にもとづいて調製した基質液を使用し， rate 

assay法で吸光度の変化を自記記録して活性を測定した.

また，尿中 r-GTPは凍結保存の 5日後には約90%の活

性低下が認められるが， 40Cにおいては10日間，さらに

室温では 5日間ほぼ安定であるという報告3)にもとづ

き，著者らは材料採取後40Cに冷蔵保幸子するとともに，

4日以内に検査を終了させた.

2. ウロピりノーゲシの定量分析:採尿当日に還元処

理操作を行ない4〉，約14時間後に伊過し，伊液をエ{ノレ

リッヒのアルデヒド反応、にもとづいて発色5) させ，佐藤

法のによる対照にしたがって比色を行なって定量値を算

出した.

結果および考察

幼稚園児および成人の早朝一時尿について得られた

r-GTPの活性測定値を，つぎのように推測統計的に処

理した.すなわち，棄却限界法の危険率 1%水準におけ

る棄却検定にしたがって，異常活性値を全く含まなくな

るまでくり返して演算を行ない，その99%信頼範囲内の

活性測定値のみを対象にして算出した推測統計数値を

Table 1に示す.

Table 1に示した幼稚園児および成人の一時尿中 r-
GTPの平均活性値について， Welchの検定方法にも

とづいて性差の検定を試みたところ，幼稚園児において

は有意性が認められなかったが，成人では，男性の平均

活性値25.88土12.92Ujlに比較して女性の平均活性値

21. 93土9.81Ujlは，危険率5%という比較的高い危険

後当研究所に集収搬入されたものを材料として用い，後 水準ではあるが有意に低いと判定された.とのことは，

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Results of Statistical Analyses on the r-GTP Activity in 

Temporally Urine from Kindergartener and Adult Human 

Kindergartener Adult Human 

Sex Boy Girl b在an Woman 

Subject Number 79 84 97 71 

Rejected Number 4 2 1 6 

Mean Value(unit/l) 22.25 23.17 25.88 21. 93 

Standard Deviation(unit/l) 8.23 7.87 12.92 9.81 

Coefficien t V aria tion 0.3700 0.3398 0.4991 0.4471 

upper Rejection Limit(unit/l) 44.31 

佐野らわが健康成人の一日尿における r-GTPの平均活

性値(男性 :27.6土18.1U/day，n口 23および女性:23.0 

土14.1U/day，n=11)について， 性差は認められなか

ったと報告していることと多少異なった結果であった.

このような尿中 r-GTP平均活性値の性差異の関係につ

いては，一時尿と一日尿という検査材料の違いによるこ

とも考えられるが，著者らが求めた平均活性値において，

幼稚閤児では性差が認められていないこと，さらには成

人における性差値3.95U/lが佐野らめにおける性差値4.6

U/dayよりも少差であったことと合せて検討したとこ

ろ，佐野らは例数が少ないために推測統計的に有意差が

認められなかったものであることが判明した.

また， Szasz7)は，尿中の r-GTPについて， 男性は

女性に比較して約50%の排世増加があると報告している

が，著者らが求めた成人の一時尿における r-GTPの平

均活性値では 18.01%だけ男性が高い程度であるととも

に，幼稚園児では逆に3.97%だけ女児の方が高い結果で

あった.さらには，著者ら8)がすでに報告した小中学生

の一時尿中 r-GTPの平均活性値でも0.77%という徴差

ではあるが，やはり女子生徒が高い実態であった.この

ように，本調査の成人においてのみ一時尿中 r-GTPの

平均活性{直に有意性差が認められたことは，活動や噌好

の違いなども考慮する必要があろう.

次に，幼稚閤児と成人について一時尿中 r-GTPの平

均活性値を比較したところ，成人男性の平均活性値25.88

土12.92U/lは，幼稚園男児の平均活性値22.25土8.23

U/lよりも，危険率5%以下の水準で有意に高かった

が，成人女性と幼稚園女児との聞に有意義は認められな

かった.しかし，著者ら8)がすで、に報告した小中学校の

女子生徒の一時尿中 r-GTPの平均活性億25.9土11.66

U/lは，成人女性の平均活性値21.93土9.81U/lよりも，

危険率2%以下の水準で有意に高いと判定されたが，そ

のほかの向性聞においては有意差が認められなかった.

44. 19 60.20 48.37 

なお，この幼稚園児および成人の一時尿における活性

測定値の，危険率 1%水準における棄却検定のくり返し

演算において，異常に高い活性測定値であると判定され

たために，平均活性値を算出する対象から除外した活性

測定値の例数は Table1に示した通りであるが，その全

体としての棄却率は，幼稚園児3.68%および成人4.17%

であった.

すでに，成人および幼稚園児ならびに義務教育期の生

徒の一時尿中 r-GTP活性値水準について比較検討を行

なってきたが，年齢層がきわめて広範囲にわたっている

成人について，加齢との関係を明らかにするために，そ

れぞれの年齢に対する r-GTPの活性測定値水準を性別

にプロットした分布図を，Fig.1に示す.

Fig.1のプロットの分散状態で明らかなように，高い

活性測定値のプロットは 20歳代の前半に多く見うけら

れ，年令が増すにつれて性にはかかわりなく漸次に低下

する傾向にあることが認められた. このことは， 尿中

r-GTP の活性度を腎障害の指標として意義づけるため

には，少くとも各年齢層別にそれぞれ正常範閤を設定す

る必要があることを示唆している.

血清中の r-GTPは，肝炎や肝硬変あるいは閉塞性質

痕ならびに肝癌などによって上昇するのが，尿中 r-GTP

は腎機能が正常であるならば血清中の r-GTPに影響さ

れることが少ないといわれている 10) そこで著者らは，

肝機能の目安である尿中ウロピリノ{ゲンの定量値と，

尿中 r-GTP活性測定値との関連性について検討するた

めに，それぞれの検査値を相関的にプロットしたものを

幼稚園児については Fig.2に，また成人についてはFig.

3に示す.

Fig.2に示したように，幼稚閤児の一時尿中のウロピ

リノーゲン定量値と r-GTP活性測定値との相関性は，

相関係数 r口 0.3146(pく0.001)の大きさとプロットの

分散でも明らかなように，きわめて低いことがうかがわ
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れた.なお，この幼稚園児の一時尿中ウロピリノーゲン

の推測統計的平均濃度11)(男児:10.73土4.10mg/lおよ

び女児:10.93土4.35mg/りには性差が認められず，棄

却限界上限値(男児:21. 7mg/lおよび女児:22.6mg/り

よりも高濃度であった定量値が 8例あり，その全体とし

ての出現率は4.94%であった.

また，幼稚園児の一時尿中 r-・-GTP活性測定値のうち

棄却限界上限値〈男児:44.3U/lおよび女児:44.19 

U/l)よりも高い活性測定値が 5例認められ， その全体

としての出現率は3.09%であった.しかし， Fig.2のプ

ロットの分散で明らかなように，幼稚園児の一時尿中の

ウロピリノ{ゲシ濃度および r-GTP活性測定値の両方

で棄却される区分には，各検査値のプロットが全く存在

していない.このように，それぞれの検査棄却値が各検

査種目軸側に偏在していることは，この幼稚園克の一時

尿中のウロピリノ{ゲン濃度と r-GTP活性測定値が共

通の機能障害から発生したものでないことを示してい

る.すなわち，肝機能の障害性を尿中ウロピリノーゲン

濃度で判定する限り，尿中 r-GTPは肝障害による影響

をうけていないものと考えられる.このことは，一日尿

中 r-GTPと血清中 r-GTPのそれぞれの活性値に相関

性は認められなかったという長ら10)の報告と同じ意味あ

いの結果であった.

さらに， Fig.3に示した成人の一時尿中のウロピリノ

{ゲン濃度と r-GTP活性測定値を相関的にプロットし

た散布図について検討・を行なうと，すで、に述べた幼稚園

児の場合とは異なって，各プロットがそれぞれの検査種

目軸側に偏在することなく，全面に分散していることが

うかがわれる.このことは，成人の一時尿中ウロピリノ

ーゲン濃度の棄却限界上限値11)(男性:27.9mg/lおよび

女性:26.7mg/りよりも高濃度を示した 7例 (4.17%)

のうち 4例が，すでに述べた成人の…時尿中 r-GTPの

活性測定値の 7例の棄却備と同じ被検試料のものである

ことからも明確である.このために，成人における一時

尿中のウロピリノ{ゲン濃度と r...:.GTP活性測定値との

相関係数 r=0.5957(p<O.OOl)が，すで、に述べた幼稚

閤児の相関係数 r詰 0.3146(p<O.OOl)よりも大きくな

り，その相関性を高める機能障害の条件は加齢によって

増すことが示唆された.

以上のことを，長らωが“腎糸球体基底膜より多量の

血清タンパクが漏出する場合には血中 r-GTPも尿中に

漏出する可能性がある"と報告していることと合せて検

討すると，成人は幼稚国児よりも車中 r-GTPの影響を

うけやすい腎機能状態になる傾向を示しているように考

えられる.また，一般的に尿中ウロピリノ{ゲγは飲酒

によって増加するし，血清中 r-GTPは非飲酒者に比べ

て飲酒者は有意に高値である9，12) ことから， 血清中 r-

GTPの活性測定はアノレコ{ル性肝障害の指標としても

検査されている.したがって，この成人における一時尿

中のウロピリノーゲγ濃度と r-GTP活性測定値の相関

性の実態が，血清中 r-GTPの漏出によるものとして推

察するよりも，アルコ{ルが腎尿細管を刺激したために

r-GTP の漏出が増加している可能性も疑われるので，

こんごさらに検討してゆきたい.

まとめ

幼稚園児および成人の早期一時尿を用いて，r-GTP 

の活性度およびウロピリノ{ゲンの濃度を定量的に検査

し，得られたそれぞれの検査値について推測統計的に検

討を行なった.

1. 幼稚閤児の早朝一時尿中 r-GTPの推測統計的平

均活性値は，男児 :22.25土8.23U/1および女児:23.17 

土7.87U/lであり，両者の聞に有意差は認められなかっ

た.また，幼稚園児の早朝一時尿中 r-GTPの推測統計

的棄却限界上限活性値(男児 :44. 31U/lおよび女児:

44. 19U/l)よりも高い活性測定値であるために，平均活

性値を算出する対象から除外された検査値は，男児4/79

例および女児2/84例であった.

さらに，幼稚園児の早朝一時尿中の r-GTP活性測定

値とウロピリノ{ゲン濃度との相関係数 r=0.3146は，

危険率O.1%以下で有意であり，このときの回帰直線は

y=O. 4235x+18. 488であった.

2. 成人の早朝一時尿中 r-GTPの推測統計的平均活

性値は， 男性 :25.88土12.92U/lおよび女性:21. 93こと

9.81U/lであり，この両者について Welchの差の検定

を試みたところ，危険率 5%以下の水準で男性の方が有

意に高値であると判定された.また，成人の早朝一時尿

中の推測統計的棄却限界上限活性値(男性:60.20U/lお

よび女性:48. 37U/l)よりも高い活性測定値であるため

に，平均活性値を算出する対象から除外された検査値は

男性1/97例および女性6/71例であった.

さらに，成人の早朝一時尿中の r-GTP活性測定値と

ウロピリノ{ゲン濃度との相関係数 rロ 0.5979は，危険

率O.1%以下の水準で有意で、あった.

3. 幼稚園児の早朝一時尿中 r-GTPの推測統計的平

均活性億と成人の早朝一時尿中 r-GTPの推測統計的平

均活性値を比較したところ，幼稚園の男女児ともに危険

率5%以下の水準で成人の男性よりも低値であったが，

成人の女性との間に有意差は認められなかった.

4. 成人における早朝一時尿中 r-GTPの活性測定値

は，加齢にともなって漸次に減少する傾向がうかがわれ
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幼稚園児および成人の尿中馬尿酸について

武士俣邦雄*，霜田さと子*

Statistical Analyses on the Urinary Hippuric Acid 

of Kindergartener and Adult Human 

KUNIO BUSHIMA T A * and SA TOKO SHIMODA * 

Keywords : 1設中馬尿酸 urinaryhippuric acid，推計学的解析 statisticalanalyses，幼稚園児および成人 kinder-

gartener and adul t human 

馬尿酸は，グリシンのベンゼン誘導体であり，生体内

では主に必須アミノ酸のブェニ{ルアラニンの代謝終末

産物あるいは体内に摂取されたベンゼン環の解毒産物と

して存在し，そのほとんどが腎臓を介して体外に排世さ

れる.馬尿酸の生合成は，肝臓のミトコ γ ドリアに存在

する glycineacyltransferaseによって，ベンゼシ環の

グリシシ抱合解毒反応、が促進されることによって生じる

ものであり，この合成能は肝実質障害の有無を調べる臨

床生化学的検査法ひとして確立されている.

また，労働衛生の分野においては，有機捺剤のほとん

どが有毒的に作用するわことから， ベγゼγ環を含んだ

有機溶剤を生産あるいは使用する労働者の健康管理の一

環として，尿中に排i世される馬尿酸量を暴露の指標にし

ようとする試みが盛んに行なわれているト15)

さらには，近年とくに若年者のシンナー系溶剤による

幻覚遊びが社会問題化しているとともに，加鉛ガソリソ

の使用禁止以来トルエンを主とした有機溶剤を，ガソリ

ンのオクタン価を上げる目的で添加していることも認め

られている7，16) これらのことから，こんどますます有

機溶剤系の物質によって大気が汚染されてゆく可能性の

あることが示唆されるうえ，それによって住民の健康が

侵害される危険性も予想される.

したがって，現時点における尿中馬尿酸濃度の実態を

調査しておくことは，こんごの比較資料としてきわめて

重要なことと考えるので，幼稚閤児および成人の早朝一

時尿中馬尿酸の測定を行ない，その排洗実態について推

測統計的に検討したので報告する.

調査対象および調査時期

本調査は，幼稚園保育期年令児および成人について実

施し，その内訳は，昭和54年11月22日に東京都江東区

の私立双葉幼稚間園児76名(男児32名および女児44名〉

および同年11月30日に都下日野市立第二幼稚園園児 90

名〈男児 49名および女児 41名〉の計 166名ならびに同

年12月4日に東京都の荒川区役所職員 91名(男性 52名

および女性 39名〉と都下の日野市役所職員 77名〈男性

45名および女性 32名〉の計 168名を対象とした.

検査材料および検査種目

前述した調査対象者が採取した早朝一時尿を収集した

のも，当研究所に搬入された尿を検査材料として用い，

馬尿酸およびウロピリノ{ゲンの定量分析を行なった.

定量分析方法

1. 尿中馬尿酸:Ogata et al. 17)の方法にもとづいて

尿中の馬尿酸を抽出し，抽出溶媒を蒸発乾回させたのち

に，残留物を Umbergeret al. 18)の方法にしたがって発

色させ，その呈色液を比色して定量値を求めた.

2. 尿中ウロピリノ{ゲン:採尿当日に還元処理操作

を行ない19)，約14時間後に炉過し， lfi液をエ{ルリッヒ

の呈色反応にもとづいて発色20)させ，佐藤法21)による対

照にしたがって比色して定量値を算出した.

結果および考察

すでに述べた被検一時尿試料を，前項に記した定量方

法にしたがって分析し得られた馬尿酸およびウロピリ

ノ{ゲγのそれぞれの測定値について，棄却限界法にも

とづいた危険率 1%水準で，棄却{直をまったく含まなく

なるまでくり返して演算を行ない，その99%信頼範囲内

の測定値だけを対象にして求めた推測統計的な数値を

Table 1に示す.

Table 1に示した幼稚園児および成人の一時尿中馬尿

酸濃度に関する推測統計的な数値の差異について，性別

および年令層別ならびに地域別に比較検討を行なった.

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160東京都新宿区百人町 3-24-1
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 



まず，この一時尿中馬尿酸の推測統計的な平均濃度〈以

下平均排1!!t濃度と記す〉の性差を， Welchの差の検定にも

とづいて比較したところ，幼稚園児層および成人層とも

に性別による有意差は認められなかった.さらに，各調

査地域ごとに一時尿中馬尿酸の平均排祇濃度の性差につ

いても比較を行なったが，いずれの地域においても有意

差は認められなかった.また，それぞれの一時尿中馬尿

酸の平均排世濃度を，各調査地域の向性闘で比べた場合

においても，その地域による差異は認められなかった.

なお，推測統計的に異常高値であると判定されたため

に，幼稚園児の男児 2例 (2.5%)および女児 6例 (7.32

%)の計8例 (4.94%)ならびに成人の男性3例 (3.09

%)および女性6例 (8.45%)の計9例 (5.36%)の各

検査値が，一時尿中馬尿酸の性別の平均排世濃度を算出

する対象から除外された.すなわち，一時尿中馬尿酸の

平均排世濃度には性差が認められなかったけれども，推

測統計的に異常に高値であると判定された検査例数は，

幼稚園児および成人ともに女性が男性の 2倍強の出現率

であった.このことは，すでに著者ら仰が報告した小学

生および高校生の早朝一時尿中馬尿酸の棄却値出現率

が，女性は男性のほぼ2倍であったことと同じ関係であ

った.

一般的に，尿中に排世される馬尿酸は，フエニ{ノレプ

ラニン2のあるいは炭酸を含まない清涼飲料水の保存料と

して0.6g/kgの割合で添加することが認められている安

息香酸ナトリウム24)から，生体内代謝によって生合成さ

れたものである.したがって，今までに調査した一時尿

中馬尿酸濃度の棄却値出現率が，幼稚園児，小学生，高

校生および成人の全ての層において女性に高率であった

のは，女性は男性にくらべてフェニ{ルアラニンの代謝

利用度が低くなりやすいために，その代謝産物である馬

尿酸の生合成が盛んになっていることも考えられる.

また， Table 1に示した棄却限界上限値までが普遍的

な食生活者の一時尿中馬尿酸濃度の範囲を示しているも

のとするならば，異常高値として棄却された検査値の被

検者は安息香酸ナトリウムを含有する食料品を摂取する

機会が多いためではないかということも想定されるが，

真の原因についてはこんご探究する必要がある.

つぎに，幼稚園児の一時尿中馬尿酸の平均排世濃霞

〈男児:0.375土O.152mg/ml， n口 78および女児:0.381 

土O.149 mg/ml， n口 76)は， 成人の平均排世濃度(男

性:0.421土0.229mg/ml， n=94および女性:0.418土

0.178 mg/ml， n=65)よりも低値であったが， 両者の

間に有意、差は認められなかった.しかし，成人よりも低

い幼稚園児の一時尿中馬尿酸の平均排世濃度でさえが，
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較検討したところ，幼稚園児および成人の性別にかかわ

らず，有意差を認めるような排世濃度ではなかった.

つづいてTable1に示した一時尿中のウロピリノ{ゲ

γ濃度の推測統計的な数値について検討を行なった.ま

ず，幼稚掴児および成人の一時尿中ウロピリノ{ゲンの

平均排世濃度を， Welchの差の検定にもとづいて比較し

たところ，幼稚園児層〈男児:10.73土4.1mgjl， n=76 

および女児:10; 93土4.35mgjl， n=79)および成人層

(男性:11. 98土6.00mgjl， n=94および女性:11. 54士

5.63 mgjl， n口 67)ならびに各調査地域ごとの男女間に

有意な性差は認められなかった.また，この幼稚園児お

よび成人の一時尿中ウロピリノ{ゲγの平均排世濃度

を，それぞれの調査地域間で性にかかわりなく比較検討

したところ，地域による有意差は認められなかった.

しかし，すで、に述べた幼稚園児および成人の一時尿中

ウロピリノ{ゲγの平均排池濃度を，著者ら22)がすでに

すでに著者ら仰が報告した高校生の早朝一時尿中馬尿酸

の平均排世濃度〈男子:0.280土O.096 mgjml， n口 123

および女子:0.284土0.109mgjml， n=111) よりも，

危険率O.1%以下の水準で有意に高い値であった.

また，すでに述べた成人の一時尿中馬尿酸の平均排世

濃度と，著者ら22)がすでに報告した小学生の早朝一時尿

中馬尿酸の平均排世濃度〈男子:0.449土0.176mg/ml， 

n=93および女子:0.438土0.178mgjml， n=73)との

聞に有意差は認められなかった.しかし，幼稚園児の一

時尿中馬尿酸の平均排世濃度と小学生の一時尿中馬尿酸

の平均排滑濃度を，向性問で比較検討したところ，男子

は危険率 1%以下の水準で，また女子は 5%以下の危険

率で有意に小学生の方が高い平均値であった.

なお，幼稚閤児および成人のこれらの一時尿中馬尿酸

の平均排世濃度を，友国ら25)が抽出比色法にもとづいて

求めた正常人の平均濃度0.38土O.20mgjml (n=20)と比
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報告した高校生の一時尿中ウロピリノ{ゲンの王子均排世

濃度〈男子:14.26土5.09mg/l， n=117および女子・

15. 52土6.68mg/l，n=113)の向性問で比較したとこ

ろ，成人男性は 1%以下の危険率で，またその他は O.1 

%以下の危険率の各水準で有意に高校生が高い平均値で

あった.

すでに述べたように，馬尿酸は肝臓のミトコンドリア

に存在する glycineαcyltransferaseにより，ベンゼン

環のグリシン抱合解毒反応が促進されることによって生

合成されたものであり，この合成能は肝実質障害の有無

を調べる臨床生化学的検査として確立されている1)

そこで，肝機能の目安であるウロピリノ{ゲンとベン

ゼン環の解毒産物である馬尿酸の一時尿中濃度の相互関

係について検討するために，それぞれの検査値を相関的

にプロットした散布図を，幼稚園児については Fig.1 

に，また成人については Fig.2に示す.

まず， Fig.1に示した幼稚関児における一時尿中のウ

ロピリノ{ゲンと馬尿酸の相関図について検討を行なっ

たところ，この男女児全体の一時尿中のウロピリノ{ゲ

ンと馬尿酸の相関係数r=0.4341は，危険率 O.1%以下

の水準で有意であった.なお，相関度を性別に検討した

結果，男児の相関係数 r= O. 3891 (P <0. 001)とその回

帰直線 y=O.0093 x十0.2790に対し，女児の相関係数

r=0.4719 (P<O. 001)と回帰誼線 y=O.0172 x十0.2210

の式が示すように，女児は男児よりも相関性が高かっ

た.このことは，すでに著者ら仰が報告した小学生およ

び高校生の早朝一時尿中のウロピリノ{ゲンと馬尿酸に

おける性的関係で，男子の相関性が高かったことと逆の

結果であった.

また， Fig. 1のプロットの散布状態でも明らかなよう

に， Table 1に示した幼稚園児の棄却限界上限値よりも

高い検査値は，ウロピリノ{ゲンに 9例および馬尿酸に

8例が認められ，そのうち両方の検査種目で異常高値で

あるために棄却された検査値は女児の 2例のみであっ

た.

さらに， Fig. 2に示した成人における一時尿中のウロ

ピリノーゲンと馬尿酸の相関図について検討を行なっ

た.この成人全体の一時尿中のウロピリノーゲンと馬尿

酸の相関係数 r=0.5762は，危険率O.1%以下の水準で

有意であるとともに，すで、に述べた幼稚園兇における相

関係数よりも大きかった.なお，幼稚園児の場合と同様

に，相関度を性別に検討したところ，男性における相関

係数 r=O.5265 (P<O. 001)とその回帰直線 y=O.0197 x 

+0.1967に比べ，女性の相関係数 r=O.6170(P<0. 001) 

とその回帰直線 y=0.0238x十O.1935の式が示すよう

に，女性が男性より高い相関性を示した.このことは，

すで、に述べた幼稚園児の場合と同じであったが，著者

ら22)がすでに報告した小学生および高校生の早朝一時尿

中のウロピリノーゲンと馬尿酸における性的な相関性の

関係とは逆の結果であった.

また， Fig. 2のプロットの散布状態でも明らかなよう

に， Table 1に示した成人の棄却限界上限値よりも高い

検査値はウロピリノ{ゲンに 7例および馬尿酸に 9例あ

ることが認められ，そのうち両方の検査種目で異常高値

であるために棄却された検査値は幼稚園児の場合と間じ

ように女性の 2例のみであったが，その関連性について

は不明で、ある.

以上述べてきたように，一時尿中のウロピリノ{ゲン

と馬尿酸の両方で棄却された検査値は幼稚圏児および成

人に 2例ずつ認められているが，肝機能状態を尿中ウロ

ピリノーゲン濃度で判定する隈りにおいては，肝機能が

減退すると馬尿酸の生合成量が減少することをうかがわ

せる尿中排洗実態であった. したがって，こんごは肝機

能障害をともなった場合のフェニ{ルアラニンの代謝お

よびベンゼン環の解毒反応が，主にどのような代謝経路

をたどるのかについて追究してみる必要がある.

まとめ

幼稚園児 166名(東京都江東区の私立双葉幼稚園園児

76名および都下日野市立第二幼稚園園児 90名〉および

成人 168名(東京都荒川区役所職員 91名および都下日

野市役所職員 77名)の早朝一時尿を用いて， 馬尿酸お

よびウロピリノーゲンの濃度を測定し，その排i世実態を

推測統計的に検討した.

1. 幼稚園児の早朝一時尿中馬尿酸の推測統計的平均

債を性別に検討したところ，男児の平均値0.375土O.152 

mg/ml (n=78)と女児の平均値 0.381土0.149mg/ml 

(n口 76)との聞に有意差は認められなかった.また，調

査地域ごとの男女児のそれぞれの推測統計的平均値につ

いて，性別および地域別に比較検討を行なったが，いず

れの組合せにおいても有意差は認められなかった.な

お，幼稚園児の早朝一時尿中馬尿酸濃度の推測統計的棄

却限界上限値(男児:O. 781 mg/mlおよび女児:0.780 

mg/ml)よりも高濃度であるために，平均濃度を算出す

る対象から除外された検査値は，男児2/80例および女児

6/82例であった.

2. 成人の早朝一時尿中馬尿酸の推測統計的平均値を

性別に検討したところ，男性の平均値0.421土0.229mg 

/ml (n=94)と女性の平均値 0.418土0.178mg/ml (n= 

65)との聞に有意差は認められなかった.また，調査地

域ごとの男女性のそれぞれの推測統計的平均値につい
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て，性別および地域別に検討を行なってみたが，いずれ

の組合せにおいても有意差は認められなかった.なお，

成人の早朝一時尿中馬尿酸濃度の推測統計的棄却限界上

限値(男性:1. 031 mg/mlおよび女性:0.897 mg/ml) 

よりも高濃度であるために，平均濃度を算出する対象か

ら除外された検査値は，男性 3/97例および女性 6/71例

であった.

3. 幼稚園児および成人の早朝一時尿中馬尿酸濃度の

推測統計的平均値について比較検討を行なってみたが，

いずれの組合せにおいても有意差は認められなかった.

4. 幼稚園児および成人の早朝一時尿中ウロピリノ{

ゲンの推測統計的平均値について比較検討を行なってみ

たが，幼稚園児層と成人層および性別ならびに調査地域

別のいかなる組合せにおいてもその有意義は認められな

カミっTこ.

5. 幼稚園児の早朝一時尿中の馬尿酸濃度とウロピリ

ノ{ゲン濃度との相関性について検討したところ，男女

児全体の相関係数 r=0.4341は，危険率 O.1%以下の水

準で有意であった.なお，幼稚園児の早朝一時尿中の馬

尿酸とウロビリノ，ーゲンの両方の推測統計的棄却限界上

限値よりも共通して高濃度であった検査値は，女児のみ

に2例が認められた.

6. 成人の早朝一時尿中の馬尿酸濃度とウロどりノ{

ゲン濃度との相関性について検討したところ，男女性全

体の相関係数 r之江0.5762は，危険率 0.1%以下の水準で

有意であった.なお，成人の早朝一時尿中の馬尿酸とウ

ロピリノーゲンの両方の推測統計的棄却限界上限値より

も共通して高濃度であった検査値は，女性のみに 2例が

認められた.
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臨薬品製剤中の dl-主題酸メチ11.-エフェドリンの定量法

中山京子*，高橋美佐 子 汽 下 平 彰 男 *

Determina tion of dl園 MethylephedrineHydl'ochloride in Phal'maceutical Pl'epal'ations 

KYOKO NAKAYAMAぺMISAKOT AKAHASHI* and AKIO SHIMOHIRA * 

Keywords: dl・塩酸メチルエフェドリ γdl-methylephedrinehydrochloride，底薬品製剤 pharmaceutical prepa刷

rations，ガスグロマトグラフイ~ gas chromatography，高速液体グロマトグラブイ~ highperformance liquid 

chromatography，比色定量法 colorimetricdetermina tion 

はじめに

一般医薬品の鎮咳剤， かぜ、薬の大部分に dl-塩酸メチ

ノレエプェドリ γ(以下MEと略す〉が配合されている.

これはMEが，塩酸エフェドリンと類似の薬理作用を示

し，副作用は臨床的に応用したとき，塩酸エフェドリ γ

にみられる心惇充進，不眠，興奮，頭痛の起ることも少

なく，また脈拍，血圧および瞳孔にもほとんど影響しな

いことも認められているためで、ある.総合感官剤は多種

多様であり，成分も数種以上の混合製剤が多い.その中

でMEは，他成分に比べて配合量も少ないので定量に試

料を多く必要とする.そのためMEの抽出操作はきわめ

て繁雑で製剤の多くはイオン交換樹脂グロマトグラフ法

により分離したり，アルカリ性で水蒸気蒸留を行ったり

して長時間を要する.そこで著者らは抽出操作も簡便な

ガスグロマトグラフィー (GC)による定量法を確立し

たので，医薬品製剤について従来の試験法の中で比較的

選択性のある方法として多く用いられている 2，4ジニ

トロフェニルヒドラジγ法(以下 DNP法とl略す〉と比

較検討した結果，良好の成績が得られたので、報告する.

また高速液体グロマトグラフイ~ (HPLC)による方法

も検討したので，あわせて報告する.

実験の部

1.使用機器 GC:日立163型ガスグロマトグラフ，

積算機:島津グロマトパッグ C-R1A，UV モニタ~

島津ボシュロム分光光度計スベクトロニック 70UV，

HPLC:目立635型〈可変波長〉

1 標準品 目局九MEを1050で3時間乾燥して用い

た.

1lI.試料 医薬品製剤は行政検体として薬務より送付

されたMEを含む総合感冒剤，鎮咳剤を用いた.その剤

型が錠剤， カプセノレ剤(内容物のみ)，分包剤(内容物の

出し，乳鉢中でよく研和して均質な粉末とし，これを試

料とした.注射剤，シロップ剤はそのまま，あるいは水

で希釈して試料とした.

N.試薬，試液特に本文に記載のないものは，日局

九により調製したものおよび和光純薬試薬特級を用い

Tこ.

V.試験方法

1. GCによる定霊法〈カラム A)1)

1) 内部標準溶液の調製 ジフ a ニルを酢酸エチルに

溶かして 2mgJmlの溶液とした.

2) 標準溶液の調製 ME標準品約100mgを精密に量

り水を加えて溶かし正確に100mlとした.この液10mlを

正確に分液ロートにとり水 10mlを加える.さらに水酸

化ナトリウム試液1.Omlを加え pHll'"'-'12に調整した後

エ{テノレ 20mlずつ 3回抽出し，抽出液を合わせ無水硫

酸ナトリウムで脱水，これに酢酸l滴を加えて蒸発乾関

する. 残留物に内部標準溶液2mlを正確に加え振り混

ぜ、て溶かし標準溶液とした.

3) 試料溶液の調製 ME約 20mgに対応する試料を

メスフラスコに精密に量り水を加えて振り混ぜた後，水

で正確に 50mlとした.この液をろ過し，初めのろ液 10

mlを捨て， あとのろ液 20mlを正確に分液ロ{トにと

る.これに水酸化ナトリウム試液1.Omlを加え…以下標

準搭液と同様に操作し試料溶液とした.

4) 浪IJ定標準溶液および試料溶液それぞれ 1μJを

とり，日局九2)一般試験法第4項「ガスグロマトグラフ

法Jの内部標準法およびピ{グ面積法に従い次の条件に

より測定した.カラム:ガラス製，内径3mm，長さ 2.0

m，シラシ処理したグロモソノレブG (80'"'-'100メyγュ〉

に2%PEG20M+ 5 %KOHをコ{ティ γグしたもの，

検出器:水素炎イオシ化検出器，温度カラム分離管

み〉の場合，それぞれ10ケ以上をとりその平均重量を算 1800，注入口2300，N2 : 40ml/min. 

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160 東京都新宿庇百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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2. GCによる定量法(力ラム B)

1) 内部標準溶液の調製 ベンゾフェノンを乳鉢で砕

き50mgを量り無水エタノ{ルを加えて溶かし 100mlと

した.

2) 標準溶液の謂製 ME標準品約50mgを精密に量

り水を加えて溶かし正確に100mlとした.この液5mlを

正確に共栓遠心沈殿管に入れ水 5ml，水酸化ナトリウム

溶液 (1→10)5mlを加え振り混ぜ、た後，酢酸エチノレ25

mlを正確に加え 10分間激しく振り混ぜ、た後， 2分間違

沈し，上澄液 15mlを正確にナス型フラスコにとり，ロ

{タリエパポレータ{を用いて、静媒を留去する.残留物

に内部標準溶液5mlを正確に加えて、溶かし標準、溶液とし

た.

3) 試料溶液の調製 ME約2.5mgに対応する試料を

精密に量り共栓遠心沈殿管に入れ水 5ml，水酸化ナトリ

ウム溶液 (1→10)5mlを加え…以下標準溶液と同様に

操作し試料溶液とした.

4) 浪'1定標準溶液および試料溶液をそれぞれ2μJと

り日局九一般試験法第4項「ガスグロマトグラフ法Jの

内部標準法およびピーク面積法に従い次の条件により測

定した.カラム:ガラス製，内径3mm，長さ1.Om，ガ

スクロム Q (80""'-'100メッシュ〉に 5%シリコン SF-96

+0.2%ベノレサマイド900をコーティングしたもの，検出

器:水素炎イオ γ検出器，温度カラム分離管1500，注

入口2100，N2: 40ml/min. 

3. DNP 5去(比色定量法)3)

1) 試薬，試液 2，4ジニトロフェニルヒドラジγの

ベγゼン溶液 (1→5000): 2，4ジニトロフェニルヒドラ

ジシ0.02gをとり， トリクロノレ酢酸ベンゼン溶液 (1→

20)に祷かして100mlとし，ろ過した(用時-調製).

2) 標準溶液の調製 ME標準品約70mgを精密に量

り水を加えて溶かし，水で、正確に100mlとした.この10

mlを正確にとり， O.lN塩酸を加えて正確に 50mlとし，

これを標準溶液とした.

3) 試料溶液の調製 ME約7mgに対応する試料を

精密に量り水15mlおよび四塩化炭素30mlを加えて振り

混ぜ、水層を分取し，さらに同様の操作を 2回行い全水層

を合わせ，水層にアンモニア試液5mlを加え，グロロホ

ノレム30mlで3回，15mlで1回抽出した.全クロロホノレ

ム抽出液を合わせ，水15mlで、洗いさらにO.lN塩酸25ml

および10mlで2回抽出した。全水層を合わせ， O.lN塩

酸を加えて正確に 50mlとし， これを試料溶液とした.

4) 吸光度測定 標準溶液および試料溶液のそれぞれ

2mlを正確にとり，炭酸ナトリウム溶液 (1→10)1ml 

およびフ z リシアン化カリウム溶液(3→100)2mlを加え

300で20分間放寵する.急冷後nーヘキサン10mlを正確に

加えて抽出し，ヘキサン層の2mlを正確にとり， 2，4ジニ

トロフェニノレヒドラジシのベンゼγ溶液 (1→5000)2ml 

を加え， 300で20分間放置する.これにメタノ{ノレ10ml

および水酸化カリウムのメタノ{ノレ溶液 (1→10)を加

えて正確に25mlとし混和して10分間放置後， 461nmにお

ける吸光度を測定した.nーヘキサン2mlをとり同様に操

作した液を対照とする.

MEの量 (mg)

ME標準品の量 (mg)X~E試料捺液の吸党屋×二L
ME標準溶液の吸光度八10

4. HPLCによ=5定量法。標準溶液の謂製 ME標準品約10mgを精密に量

りケルダ{ノレフラスコに入れ水 20mlおよび水酸化ナト

リウム試液 10mlを加え日局の窒素定量装置を用い，受

器にあらかじめ水10mlを入れ留速 1分間で10ml水蒸気

蒸留を行った.留液約140mlとなったとき蒸留をやめ，

水を加えて正確に200mlとし標準溶液とした.

2) 試料溶液の調製 ME約 10mgに対応する試料を

精密に量りケルダーノレプラスコに入れ…以下標準溶液と

同様に操作し試科溶液とした.

3) 測定 標準溶液および試料溶液それぞれ3μJをと

り次の条件で測定した.(ピ{ク高さ法〉検出器は HPLC

本体に組み込まれてある UV検出器を用いる.カラム:

ステンレス製，長さ50cm，内径2.6mm，目立ゲノレ3011，

移動相:メタノール:水(975: 25)にトリス〈ヒドロキ

シメチル〉アミノメタン300mgを溶かした液，検出波長:

226nm，流速:0.4ml/min.，カラム温度:室温， AUFS: 

0.16，カラム入口圧;100kg/cm2，チヤ{トスピ{ド:10 

mm/min. 

実験結果および考察

1. GC 法(力ラム A)の結果!こ対する検討

1. 力ラム温疫について試料注入口の温度は2300に

画定しカラム温度を1400から1900まで変化させME標準

溶液と内部標準物質との保持時聞を検討し結果を Fig.1

に示した.ここでみられるようにカラム温度とそれぞれ

の保持時間との開に直線関係が認められ，温度を高くす

ると内部標準物質とのピ{クの分離が悪くなり，温度を

低くすると保持時間が長くなり分析に時間がかかった.

そこで、短時間で、かっ良好な分離が得られる温度条件につ

いて検討したところカラム温度1800において満足な結果

が得られた.

2. ME以外の医薬品製剤中の成分の影響について

製剤中に合まれるME以外の成分としてアミノピリン，

アンチピリ γ，ブセチン，アセトアミノフェン，フェナ

セチンの標準品についてMEと同様に拍出，測定したが



4. 製剤中のMEの定量 MEを含有する市販製剤は

錠剤，頼粒剤，散剤，注射斉U，ジロ y プ剤等がありいず

れも混合製剤である.今回はこれらの 5種の剤型につい

てGC法(カラムA)に従いME量を測定した.各試料

の表示量に対するMEの含有率(%)は次式により求め

た.定量結果は Table2に示す.

製剤中のMEの表示量に対する含有率(%)

ME標準品量 (mg)x試料溶液MEのピ{ク面積 1 
試料溶液 1Sのピーク面積× K

× 1錠(包〉の平均重量(g)
1錠(包〉中のMEの表示量(mg)x試料秤取量(g)

100 
×一一一-

4 

標準偏差を示した.これらの結果から再現精度は良好と

思われる.
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3. 検量線および再現性 ME標準品5，10，15mg/ml 

の濃度の標準溶液系列を作り前記測定操作法に従って操

作を行い内部標準物質とのピ{ク面積比を求めて検量線

を作製するとき，原点を通る寵線性を示したくFig.3).

Table 1は短時間内における同一試料の 5回の定量値と

何らのピ{グも示さなかった.さらに市販の製剤につい

て試験した結果も同じであった. この結果， 製剤中の

MEのみを目的とした定性，定量試験にはGC法(カラ

ムA)は有用だと思われる.比較のために間一条件で抽

出した試料につき充てん剤を SE30にした場合と河方の

ガスグロマトグラムを Fig.2に示す. S E30の場合はい

くつかの他成分のピ{グが現われた.

研
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で昇温分析し
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(カラム温度を1500，..._，2100 まで30/min.

たもの).

標準溶液MEのピ{グ閏積
標準溶液 1Sのピ{グ面積

1 S……内部標準物質
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m. DNP~去についての検討 DNP法は選択性のある

反応だが，混合製剤の場合はやはりいくつかの前処理を

した後定量する.始めにアミノピリン，イソプロピノレア

シチピリン，ノスカピシが共存する場合，四塩化炭素で

抽出除去し，次にアンモニアアノレカリ性でMEおよび他

の塩基性物質(塩酸ジフエンヒドラミ γ等〉をクロロホ

ルム抽出する.抽出したMEに塩酸を加えて塩酸塩とし

て抽出した.このME抽出液をアルカリ性としてフェリ

シアン化カリウムで酸化するとベシズアルテ、ヒド，アセ

トアノレデヒドおよびジメチノレアミンとなる. 300で20分

間放置する発色条件ではベソズアノレデヒドのみが呈色試

薬 (DNP)と反応し，ヒドラゾンを生成する. ただし

酸化剤共存ではヒドラゾγ生成を阻害すると考えられる

ので生成したベンズアルデヒドをn-ヘキサンで抽出した

後， DNPと反応させる 4) さらに水酸化カリウム@メ

タノ{ル溶液を加えてキノイド化させ赤色の皇色液を波

長 461nmで、吸光度を測定し定量した.この皐色過程を

Chart 1に示した.試験を行うにあたって注意、を要す

る点はトリクロル酢酸を含むDNPベγゼン溶液が不安

定なため用時調製し，ただちに使用することである.ま

Method A: GC (Column A) 

B: DNP 

C: DNP (Extraction Method by Steam 

Distillation) 

5. GC 法(力ラム A) と DNP~去との比較検討 GC 

法〈カラムA)と同時に河一試料を DNP法により定量

を行った結果を Table2に示す. この結果 DNP法の

方が若干低い{直を示した. GC法〈カラムA)は最終試

料溶液が全量2mlと少量で揮発性溶液のため，やや高い

{直を示す傾向があると思われるが， DNP法と同様，製

剤中のME含有量規格定量試験として十分信頼できる精

度があると考えられる.

n. GC法(カラム B)の結果!こ対する検討

1. 検量線 ME標準品 1，5， 10， 15， 20mg/mlの

濃度の標準溶液系列を作り，前記測定操作法に従って操

作を行い，内部標準物質とのピーク面積比を求めて検

量線を作製するとき，原点を通る直線性を示した (Fig.

3). 

2. 製剤中の MEの定量結果!こ対する検討製剤中の

M Eの定量結果は， GC法〈カラムA)と同様に良好な

結果が得られた.またこのカラム Bの充てん剤は一緒に

配合されている他の成分のピ{クも現われるので同時定

量が可能である.しかし，成分により配合最の差が大き

く，同時定量には試料の調製が難かしい.またGC分析

のそれぞれの成分の最適温度が同一でないため，昇温分

析の必要があると思われるので， 11簡の試料に長時間を

要する場合がある.一斉収去などで大量を試験する場合

には適当な方法ではないと考えられる.Fig.4は市販の総

合感官剤を分析したガスクロマトグラムの 1例である

of Fig.4. 
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た溶媒類は無アノレデヒドのものを用いた. DNP溶液自

身も測定波長域に若干の吸収があるので必ず試薬ブラソ

クを対照にして吸光度を測定した.

。千円卜l-N(CH3).z K3Fe(CN)6 '- OCHO 
OHCH3 トla;aC03 ./ 

仁Jl-Methylephedrin2 • .-<<.~~~ Benzald8hyde 

/ 山 容N02
/ 2/t-Din比「中h2nylhydrazi ne 

乞/(BenzenjTrichloracc?tic Acid) 

。C1rNJ 

461 nm 

Chart 1. 

W. HPLC)去の結果!こ対する検討製剤中のME定量

分析を行うとき剤型により次のように前処理をした.

液剤:直接カラムに注入するかあるいは希釈，濃縮を

して試料液を調製した.素錠，頼粒剤:乳鉢で粉末とし，

水あるいは有機溶媒で抽出した.糖衣錠剤:糖衣の部分

に被覆剤として白糖，アラビアゴム末等の多くの成分

が，また着色剤としてタール色素等が使われている.こ

れらはMEの抽出，分析に影響を与え，充てん剤の寿命

を短くすると考えられるので，あらかじめ水で洗い落と

した後，素錠と同様に操作した.製剤中には賦形剤のデ

ンプン，崩壊剤としてカルボキシメチノレセルロースカル

シウム，湿潤剤のラウリル硫酸ナトリウム等の影響で抽

出が不完全なことがあるので次の 6種類の抽出方法によ

り市販製剤を検体として検討を行った.

1. 水蒸気蒸留法百PLC法の定量操作法に従って

試験した.頼粒荊，カプセル剤，注射剤，一部の糖衣錠

についてはピ{クの分離も良く良好な結果が得られた.

問題点としては蒸留に時間がかかることと留液が多量

で，しかもMEの製剤中の配合量が比較的少量のため大

量の検体が必要であった(特に小児用製剤).

2. エーテル抽出法 GC法〈カラムA)の定量操作

法に従って試験した.同時に抽出された他成分のピ{ク

がいくつか現われ重なるので分離定量は困難と忠われ

る.今後充てん剤や測定条件等を変えて他成分と同時に

定量できるように検討したい.

3. イオン交換樹脂法 ME約 12.5mgに対応する試

料を精密に量り水40mlを加え15分間激しく振り混ぜた

のも，さらに水を加えて正確に 50mlとした.この液を

遠心分離した後上澄液20mlを正確に量り，調製した弱

酸性イオシ交換樹脂CG50をつめたカラムに流速 1分間

2r-..J3 mlで通し水100mlを流したのも， O.lN塩酸90ml

で溶出する.

この液に水を加え正確に100mlとし，この 5mlを正確

にとり 10%フエリシアシ化カリウム 1mlと10%炭酸ナ

トリウム 1mlを加えてベンズアルデヒドとしたもの 5μJ

を HPLCに注入した.分離の初期約4分間に10%フエ

リシアン化カリウムと10%炭酸ナトリウムのピ{グが現

われたが，これは，標準溶液ではほとんど支障がなかっ

た.穎粒剤，粉末剤の一部の製剤では良好な結果が得ら

れたが他の製剤では妨害となって現われた.

4. n-ヘキサンとク口口ホ}(...ムによる抽出 ME約

3mgに対応する試料を精密に量りO.lN塩酸試液40mlを

加えて10分間振り混ぜ、た後O.lN塩酸試液を加えて正確

に50mlとし，ろ過した.ろ液20mlを正確に量り，アンモニ

ア試液5mlを加えてヘキサγ20mlずつで4回抽出し各

ヘキサγ抽出液はj順次，水10mlで洗う(洗液はとりかえ

ない).次に全ヘキサン抽出液をO.lN趨酸試液20mlずつ

で3回抽出し， 各O.lN塩酸試液抽出液を合わせ，アγ

モニア試液10mlを加えてクロロホルム40mlずつで3田

抽出し各クロロホルム抽出液を合わせ無水硫酸ナトリウ

ムを加えて脱水した後クロロホノレムを水浴上で留去し残

留物にメタノール 6mlを正確に加えて溶かした. この

液 5μJをHPLCに注入した.製剤の定量ではほぼ良好

な結果が得られたが，操作が繁雑であった.

5. クロ白木}(...ムによる抽出 ME約 3mgに対応す

る試料を精密に量り， O.lN塩酸試液40mlを加えて10分

間振り混ぜ、た後O.lN塩酸試液を加えて正確に50mlとし

ろ過した.

ろ液20mlを正確に量り，アンモニア試液5mlを加え

てクロロホノレム 20mlずつで 3回抽出した試料溶液につ

いて HPLCを行った結果，抽出された成分のピ{クが

ブロードになり分離が悪しこの拍出方法による試験は

満足のいく結果が得られなかった.

6. 水蒸気蒸留した後エーテル抽出 水蒸気蒸留法で

抽出した溶液の適量をとり GC法〈カラムA)の定量操

作法に従いエーテルで、抽出した.この方法ではほとんど

の製剤について定量可能で良好な結果が得られた.試料

溶液の濃度も調節できるのでMEの配合量の多少に関係

なく満足な結果が得られた.しかし操作に長時間を要す

る.

以上の結果，抽出方法の1.3.4.6の定量分析結果

は良好であったが，シロップ剤，糖衣錠等の一部の製剤
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については再現性その他において信頼度が低いものがあ

った.HPLCを使用した製剤中のME定量試験には水

蒸気蒸留法による抽出が再現性も良く適していると思わ

れる.

まと め

匿薬品製剤中のMEの定量法として従来 DNP法の他

に同じ比色法としてブロムグレゾ{ルグリ{ン法5) も底

薬品製造指針に収載されている.この方法は水蒸気蒸留

でMEを抽出後，妨害成分を弱酸性イオシ突換カラムで

除去し，墨色結合体を生成させて吸光度を測定する方法

である.溶液の pHによる影響が大きいので緩衝液で正

確に調整して試験を行う必要があった. DNP法とブロ

ムクレゾールグリ{ン法の 2法と GC法(カラムA)と

を比較検討した結果，比色法は分離定量に多くの時聞を

要したが， GC法(カラムA)はアルカリ性でMEをエ

{テノレ抽出し，エ{テル留去後ジフェニルを内部標準物

質とする溶液で若手解しGCに注入，分析するという方法

で短時間で定量が可能であった.精度も Table1に示し

たとおり良好な結果が得られた.現在，著者らはMEの

定量を目的とした一斉試験はGC法(カラムA)も合わ

せて採用している.今後はさらに製剤中の数種の成分を

同時に定量する目的でGC法(カラム B)を，また，抽

出，検出方法に重点をおいて HPLC法が広く適用でき

るように研究を行いたいと考えている.
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有害物質を含有する家鹿用品の試験法に関する研究(第5報〉

繊維製品中の有機塩素系防虫加工斉11の定量法 (II)

荻原輝彦汽寺島 潔ぺ吉 原 武 俊 ペ 下 平 彰 男 *

Studies on Examination Method of HouseholdmNecessities Containing Poisonous 

Chemical Substances (V) 

Determination of Organochlorine Mothproofing Agents from明ToolFabrics (II) 

TERUHIKO HAGIW ARA *， K1YOSH1 TERASH1MA汽 TAKETOSH1YOSHIHARA* 

and AKIO SHIMOHIRA * 

A simple and simultaneous high performance liquid chromatographic assay was developed for 

Mitin FF and Mitin LA in wool fabrics， which are used as the mothproofing agent. The wool fabrics 

were dissolved in 10% sodium hydroxide solution， and Mitin FF in the solution under reflux was 

hydrolyzed to give 3，4-dichloraniline (3，4-DCA)， but Mitin LA was stable with the alkaline hydrolysis. 

Then， Mitin LA and 3，ιDCA in the solution were extracted with ether and dissolved in methanol 

after evaporation of ether. Conditions of HPLC were as follows : column ; LiChrospher S1 100， 5μm 

(MERCK)， 4 mm i. d. x 250 mm， mobile phase: hexane: methanol (500 : 3)，丑owrate:2.0 mljmin.， detection: 

240 nm. Upon examination of 50 specimens collected from wool products available commercially， Mitin FF 

was detected in 3 samples ranged from 1170 to 4740μgjg and Mitin LA was not detected at all in 

accordance with this method. The limit of determination was 30μgjg for Mitin LA and 50μgjg for 

h在itinFF. 

読者 一一一一回

区eywords:Mitin FF， Mitin LA， wool fabrics， mothproo五ngagent， high performance liquid chromatography 

羊毛防虫加工剤として繁用されていたディルドリン

は，昭和52年厚生省令第40号によって繊維製品への使用

が禁止されたが，現在，有機塩素系化合物であるミチン

FF， ミチンLAおよびオイラン U-33などが主に防虫

加工剤として使用されているらわ.しかし，これらに関す

る報告は少なく，分析法および使用実態については，鹿

庭らめの電子捕獲型検出器付きガスクロマトグラフ(以

下 ECD-GCと略す〉による定量法が，また毒性につい

ては， ミチンFFのラ y トに対する経口毒性がみられる

に過ぎない4) 著者らは高速液体クロマトグラフ(以下

HPLCと略す〉を用い， 防虫加工された羊毛繊維中の

ミチシFFおよびミチγLA (Chart 1)についてより簡

易な同時定量法の開発を目的として，全多孔性球状シリ

カゲ、ルカラムによる定量法を検討し，若干の市販羊毛製

品の調査を行なった.またR.A. Bredewegらむの HPLC

用カラムの再活性法を応用し，良好な結果を得たので併

せて報告する.

C130ぢ Cl-6:þ-C~
I HN.CQ.N料、叫

Chart 1. Mothproo五ngAgent 

実験の部

器具および装置 振とう機;イワキ製作所製.微量融

点測定器;Mettler製， FP-1型. HPLC;日立製作所

製， 635型.分光光度計;日立製作所製， EPS-3T型.

GC;島津製作所製， 4CM-PFE型 (63Niー検出器付き).

GC-MS;島津製作所製， LKB-9，000型.

試薬溶媒および無水硫酸ナトリウム;残留農薬試験

用. 1ーメチルー3-Pートリルトリアゼ、γ(以下 Methyl-T

と略す);東京化成特殊用途用. 2，2ージメトキシプロパγ

(以下 DMPと略す);東京化成規格特級. 3，4ージクロ

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・1m，Tokyo， 160 Japan 
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ルアニリシ(以下3，4-DCAと略す);試薬特級をヘキ

サ γから再結晶したもの，無色針状品， mp. 71.50 な

お，移動層用搭媒およびその他の試薬はことわりのない

隈り試薬特級を用いた.

羊毛防虫加工剤 ミチン LA・コンクおよびミチン

F F ・ハイコ γク; C1BA-GE1GY製.

標準物質 ディルドリ γ;残留農薬試験用. ミチン

LA， ミチシFFおよびオイラ γU-33;鹿庭らむの方

法で、精製した.融点および性状は次のとおりであった.

ミチγLA; mp. 155-1560無色粒状晶. ミチンFF;mp.

230-2310，無色針状品.オイラ γU-33;かっ色油性.

実験加工布 ニット〈毛， 100%，関東染工製，未加

工品〉約 30gを31のピーカ{に入れ， 羊毛防虫加工剤

の希釈水溶液を加え，浴比を整え，ピ{カ{上部を磁製

皿で覆い，徐々に昇湿して沸とうさせ，さらに 2時間加

熱を継続した.加熱終了後，放冷しピ{カーから取り出

し，水洗ののち 3日間風乾し， 36%硫酸デシケータ中に

保存した.なお羊弔妨虫加工剤の加工条件は，メ{カー

が， ミチγLAおよびミチンFFのパンフレットで指定

する条件に準拠し，それぞれ実験加工布を作製した.

市販製品 昭和53"-'54年度行政検体(ディノレドリ γ定

量試験用〉から，ウ{ル使用の表示のある製品を試料と

78 

nm 

UV Absorption Spectra of Mitin LA (1) 

and 3，4-DCA(II) in Mobile Phase 

3，4-DCA量を求めた後， ミチン FF量に換算した.

チソ FF最 CMFF(μg/g)の計算式は次のとおりである.

CMFF=3. 03 x (Ca，←DOAJ X (mJ-t 

C3，←DOA; 3，ιDCA量(μg)，m;試料量(g).

実験結果および考察

1. HPLCの測定波長 ミチシLAを操作法に従い処

理し，移動層に溶解した溶液および 3，4-DCAを移動層

に溶解した溶液の紫外部吸収スベクトルを示した (Fig.

2). なお同時定量を目的としたので， HPLCの測定波

長は 240nmを用いた.

2. 共存物質のク口マトゲラムへの影響 ディルドリ

ン，オイラ γU-33， ミチンLAおよびミチンFFの標

準物質をそれぞれ， 1. 04mg， 1. 02mg， O. 53mgおよび

1.01mgを量り，操作法に従い処理し，メタノ{ル1.0

mlに溶解し，その1.0μfを HPLCに注入した時のグ

ロマトグラムを示す (Fig.3a).また実際の羊毛製品を分

析したときのクロマトグラムを示す (Fig.3b). 3，4-

DCAおよびミチン LAは他の防虫剤および羊毛繊維中

した.

操作法(試料溶液の調製〉 細切した試料約1.Ogを

精秤して 50mlナス型フラスコに入れ10泥水酸化ナトリ

ウム溶液 20mlを加え 3時開放置して溶解させ，還流冷却

器を付け直火で2時間加熱する.加熱後，還流冷却器を

少量の水で洗い加熱液にあわせる.冷後 200ml分液漏斗

に加熱液をエーテル 40mlで洗い込み，振とう機で5分

間振とうし，静置後，エ{テル層を分取する.さらにエ

{テノレ 40mlずつ 3凹同様の操作を行ないエ{テル層を

あわせ，無水硫酸ナトリウムで乾燥する.エーテノレを留

去し，ここに得た残留物に一定量のメタノールを加えて

溶解し試料、静液とした.

標準溶液と検量線の作製 ミチγLA標準物質および

3，4-DCAをメタノールに捺解し，それぞれ 0.16，，-，1.6 

mg/ml， O. 055"-' 1. 1mg/mlの標準溶液を調製した.各

濃度の標準溶液1.0μJを HPLCに注入し， ミチン LA

は濃度とピ{ク面積から検量線を作製した (Fig.1a). 

3，4-DCAは濃度とピーク高から検最線を作製した(Fig.

1 b). 

ミチン LAおよびミチン FFの定量試料溶液1.0"-' 

，，-，3.0μJを HPLCに注入し， ミチン LAは検量線より

そのピーク面積に相当するミチン LA量を求めた. ミチ

ンFFについては，検量線よりそのピーク高に相当する

280 260 240 220 

Fig.2. 
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Fig.3a. HPLC Chromatogram of Mothproofing Agents. 1， 3， 4， 5， 6， 7， 8; Eulan U-33 2 ; Dieldrin 

9 ; 3， 4-DCA 10 ; Mitin LA 

Fig. 3b. The Example of Chromatogram of the Commercial Sample 

condition: column; LiChrospher SI 100 5μm (25cm x 4mm 1. Dふ mobilephase; hexane-methanol 

(500 : 3)，自owrate; 2.0ml/min， detection ; 240nm， column temp.; room temp. 

extracted MitinLA 
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15 

react with 0.5 % Me時l回 Tether solution 
for 5 min under reflux on a water bath 

add l ml lof lN HCl 

dry ether layJr over Na2504 

evaporate 

ひ O-QC12 )田〈

adjust the voluムwithhexane 

injωjo GC 

Chart 2. Methylation of Mitin LA 

y帽問、/

に存在する爽雑物から分離できたが，ディルドリンおよ た 10%水酸化ナトリウム溶液中 2時間直火加熱で，

びオイラン U-33は分離が不十分であり，今後検討する チンLAに変化はみられなかった.

予定である 4. エーテルの抽出自数による回収率 ミチンLAの

3. ミチン LAのアル力リ加水分解による影響 ミ 標準物質0.28mgおよび3，4-DCA 0.41mgを操作法に従

チンLAを操作法に従いアルカリ加水分解を行ない，エ ってエ{テル40mlで1"-'4回抽出したところ， 3，4-DCA 

{テノレ抽出後， Chart 2に示した条件でメチル化し， は2回の抽出で， ミチンLAは3回の抽出で約90%以上

GC-MS に注入した.得られた E1-MSスベクトルを の回収率を示した. 4回の抽出ではともに約95%以上の

示す (Fig.4).m/z 462， 464， 466， 468， 470は M+と 良好な回収率を示した.

その同位体ピ{グであり，強度比は塩素5個の存在を示 5. ミチン FFの加水分解 ミチン FFの標準物質

す.そのほかに， m/z 427， 429， 431 (Mに Cl)，m/z392， 0.96mgを用い，20mlの10%水酸化ナトリウム溶液中

394， 396 (M+-2Cl) が特徴的であり，これらはミチン で，還流冷却器を付けて直火で， 60"-'150分間加熱した.

LA標準品のメチル化体の EI-MSスベクトノレと一致し 冷後エ{テル 40mlで4回抽出し，定量したところ，加
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Fig.4. Mass spectra of N.Methyl Derivatives of Mitin LA 

(a): peak 1， tR; 4.9min (b): peak 2， tR; 5.7min 

GC condition : column; 1% OV-17 on Chromosorb W AW-DMCS 60-80 mesh， 2.0m glass 
column of 3mm i. d.， column temp.; 220-2600 (60 jmin) ， injection temp. 

2700， carrier gas (He) 30mljmin 

MS condition: ioniz. volt. 70ev， accelerat. volt. 3.5kv， ioniz. chamber temp. 3100， ioniz. 

curr. 60μA 
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Fig.5. E百ectof Reaction Time on Hydrolysis of 

0.96mg Mitin FF with 20ml of 10% NaOH 

under Reflux 

熱60分間で約95%のミチン FFが加水分解された (Fig.

5). 

Table 1. Recoveries of the Mothproo五ngAgents 

from the Processed Fabrics 

Added(pgjg) Found(μgj g) Recovery (%) 

Mitin LA 

Mitin FF 

226 

4046 

205 

4260 

90.7 

104.9 

Table 2. Analytical Data of Mothproo五ngAgents 

from Various Wool Fabrics 

Sample Mitin FF Mitin LA 
〈μgjg) (μgjg) 

1170 -a) 

2410 

4740 

Hat Men's 

Glove Men's 

Waistcloth Ladie's 

a)一;not determined 

6. 定量限界 HPLCの検出器 Range0.08AUFS， 

試料注入量3.0μJとするとき， ミチン LAおよびミチン によって起こるカラム選択性の変化であるの.無水溶媒

FFの定量限界は，それぞれ30μgjg，50μgjg であっ を使用する方法も考えられるが，溶媒精製，保存管理は

た. 煩雑である.著者らは HPLC装置にカラムを接続した

7. 実験加工布からの回収率実験加工布約1.Ogを ままの状態でシリカゲルカラムの再活性を試みた7-8)水:

精秤し，操作法に従い定量した値と，理論上の加工量か メタノ{ル(1: 1)の溶液を 10μ!，HPLC に注入し，

ら求めた本定量操作法の回収率を示した (Table1). な 移動層を流速 20mljminで、30分間送液したときのクロマ

お加工布の理論{直は鹿庭らめの方法に準拠して求めた. トグラム (Fig.6a) および，つづいて， 再活性用溶媒，

8. 市販羊毛製品中の加工量本定量法を用いて市販 ジクロノレメタン:氷酢酸:DMP (90 : 2 : 2)を流速3.0

羊毛製品50種を分析した結果を訴した(Table2).羊毛製 mljminで15分間， さらにジクロノレメタンを20分間送液

品3検体からミチン FFが検出されたが，ミチン LAは したのも，移動層を流速 2.Omljminで20分間送液した

検出されなかった. のちのクロマトグラムを示す (Fig.6b).著者らの実験

9. シリカゲJ!.-力ラムの再活性 }I慎謄吸着型のシリカ 室では本操作を HPLC使用時に行うことにより，カラ

ゲルカラムでしばしば問題となるのは，水分含量の変化 ムの分離能を 2カ月以上一定に保つことが可能であっ
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Fig. 6. Chromatogram of Mitin LA and 3，4-DCA 
(a) Deactivated Column (b) Reactivated Column 

た.

本定量法の定量限界は，鹿庭らむの ECD-GCを使用

した場合に比べ著しく低い.しかし防虫加工剤の通常の

加工量はメ{カにより指定されており，その繊維重量あ

たり， ミチγLA; 250μgjg， ミチンFF; 10，000μgjg 

とされている.従って防虫加工処理が行なわれた羊毛繊

維中のミチンLAおよびミチγFFの定量は，本定量法

で可能であると考えられる.

ま と め

羊毛繊維中に防虫加工剤として含有するミチン LAお

よびミチン FFの定量法について検討し，つぎの結果を

得た.

1) ミチンLAは 10%水酸化ナトリウム溶液中， 2 

時間直火遼流によっても加水分解されず，エ{テルで定

量的に抽出された.

2) HPLCを使用することにより， ミチン LAおよ

び3，4-DCAは羊毛繊維中の爽雑物から分離され，同時

定量を行うことができた.なお， LiChrospher SI 100，5 

μmを充填したカラム (25cmx 4mm i. d. )を使用し，移

動層には，ヘキサγ:メタノーノレ (500: 3)を使用し

た.定量限界は試料1.Ogを用いた場合， ミチγLA;30

μgjg， ミチンFF;50μgjgであった.

3) HPLC装置に接続したカラムに， ジクロルメタ

ン:氷酢酸:DMP (90: 2 : 2)の溶媒を流速3.0mljmin

で15分間，つづいて，ジクロノレメタンを20分間送波する

ことによりカラムが再活性された.

4) 市販羊毛製品50種のうち 3検体よりミチン FFが

検出され，含有量は1， 170"-'4， 740μgjgであった.

謝辞 本研究にあたり防虫加工剤を供与された，日本

チバガイギ{株式会社，およびバイエルジャパン株式会
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主主義喜の品質評価に関する研究〈第6報〉 市場品山棋の品質

安田一郎*，瀬戸隆子*，下平彰男汽田窪栄一*

Studies on the Evaluation of Crude Drugs CVI) 

OuaIity of ZanthoxyIi Fructus on the斑arket

ICHIRO YASUDA汽 TAKAKOSETOヘAKIOSHIMOHIRA * and EIICHI T AKUBO* 

Tests on 17 Zanthoxyli Fructus of ]apanese Pharmacopoeia available on the market revealed that 

only 2 samples were in conformity with the requirements of ]apanese Pharmacopoeia. Five samples 

came from Chinese origin whose plants are not prescribed in ]apanese Pharmacopoeia， the other 10 

samples did not conform to the requirements of the seed content of the purity test and the essential 

oil content specified in ]apanese Pharmacopoeia. 

As regards the essential oil content of Zanthoxyli Fructus， the present study found that an average 
content of 2.9 ml of essential oil contained in 30 g of the Zanthoxyli Fructus directly after the harvest 

time declined to 1. 8 ml after storage for 3 years at 10-350， although it is generally said that the 

essential oil content would decrease to the level below 1. 0 ml， which is the requirement of ]apanese 

Pharmacopoeia， after 2 to 3 years of storage. 

Keywords : evaluation， crude drugs， Zanthoxyli Fructus， on the market， ]apanese Pharmacopoeia， essential 

oil， purity test 

緒 区~

山版 ZanthoxyliFructusはミカン科 (Rutaceae)サ

ンショウ Zαnthoxylumpiperitum DC. の成熟乾燥果

皮で，大建中湯，屠蘇散などに配合し用いるほか，芳香

性健胃薬あるいは香辛料として用いる生薬である1)

山搬は種子，技などの混入が少なく，芳香に富み，辛

味が強く，新鮮なものが良品として取扱われている.従

来，日本薬局方では混入の予想される種子，果柄などの

許容量はゆるく規定されていたが，第9改正日本薬局方

になりその基準はいくらか厳しくされたい代表 1). 

山散は主に和歌山，奈良，群馬などの各県で生産され

ているが，近年青果物として未熟果実の山淑の需要が高

まり，相対的に生薬山搬の生産量が減少している.一方，

香辛料としての山棋の需要は年々増える傾向にあり，そ

の結果品質の悪い山棋が医薬品に用いられている懸念が

あり，今回市場品山搬の品質を調査することとした.

実験の部

1. 実験材料

日)，茨城県筑波山野生品(サンショウ， 1977年9月1

日)，東京都大田区栽培品〈サンショウ， 1978年8月27

日〉の果実を採取，それぞれ約四日間日陰にて乾燥させ

た後調製，本邦産標品とした.

輸入標品としては，韓国産(1977年10月釜山出荷，神

戸入荷品)，中国産 1級品 (1977年4月1日横浜入荷品〉

および中国産 2級品 (1977年8月30日横浜入荷品〉を用

いた〈表 2).

市場品 試験した市場品山淑は1976年4検体， 1977年

3検体， 1978年3検体および1979年7検体合計17検体で

ある(表 3).これらは薬事監視員が都内販売業より収去

したもの，あるいは著者らが独自に購入したもので，い

ずれも500g単位に包装されたものである.

2. 試料の調製および純度試験

市場品約 500gを円錐4分法により平均化した後その

約100gを試料とした. 1976年の 4検体は日局 8に従い，

1977年以降の13検体は日局 9に従い純度試験を行ない，

その後種子，果柄，枝およびその他の異物を再び合わせ，

標品奈良県西吉野村栽培品(アサクラザンショウ 小型粉砕器〈協立理工 K.K・製， S K-M2型， 1万四

Z.戸ρeritumDC. f. inerme Makino， 1977年8月17 転/分， 15秒間 2回〉にて粉末とし， 灰分， 酸不溶性灰

日)，群馬県赤城山栽培品(サンショウ， 1978年9月 10 分および精油含量測定のための試料とした.

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

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



東京衛研年報 31-1，1980 83 

表1. 日局 8および9に規定された山搬の基準比較

純度試験

日 局 8 日局 9

異物本品は種子， (1) 種子本品は種
果柄，校および 子20.0%以上を含
その他の異物 まない.
30.0%以上を含 (2) 果柄および枝
まない・ 本品は果柄および

校 5.0%以上を含
まない.

(3) 異物本品は種
子，果柄および校
以外の異物1.0%
以上を含まない.

灰分 5.5%以下

酸不溶性灰分 2.5%以下

精油含最 1. Oml以上
(30.0 g中〉

6.0%以下

1.5%以下

1. Oml以上
(30.0 g中〉

標品は乾燥後，果皮，種子，果柄および枝に分け，そ

れぞれを小型粉砕器(条件前出と同じ〉にて粉末とし，

試料とした.また奈良県西吉野村栽培品アサグラザγシ

ョウ果皮約3kgは精油含量の経時変化を調べるため，ガ

ラス気密容器中10'--""'350にて約3年間保存した.

3. 灰分，酸不溶性灰分および精油含量

灰分，酸不溶性灰分および精油含量は日局 8または 9

に従い定量した.なお精油含量は試料を新たに粉末とし

た後直ちに測定した.

結果および考察

1. 模品について

本邦産山楓本品は偏球形の果皮で，開裂した径4'--"'"

6mm，厚さO.4，--....，0. 7mm の 2 心皮からなり， 1果柄に 2~

3個合着する.外面は寅かっ色~暗赤かっ色で，多数のく

ぼんだ小点があり，内面は淡黄色である.植物分類学上サ

γジョウは枝に刺のないものーアサクラザシショウ，短

刺が少数あるものーヤマアサクラザγショウ Z.piρeri働

tum DC. f. brevislりinosumMakino，刺のあるものーサ

γジョウに分類され4，5)，アサクラザンショウおよびヤマ

アサクラザγショウの果皮はサ γショウの果皮にくら

べ，大型で退色が少なく，良品であるといわれる%のが，

本邦産擦品およびヤマアサグラザンショウ (1977年7月

20日東京都御前山野生品， 1978年7月23日福井県下打波

野生品など〉の果皮を形態的に比較したところ，各々に

差異は認めなかった.しかし山棋の収穫@調製の良否に

よっては，色，つや，形に優劣を認め，また野生品は栽

培品にくらべ，一般に果皮は簿く，果実の着数も少ない

ものであった.

韓関産山轍 韓国産山棋は本邦産山搬にくらべ，果皮

および種子につやがなく，芳香，辛味に乏しく，果皮は

薄いが，形態的には本邦産山棋とよく一致した.また多

量の種子を混入するが，果柄および枝の混入は少なく，

枝には5，.._，7mmの刺が存在した.韓国産山淑はサγショ

ウの野生品の果実を収穫し，ほとんど種子を除くことな

しに出荷しているものと推定される.

中国産山概 中国産山淑は中国交易会において少なく

とも 1級品， 2級品と等級をつけられた 2種類のものが

日本に輸入されている.外面は l級品はやや明るい紫紅

色を呈するものが多く， 2級品はかつ色~暗紫色を呈す

るものが多い.両者ともイボ状の小突起が果皮表面に多

数あり，径 3~5mmの偏球形の関裂果皮で、ある.内面は

両者とも淡黄白色で， 内果皮が剥離しているものが多

い.味は共に辛く，それぞれ本邦産山版とは異なった特

表 2. 山根標品の試験成讃*

産 地 部 {立 精油含量 (ml) 灰 分く%) 酸不溶性灰分(%)

果 皮 2.9 5.6 0.4 

本 奈(栽培品良〉 種 子 。 5.5 0.3 

邦
果柄および枝 6.9 0.1 

産
群(栽培品馬) 果 皮 2.4 5.8 0.2 

標 茨(野生品城〉
果 皮 1.9 6.0 0.7 

種 子 。 5.4 0.2 
ロIコ口

東(栽培品京〉
果 皮 2.8 7.5 0.5 

種 子 。 5.5 0.2 

輸入標品

韓 国 産 果 皮 1.8 5.4 0.3 

中国産 1級 果 皮 1.3 7.0 1. 1 

中国産 2級 果 皮 1.7 6.8 0.6 

*日局 9による
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市場品山版の試験成績表 3.

験(%)**

果柄@枝

試

(種子

純度

異物 その他〉

1976年
一
一
一
一

/
t
・、、

/
t
¥

〆
f
k
〆
，
、
、

37.5 

46.6 

42.9 

6.9 

皮

62.5 

53.4 

57. 1 

93. 1 

果
精油合最 (ml)

0.7 

0.5 

0.6 

0.8 

ロ*
口口

T
J
T
J
Y
J
T
J
 

ー
ム
ワ
ム

M
n
o
A
A

場市

1. 5) 

4.4) 

O. 1) 

4.4 

4.6 

0.2 

(56.9 

(41. 1 

(11.2 

62.8 

50.1 

11.5 

37.2 

49.9 

88.5 

0.5 

1.3 

1.5 

J

J

C

 

1
i
n
L

円。

1977年

0.2) 

0.9) 

0.8) 

2.6 

4.4 

5.9 

(64.9 

(18. 1 

( 9.0 

67.7 

23.4 

15.7 

32.3 

76.6 

84.3 

0.8 

2.1 

0.7 

y
J
T
J

円し

1
i
n
L
q
ο
 

1978年

0.2) 

0.6) 

0.6) 

1. 7) 

0.1) 

0.0) 

0.7) 

4.2 

4.4 

5.7 

3.6 

0.9 

0.4 

1.8 

( 1. 8 

(49.4 

(34.8 

(40.5 

( 3. 1 

( 8.8 

(10.6 

6.2 

54.4 

41.1 

45.8 

4.1 

9.2 

13.1 

93.8 

45.6 

58.9 

54.2 

95.9 

90.8 

86.9 

1.1 

0.6 

1.0 

0.9 

1.2 

1.1 

1.9 

J

J

J

J

C

C

C

 

1
4
2
3
4
5
6
7
 

1979年

* Jは本邦産山撤， cは中国産山根

** 1976年は日局 8，1977年以降は日局 9による

検体， 1977年以降の本邦産市場品 8検体中 6検体が日局

8および 9の基準を越えるものであった.

また精油含量は本邦産市場品12検体中 8検体が日局の

基準値1.Oml以下であった.

以上まとめると， 1976"'-'1979年の東京市場品17検体中

15検体は日局山搬の基準に適合しないものであった.

3. 精油含量の経時変化

山根の精油は揮散しやすいといわれているわので，含

有される精油の経時変化について検討した.成熟果皮を

約 3年間ガラスの気密容器に入れ，室内に保存して， 3 

ヶ月ごとにその精油含量を測定したところ，図 1に示す

ように収穫直後2.9mlあったものが 1年後2.7ml， 2年

後2.4ml，約 3年後1.8mlとゆるやかに減少したが， 日

局の基準値1.Oml以下には至らなかった.この結果は著

者らが1977年 3月~同年9月にかけ市場品 3検体につい

て，それぞれ紙袋，ピニ{ル袋に分け，保存し検討した

ところ，いずれも大きく精油含量の減少が認められなか

った結果ともよく一致している.

近年， 医薬品の薬効再評価， GMP (医薬品の製造お

よび品質管理に関する規範〉実施などに関連して，生薬

あるいは生薬製剤の品質評価が問題にされはじめてい

異な芳香を持ち，種子などの異物の混入は本邦産市場品

にくらべると明らかに少ないものであった.外部形態的

に観察すると両者とも花搬の性状6)とよく一致する.

灰分，酸不溶性灰分および精油含量標品の灰分，酸

不溶性灰分および精油含量試験を行なうに際し，異物と

くに種子の混入の多少によって各々の結果が大きく左右

されると予想されたので，異物を除いて行なった.その

結果は表2に示したように， 本邦産山淑果皮の灰分は

5.6"'-'7.5%であり，植物個体によりやや異なっていた.

灰分は種子および果柄の混入が多いと高くなるといわれ

る2川が，今回行なった限りで、は，果柄および校の灰分は

やや果皮より高い傾向にあるものの，種子は必ずしも高

いものとはいえなかった.本邦産山搬果皮の精油含量は

1. 9"，-，2. 9ml，輸入品山搬果皮の精油含量は1.3"，-，1. 8ml 

で，種子には日局に定める精油は認めなかった.

2. 市場品について

性状を検討したところ17検体中 5検体が日局に規定さ

れていない基原植物の果皮であり， うち 3検体が中国産

1級品， 2検体が中国産 2級品と思われた.なお17検体

中には韓国産と思われる山搬は認めなかった.

純度試験を行なったところ表 3に示したように，種子

をはじめとする異物の混入が多く， 1976年の 4検体中 3
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図1.山楓中の精油含量の経時変化

る.とくに， 52年度厚生科学研究報告は揮発性成分含有

生薬の品質を確保する自的から， r揮発性成分含有生薬の

保存中の経時変化に関する研究Jと題し，適切な流通，

保存，生産条件の設定を行なっている.その揮発性成分

含有生薬の 1つである山搬について，今回の調査により

市場品を検討したところ，次の問題があった.

まずサンショウを基原植物としない中間産山淑が山棋

として国内市場に流通していた.我国の農業事情あるい

は生薬流通事情によって，山臓の供給が充分にその需要

を満たすことができなければ，その代用品として中国産

山搬など輸入品を考えていかなければならないと思う

が，輸入品に山棋の名称を用いる場合には，本邦産山淑

と同様の成分薬効があることを証明しておく必要があ

る.また輸入山版，とくに中国産Il!淑はその基原植物が

定まらず6，8)，取扱いに際し混乱をきたしているので，早

急に基原植物名を明らかにしなくてはならない.

さらにサンショウを基原植物とする市場品山棋は，そ

のほとんどが種子などの異物を多量に含んで、いた.種子

は板目と称し，利尿作用が強く，各種の浮腫あるいは白

内障の治療など，別の用途に用いるのものであり，かつ，

多くの油脂を含んでいるので，果皮をよごし，芳香，味

を著しく損ねるものであるから，すみやかに分別してお

かなければならないものである.

また市場品山棋の精油含量の低いのは経年変化による

ものだとする報告7) もあるが，今回行なった限りでは，

それほど顕著な減少は認められず，むしろ日局の基準以

下のものは収穫後かなりの年月を経るか，あるいは相当

過酷な条件で保存された生薬と思われる.

結 論

市場品山淑の品質を調査したところ，日本薬局方に規

定されていない基原植物の中国輸入品が流通しているこ

とが判明した.また流通している本邦産市場品はそのほ

とんどに種子の混入量が高く，精油含量も日本薬局方の

基準に合致しないものが多かった.市場品山搬は今後の

品質の向上が望まれる生薬の 1つである.
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ガスク口マトゲラフィーおよひ、高速液体ク口マトゲラフィーによる化粧品中の

Nーニト口ソジエタノー)(..アミンの分析

竹内正博*，水石和子 六原田裕文*

Analysis of N凶 Nitrosodiethanolaminein Cosmetics by Gas Chromatography 

and High Performance Liquid Chromatography 

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

Methods for the analysis of N-nitrosodiethanolamine (NDELA) in cosmetics were studied by gas 

chromatography (GC) and high performance liquid chromatography (LC) using a thermal energy 

analyzer (TEA)， an electron capture detector (ECD)， a UV detector (UV) or a mass spectrometer 

(MS). 

Pretreatment of cosmetic samples was carried out as follows: To a sample was added ammonium 

sulphamate and acetonitrile， and the mixture was stirred. After adding anhydrous sodium sulfate， the 

mixture was filtered， concentrated， and cleaned up with a silica gel column. The effluent from the 

column was concentrated and submitted to the test solution for LC. Then， the ha1f volume of the 

solution was withdrawn and concentrated. After adding acetic anhyd1'ide and pY1'idine for acetylation 

of NDELA， the benzene ext1'act from the solution was submitted to the test solution fo1' GC. The 

detection limits of TEA-GC， TEA-LC， UV-LC， ECD-GC， GC-EI-Mass f1'agmentography and 

GC-CI-Mass fragmentography were 1 ng， 1 ng， 5 ng， 0.1 ng， 3 ng， and 5 ng， 1'espectively. 

Keywords : N-nitrosodiethanolamine， the1'mal energy analyzer， UV  absorption detecto1'， elect1'on capture 

detecto1'， mass spectrometer， high performance liquid chromatography， gas chromatography， cosmetics 

緒 言

発がん性物質である Nーニトロソジエタノ ~Jレアミ

ン(以下 NDELAと略す〉が化粧品から検出されたこ

とが， 1977年春のアメリカ化学会において Fineら1，2)に

よって発表され，それが今日の NDELA問題の発端と

なった.その後わが国においても西岡3，のによる調査結果

が国会で取り上げられ5〉， 化粧品中の NDELA問題へ

の対応が急がれることになった.

Nーニトロソ化合物の分析は現在のところ， 熱エネル

ギ{分析器 (The1'malEnergy Analyzer; TEA)を用い

て行なう方法が最も信頼性が高いと評価されているの.

しかし， TEAは新しい装置であり用途も特殊で高価な

ため，必ずしも一般的でなく，また改良すべき点も残さ

れている.とくに最近， N-ニトロソ化合物以外にも高

感度を示す物質があることが確認され7川， TEAを用い

る場合でもグロマトグラムの保持値のみで同定すること

の危険性が指摘されている.著者ら9)はこれまで化粧品

中の NDELAの分析を，主として TEAを用いる高速

液体グロマトグラフイ~ (TEA-LC) で行なってきた

が，確実性を期すために， TEAを用いるガスグロマト

グラフィー (TEA-GC)，UV検出器を用いる高速液体

グロマトグラフイ~ (UV-LC)，電子捕獲検出器を用い

るガスクロマトグラフィー (ECD-GC)およびガスクロ

マトグラフィー-質量分析法 (GC-MS) についても検

討したので，これまでに得られた知見を報告する.

実験

1. 装麓

1) TEA-LC， TEA-GCおよび UV-LC : Thermo 

Elect1'on製 TEA-502に島津製 LC-2(UV検出器付

き〉および GC-6Aを連結したシステムを使用した.

2) ECD-GC:島津製 GC-7Aに 10mCi63Niを線

源とする定電流型 ECDを取り付けたものを使用した.

3) GC-MS:日本電子製 MSD-300とHewllettP a-

ckard製 GC-5710Aを直結したシステムを使用した.

2. 試薬

1) NDELA標準溶液:東京化成製 NDELAを精製

してから，前報9)と向様に調製した.

2) 溶媒類および無水硫酸ナトリウム:和光純薬製残

*東京都立衛生研究所理化学部徴量分析研究科 160 東京都新街区百人町 3-24-1
* Tokyo Met1'opolitan Resea1'ch Laboratory of Public Health 

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



東京衛研年報 31-1，1980 

留農薬分析用を使用した.

3) ワコ{ゲルC-100: 1300Cで3時間活性化してか

ら使用した.

4) 無水酢酸およびピリジン:特級試薬を再蒸留して

使用した.

3. 前処理法

グリ{ム，ロ{ショシおよびシャ γプ{等の化粧品試

料 5gをビーカ{にとり，スルファミン酸アンモニウム

250mgおよびアセトニトリル 30mlを加え10分間撹持し

た.ついで、，無水硫酸ナトリウム 10gを加え，さらに 5

分間撹持してからろ別した.残査をアセトニトリノレ10ml

ずつで2由洗い，ろ液と合せてから分液ロートに移し，

nーヘキサγ 20mlを加え振り混ぜた. アセトニトリノレ層

をナス型フラスコにとり，ロ{夕日{エパポレ{タ{を

用いて捺媒がほとんどなくなるまで， 30
0

C以下で減圧濃

縮した.ただし，濃縮の進行にともなって発泡する場合

は，その都度酢酸エチル 10mlを加えてからさらに濃縮

した.濃縮後， トヘキサγ:酢酸エチノレ(1: 1) 5mlを

加え，この溶液をシリカゲルカラムによってクリ{シア

ップした.すなわち， n-ヘキサシ:酢酸エチル (1: 1) 

に懸潤させたワコ{ゲノレC-1003gおよびその上部に無

水硫酸ナトリウム 2gを充てんした内径1cm，長さ30cm

のガラスカラムに先の溶液を流し入れ， はじめ nーヘキ

サシ:酢酸エチノレ(1: 1) 50ml，ついで、酢酸エチノレ50ml

を流した.捕集は酢酸エチル部分について行ない， 300C 

以下に保ちながらロ{タリ{エパポレータ{で減圧濃縮

したのち，酢酸エチルで 1mlに調製し， TEA-LCおよ

び UV-LC用の試験溶液とした. つぎに，この試験溶

液0.5mlをとり窒素気流中で溶媒をとばしてから，無水

酢酸およびピリジン各 0.25mlを加え600Cで30分または

室温で一夜放置後，これを TEA-GC，ECD-GCおよ

び GC-MS用の試験溶液とした.

結果および考察

1. TEA極LCについて

シャシプ~ 5gに標準の NDELA1.0μgを添加した

ものを試料とした場合について，得られた TEA-LCク

ロマトグラムを Fig.1(a)に示す.

このクロマトグラムにおいて， S/N口 2に相当する信

号を与える NDELAの絶対量を検出限界とすると， 1 

ng程度になり，この値を試料中の NDELAの定量限界

濃度に換算すると 40ppbとなる.このように TEA-LC

によれば，化粧品中の NDELAをかなり低濃度まで定

量することが可能であるが，前報9)で報告したように，

TEA-LC系を感度よく安定に作動させるためには，多

量の移動相を効率よく捕集することが重要であり，その
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。 5 10 15 (rnin) 

Fig.1. TEA-LC and UV-LC Chromatograms 

(a) : TEA-LC， (b): UV-LC (254nm) 
Sample : 5g of shampoo containing 1. 0μg of 

standard NDELA， Column: Zorbax CN， 25cm 
x 4. 6mm， Mobile phase: Dichloromethane， 
Flow-rate : 1. Oml/min， Sample size : 5μ1. 

ためのコ{ルドトラヅプの条件の確立が不可欠である.

したがって，分析に先だち十分に検討する必要のあると

ころであるが，装置的にも問題点が多く改良が望まれる

ところでもある.

2. TEA駒G.C(こついて

NDELAは不揮発性であり，そのままでは GCによ

る分析に適さないので，次に示すようにアセチル誘導体

にしてから TEA-GCで分析した.

AC20 ONN (C2H40H)ーでケーで竺
2 Pvrid 

ONN (C2H40COCHs)2 

得られたグロマトグラムを Fig.2に示す. TEA-GC 

は TEA-LCに比べて， ~甫集しなければならない溶媒

の量が少ないのでシステムを安定に作動させることがで

きたが，感度はほとんど同じか，むしろ若干低下した.

これは NDELAをアセチル誘導体にしたため分子量が

大きくなり，その結果分子に占めるNOの割合が{尽くな

ったためと考えられる.

3. UV腫LCについて

Fig.1(b)に UV(254nm)でモニタ{したクロマトグ

ラムを示す. この場合の NDELA の検出限界は 5ng

程度であり， これを試料中の濃度に換算すると 200ppb 

になる.したがって， UV (254nm)の感度は TEAより

かなり低い.また，選択性の面でも TEA-LCに比べる

とかなり劣っており，試料中に共存する他成分のピ円グ
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NDELA 
Acetyl Deriv. of NDELA 

↓ 

。 5 (min) 

Fig.2. TEA-GC Chromatogram 

Sample : 5g of shampoo containing 1. Opg of 

standard NDELA， Column: 1. 5% Silicon 

OV-17+1. 95% Silicon DC QF-1， 1. 1m x 

3. 2mm 180oC， Sal11ple size : 5μ1. 

ωο
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Fig.3. UV Absorption Spectrum of NDELA 

が随所に見られ，場合によってはそれらのピ{グを ND

ELAと誤認する危険性が存在する.しかし，前処理法

を工夫し，さらに Fig.3に示した極大吸収波長(237nm)

を用いることによって，スグリ{ニシグ法としての有用

性が期待される.

4. ECD-GC (こついて

クリ{ム 5gに標準の NDELA1.0μgを添加したも

のを試料とした場合について，得られた ECD-GCグロ

マトグラムを Fig.4 (a)および (b)に示す.ここで，

(a)は極性の低いカラムを用いた場合， (b)は極性の高い

カラムを用いた場合で、ある.これらのクロマトグラムか

ら， NDELAのアセチル誘導体は ECDに対してかな

り高感度を示すことがわかる.すなわち，検出限界最は

100pg程度であり，これを試料中の NDELAの定量限

界濃度に換算すると約10ppbになる.しかし，化粧品中

可等

(min) 

H

回
出

p、J
ふな

苛守

れ』

品

Fig.4. ECD-GC Chrol11atogral11s 

Sample : 5g of creal11 sample containing 1. 0μg of 
standard NDELA， Column: (a) 1. 5% Silicon 
OV-17十1.95% Silicon DC QF-1， 1. 1m x 3. 2ml11， 
1600C， (b): Silicon OV-275， 2. 1m x 3. 2ml11， 200 
oc， Sample size : 2μ1. 

には ECDに感応する種々の成分が多量に存在するの

で，それらの影響により実際の定量限界濃度はこれより

高くなる場合が多い. また場合によっては， 他成分が

NDELAのアセチル誘導体と同ーの保持値を示すこと

もあり，プラスの結果に対しては常に誤認の危険性が存

在する.したがって誤認の危険率をできるだけ下げるた

めに， 2種類以上の極性の異なるカラムを用いて分析す

る必要がある.このような手順によって得られた結果は

かなり信頼性の高いものと考えられるが， ECD-GC法

はあくまでスグリ{ニング法と評価されるべきものであ

るので，プラスの結果に対しては別の手段による確認が

必要である.

5. GιMSについて

1) EIーおよび CI-MS

Fig.5(a)'"'-'(のに EIーおよび CI-MSスペグトノレを

示す. (のには分子イオンぜ{グ (m/e218)が出現して

おらず， CHaCOがとれたl11/e175および CHaCOと

NOがとれた m/e145がスベクトルを特徴づ、けている.

(めは m/e236がベ{スピ{グとなっているが，これは

(M+18)十に由来するもので， 反応ガスとしてアシモニ

アを使用する CI-MSに特有のピ{グである. (c)およ

び〈のには (M十1)+に相当するピ{クが出現しており，

このピ{グによってスベクトノレが特徴づ、けられている.

GC-MSは主として NDELAの確認を目的とするも

のであり，試料中に多量の NDELAが存在する場合は，

EI-および CI-MSのどちらによっても悶定することが

できる.しかし，実際の試料中には存在するにしても極
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Fig.5. EI-and CI-MS Spectra of Acetyl Derivative of NDELA (a) : EI， (b): CI (NHa)， (c): CI 
(C4H10)， (d): CI (CH4) 
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Fig.6. EI-and CI-Mass Fragmentograms 

(a) : EI， m/e 145， (b): CI (NHa)， m/e236 

Column: 2% Silicon OV-17， Sample size: 
50 ng 

めて微量であり，また濃縮にも限界があるので，次に述

べるマスフラグメントグラフイ~ (MF)による同定が

有効となる.

2) EI-および CI-MF

GC-MSスベクトノレ (Fig.5)から適当なフラグメン

トを選んで MFによる NDELAの分析を行なった.

Fig.6(a)は m/eを145に設定した場合の EI-MFの

クロマトグラム， (b)は反応ガスとしてアンモニアを用

い， m/eを236に設定した場合の CI-MFのグロマト

グラムである. EI-および CI-MFはいずれも徴量の

NDELAの同定を目的として行ったが，当然 NDELA

の定量法としても有効である.この場合の検出限界は，

EI-MFが3ng程度， CI-MFが 5ng程度であり，こ

れまで行なったかぎりで、はル{チン分析法として採用す

るには若干感度不足であった.しかし，分析法としては

非常に信頼性の高い方法であり，特に CI-MFの場合は

EI-MFの場合と異なり未解裂の分子イオシピ{グを捉

えることができるので最も確実な方法である.

結日

以上の結果を総合して，著者らは確実かつ効率的な化

粧品中の NDELAの分析プロセスを次のように設定し

た.

1. ECD-GCによりスグリ{ニシグ試験を行なう.

マイナスの結果に対しては，定量限界以下と評価する.

2. 1においてプラスの結果が得られた場合は， TEA

-LCまたは TEA-GCで定量する.この場合の定量限

界濃度は 40ppb極度である.

3. 2において定量限界以上の値が得られた場合は，

GC-MS (主として GC-CI-MF)によって確認する.

ついで，上記分析プロセスに従って，市販のクリ{ム

30， ローショシ25，ファソデ{ショ γ6，ヘヤ{リ今 y

ド5，パ γ ク2およびシャンプー 1計70検体，および標準

の NDELAを添加した試料10検体について分析したと

ころ， NDELA無添加の場合はほとんどの試料がECD・
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GCによるスグリ{ニシグ試験の段階でマイナスの結

果を与えた.二三の試料についてはプラスの結果を与え

たので， TEA-LCおよび TEA-GC で定量したとこ

ろ， 定量限界以下であった NDELA添加試料に対し

ては， ECD ・-GC，TEA-LCおよび TEA-GC のいず

れにおいても80"'-'90%の回収率を示した.

文献

1) The Boston Herald Americαns: Thursday， March 

24， 1977 

2) Fan， T. Y.， Goff， U.， Song， L.， Fine， D. H.， et 

al. : Fd. Cosmet. Toxicol.， 15， 423， 1977 

3)西岡一:フレグラシス ジヤ{ナノレ， 29，1， 1978 

4)西岡一:科学朝日， N o. 10， 73， 1979 

5)毎日新聞:1978年3月3日

6)河端俊治:食品衛生研究， 26， 205， 1976 

7) Fan， T. Y.， Vita， R.， and Fine， D. H.: Toxi-

colgy Letters， 2， 5， 1978 

8) Fan， T. Y.， Ross， R.， and Fine， D. H. : Environ. 

Sci. and Technol.， 12， 692， 1978 

9)竹内正博， 水石和子， 原田裕文東京衛研年報，

30-1， 98， 1979 



東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H，31-1， 9ト96，1980 

化粧品の特殊成分分析法!こ関する研究(第10報〉

HPLCによる化粧品中の防腐殺菌剤!の分離定量法

民間成孔汽中村義昭汽原田裕文*

Studies on Analytical斑ethodof Specific Materials in Cosmetics (X) 

High Performance Liquid Chromatographic Analysis of Germicides in Cosmetic Products 

MASA YOSHI KAZAMAぺYOSHIAKINAKAMURA * and HIROFUMI HARADA * 

A simple， rapid， accurate and selective method for the quantitative analysis of germicides， such 

as hexachlorophene， Irgasan CFa (halocarban)， Irgasan DP-300 and trichlorocarbanilide， by high per・

formance liquid chromatography (HPLC) in cosmetic products was studied. The HPLC conditions 

were as follows; column: Hitachi Gel 3011 (2.6mm i. d. x 500mm)， detector: UV  spectrophotometer 

(265nm)， eluent: methanol-28% ammonia water (99.9: 0.1)， flow rate: 1. Omljmin. 

Determination of these germicides was successfully carried out by using benzylbenzoate (5mgjml) 

incorporated into the examined cosmetics as internal standard. The plots of peak height ratio vs. 

amount ratio in the pair of trichlorocarbanilide and benzylbenzoate were linear in the range of 0.1-1. 5 

ppm of trichlorocarbanilide. The average recoveries from bar soaps and emulsion type cosmetics were 

98.0 and 93.5% and the coefficients of variation were 2.60 and 3.32%， respectively. This method can 

be applied for the routine analyses of germicides in cosmetic products. 

Keywords : germicide， hexachlorophene， Irgasan CF-3 (halocarban)， Irgasan DP-300， trichlorocarbanilide， 

cosmetic， quasi-drug， high performance liquid chromatography 

緒 言

化粧品〈医薬部外品を含む〉中の防腐殺菌剤の分析法

として著者ら1)は，薄層クロマトならびにガスクロマト

グラブイ{による分離定最法についてすで、に発表した.

しかし，この方法で未検討のもので，その後繁用されて

いるものについて，新たに試験法を設定する必要が生じ

た.防腐殺菌剤の定量法としては，紫外部吸収法2ーペガ

スグロマトグラフ法5-11)，HPLC法12-17)が報告されて

いるが，このうち HPLC法が簡易さ，精度などの点で

すぐれており，その有用性が高いことで知られている.

そこで今回，化粧品および部外品の石けん，シャンプ，

デオドラシト製品に繁用されるヘキサクロロフェン，ハ

ロカノレパγ，イルガサン DP-300およびトリクロロカル

パニリドの相互分離と定量試験法の確立を目的として，

HPLC法による分析条件を検討し，市販品についての

調査を行なったので、報告する.

実験方法

1. 試料 Table 1に示す9種の防腐殺菌剤を用いた.

表中，各名称の下に記したカッコ内はその化合物の略称

として， 以下， 本文中に使用した. このうち， TBS， 

BITおよび G4は現在使用禁止となっているが，輸入

化粧品など外関産の製品に使用されるおそれがあるた

め，試験検討の対象とした.なお，各化合物の紫外部最

大吸収波長 (nm)，化粧品に含まれる通常の添加量を%，

また化粧品品質基準加に規定の最大配合許容量を%で記

し参考とした.

2. 試薬 1) 内部標準溶液:安息香酸ベンジル〈特

級)1 gを精秤し， メタノ{ノレ〈以下 MeOHと略)200 

mlに混和する. 2) ポリアミド FMプレ{ト(和光純

薬)， 3) Silica Gel 60 F254 (Merck)，他の試薬はすべ

て特級を用いた.

3. 装置および器異高速液体クロマトグラフ〈以下

HPLCと略):目立:635形に同社製波長可変紫外可視モ

ニタ{を装着して使用した HPLC充てん剤:目立ゲ

ノレ3011，向3010，同3011-0 ロ{タリ{エパポレ{タ{

:石井式 メγブラシフィルタ-ポアサイズ 0.45μm

TM-2 (東洋ろ紙〉フィノレタ{ホノレダ-ハリオガラス

製(柴田化学〉マイクロシリ γジ:(株〉テルモ製10μJ用

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjul王u-ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Structural Formulas of Germicides and the Limited Amount 

Allowed in Cosmetics 

Compound Structure λmax. Used Max"Limit 
(nm) Amount(%) Amount(克〉

1. Hexach1orophene c場吟C1 297 。..01醐 0.1 。@工
(G 11) Cl~ ~C1 

2.. Irgasan DP醐 300 Cl-@-O-@-C1 280 。.05幽 0..3
(DP圃 300)

3. Ha10carban Fゆ附NH~C1 266 。..01醐 0.3 。..3
(CF3 ) C1~ ~....，ÁC1 

@咋250C帥叫1協 20N悶 HOC1265 山 ..2 0..3 

20CONHOBr280 
forbidden 5.. Tribromsa1an 。..05掴 0..1 as of Jan .. 

(TBS) in 1976 

6" Methy1 Paraben 
註o{}CO叫 257 。..01回 0..5 1..0 

(PHBA-Me) 

すゆ forbidden 
7" Dich1orophene 285 2幽 3 as of Jan. 

(G 4) in 1972 

C1すす1
forbidden 

8.. Bithiono1 308 2回 3 as of A。pril 
〈前官〉 in 197 

9…… 279 。.05醐 0.1 。..1
(Bioso1) ....v ~ '-'u--CH

3 

4. 操作法 溶液とする. 2) 乳化物または懸潤液〈クリ{ム，乳液，

4-1 試料溶液の調製 1) 石けん:0.5gを精秤し， シャンプ{など):試料10gを精秤し，50mlの共栓三角

アセトン 50mlを加え，スタ円ラ{で30分間撹持する. フラスコ中で10%硫酸2'"'-'3滴を加え酸性とし， MeOH 

これをガラスフィノレタ~ (G4)でろ過し，ろ液を別の 〈または DMF)30mlを加え，還流冷却器をつけ，水浴

容器にとる.残澄を再びアセトン 50mlで抽出し，これ 上加温し，エマルジョンを破壊したのも，スタ{ラ{で

をろ過し，ろ液を先のろ液と合した後， ロ{タリーエパ 10分間撹伴する.さらに MeOH30mlで2回抽出をく

ポレ{夕{でアセトンを減圧留去する.蒸発乾回した残 り返したのち， MeOHを減圧留去して濃縮する.この液

留物に内部標準溶液10mlを加えて、溶かし，試料溶液と をガラスフィルタ{でろ過するか，または，遠心分離し

する.このとき， TCC含有の場合は，溶解度が劣るた て上澄液を分取し， MeOHで一定量にメスアップする.

め，ジメチルホルムアミド (DMF)を用い，還流冷却器 この液の適当量をとり，内部標準搭液を加え，安息香酸

をつけて水浴上で30分間加熱還流し，冷後ろ過して試料 ベンジルとして 5mg/mlとなるように MeOHで希
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釈し，試料溶液とする.3) エアゾ{ル剤〈デオドラソ

ト製品など):エアゾ{ル剤 l缶を精密に秤り，ドライア

イス@メタノ{ノレ混合液中に缶の肩まで浸し，充分冷却

する.冷却した缶の上部に小穴をあけ，徐々に液化ガス

(噴射剤〉を放出させる.このとき，室温が高いと，液

化ガスが沸騰し，噴きこぼれるので注意して行なう.大

部分のガスが放出された後，缶の上部を切り開き，約400

の水浴上で30分間加湿して，残留液化ガスを注意して気

化放出させる.残留液をピーカ{に移し， 缶の内部を

MeOH 100mlで洗浄し，洗液を先のビーカーに合わせ

る.缶は乾燥したのち.その重量を精密にはかり，先に

はかった重量より，缶の重量を引いたものを試料量とす

る.ピ{カ{を水浴上で加温し，約 30mlに濃縮する.

この操作により香料などの揮発性妨害物質を除去する.

この液を遠沈管に移し，毎分3，000回転で 5分間違心分

離し，上澄液を分取する.この操作を 3回くり返し，集

めた上澄液を水浴上で、加温して， ロ{タリ{エパポレ{

タ{で70mlに濃縮する.冷後， MeOHおよび内部標準

諮液を加え一定量とし，試料溶液とする.

4-2 薄層ク口マトゲう7ィー

けい光剤入りの SilicaGel 60 F 254プレートを用い展

開溶媒は Wilson19) のクロロホルム (CHCla)-MeOH

(9: 1)の展開溶媒で展開したのも，紫外線検出器でス

ポットを確認する.また，パラベン類相互の分離確認に

は，ポリアミドFMプレ{トを用い，展開溶媒ベンゼン

ーMeOH一HAc(20 : O. 2 : O. 5) で室温で20分間展開す

る.スポットを紫外線検出器で確認する.

4-3 高速液体のク口マトゲラフィー 試料溶液およ

び標準溶液を以下の条件において HPLCによる定性お

よび定量を行なう.充てん剤:ポリスチレン@ジピニノレ

ベシゼシ系多孔性樹脂(平均粒子径約 10μmで市販の

Hitachi Gel 3011が相当〉分離カラム:充てん剤をつめ

た内径2.6mm，長さ 50cmのステγレス製パイプを用い

る.充てん法は，充てん剤約 2gをピーカーに入れ，約5

{音量の MeOHを加え，よく振り，スラリ{状とし，約

1時間静置し，膨潤させたのも，樹脂を充てん用パッカ

{に入れ， 3ml/minの流速で MeOHを20"-'30分間送

液し，充てんする.ただし，圧力が150kg/cm2を超える

場合は，流量を調節し，それ以下で充てんする.移動相:

MeOH-28%アンモニア水 (99.9: 0.1)流速:1. Oml/ 

min検出器:紫外検出器， 波長 265nm，サンフ。ル注入

量 :5μ1.

4-4 定性および定量定性:試料溶液および標準

溶液について前記の条件で HPLCを行ない，得られた

クロマトグラムから，試料の保持時間と内部標準物質と

3 

o 2 4 6 8 10 12 14 16 
Retention Time(min) 

Fig.1. HPLC Chromatogram of Germicides 

Operating conditions. ..packing: Hitachi Gel 3011， 
column: 2. 6mm i. d. x 500mm， mobile phase: 
MeOH-28% ammonia water (99.9:0.1)， flow rate: 
1. Oml/min， sample size: 5μ1， detection: UV 265 

nm 

Sample; 1: G-11 

2: DP-300 

3: CF3 

4: TCC 

5: benzylbenzoate (rS) 

の相対保持時聞を求め，標準溶液のそれと比較して定住

を行なう.定量:前記条件で試料溶液および検量線用標

準溶液〈各殺菌剤 3"-'5段階希釈液，内部標準添加〉の

それぞれ 5μfずつをカラムに注入し，波長265nmにお

ける吸光度を記録し，クロマトグラムの試料溶液および

標準溶液それぞれの内部標準物質に対するピーク高比を

求め，検量線から試料祷液中の防腐殺菌剤の濃度を算出

する.

実験結果および考察

1. 高速液体ク口マトゲラ7ィーの条件

1-1 測定波長 各殺菌剤の紫外部極大波長はTable

Iに示すとおりである.このなかで，石けん，シャシプ

ー，デオドラント製品に繁用される G11，DP-300， CF 3 

および TCCの極大波長はそれぞれ297，280， 266， 265 

nmであり，これらを相互分離するとき，検出感度の点

から， 265nmを測定波長として用いることにした.した

がって，あらかじめ TLCで定性試験を行なった結果，

試料中にいずれかの殺菌剤が単独で配合されていること

が認められた場合には，その殺菌剤の最大吸収波長で測

定すれば，最も高い感度で定量することが可能である.

1-2 充てん斉1] 前記4種の殺菌剤と内部標準物資の
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アミン(TEA)やアンモニアのような塩基性物質を加え

ることにより，より早く溶出させることができる.そこ

で， 3011を用い，溶離液に MeOHのみとアンモニアと

TEAを処方したものについて種々検討したところ，

Fig.2に示すような結果となった. すなわち， MeOH 

単独では CF3， DP-300， TCCの三者は接近しで溶出

し，相互の分離はあまりよくないが，これにアンモニア

水または TEAを入れ液性を塩基性にすると， DP-300 

の溶出が早まり，相互の分離が良好となった.しかし，

一方アンモニア水あるいは TEAの添加量は DP-300

の保持時間に大きく影響することも認められ， 今回の

分析に最適な混合比は MeOH99.9に28%アンモニア

水O.1であった.この組成の搭離液を用いた場合のクロ

マトグラムが前出の Fig.1である.なお， TEAはそれ

自身に紫外部吸収があり， 265nmでも0.01%以上を使用

することができなかった.前記 O.1%アンモニア水添加

Fig.2. 

分離に適した充てん剤について検討を行なった.すなわ

ち，用いたカラムはポリスチレγ@ジピニノレベシゼン系

多孔質樹脂の日立ゲル 3010(2. 6mm x 50cm) ，同 3011

(2. 6mm x 50cm)および向3011-0(4mm x 25cm)を充て

んしたもの 3種を用いた.それぞれの比較を行なったと

ころ，移動相に MeOH: 28% NH3 (99.9 : 0.1)を用

いたとき，最も良い分離を示したものは目立ゲル3011で

あった.その時のグロマトグラムを Fig.1に示す.

1-3 移動相 日立ゲノレ3011はスチレン系ポーラスポ

リマ{で溶離液にすべての有機溶媒が使用でき，応用範

囲が非常に広い利点があり，再現性が優れている.殺菌

剤分析でも中栄ら20)のポ{ラスポリマ戸の応用例に紹介

されている.ここで用いられているポーラスポリマーで

は，一般に極性の大きい物質から溶出するので， G11のよ

うなフェノーノレ性水酸基をもっ化合物，あるいはカルボ

キシノレ基をもつような酸性物質には溶離液にトリエチル
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Fig.4. Thin-Layer Chromatogram of Germicides 

Plate: Silica Gel 60 F 254 (Merck)， Solvent Sy-

stem: CHCla-MeOH (9:1)， Detection: Short 

Wave Length UV Light 
Sample; 1: Gll， 2: DP-300， 3: CFa， 4: TCC， 

5 :TBS， 6: PHBA-Me， 7: G4， 8: BIT， 9: 

Biosol 

Fig. 3. Calibration Curves of Germicides 

A: DP-300， B: Gll， 
C: CF3• D: TCC， 
I. S. :benzylbenzoate 

Concentra七ion(ppm) 

種類とその存在を確認する意味で， TLCをあらかじめ

行なうことが必要である. Silica Gel 60 F 254 の場合の

クロマトグラムを Fig.4に示した. このとき， DP-300 

と TBSの Rf値が接近しているが， TBSは紫外線照

射により，それ自体育自色のけい光を発し，検出が容易

で，判別が可能で、ある. パラベン類の TLCについて

は，ポリアミドFMプレ{トを用い，ベンゼン.MeOH.

HAc (20 : O. 2 : O. 5)で展開するとき，Rf値はメチル

0.33， エチノレ 0.44，プロピル 0.52， ブ、チノレ0.60であっ

た.両プレ{トとも，けい光をパヅググラウシドにスポ

ットが黒く現われ，相互分離も良好で、あった.

3. 抽出条件の検討石けん，グリ{ム，デオドラン

ト製品からの抽出法は，前記製品タイプ別の方法で行な

ったとき，良好な結果が得られた.すなわち，殺菌剤不

合の銘柄の異なる種類の石けん，シャンプー，クリ{ム，

エアゾ{ル計20検体の各10gに殺菌剤 O.2%を添加した

とき， TCCの場合は回収率90%以上，特に石けんとシャ

ンプーは回収率と変動係数はそれぞれ98.0%， 2.60お

よび93.5%，3.32であった.他の殺菌剤についてもほぼ

問様の結果が得られた.試料溶液の調製法に関しては，

TCCが MeOHに難溶であるため， DMFを用いること

以外に問題とはならず，ほぼ満足できる結果であった.

4. 市販品への適用前記の各タイプ別操作法によ

り市販品について試験した結果を Table2に示す.この

場合，石けん中に Biosol とパラベンを併用したものが

定量できなかった以外，化粧品および医薬部外品扱いの

の溶離液では，化粧品の防腐剤として併用されることが

多いパラベン類の溶出位置が約2.8分で，メチル，エチル，

プロピル，ブチルとも分離されずーっのピ{クとなるこ

とがわかった.この場合， Gllとの分離は良いが， DP-

300との分離が不十分であり， パラベンが含有されるも

のは，あらかじめ TLCにより定性後，何らかの前処理

により除去する必要がある. TLCの結果，パラベγの

みの場合には，本法を準用し，溶離液として MeOH:IH20

(85 : 15)を用いればパラベン四者の相互分離が可能で

ある.他の殺菌剤のうち，本法の条件では， TBS， G4， 

BIT， Biosolなどが存在すると， その溶出位置が Gll

と重なり， 障害となる. これらハロゲン化フ早ノ，戸閉開悶一閉閑悶帽鴨.咽咽

殺菌斉剤リの分離定量には，未だ HPLC法の適用条件が見

出されないので，著者らが先に検討し，衛生試験法注解

21)に収載された DEAEーセノレロ{ズカラム処理を行なっ

たのち，ガスグロマトグラフ法を適用する方法が現段階

では最適と考えられる.

1-4 検量鰻および検出限界上記定最条件における

Gll， DP-300， CF 3 および TCC四者の検量線を Fig.

3に示した.その結果， Gllはト10ppm，DP-300は 1-5

ppm， CFaは0.1'"'-'1.2ppm， TCCは 0.1'"'-'1.5ppmの

範囲で，それぞれ原点を通る直線性が認められた.検出

限界は， CF3， TCCが0.05ppm，Gll， DP-300が 0.5

ppmであった，本法の条件である 265nmでは，その近

辺に極大波長を有する前二者が，後二者の約10倍の感度

があることが認められた.

2. 薄層ク口マトゲラブィー 試料中にある殺菌剤の
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Table 2. Germicide Content in Commercial 

Cosmetic Products 

No. Sample Germicide Found， % Claimed， % 

1 Bar Soap TCC 0.394 0.4 

2 
" " 0.776 0.8 

3 " " 0.384 0.4 

4 " DP-300 O. 279 0.3 

5 1. 152 1.2 

" CFa 0.27 0.3 

6 {Biosol 0.08 

" Parabens O. 16 

7 0.6 0.75 

" DP-300 0.27 0.25 

8 " G11 1.96 2.0 

9 " 
0.5 

G11 0.48 0.5 

10 " G11 0.675 0.75 

11 1. 175 1.2 

" CFa 0.297 0.3 

12 Cream G11 0.024 0.02 

13 Hair Tonic DP-300 0.052 0.05 

14 Deodorant CFa 0.011 0.01 Spray 

15 " " 0.26 0.2 

16 " DP-300 0.23 0.2 

17 " (Roller) " 0.34 0.3 

18 Shampoo CFa 0.273 0.3 

19 Eye Shadow G11 0.09 O. 1 

20 
" CFa 0.23 0.2 

各種剤型より，表示の殺菌剤の種類とその含量が確認で

きた.殺菌剤の単独使用の例も多いので，市販品からの

定量分析には， HPLC法は迅速簡易で実用性の高い方

法であると認められる.

結語

1. 本法は化粧品および器薬部外品に使用される殺菌

剤のうち，石けん，シャシプへデオドラント製品に添

加し，繁用される G11，イルガサン DP-300，ハロカル

パンおよび TCCについて，その各種剤型中より，分離

定量するための諸条件を検討したものである.

2. 石けん，クリ{ム，シャンプー，デオドラントな

ど各種剤型中より，それぞれの殺菌剤を溶媒抽出後，フ

ィノレタ{ろ過または遠心分離後， 0.45μ のメンプランプ

イノレターを通した液を HPLCに注入し，定最が可能で

あった.

3. TLCの結果，殺菌剤が単一であれば，その種類

を確認した上で，内部標準物質として安息香酸ベンジル

を用い， HPLC法で迅速簡易に定量できる.

4. 本法による添加回収実験の結果，前記4種の殺菌

剤の回収率は90%以上であり，特に TCCは石けんおよ

びシャンプ{での 5回繰り返し実験による回収率およ

び変動係数はそれぞれ， 98.0%， 2.60および93.5%.

3.32であった.
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家庭用品の衛生化学的研究(第6報〉

ガスク口マトゲラブィーによるヱアゾー)1，..噴射斉IJの分析法について

植田忠彦汽森謙 郎*，鈴木助治*，原田裕文*

Hygienic Chemical Studies on Household N ecessities (VI) 

Analysis of Pl'opeUan卸 inHousehold AerosoI Products by Gas Chromatography 

TADAHIKO UETA*， KENICHIRO MORI*， SUKEJI SUZUKI* and HIROFUMI HARADA* 

A modified method for the analysis of propellant gas in household aerosol products by gas chro咽

matography was studied. The peaks for 8 standard gases including carbondioxide (C02)， propane， 

Fr・eon12， isobutane， n-butane， dimethylether (DME) ， vinylchloride， and Freon 11 were all clearly 

separated under the conditions using a mixture of dibutylmaleate (28.5wjw%) and s， s'-oxydipropionitrile 
(1. 5wjw%) as liquid phase on C-22-SK packed in o 3mmx4m glass column. The injection volume of 

each standard gas should be kept lower than O.lml to get a constant retention time without variation. 

Therefore， precise analysis of the propellant gas is now possible based on a linear relationship between 

each injection volume and its peal王 aτeaof the standard gas. The quantitative determinations of the 

propellants were carried out for a total of 150 samples of commercially available household aerosol 

products. Propellants used for aerosol products were; LPG for 115 samples (76.7%)， Freon 43 

(28.7%)， DME 35 (23.3%) and CO2 1. 

Keywords: gas analysis， household product， propellant， gas chromatography， LPG， vinylchloride， freon， 

dimethylether， carbondioxide 

はじめに 実験方法

エアゾ~lレ製品の噴射剤として用いられる液化ガスに 1. 試薬 (1)標準液化ガス ①プロパン，isoーブタ

は液化石油ガス〈以下 LPGと略す)， ハロゲン化炭化 ン，nーブタン， DME東京化成工業社製.②フレオγ

水素(以下フレオンと略す)，ジメチルエ{テノレ(以下 -12，フレオン-11， VCM KK.アリミノより分与され

DMEと略す)，二酸化炭素等がある.昭和48年10月12 たもの.③二酸化炭素 日本酸素社製

日，従来一部のエアゾ{ノレ製品に使用されていた塩化ピ (2)分離用カラム ① 30 %Dibu ty lmalea te.担体 C・22

ニルモノマ~ (以下 VCM と略す〉は発ガン性を有す -SK (以下30%DBMと略す).② 28.5% Dibutylmalea-

るため使用を禁止され，更にフレオンガスは成層闘のオ te十1.5% s， s'-Oxydipropionitrile，担体 C-22-SK(以

ゾシ層破壊の危険性を理由として昭和54年 4月15日米国 下28.5%DBM+1. 5%ODPNと略す)，③28.5%DBM 

において一部医薬品に対する使用を除き全面的に使用を 十1.5%ODPN，担体 Alumina，④ 25%Bis(2ー(2-me圃

禁止された.我国においてもエアゾ{ル製品は近年急速 thoxyethoxy) ethyl) ether，担体 Celite545，⑤30%Dii-

に一般家庭にも普及し，その用途も多岐に渡っている sopropylsuccinate，担体 C-22-SK，⑥20% Dimethlsu同

著者らは先に(昭和52年〉これらのエアゾ{ル製品の lfolane，担体 Alumina，⑦30%Benzylcyanide(67%)+ 

中で家庭用エアゾ{ル製品についてその噴射剤および震 AgNOa(33%)，担体 Alumina各 60'""'-'80メッシュのも

金属含有量の調査を行ない報告ひしたが，今回，従来行 のをそれぞれ内径 3mm， 長さ 4mのガラスカラムに充

なわれている液化ガスの熱伝導度型検出器付ガスクロマ 填したものを用いた.

トグラブイ~ (以下 TCD-GCと略す〉による分析法の 2. 装盤 (1)ガスクロマトグラフ:島津製作所製

噴射剤への適応性について検討を行ない，市販の家庭用 GC-5A型，熱伝導度型検出器付， (2)ガスサンプラー:

エアゾ{ノレ製品中の噴射剤の調査を行なったので報告す 同社製 MGS-5型， (3)マイクロシリンジ:テノレモ社製

る. ガスタイト、ンリ γジ GAN-2.5， GA-1. 0， GA-0.25， 

*東京都立衛生研究所理化学部徴量分析研究科 160 東京都新宿芭百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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A IB aD E 

Co1u即 1 : 30% DBM 

。 100 200 300 400 500 .600 
Re七en七iontime (iee) 

A _B 

Co1umn : 28.5% DBM十1.5%ODPN 

D 

。 100 200 300 _ _ 400， ~QO / 60Q 
Re七entiontime lsec) 

Fig.1. Gas Chromatogram of the Standard Gases 

A: Carbondioxide， B: Propane， C: Freon-12， D: iso-Butane， E: n-Butane， 
F:Dimethylether， G: Vinylchloride， H: Freon-11 

(4)分離用カラム温調器:ヤマト社製 ク{ノレニグス

CTR-120型， (5)デ{タ処理装置:Spectra-Physics社

製 ComputingIntegrator System IV 

3. 試料東京都内で昭和53年 4月，__，54年 6月の聞に

購入した市販の家庭用エアゾ{ル製品を試料とした.

内訳は，ガラス@家具みがき19，台所油おとし6，カ{

ベヅトグリ{ナ~ 9， レコ{ドみがき 7，芳香消臭剤13，

潤滑@防錆剤17，静電美化剤 5，f発水剤11，洗濯のり

9，部分洗濯剤 5，防カピ消臭剤10，防蟻剤 3，ネズミ

よけ塗料 1，塗料20，車みがき剤 10， その他すベり止

め等5，合計16種150検体である.

4. 定護法標準ガスの採取は前報1)に準じて注射筒

により行ない，つぎにマイクロシリンジを用いて注射筒

より空気の混入しないように注意して0.01，O. 03， O. 05， 

O. 1mlずつ分取しガスクロマトグラフに注入する.それ

ぞれの注入量とデ{タ処理装置により得られたピ{ク面

積より検量線を作成する.つぎに試料より同様に注射筒

を用いて噴射剤を抜き取り， マイグロシリ γジにより

O. 1mlを分取し，ガスクロマトグラフに注入して得られ

た保持時間によって定性を行ない，またピ{ク面積より

検量線を用いて定量を行なう.この時のガスクロマトグ

ラブイ{測定条件はつぎのとおりである.

カラム:28.5% DBM+1. 5%ODPN， C-22-SK 60"-' 

80メヅシュ，内径3mm，長さ4mガラスカラム，温度250

検出器:熱伝導度型，ブリ yジ電流60mV，温度1000，

注入口温度 1500
， キャリアガス:ヘリウム 40ml/min

注入量O.01，__，0. 1ml (オンカラム法〉記録計速度10mm/

mm. 

結果および考察

1. 分離用力ラムの検討液化ガスのガスクロマトグ

ラフ用分離カラムとしては]lS2ーのおよび衛生試験法め

に収録されているものの中から前記試薬の項に示した 7

種績を選び，各カラムについて 8種の標準液化ガスを混

合したものを適切な条件下で測定し，本試験に最も適し

たカラムの選択を行なった.Fig.1に分離の良好なカラ

ム①および②を使用した場合の混合標準ガスのクロマト

グラムを示した.カラム③は分離は良好であったが担体

の活性アルミナの影響で全体として溶出が遅く不適当で
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Fig. 2. Relationship between Retention Time and Injection Volume of Standard Gases 

A: Carbondioxide， B: Propane， C: Freon-12， D: iso-Butane， E: n ・・-Butane，

F: Dimethylether， G: Vinylchloride， H: Freon-11 

あった.カラム④はフレオγ-12とおトブタシの分離が

できなかった.カラム⑤は分離は良好であったがフレオ

ンー11の溶出が遅く不適当であった.カラム⑥および⑦

はテ{リ γグが強く，また分離も不十分であった.

2. 注入量と保持時間 分離用カラムとして良好であ

った①および②について，各々の標準ガスの注入量を

O.01mlから 2.0mlまで変えて注入し， その注入量と保

持時間の関係を Fig.2に示した.カラム①および②のい

ずれの場合においても，フレオンー11は注入量が O.01ml

'"'-'2.0mlと増加するにともなって保持時間がカラム①で

839sec'"'-'847sec， カラム②で 1251sec~1267sec といずれ

も長くなり， リーディングピークの特長を示しているの

に対し，その他の標準ガスについては逆にカラム①にお

いては二酸化炭素96sec~83sec，プロパン122sec~101sec

フレオンー12， 154sec，...._， 130sec， isoーブ、タ γ182sec~156

sec， n-ブタン 243sec，...._，211sec，DME 272sec~237sec， 

VCM 433sec~389sec， カラム②においては二酸化炭素

11 Osec~94sec， プロパγ155sec""-'130sec， フレオγ-12

204sec~176sec， isoープタ γ247sec，.-....，212sec，nーブPタγ

334sec~297sec， DME 455sec~395sec， VCM 661sec~ 

607secといずれも短かくなり， テ{リ γグピーグの特

長を示している.特に，注入量がO.lml以下であればい

ずれの標準ガスにおいても保持時間の変動はほとんど認

められないのに対し，O.lml以上になるととの変動が顕

著となり，カラム温度を変えてもこの傾向は変らなかっ

た.これは一般に担体の吸着性の影響や試料と盟定相液

体の極性との関係等によると考えられている.今回，試

料注入量をO.lml以下とすることによって保持時間の変

動がほとんど認められなくなることがわかった.従って

試料注入量をO.lmlとし，カラムは①，②いずれも良好

であるがこのうちでも，分離のよい②を用いることとし

た.

3. 検量練の作成標準ガスボシベより注射筒 (200

mりを用いてガスを採取し，つぎにこの注射筒よりマイ



ピ{ク面積より検量線を作成したところ Fig.3に示す様

に原点を通る直線が得られた.

4. 噴射ガス分析結果前報1)に引き続き16種 150検

体の試料について噴射ガスの分析を行ない， Table 1.に

用途別に試料を分類し，使用されているガスを表わした.

LPGはプロパソ，iso-ブ、タンおよび nーブタンの混合体

であり，またフレオンはフレオン-12およびフレオγ-11

のいずれかまたは二種の混合体であった.

LPGについては，単独で使用しているもの72検体(48

%)， DMEあるいはフレオンなどと混合して使用して

いるものは43検体 (28.7%)，合計115検体 (76.6%)と

最も多く，しかも使用されている製品の11種と広範囲に

およんでいた.

フレオンについては，単独で使用しているもの27検体

(18%)， L P G等と混合して使用しているものは16検体

(10.7%)，合計43検体 (28.7%)であった.

DMEについては，単独で使用しているものは7検体

(4.7%)， L P G等と混合して使用しているものは28検

体(18.7%)，合計35検体 (23.35わであった.

その他二酸化炭素を使用したものが 1検体あった.

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P 
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塩化ピニルモノマ{は今回の調査では検出されなかっ

た.

全体としては前回の調査1)結果と同様の傾向であり，

クロシリ γジを用いてこのガスの 0.01，0.025， 0.05お

よびO.lmlを各々分取しガスグロマトグラフに注入し

た.ガスの採取にあたっては空気が混入しないように注

意する必要があった.注入量とデータ処理装置より得た

Results of Gas Analysis on the Propellant of Commercial 

Household Aerosol Products 

Table 1. 

Number of detected samples No. of 
sample Aerosol Sample 

No. 
LPG+Freon LPG十DME LPG+Freon+DME 

1

1

5

3

2

1
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昭和54年 4月に米国においてフレオγの使用が禁止され は LPGであった.フレオンガスは LPGについで多く

たことによる影響は認められなかった. 使用されていた.塩化ピニルモノマ{ガスは検出されな

ガス分析と合せてガス庄の測定を行なったところ，最 かった.

小1.1kgjcm2，最大5.1kgjcm2平均3.2kgjcm2であった 3. 家庭用エアゾ{ル製品のガス圧は最小1.1kgjcm2，

ま と め 最大5.1kmjcm2平均3.2kgjcm2であった.

1. 二酸化炭素プロパシ，フレオ γ-12，iso-ブタ 文 献

γ， n-ブタシ，ジメチノレエーテノレ，塩化ピニルモノマ~ 1)観 照雄，植田忠彦， 原因裕文:東京衛研年報，

およびブレオンー11の計8種の液化ガスについて， 熱伝 28-1， 84， 1977 

導度型検出器付ガスクロマトグラフイ{による定量法の 2)日本規格協会編:]IS K2557，液化石油ガスの炭化

検討を行なった.試料ガスの注入量をO.lml以下とする 水素成分分析法〈ガスグロマトグラフ法)， 1978 

ことによって保持・時間の変動もなく，注入量とそのピ~ 3) ibid. :]IS K2305，燃料ガスのガスクロマトグラフ

グ面積の間に車線関係が認められ，定量が可能となった. 分析法， 1979 

2. 昭和53年4月'"'-'54年 6月の聞に東京都内において のibid.: ]IS K1518，フロシ試験法， 1978 

入手した16種 150検体の家庭用エアゾ{ノレ製品中の噴射 5)日本薬学会編衛生試験法， 680， 1980， 金原出版

ガスを定量したところ，最も広範に使用されていたガス
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市販食品中におけるサルモネラの増殖態度

斎藤香彦汽伊藤 武，柳川|義勢大丸山 務**，

坂井千三*

Effect of Temperature on Growth of Sαlmonellαe in Commercial Foods 

KAHIKO SAITOH*， T AKESHI ITOH汽 YOSHITOKIY ANAGA W A汽

TSUTOMU MARUY AMA料 andSENZO SAKAI* 

Influence of different temperatures on the growth of Salmonellae in commercially prepared and 

sold foods was investigated. S. tythimurium， S. infantis and S. thomtson were observed to grow when 

inoculated into omlette at a temperature range of 15C to 30C. At 30C， the count of these organisms 

increased from 102 cells to over 105 cells per gram after 12 hours. Growth was much slower at lower 

temperatures， but even at 15C， the number of Salmonellαe in the omlette increased to infective levels 

in 2 days. 

A small number of Salmonellae in liver grew rapidly at 15C to 30C. When stored at 10C， 
Salmonellae counts in the liver increased to 1. 4 X 103 pcs/g in 3 days. However， Salmonellae did not 
at all grow in salads at any temperatures. Mayonnaise was found to be effective in preventing the 

growth of Salmonellae. 1 t was observed that pH levels lower than 5.0 were influential in preventing 

the growth of Salmonellae. 

Keywords: Salmonella， growth， temperature， food 

緒 事司

サルモネラ食中毒は，食品中で，菌が増殖し，大量の

菌を含む食品を摂取した場合に発生するものであると考

えられている.したがってサルモネラ食中毒の予防には，

他の細菌性食中毒の場合と同様，まず食品への菌の汚染

防止と，次に菌に汚染されたことを想定して食品中にお

ける菌の増殖を防止することが重要で、ある.しかしなが

ら，サルモネラの場合，家禽，家畜をはじめとして自然

界にも広く分布しているので，食品への汚染を根本的に

遮断することは不可能に近い.そこで本菌食中毒を予防

するためには，食品中での薗の増殖をおさえることが重

要となる.

サノレモネラの発育，生残あるいは死滅に関連する温度

1，2)， pH3)，放射線ベ食塩へ水分活性のなどの影響につ

いてはすでに多くの報告があるが著者らは，サノレモネラ

食中毒の原因となりやすいいくつかの食品に，実験的に

サノレモネラを接種し，それぞれの食品中におけるサルモ

ネラ菌数の消長について，特に重要な因子である温度，

pHと時間との相互関係を中心に検討を加えた.

材料および方法

供試菌株:供試したサルモネラ菌株は，わが国で発生

するサノレモネラ食中毒事例の原因菌型として多い Sal綱

monellαtythimurium 78-74株，Salmonella inf，αntis 

77-126株および Salmonellathomtson 77-366株を選

んだ.これらの菌株はいす9れも東京都で発生したサノレモ

ネラ食中毒の際，患者ふん便より分離されたものであ

る.

供試食品:実験に供試した食品は，玉子焼，サラダ，

生レパ{の 3品目である.サラダはいずれもマヨネ{ズ

が使用されているフレγチサラダ，ポテトサラダ，玉子サ

ラダ，カニ風サラダ，マカロニサラダ，野菜サラダの各

々市販品を用いた.玉子焼およびサラダは，できる限り

均一な品質を使用するために常に同一メ{カ{の市販品

を供試した.生レパーはブタのレパ{で，東京都市場検

査所より直接分与を受け，市販流通経路を経ないもので

ある.

サJl，.司王ネラ生菌数測定:各食品を 1ブロック10gずつ

秤量し，滅菌容器に入れ，供試菌の Heartinfusion broth 

37C， 18----24時間培養菌を滅菌生理食塩液で希釈し，玉

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

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

料東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科
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Fig. 1. Growth of Salmonella typhimurium in Heart Infusion Broth at Various Temperature 
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Fig. 2. Growth of S. tyρhimurium， S. infantis and S. thomJうsonin Egg Roll at Various Temperature 

子焼では 3~ 8 X 102個，サラダでは3.2x 105個，生レパ

{では2.5X 101個をその表面に接種した.菌接種を行な

った食品は乾燥を防ぎ各温度条件で保存し，一定時間後

に，それぞれの食品中におけるサルモネラ生菌数を測定

した.

サノレモネラ生菌数の測定は，各食品をブ、イ包シ加生理

食塩液で10倍乳剤とし，さらに生理食塩液で10倍希釈列

をつくり，それぞれの希釈列の0.1mlを MLCB寒天培

地(MannitolLysine Crystalviolet Brilliant Green Agar 

日水製薬〉平板に接種し，コンラ{ジ棒で全面塗布した.

37C， 18~24時間培養後，出現したサノレモネラ集落を数

え，生菌数を算出した.

なお，サルモネラ生菌数は各食品のブロックによるパ

ラツキを考慮して，各条件の 3ブロヅグを別々に検査し

その平均値をもって表示した.

成績

1. Heart infusion broth (Hlブロス〉中における

供試菌株の増殖態度

食品中で、のサノレモネラの発育を検討する前に，最適培

地で，各種温度域における供試菌株の増殖を調べた.

供試菌株を HIブロスに一定量ずつ接種し，温度勾配培

養装置(東洋科学 TN3型〉を用いて振とう培養し，各

培養時間ごとにサルモネラ菌数を測定した.各供試菌株

ともほとんど同様の増殖態度を示したので， Fig.1には，
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S. tYPhimurium 78-74株の場合を示した.

5.5C以下で培養した場合のサルモネラ生菌数は， 72 

時間後でも著明な殖増を示さず，接種菌数と同じ 103個/

mlであった.

10Cでは， 24時間後より増殖がみられ， 120時間で109

個Imlに達した. 16Cおよび20Cの場合は， 12時間後よ

り増殖し， 48時間で 109個Imlとなった.30Cおよび35

では. 12時間で 109個Imlとなりこの菌数が24時間まで

持続した.

2. 市販王子焼におけるサルモネラの増殖態度

玉子焼の表面にサルモネラを 3--....， 8 X 102個Ig接種し，

10C， 15C， 20C， 25Cおよび30Cの各混度に保存した

場合のサルモネラの増殖態度を Fig.2に示した.

S. tyρhimuriumで、は， 10Cに保存した場合， 96時間

でも菌の増殖は認められなかった. 15Cでは，.24時間よ

り徐々に増殖し， 48時間後で 105個Igとなった. 20C以

上では，サノレモネラの増殖速度が早く， 24時間後で約107

個Ig，25Cでは 108個Igであった.30Cの場合は，保存

8時間後で、すで、に104個Igとなり， 12時間後では， 105
--....， 

106個Igであった.

S. inf，ωztisおよび S.thomρsonの場合も S.tYPhz-

muriumの場合と同様な結果が認められた.

3. 市販サラダ中でのサ}(..宅ネラの増殖態度

市販サラダにサルモネラを接種し25Cおよび30Cに24

時間静置した場合の接種菌のj首長は Table1に示す通り

である.すなわち， HIプロス中では極めて良好な発育

を示した25Cおよび30Cでも，供試した 6種のサラダ、で

はいずれもまったくサルモネラの増殖は認められず，む

しろ接種菌の減少が観察され，保存温度が30Cの場合の

方が， 25C保存よりも急激な菌の減少がみられた.この

原因は，サラダに使用されているマヨネ{ズによるもの

と考えられるので，マヨネ{ズに供試菌株を接種し，前

述のサラダの場合と同様に検討した.

その結果は， Table 2に示すごとく， A， Bの2つの

メ{カ{の市販マヨネ{ズの場合， 25C， 30C保存のい

ずれにおいても，接種菌の減少がみられた.

市販サラダおよびマヨネーズ中に接種したサノレモネラ

の減少は，マヨネーズに含まれている食酢および pHの

影響を大きく受けていると思われる.そこで HIプロス

の pH値を酢酸緩衝液を用いて調整し，各種pH域にお

けるサノレモネラの増殖態度について検討した. 各種 pH

域の HIブロスに供試菌株のβ.4X 105個Imlを接種して

30Cで培養したときの成績を Fig.3に示した.

pH4.0以下の場合は， 菌接種誼後からサノレモネラ生

菌数の減少が認められ， pH3.5および pH3.75では3時

31-1， 1980 年報衛研京
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Table 2. Survivors of S. tythimurium， S. infantis and S. thomtson 
in Mayonnaise at 25C and 30C 

Mean survivors (Cellsjg) 

Tested strains 
Inoculated 

Factory pH 
cellsjg 

25C 30C 

24hr. 48hr. 24hr. 48hr. 

S. tythimurium 1. 3 X 105 2. 8x 103 1. 0 X 102 3.0 X 103 く102

A 4.05 S. infantis 1. 3 X 105 2. 5x 102 5.5 X 102 1. 0 X 102 く102

S. tho悦 tson 8. Ox 104 く102 く102 3. 2x 103 く102

S. tyρhimurium 1. 4 X 105 6. 5x 102 8.5 X 102 1. 0 X 102 く102

B 4.01 S. iηfαntis 1. 1 X 105 1. 5 X 103 3.5 X 103 1. 0 X 102 く102

S. thomtson 2.2 X 104 1. 5 X 104 く102 <102 く102

9 

8 

/ ゥ
'

r

O

F

H

J

A

・

(
凶
O
J〕
同
何
回
¥
的
判
肖
ロ

o
υ
ω
H
A吋
刊
〉

3 

2 

1 

3 6 
Incubation Time (Hours) 

Fig.3. Inf1uence of pH on Growth and Survivor in Heart Infusion Broth of S. tyρhimurium at 30C 

間以後， pH4.0でも 6時間以後サノレモネラは検出されな

かった. pH4.5からpH5.75の場合，菌接麓後48時間まで

ほとんど菌数の変化は認められなかった.pH6.0の場合，

6時間後から徐々に増殖を示し， 48時間で 109個/mlに

達した. pH7.4の場合， 3時間で 106個/mlに増殖し， 24 

時間で109個/mlに達した.

4. 生レバーにおけるサ)1，..宅ネラの増殖態度

供試したブタレパ{は表面に付着した菌の影響を少な

くするため，使用前に次亜犠素酸ソ{ダ液で、洗浄した.洗

浄レバー表面にサノレモネラを接種し，各種温度における

経時的生菌数の増減を検討し，その成績をFig.4に示した.

10 C ， 15 C， 20 C ， 25 C， 30 Cの各温度における生レバ

{中のサルモネラの増殖は，市販玉子焼中で、のサルモネ

ラの増殖とほとんど同一増殖パタ{ンを示した.しか

し， 10Cおよび15Cにおける生レパ{のサルモネラの増

殖は， 10Cでは24時間後より徐々に増殖しはじめ， 15C 

では12時間後より増殖し， 24時間後で約 105個/gとなっ

た.20C以上では発育が早く， 20Cで， 24時間後には105

個/g，25Cでは 107個/gであった.30Cの場合は保存8

時間後で、すで、に104個/g，12時間で'105個/g，24時間後で

は108個/gに達した.

考察

サノレモネラ食中毒の場合，サノレモネラの生菌を含んだ

食物を摂取して発病するのが普通であり，食品中のサル
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Fig.4. Growth of S. tYPhimurium in Liver at Variou~ Tempetature 

モネラ生菌数が発病への重要な因子となっている.通常， に減少した.これは，サラダに含まれるマヨネ{ズのpH

発症には食品 19当り 105個以上の生菌数が必要といわれ の影響であることが各 pHに調整した HIプロスでのサ

ている. ルモネラの増殖態度の実験から証明された.

今回の実験における玉子焼および生レパーで、のサルモ 供試したマヨネ{ズのpH値はAメ{カ{品pH4.05，

ネラの推移は，ほとんど同様な増殖パタ{ンを示した Bメーカ{品 pH4.01である.Fig.3でpH3.5..........pH4. 0 

すなわち， 10C以下にこれらの食品を保存した場合，サ の範囲についてみるとサルモネラの増殖は，まったく認

ルモネラの増殖はほとんど認められなかったが， 15C以 められず接種直後から生菌数の減少が観察された.この

上で保存した場合， 6時間後から急激な菌の増殖が認め ことから，サルモネラは pH4.0以下の条件では死滅し

られ，生レパ{では，接種当初 101個jg菌最が12時間後 ていくことが判明した.

では105個jg..........106個jgに達し，十分食中毒の原因食とな サルモネラの発育許容最低 pHは Chungらめの報告

り得ることが確認された. によると， pH4.05土0.05である.従ってサラダのような

菌接種後， 25C 8時間保存した生レパ{および玉子焼 食酢の添加が可能な食品では，食酢を約3%程度添加す

は肉眼的に観察しでもほとんど変化はなく， 10C保存の ることによってサルモネラの増殖を抑制できるものと考

ものは72時間経過後も鮮度の状況を判断することが困難 えられる10)

な状態であった. 今回の実験で15C以上に保存した食品中では，時間的

サルモネラ食中毒の原因食品は通常，食品中に最初か な差こそあれ，サルモネラの増殖が認められた.従って

ら大量のサルモネラが混入していることは極めて例外的 食品に汚染しているサルモネラを増殖させないためには

であろう.少数汚染菌が保存方法等が適切でないために 冷蔵庫や冷凍庫などを用いて低温保存することが必要で、

食品中で増殖し，原因食品となることが多い8) ある.しかしながら，冷凍庫に凍結保存した場合は別と

今回の実験で、は極めて少量のサノレモネラを接種し観察 して，冷蔵庫における低温保存を過信してはならない.

しているため，発症に十分な菌量に達するまでに比較的 なぜ、なら，生レパ{中での実験成績では， 10Cに保存し

長時間要するようにみえるが，最初の食品への汚染菌最 たレパ{中でも12時間以上経過すると徐々にサルモネラ

が多ければこの時間はもっと短縮されることは当然であ の増殖が確認されている.また，サノレモネラの発育許容

る. 最低温度は5.5..........6. 8 C 11)であるという報告もあり，著者

市販サラダの場合は，まったく増殖が認められず，保 らの HIブロスの実験で7.5Cもで本菌の増殖を認めて

存温度が30Cの場合の方が， 25C保存よりも菌数が急激 いる.
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結論

サルモネラ食中毒予防の基礎資料を得るため，S.tythi-

murium， S. infantis， S. thomρson の各サルモネラ

を用い，市販品の玉子焼，サラダおよび生レバーにおけ

るサルモネラの増殖態度について検討した.

サルモネラの増殖可能な低温恨界は，およそ 7Cであ

った.

玉子焼，生レパー中でのサルモネラの増殖態度はほと

んど同じであり，玉子焼では15C以上で，生レパーでは

10C以上で本菌の増殖が認められた.

市販サラダの場合，接種したサルモネラの減少が認め

られ，その原因は原料のマヨネーズによる pHの低下に

起因することが確認された.
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市販食品における Bαcilluscereus汚染の実態と分離菌株の生物型および血溝型

潮田 弘汽五十嵐英夫*，高橋正樹へ新垣正夫*，

寺山 武* ，坂井千三*

Survey for Contamina tion of Bαcillus cereus in Commercial Foods， and 

Biotypes and Serotypes of the Isolates 

HIROSHI USHIODA汽 HIDEOIGARASHI*， MASAKI T AKAHASHI*， 

MASAO SHINGAKI*， T AKESHI TERA Y AMA * and SENZO SAKAI* 

Keywords:セレウス菌 Bacilluscereus，汚染 Contamination，市販食品 Commercialfoods，生物型 biotype，

血清型 serotype

緒百

Bacillus cereus (以下B.cereusと略す〉による食中

毒事例報告の歴史は古く， 1906年に Labenau1)によって

なされ，その後多くの研究者によって報告されてきた.

本菌食中毒の北部ヨ{ロッパ諸国の報告は潜伏時聞が

8 '"'-'16時間で，下痢，腹痛を主徴とする下痢型食中毒で

ある.近年になり，下痢型食中毒と異なる，潜伏時間が

1'"'-'6時間と短く，幅気，日直吐を主症状とする騒吐型食

中毒がイギリスをはじめ，各国でつぎつぎに報告される

ようになった.これらの原因食品の多くは中華料理府で

喫食されたか，持帰りの調理飯または焼めしによるもの

である2人わが国では米飯類を主食としているにもかか

わらず，本菌による食中毒の報告は極めて少ない.

しかしながら，近年，本邦においても B.cereusによ

ると推定される食中毒事例が坂井ら汽品川ら4ーのによっ

て報告され，注目されてきている.

B. cereusは土壌， 水などの自然環境に広く分布し，

食品への汚染の機会は極めて多い.これまでに，わが国

における市販食品の本菌汚染調査は橋らへ寺山らベ品

川らめによってなされている.本報では B.cereusによ

る食中毒予防の基礎資料を得る目的で，坂井らむの食中

毒事例報告にみられる推定原因食品のスパゲッテイ，仕

出し弁当類など，調理済食品を中心に本菌汚染調査を行

なった.また各種食品からの分離菌株について生化学的

性状を詳細に調べるとともに，小佐々らのによる生物型

分類および血清型別を行なった.

材料および方法

1. 調査対象

1977年 1月'"'-'1979年12月の 3年聞に当所に食品細菌検

査のために送付された豆腐1，217件，調理パン1，046件，

洋菓子1，016件，そう菜998件，サラダ855件，めん類697

件，弁当類636件，和菓子456件，野菜203件，煮立@き

んとん196件，粉末食品164件，弁当類似食品 119件およ

びスパゲッテイ75件など，合計7，678件を調査対象とし

た.

2. 分離用培地

B. cereusの分離用培地としては， 普通カシテン培地

〈市販品)11分に， マγニット 10g，ポリミキシソ-B50

単位Iml，フエノ{ルレッド (PR)0.2%液20mlおよび

50%卵黄液100mlを添加したものを平板として用いた.

(以下NY平板培地と略す〉

3. B. cereU8の検査法

食品10gを秤量し，これに滅菌10%ブイヨン加生理食

塩液を90m初日え， 10%乳剤とした.この乳剤のO.lmlを

NY平板培地に注加し，コンラ{ジ棒で培地全面に塗抹

し，3TC20時間培養した. NY平板培地上でレシチナ{

ゼ反応陽性集落を主に，周平なR'"'-'S型の集落を形成す

るものを B.cereusとして算定した.また各検体ごとに

原則として 3個の集落を釣菌し，半流動培地に穿刺培養

後，ゴム栓をして保存し，生化学的性状試験，生物型分

類および、血清型別に供試した.

4. 生化学的性状試験

運動性，嫌気的条件下での発育@グルコ{スの分解，

レシチナ{ゼ反応，搬粉分解， ゲラチン分解， 7.5%食

塩耐容性， リゾチーム感受性，窒化ナトリウム感受性，

グエン酸塩の利用性， VP反応，各種糖分解(グルコ{

ス，サッカロ{ス，サリシシ，マシノ{ス，セロピオ{

ス，アラピノ{ス，キジロ{ス，マンニット)，エスグリ

γ分解および尿素分解性などについて，田村10)，村上11)， 

東12-13)の記載の方法に従い生化学的性状を調べた.

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

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

1. 市販食品における B.cereU8の汚染

各種市販食品からの B.cereusの検索成績を表 1に示

した.豆腐1，217件中887件 (72.95わから本菌が検出さ

れ，これまでの汚染調査報告と同様に，各種市販食品中

で最も高い汚染率であった.ついで汚染率の高いのは生

野菜で203件中84件 (41.4%)，また粉末食品として示し

た，ふりかけ，ベピ{フ{ド，けずりぶしなどの場合も

164件中41件 (25.0%)と高い汚染率であった.

今回の本菌汚染調査の中心に考えたスパゲッテイは75

件中 4件 (5.3%)と比較的低い汚染率であったが，仕出

し弁当類では636件中87件 (13.7%)とかなりの汚染率で

あった.表中に弁当類似食品として記した食品は，既製

のグラタ γ，焼そば，ピザ，スパゲ、ッテイ，五目めしな

どである.本食品の場合は119件中19件 (16.0%)，洋菓

子1，016件中153件(15.15のが陽性であった.煮豆@き

んとんなどは196件中 1件 (0.55わが陽性であり，他の

食品よりも極めて低い汚染率であった.

2. B. cereus菌数と一般生菌数および大腸菌群数と

の関係

1979 年 1 月 ~12 月の 1 年間の各種市販食品における

5. 生物型分類

生物型分類は小佐々ら9)の方法によった.

6. 車j青型別

Taylor & Gilbert14)が報告した 1r-.J18裂のH型別用血

清と，寺山ら8)が新たに追加したT1~18のH型別用血清

を用いて行なった.

検出率(%)

72.9 

41.4 

25.0 

16.0 

15. 1 

13.9 

13.7 

10.9 

9.9 

8.6 

8.6 

5.3 

0.5 

22. 1 

各種市販食品からの B.cereusの検出状況

(1977.1~1979.12.) 

陽性数

7

4

1

9

3

7

7

4

5

9

6

4

1

 

0
0
0
o
d佳
噌

i
z
u
n
u
o
o
τ
i
o
o
q
o
o
o

n

H

U

1

4

1

4

 

1，697 

検体数

1，217 

203 

164 

119 

1，016 

697 

636 

1，046 

855 

456 

998 

75 
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7，678 

豆腐

生野菜

粉末食品

弁 当 類 似食品

洋菓子

めん類

弁当類

調理パン

サラダ

和菓子

そう菜

スパゲッテイ

煮豆@きんとん

ロ
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表 3. 各種市販食品から検出された B.cereus 
の生化学的性状

性 状 陽性陽性率
菌株数 (%) 

運動性

嫌気的条件下での発育
嫌気的条件下でのグルコ{ス分解
レシチナ{ゼ反応

澱粉分解
ゲラチシ分解

7.5%食塩耐容性
リゾチ{ム (10μg/ml)
窒化ナトリウム (200μg/ml)
クユシ酸塩の利用性

VP反応
好気的条件下でのグルコ{ス分解

サッカロース
サリシγ

マシノ{ス

セロピオース
アラピノ{ス

キシロース
マ γニット

エスグリ γ分解

ウレア分解

* R: Resistance 

R*142 
R* 3 

16 
148 
155 
88 
44 
19 
39 

155 100.0 
155 100.0 
155 100.0 
148 95.5 
45 29.0 
142 91.6 

98. 1 

91. 6 
1.9 
10.3 
95.5 
100.0 
56.8 
28.4 
12.3 
25.2 
0.6 
3.2 
0.6 
38.1 
22.6 

152 

1 
F
D
1由

n
u
d
F
O

5

3

 

111 

B. cereus の汚染菌数と一般生菌数および大腸菌群数と

の関連性を調べた成績を表2に示した. 最も B.cereus 

汚染率の高い豆腐では，一般生菌数が 104/g以上のもの

が約85%を占めているが，大腸窟群数は10以下/gのもの

が， 66.8%認められた.洋菓子においても同様の傾向が

みられ，一般生菌数が高い割合に，大勝菌群数は低い成

績であった.この傾向は B.cereusの検出されない豆腐，

洋菓子においても同様であった.

粉末食品では B.cereusの菌数は少ないが，一般生菌

数は比較的多く， 107/gのものも認められた.しかしな

がら大腸菌群陰性のものが41件中部件 (60.9%)も存

在し，特徴的であった.

弁当類似食品および仕出し弁当類では B.cereus菌数

が102から104/gであったが， 一般生菌数は101から108/g

と幅広く，また大腸菌群数も 0から 106/gとばらつきが

認められた.

調理パγ， めん類， サラダおよびそう菜などでは，

B. cereusの検出された検体の方が，検出されない検体

よりも，一般生菌数，大腸菌群数ともに 1オ{ダ{から

2オ{ダー高い値を示した.

表 4. 各種市販食品由来 B.cereusの生物型

生 V サ 澱 サ ニ:c.. ~ セ レ ウ 旦 弁 ス そ
ツ

メ‘ ソ ロ 、ン
レ

ノ、。

物
P カ 粉 リ ヒ チ ケ、

計ク ノ ア 当 の
反 ロ 分 シ オ ナ ヅ

リ ア

型 応 ス 解 でノ ン ス ス ゼ ゼ 腐 類 イ 他

+ + + 十 + 
E + 一 十 + + + 十 1 1 

国 十 一 + 一 11 3 1 15 

N 十 + 2 2 
(w+) 

V + + + 15 12 8 35 

VI 十 + + 十 5 3 8 

1直 十 十 + 十 + 一 十 十 2 2 

VllI 十 + w+ + 十 十

lX 十 十 十 十 + + 
X 十 十 + 十 + 
XI + 十 + + + + 
XII 十 十 + 

型 3日 菌 株 数 35 19 9 63 

型 不 明 菌 株 数 計 31 43 6 12 92 

総 菌 株 数 言十 66 62 6 21 155 
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3. 生化学的性状

各種市販食品から検出された B.cereus 155株の生化

学的性状を検討した結果を表 3に示した.供試したすべ

ての菌株は運動性を有し，嫌気的条件下で発育，嫌気的

条件下で、グノレコ{スを分解した. 7.5%食塩存在下で発

育不能のものが155株中 3株(1.9%)みられ，またレシ

チナ{ゼ反応およびVP反応ともに陰性株が7株認めら

れた.クエシ酸塩の利用性，各種糖分解については，か

なり菌株によるばらつきが認められた.

4. 生物型

分離155株について小佐々らのの方法により生物型分

類を行なった結果を表4に示した.155株中63株が型別

され，型別率40.6%であった.生物型 1，..__，)置のうち， 6型

に裂別され，そのうちV型が最も多く，63株中35株(55.6

%)，ついで盟型が15株 (23.8%)，VI型8株(12.6%)で

あった.食品の種類と生物型との関連性があるか否かに

ついては，型別率が低く，菌株数が少ないために明らか

でない.

5. H曲溝型

Taylor & Gilbertの18型の抗血清および寺山ら8)の18

裂の抗血清を用いて分離菌株のH血清型別を行なった結

果を表5に示した. 155株中 96株 (61.9%)が型別され

た.食品の種類別による血清型の片寄りは認められなか

った.供試株のうち，最も多い血清型は Taylor& 

Gilbertの1型で96株中29株(18.7%)であった. ついで、

14型が18株(11.6%)， 8型12株 (7.7%)，寺山らの血清

型のT6型が8株 (5.2%)の}I民であった.

考察

わが国では，年間 1，000件以上の食中毒事件の発生が

あり， そのうち細菌によるものが 60%以上を占めてい

る.

しかしながら，原因不明のものが， 25%以上にも及ん

でおり 15にその多くは症状，原因食品などにより細菌性

のものと推測され，既知食中毒原因菌以外の食中毒起因

細菌の存在が考えられている.

諸外国においては B.cere仰が食中毒原因菌であると

いう事例報告が多い. しかし，わが閏においては B.

cereusによる食中毒の報告は極めて少ない. その理由

のーっとして，B. cereusは自然界に広く分布し，食品

の腐敗細菌，いわゆる雑菌として取扱われ，食中毒起因

菌として，重要規されていなかったためと思われる.し

かしながら，本邦においても近年，本菌食中毒-事例が坂

井らへ品川ら4ーのによって報告され，わが閣において

も，本菌食中毒発生が決して少なくないことが示唆され

た.
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このような観点から，本菌食中毒予防の基礎資料を得

るために，食中毒事例報告にみられる推定原因食品のス

パゲッテイ，洋菓子ならびに仕出し弁当などを中心に，

各種市販食品の B.cereus汚染調査を実施した結果，豆

腐の72.93ぎから，弁当類13.7%，洋菓子15.1%など，そ

のまま喫食される食品から高率に B.cereusが検出され

た.

豆腐における本菌の増殖態度については私どもの調査

加では250Cに24時間放置されたものでは 103"'107/gに増

殖した.他の各種食品中での本菌の増殖態度，芽胞形成，

エンテロトキシン産生性などは今後追究していかなけれ

ばならない課題である.

つぎに B.cereusの検出された食品における一般生菌

数ならびに大腸菌群数を調べた結果，一般生菌数は105
/

g以上のものが多数みられるのに対して，大腸菌群数は

~10/g のものが大半を占め，粉末食品などでは一般生

菌数は 107/gに達するものが存在するにもかかわらず，

大腸璃群数0のものが60%以上を占め，B. cereusの食

品汚染と大腸菌群の汚染との関連性はほとんど認められ

なかった.

各種食品由来株の生化学的性状の検討では，運動性，

嫌気的条件下での発育，グノレコ{スの発酵などの性状は

すべての株が一致したが，他の性状はかなりばらつい

た.

これらの成績をもとに，小佐々らめの方法により生物

型分類を試みた結果，型別率は40.6%と低く，食品の種

類との関連性などについては言及し得る資料が得られな

かった.一方，品JIIら6)は食中毒原因株の多くが，澱粉

非分解性であることを指摘し，また小佐々らのは食中毒

由来株および事故卵由来株の多くが，澱粉非分解性の生

物型n，盟，NおよびV型に属していることを報告してい

る.私どもの成績では，生物型別された63株中53株(85.0

%)が，それらの型であり，食中毒原性を有する可能性

が示唆された.

またH血清型別を行なった結果で、は，約62%が型別さ

れ，寺山らのの豆腐の本菌汚染調査成績と同率であり，

各種市販食品から食中毒事例で最も多い14，11ペ Taylor 

& Gilbertの1型菌が高頻度に検出されたことは注目す

べき点といえよう.

結論

1977年 1月"'1979年12月の 3年間に，東京都内の各種

市販食品における B.cereusの汚染状態を調査するとと

もに，各種食品からの分離菌の生化学的性状，生物型お

よびH血清製を検討し，以下の成績を得た.

1) 市販食品の B.cereus汚染は，豆腐1，217件中887

件 (72.9%)，ついで生野菜203件中 84件 (41.4%)，粉

末食品164件中41件 (25.0%)，弁当類似食品 119件中19

件 (16.0%)，洋菓子1，016件中153件(15.1%)，めん類

697件中97件(13.9%)，弁当類636件中87件(13.7%)，

調理パγ1，046件中114件。0.9%)，サラダ855件中85件

(9.9%)，そう莱998件中86件 (8.6%)，和菓子456件中

39件 (8.6%)，スパゲッテイ75件中4件 (5.3%)および

煮豆@きんとん196件中 1件 (0.5%)であった.

2) B. cereus汚染の認められる食品の中で， 豆腐，

洋菓子および和菓子を除くその他の食品は，B. cereus 

汚染を受けていない食品よりも一般生菌数が多い傾向を

示した.

3) 生物型分類を行なった B.cereus 155株のうち，

63株が型別され，そのうちV型35株 (55.6%)，ついで

E型15株， VI型8株， lV， VII型各2株， 日型1株であっ

た.

4) B. cereus 155株のH血清型別を行なった結果， 96 

株 (61.9%)が型別され，食中毒由来株の中で最も多い

Taylor & Gilbertの1型菌が，市販食品由来株の中に

96株中29株(18.7%)認められた.
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生乳からの St，αrphylococcUBαureUBの検出と分離菌株の性状，エンチ口トヰシン

産生性および3アゲラーゼ型の検討

寺山 武*，新垣正夫汽五十 嵐 英 夫 * ， 潮 田 弘*

高橋正樹*，坂井千三汽山田 満**，美藤克幸**

茂木利夫**，山口安夫料

Incidence of StαrphylococcUBαureUB in Bovine Ra w 斑ilkand so臨 eCharacteristics， 

Enterotoxin Producibility and Coagulase Types of the Isolates 

T AKESHI TERA Y AMA汽 MASAOSHINGAKI*， HIDEO IGARASHI*， HIROSHI USHIODA汽

MASAKI T AKAHASHI*， SENZO SAKAI*， MITSURU Y AMADA料， KA TSUYUKI MITO*汽

TOSHIO MOTEGI** and Y ASUO Y AMAGUCHI料

During the period from ]uly through November 1978， a total of 222 raw miU王 samplesconsisting 

of 170 from tank 10rries and 52 from storage tanks of 7 dairy plants in Tokyo were subjected to 

analysis for the presence of Stathylococcus aureus. For the isolation， surface plating method with 

Mannitol Salt Egg Yolk agar plate was used. After the inoculation of O. 1ml of the specimen， plates 
were incubated at 350C for 48 hours. 

Consequently， it was found that 112 samples(65.9%)from 170 tank lorries and 34(65.4%) from 52 

storage tanks had harbored S. aureus. Throughout the survey， a total of 202 strains of S. aureus were 

isolated. They were positive on rabbit plasma coagulation， mannitol fermentation， egg yolk reaction， 

and DNase test. 

Among the 202 strains tested， 84 (41. 6%) produced some of the enterotoxins A-D， viz.， 15 strains 

produced toxin A， 16 strains toxin B， 38 toxin C， 7 toxin D; while 1 strain produced toxins A and 

C， 2 strains toxins A and D， 3 strains B and C， and 2 strains A， B and C. However， none of the 

iso1ates produced toxin E. 

With regard to the coagulase types of the isolates， type III (28.7%) and VII(26.2%) were the 

dominant types among the 8 coagulase types. 

Keywords: Stathylococcusαureus， raw milk， enterotoxin， coagulase type， characteristics 

Stαρhylococcus aureusはヒトの各種化膿性疾患の いる.

原悶となるばかりでなく，細菌性食中毒の原悶菌として わが国におけるウシ乳房炎の実態調査および乳房炎ウ

震要な細菌であることから，公衆衛生上注目されてい シの乳汁からの S.aureusの分離と分離菌株についての

る.また，本菌は動物における化膿性疾患の原因菌でも 性状およびブア{ジ型別については，これまでも多くの

あり，特に，ウシ，ヤギおよびヒツジなど，搾乳用家畜 報告がなされている1-12) しかしながら，食中毒との関

の乳房炎の原因菌として重要な細菌である.酪農家にと 速を知る上で極めて有効なコアグラーゼ型別や本菌食中

って，ウシの乳房炎の発生は経済的影響が極めて大であ 毒の原因物質であるエンテロトキシγの産生性について

る.一方，乳房炎に擢患したウ、ンから搾乳される生乳中 はまったく検討されていない.

には極めて多数の S.aureusが混入する可能性があるの 東京都には大手乳業メ{カ{の市乳プラントがあり，

で，公衆衛生学的見地からもウシの乳房炎は重要な問題 東京近県より大量の生乳が搬入され，市乳として加工さ

である.こうしたことから，ウシの乳房炎に関する調査 れている.都では，衛生局環境衛生部獣医衛生課牛乳検

は獣医学領域の研究者によって古くからよく行なわれて 査室において，生乳の品質検査を行ない，不良原料乳の

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

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

料東京都衛生局環境衛生部獣医衛生課
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排除につとめている.本報では，乳およひ、乳製品に起因

するブドウ球菌食中毒の予防を目的として，東京都内の

乳処理工場に搬入される生乳における S.aureus汚染の

実態を明らかにすると共に，分離菌株のコアグラ{ゼ型

別およびエンテロトキシン産生性を中心に各種性状を検

討・したので，その成績について報告する.

材料および方法

1. 調査対象

1978年 7"-'11月の聞に東京都内の 7か所の乳処理工場

に搬入された原料乳を対象として S.αureusの検出を試

みた.東京，埼玉，神奈川，千葉，茨城，栃木，群馬お

よび福島の 1都7県からタングロ{リ{で運ばれてきた

生乳を 1タングローリーを 1件として， 170台より材料

を採取した.また，乳処理工場の生乳貯乳槽に集められ

た生乳を日別に採取した52件を検査材料とした.

2. S.αureusの分離培養

検査材料からの S.aureusの検出はマンニット食塩寒

天に卵黄を加えた MSEY培地13)に検体として採取した

生乳O.lmlをとり，コシラ{ジ棒で培地全面に塗抹し，

350Cで48時間培養する方法によった.今回の調査では，

MSEY 培地でマンニット分解性で卵黄反応陽性の集落

のみを S.αureusと推定し， 1平板培地あたり2個の集落

について同定試験を行なった.S. aureusの菌数測定は，

MSEY培地上でマンニット分解性で卵黄反応陽性の集

落を数え， 供試材料 O.lmlあたりの菌数をもとめ， そ

の数値より 1mlあたりの S.a'(，treus菌数を算出した.

MSEY培地でマンニット分解性で明瞭な卵黄反応を示

した集落はいすやれも S.aureusと同定された. こうして

検出された S.aureusを原則的に 1検体あたり 2個の集

落を任意に選んだ 202株について各種性状試験およびコ

アグラ{ゼ型別を行なった.

3. 性状試験

S. aureusの分類学上重要な生物学的性状および保菌

動物種により生物型別が可能であるとされているいくつ

かの生化学的性状について以下のごとく行なった.

1) コアゲラーゼ試験:Brain heart infusion broth 

(BHI)にウサギ血媛またはウシ血援を無菌的に 10%に

加えたものを， 10 x 100mmの滅菌試験管に1.Om1あて

分注し，これに供試菌株のBHI35
0

C1夜培養菌液を0.1

m1あて接種し， 35
0

Cで培養した.培養後 2，4，6，8，

24， 48および72時間の各時間ごとに，血援凝回の有無を

観察した.血援凝固の判定基準として，血柴培地全体が

ゼリ{状に凝固したものはもちろん陽性としたほか，血

疑培地がわずかに凝固したもの，あるいはフィプリンの

析出が明瞭に認められたものをすべて揚性とした.

2) マンエッ卜分解性:マンニットの分解性は分離培

養の段階で好気的条件のもとで陽性のものだけを選択し

たが，さらに純培養菌について， MSEY培地で好気的

および嫌気的条件で35
0

C48時間培養して判定した.

3) DNase産生:市販の DNA培地(栄研〉を用い

て試験した.

4) 卵黄反応:S. aureusの分離用培地として用いた

MSEY培地により判定した.

5) フィブリノリジン産生:普通寒天培地を滅菌後

55
0

Cに保ったものに，ウサギ血援またはイヌ血援を15%

に加え，これを60
0

C10分間加熱してフィプリンを析出さ

せ，滅菌シヤ{レに20m1あて分注して平板培地とした.

この培地に供試菌株をスポット培養し， 35
0

Cで24時間お

よび48時間培養後に集務周囲のフィプリン溶解による透

明環形成の有無によってフィブリノリジン産生性を判定

した.

6) 溶血器産生試験:寒天濃度1.0%の普通寒天培地

に後述する種々の洗浄赤血球を最終濃度1.0%に加えた

血球寒天平板に供試璃をスポット培養する方法によっ

た. α溶血毒産生試験にはウサギ赤血球を， 戸溶血毒産

生試験にはヒツジ赤血球を， 。溶血毒産生試験にはヒト

赤血球を加えた血球寒天平板を用いた. αおよび 5溶血

毒の産生は35
0

C24時間培養後，集落周囲の溶血環の形成

の有無により，戸溶血毒の産生は35.C24時間培養後，さ

らに 4oCに1夜置き， hot cold lysisによる溶出環の形

成の有無によって判定した.

4. ."J:ンテ口トキシン産生性および産生エンテ口トキ

シン型の決定

BHI培地で35
0

C24時間振滋培養した遠沈上清を検査

材料として， Yamada et al.14
)の逆受身赤血球凝集反応

(RPHA)によってエンテロトキシンの検出を行なうと

共に，産生毒素型を決定した.菌株によっては，培養上

清中に非特異凝集素を産生するものがあるので，こうし

た菌株で、は RPHA法でエンテロトキシシの検出が不可

能である.非特異凝集を示したものは，その培養上清を

未感作赤血球で吸収を行ない，非特異凝集素が完全に吸

収できたものについては再度 RPHA法によってエンテ

ロトキシンの検出を試みた.この操作で非特異凝集素が

吸収できなかったものについては，今回はエンテロトキ

シン陰性株として集計することにした.

5. コアゲラーゼ型別

潮田ら15)の簡易コアグラ{ゼ型別法によって型別を行

なった.

成績

生乳からの S.αureusの検出
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Table 1. Isolation of Stαρhylococcus aureus from Bovine Raw Milk 

Origin of No.of 
Total no. of No. of positive sample by S. aureus count (%)* 

sample sample tested 
positive sample 

く%) く100 く300 く1，000 >1，000/ml 

Tank lorry 170 112 17 43 46 6 
(65.9) (15.2) (38.4) (41. 1) (5.4) 

Storage tank 52 34 8 11 15 。
(65.4) (23.5) (32.4) (44.1) 

Total 222 146 25 54 61 6 
(100) (65.8) (17.1) (37.0) (41. 8) (4. 1) 

* 1 t means the percent against total number of positive sample 

生産地で集乳され，輸送用タシクロ{リ{で東京都内

の乳処理工場に搬入された生乳および乳処理工場の貯乳

槽から採取された生乳からの S.仰向仰の検査成績を

Table 1に示した.タンクロ{リ{より採取された生乳

からの S.aureusの検出は170件中112件 (65.9%)であ

り，貯乳槽からの生乳からは52件中34件 (65.4%)で，

両者において検出率にはほとんど差は認められなかっ

た.生乳中に認められた S.aureusの生菌数は，タンク

ロ{リ{からの材料では S.aureus陽性の 112件中，

<100/mlが17件，く300/mlが43件， <1，000/mlが46

件と>1，000/mlが6件であり， S. aureusが検出され

たものの約95%は本菌数が<1，000/mlであった.一方，

貯乳槽からの材料では，S. aureusが陽性の34件中，本

菌数はく100/mlが8件，<300/mlが 11件， <1，000/ml 

が15件であり ，>1，OOO/mlのものは 1例も認められなか

った.タンクロ{リ{および貯乳槽からの生乳における

S.αureusの汚染率には差はみられなかったが，全体的に

タンクローリーの生乳の方が貯乳槽乳よりも S.aureus 

Table 2. Characteristics of the Strains of 

Stαρhylococcus aureus Isolated 
from Bovine Raw Milk 

No.of No.of No.of 
Characteristics stram posltlve negat1ve 

tested strain (%) stram 

Coagulase 202 202 (100) 。
Rabbit plasma 202 (100) 。
Bovine plasma 106 (52.5) 96 

Mannitol ferrnentation 202 202 (100) 。
DNase 202 202 (100) 。
Egg Y olk reaction 202 202 (100) 。
Fibrinolysin 176 100 (56.8) 76 

Hemolysin 202 

α 194 (96.0) 8 

P 95 (47.0) 107 。 126 (62.4) 76 

Enterotoxin 202 84 (41. 6) 118 

言奇数が多い傾向であった. の菌株が陽性であった.フィブリノリジンはヒト由来株

S.αureus分離菌株の性状 のみ陽性で，ウシ由来株はすべて陰1生であるとされてい

S. aureusが認められたタンクロ{リ{および貯乳槽 るが16，17)，本調査ではウシ生乳由来 S.αureus176株中

の生乳 146件から各検体ごとに 1----2個の集落を任意に 100株 (56.8%)が陽性であった. 溶血毒産生はα毒素

選んで純培養した 202株について各種性状を検討した成 産生が194/202(96.0%)， s毒素が95/202(47%)そし

績を Table2に示した.コアグラーゼ試験についてはウ てS毒素が 126/202(62.4%)であった. エンテロトキ

サギ血援を用いて行なった結果と，ウシやヒツジなどの シン産生株は84/202(41. 6%)に認められた.

動物由来 S.aureusだけが特異的にウシ血援を凝固する S.αureus分離菌株のコアゲラーゼ型

16，17)とされているので，ウシ血竣i疑問性について検討し 生乳から検出された S.αureus分離株202株のコアグ

た成績もあわせて示した.供試した S.αureus202株は ラ{ゼ型別の結果を Table3に示した.タンクロ{リ{

すべてウサギ血撲を凝固したが，ウシ血援を凝固したも および貯乳槽いずれの生乳から分離された S.αureusと

のは 106/202(52.55わであった. ウサギ血援はすべて もそのすべてがコアグラーゼ 1----唖型のいずれかに型別

の菌株が24時間以内に凝固を生じたが，ウシ血撲は大部 され，しかもその両由来菌株のコアグラ{ゼ型にはほと

分の菌株が 2~3 日で凝固を生ずる程度の弱いものであ んど差が認められなかった.コアグラ{ゼ型分布をみる

った. と，N型が 1株も認められず，それに対して， n型， 1lI 

マシニット分解性，卵黄反応および DNaseはすべて 型および刊型が比較的多く，それぞれ18.3%，28.7%と
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Table 3. Coagulase Type of the Strains of Stαthylococcus aureus Isolated from Bovine Raw Milk 

Origin of No.of No. of strain in individual coagulase type (%) 
strain stralll 
tested II III IV V VI VII VIII 

Tank lorry 159 8 31 47 。 6 11 40 16 
(5.0) (19.5) (29.6) (3.8) (6.9) (25.2) (10. 1) 

Storage tank 43 4 6 11 。 1 5 13 3 
(9.3) (14.0) (25.6) (2.3) (11.6) (30.2) (7.0) 

Total 202 12 37 58 。 7 16 53 19 
く%) (100) (5.9) (18.3) (28.7) (3.5) (7.9) (26.2) (9.4) 

Table 4. Relation to Coagulase Type and Coagulation of Rabbit and Bovine Plasma of the 

Strains of Staρhylococcus aureus Isolated from Bovine Raw Milk 

Rabbit plasma Bovine plasma 
No. of strain 

Coagulase type tested No.of traplon sitive No.of rnaelgn ative No. of positive No. of negative 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

Total (%) 

12 

37 

58 。
7 

16 

53 

19 

202 (100) 

stralll st 

12 

37 

58 

7 

16 

53 

19 

202 (100) 

strain (%) stralll 

。 8 (66.7) 4 。 35 (94.6) 2 。 9 (15.5) 49 

。 3 (42.9) 4 。 11 (68.8) 5 。 21 (39.6) 32 。 19 (100) 。
。 106 (52.5) 96 

26.2%を占め，この 3型で全体の73.3%を占めていた t疑問性陰性の商株が多く認められたことはウシ由来コア

コアグラ{ゼ l型， v型， VI型および澗型はいずれも10 グラ{ゼ盟型菌の特徴として注目される.

%以下であった.しかしながら，これまでにヒトの各種 溶血毒産生性とコアグラ{ゼ、型との関係を示したのが

材料からはまれにしか分離されていないコアグラ{ゼ咽 Table 5である.表から明らかなごとく，コアグラ{ゼ

型の S.αureusが9.4%に認められたことは注目される. 型と溶血毒産生性および産生溶血毒の種類との間にはま

S.αureus分離菌株の2アゲラーゼ型と各種性状との ったく関連性は認められない.

関係 Table 6はコアグラ{ゼ型とフィブリノリジン産生性

生乳から分離された S.aureus菌株のコアグラ{ゼ型 との関係を検討したものである.表から明らかなように

とその地の性状との関係を検討した成績をTable4'"'-'7に フィブリノリジン産生性は菌株のコアグラ{ゼ型とはま

示す. Table 4はコアグラ{ゼ、型と血媛凝固性，特にウ ったく関係なく，いずれのコアグラ{ゼ型の S.aureus 

シ血援1疑問性との関係を示したものである.当然のこと でもその約50%の菌株が陽性であった.

ながら，ウサギ血撲はすべての菌株が凝固した.しかし Table 7は生乳由来 S.aureus分離株のエシテロトキ

ながら，ウシ畠援凝固性は菌株のコアグラ{ゼ、型によっ シン産生性，産生ェ γテロトキシン型およびコアグラ{

てかなり異なっていた.すなわち，コアグラ{ゼ噛型菌 ゼ型との関係を示したものである.エンテロトキシンを

は19株のすべてがウシ血媛凝固性陽性，ついでE型菌は 産生した84株のうち，最も多く認められたエンテロトキ

94.6%. VI型菌は68.8%， 1型菌は66.7%が陽性であっ シン裂はC型であり，単独および複数の毒素を産生した

たが， m型， v型およびW型菌はそれぞれ15.5%，42.9 ものを含めると44株 (52.4%)を占めていた.ついでB

%， 39.6%が陽性であるにすぎなかった.生乳からの 型毒素産生株が21株(25.0%)，Aが20株 (23.8;のであ

S. aureus分離株の202株中コアグラ{ゼ圃型は最も多い った.D型毒素産生株は 9株 (10.7%)と少なく，さら

菌型で、58株存在したが，この型の S.aureusにウシ血援 にE型毒素産生株は 1株も認められなかった.複数の毒
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Table 5. Relation to Coagulase Type and Hemolysin Production of the Strains of 

Staρhylococcus aureus Isolated from Bovine Raw Milk 

No.of 
Coagulase type strain 

tested 
Total 

No. of strain which produce hemolysin 

Individual 
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Table 6. Relation to Coagulase Type and Fibrinolysin Production of the Strains of 

Stathylococcus aureus Isolated from Bovine Raw Milk 
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Table 7. Relation to Coagulase Type and Enterotoxin Production of the Strains of 

Stαρhylococcus aureus Isolated from Bovine Raw Milk 

Coagulase type 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

No.of 
stram 
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'3 (25.0) 

18 (48.6) 

18 (31. 0) 

2 (28.6) 

9 (56.3) 

27 (50.9) 

7 (36.8) 

Total (%) 202 (100) 84 (41. 6) 
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素を産生したものは， AとCが 1株， AとDが2株， B 

とCが3株， AとBとCが2株であり，複数の毒素を産

生した 8株中 6株はC型毒素を産生した.以上のように

生乳由来 S.aureusはエンテロトキシンCおよびB産生

株が多く， A産生株はそれほど多くないことが明らかに

された.

S. aureus分離株のコアグラ{ゼ型とエシテロトキシ

ン産生との関係をみると，コアグラ{ゼVI型， VII型およ
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び E 型株のそれぞれ56.3~， 50.9~ ， 48.6~がユシテロ

トキシンを産生し，その他の型のものよりも著拐に高率

であった.しかし，コアグラ{ゼ 1，1II. Vおよび鴨型

の S.aureus 分離株も 25""'35~のものがエンテロトキシ

シを産生しており，エンテロトキシ γ産生性とコアグラ

{ゼ型との間に関係はみられなかった.いずれのコアグ

ラ{ゼ型の菌株もエンテロトキシンCまたはBを産生す

るものが多く，産生エンテロトキシン型とコアグラ{ゼ

型との聞にも特に関係は認められなかった.ただし，エ

ンテロトキシンDを産生した 9株中 7株がコアグラ{ゼ

E型であり， II型菌の中にD型毒素を産生するものが多

く含まれていることが示された.

考察

わが国における乳牛の乳房炎擢患率は極めて高率であ

り，佐々 木ら4)の調査では52.8~， Fujikura & Shibata6) 

は43.8~，阿形らは46. 1~~こ認められたと報告している

ほどである.ウシの乳房炎は単一な原因によるものでは

ないが，S. aureusが原因となるものが最も高率である

といわれる (Fujikura& Shibata勺.佐々木らは乳房炎

ウシの乳汁の80~から S. aureusが検出されたと報告し

ている.本報では乳処理工場のタンクローリ{および貯

乳槽からの生乳について S.aureusの検査を行なった結

果を述べたが，生乳の65.8~から S. aureusが検出され

たほど高率に汚染されている実態が示された.乳処理工

場の生乳は多数の個体から集められたものであるから，

この結果が直ちにウシの乳房炎の実態を示すものではな

い.今回の調査では，試料O.lmlを直接ブドウ球菌の選

択培地である MSEY培地に塗抹するという方法に限定

し，さらに，この培地で卵黄反応陽性の集落についての

み S.aureusを疑ったこともあり，実際には原料生乳

はこれよりもかなり高率に S.aureusに汚染されている

ものといえよう.大塚および小林12)はタンクロ{リ{乳

から S.aureus が 100~ に検出されたと述べている.こ

の場合，ブドウ球菌培地 No.ll0に生乳を培養し，出現

したすべての集落を試験したとされているので，S.au-

reusの検出率が高かったものと考えられる.われわれ

は，現在ウシの乳房炎からの S.αureusの検出を行なっ

ているが，ウシの乳房炎由来本菌の中に卵黄反応陰性曹

が多数存在していることを認めているので、16)，今後，生

乳における S.aureusの分布調査を行なう際には卵黄反

応にとらわれない方法を採用しなければならない.

Meyer17)， Hajek & Marsalek18)はウシやヒツジなど

の動物から分離される S.aureusはウサギとウシの血援

を凝固するが，ヒト由来株はウサギ血援を凝闘しウシ血

援を凝固しないと述べている.われわれも本調査で分離

された S.aureus 202株についてこの点を調査した.そ

の結果，すべての菌株がウサギ血援を凝固したがウシ血

援を凝囲したものは106株 (52.5~)にすぎなかった.こ

の結果からウシ血媛凝間性陰性の96株がすべてヒトから

汚染された S.aureus であると決めることは危険であ

り，むしろ動物由来 S.αureusの中にもウシ血援凝間性

陰性株が存在するとみる方が妥当であろう.

Meyer17)および Hajek& Marsalek18)は保菌動物の違

いによる S.αureusの生物型決定にはウシ血媛凝閤性の

他に潜血毒とフィブリノリジγ産生性，クリスタノレ紫を

含む培地での集落の性状およびフア{ジ型別が有効であ

ると指摘している.われわれはこれらの性状のうち，溶

血毒とフィブリノリジシ産生性を検討したが，ウシ血媛

凝固性と同様にこれらの性状によりヒト型とウシ型 S.

αureusとを明瞭に区別することはできなかった.

S. aureusは牛乳中で極めてよく増殖するため，牛乳

や乳製品を原因食とするブドウ球菌食中毒が西欧諸国で

は注目されている.わが国でも脱脂粉乳を原因食とする

ブドウ球菌食中毒の大集団発生の記録がある 19) その後

はこうした本菌食中毒は発生をみていないが， 三野ら

2，20)は粉乳製造工場における自主管理において，製品粉

乳中に S.αureusを証明し，その原因は原料乳中に存在

した S.aureusが粉乳調製過程で完全に殺菌されないで

少数の本菌が生残したためだと推察している.そして，

製造技術者は原料乳中には S.αureusが存在することを

考慮して乳製品の製造に当るべきだと警告している.

Olson et al.2Dは乳房炎ウシの乳汁から分離された S.

aureusのエンテロトキシン産生性を検討し， 157株中23

株(l4.6~)が産生株であったと報告している.その他，

乳および乳製品由来 S.αureusのェγテロトキシン産生

性を検討した成績では， Casman et al.22) は236株中10~，

Untermann23)は32株中 6~， Payne & WOOd24)は48株

中73~， Otenhajmer et al.25) は36株中39~， Hajek & 

Marsalel♂のは79株中1.3~， Ahmed et al.27>は57株中47.4

~， Garcia et al.28) は 57株中5.3~がェ γテロトキシン

産生株であったと述べている.

乳および乳製品由来 S.aureusのエンテロトキシン産

生性に関しては研究者によって調査成績に大きな違いが

認められている.われわれの調査では，生乳由来 S.au-

reus 202株中84株 (41.6~) がエンテロトキシン産生株

であった.わが国においては，これまでに乳および乳製

品由来 S.aureusのエンテロトキシシ産生性に関してま

ったく調査されていなかったが，われわれの成績に示さ

れているごとく，わが闘においても生乳が高率にエンテ

ロトキシン産生 S.aureusに汚染されていることが明ら
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かにされたことから，乳製品の製造およびその品質管理

にはこのことを十分念頭におく必要があることが強調さ

れる.

これまでに乳および乳製品から分離された S.aureus 

のコアグラ{ゼ型を検討した成績はみられない.一方，

ブドウ球菌食中毒事例から検出される食中毒原因 S.αル

reusのコアグラ{ゼ型は11， lll， VIまたは刊型の 4型に

限られることがわれわれ加によって報告されている.本

調査で生乳から分離された S.αureusも食中毒と関連が

あるとみられるこれら 4コアグラ{ゼ型の菌株が 202株

中164株 (81.2%)も存在していたことは注目される.

また，これら 4コアグラ{ゼ型の菌株の43.9%はエンテ

ロトキシン産生能を有していた事実からみても，生乳に

おけるブドウ球菌汚染は食中毒発生に結びつく可能性を

示すものといえよう.

結論

東京都内の乳処理工場に搬入される生乳からの S.au-

reusの検出と分離璃株のェ γテロトキシ γ産生性，コア

グラーゼ型およびその他本菌の生物型分類のための主な

性状について検討した.

牛乳生産地より輸送されたタンクロ{リ{および乳処

理工場の貯乳槽から採取した生乳のうち，タンクローリ

{は170件中112件 (65.9%)，貯乳槽は52件中34件(65.4

Pのから S.αureusが検出された.生乳中に認められた

S. aureusの生菌数は大部分のものが 1，000/ml以下で

あった.

生乳からの S.aureus分離株202株のうち， 84株(41.6 

%)がエンテロトキシンを産生した.産生エンテロトキ

シンはC型が最も多く 44株 (52.4%)， ついでB型21株

(25.0%)， A型20株(23.8%)，D型9株(10.7%)であった.

ェγテロトキシンE産生株は 1株も認められなかった.

分離菌株のコアグラ{ゼ型はN型を除く l，-.._，唖型のす

べてが認められ， III型58株 (28.7%)とW型53株 (26.2

%)が多く認められた.

その他の性状においては，ウサギ車援凝固性，マンニ

ット分解性，卵黄反応， DNase試験はすべての菌株が陽

性であったが，ウシ血竣凝囲性は52.5%，フィブリノリ

ジン産生は56.8%，s溶血毒産生は47.0%の菌株が陽性

であった.これらの性状とコアグラ{ゼ型との関係につ

いても検討を行なった.
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食品中での黄色ブドウ球菌の増殖とエンデ口トキシン (A-E)

一一一力スタードクリームの諜糖の影響一一

五十嵐英夫*，新垣正夫汽高橋正樹*，潮田 弘*

寺山 武ぺ坂 井 千 三 *

目ffectof SUCl'OSe on the Gl'owth of Stαphylococcusαureus on the Pl'Oduction 

of Their Entel'otoxin A-E in Custal'd Cr・eam

HIDEO IGARASHI*， MASAO SHINGAKI*， MASAKI T AKAHASHIヘHIROSHIUSHIODA汽

T AKESHI TERA Y AMA * and SENZO SAKAI* 

Effect of the presence of 10% and 30% sucrose in custard cream (water activity levels: 0.97 and 

0.94)， which was prepar・edunder aseptic conditions in the laboratory， on the growth of Stathylococcus 

αureus and on the production of their enterotoxins A-E was studied. 

When enterotoxin producing strains of S. aureus were incubated for 48 hours at 25C， it was found 

that sucrose in a concentration of 30% added to the custard cream remarkably inhibited the growth of 

S. aureus strain 243 and FRI-361 which produce enterotoxins B and C respectively. 

After incubation for 48 hours at 25C， addition of sucrose in a concentration of 30% in the custard 

cream showed a strong inhibition of enterotoxin B production. 

With regard to the effect of sucrose on the generation time of S.αureus strain 243 and FRI-361 

which produce enterotoxins B and C respectively， the presence of 30% of sucrose in the custard cream 

prolonged the generation tImes considerably. However， the cell counts always reached to 108/g even 

in presence of 30% sucrose. 

pH values of custard cream containing various concentrations of sucrose after incubation period of 

48 hours at 25C were 5.9 to 6. 7. 

Keywords : Stajうhylococcusaureus， enterotoxin， production of enterotoxin， water activity， effect of sucrose， 

custard cream 

我が簡におけるブドウ球菌食中毒の発生は年間 200'"'-' の効果について検討を試みたので，その成績について報

300事例，患者数は4，000'"'-'8，000人に達し，腸炎ピブリ 告する.

オ食中毒についで発生頻度が高い. 材料および方法

そこで，私どもは本菌食中毒予防対策上の基礎的検討 供試黄色ブドウ球菌は EntA : 100; Ent B: 243; 

を自的とし，食品の保存性を高めるために用いられてい Ent C : FRI-361; Ent D : 494; Ent E : FRI-326の各

る，食品の水分活性(以下 Awと略〉を調節する方法が， Ent型の reference株である.

本食中毒の原因物質であるエンテロトキシン(以下 Ent カスタ{ドクリ{ムは， Tab1e 1に示した組成で常法

と略〉産生に抑制効果があるか苔かの研究を進めている. に従って調節した.カスタ{ドクリ{ムの調製に使用し

その結果，培地に塩化ナトリウムや庶糖を添加して，培 た器具は，すべて滅菌したものを用い，調製は無菌室で

地の Awを低下すると， Ent B およびC産生が， Ent 無菌操作で行なった.薄力粉，コ{ンスタ{チ，琉糖は

A， D およびE産生に比べて著しく抑制されることが明 エチレンジオキサイドガスでガス滅菌したものを用い

らかになったら2) た.薄力粉，コ{ンスタ{チを混合した後，牛乳と卵黄

今回は，庶糖で調節した Awの異なるカスタ{ドクリ を加え，庶糖を最終濃度， 10%(Aw: 0.97)， 30%(Aw: 

{ムを実験的に調製し，各々にブドウ球菌を接種して， 0.94)になるように添加して調製した.庶糖無添加のも

食品中でのブドウ球菌の増殖と Ent産生におよぽす Aw のを同様の方法で調製し， 対照 (Aw:0.99)とした.

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 160 東京都新宿亙百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



Table 1. Formula for Custard Cream 
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Milk 1，000 ml 
200ml 

35g 

Egg yolk 

Flour 

Cornstarch 35g 

Sucrose 

一(0%)....・H ・.Aw:0.99 

141 g (10%)…......Aw: 0.97 

544g (30%)…・・・… Aw:0.94 

このカスタードクリ{ムは25Cで48時間培養後，生菌数

を標準寒天混釈培養法で，ブドウ球菌数を卵黄加マンニ

ヅト食塩培地 (MSEYと略〉で検討したが， いずれの

検査においても菌の発育は認められなかった.

Awは水分活性測定器， mode/5803 (G. Lufft社，

西独〉を用いて各庶糖濃度のカスタ{ドクリ{ムを測定

した.

培養法は各菌株を BrainHeart Infusion broth (BBL 

製，以下 BHIと略〉で18時間培養後，遠心により BHI

で 3 回洗浄した菌を最終菌数が104~105/g に各煎糖濃度

のカスタードクリームに接種し，良く混和後， 25Cで培

養した.菌数の測定は培養 4，8，12，18， 24， 48時間後

の各カスタードクリ{ム 20gに， 10%ブイヨン加生理的

食塩液80mlを加えて作製した20%乳剤の各試料につい

て， Spiral plating3)法で、行なった.使用培地は標準寒天

平板および MSEY平板である.各平板上に Spiralpl-

aterで試料を塗布し，標準寒天では35C24時間， MSEY 

では35C48時間培養した後，各平板上のコロニ{数より

生菌数およびブドウ球菌数を算出した.

Entの定量は各培養時間後の試料を遠心し，その上清

を Yamadaらめによって確立された逆受身赤血球凝集反

応 (RPHAと略〉を用いて行なった.

各培養時間後の試料の pHは， pHメ{ター mode/

HM-18B (東亜電波〉を用いて25Cで測定した.

成績

ブドウ球菌の増殖におよ{ます藤糖の影響:Fig.1は帯、

糖濃度の異なるカスタ{ドクリ{ムを用いて， 25Cで培

養したときの各 E財産生菌の菌数を経時的に測定した

ものである. Spiral plate法で各試料について標準寒天

平板および MSEY平板で，それぞれ生菌数およびブド

ウ球菌数を測定した結果，両者で、測定される菌数は，ほ

ぽ一致した.本稿では，標準寒天平板で、測定した生菌数を

菌数として表現した.庶糖無添加の場合， Ent B産生菌

は1.6 X 105菌の接種菌数が 8時間培養すると 3.9X 107， 

18時間培養では1.4 X 109に増殖した.EntC産生菌では，

接種菌数3.8X 104が8時間培養で4.4x 107， 12時間培養
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Fig.1. Effect of Water Activity (Aw) on Gro-

wth of Stαρhylococcus aureus in Custard Cream 
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Fig.2. Enterotoxins A-E Production of Stαρh-

ylococcus aureus in Custard Cream of Various 

Water Activity Levels 

で1.0 X 109の菌数に達した. これに対して EntA 産

生菌は， 5.5 X 104の接種菌数が18時間培養で1.0x107，

48時間培養で1.0 X 109に達し，Ent B， C産生菌に比較

して 109個の薗数に達する培養時聞が遅延した.Ent D 

産生菌は， Ent C産生菌と同じく 12時間培養で1.7 X 109 

に達しI EntE産生菌は24時間培養で1.2 X 109に達した，
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煎糖を10%(Aw: 0.97)， 30% (Aw: 0.94)に添加す

るとEntB康生菌と EntC産生菌の増殖にやや影響を

与え，庶糖無添加の場合に比較して菌数の減少が見ら

れた.これら EntBとCの産生菌の 4""8時間の間の

generation timeは， Ent B産生菌では煎糖濃度 0%:

39分， 10%: 41分， 30%: 123分， EntC産生菌では煎

糖濃度 0%:33分， 10%: 34分， 30%:69分であった.庶

糖30%添加において EntBおよびC産生閣の generation

timeが著現に遅延し，煎糖の添加による影響が見られ

た.

エンテ口トキシン産生におよ{ます薦糖の影響:Fig. 2 

は煎糖濃度の異なるカスタ{ドクリームでのEnt産生を

経時的に示したものである.培養4時間後では，いずれ

の煎糖濃度のカスタードクリ{ムにおいても， EntA"" 

Eの康生が認められなかった.培養8時間後の各型の

Ent産生は， Ent CとDの産生がみられた.Ent Cは

庶糖無添加のカスタードグリ{ムのみから検出され，

EntDは庶糖無添加および10%添加まで検出された.培

養12時間後の各型の Ent産生をみると， EntAは煎糖無

添加でも Entが検出されなかったが， EntB， Cおよ

びEは煎糖濃度10%添加まで Entが検出された. Ent D 

は30%煎糖添加カスタードクリームからも検出された.

培養18時間後の Ent産生は， EntAは庶糖10%濃度ま

で検出された.EntA以外の型では，すべての庶糖濃度

のカスタ{ドクリ{ムから Entが検出された.このよう

に，培養4時間から18時間のEnt産生は，各 Ent型によ

ってEntが検出される培養時間は異なるが，カスタード

グリ{ムの庶糖濃度が高くなるに従って，各型のEnt産

生が抑制されることが確認された.

つぎに，培養48時間後の各 Ent型の E凶産生最を庶

糖濃度の異なるカスタ{ドクリ{ムごとに比較した.そ

の結果， Ent Aでは，庶糖無添加と10%庶糖添加のカス

タ{ドクリ{ムで、の産生量は2μgjgである.これに対し

て， 30%庶糖添加カスタ{ドクリ{ムで、はlμgjgであっ

た. Ent Bでは，庶糖無添加のカスタ{ドクリ{ムで5

μgjgであり，庶糖10%添加すると 1μgjgに減少し， 30%

煎糖添加では 0.05μgjgと更に減少した.これは煎糖無

添加の産生量と比較すると，わずか 1%の産生量であっ

た. Ent Cの産生量は，庶糖無添加および10%，30%煎

糖添加でいずれも0.5μgjgであった.EntDの産生最は，

庶糖無添加では0.4μgjgであり， 10%， 30%煎糖添加で

はいずれもO.1μgjgであった EntEについては，蔚:糖

無添加で、は1μgjgの産生最を示し，庶糖10%，30%添加

ではいずれも0.5μgjgの産生最であった.以上の結果，

庶糖添加による Ent産生最への影響は， Ent Bが最も

大きく， 30%庶糖添加で， Ent産生量は著明に減少する

ことが明らかになった.

力スタードクリームのpHの経時的変化:Fig.3にEnt

AとB産生菌のカスタ{ドグリ{ムで，培養したときの

pHの経時変化を示した.カスタ{ドクリ{ムの pHは，

6.75，，-，6.90の範囲であった.これに各型Ent産生菌株の

洗浄菌を接種して 25Cで培養し，109jgの最高の菌数と

Ent康生を示した48培養時閉までの pHを測定した.そ

の結果， Ent A は pH6.51""6.68， Ent Bは pH5.90 

"-'6.36， Ent Cは pH5. 92"-'6. 38， Ent D は pH6.01 

"-'6.43， Ent E は pH5. 93"-'6. 17でpHの低下がみら

れた.しかしながら，庶糖無添加のカスタードクリ{ム

も同様に pHの低下がみられ，添加した煎糖濃度の違い

による pHの変化の差は，ほとんど認められなかった.

考察

ブドウ球菌食中毒の原因または推定原因食品は，にぎ

りめし，弁当類，菓子類など種々のものがあり，カスタ

ードクリームを原因食品とした本菌食中毒事例の発生

は，にぎりめしゃ弁当類に比較して少ない.今回の実験

にカスタ{ドクり{ムを使用した理由は，カス夕日ドク

リ{ムによるブドウ球菌食中毒の予防を直接の目的とし

たものではない.本菌食中毒の種々の原因食品のなかで，

実験室で無菌的に調製でき，しかもブドウ球菌を均一に

接種可能な食品として，カスタ{ドグリ{ムを選び，実

験に供した.カスタ{ドクリ{ムの庶糖濃度は，メーカ

{により多少異なるが，その濃度は12""15%に添加され

ている.私どもは，カスタードクリ{ム，すなわち，食

品中でのブドウ球菌の増殖と Ent康生におよぼす庶糖の

影響を調べる目的で，煎糖無添加， 10%および30%庶糖

添加したカスタ{ドグリームを調製し，実験した.

煎糖無添加のカスタ{ドクリ{ムでの各型のEnt産生菌

の増殖をみると， 109の菌数に達するまでの培養時間は，

Ent CとDは培養12時間後， Ent Bは18時間後， Ent Eは

24時間後， EntAは48時間後であり，カスタードクリ{ム

での Ent産生菌の増殖は， BHI培地における増殖と比

較してゆるやかであった.東糖が30%に添加されたカス

タ{ドグリ{ムで、は， EntBとC産生菌の増殖が抑制さ

れ， 48時間培養でも108jgの菌数であった.しかし pHの

経時的な測定結果は， Ent BおよびC産生菌培養のカス

タードクリ{ムが，他の Ent産生菌の場合と比較して特

に pHの低下はみられない.このように，庶糖を用いて

Awを調製した BHI培地での Ent産生菌の増殖でみ

られた結果と同様に，庶糖濃度によって各Ent産生菌の

増殖におよぼす効果が，多少異なることが認められた.

Ent産生におよぼす庶糖の影響については， Aw調節
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は，今回の実験結果からはみられなかった.Ent C産生

は，その検出される培養時聞が庶糖無添加のカスタ{ド

クリームでは，培養 8時間後， 10%添加では12時間後，

30%添加では18時間後と煎糖濃度の増加にしたがって，

Ent検出までの時聞が延長した.しかし培養48時間後の

Ent C産生は東糖無添加のカスタードクリームと同じ産

生量を示し， Awの低下による EntC産生への影響は認

められなかった.このことから， Ent産生におよぽす，

Awの影響は食品と液体培地とでは多少異なることが明

らかになった.

以上のように，庶糖でAwを調節したカスタードグリ

{ムでの Ent康生は， EntB産生が EntA，C，D，E産

生に比較して，著しく影響を受け， Ent産生の抑制が認

められた.前述の Ent産生におよぼす Aw効果の Ent

荊として塩化ナトリウムや，庶糖を用いて BHI培地の

Awを調節した実験で認められたと同様に， Ent Bの産

生が他のEnt産生型に比較して著しく抑制されることが

認められた. Ent Bの産生は pHの低下によって抑制さ

れる報告がありへまた私どもの前回の実験でも煎糖添

加の培地を用いた場合，黄色ブドウ球菌が庶糖を代謝し

酸を産生するために，培地の pHが著しく低下し，この

pHの低下が EntB産生に影響している可能性を否定で

きなかった.今回のカスタ{ドクリ{ムを用いた実験で

は，菌の増殖による pHの変化はほとんどみられないの

で，煎糖の添加による EntBの産生の抑制は， Aw 値の

低下によることが示唆された.

一方，塩化ナトリウムや庶糖で Awを調節した BHI

培地を用いた実験で得られた EntC産生の著しい抑制
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型による相違は，これまでの著者らの成績にみられるよ

うにベ自然界のEnt産生ブ、ドウ球菌の分布において Ent

型の片寄りが認められないにもかかわらず， EntBによ

るブドウ球菌食中毒の発生はほとんどみられず，食中毒

事例の約70%が EntA または EntA と他の型との複合

型および約15%が EntCによることと関連があるもの

と考えられる.

今後，さらにグリシンなどの使用が許可されている食

品添加物を培地や食品に加えて，ブドウ球菌食中毒の約

70%を占める EntA 産生におよぼす影響を検討し，ブ

ドウ球菌食中毒の予防対策の一助にしたい.またブ、ドウ

球菌が食品を汚染し，増殖してE引を産生する能力は，

他の汚染菌叢により著しく影響されることが知られてい

ることからT川，この点についても検討してゆきたい.

結論

実験的に庶糖濃度の異なるカスタ{ドクリームを調製

し，食品中でのブドウ球菌の増殖と Ent産生におよぼす

Aw効果について検討し，後述の結果を得た.

1. カスタ{ドクリ{ムの煎糖濃度が30%の場合，

Ent BおよびC産生菌の増殖が抑制された.この 2菌株

の4'"'-'8時間の聞の generationtimeは， Ent B産生菌

では庶糖濃度0%，10%，30%の場合，それぞれ39分， 41 

分， 123分であり， Ent C産生菌では庶糖濃度 0%，10 

%， 30%の場合，それぞれ33分， 34分， 69分であった.

両菌株の庶糖濃度30%における generationtimeが著明

に遅延した.

2. 培養48時間後の EntA'"'-'E産生におよぼすAw効

果を検討した結果，庶糖無添加の場合のEntA'"'-'E産生

量は，それぞれ， 2， 5， O. 5， O. 4， 1μgjgであり， 30% 

庶糖添加の場合の EntA'"'-'E産生量は，それぞれ， 1， 

0.05， 0.5， 0.1， 0.5μgjgであった.Ent B 康生が，他

の EntA， C， DおよびE産生に比較して，著しく Aw

の影響を受けることが明らかとなった.

3. 48時間培養後の各庶糖濃度を含むカスタードグリ

ームの pHは5.9"，-，6.7の範閤にあり， Ent産生菌株の違

いや庶糖濃度の差による pHの変化は，ほとんど認めら

れなかった.

〈本研究の概要は第37回， 日本食品衛生学会，昭和54年

5月で、発表した.) 
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冷凍食品から分離した黄魯ブドウ球醤の性状について

庭山邦子六村上 一六五十嵐英夫牢*，篠原 梢***

山 岸 宏***，加藤喜市料*

Characterization of StaphylococcuS aureus Isolated from Frozen Egg Products 

socaUed“瓦inshitamago" 

KUNIKO NIW A Y AMA *， HA]IME  MURAKAMI*， HIDE:O IGARASHI*汽

TADASHI SHINOHARA辛料， HIROSHI Y AMAGISHI*林 and KIICHI KATO*** 

Six 10ts of a frozen egg product socalled“Kinshi tamago" (thin-s1iced p1ain ome1et) produced at 

certain food processing factory in Kyoto were subjected for the possib1e contamination of Stαρhylococcus 

αureus. The specimens subjected in this investigation were the ones produced between Ju1y 18 and 

November 1979， since the product from the same factory was incriminated as an incriminated food 

of an outbreak of S. aureus food intoxication. Consequently， it was found that 4 out of 6 10ts of the 

products produced at Ju1y 18， August 4， August 22， and August 28， 1979 had harbored 102，..._，104/g 

of S.αureus in the products. However， neither thermostab1e nuclease (DNase) nor enterotoxin was 

present in the specimens， a1though all of the 22 iso1ates were capab1e of producing DNase， and 6 from 

3 specimens were capab1e of producing 2 or 3 types of enterotoxins. 明Tith regard to the tagging of 

the iso1ates， they were found to be coagu1ase type II， and 77% and 100% of them showed drug 

resistance against PC-G and SM respective1y. Through these bio1ogica1 characteristics including pro・

ducibi1ity of hemo1ysins of the organisms， it is assumed that the origin of the contaminated S. aureus 

were presumab1y of human origin. 

Keywords: egg product， S.αureus， coagu1ase， thermostab1e DNase， drug resistance， hemo1ysin 

はじめに るが，冷凍食品の種類によっては多量の病原菌により汚

動物性食品に起因する衛生上の危害のうち，黄色ブド 染されていることがある.その汚染の原因については，

ウ球菌が産生するエンテロトキシンによる食中毒は，過 食品衛生上それぞれ幾つかの興味ある問題点が挙げられ

去10年間一向に減少する気配を見せず1〉， 昨年の東京都 ているが，黄色ブドウ球菌が汚染食品の中で凍結状態に

衛生局の集計2)では，腸炎ピブリオと同じ40件， 28.4% おかれた場合には，強い抵抗性を示すので，生原料食品

と高い発生率を示している.特に注目すべき点として や製品が，一度本菌に汚染されてしまうと，長期間凍結

は，腸炎ピブリオによる食中毒が夏期に集中して発生し されたままで製品中に生き残ることとなる.

ているめのに対し，黄色ブドウ球菌による食中毒は年間 今回我々は，分類上無加熱摂取冷凍食品のカテゴリー

を過してその発生が報告されていることであろう.これ に入れられる，錦糸卵と称する卵製品が食中毒の原因食

は，本菌が健康人の皮膚や鼻前庭をはじめ，広く家畜や となったため，同一工場で生産された関連検体を入手し

家禽の皮膚の常在菌であるため，動物性原料食品は必然 て検査した.その結果，製造日の異なる 6検体中 4検体

的に本菌に汚染される機会が多く，それらの加工食品が から，計22株の黄色ブドウ球菌を分離した.

その製造工程中の不注意のために本菌により汚染される 本研究ではこれらの菌の汚染経路を推測する手がかり

機会も多いと考えられていることと関連がある. を得るため， 分離菌株について， 逆受身血球凝集反応

一方，現在のように，コールド@チェーンが行き届い (RPHA法〉を用いて4，5)，エンテロトキシン康生能を，

ている状況下では，多種多様な冷凍食品が市寂されてい Lachica et al.，等の方法6，7)で耐熱性核酸分解酵素の検出

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropo1itan Research Laboratory of Pub1ic Health 

2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku占u，Tokyo， 160 Japan 

料同微生物部細菌第一研究科

*料東京都衛生局環境衛生部食品衛生課調査係
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を，潮田等自〉の方法によりコアグラ{ゼ型別を，日本化

学療法学会の方法ので， 8種類の抗生物質に対する薬剤

耐性度を，そしてウサギとヒツジ赤血球に対する溶血活

性を調べ，若干の知見を得たので、報告する.

材料および方法。冷凍錦糸卵

検査に用いた検体は，都内某冷凍倉庫に保管されてい

た， 7月18日， 8月4日， 22日， 28日および11月9日製

造の 6検体で，食中毒関連参考検体である.

2) 試料の調製

搬入された検体は一夜 40 で解凍し， 試料 lOgに滅菌

リン酸緩衝食塩液 pH7.2を 90ml加え，ストマッカ{

で30秒間処理し，試料原液とした.

3) 黄色ブドウ球菌の分離同定

分離培地として， 3%卵黄加マンニヅト食塩寒天培地

を用い，平板に試料原液O.lmlを塗抹し， 350， 48時間

培養後典型的形態を示すコロニ{を釣菌した.コアグラ

{ゼ産生能は，ウサギプラズマ〈栄研〉の 7倍希釈液0.5

mlに平板より釣菌した菌を一白金耳接種し， 350に3時

間，6時間および24時間保持してプラズマ凝固の有無を

観察した.

4) 耐熱性核酸分解酵素の検出

Deoxyribonucleic acid DNA (Difco) O. 3g， Bacto-

Agar (Difco) 10g， O.OlM CaC12 1. Oml， NaCl 10gを

O.05M Tris buffer pH 9.0中に入れ，完全に溶解させ

てから O.lMToluidin blue-O (Wako co. Ltd.，) 3.0 

mlを加え全量 1，000mlとする (TDAagar).適量ず

つ小分けして保存し，使用前溶解し，スライドグラスに

3.0mlのせ，固まってから 2mmの穴をあけ，準備した

試料液を加え， 370に l時間および4時間保持し観察を

行なった.耐熱性核酸分解酵素〈耐熱性DNase)が存在

すれば， pink色のハロ{が穴の周辺に見られる.

試料液は錦糸卵 10gに 0.05Mリシ酸緩衝食塩液 (pH

7.2) 5.0mlを加え， ストマッカ{にかけ， これをろ過

後，ろ液を沸騰水浴中で15分間加熱処理を行なったもの

を用いた.

5) 薬剤感受性試験

日本化学療法学会の最小発育阻止濃度 (MIC)の測定

法(1974)に準じ，寒天平板希釈法で行なった.使用薬

剤は，カナマイシン(KM)，クロラムブェニコ{ノレ(CP)，

ベシジルベニシリン Na(PC-G)， ジ乞ドロストレプト

マイシン(DSM)，エリスロマイシン(EM)，ゲンタマイ

シン(GM)， クロノレテトラサイクリン (CTC)，オレアン

ドマイシγ(OL)の計8種類を使用した.

感受性測定用培地として， Heart Infusion Agar (Di・

fco)を用い，被検菌株 22株および対照菌株 S.aureus 

209P株は Trypticase Soy Broth (BBL)で3代継代

し， 10B/ml， 106/mlの菌液について MIC値を測定し

f.:::.. 

6) ニEン手口トキシンの検出

製品についてはその10倍希釈試料液をそのまま，分離

株については 4% NZ-Amine (Shefield)で培養し， そ

の培養ろ液について逆受身血球凝集反応 (RPHA)によ

り令5)，ェ γテロトキジシの検出を試みた.なお，RPHA

はまず Tween80を0.1%，アラピアゴムを 0.01%含む

O. 15Mリシ酸緩衝液 pH7.2で培養ろ液を10倍段階希釈

した.これにタ γニγ酸処理した，ホルマリ γ国定ヒツ

ジ赤血球にエンテロトキシγA，B， Cの特異抗血清を

感作した 1%赤血球浮遊液を加え， ミキサーで 1"-'2分

間振とう混合後，室温に 2時間放置し，凝集の有無を未

感作赤血球のそれと対比して判定した.

7) コアゲラーゼ型別

潮田等8)の方法に従い， Brain Heart Infusion Broth 

(Difco)で24時間培養した菌液を用いて行なった.

8) 溶血活性

Heart InfusIon BrothとHeartInfusion Agarを1:2

の割合で混合した軟寒天培地に，ウサギおよびヒツジの

各赤血球を 4%となるように加え，それぞれ血液寒天平

板を作成した.これに継代培養した菌液を一白金耳接種

し，ウサギ血液平板では370，24時間培養し，ヒツジ血液

平板は370で培養後，さらに 40で1夜放置し，溶血活性

の有無を判定した.

結果

Table 1より明らかなように 8月4日， 22日および28

日に製造された錦糸卵から，製品 19当り 102'"'-'104個の

黄色ブドウ球菌が検出された.しかし，これらの検体か

らは，直接に耐熱性 DNaseは検出されなかった.また

分離株のコアグラーゼ型はすべて日型であり，これはさ

きに食中毒事件に関与した錦糸卵から分離された菌と同

じ型であった10) さらに検体から寝接エンテロトキシン

は検出されなかったが，分離株22株中ェ γテロトキシン

産生能は6株 (3検体〉に認められた.

各種抗生物質の分離株に対する MICの分布は Fig.1

に示したとおりであった.すなわち， PC-G， SMに対

して中等度から高度耐性を示しており，この 2剤耐性株

は68%，PC-Gに対する耐性株は77%，SMに対しては

100%.耐性を示すものであった. このうちエシテロトキ

シン産生株はすべて 2剤耐性株であり，また他の薬剤に

対しては感受性株が大部分を占めていた.

ウサギおよびヒツジ赤血球による各務血活性測定の結
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Enumeration of Staρhylococcus aureus and Detection of Enterotoxin 
and Thermostable Nuclease 

Table 1. 
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Fig.1. MIC distribution of various antibiotics in 22 isolates of S. aureus compared with their enterotoxin 
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考察

近年，黄色ブドウ球菌を原因菌とした，仕出し弁当類に

よる食中毒の多発が，寺山等1)により報告されている.

彼等はその防止策として構生的な設備の充実と製造工程

果は， Table 2に示すように α-Hemolysinは全株(100

%)にみられ，このうちかHemolysinも有する α，s型
は3株 (3検体〉に認められた.
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Origin of the isolates 

Table 2. Distribution of Stathylococcus aureus Classified with their Hemolysin Produced 

Types of hemolysin produced by the isolates 

No. of specimen Date of its production 

1

2

3

5

 

J uly 18， 1979 

Aug. 4， 1979 
Aug. 22， 1979 

Aug. 28， 1979 

α-hemolysin α， s-hemolysin 

5 l 

4 l 

4 。
6 1 

Note: Figures in the table indicate the number of the isolates. 

中でエンテロトキシンが産生される条件を与えないよう

に工夫をすることを挙げている.今回調査対象とした錦

糸卵は，業務用冷凍食品として製造されたものであり，

消費者が手にする時は，主に弁当等の総菜として使用さ

れており，最終的にはコ{ノレド@チェ{ンからはすゃれた

経路で流通するものである.これは，一度製造段階で黄

色ブドウ球菌による汚染を受けていれば，弁当の暖かい

御飯と共に包装されることにより，汚染菌にとって最適

な増殖条件が与えられることとなり，食中毒の発生を予

防するという点からみると，一つの盲点である.

善養寺等11)は，彼等が食品，マナイタ等から分離した

471株の黄色ブドウ球菌中， 54株(11.5%)がコアグラ

ーゼE型菌であったと報告している.一方，寺山等1)は

食中毒原性ブドウ球菌のコアグラーゼ型はn，llr. VIお

よび刊裂に限定されていると述べている.この点，分離

株がすべてコアグラ{ゼE型に型別されたこと，さらに

エンテロトキシン産生株が 3検体に含まれていたことか

ら，今回調べた製品で、も使用法如何によっては食中毒事

故につながる可能性は大きいものであると思う.耐熱性

DNase は黄色ブドウ球菌が 104~105 個オーダーに増殖

した時に検出が可能となり，エンテロトキシンはさらに

増殖して 108個以上になった時-に検出されることが報告

されており 12九供試菌株すべてに DNase産生能は見ら

れたが，産接検体から検出されなかったことから，原料

および製造段階で，エンテロトキシンが産生される程の

本菌による汚染が有った事は考えられない.また食中毒

検体について調査した結果からは10〉，全く人の手を介さ

ずに卵焼きが作られ，スライスされるオ{トメ{ション

設備であったことより，まず汚染を受ける機会として考

えられることは，機械設備の清掃および製品を凍結する

までの温度管理に問題が有ったことがうかがえる.

Hajek and Marsalekによると 13〉，人間由来の黄色ブ

ドウ球菌の98.7%にαーHemolysin産生株が有り， Hajek 

et aI14).， J ean-Louis Marandon et al. 15)等で動物より

分離された菌株についての結果からも，動物由来株では

s-Hemolysin産生株が大部分で， α-Hemolysin産生株

はごくまれであることが報告されている.Table 2の結

果からは人間由来と忠われる α-Hemolysinが100%見ら

れたことは，汚染源が単一な状況であったとも考えられ

る.

ついで各種抗生物資に対する MICの分布から， PC-

G， SMは家畜餌料での使用を禁じられているが16にこ

れら 2剤耐性株が68%も占めている.しかし自然界での

黄色ブドウ球菌の薬剤耐性化が増加をたどっていること

が三橋等により報告されていることから17ヘ薬剤耐性化

の遺伝上の問題を加えて，今後さらに検討を重ねる必要

があると思われる.

かつて DorisKush 18)が家禽の肉から分離した黄色ブ

ドウ球菌について種々の生物学的性状を検討し，人間由

来と思われる結果を得たことから，と殺時あるいは運搬

過程で人聞から動物への汚染経路を推測した.また薬剤

耐性については， TCに対して分離株の約80%が感受性

と耐性を二分する結果を示したが， TCは Biomysinと

共に動物の餌料に加えられており，動物での耐性化は進

んでいるが，健康人からはまれにTC耐性が見られると

して，薬剤耐性の面からは動物由来か人間由来であるの

かは推測出来ない結果であったとしており，この原因と

して，これら家禽の人聞から動物への初期の汚染が，さ

らにもう一方では家禽における微生物の Floraの変換を

推測していることは興味深い.

今回の我々の調査結果からは，冷凍錦糸卵の黄色ブド

ウ球菌による汚染源が人間由来の菌によると思われるふ

しが多く見られたが，今後はさらに正常卵あるいは錦糸

卵の原料ともなっている冷凍液卵について調査を積み上

げることにより，これらの汚染菌が動物由来であるのか，

人間由来であるのかを明らかにするところまで発展させ

たいと考えている.それにより，汚染源を正確に把握し

汚染の防止，原料@製品製造工程等における食品衛生上

の問題点が改良されることを期待したい.
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結
事品砂

日間

冷凍錦糸卵が食中毒の原因食となったため，同一製造

所における，製造日の異なる関連6検体について検査を

行ない， 4検体より黄色ブドウ球菌が102--.....104jg検出さ

れた.製品からは直接耐熱性 DNaseおよびエンテロト

キシシは検出されなかったが， 4検体より分離した22株

すべてに耐熱性 DNase産生能があり，またエンテロト

キシン産生株が 3検体に含まれていた.コアグラ{ゼ型

はすべてE型であり，また PC-G，SMに対する耐性株

は各々77%，100%であった.

以上の性状，および分離株での溶血性から，今回分離

された黄色ブドウ球菌の汚染源が人間由来であった可能

性が示唆された.

謝辞 本研究にあたり，御助言下さいました当所微生

物部副参事研究員寺山武博士に感謝致します.
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保温惣菜の温度管理と細菌の増殖について

新 井輝義*，池島伸至*，入倉善久ぺ神 真知子*

古幡辛子汽松本昌雄*

Actual Storage Conditions of Warmed Delicatessens in the Market and Their 

Bacteriological Qualities 

TERUYOSHI ARAI*， NOBUYUKI IKEJIMA汽 YOSHIHISAIRIKURA *， MACHIKO JINぺ
YUKIKO FURUHATAホ andMASAO MA  TSUMOTO本

Surveys on the take-out dishes stored in showcases at various temperatures in delicatessens were 

made from a viewpoint of food microbiology. 

Of the 193 food specimens taken from the stores in Tama district in Tokyo， it was learned that 

154 (80.0%) were stored at the temperatures between 30 and 600C， and 132 (68.4%) were kept in a 

showcase for 1 to 4 hours. 

With regard to the standard plate count obtained， 187 (96.9%) out of 193 were found to be 

containing less than 104/g of aerobes. However， 6 (3.1%) specimens kept at a temperature between 

20 and 490C tended to show the highest count. 

Throughout the survey including the experimental storage test of vegetable croquette， fried shrimp 
dump1ings and roasted chinese dumplings， it was found that the optimum storage temperature was 

above 600C， since between 45 and 550C， Bacillus subtilis and Bαcillus licheniformis multiply very 

quicldy. 

Keywords : warmed delicatessen， storage condition， bacterial qualities， Bacillus subtilis， Bacillus liche勉

niformis 

緒 雷

近年，各種食品の流通および販売様式の多様化が著し

く，それに伴い，食品の安全性および品質管理につい

ての基礎的資料の必要性が新たに生じている.今日，食

品の販売様式の 1っとして，温蔵ショ{ケースを利用し

たいわゆる保温食品が流通し，逐年その販売量が増加し

ている.しかし，その細菌学的な評価についての報告は

少ないト幻.そこで著者らは東京都多摩地区で販売され

ている保温惣菜を対象に，衛生指導の基礎資料を得る目

的で，その細菌汚染状況，温蔵シヨ{ケ{スの温度と食

品の保存時聞について検討した.それにより明らかにさ

れた保存温度および保存時間における問題点をふまえ

て，保温惣菜の最適な保存条件を把握するために実験的

検討を行なった.

実験材料および方法

試料代表的な保温惣菜として市販されているコロヅ

ケ49件，ギョウザ26件，シュウマイ 23件，フライ 18件，

ミートボ{ノレ15f牛， メ γチカツ 11件， ハ γパ{グ10件，

春巻6件，唐揚 5件，グラタ γ5件，その他25件，合計193

検体を供試した.

市販保温惣菜の保温温度と保温時間 保温温度につい

ては，食品衛生監視員が収去時に温蔵シヨ{ケースの庫

内温度を測定し，保温時聞については販売活から聴取し

た.

温蔵ショーケースの性能調査代表的な温蔵シヨ{ケ

ース (N社製〉を対象に Fig.1に示した庫内の各館所の

温度並びに当該箇所に置かれている保温惣菜の品温を測

定した.

細菌検査定法に準拠して一般生菌数 (SPC)，高温

菌数 (500，24時間標準寒天培養菌数)，大腸菌群，サル

モネラ，黄色ブドウ球菌，セレウス菌およびウェルシュ

菌等の検査を実施した.

高温菌の発育温度の測定 温度勾配振とう機(東洋科

学産業(株〉製， TN-3型〉を使用し， 350 から700まで

*東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25
ホ TamaBranch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

16-25 Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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on these points. Storage Conditions of Warmed Delica-

tessens in the Market. 

各温度で24時間保存し，保存直前および4時間， 8時間，

24時間ごとに SPCを求めると同時に，各保存混度と向

ーの温度 (250，450および 550
) の生菌数も測定した.

なお，各保存時間ごとに大腸麗群，黄色ブドウ球菌，サ

ルモネラ，セレウス菌およびウェルシュ菌の検索も行な

った.

主要菌の分離と伺定 350， 450および550の各温度で

保存した野菜コロッケ，揚げエピシュウマイおよび焼ギ

ョウザ等の SPC算定後， 30"-'100個程度の集落が形成

された平板培地から無作為に20集落ずつ合計 171集落を

釣菌し，東の方法6)および Bergey'sManual (1974)71に

従って同定した.

Fig.2. 

の30段階の温度について振とう培養を行なった.発育試

験用培地はトリプトソイブロ{ス (Difco)を使用した.

供試菌株の500培養菌液を滅菌生理食塩水で103/mlの菌

量になるように希釈し，そのO.lmlを各勾配温度の培養

管に接種した. 6時間振とう培養後各勾配温度の培養管

から1mlずつ採取し，定法に準じて混釈培養を行ない，

500で24時間培養後発生した集落数から至適発育温度を

求めた.さらに18時間接とう培養後，各培養液の混潤の

有無から発育上限温度を求めた.

保温惣菜の保存試験 販売の実態に即した保温温度と

保温時聞を選定して保存試験を次の方法で行なった.す

なわち，製造直後の野菜コロヅケ，揚げエピシュウマイお

よび焼ギョウザ等を対象に， 250， 350， 450および550の

lncidence of Bacterial Count at 350 and 500 of Warmed 

Delicatessens on the Market 

Table 1. 

Bacterial count/g lncubation 
temperature for 
bacterial count 
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Table 2. Growth Characteristics of Bacilli Isolated from Warmed Delicatessens 

Foods 
Storage conditions Growth temperature (OC) 

Temp. COC) Time (hr) Minimum Optimum Maximum 

20 1.5 豆 38.0 45.0 '"'"' 55.0 57.2土1.0

53 1.0 話 39.0 50.0土 0.5 57.6土1.0

45 1.0 話 38.0 49.0土 0.5 54.0土 1.0

24 2.5 ;;;; 35.5 46.0土 0.5 53.0土1.0
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Fig.4. Time Course of SPC on Syumai Stored 

at Different Temperatures. 

主要菌の発育上限温度測定発育上限温度は， Gordon 

らの方法8)に従い，あらかじめ所定の温度 (350，400， 

450， 500， 550または600)に保温しておいた土壌抽出寒

天斜面に上記の分離菌を塗抹し，直ちに同じ温度の恒温

水槽に保温し， 3日から 7日の培養後の菌苔形成の有無

によって求めた.

結果と考察

実態調資成績 市販保温惣菜の販売時の保温温度と保

温時間は， Fig.2に示した.当該食品は，加熱調理され

た後，熱いうちに，または放冷後の仕入れ品として温蔵

ショーケ{スに保温されるのが普通である. 大半が 300

~600で 1'"'"'4 時間保温されていたが， 400前後で 5'"'"'6

時間保存されているものがかなり多く認められた.従っ

て，購入後喫食までの時聞を加えると適温で7'"'"'8時間

放置されている保温惣菜もあって，食品の衛生学的品質

保持上考慮すべきことである.細菌検査の結果， 193検

体のうち，大腸菌群は 8例が，セレウス菌は 9例が，ウ
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Temperature Dependency of the Isolates Obtained from Various Food Stored 

at Different Temperatures 

Table 3. 

Growth observed a土No. of isolates 
from foods under 
each condi tion 

Storage conditions 
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An Incidence of Species Among the Principal Bacteria Isolated from 

Delicatessens Stored at Different Temperatures 

Table 4. 

No. of isolates from delicatessens stored at 
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B. coα'gulαns 

Bαcillus sp. 

20 

lus属であった.

保温惣菜の保存試験成績野菜コロッケ，揚げエピシ

ュウマイおよび焼ギョウザの各保存温度の SPCの推移

を， Fig. 3，，-，Fig. 5に示した.璃数の増加速度は食品の種

類によってやや異なるが，総体的に温度が高いほど速か

った. 保存4時間後では， 野菜コロッケが450，550， 

350， 250保存の順に速く菌数が増加したのに対して，揚

げエピシュウマイは550，450， 350， 250保存，焼ギョウ

ザは450，350， 550， 250保存のJI聞であって，いずれも最

も速く増殖する保存温度では当初の菌数の 104倍の増加

を示した.保存8時間後に最も菌数が多くなる保存温度

は，いずれの食品も 4時間保存後の場合と同様であっ

た.なお，8時間後の菌数は各食品とも 108/gに達した

にもかかわらず，腐敗臭は感じられなかった.各温度で

保存した食品の主要菌株の発育温度状況並びに菌種を

Table 3および Table4にそれぞれ示した.すなわち，

ほとんどの菌株の発育上限温度は 500"-'550で，600では

いす!;hの菌株も発育不能であった.また，食品の種類に

かかわらず，その保存温度と菌種が良く一致しているこ

とがわかった.すなわち， 350， 8時間保存の野菜コロ γ

ケと焼ギョウザでは B.subtilisが，揚げエピシュウマ

イでは B.licheniformisが優勢を占め， 450， 24時間

保存では， いずれも B.subtilis と B.licheniformis 

12 20 20 20 20 19 

ェルシュ菌は 6例が陽性であった.大腸菌群数はいずれ

も少なく， ウェノレシュ菌は 102/gレベルで、あったが，セ

レウス菌は102，，-，104/gレベルであった.これらの菌が検

出された食品に限ってその保温条件が特に劣悪であった

ということではなかった.なお，黄色ブドウ球菌とサノレ

モネラは宝く検出されなかった.各保温温度における保

温惣菜の SPCと高温菌数との関係を Table1に示した.

SPCと高温菌数がともに多い保温強菜は， 400"-'590で

保温されているもので，103.......，104/gレベルのものも多く

みられ，中には東京都の措置基準の SPC106/gを越え

るものもみられた.ギョウザ，ハンパ{グ，グラタンお

よびオムレツなど焼物の多くは， SPCが高温菌数より

もlオ{ダ{以上高く，コロッケ，魚フライ，メンチカ

ツおよび春巻など揚げ物は，両者にオ{ダーの差は認め

られなかった.このように，保温惣菜の種類によって細

菌の発育温度が異なるのは，原材料，加工方法，加熱調

理方法の違い，特に加熱条件の違いによって生ずる食品

中に残存する細菌叢の相違が大きく関与しているものと

推測される.

高温菌の発育温度特性 ノ、 γパ{グ，肉まんおよびミ

{トボ{ノレ等の市販保温惣菜由来主要菌株 (500培養分

離薗〉の至適発育温度は 450"-'500，発育上限温度は 530

"-'580の範囲にあって，それらの菌株は，いずれも Bacil-

20 20 Total 
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が等しく優勢で、あり， 550， 24時間保存では，いずれも

B. licheniformisが優勢であった. このように，B. 

subtilisと B.licheniformis との聞には450を境とし

た優占の逆転がみられた. この現象は，Gordonら6)の

Bacillus属菌の発育上限温度の成績とよく一致してい

た.

ところで，保温惣菜において優勢に増殖したこれらの

Bacillus属菌は本来自然環境に広く分布し，蛋白質や糖

質をよく分解する常在薗であって，原材料に混入したも

のは加熱調理後でも熱に耐えて生残し，その後の取扱い

によっても新たに付着するものであって，特に450""'-'550

で保温された場合は18"-'20分の世代時間で、分裂を繰り返

して食品を速やかに劣化させる.惣菜をはじめ，弁当類

の販売温度については，既に厚生省が制定した衛生規範

(環食第161号， 54. 6.29.)に100以下か650以上とする

ことが示されているし，藤成らいら12)，高橋ら10)の熱蔵

庫に関する研究報告や，田)11ら13)の食品の温蔵について

の報告で細菌の殺菌および増殖を抑制する温度について

考察されている.我々の実験でも保温惣菜における優勢

菌は 600以上ならば増殖が抑制されることが示された.

以上の観点から，惣菜を保温販売する場合は，温蔵ショ

{ケ{ス中の品温は 600以上に保たれねばならない.一

般に使用されている温蔵ショ{ケースの保温性能調査5)

によると， Fig.1に示されたように温度調節器を 700に

設定した場合，5箇所の庫内温度は 680"-'500 という180

の，また品温は 670"-'520という150 のばらつきが生じ，

これは熱源と構造に起因するものであると報告されてい

る.この様な性能の温蔵シヨ{ケースの中で，食品の本

質を損なうことのないような，しかも細菌が増殖できな

いような適温ですべての惣菜を保温販売することは非常

に難しいことである.今後も現行どおり保温して販売す

る者に対し，行政は，短時間で売り尽すように指導すべ

きであろう.一方，性能の良い温蔵シヨ{ケ{スの開発

もまた必要である.

結論

東京都多摩地区の食品販売底で販売されている保温惣

菜について，著者らは食品細菌学的な見地から調査を行

ない，以下の成績を得た.

1) 食品販売庖から収去した試料193件のうち， 154件。0.0%)は30""'-'600Cの温度で，また132件 (68.4%)は

1""4時間保存されていた.

2) 一般細菌数についてみると，試料 193件のうち，

187件 (96.9%)は104/g以下であった.しかし， 20"-' 

490

Cで保存されていた112件のうち 6件は 105
，，-，106/gで

あった.

3) 野菜コロッケ，揚げェピシュウマイおよび焼ギョ

ウザの保存試験の結果， 45"-'550Cの間では，B. subtilis 

や B.licheniformisを主とした細菌が非常に速く増姫

した.

4) 以上の調査並びに実験から，保温惣菜にとっての

保存最適温度は600

C以上であることがわかった.

なお，本調査研究の実施に当り，環境衛生部食品監視

課および青梅@福生両保健所の食品衛生監視員の方々か

ら終始ご協力をいただきましたことに感謝いたします.

(本研究は昭和54年度当研究所調査研究課題「保温市販食

品の流通過程における汚染状況Jとして実施し，その概

要は第64田東京都衛生局学会1980年5月，で発表した.) 
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ガスク口マトゲラフィーによる食品中の日ウ素の定量j去について

山野辺秀夫ペ鎌田国広汽鈴木助治汽原田裕文*

Gas 旬節品g

HIDEO YAM在ANOBE*汽， KUNIHIRO KAMA T A *汽， SUKE]l SUZUKI* and HIROFUM幻1HARADA 

A method for determining total iodine in foods， mainly seaweeds， by gas-liquid chromatography 

was investigated. Ca. 100 milligram amount of the sample was ashed with treatment by genera1 oxygen 

f1ask combustion method to decompose all bound iodine， and then oxidised to free iodine by adding 

potassium dichromate in acid so1ution. Iodine was converted by reaction with methy1ethy1ketone to 

iodoketone derivetive， 3-monoiodo-2-butanone， which was determined by gas-liquid chromatography 

equipped with an e1ectron capture detector. The ca1ibration curve showed linearity in the range of 

0.01-0.10μg/ml of iodine. The recoveries and coefficients of variation of iodine added microgram leve1s 

for the seaweed samp1es were 82.4-84.8% and 3.89-4.37%， respective1y. This method can be app1ied 

for rapid determinations of trace amounts of tota1 iodine in foods. 

Keywords : iodine， 3-monoiodo-2-butanone， ECD-GC， GC-Mass spectrometry， foods， seaweeds， Oxygen 

f1ask combustion method 

緒 雷

ヨウ素の定量、法には，比色法1-3)，滴定法4)，ィォ γ電

極法ト7)，原子吸光分析法8，9)，ケイ光X線分析法7，10)など

があるが，これらの方法は，食品等の微量ヨウ素を定量

するためには，感度，精度などの点で必ずしも満足でき

る方法とはいえない. また Hastyはベγタノシ，アセ

トγなどの一連のケト γ類とヨウ素とを反応させ，その

生成物の強い電子親和性を利用して高感度な ECD付ガ

スグロマトグラブイ{による定量法を報告11，12)してい

る.これは水溶液中，室温でヨウ素とケト γ類を反応さ

せるなど簡便な方法であるが，それらの反応条件や食品

等の試料に対する応用性に関しては詳細に検討されてい

ない.そこで、われわれは反応試薬としてメチルエチルケ

トγ(以下 MEKと略す〉を用い， 微量のヨウ素を定

量するための反応条件について種々検討し，感度，精度，

再現性等いづれも満足できる方法を確立した.そしてさ

らに食品中のヨウ素を定量する場合の前処理法として酸

素フラスコ燃焼法13，14)を適用したところ十分満足する結

果が得られた.

輿験方法

1. 試薬 ョウ素標準原液:ェタノーノレで再結品した

ヨウ化カリウム130.8mgを精秤し，水に溶かして100ml

とする (lmg/ml).ヨウ素標準溶液:標準原液を水で希

釈しヨウ素として O.1μg/mlの溶液を調製する.メチル

エチルケト γ:市販特級品を蒸留して 79.........800 の留分を

用いた.ヘキサγ:市販特級品を蒸留して用いた.その

他の試薬:すべて試薬特級品を用いた.

2. 装薗 ガスグロマトグラフ:島津製作所製 GC-

5A型， ECD (63Ni)付，ガスグロマトグラフ質量分析

計 (GC-MS):日本電子製 ]MS-D300，酸素フラスコ:

浜田理科製 FHOI-A型 (500ml).

3. 試験溶液の調製試料の一定量(約100mg)を正確

にはかり，デシケ{タ中で、充分乾燥したのも，常法14，15)

にしたがって酸素フラスコ中で燃焼させ，あらかじめ加

えておいた吸収液 O.lNKOH溶液20mlでフラスコ内の

曇りが完全に消えるまで激しく振とうする.その吸収液

10mlを50ffilの分液ロートにとり， 5N硫酸1ml，0.05% 

重グロム酸カりウム溶液1ml，MEK O. 5mlを加えてよ

く振りまぜ、る.室温に10分間放置したのも，ヘキサシ10

mlを加えて 5分間振とうし， 静置してヘキサン層を分

取する.ヘキサシ層を水5mlで2回洗浄したのち，無水

硫酸ナトリウムで脱水し試験溶液とする.

4. ガスク口マトゲラフィー 試験溶液の 5μJを下記

の条件に設定したガスグロマトグラフに注入し，得られ

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropo1itan Research Laboratory of Pub1ic Health 

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



したのも， MEKと反応させ，ここに得た反応物をヘキ

サン抽出したのち GC-MSによって分析を行なった.

その結果を Fig.1に示す.この誘導体の親イオγM+は

m/e198であり，開裂ピ{クとして m/e183，155， 127， 

71， 43にフラグメ γ トが認められる.このことから本誘

導体は3ーモノヨ{ドー2ーブタノン (M1B)であることが

確認された.

2. カラム充てん剤充てん剤として Hastyll，mが用

いた SE-30の他にQF-1，OV-1，OV-17， OV-101， 

o V -210， 0 V -225， PEG-20M， DEGSなどについて

検討を行なった.その結果， M1BはPEG-20MとDEGS

において感度および分離能が最もすぐれていることが認

められた.

3. 反応条件 。酸化剤について:ョウ素と MEK

を反応させるためにはヨウ素イオγを酸化してヨウ素に

変えなければならない.そこで，この場合に使用する酸

化剤について検討を行なった.酸化剤としては，車硝酸

カリウム，ヨウ素酸カリウム，過酸化水素，重クロム酸

カリウム，過マンガン酸カリウムの 5種類で，これらの

うち過マンガシ酸カリウムは M1Bを生成しないことが

認められた.これは過マンガン酸カリウムの強い酸化性

のため MEKが分解されることに原因があると考えられ

る.また Hastyll，12)が用いたヨウ素酸カリウムは， He-

ndrik15)が指摘しているようにガスグロマトグラム上で

M1Bと同ーの位霞に妨害ピ{グが認められ，定量値に

誤差を与えた.これに対して，亜硝酸カリウム，重クロ

ム酸カリウム，過酸化水素はいずれの場合も M1Bの生

成が良好であり，また妨害ピ{クも認められなかった.

したがってこれらは本法における酸化剤として有用性が

高いことが確認された.さらにこの三者を比較すると亜

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H，31-1， 1980 

たグロマトグラムのピ{ク高を測定する.別に作成した

検量線からヨウ素の含有量を算出する.

ガスクロマトグラフの条件 カラム管:内径 3mm，長

さ2mガラスカラム，カラム充てん剤:2%PEG20M， 

chromosorb W (60-80 mesh， AW-DMCS)，注入口

温度:1700，カラム恒温槽:1000，検出器温度:2300， 

キャリヤ{ガス:窒素60ml/min，検出器:ECD(63Ni) 

5. 検量線の作成 ヨウ素標準溶液 2，4，6，8，10

mlをそれぞれ 50mlの分液ロ{トにとり， 水を加えて

10mlとした液について以下試験溶液の調製の項にした

がって試験溶液を調製したのち，それぞれガスクロマト

グラフイ{を行ない得られたガスグロマトグラムのピ{

ク高を測定し，これより検量線を作成する.

実験結果および考察

本法の骨子の概要は次のようである.すなわち試料中

の結合型 I→1-→12→iodoketone→GC測定である.した

がってこれらの変換を行なうため，まず試料中の有機お

よび無機ヨウ素を灰化し，ョウ素イオ γとしてから酸化

によってヨウ素 (12) とする. この 12 は酸性条件下で

MEKと容易に反応しヨ{ドケトンを生成する.以下に

ヨウ素イオシの酸化や MEKのヨ{ド化などの反応条件

を検討した結果を示す.

1. 昌一ドケトン誘導体の生成硫酸酸性溶液中にヨ

ウ素と MEKを共存させた場合に生成する物質が MEK

のヨウ素誘導体であることを確認するため質量分析を行

なった.すなわちヨウ素標準原液1mlに硫酸酸性下，重

クロム酸カリウムを加えてヨウ素イオンをヨウ素に酸化
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Fig.1. GC-恥1SSpectra of the 1odoketone De-

nvatlve 
Conditions instrument， ]MS-D300j detector， 

total ion monitor j ion source， electro impact j 
column ; 2 % PEG 20 M on chromosorb W 
(60..........80 mesh， A W-DMCS) 6 ft x 2 mm i. d. 
glass; temperature， injection temp. 2000， column 
temp. 1400， enricher temp. 2700

; ionization voltage， 
70eV ; accelerated voltage， 3 KV; ionization current 
300μA; carrier gas， He (30ml/min) 
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Fig.2. Effect of Amount of Potassium Dichro備

mate on the Formation of 3-monoiodo-2-butanone 

1odine， 0.5μg; 5 N sulfuric acid， 1 ml j methyl 

ethyl ketone， 0.5 ml; reaction temp.， room temp.; 
reaction time， 10 min. 
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Fig.3. Effect of Concentration of Sulfuric Acid 
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1odine， O. 5μg; O. 05% potassium dichromate， 1ml; 

methyl ethyl ketone， 0.5 ml; reaction temp.， room 
temp.; reaction time， 10 min. 
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the Formation of 3-monoiodo-2-butanone 

1odine， 0.5μg; O. 05% potassium dichromate， 
1 ml ; 5 N sulfuric acid， 1ml; reaction temp.， room 
temp. ; reaction time， 10 min. 

硝酸カリウムの場合は Hendrik15
)も報告しているように，

M1B の近くに MEKの Oximino誘導体と思われる

ピークが認められ，過酸化水素ではその濃度が高い場合

にやはり M1B近くに未知のピ{グが認められた.そこ

で本定量法における酸化剤として重クロム酸カリウムを

用いることにした.

2) 震グロム酸カリウム量について:酸化剤として用

いる重クロム酸カリウム量について検討した.ヨウ素標

準溶液 5ml(1 :0.5μg) に対し，重クロム酸カリウムの

添加量を0.01.......，10mgと段階的に変化させ，それぞれに

ついて反応を行ない M1Bの生成量を調べた. その結

果， Fig.2に示すように重クロム酸カリウムが O.lmg

以上あれば M1Bの生成量が一定になることが認められ

た.そこで0.05%重クロム酸カリウム溶液 1mlを添加

。
5 10 15 20 25 30 

Reaction七ime(min) 

Fig. 5. Effect of Reaction Time on the F orma圃

tion of 3-monoiodo-2-butanone 

1odine， 0.5μg ;0. 05% potassium dichromate， 1ml; 
5 N sulfuric acid， 1 ml; methyl ethyl ketone， 0.5 
ml; reaction temp.， room temp. 
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Fig. 6. Calibration Curve of 10dine 

-tることにした.

3) 硫酸濃度について:酸化によってヨウ素イオンを

ヨウ素にかえ，これにMEKを反応させて定量的にM1B

を生成させるためには，酸性で行なう必要がある.そこ

で今回，われわれは酸として硫酸を用いることとし，こ

の場合に用いる硫酸量と M1B生成量との関係について

検討-した.その結果， Fig.3に示すように硫酸を添加し

ない場合には M1Bはほとんど生成せず，反応溶液中の

硫酸濃度が高くなるのに比例して M1B生成量も増加

し， 0.05N以上の硫酸濃度において，その生成量は一定

になることが認められた.そこで今回，硫酸量として，

3.試験溶液の調製の項において吸収液としてO.lNKOH

捺液を用いるので，このことを考慮し， 5N硫酸1mlを

用いることにした.
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Recovery of 10dine added to Seaweeds Table 1. 

C. v. (%) 

4.25 

4.37 

4. 13 

3.89 

4.06 

4.14 

Recovery (%) 

84.0 

84.8 

82.4 

83.2 

84.2 

83.。

Added (μg) 

1

i

o
白

1
ム

ワ

山

1
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q
G

N 

5

5

5

5

5
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Weight (mg) 

10.46-10.56 

10.66-10.97 

10.00-10.13 

10.03-10.15 

1. 45-1. 61 

2.09-2.54 
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Fig.7. Gas Chromatograms of Examined Samples 

Sample 1 : tororokonbu Sample 2: nori a: 3-

monoiodo-2-butanone b: unknown 

Conditions: column， 2% PEG20M (2mx3mm 

i. d. ); tempreture， column temp. 1000， injection 

temp. 1700， detector temp. 2300
; carrier gas， N2 

(60 mljmin); defector， ECD (63Ni) 

あった.また， Fig.7のクロマトグラムにおいても妨害

ピ{クはみられず，本法は十分実用に供しうる定量法で

あると考えられる.

7. 実際試料中のヨウ棄の測定市販のノリ， トロロ

コンブ，コンブ，ヒジキ， ワカメの計21検体について本

定量法を適用した.その結果を Table2に示す.平均値

でみると，ノリ 9.7ppm， トロロコンブ2253.6ppm，コ

γブ2269.1ppm，ヒジキ535.4ppm，ワカメ 92.2ppmと

いずれも高いヨウ素合有量を示している.これらの値は

Whyte16)，安達ら17)が同種の海藻類についてイオン電極

法により測定した結果とほぼ一致している.本定量法は

前処理として酸素フラスコ燃焼法により試料の灰化を行

なうことから，サンプリングの量は約 100mg前後に制

約される.したがって試料中のヨウ素含有量が極めて微

量の場合は，おのずから定量に限界がある.試料量を g

4) MEK量について:M1Bの生成に必要な MEK

量を求めるため，ヨウ素標準溶液 5ml(I: 0.5μg)に対し

てMEKの添加量を0.1-1.0mlと段階的に変化させ，そ

れぞれについて反応を行ない M1Bの生成量を比較した

ところ， Fig.4に示すようにO.lml以上あればよいこと

が認められた.実際の操作にあたっては MEK添加量を

0.5mlとした.

5) 反応時間について:ョウ素標準溶液 5ml(I : 0.5 

μg)に水を加えて10mlとしたのも， 5N硫酸 1ml，0.05 

%重クロム酸カリウム溶液 1ml，MEK O. 5mlを加えて

室温で放置し，、5分ごとに M1Bの生成量を測定したと

ころ， Fig.5に示すようにその生成最は 5分以上の放置

で一定を示したので反応時聞は10分間とした.

4. 検量線 以上得られた測定条件にもとずき実験方

法の 5. 検量線の作成の項にしたがって検量線を作成し

たところ， Fig.6 に示すように O.01~0.1μgjml の範

囲で直線性を示した.また，本定量法における測定値の

再現性を確かめるため，ヨウ素標準溶液 5mlを用いて

検量線作成と同様に操作してヨウ棄の測定を10回繰り返

し行なったところ，変動係数は0.67%と良好な再現性を

示した.

5. 妨害 本定量法に対するクロルおよびブロムの妨

害について検討した. すなわち， ヨウ素標準溶液 5ml

(1 : 0.5μg)に対して KBrおよび NaClをそれぞれ Br，

Clとして 1mgずつ添加し定量操作をおこなったとこ

ろ，それらの元素はヨウ素の定量に妨害をおよぼさない

ことが認められた.

6. 添加回収実験実際試料に対する本試験法の定量

性を確かめるため， ワカメ，ノリおよびトロロコンブの

3種類の海藻類を選び，これにヨウ素 1μgおよび 2μg

を添加し，実験方法の項にしたがって回収実験を行なっ

た.その定量結果を Table1に，またそのガスクロマト

グラムを"Fig. 7に示す.Table 1に示すように平均82.4

.......，84.8%と良好な回収率が得られ，さらにそれぞれの回

収率における変動係数を求めたところ， 3. 89.......，4. 37%で

024  

Time (min) 
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Iodine Contents of Seaweeds Table 2. 

Av. (ppm) 

9.7 

2253.6 

2269.1 

535.4 

92.2 

Range (ppm) 

2.1- 29.5 

1868.1-2773.4 

1656.6-3306.0 

408.5-623.8 

70.3-114.2 

N 

5

4

5

5

2

 

Sample taken (mg) 

45.34-219.60 

4.91- 6.00 

4.05- 7.31 

83.07-104.45 

10.51-34.14 

Nori 

Tororokonbu 

Konbu 

日iziki

Wakame 

Sample 

6)鈴木房宗，小川

1975 

7) Creeclius， E. A.: Anal. Chem.， 47， 2034， 1975 

8)山本勇麓，熊丸尚宏，林康久ら:分析化学， 17， 

92， 1968 

9) Kumamaru， K.: Bull. Chem. Soc. J atan， 42， 

956， 1969 

10) Pundham， J. T.， Strausz， D. P.， and Strausz， K. 

1.: Anal. Chem.， 47， 2030， 1975 

11) Hasty， R. A. : Mikrochim. Acta， 348， 1971 

12) Hasty， R. A. : Mikrochim. Acta， 621， 1973 

13)小野江敏浩:分析化学， 12， 490， 1963 

14)日本公定書協会:第九改正日本薬局方，第一部，解

説書， B-71， 1976，広川書応

15) Hendrik， J. B.: J. Assoc. Offic. Agr. Chem.， 

60， 1307， 1977 

16) Whyte， ]. N. C.， and Englar， 

101， 815， 1976 

17)安達修一， 松江陸子，

491， 1978 

功，水上雅義:衛生化学， 21， 84， 

J. R.: Anαlyst， 

19， 川井英雄ら:食衛誌，

samples 

オーダーで取れるように灰化法を改善すれば，実際試料

に対する適用範囲が吏に拡大されるものと考えられる.

ま と め

ヨウ素とメチノレエチルケトンは容易に反応し3ーモノヨ

ード-2ーブタノンを生成することが確かめられた.なお，

この反応、は非常に再現性がよく，生成した3ーモノヨ{ド

ー2-プタノ γは強い電子親和性を有するため， ECD-GC 

によって徴量のヨウ素が定量可能である.さらに前処理

として酸素フラスコ燃焼法を用いることにより，迅速且

つ精度よく食品中のヨウ素の分析が可能であった.
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都内搬入米におけるカドミウム含宥量について

伊藤弘一汽原田裕文*

Contents of Cadmium in Brown Rice sent in Tokyo 

KOICHI ITO and HIROFUMI HARADA 

Keywords: :玄米 brownrice，カドミウム cadmium

緒言

昭和30年富山県神通川流域でイタイイタイ病が発見さ

れて以来，我々の主食である米中のカドミウム含有量が

問題となった. このことにより厚生省は，食品衛生法1)

において米中カドミウム含有量の安全基準を1.Oppmと

定めた.一方東京都においては 0.4ppmと独自の基準値

をもうけて，都民に消費される都内搬入米についてカド

ミウム含有量の実態調査を行なうこととなり，昭和48年

12月より現在に至るまで毎年実施してきた.今回著者ら

は過去8年間調査して得られた結果を統計処理し検討を

行なったところ二三の知見が得られたので報告する.

試料および方法

1. 試料昭 和48年12月より昭和55年3月までに各産

地より都内米穀倉庫に搬入された玄米をつぎの aおよび

bの条件で採取して分析検体とし，その約lOgを精密に

はかりとって試験に供した.

a. 単一検体 単一の俵または袋よりサシをもって採

取した玄米を検体とした.

60 

40 

20 

(N) 

50 

b.混合検体 厚生省告示の米の規格基準1)による方 40 

法〈以下公定法とする)，すなわち倉庫別または生産地別 30 

の検査ロットを設定し，各検査ロットごとの俵又は袋数

の平方根に相当する数の俵または袋よりサシをもってそ

れぞれ向量ずつを採取し，採取した玄米を十分に混和し

て検体とした.

20 

10 

50年

51年

(N) 

340 

160 

140 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

(pp4mX) 104 

2 3 4 X10吋

(ppm) 

全試料

52if~ 

4 X10-/ 
(ppm) 

4 XlO-/ 

(ppm) 

2. 試験方法 前処理操作および定量法は，厚生省告

示の公定法に基づいて行なった. すなわち，試料約 10g

を精密にはかりとり硫硝酸灰化法を用いて湿式分解した

のち，分解液をアンモニア水で中和し，ジエチノレジチオ

カルパミン酸ナトリウムを加え，反応して生じたカドミ

ウム錯体をメチルイソブ、チノレケトンで抽出し，抽出液に

ついて原子吸光法を用いて定量を行なった.

図1.搬入年別の玄米のカドミウム含有量の分布

結果および考薬

1. ヒストゲラム 比較的試料数の多かった単一検体

の昭和50年， 51年， 52年および全試料の合計を例にとり，

玄米中の各含有量に対する出現度数のヒストグラムを作

製したところ，図 lに示すような結果が得られた.図の

横軸はカドミウムの合有量 (ppm)をあらわす.図 1か

らわかるようにその分布は低含有量側にかたよりがみら

れた.一般にこのような分布パタ{ンは対数正規分布に

近似するために，含有量の常用対数をとってたストグラ

ムを作製したところ，図2にみられるようにほぼ正規分

布に近似することが認められた.なお負の対数値をとら

*東京都立衛生研究所理化学部徴量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjul印 刷1m，Tokyo， 160 ]apan 
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20 

0.55 1.11 1.67 0.55 1.11 1.67 

(N) 
60 

51年
50 

0.55 1.11 1.67 0.55 1.11 1.67 

図 2. 搬入年別による玄米のカドミウム含有量の

対数変換{直の分布

ないように含有量に 102を乗じて対数変換を行なった.

2. 搬入年別力ドミウム含有量搬入年別にカドミウ

ム含有量を調べるために，単一検体および混合検体につ

いて，検体数，含有量の範囲，対数平均値，対数標準偏

差，対数平均値および標準偏差から実数に復元した平均

値および標準偏差，合有量から直接求めた実数平均値お

よび標準偏差，都の基準である 0.4ppmをこえた検体数

およびその出現率をそれぞれ表 1に示した.平均値につ

いて図 1と比較してみると，実数の平均値よりも対数平

均値より実数に復元した値の方が実際の分布状態によく

適合していることが認められた.以後平均値はこの実数

復元値つまり幾何平均値を用いることとする.単一枚体

において，食品衛生法の規格基準 1.0ppmを上まわった

試料は，調査を開始した年の3.04ppmと翌年の1.34ppm 

の二試料のみで，以後基準を上まわる試料はみられなか

った.又都の規格基準0.4ppmを上まわる試料は52年の 9

検体を最高として，毎年数検体が検出された.一方混合

検体では1.Oppmを上まわる試料はみられなかったが，

0.4ppmを上まわる試料は毎年 1"'-'2検体が検出された.

そして全試料に対するカドミウム含有量平均値は，単一

検体において 0.062ppmであり混合検体では 0.087ppm

であった.

3. 搬入年別の平均値および基準趨過出現率の検定

単一検体について各搬入年別のカドミウム含有量につい

てF検定を行なったところ分散に有意差が認められなか

った.また各搬入年別の平均値の差の検定を行なったと

ころ表2に示すto値が得られた.49年-53年， 50年-54

年， 50年一55年， 52年-53年において 5%の危険率で有

意差が認められたが，その他においては有意差は認めら

れなかった.一方，混合検体においてはF検定， t検定

においてすべて有意差は認められなかった.次に各搬入

年別の基準超過出現率の差の f検定を行ない，得られ

た X02値を表3に示した. 単一検体においては，50年一

53年において 1%の危険率で有意差が認められ，また48

年一50年および49年一50年において 5%の危険率で有意

差が認められた.しかし，全体をとおしてみると， 2x 8 

分割表によって得られた χ02値は0.28となり ，X2(7， O. 05) 

昌弘.07と比較して有意差は認められなかった. また混

合検体においては，ふたつの搬入年ごとの有意差は認め

られず，全体としても χ0
2口 0.002となり ，X2(3， O. 05) = 

7.8と比較して有意差は認められなかった.

4. 政府管理米と自主流通米の比較政府管理米と自

主流通米とを比較するために，それぞれについて平均値

および標準偏差を算出し表4に示した.単一検体につい

ては，政府管理米の平均値は0.55ppmで、あり，自主流通

米の平均値は 0.062ppmであった.又混合検体において

は前者の平均値は 0.090ppmであるのに対し後者のそれ

は0.086ppmであった.しかしながら政府管理米と自主

流通米とのカドミウム含有量についてF検定を行なった

ところ分散には有意差が認められなかった.そして単一

検体と混合検体とについてそれぞれ政府管理米と自主流

通米との間で平均値の差の t検定を行なったところ，単

一検体，混合検体の両者とも，政府管理米と自主流通米

との聞において有意差は認められなかった.また基準超

過出現率においても有意差は認められなかった.

5. 生産地方見IJの比較生産地方加にカドミウム含有

量に対する出現度数のヒストグラムを図 3に示す.図の

横軸は含有量(ppm)を示す.国 3に示すように各地方別

においてその分布パターンには差異が認められた.すな

わち北海道においては含有量の分布は低含有量側に集中

しているが，東北地方の分布は低含有量側に集中しては

いるものの高含有量側へ漸次減少しながら尾をひく分布

を示した.また関東地方の分布は東北地方のそれにきわ

めて近似したノミタ {γを示した.これら三者に対し北陸

地方においては，分布は低含有量側から高含有量側へ台
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搬入年別カドミウム含有量表1.

単位:ppm 単一検体1) 

基準超過基準超過
出現率

イ直数実実数復元値対数変換値
範検体数搬入年

検体数

昭和48年

49年

50年

51年

52年

53年

54年

55年

6.7 

5.2 

1.5 

3.1 

2.8 

6.3 

1.4 

2.4 

3

8

4

5

9

8

1

1

 

標準偏差

0.453 

O. 146 

0.094 

0.123 

O. 108 

0.126 

0.090 

O. 109 

平均値

O. 192 

0.099 

0.090 

0.112 

O. 100 

O. 121 

0.097 

0.120 

標準偏差

0.035 

0.025 

0.029 

0.029 

0.028 

0.027 

0.022 

0.025 

平均値

0.079 

0.061 

0.054 

0.065 

0.061 

0.077 

0.071 

0.082 

標準偏差

0.538 

0.401 

0.465 

0.469 

0.452 

0.428 

0.341 

0.391 

平均値

0.898 

0.784 

0.731 

0.816 

0.786 

0.887 

0.851 

0.916 

閤

N. D. "，-，3.04 

N. D. "'-'1. 34 

N. D. "，-，0.68 

N. D. ，，-，0.72 

N. D. ，，-，0.70 

N. D. ，，-，0.70 

N. D. "，-，0. 54 

N. D. ，，-，0. 54 

45 

153 

274 

161 

323 

126 

73 

41 

3.3 39 0.142 0.105 0.028 0.062 0.450 0.795 N. D. ，，-，3.04 1196 計メ斗
日

N.D.=定量限界以下

2) 混合検体 単位:ppm 

基準超過基準超過
出現率

f直数実実数復元値対数変換{直
範検体数搬入年

検体数

昭和52年

53年

54年

55年

0 

1.5 

1.9 

1.8 

n
u
n
ρ
n
A
噌

i-

標準偏差

0.046 

0.100 

0.098 

0.079 

平均値

O. 180 

0.130 

O. 110 

O. 106 

標準偏差

0.013 

0.024 

0.023 

0.019 

平均値

O. 173 

0.093 

0.080 

0.086 

標準偏差

O. 169 

0.384 

0.353 

0.274 

平均値

1. 245 

0.969 

0.905 

0.933 

間

0.13"，-，0.24 

N. D. "-'0.49 
N. D. "，-，0. 56 

0.02"，-，0.47 

4 

136 

107 

57 

1.6 5 0.098 0.118 0.023 0.087 0.354 0.942 N. D. ，，-，0. 56 304 言十k-
日

N.D.=定量限界以下

搬入年別の平均値の差の t検定表 2.

o lm7 l ¥ ¥ ¥二二
ト~

;::::::;;:::::|¥11l 
i l l O62-F  

55 54 53 52 51 50 49 昭和48年

昭和48年

* 49 

* 水0.6819 

1. 0006 

50 

51 

141 

1.4245 0.0424 1.5129 5 

お=5.227，北海道一関東口6.689，北梅道一北陸=5.227，

東北一関東口1.653，東北一北陸=7.765，関東一北陸口

5.407であった. 図3のヒストグラムのパターンでも東

北地方の分布と関東地方の分布とはきわめて近似してい

**口(P<O.Ol)

状の分布を示し 0.2ppm附近より漸次減少するパタ{ソ

を示した.つぎに，地方別にF検定を行なったところ地方

別に差があることが推定されたので，各地方別の平均値

の差の t検定を行なった.得られた to値は北海道一東北

*=(P<0.05) 
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表 3. 搬入年別の基準超過出現率の f検定

昭和48年 49 50 51 52 53 

昭和48年 \~L * 
49 0.1370 I ------------------------- * 

~14: 8825 I 5. 1059 1~てト-~_ I I ** 
1-1 88521-1 均8~1-1 鮒 1-0o390 1 -~~_\ 

χ2(1， 0.05) =3.8414<* < X2(1， 0.01) =6.6349く料

表 4. 政府管理米と自主流通米におけるカドミウム含有量の比較

1) 単一検体

検体数

政府管理米 305 

自主流通米 525 

x2(1， 0.05)口 3.84146

2) 混合検体

政府管理米

自主流通米

検体数

106 

197 

範 囲 含有量 (ppm)

N. D. -----0.70 0.055土0.029

N. D. -----0.70 0.062土0.027

t (120， O. 05) = 1. 98 

範 囲 含有量 (ppm)

N. D. -----0.49 0.090土0.024

N. D. -----0.56 0.086土0.022

χ2(1， 0.05) =3. 84146 t (120， 0.05) =1. 98 

基検準体超数過

6 

9 

2 

3 

基出準現超率過

2.0 

1.7 

1.9 

1.5 

145 

54 55 

x20 t 0 

0.0695 1.3791 

x20 t 0 

0.0562 0.4620 

ることが示され， t検定の結果においてもこの両者は有 を示した.つぎに品種別にF検定を行なったところ品種

意差が認められず.この両者はきわめて近似しているこ 聞に差があることが推定されたので，各品種別の平均値

とが認められた.しかしその他の地方においてはそれぞ の差の t検定を行ない得られた to値を表6に示す.この

れO.1%の危険率で有意義が認められた. 表においてレイメイはすべての品種とにおいて 1%また

6. 品種別の比較都内で現在流通している比較的搬 は，0.1の危険率で有意差が認められた.また，その他0.1

入量の多い品種について各品種別にカドミウム含有量を %の危険率で有意差が認められた組合わせは，キヨニシ

表 5に示した.各品種の検体数の多少を考慮する必要が キーコシヒカリ，越路早生ーササニシキ，コシヒカリー

あると思われるが，表に示されたように各品種のカドミ ササニシキ， トヨニシキーササニシキであった.前項に

ウム含有量の平均値には差が認められた. 山上ら2)は， おいて栽培地域聞に有意差のあることが認められたが，

早生種においてカドミウム含有量が少なく，栽培期間の このことは表 6においても栽培地域の異なる品種におい

短い品種ほど含有量は少ないと述べているが，事実栽培 て有意差のあることにより十分裏づけられた.

期間の短いと思われる東北，北海道地方で栽培されてい 7. 間一品種における生産県別の比較 表6において

る品種であるレイメイの含有量は少なかった.また図 3 同一地方を主生産地とするトドロキワセ一日本晴に有意差

において北陸地方産の米のカドミウム合有量が高いこと が認められなかったのに対し，同一地方を主生産地とす

が示されているが，表5においてもこの地方を主産地と るトヨニシキーササニシキに有意差が認められたため，

する越路早生およひ、コシヒカリの含有量は比較的高い値 同一地方内においても生産県別に有意差のあることが推
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つぐ検体数であったが，含有量は倍という値を訴した.

つぎに東北，関東地方で生産されているトヨニシキにお

いては主生産県が秋田県のために，全体の値が高くなっ

ていると思われる.そしてこの品種において，秋田県を

除いた他の生産県産の米のカドミウム含有量は，他の品

種の含有量と比べて差異が認められなかった.また，関

東，北陸地方にて生産されているコシヒカリについてみ

ると，関東に比し新潟，官山および石川県は高い含有量

を示した.またこの北陸地方について越路早生を用いて

比較してみると，富山県産の米のカドミウム含有量は新

潟県産および石川県産の米の含有量に比し，倍の値を示

ヰ七

主=0.058

東

(N) 

220 

200 

180 

160 

140 

120 

100 

80 

60 

北海道

主=0.029

146 

(N) 

60 

30 

結論

1. 搬入年別の米のカドミウム含有量については，平

均値および都の基準超過出現率において経年的変化は認

められなかった. そして全試料の平均含有量は， 0.062 

ppmであり，基準超過出現率は3.3%であったが，食品

衛生法の規格基準1.Oppmを上まわった試料は48年およ

び49年に 1検体ずつが検出されたのみで、その後現在まで

検出されていない.

した.

40 

20 

20 

10 

3 4 XlO-1 

(ppm) 

3 4 XIO吋
(ppm) 

2. 政府管理米と自主流通米について比較したとこ

ろ，含有量平均値および基準超過出現率共に有意義は認

められなかった.

30 

10 

3. 生産地方別の比較において，北海道および青森等

の北東北地方産の米のカドミウム含有量は低く，北陸地

方産の米の合有量は比較的高い傾向を示した.東北地方

産と関東地方産との米のカドミウム含有量の分布は近似

したパターンを示した.

4. 品種別のカドミウム含有量について比較を行なっ

てみると，北海道等北日本を産地とする品種の含有量は

低く，北陸地方を主産地とする品種において高い傾向が

3 4 XIO・1
(ppm) 

図 3. 生産地方別の玄米のカドミウム含有量の分布

定された.そのために同一品種を用いて生産県別にカド

ミウム含有量について比較し表7に示した.まず東北地

方において生産されているキヨニシキおよびササニシキ

についてみると，いずれもその主生産県である山形県お

よひ、宮城県の僅が低いため全体としては比較的低い値を

示した.しかしキヨニシキにおいては，秋田県は山形県に

3 4 X10、I
(ppm) 

品種別のカドミウム含有量表 5.

単位:ppm 

体検メ当、
日混体検単

名種口
口口

量

0.062土0.025

0.093土0.028

0.121土0.017

0.073土0.020

0.101土0.027

O. 104土0.031

O. 109土0.018

0.092土0.030

有含囲

N. D. -----0.22 
0.02，，-，0.55 

0.03-----0.32 

N. D. -----0.36 

0.02"-'0.28 

N. D. -----0.49 

0.03，，-，0.26 

0.02-----0.30 

範検体数

d
品

梅

田

h
u
o
O

ヴ
4

A

U

O

O

Z

U

ヴ
4

1
i
τ
i

円

L

S

4

唱

止

内

L

τ

i

量

0.061土0.029

0.090土0.022

0.105土0.027

0.054土0.026

0.066土0.021

0.082土0.028

0.076土0.022

0.033土0.080

有含間

N. D. ，...__1. 34 

N. D. ，...__0.41 

N. D. ，...__0.70 

N. D. -----0.54 

N. D. ，...__0.42 

N. D. ，...__3.04 

N. D. ，，-，0.42 

N. D. ，，-，0.70 

範検体数

131 

94 

101 

261 

32 

196 

48 

46 

キヨニキシ

越路早生

コシヒカリ

ササニシキ

トドロキワセ

トヨニシキ

日本晴

レイメイ
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キヨニシキ 越路早生 コ、ンヒカリ ササニシキ ワトド キセ トヨニシキ 日本晴 レイメイ

キヨニシキ~ ** *** * *** 

越路早生 2.8974 ~ *** *** 

コシヒカリ 3.9266 1. 2092 ~ ** * *** 

サ サニシキ 1. 2962 4.6561 5.9543 ~ *本* * ** 

トドロキワセ 0.3343 1. 9546 2.3066 1. 1529 
¥五¥三¥J下!て 紳

トヨニシキ 2.5044 0.6841 1. 9097 4.6775 1. 1526 I ~ *** 

日 本 晴 1. 2500 1. 1826 1. 9786 2.3780 O. 7009 I O. 52町民芸
レ イメイ 3.5014 6. 1556 6.4002 3.2244 

表 6.

***=(Pく0.001)**=(Pく0.01)*=(Pく0.05)

同一品種における生産県別カドミウム含有量表 7.

単位:ppm キヨニ、ンキ1) 

体検ぷ』
口混体検単

量

0.050 

0.098土0.018

0.043土0.029

有合囲

0.05 

0.04'"'-'0.18 

N. D. '"'-'0.25 

範検体数

1

6

7

 

』望ー
主主主

0.043土0.016

0.085土0.033

0.048土0.025

0.062土0.032

有
ρ、
凶間

0.03'"'-'0.10 

N. D. '"'-'1. 34 
N. D. '"'-'0.19 

N. D. '"'-'0.66 

範検体数

n
u
c
u
n
δ

四

b

4

6

1

 

名

手

田

形

島

岩

秋

山

福

県

越路 早 生

新

寓

石

0.091土0.022

0.163土0.026

0.053土0.031

0.02'"'-'0.30 

0.05'"'-'0.55 

0.02'"'-'0.26 

P
O

民

U
A
A

0.085土0.021

O. 144土0.021

0.046土0.028

N. D. '"'-'0.34 

0.02'"'-'0.41 

N. D. '"'-'0.23 

8
ι
τ
n
u
q
o
 

p
O
司

i

噌

i

潟

山

)[1 

2) 

コシヒカリ

茨

栃

千

新

富

石

0.14 

0.059 

0.117土0.016

O. 133土0.017

0.175土0.014

O. 155 

0.14 

0.05'"'-'0.07 

0.07'"'-'0.26 

0.07'"'-'0.28 

0.13'"'-'0.32 

0.12'"'-'0.20 

1

2

7

8

5

2

 

0.034土0.079

0.073土0.023

0.091土0.027

0.110土0.028

0.197土0.017

0.139土0.028

N. D. '"'-'0.47 

N. D. '"'-'0.38 

0.02'"'-'0.46 

N. D. '"'-'0.50 

0.08'"'-'0.67 

N. D. '"'-'0.70 

円

L
o
o
n
u
q
a
p
o
a
ι
τ

噌

i

噌

i

1
ム

nr副
司

i

噌

i

城

木

葉

潟

山

川

3) 

トヨニシキ

岩

秋

福

茨

栃

0.093土0.018

0.233土0.025

0.084土0.044

0.102土0.025

0.082土0.015

0.05'"'-'0.16 

0.14'"'-'0.47 

N. D. '"'-'0.49 

0.03~0.25 

0.05'"'-'0.11 

q

U

Aせ

q

u

d吐
内

J

1
i
 

0.074土0.028

O. 108土0.030

0.069土0.031

0.077土0.020

0.052土0.019

N. D. '"'-'0.62 

N. D. '"'-'3.04 

N. D. '"'-'0.62 

0.02~0.22 

N. D. '"'-'0.12 

q
a
n
U
に

u
m
h
u
可
d

d
任

P

0

8
告

1

i

1

4

手

田

島

城

木

4) 
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ササニ、ンキ

山

宮

岩

秋

福

0.072土0.017

0.073土0.020

0.097土0.021

0.05 

0.062土0.034

0.04........0.15 

0.02........0.36 

0.06........0.16 

0.05 

N. D. ，，-，0.14 

ロ
U
A
U
R
U
噌

i-

円。

q
d
 

0.080土0.021

0.049土0.026

0.049土0.032

0.032土0.032

0.037土0.024

N. D. ........0.34 

N. D. ，，-，0.54 

N. D. ，，-，0.33 

N. D. "-'0.13 

N. D. ，，-，0.17 

60 

161 

17 

7 

12 

形

城

手

田

島

5) 

認辞 本調査に御使宜をはかつていただいた東京都都

民生活局米穀課佐々木主査をはじめ，その他の職員各位

ならびに衛生局食品監視課の方々に深謝致します.

文献

1)厚生省， “食品， 添加物等の規格基準の一部改正に

ついて"(昭和45年10月23日，環食第473号，厚生省

環境衛生局長通知〉

2)環境庁土壌農薬課:公害と防止対策，

1973，白亜書房

土壌汚染，

認められた.また向一品種において生産県を比較してみ

ると，生産県による有意差が認められたため，生産地の

土壌により含有量が大きく左右されていることが推定さ

れる.

今回検討した結果，経年変化が認められなかったこと

により，毎年規準を上まわる米が出現する危険性がある

ことが推定される.そのために我々は恒常的に玄米中の

カドミウム合有量のチエヅクを行なっていく必要がある

と思われる.
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東京都における PCB汚染の実態について(第 8報〉 食品中の PCB含有量調査

山崎靖子*，山野辺秀夫汽鈴木助治汽原田都文*

Survey of PoIIution with Polychlorinated Biphenyls in Tokyo CVIH) 

Polychlorinated Biphenyl Concentrations of Foods 

KIYOKO Y AMAZAKI*， HIDEO Y AMANOBE汽 SUKE]ISUZUKI* and HIROFUMI HARADA * 

Keywords:ポリ塩化ピフェニ{ノレ PolychlorinatedBiphenyl，汚染 pollution，食品 foods，母乳 humanmilk 

著者らは都内のポリ塩化ピブェニ{ノレ〈以下 PCBと 汚染度は低下し減少傾向から横ばい状態になったことが

略す〉による汚染状況を把握するため，主に食品中の わかる.

PCB含有量の継続調査を行なってきた1) 魚介類の内臓は前回と同じ魚種について検査したが，

今回は新たに輸入魚介類および魚肉練製品を中心とし 大きな変動はなかった (Table2). 

た水産加工品の調査も行なったので，併せて1979年度の 輸入魚介類はエピ42検体，イカ11検体について調査し

結果として報告する.

実験方法

調査試料は 1979年 4月より 1980年3月までに入手し

た.内訳は東京都築地中央卸売市場より搬入した魚介類

49種類139検体，東京湾内で採取した魚介類3種類89検体，

輸入魚介類2種類53検体，都内の小売屈から入手した水

産加工品30検体，食肉 7種類40検体，鶏卵20検体，乳製

品6種類75検体，ベピ{フ{ド10検体，容器包装紙24検

体および都内在住の産婦から提供された母乳20検体，合

計500検体である.

操作および定量は第2報2)と同様，厚生省による統一

分析法に基づき，アルカリ分解法による前処理ののち，

ECDガスグロマトグラフイ{を用いて PCBを定量し

た.

結果

市場入荷魚介類の可食部の PCB測定結果を Table1 

に示す.なお， 0.005ppm未満は不検出とし， O.OOppm 

として示した. 139検体について検査したところ， 0.01 

ppm以上の PCBを検出したものは全体の 57.6%であ

り，平均値は0.03ppmであった.これらのうちで最高値

を示したものはイサキの0.53ppmで、あり，平均値がO.10 

ppm 以上の魚種はイサキ，コノシロ，マダラ，サワラ，

スズキ，タチウオであるが，いずれも暫定規制値を越え

たがいずれからも検出されなかった.

水産加工品については魚肉練製品を中心に今回初めて

調査を行なった. 30検体中6検体からPCBが検出され，

平均値は0.02ppm，最高値はサメおよびスケトウダラの

卵を原料とした人造からすみの0.17ppmであり，以下サ

ラシ鯨，丸干各0.08ppm，ほっけ薫製0.07ppm，アンコ

ウ肝水煮缶詰0.06ppm，つみれO.Olppmであった.この

他皮はぎ，くらげ，するめ，鮫油，かまぼこ，はんべん，

ちくわ，すじ，いか塩辛， うに，明太子，さきいか，か

つお節からはいずれも検出されなかった.

東京湾で、採取したアサリ 29検体，ボラ，コノシロ各30

検体について PCB含有量を測定した結果を Table3に

示す.アサリは 0.00ー 0.02ppm，平均O.Olppmであっ

た. また， 荒川河口の三枚洲で、採取したポラは 0.02-

0.26ppm，平均0.09ppm，コノシロはO.13-0. 99ppm， 

平均0.38ppmであり，前述の市場に入荷した同魚種の平

均値O.03ppm， O. 15ppmのほぼ3倍にあたる濃度を示し

た.内臓についても市場入荷の両魚種に比べてやや高い

濃度が認められた.

乳製品の PCB濃度測定結果を Table4に示す.バタ

ー，チ{ズ，育児用粉乳，牛乳および今回新たにコンデ

シスミルクを加えたが生グリームなどもこれに含めた.

育児用粉乳および牛乳からは検出されず，バターは12検

るものは見られなかった.また，可食部全体の平均値を 体中 7検体，チ{ズは22検体中11検体，コンデンスミノレ

年度毎に比較すると， 1973年から順に0.15，0.09， 0.06， グは 1検体から検出されたが，いずれも低濃度であった.

0.04， 0.03， 0.05， 0.03ppmとなり， PCB高濃度魚種 母乳は都内在住の出産後4-60日の産婦20名から提供

が比較的多かった前回の調査を除けば， 魚介類の PCB された.全乳中では0.011-0.047ppmの範囲で全検体か

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Concentrations of PCB in Fishes Table 1. 

PCB concentration in fish meat (ppm wet wt.) 

Mean Range 

Ainame (greenling， Hexagrammos otakii) 
Aji (horse-mackerel， Trachrus trachrus) 
Anago (conger eel， Astroconger myriαster) 
Ankimo (angler liver) 

Anko (angler， LOjうhiuslitulon) 
Ayu (ayu sweetfish， Plecoglossus altivelis) 
Bora (grey mullet， Mugil cethalus) 
Buri (yellow tail， Seriolαquinqueradiata) 
Hatahata (sandfish， Arctoscotus jaρonicas) 
Hirame (flounder， Paralichthys olivaceus) 
Houbou (gurnard， Ctzelidonichthys kumn) 
Isaki (grunt， Paratristitoma trilineatum) 
Ishimochi (croaker， Argyrosomus argentatus) 
Itoyori (Nemiρterus virgatus) 
1 washi (sardine， Sardinos melanostictα〉
Kaki (oyster， Crassostrea gigαs) 
Kamasu (barracuda， S，ρhyraena jaρonicus) 
Kasago (scorpiofish， Sebastiscus marmoratus) 
Katsuo (bonito， Katsuwonus telamis) 
Kawahagi (filefish， Steρhω101etis cirrhifer) 
Kinki (Sebαstolobus macrochir) 
Koi (carp， CYlうrinuscαrtio) 
Konoshiro (gizzard shad， Clutanodonρunctatus) 
Kotama-gai (Gomρhina melanaegis) 
Madai (sea bream， Chrysoρhrys major) 
Madako (octopus， Octotus vulgαris) 
Madara (codfish， Gadus mαcrocethalus) 
Mafugu (fugu， Fugu vermicularisρorjうhyreus)
Magarei (flat fish， Limαnda herzensteini) 
Maguro (tuna， Thunnus thynnus) 
Mahata (E，ρineρhelus seρtemfasciαtus) 
Managatsuo (harvest fish， Pamρus argenteus) 
Masu (trout， Oncorhynchus mαsou) 
Mebaru (gopher， Sebαstes inermis) 
Mejina (opaleye， Girella tunctαtα) 
Menuke (rockfish， Sebastes matsubα仰の
Mutsu (japanese bluefish， Scombrots boots) 
Nijimasu (rainbow trout， Salmo gairdnerii irideus) 
Saba (mackerel， Pneumotoρhorus jαρonicus) 
Sake (salmon， Oncorhynchus kete) 
Sanma (mackerel pike， Cololabis sairα〉
Sawara (spanish mackerel， Scomberomorus nithonius) 
Sayori (haHbeak， Hemirhαmthus sajori) 
Silver fish 
Suketo-dara (walleye pollack， Therαgra chalcogrαmmα〉
Surume-ika (cattlefish， Todaradesραcificus) 
Suzuki (perch， Lataolαbrax jaρonicus) 
Tachiuo (hairtail， Trichiurus leρturus) 
Tobiuo (flying fish， Prognichthys agoo) 
Unagi (eel， Anguilla jαρonicα〉

Total 

0.05 

0.02 

0.04 

0.09 

0.00 

0.01 

0.03 

0.06 

0.02 

0.01 

0.01 

0.18 

0.00 

0.00 

0.03 

0.04 

0.03 

0.00 

0.00 

0.00 
0.04 
0.00 
0.15 
0.00 
0.01 
0.00 
0.12 
0.02 
0.00 
0.01 
0.00 
0.00 
0.01 
0.01 
0.01 
0.01 
0.09 
0.00 
0.03 
0.00 
0.02 
0.11 
0.07 
0.00 
0.00 
0.00 
0.16 
O. 16 
0.00 
0.01 

0.02-0.07 

0.00-0.11 

0.00-0.01 

0.01-0.05 

0.02-0.14 

0.12-0.18 

0.02-0.07 

0.00-0.01 

0.00-0.53 

0.02-0.06 

0.01-0.07 

0.01-0.06 

0.00-0.07 

0.01-0.02 
0.02-0.32 
0.02-0.11 

0.11-0.21 
0.12-0.20 
0.00…0.01 
0.00-0.01 

0.00-0.01 
0.00-0.01 

0.00-0.02 

N 

2
8
1
1
1
4
3
8
1
1
2
3
1
1
3
3
5
1
3
1
1
2
3
1ム

7
2
1ム

1
6
2
1
2
2
3
1
1
1ぬ

3
4
2
2
5
2
1
1
8
2
2
4
3

吋'・
a

Sample 

0.03 

N: number of samples 

0.00-0.53 139 



ら検出され，平均 0.022ppmであった.脂肪中濃度でみ

ると， 0.380-1. 032ppm，平均 0.614ppmとなり，前回

の調査結果1)である全乳中平均濃度 0.023ppm，脂肪中

平均濃度0.633ppm，と比べて変化は認められなかった.

肉類は豚肉，豚肝，ラ{ド〈動物性油脂)，牛肉， 牛

肝，鶏肉， 鶏肝，鶏卵について PCB濃度を測定した

くTable5). 肉類は検出されないものが多く，平均値で

は鶏卵が0.02ppmを示した他はO.OOppmであった.

びん詰めのベピ{プ{ド 10検体からはいずれも PCB

は検出されなかった.
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PCB Concentrations in Viscera (ppm) 

京東

Table 2. 

Mean 

0.08 

0.07 

0.20 

0.05 

0.35 

0.08 

1. 12 

Range 

0.00-0.43 

0.08-0.36 

0.02-0.08 

0.26-0.43 

0.00-0.25 

0.44-1. 80 

N 

7

1

3

4

2

8

2

 

Aji 

Bora 

Konoshiro 

Saba 

Sayori 

Surume-ika 

Suzuki 

Sample 

N: number of samples 

PCB Concentrations in Fishes Collected from Tokyo Bay (ppm) Table 3. 

Mean 

円

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

可
4

0

0

庁

t

n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
U
噌

i
n
d
n
o

札

仏

仏

仏

a
a
a
仏

仏

仏

Range 

0.00-0.02 

0.00-0.01 

0.00-0.02 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

0.02-0.26 

0.04-0.54 

0.13-0.99 

0.10-1. 68 

N 

5

5

5

5

4

5

0

0

0

0

 

q
u
q
u
Q
d
q
u
 

Sampling station 

Ohi 

Futtsu 

Kisarazu 

Kanazawahakkei 

Jinkonagisa 

Sanmaizu 

Sanmaizu 

Sanmaizu 

Sanmaizu 

Sanmaizu 

Asari 

Bora 

Bora (viscera) 

Konoshiro 

Konoshiro (viscera) 

Sample 

N: number of samples 

PCB Concentrations in Dairy Products Table 4. 

n
-
J
 

・1
1

n
p
 

o
p
A
 

.
U
(
 

a
 

-

B

L

T

・b

-むー

a

n
i
l
 

白

h
n-b 

o
a
 

p
U
4
L
 

F
M
 

B
m
 

c
d
 

p
と

PCB concentration in 
wet material (ppm) 

N Sample 

Mean 

0.05 

0.01 

0.00 

0.01 

0.01 

0.614 

Range 

0.00 -0.17 

0.00 -0.02 

0.00 -0.02 

0.00 -0.06 

0.00 -0.04 

O. 380-1. 032 

Mean 

0.02 

0.01 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.022 

0.00 -0.07 

0.00 -0.04 

0.00 -0.01 

0.00 -0.01 

Range 

の，
U
F
O
P
O
A
U
噌

i
n
u
n
u

噌

i

苛

i

噌

i

噌

i
n
L
n
L

Butter 

Natural cheese 

Process cheese 

Modified milk powder 

Condensed milk 

Milk 

Human milk 0.011-0.047 

乳製品，母乳，ベピ{ブ{ド，容器包装紙についてPC

B含有量を調査したがいずれも暫定規制値以下であっ

た.このうち魚介類については， PCB濃度は全般に低

下し，減少傾向から横ばいの状態にあることが認めら

れた.その他のものも PCB汚染の度合は例年と同様に

極めて低いものであった.また，今回新しく調査品目に

N: number of samples 

容器包装紙は24検体について検査した.ポリエチレシ

製の密閉容器のフタ 1検体から 0.04ppmが溶出された

が，その他の合成樹脂製容器，ぬり箸，木製容器，紙製

容器，紙ナプキンからは検出されなかった.

まと め

1979年度に都内で入手した魚介類，水産加工品，肉類，
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Table 5. PCB Concentrations in Meats (ppm) 

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H，31-1， 1980 

Sample N 

Pod王 5 

Pig liver 5 

Lard 10 

Beef 5 

Cow liver 5 

Chicken 5 

Chicken liver 5 

Hen's egg 20 

Range Mean 

0.00 

0.00 

0.00--0.01 0.00 

n
u
 

n
u
 

nu 
0.00--0.02 0.00 

0.01--0.03 0.02 

0.00--0.01 0.00 

0.00--0.01 0.00 

N: number of samples 

加えた輸入エピ，イカ，動物性油脂，ベピ{フ{ドから

は PCBは検出されず，水産加工品についてもほとんど

が不検出であった.

謝辞 本調査にご協力いただいた東京都衛生局獣医衛

生課，食品監視課ならびに母子衛生課の方々に深謝いた
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東京都における水銀汚染の実態について(第7報〉 魚介類中の水銀含有量調査

雨宮 敬*，竹内正博*，原田裕文*

Survey of PoUution with Mercury in Tokyo (VII) 

Mel'cury Content of Fish and SheIIfish 

T AKASHI AMEMIY A *， MASA百IROT AKEUCHI* and HIROFUMI HARADA * 

瓦eywords:総水銀 totalmercury， メチル水銀 methylmercury，魚 fish，定量 determination 

はじめに ppmであった.このものは体長60cm台であった.

著者らは， 1973年(昭和48年〉以降食品汚染調査のー いっぽう，今回の調査に用いたハモは体長70cmほど

環として魚介類中の水銀含有量を測定し，各年度ごとに の中型のもので，これらは福岡県福間市に水揚げされた

報告してきた1ーの.今回は 19.79年度における調査結果を ものであった.総水銀含有量の平均値は0.15ppmで，最

報告する. 高舘は0.18ppmであり，規制値をこえるものはみられな

実験方法 かった.また，過去の調査においても中型のものは，今

1. 試料 1979年4月から1980年3月までの 1年聞に 回同様0.20ppm前後を示しており，体長 1m以上の大型

東京中央卸売市場から搬入された魚13種目検体，ェピ42 のものは規制値をこえているものがいくつかみられた.

検体〈シュリンプ34検体， ロブスタ ~8 検体)， イカ 11 つぎにキシメダイ 1検体について調査した.これは静

検体，カキ 1検体および水産加工品30検体の計 135検体 岡県下回市に水揚げされたもので，体長60cmほどの大

である. 型のものであった.総水銀含有量1.08ppm，メチノレ水銀

2. 操作および定量総水銀，メチル水銀のいずれも 含有量0.91ppmを示し，規制値をはるかにこえていた.

前報らわに述べた操作法にしたがって定量を行なった. キンメダイは過去の調査においても高濃度の水銀を検出

結果および考察 しており， 1977年度の調査のでは最高1.79ppmという値

可食部を調査した結果を Table1に示す.結果は前 を示した.キンメダイは深海魚であり，過去の調査結果

報1)の総水銀およびメチル水銀の回収率実験にしたがっ と同様，今回も高値であった.

て補正した. そこで，前に述べたスズキ，ハモおよびキ γメダイの

今回の調査に用いた魚のうちスズキおよびハモは過去 総水銀含有量に対するメチノレ水銀含有量の比率を算出し

の調査において高値を示した魚種であるので，今回も 5 てみたところ，それぞれ84.0~， 83.0~ ， 84.3~であっ

検体ずつ調査した. た.

スズキ 5検体の水揚げ先は千葉県銚子市である.今回 その飽の魚種については，カマスおよびマダラから総

調査したスズキは体長50cm台のもの 3検体および60cm 水銀含有量0.22ppmが検出された.しかし，規制値をこ

台のもの 2検体であり，前者の総水銀含有量の平均値は すものはみられなかった.

0.31ppm，後者は0.39ppmであった.前年度目〉にスズキ つぎに輪入もののエピおよびイカを調査した.これら

48検体について体長と総水銀含有量との関係を調査した を捕獲した海域は東南アジア，アフリカ西海岸，南米な

ところ，体長 50cm台のものは0.30ppm前後に集中して どの外洋である.エピおよびイカは足の部分が除去され

おり，総水銀の規制値0.40ppmをこえるものはみられな ていたため，大きさは不明であった.

かった.しかし， 60cm台では5検体が規制値をこえて まずエピはシュリ γ プ34検体，ロブスタ ~8検体調査

いた.今回も前報6)と同様の傾向を示していた. したところ，ロブスタ{から 1検体ではあるが，総水銀

今回調査したスズキ 5検体のうち 1検体が総水銀の規 含有量0.43ppmおよびメチル水銀含有量0.36ppmを検出

制値0.40ppmおよびメチル水銀の規制値0.30ppmをこえ し，規制値をこえていた.その他のエピは総水銀含有量

ており，総水銀含有量0.44ppm，メチル水銀合有量0.38 0.10ppm前後であった.

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 16ο 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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Mercury Content of Muscle in Fish and Shellfish 

T-Hg (ppm) 
Range 
(Mean) 

Me-HgjT -Hg (%) 
Range 
(Mean) 

M←Hg (ppm) 
Range 
(Mean) 

Table 1. 

N Sample Name 

80.0 

86.4 

50.0 

66.7 

80.0 

84.3 

0.08 

く0.01

0.19 

0.01 

0.02 

0.12 

0.91 

く0.01-0.01

82.1-86.4 
(84.0) 

81. 8 

80.0-86.7 
(83.0) 

80.。
87.5 

75.0 

85.7 

く0.01

0.23-0.38 
(0.29) 

O. 18 

0.08-0.15 
(0.12) 

0.08 

く0.01

0.07 

く0.01-0.11
(0.03) 

<0.01-0.36 
(0. 12) 

く0.01-0.11
(0.03) 

0.10 

0.02 

0.22 

0.02 

0.03 

O. 15 

1. 08 

0.01-0.02 
(0.01) 

0.01 

0.28-0.44 
(0.34) 

0.22 

0.10-0.18 
(0.15) 

0.10 

0.01 

0.08 

0.01-0.13 
(0.04) 

0.01-0.43 
(0.14) 

0.01-0.13 
(0.04) 
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Ginanago Anago anago 

Kinki Sebastolobus mαcrochir 

Kinmedai Beryx sρlendens 

Konoshiro Punctatus 

T

4

9
臼

q
u
A晶
民

υ
a
U
ヴ
4

0

0

2 

5 

Kohada Y oung Punctatus 

Suzuki (Bass) Lateolabrax jaρonicus 
9 

10 

1 

5 

Tara (Cod) Gadus macroceρhalus 
Hamo (Sea eel) Murαenesox cinereus 

11 

12 

噌
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F

D
噌

i
a
n官

唱

止

円

。

Ha taha ta (Kind of hard圃finnedfish) 

Bora (Mullet) Mugil cePhalus 

Managatsuo (Butter fish) Pamρus argenteus 

Ebi (Shrimp) 

3

4

5

6

 

τ
i
噌

止

噌

よ

噌

1-

8 Ebi (Lobster) 17 

50.0-84.6 
(81. 0) 

11 Ika (Cuttle fish) 18 

つぎに，さらしクジラは0.18ppmの総水銀含有量を示

した.

Table 2に示したように乾燥した加工品あるいは調味

処理した加工品の調査をしたが，ほとんど総水銀含有量

は0.10ppm前後であった.

しかしながら，日常それらのものを食する機会が魚同

様多いため，監視ならびに調査を今後も継続していくこ

とが望まれる.

まとめ

1. 魚，輸入エピ，輸入イカおよび水産加工品につい

て調査した.総数135検体である.

2. キンメダイ，一部のスズキおよびエピ〈ロブスタ

~)が規制値をこえていた. それぞれ総水銀含有量は

1. 08ppm， O.44ppm， O. 43ppmであった.

3. 加工品はハ γベンおよびスジから高い値の水銀が

検出された.総水銀含有量は前者が1.17ppm， O. 81ppm， 

O. 59ppm， O. 54ppmで，後者は0.40ppmであった.

4. 今後もキンメダイはじめ，過去に高値を示した数

イカについては 11検体調査したが， ほとんどが 0.10

ppm 以下の総水銀含有量で，規制{直をこえるものはみら

れなかった.

つぎに魚肉などを原料とした水産加工品30検体の調査

結果を Table2に示す.

ここにみられるように深海ザメから製造した食用油を

のぞくすべての試料からかなり高濃度の水銀を検出し

た.最も高い{直を示したものはハ γベγで，総水銀含有

量は， O. 54ppm， O. 59ppm， O. 81ppmおよび1.17ppmで

あった.これはノ、 γベンの原料に水銀含有量が多いとい

われているサメ類2，めを用いているためで、あろう. また

過去の調査1)によるハシベン 5検体の結果も高値で，最

高値0.51ppm，平均値0.45ppmであった.その他スジか

ら0.40ppmの総水銀合有量を検出した.

さらにカマボコ，チクワ，ツミレなどの練製品につい

ては0.10ppm程度と比較的低値であったが，これらはス

ケソウダラ，アジなどのような水銀含有量の少ない魚種

を原料としているためで、あろう.

N: number of samples 
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h在ercuryContent of Marine Products Table 2. 

n
 

a
 

白
」M

 

、3
ノm

 
p& 。ι

/
t

、g
 

H
 

T
m
r
 

n
 

a
 

R
 

N 

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

 

噌

i

噌

i申
噌

i

噌

i

噌

i

噌

i

噌

i

噌

i

噌

i

噌

i

0.07 

0.16 
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Sample Name 

Ankimo (Angler's liver; canned) 

Kunsei; Ika (Dried cutt1efish) 

Binzume; Uni (Sea urchin; bottled) 

U rumeiwashi (Dried roung herring) 

Katsuobushi (Dried bonit) 

Kamabolω(Boild fish-paste) 

Karashimentaiko (Dressed with mustard pollack roa) 

Karasumi (Dried mullet roa) 

Kawahagi (Dried skinner) 

Kurage (Jellyfish) 

Sarashikujira (Bleached whale) 

Shokuyoyu; Aizame (Shark oil) 

Suji (Boiled fish-paste) 

Tatamiiwashi (Sardine paper) 

Hidara (Dried codfish) 

Chikuwa (Boiled fish.paste) 

Hanpen (Cake of pounded fish) 

Kunsei; Hold王e(Smoked Lockington) 

Binzume; Ika (Salted guts of cuttlefish) 

裕文，戸谷哲也，松本

122， 1976 

4)雨宮敬，竹内正博，伊藤弘一，江波戸事秀，原田

裕文:東京衛研年報， 28-1， 104， 1977 

5)雨宮敬，竹内正博，伊藤弘一，江波戸事秀，原田

裕文:東京衛研年報， 29-1， 167， 1978 

6)雨宮敬，竹内正博，原田裕文:東京衛研年報， 30 
-1， 137， 1979 

7)竹内正博，江波戸事秀，伊藤弘一，雨宮敬，原因

裕文，戸谷哲也:東京衛研年報， 25， 133， 1974 

茂:東京衛研年報， 27-1， 

N; number of samples 

種の魚についてひきつづき調査を行なう予定である.

謝辞 本調査を行なうにあたり御使宜をはかっていた

だいた東京都衛生局環境衛生部食品監視課の諸氏に深謝

いたします.
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東京湾のアサリと底質中の重金属分布 (1978"-'1979)

堀井 昭三穴山岸達典*，宮崎奉之*，金子誠二寸

村上 一*

Distribution of Trace Amounts of Heavy MetaIs in Short回NeckedClam and 

SIudge in ToI王yoBay (1978，，-，1979) 

SHOZO HORII*， T A TSUNORI Y AMAGISHI*， TOMOYUKI MIYAZAKI*， SEI]I KANEKOキ

and HA]IME MURAKAMI* 

瓦eywords:アサリ short幽neckedclam，重金属 heavymetal，分布 distribution，底質 sludge，濃度 concent印刷

tion， 東京湾 TokyoBay 

1975年以降，著者らは東京湾内産の魚介類を対象にし

て，重金属1)と有機塩素系化合物2-4)のモニタリ γグを実

施している.本報では， 1978年と1979年の 2年聞にわた

る湾内のアサリと底質中の重金属の分布について報告す

る.

材料および方法

1. 試料の採取試料は， 1978年と1979年の 5月から

9月までの期間に東京湾沿岸の下記の採取地点から，毎

月1回の割合でアサリと底質を約1kg採取し，アサリ 53

底質55計108例を対象にした.

2. 試料の採取地点 1978年の採取地点は，葛西沖三

枚測し大井埠頭，千葉市中央港，富津市富津公園および

木更津市人工島〈以下三枚洲，大井，千葉港，富津，木

更津と略す〉の計5ケ所とした.しかし， 1979年になり，

前年の採取地点のうち，千葉港での採取が困難になった

ため，これに代る採取地点として，窟西沖人工なぎさ，

神奈川県野島崎公閤前(以下人工なぎさ，神奈川と略す〉

を選び，試料を採取した.

3. 試料の調製 アサリは採取後水洗し 2'"'-'3%食塩

水中に 1'"'-'2日開設演後，むき身を均質化し分析試料と

した.一方，底質は，風乾し飾 (lmm)にかけたものを

分析試料とした.

4. 試薬各元素標準液は和光純薬製，硝酸，塩酸お

よび硫酸は関東化学製超特級を使用した.

5. 装置 原子吸光分析装置は日本ジャーレノレアッシ

ュ社製 AA-8200型にフレ{ムレスアトマイザ~ FLA10 

型および徴量ヒ索測定装置 ASD-1A型を付‘したものお

よび島津 UV-200型をそれぞれ使用した.

6. 分析操作

1)鉛(Pb)，コバルト (Co)，カドミウム (Cd):試料

1"'-'5gを乾式灰化後， 10%硝酸数 mlで湿潤させたのも，

乾燥させ，再び10%硝酸数mlを加え水で定容し， D2ラ

N 

l 
T 

Fig. Sampling Stations in Tokyo Bay 

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

2ι1， Hyal，王unincho3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Concentrations of Heavy Metals in Short-Necked Clam (Wet Base ppm) 

Station Pb Co Zn Cd Cu T~Hg As 

1978 (n=5， *n=2) 
Sanmaizu Range 0.05"-' 0.11---... 19-- 0.04---... 0.6.-... 0.070---... 1. 00.-... 

o. 10 0.18 25 0.08 1.4 0.179 1.57 
文 0.08 o. 14 22 0.06 1.0 o. 108 1. 35 
σ 0.02 0.03 2 0.02 0.3 0.038 0.22 

Ohi Range 0.10"-' 0.09---... 19"-' 0.07"-' 1.1.-... 0.090---... 1. 04---
o. 13 o. 16 28 o. 11 1.6 o. 192 2.00 

x 0.11 o. 11 23 0.09 1.5 o. 127 1.71 
σ 0.01 0.02 4 0.02 0.2 0.036 1. 23 

Chibako* Range 0.06"" O. 13---... 25 0.03'"'-' 0.9'"'-' 0.080---... 1.23'"'-' 
0.07 O. 14 0.04 1.3 0.096 1. 83 

Futtsu Range 0.06，，-， 0.13，，-， 15---... 0.02---... 0.8----- 0.078----- 1. 32---... 
0.11 0.22 22 0.05 1.3 O. 184 2.34 

x 0.08 O. 18 18 0.03 1.1 0.108 1. 77 
σ 0.02 0.04 2 0.01 0.2 0.038 0.39 

Kisarazu Range 0.05 ........ 0.09----- 14'"'-' 0.02'"'-' 0.8--- 0.056----- 0.68---... 
o. 10 0.26 28 0.08 1.2 0.143 2.86 

x 0.07 0.18 21 0.05 1.1 0.108 1.71 
σ 0.02 0.06 5 0.02 o. 1 0.032 0.71 

-ーー---刷、.-~ ~ ~情"・ー--悼柿酔"“・・・ーー"・・ーー・-------・ー・・---------_..--------ーー・・幽岨・ー・晶画ーー--・・・ーーー・・・・・・・・朝眉帽幽・・ーーー・旬曹---掛--_.幽帽・ーー・・ー-ーー"・・圃脚ー・輔--開眉・.圃---悼岨・・・・ーー・白骨脚"ーーーーーーー--ーー--_.

1978ー玄 0.08 o. 15 22 0.06 1.2 o. 111 1. 62 

" σ 0.02 0.05 4 0.03 0.3 0.036 0.47 

1979 (n早 5，*n=6) 
Sanmaizu Range 0.07 ........ 0.09----- 20----- 0.03'"'-' 0.9.-... 0.034 ....... 1.23 ....... 

0.39 o. 19 34 0.05 1.3 0.295 2. 15 
x 0.20 o. 12 26 0.04 1.0 0.107 1. 60 
σ 0.13 0.04 5 0.01 0.2 0.096 0.44 

Ohi Range 0.05"'-' 0.07'"'-' 24----- 0.04""'" 0.9""'" 0.035""'" 0.72'"'-' 
0.36 o. 12 35 0.08 1.5 0.204 1. 67 

玄 O. 19 O. 10 29 0.06 1.3 0.095 1.15 
σ O. 11 0.03 4 0.01 0.3 0.061 0.35 

Futtsu Range 0.03.-... 0.14""'" 14'"'-' 0.01-- 0.9'"'-' 0.039'"'-' 0.97，，-， 

0.11 0.22 22 0.04 1.2 0.099 2.07 
x 0.06 0.17 18 0.02 1.0 0.058 1. 36 
σ 0.03 0.03 4 0.01 O. 1 0.023 0.40 

Kisarazu Range 0.02，..._. 0.09 ....... 18 ....... 0.01""'" 0.7'"'-' 0.056----- 1. 08 ....... 
0.11 0.27 24 0.03 1.2 0.125 2.54 

玄 0.08 0.17 21 0.02 0.9 0.091 2.00 
σ 0.04 0.06 2 0.01 0.2 0.024 0.52 

JinkNoa-g Range 0.04......， 0.09----- 19----- 0.03.....， 0.7'"'-' 0.053----- 0.92""'" 
lsa 0.44 O. 19 28 0.05 1.3 O. 183 1. 38 

X 0.20 O. 12 24 0.04 0.9 0.126 1. 25 
σ O. 13 0.04 3 0.01 0.2 0.047 0.18 

Kanagawa* Range 0.07......， 0.09----- 14 ....... 0.01 ....... 0.9 ....... 0.084----- 1. 03 ....... 
0.46 0.15 36 0.03 1.5 0.158 2. 10 

玄 0.24 O. 10 27 0.02 1.1 0.116 1.36 
σ O. 15 0.01 7 0.01 0.2 0.026 0.35 

ー.-骨骨骨・・"ーー・・ーーーーー._-岨鼻曹帽抽・司・司・植田-------------幽ーー・・ー・旬圃旬歯固留旬馳・ーー・・・・・齢世輔、..-----ー"ーー・・・ー・胆・・・・・・--_.企世・個帽---帽惜酔 F 帽幽帥姐企画._-ー・岬曹砂押帯母国明司噌輔旬ーーーーーー-----凶'陽司地・・・・ーー・噂坤骨骨冒町・・・.-・---世句"ー聞‘

1979-x O. 16 O. 13 24 0.03 1.0 0.099 1. 45 
wσ  O. 13 0.05 6 。 0.2 0.057 0.48 

Total-玄 0.13 O. 14 23 0.04 1.1 O. 104 1. 52 

" σ 0.11 0.05 5 0.02 0.3 0.050 0.48 
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Table 2. Concentrations of Heavy Metals in Sludge (Dry Base ppm) 

Station Pb Co Zn Cd Cu T...:.Hg* As 

1978 (n=5) 
Sanmaizu Range 4.43""，  5.21---..- 460 3~ 0.02---..- 5.0---..- 0.055---..- 3.50---..-

5.54 8. 49 0.05 7.4 0.206 7. 10 
玄 5. 10 6.38 50 0.03 6. 1 0.109 4.64 
σ 0.37 1.11 6 0.01 1.0 0.051 1. 28 

Ohi Range 5. 53'"'-' 6. 16'"'-' 43---..- 0.02"，-， 4.7'"'J 00..028748 ~ 2.30'"'-' 
8. 79 7.67 105 0.27 25.3 3.90 

x 6.85 6.84 73 O. 14 10.6 0.155 2.93 
σ 1.19 0.48 20 0.10 7.7 0.070 0.62 

Chibako Range 2.86"，-， 4. 79"'-' 48"'-' 0.03"，-， 1.3"'-' 0.037"，-， 4.80"，-， 

3.95 6.03 78 0.06 2;4 O. 166 6.25 
x 3.48 5.20 56 0.04 1.7 0.100 5.46 
σ 0.36 0.48 11 0.01 0.6 0.044 0.52 

Futtsu Range 2. 75"-' 2.74"，-， 27"'-' 0.05"，-， 1.6"'-' 0.075"'-' 2.80"'-' 
8.54 3.84 100 0.08 9.5 O. 148 4.80 

X 4.41 3.48 47 0.06 3.7 0.098 3.72 
σ 2.18 0.38 27 0.01 2.9 0.026 0.87 

Kisarazu Range 3.71"，-， 4.11"，-， 43"'-' 0.07"'-' 2.1"，-， 0.052"，-， 3.30"'-' 
4. 71 6.03 75 0.18 3.2 0.165 5.10 

X 4.09 5.51 58 O. 12 2.5 O. 104 4. 11 
σ 0.37 O. 73 12 0.04 0.4 0.046 0.58 

.帽司幅四・--叫胃田圃--冒'闘且幽骨・・・岨崎直胃胃骨幽働組"ー司噌 輔『骨・・e・崎司骨四ーー幽合e ・.-個・・岨崎帽帽園"ー--与明開・・・ー崎帽四四個掛蝿且曲ーー 明亭帽胃岡崎幽ーー胃胃帽--ーーー押明骨四ーーー同崎司『輔副軸値『骨骨ーー曲幽司帽骨骨・・・岨且値幽司明司同岨岨岨幽司喝伺開冒時暢幽峰崎胃帽帽帽.

1978-x 4.79 5.48 57 0.08 4.8 0.113 4.17 

" σ 1. 63 1. 35 19 0.06 5.0 0.054 1. 18 

1979 (n=5) 
Sanmaizu Range 3.68"，-， 3.63"，-， 50"'-' 0.01"，-， 5.0"'-' 0.052"'-' 1. 60"'-' 

7. 12 6.52 81 0.03 6.8 O. 153 2.49 
X 5.30 4.94 64 0.02 6.0 O. 111 2. 13 
σ 1. 17 0.95 11 0.01 0.8 0.036 0.30 

Ohi Range 3.82"'-' 4.21'"'J 39"'-' 0.03"，-， 6.6"，-， 0.081'"'J 1. 53"'-' 
5.01 5.53 88 0.05 7.9 0.173 4.86 

X 4.56 5.00 55 0.03 7.0 O. 145 3.84 
σ 0.44 0.49 17 0.01 0.5 0.033 1. 21 

Futtsu Range 2.27"'" 3.05"，-， 34"'-' 0.02"'-' 1.7"'-' 0.104"，-， 1. 02"'-' 
3.00 4.04 39 0.03 2.6 O. 154 2.56 

x 2.65 3.47 36 0.02 2.3 0.131 1. 69 
σ 0.28 0.36 2 。 0.3 0.018 0.52 

Kisarazu Range 2.09"'" 3.71"，-， 39"'-' 0.03"，-， 2.7"'-' 0.084"'-' 2.17'"'J 

3.98 5.94 100 0.05 3.3 0.173 2.56 
x 3.14 4.69 64 0.04 3.0 0.130 2.31 0 
σ 0.61 0.84 21 0.01 0.2 0.030 0.14 

Jinko- Range 2.74"'" 3.05"，-， 34---..- 0.01---..- 3.7"，-， 0.075---..- 1. 21---..-
Nagisa 4.23 5.61 51 0.03 5.1 2 0.158 2.49 

X 3.28 4.29 43 0.02 4. O. 113 1.80 
σ 0.53 1.11 7 0.01 O. 5 0.033 0.50 

Kanagawa Range 4. 10"'-' 1. 99..:.....， 50"'-' 0.03---..- 2.9"，-， 0.078---..- 1. 02---..-
5.09 4.04 81 0.04 4.4 0.200 1. 60 

x 4.66 3.22 63 0.04 3.6 O. 134 1. 30 
σ 0.34 0.70 10 。 0.5 0.041 O. 19 

..ー劇場..'・・・・ー..骨骨腎胃..掛値喧ー帽ーー-ー・司蝿州開明開骨骨 骨圃・ M 岬崎句胃再開値岨・ーーー司『桐明幅値値値喧咽骨骨岨岨幽『明司司・4・ M 曲崎『胃司帽踊幽幽司ー司『・骨骨暢帥ーー..曹司『骨骨骨骨曲..ーーーー...再開暢骨骨幽曲ー..ー『曹陪軸』ー開問骨・ー・ーーー帽..ーーー『開骨・岨時押胃骨 a・

1979-x 3.93 4.27 54 0.03 4.4 0.127 2. 18 
"σ  1. 15 1. 05 17 0.01 1.7 0.035 1. 00 

Total-玄 4.33 4.82 56 0.05 4. 7 O. 122 3.03 

" 
σ 1. 46 1. 35 18 0.05 3.6 0.044 1. 44 

T-Hg持者 is exceptionally expressed in wet base ppm. 
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Table 3. Correlation Coefficient between Concentrations of Each Heavy Metals 

in Short-Necked Clam 

Co Zn Cd Cu T-Hg 

-0.07 0.46** 一0.03 0.17 0.36キ*

一0.22 -0.15 -0.04 -0.16 

0.15 0.40** 0.06 

0.44** 0.07 

o. 13 

n=53， **: P<O.Ol 
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As 

-0.10 

0.52** 

-0.12 

0.18 

0.01 

-0.24 

Table 4. Correlation Coefficient between Concentrations of Each Heavy Metals in Sludge 

Co Zn Cd Cu T-Hg As 

Pb 0.39** 0.60** 0.41** 0.71*キ 0.07 O. 11 

Co 0.33* 0.36本* 0.38** O. 12 0.41** 

Zn 0.37** 0.50** 0.37キホ 0.08 

Cd O. 19 0.17 0.18 

Cu 0.47** 0.06 

T-Hg 0.05 

n詔 55，*: Pく0.05，料 :Pく0.01

Table 5. Concentrations of Heavy Metals in Oysters 

Pb Co Zn Cd Cu T-Hg As 

1979 Jinko・Nagisa Range 0.03'"'-' 0.08'"'-' 350'"'-' 0.09'"'-' 18'"'-' O. 153'"'-' 0.79'"'-' 

0.11 0.10 520 0.10 24 0.277 1. 54 

X 0.07 0.09 422 0.09 21 0.216 1.12 

σ 0.03 0.01 55 。 2 0.024 0.27 

シプノミックグラウ γ ド補正によるフレームレス原子吸光 ppm， Pb O. 13ppm， T -Hg O. 10ppm および CdO.04

〈二波長〉で定量した ppmの)1国位であった.次に，年別による重金属濃度の差

2) 亜鉛(Zn)，鍋(Cu):試料 1'"'-'5 gをPb，Co， Cd についてみると， Znが1979年に高く， Cdが1978年に高

と同様な処理をした後， D2ラγフ。パッググラウンド補正 い値を示したがその他の元素では有意な差がみられなか

による原子吸光(空気-C2H2炎， ニ波長〉で定量した. った (pく0.05). また採取地点別による重金属濃度の差

3) 総水銀(T-Hg):試料O.l'"'-'lgに五酸化パナジウ についてみると，大井で採取されたアサリ中の ZnとCd

ムを加え，沸騰水浴上，硫酸，硝酸で湿式灰化後，還元 は他の地点で採取されたものより高い傾向を示し，富津

気化法で定量した. と木更津で採取されたアサリ中の Coは同様に他の採取

4) ヒ素(As):試料 19に50%硝酸マグネシウム5ml 地点のものより高い傾向を示したくp<0.05). アサリ中

を加え乾式灰化後， Zn末， 塩酸により水素を発生させ の重金属の相互の関係は Table3に示したごとく， Pb 

ヒ化水素として定量ました. とZn，T-Hgの間に， CoとAsとの間に， CuとZn，Cd 

結果および考察 との聞にそれぞれ正の相関関係がみられた.

1) アサリ中の璽金属濃度 2) 底質中の震金属濃度

アサリ中の重金属の分析結果を Table1に示した.す 底質中の重金属の分析結果を Table2に示した.これ

なわち，アサリ中の重金農濃度の総平均値は， Znが最も らの総平均値は Znが最も高く 56ppm，以下 Co4.8ppm

高く 23ppm，次いで As1. 5ppm， Cu 1. 1ppm， Co O. 14 Cu 4. 7ppm， Pb 4. 3ppm， As 3. Oppm， T -Hg O. 12ppm 
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および Cd0.05ppmの順位であった. また，年別によ

る重金属濃度の差についてみると， Pb， Co， Cdおよび

Asでは1978年が高い値を示したが他の元素では有意な

差がみられなかった (pく0.05).採取地点による重金属

濃度の差では，大井の Pb，Co， Znおよび Cdが他の

地点よりも高い値を示した.次に重金属の相互の関係は

Table 4に示したごとく PbとCo，Zn， Cd， Cuとの潤

に， CoとZn，Cd， Cu， Asとの聞に， Znと Cd，Cu， 

T-Hgの間および CuとT-Hgの聞にそれぞれ相関関

係が認められた (p<0.05，pく0.01).

3) アサリと底質の重金属濃度の比較

Cdと T-Hgではアサリ，底質ともほぼ同じレベル

であったが， Coではアサリは底質の約 1/40，Pbでは

約1/30，Cuでは約 1/4，ZnとAsでは約1/2であった.

以上のアサリおよび底質中の重金属濃度，採取地点別

による差異および重金属の相互の関係などの結果と，前

報1)の結果は，ほぼ一致していた.なお1979年に人工な

ぎさではカキも採取したのでその結果を Table5に示し

た.カキの重金属濃度は佑の報告例むのと同レベルの値

であった.

要 約

今回は1978年と1979年の 2年間にわたって，東京湾沿

岸の 5"'-'6ケ所の地点からアサリ 53，底質55計 108例を

対象にして， Pb， Co， Zn， Cd， Cu， T ・-Hgおよび As

を測定した.その結果は次の通りであった.

1. アサリ中の重金属濃度の総平均値(ppm)はZn23，

As 1. 52， Cu 1.1， Co 0.14， Pb 0.13， T-HgO.104， Cd 

0.04であった.

2. アサリ中の重金属濃度を採取地点別にみると Zn，

Cdは大井が高く， Coは富津， 木更津が高い値を示し

た.

3. アサリ中の PbとZn，T-Hgとの間， CoとAs

との間および Cuと Zn，Cdとの問にはそれぞれ正の

相関関係が認められた.

4. 底質中の重金属濃度総平均値(ppm)は Zn56， Co 

4. 82， Cu 4. 7， Pb 4. 33， As 3. 03， T ・・・HgO.122， Cd 

0.05であった.

5. 底質中の重金属濃度を採取地点別にみると， Pb， 

Co， Znおよび Cdでは大井が高い債を示した.

謝辞本調査にあたり試料を採取された食品機動監視

班の皆様に深謝致します.
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魚介類中のク口 1!.-ヂンとその近縁化合物の分離同定と定量法

宮崎奉之ベ秋山和辛料，金子誠ニベ堀井昭コ*1

山岸達典*1，村上 ーネ1

Identification and Determination of Chlordanes and Their Related Compounds 

in Fish and Shellfish 

TOMOYUKI MIY AZAKI*1， KAZUYUKI AKIY AMA料， SEI]I KANEKO*1， SHOZO HOR日本1，

T A TSUNORI Y AMAGISHI*l and HA]IME MURAKAMI*1 

The purpose of the study was to establish the identification for unknown organohalogen compounds 

il) aquatic fauna and to examine their residual levels. Results obtained are summarized as follows: 

Chlordane and its related compounds in hexane extract of the specimens were found to be consisted of 

two pairs of isomers， trans-and cis・chlordane，trans・andcis・nonachlor，and oxychlordane. 1 t was 

determined by gas chromatography-mass spectrometry by the pooled samples of Acanthogobius(goby-fish)， 
collected from Tokyo Bay in August， 1978. In practice， however， it was rather difficult to determine 

residual chlordane in fish and shellfish， because PCB's and ρ，〆-DDE often present in samples may 

mask the peak of chlordane compounds. Thus， in routine practice， an electron capture gas chromato-

graphy of the specimens on both 1. 5% OV-17十1.95% QF-1 and 3% OV-1 columns was applied after 

the separation of PCB's and DDT's from residual chlordane by Florisil column chromatography. Residual 

chlordane in marine fish and shellfish determined by the method were found to be in the rang( of 4. 6 

to 60ppb (wet basis). 

亙eywords: chlordane， identification， determination， goby輔fish， gas chromatography-mass spectrometory， 

Tokyo Bay 

緒 嘗

1975年以降，著者らは東京湾の魚介類を対象にして，

有機塩素系農薬および微量有害元素についてモニタリン

グを実施している.そのモニタリングの過程で，除草剤

1，3，5-Trichloro-2-(4-nitrophenoxy) benzene (CNP) 

を湾内産のムラサキイガイ中から分離，間定1)し， さら

にその汚染実態%のを明らかにした.しかし，湾内産の魚

介類中にはなお不明な化学的汚染物質の存在が認められ

た.そこで， 1978年 8月に東京湾の京浜島付近で採取し

たマハゼを対象にして，それらの不明の汚染物質の分離，

同定を試みた.その結果，従来不明であった物質はクロ

ルデ、ンの成分であるかαns-chlordane， cis-chlordane， 

trans-nonachlor， cis-nonachlorとその代謝産物である

oxychlordaneであることが判った. クロノレデンはオつが

闘ではシロアリ，キクイムシなどを防除する目的で年間

約500トン使用4)されている.また使用されているクロノレ

デン製剤はジェ γ縮合反応、5) により生成される物質を塩

素化して合成される関保上，その製剤中に多種類の異性

体や近縁化合物が含まれている.しかし，生物試料中の

グロノレデンの測定方法が確立していないため，次にその

定量法についての検討を試みた.すなわち，現在，東京

湾に生息する魚介類の多くは，その体内に PCBや DDT

などの多種類の有機塩素化合物をとりこんでおり，これ

がクロノレデシのピ{グと重なるため，生物試料中のグロ

ルデンの正確な測定を困難にしていた.しかし，今回わ

れわれが用いたフロリジルカラムクロマトグラブイ{と

ガスクロマトグラフィーの 2つの操作により，グロルデ

ンを他の有機塩素化合物から分離し，測定することが可

能になった.以下その方法について述べると共に，この

方法を用いて実施した東京湾産魚介類中のクロノレデンの

実態調査の成績について述べる.

材料および方法

1. 試料:I司定に供したマハゼ (Acanthogobiusfla-

vinzanus)は1978年 8月21日に東京湾沿岸の京浜島付近

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

料同環境保健部環境衛生研究科

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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で採取した.また分析に供したボラ (Mugilcゆhalus)，

スズキ (Lateolabrexjaρonicus)，むらさきいがい

(Mytilus edulis)，しおふき (Mactraveneriformis)， 

まがき (Crassostreagigas)，さるぼうがし、 (Scaρharca

subcrenata)は1979年5月から 9月まで東京湾河口付近

で採取した.

2. 試薬および標準品 溶媒は残留農薬分析用のもの

を使用した.標準品の oxychlordane(o-Cと略す)，

trans-chlordane (←C と略す)， cis-chlordane (c-Cと

略す)，は NanogenCo Ltd (USA)分析用のものを用

いた.trans-Nonachlor (t-Nと略す)， cis-nonachlor 

(c-Nと略す〉はへプタクロ{ルを塩素付加反応で合成

し，フロリジルカラムクロマトグラフイ{で分離，精製

した. なお， その融点は c-N(214.5'""215. 20C)， t-N 

128. 2'""128. 50C )とも文献値6)と一致している.

3. 分離同定法 マハゼ(1.5kg) は表面を蒸留水で

洗浄したのも均質化し，芭硝脱水後，ヘキサシで抽出，

減配下K.D.濃縮器で濃縮した.この抽出操作により得

られた脂肪は，常法によりアセトニトリルーヘキサン分

配し，さらに硫酸処理後，フロリジノレ (20g)カラムクロマ

トグラフィーによりヘキサン 150ml(E-1)で溶出し，

さらに20%エーテル@ヘキサン 200ml(E-2)で溶出し

Tこ. Eーれまポリアミド TLC(メノレク， F 254， メタノ{

ノレ〉で精製し， E-2はポリアミド TLC(メタノ{ル〉

にかけたのち，さらにシリカゲル TLC(メルク， F254， 

ヘキサン〉で精製して GC-MS測定溶液とした.

4. GC岡MS測定条件 ガスクロマトグラフはHewlett

P ackard 5710A，質量分析計は日本電子(株)JMS D300， 

JMS 2000システムでオンライン測定を実施した.カラ

ムは 3%OV-1，カラム温度2100C，日eは30mljmin.，注

入温度，セパレータ{温度は 2500Cとし，イオン化電圧

70eV，イオン化電流 300μAの条件で測定した.

5. GC分離用力ラム液相 1) Apiezon L， 2) OV-l， 

3) OV-17， 4) OV-17+QF-1， 5) OV-210，6) DEGS 

十H3P04，7) OV-275， 8) OV-1+0V-210の計8種類

6. ク口J(.，ヂン測定法 (1 ) 抽出方法魚:均質化

した試料 10gを古硝で脱水した後，ヘキサン100mlで1

回抽出し，さらに 50mlで2回抽出した.この抽出液を

濃縮し，ヘキサンに溶解して 15mlとした.これをアセ

トニトリル 30mlで3回抽出して，アセトニトリル層は

2%極化ナトリウム捺液 350ml中へ入れ，ヘキサン 100

mlを加えて抽出した. さらに水洗， 脱水後， 減圧下

K.D.濃縮器を用いて濃縮した.貝:均質化した試料の

むき身20gをヘキサン:メタノ{ノレ (4: 1) 200mlで抽

出，遠心分離器で分離した後，残漬はさらにヘキサン

30mlで2回拍出した.抽出液を合わせ，水洗， 脱水，

減圧濃縮した.

(2) クリーンアップおよび分画方法 ガラスカラム

管 (2.2x30cm) にフロリジル 25g(6500C一夜加熱，

さらに使用前に1300Cで活性化〉をヘキサンで湿式充てん

し，前記濃縮液をカラム上に注ぎ，最初ヘキサγ 110ml

で溶出して捨てる.次いでさらにヘキサγ100mlで溶出

し， Fr-A (t-N測定溶液〉とし，さらに20%ジクロルメ

タγーヘキサン150mlで搭出し， Fr-B(o-C， t-C， c-C， 

c-N測定溶液〉とし，それぞれを適当量に濃縮して ECD-

GC測定溶液とした.

(3) ECD胆GC~Jllj定法 Fr-Aは 3% OV-1， chro・

mosorb W (A W-DMCS) 80，"，，100mesh， 0.3 x 300cmカ

ラムを使用し，カラム温度190
0

C，注入，検出器温度250

OC，キャリアーガス(N2)70mljmin. で測定した. Fr-B 

は1.5%OV-17 + 1. 95% QF-1， chromosorb W (AW-

DMCS) 80，"，，100 mesh， 0.3 x 200cmカラムを使用し，

カラム温度200
0

C，注入，検出器温度2500C，キャリア{

ガス (N2)80mljmin.で測定した.

P由工

工。

E同 2P叩 4

一3

10 

2戸OV四 l

E四 1

2係OV同 17

耳目2

p，p'甲 DDD

20(min.) 

Fig.1. ECD Gas Chromatogram of E-1 and E-2 

from Goby-Fish 
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Table 1. EI， CI-Mass Spectra of Chlordanes 

EI CI Assignment 

440 (C19• M) 440 (C19， M) trα'ns-

405 (C1s， M-C1) 405 (C1s， M-C1) nonachlor 

270 (C16) 369 (C17)， 135 (C12) 

420 (C1s， M) 421 (C1s， M十1) oxy欄

385 (C17， M-C1) 385 (C17， M-C1) chlordane 

185 (C13)， 149 (C12) 185 (C13)，151 (C12) 

115 (C11) 115 (C11) 

406 (C1B， M) 406 (Cls， M) trαns-

371 (C17， M-C1) 371 (C17， M-C1) chlordane 

335 (C16) 335 (C16)， 101 (C1I) 

406 (C1s• M) 406 (Cls， M) czs-

371 (C17， M-C1) 371 (C17， M-C1) chlordane 

335 (C16) 335 (C16)， 101 (C1t) 

440 (C19， M) 440 (C19， M) czs-

405 (C1s， M-C1) 405 (C1s， M-C1) nonachlor 

270 (C16) 369 (C17)， 135 (C12) 

Peak 

P-1 

P-2 

P-3 

P-4 

P-5 

結果および考察 た. OV-275カラムでは農薬のBHC呉性体およびρ，t'-

1. ク口J!"ヂン類の間定について 京浜島で採取した DDEとグロノレデγ類との分離が悪く不適当であった.

マハゼより得た E-1，E-2分画の ECDガスクロマトグ しかし OV-1カラムの長さを 3mにすると c-Cと t-N

ラムを Fig.1に示した E-1分画の P-1に相当する化合 の聞でかなりの分離効果が見られた.次にフロリジノレカ

物はポリアミド TLCでグリーンアップした後，次の測 ラムグロマトグラフイ{による分離について検討したと

定結果から t-Nであると同定した.すなわち， Table 1 ころ， フロリジル量を 25g以上にすることにより， t-N 

に示した GC-MSによる EI，CIマススベクトノレと GC と他のクロルデン類は分離した.しかし， t-Nは PCB

の保持時間，および硫酸でほとんど変化しないこと，また と同じ分画になるため， GCによる分離が必要であった.

INKOH，ェタノ{ルで 1時間，還流するアルカリ分解 これに OV-1カラムを使用すると， PCBと t-Nは分

で分解する性質がそれぞれの標準品に一致した.次に 離した. さらに， Fig.2に示したように t-Nの溶出し

E-2分画の P-2，P-3， P-4， P-5に相当する化合物は ない分画(最初のヘキサン110ml溶出液〉を捨てると，

ポリアミド，シリカゲノレ TLCでクリ{ジアップした後， さらに定量の信頼度が増した.また， t-Nのピ{グ位置

次の測定結果からそれぞれ P-2がo-C，P-3が t-C，P-4 

がc-C，P-5がc-Nと同定した.すなわち， Table 1に 11 ¥ 2向V-1

示した GC-MSによる EI， CIマススベグト川 GC 11 I I I hexane九 (0-1Om1) 

の保持時間，硫酸に安定であること，また前記アルカリ

分解で t-Cをのぞいて分解する性質がそれぞれ標準品

に一致した.ところで， Fig.1に示した ECDガスグロ

マトグラムにおける F-1分画の t-N，t，戸'-DDEのほ

かの多くのピ{グは PCBであるが， F-2分闘の o-C

より保持時間の短いピ{グ群は BHC異性体に一致せ

ず，現在検討中である.

2. ク口J!"ヂン類の定霊法について グロノレデシ類と

有機塩素系農薬のアルドリ γに対する保持時聞を 8種類

の液相について検討して， その結果を Table2に示し

た.グロルデン類の相互の分離は OV-1，OV-275でも

多少の重なりが見られ，他のカラムでは分離しなかっ

川
川

hexane fr.(1l0-210ml) 
(七-Nfr.) 

主O(min.)10 

Fig.2. Elution Pattern of PCBs 

trans-Nonachlor (t-N) quantification is free inte・

rference， although PCB components are eluted in 

the two fractions. 
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Table 2. Retention Times of Chlordanes and Other Organochlorines (relative to aldrin) 

A2% piezon L O2% V-1 G2% Y-YI O1.V53-Z 17 O0.V5% -l O2% V-210 D2.E5G3Z S O2% V-275 
Liquid phase 

1Q.F9+ 5-31 Z 0H.a5+ P5Z 04 1.V5十3-Z 21 。。
temcopleurmatn ure 

(OC) 200 200 200 200 180 170 185 170 

injectibn 240 250 240 250 250 240 250 250 

N〈2mfJl/omwinr.a〉te 80 80 75 80 80 60 90 80 

ochxlyo-rdane 1. 26 1. 25 1. 31 1. 35 1.38 1. 47 1. 85 2.00 

trans圃

1. 51 1. 39 1. 64 1. 66 1. 56 1. 72 2.65 3. 18 chlordane 

czs-
1. 69 1. 53 1. 80 1. 81 1.71 1. 87 2.86 3.60 chlordane 

tra:γzs-
1.71 1. 61 1. 73 1.71 1. 65 1. 69 2.62 2.96 nonachlor 

czs-
2. 70 2.26 3.04 2.94 2.49 2.85 6.65 8.79 nonachlor 

α-BHC 0.46 0.43 0.48 0.51 0.57 0.59 1. 27 2.08 

s-BHC 0.60 0.46 0.71 0.76 0.73 0.91 5.97 11. 8 

r-BHC 0.57 0.52 0.62 0.66 0.70 0.76 1. 96 3.43 

a-BHC 0.68 0.54 0.86 0.80 0.83 1. 10 5.48 

heptachlor 
1. 23 1. 21 1. 43 1. 51 1. 54 1. 84 2.77 4.49 epoxide 

dieldrin 1. 97 1.71 2.20 2.33 2.34 2.92 4.14 5.34 

endrin 2.88 1. 96 2.76 2.84 2.67 3.53 4.72 

p， p'-DDE 2.22 1. 73 2.23 2.12 1. 84 2.00 3.43 3.30 

p， 1ゲーDDD 3.10 2.12 3.40 3.25 2.76 3.60 10.5 

p， 1ゲーDDT 3.07 2.76 4.09 3.89 3.24 3.92 8.68 

0， p'-DDE 1. 56 1. 44 1.82 1. 74 1. 47 1. 54 2.71 2.59 

0， p'ーDDT 2.20 2.25 3.32 2.99 2.37 2.57 4.72 

retention time 
5.49 4.90 4.90 5.18 3.16 3.58 2.28 1. 35 of aldrin (min.) 

Table 3. Concentration of Chlordanes in Fish and Shellfish Collected from Tokyo Bay 

(ppb on wet basis) 

sample ochxylo-rdane 
trαns- czs・ tγαns- czs- total 
chlordane chlordane nonachlor nonachlor chlordane 

Goby (A. flavimanus) 0.5 1.5 2.7 7. 1 6. 1 18 

Gray mullet (M. ceρhαius) 0.3 4.0 4.4 3.6 1.2 14 

Sea bass (L. japonicus) 1.9 11.3 11.3 12.4 2. 1 39 

Oyster (C. gigas) 1.1 13.7 15.4 27.0 2.6 60 

Blue mussel (M. edulis) nd 3.2 5.3 6.3 1.0 16 

Surf clam (M. veneriformis) nd 0.9 1.6 1.6 0.5 4.6 

Ark shell (S. subcrenata) 0.3 4.0 6.6 6.4 1.3 19 

arithmetic mean (n=3)， nd=not detectable 
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に PCBがほとんど存在しないことは，実際に PCBを

多く合む魚の検体を用い，アルカリ分解法を応用して確

認した.前述のフロリジル分画法と GC測定法を組み合

せてグロノレデγ定量法を作成した.この方法により魚類

としてコノシロを，貝類としてアサリを用いて， 5ppb， 

50ppbになるようにグロノレデシ類をそれぞれ添加して，

3回繰り返しの回収実験を行なった結果，グロルデγ類

の平均回収率は82"-'99%の範囲であった.

3. 東京湾麗魚介類のク口1t..ヂン測定結果測定結果

をTable3に示した.この結果から東京湾の魚介類がグ

ロルデ、γにより汚染されていることが明らかとなった.

一方，米国，カナダにおいて，すでに魚介類穴 楠乳動

物8)などからグロルデγが検出されており， グロノレデγ

が一般的な環境汚染物質の 1つであることが報告されて

いる.これら諸外国の結果と比べて，得られた残留レベ

ルは決して高い値で、はないが，広範囲の汚染実態と汚染

経路を明らかにすることは汚染の拡大を防く、、ために必要

と考える.
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牛乳中の無機罰ウ素の定量

竹葉和江*，松本昌雄**，村上 一本

Determination of Inorganic lodine in COW'S斑iIk

KAZUE T AKEBA *， MASAO MA  TSUMOTO料 andHA]IME MURAKAMI* 

The iodine level in cow's milk in ]apan was determined by the gaschromatographic method. 

The procedure consists of derivatization of iodine with methyl ethyl ketone. The product， 

iodobutanone， was extracted with n.hexane and then measured by the electron capture gaschroma-

tography. The stationary phase of the column used is 10%-DEGS+0.5% phosphoric acid. 

The averages of iodine level in raw， normal liquid and processed milk were O. 10， O. 14 and O. 20μg/ml 

respectively. 

Keywords: iodine， iodobutanone， cow's milk， methyl ethyl ketone 

最近ヨウ素剤が乳牛の疾病の予防薬または治療薬とし

て汎用されているかたわら，乳業機械器具類の消毒薬と

して使用されていることから1ーベ 乳汁中のヨウ素量が

異常に高くなるととも考えられる.

ヨウ素は必須の徴量元素であるが，必要量以上を長期

間にわたって摂取した場合健康が損われると言われてい

る9-11) しかし最近のわが国における牛乳中のヨウ素量

についての報告はほとんどない.そこで現在わが国の牛

乳中のヨウ素レベルの実態を把握する目的で， Bakker 

の報告したのガスクロマトグラフイ{による牛乳中の無

機ョウ素の定量法について若干の検討を加え，あわせて

都内乳処理場に搬入された生乳および市販飲用牛乳を対

象にヨウ素量の測定を行なったので、報告する.

試薬および実験方法

試薬

1. ヨウ索標準溶液:KI 0.1307gを水 100mlに溶か

し(I-1mg/ml)，これを水で希釈してO.1μg/mlにした.

2. 酢酸亜鉛溶液(A液): Zn(CH3COO)2.2H20 21. 9 

gを氷酢酸 3ml含む水 100mlに裕解した.

3. フェロシアン化カリウム捺液(B液):K4Fe(CN)6 

.3H20 10.6gを水 100mlに捺解した.

4. 亜硝酸ナトリウム溶液:NaN0220mgを水100ml

に溶解した.

5. メチルーエチルーケトン (2ーブタノシ〉

6. 硫酸

7. nーヘキサン

トヘキサンは残留農薬試験用，その他の試薬はすべて

和光純薬特級を使用した.

装置

1. 目立ガスクロマトグラフ163型:カラム10%DEGS

十0.5%H3P04，Gas ChromQ， 60"，-，80mesh， 3mm x 2 

m. カラム温度1100，注入口温度2000，ECD 温度2500 •

N2ガス流量50ml/min.

2. 国産遠心機H107型B

試料諮液の調製方法

試料を 10mlにし以下 Bakkerの方法に準じた.すな

わち牛乳 10mlを共栓遠沈管にとり，これに水 7ml，A 

液， B液それぞれ1.5mlおよびヘキサシ 20ml加えてよ

く振り遠心分離した.水層 10mlを分液ロ{トにとりこ

れに硫酸0.35ml，2-ブタノン 0.25mlおよび車補酸諮液

0.5ml加えてよく混合し室温で、20分間放置後n-ヘキサシ

20mlで 2囲抽出した. n-ヘキサ γ 層を合わせて水洗し

無水硫酸ナトリウムで、脱水後ロカした.これを 10mlに

濃縮しガスクロマトグラフ用試料とした (Chart1). 

実験結果

1. ガスクロマトグラフ用カラム充てん剤の検討

ヨウ素と2ープタノシから生成するヨ{ドブタノンの分

離定最用カラムとして， 10%SE-30， 2%DC QF-1， 2% 

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25
** Tama Branch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health， 

16-25 Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo 
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Milk 10ml 

Zinc Acetate soln 1.5ml 

Potassium Ferrocyanide soln 1.5ml 

n-Hexane 20ml 

n回 HexaneLayer Aqueous Layer 10ml 

2-Bu七anone0.25ml 

NaN02 soln O. 5ml 

20min at Room Temperature 
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Chart 1. Analytical Method of Iodine in Milk 

OV-225および 10%DEGS十0.5%HaP04の充てん剤を

使用した.10%SE-30， 2 %DC QF-1では tailingが著

しく， 2%OV-225では自的ピ{グはシャープであった

が，反応副産物のピークとの分離上の問題があったので、

10%DEGS+0.5%HaP04を採用した.そのガスグロマ

トグラムを示す (Fig.1).

2. ヨウ素の検量線

O. 010， O. 025， O. 050， O. 075およびO.100μg/mlのヨウ

素標準搭液について，おのおの 1μlのピ{ク高さから検

量線を作成した. その結果 0........0.100ngの範囲で霞線性

を示した (Fig.2).

3. 添加回収実験

牛乳にヨウ素標準液を0.05μg/mlの濃度に添加し，そ

の回収実験を行なった結果田収率は90.2%であった.ま

たこの定量法の再現性は，ヨウ素濃度0.20μg/mlの牛乳

を10回測定した場合の変動係数で4.9%あった.

4. 牛乳および飲用牛乳中のヨウ素の測定

生乳は昭和53年 1月から 9月の聞に関東近県で搾乳さ

れた44検体，牛乳およびその他のものは昭和田年10月か

ら昭和53年10月の聞に都内で市販されていた 167検体に

ついてヨウ素の測定を行なった (Table1). 

生乳，牛乳および加工乳から検出されたヨウ素濃度の

平均値はそれぞれO.10， O. 14および0.20μg/mlで，検出

。
Fig.1. 
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Detection of Iodobutanone in Commercial 

Milk from 15 Plants (μg/ml) 
Table 2. Detection of Iodobutanone in Raw 

and Commercial Milk (μg/ml) 
Table 1. 

Range 

0.09-----0.19 

0.08-----0.19 

0.10-----0.17 

0.10-----0.22 

0.06-----0.21 

0.07-----0.23 

0.08-----0.16 

0.09-----0.21 

0.09-----0.27 

0.07-----0.19 

0.10-----0.22 

0.18-----0.24 

0.29-----0.38 

0.07-----0.11 

0.02-----0.09 

0.03 

0.03 

0.03 

0.03 

0.04 

0.05 

0.03 

0.04 

0.06 

0.03 

0.04 

0.03 

0.04 

0.02 

0.03 

S.D. Mean 

0.14 

O. 13 

O. 13 

O. 15 

O. 12 

O. 14 

0.12 

0.15 

O. 19 

0.15 

O. 16 

0.21 

0.34 

0.09 

0.04 
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A
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0.007-----0.29 

0.02 -----0.38 

0.07 -----0.41 

0.02 -----0.06 

Range 

Raw Milk 

Normal Liquid Milk 

Processed Milk 

Gersey Milk 

Long Life Milk 

Mean S.D. 

0.07 

0.05 

0.09 

0.01 

0.10 

0.14 

0.20 

0.04 

0.01 

N 

44 

167 

25 

4 

1 

Material 

Tests of Significance among 15 plants 

ABCDEFGH  KLMNO  J 

Table 3. 

された範閤はそれぞれ 0.007-----0.29，0.02-----0.38および

0.07-----0.41μg/mlであった. なお検体数は少ないがジ

ヤ{ジ牛乳とロングライフ牛乳は，それぞれ0.04，0.01 

p.g/mlと低い値であった.

牛乳中のヨウ素レベルが製造工場により差があるかど

うかを調べるために，牛乳 167検体のうちで工場が東京

都内および近郊にある15工場 (0工場は北海道〉からの

もの130検体を選びだし，これらの各工場聞の牛乳中のヨ

ウ素レベルについて t検定処理を行なったくTable2，3). 

その結果15工場の中で5工場以上との聞に危険率 5%で

有意差の認められたものが 5工場あった.すなわち 1，

LおよびMの3工場で製造された牛乳中のヨウ素レベル

は他と比べて高く， NとO工場の牛乳では低いことを示

している.

* 

あることの原因は，今後の調査研究にまたなければなら

ないが治療薬あるいは消毒薬としてのヨウ素剤の汎用の

結果，その一部が乳汁中へ移行残留しているのもひとつ

の要因であろうと考えられる.

健全な牛乳を確保してゆくために，乳牛における動物

医薬品およびその他の薬品の適切な使用と指導が望まれ

る.

* 

* 
* 
* 

* 
* 

* 
* 

* 

* 
* 

* 

* 

* 
* 

* 
* 
* 
* 
* 

* 
* 

* 

* 

* 

* 
* significant level 5% 

* 

* 

* 

* 

* 
* 

* 

* 
* 
ヰミ

*
 
* 

* 

キ

* 
* 

* 

* 

* 

* 
* 

* 

A

B

C

D

E

F

G

H

I

J

K

L

M

N

O

 

考察

反拐動物の乳汁中のヨウ素の存在形態は，ほとんどが

無機のョウ化物の形である12)と考えられている.本実験

においても牛乳中の無機のヨウ素を対象として測定を行

なった.ガスグロマトグラフを用いた牛乳中のヨウ索の

測定例として Bakkerの報告があるが，この方法に比べ

試料を 1/5に少量化し，ガスグロマトグラフのカラム充

てん剤は Bakkerの使用した10%SE-30は tailingが著

しいので 10%DEGS+0.5%H3P04を用いた.改良した

方法で牛乳中の微量のヨウ素を正確に精度よく測定する

ことが出来た.

諸外国ではウシまたはヒトにおけるヨウ素欠乏症が多

いために，その観点から牛乳中のヨウ素レベルに関す

る調査研究が多く，そのレベルは閏あるいは地方によ

り差はあるが本調査成績と比べ全般に低い傾向にある

(Table 4).わが国における最近の牛乳中のヨウ素レベ

ノレに関する dataはほとんどないので， 1976年版の食品

標準成分表14)の牛乳中のヨウ素レベノレ0.06μg/mlを参考

にしてみると，本実験のレベルは全般に高く，特に 1，

LおよびM工場の牛乳は更に高い値を示している.

わが国の牛乳中のヨウ素レベノレが，諸外国と比べやや

高いことまた国内においても最近高くなっている傾向に



東京衛研年報 31-1，1980 169 

Table 4. Iodine Level in Milk at Foreign 

Countries 

Iodine (μg/ml) References 

0.02"-'0.08 Holland W. T. Binnets 1954 (9 

0.10 Germany M. Kirchgessner 1959 (9 

0.04 U.S.A. E.]. Underwood 1971 (9 

0.01 U.S.A. R. W. Hemken 1972(13 
屯

0.05，，-，0.15 Norway K. Iwarsson 1973 (1 

0.01 U.S.A. ]. K. Mil1er 1973 (6 

0.04 Poland St. Grys 1974 (1 

0.10，，-，0.54 Australia H.]. Bakker 1977 (4 

0.02 U.S.A. L. M. Conrad 1978 (5 
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野菜，果実中の TPN，牛ャブタン，ダイアジノン，キノメチオネートの桟留について

小関正道ぺ嶋村保洋*，真木俊夫*，田村行弘*

直 井 家 寵 太*

Residues of TPN， Captan， Diazinon， Chinomethionat in Vegetables and Fruits 

MASAMICHI KOSEKI*， YASUHIRO SHIMAMURA*， TOSHIO MAKI*， YUKIHIRO TAMURA* 

and Y ASUT A NAOI* 

Keywords:残留農薬 pesticideresidues，テトラグロロイソフタロニトリノレ tetrachloroisophthaloni trile，キャ

プタ γcaptan，ダイアジノ γdiazinon，キノメチオネ{ト chinomethionat

緒雷

食品衛生法に残留農薬基準が設定されているが， BHC

や DDTのようにすでに使われなくなっているものがは

いっている反面，現在実際に繁用されている農薬につい

ての基準設定がなされておらず実際的でない面がある.

野菜類は露地栽培のほかに，近年大規模な施設栽培が

普及発展しており.この施設栽培では施設内の温度，湿

度が高いため，病害が発生しやすい環境にな♂っている.

そこで病害を防除する目的で農薬は使用量，散布回数と

もに露地ものより多い.さらに施設内は密閉状態となっ

ているため，農薬が作物に残留しやすい状態をつくりだ

しているらの.また使われる農薬は残留基準のない農薬が

多用されており，残留実態については明らかでない.

一方果実では，その果皮を保護し着色を鮮明にする目

的で，袋掛け栽培が行なわれている.この袋の内面を農

薬で処理しているものがあるが，果実にどのくらい農薬

が残留するか実態を調査した報告がほとんどない.

そこで残留農薬の実態を明らかにする目的で，収穫ま

ぎわまで使用されているテトラクロロイソフタロニトリ

ル(以下 TPNと略す)，キャブタン， キノメチオネ{

トおよび使用量の多いダイアジノンを調査対象農薬とし

て選び，作物には多量に施設栽培されているトマト，キ

ュウリ，イチゴ，さらに露地栽培のホウレンソウ，キャ

ベツ，ハクサイ，果実にリシゴ，モモ，ナシを対象に選

び市場調査を行なった.

実験の部

試料 1979年7月から1980年 1月までに都内で収去さ

れた 9種45検体の作物を対象とした.その内容は，果菜

類;トマト 5，キュウリ 5，イチゴ 4，葉菜類;ホウレ

シソウ 8，キャベツ 4，ハクサイ 3，果実類;リンゴ 4，

ナシ 8，モモ 4で、ある.

農薬別調査対象作物 TPN:すべての作物について

調査した.キャプタ γおよびダイアジノソ:葉菜類を除

くすべての作物について調査した.キノメチオネ{ト:

イチゴのみ調査した.

試薬農薬標準品:TPN， キャプタ γ， ダイアジノ

ン，キノメチオネ{トはいずれも和光純薬工業〈株〉製.

L ヘキサ:/，ジグロノレメタン，アセト γ，プセトニトリ

ル，石油エ{テノレ，エチノレエ{テノレ:残留農薬試験用.

シリカゲル:メノレク社製.その他の試薬はすべて試薬特

級を使用した.

機器 ガスグロマトグラフ:(株〉島津製作所製GC-5A

(検出器 ECD)，同 GC-1C(検出器 FPD). ホモゲナ

イザー:日本精機(株〉製.

分析方法 A法:TPN，キャブタン，ダイアジノ γは

鈴木らの方法のに準じて行なった.すなわちミキサ{で

均一にした試料100gをホモゲナイザ{のカヅプに入れ，

アセトニトリノレ100mlと50%リン酸5mlを加える. これ

を2分間高速で、ホモゲナイズしたのち減圧ろ過をして，

残誼はアセトニトリノレ100mlで洗い，先のろ液と合わせ

る.このろ液のアセトニトリルをロ{タリ{エパポレ{

タ{で減圧留去する.残った水層に10%食塩水200mlを

加えて， n・ヘキサン 100mlと50mlでそれぞれ10分間振と

うし， n・ヘキサン層を分取する.このn・ヘキサン層を無水

硫酸ナトリウムで脱水後，ほぼ乾回するまで濃縮する.残

溢を石油エ{テル:ジクロルメタン(4:1)の少量に溶解

しシリカゲ、ノレカラムに移して，初めに石油エ{テノレ:ジ

クロルメタシ(4: 1)100mlで洗う.ついで、石油エ{テル

:ジクロノレメタン:アセト γ(50: 48 : 2) 120mlで展開

し，初流 20mlを捨て残りの流出液を分取する. この流

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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表1. TPN，キャプタシ， ，ダイアジノシ，キノメチオネート

TPNl) キャプタ γ ダイアジノ γ やノメチオネ{ト

CI~CI re:(>-SCCI3 (C2H50J2S トo〈ミ CH30D  =0 

H(CH3)2 

1. Oppm2) 5.0ppm2，3) O.lppm3) O.5ppm幻

LDso(ラット d)10000 LD50(ラット)9000 LD50(ラット d)250 LD50(ラヅト d)>2500 
LD50( ラ y ト~)285 LD50(ラット~) 3000 

殺菌剤 殺菌剤 殺虫剤 殺菌剤

1) TPN:テトラグロロイソフタロニトリル，クロノレサロニル

2)環境庁告示の残留基準 3)食品衛生法の残留基準

出液を5mlに濃縮してガスクロマトグラフで測定する.

B法 :TPNは確認のため武田の方法4) も準用した.

すなわち， ミキサ{で均一にした試料100gを500mlの分

液ロ{トに入れ， 85%リシ酸5mlを加え，アセトン 100

mlで2回， それぞれ10分間振とうする. これを減圧ろ

過してろ液に 5%食塩水 500mlを加え，石油エ{テル

100mlで3回，それぞれ10分間振とうし石油エーテル

層を分取して，これを蒸留水100mlで洗う.この石油エ

{テノレ層を無水硫酸ナトリウムで脱水後， ロータリーエ

バポレータ{で，ほぽ乾因するまで濃縮する.残誼をエ

チルエーテノレ :n・ヘキサン (5: 95)の少量に溶解し，シ

リカゲルカラムに移して，ぷチノレエ{テル::11-ヘキサン

(5 : 95) 150mlで展開し，初流 50mlを捨て残りの流出

液を分取する.ι この流出液を5mlに濃縮してガスクロマ

トグラフで測定する.

シリカゲルカラムの作製法:シリカゲルを1300，12時

間以上加熱活性化する.このシリカゲノレをA法は12g，B 

法では10g用いて，内径 15mmのガラスカラム管に，そ

れぞれの展開溶媒を用いた湿式法で充てんし，さらに無

水硫酸ナトリウムを層積する.

C法:キノメチオネ{トは山下らの方法5)に準じて次

のように行なった. ミキサ{で均一にした試料100gをホ

モゲナイザ{のカ γ プに入れ， アセトン 200mlを加え

る.これを 2分間高速で、ホモゲナイズした後，減庇ろ過を

する.このろ液のアセトンをロータリーェパポレーター

で減圧留去する.残った水層に飽和食塩水 500mlを加え

て， 11・ヘキサシ100mlで、3回，それぞれ10分間振とうし， 11聞

ヘキサγ層を分取する. 11-ヘキサン層を無水硫酸ナトリ

ウムで脱水後，ほぼ乾固するまで濃縮する.残誼をn・ヘ

キサン5mlに溶解してガスグロマトグラフで測定する.

ガスク口マトゲラ7ィーの条{牛 TPN，キャプタ γ:

カラム;内径3mm，長さ1.5mのガラスカラム， 2%シ

リコン XE-60，クロモソルブ G(AW-DMCS)， 60.....-80 

mesh.検出器;ECD.カラム温度;2100，注入口温度;

2500
• 検出器温度; 2500

• キャリヤ{ガス圧;N2 1. 4 

kgjcm2• 

ダイアジノン:カラム;内径4mm，長さ1.5mのガラ

スカラム， 5%シリコ γDC-200，ガスクロム Q，60-----

80mesh. 検出器;FPD， P-フィノレター. カラム温度;

1900 • 注入口温度; 1900 • 検出器温度; 2300 • キャリヤ

ーガス流量;N2 60 ml/mi11.水素流量;200 ml/min.空

気流量;60ml/min. 

キノメチオネ{ト:カラム;内径 3mm長さ 1mのガ

ラスカラム， 15%QF-1+10%DC200 (1: 1WjW)，グ

ロモソルプ W (A W)， 60~80mesh. 検出器; FPD， S-

フィルタペカラム温度; 1900 • 注入口温度; 1900 • 検

出器温度;2300，キャリヤ{ガス流量;N2 60mljmin. 

水素流量;100mljmin.空気流量;40mljmin. 

ガスク口マトゲラムの最小検出量 TPN: 0.03ngキ

ャプタ γ:0.6ngダイアジノシ:O.3ng キノメチオネ

{ト:1. 5ng 

結果と考察

1. 添加回収実験本調査を行なうにあたり，鈴木ら

の方法めによる各作物別の添加田収率をもとめた. ホモ

ゲナイズした各試料 100gに， TPN，キャブタン，ダイ

アジノンを同時に添加し，回収実験を行なった.表2に

示したように回収率は平均で TPNが79%，キャプタ γ

が84%，ダイアジノンが75%であり，実用に支障がない

と判断されたので，この分析法を用いて調査を行なうこ

ととした.

2. TPNの残留量 TPNは広く作物に残留してお

り，イチゴ，ナ、ン，モモを除くすべてから検出された.

特にトマト，キュウリ，ホウレンソウでは調査したすべ

てのものから検出され，その範囲は 0.001........，1.35ppmで
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ダイアジノンの添加回収率TPN，キャブタン，表 2.

〆イアジノンキャプタンTPN 

添加量 (ng)回収率〈広〉
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75.4 84.0 79.3 値均平

8.3 9.1 6.5 標準偏 差

ダイアジノン，キノメチオネ{トの残留最TPN，キャブタン，表 3.

キノメチオネ{トダイアジノンキャプタ γTPN 
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の分解もはやく，保存もしにくいことから，作物へ散布さ

れてからも分解がはやく残留することがほとんどないと

考えられる.したがってキャブタンの残留については，

農薬の一般的な使用法が守られるかぎり問題ないものと

考えられる.

ダイアジノンはそモ 4検体中 2検体にtr'"'-'0.03ppm検

出された. トマト，キュウリ，イチゴ，リンゴ，ナシからは

検出されなかった.ダイアジノンは毒性の比較的強い殺

虫剤であり，主として接触毒のため，広範囲の害虫を対象

として使われている.今回モモからの検出量は残留農薬

基準 O.lppmを下まわる値であったが，このように検出

される作物があることや JMPRωにより定められている

ADIが0.002mg/kgと比較的小さいことから， さらに

種々の作物について実態を把握してゆく必要がある.

4. キノメチオネート イチゴについてのみ調査した

が， キノメチオネ{トはいずれからも検出されなかっ

た.山下らめは栽培したイチゴでキノメチオネ{トの残

留消長を調べ， 2週間後で0.2ppm残評していると報告

している.このことと，イチゴは十分に洗うことなく生

あった.この最高値1.35ppmを示したトマト 1検体の値

は，環境庁告示による残留農薬基準1.Oppmを越えるも

のであった.

各作物別の検出範囲は， トマト 0.001'"'-'1.35ppm， 平

均0.35ppm，キュウリ O.002'"'-'0. 46ppm，平均O.l1ppm，

ホウレンソウO.001"，-，0. 7ppm，平均0.17ppm，キャベツ

ロd"，-，0.05ppm，ハクサイロd"，-，O.002ppm， リンゴ nd"，-，

0.003ppmであった.

TPNは適用範囲の広い殺菌剤であり，種々の作物に

使用されているが，今回の結果からも広範囲な作物に使

用されている様子がわかった.また残留期間も長いこと

が藤本らにより報告されているの.したがって TPNは，

特に施設栽培作物において散布する場合には残留を考慮

した使用法で行なう必要があり，また残留実態について

十分把握していく必要がある.

3. キャブタンおよびダイアジノン キャブタンは調

査した作物30検体のいずれからも検出されなかった.著

者らは過去にも種々の作物についてキャブタン類の分析

を行なっているが，検出された例はなく，また標準溶液

単位:ppm tr :こん跡，nd:検出しない
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食されていることなどから，さらに継続して調べ実態を

把揮しなければならないと考えている.

農薬の使用量や散布団数は，病害虫の発生と密接に関

173 

2. ダイアジノン モモから検出されその範囲は tr---

0.03ppmで、あった.

3. キャブタン いずれの検体からも検出されなかっ

係している.またイチゴなどのように施設栽培され，病 た.

害虫に比較的弱い作物は収穫閤ぎわまで農薬が散布され 4. キノメチオネ{ト イチゴだけについて調べたが

ることもある.さらに TPNのように ADIが0.03mg 検出されなかった.

jkgと定められ円急性毒性の低いものでも，今回の調 文 献

査で明らかになったように，多くの作物から検出されそ

の残留量も多いものがある.このように残留農薬につい

ては種々の問題が残されており，実態を明らかにしてゆ

く必要があることから，さらに調査を進めなければなら

ないと考える.なお今回の調査では果実の残留農薬量が

少なく，農薬処理された袋掛け用袋の実態調査も十分に

行なえなかったため，残留との関係を明らかにすること

ができなかった.

噛
宮 事句

市販されている施設栽培作物のトマト，キュウリ，イ

チゴ，露地栽培作物のホウレンソウ，キャベツ，ハクサ

イ，果実のリシゴ，ナ、ン，モモを対象に， TPN，キャプ

タシ，ダイアジノン，キノメチオネ{トについて残留農

薬実態調査を行なった.

1. TPN調査した作物の大部分から検出され，その

範聞は0.001，，-，1.35ppmであった.最高値1.35ppmはト

マトで環境庁告示の残留基準1.Oppmを上まわっていた.

1)伊東正:日本農薬学会第5回講演要旨集， SB-1， 

1980，米山伸吾:ibid.， SB-2， 1980，後藤真康:

植物防疫， 32， 3， 1978 

2)藤本雄一，中村広明:農薬検査所報告， 16， 39， 1976 

3)鈴木重雄，小田雅康:ibid.， 17， 43， 1977 

4)武田明治:食品衛生研究， 27， 1043， 1977 

5)山下幸夫，西島 修， m原哲城ら農薬検査所報告，

14， 38， 1974 

6) Reρort of the 1967 joint Meeting of the F AO 

Working Pαrty of Experts and the WHO 

EXjうertCommittee on Pesticide Res2'dues. F AO 

Meeting Reρt.， 1967 

7) Report of the 1975 joint Meeting of the F AO 

Working Pαrty of Experts and the WHO Expert 

Committee on Pesticide Residues. F AO Meeting 

Reρt" 1975 
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魚介類中の微量先素{ζ関する基礎的研究(第5報〉

カレイ，ポラ，コノシ闘の壷金属およびヒ繁

勝木康隆*，石井晴代汽伊東昭子汽直井家寄太*

木村康夫*

Study on Amounts of Trace Elements in Marine Fishes (V) Distribution of Heavy 

MetaIs and Arsenic in Flatfish GraymuUet and Gizzard開 shadTissue 

Y ASUT AKA KA TSUKI*， HARUYO ISHII*， AKIKO ITOH汽 YASUT A NAOI* 

and Y ASUO KIMURA * 

Keywords:重金属 heavymetals，ヒ素 arsenic，パックグランド background，魚 fish，カレイ flatfish，ボラ

graymullet，コノシロ gizzard.shad

緒言

魚介類中の徴量重金属のパヅググラ γ ドを調査する目

的で，前回までにカツオ1，2)プリ 3)等の外洋魚および沿岸

回遊魚であるスズキのの分析を行ない重金属およびヒ素

の体内分布を明らかにした.その結果，これらの魚食性

大型魚に魚種聞の差異がみられたため，食性が生態的に

より低次の魚で定着性の強いカレイ，ボラ，回遊性のコ

ノシロのパックグラシドを調査した.本報では以上6魚

種の重金属の蓄積挙動を比較し魚齢，食性，棲息環境と

の関連性を検討した.

試料および方法

試料神奈川，千葉，茨披，福島，静岡，北海道，山

口各県で漁獲した推定魚齢 3~7年のカレイ，ボラ，コ

ノシロを原則として 1尾 1検体として筋肉，肝，腎，生

殖巣，エラ，消化管等の部位に分けて分析した.

カレイ:体長20-----40cm(体重O.2~1. 1kg) 33尾，ボ

ラ:体長40~50cm (体重O.8~1. 9kg) 12尾，コノシロ・

体長19~23cm (体重0.11'"'-'0.19k9) 23尾.

分析法 総水銀(以下 T-Hgと略す〉は硫硝酸分解

後，還元気化フレームレス原子吸光法， Asは硝酸マグ

ネシウムを添加し乾式灰化後原子吸光法， Cd， Pb， Zn， 

Cu， Mn， Crおよび Coは乾式灰化後 DDTC-MIBK

抽出原子吸光法で測定した.

結果および考察

カレイ，ボラ，コノシロの調査結果をそれぞれTable

1. Table 2. Table 3に示す.表は部位別の金属含有量

を平均値と範囲で示した.Table 1'"'-'3の平均値をカツオ

-----9示した.カレイ，ボラ，コノシロの消化管の分析値

は消化管内容物を含むが，カツオ，プリ，スズキは別々

に分析したものである.コノシロ (20尾〉は生殖巣以外

の臓器を分けずに分析し消化管として記載した〈消化管

を内臓と読み替える).

上記 6魚種の食性5)について述べると，カレイはゴカ

イ，クモヒトデ類のようなものから甲殻類，貝類および

小魚，ボラは小甲殻類，藻類および海底の有機物等雑食

性で消化管中には常に砂泥がみられる.コノシロは植物

性プラ γグトンを摂餌する.対してスズキ，カツオ，ブ

リはカタグチイワ、ン，マアジを主餌とし他に，スズキは

アユ，ホッコグアカエピを，カツオはイカを，ブリはサ

パ，イカ，タイその他摂餌は無選択で成長段階が進むに

つれて生態的に高次の動物を捕食する食物連鎖の上位に

ある.

Hg Fig.1に T-Hgの体内分布を示した.カレイ，

ボラ， コノシロはいずれも筋肉部と内臓とで Hg蓄積

に差はみられすや 0.05ppm以下の低値であり，体長との

相関はみられなかった.スズキ，カツオ，プリはすべて

の部位でカレイ，ボラ，コノシロより高値でとりわけ筋

肉の Hg蓄積は著しい.この両者の相違は前述の食性の

相違と一致する.また，魚類を主餌としないセイゴ，フ

ッコ〈スズキの若年魚〉は Hg蓄積は低く体長相関はみ

られないが， スズキでは高い相関があることベ メチル

水銀の吸収はエラおよび体表面よりも消化管からの割合

が大きいこと 6，7)等 Hg蓄積の差は食餌形態の差異を反

映したものであると考えられる.

2〉プリ 3)スズキめの体内分布と比較し金属ごとにに Fig.1 概Lて腎は他の部位に比べて無機水銀の比率が高

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



Concentration of Arsenic and Heavy Metals in Viscera and Muscle of Flatfish Table 1. 
wet base umt: ppm 
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(0.55-4.0 ) 
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( 1. 0-5. 5 ) 
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As 

Gill 

Co 
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0.02 
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Various Tissues of 5 Fishes. 

し、2-4，8)がスズキは最も高く (81%)かつ腎の T-Hgは筋

肉を越えるきわめて高い値 (0.37ppm)がみられた.筋

肉ではブリよりも高い値のものも多く個体のバラツキが

大きい. スズキのメチノレ水銀の生物学的半減期は 640'"'-'

780日8)と相当に長いこと等から， スズキは Hgの蓄積

挙動が他と異なるのではないかと推測される.

Pb 体内分布は平均的で特定部位に親和性はなく，体

長相関もみられなかった (Fig.2). 筋肉部でカレイ，ボ

ラの 0.07ppm， コノシロの 0.12ppmはスズキと大差な

し人為汚染の可能性の少ないブリ (0.2ppm) と比べ

て低値であること，肝，腎に魚種差がなく O.lppm以下

であることから，カレイ，ボラ，コノシロの Pbは高く

はなく， また貴山ら9)の数年間の調査範閤 (0.03"，，0.3

ppm)にあることからパックグランド値と考えられる.

ボラの生殖巣に O.18ppmの高い値がみられたが性差

〈卵巣>精巣〉と思われる義があり続けて検討する必要

がある.ボラおよびカレイの消化管中には多量の砂泥を

含むものがあるが，コノシロやスズキと差がなく O.lppm
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Fig.3. Comparison of Chromium Concentration 

in Various Tissues of 6 Fishes. 
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Fig.4. Comparison of Arsenic Concentration in 

Various Tissues of 5 Fishes. 

前後であることは底質に Pbの著しい蓄積がなかったこ

とを示している.

Cr Fig.3に Crの体内分布を示した.ボラの消化管

は3.5ppmのきわめて高い値であったが，消化管内容物

中に多量の砂礁があったことに原因すると思われる.ス

ズキ，コノシロもO.2，....._，0. 3ppmと比較的高く，スズキは

エラにも0.35ppmを検出した.にもかかわらず体内濃度

は低値であり筋肉，肝，腎に Crの蓄積はみられなかっ

た.消化管およびエラからの Crの吸収率は低い10)とい

われ，城ら11)は大阪湾の Cr濃度が魚の筋肉部の値 (0.02

，.._，0.04ppm)と対応しないと報告している.

カレイ，ポラ，コノシロのいずれも O.lppmを越える

ものはなく，大部分が0.05ppm以下の低濃度で、体内濃度

は平均的である.体長相関はみられなかった.

As 体内分布 (Fig.4)は起伏が魚種によりさまざま

で傾向をつかみにくいが，反面特定の部{立に親和性のな

いことを示しているものと考えられる.ボラ，コノシロ

はO.3~1. 5ppmで、スズキ，ブリと大差ない，カレイは筋

肉，肝，腎で高い{直であり， Table 1にみられるように

ppm 
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Fig. 5. Compar包onof Cadmium Concentration 

in Various Tissues of 6 Fishes. 

分析値の'1.届もかなり広い.魚i体に吸収された Asはその

まま無毒の有機ヒ素の形で蓄積される12)といわれ，カレ

イは摂餌の種類が多いこと，甲殻類13)およびその他の As

を多く含む生物いら15)を摂ることなどが原因と考えられ

る.さらに人体内に吸収された場合は，分解されず蓄積

されることもなく排、准される 12)ため有害性は低いと想定

される.

カレイをはじめ魚の As値の幅の広いことは多くの報

告にみられ15-18)Asのノミッググランドの特徴のひとつと

してあげられる.筋肉およびその他の部位で体長との相

関はみられなかった.

Cd 筋肉中の Cdは6魚種いずれも0，....._，0.03ppmの低

い値であり差はみられないが，肝，腎に親和性がみられ

同時に魚種間の差が著しい (Fig.5).

Cd毒性に対して Znが拾抗的に作用をあらわす量は

そノレ数で0100倍で、あるとされ19)通常の状態で、は Cd/Znx

100の比率はおおよそ 2以下である20) Fig.5および7か

ら部位別に Znに対する Cdの比率 (Cd/Znx 100)を

求めると以下のようになる.

筋肉 肝 腎生 殖 巣

カレイ 0.22 1.0 0.60 O. 10 

ボ プ 0.26 0.2 0.30 0.02 

コノ:ンロ 0.23 0.25 0.17 

スズキ 0.22 0.3 0.20 0.01 

カツオ O. 14 21 19 0.55 

ブ リ 0.18 2.9 0.53 0.22 
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Fig. 6. Comparison of Copper Concentration in 

Various Tissues of 6 Fishes. 
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Fig.7. Comparison of Zinc Concentration in 

Various Tissues of 6 Fishes. 

Znは Cdを隔離するような形で肝の Cd濃度を増加

させるといわれ19)食物連鎖の上位にあるカツオ，ブリの

肝，腎に Cdが蓄積しているものと考えられる.

Cu 体内分布 (Fig.6)は Cdとよく類似し肝に高濃

度である. しかし肝の Cuと Cdとの存在比は一定し

ない. Cdはカツオ， プリに高濃度であるが， Cuはボ

ラ，スズキに 200ppm検出されカツオ，プリの10倍以上

に相当する.肝の Cd蓄積の高い魚が必ずしも Cuも高

いとは限らず， Cdと Cuとの関連性はみられなかっ

た.白筋肉の Cuは平均0.36ppmで魚種差はみられな

かった.血合筋は2，....，7ppmの範囲内にあり外洋性の大型

魚に比べて，ボラ，コノシロの方が低値である.
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Fig.8. Comparison of Manganese Concentration 

in Various Tissues of 6 Fishes. 
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Fig.9. Comparison of Cobalt Concentration in 

Various Tissues of 6 Fishes. 

Zn 体内分布に二つのピークがみられる (Fig.7)動

物の生殖系における Znの必要性についての例証は数多

くあるが21)生殖巣に最も高い値が得られたことから，魚

も例外ではないと考えられる.次いで肝，腎，筋肉，エ

ラの}I院であり上位3部位では蓄積に魚種差がみられる.

魚食性の魚に高値であり，カレイ，ボラ，コノシロはス

ズキ，カツオ，ブリ等よりも低{直である.ポラ，スズキ，

カツオ，ブリの生殖巣では卵巣は精巣よりも 2"""4倍高

い有意差が認められた. カレイに性差はみられなかっ

た.筋肉では魚種差はなく 4"-'7ppmで、ある.体長との

相関および卵巣霊量との相関はみられなかった.

Mn Fig.8に Mnの体内分布を示す.筋肉部ではコ

ノシロに0.6，....，0.8ppmで、他の魚に比べて 6"-'7倍高い値

であった.骨の形成に Mnが関与することが知られて

おり叫23L動物の骨には 3ppmほど含むといわれる.コ

ノシロは筋肉中に小骨が多いため Mn司が高く，これを完

全に除いた状態で、は O.lppm程度である.したがって通

常の試料の調製方法ではこの範囲で誤差を生じやすい.

ボラ，コノシロのエラに Mnが高いのは鯨弓骨が入った
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ためと考えられる.Mnの体内濃度は筋肉部が 0.1"，-，0.3 恒星社厚生関

ppm，骨を除いた各部は 1ppm以下のレベルである 6)喜田村正次:食品衛生研究， 24， 401， 1974 

Co 体内分布 (Fig.9)は魚種差がなく均一でかつ0.1 7)吉田多摩夫:食衛誌， 16， 345， 1975 

ppm以下の徴量である 8)高田村正次，近藤雅臣，瀧博行雄，et al. :水銀，

まと め 1976，講談社

カレイ，ボラ，コノシロの重金属およびヒ索の体内分 9)貴山道子，渡辺重信，和田 裕，et al. 神奈川県

布を調査し次の結果が得られた. 衛研年報， 23， 93， 1973 

1) T-Hgの体内分布は 3魚種とも平均的でかつ0.05 10) Underwood， E.]. :徴量元素， 255， 1975，丸善

ppm以下であった.体長との相関はなく，魚食性の魚と 11)城 久，天持進，安部恒之:大阪水試研究， 4， 

では Hgの蓄積性に明らかな相違がみられた 1，1974 

2) Hg以外で分布が均一なものは Pb，Cr， As， Mn， 12)竹下寿雄，前田 滋:油化学， 29， 75， 1980 

および Coである.Asは個体，部位のパラツキはある 13) LeBlanc， P.]. and A. L. ]ackson : Mar. Pollut. 

が約 1ppm，Mnは1ppm以下， PbはO.lppm，Coは Bull.， 4， 88， 1970 

O.lppm以下， Crは0.05ppm以下のレベルにあり，対照 14)池辺克彦，田中之雄，田中涼一，園田信治:食衛誌

とした魚食性の魚と大きな差はみられなかった 18，86， 1977 

3) Cdは肝に， Cuは肝，血合筋に， Znは生殖巣， 15)大江章夫，森洋隆，杉谷哲:I肢衛研所報， 23， 

肝に親和性がみられ対照魚と挙動が一致する.含有量は 52， 1978 

魚種によりさまざまであるが，概して魚食性の魚の方が 16)渡辺昭宜，能勢憲英，鈴木敏正，et al. :埼玉県衛

より高濃度である.体長との相関はみられなかった. 研年報， 11， 71， 1977 

(本研究の概要は日本食品衛生学会第38回学術講演会 17)田村征男，石原利克，山本勝彦，et al. 名古屋市

1979年11月で発表した〉
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天然甘味料の実態調査(第2報〉市販天然甘味料製剤中のステピア成分の分析

中嶋 巌*，広門雅子ぺ中島和雄*，溝入

遠藤英美*

茂ホ，

Survey of Natural Sweeteners (II) 

Analysis of Stevia Components in Commercial Natural Sweetener Products 

IW AO NAKA]IMA  *， MASAKO HIROKADO*， KAZUO NAKAJIMA *， SHIGERU MIZOIRI* 

and FUSA YOSHI ENDO* 

Stevia components in 11 commercial natural sweetener products were analyzed; qualitative analysis 

was carried out by thin layer chromatography， and the total amount of stevia components in each 

product was determined by gas chromatography. In the meanwhile， concentrations of stevioside and 

rebaudioside A were determined by high performance liquid chromatography. 

Stevioside， rebaudioside A， B， C and steviolbioside were analyzed qualitatively in all these products. 

Concentrations of total stevia component， stevioside and rebaudioside A were determined to be 1. 23-

8.83%， 0.47-4.77% and 0.18-3.59%， respectively. 

Keywords : stevia， stevioside， rebaudioside A， natural sweetener， high performance liquid chromatography 

緒

ステピアは天然の甘味料でサッカリンの代替えとして

広い範閤の食品(珍味，清涼飲料，チュ{イ γガム等〉

に使用されている.

ステピア甘味成分は現在までに 8種類が確認されてお

り円いずれもステピオ{ノレ骨格を有するジテノレベン配

糖体で1-3) そのうち甘味が強く含有量の多い成分はス

テピオサイド (S悼のおよびレパウディオサイドA(Reb

A)であるらめ.

前報6)では，市販天然甘味料製剤中のステピア成分含

量をガスグロマトグラフ法 (GC法〉により測定し，総

Stevとして算出し報告した(この方法は， ステピオ{

ノレ骨格を有する配糖体すべてを測定する). しかし， ス

テピア成分個々の甘味度(品質の一つの要素〉が異なる

ことから成分個々の分離定量が望まれている.

そこで，今回我々は製剤中のステピア成分を薄層グロ

マトグラフィー (TLC)で確認し，高速液体クロマトグ

ラフイ~ (HPLC)で主体甘味成分である Stevと Reb

Aの分離定量を，あーわせてGC法で総 Stevの定量を行

ない，製剤中のステピア甘味成分の品質について検討し，

若干の知見を得たので、報告する.

実験の部

試料都食品監視課より昭和54年 5月"-'55年 1月にか

けて当所に送付された天然、甘味料製剤11種を用いた.

試薬および器具 ステピオサイド (Stev)， レパウデ

ィオサイドA(RebA)， レバウディオサイドB(Reb B) 

およびステピオ~ルノミイオサイド(Stev-b)標準品:いず

れも丸善化成製のものをメタノ{ノレにより再結晶して用

いた.ステピア 4種混合標準溶液:Stev， Reb A， Reb B 

および Stev-b標準品をそれぞれ100mgとり， 50%メタ

メールで全量 20mlとした. Stev-Reb A混合標準溶液:

Stevおよび RebA 標準品をそれぞれ 100mgとり， 50 

%メタノ{ルで、全量 20mlとした. グノレコース(G)，乳

糖 (L)およびデンプン (S)標準溶液:いずれも東京化

成製のものを用い， 50%メタノ{ノレに溶かし， 1%溶液

とした. シリカゲ、ノレ薄層板 Merk社製 Kiezelgel60 

(20x20cm)を1050，30分間活性化し，デシケーター中

で放冷したものを用いた. シリカゲノレカラム:内径2

cm，長さ 20cmのコック付きガラス管に Kiezelgel40 

(70，，-，230mesh， ASTM， Merk社製〉のクロロホノレム

懸潤液を流し込み，高さ6.5cmの層とした後，クロロホ

ルム:メタノ{ル:水 (30: 40 : 15) 混液 50ml，つい

でクロロホルム:メタノ{ノレ (2:1) 混液 10mlを用

いて順次洗ったものを用いた. アニスアルデヒドー硫酸

発色試薬:アニスアノレデヒド 0.5mlをエタノ{ノレ 9ml

に溶かし，濃硫酸0.5mlおよび氷酢酸O.lmlを加えた.

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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他の試薬は特にことわりのない限り，すべて， ]ISの特 0.25， 0.5， 1， 2， 2.5mg/ml)について，下記の測定条

級品を用いた. 件により HPLCを行い定量した.

議罷ガスクロマトグラフ:柳本 G-80型〈検出器 測定条件;カラム UnisilQ NH2 (5μ， 4世x250mm)，

FID)高速液体グロマトグラフ:ポンプ 日本分光 SP- 移動相 アセトニトリル:水 (83: 17)， 流速1.2ml/ 

048型，検出器 日本分光 UVIDEC100 II型 min，圧力 70kg/cm2，検出波長 UV210nm

実験操作 結果および考察

1. 定性 TLCの展開溶媒の検討前報6)で用いた溶媒系〈グロ

試料 19を50%メタノ{ノレ 10mlに溶かし試験溶液と ロホノレム:メタノ{ル:水=15:10: 2)についてさらに

した.次に，ステピア 4種混合標準溶液， G，L， S各種標 検討を加えて，ステピア成分と他の糖類との分離条件を

準溶液および試験溶液それぞれ約 1μJを Kiezelgel薄層 検討した.グロロホルム量 (15)を一定とし，水 (W)と

板上にスポット L，展開溶媒クロロホノレム:メタノ{ル: メタノ{ル (M)の溶媒比を変化させ，それらの溶媒で

水 (15: 11. 5 : 2)を用いて約15cm(約2時間〉展開し TLCを行ない，各成分の Rf値を求めた.その結果を

た.薄層板を取り出し風乾後，アニスアルデヒド@硫酸 Fig.1に示した.ステピア成分および他の糖類の分離が

を噴霧し， 1200， 15分間加熱した後，スポヅトの塁色と 良好であった溶媒比はW 口 3，M=16， 18であるが，同

Rf値よりステピア成分の確認を行った. 時に存在する天然甘味料のグリチルリチン酸が RebA 

2. 定量 の Rf{i直と一致するので， W=  2， M=11， 11.5， 12の

i) ガスク口マトゲラフ法 前報6)に準じて行った. うちステピア成分の最も分離の良好なM=l1.5を用いる

ii) 高速液体ク口マトゲラ7法調整したシリカゲ、ル ことにした.この展開溶媒グロロホルム:メタノ{ノレ:

カラムに試験溶液 1mlを付し，シリカゲノレ謄表面まで流 水(15: 11. 5: 2)によるステピア成分， G，L，S各標

した.グロロホルム:メタノ{ノレ(2:1)混液 5mlでグ 準液および試験溶液の TLC図を Fig.2に示した.各

ロマト管内を洗い，ついでクロロホルム:メタノ{ル: 成分の Rf値は Stev-b 口 O.45， Reb B = O. 36， Stev口

水 (30: 40 : 15)混液30mlでステピア成分を溶出させ 0.28， Reb C=O. 25， Reb A=O. 21， G口 0.17，L=0.08， 

た.この溶出液を 500以下，減圧下で濃縮乾間後，残留 S=Oであった.アニスアルデヒド@硫酸で発色させた

物に水 1mlを加えて溶かし， これを検液とした.検液 時の呈色は，ステピア成分がすべて緑色， GとLが深緑

および Stev-RebA 混合標準溶液 (Stev，Reb A 各 色， Sが黒緑色であり，ステピア成出の検出限界はそれ
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o 0 Stev-b 

o 0 Reb同日

建議 o Stev 
Reb回 C <0 

題~ 0 Reb-A 

o G 

o 0 L 

《
ζ予一一一一。四一

2 

Fig.2 Thin-Layer Chromatograms of a Natural 

Sweetener Product (1) and Seven Standard Co-

mponents (2) 

Plate: Silica gel 

Solvent: CHCla-MeOH-H20 (15:11.5:2) 

Detection: Anysaldehyde-H2S04 

Stev-b: Steviolbioside 

Stev: Stevioside 

Reb-A， B， C: Rebaudioside A， B， C 

G: Glucose L: Lactose S: Starch 

ぞれO.l，ugであった.

HPLC $去の検討 Sを含有する試料をそのままHPLC

に付す場合，カラム分離に影響し，カラム寿命を短くす

る等問題があるので，シリカゲ、ルカラムにより前処理を

行い Sを除去した Stevおよび RebA それぞれ 0.25

mg， 1mg， 2. 5mgについてカラム回収実験を行ったと

ころ， Table 1のごとく良好な結果が得られた.

分離カラムは，ステピア成分が配糖体であることから，

一般に糖類の分離分析に用いられているシリカゲル担体

に-NH2基を導入したJI関相系カラムを用いた. また，移

動相にはアセトニトリルー水系を用L、， Stev， Reb Aお

よび RebCの分離条件を検討・したところ，分離が最も

Table 1. Recoveries of Stevioside and Rebaudioside 

A by Silica gel Column Chromatography 

Added Found Recovery 
(mg) (mg) く%)

0.25 0.218 87.2 
0.219 87.9 

Stevioside 1.0 0.935 93.5 
0.941 94.1 

2.5 
2.329 93.2 
2.360 94.4 

0.25 0.225 90.2 
0.225 90.2 

1.0 0.947 94.7 
0.955 95.5 

Rebaudioside A 

2.5 2.392 95.7 
2.407 96.3 

良好なアセトニトリルー水の溶媒比は 83:げであった.

この条件による Stev-Reb A 混合標準溶液および検液

のクロマトグラムを Fig.3に示した. なお， Reb B， 

Stev-b， GおよびL等は検出波長UV210nmにおいて，

l汲収がないかあるいは小さいため， Stevおよび RebA 

の分離定量に影響を及ぼすことはなかった.

市販天然甘味料製剤中には他にジリカゲノレカラムによ

る前処理で除去できない酸性物質(有機酸塩， グリチノレ

リチン酸等〉が配合されているが，これらは HPLC分

析の際， -NH2基に吸着されカラム分離に影響を及ぼす

ので，同系のプレカラムを用いることにより分離カラム

への影響を避けた.

また，Fig.4に示すように，検量線は StevおよびReb

A とも O.5-----5μgの範聞で良好な直線性を示した.

市販天然甘味料製剤中のステピア成分の定性および定

量市販品11種について TLCを行った結果， 11種とも

Stev， Reb A， Reb C， Reb Bおよび Stev-b の5成

分が確認された.

GC法および HPLC法による定量結果を Table2に

示した.総 Stev含量は1.23-----8.83%，Stev含量は0.47

-----4.77%， Reb A 含量は0.18-----3.59%で， StevとReb

Aの含量合計は0.65-----7.79%であった.

市販天然甘味料製剤中のステピア甘味料の品質〈甘味

度〉 現在までに，ステピア原葉中から 8種類の甘味成

分が確認されているが， 中でも RebAが砂糖の約450

倍， Stevが約300倍と特に甘味が強く，他の成分はこの

ニ成分に比べ非常に甘味が少ないと言われている.従っ

て， Stevと RebA の含量合計の総 Stev含量に対す

る割合の大小から，その製剤に使用されているステピア

甘味料の品質〈甘味度〉が判定できると考えられる.
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Fig.3 HPLC Chromatograms of Stevia Components in a Natural Sweetener Product (A) and some 

Standard Components (B) 

Column， Unisil Q NH2(5μ， 4 x 250mm); Eluent， CHaCN-H20(83: 17) ; 

Flow rate， 1. 2mljmin; Detecter， UV 210nm 

(I) Stevioside (1I) Rebaudioside A (I1I) Rebaudioside C 

Table 2. Contents of Stevioside and Rebaudio-

side A and Total Stevia Component ノ (1)

in Natural Sweetener Products 10 
( 

ε 
Rebaudio-

u 

Stevioside Total Stevia 
) 

No. 
(1) 

side A I+II Component 
(1I) d噌-。、 / ~(m 

1 2.16% 1.66% 3.82% 4.94% iG= J 

2 4.20 3.59 7.79 8.59 二ot 

3 4.77 1.05 5.82 8.06 EGL J 

4 0.47 O. 18 0.65 1. 23 

5 4.63 1. 81 6.44 8.83 

6 3.81 0.94 4.75 7.48 
4 。 0.5 5 p.g 

7 1.57 0.96 2.53 4.32 

8 2.36 0.82 3.18 5.00 Fig.4 Calibration Curves of Stevioside (1) and 

9 2.59 0.91 3.50 5. 79 Rebaudioside (1I) by HPLC 

10 2.03 1. 46 3.49 5.31 

11 0.60 0.26 0.86 1. 38 今回我々が行った定量結果から， StveとRebAの合

量合計の総 Stev含量に対する割合は52.8'"'-'90.7%とパ

ラツキがあった.
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まと め

市販天然甘味料製剤11種についてステピア成分の分析

を行い次の結果が得られた.

1. すべての製剤から， Stev， Reb A， Reb B， Reb 

C および Stev-bの5成分が確認された.

2. 総 Stev含量は1.23'"'-'8.83%，主甘味成分である

Stevおよび RebA の含量はそれぞれO.47~4. 77%， 

0.18'"'-'3.59%であった.

3. 主甘味成分の合量合計は0.65'"'-'7.79%で，総 Stev

含量に対する割合は52.8'"'-'90.7%とパラツキが見られ，

製剤に使用されているステピア甘味料の品質に大きな差

のあることが認められた.

謝辞試料収集に当り御協力いただいた都食品監視課

ならびに食品機動監視班各位に深謝いたします.

(本研究は昭和54年度当研究所調査研究課題「天然甘味

料の品質に関する研究J として実施し，その概要は日本

食品衛生学会第四回学術講演会1980年5月で発表した.) 
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東京湾産アサリ貝殻中の微量先素について(第2報〉

安野哲子六荻野周三六小野綾子六大高敏子ぺ

遠藤英美*

Contents of Tl'ace Elements in Shells of Shol't-Necked Clam in Tokyo Bay (11) 

TETSUKO Y ASUNO汽 SHUZOOGINO汽 AYAKOONO汽 TOSHIKOOHA T A * 

and FUSA YOSHI ENDO* 

Arsenic， total mercury， cadmium， chromium， lead， copper， zinc， manganese， iron，ゃmagnesium

and strontium in the shells of short-necked clams， collected at 5 points around the Tokyo Bay from 

1976 to 1979 (87 samples) were determined by atomic absorption spectrophotometry in order 'to 'study 

the regional differences of the trace element contents. As regards arsenic， total mercury， cadmium， 

chromium， lead， copper and zinc， the mutual relations of these contents in shells with those in the sea 

sediment and those in soft tissues of short-necked clam were also discussed. 

The study revealed that the amounts of cadmium， chromium， lead， copper， zinc， manganese， iron 

and strontium in the shells sampled in the western part of the Tokyo Bay were significantly higher 

than those in the shells samples in the eastern part. There were no marked regional differences in the 

contents of total mercury and magnesium respectively. The significant positive correlations were 

observed hetween the amounts of cadmium， chromium， copper and zinc in shells and those in the sea 
sediment. The significant positive correlations of arsenic and copper contents in shells with those in 

soft tissues were also observed. 

Keywords: Tokyo Bay， short田neckedclam， shell， trace element 

緒 百 分析方法

貝殻の主成分は炭酸カルシウムと，硬タ γパク質の一 試料前報2) と同様に，可食部を取り除いたあとの貝

種のコンキオリンであるが，ほかに多数の徴量元素が合 殻を水洗し，風乾したのち，各採取分ごとに約100gの粉末

まれている1) そしてこの微量元素量は，生物穏や生理 試料(100メ y シュ以下〉を調製して分析に供した.試料数

機能などによっても影響されるが，貝の棲息環境を反映 は87である.なお，採取したアサリの殻長は 25，......，50mm

するものである. で，各採取地点とも 1回の採取量は，風乾後の貝殻重量

著者らは，東京湾の各所に棲息するアサリを対象にし にして約700gであった.

て，その貝殻中の微量元素(ヒ素，水銀，カドミウム， ヒ素乾式灰化後，還元気化させ，原子吸光法で定量

クロム，鉛，銅，亜鉛，マンガン，鉄，マグネシウム， した.

ストロンチウム〉を定量し，棲息環境〈底質〉との関連 水銀加熱気化により総水銀として，原子吸光法で定

性等について検討した. 最した.

調査期間および地点 力ドミウム，クロム，鉛，銅乾式灰化後， DDTCと

調査は1976年から1979年まで4年間継続して行ない， のキレートをつくり，このM IB K抽出液を原子吸光法

試料のアサリは，各年とも 5月から 9月までの 5カ月 で測定した.

間，原則として毎月 1回採取した. 亜鉛，マンガン，鉄，マゲネシウム，スト口ンチウム

採取地点は，大井ふ頭，高西神三枚洲，千葉中央港， 乾式灰化後，硝酸酸性溶液とし，原子吸光法で定量し

木吏津人工島，富津公園(以下順に大井，三枚洲，千葉， た.

木更津，富津と略す.図 1)の5カ所である. 結果と考察

貝殻中の微量元素量 貝の採取地点は，図 1でも明ら

ホ東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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図 1.試料の採取地点

かなように，湾西部から湾東部にかけて，東京湾沿岸の

ほぼ全域を代表しており，本調査で採取したアサリの貝

殻中の微量元素量は，東京湾に棲息している全アサリの

貝殻中のそれを包含するものと考える.表 1にその分析

結果を示したが，今回定量した11元素は，その含量から，

ストロ γチウム>マグネシウム>鉄>マンガγ>亜鉛>

銅>(鉛，クロム，カドミウム，水銀， ヒ素〉のように

表わすことができる.最も含量の多かったストロンチウ

ムで 103ppmレベノレ，鉛， クロム等，その汚染が問題視

されている元素については，それぞれ 1ppm以下という

結果が得られている.

また，年度ごとに各元素最にはそれぞれ若干の変動が

みられるが，増加，あるいは減少といった顕著な傾向は

認められず，東京湾全体としては，調査期間中それぞれ

のレベル内で、平衡状態にあったと言えよう.

採取地点別元素分布採取地点別の分析結果を表2に

示した.

この採取地点どとの元素含量をより見やすい形で表現

するため，多変量解析の一手法である主成分分析3)を試

みた.その結果，第一主成分 (Z1)で50%，第ニ主成分

(Z2)までで87%，第三主成分(Z3)までで95%という累積

寄与率を得， 11元素の分布の約9割が，第一，第二のニ

つの主成分で表現可能であった.図 2に主成分分析によ

る採取地点の散布図を，図 3には各元素の因子負荷量を

示した.

図2および図 3を対比させることにより，大井， ::::::.枚

洲から千葉にかけて棲息しているアサリの貝殻中には，

鉄，亜鉛，ストロ γチウム，カドミウム，クロム，マ γ

ガγ，銅，鉛が多く，ヒ棄は三枚洲と木更津産の，そし

て，マグネシウムと水銀は木更津産のアサリ貝殻中に多

いことが推察された.

さらに，この含量差が有意か否かを検ベた結果，鉄，

亜鉛，ストロ γチウム，カドミウム，グロム，マ γガγ，

銅，鉛は，大井で多く富津で少ないといった西高東低型

を示し， ヒ素は，千葉で少なくその両側で多いという分

布傾向を示していることが明らかとなった.マグネシウ

~在住

* 

木受注

* 

千~

* 

22 

* 

コ℃ヲl'

* 
21 

三枚目{:

図 2. 主成分分析による採取地点の散布図
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表1. 東京湾産アサリの貝殻中徴量元素含量 (ppm)

187 

年 As T-Hg Cd Cr Pb Cu 2n Mn Fe 乱ifg Sr 

1976 Range 
(n =22) 

Mean 

S.D. 

1977 Range 
(n =23) 

Mean 

1978 Range 
(n =21) 

S.D. 

Mean 

S.D. 

1979 Range 
(n =21) 

Mean 

S.D. 

1976- Range 
1979 

(n =87) 
Mean 

S.D. 0.041 0.0587 0.0219 0.044 0.203 0.35 2.90 7.7 25.5 12.5 137.9 

O. 03- ND- ND- ND- ND-

0.21 0.223 0.026 0.11 0.64 

0.09 0.034 0.009 0.02 0.18 

0.051 0.0610 0.0076 0.036 0.204 

0.03- 0.003-ND- ND- ND-

0.15 0.064 0.064 0.18 0.80 

0.11 0.014 0.027 0.06 0.28 

0.030 0.0126 0.0218 0.049 0.238 

O. 02- O. 001-O. 020-ND- ND-

0.13 0.021 0.077 0.17 0.62 

0.09 0.007 0.046 0.06 0.26 

0.029 0.005θ0.0157 0.045 0.157 

O. 03- O. 002-ND- O. 01ー 0.06-

0.20 0.344 0.082 0.14 0.90 

0.09 0.038 0.022 0.06 0.27 

0.047 0.0999 0.0224 0.031 0.202 

O. 02- ND- ND- ND- ND-

0.21 0.344 0.082 0.18 0.90 

0.09 0.023 0.026 0.05 0.25 

0.7- 0.9-

2.1 6.8 

1. 2 3.7 

0.41 2.05 

0.8- 1.1-

1. 5 7.6 

1. 1 3.2 

0.22 1. 48 

0.7- 1. 8-

2.0 7.5 

1.2 4.2 

0.39 1. 67 

0.6- 1.4-

2.1 19.2 

1.1 6.0 

0.35 4.68 

0.6- 0.9- 4-

2.1 19.2 41 

1.2 4.3 14 

7- 12-

41 64 

16 33 

8.2 15.7 

8- 13-

34 124 

18 42 

7.2 27.0 

5- 10-

31 136 

13 45 

7.3 36.5 

4- 10-

27 73 

9.4 37 

5.47 17.7 

135-

185 

157 

13.2 

127-

172 

151 

11.7 

133-

161 

147 

122-

166 

143 

1300-

1860 

1496 

148.0 

1394-

1762 

1566 

98.2 

8.4 

1325-

1843 

1534 

165.7 

1275-

1660 

1454 

11.6 114.0 

10- 122- 1275-

136 185 1860 

39 150 1514 

As T-Hg Cd Cr 

表 2. 採取地点別分析結果 (1976-1979年， ppm) 

点
一
井
の

地
一

4

取

一

い

採
一
大
。

三枚洲
(n =16) 

千葉
(n =10) 

木更津
(n =20) 

富津
(n口 21)

Range 

Mean 

S.D. 

Range 

Mean 

S.D. 

Range 

Mean 

S.D. 

Range 

Mean 

S.D. 

Range 

Pb 

O. 04- O. 001-ND- ND- ND- 1. 0-

0.21 0.332 0.082 0.18 0.75 2.1 

0.09 0.024 0.040 0.08 0.36 1.5 

0.040 0.0726 0.0213 0.063 0.201 0.27 

O. 03- O. 003-O. 004-ND- O. 02- 0.9-

0.15 0.038 0.077 0.10 0.90 2.1 

0.10 0.012 0.036 0.06 0.27 1.2 

0.030 0.0086 0.0213 0.027 0.209 0.35 

O. 02- O. 002-ND- ND- O. 08- 1. 0-

0.08 0.023 0.036 0.11 0.64 2.0 

0.05 0.009 0.011 0.04 0.34 1.3 

0.023 0.0080 0.0121 0.034 0.199 0.35 

0.05- ND- ND- ND- ND- 0.6-

0.20 0.344 0.060 0.14 0.80 1.8 

0.11 0.034 0.017 0.05 0.11 1.0 

0.039 0.0785 0.0215 0.040 0.182 0.32 

O. 03- ND- ND- ND- ND- O. 7-

0.19 0.223 0.062 0.09 0.43 1.1 

Cu 2n Mn 

5-

41 

15 

7.6 

6-

34 

22 

31-

136 

69 

32.1 

13-

62 

35 

12.2 

10-

17 

14 

Fe 

122-

185 

149 

15.3 

129-

170 

147 

12.0 

135-

155 

146 

2.7 

21- 131-

178 

Mg Sr 

1435-

1860 

1669 

118.1 

1420-

1729 

1586 

92.2 

1300-

1553 

6.7 

1383 

81.4 

1360-

1613 

1462 

77. 7 

1275-

1.9-

12.8 

5.5 

2.49 

1.9-

7.0 

4.6 

1. 42 

2.1-

6.6 

3.3 

1. 51 

0.9-

19.2 

4.7 

3.79 

0.9-

16.1 

8.6 

11-

-一

ι

一

3

7

3

7

5

3

6

4

 

n

L

τ

i

n

A

τ

i

 

12 

64 

42 

12.0 

10-

39 

154 

13.0 

124-

168 1519 

Mean 0.09 0.027 0.019 0.03 0.20 0.9 2.9 8 23 150 1423 

S.D. 0.042 0.0595 0.0161 0.025 0.138 0.13 3.16 2.7 7.0 11.1 72.4 
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ムと水銀含量には，採取地点による有志;の差は認められ

なかった.

底質との相関性 当所乳肉衛生研究科の堀井らは，わ

れわれとの共同調査において，アサリの採取地点の底質

および可食部中の重金属類〈ヒ素，水銀，カドミウム，

グロム，鉛，錦，亜鉛，コパノレト〉を分析しており，底

質については，ヒ素以外の重金属濃度は，湾西部で高く湾

東部で低い西高東低型の傾向を示していると報告してい

る←7) また， 一都三県公害防止協議会による東京湾の

総合調査の結果でも，底質中の重金属類(ヒ素，水銀，

カドミウム，クロム，鉛〉は，西高東低型であると報告

されているト10) そしてこの傾向は，湾周辺部の開発，

発展に伴う東京湾の汚染度を反映するもので，西高東低

型を示すのは，湾東部の千葉県側の開発が比較的近年に

行なわれはじめたのに対し，湾西部には東京という大都

市と，明治以来発展し続けてきた京浜工業地帯とが存在

するためで、あると考えられている.われわれが貝殻につ

いて分析した結果，貝殻中の徴量元素量にもまた，この

底質と類似した分布傾向がみられたことから，東京湾、に

棲息しているアサリが，その汚染の影響をこうむってい

ることは明らかである.

そこで，貝殻と底質問の関係をさらに詳細に把握する

ため，前述の摺井らとわれわれとの共通分析元素につい

て相関係数を算出したところ，カドミウムクロム，銅，

亜鉛に，弱いながらも相関性のあることが認められた

〈表 3).この相関係数は，分析方法を統一すること等に

よりもっと高い値となることが予想され，従って，一部

の元素については，貝殻から底質中のその最をある程度

推測することが可能であると考える.そしてこのことは，

もし保存状態のよい化石貝殻が得られれば，過去にさか

のぼってその時代の底賀の状態を観察することができ，

現在の汚染状況との比較が可能であることを示唆するも

のである.

可食部中の微量元素量との比較 アサリの可食部中の

微量元素を定量することは，それを食した時の安全性を

評価する上で重要なことであるが，腐敗しやすいため，

搬入や保存に困難を伴うのが現実である.そこで，比較

的そのような心配のない貝殻から可食部中の微量元素量

が推測可能か否かを検討した.

堀井ら4-7)との共通分析元素について， 貝殻と可食部

中の合最比を表4に，相関係数を表5に示した.

貝殻と可食部中の含量比を平均値でみると，可食部よ

りも貝殻中に多かった元素は鉛で，可食部の約2倍であ

った.水銀と銅は，可食部と貝殻の両方にほぼ同じ割合

で存在した. ヒ素，カドミウム， クロム，亜鉛は，いず

れも可食部より貝殻の方に少なく，最低のヒ素で，可食

部の約1/10の量であった.

つぎに貝殻と可食部聞の相関性であるが， ヒ素と銅に

表 3. 貝殻と底質問の相関係数

As T ・-Hg Cd Cr Pb Cu Zn 

r -0.00 0.09 0.38* 0.42* 0.17 0.30* 0.27* 

n =85， * P<0.05 

表 4. 貝殻および可食部中の微量元素含量比〈貝殻/可食部〉

As T-Hg Cd Cr Pb Cu Zn 

Range 0.01- 0- 0- 0- 。一 0.24ー 0.05-

0.17 6.89 2.80 7.00 7.27 2. 50 1.11 

Mean 0.06 0.79 0.48 0.51 2.14 1. 02 0.25 

S.D. 0.029 1. 492 0.493 1. 244 2.324 0.385 O. 195 

n =87 

表 5. 貝殻と可食部聞の相関係数

As T-Hg Cd Cr Pb Cu Zn 

r 0.26* 0.04 -0. 10 0.11 -0.18 0.30* O. 18 

n =85， *pく0.05
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摘 要

謝辞本調査にあたり，試料を採取された都衛生局食

品監視課の皆様に深謝致します.
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AS樹脂製器具および容器からのアクリ口エトリルモノマーの移行

吉田令子ぺ渡辺悠ニヘ佐藤督、ーへ遠藤英美*

Migration of Acrylonitrile Monomer from AS Resin Food Container 

REIKO YOSHIDA*， YUJI WATANABE*， KENICHI SATO* and FUSAYOSHI ENDOキ

A total of 29 AS resin food containers were investigated for the migration of residual Acrylonitri1e 

(AN) monomer into the food simulating solvents (water， 4% acetic acid， 20% ethanol， n占eptane).

AN monomer was determined by gas chromatography with NP detector (lower level: 2pg). 

It was found that migrated AN monomer did not reach the equilibrium at 400 in 10 days and was 

determined to be 2-233 pg/ml (mean 62 pg/ml) in water， 12-168 (75) in 4% acetic acid， 16-271 (121) 
in 20% ethanol， 4-170 (37) in n-heptane. None of the samples showed migration of AN monomer 

exceeding 50 pg/ml within 24 hours except for 1 sample (20% ethanol). 

Therefore， it is considered undesirable that food is stored in AS resin containers for a long period 

of time. 

Keywords : acrylonitrile monomer， AS resin， migration 

緒 雪5"
回

1977年 FDA(米国食品医薬品局〉は， アグリロニト

リノレ@スチレシ〈以下ASと略す)，アグリロニトリル@

ブタジエン@スチレγ 〈以下ABSと略す〉共霊合体を

含む飲料用アクリロニトリル(以下A Nと略す〉樹脂製

容器の使用を禁止し1にすべての食品用A N系樹脂製容器

のANモノマ{移行規制値を 0.05μg/mlとしたの.また

西ドイツプラスチック取引推薦基準では従来の0.05μg/

mlから 0.01μg/mlにさげるわなど欧米各国は移行規

制〈ヨーロッパの大半は 0.3μg/mめを実施しているの

に対して，現在わが国ではA Nモノマ{に対する規制は

残留量，移行量ともに行なわれていない. A Nモノマー

は水への溶解度が 8%と高く，毒性も強いので，徴量の

移行も問題である.われわれは昨年市販 AS， ABS製

品中の残留ANモノマ{量の実態調査を報告4) したが，

その結果かなり高濃度のANモノマー(平均 95μg/ml，

最高 376μg/ml)が検出された.そこで市販AS製品中

の残留ANモノマーの食品移行性について 4種の類似溶

媒を用い検討を行なったので、報告する.

実験の部

1. 試料スーパ{マ{ケヅト，デパ{ト，小売屈な

どから入手したAS製食品用器具容器計29種.

使用状況別の内訳:飲食用器具(直接，口に接触する

もの)2種，調理用器具(短時間，食品と接触するもの〉

12種，保存用容器〈長時間，食品と接触する可能性のあ

るもの)15種.

2. 装薗 ノミーキンエルマ{シグマ 3B君主ガスクロマ

トグラフ〈窒素@りん検出器付き〉

3. 試薬@試液 1)蒸留水 2) 4%酢酸 3) 20%エ

タノ{ノレ 4)n・へブタンじめののについては，

必要があれば蒸留しガスクロマトグラフィー(以下GC

と略す〉で妨害ピークのないことを確認したものを使用

した. 5) AN:市販のAN(98%)を用いた.

4. 試験法 1) 試験溶液の調製蒸留水， 4%酢酸，

20%ェタノ{ルを 400に加温し，それぞれの液を試料容

器に注ぎ密封して 400に保ちながら 1， 2， 24時間， 5， 

10日開放置したものを試験溶液とした. n圃へブタンは窓

温で同様の操作を行なった.

2) AN標準溶液の調製 AN25μJをとり，蒸留水，

4%酢酸， 20%ェタノール，n-へプタンに溶かしそれぞ

れ全容25mlとし標準原液 (800μg/mめとした.この原

液をO.05， O. 1p.g/mlにそれぞれの液で希釈したものを

標準溶液とした.

3) AN司王ノマーの定量 それぞれの試験溶液につい

て次の条件でGCを行い，同様に操作して得た標準溶液

の示すピーグ高から検量線を作成し，これを用いて定量

を行なった.なお検出限度は 2pgであった.

GC操作条件 蒸留水， 4%酢酸の場合

カラム 10%PEG 600/Chromosorb W A W 80/100 

mesh，ガラス製内径2mmx l. 5m;温度カラム槽800，

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku占u，Tokyo， 160 ]apan 
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オぇ 4%酢酸 20%エタノール

図1. 各溶媒におけるANモノマ{のガスグロマトグラム

注入口 2000，検出器 2500，キャリヤ{ガス:N2 25ml/ 

min;保持時間:1.2分.

20%エタノ{ノレ， n-へブタンの場合

カラム:Chromosorb 101 80/100mesh;温度カラム

槽1500
; 保持時間1.5分他は前記に同じ

PEG 600はピークの鋭さ， Rtの短さにおいてChro-

mosorb 101より優れているが， エタノーノレのピ{ク，

n・へブタンのテ{リ γグがANのピーグと重なるため20

%エタノ{ル， かへブタンの場合は Chromosorb101 

を使用した.

結果と考察

AS製品中の残留ANモノマ{量を表 1，4種の食品

類似溶媒へのANモノマ{移行量を表 2，このデ{タを

まとめたものを表 3に示した.なお移行量数値は試料の

溶媒に接触する部分の表面積1cm2当り溶媒2mlの割合に

なるよう換算したものである.放置温度と時間はヨ{ロ

ッパの多くで用いられている条件 (400，10日〉を最長

期間として採用した.

残留量は12，，-，240μg/ml(平均94μg/ml)で，飲食用器具

は平均39pg/mlと少いが，調理用器具は 94μg/ml，保存

容器は 102μg/mlと米国や西ドイツの規制値 (80μg/ml

と5μg/ml)を上わまわっていた.

図2に示したように移行量は時間とともにほぼ直線的

に増加し，各溶媒とも10日間では平衡に達しなかった.

室温で170"-'200日開放置しでも平衡に達しないという報

告5) もあるので，長時間貯蔵する場合表1の値より多く

なると考えられる.

残留量と移行量の間には，ある程度の相関が認められ

た.相関係数は水0.67，4%酢酸0.70，20%ェタノ{ノレ

0.72， n-へプタシ0.83であった. 20%エタノ{ノレの場

191 
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表 3. 移行A Nモノマ{の分布
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言十 0-24 25-50 51-99 100-199 200-300 (pg/ml) 

水 29 11 4 7 5 2 

4 % 酢- 酸 26 5 4 9 8 。
20%ェタノール 26 2 6 6 9 3 

n ーへプタン 25 15 5 1 4 。
400， 10日

ら 10El 

図 2. 各溶媒におけるAN移行量(平均値〉の経時

変化

合を図 3に示した.西ドイツにはAS，ABS樹脂につ

いて水における比例的な相関の報告6)がある.

材質中のANモノマ{の移行率は400，10日間で水0"-'

0.192% (平均0.061%)，4 %酢酸0.013~0.226%(0.080

%)， 20% ェタノール0.025~0.315% (0.102%)， nーへ

プタン0.008~0.127% (0.034%)であった.

移行最は 1"-'2時間では溶媒による差は認められない

が 1日以降では，水と 4%酢酸はほぼ同等で， 20%エタ

ノ{ノレは 5%の危険率で有意に多く ，n-へブタンは少な

かった.これはANは極性が強いため水系の溶媒に移行

しやすく ，n・へブタンには比較的溶けにくいことと，エ

タノールは他の 3種の捺媒に比べAN樹脂を膨潤させる

作用が大きいので， ANが溶出しやすくなっているため

と考えられる.

400， 10日間で‘20%ェタノーノレにおける移行量の平均

値をみると飲食用器具46pg/ml，調理用器具79pg/ml，

保存用容器134pg/mlであり，食品と長く接触するよう

なものから多く移行しており，他の 3種の溶媒も同じ傾

向を示している.

ヨ{ロッパの大半の規制値である 0.3μg/mlを超えた

ものはなかった.米国の規制値0.05μg/mlを超えたもの

は水14検体 (48%)，4%酢酸17検体 (65%)，20%エタ

ノーノレ18検体(69%)，n回へブタン 5検体(20%)あったが

24時間の移行量は20%エタノーノレの 1検体を除きすべて

50pg/ml未満であった.また西ドイツの規制値0.01μg/

4正ー

pg!mC * 

200 -"1: 

移
長・

告持

fヲ
守+
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N 

来争時

* 
100 1・吋リ日

* 
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p
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ij1¥ ¥立 I¥N
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図 3.残留ANと20%エタノ{ルにおける移行AN
の相関

mlに適合するものは水 4検体 (14%)，n-へブタン 5検

体 (20%)のみであり， 24時間の移行量でも水 16検体

(55%)， 4 %酢酸12検体 (46%)，20%ェタノ{ノレ 8検体

(31%)， nーへブタン19検体 (76%)であった. しかし残

留量が50μg/ml未満のものから50pg/ml以上移行したも

のはなかった.したがって短時間の使用にはさしっかえ

ないが，長期にわたり食品を保存することは問題がある

とおもわれる.

まとめ

食品に接触する市販AS製品からの残留ANモノマ{

の食品移行性について 4種の類似溶媒を用い検討を行な

った.その結果，試験期間内では平衡に達しなかったこ

と， 400， 10日間で米国の規制値 0.05μg/mlを超えたも

のが水48%，4%酢酸65%，20%エタノ{ル69%，nーへ

プタン20%あったこと，保存用容器の残留量，移行量が

短時間接触のものに比べて多いことなどから長期間の使

用には問題があると考えられる.

溶媒により移行量に差が認められ， 20%エタノ~・-ルに
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多く水と 4%酢酸は間程度であり nーへプタシは少なか

った.

残留量と移行量には相関があり， 50μg/ml以下のもの

からはいずれの溶媒でも50pg/ml以上の移行がなかった

ことから残留量により規制ができるものとおもわれる.

謝辞 本調査に御協力いただいた衛生局環境衛生部食

品監視課および葛飾食品機動班の各位に感謝いたしま

す.

文 献

1) FDA : Chemical week， 28， 22， 1977 

2) Federal Register， 42， 13546， 1977 

3)西ドイツ連邦衛生公報， 20， 231， 1977 

4)吉田令子，渡辺悠二，佐藤憲一，遠藤英美:東京衛

研年報， 30-1， 163， 1979 

5) Petrova， L. 1. Boil王ovaZ. K. : Plast Mαssy， 12， 

31， 1976 

6) Eagleton S. D. : K unstst. Plast.， 25， 33， 1978 



東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H，31-1， 195-198， 1980 

2，4ージエト口フェエJL，.ヒドラジン試薬による過酸化水素およびホJL，.ムアJL，.ヂヒドの定量

渡辺悠二汽佐藤憲一*，吉田令子汽遠藤英美*

Quantitative Analysis of Hydrogen Peroxide and Formaldehyde 

by the 2，4聞 DinitrophenylhydrazineMethod 

YUJI WATANABE*， KENICHI SATO汽 REIKOYOSHIDA * and FUSA YOSHI ENDO* 

Keywords:過酸化水素 hydrogenperoxide，ホルムアルデヒド formaldehyde2，ιジニトロブ z ニルヒドラジγ

2，4-dinitrophenylhydrazine 

緒 雷

過酸化水素(以下 H202 と略す〉は食品添加物とし

て，殺菌や漂白の目的で水産ねり製品やめん類など各種

食品に使用されている.しかし，厚生省は昭和田年2月，

この H202について，毒性試験を行ったところ発がん性

が認められたとして，これまで使用を認めていたかまぼ

こ，ゆでめんなどにあっては最終食品前に H202は分解

または除去されなければならない〈食品中に残留しでは

ならない〉という告示を公布した1) これに関連し，一

部の牛乳および清涼飲料水で行われている完全無菌充て

ん包装において，食品を充てんする直前に包装材を滅菌

する目的で H202水を使用しているため，都として当該

食品中の H202の残留について調査を行った.

一方，食品中の H202の定量法としては一般にヨウ素

法が行われているが，低濃度の試料には適さず，微量の

定量法として，最近 3-メチルー2ーベシゾチアゾロ γ法が

報告されている2)• この定量法は， H202をメタノーノレ

存在下カタラ{ゼ処理してホノレムアルデヒド(以下 HC

HOと略す〉を定量的に生成させ，吏にこの HCHOを

3ーメチルー2ーベγゾチアゾロ γと反応させて生ずる皇色

物質を比色し， H202 を定量する方法であるが，試料に

よっては試料液の濁り，着色や塁色の妨害などの問題が

あり，全ての試料には適用できない.そこで著者らは，

この H202の存在下メタノールから HCHOが定量的に

生成されることを利用し， HCHOをガスクロマトグラ

フイ~ (以下GC法と略す〉によって検出することによ

り食品中のH202 の定量を行うことを試みた.HCHOの

定量は，従来水蒸気蒸留後アセチルアセト γ法による比

色法が行われ， GC法ではHCHOそのものの感度が低い

〈水素炎イオ γ化検出器に対して〉ことからほとんど行わ

れていない.しかし， HCHOのようなカルボニル化合物

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科

はヒドラジシと容易に反応してヒドラゾγを生成するこ

とは古くから知られており，種々のヒドラジン化合物が

カルボニル化合物の確認試薬として用いられ，中でも

2，4ージニトロブェニルヒドラジンは広く用いられている

め.そこで HCHOのヒドラゾンである HCHO-2，4ージ

ニトロフェニルヒドラゾン〈以下 HCHO-DNPHと略

す〉のGCi法による測定，次いで食品中の H202の定量

法を検討した.また本法を用いて， HCHOを原料とす

るメラミシ樹脂およびフェノ{ル樹脂製飲食器から移行

する HCHOについても調査を行ったので合わせて報告

する.

実験の部

1. 試料

1)衛生局環境衛生部獣医衛生課より送付されたM社

製の紙パックを容器とした牛乳(5検体)，清涼飲料水(5

検体〉および食品の替わりに水を詰めたもの(10検体).

2)デパート，小売り!苫よりの買上げ品メラミシ樹脂

製飲食器(10検体〉およびフェノ{ノレ樹脂製飲食器 (5

検体).

2. 試薬@試液および装置

1)四塩化炭素， メタノ{ノレ， クロロホルム，n・ヘキ

サγ:GC法で妨害ピ{グのないもの.その他断りのな

い試薬は特級品を使用した.

2)カタラ{ゼ液.，カタラ{ゼ130万単位/ml(ベ{リ

ソガ{マンハイム@山之内社製〉の懸褐液を蒸留水で10

倍希釈したもの.

3) 0.02% 2，4ージニトロブェニノレヒドラジ γ試液:

2，←ジニトロフェニルヒドラジγ 〈和光製)0.2gを 2N

硫酸 11に加え撹持して捺かし，次いでその 200mlを分

液ロートにとり，同量の nーヘキサンを加え 5分間振とう

し，静置後上層の n-ヘキサンを捨てる.再度同量の n-

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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Fig. 1. Mass Spectrum of F ormaldehyde-2， 4-

dinitrophenylhydrazone 

ヘキサシを加え同様の操作を行ったのも，四塩化炭素50

mlを加えて 5分間振とうし， 静置後下層の四塩化炭素

を30倍濃縮し， GC法で妨害ピ{クのないことを確認し

たのも，上層液を試液として用いた.用時調製する.

4)装置:自立163形ガスグロマトグラフ (FID付)，

島津 LKB-9000形ガスクロマトグラフー質量分析計.

3. 標準品および標準溶液の調製

1) H202および HCHO標準溶液:H202水(30wjw

%)およびホルマリン(35wjw%)を蒸脅水で希釈し，各

各0.1，0.4%液を調製する.各々その一部をとり ，Nj50 

チオ硫酸ナトリウム液で標定し，次いで蒸留水を用いて

濃度が各々 0.1'"'-'10ppmとなるように適宜調製した.

2)標準品 HCHO-DNPHおよび標準溶液:2，4-ジ

ニトロフェニルヒドラジン 19V:こメタノ{ノレ40mlおよび

濃塩酸4mlを加え加熱して静かす.流水で冷却後ホルマ

リン (35%)2mlを加え室温に約30分開放置する.析出

するヒドラゾンをガラスろ過器でろ別し，結品をメタノ

{ノレと水の等量混合液で洗う.次いで得られたヒドラゾ

ンを少量のメタノ{ルに加熱して溶かし，冷後結晶が析

出するまで水を加えて放置し，再結晶を行った.本品は

寅澄色針状結晶，融点、 166'"'-'1670 で、そのマススベクトル

を図 1に示す.

HCHO-DNPH標準潜液:上記の標準品約1.Ogを精

秤し，10mlのクロロホルムを加えて溶かしたのち， 四

塩化炭素を用いて正確に100mlとし標準原液とする.次

いで、濃度が10'"'-'50ppmとなるように四塩化炭素を用いて

適宜調製した.

4. 試験法

1)賞品中の残留日202の定量

(1)試験j容液の調製 i水の場合 試料10mlを正確に

共栓三角フラスコにとり，メタノ{ノレ2mlおよびカタラ

{ゼ液40μJを加えて370の恒温水槽で20分間加温する.

ついでこの液を内容200mlの分液ロートに移し， 0.02% 

2，4-ジニトロフェニルヒドラジン試液40mlを加える.

分液ロ{トを 2'"'-'3分間振とう後四塩化炭素 10mlを加

え5分間激しく振とうする.静置後下層の四塩化炭素を

予め四塩化炭素で潤した脱脂綿でろ過しグデノレナ@ダニ

ヅシュ濃縮管に移す.再び四塩化炭素 10mlを加え同様の

操作を 2回繰り迭す.合わせた抽出液を450以下で、約0.5

mlまで、減圧濃縮したのち四塩化炭素で、正確に 1mlとし，

これを試験溶液とした.別に同じ試料についてカタラ{

ゼ処理をしないものを同様に行い，これを空試験溶液と

した.

11 牛乳の場合試料5mlを正確に共栓試験管にとり，

メタノ{ル 15mlを加え一昼夜冷所に放寵したのちガラ

スろ過器でろ過し，ろ液に水を加えて正確に20mlとし，

試料溶液とする.その4mlを正確に共栓三角フラスコに

とり，水9mlおよびカタラ{ゼ液40μJを加えて370 の恒

温水槽で;20分間加温する.以下，水の場合と同様の操作

を行った.

111 清涼飲料オくの場合 試料 10mlを正確に共栓試験

管にとり，メタノーノレ 10mlを加え一昼夜冷所に放置し

たのちガラスろ過器でろ過し，ろ液に水を加えて正確に

20mlとし，試料溶液とする.その 4mlを正確に共栓三

角フラスコにとり，水6mlを加えたのち 1%ホウ酸ナト

リウム試液を用いて pH5 '"'-'7に調整する.次いでカタラ

{ゼ液 40μJを加えて370の恒温水槽で、20分間加温する.

以下，水の場合と向様の操作を行った.

(2) GC法による HCHO嗣，DNPHの定量

試験溶液について，次の条件でGC法を行った.標準

品の保持時間は4.9分で，その検量線は20'"'-'200ngの範

囲で原点を通る直線性を示した. なお検出限度は H202

として水0.05ppm，牛乳および清涼飲料水1.Oppmであ

った.

GCの操作条件カラム:2% Silicone OV-17jChro・

mosorb W j A W-DMCS 60-80mesh， ガラスカラム 3世

x2m;温度:注入口 2500，カラム恒温槽2100
; キャリ

ヤーガス:窒素 28mljmin;注入量 :4μJ

2)メラミン樹脂およびつェノー)[.，樹脂製飲食器から

溶出する HCHOの定量

(1)試料溶液の調製

規格試験(厚生省告示第434号〉に基いて行った.す

なわち，試料に600の水を満たし，600の恒温槽内で30分

間抽出したものを試料溶液とした.

(2)定量

試料溶液20ml吉正確に分液ロ{トにとり， 0.02%2，4ー

ジニトロフェニルヒドラジン試液40mlを加えて 2'"'-'3

分間振とう後，四塩化炭素 10mlを加え 5分間激しく振

とうする.以下， 4. 1) (1)の場合と同様の操作を行
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Fig.2. Gas Chromatograms of Formaldehyde-2，4-dinitrophenylhydrazone 

った.なお検出限度はO.Olppmであった.

結果と考察

1. HzOzおよび HCHOの定霊法

1)カタラーゼ処理による HCHOの生成条件

この条件については石崎らが詳細に検討しておりへ

これを準用した.なお試料の前処理として，試料中の蛋

白分などを捻去するためメタノ{ノレを一定の割合で添加

したが，メタノ{ル量が増えるに従って回収率が低くな

るので，カタラ{ゼ処理する時の試料溶液中のメタノ{

ルを3ml以下になるように調製した.なお空試験におい

て，他の食品の場合著しい妨害ピ円グを示すものもあり

本法を適用できないことがある.

回収率は，水の場合(試料溶液に Hz021μg添加，以

下同じ)98.4%，牛乳の場合96.4%，清涼飲料水の場合

93.9%であった.

2) HCHO-DNPH生成時における酸の影響

2，4ージニトロフェニルヒドラジγはアルカリに非常に

不安定だが酸には安定であり，またそのヒドラゾγの生

成反応は酸を触媒とするので通常リン酸，硫酸，塩酸な

どの酸性溶液中で行われるが，脂肪族アノレデヒド類やケ

トン類の場合2N硫酸が用いられているわ. なおこの試

液は，室温に長時開放置すると分解が進み，メタノーノレ

存在下回塩化炭素で抽出した時著しい妨害ピ{グを示す

時があるので，用時調製し冷暗所に貯蔵する.

3)抽出溶媒

抽出溶媒は，回収率がよくかっGC法で溶媒ピ{クの

テーリングの少ないもの〈保持時間が早くまた高感度分

析を行うため〉を選択した.その結果，四塩化炭素，ク

ロロホノレム，塩化メチレソ，塩化エチレン，nーヘキサン

などについて検討したところ， 図2に示されるように

(standard)，四塩化炭素が最適でその抽出効率は各 10

ml，3回の操作で97.4%であった.なお試験溶液は冷暗

所で 1週間以上定安であった.

4)定量

本法では次のように反応、が進み，また各物質の分子量

比は下記のようになる.

H202 一一一一一四時~ HCHO 

NH.N=CH2 

ーか02

m.w 34.01 

1.13 

0.16 

m.w 30.01 

0.88 

0.14 

ト102

m.W 210.16 

6.18 

7.00 

図2のガスクロマトグラム (standard)は標準品40ng

のものであるが，これは上式より HzOz6. 4ng， HCHO 

5.6ngに相当する.従って本法において，例えば水試料

〈試料液量 10ml)で図と伺じピ{グ高を示した時，その

濃度は0.16ppmとなる.

本法は，アセチルアセトン法に比べて検出感度が数十

倍高く，また操作も容易であることから， HCHOを原

料とする熱硬化性樹脂製品から溶出する微量 HCHOの

定量法として十分に適用できる.

2. 食品中の HZ02の残留について

紙パッグ詰牛乳および清涼飲料水各5検体，食品の替

わりに水を詰めたもの10検体について HzOzを定量した

結果，全て検出摂度(各々1.0，1.0， 0.05ppm)以下で

あった.従ってこれらの食品においては，HZ02による



メラミ γ樹脂製品10検体およびフェノール樹脂製品 5

検体についての結果を表 1に示す.

この結果，全検体から HCHOの溶出が認められ，そ

の濃度は0.01'"'-'0.13(平均0.04)ppmであった.また樹

脂別にみると，メラミン樹脂製品では0.02'"'-'0.13(平均

0.05) ppm，フェノ{ル樹脂製品で、は 0.01'"'-'0.03(平均

0.02) ppmで，後者に比べて前者のほうが溶出しやすい

傾向が認められたが，しかし，その溶出量はごく微量で

あり，最近の市販品にあっては HCHOの衛生上の問題

はほとんどないものと考えられる.

まとめ

紙パック詰(無菌充てん包装〉牛乳および清涼飲料水

における H202の定量法の検討および製品中の残留実態

調査を行った.また本法を用いて，熱硬化性樹脂製品か

ら溶出する HCHOの定量を試みた.

1. 食品中の HZ02の定量は， メタノ{ノレ存在下カタ

ラ{ゼ処理して HCHOを生成させたのち， 2，4ージニト

ロフェニノレヒドラジンと反応して生じる HCHO-2，4ージ

ニトロフェニノレヒドラゾンをGC法で定量することによ

り行った. 本法は，操作性がよく， また回収率(牛乳

96.4%，清涼飲料水93.9%，水98.4;のおよび検出限度

(各々 1.0，1.0， 0.05ppm)も良好であった.

2. 紙パヅグを容器とした牛乳，清涼飲料水および食

品の替わりに水を詰めたもの(計四検体〉について調査

した結果， H202は全て検出されなかった.

3. メラミン樹脂およびブェノ{ル樹脂製飲食器(計

15検体〉から溶出する HCHOを測定した結果〈浸潰条

件:水， 600， 30分開放置)， O. 01~0.13(平均0.04)ppm

の HCHOの移行が認められた.
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Amount of Formaldehyde into Water 

from Melamine and Phenolics Tableware 
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汚染(残留〉はないものと思われる.

なお本食品は，次のような工程で製造されている.

ロール状で、供給された包装紙(内面よりポリエチレン，

アノレミ箔，ポリエチレン， クラフト紙，ポリエチレンの

5層で構成〉は，充てん機にセグトされると連続的に繰

り出されたのも， H202水く30%)の入った滅菌槽に下

半分浸っているロ{ラーにより内面のみ滅菌され，次い

で2本のローラ{の聞を通って付着した H202水が絞り

とられ， 続いて円筒状に成形され， ヒータ{で約 1200

〈内面の表面温度〉に加熱されて残存する H20Zは蒸発

と分解によって除去される.次いで円筒状の中へ滅菌さ

れた食品が注入され，上部をヒ{トシ{ノレして製品がで

き上る.

以上のように，H202は絞りと加熱によって除去され

ており，充てん機が正常に作動していれば(異常時には

自動的に停止する)， H202が残存することはないものと

思われ，調査の結果もこれを裏付けていた.

3. メラミン樹脂およびブェノー)J...樹脂製飲食器にお

ける HCHOの溶出について
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市販果実飲料の化学的鑑定

牛尾房雄*，西国甲子汽深野駿一**，関 博麿*

道口正雄*

Chemical Evalution of Fruit Juice in Commercial 80ft Drinks 

FUSAO USHIO*， KOUKO NISHIDAペSHUNICHIFUKANO**， HIROMARO SEKI* 

and MASAO DOGUCHI* 

区eywords:市販果実飲料 commercialsoft drink，ベタイ γbetain，アミノ酸 aminoacid 

緒 書

著者らは1976年に果汁含有率 100%の天然果汁，濃縮

果汁を中心とした果実飲料について，ベタイン，遊離ア

ミノ酸含有量および日本農林規格〈以下 ]ASと略す〉

を指標として，それら飲料の品質鑑定を行ったり. その

結果，すべての果実飲料について偽和または表示違反と

判定されたものはなかった.

引続き，今回は果汁入り清涼飲料を中心として，前報

と同じ試験を行い，市販果実飲料の品質評価を試みたの

で，その結果を報告する.

実験の部

(1)試料昭和54年 9月に都内において収集した果実

飲料および清涼飲料43検体を供試した.その構成は表 1

に示したごとく濃縮果汁2検体，天然果汁2検体，果汁含

有率 50%の果汁飲料6検体，果汁含有率 50%未満 10%

以上の果汁入り清涼飲料28検体そして、清涼飲料6検体で

ある.原料として用いられた果実は32検体がミカ γと一

部夏ミカンを混合したものであり?その他パレンシアオ

レンジ，ネーブノレオレンジ， グレ{プフル{ツである.

またレモンを原料としたものは7検体である.

(2)実験方法試験項自は前報と同じであり， ]ASに

従い可搭性歯形物，灰分，アミノ態窒素，酸，ピタミン

Cの定量を行い，さらにベタイ γ，遊離アミノ酸を加え

た.試料の調製，分析方法もすべて前報と同様である.

ただしアミノ酸の測定は今回， 目立835型アミノ酸分析

計を使い下記の条件で行った.

機種:目立835型アミノ酸分析計

カラム:2.6世x400mm

樹脂:日立2619

溶出液クエシ酸リチウム緩衝液

流速:緩衝液 0.275ml/min，ニγヒドリン液0.300

ml/min 

この条件で測定することにより，前回定量出来なかっ

たアスパラギγ，セリシ，スレオニシとさらに果実中に

多く存在することが知られているアミノ酪酸が定量出来

た.

結果および考察

表 1に可溶性問形分，灰分，アミノ態窒素，酸，ピタ

ミンCおよびベタイン含有量を示す.表2に主要アミメ

酸の構成比率および総合有量を示す.表3には ]ASに

記載されている果実飲料に関する上記検査項目の果実原

料別の基準値2)を示した.

(1)可溶性図形分 無糖のネ{ブノレ果、汁入り清涼飲料

の示度 (2.4)は他の飲料の示度 (10以上〉より低い値で

あるが，この清涼飲料の基準値1.0より高く，可溶性固

形分の値からではすべての果実飲料および清涼飲料は基

準に適合していたといえる.

(2)灰分 10%ミカソ果汁入り清涼飲料の l例を除い

た全果実飲料が各々の適用すべき基準値を満足させてい

た.この例外の 1試料は ]AS製品でありながら基準値

以下を示したものである.

(3)アミノ態窒索規格を適用すべき果実飲料の中で

10%ネ{プノレオレγジ果汁入り清涼飲料の 1例とレモン

果汁入り清涼飲料の 1例が各々の基準値2.0，2; 5mgよ

りわずかに低い L6;' 2. Omgを示した.果汁10%未満の

清涼飲料は 1..-...-2mg前後の低い値を示した.

(4)駿酸の規格適用を受ける濃縮果汁2例はいずれ

も基準値を満足させる値を示した.その他の試料では，

その噌好的目的のためにグエン酸などが添加:されでい

るので検出された酸濃度は果汁含有率にあまり関係せ

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

料同生活科学部乳肉衛生研究科

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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市販果実飲料の成分測定値表 1.

ベタインピタミンC酸アミノ態窒素分灰可溶性図形分検体数果実飲料名および表示果実名

mg 

54.5 

54.0 

mg 

27.0 

29.5 

g 

1. 26 

1. 00 

mg 

39.5 

38.5 

g 

0.42 

0.30 

与
さ
・
河
内
、
.
討
を
。
h
h
a
、・NNE-ト怠・吋・同・・
2
1
Y
H
@
∞。

56.3 

20.0~38.4 

27.7 

1.0 

4.0~21. 7 

12.6 

0.78 

0.45~0.71 

0.56 

27.9 

12.0'"'-'19.7 

14.9 

0.28 

0.05~0.30 

0.18 

10.1 

10.1 

10.0 

11.0~13.0 

11.9 

A-1 
A-2 

2 

τ
i
F
D
 

みかん

みかん

みかん

濃縮果汁

天然果汁

50%果汁飲料

A 

B 

C 

19.5 

10.5~32.5 

20.9 

10.1 

1. 8~6. 4 

4.8 

15.0 

7.8 

5.9 

9.5 

1.9'"'-'64.5 

25.9 

31.9 

0.3'"'-'16.9 

2.4 

0.9 

43.0 

1.7 

0.78 

0.40"-'0.44 

0.43 

0.40 

0.21~0.51 

0.37 

0.37 

0.32 

0.45 

10.8 

6.3'"'-'10.2 

8.0 

3.4 

2.0，.__.4.8 

3.2 

2.6 

4.3 

3.9 

0.17 

0.10'"'-'0.15 

0.13 

0.08 

0.01~0.22 

0.07 

0.20 

0.03 

0.06 

19.5 

12.0，.__.13.1 

12.6 

12.0 

11.6~17.4 

14.5 

13.0 

12.4 

17.0 

範囲

平均値

範囲

平均値

範囲

平均値

H-1 

H-2 

1 

3 

1 

13 

2 

みかん

みかん

みかん夏みかん

みかん

みかん

40%果汁飲料

30%果汁飲料

20%果汁飲料

10%果汁入り清涼飲料

10%果汁入り清涼飲料

D

E

 

F

G

 

日

l パレンシアオ
レンジ

ネーブルオレ
ンジ

10%果汁入り清涼飲料

8. 7 1.7 

1.2 

0.4 

0.69 

0.35 

0.52 

1.6 

5.1 

5.6 

0.13 

0.03 

0.06 

2.4 

15.0 

14.2 

J -1 

J -2 

2 10%果汁入り清涼飲料J 

3.1 

4.1 

痕跡~2.9

1.2 

5.3 

1. 9，.__.4. 1 

3.1 

1.4 

1.0 

0.5，.__.1.7 

0.9 

61. 7 

0.2'"'-'2.4 

0.83 

0.6 

0.2 

0.25~0.47 

0.32 

4.84 

O. 44，.__.1. 01 

0.73 

0.49 

0.46 

0.5"-'2.8 

1.5 

33.2 

2.0~5.2 

3.2 

0.6 

2.0 

0.01，，-，0.16 

0.05 

0.53 

0.08~0.12 

0.10 

0.02 

0.02 

12. 0，.__.16. 3 

13.6 

12.2 

12.2"-'17.9 

14.3 

17.3 

12.3 

範囲

平均値

範囲

平均値

0-1 

0-2 

l 

4 

1 

4 

グレープフル
{ツ

清涼飲料(果汁10%未満〉 みかん

レモン

レモン

10%果汁入り清涼飲料

天然果汁

10%果汁入り清涼飲料

K 

M 
N 

L 

2 レモン清涼飲料果汁(10%未満〉。

試料 100gに対する値である.

試料3検体以上のものは範屈，平均値で示した.

単位

(注〉



市販果実飲料のアミノ酸測定植表 2.

遊離アミノ酸
総合有量

主要含有遊離アミノ酸構成比率

Total 
Amino acid 

海}

芸者

宝語

曲

-
i
r
H∞∞。

4者

説

見

rABA 

K 

L 

M 

N 

274.5 

249.2 

217.3 

93.7"-'173.9 

128.4 

91. 3 

61. 5，，-，132.1 

85.8 

47.6 

13.2"-'33.9 

22.7 

39. 1 

42.1 

26.4 

33.5 

18.4 

23.4 

1. 5"-'9. 4 

6.8 

252.9 

6.5"-'28.1 

20.1 

5. 7 

5.5 

庁

4

に

d

Q

d

n

u

C
O
 

A

U

-

-

n

u

n

，“
 

噌

i

噌

i

τ

i

τ

i

a

佳

~

~

~

~

~

 

2

2

3

5

5

7

6

9

0

9

4

1

8

P

O

7

7

8

8

1

4

4

5

2

2

 

a

a

z

a

a

a

z

a

a

4

a

a

-

-

a

a

a

9

1

2

2

3

4

7

 

-

品

噌

止

唱

i

Ala 

D
O

庁

t

唱ム

に
d

i

u

・

ヴ

d

D
O
 

G-
山

間

時

7

1

~

~

~

~

~

 

7

8

5

4

8

7

8

0

3

6

9

9

2

9

2

1

4

1

1

8

9

5

3

4

 

.••.• 

7

8

7

3

6

7

3

8

6

3

7

4

6

4

8

7

6

6

7

7

6

2

3

4

 
τ
i
噌

i

Gly 

n
U
 

7

0

1

4

 

n
o
 

a

L

6

3

1

 

~

~

~

~

~

 

3

3

4

3

5

5

5

7

2

4

1

7

0

6

3

7

5

8

7

6

5

7

3

6

 

a

a

a

a

仏

乱

立

a

a

仏

L

a

L

仏

a

a

a

a

L

a

n

U

4

丘

&

Pro 

12.6 

12.7 

26.5 

18.5"-'29.7 

22.5 

11.5 

13.0，，-，41. 3 

26.4 

13.9 

7.5，，-，28.2 

17.1 

44.0 

32.1 

31.0 

25.6 

15.8 

25.3 

10.0"-'33.7 

20.8 

10.5 

8.6，，-，18.3 

11.6 

17.4 

4.4 

Glu 

ヴ

4

5

2

7

8

・

-

唱

目

ム

丘

&

1

6

1

~

~

~

~

~

 

1

5

4

5

3

5

5

3

0

2

0

5

6

7

6

4

3

1

2

6

9

9

2

4

 

丘

1

1

1

4

丘

L

4

丘

a

E

L

z

z

a

丘

4

1

4

a

丘

1

1

丘

噌

g
包

由

噌

目

w-

Ser 

7.2 

6.3 

6.8 

4.2-----7.3 

6.0 

7.0 

4.3-----7.2 

6.1 

6.5 

4.8，，-，6.8 

6.0 

4.4 

5.2 

5. 7 

6.6 

6.5 

6.0 

6.1"-'7.3 

6.8 

13.0 

8.0-----13.2 

9.9 

9.3 

7.9 

AspNH2 

6

4

8

3

3

 

4

2

a

1

4

 

q

A

q

o

 

川

サ

3

4

5

2

7

5

弥

5

8

6

4

8

3

2

3

6

4

2

4

5

6

7

0

6

4

a

L

Q
山

町

ム

夜

A
Z
a
n仙

L
4
1
L
a
m
-
a
L
4
a
-
a
L
1
4

n
o
n
L
τ
i
噌

i
T
i
n
L
r
?
1
i
n
L
噌

i

円

L
τ
i

可

i

n

L

円

L
n
L
n
L
τ
i
守

i

n

L

噌

i

3

9

1

4

5

 

Z
U

ヴ

t

ウ
d

唱

i

n

u

t
i

噌

i

n

A

噌

i

n

F

M

~

~

~

~

~

 

0

2

4

7

6

7

6

4

6

3

9

9

7

2

2

2

8

6

6

8

8

8

6

9

 

a
z
a
n
-私
立

L

丘

L

a

a

a

丘

ι

1

a

a

a

4

a

z

z

a

4

1

τ
i

噌

i

噌

i

噌

i

守

i

n

L

旬

i

1
ム

n
L
n
L

Asp Arg 

13.9 

13.6 

12.1 

12.1"-'23.4 

15.6 

15.0 

13.0"-'16.9 

14.4 

14.9 

5.2-----22.0 

13.7 

13.6 

14.2 

15.5 

12.8 

14.1 

13.3 

10.3，，-，15.9 

13.9 

3.2 

1. 6-----3. 5 

2.8 

2.5 

11.6 

範囲

平均値

目-1

H-2 

J -1 
J -2 

範囲

乎均値

範西

平均値

0-1 

0-2 

範囲

平均値

範囲

平均値

A-1 

A-2 

日

F

G

 

A 

B 

C 

D

E

 

。

N
O
H
 

遊離アミノ酸総合有量は試料 100gに対する値である.

試料3検体以上のものは範囲，平均値で示した.

単位

〈注〉
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表 3. 日本農林規格基準値

可溶性国形分
灰(g分〉 アミ(mノg態)窒素 〈酸g) 

ピタ(ミγc
mg) 

温升|みかん搾汁 9 0;20 20 0.7 20 

夏みかん搾汁 9 0.20 20 1.5 20 

バレシシアオレンジ搾汁 11 0.30 23 0.8 23 

ネ{ブノレオレγジ搾汁 10 0.30 25 1.0 23 

グレ{プフルーツ搾汁 9 0.25 20 1.0 23 

レモン搾汁 8 0.25 25 6.0 30 

(単位):搾汁 100gに対する値

(注):全ての果実飲料について可溶性問形分，灰分，アミノ態窒素含量の規格が定められており，果汁100

%でない果汁飲料，果汁入り清涼飲料では表示果汁含有率N%の N/100と規定されている.また濃

縮果汁では酸について，天然果汁ではピタミンCの規格が追加されている.

ず， レモン天然果汁を除き 0.2，..._，1.0gの値を示した.

(5)ピタミン C ピタミ γCで規格の適用を受けるも

のは天然、果汁でレモシ天然果汁は 61.7mgを示し，基準

値以上であったが， ミカン天然果汁は 1mgと基準値20

mg以下であった.ピタミンCは果実の成熟度に左右さ

れ，さらに収穫後または貯蔵条件たとえば貯蔵日数，温

度そして容器等によっても大きく影響を受けることが知

られているむ. このミカγ天然、果汁のピタミンCは低値

を示したが，アミノ態窒素，アミノ酸，ベタインの値か

ら考えて偽和物とは思われない.ビタミソCが少ないの

は何らかの因子が作用したためと考えられる.

(6)ベタイン 前報りにおいて， ミカソ果実飲料中の

ベタイン含量とアミノ酸総合量とは高い相関関係を有

L， ミカソ果実飲料はこの相関関係によって品質評価が

出来ることを述べた.

本報のミカ γ果実飲料のベタイソとアミノ酸は危険率

1%以下で相関関係があり， ベタイン最も 18mg(果汁

100%に換算した場合の値〉を示した 10%ミカソ果汁入

り清涼飲料の 1例を除き，前報の95%信頼限界範囲33.3

，..._，74.5mgに近似していたレモン果実飲料ではミカソ

果実飲料に比較して，低いベタイン量(レモ γ天然、果汁

で5.3mg)を示している.しかし実験的に作成したレモ

γ搾汁も 8.3mgとミカン果汁のそれの1/5以下の億を示

しており， レモシ果実飲料のベタイ γ量がミカン果実飲

料に比較して少ない量であっても，とくに異常な低値と

はいえない.

(7)アミノ酸前報1)において 100%果実飲料のアミ

ノ酸含量および主要アミノ酸の構成比を報告したが，そ

の含量および構成比についてはかなりの変動が認められ

た.そこで今回は市販ミカン類33検体を購入し，果汁絞

り器で搾汁としアミノ酸含量，主要アミノ酸構成比を求

め，それを標準値として市販果実飲料のアミノ酸含量お

よびその構成比を検討した.

表4に示したように自家製搾汁であっても産地，品種

その他の条件によって含有量に差のあることは百定出来

ないが，今回の市販果実飲料のうち， 10%ミカ γ果汁入

り清涼飲料の 3例は果汁 100%に換算した場合， 120'"'-' 

150'mgを示し，前記のミカン搾汁の下限値176.8mg以下

であった.しかし，新鮮な搾汁でない市販果汁という条

件を考慮するならばJこの数値はとくにかけ離れたもの

とはいえない.

次にアミノ酸構成を見ると，主要アミノ酸はアスパラ

ギン，アスパラギン酸，プロリ γ，rアミノ酪酸，アル

ギニンであり，なかでもアスパラギン，プロリンはほぼ

共通して多量に含まれていた.アスパラギンが20%以上

を占めるものは39検体中23検体であり，またプロリンが

20%以上示したものは 17検体であった. これら 2アミ

ノ酸についでアルギニ γ，アスパラギン酸が高い比率を

示し，とくにアルギニンは比較的安定した比率を示し，

ほとんどの検体で10，..._，16%の範囲で含まれていた.構成

比率の変動が少なかったものとしては yアミノ酪酸，セ

リンも同様であり，・各々 8%，6%前後含有されてい

た. 10%ミカン果汁入り清涼飲料の 1例を除き，これら

ミカン果実飲料のアミノ酸パタ{ンの特徴は前記のミカ

ン搾汁のそれとほぼ一致している.この例外の 1試料は

アミノ酸含有量で10%果汁入りとしては若干少ない値を

示しており，アミノ酸構成比でもグリシン，アラニンな

どが多少高い比率を示すなどミカン搾汁と異なってい

る.しかしアミノ酸以外の項目たとえばベタインなどで

は異常値を示しておらず，アミノ酸の結果のみでは偽和

とはいい難い.

三浦めはレモン果実および果汁中の遊離アミノ酸を報

告しているが，それによるとアミノ酸総合有量は250mg

/100gを示し， 主要構成アミノ酸はアスパラギン，アス
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表 4. ミカン搾汁中の主要アミノ酸構成比率およびアミノ酸総合有量

含総有ア量ミ〈ノm酸g) 主要アミノ酸構成比率(%)

Total 
Amino acid Arg Asp AspNH2 Ser Glu Pro Gly Ala rABA 

最小値 176.8 4.1 2.6 4.6 2.6 1.2 10.4 0.3 1.4 2. 7 

最大値 545.7 24.7 21.1 35.0 8.0 6.9 33.5 0.6 9.8 17.9 

平均値 312.3 16.0 5.4 23.4 5.3 2.5 20.2 0.4 5.0 11.0 

標準偏差値 71.32 3.77 4.71 7.33 1. 30 1. 39 5.28 0.11 1. 73 3.81 

〈単位〉 総アミノ酸含有量は試料 100gに対する値である.

パラギン酸，プロリン，アノレギニン，セリンであり，そ

の比率は各々16，17， 19， 11， 8 %であった.

本報のレモン果汁を含有する果実飲料は 1例を除き，

アミノ酸の含有量，構成比ともにこの報告に類似してい

る.例外の 1試料は 10%レモγ果汁入りでありながら

65.3mg(果汁を100%に換算した値〉を示し，三浦の報告，

レモγ100%天然果汁 (252.9mg)に比べ低い値である.

以上の様にアミノ酸の測定結果からみると10%ミカ γ

果汁入りの清涼飲料の 1例では通常 1%しか示さないグ

リシンが 6.1%，またアラニンも 10%ほど高い比率の

19.7%を認めた.しかしこの程度の比率では意図的な添

加とは判定し難い.アミノ酸総合有量の低いレモン果汁

入り清涼飲料の 1例もベタイシでは10%レモン果汁入り

としては十分な値を示しており，果汁分の不足と断定す

るのは困難である.

ミカシおよびレモン果汁の含有量が10%未満の清涼飲

料ではベタイン，アミノ酸含有量が各々 3mg，10mg以

下であった.これは果汁が10%未満という清涼飲料であ

ると考えれば当然である.

以上市販果実飲料および清涼飲料43検体について，上

記 7項目の試験を行い検討した結果，偽和または表示違

反と明確に判定される試料は検出されなかった.

要約

昭和54年9月，都内で購入した果実飲料37検体，清涼

飲料6検体につき果実飲料に適用される ]AS試験項目

およびベタイン，遊離アミノ酸等を測定し，それにより

品質の鑑定を試みた.

1. 可溶性図形分:全試料が規格に適合した.

2. 灰分:10%ミカン果汁入り清涼飲料の 1例を除い

た果実飲料が ]ASの基準値を満足させていた.

3. アミノ態窒素:ほとんどの果実飲料が基準値以上

であった.

4. 酸:レモン天然果汁以外0.21----1.26の値を示し，

果汁含有率とあまり関係ない億を示した.

5. ピタミ γC:規格の適用を受けるミカン天然、果汁

が1mgと低い値を示した.

6. ベタイ γ:10%ミカン果汁入り清涼飲料の 1例を

除いた全ての果実飲料が果汁合最を 100%に換算した場

合，前報の 36.5..........74. 6mgに近似した値を示した. レモ

ン果実飲料では，実験的に作成した搾、汁8.3mgに比較し

て著しく低い値を示す検体はなかった.

7. 遊離アミノ酸:実験的に作ったミカン搾汁のアミ

ノ酸含有量およびアミノ酸構成比を求め，試料を検討し

た. ミカン果実飲料ではアミノ酸総合有量に特に低い値

を示す試料はなかった.アミノ酸構成比でも10%ミカシ

果汁入り清涼飲料の一例を除くミカン飲料がミカン搾汁

のそれと一致していた. レモン果実飲料ではそのアミノ

酸含有量，アミノ酸構成比が他の報告のそれと類似して

し、た.

以上の結果から，本実験の果実飲料，清涼飲料につい

ては偽和，表示違反といえるものはなかった.

謝辞 本調査遂行にあたり，試料収集に御協力いただ

いた食品監視課ならびに食品機動監視班各位に感謝致し

ます.
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高速液体ク口マトゲラワィーによる魚体中のピタミン Dの定量

井口正雄ぺ菊谷典久*，友松俊夫ペ道口正雄*

High Performance Liquid Chromatographic Determination 

of NaturaI Occurring Vitamin D in Fish Tissue 

MASAO IGUCHI*， NORIHISA KIKUT ANI*， TOSHIO TOMOMA TSU* and MASAO DOGUCHI* 

A method for determination of naturally occurring vitamin D in fish tissue was established using 

reverse phase high performance liquid chromatography (HPLC). Lipid in the sample tissue was 

extracted wi th chloroform“methanol (1: 1) and then saponified. Unsaponifiable matters extracted with 

benzene were cleaned up on an alumina column. Some fraction from the column was evaporated to 

dryness and the residue， in which vitamin D， vitamin A and some portion of ster叫 sin the sample 

were contained， was dissolved in methanol. Most of cholesterol in this methanol solution were preci-

pitated when the solution was stored at -20oC for 10 to 12 hours. Vitamin D wa邸sdetermined by an 1 

〉HPLC s勾ys坑temon a O. 4 x 30恥cmMicroPa北kMCH一-10 (ODS) column using met出ha叩no旧O叶1.哨 a叫te町r(95.5: 4.5め

a出sthe mobile phase and detected a抗t2初65nm. The method measured actual vitamin D content in the fish 

samples. The recovery of vitamin D added 10 the samples was 88.3% with the range of 85.2% to 

91. 0%. 

Keywords : vitamin D， high performance liquid chromatography， fish， alumina column 

緒 嘗

魚類のピタミンD (以下V.Dと略す〉の定量に関し

ては，東ら1，2)，山川らト5)の報告がある.東ら1，2)，山川

ら3)はV.Dの定量を三塩化アンチモンによる比色法で行

なっているが，魚体中にはピタミンAやその他のステロ

{ルが多量に共存し定量を妨害するため，これらを除く

ための前処理操作はかなり煩雑である.また，この処理

によっても V.D以外の三塩化アンチモン呈色物質を完

全に除去することはできない. 従って魚体中の肝臓の

ような V.D含量の高い部位を除いて， 魚肉のように

V.D含量が低く妨害物が多い試料のV.D測定には不適

当である.

比色法以外にガスグロマトグラフイ~ (以下GLCと

略す〉による定量法が種々ト11)提案されている.しかし

通常使用する水素炎イオン化検出器の感度には限界があ

りV.Dが低含量の試料では定量不可能である.そのた

め魚類に関するV.DのGLCによる分析はV.D含有量

が高いマグロ肝油のやタラ肝油12)についての報告がある

にすぎない.

最近，高速液体クロマトグラフイ~ (以下 HPLCと

略す〉によってV.D濃縮物質， V.D樹脂油，混合ピタ

ミン剤18〉，乾燥酵母14)のような比較的純度の高い試料に

ついて，また強化乳15〉，強化粉乳16)のような強化食品に

ついて定量した報告があるが魚類のような天然物につい

ての報告はほとんどみられない.そこで著者らは魚体中

の V.Dについて，簡便で精度の高い微量定量法を確立

するために， HPLCによる定量法の検討を行なったと

ころ良好な結果を得たので、報告する.

実験方法

ト試薬および装置

1. 試薬 メタノ{ルは液体クロマトグラフ用(和光

純薬)， クロロホルム， エタノ{ルおよびベンゼンは試

薬特級〈和光純薬)， ビタミンD2 (以下 V.D2と略す〉お

よびビタミンD3(以下 V.D3と略す〉標準品はそれぞれ

エルゴカルシアエロ{ルおよびコレカノレシフエローノレ

(和光純薬〉をアセトンー水 (4: 1)から再結品したも

のを用いた.プレビタミン D2は小林ら17)の方法に準じ

て調製し， HPLCの保持時間測定に用いた. コレステ

ロ{ル (Sigma社)，戸ーカロチン〈和光純薬〉はそのま

ま用いた. ビタミンAはビタミンAパノレミテ{ト 100万

1 U (和光純薬〉を常法18)によりけん化後，不けん化物

をエ{テルで抽出したものを用いた.アルミナはW-200

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 



水を加えて失活したアルミナ 35gにクロロホルムを加え

スラリーとした後，内径 1.2cm，長さ 50cmのテアロン

コッグ付きガラスカラムに充てんした.調製した不けん

化物ベンゼン抽出液200ml中の150mlをとり，溶媒を留

去した後，残、直を0.5mlのクロロホルムにとかしカラム

上端に移す. 更に 0.5mlのクロロホルムで容器を洗浄

し，カラムに移す.ついでクロロホノレムを溶離液として

流速 O.8------l. Oml/分で、溶出した.はじめのカロチノイド

色素を含む35mlを捨て，その後10mlを分取した.この

分取条件は以下の実験の結果に従って設定された.

4. アルミナカラムグロマトグラフィー分取条件設定

の検討 1mlあたり戸ーカロチン0.5mg，コレステロ{ノレ

1mg，ビタミ γA2101UおよびV.D 160μgを含むよう

にクロロホノレム捺液を調製し，この1mlについて実験方

法国.3.に示した方法で、それぞれカラムグロマトを行な

った.それぞれ2mlずつのフラクショシを分取し，これ

をクロロホノレムで5mlに希釈し，戸ーカロチンは450nmに

おける吸光度，コレステロ{ルはLiebermann-Burchard

反応による比色法19〉，ピタミンAは325nmの最大吸収ピ

{クを，また V.D2は265nmの最大吸収ピークをそれぞ

れスキャンして確認し，保持容量および保持時間の測定

を行ない分取条件を設定した.

5. HPLC検液の調製 アノレミナクロマトで得た 10

ml分取液の溶媒を留去した後，残留物に 1...._.2mlのメ

タノ ~lレを加え，冷メタノール沈で、ん20)を行なう.すな

わち， メタノーノレ溶液を一夜フリ{ザ{中に保管し，析

出した沈でんをフリ{ザ{中でガラスろ過器 (3G 4) 

でろ過しコレステロールの大部分を除去する.ろ液をフ

イノレタ~ (フノレオロポアフィノレタ， ポアサイズ1μm住

友電機製〉でろ過し，メタノ ~lレを留去し， これに 100

------200μJのクロロホノレムーメタノ{ノレ (1: 2)を加えて

溶解し， HPLC検液とした.

6. HPLCによる定量 HPLC条件は， カラム，
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(Woelm社， grade super 1) を用いた.その他の試薬

は特に指定しないかぎり試薬特級品を用いた.

2 装置高速液体クロマトグラブはLC-5000型〈バ

リアジ社)，検出器は紫外線吸収検出器パリスキャ γ〈バ

リアシ社)，ィ γテグレータ{は ITG-2A型〈島津製作

所)，自記分光光度計は UV-200型(島津製作所〉を用

L、Tこ.

II.試料

マイワシは体長12------16cm，体重80------120gのもの10尾，

カタクチイワシは体長 9...._.llcm，体重 3------5 gの生干し

品500g，メパチマグロは凍結品(体重，体長は測定しな

かった)500g，キンメダイ肝臓65g(2尾分〉を卸売市場

あるいは小売庖で鮮度の良好なものを購入し，実験に供

した.

研

2. けん化および不けん化物の抽出 けん化および不

けん化物の抽出は小林ら11)の方法に準拠した.残留物に

エタノ{ノレ 100ml，20%ピロガロ{ルーエタノーノレ溶液

40mlおよび90%KOH溶液25mlを加え， 80'C， 30分間

けん化した.けん化後急冷し，ベンゼン200mlを加えは

げしく振とうし，これに 1NKOH溶液80mlを加え，分

離したベンゼン層を分取し， これを 0.5NKOH溶液80

mlで洗浄した.ついで、洗浄液がブエノーノレフタレイン試

薬で中性を示すまで，40mlの蒸留水で洗浄をくりかえ

す.このベンゼγ抽出液をろ紙でろ過し，ベンゼンを加

え全量を200mlとする.

3. アルミナカラムグロマトグラフイ{ 8%の蒸留

m.ピタミンDの定量

1. 脂質の抽出 試料秤取量は肝臓試料は 10g， それ

以外は 50gとした.マイワシは切身にした後，皮を除き

メパチマグロは半解凍の状態で，カタクチイワシ，肝臓試

料はそのままそれぞれ適当な大きさに切断し，秤量し，

10------20gのせ硝を加え乳パチ中で磨砕した. これを 100

ml容のステンレス製ホモゲナイザーカップにとり，等

量のクロロホノレムーメタノ{ノレ(1: 1)を加え最高速度で

30秒間ホモゲナイズする.これに全量が試料の 5倍量に

なるようにグロロホノレムーメタノ{ノレ(1: 1)を追加し，

分液ロ{トにうつし60分間振とう，抽出する.抽出液は

2000rpm， 5分間違心分離し，上清をナス型フラスコに

うつし，残撞には更に試料の 5倍量のクロロホノレムーメ

タノ{ル(1: 1)を加え，同様に60分間振とう，抽出し，

遠心分離した上清をはじめの抽出液に合する.これをロ

{タリ{エパポレ{タ{を用いて，窒素ガス下， 40'C握

浴中で溶媒を留去し，寅色，油状の残留物を得た. (以

下本実験では溶媒の留去はすべてこの条件で行なうこと

としTこ).

衛京東
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Fig.2. Effect of Clean up by Alumina Column on HPLC Chromatogram of Unsaponifiable 

Matter Obtained from Tuna Muscle 

(1) Unsaponifiable Matter Injected Directly 

(2) Unsaponifiable Matter Cleaned Up by Alllmina Column 

(3) Authentic Vitamin D 

Micro Pak MCH-10 (ODS) O. 4cm ID. X 30cm (パリ

アン社)，移動相にメタノ，ーノレー水(95.5: 4. 5vjv)，流速

1. Omlj分，カラム温度 30"C (恒温ジャケヅト使用)，検

出波長は 265nm，検出感度は O.lAUFS (吸光度フノレ

スケ{ル)， レコ{ダ{チヤ{トスピードは 50mmj分で、

あり，供試検液は15μJであった.
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結果および考察

1. v. D 分間のクリーン7・yブ

V.Oを分離するためのクリ{ンアップには従来より

試薬による処理とか種々のカラム吸着剤による操作4)が

検討されてきた. さらに近来ゲノレろ過法21)， HPLCに

よる分取法22)も報告されている.本実験においては一般

的なアルミナを用いて 1回のカラムクロマト操作で行っ

た.それは HPLCによる定量では比色法の場合ほど厳

響なクリ{ンアップをする必要がないこと，またクリ{

ンアップ操作は単純で、ある方が再現性の上からも望まし

いという理由からである.

魚体中には通常 V.Oにくらべ，はるかに多量のビタ

ミンAやコレステローノレが含有され， これらが V.O測

定値に影響を与えることが知られておりめ， V.O測定

に当ってこれらの物質を出来る限り除去することが望ま

しい.実験方法田.3.の条件でアルミナクロマトを行な

った場合のこれら妨害物質について静離液中の分布を検

討した結果を Fig.1に示した.このクロマト条件ではs-
カロチンは，除去されるがピタミンAおよびコレステロ

{ノレの一部が V.Oフラグションに混在する. しかし，

これらの混液を HPLCに供したところ， ピタミンAは

V.Oより先に溶出してしまう (保持時間 8.5分〉ため

V.Oの定量値には全く影響を与えない. またコレステ

207 

Table 1. Reproducibility of Peak Height， Peak 

Area and Retention Time on HPLC 

(Vitamin 0 1. 2μg Injected) 

Calculation Method Retention 
Time 
(min) 

Peal王 Height Peak Area 
(cm) (μVesec) 

X 
SO 

CV 

(n =6) 

15.63 

0.36 

2.3% 

173.4 

5.53 

3.2% 

13.29 

0.02 

0.2% 

Table 2. Assayed Values of Vitamin 0 in Fish 
Tissue. 

(All values are mean of duplicate 

determina tions) 

Sample 
Assayed Value 
〈μg/100g)

(1) Sardine (Fresh， Muscle) 9.59 

(2) Big-Eye Tuna (Freezed， Muscle) 15.60 

(3) Anchoby (Salted， Half Oried， 
Whole Body) 4. 48 

(4) Beryx (Liver) 72.00 

Table 3. Recovery of Vitamin 0 from Fish Tissue 
(Sample (1) Sardine (2) Tuna (3) An-

chovy) 

Assayed Value of Vitamin 0 
(μg/100g) Recovery 

く%)With Without 
Vitamin 0 Addition of Addition of 
Added 

Vitamin 0 Vitamin 0 B-C 
一一一x100

(A) (B) (C) A 

(1) 10.0 

(2) 10.0 

(3) 5.0 

9.33 

16.08 

4.44 

88.7 

91. 0 

85.2 

18.21 

25.12 

8.70 

ロ{ルが多量にある場合， ピ{クの一部は V.Oピ{ク

に近接するが前者は265nmでの吸収がないため，この検

出波長で V.Oの測定を行なうかぎりは影響を与えな

い.従って実験方法国.3.のアノレミナカラムクロマトの

条件で十分であると考える. V.Oの検出に直接影響は

ないが，アノレミナクロマトの分画液中に多量のコレステ

ロ{ルが混入するような試料については， HPLC検液

調製の際に沈でんとなって析出し，試料注入が不可能と

なるので， HPLC検液に十分溶解する量までコレステ

ロ{ルを除去する必要がある.この目的のためには，冷

メタノ{ル沈で、ん法で
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ナカラムによるクリ{ンアップの効果を Fig.2に示す.

すなわちマグロ試料の不けん化‘物について直接 HPLC

を行なったものと，クリーンアップしたもののクロマト

グラムを比較した.図に示されるようにクリ{ンアップ

により V.Dは良好に分離した.

II.検量織の作製

V.D2の標準品を2........100μg/mlの濃度になるように標

準液を調製し，それぞれの 15μJを HPLCに注入し，

得られたピ{ク高さおよびピ{ク面積を測定し，検量線

を作製した.この範囲で，ピ{ク高さおよびピ{グ面積

の両者とも原点を通る直線関係を示した (Fig.3). ま

た， V.D2標準液 (V.D2として1.2μg)をくりかえし注

入し， 6回測定したときのピ{ク面積，ピ{グ高さおよ

び保持時間の再現性を検討した (Table1). ピ{ク高

さ法による方が再現性が良好であった.従って試料の定

量はピーク高さ法を採用することとした.

m. HPLC による定量

本法で使用した移動相のメタノ{ノレー水(95.5:4.5v/ 

のでは V.D2とV.Daは分離されなかった.試料の定量

には標準液にすべて V.D2標準品を用いV.D備は V.D2

として定量を行なった.またプレピタミンの HPLCに

おける保持時間は11.4分であり V.D2と分離したことか

ら本法は actualピタミ γD値を測定していることにな

る.

魚類4試料について定量した結果を Table2に示し

た.キンメダイ肝臓は魚肉よりもかなり高い値を示し

た.山川らめによれば V.Dは一般に魚肉よりも内臓，

皮を含む不可食部分に V.D含量が高いといわれる.今

回行なったカタクチイワシ試料は全魚体を試料として定

量したものであり，水分合量および塩分量を考慮に入れ

でも，伯の魚肉よりも低い値であった.これは試料が生

干し品であったために加工工程で、の分解によって低い値

となったことによるのか，本来含最が低いものであるこ

とによるのかは更に検討する必要があると思われる.

次に添加回収試験の結果を Table3に示した.回収率

は85.2%から91.0%の範囲にあり平均88.3%とほぼ満足

すべき結果が得られた.
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野生力ラスおよびハト中の PCT，PCB，有機塩素系農薬残留農

牛尾房雄*，道口正雄*，深野駿一料，阿部 学***

PCT， PCB and Organochlorine Pesticide Residues in稿TiIdCrows and Pigeons 

FUSAO USHIO*， MASAO DOGUCHI*， SHUNICHI FUKANO料 andMANAB ABE料*

区eywords ポリ塩化テノレフェニール PCTs，ポリ塩化ピフェニ{ノレ PCBs，有機塩素系農薬 organochlorine

pesticides，カラス crow，ハト pigeon

緒雷

PCT汚染に関する一連の研究において，著者らはす

でに多摩川の魚類。や， 都内で購入した食品中わから

PCTはほとんど検出されぬことを報告した.また都内

で採収した人体脂肪組織3)および人血液中4ーののほとん

ど全てから PCTが検出され， その濃度はそれぞれの

PCB濃度とほぼ等しいことも報告した. 各種の食品中

からが検出されぬことは皆)[!トりや西本ら日〉の報告にも

示されている.

PCBや有機塩素系農薬の人体汚染の主径路は食事・で

あるとされているが，この径路は PCTの人体汚染に関

しではあてはまらぬことを上記の結果は示唆している.

また興味あることは， 2，3の例を除いて，ほとんどの野

生鳥類や魚類から PCTは検出されないか，痕跡程度で

ある.一方，人に飼われている犬や猫からは検出される

ことが多い.また例外的に PCT高度汚染が見出された

野鳥試料は，都内新宿区で採収されたノ、ト 9)であった.

PCT汚染は自然環境中にほとんど認められず，人閉

または人間と深くかかわりのある動物にのみ認められる

ということは， PCTの汚染源が人間の生活環境の中に

あることを示唆する.

本研究は，都市環境に生活し，その餌の多くの部分を

人の廃棄物に依存していると考えられる都内のカラスな

らびにハトと，比較的人の廃棄物依存度の少ないと考え

られる郊外のカラスの PCT汚染度を対比することによ

って， PCT汚染源の解明をこころみたものである.ま

た PCBおよび有機塩素系農薬分析を行い，得られた知

見をあわせ報告する.

実験の部

ス7羽およびハシボソガラス 1羽計34羽，また1973年に

都内で捕獲したハト12羽(区部9羽，日野市3羽)，神奈

川県武山での 3羽計15羽を分析に供した.

都内のカラスについては，肝臓ならびに腹部脂肪組織

を，栃木県のカラスについては腹部脂肪の貯留がほとん

どないため肝臓についてのみ分析を行った.ハトについ

ては，脂肪組織を供試した.

2. 実験方法 各組織をアセト γ@刀ーヘキサγ(2:1) 

混液とエチノレエーテノレ@幻ーヘキサシ (9:1)を用いてホ

モジナイズし脂肪を抽出した.脂肪量を測定した後，

PCT， PCBは厚生省 PCB分析研究班により作成され

た公定法10)中の PCB分析予試験法に準じたアルカリ加

水分解法により行った DDT類縁化合物， BHCにつ

いては前報11)向様に行った， PCTの数値化は総波高法

により行い， PCBは pp'DDE以降のピ{クに対して

鵜JlI12)の数値化法を使った.農薬定量にはピ{ク面積に

よる絶対検量線を用いた.なおGC測定条件は下記のご

とくである.

機種:島津GC7A型ならびに 5A裂

線源:ECD (Ni63) 

カラム :PCTは2%OV-1jGas chrom Q (3mmi. d 

x 1m， glass)カラム温度2750，PCBは2%OV-1jGas

chrom Q (3mmi. d x 1. 5m， glass)カラム温度1900，農

薬は 2%OV-17 jGas chrom Q (3mmi. d x 1. 5m， glass) 

および 2%DEGS+O. 5%H3P04(3mmi. d x 1. 5m， glass) 

カラム温度1900

検出器 e 注入口温度 :3000 

Sensitivity : 102M.Q， Range: 8 x 10→v 

結果および考察

1. 試料 1976年都内台東区で捕獲したノ、シブトガラ 都内 4ケ所で捕獲したノ、ト 12羽のうち半数の 6羽から

ス26羽および栃木県矢板市郊外の山間部のハシプトガラ はPCTは検出されず，平均O.lppm最高値は0.7ppmであ

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

**間生活科学部乳肉衛生研究科
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料*国立林業試験所
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Table 1. Residue levels of PCTs， PCBs and 
DDE in pigeon (ppm on fat basis) 

No. PCT PCB DDE Source 

1 く0.05 1.5 1.2 Shibuya station 

2 <0.05 0.5 1.9 

3 <0.05 0.5 2.3 

4 0.25 1.7 1.0 Asakusa temple 

5 0.70 1.3 3.7 

6 <0.05 0.6 1.1 

7 0.41 0.8 1.6 Suitengu 

8 <0.05 0.8 1.9 Chuo-ku 

9 <0.05 1.9 0.9 

10 <0.05 0.3 0.6 Tama zoo 

11 く0.05 0.4 0.7 

12 0.30 0.2 0.7 

13 く0.05 <0.1 3.8 Takeyama 

14 <0.05 <0. 1 8.7 Kanagawa Pref. 

15 <0.05 <0.1 12.3 

った.これに対して PCBは全試料から検出され最高値

は1.92ppmであり， PCBの平均値は PCTの約6倍を

示した.一方神奈川県武山のハト 3試料からは PCTは

検出されず， PCBも痕跡であったが DDEは都内のハ

トより高い値を示した.若林らのは1972年に新宿区で捕

獲したノ、トの脂肪組織8試料を分析し，最高 160ppmを

示すもののあることを報告した.これらの試料の平均値

は23ppm，範閤0.5""，160ppmで、あった.しかし1976年に

同区で捕獲したノ、トの脂肪中平均 PCT濃度は 0.4ppm

またはそれ以下，最高でも1.8ppmを示すにとどまって

いる.その72年調査においても，新宿区以外(江東区お

よび中央区〉では高汚染のものは存在しなかった.

本調査ならびに若林らの結果は， 1972年の時点におい

て，新宿区の或地域にハトが PCTによって高度汚染を

受ける因子が存在したことを示すが，その因子はあくま

で限定された地域に，しかも比較的短時間しか存在しな

かったことを示唆している.

都内および栃木県のカラス肝臓中の PCT濃度は，そ

れぞれ平均 0.17ppm，範囲痕跡 -0.56ppm， 平均 0.06

ppm，範閤痕跡ーO.l1ppmであり，それぞれの1/4ほど

の試料には痕跡程度しか検出されなかった.この両平均

値は 5%の危険率で有意差を示す.この結果は，人間と

より密接した環境にあるものほど， PCT汚染をより多

く受ける可能性のあることを示唆する.

一方 PCBは両地域のカラス肝臓試料のすべてから検

出され，平均値はいずれも 3.3ppmであった.総 DDT

の肝臓中濃度は都内で平均3.7ppm，範囲1.9........，11. Oppm， 

栃木でそれぞれ4.9ppm， 2. 6........，8. 9ppmであり，いずれ

も PCB濃度と近似の値を示している.総 BHCは都

内で平均0.88ppm，範囲O.3..........2. 3ppm，栃木で2.5ppm，

O. 6..........9. 8ppmであり，その82%および84%はかBHCで

あった.栃木で平均 BHC濃度が高いのは，たまたまそ

の1試料に 9.8ppmという高濃度を示すものがあったた

めで，それを除くと平均値は1.4ppmとなる.

都内のカラスの脂肪組織中の PCT濃度は，平均O.19 

ppm(痕跡-1.5ppm)であり， PCBは平均4.8ppm(1. 0 

"，，14.0ppm)を示し， PCBのほうが20倍以上も高い.

供試した全カラス試料について，脂肪組織，肝臓をと

わず PCT濃度が PCB濃度を越えるものはなく，いず

れも PCTは PCBより 1/10"""1/100程度の値を示した.

1974年都内で収集した人体脂肪中の PCT平均濃度は

1.11ppm (0. 04""，，9. 20ppm)また PCB濃度は平均1.04 

ppm (0. 38..........2. 50ppm)であり，それらの平均濃度はほ

ぼ等しく，また PCT濃度が PCBを越える試料も少な

からず認められ尺カラスの脂肪についての結果と著し

く異なっている.

都内のカラスの脂肪組織中総 BHC濃度は1.42ppm 

(0. 6" ， ，3. 4ppm)で、そのうちの86%がs-BHCであり，総

DDTは7.1ppm(3.0" ， ，20. Oppm) うち77%がpp'-DDE

であった.総体的に見た場合， 都内のカラスの PCB，

BHC， DDT汚染の程度は都民のそれらとほぼ同じまた

は幾分高いのに比較して PCT汚染度は低いといえる.

カラスやハトの脂肪中 PCT濃度が PCBや BHC，

DDTより低いことは，都市においてもこれら鳥類の餌

中の PCT濃度が， PCBやこれらの農薬より低いこと

を示すと考えられる.

一方，人については食事中に PCTはほとんど検出さ

れない2)にもかかわらず，都民の体脂肪中の平均 PCT

濃度は PCB濃度にほぼ等しく， PCB， DDTおよび

BHC濃度はカラスとほぼ問レベルまたは幾分低い.こ

れらの結果は人の主要 PCT汚染源が人の住居環境中に

あることを強く示唆するが，この解明にはさらに今後の

研究にまたねばならない.

要約

都内および栃木県山間部で捕獲したカラス計34羽，都

内および神奈川県で捕獲したノ、ト計12羽について， PCT

ならびに PCB，DDTおよび BHCの分析を行なった.

都内のハト体脂肪中の PCT濃度の平均は O.lppmで

PCB のそれの約1/6であった.神奈川のハトからは~PCT

は検出されなかった.

都内および栃木県のカラスの肝臓中の PCTはそれぞ

れ平均O.17ppm ， ~0.06ppmで都内のカラス中の濃度は有
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Table 2. Residue Levels of PCTs， PCBs and Some Organochlorine Pesticides in Crows 
(ppm on fat basis) 

Area 
PCT PCB sBHC l'BHC DDE l'DDT 

Item 
A* L** A L A L A L A L A L 

N=26 
Mean Value 0.19 0.17 4.5 3.3 1.2 0.7 1.4 0.9 5;5 3.0 7.1 3.7 
Minimum Value <0.05く0.05 1.0 0.9 0.5 0.2 0.6 0.3 2.5 1.3 3.0 1.3 
Maximum Value 1.5 0.56 14.0 16.0 3.1 2.1 3.4 2.3 14.0 6.8 20.0 11. 0 
Standard Deviation O. 30 O. 19 3.6 3.0 0.7 0.5 0.8 0.6 2.8 1.2 3.8 2.0 

N=8 

Mean Value 0.06 3.3 2.1 2.5 4.6 4.9 
Minimum Value <0.05 1.7 0.4 0.6 2.5 2.6 

Maximum Value 0.11 9.9 9.2 9.8 8.5 8.9 
Standard Deviation 0.03 2.6 2.7 2.8 1.9 2. 1 
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* A…・..AdiposeTissue 
** L……Liver 

意に高かった〈危険率5%).PCB濃度はいずれも 3.3

ppm，総BHCはそれぞれ平均0.88ppmおよび2.5ppm，

総DDTの平均はそれぞれ3.7ppmおよび4.9ppmであっ

た.

都内カラスの脂肪組織中のそれら汚染物質の濃度は肝

臓中よりそれぞれ数十%高かった.

本研究の結果ならびに先の報告の結果を総合的に考察

し， PCTの主要汚染源はより人間に密接した環境，特

に住居環境内にあると推定した.

(本研究は昭和52年度当研究所調査研究課題「環境汚染

物質の点検に関する研究Jとして実施し，その概要は日

本食品衛生学会第35回学術講演会1978年5月で発表し

た〉

文献

1)深野駿一，牛尾房雄，道口正雄:東京衛研年報，25，

297， 1974 

2) U shio， F， and Doguchi， M.: Bull. Environ. 

Contam. Toxicol.， 17， 707， 1977 

3) Doguchi， M.， and Fukano， S.: ibid.， 11， 157， 

1974 

4) Doguchi， M.， and Fukano， S.: ibid.， 13， 57， 

1975 

5) Fukano， S.， and Doguchi， M.: ibid.， 17， 613， 

1977 

6)皆Jfl興栄，滝沢行雄，酒井洋，篠川歪:日衛誌

28， 543， 1974 

7)皆川輿栄:自衛誌， 33， 778， 1979 

8)西本孝男，上田雅彦，田植栄，近沢紘史，西山保:

医学のあゆみ， 87， 264， 1973 

9)若林明子，古井戸良雄:公害研究報告書〈水質編〉

昭和51年度，東京都公害研究所， 16， 1977 

10)厚生省環境衛生局 PCB分析研究班:昭和46年度科

学技術庁特別研究促進調整による研究成果報告書，

食品衛生研究， 22， 241， 1972 

11)牛尾房雄，深野駿一，道口正雄，阿部学:日生態

会誌， 26， 13， 1976 

12)鵜Jfl昌弘，中村彰夫，樫本隆:食衛誌， 14， 415， 

1973 



東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 31-1， 212-218， 1980 

地下駐車場!こおける環境調査

佐 藤泰仁*，多田宇宏ペ青木 実汽溝口 勲*

Investigation of Air Environment in Underground Parking Lots 

Y ASUHITO SA TO汽 TAKAHIRO T ADA汽 MINORUAOKI* and ISAO MIZOGUCHI* 

A remarkab1e increase in the number of automobi1es necessitated the use of underground areas as 

parking 10ts. A1though the underground parking 10ts are provided with forced venti1ation systems， the 
effect of exhaust air， etc. is unavoidab1e. The ambient air in three of such areas was investigated in 

order to assess the effect of CO and dust on the health of the workers in such environments. 

1) Mean CO concentration within the parking area was be10w the thresho1d 1imit va1ue of 50 ppm. 

2) CO concentration within the to11 co11ection office is subject to the presence of the air vent and 

it is considered necessary to keep the air pressure positive within the office. 

3) The dust concentrations were found considerab1y high in a11 but one parking 10ts. 

4) The concentration of aromatic hydrocarbons in the parking 10ts fluctuated from 10 to 100 times 

the va1ue in the ambient air. 

Keywords : underground parking 10t， environmenta1 pollution， carbon monoxide， dust 

緒 宮T
F司 調査概要

近年，我が国における自動車の数は著しい増加を示し 調査期日 A駐車場 昭和52年11月29日"-30日

ているが，特に東京においては人口および産業の集中の B駐車場 昭和53年11月14日"-15日

ため，自動車の交通量はますます増加し，このままで進 C駐車場 昭和55年 1月23日"-24日

めばついに道路もその機能を果すことができなくなり， 購査場所 A，B，C駐車場の料金所内および車路

都市そのものの機能さえ脅かされることになりかねない 測定項目および方法

現状である.したがって土地の有効利用の面から地下空 温度および湿度……・・自記温湿度計

聞を利用する傾向にあり，地下街，地下鉄などが多く作 一酸化炭素(CO)……エコライザ~ (定電位電解法〉

られてきているが，それと平行して地価の高い狭い敷地 浮遊粉塵(Dust)……テ{プユア{サンプラ~ (透過

に建つピノレは高層となり，そこにピル専用の駐車場を設 法〉

けることになると，その地下階があてられるのが現状で 炭化水素...・H ・..……ガスクロマトグラフイ{

ある.しかし地下駐車場は比較的外気に影響されず，自 以上の項目の他に自動車移動台数として入庫，出庫の

然換気のほとんどない環境にあるため，機械換気の給排 合計を記録した.尚，温度，湿度， CO， Dustについて

気に頼らざるを得ない.そこで，このような環境に働く は24時間の同時測定で行なった.

従事者の健康を考えると通常の業務体系において，現場 調査結果および考察

はどのような汚染状況であるかを把握し，現状の設備環 1) 駐車場規模概要について

境を lつでも改善していくことが必要と考えられる.地 A，B，C駐車場における規模概要を表1に示す.地下

下駐車場の汚染実態については今までにもいくつかの報 駐車場としては比較的規模も大きく， B駐車場は地下2

告日〉があり，特にCOの高濃度汚染が指摘されている. 層式のため面積や給排気量において多くなっている.し

今回我々は，最近3年聞に行なった某公社の管理する駐 かし換気回数について計算してみると 10......，13田/hであ

車場のうち，都心の主幹道路の地下に作られている 3つ り駐車場法の規定10回/h以上にはなっているものの，後

の!駐車場の料金所内および車路の汚染質等の一日の濃度 述する立地条件から判断して，もう少し給気量を多くす

変化を測定した調査結果を解析し，若干の知見を得たの ることが望まれる. 3つのうちではB駐車場が昭和35年

で報告する. 開設と一番古いが， A， C も 2~3年の違いだけで20年

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 目O 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropo1itan Research Laboratory of Pub1ic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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駐車場名 面積 m2

表 1. 各駐車場における規模概要

体積 m3 給排気量 m3jh 収容台数台 換気回数回jh 構 造

A

B

C

 

7，065 
12，900 
6，070 

19，524 
35，430 

17，549 

252，000 
355，000 
210，300 

地下 1層

地下2層

地下1層

220 

265 

180 

12.9 

10.0 

12.。

トー--3-鞠d鱗議選慶
〈トーーや落選る翰薙電

←・4 車鎌〈λ韓協街〉

。
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 11+ i 2 3 4 5 (; 7 a 9捕者j

図 1. A駐車場料金所内の CO，DUSTの変動

近くたっており，保守管理を定期的に行なっているが設

備環境が当初より劣化している現状である.尚，料金所

内への給気はB駐車場だけがなされているが， A， Cに

ついては自換換気である.又，営業は24時間営業である.

2) 環境条件について 温熱条件(温度，湿度〉につ

いては算術平均値で，汚染条件 (CO，Dust)については

幾何平均値で評価を行なっている.

A駐車場……温熱条件においては，車路の平均温度お

よび湿度は17.TC， 49%と調査日の外気条件とほぼ同様

であり，車路は常時，人がいない状態でもあり問題は少

ないと考える.しかし料金所内では 9---..17時の時間帯の

平均値が25.5
0

Cと若干暑すぎると思われるが，ここは在

室者の温度調節が可能であるため，在室者にとって適温

であれば問題はない.湿度は平均35%台と外気に比べ15

%も低くやや乾燥状態にあった.これには料金所内暖房

のために使用しているファンコイルユニット暖房器によ

る室内水分の蒸散の影響もあるので，もう少し加湿に対

する配慮が望まれる.次に換気能をみるための CO2の濃

度変化を検知管によりみたが，車路，料金所内ともピル

管法の基準値O.1%以下にあり特に問題はないと思われ

た.また汚染条件 (CO，Dust)の一日の変動を 1時間の

平均値でプロットしてみると， 図-1，2に示す如くであ

り，特にCOは車の動きに対応した変化を示している.

車路における COの平均濃度は 6.2ppmであり，料金

所内の平均は 7.1ppmと室内の方が若干高くなってお

り，また，料金所内の 9'"'-'17時の平均値は11.5ppmと料

金所内を居室としてみた場合の基準値10ppm(ピノレ管理

法〉を越えている.料金所内でのCOの増加は料金収受

の際の排気ガスの流入および喫煙が主たる原因である.

窓閉時の狭い料金所内で喫煙をすれば当然、CO濃度は高

くなるし，窓をあけて料金の収受業務の時は，車が止ま

り暫時アイドリング状態にある.このアイドリングの時

の排気ガス中のCOが瞬時に拡散されでも相当高濃度の

ものが入り測定器のプルスケ{ル (100ppm)を越える濃

度も記録されている.尚，地下駐車場に関しての法律的

規制値は1971年に労働省より出された「地下駐車場排気

ガス障害予防対策要綱J(地下駐要綱〉のがあるが， これ

には排気ガス中の対象有害物としてCOが50ppm以下に

することと規定されている.

浮遊粉麗量 (Dust)については連続測定できる測定器
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図 2. A駐車場事路の CO，DUSTの変動

が少ないため，現在あまり汎用されていないがテ{プエ

ア{サンプラ{を用い， 1時間毎のサソプリングによる

ろ紙の透過率の大小により求めた.したがって現在主に

用いられている評価濃度の mgjm3に換算しなければな

らないので，前もって実験室のチャンバ{およびフイ{

ノレド調査から得られた 1COHSj1000feet=50μgjmめを

用いることにする.、 A駐車場の Dustの経時変化につ

いては先に示したが，一日の平均濃度でみると，車路

は， 5.6COHSj1000feet(ロ 0.28mgjrn3)，料金所内は5.3

COHSj1000feet( =0. 26mgjmりと料金所内が若干低い

が，その変動は車路，料金所内とも同じような動きをし

ており，料金所内は相当程度車路環境に左右されている

ことを推定させ，濃度的には先の地下駐要綱にないので

ピル管法の基準値 0.15mgjm3 で判断すると倍近く越え

ており汚染度が高いといえる.ちなみに調査自の外気の

平均濃度は公害局の資料6)によると， COが2.3ppm，

DustがO.05mgjm3であった.

B駐車場-…・・車路における温度は平均 20
0

C前後にあ

り，湿度も50......，60%を維持しており比較的よい温熱状態

であった.料金所内についても平均温度21.5
0

C，平均湿

度52%であり，車路同様よい状態であったが，一時的現

象とじて12......，14時の時間帯に30
0

C近くの高温が記録され

たが，これは料金所勤務者の操作により給気口よりの温

風〈温度53
0

C)を多量にとり入れたためで、あり，この時

間帯を除けば中間期(秋〉としての適温状態にある.温

度や湿度は進入通路〈スロープ〉より外気の流入等によ

り外気条件に左者されやすいが，今回の調査日が良い気

象条件にあったことの影響も多分にあるが，この駐車場

の構造条件および空調設備の整備〈車路，料金所内とも

揚圧になっている〉のよさの影響の方が大きいと思われ

た.また炭酸ガス濃度による換気能をみると，料金所内，

車路とも 0.1%を越える状況はみられず問題はない.

汚染条件の変動については図 3，4に示す如くである

が，先のA駐車場に比べ浮遊粉塵量が低くなっているの

が明らかである.向駐車場については以前にも同様な調

査を行なっており，それとの比較においてCO，Dustをみ

ると，今回は前回の調査よりさらに良好な環境状態であ

った. ちなみに一日の平均値でみてみると料金所内の

COは前回9.6ppm，今回8.3ppmであり，浮遊粉麗量は

前回 3.0COHSj1000feet，今回2.1COHSj1000feetであ

った.また車路においてのCOは前回 15.9ppmが今回

7.4ppm，浮遊粉麗量は前回 4.1COHSj1000feetが今回

2. 4COHS/1000feetといずれも低値を示している.空調機

械設備の保守管理が前回と同様とすれば，今回も前回に

近い備になるものと想定されたが，今回更に低い値とな

ったことの影響として調査日の気象条件および駐車場利

用の車台数の少なさが考えられた.つまり気象条件では

調査日の前日が雨のため，車路および進入通路が適当な

湿潤状態にあり，前回より乾燥状態でなかったため粉麗

等の飛散がおさえられたこと，また利用台数については

前回一日の入出庫が 1，600台もあったが，今回は約30%

減でありその分事の動きが少ないため汚染物発生も低下
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図 3. B駐車場料金所内の CO，DUSTの変動
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図 4. B駐車場車路の CO，DUSTの変動

0，良好な結果を示したものと思われた.このことは特に 更に今回，排気ガスに起因する芳香族系炭化水素〈ベ

車路において顕著であり，料金所内は大きな変化(低下〉 ンゼ汽 トノレエ人エチルベンゼン，メタ，パラ，オル

はみられず前回と同様な結果であったことから，当駐車 ト{キシレシ〉の分析を行なった.これについては連続

場の料金所内においては現状の空調設備でも， COで10 測定ができないので，真空瓶採取によるスポットサンプ

ppm 以下， Dustで2"-'3 COHS/1000feet (口0.1，，-，0.15 リγグで行ない， 25%アピエゾシグリ{ス L (クロモゾ

mg/mりの曝露があるということになろう.調査日にお ルブ W-AW)を用い，低温濃締法により FID検出器

ける外気濃度は公害局の資料7)から CO3. Oppm， Dust で分析した.結果は表-2に示す如くであるが，スポット

0.03mg/m3で、あった. サンプリングであり，測定場所での変動および経時変化
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表 2. B駐車場における芳香族炭化水素濃度

(単位:ppb) 

場所及び時刻 ベンゼン トノレエン エチノレベンゼン て…ーキシレジ oーキシレシ

AM  9時
料金所内 58.2 332.7 157.8 412.3 255. 1 

事 路 75.6 104.7 118.2 

PM 12時
料金所内 88.1 249.7 184.9 530.9 372.6 

車 路 78.3 471. 2 70.4 257.6 90.4 

17時
料金所内 39.5 145.0 378.2 425.2 

車 路 175.7 265.5 50.9 180.0 92.6 

22時
料金所内 80.5 302.7 5.9 404.2 134.8 

車 路 15.9 129.4 

AM  6時 車 路 129.4 313.9 69.0 81. 9 

150-1 骨世田一一由一事
開匹E回 ，........11-，'".

。一一--0需品輸事主意
b;-.-dj事台数く鴻油駒令官十)

。
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 1 2 3 4 5 6 7 8 9繍

図 5. C駐車場料金所内の CO，DUSTの変動

の考察は難しいので，環境大気中のこれらの濃度9) と比

較してみた.その結果，ベンゼγは10倍程度， トノレエン

が 2~3 倍，エチルベンゼンで10~100倍，メタ，パラー

キシレγで100倍，オノレト{キシレンで50，.....，200倍のオー

ダ{で駐車場内空気の方が高く，現状の給排気設備でも

大気中より拡散の悪い地下では，これら排気ガスの成分

が一定程度停滞していることが推定された.

C駐車場……まず温熱条件では，車路の温度は平均

11.3
0

C，湿度は33%であり，調査日の外気の影響もあり

やや肌寒い状況であったが，料金所内ではウイ γ ドゥ型

暖房器および電熱器を利用しているため，平均温度21.4 

OC，平均湿度43%を保ち，冬季の混熱としては良好な状

態であった.次に換気能を炭酸ガス濃度でみてみると，

車路では0.04%台と外気と同じで問題はなかったが，料

金所内において基準値を上回る現象が夜間にみられた.

当駐車場の料金所には給気のための給気口がなく，自然

換気にたよっており，しかも狭いため 2名以上の在室に

よって起ったものであった.つまり自然換気の弱い狭い

空間に必要以上(この場合2名であったが〉の人聞が在

室することで人間の呼気が停滞し，高濃度になることを

示したわけで、ある.次に CO，Dustの一日の変動につい

ては図 5，6に示したが，全体的に浮遊粉塵量が高く，

特に車路におけるパタ{ンは先のA駐車場と似かよって

いる.一日の平均値を求めてみると， 車路の COは9.3

ppm， Dustは 4.8COHS/1000feetであったが， 料金所

内は CO15. 6ppm， Dust 4.3COHS/1000feetと Dust

については車路，料金所内とも同じ程度であったが，

COについては料金所内の方が圧倒的に高く，料金所内
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図 6. C駐車場車路の CO;DUSTの変動

を居室としてみた場合の基準10ppmを越えていることは は側道からのとりこみが行なわれていると考えられる.

好ましくない現状であるが，この原因は浮遊粉鹿測定の このことは特に排気運転の時に問題となっている. B)駐

ためのテ{プエア…サンプラーのスポット(採鹿表面〉 車場は同じような通りの下に作られているが，側道がな

をみると喫煙であると断定できる.すなわち，臼中の高 く，一般道路よりスロ一プで入，出庫できる形状である.

濃度の時のろ紙の色調が車路のカ{ポンプラックに対し したがって駐車場自体が独立の箱型となっているため給

てたばこのタール分の茶系の色調を呈しているからであ 排気のバランスが多少くずれても，そのような現象にな

るが，総浮遊粉塵量に対するカ{ボンブラックとターノレ らないものと考える.なお，地下駐車場の換気方法によ

分の比率については不明である.ちなみに調査日の外気 る効果については富田ら10)の報告があり，特に COにつ

の平均濃度は公害局の資料自〉より CO2. 3ppm Dust O. 04 いては換気効果の順位として，全給排，排気のみ，給気

mg/m3で、あった. のみとしている.

今回の結果を先に行なったB駐車場と比較してみる C駐車場についても芳香族炭化水素の濃度変化を測定

と，CO濃度は車路ではC駐車場の方が若干高めではあ してみた.測定日当日の試料については分析操作のミス

るが間程度とみなしてもよいと思われるが，料金所内は が生じたため， 3日後にあらためて試料を採取し分析し

2倍弱程度， Dustについては車路，料金所とも 2倍程 た.結果は表3に示す如くであり，夕方時の車の動きの

度汚染されていると言える.Dust飛散の原因の 1っと考 多い時に車路の方が高くなる傾向がみられたが，あとの

えられる車の移動量(入庫と出庫の合計〉についてはB駐 時間帯では料金所内外による大きな違いはみられなかっ

車場の方が多く，濃度ではC駐車場の方が高いことは調 た.前回同様，大気中濃度と比べてみるとベンゼンで10

査日の気象条件の違いもあるが，これよりもむしろ駐車 倍， トルエンで 5 倍，エチノレベンゼンで1O~100 倍，メ

場の構造およひ、管理由(特に堆積鹿の除去を含めた清掃〉 タ，パラ{キシレンで1O~100"倍，オノレト{キシレンで

の違いを推定させる. C駐車場 CA駐車場も同様〉は都 50倍程度と高く，先のB駐車場内と同じような濃度範囲

心の交通量の多い通りの下に作られており，一般道路ょ にあり，規定の10回/h以上の換気を行なっていても，地

り 50~100m の側道を通って駐車場入口があるため，こ 下駐車場での炭化水素の濃度は相当変動するものの，濃

の側道上に相当程度の堆積塵がみられる(水洗いによる 度レベルはこの辺にあるものと思われた.

清掃は場内ほど頻繁に行なっていない).このような構造 いずれの駐車場も給気のための空気取入口の位置が地

上の特徴があるため，夜間から早朝にかけて駐車場の利 上 5m以内と低く，交通渋滞時および特に冬期の逆転層

用台数が少ないにもかかわらず，この時間帯が多いこと 形成時には排気がスが取入口から相当程度流入するもの
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表 3. C駐車場における芳香族炭化水素濃度

場所および時刻 ベγゼγ トノレエン

PM 17時
料金所内 100.0 178.9 

車 路 1，880.0 1，811.5 

22時
料金所内 39.9 22.9 

車 路 49.3 243.3 

AM  7時
料金所内 157.6 219.0 

車 路 17.6 56.0 

10時
料金所内 26.2 77.9 

車 路 13.1 31. 9 

PM 12時
料金所内 81. 8 79.1 

車 路 30.0 45.5 

と思われた.吏に，今後の課題として窒素酸化物(NOx)

の動態についても検討の必要があると思われる.

結語

1) 駐車場内〈車路〉における平均CO濃度は，いず

れの!駐車場も地下駐要綱の基準値50ppm以下で、あった.

2) 料金所内のCO濃度は，設備環境の良し悪し〈給

気口の有無〉に左右されるため，給気口を設け室内を陽

圧にする必要がある.しかし，喫煙がともなうと相当程

度濃度上昇する.

3) Dustについては B駐車場を除いて相当高く，構

造上の影響〈側道よりの堆積塵のとりこみ〉が関与して

いると思われた.そして，その変動は自動車の移動量の

パタ{ンと似かよっている.

4) 駐車場内炭化水素は，基準 (10回jh)以上の換気

がなされていても，大気中濃度の 10'""'-'100倍あることが

認められた.

(本研究の概要は，日本公衆衛生学会39回大会1980年10

月で発表した.) 

〈単位.:ppb) 

エチノレベンゼシ シレγ 0-キシレシ

34. 1 133.0 37.4 

467.5 2，615.0 2，182.7 

8.8 23.1 11.5 

99.0 304.6 40.7 

35.5 276.5 49.2 

12.4 36.7 7.7 

18.3 94.0 21. 8 

19.9 

11.4 123.3 

11.4 67.3 28. 1 
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ラットの肺および肝中の酵紫に対する N02曝露の影響

鈴 木 孝 人 * ， 大 沢 誠 喜 汽 狩野文雄*，橋田雅夫*

笠原 利英 汽寺 田仲校六溝口 勲*

盟ffectof N02固xpOSUl'eon Enzyme Activities in Lung and Livel' of Rats 

T AKAH1TO SUZUK1*， MASANOBU OHSA W A *， FUM10 KANOH*， MASAO FUKUDAヘ
TOSH1H1DE KASAHARA *， NOBUE TERADAキ and1SAO M1ZOGUCH1* 

Rats were continuously exposed to N02 at the concentrations of 0.5， 2， 4 and 8 ppm for four 

weeks， and then sacrificed at one week intervals. NOz exposed rats tended to increase the lung weight 

and inversely to decrease the liver・weightas N02 concentration became higher. The elevations of 

enzyme activities of phosphfructokinase (PfK)， lactate dehydrogenase (LDH)， glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (G-6-PD)， glutathione peroxidase (GSH-Px)， glutathione reductase (GSSG-R)， s-
glucuronidase (s-Gl) and r-glutamyl transpeptidase (r-GTP) in lung tissues were observed during 

exposure of rats exposed especially to 8 ppm N02・1nthe liver tissues of rats exposed to N02， activities 

of G-6-PD were inhibited and that of amylase elevated during exposure， and those of LDH and s-Gl 

increased at four week. 

These results suggest that glycometabolic enzymes in the lung and liver tissues were stimulated 

following N02 exposure and that the effect of N02 on pentose 
. monophosphate shunt enzymes of the 

lung may be related to pulmonary protection against peroxidation damage. 

Keywords : nitrogen dioxide， phosphofructokinase， lactate dehydrogenase， glucose-6-phosphate dehydro-

genase， glutathione reductase， glutathione peroxidase， s-glucuronidase， r-glutamyl transpeptidase， amylase， 

rat 

緒 雷

N02ガスを吸入した場合，第一次標的臓器である肺組

織内に摂取されて，肺気蹟1，2)，肺繊維症へ肺胞壁肥厚4)

などの病理学的障害をもたらすだけでなく，それに伴う

代謝障害が引き起こされることが数多く報告されてい

る.腕に摂取されたN02の大部分は血液を介して肺外に

移行することも報告されており 5，6)，N02が循環する過程

における各種の臓器に対する影響，ひいては全身的影響

についても病理学的，生化学的アプロ{チが行われてい

る.一般に何らかの捧害を生体が受けた場合に，生化学

的な変化は比較的早期にその影響を把握でき，量一反応

関係をもとめやすいために，障害に対する鋭敏で有効な

指標として考えられる.前報で，N02曝露ラットの血液

における生化学的諸指標の検索を行い，比較的低濃度の

より肝における代謝系にまでその影響が及ぶことを示唆

する知見を得たので報告する.

実験方法

実験動物は Sprage-Dawley系の 7週令の雄ラ y トを

用い， 0， O. 5， 2， 4， 8ppmの5段階の N02濃度群に分

けて 4週間の連続曝露を行い， 1週間ごとに屠殺した.

曝露条件等は前報に記載したごとく行った.肺および肝

は1ν/九1日5モルのり γ酸緩衝液 (ωpH7.5め〉を1叩O倍容加えてか

ら肺は Ultra-Tu町1汀rra百axを用い，肝は Potter-Elvehjem型

ホモジナイザ{を用いてホモジナイズし， 16000xgで30

分間遠沈した上清を検体として， PFK8)， LDH， G-6-

PD9)， GSSG-R10)， GSH-Pxll)， s-GP2)， r-GTP， amylase 

の酵素活性を測定した LDHには UV法の LDHキッ

ト(ベ{リンガ~， No.124907)， r-GTPには r-GTP

N02に対しでも amylaseおよびかglucuronidase活性 キット(和光純薬， No.273-32701)， amylaseには Dya・

と免疫グロプリン 19A含量が変動することを認めたわ myl-Lキット(小野薬品， No.7284) を用いて測定を行

今回，肺および肝におけるこれらの酵素を含む 8種の酵 った.尚，蹄および肝における測定の際には原報の方法

素に対する N02曝露の影響を検討した結果，蹄はもと をそれぞれ基質濃度，反応時聞について検討を加えた後

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 16ο 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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Fig.1. Average of Percent Value of Lung or Liver Weight to Body Weight on Each Animal at 

Various Weel王S

Each graph point shows average on lung of six rats(e) and average on liver of eight rats (0). 

* P<O. 05 料 P<0.02 料*Pく0.01

A : control， B: O. 5ppm， C: 2ppm， D: 4ppm， E: 8ppm 

に一部改変して行った. また， 蛋白含量の測定には，

Lowryの方法を用いた13)

実験結果

体重の変化は対照群と比較して差は認められなかっ

た.腎臓，副腎，牌臓，心臓の重量の変化は認められなか

ったが，図 lに示すごとく，曝露濃度が大きくなるにつれ

て肺体重比重量は増加し，逆に肝体重比重量は減少する

が，対照群と比較して 8ppm曝露群では肺重量に曝露期

聞を通じて17'"'-:26%の有意な増加が認められ，肝重量で

は2週目以降に 8'"'-'15%の有意な減少が認められた.し

かし g湿重量当り組織蛋白合最は蹄では変化なく，肝で

も4適自の 8ppm群で11%の有意な増加を示した以外は

変化は認められなかった.図 2，図 3に示したものは各週

における対照群の各酵素活性の平均値を100として， N02

曝露群の%変化量の平均値を濃度別にプロットしたもの

である.表 1，表2は各週の対照群における組織1グラム

当りの酵素活性値と組織中の総活性値を示したものであ

る.肺での変化は図 2に示すごとく GSH-Px，GSSG-R， 

G-6-PD， PFK， LDH， s-Gl， r-GTP活性の上昇が曝

露期闘を通じて 8ppm群で明瞭に認められ， 4ppm群で

も GSH-Px，GSSG-R活性の上昇が認められた.更に

GSH-Px と GSSιR活性の変化と曝露濃度との相関

関係は危険率 1%以下で各週とも量一反応関係が認めら

れた.肝での変化は図3で示すごとく， LDH， s-Gl は

3週目までは余り変動が認められないが 4週目には特に

8ppm群では活性上昇を示した.G-6-PDは曝露期間中

は活性低下を示した. amylaseは3週日から上昇してい

るが， 8ppm群では 1週目から活性上昇が認められた.

肺と肝との比較では， amylaseとかGlは同じような変

動パターンを示したが， G-6-PDはミラ{関係のパタ{

ンが認められた.

考察

N02曝露群の肺重量の増加は如何なる理由によるもの

であるのか Freemanらは10，......，25ppmのN02にラット

を曝露した時の肺重量の増加の原因は肺胞壁および末端

気管支に分布する肺胞上皮細胞の肥大，肺胞間質のコラ
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Table 1. Average Value of Enzyme Activity per gram Tissue on Lung or Liver 

of Control Rat at Various Weeks 

Lung Liver 

1W  2 W  3W  4羽F 1W  2W  3W  

221 

4W  

GSH-Px品 5.19土0.36韓5.60土0.28 5.20土0.33 4.93土0.21 13.2土1.90 14.4土1.00 14.2土1.70 13.4土1.20 

GSSG-Ra 6.03土0.92 5.19土0.67 5.13土0.74 4.79土0.80 12.3土3.35 10.5土2.21 12.3土1.15 10.7土12.0

G-6-PDb 1. 51土0.19 1. 63土0.63 2.21土0.32 2.73土0.48 2.39土0.42 2.21土0.50 1. 92土0.38 2.85土0.42

PFKc 992土213 972土99 936土86 943土235

LDHd 68.2土14.3 88.0土18.0 66.9土11.1 72.3土31.3 446土57 440土86 452土40 374土159

Amylasee 17.6土3.90 15.7土4.53 14.1土4.08 14.6土3.54 5.61土2.83 10.2土2.16 6.47土1.17 8.23土3.54

s-Glf 3.39土0.28 3.37土0.26 3.67土0.49 3.60土0.42 9.04土2.34 10.2土1.44 9.32土1.22 8.05土2.28

r-GTPg 37.5土3.05 44.6土9.16 48.6土7.87 45.1土3.45

持 Dataare expressed as mean and standard deviation on lung of six animals and on liver of eight animals. 

a:μmoles NADPH oxidized/min， b:μmoles NADPH formed/min， 
c: n moles NADH oxidized/min， d:μmoles NADH oxidized/min， 
e: Dyamyl-L units f : Free p-nitrophenol mg/hr， 

g: m umts 

Table 2. Average Value of Enzyme Activity per Whole Tissue on Lung or Liver 

of Control Rat at Various Weeks 

Lung Liver 
Enzymes 

1W  2W  3羽7 4羽r 1W  2W  3W  4W  

GSH-Px 5.02土0.56 6.37土0.47 5.72土0.46 5.71土0.47 169土30.0 230土31.0 234土40.0 222土34.0

GSSG-R 6. 10土0.72 6.02土0.68 5.79土0.41 5.76土0.63 156土33.0 169土14.0 202土26.0 175土16.0

G-6-PD 1. 47土0.24 1. 87土0.79 2.43土0.38 3.15土0.54 30.5土5.10 35.9土8.20 31. 8土8.30 47.0土8.20

PFK 894土247 1100土73.0 1030土126 1117土298

LDH 65.9土14.1 99.9土19.5 73.4土11.9 87.7土42.6 5717土761 7155土1417 7411土858 6100土2574

Amylase 16.8土2.90 18.3土6.90 15.7土6.10 15.4土4.00 71. 5土35.3 166土34.1 91. 5土32.1 134土52・0

s-GL 3.28土0.40 3.83土0.27 4.02土0.50 4.16土0.37 117土32.0 166ごと29.0 152土16.0 132土35.5

r-GTP 36.2土3.41 51.1土12.9 53.8土11.2 52.4土7.14 

{ゲンやエラスチシの増加によるもので，血液量や浮腫

液によるものではなく，この濃度では肺水腫や壊死を起

こさないと報告している 14， 15) 一方，服部らは0.5~0.8

ppm に 30~45 日間曝露したマウスで終末気管支から肺

胞にかけての上皮細胞の増殖と共に肺胞壁間質の浮腫性

変化を報告している 3，16) Freemanらは光顕レベルで，

服部らは電顕レベノレで、の検索という違いに起因している

とも思われるが，竹中らによって N02曝露に対するLC50

や肺水腫形成に対する種属差による感受性の違いを報告

しているところから17)，種属差の点も関係しているもの

と思われる.我々の結果では湿重量当りの肺組織蛋白含

量に変化は認められず，また，少数例の光顕的病理所見

ではあるが肺組織に浮腫性変化は認められず，増殖性の

変化が認められたので，肺霊量の増加は単なる肺水腫で

はなく，肺実質の増殖性変化によるものと思われる.一

方，肝重量の減少の原因としては肝蛋白含量の減少，肝

含水量の減少，グリコ{ゲンや脂質の減少，肝実質の破

壊などが考えられるが，まず，第一に g湿重量当り蛋白

含量も全組織における蛋白含最も余り変化は認められな

かった.第こには仮りに肝ー含水量の減少が生じたとした

ならば， g湿重量当り蛋白含量は増加する筈であるが変

化は認められなかった.第三にグリコーゲンや脂質の減

少によるものと考えた場合，肝におけるグリコ{ゲンの

含量は 2.5~7.2タ618〉であり， 脂質は 6%であるので19)

例えば， 2週自のβppm群の肝重量は15%減少している

ことから考えても，全てのグルコ{スと脂質の減少が生

じるとは考えられない.第四に今回用いた曝露条件で、こ

のような短時間のうちにこれ程の重量変化をもたらす肝
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Fig. 2. Percent Changes of Various Enzyme Activities per gram lung or per Whole lung on Rats 

Exposed to N02 against Average Value of Control at Various Weeks 

Each graph point shows average on lung of six rats. 

0: 0.5ppm，ム:2ppm， A: 4ppm， : 8ppm *: P<O. 05，料:P<O. 01 

実質の破壊は恐らく起こり得ないと思われる.しかし， PHの生産や核酸合成に必要な pentose の供給を行っ

8ppm N02にラットを 1カ月関連続曝露した時，肝グリ ており，我々の結果からも，G-6-PD活性は曝露期間中

コ{ゲンの減少も報告されていることから20)，肝重量の に活性低下を示していたことから，何らかの肝における

減少の原因のーっとしてグリコ{ゲンの過剰消費の可能 成長の抑制が生じた結果とも想像されるが， N02による

性もある.また，G-6-PDを律速酵素とする pentoseリ 肝重量の減少の涼因についての解明は今後の課題として

γ酸回路は脂肪酸や糖蛋白などの生合成に必要な NAD 検討したい.
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Fig.3. Percent Changes of Various Enzyme Activities per gram Liver or per Whole Liver on 

Rats Exposed to N02 against A verage Value of Control at Various Weeks 

Each graph point shows average on liver of eight rats. 

0: 0.5ppm，ム:2ppm， A :  4ppm， .: 8ppm *: P <0. 05，料:P<O. 01 

肺において，解糖系の律速酵素である PFK，解糖系の

一部である LDHや多糖とムコ多糖を分解するかGlの

活性上昇が8ppmのN02曝露群で認められたことから，

肺における糖質の代謝充進が考えられると同時に，G-6-

PDの活性上昇も認められたことから蹄のエネルギ{代

謝の活発化が考えられる. また， 組織の修復過程では

ι6-PD活性の上昇が報告されており 21〉，更に，肺胞E

型上皮細胞が N02によって増殖すること22-24に この E

型上皮細胞では G-6-PD活性が高いことなどを考える

と25)，N02の傷害に対する生体側の反応によるものと思

われる.

また，酸化力の強い物質，例えば，03
26) ， H202 27)な

どの毒性に対する防禦機構 (Peroxidative metabolic 

pathway， PMP) の酵素として GSH-Px，GSSG-R， 

G-6-PDが活性化することが知られているが，我々の結

果でもこれらの酵素の活性上昇が認められたことから，

N02に対しでもこのPMP系機構の活性化が考えられる.

しかし， Chowらはラットに1.......，6.2ppmのN02を4日関

連続曝露しでも GSSG-R，G-6-PD活性の上昇が起こ

るが， GSH-Px活性の上昇が起こらないと報告してい

ること2自に深瀬らもマウスに 6ppmN02を3'"'-'4時間/

日， 30日間の間欠曝露でも同様の結果を示しており，更

に， 28ppmという高濃度の N02の7日間の間欠曝露で

はこの三つの酵素はすべて活性上昇すること，15ppm間

欠曝露ではさつの酵素は活性が変わらないことを報告し

ている叫30) 一方， I暖峨井らはラットに 10ppmN02を

10日関連続曝露した場合，曝露開始5日自から曝露終了

までこれらすべての酵素活性が上昇することを報告して

いる31)以上の結果から判断すると連続曝露と間欠曝露

の違い，曝露時間および曝露濃度などの曝露条件の違い
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によって，特に， GSH-Px活性の変化に対する差異が

生じているものと思われる.

佐藤らはラットヘ8ppmN02を 1カ月関連続曝露した

場合，肺のr-GTP活性が上昇することを報告している20)

この結果は我々の結果と一致している.r-GTPは大部

分がマイクロソ{ム分間にあり，この酵素は細胞膜の内

側に局在し，r-グノレタミシペプチドの水解および Tーグ

ノレタミノレサイグルの一員として細胞の外側から細胞内に

アミノ酸を輸送することが知られている3丸山.このN02

曝露による肺 r-GTP活性の上昇は蹄組織の増殖性変

化と関連しているものと思われる.

N028ppmに1カ月間曝露されたラットの肝グリコー

ゲγ最，肝グノレコ{ス量の減少の報告から20)，N02によ

る肝の糖代謝の允進が予想された.我々の結果からも，

特に 8ppm群では，グリコ{ゲンや殿粉を分解する酵素

である amylaseは1週目から活性が上昇し，多糖類を分

解する酵素である s-Glと解糖系酵素である LDHは4週

自に活性上昇が起こることから， N02曝露によって肝の

糖代謝が充進されることが示唆された. 一方，G-6-PD 

は1週日から活性低下を示した理由は現時d点で、は不明で

はあるが，グノレコ{スのほとんど大部分が代謝されるの

は解糖系の主鎖である Embden-Meyerhof 回路である

ことを考えると， G-6-PD活性の低下はもしかしたら

G-6-PDの基質であるグノレコ{スー6ーリン酸が主鎖回路

で大部分消費されたためかも知れないが今後の検討が必

要と思われる.

前報では血中 amylase活性の N02による活性低下を

報告した.尚，血中 amylase活性と肝の総 amylase活

性の相関関係を調べてみると危険率 1%以下で逆相関関

係が認められた.車中 amylase は梓以外の臓器もその

originとなり 34にまた，血中 amylaseと肝組織の amylase

とで易動度が一致するアイソザイムが存在することから

肝由来の amylaseの存在が確認されており 35，36)，同時に

肝は血中の amylaseレベルの調節に主要な役割を果して

いることも報告されている37，38) 一般に血中 amylaseは

糖質利用の充進時に低下し，糖質利用の低下に際して上

昇する.これらから判断すると，血中 amylase活性の低下

は肝における糖代謝の充進による amylase需要度が肝で

増加したために生じたものと思われる. また， 0.5ppm 

程度の N02曝露によって肝と血中 amylase活性の変動

が認められたのでこの酵素は鋭敏な指標のーっとして考

えられる.

Levvyらは動物実験で肝 s-Gl活性の上昇は肝細胞の

再生過程と一致すること， すなわち，肝s-Gl活性の上

昇は肝切除後に残存肝の肥大増殖と一致することを示し

た39).我々 の結果では， N02曝露による肝の糖代謝尤進の

可能性のあること，8ppm群では蛋白含量の増加が認め

られたことを考えると， 4週自における s-Gl活性の上昇

は肝での生合成の僅かな允進によるものなのだろうか.

前報では血中 s-Gl活性の 1週自の低下と 4週目の低下

傾向を報告したが， この血中 s-Gl活性と肝の総 s-Gl

活性の相関関係を調べてみると， 1週目では危険率 5%

以下で， 4週日では 1%以下で逆相関関係が認められた.

s-Glは晴乳動物のほとんどあらゆる組織や体液中に広

く分布するが，特に肝，腎，牌などに活性が高く 40)，血

中 s-Glの主たる originは肝である41)血中 s-Gl活性

は肝障害によって増加すること，すなわち，肝機能障害

の患者仰や四塩化炭素投与のラット 43)で車中戸-Gl活性

の上昇が起こるが，この場合は明らかに肝細胞の壊死な

どが原因と思われる N02曝露による血中 s-Gl活性の

低下は，今回の曝露条件の N02曝露による肝の器質的

変化は起こらないと思われるので，むしろ，肝における

かGl需要の反映として生じたものであろう.

要約

SD系雄ラットに0.5，2， 4， 8ppmの N02に4週間

連続曝露し， 1週間ごとに屠殺したラットの蹄および肝

における酵素活性の変動を検討した.

8ppm曝露群では曝露期間を通じて肺重量に17"-'26%

の有意な増加が認められた.逆に肝重量は 2週目以降に

8"-'15%の有意な減少が認められた.それらの変化は曝

露した N02濃度に比例する傾向を示した.糖代謝に関

連する酵素の活性上昇が肺だけでなく肝においても認め

られ，特に，N02の影響が肝にまで及ぶことを示唆する

興味ある知見が得られた.pentoseリγ酸回路が活性化す

ることが肺において認められ，この活性化は N02に対す

る妨禦機構として作用することが示唆された.amylase 

は0.5ppm程度の N02に対しでも血液と肝において変動

する鋭敏な指標のーっとして考えられた.

〈本研究は昭和54年度当研究所調査研究課題「複合大気

汚染に係わる健康影響調査に関する研究Jとして実施し

たものである〉
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N02長期暴罷によるうットの網状赤凪球数の変動

福ャ田 雅 夫 * ， 狩 野 文 雄 * ， 寺田伸枝*，溝口 勲*

Effects of Long-Term N02 到xposureon Reticulocytes of Rats 

MASAO FUKUDA汽 FUM10KANOH*， NOBUE TERADA * and ISAO M1ZOGUCHI* 

Changes of reticulocytes of rats exposed to nitrogen dioxide (N02) were studied. Concentrations 

of N02 were O. 3， O. 5 and 1. Oppm and exposure times were 3， 6 and 12 months. Reticulocyte counts 

of rats exposed to 0.5 and 1. 0 ppm N02 increased significantly at 3， 6 and 12 months as compared 

with the control values. On the other hand， erythrocyte counts did not elevate during all exposure 

times. 1t is suggested that reticulocyte counts may be a more sensitive index to N02・

Keywords : reticulocyte， erythrocyte， rat， nitrogen dioxide 

患者 百

窒素酸化物 (NOx)は健康への直接的な有害作用の可

能性および光化学スモッグ生成のー原因物質として注目

されるようになり， NOxの排出規制や N02 の環境基

準が設定されてきたが，N02大気汚染の都市部における

広域化および濃度の増加傾向が認められている.現在

N02の人体への影響を把握するために，より精密な疫学

調査の必要性が世界的に要請されるとともに，現実の汚

染レベルに近い濃度で、の長期動物暴露によるデ{ターの

蓄積が必要とされている.われわれは疫学調査に使用可

能な感度の高い指標の探究を課題として，末梢血の赤血

球系細胞への N02の作用を検索した.

著者ら1)は N02O. 5ppm，，-，8ppm， 4週連続暴露を行っ

たラットの網状赤血球の増加，および明確な量一反応関

係を認めたことを報告したが，今回はより低濃度のN02

を長期間暴露した場合にも類似の変化を示すか杏か，ま

た暴露期間と網状赤血球数および赤血球数の量的関係な

どについて検討したので報告する.

方法

実験動物 Fischer系雄ラット〈日本チヤ{ルス@リパ

~)をチャ γノミ{内で 1 週間清浄空気で飼育後， 5週令

より N02暴露を開始し，3ヶ月目， 6ヶ月目， 12ヶ月自

に各群 7"-'9匹を実験に供した.

暴露方法 へパフィノレタヘ活性炭槽を通じた室内空

気に1000ppmおよび5000ppmN02ガスを添加し，動物暴

露チャシパ{に導入した. 各チャンパ{の濃度は Oppm

(0.02ppm以下)， 0.3ppm (0.25，，-，0. 3ppm) ， 0.5ppm 

(0.45，，-，0.5ppm) および 1.0ppm(0. 90，，-，1. Oppm)で

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

あった.チャシパ{内の温度は 23土10C，湿度は 60土10

%，換気回数は 10回/時であった N02濃度はケミルミ

ネッセンス法による窒素酸化物測定機 (Monitor Labs 

8440)で測定した.

測定方法 N02暴露した各群7"-'9匹のラットをネン

ブタ{ル麻酔を行い，ヘパリン加注射器を用いて下大静

脈より採血した.網状赤血球の測定2)は採血後直ちに清

浄なスライドグラスに塗抹標本を作製し， 3分間メタノ

{ル固定後 1: 2，000アグリジγオレンジ溶液 (pH8)で

2，...，_， 3秒染色し，蛍光顕微鏡で、観察した.網状赤血球の

出現率は赤血球5，000個観察し， 1，000個当り (%0)および

血液 1mm3当りで表示した.赤血球は CoulterCounter 

で測定した.

結果

0.5ppmおよび 1ppm群の網状赤血球の出現率(弾。〉と

数(x104/mmりは 3，6および12ヶ月暴露で対照群に比し

有意の増加を示したくpく0.05，pく0.01). しかし 0.3

ppm群は 3ヶ月暴露で若干の減少傾向を示し，その後増

加傾向を示したが，有意の増加には安らなかった(Table

1， Fig. 1).各対照群の{直は 3ヶ月暴露が血液1mm3当り

13.7x104， 6ヶ月暴露が8.9x 104， 12ヶ月暴露が10.1x 

104と月令による変動を示した.

赤血球数は全暴露期間を通して対照群と暴露群との間

で変化は認められなかった.

考察

低濃度 N02の長期暴露の赤血球への影響に関する文

献は比較的少なく ，]akimchikと Celikanovめはラヅト

でO.075ppm 3ヶ月暴露で赤血球数の変化を認めなかっ

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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Hematological Studies on Rats Exposed to N02 Table 1. 
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たが， O.3ppmでは減少傾向を認めた.Furiosiら4)はサ

ノレで 2ppm14ヶ月暴露で，又ラットで 2ppm3および6

ヶ月暴露で赤血球数の増加を，著者ら1)はラヅトで0.5，

2，4および8ppm4週暴露で網状赤血球数の増加を，8ppm

で、赤血球数の増加を報告した.今回の結果は， 0.5およ

ひ:lppm，3，6および12ヶ月暴露で網状赤血球数の増加を

認めたが，赤血球数の増加は示さなかった.以上の報告

より，網状赤畠球は赤血球よりも，低濃度のN02暴露で

増加することを観察したので，N02の影響をより鋭敏に

捕えることができると考えられる.又網状赤血球が 1，...，_，

12ヶ月暴露に至るまで増加しつづけることから， N02が

造血機能に何らかの作用を与えていることが推察され

る.

Petrと Schmidtめはチェコスロバキアにおける疫学

調査で， N02および S02の汚染地域の小学生は，対照地

域に比べ，幼若型赤血球が増加すると報告しているが，

その幼若型赤血球の増加が，網状赤血球の増加を常に示

すものではないと考察している.しかし，今回の結果か

ら網状赤血球はN02の影響を鋭敏に捕えることができた

ので，疫学調査の一指標として使用できるのではないか

と考えられる.今後他の大気汚染物質についても検討す

る必要があると考えられる.

事約

Fischer系雄ラットに0.3，0.5および1.OppmのN02

を3，6および 12ヶ月暴露を行い，鐙光法で網状赤血球

の観察を行った 0.5ppmおよび 1ppm群の網状赤血球

数は， 3，6および12ヶ月暴露で対照群に比し有意の増加

を示したが， 0.3ppm群は有意の増加を認めなかった.

赤血球数は全暴露期間を過して対照群と暴露群との間で

変化は認められなかった.網状赤血球は赤血球よりも鋭

敏にN02暴露の影響をとらえることができた.

(本研究は昭和54年度当研究所調査研究課題「複合大気

汚染に係わる健康影響調査に関する研究Jとして実施し

たものである.) 
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持続性せ吉@たんの有訴率!こ関連する因子の検討

牧野国義汽溝 口 勲*

A Study of Fac土orsrelated to Prevalence :Rates of Persistent Cough and Phlegm 

KUN1YOSH1 MAK1NO* and 1SAO M1ZOGUCH1* 

A study of factors related to prevalence rate of persistent cough and phlegm (PCP) is described 

with regard to three important problems. The data of PCP were obtained from a self-completed questi-

onnaire as well as the data of five question items for this study. These data were classified in four 

groups of factors (two regional factors， two road factors， two smoking factors and three age factors). 

The subjects were females who were older than twenty years old. At first， frequency data were 

collected simultaneously for two categorical variables， PCP and each of five question items. The 

typical chi-square values were computed. Those values were significant in all items in all factors. 

Secondly， relationship of contingency among factors to make up a group in each item was analyzed 

with Cochran's chi圃squaremethod. The results from calculation showed the regional factors could make 

up a best group to control prevalence rates of PCP and five items. 

Thirdly， from prevalence rates of PCP in 18 regions making up Tokyo area， two kinds of values 

were calculated. One of them was the lowest prevalence rate which showed significance in equality test 

using one of chi-square methods. The other was the lowest concentration which showed significance 

in the equality test in each of two air pollutants of nitrogen dioxide and sulfur dioxide. 1n study 

population， the rate was 4.35 percent and the concentrations were 0.0251 ppm N02 and 0.0132 ppm 

S02・1nsampled population， the rate was 3.42 percent and the concentrations were 0.0251 ppm N02 

and O. 0137 ppm S02・

Keywords : Air Pollution， Respiratory Effect， Human Health， Statistics 

緒 雷 化した今日では自動車排気ガスによる寄与の方が大きい

大気汚染が呼吸器症状の有症と密接な関係を有するこ ことが知られている.また二酸化窒棄の都心での経年変

とは近年得られた知見ではなく， 50年の歴史がある. 化をみると東京で最も古くから常設観測点のある都庁前

1930年ベノレギ{の MeuseValley工業地帯で工場排気 で，昭和40年の年平均濃度は1.7pphmであったが10年

ガスにより発生したスモッグのため 3日間で63人が死亡 後 5.2pphmと3倍にも増大した.この二酸化窒素は光

し，数千人が呼吸器障害等を起こした.1952年にはロン 化学オキシダントの原因物質であるとともにそれ自体が

ドンで有名なロンドγスモッグ事件が発生し， 3週間に 呼吸器疾患に寄与するとの報告がいくつかなされた.中

4000人以上の過剰死亡が生じたと伝えられている.我が でも C.M. Shyらの報告1，2)は現在の米国の二酸化窒素

閣でも横浜ぜんそくや四日市ぜんそくと呼ばれたスモッ の環境基準の基になった疫学調査である.また我が国で

グ事件が一般によく知られている.これらはいずれも亜 は6都市調査へ千葉県の調査ベ大阪府，兵庫県の調

硫酸ガスや浮遊粉塵を主原因物質として冬季の大気が停 査へ岡山県の調査6)が旧環境基準の指針値設定の擦の資

滞し易い状況の下で発生した事件であった.その後脱硫 料とされた.二酸化窒素の人体影響特に呼吸器影響につ

技術の進歩や排気ガス規制などにより大気中の亜硫酸ガ いて量@効果関係を認める報告は以上の他にも多く報告

ス濃度は減少し続け，現在上記のような事件は発生して されているが，量@反応関係については議論が一定せず，

いない.しかし近年亜硫酸ガスの代りにニ酸化窒素を主 昭和53年7月環境庁の判断で二酸化窒素の環境基準が改

とした大気汚染が問題化している.ニ散化窒素は亜硫酸 定されたことは周知の通りであるわ. 東京都では向日年

ガス同様工場排ガス中に含まれるが，自動車交通の過密 3月に改定についての検討結果を報告した8) 本報告や

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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6都市調査に関する鈴木らの報告ベ そして岡山県の調

査に関する坪田らの報告10)において旧環境基準が疫学的

に根拠のあるものであることが示されている.しかし一

方において持続性せき@たんと他の症状や外的条件との

関係について多くは言及されていない.これらの症状や

外的条件は持続性せき@たんの有症率に関連する諸国子

として重要であり，その関係を追求することは意義深い

と考えられる.本研究は入手した東京都に居住する家庭

婦人の呼吸器症状調査資料に基づいて，持続性せき@た

んとぜ、ん鳴，限の痛み， くしゃみや鼻水がでやすい，風

邪をひきやすい，呼吸器疾患家族歴との関係を居住地(都

内，都下)，近接道路の規模〈幹線道路，路地)，喫煙の

有無，年齢層 (20~39， 40~59， 60~) の条件により分

けて検討し，得られたいくつかの知見の報告である.本

研究はあわせて東京都を18ブロックに分けて地域特性を

見た場合，地域差が認められる有訴率の最低値や影響が

認められる大気汚染物質濃度の最低値についても統計学

的手法を用いて検討した.

2. 方法

(1)調査方法

呼吸器症状の調査方法には問診法と自記法の二種類が

あり，本研究資料は自記法を採っている.問診法は面接

形式で，質問者が被験者に各項目について質問し，答を

記入する方法で， BMRC法11)が現在まで数多く採用さ

れている (1979年その改良法とした ATS-DLD法の日

本版案が報告された12)). 自記法は被験者自らがアンケ

{ト用紙に記入する方法で， Mittma11ら13)や春日ら14)は

自記法が BMRC法に比較して遜色なく，むしろ経済的

であり，簡便で有効な方法であると述べている.調査総

数は約10，600名で， 20歳以上の家庭婦人を対象としてい

る.調査は昭和53年4月に行なわれ，大気汚染物資とし

て二酸化窒素と亜硫酸ガスを選び，補間法による年平均

濃度の推定法15)を用いて18ブロックについて昭和52年度

の年平均濃度を求めた.

(2)分析方法

諸々の条件の下で因子間の差を統計学的に検討する手

法として従来よりカイ 2乗検定が多く利用されている.

本研究においても検討する目的に応じていくつかのカイ

2乗検定を用いる.

ニ特性聞の関連性を統計学的に検討する手法として最

も簡便で一般的な方法はYatesの修正を加えた定型的な

カイ 2乗検定である.今調査総数nのとき持続性せき eた

ん症状のある者の数を 111・，ない者の数を 112"ぜ、ん鳴症状

のある者の数を n・1，ない者の数を n・2とし，両症状のあ

る者の数を1111，持続性せき@たん症状のみがある者の数

を1112，ぜ、ん鳴症状のみがある者の数を 11210両症状ともな

い者の数を 1122とすると連続修正を加えたカイ 2乗値は

次式で示される.

χ2_ 11(11111 1122-111211211-0.511)2 -
111. 112. 11・111・2

ニ特性〈持続性せき@たん症状とぜん鳴症状〉間の関連

性の有意性を検討するには上式で求めたカイ 2乗値を自

由度 1のカイ 2乗分布表の数値と比較する.本研究にお

いては全調査数を使用するのではなく， 3聞の無作為抽

出法により抽出した 1，000名による結果を平均した数値

を用いる.その理由は修正項が入っていることで判るよ

うにカイ 2乗検定は精密な分析手法ではなく，大数を扱

う場合に観測誤差が増大することがあり，以下で二因子

〈例えば都内と都下〉の閑の差を検討する場合各因子の

調査数が極端に異なるときには各因子の調査数による観

測誤差の差が無視し得ないことが考えられるからであ

る.

上記の調査区分のように項目により四分割した表を一

般に四分表と呼んでいるが，四分表によりある症状〈例

えばぜ、ん鳴〉そして加えて持続性せき@たん症状を有す

る者の数が得られ，これによりこ因子関の差を検討する

場合には以下に示す Cochra11の方法16)が有効である.

都内と都下の差を検討する場合，ぜ、ん鳴症状の有症率を

都内 Pll，都下 P12とし， 両症状を有するときの有症率

を同様に都内 P21，都下 P22とする. このこ種類の症状

を iで区別する (i口 1，2) .都内の調査数を111，都下

の調査数を112とし，金調査数を nとすると〈上述のよう

に本研究では 111=山口1000，11口2000)，i症状における

全体の有症率は次のようになる.

Pi=~1 Pil +112 PI2 i= 
n 

関連性の程度を示す尺度の統計量として標準差出があ

り，次式で示される.

出口 Pil-Pi2
. Pi(l-p!) 

diは i症状についてであり，一般的尺度とするためには

これに重みを与えて修正しなければならない.この重み

Wiは分散の逆数で与えられ，次のように示される.

Wi =---.Ei(l-Pi) 
ー (1/111+ 1/112) 

そして i症状におけるカイ 2乗統計量は次式になる.

χ~ =widi2口
(Pit-pi2)2 

1 Pi(1-pi) (1/111+1/112) 

この χ?は自由度 1のカイ 2乗分布に従い，よって全体

のカイ 2乗統計量は， χi口2JXI=記widi2のようになり，
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自由度 i のカイ 2 乗分布に従う.このカイ 2 乗値 x~ が

有意に大きければ i症状のどれかに関連性が存在するこ

とを意味する.この泣は， i症状についての平均的な

関連性の尺度の有意性を吟味するためのばと i伺の関

連性の尺度 diが均等であるかどうかを吟味するえとに

分けられ，式首x!+誌と表わされる.したがって泌を

求めれば X~ も求められることになり， x!は次のように

して求められる.全体的にみた標準差の推定値dとその

分散やは次のようになる.

2Jwidi 

d=土一一
2JWi 

v=一一一一一一一2JWi 

したがって泣は次のように表わされる.

ハ九 (2Jwidi)2 

x;=t会Ja2口」百一一、v / ") ;Wi 

この誌は自由度 1のカイ 2乗分布に従い，よって泊は

自由度 i-1のカイ 2乗分布に従う.つまりはが有意に

大きいならば，対象となる症状においてニ因子聞の関連

性が高いと推定することができ， 誌が有意でなければ

対象とした症状(持続性せき@たんをある症状にリンク

するか否か〉によりニ因子関の関連性の推定に影響しな

いであろうと判断することができる.

東京都をN個(本研究では18)のブロックに分け，各プ

ロックについて持続性せき@たんの有症率を求め，これ

を Pi(i 口 l~N) とすると当然 Pi には大小がみられる.

この有症率を小さい方から)1慣に並べ，ある所で 2群に分

け， 2群間に有意な差がみられるならば東京都の持続性

せき@たん有症率に関して地域差があると推定すること

ができる.また各ブロックの大気汚染物質濃度を求めて，

これも小さい方から)1聞に並べてある所で 2群に分け， 2 

群の有症率間に有意な差がみられるならば分けた濃度の

上下で該有症率に関して地域差があると推定することが

できる.この切断点を小さい方から変化させ，有意な差

がみられたときの切断した有症率または濃度は地域差や

影響が認められる最低値であり，疫学的に興味深い.各

ブロックの調査数をDiとすると全体の有症率Pは

N N 
P口2JniPi/呂町

で表わされ，自由度 1のカイ 2乗統計量を次のように表

わすことができる.
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k k N N 

AziplniPi/iEI111=211niベJEJi

k N 
B =1/記 ni+1/2J Di 

i口 1 I=k+l 

とおくと

X2=~ I A I -0.5B)2 - p(l-p)B 
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ここでkは切断時の小さい群のブロヅグ数である.二群

間の差の検討手法としてはこの他に Mantel-Haenszelの

方法17)もよく知られている.

3. 結果および考察

年齢20'"'-'59歳や喫煙習慣のないことを固定因子として

各質問項目〈ぜ、ん鳴，限の痛み，くしゃみや鼻水が出や

すい，風邪をひきやすい，家族に呼吸器疾患者がいる〉

別に比較対照させる因子(都内と都下，住居に近接する

道路の大小，喫煙の有無，年齢が20'"'-'39，40'"'-'59， 60'"'-') 

による持続性せき@たんと各質問項目との四分表とカイ

2乗値を Table1に示した.固定因子の中で年齢を20'"'-'

59歳に限定したが， 60歳以上では急激に有訴者が増える

からである.また喫煙者も非喫煙者に比しでかなり有訴

者が多く，高齢者と向様に喫煙者も呼吸器症状有訴と密

接に関わるために比較対照の場合以外には除外した.右

端にカイ 2乗値と星印による有意性を示したが，全ての

場合に危険率 1パ{セ γ ト以下で有意の結果であった.

すなわち，持続性せき@たん有訴者は同時に質問項目の

症状の有訴者であることが多く，家族に呼吸器疾患有症

者がいる者は持続性せき@たんを有訴することが多いこ

とを示している.本研究では持続性せき@たんと質問項

目にある症状とに優先順位を付けることはできず，質問

項目の症状が持続性せき@たんをもたらすと推定するこ

とは困難であるが，両症状の有訴に密接な関連性がある

ことが推定される.また質問項目の中ではカイ 2乗値よ

りぜ、ん鳴と風邪をひきやすいが他項目に比べてやや深く

持続性せき@たんと関連すると推定される.

質問項目単独の場合およびこれに持続性せき@たん症

状をクロスした場合の各有訴数により，上記対照させた

因子聞に関連性があるかを Cochranの方法16)を用いて

検討し，その結果を Table2に示した.都内と都下の比

較では，ぜ、ん鳴と家族歴には差がみられなかったが，持続

性せき@たんをクロスした場合に有意な差がみられた.

逆に眼の痛みやくしゃみや鼻水が出やすいでは有意な差

がみられたが，クロスした場合には有意な差がみられな

かった.誌でみられるように全ての場合都内と部下で

有訴の出現に関連性のあることが認められ，誌でみら

れるように全ての場合上記の関連性の推定に質問項目か

ら影響は認められなかった. したがって， Table 1で五

質問項目と持続性せき@たん症状の出現の関連性が認め
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Table 1. Comparison of Items in 4 Groups of Factors 

Fixed Factors Both 
PCPα PCP Both 

Comparing Factors Positive NThege aItitvee m 
χ 2 

The Item Question Items Positive Negative Positive 
Negative 

df=l 

Age 20ー 59
Non-smoker 

Wheezing 
{23Wards in Tdyo 28 24 67 881 12830** 
Outside of 23 Wardsb 14 19 58 909 8823** 

Eye Irritation 
{23Wards in Tokyo 33 20 370 577 886** 
Outside of 23 Wards 21 12 316 651 1700** 

Sneezing 
{23Wards in T北 40 12 338 610 3979** 
Outside of 23 Wards 25 9 297 669 4108** 

Liable to catch a Cold 
{23Wards in Tokyo 45 7 332 616 9621** 
Ou tside of 23 Wards 27 7 301 665 6227** 

F amily History {23Wards in Tokyo 28 24 180 768 2996** 
Outside of 23 Wards 13 20 167 800 1239** 

Age 20-59 
Non-smoker 

Wheezing 
(nmMain S問 C 31 32 76 861 8696** 
along Small Road c 40 78 44 838 13809** 

Eye Irritation {near Main S仕 41 22 416 521 701キ*

along Small Road 65 53 276 606 1082** 

Sneezing 
{near Main S出 47 16 349 588 3010*申

along Small Road 87 30 270 612 4524** 

Liable to catch a Cold 
(near Main Str倒 55 9 385 551 6007** 
along Small Road 93 25 251 631 10782** 

F amily History 
(near Mmstreet 35 28 184 753 3157ネ*

along Small Road 49 68 156 727 2654** 

Age 20-59 

Wheezing {sm伽 48 68 66 818 6667本*

Non-smoker 25 23 65 887 12284** 

Eye Irritation {sm伽 77 38 325 560 1720** 
Non-smoker 30 18 359 593 1020** 

Sneezing {sm伽 84 32 336 548 2444** 
Non-smoker 37 12 330 621 3768** 

Liable to catch a Cold {sm伽 89 26 338 547 3628** 
Non-smoker 42 7 326 625 9194** 

F amily History {sm蜘 54 61 149 736 2517** 
Non輔smoker 25 23 177 775 2779*ホ

19 20 66 895 10273** 
Wheezing 31 26 64 879 13878** 

60ー 74 34 73 819 22074** 
23 15 380 582 678** 

Eye Irritation 36 21 341 602 1265** 
60ー 56 52 278 614 759** 

30 8 342 620 4639** 
Sneezing 40-59 43 14 319 624 3990** 

60- 79 24 299 593 4542** 
30 5 354 607 9515** 

Liable to catch a Cold l 40-59 48 9 303 640 9023** 
60- 88 20 281 611 7513** 

Age 20-39 19 19 210 752 1684本*

Fainily History 40-59 31 26 150 793 4249** 
60- 60 48 140 4737** 

a; Persistent Cough and Phlegm， Outside Area of 23 Wards in Tokyo 
c; The subject lives near main street or along small road 
* pく0.05，** pく0.01
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Table 2. Cochran'、sChi.づquωαreValues between Factors 
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Factors χi Items 2 χ χi X~ 
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られたが，これらの質問項目で都内と都下に出現の関連

性が深く，後述する東京都を18ブロッグに分けた持続性

せき@たんの有訴率の地域差の検討が意味のあることを

示している.住居に近接した道路の大小の比較では， χi
でみられるようにぜ、ん鳴と家族歴では有意な差が認めら

れなかった.眼の痛みや風邪をひきやすいと持続性せ

き@たんをそれぞれにクロスした場合で、は道路の大小に

出現の関連性が有意に認められたが，質問項目の影響が

有意で推定精度は低められた.喫煙者と非喫煙者との比

較では，持続性せき@たんをクロスした全ての場合にf

でみられるように有意な差が認められた.したがって喫

煙による持続性せき・たんへの関連性の強さが容易に推

定されるが，中でも単独質問項目がぜ、んJ!鳥の場合質問項

目による推定への影響もなく，喫煙の有無が両項目の有

訴の出現に深く関連することが推定される.若年層と高

年齢層との比較では，喫煙の有無の比較の場合同様持続

性せき@たんをクロスした項目全てに有意な差が認めら

れた.これは高年齢層(60歳以上〉ではそれ以下の年齢層

に比べて持続性せき・たんの有訴率が非常に高いことに

よると考えられる.また単独の資問項目ではぜ、ん鳴や眼

の痛みが危険率 1パーセントで有意な差を示したのに対

し，他項目では有意な差を示さなかった.これは高年齢

の特質によると考えられる.誌でみられるように全て

の場合に質問項目からの影響が有意に認められたが，単

独質問項目がぜ、んI鳴の場合間項目の有訴の出現に年齢層

の高低が深く関連することが推定される.さらに持続性

せき@たんのみについて各因子間の差をfでみると全て

の場合の因子関に有意、な差が認められ，特に年齢層や喫

煙の因子間に現われたくカイ 2乗値34.96， 30. 71). Co-

chranによるこの手法は持続性せき・たんと他の質問項

目をクロスしない項目としても解析できるが，クロスの

影響を見ることに比重を置き，また類似傾向を示したの

でTable2のように示した.

調査人数を考慮して東京都を18ブロックに分け，各ブ

ロックの地名をTable3に示した(最少調査人数が100名

を越えるように隣接地域を併合した).地域差が認められ

る有訴率の最低値や影響が認められる大気汚染物質濃度

の最低値をブロックを単位として以下のように検討し

た.有訴率，二酸化窒素，亜硫酸ガスを小さい方から}I買

に並べて切断点を 1"-'17まで、)1慣に変えたとき両群の有訴

率に差があるかをカイ 2乗値で求め， Table 4に示した.

この手法は大気汚染物質の開催を求めるためのホッケ{

スティック法同聞に調査人数を考慮した効果を有し，東

京都 NOx委員会報告8)で同種の分析を行なっている.三

種の因子とも小さい方から 2ブロックで切断し， 16ブロ

ックと分けたときに両群に有意な差を示した.この 2ブ

ロックとは有訴率では Table3の18，13，ニ酸化窒素で

は同じく 18，14， 亜硫酸ガスでは同じく 18，17であっ

た.また切断時小さい方から 2番目の有訴率または濃度

は各4.35パーセント， 0.0251ppm， 0.0132ppmであっ

た.この値が自然、有症率や大気汚染物質の環境基準設定

の資料になり得るかについてはいくつかの間題がある.

先ず第ーに調査対象は東京都に住む家庭婦人が対象にな

っており，日本全国を対象にしない.したがって大気汚

染のレベルで、考えれば低レベル地域の資料が少ない.ま

た各ブロックの調査人数は実際に居住する各ブロックの

人数と相対的に一致しなければならないが，本研究の調

査人数は一致せず分析方法で、述べたカイ 2乗値の計算に

も関係する.このほか群化の問題，対象の選定方法など

の問題があるため上記の備を直接環境基準などの資料に

利用することは閤雑である.ここでこれらの問題のうち

調査人口に関しては以下のように訂正が可能である. 20 

"-'59歳の女性の各ブロックの人口を ai(i=1"-'18)とし，

総計をAとする.各ブロックの調査数をbiとし，総計を

Table 3. Divided 18 Regional Groups in Tokyo 

No. Regions of the Group 

1 Chiyoda， Chuo， Minato 

2 Shibuya， Shinjuku， Toshima， Bunkyo 

3 Arakawa， Koto， Sumida， Taito 

4 Shinagawa， Meguro 

5 Ohta 

6 Setagaya 

7 Nerima 

8ゃ Suginami，Nakano 

9 1 tabashi， Ki ta 
10 Adachi， Edogawa， Katsushika 

No. Regions of the Group 

11 Mitaka， Musashino 

12 Chofu， Komae 

13 Koganei， Kodaira， Fuchu 

14 Inagi， Tama， Hachiohji， Hino， Machida 

15 Kiyose， Tanashi， Higashikurume， Hoya 

16 Akishima， Kunitachi， Kokubunji， Tachikawa 

17 Higashimurayama， Higashiyamato， Fussa， 

Musashimurayama， Mizuho 

18 Akikawa， Ohme， 1 tsukaichi， Hamura， Hinode， 

Hinohara， Okutama 
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Table 4. Chi-squαre Values of Three Factors. with Study Population 

in varying Number of Groups 
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Number of Lower 
Level Groups 8 9 1 2 3 4 5 6 7 

Factor Prevalence Rate 

N02 

S02 

3.69 

3.69 

3.69 

6. 19 

5.30 

6.44 

* ** 
7.93 

ホ*

11. 03 20.54 
** 

23.57 

** 
8.53 11.82 

** 
22.30 

** 
8.35 

* 
8.26 

** 
21. 77 

** 

** 

** ** 
21. 55 

* 
6.52 2.83 

* 
3.67 

* ** 

* 
5.83 

** 
10.49 

** 
8.92 5.71 

* キ

8.22 5.73 5.04 

17 
Number of Lower 

Level Groups 10 11 12 13 14 15 16 

7.73 
Factor Prevalence Rate 

N02 

S02 

20.99 

2.04 

2.04 

** *本

20.76 
** 

18.94 

1.13 

3.76 

2.63 

0.56 

キ*

16. 71 

1. 45 

0.17 

** キ*

16.38 15.43 

キ* ** 
9.22 9.61 

0.002 1. 36 

13.30 

3.88 

0.03 

** *キ

* ** 
7.73 

0.001 

Table 5. Summary of Study Population and Sampled Population in Each Regional Group 
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1 2 3 4 5 6 7  8 9 10 

493 755 293 762 604 536 1088 955 828 1233 

112 346 293 192 200 240 168 274 26θ441 

22.7 45.8 100.0 25.2 33.1 44.8 15.6 28.7 32.5 35.8 

Group No. Total 

Study Population 

Sampled Population 

Sampling Ratio (%) 

11 12 13 14 15 16 17 18 

285 203 214 277 119 236 160 221 

90 73 127 234 ゐ 95 113 87 59 

31.6 36.0 59.3 84.5 79.8 47.9 54.3 26.7 

9254 

3300 

* Age 20-59， Non-smoker 

Table 6. Chi-square Values of Three Factors with Sampled Population in varying Number of Groups 

Number of Lower 
Level Groups 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Factor Prevalence Rate 

N02 

S02 

1. 62 5.92 
*
 

** ** 
7. 70 

* 

** 
8.74 11.19 

** 
11. 86 

** 

** 
12.00 

** 

** 市本

6.99 

* * ** 
12.88 

中申 ** 
1.62 5.92 6.51 6.62 7.91 6.16 7.48 6.87 7.04 

12.77 

10 

** 
12. 71 

* * 
5.06 

* 
5.06 

11 

** ** 
11. 69 

* ** ** 串本 * 
1.62 2.01 3.01 3.21 4.20 9.11 8.90 7.48 5.28 

Number of Lower 
Level Groups 12 13 14 15 16 17 

2.37 
Factor Prevalence Rate 

N02 

S02 

6.23 

* 
4.76 

1. 63 

6.33 

*キ

11. 08 

1. 75 

* 
3.86 

*キ

9.94 

0.50 

* ** 

** 
9.18 

3.14 

7.74 

** 
7.26 

0.66 

** 
2.65 

0.28 

2.37 8.41 
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Bとすると，各ブロックの人口と調査数の割合開は，

Pi= (ai/ A)/(bi/B)で求められ， 18ブロックのうちPiが

最も大きいブロッグの番号を kとすると，各ブロックの

抽出調査数Siは， Si=bi・(ak/A)となる.計算の結果k

は3になった.

Table 5に各ブロックの調査数， 抽出調査数，抽出率

を示した. 3聞の無作為抽出を行ない，その平均有訴率

を求めて Table4と同様にカイ 2乗値を求め，その結果

をTable6に示した.有訴率と二酸化窒素の場合抽出前

の結果と同じく 2ブロックで切断したとき有意な差が認

められたが，亜硫酸ガスの場合 5ブロヅクで初めて有意

な差が認められた.この切断時の有訴率および二酸化窒

素と亜硫酸ガスの濃度はそれぞれ3.42ノミーセシト0.0251

ppm， O. 0137ppmであった.抽出前の結果と比較すると，

有訴率は下がり，亜硫酸ガスは上っている.この変化の

理由は明らかでないが， Table 5の抽出調査数で， 5ブ

ロッグが 100名以下となっている.有訴数10名未満のプ

ロックが11におよぶので変動が大きく，これが変化に寄

与していると考えられる.有訴数，調査数が少数の場合

には有訴率値の信頼性が低いと思われるが，同種の抽出

を行なった坪田の報告20)で、は外国子〈喫煙の有無，年齢

層などの因子〉と抽出地区により分割して求めたカイ 2

乗値が有意でなく小さい場合に訂正されたとしている.

因みに本研究では 6x18分割(近接道路大中小と年齢層

20........39と40........59で6分割(2x 3)， x 18ブロック〉でカ

イ2乗値は0.941となり，充分小さいので訂正されたと

判断される.本研究では大気汚染物質として二酸化窒素

と亜硫酸ガスを使用したが，これらが単一物質として作

用し上記結果をもたらしたと給論することはできず，む

しろ指標とした大気汚染物質で、あることに注意しなけれ

ばならない.通常用いられる有訴率と大気汚染物質濃度

との相関分析結果を付記すると，抽出前デ{タでは二酸

化窒素とが0.594，亜硫酸ガス 0.621とが，抽出データ

では二酸化窒素とが 0.770，亜硫酸ガスとが0.764で，

いずれも危険率 1パーセ γ ト以下で有意であった.抽出

による相関係数の上昇は両物質濃度最低のブロック番号

18の地域の有訴率が抽出により約半分に減少したことが

影響したと考えられる.またこの相関分析では調査人数

を考慮していない.これを考慮した分析方法に関しては

別に示した21)

4. 結論

慢性呼吸器症状の持続性せき@たんと他症状〈ぜ、ん鳴，

娘の痛み， くしゃみや鼻水が出やすい，鼠邪をひきやす

い〉や家族罷〈家族に呼吸器疾患者がいる〉との関係を

各因子(都内，都下，住居近接道路規模の大小(幹線道

路，路地)，喫煙習慣の有無，年齢層20........39歳， 40........59歳，

60歳以上〉について統計学的手法を用いて検討した.ま

ずこ対照的な二因子関に関連性があるかを上記ぜん鳴など

の5項目と各項目に持続性せき@たんをクロスさせた5

対の項目について統計学的手法を用いて検討した.さら

に有訴率や大気汚染物質濃度による地域差をみるために

東京都を18のブロックに分け，各ブロッグの有訴率やニ

酸化窒素と亜硫酸ガスの年平均濃度を小さい方から並

べ，小さい方から切断する数を変えて上下2群の有訴率

に差があるかを統計学的手法を用いて検討した.以上の

検討に利用した手法は2.(2)分析方法で述べたカイ 2

乗検定である.その結果以下の知見が得られた.

持続性せき@たん症状と他項目〈ぜん鳴，眼の痛み，

くしゃみや鼻水がでやすい，風邪をひきやすい，家族に

呼吸器疾患者がいる〉との同時出現性は比較対照できる

因子(都内と都下，近接道路の大小，喫煙の有無，年齢

層の高低〉において全て極めて高く，持続性せき@たん

症状を有訴する者は上記したような症状も併せて有訴し

やすいと推定された.また家族に呼吸器疾患者がいる者

は予想されるようにいない者に比して持続性せき eたん

症状を有訴しやすいと推定された.

Cochranの方法を用いた対照的な二因子間の関連性

の検討では都内，都下に上記 5項目にそれぞれ持続性せ

き@たんをグロスした 5対項目全てに深い関連性のある

ことが推定された.喫煙の有無や年齢層20........39歳と60歳

以上ではともに持続性せき@たんの影響が大きく，単独

項目がぜん鳴の場合には有意な関連性がみられたが，他

項目では深い関連性を有するとの推定を得られなかっ

た.

東京都を18ブロックに分け，有訴率，二酸化窒素およ

び亜硫酸ガス濃度を小さい方から並べたとき，小さい方

から切断すると三種の因子とも 2: 16のときに上下2群

の有訴率に有意な差が認められた.地域差や影響が認め

られる最低値の有訴率，二酸化窒素と亜硫酸ガスの濃度

はそれぞれ4.35パーセント， 0.0251ppm， 0.0132ppmで、

あった.この結果は居住地域の人口を反映していないの

で，間年齢女性の居住人口で訂正して同様に上下2群の

有訴率に有意な差が認められる切断点を求めると有訴

率，ニ酸化蜜素は 2: 16で上記同様であったが，亜硫酸

ガスは 5: 13と変化した.このときの上記同様の最低値

となる有訴率，二酸化蜜素と亜硫酸ガスの濃度はそれぞ

れ3.42パ{セント， 0.0251ppm， 0.0137ppmであった.

したがって本研究では持続性せき eたんの有訴率が3.42

ノξ一セント以下の地域が低有訴率地域であり，二酸化窒

素を指標とする大気汚染では0.0251ppmを越えると持続
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性せき@たんの有訴率が増大すると推定され，同様に亜

硫酸ガスを指標とする大気汚染では0.0137ppmを越える

と増大すると推定された.しかしこれらの値が一般的な

意味を有するためにはいくつかの間題があるのでさらに

検討する必要がある.

文献

1) Shy， C. M.， Crearson， ]. P.， Pearlman， M. E.， 

h在cClan，K. E.， and Benson， F. B. : J. Air Pollut. 

Cont. Assoc.， 20， 539， 1970 

2) Shy， C. M.， Crearson， ]. P.， Pearlman， M. E.， 

McClan， K. E.， and Benson， F. B. : J. Air Pollut. 

Cont. Assoc.， 20， 582， 1970 

3)環境庁環境保健部:複合大気汚染健康影響調査(調

査の概要および主要調査結果のまとめ)， 1977 

4)吉田 亮，安達元明，仁田善雄，村井雅子，岩崎明

子:日本公衛誌， 23， 435， 1976 

5)常俊義三，山口泰正，中山典子，上田美代子:日本

公衛誌， 24， 293， 1977 

6)岡山県:水島地域窒素酸化物汚染対策調査結果，

1977 

7)環境庁:環境庁告示， 38， 1978 

8)東京都 NOx検討委員会:N02環境基準改定に関す

る検討結果報告書，1979 

9)鈴木武夫，石西伸，吉田亮ら:大気汚染学会誌

13， 310， 1978 

10)坪田信孝，中島泰知， 目黒忠道，緒方正名:日本公

衛誌， 26， 333， 1979 

11) Medical Research Council Committee on the Aか

tiology of Chronic Bronchitis 1960: Br. Med. 

J. 2， 1965 

12)安達史朗，安達元明，春日 斉ら:昭和53年度環境

庁委託研究報告書， 1979 

13) Mittman， C.， Barbela， T.， McCaw， D.， and Pe-

dersen， D.: Arch. Environ. H ealth 33， 151， 

1979 

14)春日 斉，逢坂文夫，松木秀明，成田史朗:日本公

衛誌， 26， 367， 1979 

15)牧野国義:東京衛研年報， 29-1， 305， 1978 

16) Cochran， W. G.: Biometrics， 10， 417， 1954 

17) Mantel， N.: J. Amer. Statist. Assoc.， 58， 690， 

1963 

18) Hammer， D. I.， and Hasselblad， V.: Arch. Env-

iron. H ealth， 28， 255， 1974 

19) Makino， K. and Mizoguchi 1. : Proc. The 4th 

Clean Air Congress， 27， 1977 

20)坪田信孝:日本公衛誌， 27， 111， 1979 

21)牧野国義，溝口 勲，塚谷恒雄:大気汚染学会講演

要旨集， 376， 1979 



東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 31-1， 238-243， 1980 

空気中のク口うーんの光酸化皮応

太田与洋ぺ溝口 勲*

Photooxidation of Chloral in Air 

TOMOHIRO OHT A * and ISAO MIZOGUCHI* 

Photooxidation of chloral， which is one of the products from the reaction of trichloroethylene with 

oxygen atom or ozone， was studied in the mixture of oxygen and nitrogen molecule by mealIs of infrared 

spectroscopy. Major products were. phosgen， hydrogen chloride， carbon monoxide and carbon dioxide. 
It was found that the reaction proceeded via a chain reaction and the chain carrier was chlorine atoms. 

The overall reaction mechanism was proposed. From the standpoint of atmospheric chemistry， the 

significance of the above reaction was discussed. 

Keywords : chloral， photooxidation， phosgen 

緒言

都市大気中にトリグロノレコ二チレン，テトラクロルエチ

レγが存在するが1〉， これらはオゾンや二酸化窒素の太

陽光による分解反応の結果生成する散素原子と反応し

て， トリクロルアセトアノレデヒド〈グロラ{ノレ)， トリク

ロノレアセチノレグロライド(CC13CCIO)， ジグロルアセチ

ノレグロライド(CHC12CCIO)になる.これらはホスゲン

(COC12)の前駆体(precursor)で、あると考えられ，米国カ

リブオノレニア州で観測されたホスゲシ2) の存在を説明す

るもののひとつのパスと考えられる.本論文ではこの 3

種の化合物の大気中での光化学反応性を調べた.とくに

比較的反応性に富んでいるグロラ{ルの酸素存在下での

光分解反応を調べ都市大気中での役割を検討する.また

トリクロノレメチルラジカル (CCI3)は対流閣のみならず，

成層圏でも重要な役割を果たしているが，それと酸素分

子との反応も検討した.

実 験

そのまま用いた.ホスゲンの30%トルエン溶液〈和光化

学〉を 2つの直列に配列した冷却トラヅプを通過する様

にし真控ラインの中で吸引した.最初のトラップはドラ

イ@アイスエタノ{ノレ浴で、次のトラ y プは液体窒素温度

に保たれている.主としてホスゲンは最初のトラ yプに

捕集せられ，この留分を用いて， 2回同様の手続きで精

製した.これらの試薬の純度は赤外分光光度計で確認し

た.酸素，窒素，水素はタンクガスをそのまま精製する

ことなく使用した.

2. 装罷及び実験方法

グロラ{ル，酸素，窒素そして場合によっては他のガ

スを真空ラインを用いて， 10cmのパイレックス円筒赤

外セノレ(窓板 NaCl)の中に混合した.全圧は715torrに

なる様にした. Hitachi-G3赤外分光光度計のサγプル

ピ{ムの中にセルを入れ， 上方約 10cmのところから，

2本の20wattブラヅグライトけし、光灯(.<max= 360nm， 

300くえく400nm)で、照射した. 30秒間照射し，赤外ス

1. 試薬 ベクトルを得，さらに30秒間照射という風にくりかえし

CC13CCIOと CHC12CCIOは市販品〈東京化成〉を た. CC13CCIO， CHC12CCIO についても同様に行なっ

脱ガスして用いた.市販クロラ{ル〈東京化成〉は安定 た.

剤として少量のハイドロキノン(約 1%)を含み，若干 結果と考察

のポリマ{を含んでいるので，一度真空ラインの中で気 1. 生成物分析

化し，その気化物を液体窒素で冷却されたトラップで濃 CC13CCIO， CHC12CCIO はこの条件下ではほとんど

縮した.その濃縮物をドライ@アイスアセトン浴の中の 反応が進まない.グロラ{ルについては，赤外分光スベ

トラップを通過させ，精製した.この操作を 3度くりか クトルで検出された生成物は，塩化水素 (HCI)，一酸化

えした.このことによりクロラ{ノレの分解物もあわせて 炭素(CO)，二酸化炭素 (C02)，とホスゲγ(COC12)で

除去できた.液化炭酸ガス(昭和炭酸 Co.)は脱ガスし， あった.クロロホルムは検出限界 (4.1x 10サ torr)以下

ホ東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Fig. 1. Mass fragmentation pattern of major product of the reaction of CClaCHO十N02+02+hν
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であった.四塩化炭素は ECD-GCで検出されたが，

4.8 x 10→torr以下であった. ヘキサグロロエタ γ，ギ

酸， CC13 COOHは検出されなかった.各生成物の濃度

は赤外ピ{グ強度で決定された.吸光係数は CO2 (2810 

m-1)， 1. 27 X 10-2 torr-1cm-1， COC12 (l684cm-1)，4.16 

xlO→ torc1 cm-1， CC13 CHO (1351cm-1)， 2.22 x 10-8 

torr-1 cm→であった. HClと COは Beer-Lambert則

に従わなかったので、各々検量線を作った.

2. ク口うーんの空気中の光駿化反応機構

今回の実験条件下でクロラーノレの初期過程を知るため

に，すなわち， C-H開裂か， C-C開裂かを知るために，

15torrのグロラ{ルと数 torrの N02を 700torrの酸素

と混合し，光照射した.その主生成物のマスパタ {γは

Fig.1に示している. m/e 61とm/e63に強いマスフラグ

メγ トが表われていて，これは CICN+と同定できる.

他の 2つの副生成物にもそのフラグメ γ トが見られた.

従って C-C結合の開裂が主としておこることがわかる.

8torrのクロラ{ルと 707torrの酸素との混合物を光

照射したときのグロラ ~lレ及びその生成物の濃度を時聞

を横軸としてプロットした l例が Fig.2に示しである.

おおよその貴子収率を知るために 3torrのN021を化学

光量計として用いるために同じセルの中で光分解しその

分解の時間依存をFig.3に示している.グロラ{ルの分解

も併わせてFig.3に示している.クロラ{ルと N02の一次

分解速度はそれぞれO.351， O. 137min-1である.グロラ
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Table 1. lnitial rates of products formation in the photooxidation of chloral 

Pressure of reactant or lnitial rates of products formed and 
added gases， torr reactant decayed， torr/mm 

Run CClaCHO O2 N2 Added gas RH01 RC02 Rco RCOCl2 -RCClaCHO 

1 15 700 。 2.90土.30 0.41土.06 2.54土.12 2.99土.15 3. 19土.34

2 15 486 224 3.16土.25 0.35土.10 2.97土.19 3.31土.39 3.18土.13

3* 15 251 449 3.28土.36 0.18土.05 3.17土.36 3.07土.40 3.40土.48

4 15 30 670 3.58土.35 0.01土.02 3.13土.36 3.11土.36 3.18土.34

5 15 9 691 3.12土.17 。 3.12土.16 2.92土.01 3.11土.25

6 5 710 。 0.57土.21 0.09土.01 0.61土.05 0.74土.06 0.82土.16

7 10 705 。 1. 55土.12 0.25土.05 1.48土.18 1. 69土.34 1. 40土.27

8 20 695 。 4.16土.73 0.54土.12 3.62土.71 4.25土.79 4.01土.83

9 25 690 。 5.40土.68 0.74土.09 4.79土.74 5.67土.50 5.51土.99

10 15 700 。CO， 0.65 3.20土.08 0.44土.01 2.74土.02 3.41土.10 3.28土.21

11* 15 667 。CO， 33 1. 87 0.28 2.06 2.02 

12 15 691 。H2' 9 3.60 0.45 3.06 3.68 3.85 

13 5 40 。Hz， 670 small small small small small 

* Light intensity was changed. 

Table 1. (continued) 

Ratios of initial rate 

Run RCOC1Z RHCl RC02+ Rco RRco0o 2 
-RCClaCHO -RCClaCHO -RCClaCHO 

1 0.978土.060 0.950土.151 0.942土.093 0.162土.019

2 0.933土.050 0.974土.122 0.976土.071 0.108土.014

3 0.933土.049 1. 03土.151 1. 03土.067 0.057土.013

4 0.992土.057 1.17土.173 1. 00土.102 0.002土.002

5 0.939 1. 00 1. 00 0.0 

6 0.925土.231 0.589土.116 0.873土.242 0.161土.029

7 1.12土.085 1.14土.137 1. 05土.156 0.174土.016

8 0.992土.95 0.975土.081 0.964土.051 0.150土.013

9 1. 01土.153 0.949土.119 0.987土.184 0.158土.006

10 1. 04 0.976 0.970 0.161 

11 1.02 0.926 0.157* 

12 0.956 0.935 0.912 0.147 

13 

{ルと二酸化窒素の波長に対する吸光係数を Fig.4に示

している.この光源の領域でクロラ{ノレの吸収は弱く，

二酸化窒素は強い.二酸化窒素の分解の量子収率は2で

あることを含めて，以上のことから，グロラ{ルの分解

の量子収率は 300である.すなわちこの分解反応は連鎖

反応であることがわかる.

分解の量子収率が300という大きなこともあわせて考え

ると，連鎖のキャリヤ{は塩素原子であると考えられる.

Fig.2で一例が示されている様に反応初期の段階では，

-RCClaCHO = RHCl口 RCOCl2ロ Rco+Rc02が成立してい

る.この傾向は種々の初期条件で行なわれた一連の結果

Table 1においても見られる.炭素原子についてのマス

バランスはきわめてよい.このメカニズムの詳述は他に

ゆずるが円概略は以下の様である (Table2).まずクロラ

~)レが光を吸収し， トリグロ JレメチルラジカルCCCla)と

ホノレミノレラジカノレ(HCO)に開裂し， CClaは酸素分子と

連鎖のキャリヤ{を決定するために，いくつかの初期

条件の異なる系で実験を行なった.結果はTable1に示し

ている.Run 12， 13よりクロラ{ノレに対して過剰の水素

は連鎖反応を抑止していることがわかる.クロラ{ルの
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Table 2. Reaction scheme of the photooxidation 
of Chloral 

CClaCHO十hν→CCla+HCO (1) 

CCla十O2→CCla02 (2) 

CCla02十CCla02→2CClaO十O2 (3) 

CCls0→COC12十Cl (4) 

Cl十CClsCHO→CClaCO十日Cl (5) 

CClaCO→CCla十CO (6) 

CClaCO+02→CClaC002 ( 7 ) 

CClaC002十CClaC002→2CClaC02+02 (8) 

CClaC002十CCla02→CClaC02+ CClaO十O2 (9) 

CClaC02→CCla十CO2 (10) 

Cl+u2+M→CIOO十M (11) 

CI00十M→Cl+02十M (12) 

Cl+Cl十M→C12十M (13) 

HCO+02+M→HC002+ M  (14) 

HCO+02→H02十CO (15) 

HCO+02→HO十C~ O~ 

0.2 

0.1 

結合し，過酸化ラジカノレ (CCls02)になり何らかのプロ

セスを経て， CClaOに還元され， 単分子的に分解して

COC12と塩素原子 (Cl)[を生成する. Clはグロラ{ノレと

反応し，塩化水素と CClaCOを生成する. CClaCOは

二つのパスを持っている. ひとつは CClaとCOへの解

離で，ひとつは酸素分子との結合である. CClsC002は

何らかのパスで CClaC02に還元され，CChとCO2に

解離する.このメカニズムの検証として Rcoa/Rcoを酸

素分庄に対してプロットすると直線になることが予想さ

れるが， Fig.5に示している様にこの仮説が正しいこと

が証明されている.以上のことから全体の反応メカニズ

ムは Table2に示されている様に考えられる.

3. 空気中でのク口うーんの光分解反応

CClaCClOと CHC12CCIOは， 対流圏内での太陽光

領域の波長の吸収は見られず，空気中で安定に存在する.

しかし， グロラ{ノレは，光分解をしやすく， しかも大量

の酸素存在下で連鎖反応を引き起こし，空気中に長く存

。
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Fig.5. Dependence of RcodRco on partial pressure of oxygen: [CClaCHOJo=15 torr， [CClaCHOJo十
[02JO+ [N2Jo=715 torr. 

在することはできず，当量のホスゲシと塩化水素と一酸 O2と N02の共存下で CCla02N02が存在することが

化炭素と二置変化炭素になる.この分解反応は速いが， ト 報告されており心その物質の NOx一汚染大気中での挙

リグロルエチレγがクロラ{ルを生成するパスは遅く， 動@寿命を知る必要がある.

大気化学的には重要でないと考えられる. また CClsと
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カドミウム@銅カラム還元法による水中の硝酸性豊葉去を量法の検討

笹野英雄*，斎藤庄次*，高橋 正 博 * ， 小 輪 瀬 勉*

Study on Determination of Nitrate Nitrogen in Water by Cadmium心upperReduction 

HIDEO SASANO*， SHOJI SAITOヘMASAHIROT AKAHASHI* and TSUTOMU KOW ASEホ

In ]apan， application of a cadmium-cupper column reduction method has been recommended for 

the quantitative determination of nitrate nitrogen in tap water. In practice， however， flow rate of the 
water specimen diluted by distilled water in column is often obstructed to less than 10ml/min.， and 

influential upon the reduction rate of nitrate nitrogen in the specimen. To overcome the difficulty， 
several attempts were made and it was found that the addition of巴DTA4Nato the diluent (distilled 

water) in a concentration of 0.2% and adjusted to pH 8 is suitable for the yield of the constant flow 

rate， 10一20ml/min.，and contributed to obtain the stabilized reduction rate of the nitrate nitrogen. 

Keywords: Cadmium， Nitrate Nitrogen， Determination， Tap Water， EDTA 

緒 言

本法は硝酸性窒素定量法ト5)の一つで，昭和 53年 8月

31日水道法水質基準に関する省令法の改正により採用さ

れた試験法6)である.本法は従来使用されていたプルシ

ン@スノレファニノレ酸法2) と比較し，精度，感度など優れ

た点が多いが，分析操作上迅速性に欠ける傾向がある.

硝酸性窒素は日常検査を行なう水道法水質基準の定期項

目で，短時間で多量の検体を処理しなければならない場

合が多い.そこで著者らは，本法の精度，感度を損なう

ことなし簡易，迅速性をはかるためにいくつかの点に

ついて検討を行ない，改良すべき点を得たので報告する.

実験方法

1. 試薬および装置

(1) 金属カドミウム〈硝酸性窒素還元用，筏0.5，..__，2

mm) 

(2) EDTA溶液:ェチレシジアミシ四酢酸四ナト

リウム(4水塩)45gを蒸留水に溶かして 11とした.

(3) カラム活性化液 :EDTA溶液 75mlと硝酸性

愛素標準原液160mlとの混合溶液に蒸留水を加えて41と

した.

(4) カラム洗浄液 :EDTA溶液20mlと塩酸 (1+ 
99) 12.5mlとの混合液に蒸留水を加えて 11とした.

(5) 塩化ナトリウム溶液 (0.6w/v%):塩化ナトリ

ウム 6gを蒸留に溶かして 11とした.

液に溶かし，蒸留水を加えて11とした.

(7) N-(lーナフチル〉エチレγジアミ γ溶液:N-

〈トナフチノレ〉エチレシジアミン塩酸境 19を蒸留水に溶

かして100mlとした.この溶液はかつ色びんに入れて保

存し，調製後 1週間以内に使用した.

(8) 硝散性窒素標準原液:あらかじめ摂氏105，..__， 11 0 

度で4時間乾燥させ，デシケ{夕{中で放冷した硝酸カ

リウム 0.722gを蒸留水に溶かして 11とした.この溶液

1mlは，硝酸性窒素O.lmgを含む.

(9) 硝酸性窒素標準液:硝酸性窒素標準原液を蒸留

水で、50倍にうすめたもの.この溶液1mlは，硝酸性窒素

0.002mgを含む.この溶液は使用の都度調製した.

2. 操作方法

(1) カドミウム@銅カラムの作製

200ml 

HCl(工幽5)50ml

Cadmium 30g 

(6) スルファニルアミド溶液(1w/v%):スノレフア Fig. 2. Washing flask 

ニノレアミド10gを塩酸100mlと蒸留水約600mlとの混合

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24司 1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Fig. 1. Cd-Cu column for reduction of 

nura te ni trogen 

↓ 
よく振りまぜ、てカドミウムの表面を洗浄する

塩酸溶液をすて，水?omJで5回洗浄

硝酸 (1+39)50mlで1四洗浄

硝酸溶液をすで，塩酸 (1+5)50mlで2田洗浄
↓ 

塩酸溶液をすで，水100mlで5回洗浄

2%硫酸銅溶液50mlを加え，静かに振りまぜる〈表面が
灰巣色になる〉

硫酸銅溶液をすて，水100mlで5回洗浄

水でフラスコ内を満たし〈空気遮断〉密封保存
↓ 

フラスコよりカドミウムをカラムに充填する
↓ 

カラムにカラム活性化溶液41を10........20mljmin.で流す

(2) 前処理

検水2ml(硝酸性窒棄としてO.0002........0. 02mg) 
↓ 

0.6%塩化ナトリウム2mlを加える
↓ 

蒸留水を加えて100mlとする〈検液〉

この検液をカラム洗浄溶液50mlで10"，，-，20mljmin.で

流したカラムに，駒込ピペットで5mlづっカラムの上部

を2回洗浄し，残りの 90mlを10........ 20ml jmin. で流す.

初流出液をすて， 次の流出液 lOmlを試験溶液とする.

(3) 分析操作

試験溶液10ml(共栓25ml試験管〉
↓ 

スノレファニルアミド1mlを加える
↓ 

5分間放置

N-(lfナフチノレ〉エチレンジアミ γ1mlを加える.
↓ 

混和後20分間放置
↓ 

540nm附近で吸光度測定
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Fig.3. Effect of Flow Rate on the Determination 

of NOa-N by Cadmium-Cupper Reduction Method 

(4) 検量線の作成

硝酸性窒素標準液0，1， 2・・・10mlを段階的にとり，メ

スフラスコで100mlにメスア γ プする.試験液と同様の

操作を行ない検量線を作成する.

検討境目

1. カラム通過時の流速と硝酸性輩素還元率I 2.カラ

ム充填剤の長さ，3.カラム活性化液の有効性，4.塩化ナト

リウム添加と硝酸性蜜素還元率， 5.硝敵性窒素還元に及

ぼす検水および洗浄液の pHの影響， 6.カラム通過時に

おける亜硝酸性窒素生成量の経時変化， 7.カラム洗浄液

の使用量と洗浄効果の関係， 8.排水中のカドミウム，銅

含有量.

結果と考察

1. 力ラム通過時の流速と硝酸性患襲還元率

0.2mgjl硝酸性窒素標準溶液を用いて，カラム流速と

硝酸性窒素還元率の関係を検討した. その結果を Fig.3

に示した.カラム流速10........25mljmin.で100%の還元率

が得られた.しかし本法では流速を常時10mlj立1In.以上

に保つことがむずかしく，流速の低下にしたがって硝酸

性窒素の還元率が低下する傾向があった.そこで流速が

低下した場合に洗浄液でカラムを洗うと，流速が回復す

ることに着目し，検水2mlを EDTA溶液で100mlに希

釈する方法で検討を行なった.その結果を Table1に示

した.EDTA4Na溶液濃度0.1........0.4%で還元率は100%.

流速は0.02........4.0%の全検討濃度で、10mljmin. 以上が得

られた. なお各濃度の EDTA4Na濃度を pH8に調整

した場合は，すべての濃度についてほぼ 100%の還元率

が得られた.この結果から， 0.2% EDTA4Na溶液

(必要に応じて塩酸で pHを7"-'10に調整する〉を検水

の希釈液に使用することにより，還元率 100%が得られ

る流速 (10mljmin.工を常時保つことが出来ることがわ

かった.

2. カラム充填剤の長室

カラム充填剤の長さを6..........15cmの間でカラムを 5本作
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Table 1. Effect of EDTA Concentration on NOa-N Reduction Rate 

EDTA % pH Flow Rate Reduction Rate Reduction Rate (to 忽〉pof NOs-N 
(ml/min.) of NOa-N (%) (adjusted to pH 8) 

0.02 6.0 more than 10 95 100 

0.04 6.3 " 98 100 

O. 1 6.8 
" 

100 100 

0.2 7.8 " 100 100 

0.4 9.5 " 100 100 

1.0 10.2 " 97 100 

2.0 10.5 " 78 100 

4.0 10.8 " 78 98 

Distilled羽Tater:pH 5.4 0.2mg/l NOa-N 

Table 2. Effect of Cd-Cu Column Length 

on Reduction of NOa-N 

n
 

m
 

u
 

d
-川
)

C
可
m，

ue-c 

c
L
(
 

，G
 

C
 

O. 05mg/l NOa-N O.lmg/l N9a-N 
Reduction Rate Reducion Rate 

く%)く%)

6 75.8 80 

8 98.7 94 

10 100 100 

12 100 100 

15 100 100 

Flow Rate: 10ml/min. 

り， 0.05mg/lおよびO.lmg/l硝酸性窒素標準液をこの

カラムに流速10ml/min.で流したものについて，各カラ

ムの硝酸性窒素還元率を検討した. その結果を Table2 

に示した.カラム充填剤の長さ10，.__.15cmで100%の還元

率が得られた.カラム充填剤の長さは，使用頻度が増加

するにつれて短くなるが，本法のカドミウム量30gでカ

ラムを作る方法は約 12cmの長さのカラムが出来ること

から，長期にわたって 10cm以上の長さを保ち，カラム

の摘す周期聞を長くする効果があると考えられる.

3. 力ラム活性化液の有効性

カラム作製時に硝酸性窒素含有のカラム活性化液を使

用する原理が不明であることおよび4lの液量をカラムに

流すため手聞が係る.ことから，活性化液処理カラムと未

処理カラムについて， O. 01，.__.0. 2mg/l硝酸性窒素標準

溶液による還元率を検討した.その結果を Table3に示

した.検体の希釈液に蒸留水を用いる本法， 0.2%EDT 

A 4Na溶液を用いる EDTA法両法とも，活性化液処

理カラム，未処理カラムを用いた結果に義を認めなかっ

た.この結果から，カラム作製時におけるカラム活性化

液の使用は不要(省略出来る〉と思われる.

4. 塩化ナトリウム添加と硝酸性寵葉還元率

0.05mg/lおよびO.lmg/l硝酸性蜜素標準溶液に，0.6

M塩化ナトリウムを添加したものをカラムに流し，添加

最と硝酸性窒素還元率との関係を検討した.その結果を

Table 5に示した.検液100ml中の0.6%塩化ナトリウム

添加量0.5mlの関に還元率の差を認めなかった.塩化ナ

トリウムの添加は，カドミウムによる硝酸性窒素の還元

の触媒効果や，カラム内の還元雰閤気作りを意図したも

のと考えられるが，この結果からは検水に塩化ナトリウ

ムを添加することを省略することが出来ると思われる.

5. 硝酸性豊素!こ及{ます検水および洗浄液 pHの影響

カラム流速が10ml/min.以上でも，検水の pHにより

還元力が低下することから， 0.2mg/l硝酸性窒素標準溶

液を用いて pHと硝酸性窒素還元率の検討を行なった.

その結果を Fig.4に示した. pH7，.__.1Oで還元率100%の

安定した結果が得られた.洗浄液についても pHにより

洗浄後のカラム還元率に影響があることが考えられ，

0.06， O. 1， O. 2mg/l硝酸性窒素標準溶液を用いて洗浄

前，洗浄後の還元率を洗浄液 (pH約 8)と蒸留水 (pH

約 5.5)について検討した. その結果を Table6に示し

た.洗浄液では，カラムの還元力に影響を与えなかった

が，蒸留水はカラム還元率が 100%から26，，:，34%に減少

した.この結果から蒸留水はカラムの洗浄液に使用出来

ないことがわかった.

6. カラム通過時における亜硝酸性窒素生成量の経時

変化

0.01， 0.06， 0.2mg/lの硝酸性窒素標準溶液のカラム

流出溶液を15ml、流出後10mlごとに分取し，各フラグシ

ョン中の亜硝酸性窒素濃度を測定した.その結果をFig.

5に示した. 流出液 15，.__.95mlの全範囲で均一な亜硝酸

性窒素濃度が得られた.この結果から，検水のカラム流

出液は初流出液 15ml以降はどのフラグショシを分取し

でも定量に支障のないことがわかった.
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Table 3. ComparIson of NOa-N Reduction Rate with Activated and Nonactivated Column 

NOa-N (mg/l) 

0.01 

0.02 

0.06 

O. 1 

0.2 

Absorbance 
at 540nm 

0.034 

0.067 

0.198 

0.321 

0.623 

Standard Method Standard Method 
(Activated Column) (Nonactivated Column) 

O. 034 (100%) 0.034 (100%) 

0.067 (100%) 0.067 (100%) 

0.196 (99%) 0.196 (99%) 

0.328 ( 99%) 0.320 (100%) 

0.623 (100%) 0.618 ( 99%) 

Table 4. Comparison of NOa-N Reduction Rate with Activated and Nonactivated Column 

Absorbance EDTA Method EDTA Method 
NOa-N (mg/l) at 540nm (Activated Column) (Nonactivated Column) 

0.01 

0.02 

0.06 

O. 1 

0.2 

0.034 

0.067 

0.198 

0.321 

0.623 

0.034 (100%) 0.033 (97%) 

0.067 (100%) 0.066 (99%) 

0.196 (99%) O. 194 (98%) 

0.318 ( 99%) 0.314 (98%) 

0.615 ( 99%) 0.618 (98%) 

EDTA Method: This sample was diluted with 0.2% EDTA 4 Na (Adjusted to PH 8) solution 

Table 5. Effect of Concentration of NaCI 

on Reduction of NOa-N 

0.6M(mfN〉aCl 0.05Ambsgo/rJ b NOrN 0.1Ambgs/of rb NOs-N 
ance f1osoroance 

at 540 nm at 540 nm 

。 0.320 (100%) 0.622 (100%) 

O. 1 0.320く100%) 0.622く100%)

0.3 0.321 (100%) 0.622 (100%) 

0.5 0.321 (100%) O. 622 (100%) 

l 0.321く100%) 0.622 (100%) 

2 0.320 (100%) 0.622 (100%) 

5 0.320 (100%) 0.622 (100%) 

Table 6. Effect of Washing Solution 

on NOa-N Reduction Rate 

N〈mOgr/Nl〉 Was11hsitneg d Solution Distilled Wa ter 
(Adjusted to pH 8) (at pH 5.5) 

0.06 100% 26.2% 

O. 1 100% 30.8% 

0.2 100% 34.0% 

係

100 
(l) 

290 
~ 80 
+' 
0 

3汁/ 0・2mg/1叩

60卜 ColumnLe時 th12cm 

Flow Ra七e10斗 2m1/min.

10 

3 1ト 5 6 7 8 9 10 11 12 PH 

Fig.4. Effect of pH on Reduction on NOa-N 

0.61 Q-一一唱ーーベ~ーかー一一骨一ーサー--0 1

ω 0.5 
() 

.:: 
2 o.与
白
0 

30・3

0.2 

0.1 

1 ， O. 2mg/l NO.l.-N 
2 : 0.06mg/l NO，-N 

3 : 0 .Olmg/1 NO~-N 

。四回一一品一--0

骨四一曲一。雌明白百四唱。-謂申告一由明暗闇噛制E 一一帯

525E3535・1，5斗5-5555岨 6565-75 

2 

。3

7. カラム洗浄液の使用量と洗浄効果 Fig.5. Concentration of Nitrate Nitrogen in 

0.2mg/l硝酸性窒素標準溶液を 100ml流したカラムを each fraction through column 

用いて，洗浄液の洗静効果最小量を検討した.その結果

をTable7に示した. 洗浄液 50mlの使用で次の検液の

測定に支障のない洗浄効果が得られた.この結果から洗

浄液と同成分を含有するO.2%EDT A 4N a溶液で希釈し

た検液でカラムを共洗いする〈洗浄効果最小量50mlで〉

ことにより， 1検体毎にカラムを洗浄液 50mlで洗浄す

る操作を省略することが出来ることがわかった.
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Table 7. Residual NOa-N Rate in the Effluent Solution 

ml of the Eff1uent 
Solution 

Standard Method EDTA Method 

T % at 540nm Absorbance T % at 540nm Absorbance 

50 98.4 

100 99.6 

150 99.6 

200 99.6 

250 99.6 

Flow Rate: over 10mlfmin. 0.2mgfl NOa-N 

Table 8. Cd and Cu Concentration in the 

Effluent Solution 

Effluent Solution Cd (mgfl) Cu (mgfl) 

Distilled Water 3.9 below 0.1 

0.2% EDTA 4 Na 

Solution (pH 8) 37 below 0.1 

Washing Solution 114 below 0.1 

8. 排液中の力ドミウム，銅含有量

本法は排液量が無視出来ないことから，排液中のカド

ミウム，銅濃度を測定した.その結果を Table8に示し

た. EDTA濃度の高い排液ほどカドミウム含有量が多

かったが，銅濃度はいずれの排液中もO.lmgfl以下で、あ

った.この結果から排液の処理には十分な配患が必要で

ある.

結論

昭和54年 4月 1日から実施されている水道法水質検査

方法の硝酸性窒素定量法を検討し，本法の精度，感度を

損なうことなく，簡易，迅速性のある改良点を見出すこ

とが出来た.

改良点:検体の希釈にO.2%EDT A4Na溶液〈必要に

0.0070 

0.0017 

0.0017 

0.0017 

0.0017 

99.6 

99.6 

100 

100 

100 

0.0017 

0.0017 

0 。
。

応じて pH約 8)を用いることにより 1)希釈検体のカ

ラム通過流速を10mlfmin.以上を常時保つことが出来，

迅速に 100%の硝酸性窒素還元率が得られるようになっ

た. 2)希釈検体 50mlでカラムを共洗いすることによ

り，ー検体毎の洗浄液によるカラム洗浄操作を省略出

来，迅速化をはかることが出来た.

そのほか活性化カラム未活性化カラムについて硝酸

性窒素還元率に差が認められないことから，時間がかか

り，排液が多量に出るカラム活性化操作を省略すること

が可能になった.
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某福祉センターの細菌汚染について

佐藤泰仁*

Contamination of Bacteria in the Air of a Welfare Office 

Y ASUHITO SA TO* 

In a welfare office where unemployed people are helped to find temporary or permanent jobs， the 
bacterial contamination in the air was investigated three times in order to assess its effect on the 

workers' health. Standard plate count was larger in the samples collected in the rooms where many 

visitors are received than in others， and coliform bacilli and stathylococcus aureus were extracted from 

the samples collected in these rooms in the Jirst investigation. In the second investigation only a few 

bacteria were found presumably as a result of efforts to control bacteria using cresol for cleaning and 

providing air curtains. 

However， the third investigation revealed that many bacteria were present on couches in the 

waiting rooms and in the recreation room used by many visitors. It is concluded that these places in 

the office should be cleaned frequently and regularly. 

Keywords: environmental survey， bacterial contamination， swab contact method 

はじめに

病原性微生物による疾病の形態は感染源に直接に接触

する，あるいは経口伝染病のように飲食物を媒介として

感染発病するもののほか，病原体が空気を介して伝染す

る，いわゆる空気伝染があることが知られている.空気

環境を対象とした細菌の実態調査は地下街や教室につい

て浮遊細菌を指標としてなされている報告1-3)はあるが

床面付着菌としてとらえた調査は少ない.今回我々が実

施した福祉センターは，日麗い労働者の就職あっせん，

相談などの業務を行なっており，例えば，庁舎内で用便

をしてしまうなど衛生知識の低い人々との接触があるた

め，職員にとって常に細菌感染に対しての不安感がある

職場であった.そこで職員への健康影響が懸念されると

して某福祉センター側から調査の依頼があり，過去3回

にわたってふきとり法により行なってきた細菌検査の結

果をまとめてみた.

調査項目及び方法

調査対象とした細菌は一般生菌数，大腸菌群数，表皮

プド{球薗数，黄色ブド{球酋数，サノレモネラ，赤痢菌

及びセレウス菌である.検体の採取方法については第一

回目の調査の以前に落下法により予備試験を行なってみ

たが，この現場にはよい方法とは認められなかったの

で，ふきとり法(床面付着菌量測定〉めに準拠して行なっ

た.すなわち，大きさ一定のガ{ゼを6cm平方程度にお

りたたみシヤ{レに入れ，それに一定量の生理食塩水を

含浸させ，高庄滅菌器により滅菌ガ{ぜを作成した.現

場では滅商ピンセットでガ{ゼをはさみ，机上採取面

積900cm2を1回ふきとりを行ないシヤ{レに入れて持

ち帰り，検査に供した.

結果及び考察

調査の第一回目は昭和52年の11月に行なった.その結

果を表1に示すが，表中①は清掃前，②は清掃後開室直

前のもので，事務室と娯楽室は単に午前と午後に分けて

採取したものであり，数値は 1検体(ガーゼ〉当りの細

菌数で示しである.この調査のねらいはそれぞれの場所

の同一ポイ γ トにおいて清掃前後の細菌数の消長をみる

ことにあったが，清掃後に逆にふえている場所が数ケ所

みられており，何の原因であるかは判明しえない.来訪

者の出入りの多い特別室，娯楽室，待合室では一般生菌

数において，職員のみの事務室より多いことがみられて

おり，そのうち特別室からは他に大腸菌群，表皮ブドー

球菌，黄色ブド{球菌も検出されている.第一回目の調

査結果から一般生菌数として常時多い筒所としては特別

室，娯楽室，待合室であり，状況によっては面接室，受

付なども含まれるものと思われた.これらは来訪者の出

入りが頻繁なため，土足による土砂等の流入，衣服から

のホコリ等の粉鹿が多く存在し，人間の動きにともなっ

てこれらの舞い上り現象が起きているためと考えられ，

したがって粉塵の流入をできるだけ少なくする配慮〈例

えば土落しマットの設置など〉が望まれる.また，大腸

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

2←1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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第 1回調査結果

昭和52年11月

表 1.

〈単位:個数/1検体当り〉

サルモネラ，赤痢菌
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②清掃後開室直前①清掃前註〉

第 2 回調査結果

昭和53年7月

表 2.

〈単位:個数/1検体当り〉
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表 3. 第 3 回調査結果

昭和田年11月 〈単位:個数/1検体当り〉

採 取 場 所 一般生菌数 大腸菌群数 表球皮ブドウ
菌数

黄球色菌ブド数ウ セレウス菌

託児室児童逓用階段手すり (2階→1階〉 20 。 。 。 。
調理室調理台 140 く10 100 。 。
表階段手すり 1200 。 300 。 。

新相談コ{ナ{入口ドア揮り 160 。 。 。 。
待合室長椅子 8000 。 1300 く100 。
職員出入口引き戸の引き手 く10 。 。 。 。
職員出入口ドア握り 60 。 300 。 。
特別面接室内壁 420 。 300 。 。
エレベ{ターかご内壁 100 。 。 。 。
受付カウンタ{来訪者側 4200 。 1400 。 。
受付カウシター職員側 600 。 。 。 。

館 48番電話台(相談来訪者も利用する〉 40 。 。 。 。
相談コーナ{来訪者側机の上 1600 。 210 。 。
相談コ{ナ{職員側机の上 100 。 。 。 く100

事務室机の上 1100 <10 200 。 。
事務室机の上 2200 く10 900 。 。

!日 事務室入口ドア握り 60 。 。 。 。
娯楽室入口引き戸の引き手 7000 。 3000 100 。

館娯楽室流しの縁 8000000 550 40000 。 100 

学童保育室テーブノレの上 130 。 100 。 。
註〉 今回は清掃開窓後7時間経過後のものである.

菌は主に人間や動物の排、准物から由来するところである た.しかし今回も来訪者の大勢集まる待合室や娯楽室は

ので検出された箇所で、は今までのように水掃きのみなら 一般生菌数等において常に一定程度〈比較的多く〉存在

ず，クレゾ{ノレを使用しての拭き掃除を行なう必要があ していることがみられるので，これらの場所については

る.さらにプド{球菌についてはケガなどの化膿からの 清掃回数を多くすることにより減少させるとか，来訪者

由来であり，特に黄色ブド{球菌は病原性があるため， に対する衛生知識の啓蒙など行なう以外，現状では適当

これについてもクレゾ{ルによる清掃を行なえば十分で な防菌対策は考えにくい.

あると考える.最後にサルモネラ，赤痢菌についてはい 第3回目の調査は昭和54年11月に行なった.今回は福

ずれの場所からも検出されなかった. 祉セ γター勤務職員にとって細菌汚染の関心の深い場所

第二回目の調査は昭和53年7月に実施した.今回の調 を対象としたため，階段の手すりとか扉の握りなどがあ

査は設備の一部改善〈エア{カ{テンの設置〉および清 り，常法の如く採取し検査を行なった.結果は表3とし

掃方法の改善〈クレゾーノレ掃きの併用〉によるその効果 て示したが，今まで行なってきた環境改善の効果のため

をみることを中心に前回と同様の調査を行なった.その か，一般生菌数で、みた場合 1ケ所(娯楽室流しの縁〉を

結果を表2に示したが表中①が清掃前のもの，②は清掃 除いては従来の数値よりも少ないことがみられた.

後 2時間後のものである.一般生菌数において，娯楽章 個々については受付カウンターおよび、相談コ{ナ{で

を除いては前回の結果より相対的に減少していることが は明らかに職員側よりも来訪者側に多くみられること

認められ，更に病原性のある黄色プドー球菌が検出され 〈これは前回と同じエア{カ{テソによる効果と判断さ

ていないので，クレゾ{ノレ清掃の効果があったものと認 れる〉や， 待合室長椅子や娯楽室入口引き戸の引き手

められる.又，相談コ{ナ{に設置されたエア{カ{テ 〈ドア{の揖りよりゴミ等がたまりやすいと思われる〉

ンの効果については，清掃前，後の条件でも内側と外側 など来訪者が直接関係するところは他に比べ多かった.

に差がみられていることからある程度あるものと思われ 今回もサルモネラ，赤痢菌についても行なったが未検出



252 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H，31-1， 198G 

であった.

更に今回はじめて土壌由来のセレウス菌について同定

を行なってみたが， 2ケ所においてみとめられただけで、

あり，数値も少なかった.

以上， 3田の調査についての考察を述べてきたが，こ

のような福祉セ γタ{は外部来訪者〈特に衛生知識が乏

しい〉との接触が業務であることから，一定程度の細菌

汚染はさけられないと思うが，段階的に改善したことに

よって少なくなってきた結果がある.これらをふまえ，

ーにもこにも清掃に心がけることが必須の職場と考えら

れた.

まと め

(1)来訪者の出入りの多い待合室，娯楽室などでは，

職員のみの事務室より一般生菌数が多く，条件によって

は大腸菌群や病原性の黄色ブドー球菌なども検出され

る.

(2)清掃方法の改善〈水掃きをクレゾール掃きに改め

る〉による効果が認められた.

(3)来訪者側と職員側の関にエア円カ円テ γを設置し

たことにより内側への細菌の流入が一定程度防がれるこ

とが認められた.

謝辞 今度の細菌類の定性，定量に捺しては当所細菌

第一研究科山田澄夫研究員に全面的に御協力をいただい

た.ここに記して謝意を表します.
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Epidemic of Dermatitis due to a cheyletid Mite， Chelacαropsis Sp.， in Tatami Rooms (1) 

MIDORI YOSHIKAWA* 

It is known that new tatami contain several kinds of mites and insects. Since so many houses 

have been built recently， the straw for making tatami is being used before it has dried out enough. 
Mites and insects which flourish in damp straw are introduced to houses by this new tatami. Some 

of these living things cause itching problems in hQuses. 

Through April 1979 to March 1980， many itching problems from newly-built apartments and 
houses were reported to us. Most of the itching was caused by mites or insects which were already 

known to bite human beings. In several houses， however， there were no instances of such mites or 

insects already known to cause itching， but widespread dermatitis appeared among residents of the 

houses. A living cheyletid of Chel，αcαropsis sp. was collected in a large number from the dust of all 

these houses so that this mite was thought to be responsible for the itching problem. 

Keywords: dermatitis， acariasis， swelling， urticaria， eczema， allergic 

Introduction 

Tatami are a traditional floor covering made of dried grass， widely used in Japanese houses. 

New houses， especially so-called mansions， have recently increased so rapidly in number that the 

straw for making tatami is being used before it has dried out enough. Several kinds of mites and 

insects are introduced to houses by this new tatami since some species flourish in damp straw.. The 

common mite families found in new tatami町 epyemotidae， Tydeidae， Tarsonemidae， Cheyletidae 

and Acaridae. Some species in these families are already known to cause itching. Among 

Cheyletidae， Cheyletus fortis Oudemans 19041) (= Cheyletus malaccensis Oudemans 19032))， 

Cheyletus eruditus (Schrank 1781 )1) and Cheletomorphαlepidopterorum (Schaw 1794)3) are 

known to bite human beings. Cheyletids are found on mass in damp straw since they live on cheese 

mites， Tyrophαgus putrescentiαe (Schrank 1781) of Acaridae， which feed on fungi grown in damp 

straw. 

Through April 1979 to March 1980， many itching problems were reported to us. Most of the 

itching was caused by bloodsucking insects or mites， or caused by insects and mites in new tatami 

which were already known to bite human beings. In several houses， however， there were no 
instances of such mites or insects already known to cause itching but widespread dermatitis 

appeared among residents of the houses. A cheyletid of Chelαcαropsis sp. was collected from all 

these houses. The dermatitis of the residents of these houses was similar to the dermatitis caused 

by Pyemotes ventricosus (Newport 1805) of Pyemotidae， and the dermatitis was much more 
widespread in houses where a number of this living mite were found than in houses where other 

living cheyletids were collected. The itching cases caused by Chel，αcαropsis sp. are reported here， 

adding several data and further details to the previous report 4). Oshimaめ alsomentioned one case 

of itching caused by this cheyletid. 

Many homes in one apartment block were troubled with the same type of itching which was 

guessed to be caused by Chelacαropsis sp. Only a few homes in the apartment were selected to check 

the house dust since the materials used for the apartment were brought from the same company， so 

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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that the cause of the itching would be the same in all. 

Cases of Acariasis 

People who had been bitten but did not know how consulted our laboratory or Department of 

Environmental Sanitation (D.E.S.) or Health Centers (H.C.) of Tokyo Metropoli加nGovernment. 

These people were asked to show the bitten parts of their bodies and to bring in the house dust 

swept up by their vacuum cleaners 6). Of these， the people who experienced itching and whose 

house dust contained Chel，αcαropsis sp. were listed (Table 1). The people and the questions put to 

them were recorded as follows: Case: each case w出 noteddown by a number， the people who came 

to consult us， their ages， the date consulted and where they lived. Family: The other members of 

Table 1. Mites and Insects Collected from the Dust of Itching Problem Houses 

瓦戸-----三竺:1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Blαttisocius keeg，αni × o xx X 

Kleemαnniαplumosus χ 

Pytoseiidae x 

Tydeus sp. × 

Tαrsonemus spp. xx o x x X 

Cheyletus fortis x;式 o x x 

Cheyletus malαccensis o x x 

Chelαcαropsis sp. o xox o x o x o x o x o x o x o x o x x o x o xo x X G o x o o x o o x x χ o x x 

Chey letomorphαlepidopterorum × 

Tetrαnychus spp. X X χ 

Tyrophαgus putrescentiαe xx xx × o xx xxx X 

Suidasi，αnesbitte χ 

Saproglyphidae hypopus x 

Glycyphαgus domesticus X 

Lepidoglyphus destructor χ 

Dermαtophαgoides farinαe x oo x o x o o x x oo x x o xo x x 。x。x xo o x o x 。x。 o x x。x o x x 

Dermatophαgoides pteronyssinus × o x o x x ox o xx xx 

Euroglyphus maynei χ 

Hαplochthonius sp. xx xo xx 

Cosmochthonius sp. X x o 

Other oribatei X X X 

Psocoptera ox o x o x ox o x o x xx o x o x o x o x x xx xxx 

Tysanura X 

Coleoptera × xx X 

OOO，xxx: More than thirty living ones (000) or dead ones (xxx) found in a treatment for examina-

tion in each case. 

OO，xx : Ten to thirty living ones (00) or dead ones (xx) found in a treatment for examination in 

each case. 

o ，X : One to ten living ones (0) or dead ones (x) found in a treatment for examination in each 

case. 
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the person's family living in the same house， and their pet animals if they had any， since animal 

parasites might be responsible for biting the members of the family 7-9) . History: How the family 

first started to suffer f1'om de1'matitis. Symptoms: Symptoms of the people who we1'e checked by 

us. Symptoms of the othe1's: Symptoms of othe1' membel's of the pe1'son's family as desc1'ibed by 

that pel'son. 

Cases 1 to 8 (excluding 4) and 11 were checked by the autho1' as to the symptoms of the 

pel'son. Case 4 was checked by the house wife of case 3. Cases 9 and 10 we1'e checked by membe1's 

ofD.詔.S.and the Hino H.C. The author confi1'med all the details of cases 4， 9 and 10 by phone. 

Case 1 A lady (33)， July 1979， Tokyo， No animals. 

Histo1'Y: In July 1977， the tatami of he1' house wel'e changed to new ones. She felt itching du1'ing 

the summer and autumn of 1977 and 1978， but the p1'oblem was not seve1'e. Early July 1979， she 

was bitten almost all over he1' body， although she did not notice the moment she was bitten. Once 

bitten， she had felt the itching continuously fo1' at least a week. Also， b1'own spots 1'emained and did 

not disappea1' fo1' several months. Widesp1'ead l'ashes broke out while she slept in Japanese叫 yle

bedding， where bedclothes are laid di1'ectly on tatami. 

Symptoms: Red swellings of 0.5 to 1 cm in diameter were found on her neck， stomach and legs. 

Cαse 2 A house wife (33)， September 1979， Tokyo. 

Family: Her husband (31) and son (1.5). No animals. 

History: In September 1979， this family bought a carpet made of straw (3m x 4m) which they 

placed on top of the tatami in the bed 1'oom. A week later， all the family started to feel itching and 

found a lot of red swellings on thei1' bodies. All of them， except the wife who used a bed， were 

affected， especially at night afte1' sleeping in Japanese-style bedding. 

Symptoms: A few small red spots were found on her arms. Her dermatitis was very light. 

Symptoms of the others: The son was the most se1'iously affected person in the family. He was 

covered with 1'ed swellings of 0.3 to 0.5 cm in diamete1' all over his body and it looked like urtica1'ia. 

The swellings on he1' husband appea1'ed in big but only a few ci1'cles on his neck and legs. 

Cαse 3 A house wife (44)， Septembe1' 1979， Tokyo. 

Family: He1' husband (45)， son (18)， daughte1' (16) and daughte1' (15). No animals. 

Histo1'Y: In May 1978， this family moved into a twelve-sto1'Y apartment which was built in Ap1'il of 

its yea1'. They sta1'ted to feel itching and found some swellings in autumn 1978. In August 1979， 

they were affected much m01'e seriously. The itching was especially bad when they we1'e sleeping in 

Japanese叫 ylebedding. Only he1' son， who used a bed， had no t1'ouble at night. In this apa1'tment， 

136 among 178 homes complained of itching in autumn 1979. The itching first occur1'ed in 1978 

but most of the 1'esidents did not 1'eport it since they were af1'aid that it might be thought that mites 

had b1'ed as a result of thei1' 1'ooms being di1'ty. 

Symptoms: She had seve1'al 1'ed swellings on he1' arms and legs. She did not show us her inguinal 

pa1'ts， waist and nates which wel'e， she said， severely affected. 

Simptoms of the others: He1' husband could only find a few 1'ed spots on his紅 msand legs， and the 

son had only two small spots on his紅 ms.He1' daughte1's we1'e te1'riblly bitten on thei1' in思unalpa1'ts， 

waists and nates， and most of the 1'ed swellings of 0.5 to 1 cm in diamete1'， appea1'ed in pai1's， 

sepa1'ated by a distance of 1 to 3 mm  f1'om each other. 

Case 4 A house wife (38)， September 1979， Tokyo. 

Family: Her husband (42)， son (14) and son (6). No animals. 

History: In May 1978， this family moved into the same apartment as case 3. They found more 
swellings in autumn 1979 than in 1978. All of the family were affected while sleeping in 

Japanese-style bedding， but her husband had never been bitten. 



256 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H，31-1， 1980 

Symptoms: She had several red spots on her inguinal parts and nates， grouped in pairs as in case 3's 

daughters' . 

Symptoms of the others: Sons had a few swellings of the pair幽type.

Cαse 5 A lady (63)， September 1979， Tokyo. 
Family: Her son (37) and daughter (22). No animals. 

History: In May 1978， they moved into the same apartment as case 3. They found some swe11ings in 

autumn 1978， but the trouble became extremely serious in August 1979. All the family were bitten 

so severely while sleeping in Japanese-style bedding that they could not sleep well for several nights. 

This case was considered to be the most serious one among the 178 homes in the apartment. 

Symptoms: She was bitten around her chest and back where the red spots were 0.5 to 0.8 cm in 

diameter. 

Symptoms of the others: The son was the most severely affected person in the apartment. He w儲

bitten all over his body including his face and neck. One night， when he could not stand the terrible 

itching， he took a 1紅 gequantity of oral medicine and ointment which were prescribed by the doctor 

of a dermatology clinic. A little later， he had a convulsive fit and was taken to hospital by 

ambulance. The dermatitis looked like eczema. The daughter w出 bitten on herぽ msand entire part 

of her back. The spo鵠 appearedas pairs on most parts of the bodies of the son and the daughter. 

Cαse 6 A house wife (38)， September 1979， Tokyo. 

Family: Her husband (44) and son (3). No animals. 

History: ln May 1978， this family moved into the same apartment as case 3. ln August 1979， they 

were bitten more severely than in autumn 1978. They had no itching trouble while sleeping， but the 

next morning they found many red swellings. They used Japanese-style bedding. 

Symptoms: She had a few red swellings of 0.1 to 0.2 cm in diameter， only on her iguinal parts. 

Symptoms of the others: Her husband was the most severely affected in the family and was bitten in 

several places on his back and legs. Only two or three bites were found around the chest and back of 

the son. 

Case 7 A house wife (27) and her son (2)， October 1979， Tokyo. 

Family: Her husband (31). No animals. 

History: In July 1979， this family moved into a seven-story apartment built in April of i脂 year.ln 

September， they started to feel itching， especially at night after sleeping in Japanese叫 ylebedding. 

Symptoms: Several rashes were found on her arms and femora. Her son， who was the most seriously 

affected in the family， w邸 bittenall ove1' his back with spo臼 of0.3 to 0.5 cm in diamete1'， most of 

which had al1'eady tu1'ned brown when the autho1' examined him. The scatte1'ed spots 1'esembled 

urticaria. 

Symptoms of the othe1': He1' husband had only two 01' th1'ee small bites on his neck. 

Cαse 8 A company employe (38)， Novembe1' 1979， Chiba Prefecture. 
Family: His wife (35) and son (2). No animals. 

History: ln July 1979， this family moved into a new house which was built in Ap1'il of its yea1'. 1n 

August they started to feel itching and found several red swellings. In Septembe1' the outbreaks 

became ve1'y serious， especially when they used Japanese-style bedding. 

Symptoms: He had been severely bitten since late September and consulted a medical doctor as he 

thought he was suffering from eczema. He was bitten all over his body. The swellings were scattered 

at random not in pairs. 

Sym ptoms of the others: His wife w出 bittenon her side but the rash w邸 small.The spots scattered 

all over the back of the son looked like urticaria. 
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Cαse 9 A house wife (29)， her daughter (3) and daughter (4 months)， January 1980， Tokyo. 

Family: Her husband (36). No animals. 

History: In 1978， this family moved into a newlyもuiltapartment in Tama New Town. They had a 

few itching problems in七hesummer and autumn of 1978 and 1979， but in December 1979 and 

January 1980， they found a lot of red swellings on their bodies. Although they used Japanese-style 

bedding， they felt no itching while sleeping but when waking up next morning， they found. many 

red swellings. 

Symptoms: The house wife was the most severely affected in the family and was bitten randomly all 

over her body except her face. Some of the swellings on her back were waterly. The elder daughter 

had several bits only on her nates. The younger daughter who used a cot had not been bitten. 

Symptoms of the other: Her husband w部 lightlyaffected and bitten only on his stomach. 

Case 10 A house wife (20's)， son (3) and daughter (6 months)， January 1980， Tokyo. 

Family: Her husband (30's). No animals. 

History: In 1978， they moved into a newly-built apartment in Tama New Town. They found only a 

few bites in summer 1978. In September 1979， her husband started to feel itching and found some 

bites. Spots appeared on the bodies of the wife and the son in" O-ctober. All of them felt itching 

especially while using Japanese-style bedding. 

Symptoms: The wife and the son were bitten on their femora，. back'and nates. The daughter had a 

few red spots on her nates which might have been caused during the waking-time she spent on 

tatami， as she used a cot for sleeping. 

Symptoms of the other: Her husband w部 them邸 tseriously affected in the family and was bitten 

all over his body except his face. His dermatitis was like eczema. 

Cαse 11 An office lady (20)， February 1980， Tokyo， No animals. 

History: In a company domitory， about 20 girls (fluctuating in number) live together in a big tatami 

room where the tatami had been renewed in Spring 1979. The girl felt itching buもnodermatitis. All 

of the girls used double bunks for sleeping in the big room. 

Mites and Insects Collected 

Mites and Insects were extracted from dust and identified. Mites were recorded in the species 

level， but incomplete ones were identified in the genus or the family. The identification of 

Cheyletidae followed. the book of Summers and Price10) • The insects which were confirmed as 

no仕 venomousspecies were recorded in the order level (Table 1). 

Discussion of the Cases and Their Control 

Several mites col1ected from the dust (Table 1) have been reported as causing itching or 

dermatitis. Among mites of Pyroglyphidae， Dermαtophαgoides farinae Hughes 196111) and 

Dermαtophαgoides pteronyssinus (Trouessart 1897 )12) become allergens causing allergic dermatitis 
13) 

or asthma. These mites are very common and are collected from over 90% of house dust 

especially from beds since they feed on human dandruff14) . People may have contact with these 

mites every night in bed， however， only acarii:1a allergics， especially children， suffer from dermatitis 

or asthma. People severely affected in seven cases 3 to 9 consulted medical doctors before they 

brought the dust to us.官官ledoctors concluded that all of them suffered from acariasis or swellings 

caused by having been bitten by mites or insects， because of the holes pierced by them， but not 
from allergy， eczema， or urticaria. 

Glycyphαgus domesticus (De Geer 1778) of Glycyphagidae， Kleemαnnia plumosus (Oudemans 

1902) of Ameroseiidae， Tydeus sp. of Tydeidae and Tetranychus spp. of Tetranychidae are reported 

to bite human beings， but these mites would have been too few to cause problems in these houses 
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even if they had been alive. The mite of Chelαcαropsis sp. should be conside1'ed as 1'espousible since 

it was collected in all houses whe1'e de1'matitis w部 found(except No. 11) and a numbe1' of the mites 

we1'e alive. A cheyletid is a p1'edato1' so that it attacks othe1' small animals such as T. putrescentiae， 

D.~αrinαe， D. pteronyssinus and eggs 01' larvae of Psocoptera. It may accidentally bite human beings. 

lri cases 1， 2， 4， 5， 7， 8 and 9， only Chelαcαropsis sp. could be responsible. The most severe c部 e

was No. 5， followed by Nos. 1 and 8， where living mites of Chelαcαropsis sp. were collected in a 

la1'ge numbe1'. In case 3， this mite was the main mite causing itching as there was a lot of living 

specimens， however， C. fortis when alive might have made the problem mOl'e se1'ious. In case 6， C. 
fortis and Chelαcαropsis sp. are thought to be jointly responsible for causing the swellings. In case 

10， two kinds of cheyletids of Chelαcαropsis sp and Cheyletomorphαlepidopterorum when alive 

appal'ently bit human beings. In case 11， living mites of Chelαcαropsis sp. were few and besides all 

the girls used beds， so the pl'oblem w部 minor.How seriously people訂 eaffected is closely related to 

the number of living mites of Chelαcαropsis sp. in cases where people used Japanese-style bedding. 

Chelαcαropsis sp. resembles Chel，αcαropsis moorei Baker 1949， but the female has a prodorsal 

shield and the male has a prodorsal and a hysterosomal (which is not clear in our speciemen) shields. 

The characteristics of this mite is that it has a pair of claws on all of its legs， a pair of eyes， suboval 

idiosoma with relatively short 01' spatulate dorsal body setae and palptarsus with one comblike seta 

(Fig. 1 and 2). This mite may bite human skin with its needlelike chelicera， but sometimes it may 

Fig.1. 'Chelacαropsis sp. Do1'sal View of Female Fig. 2. Chel，αcαropsis sp. Do1'sal View of Male 
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nip the skin with its clawlike palps. It could be that the red swellings appear scattered at random 

when people are bitten by chelicera， and the swellings appear in paris when the person is nipped. 

All cases of itching were caused by new straw-mats so that the best way of contro11ing the mites 

is to dry the mats thoroughly in the sun， thus killing the mites， before bringing the new mats 

indoors. Even when existing tatami cause itching problems， they should be dried in the sun for 

about a week， turning them over occasionally. It is clear that when the moisture in the air is 
:4-15) decreased， a mite loses its body water down to the same moisture level of the air surrounding it 

and in dry air it loses water rapidly initially and then more gradually until it dies 16). 

Powder insecticide is useful for controlling mites. However， it is impossible to kill them quickly. 

1nsecticide is not effective enough. Only mites touched by or close to the insecticide are killed. 1n 

the middle of May 1980， all the families except No.10 were checked by the author to see whether 

the problems had stopped or how controlled the mites were. 1n cases 1， 5， 6， 8 and 9， tatami had 

been dried in the sun at least for a day. The people in those cases do not experience itching now. 1n 

cases 2， 3， 4， arid 11， people opened the doors and windows constantly and admitted fresh air into 
rooms and then sprayed powder insecticide under the tatami. Of these cases，Nos. 4 and 11 have no 

trouble now but Nos. 2 and 3 are still affected. 1n case 7， the problem was stopped a few weeks 

later after a pest control company sprayed insecticide. 
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ツメダニの一種による撞痔性農疹について

古川 翠*

新しい畳?こは数種類のダニや昆虫が生息していること いう苦情が新築住宅からたくさんょせられた.その多く

は，よく知られている.最近頻繁に家が新築され，その は，かゆみを起こすとすでに報告されているダニや昆虫

結果，畳を作るワラは十分に乾燥されないうちに使用さ によるものだった.しかし，数家屋では，そのような報

れてしまう.この湿ったワラの中に生息しているダニや 告のあるものは見つからなかったのに，人々は何かにひ

昆虫は，畳と一緒に家の中に運ばれ，そのうちの何種か どく刺されていた.これらの家のゴミから，生きたツメ

が住民にかゆみを起こしている. ダニの一種である Chelacarotsis sp.が多数採取され

昭和54年4月から55年3月までの 1年間に，かゆいと たので，このツメダニが原因であると考えられた.
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神間川水系のセスジユスリカ終令幼患の， 2穣の有機リン系殺虫剤に対する感受性

大野正彦汽岡本 寛キ

Test on the SusceptibiIity of the Last Instar Larvae of Chironomus yoshimαtsui 

Martin et Sublette (Diptera， Chironomidae) coUected at the Kanda River to Two 

Organophosphorus Insecticides 

MASAHIKO OHNO* and HIROSHI OKAMOTO* 

区eywords:セスジユスリカ Chironomusyoshimatsui， 有機リソ系殺虫剤 organophosphorusinsecticide，感

受性 susceptibility 

緒 嘗

近年，都内の中小河川でセスジユスリカ Chironomus

yoshimatsui Martin et Subletteが大発生し，その防

除のため各区役所などでは河川に殺虫剤の散布をおこな

っている. 1979年には都内で総計53トン程度の殺虫剤，

主にテメホス temephos(アベイト Abate)，フェンチオ

シ fenthion(パイテヅグス Baytex)，フェニトロチオγ

fenitrothion (スミチオン Sumithion) などが頻繁に散

布されている.このような同種薬剤の反復散布がそこに

生息するユスリカ幼虫の薬剤感受性に影響・を及ぼしてい

ると思われる.したがって，効果的に薬剤散布をおこな

うためには，ユスリカの薬剤感受性を知る必要があると

考え，神田川水系に生息するセスジユスリカ幼虫につい

て， 2種の有機リン系殺虫剤に対する感受性を調査し，

若干の知見が得られたので，その結果を報告する.

材料と方法

供試昆虫:79年 10月に神田川水系の 2地点， すなわ

ち，よく薬剤散布がおこなわれ，またその上流で散布し

た薬剤が流入する神田川高田橋前近の水域，および76年

から散布がおこなわれていない善福寺)11春日橋附近の水

域で，セスジユスリカの卵塊を採集した (Fig.1).採集

した卵塊を実験室に持ち帰り，静化させ，善福寺川の践

泥を与え室温で終令まで生育させたものを実験に供し

た.

供試薬剤:実験に用いた殺虫剤はtemephos(0，0，0'， 

O'-tetramethyl 0， O'-thiodi-t-phenylene phosphoro-

に，溶存酸素が飽和状態の蒸留水100mlを取る.マイク

ロシリンジを用いてアセトンに溶解させた薬剤をその中

に入れた.また，薬剤を含まずアセト γのみを添加した

ものをつくり，これをコソトロ{ルとした.アセトシの

量は0.4mlを超えることがないようにした1).ふたをし，

よく振り混ぜ，蒸留水と薬剤，アセト γが均一になるよう

にし，ふたをとり20
0

C，暗条件下の恒温槽に 1........2時間放

置した.そして，それにセスジユスリカ終令幼虫を10........ 

20個体入れた.暴露を 1時間， 24時間の 2段摺とした.

各濃度について 2........5回実験を行なった.暴露後，幼

虫をよく洗浄し，清浄な蒸留水の入っている加の標本瓶

に移し， 今までユスリカが営巣していた底泥を 19程度

加え， 20
0

C，暗条件下に置いた.観察は24，48， 72時間

後に行ない，死んだものは速やかに取り去った.観察終

了後，熱帯魚用のエアポγプを用いて 1分間の通気を行

なった.薬剤の効力判定には72時・間後の結果を用いた.

各濃度ごとに実験に用いた総個体数に対する巣を造らな

い個体の割合を算出した.これらの結果から，プロピ y

ト法により，実験に供したものの半数が巣を造らない濃

度50%Effective concentration2) (以下EC50と称す)，

および回帰直線を求めた.

結果

結果を Fig.2， Table 1で示した.神田)11(高田橋〉

のセスジユスリカ幼虫の temephosに対する EC50は

暴露を 1時間，24時間とした時， それぞれ3.64，0.092 

mgjlであった. 善福寺JII (春日橋〉のそれは1.67， 

thioate)， fenthion (0， 0， -dimethyl 0-4-methylthio- 0.033mgjlで，神田)11のものより小さかった.回帰直線

m-tolyl phosphorothioate)の2種である.原体をアセ の傾きは両者にあまり差がないように思われた.また，

トンに溶解して供試した fenthionに対しては両地点とも感受性が低かった.特に

翼験方法:150ml容のガラス製標本瓶(口径3.5cm) 神田)11のものの感受性は低く， 1時間暴露で死ぬものが

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. The Equations of Concentration-Nest Making Failure Regression of 

Two Insecticides to the Larvae of Chironomus yoshimatsui 
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みられるのは濃度が 20mg/1以上からであった.そのと

きの濃度の水溶液はやや白濁し，薬剤が完全に溶解して

ないように思われ， EC50を求められなかった.24時間

暴露した時の EC50 は神田川で 5.00mg/l，善指寺川で

5.53mg/1で，両者にあまり義がなかった. 回帰直線の

傾きは善福寺川の方が大きかった.

考察

temephosがユスリカ幼虫に対して高い効力を示すと

いわれトベ 近年，わが国において七スジユスリカの防

除によく用いられている.井上らりはそデル実験を行な

い，薬剤がよく接触し得る条件では temephos(5 %乳

剤) 1ppm， 10分間の投入がセスジユスリカに対し有効

で，営巣した状態では LC50が3.5ppm程度と述べてい

る.田原らのは野外実験を行ない， temephos (水和剤〉

1ppm， 60分間継続投入はセスジユスリカ幼虫駆除に効

果的で，浮遊流失する幼虫は全部が苦問状態を呈し，ほ

とんどが死亡したと述べている.都内の各区役所で、はこ

れらの報文の値を参考にして散布を行なっているのが現

状である.

しかし，今回の感受性試験の結果から算定すると， 1 

mg/l， 60分間暴露で，神田JlIのセスジユスリカでは巣を

造らないものは総個体数のわずか 0.2%である.また，

善福寺川のものは17%となる.両者の EC50からみて，

temephos 1mg/l， 60分間暴露ではあまり効果がないよ

うに思われる.

これは文京区が調査した野外で、の薬剤散布効果の結果

でもいえる.79年9月，神田川駒塚橋〈高田橋の1300m

下流〉附近の水域，水温230Cにおいて temephos水和剤

1. 7ppm， 60分間散布時に、河川中に置かれたケージ中で

暴露を受けた幼虫の死亡率は散布4日後で63%であった

という.また，陪年 10月， 1. 7ppm， 80分間散布直後に

採集した幼虫の死亡率は3日， 4日後にそれぞれ45，63 

%であった.これらの結果は今回の薬剤感受性試験に比

べ，死亡率は高かったが，神田川水系のセスジユスリカ
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幼虫に対し，従来いわれてきた temephosの散布濃度で

はあまり駆除効果がないことを示すように思われる.

神田川のものの temephosに対する EC50は善福寺川

のものに比べて大きかった.これは善福寺川のものは76

年に temephosの散布を 2回受けたにすぎないのに反し

神田川高田橋附近のものは77年から今日まで頻繁に散布

されているためと考えられる.しかし，両地点が比較的

近接しており，成虫の移動や相互間の交雑が考えられる

ので，今後，両地点の感受性のちがいの起因を詳細に調

査する必要があると考えられる.

佐藤ら2)は fenthionの24時間暴露の EC50が0.103

mgjlであると述べている.また，若林らのは室内で生

育させた神田川の 3令幼虫を用い，通気を行なわない条

件下では fenthion乳剤の24時間 TLMは1.1mgjlで

あると述べている.今回の実験では両地点とも24時間暴

露の EC50は約 5mgjlで，高い{直を示した.神田J[I水

系に生息するセスジユスリカは， 72年から今日まで散布

が続いている fenthionに対し強い抵抗性がついている

ように思われた.

以上述べてきたように，今回の実験から，神田川水系

の2地点に生息するセスジユスリカ幼虫の 2種の有機リ

γ系殺虫剤に対する感受性は低下しているように思われ

た. 神田川高田橋のものの感受性は fenthion-24時間暴

露を除き，善福寺川のものに比べて低く，これは薬剤散

布置の違いによると考えられた.今後，幼虫の薬剤感受

性が季節的に，また薬剤散布によりどう変動するかを追

究していきたい.さらに，感受性の程度を比較するため

に，薬剤の影響が少なく，散布場所から遠く離れた地点

に生息するセスジユスリカについて調査する必要がある

と考えられる.

結論

神田川水系の 2地点，神田JII高田橋附近，および善福

寺川春日橋附近の水域から採集し，実験室で生育させた

セスジユスリカの終令幼虫の，有機リ γ 系殺虫剤2種

(temephos， fenthion)に対する感受性を調べた.薬剤

暴露後，ユスリカが正常に活動できず，その半数が巣を

造れない濃度を各薬剤について求めた temephos1mg 

jl， 60分間の薬剤散布では， 79年10月の時点の神田川高

田橋附近の水域に生息するセスジユスリカには，あまり

効果がないように思われた.神田JII水系のセスジユスリ

カは fenthionに対し強い抵抗性がついているように思

われた.

謝辞本研究を行なうに際し，有益な助言を賜った国

立公害研究所生物環境部 安野正之博士， )[1崎市衛生研

究所佐藤英毅研究員，および快く試料を提供された三共

製薬株式会社 団原雄一郎博士に深謝いたします.また，

貴重な資料を閲覧させて下さり，いろいろと便宜をはか

つて下さった東京都衛生局環境衛生部 関春雄係長，伊

藤智亮主事，文京区役所環境部 清水憲一主事に謝意を

表します.
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量購内濠群の水質(第3報〉

渡辺真利代*

Water QuaIities of Inner Moats around the 1踊perialPalace(III) 

MARIYO F. 明TATANABE

nitrogen 

瓦eywol'ds:濠 moat，植物プランクトン phytoplankton，季節変化 seasonalvariation， 燐 phosphorus，窒素

緒 盲

皇居濠群は千鳥ヶ淵，日比谷濠，桜田濠などのいわゆ

る外、濠とその内側のひとまわり水量の少ない内濠とから

なりたっている.これらの濠の水は都民の憩いの場とし

て望ましい景観が要求されるばかりでなく，地震等の緊

急時に際して飲料水となりうるよりよい水質が必要とさ

れる.

皇居外濠群の水質については， 1930年代の報告別〉以降

1969年からは当研究所においても調査めがなされてきて

いる.しかし内濠群については， 1977年度および1978年

度の調査報告4，めがあるのみで，しかもそれは年4由とい

う限られた回数であった.が，濠のような富栄養化の進

行した浅い水界においては，植物プラ γクトン量が多い

ゆえに，その影響が種々の形で水質に効いてくるものと

考えられる.またこの横物プランクトンは細菌より分裂

速度が遅いにしても日単位で分裂していくものであり，

年4回の調査では水質の状況を知るための調査として不

十分さは否定できない.今回月 l回の水質調査を行なう

機会を得たのでその結呆を報告する.

調査時期および地点

調査は1979年2月から1980年2月までの期聞に実施し

た.調査日は1979年2月14日， 3月27日， 4月24日， 5 

月25日， 6月21日， 7月20日， 8月17日， 9月17日， 10 

月23日， 11月29日， 12月21日， 1980年1月21日， 2月18

日であった.調査を実施した濠は，吹上大池 (St.1)，上

道濯濠(St.2)，中道濃濠(St.3)，下道濯濠 (St.4)，蓮池

(St.5)，乾濠 (St.6)，平JII濠 (St.7)，天神濠 (St.8)，ニ
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1979 

ノ丸池 (St.9)であり， このうち St.2， St. 6， St. 7は2 Fig. 1. Seasonal Changes in pH 

月， 8月， 11月の調査を行なった. 態有機炭素 (POC)および懸濁態有機窒素 (PON)とし，

調牽方法 CHNコ{ダ(柳本 Co)により定量した.溶存態有機

採水は表面水について行ない，実験室にもち帰り以下 炭素(DOC)は Menzel& V occar06)の方法により定量し

のものについて定量した.セスト γ量は，試水をあらか た.POcP， N02-N， N03-Nは Strickland& Parsons7) 

じめ5000で焼いたグラスファイパ{ろ紙でろ過し，その の法により ，NH4-Nはインドフェノ{ル法8)により，有

前後の秤量の差より算出した.このろ紙上のものを懸濁 機態燐は溶君子態(DOP)と懸調態 (PON)に分け Menzel

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Hea1th 

24-1， i.~Hyakunincho 3 chome， Shinjuku占u，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Mean， Maximum and Minimum Values of POcP， Dissolved Organic Phosphorus (D. O. P.)， 

Particulate Organic Phosphorus (P. O. P.)， Total Phosphorus (T♂)， NH4-N， NOa-N， 

NOγN and Particulate Organic Nitrogen (P. O. N.) 

The values are expressed as mgjml. 

St. 1 Mean 

Maximum 

Minimum 

Max. jMin. 

St. 2 Mean 

Maximllm 

Minimum 

Max.jMin. 

St. 3 Mean 

Maximum 

Minimum 

Max.jMin. 

St. 4 Mean 

Maximum 

Minimum 

Max.jMin. 

St. 5 Mean 

Maximum 

Minimum 

Max.jMin. 

St. 6 Mean 

Maximum 

Minimum 

Max.jMin. 

St. 7 Mean 

Maximum 

Minimum 

Max. jMin. 

St. 8 Mean 

Maximum 

Minimum 

Max.jMin. 

St. 9 Mean 

Maximum 

Minimum 

Max. jMin. 

POcP D. O. P. P. O. P. T-P NHcN NOa-N N02-N P. O. N. 

0.004 0.010 0.099 0.114 0.064 0.05ο0.005 1.13 

0.009 0.024 0.231 0.243 0.245 0.271 0.019 2.67 。 o 0.026 0.032 。 o 0.001 0.368 

8.88 7.59 7.26 

0.087 0.056 0.136 0.278 0.166 0.032 0.011 0.499 

0.333 0.165 0.419 0.917 0.726 0.109 0.043 0.912 

0.013 0.007 0.022 0.057 0.001 0 0 0.120 

19.0 16.1 一 一 一 7.6

0.007 0.015 0.101 0.123 0.044 0.089 0.007 0.856 

0.010 0.032 0.197 0.225 0.117 0.363 0.019 1.64 

o 0.007 0.025 0.038 0.007 0 0 0.314 

7.8 5.92 一 一 一 5.22

0.016 0.010 0.052 0.089 0.079 0.016 0.014 0.373 

0.033 0.025 0.116 0.156 0.307 0.629 0.039 0.805 

0.003 0 0.025 0.039 o 0.002 0.001 0.158 

4.64 4.0 5.10 

0.004 0.010 0.050 0.062 0.033 0.129 0.014 0.386 

0.020 0.025 0.122 0.150 0.107 0.794 0.119 0.650 

o 0 0.012 0.023 0.004 0 0 0.200 

10.1 6.52 3.25 

0.006 0.010 0.040 0.056 0.027 0.048 0.003 0.380 

0.015 0.022 0.097 0.113 0.060 0.116 0.007 0.667 

0.002 0.002 0.016 0.022 0.002 0 0.001 0.172 

6.06 5.14 3.88 

0.010 0.032 0.028 0.071 0.033 0.311 0.007 0.562 

0.035 0.118 0.061 0.142 0.064 0.691 0.015 0.955 

0.001 0.009 0.010 0.023 0.008 0.050 

6.10 6.17 

o 0.364 

2.62 

0.005 0.012 0.083 0.100 0.052 0.087 0.004 0.749 

0.013 0.021 0.149・ 0.166 0.356 0.430 0.014 1.548 

o 0.006 0.023 0.034 0.002 .0.087 0 0.230 

6.48 4.88 6.73 

0.014 0.018 0.097 0.129 0.019 0.057 0.004 1.02 

0.053 0.028 0.187 0.226 0.064 0.280 0.013 0.639 

0.003 0.006 0.022 0.060 0 0 0 0.150 

8.5 3.77 一一- 4.26 

& Corwinの法9)により定量した. 定された6.8を最低値とし，最高値は St.9の4月の 9.7

となっている.夏に高い傾向にあるのが St.1， 3， 6， 7， 

であり，逆に冬が高くなっているのが St.2と4であった.

またSt.9は常に pHが高く最低でも11月の9.0であった.

結果

1. pH，燐，窒素，炭素の変化 図1に pHの変化を

示す.濠全体としては， St. 2の8月と St.4の11月で澗
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Fig. 2. Seasonal Changes in the Amounts of 

Dissolved Organic Carbon (D. O. C. )むldParticu-
late Organic Carbon(P. O. C.) 
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Fig.3. Seasonal Changes in the Amounts of 

Chlorophyll a 

次に Table1に無機態と有機態の燐および窒素の平均

値，最高値，最低値を示した.また POP，TOP， PON 

については最低値と最高値の比を示してある.POcPは

St.2の8月にO.333mg/lという高い値があるほかは，い

ずれも低くなっている DOPはSt.2の8月と St.7の5

月で高い値が測定された.POPはSt.2の8月で最も高く，

またこの濠で最高値/最低値の値が高く変動が大きいこ

とを示している.逆に POPの変動が少ないのは St.4で

あった.またPONについては， St.1の9月が最も高く，

平均値としてもこの濠が一番高い値を示している.St. 4， 

5， 6，が PONの低い所となっている.また PONに比

較して POPの変動が大きくなっていることがわかる.

Fig.2には POCおよび DOCの変化を示した. POC 

の最高{直および POCとDOCの合言十としての TOCの最

高値はいずれもSt.1の9月で測定されている.一般的に

DOCの変動は POCの変動に比較して小さい.例えば，
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St.1では最高値/最低値がPOCで8.0であるのに対し，

DOCでは2.1となっている.また各濠間の{直を比較して

みても， DOCの各濠の平均値の巾が 5.6'""-'8.9mgjlで

あるのに対し， POCは2.2.....，.，8. Omgjlとなっている.

POCに比べて DOCの多い濠としては St.2， 4， 5， 7， 

9が挙げられるだろう.

2. 植物プランクトン量および主要構成種の変化 植

物プラングトン量の変化をクロロフィノレ aとフェオフィ

チ γaの合計の変化でとらえたものをFig.3に示す.St. 1 

では9.2'""-'11.2， St.2では9.1'""-'29.7，St.3では15.7'""-'211

St.4では9.1'""-'92.5，St.5では8.0'""-'32. 1， St. 6では5.4~

42.7， St.7では2.8'""-'31. 7， St. 8では5.3'""-'76..5，St.9で

は9.6'""-'130μgjlの値が測定された.平均してみると，最

も低いのがSt.6の16.6μgjl次にSt.5の20.0μgjl，St. 7の

24.4μgjlとなった. クロロフィノレ量の高い濠は， St.3の
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78.8μgjl，次にSt.9の73.4μgjl，St.1の53.6μgjlと続く.

St.2とSt.4は通常は低い値を示しているが，ある時極め



はSt.1とSt.6であり次にSt.3となった.特にSt.1とSt.3

はセストン量が大きく変化するが，これはほとんど植物

プラングト γ量の変化によるものであることがわかる.

相関が患いのはSt.5とSt.8である.またSt.2とSt.8はク

ロロフィル aがOの時の値がそれぞれ10.0と10.2となり

植物プラングトン以外に由来するセストン量が他の濠

より多い. Table 3には POPをlとした時の PON，

POCの値について各濠ごとの平均値を示した. N: P 

比が最も低いのはSt.5であり，次にSt.4，9， 3が低い所

となった. 外濠の千鳥ヶ淵で採集した M.aeruginosa 

のC:N: P比についても表に示しであるが，このN:P

比13以上となっている濠はSt.1と7である.これらの譲

はいずれも藍藻の割合が高い濠となっている.またN:

P比が低い濠はSt.4，9， 8となっており，いずれの濠と

も珪藻量が相対的に多くなっている.このような濠では

N:P比が低いために藍藻の割合が低いのか， あるいは

逆に藍藻量が少ないために N:P比が低くなったのかは

今後の問題であろう.

考察

長居内濠群のうち 9ケ所について調査を行ない， うち

6か所は月 l聞の調査を実施した.坂本10)は富栄養湖の

全P濃度として 0.01"-'0.09mgjl，全Nとして 0.5-----1.3 

mgjlを提出しているが， 内濠の中では全Pの最も低い

所で年間平均O.06mgjl (St. 5およびSt.6)であり， St.1， 

2， 3， 8， 9はいずれも O.lmgjlを越える値であった.

ここでは溶存有機態窒素の測定を行なっていないが，無

機窒素成分および PONの値の合計だけでも各内濠の年

間平均は0.496"-'1.246rngjlの範囲となり官栄養湖のな

かにはいる.またクロロフィノレ a量についてみても富栄

養湖の範間11)に入るものであったが，松本城の各濠の最

高値が 128"-'424mgjI12)にあることに比較すると内濠は

32.1"-'211μgjlと低いほうにずれている.外濠の最高値

の範囲については 45"-'175μgjlという値3)がだされてい

るが， これは年4回の調査結結4果でで、あり，実際には高いほ

うにず

8月に最高{値底を示しているのはS凱t.1のみであり，通例の

年4回の調査 (2月， 5月， 8月， 11月〉結果のみでは，

最高値は低いものとなってくる.
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C: N : P Atomic Ratios of Seston 
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ここで内濠群の植物プランクトンの栄養条件について

考察してみたい.まず NjP比についてみると内濠群で

は 5~20の値がえられた. Fuhsら13)によれば.珪藻や

細菌の最高の分裂速度を可能にする値は16であり，緑藻

のある種については 3014)という値も提出されている.

Healey & Hendze}15)によれば，窪素制限でない条件下で

は CjN比が安定で約5となりこれ以上の値だと窒素制

て高い値をだす濠である.

Table 2に優占種の変化， Fig.4に Microcystis

aeruginosaの細胞数の変化を示す. S1. 7以外の濠では

冬期に珪藻が優占している St.1は冬期においても，

M. aerugi・nosaが102-----103オ{ダ{みられるが，夏期に

おいては104オ{ダ{どまりであり，Lyngbia， Anaba“ 

enoρsis等の他の藍藻が優占している.この濠は藍藻の

種類数が多いことが特徴となっている. St.2， 4は珪藻

が優占している濠であり，夏期にはハスが水面を被うた

め，クロロフィル a量にもあらわれているように，植物

プランクトン量の少ない濠である. St.3は構成種として

はSt.1に似るが，優占種としては珪藻の比重が高くなっ

ている S1.5および 6は M.aeruginosaが出現しては

いるが， St.1に比較しでもずっと低い量となっている.

St.5と6は構成種はよく似るがSt.6のほうが藍藻の比重

が低くなっている. St. 7は8月に出現する藍藻が13種あ

り種類数としては多いが，他の藻類は少なく，クロロフ

ィノレ aであらわれてくる植物プランクトンの現存量は低

いものとなっている. St.8は2月， 3月においても M.

aeruginosaが102オ{ダ{認められる濠であるが，この

細胞数は真夏より 4月，9月に多くなっている.またこ

こでは緑藻類が優占種となることが多い St.9は年間を

通じて珪藻が優占しており，特に冬期においても2，3種

の珪藻が 104オ{ダ{と高く存在していた.この一因と

しては，この濠においては水温が他の濠より高く，次に

水温が高い所との差が12月から 2月にかけて 2.40 もあ

ることが考えられる.

3. 懸濁物関の関係について クロロフィル a量とセ

ストン量の関係をみたのが Fig.5である.相関が良いの
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限の条件になると報告している.また野外の条件下で、も

藍藻のある種は4.6"-'4.8になる16)と報告されている.い

ずれにしても，内濠の CjN比は6.4，，-，9.1であり ，CjN 

比および NjP比からみて，相対的に窒素が少ない条件

にあるのではないだろうか.これはあくまでNとPの比

であってPが過剰にあるということかもしれない.

内濠群はたとえばクロロフィル aの季節変動をとって

みても濠によってそのパタ {γは異なる.これは内濠群

が，湖沼の選移の発達段階の異なるものを合んでいるか

らではないだろうか.すなわち， St.5と6は中栄養湖に

近い段階にあり，更に富栄養化がすすめば St.1，3，8の

ようになり，また有機物が蓄積され深度が浅くなり，ア

シやハスのような植物が侵入するような末期の段階とし

てSt.2とSt.4が考えられる.この段階では，毎年植物体

の枯死により底に更に大量の有機物を蓄積し濠の浅化は

助長される.従ってSt.2や4のような濠では，植物の枯

死体をできるだけ除去することが望まれる.
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藍藻 Microcystisαeruginosαの審性 -1979年の結果ー

渡辺真利代六大石真之料

Toxicity of Microcystisαeruginosα-Results in 1979-

MARIYO F. W A TANABE and SHINSHI OISHI 

Keywords: !蔑藻 blue-greenalgae， Microcystis aeruginosa，水の華 water-bloom，毒性 toxicity

緒 告音
Fヨ

富栄養化や汚濁の進行した湖沼や池などでは，春から

秋にかけて表面水が黄緑色に虫色する藍藻の水の華の出

現がみられる.都内の公園池や濠も例外でなく 1，2)，多く

の水界で Microcystisや Anabaenαなどの水の華がみ

られる.また冬期においても水の華の状態になっていな

いとはし、え，表面水に Microcystisが観察されることも

ある.そして，池によっては 4月はじめでも水面の呈色

がみられる.この藍藻の水の華はその細胞が分解される

際に悪臭を放つばかりでなく，諸外国においては家畜や

水鳥の籍死を引き起している%の.我国においては毒性を

有すると報告されているものと同種の藍藻が水源池にも

みられるようになっているめ.我々は1977年からMicro-

cystisの毒性について検討してきているがいに本報では

1979年の野外調査の結果を報告する.

材料と方法

藻体はプランクトンネットを用いて採取した.実験室

にもち帰り，メスシリ γダ{に移ししばらく放置後，表

面に浮上したものを再び採取した.この藻体を凍結乾燥

した後，生物試験に用いるまで -200で保存した，生物

試験に際しては，凍結乾燥試料300mgに対し蒸留水6ml

を加え，ホモジナイザ~ (ポリトロン〉で磨砕し， 1晩

50に放置後遠心 (3，000 rpm， 20つし，その上清液を 0.2

mlずつマウス(1C R系，体重25~30g)に腹腔内注射し

た.上記の遠心で上清が得られなかった試料については

吏に16，000 rpm， 20'の遠心を行った.

結果と考察

表 1に Microcystisaeruginosaによる水の華の毒性

試験の結果を示す.毒性は死亡個体数/実験個体数であ

らわされている. ここではマウス 1匹あたり藻体 10mg

からの抽出物を投与したことになり， これは330"，-，400

内公閣の清澄庭閣の池，富士見池，皐居外濠の千鳥ケ淵

で毒性が認められた.諏訪湖の M.aeruginosaは7月

と8月のはじめには致死作用がみられたが， 1978年の

M.αeruginosaは同じ10mgj匹の投与量では致死作用を

示さなかったり. 津久井湖は昨年水の華状態になってい

たのは7月のはじめと 9月の末の限られた時-期であった

が，今年は M.aeruginosaの水の翠が著しく，調査し

た8月のはじめから 9月のはじめにかけて毒性が維持さ

れていた.また清澄庭園の試料・は採取の前 1週間ほどの

聞に，この年たまたま北に帰らず、残ったコガモが毎日一

羽ずつ死亡していくという報告を受けて調査したもので

ある.この試料には，Anabaenαsρiroidesが藻体量と

して 2%程度合まれていた. 同様に A.ゆかoidesが含

まれていたのは碑文谷池からのものであり， 5%程度で

あった.しかしこの試料では毒性がみられなかった.こ

の2か所以外の試料は100%近く M.aeruginosaであっ

た.千鳥ヶ淵については， 6月末から 8月の末にかけて

約 2週間おきの試料採取を行い，すべての時期に致死作

用がみられた.ここは1977年の調査では毒性の認められ

なかったところである.昨年毒性が認められたにもかか

わらず， 1979年にはみられなかったのが，不忍池と洗足

池からの藻体であった.またいずれの藻体によるもので

も，マウスの死亡は接種後 1"'-'2時間でおこった.

以上，毒-作用の発現は時期によりまた年により異なる

ことがわかった.培養実験では対数期に毒性物質が多い

という報告8)もあり，諏訪湖の 8月の下旬に毒性がみら

れないのは，この時期諏訪湖でも藻の活性が落ちている

ことと関連があるかもしれない.またここで用いた試料

はほとんど M.aeruginosaからなり，清澄庭園の池と碑

文谷池のものでは Anabaenαゆかoidesが含まれていた

が，量的にも少なく，またこれは有毒種といわれている

mgjkgに相当する.調査したのは9か所の水界であり， ものとは異なることより，マウスの死亡は Microcystis

このうち 6か所すなわち諏訪湖，津久井湖，相模湖，都 によると考えられる.

中東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

料同毒性部薬理研究科

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Toxicity of Microcystis aeruginosα 

Source of bloom Date Mortality 

Lake Suwako 17.7.79 5/5 

7.8.79 5/5 

24.8.79 0/5 

Lake Tsul王uiko 4.8.79 5/5 

13.8.79 5/5 

27.8.79 3/5 

7.9.79 5/5 

Lake Sagamiko 27.8.79 5/5 

7.9.79 5/5 

15.9.79 5/5 

22.9.79 5/5 

Pond Senzol印刷ike 21. 6. 79 0/5 

26.7.79 0/5 

26.9.79 0/5 

Pond Shinobazunoil王e 25.7.79 0/5 

Pond Himonya-ike 26.9.79 0/5 

P ond Shiakuji-ike 25.7.79 0/5 

P ond Kiyosumi 11. 9. 79 5/5 

Moats around the Imperial Palace 

Chidorigafuchi 30.6.79 5/5 

16.7.79 5/5 

28.7.79 5/5 

11.8.79 5/5 

22.8.79 5/5 

また水道水源に異常に増えた藍藻が人体に害をもたら

すとし、う報告9) もあり，今後この毒物質が周圏水界にど

の程度溶出するのかを調査する必要があるだろう.
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都内障水の生活環境!こ関する調査研究(第12報〉

2三宅島新;零の水質およびブランクトンの周年変化

松本淳彦*，土屋悦輝*

Limnological Studies on the Inland Waters in the Metropolis of Tokyo (XII) 

斑onthlyChanges of Water Quality and Plankton of the Meromictic Lake 

Shinmyo， Miyake Island 

A TSUHIKO M A  TSUMOTO* and YOSHITERU TSUCHIY A * 

Some physico.chemical and plankton community features of the Lake Shinmyo with the maximum 

depth of 36m were surveyed monthly from April 1973 to March 1974. The lake has neither inflow 

nor outflow connected with the stream. Water temperature in the epilimunion varied remarkably in each 

month and it was strati五edin the hypolimnion below 15m from the surface throughout the year. The 

temperature rises gradually with the depth and such values as 27.2-28.1 oC were recorded at the bottom 

of the lake. The dissolved oxygen was not detected in all the layers below 10m in depth. The lake 

water contains high concentration of chlorinity reaching as high as 17 g/l near the bottom. The 

dominant plankton species were as follows; Anabaena sp.， Chroococcus distersus， Chαetoceros muelleri 
and Ankistrodesmus falcαtus v. mirabilis. The water-bloom of blue.green alga representing Anαbaenα 

was observed in September. 

Keywords : meromictic lake， phisical and chemical features， plankton 

緒 言

三宅島は東京の南約180kmの距離にある伊豆七島の一

つで，席問およそ40kmの島である.本島には大路池〈淡

水湖，面積98，800m2，最大水深9.3m) と新津(汽水湖，

面積57，600m2，最大水深36m)の二つの自然湖がある.

大路池は飲料水源となっていたが，富栄養化が進み，

1972年にはカピ臭が発生するなど水質障害をこうむるよ

うになった1，2) 一方，新i零も流入，流出する河川がない

閉鎖環境にありながら，水の華が発生する富栄養湖の様

相を示しているの.

我国には多くの汽水湖があるが，この人工汚染のない

特殊環境にある新津の現状を他の汽水湖と対比すること

は陸水学上，また守自然、環境保護の面から重要と忠われ

る.本湖については吉村，宮地ベ福島5)，新井6〉，松本

ら3) の報告があるが，生物学的にはいづれも一時的な調

査に終っていた.そこで著者らは一年間にわたって毎月

一回の調査を行ない，理化学的，生物学的な周年変化に

ついて明らかにしようとしたものである.

新潟の概襲

新湾は1763年の噴火で形成されたといわれる火口湖で

ると長径400m，短径200m，面積57，600m2，体積約146

万m3，最大水深 36mを有する汽水湖である.湖の周囲

は絶壁で閉まれ，湖岸は急斜して湖棚の面積がきわめて

少ない特徴をもっている.

本湖には流入，流出する河川はないが，砂岩層を通し

て間接的に海と連絡しているといわれ，潮汐の影響によ

る水位変化がみられる.本湖は地形的に人為汚染を受け

ることの少ない閉塞環境にあるが，夏季には麗藻の水の

華が発生しており，富栄養湖の様相を呈している.なお

肉眼的な動物としてコイ，ワカサギ，スジエピ等が生息

しているが，水草の生育はみられない.

調査時期と方法

1973年4月から1974年 3月まで毎月一回〈原則として

月末〉最深部において観測を行なった.調査時聞は午前

10時から12時の間である.現場では，電気水質計〈東邦

電探 EST-3型〉を使用して表面から湖底まで 1mごと

に水温，電気伝導度を測定し， 同時にパンドン採水器

(51容〉で水深 5mごとに採水を行なった. pHは比色

法により，溶存酸素はウイ γクラ…変法によってすみや

かに測定した.その他の項目は試水を実験室に持捕った

あり 7〉，島南の海岸からおよそ300mの距離に位置してい のち，おもに上水試験法10)に準じて分析を行なった.

る.本湖の湖盆形態(Fig.1)は堀江8〉，新井9)の資料によ 植物プランクトンはホルマリ γ固定した試水をそのま
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Fig. 1. Contour Map of Lal臼 Shinmyo (From 
T. Arai (1972). 0 indicates Central Sampling Sta-
tlOn. 

ま，あるいは遠心分離法で10倍に濃縮したものを界線ス

ライドグラス上に O.lmlとり， 200，，-，400倍の拡大で鏡

検，計数し，湖水1ml中の個体数を算定した.動物プラ

ンクトンは，口径20cm(網目 xx13号〉のプランクトン

ネットを水深10mから垂産引きして採集し，ホルマリン

間定したものを定性的に鏡検した.

調 査結果

1) 水色と透明度

湖水の色は， 4月r-..J7月の聞は淡緑色から灰緑色であ

ったが， 8月から10月にかけては濃茶掲色，褐色を呈し，

著しく濁っていた.11月r-..J 1月は淡褐色で濁りも減少し

た. 2月， 3月は灰緑色となり.かなり澄明になった.

透明度の年変化を Fig.2に示したが， 0.3mから3.6mの

間であり，最大は6月，最小は 9月であった.とくに 8

月から10月にかけては藍藻が著しく増殖していたため，

0.3"-'0.7mと小さかった.

2) 水温

表面水温は， 8月調査時が 32.00 でもっとも高く ，1 

月が最低で9.00であった.各月の水温の垂直分布をFig.

3に示した. これによるとそれぞれ非常に特異的で，中

層部でかなり複雑な分布がみられている. 4月から 9月

〈
国

ヰ

Fig.2. Monthly Variation of Transparency in 
Lake Shinmyo. 

の停滞期には，水深5mにいたる聞に急激に水温が降下

していくが，その後一次的に上昇し，9r-..J10m層で、ふた

たび降下している. 10月から 3月の循環期は 5'"'-'7mま

ではほとんど等温となるが，これ以深では同じように上

昇，降下をくり返す分布を示している.

このような特異分布がみられるのも15m以浅のみに限

られており，これ以深ではほとんど水温は変らない.し

かし，この水深を境に深さとともに徐々に温度が上昇し，

底層では 27.2r-..J28.10 となっている. このことはFig.4

に示した等温線図によるとより明らかである.

つぎ、に，各水深における水温の年較差をみると，表躍

では230と大きいが，水深が増すごとに小さくなり ，5m 

層では14.70，10m層では 5.70 となり ，15mにいたると

わずかに1.20 であった.これ以深でも湖底の 36mに達

するまで0.9"-'1.30の徴差でしか水温は変動していない.

このように新湾では上層部でのみ循環しており ，15m以

深ではほとんど年聞を通じて完全に停滞していることが

明らかである.

3) pH， ;容存酸素

表面の pHは8.4r-..J7. 6の範囲で変化していた. 4月か

ら9月の間は 8.4とやや高く， 10月から 3月の低水温時

は8.0，，-，7.6であった.垂直的周年分布を Fig.4に示した

が，水深5mから10mでは pHの水深差が大きく， 1m

深くなるごとに約0.2降下している.水深8m附近で、は中

性を示すが，これ以深になると弱酸性となり， 6. 6r-..J6. 8 

の状態が30m層附近までつづく.しかし，さらに水深が

増すと pHは逆に高くなり，底躍では7.1r-..J7.4の弱アノレ

カリ性を示していた.

溶存酸素は，表層で4月から 8月の間は110'"'-'130%の

過飽和状態を示したが， 10 月から 3 月までは 90~100%

の飽和率であった. 9月の調査時は藍藻が水の華を形成

するほど増殖していたため，溶存酸素も 170%と著しく

過飽和となった.しかし， 5m層では急減しており， 50 

%にすぎなかった.また， 7月にのみ 5m層で 180%の

過飽和層が観察された.Fig.4に示したように， 水深10

mを境にして溶存酸素は非常に少なくなり，これ以深で
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Chlorinity (fI/1) 

351 ~一一一18----..

Fig.4. Monthly and Vertical Distribution of 

Water Temperature， pH， DO， Electric 

Conductivity and Chlorinity in Lake 

Shinmyo， April 1973-March 1974. 

は年開を通して還元状態であり，同時に濃厚な硫化水素

の生成が認められた.

4) 電気伝導度，塩素イオン

電気伝導度(180換算値〉の垂直的周年変化を Fig.4

に示した.表層では 3.5......_，5. 5 x 103μ(Jjcmの範囲で多少

変動しているが， 8m附近にいたると6.0X 103μ(Jjcmと

なり，年間ほとんど変化がみられなくなる.さらに水深

が増すにつれて徐々に高くなり， 20m以深で、はおよそ 1

mにつき2，000μ(Jjcmの割合で高くなっていく.底層で

は表層の約10倍となり， 4. Ox 104μσjcmで、あった.

本湖には海水の浸入があるため，塩素イオンは非常に

濃厚であり，電気伝導度の分布と同様な傾向を示し，著

しく成層している.水深5mまでは1.2-----1. 3gjlである

が， 10m附近で2gjlとなり周年ほとんど変動がみられな

い. Fig.4に示したように，水深20m附近まではおよそ

2.5mごとに 19j1の割合で増加しているが，これ以深は

1m深くなるごとに 19j1増加している.そして底層では

海水濃度と近似の 17......_，18gjlにも達していた.

5) その他の化学成分

過マンガン酸カリウム消費量，総硬度， Si02， P043-， 

無機態窒素，有機態窒素についての水深による年間平均

値を Table1に表示した.これらは一般的に水深ととも

に増加していく傾向にあった.

P043ーは 0..........5mの表層ではO.05......_，0. 07mgjlを示す

が，深さとともに増加し 25，30m層で‘はO.35mgjl， 35 

m層では 1.8mgjlとなっている. 無機態蜜素は表面で

0.39mgjlとやや高かったが，中層で減少し10m層では

0.08mgjlの最小値であった.これ以深では， 20m層で

0.25mgjlと増加したが， 30mまで大きな増減はみられ

ていない.しかし， 35m層では急増して 1.06mgjlとな

り，すべてが NH3.Nであった.

アルプミノイド態窒素の垂直分布も同様な傾向にあ

り，表層で 0.26mgjlであるが， 15m層では最小の O.1 

mgjlであった.これ以深では徐々に増加しており，35m

層では 3.0mgjlを示した.

過マシガγ酸カリウム消費量は表層では 15.5mgjlで

あったが， 5..........10m層でやや少なく 11mg jlで、あった.こ

れ以深では深さとともに増加し， 35m麗では219.7mgjl

を示した.

Table 2は， 7月調査時に湖水の Na+， K+， S042-， Clー

について分析を行ない，標準海水の値11)と比較したもの

である. Na+， K九Clーについては水深が増すごとに値が

高くなり，底層では海水の値に近似してくる.しかし，

S042ーは例外で、 150mgjl前後を示し，海水に比較して値

が小さかった.しかも表層から底膚までほとんど濃度変

化がみられていない.これは，本湖の10m以深では一年

中無酸素状態にあり，硫化水素が多量に存在することか

ら硫酸塩環元菌の作用によることが大きいためと考えら

れる.

6) ブランクトン相

この調査中に見出されたプラ γクトンは藍藻類 2，珪

藻類 1，鞭毛藻類 1，渦鞭毛藻類 1，輪虫類2，甲殻類

1の計 12taxaで，次記のようなものであった.

Cyanophyceae 

Anαbaena sp. 

Chroococcus distersus 

Dinophyceae 

Peridinium sp. 

Bacil1ariophyceae 

Chaetoceros muelleri 

Chlorophyceae 

Ankistrodesmus falcαtus 

Ankistrodesmus falcαtus v. mirαbilis 

Carteria sp. 

Chlamydomonαs sp. 

Selenαstrum sp. 

Rotatoria 

Brαchionusρlicαtilis 

Keratellαvalga monstrosa 

Crustacea 

Cyc10pidae sp. 

これらは1972年における四季調査時のプランクト γ相

めとほとんど変わりはみられなかった. 本湖のプランク

トン相の種類構成は貧弱であり，季節によって個体数の

増減をくり返していた. これらの周年出長を Lohmann

の球曲線法によって Fig.5に図示した.季節的な消長を
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Mean Values of Chemical Properties of Lake Shinmyo， April 1973-March 1974. Table 1. 
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Some Ionic Compositions at Different 

Depths of Lake Shinmyo in luly 1974. 

Table 2. 
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8 

Fig.5. Quantitative Changes of Eight Species of 

Plankton in Lake Shinmyo， April 1973ふ1arch

1974. 

その他のプランクトンとして， 7月から11月にかけて

Ankistrodesmus falcαtus， 8月から 2月には Selenα

strum sp.， Chlamydomonas sp.などが少ないながら出

現していた.渦鞭毛藻の Peridiniumsp.は30.-...-420個体

/mlで周年出現していたが，ことに 8月， 9月に多くみ

られた.

動物プランクトンは 3taxaがみとめられたが， 6月に

Brachionusρlicαtilisが多く，また Keratellavα19α 

monstrosaは7月， 8月を除いた各月に出現しており，

優占種からみると， 4月には Chaetocerosmuelleriが

2，000/ml個体ともっとも多く出現していた.群体をな

す細抱は非常に少なく，ほとんどが単独浮遊性であり，

1O.-...-2，000/mlの個体数で周年出現がみとめられた. 5月

から 8月にかけては Chroococcusdisρersusが優占して

2，600.-...-16，000/mlを数え， これも周年みられている.

8月になると藍藻 Anabαmαsp.が急激に増殖して

4，000/mlとなり，さらに 9月には最高の5，200/mlに達

した. 水色は濃茶褐色に変色し， 水の華を形成してい

た.このときのグロロフィノレ aは78.0mg/m3を示し，

もっとも高かった.しかし，11月に入ると急減して 460

/mlとなり， 2月， 3月にはまったく消失していた.ま

た， 9月には湖水全体が茶褐色を呈しているなかで，一

部分に濃緑色の帯状の水の華が観察され，鞭毛藻類 Ca-

rteriaの一種と思われた.11月になるとふたたび Chro-

ococcus disμrsusが増殖して1，500.-...-2，000/rnlとなり，

水色も淡緑色となり，この状態が翌年1月まで、続いた.

2月， 3月には Ankistrodesmusfalcatus v. mirabilis 

が優占種となり， 8，000.-...-9，000/rnlを計数した.
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ことに 10月から 12月にかけて多くみられた.その他，

Cyclopidaeが7月'"'-'10月の聞に出現していた.

考察

わが国にはサロマ湖をはじめとして多くの汽水湖が存

在する 12) 塩分濃度の高い水は密度差によって湖の深層

に停滞し，循環期でも表層水と深層水が混合しにくい.

そのため，深層水中の溶存酸素は消失し，硫化水素が多

量に発生している.このような湖は部分(不完全〉循環湖

と呼ばれるが13〉，代表的なものとして春採湖 (9m)，水

月湖 (34m)，貝池 (11.5m)13)などがあり，新湾もこれ

に該当している.新湾は海岸から 300mも離れていなが

ら潮汐の影響による水位変化がみられている.

水温の垂寵分布から， 15m以浅では顕著な季節変化が

みられるが，これ以深は一年中変化することなく停滞し

ている.また，本湖の水温で特異的なのは15m以深で、は

深くなるにつれて温度が徐々に上昇していくことであ

る.湖底では 27.2'"'-'28.10 を示すが，1932年の吉村，宮

地による測定結果 (26.7っとほとんど変っておらず，長

年にわたって高温状態にあることがわかる.これに類似

した現象は Hot Lake (ワシントン， 3.5m)， Vanda 

Lake (南極， 66m)などにみられるが14〉，太陽輔射エネ

ノレギ{の貯留や，地熱，湧泉熱などが高温をもたらすも

のと言われている.最大水深が34mと新i零に類似してい

る水月湖15)では， 8m以浅では同じような水温分布がみ

られているが， 17m以深では湖底にいたるまで 14.7'"'-'

15.00 の範囲で周年変化していない. しかし，深さとと

もに温度が上昇する現象はみられない.

溶存酸素は，淡水湖の大路池で、は夏季停滞期にのみ底

層 (8m以深〉で消失するがm，新涛の10m以深で、は一

年中存在していない.この無酸素層の厚さは26mにもな

っている.一菱内湖や水月湖では30mにも達するといわ

れる 17)

春採湖，水月湖，貝池では無酸素層との境に硫黄細菌

の Chromatiumが水を紅色にするほど増殖する現象が

みられているが16，18，19)，新涛では常には認められない.

これはむしろ淡水湖の大路池で夏季の無酸素層 (8m層〉

でみられている 20)

塩素イオンは35m層では 17'"'-'18gjlであるが，この底

層における濃度は，海と地表でつながっている貝池(18.6

gjl) 21)や日向湖 (17.6gjl)15)と同じように高塩であり，

海水の値に近い. 水月期では表層の濃度は同様で、ある

が，湖底で、は8gjlとなっている.

湖水は深層ほど非常に澄明である.しかし， 10月から

2月にかけて10'"'-'15m層で、濁度15'"'-'27mを示すことがあ

り，この上下5mより 5'"'-'10倍の高濁層が認められる.

色調は淡梅色で懸濁しており，プランクトンの分解物と

考えられる.この時期は夏季に大増殖をする藍藻の衰退

期であり，これが死滅，沈降し，水の密度差から一時的

に高濁層をもたらすものと推察される.中尾らは22)，網

走湖，水月湖で懸淘物の華麗構造を調べているが，前者

では11m麗に，後者では 7'"'-'9m層に極大がみられると

いう.この層への懸渇物の集積は生物活性のためではな

く，塩分の淡濃境界での摩擦力が懸濁物粒子を沈降に抗

して保持するものと推論している.

藍藻 Anαbaeneは，夏季になると大増殖を起こすプ

ラングトンであり，水の華の形成は1972年は 8月であっ

たが， 1973年は 1ヶ月おくれて 9月に出現した.その後

の経年観察ではこれほど顕著にはなっていない.

Chroococcus d~sρersus は塩素イオンが 6'"'-' 8 gjlの

養鰻池でよくみられる種で24>，季節的な持続性種といわ

れる.新湾でも本種は周年出現しており，ことに 7月に

多くみられている • Chαetoceros muelleriは本湖の唯一

の浮遊性珪藻であるが，汽水性種として養鰻池のほか，

水月湖にも優占プランクトンとして出現している24)

輪虫 B.ρlicatilisも汽水性種として知られ， 河北潟で

K. valgaとともに多く出現しているものである 25)

40年前の1932年 6月に吉村，宮地はすでに本湖におい

て Nodularia harveyana が水の華を形成するほど増

殖しているのを観察し，透明度1.5mを記録している26)

このことから，新i零が富栄養湖になったのはさらに以前

のことと思われる.

まとめ

1973年4月から1974年 3月の一年間にわたり，三宅島

新津の毎月 1自の調査を行ない，次のような知見が得ら

れた.

1 )透明度は最大6月の 3.6mから 9月の 0.3mであ

り，とくに夏季の 8月， 9月は0.5，0.3mと小さかった.

2)水温は，水深15m以深で、は年聞を通じてほとんど

変わらないが，それ以浅では顕著な季節変化がみられて

いた.また， 15m以深で、は徐々に水温は上昇しており，

湖底では27.6土0.50の高温状態であった.

3)塩素イオンは，表層では 19j1強であるが，深さ

とともに増加し底層では海水濃度に近い 17'"'-'18gjlで

ある.

4)椿存酸素は10m以深では検出されず，周年還元状

態であり，硫化水素が多量に発生している.

5) P043ーは表層では0.05'"'-'0.07mgjlで、あるが，深さ

とともに増加し， 35m層ではで1.80mgjlであった.無機

態，有機態窒素は，表層で 0.39，O. 26mgjlを示し， 10 

'"'-'15m層でー担少なくなるが，これ以深では増加してい
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る.35mで、はそれぞれ1.06， 3. Omg/lであった.

6)プラ γグトンは，植物性9，動物性3の12taxaで、

あった.季節的な優占種の遷移は，Chαetoceros mue-

lleri， Chroococcus disρersus， Anadaenαsp.， Chro・

ococcus disρersus， Ankistrodesmus I1αlcatus v. 

mirabilisであった.

謝辞 この調査を実施するに際しては，三宅島村役場

水道温泉課，山本幸蔵前課長をはじめ，同課の方々に大

変お世話になった.また，本稿の執筆にあたっては東京

都水道局，乙幡恵氏から有益な助言をいただいた.ここ

に深謝の意を表する.

文献

1)東洋大学工業技術研究会:三宅島の水道水源調査報

告書，昭和48年 3月

2)松本淳彦，土屋悦輝:水協雑， 514， 42， 1977 

3)松本淳彦:東京衛研年報， 25， 453， 1974 

4) Y oshimura， S. and D. Miyaji : ] aρ. ]our. Geol. 

Geog.， 13， 339， 1936 

5)福島博:横浜市大論議， 13， 1， 13， 1961 

6)新井正，森和紀，高山茂美:陸水雑， 38， 1，1， 

1977 

7)池田信道:三宅島百話， 1973，島の新聞社

8)堀江正治:陸水雑， 18， 1， 1， 1956 

9)新井正，高山茂美，他:地理評， 45， 5，364，1972 

10)日本水道協会:上水試験方法， 1978 

11)小山忠四郎，半田11揚彦，杉村行勇:湖水，海水の分

析， 1972，講談社サイエンティフィグ

12)西条八束，阪口 豊:科学， 48， 6， 352， 1978 

13) Ruttner， F.: Fundamentals 01 Limnology， 3ed.， 

Univ. Toronto press， 1973 

14) Bayly， 1. A. E. and W. D. WiIIiams: lnland研Ta・

tersαnd Their Ecology， Longman Australia， 

1977 

15) Matsuyama， M.: Bull. Fac. Fish. Nαgasaki 

Univ.， 44， 1， 1978 

16)松本淳彦，土屋悦輝:東京衛研年報， 29， 392， 1978 

17)上野益三:陸水学史， 1977，培風館

18)堀江正治:日本の湖， 1964， 日本経済新聞社

19) Matsuyama， M. : ] aρ. ]our. Limnol.，39， 3， 103， 

1978 

20)松本淳彦:未発表資料

21) Matsuyama， M.: ]ap. ]our・Limnol.，39， 3， 97， 

1978 

22)中尾欣四郎，石井吉之，知北和久，谷沢享子:日本

陸水学会講演要旨集， 1980 

23)岩井寿夫:三重県立大学水産学部紀要， 5， 3， 412， 

1962 

24)津田松苗編:日本湖沼の診断， 1975，共立出版

25) Mashiko， K.: Scei. Reρ. Kanazαwa Univ.， 6， 

1， 135， 1955 

26)吉村信吉:湖沼， 1941，誠文堂新光社



他誌発 表

SUMMARIES OF P APERS IN OTHER PUBLICA TIONS 

(1979. 7--1980. 6) 



283 

感染症等!こ関する調査研究 ての十分な資料はない.本稿では我々の成績を中心に

C. jejuniのヒトにおける腸炎の実態と， 感染源として

Laboratory aspects on the cause of the cholera のヒトおよび動物保菌について検討した成績を報告し

outbreak occurred in Japan， 1978 t.こ.

Makoto Ohashi : ]. Korean Soc. Midribiol.， 14， 39， 

1979 C，αmpylobαcter fetus subsp. jejuniが原因と推

Laboratory aspects on the cause of the cholera 定される食中毒について

outbreak in Japan， originated from a public 海沼 勝，山下智司，平井政好，和泉充夫，坂井千三

wedding hall， in 1978 丸山務，斎藤香彦:食品衛生研究， 29(10)， 861，1979 

Makoto Ohashi: Proceedings of the 15th ]oint 昭和国年5月，東京都渋谷区内のある飲食庖で，宴会

Conference on Cholera. The U. S. -]apan Cooperative 料理が原因で118名中101名が発病する食中毒が起きた.

Medical Science Program， pp. 334， U. S. Department その共通原因食品は“あさりとわけぎのぬた"で，患者

of Health， Education， and Welfare， Public Health の糞便から Ca11ψ'ylobacterjetus subsp. jejuniが検

Service， National Institutes of Health， NIH Publication 出されて原因菌と推定された.

No.80-2003， 1980 本事例は，わが国における Camtylobacterによるき

The cause of the cholera outbreak which took place わめてまれな事例と思われるので，その疫学的調査成績

in ]apan in November 1978 and originated from a を中心に報告した.

public wedding hall in Ikenohata， Tokyo was an-

alyzed. わが国におけるウェルシュ菌食中毒および検査法

Based on our observations， the following conclusions 伊藤武，坂井千三:メディヤサ{グル， 24 (9)， 

were drawn : The packed take-home-food served and 288， 1979 

provided by the wedding hall was regarded as the 食中毒起病性ウェルシュ菌は，ヒトの腸管内常在細蔚

vehicle of the current cholera outbreak. Although no 叢としてのウェノレシュ菌よりも芽胞の熱抵抗性が強く，

cholera vibrio was detected from the epidemiologically 100oC， 1 r-..J 4時間の加熱でも生存する“いわゆる耐熱

incriminated food， it seems likely that the outbreak 性芽胞形成ウェルシュ菌"であるとされ，さらに食中毒

was brought about by an unfortunate combination of 起病性ウェノレシュ繭の抗原分析により血清型が呈示され

the following factors. (1) A small number of the た.しかし，その後熱抵抗性の弱い芽胞を形成するウェ

whole-cooked frozen lobsters which were imported ノレシュ菌や Hobbsの血清型に該当しないウェノレジュ菌

from a cholera infected country and were used for the の食中毒例が多数報告されるにいたり，食中毒起病性菌

packed food had been contaminated with cholera vi・ を芽抱の熱抵抗性や血清型のみでは解決できなくなっ

brios at the producing site， (2) while the vibrios た.

multiplied in the lobsters and spread to other foods 一方， Duncanらや Hauschild らの毒素学的部から

during the cooking process， and then (3) they were の解析により，本中毒に直接関与する毒素すなわちエシ

allowed to multiply further before the packed food テロトキシγが明らかにされた.そこで，これらの最近

was finally consumed. の知見と本食中毒発生時の検査法について紹介した.

ヒトにおける Cαmpylobαcter腸炎の喪態とその感 ウェ}f，.シュ菌食中毒患者ふん便からのこ巳ンテ口トキシ

染源としての動物保薗について ン検出について

坂井千三，丸山務，斎藤香彦，深見トシエ，斎藤 稲葉美佐子，伊藤武，斎藤香彦，坂井千三，植村輿

誠，景森令克，渡辺賢哉，足立卓治:昭和54年度健康づ 阪口玄ニ:感染症学雑誌， 53 (9)， 409， 1979 

くり特別研究報告書 1980 ウェルシュ菌による下痢症の起因物質は，本菌の産生

最近， Cα11ψ'ylobαcterjejuniによるヒトの勝炎が現 するエシテロトキシ γ であることが明らかにされてお

らかにされ，本菌が新しい感染症の起因菌として注目 り，我々は本毒素のサノレ投与実験によって，サルの下痢

されている.しかしながらわが国における本菌の研究 便から逆受身血球凝集反応 (RPHA)で直接エシテロト

はまだ緒についたばかりであり，菌学および疫学につい キシンが検出されることを明らかにしている.このこと



284 

をヒトの本菌食中毒診断に応用し，本菌による食中毒事 トキシン産生が確認されたが，他の 1例では認められな

例を明らかにした.すなわち，東京都内に発生したウェ かった.

ノレシュ菌食中毒患者ふん使を対象に RPHA法でふん便

中のエンテロトキシ γを検討した結果，以下の成績を得 An Outbreak of Acute Enteritis Due to Cαmpy四

た lobαcterfetus Subspecies jejuni at a Nursery 

1963年~1978年までに都内で発生した13事例の各事例 School in Tokyo 

のふん使から本毒素が証明され，その毒素最は1: 100~ Itoh， T.， Saito， K.， Maruyama， T.， Sakai， S.， 

1 : 25， 800 (RPHA価〉であり本菌の排菌量は106jgであ Ohashi， M.， and Oka， A. : Microbiol. Immunol.， 24 

った.また同一患者について 1病日と 5病日のふん便中 (5)， 371， 1980 

のエンテロトキシンを検討したところ， 1病日では陽性 An outbreak of acute enteritis due to Camtyloba・

であったが 5病日では陰性であった.一方， 13事例の分 cter fetus subspecies jejuni involving a total of 35 

離菌のエシテロトキシン産生性は 1事例由来株を除いて out of 74 children occurred at a nursery school in 

すべて陽性であった.エシテロトキシγ非産生株につい Tokyo in January 1979 and lasted for 7 days. It was 

ては Detestで腸管の腫張が認められ，その貯溜液中よ the first case of a community outbreak of the disease 

り本毒素が証明された tobe recognized in Japan. 

The major symptoms observed in tne patients 

ウェ}j，.シュ薗下痢症の毒素学的迅速診断j去に関する研 consisted of diarrhea (88%)， fever (82%)， abdominal 

提 pain(39%)， and vomiting (61%). The rate of isola-

稲葉美佐子，伊藤武，斎藤香彦，坂井千三，植村興， tion of the organism from the patients was 39%. 

阪口玄ニ:第9回嫌気性菌感染症研究会講演記録， (9)， Sera of four patients showed elevated aggultinin 

95， 1979 titers against the organism ranging from 1 : 80 to 1: 

ウェノレジュ菌の産生するエンテロトキシ γの検索は， 320. 

ウサギDetestやマウス致死試験， モノレモヅト皮膚反応 Although it is suggested that the outbreak was 

などの生物学的方法もあるが，植村らは本毒素を高純度 caused by a communal lunch or between-meal snacks 

に精製した特異抗毒素血清を用いた血清学的方法として prepared by and provided at the nursery school， the 

逆受身血球凝集反応 (RPHA)法を開発した incriminatedfood， source and route of contamination 

我々は，この RPHA法をさらに徴最かつ迅速な方法 could not be pinpointed. 

に改良し，ェ γテロトキシγ検索の実用化を確認した結

来を述べた. ブドウ球菌コアゲうーゼ型別法の実際

潮田弘，寺山武:臨床検査， 23， 779， 1979 

ウェルシュ菌下痢症の毒素学的検討一一散発下痢症に 黄色ブドウ球菌は多種多様な疾患の原因菌となる.本

ついて一一 菌による院内感染の流行もまれではなく，その汚染源追

稲葉美佐子，伊藤武，斎藤香彦，坂井千三三，山崎悦 求や各種疾患の原因菌型の調査，あるいは食中毒の疫学

子，早矢仕治邦，矢島太郎:第10回嫌気性菌感染症研究 調査などに本菌の型別が必要とされる.世界的に最も普

会講演記録， (10)， 96， 1980 及しているブア{ジ型別法は， 20種以上の標準フア{ジ

散発下痢症におけるウェルシュ菌の因果性を明らかに を常備しておくことが非常に繁雑であるし，欧米で確立

する目的で，下痢患者ふん便 141件につき下痢原性細菌 されたためか，わが闘で分離される菌株では型別不能株

の検索を行ったところ，本菌下痢症と考えられる 2例を が極めて多い.それにかわって，黄色ブドウ球菌の同定

認めたので、報告した. 基準性状であるコアグラ{ゼの抗原性の違いを利用した

すなわち，腸炎ピブジオその他の腸管病原菌の検出さ コアグラ{ゼ型別法は黄色ブドウ球菌を I~刊[型に正確

れなかった下痢使141件のうち耐熱性 (75
0

C20分〉ウェノレ に型別できる.

シュ菌が54件(38.3%)より検出された.一方，ふん使か また型別用抗血清が市販されているので，どこの検査

ら直接本商エンテロトキシンが証拐されたのは 2例で， 室，研究室でも容易に行なえる簡便な黄色ブドウ球菌の

ふん使中のウェルシ品菌数はいずれもlOBjgであった. 型別法であることを紹介した.

この 2例の分離菌のうち 1例は invitroでもエンテロ



Antibiotic Resistance and Conjugative R Pla闘

smids in Sαlmonella Isolated from Gastroenteritis 

in Japan between 1966 and 1975 

Nakaya， R.， Horiuchi， S.， Yoshida， Y.， Sakai， S.， 

I toh， T.， Sai to， K.， Terayama， T.， Zen-Y 0 ji， H.， and 

Onogawa， T. : Microbial Drug Resistance， (2)， 207， 

1979 

This paper presents a summary of the data com-

piled from annual surveys on the antibiotic resistance 

and R plasmids in the strains of Salmonellαisolated 

from gastrointestinal infections in Japan during the 

10-year period between 1966 and 1975， i. e.， an exten-

tion of our previous report. The antibiotic resistance 

of 1，799 isolates of Salmonella was determined. 

Resistance to one or more of fhe antibiotics tested 

was found in 78% of the isolates. The frequencies of 

resistance to Sm and Tc were 73 and 34%， respecti圃

vely， whereas those to Am， Cer， Cm， and Km were 

2.5 to 7.4%. All the strains examined were found 

to be Gm-sensitive. It was found that the frequency 

of Sm resistance markedly decreased in the last 2 

years， while that of Km resistance increased in the 

last 4 years. Of 1，408 resistant strains， 43% were 

multiply resistant， in which the patterns (Sm. Tc) 

and (Km. Sm. Tc) were predominant. SαI1nonella 

typhimurium were the most prevalent serotypes 

during the period， representing 71% of the resistant 

serotypes. 

Conjugative R plasmids were demonstrated in 37% 

of the resistant strains in average and in 1975 the 

prevalence percentage of R+ strains reached to 70%. 

If strains with single Sm resistance conjugally nontrans・

ferable were excluded， the percentage of R+ strains 

were 68% of resistance strains. S. tYlりhimuriumre・

presented 84% of the R + serotypes. 

A New斑ethodfor Purification of Staphyloco鍾

agulase by a Bovine ProthrombinsSepharose Column 

H. Igarashi， T. Morita， ancl S. Iwanaga: J. Bio-

chem.， 86 (5)， 1615， 1979 

Staphylocoagulase was isolatecl from a culture filtrate 

of Staρhylococcus aureus， strain st-213， by a two 

step purification proceclure of chromatography on a 

bovine prothrombin-Sepharose 4B affinity column and 

gel filtration on Sephaclex G-25. The yielcl of the co開
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agulase activity ranged from 75-83% ancl the purifiecl 

preparation gave a single precipitin line in immuno-

diffusion tests against anti-crucle ancl anti-purifiecl 

staphylocoagulase sera. However， the final procluct 

was shown to contain one major and two minor com-

ponents by soclium cloclecyl sulfate polyacrylamicle gel 

electrophoresis. Chemical analysis of the meterial 

indicatecl that it does not contain any cystine residues 

and that its NH2・terminalresidue is a single isoleucine. 

ア7イエティーク口マトグラフィーによるブドウ球菌

3アゲラーゼの精製とその性状

五十嵐英夫，高橋正樹，森田隆可，岩永貞昭:臨床と

細菌， 7 (1)， 153， 1980 

コアグラ{ゼ(以下 Coag.と略〉は黄色ブドウ球菌の

産生する菌体外蛋白質で，ヒト，ウサギなどの血援を凝

固し，ブドウ球菌の分類学上，重要な因子の 1つでもあ

る.ブドウ球菌感染症における Coag.の役割や Coag.

の血竣凝固作用機構等については，まだ解明されていな

い.その理由は Coag.の精製が従来の方法では，きわめ

て複雑でかつ均一成分の分離が困難であったことがあげ

られる.

私どもは，簡便な Coag.の分離法を開発する自的で，

アフィニティークロマトを試みた結果，ウシ@プロトロ

γピソをリガγドとした Sepharose4Bカラムを用いて，

ブドウ球菌の培養炉液から一挙に， Coag.の分離，精製

しうる方法をみいだした.

そのときの回収率は 75'"'-'83%，比活性は A280=1当

り， 128， 000 MCD ;精製度は 8，600倍であった.最終標

品はゲノレ内沈降反応および免疫電気泳動，超遠心分析に

より均一であった.一方， 等電点分画法， Discおよび

SDSーポリアグリルアミドゲノレ電気泳動で、は，不均一性

を示したが，これは分子量，等電点の異なる Coag.の共

存によるものと推定された.アミノ酸組成の特色は Cys

がなく， NH2末端はイソロイシンであった.

Coag.活性の測定は，これまでヒトやウサギ血撲を用

いるゲノレ形成能により測定されているが，この方法では

Coag.の微量の変化量の測定ができない.そこで，ヒい

プロトロンピソと合成発色性基質 (Tosy-Gly-Pro-Arg-

pNA)を用いる光電比色法による Coag. の定量法を開

発した.

ブドウ球菌3アゲラーゼの免疫学的特異性の検討

一特にコアゲラー昔、 11型と 111型についてー

五十嵐英夫，新垣正夫，高橋正樹，潮田 弘，寺山
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武:臨床と細菌， 7 (1)， 154， 1980 diarrheal cases of acute phase， in 25 per cent of those 

黄色ブドウ球菌の産生するコアグラ{ゼ〈以下Coag. of convalescent phase， and in 16 per cent of 

と略〉は，その抗血清との中和反応によって，免疫学的 healthy individuals. Enterotoxigenic Escherichia coli 

に 1"-'咽に型別されることが普養寺らによって明らかに of non-enteropathogenic serotypes was the most 

され，コアグラーゼ型別として，黄色ブドウ球菌の型別 common cause in the diarrheal cases of acute phase; 

に実用化されている.しかしながら実際の型別において other responsible pathogens included Salmonellae， 

しばしばE型および亜型Coag.抗血清の共通反応がみら れ:brioραrahaemolyticus，Shigellae， invasive type 

れる E.coli， and so-called NAG vibrio. 

そこで，これらの原因を明らかにする目的で，ウジ・ Enterotoxin producibility of the E. coli isolates 

プロトロンピンをリガγドとしたアフィニティ{クロマ was examined by using CHO cell assay and reversed 

トで精製したE型および皿型Coag.の免疫学的特異性に passive hemagglutination (RPHA) test with red blood 

ついて再検討した.まず，精製Coag.rrおよびE型をそ cells sensitized with specific anti-cholera toxin immuno幽

れぞれ， CNBrで活性化した Sepharose4 Bとカップ globulin as well as using intragastric inoculation me圃

リングして， Coag. rr型-Sepharose4Bおよび Coag.m thod in suckling mice. Out of 101 isolates of entero-

型-Sepharose4 Bアブィニティーカラムを調製した toxigenic E. coli， 52 were producing ST， 28 were 

これらのアフィニティーカラムにカラムの Coag.型と同 producing both L T and ST and 21 were producing 

型または異型の組み合せになるように抗 Coag.rrおよび L T. Although a wide variety of serotypes were ob-

E型血清を applyして，各型の抗 Coag.血清の分画を行 served among the enterotoxigenic isolates， most preー

なった.その結果，各型の抗 Coag.血清中に，その型の vailing ones were 0148 : H28， 06: H16 and 027 : H20. 

Coag.とのみ反応する型特異抗体と他の型の Coag.とも Of the enterotoxin producing isolates， 35 were found 

反応する型共通抗体の 2種類の抗体をそれぞれ単離する to be antibiotic resistant. 

ことができた.型特異抗体と型共通抗体の特異性を検討

した結果，型特異抗体はCoag.1， rr， m， v， VI型の感作 1976'"'-'77年狸紅熱患者由来A群溶曲レンサ球菌の薬剤

血球との RPHA反応，中和反応，ゲ/レ内沈降反応、にお 感受性と菌型について

いて，対応する Coag.とのみ反応し，その特異性が確認 大久保11揚夫，柏木義勝，柴田実，永瀬金一郎:感染

された.これに対して，型共通抗体は上述のいずれの反 症学雑誌， 53 (10)， 498， 1979 

応においても，異なる型の Coag.と反応し，型共通性が 1976'"'-'77年度に全国各地から収集したA群溶血レンサ

認められた. 球菌について，薬剤感受性と菌型型別をおこなった.こ

の両年度における主要流行菌型は過去と同様に12型であ

Travellers' diarrhea and enterotoxigenic Esche- ったが，これ以外に 1型， 4型菌の台頭が著明に認めら

richiαcoli-a survey in 1977-1979 in Tokyo- れた.抗生物質に対しては，sーラクタム類にすべて感受

Yasuo Kudoh， Shigeru Matsushita， Sumio Yamada， 性を示したが， TC， CP， MLsにはなお高度耐性を示

Masaaki Tsuno， Kenji Ohta， Akemi Kai， Senzo Sakai す菌株が多いことが認められた.

and Makoto Ohashi : Proceedings of the 15th Joint 

Conference on Cholera. The U. S. -Japan Cooperative 狸紅熱患者とその家族の咽頭溶血連鎖球菌!こ関する研

Medical Science Program， pp.225， U. S. Department 究

of Health， Education， and Welfare， Public Health 飯村達，清水長世，柳下徳雄，和国弘，庭野一次

Service， National Institutes of Health， NIH Publi- 田中 実，永瀬金一郎，大久保暢夫，柏木義勝，柴田

cation No.80-2003， 1980 実:感染症学雑誌， 53 (10)， 564， 1979 

During the period from November 1977 to February 1972~75年の 4年間に狸紅熱の疑いで豊島病院に入院

1979， a total of 1，975 fecal specimens of oversea した患者 1，581名より分離した菌株につき，菌型と薬剤

travellers among Tokyoites， who were mainly of 感受性の両聞から患者と家族の溶連菌の関連性を検討し

visitors to South East Asia and India， were examined た結果，家族よりの菌型分布は，患者の場合と同様で，

for enteric bacterial pathogens. 12裂が最も高率で，患者株の67.5%と家族株の70.4%を

An etiological agent was found in 50 per cent of 占めた.また同一家庭の患者と家族の双方からの分離菌



の菌型が同定できたものは 213組で，そのうち 195組

(91. 5%)は両者の菌型が一致していた.患者分離株152

株と家族分離株137株について， PCG， TC， CP， EM， 

OLに対する薬剤感受性を調べたところ， PC耐性株は

全く見られず， TC， CP， EM， OLに対しては何れも

菌株の50%ないしそれ以上が耐性であり，家族株と患者

株の MIC値の分布は良く類似していた.

ヱンヂ口ウイルスの検査法

岩崎謙二:臨床とウイルス， 7 (1)， 15， 1979 

エンテロウイノレス〈腸内ウイノレス〉の検査法も近年は

広範な関連分野からの知識，技術の導入応用が活発にな

り，大幅な進展をみている.

著者はエンテロウイルスの分離同定試験および血清試

験に主焦点をおいて，技術解説をおこなうとともに，実

施にあたっての注意事項問題点についてのべている.

下水のサーベイランスからみた夏季のウイルスの生態

学

岩崎謙二:小児科， 20 (7)， 681， 1979 

地域社会におけるェγテロウイノレス，アデノウイノレス

およびレオウイルスの感染流行状況を，ウイノレス検索に

よってさぐる場合，下水検体はきわめて実用性のあるこ

とをのベた.

ついで，過去12年間著者らが実施してきた下水検体を

対象としたウイノレス@サーベイの結果をもとにして，東

京都内におけるエンテロ，アデノおよびレオ各ウイルス

感染の主流行発生，流行ウイルス種類の年次変遷経過や

季節消長などについて解析した.また下水ウイルスの疫

学的意義も考察した.

抗核抗体保有患者の BKウイルス感染

田口文章，薮内 清，矢野一好，柴田タツ美，岩崎謙二，

和田重次，郡司俊実:臨床とウイルス， 7 (3)， 305， 1979 

抗核抗体陽性の患者血清 125例についてBKウイルス

HI抗体価を測定し抗核抗体価と BKウイノレスHI価

を対比さぜて相関性を検討した.

Speckled型 (47件〉では正の相関 (0.46)，Shaggy， 

Speckled混在型 (54件〉では無相関 (-0.04)，その他

の型 (24件〉では負の相関 (-0.48)が観察され，抗核

抗体価と BKウイノレスHI価との聞に関連性のあること

が想定された.

BKウイルスの研究 1.東京地区における BKウイ

ルス感染の血清疫学
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田口文章，岩崎謙二，矢野一好，吉田靖子，山崎清:

臨床とウイノレス， 7 (3)， 311， 1979 

東京地区における BKV(新しいヒトのパポパウイル

ス〉の浸淫状況を知る目的で， 1958年および1972'"'"'73年

に採取した一般都民血清510件，家兎血清148件，ブタ血

清94件，ウマ血清59件，マウス血清50件およびヤギ血清

22件についてHI試験をおこない，抗体保有状況を検討

した.

BKウイノレス感染はヒトの聞では非常に高率に発生し

ているが，動物では種類によって差異があるばかりでな

く，一般に低率であった.

BKウイルスの研党 2.東京地区における BKウイ

ルス抗体保有状況の年次推移

田口文章，長木大三，岩崎謙二，矢野一好，吉田靖子

薮内 清，梶岡実雄:臨床とウイルス， 7 (3)，313，1979 

東京地区における一般住民のBKウイノレス抗体保有状

況の年次変遷経過をさぐる目的で， 1958年から1976年の

聞に採取した都民血清3，845件についてHI試験をおこ

ない，得られたデータは回帰分析法を応用して解析し

た. 1969~73年にかけて高い抗体価を示した例が多くみ

られた.なお，並行して実施した家兎血清の調査結果で

も同様の傾向がみられた.

Histopathological Studies on Experimental Ye. 

rsiniαenterocoliticαInfection in Animals 

Kohji Fukai and Tsutomu Maruyama: Contr. 

Microbiol. lmmunol.， 5， 310， 1979 

Relatively few reports have been made on histo-

pathological studies of experimental Y. enterocolitcα 

infection. The authors attempted to make detailed 

examinations using l11ice， rabbits and l110nkeys ac-

cording to the til11e course. Histopathological changes in 

infected animals were found mainly in l11UCOUS l11el11-

branes on Peyer's patches of intestin. The lesions 

consisted of formation of bacterial colonies aCCOl11pa圃

nied by accumulation of neutrophils and histiocytes， 

and proliferation of reticulum cells. Apart from the 

intestines， the liver showed most remarkable changes. 

Next raked changes in bone marrows and spleen. 

Observations on the Correlation Between Patho回

genicity and Serovars of Yersiniαenterocoliticα 

by the Assay Applying CeU Culture System and 

Experimental mouse Infection 
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Tsutomu Maruyame， Tsutomu Une and Hiroshi 

Zen-Yoji : Contr. Microbiol. Immunol.， 5， 317， 1979 

Although the strains of Yersinia enterocolitica 

際に，一体何から手をつけてゆくべきかについて問題提

起を行なった.

are at present known to be typed into 34 serovars， The Critical Equilibrium Activity (Minimum 

almost a11 the isolates from patients with intestinal Humidity for Survival) and Water Loss Kinetics 

i11ness are lmown to be typed to particular serovars in Dermαtophαgoides microcerα8 

such as 03， 05B， 08 and 09. From this fact a question Midori Yoshikawa: Jap. J. Sanit. Zoo1.， 30 (3)， 

should be clarified on whether the strains of a11 se・ 271，1979 

rovars are pathogenic to man， or if particu1ar serovar Net water movement between standardized mites 

strains have pathogenicity. Thus， we carried out and ambient air was measured by weight changes in 

attempts to solve the question by experimental in幅 fastingmites. The ambient vapor activity， av， is 

fections in mice and cultured HeLa ce11s. humidity indicated as R. H. /100. The minimum hu-

midity from which a mite can extract water is expre-

Yersiniαenterocoliticα感染症 ssed as the critical equilibrium activity (CEA). Sta-

丸山務:医学のあゆみ， 111 (13)， 850， 1979 ndardized females of Dermatothαgoides microceras 

「最近の感染症， その変貌と対策」特集の一環として were exposed to eight activities of 0.50 to 0.85 for 

Y. enterocoliticαの部分を分担執筆した.本菌がヒト 24 hours using glycerol-water mixtures. The weight 

感染症の起因菌として注目されるようになってからの歴 change for each activity was recorded as the net cha-

史は比較的新しいが，これまでに得られた本菌の菌学， nge in weight in 24 hours， s W24・Valuesof s W24 

病原性，疫学，感染像，臨床症状，診断と治療など我々 were directly proportional to activities of 0.5 to 0.70 

の調査研究と文献的考察を含めて解説した (A).However， in activities from 0.75 to 0.85， va1ues 

野冷性病原細菌 Yersiniαenterocoliticαの検査法

丸山務:肉の科学， 20 (1)， 178， 1980 

Y. enterocoliticαはヒトの胃腸炎の原因となり， こ

れまでにいくつかの大規模な集団発生も報告されてい

る.本菌は Salmonella向様動物からしばしば分離さ

れ，特にプタには高率に保菌されていることが明らかに

され，食肉への、汚染が十分考えられる.一方，本菌は 4

℃以下の低温でも増殖する好冷性状が明らかにされ，食

品衛生上の新たな問題を提起している.本稿では畜産食

品を取り扱う技術者および管理者を対象に，以上の問題

点を指摘し，本菌の検査方法について解説した.

人畜共通伝染病と公衆衛生行政

of s W24 were not significantIy different， so they were 

averaged (B). The CEA is ca1culated by A and B. 

1 t is determined to be O. 72. In dry air (av o. 00)， 

weight losses were monitored for 48 hours using sta-

ndardized females. Mites 10st water rapidly initia11y 

and then more gradual1y. Transpiration occured from 

two compartments(two types of water losses: fast 

and slow compartments). The mean water mass of 

the fast compartment at time 0 is 1. 15μg and it 

disappears at a rate of 19.76% each hour; thus rate 

constant equals 0.1976. The mean water mass of the 

s10w compartment at time 0 is 4.09μg and its rate 

constant is O. 0027. 

村上ー:モダンメディア， 26 (4)， 171， 1980 A survey of Plesiomonαs shigelloides from 

現在知られている数多くの人畜共通伝染病がヒト以外 aquatic environments， domestic animals， pets 

の動物に由来することが明らかにされているが，狂犬病 and humans 

以外の疾病に対しては一本化した行政対応はなされてい T. Arai， N.lkejima， T. Itoh， S. Sakai， T. Shimada 

ないのが現状である.そのため，個々の疾病についての and R. Sakazaki: J. Hyg.， 84， 203， 1980 

正確な統計もなく，実態把握も困難である.そこで本稿 We conducted a survey during the period from 

では，まず公衆衛生の第一線で，人畜共通伝染病の予防， 1974 to 1976， to determine the distribution of 

制圧に当たる技術者達が防疫の要点を理解し易いように Plesiomonas shigelloides in human faeces， the inte・

解説し，次に実態把握の障害になっている行政上の問題 stinal contents of cattle， swine， poultry， dogs， cats， 

点を明らかにして，将来人畜共通伝染病に対応してゆく fresh water fish， and river water and sludge from 



wet riverbeds in the vicinity of Tokyo. Isolation of 

the organisms was performed by using Salmonella-

Shigella (SS) agar and deoxycholate-hydrogensulphide-

lactose (DHL)agar plates. 

P. shigelloides was isolated from 3 (0.0078%) of 

38，454 healthy Tokyoites， 37 (3.8%) of 967 dogs， 40 

(10. 3%)of 389 cats， 25(10. 2%)of 246 fresh water fish， 

64 (12.8%) of 497 river water samples， and 2 of 19 

(10.5%) sludge samples. 

Of 302 strains isolated， from dogs， cats， fresh water 

fish， river water and healthy carriers， 196 were typed 

to 50 serovars. Most of the serovars were found to 

be similar to strains isolated from patients with 

gastroenteritis due to P. shigelloides. 
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濃縮して ECD-GCに供した. EOを EBHに変換する

ことにより，ガスモレ等による損出がなく，又特異反応

を利用するため妨害物の影響を受けにくく，簡便に操作

できた.又EO標準物質として0.1%EO/N2ガスボンベ

を用い，安定性，操作性の向上をはかった.

高速液体ク口マトゲラフィーによる化粧品中のこEスト

ラジオーjJ" エチニj(;工夫トラジオーj(;の分離定量法

鎌田国広，山添律子，原田裕文:衛生化学， 26 (1)， 

41， 1980 

化粧品，医薬部外品に使用されるホルモンは薬事法に

よって，その種類および使用量に規定が設けられている

が，これらのホルモンの分析法に関する報告はあまりな

されていない.そこで今回，著者らは高速液体グロマト

グラフィー (HSLC)を用いて化粧品中のエストラジオ

医薬品等の安全性に関する調査研究 ーノレ (ED)，エチニノレエストラジオ{ル (EED)の分

離定量法の確立を意関して種々検討をおこなった結果，

薬用化粧品中の生薬の分析法 防腐剤など製品中に合まれる他成分の妨害なしに再現性

下平彰男，安田一郎:フレグランスジヤ{ナル，臨時 よく徴量の ED，EEDを分析することができた.その概

増刊， ~o.1 (1979)， 100， 1979 要は， 試料をジクロルメタンで抽出し， 拍出液を濃縮

近年，大衆薬(家庭薬〉のみならず，加工食品や化粧 後，シリカゲノレカラムを用いてクリ {γアップ操作をお

品にまで生薬ないしその抽出成分を配合したものが増え こなう.基剤などを除去するために， 1，2ージクロノレエタ

ている.そこで最近の主な生薬分析法の概要を解説紹介 ンでカラムを洗浄後，酢酸ユチルで、溶出をおこない，

し，さらに化粧品中に多く用いられている生薬(甘草， HSLC試験溶液とした. HSLCの測定条件はつぎのと

人参，アロエおよび紫根〉の薬効，有効成分，分析法お おりである.

よび品質管理上の問題点について述べた. カラム:Zorbax SIL， 移動相:10%テトラヒドロフ

ラン@ヘキサソ，流速:0.75ml/min，温度:室温，検出

臭化水素の付加反応を利用したエチレンオキサイドの 器:ケイ光検出器 (EXA口 286nm，EmA=307nm) 

電子捕獲製検出器付ガスク口マトゲラフィーによ苔定量 ED， EEDの検出限界、はそれぞれ0.005μgであり，

法 検最線は 1，..，_，10μg/mlの範聞で直線関係を示した.本法

森謙一郎，西田茂一，原田裕文:衛生化学， 26， 107， を用いて ED，EEDの添加回収実験をおこなった結果

1980 ED 92. 0~96. 0%， EEDは92.6，..，_，96. 4%はの回収率で

エチレγオキサイド (EO)はガス滅菌剤として広範 あった.

に使用されているが， FDAによれば発ガン性を疑われ

ており，残留性が問題になっている.残留EO分析法は 食品等の安全性に関する調査研究

多種報告されているが，操作性等に問題があるため，よ

り合理的な分析法の確立意図をして検討を行なった.本 Inhibitory Effects of Spices on Growtb and Toxin 

法では臭化水素酸をn-フ。ロパノ{ルで、 3Nに調製し，そ Production of Toxigenic Fungi 

の1mlをフロリジル5gに混合，グラスフィルタ{付カラ Hiroshi Hitokoto， Satoshi Morozumi， Tomoaki 

ム管に充てんしたものを反応カラムとして用いた.細切 Wauke， Senzo Sakai， and Hiroshi Kurata: Applied 

した底療用具，粉末食品試料はエタノーノレと共にプラス and Environmental Microbiology， 39 (4)， 818， 1980 

コに入れ窒素パプリング法によってEOを追い出し，又 The inhibitory effects of 29 commercial powdered 

大気試料はそのままこの反応カラムに導いた. EOは反 spices on the growth and toxin production of three 

応カラム中でエチレγブロムヒドリン (EBH)に変換さ species of toxigenic Asρergillus were observed by 

れ，保持される.次にこれをエ{テノレ100mlで溶出し， introducing these materials into culture media for 
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mycotoxin production. Of the 29 samples， cloves， であった.試料の闘有成分による妨害を考え，検討を行

star anise seeds， and alllspice completely inhibited ったが，し、ずれも影響はみられなかった.

the fungal growth， whereas most of the others inhi- 本法を用いて，果実類についてチェリ ~4 検体，プラ

bited only the toxin production. Eugenole extracted ム2検体およびチェリ{缶詰15検体，穀類については，

from cloves and thymol from thyme caused complete 玄米6検体，小麦2検体，種実類については，来日検体

inhibition of the growth of both Asρergillus flavus について実態調査を行ったが，いずれからも臭化メチノレ

and Asρergillus versicolor at O. 4mg/ml or less. At は検出きれなかった.

a concentration of 2mg/ml， anethol extracted from 

star anise seeds inhibited the growth of all the strains. 

力ピ器産生菌の生態

一言広:公衆衛生， 44 (7)， 485， 1980 

代表的マイコトキシ γ産生菌種とその産生毒素を紹介

し，それらの毒素産生カピの国内および諸外国における

土壌，水，空気などの自然界における分布と各種の農産

物における汚染実態から，毒素産生菌種の聞に地域的分

布の相違が見られることを示した.また，毒素康生カピ

の生態として，闘場における農産物への侵入機構とその

防除対策について，さらに，各種食品における汚染時の

菌の動態について解説した.

農産物中の残留臭化メチル分析法

上村 尚，西島基弘，永山敏広，安田和男，斎藤和夫

井部明広，中山博文， 直井家寿太:食衛誌， 20 (4)， 

257， 1979 

臭化メチルは，一般にコクゾウムシ，アズキゾウムシ

およびコクヌストなどの貯穀害虫やセ γチュウ，ケラ，

ネキリムシおよびネズミ，モグラなどの駆除に効果があ

り， くん蒸剤として各国で広く用いられている.我が国

においては，農薬の取り扱いの中で果実類，穀類，種実

類，たばこおよび土壌などの病害虫除去を目的として広

く使用されている.

そこで我々は，果実や穀類などに使用されている臭化

メチルの分析法を検討した.

試料.50gをホモジナイザ{用カップに秤取し， 30以下

に冷却したエタノール 40mlを加えた後，冷却槽にアセ

トシを入れ，さらにドライアイスを投入して冷却しなが

ら， 5分間撹J半混和したものを200mlの二口フラスコに

冷却水 (30以下〉を用いて移し，捕集装置に装着した.

捕集管をアセトソドライアイス中に浸し， -700 以下に

保持し，試料浴槽温度 500空気流量 80ml/minの条件で

120分間通気を行い， 臭化メチノレを捕集した後，エタノ

{ノレを用いて一定量とし， 20%Ucon oil 50LB550Xを用

いてガスグロマトグラフイ{を行った.

本法の回収率は89%以上であり，確認隈度は0.05ppm

食品中のマイコトキシン!こ関する研究〈第12報〉食品

加工時におけるトリコテセン系マイコトキシンの分解

上村 尚，西島基弘，斎藤和夫，安田和男，井部明広

永山敏広， 牛山博文， 直井家寿太:食衛誌， 20 (5)， 

352， 1979 

最近，我が国産麦から Fusar匂 m属菌産生マイコトキ

シンのうち， deoxynivalenolおよび nivalenolの自然汚

染例が報告され，その汚染実態の一部が明らかになり、注

目されている.

そこで，我々は穀類および小麦粉などの食品原料がト

リコテセン系マイコトキシンに汚染された場合を想定し

て，小麦粉にトキシンを添加して食品を作製し，調理加

工した場合の熱によるトキシンの分解の有無，また食品

添加物などの影響について検討した.

小麦粉にトキシンを添加して，パン， うどんおよび即

席めんを作製して残存率を調査したところ，パンは50%

程度， うどんは60%程度が残存することが判明した.ま

た即席めんは deoxynivalenolおよび nivalenol がし、ず

れも30%程度残存したが， fusarenon側X および T-2タイ

プのトキシンは検出されず調理加工形態により非常に異

なることが判明した. トキシンが減少する要因として熱

が関与していることが考えられる.そこで調理時に繁用

されている温度を選び， トキシンを加熱したところ，加

熱温度が高くなるに従い， トキシンの分解は高まるが，

調理の擦に通常用いられている温度および時間では，そ

の一部が残存することが判明した.また，比較的調理温

度の低いうどんでも残存率が予想以上に少なかった原因

は， トキシソが煮汁中に移行しているためであることが

分った.即席めん中のトキシンの減少は製造する際に添

加したかんすいが関与していることが判明した.

食品中のマイ 3 トキシン!こ関する研究(第13報〉

AflatoxIn の製あん原料豆汚染実態調査ならび!こ製あ

ん時の挙動

斎藤和夫，西島基弘，安田和男，上村 尚，井部明広

永山敏広，牛山博文，直井家寿太:食衛誌， 20(5)，358， 

1979 



前報において著者らは種実類，豆類および穀類などの

aflatoxIn汚染実態調査を行い，ピ{ナッツ，ピ{ナッツ

製品の他にア{モシド，ピスタチオおよび数種類の製あ

ん原料立から aflatoxinBl> B2を検出したので，その結

果を報告した.

今回，著者らは製あん原料豆についての汚染実態調まま

を引き続き行うとともに aflatoxinの熱による安定性お

よび製造工程中での減少率などの調査を行った.

製あん原料豆610検体について aflatoxIn汚染実態調査

を行った結果，バタ{豆，サノレタニ@サルタピア豆およ

び赤立など 11検体から aflatoxinB1 1. 3'""-'26. 9ppb， B2 

O. 4'""-'6. 9ppbの範囲で検出した.

これらは生あん中に残存するか否かが問題であるた

め，食品衛生法の生あん製造基準に従って製造したとこ

ろ，生あんには12'""-'18%が残存することがわかった.

まずこ，生あんの残存率および排水への移行率の総和か

ら af1atoxInが製造工程中で分解などを生ずる要因が考

えられたため，調理時の熱による分解を検討したところ

沸騰水中で比較的分解しやすいことが判明した.

汚染豆で製あんした場合，その13'""-'15%が残存するこ

とから今後可能な限り原料豆の段階で aflatoxin汚染

のチェックを行う必要があると考える.

乳製品のア7ラトキシン湾染について

斎藤和夫，西島基弘，安田和男，上村 尚，井部明広

永山敏広，牛山博文，直井家寿太:東京都衛生局学会誌

63， 106， 1979 

アフラトキシγ類，特にアブラトキシン B1(以下Af.

BI)は天然界に存在する化学物質の内で最も強い発がん

性を有すると言われ，各国で穀類，立類等の汚染実態が

明らかになるにつれて，その対策に苦慮している. Af. 

B1等に汚染された農産物は家畜に配合飼料として与え

られる可能性があるが H.deIONGHらにより Af.B1 

は肝臓で Af.B1とほぼ同程度の強い毒性を有するアフ

ラトキシン M1 (以下 Af.M1)に変換し，乳および尿中

から分泌されることが報告された.そこで我々は乳製品

中のアフラトキシン汚染状況を把握する必要を生じたた

め，乳製品中の試験法を確立するとともに，市販乳製品

について汚染実態調査を行った.

昭和50年 1月から54年8月までの問に東京都内で市販

されていた調製粉乳 113検体，脱脂粉乳16検体，コンデ

ンスミノレグ56検体，生グリ{ム13検体，プロセスチ{ズ

45検体およびナチュラノレチーズ249検体等製品492検体に

ついて調査を行った結果，調製粉乳，脱脂粉乳，コンデ

ンスミノレクおよび生グリ{ムからはいずれもアフラトキ
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シン類は検出されなかった. しかし，輸入ナチュラノレチ

ーズからは 5種類8銘柄から Af.M1を検出した.これ

らについて追跡調査を行った結果，間一製造年月日のも

のはもちろん，年間を通し全て汚染されたものもあるこ

とが明らかとなった.

食用油脂中の tert-Butylhydrogui:none，BHAおよ

び BHTの問時分析法

中里光男，冠政光，有賀孝成，藤沼賢司，直井家寿

太:食品衛生学雑誌， 21 (1)， 64， 1980 

tert-Butylhydroguinone (TBHQ)は不飽和度の高い

油脂に用いた場合，その酸化防止効果は既存の酸化防止

剤に比べ顕著であることが知られている.さらに，他の

酸化防止剤と併用した場合の棺乗効果も期待できること

から， 1972年以来，アメリカ，オ{ストラリア，マレ{

シヤ，ベノレ， ブラジノレ等で、許可されている.

我が国においては TBHQは食品添加物として認めら

れていないが，近年食用油脂の輸入増加に伴い，許可国

からの輸入食品中に混入している可能性があることか

ら， TBHQの分析法を確立する必要があると考えた.

しかし諸外国では BHAあるいは BHTとの混合製剤

として用いられる機会も多いことから， TBHQ， B日A

および BHTの3種の酸化防止剤の同時分析法について

検討した.

3種の酸化防止剤の油脂からの抽出は試料5gに対し，

nーベγタン 20ml，アセトニトリノレ 100ml3回の抽出で

いずれも95'""-'99%と平均した良好な抽出率が得られた.

定性はシリカゲノレプレ{トを用い， n-ヘキサシ@酔酸

(30 : 8)を用いて分離後，発色試薬として2，6-ジクロノレ

キノン-4-ーグロノレイミドおよびリ γ モリブデン酸を用い

ることにより， TBHQ， BHAおよび BHTを同時に

確認できた.またジメチルアミンを用いることにより，

TBHQのみを特異的に確認することができた.

定量は GLCについて検討したところ， SE-30の場合

はカラム温度 1500，OV-17の場合は 1700 の条件で，

TBHQ， BHAおよび BHTの相互分離が最もよく，か

つ再現性も良好であった.また本法を各種油脂に適用し

たところ 3回収率は87'""-'99%であり良好な結果が得られ

た.

N嗣エト口ソ化合物の衛生学的研究〈第4報〉ピー}f...中

のエト口ソアミンとその成因について

真木俊夫，田村行弘， 111島村保洋，小関正道，西垣進

直井家寿太:食衛誌， 21 (3)， 184， 1980 

市販ピ{ルの Nーニトロソアミ γの調査を行い，ジメ
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チルニトロソアミン (DMNA)を検出したことから，ビ

{ノレ製造工程を追って成因の究明を行った.DMNAが

検出されない生の大麦を発芽させ，電気乾燥および都市

ガス賠燥を行ったところ，都市ガスで処理した麦芽に最

高13.8ppbの DMNAが生成することが判った.糖化，

ホヅプの添加，主醗酵，熟成等製造工程の各段階におい

ては，生成増加のないことから，ビ{ル中に存在した DM

NAは矯燥を行った乾燥麦芽が原国であると結論した.

農産物および加工食品中の残留臭素!こ関する研史(第

1報〉農産物中の総臭素分析法

上村 尚，西島基弘，永山敏広，安田和男，斎藤和夫

井部明広， 牛山博文， 直井家寿太:食衛誌， 21 (3)， 

214， 1980 

臭化メチノレはくん蒸剤として，穀類，種実類および果

実類など広範囲の農産物iに使用されている.

くん蒸後の臭化メチノレの残留量は総臭素として定量さ

れる場合が多く，分析法は WHOが提唱した方法が一般

的に用いられている.しかしこの方法は，多量の試薬を

必要とし，かつ試薬調製の操作が繁雑である.また，ヨ

ウ素滴定法であるため終点が不明瞭であり， 10ppm以下

を定量するには熟練を必要とする.

そこで我々は，臭素がフルオレセインと反応して赤桃

色のテトラブロモフルオレセインを生成することを利用

し，フノレオレセインをポリアミドに吸着させたものを充

てん剤とし，検知管による定量法を作製した.

試料を灰化後，臭素発生装置に移し検知管を装着し

た.試料浴槽温度500，通気量80ml/minで3時開通気

し，検知管中に出現した赤桃色の墨色層の長さより定量

ιを行った.

本法の回収率は 95-----102%であり，確認限度は 1ppm 

であった.試料の間有成分による妨害，また， ヨウ素，

塩素による妨害を考え検討を行ったが，いずれも影響は

みられなかった.

本法を用いて，市販の玄米，精白米，小麦，小麦粉，

栗，チェリ~ (日本産およびアメリカ産〉について調査

を行ったところ，臭素は玄米 3検体中より 1検体，精白

米は17検体中11検体，小麦粉は 3検体中 3検体，栗は10

検体中 7 検体，アメリカ産チェリ ~4 検体中 4検体から

検出された.特に，栗の総臭素量は平均94ppmであった

が， うち 1検体に 215ppmと高濃度に検出されたものが

あった.

Determination Method for Residual 2， 4-Dichloro 

勘1-and 1， 3，5-Trichloro・2・(4旬nitrophenoxy)benzene 

(NIP and CNP) in Fish and Shellfish 

T. Yamagishi， K. Akiyama， M. Morita， R. Ta-

kahashi， T. Miyazaki and S. Kaneko : Bull. Enviro・

nm. Contam. Toxicol.， 23， 57， 1979 

The purpose of the study was to establish the 

method fo1' dete1'mining 2， 4-dichlo1'o・1-and1， 3， 5-t1'I-

chloro-2-(4-nitrophenoxy) benzene (NIP and CNP) 

in fish and shellfish. The results we1'e obtained that 

NIP and CNP residues in aqutic fauna could be 

measu1'ed by electron cature gas chromatography on 

2% OV -1 and 2% OV・17columns， afte1' clean-up by 

the procedures of saponification of NIP and CNP 

from fat， DDTs and PCBs. Recoveries and standa1'd 

erro1's of NIP CNP determined by this method were 

93.2土3.3% and 97.3土2.3%，respectively. Also， 

sensitivities of the method were O. 3 and O. 5mg for 

NIP and CNP， respectively， based on a 10g sample. 

Identification of trαns-Nonachlor in Goby-Fish 

from Tokyo Bay 

Tomoyuki Miyazaki， Kazuyuki Akiyama， Seiji 

Kaneko， Shozo Horii， and Tatsunori Y amagishi: 

Bull. Environ. Contam. Toxicol.， 23， 631， 1979 

Trans-Nonachlor which is one component of tech-

nical chlordane and technical heptachlor was identified 

in goby-fish col!ected at the seashore of Keihinjima 

along Tokyo Bay， on August 25， 1978. This compo聞

und was extracted with hexane from the goby-fish. 

After cleanup through ;partition between hexane and 

acetonitril， treatment with conc. sulfuric acid， and 

Florisil column chromatography， the compound as 

well as PCBs was eluted in the first hexane fraction. 

Further purification by thin-layer chromatography on 

polyamide (methanol)， trans-nonachlor was confirmed 

by gas chromatography.mass spectrometry. 

Identification of Chlordanes and Related Compo~ 

unds in Goby-fisll from Tokyo Bay 

Tomoyuki Miyazaki， Kazuyuki Akiyama， Seiji Ka-

neko， Shozo Horii， and Tatsuno1'i Yamagishi : Bull. 

Environ. Contam. Toxicol.， 24， 1， 1980 

Trans-and cis-Chlordane， cis・.nonachlor，components 

of technical chlordane， and oxychlordane， a metabolite 

of them， were identified by gas chromatography-mass 

spectrometry， after purification by thin-layer chroma-
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tography on po1yamide (methano1) and si1ica ge1 中山敏雄:東京都総務局プロジェクト研究報告， 19，1979

(hexane). The samp1e were the same as being treated 昭和49年，福岡県新宮町で，アクリノレアミド系地盤凝

for identification of transザlOnach10rin the previous 固剤が直接井戸水に混入し，その水を飲料に供した者が

work (MIY AZAKI et a1. : Bull. Environ. Contam. 神経系中毒にかかる事故が発生し，薬液注入工法の安全

Toxicol. 23， 631， 1979). The occurrence of these 性が社会的問題として提起された.水ガラス系地盤凝固

compounds in goby-fish is indicative of. pollution with 剤は現在土木工事のシ{ノレド工法の補助工法として広く

technica1 ch10rdane. In ] apan， ch10rdane (annua1 採用されているが，この工法の場合，薬液によって固化

consumption， 500 tons) have been used for wood した土壌と地下水が接触して，凝固剤の溶出あるいは，

protection from termi tes and powder post beetles. 未反応の薬液が地下水に混入することが充分考えられ

る.今回，東京都の下水道局，建設局が実施している現

食品中の天然色素の分析法(第 1報〉 場三ヶ所を選び，水ガラス系薬液を用いた場合の周辺地

ポリアミドバッチ法による水溶性天然色素の分析 下水の汚染状況を把掻する為，定期的な調査を行った.

荻原勉，野沢竹志，平田恵子，天川映子，大石充男 調査項目は，外観， pH， R. pH，過マンガン酸カリウム

関博麿:食衛誌， 21 (3)， 207， 1980 消費量，塩素イオン，総硬度，ナトリウム，二酸化ケイ

水溶性天然色素11種の迅速簡易分析法を検討した.試 素，総アルカり度の 9項目について実施し，その結果，

料溶液を 1N酢酸および 1%アンモニア水で、pH4~5 に 下水道局の観測井においては，明らかに薬液注入の影響

調整し色素をポリアミドに吸着させたのち， 0.05%塩酸 と思われる pH，ナトリウム ケイ酸の増加が認められ

メタノール混液で、溶出し，薄層クロマトグラブイ{と吸 た.一方，建設局の薬注工事で30本の観測井について，

収スベクトルにより確認した.しかしりポプラビンの場 51年 7月から54年 3月まで調査した結果，水ガラス系薬

合，ポリアミドに吸着しないためカオリンを用いた.次 液の影響は認められなかった.本報告は，地盤凝固剤に

に共存物質の影響を調べたところ，サフラワーエロヘ 関する調査研究の総括報告である.

ベタニン，モナスカス色素およびリポプラピンは有機酸

により， クロシンプノレー，ベタニンおよびリポプラピン The Protective Potency of Marine Animal Meat 

はショ糖により吸着が減少した.本法を市販のあめ，清 Against the Neurotoxity of Methylmercury: Its 

涼飲料水などに応用し良好な結果を得た Relationship with the Organ Distribution of 

飼料添加物の抗菌性について

松本昌雄，神崎政子，春田-佐夫:食衛誌， 21 (3)， 

224， 1980 

抗生物質検定用標準株7株 (B.stearothermoρhilus 

var. B. calidolactis c-953， B. subtilis A TCC6633， 

B. cereus var. mycoides A TCC 11778， Sarcinαluteα 

A TCC 9341， Stαρ.αureus A TCC 6538p， E. coli 

NIH]およびテトラサイグリン耐性の問菌変異株〉を対

象に抗高性飼料添加物30種類 (BC，OTC，CTC， ER， 

OM，KM等の抗生物質17種並びに Sulfaquinoxaline，Cト

rbadox， Furazolidone等の合成抗菌剤13種〉の抗菌ノξタ{

γを調べたところ， Zolene， Clopidole， Amprolium， Etho-

pabate， Decoquinate およびカプリロヒドロキサム酸以

外のものは，いずれ特徴ある抗菌パタ{ンを示した.

生活環境保全に関する調査研究

地盤凝固斉1]による地下水の汚染調査

樋口育子，坂本朋子，中川}I慎一，三村秀一，石井 求

Mercury and Selenium in the Rat 

G. Ohi， S. Nishigaki， H. Seki， Y. Tamura， T. Maki， 

K. Minowa， Y. Shimamura， 1. Mizoguchi， Y. Inaba， 

Y. Takizawa and Y. Kawanishi: Food and Cosmetics 

Toxicology， 18 (2)， 139， 1980 

The l11eats of two marine anil11als， that were lmown 

to contain high levels of both methylmercury and 

selenium， were compared with respect to their protec-

ti ve potencies against the neurotoxici ty of methy1l11e-

rcury. The organ distributions of selenium and mercury 

in rats given diets containing these meats was a1so 

compared. Weanling ra ts were fed for 12 wk on a 

diet containing 17. 5 ppm methy1l11ercuric chloride and 

one of two levels of selenium (0.3 or 0.6ppm) origi-

nating from the meat of sebastes (Sebastes irαcun-

dus) or of the sperm whale (Physeter catodon)， or 

from sodiul11 selenite. The protection conferred by 

sebastes meat was roughly equal to that of the 

selenite regarding growth rate but was considerab1y 

greater with respect to the neurological signs. By both 
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criteria， spermwhale meat was less e旺ective than se絹 rvoussystem (from about 1/50 to 1/10 of the me. 

bastes meat and selenite in providing protection. The thylmercury levels on a molar basis) indicated that 

organ distribution pattern of selenium and mercury the protective mechanism was not simply direct co・

showed that selenium in the blood， brain and spinal njugation of selenium with methylmercury. 1 t has 

cord was positively correlated with neurological pro- previously been noted that tuna五shcontaining high 

tection， while total mercury and methylmercury in levels of selenium provide protection against methyl. 

those organs were negatively correlated with neurolo嗣 mercurytoxicity and it may be that a11 marine animals 

gical protection. The level of protection ( delay of the rich in both selenium and methylmercury a百ordthis 

neurological manifestations by nearly 7 wk) correspo・ protection.

nding with the increase in selenium levels in the nか



表

THEMES PRESENTED A T CONFERENCES AND SOCIETY MEETINGS 

(1979. 7--1980. 6) 
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Igarashi， H.， Morita， T.， and Iwanaga， S.: Puri聞 和，千種操子，馬場武男，菱沼勉，松本公輝，伊藤

fication of staphylocoagulase by a bovine prothro闘 武，斎藤香彦，丸山務，坂井千三，大橋誠 :0αmpy-

mbin-Sepharose 4B column and its physicochemical lobαcter fetus subsp. jejuni感染による集団下痢症に

properties ついて

Vllth International Congress on Thrombosis and 第63回東京都衛生局学会 (1979.10) 

Haemostasis. (1979. 7) 

Makoto Ohashi: Laboratory aspects on the cause 

of the cholera outbreak in Japan originating from 

a public wedding haU， in 1918 

The 15th Joint Conference， the United States-

J apan Cooperative Medical Science Program， Cholera 

Panel (1979.7， Bethesda， U. S. A. ) 

Makoto Ohashi: 目piderniologicalsurveillance of 

diarrheal diseases; concept and practice 

The 7th SEAMIC Seminar“Strategies for Impleω 

menting Primary Healfh Care Activities with Special 

Reference to the Control of Diarrheal Diseases" (1979. 

11， Bangkok， Thailand) 

Makoto Ohashi: Contribution of SEAMIC (South 

Yasuo Kudoh， Shigeru Matsushita， Sumio Yamada， East Asia斑edicalInforrnation Center) on diarr園

Masaaki Tsuno， Kenji Ohta， Akemi Kai， Senzo Sakai heal disease control through prirnary health care-

and Makoto Ohashi: Travellers' diarrhea and ente- The 7th SEAMIC Seminar “Strategies for Imple-

rotoxigenic Escherichiαcoli-a survey in 1977-1979 menting Primary Health Care Activities with Special 

in Tokyo Reference to the Control of Diarrheal Diseases" (1979. 

The 15th Joint Conference， the United States- 11， Bangkok， Thailand) 

Japan Cooperative Medical Science Program， Cholera 

Panel (1979.7， Bethesda， U. S. A.) 

長谷川紀子，近藤勇，保科定頼，黒坂公生，五十嵐

英夫:S. aureus BB株の Coagulase欠損株の審力と感

染防御効果について

第41悶日本細菌学会関東支部総会(1979.7)

大橋誠..最近の3レラ情勢と羽レラ菌検査体制のあ

り方

第41四日本細菌学会関東支部総会(1979.7)

坂井千三，伊藤武，斎藤香彦，稲葉美佐子，大橋

Yasuo Kudoh: Role of laboratory services in 

diarrheal disease control; application of appropri四

ate technology 

The 7th SEAMIC Seminer“Strategies for Imple胸

menting Primary Health Care Activities with Special 

Reference to the Control of Diarrheal Diseases" (1979. 

11， Bangkok， Thailand) 

坂井千三，斎藤香彦，伊藤武，稲葉美佐子，丸山

務:食品中のサルモネラの増殖態度

第38回日本食品衛生学会学術講演会 (1979.11)

誠，阪口玄二，高橋政寿，山本一郎:腸炎起病性ウェル 寺山武，新垣正夫，五十嵐英夫，湖国弘，高橋正

シュ欝の腸管内におけるエンテロトキシン産生と病理学 樹，坂井千三，山田 備，美藤克幸，茂木利夫，山口安

的考察 夫:生牛乳からの黄色ブドウ球蕗の分離と分離株のエン

第41四日本細菌学会関東支部総会 (1979.7) テ口トキシン産生性の検討

日本食品衛生学会第38回学術講演会 (1979.11)

Hiroshi Ushioda: Serological coagulase typing 

of 8tαphylococcusαureus and its application in 五十嵐英夫，高橋正樹，森田隆司，岩永貞:アフィエ

routine work 予ィーケ口マトゲうブィーによるブドウ球欝コアゲラー

IV International Symposium on Staphylococci and ゼの精製とその性状

Staphylococcal Infections (Warszawa) (1979.10) 昭和54年度ブドウ球菌研究会(1979.11)

板橋雄二，円城寺政子，岡愛子，黒沢淑郎，鈴木秀 五十嵐英夫，新垣正夫，高橋正樹，潮田弘，寺山
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武:ブドウ球菌3アゲヲーセ‘の免疫学的特異性の検討;

特に司アゲラーゼH型と IH型について

昭和54年度ブドウ球菌研究会(1979.11)

第53回日本細菌学会総会 (1980.4)

工藤泰雄:審葉原性大腸菌下痢症ー特!こ東京都におけ

る下痢症の調査成績を中心にして一

五十嵐英夫，高橋正樹，森田隆司，岩永貞昭，加藤正 第53回日本細菌学会総会(1980.4)

弘:ア7ィニティーク口マトゲラ7ィーによるブドウ球

商工J7ゲラーゼの精製法の自動化について 工藤泰雄，松下秀，山田澄夫，津野正朗，太田建爾

第23回液体クロマトグラフ研究会(1980.2) 丸山務，坂井千三，大橋誠:NAGピブリオ (0-1以

外の V.cholerae)の工ン予ロトキシン産生性

景森令克，竹重都子，渡辺賢哉，山口武一，足達卓治 第53回日本細菌学会総会(1980.4)

中井薫，丸山務，斎藤香彦，坂井千三:家畜におけ

る Cαmpylobαcterfetus subsp. jejuniの保菌とその 潮田弘，寺山武，高橋正樹，五十嵐英夫，新垣正

分離株の性状!こ関する研究. 1.ブタ腸内容物からの本菌 夫，津野正朗，工藤泰雄，坂井千三，大橋誠:エ)j...ト

の分離成績 一)j...型コレラ菌検査における Kappa型7ァージの検出

第89回日本獣医学会(1980.3) の有用性とその応用限界

第53四日本細薗学会総会(1980.4)

中沢宗生，上田久，丸山務:子ウシ由来大腸菌の

盛清型および毒素原性 坂井千三，斎藤香彦，丸山務，伊藤武，大橋誠:

第89回日本獣医学会(1980.3) 0αmpylobαcter腸炎の 6集団発生事例と原因菌につい

ての細菌学的検討

諸角聖，一言広，和字慶朝昭，坂井千三:毒素産 第53回日本細菌学会総会 (1980.4)

生力ピの増殖および毒素産生に及{ます香辛料の臨書作用

について

日本食品衛生学会第38回学術講演会(1979.11)

大橋誠:毒素原性大腸蕗による下痢症

第28回日本感染症学会東日本地方会総会(1979.11)

五十嵐英夫，高橋正樹，森田隆司，岩永貞昭:発色性

合成基質を用いたエンドポイントj去によるブドウ球菌耳

アゲラーゼの定量法の検討

第53四日本細菌学会総会(1980.4)

五十嵐英夫，高橋正樹，新垣正夫，潮田 弘，寺山

市瀬正之，天野祐次，小野川尊，平お浩，寺山 武:ブドウ球菌コアゲラーゼの免疫学的特異性の検討

武:1978年に都内縫康者から分離された SalmoneUaと 第53回日本細菌学会総会(1980.4)

他の Entero bacteriaceaeの抗生剤感受性と Rplasmid

について 深見トシエ，柏真知子，岩瀬世津子，久鍋美晴，鴻

第28回日本感染症学会東日本地方会総会(1979.11) 巣品子，右田琢生，吉松 彰，村田三紗子，今川八束，

斎藤誠，丸山務，斎藤香彦，坂井千三:下痢患者か

深見トシエ，柏真知子，斎藤誠，丸山務，斎藤香 らの Cαmpylobαcterfetus subsp. jejuniの分離状

彦:下痢患者からの Cαmpylobαcterfetus subsp. je鱒 況について

juniの検出について 第54西日本感染症学会総会(1980.5)

第28回日本感染症学会東日本地方会総会(1979.11)

稲葉美佐子，伊藤武，斎藤香彦，坂井千三，山崎悦

斎藤香彦，伊藤武，丸山務，坂井千三，大橋誠: 子，早矢仕治邦，矢島太郎:散発下痢患者ふん便からの

Cαmpylobαcter fetus subsp. jejuni による下痢症 ウェルシュ菌および工ンチロトキシンの検出

のエつの集団発生例 第54回日本感染症学会総会 (1980.5) 

第28回日本感染症学会東日本地方会総会(1979.11)

工藤泰雄，太田建璃，津野正朗，松下秀，山田澄夫

大橋誠:ヱンヂ口トキシンー鹿長のこと{まー 坂井千三，大橋誠:各種由来 NAGピブリオ (0-1以
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外の V.cholerae)の血溝型@生物学的性状と毒素陸生 都民の Legionnaire'sDisease抗体儲保有状況と本病

性 が錠われた 1症例について

第54回日本感染症学会総会(1980.5) 第54回日本感染症学会総会(1980.5)

諸角聖，一言広，和宇慶朝昭，坂井千三，小原哲 浅香治美，柏木義勝，柴田実，大久保暢夫:1978~ 

ニ部コーヒー笠成分中の抗力ピ物質!こついてーカフェ 79年分離のA群溶曲性レンサ球菌の薬剤感受性と菌型に

インおよびク口口ゲン践の作用機作一 ついて

日本食品衛生学会第39回学術講演会(1980.5) 第54四日本感染症学会総会 (1980.5)

鵜野尚道，永田芳積，菅原通夫，桑田辰男，一言広 矢野一好，林志直，柴田タツ美，薮内清，岩崎謙

諸角 聖，和宇慶朝日百，坂井千三:本邦食品の糸状菌汚 ニ:ポリオウイルスのオゾンガス吹込による不活化喪験

染!こ関する研究都内の市販食品における最近3年間の 第27四日本ウイノレス学会(1979.10)

調査成績

日本食品衛生学会第39回学術講演会(1980.5) 坂井富士子，伊藤忠彦，山崎 清，岩崎謙二東京都

における 1978年 4 月 ~79年 4 月のインフjし工ンザ検索成

潮田弘，五十嵐英夫，高橋正樹，新垣正夫，寺山 績

武，坂井千三，五島瑳智子，深見トシエ，宮崎繁，田 第27四日本ウイノレス学会(1979.10)

中実，後藤甚作，青木義雄，加藤俊子:Staphylococcus 

epidermidis感染症に関する研究第 1報各種鶴床材

料および健康人由来株の生化学的性状，生物型ならびに

薬斉IJ感受性について

第64回東京都衛生局学会 (1980.5)

飯倉憲子，莞馬道夫，山本一哉，潮田 弘:1979年の

膿皮症と原因ブ菌の性状について

第4回日本小児皮膚科学会(1980.6)

実川久美子，三並)1関子，肥田野信，潮田弘:SSSS 

の30例

第4回日本小児皮膚科学会(1980.6)

大久保暢夫，柴田 実，浅香治美，飯塚純子:トレポ

ネーマに対する陽性石{すんの殺薗効果

第14回 STD研究会(1979.8)

村田以和夫， J11中正憲，鈴木了司:鳥類住車吸虫のセ

Jレ力リアによる水田皮蘭炎の間接盤光抗体法(1F A法〉

を応用した診断法

第28四日本農村医学会総会(1979.10) 

村田以和夫，加藤桂子，斉藤玲子:東京多摩地藍で発

生した水間皮膚炎の疫学および免疫血清学的調査

第49回日本寄生虫学会総会 (1980.4)

大久保暢夫，石上武，坂井富士子，大橋誠ほか・

岩崎謙二，吉田靖子，関根整治:回帰分析法を応用し

た東京都民におけるムンブス HI抗体保有状況の解析

第27回日本ウイルス学会(1979.11)

梶岡実雄，田口文章，長木大三，岩崎謙二，薮内 清

矢野一好，吉田靖子，加地正郎，柏木征三郎，新宮世三

林田一夫，出口雅経，三吉野産治 :BKパポーパウイル

ス感染の血清疫学的調査

第27回日本ウイルス学会 (1979.11) 

矢野一好，林志直，柴田タツ美，薮内清，岩崎謙

二:塩素添加によるフール水中のウイルス不活化翼験

第28回日本感染症学会東日本地方会(1979.11) 

吉田靖子，関根整治，岩崎謙二:1968年~1978年にお

ける東京都民の日脳ウイルス抗体保有調査

第28回日本感染症学会東日本地方会(1979.11)

薮内清，矢野一好，柴田タツ美，林志直，土壁悦

輝，岡本 寛，工藤泰雄，岩崎謙二:塩素添加によるブ

ール水中のポ 1):オウイルス不活化実験

第63回東京都衛生局学会 (1979.11) 

坂井富士子，伊藤忠彦，山崎清，岩崎謙二:近年に

おける都内飼育ブタのインフJt...::r.ンザウイルス HI抗体

保宥状況

第54回日本感染症学会総会(1980.5)
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岩崎謙ニ，坂井富士子，伊藤忠彦， 山崎清:A/Ht 神保勝彦，松本昌雄:食品由来 B.CereU8の生化学的

イン7JJ，.:::cンザウイルス株の数理論的盟A抗原構造解析 性状型見IJ

第54回日本感染症学会総会(1980.5) 第38回食品衛生学会(1979.11)

吉田靖子，関根整治，岩崎謙二最近の東京都民日脳 岡崎留美，茂木和夫，美藤克幸，山田満，山口安夫

抗体保有状況の解析 神保勝彦，小久保弥太郎，村上一:粉託および生クリ

第54回日本感染症学会総会 (1980.5) ームの B.cereU8汚染状況について

第64回東京都衛生局学会 (1980.5)

林志直，矢野一好，柴田タツ美，薮内清，吉田靖

子，関根整治，岩崎謙二，浦野純子，河野弘子，渡辺悌 小杉智彦，龍田桂古，太田嘉ニ，塩見久章，高島利幸

吉:東京都内の急性呼吸器感染症患児および下水からの 小久保弥太郎，村上ー:東京都内で保護収容されたイ

ウイルス検索 (1979年〉 ヌからのサJJ，唱ネラ検出状況と分離菌株の薬剤感受性!こ

第54四日本感染症学会総会(1980.5) ついて

昭和54年度日本獣医公衆衛生学会(1980.2)

大久保|腸夫，石上武，坂井富士子，大橋誠，加藤

貞治，黒木達郎，斎藤誠，衣笠恵士，村田三和、子，木 山岸達典，宮崎奉之，秋山和幸，堀井昭三，金子誠二

村仁，福島保菩:都民の Legionnaire'sdisease抗 高橋利恵子東京湾麗魚介類からの chlordanesおよび

体保有状況と本病が撰われたー症例について 近緑化合物並びに CNPの分離同定

第54回日本感染症学会総会 (1980.5) 第14固有機化合物のマススベタトロメトリ{討論会

安田一郎，佐々木一郎，竹谷孝一，糸川秀治:圏内産

および韓関産山搬の品質について

日本生薬学会第26回年会(東京)(1979.11) 

上原真一， 宇佐美博幸，下平彰男:Limulus testの

食品への応用(健康食品中のエンドトキシン〉

日本薬学会第100年会(1980.4)

安田一郎，下平彰男，竹谷孝一，糸川秀治:細辛の辛

味成分について

日本薬学会第100年会 (1980.4)

橋爪護規，田中豊隆，村田光明，塩見久章，高島利幸

梅木富士郎東京都で保護収容された犬のレブトスピラ

抗体保有状況

第63回東京都衛生局学会 (1979.11) 

(1979.11) 

宮崎奉之，秋山和幸，堀井昭三，金子誠二，山岸達典

森田昌敏:有機ハロゲン化合物の NegativeCI-MS 

日本農芸化学会，昭和55年度大会 (1980.4)

斉藤和夫，西島基弘，安田和男，上村 尚，井部明広

永山敏広，牛山博文，直井家寿太:乳製品のアフラトキ

シン涛染について

第63回東京都衛生局学会 (1979.11) 

斉藤和夫，西島基弘，安田和男，上村 尚，井部明広

永山敏広，牛山博文，直井家寿太:食品中のマイコトキ

シン!こ関する研究-XIX 種実類中のア7ラトキシンお

よびその関連化合物

第39回日本食品衛生学会 (1980.5) 

小川仁志，鈴木ニ郎，落合節子，西島基弘，直井家寿

橋爪直規，田中盤隆，塩見久章，村田光明，高島利幸 太:食品中のマイコトキシンに関する研究-xxn果汁中

梅木富士郎，村上一:東京都で保護，収容された犬の におけるパツリンの安定性

レブトスピラ抗体保有状況 第39回日本食品衛生学会(1980.5)

昭和54年度日本獣医公衆衛生学会(東京)(1980.2) 

上村 尚，西島基弘，永山敏広，安田和男，斎藤和夫

影井昇，林滋生，加藤桂子， 梅木富士郎:Ami- 井部明広，牛山博文，直井家寿太:臭化メチ)J，くん蒸後

nosidineの抗条虫作用とその作用機序に関する研究 の残留形態

第羽田日本寄生虫学会 (1980.4) 第38四日本食品衛生学会(1979.11)



上村 尚，西島基弘，安田和男，斎藤和夫，井部明広

永山敏広，牛山博文，直井家寿太:食品中のマイコトキ

シンに関する研究 (XXI)Fusarium属菌産生マイこコト

キシンの同時分析法

第39回日本食品衛生学会(1980.5)

安部和男，間島基弘，斎藤和夫，上村 尚，井部明広

永山敏広，牛山博文，直井家寿太:いわゆる健康食品の

衛生学的調査

第38回日本食品衛生学会(1979.11)

安田和男，西島基弘，斎藤和夫，上村 尚，井部明広

永山敏広，牛山博文，直井家寿太，田中孝治，吉沢政夫:

チョウセンアサガオ属のアルカロイドに関する研究 時

期的変化および調理による消長

第39回日本食品衛生学会 (1980.5)

有賀孝成，冠政光，中里光男，藤沼賢司，直井家寿

太，II.十嵐英夫，潮田 弘，新垣正夫，高橋正樹，坂井

千三:生あん中のシアンに関する研究 細菌によるシア

ン盟結体からのシアン化水素の生成

第38四日本食品衛生学会(1979.11)

有賀孝成，冠政光，中沢久美子，中里光男，藤沼賢

司，誼井家寿太:生あん中のシアンに関する研究(第2

報〉製造工程におけるシアン化合物含有量の推移

第39回日本食品衛生学会(1980.5)

中里光男，冠政光，中沢久美子，有賀孝成，藤沼賢

司，西島基弘，直井家寿太:食品中のマイコトキシンに

関する研究-xx毅類中のシトリエン分析法

第39回日本食品衛生学会 (1980.5)

藤沼賢司，冠政光，中沢久美子，中里光男，有賀孝

成，麗井家寿太:チリパウダーおよびパブリ力中の

Ethoxyquinについて

第39回日本食品衛生学会 (1980.5)

真木俊夫，田村行弘， Iq島村保洋，小関正道，直井家寿

太 :Nーニト口ソ化合物!こ関する衛生学的研究(第2報〉

食用油脂鎖中のニト口ソアミン含有量について

第39回日本食品衛生学会 (1980.5)

溝入茂，中i鳴厳，広門雅子，中島和雄，遠藤英美:

レーザーを用いた高速液体ク口マトゲラフィーによる施
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光性物質の検出法

日本農芸化学会昭和55年度大会(1980.4)

中l嶋厳，広門雅子，中島和雄，溝入茂，遠藤英美:

天然甘味料製斉IJ中のステピオサイド類の分析

日本食品衛生学会第39回学術講演会(1980.5)

佐藤ミヨ，田辺嘉子，西田甲子:血液透析食の調理法

別による力リウム摂取量の検討

第26回日本栄養改善学会(1979.10)

Tomohiro Ohta， Fu Su， ]ack G. Calvert and ]ohn 

H. Shaw: A 藍ineticStudy of the tert-Butyl Ra-

dical Reactions in Dilute NOx-Mixtures in Air 

Through the Photolysis of 2-Methyl-2-nitrosopropane 

The 14th International Symposium on Free Radi-

cals (1979. 9) 

二島太一郎， 池田真悟，長嶋親治， 藤谷和正，溝口

勲，野牛 弘，森本敬三，香山英一:母親と新生児にお

ける水銀の蓄積と相互関係(第4報)(血液成分と水銀量

の関係〉

第38回日本公衆衛生学会(1979.10)

牧野間義，溝口 勲:大気汚染と慢性呼吸器症状有症

率との関連性の検討

第38回日本公衆衛生学会(1979.10)

太田与洋， ]. G. Caluert: tーブチんべんオキシナイト

レートの NOx-炭化水素汚染大気中の生成及び分解速

度

日本化学会第40回秋季年会(1979.10)

鈴木孝人，大沢誠喜，狩野文雄，福田雅夫，笠原利英

寺田伸枝，溝口 勲:N02曝露したラ "，.ト血液における

生化学的諸指標の検討

第20回大気汚染学会 (1979.11)

福田雅夫，鈴木孝人，大沢誠喜，狩野文雄，笠原利英

寺田伸枝，溝口 勲:N02曝露によるラ‘Y トの網状赤血

球数の変動

第20回大気汚染学会 (1979.11) 

狩野文雄，福田雅夫，溝口 勲:マウス牌臓細胞内

Cyclic nucleotides {こ及{ます N02とNOの作用
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第20回大気汚染学会 (1979.11) 土屋悦輝，松本淳彦，西根進，三村秀一，岡本敏彦:

水の臭気に関する基礎的研究 (VII)，力ピ臭発生水域に

笠原利英;鈴木孝人，大沢誠喜，狩野文雄，福田雅夫 おける原因水中微生物について

寺田伸枝，石川隆章，溝口 勲:ラット尿中ハイドロキ 日本薬学会第100年会(1980.4)

シブ口リン排避に及{ますニ醸化窒素曝露の影響

第2O回大気汚染学会 (1979.11) 中川順一，森田昌敏，樋口育子，西垣 進，三村秀一

河野康広..塩素化フェノー)1，..，塩素化ベンゼンの熱分解

牧野国義，溝口 勲，塚谷恒雄:調査人数を考慮した による PCDF，PCDDの生成

量@反応関係の解析 臼本薬学会第100年会 (1980.4)

第20回大気汚染学会 (1979.11)

太田与洋，溝口 勲:ク口ラー)(.，の駿素存在下の光分

解反応

第14回高速反応討論会 (1979.12)

大井玄，蓑輪佳子，関比呂伸，溝口勲:東京都

における鉛汚染一ハトに現われた改善状況一

第50回日本衛生学会総会(1980.4)

大野正彦:溶存酸素濃度の減少に伴う数種類の底生動物

の呼吸量の変化

第45回日本陸水学会 (1980.6)

大野正彦:神田川水系善福寺川!こ生息するユス 1)力鎮

の成虫および幼虫の形態

第4回水生昆虫研究会 (1980.6)

池島仲歪，新井輝義，入倉善久，神真知子，古幡辛子

大井玄，長橋様，中村清純，余泰宏，関比呂制1， 松本昌雄，中111鳥誠，高取三郎，田村延一，稲垣俊彦，

溝口 勲、，藤田昌彦:ハトの臓器中 ArylHydrocarbon 上条宏，平山志津子，高良実之，荒井建三，安部勇三-

Hydroxylase -多環芳香族の汚染指標として用いうる 保温惣菜の温度管理と細菌の増殖について

かー 第64回東京都衛生局学会 (1980.5)

第50回日本衛生学会総会(1980.4)

中村弘，押田裕子，栃本博，菊地洋子，池島伸至

関比呂仲，鈴木継美，蓑輪佳子，溝口 勲，大井 友成正直多摩川支川秋川の水質と汚溺状況

玄:メチル水銀の低濃度，高濃度くり返し投与による毒 第16回全国衛生化学技術協議会 (1979.10) 

性影響

第50回日本衛生学会総会 (1980.4) 楠淳，西条頼広，松本昌雄，友成正臣，図師栄子:

昭和54年度夏季保菌者検索により検出されたサル司王ネラ

渡辺真利代，大石真之，中尾)1原子:藍藻 Microcystis の血清型と薬剤感受性について

の審 第64回東京都衛生局学会 (1980.5)

第38回日本公衆衛生学会 (1979.10) 

高橋保雄，中川)1頂ー，土屋悦輝，三村秀一，森田昌敏:

多摩川河川水中の揮発性ニ卜口ソアミン

第38四日本公衆衛生学会(1979.10) 

松本淳彦，土屋悦輝:力ピ臭発生水域の臭気物質と藍

藻類

第諸国日本水処理生物学会 (1979.11) 

平田一郎，小野田浩子，友成正臣:干渉ブィ jレターを

使用した低工ネJl-ギー励起 FTA-ABS法

第14回 STD研究会(1979.9)

平田一郎，小野田浩子，友成正臣:FITC干渉フィル

ターによる FTA-ABS$去の検討

第26回日本臨床病理学会総会(1979.10)
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