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序

40歳をすぎてからの一年は，あまりにも短く感ぜられます.子供の頃の一年は長く，正月がな

かなか来ない， Iあと幾つ寝るとお正月」と月日のたつのがし、かにも長く感じたことか.

昭和57年度の当所の職員の平均年齢は39.125歳で，来年は必然的に， 40歳を越えてしまいま

す.きっと，半数の職員は「もう一年がたってしまった」と月日のたつのを短く思い始めてし、る

のではないでしょうか.

さて，公衆衛生の最終目標は，平均寿命の延長を目指したのでありますが，今年発表された昭

和56年度の日本人の平均寿命は，男73.79歳，女79.13歳ム世界各国の中でもー，二位をあらそ

うような長命になってきました.

従って来る近い将来には当然のことながら， 日本は高齢化社会の圧力が増大してまいります.

国はこれに対処するために，老人保健法をはじめ，老人対策に力を注ぎ始めました.

われわれ公衆衛生に携わるものとして， 日本が平均寿命の延長により，世界ーになった蔭の功

労者であるとの誇りを持つとともに，今度は，高齢化社会に若さをもたらす方法をあらゆる面で

研究する段階に入ってきたと認識するべきでしょう.

一年が短く感じられないように，能率よく数多くの仕事が仕上げられるようするのも一つの若

返り方法でしzう.

肉体の機能が最高に達するのは， 25歳前後，精神的機能が充実するのは35歳前後といわれてい

ます.これを35歳と45歳にするのも，若返りの一方法ですが，これは言し、かえれば，成熟を遅ら

すことになって，公衆衛生的にはマイナスでしょう.やはり，最高に達した機能をし、かに，長期

にわたって，維持し引き延ばすのが，最良の若返りの方策でありましょう.

われわれ研究者は，すべからく， 35歳位までに新しい技術を修得し，それ以後はその技術を駆

使し，実践することにより，研究能力維持に努めるべきでありましょう.

少なくとも，新しい科学機器類の力をかりで，人間側の機能低下を補ってし、く行き方が，これ

からの日本の進む道と考えます.

当研究所はいまや技術修得を終わり， これから技術実践期に入ったところとも言えましょう.

これからの技術応用研究の成果が，数多く研究年報にも盛り込まれることを期待します.

本号には 103編の論文が掲載されておりますが， それぞれ著者の自負する新知見を披湿してお

ります.忌障のない御指摘，御批判，御鞭撞をいただければ幸いと存じます.

昭和57年 12月

東京都立衛生研究所長 野 牛 弘
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報文 I

感染症等に関する調査研究

REPORTS 1 

PAPERS CONCERNING ON INFECTIOUS DISEASES AND OTHERS 



東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab: P.H.， 33， 1-8， 1982 

1967年から1981年に食中毒事例，散発下痢症患者および健康者から検出された

サルモネラの血清型およびその推移

高橋正樹汽伊藤 武*，斎藤呑彦*，坂井千三*

Serotypes of Salmonella Isolated from Food Poisoning， Sporadic Cases 

and Healthy Carriers in Tokyo (1967-1981) 

MASAKI T AKAHASHI*， T AKESHI ITOH*， KAHIKO SAITO* and SENZO SAKAI* 

During the period from 1967 through 1981， a total of 177 outbreaks of Salmonella food 

poisoning had occurred in Tokyo. The causative strains of th巴seSalmonella food poisoning 

outbreaks were distributed into 31 serotypes. Among them， S. tyρhimurium (38.8%) was the most 

common， followed by S. enteritidis (10.1%)， S. thomρson (9.0%)， S. infantis (6.7%) and S. 

heidelberg (3.4%). 

3，150 Salmonella isolates from sporadic cases during the same period wer巴 typedas 87 different 

Salmonella serotypes. The 20 most frequent serotypes accounted for 83.3% of the total isolates. 

The predominant s巴rotypeswere S. tyρhimurium (41. 6%)， S. infantis (5.1%)， S. thomρson (4.1%) 

and S.ρanama (3.6%). 

Isolation frequency of S.ρanama， S. agona， S. litchfield， S. london， S. braenderuρand S. 

cerro increased remarkably since 1974， while S. enteri・tidisand S. shwarzengrund have decreased. 

On the oth巴rhand， 5，933 Salmonella isolates from healthy carriers wer巴 typedas 115 serotypes. 

Though most common serotypes were similar to that of sporadic cases， the frequency of S. 

tyρhimurium (15.7%) was rather low. 

Keywords : salmonella， serotypes， food poisoning， diarrheal disease， healthy carrier 

緒
品

百

著者らはすでに1966年から1975年までに，東京都内で

発生したサルモネラ食中毒あるいは散発下痢症患者から

検出されたサルモネラの血清型を検討し，その流行菌型

が極めて多彩であること円 また欧米諸外国で検出され

るサルモネラの血清型2-4)と類似していることを報告し

てきた.

その後においても，東京都内で発生するサノレモネラ食

中毒事例は減少する傾向もなく，年間15事例前後の発生

がみられ，その原因菌型は S.tyρhimuriumの占める

筈IJ合が高くなってきた.また散発下痢症患者から検出さ

れるサルモネラの菌型はまずまず多彩化の傾向が認めら

れる.こうしたヒトから分離されるサルモネラの血清型

の分布や年次別推移の実態を把握しておくことは，今後

本菌による食中毒事例の流行菌型および生態学的研究に

重要な基礎的資料を提供するものと考える.

そこで著者らは過去15年間，東京都内で発生した食中

毒事例や散発下痢症患者および健康者から分離されたサ

ルモネラの血清型について年次別推移を検討した.

供試菌株および方法

供試菌株食中毒由来株は1967年から1981年の15年間

に東京都内で発生したサルモネラ食中毒178件の患者由

来株を対象とした.散発下痢症患者由来株は東京都内の

病院で，下痢症患者から検出し，当研究所で同定依頼を

受けた3，150株である.また健康者由来株は同年聞に東

京都内在住の健康者から当研究所で分離した菌株ならび

にその他の検査機関で分離し，当研究所に同定依頼され

た計5，933株である.

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropo¥itan Research Laboratory of Public Health 
24--1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Serotypes of Salmonella from Food Poisoning by Year in Tokyo Table 1. 

Year 
Total(%) Serotypes 
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Table 2. Serological 0 Groups of Salmonella Isolated from Sporadic Cases 

Year 
o groups Total(%) 

1967 1968 1969 1970 1971 1972 1973 1974 1975 1976 1977 1978 1979 1980 1981 
一一一一一一一一一一一一一

A 2 1 1 1 1 2 1 9 

B 139 51 115 123 116 139 77 103 158 88 182 141 143 96 124 1，795(57.0) 

C1 63 20 52 29 27 17 12 24 24 19 42 39 82 54 39 543(17.2) 

C2 15 12 11 15 6 8 2 8 6 4 24 23 39 19 13 205( 6.5) 

Ca 1 3 4 

D1 16 16 17 16 12 21 9 20 26 43 21 14 22 4 7 263( 8.3) 

E1 11 9 6 6 12 3 2 7 15 9 64 18 17 11 5 195( 6.2) 

E2 6 1 4 11 

E4 8 1 8 5 3 2 1 6 4 4 1 4 3 6 56( 1. 8) 

G2 1 2 5 5 4 1 18 

H 1 1 2 

I 1 2 2 1 l 2 9 

K 1 2 7 6 14 3 2 35( 1. 1) 

M 2 2 

P 1 1 

Q 1 1 

R 1 1 
一ー凶圃ーーーーー回四回白四 咽--.‘“-------------------同悼帽ー司・ーーー・ーーーーーーーー・--帽勾骨柄 a骨骨圃---'凶圃凶岨岨・・・閉園園開園圃

Total 258 111 212 195 177 189 102 166 235 171 347 252 331 201 203 3，150(100.0) 

No.of 
32 22 29 25 25 25 21 28 31 22 41 44 47 38 42 87 Serotypes 

血清型別 分離菌株の O群型別は A-E群ならびに thomρson (9.0%)， S. infantis (6.7%)， S. heidelberg 

F， G， H， 1， K， L， 0のO群は市販診断用抗O血 (3.4%) の JI院であった.その他の26菌型は15年間に 1~

清(市販品:デンカ生研)，それ以外の O群は自家調製 3件であった.

の抗O因子血清，一部 Difco社製抗O因子血清を用い 主要流行菌型の年次別成績では，S. typhimuriumは

て，のせガラス凝集反応により行った. 毎年検出されているが，最近本菌型の占める割合が高

H抗原の型別は自家調製5)した抗日因子血清およびー く， 1967~1970年では18~46%であったものが， 1980年

部市販抗H血清(デンカ生研〉を用い，試験管内凝集反 では50%，1981年では53.8%であった.S. enteritidis 

応によって実施した. H抗原の相誘導は ]amesonの方 と S.infantisもほとんど毎年検出されている. S. 

法6)に従い，自家調製した抗H血清をろ紙片(5x50mm) thomρsonによる食中毒は1970年頃には多数認められて

に吸収させ，普通寒天平板上で、行った. いたが，最近では少なくなった.その他，特殊な血清型と

成績 して， 1968年に S.dublinが1例， 1971年S.bovis-morbi-

食中毒事例由来株の血清型 ficans 2例およびS.hvittingfoss 1例が認められる.

1967年から1981年の15年聞に東京都内で発生したサル 同一事例より 2~3菌型の検出された集団例は 7事例

モネラ食中毒事例は178件であり，その菌型数は C1群 で， S. javaと S.isangi 1 {日U， S. newρortと S.

が8菌型， B群7菌型， C2群7菌型，D1群3菌型，E1 ρanama 117U， S.かρhimuriumとS.bovis-morbi-

群2菌型， E.群2蔚型， E2群1菌型およびI群1菌型 ficans 1 {1]Jなどであった. (Table 1) 

で，計31菌型であった.各年次ごとのサルモネラ食中毒 散発下痢症患者由来株の血清型

事件数とその血清型をTable1に示した.検出頻度から 0群 過去15年間に散発下痢症患者から検出されたサ

みると S.かρhimuriumによるものが圧倒的に多く ルモネラ 3，150株のO群別の成績をTable2に示した.

38.8%を占め， 次いでト S.enteritidis (10.1%)， S. A群からR群にわたり 17のO群が認められた.そのう



4 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 1982 

Table 3. Serological 0 Groups and Serotypes of Salmonella Isolated from 
Sporadic Cas巴sand Healthy Carriers 

lNod l Nパ lgroups I strains I s~r~typ-es I :::ierotypes 
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S.oranienburg S. potsdam S. braenderup S. georgia S. virchow S. bareilly 

SS. .m sh ma S.concord*S.richmond*S.acaungaubsa tenbomfgba *S.gaJUnta* 
S.fille*S.sJbi* ngaρore S. inganda S. riggil S. escanaba S. mbandaca 
S. coleypark 

Cz 756 15 l s. blo chl ey SS. .bnoeuωisρ-〈0mrot S. lμitchfi伐ωeldS. n仰仰ar仰，
S.tnaahg0o7y0a 6rSb.tffiin cans S.manChester S.muenchen s.mmthattan 
S. takoradi S. chailey S. lindenburgキ S.tananarive* 

Ca 17 2 S. kentucky S. albany* 

D1 662 10 S.htyalρhhei msbo.enteriftidis Slo.nρ*amama mS.bjaa，i ntaicGS.mendoza S.Eastbourne 
S. kafJemba* S.onarimon* S. seremban* S. mかazaki・水

E1 862 12 S.Gnatum S.gSi.ue S.muenster S.meleagridis S.fondon S.sinasmtosげtu*da 
S. jedburgh* 世ejleS.orion S. lexington S. weltevreden S. amsterdam* 

E2 81 5 S. new-brunswick* S. dryρ001* S. kinshasa* S. binza* S. newington 

E4 418 9 S.h11raenfdsJod ffSホ.tahmsoaniyd S.Z4jestefstede s.senftenberg S.licerJbooJ*S.Calabar* 
S.llandoff* S. maiduguriキ S.dallgoω* 

F 2 1 S.aberdeen* 

G， 1 1 S.ρoona* 

G2 53 5 S. worthington S. havana S. cubana* S.farmsen* S. bracknell* 

H 4 3 S. fischerkietz S. bahrenfeld S. madelia* 

I 13 2 S. hvittingfoss S. hull* 

K l42 l S. cerro 

L 4 2 S. minnesota* S. good* 

M 2 1 S.pomona 。 29 2 S. adelaide* S. alachua* 

P 2 1 S.lansing* 

Q 2 1 S.ωandsωorth 

R 2 1 S. johannesburg 

Total 9，083 127 

ホ Theorganisms were only isolated from healthy carriers 

ち， B群が最も多く 57.0%を占め，次いでC1群 (17.2 血清型 散発下痢症患者由来株3，150菌株は87菌型に

克)， D，群 (8.3%)，Cz群 (6.5%)，E，群 (6.2%)お 型別された.年次別の菌型数をTable2に示した.1967 

よびL群(1.8%)の)1聞であった.A-E群の占める割 ~1976年までの菌型数は22~30前後であったが， 1977年

合は97.8%で， E群以降の菌株は2.2%にすぎなかった. 以降菌型数の増加傾向が認められる.散発下痢症患者お

A-E群以外の0群ではK群(1.1%)とG群 (0.6%)の よび健康者から検出されたサノレモネラの血清型をTable

菌株が比較的多く認められた.年次別にみると， 1967年 3に示した.このうち散発下痢症患者由来株の上位20ま

から1973年まではほとんどがA-E群であったが， 1974 での血清型を Table4に示した.主要菌型は S.tyρhi-

年以降にK群， G2群，1群， M群， P群， Q群および murium (41. 6%)が圧倒的に多く，次いで、 S.infantis 

R群が検出された (5.1%)，S. thomρson (4.1%)， S.ρanama (3.6%)， 
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Table 4. Yearly Shift of most Common Serotypes of Salmonella from Sporadic Cases 

5 

Serotypes Total(%) 
Year 

1967 1968 1969 1970 1971 1972 1973 1974 1975 1976 1977 1978 1979 1980 1981 

s. tythimurium 84 27 
s. infantis 9 4 

S.thomρson 23 

S.ta汎ama

s. enteγitidis 
s. agona 
S.java 

s. heidelberg 
s. litchfield 
s. anatum 
s. derby 
S.give 

S.london 

S. tythi 

S.ρaratyρhi B 

S.braenderuρ 
S.neωρort 

S. senftenberg 

81 107 

15 10 

96 112 63 

15 9 1 

3 

8 22 15 

1 

6 3 ー

3 11 19 36 

2 - 3 

3 

2 ー

13 12 14 9 10 12 

1 

75 61 69 1，310(41.6) 

17 17 8 161( 5.1) 

130( 4.1) 

113( 3.6) 

99( 3.1) 

75( 2.4) 

91 137 72 128 107 

9 10 4 

3 5 11 

20 13 

5 11 10 4 

9 9 12 2 
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244- 3 2 3 

S. tennessee 

S. shwarzengrund 2 4 10 6 6 4 2 1 3 ー

7 5 4 40 

Subtotal 

411  

3 ー
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198 86 173 174 160 168 85 154 212 157 292 204 245 156 172 2，636(83.7) 

Other serotypes 60 25 39 21 17 21 17 12 23 14 55 48 86 45 31 514α6.3) 

Total 258 111 212 195 177 189 102 166 235 171 347 252 331 2⑪1 203 3，150(100.0) 

S. enteritidis (3.1%)などであった. 群型別状況は散発下痢症患者由来株とほとんど同様の傾

主要菌型の年次別推移をみると， S.かρhimuriumは 向であった. B群-E群の占める割合は98.6%であっ

Fig.1 に示すごとく 1967~1969年では分離菌株の30%前 た.その内訳はB群が36.8%，C群 34.8%，D1群6.7

後であったが， 1970~1975年ではやや高く 50~60%，そ %， E群18.5%であった. E群以降ではF，G1， G2， 

れ以降減少の傾向がみられ， 1980年では30.3%，1981年 H， 1， K， L， 0， p， Q， Rの各群がみられ，特に

では34.0%であった. S.ρanama， S. agona， S. K群が高く1.8%， G2群0.6%であった.

litchfield， S. london， S. braende問 ρ，S. cerroなど 血清型健康者由来株5，933菌株の血清型は115菌型

は1974年以前ではまったく検出されないか，極めてまれ であった.その主要菌型は Table5に示すごとく， S. 

な血清型であったが，それ以後急激に増加した.これと tythimurium， S. infantis， S. thomρson， S. senften・

は逆に S.enteritidis， S. shwarzengrundおよび S. berg， S. anatumなどで，散発例由来株の主要菌型とほ

blockleyなどは年次とともに減少の傾向が認められた. とんど同様の傾向であった.しかし， S.tyρhimurium 

S. infantis， S. thomρson， S. anatu肌 S. derby， の占める割合が散発下痢症患者由来株に比較して低く，

S. giveなどはほとんど変動がなく毎年検出されてい 全体の15.7%にすぎなかった.また，散発例では高頻度

る. に検出された S.enteritidi・s，S.ρanamaは健康者で

健康者由来株の血清型 は比較的検出頻度が低かった.

0群 健康者から検出されたサノレモネラ 5，933株の0 年次別による血清型の推移も前述の散発例の場合とほ
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Fig.1. Frequency of Isolation of S. typhimurium from Sporadic Cases by Year 

0: S.tyρhimurium ム:S. enteritidis・:S.ρanama 
口:S. london x: S. litchfield ...: S. shwarzengrund 

とんど同様の傾向であった.ただし，散発例ではほとん

ど認められていなし、， S. sofiaが健康者から 1970年~

1977年の8年間で102菌株検出されたが，それ以降には

まったく検出されていない.

考察

近年，我閣ではヒトから検出されるサルモネラの流行

菌型は多様化の傾向が著しく，著者らは1967年~1975年

に東京都内に発生したサルモネラ食中毒事例由来株は

S. tyρhimuriumが最も多く，次いで S.infantis， S. 

thomρson， S. heidelbergなど30菌型に及ぶことを指

摘した1)

1975年以降においても東京都内に発生した食中毒事例

由来株，散発下痢症患者由来株および健康者由来株を対

象にその血清型を検討した結果では95菌型にも及び，血

清型の多様化とその推移を明らかにした.特にS.tyρhi-

muriumの占める割合が最も高く，食中毒事例では38.8

%，散発例では41.6%にも及んでいる.ただし年次別に

みた場合， 1972年， 1973年では S.tyρhimuriumが散

発下痢症患者由来株の約60%を占めていたものが最近で

は30~34%になりやや減少の傾向がうかがえる.

1970年頃よりそれまでに我国では認められなかった

S. montevideo， S. infantis， S. krefeldなどのサノレモ

ネラの流行がみられるようになったが，その後ではこれ

らの血清型が我国にも定着し，毎年検出されている.

多様な血清型のサルモネラがヒトから検出されている

が，さらに1974年頃よりS.london， S. cerro， S. ago仰，

S. braenderuρS.ρanamaなどの新しい血清型のサ

ルモネラが検出されるようになったことは興味ある現象

である.また，これとは逆に減少の傾向のあるサルモネ

ラとして S.shwarzengrund， S. enteritidis '1/:'あげら

れるわ.

こうした流行菌型の変遷は，市販食肉や家畜，家禽に

おけるサルモネラの分布と密接に関連しているものと推

察される.たとえば， 1972年に S.sofiaが健康者から

多数検出されたが，最近ではヒトからは極めてまれにし

か検出されていない.本菌は1971年頃よりニワトリやそ

の食肉から多数検出された血清型で、あったが8〉， 最近で

はニワトリからはほとんど検出されていない.またイギ

リスでは1973年頃より S:hadarが七面鳥から多数検出

されはじめ， 1977年にはヒトにも認められ， 現在では

S. tyρhimuriumについで重要な血清型となっている田.

河酋10)らは我国へ輸入された食肉や鶏卵およびその製
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Table 5. Yearly Shift of most Common Serotypes of Salmonel1a from Healthy Carriers 

7 

Serotypes Tota!(克〉
Year 

s. tythimurium 
s. infantis 
S.tho例tson

s. senftenberg 

s. tennessee 
s. enteritidis 
s. blockley 
s. agona 
s. bredeney 
s. cerro 
S.neωtort 

s. sofia 
s. kottbus 
S.london 

Subtota! 

1967 1968 1969 1970 1971 1972 1973 1974 1975 1976 1977 1978 1979 1980 1981 

23 33 

9 16 

66 122 4
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品のサルモネラの血清型も多彩で93菌型に及ぶことを報 型， E1群2菌型，E4群2菌型， E1群1菌型およびI群

告している.それらの輸入食品が我国におけるサルモネ 1菌型の計31菌型であった.主要原因菌型は s.tyρhi-
ラの流行菌型の多彩化の要因をなしていることは確かで murium (38.89めによるものが圧倒的に多く， 次いで

あろう 11，12). S. enteritidis (10.1%)， S. thomρson (9.0%)， S. 

また最近，東南アジアなどの海外旅行者から多数サノレ infantis (6.7%)， S. heidelberg (3.4%)の11闘であっ

そネラが検出されており，今後我国におけるサノレモネラ た.年次別にみると，S. enteritidis， S. thomρsonに

の分布もこれらの影響を少なからず受けてくるものと考 よるものは1975年以後急激に減少している.

えられる. 散発下痢症患者由来株の血清型

32 2 20 30 

4 

3 7 

9 16 30 18 

9 3 

結 論 散発下痢症患者から分離されたサルモネラ 3，150株の

1967年~1981年の15年間における食中毒事例，散発下 O群は17のO群にわたり， 87菌型であった.主要菌型は

痢症患者および健康者から分離されたサルモネラの血清 S. tyρhimurium (41. 6%)， S. infantis (5.1%)， S. 

型および年次別推移について検討した結果，以下の成績 thomρson (4. 1%)， S. tanama(3.6yめなどであった.

を得た. 年次別では， 1974年以後，S.ρanama， S. agona， S. 

食中毒事例由来株の血清型 litchfield， S. london， S. braenderuム S.cerroなど

東京都内で、発生したサノレモネラ食中毒事例 178件の血 が急増し，逆に S.enteritidis， S. shwarzengrundは

清型は C1群8菌型，B群7菌型， C2群7菌製，Dl群3菌 減少の傾向がみられた.

5 10 

1 
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健康者由来株の血清型

健康者から分離されたサルモネラ 5，933株のO群は19

のO群に分かれ， 115菌型に型別された.主要菌型は

S. tyρhimurium (15.7%)， S. infantis (8.1%)， S. 

thomρson(5.3%)， S. senftenberg(4. 9%)， S. anatum 

(4.5%)であり，散発下痢症患者由来株と極めて類似し

ていた.ただし散発例ではほとんど認めないS.sofiaが

102菌株認められた.
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1975年~1981年の 7 年間に東京都内で発生した Bacillus cereusによ否

食中毒15事例の疫学的・細菌学的検討

伊藤 武*， 甲斐明美*， 斎藤呑彦*，柳川義勢*

稲葉美佐子*，高橋正樹*， 高野伊知郎本，新垣正夫*

坂井千三汽篠原 糖**，加藤喜市ベ田村延ー**

土屋伸久**，駒井嘉明***

Epidemiological and Bacteriological Examination of Fifteen Vomiting-type 

Outbreaks of Food Poisoning due to Bαcillus cereus in Tokyo 

T AKESHI ITOHぺAKEMIKAI*， KAHIKO SAITO*， YOSHITOKI YANAGA W Aぺ
MISAKO INABA*， MASAKI T AKAHASHI*， ICHIRO T AKANOぺ
MASAO SHINGAKI*， SENZO SAKAI*， T ADASHI SHINOHARA**， 

KIICHI KATO**， NOBUKAZU TAMURA**， NOBUHISA TSUCHIYA料 and

YOSHIAKI KOMAI*料

During the 7 years from 1975 through 1981， there were 15 vomiting-type outbreaks of food 

poisoning du巴 toBacillus cereus， involving 97 patients in Tokyo. The incubation period of these 

food poisoning outbreaks were 30 minutes to 4 hours， and the average 1 hour. Major symptoms 

observed in the patients were nausea (97.9%) and vomiting (93.8%). Affected individuals also 

complained of diarrhea (52.6%)， abdominal pain (44.3%)， chill (26.8%)， headache (24.7%) and 

malaise (39.2%). 

Incriminated foods of these food poisonings were pilaff (50utbreaks)， fried rice(5)， spaghetti(4)， 

omelet (1)， cooked vegetabl巴 (1)and fried noodle (1). Two outbreaks were associated with both of 

pilaff and fried rice. 

In 11 of the 15 vomiting-type outbr巴aks，the causative organisms wer巴 typedas H s巴rotype1 by 

Taylor and Gilbert's serotyping scheme. Two were H serotype 12， and one was H serotyp巴 5. The 

isolates from an outbreak， however， could not be typed by Taylor and Gilbert's serotyping system 

and were typ巴das H serotype Tl by Terayama's provisional typing procedure. 

Keywords : Bacillus cereus， outbreak， food poisoning 

緒 主Z
F司

る2，3)

Bacillus cereusは土壌や食品に広く分布する菌で， 本邦においては， 1966年田村ら引によって本菌食中毒

従来腐敗細菌として認識され，本菌による食中毒起病性 例が発表されて以来，下内らわや品川ら引などの報告も

については疑問視されていた. しかし， ノルウェーで あるが，その数はそれほど多くなく本菌食中毒の実態は

1955年 Haugel)がパニヲソースを原因食品とする本菌食 明確でない.

中毒例を明らかにして以降，主として北欧において多く 著者らは B.cereusのH抗原の血清学的解析を行い，

報告されている.また近年，英国やフィンラ γ ド，カナ 本菌のH血清型が食品の汚染経路の解明に重要な手段と

ダ，アメリカなどにおいても本菌食中毒が認められてい なるばかりでなく，本菌食中毒発生時の疫学調査にも十

*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 

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

料東京都衛生局環境衛生部食品衛生課

料*東京都新宿区新宿保健所
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Number of 
persons 
iIl (%) 

3 (100 ) 

4 ( 44.4) 

10 ( 71. 4) 

3 (100 ) 

38 (100 ) 

Outbreaks of the Food Poisoning of which Causative 

Agents were suspected to be B. cereus in Tokyo 
Table 1. 

Number of 
persons 
exposed 

Incriminated 
food 

Location where 
food eaten 

Date 
Outbreak 
No. 
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Spaghetti 
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8 (100 ) 

7 ( 77.8) 
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Restaurant 

Restaurant 

Restaurant 

Restaurant 

Restaurant 

Restaurant 

Restaurant 
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30， 1977 

Jan.， 
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July， 6， 1978 
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各材料を本培地に塗沫し， 37''(， 18~24時間培養後，

レシチナ{ゼ反応陽性のやや拡散した表面粗造，灰白色

の集落を釣菌し，各種の生化学的性状を検討し， Gordon 

ら酌や東ら町に従って同定した.

ふん便および食品中の B.cereus生菌数浪u定方法は，

材料を滅菌生理食塩液で10倍段階希釈液を作り，この0.1

mlずつをポリミキシン・卵黄加CW寒天平板猪地2枚に

それぞれ接種し，コンラージ俸で全面に塗布して，37'C， 

18~24 時間培養後， 出現した B.cereus集落数を算出

した.B. cereus芽胞菌数測定は，材料をあらかじめ75

OC， 20分間加熱処理後，前述の生菌数測定と同様の方法

で行った.

3. H血清型別

分離菌株のH抗原型別用血清には， Taylor & GilbertlO) 

の抗日血清(以下TGと略す) 1 ~18 型と，寺山らりが

新たに追加した抗日血清(以下Tと略す) 1 ~18型を用

いた.

被検菌をHブイヨン (Difco)で37'C，3時間振とう培

養したものを抗原とし，WC2時間の試験管内凝集反応

により H抗原型別を行った.

15事例の疫学調査および細菌学的検査成績

1. 事例1

疫学調査成績:Table 1に示すごとく， 1975年 1月24

分応用できることを報告した7)

そこで東京都内で発生した食中毒例のうち，既知病原

菌が検出されない食中毒例について，B. cereusのH血

清型を応用した細菌学的検討を行った結果， 1975年から

1981年までの7年聞に本菌によると推定される15事例の

食中毒を認めた.これらの食中毒例には特徴ある共通点

が認められるので，その疫学的概要および細菌学的成績

について報告する.

被検材料および方法

1. 被検材料

B. cereus食中毒と推定される患、者ふん便および同時

喫食者で非発病者のふん便について菌検索を実施した.

採取したふん便は腸管系病原菌検索用グリセリン保存液

に入れ，直ちに当研究所に送付されたものである.

原因食品は，調査時に残品があったものはそのすべて

について，併せて参考食品についても菌検索を行った.

B. cereusの健康者保菌状況を検討するためには，東

京都内の飲食庖調理従業員 200名，および学童200名の

ふん使を調査対象とした.

2. B. cereU8の分離・同定

ふん便や原因食品からの B.cereus分離培地として，

ポリミキシンBを50p./mlの割合で加えた卵黄加CW寒

天(日水製薬〉を用いた.
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Table 2. CJinical Symptoms in 15 Outbreaks of B. cereus Food Poisoning 

Frequency of symptoms 

Symptoms Out.* Out. Out. Out. Out. Out. Out. Out. Out. Out. Out. Out. Out. Out. Out. 
1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12 13 14 15 

Nausea 3 4 10 3 37 2 2 4 3 2 4 4 8 7 2 

Vomiting 3 4 10 3 36 2 2 1 3 2 4 4 8 7 2 

Diarrhea 1 3 33 1 2 2 1 4 2 2 

Abdominal pain 2 28 2 1 2 1 3 4 

Chil1 2 2 18 1 1 2 

Headache 1 1 4 8 2 1 2 1 3 1 

Malaise 2 4 4 21 1 1 2 3 

Number of 
bj~~t;< 3 4 10 3 38 2 2 4 3 2 4 5 8 7 2 

* Outbreak No. 

日，東京都内の茶飲食庖で昼食にスパゲテイ{を喫食し 気，幅吐が主体で.全員に認められている.稲吐回数は

た 3 名全員が50~60分後に食中毒症状を呈した 1 名が 10 回， 他の 3 名は 3~5 回であった. その他頭

患者の主症状はTable2に示すように，幅気， u匿吐で 痛，悪感，倦怠感がみられたが，下痢，腹痛は認められ

ある.幅吐回数は 1名は2回であったが，他の2名は なかった.患者は発病後12~24時間後に回復した.

5~8 回であった.また，喫食後19時間頃より下痢が認 細菌学的検査成績:当日の仕出し弁当であるピラフは

められている.その他倦怠感や頭痛を訴えたが，発熱は 残品がなく検査できなかったが，当日使用したピーマ

認められなかった. ン，ハムおよび米飯について病原菌を検索したところ，

細菌学的検査成績:患者が喫食したスパゲティーの残 米飯より 2.0x104/gのB.cereusが検出された(Table

品がなく，病原菌の検査はできなかった.しかし，当日 3 ). 

使用したトマトピューレとマッシュルームについて菌検 分離菌株のH抗原型は Taylor& Gilbertの血清型に

索を実施したところ，開封されていたマッシュルームか 該当せず，寺山らが新たに追加したT1型に一致した

ら患者ふん便由来菌株と同一血清型である B.cereus 2病日の患者ふん便4件中2件より前述の食品材料由

TG1型が1.0X1Q3/g検出された. 来株と同一血清型の B.cereus T 1型が検出された.

患者ふん使からの菌検索では，腸炎ピプリオ，サルモ また，吐物2件中2件からも同一血清型菌が分離された

ネラ，黄色ブドウ球菌，病原大腸菌，ウェルシュ菌，エ (Table 3). 

ノレシニア・エンテロコリチカは検出されず， Table 3に 3. 事例3

示すごとく 2病日の患者ふん便2件中 2件より B. 疫学調査成績・ 1977年8月19日，某飲食庖で昼食を喫

cereusが純情養状に検出された.分離菌株の H抗原型 食した14名中10名(発病率71.4%)が発病した.潜伏時

はすべてTG1型であった. 間は2名が1時間以内 4名が2時間 4名が 3時間で

2. 事例2 あった.初発症状は幅気が主体で，その他に悪感も認め

疫学調査成績:1975年7月9日，東京都内の某看護学 られた.主症状は幅気，幅吐であった.幅吐回数は 7

院学生9名が昼食の仕出し弁当を喫食したところ 4名 名が3回以内であったが 3名は5回であった.その他

が45~60分後に発病した (Table 1). 下痢，腹痛，倦怠感，頭痛も認められた.下痢は1日2

原悶食品は仕出し弁当のピラフと推定された.本食品 ~4 回程度の水様便であった.患者の予後は良好で 9

は，ハム，ピーマン，タマネギ，グリンピース，玉子を 名は1日，他の1名も 3日で回復した.

油でいためて米飯に混ぜたものである.後述の細菌学的 推定原因食品は昼食のスパゲティーと推定された.

検査成績よりピラフの中の米飯が原因食品と推察され 細菌学的検査成績:推定原因食品であるスパゲティー

た. の原材料として当日使用された食品について病原菌を検

発病者4名の臨床症状はTable2に示すごとく，幅 索したところ;t..パゲティーから B.cereus T G 1型
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lsolation of B. cereus from Fecal Specimens and lncriminated Foods Table 3. 

lncriminated foods Fecal Specimens 

Viable cells 
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. B. cereus (/ g) 
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positives 

ぱ

de
 

f
氾

n

E
E
-
-

ゐ

m
m

円

u
p
l
w
a
u

江

況
N

e

 

Outbreak 
No. Serotyp巴Food Serotype 

T&G 1 

T 1 

T&G 1 

T&G 1 

T&G 12 

1 

1 

-

G

G

 

&

&

 

T

T

 

T&G 1 

1 

1 

-

G

G

 

&

&

 

T

T

 

Spaghetti + 
Pilaff 2. 0 X 104 

Spaghetti 3. 6 X 105 

Cooked vegetable 1. 4 X 104 

Omelet 4. 1 X 104 

Fried rice 

Pilaff 

Pilaff 

Spaghetti 

Fried rice 

Spaghetti 

Fried rice 

Fried rice & Pilaff 

Fried noodle 

Fried rice & Pilaff 

T&G 1* 

T 1** 

T&G 1 

T&G 1 

T&G 12 

T&G 12 

。6
0
4
n
'
の

よ

“

噌

i
o
L

噌

E'a

n
A
4
4‘
円

4
n
A
噌

止

の

4

守
よ

-
+
+
 
2. 8x 10B 

+ 
<300 

唱
・
4

噌

i

噌

i
τ
i
F
D
唱

'a
噌

i

唱

'a

T&G 

T&G 

T&G 

T&G 

T&G 

T&G 

T&G 

T&G 

-
n
o
q
o
η
o
n
G
a告

F
D
η
'
n
，“

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

 

-
A
噌

i
噌

E
A
-
-酌

1
A
1
4

2 

2 

1 

1 

4 

3 

5 

2 

* Serotype by the method describ巴dby Taylor and Gilbert. 

料 Serotypeof provisional designation by Terayama et a!.. 

が 3.1X 105jg検出された. 同一材料を75"C20分間加熱

後， 生残した芽胞菌数を測定した結果， 3.6x105jgで

あった. なお，トマトケチャップ，ピ{マシ，タマネギ，

ハムおよびミートソースからも同一血清型の B.cereus 

が検出されているが，菌数は極めて少なく 19当たり

100個以下であった.

1~3病臼の患者ふん使 7 件全てより推定原因食品の

原材料由来株と同一血清型の B.cereusが検出された

(Table 3). 

患者ふん便中の B.cereus排菌状態を検討する目的

で，患者4名のふん便について定量培養を行った.非加

熱ふん使では1g 当たり 104~107 個検出され，同一ふん

使を 75"C20分間加熱して芽胞数を測定したところ 104~

107jgであった. すなわち，ふん便中に排菌された B.

cereusは大多数が芽胞型であった (Table4). 

4. 事例4

疫学調査成績:1977年8月22日，惣菜庖より購入した

煮物を一家族で喫食したところ， 3名中1名が1時間，

2名が2時間後に発症した.惣菜の内容は里芋， うずら

豆および昆布の煮物であった.

本例では，他の症例に比して症状は軽度で， I温気， r恒

Counts of B. cereus in Fecal 
Specimens of Patients 

Table 4. 
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* Prior to enumeration， specimens were heated at 
75C for 20 minutes. 
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吐以外の症状は認められず，またH庖吐も 1~2 回であっ

た.

細菌学的検査成績:患者家庭に保管されていた野菜の

煮物について病原菌の検索を行った結果，本食品から

B. cereus T G 1型が1.4x104/g検出された.事例3

の場合と同様に芽胞数を算定したところ1.1 x 104/gで

あった.

患者2名のふん便について菌検索を実施した結果，

Table 3に示すごとく，原因食品由来株と同一血清型の

B. cereusが検出された.ふん使中の排菌量は Table4 

に示すごとく， 105~106/g，そのうち芽胞数が 106/g で

あった.

5. 事例5

疫学調査成績:1977年9月30日，東京都内茶事業所の

社員食堂で昼の給食を喫食した38名全員が発症した.発

病者はいずれもオムライスを喫食しており，オムライス

を喫食せずに発症した者はいないことから本食品が原因

食品と推定された.

潜伏時聞は初発が15分，ピークが40分，最も遅いもの

で4時間，平均55分であった.

主症状はTable2に示すごとく，日嵐気， n匿吐，腹痛，

倦怠感，悪感で，その他に下痢も認められた.日医吐回数

は34名中18名が3回以内であったが， 9 名は 4~6 回，

9回以上が5名で内l名は20数回にも達した.下痢は大

部分が水様性であり，下痢回数は約半数が3回以内，残

りの半数は 4~7 固であった.腹痛の部位は胃部ないし

下腹部であった.なお，初発症状は少数の患者が腹痛，

戦りつ，倦怠感で、あったが，約87%の患者は幅気であっ

た.

細菌学的検査成績.推定原因食のオムライスは保管さ

れていなかったが， オムライスに使用した米飯から B.

cereus TG12型が4.1x 104/g検出された.また，芽胞

数を算定したところ1.0 X 104であった.

本事例についても吐物からの菌検索は実施できなかっ

たが， 1~3病日の患者ふん使11件について病原菌検索

を行った結果， 全例から B.cereusが検出された. そ

の血清型は米飯由来株と同ーのTG12型であった.

患者7名について排菌量を検討したところ， Table 4 

に示すごとく 105~10B/g で， その太部分が芽胞型であ

った.

6. 事修~6 

疫学調査成績:1978年7月6日，大学生2名が飲食庖

で昼食にチャーハンを喫食したところ，約30分後に幅

気，目隠吐の症状を呈した.患者2名の共通食品が昼食の

チャ{ハシであったことから，これが原因食品と推定さ

れた.症状は幅気，幅止が主体で，幅吐回数は 2~3 固

であった.

細菌学的検査成績:当日患者が喫食した推定原因食品

であるチャーハγの残品はなく，また問食品に使用した

米飯も残されていなかったので，参考としてその後に調

製された米飯について細菌学的検査を実施したところ，

汚染菌量は少なかったが，B. cereus T G 12型が検出さ

れた.

患者ふん使2件より検出された B.cereusはいれず

もTG12型であった.

7. 事例7

疫学調査成績:1978年7月26日，会社員2名が昼食に

チキンピラフを喫食したところ， 1名は30分後，他の1

名も 1 時間後に幅気，幅吐C2~3 回)の症状を呈した.

原因食品は患者の共通食であるピラフと考えられた.

本食品は， ピーマン，マ少シュルーム，チキンに前日残

った米飯を加えて調製した.

細菌学的検査成績:当日ピラフに使用した米飯の残品

はなく，当飲食庖の調理器具・器材の拭き取り材料につ

いて検査を行った結果，ピラフ用皿，まな板，冷蔵庫把

手，エピとピ{マシ用容器から，B. cereus T G 1型が

検出された.

本事例では患者ふん使の細菌学的検討が実施できなか

ったが，疫学調査成績や推定原因食品のピラフを調理す

る時に使用した米飯容器など各種調理器具より，同一血

清型の B.cereusが検出されたことから本菌食中毒と

推定した.

8. 事例8

疫学調査成績:1979年3月5日，会社員4名が昼食を

喫食後， 30分~2 時間以内に全員が食中毒症状を呈した.

主症状はTable2に示すごとく，眠気，幅吐であった.

原因食品は患者の共通喫食食品のピラフと推定された.

細菌学的検査成績:当日使用したピラフの材料である

ハムより B.cereusが1g当たり 4.5x102個検出され

た.その血清型はTG1型であった.

患者ふん使3件中2件より，ハム由来株と同一血清型

の B.cereus T G 1型が純培養状に検出された.

9. 事例9

疫学調査成績:1979年7月30日，飲食庖でスパゲティ

{を喫食した 3 名全員が 1~4時間以内に食中毒症状を

呈した.主症状は，幅気，幅吐，下痢，腹痛であった.

幅吐回数は， 1名が4回， 2名が5回のかなり重症例で

あった.
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当日使用したスパゲティーと同ーの原材料である乾燥

品より患者由来 B.cereus と同一血清裂の B.cere仰

が検出されており，ゆで上げ後でも生残した B.cereus 

が室温に放置されている聞に増殖したものと推定され

た.

細菌学的検査成績:スパゲテイ{の残品そのものは保

管されていなかったが，未調理(乾燥品〉のスパゲティ

ーが残されていたので検査を実施したところ，B.cereus 

TG1型が検出された.患者ふん使3件中2件からも

B. cereus T G 1型が検出された.

10. 事例10

疫学調査成績:1980年8月15日，某飲食庖でチャーハ

ン，カレ{ライス，ベーコンエッグ等を喫食した4名の

うち，チヤ{ハンを喫食した2名が，幅気， ~匿吐を主徴

とする食中毒症状を呈した.潜伏時聞は2名とも 2時間

以内であり，幅気， ~霞吐，下痢が両者に認められた.日医

吐回数は各々 1回と 4回，下痢は軟便および水様使が 1

~3 回あった.

患者2名の共通食がチャーハン以外になく，本品が原

因食と推定された.このチャーハンに使用した米飯は，

前日の夕方炊飯後，使用した残りを電源を切ったジヤ{

内で19時間保存したものであった.

細菌学的検査成績・チャーハンの残品はなかったが，

参考のために同飲食庖より収去したチヤ{ハγの材料で

ある米飯， ベーコンから B.cereus T G 1型が検出さ

れた.

5病日の患者ふん便2件中1件より B.cereus T G 1 

型が検出された.

11. 事例11

疫学調査成績:1980年9月3日，茶飲食庖でスパゲテ

イ{を喫食した 4 名の高校生全員が 1~2 時間後に，眠

気， ~匿吐を主徴とする食中毒症状を呈した.

日匿気， ~匿吐は全員に認められ， 幅吐回数は 2名が3

回， 1名は6回であった. 2名には腹痛もあり，その部

位は上腹部であった.

4名の共通食はスパゲティー以外にはなく，本品が原

因食品と推定された.

細菌学的検査成績:残品のスパゲティーは保管されて

いなかったが， 調理前の乾燥スパゲティー残品から B.

cereus TG 1型が 2.8X 108jg検出された.

2病日の患者ふん便2件中1件より B.cereus TG 

I型が検出された.

12. 事例12

疫学調査成績:1981年6月2日， 8人の会社員が中華

料理屈で昼食を喫食したところ，五目チャーハ γを食べ

た5名のみが幅気，日匿吐，下痢を主徴とする食中毒症状

を呈した.潜伏時聞は 1~2時間が 3 名， 2~3時聞が

2名であった.日怪気，幅吐，下痢は全員に認められ，幅

吐回数は 2回が1名， 3回が 2名， 4回が1名であっ

た.下痢は水様で 1~2 回であった.予後は良好で， 24 

時間以内に全員が回復した.

5人の共通食は五目チャーハン以外になく，これが原

因食と推定された.

細菌学的検査成績:原因食と推定された五目チャーハ

γは残品がなく，検査は実施できなかったが，患者の吐

物 l 件および 1~3病日の患者ふん便 4 件中 4 件のすべ

てから B.cereus T G 5型が純培養状に検出された.

13. 事例13

疫学調査成績:1981年6月17日，茶飲食屈でピラフを

喫食した4名とドライカレーを喫食した4名の合計8名

全員が，喫食後1時間以内に幅気，幅吐を主徴とする食

中毒症状を呈した.日匿気， ~I匿吐は 8 名全員に認められ，

R匿吐回数は1回が3名， 3 回が 2 名，そして 6~8 回の

重症者が3名であった.このほか，一部の者には軽度の

下痢，上腹部痛，発熱 (37.5'C以下)， 頭痛および倦怠

感が認められた.

共通食であるピラフならびにドライカレ{が原因食と

推定された.これらに使用された米飯は，前日使用した

残りを翌朝まで20時間冷蔵庫内で保管，更に3時間常温

で放置された後調理して提供されたものである.

細菌学的検査成績:ピラフ， ドライカレーに使用され

た米飯の残品から B.cereus T G 1型が検出された.

また 1病日の患者ふん便2件中2件からも B.cereus 

TG1型が検出された.

14. 事例14

疫学調査成績:1981年6月18日，茶飲食庖で焼そばを

喫食した4グループ9名中7名が幅気，幅吐を訴えた.

潜伏時聞は， 1時間以内が4名， 1~4 時間が 3 名であ

った. ，患者の共通症状は，幅気， n庖吐で，咽吐回数は2

回が2名， 3回が3名， 4回以上が2名であった. また

4名に上腹部痛， 2名に下痢が認められた.

患者の共通食は，焼そばとバニラアイスクリームで，

細菌検査の成績から焼そばが原因食と推定された. この

焼そばは，市販の蒸しそばに熱湯をかけ，泊をからめた

後6時間常温に放置後，調理して提供されたものであ

る.

細菌学的検査成績:焼そばの残品は保管されてし、なか

ったので参考として，その後に調製された蒸しそばに
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Biochemical Characteristics of B. cereus Strains isolated from Food Poisoning Outbreaks 

Outbreak No. (No. of strains examined) 

9 10 12 13 14 

(3) (3) (3) (3) (3) 

33， 1982 年報研衛京東

Table 5. 

1 2 

(5) (5) 
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(5) 
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a : Symbols; +， positive;ー， negative; d， different biochemical. 

b : Serotype by the method described by Taylor and Gilbert. 

c : Serotype of provisional designation by Terayama et al.. 

細菌学的検査成績:喫食した食品の残品あるいは参考

となる食品の検査は実施できなかったが， 1病日の患者

ふん使2件中2件から B.cereus T G 1型が検出され

た.

16. 分離菌株の生化学的性状

各事例の患者ふん便，吐物および推定原因食品などか

ら分離された B.cereusについて詳細な生化学的性状

を検討した.供試菌株は，各事例より 3~5 株を選び，

合計54株である.

生化学的性状試験の成績はTable5に示した.事例12

ついて検査を実施したところ，B. cereus TG  1型が，

1 g当たり 300個以下であったが検出された.また，患

者の吐物1件， および 2病日のふん便7件中5件から

B. cereus T G 1型が検出された.

15. 事例15

疫学調査成績:1981年9月29日，某飲食庖でピラフと

ドライカレーを喫食した2名が幅気，幅吐を主徴とする

食中毒症状を呈した.潜伏時聞は 1 名が 1~2 時間，他

の 1 名は 2~3 時間であった.日医気，幅吐，悪感は 2 名

共に認められ，日直吐回数は各々 1固と 4聞であった.
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Table 6. Distribution of B. cereus in Feace of Healthy School.pupils and Adults， 
and H Serotype of the Isolates 

No. of No. of Serot& ypE Serotype 

Samples spec1mens positives No. of by Taylor & Gilbert by Terayama et al. 

tested く%)
isolates 

1 3 5 8 9 11 12 14 1 3 4 6 7 10 11 13 

School.pupils 200 31(15.5) 39 8 2 1 2 241  1 4 2 1 5 

Adults 200 29(14.5) 34 13 112  2 2 131  1 1 

Total 400 60(15.0) 73 21 2 2 3 2 2 6 3 1 533  1 151  

* Untypable 

UT* 

6 

6 

12 

由来の 3株を除く全菌株は，硝酸塩還元性， VP反応、， されたが，それ以降の発生例はほとんど報告されていな

ゼラチン液化性，レシチナーゼ産生性，ブドウ糖および い.後者は1971年英国2)で報告されて以来諸外国で報告

マルトースの分解性がすべて陽性，マンニット分解陰性 されい2)， 米飯やフライドライスを原因食品とし，潜

の典型的な B.cereusの性状を示した. ただし事例2 伏時間が 1~5 時間，主症状が幅気，幅吐の食中毒であ

由来株では，白糖陰性，サリシン陽性であって，他の事 る.

伊j由来株の生化学的性状とはやや異なっていた. 今回，東京都内に発生したB.cereusによると推定さ

事例12で分離された B.cereus T G 5型の3株は， れた15事例は，いずれも潜伏時聞が4時間以内，主症状

いずれも硝酸塩還元性，クリステシゼγのクエシ酸塩， も幅気，幅吐であることから， Gilbertらの分類による

溶血性および白糖の分解が陰性で，他の事例由来株とは と幅吐型食中毒に該当するものである.すなわち， 15事

異なる性状を示したØ1Jの潜伏時聞は30分~4時間，平均 1 時間であった.臨

澱粉加水分解性は全事例由来株とも陰性であった. 床症状は幅気と 1~5 回の幅吐が主要症状で，下痢，腹

健康人におけ~本菌保有状況 痛，悪感，発熱は極めて少なかった.ただし，事例5，

東京都内在住の学童および成人を対象にB.cereusの 9， 10， 12， 14で、は， s匿気，幅吐のほかに下痢と腹痛の

保菌状況を検討し，食中毒患者ふん使の場合と比較し 発現頻度が高く，他の事例とはやや臨床症状を異にして

た. いた.

Table 6に示すごとく，学童では200件中31件 (15.5 原因食品は， 9事例が米飯に関連した食品であって，

%)，成人では200件中29件 (14.5%)から本菌が検出さ 諸外国の報告例と類似していた12) 米飯以外の原因食品

れた.分離菌株の血清型はTG1型に該当するものが最 は，スパゲティーによるものが4事例，野菜の煮物およ

も多く，次いで、TG12型およびT3型， Tll型である. び焼そばによる例が各々 1例ずつ認められた.これらの

健康人のB.cereus排菌量を患者の場合と同様の方法 スパゲテイ{や米飯は，加熱後かなり長時間室温に放置

で測定した.B. cereus陽性者60名中50名は1g当たり された後，喫食時に他の食品と混ぜ合わされたものであ

102個以下の排菌量であり，7名が， 1Q8/g， 2名が104/g， る.

1名が 105/gであった.すなわち，本菌食中毒患者ふん B. cereusの芽胞の熱抵抗性はかなり高く， 100'Cに

使では当該菌が 105/g以上排菌されているのに対し，健 対するD値が1.2~7. 5分であると報告されており 13にま

康者の場合では大部分が 102/g以下の排菌であった. たCleggら14)や Vasら15)は， 90'C 70分あるいは140'C

考 察 2秒の加熱に対しても生残できる菌株を認めている.箸

GilbertらはB.cereusによる食中毒をその発生状況や 者らも食品由来株484株中105株 (21.7%)の B.cereus 

臨床症状の特徴から，下痢型 (diarrheal・typesyndrome) 芽胞は100'C30分の加熱に抵坑性を示すことを報告し

と幅吐型 (vomiting.typesyndrome) に大別した10) た16) 従って，通常の調理方法では B.cereusの芽胞は

前者は Haugel)やNikodemuszら11)によって報告され 生残し，喫食までの保存期間中に食品内で増男直して，食

た食中毒で，プリンおよび肉類や野菜のスープなどを原 中毒を惹起させたものと推察される.

因食品とし，潜伏時聞が 8~16時間，主症状は下痢と腹 Mellingら17)は，米飯に B.cereusを実験的に接種

痛である.この型の食中毒事例は1970年以前に多く報告 し，食品内にエシテロトキシン様物質が産生されること
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を報告している.しかし，他の研究者によって本毒素は

未だ確認されておらず， ~I医吐型 B. cereusの起病性因子

に関しては更に詳細な検討が必要であろう.

日匿吐型の本食中毒では，患者の潜伏時間，臨床症状が

ブドウ球菌食中毒の発生状況と極めて類似しており，疫

学的事項から両者を鑑別することは極めて困難であっ

て，本菌食中毒の診断には細菌学的検査が重要である.

また，B. cereusによる食品汚染が高い豆腐などでは

1 g当たり 104個以上の本菌で汚染されている場合もあ

り18九食中毒発生時において推定原因食から B.cereus 

が検出されたと言って，それを直ちに原因食とすること

はできない.

今回の発生例では推定原因食品中に含まれていた B.

cereus の生菌数は 104~108/g であり， 105~109/g 認め

られている英国などでの発生例12)に比較して，菌数がや

や少ないが，食品由来株がし、ずれも患者ふん便由来株の

H血清型と問一型であったことは注目すべきことであ

る.また，患者ふん便からは英国の事例でも高頻度に本

閣が検出されており 12〉，今回の15事例においてもその検

出率は80%以上で，しかも同一集団発生例ではH血清型

の均一性が認められた.

さらに注目すべきことは， 15事例のうち7事例jにおい

ては原因食品以外にも調理施設の包丁，まな板，パ γ ト

などの調理器具・器材拭き取り材料からも患者ふん使由

来株と同一血清型の B.cereusが多数検出されているこ

とである.すなわち，この事は原因施設では食品に限ら

ずその調理環境まで広く本菌で、汚染されていたことを裏

付けるものである.

Gilbertら12)は， H血清型と病型との関連性を報告し

ている.すなわち， TG 1， 3， 4， 5および8型は幅

吐型食中毒例で， T G 2， 6 ， 9， 10および12型は下痢

型食中毒例で認められている.今回の15事例のうち， 11

事例がTG1型， 1例がTG5型に該当し， Gilbertら

の成績と同様でトあった. しかし， 2例は TG12型であ

り，他の1例は Taylorらの血清型に該当せず，寺山ら

の血清型T1型であった.

一方，健康人の B.cereus保菌率は平均15.0%で，そ

の排菌量は患者の場合に比較して極めて少なく，大部分

が103/g以下であった.

これらの事実から，~匿吐型による本菌食中毒の細菌学

的診断としては，推定原因食品中の B.cereusの生菌数

測定，息者ふん使からの本菌検出率の確認および，分離

菌株のH血清型の検討などが重要であると考える.

結論

1975年から 1981年までの7年聞に，東京都内で B.

cereusによると推定される 15事例の幅吐型食中毒を認

めた.15事例の患者総数は97名であった.潜伏時聞は30

分~4時間で，平均 1 時間であった.その臨床症状は，

幅気と 1~5 回の幅吐が主体であり， 下痢， 腹痛， 悪

感，発熱は比較的少なかった.

原因食品は，ピラフ (5例)，チャーハン (5例)，ス

パゲティー (4例)，オムレツ (1例)，野菜の煮物 (1

例〉および焼そば (1例〉であった.このうち， 2例は

ピラフとチャーハンの両方によるものである.

食中毒起因菌と推定された B.cereusの血清型は，

Taylor & GilbertのH血清型である TG1型が11例，

12型が2例そして5型が1例であり，他の1例は，寺山

らのH血清型T1型であった.
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1980~1981年分離のA群溶血レンサ球菌の薬剤感受性と菌型について

柏木義勝汽近藤治美*，徳、江シゲ子*

大久保暢夫汽寺山 武*

Antibiotics Sensitivities and Serotypes of Isolates of Group A Hemolytic 

Streptococci in 1980-1981 

YOSHIKATSU KASHIWAGI*， HARUMI KONDOぺSHIGEKOTOKUE*， 
NOBUO OHKUBO* and T AKESHI TERA YAMA* 

Keyword自:化膿レンサ球菌 Streρtococcusρ'yogenes，抗生物質感受性 antibioticss巴nsitivity，血清型serotype

緒言

著者らは， 1965年以来，全国で分離されたA群溶血レ

ンサ球菌の各種抗生物質に対する感受性と菌型の推移に

ついて検討し考察を加えてきたト町.

今回は1980年および1981年に分離された猿紅熱由来，

猿紅熱以外の各種感染症由来および健康学童由来の各A

群溶血レンサ球菌の薬剤感受性および菌型について検討

したので報告する.

材料ならびに方法

供試菌株

全国の伝染病院，研究所等より，当研究所に送付され

た菌株のうち， 1980年は狸紅熱由来447株， J星紅熱以外

の各種感染症由来172株，健康学童由来174株，計 793

株， 1981年は狸紅熱由来297株，猿紅熱以外の各種感染

症由来449株，健康学童199株，計945株を薬剤感受性

試験に供試した.

供試薬剤

be印n回z勾yl均pe印nicilli凶n(PCG)， arr明

後， Mueller-Hinton broth (Difco) で増菌し， 5%馬

血液加感性ディスク用培地-N(ニ γスイ〉を用いて，

化学療法学会最小発育阻止濃度測定法再改訂法4)にした

がって，感受性値を測定した.

菌型型別

菌株は，各当該分離収集機関において， T凝集反応に

より型別が行われた.一部の菌株については，当研究所

で型別を行った.

菌株分離収集機関

札幌市立札幌病院，秋田県衛生科学研究所，新潟県衛

生研究所，千葉大学医学部付属病院，都立荏原病院，都

立墨東病院，都立豊島病院，東京都予防医学協会，埼玉

県衛生研究所，横浜市立万治病院，富山県衛生研究所，

名古屋市立東市民病院，大阪市立桃山病院の13機関であ

る.

成 緩

薬剤感受性

lori凶凶dωin閃1児e(CER)， tetracycline (TC)， c凸h叫巾lor悶叩a釘mphenic∞刀1 Table 1， 2に示したごとく， これらの分離株は，ベニ

(CP)， erythromycin (EM)， 0叫leandomy戸cin(OL)， シリン系 (PCのおよびセファロスポリン系 (CEPs)抗

lincomycin (LCM)の8剤を供試し，さらに1981年には 生物質に対して高い感受性を示し，過去に供試した菌株

cephalexin (CEX)を追加した. と同様に，耐性を示すものは認められなかった.

これらの薬剤は，すべて重量単位で供試し，最小発育 TCに対しては， 25μg/mZ以上の MICを示すもの

阻止濃度 (MIC)を感受性値として記載した.なお供試 が， 1980年には72.9%，1981年には82.8%であり， CP 

菌のうち， 25μg/mZ以上の MICを示すものを耐性菌 に対しては， 1980年58.2%，1981年57.3%であった.

として表示した. マグロライド系 (MLs)および類似の抗生物質である

感受性測定法 LCMにほ， 200μg/mZ以上の MICを示すものが， 1980 

血液寒天平板を用いて，供試菌の集落選別を行った 年は約42%，1981年は約51%分離された.

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

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

ミ400
200 

100 

50 
25 

12.5 

6.25 

3.13 

1. 56 

0.78 

0.39 

0.2 

0.1 

0.05 

0.025 

0.0125 

0.006 

0.003 

Total 

MICμg/ml 

二三400

200 

100 

50 

25 

12.5 

6.25 

3.13 

1. 56 

0.78 

0.39 

0.2 
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Table 1. Distribution of MIC of Antibiotics on Group A Hemolytic Streptococci 

Isolated from Patients with Scarlet Fever in 1980 

Number of strains by MIC of antibiotics (%) 

PCG ABPC CER TC CP EM OL LCM 

185(41.4) 187(41.8) 188(42.1) 

6 (1. 3) 1 (0.2) 

142(31. 8) 37 (8.3) 

178(39.8) 223(49.9) 
16 (3;6) 18 (4.0) 1 (0.2) 

14 (3.1) 38 (8.5) 

18 (4.0) 111(24.8) 1 (0.2) 5 (1.1) 

36 (8.1) 20 (4.5) 66(14.8) 1 (0.2) 

33 (7.4) 144(32.3) 6 (1. 3) 

3 (O.7) 43 (9.6) 105(23.5) 

1 (0.2) 16 (3.6) 1 (0.2) 106(23.7) 

174(38.9) 41 (9.2) 

2 (0.4) 65(14.6) 

6 (1. 3) 53(11.9) 5 (1.1) 5 (1.1) 

92(20.7) 335(74.9) 205(45.9) 

335(74.9) 56(12.6) 227(50.8) 

14 (3.1) 1 (0.2) 10 (2.2) 

447(100) 447(100) 447(100) 447(100) 447(100) 447(100) 447(100) 447(100) 

Table 2. Distribution of MIC of Antibiotics on Group A Hemolytic Streptococci 

Iso¥ated from Patients with Scarlet Fever in 1981 

Number of strains by MIC of antibiotics (%) 

PCG ABPC CER CEX TC CP EM OL LCM 

152(51.2) 152(51.2) 152(51.2) 

2 (0.7) 

189(63.6) 

39(13.1) 5 (1. 7) 
16 (5.4) 165(55.6) 

1 (0.3) 2 (0.7) 

15 (5.1) 1 (0.3) 2 (0.7) 

97(32.7) 1 (0.3) 

1 (0.3) 6 (2.0) 14 (4.7) 1 (0.3) 

281(94.6) 21 (7.1) 74(24.9) 1 (0.3) 

15 (5.1) 19 (6.4) 60(20.2) 17 (5.の
2 (0.7) 7 (2.4) 93(31.3) 

0.1 1 (0.3) 5 (1. 7) 47(15.8) 34(11.4) 

O. 05 10 (3. 4) 
0.025 1 (0.3) 275(92.6) 11 (3.7) 

0.0125 273(91.9) 11 (3.7) 268(90.2) 

0.006 23 (7.7) 18 (6.1) 

0.003 

86(29.0) 

7 (2.4) 

Total 297(100) 297(100) 297(100) 297(100) 297(100) 297(100) 297(100) 297(100) 297(100) 
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Tab!巴3.Distribution of MIC of Antibiotics on Group A Hemo!ytic Streptococci 

Isolated from Patients Other than Scarlet Fever in 1980 

MICμgjml 
Number of strains by MIC of antibiotics (%) 

;;:;400 

200 

100 

50 

25 

12.5 

6.25 

3.13 

1. 56 

0.78 

0.39 

0.2 

0.1 

0.05 

0.025 

0.0125 

0.006 

0.003 

Total 

MICμgjml 

孟400

200 

100 

50 

25 

12.5 

6.25 

3.13 

1. 56 

0.78 

0.39 

0.2 

0.1 

0.05 

0.025 

0.0125 

0.006 

0.003 

PCG ABPC CER TC CP EM OL LC乱4

61(35.5) 61(35.5) 61(35.5) 

17 (9.9) 

49(28.5) 14 (8.1) 

39(22.7) 55(32.0) 

10 (5.8) 

2 (1. 2) 13 (7.6) 

4 (2.3) 71(41. 3) 

7 (4.1) 19(11.0) 37(21. 5) 

34(19.8) 68(39.5) 2 (1. 2) 

7 (4.1) 6 (3.5) 43(25.0) 

3 (1. 7) 6 (3.5) 62(36.0) 

64(37.2) 4 (2.3) 

1 (0.6) 40(23.3) 
90(52.3) 7 (4.1) 1 (0.6) 

81(47.1) 78(45.3) 82(47.7) 
88(51. 2) 3 (1. 7) 79(45.9) 

3 (1. 7) 4 (2.3) 

172(100) 172(100) 172(100) 172(100) 172(100) 172(100) 172(100) 172(100) 

Tab!e 4. Distribution of MIC of Antibiotics on Group A Hemo!ytic Streptococci 

Isolated from Patients Other than Scarlet Fever in 19B1 

Number of strains by MIC of antibiotics (%) 

PCG ABPC CER 

13 (2.9) 

5 (1.1) 420(93.5) 42 (9.4) 

413(92.0) 16 (3.6) 401(89.3) 

30 (6.7) 6 (1. 3) 

1 (0.2) 

CEX 

2 (0.4) 
24 (5.3) 

385(85.7) 

38 (8.5) 

TC CP 

1 (0.2) 

147(32.7) 2 (0.4) 

116(25.8) 23 (5.1) 

7 (1.6) 97(21.6) 

15 (3.3) 

5 (1.1) 41 (9.1) 

6 (1.3) 258(57.5) 

19 (4.2) 13 (2.9) 

72(16.0) 

68(15.1) 

8 (1. 8) 

EM OL LCM 

127(28.3) 127(28.3) 124(27.6) 

3 (0.7) 

3 (0.7) 

98(21. 8) 

209(46.5) 

12 (2.7) 

1 (0.2) 

30 (6.7) 

201(44.8) 5 (1.1) 

84(18.7) 60(13.4) 

6 (1.3) 214(47.7) 

41 (9.1) 

2 (0.4) 

Total 449(100) 449(100) 449(100) 449(100) 449(100) 449(100) 449(100) 449(100) 449(100) 
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Table 5. Distribution of MIC of Antibiotics on Group A Hemolytic Streptococci 

Isolated from Healthy Pupils in 1980 

Number of strains by MIC of antibiotics (%) 
MICμg/ml 

PCG ABPC CER TC CP EM OL LCM 

~400 16 (9.2) 16 (9.2) 16 (9.2) 

200 

100 18(10.3) 

50 26(14.9) 8 (4.6) 

25 37(21. 3) 18(10.3) 

12.5 26(14.9) 

6.25 2 (1. 2) 46(26.5) 

3. 13 6 (3.4) 59(33.9) 1 (0.6) 

1. 56 37(21. 3) 17 (9.8) 29(16.6) 

0.78 39(22.4) 116(66. 7) 1 (0.6) 

0.39 9 (5.2) 12 (6.9) 82(47.1) 

0.2 6 (3.4) 65(37.4) 

O. 1 128(73.6) 10 (5.7) 

0.05 8 (4.6) 24(13.8) 

0.025 12 (6.9) 55(31. 6) 6 (3.5) 

0.0125 54(31. 0) 110(63.2) 117(67.2) 

0.006 105(60.4) 1 (0.6) 50(28.7) 

0.003 3 (1. 7) 1 (0.6) 
一一一一一一一一一一一一一

Total 

MICμg/ml 

注400

200 

100 

50 

25 

12.5 

6.25 

3.13 

1. 56 

0.78 

0.39 

0.2 

0.1 

0.05 

0.025 

174(100) 174(100) 174(100) 174(100) 174(100) 174(100) 174(100) 174(100) 
←一一一一一一一一一一一

Table 6. Distribution of MIC of Antibiotics on Group A Hemolytic Streptococci 

Isolated from Healthy Pupils in 1981 

Number of strains by MIC of antibiotics (%) 

PCG ABPC CER CEX TC CP EM OL LCM 

27(13.6) 28(14.1) 27(13.6) 

1 (0.5) 1 (0.5) 

50(25.1) 

27(13.6) 6 (3.0) 1 (0.5) 

3 (1.5) 30(15.1) 

35(17.6) 

1 (0.8) 114(57.3) 

40(32.8) 11 (5.5) 14 (7.0) 16 (8.0) 

70(57.4) 54(27.1) 58(29.1) 

11 (9.0) 49(24.6) 81(40.7) 31(15.6) 

4 (2.0) 16 (8.0) 85(42.7) 

2 (1. 0) 27(13.6) 37(18.6) 

2 (1.0) 15 (7.5) 109(54.8) 18 (9.0) 

1 (0.5) 164(82.4) 12 (6.0) 34(17.1) 

0.0125 167(83.9) 18 (9.0) 175(87.9) 1 (0.5) 

0.006 29(14.6) 12 (6.0) 

0.003 

Total 199(100) 199(100) 199(100) 122(100) 199(100) 199(100) 199(100) 199(100) 199(100) 
一一一一一一一一一一一一一一一一



Table 7. Distribution of Serotypes of Group A Hemolytic Streptococci Isolated in 1980 

く%)Number of strains by T serotype 
Total 

1 2 

Source of 
isolates 

UT B3264 5/27/44 28 22 18 13 12 11 9 8 6 4 

Patients of 
scarlet fever 

342 
(100) 

15 
(4.4) 

3 
(0.9) (0.3) 

26 
(7.6) 

7 
(2.0) 

13 
(3.8) 

2 182 3 
(0.6) (53.2) (0.9) (0.3) 

39 
(11. 4) 

28 
(8.2) 

4 
(1. 2) 

18 
(5.3) 

Patients 
other than 
scarlet fever 

157 
(100) 

17 
(10.8) 

7 
(4.5) 

12 
(7.6) (0.6) 

2 75 
(1. 3) (47. 8) (0.6) 

18 
(11. 5) 

11 
(7.0) (0.6) 

12 
(7.6) 

減

切}

174 
(100) 

31 
(17.8) 

2 
(1. 2) 

27 
(15.5) 

12 
(6.9) 

17 30 
(9.8) (17.2) 

2 
(1. 2) 

23 
(13.2) 

8 
(4.6) 

4 
(2.3) 

18 
(10.3) 

Healthy pupils 

蓋世

宝有

4社

議

帥
タ
]
{
坦
∞
凶

Table 8. Distribution of Serotypes of Group A Hemolytic Streptococci Isolated in 1981 

く%)Number of strains by T serotype 
Total 

Source of 
isolates 

UT 

Patients of 
scarlet fever 

B3264 14/49 28 25 22 18 13 12 11 9 6 4 1 

179 
(100) 

7 
(3.9) 

4 
(2.2) 

7 3 
(3.9) (1. 7) 

2 
(1.1) 

1 124 
(0.6) (69.3) 

9 
(5.0) 

14 
(7.8) 

8 
(4.5) 

28 
(15.7) 

Patients 
other than 
scarlet fever 

178 
(100) 

25 
(14.0) 

8 
(4.5) 

2 
(1.1) (0.6) 

3 
(1. 7) 

3 
(1. 7) 

3 
(1. 7) 

94 
(52.8) 

1 
(0.6) 

2 
(1.1) 

8 
(4.5) 

ts 

199 
(100) 

21 
(10.6) 

6 
(3.0) 

40 
(20. 1) 

2 11 
(1. 0) (5.5) 

31 
(15.6) 

33 
(16.6) 

8 
(4.0) 

26 
(13.1) 

3 
(1. 5) 

18 
(9.0) 

Healthy pupils 
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2)狸紅熱以外の各種感染症由来株 (Group2)

PCs， CEPsに対する耐性株は， Group 1と同様に分

離されなかった. TCに対しては， 1980年61.1%，1981 

年60.3%，C Pは1980年40.1%，1981年27.1%，MLs 

は1980年約36%，1981年約28%の耐性株が分離された.

(Table 3， 4) 

3)健康学童由来株 (Group3) 

Group 1， 2と同様に， PCs， CEPsに対する耐性株

は分離されなかった. TC耐性株は， 1980年46.5%，

1981年40.7%，C Pは1980年 14.9%，1981年 18.1%，

MLsは， 1980年約9%，1981年約14%を示した.

(Table 5， 6) 

4)流行菌型

Group 1， 2の主要流行菌型は，両年とも 12型で， 50 

~70%を占めているが， Group 3では，際立つた主要菌

型は存在せず， 28型， 13型， 12型， 6型が比較的多くみ

られ， これらの血清型の分離率は 13~20%であった.

(Table 7， 8) 

5)耐性パタ{ン

Table 9， 10に Group1の菌型別耐性パターンを示

したが，過去の成績1-3)と同様に， 12型に多剤耐性 6

型にTC・CP2剤耐性， 4型にTC単剤耐性， 18型に
感受性株が多い傾向に変動は認められなかった.なお，

Group 2， 3については， 表を示していないが，これら

も Group1と同様の傾向が認められた.

考察

今回供試したA群溶血レシサ球菌も，過去の成績1-3)

に示すものと同様に， PCsおよび CEPsのPーラクタ
ム類抗生物質に耐性を示す菌株は分離されず，また臨床

上，これらの抗生物質に対して難治の溶連菌感染症の報

告もみられないことから，これらの系統の抗生物質は，

in vitroでも m V1VOにおいても，現在もなお有効な

薬剤jであると考えられる. かつては，s-ラグタム類抗
生物質を用いるにあたり，患者に対し，アレルギーや、ン

ヨツグ等の懸念があるため，第一次選択剤としては敬遠

されている薗もあったが，近年，副作用の少ない同系の

内服剤も多種開発されてきており，現在では本剤が，溶

連菌感染症に対しての第一次選択剤として確かなものと

なっている.

耐性株の動向については， 1980年と 1981年の比較で

は， TCおよび MLs耐性株分離率が，約10%上昇して

おり， CP耐性株は，ほとんど変動を示していないが，

大局的観点からは， 1978年を境にして， 1979年以降は3

系薬剤とも増加傾向にあるものと判断できる.

24 
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Table 10. Incidence of Drug Resistant Strains by Serotype on Group A Hemo!ytic 

Streptococci Iso!ated from Patient with Scar!et Fever in 1981 

Number of strains by T serotype (%) 
Resistant patt巴rn

1 4 6 11 12 13 18 22 28 UT Tota! 

TC CP EM LCM 1 1 71 1 74 
(12.5) (11. 1) (57.3) (14. 3) (41. 3) 

TC CP 3 7 9 1 1 21 
(21. 4) (77. 8) (7.3) (25.0) (14.3) (11.7) 

TC EM LCM 6 6 
(4.8) (3.4) 

2 9 1 1 24 2 2 3 44 TC (25.0) (64.3) (11.1) (100) (19.4) (100) (50.0) (42.9) (24.6) 

Sensitive 5 2 14 7 3 1 2 34 
(62. 5) (14. 3) (11.3) (100) (100) (25.0) (28.6) (19.0) 

8 14 9 1 124 2 7 3 4 7 179 Tota! (100) (10の (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) (100) 

次に，これらの各耐性株の年次的動向を，菌型と耐性

との関係からみると， 1972年以降は， 12型が主導型とい

えよう.すなわち主要流行菌型で且つ多剤耐性株の多い

12型の分離率の増減が， TC， CP， MLsの各耐性株分

離率に直接的に影響を与えており，これらの動向に，さ

らに4型， 6型等の耐性に特異的に関連性のある菌型の

小流行が，多少の影響を与えているものと考えられる.

12型が何故このように永い年月にわたって主要菌型と

して維持されているのか，未だ解明されていないが，滝

沢らの報告.)が一つの解答を示唆している.それによる

と， T4型菌による狸紅熱患者を7日間ベニシリシ系薬

剤投与によって治療した場合，再排菌を繰り返す症例で

は， T4抗体価は遅くなって確実に高値に上昇したが，

再排菌を認めなかった症例は，抗体の上昇は，ほとんど

認められなかったと述べている.このことは，発病初期

から抗生物質投与による治療を行い，短期間のうちに治

癒してしまう症例の場合，患者の抗体価は，ほとんど上

昇しないことを意味しているといえよう.このような症

例の多い狸紅熱では，感染を阻止するに必要且つ十分な

抗体を保有する者の絶対数が少ないために繰り返し同型

菌による流行が起きても何ら不思議ではないと考える.

12型の流行が，約10年間も続いており，衰えをみせな

いのは，以上のような理由と，もう一つは， 12型には多

剤耐性を獲得しているものが多く，抗生物質との出合い

にも生き残る確率の高いことが挙げられる.

今後も12型の流行が，このまま続くのか，あるいは菌

型の交代が起きるのか，興味ある問題である.

結論

1980年および1981年に，全国の伝染病院，研究所等で

分離収集されたA群溶血レシサ球菌の菌型型別と薬剤j感

受性測定により，次の結論を得た.

1) s-ラクタム類抗生物質に対する耐性株は， 過去の
成績と同様に分離されなかった.

2)耐性株の分離率は，狸紅熱由来株が最も高く，以下

各種感染症由来株，健康学童由来株の順に低かった.

また耐性株の年次的動向については， 1978年以降，狸

紅熱由来株は， TC， CP， MLsの三系薬剤に対して，

耐性傾向を示している.

3)菌型に関しては，猿紅熱由来株および各種感染症由

来株については， 12型が主要流行菌型であったが，健

康学童由来株では，各菌型が比較的平均化しており，

主要菌型の存在は認められなかった.

4)菌型と耐性の関係では， 12型の多剤耐性， 6型のT

C・CP2剤耐性， 4型のTC単剤耐性の傾向に変動
は認められなかった.

(本研究の概要は，第56回日本感染症学会総会1982年

4月で発表した.) 

文献

1)柏木義勝，柴田 実，徳江シゲ子，浅野洋子，大久

保暢夫東京衛研年報， 27-1， 49， 1976 

2)大久保暢夫，柏木義勝，柴田 実，永瀬金一郎:感

染症学雑誌， 53(10)， 498， 1979 

3)大久保暢夫，近藤治美，柏木義勝，柴田 実，小野

川尊:感染症学雑誌， 56(1)， 2， 1982 

4) MIC測定法改定委員会:CHEMOTHERAPY， 

29(1)， 76， 1981 

5)滝沢慶彦，高瀬愛子，宮沢功:感染症学雑誌， 55 

(3)， 188， 1981 



東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 26-28， 1982 

1971年から1980年までの10年間におけあ STSによあ梅毒血清反応検査成績

石上 武大郷 幹郎*，平岡陸左右*，落合泰隆*

宮沢貞雄*，安部昭子汽寺山 武*
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Results of Serological Test for Syphilis by STS between 1971~1980 

in Tokyoites 
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はじめに

梅毒は性病予防法により届出伝染病に指定されてお

り，患者発生の動向は厚生省統計に示されている.それ

によれば，わが国では， 1958年に売春防止法が施行され

て以来，梅毒の届出患、者数は漸次減少しており， 1948~三

に約21万人の届出患者がし、たものが， 1979年には2，444

人となり，この約30年間に約1/80に減少した.しかしな

がら一方では，フリーセックスの風潮が国際的に高まる

とともに海外旅行者が急増している今日，若年層では逆

に早期顕症梅毒が増加していることが指摘されている.

また，性病は届出伝染病であるが，無届けの潜在患者も

いると考えられ，その実態は厚生省統計による患者数を

上回るものとみられている.

わが国では，性病予防対策の一環として，梅毒を対象

に結婚前検診，妊婦検診さらに事業所単位の集団検診を

各自治体を中心に実施している.著者らは都民を対象と

して長年にわたり，梅毒血清反応を行っており， 1967~ 

1970年の4年間の検査成績をすでに前報1)で報告した.

本報では， 1971~1980年の検査成績を対象群別に検討し

報告する.

材料および方法

1)調査対象

1971~1980年度に都内各保健所，病院等から梅毒血清

反応検査のため当研究所に送付された血清374，335件を

対象とした.その内訳は，保健所(特別区と島帆〉から

の送付検体は，一般事業所単位の集団検診が167，322件，

結婚前検診が75，282件，妊婦検診が8，385件と一般検診

(保健所に検査を依頼した一般人〉が67，498件である.

また，病院からの検体は69，046件，監察医務院からの原

因不明死亡者の行政解剖検体が 196件，防疫課からの街

娼の検体が4，606件である.

2)試験方法

カルジオライピン抗原によるガラス板法と緒方法(以

下 STSと略〕の2法を梅毒血清反応検査指針2)に準じ

て行った.なお，集団検診の検体については，ガラス板

法でスクリーニングを行い，そのうち陽性のものについ

ては緒方法も実施した.また，一般検診，病院，街娼の

検体の一部は，ガラス板法または緒方法の一法のみの検

査依頼であり，その割合については表中に(注〉として

入れた.

成績

1971~1980年の10年間に都民を対象とした STS によ

る梅毒血清反応検査成績を年度別と検査対象群別にまと

めて表 1(1)および(2)に示した.表中の陽性数は， ガラス

板法と緒方法の 2法を行ったものについては，両方が陽

性になったものを掲げ，不一致となったものは除外し

た.また，どちらか一法のみの検査依頼の場合には，そ

れが陽性になったものの数を掲げた.

検査対象群別の陽性率についてみると，集団検診群で

は1971年度が最高で0.94%，1978年度が最低で0.61%，

10年間の平均が0.83%であり，この調査期間内における

年度別陽性率に大きな変化はみられなかった.これに対

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chom巴， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Tabl巴1(1) Results of Serological Test for Syphilis by STS in Tokyoites During 

the Period 1971 Through 1980 

27 

Sources of material 

Year Group examination Premarriage (male) Premarriage (female) Maternity 

No. of No. of Positive No. of No. of Positive N正of守-Jo.of Positive No. of No. of Positive 
tested positive rate(%) tested positive rate(%) tested positive rate(%) tested positive rate(%) 

1971 37，076 345 0.94 

1972 35，222 317 0.90 

1973 27，329 211 0.77 

1974 24，447 208 0.85 

1975 16，386 115 0.70 

1976 7，438 63 0.85 

1977 6，190 40 0.66 

1978 6，361 38 0.61 

1979 3，876 31 0.80 

1980 2，997 24 0.80 
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Table 1 (2) Results of Serological Test for Syphilis by STS in Tokyoites During 

the Period 1971 Through 1980 
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Total 67，498 1，926 2.85 69，046 2，167 3.14 196 35 17.86 4，606 530 11. 51 

Note *1 : About 3 % materials were tested by VDRL or CFR only. 

本2: About 15% materials were tested by VDRL or CFR only. 

*3 : About 5 % materials were tested by VDRL or CFR only. 

水4:About 17% materials were tested by VDRL or CFR only. 

*5 : 60% materials were tested by CFR only. 

*6 : all materials were tested by VDRし

して，婚前検診の男性群の陽性率はo~1. 00%平均0.51

%，同女性群は0.13~0.91%で平均0.67%，また，妊婦

検診はo~1. 89%で平均1.35%であり， 1971~1980年の

聞に著明な陽性率の低下がみられた.

保健所からの一般検診群は， 1977年度1.76%と最低の

陽性率を示し，その後，陽性率に若干の増加がみられる
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ものの， 10年間の平均で2.85%であった.また，病院か

らの検体の陽性率は1974年度に最高の4.08%，1976年度

に最低の1.76%を示し，この10年間の平均は3.14%と大

きな変化はみられなかった.

一方，原因不明死亡者群の10年聞における陽性率の平

均は17.86%，街娼群のそれは11.51%と他の対象群より

も著明に高いものであった.

考察

最近の梅毒の届出患者数は全国で約2，500人，東京都

では約500人となっている.1970年には全国の届出患者

数が約6，000人，東京都が約1，000人であった.このこ

とからすると，この約10年聞に全国では約1/2.5に，東

京都においては1/2に減少したことになる.また，著者

らが前回報告1) した1967~1970年の 4年間の陽性率の平

均と今回の10年間の平均とを比較してみると，集団検診

群が1.09%から0.83%に，婚前検診群が0.80%から0.58

%に，妊婦検診群が2.05%から1.35%にと，われわれが

いわゆる健康者とみているこれらの検診群における陽性

率はいずれも低下していることがわかる.これらのいわ

ゆる健康者における梅毒血清反応陽性者の減少傾向は，

梅毒届出患者数の減少ほど著明でないにしても，年度ご

とに着実に減少しており，性病予防対策事業の成果とい

えよう.

保健所からの一般検診群においては， 1978年度以降，

陽性率に若干の上昇がみられるが，これはガラス板法ま

たは緒方法の一方のみの依頼検体の陽性率が高いことに

よるものであり，このような一法のみの依頼は，再検査

の意味合いが強いことからしでも，陽性者が増加の傾向

にあるとはし、L、がたい.

原因不明死亡者群においては，年度別の陽性率に O~

45%と著明な差がみられるが，検査件数がきわめて少な

いことに起因するものであり，また，平均陽性率が17%

と高いことは，監察医が剖検時に梅毒性病変を肉眼的に

認めたもののみを選択的に血液を採取して送付するから

と思われる.

一方，売春防止法違反により逮捕された街娼における

陽性率についてみると， 1967 ~ 1970年1)の平均が13.1

%，今回の10年間の平均が11.5%となっており大きな変

化はみられない.しかし潜在的売春が行われている現状

ではその実態をうかがし、知ることは困難である.

最近，海外旅行者が急増し，それらの旅行者の中には

発展途上国での売春に関連しているものもおり，それが

国際問題化していることがマスコミで指摘されている.

また，先進諸国においては，若年層におけるセックス解

放思想が高まっており，こうした事態を反映して性病が

広まることも予想される.また，梅毒とともに性病とし

て重要なりン疾の病原体であるリン茜においては，国際

的にPラクタマーゼ産生の耐性菌が広まってきてお
りへ わが閣でもベニシリシ耐性リン菌が検出されるよ

うになってきている的. こうした現実を考慮し，今後と

も性病予防対策を進めていく必要があろう.

梅毒血清反応の技術的な問題としては， STSにおけ

る偽陽性反応(以下FPと略〉があげられる. FPに関す

る詳細に関しては続報5)で述べるが，それによると STS

陽性血清について梅毒トレポネーマの特異抗原を用いた

TPHAとFTA-ABS法で検討した結果14.0%にFP

が認められた. このことから， STS陽性血清について

は今後とも TPHAや FTA-ABS法を併用して検討

する必要があろう.

結論

1971~1980年の10年間に，東京都民のべ 374， 335 件の

血清について STSによる梅毒血清反応を行った.

調査対象別の STSによる梅毒血清反応の陽性率は婚

前検診男性群が0.51%(0~1.0%)，同女性群が 0.67%

(0. 13~0. 91%)，妊婦検診群が1.35 % (O~1. 89%)， 

事業所別集団検診群が0.83%(0.61~0.94%) であり，

これらいわゆる健康者群においては年度別の陽性率が漸

次減少する傾向にあった.前報の1967~1970年の調査成

績と比較した場合，この傾向はより著明であった.

一方，一般検診群の陽性率の平均は2.85%，病院から

の依頼検査群は3.14%，原因不明死亡者群は17.86%，

街娼群は11.51%であり，これらの各群においては，前

者のいわゆる健康者群に比較的高い陽性率を示すととも

に，年度別の陽性率の著名な減少傾向はみられなかっ

た.

STS陽性例中にはFPがかなり認められることから，

STS陽性血清については TPHAや FTA-ABS法の

ような特異抗原による再検査が不可欠であると考えられ

る.
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1971年から1980年までの10年間における梅毒血清反応偽陽性の出現
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Appearance of FaIse Positive Reaction on Serological Test 

for Syphilis between 1971-1980 in Tokyoites 
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区eyword四:梅毒血清反応 serologicaltest for syphilis，偽陽性反応 falsepositive reaction，出現 appearance，

TPHA， FTA-ABS， Wasserrnann reaction， VDRL 

絡 i 言 われわれは1971年から1980年までの10年聞に梅毒血清

脂質抗原による梅毒血清反応は精製されたカルジオラ 反応ガラス板法〈以下 VDRLと略)およびワッセノレマ

イピン抗原が使用されるようになって，特異性および鋭 γ反応緒方法(以下 CFRと略)(以下両試験法を合せ

敏度ともに非常にすぐれたものになった.しかし，抗原 て STSと略〉が陽性，あるいは不一致となった血清に

活性をもっと考えられるカルジオライピγが，梅毒病原 ついて， TPHAと FTA-ABSで再検査し， FPの出

体の Treponemaρallidum(以下TPと略〉とは無関 現頻度を検討したので報告する.

係のリ γ脂質であるため，梅毒以外の各種疾患や健康者 材料と方法

の血清においてもしばしば反応が陽性にでるため，いわ 調査対象:1971年から19明年までに都内各所より当所に

ゆる偽陽性反応(以下FPと略〉として問題となってい 梅毒血清反応検査のため送付された血清のうち， STS 

る.一般に脂質抗原によって生ずるFPは，日常検査に が陽性，ないしはし、ずれか一方が陽性を示した一般人の

おいて血清反応陽性者の1O~20%の割合でみられるとい 血清3，167例と街娼由来の血清861例 (1971年から1975

われている.特に， ウイルス感染症， 謬原病などの疾 年までの中には STS2法ともに陰性で TPHAまたは

患，麻薬常用者および種痘，インフルエンザ，日本脳炎 FTA-ABS陽性血清196例を含む〉を対象とした.

などの予防接種後に高い頗度でこれが出現すると報告さ 試験方法:VDRL， CFR， TPHAおよび FTA-ABS

れている 1) また， Harvey ら 2)は FP を示す年令は20~ は梅毒血清反応検査指針3)に準じて行った.

30才代の層に多く，そのうち性別では女子が70~80%を 成 績

占めていると指摘している.このようにカルジオライピ 1971年から1980年の10年聞に調査した，一般人につい

ンを抗原とする反応において出現するFPは梅毒の血清 ての梅毒血清反応4法による比較成績をTable1に示し

学的診断の上ばかりでなく，患者の診療の上でも大きな た.TPHAと FTA-ABSとにおいても成績不一致の

問題といえる.そのため，カルジオライピン抗原による ものが11例に認められたが，これらについては前報4)と

非特異反応を除く目的で，梅毒の病原体であるTPの菌 同様に，いずれか一方が陽性を示したものを梅毒陽性と

体自体，もしくは菌体成分を抗原とした血清診断法が検 して取り扱うことにした.最近10年聞に調査した一般人

討されてきた.現在，こうした目的で開発された梅毒T の血清で， STSが陽性もしれまし、ずれか一方が陽性の

P感作血球凝集反応(以下 TPHAと略〉および梅毒蛍 もの3，167例のうち， TPHAと FTA-ABSの両者が

光抗体吸収法(以下 FTA-ABSと略〉が精密あるいは 陰性でFPと判定されたものは1，471例 (46.4%)であ

確定診断法として多くの検査機関においてルーチン検査 った. FPの出現頻度を年次別にみると， 1971年は676

に応用されている. 例中91例39.2%，1972年から1974年まではそれぞれ45.8

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chorne， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Number 

Year of 

Table 1. Appearance of False Positive Reaction on Serological Test for 

Syphilis During the Period 1971 Through 1980 in Tokyo 

Number of samples exhibited following reactions (%) 

VDRL + + + + + + + + + 
CFR + Ab-R + + 十 + Ab-R + 

+ 
Ab-R + 

samples TPHA + 十 + + + + + + 
FTA-ABS + + + + + 

1971 676 300 104 3 2* 1* 1本 165 1 8 1 90 
(100) (44) (15) (0.44)(0.30)(0.15) (0.15) (24) (0.15)(1.2) (0.15)(13) 

1972 684 263 105 1 1* 1* 199 1 6 107 
(100) (39) (15) (0. 15) (0. 15) (0.15) (29) (0.15)(0.88) (16) 

1973 497 172 90 1* 152 1 5 2 74 
(100) (35) (18) (0.20) (31) (0.20)(1.0) (0.40)(15) 

1974 514 200 77 2* 164 9 1 61 
(100) (39) (15) (0.39) (32) (1.7) (0.19)(12) 

1975 360 95 47 1* 160 8 2 47 
(100) (26) (13) (0.27) (44) (2.2) (0.55)(13) 

1976 167 35 33 l 73 2 2 21 
(100) (21) (20) (0.60) (44) (1.2) (1.2) (13) 

1977 95 32 20 1 1* 26 3 1 11 
(100) (33) (21) (1. 1) (1. 1) (27) (3. 2) (1. 1) (12) 

1978 80 26 22 21 11 
(100) (32) (28) (26) (14) 

1979 59 28 11 1 9 10 
(100) (48) (19) (1. 7) (15) (17) 

1980 35 14 3 1 2 4 11 
(100) (40) (8.6)(2.9) (5. 7) (11) (31) 

Total3167 1165 512 2 6 7* 1* 1* 1* 1* 971 3 45 9 443 
(100) (37) (16) (0.06)(0.19)(0.22)(0.03)(0.03)(0.03)(0.03) (31) (0.09)(1.4) (0.28)(14) 

Notice Ab-R: Abnormal Wassermann reaction (Ogata method)， CFR: Wassermann reaction (Ogata method) 

* : Disagreement between TPHA and FT A-ABS 

%， 47.1%， 45.7%とやや増加傾向を示した.1975年に 1971年から 1980年の 10年聞に検挙された街娼の梅毒血

は360例中217例60.3%と例年になく FPが高率に認め 清反応のうち STS法の陽性率は別報5)で述べたごとく

られた.その後は1979年に59例中19例32.2%と最低率を 11. 5%であるが， STS陽性例のうち，梅毒血清反応の特

示したのを除き，ほぼ平均的な出現率を示した. 異反応である TPHAと FTA-ABSが陽性で梅毒と

FPの内訳をみると VDRLが陽性でCFR，TPHA 診定されたものは861例中780例90.6%，STS楊性で特

および FTA-ABS3法が陰性のものが最近10年聞に 異反応が陰性のFPと診定されたものは81例9.4%であ

971例31.0%に認められ， VDRLとCFRともに陽性で った.年次別の FPの出現頻度は 3.3%~13.5%であり，

TPHAとFTA-ABSがともに陰性のものが443例14.0 一般人におけるFPの年次別出現頻度の変動のような大

%であった.この他に CFRが陽性で VDRL陰性，そ きな年次別変化はみられなかった.また，一般人におけ

して TPHAと FTA-ABSがともに陰性のものが 45 るFPの出現頻度が46.4%であったのに対して，街娼に

例1.4%認められた. CFRに異常反応を示したものが おけるFPの出現頻度は9.4%と著しく低率であった.

14例0.44%認められたが，このうちの 12例は TPHA 考 察

および FTA-ABSが陰性でFPと判定された. 現在，一般に行われている梅毒血清反応はワッセルマ

一方，売春防止法の違反で逮捕された街娼より防疫課 ン反応緒方法，ガラス板法， RPRカードテストなどで

菊屋橋分室で採取された血清について，梅毒血清反応検 ある.これらの検査法では抗原としてカルジオライピン

査を実施し， FPを検討した成績をTable2に示した. とレシチンが用いられ，さらに反応増感剤としてコレス
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Table 2. Appearance of False Positive Reaction on Serological Test for Syphilis 
in Prostitutes During the Period 1971 Through 1980 in Tokyo 

Number of samples exhibited following reactions (%) 
Number 

VDRL + + + 十 十 + 
Year of 

CFR + - Ab-R + 十 Ab-R + 
samples TPHA 十 + + + + + 十

FTA-ABS + + + + 十 + 十

1971 141 74 22 31 1* 1* 5 7 
(100) (53) (16) (22) (0.71) (0.71)(3.5) (5.0) 

1972 141 64 20 41 1* 10 5 
(100) (45) (14) (29) (0.71) (7. 1) (3.5) 

1973 119 65 42 2本 4* 6 
(100) (55) (35) (1. 7) (3.4) (5.0) 

1974 128 65 45 1* 2ネ 15 
(100) (51) (35) (0.78)(1. 6) (12) 

1975 111 56 37 3* 15 
(100) (51) (33) (2.7) (14) 

1976 72 50 11 2 1* 4 1 3 
(100) (69) (15) (2.8) (1. 4) (5.6) (1. 4) (4.2) 

1977 41 30 5 1 2 1 1 l 
(100) (73) (12) (2.4) (4.9) (2.4) (2.4) (2.4) 

1978 30 18 10 1 1 
(100) (60) (33) (3.3) (3.3) 

1979 36 25 8 1 2 
(100) (69) (22) (2.8) (5.6) 

1980 42 36 4 1 1 
(100) (86) (9.4) (2.4) (2.4) 

Total 861 483 80 l 4 196 2水 4* 9* 1* 60 2 3 16 
(100) (50) (9.3). (0.12)(0.46) (23) (0.23)(0.46) (10) (0.12)(7.0) (0.23)(0.35)(1.9) 

Notice Ab-R: Abnormal Wassermann reaction (Ogata method)， CFR : Wassermann reaction (Ogata method) 

* : Disagreement between TPHA and FT A-ABS 

テロ{ルを加えて用いられている. 梅毒血清反応は

Wassermann6)以来長年月にわたる検査術式の変遷によ

り，その鋭敏度および特異度ともに著しく改善されてい

るにもかかわらず，非特異抗原を用いている関係から

FPの出現を防止することができない.このため， FP 

を鑑別する種々の努力がなされ， TPを抗原とした

TPHA， FT A-ABSなどが開発された.両検査法は脂

質抗原を使用する方法より非特異反応を除外するには有

用である.われわれも1971年から1980年までの最近10年

間に実施した梅毒血清反応 STSの成績より，両反応が

陽性となった血清の一部について両特異反応で検査し

た.その 4法の成績から一般人のFP出現率は平均46.4

%で， 10年間のうち最も高率であったのは1975年の60.3

%であった.このように一般人のFP出現頻度は一般に

いわれている割合よりかなり高率であった. これは，

STS不一致例を含めて検討したことに起因するもので，

STSの一致例だけについてのFP出現率は平均 14.0%

で，われわれが前報4)で調査した1970年の14.8%とほぼ

同様な成績で，諸氏の報告とも良く一致している.以上

の結果が示すように VDRLは梅毒の簡易迅速診断法で

あるが， FPの出現率が50%にも及ぶことがあるので，

この方法はあくまでスクリーニング法とし，本法による

陽性例はかならず特異反応による検査を実施しなければ

ならない.

一般人および街娼のFP例のうち， STS不一致，主と

して VDRL陽性， CFR陰性例が各年度とも高い頻度

に認められるが，この不一致例はTP特異反応である

TPHAおよび FTA-ABSの検査によって非梅毒との

鑑別ができるので， VDRLでの梅毒血清反応、検査では，

反応陽性例の全てについてこれらの特異反応による検査

が要求される.梅毒の血清学的診断としての血清反応で

は梅毒でない人は，絶対に陽性に出さないで，プラス，
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マイナスをはっきり区別できる検査法が理想的なもので

あるが，日常に行われている反応には長所，短所がある

ため，梅毒の血清学的診断としてはその検査法の長所を

生かした組合せによっているのが現状である.

街娼の FP出現頻度は平均9.4%で， STS 2法の一

致例のみのそれは非常に低率であった.しかし，性病の

感染源と思われる街娼の中にも FPが存在することは興

味深いところである.

一般人および街娼のFP例についての臨床的所見は不

明であるため，どのような疾患あるいは病態によってFP

を嘉したのか明らかでない.

TPを抗原とする特異反応であるTPHA，FT A-ABS 

の検査法においても脂質抗原を用いる STS同様に非特

異反応を起こすという報告がある KrausI? 7，田は全身

性エリテマトーデス (SLE)の患者血清が，約8%の割

合で FTA-ABSに反応すると報告している. また，

Gernerら町によるとライ患者のFP血清26例のうち，

3例 (11.5%)が TPHAに陽性を示し， FPと診断さ

れたと報告している.今回，梅毒陽性例の中に入れた

TPHAと FTA-ABSの不一致例が一般人で11例，街

娼で16例，合計27例認められた.これらの臨床的所見な

どは明らかでないが， TP抗原に対する非特異反応も考

慮されるので，特異反応とみられている TPHAや

FTA-ABSに出現する FPの発生要因を検討する必要

があろう.

結論

1971年から 1980年までの最近10年間に梅毒血清反応

STSが陽性， もしくは不一致となった血清， 一般人

3，167例と街娼861例について TPHAとFTA-ABSで

再検査し，これらの成績から次の結論を得た.

1 一般人のFP出現率は46.4%であった.10年間の

うち， 1975年が60.3%で最高を示し， 1979年は32.2%で

最低の出現頻度であった.

2 街娼のFPは9.4%で，最高が1975年の13.5%，

最低が1978年の 3.3%であった.

3 FPの内訳では VDRLが陽性でCFR，TPHA 

およびFTA-ABS3法が陰性のものが最も多く， 10年

聞に一般人で31.0%，街娼で7.0%認められた.

4 梅毒陽性例の中に入れた TPHAと FTA-ABS

の不一致血清が一般人および街娼合せて計27例認められ

た.
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酵素抗体法 (ELISA)による日本住血吸虫症の診断

フィリピンに適合す否反応術式の検討〈第1報〉

村田以和夫*，松田 肇**，問中 寛紳， BA Y ANI L. BLAS料水

Serodiagnosis of Schistosomiasis japonica in the Philippines 

by Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

An Applicable Technique for ELISA at Schistosomiasis Control 

and Research Project (S.C.R.P) Laboratory， Palo， Leyte 

IW AO MURA T A *， HA]IME MA  TSUDA料， HIROSHI TANAKA柿

and BA Y ANI L. BLAS*** 

Stability and usefulness of Enzyme Linked Immunosorvent Assay (ELISA) for serodiagnosis of 

schistosomiasis was evaluated successful1y on the activity of antigens， peroxidase conjugated antibody 

and 3 kinds of substrates in the Philippin巴s.The results are summarized as fol1ows: 

1. The antigen for ELISA was prepared from eggs and adult worms of Schisfosoma japonicum 

which were col1ected from natural1y infected dogs at the endemic area of schistosomiasis in Leyte and 

from experimental1y infected mice with S. japonicum. The activity of the antigens， prepared at 

S. C. R. P. laboratory (5-15μg/ml protein) was recognized to be equivalent to the antigen， prepared at 
the Institute of Medical Science， University of Tokyo. 

2. The activity of peroxidase conjugated antibody， stor巴d at 5-150C for more than 6 months 
functioned optimal1y at 1: 800 dilution for ELISA test in routine use. 

3. In the evaluation of 3 kinds of enzyme substrates for ELISA， o-phenylen diamine (OPD) 

and peroxidase system was the most steady techniqu巴 inS. C. R. P. laboratory in the other enzyme 

substrates such as 5-aminosalicyclic acid (5AS) and o-tolidine (OT). 

4. It was found that ELISA could be used routinely for screening th巴 casesinfected with S. 

jaρonicum， since it was specific， sensitive and rapid. 
5. The results on the antibody detection by ELISA with peroxidase-OPD system in patients 

showed that th巴 positiverate of sera from patients was 100% (63/63) at 1 :80 dilution and 93.6% 

(59/63) at 1:160 dilution in the border line such as optical density at 0.12 (1:80) or 0.11 (1:160)， 
calculated from 2 times of average of optical density in negative control sera. 

Keywords : ELISA， Serodiagnosis of Schistosomiasis japonica， peroxidase-OPD System， Philippines 

はじめに

Engval1 and Perlmanll (1972)によって考案された

醇索抗体法 (ELISA)は，過去10年聞にめざまじい発

展をとげ，寄生虫学分野においても広く応用され，多数

の報告2-6)がなされている.住血吸虫症に関しては，

Huldt et a17) (1975)， McLaren et alB) (1978)， De巴Ider

et a19) (1980)らが， 本法をマγソン住血吸虫症に応用

した成績を報告している.また Tanakaet aI1O)(1979)， 

松田ら11)(1980)，Matsuda et aJ12，13) (1980 a， b)， M. G. 

Yogore et al14) (1980)，松田ら15)(1981)中尾ら16)(1981)

および神谷らmはELISAによるフィリピシの日本住血

吸虫 (S.j.)症の免疫診断法の有用性を報告している.

しかしながら， ELISA には， 抗体標識酵素として，

alkalinephosphataseとhorse-radishperoxidaseとが用い

られ，前者の発色基質としてはp-nitrophenylphosphate，

後者には， 5・aminosalcylic acid (5 AS)， 0・phenylene-

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第2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 

料東京大学医科学研究所寄生虫部
料水 SchistosomiasisControl and Research Project， Ministry of Health， Palo， Leyte， 7118， Philippines 
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diamine (OPD)， o-toridine (OT)および 3-3'diami-

nobenzidinetetrahydrochloride (DBA)等がそれぞれ用

いられ，様々な反応系がある. また， Macro-Assayや

Micro-Assayも試みられており， ELI8A用抗原の作成

法や最適な反応術式の設定等，標準化にむけて多くの問

題が存在する.今回，筆者らは国際協力事業団のフィリ

ピン住血吸虫症研究対策プロジェクトの一員として，

1980年3月から1981年3月までの 1年間， Leyte島Palo

tこある 8chistosomiasisControl and Research Project 

(8. C. R. P)において， 日本住血吸虫症の研究対策事業

に参画する機会を得た.そこで，本症の高度浸淫地であ

る Leyte島の 8.C.R.P.の研究室において， 日常検査

法として適応し得る ELI8Aの反応術式について検討

し良好な成績が得られたので報告する.

材料および方法

材料 :A 患者血清;1980年4月より 1981年3月まで

の間，本症診療の目的で8.C. R. P.の病院に来院した外

来患者血清80例を被検血清とした.B 対照血清;1980 

年8月より12月までの間， Manilaの8anLazalo病院に

肝炎，消化器系感染症およびその他の診療のため，来院

または入院した患者血清70例を対照血清とし，東京都の

健康成人50名の凍結乾燥プーノレ血清を除性対照とした.

また，陽性対照血清として，東京大学医科学研究所でプ

ールし凍結乾燥保存中の Leyte島の S.j.症患者血清を

用いた. C ELI8A用抗原;S. j. (Philippin系〉実験感

染マウスおよび Leyte島 8anAntonioで購入した自然、

感染イヌ 2頭の全腸管壁を竣膜面よりはく離細切後，プ

ロナーゼとコラゲナ{ゼにより消化して得られたS.j.虫

卵を 1%食短水で4
0

Cで数日から4か月間保存したもの

3 stockを虫卵粗抗原抽出用の材料とした.また，S.j.自

然感染犬の腸間脈静脈および肝門脈より摘出した S.j.

成虫は，雌維を別々に分けて，生理食塩水で数回洗浄後，

炉紙で軽く脱水して容器に移し， 4
0

Cで保存， 老犬およ

び幼犬由来の 2stockを成虫粗抗原抽出用の材料とした.

D 虫卵および成虫粗抗原抽出;松田ら15)の方法(Fig.1)

に準じ，虫卵 3stockと成虫 2stockより粗抗原を抽出

し凍結乾燥後，東大医科研製 S.j.虫卵粗抗原〈山梨系〉

とともに実験に供した.E 標識抗体;Peroxidase標識

抗ヒト IgG (抗H&L鋲〉ヤギ血清 (MIL8YEDA 

製〉を使用した.本擦識抗体はー20
0

C保存が最良である

が，電力事情が極めて悪い 8.C. R. P. の研究室におい

ては， 5~150C のプロパンガス冷蔵庫内に 6 か月以上保

存したものを用いた.

方法 :A 抗原および標識抗体の検定;医科研製の凍

Weigh the (lyophilized)巴ggsor adult worms and 
place it in a glass homogenizer. 

Add阿川ム山solution(0.0叫
pH 9. 6) for every 100 mg of (lyophilized) eggs or 
worms. 

山山0“」m
ice bath. 

Tra山 a叩ans蜘 t出h巴」…ionto a gい omo
genizer and again homogenize 10 times at 1 minute 
interval in an ice bath. 

目印恥山a前悶c伐e叩
and freeze a飢t一700C，then thaw at 370C in a 
water bath 10 times. 

日刊吋j叩 sion一山rand 
stir with a magne-tic stirrer a t 40C for 48 hours. 

ω 
T叩pm.(σ20，00∞OG) for 20 minutes and 1 hour， twice. 

8tore the…tJnt at ー700C or 40C after 
lyophilize. 

Fig.1. Antigen Preparation for ELISA 

結乾燥S.j.虫卵粗抗原を対照に，現地で作成したS.j.虫

卵および成虫粗抗原，計 5stockについて，陽性および陰

性コントロ{ノレ血清を用いて検定し，最適使用濃度を求

めた.B 基質の比較 ;5・aminosalicylicacid (5A 8，関

東化学)， o-phenilenediamine (OPD， Eastman kodak) 

および 0・tolidine(OT，8igma)の3基質の調製法は，松田

ら15)，中尾らI町の方法と独自の方法を比較し，また，3基質

の特性を対比しながら，不充分な実験環境での実用性す

なわち鋭敏性，安定性，肉眼判定の可否，反応時間および

簡便性について検討を加えた.c 30% H202水添加量の
比較 ;H202は気化性が強いため，ラベノレ表示どおりの濃

度を保持しているか否か定かでない.そこで，Manilaで、購

入した H202水の基質に添加すべき最適添加量を検討し

た.D酵素抗体法(ELI8A-microplate法);松田ら1q中

尾ら16)の方法に従い次の要領で実施した.1) microplate 

(Cooke M129A)の各穴に0.05M炭酸緩衝液 (pH9.6)

で抽出および希釈したS.j.虫卵または成虫粗抗原を 0.3

mlずつ注入，湿潤箱中で3TC，2時間感作後40C 1夜

保存する.2) 0.005% NaNs， 0.05% Tween 20加0.15

M PB8 (pH 7.2)で5分聞に3回洗浄する. 3)被検

血清および対照血清をO.05% Tween 20， 1 % Bovine 

serum albumine加 0.15M PB8 (pH 7.2)で希釈，
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Fig. 2 Effect of addition of H202 to 2 kinds of Substrate Solution for ELISA 

Note:ムーム;Serum obtained from Patient， 0ベコ;Positive control Serum 
企-.A.;Serum collected in Mamla ・-・;Negative control Serum 

プレートの各穴に 0.3mlずつ注入し， 5 ASを基質に

用いる場合は37'C，1時間， OPDまたはOTの場合は

37'C， 30分間1次反応を行なう. 4) 2)と同様に洗浄す

る 5)Peroxidase標識血清を O.05% Tween 20と1

% Bovine serum albumin加 0.15MPBSで適当な濃

度に希釈し，プレ{トの各穴に0.3mlずつ注入する.

6) 3)と同様37'Cで 1時間 (5A S)または30分間

(OPD. OT) 2次反応を行なう. 7) 2)， 4)と同様に

洗浄する. 8)各基質液0.3mlを速かにプレートの各穴

に注入し，室温約 (30'C)で5ASは1時間， OPDと

OTは30分間静置して基質反応を行なう.なお， OPD 

は感光性が強いため暗室で操作する. 9)反応停止液は

5ASには25μJのlNNaOH， OPDには25μlの8N

H2S04をプレートの各穴に滴加し， パイプレータ{で

混和する(OTの反応停止液は考案されていなし、). 10) 

吸光度の測定は，プレ{ト直読式2波長分光光度計〈コ

ロナ， MTP-12)を使用し， 5ASには 450nmと 660

nm， OPDには 500nmと 600nm，また OTには 610

nmと500nmの吸収フィルターの組み合せにより行なし、，

合わせて，肉眼判定の成績と比較する.

実験成績

1. 各基質液への H202水最適添加量の検討;反応条

件を 5μg/mlの S，j，虫卵粗抗原(医科研製，山梨系〉を

プレート 1穴当り 0.3ml，標識抗体 (MILESYEDA) 

を1: 400希釈，供試血清を1: 40希釈と閲定した場合

の各基質液への H202水最適添加量について検討した.

供試血清は既知患者血清1例，陽性コントロ{ル血清1

例，Manilaで採取した非 S.j.症血清1例および陰性

コントロ{ル血清l例を用いた.

基質調製時， OTは原因不明の白濁，次いで着色を呈

し使用不能であったため，比較試験を中止し， Fig.2に

は， 5 ASと OPDの比較成績を示す.Fig.2左から明

らかなように，松田ら15)の調製法(Standardと表示〉す

なわち， 5 A S 80mgを70'Cに加熱した蒸留水100mllこ

溶解， 0.1 N NaOHで pH6.0に合わせ，その90ml

にO.05% H202 10 mlを加える方法は陽性血清のOD値

が0.20と低く，また陰性血清のOD値O.12~0.14 との差

が少ない.一方， 5 AS溶液63mlに3%H202を0.03
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ANTIGEN DILUTION 1: 

Fig.3 Results of ELISA with 3 stocked Antigen prepared from S. jaρonicum eggs 
Note:口戸口S.j. egg Antigen obtained from naturally infected dog (old one) 

0-0"  " (young one) 
ムーム " from artificially infected mice 

~0.46ml まで 0.07ml 間隔で増減した場合，添加量が

増える毎に陽性血清のOD値が下がり，陰性血清のOD

値と接近する事が明らかとなった.5ASにおける H202

添加量の増減がELISAのOD値に与える影響はきわめ

て大きいが， Fig.2右に示すとおり， OPDを反応基震

とした場合には， 3% H202水を 0.05ml 間隔で0.1~

0.4mlまで増減しても，陽性血清と陰性血清のOD値は

ほとんど影響を受けない.しかも，陽性と陰性血清のO

D値の差が顕著であるため，肉眼判定も容易であった.

以上の成績から， S. C. R. P.の研究室で行なう ELISA

には Peroxidase.OPDsystemを採用し，以後の実験は

すべてこの方法により行なった.

2. フィ日ピシで調製したS.j.虫卵粗抗原の活性と最

適使用濃度の検討;Fig.3は， 3つのS.j.虫卵〈フィリ

ピγ系〉粗抗原を1: 20~1 : 2560に希釈し，標識抗体を

1 : 400~1 : 1600に希釈した場合の陽性と陰性コントロ

ール血清に対する ELISA反応パタ{γを示す.それぞ

れの Lowry.Follin法による蛋白濃度は，S.}.自然感染

犬〈老犬〉より得られた虫卵粗抗原が 950μg/ml，同幼

犬より得られた虫卵粗抗原が450μg/ml，S.j.実験感染

マウスからの虫卵粗抗原が 450μg/mlを示した.抗原活

性はFig.3で明らかなように， 0-0で示される幼犬か

ら得られたものがやや高く， 口一口で示される老犬およ

びムームで示されるマウスより得られた抗原はほぼ同様

の活性を示した.標識抗体の活性は， 5 ~15'C長期保存

のためやや低下しつつあったが，抗原濃度 1:20 (47.5 

μg/ml~22. 5μg/ml) ，標識抗体 1:400の条件で，陽性

血清のOD値が1.0前後と高く充分な活性を維持してい

る.Fig.3の成績から，現地で調製した虫卵粗抗原の日

常検査法に使用する抗原濃度は1:160希釈(蛋白量5.9

~2.8μg/ml) ，標識抗体濃度は1:800希釈を採用した.

また陰性血清のOD値は，いずれの抗原および標識抗体

濃度においても， 0.10以下と低く，安定性があり，この

濃度以上での陽性と陰性の肉眼判定は容易であった.

3. S.j.自然感染犬より得られた雌雄成虫抗原の活性

と最適濃度の検討; Fig.4は雌雄別々の成虫粗抗原を
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Fig.4 Results of ELISA with Antigens pretared from S. jatonicum Adult-Male 
and F emale worm 
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1 : 1~1 : 128に希釈し， 標識抗体を 1: 400~1 : 1600 卵抗原の活性は成虫抗原の活性より高いことが明らかと

に希釈した場合の陽性と陰性コントロール血清に対する なった.両成虫抗原の日常検査法に使用する濃度は，標

ELISA反応パターンを示す Lowry-Follin法による 識抗体濃度を1:800に規定した場合，雌雄抗原とも 1: 

蛋白濃度は雌の成虫粗抗原が 100μg/m!，雄の成虫粗抗 16希釈 (15.6p.g/m!~6. 2μg/m!)が適当で，この濃度以

原が250μg/m!を示した.抗原活性は，雌の成虫抗原の 上では陽性と陰性血清のOD値の差が明らかで判定も容

方が雄の成虫抗原と比較してやや高い.また，両成虫抗 易であった.

原と虫卵抗原の活性を蛋白濃度 20p.g/ml前後で比較す 4. S.j.症患者血清およびマニラで、採取した対照血

ると，雌成虫抗原は1:4希釈で最高0.36のOD値を示 清の ELISA反応成績;我々が現地で調製したS.j.虫

し，維の成虫抗原は 1: 8~1 : 16希釈で，最高0.24の 卵と成虫粗抗原の日常検査法として使用する最適抗原お

OD値を示したにすぎない.一方，虫卵抗原では， 1 よび標識抗体濃度が設定されたので，次に S.j.症患者血

20希釈で最高1.00以上のOD値が得られたことから，虫 清70例について，本法による抗体価測定を行ないその有
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Results of ELISA with Egg Antigen between Sera from Patient collected in Leyte 
and Control sera collected in Manila 
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Fig.5 
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用性を検討した.使用抗原は自然感染幼犬より得られた

S.j.虫卵粗抗原1:160希釈(蛋白濃度5.9μg/ml)を用

い，標識抗体1:800希釈，および基質液0.003%H2021J日

OPDと条件を規定して，定量的に ELISA抗体価を測

定した Fig.5に示されるように対照血清70例の平均

OD値の2倍の値(図中 B-Bで示す〉を任意に陽性と陰

性の限界とした場合， 1:40~1:320 の各段階希釈の

OD値は，ほぼO.12以下であり，対照血清は1:40希釈

列で4/70(5.7%)， 1・80希釈列で4/70(5.7%)および

1: 160希釈列で3/70(4.3%)， 1: 320以上の希釈列では

1/70 (1. 4%)がそれぞれ陽性反応を示したにすぎない.

一方，S.j.患者血清では， 1: 40希釈列で79/79(100 

%)， 1・80希釈列で63/63(100%)が陽性反応を示し，

1 : 160希釈列では 59/63(93.6%)， 1: 320希釈列で

56/63 (88.9%)， 1: 640希釈列で50/63(77.8;むのも

のが陽性反応を示した.以上の成績から，被検血清1: 

80希釈，陽性と陰性の限界をOD値O.12に定めた場合，

Sj.患者血清は100%，対照血清は4.7%の陽性率を示

し 1穴法によるスクリーニングテストとして，本法が

きわめて有用であることが示された.

考察

酵素抗体法が考案されてから過去10年間に，様々な研

究分野で本法の応用が試みられ，特異性，鋭敏性および

再現性等の検討を通じて， ELISAの有用性が広く認め

られつつある.特に，本法の鋭敏性については， Radio 

Immuno Assay (RIA) に匹敵するものであり， しか

も，安全管理商で高度の設備を必要としない，また，標

識抗体の長期保存が可能であるなど多くの利点があげら

れる.加えて， 本法の microplateを用いた微量測定法

は， 5~10μg/ml の抗原， 1穴当たり 0.3mlの感作で，

満足すべき ELISA反応の測定を可能とし，多量の抗原

を得ることが困難な寄生虫学分野においては特に有用性

が高い.

今回，我々が調製したS.j.虫卵粗抗原〈蛋白濃度5.9

μg/ml)と標識抗体(1・ 800希釈〉および0.003%H202 

加 OPDを基質液とする micro-ELISAは，本症患者

血清の抗体検出率が1:80希釈列で100%(63/63)， 1: 

160に希釈列で93.6% (59/63)と高く Matsudaet al 

I丸山(1980)の成績97.3%(36/37)とほとんど一致して

いる.このことから 1穴法による患者スクリーニング

法として実用化され得ることが明らかとなり，本法は熱

帯地域の不充分な実験環境にあっても，安定性， 鋭敏

性，簡便性および経済性の全ての面で満足すべき成績が

得られたと考察される.本法の特異性(交叉反応性〕に

ついて， Matsuda et a)12，13l(1980)は，山梨系S.j.虫卵

抗原を用いた ELISAで，日本住血吸虫，宮崎腕吸虫，

ウェステノレマン肺吸虫，肝蛭，肝吸虫の各症患者血清と

の聞に若干の交叉反応性が認められると報告している.

しかしながら，8.j.症と他の疾患による患者血清のOD

値には明らかな差があり，被検血清を1:500に希釈する

ことによって明確に区別し得ること，また，フィリピン

においては， ヒトのマ γソンおよびヘマトピウム住血吸

虫症ならびに肝蛭症はきわめてまれであることなどか

ら，本法の有用性を強調している.今回，我々がマニラ

の SanLazalo病院で、採取した対照血清70例のうち， 4 

例にELISA陽性反応が出現したが，これらの対照血清

は，消化器系および呼吸器系感染症またはウイルス性肝

炎などの患者血清である.また，首都マニラ地域は本症

の常在地ではないが，本症の高度浸淫地からの人口流入

が多いため， Fig.5で陽性反応を呈した4例(・または

企で示す〉については，基礎疾患として，S.j.症が疑わ

れる可能性が強い.一方，陰性を示したA印血清は，本

症以外の原因による肝炎を主徴とする患者血清と息われ

るが，これら対照とした患者の虫卵検査や出身地の調蜜

を実施することができなかったので，今後，同様のケー

スがあれば裏付け調査を行なってゆく必要があろう.今

回， 1穴法による micro-ELISAが，本症患者のスク

リーニングテストとして有用であることが明らかとなっ

たが，さらに広範な木症の疫学調査を実施する際には，

静脈採血がきわめて困難な国情に留意して，毛細管によ

る手指採血血幾や採血伊紙による乾燥全血の利用につい

ても基礎的な検討を行なう必要がある.また，本症診断

のため，従来から行なわれて来た虫卵検査 (MIFC)と

卵周囲沈降反応 (COPT)および鐙光抗体法 (IFA)の

成績と本法の成績の比較分析を今後引続き行なってゆき

たい.

結論

日本住血吸虫症の高度浸淫地であるフィリピンの

Leyte島 Paloの S.C. R. P.研究室で日常検査法とし

て利用し得る ELISAの反応術式について検討し，次の

結論を得た.

1 現地の自然感染犬より得られたS.j.虫卵および成

虫粗抗原は，S.j.実験感染マウスより得られた虫卵粗抗

原および医科研製 S.j.虫卵粗抗原(山梨系〉と問様に，

蛋白濃度 5~15μg/ml で ELISA に使用できる.

2 熱帯地域の不充分な実験環境にあって， 5AS， 

OPD， OT  3 基質のうち， OPD は 0.003~0.012%の

H202濃度変化に影響されず，安定性，迅速性， 調製法
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東京都内の急性呼吸器疾患患児および下水からのウイルス検索 (1981年〉

林 志直*，矢野一好*，柴田タツ美*，薮内 清*

岩崎謙ニペ渡辺悌吉**，石原 祐**，大久保さっき料

浦野純子**，河野弘子**

Virological Survey of Acute Respiratory Infection among Pediatric Patients 

and Eight Sewage Treatment Plants in Tokyo (1981) 

YUKINAO HAYASHI*， KAZUYOSHI YANOぺ TA TSUMI SHIBA T A大
KIYOSHI YABUUCHI*， KENJI IW ASAKIホ， TEIKICHI W AT ANABE**， 

YU ISHIHARA料， SA TSUKI OHKUBO**， JUNKO URANO料

and HIROKO KOHNO料

Throat swab specimens taken from pediatric outpatients were investigated virologically in the 12. 

month period from January to December， 1981. In the same period， samples of raw sewage， primary 

eHluent， sludge and second effluent from 8 sewage treatment plants were tested for isolation of viruses. 

From 337 specimens of patients， 76 strains of viruses were isolated. The viruses detected w巴re

mainly Adeno types 2，3， Coxsackie B type 2， ECHO type 11， Polio type 1 (probably vaccine d巴rived)

and Influenza types A (HINl)， A (H3N2)， B. 210 strains of viruses were isolated from 187 sewage 
samples， and most common viruses were Adeno type 5， Coxsackie B types'2， 3， 4， ECHO type 11， 

Polio types 1， 2， 3， and Reo type 1. Some of these viruses were detected from 4 or more out of 8 

sewage treatm巴ntplants in the same months， such as Coxsackie B typ巴 4in January from 4 of 8， 

Coxsackie B type 2 in June from 7 of 8 and in July from 5 of 8， Coxsacki巴 B type 3 in August 
from 5 of 8 and ECHO type 11 in October from 6 of ，8. 1t was suggested that infections with these 

viruses w巴rewide spread in Tokyo in 1981. 

Keywords : virological survey， acute respiratory infection， sewage 

緒 宮・
同

著者らは東京都内における腸管系ウイルスの流行実態

を把握するため， 1967年以来下水から，また1977年以来

小児科受診息児からのウイルス検索を行ってきたら幻.

近年エンテロウイルス感染症への関心が高まり， 1981年

度より開始された厚生省感染症サーベイランス事業にも

対象疾患として取り上げられ，調査が行われている.エ

ンテロウイルスは不顕性感染に終わることが多い.しか

し顕性感染を起こした場合の臨床像は多彩であり，その

ウイルス学的検索成績は臨床診断，防疫対策に有用な資

料を提供するものと考えられる.

本報では1981年の小児科受診患児および下水からのウ

イルス検索成績にもとづき，都内において流行したウイ

ルスの疫学的考察を行ったので報告する.

材料と方法

ウイルス分離材料

1) 咽頭ぬぐい液 1981年 1 月 ~12月に，東京逓信病

院小児科を受診した急性期患児337名から咽頭ぬく九、液

を採取した.検体の処理方法は既報3)に準じた.臨床症

状別の息児数は，上気道炎 (URI)150名，下気道炎

(LRI) 25名，発疹52名，発熱33名，胃腸炎31名，その

他の症状35名，健康者〈乳幼児健診)11名であった.

2) 下水都内の広域下水処理場3か所(O，S，M)と，

公営団地の下水処理場5か所 (Tc，Tk， Ky， Tt， Sめから

検体を採取した.広域処理場には特別区内の排水が流入

しており， 5団地は都下多摩地区に存在している.検体

は返送汚泥を中心に採取した.検体の処理方法は，既

報りで述べてきた Earle'sBSS処理の他に， 3%ピ{ブ

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

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

料東京逓信病院小児科
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表1.小児科受診怠児からの症状別ウイノレス分

離株数(1981年〉
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心に検出された Inf.はAHl， AH3型が 1~ 3月，

B型が 3~5 月と 12月に検出された.

2. 下水からのウイルス分離状況

下水からのウイルス分離成績を表3に示した.検出ウ

イルスを種類別にみると，総分離株数210株のうちPと

CBの検出例が多かった. P は 1~3型で 85株/210株

(40.5男のとなり，型別には2型 1fl型， 3型のI1慣に多

かった. CBは 2~5 型で 72株/210 株 (34.3%) とな

り， 3型 2型 4型， 5型の順に多かった.その他に

AD5型， E11型， Reo 1型の検出初jが多かった.検出

ウイルスの季節消長をみると， P は 7~9 月以外は毎月

検出された.検出ピークは 4，5月と 10月に認められ

た. CBは夏季を中心に年間を通じて検出された. Eは

7月以後に検出例が増加し 10月に最も多く検出され

た.ADi士1月に検出例が多く，他の時期には散発的で

あった.Reoは2，3月に集中して検出された.

P以外の検出ウイルスの地域的流行経過を表4に示し

た. 8地区の下水処理区域のうち 4地区以上から検出

されたウイルスは1月にCB4型 6月と 7月にCB2

1

1

7

1
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1 

ヴ

'

庁

D
n
o

2 2 Herpes 

検

エキストラクト (pH9，NaCl1%)， O.lMホウ酸緩衝

液 (pH10， NaCl 1%)によるウイルス溶出処理も併用

し，ウイルス検出の向上を計った.溶出処理法の詳細は

別報5)で述べる.

ウイルス分離試験 ウイルス分離には第養細胞を用

い，一部の検体はサックリングマウス (SM)にも接種

した. 目因頭ぬぐい液からの分離には FL， HEp2， 

MDCK， Vero 355， HEL，下水からの分離には FL，

HEp2， Vero非462，BGMの各培養細胞を用いた.ウ

イルス分離試験の詳細は既報3)に準じた.

分離ウイルスの同定 ェ γテロウイルスはポリオ(P)

1~3型，コクサ y キー B群ウイルス (CB) 2~5 型

の単味抗血清でスクリーニングを行い，未同定の場合は

Schmidt pool血清で中和試験6)を行った. アデノウイ

ルス (AD)特有のブドウの房状の CPE(細胞変性〉

を示した Agentは， 抗AD血清 (1~18型〉を用いて

中和試験を行った.ヘルベスウイルス，コクサツキ~A

群ウイルス (CA)の同定はCF試験6九 レオウイルス

(Reo)，インフルエンザウイルス(Inf.)，パラインフル

;，;:.:;/ザウイルス，ムンプスウイルスの同定は HI試験6)

で、行った.

デンドログラム分析法 Sokal and Sneath7)の方法に

従って解析を行った characterには年次別のウイルス

分離率， OTU (operational taxonomic unit)に検出さ

れた各ウイルスの分離率の差((下水からの分離率〕一(息

児からの分離率))の平方根値をとり， OTU聞の平均

距離係数8)を算出して WPGM(weighted pair-group 

method)によりデンドログラムを作成した.

結果

1. 患児からのウイルス分離状況

東京逓信病院小児科を受診した患児337名からのウイ

ルス分離成績を表1に示した.URI患児150名中44名か

ら45株 (30.0%)のウイルスが検出された. URI以外

の小児 187名からは31株 (16.6%)のウイルスが検出さ

れた.検出ウイルスを種類別にみると，最も多く検出さ

れたのはAD3型で，総分離株数76株中16株 (21.Hめ
を占めた. AD2型， Inf.AH1， AH3， B型， CB 

2型， P 1型，エコーウイルス (E)11型も多く検出さ

れた.ヘルパンギーナ，発疹などの症状を呈した患児11

名の検体をSMに接種した結果， CA 4， 5型が各1株

ずつ検出された.

検出ウイルスの季節消長を表2に示した. CA， CB 

は夏季に， Eは7月以後に， Pは5，6月に検出され

た. ADは4，5月には検出例がなく，夏季と冬季を中
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小児科受診患児からの月別ウイルス分離株数 (1981年〉表 2.
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下水からの月別ウイルス分離株数 (1981年〉

9 
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ウイノレス
1月 2 3 4 

種類

Adeno 1 S 0 

2 M M 

5 M， Tk，Ky M Tk 

6 Sb 

5 

表 4. 下水処理場別のウイルス分離状況 (1981年〉
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図1.患児・下水からのウイルス分離状況の対比

※・ 一全土1/レ主豆金盤盤整 x100 
.各検体からの総ウイルス分離株数

型， 8月にCB3型， 10月にE11型であった.

3. 患児と下水からのウイルス分離状況の対比・解析

表2と表3に示した息児と下水からのエンテロウイル

ス，アデノウイルスの分離成績を対比させて図1に示し

た.患児または下水からの総分離株数を母数とし，それ

エ

コ

距離慌故

図 2.患児・下水から検出されたウイルスの群別

P 2:ポリオウイルス2型
CB4 :コクサツキーB群ウイルス4型
E 11:エコーウイルス11型
AD5 :アデノウイルス 5型

ぞれの分離株数を月別に百分率で図示した.ェ γテロウ

イルスで、は患児，下水からの検出ピークはほぼ一致し

た. ADでは両者からの検出状況に大きな差が認められ

患児からの検出率が高かった.

1981年の患児，下水からのウイルス分離成績に加え

て， 1977~1980年の成績を基に，デγ ドログラム解析法

により検出ウイルスの群別を行い，結果を図2に示し

た.検出ウイルスは3群に大別された.すなわち，下水

からの検出例が多いウイルス群はP2， 3型， CB 3~ 



東京衛研年報 33，1982 45 

5型， E 11型， 息児からの検出例が多いウイルス群は

AD1~4 型， C B 2型など，下水と患児の両検体から

検出されるウイノレス群はP1型， AD5型などであっ

た.

考 察

腸管系ウイノレス感染の多くは不顕性に終わることが多

い町. しかし顕性感染の場合，その臨床像は様々であ

る叫11) 近年，その中でもエンテロウイルス70型による

急性出血性結膜炎12)や， CA16型，エンテロウイルス71型

による手足口病問， CB 4型と糖尿病との関連14)， AD 

3， 8型による流行性角結膜炎15)など社会的に問題とな

っているものも少なくない.1981年の小児科受診患児か

らのウイルス検索ではAD3型が最も高率に検出され

た.AD 3型は表2のように夏季と冬季に多く検出され

た.夏季の検出例は，プーノレを感染の場とする咽頭結膜

熱16)の流行を示唆するものと忠われるまた当研究科で

行ってきた，都内における学童聞の集団カゼの病原検

索17)によれば， Inf.の流行前後にAD感染による集団規

模の流行がしばしば認められた.1978年4月から1981年

3月にかけて検索を行った107集団事例のうち， 18集団

はAD感染によるものであり， 1978年には6事例から

AD3型が検出された17) 本報における冬季のAD3型

の検出例も，集団流行あるいは散発的な流行によるもの

であろう.

AD4型は都内において1978年に集団規模の流行17)が

発生し， 1979， 1980年にも小児科受診患児から検出され

た口. しかし， 1981年には集団流行例が1例あったもの

の，小児科受診患児からは検出されなかった.同ウイル

スは一般住民間での流行はほとんどなく，抗体保有率は

世界的にも国内的にも低レベルで、あった18，19).その状況

下で1970年代後半にAD4型による咽頭結膜熱の集団発

生20)が報告され，その後の流行が注目されていた.近年

報告された流行の規模から見ても抗体保有率の急激な上

昇は望まれないので，今後ともAD4型の流行に注意を

払う必要があると思われる.

エンテロウイルスは腸管，咽頭で増殖し，体外に排出

された後も不活化され難い.このため下水からのウイル

ス検索により，地域的な流行を把握できるものと思われ

る.1967年以来の下水検索により， 1970年のCB3型，

1971年のE11型， 1972年の Reo1型， 1973， 1974年の

CB5型， 1977年のCB3型など，主流行ウイルスの変

遷が認められた21) これらの年次推移をみると，周期的

に検出が認められるもの，恒常的に検出され始めたもの

もある.前者としてはCB2型， E11型，後者としては

CB 4，5型が上げられる.しかし，ウイルスの流行周期

を5命ずるには，一般住民の抗体保有状況，環境中でのウ

イルスの生態などの要因も含めた解析をする必要があ

る.検出ウイルスを地域別にみると，表4のようにCB

2~4 型， E11型は同時に多数の地域から検出された.

1981年にはこれらのウイルスが広域的に流行したものと

思われる.

ADはエンテロウイルスと同じ部位で増殖するにもか

かわらず，図1のように下水からは検出されにくい.そ

の理由として，検体中にエンテロウイルスが混在する場

合，同ウイルスの培養細胞系での増殖が速いため， AD 

の存在が隠されてしまうこと，また感染者から下水中に

排出されるウイルス量の差なども考えられる.

患児，下水から検出されたウイノレスをデンドログラム

分析法により解析すると，図2のようにAD5型とP1 

型は他のADおよびPが含まれるウイルス群とは異なっ

た群に分類された.AD5型は患児からの検出例が1980，

1981年に減少したのに対して下水からの検出例は増加

し円他のADとは異なった検出傾向であったが， この

分析法でも同様の結果を示した. P 1型は近年患児の咽

頭からの検出が増加している.最近ワグチシ株のロット

が変更されており，性状の変化から咽頭でも増殖しやす

くなったのかもしれない.また，このような従来の方法

とは全く異なった聞からの解析結果も，腸管系ウイルス

の流行実態を解明する上で，有用な資料を提供するもの

と思われる.

結論

1981年 1 月 ~12月に採取した小児科受診患尼の咽頭ぬ

ぐい液337件， 8か所の下水処理場から採取した検体187

件についてウイルス検索を行い，以下の結論を得た.

1. 小児科受診患児からは主として AD2， 3型，

CB2型， E 11型， Inf. A H 1， A H 3 ， B型が検出

された.AD 3型は，総分離株数76株中16株 (21.1%)

を占めた.

2. 下水からはAD1， 2， 5， 6型， CB2~5 型，

E 3， 11型， P 1~3 型， Reo 1型が検出された.都内

で広域的に流行したウイルスはCB2~4 型， E11型で

あったと推定された.

3. 1977~1981年の患児および下水からのウイルス検

索成績を解析した結果，①下水から検出されやすいウイ

ルス (p2， 3型， CB 3~5 型， E11型)， ②患児か

ら検出されやすいウイルス (AD1 ~4 型， CB 2型な

ど)， ③下水・患児の両者から検出されるウイルス (p

1型， AD5型など〉の3群に整理することができた.
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(本研究の概要は日本感染症学会第56回総会1982年4月

で発表した.) 
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下水汚泥からのウイルス溶出処理による腸管系ウイルスの検出

一一ホウ酸緩衝液およびビーフエキスの効果一一

矢野一好て林 志直ぺ柴田タツ美*，薮内 清*，岩崎謙ニホ

IsoIation of Enteric Viruses from Wastewater SIudge on Eluting Methods 

(Borate Buffer and Beef Extract) 

KAZUYOSHI Y ANO*， YUKINAO HA YASHI*， T ATSUMI SHlBA T A六

KIYOSHI Y ABUUCHIホ andKEN]l IW ASAKI* 

Keywords:下水汚泥 wastewatersludge，腸管系ウイルス entericvirus，溶出処理 elutingrnethod 

緒 冨

都内における腸管系ウイルスの流行実態をつかむ目的

で，我々 は， 1967年以来毎月定期的に下水からのウイル

ス検索を継続している口. その調査過程で，下水に流入

したウイルスの多くは混在する汚泥粒子に吸着した状態

で存在することを知った幻.

従って，下水からのウイルス検出率を高めるには，ま

ず汚泥粒子に吸着したウイノレスの効率よい回収が不可欠

である.今回は，まず基礎実験として下水汚泥に実験的

にポリオウイルスを添加し，その吸着効果と吸着したウ

イルスの溶出条件を検討した.次に，その結果得られた

最も効果的な条件をフイ{ルドレベノレで、の下水からのウ

イルス分離試験に応用した.以下その成績について報告

する.

材料と方法

ウイルス ポリオウイルス I型弱毒株 (Lsc，2ab株〉

を BGM細胞を用いて培養した.CPEの出現を確認し

た後，凍結融解を繰り返し， 3， 000 rprn， 15分間遠心し

た上清をウイルス原液とした.

下水汚泥基礎実験には， 1980年6月から8月にかけ

て都内4か所の団地専用下水処理場で採取した第二沈殿

汚泥を用いた.フィールドワーグには， 1980年11月から

1982年1月までに都内9か所の下水処理場で採取した汚

泥131件を用いた.検体の採取は，100ml~51 の滅菌ポ

リピγを用いて返送ポンフ。から直接採取した.

凝集剤 アニオン系およびカチオン系の高分子凝集剤

として9種類のアイケイフロック(市川毛織株式会社製〉

を使用した.実験には，あらかじめ0.2%の水溶液を作

成しておき，検体の1/100量を添加した.

抗生物質下水汚泥の検体処理用として arnpicillin，

streptornycin， kanarnycinをそれぞれ 1，000μg/mlと

arnikacin 100μg/mlを添加した.

溶出液 M/10グリシン， M/lO炭酸， M/20ホウ酸，

M/10リン酸の各緩衝液および，ピーフエキストラグト，

牛血清， Tween 20，ブイヨン等を用いた.各緩衝液は，

さらに異なった pHおよび塩濃度を組合せて調製し

たト日.

ウイルス量の測定 BGM細胞を用いたプラック形成

法によって測定し PFU/rnlで表示した町. 組織培養用

6穴トレイ(コースター社製3506)にBGM細胞を単層

培養し，検体 1rnl/穴を接種後，3TCの炭酸ガス培養装

置内で90分間吸着させた. 重層用培地は 2倍濃度の

MEM培地(日;水製薬 MEM②)と 3%Agar EPI (半

井化学〉を等量混和したものを用いた.培養3日目に中

性紅で染色し，その後4日間プラック数を計測して判定

した.

ウイルス分離と同定 ウイルス分離に使用した培養細

胞は， F L， HEp 2， Vero持462，BGMの4種類であ

る. F L， HEp2， BGMは6%，Vero持462は2%の

牛胎児血清を添加したイーグノレ MEM培地を用いてプ

ラスチックプレ{ト(コースタ{社製24穴)に培養し

た. 各細胞の培養液を1%牛胎児血清添加 MEM培地

に交換後，検体を0.25mlずつ接種し，3TC炭酸ガス培

養装置内で1週間培養し毎日観察した.CPE (細胞変性

効果〉が認められない場合は，さらに3代まで継代した

後， ヒト血球を用いた赤血球凝集試験 (HA)を行っ

た6)

CPEまたはHAが認められたものは，継代後Schrnidt

*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ーl
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chorne， Shinjukuセu，Tokyo， 160 ]apan 
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下水処理場別汚泥のウイルス吸着率

司
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% 
くー〉

85.6 

83.6 

96. 1 

74. 1 

96.3 

吸着率
c+) 

100.0 

90.5 

97.7 

90.4 

98.3 

ウイルス
添加量
PFU/ml 

1. 2x102 

8.0x102 

3. 6x 106 

1. 1 X 103 

7.2x102 

処理場 Lot

表 2.

A 

86.5 

90.3 

97.7 

86.4 

96.9 

90.0 

82.8 93.0 

同一容器内で均一化したポリオウイルス添加汚泥を10

mlずつ21本のスピッツに分注し凝集剤添加後，遠心分

離によってウイルス吸鷲汚泥を回収した.汚泥への吸着

ウイルス量は， 1，067PFU/ml，沈溢量は約 1mlであっ

た.それぞれのスピッツに各溶出液を9mlずつ加え，室

温で20分間振とう溶出を行い，遠心上清のウイノレス量を

測定し，汚泥吸着ウイルスの溶出率を算出した(表 3).

ウイルスの溶出率は， 0~68.6%の範囲にあった.比

較的効率よくウイルスが溶出されたホウ酸緩衝液とビー

フエキストラクトについて詳細な溶出条件を検討した.

2. 溶出条件の検討

1) ホウ酸緩衝液 ホウ酸緩衝液でのウイルス溶出に

関与すると思われる要因のうちから，モル濃度， pH，渥

化ナトリウム添加量の 3要因を選んで，各々の要因につ

いて3水準を設定して， 27通りの組合せ実験を行った.

各組合せでの実験結果は，表4に示した通りで，溶出率

は 9.7%~87.0% の範囲にあった. 最高溶出は， 実験

NO.18の組合せでみられた.

各要因のウイルスの溶出におよぼす影響を分散分析法

により解析し，表5に示した.各要因の分散比からみる

と， pH要因が最も大きく， 次いで塩化ナトリウム添加

量の影響が大きかった.さらに，各要因の変動値，つま

り影響力の大きさを算出すると， pH 要因が -22.10~

17. 88，塩化ナトリウム濃度がー7.84~10.18，モル濃度

(ー〉・凝集剤無添加

91. 3 

66.2 

87.2 

65.4 

66.0 

87. 3 

均平

c+):凝集剤添加

99.3 

74.9 

94.1 

92.3 

6. 4x 104 

8.5x103 

6. 4x 104 

8. 5x 103 

6.4x104 

4. 3x 103 

1. 3 X 104 

8.5 X 103 

プール血清または，単味の抗血清を用いたマイクロ中和

法，日 I試験等により分離ウイルスの同定を行った町.

結果と考察

I 高分子凝集剤によるウイルスの汚泥吸着効果

下水汚泥は大小様々な粒子から構成されている.低速

遠心によってウイルスが吸着した汚泥を微粒子まで効率

よく回収するために高分子凝集剤を使用して条件検討を

行った.

汚泥10mlにポリオウイルス1.18x102PFU/mlを添加

し， 各種凝集剤を滴!下後， 3， 000 rpm， 15分間遠心分離

した.上清中のウイルス量を指標にして汚泥へのウイノレ

スの吸着率を算出し，結果を表1に示した.汚泥に強

い凝集を起こした凝集剤は，カチオン系 T895とT896 

であった. 上清中のウイルス量は， 凝集剤無添加の 17

PFU/ml に比べてカチオン系凝集剤を添加すると 0~7

PFU/mlに減少し， カチオン系凝集剤の有効性が認め

られた.

処理場および採取日を変えて採取した汚泥における凝

集剤の効果を確認する実験も行い，結果を表2に示し

た.凝集剤無添加のグループでの吸着率は平均82.8%，

標準偏差11.1%でかなりのパラツキが認められたが，凝

集剤の使用により平均回収率93.0%，標準偏差6.9%と

安定した債を示した.

従って，以下の実験には凝集剤 T896を滴下後 3，000

rpm， 15分間遠心分離を行って汚泥を回収した.

11 汚泥吸着ウイルスの溶出

1. ;容出液の選択 表3に示した21種類の溶出液を調

製し汚泥吸着ウイルスの溶出を試みた.
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凝集剤添加による汚泥へのウイルス吸着効果

吸着率
c%) 
84.7 
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18 

19 

17 

力集凝

表 1.
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オ

カ

';/ 

85.6 

凝集力:C一〉弱←→強c+++十)
ウイノレス添加量:1. 18 x 102 PFU /ml 
遠心分離:3， 000 rpm 15分

17 力日添無



て，ピーフエキストラクトを溶出液とした場合の溶出条

件は，濃度3%，pH9.0， NaCI 1 %の条件を用いた，

汚泥吸着ウイルスの溶出に，ホウ酸緩衝液を使用した

場合，溶出に関与する最大要因がpHであったのに対し，

ピーフエキストラクトの場合は濃度要因であったことか

ら，両者の溶出液は，汚泥からのウイルス溶出機作に何

らかの差違があることが示唆された，

111下水汚泥からのウイルス分離

実験的に汚泥に吸着させたポリオウイルスの溶出に用

いたホウ酸緩衝液およびピ{フエキストラクトの溶出条

件を，フィールドワ戸グに応用した.

1. 検体処理の方法採取した汚泥は，図1に示した

草寺出率 % 
実験値計算値

26.2 

31. 7 

44.2 

52.5 

58.0 

70.5 

66.1 

71. 7 

84.2 

18.1 

23.6 

36.1 

44.4 

50.0 

62.5 

58.1 

63.6 

76.1 

23.3 

28.8 

41. 3 

49.6 

55.2 

67. 7 

63.3 

68.8 

81. 3 

49 

ウイノレス溶出条件の検討(ホウ酸緩衝液〉

14.3 

25.2 

34.2 

44.0 

55.8 

70.9 

64.4 

83.6 

87.。
23.4 

33.7 

62.8 
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53.5 

69.2 

76.0 

63.2 

67.7 

9. 7 

24.4 

45.7 

41. 0 

48.7 

71.7 

73.4 

63.2 

54.7 

吸着ウイルス量:5. 86x1OsPFU/ml 
実験値と計算値の相関:r=O. 8980 
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-4.42~3. 63となった.この変動値を基に，各組合せで

の溶出率を算出〈表 4)し，実験値と対応させると，相

関係数は0.898と高くなり各要因の変動は信額できるも

のと思われた.

以上の結果に，等張性， pHの上昇によるウイルスの

不活化，細胞毒性等の諸条件を考慮して，ホウ酸緩衝液

を用いた実用的なウイルスの溶出条件としては，モル濃

度O.lM，pH10.0， NaCI 1 %添加が有効であろうと判

定した.

2) ビーフエキストラクト ホウ酸緩衝液の場合と同

様にして， 3要因3水準の組合せ実験を行い結果を表

6，7に示した. 吸着ウイルスの溶出率は， 10.7~76.2 

%の範間にあり，ビーフエキストラグトの濃度上昇と共

に溶出率が上昇した.分散分析の結果〈表7)も，濃度

要因の分散比が最大 (35.637)となり変動値もー11.98~ 

13.54と大きくなった. これらの結果に実用性を加味し

各種溶出液による汚泥吸着ウイルスの溶出
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ウイルス溶出条件の検討(ピーフエキス〉表 6.
ウイルス溶出条件の要因解析(ホウ酸緩衝液〉表 5.
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189.4 

933.5 

変自由度

2

2

2

4

4

4

 

因

A (濃度〉

B (pH) 

C(NaCl量〉

AxB 

AxC 

BxC 

要

75.9 607.5 8 差誤

11492.3 26 言十

料:1%以下の危険率で有意差あり

各妥閣の変動
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吸着ウイルス量:8. 86x 103 PFU/ml 
実験値と計算値の相関:r=O. 8751 
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C(NaCl量〉

-7.84 

-2.33 

10.18 

B (pH) 

-22.10 

4.22 

17.88 

A (濃度〉

-4.42 

0.79 

3.63 

因

、l
ノ
、
1
ノ
、
ノ

噌よ

n
o
q
o

水

安

準

(A)~(D)の 4種類の処理を行った.処理(A)は従来の

方法1) と向様であり，処理(B)は(C)と(D)の対照の意

味で遠心処理のみを実施したものである.処理CC)は汚

泥 9mlに高分子凝集弗liT896を添加しフロッグを形成さ

せ遠心分離した沈澄から， O.lMホウ酸緩衝液(pH1O.0，

NaCl 1 %添加)9mlを用いて室温で20分間振とう溶

出を行った.その後，遠心分離した上清に抗生物質を添

加してウイルス分離材料とした.処理(D)は(C)と同様

の凝集沈殿を行い，溶出液として3%ピーフエキストラ
グト (pH9.0，NaCl 13百添加〉を用いて溶出した.
2. ウイルス分離状況 1980年11月から1982年 1月ま

でに採取した汚泥 131 件から，ポリオ 1~3 型， コクサ

9 

10倍EL凶 BSS 滋心 凝集剤 凝鍵剤I 1 ml 3，000rj附 T96 明96
"1 (0.002%) (0.002%) 

凍結J融解 よ a滞 遠白心 逮.'1> 
I I 3，0佃rpm15分 3，ωOrpm15分
述心 10倍Earle'sBSS I I 

3 ， OOOr~m 15分 11ml 説~殿泌.殿

上lzg 抗生物質 ※1 I ※2 I 
I I ホウ酸緩衝液 ピーフエキス

I I 9 ml I 9 m1 抗生物質 I I • W. I 

I I 溶出 会出
(A) (B) I I 

遠心上脅 遠心よ滞

申和 申i荊1
抗生物質

(C) (D) 

※1: O.IMホウ酸経街液
(pH10.0， • NaCC 1%添加)

※2: 3%ピーフエキストラクト
(pH9.0， NaCl 1%添加}

※: il!18-11の{ぬ-(D)は本図ll:示した処理軍事務を示す

下水汚泥の検体処理工程図 1.
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表 7. ウイルス溶出条件の要因解析(ピーフエキス〉

要因 A (濃度〉 B (pH) C(NaCl量〉

水 A1) 1% B1) 7 C1) 。%
A2) 3 B2) 9 C2) 1 

準 A3) 5 B3) 11 C3) 5 

分散分析表

要因 自由度 変動 不偏分散 分散比

A (濃度〉 2 2964.0 1482.0 35.637* 

B (pH) 2 386.5 193.2 4.646** 

C(NaCl量〉 2 1551. 3 775.7 18.651** 

AxB 4 200.2 50.1 1. 203 

AxC 4 346.7 86.7 2.084 

BxC 4 619.6 154.9 3.724 

誤差 8 332.7 41. 6 

言十 26 6400.9 

各要因の変動

要因 A (濃度〉 B (pH) C(NaCl 量〉

水 1) -11.98 - 5.23 - 9.25 

2) - 1. 56 3.61 - 0.07 

準 3) 13.54 1. 62 9.32 

料:1%以下の危険率で有意差あり

*: 5%以下の危険率で有意差あり

ッキ -B群 2~5 型，エヨ- 3， 11型，アデノ 1，2， 

5裂， レオ 1，2型の各ウイルスを合計348株分離した

(表8). 

検体処理群別にまとめると，処理(B)で52株であるの

に対して，溶出処理(C)で103株， (D)で109株と高率に

分離された.従来の方法である処理(A)では，ほぼ中聞

の84株が分離された.

これらのことからも，溶出処理が汚泥からのウイルス

分離に有効であることが確認された.なお，検出した各

ウイルスの疫学的考察は，別に報告した7)

3. ウイルス種類別にみた溶出処理の効果

溶出処理の効果を，各溶出処理群でのウイルス分離率

を指標にして判定した.

1) ポリオウイルス分離されたポリオウイルスは

表9に示した遜り合計 132株であった.そのうち，処理

(B)で11株， 3.3%であったのに対し，処理(C)で50株，

37.9%，処理(D)で52株， 39.4%であった.これらの

処理方法別のウイルス分離率を統計学的にみると，処理
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表 8. 汚泥の検体処理群別ウイルス分離株数
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ニ己コ戸・ 3 。。 1 l 2 

11 9 6 5 5 25 

アデノ 1 2 1 。。 3 

2 2 2 1 3 8 

5 8 1 3 1 13 

レ オ 1 6 1 6 9 22 

2 。。 1 1 2 

計 84 52 103 109 348 

(B)と(C)および(B)と(D)の聞に1%以下の危険率で

有意差が認められた.また処理(C)と(D)すなわち，ホ

ウ酸緩衝液とビーフエキストラクトの間には有意差が認

められなかった.これらの傾向は下水処理場別にみても

同様であった.

2) コクサ・yキーB群ウイルス表10に示した通り，

141株のウイノレスが分離されたが，処理方法別にみると，

処理(B)で30株， 21. 3%であるのに対してポリオの場合

と異なって他の処理群でも25.5~27.0%となり，ほとん

どウイルス分離率の差が認められなかった.

また，下水処理場別にみると差があり， KおよびM処

理場では処理(C)(D)よりむしろ処理(A)(B)のウイル

ス分離率が高率になった例もあった.

4. ウイルス分離に要した培養日数と溶出処理の関係

別の角度からウイルス溶出効果を検討する目的で，各

ウイルスの分離に要した培養日数，つまり CPEが出現

するまでの延日数の平均値と標準偏差を基にしてデ{タ

ー解析を行った(表11).

ポリオウイルスで、は，処理(B)の9.45日に比べて処理

(C)で5.60日，処理(D)で5.61日となり，統計的にも有

意な培養日数の短縮が認められた.コクサツキーB群に

ついても，処理(B)の8.27日に比べて処理(C)で 6.33

日，処理(D)で6.57日と培養日数の短縮が認められた.



Ann. Rep. Tokyo Metr. Re$. Lab. P.H.， 33， 1982 52 

検体処理群別コグサツキ~B群

ウイルス分離状況

表 10.検体処理群別ポリオウイルス分離状況表 9.
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36 
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30 38 分離株数

率高佐分

100 37.9**39.4** 分

料:1%以下の危険率で有意差あり

14.4% 8.3 率離

各ウイルスの検出に婆した平均培養日数の差の検定表 11.

法方一

c

理処体検

D 

52 

5.61** 

3. 10 

ウ

総株数 (n)

平均日数(x) 

標準偏差 (SD)

50 

5.60** 

2.82 

B 

11 

9.45 

4.23 

A 

19株

8.11日

3.42日

メ.ノレイ出検

オリポ
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6.57** 

2.88 
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料:1%以下の危険率で有意差あり
* : 5%以下の危険率で有意差あり

_. 
T ア

汚泥の成分に差があること等を示唆するものであろう.

しかし，ポリオウイルスについては，これらの溶出液

を利用すれば，ウイルス検出率の向上が大いに期待で

き，ポリオウイルスの疫学的調査等に有用であると思わ

れる.また，他のウイルスについては，ウイルス分離率

に差がなくてもウイルス分離に要する培養日数が短縮さ

れることからみて，ウイルスの回収量が増加したことが

また，例数は少ないがエコー，アデノの各ウイルスに

ついても同様の傾向が認められた.

以上のように，今回検討したウイルス吸着汚泥からの

溶出処理によるウイルス分離率は，ウイルスの種類によ

って必ずしも同じでなく，また，同一ウイルスでも汚泥

の種類によって異なる結果であった.このことは，ウイ

ルスの吸着，溶出機作が異なること，下水処理場ごとに
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考えられた.

従って，ホウ酸緩衝液およびビーフエキストラグトの

ウイルス溶出効果は，フィールドワーグにおいても有効

であることが確認された.

結論

ポリオウイルスを用いて実験室レベルで行った汚泥吸

着ウイルスの溶出条件を基に，フィールドレベルで‘の下

水汚泥からウイルス検索を行い好成績を得た.

1) ポリオウイノレスを用いたウイルス吸着汚泥の回収

には， カチオン系高分子凝集剤を 0.002%に添加し，

3， 000 rpm， 15分間遠心分離することにより効率よく回

収できた(平均93.0%，標準偏差6.9%).

2) 実験的にポリオウイルスを吸着させた汚泥からの

ウイルス溶出には， O.lMホウ酸緩衝液(pH10.0，NaCl 

1%添加〉または， 3%ピ{フエキストラクト (pH9.0，

NaCl 1 %添加〉が有効であった.

3) 溶出に関与する要因を実験データーの分散分析に

よって解析した結果，ホウ酸緩衝液では pH要因が，ピ

ーフエキストラクトでは濃度要因が最も大きく影響し

た.

4) 1980年11月から1982年1月に採取した131件の下

水汚泥についてホウ酸緩衝液とビーフエキストラクトを

用いて行ったフィールドワークの結果，ポリオウイルス

の分離率は明らかに上昇した(無処理8.3%，溶出処理

37. 9~39. 4%). コクサツキーB群， エコー，アデノに

ついては著明な分離率の上昇は認められなかった.しか

し，ウイルス分離に要した平均培養日数は，各ウイルス

共に短縮し，ウイルス溶出処理の有効性が示唆された.

謝辞本研究を行うにあたり，下水汚泥の採取等につ

いて御指導と御協力をいただいた，下水道局，ならびに

住宅・都市整備公団，団地サービスの方々に対して深甚

なる謝意を表します.

〈本研究の概要は，第28回日本ウイルス学会総会， 1980 

年10月，第56回日本感染症学会総会， 1982年4月で発表

した.) 
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東京都におけあポリオ流行予測調査成績 (1972~1981 年〉

政内 清ぺ矢野一好穴柴田タツ美*，林 志直*，岩崎謙一*

Epidemiological Survey of Poliomyelitis in Tokyo (1972~ 1981) 

KIYOSHI Y ABUUCHI*， KAZUYOSHI YANOぺTA TSUMI SHlBA T Aぺ
YUKIN AO HA Y ASHI* and KENJI IW ASAKI* 

Keyword自.ポリオウイルス poliovirus，疫学調査 epidemiologicalsurvey 

緒 ー盲 は，流行予測j事業急性灰白髄炎検査術式1)に，下水検体

1962年以来伝染病流行予測調査が，厚生省の委託事業 からのウイルス分離は既報2)に準じて行った.使用した

として全国の地方衛生研究所で実施されている.この事 細胞は， F L， HEp 2， Vero辞462，BGMの4種類で

業は既に周知のとおり，伝染病の発生を予測し，予防対 ある.各細胞系は， イーグノレ MEM培地を用いて24穴

策を効果的にたてる目的で，流行発生の要因として考え のプラスチックプレート(コースタ{社製，クラスター

られる感染源および感受性の調査を全国的規模で行うも 24)に培養して使用した.各細胞は1検体につき各2

のである.この内ポリオの感染源調査は，ある一時期に 穴， 0.25ml/穴ずつの検体を接種して，37'C炭酸ガス培

採便して行う断面的検査であって，感染源としてのウイ 養装置内で一週間培養した. CPE (細胞変性効果〉の観

ノレスの消長を明らかにしえない傾向がある.そこで，わ 察は毎日行った.最終判定は 3代まで継代した後，

れわれは，これを毎月定期的に採取した下水検体からの CPEおよびヒト血球を用いたHA(赤血球凝集能〉試

ウイルス分離の結果で、補足しながら検討した. 験を指標にして行った.

また，感受性調査については，現在都民間でポリオウ 分離したウイルスの同定は，既知の抗血清を用いた中

イルスの抗体保有状態が，どのように維持されているか 和試験， H 1試験， CF反応により行ったの.

を検討した.本報は， 1972~1981年の感染源調査および 中和抗体価;JlIJ定厚生省流行予測事業急性灰白髄炎検

1981年の感受性調査の成績について報告する. 査術式1)の記載に準拠しながらマイクロ法で実施した.

調査材料と方法 使用細胞はBGM，使用ウイルスはポリオ 1型 Mahoney

健康児ふん便 1972~81年の10年間に，毎年都内の 2 株， 2型 MEFー 1株 3型 Saukett株である. BGM 

~3地区を選定し，ポリオ生ワクチン投与後 2 か月以上 細胞は96穴マイクロプレート〔コースター社製3596)に

を経過した健康児計929名から採使した年齢構成は， 培養した.被検血清の希釈は， トランスファプレート

0歳 100名 1歳 134名 2歳77名 3歳 171名， 4歳 (クック社製 220-43)で行し、， 100TCID5o/O.025mlに

92名， 5歳114名 6歳71名 7歳以上170名である.ふ 調製した各ウイノレス液と混和させ，37'C炭酸ガス培養装

ん便は，イーグノレ MEM培地を用いて 10%乳剤とし， 置内で1時間反応させた後，維持液 (1%牛胎児血清添

3， OOOrpm 10分間遠心分離した.その上清に ampicillin， 加MEM)に交換したBGM細胞に接種した.使用した抗

streptomycin， kanamycinを 1，000μg/ml， amikacin 原の感染価が 100TCID5o/O.025mlに達した時鏡検し，

を100μg/ml添加し37'Cで20分間作用させた.処理した CPEが陰性になっている最高血清希釈倍数をもって，

検体は，試験までー200Cに凍結保存した. 被検血清の中和抗体価とした.

健康都民血清 1981年 8~9 月に，都内 8 か所の保健 調査成績と考察

所を定点として， 0~57歳までの都内に在住する健康者 ポリオ感染源調査 1972~81年の10年間に，採取した

159名から採血した.血清の分離を行った後，試験に供 健康児ふん使929例についての年次別ウイノレス分離状況

するまで-20
0

Cに凍結保存した. を表 1に示した.929例中 106株 11.4%にウイルスを検

ウイルス分離同定試験ふん使からのウイルス分離法 出した.ポリオウイルスは， 1972年に1，2， 3型各2株

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo，160 ]apan 
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健康児ふん使からの年次別ウイルス分離状況 (1972~81年〕表1.

次年査調
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いので断定はできないが，都内では現在のところ，野外

株は認められず，安全な環境が維持されていると思われ

る.また，ポリオウイルスの検出者はすべて 0~1 歳で

あり，ポリオ生ワクチγ投与年齢層のみで検出された.

このことからも分離ウイルスは生ワクチン由来であると

929 106 19 2 9 

ずつ， 1975年に2型1株， 1980年に3型2株を分離し

た.これらの分離株を予研に送付して，マーカ{テスト

を依頼したが，いずれの分離株も， rctマーカーテスト，

Weckerテスト， McBrideテストの結果生ワクチン株

と同じ抗原性を有していた.従って，検索対象数が少な

6 8 4 9 1 3 7 4 15 10 4 3 2 
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下水検体からのウイルス分離状況 (1972~81年〉表 3.

次年査調
分離株数ウイルス型
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分離株数

検体数

?:アデノウイルス 1~6型以外

ら腸管系ウイルスは， 3歳以下の低年齢層において，初

感染を受けることが多いと思われた.

一方，過去10年間の下水からのウイルス分離状況をみ

ると表3に示した通りで， 2，157検体から1，377株の各種

ウイルスが分離された.ポリオウイルスは，毎年春秋の

2期に限定して検出されており， 2型が最も多く，次い

で3型， 1型のj臓であった.これらのポリオウイルスに

ついては，その季節消長からみても生ワクチン由来のも

のと考えられるが，野外株が混在していないか，今後マ

ーカー試験を実施する必要があると考える.

また，各調査年次の下水検索の結果検出された非ポリ

AD:アデノウイルス

推測された.しかし，全国的にみるとまれにワクチン株

と抗原性の異なる株の検出報告例的もあるので，今後と

もポリオのサーベイはより細かな計画のもとに継続する

必要がある.

分離された非ポリオウイルスは，コクサツキ-B群ウ

イノレス 1型10株 2型15株， 3型4株， 4型7株， 5型

3株，エコーウイノレス 3型1株， 11型9株， レオウイル

スl型4株，アデノウイルス 1型8株， 2型6株， 5型

9株， 6型2株，型未定19株であった.これらの成績を

年齢別にみると表2の通りで， 0~3歳までの幼児が全

体の分離株106株のうち88%を占めていた.このことか
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下水および健康児ふん使から分離されたウイルスの対比表 4.

次年査調
型ウイノレス
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55. 0%， 7~11歳で61.8%， 12~25歳で72.5%， 26~57 

歳で78.6%であった. 2型に対する抗体価が各年齢階層

とも最も高く， 3型は最も低かった.

また，これらの成績は， 10年前に行った調査結果とほ

ぼ一致した日. このことから現在でも，都民のポリオウ

イルスに対する抗体保有状況は， 1972年以来，大きな変

動もなく比較的高率に維持されていると推測された.

結論

1972~1981年の都内におけるポリオ感染源調査，およ

び1981年に感受性調査を実施し，次の結論を得た.

1) 10年間に採取した健康児ふん使計929件について

行った感染源調査の結果106株のウイルスを分離した.

その内訳は，ポリオウイルス 9株(1型2株， 2型3

株， 3型4株)，コクサツキーB群ウイルス 39株 (1型

10株， 2型15株， 3型4株， 4型7株， 5型3株)，エ

コーウイルス 10株 (3型l株， 11型9株)，アデノウイ

オウイルスと同年次におけるふん便からの検出ウイルス

の種類を対比させてみると，表4に示すごとくふん便か

らの検出ウイルスの種類は， 1978年のアデノウイルス 6

型を除いて，すべて下水から検出されたウイルスの種類

に含まれていた.このことから，ふん便から検出された

ウイルスは，各調査年次に都内において広く流行してい

たウイルスの種類であったことを示唆するものと思われ

た.

ポリオ感受性調査 1981年 8~9 月に採血した健康都

民血清159件について，ポリオウイルス1， 2， 3型に

対する中和抗体価を測定した.結果を年齢別に表5に示

した.ポリオウイルス各型に対する抗体側4倍以上の保

有状況をみると， 1 型は 0~6 歳で76.7%， 7~11歳で

88. 2%， 12~25歳で80.4% ， 26~57歳で92.9%であり，

2 型は 0~6歳で85.0%， 7~11歳で97.1%， 12~25歳

で98.0%， 26~57歳で 100%であり， 3 型は 0~6 歳で
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東京都内における小児急性胃腸炎のウイルス学的・細菌学的検索成績
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Diseases in a Pediatric Clinic in Tokyo 
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A prospective study on the cause of acute diarrheal diseases in children was conducted among 361 

patients at a pediatric clinic in Tokyo during the period from November 1980 to February 1982. 

Known etiological agents were found in 147 (40.7%) of 361 ill children studied. Of 147 children 
with enteric pathogens， 22 (15%) had multiple agents with various combinations. Among the 
pathogens detected， rotavirus and Camρ'ylobacter jejuni/coli were found to be the most common 
cause， accounting for 33.9% and 28.7% of all th巴 pathogensisolated. Other responsible pathogens 
included enteropathogenic Escherichia coli， enteroviruses， adenovirus， Salmonella， ent巴roinvasiveE. 
coli， enterotoxigenic E. coli and Vibrio tarahaemolyticus. 
The results of this study suggest that rotavirus and C. jejuni/ coli play a significant role as 
pathogens in the etiology of pediatric diarrhea in Tokyo. 

Keyword目 acutegastro巴nteritis，virological and bacteriolgical study 

緒 百

急性胃腸炎は，発展途上国だけでなく我が国でも日常

小児を中心によく遭遇する疾病の 1つである1，2>.なかで

も，細菌やウイルスなどに起因する感染性の疾病は，その

発生頻度や病理からみて最も重要なものであり，その実

態や病因の究明は公衆衛生上依然重要な課題といえる.

この感染性腸炎の病因としては，これまでにも細菌を

はじめウイルスなどの多くの病原体が明らかにされてき

たが，最近ではさらにカンピロバクター，毒素原性大腸

菌， ロタウイルスなどが新たに起因病原体として認識さ

れ，それらはまた，特に小児下痢症の病原として極めて

重要な存在であることが示唆されてきているト的. 従っ

て，小児における感染性腸炎の把握に当たっては，これ

らの新たに認識された病原体も含むより幅広い観点から

の病原学的調査が不可欠なものといえる.しかし，我が

国ではこの種の調査はほとんど実施されておらず，その

実態はまだ十分把握されるまでに至っていないのが現状

である.

本報では，小児における急性胃腸炎の病因やその発生

頻度などをより明確にする目的で，都内の l病院の小児

科を受診した患者について細菌およびウイルスの両者を

対象に原因検索を実施したので，その成績の概要につき

報告する.

材料と方法

供試ふん便 1980年11月から1982年2月にかけて東京

逓信病院小児科を受診して，急性胃腸炎と診断された生

後1か月から15歳までの患児361名から得たふん使を検

査対象とした.ふん便は細菌検査用として Amiesの輸

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

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

仲間生活科学部乳肉衛生研究科

***東京逓信病院小児科
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Fig. 1. Procedur巴 forisolation and identification of enteric pathogens 

送培地 (Transwab，Medical Wire & Equipment co. 

Ltd.， England)に採取し 4'Cに保存，ウイルス検査用と

してはポリ製容器 (Falcon2070 Tube)に採取後， た

だちに-80'Cに凍結保存，検査に供した.

検査方法検査対象病原体と検査方法の概略を Fig.1

に示した.コレラ菌(0-1)，NAGピプリオ(0-1以外

のコレラ菌)， 腸炎ピブリオ， 赤痢菌，チフス菌および

パラチフス菌を含むサルモネラ，エルシニアは常法りに

準じ分離同定し，カンピロバグターは skirrow培地に直

接塗抹培養後，鏡検により同定した.腸管起病性大腸菌

については， DHL寒天培地上から疑わしい集落を1検

体当たり 3-5個釣菌し，大腸菌と確認した後，血清学

的試験〈市販診断用血清，デンカ生研〉および毒素産生

性試験8)により，いわゆる病原大腸菌(Enteropathogenic

Escherichia coli， serotype， 以下 EPEC)，組織侵入

性大腸菌 (EnteroinvasiveE. coli，以下EIEC)，およ

び毒素原性大腸菌 (EnterotoxigenicE. coli，以下ET

EC)とそれぞれ同定した. なお検出菌の一部について

は，必要に応じ血清型別などの試験を実施した.

ポリオウイルス，コクサツキーB群ウイルス，エコー

ウイノレス，アデノウイルスの分離は，原則的に組織培養

法によった.ふん使はイーグル MEM(日水製薬〉で10

%乳剤とし，その遠心上清に抗生物質を添加したものを

材料とした. .培養細胞は FL，Hep2， Vero韓462とBGM

細胞を使用して細胞変性効果 (CPE)を指標に3代継代

塙養した.ロタウイルスは既報9)のごとく， ふん使をそ

のまま(間型の場合は乳剤化〕検体として， ロタウイ

ルス検出用キット (Rotazyme， Abbott Lab.， North 

Chicago， USA)を用いた酵素抗体法によって検出した.

また調査初期のふん便の一部については，ショ糖密度勾

配遠心法により調製した沈澄を対象にネガティブ染色

後，電子顕微鏡でウイルス粒子存在の有無を観察した.

結果

1. 病原体検出状況について調査期間中の急性胃腸

炎患児からの病原体別検出状況の概要をTable1に示し

た.

供試ふん使361件中既知病原体が検出されたのは計147

件 (40.7%)で，このうち63件は細菌が単独， 71件はウ

イルスが単独，また13件では細菌とウイルスが同時に検

出された.また，細菌あるL、はウイルス単独検出例のな

かにも複数菌種が同時に検出されたものが9例に認めら

れた.これら陽性者147名から検出された病原体は計171

株で.その菌種も11種と極めて多彩なものであった.検

出病原体のうち最も検出頻度の高かったのはロタウイル

ス (58株)， ついでカンピロバクター (49株〉で， この

両者で全分離株の約63%を占めた.このほか， EPEC， 



などが主要なものであった.

2. 年齢別病原体検出状況 調査対象となった患児の

年齢別病原体検出状況をTab!e2に示した.患児の年齢

は O歳~15歳にわたるが，最も陽性率の高かったのは 1

~4歳の年齢群で149名中68名 (45.6%) が陽性であり，

その検出病原体も10種と多彩であった.検出病原体と年

齢との関連性をみると 4歳までの低年齢層では細菌の

検出率に比してウイルスの検出率が，年齢が低くなるほ

ど高率であるのに対し 5歳以上の年齢層では逆に年齢

が高いほどウイルスに比して細菌の検出率が高い傾向に

あった.

この点を主要な病原体として認められたロタウイルス

についてみると，その検出率は l 歳未満児および1~4歳

児に高率で，前者では検出病原体全体の46.8%，後者でも

36.7%を占める結果であった.これに対してカンピロパ

グタ{の検出率は 5~15歳の年齢層に最も高頻度で，特

に 5~9歳群では本菌が検出病原体全体の64%を占めて

いた.このほか検出数は少ないがサルモネラ， EPEC， 

アデノウイノレスおよびコクサツキーB群ウイルスでは，

総体的に4歳以下の低年齢層に高い傾向であった.

3. 月別および病目別病原体検出状況 被検患者数は

冬期 (12月~2 月〉に最も多く，ついで夏期であった

が，病原体の月別検出率に顕著な差は認められなかっ

た. しかし検出病原体別にみると Fig.2に示したごと

く，その検出数には季節的に違いのあることが示され

た.すなわちロタウイルスではその検出は， 1月を中心

61 33， 1982 報年研

EIEC， および ETECを含む腸管病原性大腸菌 (21

株)， アデノウイルス (11株)， サノレモネラ (10株)， ポ

ロオウイノレス(9株)， コクサツキーB群ウイノレス(9株〉

衛京東

Tab!e 1. Detection of enteropathogens from sporadic 

acu te gastro巴nteritisin chi!dren 

Number of patients examined 

No. of pathogen positives with : 

bacterium 63 (17.5) 

virus 71 (19.の
bacterium and virus 13 ( 3. 6) 

Tota! 147 (40.の

361 

Number of positive cases with(%) : 

Rotavirus 

C. jejunijcoli 

Enteropathogenic E. coli， 
serotype 13 ( 7. 6) 

Adenovirus 11 ( 6. 4) 

Sal押wnella 10 ( 5. 8) 

Poliovirus 9 ( 5.5) 

Coxsackie B virus 9 ( 5. 3) 

Enteroinvasive E. coli 6 

Enterotoxigenic E. coli 2 

V.ρarahaemolyHcus 2 

ECHO virus 2 

Tota! 171 (10の

58 (33.9) 

49 (28.7) 

Tab!e 2. Detection frequency of enteropathogens from sporadic acute gastroenteritis in children， by age 
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Fig.2. Monthly distribution of sporadic acute 

gastroenteritis patients associat巴dwith 

Rotavirus， Enterovirus， C. jejuni/coli， 
Salmonella and Enteropathogenic E. coli 

とした冬期に集中しているのに対し，カシピロパグター

では余り季節的変動がなくほぼ年聞を通じて検出されて

L、る.

またエンテロウイルスのうち，コクサツキ-B群ウイ

ノレスおよびエコーウイルスは，サルモネラと同様に7月，

8月の夏期を中心に分離され，ポロオウイルスはワグチ

シ投与時期に対応して検出される傾向であった.

怠者の病日別に病原体陽性率を検討すると， 1~5 病

日では， 265件中 114件 (43.0%)，6~9 病日では 59件

中21件 (35.6%)，11病日以上では20件中5件 (25.0%)

と，病日の経過とともに陽性率の低下がみられたが，病

原体別による検出率の差異は特に認められなかった.

4. 患者の臨床所見の概要病原体が検出された 147

名については，可能な範囲でその臨床所見についても調

査した.主要病原体別の臨床症状および下痢性状は，

Fig.3および4に示すとおりである.図から明らかなよ

うに，いずれの病原体による感染例でも下痢はほぼ必発

症状として認められたが， ロタウイルスでは，さらに日区

吐が患者の約72%とかなり高率に認められた.またその

下痢の多くは，白色水様状を呈するのが特徴的であった.

一方ヵ γピロバクターでは，サルモネラの場合と同様腹

痛，発熱の発現率が高く下痢の際に粘血便を混じる割合

も他の感染例に比して高い傾向であった.

5. 分離株の血清型および産生索索型 カγピロバク

ターの血清型は，伊藤らの方法10)で検討した結果， 15種

の血清型に型別されたがその分布には特にかたよりは認

められなかった.

EPECでは0111(4株)， 0127および 0146(各2

株〉のほか， 086， 0126， 0128， 0144も各1株認め

られた.毒素原性大腸菌はいずれも易熱性毒素産生株で

あり，腸炎ピブリオは2株とも血清型04:K8の神奈

川現象陽性株であった.分離サルモネラの血清型は，

S. tyρhimrium 4株，S.ρaraかρhiB (D一酒石酸:

+) 2株，S. enteritidis 1株であった.

アデノウイルス11株中7株は組織培養法で分離された

もので，その血清型は1型1株， 2型2株 5型3株，

6型1株であった(他の4株は電子顕微鏡による検出).

ェγテロウイルスでは，ポロオウイルス 1型4株， 2型

5株，コクサツキーB群ウイルス 2型8株， 3型l株お

よびエコ{ウイルス11型2株となっている.

考察

小児の急性胃腸炎に関しては，その重要性からこれま

でにも多くの病原的調査がなされ，最近ではカ γピロパ

クターやロタウイノレスなど新たに認められた病原体がそ

の病原として注目されるに至ったト酌. しかし， これら

の調査は，細菌あるいはウイルスいずれか一方を対象と

したものが多いこともあって，これら病原の本症におけ

る相対的な病原的意義などについてはまだ明確でない点

も多い.

このような状況から，我々は今回小児胃腸炎の病原に

つき最近確認された病原体も含む，細菌およびウイルス

の両者を対象にして検索を試みた結果，患児361名中そ

の約41%に当る 147名の病原を明らかにし得た.検出病

原についてみると，細菌の検出されたものはウイルスと

の同時分離例も含め延76名(検出率21.1%)，ウイルス、

では延84名(検出率23.3%)となっており，両者の検出

にはほとんど差のない結果であった.この成績はこれま

での内外における調査成績11-14)とも一致するものであ

り，検出病原のすべてが原因ではなかったにしても，小

児の感染性腸炎においてはこれまで主要とされてきた細

菌だけでなく，ウイルスも細菌と同様あるいは，それ以
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Fig.3. Clinical symptoms of patients associated with rotavirus， C. jejuni/coli， 
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Fig.4. Features of diarrhea in patients associated with rotavirus， C. jejuni/coti， 
enteropathogenic E. coli and Salmonella 

上に重要な存在であることをよく示していよう.さらに ルモネラや腸管病原性大腸菌がかなり高率に検出されて

本症の把握に当っては，単に細菌のみでなくウイルスを おり，この両者も本症における重要な病原とみなしてき

も含めたより幅広い診断の必婆性を物語るものと言え しっかえなかろう.また，腸管病原性大腸菌として今回

る EPEC，EIECのほか ETECも検出されたことは，本

今回の調査では計11種の病原体が検出されたが，最近 菌がその検出頻度は低いにしても散発下痢症の病原とな

の報告14)ともよく一致して細菌ではカ γピロパクタへ ることを示すものとして興味深い.

ウイルスで、はロタウイルスが主要な病原として認められ 一方ロタウイルス以外のウイルスでは，下痢症との関

た.このほか細菌では赤痢菌は認められなかったが，サ 速が示唆されてきているアデノウイル九やェγテロウイ
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ルスが，比較的高い筈1]合で・検出された.しかしこれらの

ウイルスはしばしば健康者からも検出されることからm

下痢症の病因として断定するには，なお慎重な調査が必

要であろう.

これらの病原菌陽性者のなかには，細菌とウイノレスの

同時検出例が13例，種を異にする細菌あるいはウイルス

が同時に検出されたものも 9例を数えた.このような混

合感染と考えられる事例は，開発途上国や海外旅行者の

下痢症ではしばしば経験されるところであるが16，17)，我

が国の小児下痢症においてもかなりの頻度に認められた

ことは注目に値しよう.しかし，検出病原体の病原的意

義づけをすることは難しく，その理解には，古くから指

摘されている下痢成因における細菌とウイルスの相互作

用18)といった商も考慮した詳細な検討が必要と思われ

る.

今回の調査では，また，主要病原として認められたロ

タウイルスおよびカンピロパタタ{を中心に，その発生

状況や臨床所見についてもあわせて若干の検討を加え

?こ.

ロタウイルス下痢症は，従来から温帯地域で冬期に幼

児を中心に多発することが知られているが4)， 今回の我

々の調査でも，その発生は冬期に限られ1歳以下の乳児

に最も高頻度であることが確認された.また臨床的にも

本症の特徴とされるH区吐と白色水様状の下痢が高率に認

められている.ヵ γ ピロバクターも 5~9歳の小児を中

心に高率に検出され，その発生時期や臨床症状において

もこれまでの報告と特に違いは認められなかった.

以上のように，今回細菌だけでなくウイルスを合めて

急性胃腸炎の病原検索を実施したが， 他の報告11-'14)と

同様，およそその半数については病因を明らかにし得な

ヵ、っすこ.

この原因としては，急性胃腸炎と診断されたなかに感

染性でないものが含まれていたことも当然考慮しなけれ

ばならないが，それだけでな〈今回の調査に用いた材料

に，病日が経過したものがやや多く含まれていたこと

や，検査対象とした病原体がまだ十分で、なかったことな

ども影響したと考えられる.対象病原体としては，今

回，材料の点などから原虫については検討できなかっ

た.しかし米国における小児下痢症の調査では Giardia

lambliaが7%に検出されている例19)もあることから，

我が図においてもこうした原虫性疾患についての考慮は

必要と考えられる.また，今回検討した細菌やウイルス

でも，下痢症との関連が示唆されているものの全てを対

象にしておらず，特にウイルスでは，その検出に組織培

養法を主として用いたため，培養不可能な Norwalkウ

イルスや Caliciウイルスなどの下痢原性ウイルスおりは，

全く検出で、き得なかった.本邦でもすでにNorwalkウイ

ルスによる下痢症の存在も確認されており 2へとくに小

児の急性胃腸炎においては，今後こうしたウイルスを含

めたより総合的な調査が望まれよう.

結論

小児の急性胃腸炎の病原を明らかにする目的で， 1980 

年11月から1982年2月にかけて都内1病院小児科を受診

した患児361名を対象に，そのふん便について細菌学的

・ウイルス学的検索を実施し，以下の成績を得た.

1 患者361名中病原体が検出されたのは147名で，そ

のうち63名は細菌単独， 71名はウイルス単独，他の13名

は両者の同時検出例であった.

2 147名からの検出病原体は11種， 171株であった.

これらのうち最も高頻度に検出されたのはロタウイルス

およびカ γピロパクターで，両者が本疾患において最も

重要な病原であることが確認された.

3 主要病原として認められたロタウイルスによる感

染は 1 歳未満あるいは 1~4歳の年齢層，カンピロパク

タ{は 5~.9 歳あるいはそれ以後の年齢層に高頻度に認

められた.その発生は，前者が冬期 (12月---2月)に多

発するのに対し，後者では特に季節的なかたよりは認め

られなかった.

(本研究の概要は日本感染症学会第56回総会1982年4月

で発表した.) 
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東京都における日本脳炎疫学調査 C1980~1981年)

吉田靖子犬関根盤治汽薮内 清*

岩崎謙ニペ山口安夫町斉藤正度判

Epidemiological Survey of Japanese Encephalitis in Tokyo in 1980-1981 

YASUKO YOSHIDA*， SEI]I SEKINEぺ KIYOSHIYABUUCHI*， 
KEN]I IWASAKIキ， YASUO YAMAGUCHI料 andMASANORI SAITO** 

Keywords:疫学 epidemiology，日本脳炎ウイルス Japanese巴ncephalitisvirus， ブタ swine， コガタアカイエ

カ Culextritaeniorhynchus mosquitos 

緒
品

首

わが国における日本脳炎(日脳〉患者発生は1968年以

後年々低下してきたが， 1978年以降は西日本を中心に増

加の傾向がみられ，東京都においても1981年8月に8年

ぶりの日脳真性患者(死亡〉の発生があり，再び関心事

になってきたり. 日脳患者は最近の進歩した治療技術を

施しても約1/3は死の転帰を，約1/3は重篤な後遺症を残

すことからも，予防に徹しなければならない疾患である

と考える.

われわれは都内における日脳ウイノレスの汚染状況を知

る目的で，確認患者調査，感受性調査，感染源調査を実

施してきたト町.

今回は， 1980・1981年における都内飼育ブタの日脳

HI抗体保有状況，ウイルス媒介蚊の消長，健康都民の

抗体保有状況について報告する.

材料および方法

患者検体 1981年8月16日に発病した76歳の男性 (9

月8日死亡〉から採取した病目別の血清5件と死後採取

した脳検体である.

ブタ血清 1980年1月から1981年12月の聞に都下多摩

地区で飼育したプタ (6~8 か月齢〕から，と殺時に採

取した血清 2， 500 件である.各年とも 1~6 月・ 11月・

12月は毎月50件， 7~10月は毎週50件のプタ血清につい

て検索した.

健康都民血清 1980年 5 月 26 日 ~7 月 24 日， 1981年6

月 4 日 ~8 月 24日に都内に居住する健康者各々 295 名，

319名から採取した血清である.検索対象者の年齢は，

80年は 2~85歳， 81年は 2~79歳の範囲であった.なお

これらの血清は， 1980年には東村山・東久留米・本郷・

小石川・杉並東・杉並西・志村・城東・中野・中野北・

石神井・練馬・豊島池袋の各保健所， 1981年には東村山

.東久留米・足立・荒川・千住・板橋・豊島池袋・中野

・中野北・石神井・高井戸・大森・練馬の各保健所の協

力により採取されたものである.

HI試験常法6)に準じてマイクロタイタ{法により

実施した.使用した抗原は市販品の中山株・ JaGAr01 

株を用いた.

中和試験 鶏胎児繊維芽細胞上のプラック減少測定法

を用いた的.使用した抗原は JaGAr01株である.中和

抗体価は50%プラック減少率から算定した.

コガタアカイエカの捕集 1980~1981年の 6~10月の

聞に各々25回，既報5)と同一地点で捕集した.

ウイルス分離試験乳のみマウスの脳内接穏法によっ

て実施した町. H 1抗体価10倍以下のブタ血清，雌コガ

タアカイエカの各プール材料から日脳ウイルスの分離を

試みた.

成績および考察

日脳患者の血清学的・ウイルス学的検索 検索した患

者は熊本県に住む76歳の男性で，上京して4日自の1981

年8月16日に発病し臨床所見から日脳が疑われた.病日

を追って採取した血清5件のHI・CF試験の結果か

ら，真性の日脳患者と判定された.血清学的検索結果は

表1に示した.

都内で真性の日脳患者発生が確認されたのは8年ぶり

のことである.その後患者は24病日目の9月8日に死亡

した.脳部j検材料からのウイルス分離試験を試みたが，

*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
本TokyoMetropolitan 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



東京衛研年報 33，1982 67 

表1. 1981年度東京都に発生した真性日脳患者の血清学的検索成績

H 試 験

患者 採血月日 病日 中 山 株 ]aGAr 01株 CF試験

対照 2ME処理判感受性*** 対照 2ME処理感受性

G.F* 56. 8.22 7 <10 <10 〈一〉 80 <10 (+) <4 

8.24 9 10 <10 (一〉 80 <10 (+) <4 

8.25 10 20 <10 (土〉 160 20 (+) <4 

8.26 11 40 <10 (+) 640 20 (+) 8 

8.27 13 40 10 (土〉 640 40 (十〉 16 

* G. F (d， 76歳熊本県在住〕
56. 8.16発病(上京中〕→56.9. 8死亡→脳部j検材料からのウイルス分離(陰性〉

料 2ME処理=2ーメルカプトエタノ-/レ処理

***感受性(+)=対照と 2ME処理との聞で8倍以上差があるもの

表 2. 全国日本脳炎患者発生数と日脳

ウイルス汚染地区数

真性患者 疑似患者 日脳ウイル*
年次 ス汚染指定
患者死者患者死者地区数

1974 16 7 38 16 14県

1975 23 4 41 21 2府32県

1976 9 6 20 10 2府19県

1977 3 1 18 10 2府21県

1978 88 21 48 24 2府38県

1979 67 12 36 25 2府30県

1980 26 7 20 12 2府35県

1981 20** 3** 9 7 2府23県

*ブタの HI抗体獲得率より， 日脳ウイノレスが推定さ

れた地区数

料都内発生1名(死亡〉含む

日脳ウイルスは検出されなかった.

この時期における都内飼育ブタの日脳HI抗体獲得状

況をみると 9月初旬まで抗体獲得率は全く上昇してい

なかった.しかし熊本県においては8月7日採取ブタ血

清のHI抗体獲得率は50%を示し，新感染を意味する 2

ME感受性抗体 (2ME抗体〉陽性率も11%を示してい

た.さらに8月12日採取ブタ血清では85%とHI抗体獲

得率は上昇し，明らかに日脳ウイルスの伝播がみられた

ことからも，この患者は都内での感染発症ではなく，熊

本県で感染し上京後発病したと推定された.

表2に示した厚生省保健情報課の全国日本脳炎情報を

みると， 1974~1977年は真性日脳患者は減少し，またプ

タの日脳HI抗体を指標としたウイルスの浸淫度調査か

らも，ウイルスの散布が近年著しく希薄になっていたこ

とが確認されている口. しかし日本脳炎は致命率も高

く，また精神障害・運動障害が後遺症として残る重篤な

病気であること，さらに汚染源が全くなくなったわけで

はないので今後さらに警戒する必要があろう.

都内飼育ブタの日脳HI抗体獲得状況 1980~1981年

に50回にわたって，都下多摩地区で飼育されたブタ (6

~8か月齢〉から採取した血清 2， 500 件について測定し

た日脳HI抗体価の検査成績を表3に示した.

両年とも 8月以前に採取した血清には高い抗体価を示

したものは少なく，また2ME抗体陽性のものは 1件も

なかった. H I価 160倍以上の抗体価を示した血清およ

び2ME抗体陽性血清は， 1980年は9月17日以降， 1981 

年は9月7日以降にみられた.したがって日脳ウイルス

の散布がみられたのは，同年とも 9月中旬以降と推定さ

れた. 1980 ・ 1981年の 1~3 月においてHI 価80以上の

抗体価を示すものがあったが，これらはすべて2ME抗

体陰性であったため， 1979・1980年の流行時の影響を受

けたものと思われる.

1979年 9~10月における抗体獲得率は 0~8%と低率

だったことに対して， 80年においては12~66%， 81年に

は 8~32%まで上昇した.また1980年10月 15 日， 22日，

1981年10月5日採取のHI抗体陰性ブタ血清から日脳ウ

イノレスを各1株分離したことからも，両年における日脳

ウイルスの活動期は1979年と同様に 9~1O月であったと

いえる.1980年においては一部に極端に高いHI抗体獲

得率を示したが，これはプタの飼育地による地域差が生

じたのであろうと推定された.

都内での日脳患者の発生がみられていた1967年以前と

最近のプタの日脳HI抗体獲得率をくらべると， H I抗
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1980~1981年都内飼育プタにおける日本脳炎HI 抗体獲得状況

H 1抗体価 (JaGAr 01株〉 抗体 2ME紳 * 
一一一一一一一一一保有率感受性 ウイル水
1280 2560 ;;;5120 (注10)抗体ス分離

陽性率

表 3.
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*ウイルス分離は， HI抗体価10以下について乳のみマウスを用いて行なった.

料 2ME感受性抗体陽性率(%)=2ME感受性陽性数/検査頭数(50)x 100 

( 1980年10月15日(JaTan1/80)， 10月22日(JaTan2/80) 
料*ウイルス分離陽性例{1 1981年10月5日(JaTan1/81) 

3 
3 
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図1. 雌コガタアカイェカの消長

体獲得率の上昇期は最近において 1~2 か月遅れてい

る.また全国的にブタでの抗体獲得率からの日脳ウイル

ス汚染が推定された地区をみても，日脳の感染流行の様叩

相に変化がうかがわれる.

コガタアカイエカの消長 1980年 6 月 24 日~1O月 21

日， 1981年 6 月 23 日 ~10月 20に各25回，都心某地区と衛

研鶏舎にライトトラップを設置して蚊を摘集し，雌コガ

タアカイエカの消長およびウイノレス分離試験を行った.

同期間中捕集した雌コガタアカイエカの消長は図lに示

した.

雌コガタアカイエカが捕集されたのは 7月中旬以降

9月までの期間であった.1980年において雌コガタアカ

イエカの吸血蚊107匹，未吸血蚊97匹，その他の雌蚊906

匹， 1981年においては各々90匹， 86匹， 1175匹を捕集し

た.

捕集雌コガタアカイエカ数とブタ血清における日脳

HI抗体獲得率とを比較すると，蚊の捕集ピーク時はブ

タでの日脳感染ピーク時よりも 2か月早期であり，ブタ

での日脳感染流行が拡大されつつあるときは，すでに雌

コガタアカイエカは捕集されていなかった.ブタでの2

ME抗体陽性数が両年とも 11月中旬までみられること

は，距離的に離れた飼育場から飼育場への飛来する蚊に

よる日脳ウイルスの伝播はないが，ひとつの飼育場内に

とどまっていた蚊によるウイルスの伝播はくり返しおき

ており，そのために飼育地問に差がでてくると説明すれ

ば容易であるう.

図 2.
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関 4. 日目討中和抗体保有率の回帰直線における年次推移

雌コガタアカイエカの吸血蚊・未吸血蚊を捕集月日， では調査の前年度にワクチ γを受けた者のなかに，高い

地区別に1980年は60プール， 1981年は43プーノレにわけて 抗体価 (HI価:10x 23~lO x 26) を示す者があった.

乳斉jを作り，乳のみマウスの脳内接種法によりウイルス ワクチγ接種を受けていても抗体上昇のみられない者も

分離試験を試みたが全例陰性であった.また同期間中衛 あったが，総体的にみればワクチン接種効果のあったこ

研鶏舎のライトトラップわきで5羽のウサギを飼育し， とを示唆していると思われるむ8)

日脳抗体獲得状況を調査したが，抗体は検出されなかっ 日脳中和抗体保有率を年齢別にみると， 1980年におい

た. てはHI抗体保有率でみられたような年齢階層間の差異

健康都民血清の日脳抗体保有調査成績 1980，1981年 は顕著でなくなっていた.しかし1981年においてはHI

の日脳流行期直前の 5~8 月における一般都民の日脳ウ 抗体保有率と同様に17~30歳の年齢階層の低下が顕著で

イルス抗体保有状況を調査する目的で，同時点に採取し あった.

た健康都民血清614件 (1980年:295件， 1981年:319件) 1968年と最近3か年の中和抗体保有状況について，年

について，日脳ウイノレス JaGAr01株・中山株抗原に対 齢階層別の年次推移を図3に示した.

するHI価と JaGAr01株抗原に対する中和抗体価を測 中和抗体価 10x20以上の抗体保有率にはバラツキが

定し，調査成績を図2に示した. あるが，1981年以外は大差はなかった.しかし平均抗体

HI抗体保有率は両年とも12歳以下の低年齢階層で年 価についてみれば， 17~30歳・ 31~59歳の年齢階層にお

齢とともに上昇した.その後は17~30歳の年齢階層にお いて， 1968年は10x23 ・ 5~ lO x2a.7の抗体価を示していた

いて最低値を示し，再び上昇する傾向を示していた. のに対して，最近3か年は 10x 20• 93~ 10 X 22.2に低下し

平均HI抗体価で比較してみると，低年齢階層におい ていた.その他の年齢階層においては年次によって大き

て高七年齢上昇とともに低下している.特に5歳以下 な差はなかった.
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各年齢階層別の日脳中和抗体保有状況の年次推移を回 3) 1980年10月15日， 22日， 1981年10月5日採取の

帰分析法的によって検討し，その結果を図4に示した HI抗体陰性ブタ血清から各1株のウイルスを検出し

5歳以下の低年齢階層では， 1980・1981年と抗体保有 た.

率の低下がみられた.また17~30歳の年齢階層において の健康都民血清における日脳HI抗体保有調査にお

著明な変化がみられた.すなわち高い抗体価をもっ比率 いて，年齢階層間で差がみられ， 17~30歳の年齢階層が

およびlOx20以上の中和抗体価をもっ比率とも，年次に 最も低率であった.

ともなって減少していた.17~30歳の青壮年層が，最近 5) 日脳中和抗体保有調査成績では， 1981年をのぞい

の都内での日脳ウイルス汚染低下の実態を一番反映して て抗体保有率には差がみられなかった.また平均中和抗

いるものと推定された. 体価についてみると， 17~30歳・ 31~59歳の年齢階層で

6~12歳・ 13~16歳の年齢階層では，各年次の抗体保 著明な低下がみられたが，その他では大きな変化はなか

有状況に変化はみられなかった.

結果

1980・1981年の東京都における日本脳炎ウイルスの汚

染状況を知る目的で，都内飼育プタの抗体獲得調査，流

行期直前の健康都民の抗体保有調査を実施し，次の結果

を得た.

1) 1981年8月都内において発生した日脳患者は，血

清学的検索によって真性の日脳患者であると確認され

た.

2) 都内飼育ブタの日脳HI抗体獲得率， 2ME感受

性抗体陽性ブタの出現状況から，両年におけるブタでの

日脳の都内流行は9月中旬から10月にかけて発生し，ピ

ークは1980年は10月初旬， 1981年は9月下旬にあったと

推測した.

った.
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岩崎謙二*，薮内

飼育ブタにおけあ日本脳炎ウイルス感染流行の予測

清*，吉田靖子ぺ関根整治*

Prospective Study of Japanese Encephalitis by Means 

of Antibody Determination in Swine 

KENJI IWASAKI*， KIYOSHI YABUUCHI*， YASUKO YOSHIDA* 

and SEI]I SEKINE* 

Keywords:予測 prospectivestudy， 日本脳炎]apanese encephalitis，プタ swine， H 1抗体 HIantibody 

緒 ー日
日本脳炎(日脳〉ウイルスの自然、感染はウイルス保有

蚊の吸血行動で伝播され，わが国では毎年夏~秋にヒト

や各種動物の間で感染流行がみられる.通常この感染は

不顕性で終わるので流行実態は抗体調査により明らかに

なる.飼育ブタは感染感受性，抗体産生能が優れている

ので，抗体獲得状況から飼育地域のウイルス活動様相を

把握するのに都合がよい.また感染ブタは数日間血液中

に大量のウイルスが出現するので，ウイルス保有蚊を作

り出す感染源としても重視されている.

著者らは1962年以降毎年，流行期における都下飼育ブ

タの日脳HI抗体保有状況を調査し，ブタの流行が日脳

患者発生に先行すること，都内での患者発生がなくなっ

た1968年以後ブタの抗体獲得率が年々低下し，近年は低

値であることを明らかにしてきた1-18) これら調査デー

タに内在している流行各要因を探る目的で理論的流行曲

線導入による解析も試みてきた14)

今回は過去20年のブタ調査データについて，既報14)の

理論設定で各年流行初期までの一連のデータに適合する

理論流行曲線を求め，その延長で流行中期~後期の予測

を試み好結果を得たので報告する.

実験材料と方法

ブタ血清被検血清は表2に示した各時点に，都下多

摩地区で飼育したプタ(生後 6~8 か月〉から採取した

(毎回20~50頭).

日脳ウイルスHI試験術式は常法15)に準拠し， ]a-

GAr 01株抗原(市販品〉に対する抗体価を測定した.

流行曲線 グラフ紙上の横軸に流行経過をとり，各時

点の抗体陽性率値を縦軸の高さで表わし，各頂点を線分

で結び実測値流行曲線を描いた.この曲線とのずれが小

さい理論値流行曲線は表 1に示したプログラムを入力し

たマイクロコンピュータ (NECPC8000シリーズ〉で

算出した計算債をもとにして拾いた.1/2週単位の流行

経過 (A(1))と実測陽性率値 (B(I))を入力し，最

後に流行出発時点の感染源サイズをきめれば，実測値流

行曲線とのずれが最小になる理論値曲線の各時点におけ

る累積感染発生率(抗体陽性率相当値〉がプリントアウ

トされる.各時点の新感染発生率は直前時点の新感染発

累
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感

/プ77723ァー・
101//// 
/ダ介。01j//向 O叩

//'-)// 

染 50

き邑

% 

1α〕

10 15 20 25 

出苑時の感染軒町大きさと5例2盛期串曲拙

k=Q.025 

累

積

限

~ 50 

車

% 

10 15 20 

部行経過(品位時間)

感換伝摺係数別の累積感挽率曲制

25 

図1. 理論累積感染率曲線
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330工F S2 Sl THEN 320 
340 K1=K1+1: 工F K1 NF THEN 350 ELSE SS=SS長(ー.1):GOTO320 
350 PR工NT :LPR工NT
360 PRINT US1NG" 
370 LPR工NTUSING" 
380 PR工NTUSING" 
390 LPR工NTUSING" 
400 PR工NT :LPRINT 
410 LPR工NT "勢クイサンデトジ y ソクチ 長 "; : LPRINT ;YR 
420 FOR工=1TO 40:PRINT "-";:NEXT工
430 FOR工=1TO 36:LPR工NT "-"; :NEXT工:LPRINT 
440 PRINT " クイカアタラシイ ルイセキ ジッソク H 

450 LPR工NT " クイカ アタラシイ ルイセキ ジ '7:1ク
460 PR1NT 11 yzシュタカンセン% カンセンタ HIロクタイタ H
470 LPR工NT "見γ且クカンセンタ カンセンタ HIヨクタイ必 H

480 FOR 1=1 TO 40:PR工NT "-"; :NEXT工
490 FOR工=1 TO 36:LPR工NT "-" j :NEXT工:LPR工NT :V1=工R:V3=工R:Q=O
500 PR工NTUS工NG"### ###.### ###.### #手#.###";Q，V1，V3，B(l) 
510 LPRINT US工NG" ###指##.######.###者##.###";Q，V1，V3，B(1) 
520 S3=100-V3:V1=S3侍V1勢SC:V3=V3+V1:Q=Q+1:VV(Q+3)=V1
530工F Q 40 THEN 580 :工F V1 .00001 THEN 580 :工F V3 99.999 THEN 580 
540 PR工NTUS工NG"### ###.### ###.#ヂ#";Q，V1，V3; 
550 LPRINT USING" ### ###.### ###.### "jQ，V1，V3j 
560 FOR J=l TO NA :工F Q=A(J) THEN 570: NEXT J :PR工NT :LPRINT :GOTO 520 
570 PRINT US1NG" ###.### ";B(J):LPRINT US工NG" ###.### ";B(J):GOTO 520 
580 PR工NT :LPR工NT :工NPUT"ジョククンカエテサイタンスル 1 :公ヲリナラ 2 ";Z 
590工F Z=l THEN 170 :END 
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表1. 理論流行推移曲線の計算プログラム

M
 
，，，， 4E晶、
j
q
M

M

(

 

/

R

 

F

U

4
ム

nv.

q
u
q
u
q
M
 

H

R

H

 

F
U
4
す
円
可
#
汁

s
#
S
4
 

.，A
骨.，
#
V

H

#
汁

H

#
汁

4
汁
#
宵
#
汁
#
汁

#
7
4
す
#
汁
』
す

#
汁
』
#
H
4
f
#
す

A
す
4骨
M
A
#
H
Aず

##“

.
4汁
・

4
す

4
汁
』
4
H
A
付

#
汁
#
す
#
r
A
f

#
汁
#
#
H
4骨

=・一一

#

汁

#

汁

4

4
サ

-P#
ゴ

一一一一ス
ン

hr

イ
サ
キ

引
ク
ゴ
イ

ド
バ
ン
へ

ん
ン
キ

。U
.

デ
ィ
一一へ
吋ア

" 

73 

* " 
";YR 



、司
寝込

東京都下で飼育したプタにおける日脳ウイルス HI抗体保有調査成績

1962 1981 1979 1978 1977 

と H1抗体陽性率(JaGAr 01株、 H1価主 1: 10 ) 

1968 1969 1970 1971 1972 1973 1974 1975 1976 

4.0 18.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.0 
9.1 0.0 0.0 2.0 0.0 

調査年次

1966 1967 

17.8 6.8 
1.6 

表 2.

1963 

35.0 
0.0 2.0 4.0 2.0 

4.0 0.0 2.0 0.0 0.0 3.3 
8.9 4.6 0.0 6.0 2.0 22.0 0.0 0.0 0.0 5.0 0.0 0.0 

与
さ
・
河
内
、
・

3
者
。
ミ
号
-
H
N
2・
h
b守
・
』

u
-
F
u
p
H
g
N

0.0 0.0 2.0 0.0 2.0 11.2 
0.0 2.0 6.0 18.0 0.0 0.0 

0.0 0.0 0.0 
9.0 0.0 0.0 

0.0 5.9 
0.0 4.3 

0.0 
2.0 

0.0 2.0 4.0 26.0 2.0 0.0 0.0 0.0 10.7 1.3 
12.0 0.0 0.0 0.0 2.5 12.5 

0.0 0.0 0.0 3.5 1.4 78.4 14.4 4.0 0.0 0.0 0.0 8.0 0;0 

0.0 
6.0 2.0 0.0 0.0 0.0 42.0 
0.0 2.0 0.0 12.0 0.0 0.0 

5.0 
0.0 0.0 5.2 7.6 98.3 

90.4 
100.0 

80.0 100.0 

100.0 
80.2 
100.0 

93.5 100.。

0.0 
2.0 

8.0 6.0 2.0 8.0 0.0 

8.0 

4.0 0.0 0.0 
14.0 0.0 

0.0 95.0 
24.6 39.4 

2.0 
8.0 

0.0 4.0 10.0 6.0 
0.0 0.0 2.0 

0.0 0.0 0.0 
0.0 84.8 

62.1 
98.1 4.5 

8.0 6~0 0.0 13.0 23.0 100.0 
0.0 2.0 10.0 2.0 0.0 0.0 5.0 40.9 

2.0 
0.0 

0.0 
8.0 

20.0 
32.0 

12.0 
20.0 

32.0 
2.0 45.0 

も.Q.8.0 14.0 32.0 46.0 0.0 
4.0 
26.0 

25.0 
95.5 

68.2 55.0 

9.0 
54.5 

98.2 
98.6 

66.0 
28.0 
22.0 

8.0 一一一

8.0 90.9 85.7 98.6 
30.0 40.0 8.0 0.0 

12.0 
30.0 
14.0 

17.0 17.0 
29.0 

6.0 18.0 6.0 
4.0 
0.0 14.0 

0.0 

0.0 

14.0 
0.0 

0.0 

12.0 
45.6 96.7 

間

- 70 3 
4- 7 
8- 10 
11- 14 
15- 17 
18- 21 
22- 24 
25- 28 
29- 31 

8・1- 4 
5- 7 
8- 11 
12- 14 
15- 18 
19- 21 
22- 25 
26- 28 
29-9・1

2- 4 100.0 
5- 8 
9- 11 
12- 15 
16- 問
、19- 22 
23- 25 
26- 29 

30-10・2
3- 6 
7- 9 100.0 
10- 13 
14- 16 
17- 20 
21- 23 
24- 27 
28- 30 

77.7 

89.1 

2.0 

12.0 

2.0 

14.0 

18.0 

20.0 26;0 

過一経一
期
一

行
一
一

翠
h

一01
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
8
9
0
1
2
3
4

N
U
目

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2
2

単

6.0 

0.0 
0.0 0.0 76.2 

42.8 

61.5 
79.5 

100.0 

6.0 

16.0 

32.0 

22.0 

4.0 

8.0 

0.0 

36.0 

2.0 
14.0 0.0 
o.。

4.0 

16.0 

2.0 

20.0 
38.0 10.0 

29.0 29.0 
6.0 一一一ー 一一一ー

48.0 
4.0 一一一

6.0 
50.0 13.0 

15.0 36.0 

36.0 

盟_，_Q 盟主豆
59.1 

54.5 
100.0 

100.0 61.8 
36.4 

91.7 

97.5 

98.2 
91.8 

89.5 

18.0 12.0 22.0 2~。

24.0 0.0 6.0 
55.0 72.7 100.。

43 

1967年以降のデータで一一ーを付してあるのは 2ME感受性抗体陽性例を合む

32 30 64 16 52 都内の年間患者数

a: 1/2週が1単位
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表 3. 1967年流行経過各時点の実測抗体獲得率とその理論計算値

H I抗体陽性率%

理論計算値
流行経過

単位 a 月日 実測値
A※ B C D E F 
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10 O.、。

※A:7 月 3 日 ~7 月 24日のデータを使って算出
B ，， ~7 月 31日"

c "~8 月 7日"

D "~8 月 14日"
E ，， ~8 月 21日"

F "~8 月 28日"
G ，， ~9 月 4日"

H "~9 月 11日"
単位 a 表 1に同じ

17 0.0 

生率(感染源〉と当該時点の感受性個体残存率とウイル

ス伝播係数の積になるというのが基本設定である.

図1に示したように理論値曲線は0時点の感染源(v)

が大きくなるほど曲線の立上りすなわち流行の急拡大期

が早い時点でおこり，ウイルス伝播係数(k)が大となる

ほど曲線の到達上限すなわち流行規模も大となる.

実験成績と考察

1) 1962~81年における都下飼育ブタの日脳ウイルス

HI抗体保有調査成績 各年次に調査した都下飼育プタ

のHI抗体獲得率(JaGAr01株抗原， H 1抗体価1・10

以上〉と都内の年次別日脳患者発生数を表2に示した.

24 5.9 

31 12.5 

8 7 42.0 

14 95.0 

21 84.8 

28 100.。
9 4 100.。
11 100.。

伝播係数 0.0268584

" 0.0230314 

" 0.0224101 

" 0.0226558 

" 0.0225878 

" 0.0226306 

" 0.0226717 

" 0.0227114 

都内での日脳患者発生があった1967年以前の各年は，

8月末までに抗体獲得率が100%ないしそれに近い値を

示し，抗体獲得率の急上昇期(流行曲線の立上り〉が早

い年次ほど患者発生数は多くなっていた.

1967年以後は2ME感受性抗体についても調査した.

2ME感受性抗体陽性は近い過去の感染であることを裏

づけるので，この調査によって流行開始期や終息期が想

定できる. H 1抗体および2ME感受性抗体陽性率の調

査結果から，患者発生のなくなった1968年以降の流行規

模は縮小し，流行発生期は季節約に遅れたことが明らか

iこなっk.
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'" 東京都下で飼育したブタにおける日脳ウイルス HI抗体保有理論計算値成績表 4.
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2) 理論値流行曲線を応用した流行予測表2にある

1967年の調査データについて， 7 月 3 日 ~7 月 31 日ま

で， 8月7日まで， 8月14日まで， 8月21日まで， 8月

28日まで， 9月4日まで， 9月11日までの7系列の実測

陽性率値流行曲線に適合するそれぞれの理論{直曲線の計

算累積感染発生率値を表3に示した. 2ME感受性抗体

陽性例出現前の7月3日， 10日， 17日のHI抗体陽性率

は計算時0%として扱った. 7系列の計算値は全経過の

対応実測値とほとんど差をみとめなかった.

これは流行初期 (7月31日〉までの実測陽性率値を参

考にして，流行中期~後期の経過を予測することが可能

であることを示唆していると考え，同様の解析を1964，

1965， 1966， 1968， 1969年についても行った.結果は

1967年と全く同様であり，予測の可能性をより強くし

た.

表2に示した20年の調査データについて，各年次流行

初期までの実測値を参考に，一連の理論計算値を求めて

表4に示した.表2との対比を行うと， 1970年以前の各

年は全経過を通して計算値と対応実測値がよく一致し

た.1971年以降の各年も 9月下旬ぐらいまでは一致して

いたが， 10月以降になると計算値が実測値を上回った.

1970年以前と異なって1971年以後の流行発生は季節的

に遅れ， 10月にずれこんでいる.10月以降になると日脳

ウイルス伝播の主役であるコガタアカイエカの外界での

活動はほとんど停止してしまうので，上記両値のずれは

それによる影響がでたものと思われる.

理論値流行の進行を9月末で停止させて対応実測値と

比較すると前述のずれは縮小される.

近年の10月以降における実測抗体陽性率の経過推移を

みると，上下変動がはげしく，流行経過が把握し難い.

これは10月以降の流行が局地的に不均等に進行している

反映と考えられる.

以上は短い生涯で終り，生存中2回以上の流行を経験

しない飼育ブタにおける感染流行の予測について検討し

てきたが，ヒトにおける予測となると関連要因はますま

す複雑になる.しかし基本的にはプタの感染流行と一致

するところも多いはずである.

結論

都下飼育ブタを対象に調査した日脳ウイルスHI抗体

獲得率を指標に，流行中期~後期における経過推移を数

理論的に予測する試みを行った.

1) 実測抗体陽性率を指標にした流行推移曲線に適合

する理論感染発生率推移曲線の導入によって予測の試み

を行った.実測抗体陽性率値に相当する理論累積感染発

生率は，流行経過を1/2週単位で刻み，各時点の新感染

発生率が直前時点の新感染発生率(感染源〉と当該時点

の感受性個体残存率とウイノレス伝播係数の積になるとの

設定で算出した.

2) 上記の設定で， 1962--1981年のブタの日脳HI抗

体調査デ{タについて，各年次別に流行初期までの一連

の実測値に適合する理論流行曲線を描き，その計算{直と

金経過の実測値と対比したところ， 1970年以前の9か年

は全経過を通してよく一致したが，流行が10月までずれ

こんだ1971年以後の各年は9月末まではよく一致し， 10

月以降は実測値を上回る結果になった.

3) 以上の実験結果から， 9月末以前のプタの日脳ウ

イルス感染流行は，流行初期までの実測抗体陽性率推移

を参考にして，その後の流行経過を数理論的に予測でき

ると考えた.
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高倍率電子顕微鏡の撮影法

前木吾市*，木村康夫*

Electron Microscopy of Biological Specimens placed on Carbon 

Support Film strengthen with Microgrid 

GOICHI MAEKI* and YASUO KIMURA* 

1) By using about 60 A carbon support film strengthened by plastic microgrid， we took the 
micrographs of rotavirus directly in 130，000 magnifications (total x 300，000) with ]EM-100 B at 100 

kV， and succeeded to get the electron micrographs with higher resolutions than those by the usual 

carbon monolayer support film. 

2) We tried to improve the carbon support films， and by making ¥lse of the 'indirect' vacuum 
evaporation of carbon particles， we got the fine carbon support film. 

3) For both rotavirus and adenovirus， w巴 tooka series of micrographs with high magnifications 

in the same pattern in order to obtain the optimum conditions for taking the high magnification 

micrographs by comparing the support films， the accelerating voltage， the astigmatism， and the 

electron b巴amdamages and contamination. 

4) We experimented with asbestos (c巾 tite) in order to measure the resolving power of the 

electron microscope， and got 15 A as the estimator from the micrographs of asbestos on the carbon 

monolayer film that w巴r巴 takendirectly in 130， 000 magnifications. 

Keywords : electron microscopy， negative staining， rotavirus， plastic microgrid， high resolution 

緒言

透過型電子顕微鏡(以下 TEMと略す〉を用いてウイ

ルス等の微生物を観察する場合，支持膜としてカ{ボン

膜が有用であり， 既報1，2)でネガティブ染色における

二，三の応用例を示した.しかし急性胃腸炎の病原であ

るロダウイルスや，さらに小型の病原ウイルスの電顕検

査による経験で，単なるカーボン膜では膜切れが生じ，

強度が不足することが次第に明らかとなってきた.今回

カ{ボγ支持膜を強化する手段として，カーボγ膜作製

法3-6)の再検討をおこなうと共に， 市販トリヤホーノレ製

マイクログリッド(以下MGと略す〉による膜補強を採

用し高倍率撮影を試みたところ好結果を得たので報告

する.また10万倍以上の高倍率撮影に必要な加速電圧の

選択，非点収差補正，試料の電子ビーム損傷乃至コンタ

ミおよびアスベストを用いた使用電顕性能チ且ツク等に

ついても実験したのであわせて報告する.

実験材料

生物試料として当所微生物部ウイルス研究科で，急性

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

胃腸炎患者ふん便より超遠心精製したロタウイルスわな

らびにアデノウイノレスを撮影対象とした.電顕性能チェ

ック用として当所生活科学部食品添加物研究科からのア

スベスト(クリソタイル・ソ連〉を使用した.

MGは市販品のA~土製 (200 メッシュ・カ{ボン補強

済み〉およびB社製 (150メッシュ普及品〉を用いた.

実験方法

カーボγ支持膜作製法

今回使用した自製カ{ボシ膜は， 既報1)の作製法とは

呉なり，東大・安達式に準じた方法的で作製した. すな

わち丸い直径3cmのアルミ製遮蔽板を蒸発源と雲母板

の間にセットし，真空中を直進する粗いカーボシ粒子は

カットし，回り込み現象による細かいカ{ボン粒子で構

成された蒸着膜を水面上で剥離し， MGメッシュで掬い

上げ使用に供した.こうして出来上った支持膜を以下

MG-C膜と略して呼ぶことにする. MGメyシュはカ

ーボシを掬う直前にメヅシュセメシトで処理を行い，ま

たMG-C膜は染色前に 1B四 I型イオンクリ{ナで親水

160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chqme， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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化処理をして用いた.

ネガティブ染色法

染色剤として常用の2%PTA (pH6.0)を用いた.

染色手技は既報1)の通りで，ピンセ γ トで挟んだ MG-

C膜上に予め PTA液の一白金耳を載せておき，試料を

白金線で onetouchさせた後伊紙で余液を吸取る.

電顕観察法

電顕は日本電子KK製 ]EM-100B，ASID (走査像観

察装置〉付き，サイドエントロ一方式で，分解能はトッ

プエントリー方式の場合で4.5A (1973)とされている.

加速電圧(以下HVと略す〉は80kVおよび100kV，電

子電流は 20~30μA 前後で使用した.ここで高倍率とは

10万倍以上を指すことにする.TEMでは10;13， 17万

倍〈最高倍率〉の3段階あるが，主に13万倍を用いた.

対物絞りは60μmを用いた.

SEM観察

メヅシュの低倍率観察用に ASIDによる SEM観察

を行った.カ{ボン膜およびMG-C膜上で PTA染色

したあと，膜の損傷などを観察する目的で補助的に使用

した.HV 20kV. 

写真処理として，使用フィルムはフジFG (6x9cm)， 

現像にはコダック D-19(1: 1)を常用し， 他にカテコ

{ル表面現像法を用いた.

観察結果

MG-C膜の強度は， これまでの単層カ{ボン支持膜

に比較して，予想外に良好であった.すなわち高倍率に

おける電子ビ{ムの連続照射に対して，像の見え方が安

定しており，欠点と思われた試料の付き具合や， MGネ

ットの視野妨害もあまり気にならないことが認められ

た.

MG-C膜の撮影結果は，ウイルス試料を 10万倍以上

で撮影した写真フィルム約50枚について調べたところ，

約40枚 (80%)が合格， 10枚 (20%)がボケと判った.

とりわけ100kV撮影のものが優れていた.一方の単層C

膜では 160枚中80枚 (50%)が合格と判定されたが，像

質は著しく劣ることが判明した.

ここで今回の実験結果を掲載写真について順次説明す

る.

写真1はこれまでウイルス検査用に常用してきた単層

C膜 (400メッシュ〉の SEM像で， 試料を PTA染

色し電顕観察済みの跡を示した.染色液乾燥時の表面張

力と，電子ピ{ム照射による熱等のため，ほぼ全面にわ

たり膜切れが生じ，再使用できない状況となっている.

MG-C膜の対照用として掲載した.

写真2は市販の150メッシ品の SEM像で，ウイルス

検査材料をMG-C膜上でネガティブ染色し，電顕観察

を終えたあとの状況を示したもの.粗い間隔の丸穴の残

存膜上には， MGのネットがくもの巣状に張られている

ことを想像して欲しい支持膜が残存する丸穴は10個の

同様のメッシュで調べたところ平均20%で，写真1に比

較すると著しく強度が優れ， MG-C膜の実用性を充分

に実証している.

写真3は写真2の中のー穴を拡大した SEM像であ

る.中央から奥にかけてMGの不揃いのネットが見え

る.穴の手前半分は薄く張られたカーボン膜の個所で，

その上?で試料が PTA染色されているパタ{ンを示す.

染色のうまくいった個所を SEM観察すると，穴の全面

をカーボン膜が覆っていて， MGネットが写真の手前半

分にみるように，梢暗く沈んで見えている.写真3は写

真2と写真4の間のつながりを説明する役割りを果して

いる.

写真4は市販品 (A社〉の200メッシュMG-C膜上で

ネガティプ染色されたロタウイノレス群を， TEMで低倍

率撮影した像で，画面中央に10数個のウイルスが点々と

数えられる.解像性の良いカテコ{ル表面現像法で処理

し，表現することができた，この像は10万倍以上の高倍

率で約30枚連続撮影した後，低倍率撮影したものである

が，低倍率でみた限りでは，撮影当初に撮った低倍率写

真と殆ど変化がなく，コンタミの跡が見受けられないこ

とが判った.周囲の太い枠はMGのネ γ トで，カ{ボン

支持膜と一体になった感じで補強しており，これまでの

単層のカ{ボン膜との安定性の違いを充分にうかがわせ

ている.

写真5は写真4の中央のロタウイルス群を， HV 100 

kV，直接倍率13万倍で撮影し，総合倍率30万倍に拡犬

したものである.これは10万倍以土で連続撮影したうち

の13枚目に相当し，電子ピ{ム損傷やコンタミの影響が

少ないため，ロタウイルスの特長ある形態がよく保たれ

ている代表的高倍率像である.欠点としては，非点収差

による像流れの症状が認められることで，原因は，視野

のパターンが良好すぎたために，撮影前の非点収差のチ

ェッグを怠り，ただちに高倍率撮影に踏み切ってしまっ

た判断のミスによる.写真現像はD-19によった.

写真6は写真5と同一視野を連続撮影したものの中か

ら選び出したもので，像質の最も優れた代表写真であ

る.HV 100kV，直接13万倍撮影で，非点収差を予め補

正したため像流れの症状がない.フォーカスも良く，カ

テコ ~lレ表面現像仕上け'で、写真的に申し分がない.欠点
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としては，電子ビームの連続照射による損傷，コ γタミ

の影響を受けて， ロタウイノレスの形態が壊れかけて見え

ることで?ある.

写真7は写真6とは別の検査材料中から撮影した，単

層のカーボン支持膜上のロタウイルス像で， 写真6の

MG-C膜との比較対照用である.写真6とではHV100

kV，撮影時期等も共通している.両者の比較ではMG-

C膜を用いた写真6が，単層C膜使用の写真7に比べ，像

の解像性が著しく優れているととが明瞭に認められる.

80kVで両者を撮った写真についても比較し， MG-C 

膜の優位が確かめられている.なお100kVと80kVの撮

影比較では，解像性の点で断然100kVの方が優れている

ことをつけ加える(写真掲載は省略).

写真8，9は高倍率撮影における電子ピ{ム損傷，コ

γタミについて，アデノウイルスを例として明瞭に示し

たものである.録影条件はHV100kV，単層のカーボン

支持膜上でネガティブ染色を行っている.写真8は，こ

の視野における10万倍以上の高倍率連続撮影6枚目のも

の，写真9は16枚目に相当する.ウイルス表面上のカプ

ソメア粒子の見え方を比較すると，写真8では明僚に見

えていたものが，写真9では殆ど消失して認めることが

できなくなっている.

写真10，11は電顕の解像力を測定する目的で，アスベ

ストの同一試料について，倍率を変えて撮影した例であ

る. 400メッシュのカーボン支持膜上に試料を載せ，写

真10では直接5万倍，写真11では直接13万倍で撮影し，

総合倍講をそれぞれ8万倍， 21万倍として示した.これ

らの写真からは夕 日ソタイル特有の構造(直径 170Aの

管状〉は見出されず， 300~700A の値のものが得られた

に止まった.写真 11の右端にみられる条痕からの測定

で，現在の電顕の解像力を最高約15Aと推定した.

一方，同一アスベストをMG上に載せ， MGのネット

上に橋渡しさせ，高倍率撮影を試みた実験では，試料に

チャージアップ現象が生じて激しく振動し，撮影は不成

功に終っている.

MG膜上と単層のC膜上でのアスベスト試料の見え方

の違いを比較したところ，前者ではコシトラストが著し

く高く，後者ではC膜の存在が邪魔をして著しく低下す

ることが判明した.

考 察

て，強度の向上を写真1，2で，また解像性の向上を写

真6，7の比較でそれぞれ示した.解像性の向上を示す

好例として，直接17万倍(最高倍寧〉で撮影比較した証

拠写真もあるが，試料が支持膜表面の粒子(ノイズ〉な

ので写真掲載を省略した.

MGーC膜を用"， HV 100kVで撮影した場合に，著

しい解像性の向上がみられた理由を考察すると，単層C

膜の場合に比べて，特に薄いカーボン膜〈約60A)が，

MGの補強効果で，膜切れの心配なく使用できたためと

考えられる.薄い膜の上では，電顕像が著しい鮮鋭さで

見えてくることは，大方の知るところである.

市販MGではA社製品は合絡で， B社の普及品はバラ

ツキがあって，使用に当っては注意が必要である.

カ{ボγの回り込み現象を利用して作製するカ{ボγ

膜は，文献6の方が5よりも能率的であることが判明し

た.現在，オベクトグラス 3枚分の面積に雲母板を並

べ， 2聞の蒸着処理で必要な膜厚のカ{ボン膜を得てい

る.

高倍率撮影における良い像を得るための条件を記載し

ておきたい.

① 液体窒素による試料汚染防止を忘れないこと.

② 加速電圧の選択では，試料のコントラストの許す限

り高い加速電圧を選ぶこと.

③ 撮影以前に非点収差補正についてチェックする.撮

影視野をズラして，支持膜表面のカーボン粒子像につ

いて補正する.

④ 撮影視野について前焦点，正焦点，過焦点の像をチ

ェックし，軸合せの状態を確認しておく.

⑤ 焦点合せの要領では，バックの地を目標にすること

も一法である.

⑥ 素早く撮影を済ませ，試料にビームダメ{ジやコン

タミを生じさせないこと.

⑦ 試料の動きをチェックし，像流れの原因を突止め，

排除し，無益な撮影は避ける.

③ 適正露光を心掛け，現像ムラなど作らぬよう，丁写

な写真処理をする.

以上の諸点が，これまでの高倍率撮影からの教訓とも

云える.今回のロタウイルスの撮影でも，写真5では非

点収差による像流れがあり，写真6ではウイルスの形態

がピ{ム損傷やコシタミのため変形し，良い写真が得ら

これまでにMG補強のコロジオン支持膜については作 れなかったことを反省している.

製経験があり， TEM， SEM両国に応用してきたが， アスベストを利用した電顕の解像力測定は，今後の撮

MG-C膜の応用は今回が初めてである. 影技術のトレーニングに恰好の目標となろう.ちなみに

今回MG-C膜のテストで好成績が得られた証拠とし 格子間隔は7.3A， 4. 6A， 4. 5Aが知られているという.
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まとめ Explanation of Figures 

1) 市販MGで補強したカーボン膜を用い， ]EM-100 The accelerating voltage of SEM is 20 kV and 

B， 100kVにより， ロタウイルスについて直接13万倍 TEM 100kV. 

の撮影を行L、，これまでの単層カーボ γ膜使用に比べ Fig. 1. SEM image of a carbon monolayer support 

，¥(一段と解像性の優れた電顕写真 (30万倍〉を得た filmon 400葬gridmeshafter TEM microscopic 

2) カーボン支持膜の改良を試み，ヵーボ γの回り込み viral examination. The result is useless. X 40 

現象を利用して，良質な支持膜を得る見通しを得た Fig.2. SEM image of a microgrid on 150非gridmesh

3) ロタ，アデノ両ウイルスについて，同一視野の高倍

率連続撮影テストを行い，支持膜，加速電圧，非点収

差および電子ピーム損傷乃至コンタミを比較し，高倍

率撮影の基礎デ{タを求めた.

4) 電顕の解像力を測定する目的で，アスベストを用い

て実験を行った.単層のカーボシ支持膜上のアスベス

トの直接13万倍撮影像から，推定値15Aを得た.

(本研究の要旨は日本医学写真学会第23回学術講演会

1982年6月において発表した〉
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after TEM microscopic viral examination. The 

result can be useful. X 35 

Fig. 3. A magnified SEM imag巴 ofthe microgrid 

in Fig. 2. Tilting angle is 40 0
• X 450 

Fig.4. A group of rotavirus particles (arrow) by 

PT A negative staining on the microgrid. A 

magnified TEM image of Fig. 3. X 13， 000 

Fig.5. Rotavirus by PT A negative staining on the 

microgrid. This pattern is the magnified area in 

a part of Fig.4 (arrow). X 300，000 

Fig.6. Th巴 same pattern as Fig. 5， of which 

astigmatism is corrected. X 220，000 

Fig.7. Rotavirus by negative staining on the carbon 

monolayer support film as Fig. 1. Compare 

with Fig. 6. X 220， 000 

Fig.8. Adenovirus by PT A negative staining. 

Capsorneres on a virus particle can be seen 

clearly. X 160， 000 

Fig. 9. The same pattern as Fig. 8， suffering 

electron beam darnages and contarnination. 

Capsorneres are invisible. X 160， 000 

Fig.10. Asbestos (cristate) on the carbon rnonolayer 

support filrn. X 80， 000 

Fig.11. Asbestos (cristate) on the carbon rnonolayer 

support filrn. These sarnples were used as the 

test for resolving power of ]EM-I00B. 

x210， 000 
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非ピリン系かぜ薬の定量法(第2報〉鎮咳去底剤

中山京子ぺ高橋美佐子*，岩崎由美子ぺ秋山和幸*

Determination of Non-pyrin Preparations for Common Cold (11) 

Antitussive・Expectorants

KYOKO NAKAYAMA*， MISAKO TAKAHASHI*， YUMIKO IWASAKI* 

and KAZUYUKI AKIYAMA* 

， Keywords:非ピリン系かぜ、薬 non-pyrinpreparations for common cold，鎮咳去疾剤 antitussive-expectorants，

ガスクロマトグラフィー gaschromatography，比色定量法 colorimetricdetermination，臭化水素酸デキストロ

メトルファン dextrometorphanhydrobromide，グリセロシグアヤコールエーテル glycerylguaiacolether

はじめに

前報1)では， かぜ薬中の解熱鎮痛剤について報告した

が，今回はかぜ薬中の鎮咳去疾薬として代表的な臭化水

素酸デキストロメトルファシ(以下 Dxと略す〉とグア

ヤコ{ルグリセリンェ~テノレ(以下GGと略す〉の定量

法の検討を行った. Dxはコデインに匹敵する鎮咳薬と

して，dl一塩酸メチルエフェドリ γと波んで広く繁用さ

れている.またGGも去指定薬としてだけでなく鎮咳作用

を有するので，配合されている風邪薬が多く市販されて

いる.しかし従来の医薬品製造指針による試験法では，

Dxについては酸性色素との結合反応を利用し， GGは

酸化してアルデヒドを生成，これを塁色反応させる試験

方法2)なので， それぞれ墨色反応の選択性が少なく，混

合製剤中の定量は配合成分との分離などに繁雑な操作を

必要とする.そこで我々は従来の試験法と併用してガス

グロマトグラフイ-(以下GCと略す〉を用いて比較検

討を行った結果，良好な成績が得られたので報告する.

実験の部

使用機器 GC:目立163型ガスグロマトグラフ，積

算機:島津グロマトパック RIA，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.

標準品 Dx， GG，アミノピリシ，ベンゾフェノン，

フェナントレンいずれも乾燥し定量するとき99.0%以上

含有するものを標準品として用いた.

試料 医薬品製剤は行政検体として衛生局薬務部より

送付された総合感冒剤および鎮咳去疾剤を用いた.その

剤型が錠剤，カプセル剤(内容物のみ)， 分包剤(内容

物のみ〕の場合はそれぞれ10個以上をとりその平均重量

を算出t.，乳鉢でよく研和して均質な粉末とし，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.

試薬，試液特に本文に記載のないものは日局または

日局により調製したもの，および和光純薬試薬特級を用

L、た.

GCによ否定景法

1. Dxの定量法

1) 内部標準溶液の調製 フェナγトレン標準品 50

mgを無水エタノール 100ml中に溶かしこれを内部標準

溶液とする.

2) 標準溶液の銅製 Dx標準品 150mgを精密に量り，

水を加えて溶かt.，水で正確に100mlとする.この液5

mlを正確に共栓遠心沈殿管にとり，水5ml，水酸化ナ

トリウム溶液 (1→10) 5 mlおよびヘキサシ25mlを正

確に加えて10分間振り混ぜた後， ，2分間遠心分離し，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{タ{を用いて溶媒を留去する.残留物に内部標

準溶液2.5mlを正確に加えて溶かし標準溶液とする.

3) 試料溶液の謂製 Dx約7.5mg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を加えて500

の水浴中でときどき振り混ぜ、ながら10分間加湿する.冷

後， 水酸化ナトリウム溶液 (1→10)5 ml， …以下標

準溶液と同様に操作し試料溶液とする.

4) 測定標準溶液および試料溶液をそれぞれ1μfと

り日局十一般試験法第6項「ガスグ恒マトグラフ法」の

内部標準法およびピ{ク面積法に従い次の条件により測

定する. 分離用カラム:5%シリコン SF-96+0.2% 

ベルサマイド 900/ガスクロムQ (80~100メッシュ〕を

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160 東京都新宿区百入町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1" Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku; Tokyo， 160 ]apan 
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内径3mm，長さ100mのガラスカラムに充てんして用い

る.検出器:水素炎イオシ検出器，温度:カラム2000，

注入口2200，感度16X 102， N 2 30ml/min. 

2. GGの定量法

1) 内部標準溶液の調製 ベγゾプェノン100mgをク

ロロホルム 100ml中に溶かしこれを内部標準溶液とす

る.

2) 標準溶液の調製 GG標準品約50mgを精密に量

りアセトシ・クロロホルム混液 (1: 1)を加えて溶かし

正確に50mlとする.この液5mlを正確に三角フラスコ

にとり，無水酢酸・ピリジン混液 (1:1) 3mlを加え，

還流冷却器を付けて 600の水浴中に30分間放置する.こ

の液を600の水浴中でエパポレータ{を用いて減圧蒸留

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する.

3) 試料溶液の調製 (粉末剤)GG約50mgに対応す

る試料を50mlのメスフラスコに精密に量りアセトシ・

クロロホルム混液 (1: 1)を適量加えた後， 600の水浴

中でときどき振り混ぜながら30分間加湿する.室温にも

どした後，アセトン・クロロホルム混液 (1: 1)で正確

に50mlとする.この液を遠心分離した後，上澄液 5ml

を正確に三角プラスコにとり，無水酢酸・ピリジン混液

(1 : 1) 3mlを加え…以下標準溶液と同様に操作し試料

溶液とする.

〈シロップ剤)GG約30mgに対応する試料を正確に

分液ロ{トにとり，水 lOml，50%水酸化ナトリウム溶

液1.5mlおよび塩化ナトリウム 5gを加え5分開放置し

た後， クロロホノレム25mlで1回，20mlで3回抽出操作

を行う.全抽出液を合わせ無水硫酸ナトリウムで脱水す

る.この液を600の水浴中でェパポレータ{を用いて減

圧蒸留する.残留物にアセトン・クロロホルム混液(1: 

1) 15mlを正確に加えて溶かし，この液2.5mlを正確に

三角フラスコにとり，無水酢酸・ピリジン混液 (1:1) 

3mlを加え，…以下標準溶液と同様に操作し試料溶液と

する.

4) 測定標準溶液および試料溶液をそれぞれ1μJと

り日局十一般試験法第6項「ガスクロマトグラフ法」の

内部標準法およびピ{ク面積法に従い次の条件により測

定する.分離用カラム 5%シリコγSE-30/クロモソ

ルブW (80~100メッシュ〉を内径 3mm，長さ 2.0m の

ガラスカラムに充てんして用いる.検出器:水素炎イオ

ン検出器，温度:カラム 1850，注入口 2050，感度32x

102， N2 30ml/min. 

実験結果および考察

1. DxのGC;去の検討

定量法1による市販製剤のガスクロマトグラムをFig.

1に示す.我々は3種類の充てん剤について至適カラム

温度とキャリアーガス (N2)の流量を検討した結果，次

のとおりであった.キャリアーガスの流量は 20~60ml/

minで変化させたところ， 30ml/minにおいて最も良好

なピークが得られた.充てん剤①5%S F-96+0.2% 

ベルサマイド900/ガスクロムQ (80~100メッシュ)，カ

ラム温度2000，②2 %OV-17/クロモソルブW (AW 

-DMCS) (80~100 メッシュ)， カラム温度1900 ③5%

シリコン SE30/ガスクロムQ (80~100メッシュ)， カ

ラム温度 2200，注入口温度はし、ずれもカラム温度より

200ずつ高温とした. これらの充てん剤の中で①が最も

成分分離，保持時聞が定量に適していると思われた.

内部標準物質については，③アミノピロン，@ベγゾ

フェノン，のフェナントレンについて検討したところ，

保持時聞が@はカフェインと@はエテンザミドと近い.

今回の分析条件ではのが他の2成分より，ピークの分

離，保持時聞は適当と恩われる.

抽出溶媒にはクロロホノレム，ヘキサンを用いて試験し

たところ Dxを目的とした定量では他の抽出成分が少な

いヘキサγの方が妨害がなくて良好なピ{グが得られ

た.

抽出操作は簡易法として錠剤，カプセル剤，分包剤は

試料をそのまま遠心沈殿管にとり， 水 5ml，水酸化ナ

トリウム溶液 (1→10)5mlを加えて加湿して溶かす.

冷後，定量法1の操作により， GCで測定する.なお試

料からの抽出は定量的に行われることが確認されている

従来法に準じている.ただし， 1錠〈個，包〉 のDx含

量の多少により，抽出稼媒‘のヘキサンおよび，内部標準

溶液の量を加減する必要がある.この方法は色素等の妨

害もなく，含量均一性を検討する場合にも簡易な方法で

ある.しかし穎粒などに滑沢剤その他がコーティシグさ

れている場合は粉末としてから，シロップ剤は塩析して

からそれぞれ試験を行う.

2. GGのGC;去の検討

定量法2による市販製剤のガスグロマトグラムをFig.

2に示す.充てん剤は Dxと同様の 3種@②③について

次の2法によりそれぞれ検討した.

〈直接法) GGを水酸化ナトリウムアルカリ性でク

ロロホルム抽出し， GCで測定する.なお試料からの抽

出は定量的に行われることが確認されている従来法に準

じている.カラム温度は①1800 ②1750で定量したとこ

ろGGのピークがテーリングし，また他成分との分離が
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Fig.2. Gaschromatogram of Antitussive-Expectorants 

Peak 1 : dl-Methylephedrine 

2 : Benzophenone 

3 : Caffeine 

4 : Glycerylguaiacolether 

列を{乍り，定量法1，2にそれぞれ従って操作を行い，

内部標準物質とのピーク国積比を求めて検量線を作製す

るとき，直線が得られ再現性も良好であった.定量法1

では内部標準物質フェナントレンに対する比率Dx0.5 

-2.5の範囲で， 定量法2では内部標準物質ベγゾフェ

ノンに対する比率GG1.0ー7.0の範囲で，装置の設定感

度を切り変えずに精度よく測定できた.

4. 他の配合成分の影響について

今回，試料とした市販のかぜ薬および鎮咳薬には以下

のような成分が配合されていた. Dxの定量では気管支

拡張剤の dl-塩酸メチルエフェドリン， 解熱鎮痛剤のア

悪く，ピーク高さ法等により含量を求めるのは再現性も

悪く定量には不適である.③は他成分とのピークの分離

が悪く定量できない.

(アセチル化法〉 直接法では配合薬品との分離に昇

温，感度の切替等が必要であり，一斉収去などで大量を

試験する場合には，長時間を要するので適当な方法では

ないと思われる. そこでアセチルイザ，的を検討した. 無

水酢酸・ピリジン混液 (1: 1) 3mZ， 600 で30分還流冷

却器を付けてアセチノレ化を行L、， 600 以下で減圧蒸留し

たのちGC定量する.ピークも鋭敏となり，他の配合薬

品とのピーグの分離も良好であった.カラム温度は次の

とおりである.カラム①2000，②1750，③185。でいずれ

も定量可能である.

検量線および再現性

GGのそれぞれ標準品を用い濃度の標準溶液系

3. 

Dx， 
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セトアミノフェン，エテ γザミド，スルピリン，抗ヒス

タミン剤の dlーマレイン酸クロルブ zニラミン， マレイ

ン酸カルピノキサミ γ，他にリ γ酸リポプラピンナトリ

ウム，塩酸チアミン，カフェイン等が主な成分であっ

た. GGの定量に用いた試料中には鎮咳剤の塩酸パパペ

リン， リン酸コデイン，ノスカピン， クロベラスチン，

気管支拡張剤の dl一塩酸メチルエフェドリン， 解熱鎮痛

剤のアセトアミノフェ γ，抗ヒスタミン剤の dlーマレイ

ン酸クロルフェニラミン，サリチル酸ジフェンヒドラミ

ン，塩酸ジフェエルピラリン，他にカフェイン，生薬エ

キス(セネガ，カンゾウ，バクモンドウ，キキョウ等〉

が配合されていた. GCの結果，通常用いられている配

合量では小さなピーグのでるものはあっても，それぞれ

の目的成分の定量には直接影響しないことがわかった.

5. 医薬品製造指針による試験法(比色法〉とGC法

との比較検討

市販製剤中の DxおよびGGについて従来用いられて

いる比色法および今回検討したGC法による比較を行っ

た結果をTable1および2に示す.比色による Dxおよ

びGGのそれぞれの呈色反応機構を Chart1に示す.こ

れらを比較検討した結果，測定値には差が認められず

(P<0.05)また，測定精度についても GC法は規格定

量試験として十分信頼できると考えられる.

Dxのブロムクレゾーノレグリーン法2)， ブロムフェノ

{ルフツレー法2)は有機塩基化合物を酸性色素と反応させ

て，色素結合体を生成し，これを有機溶媒で抽出すると

Table 1. Comparison of GC and Colorimetry 

for Determining Dx in Pharmaceutical 

Preparations. 

Sample 

No. Colo. GC 

1 101. 12 100.56 

2 100.06 99.28 

3 101. 26 101. 00 

4 96.79 97.00 

5 96.82 96.59 

6 96.59 98.00 

7 103.83 102.55 

8 108.28 106. 78 

9 107.07 104.12 

10 90. 16 93.18 

Each values are expressed as ratio (%) to 
d巴scribedcontents. 

Sample No.1-5 ; Bromcrezol green Method 

6-10;Bromphenol blue Method 

Table 2. Comparison of GC and Colorimetry 

for Determining GG in Pharmaceutical 

Preparations. 

Sample 

No. Colo. GG 

1 108.93 100.66 

2 95.01 94.04 

3 97.88 98.01 

4 94.32 95.28 

5 93.24 92.50 

6 93.00 93. 12 

7 99.28 99.40 

8 101. 13 102.52 

9 100.04 99.19 

10 96.59 97.23 

Each values are expressed as ratio (%) to 
described contents. 

ω::dkboH:念ム。L口2ーか37

(2) 

:abL 。札410nm

5H3 
，..圃『ー-N

R: // ¥)._ーι_， ) 
OCH3 

くX:flgiiLくXごHO+o

d九止〈訪問問2¥
|ωαト/

-cdLucベ50…Onm
Chart 1. 

(1) Dextromethorphan (Bromphenol blue Method) 

(2) Glycerylguaiacolether (MBTH Method) 
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黄色を呈する.本塁色反応は多くの塩基性物質が同様に

反応するため，これらが共存する場合には利用できな

い.ただし，ブロムフェノールブルー法では，塩酸メチ

ルエフェドリンが共存の場合は，この色素結合体がベン

ゼシに抽出されないので， Dxの色素結合体をベンゼン

で抽出後，定量試験を行っている. しかし本反応は pH

の変動が大きく影響するので今回の試験では pHメータ

ーを用いて正確に操作したが定量値はかなりのパラツキ

を示した.

GGの3ーメチノレー2-ベンゾチアゾリノンヒドラゾン(以

下 MBTHと略す〉法九回はGGを過ヨウ素酸で酸化し

てホルムアノレデヒドとなし， これに MBTH試液を酸化

剤共存で反応させる方法である.本反応は過ヨウ素酸酸

化によりアルデヒドを生成するものまたは糖類，ピラツ

ォロン系化合物，フェノール芳香族アミノ化合物などは

陽性なので，アセチノレサリチル酸，サリチルアミド，ア

セトアミノフェン等は抽出操作で除去する必要がある.

このように従来の比色法は繁雑であり， GC法はより簡

便で，迅速に定量することができた.

まとめ

かぜ薬中の成分の定量法として，従来個々に比色定量

法が用いられてきたが，鎮咳去疾剤として配合されてい

る DxとGGについて前操作が比較的簡易であり迅速な

GCによる定量法を検討した.その結果， Dxについて

は内部標準物質をフェナントレン，充てん剤は5%シリ

コンSF-96+0.2%ベルサマイド900/ガスクロムQ (80 

. ~100メッシュ〉を， GGについては内部標準物質をベ

ンゾフェノン，充てん剤は5%シリコンSE-30/クロモ

ソルブW (80~100メッシュ〉をそれぞれ用いた. この

定量結果は従来の比色法と比較しても差がないので，一

斉試験にも十分適用できると考えられる.
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市販軟膏及び坐剤中のブレドニゾロンの安定性について

上原異ー*，宮武ノリエペ重岡捨身*，風間成子Lキ，秋山和幸*

Stability of Prednisolone in Commercial Ointments and Suppositories 

SHINICHI UEHARA*， NORIE MIYAT AKEぺSUTEMISHIGEOKAぺ
MASA YOSHI KAZAMA* and KAZUYUKI AKIY AMA* 

The possibility of decomposition of Prednisolone (PD) to its 17-ketonic derivatives， 11s-hydroxy闘1，

4・androstadiene-3，17・dione(HA)， was examined. After HA was isolated by treating the samples with 

Girard' s Reagent “T" ， it was identified by thin-Iay巴rchromatography and mass spectrometry. 

The samples were dissolved in tetrahydrofuran and the amounts of PD and HA were determined 

by high performance liquid chromatography. HA was identified in three ointments and five suppo-

sitories. These samples actually had an extremely low concentration of PD when compared to the 

labeled amount. 

Keywords : Prednisolone， stability， commercial ointments and suppositories， decomposition， 11sゐydroxy-1，
4-a叩ndro凶stadiぼene←司3，17胴-dioneι，Gira紅rd'sReagent “T" 

performance liquid chromatography 

緒言

プレドニゾロン(以下PDと略す〉を含有する軟膏お

よび坐剤はその抗炎症作用により，広く皮膚疾患等に用

いられているが，強い薬理作用を有するためその品質管

理は重要である.著者らは，市販の軟脊および坐剤中の

PDを定量するとき，その値が極端に低い例をしばしば

経験し， PDの安定性に関心を寄せていた.

一方副腎皮質ホノレモンの安定性については多くの報告

が見られトベ PDについては， 内藤らめはポリエチレ

ングリコール400溶液中のPDが， C-17側鎖に分解を生

ずることを示唆している. さらに佐藤ら的は軟膏および

各種基剤にPDを添加したそテ、ルを作成し，実験的にP

prednisolone 11トHydroxy・1，4.androstadicne-
(四) 3，17・dione ( HA ) 

Chart 1. 

thin-layer chromatography， mass spectrometry， high 

Dがその17-keto体である.11βhydroxy-1，4-androsta-

diene-3，17-dione (以下HAと略す) に分解することを

確認している. (Chart 1) 

著者らは今回，市販されている軟脊および坐剤中のP

Dの安定性，すなわちPDがHAに分解する可能性につ

いて検討した.

市販品のPDの処方量は 1mg/g前後のものが多く，

PDがHAに分解しているとすれば，その量はごくわず

かで，基剤その他共存物質等の妨害により HAの分離，

確認は困難で、あると考えられる.そこで， カノレボニル化

合物分離試薬として知られる，ジラ{ノレ試薬“T'"処理

によるクリーンアップ後，薄層クロマトグラフィ-(以

下TLCと略す)，質量分析計〔以下MSと略す〉により

確認する方法を検討したところ，良好な結果を得，購入

した市販品数種からHAを検出し， PDがHAに分解し

ている可能性を示唆する結果を得た.さらに高速液体グ

ロマトグラブイ-(以下 HPLCと略す〉による定量を

行い，主成分PDとHAの量的関係を検討した.

実験の部

1. 装置

1) HPLC目立635型，検出器:日立634型

2) MS:日本電子 ]MS-D300型

*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
ネ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



東京衛研年報 33，1982 91 

3) 赤外分光光度計(以下1Rと略す):目立EP 1- 試液50mlを加えpH6とし，さらに塩化ナトリウム 6g 

G3型 を加え，塩化メチレシ50mlで3回洗浄する.ついで，

4) 紫外分光光度計(以下UVと略す〉日立320型 水層に塩酸6mlを加え， 10分間放置し， HAを遊離し，

5) 核磁気共鳴装置(以下 NMRと略す):日本電子 塩化メチレン 50mlで3回抽出する.塩化メチレγ層を

FT -NMR JNM-FX 270型 合し，減圧下留去する.残留物に少量のメタノールを加

2. 試薬 えて溶かし，試料液とする. (Chart 2) 

1) ジラ{ノレ試薬“T" 生化学用 和光純薬

2) ジラ{ル試液:ジラール試薬“T"1 gに酢酸9.5

mlを加えて溶かし， メタノーノレを加えて100mlとする.

3) 2.8%炭酸水素ナトリウム試液

4) PD標準品:日本薬局方PD 1050 3 hr乾燥す

る.

5) HA標準品:Brookらわの方法にしたがい， PD 

を50%酢酸水溶液に溶解し，ビスマス酸ナトリウムと共

に室温で30分間振とうしながら反応させ，塩化メチレン

で拍出し，アセトンから再結晶し，1050 3hr乾燥し，

標準品とする.本品の物性は次のとおりである.

白色針状晶(アセトン)， mp: 189. 5~1910 未補正，

U V À~~:nm: 242. 1 Rν~~~cm-l : 3400 (0 H)， 1740 

(C=O)， 1660 (conjugated C=O). lH-NMR 

oC~pC，;，a : 1. 19 (3 H， S， C ts-H)， 1. 49 (3 H， S， 

Ct9-H)， 4.49 (1 H， brs， CII-H)， 6.03 (lH， brs， 

CcH)， 6.27 (1 H， dd， J =10.1， 1.8， C2-H)， 

7.27 (1 H， d， J =10.2， C1-H).刊ーNMR8〉83r-

15.6 (C心， 21. 0 (C心， 21. 7 (Cρ， 30.7(C7)， 

31. 7 (C仏 32.6(C心， 35. 1 (C s)， 40. 4 (C心，

44.1 (Cρ， 46.9 (Ct仏 51.6 (C1ふ 55.8(C9)， 

69.3 (C1山 122.2(Cふ 127.5(C2)， 156.5 (Cふ

170.2 (Cふ 186.5(Cふ 219.1(CI7). MS m/z : 

300 (Mヘ19.2%)，282 (50.2%)， 122 (100%). 
6) TLCプレートシリカゲル60F254厚さ 0.25mm

(Merck) 

7) その他溶媒および試液:¥，、ずれも特級をそのまま

使用する.

3. 操作

1) HAの分離

試料のPD約1mgに対応する量を100mlの分液ロー

トにとり，イソオグタン50ml，メタノーノレ10mlをそれ

ぞれ加え，試料が十分，分散または溶解するまで振とう l

する.静Eました後，下層のメタノールを分取する.イソ
オグタン層はさらに，メタノール 10mlずつで2回拍出

し，全メタノール層を合し，減圧下，留去する.残留物

に，ジラール試液10mlを加え，水浴上で30分間還流す

る.氷冷後，これに氷冷した2.8%炭酸水素ナトリウム

三212Mhtana50ml

Methanol layer iso~Octane layer aquGOUS layer CH
Z
C1
2 
J.ayer 

卜v甲山
トdd山 'sReagent IIr" TS 叩 m1

卜山£目却叫

!ト叫凹1…山由

卜剖…ld2.8印刷3TS 50 ml 

i….01 
1.山山E昨日

C!l ~CL. lay 2W.2 ~UJ 

|卜ト臥……、刊判叩叩a町叩附山p仰附阿。昨O"C<I四a

T【C& NS 

aqueous layer 

Chart 2. Isolation & Identification Method 
for HA in Ointment & Suppository 

2) TLCによるHAの確認

HA標準品のメタノ{ル溶液，試料溶液のそれぞれに

ついて次の条件で TLCを行う.

固定相:TLCプレートシリカゲル60F254厚さ0.25

mm (Merck) 

展開溶媒:クロロホルムーアセト γ(3: 1) 

展開距離・ 15cm

検出:(1) UVランプ照射， (2)硫酸噴霧後100。に加

熱.

3) MSによるHAの確認

TLCにより確認したHA部分をかきとり，酢酸エチ

ルで抽出し，次の条件で，直接導入法(以下 DI-MS 

と略〉によりマススベクトルを測定する.イオン化電圧

: 70eV，イオン化電流・ 300μA，イオン源温度・ 2000

4) HPLCによるPDとHAの定量

試料のPD約O.lmgに対応する量を精密に量り，テト

ラヒドロフランに溶解し，正確に 10mlとし，試料溶液

とする.別にPD，HA標準品をメタノールに溶解し，

2~20μg/ml の標準漆液系列を作る.標準溶液系列，試

料溶液のそれぞれ 10μlを次の条件で HPLCを行い，

得られたクロマトグラムのピーク高を測定し， PD， H 

Aの定量を行う.

カラム:Lichrosorb R P-18 5μm (Merck)， 25cm x 

4mm i. d.移動相:水ーアセトニトリル(2:1)，流速:1.0

ml/min， 圧力:220 kg/cm2， カラム温度:室温.検出
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Fig. 1. Mass Spectrum of HA 
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実験方法の検討

: UV 242nm; 0.04AUFS 酢酸エチル抽出したものについて， D I-MSにより得

1. HAの抽出

Baileyら9)の方法にしたがって， まずイソオクタ γー

メタノール抽出による前処理をした.

2. ジラール試薬“T"によるHAの分離

Girardら10)により提案された，ジラール試薬“T"

((CHs)sN+CH2CONHNH2JClーはカルボニル化合物と

酢酸酸性の有機溶媒中で，容易に水溶性ヒドラゾシを生

成し，再び希無機酸により元のカルボニノレ化合物を遊離

するカノレボニル化合物分離試薬として知られ，妊娠馬尿

からのエステロ γの抽出など，ケトステロイドの研究上

で，高く評価されてきた.

われわれは，この試薬が 17ーケトステロイドであるH

Aの軟膏および坐剤からの分離にも有用と考え，検討し

たところ，前記方法により良好な結果が得られた.すな

わちHAを水溶性ヒドラゾンとした後，有機溶媒により

可溶性爽雑物を除去し，再び塩酸により遊離したHAを

有機溶媒により抽出分離するものである.有機溶媒には

比較的乳化の起こりにくい塩化メチレ γを用いた.中路

ら11)はこの方法により軟脊中の j4_3由ケトステロイドの

分離定量を行っている.

3. TLCによるHAの確認

前記条件によるHA標準品の Rf.値は約0.35，UV照

射による検出限界は約0.1μg，硫酸噴霧， 100。の加熱に

よりピンクに墨色，検出限界は約0.1μg，さらにUV照

射によりピンクの蛍光を発し，その検出限界は約0.05μg

であった.

4. MSによるHAの確認

HA標準品のマススベグトルは， M+m/z 300， M+-

H20 m/z282，基準ピーク m/z 122，が認められた.

(Fig.1) 

TLCにより分離，確認したHAの部分をかきとり，

られたスベクトルはHA標準品のそれと一致した.

5. 確認方法の検討

本法によりHAが効果的に分離，確認できた.またP

D標準品について，本法により操作したがHAは検出さ

れず，したがって主成分PDが実験操作中， HAに分解

する恐れはないと考える.一方，試験した試料全部に，

それぞれHA標準品 10pgを添加し，操作したところ，

すべてにHAを検出し，基剤，共存物質による妨害はな

いと思われる.

6. HPLCによるPDとHAの定量

試料のPDとHAの量的関係を検討した. HPLC条

件は，前記条件が最適条件の一つであり，クロマトグラ

ムは (Fig.2)のとおりで， HA， PDの分離は良好で

あった.

PD， HA標準品をメタノ{ルに溶解し，2~20pg/ml 

の標準溶液系列を作り，得られたグロマトグラムのピー

ク高を測定し，検量線を作成したところ， HA， PDと

もに，ほぼ原点を遜る直線性が得られ，再現性も良好で

あった.検出限界はS/N=3としてPD，HAとも0.01

μgであった.

しかし本法は試料によって共存物質の妨害によりHA

の定量が不可能のものが見られた.これについてはジラ

{ル試薬処理による分離後 HPLCによる定量を試みた

が，回収率に問題が残り，今後検討する予定である.

結果及び考察

市販の軟膏11種，坐剤5種について調査した.試料は

Sa1~8， 12~14は 1982年 1 月， Sa 9， 15， 16は 1980年

7月， Sa 10， 11は1978年12月に入手したものである.

HAの確認， PD， HAの定量の結果は Table1の

とおりである.軟膏3種，坐剤4種からHAが検出され

た.

HAの検出されたものは，されなかったものに比べて
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Analytical Results of PD and HA Contents of Commercial Ointments and Suppositories Table 1. 
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どれも主成分PDの量は表示量に対して，極端に低く，

とくに， Sa 15， 16についてはPDがほとんど検出され

なかった.したがってPDがHAに分解しているものと

考えられる.

一方，表示どおり PDが処方されていると仮定し， H

Aの定量可能であったものについて見ると， PDとHA

の定量値の合計が表示量にはるかに及ばない結果が得ら

れた.その理由は不明であるがHAがさらに分解してい

る可能あるいはHA以外の他の分解等も考えられる.

製剤による PDの安定性については，最も古く入手し

た， Sa 10， 11からHAが検出されなかったことから，

剤型，成分により PDの安定性に大きな差があるものと

思われる.

今後， PDの経時的変化，分解機構，共存成分との相

互作用の解明などが検討課題であると考える.

(本研究の概要は日本薬学会第102年会1982年 4月で

発表した.) 

? : not determined because of interfering substances 

Standard Sample-13 

HA 

S町 ple-9

PD 

ω
G
g伺
AhH

。ω且〈

o 10 
Retention Time 

Fig.2. HPLC Chromatograms of PD & HA 

Conditions : Column; LiChrosorb RP-18 

(MERCK)， 5μm， 250mmx 
4mm i. d. : Mobile phase; 

H20ーAcetonitrile(2: 1) : Flow 
rate; 1.0ml/min: Pressur巴;

220kg/cm2 : Column temp. ; 

room temp. : Detector; UV 

242nm， 0.04 AUFS 

10 (min) 。10 。
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漢方処方製剤の試験法に関する研究(第1報)紫雲膏製剤中の shikonin類の定畳

浜野朋子ペ安田一郎*，瀬戸隆子*，秋山和幸ヘ原田裕文*

Studies on E玄aminationMethod of Oriental Medicinal Preparations (1) 

Determination of Total Shikonin in Commercial Preparation ‘Shiunko' 

TOMOKO HAMANOぺ ICHIROY ASUDAペTAKAKOSETO汽
KAZUYUKI AKIYAMA* and HIROFUMI HARADA* 

A visible absorption spectrum method was studied successfully to examine the quality of 

Lithostermi Radix and simply to determine shikonin and its derivatives as the total shikonin of the 

preparation “Shiunko". When . this was applied to 26 samples of commercial preparation， 24 showed 
a similar pattern to that of the model preparation， while 2 showed another pattern and were differ巴nt

in appearance and properties from others. The total shikonin values of the former 24 samples varied 

widely among manufacturers and even among different lots of.a manufacturer. 

Keywords : Oriental medicine， Lithostermi Radix， Shiunko， total shikonin， determination， visible sp巴c-

trum， commercial preparation 

緒 言

紫雲膏は，江戸末期に華岡清洲により製された漢方外

用薬で，現在は，一般用医薬品として厚生省がその承認

規準を公表している漢方210処方のひとつりに数えられ

ている.その原料生薬である紫根(LithospermiRadix) 

には，抗菌・抗炎症作用，肉芽新生・創傷治癒促進作用

等のあることが報告されトヘ 湿疹・水虫・角皮症等の

皮膚疾患，あるいは外傷・火傷等の外科疾患に奏効を示

し，さらに痔疾にも応用されている6，η.

現在，紫雲膏として約 10社の製品が市販されている

が，その医薬品製造承認警には，規格・試験法の記載の

ないものが多い.そこで，著者等は，この製剤に関し何

らかの規格を設ける必要性を感じ，第一段階として，紫

根の有効成分である shikoninおよびその誘導体 (Chart

1)がすべて紅紫色から暗紫色を呈する naphthoquinone

系色素8，ト聞であることを利用し， 可視部吸光度測定法

により，製剤中の shikonin類を簡易的に定量する方

法を検討した.また，その可視部吸収スベクトルを，

shikoninの吸収スベクトルと比較することによって，

定住試験についても同時に検討を行ったところ，いずれ

も良好な結果を得たので，この方法を市販製剤に応用し

た結果と併せ，報告する.

実験の部

1. 試薬

とくにことわりのない限り，試薬特級を用いた.

2. 装置

目立320型自記分光光度計， 日本電子FX-270型核磁

気共鳴装置

3. shikonin標品および標準溶液の調製

中国産硬紫根160gを粉末とし，これにベンゼン 11を

加え，室温で48時開放置して抽出する.さらに，この操

作を2回繰返した後，全抽出液を合して減庄濃縮する.

ここに得た黒紫色粕調性残澄10.5gをベンゼシ30mlに

溶かし，これを Kieselgel60， 300g (0. 040~0. 063mm， 

Merck社製〉のカラムグロマトグラフイ{に付し，ベγ

ゼン:酢駿エチノレエステル混液 (1: 1)で溶出する.溶

出物質をメタノ{ルから再結晶して，赤褐色板状結晶を

得た.mp 145-1470， UV，lC!:，;3nm(logの:278(3. 81)， 
491 (3.73)， 522 (3.78)， 561 (3.57)， 13C-NMR 

oC~~3:18.1(q) ， 25.9(q)， 35.6(t)， 68.3(d)， 111.5 

(s)， 112.0 (s)， 118.5 (d)， 131. 8 (d)， 132.2 (d)， 

132.3(d)， 137.2(s)， 151. 5(s)， 164.9 (s)， 165.5 (s)， 

179.7(s)， 180.5(s).以上のデ{タから本品は shikonin

と推定され，融点が文献値8，S，町と一致することから

*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必u，Tokyo， 160 Japan 
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Chart 1. Shikonin and Shikonin Derivatives 

shikoninと同定した.

得られた shikonin約20mgを精秤し， クロロホルム

に溶かして正確に50mlとする.この液を正確に5mlと

り， クロロホルムを加えて正確に100mlとした液を標準

溶液とする.

4. 試料

硬紫根エキスの調製 中国産硬紫根を粉末にし，その

2 gを秤り，クロロホルムを加えて一昼夜抽出した後，

ろ過する.残留物をクロロホルムで洗い，洗液をろ液に

合して200mlとする.

紫雲膏モデル製剤!の調製 モデル製剤の製法は，渡辺

らの報告11)を参考として，漢方処方解説ベ漢方処方集η

に準じ，以下の方法により製した.

(処方〉

JPゴマ油 500g，J Pミツロウ 1909，豚脂 12.5g，

紫根および当帰各50g

〈製法〉

ゴマ治を1600で1.5時間加熱した後当帰宅旨加え， 1400 

で5分間静かに撹持しながら抽出する.当帰を手早く金

網ですくい上げ， ミツロウ，豚脂を加えて溶かす.さら

に加熱しながら紫根を加え，1400で5分間抽出後，速や

かに金網で紫根をすくい上げ，火からおろし，4枚重ね

のガーゼでこす.撹持しながら氷水中で冷却し， ミツロ

ウが器墜に析出し始めたら室温に放置して，自然固化さ

せる.

また，モデル製剤の処方から紫根を除いた製剤を，同

様の方法により製した.

市販紫雲膏製剤 衛生局薬務部より送付された検体，

および著者等が薬局より直接購入したもの，計8社26種

の紫雲膏製剤を試料に供した.

5. 操作法
試験溶液の調製試料約1gを精秤し，クロロホルム

に溶かして正確に50mlとし，試験溶液とする.

定性および定量法 360"-600 nmの範闘で， shikonin 

標準溶液および試験溶液の吸収スベクトルを測定し，両

者の吸収スベクトルを比較して定性試験を行う.また，

520~525nm における吸収の極大波長で試験溶液の吸光

度を測定し，別に作製した検量線から shikonin類の含

有量を求める.

結果および考察

1. shikonin類の定量i去について

溶媒の検討 shikonin類は， ベンゼシ， エチノレエー

テル， メタノール，n-ヘキサγ， クロロホルム等に可

溶3，11，12)であり， 各々の溶液の吸収スベクトルも同様の

パタ{ンを示すことから，これらの溶媒に対する紫雲膏

の溶解性について検討したところ，メタノールには不溶

であり，n-ヘキサン，エチルエーテノレには基弗jの一部が

溶けず二層となって分離し，ベシゼン，グロロホルムに

は完全に溶解した.この結果から，操作の簡便性および

安全性を考慮して， クロロホノレムを溶媒として用いるこ

ととした.

定量j去の検討 紫根中の shikonin類の筒使な定量法

として，二子石らは，可視部および紫外部吸光度測定

法12〉，渡辺らは，アルカロ添加により shikonin類の赤

紫色を青変させて定量する方法11)を報告している. これ

らの方法のうちj紫外部吸光度測定法を紫雲膏製剤に応

用した場合， Fig.1に示すように，当帰およびその他の

基剤の妨害が強く， shikonii:t類の定量には不適当であっ

た.また，アルカリを添加する方法は，紫雲膏製剤のク

ロロホルム溶液に水酸化ナトリウム溶液を添加，混和す

ると，エマルジョ γを形成し易く，操作が煩雑となづ

た.以上のことから， shikonin類の赤紫色を，直接可視

部吸光度測定法により定量することにした. さらに，

shikonin，硬紫綬エキス，モデル製剤の各々の可視部吸
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Fig.1. Ultraviolet and Visible Absorption Spectra of Shikonin (a)， Lithos.ρermi Radix Extract (b)， 
Model Preparation(c) and Model Preparation without Lithostermi Radix(d) 

収スベクトルは， Fig.1のように，ほぼ同様のパターン

を示すため，定量には520nm付近の最大吸収波長におけ

る吸光度を用いた.

試料中の shikonin類含有量は， shikoninおよびその

誘導体がいずれも同じ様な吸収スベクトノレを有し，かっ，

それらの薬理活性がほぼ等しL品開ことから， shikonin 

を標品とじて用い，総 shikonin量で表わすことにした.

検量線標準溶液を適宜希釈して， 10. 0， 20. 0， 30. 0， 

40.0， 50.0μg/mlの溶液を作り， 520nm付近における

各々の吸光度を測定し検量線を作製したところ，原点を

通る直線が得られた.なお， 490nm付近および560nm

付近における他の2つの極大吸収に関しても，同様に，

原点を通る直線が得られた.

添加回収実験 モデル製剤約1gを精秤し，これに硬

紫根エキス2.5ml(総 shikonin量0.484mg)を正確に加

え，水浴上で加温しながら，融解した製剤jと添加したエ

キスとを充分混和させる.以下，前述の方法に従って

総 shikonin 量を定量した結果，回収率は平均98.3~弘

、c.V.1.4% (n= 5)と良好であった.
.2. 市販紫雲膏製剤の可視部吸収スペク lト)[..について

市販製剤について可視部吸収スベクトルを測定し定性

試験を行ったところ， 26種中24種に関しては，モデル製

l剤と同様のぷタ-.;./ (F' at~ern 1)を示したが，他2種

は，それらとは異なったパターン (Pattern 1I)を示し

た (Fig.2，Table 1). この2種は，俊色の色調を塁し，

敗油性の臭いを発するものであり，赤紫色で特異な臭い

を有する他の24種とは，外観性状を異にしていた.一方

これら2種の製造メーカ{の他ロット各1製品について

同様巳試験したところ，いずれも正常なパタ{ン (Pat-

tern 1)を示したことから，このような異常を生じた婆

図として，製造工程中，あるいは製品保存中のshikonin

類の分解，経時変化等が示唆された.

3. 市販紫雲膏製剤中の総 shikonin量について

Table 2に， 8社の紫雲膏製剤中の総shikonin量の測

定結果な示す.この結果から明らかなように，総shikonin

量の最大のものは1.401mg/gで，最小の0.554mg/gの

約2.5倍であり，各メーカー聞にかなりのバラツキが認

められた.また， Table 3に示したように， A製造メ{カ

ーのロット別の総 shikonin量は，最大値(1.732 mg/ g) 

と最小値 (0.596mg/g)の聞に約3倍の開きがあり，同

一メ{カーの製品でも，そのロット聞にこのようなパラ

ツキがあることから考えると，メ{カー聞にバラツキが

生じることは当然あり得ることと思われる. しかし，

Table 3のB社製品について見ると，他ロットとは異な

った系統の製品であると推測される Sample1の値を除

けば，ー同系統と考えられる他の6ロットの製品 (Sample
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Table 2. Total Shikonin Contents of Commercial 

Preparation ‘Shiunko'* of Different 

Manufacturers 

98 

0.6 

Total 
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Table 3. Total Shikonin Contents of Commercial 

Preparation ‘Shiunko' of Manufacturer 

A and B 

Table 1. Classification of Commercial Preparation 
‘Shiunko' by Visible Spectrum Pattern 1 

and II 

Total Shikonin (mgjg) 
Sample* Total 

Number 
Number of 
Pattern II 

Number of 
Pattern 1 

B A 

1. 564 

0.689 

0.627 

0.758 

0.753 

0.614 

0.625 

0.808 

0.878 

1.178 

1. 731 

0.711 

0.596 

0.817 

1. 398 

可ム
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L

q

d
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F
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n

o

η

4

0

0

26 

2~7) の値は，ほぼ近似しており，このことから，原

料生薬の選択，製造方法，および製品管理等を一定条件

下で行うことにより，製品の均質化をはかり得ることが

示唆される.

2 24 

0.804 

0.340 

1. 015 

0.388 

孟

σ 

品質管理の必要性が示唆された.

また，以上得られた知見，すなわち，吸収スペグトノレ

の相違および総 shikonin量の製品による変動が生じた

原因として，原料生薬中の shikonin類含有量のバラツ

キ，製造工程中あるいは製品保存中の shikonin類の分

解，経時変化等が考えられるが，これらについて調査す

るためには，今回行った簡易定量法のほかに， shikonin 

類を分別定量する方法も必要と考える.

謝辞本研究にあたり，紫雲膏製剤jの収去にあたられ

* Lot number of each sample is different. 

結論

可視部吸光度測定法を用いて，紫雲膏製剤中の紫根の

定性試験を行い，同時に， 含有される shikonin類を簡

易的に定量する方法を検討したところ，良好な結果が得

られた.そこで，この方法を市販製剤に応用し，各々の

吸収スベクトノレをモデル製剤jと比較したところ， 26穫の

製品中24種が同様のパターンを示したのに対し， 2種の

みが異なったパタ{ンを示した.この結果は，これら2

種のみが外観性状に異常を来たしていたことと対応して

おり，これらの異常性は，吸収スペクトノレを測定するこ

とによっても識別することが可能であった.また，この

2種を除く24種について総 shikonin量を定量した結果，

メーカー問および同ーメーカーのロット聞に，共に大き

なバラツキが認められた.しかし，一部にバラツキの小

さな製品も見られたこと等を考え合わせ，紫雲膏製剤の
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In vitroにおけるパイロジェンの微量測定法に関すあ研究(第2報〉

市販品注射剤中のエンドトキシン含量

宇佐美博幸*，秋山和幸*

Study on Microassay of Pyrogen in vitro (11) 

Endotoxin Content in Commercial Intravenous Solutions 

HIROYUKI USAMI* and KAZUYUKI AKIY AMAホ

Studies were undertaken to determine with synthetic chromogenic substrate (SCS) test on the 

pyrogen contamination in intrav巴noussolutions (large volume solutions) and to define the pyrogenicity 

of LPSs from various bacterial strains and various doses of LPS(E. coli 0111 : B4) with ]. P. rabbit 

pyrogen test. 

SCS t巴st conducted on 41 commercial intravenous solutions from 1979 to 1981 rev巴aledthat 

endotoxin content was 0.00-0.10 ng/ml in 12 and over 0.10 ng/ml in 29. Only 3 (7 %) containing 
more than 5 ng/ml fai!ed in ]P pyrogen test or required retesting and 5 in 6 containing more than 

0.9時 /mlfai!ed in LAL (gel clottir叫 test.

The rabbit assay was used to measure endotoxin potency. As a result， the febril potency was 

found in the following order Y. enterocolitica 03>E. coli 055: B5>E. coli 0111: B4. The order 

was the same as for the amidase activity with SCS test. 

The febrile dose.response curve of rabbits showed lin巴arityin the range of 10-200 ng/kg (1-20 

ng/ml) of endotoxin E. coli 0111 : B4. The result showed ca. 5 ng/ml (50 ng/kg referenced to 

E. coli 0111 : B4) as the pass/fail criterion for medical devices. 

Keywords : pyrogen， endotoxin， lipopolisaccharide， synthetic chromogenic substrate， intravenous solution， 

E. coti， Limulus amoebocyte lysate 

緒
ι 
盲

発熱性物質(ェγドトキシγ，LPS)試験の公定法と

してウサギの体温上昇値で判定する日本薬局方発熱性物

質試験があるが，放射性医薬品のなかには脊髄腔内投与

するものがあり，この場合エンドトキシシの毒性は極め

て強く，静脈内投与の100~1 ， OOO分の l が致死量となる

ことから1，幻放射性医薬品基準一般試験法中には局方発

熱性物質試験よりもさらに 10倍以上高感度の Limulus

test(カブトガニ試験〉が採用されている.これはLimulus

lysateがエソドトキシンの作用で特異的に凝集するゲノレ

化反応により判定するものである的. また1980年には米

国薬局方一般試験法に Limulustestが採用された.し

かし，ゲル化判定法は試験者の主観が入る要素があり定

量性に欠ける.著者らは， Limulus testの原理を応用

した新しい発色性合成基質法がゲノレ化判定法よりもさら

に高感度で定量性を有することを認め4-6)， 今回本法を

用いて，市販品輸液製剤中のェγドトキシソ測定を試

み，同時に局方発熱性物質試験，ゲル化判定法を行な

い，その実態について調査した.またェγドトキシγ濃

度と発熱活性の関係についても検討したので併せて報告

する.

実験

1. 器具および装置

メスピペット， ミクロピベット，アルミキャップ付試

験管，メスフラスコなど定量に使用するガラス器具類は

すべて2500，30分以上乾熱滅菌した.

日立320型自記分光光度計，光束幅2mmx光路長10

mmキュベット， 萱垣製ふ卵器， 飯尾製 Ep761-2型

pyrogen test recorderを使用した.

2. 試薬および試料

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

24.1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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1) 合成基質:pyrodic生化学工業

2) Limulus lysate・プレゲル 生化学工業

3) エンドトキシγ(内毒素): E. colt 0111 : B4 

4) 輸液製剤・衛生局薬務部より送付された 1979~

1981年までの収去検体および1981年度の依頼試験検体.

3. 実験方法

1) 発熱活性に関する検討

①ェ γ ドトキシン (LPS)の発熱活性の比較

日局発熱性物質試験に従い，首架式で， 12点式自記体

温計を使用， 連続記録を行ない Yersiniaenteroco・

litica， E. coli 0111・B4，E. coli 055: B5の LPS

の1ngjml溶液をウサギの体重1kg当り 10ml静注し，

5時間測湿して発熱バターンを比較した.

②LPSによる発熱の濃度依存性の検討

標準に用いた E.coli 0111 : B4の 1，5， 10， 20ngj 

mlをウサギの体重1kg当り10mlを静注し，最高体温上

昇値をプロットし，用量一反応曲線を求めた.また，そ

れぞれの用量での5時間の発熱パタ{ンを作成した.

2) Limulus test (ゲノレ化判定法)

放射性医薬品基準エンドトキシン検出法に従って行な

った.

3) 合成基質法

前報の方法に従いLPS: E. coli 0111 : B 4の0.1-2.5

ngjml濃度の溶液を調製し， これを用いて検量線を作

成し，同時に操作した輸液中のエンドトキシン含量を測

定した.

結果および考察

1. 発熱活性に関する検討

標準に用いた LPS: E. coli 0111 : B4の各用量での

最高体温上昇値を求め，用量反応曲線を作成するとFig.

1 のように 1~20ngjml 濃度すなわち1O~200ngjkg の

範囲で濃度依存性を示した. 体温上昇値はO.080~1. 40 

であった.5ngjml濃度すなわち 50ngjkg用量で最高

体温上昇値が局方基準値の0.60を示した.局方では0.60

を越えるものが2匹を越えると陽性，1匹，または3匹

の合計が1.40を越えるときには更に試験を行なうとして

いる.すなわち再試験にかかる体温上昇をもたらすェγ

ドトキシン濃度はE.coli 0111 : B4では約5ngjmlで

あった.局方では0.60の体温上昇を基準としているがヒ

トの発熱感受性は一般的にウサギの約3倍であるのでさ

らに高い体温上昇値をもたらす可能性がある1) 実際に

エンドトキシンをヒトに 0.1~1pg を静注した場合 380

以上の発熱例が報告されている九回. また各用量での 5

時間の発熱パタ{γは Fig.2 に示すとおりで 1~2 時間
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Fig. 1. Rabbit pyrogen test dose-response curve 

for endotoxin E. coli 0111 : B4. 
Each point represents the mean土 S.

E. M. of 3-6 experiments. 
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Fig.2. Febrile responses of rabbits injected with盟
various doses of LPS E. coli 0111 : B4 

の聞にピークがみられた.

LPSの種類による発熱パターンの違いをFig.3に示

す.発熱活性は y・enterocolitica03>E. coli・055:B5 
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Pyrogen Contamination in Intravenous Solutions Table 1. 
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eY. enterocolitica OE. coli 0: 55 B5 J;.E. coli 0111・B4 2，0 

仁J。
定 1.0

0，6 

r て〉句句ハ t_，k.ニユ」こ

ぷノ ........._ ._....._._.~ _，..A.-・4 ーよ::::.... -:eうこ¥Q O 1 2 3 4 5h 

3 4 5h ・No.4145.5碍/mlas LPS E. coli 0111 : B4 
o 1 2 3 4 ~n Dose 10ml/kg 

Fig. 3. Comparison of fever reaction of rabbits ONo.40 9.8ng/ml 
after intravenous injection of lipopoli. J;.No.39 5.2ng/ml 

saccharides from various bacterial strains Fig. 5. Comparison of fever reaction of rabbits 

Dose : lOng/kg after intraveno叫 injection of sample 
solution 

~1・0
ト-

G 

>E. coli 0111 : B4の順でアミダーゼ活性化能と同じ ng/ml濃度を越えるもの6検体中5例はゲル化判定法

傾向がみられた.またピークは 1~3時間に現われ， 陽性であった.5ng/ml濃度を越えるもの 3検体中 5.2

Y. enterocoliticaの発熱パター γは2降性を呈し，発 ng/mlの1例は局方発熱性物質試験再試験となったが，

熱活性が著しく強いことを示した 9ng/mlを越える 2例はいずれも陽性であった.先に述

2. 市販品輸液製剤l中のエンドトキシン測定結果 ベた LPS: E. coli 0111 : B4の5ng/mlが発熱活性を

アミノ酸製剤，キシリトール製剤なと'輸液製剤41検体 示した結果を裏付けた.発熱パターンはFig.5に示すと

についての試験成績をTable1に示す，ウサギ発熱反応 おりであり最大値 45.5ng/mlの検体はエンドトキシン

陽性のもの2例，再試験1例と高濃度汚染を示すものは 特有の2峰性の発熱パターンを呈した，製造業者により

少なかったが，合成基質法により低濃度ではあるが高率 品質に差がみられ， D社の製品からは検出されなかった

の汚染状況が検出された. すなわち測定値は平均1.72 がJ社の製品からは平均7.2ng/mlと比較的高い値が得

ng/ml，最大値 45.5ng/ml，Fig.4に示すようにO.lng られた.また同一業者の製品であってもロットおよび製

/ml以上のものは41検体中29例 (71%)であった.0.9 品の種類により差がみられた.
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総 括

ウサギ発熱活性とエンドトキシン濃度の関係，市販品

輸液製剤j中のエンドトキシ γ含量を検討し，以下の結果

を得た.

1. 最高体温上昇値はエンドトキシンの一定濃度範囲

で濃度依存性があり，E. coli 0111 : B4の 5ng/ml濃

度で約0.60であった.

2. 3種の LPSの発熱活性の強さはアミダーゼ活性

化能の強さと向じ傾向を示した.

3. 市販輸液製剤41検体中29例 (71%)がエンドトキ

シγ (E.coli 0111 : B4) O. 1 ng/ml濃度以上の活性を

示した.

4. 0.9ng/ml濃度を越えるもの6検体中5例がゲ/レ

化法陽性であった.

5. 5ng/ml濃度を越えるもの 3検体中5.2ng/mlの

ものは局方発熱性物質試験が再試験となったが 9ng/ml

濃度を越えるもの2例はいずれも陽性であった.

(本研究の内容は一部第67聞東京都衛生局学会， 日本薬

学会第102年会において報告した.) 
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有害物質を含有す~家庭用品の試験法に関する研究(第 7 報〉

繊維製品中の有機塩素系防虫剤の定量 (111)

寺島 潔*，萩原輝彦*，奥本千代美*，長嶋真知子治

吉原武俊**，秋山和幸*

Studies on Examination Method of Household-Necessities Containing 

Poisonous Chemical Substances (VII) 

Determination of Organochlorine Mothproofing Agents from Wool Fabrics (111) 

KIYOSHI TERASHIMA*， TERUHIKO HAGIWARA*， CHIYOMIOKUMOTO*， 

MACHIKO NAGASHIMAぺTAKETOSHI YOSHIHARA料
and KAZUYUKI AKIYAMA* 

Mothproofing agents of dieldrin， 4， 6-dichloro-7-(2， 4， 5-trichlorophenoxy)ー2-trifluoromethylbenzi-

midazole (DTTB)， Eulan U-33， and Mitin FF in commercial wool fabrics were determined by 

electron capture gas chromatography. 

Some modifications of previous methods were described; methylation of DTTB with 1-methyl-3-

p-tolyltriazene and a direct assay of 3，4-dichloroaniline formed from Mitin FF. 

Eulan U-33 was used mor巴 thanany other agents. The pesticides were found in 16 of 32 carpets 

and 2 of 60 yarns. No pesticide was detected in all of 11 diaper cover samples. 

Keywords : mothproophing agents， dieldrin， DTTB， Eulan U-33， Mitin FF， Commercial wool fabrics， 

electron capture gas chromatography 

緒言

従来から我闘では，羊毛製品の防虫剤として Fig.1に

示したような有機塩素系防虫剤が用いられてきたらわ.

このうちディノレドリ γおよび 4，6ージクロロ四7-(2， 4， 5-

トリクロロフエノキジ〉ー2ートリプルオルメチルベンズイ

ミダゾ{ル (DTTB)は，経皮，経口急性毒性が強く，ま

た反復投与による肝臓および生殖器障害などを生ずるほ

か，汗により製品から溶出する町ことから， r有害物質を
含有する家庭用品の規制に関する法律」りにより， 1978 

年10月および1982年4月から，羊毛製品中の含有量はそ

れぞれ30μgjg以下に規制された.しかし DTTBおよ

びその類似化合物であるオイランU-33， ミチン FFに

ついては分析法，市販製品の加工実態などに関する報告・

は少なく，鹿庭らの電子捕獲型検出器付きガスクロマト

グラフ (GC-ECD)を用いた方法日および著者らの高速

液体グロマトグラフ (HPLC)を用いた方法6，りがみられ

るのみである.そこで著者らは， 1976~1980年に衛生局

薬務部より送付された市販羊毛製品について，ディルド

リγは公定法に従い342検体を，ほか3種類の防虫剤に

ついては鹿庭らの方法に若干の変更を加え 185検体を定

量した.

実験の部

1 試薬 溶媒，無水硫酸ナトリウム;残留農薬試験

用.1ーメチルー3-P-トリルトリアゼン(メチル-T);東

京化成特殊用途用.3，4ージクロルアニリン(3，4-DCA);

試薬特級をヘキサンから再結晶したもの. 無色針状結

晶， mp. 71. 50. その他の試薬は特にことわりのなし、か

ぎり特級を用いた.

加工剤標準物質 ディルドリン;残留農薬試験用.

DTTB;和光純薬家庭用品試験用.オイランU-33;か

っ色油状. ミチン FF; mp. 230~231 0， 無色針状結品

2 器具および装置 GC-ECD;島津製作所製， GC 

-4CM PFE (63Nト検出器付き). 微量融点測定器;

Mettrer社製;FP-1， ロータリーェパポレータ-;

*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 M巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 

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

料同理化学部微量分析研究科
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::?叶
Di巴ldrin DTTB“ 

目。γlOy~
-<( '}-Cl 

Eulan U-33 Mitin FF 

Fig. 1. Mothproofing Agents 

* 4， 6-Dichloro-7-(2， 4， 5-trichlorophenoxy)ー
2-trifluoromethylbenzimidazole 

東京理化器械株式会社製. 遠心分離器;国産遠心機株

式会社製， H-100型. 振とう機;イワキ製作所製， U-

S型.

3 試料 1976~1980年購入の市販羊毛製品.なおカ

{ベットおよび混紡製品については，分取可能のものは

毛のみ，不可能のものはそのまま試料とした.

4 GC.ECD 条件I一充填剤;10% Silicone DC 

QF-1 (Chromosorb W AW-DMCS， 60~80 メッシ

ュ).カラム;内径3mm，長さ 2m，ガラス製.温度;

注入口および検出器2700，カラム恒温槽2300 • キャリア

ガス;窒素， 40ml/min， ECD; Sensitibity 102.Q， range 

0.08V 

条件Hーカラム恒温槽 1500， その他の条件は iと同

じ.

5 分析法 ディルドリン;r有害物質を含有する家
庭用品の規制に関する法律」に準拠して行った.

DTTB，オイランU-33およびミチン FFの試料溶液

の調製;防虫剤の抽出は鹿庭らの方法5)に従って行った.

細切した試料約 0.5gを精秤し，50mlの共栓付き遠

心管に入れ 10%NaOH 10mlを加えときどき振り混ぜ

溶解したのち，エーテノレ10mlを加え5分間振とう後遠

心分離し，エーテノレ層を分取する.更に同様に抽出を3

回繰り返し，全エーテノレ層を合わせ無水Na2S0.で乾燥

し，エーテルを留去したのちベンゼン 10mlを加え溶解

し試料溶液として 3種類の防虫剤についてそれぞれ下

記の操作を行う.

DTTB;試料溶液 2mlをとり， 0.5%メチノレーTベγ

ゼン溶液 1mlを加え，還流冷却岩告を付け沸騰水浴上で

5分間加熱する.冷後ベンゼン 5mlを加え5分間援と

うしたのちベンゼン層を分取する.更に同様に抽出を3

回繰り返し全ベンゼγ層を合わせ無水Na2S0.で、乾燥し

適宜希釈する.その 5μJをGC条件 Iで分析し，生じた

メチル化体2種に基づくふたつのピーグ高の和を求め，

標準物質を同様に処理して作成した検量線よりその量を

求めた.

オイラン U-33;試料溶液 2mlをとりベンゼンで適

宜希釈し，その 5μJをGC条件 Iで分析し標準物質の

ピークに対応する全ピークの高さを合計する.別に標準

物質について同様に処理して作成した検量線より含有量

を求めた.

ミチン FF;試料務液5mlをとりベンゼンを留去し

たのち， 10% NaOH 10mlを加え30分間直火還流し，

ミチン FFを加水分解して3，4-DCAとする.冷後ベン

ゼシ 10mlを加え5分間振とうしたのちベンゼン層を分

取する.更に同様に抽出を3回繰り返し，全ベンゼン腐

を合わせ無水 Na2S0.で乾燥後適宜希釈し，その 5μl

をGC条件Eで分析しピ{グ高を求め，別に作成した標

準3，4-DCAの検量線からその含有量を求め，次式によ

りミチン FF量 CMFF(μg/g)に換算した.

CMFF=3. 03x (Ca，←DCAJ x (mJ-l 

Ca，.-DCA; 3，4-DCA量 (μg)，m;試料量 (g)

結果および考察

1 GC.ECD カラムの選択;それぞれの防虫剤のガ

スクロマトグラムを Fig.2に示す.鹿庭らの報告別のよ

うにオイラシ U-33は複雑なガスクロマトグラムを示す

ので各ピークの分離を主目的に数種類のシリコン系充填

剤を用い検討した結果， GC条件 iの場合に良好なピー

クを得た.次に同一カラムによる他の防虫剤の分析条件

o 5 10 
Retention time ( min ) 

Fig.2. ECD Gas Chromatogram of Dieldrin， DTTB 
(as N-Methyl Derivatives)， Eulan U-33 and 
Mitin FF (as 3，4-DCA) 

1 ) : Column temperature 2300 

II) : Column temperature 1500 
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60，および120分間と変え，それぞれの 3，4-DCA生成

量を検討したところ， Fig.4に示したように30分で約95

%のミチン FFが分解され以後一定であった.このこと

から反応条件は還流冷却器を付け直火30分とした.また

3，4-DCAの抽出溶媒は鹿庭らの報告町に従いベンゼン

とした.

4 市販羊毛製品の加工の実態本分析法に従って市

販羊毛製品中の防虫剤の定量を行いその結果を Table1 

に示した.

防虫加工剤の使用量はメ{カーにより指定され，それ

ぞれディルドリ γ100~300μg/g， DTTB 250μg/g， 

オイラン U-335000μg/gおよびミチン FF7500μg/g 

である.試験の結果，通常加工量に比較して著しく低い

含有量を示す例および数種類の防虫剤の混在している例

などがあった.これらの理由については再生毛の使用に

よると推定されている町.

このことから防虫剤検出例がすべて防虫加工に由来す

るとはいえないが，それらの検出は防虫加工剤の使用頻

度の指標になると思われる.

33， 1982 報年研

。。
一一万一一一ー一-0

15 30 
(min) 

Reaction time 

Fig.3. Effect of Concentration and Reaction Time 

of Methyl-T on Methylation of DTTB 

DTTB was refluxed with 1 ml of Methy“T 

benzene solution 

DTTB : 1 ml of benzene solution(l. Omg/ml) 

を検討したところGC条件Iで DTTBが，また条件E

でミチγFFおよびデイルドリ γの同時定震が可能で、あ

った.

2 検景線および定量限界 本分析法に従い操作し，

それぞれの試料溶液を 5mlとしその 5μfをGCに注入

した.また定量限界はすべてS/N=4とした.

DTTB ; O. 03~0. 8ngの間で原点を通る直線関係が

成立し，定量限界は 0.3μg/gであった.

オイラン U-33;0.1~1. 5ngで原点を通る直線関係

が成立し，定量限界は 1μg/gであった.

ミチン FF;0.1~2.0μg の閲で原点を通る直線関係

が成立し，定量限界は 25μg/gであった.

3 誘導体の調製 鹿庭らの分析法5)と本分析法の主

要な相違点は， DTTBの定量を行うときそのメチル化

剤として，分解し易い液体で，有毒，腐蝕性のジメチル

硫酸のかわりに，安定な固体で必要に応じて溶解し使用

できるメチルーTの0.5%ベンゼγ溶液を用いたこと，お

よびミチン FFの加水分解によって生成する 3，4-DCA

をトリプルオロアセチル化せずにそのまま定量したこと

である.

DTTB DTTB標準物質1mg/mlのベンゼン溶液1ml

をとり， メチル-Tベγゼン溶液を加え還流冷却器を付

け，沸騰水浴上で加熱しメチル化の条件を検討した.

Nーメチル体の抽出;ベンゼンおよびヘキサンを用い

それぞれ 5mlずつ計4回繰り返し抽出した結果，いず

れも同様に定量的に抽出された.

メチルーT濃度の影響;メチルーTのO.5， 1. 0， 5. 0， 

10.0%ベンゼン溶液を調製し，その 1mlずつを用いそ

れぞれの濃度で標準物質と共に30分間加熱したところ，

Fig.3aに示したように，すべての濃度で一定のNーメチ

ル体生成量を得たので， 0.5%メチル-T溶液 1mlを用

し、ることとしTこ.

衛京東

1口。
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3，4・・dich1oroani1ine
(3，4-DCA) 

Formation of 
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Fig. 4. Effect of Reaction Time on 

3， 4-DCA from Mitin FF 
under Reflux 

反応時間および温度;反応条件を沸騰水浴とし，加熱

時聞を 5，10， 15， 30分間と変化させたところ Fig.3b

に示したように N-メチル体の生成は 5分ですでに一定

となり以後変化はなかった.また反応を200で行うとN司

メチル体の生成は非常に遅く ，30分後で沸騰水浴で反応

させた;場合の約17%，30時間後でも約68%であった.

以上の結果から DTTBのメチル化は， 0.5%メチル

ーTベγゼン溶液1mlを加え沸騰水浴上5分間還流する

こととし，その後ベンゼン5mlずつ計4回抽出し分析に

供した.

ミチン FF ミチン FF標準物質1.0mgを用い， 10% 

NaOH 10mlを加え直火で還流し， その加熱時聞を30，
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Producing Agent (μg/g) 

∞untry Dieldrin DTTB Eulan U-33 MitinFF 

Cloth Wool 100 ]apan 1. 2 

Lounge Suit A 1/ 100 Italy 2.0 

B 1/ 90 ]apan 1. 0 

Nylon 10 

Wool 70 

Polyester 30 

羽Tool 100 

Rabbit 100 

Wool 50 

Acryl 50 

Wool 100 

1/ 100 

1/ 100 

" 100 

" 90 
Nylon 10 

Wool 85 

Nylon 10 

Polyurethane 5 

Wool 100 

Alpaca 100 

Wool 100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

80 

20 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

Detected Cases of Mothproofing Agents from various wool Fabrics 

% 恥1aterial

Table 1. 

Sample 

169 

421 

10.4 
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れたのは1検体のみであった.そのほか乳幼児用オムツ

カバー11検体からはまったく検出されなかった.

防虫剤別検出状況 ディノレドリン;日本製品からは

1976年購入の長橋枠2検体(同ーメーカー〉を最後に規

製品別防虫剤の検出について 本調査において最も高

率に防虫剤が検出されたのは床敷物で， 50% (32検体中

16検体〉に達した.家庭用毛糸では検出率が低く60検体

中2検体から検出されたが，明らかに加工されたと思わ
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制値を超えたものはなかった. DTTB ; 4検体から検

出されたが，規制j値を超えたのは1検体 (1976年購入〉

だけで，ほか3検体については低濃度であったことから

現在繁用されている可能性は少ないと思われた.オイラ

ンU-33;今回の調査結果から最も繁用されていると思

われ，検出された防虫剤の約50%以上を占めており，特

に床敷物に高率に使用されていた. ミチン FF;オイラ

ンに次ぐ検出率で，特に高濃度で検出された.また，毛

布，下着など膚に触れ易く柔軟な製品に多く，毛布を除

く4検体は毛糸およびその製品であり，床敷物および服

地などには検出されなかった.

まとめ

市販羊毛製品について，我国で使用されている主要な

防虫剤であるディルドリン， DTTB，オイランU-33お

よびミチン FFの定量法について検討し，またこれらの

市場における加工実態を調査した.

1) DTTBのメチル化剤として 0.5%メチルーTベン

ゼ γ溶液を用い，通常加工量 1/100~5 倍以上の範囲に

ついて定量的にメチル化された.

2) ミチン FFは加水分解し 3，4ーDCAとしてGC-

ECDで測定可能であった.

3) GC充填剤に10%QF-1を用い，ディルドリン

およびミチン FFはカラム恒温槽温度1500で，DTTB 

およびオイランU-33は2300でそれぞれ同時定量が可能

であった.また本分析法の定量限界は S/N=4のとき

DTTB 0.3μg/g，オイランU-331μg/gおよびミチン

FF 25μg/gであった.

4) 市販羊毛製品の調査結果は次のとおりであった.

0 床敷物の50%以上に防虫剤が検出され，特に高率

であった.

b)ディルドリンは日本製に限れば1976年以降規制値

を超えたものはなかった.

c) DTTBは検出された4検体中1検体だけが規制

値を超えたのみで，現在繁用されている可能性は少ない

と思われた.

d)オイラン U-33は最も高率で検出され，防虫加工

期l検出例の50%を占めた.

e) ミチン FFは5検体に検出されたが，いずれも高

濃度であった.

謝辞木報告にあたり，防虫剤を供与して下さった日

本チバガイギー株式会社，バイエノレ日本株式会社および

検体購入にあたられた衛生局薬務部の方々に深謝致しま

す.
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歯科材料の衛生化学的研究(第2報〉

フレームレス原子吸光分析法によあ歯科用セメント中のヒ索，鉛

およびカドミウムの分析法について

植田忠彦*，西国茂一穴吉原武俊*

Hygienic Chemical Studies on Dental Treatment Materials (11) 

Determination of Arsenic， Lead and Cadmium in Dental Cements by Flameless 
Atomic Absorption Spectrophotometry 

TADAHIKO UETA*. SHIGEKAZU NISHIDA* and TAKETOSHI YOSHIHARAキ

Contents of arsenics (As)， lead (Pb) and cadmium (Cd) eluted from prepared dental cement were 
determined by flameless atomic absorption spectrophotometry (FLAAS). 

The samples of test pieces and powders were prepared as follows. After dental c巴mentwas prepared 

to obtain the most appropriate consistency， the test pieces were formed in sizes 20 x 15 x 1. 4mm， and a 

portion was stored in a desiccator for 24 hours. 

The metals in the test pieces were eluted in 14ml of 4% acetic acid for 30 minutes at 60oC. After ♂ 

19 of the raw cement was pulverized to 200 mesh particle size， the metals in the powder were eluted in 

100 ml aqua for 60 minutes in a boiling water bath. 

Sodium diethyldithiocarbamate chelates of As， Pb and Cd were separated from coexistent phosphoric 

and aluminum ions in the eluted solution in di-iso-butyl ketone and further the metals were re-extracted 

in O. 2N nitric acid solution from organic layer. 

Re-extracted metals were detected by FLAAS. Recoveries were 70. 5% for As， 101. 1% for Pb and 

98.3% for Cd and each standard deviation was 3.1%， 1. 2% and 4. 0% respectively. This method was 

applied to the analysis of As， Pb and Cd eluted from dental cements satisfactorily. 

Keywords : atomic absorption spectrophotometric analysis， dental cement， ars巴nic，lead， cadmium， zinc. 

aluminum 

はじめに

現在市販されている歯科用セメントの主なものは， リ

ン酸亜鉛セメントおよびケイ酸セメントであるが， これ

らはほぼ JISl，幻に基づく内容で製造承認申請され，許

可されている. その中で有害金属の試験としてはヒ素

(As)についてのみ規定されており， その試験法はリ γ

酸亜鉛セメントについては Gutzeit法， ケイ酸セメン

トについては Bettendorff法と異なった方法を採用して

いる.

そこで今回，操作法および検出感度の異なるこれらの

行ない，原子吸光分析法の適用を検討した.

本試験法を用い，市販の歯科用セメント類の分析を行

なったので報告する.

実験方法

1. 試薬 (1)原子吸光用標準溶液:AsおよびAlは関

東化学製原子吸光用1000ppm溶液，Pb，CdおよびZnは

和光純薬製金属 Pb，Cd， Zn (各々 99.999%を希硝酸

で洗浄し， 水洗， 乾燥後その100.0mgを各々精秤し，

2N硝酸50mlを用いて溶解し，水を加えて正確に100ml

とする.この溶液を適宜希釈して用いる.匂)2%ジエチ

試験法の統ーを計り，また新たに鉛 (Pb)およびカドミ ルジチオカノレパミン酸ナトリウム (DDTC)溶液:和光

ウム(Cd)についても試験法を設定することを意図した. 純薬製 DDTCを水に溶解し用時調製する.使用前にジ

さらに，試験片を作製し，この試験片による溶出試験を イソブチルケトンと振りまぜ，洗浄する.(3)25%酒石酸

*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
水 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku. Tokyo， 160 ]apan 
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カリウムナトリウム溶液および飽和硫酸アンモニウム溶 験片1枚を100mlのコニカルピ{カ{に入れ，約600に

液:和光純薬製原子吸光用試薬を用いて調製する.(4)硝 加湿した4%酢酸溶液を 1cm2当り 2mlの割合で加え，

酸，酢酸およびアンモニア水は全て精密分析用を用い 60。の水浴中で30分加熱溶出する.溶出液は直ちにガラ

る.また，ジイソフ。チルケトン (DIBK) は東京化成製 スフィルタ-(Gーのを用いてろ過し，ビーカ{および

のものを蒸留して用いた.(5)水はイオン交換後蒸留した 試験片を少量の4%酢酸を用いて洗い，さきの溶出液と

ものを用いた 合せて正確に20mlとし， 溶出溶液 (ll)とする.(3)抽

2. 装置 (1)原子吸光分析計:日本ジャレノレアッシュ 出法①溶出溶液(l)について， 溶出液10mlを分取

社製AA-8500，同社製FLA-100型フレ{ムレスアトマ し，亜硫酸ナトリウムによりA?をAi+に還元したのち，

イザ{を用いた.(2)光源.浜松テレビ社製中空陰極ラン 酒石酸カリウムナトリウム溶液および硫酸ァ γモニウム

プおよびバックグラウンド補正用D2ランプを使用した. 各々 5ml加え， アンモニア水および硝酸を用いて pH

3. 試料昭和55~56年，東京都衛生局薬務部より送 を4.5とする.この溶液を分液ロートに採り， 2% DD 

付された市販の歯科用セメ γ ト類， リン酸亜鉛セメント TC溶液5mlを加えたのち合水 DIBK10mlを用いて

6件，ケイ酸セメント 3件，ケイリン酸セメント 1件の 10分間振とう抽出する. この DIBK層を遠沈管に採り

計3種10検体である 3，000rpmで5分間遠心分離する.別の遠沈管にこの

4. 試験溶液の調製 (1)水溶出 J1ST6602および]IS DIBK層 5mlを分取し， 0.2N硝酸5mlを加え， 5分

T6603，または試料に添付された調製法の指示に基づい 間振とう，逆抽出したのち，遠心分離し，水層を試験溶

て粉剤および液剤を練和し，標準調度としたものをシリ 液(l)とする.②溶出溶液 (ll)について Asの場

カゲルデ、ンケータ中で24時間放置し硬化させたのち乳鉢 合，①と同様に抽出し， 試験溶液(ll-1)とする.Pbお

を用いて微粉砕し， 200メッシュ飾を通過する粉末とす よびCdの場合，溶出液(ll)を50倍希釈し，その10mlを

る.この粉末1.Ogを精秤し，ビーカーに入れ，水約100 採り，以下①と同様に操作し試験溶液 (ll-2)とする.

mlを加えて沸とう水浴上で60分間加熱したのち，直ち 5. 定量法 (1) As， Pbおよび Cdのフレ{ムレス

にガラスフィルタ-(G-4)を用いてろ過し，ピ{カ{ 原子吸光分析の測定条件はTable1に示す.各々の標準

および残溢を少量の水を用いて洗い込む.ろ液および洗 溶液を適宜希釈し，Aso. 2~1. 0μg， Pb o. 2~0. 5μgおよ
液を合せて正確に100mlとし，溶出溶液(1)とする.但) び CdO. 01~0. 05μgの範囲で濃度段階を付けて採取し，

4%酢酸溶液溶出 ①試験片の作製歯科用パラフィン 4.一(3)項の抽出法に基づいて操作したのち各々の抽出液

ワックスを用いて縦20mmx横15mmx厚さ1.4mmの凹 を測定し，得られたピ{ク高と濃度より検量線を作成す

型を作製し，この中に練和した標準調度の試料をほぼ型 る.これらの検量線はFig.1に示すようにいずれも原点を

に見合った量だけ入れ，手早くパラフィンシ{トを置き 通る直線となる.次に各々の試験溶液を測定して得られ

更に厚手のガラス板を乗せて加圧成形する.24時開放置 たピーク高よりさきの検量線を用いて含有量を求める.

後，型抜きし，付着したパラフィ γワックスを石油エ{ ω)Znおよび Alの原子吸光分析の測定条件は，それぞ

テルを用いて除去する.さらに注意深くパリを除き試験 れ，測定波長:218. 86nm， 309.3nm，フレーム:C2H2-

片とし，シリカゲルデシケ{タ中に保存する.この試験 Air， C2H2-N20により常法に従って測定した. また，

片の表面積は 7.0cm2である.②溶出①で作製した試 標準溶液の濃度はZnO.2-1.5μg/ml， A12. 0~10μg/ml 

Table 1. Analytical Conditions of Each Element by Flameless Atomic 

Absorption Spectrophotometry 

Element W.L. (nm) L. C. (mA) 
Operation step 

Dry(ramp mode) Ash(step mode) Atomize(step mode) 

S

L

U

A

U

 

A

P

C

 

193.7 

283.3 

228.8 

O
O
A
U
F
D
 

噌
・
-
自

3000(30 sec) 

3000(30 sec) 

3000(30 sec) 

3500(30 sec) 

3500(30 sec) 

3500(30 sec) 

23000(7 sec) 

15000(7 sec) 

15000(7 sec) 

Argon gas flow rate : 21/min. Sens : 0 Sample size : 20 p.l 
Background correction : D2 Lamp 
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れる.一方，試料5-10のリ γ酸亜鉛セメントの液剤中に

Znは含有するが Alは検出されなかった，従って 4%

酢酸溶液による溶出 Alは粉剤の酸化亜鉛に由来するも

のと考えられる.ケイ v;/酸セメ Yトはリン酸亜鉛セメ
ントとケイ酸セメントの混合体的組成と思われる.ま

た，これらのいずれの溶出液からもリシ酸イオンを検出

した. (3)漆媒抽出一逆抽出法①水溶出液について As，

Pbおよび Cdを直接測定する場合， Asはリン酸イオ

ンの干渉により測定不能で、あった.Pbおよび CdはAl

の負の干渉により標準添加法に依らなければならない.

そこで一般的に用いられている DDTCキレートの溶媒

抽出法5)の適用について検討した. 抽出溶媒は，石崎6)

が Asの抽出に用いた DIBKが，逆抽出時，水層に対
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とし，検量線を作成した.次に溶出溶液(1)および([[)

を適宜希釈して測定し，含有量を求めた.

結果および考察

1. 分析法の検討 (1)測定条件前報3)にほぼ準じた

が，測定溶液として硝酸溶液を用いたため酸のパックグ

ラウ γ ドが高く，測定値が不安定である.そこで、Dryを

Rarnp rnodeとし，300。で乾燥することにより安定した測

定が可能となった.(2)溶出法歯科用セメ γ トは粉剤お

よび液剤よりなり，粉剤の主成分はり γ酸亜鉛セメシト

では酸化亜鉛，ケイ酸セメントでは無水ケイ酸および酸

化アルミニウム，また液剤はいずれもリ γ酸溶液である.

使用時にこの二剤を標準調度に練和して用いる.

現在，これらの歯科用セメ γトに適用されている試験

法1，2)のうち有害金属についてはAsについてのみ規定さ

れているが，ケイ酸セメントに適用されている Bette-

ndorff法は検出感度において不十分で、あり，また，食品

衛生法中容器包装の基準等を勘案する時， PbおよびCd

についても基準を設定すべきものと考える.そこで，従

来の水による溶出法と共に，新たに試験片を作製し， 4 

%酢酸溶液による溶出試験を行なった.まず， As，Pbお

よび Cdの測定に対する干渉叫について考慮し，各々の

溶出溶液について，溶出が予想されるZnおよびAlの溶

出量を測定したところ， Table 2に示すように，試料1-3

のケイ酸セメ γ トおよび4のケイリン酸セメントより，

Znと Alが多量溶出した. これは粉剤はもとより，液

剤中にこれらの金属を含有するため溶出し易いと考えら



および Alはほぼ完全に除去された Znはほぼ100%

同時に抽出されるがこの濃度では干渉は認められなかっ

た.②溶出溶液(Il)について 溶出溶液(1)の場合と同

様，直接測定は困難である.また，①の抽出法をそのま

ま適用した場合，多量の Znが抽出されるため， Znによ

り増感作用を受ける Cdについては溶出溶液(Il)を Zn

の干渉が認められない濃度まで希釈したのち操作を行な

った.(4)共存イオンについて 溶媒抽出ー逆抽出によっ

てリン酸イオシおよび Alの除去はできたがZnは目的と

する金属とほとんど同様な挙動を示し，除去で、きなかっ

た.そこで Pbおよび Cdに対するZnの影響について

検討したところ Asおよび Pb各々 0.1μg/ml，0.04 

μg/ml O. 2N硝酸溶液の場合，Zn500.ug/mlまで共存し
ても干渉は認められなかった. Cd 0.002μg/mlの場合，

Zn lO.ug/mlまで共存しても干渉は認められなかったが
500μg/mlでは約20%の強い増感作用を示した.
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Fig.4. 

試料の測定結果

この試験法に従って，実際試料の As，Pbおよび Cd

の測定を行なったが， Table 2に示すようにいずれの試

料からもこれらの有害金属は検出されなかった.20を検

出限界とした場合，本試験法による水溶出の定量限界は

As';"'2.0μg/g， Pb=1μg/gおよび Cd=0.1μg/gであり，

2. 

4%酢酸溶液溶出の定量限界はAs=0.06μg/cm2，Pb=1 

μg/cm2および Cd=0.06μg/cm2であった.

まとめ

歯科用セメント類中の溶出 As，Pbおよび Cdの分析

する溶解度 (0.05~0. 08wt弘 200) も小さく，フレーム

レス分析に当り，試験溶液注入上の操作性も良いため，

これを使用した.溶媒抽出時の最適pHはFig.2より，

Pb および Cd が 4 以上であるが As は 4~5 であるた

め4.5とした.また， Fig.3および4に示すように，逆抽

出時の酸は As狽u定のバラツキが小さい硝酸とし，濃度

はバックグヲゥ γドの影響の少ない 0.2Nとした.この

方法による回収率は As1. 0μg，主=70.5%，SD=3.1%， 

Pb 0.4μg， x=101.1%， SD=1.2%， Cd 0.02μg，X= 

98.3%， SD=4.0% (各々， n=5)であり， Asの回収

率は低いがノミラツキは少なく，また Pbおよび Cdにつ

いては回収率ほぼ100%，バラツキも少なく良好な結果

であった.またこの抽出操作により，千渉を示すり γ酸

Eluted Metal Contents from Dental Cements Table 2. 
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1 nd nd 

2 nd nd 
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5 nd nd 

6 nd nd 

7 nd nd 

8 nd nd 

9 nd nd 

10 nd nd 

a) : Powder (200 mesh) 

b) : Test piece (7.0cmり
nd : No detectable 
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法としてフレ{ムレス原子吸光分析法の検討を行なっ

た.キレート化合物の溶媒抽出ー逆抽出法により， リン

酸イオンおよび Alが分離除去できた Znの干渉を受

けず十分満足できる感度で As，Pbおよび Cdの定量

が可能となった.

本試験法に基づいて水抽出溶液および4%酢酸溶出液

について As，Pbおよび Cdの試験を行なったところ

いずれの試料からも検出されなかった.また本試験法の

抽出回収率は As=70.5%，SD=3.1%， Pb=101.1%， 

SD=1.2%， Cd=98.3%， SD=4.0%(n=めであった.
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化粧品中の特殊成分試験法の設定に関す.:5研究 (XIII)

高速液体クロマトグラフィーによ.:5ブチルヒドロキシアニソールの分析

鎌田国広*，観 照雄*，伊藤弘ーペ中村義昭*

吉原武俊*，原田裕文*

Studies on Analytical Method of Specific Materials in Cosmetics (XIII) 

High-Performance Liquid Chromatographic Determination of Butylated 

Hydroxyanisole in Cosmetics 

KUNIHIRO KAMATA*， TERUO KAN*， KOICHI ITO*， YOSHIAKI NAKAMURAヘ
TAKETOSHI YOSHIHARA* and HIROFUMI HARADA* 

A sensitive， specific high-performance liquid chromatographic procedure for the determination of 

butylated hydroxyanisole (BHA) in cosmetics is described. 

BHA was extracted from samples with hexane， and then transferred from the hexane phase into 

acetonitrile. The acetonitrile phase was concentrated and chromatographed on a silica gel column using 

a mobile phas巴 of2.5% ethanol in hexane on a high-performance liquid chromatograph fitted with a 

fluorescence spectrophotometer detector (exciting wave length， 293nm， emission wave length， 323nm). 

As a result， the calibration curve showed linearity in the range of 0.5-5.0μg/ml of BHA， and 

the detection limit was 0.5ng. Average recoveries of 50μg BHA added to cosmetic samples were 95. 0 

-96.4%. 

When this method was applied to the analysis of BHA in commercial samples， BHA could b巴

determined without any influence of obstructive substance. 

Keywords : high-performance liquid chromatography， determination， butylated hydroxyanisole， cosmetic， 

fluorescence detector 

緒言

薬事法の一部改正により化粧品の成分表示の対象品目

に指定されたブチノレヒドロキシアニソ{ル (BHA)。は，

動植物性油脂の酸化防止にすぐれた効果を発障するとと

もに，毒性の低いことから食品および化粧品分野に酸化

防止剤として従来から広く用いられている為的.しかし最

近，安全性に関して厚生省から発ガン性の疑いありとの

報告が出されておりベ BHAの今後の取扱いが注目さ

れている.

BHAの分析法としては， 上じ色法5-7)， 紫外部吸収ス

ベクトル法6，8-11)，蛍光法12-1町， 簿層クロマトグラフィ

ー法1ト 20)， ガスクロマトグラフィ一法問叫mm，近年

では高速液体Pロマトグラフィー (HPLC)による方法

26，27)など多数報告がなされている.しかし，これらはい

ずれも食品を対象とした分析法であり，多種多様な成分

を配合している化粧品を対象とした報告はみられない.

そこで今回，著者らは， HPLCによって化粧品中のBHA

の分析法を確立することを意図し， BHAの蛍光特性に

着目して， HPLC用蛍光検出器(FD)を用い，前処理

操作および HPLCの諸条件を検討した結果，簡単な前

処理により迅速にかつ，高感度で精度よく定量すること

がで、きたので報告する.

実験方法

1. 試薬 BHA標準溶液:BHA (和光純薬 K.K.

製標準品〉のlOmgを精秤し，エタノールに溶かして100

rnlとしたものを標準溶液とした. この標準溶液を必要

に応じてエタノ{ルで希釈して用いた.

その他の試薬:すべて試薬特級(和光純薬K.K.製〉

* 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 Hi!alth 

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

2. 器具および装霞 遠心分離機:久保田商事株式会

社製KN-70型，超音波洗浄器:BRANSON社製220型，

Kuderna-Danish濃縮器:(K-D濃縮器と略す)，高速液

体クロマトグラフ:日本分光K.K.製TRIROTAR-Il ， 

蛍光検出器:日本分光K.K.製 FP-550A.

3. 試験溶液の調製 ①液状試料〈乳液， 17リーム等): 

試料約19をビーカ{に精密に秤り，飽和食塩水150mlを

加えてよく混和し，これを300mlの分液ロートに移し，

10%硫酸5mlおよびヘキサγ50mlを加え， 5分間振り混

ぜ，静置してヘキサン層を分取する.水層はさらにヘキ

サγ50mlずつで2回抽出を行なった後，*全ヘキサγ層

を合わせて水100mlで洗い，無水硫酸ナトリウムで脱水

した後ヘキサン層を，予めヘキサγ飽和アセトニトリル

50mlを入れた300mlの分液ロートに移し， 5分間振り混

ぜ，静置してアセトニトリル層を分取する.ヘキサγ層

はさらにヘキサン飽和アセトニトリル50mlで2回抽出

をおこなった後，アセトニトリル層を K-D濃縮器に移

し， n-アミルアルコ{ノレ2mlを加えて 50。で約2mlにな

るまで濃縮後，エタノールで正確に全量を10mlとして

HPLC用試験溶液とする.

②国体試料〈口紅，ファ γデーション等):試料約19

を遠沈管に精密に秤り，ヘキサγ50mlを加え， ガラス

棒で撹伴しながら超音波洗浄器を用いて 5分間抽出をお

こなった後，毎分3000回転で10分間遠心分離し，上澄液

を300mlの分液ロ{トに分取する.残溢はさらにヘキサ

ン50mlを加えて同様の操作を2回おこなった後，①液

状試料*以下と同様に操作する.

4. HPLCによる定性および定量 BHA標準溶液お

よび試験溶液のそれぞれ5μlを下記の HPLC測定条件に

従って操作し，得られたピ{グの保持時間より定性をお

こなう.別に BHA 標準溶液を希釈して0.5~5.0μg/ml

の標準系列をつくり，定性の場合と同一条件で HPLC

をおこない，得られたピ{グ高さと濃度から検量線を作

成して試験溶液中の BHAの含有量を測定する.

HPLC測定条件カラム:Zorbax SIL， 25cm x4. 6mm 

i.d.，移動相:エタノーノレ・ヘキサン(2.5 : 97.5)，流速:

1ml/min，検出器:FD (Ex.). : 293nm， Em.え:323nm) 

温度:室温

実験結果および考察

1. 試験溶液調製方法の検討

1. 1 抽出について従来，食品におけるBHAの抽出

法としては，溶媒抽出法叫2叫4，い，25，28へ〉九，水蒸気蒸留法向z偽8烏，2叩9的〉

精油定量器法s叩叫0向，パ8ω1η〉などが種々検討されている. これらの

抽出法のうち，水蒸気蒸留法においては回収率が低いこ

とが報告されており加，一方，精油定量器法では回収率

は良好であるが蒸留に長時間を要する31)ことなどから今

回，抽出法として溶媒抽出法を用いることとした.そこ

で，化粧品のうも乳液， 17リ{ム等の液状試料からBHA

を効率よく抽出できる溶媒について検討した.すなわち

抽出溶媒としてヘキ，サン，ベンゼγ，ジグロルメタン，

Fロロホルム，エーテノレ，石油エーテルの7種類を用いて

飽和食塩水150ml，10%硫酸5mlにBHA標準溶液0.5ml

を加えた溶液から抽出をおこない BHAの抽出率を比較

した.その結果，いずれの溶媒を用いても BHAはほぼ

完全に抽出されることが認められた.今回，これらの溶

媒のうち後記のクリー Yアップ操作をヘキサγーアセト

ニトリルによる液ー液分配でおこなうため，溶媒の濃縮

操作のいらないヘキサンを抽出溶媒として用いることと

した.しかし， 口紅，ブァレデ{ジョン等の間体試料で

は上記の抽出法では，試料の粉砕，均一化が悶難で抽出

溶媒との親和性が不充分であることが認められたので，

今回，超音波洗浄器を用い，ガラス棒で撹伴しながらヘ

キサンで直接抽出をおこなうこととした.

1.2 クリーン7・yブについて一般にBHAのクリ{

γアγプ法としては，カラムクロマトグラフ法20，22，28)，ヘ

キサンーアセトニトリル等による液ー液分配法32，33)，簿

層クロマトグラフ法16)23)などが用いられている.著者ら

はすでに化粧品中の基剤等，爽雑物の除去にヘキサγー

アセトニトリルによる液一液分配法が簡便ですぐれてい

ることを報告した山.そこで今回，クリー γアップ法とし

てヘキサンーアセトニトリルによる液一液分配法を用い

ることとした.なお，ヘキサン150mlにBHA標準溶液

0.5mlを溶かした溶液にヘキサン飽和のアセトニトリル

50mlを加えて抽出をおこない BHAの抽出率を求めた.

その結果BHAは3聞の抽出操作でほぼ完全にへキサン

層からアセトニトリル層に移行することが認められた.

1.3 濃縮操作について K-D濃縮器で溶媒を除去す

る場合， BHAの回収率が低下することが報告されてい

る加.事実，アセトニトリル150mlにBHA標準溶液0.5

mlを添加し， K-D濃縮器で濃縮をおこなったところ，

回収率が低下しかなりのバラツキが認められた.そこで

BHAの揮散防止の目的で沸点が高く，アセトニトロル

とよく混和するn-アミノレアルコ{ル2mlを添加して濃縮

操作をおとなったところ，濃縮温度700においてもBHA

の損失はおこらず，安定した回収率が得られた.

2. HPLCの測定条件の検討

2. 1 蛍光スペクトル エタノ{ル・ヘキサγ混液を用
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いて BHAの蛍光スベクトルと励起スベクトルを測定し

たところ，極大蛍光波長 (Ern.，l): 323nrn， ，極大励起

波 (Ex.，l): 293nrn長であった.したがって，それぞれ

を分析波長に設定した.

2.2 充てん剤および移動相の検討化粧品中のBHA

の分析に， PAGE26)が食品中の BHAの分析に用いた

HPLCの測定条件を適応したところ，化粧品中に防腐殺

菌剤としてよく繁用されているところのイソプロピルメ

チルフェノール(IPMP)およびパラヒドロキシ安息香酸

プチル(PHBA-B)との分離が不充分であった.そこで，

これらと BHAを良く分離し，かつシャープなピークが

得られるカラム充てん剤および移動相溶媒について検討

した.まずカラム充てん剤として， Zipax P AM， Zipax 

HCP， Perrnaphase ETH， Zorbax CN， Zorbax SIL， 

Lichrosorb RP-8， Lichrosorb RP-18， Finepack SIL 

C1B， 目立ゲル3011-0を用L、BHA，IPMP， PHBA-B 

の3種の分離を試みた.その結果， Zorbax SILが最も

良い分離能を示した. 一方， カラム充てん剤として，

Zorbax SILを用いた場合の移動相溶媒について①テト

ラヒドロフラ γ.ヘキサγ混液②酢酸ェチル・ヘキサン

混液，③エタノール・ヘキサン混液，④ジオキサン・ヘキ

サγ混液の4種類を用いてHPLCをおこなったところ，

いずれの溶媒においても分離することが認められたが，

②を用いた場合，溶媒効果により BHAの蛍光強度が弱

くなり，検出感度が低下する現象が認められた.あとの

三者の中では③が最も分離能がすぐれていることが認め

られた.なお，ジクロルメ夕刊クロロホルムの溶媒に

おいて BHAの蛍光が消失することが報告されている13)

ので，今回，移動相溶媒の検体から除外した.以上のこ

とより移動相溶媒として③を用いることとし，エタノ{

ル濃度を2.5%とした.さらに本実験では，移動相溶媒

の流速 lrnl/rnin，カラム温度は室温でおこなった. な

お， Fig.lに上記の設定条件で得られた BHA，IPMP， 

PHBA-Bのクロマトグラムを示した.

3. 検量線の作成 BHA標準溶液をエタノールで希

釈し， 0.5-5.0μg/rnlの標準系列をつくり，各溶液5μl

を前記の HPLC測定条件に従って操作し検量線を作

成したところ， Fig.2に示すとおり直線を示し，蛍光強

度の再現性も良好であった.また，検出限界は S/N=3

として O.5ngであり， 紫外部吸光 (UV)検出器 (293

nrn)に比較して10倍以上の高感度であった.

4. 妨害物質について 本法で化粧品中の BHAの分

析をおこなう場合，化粧品中に配合される成分のうち，

BHAとともに試験溶液中に抽出されクロマトグラム上

。

Fig.l. 
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Recoveries of BHA Added to 

Cornrnercial Sarnples 

Table 1. 

Analytical Results of BHA in 

Cornrnercial Sarnples 
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妨害ピ{クも認められず特異的で精度のよい分析法であ

ると考えられる.

6. 市販化粧品の分析結果 BHAを配合することの

多いクリ{ム，乳液，口紅，ファンデ{ション，アイシ

ャドウ等153検体について本法を適用した結果，全試料

に妨害ピークは認められず精度よく定量することができ

た.この結果をTable2に示した.

47 153 Total 

エチニルエストラジオ{ル，ジエチノレスチルベステロー

ル等の存在が分析に及ぼす影響について検討した.その

結果，上記の成分はグロマトグラム上で完全に BHAと

分離し障害とならないことが認められた.

5. 添加回収実験 BHAを含まない乳液，:7P-A，

口紅，ファンデ{ションの各19にBHA標準溶液0.5rnl

を添加し，本法による回収率を求めた結果をTable1に

示した.その結果いずれの試料においても 5回の平均回

収率は95.0~以上を示しており，それぞれの回収率にお

ける変動係数も 3.93~4.29~ とほぼ満足する結果が得ら

れた.なお， Fig.3に示すようにクロマトグラムにおい

ても検出器に FDを用いることにより， UV検出器に比

較して他成分のピ{グの出現が少なく， BHAの分析に

C. V. : Coefficient of variation. 
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まとめ

化粧品中の BHAの分析法の確立を意図して抽出法，

!I 1)ーンアップ操作ならびに HPLCの測定条件につい

て検討した.

その結果，1)抽出法としてヘキサンによる溶媒抽出，

クリーンアップ操作としてヘキサンーアセトニトリル分

配がそれぞれ有効であった.また， HPLC用カラム充て

ん剤として ZorbaxSIL，移動相溶媒としてエタノーノレ

・ヘキサン (2.5 : 97.5)，検出器として蛍光検出器 (Ex. 

.l. : 293nm， Em..l.: 323nm)を用いることにより高感度

で精度よく検出することができた.

2)本法を化粧品中の BHAの分析法に応用した結

果，化粧品に含まれる他成分の妨害なしに迅速でかつ精

度よく分析することができた.
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家庭用品の衛生化学的研究(第7報〕 文具類中の重金属について

雨宮 敬*森謙一郎*，鈴木助治*，吉原武俊*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities CVII) 

Heavy Metal Contents in Some Kinds of Stationeries for Children Use 

T AKASHI AMEMIYA*， KENICHIRO MORI*， SUKEJI SUZUKI* 

and TAKETOSHI YOSHIHARA* 

Paint scrapings from 19 pencils， 32 color pencils， 20 plastic erasers， 32 wax crayons， 32 crayon 

pastels and 10poster colors were analysed for heavy metal contents by atomic absorption spectrophotometry. 

The following results were obtained : 

1. A large quantity of Pb was contained in the range of 98.7-612.1 ppm in 3 samples or paint 

scraping from pencils， and 83.8-165.0 ppm in 3 samples of plastic erasers. A sample of those paint 

scrapings exceeded the 0.06 % criteria for Pb of Consumer Product Safety Act in the United States. 

2. Cr was contained in a large quantity in considerable numbers of samples of pencils (156.0-

1，400ppm)， color pencils (166.0-600. Oppm)， plastic erasers (167.7-213. 1ppm)， wax crayons (181. 5-

<¥1.1.5ppm) and poster colors (42.5-5， 200ppm). 

3. Cd was contained with av. 36.0ppm (16.2-55. Oppm) in 10 samples of plastic erasers， and 

almost all of the samples of wax crayons and crayon pastels contained As of av. 12.5 ppm (0.30-

47.5ppm) and av. 5.8ppm (0.30-53. Oppm) respectively. 

The contents of Ni， Mn， Zn， Fe and Cu were also investigated. 

Keywords : heavy m巴talcontent， stationeries， pencils， erasers， crayons， lead， chromium， arsenic， atomic 

absorption spectrophotometry， Xィayfluorescence spectrometry 

緒
品

百

文具類は，鉛筆，消しゴム，tlレヨンや絵具など日用

品として広く使用され，学校または家庭において個人が

使っている用具である.いわゆる「一般消費者が生活の

用に供される製品」の範鴫に入り家庭用品に該当する.

これらの文具類のなかには美観の向上，表面保護などの

目的から重金属を含む無機顔料を用いて，塗装あるいは

着色がなされている場合が多い.特に子供用品は，その

形態や色彩において多積多様のものが市販されており，

使用頻度が高い.

近年，米国の調査では，子供において，ベンキ，クレ

ヨン，おもちゃなどの鉛化合物入りの顔料に由来する鉛

の体内蓄積や鉛中毒の可能性が示唆されている1，の. ま

た，最近，中村らむは，学童用文具類から米国における

Consumer Product Safety Act (消費者製品安全法，

1978年)4，町の規制値0.06%を越える鉛を検出し，わが国

においても子供の鉛中毒が起こり得ることを警告してい

る.また，山形県消費生活センター引の調査では，学童

用プラスチック製消しゴムから最高値で鉛 710.0ppm，

クロム 140.0ppmを認め， 着色にクロム酸鉛などの無

機顔料の使用を規制するように訴えている.一般に子供

の鉛の毒作用に対する感受性が高いことから，学童用文

具類による健康被害の可能性が危↑具されているが，その

他に，特にヒ素，カドミウム， クロムなどの重金属も現

在何ら規制されておらず，その含有量の実態について不

明な点が多い.

そこで，著者らは，学童用文具類における重金属類の

実態調査をするために，鉛筆および色鉛筆の塗膜，プラ

スチック製消しゴム， クレヨン， クレパス，ポスターカ

ラーについて亜鉛 (Zn)，銅 (Cu)，鉄 (Fe)を含めて，

ヒ素 (As)，鉛 (Pb)，カドミウム (Cd)，クロム (Cr)，

ニッケル (Ni)，マンガン (Mn)の分析を行った.

*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
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



東京衛研年報 33，1982 121 

乱1etal Cd -
D
 

D
A
 

Table 1. Instrumental Operating Conditions of Flame Atomic Absorption Spectrophotometrya) 

Wavelength (nm) 

Lamp current (mA) 

Fuel gas 

(kg/cm2-1/min) 

Oxidant gas 

(kg/cm2-1/min) 

228.8 283.3 

5 10 

Cr Mn Ni Zn Fe Cu ASb) 

357.8 279.5 232.0 213.8 248.3 324. 7 193.7 

10 10 10 10 10 10 8 

C2H2 (0.5-2.5) Ar 

(1. 5ー7.0)

Air (1. 5-8. 0) H2 
(0.46ー2.5)

a) Instrument: Nippon Jarrell-Ash Model AA-8200 Typ巴;Burner head， water-cooled one slot. 
b) This instrument equipped with a generation and collection of arsine was also used for arsenic analysis. 

Ar carr町 flowrate: 5.0 l/min， generation pressure: 0.5 kg/cm2• 

Asの分析は，還元気化ー原子吸光分析法7)により行い，

その他の重金属の分析は，硫硝酸灰化ののち，フレーム

原子吸光分析法により行った8)

実験方法

1. '試薬 As， Cd， Pb， Ni， Mn， Cr， Zn， Feお

よび Cu標準溶液:1000ppm原子吸光分析用標準液(和

光純薬).亜鉛粉末:原子吸光分析用(和光純薬).硫酸，

硝酸，過塩素酸およびアンモニア水:精密分析用(和光

純薬).塩酸・原子吸光分析用(塩化水素36%，関東化

学).

2. 装橿 原子吸光分析装置:日本ジヤ{レループッ

シュ社製AA-8200型，アノレシン発生・捕集装置:日本

ジャーレノレーアッシュ社製 ASDI-A型. けい光X線分

析装置:理学電機社製3063-P型， X線管球.ヴィリッ

プスネ土製モリブデン (Mo)対陰極 (2.7kw)

3. 試料 1981年11月-1982年 1月の聞に東京都内で

購入した子供用文具類を試料とした.

色調と試料数のうちわけは，それぞれ鉛筆8種19，色

鉛筆16種32，プラスチック製消しゴム 8種20，クレヨン

16種32，クレパス16種32およびポスターカラー10種10，

Z十145試料である.

4. 操作法

4-1 試料の採取 鉛筆，色鉛筆は木部を取らない

ように注意しながら塗膜をスライドグラスの切断面を用

いてはがしとり細切した.プラスチッグ製消しゴム，ク

レヨン， クレパスはラベノレをとり除いて細切した.ポス

ターカラーは容器をよく振り，内容物を均一にして採取

した.

4-2 試験溶液の調製 鉛筆，色鉛筆は試料約 250

mgを，またプラスチック製消しゴム，クレヨン，クレ

パスおよびポスターカラーは試料約1.0gを石英製丸底

分解フラスコにとり，それぞれ硝酸 10mlを加え，発泡

しないようにおだやかに加熱した.つぎに硫酸 5mlを

加え濃縮したのち，硝酸 20mlを用いて以下常法通り灰

化を行った.灰化後，飽和シュウ酸アンモニウム溶液を

加えて加熱し，この操作を3固くり返して硝酸を除去し

た.冷後，水で分解フラスコ内を洗いながら不溶物をろ

紙でろ過し，水を加えて全量を 50mlにし試験溶液とし

た.

4-3 けい光 X線 (XRF)分析による定性分析

試料を灰化することなく直接成分元素を把握する目的で

XRF分析を行った.ろ紙を直径5cmの円形に切り，そ

の上に4-1の項で採取した試料をのせ，厚さ 6μ のマ

イラー膜でおおってから試料ホルダーに装填し測定し

た.測定条件は， X線管球:Mo (2.7kw)， 印加電圧，

電流:50 kv， 40 mA， 分光結晶:フッ化リチウム， 検

出器:シンチレーションカウ γター， X線通路:真空，

測定範囲 5-900 (2めである. 各元素の同定には，

Cd(Kα15.300， Ks13.540)， Pb(Lα33.920， Ls28.220)， 

As (Ka34. 000， Ks30.430)， Cr (Kα69.340， Ks62.350)， 

Mn (Kα62.950， Ks 56. 5P)， Ni (Ka 48.650， Ks 

43.730)， Cu (Kα45.020， Ks40.430)， Zn (K日41.810， 

Ks37.540)， Fe(Kα57.490， Ks51. 720)， Sn(Ka14.030， 

Ks12.400)， Ba (Ka11.030， Ks9.710)，および Ti(Kα

86.080， Ks77.240) の各スベクトル線を用いた.

4-4 分析法 Cd， Pb， Cr， Mn， Ni， Zn， Fe， 

Cuの定量は， Table 1に示した測定条件に従って試料

溶液を直接原子吸光分析装置に導入し，別に各標準溶液

を希釈して 0.5，1.0， 1.5， 2.0， 2.5， 3.0pprnの各段

階で検量線を作成し，直線性を示した濃度範囲内で定量

した.また Asは還元気化法7) (Table 1)によって0.1，

0.2， 0.3， 0.4， 0.5および 0.6pgの検量線を作成し定

量した.

結果および考察
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Tab!e 2. Recovery Test on Cd， Pb， Mn， Ni and As frorn Sorne Stationery Sarnples叫
一一一一一一一一一一一一

Cd Pb Mn Ni As 

Added Recovery C. V. Recovery C. V. Recovery C. V. Recovery C. V. Added Recovery C. V. 
くμg) く%)く%)く%)く%)く%)く%)く%)く%) (μg) く%)く%)

一一一-一一一

Pencil 5 94.7 1.8 96.5 3.4 103.0 2.4 92.9 6.0 0.2 92.3 2.7 

20 93.9 3.3 94.3 4.2 101. 2 1.6 94.9 3.3 0.4 91. 3 1.8 

40 95.9 1.5 93.9 3.8 91. 1 1.8 92.9 2.7 0.6 89.3 3.8 

Plastic eraser 5 90.9 3.3 91. 5 2.3 96.8 2.4 91.1 1.5 0.2 94. 7 1.3 

20 93.5 1.4 89.4 2.0 96.3 1.9 97.5 2.9 0.4 90.0 2.4 

40 93.6 0.7 92.3 3.4 89.9 1.3 98.0 1.2 0.6 90.7 2.8 

Crayon pastel 5 91. 7 3.9 90.1 1.8 99.5 1.1 95.7 5.6 0.2 97.7 1.1 

20 92.0 1.5 93.9 1.7 99.6 1.0 96.5 1.6 0.4 86.6 4.4 

40 92.5 1.8 89.5 5.1 92.3 2.0 96.5 2.0 0.6 88.9 7.5 
一一一一一一一一一一一一一一 一一一

a) average value in triplicate. 

Table 3. Recovery Test on Cr， Cu， Zn and Fe frorn Sorne Stationery Sarnplesa】

Cr Cu Zn Fe 

Added Recovery C. V. Recovery C. V. Recovery C. V. Recovery C. V. 
く陪〕 く%) く%) (%) く%】 (%) く%) (%) く%)

Pencil 50 98.8 2.2 90.5 7.5 92.8 3.8 90.1 2.1 

100 95.8 1.9 95.5 2.8 103.4 1.1 91. 3 1.7 

500 90.9 1.1 96.7 1.9 96.0 2.3 90.9 2.5 

Plastic eraser 50 98.0 1.5 94.0 2.8 92.8 4.4 93.8 2.0 

100 95.9 4.2 96.4 2.0 104.9 0.9 94.6 1.0 

500 95.4 1.9 96.5 3.9 96.0 1.9 91. 2 2.7 

Crayon pastel 50 95.6 3.5 86.2 2.9 99.6 4.4 92. 7 3.2 

100 96.9 1.9 96.5 2.0 105.4 0.8 90.3 1.9 

500 93.6 1.3 96.9 1.6 97.0 0.9 97.1 0.8 

a) average value in triplicate. 

1. 分析j去の検討 1-2 回収実験 今回，分析の対象とした金属の含

1-1 共存元素の影響文具類中には，各種の無機 有量ができる限り少ない試料を選び，鉛筆は 250rng 

顔料の含有が予想されるため，実験方法の 4-4の項で を，プラスチック製消しゴム，クレパスは1.Ogをとり，

示した分析対象金属の定量に対する各種金属塩の影響を これにTable2およびTable3に示すように各金属の標

検討した.なお，硫酸酸性で不提言なシリカ，アルミナ， 準液を添加し，実験方法の 4-2，4-4の項に従って

硫酸バリウム，酸化チタンは除外した.それぞれ分析対 測定した.Tab!巴2およびTable3に示すように，回収

象金属を除いて Pb(N03)2，HAs02， CdCI2， K2Cr207' 率は，ほぼ満足すべき結果が得られた.従って各金属の

NiCI2， MnCI2， CuCI2， Zn(N03)2， SnCl2および FeCl3 定量は絶対検査王法で行った.

を100倍， 500倍， 1000倍共存させて測定したところ， Cr 2. 分析結果

の定量値のみ負の妨害が認められた. すなわち， Crに 2-1 XRFによる定性分析 原子吸光分析による

対し500倍， 1000倍の Snの共存は各々ー16%，-26%， 定量に先だって試料を非破壊でかつ重金属類の同時分析

また1000倍の Mnの共存はー13%の妨害を示した.しか が可能な XRFを行い，今回の文具類の各試料について

し， XRFでは Snは含有されず，また Mnもその含有 重金属の定性的スクリーニングを行った.その結果，こ

量が Crに対し少ないことから実際試料の Crの測定に れらの固形状または液状文具類においても XRFによる

は何ら妨害がないと考えられる. 定性分析が有効であることがわかり， Fe， Znおよびー
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Table 4. Heavy乱1etalContents in Paint Scrapings from Pencils叫

Color of paint Maker Pb Cr Mn Zn Fe Cu 
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) 

Black A 7.9 625.5 ND 117.0 0.39* 480.0 

Black B 5.7 317.3 ND 63.0 1. 74* 356.1 

Black C 98.7 344.7 ND 280.0 27.3 200.6 

Black C 2.1 156.0 ND 16.7 2. 14* 868.0 

Black B 8.6 350.0 35.6 26.1 0.96* 108.5 

Magenta C 2.5 ND 50.9 186.1 7.62* ND 

恥1agenta D 0.7 82.1 19.1 0.24* 1. 43* ND 

Magenta C 4.1 ND 75.3 12.4 39.1 ND 

Green C 4.5 ND 173.0 368.7 3. 13* 133.7 

Green C 4.0 ND 75. 1 408.6 2.49* 364.6 

Green D ND ND ND 0.51* 0.67* 264.6 

Silver D 25.7 ND ND 13.1 143.3 ND 

Silver D 3.6 ND ND 21. 9 29.1 ND 

Deep green C 0.7 ND 99.0 50.5 2.53* 171.2 

Pale green B 379.8 963.7 ND 0.80* 263.5 133.5 

Pale yellow B 612.1 0.14* ND 0.65* 166. 1 ND 

Yellow B ND ND ND 67.4 202.2 ND 

Yellow E ND ND ND 0.49* 26.3 ND 

Yellow C ND ND ND ND 61. 5 ND 

a) Cd， As and Ni were not detected from any of the samples. 
* : The mark represents the unit of percent (%). 

部の試料から Cu，Pb， Cr， Ba， Tiがかなり多量に含

有されることが確認された.さらに現在では顔料として

も使用されていないと考えられる Cd，Pb， As， Mn， 

Niが微量ながら検出された.また， Hg， Snについて

は検出されなかった.

以上のことから文具類中の重金属の存在傾向をほぼ把

握することがで、きた.これらの結果を考慮して微量に含

有する Cd，As， Ni， Mnの測定も併せて意図し，各試

料中の目的とした重金属の定量分析を行うことにした.

2-2 測定結果 まず， Pbについて考察すると，

Table 4およびTable6に示すように鉛筆の塗膜，プラ

スチック製消しゴムの各3試料よりかなり多量の Pbが

検出された.すなわち，鉛筆は， 98.7-612.1ppm，プラ

スチック製消しゴム 83.8-165.0ppmが認められた. こ

のうちの黄色系鉛筆の塗膜は，鉛含有量が612.1ppmで

あり，米国の ConsumerProduct Safety Act4，町に基

づく鉛化合物入りの塗料やそれを使用している子供用品

などに適用される 0.06%の規制値を越えていた.近

年，米国では子供の鉛中毒が社会的な問題になってお

りへ その原悶は鉛入り家庭用塗料，クレヨン，おもち

ND: not detected. 

ゃ，家具などの異食症2)や pencilchewing habit10， l1Jに

よると推測され，現在では，前述の規制を設けるなどし

て子供の生活環境の改善がなされている.したがって，

わが国においても中村ら町が指摘しているように子供用

文具類およびその原料である塗料の実態調査や行政的な

規制が望まれる.なお，これら鉛含有の試料はいずれも

黄色系の色調を有し，かつ Crが共存していることから

無機顔料として黄鉛 (PbCrU4)が推定される9，12)

つぎに， Crについては， Table4-7および Table9 

に示すように鉛筆および色鉛筆各7試料，プラスチック

製消しゴム 3試料， クレヨ γ6 試料，ポスターカラ ~2

試料，言十25試料から多量の Crが検出された. これらの

試料は，色調が黒，赤，寅または青系に集中しているの

で，無機顔料としては黄鉛，亜鉛黄 (ZnCrU4)， クロム

黒(Cr2U3)などの使用が推定される9，12) 各試料中のク

ロム含有量は， 鉛筆では， 156.0-1，400 ppm， 色鉛筆

166. 0-600. 0 ppm， プラスチック製消しゴム 167.7-

213.1ppm， グレヨン181.5-311.5ppmおよびポスタ{

カラー42.5-5， 200ppmであった.これらのうちで黄色

系鉛筆は CrO. 14%， Zn 0.65%含有されていることから
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Color of paint Maker 

Table 5. Heavy Metal Contents in Paint Scrapings from Color Pencils叫
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a) Cd， As and Ni were not detected from any of the samples. 

* : The mark represents the unit of percent (%). ND: not detected. 

亜鉛寅の顔料が，また赤色系ポスターカラーは Cr0.52 しやすい15) したがって，このようなクロム化合物が子

%でクロムアルミナ系顔料が使用されているものと考え 供の生活環境の中で，少なくとも文具類などに存在する

られる9，12) また，クロムに関する毒性は，その酸化カ ことは問題であり，健康保護のためにも何らかの対策が

のため一般に3価より 6価の方が強いことが知られてい 必要であると考える.

るが，両者とも発ガン作用を有する.特に6fl町クロムを Mnは，鉛筆の 3試料に， 75.3-173. Oppm，色鉛筆5

含む寅鉛 (PbCr04)や亜鉛黄 (ZnCr04)は実験的に発 試料に51.5-180. 9ppm，クレヨン 6試料に60.6-191.9 

ガン作用が認められている 13，14) さらに 3価および6 ppmが認められたが， その含有量からマンガン緑 (Ba

価クロムは皮膚に対する親和力が強く，皮膚障害を起こ M1104)等の顔料に由米するものではないと考えられ，
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Table 6. Heavy Metal Contents of Plastic Color Eraser叫

Color Maker Cd Pb Cr 
(ppm) (ppm) (ppm) 

Green H 16.2 31. 9 ND 

Green H 31. 5 55.0 ND 

Blue 日 55.0 40.0 ND 

Blue H 19.3 25.2 ND 

Red H 45.0 31. 5 ND 

Red H 29.5 31. 2 ND 

Yellow H 47.5 165.0 195.0 

Yellow H 36.1 121.1 213.1 

Pink H 51. 7 24.3 ND 

Pink H 28.0 40.0 ND 

Green I ND 83.8 167.7 

Green I ND ND ND 

Pale green I ND ND ND 

Pale green I ND ND ND 

Purple I ND ND ND 

Purple I ND ND ND 

Red I ND 39.6 23.1 

Red I ND 30.5 21. 9 

White I ND ND ND 

White I ND ND ND 

a) As， Ni and Cu were not detected from any of the samples. 

ND: not detected. 

125 

Mn Zn Fe 
(ppm) (ppm) (ppm) 

7.0 7.9 75.7 

8.1 7.7 80.4 

7.5 10.0 75.2 

7.4 9.6 101.0 

8.5 7.8 91. 5 

9.7 8.1 88.3 

8.0 8.8 80.0 

9.7 6.8 77.8 

10.4 14.8 115.2 

9.4 9.9 99.8 

2.8 2.6 25.2 

3.0 3.1 25.2 

2.8 14.8 17.5 

2.9 9.9 18.3 

2.8 30.0 25.2 

2. 1 23.0 23.4 

2.0 33. 1 17.9 

3.1 21.1 20.1 

2.8 4.0 28. 1 

2.1 6. 7 26.0 

含有量からみで毒性上問題にならないと思われる 15) さらに Niは一部の試料に微量の存在が認められ， ク

Cdは，古くから赤色系の顔料としてカドミウム赤 レヨン15試料は9.1-18.8ppm，平均13.6ppm，lJレパ

(CdS)が使われてきたが，現在ではその毒性が強いこ ス10試料は7.1-12. Oppm，平均9.5ppmであった.

とから着色に用いられておらず，今回の調査でもTable 一般に学童用文具類は，その使用頻度が高く，かつ日

6に示すようにプラスチヅク製消しゴムの10試料に16.2 常的に接触する機会が多いため，特にクレヨンやグレパ

-55.0ppm，平均36.0ppmのCdが検出されただけであ スは経皮的，経口的な摂取の可能性があり， Cd， As， 

る.これらは原材料の不純物から由来しているものと考 Niの含有は好ましくない. これらの有害金属は，可能

えられる. な限り除去されるべきであり，原材料や無機顔料そのも

また， Asについては， Table 7および‘Table8に示す のの品質の改善が求められる.

ように(その含有量は微量ではあるが)， lJレヨン， クレ Zn， Feおよび Cuの各化合物は，各種の無機顔料と

パスのほぼ全試料から検出された.すなわち，グレヨン して使用されている町. Table 4-Table 9に示すよう

0.3-47.5ppm，平均値 12.5ppm，クレパス 0.3-53.0 にこれらの重金属はパーセントオーダーで多量に含有さ

ppm，平均 5.8ppmであった.それぞれクレヨン 47.5 れている.分析結果から黒鉛(Fe304)，ベンガラ (Fe2 

ppm， クレパス53.0ppmおよびポスタ{カラー61.5ppm 03)，銅フタロシアニン，紺青(KFe(Fe(CN)s))，11立鉛

(Table 9)が今回の最高値を示したものである.それら 華 (ZnO)などが推定される.

の試料は色調が黄土色(yellowochre)で共通している. ま と め

いずれの試料も Feが5.63-9.97%と多量に含有してい 学童用文具類中の重金属分析において，今回，鉛筆の

るので，顔料は合成オ〔カ (α-FeO.OH)と推定され， 塗膜より米国の規制値 0.06%を越える Pbが検出され

前述の Asは不純物と考えられる. た.また Crについては，鉛筆および色鉛筆の塗膜，プ
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Table 7. Heavy Metal Contents of Wax Crayons叫

Color Maker Pb Cr As Ni Mn Zn Fe Cu 
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) 

Green J 1.4 138.5 27.5 ND 60.6 20.8 0.32ネ 850.0

K 2.6 10.8 39.0 16.7 14.4 3.9 473.3 O. 13* 

Light blu巴 J ND ND 4.5 ND 5.7 25.0 341. 2 312.8 

K 2.5 3.5 8.9 10.7 13.9 ND 361. 2 346.0 

Blue J 3.5 8.5 3.3 ND 8.3 4.0 388.9 0.12* 

K 3.9 2.8 ND 12.0 16.8 5.7 0.50* 616.0 

Purple J 4.4 ND 3.8 ND 4.4 8.3 0.16* 14.5 

K 2.7 10.2 0.6 11. 5 10.0 14.1 1. 00* ND 

Red J ND 51. 5 37.0 ND 99.9 15.4 43.0 ND 

K 2.6 ND ND ND ND 3.9 191. 8 ND 

Orange J 4.4 ND 0.9 ND 5. 7 4. 1 277.6 ND 

K 1.1 ND 0.3 13.7 13.2 ND 323.1 8.8 

Yellow J 1.5 ND 0.9 ND 5.7 6.1 373.0 ND 

K 1.1 4.8 6.5 17.3 8.9 8.4 231. 0 ND 

Yellow ocher J ND 95.0 47.5 ND 147.0 ND 9.97* ND 

K 3.6 11. 2 1.3 11. 5 32.3 12.6 6. 70* ND 

Yellow green J ND ND 1.8 ND 3.0 6.1 400.8 166. 7 

K 1.2 7.0 0.6 19.2 12.4 5.5 360.0 114.9 

Pale orange J 3.5 ND 3.3 ND 8.3 4.0 231. 5 ND 

K 5. 7 ND 8.7 ND 10.0 8.1 118.2 ND 

Pink J ND ND 4.0 ND 3.0 4.0 333.2 ND 

K 5. 7 7.7 6.5 13.7 16.7 5.3 0.15* ND 

White J 1.4 ND 2.0 ND ND 18.7 309.4 ND 

K 1.2 ND 35.0 18.8 5.4 13.7 82.2 ND 

Grey 11. 9 138.5 27.0 ND 71.1 4.0 0.42* ND 

K 5.7 8.7 6.5 9.3 8.5 9.4 302.9 ND 

Brown J ND 237.5 30.0 ND 191. 9 ND 15.60* ND 

K 3.9 4.6 0.9 9.3 33.4 9.2 10.19* ND 

Vandyke brown J 1.6 181. 5 27.0 ND ND ND 9.97* ND 

K 2.7 19.7 27.7 17.3 15.0 16.9 2.64* 13.9 

Black J ND 311.5 37.0 9.1 126.0 ND ND ND 

K 2.2 7.0 1.0 14.2 11. 2 9.8 325.0 ND 
一一一一一一一一一一一一

a) Cd was not detected from any of the samples. 

* : The mark represents the unit of percent (%). ND: not detected. 

ラスチック製消しゴム， クレヨン，ポスターカラーの25 の存在は，少なくとも子供の生活環境にとって好ましい

試料から 156.0--5，200ppmが認められた.さらに微量 ものではなく，子供の健康保護のために文具類の原材料

ではあるが，一部の試料から Cd，As， Niなどの有害 の品質チェックおよび規制が必要であると考える.

金属が検出された.文具類における子供の使用頻度や直 謝辞 本研究にあたり終始御協力いただきました衛生

接的な接触を考えると， 特に家庭， 学校， 幼稚園， 絵 局薬務部家庭用品担当，乙益励三郎氏ならびに山崎 厚

園教室など幼児および学童教育の場において，子供の 氏に深謝致します.

pencil chewing habitや経皮的， 経口的な摂取に基づ 文 献

く有害金属の体内蓄積が危慎される.これらの有害金属 1) Barnako， D.: J AMA.， 220， 1737， 1972 
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Heavy Metal Contents of Crayon Pastelsa) Table 8. 

Cu 
(ppm) 

Fe 
(ppm) 

Zn 
(ppm) 

Mn 
(ppm) 

Ni 
(ppm) 

As 
(ppm) 

Cr 
(ppm) 

Pb 
(ppm) Maker 

Red 

*

*

 

円

t
R
U

0

5

0

0

1

1

5

6

6

4

 

-

D

D

D

D

D

D

D

D

D

・

-

D

D

・

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

D

m

m

m

n

o

0

9

N

N

N

N

N

N

N

N

N

日

目

N

N

9

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

戸

b

Q

d

9
“

*

巴

*

*

*

*

*

*

*

q

u

n

υ

n

u

q

d

n

u

a

u

戸

b
n
u

ヴ

a
ヴ

4

1
ム

q
L
F
b
n
u
n
u
1
A
n
u
n
u
q
U
9白

1ム
。

d
a
u
n
u
a宅
ヴ

6

凸

U

氏
u
o
u
n
v
o
b

氏
U

1
ム

η
t
n
u
A
A
a
u
n
U
A晶
I
P
D

a
z
a
nム

4
a
a
a
n払

L
Z
F
a
n
L
Z
4
1
&
a
n仏

a
a
a
z
a
h仏

z
a
a
a
ワ

h
n
a
a

u
幻

m

m

n

却

4

m

幻

M

m

4

m

9

ロ
白
川
出
口

π

5

M

幻

u

n

2.9 

4.1 

287.6 

17.1 

84.5 

34.5 

ND 

21. 2 

7.5 

3.7 

4.2 

5.3 

8.4 

7.8 

40.0 

23.6 

6.0 

10.4 

14.9 

11. 1 

4.68水

16.5 

500.0 

8.2 

250.0 

16. 1 

9.4 

10.8 

18.4 

25.0 

4. 1 

4.4 

5.4 

5.0 

5. 7 

5.7 

5.2 

7.7 

ND 

7.5 

ND 

4.6 

6.4 

5.9 

6.2 

6.9 

25.5 

20.8 

6:4 

3.6 

5.9 

7.0 

7.2 

4.5 

4.3 

5.9 

5.7 

7.8 

22.7 

13.3 

21. 7 

19.3 

5.0 

5.4 

D

D

D

D

D

J

D

D

D

M

D

M

n

J

J

D

ρ

ρ

D

D

D

D

M

D

M

D

ρ

D

D

D

D

D

D

 

N

N

N

N

N

8

N

N

N

N

9

8

N

ロ
m

N

N

N

N

N

1

N

m

N

N

N

N

N

N

8

4

5

8

4

0

1

1

9

9

3

6

2

4

7

0

0

9

8

1

2

3

0

9

3

3

3

0

1

0

}

5

 

a
仏

4
弘

Z
Z
L
4
仏

a
a
h
u
L
L
z
a
z
a
a
L
z
a
z
丘

4
z
a
仏

L
a
q
L

戸

b

q

G

q

O

R

ゐ

7.5 

16.5 

2.0 

9.4 

13.9 

11.6 

2.8 

9.1 

5.2 

7.4 

7.2 

10.8 

7.0 

12.4 

12.2 

22.7 

7.5 

8.4 

2.6 

10.3 

7.4 

13.9 

4.2 

8.2 

4.5 

9.4 

4.6 

8.7 

6.0 

12.5 

4.8 

13.3 

1.2 

ND 

2.7 

1.1 

2.8 

1.5 

9. 5 

9.2 

13.4 

1.0 

9.5 

ND 

2.1 

5.5 

13.4 

4.5 

9.9 

1.0 

15.1 

1.2 

O. 1 

1.0 

ND 

1.3 

11. 5 

1.1 

4.2 

9.0 

2.2 

ND 

9.2 

8.2 

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

L

M

 

Yel10w ocher 

Grey 

Brown 

Vandyke brown 

Yel10w green 

Pale orange 

Light blue 

Orange 

Yel10w 

Purple 

White 

Green 

Color 

Blue 

Pink 

Black 

a) Cd was not detected from any of th巴 samples.
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Table 9. Heavy Metal Contents of Poster Color叫

Color Maker Pb Cr As Mn Zn Fe Cu 
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) 

Green N ND ND ND 5.8 5.4 61. 3 0.10* 

Blue N ND 15.0 ND 9.0 2.7 383.0 350.0 

Purple N ND ND ND 4.9 30.5 0.14* 10.6 

Vermilion N 15.8 0.52* ND 5.8 13.8 159.1 ND 

Red N ND ND ND 5.8 1. 52* 198.0 ND 

Yellow N ND ND ND 5.8 16.8 688.0 9.1 

Yellow ocher N ND 42.5 61. 5 30.0 23.1 5.63* 10.6 

羽Thit巴 N ND 5.2 32.5 6.5 11. 0 40.3 ND 

Brown N 34.3 22.5 24.5 46.8 40.7 6.88* 18.4 

Black N ND 596.1 ND ND 7.2 ND 0.37* 

a) Cd and Ni were not d巴tectedfrom any of the samples. 

* : The mark represents the unit of percent (%). 

12)松本十九:新塗料辞典，第1版， 1979，技報堂，東

京

13) Hueper， W. C. and Payne， W. W. : Arch.， En司

viron.， Health， 5， 445， 1962 

ND: not detected. 

14)石館守三:生活環境と発ガン， 152， 1979， 朝倉書

広，東京

15)加須屋実:環境毒性学(上巻)， 1977， 日刊工業新

聞社，東京
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東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Met1・Res.Lab. P.H.， 33， 129-134， 1982 

ブドウl球菌培養液からの簡易・迅速ヱンテロトキシン検出法としての

スライド・逆受身ラテックス撰集反応 (Slide-RPLA)について

新垣正夫穴五十嵐英夫*，藤川 浩*

潮田 弘汽寺山 武**，坂井千三*

Slide Reversed Passive Latex Agglutination (Slide-RPLA) for Simple and 

Rapid Detection of Staphylococcal Enterotoxins A-C in a Culture 

MASAO SHINGAK1*， HIDEO 1GARASH1*， H1ROSH1 FUJIKA羽TA*，

H1ROSH1 USH10DA *， T AKESH1 TERA Y AMA ** and SENZO SAKA1* 

A slide reversed passive latex agglutination (Slide-RPLA) test for the detection of staphylococcal 

enterotoxins in a culture was developed. For the slide-RPLA， specific immunoglobulin against 

staphylococcal enterotoxin A to C were purified from the rabbit hyper immune sera by affinity 

chromatography and coupled to polystylene latex particles respectively. Strains to be tested were 

inoculated into BH1 broth with 5 % rabbit plasma and incubated at 37C for 24 hours. After coagulase 
typing， cultures were allowed to stand for additional 24 hours and assayed for enterotoxins. 

The procedure of the Slide-RPLA are as follows: One drop each of culture is placed in 4 holes 

on the test glass slide， added with 1 drop of polystyrene latex particles suspension sensitized with 

anti A-C immunoglobulins in 3 holes， and the culture in the remaining hole used as a control without 

addition. The slides are rocked， and th巴 resultread one or two minutes later. 

1n this Slide-RPLA， the latex particles coupled with anti A・C immunoglobulins showed a high 

level of specificity and sensitivity against homologus types of purified enterotoxins and cultures of 

toxin producing strains. The minimum detectable amount was 50 ng/ml. Excellent correlation in 

determination of cultures was found between Slide-RPLA and reversed passive hemagglutination 

(RPHA) and reversed passive latex agglutination (RPLA) tests. 

Keywords : Staphylococcus enterotoxin， slide reversed passive latex agglutination， slide-RPLA， latex， 

polystyrene latex particles， immunoglobulin， coagulase typing 

ブドウ球菌食中毒は，喫食後， 2~4時間以内に発症 ジ型別と同時に，エンテロトキシン産生性およびエンテ

するので，他の細菌性食中毒に比較して，原因食品が残 ロトキシン型を知ることが可能であれば，調査の精度を

されていることが多く，これらの食品からェ γテロトキ より高めることができると考えられる.そこでこの目的

シγを直接証明することにより，短時間に本菌食中毒の から，コアグラ{ゼ型別のために調製された試料を用い

診断をすることが可能である.特に近年，食品からのェ て， 1~2分以内にエンテロトキシ γの産生伎とその型

γテロトキシンの簡易・迅速検出法が開発され，本食中 別ができる簡便なスライド・ラテックス凝集反応(以下

毒の早期診断に応用されているト3) Slide-RPLAと略〉について検討した.その結果，この

一方，汚染源の追跡などの疫学調査は，関連材料から 方法が，ブドウ球菌食中毒から分離された黄色ブドウ球

分離された黄色ブドウ球菌のコアグラ{ゼ型別やフア{ 菌のエンテロトキシンの型別法として，十分利用できる

ジ型別を応用することによって行なわれている的. この ことが証明されたので，その成績について報告する.

疫学調査の場合，分離菌株のコアグラーゼ型別やファー 材料および方法

本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 

料開微生物部細菌第二研究科
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ポリスチレンラテックス:Slide-RPLA反応に供試し

たポリスチレンラテ!ヅグス粒子(以下ラテックスと略〉

は，武田薬品工業株式会社より分与された SDL-73(粒

子径 0.35μ〉を用いた.

エンテロトキシンの精製と型特異免疫グロプリンの調

製:精製エンテロトキシンA，B， Cおよび各エンテロ

トキシンの型特異免疫グロプりンは，すでに著者らが報

告している方法により調製した日.

エンテロトキシン特異免疫ゲロプリン感作ラテ'Yクス

の調製:0.25%ラテッグス懸濁液は， 5%ラテックス懸

淘液を， 1/15Mリン酸緩衝・生理食塩液で20倍希釈して

調製した.これに等量の型特異免疫グロプリンの 100μg

/ml溶液を加え，室温で1時間反応させた.この反応、液

は， 4， 000 rpm 10分遠心し，その沈澄を1/15Mリン酸緩

衝・生理食塩液と希釈液 (1/15MPBS : 5 % BSA : 1 

% PVP=200: 40: 1)で各々 1回ずつ遠心により洗浄

した.このように調製したラテックスは，最終濃度0.25

%懸潟液になるように調製し，使用時まで4
0

Cに保存し

た.対照の感作ラテックスは，ウサギ正常血清から作製

したウサギ正常7ーグロプリンを前述の方法に従って調

製した.

被検菌の抗原液の調製:今回型別に用いた黄色ブドウ

球菌の供試菌株数は254株である.これらの菌株は，ブ

ドウ球菌食中毒の推定原因食品，吐物，ふん便，拭取り

などの検査材料から MSEY寒天平板6)を用いて分離し

た. 供試菌株は， 約 3mlの 5%ウサギ血疑加 Brain

Heart Infusion broth (Difco)に接種し， 24時間静置

猪養後，潮悶らわの方法でコアグラーゼ型別を行なった.

残りの試料をそのまま室温，または3TCにさらに1日放

置して，析出したフィプリンが菌体と共に自然に沈澱し

た状態の上清を Slide-RPLA法の試料として用いた.

スライド・ラテγクス凝集反応:Slide-RPLAに用い

るスライドグラスは，血清反応用に用いられている六穴

のガラス板を用いた.このガラス板のホールに毛細キャ

ピラ{ルを用いて，沈澱したフィプリンが巻き上がらな

いように静かに試料の上清をすいとり，ガラス板の4穴

にそれぞれ1滴ずつ滴下じた.続いて，エンテロトキシ

ンA，B， Cの型特異免疫グロブリシ感作ラテッ Pス懸

濁液と，ウサギ正常血清 r~グロブリ γ感作ラテッ F ス懸

濁液をそれぞれ1滴加え，ガラス板を前後左右に傾けて

良く混和して反応させた.肉眼で 1~2分以内に生じた

凝集塊を観察した.菌株のエンテロトキシン型は，凝集

したラテックスに感{乍した免疫グロプリンのェγテロト

キシγ型より決定した.ェγテロトキシン型が決定され

た分離菌株からのエンテロトキシン産生量は， 試料を

Slide-RPLA法用の希釈液で2倍連続希釈を行なった.

各希釈された試料と決定されたエンテロトキシン型の免

疫グロプリンを感作したラテックスとの Slide-RPLA

反応を行ない，凝集塊を形成した最大希釈倍数と Slide-

RPLA法の最小検出量から算出した.

RPHAおよび RPLA法:Slide-RPLA法に用いた

同じ試料を 14，000rpmで20分間遠心し，上清を分離し

た. この上清に，チメロサ{ノレを約1/10，000倍量に加え

て， RPHA法2)とRPLA法3)によるエンテロトキシン

の検出の試料とした.

成績

Slide-RPLA法の型特異性と検出感度の検討:Table 

lに，精製エンテロトキシンA，B， Cを用いて Slide-

RPLA法の型特異性と最小検出量を検討した成績を示

した.各エンテロトキシン型の免疫グロプリンを感作し

たラテックスは，それぞれ対応するエンテロトキシ γと

のみ反応し，その型特異性が確認された.またエンテロ

トキシシ A， BおよびCの 1，OOOng， 100ng， 50ng， 

25ng， 12.5ng/ml溶液に対して，各エンテロトキシン型

の感作ラテヅクスは，それぞれ対応するエンテロトキシ

γ50ng/ml溶液まで凝集が認められた.このことから，

Slide-RPLA法の最小検出量は， 約 50ng/mlであると

推察された.

Slide-RPLA j去と RPHAおよびRPLA法によるエン

テロトキシン型別の相関性の検討:Slide-RPLA法を用

いて菌株の型別を行なう手始めとして，すでに食品およ

Table 1. Specificity and Sensitivity of Slide-
RPLA Test against Purified 
Enterotoxins A-C 

Concentration of Enterotoxin Lat 
Enterotoxin∞uJL(ng/ml) 

lth: μ1， 000 100 50 25 12. 5 

Anti-A 耐廿+

Ent. A Anti-B -

Anti-C -

Anti-A 

Ent. B Anti-B 榊 十ト + 
Anti-C -

Anti-A -

Ent. C Ariti-B ー

Anti-C 十社 十十 + 



び菌株からのエンテロトキシγ型別に実用化されている

RPHA法および RPLA法との相関性を検討した.

Table 2にその成績を示した.ブドウ球菌食中毒から分

離した黄色ブドウ球菌22株を選び，それぞれの菌株のエ

γテロトキシγ産生性を Slide-RPLA法， RPHAおよ

び RPLA法で比較検討した.その結果， Table 2に示

したように， 17菌株中 Slide-RPLA法で型別された菌

株のエンテロトキシン型は， A型が9株， B型が2株，

C型が2株， A十B型が4株で 5菌株についてはェγ

テロトキシン産生性が認められなかった. また RPHA

法および RPLA法で， 22商株のエンテロトキシン産生

性を検討した結果， 19菌株からェンテロトキシン産生が

確認、されたが 3菌株はこの両方法によってもエンテロ

トキシン庭生がみられなかった. RPHA法や RPLA

法でエンテ戸トキシンが検出されて， Slide-RPLA法で

は検出できなかった2菌株のェγテロトキシ γの産生量

は， Slide-RPLA法の検出限界以下の 10ng/mlであっ

た.

次に， Slide-RPLA法でェγテロトキシンの検出を行

なった22菌株のエンテロトキシν産生量について， Slide 

-RPLA法とRPHA法やRPLA法の相関性を検討した.

その結果， Slide-RPLA法で求めた産生量と RPHA 

法および RPLA法で求めた産生量の聞の相関係数は，

0.983および0.953でそれぞれの方法で求めた産生量の

関には高い相関が認められた.

各種食中毒検査材料から分離された菌株のエンテ口卜

キシン型別:1981年に東京都内で発生したブドウ球菌食

中毒のうちから15事例jを選び，各事例の種々の検査材料

136件から分離された黄色ブドウ球菌254株について，エ
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Comparison of Slide-RPLA， RPHA 
and RPLA for the Detection of 

Enterotoxins from Culture of 

s.taρhylococcus aureus 

Slide-RPLA RPHA RPLA Cult 

No. Enterotoxin Enterotoxin Enterotoxin 

ABC  ABC  ABC  

33， 1982 

Table 2. 

年報衛研京東
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Enterotoxins Produced by Stathylococcus aureus Isolated from Food Poisoning Outbreaks Table 3. 
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Relationships between Coagulase Typ巴 andEnterotoxin Type with S!ide-RPLA 

of Staρhylococcus aureus Iso!ated frorn Food Poisoning Outbreaks 
Table 4. 

Enterotoxin 
type 
(iso!ates) 
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type 
(iso!ates) 
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ンテロトキシγ産生性を Slide-RPLA法で検討した成

績をTable3に示した.その結果， 254株のうち 199株

(78.3%)からエシテロトキシ γが検出された.そのエ

シテロトキシ γ型は， A型が最も多く， 199株中 123株

(61. 8%)であった. B型は35株 07.6%)，A十C型は

10株 (5.0%)であった.254株中55株は， Slid巴-RPLA

法でエンテロトキシンを検出することができなかった.

しかしながら，そのうちの29株は， RPLA法によってエ

れたが， Slide-RPLA法では，ェγテロトキシンは検

出されなかった.この分離菌株について RPHA法と

RPLA法でェγテロトキシン産生性を検討した結果，

エシテロトキシγAが検出された.その産生量は，10ng/

ml以下の低い産生量であった. この事例はこのことを

裏付けるように，喫食者の多い割には，患者数の少ない

事件であった.

考 察

ンテロトキシシの産生が確認されたが， Slide-RPLA法 今日までブドウ球菌食中毒の原因食品から，ェンテロ

の検出限界以下の産生量であった。 トキシγを検出するために，種々の免疫学的な方法が開

各事例ごとの個々の検査材料から分離された菌株のコ 発されている1) 箸者らは簡易・迅速なエンテロトキシ

アゲラーゼ型とエンテロトキシン型の関連性 Table4 γの検出法として， RPHA法2)や RPLA法3川を検討

に，今回対象にした15事例について，各事例ごとに各々 し，その有用性について報告してきた.

の検査材料から分離された菌株のコアグラーゼ型とエン しかしながら，ブドウ球菌の日常検査において，本菌

テロトキシン裂の成績を示した.ほとんどの事例におい 食中毒の推定原因食品からエンテロトキシンが検出され

て，各検査材料から分離された菌株のコアグラ{ゼ型が る例は，比較的少なく，多くの事例では，疫学的調査と

一致している場合には，エンテロトキシγ型も一致して 種々の検査材料から分離される黄色ブドウ球菌のコアグ

同一型であることが示された. ラーゼ型別等によって推定される.さらに，分離菌株の

事例9の場合は，アイスクリームが原因食品であると エンテロトキシン産生能を調べるためには，分離菌株を

推定された大変めずらしい事件であった.本事例の各種 BHI brothに培養し， その婿養上清からエンテロトキ

検査材料から分離された菌株のコアグラ{ゼ型は， II， シンの検出を行なっている.

m， v， VlIと多彩であった.そこで Slide-RPLA法で そこで，私どもは，分離菌株のエンテロトキシン産生

これらの分離菌株のエンテロトキシン産生を検討した結 性をもっと簡易に試験するための方法について検討して

果，コアグラーゼE型の分離菌株は，すべてエンテロト いる.当研究所では，ブドウ球菌食中毒から分離される

キシγBを産生した.このような理由から， この事例 菌株は，ほとんどすべて疫学調査のために，コアグラー

は，コアグラーゼH型で，エンテロトキシYB産生菌に ゼ型別を行なっている.このコアグラ{ゼ型別は，分離

よる黄色ブドウ球菌によるものと判定された. 菌株を5%ウサギ血祭加 BHIbrothで暗養した培養液

事例6は，幕の内弁当が原因食品とされた事例である について行なわれている.このコアグラーゼ型別で、残つ

が，原因食品からはコアグラ{ゼ羽型とE型の黄色ブド た培養液そのものを用いて，スライドガラス板上で逆受

ウ球菌が検出された.エシテロトキシン型をみると，VlI 身ラテックス凝集反応を行なおうというのが，今回の自

型菌もE裂菌もエンテロトキシンAを産生した.しかし 的であった.

拭取り材料や患者のふん便からは，コアグラーゼW型菌 コアグラーゼ型別用の培養液で Slide-RPLA反応を

でエシテロトキシγAを産生する黄色ブドウ球菌が検出 行なうと，供試した各型特異免疫グロプリンを感作した

されているので，この事例はコアグラーゼW型で，ェγ ラテックスが凝集し，エンテロトキシン型別をすること

テロトキシγA産生菌によるものと判定された. は不可能であった.その理由は，ほとんどの黄色ブドウ

事例U14の場合は，原閤食品を特定することができなか 球菌は，プロテイ γAを産生し，感作ラテックスの免疫

った事例で、あった.原因食品から分離された黄色ブドウ グロブリ γと反応するためと考えられる.

球菌15株は，すべてコアグラーゼW型であった.しかし しかしながら，コアグラ{ゼ型別で残った培養液を室

エンテロトキジン型をみると， 11株はAを産生し， 4株 温に1日またはそれ以上放置した上清について， Slide-

はC産生菌であった.拭取り材料から分離された10株 RPLA反応を行なうと，対応する型特異免疫グロブリ

は，すべてコアグラーゼW型でA産生菌であったことか γを感作したラテックスのみが 1~2分以内に特異的に

ら，本事例はコアグラ{ゼW型のェγテロトキシシA産 凝集塊を形成し，エシテロトキシγ型別ができることが

生菌によるものと判定された. 証明された.また， Slide-RPLA法に用いたと同じ試料

事例12は，コアグラーゼE型菌による食中毒と推定さ の遠心上清について， RPHA法と RPLA法でエンテロ
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トキシン産生性を検討すると， Slide-RPLA法の最小検

出感度が RPLA法および RPHA法に比べて，約50倍

低いことが明らかになったが，それぞれの方法との間に

は，高い相関があることが証明された.

1日またはそれ以上放置したコアグラ{ゼ型別用の培

養上清が Slide-RPLA法で非特呉凝集反応を起こさな

い理由は明らかでないが，次のように考えることができ

る. コアグラーゼ型別用の培養液には，ウサギ血援が5

%含有しており，この血撲が培養中に産生された感作ラ

テッグスと非特異凝集を起こす物質を不活化しているも

のと推察される.

以上のように， Slide-RPLA法は，ブドウ球菌食中毒

の各種検査材料から分離される菌株の疫学調査のために

行なっているコアグラ{ゼ型別の橋養液から，エンテロ

トキシン型別ができることが証明された. Slide-RPLA 

法に使用するエシテロトキシン型特異免疫グロプリン感

作ラテックスが市販されれば，多くの検査機関でブドウ

球菌食中毒の日常検査に，これまでのコアグラーゼ型別

にエンテロトキシン型別が加味されるので，疫学的調査

の精度がさらに向上するものと考えられる.

結論

ブドウ球菌食中毒の種々の検査材料から分離される菌

株から，ブドウ球菌ェγテロトキシン産生性を簡易・迅

速に調べるための，スライド・逆受身ラテックス凝集反

応、 (Slide-RPLA)について検討した.

各々の型特異免疫グロプリンを感作したラテックス懸

濁液は，績製エンテロトキシン A，B， C との Slide-

RPLA反応において， その型特異性が認められた.そ

の最小検出感度は，各ェγテロトキシγ型とも約 50ng/

mlであった. 検出までの反応時聞は 1~2分以内であ

った.

本法のための特別な試料の調製法は必要とせず，ブド

ウ球菌食中毒の関連材料から検出された分離菌株を，疫

学的調査を行なうために5%ウサギ血竣加 BHIbroth 

に培養し，コアグラーゼ型別を行なった後，さらに室温

で1日放置したそのものより直接 Slide-RPLA法によ

ってェγテロトキシン型別を行なうことができる.その

ため，遠心操作等を必要とせずに簡易にエンテロトキシ

ン型別を行なうことができる.

食中毒由来の 22株のエンテロトキシソ産生性を，

Slide-RPLA法と，マイクロタイタ{法である RPHA

および RPLA法で検討を行なし、，それぞれの相関性を

調べた結果，いずれも高い相関が認められた.

ブドウ球菌食中毒15事例jから分離された策色ブドウ球

菌254株のエンテロトキシン産生性を Slide-RPLA法で

検討した結果， 199株からエンテロトキシンが検出され

た.55株からは，検出されなかった.55株のうち29株は

RPLA法によってエンテロトキシ γの産生が認められ

たが，これら29株のエンテロトキシン産生量は， Slide-

RPLA法の検出限界以下であった.

この Slide-RPLA法は，ブドウ球菌食中毒の分離菌

株のコアグラーゼ型とエンテロトキシン型を同時に知る

ことができるので，より精度の高い疫学調査ができるこ

とが明らかになった.
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各種市販食品，健康人皮膚および電車つり輸からの表皮ブドウ球菌の検出と

分離菌株の生化学的性状およびファージ感受性

減j 回 弘汽五十嵐英夫*，新垣正夫*，藤川 浩六坂井千=*

Surveys on the Incidence of 8tαr.phylococcus epidermidis in 

Commercial Foods， Healthy Human Skins and Straps in 

Electric Train， and Characteristics of their Isolates 

HIROSHI USHIODA*， HIDEO IGARASHI*， MASAO SHINGAKI*， 

HIROSHI FUJIKA羽TA* and SENZO SAKAI* 

During the period from ]anuary 1979 through December 1980， bacteriological examination was 

carried out using the total of 3，499 samples of comm巴rcialfoods sold in Tokyo; sandwiches， 610; 

]apanese box lunch， 595; soybean curd， 593; cakes， 497; boi1ed noodles， 415; salad， 334; ]apanese 

cakes， 247; and rice balls， 208. 

Fifty (24.0%) of rice ball samples， 97 (16.3%) box lunches， 47 (14.7%) salad， 73 (12.0%) 

sandwiches， 26 (10.5%) ]apanese cakes， 18 (3.6%) cakes， 14 (3.4%) boi1ed noodles and 6 (1.0%) 

soybean curd were found to be contaminated with Staphylococcus eρidermidis. It was particularly 

noted that rice ball and ]apanese box lunches were highly contaminated by the organism. These 

results agreed precisely with the first and second of incriminated foods in staphylococcal food poison-

ing outbreaks during 1967-1976 in Tokyo. 

On the other hand， S. eρidermidis was isolated from 93 (38.8%) out of 240 swabs of healthy 

human skin and 82 (74.5%) out of 110 swabs taken from the hand straps in巴!日ctrictrains. 

A total of 250 strains of S. eρidermidis was obtained from various commercial foods， healthy 

human skins and straps in electric trains， and they were tested biochemically and in respect of their 

sensitivity to phages (Pulver巴r'typing phages). Th巴 resultsin all the three categories of source were 

approximately the same. 

The above results suggest the importance to devise counter measures against possible staphylococcal 

food poisoning due to thes巴 contaminatedfoods which are handled directly by hands. 

Keywords : Staphylococcus eρidermidis， commercial foods， bacterial contamination， healthy human skin， 

Straps， N唱irimeshi(rice ball)， ] apanes巴 boxLunches 

緒 4言・
国

近年，食品添加物，特に殺菌剤， 保存料などの規制1)

にともない，食品の細菌汚染および菌の増殖防止が改め

て食品衛生の微生物面での重要な課題となっており，そ

の対策が種々検討されてきている2-10)

食品衛生における細菌の分野は，その品質管理に関す

る商と，食品を介して起こる消化器系伝染病や細菌性食

中毒に関する面とがあるが，とくに後者の予防が食品衛

生上極めて重要である.

一方，食品の細菌学的検査に必要な培地および試薬類

の開発，さらに検査技術の進歩は極めて著しい. しか

し，食品中の病原細菌の検索は，それぞれの菌に適した

各種分離培地あるいは確認培地を必要とし，大変な手数

がかかる上に，既知病原菌が検出されないと云って，安

全な食品であるとは一概にいえない.

現在，わが国における食品衛生上の細菌学的検査の対

象は，通常，汚染指標菌としての一般生菌数および大腸

菌群(数〉である.これら両者の検査結果は，ある程度

*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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食品の衛生的評価の基準となることは事実であろう.し

かし，これらの汚染指標菌については，学問的にはまだ

多くの疑義があると云えよう.

そこで今回は，直接手で触れる食品の汚染指標菌と考

えられる表皮ブドウ球菌をとり上げ，各種市販食品の汚

染の実態調査を行なうとともに，健康人皮膚およびヒト

の手指の最も触れ易い環境から本菌を検出し，検出菌の

生化学的性状，ブァージ感受性などにより，食品汚染と

の関連性を検討したので報告する.

材料および方法

1. 調査対象

1)市販食品・ 1979年 1 月 ~1980年12月の 2 年聞に食品

の細菌検査のため当所に送付された調理パン 610件，弁

当類595件，豆腐593件，洋菓子497件，ゆでめん類415

件，サラダ334件，和菓子247件およびにぎりめし208件，

計3，499件を対象とした.

2)健康人皮膚 :T大学学生240名の皮膚拭取り材料240

件を対象とした.

3)電車つり輪:電車つり輸拭取り材料110件を対象と

した.

2. 表皮ブドウ球菌の分離培養法

1)市販食品:食品 10gを秤量し，これに滅菌10%ブイ

ヨン加生理食塩液を 90ml加え， 10%乳剤とした.この

乳剤のO.lmlを， 3%に卵黄を加えたマンニット食塩寒

天平板11) (以下 MSEY平板と略す〉に注加し，コンラ

ージ惨でj者地全面に塗抹し，3TC48時間培養した.卵黄

反応陰性で，マンニット非分解の白色，光沢ある集落を

対象にコアグラーゼ試験を行ない，コアグラーゼ陰性で

グラム陽性の球菌を暫定的に表皮ブドウ球菌とし，カシ

トン (Difco)を用いた半流動培地に穿刺培養し，室温で

保存した.

2)健康人皮脂:滅菌生理食塩液で湿らせた滅菌ガ{ゼ

で，健康人の顔面，首すじなどを拭取り， MSEY平板

で分離培養を行ない，前記同様に簡易同定し，菌株を保

存した.

3)電車つり輪・滅菌生理食塩液で湿らせた滅菌ガーゼ

で，電車つり輸を拭取り， MSEY平板で分離培養を行

ない，発育した集落について前記同様に簡易同定を行な

い，菌株を保存した.

3. 供試菌株

各種市販食品由来表皮ブドウ球菌75株，健康人皮膚由

来93株および電車つり輪由来82株，計250株である.

4. 生化学的性状試験

1)ブドウ糖発酵試験:簡易同定により，表皮ブドウ球

菌とした供試菌について， GF培地12)を用いて，3TC 

3日間培養し，培地全層に菌の発育が認められ，糖分解

により黄変したものをブドウ糖発酵陽性と L，これを
Coagulase Negative Staphylococci (CNS)とした.

また，培地表層にのみ菌の発育， pHの変動のみられ

たものをブドウ糖発酵陰性とし，これをミクロコックス

とした.ブドウ糖発酵性の有無を明確にした上で，それ

ぞれの菌株について，各種生化学的性状を調べた.

2)コアグラーゼ産生:試験管法および平板法により行

なった.

3)核酸分解酵素産生・市販の DNA培地(栄研〉によ

った.

4)卵黄反応:MSEY平板叩によった.
5)ノボピオシシ感受性 Berge)九 manual(8Ih)13) 

に準じ， 0.6および2.0μg/mlの2濃度について調べた.

6)VP反応:市販のVP半流動培地(栄研〉によった.

7)糖分解・マンニット，ラクトース，マルトース， ト

レハロ{スなどの糖分解試験は，パノレジコー府地によっ

た.

8)フォスファターゼ産生.市販のPP寒天培地(栄研〉

によった.

9) Tween分解性:Tween (20， 40， 60， 80)分解性は

Sierra山の方法によった.

10)リゾチーム産生:樫葉ら15)の方法によった.

11)アルギニン分解性:Mollerの方法によった.

12)溶血性:ヒト，ウサギ， ヒツジおよびウシの赤血球

溶血性は， 2%血球寒天平板を用いて行なった.

13)ゼラチナーゼ産生:市販の普通寒天府地〔ニッスイ〉

に3%にゼラチンを加えたものを用いて行なった.

14)フィブリノリジ γ産生・市販の普通寒天培地(ニツ

スイ〉にウサギ無菌プラズマを20%に加えたものを用

い，微生物検査必携16)に準じて行なった.

15)プロテアーゼ産生:市販の普通寒天J者地(ニッスイ〉

にスキンミノレクを5%に加えたものを用いて行なった.

5. ファージ型別法
1)使用ファージ:Pulvererら17)の表皮ブドウ球菌型別

用ファージ(Ph5， Ph 6， Ph 9， Ph 10， Ph 12， Ph 13， 

Ph 14， Ph 15， Ph 16， U 4， U 14， U 15， U 16， U 20， 

U46) 15種を用いた.

2)型別法 1RTDのプア{ジ液を使用し，件以上の

溶菌と判定されたものを溶菌パターンとして以下の方法

により集計した.

3)型別基準:溶菌の組合せによるファージ型別基準は

次の通りとした.
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1 l斧は，すべてのファージによる溶菌を認めたもの. の検出状況を Table3に示した.にぎりめしは表皮ブド

H群は， Ph 5， Ph 9， Ph 10， Ph 12， Ph 13， U 4， ウ球菌の検出率が最も高かった食品である.表皮ブドウ

U 14， U 15， U 16， U 46のうち4種以上溶菌を認めた 球菌が 102~104jg 検出された 50件の一般生菌数は， 102 

もの ~106jg の範囲であり， 東京都の食品衛生指導基準(ー

E群は，上記以外の組合せによる溶菌を認めたもの. 般生菌数10万jg以下〉をこえるものが50件中18件(36.0

型別不能は，すべてのファージによる溶菌が認められ %)も存在した.また，一般生菌数103~106jg の範聞の

なかったもの.

成績

1. 市販食品からの表皮ブドウ球菌検出

各種市販食品からの表皮ブドウ球菌検出率を Table1 

に示した.にぎりめし208件中50件 (24.09めから本菌

が検出され，本調査の市販食品8品目中最も高い検出率

であった.表中に弁当類として記載した食品は，仕出し

弁当の外，いなりずし，焼そば，弁当副食類などで 595

件中97件 (16.3~引が陽性，サラダ 334 件中47件 (14.7

%)，調理パン610件中73件 (12.0%)，和菓子247件中26

件(10.5%)，洋菓子497件中18件 (3.6%)，めん類415

件中14件 (3.4%)および豆腐593件中6件(1.0%)が

陽性であった.にぎりめし，弁当類などが表皮ブドウ球

菌により高率に汚染されていることが明らかにされた.

2. 健康人および電車つり輸からの表皮ブドウ球菌

検出

Table 1. Detection and Incidence of Stathylococcus 
eρidermidis from Commercial Foods 

(1979. 1.--1980.12.) 

Foods 

Nigirimeshi (rice ball) 

Luncheon with rice 

Salads 

Sandwiches 

J apanese cakes 
Cakes 

Boiled noodles 

Soybean curds 

Total 

No.of f，. eρidermidis 
tested N0.of positlve 

(%) 

208 50(24.0) 

595 97(16.3) 

334 47(14.7) 

610 73(12.0) 

247 26(10.5) 

497 18( 3.6) 

415 14( 3.4) 

593 6( 1. 0) 

3，499 331( 9.5) 

健康人皮膚および電車つり輸の拭取り材料からの表皮 Table 2. Detection and Incidence of Staρhylococcus 

ブドウ球菌検出率を Table2に示した.健康人皮膚240 eρidermidis from Healthy Human Skins 

件中93件 (38.8%)，電車つり輸では110件中82件 (74.5 and Straps in Electric Train 

%)が陽性で，前記食品類に比べ高い検出率であった.

3. 表皮ブドウ球菌数と一般生菌数との関係および

その他の細菌の検出状況

表皮ブドウ球菌の検出されたにぎりめしにおける表皮

ブドウ球菌数と一般生菌数との関係およびその他の細菌

Source 

Healthy human skins 

Straps in electric train 

No. of ~;eρtdfffmidis 
No.ofロsittestEd y 

C;;:'LC;U 

(広〉

240 

110 

93(38.8) 

82(74.5) 

Table 3. Correlation between Staρhylococcus eρidermidis Counts and Standard Plate Counts， 
and Incidence of the Other Bacteria in Nigirimeshi contaminated with S. eρidermidis 

一一一一一一一一一一一一一一 一一一一一

S.eρidermi・disjO.1g Total 
S E. B. 

101 102 103 aureus coli cereus . 
101 

102 2 2 

103 9 2 11 3 1 

Standard plate countsjg 10' 14 5 19 1 1 

105 7 3 1 11 4 1 1 

106 2 5 7 3 1 3 

107 

Total (%) 34(68) 15(30) 1(2) 50(100) 11(22) 2(4) 6(12) 
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Table 4. Correlation between Staρhylococcus etidermidis Counts and. Coli-form Counts， and 
lncidence of the Other Bact<，;ria in Nigirimeshi contaminated with S. eρidermidis 

S. eρidermidis/0.1g Total S. 
E; 

coli 
B. 

101 102 103 auγeus cereus 

。 4 2 

<10 14 1 

Coli-form counts/ g 
101 5 7 

102 7 3 

103 2 2 

10' 2 

Total (%) 34(68) 15(30) 

48件から黄色ブドウ球菌(以下 S.aureusと記す〉が

11件 (22.9%)と高率に検出され，この三者の聞に関連

性が認められた.また，大腸菌(以下 E.coliと記す〉

およびセレウス菌(以下B.cereusと記す〉は，それぞ

れ2件 6件検出され， 表皮ブドウ球菌汚染と E.coli 

および B.cel-eusの検出にも関連性が認められた.

4. 表皮ブドウ球菌数と大腸菌群数との関係および

その他の細菌の検出状況

表皮ブドウ球菌の検出されたにぎりめしにおける表皮

ブドウ球菌数と大腸菌群数との関係およびその他の細菌

の検出状況をTable4に示した.大腸菌群数はo~10'/g 
の範囲で検出され，表皮ブドウ球菌の検出されたにぎり

めしの88%から大腸菌群が検出された.また，S. aureus 

の検出された 11件中8件 (72.7 ~めからは大腸菌群が

102/g以上検出されており， 表皮ブドウ球菌数，大腸菌

群数および S.aureus汚染の関連性が認められた.

しかしながら，B. cereusの検出されたものと大腸菌

群数との聞に関連性は認められなかった.

5. ブドウ糖発酵能

簡易同定法では，表皮ブドウ球菌との鑑別が難しいミ

クロコッカスが混在していると考えられるため，市販食

品，健康人皮脂・および電車つり輸由来表皮ブドウ球菌の

ブドウ糖発酵能を調べた結果を Table5に示した.市販

食品由来株75株中29株 (38.7%)，健康人皮膚由来株93

株中76株 (81.7%)および電車つり輪由来株82株中59株

(72.0%)がブドウ糖発酵能を有した(以下GF(+)菌

と記す).市販食品由来株の約60%がブドウ糖非発酵菌

(GF(ー〉菌と記す〉であった. GF(+)菌を CNSと

し， GF(ー〉菌をミクロコッカスとして，さらに詳しく

生化学的性状を調べた.

6. 生化学的性状

市販食品，健康人皮膚および電車つり輸由来 CNS株

6 1 

15 2 1 

12 1 2 

1 11 5 1 2 

4 2 

2 l l 

1(2) 50(100) 11(22) 2(4) 6(12) 

Table 5. Glucose Fermentation of Isolates of 

Stathylococcus etidermidis isolated 
from Commercial Foods， Healthy 
Human Skins and Straps in Electric 

Train 

Source 

Glucose fermentation 
No.of No.of No.of 
tested positive negative 

く%)く%)

Commercial foods 75 29(38.7) 46(61. 3) 

Healthy human skins 93 76(81. 7) 17(18.3) 

Straps in electric train 82 59σ2.0) 23(28.0) 

Total 250 164(65.6)* 86(34.4)** 

* : Coagulase Negative Staphylococci， 
** : Micrococcus 

164株の生化学的性状を検討した成績を Tabl巴6に示し

た.核酸分解酵素(以下 DNaseと記す〕産生株は市販

食品由来株29株中 8株 (27.6%)および健康人皮膚由来

株76株中16株 (21.1%)とほぼ同率であるのに対し，電

車つり輸由来株は59株中46株 (78.0%)と極めて高い値

を示した.

ノボピオシン感受性は，健康人皮膚由来株に耐性株が

2株みられたが，他はすべて感受性であった.

VP反応および糖分解は全由来株を通して著明な差は

認められなかった.

フォスファターゼ庭生性は，食品由来株が29株中17株

(58.6%)であったが，健康人皮膚由来株84.2%および

電車つり輸由来株91.5%と高い値を示した.

ヒト，ウサギ，ヒツジおよびウシ赤血球の溶血性を検

討した結果，食品由来株のウサギ赤血球溶血性は44.8%

であったが，他の由来株は80%以上の溶血性を示した.

F溶血毒産生株は，いずれの由来株にも，まったく認
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Table 6. Biochemical Characteristics of Isolates 

of Coagulase Negative Staphylococci 

isolated from Commercia! Foods， Hea!圃
thy Human Skins and Straps in Electric 

Train 

Source Foods Skins Straps 
No. of tested n=29 n=76 n=59 

No. of No. of No. of 
Characteristics poslIlve posltlve poslIlve 

く%) く%) (%) 

Coaglllase 。 。 。
DNase 8(27.6) 16(21.1) 46(78.0) 

Egg-yolk factor 。 。 。
Sensitivity to NB* R **0 2( 2.6) 。
Acetoin 24(82.8) 76 (100) 57(96.6) 

乱1annitol 1( 3.4) 2( 2.6) 2( 3.4) 

Lactose 21(72.4) 50(65.8) 42(71.2) 

Maltose 26(89.7) 75(98.7) 59 (100) 

Trehalose 10(34.5) 4( 5.3) 3( 5.1) 

Phosphatase 17(58.6) 64(84.2) 54(91.5) 

Tween 20 25(86.2) 73(96.1) 55(93.2) 

" 40 20(68.9) 69(90.8) 53(89.8) 

" 60 23(79.3) 66(86.8) 53(89.8) 

" 80 18(62.1) 52(68.4) 48(81.4) 

Lysozyme 。 。 。
Arginine 25(86.2) 72(94.7) 51(86.2) 

Hemolysis 

Hllman 18(62.1) 57(75.0) 50(84.7) erythrocytes 

Rabbit " 13(44.8) 67(88.2) 51(86.4) 
Sheep " 。 。 。
Bovine " 4(13.8) 18(23.7) 6(10.2) 

Gelatinase 15(51.7) 43(56.6) 26(44.1) 

Fibrinolysin 3(10.3) 18(23.7) 5( 8.5) 

Protease 7(24.1) 29(38.2) 15(25.4) 

* : Novobiocin，料:Resistance 

康人皮膚由来株では76株中68株 (89.5男のおよび電車つ

り輪由来株は59株中53株 (89.8%)と，食品由来株とは

わずかな違いが認められた.

8. フ7ージ感受性

Dr. Pulvererから分与を受けた表皮ブドウ球菌型別用

ファージ15種を用いて，市販食品，健康人皮膚および電

車つり輪由来 CNS株のファージ型別を行なった結果を

Table 8，9に示した.Table 8は，食品由来株の溶菌パ

ターンを示したものである.使用フア{ジ15種のすべて

に感受性を示す I群菌は，健康人皮膚由来株に 3株およ

び電車つり輪由来株に1株のみであった.型別株の多く

は，ファージE群菌であり，菌株由来による溶菌パター

ンの片寄りは特に認められなかった.

菌株由来株別に各ファージ群の型別率をまとめて

Table 9に示した.型別率は健康人皮膚由来株47.7%，

電車つり輸由来株では44.1%であったが，市販食品由来

株の場合は， 29株中8株 (27.6%)と型別率が低かっ

た.

考察

近年，保存料料殺菌菌-剤の規制

理および細E菌音f性生食中毒予防の商から，食品への細菌の汚

染防止はもちろん，食品中での汚染菌増殖抑制あるいは

その除菌方法などが種々検討されてきているト10)

生肉のサルモネラ汚染18)や魚介類の腸炎ピプリオ汚

染19)のように，すでに食品原料が食中毒菌に汚染されて

いる場合は，食品中での菌の増殖抑制あるいは除菌と，

他の食品への二次汚染防止が食中毒予防の最も基本的な

対策と言えよう.しかし，健康人あるいは自然界に分布

の広い黄色ブドウ球菌などによる食中毒の予防対策で

は，食品への汚染がどのような経路で起こるのかを明ら

かにすることが大切で、はなかろうか.

食品汚染の媒体としては，手指，調理加工器具，ふき

んおよび調理環境などが考えられるが，今回は，手指に

められなかった. ついて，その指標菌として表皮ブドウ球菌をとり上げて

アルギニン分解性，ゼラチン分解性，フィプリノリジ 検討した.素手での食品取扱いの汚染指標菌と考えられ

ン産生性およびプロテアーゼ産生性は，全由来株を通し る表皮ブドウ球菌について，まず，市販食品における本

てほとんど差が認められなかった. 菌汚染の実態を調査した.市販食品の汚染率の調査で

7. Tween分解性 ι は，推測通り，手指が多く触れると考えられる“にぎり

市販食品，健康人皮膚および電車つり輪由来 CNSの めし"が最も汚染率が高く，ついで弁当類であった.こ

Tween分解性についての成績を Table7にした.供試 の調査の結果は，東京都におけるブドウ球菌食中毒事件

した Tween4種の分解性を 1~16型(パター γ分け〉 の原因食品仰の第1位，第2位とも一致していた.そこ

に分けて示した. 4種すべての Tweenを分解するか， で，表皮ブドウ球菌汚染の認められたにぎりめし，その

いずれか 3 種の Tween を分解する 1~4 型のものが， 他の食品について，表皮ブドウ球菌汚染と一般生菌数と

食品由来株では29株中21株 (72.4%)認められたが，健 の関連性，さらにS.aureus， E. coliおよびB.cereus 
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Table 7. Hydrolysis of Tween with Coagulase Negative Staphylococci isolated from Commercial 

Foods， Healthy Human Skins and Straps in Electric Train 

'-. '~" Pattern I Hyd叫 yS1Spat回 nsof Tween 

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

Tween 20 + + + + + + +一一 + 

" 40 + + +一+一+ + + 一+
"60  + +ー十+ +一+一+一一+一
80 !十一+++ + +一+一一+

F oods 15 4 1 1 1 1 1 2 2 1 
の n= 29 I (52) (14) (3) (3) ( 3) (3) ( 3) (7) ( 7) (3) 

Z Skins .. "" /~I， /!~， / ~， / ~ ， / ~， / ~， / ~ ， / ~， / ~ n =76 (62) (24) (3) (1) (1) (1) (3) (3) (3) 

υStraps 46 7 1 1 
n = 59 I (78) (12) ( 2 ) ( 2 ) ( 2) (5) 

Total 164 I 108 29 3 2 3 2 2 2 2 5 6 
(%) (100) I (66) (18) (2) (1) ( 2) (1) (1) (1) (1) ( 3) (4) 

Table 8. Results of Grouping and Frequency of 

Phage Patterns of Coagulase Negative 

Staphylococci isolated from Commercial 

Foods 

Group Phag巴 Iyticpa ttern No. of 
typed(克〉

(ー〉 。¥
ピ¥

E Ph5/Ph9/Ph12/U15 1 (3.4) 

E Ph9 1 

Ph15 1 

U6 1 

Ph9/Ph10/Ph13/U16/U20 1(24.1) 

UPh155//PUh196//PUh210 0/Ph12/ 1 

pUh154//PUh195//PUh1160//UP2h0 12/Ph13/ 1 

UPh45//UP 1h49//UP1h51/0U/2P0h/1U24/6 Ph13/ 1 

Not typable 21(72.4) 

Total 29(100) 

汚染との関係を検討した結果，これらの菌汚染と表皮

ブドウ球菌汚染は明らかに関連性が認められた.また，

表皮ブドウ球菌汚染と大腸菌群(数〉汚染ならびに S.

aureus， E. coli， B. cereus汚染との関連性についても検

討した.その結果，表皮ブドウ球菌汚染の認められるもの

の約90%は大腸菌群に汚染されており，S. aureusの検

出されたものも全て大腸菌群陽性であった.しかしなが

ら，B. cereus汚染と大腸菌群(数〉との聞には著者ら

の既報21)と同様に関連性は認められなかった.

簡易問定法により表皮ブドウ球菌とした菌株には，鑑

別の困難なミクロコッカスが多数混在している22)ので，

ブドウ糖発酵性をGF培地12)を用いて検討した結果，皮

膚由来株では81.7 %，電車つり輪由来株72.0%がGF

(+)株であったが，食品由来株では約60%がGF(ー〉株

であった.今回供試した食品由来株については，分離平

板上で，性状に幅をもたせての菌株採取であるため，あ

る程度予測された結果であるが，食品の本菌汚染調査成

績の率も，これらの点から推して，若干低下するものと

思われた.CNS株とミグロコッカスとしたGF(ー〉株

に分別した上で，さらに各種生化学的性状およびファー

ジ感受性を検討した.DNase産生株は， CNS各由来株

聞に若干の差異が認められた.すなわち，電車つり輪由

来株は， 78. 0%が DNase産生株であったが，食品由来

株 27.6%および皮膚由来株21.1%と低い産生率であっ

た.

他の性状では，食品株のトレハロース分解性，プォス

ブァターゼ産生，ウサギ赤血球溶血性などが，他の由来

株に比して若干違いがみられたが，著明な差ではなかっ

た.

一方， GF(+)株とGF(一〉株では性状に著明な違い

が認められた.本報告では， CNSについて論ずるため

に， ミクロコッカスの性状についてはふれなかったが，

特に Tween分解性には特徴があり，ミクロコッカスとし

たGF(ー〉株を混在したままで集計を行なったならば，

各由来株間に著しい性状の差が生じたであろう.
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Table 9. Results of Phage Typing (Pulverer'15 phages) of Coagulase Negative Staphylococci isolated 

from Commercial Foods， Healthy Human Skins and Straps in Electric Train 

No.of No.of Phage group Not 
Source tくy%pe〉d 

く%H〕 (%E 〕
tyくp%ab〉le 

tested く%)
一一一一一

Commercial foods 29 8(27.6) 。 1(3.4) 7(24.1) 21(72.4) 

Healthy human skins 76 36(47.4) 3(3.9) 2(2.6) 31(40.7) 40(52.6) 

Straps in electric train 59 26(44.1) 1(1. 7) 1(1. 7) 24(40.7) 33(55.9) 

今回の検討では，市販食品から検出された CNSと， %，和菓子10.5%，洋菓子3.6%，ゆでめん類3.4%およ

皮膚および電車つり輪由来 CNSとの聞にはファージ感 び豆腐1.0%であった.

受性も含めて際立った差は認められず，市販食品から検 2. ヒト健常皮膚からの表皮ブドウ球菌検出率は38.8

出された表皮ブドウ球菌に若干由来を異にすると思われ %，電車つり輸からは74.5%であった.

る株が含まれていたが，多くはヒトの手指由来と考えら 3. 食品の表皮ブドウ球菌汚染と一般生菌数および

れるものであった S.aureus汚染とは関連性があり E.coliおよび B.

これまでの検出率および性状などからも明らかなよう cereus汚染とも著明な関連性が認められた.

に，健康人の皮膚や手指には CNSは常在しているが 4. 食品の表皮ブドウ球菌汚染と大腸菌群汚染，およ

食品汚染 CNSは手指からの汚染と考えられ，極めて低 びS.aureus汚染とは関連性が認められたが，B.cereus 

率であった.この CNSの環境抵抗力は菌株保存条件に とは関連性がみられなかった.

おいても弱く 28〉，生体外での生存は極めて弱L、ものと推 5. 簡易同定法により表皮ブドウ球菌とした各由来株

測されることから，手指を介しての食品の細菌汚染の指 のブドウ糖発酵能を調べた結果，食品由来株の38.7%が

標菌として適していると考える.他方，表皮ブドウ球菌 陽性であったが，皮膚由来株では81.7%，電車つり輸出

の検出には黄色ブドウ球菌を対象に作られた現在使用中 来株は72.0%がブドウ糖発酵能を有した，

の分自itJ者地類は適当ではなく，その改良・開発を進めて これらブドウ糖発酵能を有する CNSの生化学的性状

ゆかねばならないと考える. を由来株間で比較した結果 DNase産生株が電車つり

近年における食品の細菌学的検査の方向は， FDA・ 輪由来株に78.0%認められ，食品由来株27.6%および皮

食品微生物試験マニュアノレ24)にみられるごとく，各種病 膚由来株21.1%と違いがみられたが，他の性状では著明

原細菌の検索をはじめ，細菌性毒素や真菌毒の検出も行 な差は認められなかった.

なわれる趨勢にあるかにみえる.しかしながら，病原細 6. ファージ型別を実施した結果，食品由来 CNS株

菌の検索は，それぞれの菌に合わせて，各種分離培地や の27.6%が型別され，皮膚由来株では47.7%および電車

確認培地を用意し，多くの労力が必要である.したがっ つり輸出来株は44.1%の型別率であった.

て，食品衛生における細菌学的検査は，よりよい指標菌 以上の調査成績および分離菌の性状比較成績から，市

の設定と適切な培地類の開発，そして検査の省力化に向 販食品汚染 CNSの多くはヒトの手指由来と考えられ，

けて，基礎的な検討が進められ，簡便な方法で頻繁に製 食品取扱いにおける手指の関わりは，ブドウ球菌食中毒

造工程，製品および流通過程における食品の細菌学的安 発生の大きな要因であることが示唆された.
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稲葉美佐子ペ伊藤

鶏肉中におけQウェルシュ菌の発育とエンテロトキシンの産生

武*，坂井千三*

Growth and Production of Enterotoxin of Clostridium perfringens in Chicken 

MISAKO INABA*， TAKESHI ITOH* and SENZO SAKAI* 

The growth， the sporulation and the enterotoxin production by Clostridium perfringens type A 

in chicken meat under various temperature was determined. 

C.ρerfringens strains NCTC8239， W1415 and W1631 grew at 15-470C， but not at 40C when 103 

-104 cells of the organisms were inoculated into the meat. At 300C the organism proliferated rapidly， 

and at 37-470C these cell counts reached 106 cells/g after 3 hours. Sporulation of these organisms 

occurred at 25-420C， but not at 470C although vegetative growth was observed. 

On the other hand， enterotoxin in chicken was detected at from 250C to 420C parallel to the 
increase in the number of spores. 

When the chicken inoculated with ca. 104 spores/g of NCTC8239 strain was rapidly cooled to 250C 

in 2 hours after heating at 750C for 20 minutes， the growth of the organism was not observed. 

However， when the chicken was slowly cooled to 250C over 6 hours， these organisms reach巴d

the level of 106 cells/g after 5 hours although spore formation and enterotoxin were not detected. 

Keyword自:Clostridiul仰 ρerfringens，spore， enterotoxin， chicken， growth 

緒 言

ウェルシュ菌による食中毒は本菌が大量に増殖した食

品を喫食することによっておこる，いわゆる感染型食中

毒である.従って本食中毒の根本的予防には，食品への

菌の汚染を防止することであるが，本菌は土嬢，下水，

河川，ヒト，家苔などに広範囲に分布しており，食品へ

の汚染を防ぐことは極めて困難である.従って食品中で

の本菌の増殖を防ぐことが予防対策上極めて重要であ

る.特に本菌は，サルモネラや腸炎ピプリオの場合と異

なり加熱調理された食品中でも本菌芽胞が生残し，食品

を放冷，保管する聞に芽胞が発芽，増殖する特徴があ

る.

ウェルシュ菌食中毒の原因食品として鶏肉の調理食品

によるものが多いことから，今回の実験では鶏肉を用い

てウェルシュ菌の増殖態度ならびに鶏肉内でのウ且ノレシ

ュ菌芽胞形成状態およびェγテロトキシンE量生について

検討した.

材料および方法

1. 供試菌株英国の Hobbs博士より分与を受けた

C.ρerfringens NCTC 8239株および東京都内で発生

したウェルシュ菌食中毒の際に息者ふん便から分離され

た C.ρerfringensW 1415株ならびに原因食品由来の

C.ρerfringens W1631株を本実験に用いた. これらの

菌株はし、ずれもエンテロトキシン産生株であり，その芽

胞は 100
0

C1時間の加熱に対して抵抗性を示す“いわゆ

る耐熱性ウェルシュ菌"である.

2. 芽胞液の調整供試菌株をチオグリコレ{ト培地

〈以下 TGCと略す〉に接種し3TC24時間培養後この培

養液を75
0

C20分間加熱処理をし，再度 TGC培地に接種

した.この加熱処理を 4~5 回くり返し行い芽胞形成培

地であるDS培地りに接種して芽胞形成能を高めた菌液

を3TC18~24時間培養した.得られた芽胞数は 105~1O6

Imlで，実験に供するまでー200Cに凍結保存した.

3. 供試食品と芽胞液の接種本実験にはトリのひき

肉〈以下鶏肉と略す〉を用いた.鶏肉にはウェルシュ菌

や他の Clostridium属の汚染が認められたので鶏肉 5g

を試験管に入れ，あらかじめ 121
0

C15分間滅菌した.上

記で調整した芽胞液を750C20分間加熱し，103~104/ml 

の芽胞を直ちに試験管内の鶏肉に接種した.

4. 芽胞を接種した食品の保存条件 (1) 一定温度

*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
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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での保存 ウェノレシュ菌芽胞を接種した鶏肉は4，15， 

25， 30， 37， 42，および4TCの各温度で保存し，一定時

間後における生菌数と芽胞数を測定した (2) 保存

温度を経時的に変化させた場合 芽胞を接種した鶏肉を

低温恒温恒湿器(プラチナスルシファー， P L-3 E型，

田葉井製作所〉内に保存し，次の条件によって温度を降

下させた.a) 75'Cから50'Cに30分で下げ，その後徐々

に6時間で25'Cにした.b) 75'Cから25'Cに12時間で直

線的に降下させた. a)およびb)の条件で一定時間ごと

にウェノレシュ菌数を測定した.

5. ウェルシュ菌生菌数および芽胞数の算定 ウェノレ

シュ菌生菌数は卵黄加CW寒天平板によって算出した.

すなわち供試材料に 0.1%ベプト γ加生理食塩水を等量

に加え乳剤にし，常法に従って十倍段階希釈を行い卵黄

加CW寒天平板にコンラ{ジ様で表面塗沫し3TC24時間

嫌気培養を行った.

ウェルシュ菌芽胞数の測定は乳剤にした供試材料の一

部を試験管にとり， 75'C 20分加熱処理後と 100'C60分の

加熱処理後に行った.算定は上記の生菌数測定方法と同

様に卵黄加CW寒天平板を用いて行った.

6. エンテロ卜キシンの測定供試材料を0.1%ベプ

トン加生理食塩水で乳剤にしたものを3，000rpm10分遠

心し，その上清を被検液とした. 前報2，3)で報告したマ

イクロタイター法による逆受身血球凝集反応、により被検

液からエンテロトキシンの検出を行った.

成績

1. 各種温度における鶏肉中のウェルシュ菌の発育態

度 C.抑rfringensNCTC8239株の各種温度における

ウェルシュ菌の発育態度をFig.1に示した. 4'Cに鶏肉

を保存した場合には菌の増殖は全くみられなかった.

15'Cでは24時間後から徐々に増殖して48時間で107/g

に達し， 5日後までその菌数に著しい変化は認められな

かった.

25'Cの保存では6時間後から増殖をはじめ， 24時間で

108/gに達し， 48時間で、は104/gに減少した.

30'Cの場合では3時間後から増殖し6時間で 107/gに

達し， 24時間後には減少しはじめ48時間後では25'Cの場

合と同様に104/gに減少した.

3TCでは30'Cと同様に3時間で増殖しはじめ6時間後

107/gに達し， 48時間後でもこの菌数を変化することな

く維持していた.

42'Cになると， 3時間で急速に増殖し 106/gに達した

が24時間後からわずかずつ減少した.

4TCの高温下では42'Cと同様に3時間で 106/gに達

し， 12時間後から急速に減少した.

C.ρerfringens W1415株およびW1631株の場合も，

ほぼ同様な発育態度を示した.

2. 各種温度条件におけ~鶏肉中のウェルシュ菌生菌

数と芽胞数との関係 C.μげ'ringensNCTC8239株の

15， 25， 30， 37， 42， 4TCの各温度に保存した場合のウ

ェルシュ菌の生菌数と芽胞数の経時的変化をFig.2に示

した.鶏肉中における芽胞の形成は保存温度によって著

しい差が認められた.すなわち15'Cでは鶏肉を48時間保

存した場合のウェルシュ菌生菌数が 107/gであるにもか

かわらず芽胞数は約 103/gであり，また25'C保存でも24

時間保存でウェルシュ菌生菌数が 107/gに対して芽胞数

は103/gで、あった. しカかミし4TCでは菌の増殖速度が早くし， 
保存6時間で、すで

にもカかミゆカかミわらず，芽胞数はむしろ減少し約 10/gであっ

た.30， 42， 3TC保存ではウェノレシュ菌生菌数の増殖と

平行して芽胞数の増加が認められた.

100'C 60分の加熱に抵抗性を示す耐熱性芽胞の形成状

態についても検討した結果，ウェルシュ菌生菌数の増加

が観察された30，37， 42'Cにおいて前述のごとく75'C耐

熱性の芽胞数は増加し，そのうちの 103~104/g は100'C

耐熱性芽胞であった.

C.ρerfringens W1415株および W1631株も NCTC

8239株の場合とほとんど同様な傾向が認められた.その

成績はFig.3，4に示すごとく， C. perfringens W1415 

株では， 30， 37， 42'Cの各温度においてウェルシュ菌の

増殖に平行して芽胞数の増加も認められている.

C.ρerfringens W1631株では37，42'Cの保存温度で

生菌数と芽胞数の増加が認められたが， 30'Cの場合では

芽胞形成が悪くほとんど芽胞数の増加がみられていな

L、.

3. 各種温度条件におけ否鶏肉中のウェルシュ菌ヱン

テロトキシンの産生性供試菌株を接種した鶏肉を各種

温度条件で保存した場合のエンテロトキシン産生を検討

した結果を Fig.2，3および4に示した.NCTC8239株

および W1415株とも良好なエンテロトキシγ産生が認

められた W1631株では芽胞形成が不良であったため，

エンテロトキシン産生は少量であった.

NCTC8239株の場合では30'C保存で12時間後よりわ

ずかにエンテロトキシン産生がみられ，芽胞形成が進む

につれてその産生量も増加している.3TCにおいては6

時間後からェγテロトキシン産生がみられ， 12時間でエ

シテロトキシシは 1r/gの産生量となり芽胞数に平行し

てエンテロドキシシ産生量も増加した.42'Cでは芽胞形
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20 

成は良好であったがェγテロトキシンの産生は少量にと ウェルシュ商生菌数はし、ずれも 106jg(ml)に達した.

どまった. この際鶏肉中の芽胞数ならびに 100'C耐熱性の芽胞数も

W1415株の場合も同様の結果を示していたが，この場 同時に検討したが，菌の著明な増殖にもかかわらず芽胞

合は25'Cにおいても 2時間後から芽胞数が増加してお 数は常に 0~102jg であり，エンテロトキシ γの産生も

り，エンテロトキシンもわずかに産生された. すべて陰性であった.

W1631株の場合， 30'Cでは芽胞形成が悪くエシテロト b) 迅速に冷却した場合 a)の場合と同様な処理を行

キシンの産生も認められなかったが， 37'Cでは鶏肉中か った後75'Cから25'Cに2時間で温度を直線的に降下させ

らェγテロトキシンが少量検出された. た成績をFig.6に示した.鶏肉および TGC培地のいず

4- 食品の温度を経時的に降下させた場合のウェルシ れにおいても菌の増殖は認められなかった.

ュ菌の発育態度およびヱンテロ卜キシン産生 a) 徐々 考 察

に冷却した場合鶏肉にC.ρerfringensNCTC8239株 食品内でのウェノレシュ菌の発育には温度・栄養物質・

の芽胞を前述の実験と同様に 102~103jml 接種し75'C20 酸化還元電位・ pH・水分活性など各種の因子が関係す

分間加熱後75'Cから50'Cに30分間で降下させ，その後徐 るhのが， 今回はウェノレシュ菌食中毒の原因食品として

々に温度を下げ6時間後に25'Cにした.本実験ではスー 肉類の調理品が多いことから，鶏肉中でのウェノレシュ菌

プなどの場合を考え TGC培地におけるウ zルシュ菌の の発育態度を各種の混度条件で検討した.また本中毒の

増殖も同時に検討した.その成績は Fig_5に示すごと 場合，食品の加熱調理でも生残したウェルシュ菌芽胞が

く，保存温度が47，42， 37， 30および25'Cに降下した時 食品中で発芽，増殖するものと考えられるので，本実験

点でウ aノレ、ンュ閣の発育状態を検討したところ，食品の では鶏肉中にウ且ル、ンュ菌芽胞を接種した.鶏肉中では

温度が40'C前後になった3時間半後からウェル、ンュ菌の 実験に供試したウェルシュ菌3菌株ともほとんど同様な

発育がみられ， 5時間後には鶏肉および TGC培地中の 発育態度を示した.すなわち， 4'C保存では保存期間5
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もっと多ければ，この時聞はさらに短縮されるであろ

う.Naikわらも調理鶏肉や七面鳥肉中のウェルシュ菌は

接種菌量が106jgであれば4時間後には 10Bjgに達し，

短時間で発症に必要な菌量にまで増殖することを報告し

ている.

鶏肉中におけるウェルシュ菌の増殖と芽胞形成との関

連では，菌の増殖がみられた30，37， 42
0

Cの各温度条件

において菌の増殖と平行して芽胞数も増加した.しかし

4TCの高温度条件では急激な菌の増殖がみられたが，芽

胞形成は極めて少なく大部分の菌が栄養型であった.

Labbeら由は芽胞形成措地であるDS培地での芽胞の形

成と培養温度との関連を検討しており，その成績でも43

℃や46
0Cの高温培養では芽胞形成が極めて悪く，今回著

者らの鶏肉中での芽胞形成と同様の成績を報告してい

る.

またウェルシュ菌食中毒の特徴として，本菌は芽胞の

熱抵抗性が高く，通常の調理方法では芽胞が死滅せず加

日後でも接種芽胞の発育は認められず， 15
0

C以上では増

殖速度に差があるが明らかな増殖がみられた.15
0

Cでは

24時間後から徐々に増殖し 2日後に 107jgに達した.

37， 42， 4TCの各温度で保存した場合は増殖速度が早

く 3 時間後にはすでに芽胞が発芽し 106~107jgに増殖

した.本菌の発育温度は他の食中毒菌とかなり異なり，

人工培地中では43~4TC であり， 15
0

C以下では発育しな

いことが明らかにされている町. 今回の鶏肉中でのウェ

ルシュ菌の発育態度もほぼ人工培地での増殖と同じよう

な結果が得られ， 42および4TCの各温度では短時間に増

殖し保存3時間ですでに感染発症をおこすに必要な菌数

にまで達している.ウェルシュ菌食中毒の原因食品は遜

常，食品中に最初から大量のウェルシュ菌が混入してい

ることは極めて例外的であろう.少数汚染菌が保存方法

等が適切で、ない場合に食品中で増殖し原因食品となるこ

とが多い. 今回の実験では 103~104jg のウェル、ンュ菌

を接種して観察しているが，最初の食品への汚染菌数が
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熱調理食品中で生残した芽胞が発芽し，調理食品が冷却

される過程で経時的に菌の増殖があるものと推察されて

いる.今回の成績はこれらのことが実験的に確認され

た.すなわち供試材料を加熱後急激に250Cまで冷却した

場合にはほとんど菌の橋殖が認められなかった.しかし

徐々に冷却した場合には保存5時間でヒトが発症するに

十分な菌の発育が認められた.さらに輿味あることは，

菌の増殖にもかかわらずほとんど芽胞を形成していない

ことである.これらのことから本菌食中毒の予防対策と

して食品の急冷が基本的対策であることが確認された.

一方， ウェノレシュ菌のエンテロトキシンは芽胞形成と

平行して産生されるが，食品中で、はフ、ドウ糖などの炭水

化物によって pHが低下し，芽胞の形成が悪く食品内で

はエンテロトキシンを産生しないと一般に言われてい

る.しかし今回の実験では鶏肉の保存温度が30~420C に

おいて菌の増殖と共に芽胞も形成されており，エンテロ

トキシγの産生も認められた.従って食品内でも条件に

よってはェ γテロトキシンの産生も可能である.しかし

ウェルシュ菌のエンテロトキシンはpH4.0以下で失活し

てしまうので食品内にエンテロトキシンが存在していて

もヒトの胃内でェγテロトキシンが破壊されるものと考

えられる.また本菌食中毒発生時の原因食品のように加

熱調理された食品が徐々に冷却されてし、く場合には，著

明な菌の発育があるにもかかわらず芽胞の形成がみられ

ず，エンテロトキシンも産生されなかったことは注目す

べき成績であろう.

結論

ウェルシュ菌食中毒の予防対策に必要な細菌学的基礎

資料を得る目的で，鶏肉中におけるウェルシュ菌の発育

態度を温度条件との関連で‘検討した結果，次のような成

績を得た.

1) 鶏肉中にC.ρerfringensNCTC8239株， W1415 

株， W1631株の芽胞を各々接種し 4，15， 25， 30， 37， 

42， 4TCの各温度に保存した時， C.ρerfringens NCTC 

8239株の場合， 40Cでは本菌の増殖は認められないが15

℃では本菌の増殖が認められた.15および250Cの低温で

は増殖が遅く，3TCでは24時間で静止期になりその菌数

は約107/gで、あった.42および4TCでは増殖速度が速く，

保存6時間で菌数は最高になりその後徐々に減少した.

また30，37および420Cでは菌の増殖と共に芽胞が形成さ

れ鶏肉中でエンテロトキシンが産生された.しかし4TC

では急激な増殖にもかかわらず芽胞はほとんど形成され

なかった.

他の2菌株についても NCTC8239株とほとんど同様

に菌の増殖と芽胞形成が認められ，芽胞形成の良好な供

試材料からエンテロトキシン産生も認められた.

2) 芽胞を接種した鶏肉および TGC培地を750Cから

500Cに30分で降下させその後徐々に温度を下げ 6時間

で250Cに降下させて保存した場合，温度が400Cから300C

に降下する 4~6 時間で接種閣の急速な増殖がみられ

た.しかし芽胞はほとんど形成されず，エンテロトキシ

ンの産生も認められなかった.また保存温度を2時間で

75t:から250Cに直線的に降下させた場合では，鶏肉およ

び TGC培地のいずれにおいても接種菌の増殖は認めら

れなかった.
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食鳥肉処理施設における Cαmpylobαcterjejuniの汚染調査

斉藤香彦*，伊藤 武*，高橋正樹*，高野伊知郎*

柳川義勢ぺ甲斐明美*，坂井千三大石川隆三料

下地洋三**，酒井 宏料，川崎こずえ榊

Surveys for the Contamination of Cαmpylobacter jejuni on Butcherys of Chicken 
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coli， トリ生肉 rawchicken，食鳥肉処理場 butcherysof chicken，血清型 Serotype

緒 言

Camρ'ylobacter jejuni (C. jejuni)は Dekeyserや

Butzlerらわによって初めて下痢患者ふん便から検出さ

れ，下痢症の原因として注目された.その後， Skirrow2) 

は本菌の分離培地を開発し，下痢患者からの本菌の検出

を容易にした.以来諸外国およびわが国においても多く

の研究者からC.jejuniによる腸炎が報告され，今や本

菌はサノレモネラをしのぎ重要な腸炎起因菌として認識さ

れるに至っている.著者ら3)も1979年に本邦で初めて本

菌による集団発生例を明らかにして以来1981年までの 3

年聞に16事例の集団発生例に遭遇し，本邦においても本

商が重要な腸炎起因菌であることを明らかにしたの.

前述の東京都内で発生したC.jejuniによる16事例の

うちの 1事例は，患者ふん便から分離された菌株と，当

日患者が喫食した焼肉料理に使用された生ニワトリ肉の

残品から分離された菌株とが同ーの血清型を示し，本食

品を介しての感染f9)Jであることが推察された.また，著

者ら引はニワトリの C.jejuni保菌について調査した結

果，極めて高い保菌率であることを認めた.こうしたニ

ワトリにおける本菌の保菌率の高いことは食用としての

解体時に食肉への本菌の汚染，さらにそれらからヒトへ

の感染も十分に考えられる.

そこで今回は食鳥肉の処理過程における C.jejuniの

食肉への汚染経路の実態を把握する目的で，菜食鳥肉処

理場を対象に食鳥の処理経過における本菌の汚染状況を

検討した.

材料および方法

1. 供試菌株

集団下痢症患者由来の C.jejuni CF-1，散発下痢症

患者由来の HP-347，HP-348， HP-349および鶏肉由来

のCF-395の5菌株を基礎的実験に供した.

2. 誠査材料

東京都内の菜食鳥肉処理場を対象に1981年2月の冬期

と1981年6月の夏期の2固にわたって調査を実施した.

冬期には食鳥肉処理場での解体過程5J1jに各種検査材料

を採取した.すなわち養鶏場からニワトリの輸送に使用

した氷1件ニワトリの洗浄水2件，解体施設のまな板や

包丁などの拭取り28件を検査対象にした.また当日の解

体前のニワトリ 6件，解体後の胸肉，手羽肉，もも肉の

25件およびその臓器10件についても調査の対象にした.

夏期では冬期の場合と同様に上記処理場内のまな板な

ど拭取り材料9件，生体6件，解体後の胸肉などの製品

35件の合計50件を検査対象とした.

3. C.jejuniの分離方法

各被検材料からの C.jejuniの分離には Skirrow2)の

血液寒天を用いた直接培養法と，著者ら町が開発した抗

生剤加血液ブイヨン (CEM培地〉を用いた増菌培養法

とを併用した.

直接分離培養法:被検材料をSkirrowの血液平板に直

接塗布し嫌気培養ジャーにおさめ徴好気条件下(025%，

CO2 10%， N2 85%)で、43
0C48時間培養を行った.

増菌培養法被検材料を抗生剤加血液ブイヨ γ 10ml

(CEM培地:基礎培地;普通ブイヨン，抗生剤;vanco・

mycin 20mg/l， polymyxin B 5，000IU/I， amphotericin 

*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 Japan 

料東京都中野区中野北保健所
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図1. 生理食塩液中での C.jejuniの生存
• : CF 1， 0: HP347， A : HP348， ム:HP349， 一一一:40C， ー一一:250C 

B 2mg/l， trimethoprim 50mg/l，血液;ウマ脱線維血液

7 %)に乳剤あるいはすすぎ液の 1mlを接種し， 430C18 

時間徴好気培養後，上記の分離培地で、分離培養を行った.

4. C. jejuniの問定

Skirrowの血液寒天平板上の疑わしい集落について

は，顕微鏡検査と Veron& Chaterainりおよび Skirrow

& Benjamin8)の記載に従って， オキシダ{ゼ， カタラ

{ゼ， 1%グリシン，好気培養， 250Cおよび430Cでの発

育，硫化水素産生，馬尿酸加水分解の各種生化学的性状

試験を行って同定した.なお，馬尿酸加水分解性は迅速

法で判定したが，不明確な場合には薄層グロマトグラフ

ィーによって検討した.

成績

1. 被検材料の輸送方法の検討

C. jejuniは微好気性菌であり，大気中では極めて死

滅しやすいことから，まな板などの拭取り材料や食品の

輸送方法が従来の方法で妥当なのか否か明らかでない.

そこで，調理器具・器材の拭取り材料の輸送保存液を，

従来使用されている生理食塩液と10%ブイヨン加生理食

塩液との2種類の保存液を使用し， 4
0

Cと25
0

Cの温度条

件で C.jejuniの生存を検討した.

a) 生理食塩液中での C.jejuni生存

試験管 (18mmx 180mm)に生理食塩液をlOml入れ，

BHIブイヨ γで18時間培養の C.jejuni・を 1ml中に

104~105 個に加えて， 40Cと250Cの温度条件に保存して

経目的に生存菌数を測定した.凶lに示すごとく，供試し

た4菌株はいずれも250C保存よりも 40Cに保存の方が生

存日数が長い結果を示した.すなわち， C. jejuni CF-1 

株は40C保存では5日目でも 103/mlの生存が認められ

ているのに対し25
0

C保存では急激に減少し， 3日目で検

出されなかった. HP-347， HP-348およびHP-349株

の場合も 4 0C保存では 3~5 日間の生存がみられるのに

対し， 250C保存では3菌株とも 1日目で急激に減少し，

2日目ですべて死滅した.

b) 10%ブイヨシ加生理食塩液中での C.jejuniの

生存

前述の生理食塩液の場合と同様に行った10%ブイヨン

加生理食塩液中での C.jejuniの生存態度を図2に示し
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図 2. 10%ブイヨン加生理食塩液中での C.jejuniの生存・:CF 1， 0 : HP347， A : HP348， ム:HP349， ーーー :4'(，一一一:25'C 
た. 4 'Cの低温保存の場合は供試した4菌株とも菌数の

減少がゆるやかで 5日目でも C.jejuniの生存が認め

られた.一方， 25'(保存では4'Cの保存に比して菌数の

減少が急激で‘あり， HP-347， HP-348， HP-349の3

菌株は保存3日目で死滅， C F-1株は5日目で死滅し

た.

以上のごとく生理食塩液と10%ブイヨン加生理食塩液

中の C.jejuniの生存は保存温度と密接な関連が認めら

れた.すなわち，菌株聞に多少の差はみられるが， 4 'C 

の低温に保存した場合の方が， 25'C保存よりも長く生存

した.さらに生理食塩液中では C.jejuniの生菌数が急

激に減少するのに対し， 10%ブイヨン加生理食塩液中で

は減少傾向がゆるやかであった.

c) 生肉中の C.jejuniの生存

BHIブイヨンで18時間培養の C.jejuni CF-1およ

びCF-395株を鶏肉，豚肉，牛肉10gに106/g個接種し，

各種の温度条件で保存後，継時的に接種菌の生存を検討

した.その成績は表1に示すごとく 4'Cに保存した場合

には供試した肉種による差異はほとんど認められず3日

後でも接種菌が検出されたが， 25'Cや37'C保存では 1

日後ですでに検出されない場合もあり，前記の輸送保存

液の検討結果と同様に，本菌は低温では比較的長く生存

することが判明した.

以上の成績より食鳥肉処理場における C.j目ejuniの汚

染調査に関連しての調理器具・器材の拭取りは10%ブイ

ヨン加生理食塩液を用いて実施し，また，いずれの検体

も低温で実験室まで輸送した.

2. 食鳥肉処理場における c.jejuniの汚染状況
同一食鳥肉処理場を対象に冬期と夏期にわけて施設の

まな板，包丁などの拭取り材料および解体前のニワト

リ，解体後の生肉について C.jejuniの汚染状況を調査

した. (表2). 

第1回冬期の調査.表2に示すごとくユワトリの解体

作業前の施設の拭取り材料，洗浄水からは C.jejuniは

検出されなかった.しかし，作業中のまな板4件中2件

から C.jejuniが検出された.包丁，パットはすべて陰

性であった.また，生肉の解体ならびに内臓処理従業員

の手指からは C.jejuniは検出されなかった.
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食鳥肉処理場施設のふき取りおよび生肉の

c. jejuni汚染状況
表 2.各種温度条件下に保存した食肉中における

c. jejuniの生存
表 1.
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+10以下

3. 分離菌株の生化学的性状および血清型別

食鳥肉処理場の施設および生肉等から分離された

Camρylobacterについて各種性状試験および血清型別

を行った. 各被検材料から分離された Camρylobacter

は全菌株とも徴好気性菌で43
0

Cで発育し250Cでは発育し

ない ThermophilicCampylobacterであり，馬尿酸加水

分解試験陽性の C.jejuniであった.

また，各種材料から分離された C.jejuniの20菌株

については著者らりが作成した 26型の抗血清 (TCK1~

TCK26)を用いて血清型別を行った.その結果20株中

14株 (70.0%)が型別され，その内訳は TCK-5に該当

するものが4株， TCK-14が4株， TCK-18が2株，

TCK3， TCK-7， TCK-9および TCK-17に該当する

ものがそれぞれ1株であった.

考察

Thermophilic Campylobacterは家畜・家禽の腸管内

に保菌されており，その保菌率は極めて高くサノレモネラ

以上である.例えば影森ら9)の成績ではプタでは本菌保

前述のごとく作業中のまな板では本菌の汚染が認めら

れたが，同まな板の水洗後ではすべて陰性であった.

問日に処理，解体したニワトリの胸肉，手羽肉，もも

肉の計20件中18件，皮5件中2f牛および肝臓，砂肝の臓

器10件中9件から C.jejuniが検出された.なお，同日

に処理場に入荷したニワトリ 6羽の体表面を検査した結

果ではL、ずれも陰性であったが，腸内容を検査した結果

1羽の盲腸内容から本菌が検出された.

第2回夏期の調査:夏期に実施した成績では，作業中

のまな板の拭取り 4件中すべてから C.jejuniが検出さ

れた.手指については5件いずれも陰性であった.

当日に解体したニワトリの胸肉，手羽肉，もも肉およ

び皮計25件中6件 (24.0%)からも本菌が検出された.

肝臓，砂肝はすべて陰性であった.解体前のエワトリ

6羽の体表面および腸内容について検討した結果 2羽

の体表面と腸内容から C.jejuniが検出された.本菌が

陽性であった腸内容の内訳は小腸1件，大腸2件および

盲腸2件が陽性であった.
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菌率は約68%，ウシでは17%である.著者らはニワトリ 1) 拭取り材料の保存液および食肉の輸送条件は10%

の腸内容物について検討した結果ブロイラー48件中11件 ブイヨン加生理食塩液を用い， 40Cの低温で輸送する.

(23.9%)廃鶏76件中28件 (36.8%)から C.jejuniが 2) 食鳥肉処理場の環境調査では作業中のまな板8件

検出された.本調査においてもニワトリ 12件中3件から 中6件から C.jejuniが検出された.包丁やパットおよ

同様に本菌が検出された.従ってこれらの家畜・家禽の び作業員の手指12f牛は陰性であった.

解体時における本菌の食肉への汚染の危険性は極めて高 3) 同一食肉処理場で解体された胸肉，もも肉，手羽

いことが推察される. 肉および皮の計50件について菌検索を行ったところ26件

今回の食鳥肉処理場のまな板や包丁などの拭取り調査 (52.0%)から C.jejuniが検出された.また，解体後

では，解体中のまな板より多数本菌が検出された.ま の臓器20件中9件が陽性であった.

た，同処理場で解体された生肉についてもその汚染率は 4) 解体前のニワトリ 12件中 3件の腸内容物 2件の

高く 54.3%であった.これらの事実は，ニワトリの腸管 体表から C.jejuniが検出された.

内や総排?世腔に保有されていた C.jejuniが解体作業中 5) 分離菌株はすべて C.jejuniと同定され， C. coli 

に生肉へ汚染したものと考えられる. は1例も検出されなかった.

食鳥肉の汚染率が高いサノレモネラの場合には腸内容物 6) 分離菌株のうち20菌株を対象に著者らが開発した

からも木菌が多数検出されるが，羽毛からの検出頻度が 血清型 (TCK-1~TCK-26)で型別した結果 14菌株

高く渡辺ら10)の成績で、は羽毛のサルモネラ汚染率は 9.5 (70.0~仰が型別された.その血清型は TCK-3， TCK 

%，体表面 3.6%であって羽毛付着菌が重要な汚染源と -5， TCK-7， TCK-9， TCK-14， TCK-18であった.

なっている.しかし， C. jejuniの場合は本菌が微好気 文 献

性で，大気中では急速に死滅することと，乾燥にも弱 1) Dekeyser， P.， Gossuin-Detrain， M.， Butzler， J. P. 

く，著者らの成績では乾燥ふん使中の本菌は 1日で死滅 and Sternon， ]. : J. Infect. Dis.， 125， 390， 1972 

することから羽毛からの食肉への汚染は少ないものと考 2) Skirrow， M. B. : Brit. Med. ].， 2， 9， 1977 

える 3)1toh， T.， Saito， K.， Maruyama， T.， Sakai， S.， 

今回の食鳥肉の調査で、分離されたThermophilicCam- Ohashi， M. and Oka， A. : Mi・crobiol.Immunol.， 

pylobacterはすべて馬尿酸加水分解陽性の C.jejuniと 24， 371， 1980 

同定された.著者らの成績ではヒトの集団例あるいは散 の1toh，T.， Saito， K.， Yanagawa， Y.， Sakai， S. 
発下痢症由来のほとんどが C.jejuniであることから， and Ohashi， M.: Camtylobacter， Ed.， Newel1， 

食鳥肉の木菌汚染はヒトへの感染源として極めて重要で D. G， 1982， MTP Press， Lancaster. Boston. 

あると考えられる.さらに，著者らが提案した血清型か The Hague 

らみると，ニワトリおよび食鳥肉由来株の多くが，ヒト 5)伊藤武，斉藤香彦，柳川義勢，高橋正樹，坂井千

下痢症由来株と同一血清型に該当することから，ニワト 三，大橋誠，福山正文，上村知機第61回日本獣

リ→生肉→ヒトへの感染経路が推察される. 医学会， 1981 

著者らが開発した ThermophilicCampylobacterの増 6)高橋正樹，斉藤香彦，柳川義勢，伊藤 武，坂井千

菌橋地 (CEM培地〉は食肉からの本菌検出に極めて有 三，大橋誠:第56回日本感染症学会総会学術講演

効であることを報告した.本調査においてもこれを応用 抄録， 1982 

しトリ肉およびその臓器の直接培養では本菌検出率が33 7) Veron， M. and Chatelain， R.: Int. J. Syst. 

Mであったのに対して増菌培養により約55%と本菌の検 Bacteriol.， 23， 122， 1973 

出率を高めることができた.また，本培地は調理器具な 8) Skirrow， M. B. and Benjamin. ]. : ]. Clin. Path， 

どの拭取り材料の増菌培養も可能であり Thermophilic 33， 1122， 1980 

Campylobacterの検査に広く応用できるものと考える 9)景森令克，竹重都子，渡辺賢哉，山口武一，足達卓

結 論 治，中井燕，丸山務，斉藤香彦，坂井千三:第89

食鳥肉処理場のまな板，包丁などの器具類および解体 回日本獣医学会要旨， 1980 

後の生肉における Camtylobacterjejuniの汚染実態 10)渡辺昭宣:食品衛生研究， 28(5)， 43， 1978 

の調査を行い以下の成績を得た.
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砂糖，でん粉，香辛料などの芽臨菌汚染の実態調査

小久保禰太郎*，神保勝彦*，村上文子大村上 ー*

Prevalence of Spore-forrning Bacteria in Sugar， Starch， 
Spices and Vegetable Protein 

Y A T ARO KOKUBO*， KA TSUHIKO ]INBOペ FUMIKOMURAKAMI* 
and HA]IME  MURAKAMI* 

Total of 214 vegetable ingredients consisted of 21 sugar， 42 starch， 117 spices and 34 vegetable 
protein col1ected mainly from meat processing factories were checked for the contamination by 

Bacillus spores and Clostridium species. 

Bacillus spores were detected in 102 samples (47.7%) which had been heated for 20 minutes at 

75'C， and in more than half of starch and vegetable protein samples. The bacterial count was >1，000 

/g in 29 samples， 28 of which were spices. However， 12 samples (5.6%) which had been heated 

for 10 minutes at 100'C were found positive， and only 1 of which， black pepper， had the count of 

>l，OOO/g. Irrespective of the raw materials or heating conditions， B.licheniformis was most predo. 
minantly isolated， fol1owed by B. subtilis and B. megaterium. 

Clostridium species were detected from 66 unheated samples (30.8%) and 52 samples heated at 

75'C (24.3%). Similarly to the case of Bacillus species， the det巴ctionrate was high in starch and 

vegetable protein samples， although the count was lower by approximately 2 to 3 orders than Bacillus 

spores in al1 the raw materials. C. biゲ'ermentanswas most frequently isolated from these samples， 

both raw and heated， fol1owed by C.ρerfringens and C. buかricumdemonstrating that there wer巴

wide ranges of species. 

Keywords : vegetable ingredients， meat processing factories， Bacillus， Clostridium， spores 

はじめに 胞菌である Clostridium属も真空包装製品の普及など

動物性加工食品に使用する砂糖，でん粉および香辛料 にともない無視できない存在と思われる.しかし，副原

などの植物性副原料は土壌由来の芽胞菌に汚染されてい 料中の本菌属の汚染実態については不明な点が多いた

ることが知られているト') これら芽胞菌による事故を め，製品の適確な芽胞菌対策の実施が困難である.

未然に防ぐ目的で，わが国では食品衛生法に基づく食 このような観点から，今回主として食肉製品工場より

肉，鯨肉および魚肉ねり製品の製造基準の中で，製品に 採取した砂糖，でん粉，香辛料および現在基準の定めら

使用する砂糖，でん粉および香辛料中の耐熱性菌総数 れていない植物性蛋白など計214例を対象に，これら副

(芽胞数〉は 19当り1，000以下でなければならないと定 原料中のBacillus属芽胞およびClostridium属の汚染

めている.この場合，検出対象となる芽胞は煮沸水浴中 実態調査を行なったので報告する.

で10分間の加熱に耐えるかなり耐熱性の高いBacillus属 材料および方法

の ものである1)調査副原料:1980年12月から1981年6月の間に，

しかし，製品加工時の実際の加熱条件や，非加熱食肉 都内およびその周辺地域の主として食肉製品工場より採

製品のようなあまり熱をかけないものが最近消費者に好 取した砂糖21例，でん粉42例，植物性蛋白34例，約20種

まれる傾向にあることなどから，比較的耐熱性の低い芽 類の各種天然香辛料117例の計214例である.

胞も検査の対象としなければ，製品の衛生細菌学的な品 2) 使用培地

質が確保できるかどうかは疑わしい.同時比，嫌気性芽 ①標準寒天 :Bacillus属芽胞数の測定に用いた培地

*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 
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で，その組成は培地 1，000ml当りベプト γ5g，酵母エ 料液について，これらの10mlを2倍濃度のHFプイヨ

キス2.5g，ブドウ糖1g，寒天 15gから成り， pH7.1土 γ， 1およびO.lmlを普通濃度のHFブイヨンにそれぞ

0.1に調整された日水製薬製の粉末培地で， 1210Cで15 れ3本ずつ接種した.35'Cで72時間塙養後H2S産生によ

分間高圧滅菌後使用した. る培地の黒変を指標として検体100g当りのClostridium

②HFブイョ γ :Clostridium属菌数の測定に用いた 属MPN値を求めた.なお，最終的な菌数は次に示す方

培地で，その組成は培地 1，000ml当りトリプト{ス 法で Clostridi・um属の分離された試験管数から算定し

(Difco)15g，ソイトン (Difco)5 g，酵母エキス (Difco) た.

5g， ~エン酸鉄アンモニウム 1 g，メタ重亜硫酸ナトリ 6) s，αcillusおよび Clostridium属の分離および同

ウム 1g， Lーシステイン塩酸塩0.5g，寒天 (Difco)O. 5g 定 :Bacillus属は菌数測定後の標準寒天平板上の集落を

から成る.これら組成を蒸留水に溶解後pH7.6土0.1に 1 検体当り 1~5個ずつ無作為に釣菌して分離し，グラ

調整し，中試験管に10mlずつ分注後118'Cで10分間高圧 ム陽性，カタラーゼ産生の有芽胞菌であることを確認し

滅菌してから使用した た.これらBacillus属は著者らの分類法5)に準拠して，

3) 試料の調製:滅菌目盛り付き共栓ピンにでん粉は それらの種を同定した.

20g，その他の原料はそれぞれ10gずつを秤り取り，滅菌 Clostridium腐はH2S産生の認められた HFブイヨ

0.1%ベプトン水をでん粉は200ml，その他の原料は100 ンの試験管底から毛細管ピベットで一滴ずつHF寒天平

mlの目盛りまで加えた. これを3群に分け， 1群はそ 板 (HFブイヨンの寒天濃度を2%にしたもの〉に塗抹

のまま， II群は75'Cで20分間， m群は100'Cで10分間そ し， 35'Cで72時間嫌気培養後平板上に発生した黒色集落

れぞれ加熱したものを試料液とした. を分離し，偏性嫌気性の有芽胞菌であることを確認し

4) Bacillus属芽胞数の測定:前記Eおよび皿群試 た.分離した菌株はBergey's Manual6) および VPI

料液について好気性菌数を測定し，得られた菌数を各材 ManuaF)などを参考に， Fig.1に示したようにゼラチン

料中の Bacillus属芽胞数とした.すなわち，各試料液 液化能，芽胞位置，菌の形態，ブドウ糖分解能，卵黄反

およびそれらの10倍段階希釈液 1mlずつを滅菌深型プ 応の5性状により 9群に群別した.なお，この内の一部

ラスチックシャーレ〈日水製薬〉にとり，これにあらか の菌株は鈴木らの「臨床嫌気性菌マニュアル」町に準拠

じめ50'Cに保持した標準寒天15mlを注いで混釈し，35'C してさらに詳細な生物学的性状試験ならびに代謝産物の

で48時間培養後出現した集落を数えて菌数を算定した. ガスクロマトグラブィ一分析を実施して種を同定した.

5) Clostridium属菌数の測定:前記IおよびE群試 調査成績

に「「s勾伽p仰0附JユユλL陀1111ll↓し0悦oca臼a

Fig. 1. Schema for Grouping of Clostridium Species. 
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Table 1. lncidence of Bacillus Spores in Spices， Starch， Vegetable Protein and Sugar. 

After heating at 75'C for 20min. After heating at 100'C for 10min. 

Specimens 
No.of 

No. of spores/g No. of spores/g tested No.of No.of 

豆101 102 108 ~104 
negahves 

三101 102 103 言104
negatives 

Spices 117 8 15 10 18 66 2 2 1 112 

Starch 42 16 11 15 2 40 

Vegetable protein 34 10 9 1 14 2 l 31 

Sugar 21 4 17 2 19 

Total 214 38 35 10 19 112 6 5 1 202 

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

Table 2. Distribution of Species of Bacillus 
Spores Obtained from Spices， Starch， 
Vegetable Protein and Sugar. 

No.of isolates 

Species 
Spices Starch vpqro巴tteぬlnle Sugar Total (%〉

B.licheni-
154 22 52 228(57.0) foγmis 

B. subtilis 71 13 13 97(24.3) 

B. megate-
12 18 5 3 38( 9.5) rzur.抵

B. coagulans 10 4 1 15( 3.8) 

B.ρolymyxa 3 1 4( 1. 0) 

B. sphaericus 1 3 4(1. 0) 

B. cereus 2 1 3( 0.8) 

B.laterospo・
3 3( 0.8) rus 

B. macerans 3 3( 0.8) 

B. alvei l 1 2( 0.5) 

B. brevis 1 1 2( 0.5) 

Total 248 71 75 5 399(100) 

1) BacilIus属芽胞の分布:75'Cで20分および100'C

で10分間加熱後に，それぞれ検出された Bac抑制属芽

胞数の分布を副原料の種類別にTab!e1に示した.

75'C加熱では全調査原料214例中102例 (47.7%)が陽

性で，この内でん粉は42例中 27例 (64.3%)，植物性蛋

白は34例中20例 (58.8%)が陽性であったが，砂糖は21

例中4例 (19.0%)が陽性にすぎなかった.陽性検体中

29例から l，OOO/g以上の芽胞が検出され，この内28例は

パプリカ，ブラックベッパー，オールスパイスなどの香

辛料で，これらの中には 106/gレベルのものも認められ

た.

一方，100'C加熱では12例 (5.6%)のみ陽性で，この

内l，OOO/g以上のものはブラックベッパー 1例のみであ

った.

Tab!e 2は各副原料から分離された Bacillus属計399

株の菌種構成を示したものである.表から明らかなよう

に11の菌種に分別され，この内 B.licheniformisが香

辛料，でん粉および植物性蛋自分離株中いずれも最も多

く228株 (57.0%)に認められた.次いで，B. subtilis 

97株 (24.3%)，B. megaterium 38株 (9.5%)の11闘で，

これら 3菌種で全分離株の 90%以上を占めた. なお，

B. cereusはでん粉と植物性蛋白から計3株検出された

にすぎなかった.このような菌種構成割合いは75および

100'C加熱材料ともほぼ同じ傾向であった.

2) Clostridium属の分布未加熱および75'Cで20分

間加熱後の Clostridium属菌数の分布を副原料の種類別

にTab!e3に示した.

未加熱では66例 (30.8%)が陽性で，この内でん粉は

29例 (69.0%)，植物性蛋白は 16例 (47.1%)が陽性で

あったが，香辛料は15例 (12.8%)が陽性にすぎなかっ

た.これらの菌数は80%以上が l，OOO/100g以下で， 1 g 

当りに換算して 1，000以上のものはなかった.なお，陽

性検体はBacillus属芽胞数の多いものに認められる傾

向があった.

一方， 75'C加熱では52例 (24.3%)が陽性で，でん粉

と植物性蛋白の陽性率は他の原料よりも高かった.これ

らの検出状況を未加熱のものと比較すると，香辛料と植

物性蛋白はむしろ高い陽性率を示したが，菌数は全般的

に低かった.

Tab!e 4は未加熱および加熱両材料から分離された

Clostridium属計390株を原料別に9群に群別した成績を

示したものである.表から明らかなように， II群が 194

株 (49.7%)と最も多く，次いでW群が122株 (31.3%) 
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Table 3. Incidence of Clostridium Species in Spices， Starch， Vegetable Protein and Sugar. 

Specimens 

Non heating After heating at 75.C for 2ゆmln.

No.of 
~~~ted No. of Clostridium species/100g No.of No.ofαostridium species/10Og No.of 

<102 102 108 ~104 negatives <102 102 103 ;;:::104 negatives 

Spices 117 1 6 6 

Starch 42 15 12 1 

Vegetable protein 34 6 8 2 

Sugar 21 5 1 

Total 214 27 27 9 
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Note : Figures in the table indicate th巴 numberof samples. 

Table 4. Grouping of Clostridium Species 
Obtained from Spices， Starch， 
Vegetable Protein and Sugar. 

No. of isolates 

Group 
Spices Starch V:~:.tφle Sugar Total(%) 

protein 

1 1( 0.3) 

E 94 46 51 3 194(49.7) 

E 4 1 4 2 11( 2.8) 

W 3 3 3 9( 2.3) 

V 16 7 7 1 31( 7.9) 

VI 1 1( 0.3) 

1直 33 49 39 1 122(31. 3) 

1唖 1 1 7 2 11( 2.8) 

lX 1 6 3 10( 2.6) 

Total 153 114 114 9 390(100) 

で，これら2群で全分離株の80%以上を占めた.このよ

うな傾向は未加熱，加熱の別なく香辛料，でん粉および

横物性蛋白に共通して認められた.この内HおよびW群

中に同一性状を示す菌株が多数認められたので，それら

菌株の性状をさらに検討した結果 II群では C.bifer・

mentans (115株〉と推定される菌株および C.ρerfring-

ens (62株)， VII群では C.buかricum(53株〉と推定さ

れる菌株が多数認められた.この内， C.ρerfringensは

大半が香辛料から分離されたもので， Hobbs 1， 10およ

び15型に型別される株が6株同定された. なお， C. 

botulinumと同定された菌株はなかった.

考察

わが国で生産される食肉および魚肉ねり製品は，一部

を除いてその製造過程で一定の条件で加熱することが義

務付けられているため，製造直後の製品中に耐熱性のな

い菌が存在することはほとんどない.しかし，芽胞菌に

汚染された植物性副原料を使用した場合は，加熱後も生

残した芽胞が製品の品質劣化の原因になることが報告さ

れているむの.また，芽胸菌中B.cereus， C. botulinum， 

C.ρerfringensなどの芽胞が製品中に残存して，これら

が発芽し増殖した場合は食中毒発生の原因になる危険性

も十分考えられる.

Bacillus属芽胞の汚染状況について今回の成績をみる

と，製造工程で80.C以上の熱がかかる砂糖は検出率，菌

数ともに低かった.これに反して，物性が変化するとい

う理由からあまり加熱されてないでん粉や植物性蛋白は

菌数こそ低かったが，ほぼ60%の検体が陽性であった.

香辛料もほとんどが殺菌済みとして工場に納入されたも

のであったが，1，000/g以上のものがかなりあり，従来か

ら芽胞菌汚染が高いとされている丸3，9-11)ブラッグベッ

パーなどに 106/gレベルのものも認められた.しかし，

これら芽胞は100.Cで10分間加熱すると大半が死滅した

という事実から，製造基準に適合した香辛料を使用した

といえども，製品加工時の実際の加熱条件からみて，か

なりの数のBacillus属が最終製品に移行する可能性のあ

ることが示唆された.

従来，香辛料やでん粉を汚染するBacillus属の主要菌

種はB.subtilisと云われているが1，4，10，12)， 今回これら

の原料から最も多く分離された菌種はB.licheniformis 

であった.しかし，両者は非常に性状が類似していると

ころから，これら 2菌種が呑辛料やでん粉を汚染する主

要 Bacillus属と考えられる.一方，香辛料中に高率に

分布することが報告12，1めされている B.cereusは調査し

た香辛料からは全く分離できず，わずかにでん粉と植物

性蛋白から 3株同定されたにすぎなかった.しかし，本
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菌は食中毒を起こす好気性芽胞菌として注目されてお

り14九今回の成績のみで副原料中の汚染を無視すべきで

はないと考える.

Clostridium属の汚染状況についてみると，いずれの

副原料も 1，000/g以下で， Karlsonら15)やJelsethら11)の

報告同様 Bacillus 属に比較して 2~3 オ{ダー低い菌

数であった.両者の間には相関性が認められ，一般的に

Bacillus属芽胞数の多いものは Clostridium属も検出

される傾向がみられた.また，植物性蛋白や香辛料は未

加熱， 加熱両材料の Clostridium属の検出状況にあま

り差がなかったことは，これら副原料中の本菌属の大部

分が芽胞であることを示していた.特に植物性蛋白は動

物性加工食品の改良ならびに増量斉jとして広く使用され

ているが，Clostridium， Bacillus属芽胞ともに検出さ

れるものが多かったことは注目すべきことであり，今後

他の副原料同様衛生面での規格を設定する必要があると

考える.

Clostridium属の種類であるが，今回の分離菌株の性

状が広範囲にわたっていたことから，副原料には非常に

多種類の菌種が分布していることが推測された.しか

し，著者らが試みたように分離菌を5つの生物学的性状

により 9群別してみると，各群の菌株数に片寄りがみら

れ， C. bifermentans， C.ρerfringens， C. butyricum 

の3菌種が主要菌種であった.この内， C.ρerfringens 

はその大半が香辛料から分離されたこと， Powersら16)

も香辛料から本菌種を多数分離していることなどから，

香辛料中に広く分布していると思われる.同時に，今回

調査した香辛料のほとんどがガス殺菌などにより殺菌済

みのものであったことは，現在実施されている殺菌法が

C.ρerfringensに対してあまり有効で、ないことを示唆

するものであり，今後香辛料の殺菌法について再検討が

望まれる. なお， C.ρerfringens以外は食中毒と直接

結びっくと思われる菌種は同定されなかったが製品の品

質劣化に結びつくと思われる蛋白やでん粉分解菌が多数

認められた.

以上のことから，動物性加工食品の芽胞菌対策を実施

するにあたり，製品中の芽胞菌の汚染源として植物性副

原料も重要な役割りを果たしていることは明らかであ

る.この際，Bacillus属同様 Clostridium属芽胞の存

在も無視できない.しかし，現状ではこれら芽胞を副原

料から完全に排除することは困難であるため，できるだ

け芽胞汚染の少ないものを使用し，また製品については

残存しているかもしれない芽胞の発芽および増殖を抑制

することが芽胞菌による事故を未然に防止する上で重要

なことと考える.

要 約

食肉製品工場から主として採取した砂糖，でん粉，香

辛料および植物性蛋白計214{Jljを対象に，Bacillus属芽

胞および Clostridium属の汚染実態調査を行った.

その結果，Bacillus属芽胞は750Cで20分間加熱材料

では 102例 (47.7%)から検出され，でん粉と植物性蛋

白は半数以上が陽性であった. これらの菌数は29例が

1，000/g以上で，この内の28例は香辛料であった.しか

し， 1WCで10分間加熱では12例 (5.6%)が陽性で，こ

の内 1，000/g以上のものはブラックベッパー 1例のみで

あった.これらからの分離菌は原料の種類および加熱条

件の別なく B.licheniformisが最も多く， 次いでB.

subtilis， B. megateriumなどが主要菌種であった.

一方，Clostridium属は未加熱材料の66例 (30.8%)，

75
0

C加熱の52例 (24.3%)から検出され，Bacillus属同

様でん粉と植物性蛋白の陽性率が高かったが，菌数はい

ずれの原料も Bacillus 属芽胞数よりほぼ2~3 オーダ

ー低かった.これらからの分離株は原料および加熱の別

なく C.bifermentansが最も多く， 次いで、 C.ρerfr-

ingens， C. butyricumなど広範囲の菌種が認められた.

(本研究の概要は日本食品衛生学会第42回学術講演会

1981年11月で発表した.)
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Bαcillus cereusの生物型とその芽胞の熱抵抗性

神保勝彦汽小久保粥太郎*

Biological Typing of s，αcillus cereus Isolates and Heat Tolerance 

of Their Spores 

KA TSUHIKO JINBO* and Y A T ARO KOKUBO* 

An attempt was made to classify the isolates of Bacillus cereus by using the combination of 3 

biochemical characteristics of the organisms， such as hydrolysis of starch， reduction of NOs-to N02-， 

and decomposition of urease. Consequently， 370 strains of B. cereus isolated from meat and fish 

products were classified under 7 biotypes， i. e.， 219 strains (59.2%) as type 2，50 (13.5%) as type 6，49 

(13.2%) as type 3， 25 (6.8%) as type 4， 12 (3.2%) as type 5， 10 (2.7%) as type 1， and 5 (1. 4%) 

as type 7. 

In contrast to the food isolates， 17 strains from food poisoning outbreaks wer巴 typed as two 

particular biotypes， viz.， 15 strains as typ巴 6and 2 strains as type 7. This is highly suggestive that 

these two biotypes have some close connection with the development of enteropathogenicity of the 

orgamsms. 

With regard to the heat stability of the spores produced by the organisms， it was found that the 

spores produced by the strains of type 6 and 7 were more resistant to heating than those produced by 

other types of the organism. 

Keywords : Bacillus cereus， biotype， starch hydrolysis， spore， heat tolerance 

緒 言

最近，食中毒起因菌として注目されている Bacillus

cereusの生物学的性状については， Bergey' s Manual of 

Determinative Bacteriology第8版1)および Agriculture

Handbook No.4272)などに詳しく記載されている.ま

た， 本菌を食品中から分離し同定する方法は， 東3，4)， 

Goepfertら5)および村上回などにより報告されている.と

ころが，これらに基づいて分離.同定された B.cereus 

は，きわめて多彩な生物性状の菌群を包含し，しかも，

これらすべての B.cereusが食中毒に関与するのか，あ

るいは特定の性状を有するものだけなのか，明らかにさ

れていないのが実状である • B. cereusを簡易な方法で

分類でき，かっ，食中毒起因菌が鑑別されれば，本菌食

中毒予防対策に有効である.しかし，これまでに報告さ

れている生物型4川および血清型ト山による分類方法は，

いずれも操作が繁雑であり日常検査には用いにくい難点

がある.そのため，本菌食中毒の疫学および食品細菌学

などから，本菌を分類するための簡易な方法の開発が望

まれている.

そこで，著者は，現在B.cereusとして扱われている

菌株を用いて，詳細にその性状を調べ，本菌を簡易な方

法による生物型で分類することを試みた.その結果，本

菌をデンプγ分解能，硝酸塩還元能および尿素分解能の

3生物性状パタ{ンによって7群に分類することができ

た.この型別法を用いて，食品由来の多数の菌株および

食中毒由来菌株を型別し比較検討した.併せて，本菌食

中毒は加熱食品を原因食とする事例が多いことから，本

菌の芽胞の熱抵抗性，特に生物型によって熱抵抗性に違

いがあるかどうかを調べた.

材料および方法

1. 供試菌株

生物型の試験に供試した菌株は，食肉製品由来150株，

魚肉ねり製品由来220株，当研究所細菌第1研究科と大

阪府立公衆衛生研究所から分与された食中毒由来17株お

よび Taylorらが B. cereus食中毒の血清型別に用い

た菌株18株(当研究所細菌第1研究科，寺山博士を通し

*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 
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Biotype of the 405 B. cereus Isolates 
and Origin of Strains 

Table 1. 

Source of the strains 

回

H
U
ロ℃
D
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通りであった.すなわち，食肉製品，魚肉ねり製品由来

株はともに2型が最も多く，それぞれ150株中81株(54.0

%)， 220株中 138株 (62.7%)であった.以下，食肉製

品由来株では6型32株 (21.3%)， 4型17株 (11.3%)， 

魚肉ねり製品由来株では3型47株 (21.4%)で，それら

以外の残りの生物型に占める菌株の害1]合いはし、ずれも10

%以下であった.これに対して，食中毒由来株は6型が

17株中15株 (88.2%)と圧倒的に多く，残りの2株は7

型であった.また， Taylorらの血清型別用菌株は2型が

18株中11株 (61.1%)と最も多く占め，以下， 6型5株

(27.8%)， 1型と 7型が各々 1株ずつであった.なお，

血清型別用菌株のうちの食中毒由来8株は， 2型 3株，

6型4株， 7型1株であった.

食中毒由来株の生物型と食中毒症状の関係はTable2 

のとおりであった.すなわち，幅吐型を示した11株はす

べて6型であったのに対して，下痢型の6株は6型4

株， 7型2株であった.一方，血清型別府菌株のうち食

中毒由来 8株は，幅吐型3株は6型2株， 7型1株で

あり，下痢型5株は2型3株， 6型2株であった.

2. 芽胞の熱抵抗性
B. cereusの芽胞がどの程度の加熱温度および加熱時

聞に耐えるかを知る目的で，血清型別用菌株のうちの

No.4433 (2型〉とNo.88(6型〉の 2株を用いて，基

礎的検討を行いその結果を Table3に示した.両菌株は

80。および900の加熱では同様の傾向を示し，差は認めら
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て分与された〉の計405株である.

2. 生物学的性状試験

供試菌株を普通寒天斜面に 300 20時間培養し，

を接種菌とし以下の生物性状について試験した.

1) デンプン分解能 1%可溶性デンプγ加普通寒天

平板に供試菌を画線塗抹し， 300 20時間培養した後，菌

苔を半分かき取り，ルゴ{ル液約 2mlを平板上に注加

した.この時，函線部下側から周辺まで透明域を曇した

場合を陽性，透明域を全く示さない場合を陰性と判定し

た.

2) 硝酸塩還元能 小試験管に分注した0.1%KN03 

加普通ブイヨン 3mlに供試菌を接種し， 300 20時間培

養後，硝酸塩還元用試液AおよびBを各 1mlずつ添加

した.この時，赤色を差した場合を陽性と判定した.赤

色を示さなかった場合は，亜鉛末をー耳掻加え，赤色と

なれば陰性，無色のままであれば陽性と判定した.

試液A:aーナフチ{ノレアミン0.1gを5N酢酸水 180

mlに溶かしたもの

試液B:スルフアニーノレ酸0.5gを5N酢酸水150mlに

溶かしたもの

3) 尿素分解能小試験管に分注した尿素培地(栄研

化学)0.5mlに供試菌を接種し， 300 20時間培養後，深

紅色を呈した場合を陽性，無変化の場合を陰性と判定し

た.

3. 芽胞の熱紙抗性

供試菌を NGKG寒天平板叫13)で300 5日間培養し，

芽胞が90%以上形成されていることを鏡検で確認後，芽

胞が 1ml中107，106， 105， 104個となるように滅菌生理

食塩水に懸河し，これを被検液とした.各希釈段階の被

検液をより均一条件で加熱するために，各1mlずつ計28

個のガラスアンフ.ル(注射用 1ml)に封入し， 800 およ

び900の水浴中に8個ずつ，100。の水浴中に12個浸潰し

た.800および900では15，30， 45， 60分， 1000では 5，

10， 15， 20， 25， 30分加熱した後， 2個ずつ取り出して

急冷した.次に，アンプノレ中の芽胞浮遊液全量を普通ブ

イヨシに接種し，菌の増殖が認められた場合を耐熱性あ

りと判定した.
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実験成績

1. 供試菌株の生物型

B. cereusを生物型で分類することを目的として生物

性状を検討すると，分類のためにはデンプγ分解能，硝

酸塩還元能および尿素分解能の3性状が鍵であり，その

パタ{ンによって7生物型に分類できることが判った.

この方法で供試菌を由来別に分類してみると Table1の
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Table 2. Biotype and Heat Resistance of B. cereus Strains Originated frorn Food 
Poisoning Outbreaks or Pilot Strains for Serotyping 

Strains frorn food poisoning outbreaks 
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Table 3. Heat Resistance of Strain No. 4433 (Biotype 2) and Strain No. 88 (Biotype 6) 

of Pilot Strains for Serotyping 

Strain No.of 
cells/rnl 

Resistant strains against heating at 

M~ OO~ ~~ 
15 30 45 60 rnin. 15 30 45 60 rnin. 5 10 15 20 25 30 rnin. 

104 

No. 4433 105 

(Biotype 2) 106 

107 

104 

No. 88 105 

(Biotype 6) 106 

107 

2/2 2/2 0/2 0/2 

2/2 2/2 2/2 0/2 

2/2 2/2 1/2 2/2 

2/2 2/2 2/2 2/2 

2β2/2 1/2 0/2 

2/2 2/2 1/2 0/2 

2/2 2/2 2/2 1ノ2
2/2 2/2 2/2 2/2 

2/2 2/2 0/2 0/2 

2/2 2/2 0/2 0/2 

2/2 2/2 1/2 0/2 

2/2 2/2 2/2 0/2 

2/2 1/2 0/2 0/2 

2/2 2/2 0/2 0/2 

2/2 2/2 2/2 0/2 

2/2 2/2 2/2 0/2 

0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 

1/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 

1/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 

2/2 0/2 0/2 0/2 0/2 0/2 

2/2 1/2 0/2 0/2 0/2 0/2 

2/2 2/2 1/2 0/2 0/2 0/2 

2/2 2/2 2/2 0/2 0/2 0/2 

2/2 2/2 2/2ν2 0/2 0/2 

Note : Nurnber of positives/Nurnber t巴sted

れなかったのに対し， 1000の加熱では明らかな差が認め No.4433株は菌数に関係なく 10分ですべて死滅したのに

られた.すなわち，両菌株はともに800および900の加熱 対して，No.88株は105/rnlでは10分， 106/rnlでは15分，

に対し，菌数が 105/mlでは30分， 106/rnlでは800 60分， 107/rnlでは20分の加熱に抵抗性を示した.

900 45分に抵抗性を示した. 一方， 100。の加熱では， この実験から106，107/mlの菌数を1000 15分加熱した
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Table 4. Heat Resistant of B. cereus Strains Originated from Meat and Fish 
Products at 100'C for 15 min. 

No.of Source 
cells/ml 

1 2 

Meat products 
106 0/4 2/30 

107 1/4 4/30 

Fish products 
106 1/6 5/30 

107 2/6 12/30 

Note : Number of positives/Number of strains tested 

場合に，最も顕著に差が出ることが判ったので，各生物

型菌株の芽胞の熱抵抗性比較試験をこの加熱条件で，食

肉製品由来83株，魚肉ねり製品由来77株の計160株を代

表株として行い，その結果を Table4に示した.生物型

のなかで最も多く熱抵抗性を示したのは6型の菌株で35

株中106/mlでは25株 (71.4%)， I07/mlで、は30株 (85.7

%)，次が7型で5株中106/mlでは2株 (40.0%)，107 

/mlでは4株 (80.0%)が抵抗性を示した.以下， 3型

が17株中106/mlでは6株 (35.3%)， I07/mlでは8株

(47.1%)， 4型が23株中 106/mlでは8株 (34.8%)，

107/mlでは10株 (43.5%)が抵抗性を示し， 1型， 2型

および5型で熱抵抗性を示したのは，いずれも30%以下

であった.

食中毒由来株および血清型別用菌株の熱抵抗性試験も

同様の方法で行い，その結果はTable2に示した.食中

毒由来17株 (6型15株， 7型2株〉は106/mlでは16株，

107/mlでは全株が抵抗性を示した. 血清型別用菌株は

6型の5株が 106/mlで全株 7裂の1株は107/mlで抵

抗性を示したのに対し，それら以外の生物型の 12株は

106/mlで1株，107/mlで5株が抵抗性を示したにすぎ

なかった.

考察

現在，B. cereusと呼ばれている菌種は，きわめて多

彩な性状の菌群を包含していることから，本菌を分類し

ようとする試みがなされており，これまでに東4)および

小佐々ら7)が生物性状パターシによって分類する方法を

報告している.しかし，これらの生物型別法は操作が繁

雑であり，結果を得るまでの所要時間が長いため日常検

査には用いられていないのが現状である.今回著者が提

案した方法は，デγプγ分解能を鍵とし，これに硝酸塩

還元能と尿素分解能を加えた3生物性状パター γで分類

する方法である.これら 3性状試験はいずれも操作が容

易で迅速かつ明確に判定できることから，本法はこれま

Bi ltype 

3 5 6 7 

1/2 5/15 1/8 14/20 2/4 

1/2 6/15 2/8 17/20 3/4 

5/15 3/8 0/2 11/15 0/1 

7/15 4/8 1/2 13/15 1/1 

での方法に比べて簡易かつ迅速であるので，日常検査の

一環として実施し得る方法であると考えられる. 3性状

の中で特にデγプン分解能は Bergey'sManual第8

版1)および AgricultureHandbook No.4272)などにはい

ずれも陽性として記載されている.しかし，著者らがこ

れまでに行った調査成績で、は，各種食品から分離された

本菌の約15%がデンプシ分解能陰性であった.また，品

川らも 11，14)生米および米飯から陰性株を検出しており，

東4)および小佐々らりも陰性株を分離している.これら

のことから，B. cereusにはデγプン分解陽性と陰性の

菌種が存在することは確かである.さらに，今回の成績

から食中毒由来抹および Taylorらの血清型別用菌株の

中の幅吐型食中毒由来の菌株は，全てデシプγ分解陰性

であることが判った.そして，小佐々らおよび品川らの

報告でも食中毒由来株はデγプシ分解陰性であることな

どから，この性状は食中毒起因菌を鑑別する鍵になるも

のと考えられる.

3生物性状パター γにより， 由来の異なる多数の B.

cereusの分類を試みた結果， 7生物型に型別できるこ

とが判った.この方法で，動物性加工食品および食中毒

由来の B.cereusを型別し比較すると，動物性加工食品

由来株のほぼ60%が2型に属したのに対し，食中毒由来

株の大部分は6型であり，他は7型であった.また，血

清型別用菌株のうちの幅吐型由来の菌も 6型と 7型であ

った.このことは，食中毒由来株はそれ以外の菌と明ら

かに異なる生物性状を有することを示唆しており，著者

の型別法によれば，食中毒起因菌はデγプン分解陰性で

ある 6型と 7型に限定されるようである.今回の成績だ

けで， 6型および7型の菌株を食中毒起因菌として扱う

べきか否かは結論できないが，これらの生物型に属する

菌株が食中毒を起こす可能性が高いとし、う見方もでき

る.一方，血清型別用菌株のうちの下痢型由来の菌がデ

ンプγ分解陽性の2型に型別されたが，この生物型は動



東京衛研年報 33，1982 165 

物性加工食品由来株の主要菌型であり，小佐々らりも食

中毒由来株のうち病原性が疑わしいと述べている菌株

は，デンプン分解陽性であることなどから， 2型に属す

る菌種を食中毒起因菌として扱うには難点が残る.この

種の菌株については，疫学的に証明するとか毒素産生性

を検討した上で食中毒起因菌として意義づけしてし、かね

ばならないと考える.

B. cereusの芽胞は一般的に高い熱抵抗性を示すこと

が知られており，今回の成績では特に6型と 7型の菌が

それら以外の生物型の菌に比較して，高い熱抵抗性を示

すものが多いことが判った.また，品川ら14)もデンプン

分解陰性の食中毒由来株は熱抵抗性が高いことを報告し

ている これらのことから，デγプン分解陰性の菌株，

すなわち6型および7型の菌はそれら以外の生物型の菌

種よりも，加熱処理後の食品に残存する可能性が高いこ

とが予想される.そのため，加熱食品においては衛生学

的品質管理上，特にこれらの汚染防止，増殖抑制に十分

な注意を払わねばならない.

以上，今回の生物型による分類は主として動物性加工

食品由来株を対象としたものなので，今後植物性食品由

来株についても調査し，デンプン分解陰性株すなわち6

型および7型の菌種の汚染状況を把握する必要がある.

他方，B. cereusのすべてが食中毒原性を有するかどう

かは今後の研究課題であるが，特に食中毒起因菌となる

可能性の高い6型および7型の菌と食中毒原性の関係に

ついて，早急に究明してし、く必要がある.

要約

B. cereusを分類するための簡易な方法を開発する目

的で，B. cereusの生物性状を観察し生物型による分類

を試みた結果，デンプン分解能，硝酸塩還元能および尿

素分解能が鍵になることが判った.

この3生物性状パタ{ンによってB.cereusを7生物

型に分類した.

動物性加工食品由来，食中毒由来および血清型別用菌

株などの計405株をこの生物型別法で分類したところ，

動物性加工食品由来株の約60%が2型に属したのに対

し，食中毒由来株および血清型別用菌株のうち艇吐型株

の大部分は6型に分類され，それ以外は7型であった.

B. cereusの芽胞の熱抵抗性を生物型別に比較したと

ころ， 800および900の加熱では生物型による差は認めら

れなかったが，100。の加熱に対しては6型および7型の

菌種が他の生物型よりも抵抗性を示すものが多かった.
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動物性食品より分離した黄色ブドウ球菌の性状について

一一各種由来菌株の性状の比較一一

庭山邦子*，村上 ー*篠原 機材

加藤喜市料，田村延ー料，土屋仲久料

Biological Properties of Stα'phyloc()ccuSα附 'eusIsolated from Food of Animal Origin 

一-Comparisonof Characteristics of the Isolates from Different Sources--

KUNIKO NIW A Y AMA *， HAJIME MURAKAMI*， T ADASHI SHINOHARAベ
KIICHI KATO**， NOBUKAZU TAMURA** and NOBUHISA TSUCHIYA料

Sixty strains of S. aureus were isolated from 12 out of 13 samples of froz巴nliquid whole eggs 

produced in ]apan; and 87 strains were isolated from 19 samples out of 67 raw meat samples obtained 

from slaughter houses. Th巴 propertiesof these strains deriv巴dfrom food samples of animal materials 

were studied in comparison with those of 47 strains obtained in the food poisoning incident caused 

by cooked rice.balls. 

The strains obtained from the frozen liquid eggs and the raw meat had over 40 % of untypable 

strains by coagulase typing， and s type (including sσ， asσtype) hemolysin producing strains charac司
teristic in animal derived strains were pr巴sentby 23.3%， and 56.3% respectively. They were 

different from the strains obtain巴dfrom the human sources (th巴foodpoisoning outbreaks). Streptomycin 

resistant strains were det巴ctedin the samples derived not only from chickens but from other animals， 

but not in the samples obtained from humans. 

Keywords : frozen liquid whole egg， Staρhylococcus aureus， hemolysin， coagulase type， drug resistance， 
raw meat， food poisoning 

はじめに 黄色ブドウ球菌の性状を検討すると共に，これら分離株

黄色ブドウ球菌は自然界に広く分布しており，各種動 と食中毒事例の各種関連材料から分離された菌株の性状

物も高率に本菌を保菌していることが知られている.そ を，それぞれ比較検討したので報告する.

れと関連して動物性食品からも，しばしば本菌が検出さ 材料および方法

れ，それ等を原因食とした食中毒事故が毎年報告されて 1) 調査対象

いる1，2) a. 圏内産冷凍液卵:昭和 55年6月から56年1月に，

我々は，卵加工品のみならず家庭で調理される卵料理 Fig.1で示してある国内9ケ所で生産された， ロットの

からも食中毒事故が発生していることに注目し，鶏卵お 異なる13検体を用いた.

よびその加工品における黄色ブドウ球菌の汚染実態と， b. 生肉:昭和57年3月に，食肉衛生監視の一環とし

それらからの分離菌株の性状を検討したト5) その成績 て，食品監視機動斑により，都内の食肉処理業者から収

では，食中毒関連参考検体の冷凍錦糸卵への汚染は，人 去され，当研究室へ搬入された鶏，豚および牛の生肉，

間由来の菌によると思われる点が見られたこと，また液 鶏モツ，牛舌およびレパ{等の合計67検体を用いた.

卵製造工程と卵加工工程においては，原料卵から製品と 2) 試料の調製

なるまでの間，一貫して本菌による汚染を受ける機会が 各検体lOgに，滅菌リン酸緩衝食塩液 (pH7. 2)を90

あることを報告した ml加え，ストマッカーで処理し，試料原液とした.

本報では，国内産冷凍液卵と各種食肉から分離された 3〉 黄色ブドウ球菌の分離同定

*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 

料東京都衛生局食品衛生課
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Fig.1. Distribution of Factories (0) which 

produced Frozen Liquid Whole Eggs. 

増菌培養には， 7.5%食塩加ベプトン培地の倍濃度お

よび普通濃度の培地を用い，以後は前報3) と同じく 3%

卵黄加マンニット食塩培地を用いて分離を行なった.コ

アグラーゼ産生能は，ウサギプラズマ(栄研〉を用いて，

プラズマ凝間の有無により判定した.

4) 食中毒事件関連株

1978年および1980年に，にぎりめしを原悶食として，

都内で発生した黄色ブドウ球菌食中毒事件の原因食品，

患者のl止物および糞便それに調理器具等の拭取り材料か

ら分離された，合計m朱である.これらの菌株は，当所
微生物部細菌第一研究科より分与されたものである.

5) コアゲラーゼ型別

前報4)と同じく，市販の黄色ブドウ球菌コアグラ{ゼ

型別用免疫血清(デンカ生研〉を用いて行なった.

6) エンテロトキシンの検出

前報りに準じて，分離菌株を BrainHeart Infusion 

broth (Difco)で培養し，市販の黄色ブドウ球菌ェγテ

ロトキシシ検出用 RPHAキット(デンカ生研〉を用い

て，エンテロトキシン産生能の有無を検討した.

7) 溶血活性

前報4)と同じく，ウサギ，ヒツジおよびヒトの赤血球

に対する溶血活性を調べた.

8) 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)町に準じ，寒天平板希釈法で行なった.使用薬

剤は，ベンジルペニシリン Na(PC-G)とストレプトマ

イシン (S]I.のである.

結果

動物性原料食品からの黄色ブ、ドウ球菌の分離

園内産冷凍液卵13検体中，直接平板法あるいは増菌法

で12検体が陽性となり，各検体より 5株，合計60株を分

離した.また食肉処理業からの生肉67検体中，直接平板

法および増菌法で陽性となった19検体から，合計87株を

分離した.

コアゲラーゼ型

各検体より分離した黄色ブドウ球菌のコアグラーゼ型

はTable1に示した.食中毒関連検体由来株の47株は，

すべて型別可能でILmそれにW型に型別されている.
一方，原料食品の冷凍液卵由来株は60*朱中24株 (40%)

が，また生肉由来株中64株 (73.6男のが型別不能であっ

Tこ.

Table 1. Coagulase Types of Staρhylococcus 
aureus Isolates from Three Sources 

Number of strains by source (%) 
Coagulase 
type Frozen liqY uid Raw meat Food 

whole egg pOlsomng 

1( 1. 7) 2( 2.3) 

E 11(18.3) 3( 3.4) 18(38.3) 

Jl[ 11(18.3) 2( 4.3) 

W 7( 8.0) 

V 

M 

W 13(21. 7) 8( 9.2) 27(57.4) 

W 3( 3.4) 

NT* 24(40.0) 64(73.6) 

Total 60(100) 87(100) 47(100) 

* NT indicates the strains not typed 
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Table 2. Hemolysin Producibility of S. aureus 

Isolated from Three Sources 

Numberof 
Sources strain 

tested 

Number of strains by 
hemolysin type (%) 

日，aσ s，sa，asσprぷ;ed

Frozen liq1uid 60 46(76.7) 14(23.3) whole egg 

Raw meat 87 35(40.2) 49(56.3) 3(3.4) 

Food 
47 39(83.0) 9(17.0) pOlsonmg 

Table 3. Antibiotic Resistances of S. aureus 

Isolated from Three Sources 

against PC-G and SM. 

Sources 
Number of 
Strains 
tested PC-G SM 

Resistant strains(%)* 

Frozen liquid 
whole egg 

凸
U

ヴ，
a

ヴ

t

a
u
o
O
A告

11(18) 

34(41. 4) 

34(70.8) 

17(28) 

29(37.9) 。Raw meat 

Food poisoning 

* Resistance : MIC這25μg/ml

溶血毒素庭生性

冷凍液卵由来株は，ヒト由来株に特有の α毒素産生株

(α， aa Typeとして〉が76.7%，また動物由来株に特

有の戸毒素産生株 (αFσTypeとして〉が 23.3%であっ

た.生肉由来株では，前者が40.2%，後者が (s，saそ

れに αFσTypeとして)56.3%，それに非産生株が3.4

%含まれていた (Table2). 

一方，食中毒関連検体由来株においては a毒素産生

株が83.0%であり ，s毒素産生株は17%であった.

エンテロトキシン産生性

冷凍液卵由来の60株中，エンテロトキシンのA，B， 

Cのいずれか，あるいはその複数の毒素産生が認められ

たものは， 22株 (36.7%)であった.また生肉由来の87

株中， 49株 (57.5%)がエンテロトキシンを産生した.

薬剤耐性

今回は，ニワトリの飼料中への使用が禁じられてい

る， P C-GおよびSMについて検討を行なった(Table

3). P C-Gに対しては食中毒関連検体由来株の 70.8%

が耐性を示したのに対して，原料食品の冷凍液卵，生肉

では各々 18%，41.4%にすぎながった. SMに対して

は，冷凍液卵由来株で28%，生肉由来株で37.9%が耐性

を示したが，食中毒関連検体由来株では全く耐性株が認
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MIC distribution of various antibiotics 

in 194 isolates of S. aureus from Egg 

(60 isolates)， Meat (87 isolates) and 
Food poisoning outbreaks (47 isolates). 

Key for Abbreviations; PC-G= Peni-

cillin G， SM = Streptomycin. 

められなかった.

考察

これまでに著者等は鶏卵およびその加工品等での，黄

色ブドウ球菌の汚染実態を調査し，分離菌株について性
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状の検討を行なって来ているト日. それらの結果から， わせると，今後液卵および卵加工品について，食中毒事

食中毒関連参考検体の冷凍錦糸卵と，液卵製造工場ある 故を未然に防止するための監視・指導，それに流通過程

いは卵加工工場から得られた菌株との間で，コアグラー における調査を続けてゆくことが必要と思われる.

ゼ型，溶血活性それに薬剤耐性の点で，人闘が関与する 結 論

段階が多い検体と，それが少ない原料由来菌株との聞の 冷凍液卵13検体中， 12検体から60株，食肉処理業から

違いを推測した. の生肉67検体中， 19検体から87株を分離し，加えて，に

今回調査した，都内へ流通して来た，圏内9ヶ所で生 ぎりめし食中毒事故関連検体由来株の47株を用いて，動

産された冷凍液卵からの分離菌株においても，コアグラ 物性原料食品由来株と食中毒事故関連由来株との性状に

ーゼ型別不能株が40%以上存在し，動物由来株特有の戸 ついて，比較検討した.

毒素産生株 (α戸σTypeとして〉が20%以上あり，さらに 冷凍液卵および生肉由来株は，コアグラーゼ型別不能

P C-G耐性株が 18%と低いことから，原料液卵の段階 株が40%以上存在し，また動物由来株特有のF毒素産生
での本菌による汚染は，前報で報告した冷凍錦糸卵の結 株がそれぞれ23.3%，56.3%も存在しており，ヒト由来

果3)と対照的である.この圏内産冷凍液卵由来の黄色プ 性の検体から分離された菌株とは異なっていた.さらに

ドウ球菌が，動物由来(とくにニワトリ由来〉あるいは SM耐性株は，ユワトリに限らず他の動物由来性検体か

自然界に普遍的に存在する本菌の特徴になり得るもの らも検出されたが，ヒト由来性検体(食中毒事故関連検

か，他の由来株についても検討を試みた. 体〉からは認められなかった.

食肉処理業からの生肉と，にぎりめしが原因となった 謝辞食中毒事故関連株を分与下さいました，当所微

食中毒関連株とのコアグラーゼ裂は，前者に型別不能株 生物部細菌第一研究科科長坂井千三博士に，また多く

が高率に存在しているのに対して，後者では全く存在し の御助言を戴きました当所微生物部細菌第二研究科科長

ていないのが対照的であり，また溶血活性の点からも， 寺山 武博士に深謝致します.

生肉由来株で戸毒素産生株が56.3%も存在しているのに 〈本研究は昭和56年度当研究所調査研究課題「動物性食

対し，食中毒関連株あるいは前報での冷凍錦糸卵3)では 品の黄色ブドウ球菌による汚染状況の把握に関する研

20%以下の結果であったことから，生肉あるいは冷凍液 究」として実施し，東京都衛生局学会第68回昭和57年

卵では，動物問有の菌裂による汚染のあることが推察さ

れるへ

薬剤耐性の点では，動物性原料食品由来株と食中毒事

故関連由来株との間で， SM耐性株の存在が異なり，後

者で全く SM耐性株が存在しなかったのは， SMが第8

脳神経障害等による副作用があるため，臨床分野での使

用が行なわれなくなったからと思われる.また，過去に

おいて臨床上高頻度で使用された PC-Gにおいて，そ

の耐性株が，動物性原料に由来しない食中毒事故関連由

来株で70%以上も存在し，食中毒関連参考検体の冷凍錦

糸卵由来株3)でも77%であるが，動物性原料食品由来株

においては20~40%にとどまっており，この両者聞の差

異は，興味ある結果であった.

以上の結果より，原料段階における本菌の汚染は，動

物に由来していることが示唆された.

鈴木ら島町は， 液卵の本菌による汚染実態および， そ

れに起因する食中毒事故を防ぐため，殺菌法について検

討を行ない報告している.しかし，それはグラム陰性菌

には有効であるが，黄色ブドウ球菌に対しては完全では

なく，我々の調査による原料段階での汚染実態を考え合

5月で一部発表した.) 
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つみれの製造工程におけあ細菌汚染および保存製品の細菌叢

新井輝義六池島イ申至て神 真知子*

入倉善久て古幡幸子ぺ松本島雄*

Contamination of Microorganisms through the Manufacturing Process 

of Fish J elIy Products and the Microflora of the 

Stored Products at Low Temperatures 

TERUYOSHI ARAI*， NOBUYUKI IKEJIMA*， MACHIKO JINぺ
YOSHIHISA IRIKURAぺ YUKIKOFURUHAT A* and MASAO MATSUMOTO* 

Fish jelly products are an important protein source next to the meat products for ]apanese. 

However， they seem to be getting insufficient hygiene guidance from the authorities since some of 

the commercially sold products contain from less than 10 to more than 108 per gram of live bacteria. We 

performed a hazard analysis on the manufacturing process in a small scale factory， and a storage test 

[or Tsumire fish jelly. We propose the following critical points for the food sanitation: separate the 

heating step from the non-heating step by a physical and systematical barrier in order to exclude the 

secondary infection sources. That is， divid巴 themby a wall or allot the different work steps to 

different workers; store the products b巴lowthe freezing point since storage at 4 to 10 oc temperature 
accelerate psychrotrophs to vigorously multiply and to putrefy the products within a week. 

1 t was found that psychrotrophs degradat巴 lowmolecular substance as lipid， and mesophiles 

degradate high mol巴cularsubstances as proteins and starch at 20 oc・Putrefactionof the products 
seems to be accelerated by these organisms synergestically at the t巴mperatureof 4 to 100C. 

Keywords : fish jelly products， microflora， psychrotrophs， putrefaction， sanitation control， ha7.ard analysis， 

manufacturing process， storage test， secondary infection sources， critical control points 

緒言

魚肉ねり製品は，我国では重要な蛋白質源として畜肉

製品に次いで消費されているが，衛生上の品質管理にお

いて，行政指導の効果が現われにくい食品であり，その

生菌数は 19当り 10未満から 108を超えるものまでいろ

いろである.一定の工程で製造される食品でありながら

このように生菌数が著しく異なるのは，製造工程上の衛

生管理および販売に至るまでの保存管理等に起因するも

のと考えられる.従ってこれらを改善することにより，

優良な製品の供給が可能になるであろう.そこで魚肉ね

り製品のうち，流通量が多いつみれを対象に原料から販

売製品に至るまでの細菌汚染および増殖の要因，すなわ

ち，原料の細菌学的品質，製造工程の二次汚染源および

保存中の細菌増殖を明確にすると同時に，低温保存中の

製品の細菌叢の変遷と腐敗の進行との関連を検討したの

で報告する.

調査資料，実験材料および方法

調査資料 1976年から1981年に多摩地区で製造販売さ

れ収去された自家製魚肉ねり製品について，殺菌料およ

び保存料使用の有無，保存混度，保存日数を調査すると

共に，細菌検査を実施した.

実験材料 K工場のつみれ製造機械器具類，冷蔵庫お

よび冷凍庫内外部，コンテナ，水道桧，作業者手指，つ

みれ原料(生ホッケ，冷凍スケトウダラすり身，パレイ

ショデンプン，食複および調味料)，中間製品，完成品，

製造ラインの使用水等を実験材料とした.

細菌検査 機械器具類，冷蔵庫および冷凍庫内外部，

コンテナ，水道栓および作業者手指については約100cm2

を定法に準じて拭取ったものを，また，その他の材料は

適当量をそれぞれ採取し，直ちに実験室に持帰り，生菌

*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 Res巴archLaboratory of Public Health， 
16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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数，大腸菌群数，黄色ブドウ球菌数，サルモネラ，セレ philes) (一部高温細菌を含む〉と規定した.

ウス菌数，腸炎ピブリオ等の検査を定法どおり行なっ 基質分解能分離菌株につき，蛋白質，デンフ''/質お

た.ただし，生菌数は200で3日および35
0で2日の培養 よび脂質の分解性を検査するため，10%スキムミルク加

により求めた. 普通寒天平板， 0.4%ゼラチシ加普通寒天平板， 1%バ

保存試験 完成品を3個ずつ滅菌ポリ容器に採取し， レイショデγプγ加普通寒天平板およびバター脂肪を基

直ちに実験室に持帰り， 40， 100および20
0の恒湿器内に 質としたクロスリー寒天平板に純粋培養菌の生理食塩水

保管し，経日的に細菌検査に供した.細菌検査項目およ 懸濁液を闘線し，200で 3~6 日培養して判定した.

び方法は前記のとおりである.なお，恒湿器内の温度管 結 果

理には， 12打点式タカラサーミスタ自記温度記録計 (R 市販魚ねり自家製品の衛生および販売状況 Table 1 

117-3145， TXA-36)を用いた. に示すように， 1976年以降，つみれ，はんべんおよび揚

菌株の分離と同定供試菌株の同定は，生菌数測定を げかまぼこは，いずれも保存料および殺菌料の使用例が

行なった各試料の平板から約20集落ずつ無作為に釣菌し 減少し，特に殺菌料は1981年にはまったく使用されなく

たものについて， Vanderzantら1)の分類法に従って菌属 なった.販売品の保管温度および製造後経過日数は，

の同定を行なった.なお，Bacillusの胞子の形成の確認 Table 2および Table3に示したように， 00~100で多

には， Gordonら2)の方法を参考にした. くが保管され， 0。未満例が10%程度であった. また，

発育温度域の測定分離菌株をトリプトソイ寒天斜面 製造後2日以内の製品が大半であった.Fig.1に示され

に塗抹し， 50で6日， 100で5日，150で4日，200で3 たように，つみれ，はんべんおよび揚げかまぼこの生菌

日，25
0で3日，300で3日，350で2日，40

0で2日， 数は，いずれも103を中心に広く分布しており，105を超

450で2日，50。で2日， 55
0で2日培養し，各温度での発 えるものが10%以上有った.

育の有無を観察した.発育上限が300 の菌株を低温細 つみれ製造工程の細菌汚染状況つみれの原料の生菌

菌 (Psychrotrophs)，35
0以上の菌株を中混細菌(Meso- 数をTable4に示した.主原料の生ホッケは， 20x 102~ 

Table 1. Application of preservatives or germicide 

on fish jelly products made by small scale 

manufactories 

Sample 1976 1978 1980 1981 

TSllmire 3/8*(38)料 18/29(62)22/25(88) 15/15(100) 

Ha叩 en 2/12(17) 8/17(47) 13/16(81) 11/13 (85) 

話aboko3/5 (60) 2/2(100) 9/9(100) 33/33(100) 
* Denominators mean number of specimens and 

numerators mean number of not llsed 

料 Numbersgiven in parentheses mean percentage 

of not used 

Table 2. Storage temp巴ratureof fish jelly products 

made by small scale manufactories 

Storage 
1976 temperature 

160~ 3 

110~15。 l 

60~100 6 

10~ 5。 10 
~O。 7 

1978 

4 

2 

13 

20 

14 

1980 1981 

3 5 。 1 

10 15 

10 17 

12 14 

77 X 102，パレイショデンプンは 20~50，食塩は 22x10

Table 3. Days after production of fish jelly products 

made by small scale manufactories 

Dpraoyds u after 
ct!On 1976 1978 1980 1981 

。 10 18 19 34 

l 8 17 14 24 

2 2 7 9 2 

3 3 3 2 5 

4 and over 5 8 1 4 

Table 4. Bacterial count of raw materials 
of tsumire 

Number of bacteria/g Number of 

Raw material ~~O ~~O coli form 200 350 ~-~-':_:--~; 
incub;tion incuS;tion grouP/g 

IミawAtka mackerel 77 X 102 20x 102 <10 

Potato starch 20 50 <10 

Salt 22x10 30x 10 <10 

Seasoning <10 10 <10 

Frozen fish paste 
11 X 105 45x 10' 90 。fwalleye pollack 
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Table 5. Bacterial count of machine， tool or material on manufacturing process of tsumire 

Process Machine， tool or material 

Meatmincing 

Meatgrinding 

at low temp. 

Rapping 

Boiling 

Cooling 

Mincer (before use) 

Container for mince (befor巴 use)

Mincer (after use) 

Minced meat 

Hand ( at work 
¥ after wash 

Wooden pestle (at use) 

Surface of mill stone (at use) 

Fish paste 

Thawed fish paste of walleye pollack (for mixing) 

Potato starch (for mixing) 

Seasoning (for mixing) 

Salt 

Fish paste with seasoning 

Roller of rapping machine 

Rapping plate of rapping machine 

Belt conveyer of rapping machin巴

Rubber spatula (at use) 

Rapping bar of rapping machine 

Rapped fish paste with seasoning 

Hand (at work) 

Handle of a scoop net 

N et of a scoop net 

Boiled fish paste with seasoning 

Hand (at work) 

Tap water for cooling 

Water in cooling container 

Drainer 

Tsumire after drained 

Number of bacteria 

200 350 

incubation incubation 

14x108 52 X 102 

11 X 102 34x10 

92x 105 12x 106 

*33 X 104 *12 X 104 

62x 103 36x 103 

<20 <20 

16x 104 10 X 104 

30x 104 32x 10' 

*32x 10' *22x 104 

*11 X 105 *45 X 104 

* 20 * 50 

*<10 * 10 

*22 x 10 *30x 10 

水57x104 ホ30x10' 

24x 103 40x 103 

13x 103 74x10 

72x 102 68x 102 

74x 103 40x 103 

38 X 104 80x 10' 

*17x 105 *18 X 105 

66x 103 76x103 

40x 103 18x 103 

<20 20 

* 10 30 

22x 102 32x 102 

* 。 * 1 

* 22 * 34 

76x 102 76x10 

* 30 *13 x 10 
-~ ----------・-_--_...__..--------_司圃『司司日ーー・・聞-..時国圃圃押_-“-----ー --__..-園 周----晶岨岨圃圃圃圃 神------目ーー・・4晶・・ 四国圃 E 争開

Handle of a refrigerator 32x 105 60x 105 

Tool of Drain board of a refrigera tor 50x 106 24x 105 

working Handle of a freezer 46x 102 24x 102 

envlronment Drain board of a freezer 36 x 10' 18x 104 

Hydrant 43 X 106 34x 106 

* means bacterial count/g or ml， the others means bacterial count/100cm2 

Number of 
coli form 
group 

<20 

<20 

68x 10 
本<10

<20 

<20 

52x10 

68x 10 

* 90 
ネ 90

*<10 

*<10 

*<10 

* 20 

<20 

<20 

<20 

20 

<20 

*38x 10 

<20 

<20 

<20 

<20 

<20 

* 。
* 。
<20 

*<10 

<20 

28x 10 

<20 

<20 

20 

~30x 10，調味料は<10~1O，冷凍スケトウダラすり身 けられ， 大骨を除去された挽肉となり，生菌数は 12x

は45X 104~ 11 X 105であった.また，冷凍スケトウダラ 1O'~33x 104であった.次に播潰機に移され，肉がよく

すり身は大腸菌群が陽性であった.Table 5に示された ほぐ、れるまですり身になった後，パレイショデンプン，

ように，頭部と内臓が除去された生ホッケは肉挽機にか 食塩，調味料および解凍スケトウダラすり身が加えら
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1978 1980 1981 

。<2 2 語 456~ 守<2 2 3 4言語壬 <22 3 4 5る壬〈量 2345 届壬
Viable count/ 9 ( log ) 
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Fig. l. Frequency of viable count/ g of fish jelly products on the shelf 
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Fig.2. Time course of viable count/g on tsumire stored at different 

temperatures and change of microflora 
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Table 6. H.ange of growth temperature of strains isolated from stored tsumire 

Temperatures tested ('C) 

8

6

一
7

9

1ょ

τ
A
一

喝

t占
守

ム

℃

℃

一

℃

℃

n
U

ロ
リ
一

n
U
F
U

Q
G
q
o

一
の
4

向。

℃
 
n
u
 

唱'・
a

Storage lncubation No. of 
temperature temperature strains 
and period for plate counting tested 

1 day 
20'C 

35'C 

2 

6 
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35'C 

19 
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55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 
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れ，よく混和される.品温は約100であった.出来上っ

たすり身は生菌数が 30x 104~57 X 104で大腸菌群は陽性

であった.播潰機の汚染状況は，生菌数が 105オ{ダー

で大腸菌群数は 102オーダーであった.成形の工程では

付属品の型押し棒および専用ゴムヘラの生菌数は 104~

105オーダー，すり身成形品の生菌数は 106オーダ{で大

腸菌群数は 102オ{ダーであった.成形されたすり身は

ベルトコンベアで運ばれ，加熱ナベに落下し，880~920 

の湯で1O~15分間ゆでられ， I思混は800に上昇する.こ

の工程を経て生菌数は1O~30に減少し，大腸菌群は陰性

となった.次にあげ網ですくわれ，水道水を溢れさせた

コンテナに投入され，約10分間冷却され，水切り用ザノレ

にあけられて水切りされ，つみれの完成品となり，生菌

数は30~13x 10となる.冷却工程で使用された水切り用

ザノレの生菌数は 76x 1O~76 x 102， あげ網の柄は生菌数

18 x 103~40 x 103，作業中の手指の生菌数は22x102~32 

x102であった. なお，冷蔵庫，冷凍庫および水道栓等

の生菌数は 105~107オーダー，大腸菌群による汚染は冷

蔵庫の取手とスノコおよび水道栓に認められた.作業工

程全体の手指の汚れは，生菌数が1O~10; オーダーで大

腸菌群による汚染も若干認められた.

つみれの保存試験における生菌数と細菌叢の経日変化

Fig.2に示したように， 40保存の場合 1日目は増加は

認められず，Bacillusおよび Pseudomonasが少数認

められた. 2日目以降は，ほぼ対数的に増加し 5日目

では104となり，Streρtococcusおよび Coryneformsが

優勢で、あり， 8日目では107となり Pseudomonasおよ

び Streρωcoccusが優勢であった. 100保存の場合 1

日目から対数的に増加し， 4日目で106に達し，Pseudo‘ 

monas， Coryneformsおよび Streρtococcusが優勢で

あり 6日目で109となり，Pseudomonasおよび Stre-

ρtococcusが優勢であった.200保存の場合，培養を20。

および350で行なっても生菌数に特に差はみられなかっ

た.1日目は 106で Baci・llusが優勢であり， 2日目は

106で Pseudomonas，Streρtococcusおよび Bacillus

が優勢であった.

保存試料分離菌株の発育温度域 Table 6に示したよ

うに40保存1日自の試料について20。培養および350培

養で分離された菌株は共に350で発育できる中温細菌で

あった.40で5日および8日保存試料について200培養

で分離された菌株はすべて低温細菌であり，350 第養で

分離された菌株はすべて中温細菌であった.100 で4日

および6日保存試料について200培養で分離された菌株

のほとんどは低温細菌であり，35。培養で分離された菌

株はすべて中混細菌であった.200で1日および2日保

存試料について 200培養で分離された菌株のほとんどお



Decomposition of substrates by psychrotrophs and mesophiles isolated from stored tsumire Tab!e 7. 

Decomposition activity rate of the isolates against each substrate at 20'C 

The others Coryneforms Strettococcus Bacillus Pseudomonas 

お
お
ロ
国

さ
5

5
去
の

S
H回
H
U
O

』
U
H
回一戸の

い

ω
Z口
問

υ
吉岡
H
H
5
2の

五
芯
U
O

同

{
U』
同
制
の

-HωHHロ
凶

ぷロ
5

5
辺∞

5
H
E
U
O
 

ぷ
U
H同
制

ω

』

ω
ロロ
m
H

A
-
-
5
5
2
ω
 

五
百
む
。

同

{
U
H岡
山
干
の

Hω
お
ロ
凶

u-
口
E

E
三の

ロ明芯

U
O

Z
U』
同
一
戸
の

-
M
u
z
g
g
H回

-c田市
』

0

・
cz

Group 

(
k円
回
目

U

)

司

O℃
山
内
抽
出
国

ω-HOHの

(ハむ

-agu』
、
山
岡
田

HOH
∞
。Psychro・

1 trophs 

Mesophiles 

減

0/1 1/1 0/1 0/1 

4/4 0/4 0/4 0/4 

1/6 4/6 5/6 4/6 1/1 1/1 1/1 0/1* 8 

。。噌・4s
 
e
 

.

l

 

b
h
M
 

h

p

p

 

c
o
氾

wd紅
白

R

M

 

Fhd 。4
 

4 
;;nf 

芸者
0/2 0/2 1/2 1/2 0/5 4/5 3/5 4/5 0/3 3/3 2/3 1/3 4/8 3/8 5/8 1/8 

三日
0/1 1/1 0/1 0/1 1/3 0/3 0/3 0/3 9/15 0/15 0/15 0/15 19 

向日'i
 

a
、Mau 

-

l

 

b
h
u
u
 

b

p

?

 

4
c
n
u

児

ヴ

幻

自

民

M
Q
U
 

4金

事草
0/2 0/2 0/2 0/2 17/17 14/17 17/17 0/17 

u

p

H

由∞
N

3/3 0/3 0/3 0/3 0/1 0/1 0/1 0/1 1/12 6/12 2/12 0/12 16 

ヴ
4
τ
i
 

n
D
 

0
・M

.白
'

!

j

叫

ω
'
u
b
 

I
m
p
-
P
 

J
山

m

m

同

'wp+
目、

ρ-w

R

M

 
4
 4/15 15/15 15/15 15/15 0/2 0/2 0/2 0/2 

0/2 1/2 0/2 0/2 4/11 2/11 1/11 0/11 13 

qa 
O
L
 
eo 
ρlv 

.

I

 

D
h
H
 

h

p

p

 

c
o
泊

wd仕
自

民

M
no 

100 

0/1 0/1 。/10/1 0/1 0/1 0/1 0/1 1/1 1/1 1/1 1/1 13/20 20/20 19/20 0/20 

0/2 0/2 0/2 0/2 2 

qa 
q
d
 

F
3
 

0
・M

i

1

 

1
1
h
H
 

ゐ

p

p

c
n
u
沿

ヴ

紅

白

札
口

M

唱

E
-

0/2 2/2 2/2 2/2 21/31 31/31 30/31 31/31 

0/1 0/1 0/1 0/1 0/7 0/7 0/7 1/7 8 

ヴ

dqL
 

0
3
 

白

L

.

l

 

b
h
N
 

h

p

p

 

c
o
沿

w
d
u
g
 

h

M

 

9
a
 

200 

H
斗
叩

0/1 

* Denominators mean number of active isolates and numerators mean number of tested 

1/1 1/1 1/1 0/1 0/1 0/1 0/1 5/7 7/7 7/7 7/7 18/18 12/18 12/18 2/18 



176 Ann. Rep. Tokyo Metr. 'Res. Lab. P目H.，33，1982 

よび350培養で分離された菌株のすべては中温細菌であ

った.40および100保存試料の生菌数は350培養よりも

20。培養の方が 5~1O倍以上大きい値となったが，これ

らの菌株は350培養では発育できない低温細菌であるこ

とがわかった.また，20。保存試料の生菌数は，ほぽ中

温細菌の数に等しかった.

保存試料分離株の基質分解性 Tab!e 7に示したよう

に， 40 で1日保存試料由来株は，中温細菌の Bacillus

が主で蛋白質およびデγプン質をよく分解した. 40 で

5日保存試料由来株は，低温細菌の Coryn巴formsが脂

質をよく分解した.同試料由来の中温細菌は，低温細菌

に比して数は少ないが，Pseudomonas， Coryneforms 

および Bacillusが蛋白質およびデンプン質をよく分解

した 40で8日保存試料由来株は，低温細菌の Pseudo.

monasおよび Streρtococcusが脂質を分解し，同試料

由来の中温細菌は少数ながら Pseudomonasが蛋白質と

脂質を分解した.100 で4日保存試料由来株は，低温細

菌の Pseudomonasのうち，一部の株が蛋白質を，また

Coryneformsのすべての株が脂質をよく分解した. 同

試料由来の中温細菌の Bacillusは少数ながら蛋白質お

よびデγプγ質をよく分解した.100 で6日保存試料由

来の低温細菌の Pseudomonasの一部の株が脂質と蛋白

質を，Streρtococcusがわずかに蛋白質を分解した.同

試料由来の中温細菌は，少数ながら，Pseudomonasは

蛋白質および脂質をよく分解し， Bacillusも蛋白質，

脂質およびデンプン質をよく分解した.200 で1日およ

び2日保存試料由来の低温細菌である Pseudomonasお

よび Streρtococcusは蛋白質， デンプン質および脂質

をほとんど分解せず，同試料由来株の中温細菌である

Pseudomonas， Bacillusおよび Coryneformsは， これ

らの基質をよく分解した.

考察

食品の品質をし、かなるものにするかは，生産者の食品

に対する考え方で決まると言えるであろう.少しでもシ

ェルフライフを延長させようと思えば殺菌料(過酸化水

素，次亜塩素酸等)， 保存料(ソルピン酸， デヒドロ酢

酸等〉および酸化防止剤(ブチノレヒドロキシアニソール〉

等のいわゆる食品添加物が使用できるが，これらの安全

性についての疑問点が報告されているト幻. 一方， 食品

添加物の使用を極力避けようとする生産者は，製造工程

の衛生管理に相当なカを注いでいる町. しかしこれは多

大な労力と高度な専門技術の蓄積の上に成立つものであ

って，一般の製造業者には，それだけの余力が無いのが

現状であろう.生産者が個々に莫大な資金と労力を費さ

なくとも，健全な食品を製造し供給するためには，食品

衛生行政担当者が個々の加工食品についてその総合的な

衛生管理情報を提示してゆかねばならないと思われる.

共通の工程で製造される場合でも，各工場にはそれぞれ

の異なった改善点が指摘されるであろう.従って，それ

らの個々の改善点の集積は 1つの食品の製造工程の重要

な管理点の総合的な把握へと発展するであろう.

1980年に食品製造に過酸化水素の使用が事実上禁止に

なってから，その使用は，つみれ，はんべんおよび揚げ

かまぼこに関しては皆無となった.1981年のはんべん2

件については，保存料のみの使用例であった.さて，こ

のような状況下で販売されている魚肉ねり製品の細菌学

的な品質は，いずれも過酸化水素の使用規制のいかんに

かかわらず 103を中心とした上下に広い分布パタ {γを

示し，特に変化していない.過酸化水素の使用禁止にと

もなって特に保存温度を下げた状況はみられず，例年ど

おりoo~100 の範囲が主流であり o 。未満は10%程度

であった.販売品の製造後経過日数は半数以上が2日以

内であって，毎年同じであった.以上の成績から，魚肉

ねり製品の製造，保存および販売の様式は過去6年間変

化なしと評価される.唯一，殺菌料を使用しなくなった

ことだけが変わった点である. ともあれ，生菌数が 105

を超える製品が常に10%以上販売されているのは確かで

ある.製造後 1 日以内の製品でも 20%程度が1O'~106で

あって，これは少なくとも製造方法に改善の余地がある

ことを示唆している.

つみれの主原料の生ホッケおよび冷凍スケトウダラす

り身の生菌数は，低温細菌に代表されるようであり，そ

れぞれ 103オ{ダ{および106オ{ダーであった.これら

の大量の一次汚染細菌は原料肉の移動と共に，肉挽機，

コンテナ，揺潰機，成形機，作業者の手指，冷蔵庫，冷

凍庫および水道栓を汚染し，加熱工程を経たつみれを再

び冷却工程で二次的に汚染するものと推定される.特に

作業者の手が頻繁に触れる水道松，冷蔵庫および冷凍庫

の生菌数は 105~107のオ{ダ{であり，最も可能性の高

い汚染源であろう.同ーのフロア{が原料と加熱製品を

一緒に取扱うような施設構造であり，しかも，すべての

手作業が2人でなされる様式では，製品の二次汚染は防

げない.これらの汚染要因を断つために，加熱以後の工

程を，構造的に，かつ人的に完全に区切る必要がある.

保存実験によれば， 4.0で保存された場合 2日目以

降は，ゆっくりではあるが，ほほ'対数的に菌数が増加

し， 6日後には105に，9日後には 108になり，ネトが発

生した.100保存の場合，対数的に増殖し，4日後で106
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に達し，ネトを発生した.製品の販売時の保管温度がO。

~100 の聞に集中している事から，庖頭販売品において

も数日間保管される場合には同様な速さで腐敗が進行す

るものと推測される.一般に，市中の魚肉ねり製品製造

販売庖では， 1屈で数種類の製品を製造販売しており，

Iつの製造ラインですべての製品を製造する都合上，各

品は 1週間分位を大量に製造し，保冷しながら最長1週

間程かけて販売するのが平均的な様式である.K製造販

売庖もこれと同様であって，製造当日に販売されない大

部分は，コンテナに収納されて冷凍庫で1晩かけて凍結

される.販売に供する場合は，前日にコ γテナごと冷蔵

庫に移して徐均に解凍するか，または当日コ γテナに水

道水を注ぎ込み解凍し，売れ残りは再び冷蔵庫にて保冷

される. 1度解凍されるとコシテナの残品が売れ尽すま

で最長1週間かかり，ネトも発生する.従って二次汚染

量の少ない製品であっても 1週間も冷蔵庫に入れたり出

したりしているうちに，低温細菌が確実に増殖し，腐敗

に至る. よって製品を少しでも長持ちさせるには，完成

品を 1日で売り切れる量ずつ袋に小分けして速やかに凍

結する方法が好ましい.

つみれを100以下で、保存した場合，最も速やかに増殖

するのは低温細菌で，中温細菌の 5~10倍以上の値を示

す.原材料の生ホッケおよび冷凍スケトウダラすり身も

低温細菌が生菌数を代表している.低温細菌は，当該工

場の作業環境の汚染細菌として中温細菌と同等に重要な

存在である.従って，つみれの製造販売における食品細

菌学的な管理事項として，環境汚染箇所の把握および特

に保存中の製品の腐敗の進行を判定するためには，低温

細菌を指標菌とすることが必須条件である.

低温保存食品の細菌および腐敗に関する報告は多く，

生肉MO〉，冷凍食品11，12)， 冷蔵海産魚18〉， 冷凍調理食

品14)の分離細菌について分類学的および生理学的な検討

がなされている.また，魚肉ねり製品については，加熱

温度と残存細菌の関係15，16)や包装かまぼこの変敗菌17，18)

の報告が有る.しかし，非包装または簡易包装され，冷

蔵保存販売される魚肉ねり製品の腐敗に関する報告は類

を見ない.しかし，我々が行なった保存実験で分離検討

された優勢菌は，つみれの成分である蛋白質，デンプシ

質および脂質を200で良く分解する事から腐敗の原因菌

として興味あるところである.保存実験の各段階で分離

された優勢菌の基質分解性の特徴を考慮し，4 0~100で

保存したつみれの腐敗過程を考察する.先ず初期におい

ては，加熱処理後生残した Bacillusおよびその後に二

次汚染で、付着したと思われる少数の Pseudomonasおよ

び Coryneformsなどの中祖細菌が徐々に蛋白質および

デンプン質等の高分子基質を分解して低分子基質を産生

してゆく.次いで二次汚染で付着したと思われる低温細

菌のPseudomonas，StrettococcusおよびCoryneforms

が産生された低分子基質を利用して速やかに増殖し，優

勢菌叢を形成しつつ一挙に腐敗を進行させるのであろ

う.また，常に何れかの細菌により脂質の分解が進行し

てゆくことが充分考えられる.

結論

多摩地区の魚肉ねり製品製造販売庖から収去された製

品の衛生および販売状況は以下のとおりであった.

1. 1980年以降，殺菌料である過酸化水素による処理

製品は皆無となった.

2. 製品の保管温度は o0~100 の範囲が主流である
が o。未満の例も10%程度認められた.
3. 製品の大半は2日以内に販売されるが1週間近く

残る物もある.

4. 販売品の細菌汚染は，生菌数 103を中心にして，

少ない例で10未満，多い例では 106~lOBオ{ダーの物ま

で広く分布している. 製造当日の製品でも 20%程度は

104~106オ{ダ{であった.

冷蔵保存中の製品の腐敗と対応策

1. 生菌数が30~13x10の完成品は， 4。で保存すると

6~7 日で， 100で保存すると 3日で105を超える.

2. 40~100 で保存されるつみれでは，中温細菌は脂

質を利用すると共に蛋白質およびデンプγ質等の高分子

基質を分解して低分子化させながらゆっくり増殖し，低

温細菌は脂質および中温細菌が産生する低分子基質を利

用して速やかに増殖すると考えられ，このような共働作

用により，その腐敗が進行すると推測される.

3. 製品をこれらの腐敗菌から守るため，保存および

販売には凍結したままが望ましい.
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東京都における水銀汚染の実態について(第9報〕 魚介類中の水銀含有量調査

山野辺秀夫ぺ竹内正博*吉原武俊*

Survey of Pollution with Mercury in Tokyo (IX) 

Mercury Content of Fish and Shellfish 

HIDEO YAMANOBE*， MASAHIRO TAKEUCHI* .and. TAKETOSHI YOSHIHARA* 

Keywords:水銀 mercury，魚介類 fishand shellfish 

緒言

著者らは昭和48年，国が魚介類に対する水銀の暫定規

制値1)(総水銀0.4ppm，メチル水銀0.3ppm)を定めて

以来，都民の食生活の安全を確保する目的で魚介類およ

び水産加工品について水銀含有量調査を実施している.

昭和56年度についても中央卸売市場に入荷した魚介類お

よび市場外流通の輸入魚介類等の検査を行なった.

実験方法

試料は昭和56年4月から昭和57年3月までの 1年間に

中央卸売市場に搬入された，いわゆる市場入荷魚介類17

種20検体，市場外流通の輸入魚介類19種60検体，東京湾

産アサリ 14検体および都内の小売庖で入手した水産加工

品33検体，計127検体である.

操作および定量は前報2，3)にしたがって行なった.

結果および考察

魚介類中の水銀含有量の調査結果を Tab!e1に示す.

市場入荷魚介類で暫定規制値を越えたものはなかった

が，スズキについては2検体中 1検体から 0.34ppmが

検出された.スズキはこれまでの調査からも高い値が検

出されることが知られている魚種であり，特に東京湾で

全長 60cm以上のものは漁獲が規制されているので今後

も引き続き調査する必要がある.その他比較的高い債が

測定された試料はメノレノレーサ0.17ppm，メダイ0.10ppm

等であった.

輸入魚介類では， イセzピ(lobster)から最高 0.26

ppm，サメから0.21ppmが検出された.しかし他は全体

に低い値を示しており，今回調査した試料の55%が0.01

ppm未満で、あった.

アサリについては14検体中7検体がO.Olppm以下で、あ

り，残りの7検体もO.Olppmと極めて低い値であった.

これらのアサリは前幸V と同様に東京湾の水銀汚染の指

標とするために特定の5地点(横浜市野島公園，富津市

富津公園，大井ふ頭，葛西沖三枚洲，葛西沖人工渚〉か

ら採取したものである.アサリは水銀汚染の生物指標と

しては必ずしも適当ではないが，これらの結果から少な

くとも東京湾の水銀汚染が著しく進行しているというこ

とはないと結論できる.

つぎに Tab!e2に魚介類を原料とした水産加工品の総

水銀測定結果を示す.最も高い値はカマボコ0.64ppm，

次いで、ハンベγ0.40ppmで、あった.これらは魚を原料と

する練製品であるため原料から由来すると考えられる.

水産加工品中の総水銀含有量は生魚に比べて高く， 0.01 

ppmJ;.(土検出した割合は78.8%であった.

まとめ

都内で入手した魚介類および水産加工品，合計 127検

体について水銀含有量を調査したところ，暫定規制値を

越えたものはなかった.

1. 魚介類94検体中総水銀O.lppmを越えたものはス

ズキ2検体，メルルーサ，サメ，キジメダイ各1検体，

イセエピ(lobster) 3検体，計8検体であった.

2. 水産加工品では練製品で高い値を検出した.これ

は前報りと同じ傾向であり原料となる魚介類に起因する

ものと考えられる.

謝辞 本調査を行なうにあたり御協力をいただいた東

京都衛生局環境衛生部食品監視課の方々に深説いたしま

す.
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裕文，戸谷哲也:東京衛研年報， 25， 141， 1974 
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Mercury Content of Muscle in Fish and Shellfish Table 1. 

T-Hg(ppm) 
Range Mean 

位

叫

ω
ω
ω
回

目

m
m
m
u
回

目

前

羽

田

m
m
∞

m
但

佃

∞

ω
∞

位

回

幻

仰

但

町

∞

∞

∞

∞

mu

o
n
u
o
o
o
n
u
n
u
a
a
a
n抗日
仏

a
a
a
n叫
a
a
a
A叫
a
a
A仏

AUA仏

a
a
n叫
仏

仏

仏

仏

仏

仏

仏

仏

0.02-0.03 
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0.00-0.01 
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0.00-0.05 

N 

1

1

1
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1

1
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1

1

2

1
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1

1

5

1

1

1

1

1

2

 

。，“

Sample 

Ayu (ayu sweetfish， Plecoglossus altvelis) 

Bora (grey mullet， Mugil ceρhalus) 

Hamadai (Pristipomoides tilamentosus) 

Ibodai (sea bream， Psenoρsis anomala) 
1 washi (sardine， Saradinos melanosticta) 

Kamasu (barracuda， S，ρhyraenna japonicus) 
Kinmedai (Beryx sρlendens) 
Kisu (sillago， Sillago sihω刊a)

Konoshiro (gizzard shad， Cluρanodonρunctatus) 
Medai (Mupus jaρonicus) 
Merurusa (Merluccius capensis) 

Nishin (herring， Cluρeaρallasi) 
Shirauo (whitebait， Salanx microdon) 
Silver 

Suzuki (perch， Lataolabrax jaρonicus) 
Unagi (eel， Anguilla jaρonica) 
Asari (short-neck clam， Taρes jaρonica) 
Bai (Babylonia jaρonica) 

Awabimodoki (Concholeρasρeruviana)* 

Aji (horse-mackerel， Trachrus trachrus)* 

Ara (Niphon sρinosus)* 

Ise-ebi (lobster)キ

Itoyori (Nemiρterus virgatus)* 

Kisu (si1lago， Sillago sihama)キ
Kurage (medusa)* 

Kou-ika (cuttlefish)* 

Sakuradai (Sacura margaritacea)* 

Same (shark)ホ

Suziko (salmon ro巴， salted)* 

Taisho-ebi (shrimp)* 

Tachiuo (hair tail， Trichiurus lejうturus)*

Tanishi (river snail)* 

Tarabagani (king crab， Paralithodes camtschaticus)* 

Tobiuo， tamago (flying旬fishroe)* 
Zuwaigani (red crab， Chionoecetes 0ρlio)* 
Wakasagi (pond smelt， Hypomesus olidus)* 0.00ー0.02

* imported 

N : number of samples 

衛研年報， 32-1， 148， 1981 裕文，戸谷哲也・東京衛研年報， 25， 133， 1974 

4)山野辺秀夫，雨宮敬，竹内正博，吉原武俊:東京
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Table 2. Mercury Content of Marine Products 

Sample N T-Hg(ppIImte〉z 
Range Mean 

Aji， hiraki (horse開mackerel，Trachrus trachrus， half dried) 1 0.04 

Ami， shiokara (mysis， salted viscera) 1 0.00 

Chikuwa (rolled fish cake) 1 0.05 

Ei， hire (skate， Raja kenojei， horny fiber) 1 0.12 

F噌 u，kunsei (puffer， smoked) 1 0.09 

Hanpen 2 0.33-0.40 0.37 

Hoya， suzuke (Halocynthia roretzi， soaked in vinegar) 1 0.00 

1 washi， tatami (sardine， Sardinos melanosticta， dried) 1 0.00 

Katsuo， tataki (skipjack， Katsuwonusρelamis， purchased cooked) 1 0.03 

Kamaboko (fish jelly products， steamed) 10 0.01-0.64 0.13 

Kawahagi， himono (fiIefish， Steρhanolepis cirrhifer， dried) 2 0.01-0.05 0.03 

K加nagoくStolep加問sja企oniωs，dτied) 1 0.06 

Komai (Eleg印usgracilis， dried) 1 0.00 

Mentaiko (pollack roe， soaked in red pepper) 2 0.00 

Sanma， himon (pacific saury， Cololabis saira， half dried) 1 0.05 

Sake， kunsei (salmon， Oncorhynchus keta， smoked) 2 0.03-0.04 0.04 

Same， syokuyoyu (shark liver oil) 1 0.00 

Satsuma-age (fri巴dfish cake) 1 0.05 

Surume， himono (squid， Todaradesρaciticus， dried) 1 0.13 

Tsumire (boiled fish jelly) 1 0.02 

N : number of samples 
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東京都におけあ PCB汚染の実態について〔第10報) 食品中の PCB含有量調査

山崎清子*，水石和子ぺ竹内正博*，吉原武俊*

Survey of PoUution with Polychlorinated Biphenyls in Tokyo (X) 

Polychlorinated Biphenyl Concentrations of Foods 

KIYOKO Y AMAZAKI*， KAZUKO MIZUISHI*， MASAHIRO T AKEUCHI* 

and T AKETOSHI YOSHIHARA* 

Keyword自:ポリ塩化ピフェエール PolychlorinatedBiphenyls，汚染 pollution，食品 foods，母乳 humanmilk 

著者らは都内に流通する食品等のポリ滋化ピフェニ{

ル(以下 PCBと略す〕による汚染状況を把握するた

め，その含有量を調査し，また PCBによる人体汚染の

指標として母乳中の残留量を継続調査してきた1)

本報では1981年度の結果を報告する.

実験方法

調査試料は 1981年4月から 1982年3月までに入手し

た.内訳は東京都中央卸売市場で買い上げた魚介類46種

類150検体，東京湾沿岸で採取したアサリ 15検体，都内

の小売庖から入手した輸入魚介類18種類60検体，水産加

工品30検体，食肉6種類30検体，卵2種類20検体，乳製

品5種類70検体，食用油脂3種類20検体，ベビーフード

10検体，容器包装20検体および都内在住の産婦から提供

された母乳11検体，合計436検体である

操作および定量は第2報2)と同様に，厚生省環境衛生

局 PCB分析研究班による統一分析法に基づき，アルカ

P分解法によって前処理を行なったのち， ECDガスグ

ロマトグラブイ{で定量した.

結果および考察

市場入荷魚介類の可食部の PCB含有宣測定結果を

Table 1に示す.なお， 0.005ppm未満は不検出とし，

O.OOppmと表わした.150検体について検査したところ，

O.Olppm以上の PCBを検出したものは88検体で，検出

率は58.7%，平均値は0.03ppmで、あった.最高値はスズ

キの0.28ppmで、あり，この他に0.2ppm以上の値を示し

たものにはカマス，コノシロ，マダイ，ニベがあげられ

るが， 暫定規制値(遠洋沖合魚介類 0.5ppm， 内海内

湾魚介類 3.0ppm)を越えるものは見られなかった.こ

れまでの調査結果から魚介類の各年度全体の平均値を比

較すると (Table2)， 1972年に行なわれた PCBの製造

および使用に関する規制措置の成果が調査初期に早くも

現われ減少傾向が認められたが，ここ数年は横ばい状態

が続いていることが明らかである.化学的安定性が高い

という PCBの性質から考えても，この状態は今後しば

らく続くと思われる.

東京湾沿岸で採取したアサリの PCB含有量測定結果

をTable3に示す. 神奈川県野島崎公園(野島崎)， 大

井埠頭(大井)，葛西沖三枚洲(三枚洲)，主主西沖人工渚

(人工渚)，富津市富津公園〈富津〉の5地点で5月， 7 

月 10月の3回にわたって調査した. 採取時期による

PCB濃度の差は認められないが， 地域的には差が現わ

れた.すなわち千葉県仮~の富津で採取されたアサリから

は PCBは検出されず，大井で採取されたアサリからは

O. 02-0. 06ppmが検出された.

輸入魚介類はエピ33検体，イカ 9検体， ワカサギ， ク

ラゲ，アジ各2検体， その他キス， イトョリなど 12検

体，合計60検体について調査した.このうちエビ，イカ

は昨年と同様ほとんど不検出であった.また，オランダ

産のアジが0.33ppm，カナダ産のワカサギが0.19ppm，

0.09ppmを示した他はほとんど不検出であった.

水産加工品は魚肉練製品，魚介類の干物，明太子など

30検体について調査したところ13検体から PCBを検出

した.最高値は精製アイザ、メ油の0.09ppmで、あり，以下

キビナゴの干物0.06ppm，魚肉練製品0.05ppm，アジの

干物0.03ppmなどがあげられるが，その他はO.Olppm以

下の低濃度であった.

乳製品の PCB含有量測定結果を Table4に示す.パ

タ-6検体中2検体，コンデンスミルク 4検体中1検体

から低濃度ではあるが検出された.チ{ズは主にナチュ

ラノレチーズであるが30検体中25検体から平均O.02ppmが

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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CoilcentratiOns of PCB in Fishes (ppm on wet basis) Table 1. 

Mean 

Aji (horse-macker巴1，Tr(lchrus trachrus) 
Anago (conger eel， Astroconger myriaster) 
Awabi (abalone， Nordotis discus) 
Ayl1 (ayli sweetfish， Plecoglossus altivelis) 
Bai (Babylonia jaρonica) 
Bora (gray ml111et， Mugil ce戸halus)
Buri (yellow tail， Seriola quinqueradiata) 
Dojo (ml1df凶 ，Misgurnus anguillicaudatus) 
Ginzake (Oncorhynchus kisutsh) 
Hatahata (sandfish， Arctoscoρus japonicas) 
Hirame (flounder， Paralichthys olivaceus) 
HOl1bou (gurnard， Chelidonichthys kumn) 
Isaki (grl1nt， Paraρristiρoma trilineatum) 
Ishimochi (croaker， Argyroso初usargentatus) 
Itoyori (Nemiρterus virgatus) 
1 washi (sardine， Sardinos melanosticta) 
Kaki (oyster， Crassostrea gigas) 
Kamasl1 (barracuda， Sρhyraena jaρonicus) 
Katsl10 (bonito， Katsuwonusρelamis) 
Kichiji (Sebastolobus macrochir) 
King klip (Genyρterus caρensis) 
Kisu (sillago， Sillago sihama) 
Konoshiro (gizzard shad， Cluρanodonρunctatus) 
Madai (sea bream， Chryso戸hrysmajor) 
Madara (codfish， Gadus macrocephalus) 
Magarei (f1at fish， Limanda herzensteini) 
Magl1ro (tuna， Thunnus albacares) 
Managatsuo (harvest fish， Pamρus argenteus) 
Mebaru (gopher， Sebastes inermis) 
Menl1ke (rockfish， Sebastes押tatsubarai)
Merll1sa (Merluccius cゆensis)
Nibe (Nibea mitsukurii) 
Nishin (herring， Clupea pallasi) 
Oakamuro (Decaρterus russelli) 
Saba (mackerel， Pneumotoρhorus jaρonicus) 
Sanma (mackerel pike， Cololabis saim) 
Sawara (spanish mackerel， Scomberomorus niρhonius) 
Shiral10 (wh巾 bait，Salanx microdon) 
Sl1keto-dara (walleye pollack， Theragra chalcog何 mma)
Surume-ika (cattlefish， Todarades pacificus) 
Suzuki (perch， Lataolabrax jaρonicus) 
Tachil10 (hairtail， Trichiurus leρturus) 
Tobiuo (f1ying fish， Prognichthys agoo) 
Unagi (eel， Anguilla jaρonica) 
U shigaerl1 (bullfrog， Rana catesbeiana) 
Wakasagi (smelt， Hyρomesus olidus) 
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O. 15ー 0.28
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1
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1
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Samples 

0.01-0.14 

0.03 0.00-0.28 150 Total 

N : number of samples 
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Table 2. PCB Concentrations in Fishes in the 

1973-1981 Survey (ppm) 

を列挙すると.O. 031. O. 030. O. 029. O. 035. O. 019. 

O. 018. O. 023. O. 022. O. 013. O. 019 ppmであった.大

きな変動は見られないが，調査初期と比較してわずかに

減少していることがわかる.

Year N 

1973 130 

1974 86 

1975 70 

1976 150 

1977 156 

1978 300 

1979 139 

1980 144 

1981 150 

N : number of samples 

Range 

0.00-1. 87 

0.00-1. 22 

0.00-0.60 

0.00-0.74 

0.00-0.55 

0.00-1. 42 

0.00-0.53 

0.00-0.40 

0.00-0.28 

Mean 

0.15 

0.09 

0.06 

0.04 

0.03 

0.05 

0.03 

0.02 

0.03 

肉類は豚肉，豚肝，牛肉，牛肝，鶏肉，鶏肝の各5検

体について調査したが. PCBは検出されなかった.

鶏卵14検体およびうずら卵6検体についても不検出で

あった.

食用、油脂は合成樹脂製容器入りの精製ラード15検体，

豚脂2検体，牛脂 3検体の PCB含有量を検査したがL、

ずれも不検出であった.

ベピ{フードは肉入り野菜のピン詰め，粉末野菜スー

プ，ピスケットなど10検体について調査したが PCBは

検出されなかった.

Table 3. PCB Concentrations in Short-Necked 

Clam (ppm) 
容器包装はメタグリル樹脂，ポリプロピレン，メラミ

γ樹脂製の容器やストローなど20検体について検査した

が，ポリエチレン製ボールから0.08ppm.表面プラステ

ィッグコーティングの紙皿から0.07ppm検出された他は

不検出であった.

Sampling stations N 

Nojimazaki 3 

Ohi 4 

Sanmaizu 3 

Jinkonagisa 2 

Futtsu 3 

N : number of samples 

Range 

0.00ー 0.01

0.02-0.06 

0.00-0.01 

Mean 

0.01 

0.04 

0.01 

0.01 

0.00 

まとめ

1981年度における東京都の PCB汚染状況を調査する

目的で食品等の PCB含有量を測定した.魚介類，水産

加工品，乳製品，肉類，食用油脂，ベビーフード，容器

包装および母乳について検査した結果，暫定規制値を越

検出された.また牛乳および育児用粉手しからは例年どお えるものは見い出されなかった.また，昨年度の調査結

り検出されなかった. 果と比較して大きな変動は見られず，全般的に低濃度で

母乳は出産後15~48日の産婦11名から提供されたもの あった.

について調査した.全乳中では0.010-0.036ppmの範囲 謝辞本調査にご協力いただいた東京都衛生局獣医衛

で全検体から PCBが検出され，平均値は0.019ppmで 生課，食品監視課ならび、に母子衛生課の方々に深謝いた

あった.また母乳の脂肪中濃度は0.283-0.995ppm.平 します.

均0.640ppmであった.1972年以来われわれが行なって 文 献

いる母乳汚染の調査結果より，全乳中の平均 PCB濃度 1)山崎清子，雨宮敬，鈴木助治，風間成孔，吉原武俊

Table 4. PCB Concentrations in Dairy Products 

PCB concentration in PCB concentration in 

Samples N 
wet material (ppm) extractable fat (ppm) 

Range Mean Range Mean 

Butter 6 0.00 -0.04 0.01 

Cheese 30 0.00 -0.05 0.02 0.00 -0.17 0.07 

Condensed milk 4 0.00 -0.01 0.00 0.00 -0.03 0.01 

Modified milk powder 10 0.00 0.00 

Milk 20 0.00 0.00 -0.02 0.00 

Human milk 11 0.010ー0.036 0.019 0.283-0.995 0.640 

N : number of samples 
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Table 5. PCB Concentrations in Marine Products， Meats and others (ppm) 

Samples 

Marine product shrimp* 

lobster* 

cuttle fish* 

horse-mackerel* 

smelt* 

others* 

processed 

Meat pork 

pig Jiver 

beef 

cow liver 

chicken 

chicken liver 

Egg hen 

quail 

Edible fat 

Baby food 

Food wrapper 

N : number of samples 

* imported 

:東京衛研年報， 32-1， 151， 1981 

2)山野辺秀夫，天川!映子，鈴木助治，小泉清太郎，戸

N 

24 

9 

9 

2 

2 

14 

30 

5 

5 

5 

5 

5 

5 

14 

6 

20 

10 

20 

Range 

0.00-0.01 

0.00-0.33 

0.09-0.19 

0.00ー0.01

0.00-0.09 

0.00-0.08 

谷哲也.東京衛研年報， 25， 119， 1974 

185 

Mean 

0.00 

0.00 

0.00 

0.17 

0.14 

0.00 

0.01 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.01 
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牛乳中のシアン反応物質について

竹薬剤日江ぺ小久保湘太郎*村上文子ぺ村上

Cyanogenic Compound in COW'S Milk 

ー*，山田

KAZUE T AKEBAぺYA T ARO KOKUBO*， FUMIKO MURAKAMIぺ
HA]IME MURAKAMI* and MITSURU Y AMADA料

満**

Cyanide content in 112 sampl巴sof milk marketed in the Metropolitan area was measured with 

pyridine-pyrazolone reagent. Cyanide was detected at the average of 0.02μg/ml with the range 

of 0.01-0.06μg/ml in all the samples， and was confirmed to be free cyanide ion by both gas 

chromatography-mass spectrometry and ion chromatography. These cyanide levels did not show any 

differenc巴sby the districts or the time of production. Cyanide was alsb measured in 15 samples of 

individual raw milk and 5 samples of raw milk pooled in the tank lorry : ho cyanide was detected in 

the raw milk immediately after milking; and it was positive with the range of 0.01-0.02μg/ml in 

the pooled raw milk. Serial measurement in the five samples of milk froIIl the same individual stored 

at 40C for 14 days demonstrated no detectable level of cyanide in the initial stage of storage， but 

cyanide became detectable at day 1 to 2， and reached 0.05ー 0.10μg/mlat day 14. 

Keywol.'ds : cyanide， free cyanide ion， milk marketed， raw milk， tank lorry pyridine-pyrazolon巴 reagent，

gas chromatography-mass spectrometry， ion chromatography 

牛乳はその製造過程で，食品衛生法に基づいて定めら 試料および実験方法

れた条件で、加熱殺菌する以外は，手を加えてはならない 1. 試料

純正食品である. 調査牛乳は， 1980年6月から1981年9月までの問に都

先に著者らは，牛乳の安全性および健全性を確保する 内で販売されていたもの 112検体で，これらの牛乳は，

目的で，牛乳中に，その製造過程で混入する可能性のあ 北海道，東北，関東そして中部地方の 1道1都11県で生

る消毒剤および乳牛から移行残留する恐れのある疾病治 産されたものである.生乳は，同時期に都下の牧場で直

療薬について報告してきたし幻. 接採取した15検体，合乳は都内の乳処理工場に入った運

今回著者らは，市販の牛乳からヒトに対して有害であ 搬用ローリーから直接採取した5検体である.

るシアン化物イオン(以下、ンアンと略す〉を，ピリジン 2. 試薬

ーピラゾロン法で検出したので，その検出状況を明らか 1) クェ γ酸緩衝液 (pH5.9)

にすると共に，検出された、ンアンが遊離のシアンである クエン酸128.1gおよび水酸化ナトリウム64.4gを水に

かどうかを，ガスクロマトグラフー質量分析計(以下 溶かして 11とし， pH5.9に調整した.

GC-MS と略す〉およびイオンクロマトグラフ(以下 2) リン酸緩衝液 (pH6.8)

1 Cと略す〉を用いて調べた.ついで牛乳中に検出され リン酸1カリウム 3.40gとリン酸2ナトリウム 3.55g

るシアンが，内因性のものかあるいは外因性のものかを を水に溶かし 11とした.

明らかにするため，搾乳直後の生乳および加熱処理前の 3) 1 % ~ロラミンT溶液

合乳についてシアンの有無を調べ，また実験的に低温保 クロラミンT1. 25gを水に溶かし100mlとした.この

存した生乳中のシアンを経時的に調べたので，これらの 溶液は使用の直前に調製した.

成績について報告する 4) ピリジンーピラゾロン混液

本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
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料東京都衛生局環境衛生部獣医衛生課
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1-フェニルー3-メチルー5ーヒ。ラゾロン 0.25gを75'Cの熱

水100mlに溶かしたのち，室温まで冷却し，これにどス

(1ーフェニルー3ーメチルー5ーピラゾロン)0.02gをピリジγ

20mlに溶かしたものを加えて混合した. この溶液は使

用の直前に調製した.

5) シアン標準液

シアン化カリウム2.51gを水に溶かして 11とした.こ

の溶液のシアンを常法により N/10硝酸銀溶液による

滴定で求め，この中からシアン 10mgに相当する量をと

り， 4%水酸化ナトリウム溶液50mlと水を加え 11とし

た (10μgCN-/ml). 

6) 飽和臭素溶液

水に臭素を飽和させ，その上澄を使用した.冷所に保

存した.

その他の試薬は，すべて特級を使用し，有機溶媒は残}

留農薬試験用を使用した.

3. 生乳および牛乳中のシアンの測定方法

牛乳中には 1~10μg/ml のチオシアン化物イオン〔以

下チオシア γと略す〉が含まれておりへ蒸留条件によっ

てはこれがピリジンーピラゾロン混液で正の妨害をする

ので，試料をクエン酸緩衝液て、pH5.9にして蒸留し，チ

オシアンの影響を防いだ.すなわち，試料100mlを蒸留

フラスコにとり，これにクエン酸緩衝液 50mlと蒸留水

100mlおよびシリコーン樹脂1滴を加え，毎分1mlの流

出速度で蒸留した.共栓付100mlメスシリンダーにあら

かじめ2%水酸化ナトリウム溶液 20mlを入れておき冷

却器の先端をこの中に浸し，受器中の液量が 90mlにな

ったら蒸留をやめ，冷却器をはずし管の先端を少量の水

で洗い，洗液は受器に合わせ水で、100mlとし，これを試

験溶液とした.以下シアンの定量方法は， ]ISの工場排

水試験方法(JISK 0102 1974)のピリジンーピラゾロ

ン法に従って行った.すなわち試験溶液20mlを50mlの

比色管にとり，酢酸 (1+1)で中和した後， リン酸緩衝

液10mlと1%;:7ロラミンT溶液0.25ml加え，ただちに

栓をして振り混ぜ， 3~5 分間後ピリジンーピラゾロン

混液15mlを加え，室温で30分間放置後水を加えて 50ml

とした. これを波長6臼20nmで

た検量線カかミらシアンの濃度を求めた.全操作にわたって

空試験を行い結果を補正した.

分光光度計は， 目立 EPS-3T型自記分光光度計を使

用した.

4. GC-MS用試料の調製および測定条件

GC-MS用試料の調製は， BRABANDERらの方法

に準拠して行い，シプンをプロムシアンとして測定し

たり.すなわち， 3.のシアンの測定に使用した蒸留液を

すべて合わせて再蒸留し濃縮した.これを 10ml共栓試

験管にとり， 酢酸 (1+1)で中和後，塩酸(1+2)0.7 

加l，飽和臭素溶液 0.3mlを加え混和し 5分間放置し

た.これにアスコルビン酸約50mgとベンゼン 2ml加え

て激しく振り， 3000rpmで5分間遠心分離し，上澄のベ

ンゼン層をGC-MS用試料とした.

GC-MSは， Hewlett-Packard 5710A-]EOL ]MS 

-D 300， ]MA 2000 Disc Systemを使用した.カラム

は， PORAP AK QS， 2mm x 3feetsガラスカラム，カ

ラム温度160'C，セパレータ{温度250'C，ヘリウムガス

流量15ml/minそしてイオン化電圧70eVで操作した.

5. 1 C用試料の調製および測定条件

3.のシアンの測定に使用した蒸留液をすべて合わせて

再蒸留し濃縮したものを 1C用試料とした.

1 Cは， Dionex 1 C Model 10 (エレクトロケミカル

検出器付〉を使用した.カラムは， HPIC 4x250mm， 

溶離液は， 0.002M炭酸ナトリウム， 0.012Mエチレンジ

アミ γおよび5%イソプロピルアルコールを用い，流量

は195ml/hrで操作した.

実験結果

1. 牛乳および生乳中のシアンの検出状況

都内で販売されていた牛乳112検体の測定結果を生産

地別に Table1に示した.すべての牛乳から微量のシア

ンが検出され，その平均値と検出範囲は，それぞれ0.02

μg/ml， O. 01~0. 06μg/mlで、あった.牛乳の生産地によ

るシアンレベルの差は認められなかった.

Table 1. Cyanide Content of Liquid Whole乱1ilk

Obtained from Various Districts 

District 

Hokkaido 

Iwate 

Yamagata 

Tochigi 

Ibaragi 

Gunma 

Saitama 

Chiba 

Tokyo 

Kanagawa 

Niigata 

Nagano 

Shizuoka 

No. of Cyanide (μg/ml) 
Sample Range Mean 

9 

1 

1 

1 

1 

5 

11 

28 

36 

9 

1 

2 

7 

0.01--0.03 0.02 

0.02 

0.02 

0.03 

0.02 

0.01--0.04 0.02 

0.01--0.06 0.03 

0.01--0.04 0.03 

0.02--0.03 0.03 

0.02ー 0.03 0.03 

0.02 

0.02 

0.02--0.03 0.02 
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Table 2. Cyanide Content of Liquid Whole Milk Obtained from Eight Dairy Plants 

Dairy Plant A B C D E F G H 

1980 June 

July 

December 

February 

March 

June 

July 

September 

0.03 

0.03 

0.02 

0.02 

0.03 

0.01 

0.02 

0.02 

0.03 

0.02 

0.03 

0.03 

0.02 

0.03 

0.02 

0.03 

0.03 

0.02 

0.02 

0.02 

0.03 

0.04 

0.03 

0.03 

0.02 

0.02 

0.02 

0.02 

0.03 

0.03 

0.02 

0.03 

0.03 

0.04 

0.03 

0.06 

0.03 

0.03 

0.03 

0.04 

0.04 

0.03 

0.03 

0.02 

0.02 

0.03 

0.02 

0.03 

0.02 

0.02 

0.03 

0.02 

0.02 

0.03 

0.02 

0.03 
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Mass Spectra of Bromine Cyanide 

ローローの合乳5検体についてシアンの測定を行ったと

ころ，搾手L直後の生乳については，いずれからも検出さ

れなかったが，合手しからは O.01~0. 02μg/mlの範囲で

検出された.

2. GC-MSおよび 1Cによる牛乳中のシアンの確

認

Fig.1にGC-MSで測定した結果を示した. ブロムシ

ァγ標準品は，保持時間1.4分で，分子イオ γピーク(M+，

m/Z 105)およびそのアイソトープピ{グ (m/Z107) 

の臭素化合物にみられる特徴的ピークパター γを示し，

試料についても全く同様なスベクトルが得られた.つぎ

にFig.2に1Cの結果を示した.標準品の遊離シアンの

保持時間に一致するピークが，試料についても認められ

Fig.1. 

Table 2は，東京近郊にある 8ケ所の乳処理工場で製

造された牛乳について，シアンの測定を1年間実施した

成績である.表から明らかなように，シアンレベルは季

節による変化および工場別による差異は認められず，年

聞を通してほぼ一定であった.

なお， 1171Jではあるが，製造後5日以内のオランダの

牛乳を入手したので，このシアン量を測定したところ

0.13μg/mlで，わが国の牛乳に比べやや高いレベルであ

った.

これらの牛乳については，ピリジンーピラゾロン法と

平行して， JISの通気法でも測定したところ同様な結果

が得られた.

また搾乳直後の個体別生乳15検体および運搬用タンク
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Fig.2. Ion Chromatograms of Cyanide 

Tこ.

3. 実験的に低温保存した生乳中のシア γの消長

搾乳直後の個体別生乳5検体を4
0

Cで14日間保存し，

経時的にシアンの測定を行った.その結果， Fig.3に示

すように，搾手L直後には検出されなかったシアンは， 1 

~2 日後から検出されるようになり，以後はゆるやかに

増加して14 日自には0.05~0.10μg/ml となった.

考察

乳汁中には，通常の成分としてチオシアンやピタミン

B12などのシアン化合物が存在しており， これらの化合

物はヒトに対して有害なものでなく，牛乳の安全性およ

び健全性の上でも何ら問題はない.しかし，遊離のシア

ンが牛乳から検出されることは，たとえその量が微量で

あっても好ましいことではないと思われる.

今回検査したすべての牛乳から，遊離のシアンが0.01

~0.06μg/mlの範囲で、検出され，そのシア γ レベルは，

生産地や生産時期による差は認められなかった.また参

考のため調べたオランダの牛乳からも同様に遊離シアシ

が検出されたことから，牛乳中には一般的に微量の遊離

シア γが存在するものと考えられる.

これらの牛乳中の遊離シアンが，

①搾乳直後の生乳からは，検出されなかった

②搾乳後時間の経過している合乳からは，市販牛乳と同

レベノレに検出された

③搾乳直後の生乳を，遊離シアンの汚染が全く考えられ

ない条件下で，実験的に4
0

Cで保存すると， 1 ~2 日

後から検出されはじめ，以後検出量は経時的に増加し

Tこ

などの一連の成績から，外国性のものではなく，内閣性

のものではないかと考えられる.すなわち，生体内の乳

汁中に遊離シアンは存在しないが，搾乳後低温による保

存中に，何らかの要因により生乳中に生成されたものと

考えられ，この際に Woodの記載に見られるようにへ

乳汁中のチオシアンが重要な役割を演じているものと考

えられる.

今後，この点についてさらに検討を加え，牛乳から検

出される遊離シアンとの関係を明らかにしておく必要が

ある.

要約

都内で販売されている牛乳112検体について，ピリジン

ーピラゾロシ法によりシアンを測定した結果，すべての

牛乳から 0.01~0.06μg/ml の範囲で，平均 0.02μg/ml

検出され，これは GC-MSおよび 1Cでも遊離のシア

ンであることが確認された.なお，これらのシアンレベ
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Fig.3. Increase of Cyanide Levels in Raw Milk during Storage at 4 'c 

ルには，生産地および生産時期による差は認められなか

った.また，搾乳直後の個体別生乳15検体とタ γクロー

リーの合乳5検体についても遊離シアンを測定したとこ

ろ，搾乳直後の生乳は，いずれからも検出されず，合乳

からは0. 0l~0.02μg/mlの範囲で、検出された.ついで個

体別生乳5検体を用い， 4'Cで14日間保存し，経時的に

遊離シア γの測定をしたところ，保存当初検出されなか

った遊離シアンは， 1~2 日後から検出されはじめ'. 14 

日自には0.05~0.10μg/mlのレベルとなった.
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かんきつ類中の防ぽい剤に関する研究(1 ) 市販品の使用実態調査

基

賢

直

島

村

沼

西

上

藤

*

*

*

 

男

子

広
美

和

久

明

田

沢

部

安

中

井

弘*，冠

尚*，中里

司*，永山

井家寄太*

政光汽斉藤和夫*

光男*，菊地洋子*

敏庚*牛山博文*

Studies on Fungicides in Citrus Fruits (1) Market Investigation of Citrus Fruits 

KAZUO Y ASUDAペMOTOHIRONISHIJIMAてMASAMITSUKANMURI*， 
KAZUO SAITO*， KUMIKO NAKAZAWA*， HISASHI KAMIMURA汽

MITSUO NAKAZATO汽 YOKOKIKUCHI*， AKIHIRO IBE*， KENJI FUJINUMAぺ
TOSHIHIRO NAGA YAMA穴 HIROFUMIUSHIYAMA* and YASUTA NAOI* 

Keywords:防ばい剤 fungicide， ジフェニノレ diphenyl，オノレトフェニルフェノーノレ o-phenylphenol，チアベン

ダゾ{ル thiabendazole，かんきつ類 citrusfruits，実態調査 marketinvestigation，サγプリング方法 sampling

method 

緒
ヰ

盲

現在，我国ではレモシ，オレンジ，グレ{プフル{ツ

等のかんきつ類およびバナナにカビの発生防止を目的と

して，ジフェニル(以下DPと略す)，オルトフェニルフ

zノーノレ(以下OPPと略す)， そのナトリウム塩およ

びチアベンダゾール(以下TBZと略す〉を基準値を定

めて使用ず石ことが許可されている.

かんきつ類は米国の農業政策にも関連し，輸入量が年

々増加しているが，これら防ばL、剤の種類および使用量

は日本の食品衛生法に適合しなければならないことは当

然である.

そこで，我々は昭和49年より継続的にレモ γ，オレン

ジおよびグレープフノレ{ツ等の輸入かんきつ類につい

て，昭和56年にはマーマレードおよびジャム等の加工品

について防ばい剤の使用実態を調査したので、その結果を

報告する.また，調査を開始するに先立ち，サンプリン

グ方法を検討した.すなわち，一箱中の各個体問の含有

量の比較および一個体内で、の部位別含有量の調査を行っ

たので併せて報告する.

実験方法

1. 試料

試料のかんきつ類は昭和49年から56年までに，東京築

地市場，デパ{トあるいは小売庖等で市販されていたも

ののうち， レモン137検体，オレンジ128検体およびグレ

{プフルーツ370検体，計635検体を試料とした.なお，

加工品は昭和56年に市販されていたマーマレード，ピー

ノレ，ジャム，ゼリーおよびジュ{スの計34検体を試料と

した.

2. 試薬及び装置

1) DP:東京化成工業紛製 99%以上

2) OPP:東京化成工業側製 95%以上

3) TBZ:東京化成工業綿製 98%以上

4) DP， OPPおよび TBZ標準溶液:DPはシクロ

ヘキサンに， OPPは n-ヘキサンに， TBZは 0.1N・
HClに溶解し，それぞれ 1mg/mlになるように調製し

た.

5) シクロヘキサγ:吸収スベクトノレ測定用 関東化

学側製

の その他の試薬:すべて市販特級品を用いた.
7) 薄層クロマトグラフィー用プレ{ト DC-Fertig

platten Kieselgel 60 F -254 Merck社製

8) 紫外線照射器:Camag社製 Reproster 

9) 蒸留装置:第9改正薬局方に規定された精油定量

器に還流冷却器を装着したもの

10) 自記分光光度計:側目立製作所製 EPS-3T

11) 分光けい光光度計:紛日立製作所製 MPF-4

12) ガスグロマトグラフ:紛島津製作所製 GC-5A

13) ガスクロマトグラフィ{用充てん剤およびカラム

: 5%ポリエチレングリコーノレ 20M(Gaschrom Q) 3 

mm世x2mガラスカラム

*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; Hyakun，incho 3 chome" S.hinjuku・ku;Tokyo， 160 ]apan 
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ま式 籾 200g 

水を加えてホモジナイズ

1 .e容丸底フラスコに入れる
NaCl 200g 

沸石、シリコン樹脂

HSP04 1 ml 

精油定笠宮古

シクロヘキサン 3ml 

加熱蒸留 90分

水層

CDP) 

薄麿クロマトグ、ラフィー

シリカゲル F254プレート

紫外線照射

吸収スポヅトをかきとり、

シクロヘキサン10mlを加え

振とう、遠心分離

紫外部吸収スペクトル測定

247 nm 

COPP) 

水層

!叩 N…lX2
シクdヘキサン関

10N HZS04 2ml 

n~ ヘキサン 5皿lX2

水層 n-ヘキサンl習

|…仙
n-ヘキサンを加えて10mlとする

ガスクロマトグラフィー

5%  PEG 20M 

'jJラム温度 1800

図 1. ジフェニノレおよびオルトプヱニルフェノ{ノレ分析法

3. 分析法

1) DP:衛生試験法注解に準じた.

2) opp:衛生試験法注解に準じた.

3) TBZ:三原ら1)の方法に準じた.

それぞれの分析法の概要を図1および2に示した.

結果および考察

1. ー箱中の箱詰めの位置によ~含有量

1) ー箱中の各段での含有量の差

輸入かんきつ類はダンボ{ルに詰め輸入される場合が

多く，特に，グレープフノレ{ツは上，中，下， 3段に重

ね各段の間にケ{シングが入れてある場合が多い.

そこで，市販品一箱中の各個体について，箱詰め位置

の違いによりどの程度の差があるかを知るため，各段よ

り 3~5 個を取り DP ， OPPおよびTBZ含有量を測

定し，各段における含有量の範閤および平均値を求め表

1に示した.

各かんきつ類の各段の DP，OPPおよび TBZ含有

量を平均値で比較すると， 1. 2~ 2.1倍の差がみられた

が，段別による含有量の違いに，特に傾向はみられなか

った.また，各段での個体聞における含有量を最小値お

よび最大値で比較すると， TBZはレモ γで19倍，オレ

シジで6倍，グレ{プフルーツで4.6倍と大きな差がみ

られた DPおよび OPPについても約2倍の差がみら

れた.

2) ー箱中での含有量の個体差

一箱中の DP，OPPおよび TBZ含有量の最小値，

最大値を比較すると， レモ γでそれぞれ3.1倍， 2.5倍お

よび19倍と大きな差がみられた. TBZはオレγジおよ

びグレープフルーツでもそれぞれ6倍および4.6倍の差

が認められた.

このように各かんきつ類とも同一箱中で含有量に大き

な差がみられた原因は， OPPおよび TBZについては
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(ppm) 

部位 含有量

A 111 
B' 115 
C 134 
D' 138 
E 110 
F' 117 
G 92 
H' 119 
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チアベンダゾ{ル分析法図 2.
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箱詰めの各位置による含有量表1.
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これらのことから，市販品の防ばい弗j含有量の検査を

する場合は，サγプリング方法により結果が大きく変わ

るため，以後の実験は数個分を合せて試料とすることと

した.

2. グレープフルーツ個体内の部位別DP含有量

ダγボール箱内の中段からグレ{プフルーツを取り，

ケーシγグに接触していた面を上下とし図3に示したと

輸出国での塗布方法が不明であるため詳細な考察は不可

能である.しかし，それらが均一に塗布されていたと仮

定した場合でも，日本に輸入後，腐敗したものを除去す

る目的で開封し，仕分けをした後，再度，詰め替えを行

うため必ずしも輸入時と同ーの箱ではないことも原因の

ーっと考えられる.特に， DPは詰め替えを行うことに

より，それぞれの個体におけるケ{シ γグとの接触場所

が変わるため，含有量に差があらわれるものと推察され
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おり 2 等分後，上部をA~H，下部を A'~H' にそれぞ

れ8等分し16部位に分けた.上，下それぞれを一つおき

に取り， 8部{立についてDP含有量を測定し，図 3に併

せて示した.

各部位の含有量を比較すると， c部の134ppin，.D'部

の138ppmは最も少ないG部の92ppmに対L，約1.5倍の

値であった.

そこで，サンプリングは数個 (3個以上〉を取り，か

っ，一個体について2ケ所以上の部位を取り，合せるこ

ととした.

3. 市販品の年度別使用実態調査

レモン，オレンジおよびグレープフルーツについて昭

和49年から56年まで DP，OPPおよび TBZ含有量を

測定し，年度別に検出したものの平均値(以下，平均値

という〉を求め，その結果を図4に示した.

m
n
u
n
u
 

D
・O
O

F

O

nド

ppm 

3 

2 

o 49 50 

opp 

ppm 

2 

TBZ よ32.7

o 49 50 51 52 53 
図レモン ロオレンジ 図グレープフルーツ

図 4. 年度別使用実態

1) DP:レモンは49，50年の平均値は，それぞれ46

PPIl1および26ppmと比較的高い値を示したが， 51年以降

は11~18ppm とほぼ間程度の値がみられた.

オレ γジは使用基準値の70pprIlを越えるものが50年に

2検体 (75ppmおよび87ppm)52年巳1検体 (83ppm)

検出され，平均値も50年は54ppmと最も高く，以後は56

年まで徐々に減少する傾向を示した.

グレープフル{ツは使用基準債を越えるものが50年に

1検体， 52年に97検体， 53年に1検体がそれぞれ検出さ

れた.特に/52'刷工 180検体のうち54%が基準値を上回

り，平均値で~も71即時と高い値が得られた.53年以降の

平均値は21~33ppmの範囲で、あった.

各年を通算したレモメ，オレンジおよびグレ{プフル

ーツのDP検出率はそれぞれ， 93%， 97%および92%と

いずれも非常に高率でああこJとがわかった.

2) opp:レモン，オレンジおよびグレ{プフル{ツ

とも含有バタl占ンIはほぼ同様の傾向を示した.各かんき

つ類の平均値を比較す石と。 53年tとはそれぞれ2.4ppm，

2.6ppmおよび2.0ppmと高く，.:以後，レモジが 56年に

3.4ppm と比較的高い値を示した以外は，いずれも 1~2

ppm程度の値が得られた，なお， OPPは食品添加物と

して昭和52年に許可されたがそれ以前の50年にオレンジ

で1検体 (4.7ppm)グレ{プフノレ{ツで 1検体 (0.6

ppm)検出されたものがあった.

3) TBZ:昭和53年8月に使用が許可されたことか

ら， 53年以前には50年にグレープフルーツで1検体(3.2

ppm) 53年にオレンジで1検体 (0.5ppm)検出したの

みであった.しかし， 54年以降は検出率が高く， 56年は

全てのオレンジから検出されその平均値も 2.7ppmと高

い値を示した.グレープフルーツは 54年に平均値1.2

ppmと最も高い値を示した.

4. 市販品の含有量別分布

レモン，オレンジおよびグレ{プフルーツにおける

DP， OPPおよび TBZの含有量別の検出率を図5に

示した.

1) DP: レモンは全試料の約半数が5~15ppmの範囲

で検出された.平均値は14ppm，最高値は59ppmであっ

た.

オレ γジは1O~20ppmの範囲で最も多く検出された.

1平均値は23ppmであったが， 128検体のうち使用基準値

を越えるものが3検体にみられ，最高値は87ppmであっ

た.

グレ{プフノレ{ツはレモγおよびオレンジに上t較して

含有量が多く，平均値も 50ppmであり 370検体のうち
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図 5. 市販品の使用実態

27%の99検体が使用基準値を上回り，その最高値は 150

ppmで、あった.

2) opp:レモンは全試料の43%がlppm未満であり

平均値は2.3ppm，最高値は5.8ppmで、あった.

オレンジはレモγと同様， 1ppm未満のものが49%と

多く，平均値は2.2ppm，最高値は6.5ppmであった.

グレープフルーツは 1ppm未満のものが76%であり，

それらのうちの83%は全く検出しないものであった.な

お，全試料の平均値は1.4ppm，最高値は4.0ppmであり

基準備の 10ppmを越えるものはみられなかった. レモ

ン，オレンジおよびグレープフル{ツとも全試料の約80

レモン

。
年説総数 L

50 
(%) 
100 

54 22 隠蕊蕊ミ蕊~I;::椛終点目的抗日fJ.:i:\:;}1

55 

56 

15 除蕊蕊蕊蕊語草~.~~i~~';.:'合;守:~Y:Bi\::f:4::~ I 
20 隠蕊~ミ蕊蕊S蕊蕊~\I I 

54 19 

オレンジ 55 
56 25 

54 33 

グレヲZーッ 55
56 30 

図 3種併用図2種併用図1種 口無添加

図 6. DP， OPPおよび TBZの混合使用割合

%が 3ppm未満であった.

3) TBZ・レモン，オレンジおよびグレ{プフルーツ

とも TBZを検出しないものが全試料中，それぞれ73%，

56%および74%を占めたが，これは TBZが使用許可に

なる以前に調査を行った試料が多いためと思われる.各

種類の平均値を比較すると， レモγ0.8ppm， グレープ

フル{ツ 0.9ppmに対し，オレンジは2.0ppmと高く，

2ppmを越えるものが14%みられた.最高値は8.5ppmで

あり，基準値の10ppmを越えるものはみられなかった.

5. DP， oppおよび TBZの混合使用割合

3種の防ばい剤が使用可能となった54年以降について

DP， oppおよび TBZの混合使用割合を図6に示し

た.

レモシは， 54， 55年には主にDPおよび oppの2種

併用のものが，それぞれ59%および47%みられたが， 56 

年には DP，oppおよび TBZの3種併用が80%を占

めた.

オレンジは54，55年には主にDPおよび TBZの2種

併用がそれぞれ42%および69%であったが， 56年には3

種併用が9~% と多く， 1種あるいは2種併用のものはみ

られず，いずれも 3種併用していることがわかった.

グレープフルーツは54，55年は単一の防ばい剤を使用

していたものが約50%みられたが， 56年には3種を併用

しているものが57%と最も多くみられた.
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試料 原 料

表 2. かんきつ類加工品における使用実態

試料数検出数 DP(ppm) OPP(ppm) TBZ(ppm) 製造園名

マーマレードオレ γ ジ 21 5 スイス
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ス
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F

F

，
F

F

F

F
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グレープフル{ツ 4 3 0.17 

イギリス

カナダ

オラ γ ダ

、ンγガポ-Jレ

イギロス0.67 

0.20 " 

1.5 日 本

" 
ピーノレ オレシジ 3 1 6.3 日 本

" 
" 

レモン 2 2 7.8 0.01 日 本

0.01 " 
ジャム レモン 2 。
ゼロ ー グレ{プブノレーツ

ジュ{ス レモン

1 

1 

。
。

;:t-ストラリア

イギリス

日本

スイス0.06 

これらのことから，レモン，オレンジおよびグレ{プ 果を表2に示した.

フルーツともに， 56年は明らかに DP，OPPおよび マ{マレ{ドは TBZを含有するものが25検体中7検

TBZの3種を同時に使用する場合が多くみられ，今後 体あり，特に，オレ γジマ{マレード 5 検体から0.02~

も3種の防ばい剤を併用する傾向が強くなるものと考え 0.43ppm，グレ{プフル{ツマーマレ{ド 2検体から

る 0.20ppm，0.67ppmが検出された.また，日本で製造さ

6. かんきつ類加工品の含有量調査 れたオレγジマ{マレードから OPPが0.33ppm，グレ

56年に市販のマ{マレ{ド25検体，ピール5検体，ジ {プフル{ツマ{マレードからDPが1.5ppm検出され

ヤム 2検体，ゼリー 1検体およびジュ{ス 1検体につい た.その他，イギリス製のグレ{プフルーツマーマレー

て， DP， OPPおよび TBZ含有量を測定し，その結 ドから OPPが0.17ppm検出された.日本製のオレンジ
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ピ{ルから DP6. 3 ppm， レモシピーノレから DP7.8 位に分割し，その2ケ所以上を取り，合せた.

ppmおよび TBZO.Olppmが検出された 3) 年度別に使用実態調査を行ったところ， DPは平

国産のマ{マレードおよびピーノレから防ばい剤が検出 均値で比較すると，レモンは49，50年に高く，オレシジ

された原因は，加工品に防ばい剤を添加することはない は50年，グレープブルーツは52年に最も高い値を示し

と考えられることから，原料に輸入かんきつ類を使用し た.特に，グレープフルーツのDP含有量は多く， 52年

たためと思われる. に調査した試料では54%が使用基準値の70ppmを越え，

また，レモγジュ{スから TBZが0.06ppm検出され 最高値は 150ppmであった.オレγジは50，52年に計3

るものがあった. 検体で基準値を越える値がみられた.

結 論

輸入かんきつ類に使用されている DP，OPPおよび

TBZのー箱中での個体差および一個体中での部位差を

調査し，サンプリング方法を検討した.

さらに，昭和49年より 56年に市販されていたレモン

137検体，オレンジ128検体およびグレープフルーツ 370

検体について防ばし、剤の使用実態を調査した.また，昭

和56年にそれらの加工品であるマーマレ{ド，ピールお

よびジャム等34検体について調査し，次の結果を得た.

1) 一箱中での箱詰めの位置の遠いによる防ばい剤の

含有量は，上，中，下段それぞれの平均値で比較する

と， 1. 2~2.1倍の差がみられた.また，同一箱中の個体

問では1~19倍の大きな差がみられた.そこで，サンプ

リングは，一箱中より数個(3個以上〉を取り，合せた.

2) グレープフルーツ個体内の部位別DP含有量の最

小値と最大値を比較すると約1.5倍の差がみられた.そ

こで，サンプリシグは，一個体を大きさにより 4~16部

oppは各かんきつ類とも年度別の平均値およびその

傾向はよく類似しており， 53年に高い傾向を示した.

TBZは各かんきつ類ともほとんどが54年以降に検出

され，オレシジは55，56年と年々平均値は高くなる傾向

を示した.

4) 54年以降の防ばL、剤の使用割合は， 54， 55年に比

較して56年は DP，OPPおよび TBZの3種を同時に

使用する場合が多く，特に，オレシジでは防ばい剤が使

用されているものは全て 3種使用されていることがわか

った.

5) 加工品で、は果皮を使用するマーマレ{ドおよびピ

ールで，微量の DP，OPPおよび TBZを検出するも

のがあった.特に，マーマレ{ドでは25検体中7検体か

ら TBZがO.02~0. 67ppm検出された.

文献

1)三原翠，近藤穏雄，田辺弘也:食衛誌， 14， 179， 
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かんきつ類中の防ぽい~Jに関する研究 (2) 浸透性および除去方法の検討

井部明広*，西島基弘*，冠 政光*，安田和男*

尚*，中里光男*

敏康*，牛山博文ネ

斉藤和夫て中沢久美子ぺ上村

菊地洋子*藤沼賢司汽永山

直井家霧太*

Studies on Fungicides in Citrus Fruits (11) 

Permeability and Removal of Diphenyl， 0・Phenylphenoland Thiabendazole 

AKIHIRO IBEペ MOTOHIRONISHI]IMA*， MASAMITSU KANMURI*， 
KAZUO YASUDA*， KAZUO SAITO*， KUMIKO NAKAZAWA六日ISASHIKAMIMURA *， 

MITSUO NAKAZATO*， YOKO KIKUCHI*， KEN}I FU}INUMA汽

TOSHIHIRO NAGAYAMA*， HIROFUMI USHIYAMA* and YASUTA NAOI* 

Keywords:防ばい剤 fungicide，ジフェニノレ diphenyl，オノレトフェニルフェノ{ノレ O司phenylphenol， チアベン

ダゾール thiabendazole，かんきつ類 citrusfruits，浸透性 permeability，除去 removal

緒言

前-報1)において著者らは市販のレモン，オレンジおよ

びグレ{プフル{ツの防ばL、剤使用実態調査の結果を報

告した.

そこで今回，かんきつ類に使用された防ばL、剤が可食

部に浸透しているか否かを調査すると共に，実験的に防

ばい剤を添加して浸透性を調べた.また，市販かんきつ

類に使用された防ばL、剤の除去方法を検討したので併せ

て報告する.

実験方法

1. 試料 レモ γ，オレγジおよびグレープフノレーツ

60~80mesh 3mm世x2m ガラスカラム， カラム温度

1400，キャリアガス:窒素，流量:60ml/min 

結果および考察

1. 防ばい剤の果肉への浸透性

1) 市販品 あらかじめ防ばし、剤の添加されているこ

とを確認したレモン，オレンジおよびグレープフルーツ

について果皮(フラベド，油胞およびアルベド〉および

果肉(じようのうおよびじようのう膜〉の部分に分け，

それぞれ DP，オノレトフェニルフェノール(以下 OPP

と略す〉およびチアベγダゾ{ノレ(以下 TBZと略す〉

の含有量を調査した.なお OPPについては果肉へ浸透

は前報1)と同じ試料を用いた. するという報告2に あるいは浸透しないとし、う報告Uが

2. 試薬および装置 あるため，来肉の含有量を調査する場合は，果皮の防ば

1) フル{ツ用ワックス ボンドワックス社製 い剤が汚染しないよう特に注意してサンプリングを行っ

2) オノレトプエニノレフェノールナトリウム(以下 た.果皮および果肉の含有量は部位別に定量し，それら

OPP-Naと略す)DowChemical社製 DowicideA Lot を合わせた量を 100%とした時の果皮および果肉それぞ

No. MMO 1044 れの各防ばい剤量を比率で表わし，表1に示した.

の その他の試薬および装置は前報1)に準じた. レモシ，オレンジおよびグレ{プフルーツの各防ばい

3. 分析法前報1)に準じた.なお微量のジフェニル 剤はいずれも果皮から検出され，果肉からは検出されな

(以下DPと略す〉の測定には試験溶液をガスクロマト かった.

グラフイ-(GC)に付し，定性定量を行った.本法に 2) モデル実験 1)の市販品の結果から，防ばい剤の

おける確認限度は，試料あたりO.lppmとした. 果肉への浸透はみられなかった.しかし，高濃度に添加

GC測定条件装置:島津 GC-5Aガスクロマトグ された場合，挙動が異なることも考慮して，さらに実験

ラフ (FID付)，カラム:5 % PEG 20M (GaschromQ) 的に確認することとした.

*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. 市販品の内部浸透の実態 (%) 

レモン オレンジ グレープ
フノレ{ツ

果皮果肉 果皮果肉 果皮果肉

DP 100 。 100 。 100 。
OPP 100 。 100 。 100 。
TBZ 100 。 100 。 100 。
数値はし、ずれも 5個の平均値

各防ばい剤は下記に示す方法で添加し，各試料を所定

の日時に取り出し分析に供した.

i) DP :試料はレモン，オレンジおよびグレープフ

ルーツを用いた.なお，それらのDP含有量はそれぞれ

20ppm， O.lppm以下， 36ppmで、あった.

ガラス製容器 (15x 15 x 25cm)にDP標準品約 2gを

投入し， DPに直接接触しないようにレモンは 3個，オ

レンジは1個，グレープフルーツは 1個を入れ，ガラス

板でフタをし室内に放置した.

ii) OPP:試料はレモン， オレνジおよびグレープ

フルーツを用いた なお，それらの OPP含有量はそれ

ぞれ1.5ppm，0.69ppm， O.Olppm以下で‘あった.

OPPが2000ppmとなるように混和したフルーツ用ワ

ックスをレモンはl個あたり 0.5ml，オレンジは1個あ

たり 1ml，グレープブルーツは1個あたり 2mlを表面

に均一に塗布し，室内に放置した.

iii) OPP-Na : OPPの時と同様の試料を用いた.

OPP-Naが 2000ppmとなるように混和したフルーツ

用ワックスを OPPの時と同様に塗布し放置した.

iv) TBZ:試料はレモン，オレンジおよびグレープフ

ルーツを用いた.なお，それらの TBZ含有量はそれぞ

れO.Olppm以下， O.71ppm， O. 19ppmであった.

TBZが2000ppmとなるように混和したフルーツ用ワ

ックスを OPPと同様に塗布し放置した.

DPについてはレモン 3個，オレンジおよびグレ{プ

ブルーツ各1個をそれぞれ1回分として， 1， 7，14， 21 

および30日目に取り出し，果皮および果肉の部分につい

てそれぞれのDPを定量した.両者の含有量は合わせて

100%とし， 果皮および果肉それぞれの部分のDP量を

比率で表わし，表21乙示した.なおDPの場合は直接標

準品と接触しないことから，表簡の付着分はすべて浸透

したものとみなした.

OPP， OPP-Naおよび TBZを添加したものについ

ては，各ワックスを塗布後3時間， 1， 3 ， 7， 14， 21 

日数

表 2. DPの浸透試験結果

レモン オレンジ グレープ
プノレ{ツ

果皮果肉果皮果肉果皮果肉

含有量mg 6. 4 5. 0 6. 0 
1日目含有率%100 0 100 0 100 0 

7日目含有量mg 9. 5 10_ 7 12. 6 
含有率男~ 100 0 100 0 100 0 

含有量mg 10.3 15.0 17.7 
14日目 含有率%100 0 100 0 100 0 

含有量mg 10. 4 22. 2 20. 7 
21日目
含有率%100 0 100 0 100 0 

含有量mg 11. 7 カピ発生のため 24.2 
30日目含有率%100 0 検査不能 100 0 

および30日自にDPの場合と同様に試料を取り出し，そ

れぞれのかんきつ類の表面を酢酸エチルを診みこませた

ガーゼ (30x30cm)3枚で順次よく拭き，表面に付着し

たワックスおよび防ばい剤を除去した.それぞれを果皮

および果肉に分けて，ガーゼ，果皮および果肉の各防ば

い弗jの含有最を定量し， DPと同様にそれぞれの存在量

を比率で表わし，その結果を表 3，4， 5に示した.

DPは標準品を暴露した状態で放霞したことから表2

に示したとおり，含有量はレモンで1日目に 6.4mgで

あったものが日数の経過にともない増加し， 30日目には

11. 7mgとなった.オレンジでは1日目に5.0mgで‘あっ

たものが21日目には22.2mg，グレープフルーツでは1

日目に6.0mgであったものが30日自には24.2mgとそれ

ぞれ含有量が増加することが磯認された.果肉への浸透

はし、ずれも30日目でも認められず，果皮の部分にのみ浸

透することが判明した.

OPPの場合，塗布後の濃度はレモγで3.1~5. 1ppm， 

表 3. OPPの浸透試験結果 く%】

レモン オレンジ グレープ
フノレーツ

日数 ガ果呆 ガ果果 ガ果果

ゼ皮肉 ゼ皮肉 ゼ皮肉

3時間目 47 53 。66 34 。73 27 。
1日目 37 63 。28 72 。70 30 。
3日目 13 87 。 5 95 。53 47 。
7日目 9 91 。o 100 。47 53 。
14日目 7 93 。o 100 。33 67 。
21日目 3 97 。o 100 。20 80 。
30日目 o 100 。o 100 。o 100 。



200 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 1982 

レモン オレンジ

表 4. OPP-Naの浸透試験結果 (%) 

日数
果

肉

果

皮

ガ
l
ゼ

果

肉

果

皮

ガ

l
ゼ

3時間目

1日目

3日目

7日目

37 63 0 

26 74 0 

7 93 0 

o 100 0 

58 42 0 79 21 0 

34 66 0 71 29 0 

9 91 0 36 64 0 

o 100 0 7 93 0 

グレープ
ブノレ{ツ

果

肉

果

皮
カ

l
ゼ

14日目 o 100 0 0 100 0 0 100 0 
21日目 o 100 0 0 100 0 0 100 0 

ガビ発生のため
30日目 検査不能 o 100 0 0 100 0 

表 5. TBZの浸透試験結果

レモン オレ γジ
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く%)

グレ{プ
フノレーツ

果

肉

果

皮
カ

l
ゼ

98 2 0 

84 16 0 

71 29 0 

98 2 0 

56 43 1 

79 20 1 

82 16 2 

オレンジで 3.3~5. 4ppm，グレープブルーツで 0.89~

3.7ppmの範囲であった.これらの果皮および果肉への

浸透性の結果を表3に示した.塗布後3時間でレモジは

53%，オレンジは34%，グレープフルーツは27%がそれ

ぞれ果皮へ浸透していることがわかった.以後は各かん

きつ類とも日数の経過にともない果皮への浸透がみら

れ，オレγジは7日自に， レモン及びグレ{プブルーツ

は30日目にガ{ゼから検出されなくなった.しかし，果

肉については30日目でもいずれも検出されなかった.

OPP.Naは OPPに比較して水溶性であることから

浸透性の挙動に興味が持たれた. そこでかんきつ類に

OPP.Naを塗布して浸透性を調べた.なお OPP.Na塗

布後の濃度は OPP としてレモンで1.6~3.5ppm，オレ

ンジで 2.0~4. 2 ppm， グレ{プフルーツで 0.65~2.4 

ppmの範囲であった.結果は表4に示したとおり OPP

の場合とほぼ同様であった.

TBZの場合，塗布後の濃度はレモンで2.0~5. 7ppm， 

オレンジで4.9~8. 7ppm， グレープフノレ{ツで1.4~4. 4 

ppmの範囲であった.結果は表5に示したとおり，いず

れのかんきつ類も30日目でも80%以上が表面に付着して

いることがわかった. レモγについては果皮への浸透は

極めて少なく 7 日自には塗布量に対し果肉へ 1~2%

浸透していることが認められた.オレンジ，グレープフ

ルーツはほほ.同様な傾向を示し， 14日目には塗布量に対

し 1~2%の浸透が認められた.いずれのかんきつ類も

1~2%浸透した後は特に増加の傾向は見られなかっ

た.

以上の結果， TBZが約 2ppm以上添加された場合，

その 1~2%が果肉へ浸透することが判明した.そこで

TBZの浸透性についてさらに詳細な検討を行った.す

なわち TBZが検出されなかったグレープフル{ツを用

い， 先と同様に TBZを添加し， 添加後 6時間 1，

3， 7， 14日自に外皮〈フラベド，油胞)， 中外皮(ア

ルベド)，中皮(じようのう膜〉および果肉〔じようの

う〉の4つの部分に分け TBZの含有量を定量した.各

部位の含有量を合わせて 100%とし， それぞれの部位の

TBZ量を比率で表わし，その結果を表6に示した.

TBZは塗布後6時間自にはその一部が中外皮に浸透

し， 1日目には6%が中外皮に浸透した. 3日自には中

皮を経て果肉に2%が浸透し， 14日自には果肉に9%が

浸透することがわかった.

TBZがDP，OPPに比較して浸透性がある理由とし

ては，酸性で水に溶解し易い TBZの性質から，かんき

つ類の泊胞の間隙をぬって内部まで浸透していくためと

忠われる.

表 6. TBZのグレープフルーツ内部浸透試験結果
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2. 防ばい剤の除去方法の検討

防ばい剤の浸透性の調査結果から，防十まい剤はそのほ

とんど全部が果皮に移行することが明らかとなった.か

んきつ類は果肉を食する他に， レモンなどは紅茶に入

れ，オレンジはマーマレード等として食する場合も多

い，そこで防ばい剤を除去あるいは少なくすることがで

きるか否かの検討を行った.
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あらかじめ防ばい剤が使用されていることを確認した

市販のレモ γ，オレ γジおよびグレープフル{ツを用

い，次の6通りの処理方法で防ばL、剤ごとにそれらが除

去されるか否かを検討した.

試料はレモン2個，オレ γジ1個およびグレ{プフル

ーツ 1個をそれぞれ用いた.

i) 水に浸漬

試料は200の水500ml中に投入し， 30分間放置した.

ii) 浸潰および流水洗浄

試料は200の水500ml中に投入し， 5分間放置した後，

噴射ピγの水100mlで試料の表面をよく洗い流した.洗

い液は浸漬水と合わせた.

iii) タワシ洗い

試料は200の水 500ml中に投入し，亀の子タワシで表

簡を洗浄後，噴射ピγの水 50mlで洗い流した.タワシ

はさらに水 50mlでよく洗い，洗い液を先の洗い液と合

わせた.

iv) クレンザー，ナイロ γタワシ洗い

試料は400の水500ml中に投入し， クレンザー 19をつ

けたナイロ γタワシ (15x11cm)でよく表面を洗浄後，

噴射ピンの水 50mlで洗い流した.ナイロンタワシは細

33， 1982 報年研

1) DPの除去について

DPの使用法は，あらかじめDPを惨みこませた紙

(ヶーシング〉を，かんきつ類用ダンボール箱に敷紙とし

て入れ，その昇華伎を利用して防ばい効果を得ている.

そこでかんきつ類に付着し，あるいは吸着されたDPが

実用上利用できる次に示す6通りの方法で除去されるか

否かを， DPが70ppm以上検出された市販グレープフル

ーツを用いて検討した.すなわち， i)グレ{プフルーツ

のはいったダンボール箱 (35x 47 x 30cm， 36個入〉を閉

封したまま室温(15~200) に放置. ii)ダγボール箱を

開封して室温に放置 iii)ダンボール箱を開封し，家庭

用扇風機(羽根の径30cm)で1mの距離から 1日4時間

送風. iv)ダγボール箱を開封してドラフト内に放置.

v)ダンボーノレ箱からグレ{プフル{ツを出し， 互いに

接触しないようにして室温に放置. vi) v)と同様にし

て，さらに扇風機で1日8時間送風.

それぞれの含有量を20日後に調べたが，いずれもDP

の減少はみられなかったことから， DPは昇華性が高い

にもかかわらずi果皮中に取りこまれると容易に除去で

きないことがわかった.

2) 市販かんきつ類からの防lまい剤の除去

衛京東

各防ばい剤の除去試験結果

亡%)

表 7.
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切し，先の水と合わせた. 結 論

v) 水を含ませたガーゼによる拭き取り かんきつ類に使用された防ばし、剤の果肉への浸透性お

水に浸し軽くしぼったガーゼ (30x 30cm)で試料の表 よび防ばい剤の除去方法について検討を行ったところ，

面を 1回十分に拭いた. 次の結果が得られた.

vi) 酢酸エチルを含ませたガーゼによる拭き取り 1. D Pが70ppm以上検出された市販グレ{プフルー

酢酸エチルに浸し軽くしぼったガ{ゼ (30x30cm)で ツを用い，各種条件下で放置した所，いずれの条件でも

試料の表面をl回十分に拭いた DPは全く減少しなかった.

以上の方法で処理した後，かんきつ類および洗い液 2. DPはかんきつ類に暴露後，果皮に浸透するが，

あるいはかんきつ類およびガ{ゼ中の防ばL、剤の含有量 果肉には浸透しなかった.しかし，果皮に浸透したDP

を定量し，それぞれの合計を 100%として，かんきつ類 は各種処理でもほとんど除去されなかった.

中の含有量の比率を残存率とし，洗い液あるいはガーゼ 3. oppはワヅクスに混ぜてかんきつ類に塗布後，

中の含有量の比率を除去率としてその結果を表7に示し 速やかに果皮に浸透するが，果肉には浸透しなかった.

た. しかし果皮に浸透した oppは各種処理でも全く除去

DP は i)~v) の処理ではほとんど除去できなかった. されなかった.

vi)の酢酸エチルによる処理では， 2~11% が除去でき 4. TBZはワヅクスに混ぜてかんきつ類に塗布後，

た.DPが酢酸エチル処理にのみ若干ではあるが，ガ{ 一部が果皮に浸透したが，ほとんどは果皮表面に付着残

ゼに移行するのは，ガ{ゼにかんきつ類の皮の色が着色 存していた.しかし，果肉には 1~2%の浸透がみられ

することから，酢酸エチノレがワッグスおよび果皮表面の た.表面に付着している TBZは，水あるいは溶媒によ

精油分を若干溶解するためと}~われる. る洗浄により，除去することが可能であった.

oppはいずれの処理でも全く除去できなかった. 文 献

TBZは i) の水に浸漬で12~21%が， iv)のタワシを使 1)安田和男，西島基弘，冠政光，斉藤和夫，中沢久

用しての洗浄では 37~67%が， vi)の酢酸エチノレによる 美子，上村尚，中里光男，菊地洋子，井部明広，

処理では65~93%が除去できることが分った.各処理ご 藤沼賢司，永山敏康，牛山博文，直井家詩太・東京

とに TBZの除去率をかんきつ類で、比較するとレモンが 衛研年報， 33， 191， 1982 

最も高く，次いでオレンジ，グレープフルーツの順であ 2)花田信次郎:名市大医誌， 26， 78， 1975 

った.これは各かんきつ類の大きさが大きい程除去率が 3)永井祐治，石原利克，坂部美雄 名古屋市衛生研究

悪くなることから，表面積の占める割合によるものと思 所報， 22， 46， 1975 

われる.
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かんきつ類中の防ぽい剤に関する研究 (3) 調理加工による挙動

中沢久美子*西島基弘*，冠 政光へ安田和男*，斉藤和夫*

上村 尚*，中里光男*，菊地洋子*井部明広*藤沼賢治*

永山敏慶大牛山博文*直井家議太*

Studies on Fungicides in Citrus Fruits (III) 

Movement of DiphenyI， 0・PhenylphenoIand Thiabendazole 
on Cooking Process of Citrus Fruits 

KUMIKO NAKAZA WA*， MOTOHIRO NISHI]IMA*， MASAMITSU KANMURI*， 

KAZUO YASUDA*， KAZUO SAITO*， HISASHI KAMIMURA大 MITSUONAKAZATO*， 

YOKO KIKUCHI*， AKIHIRO IBE*， KENJI FUJINUMA*， TOSHIHIRO NAGA YAMAぺ
HIROFUMI USHIYAMA* and YASUTA NAOI* 

Keywords:かんきつ類 citrusfruits， 防ばい剤 fungicides， ジフェニル diphenyl，オノレトフェニノレフェノール

o-phenylphenol， チアベγダゾ{ル thiabendazole， レモンティー lemontea， レモン沼 lemonliquor，マ{マ

レード marmalade，調理加工 cookingprocess 

緒言

前報1，2)で，市販かんきつ類およびそれらの加工品につ

いてジフェニル(以下DPと略す)，オルトフェニルブェ

ノーノレ(以下OPPと略す〉およびチアベンダゾール(以

下 TBZと略す〕の使用実態調査を行うとともに，果肉

への浸透性および除去方法等について報告した.今回

は，従来の方法ト町では分析不可能であったレモン酒か

らのこれら防ばL、剤の分析方法を確立するとともに，防

ばい剤を添加したレモ γを用いてレモン沼を作製し，泊

中への移行を調査した.また紅茶にレモ γを入れた場合

の紅茶への溶出およびマーマレードを作成した場合の残

存率を調べた.さらにこれらの値をもとにして防ばい剤

の摂取量を算出し，FAOjWHOによる 1日摂取許容量

(ADI)と比較したので併せて報告する.

実験方法

1. 試料

レモ γ，オレンジおよびグレープフル{ツは，昭和56

年4月都内市場から同一ロットと称して販売されていた

ものを購入して使用した.

なおOPPおよびOPP-Na添加実験用レモンは， OPP

含有量 O.lppm以下のレモンに OPPおよび OPP-Na

をそれぞれ2000ppm含有するワックスを0.5ml塗布し，

室温で7日開放置後，酢酸エチルを浸したガーゼ (30x

30cm)で3回拭き取ったものを用いた.

2. 試薬および装置

前報1，2)に準じた.

3. 分析方法

レモン酒中の防ばい斉IJの分析方法

1) DPおよび、 opp

試~Mが酒の場合は 200mlを秤取し， リン酸々性とした

後塩化ナトリウムで飽和し n-ヘキサン 200mlで3回

拍出した.

試料がレモン酒中の果皮および果肉の場合は，試料全

量に水300mlを加えホモジナイズした後，その200gを秤

取してリン酸々性とした.この溶液に nーヘキサン 200ml

を加え，ホモジナイズした後遠心分離し 11ーヘキサン層を

分取した.水層はさらに nーヘキサγ 200mlを加えて同

様の操作を2回繰り返し，口一ヘキサン層を合した.抽出

液は無水硫酸ナトリウムを加え一昼夜放置して脱水後世ヨ

過した. ~戸液にキシレン 3ml を加え，減圧下40
0

C で n ー

ヘキサンを留去し，濃縮後nーヘキサンで10mlとしたも

のをDP用試験溶液とした OPP用試験溶液はDP用

試験溶液を用い前報1，2)に準じて調製した. 試験溶液は

前報1，2)と同様の方法で定量した.

2) TBZ 

試料が泊の場合は 100mlを秤取し IN-水酸化ナト

*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， Hyakul1incho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japal1 
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リウムでアノレカリ性とし，塩化ナトリウムで飽和後酢酸 に，果肉は30日自にいずれも除去してレモン酒を作製し

エチル100mlで3回抽出した. た.なおレモン酒は12瓶を同時に作製し，各測定問ごと

試料がレモン酒中の果皮および果肉の場合は，試料全 に2瓶を開封して一方をDPおよび opp用試料に，他

量に酢酸ナトリウム一塩化ナトリウム緩衝液を300g加 方を TBZ用試料とした.沼，果皮および果肉の各部位

え，ホモジナイズした後その100gを秤取し，酢酸エチル の防ばい剤含有量を測定し，それぞれ各部位にしめる割

100mlで3回抽出した.抽出液は前報1仰と同様の方法 合を算出した.その結果は表1に示した.

で調製し，定量した DPは酒中に2日目で10%溶出したが. 7日目では4

他の試料についての分析方法は， いずれも前報1，2)に %に減少した.果肉部は2日目に6%.30日目で7%と

準じた. ほとんど変化がみられなかった.

結果および考察 oppは酒中に2日目で60%と最も高い値を示し，以

1. レモン沼からの防ばい剤の分析方法の検討 後は7日目で52%.20日目で44%と減少した.これに対

レモン酒中の防ばい剤の挙動を調査する目的で酒，果 して果肉部は2日目で9%. 7日目で13%.20日目で21

皮および果肉の各部伎について防ばい剤の分析方法を検 %となり増加する傾向を示した.

討したところ， 従来の方法ト引ではアルコール含有量が TBZ は瀬中に2日目で73%とDP.OPPと比較して

高いためDPおよび oppが蒸留されないことから適用 溶出率は非常に高い値を示した.その後はわずかに減少

できないことがわかった.そこでDPおよび oppの分 する傾向を示した.それに対し果肉部はわずかに増加す

析は，酒の場合は塩化ナトリウムで飽和し，果皮および る傾向が認められた.

果肉の場合は試料をホモジナイズした後. !Jン酸々 性と 以上のことからレモ γ酒中の防ばい剤はいずれも 2日

しnーヘキサンを用いて溶媒抽出したところ， いずれの 自に最も高い値を示し，以後若干減少する傾向を示し

部位についても90%以上の高い回収率が得られた. た.一般に飲用される 1ヶ月後の潤中には. DP 3%. 

TBZの分析は，酒の場合は試料をINー水酸化ナトリ opp 44%および TBZ64%がそれぞれ溶出することが

ウムでアルカリ性とし，極化ナトリウムを飽和した.果 判明した.

皮および果肉の場合は，試料に酢酸ナトリウム一塩化ナ 3. レモン中防ばい剤の紅茶への溶出

トリウム緩衝液を加えホモジナイズした後酢酸エチルで‘ 紅茶は，レモ γティ{として飲用される場合が多く，

拍出した.抽出液は三原らの方法7)に準じて定量した. このレモシに使用された防ばい剤が紅茶中に溶出する可

以上の点を改良することにより，アルコールは測定に 能性が十分考えられる.そこで，レモ γ中の防ばい剤が

妨害を与えず，いずれも92%以上の回収率が得られた. どの程度紅茶へ溶出するか調べた.すなわちレモンの両

2. レモン中の防ばい剤のレモン酒への溶出 端を除き. 2~3mm の厚さに輪切りとし，輪切りとした

水洗したレモン800g(果皮は約1x5cmに細切し，果 部位を端から交互に取り 2試料とし，一方を紅茶への溶

肉は約1cmに輪切りにした〉にホワイトリカー1.81.氷 出調査用の試料に，他方を対照用の試料とした.なおレ

砂糖 800gを加え葦をして室内に放置し，果皮は7日目 モンティ{はレモン100gをあらかじめ90
0Cに加湿した紅

表1. レモン酒製造工程におけるレモン中防ばい剤の溶出率

合 有 量 く%)

日数 DP opp TBZ 

酒 果肉 果皮 酒 果肉 果皮 :酒 果肉 果皮

2 10 6 84 60 9 31 73 10 17 

7 4 6 90 52 13 35 69 13 18 

20 3 7 (90) 44 21 (35) 66 18 (16) 

30 3 7 (90) 44 18 (38) 64 19 (17) 

37 3 (7) (90) 44 (18) (38) 64 (19) (17) 

44 3 (7) (90) 44 (18) (38) 64 (19) (17) 

( )内の数値のうち，果皮部は7日目，果肉部は30日目に測定した値で、ある.
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表 2. レモシ中防ばい弗jの紅茶への溶出率

含 有 最(%)

処理(分時〉間 DP oPP TBZ 

紅茶レモン 紅茶レモγ 紅茶レモン

0.5 3 82 22 78 82 18 

2 5 71 25 75 86 14 

10 5 70 30 70 90 10 

30 7 72 44 56 89 11 

表 3. OPPおよびOPP-Na添加レモンを使用し

た時の紅茶への溶出率

含有量(%)

処理時間
(分〉

OPP添加 OPP-Na添加

紅茶 レモ γ 紅茶 レモ γ
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茶 11に一定時間投入して作製した. レモンの各浸漬時

間における防ばい剤の溶出率を表2に示Lた.

DPは30秒で3%，2分および10分で5%，30分で7

%がそれぞれ溶出することがわかった.紅茶への溶出率

とレモン中の残存率の総和が対照用試料に対し75~85%

である原因は， DPが非常に揮散し易いことから紅茶の

湯気と共に大気中に揮散したためと考えられる.

OPPは30秒で22%が溶出し，以後処理時聞が増加す

るに伴い紅茶中への溶出量が増加する傾向を示し， 30分

では44%まで溶出した.

TBZは30秒で82%と非常に溶出速度が速く 2分後

には86%が溶出し，以後はほとんど変化しないことがわ

かった.

かんきつ類にはOPPの他にOPP-Naの使用が許可さ

れている.しかし分析方法はいずれも酸性下で抽出ある

いは蒸留を行っているため， OPPとOPP-Naのいずれ

が使用されているか不明である.そこでレモンにOPP-

Naが使用されていることも想定して， OPPおよびOPP

-Naを塗布し7日開放置したレモンを用いて紅茶への溶

出率を調べ表 3 に示した.いずれも 30秒で13~14%，以

後は時間の経過に伴い増加し， 30分で31~34%と両者の

差はほとんど認められなかった.

またレモンを使用前に水洗した場合と，そのまま使用
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表 4. マーマレード中の防ばい剤の残存率

剤4』蜘防
マ
ド
料

{

-マ
レ
原

含有量 (ppm)

原料製品
(果皮)(原料あたり〉

残存率
く%)

レモン

DP 73 30 41 

OPP 12 1.2 10 

TBZ 5.6 ND 。
DP 71 32 44 

OPP 18 4.3 24 

TBZ 6.3 0.71 11 

オレンジ

DP 31 

15 

12 40 
グレープ
フノレーツ

OPP 

TBZ 0.12 

1.4 9 

4 2.5 

した場合の防ばい剤の紅茶への溶出率を検討したが，両

者ともほぼ同じ値を示した.

4. マーマレード中の防ばい剤の残存率

レモシ，オレγジおよびグレ{プフルーツのマーマレ

{ドを作成し，原料中の防ばい剤がどの程度残存するか

を検討した.すなわち，各々のかんきつ類を縦に8等分

し 1片おきに取り，一方をマーマレード作製用試料と

し，他方を対照用試料とした.マーマレード作製用試料

は，果皮および果肉の部分に分け，果皮を薄切りとし，

その 50gを秤取し，約200mlの水で5分間煮沸しゅでこ

ぼしを行った.同様のゆでこぼしを3閉行った後，果皮

に庶糖100gおよび水 200mlを加え約40分間煮沸して，

原料のかんきつ類と同じ重量になるまで煮つめてマーマ

レ{ドを作製した.原料としたかんきつ類の防ばし、剤含

有量およびマ{マレード中の防ばい剤残存量および残存

率を求め，その結果を表4に示した.

残存率はDP で 40~44%と比較的多く， OPP では 9

~24%， TBZ では 0~11%であった. DPの残存率が

高く， OPPおよび TBZが低い原因は温湯にDPが難

溶であるのに対し， OPPおよび TBZは可溶であるた

め，ゆでこぼし工程で除去され易し、か否かの差によるも

のと考える.

本実験の結果と，前報1)で示した市販かんきつ類およ

びそれらの加工品中の防ばい剤の含有量を比較すると，

特に市販かんきつ類の93%からDPが平均36.6ppm検出

されたことおよび本実験の結果その40~45%がマーマレ

{ド中に残存すること等を考慮すると，市販品の12%か

ら平均5.2ppmしか検出されなかったことは大きな矛盾

である.これは， レモン，オレンジおよびグレープフル
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表 5. かんきつ類およびその加工品からの防ばい剤の摂取推定量

品 名 防ばい剤

生レモ 、J TBZ*2 

生オレンジ TBZ 

生グレープフノレーツ TBZ 

DP 

レモ ン酒 OPP 

TBZ 

DP 

レモンティー oPP 

TBZ 
一一一一一一一一一一一一一一

市販かんきつ類中の*1
防ばい剤含有量(ppm)

0.4.9(10)*3 

1. 7 (10) 

0.45(10) 

13 (70) 

2.0 (10) 

0.49(10) 

13 (70) 

2.0 (10) 

0.49(10) 

摂食部への
移行率(%) 推定摂食量

2 100g 

2 200 

2 450 

3 30ml料

44 30 

64 30 

3 100ml*5 

22 100 

82 100 

防ばい剤摂取量
(μg) 

0..98 (20)*3 

6.8 (40) 

4.1 (90) 

5. 1 (27) 

11 (57) 

4.1 (83) 

3..9 (21) 

4.4 (22) 

4.0 (82) 

マーマレード DP 13~31 (70) 40~44 lOg*6 53~123(280~308) 

(ぷ レモン ;) OPP 087~20側 .9~24 10 0.7… (9~24) 
グレ{プフルーツ TBZ O. 45~1. 7(10) 0~11 10 0~1..9 (0~11) 

*1市販かんきつ類中の防ばL、剤含有量はDPが昭和4.9年から， oPPが昭和53年から， TBZが昭和54年から昭和
56年までのものの平均値である.

判 DPおよびoPPは果肉部へ移行しない.
*3 ( )内の数値は，防ばい剤を使用基準量含んだ場合の値である.
料生レモン13gに相当する.
*5生レモン 10gに相当する.
*6かんきつ類10gに相当する.

ーツのほとんどが輸入品であることから，原産国で加工

される場合は防ばい剤の使用が不必要であるため，添加

していないものを原料としていること，あるいは製造方

法が異なること等が考えられる.

5. 防ばい斉1]の摂取状況

かんきつ類は一般に果肉を食べる場合が最も多いと考

えられる. そこで前報1ゆで使用実態および果肉部への

浸透性等を調査した.また本実験で果実酒，マーマレー

ドおよび紅茶に入れた場合の残存率あるいは溶出率等の

調査を行った.これらの結果をもとに摂取量の推定を行

い表5に示した.すなわち，かんきつ類およびそれらの

加工品を通常摂食すると考えられる量を仮定し，かつ市

販品の平均値および使用基準最の防かび剤がかんきつ類

および加工原料のかんきつ類に添加されている場合を想

定し，それぞれ本実験で得られた溶出率および残存率か

ら摂取量を推定した.

以上の結果と FAO/WHOによる 1日摂取許容量

(ADI)である DP6250μg/50kg体重， OPP 50000μg/ 

50kg体重および TBZ15000μg/50kg体重とを比較し

た.表5に示した各かんきつ類および加工品の摂食量を

体重50kgの人が1日に全て食べたと仮定した場合， DP

OPPおよび TBZは市販品の平均値を含んだ場合では

それぞれ.97μg，18μg， 21μgであり，使用基準量含んだ

場合ではそれぞれ 342μg，.96μg， 321μgといずれも

ADIに比較して極めて少ない摂取量であった.

結論

1. レモン酒中のDP，OPPおよび TBZの分析方

法を検討したところ， DPおよび OPPは拍出液を酸性

とした後nーヘキサンで， TBZは酢酸ナトリウム一塩化

ナトリウム緩衝液あるいはアルカリを加えた後酢酸エチ

ルで、抽出することにより，いずれも90%以上の良好な回

収率が得られた.

2. レモンを酒に投入しレモン酒を作製した場合，通

常飲用される30日目以降の防ばい剤の溶出率はDPが3

%， OPP 44%， TBZ 64%であった.

3. 紅茶にレモン片を30秒聞入れた場合， 溶出率は

DPが3%，OPPが22%，TBZが82%であった.

4. レモン，オレンジおよびグレ{プフノレ{ツを原料

としてマーマレードを作製した場合，防ばL、期jの残存率

はDPが40~44%， OPP が 9~24%， TBZ が 0~11%

であった.

5. 市販かんきつ類， レモン酒，紅茶およびマーマレ

ードにおける防ばい剤の摂取量を推定し， FAO/WHO 

による ADI値と比較したところ摂取量は極めて低い値
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であった.
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クロロフィル分解物およびクロロフィラーゼ活性度の分析法の検討

観 公子ペ田村行弘ぺ真木俊夫*，小関正道ぺ直井家害事太*

Studies on Determination of Degradative Substances of Chlorophyll 

and Chlorophyllase Activity 

KIMIKO KAN*， YUKIHIRO T AMURA*， TOSHIO MAKI*， 

MASAMICHI KOSEKI* and YASUTA NAOI* 

Keywords:グロレラ chlorella，光過敏性皮膚炎 photosensitivedermatitis， クロロフィル分解物 degradative

substances of chlorophyll， プェオホルパイド pheophorbide， クロロプィラ{ゼ chlorophyllase，総フェオホ

ノレパイド totalpheophorbide，分析法 determination，市場調査 marketingresearch 

緒 ち言-
F司

近年のいわゆる健康食品ブ{ムに伴い， クロレラ製品

も多種類にわたり市場に出回っている.ところが昭和52

年にクロレラを摂取した人の聞に光過敏性の皮膚炎を起

こす事件が発生し， 原因物質の究明が行なわれたト5)

この原因物質はクロロフィル分解物(主としてアェオホ

ノレパイのであり，その生因はクロレラ中に同時に存在

するクロロフィラ{ゼが活性化され， クロロフィノレに作

用したと結論づけられた.

今回，厚生省環境衛生局長通達，昭和56年5月8日，

環食第99号から，いわゆる健康食品としては初めて， l' 

ロレラ中のクロロフィル分解物量(ブェオホルパイドの

換算値〉およびグロロフィラーゼ活性度について指導基

準が設けられるはこびとなった.この基準値は既存フェ

オホルパイド、量100mg%以下，および総フェオホルパイ

ド量160mg%以下と決まり，総フェオホルバイド量がク

ロロフィラ{ゼ活性度を測定するための指標値としてつ

かわれた.厚生省通知の分析法を確立するにあたり，分

析条件を検討したので、報告する.また本分析法を用い

て，市場調査も行ったので報告する.

実験方法

1. 試料

1) 凍結乾燥クロレラ粉末

2) 加熱処理クロレラ粉末

3) クロレラ 26検体

4) グロレラ類似製品 5検体

原末はそのまま，錠剤，悪質粒等は乳鉢で粉砕して用い

た.

2. 試薬

1) エチノレエーテル:試薬特級品を蒸留精製して用い

た.過酸化物の多いものを用いると抽出されたフェオホ

ルパイドの 667nm の吸収が 670~680nm にシフトする

ことがある.

2) その他の試薬は全て試薬特級品を用いた.

3) M/15リン酸緩衝液:M/15リン酸二ナトリウム

とM/15日γ酸ーカリウムを用いて適宜混合しpH5.0，

6.0， 7.0， 8.0の各緩衝液を調整した.

4) アセトンーリン酸緩衝液混液・アセトンと冷M/

15リン酸緩衝液 (pH8.0)を用いアセトンが30%，50%，

70%，になるようにそれぞれ調整した.

3. 装置

1) ミキサー:Ultra. Turrax， TP18司 10(IKAi司Teark

社製〉または Bio-mixer(日本精機製〉

2) 分光光度計.自記分光光度計 EPS-3T(日立製

作所製)

4. 既存フェオホルパイド量の分析法

よく粉末化したクロレラ 100mgを10ml容試験管に精

秤し， 85%アセトン水溶液10mlを加えホモジナイズ後，

遠心分離 (3000rpm， 5分間〉し，その上清をエチルエ

ーテル30mlを入れた分液ロートに移す.沈査は85%ア

セト γ水溶液10mlずつで2回同様に処理する.次いで，

この分液ロ{ト中のエチルエ{テル・アセト γ混液に5

%硫酸ナトリウム溶液 50mlを加え，軽く振とうし，硫

酸ナトリウム層を捨てる.この洗浄操作を3回繰り返し

たのち，無水硫酸ナトリウムを加えて脱水し，エーテル

層を取り，エチルエ{テノレで、全量を 50mlとし，色素原

液とする.

この色素原液20mlを取り， 17%塩酸20ml，10mlずつ

*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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で順次振とう抽出後，塩酸層を飽和硫酸ナトリウム溶液

150mlおよびエチルエーテノレ 20mlを入れた分液ロート

中に移す.これを振とう抽出し，エーテル層を分取し，

エチルエーテルを加えて全量を 20mlとしたものを分解

物抽出液とする.この分解物抽出液を667nmの吸光度で‘

測定する.ブェオホノレパイド aの 667nmの比吸光係数

70.26)からクロロフィル分解物量を算出し，既存フェオ

ホノレパイド量 (mg%)とする.なお CorningG. W. 

filter's C. S. No. 2-60で標準化した.

5. 総フェオホルバイド量の分析法

粉末化したクロレラ100mgを10ml容試験管に精秤し，

これに冷M/15リン酸緩衝液 (pH8. 0)ーアセトン混液

(7: 3) 10mlを加え， 370で3時間インキュベ{トする.

その後10%塩酸で弱酸性としたのち，前記の既存フェオ

ホルバイド量の分析法により測定する.なお本測定値は

既存フェオホルパイドとの総和であることから総フェオ

ホノレパイド量として表示し， この総フェオホルバイド量

から既存フェオホルパイド量を差し引き増加量をもと

め，その増加量をクロロブィラ{ゼ活性度とした.

結果と考察

1. 既存フェオホルパイドの分析法の検討
本分析法の特長はポノレブィリン化合物がある塩酸数7に

すなわちある塩酸濃度によりエーテル溶液中より一定の

割合で抽出される性質を利用したもので， 17%塩酸濃度

において抽出されるクロロフィノレ分解物をフェオホルバ

イド aに換算し現わすこととした点である.この17%塩

酸区分には塩酸数15のフェオホルバイド a ，塩酸数12~

13のピロフヱオホルパイド a，塩酸数16のフ zオホルパ

イドのメチルまたはエチルエステル，塩酸数3のクロリ

γeなど光過敏症発現に関係するものが抽出される.そ

してグロロフィルが酸により変換するフェオフィチン

や，上記プェオホノレパイド等の b型のものの多くは塩酸

数の違いにより抽出されない7)

本分析法は抽出過程においてアセトンを用いるため，

5%硫酸ナトリウム溶液での洗浄が充分に行われない場

合，アセトンの残存によってクロロフィル分解物の塩酸

抽出率が悪いのではないか，あるいはフ zオフィチγ等

塩酸数の高値のものが塩酸へ移行する恐れもあり，また

操作の際にわずかにエマルジョンがおこるため，抽出時

に損失があるのではないか等を考慮し検討した.

そこで色素原液中のアセトン残存含量を0%，10%， 

20%， 30%と想定し，一定量の色素原液にアセトシを加

え抽出操作を行ない，その影響を調べた.

結果を表1に示したがフェオホノレバイド量に対する抽

表l. 色素原液中のアセトン含量とクロロフィル

分解物量 n=3 

アセトン含量(%) 0 10 20 30 

フェオホルパイド
量 (mg'%') 261土o259土4.0261土o261土O

表 2. インキュベ{ト溶液中のアセト γ含有量と
クロロフィル分解物生成量 n=3 

アセトン:リ γ酸緩 3:7 5:5 7:3 
衝液くアセト γ濃度') (30%) く50%) σ0%) 

ェオホノレパイド量
(mg%)' 'A!. 428土2.3 353土4.0 346土2.3

備考・分析に供したクロレラ中の既存フェオホルバ

イド量は70mg%

出時のアセトン含量の影響は少ないものと思われる.又

アセトンを除去するために 5%硫酸ナトリウム溶液で洗

浄の際のエマルジョン生成は，初回の洗浄では強く振と

うしてもほとんどおこらないが，二回目以降は強振する

と生成することが多い.そこでゆるやかに円をえがくよ

うに混和するならばエマルジョ γ生成も少なく回収率に

影響はほとんど生じない.

2. 総フェオホルバイドの測定法の検討

クロレラ中にはクロロフィルと同時にクロロフィラー

ゼが存在し， クロレラを保存時に多湿条件下においた場

合，あるいは製造工程において水や有機溶剤と接触させ

た場合にグロロフィラーゼが働いて光過敏症の原因物質

であるフェオホノレパイド等を生成することがある. この

ようなことからクロロフィラ{ゼの活性を知ることはク

ロレラの安全性を確保するために必要なことであり，そ

の測定条件の検討を行った.

クロロフィラーゼはアセト γ含有溶液中でクロロフィ

ルに作用し，主としてフェオホルパイドを生じさせる.

そこで今回はクロレラをアセトン含有溶液中でインキュ

ベートし，生成したフェオホルバイドを17%塩酸で抽出

し，そこに抽出されるクロロフィル分解物量をフェオホ

ノレパイド量に換算し，総フェオホルパイド量として表示

することとした.

1) インキュベート時のアセトン含有量とクロロフィ

ラーゼ活性の検討

千葉等回はクロレラ中のクロロフィラ{ゼ活性が，イ

ンキュベ{ト時のアセトン濃度30<---40%において最高の

活性度を示すと報告している.またホウレン草中のクロ

ロフィラーゼでは， 1O~50%あるいは40~70%が最高の

活性度を示すという報告もある鳥川. そこで酵素活性の
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表 3. インキュベ{ト時間とクロロフィル分解物生成量

凍結乾燥クロレラ 加熱クロレラ
インキュベート時間 一一一一一 増加率 増加率

フェオホルパイド量変動係数 フェオホノレパイド量変動係数

o hr 
0.5 

70 mg% 0 %。 71 mg% %。
202土30 14.8 1. 9 102 0.4 

3 427土24 5. 6 5. 1 113土5.4 4.7 0.6 

7 752土73 9. 7 9. 7 193 1. 7 

16 583土50 8.5 7.3 182 1. 6 

備考:増加率とはインキュベ{トした時の値からインキュベ{トしない時の値を差し引きその値をインキュベート

しない時の値で割ったものである.

ほぼ完全に残っている凍結乾燥クロレラを用い，アセト

ン濃度を30%，50%， 70%としリン酸緩衝液 (pH8.0)

の混液でインキュベートし，その他の測定条件は分析法

に準じて検討した.

結果は表2に示した通りであり， 30%含有アセトンー

リン酸緩衝液 (pH8.0)混液がクロロフィノレ分解物の生

成量428土2.3mg%であり最高値を示し， クロロフィラ

ーゼが最もよく作用したものと考えられる.これは千葉

等の報告8)と一致する結果であった.

2) インキュベー卜時間とクロロフィラーゼ活性の検

討

酵素活性のほぼ完全に残っている凍結乾燥クロレラ，

および酵素活性のほとんど失活している加熱クロレラを

用いてインキュベート時間の検討を行った.インキュベ

{ト時聞を30分， 3時間 7時間， 16時間とし，その他

の条件は分析法に準じて検討を行った.

結果は表3に示した通り凍結乾燥クロレラおよび加熱

クロレラ共に，インキュベート時聞が7時間までクロロ

フィノレ分解物の生成は増加し， 16時間ではやや減少する

傾向がみられた.また7時間のイ γキュベートでは酵素

のほとんどが失活している加熱処理クロレラにおいても

クロロフィル分解物の生成が1.7倍とかなり増加し，真の

酵素活性を比較する時，判別がつきにくくなる傾向を示

した.またクロロフィノレ分解物量の変動係数(%)から

みると 3時間のインキュベ{トが5.6%と最も少なく，

他は 8.5~14.8%と大きな変動を示した.そこでインキ

ュベ{ト時間は分析時間も考慮し 3時聞が良好である

と考えた.

3) リン酸緩衝液の pHとクロロフィラーゼ活性の検

討

クロロフィラーゼが作用する至適 pHについては，千

葉等8)が pH8.0で良好な結果を得ているが最も良い条件

表 4. インキュベ{ト溶液中のリン酸緩衝液の

pHとクロロフィノレ分解物生成最 n=3 

pH 

フェオホル
パイド量
くmg%)

5 6 7 8 

386土7.37405土3.51426土3.53441土O

備考:分析に供したクロレラ中の既存フェオホノレパ

イド量は 70mg%

は明らかでない.そこで酵素活性のほぼ完全に残ってい

る凍結乾燥クロレラを用い，至適 pHについて検討を行

った.30%含有アセトン-M/15リン酸緩衝液 pH5.0，

6.0， 7.0， 8.0の各混液を用L、，その他の条件は分析法

に準じて検討を行った.

結果は表4に示した. クロロフィル分解物量はpH5.0

の時386mg%であり， pH8.0では441mg%で‘最高のク

ロロフィラーゼ活性を示した.

以上のことから，これらの最も良い条件を用いて前記

のとおり分析法を設定した.そこで市販されているクロ

レラ12試料を用いてそれぞれ3回ずつ試験し，その変動

係数を調べ，結果を表5に示した.本分析法の変動係数

では既存フェオホルパイドは平均6.7土3.3%，総フェオ

ホルパイドは7.5土4.4%であった.また同一試料につい

て分析者3名によって分析した結果を表6に示した.変

動係数は1. 8~12.4% であった.なお参考のために総ク

ロロフィル量について色素原液から AOAC法の試算式

を用いて算出し，その変動係数も示した.以上のように

良好な分析結果が得られた.

3. 酸性条件下におけるクロレラ中のクロロフィル分

解物量について

最近，市販品の中にクロレラジュ{ス等のクロレラが

酸性条件下におかれている製品がある.これら酸性条件

下においてもクロロフィル分解物の生成がおこる可能性
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表 5. 本分析法による各種グロレラの分析値および変動係数

既存フェオホルバイド 総フェオホルバイド

平均値土標準偏差 変動係数 平均値土標準偏差 変動係数

114土7.8mg% 6.8% 150土15mg% 10 % 

144土9.2 6.4 370土14 3.8 

59土6 10.2 464土15 3.2 

38土1.4 3.7 291土24 8.2 

38土3.5 9.2 71土7.1 10 

77土7.8 10.1 608土13 2.1 

86土6 7.5 472土12 2.5 

51土4.2 8.2 248土15 6.0 

38士0.7 1.8 126土20 15.9 

22士O 。 138土13 9.4 

32土2.8 8.8 776土41 5.3 

149土12 8.1 269土36 13.3 

6.7土3.3 7.5土4.4

211 

n=3 

クロロフィ
ラーゼ活性

36mg% 

227 

405 

253 

41 

531 

385 

197 

88 

116 

744 

120 

備考:変動係数とは標準備差を平均値で筈1って 100倍した値である.
クロロフィラ{ゼ活性とは総フェオホルバイド値から既存フェオホノレパイド値を差し引いた値である.

表 6. 分析者3名によるグロレラの分析値

総クロロフィノレ量 (mg%) 既存フェオホノレパイド量(mg%) 総フェオホルパイド量 (mg%)

AH  B 1 CJ AH  B 1 CJ AH  B 1 CJ 

1271 1185 1176 56.8 52.6 45.6 277 248 331 

試料 1 1263 1252 1220 53.6 48.1 51. 5 283 245 322 

1286 1229 1172 55.4 54.5 45.7 256 253 298 

標平均準値偏差土 1273土11 1222土34 1189土26 55.3土1.6 51. 7土3.347.6土3.4 272土14 249土4.4 317土17

(標平変均準動値偏係差数土〉 1228土42(3.4%) 51. 5土3.9(7.6%) 279土34(12.4%)

772 686 701 35.1 34.7 37.7 55.5 56.8 66.7 

試料 2 773 669 707 39.8 37.0 35.2 59.3 56.6 64.6 

725 738 696 41. 9 34.6 36.5 63.5 60.5 66.9 

標平均準値偏差土 757土27 698土35 701土5.5 38.9土3.535.4土1.436.5土1.'2 59.4土4.158.0土2.266.1土1.3

平均準動値偏係土
(標変 差数〉

719土33(4.6%) 36.9土1.8 (1. 8%) 61. 2土4.4(7.2%)

が十分に考えられる.すなわち，乳酸発酵をともなう潰 7.0と8.0のリン酸緩衝溶液中で3時間および16時間，

物ではピロフェオホルパイドが生成すると報告されてい 370でイシキュベートを行い検討した.

る11，12) そこで各種酸性溶液中におけるクロロフィル分 結果は表7に示した通り既存フェオホノレパイドは70

解物の生成量について検討を行った mg%であったものが， pH7.0および8.0のリン酸緩衝液

クロレラはクロロフィラーゼ活性の存在する凍結乾燥 では 8~14倍のクロロフィル分解物生成がみられる.し

クロレラを用い，塩酸，クエン駿，乳酸，酢酸およLJ(pH かし， pH1. 9~3.0 の各種酸溶液中においても 3~7倍



しかし，中毒のおこる可能性もあることから，もし多

量のクロレラを添加したものが流通するならば行政上何

らかの措置が必要となることも考えられる.

4. 市場調査

グロレラによる中毒がおこった当時，その製品から既

存フェオホルパイドが平均で、510土150mg%1，2lも含まれ

ていた.そこで昭和57年1月から4月までの市販されて

いるクロレラおよびクロレラ類似製品について調査し，

現況を把握して規制j値を越すものがないか，また中毒を

おこす可能性のあるものが流通していなし、か調べた.

結果を表8に示した.現行の指導基準に適合しないも

のが31検体中既存フェオホノレバイドにおいて 3検体，ま

た総フェオホルパイドにおいて13検体検出された.既存

フェオホルパイド量からみるならば，今回の調査結果の

最高値は149mg%で、あり，中毒をおこしたクロレラの最

低値300mg%1，2lからははるかに低く，行政指導の効果

があらわれているように思われる.しかしながら総フェ

オホルパイド量からみるならばグロロフィラ{ゼは未だ

約4割近い製品において活性皮の高いものがあり，多量

購入した場合は飲み方によって保存期聞が長くなること

もあることから，さらに注意を喚起していくことが必要

ではないかと考える.

結
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酸性条件下におけるクロレラ中のクロロ

フィル分解物生成量

酸
ィγキュベート時間

pH 種

表 7.

6hr 

396mg% 

343 

546 

507 

1019 

1034 

3 hr 

303mg% 

207 

384 

444 

594 

744 

1.9 

2.3 

2.6 

3.0 

7.0 

8.0 

0.02M塩酸

0.1M !lェγ酸

0.1M乳酸

0.1M酢酸

1/15Mリン酸緩衝液

類の

備考:分析に供したクロレラ中の既存フェオホルパ

イド量は70mg%

のクロロフィル分解物生成がみられ，インキュベート時

聞が長くなるに従い増加した.このことからクロロフィ

ラ{ゼが存在するならばFロロフィル分解物は多量に生

成することが明らかとなった.これら分解物は含水アセ

トγ中に生ずるプェオホルパイドと異なり 667nmの吸収

が 670~680nm に移行し，外観的にもエーテル溶液が褐

色を呈する色素であったことから酸化されたグロロフィ

ル誘導体1わであると考えられる.このものの光過敏症の

発現性については未だ明らかでなく，今後の研究が待た

れる. 論

果結査調場市表 8.

既存フェオ総プェオホ
ホルパイド量ルパイド量

既存フェオ総フェオホ
ホルパイド量ノレパイド量
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クロレラ中のクロロプイノレ分解物量およびグロロフィ

ラーゼ活性皮の分析法の条件について検討した.グロロ

フィノレ分解物量は17%塩酸とエーテル聞における液々分

配後， 667nmの吸光度を測定し， フェオホノレパイド aに

換算して表した. グロロブィラーゼ活性は， クロロブイ

ラ{ゼを働かせるためにクロレラをイ γキュベー卜し

て，増加したクロロフィル分解物量を測定し表わした.イ

シキュベ{ト時の時聞は3時間，アセトンーリン酸緩衝

液混液のアセトン含有量は30%，アセトンーリン酸緩衝

液混液のpHは8.0が最も良い分析条件であると考えられ

た.市場調査をクロレラおよびクロレラ類似製品31検体

について行った.既存フェオホルバイド量ND~149mg

%，総フェオホルバイド量ND~608mg%であり，指導

基準に適合しないものが各々 3，13検体あった.このこ

とから今後さらに幅広く調査を行い，中毒防止のために

監視あるいは指導を強化してL、く必要があると考える.
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みそ， しょう油中のアルコール含有量調査

上回 工*，嶋村保洋*，石川ふさ子て直井家欝太*

8urvey of Alcohol Content in Miso and 80y sauce 

KOU UEDA*， YASUHIRO SHIMAMURA*， FUSAKO ISHIKAWA* and YASUTA NAOI* 

Keywords:みそ miso，しょう油 soysauce，エタノ{ノレ ethanol，メタノ{ノレ methanol，保存料 Preservative

緒 言 3) 塩分

みそ，しょう泊は日本古来の食品であり，その保存方 モ{ノレ法を用い，食坂として換算した.

法は時代とともに変遷している.特に近年消費者が食品 4) 水分， pH，保存料

添加物を忌避する傾向にあり，それに呼応して，我々が 衛生試験法注解に準じた.

おこなった市販みそ，しょう油の保存料含有量調査で 結果および考察

も，検出されない場合が多くなってきた 1. エタノールおよびメタノール

そこで市販みそ，しょう池の品質保持の方法の実態を みそは25検体を麹原料により，米みそ17，亙みそ6，

調査するため，多くの食品に保存の目的で使用されるよ そばみそ 1，麦みそ1に分類した.米みそはさらに外観

うになっ℃きたエタノールの他に，品質保持に関係のあ により白 6，赤5おまびその中間色6検体に分類し，そ

る水分活性，水分，塩分， pHおよび保存料について調 れらの結果を表1に示した.しょう泊は市販品12，業務

査をおこなった. 用9検体に分類した. 市販しょう油はさらに， こいく

また，みそ，しょう油は発酵食品であることから，ェ ち，うすくち，しろ，さしみの各しょう油に分類し，そ

タノールの他にメタノ{ルが生成されることが考えられ れらの結果を表2に示した.

る.すでに食品中のメタノールについては，種々の調査 1) エタノ{ノレ

報告トりがみられるが，みそ， しょう油については特に みそ:ェタノ{ル使用の表示とエタノール含有量の間

報告がみられない.そこでメタノールについても調査を 係を調査した.米みそのうち色調の白いもの6検体にい

おこなったので，併せて報告する. ずれも表示があり，それらのエタノール含有量は1.96~ 

実験方法 3.80 (平均2.65)%であった.淡赤色のものは6検体中

1. 試料 3検体に表示があり，表示のあるものの含有量は1.73~ 

試料は1981年に購入した市販みそ25検体， しょう油12 3.66 (平均2.42)%，表示のないものO.38~2. 46 (平均

検体，および都内しょう油製造元より購入した業務用し 1.18) %と差がみられた.色調の赤いものは5検体中4

主う油9検体を対象とした. 検体に表示があり，その含有量は1.00~3. 58(平均1.96)

2. 分析方法 %であり表示のないもの0.54%と大きな差がみられた.

1) エタノールおよびメタノール また麹原料の差によりエタノール含有量を比較する

みそおよびしょう油それぞれ20gに水60mlを加え，直 と，米みそは17検体中13検体にエタノ{ル使用の表示が

接蒸留し，留液50mlについて次の条件でガスグロマトグ みられたが， それらのエタノール含有量は1.00~3. 80 

ラフイ{をおこなった.(1)機種:日立製163型(FI D付) (平均2.39)%であった.この含有量は岡田ら町の仕込

(2)充てん剤・ポーラスポリマービーズ系およびポリエチ 実験や，エタノ{ルの実用的使用レベル口 2%と比較し

レγグリコール系 (3)カラム:ガラス製 (3mmx2m) て妥当な量と思われる.

2) 水分活性 しかし，豆みそでは6検体中5検体にエタノ{ル使用

コγウェイのユニットを用い，グラフ挿入法めで狽u定 の表示があるにもかかわらずO.03~ 1. 08 (平均⑪.47)広

した. と低い値が得られた.米みそに比較して豆みそにエタノ

*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 J apan 
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しょう油中のエタノール及びメタノール

含有量

表 2.みそ中のエタノール及びメタノール含有量表1.

メタノール
(ppm) 

表*ェタノーノレ
示(%)

色
調

種
表*エタノール
示(%)

類
メタノ{ノレ
(ppm) 

a佳
作

O

d
佐

o
o
n
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U
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b

戸

口

戸
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n

O

ロ
U
E
U
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O

1. 74 

1. 67 

1. 69 

1. 94 

1. 66 

2.54 

+
+
+
+
+
+
 

ち
油

類

く
う
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しょ

市
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ょ
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白
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A
晶

戸
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u
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d
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u

w

b

A
官

T
ム

w
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。，“。
L
q
6
0
4
0
4
伊
包

2.75 

2.52 

2.18 

1. 96 

2.68 

3.80 

+
+
+
+
+
+
 

白

1

2

3

4

5

6

 

ヴ

S
Q
U

司ム

q
d
唱

i

q

G

2.21 

1. 98 

1. 89 

+
+
+
 

ち
油
く
う
す
よ
う
し

販

品
n
t
a
u

白
d

a
u
ヴ

t

η

O

必
告

o
o
n
u

q
O

ヴ

d
a
a
τ

必倍。
δ

句
、

υ

3.66 

1. 88 

0.38 

2.46 

1. 73 

0.70 

+ 
+ 

7 

8 

9米

10 

11 

12 

そみ
淡赤

tr. 

tr. 

0.98 

1. 00 

10 

11 

十

さしみ12 ~ v，，;;S: + 1. 31 59 
しょう油

13 - 0.06 tr. 

14 - 0.28 6.9 

15 - 0.06 6.7 

16 ーといくち - N.D. N・D.

17 務じよう泊 ー 0.12 9.1 

w - ~æ tt 

19用ー 0.12 tr. 

20 ー 0.02 tr. 

しろしょう泊

τム

o
o
q
o
n
w
d
噌

i

a
ι
τ
q
o
q
a
η
6
q
o
 

3.58 

0.54 

1. 77 

1. 00 

1. 50 

+ 

+
+
+
 

赤

。0
4
4
τ
z
u
n
O

弓'

噌

Eaa

唱

'A
守
E
ム

噌

・

4

噌

E
み

49 

17 

2.32 

1. 95 

+ 
+ 

18調合(そば〉みそ

19麦みそ

tr. 0.05 たまり
しょう泊

tr. : trace N. D. : none detect 

*エタノール使用の表示:+有り，

21 

n
口
噌
i
n
u
o
O
戸

D
n
w
d

q
u
n
d
A官

Q
U
T
i
d官

0.74 

0.03 

0.06 

0.42 

0.47 

1. 08 

+ 
十

+
+
+
 

そみ

20 

21 

22 

23 

24 

25 
ーなし

ーなし*ェタノール使用の表示:+有り， ちは1.89~2. 21 (平均2.03)%と両者に差はみられなか

った.

一方，業務用しょう油は9検体いずれもエタノール使

用の表示はなく，エタノ{ノレ含有量はND~0.28 (平均

0.08) %と低い債が得られた.

市販しょう泊はし、ずれも本醸造製品であり，熟成まで

約1年を要するのに対し，業務用は新式醸造製品である

ため，熟成まで 1~2 ヶ月と短い.そのためにエタノー

ルの産生が少ないものと思われる.これら業務用しょう

油のエタノーノレ量は，添加していない新式醸造製品のパ

ックグランド値と思われる.

2) メタノーノレ

みそ・みそ 25検体の全てからメタノールが検出され

た.米みそは 21~77 (平均36)ppm，豆みそは 15~71

(平均42)ppm，そばみそ49ppm，麦みそ17ppmで、あっ

た.米みそを色調別に比較すると，白いみそは平均 30

ール含有量が少ない原因は，米みその酸造期聞が甘口で

数日から 1ヶ月，辛口でも 6ヶ月前後であるのに対し，

豆みその熟成は天然醸造では一般に12ヶ月前後と長期間

であるため醸造育成中に，アルコールが発散するためと

考えられる.また豆みその原料である大豆中には，でん

粉，糖などの発酵基質が少量しか含有されず，比較的た

ん由貿が多いため，酵母の増殖やアルコ{ル発酵が微弱

であることに起因していると考えられる.

しょう油:市販しょう泊ではエタノール使用の表示は

12検体中10検体に見られた.表示を有するもののエタノ

ーノレ含有量は1. 31~2.54 (平均1.86)%であり，表示の

なかったしろしょう泊O.98~1. 00 (平均0.99)%と比較

して高い値が得られた.また市販しょう泊のこいくちの

エタノーノレ含有量は1.66~2. 54 (平均1.87) %， うすく
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みそ中の水分活性，水分，塩分， pH，保存料表 3.

塩分
く%)

水分
く%) 保存料

白

pH 

5.4 

5.5 

5.2 

5.4 

5.4 

5.3 

12.1 

12.8 

13.5 

12.0 

11. 6 
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噌

よ

噌

ム
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0.83 
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o
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z
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赤淡
そみ米

巧

t
Q
u
o
-
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白
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1
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ワ
ハ
“

司よ

1
A
1ム
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12.3 

14.1 
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に
u

n
日

唱

i
n
v
o
o

に
u
a
ι
τ
F口
組

佳

4告

0.82 

0.73 

O. 76 

0.75 

0.80 

赤

13 

14 

15 

16 

17 

18 調合(そば〉みそ

19麦みそ

13.2 

11. 6 

51 

49 

0.80 

0.79 

5.1 

4.9 

4.9 

4.9 

5.0 

4.9 

10.8 

11.4 

11.2 

11. 1 

12:9 

10. 1 

T

よ

噌

l
o
o
p
O
唱

l
・
4
A宮

a
a
τ
a
a
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a
a
-
a
A
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0.73 

O. 77 

0.77 

0.77 

0.77 

O. 79 

そみ

20 

21 

22 

23 

24 

25 

ホ:減塩みそ

豆

みそ， しょう油ともにエタノ{ノレ含有量とメタノール

の聞には相関が全くみられなかった.

2. 水分活性，水分， pH，保存料

保存性に関与していると考えられる水分活性，水分，

塩分， pH，保存料について調査をおこなった. みそに

ついての結果は表3，しょう油の結果は表4に示した.

1) 水分活性 (Aw)

みそは0.78土0.007， しょう油は0.82土0.004で，み

そ，しょう油ともにそれらの種類による差は特にみられ

なカ、っk.

2) 水分

米みそおよび豆みその水分含有量を比較すると，米み

そは44~55 (平均51)%であるのに対し，豆みそは41~

48 (平均45)%と若干低い傾向がみられた.

ppmで、あり，その他のみその平均が40ppmであるのに対

し，低い傾向がみられた.

しょう油:市販しょう泊中のメタノールの含有量は

Trace~65 (平均41)ppmであるのに対し，新式醸造品

の業務用はND~9.1 (平均2.5)ppmと低い値が得られ

た.

市販しょう、油のこいくちは54~65 (平均59)ppm，う

すくちば18~37 (平均25)ppm，しろしょう泊は2検体

とも痕跡であった.

メタノーノレ含有量はこいくちが最も高く，次いでうす

くち， しろしょう泊と大きな差がみられた.その原因は

こいくちに比較し， うすくちおよびしろしょう油は淡色

化のために，原料として大豆に比較して麦の割合が多い

こと，また熟成期間が比較的短いためと思われる.
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しょう泊中の水分活性，水分，塩分， pH，保存料表 4.

料存保
分塩分水

Pーオキシ安息
香酸エステル
(g/L) 

pH 水分活性類種
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こいくちしょう泊

業
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0.04 0.42 4.8 17.1 57 0.77 たまりしょう泊21 

4.6)，業務用4.6~4.9 (平均4.8)であった.

みそ，しょう油ともにそれらの種類による差はみられ

なかった.

5) 保存料

みそのいずれからも検出されなかった.しょう油は市

販品でしろしょう油のみから，安息香酸が検出された.

業務用しょう油は9検体すべてからo.03~0. 06g/Lのp-
オキシ安息香酸エステル類が検出された.

また，たまりしょう油には安息香酸が併用されてい

た.

6) 各試験項目の比較

保存料とエタノールの含有量を各試料ごとに比較した

場合，みそは25検体いずれからも保存料は検出されず，

エタノール含有量は0.03~3.80(平均1.69)%であった.

しょう泊のうち保存料が検出されなかったもののエタ

*:減塩しょう泊

しょう油は，市販品57~72 (平均68)%，業務用57~

75 (平均70)%であり，両者に差はみられなかった.

3) 塩分

米みそは 8.6~14.1 (平均12.1)%であり，また色調

による分類では差はみられなかった.また豆みそは10.1 

~12.9 (平均11.3)%と，米みそにくらべて差は認めら

れなかった.

しょう油は， 市販品で減塩製品の 12.1%を除くと，

16. 5~18. 5 (平均17.5)%であった.業務用は 15.4~

17.8 (平均17.1)%であり，ほとんど差はみられなかっ

た.

なお，減塩製品ではその他の製品よりも低かった.

4) pH 

みそでは，米みそ 5.0~5.4 (平均5.2)，豆みそ 4.9~

5.1 (平均4.9)，しょう油では，市販品 4.4~4.7 (平均
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ノーノレ含有量は1.31~2. 54 (王子均1.86)%であるのに対 すくちの平均25ppm，しろしょう油は痕跡と差がみられ

じ，保存料の検出されたもののエタノール量はN.D.~ た.

1. 00 (平均0.25)%で，あきらかに差が認められた 5. みそ， しょう油ともにエタノールとメタノーノレの

このようなことから，エタノールは保存料として添加 含有量の聞に相関はみられなかった.

されている事が推察される 6. 水分活性，水分，塩分， pH等はみそ，しょう油

また，水分活性，水分，塩分， pHと， エタノール合 について種類別で、特に差はみられなかった.

有量および保存料の使用の有無との聞には特に関係がみ 7. いずれのみそからも保存料は検出されなかった.

られなかった. ー しよう油は，業務用すべてから保存料が検出された.

ま と め 8. 保存料の検出されたしょう泊のエタノール含有量

みそおよびしょう油の品質保持の方法の実態を知るた は検出されないものに比較して明らかに低い傾向がみら

め，品質保存に関係のあるエタノ{ル含有量，水分活 れた.

性，水分，塩分， pHおよび保存料を調査すると共に， これらのことから，エタノーノレは合成保存料の代りに

発酵過程に生成すると考えられるメタノーノレ含有量を調 使用されているものと推察される.

査し，次の結果を得た. 文 献

1. みそ中のエタノール含有量は，米みそで平均2.39 1)平友 恒農化， 35， 298， 1961 

土0.24%，豆みそで平均0.47土0.16%であり，米みそに 2)川田公平，細貝祐太郎:衛生試験所報告， 74， 443， 

多く含有されている事がわかった 1956

2. しょう泊中のエタノーノレ含有量は，本醸造である のHogbrn，R. and Mular， M. : J. Sci. Fd Agric. 
市販しょう油で平均1.72土0.13%であるのに対し，新式 27， 1108， 1976 

醸造である業務用では平均0.08~0.03% と大きな差がみ のLee，C.， Acree， T. and Butts， R. : Anal. Chem. 
られた 47，747， 1975 

3. みそ中のメタノール含有量は原料による差はみら 5)佐藤南理子，清水恵美子，鈴木健，森光図:缶

れず，米みそのうちで色調の白いみそが平均30土5ppm 詰時報， 56， 87， 1977 

であり，その他のみその平均40土3ppmに比較して低い 6)岡田安司，好井久雄，加藤 照，竹内徳男:日食工

値を示した. 誌， 28， 26， 1981 

4. しょう泊中のメタノ{ノレ含有量は，市販しょう油 7)川村 渉，松下善一， 中野政弘，et al. :食の科学

の中では，こし、くちが平均59ppmと最も多く，次いでう No.21 :農政調査委員会編， 14， 1974，丸の内出版
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食品工業用洗浄剤の成分分析

広門雅子汽中嶋 巌汽安野哲子犬荻野周=*

中島和維*，溝入 茂*

小野綾子汽大畠敏子*，遠藤英美*

Analysis of Detergent Products used for Food Industry 

MASAKO HIROKADO*， 1羽TAONAKA]IMAぺ TETSUKOYASUNO*， SHUZO OGINOペ
KAZUO N AKA]IMAぺ SHIGERUMIZOIRI*， A Y AKO .ONO*， TOSHIKO OHA T A * 

and FUSA YOSHI ENDO* 

Fourty' five stecies of detergent products， which were collected from 37 food manufacturers in 

Tokyo， were analyzed by the method of the ]apanese Industrial Standard in respect of pH， surfactants， 

inorganic builders， arsenic， heavy metals. and fluorescent .material. 
The results were as follows: pH were 6.8-12.0 ，{or powdered type， 2.4-11. 8 for liquid typ巴.

Total contents of surfactants were 0-98.6%. Many，of the detergent products contained anionic and 

nonionic surfactants. Contents of P205， Si02， Na2S0， and Na2C03 of inorganic builders in powder 
samples were 4-8.1%， 2.2-8.3%， 2. 5~67. 2% and 2.0-96.0% respectively. Arsenic and heavy 

metal contents in all the samples were less than 0.0001% and 0.002% respectively. Fluorescent 

materials were not detected in all the samples. 

Keywords: detergent product， anionic surfactant， nonionic surfactant， inorganic builder， ]apanese Industrial 

Standard， food industry 

緒言

現在，消費者向けの台所用洗剤については，食品衛生

法による成分規格や使用基準1)および家庭用品品質表示

法による表示の基準2)が定められているが，食品製造工

場で使用される業務用の洗剤については特に規制がな

く，成分表示のないものが多い.またその内容成分や品

質等も明らかにされてし1ない.

洗弗蹴分の機械や器具容器等への残留による食品への

混入が避けられない以上，食品衛生面からその成分組成

の実態を把揮する必要があると考え，昭和55年 5 月 ~12

月に東京都食品監視課より収去された食品工業用洗剤45

種について， ]IS規格中の台所用合成洗剤試験法3)に基

づいたヒ素および重金属，合成洗剤試験法的に基づいた

pH， 界関活性成分， 無機洗浄補助剤，ケイ光増白剤お

よび酸化剤等の分析を行い，それらの成分の特徴と台所

用合成洗剤の規格との関係について調査したので、報告す

る.

実験の部

I 試料東京都食品監視課が昭和55年 5 月 ~12月に

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科

都内37の食品製造工場から入手し，当所に送付した食品

工業用洗剤45試料(粉末型10試料，液体型35試料〉を用

いた.そのうち成分含量の表示のあるものは10試料であ

った.

E 試験項目および方法

1. pH pHメーターHM20E (東亜電波工業製〉

を用L、， ]IS規格K3362の6.3に従って測定した.

"2.石けん分衛生試験法3.2.3食品・飲食物器具用

洗剤j試験法に準じた

3.硫酸エステノレ系アニオ，:/， 4..非イオン界面活性

剤; 5、カチオン界面活性剤， 6.全リン酸塩， 7.ケ

イ酸塩， 8.硫酸塩， 9;炭酸塩， 10. ケイ光増白剤，

11.酸化剤，以上の試験は ]IS規格K-3362合成洗剤試

験法に基づいた.

12. LAS系アニオン界面活性剤 ]IS規格K3362合

成洗剤j試験法中の全アニオン界面活性剤および硫酸エス

テル系アユオン界面活性剤の定量を行い，次式により算

出した LAS系アニオン界面活性剤(S03として)(%)=

全アニオン界面活性剤 (S03として)(%)一硫酸エステル

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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Analyzed Values of pH， Surfactants， Inorganic Constituents and Oxidizing 
Agent in Detergent Products us巴dfor Food Industry 

Table 1. 
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The Value estimated the Cont'ent 01: Anionic Surfactant into Content 01' 50) 

** LA5(Linear Alkylbenzene Sul1'onate)， A05(Alkylolefine SUlfonate) etc. 
提訴耗AS(AlkylSul1'ateJ. AES(Alkyletoxy Sulfate) etc. 

ーー

JIS規格K3370台所用14. ヒ素および 15.重金属

合成洗剤試験法を用いた.

結果および考察

JIS規格試験法および衛生試験法に基づいて行った，

pH， 石けん分， 合成界面活性成分，無機洗浄補助剤お

よび酸化剤等の分析結果をまとめて Table1に示した.

1. pH 

系アニオン界面活性剤 (SO.として)(%)

13.界面活性剤相当分(界面活性成分の総量) JIS 

規格K-3362合成洗剤試験法中アルコール可溶分，石油

エ{テル可溶分およひや尿素等の定量を行い，次式により

界面活性剤相当分を算出した.界面活性剤相当分(%)=

アルコール可溶分(%)ー(石油エーテル可溶分(%)+尿

素(%))



粉末型 (10検体〉の場合， pH6.8が1検体， pH9~11 

が4検体 (40%)，pH11以上が 5検体 (50~めで大部分

(90~めがアルカリ性であった.これらアルカリ性検体

中にはすべて炭酸ヂトリウムが含まれていた.

液体型 (35検体〉の場合， pH3以下が1検体(2.9%)，

pH5~6.5 が 10 検体 (28.6%) ， pH 6. 5~7. 5が11検体

(31.4%)， pH7.5~9.0が 8 検体 (22.9%)， pH9~11が

3検体， pH11以上が2検体で，大部分 (82.9%)が徴

酸性~徴アルカリ性であった.液性の違いから，粉末型

と液体型は，用途が異なることが予想される.

台所用合成洗剤の ]IS規格および食品衛生法規格(非

脂肪酸系〕の pH6.0~8.0 の範閤に入ったものは，粉末

型1検体，液体型25検体で，液体型は大部分 (71%)が

台所用合成洗剤に類似していた.また食品衛生法規格

(脂肪酸系〉のpH6.0~10.5の範囲に入ったものは，粉末

型3検体，液体型27検体 (78%)であった.しかし，こ

のうち脂肪酸系石けん分を含む検体は，粉末型3検体中

1検体，液体型27検体中2検体と非常に少なく，脂肪酸

系で食品衛生法規格品と推定されたのは， 1検体(Table

l中の検体番号41)のみであった.

検体No.11は強酸性を示したが，この検体中からリ γ

酸および殺菌剤のヨウ素が検出されたことから，これら

がその酸性要因であると推定された.

H 界面活性成分

界面活性成分は多種多様の化学構造をもち，分析法が

複雑なため個々の化合物の分離が困難であったので，

]IS規格試験法に基づいたアニオン，カチオンおよび非

イオン，衛生試験法に基づいた石けん分の大まかな分析

にとどめその結果をTable1に示した.

界面活性成分の総量は， 0~98.6%と広い濃度範聞に

分布していた.この成分合量を濃度別に分類するとFig.

1 のごとくになった.検体の大部分 (84%) が 5~25%

の濃度範囲に入っていた.しかし， ]IS規格の台所用合

成洗剤では界面活性剤相当分が15%以上と定められてい

るが，これに相当する検体はわずかに18品目 (40%)で

あった.また界面活性成分を配合組成別(石けん分単独，

アニオン単独，ノニオン単独，カチオγ単独，アニオン

+ノユオン， ノニオγート石けん， ノニオン+カチオン，

アニオン+ノニオン+石けん，ノニオン+石けん+カチ

オン〉に分類すると Fig.2のごとくになった.アニオン

と非イオンの混合製剤が最も多く，全体の50%を占めて

いた.この混合製剤は液体型に多く，またTable2に示

したごとくアニオン含量の非イオン含量に対する比が2

以上〈これはアニオンが主体で非イオンが補助的に配合
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されていることを示す〉のものが多いのが特徴であっ

た.このアニオンと非イオンの構成比は1975年に著者ら

の行った台所用洗剤の成分分析結果町と類似していた.

1 .石けん分 石けん分が主成分の検体は， 45検体中

4検体と非常に少なかった.

粉末型 4検体および液体型 1 検体中に0.42~1. 65%含

有されていたが，この濃度は洗浄剤としての効果より消

泡の目的で補助的に加えられたものであると考えられ

た.1975年の著者らの台所用洗剤の報告町では，石けん

分が消泡剤として補助的に配合されていた検体が79%と

多かったのに比べ，今回の工業用洗剤では11%と少なか

っTこ.

2.アニオン系界面活性剤 アニオン型にはスルホン

酸型〈直鎖アルキルベンゼンスルホン駿 (LAS)，アル

ファオレブィンスルホン酸 (AOS)，アノレキノレスルホン

酸 (AS)) とエステル型(アルキル硫酸エステル， ア

ルキルエーテル硫酸エステル〉があるが， Table 1に示

したごとく，スルホン酸型単独のもの 32検体中22検体

(68.8%)，スルホン酸型+硫酸エステル型のもの7検体

(21. 9%)，硫酸エステル型単独のもの 3検体 (9.4%)

で，スルホン酸型含有のものが約90%と多かった.アノレ

コ{ル可溶分(界面活性成分を含む)について IRで確
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Number of Sample 

5 10 15 20 25 

Soap 

Anion 

Nonion 

Cation 

AnionφNonion 

Nonion+ Soap 

Nonion+Ca.lion 

Anion + Nonion+Soap 

Nonion + Soap+Cation 

Fig. 2. Histogram of Composition of Surfactants in Detergent Products 

Table 2. Ratio of Anionic Content to Nonionic Content in Detergent Product 

contained Anionic and Nonionic Surfactants 

Content of Surfactant Content of Surfactant 

Sample Ratio Sample Ratio 
Anion Nonion (A/B) Anion Nonion (A/B) 
(A) (B) (A) (B) 

16 23.79 O. 75 31. 7 29 8.82 4.04 2.2 

17 9.06 4.80 1.9 30 6.72 9.23 O. 7 

18 7.04 17.69 0.4 31 11. 86 6.98 1.7 

19 9.90 6.15 1.6 32 8.13 5.82 1.4 

20 9.84 9.09 1.1 33 13.29 0.81 16.4 

21 15.96 5.82 2. 7 34 13.23 0.65 20.4 

22 21. 53 1. 26 17.1 35 13.63 0.72 18.9 

24 11. 97 5.83 2. 1 36 13.42 0.69 19.4 

25 4.95 1. 16 4.3 37 10.27 4.12 2.5 

26 22. 78 1.59 14.3 38 13.75 0.64 21. 5 

27 13.63 0.72 18.9 39 2.24 2.28 1.0 

28 8.83 4.09 2.2 42 11.52 1. 04 11.1 

認試験を行ったところ，スノレホン酸型を含む検体の大部 分とする検体は10品目 (22%)と少なかった.カラムク

分から LASが検出された.おそらくスルホン酸型の主 ロマトグラフ法で得られた非イオン界面活性成分を薄層

流は LASであると推定された. グロマトグラフ法およびIRで確認したところ，ポリオ

3.非イオン系界面活性斉IJ 非イオンを含む試料は， キシエチレン系非イオンが37検体中28検体 (763めから

45検体中37検体 (82%)と多いが，これを洗浄剤の主成 検出された.ポリオキシエチレン系中，ポリオキシエチ
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レンアルキノレエ{テルが確認されたものは14検体(50~切

であった.

4.カチオン系界面活性剤 液体型4検体 (Tab!e1 

中の検体番号13，14， 15， 23)中から検出された.これ

らについてはすべて成分表示があり，石けん分と配合さ

れていた13番および14番のものは両性界面活性剤で，カ

チオン単独の15番および23番のものは塩化ベンザルコニ

ウムであった.これらは洗浄効果を期待するものではな

く，殺菌効果を目的としたものである.

E 無機洗浄補助剤

1 .会リン酸塩(縮合リン酸塩〉 粉末裂10検体中6

検体に 4.0~14.0%含まれていたが，液体型からは 1 検

体を除き全く検出されなかった.また粉末・液体型とも

縮合リン酸塩を含む試料はすべてアルカリ性であった.

これは縮合リン酸塩がアルカリ緩衝作用をもち(酸性汚

れに有効)， アルカリ塩とともに配合されるためと考え

られる.また洗たく排水中の縮合リン酸塩が湖や海の富

栄養化の原因物質の 1つとされ問題になり，環境庁の要

請で自主規制値が定められたが，この規制値の12%をこ

えたものは1検体のみであった.この減量分の代替とし

てゼオライトおよび有機ピルダ{が使用されるようにな

ったと報告されている町.

2. ケイ酸塩粉末型10検体中 6 検体に2.2~8.3%含

まれていたが，液体型からは縮合リン酸塩と同様の 1検

体を除き，全く検出されなかった.またケイ酸塩含有試

料は縮合リン酸塩の場合と同様に，アルカリ性であっ

た.

縮合リン酸塩とケイ酸塩が併用されているもの40%，

それぞれ単独のものはともに20%，両者とも含まないも

の20%で，粉末型においてはどちらかが含まれる場合が

多いことが判明した.

3.硫酸塩粉末型の場合， 50%以上含有のもの10検

体中3検体， 19%以上含有のもの6検体であり，増量お

よびケ{キγグ防止の目的でこのように多量に用いられ

ていると考えられる.なお硫酸塩を含まない2検体と含

有量の少ない 1検体中には，炭酸塩が多量に含まれてい

た.

液体型の場合は， 35検体中10検体に0.8~4.1%含まれ

ていた.これは可溶化促進の目的で使用されていると考

えられる.

4.炭酸塩粉末型アルカリ性の検体には，すべて配
合されており，しかも 10検体中 7 検体に48~96%と多量

に含まれていた.これは炭酸援が油性汚れの除去等に有

効なアルカリ作用と同時に，増量の目的もかねて使用さ

れるためである.

現在，洗浄補助剤については，台所用洗剤にも pHや

界面活性相当分のような JIS規格や食品衛生法による規

制値がなくその制定が望まれる.

W その他

1 .ヒ素および重金属 すべての検体中のヒ素含量は

0.0001%以下，重金属含量は0.002%以下であり，食品

衛生法および ]IS規格で定められた規制値以下であっ

た，

2.ケイ光増白剤 JIS規格(台所用合成洗剤〉でケ

イ光増白剤を検出してはならないと規定されているが，

すべてこれに適合した.

3.酸化剤食品衛生法の洗剤の成分規格で，漂白作

用を有する成分を含んではならないと定められている.

液体型はこの規制にすべて適合したが， 粉末型2検体

(Tab!e 1の検体番号5，9)から検出された.

要約

食品工業用洗浄剤の成分および純度を犯握する目的

で， 1980年東京都内37の食品製造工場から入手した洗浄

剤45試料につき， JIS規格中台所用合成洗剤試験法に基

づいたヒ素および重金属，合成洗剤j試験法に基づいた

pH， 界面活性成分， 無機洗浄補助剤，ケイ光増白剤お

よび酸化剤等の成分分析を行い，それらの成分の特徴と

食品衛生面上の問題について調査した.

1. 液性は，粉末型の9割がアルカリ性，液体型の約

7割が中性であり，粉末型と液体型では用途が異なると

考えられる.

2. 界面活性成分量は， 0~98.6%と広い濃度範囲に

分布し品質のパラツキが認められた.

3. pH6. 0~8. 0および界面活性成分量 15%以上(台

所用合成洗剤の JIS規格〉の両規制値に適合したもの

は，わずかに33%であった.

4. 界商活性成分組成はアニオンと非イオソの配合型

が最も多く，また石けん分が主成分と推定されたものが

9%と少なかったことから，大部分が合成洗剤であるこ

とが判明した.

5. 無機系洗浄補助剤の縮合リン酸塩およびケイ酸塩

は，粉末検体中に， それぞれ4~8. 1%， 2. 2~8. 3%含

まれ，液体型からは1検体を除き全く検出されなかっ

た.縮合リ γ酸塩の含量が環境庁要請の自主規制値をこ

えたものはl検体のみで，やはりリ γの使用量が抑制さ

れていることが判明した.硫酸塩および炭酸塩は，粉末

裂に多量配合されていた.

6. ヒ素および重金属はすべて食品衛生法の規制{直に
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適合し，ケイ光増白剤も全く検出されず]IS規格〈台所

用合成洗剤〉に適合した.しかし酸化剤が粉末型2検体

から検出された.

本調査で台所用合成洗剤と推定されたものはわずかに

33%であった.洗剤j成分の機械等への残留による食品へ

の混入が避けられない以上，法的規制のある台所用合成

洗剤を用いるのが望ましい.しかし食品工業用は台所用

と異なり，種々な用途に用いるため，台所用合成洗剤だ

けでは，十分に目的が達せられない.したがって食品工

業用洗剤にも規格基準，使用基準および表示基準等の法

的規制を設け，安全性を確保すべきである.

謝辞本調査に当り，試料収集にど尽力下さいました

東京都衛生局環境衛生部食品監視課の方々に深説いたし

ます.
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市販天然糊料の使用実態調査(第2報)

中島和雄汽広門雅子*，中嶋 巌*，溝入 茂*，遠藤英美*

Survey of Commercial Natural Thickening and StabiIizing Agents (11) 

KAZUO NAKA]IMA叱 MASAKOHIROKADO汽 IWAONAKAJIMA汽

SHIGERU MIZOIRI* and FUSA YOSHI ENDO* 

Natural thickening ahd stabilizing agents in 12 commercial natural food additives were determined 

by gas chromatography (GC). 

The monosaccharides obtained by hydrolysis with 2M trifluoroacetic acid were determined by GC 

as aldononitril巴 acetates.

The principal constituents of 6 samples out of 12 samples tested were carob bean gum and carra-

geenan which ranged between 13 to 29% and 34 to 75% respectively. One， 3 and 2 samples of the 

remainder respectively showed to be consisted of guar gum and carrageenan， guar gum and xanthan 

gum， and guar gum and tamarind seed gum. 

Keywords : thickening and stabilizing agents， aldononitrileacetates， carob bean gum， guar gum， carrageenan， 

xanthan gum， .tamarind seed gum 

緒 言

昭和49年以降，東京都における天然添加物の使用実態

調査を行ってきた.

前報1)において，天然糊料の定性分析による使用実態

調査を報告したが，今固定量分析iこよる調査を行った.

糖のGC法による定量分析としては， TMS化法2).，ア

ルジト{ノレアセテ{ト法ペ アルドノニトリノレアセテー

ト法44〉，メチル化法8)，ジチオアセタ{ル法9，10)が報告

されている.今回迅速で筒使な方法である，アルドノニ

トリルアセテート法を応用して天然糊料を分析した.

実験の部

試料都食品監視課より昭和55年 4 月 ~57年 3 月にか

けて当所に送付された天然糊料12検体を用いた.

標準品 ロ{カストピーシガム(旭東化学産業側)，

グア{ガム(旭束化学産業紛)， カラギーナン〈タカラ

ゲγ帥)，タマリ γ ド種子多糖類〈大日本製薬紛)，キサ

γタンガム〈大日本製薬紛〕各々の会社のを用いた.

試薬 すべて試諜特級品を用いた.

装置 ガスクロマトグラフ:柳本G-80型〈検出器

FID) 

試料溶液の調製試料100mgに2Mトリフルオロ酢酸

6mlを加える.窒素で置換した後，封管し，水浴中で5

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科

時間加熱する.その加水分解液を蒸発乾固する.塩酸ヒ

ドロキシノレアミ γのピリジγ溶液 (17mgjml)3mlを加

え，封管し， 900で30分間加熱する.冷後無水酢酸10ml

を加え，封管し，さらに30分間加熱する.その液を蒸発

し，内部標準としてイノシト{ルベンタアセテートのク

ロロホルム溶液 (30mgjml)1mlを加え，全量をFロロ

ホルムで5mlとし，これを試料溶液とする.

標準溶液の調製標準品500mgにつき試料溶液と同様

に操作し， クロロホノレムにとかした 20mgjml~0.2mg 

jmlの標準溶液を調製する.

定量法各溶液5μJをGCに注入し，標準糊料の構成

単糖の中の一つの単糖の濃度と面積から検量線を作成

し，この検量線から試料溶液の単糠の濃度を求め，その

値から糊料の値を求める. GCの条件:1% LAC-4R-

886jChromosorb W j A W-DMCS， 80~100mesh，ガ

ラスカラム 3世x1.5m，カラム温度1800，キャリャーガ

ス N225mljmin，注入量 5μJ

結果と考察

糊料の標準品の，アルドノユトリルアセテ戸ト法を用

いた分析によると，グァ{ガムおよびロ{カストピーシ

ガムの構成中性糖は，ガラクトースとマソノースであり，

カラギーナγは，7lラクトースであり，キサシタ γガム

160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo M巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Retention Times of Aldononitrile 

Acetates of Monosaccharides 

Monosaccharide Retention Time(min) 

L-Arabinose 

D-Xylose 

D-Mannose 

D-Glucose 

D-Galactose 

。。司
4
n
4
n
u
n
G
戸

b

T
L
n
4
n
4
q
o
a告Inositol Pentaacetate 

は，グルコースとマンノースであり，タマリンド種子多

糖類は，ガラクト{ス，グルコ{ス，キシロースおよび

アラピノースであった.これらの単糖の， GCによる保

持時闘を Table1に示した.またすべての単糠の検量線

は O.2mg/ml~20mg/ml の範囲で直線性を示した.

糊料製剤中に二つ以上の糊料を含んだものについて

は，互いに重複しない単糖により，各糊料の定量をおこ

なった.すなわちグア{ガム・キサγタンガム製剤の場

合は，ガラグト{スからグア{ガムを定量し，グノレコー

スからキサンタンガムを定量した.また重複する単糖を

もっ糊料製剤，すなわちロ{カストピーンガム・カラギ

ーナン製剤の場合は，マンノースからローカストピ{ン

ガムを定量し，ガラクト{スの総量からローカストピ{

γガムに相当するガラクトースの量をヲI¥，、た，ガラクト

ースからカラギーナシを定量した.なおグルコースで糊

料を定量する場合は，定量する前に，でんぷん，乳糖，

ショ糖，およびグルコースなどが，糊料製剤中に含まれ

ていないことを確認する必要がある.この方法による

と，重複する単糖をもっ糊料製剤の測定誤差は，単一の

糊料を定量する場合にくらべて大きくなるが，他の測定

法がない現状では，この方法は有用である.

市販糊料製剤の分析結果を Table2に示した.この結

果によると， ローカストピーンガム・カラギ{ナン製剤

は12検体中6検体であった.ローカストピーンガムの含

有量は13%~29%であり，カラギ{ナンの含有量は34%

~75%であった.種々な比率の製剤があることから，多

種多様の用途にもちいられていることが推定された.グ

ァーガム・カラギーナン製剤は1検体であった.グァー

ガム・キサンタンガム製剤は3検体であった.その比率

は，すべて約4: 1であった.用途がかぎられているこ

とが推定された.グァーガム・タマロンド種子多糖類製

剤は2検体であった.

まとめ

市販天然糊料製剤U12検体中の糊料を，アルドノニトリ

ルアセテ{ト法でGCにより定量した.

その結果は，ローカストピーンガム・カラギーナン製

剤6検体，グァ戸ガム・カラギ{ナン製剤l検体，グァ

ーガム・キサンタンガム製剤3検体，グア{ガム・タマ

リンド種子多糖類製剤2検体であった.グァーガム・カ

ラギ{ナ γ製剤は，成分比が種々なものがあったが，グ

ア{ガム・キサンタ γガム製剤は，すべて約4: 1であ

った.

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，および標準糊料サγフ.ル

を提供して下さった糊料会社各位に深謝いたします.

Table 2. Determination of Commercial Natural Thickening and Stabilizing Agents 

Sampl巴 Carob bean gum Carrageenan 

1 13% 55% 

2 13 75 

3 18 45 

4 26 41 

5 29 34 

6 29 37 

7 58 

8 

9 

10 

11 

12 

Guar gum Xanthan gum Tamarind seed gum 

17% 

76 

77 

78 

21 

16 

21% 

19 

22 

74% 

34 
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食品工業用腐食抑制剤の分析

安野哲子*，荻野周三*，小野綾子*，大島敏子*，遠藤英美*

The Analysis of Corrosion Inhibitors for Use in Food Manufactory 

TETSUKO YASUNOぺSHUZOOGINO汽 AYAKOONO*， TOSHIKO OHATA* 
and FUSA YOSHI ENDO* 

In order to 1巴arnthe ingredi巴ntsand purity of corrosion inhibitors used in food factories， we 

analyzed 33 water-soluble corrosion inhibitors (2 rust preventing agents， 22 boiler compounds and 9 

deoxygenating agents) which were obtained from 21 food factories in Tokyo in 1981， and measured 

the arsenic and heavy metal contents in those samples. 

We detected hydrazine and silicat巴 inrust preventing agents， and phosphate， hydrazine and sulfite 

in boiler compounds. In deoxygenating agents， we detected sulfite and hydrazine. The maximum 

amounts of arsenic and heavy metals in 33 samples were 8.7 ppm (as AS203) and 110.2 ppm (as Pb) 

respectively. 

Keywords : food manufactory， corrosion inhibitor， rust preventing agent， boiler compound， deoxygenating 

agent， ingredient， purity 

はじめに

食品製造工場で，機材などの腐食防止のために使用さ

れている腐食抑制j剤には，誤用や事故による食品への混

入が十分に想像されるにもかかわらず，食品衛生法のよ

うな法律に裏づけられた規格基準もなく，その法的規制

に関しては，まったく野放しの状態にある. したがっ

て，当然、その内容成分や品質なども明らかにされておら

ず，消費者側の不安は大きい.

そこで，この腐食抑制剤の実態を把握するために，現

在実際に食品製造工場で使用されている腐食抑制j剤につ

いて，その内容成分の分析と不純物の検索を行ったの

で，結果を報告する.ただし，今回は水溶性の腐食抑制

剤を分析の対象とし，文献的に成分としての使用頻度が

高いと考えられる1-4)彊硝酸塩，亜硫酸塩，安息香酸滋，

ケイ酸塩， ヒドラジ γ，リン酸塩の6成分の分析と，不

純物として混在が予想されるヒ素ならびに重金属の定量

を目的とした.

試料および分析法

試料昭和56年5月より11月までの聞に，東京都内の

21の食品製造工場から入手した，水溶性の腐食抑制剤33

種を分析試料とした.これらはいずれも，機材の腐食防

止を最終日的とするものであったが，製品に表示された

主な用途から，防錆剤，清缶剤，および脱酸素剤の3つ

に大別することができた.33種の内訳は，防錆剤2，清

缶剤22，脱酸素剤9であった.

分析法分析にあたっては，試験管分析をはじめとし

て，粉末X線回折法，けい光X線法，高速液体クロマト

グラフィー(以下 HPLCと略す〉などの方法により定

性，確認したのち定量したが，個々の試料によって細部

の操作が異なるため，定量法の概要のみを以下に記す.

1) 亜硝酸塩試料の水溶液を塩酸で弱酸性とし，

HPLCにより分析した町. カラム Partisil10-SAX 

(Wattmaの4.6x250mm，溶離液:0.005M KH2P04-
Na2HP04 (pH6.4)， 検出器 :UVモエタ-(205nm). 

2) ill!硫酸塩 試料を一定過量の 0.1Nヨウ言葉溶液に

溶かしたのち，塩酸を加え， 過剰のヨウ素を0.1Nチオ

硫酸ナトリウム溶液で滴定した〈指示薬 デ γ プン溶

液)6，7). 

3) 安息香酸塩試料の水溶液に塩酸を加え，エーテ

ノレで抽出したのち，これを減圧で留去し，残留物をメタ

ノールに溶かして HPLCにより分析した. カラム:

Finepack C18 (Jasco) 4.6x250mm，溶離液:CHsOH 

-H20 (8:2)，検出器 :UVモニター (254nm).

4) ケイ酸塩試料の水溶液を， C2H2-N20フレーム

*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 



6)、リン酸塩試料に硝酸と水を加えて煮沸し，冷後

パナジン酸・モリプデγ酸溶液で発色させて， 400nmに

おける吸光度を測定した島町.

7) ヒ素試料の塩酸酸性溶液にヨウ化カリウム溶

液，塩化第一スズ塩酸溶液，亜鉛を加えて還元し，発生
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Table 1. Values of Analysis of Corrosion Inhibitors for Use in Food Manufactory 

nitrite sulfit巴 benzoate silicate 
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rust preventmg agents 
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で原子吸光法により測定した.

5) ヒドラジン 試料の水溶液に塩酸を加えて冷却し

たのち， 0.05Mヨウ素酸カリウム溶液で滴定した.終点

近くでクロロホルムを加え， このク戸ロホノレム層の紅色

が消える点を滴定の終末点としたS)
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ンが，粉末試料1種から亜硫酸塩が検出されている. リ

ン酸塩がスケ{ル防止に効果があるのは，そのキレート

作用のためであり，添加濃度が増大すれば，保護皮膜を

形成して，防食効果が発現するといわれている.

脱酸素剤9種は，亜硫酸複が主剤の粉末試料6種と，

ヒドラジ γ主剤の液体試料3種に二分された.亜硫酸塩

はヒドラジンと同様，水中の溶存酸素を除去するための

還元剤である.

亜硝酸塩と安息香酸塩は，いずれも検出されなかった

(<0.1%). 

なお，今回試料となった製品には，その内容成分と配

合害IJ合が明確に表示されていたものは， 1種もなかっ

た.

2. 製品中のヒ索， 重金属畳 表中，ヒ素の最は

As20S として，重金属は Pbとして表わした.

食品工業用腐食抑制剤には，食品添加物がその成分と

して使用されることが多く，この場合，規格適合品を使

用しているというのがメーカ{側の宣伝文句の一つでも

ある.現在，食品添加物の規格の中で， ヒ素ならびに重

金属の許容限度は，それぞれ As20S として 2ppm，Pb 

として20ppmで、あることが多く，したがって，今回も一

応の基準をこの債に設定して限度試験を行い，基準債を

こえるものについてのみ定量値を記した.

結果として，ヒ素の場合2ppmをこえたのは，試料33種

中4種で，最高は8.7ppmであった.この4種はすべて

清缶剤であることから， ヒ素は原料のリン酸塩に由来し

たとも考えられる.食品添加物としてのリ γ酸塩に対す

るヒ索の許容限度は，今回設定した基準値と同じ 2ppm

であり，もし仮に， 4種の試料から検出されたヒ素が，

リγ酸塩由来のものであったとするならば，食品添加物

の品質以下のものが使用されていたことになる.また，

今回分析の対象とならなかった他成分に起因したとも考

えられるが，ちなみに，食品添加物の場合，ヒ索と重金

属の許容限度は， それぞれ 5ppm，70ppmが最高であ

る.重金属に関しては，基準値の20ppmをこえたのは，

l試料のみであった.鉛が110.2ppm検出されたこの試

料からは，他にマγガンが8.5%，亜鉛が8.8%検出され

ており，これら成分としての金属塩に由来したものと考

える.

まとめ

食品工業用腐食抑制j剤の内容成分や品質についての実

態を抱渥する目的で，昭和56年 5~11月までの間に都内

の21の食品製造工場から入手した水溶性腐食抑制j剤33種

を試料として，一部成分について分析を行うとともに，

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 1982 

したヒ化水素を H2-Arフレームに導入して，原子吸光

法で測定した.

8) 重金属 試料の酢酸盟主性溶液に硫化ナトリウム溶

液を加えて，生ずる呈色物質の量を鉛の標準溶液の呈色

と比較した町. ただし，一部の試料については，その水

溶液を C2H2-Airフレ-Aで原子吸光法により測定し

た.

結果と考察

1. 腐食抑制剤の成分腐食抑制剤についての分析結

果を，製品の表示をもとに防錆剤，清缶剤，脱酸素剤の

3つに分類して， Table 1および Fig.1に示した. 表

中，iI![硝酸塩， 亜硫酸塩， 安息香酸塩はナトリ吹ム塩

(NaN02， Na2S0a， C1H5Na02)として，ヶイ酸塩，

ヒドラジン， リγ酸塩は，それぞれ SiO..N2H.， P205 

として算出した.

防錆剤2種(液状2)からは， ヒドラジンとケイ酸塩

が検出された.ヒドラジ γは， N2Hけ O2ー→N2+2H20

の反応、によって腐食の原因となる水中の溶存酸素を除去

する還元剤であり，ケイ酸塩は，水の pHを徴アルカリ

性に保っと同時に，水中のカル、ンウムイオγやマグネシ

ウムイオγと不溶性の保護皮膜を生成して防食する.

清缶剤は，スケールの生成防止や防食の目的で使用さ

れるものであるが， 22種〈粉末14，液状8)中21種がら

リγ酸塩が検出されたほか，液状の2種からはヒドラジ!

Ingredients of Corrosion Inhibitors for 
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不純物として混在が予想されるヒ素，重金属の含量を測

定した.

試料はその主な用途から防錆剤，清缶剤，脱酸素剤の

3つに大別され，防錆剤からはヒドラジンとケイ酸塩

が，清缶剤からはリン酸塩，ヒドラジ γ，亜硫酸塩が，

脱酸素剤からは亜硫酸塩とヒドラジ γが，それぞれ検出

された.製品に成分と配合割合が明確に表示されていた

ものは 1種もなかった.ヒ素と重金属に関しては，今

回食品添加物に準じて設定した基準値 (As20aとして 2

ppm， Pbとして20ppm)をこえるものが数種認められ，

純度の低い原料の使用が推測された.

なお，食品工業用腐食抑制剤の成分や純度を問題にす

るとき，その使用量，使用箇所(食品との接触の可能

性)，保管の場所など，実際の使用状況についての調査

が不可欠である.今回把握で、きなかった他成分の分析と

あわせて，これを今後の課題として検討する予定であ

る.

謝辞試料の入手にご協力下さいました，東京都衛生

局食品監視課の皆様に深謝致します.
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食品包装用フィルムにおけ~可塑剤の使用実態およびその移行

渡辺悠二六佐藤憲ーへ吉田令子犬遠藤英美*

Survey of Plasticizers in Food Packaging FiIms and Migration into the Foods 

YUjI WATANABE*， KENICHI SATOぺREIKOYOSHIDA * and FUSA YOSHI ENDO水

Keyword日:食品包装用フィノレム foodpackaging film，可塑剤 plasticizer，移行 migration

緒言

近年，フィルム(¥，、わゆるストレッチあるいはラップ

フィノレムなど〉はその収縮性やガス透過性などの利点を

生かし，スーパーマーケットなどにおける食品の包装は

もとより一般家庭においでも使用されるなど多種多様の

ところで食品の包装材として繁用されており，その素材

としてポリ塩化ピニノレ(以下PVCと略す)，ポリ塩化ビ

ニリデン(PVDC)，ポリエチレγ(PE)およびブタジエ

γ樹脂 (BDR)などの樹脂が用いられている.中でも業務

上主に使用されている PVCの場合，柔軟性を持たせる

ため可塑剤が20~40%添加されている.そしてこの可塑

剤については，過去において環境，食品衛生の面で問題が

指摘されたフタル酸エステル類があり，またこれらのフ

ィルムの使用範囲が広くかっ使用頻度が高いことから，

一般消費者の聞にはその安全性について不安を持つもの

も少なくない.一方，昨年7月新聞報道などで，アメリ

ヵ FDAが NCI(国立がん研究所〉における動物実験

によりアジピン酸ジー2ーエチルヘキシノレ (DOA)および

ブタル酸ジー2ーエチルヘキ、ンノレ (DOP)の2種の可塑

剤に発がん性の疑いが認められたとしてこの両者につい

て近く使用禁止の提案を行うことが伝えられた1，2)

著者らは，昭和55年から業務用および一般家庭で使用

されるフィルムについて， ブイノレムの種類，添加されて

いる可塑剤の種類およびその食品への移行性について調

査を行っていたが，引き続き本年5月まで3聞にわたっ

て行い，若干の知見を得たので報告する.

実験の部

1. 試料

第1回調査(昭和55年実施〉 業務用未使用フィノレム

20種〈昭和50，51年頃，築地市場内包装問屋から購入〉

および魚肉，青果，惣菜などを包んでいたフィルム38種

(昭和55年 6~8 月，スーパーマ{ケットなどから購入〉

;家庭用フィルム 14穏(昭和 55 年 6~8 月，問様に購

入).

第2問調査(昭和56年実施〉 業務用未使用フィノレム

49種(昭和56年 6~11月，スーパーマ{ケットなどから

収去) ;家庭用フィルム 38種(昭和56年 6~11月，業務

用と同様に収去).

第3回調査〈昭和57年実施〉 業務用未使用フィルム

28種(昭和57年5月，第2因調査と同様に収去〉および

魚肉などを包んでいたフィルム49種(昭和57年5月，一

般小売庖などから購入);家庭用フィノレム 2種(昭和57

年5月，同様に収去). なお今回は全て PVCフィルム

である.

2. フィルムの材質鑑別
試料をそのまままたはクロロホルムに浸潰後風乾した

ものについて，赤外吸収スベクトノレ法(透過法〉により

吸収スベクトルを測定し(日本分光A-3型赤外分光々

度計を使用)， これを標準スベクトルと比較し鑑別を行

った.

3. フィルム中の可塑剤の定性・定量

1) 試験溶液の調製 (1) PVCの場合試料約O.lg

を精秤し， これにクロロホノレム 20mlを正確に加え室温

(20~230) で一日放置後，上澄液を試験溶液とした.

(2) PVDCの場合試料約0.5gを精秤し，以下PVC

と同様の操作を行った.

(3) PEの場合試料約1.Ogを精秤し，これにクロロ

ホルム100mlを加え室温で1日放置後，ろ過し，ろ液を

400で約1m!まで減圧濃縮後クロロホ/レムで正確に2m!

とし，これを試験溶液とした.

仏) BDRの場合試料約0.5gを精秤し，これにク口

ロホルムを加えて溶かしたのち正確に 20m!とし，これ

を試験溶液とした.

2) 標準可塑斉IJ 以下の可塑剤を標準物質として定性

*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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-定量を行った.

ブタル酸アノレキルエステノレ 15種

アジピン酸 " 3 

セパシン酸 " 3 

アゼライン酸 " 2 

クエン酸 " 4 

なお標準溶液は，それぞれ1.0%Pロロホルム液を標

準原液とし，以下適宜希釈して調製した.

3) 薄層クロマトグラフィー (TLC)による定性 前

報に準じた町.

4) ガスクロマトグラフィー (GC)による定量試験

溶液についてGCによる定量を行った(パーキンエルマ

-S-3B型および日立163型ガスグロマトグラフ， FID検

出器付きを使用). GCの操作条件は次のとおりである.

条件1 カラム 3% Silicone E-301/Uniport HP 

(60-80mesh)， ガラスカラム 3世x1. 5m;温度:カラム

槽2100，注入口2500;キャリヤ{ガス:N225ml/min. 

条件2 カラム 5% Shinchrom E-71/Shimarite 

A W (80-100mesh)，ガラスカラム却x1.8m;温度:カ

ラム槽2200，注入口 2500;キャリヤーガス:N218ml/ 

mm 

主な可塑剤の tR(min)は次のとおりである.

DOA DOP DBS A TBC 

条件1 8. 5 12. 5 3. 8 5. 1 

" 2 8.0 17.0 5.1 11.4 

(DBS:セノミシン酸ジ-nーブーチノレ， ATBC:アセチノレ

グエン酸トリ-nープチル〉

4. 可塑剤の移行試験

1) 食品類似溶媒(水， 4%酢酸， 20%エタノール，

nーへブタン〉への移行 (1) 試料前述の PVCおよび

PVDCフィルムの中から4種 (DOA平均添加量 23.82

%)， 2種 (DOA同3.31%)，2種 (DOP添加量19.60

%， 1. 37%)および2種 (ATBC平均添加量2.41%)

をそれぞれ試料とした.

(2) 試料溶液の調製試料を 5x5cmに切り取ってピ

{カーに入れ， これに400に加湿した水，4%酢酸， 20 

%エタ/~ルを各 100ml 加え， 600の恒温槽に30分およ

び400 の恒温槽に2時間 1日 5日， 10日間それぞれ

放置して得たものを試料溶液とした.なお5日， 10臼聞

の場合は1日1回かく持した. またn-へブタンにおい

ては室温 (20~230) で同様に放置したものを試料溶液と

した.

(3) 試験溶液の調製試料溶液各100mlを分液ロート

にとり， 10%硫酸5rrilを加えたのちクロロホルム30mlず

つで3回抽出する. 抽出液を合わせ， 450以下で約0.5

mlまで減圧濃縮後クロロホルムで正確に 1mlとし，こ
r~~臨rii5 ，!l ~ 

れを試験溶液とした nーへブタンにおいては試料溶液

をそのまま試験溶液とした.

仏)定量試験溶液について，上記 3.4)のGCによ

る定量に従った.なお本法の回収率は96.3~ 106. 8 %で

あった.

2) オリーブ油およびラードへの移行添加量既知の

試料をオリーブ泊またはラ{ドに一定条件で浸演し，浸

演前後の試料中の可製剤の含量を測定することにより，

その減少量を移行量とした.試料は PVCフィルム 2種

(DOA 25.06， 21. 90%)および PVDCフィルム 2種

(DBS 1. 81， 1. 78%; A TBC 4.48， 4.45%)を用い

た.

(1) オリ{プ油の場合試料(5x5cm)を精秤し，こ

れをクリップを用いて針金に吊り下げて円筒ピ{カ{に

入れ，ついで精製オリーブ油〈和光製)100mlを加え， 40 

および室温でそれぞれ10分， 1時間， 4時間， 8時間， 1 

日， 2日， 5日， 10日開放霞する.浸漬後，試料に附着

しているオリーブ油を軽く拭きとったのち， クロロホル

ム 10mlを加え室温で1日放置後，上澄液を試験溶液と

した.定量は上記 3.4)のGCによる定量に従った.

(2) ラードの場合市販ラードを加湿して液状とし，

その約30gをシヤ{レにとり 40および室温で放冷する.

試料 (5x5cm)を精秤し，これをラードの表面にはりつ

ける.以下オ 9~ ブ泊と同様の操作を行った.

3) 電子レンジを使用した場合の食品への移行

試料(業務用 PVCフィルム:DOA 24.19%， 5 x 10 

cm)を精秤し，これをハンバーグなど10種類の油性食品

の表面にはりつけ， 電子レンジ〈三菱 RO-2500型〉で

30秒， 60秒， 90秒間それぞれ食品を調理(加温〉する.

ついで試料をはがしとり，附着した食品を軽く拭きと

る.以下オリーブ泊の場合と同様の操作を行った.

表1. フィルムの種類

フィルムの
第1問調査第2回調査第3問調査

種 類 A B A B A B 

PVC 17* 48 7 28 2 
38 3 49 

PVDC 4 10 

PE 2* 5 20 

BDR lホ 2 1 1 

A :'業務用 B:家庭用

* :昭和50，51年購入
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表 2. 食品包装用フィノレムにおける可塑剤の使用実態およびその添加量

第1回調査(昭和55年) 第2回調査(昭和56年〉 第3問調査(昭和57年〉

フィルムの種類 可塑剤
検出数 添(平加均量値fz〕 検出数 添(平加均量値FU〕 検出数 添(平加均量値PU〉

業務用 PVC DOA 17/17 4.6-30.8 42/48 21. 9-26. 6 2/28 25;2， 20.7 
(22.78) (24.25) (22.95) 

38/38 22.2-40.0 13/49 19.4-25.4 
(28.74) (23.65) 

魚用
魚 2/用9 (21. 25) 11/11 (29. 45) 

肉用
肉 1/用11(24.50) 15/15(27.56) 

野菜12/用12(29.32) 野菜8/用13(24.39) 

惣菜2/用16(22.65) 

DOP 2/17 1. 4， 19.6 1/28 24.0 (10.50) 

ATBC 4/48 4.6-19.6 4/28 4.6-5.6 
(8.63) (4.80) 

3/49 4.3-4.6 
(4.50) 

一一一一一一一一一一一一一一 一

家庭用 PVC DOA 3/3 9.6-15.6 5/7 13.5-24.7 
(12.70) (16.52) 

ATBC 1/2 5. 1 

家庭用 PVDC DOA 4/4 

4/4 

2.2-3.5 
(3.05) 

2.4-2.7 
(2.45) 

1/10 3.9 
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結果と考察 第3回8社の製品が含まれていることから，わが国のお

およその使用実態が把握できたものと恩われる.1. フィルムの種類

フィルムの材質鑑別の結果は表1に示すとおりであ 家庭用としては，第1回および第2回調査とも BDR;

る PVC，PVDC， PEフィルムのl闘に多いが(第3因調

その結果，表1より食品包装用フィルムとしてPVC， 査では PVC.のみ対象)， これは試料の収集を同ーの製

PVDC， PEおよび BDRの4種類が使用されているこ 造者に重複しないようまたいろいろの商品名のものを集

とが判明した.用途別にみると，業務用としてはどの調 めているので，そのまま市場占有率を示しているわけで

査でも PVCフィルムが最も繁用されており，一部PE はない.しかし業務用と比べ PVCフィルムが圧倒的に

または BDRフィルムも使用されていると思われたが， 多用されているわけではなく， 庖頭でみる限り PVDC

第1回 (38試料〉および第3回 (49試料〉の包装食品に およびPEフィノレムが一般家庭で多用されていると思わ

おける包装材における調査ではすべて PVCフィルムで れる.

あった.従って業務上使用されるフィルムは PVCで， 2. 可塑剤の使用実態

食品や容器に対する密着性(収縮性〕やガス透過性など フィルム中の可塑剤の使用実態は表2に示すとおりで

の機能性あるいはコストなどの経済性の点から多用され ある.

ているものと推測される.なお PVC7ィルムの製造者 その結果，可塑剤はPEおよび BDRフィノレムから全

は圏内9社といわれており，今聞の調査では第1回6社<検出されず， PVCおよび PVDCフィルムからDOA，
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DOP， ATBCおよび DBSの4種が検出された.用途 を使用していたが，その添加量からみて他の可塑剤(拍

別にみると次のようになる. 出物の赤外吸収スベクトルから DOAの同族体など〉を

1) 業務用フィルム 主要可塑剤として使用していると思われる.

すべて PVCフィルムで， 4種の中でもDOAは第1 2) 家庭用フィルム

回調査100%(55/55)，第2回調査87.5%(42/48)，第 第1回調査では， PVCおよび PVDCフィルムの全

3問調査19.5%(15/77)の高い検出率を示したが，回 試料 (7/7)でDOAが検出され，かっPVDCの場合は

を追う4ごとにその使用は減ってきている DOPは第1 ATBCとの併用であった.第2回調査では， PVCフィ

回調査では 3.6%(2/55)検出したが，第2回調査では ルムの5/7試料， PVDCフィルムの1/10試料で DOAが

検出されず， 第3回調査で3.6%(1/28)検出した. 検出された.後者では DOAの代替えとして DBSが使

ATBCは第1回調査では検出されず， 第2因調査8.3 用されてきており， ATBCの単独使用またはATBCと

% (4/48)，第3因調査9.1%(7/77)検出している.な DBSの併用が行われてきていることを示している. 第

お DBSは全調査で全く検出されず，業務用フィルムに 3因調査では，試料数は少ないが DOAの使用はなく，

は使用されないようである.更に調査毎にみると，第1 PVCフィルムの1/2試料で ATBCが検出された.

回調査では，全試料でDOAが検出され，その添加量も 家庭用PVDCフィルムにおいては，製造者が2社で，

ほとんどが20%以上で，食品の用途別にみても魚・肉・ かつ素材の性質上可塑予測を多量に添加する必要がなくま

野菜用の聞には差がない. また DOAとDOPの併用 た柔軟性が業務用ほど家庭では要求されないことなどか

が2試料あった(添加量4.6: 19.5%， 21.1: 1. 4%). ら，圏内でのDOAの消費量が PVCに比べもともと少

第2回調査では， 42/48試料で DOAが検出され，残 ないため他の可塑剤への切り替えが円滑に行われたよう

り4/6試料では ATBCの単独使用 (19.7%)あるい である.

は他の可塑剤(標準可塑剤を除く〉との併用が行われ 3. 可塑剤の食品類似溶媒への移行

(ATBCそれぞれ4.6，5.1， 5.1%)， 2/6試料では他 DOA， DOPおよび ATBCの3種の可塑剤の食品

の可塑剤を使用していると思われる. ζれら DOAを 類似溶媒(水， 4%酢酸， 20%ェタノール，nーへプタ

使用していない試料はし、ずれも昭和56年11月以降に収去 ン〉への移行試験の結果は表3に示すとおりである.そ

されたもので，製造者がDOA，DOPの発がん性の問題 の結果を可塑剤別にみると次のようになる.

に対処するべく昭和56年夏頃から代替品を使用したため 1) DOA 添加量の少ない(平均3.31%)試料の場合，

である.従って昭和56年末には， DOAを使用していな 水， 4%酢酸ではほとんど溶出せず， 20%エタノーノレで、

いフィルムが市場に出廻り始めてきたことを示してい わずかに溶出しているが，添加量の多い(平均23.82%)

る.第3回調査では，収去品のわずか2/28試料で DOA 試料の場合水， 4%酢酸では O.05~0. 07ppm溶出し，

が検出されたにすぎず，調査の結果そのうちの一つはー 20%エタノールで‘はその2倍の溶出を示している.そし

般小売庖が製造年月日の古いものを大量にかかえていた て溶出量は添加量に比例して高くなっている. 400の経

ものであることが判明した.一方，市販の包装食品では 時変化ではどの溶媒でもほとんど変化がない.なおnーへ

13/49試料で DOAが検出されており，収去品よりも高 ブタンの場合室温・ 2時間でフィルム中の DOAが50

い検出率であった.また食品の用途別にみると野菜用62 %以上移行してきている.

%， I魚用22%，惣菜用12%，肉用9%で明らかに野菜の 2) DOP 添加量の少ない試料(1.37%)の場合水，

包装に多用されていることがわかる.これは， DOAが 4%酢酸では全く溶出せず， 20%エタノーノレで、わずかに

油性食品以外の食品にはあまり移行しないなどの理由か 溶出しているが (O.Olppm)，添加量の多い試料 (19.60

ら一般小売広が依然として DOA添加のフィノレムを多用 %)の場合水， 4%酢酸， 20%エタノーノレの順に溶出が

しているためと思われる.なお収去品で DOAの検出率 高くなっている.しかし DOAと違って添加量に比例し

が低いのは，試料の収集先のほとんどが大手のチェーン て溶出量は増えない.400の経時変化では DOA同様ほ

ストアなどの大規模広で，製造者側が DOAを使用して とんど変化がない. なお nーへブタンの場合室温・ 2時

いないフィルムと交換を行うなど，問題発生後迅速に対 関でフィルム中の DOAが60%以上移行してきている.

応した結果であると思われる 3) A TBC DOA， DOPに比べ添加量が少ないく2.41

第3回調査の結果， PVCフィルムの全製造者 (8社) ~めにもかかわらずどの溶媒でも高い溶出を示している

がDOAを他の可塑剤に切り替えており，一部でA.TBC (0.34~6.08ppm). そして水， 4%酢酸， 20%エタノー
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表 3. 可塑剤の食品類似溶媒への移行

移行量 (ppm)

可製剤溶出条件 4 % 20%ェタトヘプ
水

600，30min 
。
0.04 

400， 2hr 
。
0.07 

"， 1day 
。

DOA 
0.07 

0.01 
" ， 5" 0.06 

0.01 
" ，10" 0.07 

600，30min 
。
0.01 

400， 2hr 
。
0.01 

DOP " ， 1day 
。
0.01 

" ， 5" 
。
0.01 

" ， 10 " 
。
0.01 

600，30min 0.54 

400， 2hr 0.41 

酢酸ノ{ノレ タγ

0 
0.05 

0 
0.05 

0.01 
0.06 

0.01 
0.07 

0.01 
0.07 

。
0.01 。
0.01 。
0.02 。
0.02 。
0.02 

0.34 

0.53 

0.03 
O. 13 

0.02 
0.10 

0.02 
0.13 

0.02 
O. 13 

0.05 
0.15 

0.01 
0.05 

0.01 
0.02 

0.01 
0.04 

0.01 
0.03 

0.01 
0.03 

2.90 

1. 80 

10.5 
100.2 

8.0 
98.3 

10.8 
108.8 

13.7 
112. 1 

14.1 
114.6 

6.3 
72.0 

6.0 
78.4 

7.2 
78.8 

7.3 
92.4 

7.3 
94.4 

3.55 

1. 35 

ATBC " ， 1day 1. 35 2.08 4.42 3.65 

" ， 5" 1. 28 2.15 4.79 5.75 

"，10 " 1. 33 2.12 6.08 5.95 

1) nーへブタンにおける400の条件は室温で行う
2) DOA 添加量上段 3.31%，下段 23.82%

DOP " ，，1. 37%， " 19.60% 
ATBC"  2.41% 

% 
100 

移

行 50

率

卵、一、

ノ

P 
J 
J 
/ • 〆

10min 1 [， 8hr 1 2 5 10day 

溶出時間

図1. 可製剤のオリ{ブ油およびラードへの移行

一一一 DOA 0ラード， 40 

戸】 DBS ."，室温

一一一一 ATBC ムオリープ油， 40 

A " ，室温

移行率は25~75%で，以後急速に増加し 4 時間では65~

98%であった.

2) DBS ATBCに比べ高い移行率を示している.

移行率は，溶出温度40 では徐々に増加しているが，室

温ではゆるやかな増加を示し，溶出時間10日で65~90%

であった.

3) ATBC nーへブタンの場合と同様DOA，DBSに

比べ低い移行率を示している.移行率は，溶出温度40

ではほとんど増加せず，室温でもおだやかな増加で，溶

/レの順に高く ，20%エタノ{ルで、は水の4倍の溶出を示 出時間10日で20~35%であった.しかし，この可塑剤は

している.400 の経時変化では1日以降はあまり増えて 水，4%酢酸への移行率も 10%以上あるので， DOAな

いない.なおnーへブタンの場合 DOA，DOPのような どに比べどの食品へも移行しやすい可塑剤といえる.

高い溶出を示さず，室温・ 2時間で12%移行している 5. 電子レンジ使用による可塑剤の食品への移行

4. 可塑剤のオリーブ油およびラードへの移行 油性食品を加湿するため電子レンジを使用した場合の

DOA， DBSおよび ATBCの3種の可塑剤のオロー 可塑剤の移行について，その結果を表4に示してある.

ブ油およびラ{ドへの移行試験の結果は図1に示すとお その結果，どの食品でも調理(加温〉時間の長い程

りである.なおここでは溶出量が多いことから移行率で DOAの移行率が高く， 30秒:24. 0~44. 8% (平均34.1

示してある.その結果を可塑剤別にみると次のようにな %) ; 60秒:35. 8~65. 2 % (50.7%) ; 90秒:45.2~ 

る 71.9% (59.0%)の移行率を示している.この移行率は

1) DOA DBS， A TBCに比べ高い移行率を示して オリープ油やラードにおけるそれと同程度と思われる.

おり，油脂に溶けやすい可塑剤といえる.固形油脂のラ 以上の結果，食品の包装に PVCあるいは PVDCフ

ードよりも液状油脂のオリーブ泊に高い移行率を示し， ィルムを使用した場合，使用条件によってはフィルム中

溶出混度も高い程移行率も高い.また溶出時間10分での の可塑剤が食品へ移行する恐れが強く，とりわけ前者で
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表 4. 電子レンジ使用による可塑剤の食品への移行 まとめ

237 

食 品

ハンバーグ

コロッケ

;魚フライ

チキシドッグ

ブラ γクブノレト
ソ{セージ

絞 予

とりもも焼き

天ぷら

さつまあげ

春 巻

オリーブ泊

フ ー ド

移行率%

調理時間
3ゆ秒 60秒 90秒

24.0 44.7 59.3 

43.5 43.7 50.1 

27.4 35.8 45.2 

28.1 40.2 49.2 

32.9 51. 8 60.8 

41. 4 45.0 61. 4 

34.8 62.2 71. 9 

30.5 65.2 69.5 

34.0 53.7 56.1 

44.8 65.0 66.8 

58.7 68.6 74.8 

26.2 61. 7 73.6 

は20%以上添加されているので，油性食品においては，

これまでの一般の器具・容器包装から食品への溶出量を

はるかに超える量が移行するものと思われる.因みに鮫

子を例にとってみると 1パック (10コ人〉では約 100

cm2のフィルム (DOA50mg含有〉が鮫子に接触するの

で，電子レンジで調理して食べると 20~30mg の DOA

を摂取することになる.現在 DOAは他の可塑剤に切り

替えられつつあるとはいえ同じように高い移行性を示す

ものと考えられるので， フィノレムが油性食品と直接接触

するような使用方法は業務上(例えば温蔵庫による惣菜

類の保温など〉あるいは一般家庭でも避けた方が望まし

いと思われる.また素材に対し20%以上添加される物質

はもはや素材の一部であり，しかもその大部分が溶出す

るとなるとそのフィルムの持つ性質(機能〉は当然劣化

するものと考えられ，製造者および販売者はこれを使用

する者に対しその適切な使用法をより一層徹底させるこ

とが要求される.

食品包装用フィルムにおける可塑剤の使用実態および

その移行性について，昭和55年から 3回にわたって調査

を行った.その結果は次のとおりである.

1. 使用されているフィルムは，業務用では PVC，

家庭用では PVDC，PE， PVCが繁用されていた.

2. フィルム中検出された可塑剤は， DOA， DOP， 

ATBC， DBSの4種で，業務用 PVCでは DOAが添

加量20~40%の範囲で多用されていたが，昭和56年末か

ら ATBCなど他の可塑剤に切り替えられつつある.家

庭用 PVDCではDOAと ATBCの併用から ATBC

単独または ATBCとDBSの併用に切り替えられてい

る.なお PE， BDRフィノレムからは可塑剤が全く検出

されなかった.

3. DOA， DOPは食品類似溶媒〈水， 4%酢酸， 20 

%ェタノール〉にわずかに溶出するが (40，10日間で0.07

~0.15ppm) ， ATBCはどの溶媒にもより多い溶出を示

した (0.13~6.08ppm). 

4. オリーブ油およびラ{ドに対しては， ATBC， 

DBS， DOAの順に高い移行率を示し，中でも DOAは

わずか10分間で25~75%の移行率であり， DBS， ATBC 

は10 日間でそれぞれ23~89%， 2 ~34%の移行率であっ

た.

5. 電子レンジを使用して油性食品を加湿すると，調

理時間30，60， 90秒で各々34，51， 59% (平均〉の移行

率でフィルム中の DOAが食品に溶出した.

謝辞本調査に御協力いただいた衛生局環境衛生部食

品監視諜の各位に深謝いたします.
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SAN製品からのアクリロニトリルモノマーの移行挙動

吉田令子ぺ渡辺悠ニペ佐藤憲一六遠藤英美*吉田博久料

Migration Behavior of Acrylonitrile Monomer from SAN Food Container 

REIKO YOSHIDA*， YUjI WATANABE*， KENICHI SATO*， 

FUSA YOSHI ENDO* and HIROHISA YOSHIDA ** 

The migration of acrylonitrile (AN) monomer from styrene-acrylonitriJe (SAN) food container 

into 5 kinds of solvent were studied. The migration process was made up by 2 kinds of diffusion 

step; the initial step was the migration process from th巴 non-plasticizedpolymer and the second step 

was from the solvent-plasticized polymer. Respective diffusion coefficient was obtained as a slope by 
the assumption of the Fickian diffusion. Therefore， it is possible that we forecast the amount of 

migrated substances from samples which require a long period of time to reach an equilibrium by 

using the obtained migration process. This process was aff巴ctedby th巴 ethanolconcentration. The 

diffusion . coefficient changed linearly with the increased concentration of ethanol. 

Keywords : acrylonitrile monomer， SAN， migration， diffusion， glass transition temperature， swelling 

緒
ι 

冒

プラスチックは安価で取り扱いやすいなどの理由から

現在食品包装，容器，器具などに広く使われ食品流通シ

ステムにも大きな変化をもたらした.それに伴ない製品

中に含まれる種々の添加剤や未反応モノマ{などの成分

が食品中へ移行することに関心がもたれ，最近我国では

あいついで法的規制U が実施されるようになった.しか

し衝撃強度や加工性に優れているため，食品保存容器な

どに多く使用されているスチレン・アタリロニトリル樹

脂(以下 SANと略す〉や調理器具などによく使われて

いる ABS樹脂から移行するアタリロニトリル(以下

ANと略す〉モノマーについては未だ規制が行なわれて

いない.ANモノマ戸は水への溶解度が高く，強い毒性

があり発ガン性の疑いももたれているため欧米各国では

移行規制が実施されている.我々は1979，1980年に市販

品における残留量と移行量の実態調査を報告した為的.

また分析法や移行量測定に関して多くの報告がなされて

いるが，移行過程のメカニズムの解明については報告が

少ないのが現状である.そこで、我々は拡散係数を用い，

ポリマーの分子運動性の立場から移行過程の分析を試み

た.

実験の部

1. 試料市販の SAN製保存容器 (ANモノマー残

留量30ppm)を10mmx80mmの大きさに切断したもの

を使用した.なお切断面からの移行を防ぐために加熱カ

ッターを用いた.

2. 装置 ノミーキンニ己ルマーシグマ 3B型ガスクロマ

トグラフ(窒素・りん検出器付き). バーキンエルマ{

1 B型示差走査熱量計(以下DSCと略す).

3. 試薬・試液 1)蒸留水 2)4%酢酸 3)20%エタ

ノール 4)35%エタノール 5)50%エタノール，以上に

ついてはガスクロマトグラフィー(以下GCと略す〉で

妨害ピ{グのないことを確認したものを使用した. 6) 

AN: AN  (東京化成98%)を用いた.

4. 試験法 1) 試験溶液の誠製蒸留水， 4%酢酸，

20%， 35%， 50%エタノールを400に加湿し，それぞれ

の溶液を試料表面積1cm2あたり 2mlの割合で試料とと

もに共栓っき試験管に入れ密封し， 400 に保ちながら放

置したものを試験溶液とした.

2) AN標準溶液の調製 AN 25μJをとり，蒸留水，

4~五酢酸， 20%， 35%， 50%エタノ{ルに溶かし，それ

ぞれ全容25mlとし標準原液 (800ppm)とした. この原

液を0.8，0.08ppm にそれぞれの液で希釈したものを標

準溶液とした.

本東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160'東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Sinjuku-ku， Tokyo， 160 japan 

料東京都立大学工学部工業化学科
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Fig. 1. Migration process of AN monomer. from 

sample into water and 4% acetic acid at 

400 

"、

3) ANモノマーの定量 それぞれの試験溶液につい

て次の条件でGCを行ない，同様に操作して得た標準溶

液の示すピーク高から検量線を作成し，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.

カラム:Chromosorb 101 80/100mesh;ガラス製内

径2mmx1.8m ;温度:カラム槽1500，注入口2000，検

出器2500 ;キャリヤーガス:N225ml/min ;保持時間

1.5分

4) ガラス転移温度(以下 Tg-と略す)の測定 DSC 

を用い昇温速度 160/min，窒素気流中で測定した Tg

はガラス転移における DSC曲線と転移前のベースライ

ンとの交点とした.

結果と考察

移行量の経時変化をFig.1，2に示した.どの溶媒にお

いても移行現象はおそい第1段階とやや早い第2段階か

ら成っていることが認められた~，水と.(1，%酢酸を比較す

ると第1段階では移行量にあまり差は認められなかった

が，第2段階では水より 4%酢酸への移行量が多くなっ

ていた.従来の報告では水と 4%酢酸への移行量はほぼ

同程度であるとされているが，これは第1段階の移行過

程のみをとらえているためと考えられる.エタノール溶

液の場合， 2段階の移行過程はより明確にあらわれ直線

の傾きはエタノール濃度が高くなるにともない大きくな

った.、またオくに比較して第1段階か6第2段階へ変化す

04r ローロ 20%Eぬh

0.3 

υ0.2 

u 

0.1 

。。

・-・ 35%Et-oh
0-0  50%引.oh

t 1/2 

グ

50 
hr 1/2 

Fig.2. Migration process of AN monomer (rom 

sample into 20%， 35% and 50% eth回 01
at 400 

る時闘が短くなっていた.この 2段階の移行過程は溶媒

の吸脱着および膨潤過程が関係していると考えられる.

なお，いずれの溶媒でも試料の外見上の変化は認められ

なかった.Fig.3に水に浸潰した試料の DSC曲線を示

した.それぞれ浸決前A，移行過程の第1段階B，第2

段階Cの試料である. BはAと比較Lて Tgにほとんど

変化がなかった'iしかし Tg以上の温度になると水の蒸

発による乱れが認められた. CはA，Bと比較して Tg

は4.50低下してL、だ.さらに Tg以上になると乱れはB

より大きくなったト一般に高分子中に溶媒などの低分子

物質がまじると系の;刊が低下する1).こキがらBでは水

は表面層にのみ吸着，L:ポ狩り， Cにfkるよ高分子内部に

拡散して存在す忍と考えられる.Fik4件35%エタノ{

ルに浸漬じた試料の Tgの経時変化を示した Tgも移

行量と伺様に2段階から成っていた.また第1段階から

第2段階へ移る時間も一致した.

移行現象は一般に Fig~ 5に示したように3種類に分類

される日. 1は高分子中の物質の拡散係数が 0かほとん
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どOに近く，高分子と溶媒の聞に相互作用が全くない場

合. 2は物質の拡散係数がOより大きい場合. 3はさら

に相互作用が働き移行現象が強く影響をうける場合であ

る SANからのANモノマ戸の移行は， ANモノマ{

が溶媒に溶けること~ SANが膨潤することから 3の場

50 
v/v% 

常

1 NON・MIGRATINGSYSTEM 

Z lNOEPENOENTLY MIGRATING SYSTEM 

3 SOLVENT -CONTROLLED SYSTEM 

2 

Model of rnigrating systern Fig.5. 
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示した.エタノール濃度にともない拡散係数は増加し，

変化する時聞は減少した.これはエタノールが SANを

膨潤すなわち可塑化させANモノマ{を移行させやすく

する作用が強いことを示している.したがってANはエ

タノールより水に溶けやすいにもかかわらず，移行量は

エタノール溶液に多いのはこの SANを膨潤させやすい

とし、う理由によると考えられる.

以上のモデル実験を通常行なう溶出試験と比較するた

めFig.8に消費者が実際に使用する状態で測定したAN

モノマ{の経時変化を示した.やはり移行過程は2段階

から成っていた.第1段階では水， 4%酢酸の傾きは悶

程度，エタノ{ル溶液はより多くなっており，第2段階

は水， 4%酢酸，エタノール溶液の順に多くなりそデノレ

実験と同結果を示していた.

まとめ

SANからのANモノマーの移行過程は2段階から成

り，第1段階は SAN表面層への溶媒の吸着平衡の聞に

起こる現象であり，第2段階は溶媒により SANが膨潤

するため可塑化されて移行が加速される現象である.従

来の移行試験はほとんどの場合第1段階の移行量の測定

にとどまっていると考えられる. SAN中のANモノマ

ーのように移行量が平衡に達するまで長期間を要するも

のは短期間の測定から予測できることがわかった.Fick 

合に相当する.したがって第l段階は高分子表面層への の拡散則より得た拡散係数はエタノーノレ濃度にともなL、

溶媒の吸脱着が生じ吸着が平衡に達する過程で表面層に 直線的に増加した.したがってANモノマ{移行量がエ

存在していた物質のみが移行している.まだFig.5におけ タノ{ル溶液に多いのは，エタノーノレが SANを可塑化

る2の場合にとどまっている段階であるといえる.第2 させ移行させやすくする作用が強いことを示していた.

段階はTgの急激な減少にみられるように高分子内部に v 文 献

溶媒の拡散が進行する過程で，高分子は可塑化され分子 1)厚生省告示第20号 官報 1982， 2， 16 

運動が活発になり移行現象が加速される.拡散係数は時 2)吉田令子，渡辺悠二，佐藤憲一，遠藤英美:東京衛

問 t後のANモノマ{移行量が t1l2に比例することから 研年報，30-1， 163， 1979 

Fickの拡散則にしたがうと考えられるので， t1l2に対する の吉田令子，渡辺悠二，佐藤憲一，遠藤英美 :ibid.， 

Ct ( t後のANモノマ{濃度)/C∞(∞後の濃度すなわち 31-1， 190， 1980 

SAN材質中の残留量〉の傾きとなる.Fig.6に第1段階 4)村井孝一:可塑剤， 1973，幸書房

と第2段階の試料の拡散係数， Fig.7に第1から第2段 5) Knibbe : Plastica， 24， 358， 1971 

階へ変化する時間をそれぞれエタノ{ル濃度との関係で
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市販ポテトチ'"ブおよびスナック菓子の栄養学的考察

博麿*，道口正雄*牛尾房雄汽船山恵市*，西国甲子*，関

Nutritional Evaluation of Some Commercial Potato Chips and 

Their Analogous Foods 

FUSAO USHIO*， KEIICHI FUNAYAMA*， KOKO NISHIDA汽
HIROMARO SEKI* and MASAO DOGUCHI* 

緒
品

百

Keyword自:ポテトチップpotatochip，脂質含有量lipidcontent，エネルギ~(キロカロリー)energy(kilocalorie)

最近の学童の食生活実態について，昨年，厚生省高脂

血症研究班は調査報告1)し， 食事内容の偏りから来る栄

養素のアンバランスと過剰jエネルギーの摂取を指摘し，

その原因の 1つとして間食が多いことをあげている.児

童の間食としては最近，ポテトチップをはじめ馬鈴薯，

トウモロコシ等を原材料としたスナック菓子が繁用さ

れ，しかもその需要増加にともない年々各社がその種類

を増やして販売している.一般にこれらlスナック菓子は

油脂を使って製造しているため，高脂質，高カロリーの

菓子と言われており，これら菓子類を多食することによ

り食生活の栄養パランスが損われ，肥満につながること

が危供されてくる.

本報告は市販ポテトチップおよびスナック菓子60種に

ついて，脂質，蛋白質，水分，灰分を調べ，エネルギ{

量を算出しさらに食塩含有量，脂肪酸組成についても検

討を加え，それら菓子の栄養学的考察を行った.なお油

脂で加工された食品についてはその油脂の変敗が問題と

されるため，酸{面，過酸化物価についても調査した.

実験の部

本調査に用いたポテトチップおよびスナッグ菓子の種

類，試料数を表1に示す.

分析方法脂質:全試料について， 酸分解法2)，エチ

ノレエーテノレを用いたソックスレー抽出法3)の両方法を用

いた.両方法から得られた測定値はいずれの試料におい

てもほぼ一致していたが，ポテトチップのような油脂で

揚げたものおよび油脂を吹きつけるように処理した試料

についてはソックスレ{抽出法による測定値を，それ以

外の油脂を練り込んで製造した試料については酸分解法

の測定値を用いた.

蛋白質:ェチルエーテノレによる浸出法により脱脂を行

った後， ケノレ夕、{ノレ法的により行った.

水分，灰分:衛生試験法の!常法5)により行った.

炭水化物(糖質+繊維}含有量は100gから 100g中の

脂質，蛋白質，灰分，水分合有量の合計を差じ引いたい

わゆる差し引き炭水化物として表わした.またエネノレギ

ー換算係数は Atwaterの係数， すなわち炭水化物，蛋

白質には 4kcaljg，脂質では9kcaljgを用い算出した.

食塩:モール法6)により行うた.

酸価，過酸化物価:衛生試験法の常法7)により行った.

脂肪酸・脂肪抽出は Folchの方法的を用い，抽出脂肪

の加水分解，遊離させた脂肪酸のエステル化の工程は衛

生試験法的に準じ行った.

すなわち，試料よりの脂肪抽出はクロロホルム，メチ

ルアルコ{ル (2:1)混液を用いた.抽出した脂肪は10

%水酸化カリウム・エチルアルコ{ル溶液により加水分

解し，ついで不鹸化物除去を行った後，エチルエーテル

拍出により脂肪酸を得る.脂肪酸は3フッ化ホウ素・メ

チルアノレコール溶液によりメチルエステルとし，石油エ

ーテルで、抽出する.抽出石油エ{テル層は水洗後，脱水

する.石油エ{テノレを留去した後，残溢を適量のヘキサ

種

表1. 試料の内訳

類 検体数

ポテトチヅプ

ファブリケートポテトチップ

ポテト系スナッグ菓子

コー γ系スナッグ菓子

小麦粉系スナック菓子

米系スナ γク菓子

*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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ンに溶解し，ガスクロマトグラフイ{供試試料とした.

構成脂肪酸含有比率はガスクロマトグラム上のピ{ク面

積比をもって表した.

ガスグロマトグラフイ{条件

検出器:FID， カラム 5%Advance (担体 Chro・

mosorb W， AD・DMCS処理 80-100mesh) 3mmsb x 2 
m，カラム温度:1900，注入口温度・ 2500，Carrier gas 

: N2 30ml/min， Sensitivity : 102， Range: 16，積分計

: Varian CDS 401 

結果および考察

脂質，蛋白質，食塩等の含有量および算出エネノレギー

量さらに酸価，過酸化物価を表2に示す.

ポテトチグプ，ファブリケートポテトチップ類では多

くの試料が脂質含有量30g前後の値を示し，その平均値

もその他のスナック菓子類より高い値であった.特にポ

テトチップは14試料中12試料が脂質合有量30g以上を示

し，全試料中最高値の42gを示したものもポテトチップ

の1試料である. トウモロコシを主原料としたスナック

菓子においても，その平均脂質含有量はポテトチップ類

より若干低い値であるが， 18試料中5試料が30g以上の

脂質含有量を示していた.小麦粉，米を主原料としたス

ナック菓子ではその脂質含有量は10g未満ー30g以上の範

囲にわたっており，試料により差があることが認められ

た.

これに対して蛋白質含有量は殆んどの試料が 4~6g の

範囲にあり，最高値でもトウモロコシ系スナヅグ菓子1

試料に見られた7.6gであった.炭水化物含有量は全試料

を通じ 1例を除き50g以上を示している.

以上の様な高脂質を反映し，算出されたこれら菓子類

のエネルギー量はポテトチップでは全試料が，ファブリ

ケートポテトチグプでは1試料を除き 500kcaI以上を示

し， トウモロコシ系スナック菓子でも18試料中11試料が

500kcaI以上を示した.その他のスナック菓子ではポテ

ト系スナ "，!l菓子の1試料を除き， 400kcaI以上となっ

ている.

これら菓子類を多食していると思われる 5~1O歳の子

供の 1 日エネルギー所要量は1500~2000kcaI とされてい

る 10) しかるに，子供がこれら菓子類の 1 袋(ほぼ70~

100g)を食すれば少なくとも 1日の所要エネノレギ{量の

1/4ほどが供給されることとなり， もしそのために通常

の食事摂取量の減少を来たせば各種栄養素摂取に偏りを

生じることもありえよう.

これらスナック菓子はまた塩分合有量の高い菓子と言

われている.今回の調査では多くの試料が 19前後から

243 33， 1982 報年衛研東京
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2gの範囲で食塩量を示し， 最高値はトウモロコシ系ス

ナック菓子1試料に見られた3.1gであった.現在，成人

に対して10g/day以下の食温摂取が望ましいとされてい

る11)子供に対する適正な食塩一日摂取量は明確ではな

いが，この成人に対する努力目標を考慮すれば間食から

の 1~2g は無視しえないものと思われる.

ポテトチップ，スナック菓子などの油脂処理した食品

については油脂の変敗は常に注意が喚起されるところで

ある.現在，これら菓子類についての指導基準は酸価

3，過酸化物価30あるいは酸価5，過酸化物価50を超え

ではならないとされている山.

本調査で酸価3を超えたものは見当らず，米系スナッ

ク菓子の1試料に見られた1.88が最高値であった.また

過酸化物価ではファブリケートポテトチップの 1試料に

おいて基準値30を超えた48.4を示したが，その酸価は

0.8であり，指導要綱の適用には当てはまらなかった

脂質の脂肪酸組成を表3に示す.

スナック菓子，ポテトチップには一般にナタネ油，米

油，パーム油等を各種各様にプレンドし，使用している

様である13) 本試料では殆んどの場合，パルミチ γ酸，

オレイン酸， ソノ{ル酸を主要脂肪酸としていたが，そ

の構成比率パター γは 7~8 種類の異なったものが認め

られた.ただし，ポテトチップ，ファブリケートポテト

チッフ。ではパノレミチシ酸， オレイ γ酸， リノ{ノレ酸の比

率が平均では各々24: 41 : 30， 40: 44: 8であり，この

比率パターンは各々のポテトチ γプ類において試料問で

ほぼ一定しており，これらポテトチップ類では各社とも

ほぼ同じ種類の油脂を使用していることを予想させる.

以上の様に本調査のポテトチップ，スナック菓子は油

脂の変敗には問題はないものの，従来から指摘されるご

とく高脂質，高カロリーの菓子であることを確認した.

またある種のスナック菓子においては3%以上の比較的

高食塩含有のもののあることも認めた.

従ってこれらポテトチップ，スナック菓子を子供に間

食として与える際にはその種類，量などにコ γ トロール

を加える必要があると思われる.またこれら食品につい

ては，適切な栄養指導を行う上から脂質，食塩含有量の

表示を義務づけるべきと考える.さらに最近，食物から

摂取する脂質の脂肪酸構成について，飽和， モノ不飽

和，ポリ不飽和脂肪酸の比率が栄養学的に注意が払われ

ており，菓子類を含めた加工食品については特に総脂質

含有量とともに，脂肪酸構成の表示のあるのが望ましい

と思われた.
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市販ポテトチップ，スナッグ菓子60種について，脂

質，蛋白質など一般成分を調べ，エネルギ{量を算出

し，さらに食塩含有量，脂肪酸組成についても検討し，

これら菓子類の栄養学的考察を行った.また酸価，過酸

化物価についても調べた.その結果，下記のことを確認

した.

1. ポテトチップ，ファブりケートポテトチップでは

多くの試料が100g当り30g以上の脂質含有量を示した.

トウモロコシ系スナック菓子では18試料中8試料が25g

以上の脂質含有量を示し，その他のスナック菓子でも半

数以上の試料が20g以上を示した.これに対して，蛋白

質では多くの試料が 4~6g の範囲の含有量であった.以

上の様な高脂質含有量を反映し，これら菓子100gのエネ

ルギー量はポテトチップ類， トウモロコシ系スナック菓

子では多くの試料が 500kcal以上を示した.またその他

のスナック菓子でも 1例を除き 400kcal以上を示した.

2. 食塩含有量では全試料を通じ，多くの試料が100g

中Ig前後から 2gの範囲の含有量を示した.

3. 酸価，過酸化物価では全ての試料が食品衛生法の

指毒事要綱に低触しなかった.

4. 脂質の脂肪酸構成は殆んどの試料がパノレミチン

酸，オレイ γ酸， リノ{ル酸を主要脂肪酸としていた.

謝辞 本調査遂行にあたり，試料収集にご協力いただ

いた衛生局環境衛生部食品監視課各位に深謝致します.

(本研究は昭和56年度当研究所調査研究課題「不当表示

食品の成分分析に関する研究」として実施し，その概要

は第68聞東京都衛生局学会1982年5月で、発表した.) 
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肝臓病治療食の指肪酸組成

井口正雄汽菊谷典久*，友松俊夫*，道口正雄*

二見大介料，米川郁毅**

鶴見回鶴子**，鎌田敏夫**窪田英夫***

Fatty Acid Composition of Lipids in Diets for Liver Disease Patients 

MASAO IGUCHI*， NORIHISA KIKUT ANI*， TOSHIO TOMOMA TSUヘ
MASAO DOGUCHI*， DAISUKE FUTAMI**， YUKI YONEKAWA**， 

T AZUKO TSURUMI功。~， TOSHIO KAMATA*水 and HIDEO KUBOT A *** 

Keywords:脂肪酸 Fattyacid，脂質 Lipid，肝臓病患者 Liverdisease patient，食事 Diet

緒言

わが国の肝炎の多くは， ウイノレス感染によるものであ

り，肝炎，あるいはこれに由来する肝臓病に対して有効

な薬物療法は， 現在ほとんどないといわれている1)現

状では，肝臓病の治療の基本は安静と食事療法であり，

食事療法としては，高たんぱく，高カロリー食が古くか

ら実施されている口. 肝臓病治療食のエネルギへたん

ぱく質，脂質，糖質の摂取基準は，肝臓病の種類，病状

により異なる.例えば急性肝炎の場合には，胆汁分泌が

低下し，特に脂肪の消化力が落ちるため脂肪を制限す

る.慢性肝炎では，高たんぱく，高カロリー食とするが，

場合によっては，肥満，脂肪肝を防止するために，脂肪

を制限した食事が供される.このような制限下において

摂取する脂肪であるだけに，その質ともいえる脂肪酸組

成は脂質代謝の面から重要であると考えられる.そこで

著者らは，これらの食事の献立内容と脂肪酸組成との関

連を知る目的で，分析を行ない， 検討したので報告す

る.

試料および実験方法

1. 試料都内の 3総合病院において，肝臓病患者に

供される特別治療食(脂肪制限15~30gl日，常食常莱〉

の主食および副食を試料とした.試料は， 1980年7月の

3日聞にわたって調製された朝食，昼食および夕食の計

27食を対象とした.

析試料とした.試料からの脂質の抽出は， AOAC法の

残留農薬分析法2)に準じた.すなわち，試料に，エタノ

ーノレ150ml，エチルエ{テノレ75mlを加えて，振とう後，

更にヘキサン 75mlを加えて振とうした.遠心分離後，

水層を再び 50mlヘキサγ{エーテル混液(1: 1)で2

回抽出し，沈でんした固形物は，ヘキサγ{エ{テノレ混液

(1 : 1) 150mlで2回抽出し，全抽出液を合わせて，

蒸留水および食塩水で洗浄した後，無水硫酸ナトリウム

で脱水した.有機溶媒をロータリーェパポレ{夕{で減

圧濃縮し，溶媒を完全に留去したものを総脂質試料とし

た. これらは分析するまで， クロロホノレムに溶解し，共

栓パイアルび、んに入れ， -25'Cにて凍結保存した.

3. 脂肪酸の抽出およびメチルエステルの鋼製試料

から抽出した総脂質試料の一部を秤りとり，常法3)によ

り，けん化後，脂肪酸を抽出した.抽出した脂肪酸を三

フッ化ホウ素{メタノール法4)により脂肪酸メチルエス

テノレを調製した.

4. 脂肪酸メチルエステルのガスクロマトグラフィー

脂肪酸メチルエステルのガスグロマトグラフイ{は，

目立163裂，水素炎イオン化検出器を用い，次の条件で

実施した.カラム:内径3mm，長さ 3mガラスカラム.

充てん剤 5% Shinchrom E-71， Shimalite (Aw)， 
80-100メッシュ.カラム温度:220oC.検出器温度:250 

oc.試料注入部温度:250oC. キャリヤーガス (N2)流
2. 脂質の抽出各々の食事の主食および副食の1食 量 :40mllmin.水素ガス流量 :40mllmin. 空気流量:

分を合し，これに， 1~2 倍容の蒸留水を加え， ミキサ 1l/min. 試料注入量 :2~5μf であった. クロマトグラ

{で混合し，均一なベースト状にした後，その200gを分 ムの同定には，標準物質として， SERDARY RESEA-

*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 M巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 

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

紳東京都衛生局公衆衛生部保健栄養課

***東京都衛生局公衆衛生部



肝臓病治療食の献立内容表1.

B 病院A 病院

第 3 日

米飯

みそ汁〈なす〉

豆腐うま煮

山東菜ひたし

第 2 日

米飯

みそ汁
(わかめ〉

卵みそ
(卵 25g)

米飯

みそ汁〈豆腐〉

豆腐たきあわ
せ(卵 25g)

きゅうり漬物

みそ汁(かぶ〕

ちくわ煮

いんげんひた
し

飯

第 3 日

米

とじ
(卵 30g)

きゅうり漬物

飯

みそ汁
(玉ねぎ)

卵

第 2 日

米

第 1 日

ン i米飯

みそ汁(白菜〉

魚干物
(ます 50g) 

小松菜つけあ
わせ

うずら豆煮

ふ煮つけ

果物(ぶどう〉

オレンジジュ
ース

第 3 日第 2 日

米飯

みそ汁(豆腐〕

しらす干 20g

つくだ煮

果物(プラム〕

きゅうり漬物

第 1 日

米飯

みそ汁(白菜)

ふき豆

果物(ぶどう〉

野沢菜漬
食朝 ヨーグノレト

ほうれんそう
ひたし

り|ヨーグルトの

ヨーグノレト
つくだ煮

減

;;of 

主主

三割

t主

とまともりあ
わせ(卵25g)

ごま酢あえ

果物〈もも〉

飯そ

ヲコ '-

もやしひたし

さつまいも甘
煮

米

冷や

米飯|米飯

野菜煮物|すまし汁

焼 魚|ピカタ(かじ
(まぐろ)50g Iきまぐろ70g)

大根つけあわ|なすみそ煮
せ

γ 米飯

ム 豆腐たきあわ
せ

魚照焼き
(めだい 50g)

かぶ葉ひたし

果物(グレー
プフルーツ〕

ヤ

ボノレシチ
(油 3g)

サラダ

(油 8g)

飯

焼魚(あこ|ジ
うだい) 50g 

かぼちゃ煮付

小松菜ひたし

果物(すいか〉

きゅうり漬物

. ノ、米飯

、ンノミーグ
(鶏肉 40g) 

野菜煮付

果物(グレー
フ。フノレーツ〉

白菜漬物

米う

蒸魚(おひ
ょう) 50g 

ほうれんそう
ひTこし

そぼろ煮
(鶏肉 10g) 

どん

食昼
4者

害義
ン
み
ポ
・
ツ
も
〉

一
も
缶

ル
(
ん

フ
チ
か

ヨーグルトヨーグノレト

臼

u
w
]
{

由∞
N

果物(もも〉オレンジジュ
ース

オレγジジュ
ース

飯

ポテト

いんげんひた
し

野菜煮物

米

蒸魚
(さわら 70g)

米

焼魚
(さわら 70g)

山東菜ひたし

野菜煮物

煮豆
(いんげん)

飯飯

ポテトスープ

ダ

果物(バナナ〉

米

一プサ

米 飯

みそ汁(白菜〉

チキンソテー
(鶏肉30，バタ
ー5，泊 3g)

いか酢のもの|

ク|

コー γスーフ
(鶏肉 10g) 

野菜妙り煮
(油 3g)

シューマイ

いんげんつけ
あわせ

飯米飯

豆腐よしの汁

ジブ煮
(鶏肉 30g) 

野菜そぼろ

果物
(ネーブル〉

オレンジジュ
ース

米 米米飯

豆腐野菜あん
かけ

とり煮付
(鶏肉 20g) 

みそ汁
(じゃがL、も)

きゅうり漬物

米飯

魚みぞれ煮
(甘だい 40g)

ほうれんそう
ひたし

すまし汁

しば漬

飯

うま煮
(鶏肉 40g) 

小松菜ひたし

果物〈マスク
メロ γ〕

たくあん

食タ

フルーツゼリ果物(コザッ
クメロ γ〉

ノレ

ヨーグルト

62.4 63.0 66.0 72.3 68.8 

19.9 

59.9 55.9 61.4 55.5 たんぱく質 (g) 

脂肪 (g)

質 (g)

23.0 26.3 

311. 2 

18.8 30.9 33.0 15.7 19.9 

307.6 

15.0 

N
A
F
J
1
 

301. 5 

1，743 1，749 

323.0 

1，736 

322.8 

1，925 

332.9 

1，816 

366.1 

2，063 

327.3 

1， 650 1，517 

224.3 

1， 619 

糖

エネノレギ-(kcal) 



248 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 1982 

表 2. 肝臓病治療食の脂肪酸組成

第 1日第 2 日

脂肪酸

C14: 0 

C16: 0 

C18: 0 

C18: 1 

C18: 2 

C18: 3 

A 病院 C20: 0 

C20: 1 

C20・2

C20・3

C20: 4 

C20: 5+22・0

C22・1

others 

C14: 0 

C16: 0 

C18: 0 

C18: 1 

C18: 2 

C18: 3 

B 病院 C20: 0 

C20: 1 

C20 : 2 

C20: 3 

朝昼タ

1.5 1.9 1.4 

18.3 16.2 23.9 

7.8 4.6 7.9 

19.3 7.6 27.2 

39.8 9.7 16.3 

4.7 0.9 3.0 

0.2 tr 

0.4 

3.9 11.8 0.7 

15.0 12.8 

4.4 32.3 6.2 

5.2 1.1 1.8 

22.5 13.0 24.3 

8.0 5.1 6.5 

21.8 34.8 26.1 

12.2 32.5 27.3 

3.9 6.9 4.2 

0.8 0.5 

2.3 2.0 

0.3 

tr 

C 20 : 4 O. 2 tr 4. 4 

C20: 5+22: 0 3.6 0.7 0.2 

C 22 : 1 O. 9 1. 2 0.9 

others 19. 4 1. 5 3. 7 

C14・0

C16・0

C18 : 0 

C18: 1 

C18: 2 

C18: 3 

C病院 C20: 0 

C20: 1 

C20: 2 

C20: 3 

C20: 4 

C20: 5+22 : 0 

C22: 1 

others 

tr : <0.1% 

7.8 7.4 1.8 

27.5 22.7 27.0 

6.4 9.9 3.0 

10.6 35.6 9.9 

23.4 5.5 32.3 

4.5 0.7 15.9 

tr 1. 0 

2.3 

tr 0.2 

0.3 tr 

3.3 2.8 1. 8 

2.1 

16.2 10.6 7.2 

朝昼タ

1.6 1.4 4.0 

16.4 24.4 25.8 

7.2 7.0 4.9 

19.0 42.6 14.2 

47.1 16.7 25.8 

1.7 1.3 15.0 

0.6 0.7 0.3 

tr 

tr 

0.1 

tr 

2.8 0.4 2.7 

0.8 0.2 1.2 

0.1 0.1 

2.8 5.1 5.8 

1.3 9.4 1.2 

27.3 29.4 15.9 

8.8 9.6 6.8 

26.4 22.2 29.0 

18.5 16.7 27.0 

1. 8 2.8 5.3 

0.2 tr 

2.5 0.7 

tr 

2.2 0.7 1.9 

0.6 0.6 0.6 

1. 4 0.6 

13.2 4.4 11.0 

9.9 0.4 1.9 

25.8 12.9 20.5 

6.5 5.6 6.5 

23.6 14.3 17.4 

20.0 55.4 32.3 

3.5 8.5 10.4 

0.6 0.6 0.3 

0.4 

O. 2 

2.3 

tr 

tr 

tr 

0.4 

0.1 

0.8 

0.3 0.6 1.3 

0.2 0.2 

6.8 1.5 8.0 

C%) 

第 3 日

朝昼タ

6.9 7.9 1.1 

23.6 19.1 17.0 

8.9 5.6 4.5 

27.4 18.8 14.7 

16.5 8.2 42.4 

0.5 1.5 6.9 

1.5 

5.2 8.9 

tr 

tr 

0.7 1. 5 

1.8 

2.3 7.8 

5.4 21.4 11.8 

1.4 8.7 2.4 

10.8 27.2 24.4 

3.4 10.8 6.8 

20.7 30.0 23.3 

24.1 11.4 26.0 

6.1 2.7 3.2 

0.2 0.2 0.3 

0.5 1.6 0.4 

tr 

tr 

0.2 

tr 

tr 

tr 

1.4 0.7 1.7 

0.6 0.5 

0.5 

31.3 5.3 10.8 

4.9 2.0 2.5 

20.4 26.5 25.9 

8.3 11.0 6.3 

21.3 24.5 33.7 

37.2 14.0 3.8 

5.7 0.6 1.3 

0.3 tr tr 

tr 

O. 1 

tr 2. 1 

tr 

0.5 

18.1 0.9 

3.2 

0.2 

1.7 3.3 19.3 
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RCH LABORA TORIES社のD-98，D-104を用いた.

また20:4は SIGMA社のアラキドン酸メチルエステ

ル (A-6507)， 20: 5は 5，8， 11， 14， 17ーエイコサベ

ンタエン酸メチルエステル(和光純薬)， 22: 6は魚肉

(マグロ，カジキ〉の脂肪酸メチルエステルとの比較に

よって同定した.それ以外のピークについては ECL

(Equivalent Chain Length)値から推定した.また使

用した試薬は試薬特級を用いた.

結果および考察

病院A，B， Cの献立内容を表lに示した.また各々

の食事について実施した脂肪酸組成の測定結果を表2に

示した.また脂質の評価をするための指標として，飽和

脂肪酸(以下Sと略す)，モノ不飽和脂肪酸(以下Mと略

す)， 多価不飽和脂肪酸(以下Pと略す〉の構成比と，

抽出脂質量を図 1に示した.

表1に示したように，献立内容は，脂肪制限のため

に，調理の際に油脂を使用しないものが多くを占めてい

る.主食は米飯が中心であり，副食にみそ汁，野菜，果

実など植物性食品が多く，魚類，肉類は3食に1食程度

が使われている.それも魚類は白身の魚が多く，肉類は

鶏肉の手羽肉のみが使われている.

これらの食事の脂肪酸組成(表2)は，全体を通じ

て. 16: O. 18・1.18: 2が高い値を示した.その範

聞は16:0が10.8~29. 4%， 18: 1は7.6~42. 6%. 18 

: 2 は1. 3~55.4%であった. また，次いで高い値が多

かったのは14:0 (1. 1~9. 9%)， 18: 0 (3. 0~11. 0%)， 

18: 3 (0. 5~15. 9男のであった.これら6種の脂肪酸が

主たる構成脂肪酸であった.20: 0， 20: 1， 20: 2. 20 

3は全体に低い値を示した. 20: 4. 20: 5は， 献立

20イ

重量 5
20 -j 

図 M
(A  )医ilip 

iul 口刊也
抵'.11; 孔 10

国 (8) 
I 1)1 (g) 

中で魚由来の脂肪が優位を占める場合は高いf直を示す傾

向にあった.この場合22:6以上の長鎖脂肪酸も認めら

れた.

食事中の脂肪の栄養評価をする場合，エネルギー源と

しての量的な面と，生理作用に関する質的な面がある.

後者を表わす指標のーっとして，米国上院の「栄養およ

び人間ニーズに関する特別委員会」が提案した「米国の

食事目標(改訂2版〉町」がある.それによると，食事・か

ら摂る総エネルギーの30%以下を脂肪に依存するように

し，そのうち Sを10%以下， pを同じく 10%，残余を

Mとすべきであるとしている.つまり S:M: Pを1: 

1 1に近づけるようにするということである.また日

本においては，脂肪摂取量を考慮して，不飽和脂肪酸

(以下 UNSと略す〕とSの比2: 1を目標とするが，

少なくとも 1 ・ 1 より低下させないことが望まし~，6)と

されている.またこれ以外に. pとSの比， Keysらの

2S-P 値があげられる. Pの生物学的作用として，成

長促進，毛の発育の効果などがあるといわれる.またコ

レステロ{ル代謝の調節作用もあるといわれるが未だ判

然としていない.更にピタミンEの必要量との関連性も

あり，未知の部分が多いが，兼松らわがマーガリンの評

価にpjS値を指標として用い， 0.7以上が望ましいとし

ているので， ここでは，この値をめやすとした.またP

のうち，必須脂肪酸である18:2の含量についても注目

した.

これらの指擦をもとに，各々の献立内容と構成脂肪酸

との関連について，抽出脂質量の多い順から検討した

(図1). B病院の第1日の昼食(以下B-1(昼〉と略

す〉は全食事中，脂質量が最も高い値を示した.献立に

20 

( B ) ( c ) 
R包

質

Eコ 量 10

民| I込1 (g) 

図1. 食事中の脂質量および脂肪酸組成

S飽和脂肪酸 M モノ不飽和脂肪酸 P 多価不飽和脂肪酸
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は，サラダr~1:iを含めて， l1gの横物油が使用されている.

SMP比は1.0 : 1. 9 : 2.0， UNS/S， P / Sはそれぞれ

3.9および1.99で Sに比べ， M， Pが高い値を示し

た. 1食中から摂取する脂肪の約半分をサラダのみで占

めていることになる. 18: 2の比率も高く，エネルギー

も高いので，患者の油ものに対する食欲がでてくる回復

刻などに用いれば，効果的な献立であろう.ついで脂質

量が比較的高い献立は， A-2(昼)， B-2 (昼)， B-

3(昼)， C-1 (昼)， C-3 (タ〕であった. A-2(昼〉

をのぞいて，魚が 40~70g 用いられているが， 1食中の

脂肪のうち，魚に由来する脂肪が優位を占め，次いで米

飯が続いている.これらの SMP比はそれぞれ1.0:1.3

: O. 6，. 1. 0 : O. 5 : O. 4; 1. 0 : O. 7 : O. 3， 1. 0 : O. 3 : O. 8， 

1. 0 : 1. 0 : O. 2であり，その他のピークを考慮にいれて

も Pの値は，魚油のPの文献{直に比べかなり下回って

いた.またUNS/Sは，それぞれ1.8， 1. 0， 1. 0， 1. 2， 

1. 2 で p/S は 0.17~0.50の範囲にあった. A-2(昼)

は，ちょうど副食の魚が鶏肉(手羽肉〉に入れかわった

献立といえるが， Mの{直が，魚の献立に比べ高い値であ

った.病院A，Bで・使用された鶏肉はすべて手羽肉であ

る.価格を考慮しなければ， SMP比，たんぱく含量か

らみて，白身の魚の方が適当な材料と思われる.次に献

立内容の副食にしばしば豆腐が使用されている.豆腐の

脂肪含量は 3~5%であるが，米飯，みそ汁，野菜と組

みあわせた献立では，豆腐由来の脂肪が優位を占めてい

る. A-3(タ)， C-1 (朝)， C-2 (昼)， C-3 (朝〉

がそれにあたる.これらの SMP比は，それぞれ， 1. 0 

: O. 7 : 2. 2， 1. 0 : O. 3 : O. 8， 1. 0 : O. 7 : 3. 3， 1. 0 : O. 6 

:1.3でMはO.3~0. 7と低く P は 0.8~3.3 と高い値を

示した. C-2 (昼〉の食事では18:2が55.4%と全食事

中最も高い値であった.豆腐は必須脂肪酸である18:2 

の良好な給源となり得る. 川

以上，食事中の脂質の脂肪酸組成と献立内容との関連

について，指擦をもとに検討した. 3病院の食事全体を

とおしてみると， UNS/S値はいずれも1.0以上であり，

指標の基準を満たしていた.1.1.0~2. 0の範囲の食事が最

も多く， 27食中18食 (67%)で， 2.0以上は9食 (33%)

であった.またp/S値についてみると， 0.7未満が11食

(41%)， 0.7以上は16食 (593のであった.またこれら

のうち 2.0以上の高い値を示したものは4食あり，その

うち 3食については，その脂肪酸組成は18:. 2が42.4%

~55.4%と高かった.

脂肪酸組成と同時に 1食あたりの脂質量の測定も行

なった.その結果，測定値と個々の原材料について食品

成分表から計算した値とは必ずしも一致しなかった.こ

の原因としては，食品成分表の値は，未調理の原材料の

それで、あること，またそれらは，平均値であること，調

理方法によっては調理器具に付着するロスがあること，

分析時の抽出効率によることなどが考えられる.実際の

食事献立は食品成分表に基づいて計算，作製されるが，

計算値必ずしも実体を反映しないことを認識しておくべ

きで、ある.

謝辞終りにあたって，食事提供に御協力いただいた

病院の各位に感謝いたします.

(なお，本報告は，第35四日本栄養食糧学会総会で、口頭

発表した一部である.) 
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市販離乳食中のリジノアラニンの分析

菊谷典久*，井口正雄*，友松俊夫*道ロ正雄*

The Determination of Lysinoalanine in Commercial Baby Foods 

NORIHISA KIKUT ANI*， MASAO IGUCHIぺTOSHIOTOMOMA TSU* 
and MASAO DOGUCHI* 

A study was made to determine lysinoalanine， an unusual amino acid yielded during food process. 

ing and implicated as a renal toxic factor， in 9 commercial baby foods from 3 manufacturers. 

Lysinoalanine liberated from protein by acid hydrolysis was separated on a high pressure cation exchange 

column with sodium citrate buffer system. The ninhydrin reaction was used for the d巴tectionof 

lysinoalanine by a photometer (570nm). 

Lysinoalanine was found in all the samples tested. The content was shown to be within the range 

of 370 to 1190μg/g proteih， and the average at 830μg/ g protein. 

Keywords : lysinoalanine， unusual amino acid， commercial baby food， renal toxic factor 

緒言

リジノアラニン (N'ー(Dレ.2-amino-2-carboxyethyl)-

L-lysine) (以下 LALと略す〉は， 1964年， Bohakll， 

PatchornikらDが， ウシ粋臓リボヌクレアーゼのアノレカ

リ処理による変化を研究中，初めて発見されたもので，

Fig.1のような構造をもっ非通常型アミノ酸である.

これは，夕、/パグ質中のリジン残基の ε位のアミノ基

が，セリンあるいはシステイン残基のP脱離反応によっ
て生じた，デヒドロアラニン残基の二重結合と反応する

ために生ずると考えられている1)

食品中の LALについては， DeGrootらめが，大豆タ

γパク質のアルカリ処理による生成を報告しているが，

1975年， Sternbergら的は， LALの生成が，食品の加熱

によっても引き起こされることを示し，改めて，その存

在が広く各種食品にわたっていることを世に知らしめ

た.

LALの生成は，タ γパグ質中のシスチンやリジγの

減少を伴うため，タンパク質の利用効率を低下させる一

方， LALそれ自体が，生体にとって有害な作用を与え

ることが知られている.即ち， Woodardら町は，離乳期

のラットにアルカリ処理した大豆タンパク質を投与する

と，腎管細胞の肥大化 (Renal Cytomegalia)が生じ，

その原因が LALであることを報告している. また，

LALそのものと，タンパク結合型 LALで、は，腎毒性

は前者が著しいことへ LAL高濃度飼料を与えられた

ラットから生まれた新生児に，発育不良が見られるこ

とへなども報告されている.

従来，我々は，加工過程によって生じる食品の栄養価

低下および安全性の検討を行ってきたが，今回，以上述

べたように種々の作用をもっ LALに注目し，市販乳幼

児用離乳食中の含有量の分析を行った.以下，これらの

結果を報告する.

実験方法

1. 試料

園内におけるシェアが高い 3メーカー， 9品目の離

乳食を供試した.

A社ベピーフード:["牛肉野菜J， ["レバー野菜J，["鶏

肉野菜J.

B社ベビーフード:["牛肉野菜J，["レパ{野菜J，["鶏

肉野菜J，["魚野菜J.

C:t土ベビーフード:["レバー野菜J，["鶏肉野菜J.

なお， A社の製品は純国産品， B社の製品は外国のラ

イセンスによる園内生産品 C社の製品は輸入品(原産

国・米国〉である.

2. 試薬

LAL標準品・ Finleyらの方法8)により合成を行ったも

のを使用した.

試料の加水分解には，精密分析用定沸点塩酸(和光純

*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
ネ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chom巴， Shinjuku.ku， Tokyo易 160]apan 



薬K.K.)を用いた.アミノ酸自動分析用緩衝液は，テグ

ノバッファーRHシリーズ (TechnoChemical Corp.) 

を用いたが，一部自製の緩衝液については，和光純薬K.

K.製のアミノ酸自動分析用試薬，同試薬特級品を用い

た.他の試薬については，すべて試薬特級品を用いた.

3. LALの分析

試料調製:試料は凍結乾燥後，細砕し，均一な状態に

した.加水分解は，タンパク質約20mgに相当する量を

秤取し， 6Nー塩酸を加え， 1100Cで24時間行った.6N一

塩酸の量は，上記タンパク量の200倍とした.なお，加

水分解中の酸化などの副反応を防ぐため，試料は， ロ{

タリー真空ポ γプおよびドライアイス・エタノール冷却

トラップを用いて脱気(約3X 1O-2mmHg)，封管後に加

熱した.加水分解終了後，試料溶液は定容後ろ過し，そ

の一定量を蒸発乾回したものを0.02N-塩酸で溶解し，

LAL分析試料溶液とした.

アミノ酸分析:目立835形高速アミノ酸分析計を使用

した.諸条件は以下のとおりである. カラム:4.0 (1. 

D.) x 150 (mmJ，温度580C，アンモニアフィルターカラ

ム併用.樹脂:日立カスタムイオン交換樹脂時2619.溶

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 1982 

出緩衝液:テクノバッファーRH-1，2， 3， 4および，

O. 35MN a， pH 6. 2 !lエン酸ークエン酸ナトリウム緩衝

液.

フェニルアラニンとヒスチジンの間を離し，その聞に

LALを溶出させる目的で，上記緩衝液系を使用した.

また，他の通常型アミノ酸は， LALに比し，極めて高

濃度に存在するところから，試料の分析にあたっては，

ニンヒドリンは LAL溶出時間に合わせて反応させた.

分析は1サイクル140分で‘行った.

4. タンパク量の測定
凍結乾燥を行った試料について，セミミクロケルダ{

ル法的により総窒素を測定し，窒素係数を6.25としてタ

ンパク量を求めた.

NH2-CH-COOH 

(dH2〉4
NH 

dH2 
NH2ー CH-COOH

Fig. 1. Lysinoalanine 

252 

結果

1. LALおよび各種通常型アミノ酸標準のクロマト

グラムをFig.2に示す LALピークの前後の間隔を広

くとり，試料分析時，ニンヒドリンポンプの途中入力に

おいても，ベースラインの安定性が保たれるように条件

を設定した.なお，今回使用の緩衝液系では，通常の場

合とは異なり，塩基性アミノ酸の溶出順序は一部逆転し

ている.

2. 離乳食の加水分解試料のクロマトグラムの 1例を

Fig.3 l乙示す LALの分離は良好であるが，ニンヒド

リン反応物質が他に多く含まれていることが認められ

すこ.

3. 3メーカー， 9品目の離乳食について， LAL含

有量の分析結果をTable1に示す.結果は，各品目単位

重量比およびセミミクロケルダール法により求めたタン

的
〉
d

l
帥

E
Z

4
d『
〉

Abs. at 570nm 

」

E
E

凶

Zι

Q.区出
師 Z出コ
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Amino Acid Chromatogram of Standard Solution 
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Flow Time (min.) 

30 

Fig.2. 
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110 

80 min. 
Flow Time 

Fig.3. Amino Acid Chromatogram of 

Hydrolyzed Baby Food 

パク質の単位重量比で表わしている.品目別では，各メ

ーカーとも， ["鶏肉野菜」が比較的低含有量であった.

また，メーカ{別では， A， B両社の製品は，それぞれ

ほぼ一定レベルの値を示した.なおM土3品目およびB

社の同品目について比較したところ，その平均値は，そ

れぞれ620，1080μg/g proteinとなり，両者には有意の

差 (p<0. 01)が見い出された.

考察

1. LALの分析法については，ガスクロマトグラフ

ィーによる方法10九イオン交換クロマトグラフィーによ

る方法い〉， 電気泳動による方法11)， 薄層クロマトグラ

フィーによる方法12になどが報告されている.最近で

は，その迅速性，再現性などの点から，イオン交換クロ

マトグラフィーを応用したアミノ酸自動分析機の使用が

一般的となってきている.この場合，加水分解試料の分

析にあたっては，通常型アミノ酸が LALに比べ，極め

て高濃度に存在することが問題となる LAL区分以外

をドレインに君事く方法13)もあるが，今回，我々はニンヒ

ドリン送液ポンプを LAL区分にだけ作動させること

で，その解決を図り，良好な結果を得た.

2. Fig.3に見られるように，一般に食品の酸加水分

解物は，数多くのニンヒドリン反応物質を含んでいる.

ニンヒドリン反応物質については，アミノ酸類に加え，

各種アミノ糖類の存在なども広く知られているが，今回

の実験では，それらの同定は行わなかった.

3. タγパク質中における LALの形成は，アルカリ

処理および加熱処理により促進される.Sternbergら的

は，アルカリ処理により製造されるカゼインナトリウム

では，製品によっては LALが 6，900μg/gproteinに

Table 1. Content of Lysinoalanine (LAL) in 

Baby Food 

Manu・
facturer Baby Food 

μg LAL/gμg LAL/g 
Sample Protein 

A Beef & Veg芦tables 20 690 

Liver & Vegetables 20 620 

Chicken & Vegetables 15 560 

B Beef & Vegetables 60 980 

Liver & Vegetables 85 1190 

Chicken & Vegetables 70 1080 

Halibut & Veg巴tables 40 1000 

C Liver & Vegetables 30 950 

Chicken & Vegetables 10 、 370

達すること， また，卵白を用いた実験で、は， 150'C， 10 

分の加熱で 350μg/g protein，同温度， 30分では 1，100

μg/g proteinに LALが増加することを報告している.

今回の実験では，総平均で 830μg/gproteinの LAL

が検出された. これは， ピン詰め，カン詰め食品につい

ては，殺菌のための加熱は不可欠であり，また離乳食で、

は調理の加熱もあるところから， LAL生成が促進され

たものと考えられる.

A， B両メーカーの製品の差については，加工プロセ

スにおける加熱条件が， B社の方がより苛酷なためであ

る可能性が考えられる.

品目別では["鶏肉野菜」が，他に比べて比較的低い

数値を示した.原材料としての肉類の比較では，鶏肉は

牛肉， 牛レバーに比べ， リジン含量は多く， またセリ

ン，シスチ γ含量には大きい差はない14) このため，材

料商よりも調理過程の諸条件の違いが LAL量に影響し

ていると推察される.

謝辞 LAL標準品の合成にあたり，多大なる御助力

をいただいた東京大学薬学部・太田敏晴博士に深謝しま

す.

(本研究は昭和56年度当研究所調査研究課題「加工過

程によって生じる食品の栄養価低下に関する研究」とし

て実施したものである.)
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フッ素の衛生学的研究(第5報) 7・y素投与下における組織中の CaおよびPについて

友松俊夫*，道口正雄*

Hygienic Study on Fluoride (V) 

Retention of Calcium and Phosphorus in Tissues under Influence of Fluoride 

TOSHIO TOMOMA TSU* and MASAO DOGUCHI* 

Previous study has shown that elevated intake of fluoride (F) by weanling male rats resulted in 

a remarkable accumulation of F in the brain， heart， thymus， kidney， testis， adrenal and femur. 

This work describes relationship between fluoride accumulation and calcium (Ca) and phosphorus 

(P) concentrations in similar organs and tissues. Ca and P contents in the organs and tissues of the 

Wistar strain rats receiving 50 mg% F in diet for 30 days were determined and compared with those 

of controls. 

The results were as follows: 

1. Ca， P and Ash increased in the adrenal. 

2. Ca and P d巴creased，but Ash remained unchanged in the brain. 

3. Ca decreas巴d，although P and Ash increased in the kidney. 

4. Ca decreased， but P and Ash remained in the spl巴巴nand muscle. 

5. Ca and Ash decreased， but P remained unchanged in the tendon. 

1 t is presumed that the excessiv巴 oraldos巴 of"Huoride to rats induces adrerial calcification， and 

blood旬brainbarrier is responsible for decrease in Ca and P concentration in the brain of F treated 

rats. 

Keywords : fluoride， mineral accumulation， calcium， phosphorus， rat， calcification， blood-brain barrier 

フッ素中毒症としての斑状歯には年齢依存性があるこ の臓器および組織中の灰分，カルシウムおよびリンを測

とから，その発症に関しては，歯芽に対するフッ素の直 定し，臓器石灰化の可能性について検討したので、報告す

接的作用のみでは理解し難く，無機質代謝に影響を与え る.

る，より間接的な因子が介在すると考えられる.前回， 実験方法

ラットに対してフッ素添加飼料を与え，無機質平衡なら 被験動物，飼育条件，飼料および分析用試料の採取方

びに臓器等へのフッ素の蓄積を調査したところ，フッ素 法，カルシウム(以下 Caと略す〉ならびにリン(以下P

の影響によって，経口摂取された無機質の体内保持が， と略す〉の分析方法は前報3)の通りである.但し，被験

はじめは阻害されたが，後に促進されるようになった. 動物数は，前回ではフッ素(以下Fと略す〉投与群(以

即ち，フッ素の生体に与える影響が，互いに相反する効 下F群と略す〉および対照群(以下C群と略す〉ともに，

果を及ぼすように経時的に変化することが判明した.ま 噌各々 6匹1群であったが，今回は各々 3匹1群とした.

た，これらラットの臓器および組織のあるものに，特異 また前回使用したステンレス製個別採尿ケージを，オ{

的にフッ素が蓄積されることを知った.これらの臓器類 ルガラス製メタボリズムケージに換えた.

中に無機質代謝に関係が深いと思われる胸腺1)，副腎お 実験結果

よび腎臓が含まれており，フッ素の蓄積と平行して，石 臓器および組織中の水分，灰分， CaおよびP.脳，

灰化2)のような変性が生じでいる疑いがもたれた. 心臓，胸腺，肺，肝臓，牌臓， 腎臓， 副腎， 皐丸， 筋

そこで今回は，フッ素の影響下における臓器の石灰化 肉，臆および大腿骨の試料重量ならびに，水分，灰分，

を調査する目的で，前回と同様の条件で、飼育したラット CaおよびP含有率を表1に示す.但し，灰分， Caおよ

*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ー1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Sample Weight， and Water， Ash， Calcium and Phosphorus 
Concentration of Organs and Tissues 

Fresh， g. Dry， g. Water， % Ash， % Ca， ppm 

F 1. 77土0.03 0.37土0.01 78.9土0.7 6.44土0.05 288土 36

P， % 

1. 43土0.02

Brain C 1. 91土0.04 0.41士0.01 78.6土0.7 6.48土0.13 562土143 1. 49土0.02

F<C P<0.10 F<C P<O.1O N. S. N. s. F<C P<0.20 F<C P<0.20 

F 0.47土0.02 0.09土0.01 81. 2土2.0

Heart C 0.54土0.03 0.11土0.01 79.4土2.7

F<C P<0.20F<C P<0.20 N.S. 

7.48土1.60 

8.21土2.50

N. S. 

F 0.34土0.01 0.07土0.00 78.9土0.4 10.01土0.70

Thymus C o. 41土0.01 0.09土0.00 78.6土1.1
F<C P<0.01 F<C P<0.01 N. S. 

F 0.95土0.01 0.20土0.01 79.4土0.4

Lung C 0.90土0.04 0.17士0.02 81. 5土2.1

N.S. N.S. N.S. 

F 5.69土0.34 1. 61土0.31 71. 7土1.2

9.56土0.44

N. S. 

5.29土0.09

5.82土0.34

N. S. 

5.09土0.17

339土135

324土129

N. S. 

146土 38

235土 35

N. S. 

332土 51

384土 40

N. S. 

164土 18

Liver C 6.37土0.26 1. 91土0.06 69.9土2.2 4.79土0.01 166土 4

N.S. N.S. N.S. F>C P<0.20 N.S. 

F 0.39土0.01 0.10土0.01 75.2土2.5 6.64土0.96 260土 39

1. 32土0.26

1. 52土0.50

N. S. 

2.26土0.04

2.28土0.04

N. S. 

0.94土0.05

1. 05土0.04

N. S. 

0.25土0.01

0.24土0.01

N. S. 

1. 40土0.09

Spleen C o. 44土0.03 0.10土0.01 77.1土2.0 10.94土3.32 442土 94 2.36土O.70 

N.S. N.S. N.S. N.S. F<C P<0.20 N.S. 

F 1. 60土0.11 0.30土0.02 81. 1土0.3 6.42土0.04 316土 16 1. 30土0.01

Kidney C 1. 36土0.11 0.31土0.02 67.5土5.6 5.72土0.13 577土114 1. 24土0.03

N. S. N. S. F>C P<0.20 F>C P<0.02 F<C P<0.20 F>C P<0.02 

F 32.3土1.4* 8.5土1.0* 73.6土0.7

Adrenal C 40. 7土1.0* 12.7土1.1* 68.5土3.6

F<C P<0.02F<C P<0.05 N.S. 

F 2.41土0.04 0.32土0.00 86.6土0.2

Testis C 2.62土0.23 0.35土0.01 86.5土1.1

F<C P<0.20F<C P<0.20 N.S. 

F 1. 25土0.49 0.33土0.12 72.9土2.0

Muscle C 1. 48土0.31 0.37士0.07 74.1土1.0

F 

Tendon C 

0.47土0.14

0.33土0.04

0.20土0.04

0.14土0.03

N. S. 

53.3土6.7

59.4土3.7

N. S. 

7.89 

6.40 

F>C 

7.80土O.15 

8.06土0.11

N. S. 

520 

134 

F>C 

246土 21

241土 24

N. S. 

1. 15 

0.87 

F>C 

1. 49土0.03

1. 50土0.04

N. S. 

5.15土0.18 644土 27 0.80土0.02

5.10土0.06 725土 29 0.83土0.02

N. s. F<C P<0.20 N. S. 

2.98土0.15 317土 33

4.00土0.03 497土 79

F<C P<0.01 F<C P<0.20 

0.51士O.05 

0.51士0.05

N. S. 

F 0.96土0.02 0.28土0.01 59.2土0.6 56.0土0.3 21. 5土0.4** 10.3土0.1

Femur C 0.53土0.05 0.21土0.02 59.9土0.8 61. 8土2.3 22.7土1.0** 10.0土0.8

F>C P<0.10 F>C P<0.10 N. S. F<C P<O.1O N. S. N. S. 

F designate fluoride fed group and C， control. 
Values represent the Mean土SE. 本 mg，料:%，
Mineral concentration of adrenal shows the concentration in the samples 

prepared by mixing 3 adrenals from exp巴rimentalanimals 
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Tabl巴2. Cornparison of statistically significant difference in rnineral content of Organs and 

Tissues between fluoride fed group and control group. 

Minerals Brain Heart Thyrnus Lung Liver Spleen 

F本 F>CP<0.20 F>C P<0.20 F>C P<O.OOl N. S. N. S. N. S. 
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Ca F<C P<0.20 N. S. N. S. N. S. N. S. F<C P<0.20 

P F<C P<0.20 N.S. N.S. N. S. N. S. N. S. 

Minerals Kidney Adrenal Testis Muscle Tendon Fernur 

F* F>C P<0.05 F>  C F>C P<0.02 - - F>C P<O.OOl 

Ca F<C P<0.20 F>C N. S. F<C P<0.20 FくCP<0.20 N.S. 

P F>C P<0.20 F>C N.S. N.S. N.S. N.S. 

F， Ca and P described in the .Minerals itern express Fluoride， Calciurn and Phosphorus respectively. 
Another F in this table designate fluoride fed group and C， control group. 
* Selected data frorn previous work. 3) 

びP含有率は乾燥試料重量に基づいた値である. 灰分含有率にF群>C群の有意差が認められた.牌臓に

分析に供された臓器および組織中の水分含有率は皐丸 ついてはF群の Ca含有率が有意に低い値を示した.腎

において最も高く，腿および骨では最も低い値を示し 臓は水分含有率に関してF，C両群聞に有意差が認めら

た.そして水分の平均含有率はF，C群各々約74%と73 れた唯一の試料であった.また灰分， Caおよび P含有

%であった.灰分含有率は骨が最も高いことはいうまで 率にも有意差が認められた.即ち，水分，灰分およびP

もない.しかし，それ以外の試料では胸腺が高く， F， ではF群>C群であり， Ca含有率に関しては逆にF群<

C両群共に約10%であり，一方艇では最も低く， F， C C群の差が認められた.副腎の場合には，個々の臓器重

両群のそれは各々 3%および4%であった.灰分の平均 量が30.1rngないし42.2rngと微少であったため，各群ご

含有率は，骨以外で， F群， C群各々6.5%および6.8%で とに均一試料として分析した結果，灰分， CaおよびP

あった Ca含有率は骨以外では筋肉が最も高く，肝臓 含有率が全てF群において大であった.皐丸の場合には

が最も低いレベノレにあった.そして骨以外の試料の平均 胸腺または肺と同様に灰分， CaおよびPに関して両群

値はF，C群各々325pprnおよび390pprnであった.そし 間に有意差が認められなかった.筋肉については Ca含

て Ca含有率は多くの臓器および組織でF群<C群の傾 有率に，また腿については灰分および Ca含有率に関し

向を示した. P含有率は骨で約10%であり，次いで胸腺 て，いずれも F群<C群の有意差が認められた.大腿骨

で高く， 2.3%であった.一方肝臓では分析試料中最も については，灰分含有率にF群<C群の有意差が認めら

低く， F群 C群のそれは各々 0.2%および0.3%であ れたが， CaおよびP含有率に有意差がみられなかった.

った. 以上のごとく， Fの投与下においては，灰分， Caお

次に各臓器および組織ごとに，水分，灰分， Caおよび よびPの蓄積は，各種臓器あるいは組織でかなり異なっ

P含有率について， F， C両群を比較したところ，脳に た様相を呈することが明らかとなった.そこでト，これら

おいては， CaおよびPのいずれも， F群が有意に低い の臓穏および組織について，前回認められた Fの蓄積

値を示した.心臓の場合には，いずれの含有率に関して と，今回測定された CaおよびPの増加あるいは減少傾

も，両群聞に有意差が認められなかった.但し両群の各 向とを対比させ表2に示す.

々3例のうち，各1例に CaおよびPの含有率が他の2 前回，臓器あるいは組織中に認められたF含有率の有

例の値の約2倍から 6倍を示すものがあった.心筋の場 意差は，全てF群がC群よりも大であったが，今回測定

合には，健全な組織においても石灰沈若が起るといわれ されたCaおよびP含有率について， F， C両群聞に認め

ており，今回両群にみられた CaおよびPの高含有率は， られたそれは， F含有率の場合のように一定でtまなかっ

このようなことが同時に発生した結果と息われる.胸腺 た.即ち，脳においては CaおよびP共にF群がC群よ

および肺の灰分， CaおよびP含有率に関しては， F， りも小さく，牌臓では CaのみがF群において小であっ

C両群間に有意差が認められなかった.肝臓では，その た.腎臓では， CaがF群で、小で、あったのに対して， Pは
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反対にF群が大であった.副腎においては，脳の場合と いたことは，この臓器における CaおよびP保持量の回

は逆に， Caおよび P共にF群が大であり，筋肉および 復が最も遅れていたものと考えられる.そして，このよ

腿では CaのみにF群がC群よりも小の有意差が認めら うに考えることは，中枢神経系における毛細血管の透過

れた. 性が，血液脳関門現象によって，他の臓器器管の血管

考 察 と大いに異なること，さらには， Manery等4)および

離乳期のウィスタ{系雄ラットに対して， 50mg%の Greenberg等町が述べているように，血媛と筋肉聞では

F添加飼料を与え，その影響を調査したところ，ラット 放射性のナトリウムやPが20分間で濃度平衡に達するの

の無機質代謝における特異な変化を認めた.即ち，無機 に対して， ij討においては21時間を要するというま日見など

質代謝に関するFの効果が，経時的に変化し，成長期の から類推して，概ね妥当なものと思われる.

一時期を隔てて，無機質平衡を逆転させることを認め， 以上の結果は， 30日聞に亘ってFの影響下にあった離

また，投与したFが，脳，心臓，胸腺，腎臓，皐丸，副 手L期のラットの臓器および組織に関するものであって，

腎および大腿骨に蓄積されることを知った.これらの臓 無機質平衡の経時変化における特徴を考慮すれば，この

器のうちのあるものは，無機質代謝に関係が深く，もし 実験期聞を延長することによって，臓器あるいは組織の

も，石灰変性などによって機能の減退や異状をきたした 石灰化に関するより明瞭な結果が得られると思われる.

場合には，無機質代謝に重大な影響を与える可能性があ 結 論

ることから， Fの蓄積と平行して臓器あるいは組織の石 離乳期のウィスター系雄ラットに 50mgFを添加した

灰化が進んでいるか否かを知ることは，興味のあるとこ 飼料を与えて30日間飼育し，臓器および組織中に含まれ

ろであった.そこで前回と同様の条件でラットを飼育 る CaおよびP含有量の調査を行った.そして，前回の

し，その臓器および組織中の CaならびにPを測定した 実験で検知された臓器あるいは組織へのFの蓄積と平行

結果，脳，牌臓，腎臓，副腎，筋肉ならびに腿における して生ずる可能性のある石灰化の有無について検討し，

CaとPが有意に変化していることを認めた.これをF 以下の結論を得た.

蓄積臓器と対比させたところ，次のごとき結果を得た 1) 副腎において灰分 Caおよび P含有率が全て増

即ち，副腎においてはFの蓄積がみられ，なおかつ，灰 加していることを認めた.

分， Caおよび P含有率の全てがC群よりも増加してい 2) 脳においては CaおよびPが共に減少していた.

た.これは本臓器が石灰化されたとみなされる有力な証 3) 腎臓では Caが減少していたが， Pは逆に増加し

拠と考えられる.一方，牌臓，腎臓，筋肉および腿にっ ていた.

いては，僅かに腎臓のPがF群において増加しており 4) 胸腺および筋肉では Caのみが減少した.

また Caに関しては，これらの試料のいずれにおいても 5) 腿では灰分および Caが減少していた.

F群がC群よりも減少していた.そして脳にいたって 以上の結果から，副腎においては石灰化が生じている

は， CaおよびPがともにF群で減少していた. ことが示唆される.また脳において検知された Caおよ

これらの現象については次のように考えることができ びPの減少は，血液脳関門に起因する現象と思われる.

る.即ち，前報に述べた通り， F群におけるCaおよびP 文 献

は実験期間初期に体内保持が阻害され，その結果， C群 1)大谷重夫:医学研究， 14， 1291， 1938 

と比べて体内の CaおよびPが減少する.そして期間後 2) Stookey， G. K. and Muhler， ]. C. : Proc. Soc. 

期に至り，無機質の体内保持が促進されるようになる exρ. Biol. (N. Y.)， 113， 720， 1963 

が，その場合， Pの体内保持促進が比較的早期に開始さ 3)友松俊夫:東京医科大学雑誌， 39， 441， 1981 

れるのに対し， Caのそれは，かなり遅れて始まる.そ のManery，]. F. and Bale， W. F. : Am. J. Physiol.， 
の開始時期の差が， F群の多くの試料で Caが減少傾向 132， 215， 1941 

を示し， Pは腎臓と副腎で増加が認められた原因である 5) Greenberg， D. M.， Aird， R. B.， Boelter， M. D.， 

と息われる Campbell，W. W.， Cohn， W. E. and Murayama， 

無機質平衡における，かくのごとき経時変化上の傾向 M.: Am. J. Physiol.， 140， 47， 1943 

から推測して，脳において CaおよびPが共に減少して
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高速液体クロマトグラフィーによるしょう油中のパラオキシ安息香酸の分析

野沢竹志*，荻原 勉*，優国際ーペ大西和夫*，松本昌雄*

Analysis of p-Hydroxybenzoic Acid in Soy Sauce 

by High Performance Liquid Chromatography 

TAKESHI NOZAWA*， TSUTOMU OGIWARA*， TAKAKAZU ENOKIDA*， 

KAZUO OHNISHI* and MASAO MA  TSUMOTO* 

Keywords:高速液体クロマトグラフィー highperformance liq同qu山l凶dchromatωogra叩phη叫3

hy凶dro山xy内b巴印nzω加0ωica羽Cl吋d，しょう油 soysauce 

まえがき

現在しょう油には保存料として安息香酸およびパラオ

キシ安息香酸エステル類(エチル，イソプロピル，nープ

ロヒ。ル， イソブチル，nーフホチノレ〉、が許可されている.市

販の家庭用しょう油から保存料を検出したものは少なか

ったが，業務用しょう油からは保存料を検出したものが

多かった.最近実施した業務用しょう油の検査でパラオ

キシ安息香酸エステルが添加されたしょう泊中に比較的

多量の遊離のパラオキシ安息香酸と思われる物質が含ま

れていた.これは PHBAェステルの使用条件が適切で、

なかったために PHBAェステノレが加水分解して，保存

効力の弱い遊離の PHBAに変化したと思われる.そこ

で保存料の有効かっ適正使用の見地から，しょう油製造

業者に対し適切な行政指導が望まれる.

しょう油中のパラオキシ安息香酸の分析については紫

外部吸収法1)， ミクロ{高速液体クロマトグラフ法2)の

報告があるが，いずれもしょう油成分の妨害を受け正確

な測定ができなかった.またガスグロマトグラフ法3)で

はメチル化等の煩雑な操作を必要とする上，低濃度では

メチル化に問題がある.そこで筆者らはパラオキシ安息

香酸の高速液体クロマトグラフイ-(HPLC)による分

析を検討したところ，良好な結果を得たので報告する.

実験方法

1. 装置 高速液体クロマトグラフ:日本分光 TWI

NCLE型，検出器日本分光紫外部分光光度計UVIDE

C 100 III 

2. 試薬ノミラオキシ安息香酸メチル (PHBA-

Met)， エチル (PHBA-Et)，nーフ。チノレ (PHBA-nBu)，

安息香駿 (BA)(以上和光純薬)， イソプロヒ勺レ (PH

BA-isoPr)， イソプチノレ (PHBA-isoBu) (以上関東

化学〕は試薬特級品を，パラオキシ安息香酸 (PHBA)，

n-プロピル (PHBA-nPr)(以上和光純薬〉は純度95%

以上のものを用いた.その他の試薬はすべて特級品を用

いた.

標準溶液;PHBA， PHBAェステル類， BAは各50

mgを正確にばかり，メタノーノレ30mlに溶解したのち水

で 50mlとした.これらを20%メタノールで、適宜希釈し

て標準溶液とした.

3. 分析に用いたしよう油 業務用しょう泊(保存料

添加のもの)19種と無添加のもの1種，計20種を用い

た.

4. 試験溶液の謂製 しょう油5mlをとり，重量を測

定した後，分液ロートに移し， 10%HClで酸性とした.

エチルエーテル30，20および20mlと3回抽出し，エー

テル抽出液を合わせ水5mlで、振りまぜて洗う.エ{テル

をェパポレーターにより400Cで乾固しない程度に減圧濃

縮し， メタノーノレ2mlを加え混和した後，水で 10mlと

した後， ミクロフィルターでろ過したものを試験溶液と

した.

5. HPLCによる定量試験溶液10μfをマイクロシリ

γジにとり， Table 1の測定条件で分析した.定量はピ

{ク高による絶対検量線法で行なった.

6. 検量線の作成 各標準溶液を20%MeOHで希釈

し， PHBAはO.3~5ppm， PHBA-isoPrは1.0~4. Oppm， 

PHBA-isoBuと PHBA-nBuは1.5~5. 0 ppm， B 

Aは100~400ppmの問で検量線を作成し，これを Fig.1

に示した.いずれもそれぞれの範囲で直線性を示した.

またPHBAの検出感度は 2ngであった.

*東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25
* Tama Branch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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Table 1. Determination Conditions for ρ-Hydroxybenzoic Acid (PHBA)， Benzoic Acid 
(BA) and ρ-Hydroxybenzoate Esters (PHBA Esters) by High Performance 
Liquid Chromatography (HPLC) 

Column 4. 6mm x 25cm Zorbax ODS 

Mobile Phase A) O.lM Acetic Acid-0.1M Sodium Acetate-Methanol-Water (4: 1 : 8 : 27) 

町 O.lMAcetic Acid-O.lM Sodium Acetate-Methanol-Water (4: 1 ; 24 ; 11) 

Column Temp. 250 

Flow Rate 1. 7ml/min (Mobile Phase A)， 1. 3ml/min (Mobile Phase B) 

Detector UV (254nm) 

Sensitivity 2xl0-2 AUFS， Recorder Attenation 8 

Sample Size 10μJ 

Chart Speed 5mm/min 

-、
E 
U 、.. 

8.0 

6.0 

:e 4，0 
0 

由

工

者2.0
由

a.. 

。

Fig.1. 

4 

2.0 4.0 a (ppm) 
200 400 b (ppm) 

Calibration Curve of PHBA， BA and 
PHBA Esters 

a) PHBA， PHBA-isoPr， PHBA-iso 
Bu， PHBA-nBu 
b) BA 
1 ; BA 2; PHBA-isoPr 3; PHBA 
4 : PHBA-isoBu， PHBA-nBu 
Condition : Mobile Phase A for 1， 3 

Mobile Phase B for 2， 4 
Range 4 X 10-2 for 1 

Range 2 X 10-2 for 2， 3， 4 

実験結果および考察

1. HPLCの測定条件の検討分析用カラムとして

Finepack C18， ，u-Bondapak C18および ZorbaxODS 

の3種を比較検討したところ， Zorbax ODSが他のカラ

ムよりも PHBA-isoBuと PHBA-nBuの分離におい

て良好でベしかも PHBAとBAの分析も可能なた

め， Zorbax ODSを用いることにした.木原2)はしょう

泊中にその天然成分として含まれているパニリ γ酸が

PHBAを妨害すると報告しているが， Table 1のAの

溶出溶媒を用いたところ， Fig.2に示したようにPHBA

とパニリン酸は完全に分離した.また， しょう油の成分

の1種であり，パニリン酸と類似の構造を持つシリンギ

ン酸とも分離し，同時にBAも分析することができた.

また， Bの溶出溶媒で‘分析した結果をFig.3に示した.

PHBA-Etと PHBA-isoPrの近辺にしよう泊由来の

妨害ピ{クがみられたが，添加された PHBAェステル

の方がはるかに多いので，実際の定量にはさしっかえな

いと思われた.また，PHBA-isoBuと PHBA-nBuが

完全に分離しなかったが， 定量は可能であった. また

PHBAと PHBAェステノレは 254nmで高感度を示し

たので，この波長で測定を行なった.

2. 試験溶液の調製 しょう泊を水で希釈し，直接

HPLCで分析したところ， PHBAの前にしよう泊由

来の大きなピークが現われた. そこでしょう油を HCl

酸性でエーテル拍出したところ， HPLCクロマト上の

妨害物質が減少しベースが安定したため，微量のPHBA

を分析することがで、きた.

3. 添加回収実験 PHBAの標準溶液を水で希釈し，

PHBAとして 20μgと100μgをそれぞれしょう油5mlに

添加し，本法により回収率を求めたところ， Table 2に

示したように回収率は97%と良好な結果が得られた.そ

れぞれ5回測定を行なった時の変動係数は1.1%と0.9%

であった. またBAは200μg，PHBA-isoPr， PHBA-

isoBu， PHBA-nBuは各20μgをそれぞれ同様に添加し

たところ，すべて95%以上の回収率を示した.

4. しよう油の分析業務用しょう油20種〈こいくち

16種， うすくち2種，こいくちとうずくちの混合1種，

Lろしょう油1種〉について，しょう油中の遊離の PH
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Fig. 2. Liquid Chromatograms of Soy Sauc巴

Extract 

a) Non added Soy Sauce 

b) Non added Soy Sauce+PHBA+BA 

1 : PHBA 2: Vanillic Acid 

3 : Syringic Acid 4: BA 

Condition : Mobile Phase A， Range 
2x 10-2 

Se巴 Table1 

BA， BAおよび PHBAェステルの分析を行なった.

その結果を Table3に示した.しょう泊中の PHBAは

こいくちで 2~3ppm， うすくちで 0.8~1. 6ppm 含まれ

ていた.また， しろしょう泊からは検出されなかった.

PHBAの含量がしょう油の種類によって異なるのは，

用いられた原料の種類および量的な違いによるものと思

われる.No.1， No.2， No.3および No.8の試料から

は7~50ppmの PHBA が検出された. No.l， No.2お

よび No.3の試料の製造所では PHBA-nBuを600Cに

加温したプロピレシグリコールに溶解して添加していた

が，この条件では遊離の PHBAは生成しなかった.し

たがって，しょう泊中に完全に不活性化されずに残存し

ていたエステラ{ゼの作用により町添加した PHBAェ

ステルから生成したと息われる.生しょう泊中には PH

BAェステルを分解するエステラーゼが存在することが

o 

Fig.3. 

乱)

bJ 
1 ぜ

s 

3 

4 56  

10 15 20 min 

Liquid Chromatograms of Soy Sauce 

Extract 

a) Non added Soy Sauce 

b) Non added Soy Sauce十Standard

Ch巴micals

1 : PHBA 2: PHBA-Et 

3 : PHBA-isoPr 4: PHBA-nPr 
5 : PHBA-isoBu 6: PHBA-nBu 
Condition : Mobil巴 PhaseB， 

Range 8 X 10-2 

See Table 1 

知られており， PHBAェステルの分解を防ぐためには

生しよう泊を十分加熱し，エステラーゼを不活性化する

必要がある.また， No.8の試料の製造所では PHBA-

nBuを溶解するのに， 5%水酸化ナトリウムを用いて

おり， PHBA-nBuが5%水酸化ナトリウムに対して

20~25%になるように溶解すれば，ほとんど加水分解し

ないが8〉， アルカリの量が PHBA-nBuより相対的に

多いと分解が起こり， PHBAが生成する.アルカリの

添加が過剰だったため高濃度の PHBAが検出された
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Table 2. Recovery of PHBA added to Soy Sauce 

Added (μg) 

。
20 

100 

Found (μg) 

10.6 

29.9 

108.3 

Recovery (%)土
S.D. 

96.5土1.1

97.7土0.9

n=5 

Table 3. Analysis of PHBA， PHBA Esters and 
BA in Soy Sauce 

PHBA-PHBA-PHBA PHBA J. _~~J.~rl.- J:.~J._~n.-.1- ~-~'::J:l.- BA 
Sampl ・oPr isoBu nB 
e (mgjL)よgjL)(mgjL) (mgλ) (mgjkg) 

1 14.0 36.4 

2 11. 2 25.2 

3 7.2 39.2 

4 2.6 46.8 23.4 22.1 

5 2.0 50.7 27.3 23.4 

6 3.7 37.2 19.5 16.9 

7 2.9 33.8 14.3 13.0 

8 51. 5 12.6 

9 2.9 63.0 

10 3.0 422 

11* 470 

12 2.2 430 

13** 0.8 450 

14 2.3 460 

15*** 1.7 460 

16 2.4 450 

17 2.6 440 

18 2.1 440 

19ホ* 1.6 380 

20 2.1 

* White Soy Sauce 
料 ThinSoy Sauce 

料*Normal Soy Sauce十ThinSoy Sauce 

と恩われる.以上のように業務用しょう泊中に遊離の

PHBAをかなり多量に含むものがあることがわかった.

このように PHBA ェステルの相当量が保存効果の~~t、

PHBAに分解してしまうことはしょう油の品質保持に

支障があると同時に，保存料の適正使用の点からも好ま

しくないと思われる.

5. PHBAの確認 PHBAェステルが添加されてい

なかった11種のしょう油のうち 10種からも，微量の

PHBA類似物質を検出したが，その物質が PHBAで

あることを簿層クロマトグラフィー， HPLCおよび紫

外部吸収などの方法により確認した.これらの結果から

PHBAェステルが添加されていないしょう油から検出

した0.8~3ppmの遊離の PHBA はしょう油の天然成分

であると思われた.

まとめ

業務用しょう油中に含まれる遊離の PHBA，PHBA 

エステル類およびBAの HPLCを用いた分析法につい

て検討した.

1) しょう油を塩酸酸性でエ{テル抽出して， これを

減圧濃縮したのち，メタノールおよび水を加えたものを

HPLCで分析したところ，遊離の PHBAをふくめて

高感度で分析することができた.分析には ZorbaxODS 

カラムを用い， PHBAとBAの溶出溶媒としてはO.1M 

酢酸一O.lM酢酸ナトリウムーメタノールー水 (4: 1 

・8: 27)を用いた PHBAェステル類は溶媒混合比

を (4: 1.: 24 : 11)に変えることにより，良好な分離

を示した. 遊離の PHBA，PHBAェステル類および

BAの回収率はすべて95%以上であった.

2) 業務用しょう油中の遊離の PHBAを分析した結

果， O. 8~3ppmの天然由来と思われる PHBA を検出し

た.

また PHBAェステル含有のしょう泊中に天然由来の

PHBAよりも高濃度な遊離の PHBAを検出したものが

あったが， これらの遊離の PHBAは PHBAェステノレ

が加水分解したために生成したものと思われる.

謝辞木研究にあたり，試料の収集および調査にあた

られた食品監視課日野機動班の方々に感謝いたします.

文献

1)木原清:醤研， 5， 204， 1979 

2)木原清:境研， 7， 112， 1981 

3)日本薬学会編:衛生試験法注解， 305~308， 1980， 

金原出版

4)北問善三，関口道子，五十嵐友二・食衛誌， 21， 

480， 1980 

5)古市達也:調科， 9， 4， 1， 1961 

6)食品添加物公定書解説書編集委員会編:第4版食品

添加物公定書解説書， B-743， 1979，広川書庖



報 文 N

生活環境に関する調査研究

REPORTS IV 

PAPERS CONCERNING ON ENVIRONMENTAL HYGIENE 



東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 263-265， 1982 

NOx共存下でのメタノール，イソブロパノールの光酸化反応

太田与洋*坂東 博**，秋元 翠**

Photooxidation of MethanoI and iso-Propanol in the Presence of NOx 

TOMOHIRO OHT AぺHIROSHIBANDOW** and HAJIME AKIMOTO*本

The photolysis of CH30H/CldNOdair and (CH3)2 CHOH/CI2/NOdair at 28土2
0C was studied 

using long-path FTIR method. The primary reactions of methanol and isopropano! with Cl atoms 

wereα-hydrogen abstraction (100%)， and a-hydrogen (85%)， and s-hydrogen abstraction (15%)， 

respectively. The failure to cletect hydroxyalkylperoxy nitrates suggestecl that the oxygen addition to 

a-hydroxy radicals is not important. From the product distribution an upper limit of the ratio of oxygen 

adclition to CH20H and CH3CHOH was estimated to be about 6 and 7 %， r巴spectively. The oxygen 
acldition ratio to (CH3)2COH was very low. The reaction mechanism is also discussed. 

Keywords : photooxidation， methanol， isopropanol 

緒 百

原油の生産の地域的片寄りなどによる供給の不安定

さ，あるいは，原油の資源としての限界などにより，代

替エネルギーが模索されている.そのなかで，自動車な

どに対する石油燃料にかわるものとして，アルコ{ルが

考えられている.すでにブラジルでは，さとうきびなどか

ら造られるエチルアルコ{ルだけで走るアルコール自動

車が法的に奨励されているとの報告がなされている1)

しかし， NOxが共存する汚染大気中にアルコールが放

出されて，太陽光が照射されるとそのアルコールがどう

いうものに転化していくかは充分には理解されていな

い.大気中の NOxと水との反応から班硝酸(HONO)が

生成されそれが光分解することからOHラジカルが生成

し，大気中に放出されたアルコ{ルが水素引き抜き反応

をうけ，アルコ{ルラジカルが生成される.これがNOx

の共存する空気の中で， R02N02の一般裂をもっ過硝酸

物となり高い毒性，あるいは限などへの刺激性を示すよ

うになる可能性が考えられる.この点についても検討を

加える必要がある.

アノレコールとしては，今回は最も簡単なメチルアルコ

ールと，大気中でOHラジカノレの攻撃を受けたとき，安

定なアルコーノレラジカノレを生成すると考えられるイソプ

ロパノーノレを選択した.

実 験

反応装置は関立公害研究所のFT・IR付きのスモッ
グチャンパーを用いた町.内径50cm，長さ350cmで、7941

の容積を持つステンレスシリ Yダーで，内壁はテフロ γ

コーティングされており，内部には 40wattBLBラン

プが14本付けられていて，それが光源である.光路長は

多重反射さすことにより210.8mで‘ある.

本実験では， アルコーノレからOHラジカノレによる水索

引き抜きをさすために， OHラジカルのかわりに塩素原

子を用いた.空気中に低濃度のアルコール， NOx，塩素

を入れ， BLBで照射することにより容易にアルコール

ラジカルと酸素分子， NOxとの反応を観察することが

できる.

メタノールについての初期条件はメタノ{ノレ(1.07 

ppm)/塩素(1.47ppm)/二酸化窒素(1.02ppm)/空気，

イソプロパノールではイソプロパノーノレ(1.01ppm)/塩

素(1.05ppm)/二酸化窒素(1.06ppm)/空気で‘あった.

主たる生成物と反応物の濃度の照射時聞に対するプロフ

ィールをそれぞれ図1，図2に示した.

結果と考察

(1) メタノール系

検出された生成物はホルムアルデヒド， ギ酸， 過硝

酸，硝酸，オゾン，塩酸と，transと cisの亜硝酸であ

る.主生成物は図1に示すように，ホルムアルデヒド，

ギ酸，過硝酸である.この結果から予想される反応スキ

*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 

料国立公害研究所大気環境部
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Fig. 1. Concentratiorトtimeprofile of the photolysis 

。fthe mixture of CHaOH (1. 07ppm)/Clz 
(1. 47ppm)/NOz (1. 02ppm)/air. 

{ムを図3に示した.すなわち塩素原子により反応が開

始されるが， OH一水素の引き抜き (1)は吸熱的で不利で

あり，ほとんど， CHa一水素が引き抜かれる(2). 亜硝酸

メチル，硝酸メチルが検出されなかったこ主もこのこと

を支持している.生成した CHzOHは付加(3)と，水素

引き抜き仏)が可能である. CHz(OH)OONOzの特異な吸

収1720，1300， 800cm→付近の吸収がみられなかった.

HOzNOzが生成しているにもかかわらず，検出されなか

ったことは，O2付加のパスが遅いためだと考えられる.

Bensonの Additiv町 rule白から， .dHg= -33. 6 kcal/ 

mol， .d sg = -30. 2e. u. (250C， 1atm， standard state) 

となり， kaと(3)の逆反応速度定数k_aの比は，1.1 X 1018 
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Fig. 3. Reaction scheme for photooxidation 
。fmethanol 

atm】 1となり逆反応は極めて小さい.したがって， CHzO 反応が主であり，酸素付加が少ないことが報告されてい

とHCOOHの初期生成速度の比から(3)とμ)の反応速度の るが，今回の結果と彼らの結果を合わせて a-ヒドロ

比が求められる.結果として， CH20Hの94%は水素引 キシルラジカルと酸素分子の反応は主として，引き抜き

き抜きを受けると考えられる Carter的らにより，他の であるということがし、える.このことは羽Tashida5lの光

アルコールラジカルで、ある日ーエタノール a-ブタノ{ イオン化マスを用いた aーエタノールの系の実験でも

ルラジカノレと酸素分子との反応ではほとんど引き披きの 認められている.
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Fig. 4. Reaction scheme for photooxidation 

of isopropanol 

(2) イソプロパノ{ル系

生成物はアセトン，アセトアノレデヒド，ベルオキシア

セチルナイトレート (PAN)，ホルムアノレデヒド，ギ酸

オゾン，硝酸，過硝酸，塩酸そして，transと cisの亜

硝酸である.予想される反応スキームを図4に示す.

OH-水素の塩素原子による引き抜きはその結合の強

さ，およびイソプロピルナイトレート，ナイトライトの

検出ができないことから，ほとんどないと考えられる.

a-水素引き抜き(8)とs-水素引き抜き帥が考えられる.
a-水素引き抜きにより生じた (CHa)2COHは O2によ

り，水素の引き抜き帥と日ー炭素への O2付加(9)とが考え

られる.このパスにより主生成物のアセトンの生成を説

明することができる.戸水素引き抜き帥の結果生じた，

CHaCH(OH)CH2ラジカルは O2付加帥が主たるパス

であろうと考える.パス帥を経て生成した，CHaCH(O 

H)CH20は伺により単分子分解し， CH20 とエタノー

ルラジカルを生成する.これも同様に酸素付加帥と水素

引き抜き帥の可能性がある.パス伺によりアセトアルデ

ヒドおよび PANが生成する.制からギ酸が生成する.

生成物分布から， CHaCH(OH)に対する酸素分子の水素

引き抜きの割合は全体に対して， O. 93( =klS/(kI7+klS)) 

となる.アセトンとホルムアルデヒドの初期生成速度の

比から，塩素原子による日一水素引き抜きとs-水素引き
抜きの速度定数比は 5.7となった.

結語

メタノールは NOxが存在している汚染大気中で光酸

化反応を受けると主として，ギ酸とホルムアノレデヒドを

生成する.ホルムアルデヒドはさらに光酸化反応を受

け，大気中のオゾン濃度を増進することになる.イソプ

ロパノールなど他のアルコールで‘も，間接的，直接的に

光化学オキシダントを増加させる.
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負イオン源に関す~一考察

瀬戸 博*

Study of the Reaction Chamber on Negative Chemical Ionization Mass Spectrometry 

HIROSHI SETOホ

The configuration of the chamber in n巴gativechemical ionization (NCI) mass spectrometry was 

studied. A CI/EI (el巴ctronimpact) combination ion source was used with isobutan巴orHdN20 (1/1) 

mixed gas as a reagent gas. The EI chamber was also applied for the reaction chamber. NCI 

reaction occured in thes巴 reactiol1chambers and the possibility of dir巴ctelectron impact ionization was 

excluded. The sensitivity for hexachlorobenzene， obtained from the CI chamber， was higher thal1 that 

from the “EI" chamber. However， a M-Cl+O iOI1 was formed by a side reaction in the CI 
chamber. The NCI spectra of nucleosides and a base， obtained from the CI chamber， showed a 

further degradation and a low intensity of molecular weight-related ion. 1 t was possible to prevent the 

unfavorable degradation when the “EI" chamber was used as NCI reaction chamber. The further 

degradatiol1 in the CI chamber may be attributed to a greater number of collisions of the sample 

and a higher vaporization temperature than that in the “EI" chamber. 1n NCI measurement of 
relatively non-volatile and polar substances such as guanine base or nucleosides， a lower pressure 

in a reaction chamber or a wider cross section of electron impact and/or ion pull out is recommended. 

Keywords: mass spectrometry， negative chemical ionization， ion source， 110rトvolatile substances， nucleosides 

緒 言

最近，質量分析の分野において負イオン化学イオン化

(NCI)法が注目されている.特に電子捕獲型の NC1反

応、は非常に高感度のため有機塩素化合物1-4)や生体成分

の分析5，6)に応用されている. また，反応負イオンの

NC1 (negative reactant ion chemical ionization)も感

度のよい検出法であり，試料分子の構造の情報を得るこ

とができる7目的. 分析装置の改良も進み， 正負イオンを

同時に測定できる 10)ようにまでなっている.

著者は種々の試料について負イオン生成の条件を検討

した.比較的難俸発性の物質については通常のC1チャ

γパーでは測定中の感度の低下や，分解によると思われ

る呉ー常なフラグメ γ トイオ γが生成するなどの支障があ

ることを認めた.そこで，電子衝撃 (E1)用チャンバ

ーを反応室とし外部から反応ガスを通じたところ，難揮

発性の物質においても再現性のある，しかも解析可能な

フラグメントイオンが得られた.

本報では 2つのチャンパーを使用して得られた各々

のデータを比il!皮し，負イオン化学イオン化法におけるイ

オン源の構造とスベクトノレとの関係について考察する.

実 験

質量分析装置 (MS):日本電子 ]MS-D300に同負イ

オン検出器 (MS-NI03)を付し， さらにヒューレット

パッカ{ド HP-5710A ガスクロマトグラフ (GC)

を接続したものを使用した (Fig.1)， C 1 /E 1コンビ

ネーションイオン源の概念図を Fig.2に示した.デ{タ

処理は日本電子 ]MA-2000データ処理システムで行な

った.

分析条件 MS 加速電圧3kV，イオン化電流300μA，

イオン化電圧 70eV および 200eV，反応ガス圧力 0.3~

~1. 5 X 10-5 Torr (イオン源ハウジング内の圧力)， イ

オン源温度220土WC，イオγマルチ電圧1.6kV， GC: 

カラム 2 % QF-1/shimalite W (80-100mesh) 2mm 

世x6feet，温度 カラム160'C，注入部250-C，セパレー

タ250'C，キャリア{ガス ヘリウム30ml/min.

反応ガスおよび試薬 反応ガスは主として， HdN20 

(1 : 1)の混合ガス山を用いたが，一部の実験ではイソ

ブタンも使用した(巴商会東京).試薬はすべて市販品

をそのまま使用した.

操作 (1) 5ppmのヘキサクロロベンゼン (HCB)/

*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 
24一-1，I-lyak刊11叩1口川m孔1l1Cにcho3 chome町， Shi加nJμuk王れω.m.ψ1ト占.
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H 疋ミ三

l昨l 
A P EFP MFP Operoiltion Unit 

Fig. 1. Block Diagram of GC-M8 Equipped with 

Negative 10n Detector Unit. 

GC : gas chromatograph， 8 : separator， 
18 : ion source， 18P : 18 power supply， 

AP : acceleration power supply， 
EF : electrostatic field， 

EFP : EF power supply， 
MF : magnetic field， 
MFP : MF power supply， 

1MP : ion multiplier power supply， 
D : detector. 

nーヘキサン溶液 5μ1(25ng)をGCに注入し，マススベ

クトルを測定，さらにマスクロマトグラフィ{の手法に

より m/z282 (Mつのピ{ク強度 (rawintensityで表

示〉の最大値を求めた.

(2) ヌグレオシドおよび核酸塩基類 (0.5~3μg) を

直接試料導入したのち徐々に 350
0

Cまで加熱し，マスス

ベクトノレを測定した.

(3) 本機種の場合， E 1チャンパーをイオン源とな

るようにセットすると，反応ガス流路が断たれるように

設計されているので，ガス流路も兼ねているチャンパ一

切換用ノブの「アソピ」を利用して反応ガスがE1チャ

ンパーに導入されるように調節した. (Fig.2参照〉

結果および考察

(1) HdN20 混合ガスから生成す15負イオン 反応

ガス圧力を高めると， Table 1に示すように， C1/E1 

両チャンパーともイオン穏の数が増加し全負イオン量も

増加する傾向がある. C 1チャンパーではイオン化電圧

を200eVとして，反応ガスの圧力を高めるとイオン量は

低下する.この実験では，イオ γ源ハウジング内の圧力

表示をもとに反応ガス流量を調節している.反応ガス流

量を一定にしておけば，いずれのチャンパーをセットし

てもイオン源ハウジング内の圧力はほほ.同じであること

から，逆にイオン源ハウジング内の圧力が一定であれ

ば，反応ガス流量は同じとみなすことができる.結局，

同ーの反応ガス流量に対しE1チャンパーを用いた方が

イオン量が多く観測されていることになる.これはE1 

Fig. 2. C1/E1 Combination 10n 8ource. 

1 : C1 chamber， 
2 : ion source (E1 char巾巴r)，
3 : filament， 4・sampleinlet， 
5 : electron trap， 6 : forcus， 
7 : deflector， 8 : gap， 9 : knob 

チャンバーの方が容積が大きく，反応にあずかるガス量

も多いためと考えられる.

ところで 8mitら山によれば， この反応ガスはOH-イ

オンが選択的に生成し分析的にも有用であるとされてい

る.しかし，著者らの実験では形状の異なる 2つのチャ

ンパーでも， OH-イオンが優勢ではなく，むしろ O-=-イ

オンが主であった.彼らの説明によれば

0:+H2ー→OH-+H (+7kcaljmole) 

により OHーが生成する.N20からは 07が生成する 12)

たとえ水素が存在して上記の反応が進行したとしても残

存する 0:-イオンが観測されるはずであるが，彼らのデ

ータには 0:-イオンの記載はない. この点については，

使用機器の違いにもよると思われるが，さらに検討する

必要がある.

(2) NCIスペクトルの比較 (a) パーフルオ口ケ

ロセン (PFK):両チャンバーを使用して得られた PFK

の各々のスベクトノレを Fig.3に示した. C 1チャンパ{

の場合 m/z261， 311， 361などが強くあらわれ， イオ

γの種類も多く観測されるのが特徴である.一方， E 1 

チャンバーを使用した場合の NC1スベクトルは，負イ

オン電子衝撃 (NE1) のそれとよく似ているがm/z80~

150のピークが観測されないことから NE1と区別でき

る. (b) HCB: HCBでは分子イオンピーク Mーの他

は目立つたピークはない (Fig.4). しかし， C 1チャン

バーを使用すると m/z263に (M-Cl+O)ーのイオン

が現われる.これは分析上好ましい現象ではない. C 1 

チャンバー内では圧力が高いため，分子ーイオン反応が
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Table 1. Negative Ion Formation from Mixed Reagent Gas (H2/N20， 1/1) 
raw mtensJty 

chamber CI chamber EI chamber 

ionization voltage (eV) 70 200 200 

pressure (x 10-5 Torr) 0.5 1.5 0.5 1.5 0.5 1.0 1;5 2.0 

m/z IOn 

16 0- 9.0 8.2 5.9 0.9 31. 8 over over over 

17 OH- 0.4 32.0 O. 7 6.3 42.9 229.6 

18 H20- 2.2 9.0 31. 6 

19 F- 1.0 1.3 

26 CN日 24.0 0.8 1.2 

30 NO- 1.0 13.3 0.8 23.2 188.8 over 

31 HNO- 1.8 0.8 5.3 

32 O2- O. 7 129.6 2.4 0.8 10.9 92.8 

35 Cl- 10.4 3.7 15.3 

37 Cl- 2.9 1.2 5.0 

42 CNO- 34.7 0.5 1.3 2.4 

44 NzO- 1.4 12.2 

46 N02- 7.1 0.8 4. 7 

over ; >1000 

]I  I .1 1. 11. l， 11"， I 1， 1， I I 1" 1 I 
Ij'明

L._l_.ユ ー~ーよー..I'...!I .eo

6白 百恥句E

'~l1.llll .11 t" ，I."，J[，"I'I[， [""I，，'1.1 
Fig.3. NCI Spectra of PFK， Obtained from CI and EI Chambers. 
upper : EI chamber (200巴V)，lower: CI chamber (70eV)， 
reagent gas : i-C4H10 1. 5 X 10-5 Torr 

より進行するために生ずるイオンと思われる. (c) ヌ

クレオシドおよび核酸塩基・これらの物質は比較的難揮

発性で，かなり高温 (200~3500C) でないとスベクトル

を与えず，その際，多かれ少なかれ熱分解を伴うものと

思われる.両チャンパ{での比較をFig.5に示した.ま

ず，アデノシン(A)では， C 1チャ γパ{の場合 (M-

H)ーがみられず塩基部(b)のプラグメントイオン (m/z

134)も弱く， 低質量部に分解によると思われるピーク

が強くでている.シチジン(B)では，特に大きな速いは

ない.s-プソイドウリジン (C)で、は， C 1チャンパー
の場合，この化合物の構造的特徴を示す重要なピーク

(b+C2H20)ー，m/z153が弱く低質量部のイオンが強く

なっている.グアニン(D)は，これらの中で最も測定し

にくい難揮発性化合物だが，両チャンパーの差が極めて
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NCI Spectra of HCB， Obtained from CI and EI Chambers. 
upper; EI chamber， lower; CI chamber， reagent gas; i-C4H10 
1.5xlO-5 Torr， ionization voltage; 70eV. 
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i-C4HlO 

HdN20 (1/1) 

狭くしてある.木C1チャンバーの場合，電子ビームの

当たる断面，およびイオンの引き出し口ともに直径 300

μmである. このような構造は，揮発性の物質には好都

合で，本実験でも HCBの例で示したように，良好な感

度が得られている.しかし，比較的難揮発性の物質の場

合には，不規則な分解(主として熱分解〉を起こし易い

ことがわかった.この理由は，チャンバー内圧力を高め

たために，試料の気化温度を引き上げる結果となり，熱

分解をおこすためと考えられる.また，滞留時間が長く

なり衝突回数も増加すると思われる. C 1反応では一般

的にイオン源の汚れが激しい.本実験でも， C 1チャン

ノミーを使用すると，測定中の感度の低化が著しかった.

CI chamber 

ionization voltage(eV) 70 

pressure (x 10→Torr) 0.3 

chamber 

reagent gas 

明瞭にあらわれた例である. E 1チャンパーでは， (M 

-H)-イオンが強く，分解はほとんどみられないのに，

C 1チャンパーで、は， (M-H)ーイオンが弱く，不規則

な分解を示すイオンが数多く出現している.

以上のように，比較的難揮発性の物質では， E 1チャ

ンバーを用いた方がより単純なスベクトルを与え，分解

も少なく，分子量関連のイオン強度が強い.

(3) 感度の比較 25ngのHCBをGCへ注入し，そ

の強度を Table2のような条件で比較した.明らかに，

C 1チャンパーを使用した方がイオン強度は強い.特

に，イソブタンを反応ガスとした場合，著しい差がみら

れる.これは， C 1条件下での電子捕獲反応の速度が，

第3体の圧力に比例する13)ことから当然、とも言える.し

かし， HdN20混合ガスでは，あまり差がなく，強度も

弱L、ので，このガスは電子捕獲型の NCIの反応ガスと

しては，不向きなのかも知れない.

(4) チャンバーの構造の比較検討 C 1チャンパー

は，イオン一分子反応を起こり易くするように設計され

ており，試料分子濃度を高め，反応、カ明スイオンとの衝突

効率を高めるために，コ γパクトで，高い圧力 (0.5~1 

Torr)が得られるようになっている.直接的な電子衝撃

によるイオン化を避けるため，電子ピームの入口面積は



741， 1978 

7) Bruins， A. P.・Anal.Chem.， 51， 967， 1979 

8) Roy， T. A.， Field， F. H. and Lin， Y. Y.: ibid， 

51， 272， 1979 

9) Seto， H.， Okuda， T.， Takesue， T. and Ikemura， 

T.:投稿中

10) Hunt， D. F.， Stafford， G. C.， Crow， F. W. and 

Russel， J. W.: Anal Chem.， 48， 2098， 1976 

11) Smit， A. L. C. and Field， F. H.: ]. Am. Chem. 

Soc.， 99， 6471， 1977 

12) Chantry， J. P.: ]. Chem. Phys.， 51， 3369， 1969 

13) Caledonia， G. E.・Chem.Rev.， 75. 333， 1975 

以上のデ{タから総合的に判断すると，現用のC1チ

ャンパーは NCI反応には必ずしも最良のものではない.

測定対象を比較的難障発性の物質にまで広げるために

は，多少の感度を犠牲にしても，電子照射面積の拡大，

イオγ引き出し口の拡大などが必要であろう.
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度も減少し，やがて観測できなくなることなどから，た

とえE1チャ γパーを使用しても十分な量の反応ガスを

流すかぎり NCI反応が優勢であり，直接的なE1によ

るイオン化は無視できるものと考えられる.

また， E 1チャンバ{を NCI反応に利用すると，副

次的なメリットとして，イオシピ{ムのレンズ系の調整

が容易となり，ほとんど無調整でも NEI測定から NCI

測定に移行できる点があげられる.

A. A. and Marl王ey，S.P.: Science， 201， 

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 1982 

これは，電子，イオンの出入口が共に300μmと狭く，こ

こに汚れが集積するためと考えられた.

E 1チャンパーを使う場合，問題となるのは電子ビー

ムの照射面が大きい(約1.5x6mm)ために直接的な電

子衝撃によるイオン化が起こるのではなし、かということ

である.しかし，スベクトルをみる限りでは， C 1反応

の特徴が良くでている.例えば， PFKでの m/z80~150

のイオン強度の減少とか，反応負イオンの NCIでの

(M-H)ー::TM-がはっきり認められることなどである.

また，反応ガス量を少なくしていくと，試料のイオン強

300 

NCI Spectra of Nucleosides and a Base， 
Obtained from CI and EI Chambers. 
upper : EI chamber， lower: CI chamber， 
reagent gas : HdN20 (1/1) 1. 5 x 10-5 Torr， 
ionization voltage : 200eV. 

A : adenosine， B: cytidine， 
C : s-pseudoUl凶ne，D: gua 
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ドライクリーこンゲ所におけQテトラクロルエチレン濃度について

佐藤泰仁*，多国字宏*，青木 実ぺ小谷野 彰**，吉儀弘史**

Air Concentration of Tetra吃hloroethylenearround Dry-cleaner of Laundries 

Y ASUHITO SA TO大 TAKAHIROTADA*， MINORU AOKI*， 

AKIRA KOY ANO料 andHIROSHI YOSHIGI料

In three dry cleaning factories， concentration of perchloroethylene was measured using passive 

gas monitors and a gas chromatography in order to learn how the air was contaminated by the g3s 

and how the workers were exposed to the gas. 

At all of the measuring points in all the factories TW  A less than threshold value of 50 ppm 

were observed. However， the maximum instantaneous gas concentration measured by the gas 

chromatography reached 250ppm， which value might be recorded when a cover of a washing machine 

containing perchloroethylene was removed and then garments were picked up out of the machine. 

Both the workers who handle the gas and those who do not were exposed to the same volume 

of perchloroethylene if they were working on the same floor or a restricted work area. 

Keywords : environmental survey， dry-cleaning， tetra-chloroethylene 

はじめに 検討したので，その調査結果について報告する.

従来よりドライタリーニ γグ所においては，テトラク 調査方法および分析方法

ロルエチレγ(=パークロルエチレン，以下パーグレン 今回調査を行なったのは3ケ所 (A，B， C)である

と記す)をはじめ，石油系ドライソルベント〈ターペ が， A所のみ夏および冬の時期に行なったが， B，Cにつ

γ， ミネラノレスピリヅト〕およびフッ素系溶剤(フレオ いては中間期である.クリ{ニシグ各所の概要はTable

γ-11，フレオンー113)等の有機溶剤が多量に使用され 1に示す通りである. B所は小規模であるが， A， Cは

ている.最近の実態1)をみると価格の安さ等の点から石 中規模クラスであり，多くの取次庖よりの材料が多く持

油系を利用する所が増えているが，まだドライ=パ{グ ちこまれており，パ{グレン洗浄機の稼動も多いと見う

レγとし、う所が多い.したがってドライタリーニング従 けられた.試料採取については 1ヶ所2日間とし PRO-

事者の健康に関しては， クリ{ニ γグ業法に基づいてパ TEK (DU PONT社製〉有機溶剤ガスモニタリングパ

ークレンのみ健康診断の機会があるが，他の溶剤につい ッヂ(以下ガスパッヂと記す〉を使用し，個人曝露濃度

ては明文化されておらず，今後への問題として残されて については，主にパークレン洗浄作業に従事する者と他

いる.我が国のドライタリーニング所における環境状態 の作業(ア千ロンがけ，整理分包，受付け〉従事者の衣

や健康に関しての調査報告は比較的多くあり 2-7)実態把 服の胸元にパッヂを装着した.気中濃度については作業

握はなされているが，それらの多くは気中濃度としての 場の数ヶ所にガスパッヂを設置し約7時間曝露したが，

とらえ方であるため，作業従事者自身がどの程度の曝露 A所(冬)およびC所についてはノ号{クレ γ洗浄機の周

をうけているかについてはほとんど不明である.今回我 辺にオ{トガスサンプラーとガスクロマトグラフを接続

々は PassiveGas Moniter (=個人用ガスパッヂ〕およ し， 15分間隔で1mlの気中カゃスを吸引し連続分析した.ガ

び連続ガスクロ分析装置を併用させ，パークレ γ使用所 スパッヂの分析方法はパッヂ内の活性炭捕集エレメ γ ト

について環境(気中)濃度と個人曝露濃度の関係，パー を取り出し，2mlのパイアル瓶に直接入れ，脱着溶媒とし

クレンの瞬時濃度およびその経時変化等の実態について て CS2を 2ml加え密栓し，パイアル瓶を30分以上ゆっ

*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 

料東京都豊島区池袋保健所衛生課
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Table 1. Outline of workshops scale 

workshop A 

Efficiency area 280. 4m2 

Efficiency volume 961. 8m3 

Workers number 20 

Amount of machine (Perchrene) 1 

Runningtimes of machine 15-20 time/ day( S) 

10ー11time/day(W) 

Years of use 9 

Consumption of perchrene 600kg/month( S ) 

300kg/month(W) 

Ventilation system natural and forced 

(S) = summer， (W) = winter 

くりと振還し，その溶液を試料溶液とした.また試料溶液

の濃度が高い場合は希釈して用いた.そして試料溶液 1

μJをガスクロマトグラフに注入し， 得られたガスグロ

マトグラムをあらかじめパークレンの標準品で得た検量

線により吸着量を換算し， (1)式により濃度に換算した.

また時間荷重平均(TimeWeighted Average 以下TWA

と記す〉濃度は(2)式により算出した.

mg _ ng _ 吸着量 (ng)
一一一一一 一一一 一一一一一一 …(1) サンデFγグレ 総曝露時

脱着率×
{ト (cm3/min) 間 (min)

TWA濃度(ppm)=旦gs-x 型」空ー(25'C1 atm)…(2) 
分子量

脱着率とは，活性炭に吸着された物質が脱着溶媒に溶

出される割合を意味し，今回は0.98を用いた.またサン

B C 

33. 6m2 151. 5m2 

101. Om3 625. 7m3 

8 14 

1 2 

16 time/day( S) 18 time/day 

8 time/day(W) 

5 2.5， 11 

300kg/month( S) 900kg/month 

150kg/month(W) 

natural and forced natural and forced 

Table 2. Perchrene TW  A concentration of A 

cleaningshop (summer) UNIT. ppm 

perchrene 
1九Torkers 1st day 2nd day 

conc. 

washing (perchrene) 
4.072 1. 735 (lF) 

on person ironing (lF) 0.951 0.581 

washing (water) (lF) 0.490 

ironing (2F) 0.080 0.053 

front of machine 1.918 1. 238 

m alr around of arrange 0.390 0.271 

outdoor 
cIKEliuKURO H. C) 0.001 0.001 

プリングレ{トとは活性炭に吸着される物質の単位時間 て 1 工程(約30~40分〕で，その聞に洗浄，しぼり，乾

当りの量を意味し，今回は35.4を用いた. 燥，脱臭を行なっている.そしてパ{グレンの使用量と

ガスクロマトゲラフ測定条件 しては 1 回当り 100~1501 を循環させている.

装置:島津GC-5A，カラム:ガラスカラム 3x2000 i) A所における結果〈夏〉

mm， 充填剤: Tricresyl phosphate (TCP) 20%， 測定結果は Table2に示したが， 2日間の平均値で気

chromosorb W-A W， DMCS，カラム温度:80'C，検出 中濃度を求めてみると，パ{グレシ洗浄機前が1.58ppm， 

器:ECD (63Ni)，キャリヤーガス:N2(流量60ml/min) 同室内の6~7m離れた仕分け台付近が 0.33ppm となり，

連続ガスクロマトグラフ測定条件 パ{グレンの許容濃度(日本産業衛生学会の勧告値〉は

装置:自動ガスサンプラ-(日本クロマト〉に柴悶 50ppmであることから，パ{グレン洗浄機前はその1/25

FGC-110を接続， カラム:ステンレスカラム 3x2000 以下ということになるが，同時に測定した外気濃度に比

mm，充填剤:Polyethylene glycol600(PEG 600) 5 %， べると 1580倍， 330倍という結果であった.個人曝露濃

Fujichrom A， カラム温度:80'C， 検出器:FID，キ 度についても前記の許容濃度を照合してみると，パ{グ

ャリヤーガス:N2 (流量 30ml/min) レン洗浄従事者は2日間の平均が 2.9ppmであったが，

測定結果および考察 他の作業者は1ppm以下であり，気中濃度を含め予想さ

ノミークレ γ洗浄機による作業はどのクリーニ γグ所で れた高濃度の環境でないことが認められた.このことは

も大体同じようであり，洗濯物(材料)20kg前後に対し 今回の調査は夏期 (9月上旬〉で気温が高く，作業場内
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Table 3. Perchr巴neTW  A concentration of B 

cleaningshop UNIT. ppm 

perchrene 
conc. Workers 1st day 2nd day 

washing (perchrene) 

on person lrolllng 2. 484 

receptionist 1. 928 

front of machine 2.302 

4.017 

3.424 

1.195 

2.799 

in air front of reception 1. 538 O. 846 

outdoor 
(ïiÖ~EÎUKURO H. C) 0.002 0.002 

の扉，窓をすべて開放していたため自然風による希釈拡

散があったためと想定される.当グリ{ニング所は取次

!古よりの材料を相当量扱っているため機械化がすすんで

おり，パークレンの回収装置，換気ファン，自然換気口

などが完備しており，一応理想的(模範的〕なクリ{ニ

ング所と思えるが洗たく材料の取り出しの際，洗浄機の

自動運転時に弁が切り換わる時および再度別の乾燥兼し

わのばし機に入れる時の風乾状態の際，パ{タレンの蒸

散臭が感じられるため，作業場が開放状態でない時期の

再調査が必要と感じられた.

ii) B所における結果

誤u定結果は Table3として示した.同所は代表的小規

模クリーニング所の一つであり，狭いスペースにパーク

レン洗浄機1台をもち，近接してアイロンがけ作業，受

付けとし、う配置形態で、あった.気中濃度を2日間の平均

値でみると，パークレン洗浄機前が2.55ppm，受付カウ

シタ{付近が1.19ppmとなり，ここも許容濃度以下では

あった.しかし配置関係をみると，パ{クレン洗浄作業

および受付けとの距離が近いため，さらに受付けとの間

仕切りがカーテン 1枚のためか，作業場と広の濃度がほ

ぼ均一化されている傾向が認められる.個人曝露濃度に

ついてもパークレシ洗浄従事者とアイロシがけ従事者の

距離が近い (1m)ため，パ{クレン作業従事者と同等の

量を曝露されていることが判った.更に受付者の濃度も

庖全体の均一化傾向と相関する値を示しており，発生源

(パークレン洗浄機〉からの距離も合め間仕切りが不十

分な作業場では，他の作業であっても発生源従事者と同

じ程度の爆露を受けていると言えよう.なお，パークレ

ン洗浄従事者の第一日自の試料はパッヂ不良につき欠測

となった.

iii) A所におけ~結果(冬〉

測定結果を Table4に示す.前回実施において検討課

Table 4. Perchrene TW  A concentration of A 
cleaningshop (winter) UNIT. ppm 

perchrene 
conc. Workers 

washing (perchrene) 
(lF) 

on person ironing (lF) 

arranging (lF) 

ironing (2F) 

front of machine 

in air around of arrange 

1st day 2nd day 

4.705 

1. 479 

3.894 

0.209 

8.618 

5.255 

6.316 

0.235 

2.732 4.094 

2.483 4.186 

td 
(IKEBUKURO H. C) 0.001 0.001 

題が残ったため，今回は冬の時期に同じ測定ポイシトで

行なった. 2日間の平均値で気中濃度を求めてみると，

パ{グレン洗浄機前が3.41ppm，同室内仕分け作業付近

が3.33ppmとなり今回も許容濃度以下ではあった.ま

た，個人曝露濃度についてはパ{クレン洗浄従事者が

6.7ppm，アイロ γがけ従事者が3.4ppm，仕分け作業従

事者が 5.1ppmで， 同じフロア{の人々は作業による違

いはみられず，いずれも前回より高濃度を示していた.

一方， 2 Fのアイロンがけ従事者は0.22ppmと1Fに比

べ1/30以下の濃度であった.今回は作業場の換気フロン

は作動していたが，位置的に広いスベースの中央付近に

あるパークレン洗浄機から遠く，加えて窓，扉の開放が

少ないため，パークレγ洗浄機周辺の蒸散パークレγが

十分に拡散置換できないために生じていると考えられる

ので，作業場内の気流の方向を再調査し，適切な位置へ

の強制ファンの増設等の処置が必要と考えられた.今回

より連続ガスグロマトグラフ装置を導入し，パ{グレン

洗浄機周辺のパークレンの瞬時 (15分間毎〉の濃度の変

動をとらえてみた.その結果を Fig.1として示したが，

その濃度変化は著しく，瞬時的には許容濃度の50ppmを

越える現象が何回かみられている.また，昼前後から夕

方にかけて比較的高濃度になっている傾向がうかがえ，

作業量の大小に関連しているものと思われた.

iv) C 所におけ~結果

測定結果を Table5に示す.問所についても今までと

同じように2日間の平均値を求めてみると気中濃度はパ

ークレン洗浄機前が8.02ppm，同じフロアーの中央付近

が6.78ppm，1階受付けカウンタ{付近が1.64ppmとな

り前述のA，B所より高濃度ではあったが許容濃度を越

えることはなかった.個人曝露濃度については，パーク
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Fig.1. Variation of perchrene concentration of A cleariingshop (winter) 

る場所と区分されている.そのためかパ{タレン使用階

(2 F)の上，下階については気中濃度で1/5，個人曝

露濃度で1/10~1/40の低濃度になっていたが， 2 Fフロ

アについては作業の違いによる濃度差というよりも，作

業の位債による影響の方が大きいと考えられた. ここも

窓等の開放があったが，自然風による拡散は少なく， フ

ロア中央付近にたまってしまうものと考えられる.これ

を助長する要悶として， 1フロアが余り広くないスベ{

スで，処理する材料が多く，洗浄機より取り出したもの

を中央の移動式レ{ルにかけ下階に移しているため，洗

浄済材料からの蒸散が高濃度を起しているとみられる.

また，当所でもガスクロマトグラフィによる気中濃度の

連続分析を行なった. 2日間の変動を Fig.2として示し

たが，今回の場合は許容濃度を越える現象が6回ほどと

らえられるとともに，最高濃度として 250ppmに達する

レン洗浄従事者10.63ppm，同じフロアのアイロンがけ ことが認められた.今回も含め前回のガスグロ連続分析

従事者が1.21ppm， 1 F受付け業務従事者が0.29ppmと の変動をみてみると，各ピ{グ値は連続して起っておら

なり，いずれも基準以下であった.このクリ{ニシグ所 ず，一定の間隔をおいて生じていることがうかがえ， 1 

の場合は作業形態を立体的に行なっており，つまり 2F 作業工程 (30~40分〉による洗浄済材料の取り出し入れ

はパ{クレγの洗浄機を2台とフッ素洗浄機1台(非稼 の際の濃度と判断される.以上3つのクリーユング所に

動〉を置くとともにアイロ γがけ作業も行なっており， ついて調査を行なったが，気中濃度と個人曝露濃度の関

クリーニシグ業のメイ γフロアとなっており， 3 Fは水 係をみるためそれぞれの値をプロットしてみたのがFig.

洗い作業専用フロア， 1 Fに受けおよび仕分け作業をす 3である.

Table 5. Perchrene TW  A concentration of C 

cleaningshop UNIT. ppm 

perchrene 
Workers conc. 1st day 2nd day 

washing (perctIrene〉 11.2909.970
(2F) 

on person ironing (2F) 5. 042 2. 856 

washing (water) (3F) 0.915 1. 508 

receptionist(1F) 0.232 0.351 

front of machine (2F) 9.805 6.231 

in air c巴nterof room (2F) 6.941 6.616 

front of reception (1F) 1. 869 1. 415 

utESbkUROH C〉M010001
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気中濃度，個人曝露濃度共5ppm以内に多く分布して

いるのがみられるが，一部 (C所〉についてはそれ以上

のところにありこれは前述した理由によるものと思われ

る 図中-e-印などはパ{クレ γ従事者を意味している
が，パ{クレン従事者といっても，一日中その作業を行

なっているのではなく，アイロンがけなども行なってい

るため，高濃度曝露の危険性といえば，洗たく物取り出

しの際およひ、パークレγによるシミぬきの時であり，一

日の曝露濃度としてみた場合は，他の作業者に比べても

極端に高いということはないようである.両者の関係式

を求めてみると y=0. 64X +0. 71となり，相関係数も

0.81と高く，危険率0.1%で有意であるとし、う結果が得

られた.

現在，許容濃度については主に二つの評価法があり，

一つは TLV-TWA(時間荷重平均〕で， もう一つは

TLV-STEL (短期間曝露限界〉である.前者は労働時

間の8時聞を前提とした平均値を示しているが，後者は

短時間の曝露濃度という見方で，単位時聞を15分間の最

大濃度としている TLV-STELでの許容濃度はパーク

レンの場合， 日本ではまだ規定されていないが，アメリ

カの米国産業衛生監督者会議(ACGIH)では150ppmを

勧告している.今回の一連の調査においては， TLV-T 

WA値でみるかぎり，どのグリ{ニング所も許容濃度以

下であったが，瞬時的な見方からは許容濃度を越えてい

る現象がみられており，このような現場の調査および行

政指導については，両者の評価法に基づく手法を用いた

データによりチェックを行なう必要があると思われる.

許容濃度を越える原因としては，洗浄機からの材料の

取り出しの際に生じていることが三谷らめの報告にもあ

るが，本来，機械の関口部(取り出し口)はトピラ開放

により機内が陰圧になるように設計されているためリ{

クはないと考えられるので，材料に含有しているものが
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まとめ

今回の調査の結果の大要は以下の如くである.

1) パークレン作業従事者は固定化されてお lり，現場

によって異なるが，平均6.3土3~6ppmの曝露をうけてお

り，これは他の作業者の 3倍になる.しかし，狭い現場

では他の作業者といえども同じ程度の曝露がある.

2) 気中濃度としては一日の平均 (TWA)濃度とし

てはクリーニング所によって異なるが3.2土2.6ppmであ

るが，瞬時的には相当変動しており，今回の場合最高

250ppmが検出された.

3) パークレ γの高濃度を起す要因としては，機械的

なものからのリ{ク，洗浄材料の取り出しの際等の蒸散

が主たることと考えられる.

4) 現在の監視業務では検知管方式によるチェックが

なされているが，常に痕跡程度であり正確な数値の把握

が困難であるため，瞬時的濃度等を検知でぎる手法を取

り入れる必要があると考える.

本研究の概要については，東京都衛生局学会(第69回〉

1982年11月で発表した.
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蒸散するために一時的に高濃度になると判断する.さら

に洗浄機が全自動になっているため，一工程毎に電磁弁

による切り換えがあり，その時にリークと思われるパー

クレγ臭をたびたび感知しており，機械の保守，点検に

ついてもチェックすべきことと考える.

最近，高橋等8)によりクリーニング作業従事者の死悶

調査がなされ，全国平均より若くして死亡すること，男

女共肝臓ガγによる死亡率が高いことを報告している.

したがって，このような現場では低濃度であっても慢

性的影響があるわけで，十分な換気性を考えた設備の配

置，他の代替物の使用，洗浄済材料再脱臭装置の設置な

どの対応により，大気レベルまでは無理としても，より

低濃度に維持することの必要性を強く感じた.
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飲料水の水質と人の健康との関連(第1報〉 水道施設に由来す否有害元素に聞す~調査

佐野英雄ぺ斉藤庄次*，小輪瀬勉*高橋正博*

高橋保雄*，西垣 進*

Relationship between Drinking Water Quality and Human Health (1) 

Investigation of Harmful Elements in Water from Water Supply System 

HIDEO SASANO汽 SHOJISAITO*， TSUTOMU KOW ASE大

MASAHIRO T AKAHASHI*， Y ASUO T AKAHASHI* and SUSUMU NISHIGAKI* 

Keywords:人の健康 humanhealth，水質 waterquality，有害元素 harmfulelements，滞留水 standingwa ter， 

昼間水 runningwater 

はじめに

飲料水と人の健康に関し，硬度が高い給水地域では心

臓血管症や高血圧症による死亡率が低く，軟水の供給を

受けている;地域では逆に死亡率が高いという多くの報

告1-5)がある. WHO. Cardiovascular Disease. Expert 

Committee6)では， 1968年頃からこの地理疫学的調査結

果を重視しているが，その機序は未だ明らかではない.

これらに関連したものとしては重金属，特に Pbと Cd

について討論したもので腸管Caが上昇すると Cdや Pb

などの有害金属の腸管吸収を抑制する効果があるという

論文や， 硬水は軟水よりも腐食性が弱く水道管から Pb

やCdが溶出されにくいとし、う報告などがある.さらに，

Kansas， Missouri7l地方で飲料水中Cd濃度と人体臓器中

Cd濃度との閑に相関を認めているものや，軟水地区の

馬に高血圧症が多く，馬臓器中の Cd蓄積量が高いこと

などが報告町されている. そのほかにも微量 Pbの生体

影響について Thomasら9)は水道水中特に滞留水中の

Pbが多い地域では人血中 Pbの50%が水道水中 Pbによ

ると報告している.一方我が国の水道管は，亜鉛引鋼管

や鉛管などが多い上に水質も浄水過程で秋水化され易い

傾向にあるにもかかわらず，金属の溶出に関する論文は

ほとんどみられない.そこで東京都における水道水につ

いて，水道管直結栓水と受水槽経由栓水中の Pb，Cd， 

Cu， Zn， Fe， Mnの溶出挙動を一夜滞留水と昼間使用

水について調査を行うことにした.

研究方法

1. 調査地区の選定

東京都を代表する水系地区として，多摩川水系から世

田谷区，利根川水系から葛飾区，多摩川，利根川混合水

系として新宿区を選定した.

2. 採水場所および採水条件

世田谷区，葛飾区は屋内の水道管直結栓水各10ケ所か

ら新宿区は受水槽経由庭内給水栓水10ケ所から，一夜

滞留水と昼間使用水を 1対ずつ採水した. (一夜滞留水

とは採水当日の初流水であり，昼間水とは約3分間放流

後の流出水である.) 

実験方法

1 試料水 あらかじめ酸洗浄処理をした白色ポリエ

チレ γピンに51を採水し，そのうちから金属分析用に21

を分取し 11につき有寄金属測定用硝酸3mlを添加した

ものを用意した.

2. 試薬:金属測定標準溶液として原子吸光分析用

1，000ppm溶液を用い， 酸類は有害金属測定用を，その

他の試薬は可能な限り特級以上を使用した.

3. 分析装置

(~)原子吸光分析計: VarianAA-875， CRA-90(Carbon 

Rod Atomizer)， ASD・53(Automatic Sample Dis-
penser) 

(2)自記分光光度計:.Shimadzu-UV-210A 

4. 分析方法:Pb， Cd， Cu， Zn， Mn， Feはプレー

ムレス原子吸光分析法， Ca， Mgはフレ{ム原子吸光分

析法， Na， Kは炎光分析法， その他の項目は上水試験

方法に準じた.

}結果および考察

調査地区における昼間水 (RunningSample)，一夜滞

留水 (StandingSample)の測定結果は Tab!巴1，2の通

*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
* Toky口 MetropolitanResearch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjukuふ1，Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Distribu1:ion Sampling in Setagaya， Katsushika and Shinjuku 

Running Samples 

Element Max. Conc. Min. Conc. Standard 
μg/l μg/l Deviation 

Setagaya 

Cd 。 。
Pb 2 1 0.0 

Cu 5 1 2.0 

Zn 44 30 4.0 

恥1n 6 1 2.0 

Fe 70 30 13.0 

Katsushika 

Cd 。 。
Pb 2 1 0.0 

Cu 14 3 3.0 

Zn 54 44 39.0 

Mn 10 2 3.0 

Fe 80 20 19.0 

Shinjuku 

Cd 2 。 0.4 

Pb 8 。 2.3 

Cu 2 。 0.5 

Zn 141 3 52.0 

Mn 27 2 6.8 

Fe 760 10 203.0 

りである.

多摩川水系の世田谷区，利根川水系の蔦飾区の水質

は， Table 1のように昼間水，一夜滞留水の濃度に大き

な差がみられないのに対し， 混合水系の新宿区は Cd，

Pb， Cu， Zn， Mn， Feの濃度が昼間水よりも滞留水が

高く，オーダーは低いが他2地区と比較して10倍以上も

差がみられるものがあった.このような差の出る原因と

しては，世田谷区，葛飾区は直結栓水を使用する一般家

庭住宅であり，夜間の水洗便所使用による放流などで管

内の滞留時間が短くなることや屋内引込配管の距離が短

いことなどによると考えられる.一方新宿区の場合は受

水槽→高置水槽を経由する上に屋内の配管距離が長く，

水と配管との接触時聞が長くなるため滞留水中の金属濃

度が高くなるものと思われる.さらにこの地区はTable2 

のように Caや Mgが少なく，硬度が世田谷，葛飾両区

よりも低いため腐食性が大きくなり金属類の溶出を強め

ていることが考えられる.

水中の金属類の中で人の健康に有害に働く代表的な元

Standing Samples 

Max. Conc. Min. Conc. Standard 
N ρg/l μg/l Deviation 

10 。 。
10 3 1 1.0 

10 5 2 1.0 

10 50 35 5.0 

10 6 2 1.0 

10 80 44 16.0 

10 。 。
10 3 1 0.6 

10 10 1 3.0 

10 58 44 4.0 

10 12 2 3.0 

10 100 30 22.0 

10 4 1 0.8 

10 50 2 17.3 

10 11 。 2.8 

10 1560 21 429.0 

10 43 5 15.0 

10 5900 20 1947.0 

素は PbとCdである.水道水を1日に21摂取するとし

て， Table 1の最大値から金属量を計算すると，直結栓

水は Pb6μg， Cd 0μg， Cu 20μg， Zn 200μgであり，

受水槽経由栓水は Pb100μg， Cd 8pg， Cu 22μg， Zn 

3120μgになる. この量が直ちに有害であるとはいえな

いが，受水機経由桧水からの有害元素負荷は直結栓水の

約10傍になり， Znは約15倍にもなる.一般的に炊飯，

みそ汁の調理，茶用などに使う水をその都度滞留水を全

部流してから使用することは少ないことから，団地，マ

ンショ γなど受水槽経由栓水を使用する住民は直結栓水

を使用する住民よりも有害元素の曝露が大きくなってい

ることが考えられる.

まとめ

今回の調査から受水槽経由栓水を使用している住民

は，直結栓水を使用している住民よりも Pb，Cdなどの

有害元素に曝露される率の大きいことが判明した.東京

のような大都会では今後もピル住民が増えることが予想

されることから，このような滞留水を飲んでし、る住民を
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Table 2. Distribution Sampling ln Setagaya Katsushika， and Shinjuku 

Running Samples Standing Samples 

Element Max. Conc.， Min. Conc. Standard Max. Conc. Min. Conc. Standard 
mg/l mg/l Deviation N mg/l mg/l Deviation 

Setagaya 

K 1.0 0.9 0.06 10 1.0 0.8 0.06 

Na 16.4 14.6 0.65 10 16.7 14.7 0.75 

Ca 25.6 20.0 2.38 10 24.8 18.4 2.20 

Mg 11. 2 6.3 1.67 10 10.2 6.8 0.99 

Si 10.2 8.6 0.60 10 10.3 8.2 0.60 

SO， 41. 2 36.2 1. 80 10 43.6 36.6 1. 88 

NOa-N 3.0 2.0 0.27 10 3.5 2.0 0.52 

Cl 25.3 17.6 0.30 10 25.3 16.9 3.50 

Katsushika 

K 1.3 1.1 0.04 10 1.2 1.2 0.00 

Na 19.2 11. 3 2.53 10 19.8 17.1 0.81 

Ca 23.2 21. 6 0.62 10 23.2 21. 6 0.43 

Mg 9.2 4.9 1. 04 10 10.2 6.3 1. 30 

Si 10.8 9.7 0.40 10 10.8 10.1 0.20 

SO， 51. 0 38.0 4.60 10 11.0 10.0 5.00 

NOa-N 3.5 1.5 0.50 10 4.0 1.5 0.64 

Cl 26.0 25.3 0.34 10 27.4 24.6 0.80 

Shinjuku 

K 2.3 2.3 0.00 10 2.5 2.4 0.80 

Na 60.0 55.0 1. 40 10 65.0 55.0 2.60 

Ca 15.2 14.4 0.40 10 18.4 13.6 1. 30 

Mg 3.4 1.0 0.70 10 3.9 1.5 0.70 

Si 9.8 9.8 0.00 10 9.7 9.0 1. 30 

SO， 23.1 17.1 1. 60 10 23.3 17.0 1. 60 

NOa-N 0.7 0.5 0.34 10 1.8 1.5 1. 00 

Cl 26.3 16.1 0.80 10 26.3 16.1 0.71 
一一一一一一一一一

対象に血中あるいは毛髪中の Pb，Cdを調査し，水道水 7) Westendorf， J. R. and Middlton， A. C. : J. 

と人の健康についての評価のー資料としたい AWWA， 71， 417， 1979 

文献 8) Elinder， C. G.， Stenstrom， T.， Piscator， M. and 

1) Schroeder， H. A. and Brattleboro， W. : J. A. Linnman L. : Arch. 01 Env. Health， 35， 81， 

M. A.， 172， 1902， 1960 1981 

2) Muss， D. L. : J. A羽パVA.，54， 1371， 1962 9) Thomas， H. F.， Elwood， P. C.，羽Te!sby，E. and 

3) Schroeder， H. A. : J. A. M. A.; 195， 125， 1966 St. Leger， A. S. : Natur， 282， 712， 1979 

4) Masironi， R.， Miesch， A. T.， Crawford， M. D. 10) Moore， M. R. : Sci. 01 Total Env. 7， 109， 

and Hamilton， E.1. : Bull.羽THO，47， 139， 1972 1977 

5) Robertson， J. S. : J. A WW  A， 71， 408， 1979 11) Sharrett， A. R. : Sci. 01 Total Env. 7， 217， 
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GC・FID法による井水中の塩素系炭:化水素の分析

大橋則雄*，矢口久美子*，関山 登ぺ藤沢正吉*

渡、辺 学*，中村 J 弘ぺ松本昌雄本

Analysis of Chlorinated Hydrocarbons in Well Water 

by Gas Chromatography with a Flame Ionization Detector 

NORIO OHHASHI*， KUMIKO Y AGUCHI*， NOBORU SEKIY AMA六

MASAYOSHI FUJISAWA*， SATORU WATANABE*， 

HIROSHI NAKAMURA* and MASAO MATSUMOTO* 

Keywords:悌発性海素系炭化水蒸 volatile chlorina ted .hydrocarbons， 井戸水 wellwater， ヘッドスベース

hefld space，ガスクロマトグラフィー gaschromatography，水素炎イオン化検出器 flameionization detector 

緒言

井戸水中よりしばしば検出される揮発性塩素系炭化水

素〈主とじて， 1， 1， 1-trichloroethal1e 1，1， 1-CH3CCI3， 

trichloroethylene CHC1CCI2， tetrachloroethylene 

CCI2CCI2) は， トリハロメタン分析法1)!こ準じてヘッド

スベース法によりガスグロマトグラワー電子捕獲検出器

(GC-ECD)で測定するのが一般的である. じかし，

ECDは物質により相対感度が著しく異なりダイナミッ

クレンジも狭いので試料中濃度が高い場合，定周波パノレ

ス型ECDでは応答が飽和し希釈して測定しなおしたり，

線源の汚れによる感度の変動がおこることがある.汚染

井戸水の分析例2，3)にみられるような多成分で各物質の

濃度が異なる検水を数多く測定する場合には必ずしも適

した方法とはし、えない.そこで，われわれは水素炎イオ

γ化検出器 (FID)による分析法を検討した FIDによ

るこれら物質の分析例としては， Kolb4，5)や加藤6)の報

告があるが，前者は市販のヘッドスベースオートアナラ

イザーの応用例であり，後者は真空びんを利用して気相

を一度GC試料管に濃縮後，それを加熱しGCに導入す

る方法で，それぞれ一般的でなく操作が繁雑である.わ

れわれは，市販のパイアルびんを用い，前記3種の化合

物のほかにかつて検出例のあったcis-1，2-dichloroethy-

lene (cis-1，2-CHC1CHC1)の4種についてヘッドスベ

ース・GC-FIDによる分析法を検討した.

実験法

装置 ガスグロマトグラフ;島津 GC-7APE周波数

制御型定電流方式， 線源 63Ni10mCi・目立GC163FID

-インテグレ{ター;島津グロマトパック C-R1A:恒

温循環水槽;小松エレクトロニクス CTE-220

試薬 標準物質は和光純薬工業の試薬特級をそのまま

用いた.これらの物質を関東化学の残留農薬用メタノー

ノレて、適宜希釈して標準溶液を作成した.検量線作成のた

めの精製水は蒸留脱イオン水 IIを nーヘキサン100mlで、

2回洗い，ホットスターラ{でゆるやかに沸騰させ，空

試験でガスクロマトグラムに4物質のピークを認めなく

なったことを確かめた後，共栓試薬びんに入れ冷蔵庫に

保存した.

定量方法 1. ECD法;トリハロメタン分析法に準じ

て行なった.すなわち，市販品の容量 63mlのバイアル

びんに検水 50mlを入れ，テフロンシートをはさんでシ

リコンゴム栓をし，中央に穴のあいたアノレミキャップを

クリッパーて、固定した.これを数回転倒し， 20'Cの恒温

水槽中に2時間静置後， ガスタイトシリンジでソミイアノレ

びん中の気相100μJをとり GC-ECDに注入した.検量

線は精製水をパイアルびんに 50ml封入し，これにメタ

ノ{ノレに溶かした標準試薬をマイクロシリンジで， シリ

コンゴム栓を通して直接注入し， よく撹梓した後，試料

と同様に操作し作成した. GCの分析条件は次のとおり

である. 20% Silicone DC-550 Chromosorb W A W 

80/100メッシュ 3mx3mm，カラム温度100'C，注入口

温度250'C，ECDセノレ電流1.OnA，窒素ガス流量50ml/

mm 

2. FID法・検水100mlを容量125mlのパイアルびんに

入れ， ECD法と同様に操作する.それを50'Cの恒温水

槽に2時間静置後，気相2.5mlをGC-FIDに注入した.

GCの分析条件は次のとおりである.20% TCP Chro四

*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 Metrop01itan Research Laboratory of Public Health 
16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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表1. 水中の塩素系炭化水素の検出限界

検出限界 (ppb)
化 メ口弘 物

ECD法FID法

1，1，I-CH3CCI3 3 0.5' 

cis-l，2-CHCICHCI 4 50 

CHClCCl2 2 2.0、

CCl2CCl2 2 0.3 

表 2 FID法の変動係数(%)

化 メ口』 物

1， 1， l-CH3CCI3 

cis-l，2-CHCICHCI 

CHClCCl2 

CCl2CCl2 

試料注入量 2.5ml 

各試料濃度 100ppb 

n=lO 

平衡温度

50
0

C 70
0

C 

3.8 5.6 

3.5 4.9 

5.4 7.9 

5.6 8.2 

mosorb ¥ヘTA W DMCS 80/100メッシュ 3mx3mm，

カラム温度80
0C，注入口温度1400C，窒素ガス流量50ml

/min， Range 10， Attenuation 1 

各物質の検出限界は，インテグレータ{のピーク面積

が1000μV.sを示す濃度をもって表わした.

結果と考察

FID~去と ECD法との検出限界の比較 ECD法と FID

法による各物質の検出限界を表1に示す ECD法の各

物質の感度は， 1，1， l-CH3CCI3， CHCICCI2， CCl2CCl2 

に対しては高いが， cis-l，2-CHCICHCIに対しては著

しく低い.これは4物質の気液相聞の分配率の違い7)に

よるものではなく， ECDの cis-l，2-CHCICHCIに対

する応答の悪さ8)に起因する.

一方， FID法は測定物質の絶対量が最低lng以上必要

であるために試料注入量は 2.5mlと多くなるが，各物質

共ほぼ同じ検出感度を示した.平衡温度を50
0Cから70l:

に上昇させた場合，気相への分配率はクロロホルムの場

合9) と同様に，各物質共約2倍増加した.各温度におけ

る変動係数を表2に示したように再現性もそれほど惑く

なく充分定量が可能であった.また，塩化ナトリウムま

たは硫酸アンモニウム 20gの添加で各物質共約2倍に分

配率が上昇した.よって，平衡温度の上昇と塩類の添加

により 4物質共lppbまでの検出が可能で、あった.

検量線と測定範囲 FID法による各物質の検量線を図

o 1.1，1・CH3CCL3

107， • els叶，2-CHClCHCL
*" CHCLCCL2 t 
• CCL2CCl2 • 

tω 闘)' 10
6 

ず
;;. 
:a. • 
10' 

偲ω 2・
4 • 
a0ω 10 ・

2・
• 

103， 

2・
• 
163 1O

2 1O' 1 10 
Concent同 tion (ppm) 

図1. GC-FID法による塩素系炭化水素の検量線

1に示す.各物質共 lppbレベルから 10ppmレベルま

での広い濃度範囲で直線を示し，へンリーの法則に従っ

た.汚染井戸水を分析する場合に，森田2)や加藤ら3)は

これらの物質が最大値で数ppmのレベルで‘検出されるこ

とがあると報告しており，幅広い濃度範囲の測定が必要

で，このために， ECD法では4物質を1回で測定する

ことができず，検水の希釈などの繁雑な操作が必要とな

ってくる.これに対し， FID法は広い濃度範囲で4物質

が同時に測定可能であり，個々の濃度差の大きい多数の

検体の連続演u定に有利な方法であるといえる.

妨害物質とカラム充てん剤 FID法で分析した汚染井

戸水のガスグロマトグラムを図2に示す.これまでに約

300件の井戸水について分析を行なったが， 4物質の他

に特にピークは検出されなかった.図3に標準物質のガ

スクロマトグラムを示したように， benzene， toluene， 

chloroform， bromodichloromethaneなどとの分離が可

能であった.また平衡温度が高温の場合，ガスタイトシ

リγジで採取した気相中の水蒸気の影響が心配される

が，半年間頻度高く分析を行なってもカラムの劣化は認

められなかった.なお， BX-lもこれら4物質の分離定

量に使用可能であった.

まとめ

井水中の海発性塩素系炭化水素の測定法として，ヘッ

ドスベース・GC-FID法について検討した.その結果，

GC-ECD法は物質による感度差が大きく， 測定できる

濃度範囲も狭いが， GC-FID法は， 1，1， l-CH3CCI3， 
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c 

a 

b 

d 

。 5 10 15 
Retention Time (min) 

図 2. GC-FID法による汚染井戸水のガスクロマト

グラム

a : 1，1， 1-trichloroethane， 

b : cis-1，2-dichloroethylene， 

c : trichloroethylene， d: tetrachloroethylene 

cis-1，2-CHCICHCI， CHCICCん，CCl2CCl2の4物質

について 1ppbレベルから 10ppmレベルまで広い濃度範

囲で検量線が直線性を示し，検出限界も 1ppb程度で実

用性の高い分析法であった.

(木研究の概要は日本公衆衛生学会総会第40回名古屋

大会1981年10月で発表した.) 
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の総トリハロメタン測定方法(案〉について，水道協
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c 

f 
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Retention Time (min) 

図 3. GC-FID法による標準物質のガスクロマト

グラム

a : 1， l，l-t 
b : cis-1，2-dichloroethylene， c: benzene， 

d : chloroform， e: trichloroethylene， 
f : toluene， g: tetrachloroethylene， 
h : bromodichloromethane 

各試料濃度 10ppb 平衡温度 50'C 
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水中の下水臭揮発性硫黄化合物の分析

矢口久美子犬大橋則雄*，関山 登て渡辺 学*

藤沢正吉，中村 弘*，松吋本昌雄*

Determination of Sewage-Odorous Volatile Sulphur Compounds in Water 

KUMIKO YAGUCHI*， NORIO OHASHI'i'， NOBORU SEKIYAMA*， SATORU WATANABE汽

MASA YOSHI FUJISA羽TA，日IROSHINAKAMURA* aiid MASAO MATSUMOTO* 

Keywords:下水臭 sewageodor，揮発性硫黄化合物'volatilesulphur compounds，ヘッドスベース法 headspace 

analysis，水 water

まえがき

我々が水質検査を行なっている多摩地区の井戸水のう

ち約5%に異臭を認め，その中で下水臭のする水が最も

多い.そこでこのような下水臭の質を解明するために，

成分の一部であるひと考えられる揮発性硫黄化合物の分

析法を検討することにした.

水中の悪臭成分の分析方法として武藤らのヘッドスペ

ース法2)や加藤らの真空びん法3)， パプロング法4)があ

る.武藤らのヘッドスベース法は特別の装置と多量の検

水が必要である.真空びん法やパプリング法も低温濃縮

法の一種で操作が煩雑であり，液体酸素などを寒剤とし

て使うため，水蒸気や空気による汚染も生じやすく分析

がむずかしい面がある.そこで我々は筒使に測定できる

方法として 100ml用ノミイアルびんを用いたヘッドスベー

ス法と炎光光度検出器 (FPD)付ガスクロマトグラフに

よる分析を検討した結果，実用的に応用できることがわ

かったので報告する.

実験方法

1. 試薬

70
0

Cの恒温水槽中に30分間静置し，上部の気相をガスタ

イトシリンジで 1ml採取し， FPD付ガスクロマトグラ

フにより測定した.検量線は50
0

Cに30分間静置した.

4. ガスクロマトグラフィーの条件

カラム:25% TCEP chromosorb P 3mガラスカラ

ム，または 5% PPE chromosorb W 3mガラスカラ

ム. カラム温度:70oC. 導入部温度:130"C.キャリア

ガス流量:50ml/min. 

5. 水中の臭関値の測定

メチルメノレカブタン，エチルメルカブタンは 0.01ppb

~0.1ppbまで 8 種，硫化メチノレ，硫化エチルは O.05ppb

~l. Oppbまで7種，二硫化炭素はO.01ppm~0. 06ppmま

で6種の標準液を次のように調製した.まず初めにメチ

ルメノレカブタンは 1ppmから 10ppmの濃度になるように

メチルアルコールに溶かし標準列を調製した.それらを

活性炭を通して無臭にした水11に10μfずつ注入し，標

準液中のメチルアノレコ{ル濃度が一定になるようにし

た.他の化合物についても同様にして調製した.臭閥値

は 6~10人の当所職員が前記の標準列を試験し，半数以

メチルメノレカプ夕刊硫化メチノレ，二硫化ジメチルは 上が臭いを感じた低い方の濃度とした.

yg臭物質試験用の標準液(和光純薬).エチノレメルカプタ 6. 水試料

ン，二硫化炭素，硫化エチルは試薬特級(和光純薬〕を 下水臭のした井戸水，河川水および下水処理場流入

残農用ベンゼンで希釈して使用した. 水.

2. 装置 結果と考察

ガスクロマトグラフ:FPD付ガスクロマトグラフ(日 1. 分析条件の検討

立163型). 恒温水槽の温度を40
0

C，50
o

C， 60
o

C， 70'Cの4段階に

3. 分析方法 かえ，バイアルびん中の気液相聞の化合物の濃度が平衡

市販の 100ml用プレバイアルびん(全容量は125ml) に達する時間について検討を行なった.結果を図 1と図

に検水100mlを採取し，テフロンシートにシリコンセプ 2に示す.ガスクロマトグラフにおける感度が物質によ

タを重ねてふたをし，アルミシールで固定した. 40'C~ り異なるのでそれぞれメチルメノレカブタンは2.5ppb，硫

*東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25
* Tama Branch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190. Japan 
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分間静止の条件で測定した検量線を示す.変動係数が5

~7%であったが，いずれの化合物も両対数目盛で直線

性があり，本法は定量分析にも応用できる.恒温水槽を

700Cにした時はメチルメルカブタン， エチノレメノレカプタ

γについては変動が大きすぎて定量分析は不可能であっ

た.

図4に本法で用いた2種類のGCカラムを使用した時

化メチノレは 8.5ppb，二硫化ジメチルは 10ppb水溶液を

用いたが 3化合物ともいずれの温度においても30分間

で平衡に達した.

表1に恒温水槽の温度を変えて測定した時の各温度に

おける変動係数を示す.また図3に50
0

Cの恒温水槽に30

120 
(分)

二硫化ジメチルの温度7]1]平衡時間

試料:O.Olppm水溶液
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60 
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図 2.



285 33， 1982 者良年研衛京東

A D 

B 

A: 

F D 

F 

E 

自

(min.) retention 
20 

Cmin.) 
15 10 

retentlon tlme 

5% PPE 5ring ehrornosorb W 

揮発性硫黄化合物lの2種のGCーカラムにおけるガスクロマトグラム
A : CS2 B : CHsSH C: C2HsSH D: (CHa)2S 

E : (C2Hs)2S F : (CHa)2S2 

25% TCEP chrornosorb P 

図 4.

下水臭・腐敗臭の水の GC-FPDによる分析

検出化 物メ込
同

表 3.

未確認
化合物数

臭いの種類類種
(CHふS2

3 

3 

- - 1 

+ +十件 4 

+ +十一 2 

+ 

2 

CHaSH 

+ 

(CHa)2S 

十十

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
十十

+ 

CS2 

+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
 

下水臭

下水臭

下水臭

下水臭

硫化水素様臭

硫化水素様臭

腐敗臭

腐敗臭

腐敗臭

腐敗臭

A

B

C

D

E

F

G

H

I

J

 

の

井ー 水戸

水

下水処理場流入水

・検出限界未満

+ : CHaSH検出限界以上 lppb未満
CS2， (CHa)2S， (CHa)2S2検出限界以上 5ppb未満

件:CHaSH lppb以上

CS2， (CHS)2S， (CHa)2S2 5ppb以上

+ 
+ 

臭

臭水

下

下

A 

B 

水)11 河

十十十十水臭下



Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 1982 286 

円のヱω
】

M
ω
M

。ωM
CS2 

4
0ゐ
》
《

I

司
由

8
3
s
d
n
z
ω
ぽ

ωiH

CH3SCH3 

unknown 

下水臭井戸水のガスク Pマトグラム

カラム:25% TCEP chromosorb P 

恒温水槽:50
0

C 
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区15. 
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下水臭河川水Aのガスクロマトグラム
カラム:5% PPE 5ring chromosorb W 

恒温水槽:70"C 

たものを十十で表示した.ほとんどの検水から二硫化炭素

と硫化メチルの2種類が検出された. メチルメノレカブタ

ンや二硫化ジメチルは臭いの強かった河川水や下水処理

場流入水からは検出されたが，井戸水からは検出されな

かった.なお，環境水の分析例として図5に井戸水 A

の，図6に河川水Aの，図7に下水処理場流入水のガス

クロマトグラムを示す.

まとめ

水の下水臭成分の一部である低沸点硫黄化合物(メチ

ルメルカプ夕刊エチルメルカプ夕刊二硫化炭素，硫

化メチノレ，二硫化ジメチル〉についてパイアルびんを用

いたヘッドスベース法と FPDーガスクロマトグラフィー

による方法を検討した 100ml用パイアルびんに検水

のクロマトグラムを示す.下水臭の水からしばしば検出

される低沸点硫黄化合物の分離は25%TCEP chromo-

sorb Pの方が良いが， 硫化メチルと二硫化炭素の分離

が惑い.しかし 5%PPEでは分離するので2つのカラ

ムを併用するとよい.

2. 検出限界と臭闇値

本法による検出限界と臭閥値との関係を表2に示す.

ここにみられるように硫化メチルと硫化エチルは恒温水

槽700Cにおいて閥値付近まで測定できる.メルカブタン

類については臭閥値が著しく低く関値のー桁上が測定下

限であった.しかし，実際に分析した環境水ではメチル

メルカブタンは 0.5ppb以上含まれており，定性的な確

認はでき実用的には充分に応用できる.

3. 下水臭のす~水の分析

以上の方法を用いて下水臭や腐敗臭のする井戸水，河

川水，下水処理場流入水を分析した結果を表3に示す.

臭閥値の低いメチルメルカブタンについては 1ppb以上

検出したものを11-，それ以外の化合物についてはほぼ臭

閥値の10倍程度の濃度をめやすとして 5ppb以上検出し

retention time 

図 6.
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unknown 100ml."a"入れ，恒温水槽40'C，50'C， 60'C， 70'Cに30分

間静置し，気相をガスクロマトグラフに注入することに

よって分析を行なう.50'Cでは変動係数も少なく定量性

も良好である.しかし70'Cではメルカブタン類は変動係

数が大きくなり定量性i乙とぼしかった.本法を使って下

水臭の水を実際に分析した結果，多くの試料から4種の

硫黄化合物〈二硫化炭素， メチノレメノレカプタ γ，硫化メ

チル，二硫化ジメチル〉が確認された.以上のように本

法は揮発性硫黄化合物の分析に有効な方法である.
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1)高橋正宏:下水道協会雑誌， 17(196)， 50， 1980 

2)悪臭の測定等に関する研究報告書(昭和51年度環

境庁委託研究):日本環境衛生セγター， 96， 1977 

3)加藤結夫，イ中山伸次:横浜国立大学環境科学研究セ

ンター紀要， 2(1)， 13， 1976 
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ド」 初版， 238， 1975，三共出版
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図 7. 下水処理場流入水のガスクロマトグラム
カラム:5% PPE 5ring chromosorb W 

恒温水槽:40'C 
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下水道未整備地域の水質汚濁について(第4報〕 平井川水質の経年変化

栃木 博*，押田裕子ぺ有賀孝成大池島伸至*

中村 弘*，松本国雄*

Studies of Water Pollution in the Area without Sewer Systems (IV) 

The Annual Change of Water QuaIity in the Hirai River 
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緒 言

大都市周辺の地域は下水道が未整備のままベッドタウ

γとして発展しているため，新興住宅の建設が進むにつ

れその地域の中小河川は生活排水等の流入によりその汚

濁が問題となっている1) そこで著者らは，東京都西多

摩地区において，近年，町のベッドタウ γ化lこともない

水質汚濁が問題となっている日の出町の平井川に注目

し，昭和50年から当河川の水質調査を実施してきた.す

でに第1報幻.第2報3)において当初の汚濁状況につい

ては報告した.その後， 日の出町もさらにベッドタウン

化も進み，発展をとげている.こうした背景における平

井川水質の経年変化を10地点について観察しているが，

今回は人間活動の影響が大きく反映する下流の3地点の

水質変化を検討したので報告する.

調査方法

1. 調査期間および測定地点 本報では昭和50年2月

より56年12月まで毎月 1聞の計83聞の測定を行った.な

お採水にあたって降雨日および台風等大雨による異常流

量の時は避けた.図1に測定地点を示したが，これらの

地点の特徴を次に示す.

st. 1 付近は森林で川幅わずか 2~3m の沢であり，汚

染源は特になく本調査の対照地点とした.

st.2 この地点の上流部には，約2，000人の市街化区

域があるが，ほとんど人口の増加はみられない.

st.3 st.2より1.8km下流の地点で，この流域が最も

ベッドタウン化が進んでおり，人口増加が顕著な地域で

ある.

st.4 st.3より1.3km下流の地点で，この流域におい

てもベッドタウン化，それにともなう人口増加が認めら

れる.

2. 測定項目および方法

水質測定項目は， BOD(ウィ γクラー・アジ化ナトリ

ウム変法)， COD (過マンガン酸カリウム・酸性直火5

分法)，アンモニア性窒素(ネスラ{法)， リン酸イオン

(モリブデンフ事ル{法)， MBAS (メチレンフールー法)，

塩素イオン(硝酸第二水銀法)，濁度(比濁法)，大腸菌

群数(デオキシコ{レート培地法〉の計8種をとりあげ

た.

結果

図2-1，2-2に各測定項目の水質の経年変化を示した.

大腸菌群数を除く測定項目については，各年における測

定値の平均値と標準偏差により，大腸菌群数は個々の測

定値をそのままプロットして経年変化を示した.

BOD st.1は各年平均 0.2mg/1程度である st.2は

各年平均1mg/1前後であるが，時々環境基準の2mg/1を

上回ることがあり，標準偏差が大きくなっている st.3

は50年に2mg/1を上回ることがしばしばあり標準偏差が

大きく平均値も高かったが， 51年以後平均1mg/1程度に

減少し標準偏差も小さくなっている st.4は各年平均 1

mg/l程度で、標準偏差は小さい.

COD st.1は各年平均 0.3mg/1程度である.st. 2~4 

とも 50年~53年の頃は1mg/1を上回る値もみられ標準偏

差も大きかったが，その後高い値はみられなくなり平均

値も0.5mg/1前後に減少している.

アンモ二ア性窒素 st.1は全く検出されていない.

st.2は50年に0.05mg/1を上回る値もみられたが，その

*東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25
* Tama Branch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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平井川水質の経年変化

きくなっているが各年平均O.lmg/1程度で、経年変化は認

iめられない st.3は50年が平均0.2mg/1で、あるがその後

0.3mg/1程度に増加している.st.4は50年から53年にか

けてやや増加傾向がみられたが，その後平均 0.25mg/1

程度で変化はみられない.

図 2-2.

後この値を超えることはなくなった.st. 3， 4は各年平均

0.05mg/1前後で経年変化はみられず， st.3はO.lmg/1

以上の値もみられるため標準偏差は大きい.

リン酸イオン st.lは各年平均0.05mg/1程度である.

st.2は53年55年には突発的な高い値により標準偏差が大
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雑 担ド

表1. 日の出町における排水処理形態

し 尿水

無処理浄化槽処理 浄化槽処理
くみ取り

河川放流 吸い込み 河川放流 吸い込み 河川放流 吸い込み

昭和50年 1000人(9%) 0人(0%) 5300人(48%)4700人(43%) 1250人(11%)750人(7%) 9000人(82%)

56 2500 (18) 650 (5) 6000 (43) 4750 (34) 3100 (22) 1100 (8) 9700 (70) 

65(推定)3950 (20) 1000 (5) 8850 (45) 5900 (30) 5500 (28) 2400 (12) 11800 (60) 

表 2. 生活排水の汚濁原単位4)

昭和65年

し尿 雑排水

一一一一一一一一一一一一一一一

昭和45年
項目 一一一

言十 し尿 雑排水

BOD 44 13 31 64~84 

COD 22 6.5 15.5 32~42 

S S 40 10 30 58~76 

全蜜素 12 9 3 13 

全リ γ 1.4 0.57 0.83 2.2 

備 考

13 51~71 

6.5 25.5~35.5 

10 48~66 

9 4 

0.57 1. 63 

年に 1~2g/人・日の増加とみる

COD= BOD/2 

SS: BOD=0.9: 1 

ドイツと同じ

合成洗剤使用量増加

(単位:g) 

MBAS st.1は全く検出されていない st.2，..._;3とも

突発的なO.lmg/lを上回る値により標準偏差，平均値と

も高くなる年があるが，経年変化は特に認められない.

塩素イオン st.1は各年平均3mg/l程度である st.2

は平均6mg/l前後， st.3， 4は平均8mg/l前後で変動は

みられず，標準偏差は一定しており経年変化は認められ

ない.

濁度 st.1は毎年平均0.5mg/l以下である. st.2は

51年に2mg/lを上聞る値もみられたが，その後みられな

くなった st.3は50年から52年にかけて平均 2mg/lで

5mg/lを上回る値もしばしばみられたが，その後平均 1

mg/l前後に減少し標準偏差も小さくなっている st.4

は平均1.5mg/l前後で‘経年変化は認められない.

大腸菌群数 st.1においても 100個/ml以下の大腸菌

が検出されている. st.2 は 50 年から 54年にかけて 1~

1，000個/mlのレベルで、あったが，その後100個Imlを上

回ることはなくなった st.3は50年から54年にかけて，

st.4は 50年から52年にかけて1O~1O，000個Imlのレベル

であったものが， その後減少傾向がみられ， 100個/ml

を上回る回数は減少している.しかし， st. 2~4 はほと

んど環境基準の 1，000MPN/100mlを上回っている.

考察

経年変化をまとめてみると， st. 2~4では BOD，アン

モニア性窒素， MBAS， ~昼索イオンについてはほとん

ど変化は認められない. st. 2~4 の COD， st.2~3 の濁

度については測定値の有意差は認められないが，標準偏

差は小さくなり，年間平均値も減少傾向を示し，大腸菌

群数については st.2~4 で明らかにそのレベルの減少が

観察される. リン酸イオンのみが st.4で50年から53年

にかけやや増加の傾向がみられるが，これ以後上昇傾向

がみられなくなった.以上により日の出町を流れる平井

川の水質はほとんど経年変化をしていないと考えられ

る.

しかし，町の人口は50年の11，000人が56年の13，900人

と26%増加しており，特にベッドタウシ化の進んでいる

st. 2~4 の流域の人口は6， 850人から10， 000人へと46%の

増加をみている.そこで平井川への BOD排出負荷量を

日の出町の排水処理形態(表1)の雑排水と浄化槽処理

水の河川放流人口および生活排水の汚濁原単位〈表2)

等に基つ@いて算出を試みた.表2によると雑排水のBOD

等の原単位は毎年増加する.これは生活水準の向上にと

もなって 1人当たりの水道水使用量も増加し，排水量お

よび汚濁負荷量も増大していくからである. たとえば

日の出町の1人当たりの水道水使用量は50年1901，56年

2801で急激に増加している.これはトイレの水洗化 (1

人約601/日汽普及率 50年18%・56年30%)による場加

量をはるかに上回っている.このような推移により，平

井川への BOD排出負荷量は概算で50年の 210kgから56
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年の300kgへと44%増加していることになる.また，こ

の負荷量に占める雑排水および浄化槽放流水の割合をみ

るとそれぞれ50年は97.5%・2.5%，56年は95%・5%

で大部分は雑排水である. 一方， COD. SS・全窒素・

全りんについても BOD同様の負荷量の増加が推定され

る.

こうしたベッドタウ γ化による人口増加および生活様

式の変化にともなう排出負荷量の増加にもかかわらず，

平井川の汚濁の進行がみられないのは，平井川への流入

負荷量が増加していないためと考えられ，この原因とし

ては次のことがあげられる.

町で50年以降積極的に河川の汚濁防止対策にとりく

み， 52年には排出負荷量の大部分を占める雑排水の集水

桝による処理の指導，すなわち，集水桝の清掃の励行，

新築住宅等における集水桝の設置の推進を行っており，

雑排水の負荷量がかなり削減できたこと，このことは53

年以降 COD，潟度が高い値を示すことが少なくなり，

その平均値は減少傾向を示し，さらにこれにともなうと

考えられる大腸菌群数のレベルの減少もみられることか

ら推定される.大腸菌群数の減少については，この他に

浄化槽放流水の次亜塩素酸塩による消毒強化の効果も考

えられる.この他表1にみられるように負荷量の大部分

を占める無処理の雑排水の放流人口がそれほど増加せ

ず，浄化槽による処理人口が2倍以上に増加しているこ

とは，排出負荷量の削減に貢献していると考えられる.

一方，町の指導や広報等により住民の河川汚濁防止に対

する関心が高まり，河川をゴミ捨て場とする従来の意識

はなくなり，河川へ汚濁物を流入させない工夫，たとえ

ば台所の食物などの残澄や油を厨芥として取り去ること

も行われてきたことが反映している結果と考えられる.

まとめ

1. ベッドタウ γ化の進行している東京都多摩地区の

日の出町を流れる平井川について昭和50年から56年にか

けて水質調査を行った結果，人口が増加し，排出汚濁負

荷量も増加しているにもかかわらず，汚濁の進行はみら

れなかった.この原因は町が積極的に平井川の汚濁防止

に取りくみ，特に負荷量の大部分を占める雑排水の集水

桝による処理の指導等により，川に直接流入する負荷量

が増加していないためと推定される.

2. 今後さらに人口増加等による負荷量の増加が予想

されるが，下水道が整備されるまでの汚濁防止対策とし

ては，雑排水の集水桝等による処理の徹底へ 浄化槽放

流水の三次処理の推進，有りん洗剤の使用の削減等が考

えられる.

謝辞本調査を実施するにあたり，採水を行ない多数

の資料を提供された日の出町役場衛生課の方々に深謝い

たします.
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三次処理水に関する衛生学的研究(第2報〉 下水・再利用水中の多環芳香族炭化水素

有賀孝成*押田裕子汽栃本 博*，中村 弘*，松本昌雄キ

Hygienic;~Studies on Tertiary Treatment Waters (11) 

Polynuclear Aromatic Hydrocarbons in Sewage and Reuse Water 

TAKANARI ARIGA*， HIROKO OSHIDA*， HIROSHI TOCHIMOTOヘ
HIROSHI NAKAMURA* and MASAO MATSUMOTO* 

Th巴 levels of 6 polynuclear aromatic hydrocarbons (P AHs) in raw sewage and reuse water 

co!lected from 12 office buildings and 10 sewage treatment plants in Tokyo metropolitan area during 

th巴 periodfrom January to March in 1982 were investigated. 

The analytical technique for the quantitative determination of P AHs in the water sampl巴sutilized 

benzene extraction， cleanup with florisil， reversed・phaseliquid chromatography， and fluorescence 

detection. The recovery of the 6 PAHs from raw sewage ranged from 84 to 97% (average 89%) and 

the lower limit detection was between 0.5ng/l and 1. Ong/Z in samples. 

P AHs were detected in the nanogram per liter range in all the samples. Levels of the total 

concentration of 6 P AHs in raw sewages from office buildings and sewage treatment plants were 

23~424 ng/l(average 136 ng/l)and 41~546時/1 (average 164ng/l) respectively; in reuse waters 6~65 

ng/l (average 29 ng/l) and 9~48 ng/l (average 24 ng/l) respectively; and in effluents of sewage 

treatment plants 13~88ng/l (average 39ng/l). 

A considerable reduction of PAHs was noted as a result of the water treatment. The levels of 

the total concen tra tion of 6 P AHs in the reuse wa ters were below 200ng/l， the value recommended 
by WHO， for drinking water. 

区eywords: polynuclear aromatic hydrocarbons， tertiary treatment water， reuse water， raw sewage， effluent， 

office build ing， s巴wagetreatment plant， HPLC， fluoresc巴ncedetection 

緒 言 を有するものが知られており，環境汚染物質あるし、は環

大都市における水需要の増大にともない，水資源を安 境汚染の指標物質として注目されている.WHOは1971

定的に確保する施策の一環として，下水処理場，業務周 年に飲料水中の6つの PAHの合計(総 PAH)の最大

ピルあるいは工場からの排水を高度処理した後，雑用水 許容量 (200ng!りを勧告した4) PAHは地下水あるい

等に再利用する，いわゆる中水道が注目され，その設置 は河川水中にもその存在は認められているが，工場排水

が積極的に推進されている1，町.再利用水は工業用水また あるいは生活排水からはより高い濃度で検出されてい

は水洗便所用水に限定されている場合もあるが，散水， るの. 中水道はこれらの排水を原水として利用すること

環境用水(池，流水等)，空調用水あるいは洗車用水等 から，再利用水の安全性を確認する上で， PAHのレベ

にも利用されている.今後，再利用水の用途はいっそう ルを調査することは重要であると考える.

多様化すると考えられるが，それと同時にその水質につ 今回，著者らは水試料中の PAHの分析法として，高

いては高い衛生学的安全性が求められるのは当然であ 速液体クロマトグラフィ -(HPLC)ー蛍光光度法につ

弘前報めでは三次処理水の水質特性から生じる塩素消 いて検討し， WHOが勧告した6つの PAH，すなわち

毒時の問題点を指摘し，塩素化合物を中心に種々の有機 fluoranthene (Fl)， benzo (b) fluoranthene (BbF)， 

化合物を検出したのでその結果を報告した benzo(めfluoranthene(BkF)， benzo(α)pyrene (BaP)， 

多環芳香族炭化水素 (PAH)はその中に強い発がん性 benzo(ghi)perylene(BghiP)および indeno(l，2， 3-cd) 

*東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25
* Tama Branch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 Japan 
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pyr巴ne(lP)を業務用ピルおよび下水処理場の下水および

再利用水等について調査したので，その成績を報告する.

実験方法

1. 試料

採水は1982年1月から 3月までの期聞に行った.試料

は東京都内の業務用ピノレ12施設の原水と再利用水および

下水処理場10施設(うち，再利用のための三次処理を行

っているものは4施設〉の流入水，放流水および再利用

水である.

2. 装置
1) 高速液体クロマトグラフ:日本分光 TW1NCLE

型

2) 分光蛍光光度計:日本分光 FP-550A型

3. 試薬

1) PAH混合標準溶液:Fl， BaP(以上，和光純薬)，

1P (関東化学)， BghiP， BkF， BbF (以上， Aldrich 

Chemical)をそれぞれ，ベγゼγで100μg/mlとなるよ

うに調製し，標準原液とした.この液をベソゼシで希釈

し，それぞれの濃度が， Fl， BbF， BghiPおよび 1P

は0.5μg/ml，BkFおよび BaPは 0.25μg/mlとなる

ような混合溶液を調製した.なお，添加回収実験用の

PAH混合標準溶液は標準原液をアセトニトリルで希釈

して調製した.

2) フロリジルカラム:フロリジル 60-100mesh 

(Floridin)を1400で4時間活性化した後，デシケ{タ

ー中で放冷し，水を2%の割合で加えてよく振り混ぜ，

4時間以上放置した後，その10gを内径1.Ocm，長さ30cm

のガラスカヲムにベンゼンを用いて湿式充てんし，ベソ

ゼγ 50mlで洗浄して使用した.

3) ぺγゼγは nanograde(Mal1inkrodt)，無水硫酸

ナトリウムおよびエタノールは残留農薬試験用(和光純

薬〕を用い，その他の試薬はすべて特級品を用いた.

4. PAHの分析法

試料 51を分液ロートに取り，エタノール100mlを加

えた後，ベγゼγ100mlずつで3回抽出した.振とうは

振とう機を用いて 10分間行い， ペソゼシ層は遠心分離

(3，000rpm， 10分間〉して得た.抽出液は無水硫酸ナト

りウムで脱水後， KD濃縮器を用いて1mlまで濃縮し，

カラムグロマト用試験溶液とした. グリーンアップはあ

らかじめ調製したフロリジルカラムにカラムグロマト用

試験溶液の全量を入れ，これをベンゼン 60mlで溶出し

た(流速 2ml/min). 溶出液はKD濃縮器で濃縮後，

1.0mlとし HPLC用試験溶液とした.

HPLCおよび分光蛍光光度計の条件は次の通りであ

る.

カラム:0.26 x 25cm， HC-ODS， 10μm， C1s(Perkin 

Elmer)，試料注入量 :5μJ

Fl， BbF， BkF， BaPおよび BghiPの訊u定;移動

膚:アセトニトリルー水 (80:20)，流速:1. Oml/min， 

励起波長:360nm，蛍光波長:430nm 

.1 Pの測定;移動層:100%アセトニトリル，流速・

0.5ml/min，励起波長:360nm，蛍光波長:500nm 

PAHの濃度はあらかじめ標準溶液のピ{ク高から作

成した検量線から求めた.

なお，放流水および再利用水からの抽出操作は採水当

日に行った.

5. その他の測定項目

pH，' CODおよび懸濁物質 (SS)の測定は JIS法6)

によった.

結果および考察

1. 分析j去の検討

PAHの抽出率および回収率の検討は PAH混合標準

溶液0.5mlを下水処理場の流入水 (SS273mg/l， COD 

1l8mg/l) 51に添加して行った.抽出率は蒸留水を用い

た場合には1回目で96%以上であったが，下水の場合は

1 回の抽出では72~78% と低く 2 回抽出でも91~96%

であった.そこで抽出は3回行い， 95~100%の抽出率

を得た.

クリ {γアップはフロリジノレカラムを用い，抽出溶媒

と同じベγゼYで、溶出する簡便な方法で、充分で、あった.

PAH混合標準溶液 1.0mlを加え，ベンゼンで溶出し，

溶出液を5mlずつ分取し， PAH含量を測定した結果，

6つのPAHはいずれも40mlまでに溶出し，回収率は91

~98%の範囲であった.

検出器の励起波長および蛍光波長はそれぞれの PAH

が同等の感度が得られるように選択した. 1 Pを除く 5

Table 1. Recoveries of Six P AHs from 
Raw Sewage制

Compound Added 
(ng/l) 

Fluoranthene 50 

B巴nzo(b) fluora凶hen 50 

Benzo (k) fluoranthene 25 

Benzo (a) pyrene 25 

Benzo (ghi) perylen 50 

1ndeno (1，2，3-cd) pyrene 50 

判 SS273mg/l， COD 1l8mg/1 
l判 Averageof three measurement 

Recovery判
く%)

96.7 

88.6 

93.7 

85.3 

87.6 

83.9 
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Liquid Chromatograms of P AHs in Raw Sewage from 0 Sewage Treatment Plant 
(A) Mobile phase : acetonitrile-water (80 : 20)， Flow rate : 1. Oml/min， 
Detector wavelength : ex 360nm， em 430nm 
Mobile phase : 100% acetonitrile， Flow rate : 0.5mIJmin， 
Detector wavelength : ex 360nm， em 500nm 

Column : 0.26 x 25cm， HC-ODS， 10μm， C18 paking (Perkin Elmer)， Sample size : 5μJ 

Peak 1: Fluoranthene， 2: Benzo (b) fluoranthene， 3 : Benzo (k) fluoranthene， 

4 : Benzo (a) pyrene， 5 : benzo (ghi) perylene， 6 : Indeno (1，2， 3-cd) pyrene 

(8) (A) 

Fig.1. 

(B) 

の，さらに， 活性炭処理 (E， L)あるいはオゾン酸化

(A， K)を併用するものもあった.再利用水の目標水質

は各施設で、異なっていたが， SS は 5~10!Úg/l ， CODは

10~15mg/1 の範囲であって， この目標値をよ回ったも

のは SSで1件(K)，CODで2件 (G，H)だけであっ

た.このことから，各施設ともその運転状態はほぼ正常

であったと考えられる.

原水中の総PAH濃度は23~424ng/1の広い範囲であっ

たが， SSあるいは COD値との相関は特に認められなか

った. 6つの PAHのうち， Fl， BkF， BaPおよび IP

はすべての試料から検出されたが，BbFおよび BghiP

は検出されないものもあった.試料中の6つの PAHの

濃度比率はすべての試料で似た傾向を示し， Flは他の

PAHに比較して特に高かった.

再利用水中の総 PAH濃度は原水に比較してD，E， 

Gの3例を除いてl桁位低く ，6~65ng/1 の範囲であっ

つのPAHは励起波長 360nm，蛍光波長430rimで同時に

測定することが可能で、あったが， 1 Pの浪u定は励起波長

360nm，蛍光波長500nmで行う必要があった.

本分析法の全行程の回収率は Table1に示した通り，

3 回の平均で84~97% (平均89%)の範囲であった.ま

た 6つの PAHの検出限界はそれぞれ，BkFおよび

BaPで， 0.5ng/l， Fl， BbF， BghiPおよび IPは1.0

ng/lであった.

下水処理場の流入水中の PAHのクロマトグラムの一

例を Fig.lに示した.

2. 業務用ビル中水道の原水および再利用水

原水および再利用水の分析結果を Table2に示した.

原水の種類はピルの全排水(I~L)，冷却塔プロー水と

雑排水 (A~G) および厨房排水のみのもの (H) とがあ

った.再利用水はすべて三次処理されており，その方法

は沈澱，生物処理の後に砂ろ過して塩素消毒を行うも
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Table 2. Concentration of Six P AHs in Raw Sewage and Reuse Water from Office Building 

Compound (ng/l) Office building Range Mean 
A B C D E F G H I K L 

Fluoranthene S *1 122 84 172 14 8 226 19 31 42 120 32 57 8-226 77 

R*2 4 3 12 11 7 29 17 3 20 17 4 35 3-35 14 

Benzo (b) fluoranthen S 23 4 60 2 4 45 2 6 17 6 ND 27 ND-60 16 

R 2 2 2 6 4 7 10 ND 9 2 ND 10 ND-10 4.5 

Benzo (k) fluoranthen S 12 3 30 1 2 17 1 3 8 3 1 14 1-30 7.9 

R l 1 l 3 l 3 5 ND 4 1 ND 5 ND-5 2.1 

Benzo (a) pyrene S 19 4 66 1 3 6 2 4 14 5 2 20 2-66 12 

R l 1 1 4 2 2 6 1 7 1 ND 4 ND-7 2.5 

B巴nzo(ghi) perylene S 17 9 47 3 2 18 ND 5 12 ND ND 17 ND-47 11 

R NDND 3 3 3 4 5 ND 9NDND 5 ND-9 2. 7 

lndeno (1， 2， 3-cd) pyrene S 12 5 49 2 4 17 2 2 12 3 6 17 2-49 11 

R 3 2 2 4 3 4 7 2 10 ND 2 6 ND-10 3.8 

Total PAH S 205 109 424 23 23 329 26 51 105 137 41' 152 23-424 136 

R 11 9 21 31 20 49白 50 6 59 21 6 65 6-65 29 

pH S 7.16.87.46.88.57.07.24.08.07.58.77.3 4.0-'---8.7 7.2 

R 7.87.37.77.07.47.17.27.37.56.07.57.3 6.0-7.8 7.3 

SS (mg/l) S 145. 69 31 24 4 160 19 444 336 139 237 63 4-444 139 

R 2 3 8 7 3 2 5 10 2 1 12 。 0-12 4.6 
COD (mg/l) S 98 62 33 58 11 76 22 450 264 78 132 34 11-450 110 

R 4.44.06.24.40.65.6 12 123.69.25.81.8 0.6-12 5.8 
一一・一 一 一一一一

*1 1コ:(awsewage 

*2 Reuse water 

た.また，試料中の PAHの濃度比率は原水と同じ傾向を 再利用水は場内の清掃用水等の雑用水としての利用の他

示し， Flはすべての試料から検出され，濃度も他のPAH に，工業用水 (V)，清掃工場の焼却灰の冷却用水 (S，

に比較して高く，総PAHの大半を占めるものが多かっ T)あるいは鉄道車両の洗浄用水 (U)等として他の施

た.総 PAH濃度は WHOが飲料水について勧告した 設にも供給されていた.再利用水の水質は業務用ピ、ノレと

200ng/1 という値より 1~2桁低いもので、あった.また， 比較して， CODの平均値は約2倍高く， SSも21mg/1と

発がん性を有する BaP，BkFおよび BghiPの合計は 高いものがあった.

原水では 3~51ng/1 (平均値31ng/のであったが，再利 流入水中の総 PAH 濃度は 41~546ng/1 の範囲で，業

用水では ND~20ng/1 (平均値7.3ng/l)の範囲で、あった. 務用ピルの原水とほぼ同レベルであった.また， 6つの

一般に，水処理には 4~10時聞を要し，原水の水質も変 PAH はし、ずれもすべての試料から検出され，それぞれ

動することから，再利用水と原水は直接対応するもので の濃度比率は業務用ピルの原水と同じ傾向であった.

はないが，再利用水中の総PAHの残存率は原水中の総 放流水中の総 PAH 濃度は 13~88ng/1 の範囲で，流

PAH に対して，半数以上の 7 件が 5~15%の範囲であ 入水中の総 PAHに対する残存率は半数以上の6件が

った 4.8~27%の範囲で，かなり低減されたレベルになって

3. 下水処理場の流入水，放流水および再利用水 いた.また， PAHの濃度比率は流入水と同じ傾向であ

分析結果を Table3に示した. った.

再利用施設 (4ケ所〉はいずれも放流水の一部を原水 再利用水中の総 PAH 濃度は 9~48ng/1 の範囲で，こ

とし，これを三次処理するものであった.処理方法は業 れは業務用ピルの再利用水と同じレベルで、あった. ま

務用ピルと同様，砂ろ過した後塩素消毒を行うものであ た，流入水の総 PAH に対する残存率は 2.7~32%の範

ったが， SおよびV処理場では凝集沈澱も行っていた. 囲であった.発がん性を有する 3つの PAHの合計は流
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Concentration of Six P AHs in Raw Sewage， Effluent and Reuse Water from 
Sewage Treatment Plant 

Table 3. 
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Benzo (b) fluoranthene 

Benzo (k) fluoranthene 
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lndeno (1，2， 3-cd) pyrene 

Tota! PAH 

pH 

SS (mgjl) 

COD (mgjl) 

*1 P Kaw sewage 

*2 Effluent 

*3 Reuse water 

(流入水)あるいは放流水と同じ傾向を示したことから，

6つの PAHii¥，、ずれも水処理の過程では同じ挙動を示

すものと考えられる.

まとめ

東京都内の業務用ビル中水道の原水および再利用水な

らびに下水処理場の流入水，放流水および再利用水中の

PAH濃度を調査した.

業務用ピル中水道の原水および下水処理場の流入1) 

入水で・は 1O~144ngjl(平均値44ngjのであったが，放流

水では 2~32ngjl (平均値 12ngjl)，再利用水では 2~7

ngjl (平均値4ng/l)の範囲であった.

原水(流入水〉中の PAHは水処理の過程で減少する

傾向を示した.これは， PAHが水処理の過程で SS，

活性炭等による吸着，細菌による分解あるいは残留塩素

およびオゾン等によって分解されたためと思われる町.

しかし，再利用水中の6つの PAHの濃度比率は原水
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水中の総 PAH濃度はそれぞれ，23~424ng/1 (平均値 から検出された.このことは6つの PAHが水処理の過

136ngjl) および41~546ngjl (平均値164ngjl)で，ほぼ 程では同じ挙動を示すためと考えられる.

同レベルで、あった. 文 献

2) 業務用ピノレおよび下水処理場の再利用水中の総 1)娠井茂宏:公害と対策， 16， (7)2， 1980 

PAH 濃度は 6~65ngjl (平均値 28ngjl)の範囲で 3)市川博昭:用水と廃水， 21， (1)5， 1979 

WHOが飲料水について勧告した値 (200ngjl)よりかな 3)中村 弘，斉藤庄次，高橋正博，松本淳彦，根津尚

り低い値であった.また，発がん性を有するBaP，BbF 光，三村秀一 東京衛研年報， 29-1， 367， 1978 

および BghiP の合計は ND~20ngjl (平均値 6.4ngjl) 4) WHO， International Standards for Drinking 

の範囲であった Water，3rd Edition， Geneva， 1971 

3) 下水処理場の放流水中の総 PAH 濃度は13~88ng 5) Harrison， R. M.， Perry， R. and Welling， R. A. 

jl (平均値 39ngjl)の範囲であった WaterRes.， 9， 331， 1975 

4) 試料中の 6つの PAH濃度比率はすべての試料で 6)日本規格協会， 工場排水試験方法， JIS K 0102， 

同じ傾向を示し， Flの比率が最も高く，すべての試料 1981 
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SeasonaI Changes of Mite Fauna and Population 

in Four Concrete Apartrnent Houses 

MIDORI YOSHIKAWA*， KIYOSHI HANAOKA料 andYURIKO Y AMADA料*

From May 1981 through 1982， mites in house dust samples were examined monthly in six-straw-mat 

bedrooms of four concrete apartment houses. 

A totaI of 19，518 mhes were colIected. At least 21 families， 29 genera and 33 species were represented 

in the coIIection. Pyroglyphidae accounts for 74.7% of aII the mites coIIected. The average mite 

numbers in each month reached a peak in ]uly.' Pyroglyphiclae， Cheyletida巴 andOribatei had th巴ir

peaks in ]uly; however， Glycyphagidae and Acaridae had their' peaks in November and December 

respectively. 

Clustering analysis which studied the relation between mite fauna and its changes of mite numbers 

in each month showed that twe1ve months were separated into two groups such as summ巴ror winter 

group， although each month has 'high correlation coefficients with each other. 

Keyword日:dermatitis 

Introduction 

Many kinds of mites live in house dust in ]apan. Of these mites， Dermatophagoides spp. of Pyro-

glyphidae become an aIIergen which cause bronchial asthma to house dust sensitive patientsl-2l. In addition， 

some mites such as Tydeidae， Pyemotidae and Cheyletidae cause itching dermatitis. Th巴 cheyletidsare 

especiaIIy important species for Tokyo residents as they are the cause of itching dermatitis or r巴drashes 

suffered by the residents of many concrete apartment houses in summer and autumn in the Tokyo ar巴a3-5l.

Thus， data concerning how mites increase or decreas巴 insuch houses by season and what kinds of mites 

live in such houses are required in order to prevent the above problems. Although th巴 mitefauna in 

]apanese houses has already been investigated in past years by Oshima6-8l and Miyamoto et al9l， docume-

ntation of the recent changes in the fauna and population are needed because the ecological tendency has 

slightly changed from year to year. 

From May 1981 to April 1982， th巴 mitefauna and population were investigated in four concrete 

apartment houses in the Tama area of Tokyo. Only tatami rooms were selected for this survey because 

the straw mats of tatami rooms are not easy to clean . with a vacuum sweeper because of the unevenness 

and thickness of the suiface. The seasonal 'changes were checked at monthly intervals. 

Collection 

This survey was conducted near th巴 endof every month. Using a vacuum sweeper， dust samples were 

coIIected from the surface of a six-straw-mat bedroom in each of four hous巴s，which were built 5，6， 7 and 

9 years ago and were closed in the daytime since aII the adult residents make a Iivelihood outside th巴lr

homes， while their children attend kindergartens or schools. A core of porous paper was inserted into 

the distal end of the vacuum sweeper for serving as a repository of the dust coIIection10l. Each sample 

was weighed in the Hino Health Centre and aII of it was examined for this investigation. The samples 

were sieved through a 10-mesh sieve. The sieved dust was stirred with saturat巴dsodium chloride solution 

*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 PubIic Hea1th 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・1m，Tokyo， 160 ]apan 
料東京都日野保健所衛生課

***東京都八王子保健所衛生課
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and then centrifuged. The supernatant were filtered and the mites were picked up from the filter paper 

with a needle. Al1 the mites collected were identified; however， when only a fragment of a mite was 

found so that its identification was impossible， it is mentioned as“indet九 Themites in each sample 

wer巴 calculatedas those in one gram dust. 

Result日

1. Mite fauna 

A total of 19， 518 mites wer巴 collectedin the four houses. At least 21 families， 29 genera and 33 

species were represent巴din the collection (Tabl巴).Pyroglyphidae has the highest frequency of 74.7% among 

the 21 families. Of these pyroglyphids， Dermatoρhagoides accounts for 86.1% as D. farinae was 11.7% 

。fthe pyroglyphids and D.ρteronyssinus 74.4%. However， Dermatothagoides would be over 99% of 
Pyroglyphidae， if“indet" pyroglyphids were added to Dermatothagoides since most of them were thought to 

be D. farinae or D.ρteronyssinus. Glycyphagidae of 7.4% is next to Pyroglyphidae in its frequency. 

G. domesticus accounts for 93.5% of Glycyphagidae. The third highest in occurrence was Cheyletidae 

with 5.3%， fol1owed by Haplochthoniidae， 3.1%; Tarsonemidae， 2.9%; Acaridae， 2.8%; and 

Cosmochthoniidae， 1. 4%. The percentage of the remaining mites in each family accounted for less than 1%. 

2. Changes in mite population 

Table 1. Mites collected from four houses in the period from May 1981 through April 1982 

Mites No. Mites No. 

Ascidae Acaridae 

Blattisocius keegani 11 Tyroρhgus tutrescentiae 216 
Blattisocius dentriticus 11 Suidasia nesbitti 2 
indet 18 Acarus siro 278 
Ameroseiidae 

Acaridae hypopus 11 
Kleemanniaρlumosus 2 

indet 
indet 2 

37 

Phytoseiidae 44 Carpoglyphidae 

Laelapidae Carρoglythus lactis 2 

Androlaelats casalis 3 Glycyphagidae 

indet Gamasida 13 Glycyρhagus domesticus 1346 
Tydeida巴 28 Glycythagusρrivatus 2 
Bdellidae 43 Leρidoglythus destructor 8 
Cunaxidae 23 

indet 84 
Pygmephoridae 7 

Pyroglyphidae 
Tarsonemidae 567 
Cheyletidae Dermatothagoides farinae 1703 

Cheyletus malaccensis 142 Dermatothagoides tteronyssinus 10846 

Cheyletus trouessarti 57 Hirstia domicola 33 

Cheyletus spp. 219 Euroglythus maynei 10 
Cheletomorρha letidoρterorum 47 indet 1985 
Chelacarotsis sp. 87 Haplochthoniidae 
Bak sp. 42 Hatlochthonius simtlex 606 
indet 440 

Tetranychidae 56 
Cosmochthoniidae 

Tenuipalpidae 13 Cosmochthonius reticulatus 269 

Tuckerel1idae 3 Other Oribatei 33 

Chortoglyphidae 
TOTAL 19518 

Chortoglythus spp. 169 
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Th巴 numbersof mites col1ected in four houses were averaged monthly (Fig.1). The average mite 

numbers in each month reach a peak in July， but afterwards they continue to decrease until April. The 

standard deviation has wide ranges in September and November sinc巴 th巴 mitenumb巴rscol1ected in those 

two months were quite different in each house; for example， the numbers col1ected in four houses differed 

from 151 to 960 in September， while from 142 to 970 in November. 

The increase and decrease of six mite groups such as Gamasid証， Tarsonemidae， Cheyletidae， Glycypha-

gidae， Acaridae and Oribatei in each month are shown in graphs (Fig.2). Gamasida population has its 

peak in September， although: the numbers are smal1 in al1 months. Tarsonemidae has thr巴epeaks， i.巴 in

July， October and April. The tarsonemids in April are about tWC> times Iarger in number in July， while 

Glycyphagidae and Acaridae have their peaks in November and December respectively. The changes of 

these six mit巴 groups，howeすer，are not Iarge in number compar号dwith thos巴 ofpyroglyphids (Fig.3). 

The Pyroglyphidae reach巴sthe peak of its population in July si!lce it has a ris巴 andf al1 similar to the 

average line of Fig.1 as pyrqglyphids account for over 70% of the al1 mites col1ected. In order to know 

what part of the mite numbers col1ected in the houses are pyroglyphids they are compared with the other 

mite families in percentages in each mpnth (Fig.4). 

Factors which may affect the change of mite population excel?t seasons are also checked in each hous巴

(Table 2). The chisquare test was used for comparing differences between mite numbers and years after 

じonstructionof the house， aすerageper person area space of a house， or how often the residents clean their 

r'ooms in a week. No difference appeared. between .mite numb巴rsand other factors at the. 5 % level. 

However， the difference between mite numbers and area space was significant at the 10% level. 

3. Clustering analysis using mite fauna imd season 

The mite fauna simi1arity in each month was checked using the c1ustering analysis of correlation coeffi-

cients (Fig.5). Twelve months were clustered using 

mite numbers in each mite fauna group for the pur-

pose of showing how a month is affected by mite 

numbers in mite fauna groups and how the month 

is related to the other months in terms of its mite 

fauna. The kinds of mites ;used for this analysis 

wer巴elevengroups such as Gamasida， a total number 

of Tydeidae， Bdel1idae and yunaxidae， Tarso附 ni-

dae， Cheyletidae， a total of Tetranychidae， Te-

nuipalpida巴 and Tuckerellidae; Chortoglyphidae， 

Acaridae， Glycyphagidae， Pyroglyphidae， Haploch-

thoniidae and Cosmochthoniidae. In this analysis， 

mite fauna was most similar in a group of May and 

June， in August and October， and in December and 

March. The next most similar group was that of 

November， December and March， and that of Ja-

nuary and April. The third most similar was a 

group of July， August， October and February， and 

the fourth was a group which was made by a lin-

kage of the two second groups. The third group， 

which linked May. ai:i.d ]ilh色;• made the. fifth.. 'Fhe ω ー

fourth group clustered by September became th巴
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sixth. Th巴 fifthand sixth mad巴 thefinal linkage. 

AI1 these groups， however， had very high correla-

tion coefficients with each other. 

Discus圃ion

The average mite numbers in each month rea・

ched a peak in July. This r巴sultwas produced by 

high humidity and the temperature of .the air， as 

mites often breed in damp places， and the mite 

numb巴rswill be larger if the temperature is higher. 

Standard deviatioI1 had wide ranges in some months 

for two reasons: One is that two of the houses had 

twice as' ma:ny' II1it郎、as.. the other two houses in 
total numb巴rs(Table、め;The second is that ther巴
were rapid increases of G. domesticus in November 

and December in one house and A. siro in December 

in another house. These rapid increases might have 

been caused by bad food controls since G. domesti-

cus likes to feed on dry fishes and A. siro eats 

many kinds of human foods. 

The occurrences of cheyletids in each house 

ranged only from 4 to 7 %， although Cheyletidae 
was third high in its frequency in al1 the mites 

col1ected. The cheyletids usual1y bite humans and 

causeitching dermatitis. But no such problems were 

found In this survey. This fact agre巴swith our 

theory iq which itching problems occur very seldom 

in such houses， • as cheyletids account for less than 
10% of all the mites col1ectedll). Cheyletids feed 

on other mites such as pyroglyphids or acarids， but 

sometimes they bite humans by mistake. How often 

humans are bitten by this mite depends on the 

occurrence percentage of Cheyletidae. That is， the 
higher the occurrence of the mite， the mor巴 often

humans are bitten. 

Most of the mites col1ected in th巴 dustwere 

D. farinae and D.ρteronyssinus since al1 the house 

dust was col1ected from bedrooms. D. farinae and 

D. tteronyssinus feed on dandruH which is easily accumulated around bedding. D.ρteronyssinus was 

col1ected much more frequently than D. farinae in this sur'i'ey. These two species were compared in a 

graph (Fig.6). The sl?pe of rise and fal1 of D. farinae， is gradual， while it is sharp in D.ρtronyssinus. 

D.ρteronyssinus needs higher relative humidity in its surrounding air than D. farinae for its growth when 

their equilibrium activities are calculatedI2-14>. Matsumoto mentioned that D. farinae can live in a place 

where the air contains nearly 60% R. H. when foods for mite retain at least 13% of their water content15九
but as for D.ρteronyssinus， Spieksma mentioned that tl;lca is 、acorrelation between the degree of dampness 
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500 

month tvl 

Mite numbers and factors which may 

affect changes in the number 

Mite Years after Space m帥 Cleaningtimes 
number construction per person per week 

A 3804 9 10. 1 2 

B 3174 5 9.1 3 

C 6039 6 8. 0 • 6 

D 6501 7 6.8 2 

Table 2. 

* Area space m2 occupied by one person in a house， 
excluding such spaces as entrance hal1， wash 
room and bath room. 
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month 

and the number of D.ρteronyssinus found in a 

house16). On the contrary， Oshima suggested that 

D. farinae was greater in number than D.ρtero-

nyssinus found in such places as tatami， which has 

a water content of over 30%的 However，in our 

past survey in air-conditioned offices of concrete 

buildings where the humidity was less than 60% 

throughout a year， D. farinae was dominant. From 

this evidence， the air in the four apartment houses 

might have been somewhat damp as all of the houses 

were closed most of the time in a day， and foods 

for mites might have contained a' water content of 

over 13% so that D.ρteronyssinus could breed so 

often and the numbers could become dramatically 

large， especially in June through October when 

outside air provided the mite higher humidity. 

As for the relation between mite numbers and 

factors on table 2， mite numbers are closely related 

to per p巴rs'onspace area in a house. Consequently， 

rooms wi1l soon become dirty and accumulate many 

kinds of food particles for . mites if a person has 

only a small living space. Cleaning several times a 

week can also control mite numbers as a vacuum 
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且u9
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Fig. 5. Dendrogram of the relations of 

twelve months based on the clustering 

analysis of correlation coefficients 
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sweeper rernoves rnite bodies frorn floors. But no relation between rnite nurnbers and cleaning tirnes was 

found in our survey. A possible explanation is that our sarnples rnight not have been large enough for the 

analysis， or that residents in the four houses rnight not have been telling the truth concerning frequency 

of cleaning as no one wants to be considered a poor housekeeper. 

In clust巴ringanalysis， twelve rnonths were separated into two types by rnite fauna groups. May through 

October， excluding Septernber but including February， cornprised one large group， and Novernber through 

April， excluding February but including Septernber， rnade another group. The fact that the nurnbers of 

Garnasida and Chortoglyphidae were large in Septernber while srnall in other rnonths in th巴 Maygroup， 

and the nurnbers of Haplochthoniidae and Cosrnochthoniidae were the reverse are r巴asonsto present Septe-

rnber separately frorn the May group. On the other hand， the rise and fall of the rnite nurnbers in eleven 

rnite fauna groups in February wer巴sornewhatsirnilar to that in October， so that February rnight be clustered 

with October. Thes巴 twotypes of groups rnight be called the surnrner typ巴rnitefauna and the winter type 

rnit巴 fauna.Howev巴r，rnore investigation is required to d巴cidewhether or not the rnite fauna in September 
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belong to the winter type or that in February belongs to the summer type. Because the mite fauna in 

September was similar to the fauna in October in our past survey， September may be linked with October. 
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コンクリートアパート 4軒におけるダエ相およびダ二数の季節的変動

古川 翠*，花岡

1981年5月から1982年4月までの1年間， 4軒のコン

クリートアパートの和室6畳で，毎月ゴミを集めた.

合計19，518匹のダニがゴミから採取された.それらの

ダニは， 21科29属33種以上におよんだ.チリダニ科の発

生数が一番多く，全ダニ数の74.7%を占めた。採取され

たダニ数の月平均をみると， 7月に一番夕、、ニ数が多かっ

陣**，山田百合子榊*

た.チリダニ，ツメダニ，ササラダエ数も 7月に一番多

くとれている.しかじ，ニクダニ lとコナダニの最高数採

取月は，それぞれ11月と12月であった.

月々のダニ相を基底にすると， 12か月は大きく 2つの

グノレ{プに分けられた.すなわち，夏型ダニ相をもっ月

と，冬型ダニ相を持つ月である.
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殺ダエ試験(第1報〉 ケナガコナダこに対す.i)フェこトロチオン処理紙の効力試験

大野正彦*，古川 翠*

Studies in Contr9Jling Mites (1) Effe!:!ts of Fenitrothion-Treated Paper 

on a Cheese Mite， Tyrophαgus putrescentiαe. (Schrank) 

MASAHIKO OHNO* and MIDORI YOSHIKA羽TA*

Three methods were used fot: testing how cheese mite，ηroρhagusρutrescentiae， can be 
corurolled by a ie'nitroth_iorl-treated paper. 

Fifty to-300 mites were kept for 24 hours in Petri dishes in three kinds of experim巴ntalm巴thods，

such as A;' a fenitrothiorトtreateapaper spread on the bottom of a Petri dish which was covered with 

both Parafilm paper and plain ]盈ltanese'paper， B: a fenitrothiorトtreatedpaper spread on the bottom 

of a Petri dish and covered with plain ]apanese paper and C : a Petri dish .covered with both 

Parafilm paper and PTFE (Polytetrafluoroethylene) membrane with a fenitrothion-treated paper folded 

between them. 

In"experimeFl_ts A and B， the mite mortality increased as the fenitrothion treated space (O.l-lgj 

mりlllcr己ases，'，行owe~竺， th，eてewas no relation betwe己nthe mite mortality a吋 thedosage of fenitro-
thi~~ i~' 't-he expuiriient 'C. .' The mite mortality was in the order of A， B and C. When the mite 

mortality was eompared with t:h'a'f-eiii t1fe'iitirfiice of the paper where fenitrothion was used and that 

of outside the surface where no insectiside was used，. it was. much higher on the surfac巴 ihimthe 

outside. 

Keyword自:mite， TyroPhagusρutrescentiae， fenitrothion， mortality 

緒 -
E
 

近年，高層住宅の畳からケナガコナダニ乃Iroρhagus

putrescentiae (Schrank)が大量に発生しているト3)

高層住宅は気密性が高いので水分は家屋内に留まり，水

分のほとんどを畳が吸うため，この種にとって好適な環

境になり，大発生がおこると考えられている.多量に発

生すると住民にとって不快であるだけでなく，様々な食

品に混入する的. この種が人体内ダニ症，気管支ぜんそ

く，アレノレギー性皮膚炎の病原になるといわれい，町，大

量発生は衛生的にみて問題である.また，この種が多く

なると，その体液を吸うツメダニが集まり，それが人を

刺すようになる.それにより刺された所が赤く腫れ，か

ゆみを生じる%りといわれている.

以上のことから，ケナガコナダニの駆除について研究

がなされ1，2，ト12)，フェンチオシ，フェユトロチオγなど

の薬剤の塗布された防虫加工紙を畳に縫い込む方法が開

発された.公団，公社などの機関が建てた高層住宅は，

防虫加工紙を入れた畳か，加熱処理をした畳しか許可さ

れなくなった.しかし，搬入してから l年もたつと，防

虫加工紙の効力がなくなり，畳の水分も増えてきて，ケ

ナガコナダニなどが発生する.畳を日光または蒲団乾燥

車などで充分乾燥すれば問題はおきないように思われる

が，現実には物理的，経済的に無理な場合も多いように

思われる.

ケナガコナダユの大量発生を防ぐため，また，発生時

の駆除のため，畳の防虫加工紙のように紙に薬剤を塗布

したものを畳の上や， じゅうたんの下に敷けば，防虫効

果が期待できると筆者らは考えた. 薬剤を塗布した紙

(以下，殺ダニ紙と称す.)をつくり， ケナガコナダニ

に対する効力試験を試みた.この種に対する殺虫剤効力

試験は，.実地試験を除き，主に密閉した容器の中でダニ

を殺虫剤に強制的に接触させる方法をとったものであ

る2，8，11-.18)• ケナガコナダユを容器の中で密閉状態にじ

て薬剤と接触させたもの以外に，比較的空気の流通のあ

*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 Jal?an 
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る状態のもとでも，試験を行なった.また，薬剤と直接

接触できない状態にして，薬剤の蒸散の効果〈呼吸毒〉

も調べた.

実験方法

殺ダニ紙として，有機リ γ系殺虫剤フェニトロチオγ

fenitrothion (商品名スミチオγ〉をポリピニルアルコー

ル(ポパ{ノレ〉に溶かし， クラフト紙 (73gjm2の紙質〉

に塗布したものを用いた.フェニトロチオンを1m2当り

2， 1， 0.5， O.lg塗布したものを実験に用いた. また，

薬剤の蒸散を防ぎ，薬剤効力を持続させるため，薬剤

19jm2の塗布面上にポリピニルアルコールを塗ったもの

(以下，barrier 1と称す.)，薬剤と吸着剤とポリピニル

アルコ{ルを混ぜて薬剤が19jm2になるよう塗ったもの

(barri巴r2と称す.)についてもその効力を調べた.次の

3種類の実験方法で，薬剤塗布量，塗布方法ごとに殺ダ

ニ紙の効力を調べた.

A.密閉状態でダ、ニを殺ダニ紙に接触させた実験(以

下，実験Aと称す〉

口径5.4cm，高さ 2.6cmの腰高シヤ{レの底面に，そ

の底面積よりやや大きな円形に切った殺ダェ紙を薬剤の

塗布団が上になるように敷いた.殺ダニ紙の回りの端を

折り曲げ，シャーレ側面に付けるようにした.研究室で

累代飼育中のケナガコナダニを別のシャーレにとり，動

きを止めるため，約10分間-1O"Cの家庭用冷凍庫に入れ

た.動かなくなったところで， 50~300 個体を面相筆で

とり出し，殺ダニ紙の塗布問中央においた.約5分間室

温に放置した.温度が上がり動き出すダニのみを実体顕

微鏡で選び，動かないもの，不活発なものを取り除い

た.和紙を被せ，輪ゴムで止め，水蒸気の飽和した飼育

室に20~30分間入れた.そして，密閉する自的でパラフ

ィルムを被せ輪ゴムで止め， ビニール袋に入れた(Fig.1

A)，さらにそれを， 12時間ごとに明暗をかえた，湿度

85%以上， 25'Cの恒温室(小糸工業社製生物環境用調節

装置コイトトロ γ3HN型〉の中に置いた.この恒温室

の容積は1.25m3で内部の空気は循環されていた.

B.半密閉状態でダニを殺ダニ紙に接触させた実験

〈以下，実験Bと称す).

殺ダニ紙はダニの発生を防ぐため，じゅうたんの下に

敷かれ，効果を発揮するものと思われる.その場所は外

部の空気と全く接触がない密閉状態とは考えられないの

で，殺ダニ紙の使用場所と近似させる設定で実験を行な

った.Aと同様に殺ダニ紙上にケナガコナダニをおき，

シヤ{レに和紙だけを被せ，輪ゴムで止め，前述の恒温

室に入れた.恒温室の空気が動いているため，和紙を通

Parafilm 

A Japanese paper 

Fenitrothion-
trea乞edpaper 

B 
Lア---Japanese pap田

司~ 11・-句ーーー-Rubber band 
Miteー--I'k ~. 

同¥ ...--R--Feni trothion-
励'" ""./J[j treated paper 

Petri dish -ー甲山-t; '1 

C 

P'1'FB membrane 

Prafilm 

Fenitrothion・
treatea paper 

Fig. 1. Three Kinds of Experiments used for 

Testing Effects of Fenitrothion.Treated 

Papers on Cheese Mites 

A : A fenitrothiorトtreatedpaper spread 

at the bottom of a Petri dish， which 
was covered with both a Parafilm 

paper and a plain ]apanese paper. 

B : A fenitrothion.treated paper spread 

at the bottom of a Petri dish， which 
was covered with a plain ]apanese 

paper. 

C : A Petri dish covered with both a 

Parafilm paper and PTFE memb. 

rane， holding a fenitrothionぺreated
paper between them. 

し，シヤ戸レ内の空気と外部の空気の交換がおこなわれ

るものと思われた (Fig.1B). なお，恒温室の天井から

水滴が落ちるため，空気の流通をさまたげない程度に上

部におおいをした.

C.密閉状態でダニと殺ダニ紙が直接接触せず，薬剤

の蒸散の効果を調べる実験〈以下，実験Cと称す〉

殺ダニ紙を敷いていないシャーレに，ケナガコナダユ

を入れ，四弗化ェチレン樹脂膜(潤工社製ゴアテックス

3μm pore size)を被せ， 輪ゴムで止めた.Aと同様，

水蒸気の飽和した飼育室に20~30分聞入れた.そして，

殺ダニ紙の塗布面が下になるように(フェユトロチオン
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の蒸気は空気より重し、)四弗化エチレン樹脂膜上におい

た.さらにパラフィルムを被せ，輪ゴムで止め，ピニー

ル袋に入れ，前述の恒温室においた (Fig.lC). 

A， B， Cとも同様の実験を3回繰り返した.，また，

コントロールとして，薬剤jの塗布していないクラフト紙

を使用し，各々の実験で同様の処理をした.

ケナガコナダニを殺ダユ紙上においてから24時間後，
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実体顕微鏡下でその生死を判定した.少しでも足を動か

すものはすべて「生」とみなした.その判定時に，殺ダ

ニ紙の薬剤塗布面および塗布団以外の面(塗布面の裏，

シャーレ側面，十底商，シャーレに被せてある和紙〉に存

在している各々のダニの伺体数を調べたそしてiそれ

ぞれ死亡率を算出した.

2g/m2 

Table 1. • Dead， Mites against Total MiFes after Exposing the Mites to Fenitrothion-Treated Papers 

， A 
143/143 

150/155 

141/152 

148/162 

211/254 

155/222 

52/108 

33/95 

25/76 

B 

C 

Control 

A

B

C

 

10/206 

2/87 

5/67 

Ig/1I)2 

111/1:15 

，...9&d03 
73/78 

122/163 

93/118 

96/112 

32/69 

34/50 

19/61 

5/41 

3/43 

6/61 

0.5g/m2 

206/294 

278/336 

182/240 

38/64 

74/112 

102/219 

61/110 

4/73 

0/47 

6/147 

O:lgl如!

47/85 

60/90 

11/64 

40/78 

19/67 

41/76 

20/78 

15/29 

6/28 

0/49 

0/47 

5/29 

barrier 1. 
Ig/m2 

80/92 

135/152 

123/152 

167/185 

103/133 

97/110 

71/115 

81/145 

71/158 

2/120 

1/116 

1/80 

barri巴r2. 
Ig/m2 

: 141/185 

i 190/210 

， 176/216 

212/305 

144/194 

147/260 

20/77 

67/89 

20/94 

5/68 

11/128 

1/69 

A， B， C : same as Fig. 1. 
denominator : Number of the mites used for the each experiment 

numerator : Number of the dead mites 

2g/m2 

Table 2. Mortality Perce'ntage of the Mite in the Three Kinds of Experiments 

100.0 

A 96.6 

92.4 

average 96. 3 

B 

91. 2 

82.7 

69.1 

81. 0 

46.0 

29.5 

27.5 

34.3 

ave. 

C 

ave. 

Ig/m2 

A
U
E
u
n
d
d佳
口

3

0

6

n

O

の
G
n
o
a
a
a
η
d
n
o

a

4

Z

4

Z

1

4

8

0

2

3

5

 

9

9

9

9

7

7

8

7

4

4

2

3

 

0.5g/m2 

69.7 

81. 7 

74.4 

75.2 

59.4 

66.1 

62.8 

44.3 

53..6 

49.0 

0.lg/m2 

55.3 

66.7 

17.2 

46.4 

51. 3 

28A 

53.9 

45.5 

10.1 

41.7 

5.1 

19.0 

barrier 1. 
Ig/m2 

86.8 

88.6 

80.6 

85.3 

90.2 

77.2 

88.1 

85.2 

61. 3 

55.4 

44.3 

53.7 

barrier 2. 
Ig/m2 

74.3 

89.7 

.80.0 

81. 3 

66.6 

71. 8 

52.4 

63.6 

24.9 

23.6 

20.5 

23.0 

A， B， C : same as Fig. 1. 
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主=65.0 + 0.343X 

r = 0.874 

。
50 

Mortality of Mites found outside of the Surface 

100 50 ハ
υnu 

守
B
倫

ヌ

B 

100 

50 

Y = 49.9 -1・ O.501X

r = 0.773 

。

Fig.2. Correlation between Mortality of Total Mites and Mortality of Mites which 

were found Outside of the Surface whee Fenitrothion was used 

A， B : same as Fig. 1. ・;2g/m2 ~ : 19/m2 0 : O. 5g/m2 

x : 0.lg/m2 日 :barrier 1 ム:barrier 2 

結 果

3種類の実験〔実験A (密閉状態でダニを殺ダユ紙に

接触させたもの)， 実験B (半密閉状態で〆ニを殺ダニ

紙に接触させたもの)， 実験C(密閉状態でダニを殺ダ

ニ紙に接触させず，薬剤の蒸散の効果をみたもの)Jにお

ける各塗布量ごとの，薬剤の効力試験結果をTable1， 2 

に示した.

ケナガコナダニの補正死亡率(以下，死亡率と称す〉

は実験A，B， Cの順に高かった.

ダニを薬剤に接触させた実験A，Bにおいて，塗布量

が 0.1~lg/m2 の範囲では，塗布量が多くなるにしたが

い， 死亡率は増加する傾向にあった. しかし， 2g/m2 

と19/m2の死亡率には顕著なちがいは認められなかっ

た.

実験Cでは，0.5g/m2の2回繰り返した実験の平均死

亡率は49.0%で， 2g/m2 (34.3%)， 19/m3 (35.6%)よ

り大きく，死亡率と塗布量との聞に，はっきりした関係

は認められなかった.

barrier 1， 2の死亡率は実験A，Bにおいては，何も

施していない19/m2のものとかわらなかった.しかし，

薬剤lの蒸散効果を調べる実験Cにおける barrier1の平

均死亡率は53.7%で，この実験方法中，最も高かった.

生死の判定時に殺ダニ紙の薬剤塗布面および塗布面以

外の面に存在していたケナ芳、コナダニの死亡率をTable

3に示した.実験Aで、の塗布団にいたダニの平均死亡率

は0.lg/m2で89.8%，その他は90%以上であった.死亡

率は塗布;量の多少にかかわらず，顕著な差はなかった.

実験Bの塗布面にいたもので、は， 0.lg/m2で64.1%，そ

の他は85%以上であった.Aと同様，塗布量聞に死亡率

の明瞭なちがし、は認められなかった.

塗布面以外にいたものの平均死亡率は実験Aにおい

て， 2， 1 g/m2ではそれぞれ77.9，82.0%であった.こ

の値は塗布面にいたもの(それぞれ98.4，98.3%)より

低かった. 0.5， O. 1 g/m2では27.6，8.3%で， 上記の

2， 19/m2の死亡率，および，O. 5， O. 19/m2の塗布面に

いたものの死亡率(それぞれ 94.7，89.8%) に比べ，

かなり低かった.実験BでのO.5， O. 1 g/m2の塗布面外

にいたものの死亡率はそれぞれ38.1，38.5%で，同様の

実験の2，1 g/m2の死亡率 (62.0，49.3%)より低かっ

た.塗布間以外の商にL、たものの死亡率は塗布面にいた

ものに比べ小さく，塗布量が増すごとに増加する傾向が

あった.

全体の死亡率(塗布面とそれ以外の聞にいたものを合

わせて計算した.)は塗布量が 0.lg/m2以上では，塗布
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Table 3. Comparison of Mortality Percentages of the Mite between on the Surface 

where Fenitrothion was us巴dand outside of the surface 

2g/m2 19/m2 0.5g/m2 0.lg/m2 
barrier 1. barrier 2. 
19/m2 19/m2 

mites on the surface 
of the tpha10 per where mortality mortality 
fenitrothion was used 

mortality mortality mortality mortality 

141/141 100.0 97/97 100.0154/158 97.3 44/49 89.8 57/59 96.6134/135 99.2 

A 138/139 99.2 72/72 100.0232/239 96.9 73/74 98.6136/143 94.7 

132/137 96.2 43/45 94.9178/197 89.8 104/112 92.7116/121 95.5 

average 98A ave. 98.3 ave. 94.7 ave. 89.8 ave. 96.0 ave. 96.5 

120/120100.0104/124 82.7 21/22 95:5 25/39 64.1125/133 93.9196/213 91.3 

B 144/159 90.3 68/78 86，2 58/67 86.6 81/81 100.0111/124 88.5 

90/96 93.6 91/102 88.4 75/76 98.7125/150 81.8 

ave. 94.7 ave. 85.7 ave. 91.1 ave. 64.1 ave. 97.5 ave. 87.2 

mites outside the 
surface 

2/2 100.0 14/18 74.7 52/136 34.6 3/36 8.3 23/33 69.2 7/50 7.1 

A 12/16 73.7 26/31 81. 6 46/97 44.3 62/78 79.1 54/67 79.0 

9/15 60.0 30/33 89.6 4/43 4.0 19/40 46.6 60/95 60.3 

ave. 77.9 ave. 82.0 ave. 27.6 ave. 8.3 ave. 65.0 ave. 48.8 

28/42 65.9 18/39 42.1 17/42 40.5 15/39 38.5 40/52 80.6 16/92 9.6 

B 67/95 印.8 25/40 59.7 16/45 35.6 22/52 41. 8 33/70 42.1 

65/126 50.4 5/10 46.2 22/34 64.4 22/110 12.5 

ave. 62.0 ave. 49.3 ave. 38.1 ave. 38.5 ave. 62.3 ave. 21. 4 
一一一一一一一一一一一一 一一 一一一一一一一一一

A， B : same as Fig. 1. 

denominator， numerator : same as Table 1. 

Table 4. Percentages of Mite Numbers which escaped from the Surface where Fenitrothion was used 

2g/m2 19/m2 

1.4 15.7 

A 10.3 30.1 

9.9 42.3 

average 7.2 29.3 

25.9 23.9 

B 37.4 33.9 

56.8 8.9 

average 40.0 22.2 

A， B : same as Fig. 1. 

面以外にいたものの死亡率と相関があった (Fig.2).

生死の判定時に塗布回以外の面へ移動した個体の割合

を Table4に示した.実験Aの 2g/m2の移動した割合

(3回行なった実験の平均値〉は7.2%で最も小さく，実

0.5g/m2 0.lg/m2 

46.3 42.4 

28.9 

17.9 

31.0 42.4 

65.6 50.0 

40.2 

35.3 50.0 

barrier 1. 
19/m2 

35.9 

51. 3 

26.3 

37.8 

28.1 

39.1 

30.9 

32. 7 

barrier 2. 
19/m2 

27.0 

31. 9 

44.0 

34.3 

30.2 

36.1 

42.3 

36.2 

験Bの0.lg/m2が50%で最も大きかった.その他移動し

た割合(平均値〉は20~40%で，塗布量とあまり相関が

なかった.
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考 察

3種類の実験の中で， Aのダニの死亡率が最も高いの

は，この実験において薬剤u(フェニトロチオン〉が接触
毒，呼吸毒という両方の効力を発揮したからであろう.

実験Bで、は，蒸散した薬剤が和紙を通して外部へ逸散す

るため， Aに比べ死亡率は低くなったと思われる.すな

わち， AとBの死亡率の差が，和紙を通して薬剤が外部

に蒸散したことによる効力の低下を示すと考えられる.

前述したように，実験Cにおけるダニの死亡率がA，B 

に比べ低く，これは，ダニが薬剤と接触しでいないため

である.AとCの死亡率の差が，この薬剤の接触毒の効

力を示すと考える.

接触毒と呼吸毒の効果が単純に相加的に働くと仮定す

ると，実験Aにおける薬剤の効力は接触毒と呼吸毒を合

わせたもの Bでは接触毒と，蒸気が外部へ逸散するた

めAより効力の低下すると恩われる呼吸毒を合わせたも

の， .Cでは呼吸毒のみの効力ということになる.AとB

では，薬剤の接触毒として効力， A， Cでは呼吸毒とし

ての効力が各々等しいと思われる.薬剤の効力の程度を

ダニの死亡率で表現してBの接触以外すなわち蒸散の効

果を求めてみると， BとCの死亡率の和からAの死亡率

を引いたものになる.この値はどの実験でも正であり，

Cの死亡率より小さかった.やはり， Bでも呼吸毒がか

なり働いていたことがわかる.ただし，接触毒，呼吸毒

が相乗的に働くことも充分考えられ，この仮定の是非は

今後検討すべきであろう.

2g/m2と19/m2におけるダニの死亡率に差がなかった.

これは， 2g/m2は塗布する薬剤の濃度を2倍にして2g/m2

になるように塗ったのではなく，紙に塗れば19/m2にな

る量を2度塗りしたため， 2g/m2の殺ダニ紙は見た目に

も厚く感じられ，ダニと接触する表面の状態が19/m2と

2g/m2であまりかわらなかっためと思われる.

Cの実験では，シャーレ中のどこにいるダニでも蒸散

する薬剤が均一に影響を及ぼすので，死亡率は塗布量と

関係があるように思われたが，今回の実験結果はそうは

ならなかった.塗布直後の殺ダニ紙から蒸散する薬剤の

量は， O.1~2g/m2 の闘であまりかわらなかったためと

も考えられるが，その原因は不明である.

塗布直後の barrierの結果からは，その処理が薬剤jの

蒸散を抑えているかどうかはわからなかった.塗布2ヶ

月後のものについて現在実験中であり，その効果を次報

で報告したい.

最後に，ダニが塗布面以外の面へ移動することが，全

体の死亡率にどう影響するかについて考察し，実際に殺

ダユ紙を畳などに適用する場合についで検討する Fig.

2から，たとえ，塗布間以外へ移動したものの死亡率が

Oでも，実験A，Bとも塗布量がO.1g/m2以上では，塗

布図に残ったもので全体の死亡率の半分程度は保持でき

ることがわかる.これはTable3で示したように，塗布

商にいたもの C全体の過半数〉の大部分が死ぬためであ

ろう.塗布面にいたものの死亡率に塗布面以外へ移動し

たものの死亡率くそれは移動する前に接触した薬剤の塗

布量によりきまる〉が上乗せされ，全体の死亡率の大体

の値がきまるように思われる.ただし，移動するダユの

害Ij合は Table4で三汚したように，塗布量とあまり相関が

なく，これといった傾向が認められないことから， Fig. 

2のような値のばらつきが生じたものと思われる.

今回の実験では，塗布量聞に薬剤jの蒸散の効果(呼吸

毒〉はあまり差がないことから，この薬剤(フェニトロ

チオン〉はダニに対し接触毒として働くことがわかる.

全体の死亡率を高めるためには，塗布面から塗布面以外

へ移動する(逃げ出すうダニの死亡率を高めなければな

らない.この実験に用いた薬剤の塗布量 (O.1~2g/mり

はその塗布面にいるケナガコナダニに対し有効だが，

O.1g/m2程度の塗布量では塗布面から塗布面以外へ移動

することの多いケナガコナダニに対し，有効かどうかが

疑問である.

もし，この殺ダニ紙を実際，畳の上やじゅうたんの下

に敷くとすれば，薬剤jの蒸散の効力はシヤ{レを密閉に

して蒸散のみの効果を調べた実験C (24時間後の死亡率

19~54%) より劣ると思われる.また，そこでは，多様

な環境で，逃げる所が多くあり，多くのものが塗布面以

外へ移動すると思われる.畳，じゅうたんにおし、て塗布

面以外へいったものの死亡率は，実験に用いたシャーレ

(容積約 60cm3) での死亡率より低くなることが考えら

れる.しかし，今回の実験と異なり，実際の畳などでは

薬剤の影響が長期にわたり，様々な要因が複雑に絡むた

め，実際の畳などを使用し，ケナガコナダニに対するこ

の殺ダニ紙の効力を調査する必要があろう.また，この

殺ダニ紙の効力の持続性も検討しなければならない.ダ

ニが薬剤の塗布箇からそれ以外の面へ，.どういう経過で

移動するのかについても，今後調査の予定である.

摘要

1. 有機リン系殺虫剤フェニトロチオンを塗布した

紙，いわゆる殺ダニ紙のケナガコナダニに対する効力試

験を行なった.

2. 殺ダニ紙の短期間の効力をみるため，次のような

3種類の実験を試みた.シャーレ内で、ダニを殺ダニ紙に
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接触させ， シャーレの口をパラフィノレムで、ふさいだもの

(実験A)，和紙だけを被せたもの(実験B)，密閉状態

でダニと殺ダニ紙が直接に接触しないもの〈突験C)を

つくり，それぞれ，薬剤の塗布量ごとにその効力を調べ

た.

3. ダユの死亡率は実験A，B， Cの順に高かった.

4. 実験A，Bでは，塗布量 (0.1~1 gjrn8の範囲〉が

増すにつれ，その死亡率は増加する傾向にあった.しか

し，殺ダニ紙と直接接触しない実験Cでは死亡率と塗布

量との聞に明瞭な関係は認められなかった.

5. 生死の判定時に殺ダニ紙の薬剤塗布商にいたもの

の死亡率は，ほとんどが85%以上であった.塗布団以外

へ移動したものの死亡率は塗布商のものに比べ小さく，

塗布量が増すごとに増加する傾向にあった.

6. 全体の死亡率(塗布面と塗布団外にいたものを合

わせて計算した死亡率〉は塗布量が0.lgjrn2以上では，

塗布商以外にいたものの死亡率と相関があった.

7. 3種類の実験方法でのダニの死亡率を比較した.

死亡率と殺ダニ紙の薬剤塗布量，および塗布間以外の面

への移動との関係について考察した.
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神田川に生息するセスジユスリカ(ヨシマツユスリカ〉の幼虫，成虫の個体数の変動，

および薬剤散布時の浮遊流出幼虫について

大野正彦*，清氷憲一料

On Changes in Numbers of Larvae and Imagines. of Chironomus' yoshimutsui 

Martin et Sublette (Diptera; Chironomidae)， and Drifts of the Larvae after 

AppIications of. Temephos in the Kanda River 

MASAHIKO OHNO* and KEN-1CH1 SH1M1ZU料

1n order to study the seasonal changes of Chironomus yoshimatsui Martin et Sublette (Dittera; 

Chironomidae)， the larval and imaginal chironomids were :collected in the Kanda River during the 

period from January 1978 to November 1980. 

The number (densities) of the larviie waS minimum from Maich through the middle of April. 

However， it gradually increased in the 'latter half of April and May. After that， the range of rise and 

fall in the larval number was extremely wide. The number decreased abruptly wh巴neverthe wettable 

powder of temephos which is an organophosphorus insecticide was applied. But th巴 numberwas reco・

vered in about half a month after the application. 

The number of the imagines seemed to follow the number of the larvae in 1980， but not in 1978 and 1979. 

1n order to observe the drifting pattern at the applications of temephos， the larvae were captured. 

The drift began within an hour after the application， The maximum drifts occurred after 2-3 houts. 

Some of the drifting larvae were alive for 4 days after the application. 

Some factors， which influenced the number of the larvae and imagines and thεefficiency of the 

application of temephos are discussed. 

Keywords : chironomid， seasonal change， insecticide， drift 

緒言

各地の河川，下水処理場で‘セスジユスリカ(ヨシマツ

ユスリカ)Chironomus yoshimatsui Martin et Sub-

letteの大量発生が問題になって久しく 1にその概要につ

いて広く論議され2-7にまた，この種の個体群の動態につ

いて調査がなされ，その生態がしだいに明らかになりつ

つある8-13) 同時にその駆除に伴って各種殺虫剤に対す

る感受性が調査され14-16)，野外での薬剤散布効果が報告

されている 17，18) しかし，薬剤散布がこの種の個体群に

及ぼす影響や散布後の回復過程について，年聞を通して

調べたものはみあたらない.筆者らは神田川のセスジユ

スリカの大量発生を防除するため，年聞を通しての幼虫

の個体数の変動，および羽化個体が多くみられる時期に

おけるその発生状況を調べてきた.それらについて若干

の知見が得られたので報告する.併せて，薬剤散布時に

浮遊流出する幼虫についても述べる.

調査方法

1. 調盗地点

神田川水系は東京の西郊，井の頭池に源を発する神田

)11 (1日神田上水)， 善福寺池に源を発する普福寺川， 妙

正寺公園附近に源をもっ妙正寺)11からなり，住宅地域を

流れ隅田川へそそぐ、都市河川である (Fig.1).治水のた

め，殆んど全流域にわたり護岸工事が施されているが，

多量の降雨時においては下水道管より溢水のため，流量

が極めて増大する.一方，下水道の普及に伴い，水質が

回復しつつある 19) セスジユスリカの大量発生で問題に

なる水域は水源から飯田橋附近までである.それより下

流は流速が低下し，海水の影響があるためか，あまり発

生がみられない.

調査はセスジユスリカの大量発生している面影橋附近

*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 

判東京都文京区役所
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Fig.1. Map showing the Kanda River. 

1 : Tajima Br.， 2 : Takada Br.， 3 : Omokage Br.， 4 : Komazuka Br.， 

5 : Ohtaki Br.， 6 : Edogawa Br.， 7 : Iida Br. 
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A. Komazuka Br. B. Ohtaki Br. 

water surface 
during .9.a".m. -
5.p.m. 卜也司』ーー】一一ーーー一ーーコオ〆samplingpoint 

sampling point 

(r i ver '，bed ，T>) 

sampling point 
(river bed B) 

Fig. 2. Sections 'of th巴 Riverat the' Two Sampling Stations. 

Table 1. Water Qua!ity of the Kanda River at 
Komazuka Br.， ]anuary 1978-December 

1980. 

2. 採集方法

1) 幼虫

1978年1月から79年12月まで週に4回程度，午前8時

ごろ， 駒塚橋附近の水域 (Fig.2A)で調査をおこなっ

た.夕方から翌朝にかけて水位が低下し，護岸補強のた

め設けられた幅約1m，長さ約100mの河床(以下河床A

と称す〉が露出する.この時期にこの河床の砂泥を採集

した.常時上流からこの河床部に砂泥が流下し，堆積す

るように思われた.また，水深約1m程度の河床(河床

Dissolved 
oxygen BOD 

Total-N NH4+-N 

mg・1-1 mg・1-1 mg・1-1 mg・1-1
Minimum 4.3 2.8 5.2 4.1 

Maximum 14.0 28.0 22.1 12.6 

Average 7.6 11. 3 12.0 8.2 

より江戸川橋にかけての水域でおこなった.この水域の Bと称す〉の砂泥をひしゃくで採集した.採集した砂泥

平水時の水深は 1.~ 2 m，流速は 1m・sec-1程度であっ をメスミリンダ{に入れ，全量を 500cm3にし，ピニ{

た.砂疎底で，際がはまり石の状態で堆積していた.水 ル袋に入れ持ち帰った.なお，幼虫が多いと思われる時

は微かな灰色を呈し，下水臭を有していた.駒塚橋附近 は100cm3の砂泥を採集した.

の調査期間 (1978-80年〉中の水質(文京区環境部調査) 80年になり，駒塚橋附近で護岸の補強工事が始まり，

をTable1に示した 今 継続調査が不可能となったので，約330m下流の大滝橋



316 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 1982 

附近の水域 (Fig.2B)に調査地点を移した. 80年7月

から11月まで週に4回程度，午前日時ごろ，調査した.

護岸の補強として用いられている蒲団篭(石に太い針金

を巻きつけたもの，蛇篭ともいう〉に付着している砂泥

を採集した.

採集した試料を白色タイルの上にあけ，数取り器で主

に3令4令の赤い幼虫を計数した.この幼虫の種別につ

いては，神田川水系においては夏期に近縁種のウスイロ

ユスリカ Chironomuskiiensis Tokunagaが少数出現

した20)が，今回採集した幼虫はほとんどセスジユスリカ

であったので‘同種として集計した.

2) 成虫

駒塚橋附近の， )11から約5m離れた民家にライトトラ

ップ〈富士平工業製〉を設置し，期間中 1日中点灯し

セスジユスリカ成虫を集めた.78， 79年は5月から12月

までの期間， 1週間ごとに捕集した成虫の個体数を数え

た.80年7月から11月まで、は，毎日，個体数を数えた.

形態および色彩などからセスジユスりカの同定を行なっ

た.

3) 薬剤散布時の浮遊流出幼虫

1979年9，10， 11月に有機リン系殺虫剤テメホス(商

品名アベイト)5%水和剤を散布して，流出する幼虫を

採集し，その個体数の経時的変化，その後の生死を調べ

た. 9~1O月にかけては 1 時間， 11月に80分間，面影橋

上からドロップ方式で薬剤を投入し， 9， 10月の時期は

790 m下流の駒塚橋附近の水域で， 11月には 1120m下

流の大滝橋附近の水域で浮遊流出する幼虫，踊を採集し

た.なお，採集時における河川水中の薬剤濃度はそれぞ

れ流水量から計算して1.7，1.3， 1.7rng・1→であった.
縦横90crnx 80crn， 60メッシュの金網，直径21crn，60メッ

シュのふるいで 1 時聞に 2~3 回， 10分間の採集をおこ

なった.なお，ここでも赤色のユスりカ幼虫を数えた.

大型の踊をセスジユスリカとみなした.数え終えた幼虫

蝋は，散布前に採水した河川水の入った容器へ移した.

各散布時の水温，流速，流水量，水質を Table2に示し

た.

10， 11月の調査では流出幼虫を実験室に持ち帰った.

白色パットに移し，散布前に採水した河川水を加え，約

5crnの深さとした.鑑賞魚用ェアーポンプで通気し

た.室温におき，日ごとに幼虫の生存を調べた.

結果

1. 幼虫の個体数の変動

1978， 19年の幼虫の個体数は，河床A，Bとも， 3， 

4月ごろ最も少なく 5月になり増加し始め，その後，

Table 2. Conditions of the Kanda River at 

Three Applications of Ternephos 

Wettable Powder and Target Con-

centrations of Ternephos 

12. Sept. 12.0ct. 6. Nov. 
'79 '79 '79 

Water ternperature ('C) 24 20 17 

Current (rn・sec-1) 1.1 1.2 1.1 

Discharge rate (m3・rnin-1) 920 1180 670 
BOD (rng・[-1) 16 11 15 

Targ2Deh t concentration of 
temephos (rng・[-1) 1.7 1.3 1.7 

極めて大きな幅で変動した. Fig.3， 4で明らかなよう

に，薬剤散布 (5%テメホス水和剤を約1時間散布し，流

水量から計算した薬剤濃度は0.9~2.0mg・ [-1で、あった〕

をした場合，個体数は急激に減少した.それに反し，降

雨による流量の増大は薬剤散布に比べ，ユスリカ幼虫の

個体数をあまり減少させなかった.薬剤散布で減少した

個体数は約半月後に元の状態に回復したが，再び薬剤の

散布により，また急激に減少した.この繰り返しが5月

から11月まで継続したが， 12月以後，個体数が漸減した.

80年は極めて不充分な調査しかできなかった.しかし

前年，前均年の調査と同じように，個体数は薬剤散布ご

とに減少した (Fig.5)... 7月末から 8月にかけての降雨

で個体数が減少することからみて，流量増加の影響は以

前の調査に比べ顕著のように恩われる.

なお， Fig.3， 4， 5の平均気温は東京気象表の数値を

用いた.河川の最大水位は東京都建設局河川部の測定し

た回島橋(駒塚橋より約2krn上流〉の資料を用いた.

水温は調査時 (78，79年は午前8時， 80年は11時ごろ〉

のものである.

2. 成虫の個体数の変動

ライトトラップで捕集した成虫の個体数は78，79年の

調査では，幼虫の個体数の変動と一致しなかった (Fig.

3， 4)が， 80年では比較的一致し，薬剤j散布ごとに成虫

幼虫共に減少した (Fig.5).成虫の捕集期聞を大発生で

問題がおこる 5月から12月までとしたため，年聞を遜し

ての消長がわからなかった.

3. 薬剤散布時の浮遊流出幼虫

流出幼虫の個体数は散布から 2~3時間後にピ{クに

達した.以後，漸減し， 5時間後にはほとんど流出を認

めなかった (Fig.6). また，流出幼虫はすべて死ぬわけ

ではなく，散布から 4日後の死亡率は10，11月の調査で

それぞれ63，82%であった (Table3). 
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Changes in the Numbers of Larvae and Imagines of Ch. yoshi・押zatsuiat Komazuka 
Br. in the Kanda River， 1978. 

A : Average atmospheric temperature ('C) 

B : Average number of the imagines collected per day (broken arrow) 

C : Number of the imagines collected per the sampling (bar diagrum) 
D : Number of the Iarvae per 500cm3 

E:Maximum water level (cm〉， F:Watertemperature at8.A.M.(℃〉
Arrow : Application of temephos wettable powder 
Figure : Target concentration of temephos (mg・{-1)

Fig.3. 

また，駒塚橋における河川水の薬剤濃度は，白濁した河

川水の流下がみられてから 5分後に 2.1mg・{-1と最も高
く，以後徐々に減少した (Fig.7).調査した範囲では，

流下する過程で薬剤の吸着がなく，規定の濃度が維持さ

れ，散布が順調に行なわれていることがわかった.

薬剤散布により白濁した河川水が各地点(三島橋，散

布地点より60m下流，中之橋200m下流，駒塚橋790m下

流，江戸川橋1650m下流〕に流下してから30分後に採水

した河川水の薬剤濃度を Table4に示した.薬剤濃度は

1. 3~1. 6mg.{-1で，地点聞に差がないように思われた.
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考察

神田川水系のセスジユスリカ個体群の消長は薬剤散

布，降雨による増水，汚濁した水の流入，護岸工事，魚

の放流なとや様々な影響を受けている.その個体数の変化

は，それ自身の生活史以外に上記の要因などがからみ，

極めて複雑なものになっている.しかし，現在までのこ

の種についての知見から，今回の調査における個体数の

変動の一部を説明できるように思われる.

冬から春にかけてのセスジユスリカ幼虫の個体数の減

少は，森谷1わが調べた鎌倉砂押川iのセスジユスリカ(ヨシ

マツユスリカ〉でも華民告されている.また，セスジユス

リカと同じように汚濁河川に多いユスリカの一種 Chi.

ronomus riρalius K. (Ch. thummi K.)は4月から 12

月まで羽化し，年間少なくとも 5世代を繰り返し，冬か

ら春にかけて，その個体数が減少すると Gower& Bu. 
ckland2l)は述べている. 以上の報文，および，神田川水

系でのセスジユスリカの羽化期が 3月下旬から11月で13)

冬以降，次の羽化期まで新しい個体の加入がないと思わ

れることから，この個体数の減少は11月ごろ産卵された

世代のものが徐々に死亡することによると思われる.

薬剤散布後，前述したように幼虫の個体数が半月程度

で回復した.セスジユスリカが200Cで卵から 3，4令幼

虫になるのにそれぞれ9，16日要するといわれている的.

この回復に要する期間は，散布後に産みつけられた卵か

ら3，4令幼虫に生長する期間と思われる.

78， 79年の調査では，降雨時の増水は薬剤散布に比べ

幼虫の個体数を減少させなかった.これは，採集地点が

流心部に比べ上流からの流下物がよく堆積する場所で，

増水の影響をあまり受けなかったことによるかもしれな

いが，その原因は不明である.

結果の項で、述べたように， 1年を通して成虫をライト

トラップで-捕集しなかったため，今回の調査では成虫の

年聞の発生状況はわからなかった.しかし，前述の鎌倉

砂押川のセスジユスリカ(ヨシマツユスリカ〉は冬期に



0.68ppmで、あったという.浮遊流出幼虫は散布120分後よ

り増加し， 210分後にピークに達し，以後漸減すると報じ

た.そして，その幼虫全部が苦闘状態を塁し，終令幼虫を

飼育したところ， 72時間後には全部死滅したと述べてい

る.今回の調査の浮遊流出は散布から 1時間もたたない

内に始まり，そのピーグは 2~3 時間後であった.しかし

前述したように，浮遊流出幼虫のすべてがその後死ぬわ

一斗:~.-r-o . 1 2 3 4 .: 5 
A.~一一一一ーー

B'-一一一一一司」

Numbers of the Drifting Larvae and Pupae 

of Ch. yoshimatsui at.. Komazuka Br. 

(September， October) and Ohtaki Br. 
(November) after the Applications of Te-

mephos Wettable Powder. 

A : Period of the application of temephos 

W.P. 

B : Period of the drift of temephos羽T.P. ・:Larvae of Ch. yoshimatsui 
o : Pupae of Ch. yoshimatsui 
一一一:collected by the sieve with 60 mesh 
・:collected by the wire gauze (60 mesh) 
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ほとんど羽化せず， 3， 4月に少数のものが羽化するだ

けで，羽化の最盛期は5月以降であった12) 神田川水系

善福寺川iでも 3月下旬から産卵が始まった18) 以上のこ

とから駒塚橋附近の水域でも 5月以前に少数のものが羽

化し，.その後，羽化数が増加し大量発生になるものと思

われる.

次に，浮遊流出幼虫，およびテメホスを用いた薬剤散

布について考察する.岡原ら18)は東京都小金井市を流れ

る野川(水温19
0

C，流速70m・min-I) でテメホス水和
剤を60分間連続投入した.その時の河川!水の薬剤j濃度は

7 . 8 

1980 

Changes in the Numbers of Larvae and 

lmagines of Ch. yoshi押~atsui at Ohtaki 
Br. in the Kanda River， 1980 
A， D-F， Arrow and Figure : same as 
Fig.3 

B : Number of the imagines collected 

a week 

C : Ntimber' of the imagines collected 

per day 
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Table 3. Mortalities of the Larvae of Ch. 

yoshimatsui during the Laboratory 

Rearing I)eriod'after the Temephos 
Applications. 

一一一一一一一一一一一一一一一一一-一一一一一←一一..，.一一一一 1 

Date of licteatmiotEn phos Time aftEr tbInept10s applICation 

appll<:;anon L day 2 days 、3days .4 days 
/ 

Oct. 12. 12.896 25.696 44.796 62.696 

Nov.16. 。 。 11. 2 81. 9 

Table4." . 'Concentrations of Temephos in Water 

。fthe Kanda River at Each Stations 

Sampling stationおお223tt 3nfz;tizn 
Mishima Br. 

Nakano Br. 

Komazuka Br. 

Edogawa Br. 

X_ 

30 

。60m

200 

790 

1650 

60 

1. 3rpg・lで1
1. 6 . 

1.5 

1.5 

90 

Fig.7. Change in the Concentration' of Temephos 

in Water after the beginning of the Drift 

of the Temephos Wettable Powder at Ko-

mazuka Br. 

るものがある程度存在するものと思われる.砂泥に残っ

たものも浮遊流出する幼虫と同様，ある程度生き残ると

思われるから，幼虫の流出が，散布後の個体数の急激な

減少の大きな原因になっていると考えられる.

以上，述べてきたように，今回の調査で，神田川にお

ける薬剤散布はそこに生息する幼虫の個体数を減少させ

ている之とがわかった.この薬剤散布が成虫の発生をあ

る程度抑えていると思われる. しかし，散布時に浮遊流

出する幼虫はその後，すべて死ぬわけで、はなく，幼虫の

個体数も約半月後には元の状態に回復することが明らか

になった.以前筆者の一人はセスジユスリカの大量発生

を防ぐには，ほぼ1ヶ月の間隔で薬剤散布をすればよい

と述べた22)が，今回の調査結果がらみて，その方法で防

除ができるか疑問であるテ』示スの散布は，さらに有

効な方法がみつかるまで当面の間，続けてL、かねばなら

ないため，その散布をどのように行なえば防除に効果が

あるのか，今後検討する必要があろう.

摘要

l. 神田川に生息するセスジlユスリカ幼虫，成虫の個

体数の変動を1978年から80年にかけて調査した.また，

薬剤u(テメホス水和剤)散布時に浮遊流出する幼虫を調
ベた.

2. 幼虫の個体数は3月から4月上旬にかけて最も少

なく 4月下旬から 5月に増加し始めた.その後，薬剤

散布ごとに極めて大きな変動を示した.12月以後，漸減

した.

3. ライトトラップで捕獲した成虫の個体数の変動は

78， 79年の調査では幼虫の個体数の変動と一致しなかっ

た.80年の調査では比較的一致した.

4. 薬剤散布時に浮遊流出する幼虫の個体数は散布か

ら， 2， 3時間後にピ{クに達した.浮遊流出幼虫はそ

の後も一部生存することが確認された.

5. この種についての現在までの知見でもって，今回

けで、はなかった.このことにより，調査地点附近のセスジ の調査での，幼虫，成虫の個体数の変動を説明した.

ユスリカ幼虫のテメホスに対する感受性が低下している 6. テメホス散布の有効性を検討した結果，成虫の発

ことが推定できる.この調査とほぼ同時期(79年10月〉に 生を抑える効果は認められたが，セスジユスリカの大量

この附近で採集した卵塊から実験室で成長させたセスジ 発生防除のためには，さらに検討を要すると思われた.

ユスリカ終令幼虫のテメホス原体の水溶液1時間浸漬の 謝辞調査にご協力いただいた東京都衛生局環境衛生

EC50 (実験に用いた幼虫の半数が巣を造れない濃度〉は 部環境衛生課，文京区役所環境部の皆様，および神田JII

3.6mg・[-1であり，薬剤散布がされていない善福寺川の の水位の資料を見せて下さった東京都建設局河川部計画

もの(1.7mg・[-1) より高かった16) 今回の浮遊流出幼 課の皆様に感謝いたします.また，薬剤の分析をして下

虫の死亡率はこの感受性試験結果に比べ高かったが，神 さった当所水質研究科岡本寛主任研究員に深甚の謝意を

田川のセスジユスリカ幼虫に対し従来いわれてきたテメ 表します. (本研究の一部は第5図水生昆虫研究会 1981

ホスの散布濃度14，川18)および今回の散布濃度では生き残 年9月で発表した〉
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都公立小中学校の教師を対象とした重金属モニタリング

長嶋親治*，石川隆章*

Biological Monitoring on Lead and Cadmium in Human Blood 

CHIKAHARU NAGASHIMA* and TAKAAKI ISHIKAWA* 

This study was carried out on the basis of a UNEPハ/IlHOproject on assessment of human exposure 
to lead and cadmium through analysis of blood in different countries :' Belgium， India， ]apan， Mexico， 

People's Republic of China， Peru， Sweden;. U. S. A.， and Yugoslavia. It was emphasized thaf there 

was a great need for quality control programme to enable comparison of mcmitoring data. There was 

considerable variation in metal巴xposureamong different countries ranging from 225μg Pb/l in Mexico 

City to 60μg Pb/l in Tokyo， and 1. 2μg Cd/l in Brussel and Tokyo to 0.5μg Cd/l in Tel Aviv/ 

Jerusalem. 

Keywords : Global Environmental Monitoring System (GEMS)， Quality Control， Internal marker Pb， Cd 

緒 百

環境汚染物質による汚染の状況を国際的視野から把援

することは，今日的問題としてのみならず将来に対する

貴重なデ{タの蓄積ともなる.人を対象とした生物モニ

タリシグに関して，各先進国を中心とした研究所から単

発的に報告されている.しかし，地域，人種，経済並び

に社会的相違など標的集団の選択によって，その値は大

きく変化している.さらに微量重金属を対象とした場合

測定方法や浪IJ定技術などの相違で，その変動は，さらに

増大すると思われる.各国からの要請によって世界各地

の汚染状況を globalに把握すべく， WHO/UNEPは，

Global Environm巴ntalMonitoring System Programme 

を企画した.それに基づいて，対象として重金属に対す

る生物モニタリングが計画され，厚生省を通してプロジ

ェグトへの参加が当研究所に要請された.プロジェグト

を通して得られた若干の知見を報告する.

試料および分析方法

試薬および器具:PbおよびCdの金属標準液は，和光

純薬の金属標準液1000ppmを，硝酸，硫酸および過温素

酸は同社の有害金属浪u定用を使用した.実験に用いられ

た水は，蒸留後イオン交換樹脂を通し，さらに蒸留した

再留水を用いた. 灰化試験管として Pyrex製ガラスチ

ユ{ブ (10ml)を使用した. すべてのガラスチューブ

は，硫酸および硝酸 (1: 1)溶液中で加熱 (200
0

C，24時

間〉洗浄したものを用いた.さらに，その灰化チュープ

Table 1. Analytical Condition by Flameless A tomic 

Absorption Spectrophotometry 

Pb Cd 

Wave Length (nm) 283.3 228.8 

Current of Lamp (mA) 10 5 

Current of D Lamp (mA) 200 200 

Drying Current (A) 27 27 

Times (sec) 20 20 

Ashing Current (A) 70 65 

Times (sec) 10 10 

AtomizeCurrent (A) 280 280 

Times (sec) 5 5 

Ar Gas O/min) 2 2 

Sample Size (μ1) 20 20 

Auto 1 

B. K. G Mode 

は 3mlの濃硝酸を加え血液の湿式灰化条件で処理後， 2 

mlの2%硝酸液に溶解， PbおよびCdに関して原子吸光

で汚染のないもののみを使用した.分注器とピペットは

Gilson 祉の distrirar および Pipetmanを用いた Pi・

petmanのチップは Gilson社のものを硝酸で洗浄して

使用した.原子吸光(日本ジャーレノレアッシュAA-8500)

の測定条件は， Table 1にまとめてある.

結果および考察

精度管理:絶対値に近い値が知られている血液標準試

*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ー24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Fig.I The results of analysis of lead and cadrriium in blood for quality control 

runs expressed as ratios between calculated and accepted deviation from 

true values. Dotted lines represent the acceptance interval. 

料を用いて精度管理が行なわれた.血液として，大量に

しかも重金属添加後重金属が均一に分散することから牛

血が用いられた ultrasonic処理後も抗凝性を有すると

の理由から抗凝固剤として EDTAが使用された.しか

も添加前の血液は標的とされる重金属に関して，出来る

限り低濃度であることが重要である.血液を採血後，直

ちに ultrasonicで処理し，既知の重金属を添加し，各濃

度の重金属添加血液試料を作成した.添加前の血中重金

属は繰り返し測定され，その値と添加量から理論伎が決

定された.しかも，理論値に対して実誤11値が5%以内で

あった試料を精度管理に用いた.さらに二つのreference

laboratory (the U. S. National Bureau of Standards 

the CEC Joint Research Center， Ispra， Italy.)を別

に設定し，理論値の確かさをさらに確認した. 1回の精

度管理は， 6本の未知試料と Internalmarkerの2本の

既知試料からなる Internalmarkerを導入したことで

血液の前操作中の汚染や原子吸光の状態をある程度把

握しながら未知試料の測定が行える.得られたデ{タか

ら回帰直線が求められ Pbは y=X土(O.lX+lO)pg/l，

Cdは y=X土(0.lX+1)μg/lの範囲内を許容誤差範囲

とした.実際に行なわれた WHOの精度管理の経過を

Fig.1に示した.精度管理ごとに回帰直線が求められ，

Pbは100および400μg/lが， Cdでは1.5と12μg/lの二

点が Checkpointとされた. (回帰直線より算出される

Checkpointの値ーその理論値)/Checkpointの最大許容

誤差値=誤差率とされ，誤差率が土1の範囲が acceptanc巴

intervalとされた.その値が大きければ誤差が大である.

血中重金属の定量法はWHOから送付されてくるサンプ

ル量が少ないため 250μJと少量で行う以外，原則として

当研究室で最も慣れている湿式灰化法を採用した.この

方式でWHOの精度管理に望んだが Pbは初回から連続

3回 rejectされた.そのため誤差の原因と改善の必要に

迫られた.その原因として前処理中の汚染がその大きな

要因と考えられた. ドラフト内で行っている灰化装置全

体をさらにガラス箱でおおって，ガラス箱の底に水道水

を流し，外界の浮遊粉塵からの混入を極力防いだ.一方

灰化中に灰化チュ{フーから Pbが硝酸溶液中に溶出する

という現象を確認した.この点を克服するために硝酸よ

り沸点の高い硫硝酸溶液中 (200'C)で長時間灰化チュー

プを加熱洗浄した.この操作で硝酸灰化中ガラス壁から

の Pb溶出は著しく改善された.しかし，このような灰

化チュープを用いても時にガラス壁からの溶出がみられ
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Sex 釦むkil:¥ghabi t I Road ( non-回むk巴r) 

(+) (士) (ー) (+) (士) (ー)

Fig. III-a The relation of cadmium in blood from Tokyo are expressed in relation 

to sex， smoking habit， and the dista)1ce ftom main road. 
( +) less than 100 meters from main road;. . (土)100-200 meters. 

(ー)more than 200 meters 

μgjl 

2.0 

口加国工

図蜘ker
図 non-SIIDker

Residential Residential Residential 白ntral 工J1(ヨustrial

Block Block-I Blα氷-II . Blocl屯ー工工工 Block 

Fig.lII-b The results of cadmium in blood from Tokyo are expressed 

in rela tion to area s tra tification 

題になっている重金属としてPbおよびCdが選ばれた.

標的集団については，各研究機関それぞれ事情も異なり

議論の的であったが，比較的均一な集団で経済的にも社

会的にも各国間での差が少ないとの理由から公立小中学

校の教師が選ばれた.各国が一つの大都市を選び，そこ

から原則として randomsamplingを行い男女各100例，

計200例とされた.その guidelineとして，都市を二つの

地域に層別じ，各地域で10校を抽出し，さらに各校から

10例を samplingするという方法が採用された.東京の

場合，'5地域に層別化し，そこから13校を抽出した.13校

すべての教師がモニタリング対象とされ採血された.そ

こから200例を randomに samplingし， WHOに報告

した.この是ニタリ γグに対する東京の参加率は94%を

こえていた.なお，食生活，喫煙，薬物などに関しての

アユノケート調査を同時に行い，生活環境についてある程

度の情報を集めた.

血中 Pb と Cd~直:東京でモニタリシグされた200例の

平均血中 Pbおよび Cd値は， β3.21μgjl，1. 38p.gjlで

あった.血中 PbおよびCd値の男女差，喫煙習慣，居

住地の幹線道路からの距離および地域等をFig.JI，皿に

示した.血中PbおよびCd値の男女差を検討すると， Pb 

は危険率1%で有意であったが， Cdの有意差は認めら

れない.男64%，女15%と喫煙率に差があることから男

女の差は，喫煙習慣の違いと考え全体を喫煙者と非喫煙

者に分けてPbおよびCdについてみると喫煙群がし、ずれ

の場合にも有意に高かった、さらに， Cdに関して喫煙，
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亡コ町 inbloorl 
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Comparison of the results of lead and 

cadmium in teachers' blood obtained 

from different countries 
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20 

意差がある.一方， Cdに関して R1とRsが高値を示し，

CB， R2BおよびIBで、低値を示した.Rsの高値，そし

てCBとIBの低値は，いかなる因子によるか解析困難で

あるが， 53ー54年にかけて測定された1年間の降下煤塵

中のCd値と血中Cd値の聞にFig.1Vに示したようにある

程度の相闘を思わせる傾向が認められる.いずれにしろ

200例のデータから地域性を短絡的に検討することは無

理があるので，さらに例数を増して検討することが必要

である.東京の血中重金属を各参加国の{直と比較したの

がFig.Vである.血中Pb{i直について参加国中，東京は北
京と共に最低であったが， Cdはベルギ{と共に高値を示

した.Pbの低値は，東京の飲料水や食物中の P.bが低

いためか，ガソリン中の Pb添加がほとんどないために

大気中の Pb含量が少ないことに由来するのか，いずれ

にしろ非常に興味ある結果を得た Cdの高値は， 日本

人の主食による米の Cd含量を反映するか否か，大気中

のCd濃度に比例するのか，さらに検討しなければなら

ない.いずれにしろ Cd値は，他の固と比較して臓器中

Cdを含め高値を示すことから Cdの撰取源として何が

その有力な因子となっているのか十分検討する必要があ

る.血中 PbやCdについて文献的に考察してみるとPb

で、は， Napall)(40μg!l)， Papua Guinea2)(50)， Sweden町

(56-94)， Hokkaido的(70)，Tokyo町(180)，Netherland的

(140)， UKり(190-250)，U. S. A8)(130-180)， Yugoslavia 

町(185)，など，さらに Cdについてみると， Netherland 

10)(0.6μg!l) ， U. S. A11)(1.1)， U. K7)(2. 3)， Swedenl2) 

(3.8)， ]apanI2) (4. 9， 3.8， 170)などの報告がある.同

The relation of blood Pb and Cd to 

fall.dust Pb and Cd concentration 

非喫煙とに分け男女差をみると，いずれも男女差はない.

また逆に，男女に分けてから喫煙，非喫煙群を比較する

と，いずれの場合にも喫煙群が有意に高かった.このこ

とから，喫煙の有無が血中 Cd値に大きく影響している

ことが明らかである.一方， Pbについては喫煙に関係

なく男女差があること，男性群の喫煙と非喫煙との聞に

有意差がないこと，さらに非喫煙群の中に男女差がある

ことなどから血中 Pbに関しては，喫煙による影響があ

るにしても Cdほど大きくはなく，男女差の重要な原因

として他の因子も考慮しなければならない.いずれにせ

よ，血中 Pbおよび Cdと種々の因子を検討する際，喫

煙の有無を絶えず考慮する必要がある.

自動車による排気ガスの影響をみるため，比較的交通

量の多い道路から各人の住居までの距離を100m以内

(+)， 100-200m(土)， 200m以上(ー〉の三段階に分け，

それを喫煙，非喫煙群について検討した.Fig. II-a， III-a 

に示すように， Cdの非喫煙群で道路の遠近による有意

差がある以外道路の影響は認められなかった.地域差に

ついてみると，東京を5プロヅグに分け，その地域差を

Fig. II-b， III-bに示した.江東デルタ戸地域を中心とし

た九block(R1B)，世田谷や杉並などの旧住宅街をRI!B，

立川や八王子などの新興住宅街をRsB，旧市街としての

Central block (CB)，さらに京浜工業地需を中心とした

Industrial block(IB)に区分した.地域差をみるために

喫煙による影響のない非喫煙グループについて地域差を

検討すると， Pbに関してRIとRsの間に危険率5%で有

Fig.IV 
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人腎皮質中のカドミウムを対象とした生物モニタリング

石川隆章穴長嶋親日治*

A Biological Monitoring on Cadmium in Normal Human Kidney Cortex 

TAKAAKI ISHIKAWA* and CHIKAHARU NAGASHIMA* 

The cadmium concentrations in human kidney cortex， obtained in autopsies， were studied with 

the aim to estimate the accumulation of cadmium in different countries. The kidney samples were 

analysed with quality cOlItrol samples to confirm the analytical accuracy. The geometric mean values 

. varied considerably among the areas studied from China (13.0mg/kg) to Japan (62.4mg/kg)・

Keywords: WHO/UNEP， Biological monitoring， cadmium Kidney cortex 

緒言

人を対象とした重金属生物モニタリングに関しては血

液，尿，毛髪など多く報告されている.一方，正常入の

臓器中重金属については特定の疾患や薬物を有さない臓

器が望まれるためサンプリングが困難であり，その報告

は比較的限定されている.今回， WHO/UNEPのGlobal

Enviropmental Monitoring System (GEMs)の一環と

して重金属に対する Piolot.Studyが行なわれ，当研究

所もそのプロジェクトに参加した.東京都監察医務院で

得られた50例の antopsyサンフ。ル〈腎皮質〉のカドミウ

ム (Cd)を測定し，若干の知見が得られたので，その結

果を報告する.

試料および分析方法

して19前後の組織は，パイレックス製灰化用ガラスチュ

{プ(容量10ml)に移し，電気炉 (100'C)中で乾燥し

た.乾燥した試料へ 3.2mlの61%硝酸と 0.4mlの過塩

素酸を加えて，アルミブロック(130'C)中で、加熱分解し

た.湿式灰化後さらに， 150'C， 30分加熱によって乾回

した灰化サシプルは， 0.25%硝酸の 5mlを加えて溶解

した. その硝酸溶液は， さらに適度に希釈し Jarrell

Ash (型〉フレーム原子吸光で標準添加法を用いて測定

した.

結果および考察

1. 精度管理:WHO/UNEPによる重金属モニタリ

ングの様にglobalなデータを比較検討するためには得ら

れたデータの精度が重要な因子となる.そのため，精度

東京都監察医務院の協力の下に腎臓の一部を採集し 管理に重点が置かれ，前後10回にわたる精度管理が行な

た.すべての検体は死後24時間以内に剖検したもので剖 われた.統括研究所となったカロリ γスカ研究所から精

検時に慢性疾患のない症例を原則として選択した.喫煙 度管理用サンフ。ル (1回の精度管理4本のテストサンプ

を含む薬物等の常用に関して手紙による質問状を送り， ル〉と 2本の濃度の異なる Internalmarker (Cd濃度

薬物等の常用がないものを分析の対象試料とした. 既知である試料〉が当プロジェクトの参加研究所に送ら

割j検時にステンレス・スチールナイフで腎髄質と共に れ，各研究所で・測定された. 1回に4本からなるテスト

腎皮質を模状に (5~10g) カットした.各腎組織は，あ サンフ・ルの値から回帰直線が求められ，精度の範聞とし

らかじめ硝酸と再留水で洗浄されたポリプロピレンの容 てy=x土O.15の範囲内を満足する値であればaccept，

器に移され，測定するまでー20'Cで凍結保存した.測定 範囲外であれば reJectとされた.10回にわたる繰り返し

時，室温で融解した組織片はプラスチックのピンセット テストを受けた当研究所は9/10のacceptancera tioを得

を用いて再留水中で数回洗浄した.外界からの汚染をで た.腎臓中の Cd値は血液のそれに比べ比較的濃度が高

きる限り妨ぐ、ため剖検時の割面が測定試料中に入らない いため，精度的には，それ程問題がないことが判明し

様に注意深く腎皮質をステンレス製スチールナイフでカ た.

ットし，再留水で洗浄後，湿重量を測定した.湿重量と 2. モニタリングサンプルの Cd値:モニタリングさ

*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 PubJic Health 

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



れた腎皮質は， 50例のサγプノレを各25例の2群に分け，

皮質 Cd値の測定前， 25例訊u定後，さらに50例終了時の

各時点で精度管理が行なわれた.勿論，その結果が上記

の精度範囲 (y=x土0.15)を満足した場合のみデータ
は有効とされた.当研究所でのモニタリングサンフ。ル中

に行なわれた精度管理は， いずれも上記の acceptance

intervalを満足していたことから精度に関しては十分に

信頼性があると思われる.

50例の平均値は62.4mg/kg(湿重量)土26.0(SD)であ

り，39例の男子平均値59.8mg/kg(湿重量)土25.4 (SD)お

よび， 11例の女子平均値71.7mg/kg湿重量土25.9(SD)で

あった. これまでに圏内で報告されている腎臓中の Cd

濃度に関して，喜多村1)らの30例の腎全体のCd濃度46・9

土23.9mg/kg(湿重量)および石崎2)らの38例の腎皮質108

mg/kgなどがある.皮質と髄質では一般に皮質に高濃度

の Cdが蓄積しているとの報告を考慮すれば喜多村らの

報告とほぼ一致している.石崎らの症例は附属病院での

剖検症例であり，我々の症例(監察医務院から入手〉と

質的に異なるためか， Cd測定上の技術的な問題による

か不明であるが，いずれにせよ我々の値より約2倍程，

高値を示している.

腎皮質 Cd濃度と年令，男女差および喫煙習慣との関

係を図 L mに表した.図に示した様に，個体差が大き
く一定の傾向を示すことは困難である.年齢に閲して20

代の 6例の平均 Cd濃度は 27.5mg/kg湿重量土11.4に

比べ， 30代以降の世代44例の平均値は 67.2mg/kg湿重

量土23.6と著しく高値であり， 20代と30代以降の世代聞

では危険率1%で有意であった.一方， 30から70代まで

の各世代聞には有意差は認められなかった Cdの平均

1 日撰取量は30~60μg/day と報告3) され，その内の約 5

%前後が生体に吸収されると考えられている. 日本で市

販されている紙巻タバコ 1本中に約lμg前後のCdを合む

(図ll)ことから，喫煙は生体への Cd負荷の大きな要

悶と考えられる.

しかし，今回の50例の腎皮質中の Cd値と喫煙習慣と

の聞には全く有意差は認められなかった.喫煙と血中

Cd濃度との間に有意差があるとの我々的等の報告を考慮

すれば症例を増すと同時に，各症例jの喫煙習慣に関する

情報をより正確に把握して再検討する必要があると思わ

れる.今回，参加した8ヶ国の各々の腎皮質 Cd濃度の

平均値はアメリカ合衆国26.1mg/kg(湿重量)，中国13.0

mg/kg， インド17.8mg/kg，イスラエル15.1mg/kg，

ベルギー30.5mg/kg， ユーゴスラピア24.2mg/kg，ス

ェーデン13.1mg/kg，日本62.4mg/kgである. その値
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を男女別に図固に示した.今回得られた東京からの腎皮

質 Cd濃度は，参加国中一番高値を示した.第二位のベ

ルギ{の約2倍であり，血中濃度がベルギ{とほぼ問ー

であることを考慮すると，現在より強い Cd汚染が過去

にあったことを示唆するものかもしれない.特に30代以

後の世代が20代のそれと比較して有意に高値を示すこと

を考えると30年前の Cd摂取量は現在よりも多かったと

推定される.

今回の腎皮質の Cd値に対する生物モニタリングを通

して過去の汚染状況を明確にするため，さらに腎皮質を

対象とした経年変化の追跡および症例数の増大が重要な

課題となる.
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ラットのムコ多糖代謝に及ぼす N02 および 03 曝露の影響

鈴木孝人穴嵯峨祐ーベ溝口 勲*

Effects of N02 and/or 03 Exposure on Mucopolysaccharide Metabolism in Rats 

T AKAHITO SUZUKI*， YUICHI SAGA料 andISAO MIZOGUCHI* 

Rats were exposed to nitrogen dioxide (N02) and ozone (Oa) ， separately or alternately for 15 

days. The exposure was at 9.5 ppm N02 for 16 hours/day and 1. 0 ppm 03 for 8 hours/day. After 

sacrifice， the activity levels of mucopolysaccharide enzymes， hyaluronidase， s-glucuronidase and 

N-acetyl-s-glucosaminidase， were determined in the lung and Iiver. 

The increase of these enzyme activities was observed in the lung of each group when compared 

to those in control animals. On th巴 otherhand， the decrease of these enzymes of the Iiver was 

observed in both N02 exposure group and N02-03 exposure group. The changes of the activity levels of 

these enzymes were generally in the order of N02， N02-03 and 03 exposure. 

These results suggest that N02 and 03 affected the mucopolysaccharide metabolism and that the 

effects in N02-Oa exposure group were due to the induction of cross tolerance between N02 and 03・

J{eywords : nitrogen dioxide， ozone， hyaluronidase， s-glucuronidase， N-acetyl-s-glucosaminidase， rat 

緒 雪
同

主要な大気汚染物質である N02や 03は肺気腫
1-8〉，

肺線維症←6)，肺胞壁肥厚7)を生じさせるが， その成因

として結合組織の変化が関与することを示唆する報告が

いくつかなされており 8-叩， さらに，電顕的にも肺の結

合組織に変化が生じることが認められている25，26) 結合

組織の主要成分はコラ{ゲγであるが，その他にエラス

チン，プロテオグリカン〈ムコ多糖ー蛋白複合体〕およ

び糖2在住!などが存在し27，28)， これらは細胞間マトリ γ グ

スを構成している.今まで， N02や 03による結合組

織に及ぼす影響についての研究の対象は主にコラ{ゲ

ン，エラスチン，糖蛋白に関するものが多かった.すな

わち，肺と皮膚のコラ{ゲγ含量の変化8-m，肺のエラ

スチン含量の変化13)，H市のコラーゲンとユラスチンの構

造変化14-16)， コラーゲンの合成酵素である prolyl hy-

droxylas巴の肺における活性変動9，17九 エラスチンの分

解酵素である elastaseの肺における活性変動18)，コラー

ゲンの代謝産物であるハイドロキシプロリンとハイドロ

キシリジンの尿中排法量の変化10，17【 22〉， 姉の蛋白結合

ヘキソサミンと蛋白結合シアノレ酸含量の変イじ23)，分泌粘

液中の糖蛋白含量の変化24)などが報告されている.一

方，ムコ多糖に関しては N02曝露によって酸性ムコ多

糖の尿中排?世量の増加叫29)， 03やフリーラジカルによ

るヒアロン酸の分解を示唆する報告30，3りがあったが，余

り注目されていなかった.ムコ多糖は主に結合組織中に

存在し，細胞外液の容量調節，電解質の交換と調節，細

菌感染に対する防禦，コラ{ゲン線維の生合成の調節な

どに重要な役割を果たしている32，33) また，実験的に生

じさせた線維症では肝組織内のコラーゲンの形成に先行

して酸性ムコ多糖が増加すること 34，35)，in vitroでは酸

性ムコ多糖がコラーゲン線維の形成を促進するという報

告36)もなされている.

本研究では大気汚染物質である N02 と 03による生

体内の酸性ムコ多糖の代謝に及ぼす作用について検討す

ることを目的として，N02と03を単独あるいは交互に

曝露したラットの腕と肝における酸性ムコ多糖の代謝酵

素である hyaluronidase，s-glucuronidase， N-acetyl-s 

-glucosaminidaseの活性変化を把握し，その結果にもと

づいて N02 と 03の作用の違いや肺と肝における影響

のうけかたの違い，さらに，N02と03による交叉耐性

の発現を示唆するま日見が得られたので、報告する.

実験方法

*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ー24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料北里大学衛生学部化学科・



ρ-ni tropheny I-s-glucuronideを基質として反応後， 遊

離した ρ-nitrophenolを比色定量した.活性単位は遊

離した ρ-nitrophenolの量 (μg/min)で示した.

N -ace ty I-s-g lucosaminidase活性は Woollenらの方

法仰によって ρ-nitropheny 1-N-acety I-s-glucosaminide 

を基質として反応後，遊離した t-nitrophenolを比色定

量した.活性単位は遊離したトnitrophenolの量〈μg/

min)で示した.

なお，分析の際には原法の方法に準じて，それぞれ酵

素量，基質濃度，反応、時聞について検討した上で一部分

改変して実施した.

肺および肝の蛋白含量は Lowryの方法41)を用いて測

定した.

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.l王， 33，1982 

結果と考察

体重は対照群に対して N02群で:'19%(平均52g)，N02 

-03交互群で18%(平均48g)の有意な減少を示したが，

03群では有意な変化が認められなかった(図 1).この

体重変化は高濃度の N02爆露によるものと思われる.

肺重量は N02群で、10%の有意な増加を示したが，他の

群では有意差は認められなかった〈図 1).肺の蛋白含量

は各群とも16%程度の有意な増加が認められた(図2). 

N02群で・の肺重量の増加は単なる肺水腫によるものでは

ないと思える.また，Freeman らは1O~25ppm の N02

曝露ラットの肺重量の増加の原因については浮腫などに

よるものではなく，肺胞壁や肺胞上皮細胞の肥大，肺胞

間質のコラーゲンやエラスチンの増加によるものと報告

している向山.肝重量は N02群で20%，N02-Oa交互

(1) 動物の曝露

温度を23土l'C，湿度を60土10%，換気回数を10回/時

に調整した各動物曝露チャンパー(内容積，約1.6m3) 

内に Fischer系の8週令の雄ラットを対!照群 (N020.02 

ppm 以下， 080.01ppm以下)， N02単独曝露群 (9.5士

0.2ppm， 16時間/日)， N02-03交互曝露群(N029.5土

0.2ppm， 16時間/日;08 1. 0土O.05ppm，8時間/日〉

および 03単独曝露群 (1.0土0.05ppm，8時間/日〉の

4群 (5匹/群〉に分けて 15日聞の曝露を行った.曝露

を実施した時間帯はN02を17時から翌日の9時まで， 03 

を9時から17時までとした.ガス濃度はケミノレミネッセ

ンス法による測定機によって連続測定した.

(II) 検体の調製

動物は曝露終了後，ネンブタール麻酔下で放血により

屠殺した.摘出した肺と肝は重量を測定したのち， 0.25 

M庶糖ー0.2M塩化カリウム溶液 (pH7.0)を9倍容加

えてから，肺については UItra. Turrax を用い，肝は

Potter・Elvehjem型ホモジナイザーを用いてホモジナイ

ズ後， 3300xgmaxで10分間遠心して得られた上清を検

体とした.

(ID) 酵素活性と蛋白含量の分析

hyaluronidase活性は AronsonとDavidsonの方法37)

によって，ヒアロン酸を基質として反応させ，遊離した

N-acetylglucosamineを Reissigらの方法38)によって比

色定量した.活性単位は遊離した N-acetylglucosamine

の量 (μmol!hr)で示した.
s-glucuronidase活性は Katoらの方法39)によって，
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c D 

群で17%の有意な減少を示したが， 0，群では有意差ほ 08交互群はその中間であった. この結果は比較的高濃

認められなかった(図1).肝の蛋白含量は N02群で 17. 度の'N02と03との聞に交叉耐性が生じるという報

%， N02-03交互群で'15%の有意な減少を示した(図2). 告41，48)と考え合せると，今回の実験でも N02と03の

肝重量の減少の原因としては蛋白，グリコーゲン，脂質 交互曝露によって生体内で交叉耐性が働き，生体が受け

の含量減少などが考えられるが，肝における蛋白含量の る影響が弱くなった可能性が示唆される.また，これら

減少分 (O.6g)とグリコーゲン含量 (2.5~7. 2%(4)，約 のムコ多糖代謝酵素の活性上昇の結果から考えると，高

O. 25~O. 72g)および脂質含量(約6%45)，約O.6g)を合 濃度の N02および 03の曝露により肺に炎症等が生じ，

計しでも N02群での 2.2gの肝重量の減少分には満たな さらにその修復過程において結合組織の増殖の必要性か

い.前報的でも， 8 ppm N02， 4週間曝露ラットで15% ら酸性ムコ多糖の生合成が活発化し，それに伴ってこれ

程度の肝重量の減少も認められている.対照群に比べ らの分解酵素の活性充進が生じたものと推定される.

て，高濃度の N02曝露群で体重と肝重量の減少が生じ 肝の酵素活性の変化は図4に示したが，hyaluronidase 

たことは何らかの生長抑制が生じたものと思われる. 活性は N02群で35%，N02ー03交互群で26%，03群で

肺での酵素活性の変化は図3に示したが;h)叫uro・ 19%の有意な活性低下を示した.s-glucuronidase活性は

nidase活性は N02群で32%，N02.:..03交互群で28%の N02群で21%，N02-03交互群で22%の有意な活性低下

有意な増加を示した 0，曝露群は増加傾向を示した. が認められたが， 03群では有意な差は認められなかっ

かglucuronidase活性は N02群で33%，N02-O，交互群 た.N-acetyl-s-glucosaminidase活性は N02群では18

で:'25%，03群で19%の有意な増加を示した. N-(Icetyl- %， N02-Oa交互群で'24%の有意な活性低下を示したが，
s-glucosaminidase活性はN02群で17%，N02-03交互 03群では有意差は認められなかった. これらの結果を

群で15%，03群で14%の有意な増加を示した4 肺のこ 見ると肝におけるガス曝援の影響は肺での結果と同様に

れらの酵素活性に対するガス曝露による影響が最も強か 03群が最も弱かった.また，N02群および03群と比べ

ったのはN02群であり，最も弱かったのは03群であっ て，N02-03交互群では単に N02と03の影響を相加し

た.当初，最も強い影響を受けると予想していた N02ー たものではなく， 主として N02曝露によって生じたと
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A 

N02曝露群の肝におけるムコ多糖代謝醇素の活性低下

の結果と合せて考えると，N02曝露が肝における酸性ム

コ多結代謝阻害を生じさせ，!7R中へのその排准量を増加

させることが推測される.

今回の高濃度の N02 と 03の単独あるいは交互曝露

実験によって，ムコ多糖代謝の酵素活性に及ぼす影響は

肺と肝では異なること，また，N02と03の相互作用に

関しては両者聞における交叉耐性とも考えられる結果が

得られた.今後はそのメカニズムの解明と肺や肝におけ

る酸性ムコ多糖含量およびその組成変化に対するN02や

03曝露の影響についての検討が必要であると思われる.

謝辞本研究にあたり有益なご助言をいただいた環境

保健部の石川隆章氏に深謝いたします.

思われる活性低下を示している.肝が主要なムコ多糖代

謝臓器であるか否かは不明であるが，in vivoで酸性ム

コ多糖が肝 hyaluronidaseなどのライソゾ{ムで、処理さ

れること叩，また，コンドロイチン硫酸が肝のライソゾ

{ムにとり込まれるという報告別〉，また，実験的肝障害

時には肝の s-glucuronidaseと N-acetyl-s-glucosami-

nidase活性の変動が生じること叫にさらに，肝疾患，特

に活動性慢性肝炎および初期肝硬変，患者尿の酸性ムコ多

糠排洗量の増加が認められることなどを考えると50→2)，

肝のムコ多糖代謝酵素の活性変動が尿中ムコ多糠排池量

に関連することが推測される.Kosmiderらによるlppm

NOx曝露モルモヅト， 2ppmのN02曝露ラットにおけ

る酸性ムコ多糖の尿中排池量の増加の報告19，29)と今回の
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(本研究は昭和56年度当研究所調査研究課題「複合大 : Arch. Environ. Health， 32， 33， 1977 

気汚染に係る健康影響調査に関する研究」として実施し 21)笠原利英，大沢誠喜，鈴木孝人ら・東京衛研年報，

たものである.) 
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03単独暴露およびN02と03の複合暴露によるラットの肺の病理形態学的変化

寺田伸枝ぺ鈴木孝人*，大沢誠喜*，福田雅夫*

池間真悟*，溝口 耳ql*

Pathological Changes in Lungs of Rats Exposed to Ozone 

and Mixtures of Nitrogen Dioxide and Ozone 

NOBUE TERADAヘTAKAHITO SUZUKI*， MASANOBU OHSA WAヘ
MASAO FUKUDA*， SHINGO IKEDA* and ISAO MIZOGUCHI* 

Pulmonary response of rats exposed to 0.1 ppm ozone (03) and mixtures of 0.1 ppm 03 and 0.5， 
1. 0， 2.0ppm nitrogen dioxide (N02) respectively were observed after the continuous exposure for 1， 

3， 7， 14， 30， 60 and 90 days by Iight and electron microscopy. 

Rats exposed to 03 showed slight hypertrophy， proliferation， injury of cilia in the bronchial 
epithelium and thickening of the ductal alveolar walls. Although the pulmonary tissue， after 

exposure of 03 for 90 days， seemed to be almost normal from the observation by Iight microscopy， 

it was found by electron microscopy that alveolar walls were thickened with collagen fibers and 

interstitial cells， and that the basement lamina was exposed to the alveolus due to the defection of 
Type 1 from the alveolar walls. 

There i were some differences in the changes caused by the exposure to single 03 and to the 
mixtures of N02 and 03 were found. Changes caused by the combined exposure at the bronchiolo-

pulmonary junction appeared to be somewhat more marked than those by 03 alone. The lesions of 

the pulmonary tissues by the combined exposure were more persistent than those by the single 

exposure. 

区eywords: ozone， mixtures of nitrogen dioxide and ozone， continuous 巴xposure，pulmonary response， 

rat， light and electron microscopies， bronchiolo中ulmonaryjunction 

緒 言 け得る系統的な研究が必要と考える.

二酸化窒素 (NOz)は，複合大気汚染成分のひとつと 著者らの一連の N02に関する暴露実験は，このよう

して，最近とくに重視されているガス状成分であり，そ な観点に立って行われており，すでに低濃度領域におけ

の生体影響に関する研究も数多くなされている. る N02の短期・長期単独暴露によるラットの浮吸器病

動物実験も，長期吸入実験を含めて少なくないが1，2)J 変について報告したむ.本研究は， N02と，N02と同様

比較的低濃度領域において，暴露濃度段階と暴露期聞を に主な大気汚染物質の一つであるオゾン (03) を複合し

十分にとって，暴露量と病変の進展を系統的に検討した た条件下に暴露されたラットの肺の病理形態学的検索を

実験は稀である.また，他の大気汚染成分の共存下にお

ける N02の毒性に関する研究は，ほとんどなされてい

目的としたものである.

方 法

ない 5遇令の Fischer系雄ラットを， O.lppm濃度の 08に

NOzの生体影響を評価するにあたって，種々の条件 単独暴露した群，0.5， 1. 0， 2.0ppm濃度の N02に，各

下における N02 の最少有効濃度を決定するに必要な範 々O.lppm濃度の 03を複合暴露した3群，および対照群

厨の濃度と，暴露期間を取扱った実験，並びに生化学的 の5群にわけ，1， 3， 7， 14， 30， 60， 90日関連続暴露

・機能的・形態学的に見出された影響を，相互に関連づ を行った.なお 03は1日8時間，N02については終日

*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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暴露である. 厚，並びに肺胞道付近の肺胞壁の細胞の増多が全棄にみ

病理学的検索のためには，各群35頭の中から無作為に られたくFig.3).60~90 日後では，肺胞領域の細胞の増多

5頭を選び，ネシブタール腹腔内注射による深麻酔下で は消失し，肺胞道壁の局所的な軽度の肥厚を認めるにす

関胸し， "レンメを用いて離断標本を得るために心葉肺 ぎなかった (Fig.4).

門部を閉止した後，気管支から 2.5%氷冷グ/レタールア 03単独暴露による， 腕の各部位における初期反応は

ノレデヒド固定液を，20cm水柱庄で注入し，再拡張固定 光顕的には暴露60~90日後に消失する傾向が認められた

を行った. が，電顕的観察によれば，暴露90日後においても，種々

再拡張固定した左肺の中央部から 2片の水平断切片を の変化が見出された.特に腕胞領域における変化が注目

採取し，透過電顕および光顕用試料とした.電顕用試料 され，肺胞皇室の間質細胞と修原線維の増加に伴う air-

は，常法に従ってオスミウム酸後固定し， Epon包埋， blood barrierの肥厚 1型上皮の剥離によって蹄胞股

薄切，錯酸鉛・ウラニノレ重染色を行って観察した.光顕 に露出した構造の乱れた基底膜，腔内に剥離・変位した

用標本のためには，上記の他，肺の各薬から試料を採取 肺胞上皮などが認められた. n型上皮の増加は，それほ
し，パラフィン包埋切片を作成し， H・E染色を行って ど顕著ではない (Fig.10，11). 

観察した n2.0ppm N02 と O.lppm03 による複合暴露群
暴露実験に用いられた吸入装置と，その実験条件は前 複合暴露群の気管支上皮の変化は，暴露30日後までは

報りと同様である.

結 果

N02および 03の呼吸器に及ぼす影響を評価するため

に，肺を気管支上皮，末梢気管支上皮および気管支・肺

接合部，腕胞道および肺胞道付近の肺胞の 3つの部位に

わけ，主に線毛の損傷，上皮細胞の肥大と増殖，肺胞道

壁および姉胞盛の細胞の増加と肥厚に注目し，変化を示

す気管支また肺領域の多少と，各部位での変化の強さを

考慮し，gradingを行った (Table1). Fig.1は， Table 

lに示した方法に従って評価じた 03単独暴露群，N02 

と03の複合暴露群，並びに前報3)のN02単独暴露群の

肺の各部位における変化の様相を経日的に示したもので

ある.

1 O.lppm 03単独暴露群

気管支上皮における変化は，暴露後1日目より，線毛

の損傷が認められ， 7~30日後には，上皮の肥大性変化

と増殖が，時間の経過とともに，変化の程度を増し，ま

た変化を示す範囲を拡げていった.しかし， 60~90日後

では，上記の変化は急速に弱まり，局所的に軽度の線毛

損傷を伴う肥大性変化を示すに過ぎなかった.

末梢気管支，気管支・肺接合部においては， 3日後よ

り，局所的に突出細胞の減少，7c:--14日後より，局所的

に軽度の肥大性変化がみられ， 30日後には，ほぼ企業に

わたって上皮の肥大と軽度の増殖がみられた (Fig.3).

しかし60日後より肥大性変化の消失と突出細胞の回復が

みられ， 90日後では，光顕的には対照群との差違は認め

られない (Fig.4).姉胞領域においては， 3日後より，

マグロプア{ジの遊出と，腕胞道壁細胞の増加が局所的

にみられ， 7~30日後には，肺胞道壁の細胞の増加と肥

03単独暴露群の場合と同様で、あった. しかし， 60~90 

日後においても，上皮細胞の肥大性変化と，軽度の増殖

が， 30日後とほぼ同じ強さで持続していた.

末梢気管支では， 03単独暴露群に比べ，上皮の肥大

性変化の程度が強く，また増殖性変化のみられる部分も

あった (Fig.5). 60~90日後にも， この変化は持続，あ

るいは進展しており，塊状の増殖を呈する部位も認めら

れた (Fig.7).

1市胞領域においては，暴露30日後までは 03単独暴露

群と同様の推移を示したが(Fig.6)，90日後においても，

肺胞道および肺胞壁の細胞の増多と肥厚が， 30日後より

やや強さを減じながらも持続していた (Fig.7).

肺胞領域の電顕所見では， n型上皮の増加と大型化，
I型上皮細胞質の不規則な厚薄， H謬原線維と基質の増加

による間質の拡大などが認められた (Fig.12， 13， 14， 

15).複合暴露群では， 03単独暴露群に比べ，特に間質

の拡大が特徴的であり，またE型上皮の増加が注目され

た.

m 1. 0， 0.5ppm N02と O.lppm03による複合暴
露群

複合したN02濃度が1.Oppmおよび0.5ppmで、あった2

群は，同様の変化を示した.

気管支上皮および末梢気管支では， 暴露30日後まで

は， 2.0ppmの N02を複合した群と同様に，線毛の消

失・上皮の軽度の肥大性変化が認められたが，増殖性変

化が，2.0ppm N02 複合群より弱い傾向がみられた.

また90日後には，上記の変化は弱まり，局所的にごく軽

度の肥大を示した.

腕胞領域においては， 2.0ppm N02複合群と同様の変
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化の推移を示したが，細胞の増加はやや弱い傾向にあっ

た.

考察

0.1ppm濃度の 03 に 1~90日関連続暴露されたラット

の呼吸器病変は，気管支粘膜上皮の線毛異常を伴う肥大

性変化，非線毛細胞の減少，粘膜上皮の増殖，細胞浸j関

を伴う肺胞道壁肥厚，腕胞道付近肺胞壁の肥厚と細胞増

加，マクロファージの遊出などが主要所見である.これ

らの変化は，暴露期間に対応して様々な程度と範囲で出

現している.また， 03の呼吸器に及ぼす影響は，N02の

場合に比べ，呼吸器のさらに深部に達することが認めら

れ，肺胞領域における変化が注目される.

本実験で観察された変化は，低濃度の 03への暴露に

よる呼吸器影響に関する従来の記載と基本的には同様で

あると考えられるト町.

03への連続暴露の病変の出現と推移の様相は，暴露1

日後より中等大気管支に 3日後より気管支樹全域およ

び肺野に変化が認められ， 14~30 日後には，これらの変

化が，ほぼ全葉にびまん性に見出されるが， 60日後より

消失する傾向がみられ， 90日後では，対照群との差違を

認めない.しかし，電顕的には，肺胞壁の間質細胞並び

に修原線維の増殖， 1型上皮の変性などが認められ，肺

胞領域における 03暴露による変化は，持続的に進行し

ていることも考えられる.

低濃度 03への長期連続暴露実験の報告は少なく，

さらに，病変の推移に匂ついて記載した例は稀である.

Boormanらはペ 0.2ppI_IJ.の03に暴露されだラットにつ

いて電顕による形態計測を行い，暴露7日後には上昇し

たマグロファージおよび炎症細胞の数，air-blood barrier 

の厚さなどの指標が， 90日後には減少したことを報告し

ている.

低濃度N02の暴露実験において観察されたようにへ

一旦成立した定型的病変が弱くなり，同程度の強さの病

変がかなりの期間持続し，実験の長期化に伴って再び定

型的病変，あるいは次の段階に進んだ病変が出現する可

能性も考えられ，さらに長期の実験が必要と思われる.

O. 5~2.0ppm濃度の N02 と 0.1ppm濃度の03に複合暴

露されたラットの主な呼吸器病変は，03単独暴露群の

場合と同様であったが，肺の各部位における病変の強さ

と，変化の推移の様相において違いが認められた.ま

た，複合した N02濃度によって病変の強さに違いが認

められた.

複合暴露群では， 03単独暴露群に比べ，末梢気管支

上皮の肥大及び増殖性変化が増強された.また 03単独

暴露群では，暴露60日後より，病変の消失する傾向が認

められたが，複合暴露群では，暴露90日後においても，

30日後とほぼ同様の変化が持続していた.90日後の電顕

所見では， II型細胞の増殖， 1型上皮細胞質の不規則な

厚薄，間質細胞・謬原線維の増殖並びに基質成分の増加

による間質の拡大等が認められ， 03単独暴露群に比

べ，間質の拡大が著しい傾向がみられた.

一方，2.0ppmのN02の単独暴露群では，気管支・防

接合部および肺胞の変化は認められなかっため. 以上の

ことから，複合暴露群の変化は，03の寄与度が強いと考

えられるが，03単独群とは，変化の性質が異なる点も認

められ，N02の影響，あるいは N02と03の反応によっ

て生じた他のガスの影響が存在することも考えられる.

N02と03の複合暴露実験はほとんどなされていない.

Freemanらは9) 2.5ppmのN02と0.25ppmの03に複

合暴露されたラットにおいて観察された肺胞道と末梢気

管支における病変は，主に 03によるものであり，暴露

6ヶ月後には，正常に復したことを報告している.また，

横山らは10)，5.5ppmのN02と，1.1ppmの031こ交互暴

露したラットの主要病変は， 03単独暴露群の場合と同様

であったが，気管支・肺接合部における変化は，03単独

群よりやや強い傾向にあることを報告している.

Ehrlichらは山， 1. 5~5. Oppmの N02と，0.05~0.5 

ppmの 03に1日3時間，20日聞くりかえし暴露された

マウスでは，呼吸器感染に対する抵抗性が低下してお

り，相乗作用がみられたとしている. 一方， Goldstein 

らはゆ， 2. 0~7. 5ppmの N02 と 0.1~0.4ppmの 03 に

複合暴露されたマウスの肺の防御機構について，黄色ブ

ドウ球菌の殺菌能を指標として検討した結果，両汚染物

質の相乗作用は認められないことを報告している.

本実験の結果から，N02と03の複合暴露の影響は，

03単独暴露の場合に比べ， 病理形態学的には気管支・

腕接合部における病変の増強と，腕の各部伎における病

変の持続として認められた.現在，さらに低濃度の長期

暴露実験を行っており，N02と03の複合暴露による生

体影響について新たな知見を加える所存である.

謝辞本実験材料の電子顕微鏡による検索に当って，

御指導をいただいた，当所乳肉衛生研究科，前木吾市主

任研究員に深謝いたします.

(本研究は昭和55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」として実施

したものである.) 
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NO，と 03暴露によ.'5ラ・y 卜肺に対する生化学的変化

石川隆章*

Effect of Subchronic Exposure of N02 and 03 on Pulmonary Connective Tissue 

T AKAAKI ISHIKA W A * 

The influence of nitrqgen dioxide and ozone on the connectiv巴 tissuesof rat lungs was studied after 

14 days of exposure at 10.ppm ih N02 (16 hours per day)， and 1 ppm in 03 (8 hours per day)， and 

alternate exposure of N02 and 03， 

N02 exposure induced a decreas巴drate of body weight in spite of the increase of lung weight， 

collagen， and non-collagen protein content which might be indicative for the prompted pulmonary 

connective tissue metabolism. On the other hand， it was found that the ratio of collagen to dry 

weight was increased compared with that of control and N02・ Theincrease of collagen content in 

03 may be suggestive foτthe abnormal collagen metabolism which leads to pulmonary fibrosis. 

Keywords : Nitrogen dioxide， ozone， gas exposure target organ connective tissue collagen. 

緒 言

大気汚染の生体影響を適確に把握することは， N02や

03などの大気汚染にさらされる危険の多い大都市住民

の疾病形態を理解する上で貴重なデータを提供する.

N02ガスの暴露が標的臓器としての腕に肺気腫1)肺

線維症2)を惹起することが病理学的な立場から報告され

ている.今回，ラットを用いて N02(10ppm)， 03 (1. 0 

ppm)の単独および交互暴露実験を2週間に渉って行っ

た N02や 03が肺の線維性タンパクである謬原線維

(コラーゲン〉や非コラーゲンタンパクに，どの様な影

響をもたらすかを解明する目的で，暴露後のラット肺の

湿また乾燥重量，非コラーゲンタンパク，そしてコラー

ゲンを量的に検討した.なお，コラーゲンは一部溶解性

の差を利用して抽出し，質的な商からも検討した.肺の

コラーゲンタシパクに関して，若干のま目見を得たので報

告する.

実験操作

1) 試薬 Pepsinおよび bovineserum albumineは

Sigmaを，その他の試薬はすべて和光純薬の試薬特級を

{吏用した.

2) 方法:非コラーゲンタンパクは， bovine serum 

albumineを standardとして Lowry法的で測定した.

OH prolineは試料を6N塩酸で酸加水分解後，Bergman 

and Loxley法4)1こより定量された.

3) コラーゲンの抽出5) ガス暴露終了後， 生食で十

分に還流された肺は湿重量を測定後，凍結乾燥され乾燥

重量が測定された.乾燥された肺は，ハサミで細片化さ

れ100mg前後の試料からコラーゲン抽出が行なわれた.

細片化された乾燥蹄は， 10m!用の試験管に移され， 0.1 

M酢酸の7m!中で:'24時間撹持抽出された.遠心分離後，

沈査は同条件でさらに酢酸抽出された.各上澄はmlxさ

れ， 5% NaCl溶液となるように NaClが添加され，コ

ラーゲンを分離した.この分画を酸可溶性分画とした.

酸抽出後の沈査は， pepsinを含む 0.5M酢酸の 7m!で

24時間援梓抽出された. その上澄は， さらに酢酸抽出

分闘と同様に塩析によりコラーゲンを分離した. この

分画が pepsm可溶性分画である pepsinにより可溶

化されない沈査は，さらにふmercaptoethanolを含む4M

guanidine HCl (guanidene)溶液を用いて抽出した.遠

心後，沈査は 4Mguanidineで数回洗浄され，各上澄は

mixされた.その上澄は，0.5M酢酸溶液で十分透析され，

塩析にてコラーゲンを分離した.この分画は， guanidine 

可溶分画とされた. guaniclineで、抽出されなかった残澄

は不溶性分画とされ， O.lN水酸化ナトリウム溶液を加

えて， 60'Cで加熱溶解した.この溶液のOHproline値か

ら不溶性コラーゲンが求められた.

4) 動物に対する暴露条件:実験動物として Fischer

系の8週令の雄ラット20匹が使用された. control群，

キ東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究料 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyaknnincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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Fig. 1. The changes of body weight during NOz 
and 03 exposure for two weeks. 

N02群，03群および交互群の 4群に分けられた N02群

は，10 ppmの濃度を 17:00から翌朝9:00まで16時間，

03群は 1ppmを9:00から17:00までの8時間，交互群

はN02の10ppmを16時間暴露後03の1ppmを8時間交

互に暴露された.各暴露室は，温度22~24"C，湿度50~

70%，換気回数10回/時間に調節された.N02と03の濃

度測定は，ケミノレミネッセンス法により行なわれた.

結果

1) 暴露実験中のラットの体重変化:2週間の短期実

験であるけれど 8週令とL、う成長期のラットは，当

然，一定の増加傾向を示した.その体重変化の経過を図

1に示した control群の 2週後の体重は，平均して 13

%増であった.N02群は，1週後に controlの増加率の

約2倍と体重が増加したが 2週後には前週より体重が

減少し実験開始時の体重とほぼ同一であった 03群は，

1週目はほとんど変化せず 2週間目には controlの増

加率の約2倍 (25%)を示した.交互群 (N02と03を交

互に暴露した〉は，経時的に controlと同様な増加傾向

を示したが，増加率は多少低値であった (9%).

2) 肺の湿重量と乾燥重量:暴露終了時，ラットはノミ

ルピタ{ル麻酔下で生食による血液還流を行った後，臓

器を摘出した.肺の湿重量は，図2-aに示した control

群に較べN02群 (20%)および交互群 (7%)は増加し

ていたが， 03群はほとんど差が認められなかった.一

g 

3.0 

2.0 

1.0 

q 

0.3 

0.2 

0.1 

COntrol N02 0 
3 NO. + 0 2 ' -3 

Fig.2-a Wet weight of lung (mean土SO)

∞ntro1 N02 N口 +02 . -3 

Fig.2-b Ory weight of lung (mean土SO)

方，乾燥重量は図 2-bに示した.N02群 (36%)，交互

群 (20%)，03群 (9%)といずれも controlのそれよ

り増加していた.さらに，肺の水分合量を算出するとい

ずれも湿重量の 92%前後であり controlと暴露群との

聞に相違は全く認められない.

3) 腕のタンパク量の変化.乾燥された肺の一部は，

Lowry法によりタンパクが定量された.図3-'-aに肺タン

パク量を示した.control群における肺のタンパク量は，

O.lg前後で、ある.一方， N02群は1.37倍，交互群は1.15

倍と増加していたが， 03群はほとんど control群との聞

に差がない.これを乾燥重量に対するタンパク量で比較

すると図 3-bに示す様に各群聞で、はっきりした違いはみ

られない.

4) 肺のコラーゲン量:乾燥された肺の一部は 6N

塩酸， 110"Cの条件で overnight~日水分解され， hydroxy-

proline (OH proline)が定量された.総コラーゲン量を

図4-a，bに示した.controlに較べて N02群および03群

は1.3倍，交互群は1.2倍といずれも増加していた.こ

れもタンパク量と同様に乾燥重量に対するコラーゲン量
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で表わすと 03群は 1.2倍と増加していたが，交互群は 示唆している control群と暴露群を酢酸抽出の量で検

controlと変らず，そして NOz群はむしろ低下の傾向が 討すると，NOz群1.3倍， 03群1.08倍，交互群1.07倍と

ある. いずれも増加しているが乾燥重量当りでみると，むしろ

5) コラーゲンの質的変化:乾燥された肺の残りは， 暴露群の方が減少している.

すべてコラーゲンの抽出に使用された. 0.5M酢酸， ii) pepsin可溶性分画・この分画はコラーゲン分子の

pepsin処理分のO.5M酢酸， 4M guanidineの各溶液中 テロベプタイド部分を pepsinで分解した後，酢酸で拍

で撹伴抽出された.この操作で抽出されない残査を不溶 出されたコラーゲンである.ペプシン分画のコラーゲン

性画分とした.いずれも加水分解後， OHprolineが定量 量は，NOz群，交互群とも control群とほぼ同じ値を示

されコラ{ゲンが算出された.肺のコラーゲンに対する したが， 03群は controlより1.3倍と高い.肺の乾燥重

各抽出分画での比率を検討すると，図5に示すように酸 量でみると NOz，交互群は control群のそれより 0.6お

分画は O.75~0. 94%， pepsin分画は 15.0~21. 8%，グ よび0.8と減少していたが 03群は，全く controlと同じ

アニジン分画は38.0~54. 0%，不溶性分画は18.2~25.6 値を示した.

%である iii) guanidine可溶性分画:NOz， 03群ともcontrol

i) 酸可溶性分画:この分画のコラーゲンは，全体の との聞に差はないが，交互群で多少減少している.肺の

コラーゲンの 1%以下が抽出されるに過ぎない.皮膚の 乾燥重量に対するコラーゲン量でみると NOzと交互群

コラーゲンの50前後が酸で抽出されることを考えれば肺 は，それぞれO.7倍その0.9倍と controlに対して低下し

のコラーゲンが物理，化学的に非常に安定であることを ている.
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iv) 不溶性分画:guanidine抽出後の沈査は十分水で

洗浄され，凍結乾燥された.その一部が0.1N水酸化ナト

りウム溶液の中で、オートクレーブ処理された.中和後酸

加水分解され，そのOHprolineが定量された.不溶性コラ

ーゲンは， N02群の1.4倍と交互群1.3倍と抽出困難なコ

ラーゲンが増大するが，03群て:'ficontrol群との間に差が

認められない.乾燥重量当りに換算すると交互群で，わ

ずか増加している程度で他の二群は controlとほぼ同ー

の値であった.体重婚加曲線から control群は，経時的に

淘i場傾向を示す. N02群の体重の増加は，ほとんど認め

られない.一方，03群は controlをこえる増加率を示し

た.この結果からこの実験に用いられた N02(10 ppm) 

および 03(1 ppm)，濃度では N02は体重減少作用があ

り，03はむしろ体重を増加させる何等かの作用があるの

かも知れない.文献的町にも N0230ppmの暴露で24時

間後に体重が減少したとの報告がある.その報告と 1週

目がむしろ増加している今回のデータとの相違は，用い

たガスの濃度差に由来するものと思われる.肺の重量，

タンパク，そしてコラ{ゲン量から N02や03の影響を

(mg) 
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O~ NO_+O 3 ....."'2. "'3 

Fig.5-c Guanidine soluble collagen 
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みると， N02群の体重は増加しないのにも拘らず肺の

湿重量，乾燥重量，タンパクおよびコラーゲン重:とも

controlのそれらよりはるかに増加していた. しかも乾

燥重量に対する水分含量，タンパク量およびコラーゲン

量の比率が controlのそれと全く変らないことから肺水

腫や肺線維によるものでなく，肺の組織全体が代償性に

大きくなったと考えられる.一方，文献上町ラヅトに対

する1.5 ppm 03の3週間暴露で肺の湿重量が増大した

との報告もあるが，我々の結果は 03群の湿， 乾燥重

量が controlのそれと変らず乾燥重量に対するコラーゲ

ン量のみが増大していた.このことは，肺の線維性タン

パクの増大を意味し，肺の線維化と何等かの関係がある

ことを示唆している.交互群は， N02群程のタンパクお

よびコラーゲシの増加は認められないが，ほぼN02群に

類似したパターンを示す.コラーゲンの質的変化を検討

するため，肺組織のコラ{ゲンを変性させることなく凍

結乾燥した.それを酸，ベプシン，グアニジγ等で処理し

てコラーゲγを抽出分画した.各分画のコラーゲン量を

controlのそれと比較してみると， 酢酸可溶性コラーゲ
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γは :N02群のそれが多少増加する程度であり両分画と

も有意差はない.グアニジシ可溶性分画においては，

N02， 03，交互群のいずれも controlとの問に差がない.

結果的に各拍出液で溶出されるコラーゲγは，量的に各

群とも差が認められなかった.しかし，不溶性分画のコ

ラーゲンが N02暴露で controlに対して30%も増加し

ていることは，コラーゲンが質的に変化していることを

示唆するものかも知れない.いずれにしろ， N02や 03

の暴露により肺のコラ{ゲン量が増大する結果を得た.

このコラ{ゲン増大を引き起こす因子として，コラーゲ

ン合成中の prolineから OHprolineへの水酸化の過程

が freeradical的な反応に基つ9いて起きるのか.N02や

03により prolinehydroxylaseの活性が允進している

か，さらに検討する必要がある.
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空調ダクト内堆積粉鹿の性状について

佐藤泰仁*

Properties of Accumulated Dusts in Air-conditioning Duct 

YASUHITO SATO* 

Removing dust particles from ducts in the air conditioning system is an important job for building 

maintenance as dust particles blown 0臼tfrom the duct opening may cause problems to residents. 

Properties of particles such as element components， crystal structures， ratio of inorganic to organic 

substances and tar rate were investigated in six buildings. Elements extract巴dfrom the dust particles 

were Si， S， Ca， Fe， K， Mg， Ti， V， Zn， Cu， Cl， Cr， Al and Pb， and the crystal structures were 

a-Si02， CaS04・2H20，CaC08 and NaA1SiaOs・
The ratio of inorganic to organic substances was six to four. The particles contained an average 

of 8.4% of tar， which value was as high as in the air around a street with a heavy traffic. This 

high value of tar may be attributable to smoking. 

Keywords : component analysis， accumulated-dust， air・conduct 

はじめに

室内の空気汚染を制御するには，最近のように外気が

清浄でなくなると，取り入れ外気を浄化することが必要

であり， ピルにおける空気調和装置の普及もあり，大部

分のビノレで、は空気の浄化が行なわれている. しかし最近

のビルの室内環境をみると有害ガスとともに，粉じんに

対しての問題が指摘されている.居住者の快適性または

建物のよごれ防止などの点からも，建物内で発生するタ

バコの煙をはじめ，土砂，紙ホコリ，布くずなどの粉じ

んについては循環空気についても浄化する必要があり，

各種エアフィルターによる対応がなされている.しか

し，現在の事務所ピ、ル等で用いられている空気調和設備

では外気および室内発生の粉じんを完全に捕集すること

はむずかしいため，長い間には室内に空気を送りこんで

いるダクト内がよごれてくることは当然であり，実際ダ

クト内に粉じんが堆積されている現状である.例えば空

調運転時に吹出しロより黒っぽいものが落ちてきたり，

吹出し口のまわりが黒ずんで、いたりするのを緩験する

が，これらの本体について調べられた報告はない.

ピルの環境管理の一つに空調ダクト内清掃とL、う仕事

があり，し、くつかの業者が行なっている.今回，ー業者

より試料の提供が得られる機会があったので，堆積粉じ

んの性状について基礎データを得るための分析を行な

い， ¥，、くつかの知見を得たので、報告する.

試料の採取及び分析方法

ダクト内堆積粉じんの清掃については次のようにして

行なっている.まず空調用ダクトを数ヶ所切開して，そ

の関口部より床においたコンプレッサーからのホースを

接続した小型電動車 (30x20cm)を入れ，ダクト内を走

らせながらコンプレッサーからの Airにより， .権積麗を

飛散させる.採墜しない吹出し口には特殊なフィノレター

により目張りをしてゴミが漏出するのを防ぎ，採塵すべ

き吹出し口には電気集塵器からのホースを当てがい，ゴ

ミを吸引するとし、う手法である.しかし， ゴミは集塵器

の中で水洗されてしまい，ここからの採取ができないの

で，吸引ホ{スをはずした際の採麗吹出し口のまわりに

残っている粉じんを集めて分析用試料とした.粉じんの

性状解析は，組成元素，状態分析(結晶構造)，無機分，

有機分，タール分の割合等について行なった.はじめに

元素の組成分析を行なうため蛍光X線分析装置(脚理学

電機製，ガイガ{フレックスKG-X)を用いて元素の確

認を行ない，続いてX線回折装置(紛理学電機製，ガイ

ガーフレックスD-2)にかけて状態分析を行なった.蛍

光X線用の試料の作成は， Al製リングにセルロースパ

ウダー (WhattmanCF-ll)を一定量入れ圧延機により

ケーキ状にし，次いでその上に実試料をのせ再度圧延機

*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 



1に示す通りである.さらに，試料に含まれる無機分，

有機分については，試料 (2g)を正確にはかり，それを

磁製皿に入れ電気炉にて 800
0

C，7時間の焼却灰化を行

ない，デシケータ内で常温冷却し再度秤量し，熱灼減量

を有機成分とし，灰分を無機成分とした.また，タ{ノレ

分については2gの試料をベンゼンを用い， ソックスレ{

抽出を行ない測定した.

今回対象となったピ‘ルは6つであり，それぞれの概要

をTable2として示したが，古くは建築後20年を経たも

のから新らしいものでも12年としづ状態であり，すべて

今回初めて清掃を行なったものばかりである.そして全

部のピ、ルが中央式空調、ンステムをとり再循環換気を行な

っており，フィルタ{機構としてはすべてロ{ル形(自

動巻取形〉エアーフィルタ{を設置し，事ヨ材としては不

織布およびポリウレタンホームであった. フィノレターの

洗浄は月 1回の割で行なわれているようである.また，

ピルの使用形態についてはCピノレのみ雑居(他のテナ

γ トが入っている〉であるが，他は専用ピルとして使用

している.
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にかけ，全庄 40kg/cm2による加圧成型法を用い，定性

分析に供した.また，X線回折用の試料は Al製試料ホ

ルダ{に粉じんをつめ，両側よりガラス板ではさんで固

定させ，装置の回転試料台にセットし，試料を回転させ

ながら分析〈同定〉を行なった.各々のil!U定条件はTable

衛尽東

Analytical conditions 

X-ray 
fluorescent 
spectrometer 

Table 1. 

X-ray 
diffractometer 

Cu 

40Kv 

30mA 

1000c/s 

lsec 

20/min 

20mm/min 

p 

0.15mm 

Cr， Mo 
40Kv 

60mA 

2000c/s 

lsec 

40/min 

40mm/min 

Target 

Voltage 

Current 

Counter full scall 

Time constant 

Scanning speed 

Chart speed 

Divergency 

Receiving slit 

Crystal 

Monochrometer 

Detecter 
測定結果および考察

蛍光X線による分析(定性〉の結果，

Graphite 

PC 

LiF， EDDT， ADP 

SC， PC 6つのビルの試

Outline of the equipment at each building Table 2. 

Use of a building 
floors 

Area 
(mり

Year of 
constructlOn 

Filter material Cleaning times Air-con system Building 

S 

B 1970 5225 " P " S 

C 1963 198900 " N " ¥ν 

D 1956 10936 " N " S 

E 1964 9100 " P " S 

F 1962 21000 " N " S 

N = Nonwoven fabric S = A company uses the whole floors 
P = Polyurethanefoam W = Several companies share floors 

1 time/month N Central 
(recirculation) 

3850 1966 A 

Table 3. Extracted elements from each buildings 

Fe K Mg Ti V Zn Cu CJ Cr AJ Pb 

0

0

0

0

0

0

 

0

0

0

0

0

0

 

。
。

0

0

0

0

0

0

 

。

Ca 

0

0

0

0

0

0

 

。
。
。
。

。

。

0

0

0

0

0

0

 

0

0

0

0

0

0

 

0

0

0

0

0

0

 

S 

0

0

0

0

0

0

 

Si 

0

0

0

0

0

0

 

Building 

A

B

C

D

E

F

 

。
。

。
。。
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Table4. Identified crystal structure in dust 
一一

Building α-Si02 CaS04・2H20 CaCOs NaAlSisOs Mg(OH)2 FeS04 Al20s 

A 。 。 。 。 。 。
B 。 。 。 。 。
C 。 。 。 。 。 。
D 。 。 。 。 。
E 。 。 。 。 。
F 。 。 。 。 。

Fig.l. Chart analyzed by X-ray diffractometer 

料より検出された元素は， Siをはじめ S，Ca， Fe， K， 

Mg， Ti， V， Zn， Cu， Cl， Cr， Al， Pbの14種であっ

た.

そのうち Si，S， Ca， Fe， K， Zu， Cl， Al， Pbなど

の元素は Table3に示したように，共通の元素としてい

ずれの試料からも検出されたが，他のMg，Ti， V， Cu， 

Crの元素については検出されないところがみられた.

室内浮遊粉じん中の元素組成分析については，

W eschlerl)，竹内久上原s)らが報告しており， Weschler 

によると Cが一番多く，次いで 0，Ca， H， Si， Cl， S 

の順になっている.今回，我々は定量を行なっていない

が，ピークの大きさから相対強度を推測比較してみると

Caが一番大きく，次いで、Si=Cl>S>Al>K>Feの)1僚

になる.一方 CとOについては装置の都合上分析でき

なかったが，若し他の適当な装置により分析できれば，

おそらく最も多い成分となることが予想され，ダクト内

堆積麗もE室内粉じんの組成比と同じ傾向を示すものと判

断される.次にX線回折分析の結果得られた各元素の状

態〈結晶構造〉をみると Table4の如くであった.表中

O印が検出されたことを示すが，先の蛍光X線分析にお

いて相対強度の大きかった CaおよびSiの化合物状態と

してはCaS04・2H20 (石膏)， CaCOs (方解石〉であり，
a-Si02 (a一石英)， NaAlSiaOs (曹長石〉であるとし、え

る.そのほかにMg(OH)2(水酸化マグネシウム)， Fea04 

(四三酸化鉄)， Al20a (酸化アルミニウム〉などが検出，

同定されたが，これらについては検出されたところと，

未検出のところがみられた.

分析チャートの一例をFig.1に示したが，回折角度(28)

が200 以下のところにもいくつかのピークがみられた.

それらはおそらく粘土鉱物の類と思われるが，同定する

ところまではいかなかった.また，200から40。にかけて

パγググラ γドがあがっている現象がみられたが， これ

については伊材の成分と恩われるものが関与していると

判断され，さらに蛍光X線分析において検出された元素

を含む物質の化合状態が検出されていない点について推

測すると，その元素を含む物質の量が徴最であること，

もしくはその元素を含む物質が結晶状態として存在して

いなし非品質のままでいることが要因と考えられる.

次に，ダクト内粉じんの無機分，有機分，タール分の割

合について Table5に示したが，各ピルによって若干異

なり， 6つのピルの平均値でみると無機分と有機分の割

合は6・4とし、う結果であった.現在，当所で継続調査



中の降下ばいじんの不溶性成分に占める無機分と有機分

の割合は7 3であるとの報告4)を参照すると若干の割

合の相違がみられている.これについてはダクト内粉じ

んもしくは室内粉じんについては室内で発生する有機性

の粉じん(ベ{パーダスト，繊維性ダストなど)が相当

あるためと，空調機のフィノレターにより何回か伊過され

るため，大気の割合より無機成分が少なくなっているも

のと考える.タール分についてみると，室内粉じん等の

割合を調査した報告がないので今回の数字が妥当か否か

の判断が困難であるが，瓦家等5)が報告している大気浮

遊粉じん中のタ{ノレ分の割合を参考にしてみると，交通

量の多い街道近くで8.3%，工業地域で5.8%，商業地域

で8.0%とあることから，ダクト内粉じんについては大

小あったが， 6つのピルの平均値としては8.4%で，交通

量頻繁な道路近傍と同じ程度であり，タール分が多いと

判断される.この原因として考えられる室内で発生する

タール分としてはタバコがあり，タバコの煙中のタール

含有量としては平均15mgj;本で、あることから，ピル居住

者の喫煙の程度に関連してくると思うが，室内への給気

がダグト内を再循環するたびに，堆積している粉じんに

吸着されていくためと考える.今回の調査結果からは，

フィルター(炉材〉の種類との関係についてまでは言及
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するにし、たらなかったが，当然長い間には炉材の剥離等

が考えられるので，今後の課題として定量性も含め追試

したいと考えている.

まとめ

今回の調査の結果の大要は以下の如くであった.

1) 空調ダグト内粉じんより検出された元素として

t土， Si， S， Ca， Fe， K， Mg， Ti， V， Zn， Cu， Cl， 

Cr， Al， Pbであり，相対強度でみるかぎり Caが一番

大きく，次いで Si=Cl，S， Al， K， Feの順であった.

の すべてのピルより同定された粉じんの化合状態と
しては， αーSi02，CaS04・2H20，CaC08， NaAlSiaOsで
あった.

3) 粉じんに占める無機分，有機分の割合は6つのピ

ノレの平均て、6: 4であり，大気中より有機成分が多いと

認められた.

4) タール分については平均8.4%と高く，室内発生

由来のタバコ煙中のタールの影響と考えられる.

謝辞本調査の試料の採取に際しては，紛東亜管材，

江口 弘氏に多大の御協力をいただいたことを記して深

謝いたします.

(本研究は昭和57年度当研究所調査研究課題「大気中

の浮遊粉塵に関する調査研究」の一部として実施し，概

要は日本公衆衛生学会第41回大会1982年 10月で発表し

た.) 
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Tar 
Component 
% 

3.6 
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鉛連続投与によるハト血液中の鉛分布と核封入体

関 比呂{申*I，菱輪佳子へ鈴木 昇*1， 鈴木重任制

溝口 勲*I，寺山 武ペ中尾 11関子門 村上正孝料

杉森文夫***，岩間三郎****長橋 捷材料*，大井 玄*****

中村佳代子******河村冷子*******

Subacute Oral Administration of Lead Acetate to the Pigeon一

the Distribution of Lead in the Blood and Search for Nuclear Inclusion Body 

HIRONOBU SEKI*I， KEIKO MINOW A *1， NOBORU SUZUKI制， SHIGETOU SUZUKI*I， 

ISAO MIZOGUCHI*I， T AKESHI TERA Y AMA判， TOSHIKO N AKAO判，

MASA T AKA MURAKAMI**， FUMIO SUGIMORI料水， SABURO 1羽TAMA****，

MASARU NAGAHASHI*****， GEN OHI*紳**， KAYOKO NAKAMURA****料

and REIKO KA W AMURA *****料

The pigeon can survive with high levels of lead in blood under experimental or urban environ-

ments. To explain this fact， it was postulated that lead was trapped in intranuclear inclusion body 

of erythrocyte to reduce the concentration in vital organs. In thi吉 田 periment，we tried to confirm 

this phenomenon and elucidate the mechanism. 

Pigeons were administered with lead intragastrically， successively at the doses of 6.25， 12.5， 

25.0， 48.5mg/kg as lead acetate. We observed the change in body weight， hematocrit and lead 

concentration in blood. 

No inclusion body was found in erythrocyte by el巴ctronmicroscope. When examined by electron 

prove microanalyzer， however， there were concentrated parts of lead in erythrocytic nuclei. 1 t is 

suggested that lead accumulation in erythrocyte may serve as one of the protective mechanisms of 

the pigeon against lead poisoning. 

Keywords : pigeon， lead， subacute toxicity， blood lead， inclusion body 

緒 告・
5司

我々 は， ドバトが，都市鉛汚染の鋭敏な生物指標であ

ることに着目し円 過去10年間，汚染の経年変化を観察

してきたわ.この10年間を通して， 都心に生息するドバ

トにおいて， 50μg/100g以上の高い血液中鉛濃度を示し

たのは，全体の13%であった.

その後，生理学的影響を調べるうちに鉛の投与方法に

*1東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

料同微生物部細菌第二研究科

*3同毒性部薬理研究科

より， ドバトの致死作用が，大きく異なってくることが

わかった. 例えば，高濃度の酢酸鉛 (150mg/kg)を腹

腔内に一回投与した場合，血液中鉛濃度 500μg/100g以

上は，致死的であったが町， Barthalumus等4)が， 経口

的に酢酸鉛を 25mgPb/kg/day数週間投与を行った時，

2000μg/100g以上でも生存しており，形成された赤血球

核封入体が，減毒作用を示しているとした.

160 東京都新宿区百人町 3ー24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

紳筑波大学社会医学系

***山階鳥類研究所
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Table 1. Concentration of Lead in Blood 

and Body Weight 

Group No. Blood Pb Body Weight(g) (μg/100g) 

A 6 7.5土3.4 326土23

B 6 9. 7土2.8 321土16

C 6 8.8土4.0 327土10

D 3 7.5土1.5 326土15

我々は，ハトにおける，このような鉛の毒性影響の機

作を調べるために，鉛を連続経口投与して，血液におけ

る鉛の経時的分布を測定し，血液・腎の形態学的変化を

観察した.

方法・材料

実験1 都内に生息するドパト27羽を捕獲し，体重が

295~360g (平均325土 17g)，血液中鉛濃度 3.2~14.5μg

6 
350 

刻。

250 

。
Fig.l. 

5 10 15 20 Ws 

Chronological Change of Body Weight 

A:O一一一o C: 0・・・・・・0
B:・一一一. D:・…….

/100g (8.5土3.4μg/100g)のドバト21羽を用いて，表1 5O/~ 

のように4群に分けた. ABCの3群は， 6羽ずつ， D

群は 3羽とした. ABCの鉛投与群は，再留水に溶か

した各濃度の酢酸鉛溶液を， A) 25mg/kg， B) 12.5 

mg/kg， C) 6.25mg/kgとして，コントロールのD群

は，A群と等モルの酢酸ナトリウムを溶液1ml/kgの投与

量とした.投与は，一週間に6日関連続して，ゾγデに

て20週間強制j経口投与した.体重は，週一回測定した.

投与期間中は，午後1時より 5時までを給餌および飲水

時間とした.採血は，翼下静脈より 2~2.5ml， 4週目ま

で毎週行い，それ以降は 2週間に一回とした.ヘマト

クリットは，微量毛細管にて，採血時に測定した.採取

した血液は， 2500r. p. m.， 10分間遠沈し，血球，血媛に

分離して， Hessel法引にて鉛量を測定した.死亡および

20週間生存したハト臓器中鉛量は，乾式灰化後，酸処理

し直接法にて6)原子吸光分析した.血液，腎臓の病変の

観察と元素分析のために， リン酸緩衝液によるクソレタ{

ル固定，オスミウム後固定，エポキシ樹脂包埋を行っ

て，試料を作成し，光顕，電顕で観察した.なお，元素分析

は，エネルギ{分散形X線分析装置により SpotAnalysis 

を行った.

実験2: 13羽のレ{ス鳩のうち体重410~480g (平均439

土23g)，血液中鉛濃度 0.5~1.8μg/100g (平均1.2土0.4

μg/100g)のものを8羽用い，酢酸鉛投与群(45.8mg/kg) 

な6羽，コシトロール群(等モルの酢酸ナトリウム〕を

2羽とした.強制経口投与は，一週間に6日間連続， 8 

週間行った.体重は，週2回秤量，採血は，翼下静脈よ

り1ml毎週行い， 血液中鉛， ヘマトクリットを測定し

40 

30 

¥J?与ム

。 Q 8 12 15 20 Ws 

Fig.2. Chronological Change of Hematocrit 

A:O一一一o C:O…...0 
B:・一一. D:・・H ・...

た.また実験1と同様に，病変の観察と元素分析を行っ

た.

結果・考察

実験1 図1に示した如く，体震の増減はほとんどみら

れず，各群の平均は， 12週白まで 300~330g の聞にあり，

我々の他のドパトの実験によって得られている正常時の

体重変動が 36土13gであった7)ことから，正常範囲内に

あると考えられる.但し， D群の14週以後の増加は， 1 

羽死亡による上昇を示す.ヘマトクリットは，図2に示

したぷうに，鉛投与前の債を100%とするならば，当初

の2P~30%の減少を示したが，第 4週目以後大きな変化

は認められなかった.すなわち， ABCの各鉛投与群の

ヘマトクリットは， 40%前後にあり，我々の鉛汚染の経

年変化の野外調査からめ得た 47~55% (総数711羽の平
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均49.5土5.2%)を正常値の範聞とするならば， 貧血状

態にあるものと考えられる.全血中鉛量は，血球，血築

中鉛量より算出し，経時的変化を図3に示した.図3か

ら5までの全血，赤血球，血築中鉛量は各鉛投与量に応

じて分布，蓄積している. BCの両群において，全血，

赤血球中鉛量は， 4週目以後の増減が， A群と比べて少

なく，ほぼプラト{に達しているものと考えられた.鉛

の血媛と血球との分配比を計算すると， ABCの3群は

1 : 20の割合を示した.野外で生息、のドバト43羽(血液

中鉛平均 7.9μg/100g)の血授と血球との比は， .13.6土

16.7%であった白ことから，鉛の強制投与により，血疑

よりも血球への移行蓄積量が多い事が認められた.ヒト

では，全血中鉛の増加に伴い血築中鉛量が増加するとい

う説と変化しないとしみ報告があるが，ハトにおける血

援と血球との分配比についての報告例はない. ヒトに

おける増加説では Desilva町が， 103人の赤血球鉛量

39μg/100g以下から 200μg/100g以上の6段階のレベル

に分けて血媛中鉛量を測定した時， 0.27土O.11から2.64

土0.78μg/100gへと増加しているが，分配比は1.0土0.4

から1.2土0.3%と変化しなかった事を報告している.

Cavalleri等10) も同様の結果を示している.反対に，

Rosn等11)は，健康児，鎌状赤血球患者，新生児と全血

中鉛量の各々のレベル (20~136μg/100g) とへマトグ

リットの影響について検討した結果，いずれの影響をも

受けず，血媛中鉛量は変化しない事を報告している.ま

た， clarkson等12)は， in vitroにおいて， 全血中鉛量

35~123μg/100g の時， 血竣中鉛量のレベルは一貫して

約3μg/100gで、あったと報告している.ハトの場合，図5

に示されているように，投与開始後，血築中鉛量は増加

することを表わしている (10週目から14週目まで減少し

ていたが， この原因については不明である). このよう

に，ヒトの場合と異なり，強制的に連続して鉛を投与し

た時，投与量に応じて血竣中鉛量が上昇し，当初の分配

比が変化した.しかし，投与期間中は，ほぼ1:20の割

合を示していた.ヒトにおいて聞も，ハトでもり， 赤血

球は，侵入してきた鉛の“保護的な"貯蔵庫としての役

割を果たしていると報告されている.死亡したハト臓器

中鉛蓄積量は，表2に示した.腎臓と大腿骨中の鉛量

は，都心部に生息しているドバトの蓄積量1)の約10倍ぐ

らい高いことがみられた.表3の20週間生存したハトの

臓器中鉛量も同様な蓄積を示したが，鉛投与量が多いほ

ど，多く蓄積じていた.生体内に取り込まれた鉛は，主

として，骨組織に蓄積することは，ヒト，ラ0/r，犬等で
既に知られている14-20) ドバトの野外調査によれば13，
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Table 2. Lead Concentration in Organs of the Z 
Pigeons died befor巴 20Weeks 

60 
Group No. B.羽T.* Liver** Kidney和~ Femur** 

A 4 214土31 7.7土2.824.4土4.4259土65

B 1 314 3.8 19.5 239 
旬。

C 1 232 14.7 30.6 203 

D 1 190 0.4 1.9 3.0 

* : Body Weight (g) 

** : Express巴don a wet basis (μg/g) 

Table 3. Lead Concentration in Organs of the 

Pigeons Survived for 20 Weeks 

Bodv 
GroupNoweigLt Livボ Kidney* F emur* 

B 3 331土25g4.0土1.1 40.6土13.5312土118

C 4 315土16 2.8土0.424.1土6.0 198土47

D 2 343土27 0.2土0.1 0.9土0.1 4.4土3.9

* : Expressed on a wet basis (μg/g) 
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汚染地区の大腿骨中鉛最は，対称地区の約10倍ぐらいで

あった.今回の長期投与実験では，約 70~120 倍も多く

蓄積しており，ハトにおいても，骨は主たる蓄積部位と

考えられる.

実験2:図6よりレース鳩の体重変動は， コントロー
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ル群の2羽を参考にすると，実験1のドバトよりも少な

く，次第に増加していた.鉛投与群の平均体重は， 7週

目まで大幅な減少は認められなかったが，しかし，個々

のハトにおいては，体重減少の現われ方が異なってお

り， 同様に， 死亡あるいは衰弱した時期も， 2， 3， 4， 
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6， 8週目とパラツキが認められた.この時の平均体重

は，約350gで、あり， ドパトの死亡時は約220gで，いずれ

も，初期体重より100g以上減少すると，死亡する臨界域

に達すると思われる.ヘマトクリット(図7)について，

コントロール群は，実験期間中45%~50%と正常値内で

あった.鉛投与群は，体重の個々の減少期に一致して，低

値を示した.特に 8週目まで生存した2羽のへマトク

リットは， 9.0， 13.5%と極端に低い値を示した.血中

鉛〈図8)は 6羽中4羽が 500μg/100g以上まで上昇

した. 個々の違いはあるが平均値でみるならば， 500~ 

1000μg/100gのレベルにあり， 1000μg/100g以上を示し

たのは 3羽であった Barthalmus等的は，我々と同じ

程度の経口投与で，最高3470μg/dlを示した1羽の例外

を除いては，ほぼ 500~1000μg/dl のレベルにあり，我

々と同様の結果を示していた.更に，全血中の95%が赤

血球中鉛量であるとし，ヘマトクリットより補正した推

定計算値を試みるならば， ドバトに比較して，多くの鉛

が，赤血球に蓄積していると考えられた.形態学的所見

について，腎上皮細胞に核封入体形成が認められたが，

有核赤血球には，核封入体の特徴である線維状構造も観

察されなかった.電顕標本試料の元素分析では，オスミ

ウムの LI2が鉛の Lα と一部重複する事から，コ γピュ

ーターを用い，補正した結果，腎の核封入体には明らか

に，そして赤血球核内にも鉛が沈着しているが，正確な

量的評価のためには，なお種々の検討が必要である.

Goyer等21-23)を始めとする研究者が， 種々の動物に，

鉛を大量に与えた場合，腎の上皮細胞核に，鉛を含む核

封入体が存在することを報告している.我々の実験にお

いて初めて，ハトの腎上皮細胞内にも核封入体が存在

し，鉛が蓄積していることを確認した.ハト赤血球の核

封入体は，認められなかったが，明らかに，鉛が赤血球

内の局所的に高濃度に存在する事が観察された.しかし

ながら，赤血球の核封入体については， Barthalmus等4)

が，形成を報告していることから，この核封入体の有無

についての論議は，ハトの特に赤血球内の鉛の蓄積とそ

の毒性発現機構を解明するうえに重要な課題であると考

える.

要約

ハトは，都市環境中でも，実験的にも，高濃度の血中

鉛濃度を保ちつつ生存しうる.

この機作を説明するものとして，赤血球中に形成され

た核封入体に鉛が蓄積することが示唆されているため，

我々は，これが事実であるか否かを解明しようとした.

ドパト21羽， レ{ス鳩8羽を用い， 6. 25， 12. 5， 25， 

45.8mg/kgの酢酸鉛を強制的連続経口投与し，体重，ヘ

マトクリット，血液および臓器中鉛，電顕による核封入

体の確認と元素分析を行った.

各鉛の投与量に応じて，各パラメーターの変化が認め

られたが，赤血球核封入体は，電顕的に認められなかっ

た.しかし， X線アナライザーによると，明らかに赤血

球核内に鉛の蓄積がみられた.この現象が，鉛毒性に対

するハトの防御機構の一助として働いていることが示唆

される.

(本研究は，昭和56年度当研究所調査研究課題「重金属

汚染の生体影響に関する研究」として実施し，その概要

は日本衛生学会第51回総会1981年5月で発表した.) 
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TrichomOKlas gαllinaeに対するハトの免疫応答に及ぼす鉛の影響

蓑輪佳子ベ関比呂伸汽鈴木 昇ベ鈴木重任制

寺山 武ベ溝口 勲門村上正孝ベ杉森文夫料*

岩間三郎材料，長橋 捷材料*，大井 玄*料**

Influence of Lead on Immunological Response of Pigeon (Columbαliviαuαr) 

to the TrichomonαS g，αllinαe 

KEIKO MINOW Aベ HIRONOBUSEKI判， NOBORU SUZUKI*にSHIGETOUSUZUKI*I， 
TAKESHI TERA Y AMA判， ISAO MIZOGUCHI*2， MASA T AKA MURAKAMI**， 

FUMIO SUGIMORI **， SABURO IWAMA****， MASARU NAGAHASHI***** 

and GEN OHI***** 

We found high incidence of“Muget's disease" (Trichomonas gallinae inf巴ction)among pigeons 
caught in Shibuya bus terminal area. On the oth巴rhand， i t was reported tha t even a subclinical 

level of lead in blood can reduce the humoral immuni ty. 1 t is reasonable to assume therefore tha t 

the environment highly polluted with lead around the bus t巴rminalmay reduce the humoral immunity 

of pigeons and in turn increase the susceptibili ty to the infection. 羽Teplanned this experiment to 

see whether this hypothesis is true. 

Agglomeration and agglutination titers of immune pigeon sera vary according to strains. 

Agglomeration titer reached the maximum within an hour and then lowered as dissociation process of 

aggregate. Agglutination titer reached the plateau in one or two hours. 

T. gallinae (Nichiju strain) was placed orally in two conditions of pigeons; lead loaded pigeons， 

and those administered with lead and ar巴 malnutritioned. Although T. gallinae could survive in the 

crop of some pigeons， all were resistant to infection. 

The fresh T. gallinae after isolation was placed orally in the five racing pigeons; one was 

infected with T. gallinae and died after 16 days. 1 t was concluded that virulence was different 

according to the strains and can be changed by incubation. 

Keywords : pigeon， Trichomonas gallinae， lead， immune response 

緒言

生活空間が一定で，呼吸量が非常に多い等の特性をも

っドパト(Columbali・'viavar)が鉛による環境汚染の生

物指標として有効であることを我々は報告してきたト3)

環境中の鉛濃度が高い渋谷駅パスターミナル付近で、捕獲

したドバトには，Trichomonas gallinae(T. gallinae) 

によるミューゲ氏病の発生頻度が高いことが杉森等によ

り報告されているり.T. galli・naeはドバトの咳のうに

常在している原虫であることは周知のことであり， ミュ

{ゲ氏病は， この T.gallinaeにより号|き起こされる

疾病である.

ミューゲ氏病の発症においては，免疫応答を抑制する

鉛ト町が何らかの形で関与し，その感染は opportunistic

typeであることが予想された.そこで鉛の前投与により

*1東京都立衛生研究所精度管理室 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

*3同微生物部細菌第二研究科
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料筑波大学社会医学系

料*山階鳥類研究所

材料岩間動物病院

*****東京大学医学部衛生学教室
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鉛に汚染されたハトおよび鉛投与に加え絶食・制限食に

よる栄養不良状態のハトを用い，T. gallinaeの感染実

験を試みた.この感染に T.gallinaeの virulenceの

差，継代期間による T. gallinaeの変化がどのように

影響するか同時に観察した.

また，T. gallinaeの凝塊反応 agglomeration，制j動

反応 immobilization，凝集反応 agglutina tionとし、った

基礎的な免疫反応についての観察結果をも加えてここに

報告する.

実験方法

1. 免疫血清による反応

1) 原虫 T. gallinaeは日獣株(日本獣医畜産大学，

石井博土より分与〕と渋谷株(!)(ll)(渋谷駅パスタ{

ミナル付近で・捕獲したミュ{ゲ氏病ドバトより分離〉を

使用した • T. gallinaeの培養には Diamond培地10)

(pH7.2調整〉を使用し 2日毎に継代を行なった.至適

培養温度は3TCである.

2) ハト免疫血清 日獣株の培養原虫を 2000r.p. m， 

10分遠心沈殿後，生理食塩水で2回洗浄を繰り返し，原

虫浮遊液を作製した.体重 300~350g のドパト 4 羽に以

下のような免疫スケジュールて、原虫を接種した.初めに

ホノレマリン不活化原虫浮遊液(1x lO7/ml)を0.5ml，1. 0 

mlと2回筋肉注射し，ついで悶処理浮遊液1.5mlを静脈

内注射した.その後，生原虫浮遊液 (2xlO7/ml)を1.0

ml， 1. 25mlと2回静脈内注射した. 5回の接種は5日

の間隔をおいて行なった.最終免疫から7日後に心臓採

血を行ない血清を採取し，非{動化後一20'Cで保存した.

対照として体重300g前後のドバト 3羽に同様のスケジュ

ールで、生理食塩水を接種し，血清を採取した.

3) 抗原 凝塊反応，制動反応、は生原虫を，凝集反応

はホルマリン不活化原虫を用いた.

4) 凝塊反応と凝集反応

反応時間の決定:日獣株，渋谷(II)株各々2x106個と

希釈した免疫血清 0.5mlを，小試験管内で混ぜ37'C9~ß~

器中で反応させた.20分， 40分 1，2， 3， 4， 5時

間毎にスライドガラス上に一滴を静かにとり，倒立顕微

鏡下で観察した.反応強度の判定は中林の基準11)に準じ

て行なった.

兵株原虫闘の凝塊価，凝集価の測定:抗原として日獣

株，渋谷(l)株を用い，抗日獣株血清との凝塊，凝集反

応を上述の方法で行なった.先述の実験結果より，凝塊

反応の反応時聞は30分，凝集反応では2時間と定めて観

察した.

2. ハトへの T.gallinae経口投与による発症

ド‘パト成鳥20羽をA~Dの 4 群に分け， Table 2の如

く各最の T. gallinae日獣株を1回経口投与した.幼

鳥6羽を選びE群とした. 1週間に2団体重視j定，践の

うの触診を行なった.投与3週後味のう中のT.gallinae 

検出と解剖を行ない，肉眼的に口腔，味のう，食道，筋

胃，肝臓を観察した.

3. 鉛投与，栄養不良状態にあるドパトへの T.

gallinae感染，分離直後の T.gallinae感染

1) 血中鉛濃度10μg/dl以下のドバト14羽をA・B群

各4羽， C.D群各3羽に分け， A群酢酸鉛1000μg/kg，

B群酢酸鉛 500μg/kg，C群酢酸鉛 250μg/kg， D群酢

酸ナトリウムをそれぞれ6回/週 3週間腹腔内投与

した. 投与終了 2日後に T.gallinae 日獣株を A~D

群共に 1X 108個/羽 1回経口投与した.一週間後，

T. gallinae検出，解剖を行なった.

2) ドバトを鉛投与群3羽， コントロ{ノレ群3羽に分

け，制限食， 絶食により体重を減少させ， 約20%減少

した時点で酢酸鉛または酢酸ナトリウムを腹腔内投与し

た.鉛投与群の血中鉛濃度が 100μg/dl以上になった時，

T. gallinae日獣株2x108個を上顎から咽頭にかけ針先

で傷をつけた部位に塗布しながら経口投与した.2週間

後，T. gallinae検出，解剖jを行なった.

3) 体重約320g，践のう中 T.gallinae(ー〉のレ{ス

バト 5羽にミューゲ氏病ドバトより分離した新鮮(分離

後1週間継代保存〉な T.gallinae渋谷(ll)株 5x107

個/羽を上述のように傷をつけた部位に塗布しながら経

口投与し 5週間観察した.

結果および考察

免疫血清による反応で，凝塊・凝集反応、はT..gallinae

の鞭毛がからみ合う形で集塊し菊花状となる.この状態

は死原虫を用いる凝集反応よりも生原虫を用いた凝塊反

応、で， より顕著に認められる. 5~10個の原虫が集拐し

単価原虫もかなり多い場合を(+)，集塊が大きくなるに

つれ(+十)， (掛)， (附〉とした.反応価は(+)を示す最高

血清希釈倍数で表わしたものである.また，鞭毛運動が

止まる制動反応では，ほほ'全数に運動停止が認められた

場合を(+)とし，制動価を求めた.

各反応、の時間経過に伴なう変化は， Fig.1に示してあ

る. 日獣株を用いた凝塊反応、の場合，凝塊{聞は反応開始

後20分で最高値を示し， 1時間持続，その後時間と共に

低下し，集塊の解離が観察された.さらに最も血清濃度

の高い部分では制動反応が生じているのが認められた.

抗原として渋谷(l)株を用いた反応では凝塊{聞は上がら

ず，制動現象も生じなかった.凝集反応の場合， 1時間
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Agglomeration and agglutination titers 
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も20倍以下で差はなかった.反応価が低いことから非特

異反応によるものと考えられ，通常の生息状態でのI康の

う中 T.gallinae定着の有無が反応価へ影響する事実は

認められなかった.自然、感染において抗体価が上昇する

か否かについてはより詳細な検討を要するであろう.

ドバト26羽に各量の T.gallinaeを経口投与した結果

をTable2に示した. A~E群共に体重での顕著な変動

はなかった.投与量の少ないD群では T.gallinaeの

定着したドバトはなかったが， A群2羽 B群l羽 C

群3羽には定着を確認した.しかし，投与量と定着との

間に相関は認められなかった.親パトから子ノミトへの

pigeon milkによるトリコモナス感染の発生13)，体力が

弱いなどにより幼鳥においてミューゲ氏病の発生が高い

ことより幼鳥6羽を用いてT.gallinae 1 x 108個を投与

した.幼鳥といえども成鳥に近かったという事もあろう

が，T. gallinae定着において成鳥との差は認められな

かった.野外調査等で観察したミューゲ氏病のハトで

は， I咽頭深部，前胃に続く畷のう部にチーズ状の膿湯が

生じ，食物通過が妨害され衰弱死に至るように観察され

たが各臓著書特に肝臓の壊死を生じ死亡する 16)ケースの報

告もある.この実験で，死亡したノ、トはなく，顕性病的

状態は全羽共認められなかった.

Stabler等は， 5x103~1x104 個の T. gallinaeをノ、

トに経口投与すると平均8.2日で95.8%を死亡させる

virulenceの強い株14，15)，8羽中2羽にごくわずかな咽

候壊死を起こすだけの virulenceの弱L、株川町等がある

ことを報告している.今回用いた日獣株では発症が認め

3 

(hr) 

Changes of agglomeration and agglutinatioll 

titers against immunized serum as function 

of time 

a : T. gallinae (Nichiju strain) 
b : T. gallinae (Shibuya (I) strain) 
-0-agglutination titer 

一・-agglomeration titer 
...・..， immobilization titer 

5 4 2 

TIME 

1 .3.6 

Fig.1 

後まで，日獣株の凝集価は上昇し，以後持続した.渋谷

( 1 )株は2時閉まで上昇を続け，それ以後多少の変動は

あるがプラトーに達した.解離による凝集価の低下は認

められなかった.以上より，両反応の判定に要する時聞

を凝塊反応30分，凝集反応、2時間と決めた.

異株原虫聞の反応{聞は，同株原虫間よりも凝塊・凝集

反応いずれにおいても低く，株による特異性が観察され

た (Table1)， ドバト 4羽は同株原虫，同一方法で免疫

されたにもかかわらず凝塊価で640倍まで上昇した個体

と80倍にとどまった個体があり，T， gallinaeに対する

各個体の感受性にも差があることが示唆される bovine

serum albuminでドパトを免疫した Guttmann等12)は，

鳥類の中でもド‘パトの抗体産生能は遅くかっ低いことを

報告している. ドパトを T，gallinaeで免疫した我々の

実験でも抗体価の上昇は認められたが，その値が低いこ

とから一般にドバトの免疫能は低いと推測できる.我々

が行なった他の実験によると，靖国神社で捕獲した燦の

う中 T，gallinae ( + ) 3羽，T， gallinae (一)2羽から
得た血清の日獣・渋谷(ll)株に対する両反応、{聞はし、ずれ
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Table 2. Changes of body weight and T. gallinae in crop of pigeons to T. gallinae peroral injection 

O-Day 21-Days 

Group T. gallinae 
( organisms/pigeon) 

Pigeons 
(No. ) Body weight T. g. (+) Body weight T. g. (+) 

一一一一一一一一

A 2x108 5 

B 1 X 108 5 

C 1 X 107 5 

D 1 X 106 5 

E 1 X 108 6 

られず， ミューゲ氏病のハトより分離した T.gallinae 

ではあるが，非常に virulenceの弱L、株であったと思わ

れる.さらに分離後約6ヶ月間継代婿養していた株であ

り，長期継代により virulenceが減弱即したことも考え

られる.

鉛はマウス・ラットにおいて免疫応答能減~~5ーへサル

モネラ菌18)，エンドトキシン19)に対する抵抗性の減少を

引き起こす.ハトでは燃のうのぜん動運動障害20)を引き

起こし食物等の移動を遅くさせる mullardduckでは

前胃に障害21)を与える等の報告もあることから， ドバト

に予め鉛投与を行ない.T. gallinae感染を試みた. 3 

週間の鉛連続投与では体重の減少はなかったが， A. 

812土3.6μg/dl B. 58.3土10.7μg/dl C. 79.6土2.5

μg/dl と血中鉛濃度は上昇していた.一部のハトに T.

gallinaeの定着が認められたのみで，肉眼的観察ではコ

ントロール同様変化はなかった.A群の3羽について凝

集・凝塊反応を行なったが反応価の上昇はなく 1回経口

投与で抗体産生は起こらないことが示された.鉛投与と

同時に体重を20%減少させた 3羽にも，感染ならびに発

症は認められなかった.

新鮮な T.gallinae渋谷(ll)株を投与したレースパト

5羽中1羽に 7日目から針先で傷をつけたと思われる

部位にチーズ状の固まりが認められ次第に大きくなり，

16日目に死亡した.死亡時の体重は40%近く減少してい

た.同様に7日目からチーズ状の固まりを認めた他の 1

羽では，次第に消失した.このように5羽中1羽ではあ

るが， ミューゲ氏病の発症をみたことは，使用した原虫

が virulenceの比較的強い株であり，継代期間も短かい

株であったことに因るであろう.

今回の報告では，ハトにおけるミューゲ氏病の発生が

鉛の関与する opportunistictypeの感染であるとの推論

は否定されたが，一概に opportunisticinfectionではな

いと断定することもできないであろう.感染実験に使用

00 ~~ 00 ~~ 
一一一一一一一一一一一一

313土23 0/5 286土34 2/5 

314土21 0/5 286土36 1/5 

312土15 0/5 300土28 3/5 

320土22 0/5 296土28 0/5 

253土29 0/6 251土23 1/6 

した T.gallinaeは virulenceが非常に低いものであ

り，そのような株を用いての感染には，鉛投与あるいは

若干の体重減少という宿主側の変化が影響しないなら

ば， virulenceが強くかっ新鮮な T.gallinaeを用い鉛の

影響を再度観ることが必要と考える.また，T. gallinae 

多量を1回投与しているのみであるが，自然界の感染で

は少量に繰り返し曝露されていることが考えられる.今

後，環境中の鉛汚染とミューゲ氏病発生の関連を調査し

ていく上の課題となろう.

摘要

ドパトから分離した T.gallinaeを用いて免疫反応

(凝塊・凝集反応〉を行ない基礎的な現象を観ると共に，

免疫応答の抑制lを引き起こす鉛の前投与，栄養不良状態

にいるハトへの T.gallinae感染実験を試みミューゲ氏

病の発症が opportunisticinfectionによるものか観察

する.さらに，T. gallinaeの virulenceの差について

も検討する.

1. 免疫ハト血清は，凝塊・凝集反応共株により反応

価が異なり，株特異性が鋭られた.

2. 凝擁反応価は，反応開始後1時間最高値を持続し，

以後凝塊解離と共に減少した.凝集反応、価は， 1~2 時

間まで上昇し，その後も持続した.

3. 鉛投与のみ(血中鉛濃度 70μg/dl前後)， 鉛投与

(血中鉛濃度 100μg/dl以上〉と体重20%減少状態下のハ

トに T.gallinae日獣株を経口投与したが，一部に T.

gallinaeの定着が確認されたのみで，発症した個体はな

かった.

4. 分離後1週間の新鮮な T.gallinae渋谷(ll)株を

投与した場合 5羽中1羽が発症後死亡し，継代期間，

virulenceによる差が認められた.

(本研究は昭和56年度当研究所調査研究課題「重金属汚染

の生体影響に関する研究」として実施したものである.) 
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東京都におけ否循環器疾患死tと社会・環境指標との関連性について

牧野国義て溝口 勲*

Relationship between MortaIities from Diseases 

of the Circulatory Systems and Social and Environmental lndices in Tol王yo

KUN1YOSH1 MAK1NO* and 1SAO M1ZOGUCH1* 

Recently it became known that the mortality from diseases of the circulatory systems is closely 

related with social and environmental factors， such as medical facilities， industrial structure， living 

environment and eating habit. 1n addition， it has been also become to be known that regional 

differences in the mortality were also caused by these factors. 

1n this report， mortality from circulatory diseases (total cardiopathy， ischemic heart diseases， 

hypertensions and c巴rebrovasculardiseases) and 28 social and environmental indices (8 indices on 

residents， 4 on industry， 7 on living environment， 4 on public welfare and 5 on pollution) in Tokyo 

were used for the analysis， and the relationship of these mortality rates with these indices was statis-

tically studied. 

The obtained results were as follows. 

(1) The mortality from the total cardiopathy (age group: 65ー)and the cerebrovascular d日 ases

(age group: 45-64) show巴dsignificant differences among 6 block巴sof Tokyo divided by socio・economic

factors. 

(2) The mortality from the total cardiopathy (age group: 65ー)and the hypertensions (male) 

correlated significantly with the indices of residents， e. g. the income or the status in work. The 

mortali ty from the cerebrovascular dis巴aseswas particularly closely associated wi th the indices of the 

income and the living space. 

Keywords: Mortality， Social index， Environmental index， Disease of circulatory system 

1. 緒 百

虚血性心疾患などの心臓病や高血圧性疾，患および脳出

血，脳梗塞などの脳血管疾患を含む循環器疾患の死亡率

は，その地域における医療施設，産業構造，住環境，食

生活などの社会的，経済的，環境的要因や医師の診断習

慣などによって影響を受けているといわれている.その

ために死亡率の地域差が大きく，例えば我が国で悪性新

生物に次ぐ死因順位2位の脳血管疾患死亡率では，昭和

50年の都道府県別地域格差をみると，最高率の秋田県は

最低率の香川県に比べて約2倍であった.東京都の脳血

管死亡率は全国平均以下であるが，東京都内部の地域差

を考慮すると，全国平均を上回る地域のあることが推定

されているり.

この研究は，上記地域差を生じた中年期，高年期の循

環器疾患〔全心疾患，虚血性心疾患，高血圧性疾患，脳

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

血管疾患〉死亡について，社会的，環境的要因との関連

性を統計学的手法を用いて検討したものである.

2.方法

(1) 苑亡指標

特定死因死亡の地域差を検討する場合に，死亡指標の

選択にはいくつかの点に注意しなければならない.先ず

第1に，地域により年齢構成が異なると考えられるの

で，死亡指標は年齢で訂正された指標を用いる必要があ

る.福富は死亡指標として SMRが適当であると述べ汽

杉田らは年齢訂正比較頻度を提案している町. また，

Mantelらは訂正死亡率を応用した比率の標準化を試み

ている4) このほかにも生命表を応用した指標めなどが提

案されているが，どの指擦が最良であるかは明らかでな

い.要は年齢構成の地域間の相違による死亡指標への相

対的影響を除去することにあり，除去されたならばどの

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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指標を用いても差しっかえないと思われる.恐らく大き

な人口地域の場合にはどの指標でも相対的に大差ないで

あろう.大谷らはむしろ死亡頻度に対する地域の人口規

模を問題としている町. 小人口規模の地域では死亡率の

標準誤差が大きくなるからで，一般にその対策として数

年間分のデータを合わせて死亡率を算出し，値の信頼性

を確保している 一方，一定人口規模を確保するために

地域分析からの検討がなされており 7，久代表的な一つの

方法が地域メッシュ統計である.地域メッシュとは，日

本全国を緯度と経度を基準に網目状に分割したもので，

現在統計用の標準地域メッシュとして Jrsに採用され，

規格化されている町. 地域メッシュ統計には，市町村合

併の影響を受けないこと，時系列解析や各種のデ{タリ

γケージが可能なこと，メッシュの統合で自由に大きさ

を変えられること，位置表示が簡単で明確なことなどの

利点があり，コ γピュ{タの利用によりいろいろな解

析，シミュレーショ γが可能になった.大久保らは死亡

統計におけるメッシュ区分を検討して東京都23区のがん

死亡や東京都の主要死因別死亡の地理分布を報告してい

る10，11)今後ますます充実が予想され，望まれるメッシ

ュ統計であるが，伊藤が述べるようにm，全く批判がな

いわけではない.その一つは，各種の情報が地域メッシ

ュ編集を前提に収集されていると限らず，矩形の地域メ

ッシュではその地域を代表し難い場合が多いこと，した

がって，市区町村レベルで、地域メッシュを用いる場合，

一辺を250mのような小さいメッシュにしなければ現実

との適合性が得られないことである.

本研究で用いた死亡統計は，昭和50年から52年の東京

都23区26市 (49地区〉の循環器疾患の4特定死因(全心

疾患，虚血性心疾忠，高血圧性疾患，脳血管疾患〕死亡

で，死亡指標として， 45~64歳， 65~歳 O~歳(全体〉

の訂正死亡率を用いた.年齢をこのように区分すると死

亡率の基礎となる人口，死亡数が減少し，精度が低下す

る.しかし，わが国の45~64歳といった働き盛りの脳血

管疾患死亡は欧米諸国の 2，3倍の高率であり，また，

高齢者が年次的減少傾向にあるのに対し， 40~60歳代で

は明らかな傾向が認められていないなど13) 両年代とも

検討すべきであると考えられる附.ただし 3年間の死

亡統計を年代別にとる場合，死亡率の精度の点から通算

人口10万人以下の東京都6町村については除外せざるを

得ない.訂正死亡率を指標とする場合には標準人口が問

題となる2) 本研究では死亡率の絶対値を問題にしない

ので，通例用いられることの多い20年毎の標準人口でな

く，調査年度に含まれる昭和50年の国勢調査による全国

人口を標準人口とした.さらに，本研究は後述の理由で

地域メッシュ統計を採用しなかった.

(2) 社会・環境指標

我々の生活に関連する社会指標，環境指標(両指標を

併せて社会・環境指標と記す〉は数限りなく，資料が得

られる指標だけでも指標間の組み合わせを行うことによ

り相当数の指標を得ることができる.しかし，一方で、は

重要と思われる指標が得られないことも多い.例えば，

循環器疾患死亡は喫煙により大きな影響を受けることが

考えられ，平山らの報告でもその影響が確認されてい

る15) この喫煙の指標は特殊の実験計画に基づいて得ら

れた指標であり，一般には得られない指標である. ま

た Masironiが述べる食品や飲料水からの微量元素の

影響16)についても重要ではあるが，適当な指標を得るこ

とは容易でない.したがって，得られた指標をI吟味し，

死亡との関連を仮説できる指標を選択する必要がある.

例えば，病院数は医療面で重要な指標であるが，各地域

の人口，面積は均一でないので，医療の充実性を示す指

標としては一定人口当りで，応急体制を示す指標として

は面積で、割った値として初めて効果的な指標となり得

る.これらの社会・環境〔または社会経済〉指標を用い

て死亡との関連性を検討した報告はいくつかあるが，産

業や職業に関する指標を用いた報告が多いようである.

丸地らは12種の産業， 10種の職種について勝がん死亡と

の統計的分析を行い17L永田は産業に関する指標を含む

11種の社会変数と年代別死亡率との関連性を検討してい

る18) また，山本らは産業や職業に関する指標のほか，

栄養摂取，気候，医療などから計38種の指標を選び， 12 

死因死亡との関連性を検討した19) これらの報告はL、ず

れも地域を行政区別〈都道府県別，市区町村別〕にして

おり，同様に，愛知県における循環器疾患死亡と13種の

産業に関する指標との関連性を検討した青木ら仰は，地

域を市区町村単位とする長所として，各種の統計資料が

既に得られていること，よって多数の関連要凶を検討で

きること，地域内の社会経済的構造，自然環境，生活習

慣が比較的均一であることを挙げている20) 一方，大久

保は地域メッシュ統計を用いて東京都における主要死因

別死亡と24社会経済指標との関連性を検討した21) この

24指標は全て国勢調査報告によるものである.

この研究では，循環器疾患死亡が多関連要閣を有する

ことを考慮して地域メッシュ統計を採用しなかった.し

かし，余り多くの社会・環境指標を選択しても解釈が困

難となる.そこで，以下のように社会・環境指標を5項

目， 28指標とし， Tabl巴lに示した.
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Table 1. 解析に用いた社会・環境指標

項目番号 社会・環境指標

1 所得額(納税者一人当り〕

2 預貯金対数値(人口一人当り〉

3 高利得者数(人口千人当り〉

(1 ) 
4 完全失業率(男〉

5 家事兼就業率(女〉

6 管理的職業者率(男〉

7 単純労働者率(男〕

8 第一次産業従事者率

「 9 乗用車登録台数(一平方キロ当り〉
(~) :~卸・小売商庖数(人口千人当り〉
2) 11 工場密度

1- ~; 工場従業者数(ー工場当り〉
13 畳数(人口一人当り〉

14 借家住宅比率

15 下水道普及率

(3) 16 病院数(人口十万人当り〉
1 

17 病院密度

18 人口密度

19 総人口に占める65歳以上の人口割合

!-20 健康保険受給率(被保険者百人当り〉

21 保護率

(41〉 22 老人医療対象助成者数〈人口千人当り〉

23 財政歳出額(人口一人当り〉「24 大気汚染健康被害者認定患者数
(人口十万人当り〉

25 騒音振動苦情受付数(一万世帯当り〉

(6I〕 26 ばし岨粉盛時受付数ト万世帯当町

27 ガス臭気等苦情受付数(一万世帯当り〉

28 水質汚濁苦情受付数(一万世帯当り〉

①地域住民に関する指標(所得，職種など8指標〉

②地域の産業に関する指標 (4指標〉

③住宅または住環境に関する指標 (7指標〉

④固または自治体による厚生閣の指標 (4指標〉

⑤地域の公害に関する指標 (5指標〉

(3) 解析方法

先ず，死亡率の地域差の意味を考えると，第lに，そ

の地域差が有意であるか，第2に，その地域差が何故生

じたかが問題となる.第1の問題で，大野らは統計的有

意性を検討する方法は今のところないようだと述べてし、

る22) 直接的に検討する方法は困難であるかもしれない

が，間接的な方法であれば次の考え方が可能である.つ

まり，地域性(地域の社会的環境的性質〉の異なる地域

聞で死亡率に有意な差があれば，その地域聞に死亡率の

差があると考えられる.したがって，地域性が同じよう

な地区，できれば隣接地区を集めて一群とし群聞の分散

分析により検討することができる.

第2の問題で死亡率と社会・環境指標との関連性を検

討するわけであるが，解析手法は必ずしも確立していな

いので，各研究者はそれぞれ工夫している.例えば，相

関分析は比較的共通した手法であるが，永田はデータの

対称性を確認するため&統計量23)を用いて変数変換し

ている16) 統計学的にはより有効であるが，余り複雑な

変数変換を行うと解釈しにくい場合が生じる.Table 1 

中の指標番号2の人口 1人当り預貯金については偏りが

大きい対数正規型の分布であったので対数変換のみを行

った.また，稲葉らは因子分析により検討している24)

本研究では相関分析，主成分分析を用い，さらに以下の

解析を行った.各死亡率毎に49地区を大きさ順に並べて

上位，下位より10地区ずつを選んだとき，上位と下位の

死亡率の平均値に有意差が認められた場合，仮に同じ地

区の社会・環境指標の平均値に有意差が認められたとす

ると，この社会・環境指標は死亡率の上位，下位の差に

寄与した可能性が高いと推定される.よって，この手法

は相関分析よりも死亡への寄与度の解析に重点を置いた

と言える.

3. 結果および考察

(1) 各死因死亡の地理分布と地域性聞の差

先ず，参考のために，脳血管疾患死亡の男子45~64歳

と 65~歳の地理分布を Fig.1 に示した.地図中の数字は

死亡率の高さを表わし 5が平均値土0.5標準偏差の範

囲にある死亡率を示し 5より上の数字は0.5標準偏差

ずつ増した範閣の死亡率であることを示す.ただし 9

は平均値 +2.0標準備差以上の死亡率範囲を示す. 5未

満の数は対称的な範囲の死亡率である.両分布とも明ら

かに地域集積性が認められる.しかし，年代による違い

は必ずしも明らかでない.各死亡率高さのヒストグラム

を分布図左に示した.両分布で尖度に違いはあるが，ほ

ぽ正規性を保持し，正規分布を前提とした検定手法の利

用が有効であることが確認された.女子の場合にもほぼ

類似した地理分布を示し，また他の 3疾患死亡について

も分布の正規性が確認された.

Fig.2に6地域性の分布地図を示した.この区分は，

昼夜間人口比，人口密度，工場密度および28社会・環境

指標による主成分分析での因子得点分布図より決定し

た. 6地域性の区分は次のように特徴づけることができ

る.
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標準偏差平均値標準偏差
+ 

・2.0圃1.5闘1.0・0.500.5 1.0 1.5 2.0 

234  5 678  9 
死亡率区分

(a) 45 -64才(男)

(b) 65-才(男〉

Fig.1. 脳血管疾患死亡率の地理分布

Fig.2. 東京都の地域性区分

①都心部商業地区(昼夜間人口比が極端に大きい〉

②都市部商業地区

③商工業地区

④住宅地区

⑤隣接郊外地区

⑥遠隔郊外地区

6地域性問の各死亡率の分散分析結果を Table2に示

Table 2. 4死因死亡率の地域性問分散分析

(F検定〉

年齢 性 全心疾患、 心虚疾血患性 性高疾血圧患 疾脳血患管

45-64 男 0.91 1.18 3.08* 4.30** 

女 1.19 1.11 1. 84 3.51** 

全体 1. 77 1. 47 1. 53 5.67** 

65- 男 5.60** 1.12 5.50*本 2.25 

女 5.97** 2.50* 0.54 0.96 

全体 7.16*ホ 3.99** 2.06 1. 87 

。一 男 4.94** 1. 77 6.03** 3.87** 

女 6.54** 2.14 0.63 1. 75 

全体 6.61** 3.36* 2.48* 3.46ホ
一一一
df = (5， 43)，し p<0.05，帥:p<O.Ol 

した.全心疾患では，男女いずれも， 45~64歳の場合に有

意差は認められなかったが， 65~歳の場合には危険率 1

M以下で有意差が認められた.このとき，男女とも死亡
率の最高を示した地域は⑥遠隔郊外地区で，最低は④住

宅地区であった.一方，脳血管疾患では，男女いずれ

も， 45~64歳の場合に危険率 1%以下で有意差が認、めら

れたが， 65~歳の場合に有意差は認められない結果を示

した. 45~64歳の場合，死亡率の最高は男女とも③商工

業地区で，最低は男が⑤隣接郊外地区，女が④住宅地区

であった.虚血性心疾患や高血圧性疾患では明らかな傾

向が認められなかったが，全心疾患と脳血管疾患では，

死亡率傾向はかなり異なるものの，地域性聞で明らかに

死亡率の差があり，地域集積性のあることが統計的に確

認された.上記の有意差や年代による相違を示した原因

について，以下の相関分析でも検討する.

(2) 各死因死亡と社会・環境指標との相関

四死因死亡と社会・環境指標との相関分析結果を，有

意水準表示で， Table 3に示した.数字が有意水準を表

わし (1:危険率5%以下， 2: 1%以下， 3: 0.1% 

以下)，ーを付した所は負相関を示す.全心疾患では， 65 

~歳の場合が45~64歳の場合よりも有意の相関が多く，

No.4~8 の職種に関する指標， No.9の乗用車登録台数，

No.15， 18の下水道普及率および人口密度， No.22の老

人医療対象助成者数が負相関， No.23の財政歳出額が正

相関で有意であった.以上の結果と(1)の地域性間分散分

析結果を考え併せると，全心疾患は医療の即応性をはじ

め，多くの原因の関与が推察され，単に都市化や経済性

だけの問題ではないと考えられる.虚血性心疾患1、では，

年代による相違よりも性別による相違が特徴的で，特に
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65~歳の場合，女がNo.17， 18の病院密度，人口密度と

高い相闘を示したのに対し，男は有意の相関を示してい

ない.この相違は生活条件などが寄与したと推察され

る.高血圧性疾患では，特に性別による相違が特徴的

で，男が多くの指標と有意の相関を示したのに対し，女

は項目 4，5のいくつかの指標と有意の相関を示したに

留まった.高血圧性疾患は，男は項目 1の住民の所得な

どに関する指標，項目 3の住環境に関する指標と関連す

ることが考えられるが，女については定かでない.脳血

管疾患では，年代による相違が明らかで， 45~64歳の場

合に， No.1の所得， No.13の畳数と負相関， No.20， 21 

の健康保険受給率，保護率， No.27， 28のガス臭気その

他苦情受付数〈女のみ)，水質汚濁苦情受付数と正相関で

いずれも高い有意水準を示した.したがって，脳血管疾

患は働き盛りの年代で所得や生活条件などと密接に関連

することが推定された.この結果は地域性聞の分散分析

結果から首肯できる.

(3) 各死因死亡率上位下位地区間の社会・環境指標比

較

各死因死亡率毎に大きさ順に並べ，上位下位各10地区

をとり，両群聞の各社会・環境指標の平均値の差の検定

を行って，その結果を有意水準表示で、Table4に示した.

1は危険率5%以下 2は1%以下を示し，ーを付した

所は下位地区の社会・環境指標平均値が上位地区のそれ

よりも有意に大きいことを示す. Table 4はTable3と

明らかに類似傾向を示した この結果から，社会・環境

指標の項目別に，推定される死亡への寄与を概観する

と，項目 1 の住民に関する指標では全心疾患65~歳，高

血圧性疾患男と， さらに所得額や高利得者数 (No.1， 

めでは脳血管疾患との関連性が推定された.項目 2の

産業に関する指標では高血圧性疾患男，全心疾恩師~歳

と，項目 3の住宅または住環境に関する指標では，畳数

(No.13)，下水道普及率(No.15)，人口密度(No.18)が

全心疾患，高血圧性疾患と，項目 4の国または自治体に

よる厚生簡の指標では，健康保健受給率と保護率 (No.

20， 21) が全心疾患45~64歳男，高血圧性疾患女，脳血

管疾患45~64歳と，老人医療対象助成者数と財政歳出額

(No.22， 23)，が全心疾患65~歳，高血圧性疾患男とそ

れぞれ関連性が推定された.項目 5の公害に関する指標

では Table4のように，他の項目の指標と比較して有意

の場合が少なかった.しかし， NO.25~28 の指標で苦情

が多い地区ほど死亡率が高くなる傾向が現われており，

これらの指標についても軽視することはできない.な

お，死亡率上位下位各10地区間の死亡率の平均値の差は

373 

全て有意であった.

(4) 死因別死亡指標，社会・環境指標の主成分分析

各死因毎に死亡指標，社会・環境指標計37指標による

主成分分析を行い，第1，2主成分を軸とした因子負荷

量散布図を Fig.3~6 に示した.全分散に対する第 2 主

成分までの累積寄与率は，全心疾患を死亡指標としたと

き47.6%，虚血性心疾，患のとき44.5私高血圧性疾患の

とき46.2%，脳血管疾患のとき46.2%であった.各主成

分軸の特徴と各死因の位置による傾向について第1，2 

主成分で判断すると，まずFig.3で、は，第1主成分軸は

33， 1982 年報研衛京東
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ることから，この結果は大都市圏に関してと限定して考

えるべきかもしれない.第2主成分軸は地域の経済的傾

向を表わし，正方向が経済性が高いと考えられるが，全

心疾患死亡との関連性は小さいと思われる.虚血性心疾

患の場合のFig.4では，第 1，2主成分軸の特徴はFig.3

と同じであるが，両軸とも正負方向が逆で，虚血性心疾

患死亡の位置傾向は明らかでなかった.高血圧性心疾患

の場合の Fig.5で'Ii，両軸の特徴は正負方向とも Fig.3

の場合とよく似ており，高血圧性疾患死亡の位置傾向も

全心疾患の場合と大体一致した.したがって，両死因に

は年代や性別の差こそあれ，かなり共通する原因のある

ことが推定される.脳血管疾患の場合の Fig.6では，第

1主成分軸の特徴は Fig.3，5の場合と全く同じである

が，第2主成分軸の特徴は住民の生活条件を表わし，正

方向が不良，負方向が良好を示すと考えられる.脳血管

疾患死亡は位置傾向より住民の生活条件と密接に関連す

ることが推定された.

4.結論

東京都における中高年 (45~64歳， 65~歳〉の昭和50

~52年の循環器疾患〈全心疾患，虚血性心疾患，高血圧

性疾患し脳血管疾患〉訂正死亡率について，先ず，地域

性区分により各死因死亡率の地域差を検討した後，循環

器疾患死亡と社会・環境指標との関連性を検討した.

各死因死亡率の6地域性聞の分散分析を行った結果，

全心疾患 (65~歳〉や脳血管疾患、 (45~64歳〉に有意の

地域性聞の差が認められた.したがって，死亡率の地域

差が統計的に確認されたとともに，地域性は社会・環境

要因と関連するので，上記死亡が社会・環境指標と関連

性を有することが推察された.

社会・環境指標として 5項目の 28指擦を解析に用い

た.相関分析および死亡率上位下位地区間の平均値の差

の検定結果によると，全心疾患では中年期と高年期の死

亡が顕著に異なり，中年期では2，3の指標以外有意の

関係が認められなかったが，高年期では住民の職種に関

する指標，乗用車登録台数，下水道普及率，人口密度な

どの指標と有意の関係を示し，都市化による弊害や地域

の経済性などの原因が推察された.虚血性心疾患では住

民自身より地域の産業，住環境に関する指標との関連性

が推定され，生活条件などが死亡に寄与することが考え

られた.高血圧性疾患では性別で大きく異なり，特に高

年期の男の死亡は地域住民や住環境に関するいろいろな

指標と関連すると推定され，関連性が明らかでない女の

場合と対照的であった.脳血管疾患では高年期よりも中

年期の方が所得額や畳数などの社会・環場指標と特に密

E1  
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都市の住みやすさを表わし，正方向は欠点，つまり，空

気が悪いこと，公害が進んでいることなどを示し，負方

向は長所，つまり，便利なこと，病院・下水道などの施

設が完備していることなどを示しており，全心疾患死亡

は，特に高年期の場合，都市の活発な産業活動がもたら

す弊害と密接に関連することが推定された.しかし，全

国レベルでみると東京はほぼ平均的レベルの死亡率で、あ

因子負荷量散布図(高血圧性疾患〉
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接な関連性のあることを示唆した.また主成分分析結果

によると，第2主成分までの情報量は5割弱であるが，

第1主成分軸は4死因とも都市の住みやすさを示唆し

た.つまり，都市とし、う環境は死亡に関しても住民に大

きな影響を及ぼしたと言えよう.

死亡指標と社会・環境指標との関連性を検討する上で

重要なことの一つに，社会・環境指標として何を用いた

かがある.用いた指標の良否が研究の鍵を握るとも言

え，今i後さらに死亡とより密接な関係があると考えられ

る新たな指標による解析が望まれる.また，解析の厳密

性を高める点で、地域メッシュ統計は有用であり，その利

用のために地域メッシュ資料の充実が望まれる.
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疫学，生物調査における異常値，欠測値処理について

牧野国義*

On Outlier and Missing Data Problems in Epidemiological and Biological Studies 

KUNIYOSHI MAKINO* 

Outlier and missing data problems are statistically important in epidemiological and biological 

studies， because effective sample number of each variable is not always obtained in the data of those 

studies. Methods to delete outliers and to estimate missing data are indicated in this report. 

An observed value would be judged as an outlier when the value is not within mean value 土

2.5 SD. But deletion of the outlier is restricted when the outlier occurred by artificial mistake or the 

value can not occur in common sense. 

Two kinds of method by number of variable were selected to estimate missing data. When the 

number of variable is one and a coefficient of variance of the data was not large， missing data is 

estimated by th巴 meanvalue. When the number of variables is more than two and the highest 

correlation between a variable which contains missing data and other variables is statistically significant， 

the missing data is estimated by using regression analysis. 

Results calculated in some samples were as follows. The estimation method to. replace missing 

data by mean valu巴 waseasy and calculated for short tim巴 Theother method to apply regression 

analysis had statistically good precision. 

Keywords : outlier， missing data， statistics 

1.緒言

我々が行う疫学調査や生物調査は，化学実験などのよ

うに，同一条件下で何回でも繰り返しのできる調査でな

く，同一条件下では再調査ができない場合が多い.徽密

な計画が立てられ，正確な情報収集や分析がなされたと

しても，結果的には異常値や欠測値を生じることがあ

る.調査の種類によっては不可避の場合さえある.これ

らの調査の多くは統計手法を用いて解析される.調査標

本数が大量である場合には，異常値，欠測値を全て削除

して差しっかえないが，生物調査の場合には経費，時

間，人〈調査者，解析者〉などの事情から，疫学調査の場

合には協力者や解析に必要な対照資料などの制約から，

必ずしも充分な標本数を得ることができない.このよう

な疫学，生物調査の性格から，異常値，欠測債をどのよ

うに処理するかは軽視できない問題である.にもかかわ

らず，異常値，欠測値は医学，生物学分野で余り問題に

されなかった.その理由の一つは，異常値は削除，欠浪u

値は未処理のままで済ませる考え方があったこと，また

一つは，確立した処理手法が明らかにされていなかった

ことによると思われる.近年応用統計学の分野で，欠狽u

値処理問題が検討されているが，その手法は統計学的厳

密性が高いものの，難解で，計算時聞が長い.多変量解

析のような完備デ{タ〈全変量について欠測債がないデ

ータ〉を要求する手法が汎用化したことを考え合わせる

と，医学，生物学分野では，推定精度を一定の水準に保

ち，比較的簡便で計算時間の短い異常値，欠測{直処理の

手法の開発が望まれる.以下には，異常値，欠il1U]直処理

の手法について検討した結果を報告する.

2.方法

(1) 異常値について

異常値という語はOutlierの訳語として一般化してい

るが，異常な値の意味ではなく，飛ひ、離れた値という程

度の意味である.竹内は誤解を防ぐために“外れ値"と

訳すことを提唱しているが円 ここでは一般的訳語に従

うこととする.この異常値の処理としては，その値をデ

{タから削除するか否かを判定〈棄却検定〉することで

本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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ある.この検定にはいくつかの方法が知られているが，

その前に，疫学，生物調査により得られたデータは元来

ぱらつき易いことを考慮しなければならない.したがっ

て，増山が述べるようにへ 安易に棄却検定を行うべき

でなく，異常値と思われる観測j値が，次の項目のどちら

かに該当して初めて検定に付すべきと思われる.

① 異常値と思われる観測値は，誤操作，誤記，誤計

算などの人為的ミスにより生じた可能性が高い.

② 異常値と思われる観測値は，常識的，論理的に考

えて起こり得ない値である.

上記項目のどちらかに該当したとしても，原因が発見

されて訂正可能であれば訂正すべきことは当然である.

しかし，多数の者が携わることの多い疫学，生物調査で

は，異常値の原因を発見することは必ずしも容易でな

い.そこで，①，②のいずれにも該当しない異常値と思

われるデ{タについては，疑わしきは罰せずとの刑法論

理を適用した方がより適切と考えられる.つまり，デー

タがばらつき易いという疫学，生物調査の性質から考え

て，第1種の過誤(異常値を採択すべきなのに削除した)

の可能性が第2種の過誤(異常値を削除すべきなのに採

択した〉の可能性よりも大きい.ならば貴重なデ{タは

最大限利用すべきである.

①または②に該当する場合の検定方法として次の 3方

法が一般的である.

( i) 平均値と標準偏差を用いる棄却検定

検出力は高くないが，最も簡便な方法である.データ

が正規分布をなすと仮定すると，観測値Xが宜土nSD(主

:平均値， SD:標準偏差， n 定数〉の範囲に入る確

率は， n = 1のとき68.3%，n = 2のとき95.4%，n = 

3 のとき99.7%で，通常 n を 2~3 として範囲外にある

観測値を削除する(範囲外確率 4.6~O.3%). 奥野は n

を2.5とすることを提案している(範閤外確率1.2%戸.

生物デ{タなどで対数正規分布に従う場合がみられる

が，その場合にはデータを正規化して検定する.

( ii ) Smirnov・Gr由bsの棄却検定

データの最大値，最小値が他のデータから飛び離れて

いるときに用いられる検定法で，観測値と平均値との差

の絶対値を分散で割った値 (!x-X!/SD2)と検定衰の数

値とを比較する.比較的簡便であるが，検定表は標本数

が25までの場合が多く，それ以上の標本数の場合には検

定表の数値を推定するか精密な検定表によらねばならな

L、.
(iii) Mahalanobis汎距離による棄却検定

高い相関の二変量がある場合，正相関ならば，一方の

変量が相対的に大きな値の場合，もう一方の変量の対応

する観測値も相対的に大きな値のはずである.この検定

法は実際にはそうでなかった場合などに利用される.

検定方法としてはこのほかに， Dixonの棄却検定，等

確率長円を用いる方法，重回帰分析を応用する方法など

がある.最良の方法を特定できないこと，簡便さが望ま

れることから，疫学，生物調査によるデータの場合， n 

を2.5とした(i)の方法を採用して支障ないと思われる.

(2) 欠測値について

欠測値処理には，欠測値以外の観測値全てを用いる手

法と，多変量資料の場合にこれを観測値行列として各変

量をベクトルとみなし，欠測値に対応する他の変量の値

を削除した残りの観測値〈完備化した観測値ベクトルと

呼ぶ〉を用いる手法とがあり，近年応用統計学の分野で

後者の手法がより多く提案されている.しかし，疫学，

生物調査データの場合には，調査上の制約から必ずしも

充分な標本数を得ることができないので，後者の手法で

は解析に用いる標本数が一層減ることになり，適切でな

い.そこで，以下に前者の手法について述べる.

(i) Wilksの方法〈平均値代替法〉

比較的分散の大きくない観測値ベクトルは平均値がそ

の変量を代表する.つまり，欠測値を平均値と推定す

る.この方法は最も簡便なため古くから利用されてい

る.多変量の場合，平均値ベクトノレは不備であるが，各

変量の分散の大きさを無視または均一とみなすという欠

点を有する.この欠点防止のために変動係数に上限値を

設けて処理を制限している.

(ii) 分散分析の応用

二元配置の分散分析を行う場合に，欠測値処理のため

に次の方法が提案されている的.二元の水準数をa，bと

し，欠測債のある行の総和を T.，列の総和をTb，全デ

{タの総和をTとしたとき，欠測値Mは次式で推定され

る.

M-bTa+aTb-T 
- (a-万(bコア

分散分析を行うとき， F検定で，全体および誤差項の

自由度を各1減らす.欠測値が2以上あるときには1つ

の欠測値以外に適当な値を入れて推定し，次に適当な値

を入れた欠測値を順次推定してゆく.適.当な値はき当然推

定値と異なるので最初の推定値も変化する可能性があ

る.多欠測値のデータでは，全欠測値が妥当な値を得る

まで相当数の 1terationを行うことになる.この手法は

全変量の分散ベクトルの一致性は高いが，平均値ベクト

ルの不偏性は保証されない.
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(iii) Buckの方法(回帰推定法〉

回帰式(または重回帰式〉を用いて欠測値を推定する

手法で，各変量の欠測値の数が観視u値の数に比べて非常

に少なく，かつ，回帰推定精度〈相関，重相関分析での

有意水準により判定〉が非常に高い場合，平均値ベクト

ルは不備で，分散ベグトルの一致性も高い.疫学，生物

調査データでは各変量に欠測値が存在することも考えら

れるので，重回帰式よりも推定精度の高い二変量聞の回

帰式を利用した方が利用標本数が多く，また計算時間も

一般に短い.回帰式 y=ax+bとしたときの回帰係数推

定値a，b， と有意水準〈以下危険率aにより表わす〉は

次式で求められる.

b=旦(2JYI-a・2Jxi) (n :標本数〕
μi  i 

ここで、aI土，

X = 2JxlYI -~ 2Jxi2JYi 
i 11 i i 

y= 子X i Z -t ( 苧i)2 ー ( 手yげi♂z一t ( 手苧yο 
としTことき，

â=-n~， (-y+、ly2+4X2)
2X 

Fig.1. 

(B) 

The Max.(or Min.) 
is deleted 
ー-1MD

Flow Chart to detect ou tliers and 
Missing Data 

(C) 

" Fig.2. . Flow Chait to estirnate Missing Data 
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Table 1. 2 Data-set of A. Variable 

Data No. 

Case 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1.5 2.6 3.4 1.9 4.1 2.4 3.3 1.8 3.7 39.0 

E 14.0 14.2 13:6 12.9 15.1 14.4 13.3 13. 7 14.8 4.5 

Underline : Outlier 

相関係数が r，自由度世のとき，

t=J喜
Table 2. Deletion of Outliers and Estimation of 

Missing Data 

とおくと， t は t分布に従L、，このとき危険率直は，

a = f∞ 2r(ザ)dx
一一一一一-J t .; 1nrr(均(1+ど)与L
ν ¥21¥-' tt/ 

一般に，危険率直が5%以上の場合にはこの手法は利用

されない.

疫学，生物調査データについての欠浪u値処理の方法と

して， 1変量データの場合に平均値代替法を採用し， 2 

変量以上のデータの場合に(iii)で述べた回帰推定法を採

用して以下に実施例を示す.

3. 結果および考察

まず，解析の手11闘を明らかにするために， Fig.1に奥
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常値， 欠測{直を発見するフローチヤ{トを示し， Fig.2 る.これらの値が2.(1)の①または②に該当するとして異

に欠測値を推定するフローチャートを示した.異常値の 常値，欠測値処理し，結果を Table2に示した. 39.0と

多いデータはデータ全体の信頼性が損われ，好ましくな 4.5はともに主土2.5SDの範囲外にあり，削除は妥当で

いが，必、ずしも 1っとは限らないので， Fig.1のように ある.欠測値処理の際の変動係数の上限値を10%とした

サイクルさせている.欠測値処理は Fig.2のように，変 とき，ケ{ス Iでは推定が不適であったが， nでは適
量数によって 3つに分岐させた.以下には異常値，欠測 でν 欠測値処理により分散ベクトルに変化が認められ

値を含む1変量， 2変量，多変量(欠測値のみ〉の場合 た.

についてデータを例示し，説明する (2) 2 w.:量の場合

(1) 1変量の場合 Table 3に2種類の2変量データを示した. 2種類と

Table 1に2種類の l変量データを示した.ケース I も1つずつの欠測値がある.また，下線で示したように，

の39.0，ケ{スHの4.5は他のデータから飛び離れてい ケース Iの19.4， ケースEの14.4はともに x+2.5SD

Table 3. 2 data-set of 2 Variables 

Var. Data No. 

Case No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 4.1 3.5 9.4 6.4 4.4 5.6 7.2 2.4 

2 2.8 1.6 7.5 3.7 1.9 3.9 19.4 1.5 4.4 

E 1 4.1 4.4 9.0 6.3 3.5 3.4 2.8 7.4 8.4 

2 2.8 2.4 3.0 2. 7 2.5 2.6 2.4 3.0 14.4 2.4 

Underline : Outlier， 一一一:Missing da ta 
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Data-set of 7 Variables 

Data No. 
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Comparison of Statistical Calculations in Estimation of Missing Data Tab!e 8. 
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した.Tab!e 7に基本統計量を示し， Tab!e 8に相関，

回帰分析結果を示した.Tab!e 7のように，平均値，標

準偏差に処理前後で大きな変化がなく，平均値ベクトル

が不備で，分散ベクトルの一致性の高いことが確認され

た. Tab!e 8のように，回帰係数はいずれも大きな変化

がみられないが，有意水準では危険率がし、くつかの場合

に半減した.以上の結果から欠測値処理が充分有効であ

ったと考えられる.

因みに， Tab!e 5のデ{タを，水準数が7と9の繰り

返しのない二元配置データと考えれば， 2. (2) (ii)で述べ

た分散分析の応用による欠測値処理が可能であるが，欠

測値数が7つあるため，全ての近似解を得ることは容易

でなく，得られたとしても長時間の計算を要する.

4.結論

疫学調査や生物調査では諸々の事情から必ずしも充分

な標本数を得ることができない.また，これらの調査は

同一条件下で再調査できない場合が多い.したがって，

異常値や欠測値が生じたときこれらをどのように処理す

るかは統計解析などを行う上で重要である.しかしなが

された.一方ケースEでは同有意水準が86.4%の危険率

のため不適で，変量番号2の欠測値のみ平均値代替法に

より 2.6が推定された.欠測値処理前後の統計量を比較

すると，平均値ベクトルは不備で，分散ベクトルの一致

性も高い結果が得られた.また 2欠測f直を推定したケ

ース!の場合，有意水準の危険率が0.049%から 0.0019

%に大きく滅少した.

(3) 多変量の場合

Tab!e 5に 7 変量のデータを示した.変量番号 1~ 3， 

5， 7にlつずつ，変量番号6に2つ，計7つの欠測値

がある.欠測値推定は Fig.2の(C)の手順で行い， ま

ず，相関，回帰分析結果をTab!e6に示した.表中の変

量の組み合わせは，各変量との相関分析で危険率が最小

の場合である.ただし，変量番号3の場合には有意とな

る相関が得られなかったので，回帰推定法を利用するこ

とはで、きなかった.この場合の欠測値処理は，変動係数

が小さい (6.91%)ことにより，平均値代替法を利用し

た.表に示した通り全欠測値の推定ができたので，この

欠狽u値処理の効果を，処理前後の統計量を比較して検討
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ら，従来医学，生物学分野では異常値，欠測値処理につ

いて余り検討されていなかった.本研究では，異常値，

欠測値について，一定水準の精度で，比較的簡便で計算

時間の短い処理の手法を検討した.

疫学，生物調査によるデータは元来ばらつき易い性質

があるので，異常値の判定は，観視iJ{]直がま土2.5SD (x: 

平均値， SD・標準偏差〉の範囲外にあるときとみなして

支障ないと思われる.ただし，異常値を削除するのは，

この異常値を生じた原因が人為的ミスによる可能性が高

い場合やその値が常識的，論理的に起こり得ない場合に

限定した方が適切と考えられる.

欠測値処理はデータの変量数によって方法が異なり，

l変量の場合には欠測値を平均値とする平均値代替法を

利用し 2変量以上の場合には回帰分析を応用した回帰

推定法を利用した.ただし，平均値代替法では変動係数

に上限値を設け，回帰推定法では有意の相関の場合のみ

に限定して精度の維持を図った.具体例によると，平均

値代替法を利用した場合には，平均値ベクトルは当然不

備であるが，分散ベクトルの一致性はそれ程高くなかっ

た.回帰推定法を利用した2変量および7変量の場合で

は，いずれの欠測値処理でも平均値ベクトルの不備性，

分散ベクトルの一致性がともに確認された. したがっ

て，簡便さや計算時間の短い点で平均値代替法，推定精

度の点で回帰推定法が良好であった.

以上述べたように，疫学，生物調査で、生じた異常値や

欠測値について統計学的に有効な処理方法が得られた.

この報告での異常値，欠測値処理はコンピュータを利用

したが，この処理方法はマイコ γレベルでも充分可能で、

あり，最近マイコン，パソコンの普及が目ざましいこと

を考えると，今後この処理方法がより一層利用されるこ

とが期待される.

文献

1)竹内 啓ν大橋靖雄:統計的推測ー2標本問題，29，

1981， 日本評論社

2)増山元三郎:応用統計学， 8， 1， 31， 1979 

3)奥野忠一昭和50年度統計調査技術開発研究報告

書， 38， 1976，全国統計協会連合会

4) Pollard， ]. H.: A Handbook 01 Numerical and 

Stati・stical Techniques， 168， 1977， Cambridge 

Univ. Press， London 



東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 383~386 ， 19.82 

皇居外苑濠の水質一植物ブランクトン量と栄養塩との関係一

渡辺真利代*，土屋悦輝*，西垣 進*

Water Qualities of Outer Moats around the Imperial Palace 

-Relations between the Amounts of Phytoplankton and Nutrients-

MARIYO F. WATANABE*， YOSHITERU TSUCHIYA* and SUSUMU NISHIGAKI* 

Keywords: i家 moat，植物プランクトン phytopla比ton，窒素 nitrogen，燐 phosphorus，炭素carbon

緒
宅喜子

日

皇居濠は都心の数少ない緑深き憩いの場として景観上

からの望ましい姿を要求されるばかりでなく，地震等の

緊急時には，簡易な処理を前提としても飲料水となりう

るより良い水質が必要とされる.皇居外濠群の水質は，

1930年代のいくつかの報告1-3)と比較してみると明らか

に富栄養化しており，その結果植物プランクトン最の著

しい増加がみられている.植物ブラシグトンは水界生態

系における一次生産者として水界への有機物負荷を増大

させるため，この植物プランクトンをし、かにして減少さ

せるかが良好な水質維持のための重要な点となってく

る.そこでここ 2年間のデータのなかから植物ブラシグ

トンをめぐる栄養塩の問題を考察じた.

調査時期および地点

調査は1980年5月 8月， 11月， 1981年2月， 5月，

8月， 11月， 1982年2月に実施した.調査を実施した濠

は日比谷濠 (st.1， 2)，蛤濠 (st.3)，桔梗濠 (st.4)， 

清水線 (st.5)，牛ケ淵濠 (st.6)，千鳥ヶ淵濠 (st.7)， 

半蔵濠 (st.8)，桜田濠 (st.9， 10， 11)の8濠11地点で

ある.

調査方法

採水は表面水について行ない，実験室に持ち帰った後

試水をグラスファイノミ{ろ紙 (Whatman.GF /C)で線

別した i慮別に際し，懸濁態有機物調u定用にはあらかじ

め5000Cで1時間焼いたろ紙を使用した. クロロフィノレ

aは Strickland& Parsonsの法4)により， 懸濁態有機

態燐は Menzel& Corwinの法5)により定量した.また

懸濁態有機態炭素および懸潟態有機態蜜素は CHNコー

ダ(柳本Co)を用いて定量した.

結果および考察

図1に各地点毎のここ 2年間のクロロフィノレ a (以ヤ

chl. a)の変化を示した.いずれの地点とも夏期、には

Microcystis aeruginosaの“水の華"の形成がみられる

ため，夏に最高の chl.a量が測定されるような富栄養化

の進んだ水界である st.6以外の地点では'81年の.chl.a 

値のほうが '80年より高くなっている. ここ数年の値と

比較してみると別年の値のほうが外線の平均的値を示

している.このようなクロロフィル a量で示される植物

プランクトン量の変化が，外濠全体として何によって制

限されているのかを明らかにするため， chl. aと懸潟態

有機態炭素 (POC)，懸濁態有機態窒素(PON)，，限潟態

有機態燐 (POP)との関係を調べた(図2).chl. aとフ

ギオふうィチン aの合計と POP，PON， POCそれぞれ

との相関係数は0.64，0.85， 0.76となりいずれも相関の

良いことが示された.特にそのなかでは窒素と植物プラ

ンクトン最との相関が高いことが示されており，濠水の

植物プランクトンの噌殖に対しまず窒素が制限要因とな

っている可能性が示唆された.

次に各地点毎のP/C， N/C， N/P値を調べてみた

〈表1). Heaney & HendzeI6，7}はP欠乏がおきていな

い値として P!C値が20~30 N/p値が10以下の値を，

N欠乏がおきていない値としてN/C値140以上を提出し

ている. p/C値， N/P値とも上記の範囲からずれ P

欠乏の可能性があるのはst.9，10， 11の桜田濠である.

しかし P欠乏がおこりうる条件としてもっと高い N!P

値をだしている例8)もあり，桜田濠は，外濠群のなかで

は相対的にP欠乏がおこり易い条件下にあり，その他の

濠はN欠乏条件下に傾いていると考えた方が妥当であろ

う.濠による差異については，.PやNを添加した際の消

費速度9)や他のパラメーターなどを測定した後に詳細に

検討していく必要がある Schindler10)は植物プランク

トシの増殖に対する制限要因としてPが最も重要である

*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
端 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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ことを示すとともに， NはPとともに補給された場合に

のみ植物プラ γクトンの増殖を促進すると述べている.

濠水のような富栄養あるいは hypertrophicと称される

水界においては，この原理があてはまるのだろうか.ま

た濠水がN欠乏の条件下にあるとしたら，何故 N2を固

定しないような藍藻Microcystisが優占しているのだろ

うか11) 今後，植物プラ γクトソの増殖を抑制している

要因について更に詳細に解析し，濠水浄化の方向をさぐ

りたい.

10， 
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Table 1. Body Weight Gain and Growth Rate 

BHT % 0 O. 07 O. 20 0.60 0 O. 07 O. 20 0.6 

LAS % 0 0 0 0 0.20 O. 20 O. 20 0.20 
ι一一一一←ーー一一一一一一一一

Initial 112土82) 115土6 113土7 112土9 110土5 112土5 111土7 110土7

~ Final 386土32 409土20 407土26 382土23 408土27

298土26

370土26ネ

395土18 409土27 393土19

" ~ Gain g 274土28 303土21 295土21 270土16 283土17 299土25 283土17

% 345土27 388土29* 361土18 342土18 352土18 371土25* 358土32

門 lnitial 94土3 95土5 92土5 92土4 92土4

212土12

121土12

231土17

9③土4 92土4 93土5

者Final 217土15 216土11 211土7 209土10 211土14 208土10 205土11

3Gam g 恥日山10 山 8 山 10 118土14 116土10 112土9

% 229土12 228土日 229土5 227土13 226土17 226土14 220土9

* p<0.05 
。No、ofRats is 10 
2) mean土SD

台にラ γダムに配置し， 6ヶ月 (26週〉聞にわたる試料

添加飼料の投与を開始した.

動物の一般状態は毎日観察し，体重は6週までは隔

週，以後 4~5 週毎に測定した.体重は試験開始時体重

を100とした増加率について比較した.

4. 検査項目ならびに検査方法
6ヶ月間の試験終了時に次の項目について測定した.

i) 血液学的検査

a)白血球数(WBC)，b)赤血球数 (RBC)，c)へモ

グロピシ量 (HGB)，d)ヘマトクロット値 (HCT)，e) 

平均赤血球容積 (MCV)，f)平均赤血球ヘモグロピン量

(MCH)， g)平均赤血球ヘモグロピγ濃度 (MCHC)，

h)白血球分画百分率

ii) 血清生化学的検査

a)総蛋白量(TP)，b)グルコ{ス量 (GLU)，c)総

コレステロ{ノレ量(CHO)，d)尿素窒素量 (UN)，e) ト

ラγスアミナーゼ活性(GOTならびにGPT)，。アル

カリフ方スファターゼ活性 (ALP)

iii) 器官重量

脳，心臓，肺，肝臓，腎臓〈左，右)，牌臓，胸腺，下

垂体，甲状腺，精巣〈左，右)，卵巣，副腎(左，右)，

前立腺，子宮

なお，ラットの屠殺，採血ならびに血液，血清生化学

的検査，器官の秤量等の方法については当部の定法2，刊

に従った.また，測定値はすべて推計学的に処理し，危

険率は5%とした.

試験結果ならびに考察

1. 一般状態:試験各群と対照群との聞に特に差を認

めなかった.

2. 体重:体重の増加ならびに増加率を Table1に示

した.雄の0.07T，LASおよび0.20Tの体重増加率が

有意に大きかったが，雌維を通して BHTの体重増加に

対する作用に LASの影響は認めなかった.

3. 血液学的検査.白血球数 (WBC)， 赤血球数

(RBC)， ヘモグロビン量 (HGB)，ヘマトクリット値

(HCT)， 平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球ヘモグ

ロピソ量 (MCH)，平均赤血球ヘモグロピシ濃度 (MC

HC)を Table2に，白血球分画百分率を Tabl巴3に示

しTこ.

結果中に推計学的に有意な変動が散見されたが，投与

に依存した変化はみられず，従って BHTの作用に対す

る LASの影響はみられなかった.

4. 血清生化学的検査:結果を Table4に示した.雌

の総コレステロール長(CHO)は BHT単独投与(T)群

で BHT投与量に依存した増加がみられ， LASには特

に変化がなく， BHTと LAS併用投与(LT)群では

BHT単独投与の場合と同程度，同一傾向の変化を示し

た. トラγスアミナーゼ (GOTならびにGPT)は雌雄

を通して BHT単独投与群でBHT投与量に依存した活

性の低下がみられたが， BHTと LAS併用投与でも間

程度， 同傾向の低下がみられた. なお， LASの値は

Cont.群の値と大差なかった.

5. 器官重量:結果はTable5に示した.BHT単独

投与でBHT投与量に依存した重量変動を示した器官は

雌維の肝臓，腎臓，雌の脳，心臓，肺，卵巣，副腎で重

量増加であった.これに対して BHTとLAS併用投与

群においても同程度，同傾向の重量増加が認められた.

以上本試験条件下ではBHTの作用に対して LASの
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Hematology 

BHT LAS WBC RBC HGB HCT 乱1CV MCH MCHC 
% % x1Q3 x106 g/dl % 〆 μμg % 

o 0 4.36土O.972) 8. 228土0.316 15.0土0.6 40.6土1.8 50.1土0.7 18.3土0.8 36.9土1.0
0.07 0 4.00土1.50 8.363土0.427 15.2土0.7 41. 6土2.5 49.2土3.5 16.7土3.5 36.6土1.2

0.20 0 4.36土1.62 8.573土0.442 15.3土0.6 42.4土2.1 49.5土0.5 17.9土0.5 36.2土1.1

0.60 0 3.66土0.64 8.189土0.526 14.7土0.8 37.9土8.8 49.3土0.7 18.0土0.5 36.5土1.1

o 0.20 4.78土1.16 8.626土0.489*15.3土0.7 42.4土2.5 49.7土0.7 17.9土0.6 36.3土1.0
0.07 0.20 4.33土0.83 8.569土0.476 15.2土0.5 41. 4土1.6 49.8土0.6 18.3土0.4 36.8土0.8

0.20 0.20 4.68土1.23 8.257土0.551 14.9土0.8 40.1土3.3 49.2土0.6*18.3土0.4 37.1土1.2

0.60 0.20 3.64土0.84 8.341土0.346 14.8土0.5 41. 3土1.0 49.0土0.7 17.7土0.5*35.9土1.0* 

o 0 2.37土0.65 7.732土0.240 14.6土0.4 39.8土1.4 51. 9土0.7 19.1土0.5 36.5土0.9
0.07 0 2.53土0.65 7.910土0.282 15.0土0.5 41. 0土1.7 52.2土0.6 19.1土0.6 36.6土1.3

0.20 0 2.45土0.49 7.945土0.414 14.9土0.6 39.9土2.1 51. 5土1.3 19.3土0.9 37.3土1.6

0.60 0 2.19土0.36 7.735土0.450 14.2土0.7 38.5土2.6 50.2土0.4*18.5土0.5*36.9土1.2

o 0.20 2.53土0.48 8.144土0.650 15.2土0.9 41. 9土3.4 52.1土0.7 19.0土0.5 36.4土0.9
0.07 0.20 2.36土0.56 7.856土0.408 14.9土0.8 39.8土1.8 51. 6土0.9 19.3土0.6 37.3土1.1

0.20 0.20 2.99土1.75 7.793土0.244 14.5土0.3 39.5土1.1 51. 4土0.5 18.9土0.3 36.7土0.6

0.60 0.20 2.66土0.69 7.712土0.467 14.1土0.7 38.1土2.1*50.6土0.5*18.7土0.7 37.9土2.3

Table 2. 
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* p<0.05 
1) No. of Rats is 10 

2) mean土SD

Table 3. Percent Differential of Leucocytes 

LAS 
% 

BHT 
% 

Eosino. 

0.9土1.1

1.7土1.5

1.2土0.6

0.8土0.7

1.5土1.1

0.9土1.1

1.0土0.8

0.9土0.8

0.6土0.6

1.2土0.7

1.8土1.2* 

1.2土1.0

0.9土1.1

0.8土0.7

0.5土0.5

0.7土1.0

Mono. Lympho. 

83.3土4.4

79.8土7.9

77.1土7.2*

84.4土4.4

80.3土6.9

79.0土7.2

81. 0土4.3

81. 5土8.6

Neutro. 

14.3土4.62)

17.1土8.2

18.9土7.2

13.0土3.4

16.3土7.0

18.8土7.1

16.8土3.9

16.0土7.9

0 

0 

0 

0 

0.20 

0.20 

0.20 

0.20 

0 

0.07 

0.20 

0.60 

0 

0.07 

0.20 

0.60 

内
同

ω
一ω司I
【

0.9土1.1

0.8土1.0

0.7土0.4

0.2土0.4

0.7土0.6

0.3土0.4

0.6土0.5

0.4土0.6

1.0土1.4

1.1土O.7 

0.8土0.6

0.6土0.8

0.3土0.4

0.5土0.7

0.7土0.6

1.0土0.8

82.9土7.4

80.4土8.7

79.3土8.1

83.0土3.9

81. 3土8.3

82.6土5.7

84.4土4.2

83.5土5.6

14.9土7.1

17.3土8.6

18.8土8.2

16.0土4.3

17.3土7.6

16.1土4.7

15.1土4.7

14.7土5.2

0 

0 

0 

0 

0.20 

0.20 

0.20 

0.20 

0 

0.07 

0.20 

0.60 

0 

0.07 

0.20 

0.60 

。U【同
日
由
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* pく0.05
1) No. of Rats is 10 

2) mean土SD



Ann. Rep. Tokyo Metr. . Res. Lab. P.H.， 33， 1982 

Table 4. Serum Biochemistry 

BHT LAS TP GLU CHO UN GOT GPT ALP 
% % g/dl mg/dl mg/dl mg/dl U/m1 U/ml U/ml 

o 0 11.4土1.22) 205土31 125土27 28土9 152土22 94土24 57土14

0.07 0 11.2土1.8 194土31 125土26 26土8 121土12戸 67土12 54土14

0.20 0 11.3土1.4 194土26 121土18 26土7 121土21* 59土11 47土13

0.60 0 11.3土1.0 192土29 123土15 30土10 99土15* 53土12 . 43土t

o 0.20 10.9土1.3(9) 194土36 111土14 20土4 141土30 105土25 48土15

0.07 0.20 11.8土0.9 211土24 134土12 23土4 126土22* 79土14 59土13

0.20 0.20 11.8土1.8 208土41 139土25 23土4 123土17* 65土14 58土15

0.60 0.20 11.6土1.2 180土35 127土18 27土9 102土22* 54土9 48土7

o 0 10.1土1.5 164土29 142土25 19土5 118土31 72土27 44土12

0.07 0 9.6土1.1 148土22(9) 146土24(9) 17土2 115土29(9) 56土33(9) 38土4(9)

0.20 0 10.1土0.9 154土17 159土21 21土5 107土15 55土27 42土9

0.60 0 11.1土1.3 156土24 197土26* 21土4 88土16* 35土7* 31土8*

o 0.20 10.1土1.6 168土25 138土25 20土5 116土19 62土23 40土-10

0.07 0.2ゆ 10.4土2.0(9)159土30(9) 145土32(9) 18土3(9) 100土15(9) 50土9* 42土13(8)

0.20 0.20 10.2士1.1 157土17 158土20 21土7 94土14* 47土8* 36土7

0.60 0.20 11.0土1.6 156土18 189土31* 20土4 99土32 39土8* 36土7

* p<0.05 
1) No. of Rats is 10 except presenled in parenthesis 

2) mean土SD
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枝子，吉田誠二， 大石向江， 三栗谷久敏， 湯沢勝

広，平賀輿吾:東京衛研年報， 28-2， 73， 1977 

4)藤井孝，坂本義光，阿部幸恵，三栗谷久敏，湯沢

勝広，平賀輿吾東京衛研年報， 28-2， 85， 1977 

5)高橋昭夫，佐藤蒸，安藤弘，久保喜一，平賀興

吾:東京衛研年報， 26-2， 67， 1975 

6)藤田 博，小島昭江，平賀輿吾.東京衛研年報， 28 

-2， 112， 1977 

7)市川久次，小林博義，中川好男，長井二三子，厚井

麻理， 池田虎雄， 矢野範男:東京衛研年報， 22， 

231， 1975 

8)平賀輿吾，林田宏、信，市川久次，米山允子，藤井

孝，池田虎雄， 矢野範男:東京衛研年報， 22，231， 

1975 

9)市川久次，林田志信，米山允子，藤井孝，小林博

義，坂本義光，池田虎雄，矢野範男，紺野敏秀，平

賀輿吾東京衛研年報， 23， 345， 1971 

影響は認められなかった.

まとめ

BHTの作用に対する LASの影響を5週令 Slc:

Wistarラット雌雄各8群夫々 10匹を用い， BHT 0， 

0.07， 0.20ならびに0.6%単独添加飼料とこれらに LAS

0.2%を失点添加した飼料による 6ヶ月 (26週〉、間の飼

育試験を行った.

観察指標を一般状態，体重変動，血液学的変動，血清

生化学的変動ならびに器官重量の変動としたが， BHT 

の作用に対する LASの作用は認められなかった.

文献

1)小林博義，市川久次，藤井孝，矢野範男，紺野敏

秀，平賀興吾，中村弘，渡辺悠二，三村秀一東

京衛研年報， 24， 397， 1972 

2)米d山允子，藤井孝，伊川三枝子，柴英子，坂本

義光，矢野範男，小林博義，市川久次，平賀輿吾:

東京衛研年報， 24， 409， 1972 

3)米山允子，益淵正典，大石真之，高橋 省，伊川三



Organ Weights Table 5. 

淘}

重量

4者

教

“P
H
申∞
N

~ト

主割

Adrenal2) Prostate2) 
(L) (R) 町 Uterus

2札8土5.6 18.2土3.3 355土119

5.3土1.3 4.7土0.9 91土27

20.2土4.7 19.3土2.2 329土85

5.0土1.2 4.8土0.6 82土22

21.9土1.9 20.5土2.6 357土101

5.4土0.6 5.1土且6 90土30

20.2土4.2 19.8土2.1 3旧6土108

5.4土1.0 5.3土0.4 90土26

20.7土4.7 20.0土3.2 336土129

5.1土1.2 4.9土0.7 84土30

19.5土3.6 18.7土3.5 326土79

5.0土0.9 4.8土0.9 84土20

23.4土6.9 20.9土5.8 337土84

5.8土1.5 5.1土1.3 84土21

22.6土4.2 21.0土1.7 384土91

E9土1.1 5.5土且5 10吐土26

23.4土4.4 24.0士3.1 696土105

11.1土4.2 11.4士2.3 329士35

28.1土4.1* 26.0士3.4 677土91
〈め (9)

13.4士2.6* 12.5土2.1 324土33

24.4士5.0 25.1土3.5 661土89

12.1土2.7 12.4土1.6 328土50

31. 0土4.4* 29.5土5.3* 656土122

15.4土1.6* 14.8土2.7本 326土45

26.7土3.7 25.8士4.3 639土116

13.2土2.2* 12.7土2.3 313土44

25.1土4.2 25.0土2.3 66坦土92

12.1土2.1 12.1土1.6 319土39

28.9土3.1* 27.0土4.(j平 645土69

14.2土1.2* 13.3土1.9* 319土39

29.0土5.2* 28.2土6.5 603土120
〈め (9) (め

14.6土2.2 14.1土2.9 303士50

Testis2> Or Overy幻
(L) (R) 

681土97 134土14 10.3土2.8 19.7土5.7 1645土91 1598土95
(9) 

177土16 35土3 2.6土0.7 5.1土1.3 432土29 419土30

689土45 145土46 9.8土1.8 21.8土4.9 17宮3土61キ 1680土51*
(9) 

171土5 36土11 2.4土0.4 5.3土1.2 429土19 419土22

705士61 133土17 10.5土2.5 21.8土4.3 1662土157 1607土120
(9) 

176土16 33土4 2.9土0.5 5.4土1.1 414土26 401土20

692土72 134土30 10.9土1.9 21.6土5.2 1677土94 1648土83
(9) (め

185土19 36土6 2.9土0.5 5.7土1.3 449士23 442土21

667土105 130土39 1臥3土2.1 21.2土4.4 1629土107 157.宮土94
(9) (5) 

167土17 33土9 2.5土0.4 5.3土0.9 411土31 397土34

725土376 122土29 10.3土2.0 19.9土4.9 1656土55 1624土48

185土部 出土8 2叩 61MJ90427士四 四土17

692土45 143土47 10.8土2.0 22.1土7.2 1716土58 1621士215
(8) 

172土14 35土11 2.6土且4 5.4土1.6 428土30 404土52

631土70 124土35 9.6土0.9 23.0土5.7 1692土113 1633土97
(9) (1め

165土18 32土9 2.5土0.2 6.1土1.6 443土33 428土30

435土55 133土18 15.8土3.6 17.0土5.7 54.1土13.5

206土23 63土9 7.4土1.6 8.2土2.7 25.5土5.6

446土40 139土27 15.5士5.3 16.5土4.8 55.0土14.0

215士29 67土13 7.5土2.9 8.0土2.7 26.6土7.8

462土43 134士17 17.0土5.4 15.2土5.2 55.8土18.0
(9) 

228士19* 66土8 且4土2.5 7.5土2.4 27.5士7.9

441士55 129土10 19.1土2.5ホ 21.6土4.6 57.3土12.1
(6) 

219土18 65土6 9.5土1.4本 1札8土2.2 28.5土4.9

446土23 135土16 14.5土2.4 15.9士4.4 52.2士11.0
(9) (9) 

222土20 65土5 7.0土1.1 7.8土1.9 25.6土4.6

428土52 132土19 15.7土4.5 17.5土3.3 49.9土10.9

207士29 65土6 7.5土2.1 8.6土1.6 24.0土4.7

432土46 136土22 17.1土3.2 18.5土5.7 55.0土13.6
(の

214土28 67土12 8.5土1.7 9.1土2.8 27.3土7.4

434土35 136土22 17.1土2.3 20.5土5.9 65.4土17.3
(9) (7ヲ (9)

219土8 68土9 8.5土且9 10.1土2.7 32.8土7.9*

ThyroidめThymus2) Pituitary幻Spleen2) 

739土82

351土40

794土148

383土91

805土124

399土61*

842土115*

421土58*

728土66

359土32

775士104

375土51

799土128

394土58

804土125

404土44キ

Kidney幻
(L) (R) 

1136土207 11.61土1.2臼 1219土168 1196土185

295土40 3.03土0.14 317土26 311土29

1181土227 12.51土0.60 1299土146 1323土130

294土54 3.11土0.10 323土30 329士25

1126土104 13.32土1.09* 1293土100 1326土131

281土23 3.32土乱18キ 322土14 331土25

1118土120 16.36土1.61キ 1395土140ホ 1355土132*

299土35 4.37土0.23* 373土25* 362土21*

1164土110 11. 43土1.72 1237土191 1212土142

293土27 2.86土0.26 310土32 304土21

1085土65 11.95土0.68 1214士87 1219土106

280土19 3.08土0.13 313土15 314士21

1110土158 14.42土1.22事 1269土104 1223土96

276土40 3.59土0.20 317土30 305土22

1113土228 1ι70土1.22* 1323土103 1334土105

290土51 437土0.22* 346土26本 349土24*

792土81 6.35土0.61 775土108

376土42 3.00土0.20 367土46

783土99 6.53土0.72 7卯土83

377土63 3.12土日 17 381士59

798土121 6.97土且55* 798土82

396土65 3.45土0.22* 395土42

856土107 8.67土0.34* 843土85

剖土54* 4.3旧態 422:1:54*
798土86 5.86士且54 757土68

395土52 2.88土0.11 373土37
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直鎖型アルキルベンゼンスルホン酸ナトリウムとジブチルヒドロキシトルエン

との併用によあラ '1ト終生飼育試験

井口重孝*，高橋 博*，池田虎雄*，林田志信*，平賀輿吾*

Lifespan Feeding Studies by Combined of Linear Alkylbenzene Sulfonate (LAS) 

and Butylated Hydoroxytoluene (BHT) in Rats 

SHIGET AKA IGUCHI*， HIROSHI T AKAHASHI*， TORAO IKEDAヘ
SHINOBU HA Y ASHIDAキ andKQGO HIRAGA* 

The lifespan feeding studies of linear alkylbenzen巴 sulfonate(LAS)， a surfactant， and butylated 

hydroxytoluene (BHT)， an antioxidant food additive， were conducted on Slc : Wistar rats of both 
sexes to see the interaction in toxicity by the combined use of LAS and BHT. The changes of 

body weight gain， food consumption and survival rate of the rats fed BHT were similar to those 

seen in rats fed both BHT and LAS. Thus， it was concluded that there was no effect of LAS to 

BHT under the conditions employed in this studies. 

Keyword回:linear alkylbenzene sulfonate (LAS)， surface active， butylated hydroxytoluene (BHT)， anti-

oxidant， lifespan feeding studies， rats 

合成洗剤の主成分である界面活性剤直鎖型アノレキル

ベンゼンスノレホン酸ナトリウム (linearalkylbenzene 

sulfonate， LAS)の安全性について，当部では急性毒

性1，2)，亜急性毒性8，，4)，慢性毒性削)，がん原性e〉， 催奇

形性?，8〉，変異原性9，10)，その他の罰11-1町より検討を加え

てきたが，今回更に他の化学物質との相互作用について

検索した.

他の化学物質としては当部で永年毒性研究を行ってい

る食品添加物・酸化防止剤ジフーチルヒドロキシトルエγ

(bu tyla ted hydroxytoluene， BHT)2， 11， 14)を用い，

BHT摂取ラットの症状・体重・飼料摂取量・生存率・

生存期間ならびに腫湯性および非腫傷性変化におよぼす

LASの影響を終生飼育試験により観察した.

本報では体重・飼料摂取量・生存率および生存期間の

変化について報告し，非臆湯性および腫湯性変化につい

て別報17，18)に報告する.

試験材料および試験方法

試料:LASは花王アトラス株式会社製ネオベレグ

ヅスF-60，Lot No.141 (ClO 10.6%， CII 34.1%， 

C12 27.7%， C13 19.0%， C" 8.7%， 有効成分 60土2

%，未反応油分15%以下，無機塩類4.0%以下，水分38

%， pH( 1 %)7. 1，平均分子量345.8)を用い， BHTは

和光純薬製 LotNo. KIK 5562 (白色結晶性粉末， m.p. 

69.5
0

C)を用いた.

実験動物および飼育環境:静岡実験動物農業協同組合

にて barriersystem下に生育された Slc:Wistarラγ

ト雌雄を4週齢で購入し使用した.

動物は室温25土1
0

C，湿度55土5%，換気回数毎時10

回，照明午前6時より午後5時のbarriersystem飼育室

において，前回および床が網のステンレス製個別ケ{ジ

(関口220x奥行き200x高さ160mm)に収容し，自動給

水(細菌ろ過器経由水道水〉装置付ベルト式飼育架台で

飼育した.飼料は日本クレア紛製 CE-2固型飼料〈水

分8.0，粗蛋白質24.5，粗脂肪4.5，粗線維4.0，粗灰分

6.6，可溶性無室素物52.4%，348.1CaljlOOg)を用い，

水とともに自由に摂取させた.

投与量(飼料中添加濃度〉の設定:各試料を表に示す

ように飼料 CE-2に添加し， それぞれ雌雄ラヅトに終

生自由摂取せしめた.ラットは5週齢時に各群の体重分

布をそろえ，飼育架台にラ γダムに配置し，試料添加飼

料の投与を開始した.各群の雌雄ラヅト数および群の記

号は表の通りである.

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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ラット数 試料添加濃度
試験群記号
雄雌 LAS BHT 

Cont. 40 40 0.00% 0.00% 

0.07T 40 42 0.00% 0.07% 

0.20T 40 40 0.00% 0.20% 

0.60T 40 40 0.00% 0.60% 
LAS 40 40 0.20% 0.00% 
0.07 L T 40 37 0.20% 0.07% 
0.20 L T 40 40 0.20% 0.20% 
0.60 L T 40 41 0.20% 0.60% 

動物の一般状態は毎日観察した.

体重は，各群からおのおの10匹を任意に選び， 6週ま

で毎週， 16週まで隔週，以後4および5週毎に測定，試

験開始時体重を100とした増加率で表現し，比較した.

飼料摂取量は，各群からおのおの5匹を任意に選び，

3週まで毎週 8週から14週まで隔週，以後4および5

週毎に測定した.測定は飼料投与量と 5日後の残余量お

よびケージ受皿への飼料コボシ量について行L、， {投与

量一〈残余量十コボシ量)}/5 より絶対量と体重kg当り

摂取量を求め，比較した.

体重および飼料摂取量の測定値は，測定ラットの死亡

が1例にとどまった80週までについて検討した.

観察中瀕死と認めた動物は罵殺剖検し，屠殺日を死亡

日として死亡率，生存期間の算定を行った.

結果の推計学的検討に当っては危険率を 5%に置い

た.

なお， LASおよび BHTの投与量は当部における亜

急性毒性試験の結果を参考として次の基準により設定し

た.

LAS投与量はラットにほとんど影響を与えない最大

量であること:LASO.2%添加飼料はラットで体重増加

には殆ど影響を与えず，僅かに盲腸重量を増加させるも

のであった町.

BHTの最高投与量は体重抑制が10%以内であること

: BHTO.8%添加飼料はラットで顕著な体重増加抑制を

示し， 0.45%添加飼料では変化なかったことより BHT

0.60%添加飼料は体重増加に対し10%以内の軽度な抑制

にとどまると推定し0.60%を最高添加濃度とした11，16)• 

試験結果と考察

症状:行動その他に各実験群と対照群との聞に差は認

められなかった.

飼料摂取量:表 1~2 に示すように， BHT単独投与

群では特に0.6%群雌雄において最初摂取量が有意に少

なかったが，以降は対照群と差がないか雌ではむしろ増

大した.

LAS群雌雄では対照群に対して， 推計学的に有意差

を示すものが散見されたが，顕著な差は認められなかっ

た. BHT・LAS併用群では対応する BHT単独群と有
意差なく，特に最高濃度群聞ではその増減の傾向が殆ど

一致した.

体重の推移:図 1~2 に示す通りで，推計学的に対照

群と有意差を示したのは0.60T群雌の実験76および80週

における体重で対照群の夫々90.4，89.1%であった.こ

の際の0.60LT群雌の体重は対照群の 93.0，93.9%で

あったが， 推計学的には有意ではなかった. すなわち

BHT単独投与各群とこれに対応する BHT・LAS併
用投与各群との聞には大差なく，特に雌においては殆ど

周ーの推移を示した. (なお実験36・40週から44・48週
にかけて急な体重変化が雌雄においてみられるが，これ

は，このラットでは生理的とみられ，飼育環境の変化等

による影響ではない.) 

生存率(死亡率〉の推移:図 3~4 に示した図の生存

率曲線において，雄0.60T群およびO.60L T群では，特

に実験100週以降より左方移動即ち死亡の増加が目立

ち，前者において，顕著であった.他の投与群は対照群

の推移と大差を示さなかった.雌では0.6T群において

実験100週以降やや左方移動が， 0.07LT群で実験120

週から 135週の聞において顕著な右方移動がみられた.

他の投与群では対照群との聞に大差を認めなかった.全

般的に， BHT単独投与群より BHT・LAS併用投与群
の方が右方移動し生存率が高いが，有意とは認められな

かった.表 3~4 に実験四半期における生存率を示し

た.雄では実験104週および117週において BHT摂取量

に伴った生存率の低下がBHT単独投与と BHT・LAS
併用投与の両群にみられた.平均生存期間(平均死亡時

週齢〉は0.60T群108.4土15.2週， 0.60LT群112.0土

15.2週で，対照群122.6土12.8週より有意に短かった.

雌では実験91週においてBHT単独投与のみにBHT摂取

量に伴う生存率の低下が認められた. また， 130週にお

いて0.07LT群が高い生存不を示した.平均死亡時週齢

は0.60T群がやや短かったが，対照群に対して有意では

なかった.以上， LAS併用による BHTの作用には殆

ど変化なく，僅かに平均生存期間の延長がみられるが，

推計学的に有意ではなかった.

以上，本試験条件下において LASは BHT効果に対

して特に影響を与えなかったと判断される.

謝辞市川久次，小林博義，米山允子，樺島順一郎お
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Table 1. Food Consumption (Mal巴〉

削(on BHT 0も 0.07も 0.20も 0.60も 0.00も 0.07も 0.20も 0.60も
study LI¥S 0も 0.00も 0.00も 0.00% 0.20も 0.20も 0.20% 0.20も
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よび神谷信行氏らのご協力をここに感謝いたします 3)米山允子ら:東京衛研年報， 27-2~ 40~ 1972 

文 献 の伊川三枝子ら:東京衛研年報， 29-2， 58， 1978 

1)小林博義ら:東京衛研年報， 24， 397， 1972 5)米山允子ら:東京衛研年報， 28-2， 73， 1977 

2)市川|久次ら:東京衛研年報， 27-2， 93， 1976 6)藤井孝ら:東京衛研年報， 28-2， 85， 1977 
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Table 2. Food Consumption (Female) 

wk 011 BHT 0% 
study 工ASOも

0.07も
0.00も

0.20も
0.00も

0.60も
0.00も

0.00も
0.20も

0.07も
0.20も

0.20% 
0.20も

0.60も
0.20も

09.6土 0.21} 7・5土 0.2* 5.8t 2.5* 6.1土 0.7* 8・4土 0.9* 8.1士 0.5* 7・4土 2・1 6.3t 1・8六
(103.8士6.1)2)(83.8t 4.8)吋64.5t26.7)*(65.4i9.0)ペ89.8i8.1)*(90.6士 2.0)ペ82.6t24.3) (68.2i22.9)* 
1 10.9士 0.5 9.8土 0.5* 9.4土1.0 8.9土 2.2・ 9.6i1.1 10.5i 0.3 10.1土1.3 10.4士 0.3
(99.5士 2.4) (92.9:1: 2.6) (91.6土11.1) (83.8土19.8) (89.2HO.8) (95.4土 7.6) (98.7士1+.5) (g4.2i 3.6) 

2 .~~.3土1. 9 9.4士 0.7 9.3t 1.3 10.2i 0.6 9.9:t 1.3 9.8土 0.9 9.4士 1.2 9.9:t 0.4 
(91.0士18.8) (78.5土 4.7) (79.5土11.5) (84.3土 7.9) (80.7土 8.1) (77.4土 5.3) (79.6土 8.5) (79.7土 6.2)

9.6土 0.5 9.9i 0.6 9.7土 0.9 10.8i 0.6 9.3t 1.3 10.0土 0.8
(75.9土 3.1) (74.9土 4.8) (72.7土 4.1) (78.9i 5.8) (71.5t 6.3) (73.0i 7.7) 3 

10.5土 0.4 8.8土1.8
(78.3:!: 4.3) (68.1:!:13.5) 

8.6:t 1.0 10.3土 0.8 9.8土1.1 9.1土1.6 9.1士1.5 10.0土 0.4
(54.3i 6.6) (61.7i 4.0) (57.7土 3.6) (52.7土 9.9) (55.8士 6.7) (58.1土 2.6)8 

9.7土 0.5 9.9土 0.4
(56.4土 3.2) (59.5土 4.6)

8.1t 1.0* 10.1i 1.7 9.9土 0.9 8.8土 0.9 8.8土1.2 9.8土 0.8
(48.2t 5.6) (57.6土 9.7) (55.5土 3.7) (49.4土 4.5) (51.1士 4.2) (54.8土 4.2)10 

9.5土 0.7 9.7土 0.6
(52.8土 4.5) (54.9土 5.1)

8.5土 0.9 9.9土 0.8 9.1士 0.6 9.7t 0.7 10.0土 0.6 11.3土 2.7
(49.7:t 4.6) (55.2土 4.5) (49.4土 2.6) (53.3土 4.5) (56.2t 4.6) (61.3土工5.9)12 

10.H 1.3 9.7土 0.7
(54.1士 8.3) (52.6i 3.0) 

9.3士3.0 10.2i 0.8 9.3土 0.4 9.6土 0.7 9.8t 0.7 9.2:!: 2.3 
(53.3:tl6.1) (55.2:!: 2.2) (49.0i 4.2) (50.9土 3.7) (53.4t 6.7) (48.5H1.6) 14 

9.9土 0.5 10.2土 0.7
(51. 7土 2.8) (53.4i 2.7) 

9.6土 1.4 9.9i 0.7 9.6i 0.6 10.5士1.2 10.0土1.4 10.2土 0.8
(53.5i 6.5) (51.8土 2.8) (48.5t 4.1) (53.7土 4.9) (51.8t 4.0) (53.1士 5.4)18 

10.2:!: 0.6 10.0i 0.8 
(50.2土 3.3) (50.5:!: 2.6) 

9.4士1.3 10.3i 1.4 9.8士 0.8 10.5土 1.2 10.3t 1.3 10.5t 0.7 
(50.4土 7.1) (51.8土 5.7) (47.5i 2.9) (51.1土 3.5) (51.7t 3.4) (52.8士 5.4)22 

9.3:!: 0.7 9.8:!: 0.7 
(44.6土 3.7) (48.1士 3.7)

8.1土1.0 10.0土1.6 9.2土1.2 8.4士 0.4六 8.5t0.9 8.3t 0.6* 
(42.3:': 2.7) (49.3:': 8.1) (43.H 6.7) (39.8t 2.8) (41.3i 2.8) (41.4i 3.6) 26 

9.1:!: 0.3 6.6:!: 2.3 
(42.2:!: 1.2) (31.6H1.1) 

9.7土 0.8 9.8t 1.3 10.3t 1.3 10.2土 0.7 9.9土 0.6 10.6i 0.5 
(49.4t 7.7) (47.3土 4.9) (45.4土 3.8) (45.9士 2.0) (46.6土1.4) (50.5:!: 3.2) 34 

10.5士 2.0 10.9:!: 1.7 
(45.9:!: 9.3) (50.9:!:10.0) 

9.8土1.6 10.7土 0.9 10.1i 1.2 11.8土 4.5 12.3t 2.4 10.3土 3.3
(48.3土 6.1) (51.3土 4.7)*(43.4土 4.3) (53.l:t18.8) (56.7土 9.5)*(48.7:tl4.9)39 

9.8土 0.9 9.4i 1.9 
(42.2:!: 3.9) (41.4:!: 7.9) 

9.0:1: 1.2 11.0:1: 1.8 8.9土 0.9 9.9:!: 0.7 11.4i 3.2 11.5土 2.3
(44.0土 5.7) (50.3土 9.2) (36.6土 6.1) (43.6:1: 5.5) (51.4士17.1) (53.8H1.1) 43 

9.9:': 0.8 10.2:!: 1.3 
(41.4土 2.8) (43.7i 5.0) 

10.2t 1.5 10.9i 1.5 11.7t 3.0 10.0:1: 0.7 10.9土 1.5 9.2:t 0.9 11.2t 0.9 10.6土1.3
47 (41.8:1: 6.3) (45.6土 7.9) (54.0:!:l1.5) (44.7土 4.0) (43.5土 7.7) (39.5:!: 4.6) (47.7:1: 3.5) (48.0土 5.0)

11.7土1.2 11.7土 0.4 11.9t 1.3 11.9土 1.2 10.2t 0.6 10.6土 1.0 11.1t 1.3 10.4土 0.9
53 (45.4:1: 4.0) (47.0士1.5) (53.1:!:l1.4) (52.1土 6.0) (38.1土 4.8)*(43.0土 1.9) (44.5土 3.7) (45.l:!: 3.2) 

11.6:t 1.9 11.1:1: 1.5 10.7i 1.2 11.1土 0.5 10.3t 1.9 10.7土 0.9 11.6:1: 1.6 11.0:1: 0.5 
57 (43.3土 6.0) (43.2土 6.7) (45.9土 7.2) (47.4土 5.9) (38.5HO.5) (43.1土 1.4)(46.8土 7.0) (47.0士 3.3)

10.8:1: 1.1 11.6土1.4 10.5土 0.7 11.5土 2.5 10.8士 0.7 10.4土 1.2 10.7t 1.3 11.9土 0.8
61 
(39.9土 5.7) (44.5i 4.8) (44.2:1: 6.1) (47.3:1: 8.7) (39.2t 2.5) (41.7土 6.4) (42.9土 3.2) (50.0土 4.1)*

11.7t 0.8 11.7土 1.0 11.3:1: 1.1 13.1土1.2 11.8土 0.8 11.8土 1.0 11.6士 0.7 12.7土 0.9
66 (41.2t 2.3) (43.9:!: 4.1) (45.8土 6.0) (53.4i 3.0)*(42.6:1: 5.7) (45.9土 4.9) (47.9土 5.7)'*(51.9t3.4)六

11.1士 0.7 11.5土1.1 10.6土 1.6 12.6t 1.6 11.8:!: 0.8 11.6土 0.9 11.7:1: 0.9 13.6:!: 2.5 
71 (37.7土 2.1) (41.2:1: 4.3) (41.6t 9.2) (49.0土 4.8)*(40.7t3.9) (42.2土 4.1)(45.9t 1.9) (52.4t 8.4)六

9.4土 2.2 11.8:1: 0.7 10.6土工.1 11.6:!: 0.9 10.8t 1.1 10.4土 1.1 11.2土1.6 11.2:!: 2.0 
76 
(30.7土 6.9) (40.0土 3.4)*(39.4t7.1) (44.8t 1.6)*(35.6土 4.3) (36.1土 3.5) (42.4土 3.1)* (41.5土 6.6)*

10.3士 0.4 11.4土 0.8 10.9t 0.7 11.1t 1.5 12.0土 1.8 11.2土 0.9 10.7t 1.8 11.4土1.0
80 (33.3土1.5) (37.4士 3.2) (38.91 5.0) (41.7:1: 6.4)*(38.8士 5.6) (38.9土 3.5)*(39.3士 2.9)* (41.4土 2.7)犬

]) Meal1:!: SD g/ra七 2) Meal1土SDgjkg B.W. * P<0.05 

7)佐藤誠ら東京衛研年報， 24， 441， 1972 13)米山允子ら.東京衛研年報， 25， 655， 1974 

8)高橋昭夫ら:東京衛研年報， 26-2， 67， 1975 14)鈴木英子ら:東京衛研年報， 26-2， 49， 1975 

9)益淵正典ら・京京衛研年報， 27-2， 100， 1976 15)高橋省ら:東京衛研年報， 26-2， 54， 1975 

10)藤田博ら:東京衛研年報， 28-2， 112， 1977 16)市川久次ら:東京衛研年報， 23， 345， 1971 

11)平賀輿吾ら・東京街研年報， 22， 231， 1970 17)藤井孝ら:東京術研年報， 33， 399， 1982 

12)高橋省ら:東京衛研年報， 25， 637， 1974 18)藤井孝ら:東京衛研年報， 33， 413， 1982 
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Table 3. Survival Rate at a Quarter of Year on Study (Male) 

Weeks on BHT 0% 0.07% 0.20% 0.60% 0.00% 0.07% 0.20% 0.60% 

age study LAS 0% 0.00% 0.00% 0.00% 0.20% 0.20% 0.20% 0.20% 

44 39 100 100 100 100 98 100 100 100 
(40/40) (40/40) (40/40) (40/40) (39/40) (40/40) (40/40) (40/40) 

57 52 100 100 100 100 95 100 100 100 
(40/40) (40/40) (40/40) (40/40) (38/40) (40/40) (40/40) (40/40) 

70 65 100 100 100 98 95 100 98 100 
(40/40) (40/40) (40/40) (39/40) (38/40) (40/40) (39/40) (40/40) 

83 78 100 98 98 93 90 100 98 98 
(40/40) (39/40) (39/40) (37/40) (36/40) (40/40) (39/40) (39/40) 

96 91 95 93 90 83 88 98 88 83 
(38/40) (37/40) (36/40) (33/40) (35/40) (39/40) (35/40) (33/40) 

109 104 88 80 70 48 73 80 78 58 
(35/40) (32/40) (28/40) (19/40)キ (29/40) (32/40) (31/40) (23/40)* 

122 117 55 45 40 5 38 53 50 33 
(22/40) (18/40) (16/40) (2/40)* (15/40) (21/40) (20/40) (13/40)* 

135 130 13 15 15 3 13 20 10 5 
( 5/40) ( 6/40) ( 6/40) ( 1/40) ( 5/40) ( 8/40) ( 4/40) ( 2/40) 

148 143 3 3 3 3 8 5 。 。
( 1/40) ( 1/40) ( 1/40) ( 1/40) ( 3/40) ( 2/40) ( 0/40) ( 0/40) 

161 156 。 。 。 。 。 。 。 。
( 0/40) ( 0/40) ( 0/40) ( 0/40) ( 0/40) ( 0/40) ( 0/40) ( 0/40) 

一一一一 一一一一一一一一一一一一 一一一

Mean of age 122.6 119.9 116.5 108.4* 116.0 122.2 118.5 112.0* 

土SD 土12.8 土16.3 土16.4 土15.2 土23.5 土14.5 土16.3 土15.2

Earliest death age 90 78 72 70 44 90 66 83 

Median of age 123 120 117 108 119 123 120 112 

Last death age 149 149 149 156 156 151 144 143 
一 一一一一一一一一一一一一

* P<0.05 

Table 4. Survival Rate at a Quarter of Year on Study (Female) 

明Teel王son BHT 0% 0.07% 0.20% 0.60% 0.00% 0.07% 0.20% 0.60% 
age study LAS 0% 0.00% 0.00% 0.00% 0.20% 0.20% 0.20% 0.20% 
一一一一一一一一一 一一一一一一一一一

44 39 100 98 100 100 100 100 100 100 
(40/40) (41/42) (40/40) (40/40) (40/40) (37/37) (40/40) (41/41) 

57 52 100 98 100 100 100 100 100 98 
(40/40) (41/42) (40/40) (40/40) (40/40) (37/37) (40/40) (40/41) 

70 65 100 95 98 95 98 100 98 98 
(40/40) (40/42) (39/40) (38/40) (39/40) (37/37) (39/40) (40/41) 

83 78 98 93 90 95 98 100 .98 98 
(39/40) (39/42) (36/40) (38/843 0〉 (39/40) (37/37) (39/40) (40/41) 

96 91 98 90 83 98 86 95 95 
(39/40) (38/42) (33/40)* (33/40)キ (39/40) (32/37) (38/40) (39/41) 

109 104 75 81 75 68 85 73 73 78 
(30/40) (34/42) (30/40) (27/40) (34/40) (27/37) (29/40) (32/41) 

122 117 58 71 63 48 58 68 53 51 
(23/40) (30/42) (253/0 40〉 (19/40) (23/40) (25/37) (21/40) (21/41) 

135 130 30 29 20 38 54 30 24 
(12/40) (12/42) (12/40) ( 8/40) (15/40) (20/37)* (12/40) (10/41) 

148 143 20 7 8 5 20 16 10 5 
( 8/40) ( 3/42) ( 3/40) ( 2/40) ( 8/40) ( 3/37) (4/43 0〉 ( 2/41) 

161 156 3 。 8 。 5 。 。
( 1/40) ( 0/40) ( 3/40) ( 0/40) ( 2/40) ( 0/37) ( 1/40) ( 0/41) 

Mean of age 126.5 123.1 123.5 117.6 128.9 128.7 123.5 123.3 

土SD 土20.9 土22.4 土25.0 土20.0 土21.0 土21.7 土19.6 土18.8

Earliest dea th age 82 39 69 68 66 86 70 55 

Median of age 127 126 126 116 125 137 125 127 

Last death age 163 151 179 154 175 158 162 156 
一一一一一一

* P<0.05 
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Fig.3. Survival Rat巴 ofRals for Lifespan 

Weeks on Study 
90 100 110 120 エ30 140 150 160 170 

E'emale 

80 叶 20

70 30 

60 40 

cu o zs = t 

吋凶 50 
50 3 E 山M FM O 4 

30 地主 70 

control 
-__..帽-----.-- lJI，S 0.20% 

20← EHT 0.60¥ 
.._-_.'...ーーー-- LAS 0.20屯+BHT0.60屯 ......，L...，.. ;・'.... 叶 80

BHT 0.20¥ 
ー・・ー・--_.ーー曹咽歯司冒 LAS 0.20も+BHT0.20屯

BHT 0.07も

10← .._-.-._----・・・・咽 LAS 0.20屯+BHT0.07¥ 

IE]90  

‘ 

LL livH==DJ 
B 100 

40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 

Weeks on Age 

Fig.4. Survival Rate of Rats for Lifespan 



東京術研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.l王， 33，399-412， 1982 

直鎖型アルキルベンゼンスルホン酸ナトリウムとジブチルヒドロキシトルエン

との併用によQラヴト終生飼育試験一非腹湯性変化一

藤井 孝*，多国幸恵*，長津明道*，三粟谷久敏*

矢野範男*，湯探勝康*，平賀輿吾*

Lifespan Feeding Studies by Combined Use of Linear Alkylbenzene Sulfonate 

(LAS) and Butylated Hydroxytoluene (BHT) in Rats -Nonneoplastic Changes一

T AKASHI FU]II*， YUKIE T ADA汽 AKEMICHI N AGASA W A *， 

HISA TOSHI MIKURIY A *， NORIO Y ANO*， KA TSUHIRO YUZA W A * 

and KOGO HIRAGA* 

The Iifespan feeding studies of linear alkylbenzene sulfonate (LAS)， a surfactant， and butylated 

hydroxytoluene (BHT)， an antioxidant food additive， were conducted with Slc :羽Tistarra ts of both 

sexes to see the interaction between LAS and BHT in terrns of their cornbined toxicity. The 

dose-related occurrence of nonneoplastic changes in sorne organs of the rats fed BHT was observed. 

This trend was not influenced by the concurrent use of LAS and BHT. Thus， it was concluded 
that there was no effect of LAS on nonneoplastic changes induced by B日T under the conditions 

ernployed in this studies. 

Keywords : linear alkylbenzene sulfonate (LAS)， butylated hydroxytoluene (BHT)， lifespan feeding study， 

combined use， rats， nonneoplastic changes 

緒 言 未反応、泊分15%以下，無機塩類4%以下，水分38%，1 

界面活性剤で合成洗剤の主成分である直鎖型アルキル %濃度て、のpH7.1，平均分子量345.8)乞 BHTは和光

ベンゼンスルホン酸ナトリウム(以下， LASと略す〉の 純薬工業株式会社製 LotNo. KIK 5562 (白色結晶性粉

安全性について当部では種々の検討を加えてきたト7) 末， rn. P. 69. 50C)を用いた.

今回は LASを他の化学物質と併用した際の効果，相 実験動物および飼育環境静岡実験動物農業協同組合

互作用について，ラットを用い添加飼料摂取試験を行つ よりパリア{システムで、生育されたSlc:Wistarラット

て検索した.併用する化学物質として，当部で長年毒性 雌雄を4週齢で購入した.ラットは室温25土1"C，湿度50

研究を行っている食品添加物の酸化防止剤ジブチルヒド ~60%，換気回数毎時10回，午前 6 時より午後 5 時の11

ロキシトルェγ(以下， BHTと略す〉を選んだ8-20) 時間照明のバリア{システム飼育室に収容した.ケージ

試験期間6ヶ月では LASはBHTの作用に著明な影 は幅22x奥行20x高16crnで、前面および床が網，他は板の

響をおよぼさなかった21) ステンレス製の個別式，飼育架台は自動給水装置付ベノレ

本報は試験期聞を終生とし，病理学的検索でBHTに ト式をそれぞれ用いた.試験開始時まで飼料は日本グレ

よるラットの非腫蕩性変化におよぼす LASの影響を観 ア株式会社製 CE-2固型飼料(水分8%，粗蛋白質

察し，検討した結果の報告である.体重，生存率，生存 24.5%，粗脂肪4.5%，粗線維4%，粗灰分6.6%，可溶

期間および腫湯性変化については別報22，23)で報告する. 性無窒素物52.4%，348.1Ca1/100討を用いた. 水は試

試料および試験方法 験開始前から終了時まで細菌加過器を経由した水道水を

試料 LASは花王アトラス株式会社製ネオベレック 用い，飼料とともに自由摂取させた.

ス F-60，Lot No.141 (ClO 10.6%， Cl1 34.1%， C12 試料投与および試験期間 LASおよびBHTをTable1 

27.7%， C13 19.0%， C14 8.7%， 有効成分60土2%， に示す濃度で粉末飼料CE-2 (図型飼料CE-2を粉末

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

24-1， Hyakunincho 3 chorne， Shinjuku圃ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Design of Feeding Studies of LAS 
and BHT 

Dietary levels of No. of rats 

Group BHT LAS 
(%) (%) 

Male Female 

Control 。 。 40 40 

T 

0.07T 0.07 。 40 42 

0.2T 0.2 。 40 40 

0.6T 0.6 。 40 40 

LAS 。 0.2 40 40 

LT 

0.07LT 0.07 0.2 40 37 

0.2LT 0.2 0.2 40 40 

0.6LT 0.6 0.2 40 41 

にしたもの〉に混合し，国型化したものを試験飼料とし

た.ラットが5週齢になった時点で、各群の体重分布をそ

ろえ，飼育架台にランダムに配置した後，普通飼料から

試験飼料に切り替えて試験を開始した.試験期聞は終生

とし，ラットが死亡あるいは瀕死に至るまで試験飼料を

水とともに自由に撲取させた. Table 1に各群の略号，

摂取させた試験飼料および試験開始時の動物数を示し

た.本試験での各試料の濃度設定に際しては当部でのラ

ットを用いた亜急性毒性試験の結果を参考とした.

LASの0.2%は体重増加にほとんど影響を与えず，盲

腸重量を軽度に増加させた濃度であるの BHTの0.6%

は体重増加抑制が0.8%では顕著であるのにへ 0.45% 

では変化がみられなかった町ことから，抑制が10%以内

にとどまると推定し設定した濃度である.

病理学的検索方法試験期間中，瀕死と認めたラット

は断頭・放血し，血液を採取した後に解剖した.採取血

液は塗沫標本作製 (May -Grunwa ld-Giemsa染色)，血液

学的検査に用いた.解剖は肉眼的観察を行うとともに腫

癒，結節，その他の障害部分および下記の器官・組織を

摘出し，主要器官および腫癌は秤量した.皮膚(腹・背

部)，筋(大腿部)， 肺， 気管， 大腿骨(骨髄を含む)，

牌臓， リンパ節(縦隔，顎下，肝門部)，胸腺(大動・静

脈を含む縦隔結合織とともに)， 心臓， I盛液腺(耳下，

舌下および顎下腺)，舌，肝臓， )搾臓， 食道， 胃，大・

小腸，腎臓，勝目ft，下垂体，副腎，甲状腺(上皮小体を

含む)，包皮腺，精巣，精巣上体，精褒， 前立腺， 陰核

腺，子宮，卵巣，大・小脳，脊髄，限球，外涙腺，ハ{

デリアγ腺，外耳 (Zymbal腺を含む).死亡ラットは発

見後速やかに剖検し，瀕死ラットと同様に器官，組織お

よび腫癒などの摘出，秤量を行った.摘出した器官・組

織および腫癌などは10%緩衝ホルマリシ液で約6時間援

重量固定し，液交換を行った後に静置して 1週間固定し

た.固定完了後，器官・組織は定法に従ってパラフィン

切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジγ重染色を行っ

た.また必要に応じて PAS染色，アザン・マロリー染

色， PTAH染色，鍍銀染色および凍結切片による脂肪

染色(ズダγB)を施しこれらの標本によって光顕的

観察を行った.

結果および考察

非腫蕩性変化は Table2および3に示す如く，雌雄と

も対照群を含む各群で多くの器官・組織に認められた.

牌臓の萎縮 (Photo1)がT群雌維でほぼ BHT投与

量に比例して増加した.同変化はLT群雌維でもT群と

全く同様の発現傾向を示した.肺では大食細胞の集族

(Photo 2)がT群雌雄でBHT投与量に比例して増加し

た.同変化はLT群雌雄でも高濃度群でやや判然としな

いものの， T群と同様の傾向を呈した.肝臓ではT群雄

でBHT投与量に比例して肝細胞の空胞変性 (Photo3) 

が減少し，肝細胞の萎縮が増加した.両変化はLT群雄

でもT群と全く同様の発現傾向であった.胃では前胃の

潰湯 (Photo4)，穿通および穿孔が頻度は対照群に比べ

て低いが， T群雌でBHT投与量に伴う増加を示した.

とくに穿通，穿孔は少数の発生であるが，この傾向が明

らかであった.同変化はLT群雌でも同様の発現傾向を

示した.

これらのことから LASはBHT投与に関連した非腫

蕩性変化の発現傾向にとくに影響を与えなかったと考え

られる.

対照群を含む各群雌雄では，慢性腎障害，肝臓の小胆

管増生，門脈周囲線維化，勝臓腺房細胞の萎縮などが多

くみられた. これらの変化はT群雌雄では BHT投与

量に比例した増減を示さず， LT群雌雄でも同様に一定

の傾向は認められなかった.また各変化の発生例数はT

群と LT群との聞で大差がなかった.このように BHT

投与で一定の発現傾向を示さなかった変化は LASを併

用しても一定の傾向を現わさず，発生数にも著変がみら

れなかった.

以上のことから，非腫湯性変化の発現には LASおよ

びBHT併用による相互作用は認められなかったと考え

られる.

LASは本試験条件下において BHTによるラットの

非腫湯性変化に対してとくに影響をおよぼさなかったと

判断される.
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Summary of Nonneoplastic Lesions : Male (Continued) Table 2. 
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Table 3. Summary of Nonneoplastic Lesions : Female 

Dietary lev巴Isof BHT (%) 
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Table 3. Summary of Nonneoplastic Lesions : Female (Continued) 

Dietary levels of BHT (%) 0 0.07 O. 20 O. 60 0 O. 07 O. 20 O. 60 

Dietary levels of LAS (%) 0 0 0 0 O. 20 O. 20 0.20 0.20 
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Table 3. Surnrnary of Nonneoplastic Lesions : Fernale (Continued) 

Dietary levels of BHT (%) 0 O. 07 o. 20 O. 60 0 O. 07 O. 20 0.60 

Dietary levels of LAS (%) 0 0 0 00.2o  0.20 O.却 0.20
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直鎖型アルキルベンゼンスルホン酸ナトリウムとジブチルヒドロキシトルエン

との併用によるラット終生飼育試験一腫蕩性変化一

藤井 孝*，多問主幹恵*，長 f車明道*三栗谷久敏*

矢野範男*，湯?撃勝康*，平賀輿吾*

Lifespan Feeding Studies by Combined Use of Linear Alkylbenzene Sulfonate 

(LAS) and Butylated Hydroxytoluene (BHT) in Rats -Neoplasmsー

TAKASHI FUJII*， YUKIE TADA汽 AKEMICHINAGASAWA*， 

HISA TOSHI MIKURIY A *， NORIO YANO*， KA TSUHIRO YUZA羽TA*

and KOGO HIRAGA* 

The lifespan feeding studies of linear alkylbenzene sulfonate (LAS)， a surfactant， and butylated 
hydroxytoluene(BHT)， an antioxidant food additive， were conducted on Slc :羽Tistarrats of both sexes 
to see the interaction in tumorigenicity by the combined use of LAS and BHT. The dose-related 

decrease of incidence of tumors in some organs or tissues of the rats fed BHT was observed. 

These incidence did not change by the combined use of LAS and BHT. The dose-related 

decrease of incidence in leukemia of the rats fed BHT was not observed， but was seen in the rats 

fed both LAS and BHT. Thus， it was concluded that there was effect of LAS to BHT in the 

incidence of leukemia under the conditions employed in this studies. 

Keywords : linear alkylbenzene sulfonate (LAS)， butylated hydroxytoluene (BHT)， combined use， rats， 

neoplasms 

試料および試験方法

試料 LASは花王アトラス株式会社製ネオペレック

スF-60，Lot No.141を， BHTは和光純薬工業株式会

社製 LotNo. KIK5562を用いた.

実験動物および飼育糠境 静岡実験動物農業協同組合

よりパリアーシステムで生育されたSlc:Wistarラット

雌雄を4週令で購入し，バリアーシステム飼育室の個別

ケ{ジに収容した.飼料は日本クレア株式会社製図型飼

料CE-2，水は細菌I戸過器経由水道水をそれぞれ自由

本東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Pllblic Health 

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

緒言

界面活性剤で合成洗剤の主成分である直鎖型アノレキル

ベンゼンスルホン酸ナトリウム(以下， LASと略す〉

と食品添加物の酸化防止剤ジアーチルヒドロキシトルエン

(以下， BHTと略す〉とを併用した際の相互作用につ

いてラットを用い終生飼育試験を行って検索した.

本報は BHTによるラットの腫蕩性変化に及ぼすLAS

の影響を検討した結果の報告である.体重，生存率，生

存期間および非腫蕩性変化については別報1，2)で報告す

る.

に摂取させた.

試料投与および試験期間 LASおよびBHTをTable

lに示す濃度で粉末飼料 CE-2に混合し， 国型飼料化

したものを試験飼料とした.ラットが5週令になった時

点から試験飼料を与え水とともに終生自由摂取させた.
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Dietary levels of No. of rats 

Group BHT LAS 
く%) く%)

Male Female 

Control 。 。 40 40 

T 
0.07T 0.07 。 40 42 

0.2T 0.2 。 40 40 

0.6T 0.6 。 40 40 
LAS 。 0.2 40 40 
LT 

0.07LT 0.07 0.2 40 37 
0.2LT 0.2 0.2 40 40 

0.6LT 0.6 0.2 40 41 
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Table 2. Summary of Neoplastic Lesions : Male 

Dietary levels of BHT (%) 。 0.07 0.20 0.60 。 0.07 0.20 0.60 

Dietary levels of LAS (%) 。 。 。 。 0.20 0.20 0.20 0.2{) 

No. of rats initially in study 40 40 40 40 40 40 40 40 

No. of rats evaluated1) 40 39 40 40 38 40 39 40 

No. of rats with tumor(s) 40 38 39 36 36 38 37 38 

No. of rats with malignant tumor(s) 19 12 11 14 8 12 13 10 
一一一一一一一一一一一一→

SKIN 

Papilloma 1 1 1 

Trichoepithelioma 1 1 

Sebaceous adenoma l 

Basal cell carcinoma 2 1 

Squamous cell carcinoma 1 

Sebaceous adenocarcinoma 1 1 

SUBCUTIS 

Fibroma 4 2 2 1 2 

Hemangiorna 1 

Lipoma 1 

F ibrosarcorna 1 1 

Rhabdornyosarcorna 1 2 

EAR DUCT 

Adenoma 1 

Papillorna 1 2 

Squarnous cell carcinorna 1 1 1 

MAMMARY GLAND 

Adenorna 2 2 3 1 3 1 

Fibroadenoma 4 1 2 3 1 

LYMPH NODE 

Malignant lyrnphorna 1 1 。 1 。 。 。 1 

HEMA TOPOIETIC SYSTEM 

Leukernia 11 10 9 11 7 9 7 6 

SPLEEN 

Hernangiorna l 1 

F ibrosarcorna 1 1 

Unclassified sarcorna l 

LUNG 

Adenorna 2 2 2 1 2 1 

Squarnous cell carcinoma 1 

TONGUE 

Papillorna 1 l 

LIVER 

U nclassified sarcorna 1 1 

COLON 

L巴iornyosarcorna 1 

RECTUM 

Adenorna 1 
弘一一一一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一『

continued on 
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Table 2. Summary of Neoplastic Lesions : Male (Continued) 

Dietary levels of BHT (%) 

Dietary levels of LAS (%) 

O. 07 O. 20 O. 60 0 O. 07 O. 20 O. 60 

o 0 0 O. 20 O. 20 O. 20 O. 20 

ABDOMINAL CA VITY / 
PERITONEUM 

Mesothelioma 

Fibrosarcoma 

Leiomyosarcoma 

Unclassified sarcoma 

TESTIS 

Interstitial cell tumor 

PREPUTIAL GLAND 

Adenoma 

PITUITARY 

Adenoma 

Adenocarcinoma 

ADRENAL 

Pheochromocytoma 

Cortical adenoma 

Ganglioneuroma 

THYROID 

Adenoma 

Adenocarcinoma 

P ARA THYROID 

Adenoma 

P ANCREA TIC ISLETS 

Islet cell adenoma 

BRAIN 

Meningioma 

。
。

1 

1 

37 

2 

6 

12 

1 

5 

1 

1 

3 

2 

1 

2 4 2 1 

1 

1 

33 36 32 33 30 32 35 

2 1 

7 4 5 8 10 3 

1 

4 

10 

1 

12 

1 

6 9 

1 

13 10 

1 

円

4

1
ム

1 

5 1 

1 

一一* 3 1 

1 

2 3 

1 

4 4 5 4 2 

1 

日 No.of rats examined histologically. 

ドSignificantlydifferent from control group at P<0.05 (Fisher exact test). 

Table 1に各群の略号，摂取させた試験飼料および試験

開始時の動物数を示した.

病理学的検索方法試験期間中，死亡あるいは瀕死屠

殺したラットは直ちに剖検し，ほとんどの器官，組織，

腫蕩およびその他の障害部分を摘出し，主要器官および

腫湯は秤量した.摘出した器官，組織などは，ホルマリ

ン固定後，定法に従ってパラフィン切片を作製しヘマト

キシリン・エオジン重染色， PAS染色，アザン・マロリ

ー染色を施した.これらの染色標本によって病理組織学

的検索を行った.

なお，試料，動物飼育環境および病理学的検索方法の

詳細は非j医療性変化の報告2)で述べた.

結果の推計学的検討に当っては危険率を5%に置い

7こ3)

結果

腫療は Table2および3に示す如く雌雄とも対照群を

含む各群で多くの器官・組織に発生した.各群の有効例

数は組織学的検索を行った{JlJ数とした.

臆鳴を有すミ5動物の発現率(%)は雄では対照君fが最

も高く 100% (40/40=腫湯を有する例数j;有効例数〉で

あり最低は0.6T群の90%(36/40)であった.雌では対

照群が90%(36/40)で，各群は0.2T群855首位4/40)

と0.07T群92.5%(37/40)との聞に分布していた.こ

の発現率は雌維とも対照群と各投与群聞に有意差がみら

れず， TおよびLT群とも試料投与量に伴い高くあるい

は低くなる傾向は示さなかった.

悪性腫i虜を有す~動物の発現率は雄では対照群が最も

高く47.5%(19/40=悪性腫療を有する例数/有効例数〉
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Table 3. Summary of Neoplastic Lesions : Female 

Dietary lev巴Isof BHT (%) 。 0.07 0.20 0.60 。 0.07 0.20 0.60 

Dietary levels of LAS (%) 。 。 。 。 0.20 0.20 0.20 0.20 

No. of rats initially in study 40 42 40 40 40 37 40 41 

No. of rats evaluatedl) 40 4Q 40 39 40 36 40 40 

No. of rats with tumor(s) 36 37 34 34 35 33 36 36 

No. of rats with malignant tumor(s) 18 12 10 10 8 12 10 8 

SKIN 

Basal cell carcinoma 1 

SUBCUTIS 

Fibroma 1 1 1 2 

Lipoma 1 1 

Fibrosarcoma 2 1 1 1 

Rhabdomyosarcoma 1 1 1 1 

EAR DUCT 

Squamous cell carcinoma 1 1 

MAMMARY GLAND 

Adenoma 8 6 8 5 11 8 9 7 

Fibroadenoma 5 6 6 4 6 5 4 3 
Squamous cell carcinoma 1 1 

LYMPH NODE 

Malignant lymphoma 1 。 。 。 1 。 2 2 

HEMATOPOIETIC SYSTEM 

Leukemia 10 7 6 6 3* 8 5 3* 

SPLEEN 

Hemangioma 1 
U nclassified sarcoma 1 

乱mSCLE

Rhabdomyosarcoma 1 

LUNG 
Adenoma 1 1 1 
Squal110us cell carcinoma 1 1 

ORAL CAVITY 

Papillol11a l 

TONGUE 

Papillol11a l 
Squal110us cell carcinoma 1 

LIVER 
Unclassified sarcoma l 

DUODENUM 
Adenoma 1 

RECTUM 

Adenoma 1 

ABDOMINAL CAVITY/ 
PERITONEUM 

Fibrosarcoma 1 
Hemangiosarcol11a l 
Liposarcol11a 1 
Unclassified sarCOl11a 1 

一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

continued on 
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Table 3. Summary of Neoplastic Lesions: Female (Continued) 

Dietary levels of BHT (%) 

Dietary levels of LAS (%) 

0 

0 

0.07 0.20 0.60 0 0.07 0.20 0.60 

o 0 0 0.20 0.20 0.20 0.20 

KIDNEY 

Clear cell carcinoma 

URINARY BLADDER 

Papil10ma 

UTERUS 

Adenoma 

Leiomyoma 

Hemangioma 

Leiomyosarcoma 

Endometrial stromal polyp 

1 

l 

2 

1 

3 1 2 1 1 

2 

2 噌

i

唱

i

q

o

1 

2 

1 1 

1 

2 3 2 3 3 5 2 

OVARY 

Granulosa cell tumor 

CLITORAL GLAND 

1 1 

Adenoma 2 2 l l 2 q

o

T品

1
4

4 3 

Fibroadenoma 

Ad巴nocarcinoma

Papilloma 

PITUITARY 

1 

1 

Adenoma 14 

1 

18 12 

2 

14 

1 

20 17 

2 

16 16 

Adenocarcinoma 

ADRENAL 

Pheochromocytoma 

Cortical adenoma 

Ganglioneuroma 

THYROID 

Adenoma 

9 

1 

8 

2 
7

4

1

 

4 

1 

11 

2 

5 

2 

6 

2 

η
3
1ゐ

1ム

Adenocarcinoma 

2 

1 

2 1 

1 

2 4 1 1 2 

P ANCREA TIC ISLETS 

1 slet cell adenoma 2 1 2 3 2 2 

BRAIN 

Astrocytoma 1 

Malignant meningioma (suspicious) 

1 

1 

2 2 

日 No.of rats examined histologically. 

* Significantly different from control group at P<0.05 (Fisher exact test). 

であり， LAS群21%(8/38) および 0.6LT群25% 下垂体腺腫 (Photoめであった.これらの腫湯の発現率

(10/40)との聞にそれぞれ有意差が認められた.雌でも は対照群が最高であったが各投与群との悶に有意差は認

対照群が最も高く45%(18/4のであり， LASおよび0.6 められなかった.T群では精巣間質細胞腫，副腎褐色細

LT群20%(8/40)との聞にそれぞれ有意差が認められ 胞臆および下垂体腺腫が投与量に伴う発現率の低下傾向

た.投与量に伴う発現率の低下傾向は， LT群の雌で明 を示し， LT群にもほぼ同様の傾向が認められた.白血

らかに，雄で軽度にそれぞれ認められた. 病はし、わゆる mononuclearcell leukemia4，めと呼ばれる

多発した腫傷は雄では精巣間質細胞蹟(Photo1)，副 ものがほとんどであり， T群では投与量に伴う低下傾向

腎褐色細胞腫 (Photo2)，白血病 (Photo3， 4)および はみられずLT群のみに認められた.
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雌では下垂体腺腫， 乳腺腺腫 (Photo6)， 同線維腺

腫，白血病および副腎褐色細胞騒が多発した.これら腫

蕩のうち，白血病の発現率は対照群が25% (10/40)と

最も高く， LASおよび0.6LT群の7.5%(3/40)との

聞にそれぞれ有意差を生じた.この発現率はT群では投

与量に伴う一定の傾向は判然としなかったが， LT群で

は明らかな低下傾向を示した.副腎:協色細胞腫の発現率

は対照群と各投与群間で有意差を生じなかったが， T群

で投与量に伴う低下がみられ， LT群もほぼ同様の傾向

が認められた.残る多発腫療の発現率は対照群と各投与

群聞に有意差がなく，投与量に伴う一定の傾向もみられ

なかった.

発生総数は多くないが， 1群で4例以上発生した腫傷

は，雄では皮下線維腫，乳腺線維腺腫，腹腔内の中皮腫

(Photo 7)，甲制操腺!腫(Photo8)および勝臓の島細胞

腫であり，雌では子宮内膜ポリープ，陰核腺腺腫，副腎

皮質細胞腫および甲状腺腺腫であった.雄では中皮腫の

発現率がT群では対照群より高く，投与量に伴いやや上

昇したがLT群では対照群より低く，一定傾向はみられ

なかった.甲状腺腺腫は対照群 12.5%(5/40)で 0.07

LT群0%(0/40)との間に有意差を生じたがTおよび

LT群とも投与量に伴う一定傾向は示さなかった.i惟で

は対照群と比べ内膜ポリープは0.2LT群，皮質細胞腫

は0.2T群がやや高い発現率を示したが，その他の各群

ではほとんど問じで，投与量に伴う一定傾向もみられな

かった.本試験でみられたこの他の腫療は 1群での発

生が 3 例以下，各群の発生合計がiH1{~kiË とも 12例以下であ

り，投与に関連した一定傾向は認められなかった.

考察

LASと BHTとを併用した際の相互作用について検

討すべくラットを用いて終生飼育試験を行った.

結果に示した如く， BHT投与に関連して雄の精巣間

質細胞腫，下垂体腺腫および雌雄の副腎褐色細胞腫の発

現率が低下したが，この傾向は LASを併用してもほと

んど変わらなかった.このことから LASはBHT投与

に関連した腫湯の発現率にとくに影響を与えなかったと

考えられる.

白血病の発現率はT群雄は対照群とほぼ同じであり，

雌はやや低くなっていたが投与量に伴う低下は明らか

ではなかった LAS群は雌雄ともT群より発現率が

{尽く雌は対照群との聞に有意差を生じた. LT群では

雌雄とも投与量に伴う低下がみられ， 0.6LT群雌雄は

0.6T群雌雄に比べ半減し， 雌は対照群との間に有意差

が認められた. このように白血病の発現率は， 雄では

BHT投与によりほとんど変化しなかったが LASを併

用すると BHT投与量に伴う低下傾向を現わした.雌で

は BHT投与によって軽度に低下したが， LASを併用

すると BHT投与量に伴う低下傾向がさらに明らかとな

った.

悪性腫療を有する動物の発現率も白血病とほぼ同様で

あり，雌維とも対照群に比ベ LASおよび0.6LT群で

有意に低かったが， BHT投与では一定傾向を示さなか

った LAS併用によって投与に伴う低下傾向が， とく

に雌で明らかになった.

このように BHT投与で一定の傾向がみられなかった

白血病および悪性腫湯を有する動物の発現率は， LAS 

を併用すると投与に関連した低下傾向を現わした.この

低下は，雌維ともとくに 0.6LT群に認められ， 0.2% 

LASが0.07および0.2%BHTよりも 0.6%BHTに強

く働きかけたものと思われる.

以上のことから，木試験条件下において，腫湯性変化

のうち雌維とも白血病および悪性腫療を有する動物の発

現には LASおよびBHT併用による相互作用が認めら

れたと考えられる.
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Photo 1. Interstitial cell tumor in testis of male rats fed basic diet 

for 140 weeks. H & E， x 200 

Photo 2. Pheochromocytoma in adrenal of male rat fed basic diet 

for 144 weeks.日&E， x200 



Photo 3. Mononuclear cell leukemic infillration in spleen of male 

rats fed basic diet for 105 weeks. H & E， x400 

Photo 4. Mononuclear cell leukemic infiltration in peripheral blood 

of same rat of photo 3. May司Grunwald司Giemsastain. x 400 



Photo 5. Pituitary adenoma of male rat fed basic diet for 123 weeks. 

H & E， x200 

Photo 6. Mammary adenoma with fibrosis of female rat fed basic diet 

for 111 weeks. H & E， x 200 



Photo 7. Mesothelioma in peritoneum of male ra t fecl cliet containing 

0.6% BHT [or 100 weeks. H & E， x 200 

Photo 8. Thyroicl adenoma of male rat fed basic diet for 118 weeks. 

H & E， x200 



東京術研年報 Ann目 Rep.Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 423-428， 1982 

Effects of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on Fitzgerald Factor， 
Fletcher Factor and Complement Fixation Activity of Rat Plasma 

OSAMU TAKAHASHI* and KOGO HIRAGA* 

Male Sprague-Dawley rats were fed either a 24% casein basal diet alone or a basal diet containing 

1. 20% butylated hydroxytoluene (BHT) for 1 week. BHT did not change Fletcher or Fitzgerald factor 

but increased plasma prekallikrein concentration. BHT did not change the compl巴mentfixation activity 

of rat serum. The effects of BHT on blood coagulation， kallikrein-kinin， fibrinolytic systems and 

platelets were discussed. 

Keywords : butylated hydroxytoluene， Fletcher factor， Fitzgerald factor， prekallikrein， complem巴nt

fixation， rats 

Introduction 

Butylated hydroxytoluene (BHT)， a sterically hindered phenolic antioxidant， can cause hemorrhagic 

death and exert a dose-dependent decreas巴 ofthe prothrombin index in male rats when administered in the 

diet1，2). The hemorrhagic effect of this antioxidant varies among species8). The hemorrhagic effect of BHT 

appears to be similar to that of aspirin but more than that of vitamin E in its inducement的 VitaminK 

deficiency produced by a direct effect of BHT and/or its metabolites on the liver may be a primary 

cause in this bleeding5，6九 althoughBHT has also been shown to increase vascular permeability and 

decrease platelet function7). The nature of the hemorrhagic effect， which differs from that of dicumarol 

(Warfarin⑬)， has not yet been elucidated but it may be attributable to the structural characteristics of 

BHT rather than to its antioxidant propertiesS-IO). 

Under conditions causing hemorrhagic death， the metabolites excreted in urine and feces are probably 

equivalent to those reported by Daniel et al. 11-18) The major metabolites， 2，6-di-tert・butyl-4開hydroxymeth-

ylphenol， 3，5・di-tert-bu ty 1-4-hydroxybenzaldehyd巴 and3，5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoic acid， do not cause 

hemorrhagic death when administer巴d in the dietS). 2， 6・Di-tert-butyl-4司methylene-2，5.・cyclohexadienone，

however， is found in the liver of rats as a major unconjugated metabolite14)， and its dietary administration 

on rats for 2 days led to a rapid decrease in the concentrations of prothrombin and factor VII in the 

plasma的. This quinone methide also inhibited phylloquinone epoxide-dependent carboxylation of rat liver 

microsomal protein in vitro15). 

The present report includes the study of effects of BHT on blood coagulation Fletcher and Fitzgerald 

factors， since neither factor has been inv巴stigatedunder th巴seconditions. These factors are the constituents 

of “acute phase" systems of blood coagulation. There is the interdependence between these systems， i. e. the 

complement， blood coagulation kallikrein-kinin， fibrinolytic systems and platelets. The present report also 

examines the effect of BHT on the complement fixation reaction. 

Materials and Methods 

Animals. Male Sprague-Dawley rats， obtained when 4 weeks old from CLEA Japan Inc.， Tokyo， 

Japan， were fed a laboratory ration (CLEA CE-2) for 1 week， and then divided into 2 groups. One group 

was fed a diet of 24% casein alone while another group was fed a similar diet containing 1. 20% BHT for 

1 week1). 

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo; 160 Japan 
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Determination of Fletcher and Fitzgerald factors: Under ether anesthesia， whole blood was collected 

from the inferior vena cava into a plastic syringe containing 1/10 volumes of 3.8% sodium citrate. 

Plasma was prepared by centrifugation at 2，500 rpm for 10 min at 4 oC. Fletcher and Fitzgerald factors 

were measured by the activated partial thromboplastin time assay t巴chnique，using human plasma congenital-

deficient in a single factorl6，l7l. For the determination of the Fletcher factor a 0.1ml partial thrombopla-

stin-0.5% kaolin suspension plus a O. 1ml of Fletcher factor deficient plasma and a 0.1-ml of 1/51 diluted 

rat plasma was mixed in the glass tube and allowed to stand for 1 min at 37'C. The time from the addition 

of O. 1ml O. 02M CaC12 to the clot formation was measured. For the determination of the Fitzgerald factor 

a O. 1-ml partial thromboplastin-0.5% kaolin suspension plus a 0.1ml of 1/51 diluted rat plasma was mixed 

in the glass tube and allowed to stand for 8 min at 37'C. The time from the addition of 0.1 ml 0.02M 

CaC12 to the clot formation was measured. The percent concentration of factors were calculated from the 

dilution curves of normal rat plasma. Human plasmas congenital deficient， kaolin， Platelin⑮ and CaC12 

solution wer巴 purchasedfrom G巴orgeKing Bio-medical， Inc. (Overland Park， KS， USA)， Kukita Yakuhin 

Kogyo Co.， L TD. (Tokyo， Japan)， Warner-Lambert Co. (Morris Plain， NJ， USA) and Dade Diagnostics 

Inc. (Maiami， Fl. USA). 

Determination 01: trekallikrein: U nd巴rether anesth巴sia，venous blood was collected in a plastic syringe 
and dispensed into a plastic tube containing acid-citrate-dextr~se (ACD) solution (0.3ml/2ml blood). The 

ACD solution cori.sisted of 0.73g citric acid， 2.45g dextrose， 2.20g sodium citrate/100ml water. Plasma 

prekallikr巴inconcentration was determined by the method of Imanari et al. 18，19) A 50-μ1 plasma was added 

with 150μ1 acetone and 700μ1 0.02M Tris HCI-O.15M saline buffer (pH 8.0)， and mixed. After 10min， 

100μ1 kaolin suspension (12mg/ml of above buffer) w日sadded and mixed. The reaction mixture was 

allowed to stand for 7 minutes. A 10μ1 aliquot of lima bean trypsin inhibitor or soybean trypsin inhibitor 

solution (2mg/ml of 0.2M Tris buffer at pH 8. 0)， along with 40μ1 of buffer-N・d・ρ・tosyl・L・arginine[3H] 

methyl ester hydrochloride (T AME) was mixed. Buffer-T AME was the mixture of 1.2ml of 0.2M Tris 

(pH8. 0) and 10μ1 [3H] T AME (0. 32μCi). A 10μ1 of activated plasma was added to initiate the reaction. 

Incubations were performed in 1. 5ml Eppendorf polypropylene micro test tubes. The tubes with caps 

removed were incubated in gl日S8liquid 8cintillation-counting vials containing a 10ml toluene-base cocktail. 

Th巴 reactionwas terminated with 50μ1 of a mixture containing 0.02M T AME in water and acetic acid 

9: 1 (v/v). After 30min at room temperature， the vials were inverted and shaken for 10-15 seconds to 

mix the contents of the tubes and vials to stop the reaction. The esterase activity was counted in a 

Beckman. Model LS-355 liquid scintillation system. T AME， [3H] T AME (459 mCijmmol)， lima bean 

and soy bean trypsin inhibitors wer巴 purchasedfrol11 E. Merck (Darl11stadt， FRG)， the Radiochemical 

Centre (Amersham， Bucks， UK) and Sigma Chel11ical Co. (St. Louis， MO， USA). 

Comρlement fixation reaction assay. Under ether anesthesia， venOllS blood was collected in a plastic 

syringe. Complement fixation assay of serum was carried out according to the method described by Garvey 

et al. 20) Sheep whole blood in sterile Alserver sollltion (Nihon Seiblltsllzairyo Center， Tokyo) was washed 

with saline and sllspended in modified barbital bllffer (2.2%). The modified barbital bllffer consisted of 

2. 875g barbital sodillm， 0.083g CaC12， O. 238g MgC12， 42.50g NaClj1 liter was dilllted to 1/5 (pH7. 3-7. 4) 

Rabbit antiserllm prepared against sheep erythrocytes (hemolysin; ca. 500011nits/3I11l) was purchasecl from 

Toshiba Chemicals (Niigata， Japan)， bllt was clilut巴cl400 times with moclifiecl barbital buffer prior to llse. 

The relationship between the clillltion of hemolysin ancl the percent hemolysis is shown in Fig.1. Rat serum 

complement was also cliluted 1 : 25 with modifiecl barbital buffer. The relationship between this clillltion 

of rat serum ancl the percent hemolysis is clepicted in Fig.2. Aν25 clilution caused a 50 % hemolysis. 

Results are expressecl as mean percent hemolysis at a 1/25 clilution of serum obtainecl from 6 rats. 
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Table 2. Effects of Dietary Butylated Hydro司

xytoluene (BHT) on Plasma Esterase and Kalli-

krein Activities (dpm x 10-4/μ1 Plasma) in Male 
Rats 

33， 1982 年報京術研東

3100 
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~ 50 

~ 30 。句、
ー

LBTI-non・inhibited
esteras巴s

SBTI-non-inhibited 
esterases 

LBTI・non-inhibited
and~SBTI-inhibited 
esterase (kallikrein) 

*Mean土S.E. of 6 rats/group. The values marked 

asterisks differ significantly (student' s t-test) from 

control values:帥 P<O.01;***P<O.OO1. LBTI= 
lima bean trypsin inhibitor. SBTI = soy bean 
trypsin inhibitor. 
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Fig.1. Th巴 relationshipbetween the dilution of 

hemolysin and % hemolysis. See methods section 
for more detail. 
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1/2000 
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Table 3. Effects of Dietary Butylated Hydroxy-

toluene (BHT) on Serum Complement Fixation 

Activities in Male Rats 

Relative 
Activity 
(% Control) BHT -treated 

Results and Discussion 

BHT decrease body weight gain and food intake 

(not shown). Mean BHT intake was estimated to 

be about 700-1000mg/kg/day. Diarrhea and alop巴Cla

were observed in some rats given BHT on days 

3-5. Hemorrhages in epididymus were observed in 

most of rats at day 7. Dietary BHT did not change 

the factu'rs Fletcher or Fitzgerald (Table 1). BHT 

increas巴dthe plasma pro・enzymesof proteases which 

could not be inhibited by lima bean trypsin inhibitor 

and soy bean inhibitor. BHT also increased plasma 

prekallikrein (Table 2). BHT did not change the 

complement fixation activity of rat serum (Table 3). 

The present studies were conducted on the acti-

vity of certain blood coagulation factors. Taking 

our previous dataり intoconsideration， the effects 

of BHT are most likely due to the decrease in the 

vitamin K-dependent factors IX， X， VII and pro・

thrombin， and to the reduction in factor VIII. BHT 

1/100 1/50 1/20 1/10 
RAT SERUM 

Fig.2. The relationship between the dilution of 

raf serum (complement) and % hemolysis. See 
methods section for more detail. 

100 

50 

Control 

男6hemolysis 68.6土2.7*

*Mean土S.E. fo1' 6 rats. No value differed signi・
ficantly from the control value. 
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Table 1. Effects of Dieta:ry Butylated Hydroxy-
toluene (BHT) on Fletcher or Fitzgerald Factor 

Activities in Male Rats 

Relative 
Concentration 
(% Control) 

Time (seconds) 

BHT・treatedControl Factor 

108 

115 

84土3**

74土5**

* Mean土S.E. for 6 rats. ** Dietary BHT did 
not differ significantly (Student's t-test) from the 

control values. 
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Fig. 3. Proposed relationship b巴tweenBHT upon hepatic and extra-hepatic and blood coagulation. 

does not appear to change other factors. Fitzgerald factor is comparabl巴 tothe high molecular weight 

kininogen while Fletcher factor is analogous to prekallikrein. Prekallikrein， as determined by Imanari's method， 

was increased in BHT・treatedrats. Other unknown proteases as shown in Table 2 as ones not inhibited 

by trypsin inhibitor were also increased in BHT-treat巴dra ts. These results ar巴interestingwhen we consider 

that vascular permeability has been increased and that intraepididymus hemorrhage has occurred. 

The. interrelationship between blood coagulation， fibrinolysis， kallikrein-kinin， complement systems， 

platel巴tsand vascular function is well known. Although BHT did not affect the overall activity of the 

classical pathway of complements， it may have influence on an alternative pathway. 

Mischenko et al.21) reported that BHT influenced the thromboelastogram of human platelet-rich plasma 

in vitro. These results suggest that there is a defect of platelet function in BHT-added plasma. Since 

BHT does not change the coagulation activity of platelet縄poorplasma， the effect of BHT on coagulation 

in vitro may be mediated through alterations of membrane properties of platelets or erythrocytes. Tissue 

extracts， for example， from heart or aorta of rats previously treated with BHT changed the activity of 

coagulation and fibrinolysis. BHT also caused the change of the lipid composition of liver， plasma and 

platelets22， 23). These results suggest that BHT influences the hemostasis through the change in both 



東京術研年報 33，1982 427 

protein and lipid m巴tabolism.

The complex interrelationship b巴ingin the actions of BHT on blood coagulation are schematized on 

Fig.3. Some proposed mechanistic actions of BHT are following: BHT administer巴dwith the diet is readily 

metabolized to the corresponding quinone methide in the rat liver14l • This quinone methide may inhibit 

the synthesis of prothrombin complex through the blocking of phylloquinon巴.epoxide reductionl5l • These 

changes in liver may result in the decrease of vitamin K司dep巴ndent coagula tion factors in blood71 • 

1n BHT・treat巴drats， vascular permeability is increased. Its mechanism is little known. P巴rhapsvascular 

membrane properties may be also alt巴red.When bleeding into some tissues， blood coagulation has to occur 

by the function of extrinsic coagulation system initiated with a tissue factor. However， in BHT .ingested 

rats the extrinsic coagulations almost never take place because of the serious decrease in factor VII， X 

and prothrombin. The formation of platelet thrombi may be also retarded due to the decrease in platelet 

functions. The activation process of kallikrein-kinin system and blood coagulation factor XII is normal or 

ra ther increased. The in trinsic coagula tions ini tia t巴dby the activation of factor XII cannot proceed 

because of the decrease of factors 1X， VII1， X and prothrombin. On the other hand， the fibrinolytic 

cascade may come along normally or rather increasingly. Plasmin generated from its cascade may solubilize 

small and delayedly formed fibrin clot from the abnormal coagulation systems. Thes巴 effectsmay enhance 

the hemorrhagic tendency. 

The interdependence between these abnormal alterations is still unclear. Anyway， the general aspects 

of abnormal hemostatic balance at day 7 appears to be those abov巴 mentioned.

References 

1) Takahashi， O. and Hiraga， K.: Toxicol. Alゆ1.Pharmacol.， 43， 399， 1978 

2) Takahashi， O. and Hiraga， K.: Fd Cos初 et.Toxicol.， 16， 475， 1978 

3) Takahashi， 0.， Hayashida， S. and Hiraga， K.: Fd Cosmet. Toxicol.， 18， 299， 1980 

4) Takahashi， O. and Hiraga， K.: JPn J. Pharmacol.， 31， 143P， 1981 

5) Suzuki， H.， Nakao， T. and Hiraga， K.: Toxicol. AρPl. Pharmacol.， 50， 261， 1979 

6) Takahashi， O. and Hiraga， K.: J. Nutr.， 109， 453， 1979 

7) Takahashi， O. and Hiraga， K.: Acta Pharmacol. Toxicol.， 49， 14， 1981 

8) Takahashi， O. and Hiraga， K.: Toxicol. Apρ1. Pharmacol.， 46， 811， 1978 

9) Takahashi， O. and Hiraga， K.: Toxicol. Lett.， 5， 147， 1980 

10) Takahashi， O. and Hiraga， K.: Toxicol. Lett.， 8， 77， 1981 

11) Daniel， J. W. and Gag巴， J. C. : Fd Cosmet. Toxicol.， 3， 405， 1965 

12) Daniel， J. W.， Gage， J. C.， and Jones， D. 1.: Biochem. J.， 106， 783， 1968 

13) Takahashi， O. and Hiraga， K.: Toxicol. Lett.， 6， 287， 1980 

14) Takahashi， O. and Hiraga， K.: Fd Cosmet. Toxicol.， 17， 451， 1979 

15) Takahashi， O. and Hiraga， K.: Fd Cosmet. Toxicol.， 19， 701， 1981 

16) Hathaway， W. E.， Belhasen， L. P.， and Hathaway， H. S.: Blood， 26， 521， 1965 

17) Saito， H.， Goldsmith， G. and Waldmann， R.: Blood， 48， 941， 1976 

18) 1manari， T.， Kaizu， T.， Toshida， H.， Yates， K.， Pierce， J. V. and Pisano， J. J.: Chemistry and 

Biology 01 the Kallikrein.Kinin System in Health and Disease， 205， 1974， NIH 

19) 1manari， T.: Farumasia， 10， 663， 1974 (in Japanese) 

20) Garvey， J. S.， Cremer， N. E. and Susedorf， D. H: Methods in Immunology， 3 rd ed.， 1977， W. A. 

Benjamin Inc.， Massachusetts 

21) Mischenko， V. P.， Gol'denberg， Yu. M. and Novosel'tseva， T. V.: Vopr. Med. Khimii， 26 (6)， 763， 
1980 (in Russian) 



428 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 1982 

22) Takahashi， O. and Hiraga， K.: Toxicology; 22， 161， 1981 

23) Takahashi， O. and Hiraga， K.: In pr巴paration.

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)のFitzgerald因子， Fletcher 

因子，補体系活性におよ[ます影響

高橋 省*，平賀輿吾*

Sprague-Dawley 系雄ラットに24%カゼイン食を基本 ィγ濃度を増加させた。 BHTはラット血清補体結合活

飼料とし1.20%ジブチノレヒドロキシトルエン (BHT) 性に影響を与えなかった BHTの血液凝固，カりクレ

を1週間投与した BHTは Fletcherおよび Fitzge- インーキニン，線溶系および血小板への影響について考

rald因子に変化を与えなかったが血しょうプレカリクレ 察した.
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ジブチルヒドロキシトルヱン (BHT)摂取雄ラットのビタミンK欠乏症の原因について

鈴木英子汽中尾順子*，平賀輿吾*

On the Cause of Vitamin K Deficiency in Male Rat Fed with 

Butylated Hydroxytoluene (BHT) 

HIDEKO SUZUKI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:ジブチルヒドロキシトルエン butylatedhydroxytoluene， ビタミンK欠乏症 vitaminK deficiency 

緒 ー-ー日

ジブチノレヒドロキシトルエン (BHT)を雄ラットに摂

取させた場合，プロトロンピンを含む4つのビタミンK

関連凝固因子が減少することは報告したり. この因子は

肝臓中でビタミンKの存在のもとに生合成される.しか

しながら， BHTは肝臓の組織障害をおこさな¥，，2). さ

らに BHTあるいはその代謝産物はジグマロ{ノレのよう

なビタミンK措抗物質ではないことを報告した口.

このようなビタミンK関連凝固因子の減少は，ビタミ

ンK投与により回復することにより口， BHTは雄ラット

においてピタミ γK減少症をひきおこすことが示唆され

る.そこで， BHTを摂取させた雄ラットの肝臓と糞の

ビタミンK含有量を chickbioassay methodによって

測定し， ビタミンK欠乏症の原閣を検討した.

実験材料および方法

]CL-SD系雄ラットを生後4週令で購入，室温25土1

1 湿度55~60%，照明を午前 6 時より午後 6 時まで行

なう環境下で飼育した. 2週間予備飼育後実験に使用し

た BHTと phylloquinone(ビタミンKl)は和光純薬

工業製品を使用した.基本飼料として用いたピタミ γK

欠乏飼料は Matschinerらの方法的に従い作製した.肝

臓のビタミンK含有量を測定するための実験では，一群

30匹のラットを用L、，ステンレス金網ケ{ジに 5匹ずつ

収容し，ピタミ γK欠乏飼料にBHTを 0，O. 25， O. 50 

Zの割に添加し 2週間自由摂取させた.なお水も自由
に摂取させた.phylloquinone (0.5g)は 100mlの99.5

%ェタノ{ノレに溶かし，その 1mlを蒸留水で、 5μg/mlの

濃度に希釈し，ラットに 20μg/kgbody weightを屠殺

6時間前に経口投与した BHT添加飼料を2週間摂取

させた後，屠殺し，速やかに肝臓を摘出し，肝重量を測

定し，一次いで凍結乾燥し，粉砕してビタミンK定量まで

-20
0Cに保存した.

糞のピタミ γK含有量を測定するための実験で、は， 1 

群10匹のラットを用い，一匹ずつ代謝ケ{ジに収容し，

Table 2に示したような BHTあるいは phylloquinone

を添加した飼料と水を2週間自由摂取させた.摂餌量は

毎日測定した.糞は2週間毎日採取した. 2週間採取し

た糞は凍結乾燥し，重量を測定し，次いで粉砕し，ビタ

ミソK定量まで-200Cに保存した.

肝臓あるいは糞のビタミンKの定量は chickbioassay 

methodめによって測定した. 粉砕した肝臓および糞は

chick飼料にそれぞれ10，0.23%の割に混合して chick

に与えた.

結果ならびに考察

0.5% BHT添加飼料を摂取させたラット群では3医

のラットが2週間以内に出血死した最初の死亡は摂取

開始後11日目におこった.さらに他の7匹のラットの摂

餌量は著しく減少し，そのうちの 3匹は摂取開始後10日

目頃より貧血状態になった.0.25%BHT添加飼料を摂

取させたラット群では出血死したラットはみられず， 2 

週間の飼料摂取後のプロトロンピγ時間は著しく減少し

た.これらのラットは貧血状態も認められなかった.そ

こで0.25%BHT添加飼料を2週関与えたラットの肝臓

のビタミ γK含有量を測定したところ， Table 1に示す

ようにビタミ γKは検出限界以下であった.対照ラット

の肝臓のピタミンK濃度は0.06μg/gであった.

phylloquinoneをラットに注射した時，肝臓の phyllo.

quinoneは6時間後に最高値に達する町ので，属殺6時

間前に， phylloquinoneをラットに経口投与した. この

ような条件下でさえ， BHT摂取ラットの肝臓のピタミ

γKは検出限界以下であった.ところが対照ラゲトでは

増加していた (Table1). 

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Liver Wet Weight and Vitamin K 

Concentration of Male Rats Fed 

BHT for 2 Weeks 

Treatment 

None 

0.25% BHT 

Phylloquinoned) 

0.25% BHT+ 
Phylloquinoned) 

WeightaJ Vitamin KbJ 
(g) (μgjg wet wt) 

12.9土0.3 0.06土0.004

13.3土0.4 Not detectablec) 

12.3土0.2 0.14土0.030

13.2土0.2**Not detectablecJ 

a) Values are means土SEof 30 rats. 

b) Values are expressed as phylloquinone and are 

means土SEof triplica te assays using differen t 

pooled liver samples (ten livers per one pooled 

sample). 

c) Sensitivity of the method was 0.03μgjg liver. 

d) Phylloquinone (vitamin K1) was injected po 

at a dose of 20μgjkg body weight 6 hour 

before sacrifice. 

料 P<O.01.

一方，ラットでは血液凝固に必要な量のピタミ γKを

腸内細菌によって合成することができることはよく知ら

れている町. そこで BHTを摂取したラットでは，腸内

細菌によるピタミ γKの合成が抑制されて肝臓へのピタ

ミγKの供給量が減少し，肝臓中のビタミ γK含有量が

低下する可能性が考えられる.もしその可能性があるな

らば， BHT摂取ラットの糞のピタミ γK含有量は減少

するかもしれない.しかしながら， 0.25% BHT摂取ラ

ヅトの糞のピタミンK含有量は対照ラットのそれと比較

した時，減少せず，むしろ増加する傾向にあった(Table

2). 

BHT添加飼料に phylloquinoneを添加した場合，糞

のピタミンK含有量は増加傾向にあった.この場合，ラ

ットは摂餌量が減少しているにもかかわらずそれらの糞

のピタミ γK含有量がより増加傾向にあった.一方，基

本飼料にphylloquinoneを添加した場合も，糞のピタミ

γK含有量は増加傾向にあった (Table2). 

また， BHT摂取ラット群の糞排w:量は対照ヲット群

に比べ有意に増加した.この結果は， BHT摂取ラット

が，対照ラットに比べ， ビタミンKの排i世量が多かった

ことを示す.

以上の結果から， BHT摂取ラットのピタミ γK欠乏

症の原因は， BHTがピタミシKの腸管からの吸収を阻

害し，糞中により多くのピタミ γKを排池し，肝臓への

ビタミンKの供給量を減少する可能性が示唆された.
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Tabl巴2. Food Intake， Dried Fecal Weight and Fecal Vitamin K Concentration of Male 
Rats Fed BHT for 2 Weeksa) 

Dietary level 
Food intake 

BHT phy(llμogq/ugin〉one (gj2 weeks) 
く%)

。 。 265.2土8.0

0.25 。 219.9土5.0料水。 0.25 261. 4土7.9

0.25 0.25 218.9土4.3***。 0.50 272.2土8.7

0.25 0.50 256.0土4.9

a) Values are means土SEof ten rats. 

b) Values are expressed as phylloquinone‘ 

* P<0.05，料 Pく0.01， *料 P<O.OO1.

Dried fecal 
weight 
(gj2 weeks) 

5.5土0.2

6.2土0.1**

5.6土0.2

6.2土0.1*

5.9土0.2

7.3土0.1***

Fecal vitamin K 
concentrationbJ 

〈μgjg)

33.9土6.0

40.9土6.0

35.9土6.0

46.9土5.7

36.4土5.5

47.2土8.3
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ラット肝グルタチオン量とグルタチオン-s-トランスフエラーゼ
活性に対するブチルヒドロキシトルエンの影響

中川好男*，中尾 I1照子*，平賀輿脊*

Effects of Butylated Hydroxytoluene on the Level of Glutathione 

and the Activity of Glutathione-S-transferase in Rat Liver 

YOSHIO NAKAGAWAペTOSHIKONAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:ジプチノレヒドロキシトルエン butylatedhydroxytoluene， 肝グノレタチオン liverglutathione， グノレ

タチオンーSートランスフェラ{ゼ gluta thione-S-transferase 

ジブチルヒドロキシトルエγ(BHT)は加工食品の酸

化防止剤に，また石油製品の安定剤に広く利用されてい

る.著者らはこれまでにこの化合物の生体内運命，特に

生体高分子への結合性について invivo1目的および in

vitro実験ト7)により検討してきた.その結果， (l)BHT 

は肝ミクロゾームのチトクロムP-450に連絡したモノオ

キシゲナーゼ系で酸化され，生成した活性中間体の一部

がタ γパグ質に特異的に共有結合をする， (2)この結合は

活性中間体の4ーメチノレ基とシステイ γ残基のSH基との

チオエーテル結合に起因する， (3)この活性中間体として

2，6-di-tert-butyl-4-hydroxymethylphenolおよび2，6-

di-tert-bu tyl-4-methylene-2， 5-cyclohexadienoneなど

が推定される，などの事実が明らかになった.さらに，

この活性中間体は細胞内のグルタチオγ(GSH)やシス

テインなどのチオ{ル化合物のSH基にも反応し，水溶

性の抱合体を形成したわ. このことは脂溶性化合物であ

るBHTの代謝にメルカプツ{ノレ酸生成系も重要な役割

を担っていることを示唆しており， 実際 Danielら8)は

BHTを経口投与したラットの尿中から BHTーメノレカプ

ツ{ノレ酸(投与量の11%)を majormetabolitesの一部

として確認している.一方，著者らはBHTをラットに

連続投与することにより，肝の薬物酸化活性の誘導と並

行して GSH量および GSH-S-transferase活性を増加

させることを認めた町. 今回は前報の結果的に投与数時

間後の資料を補足する目的で， 6時間後(経口投与され

たBHTの肝における最高濃度時0)の肝 GS日含量と

GSH-S-transferase活性について検討した.

実験材料と方法

試薬 BHT， l-chloro-2， 4-dinitrobenzene (CDNB)， 

3，4-dichloro-1-nitrobenzene (DCNB)は東京化成工業

製， GSH， GSHレダクタ{ゼ， 5， 5'-dithiobis (2-

nitrobenzoic acid) (DTNB)はシグマケミカル製，

NADPHはオリェγタノレ酵母工業製， その他の試薬は

市販の特級規格品を用いた.

動物と処置 ウイスター系雄性ラット(SPF，体重200

~220g) を一群 4 匹として用いた BHT はオリープ油

に溶かし，一晩絶食したラットに 500mg/kg(LD50の

約1/4量10つあるいは1000mg/kgの用量で経口投与した.

ラットは投与6時間後に断頭屠殺した.摘出し秤量を終

えた肝は1.15%KCl (10mMリン酸緩衝液pH7.4と5mM

EDTA，含〉で瀦流し，ついで同溶液で20%ホモジネー

トに調製した.この一部にトリグロロ酢酸水溶液(終濃

度7.5%)を加え，遠心 (1000xg，20min)して上清を

分取し，氷冷した2倍量のエ{テルで5回洗浄した N2

ガスでエーテルを除いた水層は GSH量の測定に供し

た.一方，残りのホモジネ{トは 105000x g， 90minで

遠心して上清を分離し， これを GSH-S-transferase活

性の測定に供した.

GSHの定量組織GSHを特異的に定量する DTNB-

GSHレダグタ{ゼ法11)を用いた.反応は Cary17のキ

ュベット中(室温〕で行ない， 412nmの吸光度の増加を

3分間記録した後，初速度を求めて測定した.

GSH-S-transferase活性の測定活性は Habigらの

i方法12)に準じて測定し，基質として CDNBと DCNB

を用いた.反応は Cary17のキュベット中(室温〉で行

ない， 340nm (CDNB)あるいは345nm(DCNB)の吸

光度の増加から初速度を求めた.

タンパク質の定量牛血清アルプミ γを標準品として

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Effects of BHT on the Level of GSH and the Activity of 
GSH-S-transferase in Rat Liver 

Dose (mg/kg) 。 500 1000 

Liver weightω 7.0土0.56) 7.7土0.2 6.9土0.2

Proteinb) 177土5 193土8*f) 198土13*
GSHc) 4.15土0.42 0.39土0.28** 0.36土0.23**

GSH-S-transferased) 

CDNB 1032土56 1041土97 1074土51

DCNB 47.2土2.5 43.6土3.1 48.3土2.8

a) g， b) mg/g liver， c)μmole/g Iiver， d) nmole of substrate acted upon/mg protein/min， 
e) means土S.D.， f) statistical difference from control group * P<0.02，料 P<O.OOl

Lowryらの方法13)で、定量した.

血清酵素活性の測定血清は常法14)に従って調製し，

GOTとGPT活性は Reitman-Frankel変法1町，アル

カリホスファターゼ (Alp)活性は Kind-King変法聞に

準じて測定した.

結果と考察

結果はTable1に示した.BHTはGSH-S-transferase

活性に影響を及ぼさなかった.タγパク量はBHTによ

り若干増加する傾向を示した. 一方， GSH量は顕著な

減少を示し， 500mg/kg用量で対照群の9.4%，1000mg 

/kg用量で8.7%までに激減した.なおTableには示さ

なかったが，血清のGOT，GPTおよび Alpの各活性

については BHTにより影響があらわれなかった.

著者らは BHTが肝ミクロゾ{ムにより酸化され，生

じた活性中間体がタ Yパク質に共有結合をすることを認

めた.タンパク質に結合する BHTの量は経口投与6時

間後に最大値に達した3，4) これはこの時点の肝において

活性中間体も高濃度で存在することを示唆している.親

電子性の活性中間体は組織高分子の求核性官能基に不可

逆的に結合することが報告されており 174〉，事実 BHT

の場合も代謝物の一部がタンパク質のシステイ γ残基の

SH基にチオエ{テルを介して結合したり. 一方，細胞

内においてこのような有害な活性中間体を解毒する機構

として GSH抱合系(メルカプツール酸生成系〉が知ら

れている20) この GSH抱合系に対して BHT(連続投

与〉は誘導し， これと並行して誘導されるチトグロム

P-450により多量に生成したBHTの活性中間体を合目

的々に処理することが前実験により推察された的. しか

し今回の結果は，多量投与直後の肝において GSH抱合

系の誘導を示しておらず，むしろ生理的に存在するGSH

が活性中間体をトラヅプすることにより消費され，一時

的な枯渇状態に陥っていることを示唆している.

要旨

BHT (500mg/kg， 1000mg/kg)の経口投与6時間

後，ラット肝の GSH含量はコントロールの約9%まで

に激減したが， GSH-S-trasferase活性には影響を及ぼ

さなかった.
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オルトフェニルフェノールのラ‘yトを用いた91週間毒性試験

中村清純*池田虎雄大井口重孝*平賀輿吾*

To玄icityof 0・PhenylphenoICOPP) by Dietary Administration 

to Male Rats for 91 Weeks 

KIYOSUMI NAKAMURA*， TORAO IKEDA*， SHIGETAKA IGUCHド

and KOGO HIRAGA* 

Keywords:オルトフェニルフェノール o-phen)匂henol，慢性毒性 chronictoxici ty， ラット rats，食品添加物

food additive，防ば~、剤 fungicide，腎 kidney，勝目fé urinary bladder 

ピフェニール (biphenyl:以下BPと略す〉ならびに 用い，各群ランダムに飼育架台に配置し 5適齢より，

オルトフェニノレフェノ{ル (o-phen)匂henol: OPPと略 0%， 0.625%， 1. 250%および2.500%の OPPを含む

す〉およびそのナトリウム塩 (sodiumo-phenylphenate: 実験飼料を水とともに自由撰取させた.動物の一般状態

。PP-Naと略す〉は，果実や野菜の防ばい剤として欧米 は毎日午前 9~10時に観察し，体重は毎実験週に，飼料

で広く用いられてきた.わが国で寸土， 1970年代に入って 摂取量および飲水量は所定の実験週のそれぞれ初めに測

から食品添加物として指定され，柑きつ類への使用が許 定した.実験91週を経過したところで，生存する62匹を

可された. 屠殺し，血液学検査，血清生化学検査および主要器官重

当毒性部では，以前より防ばい剤の安全性についての 量の測定を行った.

点検作業を進めており， OPP-Naについては既に，催奇 検査方法.飼料摂取量は，飼料投与量， 48時間後の飼

形性試験，変異原性試験，急性・亜急性毒性試験などが 料残余量およびケージ受皿への飼料コボシ量を測定し，

行われてきた1-8) とくに癌原性試験では， ラットに勝 (投与量一残余量一コボシ量)+2により 1日摂取量を

脱腫損害が認められた10) OPPについては，急性および 求めた.飲水量は，給水ピンを個別に配置して， (投与

亜急性毒性試験が実施され報告されている9，11) そのー 量一48時間後の残量)+2により， 1日飲水量を求めた.

環として， OPPについての91週間にわたる毒性試験を 血液学，血清生化学検査にあたっては，ラットを背位

実施したので報告する. に関定，そけい部を切開後，大腿動静脈を切断し，放出

実験材料ならびに方法 される血液を EDTA-2K処理試験管〈血液学検査用〉

検体:OPPは， Dow Chemical Co.製のDowicide1 および無処理遠心管(血清生化学検査用)に採取し，放

(Lot No. MM01040，純度98%以上〉を使用，日本ク 血致死せしめた.

レア紛製CE-2粉末飼料11)に， OPPをそれぞれ， 0% 血液学検査 EDTA-2K処理血液を用い， Coulter 

(Control)， 0.625%， 1. 250%および2.500%の割合で添 Counter Model-Sにより，白血球数 (WBC)，赤血球

加してベレット化しI町，実験飼料とした. 数 (RBC)，ヘモグロピン量 (Hgb)，へマトクリット値

実験動物:日本チヤールス・リパー紛生育の近交系 (Hct)，平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球へモグロ

Fischerラット(F344/DuCrj)雄を4週齢で購入， 10日 ピン量 (MCH)および平均赤血球ヘモグロビン濃度

開の予備飼育後発育良好と認めたものを使用した (MCHC)の各項目について測定した.

飼育条件:barrier system飼育室において，ステンレ 血清生化学検査 HITACHI Aulomatic Analyzer 

ス製ケ{ジにラットを個別に収容し11〉，実験開始まで M-400を用いて，グルタミン酸オキザ、ロ酢酸トランスア

は，検体無添加の CE-2闘型飼料および水を自由に与 ミナ{ゼ活性 (GOT)，グルタミン酸ピルビン酸トラン

え飼育した. スアミナ{ゼ活性 (GPT)，アルカリフォスファターゼ

実験方法 4つの実験飼料投与群は， 1群雄20匹を 活性 (Alp)， グルコース量 (Glu)， コレステロール量

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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(Chl)，尿素窒素量 (BUN)，t総蛋白量 (TP)および
アルブミン量 (Alb)を測定した. なお， TP値および

Alb値よりグロプリン量を求めて，AjGを算出した.

器官重量:脳，心，肺，肝，牌，腎，副腎，精巣，前

立腺および勝脱を摘出し秤量した.

尿検査:実験30週および90週に，ラット腹部を軽く刺

激して滅菌シャーレ上に排尿させ直ちに，マイルス・三

共紛製の尿試験紙(Labstix⑧-II)により， pH，蛋白量，

グルコース量，ケトン体および潜血反応を測定した.ま

た肉眼的にシャーレ上の尿結石を観察した.以上の検査

は，一部を除いてすべて， Student's t-testにより危険

事を5%において推計学的検討を行った.

(解剖・病理組織学所見については5J1jに報告する.) 

実験結果

一般状態:各実験週における各投与群の生存ラット数

は， Table 1および Table5に示した.途中死亡は，投

与後1年以内では， 0.625%群の 1例で 1年以降では，

2.5%群で、血尿所見を伴って69週より83週までに，1.25% 

群で血尿所見および勝!此腫療を伴って 81週以降に， そ

れぞれ集中して死亡した.その他の死亡時所見として

は， 下垂体血腫 (0.625%群， 76週〉や牌出血(1.25% 

群， 65週〉などであった.91週生存率は， Control群，

0.625%群， 1. 25%群および2.5%群でそれぞれ 95%，

90%， 65%， 60%であった.

尿潜血反応陽性例が， 1. 25%群および2.5%群に 15週

すぎから出現し，例数も徐々に増加していったが，ラッ

トを個別にみると，潜血反応陽性・陰性を繰返して一定

しなかった.そのほかには， 91週間生存ラットにおいて

も，表在性腫湯，眼球白濁あるいは脱毛などがそれぞれ

数匹にみられたが， Control群あるいは OPP投与群聞

に差は認められなかった.

体重・飼料摂取量・ opp摂取量・飲水量:Table 1に

体重および体重増加率を， Table 2に飼料摂取量を，

Table 3にOPP摂取量を， Table 4に飲水量を示した.

体重は，絶対重量および体重増加率ともに， 2.5%群で

全期間， 1. 25 %群で 17週以降のすべての期間にわたっ

て， Control群に比較して有意に低く， 0.625%群でも低

下の傾向がみられた.体重増加率のピークは， Control 

群では73週， 0.625%群では72週， 1. 25%群では 69週お

よび2.5%群では71週であった.ピーク時の Control群

に対する体重増加率の比率はそれぞれ， 96%， 90%およ

び77%であった OPP投与群では絶対体重と体重増加

率がともに低く，用量一反応関係が認められた.

飼料摂取量については，その絶対量が 2.5%群におい

て全期間を通して有意に少なかった.一方，体重当り飼

料撰取量は，体重増加抑制により， 2.5%群， 1. 25%群，

0.625%群の順で Control群と比較して増加する傾向が

みられた.飼料摂取量より算出した体重当り opp摂取

量は， Table 3の( )中に示す通り，各測定週におけ

る0.625%群， 1.25%群および2.5%群の比は，約1:2:

4.2となって，添加飼料中の OPP濃度にほぼ比例して

いた.また，全実験期間の OPP総摂取量を概算すると

それぞれ， 56.3g， 107.5g， 199.1gとなり，体重当り一

日平均摂取量を求めるとそれぞれ， 269mgjkg， 531mg 

jkg， 1140mgjkgであった.

飲水量については，体重当り飲水量が1.25%群および

2.5%群で、顕著に増加し， 各投与群聞に用量一反応関係

が認められた.また経時的にみると，体重当り飲水量は

Control群， 0.625%群および1.25%群では53週までほぼ

一貫して減少するのに反して， 2.5%群では 5~7週で

最も少最で，その後は28週まで単調に増加していた.73 

~77 週以降になると， 全群とも増加する傾向がみられ

Tこ.

器官重量:測定結果を Tabl巴5に示す.絶対重量につ

いては， 2.5%群の左右腎で有意に増加していたが，

0.625%群および1.25%群は Control群と差は認められ

なかった.また，精巣にも同様の傾向がみられた.ホル

マリン固定後の勝脱重量に， 1. 25 %群， 2.5%群の)1闘で

有意の増加が認められたが， 0.625%群では Control群

と差はなかった.他の器官の絶対重量には， OPP投与

群で増加したものはなく，減少した器官でも，体重増加

(成長〉の抑制によるものと考えられる.体重に対する

相対重量については， 2.5%群および1.25%群の大部分

の器官で増加していたが，これは体重晴加抑制によると

考えられる.一方，牌臓の相対重量が， 0.625%群およ

び1.25%群で有意に低下していた.

血液学検査・結果を Table6に示す 2.5%群におい

てWBCの有意の増加がみられたが，その他の検査項目

には， Control群との間に差は認められなかった.

血清生化学検査:結果をTable7に示す.GOT， GPT 

および Alpが0.625%群において有意に上昇していた.

また， BUNが1.25%群および2.5%群で有意に上昇し，

Chlについては逆に2つの群で有意に低下し，両項目に

おいて用量一反応関係が認められた. TPおよびAlbに

ついては各群関に差はなかったが，AjGについては，

OPP投与群でControl群に比して上昇傾向がみられた.

尿検査:90週における尿中蛋白量および pH測定の結

果を Table8に， 30週および90週における潜血反応検査
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および結石所見を Table9にそれぞれ示す.蛋白量は， 差がなかった15)と報告し，井口らは， OPP-Na 3ヶ月

Control群では排尿した17匹中 16例が1000mg以上で 投与試験において肝重量が増加し， 4% (OPP換算では

あったのに対して， OPP投与群では有意に低下して 2.5%)群ではGOTおよびGPTが低下した円と報告し

いた. pHは， Control群および OPP投与群ともに大 ている. また，長井らは， OPP-Na 4ヶ月投与後のラ

部分が6.0付近に集中していた.潜血反応については， ットで，肝中の Alp活性には変化を認めなかったもの

30週での測定で Control群および0.625%群では全例除 の，腎中のAlp活性低下を認め，尿細管細胞が障害され

性であったのに反して， 1. 25 %群では 10匹中4例に， た疑いがある 12)と報告している.血中コレステロ{ルの

2.5%群では6匹中5例に(+十〕以上の陽性反応をみた. 低下と考え合せ，肝障害の有無についてはさらに検討す

また90週での測定で，前2群では同様に全例陰性であっ る.

たが，後2群ではそれぞれ， 11匹中7例 8匹中2例に BPおよび OPPの腎毒性については，かなり以前か

(十十〉以上の陽性反応をみた.30週と90週との陽性率を ら指摘15-1りされており BPによる多尿， 血尿および

比較すると 30週では2.5%群が高く 90週では逆に 腎組織の可逆的変化16) あるいは腎重量の増加7，聞が報

1. 25%群の方が高かった.潜血反応、を経過を追って観察 告されている OPP13週間投与試験では，腎重量の増

していくと， 1. 25%群および2.5%群の陰性例も数回に 加はなく， BUNもControl群と差はなかった山が，今

一回は陽性となる例が多く，そういった観察日による変 回の91週間投与試験では， 2.5%群で腎重量およびBUN

動を考慮すると，この2群では，全くの陰性例は数%以 の増加がみられた.

下とみなしてよい.尿中結石は， 30週より1.25%群およ 勝脱重量について， 2.5%群よりも1.25%群でさらに

び2.5%群で認められた.結石の大きさは，直径0.1mm 大きく増加していたが，これは13週間投与試験11)と同じ

以下のものから大きい例では 2mm以上のものまであり， 結果となった.このことは，今回の試験の1.25%群の途

週を追って徐々に大型化する傾向がみられた.一回の排 中死亡例に，剖検時の肉眼所見で勝脱腫湯が高頻度に発

尿 (0.1ml~1. Omめでは，それらが数個から100個程度 見された事実からも，濃度段階の逆転の裏付けができ

数えられた.色調は概して， 2.5%群では30週より赤褐 た.尿結石が多数発見されたことと勝)悦腫療との因果関

色を呈し，潜血反応陰性例では乳白色のものも見うけら 係の検索は今後の重要な課題である.

れた.尿中グノレコースは，全期間の検査を通して陽性例 牌臓の相対重量が， 1. 25%群および0.625%群で有意

はなく，ケトン体は90週で Control群に1例のみ(十件〉 に低下していたことについては， これまでに報告例はな

所見がみられた. い. 1.25%群の途中死亡例中の一匹で牌臓より腹腔内へ

考 察

日本における OPP残留許容量，人体一日摂取許容量

はそれぞれ， 10ppm以下， 0.2mg/kg/dayである凶.今

回の雄ラットを用いた試験では， 91週間を平均した一日

摂取量で，この摂取許容量の1350~5700倍の OPP を摂

取したことになる.

高濃度投与のため， 2.5%群および1.25%群では成長

抑制が明らかに認められたが，投与開始後1年間の生存

率は98%以上であった.これは， Hodgeらの OPP2年

間投与試験での初めの 1年間の生存率，すなわちControl

群， 0.02%群， 0.2%群および2%群でそれぞれ， 78%，

92%， 64%， 68%15)と比較すると，今回の試験での飼育

条件はかなり良好であったと思われる.

血清生化学所見において， GOT， GPTおよび Alpが

0.625%群でのみ上昇していたのに反して肝重量には，

OPP 13週間投与試験11)と同様に今回の試験でも全群

聞に変化はなかった.Hodgeらは 3ヶ月投与では数例

に肝重量消加を認めたが 2年間投与では Control群と

の出血がみられたが，これとの関連も不明である.

今回の実験では， RBCや Hgbなどの低下は認められ

ず， OPP-NaおよびOPPの13週間投与試験の結果7，11)と

も一致しなかった. 1. 25%群および2.5%群では潜血反

応が30週以前より観察され， 肉眼的血尿も散見された

が，貧血にまでは至らなかったと考えられる.

要約

オルトフ zニルフェノール (OPP)を， 0 %(Control)， 

0.625%， 1. 25 %および2.5%添加した飼料を与えて，

Fischer系雄ラット(各群20匹〉を91週間にわたって飼

育した.実験終了時の生存率はそれぞれ， 95%， 90%， 

65%， 60%であった.この間のラット体重 (kg)当りの

OPP一日平均摂取量は， 0.625%群， 1. 25 %群および

2.5%群でそれぞれ， 269mg， 531mg， 1140mgであっ

た1.25%群および2.5%群では体重増加が抑制され，

体重のピーク時期て‘の体重増加率は Control群のそれを

100%としてそれぞれ， 90%， 77%であった. 1. 25%群

および2.5%群では，尿潜血反応、陽性例が 15週すぎより
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出現し， 30週では尿中に結石が認められた.

主要器官重量については， 2.5%群の腎および精巣に

絶対重量の増加がみられ，ホルマリン固定後の勝脱重量

でも， 1. 25 %群， 2.5%群の順で著明な増加が認められ

Tこ.
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Tab!e 1. Body 羽Teightsof F344 Male Rats Fed OPP for 91 Weeks 

0% (Control) 

101. 3土 4.31) 
(100 ) 

124.4土 7.5
(122.4土 4.6)2)

145.7土12.1
(143.4土 8.2)

162.9土18.7
(160.2土14.8)

191. 2土26.0
(188.0土21.8) 

215.4土29.9
(212.0土25.2)

236.5土30.4
(232.7土25.8)

274.9土26.8
(270.9土23.0)

301. 3土28.2
(297.2土25.1)

320.9土29.7
(316.5土27.6)

335.0土31.1
(330.5土29.8)

344.1土32.4
(339.5土31.4) 

357.6土33.6
(352.9土33.2)

363.9土36.5
(359.1土35.6)

374.3土36.2
(369.4土36.2)

384.6土40.5
(379.6土41.3) 

393.7土41.2 
(388.8土42.6)

402.3土42.7
(397.2土43.6)

404.4土44.1
(399.4土45.0)

411.6土44.4
(406.3土45.3)

419.1土43.3
(414.0土45.7)

423.9土41.8 
(418.7土44.0)

421. 6土40.0
(416.4土42.5)

418.3土39.9
(413.3土42.4)

412.4土48.4
(407.1土49.2)

0.625% 

101. 2土 4.5
(100 ) 

122.5土 5.6
(120.6土 2.5)

141. 9土 8.9
(139.8土 6.8)

157.8土13.4
(155.6土11.5) 

182.7土22.2
(180.1土20.1)

204.9土27.1
(202.1土24.8)

224.4土29.2
(221. 1土26.2)

264.5土22.5
(261. 0土19.6)

292.5土18.0
(288.8土14.3)

312.1土18.3
(308.3土16.3)

324.5土19.2
(320.8土18.3)

334.0土21.3 
(330.0土20.1)

344.1土28.3
(340.0土27.1)

356.4土22.1(19)叫
(352.1土20.6)

364.0土24.1(19) 
(359.6土21.3) 

377.6土25.8(19) 
(373.1土23.7)

382.3土26.8(19) 
(377.8土25.5)

391.1土28.0(19) 
(386.4土26.5)

396.8土29.2(19) 
(392.1土28.4)

402.6土27.8(19) 
(397.9土26.8)

406.5土26.7(19) 
(401. 8土24.8)

408.1土26.8(19) 
(403.2土24.7) 

405.2土26.8(18) 
(399.3土23.8)

410.9土26.8(18) 
(404.8土22.8)

410.8土25.3(18) 
(404.7土21.6) 

1. 250% 

102.9土 5.0
(100 ) 

121. 6土 6.6
(117.7土 3.3)*

139.9土10.4
(135.5土 7.3)*

153.8土14.4
(148.9土11.2)* 

175.6土23.3
(170.0土20.1)*

196.8土32.2
(190.5土28.9)*

215.9土37.0
(209.0土33.9)*

257.7土34.3
(249.9土31.2)* 

286.0土28.5
(277.6土26.5)*

301. 4土27.3本
(292.6土25.5)*

313.6土27.5，. 
(304.4土26.3)*

320.6土28.4* 
(311. 3土28.2)*

329.6土29.5* 
(320.1土30.0)*

335.3土30.2* 
(325.8土30.7)* 

343.3土33.1* 
(333.4土32.9)ホ

356.8土34.7* 
(346.6土34.4)*

364.2土34.9* 
(353.8土34.0)*

370.4土35.7* 
(359.7土35.0)*

376.7土37.1* 
(365.9土36.2)*

381. 2土39.4水
(370.2土38.2)*

389.1土37.8*(19) 
(377.6土36.8)*

387.5土38.0*(19) 
(376.2土37.7)*

383.4土37.2*(19) 
(372.3土36.7)*

366.3土51.4 *(16) 
(356.7土57.0)*

375.1土46.3ペ14)
(367.7土47.3)*

2.500% 

101. 4土 5.6
(100 ) 

100.3土 7.0* 
(98.6土 4.0)*

117.2土11.3 * 
(115.0土 7.1)*

131. 9土14.6* 
(129.4土10.3)キ

153.4土24.5* 
(150.6土21.0)* 

172.1土31.3 * 
(169.1土29.4)*

192.1土30.3* 
(189.2土29.2)*

228.0土21.9 * 
(224.6土21.0)* 

248.8土17.4* 
(245.3土18.1)*

261. 9土16.6* 
(258.3土19.0)*

271. 8土17.1* 
(268. 1土20.9)ネ

278.0土18.5* 
(274.3土21.8)* 

289.8土21.1 * 
(286.0土24.6)ネ

293.7土20.8* 
(289.8土23.4)*

300.8土22.0* 
(296.8土24.9)*

310.1土25.3* 
(306.1土28.6)*

316.1土25.6*(19) 
(311. 7土28.3)*

321. 3土25.9*(19) 
(316.7土28.5)*

323.3土28.9*(19) 
(318.6土30.4)*

328.2土26.8*(19) 
(323.6土29.0)*

327.1土26.5*(19) 
(322.4土28.7)*

327.2土29.0*(16) 
(322.8土32.2)*

322.2土25.3*(15) 
(319.2土27.3)*

328.7土22.7*(12) 
(327.8土24.1)持Z

330.8土19.2*(12) 
(329.8土20.7)*

1) Mean土S.D. (g) 2) Mean of Growth Rates (B. W. x 100/B. W. at Start of Feeding)土S.D.

a) No. of Survived Rats 

* P<0.05 
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Table 2. Food Consumption of F344 Male Rats Fed OPP in Pellet Diet for 91 Weeks 

Weeks 0% (Control) 

1 12.1土1.4 1) 
(97.4土9.1)2)

2 11.5土1.7
(78.8土7.6)

3 12.1土1.6
(74.1土5.7)

5 11. 4土1.9
(59.4土5.3)

7 11. 4土2.1
(52.5土4.2)

9 12.6土1.8
(日.1土2.2)

13 13.6土1.0
(49.5土2.9)

17 13.8土1.0
(46.0土2.6)

21 13.0土1.1
(40.8土3.3)

25 13.1土1.0
(39.3土3.1) 

28 13.9土0.9
(40.7土3.0)

33 14.9土1.1 (19) 
(41. 5土3.6)

37 13.5土1.0
(37.3土2.8)

， 41 14.2土1.1
(37:9土2.3)

49 .14.1土1.2
(36.9土2.9)

53 13.5土1.4
(34.3土2.8)

57 14.4土1.4
(35.8土3.2)

61 13.9士1.4
(34.3土2.4)

65 14.4土1.5
(35.0土3.2)

69 14.2土0.9 (19) 
(33.9土2.6)

73 .13.8土1.1
(32.7土2.4)

77 14.3土1.0
(34.1土3.2)

85 14.5土1.3
(34.2土2.1) 

89 15.5土1.4 (18) 
(36.6土2.7)

0.625% 

12.1土1.0
(98.3土5.8)

10.8土1.4
(76.1土6.0)

11.1土1.6
(70.0土5.3)*

10.9土1.9
(59.5土5.3)

10.7土2.1 
(52.1土4:5)

11.8土1.9
(52.4土3.6)

13.2土0.8
(49.8土2.4)

13.5土1.0
(46.0土2.0)

13.2土1.0
(42.3土1.8) 

13.2土1.3
(40.6土3.1) 

13.9土1.0
(41. 6土1.7) 

14.8土1.9
(42.8土3.8)

14.2土1.0ペ19)
(39.9土2.2)*

14.4土1.2 (19) 
(39.6土1.9)* 

14.4土1.3 (19) 
(38.1土2.3)

14.1土1.2 (19) 
(36.9土1.7)* 

14.6土1.3 (19) 
(37.4土2.4)

14.0土1.3 (19) 
(35.2土1.9) 

14.3土1.4 (19) 
(35.5土2.8)

14.1土1.0 (19) 
(34.6土1.9) 

14.0土1.4 (16) 
(34.0土2.2)

14.9土1.1 (18) 
(36.6土1.8)* 

14.6土1.2 (18) 
(35.5土2.2)

16.1土1.2 (18) 
(39.2土2.6)*

1. 250% 

12.6土1.3
(103.3土7.5)*

11. 0土1.4
(78. 7土6.3)

10.9土1.8 * 
(70.7土8.2)

10.3土2.3
(58.0土6.6)

10.1土2.6
(50.9土6.7)

11.4土2.5
(52.4土5.3)

12.8土1.8
(49.6土3.7)

13.7土0.9
(48.0土3.7)

13.0土1.1
(43.2土2.5)*

13.2土1.2
(42.2土1.9)* 

13.1土1.0
(41. 2土4.0)

15.1土1.1 (19) 
(45.5土2.4)*

13.2土0.9
(39.5土2.1)*

13.2土1.2 * 
(38.6土1.9) 

13.8土1.1
(38.8土2.3)*

13.4土0.9
(36.9土1.9)* 

14.0土1.1
(37.8土2.4)キ

14.1土1.3
(37.6土2.2)*

14.3土1.2 (19) 
(37.3土2.3)*

13.5土1.0 *(19) 
(34.8土3.3)

13.2土1.3 (19) 
(34.2土2.7)

14.0土1.0 (19) 
(36.6土2.4)ホ

13.1土1.0 *(13) 
(34.1土3.1)

14.4土0.8*(12) 
(37.3土2.9)

1) Mean (Absolute)土S.D. (g/rat/day) 2) Mean (Relative)土S.D. (g/kg/day) 
a) No. of Rats 
* P<0.05 

2.500% 

10.4土 2.1*(16)叫
(102.4土20.0)*

9.1土1.7 * 
(77.0土11.0)* 

9.4土1.9 * 
(70.6土 8.8)

8.8土 2.4* 
(56.5土 7.2)

9.0土 2.5* 
(51. 8土 5.6)

10.5土 2.6* 
(54.0土 7.7)

11.7土1.2*
(51. 2土 3.5)

12.3土1.1* 
(50.0土 3.9)*

11. 9土1.0*
(45.5土 3.3)キ

11. 9土1.2 *(18) 
(43.5土 3.2)*

13.0土 0.9*(18) 
(46.7土 3.6)*

14.3土1.2 (18) 
(49.4土 4.5)*

12.7土1.0 *(18) 
(43.3土 3.2)*

12.5土 0.9*(18) 
(41. 6土 3.2)*

12.4土 0.8*(17) 
(39.9土 2.6)*

12.3土1.0 *(13) 
(38.1土 3.6)*

12.7土 0.8*(15) 
(39.3土 2.8)*

12.5土1.2ペ15)
(37.9土 4.2)*

12.7土1.1 *(16) 
(38.1土 3.8)*

12.6土1.2 *(11) 
(37.7土 4.6)ホ

12.1土1.5 *( 6) 
(35.5土 3.2)*

12.9土1.0 *(10) 
(38. 7土 3.5)* 

12.6土1.6 *( 7) 
(37.1土 4.4)*

14.0土 2.'7 (5) 
(42.0土 6.7)*
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Table 3. Intake of OPP in F344 Male Rats for 91 Weeks 

Weeks 0.625% 1. 250% 2.500% 

1 75.3土 5.91) 157;3土 15.7 259.2土 53.4(16)
(586 土36)2) (1291 土 94) (2560 土500)

2 67.7土 8.6 138.1土 18.0 226.5土 42.2
(476 土37) (984 土 78) (1925 土274)

3 69.3土 9.9 136.3土 22.2 234.4土 47.2
(437 土33) (884 土103) (1764 土221)

5 68.3土12.1 128.6土 28.2 220.0土 59.9
(372 土33) (725 土 82) (1412 土179)

7 67.2土12.9 126.9土 32.2 226.2土 61.7 
(326 土28) (636 土 84) (1295 土140)

9 73.7土11.6 (6145 2.7土 31.8 262.7土 64.8
(328 士22) 5 土 66) (1351 土189)

13 82.2土 5.3 159.8土 22.2 291. 7土 28.9
(311 土15) (620 土 46) (1281 土 87)

17 84.1土 6.2 171. 0土 11.9 307.0土 27.4(17)叫
(287 土13) (600 土 47) (1250 土 96)

21 82.6土 6.3 162.5土 14.0 296.9土 26.1(18)
(264 土11) (540 土 31) (1136 土 82)

25 82.4土 8.4 165.5土 14.9 296.2土 29.5(18)
(253 土19) (528 土 23) (1088 土 80)

28 87.0土 6.5 164.2土 12.6 325.1土 21.9(17) 
(260 土11) (515 土 50) (1167 土 90)

33 92.2土11.6 188.3土 14.3(19) 358.3土 30.5(18)
(267 土24) (568 土 30) (1236 土113)

37 88.9土 6.5(19) 165.1土 11.7 318.8土 25.5(18)
(249 土14) (493 土 26) (1082 土 79)

41 90.1土 7.3(19) 165.5土 15.6 312.8土 21.3(18) 
(247 土12) (482 土 24) (1041 土 81)

49 89.9土 8.1(19) 172.6土 13.5 311.0土 19.4(17)
(238 土15) (485 土 28) (997 土 65)

53 88.2土 7.6(19) 167.7土 11.0 307.7土 24.5(13)
(230 土11) (462 土 24) (952 土 92)

57 91. 5土 7.8(19) 174.7土 13.2 317.7土 20.2(15)
(234 士15) (473 土 30) (982 土 69)

61 87.5土 8.2(19) 176.8土 15.7 311. 6土 30.7(15)
(220 土12) (470 土 28) (948 土106)

65 89.3土 8.4(19) 179.0土 14.4(19) 317.0土 27.5(16)
(222 土17) (467 土 29) (954 士 95)

69 87.9土 6.1(19) 168.2土 11.9(19) 315.9土 30.4(11)
(216 土12) (435 土 42) (942 土114)

73 87.3土 8.5(16) 165.3土 16.6(19) 302. 1土 61.4( 6) 
(213 土14) (427 土 34) (889 土 79)

77 92.8土 6.6(18) 174.8土 12.6(19) 323.8土 25.2(10)
(229 土27) (457 土 30) (969 土 88)

85 91. 2土 7.4(18) 163.2土 12.7(13) 314.6土 48.4(7) 
(222 土14) (426 土 39) (929 土109)

89 100. 7土 7.4(18) 180.1土 9.6(12) 349.5土 15.5(5) 
(245 土16) (466 土 36) (1051 土166)

56.33) 107.5 199.1 

2694) 531 1140 

1) Mean of Chemical Intake土S.D. (mg/rat/day) 2) Mean (Relative)土S.D. (mg/kg/day) 

3) Tota! Dose Intake (g) 4) Relative Intake (mg/kg/day) 

a) No. of Rats 
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Table 4. Water Consumption of F344 Male Rats Fed OPP for 91 Weeks 

Weeks 

1 

2 

3 

5 

7 

9 

13 

17 

21 

25 

28 

33 

37 

41 

49 

53 

57 

61 

65 

69 

73 

77 

85 

89 

0% (Control) 

15.9土 2.31) 
(127.8土15.3)幻

16.0土1.9
(109.2土 8.5)

15.8土 2.2
(97.2土 6.9)

15.8土 2.6
(82.5土 6.1) 

17.0土 3.8
(78.2土 8.8)

17.5土 2.9 (19)叫
(73.4土 6.8)

18.7土 2.3
(68.1土 5.7)

18.7土 2.1
(62.4土 7.0)

19.3土 2.1
(60.3土 6.2)

19.4土 2.8
(57.9土 5.6)

20.1土 2.2
(58.4土 4.5)

21. 2土1.9 (19) 
(59.2土 4.5)

19.3土1.7
(53. 1土 4.2)

19.4土 2.0
(51. 8土 3.5)

19.7土 2.2
(51. 5土 5.5)

19.5土 2.6
(49.6土 5.9)

19.9土 3.1 
(49.5土 6.5)

19.8土 2.4 (19) 
(49.3土 5.9)

20.6土 2.0 (19) 
(50.5土 4.9)

20.2土1.9 (18) 
(48.4土 4.9)

21. 0土 2.9 (19) 
(49.6土 6.1)

22.1土 2.8 (19) 
(52.4土 5.6)

24.2土 3.0 (18) 
(57.3土 6.3)

25.8土 3.4 (18) 
(61.1土 7.0)

0.625% 

16.6土1.6
(135.2土10.5)

16.0土1.9
(112.5土10.5)

16.3土 2.6
(102.6土10.3)

16.2土 2.9
(88.3土 7.2)*

16.0土 2.9
(77.9土 6.6)

16.7土 2.8
(74.2土 5.8)

18.3土1.7
(69.5土 5.4)

18.9士1.9
(64.3土 4.1)

19.9土1.9
(63.7土 4.5)

19.7土1.5
(60.7土 3.8)

20.3土1.9
(60.7土 3.4)

21. 2土 2.2
(61. 5土 4.6)

20.0土 2.3 (19) 
(56.0土 4.6)

20.4土 2.1 (19) 
(56.1土 3.6)*

20.0土 2.3 (19) 
(52.8土 4.3)

19.5土 2.2 (19) 
(50.9土 3.3)

20.4土 2.2 (19) 
(52.2土 3.8)

20.7土 2.3 (18) 
(52.4土 3.7)

21. 4土 2.4 (17) 
(53. 1土 4.0)

21. 3土 2.1 (18) 
(52.5土 4.4)*

21. 7土 2.7 (16) 
(52.8土 5.3)

23.6土 3.1 (18) 
(58.0土 5.4)*

24.7土 4.1 (18) 
(60.0土 7.8)

26.6土 4.7 (18) 
〈臼.6土 9.7)

1. 250% 

17.9土1.9*
(147.1士14.0)*

16.5土 2.1
(118.1土11.0)* 

16.1土 2.7 
(104.1土13.3)*

16.2土 3.5
(91. 5土 9.0)*

16.5土 4.6
(82.4土12.0)

17.2土 4.2
(79.0土 7.8)*

19.3土 3.4
(74.6土 6.9)*

20.8土 2.1* 
(72.8土 5.0)*

21. 6土 2.4* 
(71.7土 5.9)キ

21. 7土 2.4* 
(69.3土 6.3)*

23.6土 2.6* 
(73.6土 6.4)*

25.4土 3.2* 
(77.2土 9.0)*

24.2土 3.5* 
(72. 1土 8.4)*

24.1土 3.4* 
(70.4土 8.3)*

25.2土 3.7* 
(71. 0土10.1)*

25.2土 3.3* 
(69.5土 8.4)*

26.2土 4.3* 
(70.9土11.1)* 

27.0土 4.8* 
(71. 8土11.9)* 

28.3土 4.6*(19) 
(73.9土11.8)*

28.0土 5.4*(19) 
(72.3土13.7)*

30.6土 6.6*(19) 
(79.3土17.0)*

32.4土 7.2*(19) 
(84.8土18.7)*

31. 9土 5.6*(13) 
(83.8土14.4)*

33.3土 6.0*(13) 
(88.2土14.1)*

1) Mean (Absolute)土S.D. (gjratjday) 2) Mean (Relative)土S.D. (gjkgjday) 

a) No. of Rats * P<0.05 

2.500% 

15.7土 2.4
(156.5土22.4)*

14.1土 2.1* 
(120.9土16.8)*

14.1土 2.8* 
(106.6土14.5)*

14.9土 4.4* 
(95.6土15.4)*

16.6土 5.1
(95.4土14.9)*

20.2土 6.1* 
(103.9土21.7)* 

26.0土 4.8* 
(114.2土19.0)*

31. 3土 5.6* 
(125.8土20.1)*

35.5土 5.3* 
(135.3土17.9)*

37.0土 4.3* 
(136.1土14.1)*

40.0土 3.9* 
(143.9土12.4)*

39.5土 3.7* 
(136.5土12.5)*

37.0土 2.9* 
(126.3土11.4)* 

37.3土 2.6ネ
(124.6土12.2)本

37.3土 2.7* 
(121. 0土12.6)*

37.9土 2.6*(19) 
(120.6土12.2)*

38. 7土 2.9*(19) 
(121. 1土13.9)*

39.8土 3.8*(18) 
(123.6土14.1)米

39.6土 4.6*(18) 
(121. 3土20.4)*

40.5土 3.7*(18) 
(124.9土19.1)*

41. 8土 5.7ペ14)
(129.8土30.0)*

44.1土 4.1*(14) 
(136.0土17.6)*

47.8土 7.8*(12) 
(146.4土27.5)*

52.0土 7.7*(12) 
(157.8土25.2)*



442 Ann. Rψ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 33， 1982 

Table 5.' Organ Weights of F344 Male Rats Fed OPP in Pellet Diet for.91 Weeks 

No. of Rats 

Brain (mg) 

lIeart (rng) 

Lung (rng) 

Liver (g) 

Spleen (rng) 

Kidney R (rng) 

L 

Adrenal Gland R (mg) 

L 

Testis R (rng) 

L 

Prostate (rng) 

Urinary Bladderb)(mg) 

0% (Control) 

19 

2090土 621) 

(506:f. 66)2) 

1094土 92(18)叫

(261土 18)

1150土 91

(277土 27)

14.4土1.5

(3458土370)

956土141(18) 

(231土 34)

1381土 81(17) 

(321土 18)

1372土 78(17) 

(319土 18)

28.5土4.5(18) 

(6.7土1.0) 

31. 7土4.4(18) 

(7.4土1.0) 

1869土867(18) 

(438土200)

1996土721(18) 

(469土167)

274土 86

(66土 21)

156土 24

(37.5土6.3)

Body Weight (g) 419.2土49.4

0.625% 

18 

1. 250% 

13 

2114土 25 (17) 2095土 29

(511土 27) (550土 54)

1070土 70

(257土 12)

1146土 72 (17) 

(277土 21)

13.6土1.3

(3274土203)

807土 82*(16) 

(196土 16)*

1362土 44 (16) 

(325土 12)

1367土 72 (16) 

(325土 10)

28.0土4.5

(6.7土1.0) 

30.4土5.2

(7.3土1.1) 

2064土795

(499土195)

1866土740

(448土175)

265土 79

(63土 17)

155土 19

(37.2土4.0)

416.2土23.0

1011土 47*(12) 

(260土 13)

1093土 51* 

(286土 25)

12.6土1.7

(3278土266)

727土 65*(11) 

(185土 16)*

1326土 85 (12) 

(349土 35)*

1329土 89 (12) 

(349土 30)*

25.8土3.3 (12) 

(6.8土1.0) 

28.3土3.6*(12) 

(7.4土1.0) 

1617土510 (12) 

(424土128)

1919土824.(12) 

(495土196)

277土 65 (12) 

(74土 21)

640土329* 

(168.9土96.1)*

384.4土36.6*

2.500% 

12 

2062土 21 (11) 

(631土 42)*

957土 61* 

(290土 21)*

1049土 75* 
(316土 17)*

12.4土1.0 *(11) 

(3795土 257)*

729土 73*(10) 

(222土 27)

1884土 121*(11) 

(578土 64)*

2026土 210*(11) 

(623土 98)*

25. 7土 2.9 

(7.8土 0.8)*

28.0土 3.2* 

(8.5土 0.9)*

2341土 802

(708土 246)*

2844土1046* 

(859土 310)*

222土 78

(69土却〉

227土 17*(11) 

(68.5土 7.4)*

330.7土22.1* 

1) Mean of Wet Weights土S.D. 2) Mean of Relative Weights土S.D. (/100g Body Weight) 

a) No. of the Organs b) Weighed after Fixation 

* P<0.05 

Table 6. lIematological Findings of F344 Male Rats Fed OPP for 91 Weeks 

No. of Rats 

WBC (103/rnrn3) 

RBC (1Q6/rnrn3) 

IIgb (g/dl) 

日ct (%) 

MCV (μり
MCII (ng) 

MCIIC (%) 

0% (Control) 

17 

7.4土1.61) 

9.94土0.83

19.7土1.4

51. 0土4.1

51. 4土2.0

19.8土0.9

38.6土1.3

1) Mean土S.D. * P<0.05 

0.625% 

17 

7.1土1.5

10.50土0.93

20.5土1..6

52.6土3.9

5(}.2土1.7

19.5土0.8

38.9土1.1

1. 250% 

12 

7.5土1.3

9.60土1.32 

18.8土2.1

48.8土5.8

51.0土2.0

19.6土1.0

38.5土1.0

2.500% 

12 

8.9土2.0*

10.17土2.04

19.5土3.3

50.7土8.8

50.2土2.2

19.3土1.0

38.5土1.0
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Table 7. Biochemical Findings of F344 Male Rats Fed OPP for 91 Weeks 

0% (Control) 2.500% 

12 

107.9土12.4

53.2土 7.5

25.8土 5.0

136.2土25.2

30.7土 5.5* 

24.2土 2.8ネ(11)

8.14土 0.64

5.19土 0.26(11) 

1. 86土 0.23(11) 

0.625% 

18 

1. 250% 

13 19 

113.3土20.81) 126. 5土17.7本 119.0土25.7

59.4土15.8(18)叫 81.2士20.1* 62.9土13.8

24.5土 6.0 30.3土 4.8* 26.5土 4.8

137.3土21.0 135.7土11.7 (16) 143.2土13.8

41. 7土 6.6(18) 38.9土 8.7 32.8土 6.0*(12) 

18.1土 2.0

8.21土 0.56(18)

5.04土 0.20(18)

1. 64土 0.33(18)

18.8土 1.8 22.9土 3.2

7.98土 0.55(17) 8.17土 0.82

5.13土 0.17(16) 5.27土 0.43

1. 88土 0.25*(16) 1.85土 0.23

(K. Ujml) 

(K. Ujml) 
(KA-Ujdl) 

(mg/dl) 

(mg/dl) 

(mg/dl) 

(g/dl) 

(g/dl)bl 

1) Mean土S.D.

a) No. of Rats b) by Bromcresolgreen Method * P<0.05 

Table 8. Urinalysis of F344 Male Rats F巴dVarious Percentages of OPP for 90 Weeks 

1 . Protein (mg/dl) ll. pH 

No.of 
Rats (一) (土) 30 100 300 :>1000 5.5 6.0 6.5 7.0 

0% (Control) 17 。 。 。 。 l 16 。 16 l 。
0.625% 16 。 。 2 5 8 l 。 14 2 。
1. 250% 6 。 。 3 2 1 。 。 5 l 。
2.500% 8 。 。 3 5 。 。 。 7 l 。
Test tapes Labstix⑮ーII(Ames Division， Miles-Sankyo Co.， L TD.) were used for the examination. 

Table 9. Findings of Hematuria and Urinary Caliculi of F344 Male Rats on Diet Containing OPP 

30羽Teekof Study 90 Week of Study 

N0. of (ー) (+) (廿) (十件〉 with No. of (一) (+) (十十) (十件〉 with 
Rats Stones Rats Stones 

0% (Control) 5 5 。。。 。 18 18 。。。 。
0.625% 6 6 。。。 。 16 16 。。。 。
1. 250% 10 4 2 1 3 2 11 2 2 1 6 10 

2.500% 6 1 。。 5 3 8 4 2 l 1 4 

Test tapes Labstix⑮ーIIwere used for the examination of hematuria. 
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オルトフェ二ルフェノールナトリウムにより発生した

F 344ラット腸脱腫揚の移植性について一一途中経過

田山邦昭汽中村清純汽平賀輿吾*

Transplantability of Urinary Bladder Tumor Induced in F344 Rats by Dietary 

Administration of Sodium 0・Phenylphenate(OPP-Na)--An Interim Report 

KUNIAKI T A Y AMAぺ KIYOSUMINAKAMURA* and KOGO HIRAGA* 

Urinary bladder carcinomas which developed in male F344/DuCrj rats fed 2 % o-phenylphenate 

for 115 weeks were transplanted s. c. into male adult rats of the same or other strains. In the rats of 

the same strain， transplantability of these carcinomas was recognized and some of the recipient rats 

developed metastatic pulmonary transitional cell carcinomas. Among the rats of other strains， transplant-

ability of these carcinomas was found only in Slc: Wistar rats. 

Keywords : sodium o-phenylphenate， rat， urinary bladder tumor， transplantability， metastasis 

かんきつ類の防かび剤として使用許可されているオノレ

トフェニルフェノールおよびそのナトリウム塩(以下，

OPPおよびOPP-Naとする〉はベ当部で、行った経口

毒性試験で F344ラットに勝脱腫蕩を誘発することが報

告された為的. この腫蕩の生物学的特性を検索する目的

で， OPP-Naの投与により F344ラットに発生した勝目光

腫蕩を同系ラットの皮下に移植したところ移植可能であ

り，現在継代移植中である.

本報告は継代5代目に至った同種同系継代移植実験お

よび同実験の継代2代目で、行った同種異系移植実験の結

果である.

材料および方法

実験1. 同種同系継代移植実験

材料:移植に用いた勝脱腫蕩は， OPP-Na (ダウケミ

カル社製 DowicideA: Lot No. MMOl044)を日本ク

レア社製粉末飼料 CE-2に2%の濃度で添加し， 間型

飼料化し， F344/D臼Crj雄ラット10匹〈日本チヤールス

.リバーネ土〉に6週令時から水とともに自由摂取させ，

投与後115週目に屠殺して得たもののうちの 3例である.

投与期間中の平均体重および生存率の変化を Fig.1に示

した.勝脱腫蕩は途中死亡例を含め10例全例に発生して

おり，いずれも移行上皮癌であった Photo1に移繍材

料摘出後の勝脱腫疹(ヲヅトNo.3477)を， Phot05にそ

の組織像を示した.

実験動物および飼育条件:被移植動物は前述と同じ生

育会社より購入した同系・向性のラット 9~10週令を用

いた.飼育は温度25土 1 0，湿度55土 5%，照明 6~17時，

換気回数10回/時にそれぞれ制御してあるバリア区域内

飼育室にて行しυ ケージは前面および床面が網のステン

レス製個別ケージ (W22x L20 x H16 cm)， 飼育架台は

自動給水装置付ベルト式を用いた. 飼料は CE-2国型

飼料，水は細菌ろ過器経由水道水を自由に摂取させた.

移植方法および観察・被移植動物はネンブタール麻酔

を行い，右背部被毛を努毛，皮膚を 4mm程度切開して

おき，生理食塩水中で 2mm角に細切した勝脱腫蕩の一

片を移植針で切開部より接種した.麗湯の摘出から接種

までの操作は15分以内に終了させた.継代移植は皮下に

発育した腫癌の長径が 15~30mmになったところで摘出

し，壊死部を避けて移植材料とし，前述の操作の如く行

った.移植後，毎週皮下を触診し，腫癌の認められた動

物はノギスでその長径，短径を測定し，長径が 10rrim以

上に達した時点で疑陽性とし，その後組織学的に移行上

皮癌と確認されたものを移植陽性，それ以外を移植陰性

とした.動物は一部継代あるいは組織培養等のため途中

で屠殺したものを除き，死亡するまで観察し，死亡およ

び屠殺例は，肉眼的観察後，主要器官および組織を10%

緩衝ホルマリ γ液で固定し，組織学的検査材料とした.

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Fig.1. Changes of Mean Body Weight and 

Survival Rate in F344!DuCrj Male 

Rats Fed OPP-Na for 115 Weeks. 

実験2. 同種異系移植実験

材料実験1で継代2代目の2例〈ラットNo.T2-13， 

T2-25)の腫癒を移植材料とした.

実験動物および飼育条件:Slc : Wistar (静岡県実験 l

動物農業協同組合)， Jcl: SD (日本クレア社)， NRC: 

Donryu (日本ラット社〉および対照の F344!DuCrj(日

本チヤ{ルス・リバー栓〉いずれも10週令の雄ラットを

用いた.飼育は一般飼育室で行い，ケ{ジはW25xL40

xH16cmのもので4匹飼いとした他は突験1と同様の

飼育条件である.

移植方法および観察:1171Jの腰癌につき4系統のラッ

ト各4匹ずつに Donryu，SD， Wistar， F344の順序で

移植し，移植後24週自に屠殺した.移植方法および観察

は実験lと同様である.

結果および考察

実験1の経過を Fig.2に示じた. 3例の勝脱腫坊はい

ずれも増殖が認められ，継代可能であった(Photo2， 3). 

継代は現在まで7'""'16週間隔で行っており，移植率は生

存例を除きほぼ100%である.'腫癒が長径，10mmに達す

る時期は大半が移植後 5~11週であったが， ，3467系の1

代目は32~52週で認められている.腫癌ははじめ硬い結

節状であり，褒胞を形成して徐々に軟化し， 皮膚が破

れ，その後増殖してやや充実性となった.腫癌の大きさ

が約30mm以上になると死亡する例が現われ，死亡時期

は大半が移植後20~30週であったが，早いものは13週で

みられた.死亡例に削除胃部の出血，精巣の萎縮，副腎

の腫大などが共通に認められ，その全例に移植腫場の肺

転移，一部にリンパ節転移が観察された.また属殺例の

2例にも肺転移がみられた.移植後39週で死亡した1例

(T1-2)は，口肢から食道にかけ餌が詰っていた他異常は

認められず，触知可能な腫癌もなく，移植陰性とした.

実験2の結果を Fig.3に示した.対照として用いた

F344!DuCrj以外ではSlc: Wistarに移植可能で、あり，

移植後24週間に腫療を持って死亡する例がみられ，肺転

移も Slc:Wistarで F344!DuCrjと同様認められた.

一方， Jcl: SDおよびNRC: Donryuでは腫療の増殖は

認められなかった.

実験的勝脱腫蕩については， Erturkらりが N-C4-(5司

ni tro-2-furyl)-2-thiazolyl] formamideにより SDラッ

トに， Yalcinerら5)が同物質により Fischerラットに，

さらに Nodaら引が N-butyl-N-butanol(4)nitrosamine

により ACI!Nラットにそれぞれ勝脱腫蕩を発生させ，

それらが移植可能であることを報告じている OPP-Na

により F344!DuCrjラットに発生させた勝脱腫療も同系

ラットの皮下に移植可能であることが判明し，その継代

も現在5代自に至っている.一般に腫湯の転移はその悪

性度と関係が深いとされているが，本報告の同種同系継

代移植実験では腫易宿主動物の死亡例すべてに肺転移が

認められている.しかし前述の報告では←町， Erturkら

がわずかに1例観察しでいるに過ぎない.本報告の同種

異系移植実験では，異系である Slc:Wistarラットで同

系の F344!DuCrjラットと同様に移植可能であり，肺転

移も認められた.これまで、の実験動物の皮下移植による

可移植性腫蕩の報告は7-10〉，そのほとんどが同種同系動

物閲のものであり，異系動物への成功例は少なく， Slc: 

Wistarラット町《の移植陽性結果については， 今後種々

の方面から検討を加えていかねばならない.また移植に

用いた勝目光腫蕩は， 動物に6週令の時点から OPP-Na

を投与し， 115週目で屠殺し，発生していたものであっ

たが，勝目だ腫蕩を持って死亡じたものは53週からみられ

ており，.今後，現在継代中のものについてさらに実験を

進めると共に，移植時期についても検討を加えたい.
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1st Expt. 

Original Generation 

E 市
出 N V 

.キT2-13(S-16) 1'" T5-1 (A-I0) ・T2-14(S-11) 1企 T5-2(A-I0) .* T2-15(D-23) 1... T5-3 (A.;，10) 

!・*T2-16(D-29) I・*T3-5 (D-26) I・*T4-5 (D-13) I企 T5-4(A-I0) 
・ T2-17(S-10)-1・*T3-7 (S-16)-1・ T4-8(s-l1)-I... T5-5 (A-I0) .* T2-18(D-27) I・*T3-6 (D-19) 1'" T4-6 (A-21) 1... T5-6 (A-I0) 

.~1-f(s-164・*T2一吹D46〉 |企 T5-7 (A-I0) .* T1-1 (D-34) 1・*T2-20(D-27) 1... T5-8 (A-I0) 
Rat No. 3477・・.10T1-2' (D-39) 1・*T2-7 (D-22) 1... T5-9 (A-I0) 

. T1-4 (S-7 )ー|・*T2-8 (D-30) 1'" T4-9 (A-21) 1'" T5-10(A-I0) .* T2-9 (D-22) 1・*T3-8 (D-14) 1企 T4-11(A-21)1'" T5-11(A-I0) 
・T2-1O(S-15)ベ・ T3-9 (S.，..16)ー1. T4-10(S-11)-I'" T5-12(A-I0) .* T2-11(D-30) 1・*T3-10(D-25) 14 T4-12(A-21) 1企 T5-13(A-I0).* T2-12(D-24) ゆ T5-14(A-I0)
企 T2-24(A-47) 1ム T5-15(A-7)

企T1-8(A-59) 1企 T2-22(A-47) 1'" T4-1 (A-21) 1'" T5-16(A-7) 

・勺T1-9(D-45) 1・*T2-23(D-3Ei)_!企 T3;-1 (A-37) 1'" T4-2 (A-21) 1'" T5-17(A-7) 
."  ~引 '''1 、、 1

Rat No. 3472-1・ T1-10( S-l1)-1・ T2-21(S-10):"I. T3-2 (S-16)-1・ T4-4 (S-13)ーム T5-18(A-7) .* TI-12(D-40) 1・T2-25(S-16) 1... T3四 3(A-37) 1... T4-3 (A-21) 1主主 T5-19(A-7) 
... T2-26(A-47) 1'" T5-20(A-7) 

... T2-27(A-10) 

... T1-5 (A-59) 1ム T2-28(A-I0)

ム T1-6(A-59) 1'" T2-29(A-10) 

Rat No. 3467-[. T1 ... 11(S-49)-[..... T2-30(A-1O) 

企T1-7(Aァ59)1ム T2-31(A-10) 

|ム T2-32(A-10)

1..... T2-33(A -10) 

Fig.2. Chart Demonstrating Frequency of Successful Transplantation of Urinary Bladder Tumor 

Induced by OPP-Na in F344/DuCrj Rats. 

1)・:Transplantation Positive (palpable tumor larger than 10 mm in diameter; examined 
histologically)， 0: Transplantation Negative (tumor not paltable or smaller than 10 mm 
in diameter; examined histologically)， ...: Pending (palpable tumor larger than 10 mm 
in diam巴ter;not examined histologically)，ム:Pending (tumor not palpable or smaller 
than 10 mm in diameter; not examined histologically). 

2) Rat No. 

3) S : Sacrificed， D: Dead， A: Survived - Weeks after Inoculation. 
ホ PulmonaryM巴tastasis.
Transitional cell carcinomas of the urinary bladder were chemically induced with sodium 

o-phenylphenate in F344 male rats. The tumor has b巴entransplanted by subcutan巴ous

inoculation through five passag巴.

まとめ

2%OPP-Na添加飼料を F344/DuCrjラタトに115週

間摂取させ，発生した勝脱腫湯3例を同系ラットの皮下

に移植した結果， 3例とも腫湯の増殖が認められた.この

腫療の移植率はほぼ100%を維持しており，現在継代5

代自に至っている.死亡例はすべて移様腫湯の姉転移を

伴っていた.継代2代目の腫療をF344/DuCrjラヅトお

よび他の異系ラ?トに移植し，その移植可能性を調べた
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E 町
山

0* T3F-30(S-24) 

.* T3F-31(S-24) 

.* T3F-32(D-20) 

吋 2-13(S -16)-10* T 3 F -33( S -24) 

.* T3W-34(D-23)、

.* T3W-35(D-23) 

e* T3W-36(D-22) 

o T3S-37(S-24) 
o T3S-38(S-24) 
o T3S-39(S-24) 
o T3S-40(S-24) 

o T3D-41( S-24) 
o T3D-42( S-24) 
o T3D-43(S-24) 
o T3D-44(S-24) 

E 市
山

1・T3F-14(S-24)
10 T3F-15( S-24) 

1・T3F-16(S-24) 
T2-25( S-16)-1・*T3F-17(S-24) 

o T 3W-18 ( S -24) 
o T 3W-19( S -24) 
.* T3W-20( S-24) 

o T3W-21( S-24) 

o T3S-22(S-24) 
o T3S-23(S-24) 
o T3S-24(S-24) 
o T3S-25(S-24) 

o T3D-26( S-24) 
o T3D-27(S-24) 
o T3D-28(S-24) 
o T3D-29( S-24) 

Fig目3. Chart D巴monstratingTransplantability of Transferred Tumors of F344/DuCrj 

Rats to Other Strains. 

1) Rat No. 

2) S : Sacrificed， D: Dead-Weeks after Inoculation. 
3) • : Transplantation Positive， 0: Transplantation Negative. 
4) Rat No.; F-F344/DuCrj， W-Slc : Wistar， S-Jcl : SD， D-NRC : Donryu. 

* Pulmonary Metastasis. 

実験では， Slc: Wistarのみに F344/DuCrjと同様皮下

における腫湯の増殖および腕への転移が認められた.

文献

1)石館守三監修:食品添加物公定書・解説書， B-158， 

1979，広川書庖

2) Hiraga， K. and Fujii， T.: Fd Cos，met. Toxicol.， 

19， 303， 1981 

3)藤井孝，平賀興吾:第41回日本癌学会総会記事，

41， 1982 

4) Erturk， E.， Cohen， S. M.， Price J. M. and Bryan 

G. T.: Cancer Res.， 29. 2219， 1969 

5) Yalciner， S.， Tiltman， A. J. and Friedell G. H.: 

J. Natl. Cancer Inst.， 51， 1177， 1973 

6) Noda， M. and Hashimoto， Y. : Jaρan. J. Urol.， 

64， 397， 1973 

7)佐藤博:第40回日本癌学会総会記事付表， 1981 

8)宮川正澄，佐藤春郎，螺良義彦監修・実験腫湯学，

77， 1969，朝倉書庖

9) Busch H. : Methods in Cancer Research， 1， 

143， 1967， Academic Press 

10)杉原誠一， 日浅義雄，牧浦幸男，釜本善之，又吉絹

子，伊東信行，塚田欣司:第30回日本癌学会総会記

事， 44， 1971 

Explanation of Plates 

Photo 1. Primary urinary bladder tumor induced in 

F344 male rat (No.3477) by dietary adminis-

tration of 2% sodium o-phenylphenate， and 

bladder calculi having rough surface. 

Photo 2. Transplanted tumor growing subcutaneously 

in F344 male rat (No. T2-7) after two 

successlve passages. 

Photo 3. Gross appearance of the cut surface of the 

subcutaneous tumor in Photo 2. 

Photo 4. Gross appearance of pulmonary metastasis 

of the same rat as seen in Photo 2. 

Photo 5. Microscopic appearance of primary transi-

tional cell carcinoma in F344 rat (No. 3477 in 

Fig.1). H-E x 200. 
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オル卜フェ二ルフェノ・ール (OPP)の生体内運命(第1報〉

経口投与によ忍ラ "1卜体内分布ならびに排j世

市川久次*，小林博義*，中尾 11民子*

Biological Fate of o-Phenylphenol in Rats 1. Distribution 

and Excretion after Oral Administration 

HISA TSUGU ICHIKA W A *， HIROYOSHI KOBA Y ASHI* and TOSHIKO NAKAO* 

Keyword自:オノレトフェニルフェノール 0・phen)匂henol，生体内運命 biologicalfa te， 分布 distribution， 排?世

excretlOn 

オルトフェニルフェノール (OPP)は柑橘類の防徽剤と びに組織の溶解に使用)，過酸化水素水 (30%，和光純

して使用されている.その安全性については尿路系に強 薬製，血液の脱色に使用)， Insta-Gel (Packard製，血

い障害を示し，勝脱腫療の発生が報告されへ 疑問が投 液ならびに尿測定に使用)， Carbo-Sorb， Parmaflour V 

げかけられている.当部では OPPの毒性に関し種々の (Packard製，糞測定に使用)， Dimilume-30 (Packard 

聞からの検討が進行中であるが，著者らはその一環とし 製，化学発光阻止剤に使用)を用いた.他の溶媒，試薬

て0・[U_14C]phenylphenol (OPP_14C)を用いて， OPP はすべて ]IS特級を用いた.

のラットの生体内運命を検討したところ若干の知見を得 3. 投与方法ならびに期間

たので、報告する Opp_14Cはオリブ油(局方〉に11.7μCijO.5mlになる

実験材料ならびに方法 ように調製し (OPP_14Cのベンゼン溶液を器にとり， N2 

1. 使用動物 ガス気流中でベンゼンを蒸発させ，残澄にオリブ油(局

日本チヤールス・リパー株式会社生産の F344jDuCrj 方〉を加えて調製する)，ラット l匹当りO.5ml (各群3

ラット維を用いた.生後4週令のものを購入し， 5週間 匹〉を胃ゾンデを用いて経口投与した OPP_14Cの投

予備飼育を行い，一般状態，体重の増加に異状のないも 与は1回とし，投与後， 30分， 1， 3， 6， 12， 24， 48， 

のを実験に供した.実験開始時(平均体重約180g)に1 72， 120時間目に屠殺処理した.また，投与後120時間百

群3匹とし，ケージに入れ飼育し実験に供した. 処理群はそれぞれ個別に代謝ケージに入れ， 経時的に

2. 試料ならびに試薬 l 尿，糞を採取した.ラットは投与前16時間除餌した.

試料として用いた 14C標識の Opp(OPP_14C)は 4. 放射能の測定法

Radiochemical Centre， Amersham社に特別注文し，製 屠殺処理したラットの血液，血清を採取し，脳，心臓，

造，購入したもので (specificactivity 1. 39 mCijmmol 肺，肝臓，牌臓，小腸，精巣，副腎，勝脱，脂肪，尿，

(51MBqjmmol)， 8. 2μCijmg (303KBqjmg))， o-[U- 糞を摘出，また，尿を採取し，容量，重量を測定したの

14C]-phenylphenol (2-hydroxy-[U_14C] biphenyl)が正 ち，血液は 10μJをミニパイヤルにとり Soluene-350+

式の化学名である.形状は白色図形物質で・あった.使用 Isopropanol (1 : 1) 0.5mlを加えて溶解させ， 30%過酸

にあたってはベンゼン溶液とし，小分けして使用した. 化水素水 0.2mlを加え脱色し， Insta-Gelを，血清は

シンチレーター用の PPOは DotitePPO (2， 5-dト 0.2mlを，各臓器は精製水を加えて 5~200 倍のホモジ

phenyloxazole， 和光純薬製)， POPOPは DotiteDi- ネートを調製し，0.3mlをミニバイヤルにとり減圧下室

methyl-POPOP (1，4-bis-2[2-(4-methyl-5-phenyloxa・ 温にて乾燥させたのち，精製水75μJを加えて残、盗を湿潤

zolyl)]-benzene，和光純薬製〉を使用した.また，放射能 させ， Soluene-350を0.6ml加えオーブンにて50.Cでー

測定用サンプル調整用に isoproanol(和光純薬製，特 夜加温溶解させ，室温に冷後，血清，脳，精巣，勝脱，

級，血液に使用)， Soluen←350 (Packard製，血液なら 小腸，腎臓，副腎にはトノレエンシンチレーター(トルエ

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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ン1l中PP.O:5g， Dimethyl-POP.oP :300mg含有)，

肺，心臓，肝臓，牌臓には Dimilume-30を 5.0ml加え

た，脂肪は石油エ{テノレを加えて 10倍の溶液を調製し

(ガラス製ホモジナイザーで処理)，その0.5mlをミニパ

イヤルにとり(濁りがある時は減量し，精製水を加えて

全量0.5mlとした)Insta-Gel 5.0mlを加えてよく混合

した. 奨はホヅトプレート上で乾燥し(約90'C， 24時

間)， 重量を測定し， エミーデ粉砕器にて粉末とし，そ

の50mgをとり，ベッグマシ社製サンフ。ルオキシダイザ

ー (BM.o)にて燃焼させ，生ずる 14C.ozガスを Carbo-

Sorb 8.Omlに吸収させ PermaflourV 12.0 mlと共

にパイヤル(レギュラー〉中に注ぎ込ませた 14C.ozの

回収率は肝臓の叶γフ。ルを用い直接液体シンチレーショ

γヵゥ γター法で、測定した値を100%として補正した(回

収率95.6%)，放射能の測定は液体シンチレーショシ

カウ γター(ベックマン社製， LS-355)にて AQCを

作動させ，外部品泉源補正法にてグエンチングを補正し，

dpmで、表わした.なお，放射能の測定にあたっては，測

定用サンフ。ル調製後少なくとも一夜室温放置した.測定

値はu洋3匹の平均値で表わした.
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Fig.l. Changes in Blood， and Tissue Level of 
Radioactivity with Time after .oral Dose 

of .oPP_14C (11.7μCijRat). 
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実験結果

1. 体内分布

.opp_14Cをラットに投与後， 経時的に処理し，血液

ならびに穏々の臓器中の分布を測定した結果を Fig.1，

2， 3， 4， 5に示した.

血液中の放射能は投与後1時間で最高値に達し，以後

急激に減少し，投与後24時間以後はほぼ一定の値を示し

た，血清中は血液と同様な経過を示し，その分布濃度も

ほぼ同程度で， .oPPの血中への吸収ならびに血中から

の排准は非常に速いことが明らかになった.

臓器，組織では各臓器，組織ともに分布，排池の時間

的経過は血中濃度と同様で投与後11l寺聞で最高値を示

し，以後急激に減少し，投与後24時間以後はほぼ一定の

値を示した.臓器，組織別に分布をみると，湿重量g当

り，臓器当りでは勝目光，肝臓，腎臓に高く g当りの小

腸の放射能も高かった.一方，血中と間程度の放射能濃

度を示す臓器として，肺，副腎が挙げられた.さらに低

い放射能濃度を示したのは，心臓，牌臓，脳，精巣，脂

肪であった.投与5日後の肝臓， 腎臓， 心臓， 肺， )搾

臓，日商，精巣，副腎，勝目光の残存量を総計したところ全

投与量の0.04%で，その量・はわずかであった.

2. 尿ならびに糞中への排i世
.opp_14Cをラットに経口投与し， 経口投与後5日間

の尿ならびに糞中の recoveryをFig.6に示した.尿では
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Fig.2. Changes in Tssue Level of Radioactivity 

with Time after .oral Dose of .OPP_14C 

(11. 7μCijRat). 
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投与後12時間目，糞では投与後24時間自において最高値

を示し以後急激に減少した.尿への排粧を経時的にみる

と， 5日間に排継された量に対する24時間以内に排池さ

105 

453 

れた割合は96.5%(全投与量に対しては， 5日間， 53.7 

%， 24時間以内 51.9%)， 糞へは5日聞に排池された量

に対する24時間以内に排池された割合は83.9%(全投与

量に対しては;5日間;1. 9%， 24時間以内1.6%)であ
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Fig.3. Changes in Tissue Level of Radioactivity 

with Time after Oral Dose of. OPp_14C 

(11.7μCijRat). 
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Fig.4. Changes in Organ Level of Radioactivity 

with Time after Oral Dose of OPP_14C 

(11. 7μCijRat). 
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Fig.5. Changes in Organ Level of Radioactivity 

with Time after Oral Dose of OPP_14C 

(11.7μCijRat). 
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った.尿，糞中への排?世は，前述の血中，臓器，組織か

らの排他問様，非常に速いことが明らかとなった.

総括ならびに考按

oPp:...14C -'.a:'-オリプ油に溶解し， ラットに経口投与

(11. 7μCijRat)後経時的にその体内分布ならびに尿，糞

への排、准を検討した.

体内，血液，各臓器，組織への分布は，投与後1時間

目に最高値を示し(吸収が非常に早い)， 以後急激に減

少した.このことより血液と各臓器，組織の聞は単純な

拡散により transportが行われ，特別な tran.sport機構

が存在する可能性はないと考えられる.また，脂肪組織

への分布，蓄積も少ないことがか〆 oPPは小腸から吸

収され門脈，肝臓を経て静脈血中に出てい官間に殆んと:

が極性の高い物質へ変換されているもρーと考えられる.
臓器，組織別の分布をみると majay'-な解毒，排w:臓器で

ある肝臓，腎臓に高いtjは当然であると考えられるが，

勝脱への分布も非常に高く(測定値に個体差によるバラ

ツキが非常に大きいので再検討を要するところである

が)， 勝!b'eは尿の通過臓器で唱あること， さらに勝腕腫協

の発生日との関連より非常に興味深い.

尿ならびに奨への排i世は，血中，各臓器，組織からの

排池と平行して速かった.また，尿と糞への排i世量の差

は明瞭で，圧倒的に尿中への排粧の方が多かった (5日

間に排i位された全投与量に対する割合は尿53.7%，~ 

1. 9%). Matthews2lは排j世に対する分子量の効果につい

て，排i世の基本的経路を決定するのは排i世される物質そ

のものの分子量であり，胆汁中 ，(音量サコ〉あるいは腎臓か

ら〈尿中〉排世されるかどラかの分子量ゆ分岐点 (criti-

叫 molecularweight，，/臨界分子量(この今子量よりも

大きい分子量のものは服汁を経て糞へ，小さか分子量の

ものは腎臓を経て尿へ〉 は動物により差異があり， ラ

ットでは 325土:，50であると述べている.木実験より得た

結果より，排世経路と排i世された物質との関連について

考察を加えると，尿中への排11仕の割合が糞中に比して圧

倒的に多からたことより，排i世された物質の分子量は

325土50以下であると考えられる (Matthews の説によ

れば).一方，牛山ら3，4)は尿中代謝産物の大部分はOPP

および PHQ(2， 5.:..dihy辻oxyliphehyl)のグルクロナイド

であると報告しているが， OPPグノレクロナイドは分子

量349，PHQグルークロIナイドは，モノ体364，ジ体542

である oppならびに PHQモノグ、ノレグロナイドは

Matthews2lの説に矛冒はしないが，PHQジグノレグロナ

イドの方は一致しない.しかし， Matthews2lの説はノ、ロ

ゲン化ピフ zニルについての実験より得た結果をもとに

したもので，むしろこれまで一般的にいわれているよう

に極性が増加すればするほど腎臓からの排継が増加する

と考えた方が妥当で Matthews2lの得た結果は偶然、性

がかなりあるものと考えられる.また，佐藤ら5lも本実

験と同様な検討を行い， OPPの体内分布ならびに排1世

に関しでほぼ同様な結果を得ている.

結論 q 

Opp_14Cをラットに経口投与した後， 経時的件体内

分布ならひ、に排11止を検討した.

1. 体内への吸収は非常に速く，血中，各臓器，組織

の放射能濃度は投与後1時間で最高値に達した.

2. 尿中，糞中への排?世も非常に速しそれぞれ24時

間以内に全排i世量 (5日間).の96.5%(尿)， 83.9%(糞〉

が排i監された.

3. 体外への排准は尿中への排池が圧倒的に多く，尿

中へは全投与量の53.7%，糞中へは全投与量の1.9%が

5日間でがド池された.
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オルトフェニルフェノールのj代謝 長期間投与におけあ代謝物の推移

牛山慶子*，樺島 l領-Jl!~*，中尾順子*

も叩‘:一 ωC-'Metåbö1ìs而c-õr-ti~Phenylphenol (OPP) in Rats 

Metabolic Profije of OPP，in Rats fed Dietary for Long Period 

KEIKO USHIY AMA六 JUNICHIROKABASHIMA* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords_;オルト.7.."，品ルヱ晶)._ール o・phenylphenol，代謝物 metab口lites， ブェニルハイドロキノン phenyl-

hydroquinorie 

オノレトフェニルフェノール (OPP)は，一般毒性とし ー ω 実験方.:.i去

ては弱く，そのため防徽剤として広く使用されている OPP濃度の比色による定量的:検液 2ml(10 ~ 100 

OPP-Naの長期間投与による尿路障害および勝脱ガン μmol)に Clarkand Lubs溶液pH.9.4 (0， 05M，KC1， 

についての最初の報告は， 平賀らによってなされた1) 0.05M・H3B03，NaOH) O. 5ml， 0.3%ジブロムキノンク

しかし，代謝について，特に長期間投与による代謝物の ロルイミド(エタノール溶液)O.lmlを水で 2mlにし，

変遷についての報告はない.動物は長期にわたる異物の ギルフォード300N分光光度計を用い， 680nmの吸光度

食餌を通しての摂取により，さまざまな適応を示す.そ を誤u定Lた.

の結果として排11止された代謝物が，発ガン性を示すとい OPPおよびその代謝物の測定:OPPおよびその代謝

われているものは，ベンツ (a)ピレンの例のよヨに多く 物は，尿中ではほとんどがグルグロン酸抱合体として排

の報告がある.一方，個体の変化としては，薬物代謝酵 滑されているりのでy そのままでは有機溶媒に抽出でき

素の誘導などそれぞれの異物i乙対応した適応を示すこと ない.そのため，sーグノレクロニダーゼを作用させた.その

がJ動物実験により示されている.私共は，代謝物と， ほかは， Meyerらの方法的をもとに行なった 尿2mlに

誘導酵素の両国からOPP-Naの代謝を;解明するための実 0.2M酢酸バッファー pH4.5， 3ml， sーグノレクロニダ{ゼ
験をすすめているが，本報告は，特化代謝物，排i世の主 (10~20units) を 3TC ， 1晩インキュベートした.反応

たる経路，代謝による構造の変化，勝脱中での濃度など 液を水で 20mlとし 4規定塩酸で酸性にして，ェーテ

について， 130日の長期にわたり，ガスクロマトグラフ ル 10mlで5回抽出した.エーテル層を5%炭酸水素ナ

イ「マススベPトル，高速液体クロマトグラブィーに トリウ町ム 10mlで3回洗った.これを無水硫酸ナトリウ

より追跡した結果を報告し，発ガンの可能性について論 ムで乾燥し，溶媒を減圧留去した. TRI-SILでトリメ

じる. チルシリル化したものと，そのままでガスクロマトグラ

実験材料 フィーにかけたものと，リテンションタイムは異なる

動物:F344/DuCrjラット(日本チ十一ノレズリパ一社〉 が，両方ともきれいに分離したので，以後 TRI-SILは

を4週齢で購入し 5週齢より実験を行なウた. 使用しなかった.このサンプルを後記ガスクロマトグラ

投与方法:固型飼料に2%OPP-Naを添加じ，自由摂 フィ戸にかけた.装震は，島津4BMPF，FID検出器，

取さ4きた.そのほか飼育条件，採尿方法等li，先に報告 3%OV-lガスクロムQ (80~100メッシュ) 0.4x150 

してある2) cm， 80~270'C ， 80/minで昇温させた. キャリヤガス

F試薬:OPP(関東化学)，ブエニノレハイドロキノ γ(東 は，アノレゴン30ml/minで流した. (図1)

京化成)， 4ーブロモジブェエノレ〈関東化学)， '2ージブロム 高速液体クロマトグラフィー用のサンプルの調整は，

キノンクロノレギミド(和光純薬)，カルパゾ~ル(和光純 尿 1mlに前記の酢酸ノミッファー 1mlにかグルグロニダ{

薬)，s.ーグルグロニダーゼJアリル^ノレファターゼ(ベーリ ゼ10.-..;20unitsを入れ，3TC，1晩インキュベートした.

ンガーマンハイム山之内)， TRI-SIL (Pieree chemicβ¥) この反応液に内部標準として， 4-ブロモジフェニルを加

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjtiku-ku， Tokyo， 160 Japa11 
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図1. 尿中フェノール性代謝物のガスタロマトグ

ラム.数字はリテンションタイム

単位は分.

2.78 
opp 

2.55 

Phenylhydroquinone 

。
図 2. JJR中フェノール性代謝物の高速液体クロマ
トグラム.数字はリテンションタイム

単位は分.

え，塩酸酸性として，酢酸ェチル2mlで2回抽出し，酢

酸エチル!習を5%炭酸水素ナトリウム 2mlで、洗い，メタ

ノールで、希釈して用いた.これは， Horningらの方法を

参考にした6) 高速液体クロマトグラフィーの装援は，

バリアン VISTA54(オートサンプラ{付き〉にデータ

システム VISTA401をつなぎ， Micro pak MCH-10 

(0.4x30cm)で"10μlのループをつけ， 1.0mljminでメ

タノールを流し， 300nmの吸光度で検出した. (図2)

グノレクロン酸の定量:検液をスルファミン酸 0.4M，

ホウ酸ナトリウムO.lMの混液で0.2mlとし，濃硫酸1.2

mlをよく混和し， 0.2%カルパゾール(ェタノール溶液〉

0.05mlを加え， 10分間沸騰水中で加熱し，冷後富士光

中(皿
fAU-戸』守4ι，.u

話。
トlIE

図 3. 尿中代謝物のマススペクトラム.

右上はフェニルハイドロキノンの構造式

(mol/l) 

r\~~~I~I/!二
40 80 120 

(da¥'s) 

図 4. 尿中 opp濃度の変化
横車由は投与日数.0オス，・メス.上下の線は
標準偏差. (n=5) 
本 P<0.05 料 P<O.Ol

霞光度計 ADS-Hgを使用して， 540nmの吸光度を測定

した.

結果と考察

尿中フェノーノレ性代謝物をガスクロマトグラフィーで

調べたところ，ピ{クが2つ検出された(図1).標準物

質との関係より， リテンショ γタイム 9.54分の物質は

oppである. りテンショシタイム14.02分の物質を確認
するために，マススベクトルを調べた(図 3).標準物質

フェニルハイドロキノンのリテンションタイム，フラグ

メントともに一致したので，この代謝物をフ zニルハイ

ドロキノシと確認した.一般の芳香族化合物と同様， よ

り極性の大きい水酸化の方向に代謝されている.この代

謝物の毒性に関しては，現在さまざまな方向から調査さ

れているト的.

尿中 opp濃度の変化については，図4に示したが，
45日までは，オス (O.OSmoljl)，メス(0.02moljl)の聞

にかなりの差がみられた.じかし，それ以後，、差は減少
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(mo1/1) 

0.07. 

0.01 

40 80 120 
(da~rs) 

図 5. 尿中フ zニルハイドロキノン濃度

横軸は投与日数.0オス，・メス.上下の線は

標準偏差. (n=5) 

* pく0.05 帥 P<O.Ol

し，両方とも 0.02mol/l前後であった.代謝物フェニノレ

ハイドロキノン濃度(図5)は， 80日までは，オスとメ

スとは有意に差が認められたが，それ以降はメスもオス

と同じ位まで上昇した.

尿中ク。ルクロン酸濃度の変化(図6)は， OPP濃度の

変化と一致して， 45日まではオスとメスの聞には，有意

に差があった oppおよび代議l物の排池量に対応して，

グルグロン酸量は変化しているようである.

オスは，早い時期に代謝酵素が誘導され 7ェニルハ

イドロキノンを大量に排i世する.メスは，オスと同程度

に代謝するようになるのは，かなり遅い時期であると考

えられ， P-450の増加のパタ{ンを解析すると，この現

象と一致し，オスでは， OPP投与群で明らかな上昇を

示し，メスでは，その差は著しくはなかった10) 尿中代

謝物の質的な差異に加えて 10rnM以上とし、う濃度の量的

な差異が示す代謝の相異が，オスに著しく早い勝目だガン

の発生を説明できるのではないか， と考え実験をすすめ

ている.

れ¥/?¥¥kI
(mol/1) 
0.05 

f.'トj/¥Jご:二
15 30 45 (days) 

図 6. 尿中グルグロン酸濃度

横軸は投与回数.0オス.メス.上下の線は

標準偏差. (n=5) 
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オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)の

ラット尿中酵素活性およびタンパク質への影響

長井二三子*，中尾)1慎子*

Effect of o.Phenylphenol Sodiurn Salt (OPP-Na) 

on Enzyrnes and Proteins in Rat Urine 

FUMIKO NAGAI* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:オルトフェニノレフェノーノレ o-phenylphenol， ラット rats，尿 urine，r-グルタミルトランスベプチ
ダーゼ r-glutamyltranspeptidase(r・GTP)

緒 言

オルトフェニルフェノ{ル (OPP)は輸入柑橘類の防

かび剤として使用されているが，当毒性部においてOPP

ナトリウム (OPP-Na)のラットへの長期投与がぼうこ

うがんを発生させることを報告1)した. さらにこの発が

んの機構を解明するために種々の検討2ーめが行われてい

るが，著者らは前報4)において細胞膜酵素に注目し，尿

中に出現するトグルタミルトランスベプチダーゼ (r-GT

P)の活性および肝，腎中の r-GTP，アルカリフォスフ
ァターゼ， Na， K-A TPaseなどの活性への OPP-Naの

影響について報告し，特に著しい肝 r-GTPの活性上昇

Sepharose Cl-4Bのカラムを用い， 200mM NaCl， 10 

mM  Tris-HCl pH8.0の溶出液によって行った.約

1 mlのラット尿を上記のカラムにより分画し， 溶出さ

れた液を ISCOMODEL UA4吸収モニターを用いて

280nmの吸収を記録しながら分画した，分画液について

r-GTP活性， アルカリフォスファターゼ活性の測定お
よび SDS-PAGEを行った.さらにラット尿をベックマ

ン超遠心機により40Aローターで40，000rpm，一時間遠

心し，上清と沈殿にわけ，これらについても SDS-PAGE

を行った.

結 果

を報告した.今回は主として尿中に現われる 7・GTPの OPP-Na投与による尿中r-GTP活性の変化を約20週
活性やタンパグ質についてOPP-Naがおよlぎす影響を尿 間にわたって観察し，結果を図1に示した.対照若干，投

のケ、ルクロマトグラフィヘ SDSポリアクリルアミドゲ 与群ともに雄ラ γ ト尿中 r-GTP活性は雌よりも高く，
ル電気泳動などによってくわしく調べた OPP開Na投与の影響は投与開始一日目ですでに現われて

方 法 おり，雄雌ともに OPP-Na投与群の活性が減少してい

4 週令のフィッシヤ~ (F344/DuCrj)ラットを日本チ た.その後約20週間の観察期間中常にOPP-Na投与尿の

ヤールズリバ{社より購入し，一週間予備飼育後，2% r-GTP活性は対照群に比べて低下を示した.
OPP-Na含有飼料を用いて約4ヶ月間飼育し，その間ー 尿中に出現するタンパク質と酵素活性の関係を知る目

日につき6時間尿を集めた.飼育および採尿に関する詳 的で，ラット尿のゲルクロマトグラフィ{を Sepharose

細は前報において樺島等5)が報告した.本実験に用いた Cl-4Bを用いて行った.図2に投与開始後2週間目の雄

尿は，すべて採尿後ビスキングチューブにつめ 4
0

Cでー と雌のラット尿のゲソレクロマトグラフイ{の結果を示し

晩再留水に対して透析したあと-800Cに保存したもので た. r・GTPおよびアルカリフォスファタ{ゼの活性は

ある. ボイドボリウムに相当する溶出量50mlの部位にある280

r-GTP活性，アノレカリフォスファターゼ活性は前報4) nmの吸収ピ{クに一致していた OPP-Na投与尿のゲ

に示した方法で行った SDSポリアグリルアミドゲル電 ルグロマトグラフィーにおいてはボイドボリウムに溶出

気泳動(SDS-PAGE)はLaemli6)またはFairbankset a17) される r-GTP活性もアルカリフォスファターゼ活性も
の方法に従った. 減少していた.ボイドボリウムに溶出してくるタンパク

ラット尿のゲ‘ルクロマトグラブィーは 2.6x30cmの 質は対照群では飼育日数を増すごとに増大し， Opp司Na

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



mαle 

sOO I 0: control 
・:OPP-Na 

600 

ε 
だ 400
C 

コ
ε 
〉、

ー
〉

25 200 

femal E' 0: control 

・:OPP-NQ 

三勾O

C
コ
.
戸
」

〉、

.三 200

u 
0 

東京衛研年報 33，1982 459 

す-GTP，ALP 
←ーーー-l

male 
control 

Ti--ι

一

T
-
ー

‘

一

z，
‘

ム

γ

・
i

一

Ti--ム
一
T.ム一
T
I
l
l
-
-
vム

ム

σ

-

T

l

@

i

一

γ
L

・
l
l
a

一

T
l
l
E
l
A
U
1
1
1
1
1
T

ム・JA
・F

ロ

-

Y
〈

V
‘

az

T
d
A
V
 

〒

O--
白

'A
5 10 15 
weeks 

5 

)>0目04i 
・.
N 
co 
<::> 0.021 

。ι
トーーー寸 OPP-N口

l
i
t
-噌
E
'
P
I
f
i
l
i
-
-
B』
』

'
E
Eム

A
H
V

'h守
内

d

n

v

《

n川U
v

n

U

A
川

ν

《
H

〉

M

∞口

100 150 50 

J
 
i
 
m
 

-

femロle
百-GTP，ALP control 

)> 0.0ι1 トー→ ~ I 
N I / ， 
~ 0.02~ 八/' '---、 l

01 

20 

ト---1 OPP-Na 

)>0.04j /¥  I 
ト01/、
:?50.02L/'.- _/ "------I 
0'--0 ・
o 50 100 150 

(mll 

図 2. ラット尿のゲ、ノレクロマトグラム

縦軸 O.D.280nm，横軸.溶出量 Cml)

20 

アルブミ γ分画の増加を示し，分子量60，000附近のペプ

チドの欠損が見られた.雌尿についてはアルブミンに相

当する部分に若干の増加が見られる程度であった.

考察

尿中のr-GTP活性はOPP-Na投与開始一日目より減
少していた.また尿の SepharoseCI--4B によるゲソレタ

ロマトグラフィーによる結果から r-GTPとアルカロフ
ォスファターゼ活性はボイドボリウムにのみ現われ，

OPP-Na投与尿ではr-GTP活性の減少とともにボイド
ボリウムに出てくる分厨のタンパク質が対照尿より少な

図 1. OPP-Na投与ラット尿中 r-GTP くなった.尿中の r-GTPおよびアルカリフォスファタ

活性の変動 {ゼは腎由来であると考えられており尺腎のr-GTPや
アルカリフォスファタ{ゼは尿細管の上皮細胞に高い密

投与雄ラット尿においてはこの部分に溶出されるタンパ 度で分布すると言われている.ゲノレろ過の結果および遠

ク質の増加率は対照に比べて低かった.また，雌ラット 心分固による結果からラット尿中の r-GTP，アルカ P
OPP-Na投与尿では増加傾向はみられなかった. C図3) フォスプァターゼはこの上皮細胞のターンオーバ{に伴

次いでこれら尿中タ γパク質のペプチドの大きさを って尿細管から尿中に直接逸脱してきた細胞またはその

SDS-PAGEにより調べた OPP-Na投与により次第に 破片中に存在していると考えられた.OPP-Na投与によ
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図 3.

days 

投与日数とボイドボリウムに分画されるタ

γパク質量との関係

縦軸:投与開始日のボイドボリウムに分間

されるタンパク質量に対する比率.

って尿中の r.GTP活性が減少したのはOPP.Na投与に

よって尿路系上皮に何らかの損傷が生じた可能性を示唆

した.しかし尿細管障害の場合増加するといわれている

んぺグログロブリ γ(M.W. 11800)的の含量については

SDS.PAGEでは見い出すことができず，今後さらに検

討しなければならないであろう.

またゲノレグロマトグラフィ{によってボイドボリウム

に分画されてくるタンパク質は SDS.PAGEによるとペ

プチド量10万ダ、ルト γのものが主なバソドであり， 後

半に溶出されてくる部分にはアルプミ γやそれよりも分

子量の小さいパソドが見られた.これらのことは尿を

105， OOOx g，一時間遠心し，沈殿と上清に別けてSDS-

PAGEしたところ， 沈殿部分では10万のパγ ドが主で

あり，上清部分ではアルブミシ部分およびそれよりも低

分子量のものが見られた結果とほぼ一致した.

原尿の SDS.PAGEでは OPP.Na投与尿ではアルブ

ミγ含量が増加しており，糸球体の障害による透過性の

允進も生じている可能性を考える必要があろう.

in世itroの OPP.Naの r.GTPの阻害については，

OPP.Na， 1xlO-3M により r.GTPは阻害されず，
OPP.Naの代謝産物のフェユルハイドロキノ γでは1x

'-Vo.J L..Ve・J ¥.. contror'.J ¥... opp明 Na -ノ

図 4. ラット尿の SDS-PAGE.

7.5%の Laemliの系によって泳動した.
Control:対照ラット尿

OPP-Na : OPP-Na投与ラット尿
Vo・ゲルろ過によって得られたボイドボリウム

分画

Ve :ゲルろ過によって得られた後半の分画

1O-3M で約30%の阻害が見られた.牛山ら10)によれば

OPP.Na投与ラット尿にはOPPおよびその代謝産物で

あるフ zニルハイドロキノンのグノレグロ γ酸抱合体が

20mM以上存在するので， これらのものが直接的に

r.GTP活性を阻害ずることが考えられる. しかし本実

験に用いた尿は透析尿であり，OPPおよびOPP由来物

質はほぼ除去されているので活性測定時にはこれらのも

のによる阻害は考えられない.これらの物質が尿中に存

在するr.GTPを不可逆的に失活させる可能性もあるが，

Sepharose CI-4Bを用いた分画の結果から，尿路系上皮

の障害が主たる変化と考えられる.

要約

1) OPP.Na投与ラヅト尿の r.GTP活性は投与開始

1日目より約20週間の飼育期間中，常?と減少していた.

2) ラット尿中 r.GTP， アルカリフォスフナターゼ
は SepharoseCI-4Bによるゲルろ過で、ボイドボリウム

に溶出されてきた.

3) OPP.Na投与尿はゲルろ過によるとボイドボリウ

ムに溶出される r.GTP，アルカリフォスファターゼ活

性およびタシパグ質が減少した.

4) OP.P.Na投与尿中のアルブミ γの含量が増加し

Tこ.
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オルトフェ二ルフェノールナトリウム (OPP-Na)の

ラ'Y 卜尿中酸性フォスファターゼにおよlます影響(第2報〉

樺島 )1慎一郎*，中尾 )1原子*

Effect of Sodium 0・Phenylphenate(OPP-Na) on Acid 

Phosphatase in Rat Urine (11) 

]UNICHlRO KABASHIMA* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:酸性ブォスファターゼ acidphospha tase， オルトフェニルフェ/-ノレナトリウム sodium0・pheny.l，

phanate， ラット尿 ratunne 

緒 宅Z
Rヨ で今回は， 尿中潜血発現時期を知るためと， AcP活性

変動の再現性を検討するために再実験を行った.また，

OPP-Na 摂取ラットで排11!!:される OPPやフェニノレハイ

ドロキノン丸田(以下PHQと略す〉などの AcPへの影

響についても検討を行った.

実験材料および方法

1. 実験動物，飼育条件，投与方法，測定方法 前報口

に準じて行った.

前報1)で，防カビ斉jオルトフ zニノレフェノールナトリ

ウム(以下OPP-Naと略す) 2%添加飼料摂取ラットの

尿の pH，蛋白， グノレコース， ケトン体と潜血の尿試験

紙による検査と酸性フォスファターゼ(以下 AcPとl略

す〉活性の変動について報告した.その際，尿試験紙に

よる検査は試験37日目以後の尿について行ったため，雄

ラットではすでに潜血反応が陽性のものがあった.そこ

明 150
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Fig.2. Effect of OPP-Na on Urinary Acid Phosphatase Activity in Rat (Male) 

o Control ・2%OPP-Na 
2. 採尿方法採尿は雌雄ともに.投与開始後12日目 3. 尿中AcP活性の測定 測定方法は前報1)に準じて

までは毎日，以後は1週1回の割合で、採尿を行った.前 行い， OPPや PHQによる阻害の有無や， OPP.Na投

回の実験では，投与初期にはラットが小さく，尿量が少 与ラットの透析尿が対照群の尿に与える影響についての

なかったため，測定に支障をきたした.そこで今回は， 検討を行った.

1台の代謝ケ{ジにラットを3匹ずつ入れた.その他の 実験結果と考察

採尿操作は前報1)と同様の方法によった.採尿後，尿を 一般状態および体重雌の投与群で外陰部付近の体毛

2分し，一方は原尿のままー300 に保存し，化学分析お! が茶褐色になったが，ほかは対照群と変わらなかった.

よび生化学的分析に供した.化学分析については牛山 体重は，雌雄とも投与開始直後から多少の増加の抑制が

ら的が，生化学的分析については長井ベ中川町らが報告
l

認められ，前報1)の結果と同様であった (Fig.l).

する.もう一方は，氷室中でピスキγグチュ戸プを用い 尿検査 Table1に投与開始4日目から70日目までの

て透析を行った.透析には再蒸留水 2lを使用して一夜 尿検査の結果を示した. pHは投与初期から投与群の方

の透析を行い，透析外液は IIずっとして， 1回だけ透 が高い傾向があり，蛋白は，雌よりも雄の方が高く，雄

析外液を交換した.透析尿は，ー500に保存し，AcPi活 では投与開始7週目から，対照群に比較して投与群の方

性の浪u定を行った. が高い傾向を示した.またグルコ{スとケトン体はすべ
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て陰性であり，前回の実験とほぼ同様の結果であった. 著明な活性の低下が起り，雌では投与開始の翌日から，

潜血反応、は，雌では投与開始4日自にすでに陽性のもの 雄では2日目から，対照群と比較して明らかに有意な差

があり，その後21日目までは陽性のものが認められた. があった AcP活性は， Fiske-SubbaRowの方法によっ

雄では， 12日自に1例陽性のものが認められた.このこ て，遊離したリン酸を定量するため， リン酸の発色に対

とから雌ではかなり強い一過性の障害が腎あるいは尿路 する尿の影響を検討したが盲検値が幾分高くなるが大き

系に起り，以後回復しているものと推察されるが，雄で な影響はなかった.透析後の尿中にも OPPやPHQが

は初期における陽性例はわずかに1例であるため，腎や 少量存在する可能性もかなり高いため， OPPゃPHQに

尿路系の障害によるものか他の原因によるものか不明で よる AcP活性に対する阻害についても検討したが，両

ある.その後の検査では，雄に42日目から潜血反応が陽 物質とも，データーには示していないが，0.5mMから

性のものが出現し，以後，反応の出現と消失をくり返し 5mMの濃度では阻害は認められなかった. また対照群

ながら，全体的に陽性の度合が高くなる傾向を示し， の透析尿にOPP-Na投与群の透析尿を添加して AcP活

前報1)の結果と一致した. 性を測定した結果，対照群の尿20plの活性を100%とし

尿中 AcP活性 Fig.2およびFig.3に酵素活性の変動 たとき，対照群の尿にOPP-Na投与群の透析尿を 20，

を示した.前報1)での報告と同様に，投与開始直後から， 50， 100μJを添加したとき，それぞれの残存活性は， 88 
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%， 84%， 28%となった.この結果からOPP.Na投与群 低のレベルに達し，以降これを持続した.OPpやPHQ

の透析尿には，活性の阻害作用があることが認められ， の濃度が5mM以下のときには， AcP活性は阻害を受け

たかい酵素活性測定に用いた量では阻害度が10%前後で なかったが， OPP.Na投与ラグトの透析尿は，対照群の

あるため単なる代謝物の阻害とは考えにくい.また長井 尿中の AcP活性を阻害した.

らによって， OPP司Na投与群の尿中には酵素量自体が少 文 献

ないか，酵素の活性が低いことが報告されているが4，ぺ 1)樺島順一郎，中尾順子:東京衛研年報， 32-2， 61， 

OPP.Na投与群での AcP活性が低いことは，アノレカリ 1981 

フォスファタ{ゼや7・GTPなどと関連ある障害が起つ 2)大槻慶子，樺島順一郎，中尾11関子:東京衛研年報，

た結果であると推察される.なお前報口での， AcP活性 32-2， 51， 1981 

を示した図では活性の単位に誤りがあり，実際の活性は 3)牛山慶子，樺島順一郎，中尾順子.東京衛研年報，

表記の1/10である.

まとめ

OPP.Na2%添加飼料摂取ラット尿の潜血反応とAcP

活性の変動を検討した.

1. 潜血反応は，雌では4日より認められたが，その

発生頻度は，だんだん減少し15日以降，一度完全に消失

した.雄では， 42日目より発現し，出現と消失をくり返

した.

2. 尿中の AcP活性は，雌雄とも低下し， 2日で最

33， 455， 1982 

4)長井二三子， 中尾順子:東京衛研年報， 33， 458， 

1982 

5)中川敦子，中尾11慎子:東京衛研年報， 33， 473， 1982 

6) Fiscke， C. H. and SubbaRow， Y. H. ; f. Biol. 

Chem. 66， 375， 1925 

7)長井二三子，中尾11頂子:東京衛研年報， 32-2， 57， 

1981 
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オル卜フェニルフェノールナトリウム (OPP幽Na)の

ラヴ卜尿中アルカリフォスファターゼにおよ{ます影響

小林博義て樺島順一郎*，中尾 j慎子*

Effect of Sodium 0・Phenylphenate(OPP-Na) on Alkaline 

Phosphatase in Rat Urine 

HIROYOSHI KOBA YASHI*， JUNICHIRO KABASHIMA* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:アルカリフォスファターゼ Alkalinephospa tase， オノレトブェニルフェノ{ルナトリウム Sodium-

o-phen)匂henate，ラット Rat，尿 Urine

緒
モ吾

日

オルトプヱニルフェノーノレ(以下 OPP)は食品添加

物として，柑橘類の防カピ剤に用いられている.当部で

行なった，急性および亜急性毒性試験の結果，オルトフ

ェニルフェノーノレナトリウム(以下 OPP-Na)は尿路

系に障害を示し， さらに勝脱での腫湯発生が報告1喝さ

れている.先に OPP-Na投与ラットの尿中酵素の変動

と勝脱腫場の関連として樺島らが酸性フォスファターゼ

におよぼす影響を検討して発表したり.今回OPP-Na投

与ラットの尿中アルカリフォスファターゼ活性(以下

U-ALP)について検討したので報告する.

実験材料および方法

実験動物 フイッシャー系ラット F344jDuCrj(日本

チヤールスリバー社〉を生後4週令で購入， 1週間予備

飼育し5週日より， 2% OPP-Na含有国型飼料(日本

クレアCE-2)で159日間飼育した.

尿は，メタボリカ(スギヤマゲン製〉で採取し，再蒸

留水で透析後酵素活性測定舟尿として調製4)し，ガラス

ピンに密封し， -800 で保存した.測定にあたり，氷水

中において融解後測定に用いた.なお採尿，透析条件は

棒島の報告Uの通りである.

試薬 Pーニトロフェニルリン酸ニナトリウム，試薬

東京化成工業株式会社製水酸化ナトリウム試薬特級，

関東・化学株式会社製，グリシン，塩化マグネシウム 試

薬特級，和光純薬株式会社製を用いた.試薬調製は再蒸

留水を用いた.

測定方法

1) U・ALP活性の測定法 Bessey Lowry Brock法

に準じて行なった.すなわち0.05Mグリシン緩衝液(pH

10.50) 250μIに検体20μJを加え37030分 incubationし

0.02N. NaOHを加えて反応停止後氷水中に浸し，吸光

度(400nm)をただちにギルフオ{ド300N分光光度計に

より測定5)した.

なお樺島らりはOPP-Na投与ラットの尿中にOPP四 Na

ならびに代謝産物が含有されているため測定に支障をき

たしたことを報告しているので，このことについて，本

条件下で検討し，支障がないことを確認した.

2) 血清生化学的検査断頭採血後に冷却遠心機で，

1時間3000回転で分離して得た血清を -800に保存し，

測定時氷水中で融解し実験に供した. 自動分析装置6)

日立M400により，総蛋白量(TP)，グノレコース量(GLU)

尿素窒素量(S-UN)，グルタミン酸ヒ。ノレピン酸アミノ基

転移酵素活性 (GPT)グルタミン酸オキザロ酢酸アミノ

基転移酵素活性 (GOT)，アルカリフォスファターゼ活

性(ALP)，総コレステローノレ量 (CHO)アルブミン最

(ALB)について測定を行なった.

結果

1) 尿中ALP活性 Fig.1に示したように，尿中ALP

活性は雌雄とも OPP-Na投与群では投与開始24時間後

の尿ですでに ALP活性の低下がみられ，以後OPP-Na

投与群 ALP 活性は対照群の50~30%の値を示した.

2) 血清生化学的変化 Table 1に示したようにOPP

-Na投与群において，全般的に著明な変化はみられなか

ったが，雌の GOTのみが有意に低下した.

考察

OPP-Naは尿中 ALPに対して投与開始後早期より

抑制的作用を有する結果を得た，市川らりは， OPP_14C 

を用いて，ラットの生体内運命に関する実験を行ない，

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo. 160 Japan 
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1回投与では比較的早く (24時間)，その多くが体外に排

出されることを報告している.また大槻らB，町はOPPお

よび代謝産物である， 2， 5ジハイドロオキシジフェニ{

ノレの尿中排池も速いことを報告じている. このことから

今回得た OPP-Na投与ラット尿中 ALP測定の結果は

OPPならびに代謝物質による阻害の可能性が推察され
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血清生化学的検査の結果は，全般的にみて著明な変化

はみられなかったが， GOTが雌にのみ対照に比し有意

に低下した.

一方，井口らへ 様島ら的により尿のpHが OPP-Na

投与群でアルカリに傾くことが指摘されているが，この

pHの変化は尿中 ALP活性に影響するほどでないと考

える.

また棒島4)らは尿検査〔ろ紙法，マイルス社製〕をOPP

-Na投与4日目より行なっているが，尿検査結果の潜血

と本実験より得た ALP活性測定結果は相関はないよう

に思われる.データ{には示さなかったが， 対照尿に

OPP-Naを添加した時 ALP活性が抑制されなかった

ことより OPP-Na投与群でみられる尿中 ALP活性の

減少は OPP-Naそのものでなく何らかの代謝産物の作

用か， ALP酵素蛋白の減少ではないかと推察される.

今後この方面の研究をすすめたい.

まとめ

OPP-Naの2}百添加飼料をラット雌雄に投与し，

中 ALP活性を測定しつぎの結果を得た.

尿中 ALP活性は，雌雄ラットにおいて投与直後より

減少し，継続した.
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オルトフェニルフェノール投与ラット肝ミクロゾームフラクションの SDSゲル電気泳動像

藤谷和正六牛山慶子犬中尾順子*

SDS・GeI-ElectrophoreticProfile of Liver Microsome Fractions 

of Rats Injured with 0・Phenylphenol

KAZUMASA FUnT ANI汽 KEIKOUSHIYAMA* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:オルトフェニノレフェノール o-phenylphenol，肝ミクロゾーム livermicrosome，チトクロームP-450

cytochrome P--450， SDSゲノレ電気泳動 SDSgel electrophoresis 

緒言

オノレトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)投

与により， ラットの尿路系の発癌が報告されている1)

尿中代謝物の排准は，グルクロン酸抱合体としてのOPP

の他に， 5の位置がOH化された2，5-dihydroxydiphenyl

(phenylhydroquinone， PHQ)が約1/3含まれていた色町.

このことは肝中でのOH化が活発に行われていることを

推定させ，肝薬物代謝活性についての変動に輿味が持た

れた.本報告では， cytochrome P--450を指標として

肝中薬物代謝酵素を，また SDSポリアクリノレアミド電

気泳動により肝ミクロゾ{ム中のベプチド分子の変動を

調べた.

材料および方法

実験動物 ブイツシャー系ラット (F344/DuCrj)雌

雄 4週令のものを日本チャールズリバー紛より購入，

1週間予備飼育後， 2% OPP-Naを含む飼料で約5カ

月間飼育した.飼育の詳細は，樺島ら4)が報告した通り

である.

実験方法 1.肝ミクロゾーム函分の調製 100日目お

よび165日自にラットを断頭屠殺し，採取した肝臓，各

群 2~3匹分を 0.9% NaClで潜流洗淋後，川野ら町の

方法に準拠して肝ミクロゾ{ム画分を調製 4倍容の

O.lMリン酸緩衝液pH7.0に懸潤希釈して凍結保存し，

以後の実験に供した.

2. タンパク濃度の測定 タンパクの定量は Brad-

ford6)の方法により，標準として BSA溶液を用いた.

3. 電気泳動による分画 ミクロゾーム画分の一部を

分取し， 10μg/μJになるように水で希釈して泳動用試

料とした.電気泳動は Fairbanksらわの方法および

Laemmli田の方法に準拠， これを改変し， SDSポリアク

リルアミドスラブゲル電気泳動を行なった.

(1) Fairbanksらの方法を改変した方法 分離ゲノレは

終濃度7.2%acrylamide， 0.27% Bis(N， N'-methylene-

bisacrylamide)， 40mM Tris， 2mM EDT A-2Na， 

20mM sodium acetate (pH 7. 4)， 1 % SDS (sodium 

dodecyl sulfate)， 0.025% TEMED (N， N， N'， N'-

tetramethylethylenediamine)， 0.15% ammonium per開

sulfateで， 2mm厚とした. スベ{サーゲノレは終濃度2.8

%acrylamide， 0.105%Bis， 20mM Tris， 1mM EDT A 

-2Na， 20mM sodium acetate (pH 6. 4)， 1 % SDS， 

0.05%TEMED， 0.3% ammonium persulfateとした.

試料を処理用緩衝液と混ぜ，終濃度 5μg/μ1protein， 

10mM Tris-HCl (pH8.0)， 1mM EDT A-NaOH (pH 

8.0)， 10% Sl1crose， 1 % SDS， 40mM DTT (dithio-

threitol)， 50μg/ml Pyronin Y とし， 45~50oC の水浴

中で20分間加温した.分子量の標準として Pharmacia

Fine Chemicalsの ElectrophoresisCalibration Kitを

同様に処理した.

泳動緩衝液は終濃度40mMTr叫 2mMEDT A-2Na， 

20mM sodium acetate (pH7.4)， 1 % SDSを用いた.

試料溶液各10μfを夫々の wellにのせ， 40V定電圧で

泳動を始め， dye frontが分離ゲルにはし、りきったら 80

V定電圧に変えた.はじめから，およそ4時間で終了し

た.

染色条件は①液 25% isopropylalcohol， 10% acetic 

acid， 0.025% CBB R-250に一晩浸演し， 次に②液

10% isopropylalcohol， 10%acetic acid， 0.0025% CBB 

R-250 に 4~6 時間浸漬，最後に③液 10% acetic acid 

に替え，発泡ウレタンを浮かべて約50
0

Cの水浴中で，時

々液を交換して一日以上浸潰した.

水東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3ー24-1
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Pub日cHealth 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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(2) Laemmliの方法を改変した方法 分離ゲルは終

濃度 10%acrylamide， O. 267% Bis， 0.15M Tris-HCl 

(pH 8. 8)， O.l%SDS， 0.05% TEMED， 0.5%ammo-

nium persulfa te，スベーサ{ゲルは3%acrylamide，0.08 

% Bis， 0.0625M Tris-HCl (pH6.8)， 0.1% SDS， 

0.05%TEMED， 0.1.9五ammoniumpersulfateとした.

試料を処理用緩衝液と混ぜ，終濃度5μg/μ1protein， 

0.0625M Tris-HCl(pH6.8)， 15% glycerol， 5 % SDS， 

2 %s-mercaptoethanol， 3ppm BPBとし， 45~50oC 

の水浴中で:'20分間加湿した.

泳動緩衝液は 0.05MTris， 0.384M glycine， O. 1% 

SDSとした.

他は， (1)と問様に行なった.

4. cytochrome P-450 の測定 Omura and Sato 

の方法町により 500~400nm を走査することにより，

dithionite還元型P-450のCO差スベクトノレを測定し，

P-450の分子吸光係数を

91cm-lmM-11450nm-490nm I 

としてP-450濃度を求めた.

結果

SDSポリアクリルアミドスラプ電気泳動の結果を写真

1， 2に示す.写真1(Fairbanksらの方法 7.2%アグ

リルアミのでは， OPP投与群でオス・メス共に phos-

phorylase bのサブユニット (94，000dalton)付近のおよ

そ 96，OOOdal tonと ovalbumin(43，000 dalton)付近の

およそ 46，000daltonで，パンドが薄し、か消失している.

写真2(Laemmliの方法 10%アグリルアミド〕では，投

与日数100日目および165日目とも OPP投与群で，オス

のみovalbumin付近に新たなノミンド，およそ45，OOOdal ton 

が生じている.また，対照・投与両群のオスとメスの肝

ミクロゾ{ムタンパクのパターンに若干の性差が見ら

れる.写真1の投与群で薄くなるか消失している phos-

phorylase bのサブユニット付近は，写真2では差が見

られない.

cytochrome P-450の測定結果は表lに示した. オス

のOPP投与群で活性の2倍以上の上昇を示した.メスで

は対照群との差は殆んど認められなかった. また OPP

投与により増加したピークは，吸収のmax.が450nmで‘

あった.

まとめ

OPP-Naを含む食餌で飼育したブイヅシャー系ラッ

ト(F344/DuCrj)の肝薬物代謝酵素の誘導を分光学的方

法および SDSポリアクリノレアミド電気泳動により分析

した.

薬物代謝酵素は， P-450の増加を測定した結果，オス

のラット肝でOPP-Na投与群は対照群の約2倍を示し，

メスでは著しい差は無かった.

SDS電気泳動の結果は，ペプチドの分子量45，000付

近にバンドの増加が見られた.欠損するバンドも検出さ

れたが，何に対応するかは不明である.

種Aの薬物代謝酵素誘導剤との比較で見るとOPP-Na

により誘導された酵素はフェノバノレビターノレに近く，吸

収の max.が450nmにあった.
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SDSポリアグリルアミドスラブゲル電気

泳動の染色像 (Laemmliの方法
10%アグリルアミド〉

MC オス対照群， MO  オス投与群，
FC メス対照群， FO メス投与群

左半分が投与後100日目，右半分が投与後
165日目の肝ミグロゾーム.
→のところに差がある.
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アデニレートシクラーゼにおよぼすオルトフェニルフェノール (OPP)

およびその関連物質の影響

中川敦子ぺ中尾)1頂子*

Effects of←PhenylphenoI (OPP) and its Related Compounds on Adenylate Cyclase 

ATSUKO NAKAGAWA* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:オルトフェエルフェノール o-phenylphenol，サイクリック AMPcyc1ic AMP，アデニレートシダ

ラーゼ adenylate cyc1ase 

緒 言

オルトフ zニルフェノールナトリウム (OPP-Na)を

長期間経口投与したラットでは，尿路系にガンの発生が

みられることが報告1)されている.前報2)においてOPP-

Na投与期間中の尿中サイクリック AMP (c-AMP)お

よびサイグリッグ GMP(cーGMP)の変動制u定した結

果，←AMPの減少と c-GMPの増加がみられることを

報告した.更に c-AMPの減少は組織中のホノレモン感

受性アデニレ{トシダラーゼ (AC)活性の低下に起因

する可能性も指摘2)した.

今回は経口投与した OPPのACにおよぼす作用を分

子レベルで、明らかにするため， OPP-Naを長期間投与

したラットより得た膜標品ACに対する OPPとその代

謝物の作用， OPP関連物質によるAC活性の阻害， お

よび織成成分の異なるACに対する OPPの作用につい

て invitroで観察した.

実験方法

試薬 OPPおよび3，4-ジヒドロキシジフ;r.ニル(3，4-

diol)は関東化学工業， メタフェニノレフェノーノレ(mPP)，

パラフェニノレブェノ{ノレ〈ρPP)， 2， 5ージヒドロキシジ

フェニル(2，5一diol)，ジフェニノレは東京化成工業， 2，2'ー

ジヒドロキシジブェニル (2，2ιdiol)，4， 4'ージヒドロキ

シジフェニル(4，4'-diol) ， NH4 V03は和光純薬，ATP 

はシグマネ土の Grade1， c-AMP， GTP， Gpp (NH)p 

はシグマネ土， cα_32P) ATPはラジオケミカルセンター，

コール酸は日水製薬のもので精製したものを使用した.

forskolinはカルピオケムのものを使用した.

ACの調製 酵素標品は前報2)で使用した雄のラット

(すなわち2%OPP-Na添加飼料を21週間投与したも

の〉の脳，肝臓， 腎臓より調製した. 肝臓2)・腎臓2) • 

脳3)の酵素標品およびニッコ{ル可溶化酵素標品は既

報4)の方法に従った. コーノレ酸可溶化酵素はStri ttma tter 

等の方法町による preparation Aを酵素標品として使用

した.

AC活性の測定 AC活性の測定は Salomon等の方

法6)に従った OPPおよびその関連物質を作用させる

時には，基質を除いた状態で30'C10分間 preincubation 

した後，基質を加えて反応を開始した.

タシパク質は BSAを標準として Lowry法7)および

Bradfordの方法B)に従って測定した.

実験結果

対照および OPP-Naを投与したラヅトの脳から調製

した膜標品ACに対する OPPの阻害を図1に示した.

いずれの酵素標品も同ーの阻害曲線を示し，半阻害濃度

はおよそ5.5x10-4Mとなり， OPP-Naを連続投与して

もACの OPPに対する感受性は変化しなかった.また

NaF存在下でのAC活性も OPP投与による影響はみら

れなかった.

対照およびOPP-Naを投与したラットの組織中のAC

活性を図2に示した. 各組織とも OPP-Naを投与した

ラットの NaF存在下でのACが低下していた.

牛山等9)によりラットにおける OPPの尿中代謝産物

に 2，5-diolが存在することが明らかにされたので， 膜

標品ACに対する 2，5-diolの影響を調ベ図3に示した.

2，5-diolによるACの阻害も対照とOPP-Naを投与した

ラットで差がなかった.また 2，5-diolの半阻害濃度は

およそ1.5xlQ-3MでACに対する作用はOPPよりも弱

かった OPP関連物質のACにおよぼす影響を図4に

示した. 3種の monohydroxydiphenylは同程度の阻害

を示し， dihydroxydiphenylよりも強く阻害する傾向が

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3ー24ー1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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図1. OPPによる ACの阻害曲線
ラット脳より得た膜標品ACに対する oppの
阻害を opp無添加時の活性に対する%で表わ

した.
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対照および oppを21週間連続投与したラット

から得た組織中の AC活性 NaFの終濃度は
1O-2M で使用した.

みられた.

ACは catalyticunit (C'U)， GTP bindi時 unit

(G・U)および receptorunit (R・U)より構成され活
性の発現にはりん脂質が関与する 10)とされているので，

AC構成分の異なる 3種の酵素標品を用い各標品に対す

る opp による阻害を比較した.~酵素ーは全ての構成分

を含み， ニッコール可溶化酵素はりん脂質の添加で、ホノレ

モン感受性ACに回復し， コ{ノレ酸可溶化酵素は C・U
に富むものであるが，表1に示すようにいずれの標品で

も oppによる阻害は同程度であった.またコ{ル酸可

溶化酵素はMn++および forskolinの存在下でみかけよ

oppによる阻害から保護された.

0 0 ・6.100 制トw-
。

口 一〉
判

.. NaF 
。帽ー-0OPP 

4H a ω~凶u 4 5O …op;〉0.....0 I"I'OD) + NaF _.。

-log [2，5 diol ( M ) ] 

図 3. 2，5-diolによる ACの阻害曲線
ラット脳より得た膜標品ACに対する 2，5-diol
の阻害を2，5-diol無添加時の活性に対する%で
表わした.
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図 4. OPP関連物質による AC活性の阻害
酵素は対照ラヅト脳より得た膜標品を用いた.

各関連物質はエタノールに溶かし，反応液中の

最終濃度はエタノール7.5%，OPP関連物質は
1O-8M とした.

opp関連物質が存在しない時の活性に対する

関連物質存在下での活性を%で表わした.

表1. 異なる酵素標品の oppによる阻害

10-8M OPP添加時の活性を opp無添加
時の活性に対する%で表わした.

百事 素
opp添加時の
残存活性(%)

膜酵素 26 

ユッコール可溶化酵素 21 

コール酸可溶化酵素 26 

コール酸可溶化酵素+5mMMn++ 44 

コール酸可溶化酵素+150μMforskolin 48 
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考 察 1) 対照および21週間OPP-Naを投与したラットの

対照ラットと OPP-Na投与ラットより調製したAC 脳より得た膜標品ACはOPPおよび2，5-diolによる阻

は OPPおよび 2，5-diolにより全く同様に阻害され， 宅きに差がなく， OPPの連続投与により OPPおよび

その半阻害濃度はそれぞれ 5.5x 1O-4M と1.5 x 1O-3M 2， 5-diolに対する AC感受性は変化しなかった.一方

であった.また NaF存在下での活性も両酵素間で差が NaF依存性ACのタンパク質あたりの量は減少した.

みられなかった(図1・図3)ことから， OPP-Naの連 2) OPPおよびその関連物質のAC活性に対する阻

続投与によりAC自体の変化はないものと思われる. 害と， OPP-Na連続投与後の OPPおよび関連物質の

14C_OPPを用いた市川等11)による OPPの代謝実験， 推定血中濃度から，尿中 c-AMPを減少させる物質は

および牛山等9)による OPP-Naを投与したラットにお OPPであると推測された.

ける尿中OPP量と2，5一diol量を調べた結果から， OPP- 3) OPPはACのC・Uに影響をおよぼしAC活性を

Naを連続投与したラット血中のOPP濃度を推測すると 低下させていると思われた.

およそ 3xlO-4Mとなる.これは invitroでみる限り， 文 献

AC活性を限害しうる濃度である 1)Hiraga， K. and Fujii， T. : Fd. Cosmet. Toxicol.， 

一方 OPP-Naを投与したラットの basalAC活性は 19， 303， 1981 

変化しないが， NaF存在下での AC活性は低下してい 2)中川敦子， 中尾順子.東京衛研年報， 32-2， 53， 

た(図2)ことから，投与されたOPPは体内でNaF依 1981 

存性AC活性の量に影響をおよぼしていることが推測さ の中川敦子， 中尾順子:東京衛研年報， 29-2， 151， 

れた 1978

2，5-diolは OPPの代謝産物として同定されている的 4)中JII敦子， 中尾順子・東京衛研年報， 30-2， 136， 

がACに対する半阻害濃度は1.5x 1O-3Mで OPPより 1979 

も高かった.2，5-diolの血中濃度を2x10-4Mと見積も 5) Strittmatter， S. and Neer， E.]. : Proc. Natl. 

ると，この物質が体内でAC活性を阻害しているとして Acad. Sci. U. S. A.， 77， 6344， 1980 

もOPPに比べ弱し、ものと思われた 6)Salomon， Y.， Londos， C. and Rodbell， M. 

牛山等の報告9)では尿中に検出された OPP代謝物は Anal. Biochem.， 58， 541， 1974 

2，5-diolのみであったが，それ以外の Opp関連物質が 7) Lowry， O. H.， Rosebrough， N. ].， Farr， A. L. 

生体内で生成・代謝されているとしても図4に示した関 and Randall， R.]. : J. Biol. Chem.， 193， 265， 

連物質の阻害の強さと生体内濃度から， ACに影響をお 1951 

よぼし尿中 c-AMPの減少をおこす物質は Oppその 8) Bradford， M. M. : Anal. Biochem.， 72， 248， 

ものであろうと思われた 1976

OPPによる ACの阻害を構成分の異なる標品で測定 9)牛山慶子，樺島]1慎一郎，中尾]1関子:東京衛研年報，

したところいずれの標品でも同程度に阻害され， OPP 33， 455， 1982 

は C・U に作用して ACを阻害していると思われた 10)Levey， G. S. : Methods in Enzymol.， 38， 174， 

Mn++12)および forskolinは C・U に直接作用13，1りして 1974， Academic Press， New York 

AC活性を上昇させる賦活剤である.これら賦活剤の存 11)市川久次， 小林博義， 中尾順子:東京衛研年報，

在下で OPPによる阻害の割合が減少していることから 33， 451， 1982 

もOPPは何らかの形で C・Uに影響をおよぼしている 12) Ross， E. M.， Howlett， A. C.， Ferguson， K. M. 

と思われる.NaFl5-23)および Gpp(NH)がりは不可逆的 and Gilman， A. G. : J. Biol. Chem.， 253，6401， 

にG.Uに結合しG・UとC・Uの相互作用を通してAC 1978 

活性を上昇させる.NaF存在下でOPPの阻害作用が減 13) Seamon， K. B.， Padgett， W. and Daly， ]. W. 

少する(図1・図3)が， Gpp(NH)pもOPPによる阻 Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.，78， 3363， 1981 

害を減少させ， C・UはG・Uの作用を受けたような構造 14) Seamon， K. B. and Daly， ]. W. : J. Biol. Chem.， 

(C・Uが活性化された状態〉の時に Oppの阻害から保 256， 9799， 1981 

護されるのかもしれない.

要 約

15) Perl王ins，]. P. and Moore， M. M. : J. Biol. Chem.， 

246， 62， 1971 
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245， 3225， 1970 21) Severson， D. L.， Drummond， G.1. and Sulakhe， 

17) Kelly， L. A. and Koritz， S. B. : Biochim. P. V. :]. Biol. Chem.， 247， 2949， 1972 
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馬の腎臓から精製した酵素へのオルトフェニルフェノールおよびその関連物質の影響

大野知子*，長井二三子*，中尾順子*

Effect of 0・PhenylphenoIand its Related Compounds 

on Horse Kidney Na勺 K+-ATPase

TOMOKO OHNO*， FUMIKO NAGAI* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords: Na， K-ATPase， オルトフェエノレフェ/-ノレ o-phenylphenol， フェニノレハイドロキノン phenyl. 

hydroquinone， ジフェニル誘導体 diphenyl-derivatives

緒 言

ラットにおいて，オルトフェエノレフェノール(以下

oPP)はその代謝物とともに大部分が尿中に排YI!!:され口，

腎障害および勝目光ガγを形成する幻. 代謝物の分析の

詳細は大槻らによって既に報告されているわ Na，K-

ATPaseは腎機能上主主要な酵素であり，細尿管でのNa，

Kゃある種のアミノ酸類などの排池・再吸収の機能を担

っていることは周知のことである.本報告において，私

共は馬腎 Na，K-A TPaseを精製し，oPPおよび関連化

合物の本酵素に対する阻害を調べた.50%阻害濃度から

考えて，尿中に排池される代謝物 (oPP，プェニルハイ

ドロキノン〉などの濃度はほぼ完全阻害に近い濃度であ

ることが明らかになった.

試薬・材料

ATP-2Naは協和発酵製. ドテヘンノレ硫酸ナトリウム

〈以下 SDS)は和光純薬製生化学用をエタノ{ノレから再

結晶して用いた.oPP， 3，4ージハイドロキシジフェニル

〈以下3，4一diOH)は関東化学.ジフェニル，フェニルハ

イドロキノン (2，5ージハイドロキシジフ zニノレ:以下

PHQ)，メタフェニ/レフヱノ{ル(以下mPP)，パラフ

ェユルブ zノーノレ〈以下 ρPP)は東京化成工業.2，2'ー

ジハイドロキシジフェニル(以下2，2'-diOH)，4，4'ージ

ハイドロキシジフェユル(以下4，ダイiOH)は和光純薬

の製品を用いた.エタノーノレは和光純薬製液体クロマト

グラフィ用99.5v/v%を用いた.実験に用いた水は石英

二段蒸留装置で再蒸留して得た.馬腎臓は多摩食肉検査

所八王子出張所の好意により属殺放血後新鮮なものを採

り出し-800に保存した.

実験方法

ミクロソームの調製は -80。に保存した腎臓を長井ら

の方法的に準拠し，次のように改変した.ソーパル SS-34

ロ{夕{で6，500rpm 15分間遠心した上清をSS-34ロ{

タ{で16，500rpm35分間遠心し，沈殿をO.25M Sucrose， 

30mM Histidine-HCl pH7. 2， 5mM EDT A， 1mM DTT 

に懸濁した. ミクロソームからの Na，K-A TPaseの精

製は Jorgensenらの方法5)を改良して行った SDS濃度

0.9mg/mlで処理し， Buffuは Histidin巴-HClBuffer 

を用いた.Na， K-A TPase活性の測定は中尾らの方法町

によった.基質を除いた酵素反応液に，エタノール溶液

のoPP関連化合物を加えて370 5分間プレイ γキュベー

ションした後，基質を加えて370 5分間反応させた.酵

素反応は，最終0.5mlで、行い，エタノーノレ5%で行うよ

うに調製した.遊離してくる無機リン酸をFiske-Subba旬

Row法りで測定した. K-PNPPase (K-パラニトロフ

エニルホスファタ{ゼ〕活性は矢ケ崎らの方法町をもと

にして行った oPPによる阻害の実験では，遊離してく

るパラニトロフェノ{ル (PNP)をアルカリ液で発色さ

せて測定した.PHQによる阻害の実験では， PHQが

アルカリ性で黄褐色から赤色の発色をするため，遊離し

てくる無機リン酸を Fiske-SubbaRow法で測定した.

結果と考察

oPPと関連化合物の Na，K-A TPase阻害の概要を図

1に示す.ジフエユル， 1りPPおよび 4，4'-diOHはそれ

ぞれ， O. 2mM， O. 1mM， O. 5mM以上の濃度には5%ェ

タノーノレを含む反応液中に溶解せず析出したため測定不

能であった.oPP， PHQと特に阻害作用の強いmPPと

3，4-diOH，およびこれらの骨格物質であるジフェニノレ

についてさらにくわしく調べた.図2はoPPとPHQの

Na， K-A TPaseに対する阻害曲線である. 図より， 50 

%阻害濃度は oPPについては7x10→M附近， PHQに

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

24-1; Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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図1. OPP関連化合物の Na，K-A TPase阻害

各化合物(右端に名称を記した〕の高濃度 (2
mM:斜線〉および低濃度 (0.1， 0.2， 0.5mM・

白ぬき〉における残存活性を濃度ゼロ(一〉に対

するパーセントで示した.
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で示した.

ついては3xlO-3M附近であり，OPPから PHQへ代謝

される事によって invitroでの Na，K-A TPaseに対

する毒性は減少する方向にある.しかし，尿中のOPP濃

度引は 20~30mM， PHQ濃度は 10~30mM で、あり，

これはほぼ完全阻害に近い濃度である.図3はジフェニ

ル，mPP， 3，4-diOHの Na，K-A TPaseに対する阻害

曲線である.ジフェニルは 0.2mMより高濃度になるよ

うに反応液に加えると析出し白潤した.白濁した反応液
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1lf' 

でそのまま酵素反応を行い， 3， OOOrpm 5分間遠心した上

清について無機リン酸を測定したところ，残存活性は，

加えたジフェニルの量にかかわらずほぼ70%で一定であ

った. この事から，ジブェニノレは反応液中に溶けている

量だけが阻害に関与していると考えられるので， ρPP

および4，4'-diOHについてもジフェニノレと同様に，本実

験に用いた条件下では Na，K-A TPaseに強い阻害作用

をおよほ.さないと思われる.図3より， 50%阻害濃度

は，mPPについては5.7x 1O-4M， 3，4-diOHについて

は 3x1O-4M 附近であり，他の関連化合物より低い.

mPPと 3，4-diOHが供に Na，K-A TPaseに対して毒

性が強い事は，フェユノレ基のm位に水酸基がある構造と

関連があるのではないかと考えられる.

OPPと PHQについては， Na， K-A TPaseの部分反

応である K-PNPPaseの阻害も調べた. 図4にその阻

害曲線を示す.OPPは， 10→から 5x10日 4附近でわずか

に活性化作用(+109めを示す.50%阻害濃度は，OPP 

については1.2 x 1O-8M， PHQについては 5.5x 1O-4M 
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と考えられる.
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図 5. OPPのK-PNPPase阻害の Lineweaver-
Burkフ.ロット

横軸は基質 (mM)の逆数， たて軸は反応速度
〔μmolePNP/5分/0.5μ1Enzyme)の逆数.・-oPP 1. 5mM， 0-OPPなし.

附近である.Na， K-A TPaseに対して OPPよりも限害

作用の弱かった PHQが， K-PNPPaseに対しては oPP

よりも阻害作用が強い.この事は， K-PNPPaseの基質

である PNPPおよび反応産物である PNPと PHQと

の構造上の類似によると考えられる. 図5は，oPPの

K-PNPPase阻害について，阻害の様式を見るために基

質濃度を変えて Lineweaver-Burkプロットをかいたも

のである.この図から，oPPの阻害は非競合阻害である

まとめ

馬腎臓から精製した Na，K-A TPaseおよび本酵素の

部分反応である K-PNPPaseに対する oPPとその関連

化合物の阻害作用を調べた.Na， K-A TPaseは，oPP， 

mPP， 3，4-diOHで阻害が比較的強かった. 牛山らの

報告9)にある尿中oPP，PHQ濃度は完全阻害に近い濃

度であった.K-PNPPaseは，oPPよりも PHQでより

強く阻害された oPPによる K-PNPPase阻害は非競

合阻害であると考えられる.
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Phenobarbitalおよび 3・Methylcholanthrene誘導の 8-9を用いた InVitroでの

オルトフェニルフェノールの染色体への作用

縄井寿美子*，吉田誠二門中尾順子て平賀興奮*

Effect of 0・PhenylphenolIncubated with 8-9 mix Induced by Phenobarbital 

or 3・Methylcholanthreneon Chromosomes in CHO・KICells 

SUMIKO NA羽TAI*，SEIJI YOSHIDA**， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:オルトプェニルフェノーノレ o-phenylphenol，CHO-KI細胞 CHιKIcell line，姉妹染色分体交換

sister chromatid exchange (SCE)，染色体異常 chromosomeaberration， S-9 mix， フェノパノレピタール

phenobarbital， 3-メチルコラγスレン 3-methylcholanthrene

はじめに 33258 Hoechst :和光純薬工業， ギムザ液:MERCK， 

柑きつ類の防かび剤として用いられている o-pheyl- F 12培養液:日水製薬，仔牛血清:極東製薬工業

phenol (OPP)およびそのナトリウム塩は，最近ラット 2. 細胞および培養 チャイニーズハムスター卵巣由

勝脱に腫蕩を誘発することが報告1，わされた. しかしそ 来の CHιKI株を， 10%仔牛血清添加の HamのF12

の変異原性については，これまで微生物を用いた試験で 培養液を用いて，角型培養ピンにて370で密栓培養した.

花田へ 西岡ら叫がわずかに陽性の疑いの結果を示した 3. 8-9 mixの調製 S-9は矢作14)の方法に基づき，

のみで，他は除性の結果ト7)であり， ~甫乳動物細胞を用 われわれが先に述べた18)ように作成した.作成したS-9

いたinvitroでの試験8-11)，あるいはラットでのznVIVO は-800で保存し，S-9 mixは使用時に Natarajanら15)

での細胞遺伝学的試験九10)でもすべて陰性の報告であっ の方法に従い調製した.

た.われわれは先に CHO-KI細胞において， OPPの3 4- 薬物調製および処理 OPPは DMSOに漆解，

時間処理により姉妹染色分体交換 (SCE)，染色体異常 CPは蒸留水に溶解し，その溶媒最終濃度がすべて 1%

とも有意に高い誘発を認めたが，ラットにおいてOPPの となる用量で培養液に添加して用いた..惰養ピγあたり

代謝産物としてかなり高濃度に尿中に存在することが大 細胞を約3.5x 105個揺種し，48時間培養した後暗養液を

槻ら12)により見い出された phenylhydroquinone(PHQ) 捨て，薬物を溶かした培養液5mlおよび S-9mixまた

での実験，あるいはPCBで誘導した S-9mixにより代謝 は培養液0.25mlを加え， 3時間培養した後培養液 5ml

活性化を計った実験で、は，その誘発は OPP直接のもの で洗い，培養ピ・γをアルミフオイルで‘被って BUdRO. 5 

に比べむしろ少ないという結果13)を得ている.そこで今 μgfmlを加えた培養液10mlで27時間培養した.

因われわれは，異なる型の薬物代謝酵素を誘導するとさ 5. 標本作成 培養終了2時間前にコノレセミド0.1μg

れる phenobarbitalsodium (PB)あるいは 3-methyl- fmlを加え，分裂中期細胞を集めた. 常法16)に従い低

cholanthrene (MC)で、誘導した S-9mixを用い，両 張，固定操作を行L、，標本を作成し，先に報告した方

S-9による代謝物の変異原性についてさらに検討を加え 法mにより姉妹染色分体分染を行った.

た.

材料および方法

6. 観察染色体異常検索については200個の分裂中

期細胞を調べ，異常保有細胞および異常の種類を記録し

1. 試薬 o-pheni匂henol(OPP) :東京化成工業， た.異常の分類は， break， gap， exchange， ot. (その

Zone Refined， cyclophosphamide(CP) : ICN Pharma- 他〉とし， fragment (断片〉および deletion(欠失〉は

ceuticals， Inc.， dimethylsulfoxide (DMSO) :和光純薬 breakに含め， ring (環状)， dicentric (2動原体)，

工業， 5-bromo-2'-deoxyuridine (BUdR) : SIGMA， pulvalization (細片化〉は ot.として表わした SCEに

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

料同毒性部病理研究科
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Effect of o-Phenylphenol (OPP) Incubated with 8-9 mix Prepared from Phenobarbital 

(PB)一， 3-Methylcholanthren (MC)-Pretreated Rats on Chrombsome Aberrations and 
8CEs in CHO-KI Cells 

研年報衛京東
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1) For each doses 200 metaphases scored. 

2) Aberrations of chromatid type. 

3) Aberrations of chromosome type. 

4) Exchanges. 

5) Other aberrations (dicentric， ring， pulvalization). 
6) Endoreduplications. 250 metaphases were scored for each doses. 

7) For each doses 30 metaphases were scored. 

8) No metaphases. 

9) No differential staining sister chromatids. 

10) Cyclophosphamide for 'positive control 

a) x2t巴st，significant1y different from solvent-control at P<O.OOl 

b) ib. at P<0.05 

c) Wilcoxon test， significantly different from solvent-control at P<0.05 
d) ib. at P<O.Ol 

e) ib. at P<O.OOl 

結果および考察

結果を Table1に示す. PBあるいはMC誘導した

8-9 mixを添加した対照は，それぞれの 8-9mix無添

加の対照 (PBでの実験染色体異常保有細胞2.0%，

ついては30個の分裂中期細胞を観察し，各々の細胞につ

いて 8CE数を記録した.得られた結果は染色体異常に

ついてはf検定， 8CEについては Wilcoxonの順位和

検定によって対照との有意差の有無を検討した.
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SCE 4. 83/cel1土0.36，MCでの実験:1司4.5%，5.30土

0.36)に比べ特に差は見られなかった.OPP 200μg/ml 

処理ではPB，MCとも分裂細胞は得られなかった.染

色体異常は 175μg/mlで・MC，PBとも22.0%という高

い誘発が見られ，どちらも発癌物質で多く出現するとさ

れる exchangeの割合が高く， MCでは異常の約50%，

PBでは約30%を占めた. 150μg/mlでは染色体異常

出現は大きく低下したが， MCの9.0%はP<0.05で

なお有意な差を示した. SCEについては， 最大の誘発

の見られた 175μg/mlでは分染されている細胞はほとん

どなく，細胞毒性による細胞周期の遅れが認められた.

PBでは75μg/mlからMCでは 100μg/mlから有意差が

見られ，その最大 SCE値は 125μg/mlで認められ，

PB 9.86/cel1， MC 8.93/cel1であった S-9mixの活

性の目安として用いた陽性対照のCPは，われわれが先

に得ている結果17)と同様， S-9 mix添加によりMCより

PBにおいてより低用量で SCEおよび染色体異常を誘

発し，その値も先の結果とよく一致した.また染色体の

数的異常で、ある diplochromosome(複系染色体〉を示す

E. R. D. (endoreduplication :核内倍化〉が，先のoppで

の実験18)と同様，濃度依存性に増加することが認められ

た.特に分裂細胞の得られた最大用量 175μg/mlで、は，

P B18. 29百， MC28.4%と非常に高い出現率であった.

この倍化は G2期ブロックによるもの19)であるが，培養

細胞および腫損害細胞で容易に出現するとされる.この

E.R.D.は， mercaptoethanolのようなスルフィドリルイじ

合物によりひきおこされる叫21)ことが知られており，ま

た亜硝酸にもその作用があることが報告2わされている.

oppの E.R.D.を生み出す機構については今後調べて

見る必要がある.

PBとMCは異なる型の薬物代謝酵素を誘導すると言

われる. PBおよびMC誘導の S-9の添加により in

vitroで oppの代謝活性化を計ったが， oppの染色体

への作用は先に報告した18)S-9無添加のoppに比べる

と， S-9無添加のものでは分裂細胞の得られなかった

175μg/mlで，染色体異常はMC，PBとも22%と高い

値を示したが， 150μg/mlでのその誘発はS-9無添加の

oppの値に比べ PB，MCともむしろ減少していた.

PB，MC誘導のS-9の添加は， oppのみのものに比べる

と， 175μg/mlで細胞毒性を軽減し，高い染色体異常を出

現させたが，これが代謝による oppの減少のためか，

あるいは代謝物との相互作用によるものか， S-9 mixそ

のものの関与によるものかは明らかではない.今回の代

謝活性化試験では，陽性対照のCPがPBとMCとで大

きな活性化の違いを見せたのに対し， OPPでは染色体

異常誘発に関して，その exchangeおよびE.R.D.にや

やMCの方が高い誘発を示したものの，その他には明確

な差は見られなかった oppは，ラットでは一部 PHQ

12，23，2りあるいは 2，4-dihydroxybipheny124)と推測される

形に代謝されて尿中に排11止される.ラヅトでの勝脱腫蕩

誘発の報告を考えると， OPPの代謝過程でより強い変

異原作用を示す物質が形成されている可能性も考えられ

たので，今回invitroで代謝活性化試験を試みたが，

この条件ではPBおよびMC誘薄のいずれからもそのよ

うな物質の生成は示唆されなかった.

要旨

ラット勝脱に腫蕩の誘発が報告されたoppについて，

異なる型の薬物代謝酵素を誘導するとされる phenobar・

bitalおよび 3-methylcholanthreneにより酵素誘導した

S-9を用い，in vitroで代謝活性化を計り，その染色体

への作用を調べた.結果は両方のS-9とも有意に高い染

色体異常および SCEの誘発を示したが， 2種のS-9の

聞に大きな違いは見られなかった.しかし先に報告した

S-9無添加のoppでの結果と比較すると， oppの代謝

過程におけるより強L、変異原性を示すような物質の生成

は，特に示唆されなかった.
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突然変異誘起性に対するオルトフェニルフェノールの影響

藤田 博*小嶋昭江て平賀輿吾*

Effects of 0・PhenylphenolCOPP) on the Mutagenicity of Chemical Mutagens 

in the SalmonellαjMicrosome Test 

HIROSHI FUJITAキ， AKIE KOJIMA* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:オルトフェニルフェノ{ノレ o-phenylphenol，2-アミノアントラセγ2-aminoanthracene，2.ーアセチ

ルアミノフルオレン 2-acetylaminofluorene，ベシゾ(a)ピレソ benzo(a )pyrene，突然変異誘起性 mutagenici ty， 

代謝活性化 metabolicactiva tion 

緒
品

百

Amesの muta tlOn tes t系においては，代謝活性化に

S-9 (肝臓ホモジネートの9，000xg遠心の上清分画〉を

用いるが，薬物代謝酵素の誘導に用いる薬剤の種類によ

り突然変異誘起性が変化する 1，2) さらに， 突然変異誘

起物質のある濃度に対して最も高い突然変異誘起性を示

すS-9量，すなわち，最適S-9量が存在する2) これら

は， S-9中に含まれる薬物代謝酵素による突然変異誘起

性を持つ代謝物質への活性化あるいは突然変異誘起性を

持たない代謝物質への不活性化からなる代謝の相違へ

ならびに，活性化された代謝物質が更に抱合体形成や求

核的高分子への吸着2)等により不活性化されることによ

ると考えられている.一方，突然変異誘起性に影響を与

える要因として“comutagen"あるいは“antimutagen"

と呼ばれる化合物が存在する.これらは，突然変異誘起

性を増強あるいは抑制する化合物であり， ノノレハルマン

はオルトトノレイジンおよびイエロ -OBの突然変異誘起

性を発現させ，ジメチルアミノアゾベンゼンの突然変異

誘起性を増強する4) ジブチルヒドロキシトノレエン等の

酸化防止剤には， 突然変異誘起性の抑制5，6)あるいは増

強7)の報告がある. しかし，これらの化合物による効果

の検討には，前述のS-9の種類および量による突然変異

誘起性の変動を考慮しなければならない8)

前報9)において，かび防止剤のチアベγダゾ -jレとオ

ノレトフェニルブェノーノレ (OPPと略す〉 の混合溶液に

S-9存在下で弱い突然変異誘起性が検出されたことを

報告した.一方，チアベンダゾーノレと酸化防止剤の混合

溶液にも S-9存在下で弱L、突然変異誘起性が検出され

た10，11)ことから， OPPが酸化防止剤と同様に，突然変

異誘起性を変動させる可能性が考えられる.そこで，代

謝活性化することにより突然変異誘起性を示す 2ーアミ

ノアントラセγ(2-AAと略す)， 2-アセチノレアミノフル

オレン (AAFと略す〉およびベンゾ(a)ピレン (B(a)P

と略す〉に対する OPPの効果について，薬物代謝酵素

誘導剤の異なる 2種類のS-9を用いるとともに， S-9 

量を変えて検討した.さらに，これらの突然変異誘起物

質の2種混合溶液の突然変異誘起性についても同様に検

討したので、報告する.

実験材料と方法

試料 2-AA (東京化成 LotNo. LDP-3079)， AAF 

(東京化成 LotNo. FCH-04)， B(a)P (和光純薬 Lot

No. DWH-3139) および OPP(東京化成 LotNo. 

FBI-01)をジメチノレスノレホキサイド (DMSOとl略す，

和光純薬 LotNo. B-805279)に溶かした.薬物代謝酵

素の誘導剤としては，プ zノバルピタール(pBと略す，

岩城製薬 LotNo. 10776)およびポリ塩化ピフェニ{ル

(PCBと略す，三菱モンサント，アロクローノレ1254)を

用いた.

Mutation test 菌株は Salmonellatyρhi押turium

TA98を用い Ames法1)の変法12，13)により行った.代

謝活性化にはPB (0.1%飲水投与〉あるいは PCB(500

mg/l.沼 l回腹腔投与〉により薬物代謝酵素を誘導したJcl

: SD系ラット雄(平均体重226g)の肝臓ホモジネートか

ら調製口したS-9を用いた S-9Mix1丸山中のS-9量

は10，25， 50， 100および150μI/O，5mlの5段階とした.

DMSOに溶かした各試料溶液O，05mlを混合した0，1

mlの試料混液に， S-9 Mix 0， 5mlおよび一夜培養の菌

液O，lmlを加え，3TCで20分間の前培養を行った.これ

本東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24ー1
水 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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図1. 突然変異誘起物質と oPPの混合溶液の SalmonellatY.ρhimurium T A98を用いた muta tion tes t. 
2-AAは 2μgjフ。レ{ト AAFは 5μgjフ。レート， B(a)Pは 5μgjフ。レートおよび oPPは 50μgj

プレートを用いた.。:PB誘導 S-9，OPP無添加 ・:PB誘導 S-9，OPP添加
ム:PCB誘導 S-9，OPP無添加 ...: PCB誘導 S-9，OPP添加

に450Cに保温した軟寒天13)2mlを加え混合後，最少グノレ は， 100μJで高い突然変異誘起性を示すが， PCB誘導

コース寒天培地13)に重層した.3TCで48時間培養後，プ S-9では最適S-9量は25μJであった oPPの添加に

レートに生じた復帰コロニーを計数した.なお，測定値 より， PB誘導S-9では全体的な復帰コロニー数の低

は，プレ{ト 3枚の平均値で示した. 下を示し，各S-9量において約70%の低下であった.

結果と考察 PCB誘導S-9では最適S-9量よりも低S-9量では低

1. 2・AA，AAFおよび B(a)Pの突然変異誘起性に 下し，高S-9量では上昇を示した. B(a)P (5μg)の場

対す忍 oppの効果 合は，最適S-9量がPB誘導S-9で10μ1，PCB誘導

サルモネラ菌を用いた Amesの mutationtest系に S-9で100μfであった.oPpの添加により， PB誘導

おいて， 代謝活性化による突然変異誘起性は， 用いる S-9でわずかの上昇を示すのみであった. なお， opp

S-9の薬物代謝酵素誘導剤の種類および量によって変 は，単独では突然変異誘起性を示さな¥_， ¥9，14) 図には示

化する.従って，化学物質の突然変異誘起性に対する していないが，本実験条件下においても陰性であった.

oPPの効果について， PB誘導S-9および PCB誘導 2-AAおよび AAFの突然変異誘起性に対する oPP

S-9を用いるとともに，それぞれS-9量を変えて行つ の効果には，最適S-9量に至るまでの低S-9量域での

た.図 1に，これらの結果を復帰コロニー数の変化で示 低下(抑制〉および高S-9量域での上昇(増強)，ある

した.2-AA (2μg)の場合は， PB誘導S-9ではS-9 いは，最適S-9量の高S-9量側への移動と言う共通現

主義25μJが復帰コロニー数最大となり， S-9量25μIが最 象が見られた.ただし， 2-AAのPCB誘導S-9および

適S-9量であった PCB誘導S-9では10μJが最大で、 AAFのPB誘導S-9では一方の変化のみが見られた.

あり， S-9量の増加は，復帰コロニー数の著しい減少 突然変異誘起性に影響を与える化合物についての報告

を示した.OPP(50μg)の添加により， PB誘導S-9で は非常に多い.それらのうち， AAFに対しては，a-ナ

は全体的に復帰コロニー数の上昇を示した PCB誘導 フトフラポ γ15，16九 アマランス17)による減少， ベンゾ

S-9では 2-AA単独の最適S-9量よりも低S-9量で (e)ピレンペ ジエチルスチルベストロール聞による増

は復帰コロニー数は低下し，高S-9量では上昇した. 加， あるいは， ノルハルマγによる低S-9量での減少

AAF (5μg)の場合は， P B誘導S-9では最適S-9量 および高S-9量での増加叫が報告されている. 2-AA 
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図 2. 2種の突然変異誘起物質の混合溶液の Salmonellatyρhimurium T A98を用いた mutationtest. 
2-AAは 2μg/プレート， AAFは 5μg/プレート， B(a)Pは 5μg/プレートを用いた.・:PB誘導 8-9，混合溶液 0: PB誘導 8-9，両化合物の単独復帰コロニ{数の加算値

...: PCB誘導 8-9，混合溶液 ム:PCB誘導 8-9，両化合物の単独復帰コロニー数の加算値

に対しては，ノルハルマン19"胆汁酸中のリトコール酸20)
およびタバコの煙濃縮物21)による増加の報告がある.

B(a)Pに対しては，aーナフトフラボン22)による減少お

よびノルハルマンによる相反する増加23)と減少24)の報告

がある. 何れの化合物においても 8-9の存在が必要で

あり，突然変異誘起物質の活性化あるいは不活性化反応

に対する作用であると考えられている RazzoukらZ引

は， B(a)Pの代謝に対する日一ナフトブラボンの作用は，

シメチノレコラ γ トレン (3-MCと略す〉誘導8-9におい

て措抗的阻害であり，突然変異誘起性も減少することを

報告している.従って，薬物代謝酵素の基質となりうる

化合物が2種存在する場合の措抗は，突然変異誘起性の

変動の原因となる.そこで，基質となることが明らかな

突然変異誘起物質を2種混合した場合の突然変異誘起性

の変動について検討した.

2. 2.AA， AAFおよび B(a)Pの混合溶液の突然変

異誘起性

2-AA-B(a)P， AAF-B(a)Pおよび2-AA-AAF

の3組の混合溶液の結果を図2に示す. 3突然変異誘起

物質の代謝系が独立であるならば，混合溶液の突然変異

誘起性は，それぞれが単独の時に生じる復帰コロニー数

の単純加算値を示すことが期待される.そこで，単純加

算による計算値と混合溶液によって生じた復帰コロニ{

数を比較した.

2-AA-B(a)Pの場合は， PB誘導8-9では復帰コ

ロニ{数の加算値は， 25μJにピークを持っており，混合

溶液による値は，これより低8-9量域では低下，高8-

9量域で‘は上昇を示した PCB誘導8-9では加算値

は， 10μlにピークがあるが，混合溶液で、は50μfにピーク

が移動し， 10μJでは低下， 25μf以上では上昇した.

AAF-B(a)Pの場合は， P B誘導8-9では加算値に対

して全8-9量で低下し， PCB誘導8-9では低S-9量

域で低下，高8-9量域では上昇し， 2-AA-B(a)Pの

PB誘導8-9に類似した傾向を示した.また， 2-AA-

AAFの場合は， P B誘導8-9では加算値に比較的近い

変化を示したが， PCB誘導8-9では 25μJ以上の8-9

量において高い上昇を示した.

突然変異誘起物質の混合溶液の突然変異誘起性が単独

の場合と大きく異なること，また，両者の加算値に対し

でも兵.なることは，これら2化合物の代謝に共通酵素系

が存在すること，すなわち，これらの酵素系に対して両

化合物による競合(措抗〉が起ったことを示している.

突然変異誘起性を有する物質への代謝は， 8-9の誘導

に用いた誘導斉jの種類あるいは動物種によって同一化合

物に対しでも大きく異なる.ラットの8-9においては，

AAFの突然変異誘起性はPBで高く， 3-MC，非誘

導25，舶の11慎で， 2-AAでは非誘導で高く， PBおよび

PCBは低い27，加. B(a)Pは 3-MCで高く，非誘導，

PBの順である25) このような誘導剤の種類による違い

f';l:， 8-9中の薬物代謝酵素の組成の違いを反映したもの
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で，代謝の中心はチトクロームP-450モノオキシダ{ゼ

による水酸化である.この酵素は分子多様性があり，数

種類の分子が存在する3，29，30) ところが，何れのチトクロ

ーム P-450も基質特異性は極めて低いが80〉，それぞれが

触媒する基質の水酸化に部位あるいは立体特異性を有す

るため，全体として基質の活性化あるいは不活性化の両

方向への代謝を行うことが示唆3)されている 2-AAあ

るいは AAFと B(a)Pとで活性化に競合が起ると，

B(a)Pは2-AAあるいは AAFに比べて突然変異誘起

性が比較的低いことから，混合溶液の突然変異誘起性

は，加算値あるいは 2-AAおよび AAFの単独の時の

値に対して全体的に低下すると考えられる.しかし，結

果は， 加算値のピークよりも低S-9量域では低下した

が，高S-9量域でt土上昇を示した. 低下は活性化反応

における競合によると考えられるが，上昇は酵素量増大

にともなう活性化反応の競合の消失に加えて， 2-AAお

よび AAFの不活性化反応においても B(a)Pとの競合

が起ったためと考えられる 2-AA-AAFの場合は，

PB誘導S-9では加算的傾向を示したのに対して，

PCB誘導S-9では高S-9量で高い値を示す対照的結

果であり，両S-9の酵素組成の違いが明確に現われて

いる 2-AAおよび AAFの活性化はチトクロームP-

450によるN一水酸化が最初の段階であると報告されてい

る29)が， P B誘導S-9では競合は現われていない. こ

れは代謝系が独立しているか，または，両化合物が共に

高い突然変異誘起性を示すからであろう. 一方， PCB 

誘導S-9で見られた著しい上昇は， 2-AAが示すS-9

量噌加にともなう著しい復帰コロユー数の減少の原因と

なる不活化反応において， AAFあるいはその代謝物質

が競合していると推察される.

2-AAおよび AAFに対する oppの効果は，両化合

物に対する B(a)Pの効果に類似した結果であった.

oppはラット肝臓のS-9によって代謝され， 2，3ージヒ

ドロキシビフェニ{ノレおよび 2，5ージヒドロキシビプェ

ニーノレとなる.非誘導S-9では2，5ージヒドロキシビフ

ェニーノレが大部分であるが， 3-MC誘導S-9では両代

謝物質が非誘導に比べて増加する31)これはoppがし、く

つかのP-450で代謝される可能性を示している.従っ

て， 2-AAおよびAAFに対する効果は，おそらく 2化

合物の活性化および不活性化の反応全体に対する競合の

結果であろうと推察される.

最近， 2-AAおよびAAFの突然変異誘起性を増加あ

るいは減少させる効巣についての報告が多い15-21) S-9 

量が単一濃度のみの増加または減少は，本報告で見られ

たoppあるいは B(a)Pの効果のように減少あるいは増

加の場合の一面を見ている可能性を否定できない.従っ

て， S-9量を変えて検討することが重要である.また，突

然変異誘起性の増減効果を有する化合物を“comutagen"

あるいは“antimu tagen"と呼ぶが， S-9存在下で代謝反

応に影響を与える化合物では， Ashbyら32)は“metabolic

potentiation"， Weeksら8町〉は“勺metaぬbol叫lic0叩pμtion

の作用としての意味でで、あると述ベている.これらの用語

についても検討する必要があろう.

要約

Amesのmutationtest系において， 2-AA， AAFお

よび B(a)Pの突然変異誘起性に対する oppの効果に

ついて， P Bおよび PCB誘導S-9を周L、， S-9量を

変えて検討した.また，これらの突然変異誘起物質の 2種

混合溶液の突然変異‘誘起性についても同様に検討した.

2-AAおよび AAFの場合は， 単独で最も高い復帰コ

ロニー数が出現する S-9量よりも低S-9量域では，

oppの添加により復帰コロニ{数は減少し，高S-9量

域では増加した. B(a)Pの場合は， OPPの添加により

変化がなかった.2-AAとB(a)PおよびAAFとB(a)P

の混合溶液の場合は，それぞれが単独の時に示す復帰コ

ロニー数の加算値に対して混合溶液の復帰コロニー数は

低S-9量域で減少し，高S-9量域で増加した 2-AA

と AAFの混合溶液の場合は， PB誘導S-9では混合

溶液の復帰コロニー数は加算値に近い変化を示したが，

PCB誘導S-9では 2-AAと B(a)Pおよび AAFと

B(a)Pの混合溶液の場合と同様の変化を示した.
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オルトフェニルフェノールおよびオ}(..トフェニルフェノールナトリウム

長期摸取ラ・yトの細胞遺伝学的研究

吉田誠二*，平賀輿吾*

Cytogenetic Studies on Rats Fed with二0・PhenylphenoI(OPP) 

and Sodium 0・Phenylphenate(OPP-Na) for Long Term 

SEI]I YOSHIDA* and KOGO HIRAGA* 

Fungicides， o-Phenylphenol (OPP)， were fed to F344/Du (Fischer) male rats for 13 weeks and 

sodium o-Phenylphenate (OPP-Na) for 104 weeks mixed in the diet. Chromosome preparations were 

mad巴 fromthe bone marrow and scored for the presenc巴 ofstructural and numerical aberrations. OPP 

and OPP-Na were found to have no巴ffectson the chromosome of the ra t bone marrow cells. 

Keywords : o-phenylphenol， sodium o-phenylphenate， rat， long term fed， chromosome analysis 

緒言

かび防止剤jであるオルトフェニノレフェノ{ル(以下

OPPと略す〕およびそのナトリウム塩(以下 OPP-Na

と略す〉は，わが国て、は食品添加物として，かんきつ類

に限り使用を許可されている

最近，平賀ら1)は， OPP-Na添加飼料摂取ラットの勝

脱に麗蕩の発生を認め， OPP目 Naの発癌性が示唆され

た.

今回， OPPおよびOPP-Naによる長期飼育ラットの

骨髄細胞の染色体分析を行なったので報告する.

材料および方法

1. ~事ヰ: OPPは， Dow Chemical Co. の Dowicide

1 (Lot No. MM01040)， OPP-Naは， Dow Chemical 

Co.の DowicideA (Lot No. MM04196A)を用い

た.

2. ラットを用いた染色体試験 4週齢の F344/Du

(Fisher)の雄ラ y トを日本チヤールスリバ{紛より購

入，一週間の予備飼育したのち実験に供した.

飼育は温度25土10，湿度55土5%，照明午前6時~午

後5時，換気毎時10回の飼育室にて行なった.なお，慕

木飼料は， 日本クレア綿製囲型飼料 CE-2とし，試験開

始まで水とともに自由に与えた.

OPPおよびOPP四 Naの両検体を基本飼料に添加し，

各種濃度の検体添加飼料を作製，ラット 5週齢時より投

与，水とともに自由摂取させた.OPp群は 13週間後，

OPP-Na群は 104週間投与，その後106週まで基本飼料

を与えた後に各群5匹の動物を屠殺，常法により骨髄細

胞を採取し染色体標本を作製し染色体分析を行なった.

分析は染色体の構造および数的異常を指標とし，分裂中

期のよく拡がった細胞を検体投与群は150~200細胞およ

び対照群については200細胞を観察した.

結果

OPP 13週間投与試験期間内に死亡したラットは， 2.5 

%， 1. 25 %， O. 625 %群および対照群のいずれにおいて

も見られなかった.また，同時に行なった飼料摂-取量の

測定において2.5%群のOPP摂取量は 1554mg/kg/day，

1. 25%群は 763mg/kg/day，0.625 %群は 377mg/kg/

dayであった幻.

染色体分析の結果は Table1に示す通りで， 2.5%， 

1. 25%，および0.625%群のいずれにおいても染色体の

構造ならびに数的異常を伴なう細胞の増加は見られなか

った.また， 2.5%群に見られている polyploidyおよび

染色体の構築性変化である stickeyは， 200細胞に各一

例とし、う低頻度であった.次の1.25%および0.625%群

に関しても染色体の軽度の異常と考えられる染色分体型

の gapが各一例認められたのみであり， Oppの染色体

に及ぼす影響は全く見られなかった.なお，今回の対照

群の自然、誘発異常頻度は低く(1.5%)，我々が現在まで

に行なってきた無処理 F344ラットの染色体分析での異

常の頻度は 0~3%であり，見られる染色体の構造およ

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Chromosome Analysis on Male Rats Fed with o-Phenylphenol (OPP) for 13 Weeks 

o 0 0 0 0 

o 0 0 

1 0 0 

o 1 0 0 0 

total 200 3 1  0 0 

o 0 0 0 0 

o 0 0 0 0 

17 50 1 1 0 0 

32 50 0 0 0 0 

total 200 1 1 0 0 

o 1 1 0 0 

o 0 0 0 0 

14 50 0 0 0 0 

total 150 1 1o  0 

1 0 0 

o 1 0 0 1 

10 50 0 0 0 0 

15 50 1 1 0 0 

total 200 3 2 0 1 

1) Other aberration 2) Polyploidy 3) Stikey 
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2.5 

1. 25 

0.625 

。

OPP-Naの長期摂取による染色体異常誘発性は無いも

のと思える.

考察

現在行なわれている染色体試験については，被検物質

を一回もしくは数回投与する急性試験3)が繁用されてい

るが，医薬品や食品添加物の様に長期摂取が考えられる

物質については被検物質の長期摂取動物の染色体分析も

必要であると思われる.これまでに我々は，医薬品であ

る Acetaminophen4)およびかんきつ類の食品添加物で、

ある Thiabendazole町などの長期動物実験の際に被検動

物骨髄細胞の染色体分析を試みて来ており，いずれも良

好な染色体標本を得ており，観察も比較的容易に行なえ

た.特に Acetaminophenにおいては， 2年間とし、う長

期投与試験6)で染色体異常を伴なう細胞の増加を認めて

おり，本試験の有用性を示唆する結果であった.

今回， これに習い， かび防止剤である OPPおよび

OPP-Naの長期試験を行い，染色体分析を試みたが結

果は共に陰性であった.先に我々はOPPおよび oPP-

Naの invitro (CHO-KI細胞〉および invivo (マウ

ぴ数的異常の殆んどが gap，breakならびに polyploidy

であり，パックグラウンドデータと同様であった.

次に， OPP-Na 104週間投与試験におけるラットの死

亡率は， 2.0%群で80%，0.7%群では12%であり，殆ん

どが腫湯発生による死亡であった.なお，対照群は32%

であった OPP-Naの摂取量は2.0%群で 800mg/kg/

dayとなり，これは OPP520mg/kg/dayに相当するも

のであり，同様に0.7%は 280mg/kg/day， OPP 182 

mg/kg/dayという結果であった.

染色体分析の結果は Table2に示す様に， 2.0%およ

び0.7%群のいずれにおいても染色体の構造および数的

異常を伴なう細胞の増加は見られなかった.先述したよ

うに， OPPの2.0%群と同様に OPP-Naの0.7%群で

polyploidyが一例認められたが OPP-Naの染色体に及

ぼす影響は見られなかった.なお，対照群の頻度も我々

のパックグラウンドデータと同様に低頻度であり，加齢

による染色体異常細胞の出現および増加は全く見られな

かった.

これらの結果により，本実験条件下では OPPおよび
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Table 2. Chromosome Analysis on Male Rats Fed with Sodium o-Phenylphenate 

(OPP-Na) for 104 Weeks 

491 

C~~mical Animal N~. ， ?f Total gap break 
Conc. .t\.，，~lmal C~lls ..， 10tal ~ . Ot1) 
(%) no・ A~al~;ed A.berrations C1 C2 C1 C2 

一 一 一一一一同開司咽一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

6 50 1 1 0 0 0 0 

18 50 0 0 0 0 0 0 

2.0 32 50 1 0 0 1 0 0 

77 50 0 0 0 0 0 0 

total 200 2 1 0 1 0 0 
一一一一一一一一一一一一一一一一ー .園町田園ーー一一ー一一一一一一ー一一一一一一一一一一一 一一

5 50 1 1 0 0 0 0 

9 50 0 0 0 0 0 0 

O. 7 14 50 2 1 0 0 0 !2) 

24 50 0 0 0 0 0 0 

total 20o 3 2  0 0 0 1  

1 50 0 0 0 0 0 0 

7 50 1 1 0 0 0 0 

o 11 50 1 0 0 1 0 0 

13 50 0 0 0 0 0 0 

total 2002  1 0 1 0 0 

1) Other aberration 2) Polyploidy 

スおよびラット〉試験7)を行い，共に陰性の報告を行な

ったが，最近，縄井ら8)は， CHO一Klj細胞を用いた in

vitro試験において OPPの比較的大量を短時間処理す

る方法により OPPに起因する染色体異常細胞の増加を

認めた.また，同時に行なった姉妹染色分体交換試験

(Sister Chromatid Exchanges : SCEのにおいて SCEs

の増加を認め，初めて OPPの染色体異常および SCEs

誘発性を明らかにした.このことは，従来行なわれてき

た試験，つまり，検体処理後ただちに染色体分析を行な

うという方法では検出し得ない物質が存在することを示

すものである.これは，細胞を大量の被検物質で処理し，

その後正常な培地に戻し2回目の分裂期で染色体分析を

行なうという方法，つまり， SCEs試験と同様な形式で

行なう方法が一般染色体試験においても必要であること

が示唆されている.このinvitroで陽性に検出したOPP

も先述の様に，invivo試験では全く異常を示さなかっ

た.これは，in vivoで染色体異常が誘発される過程

は，用いた物質の吸収，生体内分布および代謝等の矯養

細胞とは異なる主要因が関与するものと考えられ，日甫乳動

物では染色体の標的である DNAと反応するために十分

な濃度に達しない場合もあり得るものと思える.今回は

陰性の結果であったが，長期摂取動物の染色体分析にお

いても新たな工夫が必要で‘あると思われる.
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チアベンダゾール投与雌ラ'"トにおけあ腸脱重量増加について

三栗谷久敏*，林図志信*，藤井 孝*，平賀輿吾*

Increase of Urinary Bladder Weight in Female F344/DuCrj Rats 

Fed with Thiabendazole (TBZ) 

HISATOSHI MIKURIYA*， SHINOBU HAYASHIDA*， TAKASHI FU]II* 

and KOGO HIRAGA * 

Keywords:チアベγダゾ{ル thiabendazole， カピ防止剤Ufungicide， 撰取試験 fe巴dingtest， 勝目だ unnary

bladder，雌ラット femaleF344/DuCrj rat 

はじめに

カピ防止作用を有するチアベンダゾ{ル(以下 TBZ

とする〉はバナナおよび柑きつ類の保存料として食品添

加物に指定されている1) 当部ではこれまでラットによ

る急性，亜急性毒性試験などを行いその安全性を検討し

てきた2-11) そのなかで， TBZ投与に関連して雌F344

/DuCrjラットの勝脱に重量増加がみられ，高濃度群で

粘膜上皮細胞に軽度の増殖が観察された11) 当部では

TBZと同じカピ防止剤であるオノレトフェニノレフェノ{

ルナトリウム (OPP-Na)にラット勝脱発ガン作用12)を

認めていることから，特にこの勝脱の増殖性変化に注目

した.本報告は TBZの雌F344/DuCrjラット勝目だに対

する重量増加作用を確認する目的で， TBZ添加飼料を

16週間摂取させた結果である.

試験材料および方法

検体:米国メノレク社製thiabendazolemicrofine MSD 

(Lot No. BZA-539)を日本クレア紛粉末飼料 CE-2

(水分7.8，粗蛋白23.6，粗脂肪4.4，粗繊維4.9，粗灰

分6.6，可溶性無窒素物52.7%，344. 8Calj100g)にそれ

ぞれo(対照)， O. 05， O. 1， O. 2， O. 4および0.8%の濃
度で添加し闘型化したものを試験飼料とした.

試験動物:日本チヤールスリバー紛生育の F344/Du開

Crjラγ ト雌を4週令で購入し， 1遊間予備飼育後発育

良好なものを試験に供した.

飼育条件:室温25土10，湿度55土5%，換気毎時10聞，

照明午前6時から午後5時に制御したbarriersys tem飼

育室において，前面および床面が網のステンレス製ケー

ジに個別に収容，自動給水装置〈細菌ろ過器経由〉付ベ

ルト式飼育架台にて飼育した.試験開始前の飼料には固

型飼料 CE-2を用いた.

検体投与および投与期間:試験は対照および TBZ投

与の2群で行うこととし，投与期聞は16週間とした.対

照群には全期間無添加の試験飼料を与えた.投与群には

試験開始時から 1週間0.05%添加飼料を与えた. その

後，試験2週目から2週間は 0.1%添加飼料，試験4週

日から2週間は0.2%添加飼料，試験6週白から6週間

は0.4%添加飼料，試験12週目から試験終了までの5週

間は0.8%添加飼料を与えた.

試験方法:ラットは対照群， 投与群とも各30匹を用

い，これをラ γダムに飼育架台に配置した.ラットが5

週令になった時点で試験飼料を水道水とともに自由に摂

取させ試験を開始した.一般状態は毎日午前 9~10時に

観察し，体重は毎週1閉測定した.投与終了後ラットを

断頭し放血致死せしめ，解剖した.勝脱は注射筒を用い

残留尿を除去した後， 10%緩衝ホルマリ γ液0.5mlを注

入し膨張させ内尿道口付近を結紫，国定した.勝脱は1

週間固定後，正中線で2分し，粘膜面の観察および重量

の測定を行った.固定後の勝脱は定法に従ってパラフィ

γ切片を作製し，ヘマトキシリ γ・エオジン重染色を行

い光顕的に観察した.

なお結果の推計学的検討にあたってはStudent'st・test

を用い危険率を5%においた.

試験結果および考察

体重の推移を Fig.1に示した.投与群は試験4週から

増加が鈍り始めたが，試験11週まではわずかずつ増加し

た.試験12週以後は減少に転じ.試験終了時まで急激な

低下を続けた.試験4週以後試験終了時まで，投与群の

体重は対照群に比べ有意に小さかった.体重の増加抑制

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

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

Table 1. Urinary Bladder Weight in Female F344jDuCrj Rats Fed with TBZ 

Urinary bladder weight (mg) 

Absolute Relativel) 

94.0土22.2 53.3土13.6

109.3土28.6* 97.0土29.3*

Body weight (g) No. of rats 

Control 30 

TBZ 30 

Groups 

177.2土11.82)

114.0土 9.2*

1) mgj100g body weight 2) Mean土S.D. 
* P<0.05 in comparison with control value 

とも著明な変化が認められなかった.

ラットは高濃度の TBZ添加飼料ほど摂取を忌避する

傾向が強くみられることから10九本試験では TBZ添加

飼料を低濃度から高濃度へと切り換えながら投与した.

その結果，雌F344jDuCrjラットの勝目光重量は TBZ摂

取により増加することを確認した.しかし今回の投与法

では亜急性毒性試験10，11)で0.8%群の少数にみられた勝

目だ粘膜上皮細胞の増殖は認められなかった.今後投与法

を考慮し，さらに検討を加えたいと考えている.

要旨

チアベンダゾール (TBZ)の雌F344jDuCrjラット勝

目泥に対する重量増加作用を確認する目的で， TBZ添加

とともに投与群では痩せが目立ち始め，試験終了時には

著明となったが，被毛の状態，行動などは対照群と大差

なかった.前報10)で示したようにラットは TBZ添加

飼料の摂取を忌避する傾向がみられる.このことから今

回の投与群における体重の増加抑制jおよび減少は，摂餌

拒否による飼料摂取量の低下が原悶と考えられる.特に

試験12週以後の急激な体重減少は，試験飼料が本試験の

最高濃度0.8%に切り換えられたため強い摂餌拒否を起

こしたことによるものと思われる.

勝脱重量を Table1に示した.投与群では対照群に比

べ絶対重量および体重比重量とも有意に大きかった.

勝脱の肉眼的および組織学的検索では対照群，投与群
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飼料による16週間の飼育試験を行った.勝目光重量の増加

は認められたが，肉眼的・組織学的変化は著明でなかっ

た.
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チアベンダゾール (TBZ)のマウスにおけあ催奇形性について

TBZをアラビアゴム溶液に懸濁して投与した場合

小豚昭夫*安藤 弘*，久保喜一大平賀輿吾*

Teratological Studies of Thiabendazole (TBZ) in Mice 

Single Administration Test with TBZ Suspended in Gum Arabic Solution 

AKIO OGA T A *， HIROSHI ANDO汽 YOSHIKAZUKUBO* and KOGO HIRAGA * 

Keyword自:チアベンダゾーノレ Thiabendazol，食品添加物 foodadditive，農薬 pesticide，駆虫薬 anthelmintie，

防かび弗Ufungicide，マウス mouse，催奇形性 teratogenici ty 

はじめに

我々はチアベンダール (TBZ，食品添加物・保存料，

農薬・殺菌剤，医薬品・駆虫薬，その他・防かび剤〉の

マウスにおける催奇形性1，2)を明らかにしてきたが， そ

の成績はTBZをオリ{プ油に懸濁経口投与して得たも

のである.懸濁媒体 (vehicle)により急性生物効果に相

違の生ずることも考えられるので，今回TBZをアラビ

アゴム溶液に懸潟経口投与した場合の奇形発生を検討し

Tこ.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物 ]cl : ICRマウス雌雄を日本クレア紛

より 4週齢時に購入， 8 ~13 週齢(体重 25. 0~33. Og) 

に達した発育良好なものを選び試験に供した.

2. 飼育条件温度25土10，湿度55土5%，照明午前

6時~午後6時，換気毎時10回の飼育室にて日本クレア

製図型飼料CE-2および水道水を自由に与え， 試験開

始(交配)時まで‘アルミケージ (225x 325 x 110mm)に

10匹，交配後はプラスチックケージ (180x 305 x 110mm) 

にて 1匹飼いとした.ただし雄マウスは突配前1週間よ

り1匹飼いとした.

3. 交配方法雌雄1: 1終夜同居により，翌朝腫栓

の確認されたものを妊娠動物とみなし，その日を妊娠0

日とした.

4. 試料および投与法 チアベγダゾール(TBZ)は

Merck Sharp & Dohme Internatinal社製LotNo.BZA-

539，純度98.5%を使用した.溶媒(vehicle)は，アラピ

アゴム末〈岩井化学薬品綿製 LotNo. 511215)を蒸留

水にて溶解した0.5%溶液とし，これに懸濁して投与し

た.用量は， 2400mg~1157mg/lOml/kg までの聞に公

比1.2で5段階を設け，妊娠9日1回腎ゾンデにより強

制経口投与した.対照群には， 0.5%アラビアゴム溶液

10ml/kgを投与した.

5. 観察方法体重測定および一般状態の観察を毎日

行ない，妊娠18日にエーテルにより麻酔屠殺し，次の検

索を行なった.

屠殺後直ちに開腹，子宮を開き着床痕，早・後期死亡

(も)

90 

80 

70 

fO 

10 

Fig.1. 

.-ーーーーー一一一・ Gum arabic 0 目 5~

4‘一一一一-...'l'BZ' 1157rng!kg 
・一一一ーーーー一間 1389 " 

0-ーーーー一一-0 1667 11 

t:.-ーーーーーーーー"企 2000 .・

ロ・ー一一一一一一喝ロ 2400 " 

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

Days of gcstation 

Increasing rates of body weights 
Single administration test with TBZ 
suspended in Gum arabic solution 

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

2←1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Data from mice orally treated with thiabendazole (TBZ) on days 9 of 

gestation : Organ weights of mother mice 

Dose No. of dam 
「

g

町

O

V
E
G
-

-
1
1
 

L

d

 

Heart 
mg 
mg/100g 

Spleen 
mg 
mg/100g 

Kidney(L) 
mg 
mg/100g 

Kidney(R) 
mg 
mg/100g 

TBZ 2400mg/kg 

TBZ 2000mg/kg 

TBZ 1667mg/kg 

TBZ 1389mg/kg 

TBZ 1157 mg/kg 10 

Gum arabic 

3.0士0.31) 156.1土14.7* 129.2土 20.4 254.3土27.3 269.7土25.3
8.5土0.52) 447.9土30.2 373.2土 71.1 729.0土51.3 773.9土51.1

2.9土0.4 149.4土11.3 129.3土 54.5 232.7土30.3 242.3土27.8
8.7土0.5 449.6土32.3 392.0土143.0 713.1土65.1 743.6土62.5

2.9土0.2 152.2土11.9 127.7土 45.4 239.3土27.4 254.4土27.8
8.8土0.5 455.4土27.4 379.3土118.8 716.9土82.1 761. 5土77.4

2.8土0.4 142.2土 9.1 115.1土 11.7 234.1土22.1 243.9土22.8
8.3土0.9 421. 0土17.0 340.8土 33.1*693.7土67.9 722.7土67.3

2.9土0.2 145.5土 9.1 118.6土 23.5 233.8土32.0 256.8土23.9
9.0土0.9 449.9土46.3 465.6土 72.9 720.3土95.8 793.4土92.0

2.9土0.3 142.9土 8.5 136.1土 29.0 232.0土20.5 247.1土25.8
8.7土0.7 436.5土27.0 418.9土105.1 708.4土61.5 753.7土68.1

9 

8 

8 

9 

9 

Dose No. of dam 

TBZ 2400mg/kg 

TBZ 2000mg/kg 

TBZ 1667mg/kg 

TBZ 1389mg/kg 

TBZ 1157mg/kg 10 

Gum arabic 

9 

Lung 
mg  

mg/引OOg

195.9土30.0
561. 6土71.8

197.5土16.1
606.6土32.4

192.0土15.7
574.2土2沼.9

195.4土12.0
580.0土48.2

191. 7土15.0
592.7土62.9

187.6土10.8
573.4土39.4

Adrenal(L) 
mg 
mg/100g 

3.9土0.3
11.1土0.7

3.4土0.4
10.6土1.5

3.2土0.5
9.5土1.5

3.6土0.5
10.6土1.5

3.6土0.6
11.0土1.8

3.6土0.5
11.0土1.6

Adrenal(R) 
mg 
mg/100g 

3.6土0.2**
10.3土0.8

3.0土0.7
9.1土2.2

3.0土0.7
9.0土2.1

3.2土0.4
9.6土1.5

3.3土0.3
10.1土0.8

3.1土0.2
9.6土1.2

Ovary(L) 
mg  

mg/100g 

10.4土1.8
29.7土4.0

10.8土1.8
33.3土4.9

11. 5土2.4
34.4土7.1

11. 0土0.3
32.6土6.2

9.5土1.6
29.5土5.4

9.5土2.0
28.9土6.0

Ovary(R) 

mgfoog 

10.5土1.4
31. 3土4.5

9.6土2.6
28.9土6.7

11.7土3.2
34.9土8.3

10.3土1.8
29.5土4.7

11. 3土2.5
34.9土7.3

10.2土1.2
31. 0土2.8

8 

8 

9 

9 

1) Mean (absolute)土S.D. 2) Mean (relative)土S.D.

* P<0.05 料 P<O.Ol

胎児，生児数を数え，生児は体重測定，性の判別，外表 1667mg群1{7lJ，アラビアゴム投与群1例でいずれも投

の異常の観察を行ない，次いで母体の卵巣の黄体数を数 与後2日目に死亡した.この死亡した2医はし、ずれも腔

え，主要臓器の重量測定と肉眼的異常の検索を行なっ 口よりの出血が認められ，また体重も急激に低下してい

た.生児は， 95%エチノレアルコ{ノレで、固定後アリザリン ることから流産と考えられた.他に行動その他の一般状

レッドSで骨格染色町を行ない骨格異常の有無を調べ 態に異常を認めなかった.

た 2) 剖検所見および臓器重量:妊娠18日に屠殺開腹し

6. 結果のまとめ方西村の報告叫に準拠して行った. た剖検所見ではいずれの投与群にも特記する変化は認め

結果および考察 られなかった.主要臓器重量は表1に示すとおりで，最

1. 母体の所見 1) 体重および一般状態:妊娠0日 高投与の2400mg群心臓および副腎(右〉が絶対重量で重

の体重を 100とした体重増加率の推移は図1に示す通り く，また腎臓〈左・右〉重量が推計学的に有意ではなかっ

で，いずれの TBZ投与群においても対照であるアラピ たがやや重かった.しかし投与との関連を明確に示す変

アゴム投与群との聞に推計学的有意差は認められなかっ 動はみられなかった.

た.しかし2400mgおよび2000mg投与群では投与後3・ 2. 胎児に係わる所見 1) 妊娠の成立:妊娠〈着床〉

4日〈妊娠12・13日〉頃から体重増加が抑制される傾向 成立を確認した母体は2400mg群9/9(100%)，2000mg群

が認められた.妊娠18日の屠殺時までに死亡した母体は 9/10 (90%)， 1667mg群 8/9(88.9%)， 1389mg群 9/10
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Table 2. Data fiom mice orally treated with thiabendazole (TBZ) on days 9 of 

gestation : Prenatal observation 

497 

Doses 2400mgjkg 2000mgjkg 1667mgjkg 1389mgjkg 1157r暗 jkgGum arabic 

a) Number of female mice mated 9 10 10 10 10 10 
b) Number of female mice died 。 。 1 。 。 1 
c) Number of female mice gestated 9 9 8 9 9 9 
Numb巴rof mother 
d) ~;-;;~， u;i th'li'~'; Cf~t~ses 9 8 8 9 9 9 

〉Numberof coSrD pora 
e) lu ted Mean土 14.3土1.5 14.0土 2.1 15.5土 2.2 14.2土1.9 15.0土1.9 14.1土1.1

f) Number of implants Mean土SD 13.6土1.8 11. 6土 2.4 14.0土 2.1 13.2土 2.2 13.3土 2.4 11. 2土 3.8

E〕Percentresorbtion 。ffetuses土SD神
1) early 15.5土22.9 13.5土16.0 4.7土13.3 8.3土 8.7 3.8土 4.7 5.4土11.0 
2) late 2.4土 3.7 。 0.8土 2.2 。 。 1.9土 3.7
Number of live 
h) f~t;;~;;. M~a~土 SD 11.1土 3.5 10.1土 3.0 13.1土 2.2 12.2土 2.2 12.8土 2.1 10.7土 3.9

Sex ratio 
i) (MjF~+M) x 100土SD都 61. 2土20.7 46.0土11.5 49.2土11.9 55.2土14.8 53.5土14.0 54.4土23.8

-〉 Bodys whe4igeha t of live 
J) fetuses Mean土SD辞

Male 1. 32土0.14*1. 38土0.07 1. 31土0.10*1. 36土0.14 1. 39土0.09 1. 50土0.19
Female 1. 29土0.10 1. 27土0.09 1. 27土0.06*1. 30土0.13 1. 35土0.11 1. 36土0.08

a) Number of female mice confirmed for vaginal plug 
b) Died cases up to the killed time after copulation 
c) Number of female mice with implantation sites 
d) Number of dam with more than one living fetus 
e)一 j)Calculated with the dam (d) with living fetus 
g)-1) Cases showing implanted sites and amorphous germinal mass 
g)-2) Cases showing the head and limbs 
都Valueof group was obtained by averaging the percentages of each litter 
(StatisticalJ a)ーの:X2 test e)， f) : t-test g) : ranked sum test h) : t-test 

* P<0.05 

i) : ranked sum test j) : t-test 

Table 3. Data from mic巴 orallytreated with thiabendazol (TBZ) on days 9 of 

gestation : External observation 

Doses 2400mgjkg 2000mgjkg 1667mgjkg 1389mgjkg 1即時/kgGJizbic 
一一一 一一一一

a) Number of. fetuses examined 100 81 106 109 

b) Malformation 

1) Percent malformation土SD韓 6.5士16.6 2.2土4.1 1.7土3.2 1.9土3.7

2) Type & number of aHected 
Brachyury 1 。 。
Cleft palate 1 1 。
Open eyelids 2 1 2 

c) Other anomalies 

1) _ Percent ariomalies土SD韓 。 。 。
2) Type & number of aHected 
Club foot 。 。 。
Kinky tail 。 。 。

C) Directional anomalies of tail and limbs， hematoma， edema and others 
事Valueof group was obtained by averaging the percentages of each litter 
(Statistical analysisJ b)， c)， ranked sum test 

。。
2 

。
。。

115 96 

2.2土6.7 2.0土3.9

。 。。 。
3 2 

。 。
。 。。 。
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Table 4. Data from mice orally treated with thiabendazole (TBZ) on days 9 of 

gestation : Skeletal obs巴rvation

Doses 2400mg/kg 2000mg/kg 1667mg/kg 1389mg/kg 1157mg/kg Gum arabic 

a) Number of fetuses examined 100 81 106 109 115 94 

b) Malformation 

1) Percent malformation土SD辞 20.4土37.1 5.3土11.8 l.3土 3.5 7.8土23.3 3. 1土 5.0 。
Type & number of 
2) f~t:s"es-aii~~t;d 
Fusion of vertebral arches 11 3 。 1 2 。
Fusion of vertebral body 5 1 1 。 1 。
Fusion of ribs 。 1 。 7 l 。

c) V aria tion 
Type & percent variation土SD#

1) Asymmetry of sternebrae 9.9土17.5 4.2土11.8 8.9土16.6 1.9土 3.8 10.1土12.5 5.5士 7.5

2) Accessory of sternebrae 12.2土13.2 7.8土 8.7 7.3土13.0 7.0土12.9 5.7土 9.9 16.2土19.1

3) Cervical rib 5.6土16.7 7.5土 6.7 6.8土 6.7 6.4土11.1 9.0土21.9 15.4土22.2

4) 14th rib 22.4土20.8 16.6土15.9 21. 2土21.8 22.5土17.9 17.1土19.3 36.9土34.1

5iノSofplittmg&branching 
atlas & axis 26.2土22.6 13.8土12.9 17.1土14.1 19.9土15.9 22.4土25.6 26.0土23.8

6〉AbnoInduesin numer 
of pre-sacral vertebrae 4.9土 9.6 3.6土 7.7 。 1.1土 3.3 1.7土 5.1 。
7i ~epa，ration or defectiv，e 
) d~;巴lopment of sternebrae 10.2土25.0 6.7土12.9 9.6土14.6 1.1土 3.3 5.2土 4.0 3.8土 6.7 

d) Ossification 

Mean number of ossified 
1) fore limb phalanx土SD
((Pro. +Mid. )/2) 

L 2. 71土0.49 2.54土0.55 2.91土0.43 2.64土0.47 3.03土0.31 2.69土0.57

R 2. 73土0.51 2.59土0.57 2.93土0.42 2.69土0.47 3.06土0.31 2.73土0.54

Mean number of ossified 
2) hind limb phalanx土SD

((Pro. +Mid. )/2) 

L 2.43土0.71 2.39土0.61 2.59土0.37 2.62土0.60 2.74土0.49 2.86土0.69

R 2.51土0.62 2.46土0.57 2.67土0.35 2.62土O.59 2. 77土0.53 2.93土0.68
number of ossified 

) ;;~~ul~;;;b~;~be;~eb;;~土 SD 12.67土1.13 12.84土1.13 13.14土0.9612.70土1.41 13.02土0.9814.03土1.66 

c )-1) Cases showing deviation over 1/2 of length of maximum sternal nucleus between left and right nuclei 

c)ーの Definitionof lumbar rib was based on Kimmel and Wilson (Teratology， 8， 309-316， 1973) 
c )-6) Cases showing abnormality in sum of numbers of cervical， thoracic and lumbar vertebrae 
d)ー3)Sum of numb巴rsof ossificated sacral and coccygeal vertebrae 

時Valueof group was obtained by averaging the percentages of each litter 

(Statistical analysis) 均一1): ranked sum test c) : ranked sum test d) : t-test 

(90%)， 1157mg群9/10(90%)，アラピアゴム群9/9(100 児頻度では有意差はみられなかったが， 2400mg， 2000 

%)で，妊娠成立した母体は 2000mg群の 1例(着床痕 mg群の早期死亡がやや高い値を示した(表2). 

のみ〉を除いてすべてに生児を認めた〈表2). 3) 生児体重:2400mg群の雄， 1667mg群の雌雄が有

2) 妊娠黄体数，着床数，生児数，死亡児頻度(早・ 意に小さく，他の投与群も小さい傾向であった(表2). 

後期〉および性比:各投与群において妊娠黄体数，着床 心生児外表奇形・異常:外表奇形は2400mg群短尾

数，生児数および性比に推計学的有意差を示すものはな 1 (母体数1/9)，口蓋裂1(1)，開眼2( 2 ); 2000mg群

く，また用量に伴う変動傾向も認められなかった.死亡 口蓋裂1(ν8)，開眼1(1) ; 1667mg群開眼2(2/8) ; 
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1389mg群開眼2(2/9) ; 1157mg群開眼3(1/10)，アラ 肢減形成奇形児は出現せず，外表および骨格癒合奇形児

ピアゴム群開眼2(2/のであった.オリーブ泊に懸濁経 の出現頻度にも推計学的有意性は認められなかった.

口投与の場合にみられた四肢減形成の発生は全くみられ TBZのオリーフ、油とアラビアゴム懸潤投与による奇

なかった.表中に示した頻度は各母体単位での数値を平 形発生の差は，恐らく TBZの吸収態度とかかわってい

均して群の値としたものであるが， 1匹の胎児に2種以 ると考えられる.この原因については別途に検索した

上の奇形を併発したものは1として数えた.アラビアゴ い.

ム群と較べ，投与群のいずれも奇形の発現数に推計学的 要 "" 田
有意性は認められなかった(表3). チアベンダゾール(TBZ)の懸濁媒体 (vehicle)を従

5) 骨格奇形・変異・化骨進行度:奇形としては2400 来のオリーブ油から 0.5%アラピアゴム溶液に代えて，

mg群椎弓癒合11例〈母体数3)，椎体癒合5(3);2000 Jcl: ICRマウスにおける催奇形作用を検索した.

mg群桁弓癒合3(1)，推体癒合1(1)，肋骨癒合l 投与はオリーブ油の場合と同様に妊娠9日1回， 2400 

(1); 1667mg群権体癒合1( 1 ); 1389mg群雄弓癒合1 mg， 2000mg， 1667mg， 1389mg， 1157 mg/kgを経口

( 1)，肋骨癒合7(1) ; 1157mg群椎弓総合2(2)，椎 投与した.

体癒合1(1)，肋骨癒合1(1);アラビアゴム群0，発 四肢減形成奇形の発現は認められず，骨格癒合の発生

生頻度はそれぞれ， 20.4土37.1%，5.3土11.8%， 1. 3土 は低頻度で催奇形性を明確に出来なかった.

3.5%， 7.8土23.3%，3.1土5.0%，0%で投与群に骨;俗 文献

癒合の出現がみられるが推計学的に有意、な発現頻度とは 1)小豚昭夫，安藤 弘，久保喜一，平賀輿否 東京街

認められなかった. 研年報， 29-2， 112， 1978 

変異ーを有するものの出現頻度では各投与群において推 2)小勝昭夫，安藤 弘，久保喜一，高橋 博，平賀輿

計学的有意差を示すものなく，用量に関連した変動もみ 苔:第21回日本先天異常学会講演および抄録集，

られなかった.化骨進行度では有意差は認められなかっ 1981 

たが，後肢脂骨平均化骨数および腰椎後椎骨数で用量に 3) Dawson， A. B.: Stain Tech.， 1， 123， 1927 

依存した化骨遅延の傾向がみられた(表4). 4)西村秀雄・先天異常， 16， 175， 1976 

以上，本試験ではオリ{ブ池懸潟投与で誘発された四
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チアベンダゾールのマウスにおける催奇形性について

ペアフィーディンゲテスト

小豚昭夫汽安藤 弘て久保喜一六平賀輿吾*

Teratological Studies of Thiabendazole (TBZ) in Mice 

Pair-feeding Test 

AKIO OGATA*， HIROSHI ANDO汽 YOSHIKAZUKUBOキ andKOGO HIRAGA * 

Keywords ・チアベンダゾール Thiabendazole，マウス mouse，催奇形性 teratogenici ty， ベアブイ{ディング

pair-feeding 

はじめに

我々はチアベンダソ、)ル(以下 TBZと略す〉を妊娠

マウスの臨界期に経口投与すると奇形児の発生すること

を報告1山してきた.しかしTBZ投与は摂餌量・飲水量

を低下させることが知られているので Pair-feedingtest 

により摂餌量・飲水量低下と奇形発生の関係を調べた.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物 Jcl:ICRマウス雌雄を日:本クレア紛

より 4週齢時に購入， 8~13週齢(体重24. 0~32. Og)に

達した発育良好なものを選び試験に供した.

2. 飼育条件温度25土10，湿度55土5弘照明午前

6時~午後6時，換気毎時10聞の飼育室にて日本クレア

紛製固型飼料CE-2および水道水を自由に与え，試験開

始(交配〕時までアルミケージ (225x 325 x 110mm)に

10匹，交配後はステンレス製金網ケージ(152x 210 x 170 

mm)にて 1匹飼いとした.

3. 交配方法雌雄1 1終夜間居により，翌朝膝桧

の確認されたものを妊娠動物とみなし，その日を妊娠0

日とした.

4. 試料 チアベンダゾ{ノレ(TBZ)はMerckSharp 

& Dohme International社製 LotNo. BZA-539，純度

98.5克を使用した.溶媒(vehicle)は日本薬局方オリー

プ油(三晃製薬工業側 LotNo. 16H226)を用い， これ

に懸潤して投与した.

5. 試験方法妊娠マウス各10匹に TBZ2000mg， 

1157mg， 558mgおよびOmg(対照)/10mlオリープ油/kg

を，妊娠9日l回経口投与し，毎日一定時刻，摂餌量は

飼料投与量と飼料残与量およびケージ受け皿への飼料コ

ボシ量を測定， (投与量一残与量一コボシ量〉により求

めた.飲水量は給水ピンを用い， (投与量(g)一残量(g))

で、求めた.

Pair-feedingでは2000mg投与で、の摂餌量・飲水量に

対応して制限給餌・給水した群 (Z)，同様に 1157mg

(Y)， 558mg (X)，オリーブ油 (C)および無処置(N)

の5群を設けた.

6. 観察方法体重視u定および一般状態の観察を毎日

行ない，妊娠18日にエーテノレにより麻酔屠殺し，次の検

索を行なった.

屠殺後直ちに開腹，子宮を開き着床痕，早・後期死亡

胎児，生児数を数え，生児は体重測定，性の判別，外表

の異常の観察を行ない，次いで母体の卵巣の黄体数を数

え，主要臓器の重量測定と肉眼的異常の検索を行った.

生児は， 95%エチノレアルコーノレで図定後アリザリンレ

ッドSで骨格染色町を行ない骨格異常の有無を調べた.

7. 結果のまとめ方西村の報告4)に準拠して行っ

た.

結果および考察

I. TBZ投与ラットの摂餌量・飲水量

結果を図1，2に示した.摂餌量(図1)では投与後

1日目〈妊娠10日〉で各投与群とも用量に伴った低下を

認めた.妊娠11日で， 1157mg， 558mg群はオリーブ油

対照群の{直まで近づいたが， 2000mg群ではまだ低値を

続けた.妊娠12日ではいずれの投与群もオリーブ池対照

群と同ーの摂餌量となった.しかし2000mg群は妊娠16

日以後での摂餌量が他の群種はふえず，オリーブ油対照

群に較べ，その差は有意であった.飲水量でも摂餌量同

様，妊娠10日に各投与群とも低下をみたが，妊娠11日に

は2000mg群を除いて全く回復した 2000mg群も妊娠12

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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の制限群でも制限後1・2日で TBZ投与の時よりも強

い体重の低下を示したが，制限の緩るまった 3日目以後

は顕著な回復を示し，以後群聞に差なくオリーブ油対照

群と同様な増加が認められた.

2. 剖j検所見および器官重量:妊娠18日に屠殺開腹し

たマウスの剖検所見ではいずれの制限群にも特記する変

化を認めなかった.器官重量は表1に示すとおりでC群

(TBZオリーブ治対照群対応〉と絞ベてY群 (TBZ1157 

mg群対応〉の心臓の絶対重量およびX群 (TBZ558mg 

群対応〉心臓が絶対重量で推計学的に有意にl隆く，牌臓

の体重比重量が重かった. しかしいすーれの測定臓器にも

制限食餌・飲水(以下制限とする〉量と関連した軽量の

変動はみられなかった.

3. 胎児に係わる所見 1) 妊娠の成立:妊娠18日の

屠殺開腹時に妊娠(着床〉成立を確認した母体は Z群

(TBZ 2000mg群対応)11/12(91. 7%)， Y群11/12(91. 7 

%)， X群 11/12(91. 7%)， C群 8/12(66.7%)， N群

(TBZ無処置対照群対応)7/7 (100%)で，妊娠成立し

た母体はすべてに生児を認めた(表2). 

Fig.3. 
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日には回復し，むしろ他群より多い飲水量であった.ま

た2000mg群で、は摂餌量で、みられた妊娠 16日以後の抑制

はみられず，他の投与群と変わらない飲水量であった.

11. ベアフィーディング

1. 母体の体重および一般状態:TBZ投与後の摂餌・

飲水量に従い制限給餌・給水したマウス母体の妊娠0日

を100とした体重増加率の推移を図 3に示した.いずれ
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Table 1. Organ weights of darns with pair-fe巴ding
一一一一十一ー一一

Liver Heart Spleen Kidney(L) Kidney(R) 
Group⑧ No. of darn 

g/1g 00g mgm/1g 00g mgE/I1E 00g mJ品Og mJ品Og

Z 11 
3.0土0.21) 148.7土10.6 141. 5土33.6 244.4土21.3 253.6土17.5
8.5土0.52) 425.1土30.2 405.3土97.0 698.0土46.8 724.5土40.0

Y 11 
2.8土0.2 138.3土13.9**109.9土37.4 239.8土29.0 252. 7土30.7
8. 1土0.6 399.9土31.5 315.1土96.2 693.0土71.9 730.3土76.6

X 11 2.9土0.3 142.7土10.6* 138.6土20.7 234.9土22.4 254.5土25.0
8.2土0.9 408.0土38.5 395.4土53.9* 670.4土62.6 726. 7土72.5

C 8 3. 1土0.3 155.5土 9.6 124.8土21.4 249.6土16.5 262.7土25.1 
8.0土0.3 407.0土22.1 326.6土52.5 653.5土40.3 687.4土58.2

N 7 
2.9土0.4 144.0土11.3 125.2土20.3 249.6土28.6 255.9土16.3
8.1土1.1 408.9土32.6 355.7土57.8 707.4土63.2 727.8土64.9

-一一一一一一一一一一一一一一一一一一一

Lung Adrenal(L) Adrenal(R) Ovary(L) Ovary(R) 
Group No. of dam 

mJ品Og mgn/11E 00g mgE/11E 00g mgロ/11E00g mgm/1g 00g 
ー一一一一一

Z 11 188.9土13.6 3.8土0.9 3.3土0.7 10. 1土2.5 10.9土2.1 
540.1土36.1 10.8土2.1 9.4土1.8 28.9土6.4 30.9土5.3

Y 11 188.8土15.9 4.0土O.7 3.3土0.6 10.0土2.6 11. 4土2.0
545.9土32.3 11.6土2.1 9.5土1.9 28.7土6.8 32.9土4.5

X 11 194.2土 9.7 3. 7土0.6 3.5土0.4 11. 3土2.3 10.8土2.2
550.2土41.8 10.7土1.8 10.0土1.4 32.4土6.2 31. 0土6.5

C 8 202.8土23.3 3.9土0.9 3.6土0.7 10.8土2.1 11. 6土1.8
529.0土38.4 10.1土1.8 9.3土1.5 27.9土4.0 30.3土4.5

N 7 202.7土21.6 
3.8土0.3 3.0土O.7 9.9土2.6 10.9土3.7 

574.4土47.9 10.7土0.8 8. 7土2.3 27.7土5.0 30.6土8.6

1) Mean (absolute)土SD

2) Mean (relative)土SD

③ Z : paired TBZ 2000mg/kg Y : paired TBZ 1157mg/kg X : paired TBZ 558mg/kg 

C : paired olive oil 10ml/kg N: paired Non treatrnent 
* P<0.05 料 P<O.Ol

2) 奴娠黄体数，着床痕数，生児数，死亡児頻度(早 (表3). 

・後期〕および性比.いずれの観察項目にも有意な，ま 5) 骨格奇形・変異・化骨進行度・奇形としてはX群

た制限と関連した変動は認められなかった.N群の早期 に椎弓および樵体癒合がそれぞれ1例， N群肋骨癒合1

死亡児頻度が高い値を示したが， 1例の母体で92.3%と 例が認められたのみであった.変異を有するものの出現

高い死亡値が認められた結果である. 頻度ではY群での腰肋がC群に較べ低く推計学的に有意

3) 生児体重:雌雄とも群聞に有意なまた制限に伴う であったのみで，制限に関連した変動はみられなかっ

体重の軽重を認めなかった. た.その他の観察項目ではいずれにも群聞に有意差な

4) 胎児外表奇形・異常:奇形ではZ群開眼2 (母体 く，制限に関連した変動もみられなかった.化骨進行度

数1/11)，Y群腕ヘルニア 1(1/11)， X群開眼1(1/11)， では群聞に有意差なく，化骨遅延をうかがわせる傾向は

C群開眼2(2/8)， N群口蓋裂1(1/7)でTBZ投与に 認められなかった〔表4). 

みられた四肢減形成の発生はまったくみられず，口蓋裂 以上 TBZオリープ治懸濁経口投与で誘発された四肢

等の増加もみられなかった.その他の異常としてはZ群 減形成奇形児の出現および骨格癒合奇形発現頻度の増加

反足1(1)， Y群0，X群反足2(2)， C群皮下出血1 等が， TBZ大量投与による摂餌量および飲水量の低下

(1)， N群Oであった.奇形・異常とも有意な，また制 に基因するか否かを確かめるための Pair-feedingを行っ

限に依存した発現を認めなかった.なお表中の発現頻度 たが，外表および骨格奇形に TBZ投与でみられた奇形

は各母体毎の数値を平均して群の値としたものである の出現あるいは出現頻度の増加はまったくみられず，ま
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Table 2. Prenatal data from mice with pair-feeding 

Group③ Z Y X 

a) Number of female mice mated 12 12 12 
b) Number of female mice died 。 。 。
c) Number of female mice gestated 11 11 11 
Number of mother 
d) ~~;.u;ith'lt~';f~t~ses 11 11 11 

〉Numberof coSrD ora 
e) lu tea Mean土 14.7土 2.0 14.9土1.5 14.8土 2.0

f) Number of implants Mean土SD 13.7土 2.0 13.4土 2.6 13.6土 2.8

g) .:+erL:?~~:es1\oIY~~~ 
of fetuses Mean土SD非

1) early 7.5土 7.9 7.7土 6.3 13.8土19.8
2) late 0.7土 2.2 3.2土 5.6 1.7土 3.9

) t:~~~:\~!o~i:~ h) f~t~~~;' M;a~土SD 12.6土 2.4 12.3土 2.3 11.9土 4.1

i) Sex ratio (M/F+M) x100土SD辞 54. 1土11.8 54.8土14.0 55.9土13.5

-〉 BodyweMlgeia ltof llve 
J) fetuses Mean土SD骨

Male 1. 36土0.12 1. 40土0.10 1. 38土0.15

Female 1. 28土0.12 1. 34土0.09 1. 30土0.13

a) Number of female mice confirmed for vaginal plug 
b) Died cases up to the killed time after copulation 
c) Number of female mice with implantation sites 
d) Number of dam with more than one living fetus 
e)一 j)Calculated with the dam (d) with living fetus 
g )-1) Cases showing implanted sites and amorphous germinal mass 
g)-2) Cases showing the head and limbs 
非 Valueof group was obtained by averaging the percentages of each litter 

C 

12 。
8 

8 

15.5土1.3

14.9土1.4

7.7土 6.9。
13.8土1.8

39.0土18.3

1. 39土0.09

1. 30土0.07

[StatisticalJ a)ーの:X2 test e)， f) : t-test g) : ranked sum test h) : t-test 
i) : ranked sum test j) : t-test 

⑥ Z : paired TBZ 2000mg/kg Y : paired TBZ 1157mg/kg X : paired TBZ 558mg/kg 
C : paired olive oil 10ml/kg N : paired Non treatment 

Table 3. External data from mice with pair-feeding 

Group⑧ Z Y X 

a) Number of fetuses examined 139 135 131 
b) Malforma tion 

1) Percent malformation土SD韓 1.7土5.5 0.8土2.5 0.6土1.9

2) Type & number of affected 
Cleft palate 。 。 。
Open eyelids 2 。 1 

Omphalocele 。 1 。
c) Other anomalies 

1) Percent anomalies土SD持 0.8土2.5 。 1.2土2.6
2) Type & number of affected 
Club foot 1 。 2 
Subcutaneous hemorrhage 。 。 。

c) Directional anomalies of tail and limbs， hematoma， edema and others 
時 Valueof group was obtained by averaging the percentage of each litter 
[Statistical.analysisJ b)， c) : ranked sum test 

C 

110 

1.7土3.3

。
2 。
0.8土2.2

。
1 

③ Z : paired TBZ 2000mg/kg Y : paired TBZ 1157mg/kg X: paired TBZ 558mg/kg 
C : paired olive oil 10ml/kg N : paired Non treatment 

503 

N 

7 。
7 

7 

13.9土1.1

13.3土 0.8

14.4土34.5。
11. 4土 4.7 

37. 1土25.1 

1. 41土0.09

1. 36土0.06

N 

80 

1.3土3.4

1 。。
。
。。
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Group⑧ 

Table 4. Skeletal data from mice with pair-feeding 

X 

a) Number of fet凶 esexamined 

b) Malformation 

1) Percent malformation土SD非

Type & number of 
2) f~f:svesL~aif;~';~d 

Fusion of vertebral arches 

Fusion of vertebral body 

Fusion of ribs 

c) Variation 
Type & percent variation土SD時

1) Asymmetry of sternebrae 

2) Accessory of sternebrae 

3) Cervical rib 

4) 14th rib 

Soli ttine & branchine 
5) ~r~~i;~5 &~ a~i; ら

Abnormalities i 
6町)~t~戸re←一s回acral vertebrae 

7η〉:z:z芯;2払L?二fて2訂f;誌zm
d) Ossifica tion 

恥1eannumber of ossified 
1) fore limb phalanx土SD
[(Pro. +Mid. )/2) 

L 

R 

Z 

139 

Y C 

110 

N 

80 135 131 

。 。 1.3土4.3 1.0土2.7 。

A
U
A
U
A
U
 

司

ム

司

i
n
u

A
U
A
U

噌

i

A
U
A
U
A
U
 

A
U
A
U
A
U
 

3.8土 5.8 3.5土 5.5 5.5土 6.1 3.5土 5.1 4.6土 8.0

10.1土13.9 7.7土10.4 2.5土 6.2 11. 8土15.4 17.4土24.1

24.0土30.0 12.5土14.3 13.1土 9.4 20.3土16.5 9.5土12.8

28.6土23.3 16.2土19.5* 20.4土21.5 29.2土13.4 30.8土25.9

30.9土20.5 16.8土20.1 28.6土22.7 26.3土26.3 10.6土17.9

2.1土 7.0 0.8土 2.7 2.6土 6.6 0 0 

5.1土 7.2 3.5土 5.0 7.6土10.2 5.4土 6.2 15.3土37.4

2.8土 0.5 3.0土 0.3 2.6土 0.6 2.8土 0.4 3.2土 0.2

2.9土 0.5 3.1土 0.3 2.6土 0.6 2.8土 0.4 3.2土 0.2

Mean number of ossified 
2) hind limb phalanx土SD
[(Pro. +Mid. )/2) 

L 2.5土 0.8 2.6土 0.4 2.3土 0.7 2.4土 0.3 2.6土 0.6

R 2.6土 0.9 2.7土 0.4 2.4土 0.7 2.4土 0.4 2.8土 0.5

〉Meannumber of ossified 12.2土1.6 13.1土1.2 12.1土1.7 12.2土1.2 13.1土 1.5post lumbar vertebrae土SD

c )-1) Cases sho明 ingdeviation over 1/2 of length of maximum sternal nucleus between left and right nuclei 

c)ーの Definitionof lumbar rib was based on Kimmel and Wilson (Teratology， 8， 309-316， 1973) 
c )-6) Cases showing abnormality in sum of numbers of cervical， thoracic and lumbar vertebrae 
d)ー3)Sum of numbers of ossificated sacral and ∞ccygeal vertebrae 
時 Valueof group was obtained by averaging the percentage of each Iitter 
[Statistical analysis) b)-l): ranked sum test c) : ranked sum test d) : t-test * P<0.05 

① Z : paired TBZ 2000mg/kg Y : paired TBZ 1157mg/kg X: paired TBZ 558mg/kg 

C : pair官dolive oil 10ml/kg N : paired Non treatment 

た発育遅延をうかがわせる傾向も認められなかった.

今回の試験では制限直後の母体重低下は妊娠10・11日
では TBZ投与の場合より強く現わされたが， TBZ2000 

mg投与で、みられた妊娠13日以後の増加抑制を調整でき

なかった.これは，胎児死亡と関わる生児数の減少の結

果と考えられる.

要旨

当部で確認されたチアベンダゾーノレ(TBZ)のマウス

における催奇形作用が， TBZ大量投与により生じる摂

餌，飲水低下による二次的作用によるものか否かを明ら

かにするため， Pair.feeding testを行った.

試験は妊娠9日1回経口投与で確実に回目安減形成奇形
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の発現，骨格癒合その他奇形発現の増大等を示すTBZ

2000， 1157， 558mg/kgを投与し，その影響による摂餌

量・飲水量の減少に基づいて行なわれた.

結果は，四肢減形奇形は発現せず，骨格癒合その他の

奇形発現の増加は全く認められなかった.
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チアベンダゾールのマウスにおけ~催奇形性について

妊掠7-9日投与試験

安藤 弘汽久保喜一*，小勝昭夫*，平賀輿吾*

Teratological Studies of Thiabendazole (TBZ) in Mice 

Successive Administration Test in Early 

Organogenesis from Days 7 through 9 of Gestation 

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

Keywords:チアベンダゾール thiabendazole，駆虫薬 anthelmintie，食品添加物 foodadditive，農薬 pesticide，

防かび剤 fungicide，マウス mo日se，催奇形性 teratogenici ty 

はじめに 閲よりプラスチックケ{ジで1匹飼育した.

われわれはチアベンダゾール (TBZ，食品添加物・保 3. 交配方法 雌雄1: 1終夜同居させ，翌朝腹栓

存料，農薬・殺菌剤，医薬品・駆虫薬，その他・防かび (プラグ〉の認められたものを妊娠動物とみなし， この

剤〉のマウスにおける催奇形性を臨界期連続投与(妊娠

7 ~15 日〉試験1) 臨界期単一投与あるいは妊娠9日1

回投与2)により明らかにしてきた.

その際， 妊娠9日1回投与 (TBZ2， 400~30 mg/kg 

B.W.聞に17段階用量〕試験では，四肢減形成奇形およ

び骨格癒合奇形を持った母体(litter)の発現頻度と用量

との聞にきわめて高い相関関係が有り，骨格癒合奇形は

60mg/kg投与群まで出現したの.またTBZ2，400mg/kg

を妊娠6日より15日までの各妊娠日に1回のみ経口投与

した臨界期単一投与試験では投与時期による奇形の特異

性が認められ，骨格癒合奇形の発生は妊娠7，8， 9日

投与群に多かったわ.

以上の成績より，妊娠7，8， 9日の 3日関連続投与

すればより低用量で明確な骨格癒合奇形の発生を得られ

るのではなし、かと考え，以下の試験を行った.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物 日本グレア紛より Jd:ICR系マウス

雌雄を各々 4適齢時で購入， 8~13週齢(体重24~34g)

に達した発育良好なものを選び試験に供した.

2. 飼育条件温度25土10，湿度55土5%，照明午前

6時~午後6時，換気毎時10回の飼育室にて日本Fレア

紛製図型飼料 CE-2および水道水を自由に与え，試験

開始(交配〉時までアルミケージ (225x 325 x 110mm) 

で10匹，交配後はプラスチックケージ (180x 305 x 110 

mm)にて 1匹飼育とした.ただし雄マウスは交配前1週

{も}

120 

100 

9C 

5 3 80 

70 

百 60

E E50  

E再主~ 4可n 
30 

20 

10 

0--0  olive oil 
E 

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 1.8 Day 
D司.ysof Ges七ation

Fig.1. Increasing Rates of Body 羽Teightsafter 
Administration of TBZ from Days 7 

through 9 of Gestation 

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Data from Mice Orally Treated with Thiabendazole (TBZ) from Days 7 through 

9 of Gestation : Organ Weights of Mother Mice 

ハ
り
い
也

/
t

、、
M
H
ハ

句
暗
山
明

白

I

屯

・1

1
K

1

 

r

g

b

 

E
o
 

w
g
m
 

L

d

 

Heart 
mg 
mg/100g 

Kidney(R) 

mJfoog 

Spleen 

mJ品。g
No. of dam Dose 

3.0土0.41)
10.3土1.12) 

3.0土0.3
10.4土1.1

3. 1土0.3
10. 7土1.1

3.0土0.2
10.6土0.7

143.1土14.4
499.7土44.1

150.1土11.4 
524.3土37.1

148.9土10.4
518.5土48.5

145.4土 9.2
510.5土42.9

135.8土 26.1 222.6土19.7
477.3土 84.0 777.5土62.6

144.0土 35.2 232.6土19.3
502.2土115.7 813.2土72.4

144.3土 27.5 226.8土18.7 
503.3土105.2 788.5土69.8

151. 0土 51.4 228.8士20.8
530.9土189.9 802.2土70.9

233.6土23.7
815.3土70.0

243.5土20.8
851. 9土80.9

237.0土23.3
827.8土80.7

238.6土21.7 
837.2土81.7 

TBZ 120mg/kg 27 

TBZ 60mg/kg 25 

TBZ 30mg/kg 27 

Olive oil 27 

Lung 

mJ品Og
Adrenal(L) Adrenal(R) 
mg mg 
mg/100g mg/IOOg 

、Bノ

7
3

L

向

(

3

 

y
g引

町

m
げ
U

印

刷

Ovary(R) 

mgfoog 
No. of dam Dose 

176.1土16.9 3.7土0.6
615.4土58.1 13.1土2.0

181. 8土16.3 3.5土0.8
634. 7土49.7 12.1土2.7 

183.1土13.2 3.9土0.9
636.9土54.0 13.3土2.8

182.6土14.2 3.9土0.9
639.9土45.0 13.6土2.9

3.4土0.7 10.1土1.9
11. 9土2.3 35.3土6.1

3.3土0.7 10.2土2.1
11. 7土2.6 35.2土7.6

3.5土0.9 10.7土2.2
12.1土2.7 37.1土7.3

3.6土0.7 10.1土2.0
12.6土2.0 35.4土7.2

10.9土 2.0
38.0土 6.6

11. 0土1.9
38.2土 5.3

10.5土 2.7 
36.5土10.2

10.8土 2.2
37.8土 6.9

TBZ 120mg/kg 27 

TBZ 60mg/kg 25 

TBZ 30mg/kg 27 

Olive oil 27 

1わ)Mean (aぬbsωoh叫 Eの〉土SD
2わ)Mean (οrela剖t1veの〉土SD

7. 結果のまとめ方西村の報告りに準拠して行っ

た.

日を妊娠0日とした.

4. 試料 チアベンダゾ{ノレ (TBZ)は MERCK

SHARP & DOHM INTERNA TIONAL社製， Lot 

No. BZA-539を使用した.溶媒は日本薬局方オリーブ

油〈三晃製薬紛 LotNo. 05T921)を用いた.

5. 試料投与量の決定当部での結果2)を参考にし

た.

6. 観察方法妊娠マウスは 4群に各々 30匹を無

作為に割り当て，妊娠7日より 9日までの間各群に各々

TBZ 120mg， 60mg， 30mgおよびOmg(対照)/10mlオ

リ{ブ油/kgを胃ゾンデにより毎日 1回強制経口投与し

た.

体重測定および一般状態の観察を毎日行い，妊娠18日

にエーテル麻酔により屠殺し，次の検索を行った.

屠殺後直ちに開腹，子宮を開き着床痕，早・後期死亡

胎児，生児数を数え，生児については体重測定，性の判

別，外表異常の観察を行い，また母体については卵巣の

黄体数を数え，重要器官の重量測定と肉眼的異常の有無

を検索した.

生児は， 95%ェチノレアルコ{ルで、固定後アリザリシレ

ッドSで骨格染色3)を行い骨格異常の有無を調べた.

結果と考察

1. 母体に係わる所見 1) 体重および一般状態:妊

娠0日の体重を 100とした体重増加率の推移は図1に示

す通りである.用量に伴う体重増加抑制を示している

が，いずれの投与群でも対照群との間に推計学的有意性

は認められなかった.また一般状態についても対照群と

同様でいずれの投与群にも特記する変化を認めなかっ

た.

2) 剖検所見:妊娠18日に属殺開腹したマウスの窃j検

所見では特記すべき変化を認めなかった.

3) 器官重量・表1に示す通りである.牌臓が用量相

関をもって減少した.肺で

やや軽い傾向を示しているが，その他のいずれの器官重

量も対照群との聞に推計学的有意差は認められなかっ

た.

2. 胎児に係わる所見 1) 妊娠の成立:妊娠18日の

屠殺開腹時に妊娠(着床〉成立を確認した母体は120mg

群27/30(90%)， 60mg群27/30(90%)， 30mg群 28/30

(93.3%)，オリ{ブ油〈対照群)27/30(90;切であり，
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Table 2. Data from Mice Oral1y Treated with Thiabendazole (TBZ) from Days 7 through 
9 of Gestation : Prenatal Observation 

Doses 120mg/kg 60mg/kg 

a) Number of female mice mated 30 30 

b) Number of female mice died 。 。
c) Numb巴rof female mice gestated 27 27 

) ~~~~~~+~fl，~，?t;::~ d) ~;;;~'-;;th'li~';f~~~ses 27 27 

e) Number of corpora lutea Mean土SD 15.2土1.8 15.3土1.6

f) Numb巴rof implants Mean土SD 13.6土1.7 13.6土1.9
g) Pecent resorption of fetuses土SD都
1) early 7.8土14.0 5.3土 7.3

2) late 1.2土 3.6 0.9土 2.4

h) Number of live fetuses Mean土SD 12.3土 2.3 12.8土 2.2

i) Sex ra tio (M/F + M) x 100土SD事 51. 4土16.9 47.9土16.0

-〉 Bodys wbedigehan ts of live 
J ) fetus巴土SDjI

Male 1. 49土0.09 1. 47土0.07

Female 1. 42土0.10 1. 40土0.08

a) Number of female mic巴 confirmedfor vaginal plug 
b) Died cases up to the killed time after copulation 
c) Number of female mice with implantation sites 
d) Number of dam wi th more than one living fetuse 
e)ー j)Calculated with the dam (d) with living fetuse 
g )-1) Cases showing implanted sites and amorphous germinal mass 
g )-2) Cases showing the head and limbs 
jI Value of group was obtained by averaging the percen tages of each li tter 

30mg/kg 

30 。
28 

28 

15.9土 2.1

14.1土 2.3

5.4土 9.1

1.1土 2.7 

13.3土 2.8

50.5土17.8

1. 45土0.10

1. 38土0.09

(Statistical) a)ーの:X2 test e)， f) : t-test g) : ranked sum test h) : t-test 
i) : ranked sum test j) : t-test 

Olive oil 

30 。
27 

27 

14.9土1.3

13. 7土1.5

2.8土 4.7

0.8土 2.2

13.1土1.7

51. 6土16.5

1. 46土0.09

1. 39土O.10 

Table 3. Data from Mice Oral1y Treated with Thiabendazole (TBZ) from Days 7 through 
9 of Gestation : External Observation 

Doses 120mg/kg 60mg/kg 30mg/kg Olive oil 
一一一一

a) Number of fetuses examined 332 347 368 354 

b) Malformation 

1) Percent malformation土SDjI 0.3土1.6 1.5土4.5 1.7土4.5 0.3土1.3

2) Type & number of affected 
Cleft palat巴 。 1 。 。
Open eyelids 1 4 4 l 

Abdominal hernia 。 。 1 。
Anal atresia 。 。 1 。

c) Other anomalies 

1) Percent anomalies土SDjI 0.2土1.2 0.6土2.3 。 0.5土1.9

2) Typ巴&number of affected 

Club foot 1 1 。 1 

Kinky tail 。 1 。 1 

c) Directional anomalies of tail and limbs， hematoma， edema and others 
都 Valueof group was obtained by averaging the percentages of each litter 
(Statistical analysis) b)， c) : ranked sum test 
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Table 4. Data from Mice Orally Treated with Thiabendazole (TBZ) from Days 7 through 

9 of Gestation : Skeletal Observation 

Doses 

a) Number of fetuses examined 

b) Malforma tion 

1) Percent malformation土SD韓

2) Type & number of 
fetuses aHected 

Fusion of vertebral body 

Fusion of ribs 

c) V aria tion 
Type & percent variation土SD替

わ Asymmetry of sternebrae 

2) Accessory of sternebrae 

3) Cervical rib 

4) 14th rib 

5)吉日己ずぷnching
Abnomaliti 
6) ;t~~~:.:一同 vertebrae
Separa tion or defective 
7) d;~;î;~~;nt' of~;t;r;~brae 
d) Ossifica tion 

ber of ossified 
l〉forelimb phalanx土SD

((Pro. +Mid. )/2J 

L 

R 

umber of ossified 
2) hi~d..li;b..~hal;~;土SD

L 

R 

((Pro. +Mid. )/2J 

3i 11e~n， n_u，~~e:__~~_~::~f~e~ 
ノ postlumbar vertebrae土SD

120mg/kg 

332 

0.3土1.5

1 

1 

6.6土10.3

13.9土15.3

17.7土16.3

29.4土26.9

21.1土12.2

。
1.5土 3.8

3.0土 0.4

3.0土 0.5

3.1土 0.6

3.1土 0.6

14.3土1.5

60mg/kg 

347 

。

0 

0 

10.0土10.8

12.5土17.9

13.8土14.7

33.3土28.6 

20.7土18.8

1.0土 2.8

0.5土1.8

3.1土 0.4

3.2土 0.4

3.2土 0.6

3.2土 0.6

14.2土1.4

30mg/kg 

368 

0.2土1.2

0 

1 

9.3土10.9

13.8土20.7

14.1土16.2

33.2土23.8

30.0土23.7

2.6土12.6

1.6土 4.8

3.0土 0.4

3.1土 0.4

3.0土 0.5

3.0土 0.6

13.8土1.5

Olive oil 

354 

0.3土1.6

1 

0 

8.5土12.7

10.3土13.1

16.6土17.6

24.9土23.0

28.5土15.7

1.2土 4.7

1.9土 5.2

2.9土 0.4

3.0土 0.4

3，0土 0.5

3.0土 0.5

14.4土1.3

c )-1) Cases showing deviation over 1/2 of length of maximum sternal nucleus between left and right nuclei 

c)ーの Definitionof lumbar rib was based on Kimmel and Wilson(Teratology， 8， 309-316， 1973) 
c)ーの Casesshowing abnormality in sum of numbers of cervical， thoracic and lumbar vertebrae 
d )-3) Sum of numbers of ossificated sacral and coccygeal vertebrae 

:1* Value of group was obtained by averaging the percentages of each litter 

(Statistical analysisJ b)-l): ranked sum test c) : ranked sum test d) : t-test 

妊娠の成立した母体ではすべてに生児を認めた(表2). 常としては， 120mg群で反足1例(1)，60mg群で反足

2) 妊娠黄体数，着床痕数，生児数，死亡児頻度(早 1例(1)，曲尾1例(1)，対照群で反足1例(1)，曲尾

・後期)，生児体重および性比:いずれにも対照群との 1例(1)が認められた〈表3). 

聞に有意差を認めなかった〈表2). 表中に示した頻度(%)は各母体単位での数値を平均

3) 生児外表奇形・異常:奇形として120mg群で、開眼 して群の値としたものであるが， 1匹の胎児に2種以上

1例(母体数1)，60mg群で口蓋裂1例(1)，開眼4 の奇形を併発したものは1として数えた.

例(3)，30mg群で開眼4例(3)，腐ヘルニア 1例(1)， 対照群に対しいす.れの投与群でも奇形・異常とも，発

紅門閉鎖1例(1)，対照群で開眼1例(1)を認め，異 現数に有意差を認めなかった.
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30mg群にみられた紅門閉鎖の1例は， 当部で、これま

で蓄積された6，000例以上の対照胎児ではまったく観察

されていない症例であり，この発生の意義については今

後の検討に待たなければならない.

4) 骨格奇形・変異・化骨進行度.奇形として120mg

群で椎体癒合l例，肋骨癒合1例， 30mg群で肋骨癒合

1例，対照群で推体癒合1'(7lJを認め，その発現頻度は

120mg群0.28土1.48%， 60mg群0%，30mg群 0.22土

1.18%，対照群0.31土1.60%で有意差はなく，また用量

に関連した変動も認めなかった(表4).

これまで当部で観察した対照胎児での骨格奇形の発生

率(母体単位〉は0.1%以下であるが，本試験ではたま

たま対照群に1例の椎体癒合がみられ，発生率が0.3%

となり，投与群とまったく差がなかった.

投与群では従来の妊娠9日投与試験の成績と大差ない

かむしろ低い発生率で， 3日間の連続投与による奇形発

生の増加は認められなかった.この原因については今後

の研究により明らかにしたい.

変異を有するものの発現頻度および化骨進行度におい

ても有意差はなく，また用量に関連した変動をも認めな

かった(表的.

要旨

チアベンダゾール (TBZ)120mg， 60mgおよび30mg

jkgjdayを Jcl: ICRマウスの妊娠7日から9日まで3

回経口投与し，骨格癒合奇形を中心とした胎児の奇形発

生を観察した.

奇形の発生は，妊娠9日1回投与の場合と比較して増

加は認められなかった.
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チアベンダゾールのマウスにおけあ催奇形性について

生産場の異なる 3つの ICR系マウスによる比較

久保喜一六安藤 弘*，小豚昭夫*平賀輿吾*

Teratological Studies of Thiabendazole (TBZ) in Mice 

Comparative Teratogenicity Using the ICR Strain Mice 

Purchased from Three Different Commercial Breeders 

YOSHIKAZU KUBO*， HIROSHI ANDOぺAKIOOGATA* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:チアベンダゾ{ノレ thiabendazole，駆虫薬 anihelmintie，食品添加物 foodadditive，農薬 pesticide，

防かび剤、fuirgicide，マウス mouse，催奇形性 teratogenici ty 

はじめに

われわれはチアベンダゾ{ノレ(TBZ，食品添加物・保

存料，農薬・殺菌剤，医薬品・駆虫薬，その他・防かび

剤〉の催奇形性を Jcl:ICRマウスを用いて明らかにし

てきたが1，2)，TB Zの催奇形性を評価するためには系統

差，種差を明らかにする必要がある，その第1歩として今

回3つの生産場の異なる ICR系マウスを用いてTBZ

の催奇形性を比較した.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物 Jcl: ICRマウスを日本クレア紛，

CRJ : CD-1( 1 C R)マウスを日本チャーノレス・リバー

紛， Slc: ICRマウスを静岡県実験動物農業協同組合(以

下各々 J，C， Sと略す〉から4週齢時に購入し， 8~ 

18週齢(体重24.3~37.7g)に達した発育良好なものを選

び本試験に供した.

2. 飼育条件温度25土10，湿度55土5%，照明午前

6時~午後6時，換気毎時10回の飼育室にて日本クレア

紛製閤型飼料 CE-2および水道水を自由に与え， 試験

開始〈交配〉時までアノレミケージ (225x 325 x 110mm) 

に10匹，交配後はプラスチックケージ (180x 305 x 110 

mm)にて l匹飼いとした.ただし雄マウスは交配前1

週間より 1匹飼いとした.

3. 交配方法雌雄1: 1終夜間居により，翌朝睦桧

の確認されたものを妊娠動物とみなし，その日を妊娠0

日とした.

4. 試料チアベγダゾ{ノレ(TBZ)は MERCK

SHARP & DOHM INTERNA TIONAL社製 Lot

No. BZA-539，純度98.5%を用い日本薬局方オリ{ブ

油(三晃製薬 LotNo. 05T921)に懸渇して投与した.

5. 試料投与量 Jcl:ICRマウスで確実に四肢減形

成奇形児を誘発する量2)の1，389mgおよび 1，157mg/10

ml/kgを用いた.

6. 観察方法 J， C， Sによる試験は並行的に行

い，試料は妊娠9日に1回経口投与とし，対照群にはオ

リ{プ治10ml/kgを投与した.体重測定および一般状態

の観察は毎日行い，妊娠18日にエーテルにより麻酔屠殺

し，次の検索を行った.屠殺後直ちに開腹，子宮を開き

着床痕，早・後期死亡胎児，生児数を数え，生児は体重

測定，性の判別，外表異常の観察を行い，次いで母体の

卵巣の黄体数を数え，主要器官の重量測定と肉眼的異常

の検索を行った.生児は95%エチルアルコールで、固定後

アリザリ γレッドSで骨格染色3)を行い骨格異常の有無

を観察した.

7. 結果のまとめ方西村の報告りに準拠して行っ

た.

結果と考察

1. 母体の所見 1) 体重および一般状態:妊娠0日

の体重を100とした体重増加率の推移は生産湯別にFig.

1 (J)， 2 (C)， 3 (S)に示す.各マウスとも対照群

に較べ，投与群では投与後体重低下および増加抑制がみ

られ， Jでは TBZ用量との相関が認められたが， C， 

Sでは1，389mg群より 1，157mg群の方の抑制が強かっ

た.また Sの 1，389mg群を除くすべてが推計学的に

有意な抑制であり， Sでの抑制はJ，Cより軽度であっ

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

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

2) 剖検所見および器官重量:器官重量は Table1に

示す通りで， J 1， 389mg群で、は肝臓の絶対重量および体

重比重量が腎臓(右〕体重比重量が対照群と較べ有意に

軽く， C 1，389mg群では肝臓と腎臓(右〉の絶対重量お

よび体重比重量がともに軽く，牌臓の体重比重量が重

く， C1，15貯7mg群で

絶対重量およひび、体重比重量が軽くし， H牌早臓の絶対重量およ

び体重比重量が重かつた. S 1， 389mg群では肝臓の絶対

重量が軽く，心臓，腎臓〈右〉の絶対重量，卵巣(左〉の

絶対重量および体重比重量が重かった.以上J，C， S 

各マウスの重量を測定した器官中では，肝臓が用量相関

をもって減少していた.この変化でJとCは類似してい

たが， Sでは低用量では対照と全く差がなかったのに対

し，高用量ではJおよびSより強い減少を示していた以

外に用量と関連した増減は認められなかった.

2. 胎児に係わる所見 1) 妊娠の成立:妊娠18日の

屠殺開腹時に妊娠(着床〉成立を確認した母体は， J 

1，389mg群14/14(100%)，J 1，157mg群12/15(80%)，

J対照群12/14(85.7%)，C 1， 389mg群15/16(93.8%)，

イ
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Fig.2. Increasing Rates of Body Weights after Admi-
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Tab!e 1. Data from Mice Orally Treated with Thiabendazo!e (TBZ) on Days 9 of 

Gestation : Organ 羽1eightsof Mother Mice 

Liver Heart Sp!een Kidney (L) Kidney(R) 
Mice Dose No. of dam g 

mJ品Og
mg mg mg 

TBZ 1389mg/kg 

J TBZ 1157mg/kg 

Olive oil 

TBZ 1389mg/kg 

C TBZ 1157mg/kg 

Olive oil 

TBZ 1389mg/kg 

S TBZ 1157mg/kg 

Olive oil 

12 

10 

12 

12 

13 

15 

10 

12 

18 

g/100g mg/100g mg/100g mg/100g 

2.8土0.1** 149.0土12.51) 152. 9土 39.2 237.1士 19.3 248.0土 18.8
8.6土0.6***464.7土40.32) 476. 7土120.7 738.4土 47.6 773.1土 55.0*

3.0土0.3 147.4土 7.0 140.9土 34.7 233.8土 15.8 248.4土 22.3
9.5土0.9 473.3土36.4 448.7土 93.5 749.9土 52.8 795.6土 60.0

3.2土0.4
9.9土0.8

2.6土0.3*
9.3土1.0* 

2. 7土0.3
9.3土1.3* 

2.9土0.3
10.1土0.9

153.9土17.2 143.0土 32.7 254.1土 36.0 268.2土 29.7
472.4土24.8 437.8土 85.6 779.7土 72.4 823.9土 52.9

133.1土 9.9 129.1土 29.1 210.5土 20.7 215.1土 19.9**
479.8土45.2 464.1土101.1* 757. 7土 75.4 773.5土 64.2**

135.8土 9.9 138.6土 31.9* 225.3土 30.2 231. 7土 30.3
470.1土37.9 479.2土109.8*779.6士107.2 801. 1土102.8

134.5土15.1 114.4土 16.0 224.3土 17.5 239.7土 22.9
473.9土35.3 402.8土 46.1 792.2土 56.5 846.1土 67.8

2.1土0.3* 147.9土11.3** 140. 6土 16.2 245.2土 28.8 267.9土 22.1**
9.6土1.0 463.9土45.7 439.1土 41.1 770.7土112.6 840.5土 92.2

2.8土0.3 139.0土14.1 133.2土 18.0 230.9土 20.9 242.2土 21.0 
9.2土1.2 459.2土54.2 440.9土 70.1 761. 7土 72.2 799.2土 72.0

2.8土0.3 134.9土 9.9 140.2土 39.9 229.5土 20.3 241. 8土 23.1
9.2土0.8 443.6土29.1 456.6土102.8 755.7土 69.5 794.1土 49.1

恥1ice Dose No. of dam 
Lung 
ml! 

Adrenal(L) 
ml! 
mg/rOOg 

Adrenal(R) 
mg 
mg/100g 

Ovary(L) 

mg?品。g
Ovary(R) 
mg 
mg/100g 

TBZ 1389mg/kg 

J TBZ 1157mg/kg 

Olive oil 

TBZ 1389mg/kg 

C TBZ 1157 mg/kg 

Olive oil 

TBZ 1389mg/kg 

S TBZ 1157mg/kg 

Olive oil 

1) Mean (absolute)土SD

2) Mean (relative)土SD

12 

10 

12 

12 

13 

15 

10 

12 

18 

I噌 /100g

199.3土12.1 3.6土0.6 3.3土0.6 9.7土2.6 11.0土1.4
622.3土52.0 11. 1土1.4 10.2土2.1 30.0土7.6 34.2土 4.6

187.7土16.5 3.5土0.3 3.2土0.5 9.6土2.1 12.1土 2.4
601. 7土52.1 11. 2土1.3 10.2土1.6 30.8土7.0 38.7土 7.3

194. 7土15.6 3.3土0.7 3.0土0.4 10.3土2.4 10.7土 3.2
599.4土29.7 10.2土1.7 9.3土1.6 31. 4土5.9 33.1土10.1

178.6士12.5 3.5土0.5 3.0土0.3 7.8土1.5 9.2土 2.8
643.4土52.8 12.6土2.5 10.9土1.4 28.1土4.9 33.0土10.3

186.6土13.2 3.5土0.6 3.1土0.6 7.9土0.9 8.4土 2.1*
645.0土31.9 12.2土2.3 10.8土2.4 27.3土3.2 29.1土 6.8*

183.1土12.9 3.3土0.6 3.1土0.7 7.5土1.7 10.1土1.9
647.4土52.5 11. 8土2.1 11.1土2.5 26.6土5.8 35.7土 6.1

186.3土10.8 4.0土0.9 3.8土0.6 11. 5土1.8** 10.2土 3.4
582.8土32.1 12.6土2.8 12.0土2.4 36.0土5.3キ 31.9土10.4

187.1土15.7 3.6土0.4 3.2土0.5 9.2土1.7 10.0土 1.4
617.2土53.2 12.0土1.2 10.7土1.8 30.2土5.8 33.1土 6.3

176.6士15.4 3.6土0.5 3.3土0.7 9.1土1.9 9.8土 2.2
581. 7土56.3 11. 9土1.7 10.8土2.3 30.0土7.3 32.4土 7.6

* P<0.05 料 P<O.Ol 料* P<O.OOl 

C 1，157mg群14/17(82.4%)，C対照群15/17(88.2%)， mg群3匹に全胎児死亡が認められ， Sにおいてやや多

S 1，389mg群15/16(93.8%)，S 1，157mg群17/18(94.4 いようであるが，推計学的に有意差はなかった (Table

%)， S対照群18/18(100%)でいずれも妊娠の低下を認 め.

めなかった.しかし， J 1， 389mg群2匹， J 1， 157mg群 2) 妊娠黄体数，着床痕数，生児数，死亡児頻度(早

2匹， C1，389mg群2匹， S 1，389mg群4匹， S 1，157 ・後期〕および性比:黄体数ではSl，389mg群が対照群



Data from Mice Orally Treated with Thiabendazole (TBZ) on Days 9 of Gestation : Skeletal Observation Table 4. 
間
H
白

Slc: ICR CR] : CD-l (ICR) ]cl: ICR Mice 

olive oil 1157mg/kg 1389mg/kg olive oil 1157mg/kg 1389mg/kg olive oil Doses 
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a) Number of fetuses examined 85 

b) Malforma tion 
Percent 
1) ~~îf~~~ation土SD辞
Type & number of 
2) f~~:s~s~aii;~';;d 
Fusion of vertebral arches 
Fusion of vertebral body 
Fusion of ribs 

c i Va~ia~ion Tx~e & percent 
ノ variation土SDlI
1) Asymmetry of sternebrae 12.0土20.0 26.6土21.5料 3.8土 6.519.6土29.5
2) Accessory of sternebrae 4.7土 9.0料 6.5士15.6**21. 5土27.0 0.6土 2.1
3) Cervical rib 5. 2土 9.9* 4.2土11.3* 19.1土20.610.6土17.7
4) 14th rib 17.7土20.5 10.6土16.1* 28.8土19.6 4.8土10.3*水

5)計:どEJar耐 ng 12出 4.5 15.0:1:12.4 23.8:1:14.75.5土 8.8

Abnormalities in number 
6) ~r~~←sacral vertebra; 
Separa tion or def 
7) d~;;î';;;;:;~n;'o{;t~;~~b;ae 14. 8土19.7*

d) Ossification 
Mean number of ossified 
1) fore limb phalanx土SD
((Pro.十Mid.)j2J
L 
R 
Mean number of ossified 
2) hind limb phalanx土SD
((Pro. +Mid.)j2J 
L 2.4土 0.8* 2.1土 0.9*キ 3.1土 0.4 2.1土 0.8*ネ*2.2土 1. 0** 3.2土 0.6 2.2土 0.5* 1. 9土 0.7本本*2.8土 0.6 
R 2.3土 0.9** 2.4土 0.8** 3.1土 0.4 2.2土 0.8***2.3土 1.1*本 3.2土 0.6 2.4土 0.6ネ 2.0土 0.7*キ 2.9土 0.6

ber of ossified 
3) ~~~~ïu~ï;~;~'er~~b~~;土5D 11.3土 1. 0***11. 9土 1. 4** 13.7土 1. 0 10.3土 1. 6***11. 0土 1.6ネキ 12. 7土 1.4 10.7土 1.0水ネ 10.6土 1. 5** 12.3土 1.5 

45.5土44.9キ**44.9土39.3ネ**
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5.1土10.2

3.9土 6.0ネネ

29.3土34.7ネ

4.8土11.9 

2.6土 4.717.7土13.2*

。17.8土29.6*

2.2土 5.545.5土41.0***38. 9土42.4*

1.3土 3.010.4土29.17.8土16.2

16.0土18.2*

9.8土17.7

2.9土 0.6
2.9土 0.6

2.5土 0.8
2.6土 o.7 

2.9土 0.6
2.9土 0.6

3.2土 0.4
3.2土 0.4

2. 7土 O.7ネ
2.9土 O.7 

2.8土 0.5*
2.8土 0.5ネ

3. 1土 0.3
3.2土 0.2

2_8土 O.7 
3.0土 0.7

2.8土 O.7 
2.9土 O.7 

c )-1) Cases showing deviation over 1/2 of length of maximum sternal nucleus between left and right nuclei 

c)ーの Definitionof lumbar rib was based on Kimmel and Wilson (Teratology， 8， 309-316， 1973) 
c )-6) Cases showing abnormality in sum of numbers of cervical， thoracic and lumbar vertebrae 

d )-3) Sum of numbers of ossificated sacral and coccygeal vertebrae 

事 Valueof group was obtained by averaging the numerals at the unit of each dam 

(Statistical analysisJ b)-l): ranked sum test c) : ra出edsum test d) : t-test 

キ P<0.05 材 P<O.01 料*P<O.OO1 
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た.また， Jでは用量と発現頻度に相関を認めたがCと は見当らなかった.

Sではいずれも 1，157mg群の方が高い債を示した.ま 化骨進行度では前肢指骨平均化骨数で， C1，389mg群

た Sの発現頻度はJ，Cに較べやや低いようである. の左右， C1，157mg群左が有意に少なく，後路指骨平均

(Tab!e 3) 化骨数および腰椎後椎骨数ではJ，C， Sの全投与群で

5) 骨格奇形・変異・化骨進行度 J，C， S各マウ 有意に少なかった.用量との相関は明らかでなく， Jと

スの投与群に奇形の発生が高い頻度で認められ，その型 Cでは近似の値を示したが， SはJおよびCと比べやや

とその発現頻度(%)はJ1， 389mg群で、85例中椎弓癒合 低い値であった. (Tab!e 4.) 

27，椎体癒合11，肋骨癒合5，41. 7土35.6%，J 1， 157 以上，従来われわれの用いてきたJマウスにおけあと

mg群100例中椎弓癒合20，椎体癒合11，肋骨癒合9， 同様にCおよびSマウスにおいても TBZにより四肢減

42.6土41.3%， C 1， 389mg群93例中椎弓癒合21，権体癒 形成，骨格奇形を生じた.しかしながら母体重，死亡児

合9，肋骨癒合6，45.5土44.9%，C1，157mg群67例中 出現頻度および奇形出現頻度よりみると， SマウスはJ

椎弓癒合15，椎体癒合4，肋骨癒合2，44.9土39.3%，S およびCマウスより TBZへの反応性は低いようである.

1，389mg群 117例中椎弓癒合20，椎体癒合3，肋骨癒合 要 旨

4， 23.5土25.9%，S 1， 157mg群127例中椎弓癒合29， チアベγダゾ{ル (TBZ)の催奇形性を生産場の異な

椎体癒合11，肋骨癒合9，32.6土36.1%でJ，C， S各 る3つの ICR系マウス CJc!: ICR， CRJ : CD-1(ICR)， 

マウスともに各対照群と比較して推計学的有意性が認め S!c : ICR)により比較した TBZは妊娠 9日1回，

られた.しかしJ. Cマウスともに高用量と低用量との 1，389mg/kgおよび1，157mg/kg経口投与し妊娠18日の

間の発現雌に差なく， JとCの値は殆ど同一であった. 胎児の外表・骨格の奇形・異常を検索したが，従来より用

Sで、は低用量の方の発現率が高かったがJおよびCと比 いてきたJcl:ICRマウスにおけると同様にCRJ: CD-1 

較すると高用量も含めて低い出現頻度であった(ICR)およびS!c:ICRマウスにおいても四肢減形成・

変異を有するものの出現頻度はJ1， 389mg群で過剰l胸 骨格奇形の発現を認めた.その奇形発現頻度はSlc: ICR 

骨核，頚肋骨が低く，胸骨核縮小・分裂が高く， ]1，157 マウスにおいてやや低かった.

mg群過剰j胸骨核，頚肋骨，腰肋が低く，胸骨核不対称， 文 献

胸骨核縮小・分裂が高く， C1，389mg群で、腰肋が{尽く， 1)小勝昭夫，安藤 弘，久保喜一，平賀輿否:東京衛

胸骨核縮小・分裂が高く， C1，157mg群で、膜肋が低く， 研年報， 29-2， 112， 1978 

胸骨核不対称，仙椎前椎骨数異常，胸骨核縮小・分裂が 2)小勝昭夫，安藤弘，久保喜一，高橋博，平賀輿

高く， Sl，389mg群で、腰肋が低く，胸骨核縮小・分裂が 吾:第21回日本先天異常学会講演および抄録集

高く， S 1， 157mg群で‘腰肋が低く，胸骨核縮小・分裂 3)Dawson， A. B. : Stain Tach， 1， 123， 1927 

胸骨核不対称，仙椎前椎骨数異常が有意に高かった 4)西村秀雄.先天異常， 16， 175， 1976 

J， C， S各マウスを通じて一定の傾向ある変異の出現
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クロム鉱さい粉じんのラ・y トによる2年間持続吸入実験

(第1報〉呼吸器系の病理組織学的観察

坂本義光*，神谷信行て池田虎雄*，平賀輿吾*

Inhalation Experiment of Chromite Ore Residue Dust on Rats for 2 Years 

(1) Histopathological Observation of Respiratory System 

YOSHIMITSU SAKAMOTO*， NOBUYUKI KAMIYA*， TORAO IKEDA* 

and KOGO HIRAGA* 

Male F344 rats were placed in an inhalation chamber and exposed to chromite ore residue dust at 

concentration of 0.2mg/m3 (Cr 0.2mg/m3 group)， 1 mg/m3 (Cr 1 mg/m3 group) and ]IS dust No. 11 

at 1 mg/m3 (JIS group) for 24 hrs a day， 7 days a week， for 105 weeks. 

Increasing curves of body weight in Cr 0.2mg/m3 and 1 mg/m3 group were similar to those of 

the control and ]IS group. Survival rate of Cr 0.2 mg/m3 and 1 mg/m3 group were not significantly 

lower than the other group. The lung weight of dust exposed groups were higher than control. Cr 

1 mg/m3 group and ]IS group were similar. Cr 0.2 mg/m3 group was low巴rthan the other group. 

II1 histopathological examination， nonneoplastic and neoplastic lesions related to exposed chromite ore 

resiclue dust were not observecl. 

Keyword日 Chromiteore resiclue dust， rats， two years inhalation， histopathological changes 

緒 ー""E 

クロム鉱さい粉じんの経気道摂取による生体への影響

を観察する目的で吸入実験装置1)を用いたラットによる

1， 3か月間吸入実験および1か月間吸入後終生飼育実

の対照群の他に，鉱さいによる変化をより明確にするた

めに比較対照として関東ローム粉体を曝露した群を設定

して行なった.

実験材料および方法

験を行ないその結果はすでに報告2-5)した.前実験にお 動物 F344-DuCrj，雄ラット 4週令を日本チャー

いて，鉱さい粉じんを曝露したラットて、は，体重の増加 ノレスリバ{より購入し 1週間予備飼育した後，実験に

抑制，また組織学的には気管粘膜上皮での細胞高の増 用いた.曝露開始時の体重は 82~83g であった.

加，肺で、の粉じんを貧食した大食細胞の腫大および崩 粉体 クロム鉱さい粉じんは鉱さい塊を前報2)で示し

壊，肺胞上皮の暴IJ離，肺胞内における崩壊残澄の蓄積な た方法で粉砕，分飾して調製した.比較対照として用い

どの変化が観察された2，3) これらの変化は曝露を中止 た関東ロ{ム粉体は日本粉体工業協会より]ISZ 8901試

することにより，軽減，回復する性質のものであった 験用粉体11種を入手した.原粉体の比重は鉱さし、2.79，

が，ひきつづき終生飼育したラットでは，気管支末端の 関東ローム 2.97であり，平均粒径は各々 3.3，1. 79μで

気道内や周辺の肺胞内に大単核細胞や多核巨細胞の結節 あったわ.各粉体の化学的性状は前報3)に示したとおりで

状の集族巣が認められた5) 今回は前実験で観察された ある.そのうち粉体の組成は Table1に示すように鉱さ

変化，腹筋の発生の有無，低濃度で長期間吸入された粉 いではCaが最も多く，またCrは水溶性クロムが1.2%， 

じん粒子の挙動などに注目して行なった2年聞に亘る昼 不溶性のものが1.6 %の割合で含まれている.関東ロ{

夜連続吸入実験の結果について報告する.本報ではその ムでは Siが最も多く Crは当部の原子吸光分析では検

うち体重，生存率，肺重fZ:，および呼吸系にみられた組 出限界 (0.02ppm)以下であった.

織変化について述べる. 吸入実験 実験は1群20匹として， クロム鉱さい粉じ

実験は，実験室内空気のみを通したチャンパ~内飼育 ん 1mg/m3(鉱さい 1mg/m3群)， O. 2mg/m3 (鉱さい0.2

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

24-1， Hyakul1incho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Composition of Dust 

Chromite ore residue ]IS Dust No.11 

く%) く%9〉
Ca 21. 2 Si 16-1 

Fe 6.1 Fe 12-16 

Cr 2.8(1. 2)* Al 14-17 

Si 2.4 Mg 2-4 

Al 1.8 Ca 0-2 

Na 0.4 Ti 0-2 

Ni 0.3 Cr ND 

Mn Ti Zn Sr <0.1 

( )*: Water soluble Cr 

Table 2. Particle Size Distributions of Aerosol 

in Inhalation Chamber 

Sampler Diameter Chromite ore ]IS Dust 
residue dust No. 11 

Stage 
μ0.2mg/m3 1mg/m3 1mg/m3 

weigh t percen t 。 >11. 0 。 。 1.0 

1 11. 0 -7.0 。 0.4 1.0 

2 7.0 -4.7 2.0 2.8 5.2 

3 4.7 -3.3 9.3 15.9 18.7 

4 3. 3 -2. 1 31. 2 35.9 35.7 

5 2. 1 -1. 1 42.7 31. 7 28.6 

6 1. 1 -O. 65 13. 8 11. 7 8.9 

7 0.65-0.43 0 1.6 0.1 

8* 0.43> 。 。 。

度23~250C ，湿度40~50%であった.また照明時聞は実

験室内と同様，午前6時より午後6時までとした.

体重は曝露開始後64週日までは 2週間に1回の割合

で，その後は毎週1回測定した.一般症状の観察は毎回

の体重測定時，および毎日チャンパー前面のガラス窓よ

り行なった.

実験終了後，動物は大腿部動静脈の切断により放血屠

殺した.また曝露期間中瀕死の状態になったラットにつ

いても同じ方法で屠殺した.なお本実験では曝露開始後

55週自に鉱さい 0.2mg/m3群で、装置の事故により 4匹死

亡した.そのため他の群も各2匹ずつ屠殺し， これらを

1年目観察例とした.なお鉱さい 0.2mg/m3群では，事

故によりすべてのラットが軽度な体重の減少を示したが

早期に回復し，またその後の生育状態も良好であったの

で実験を続けた.

組織標本の作製解剖の際蹄は気管に接続させたまま

摘出し， 結事与した気管より緩衝ホルマリンを 1O~12cm

水柱の圧で注入，再膨張させた後，各葉を肺門部で南í~断

し，固定液に漬けた，左棄は組織全体の最大割面が出る

ように縦断し，右葉は各葉のほぼ中央部で横断し各部分

の切片を作製した.鼻腔は固定後，脱灰し，頭部長軸に

直角に全体を 3~4mm の厚さに横断し 各細切片より標

本を作製した.気管は， 11侯頭部より縦隔部までを甲状腺

を含め 2~3mm の厚さに輪切りにし，各細切片より標本

を作製した.染色はHE染色の他，必要に応じてアザ

ン，鍍銀染色を行なった.なお放血屠殺の際流出した血

液について血液学的検査を行ない，また塗沫標本を作製

*: Filter し，組織学的検索の参考にした.

結果

mg/m3群〉および関東ローム粉体 1mg/m3(JIS粉体群〉 体重および一般症状 Fig.1に各群の体重増加曲線を

の粉じん曝露群と，実験室内空気のみの対照群の4群を 示した.図中の値は各体重測定時の生存例の平均値を示

設定し，昼夜連続で105週間行なった.実験に用いた装 した.鉱さい 1mg/m3および 0.2mg/m3群の増加推移

置の詳細は前報1)にゆずる. の傾向は，曝露期闘を通して対照群， ]IS粉体群と同様

実験期間中の各群の粉じん濃度は，設定濃度に対しで で特に変化はなかった.またこの間鉱さい群のラット

土10%以内の変動幅で保たれていた.また粉じんの粒度 に特徴的な症状もみられなかった.

分布は Table1に示したように，各群とも 4.7μ 以下の 生存率対照， ]IS粉体，鉱さい1mg/m3群では 1

粒子が90%，また旬以下は鉱さい 0.2mg/m3群で56.5 年目属殺例を除いた18匹について，鉱さL、0.2mg/m3群

%， 1mg/m3群で45%，]IS粉体群では37.6%の割合で では事故死亡例を除いた16匹のラットについて生存率を

存在していた. 求めた.鉱さい1mg/m3群では曝露終了時までに全例が

実験期間中，動物は吸入チャシバー内の2個のステγ 生存していた.その他の群の生存率は対照群 10/18(55 

レス製金網ケージ (w34.5x150x h 21cm)に等分して %)， ]IS粉体群13/18(72%)，鉱さい0.2mg/m3群12/16

収容し， 日本クレア製固型飼料 CE-2およびチャンパ (75%)であった.各群の途中死亡例のうち瀕死屠殺例は

{内自動給水ノズルにより水道水を自由に摂取させた. 各々 4，2， 2例であった.Fig.2に各群の生存曲線を

チャンパー内飼育条件は，換気回数 12~14 回/時で，温 示した.鉱さい 1mg/m3群を除いた各粉じん曝露群の死
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Fig.1. Growth Curves of Rats exposed to JIS Dust No.11 and Chromite Ore Residue Dust 
for 105 Weeks (0) Control， (口)JIS dust No.11: 1mg/m3， (A) Chromite ore residue 
dust: 1mg/m3， (ム)Chromite ore residue dust: 0.2mg/m3 
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Fig.2. Survival Curves of Rats exposed to JIS Dust No.ll and Chromite Ore Residue Dust 

for 105 Weeks (0一一0)Control， (口一ー口)JIS dust No. 11: 1mg/m3， (A----A) 
Chromite ore residue dust: 1mg/m3， (ム……ム)Chromite ore residue dust: 0.2mg/m3 

亡経過の推移は対照群と比べ特に変化はなかった. 病理組織学的観察 本報では対照群，鉱さい 1mg/m3

肺重量 Table2に曝露終了時生存していたラットの 群， Jrs粉体群の1年目屠殺例を除いた18例および鉱さ

肺重量を示した.各粉じん曝露群で対照群に比べ有意に し、0.2mg/m3群の事故死亡例を除いた16例の呼吸器系の

大きな債を示した.また JIS粉体群と比べ，鉱さい 組織変化について

1mg/m3群では差がなかったが，0.2mg/m3群は有意 腕本実験では，鉱さい粉じん曝露によって肺に悪性

に小さかった. 腫場の発生はみられなかった.以下各群に見られた非腫



れる例も多かった (photo1). また細胞の増生に伴な

った線維の増生は部分的に軽度な例がみられる程度で

あった.いずれも周辺の組織への圧排性や正常構造を

破壊しての増生態度は見られなかった.増生している

細胞は立方状または円柱状で，好塩基性の強い核をも

ち，細胞質はヘマトキシリシにやや濃染するものから

エオジγ淡染のものまであり，多くは微細な泡沫状であ

った.全体的に核・細胞質比は大きかった.以上の様な

変化は，鉱さい1mg/m3群で10例， 0.2mg/m3群で、2例，

]IS粉体群で8例，対照群で1例に見られた.また以上

の変化を示す部位に屑平上皮化生がみられる例が鉱さい

1mg/m3群に1例，分裂像の多い例が鉱さい 1mg/m3群

と]IS粉体群に各H日U，細胞質に大きな空胞が存在する

細胞が多く見られる例が， 鉱さい 1mg/m3群に2例，

0.2mg/m3群に1例，]IS粉体群に2例見られた.鉱さ

い 1mg/m3群と ]IS群では，鉱さい群の扇平上皮化生

を除いて，変化の発生率，増生の態度や程度に顕著な差

は認められなかった.

鉱さい 1mg/m3群の 1例に見られた大単核細胞の結節

状の集族 (Nodularaggregation of large mononuclear 

cells)は肺胞内に多核巨細胞の混在した集族巣がlか所

に見られる軽度な変化であった.同様な変化は対照群と

鉱さい0.2mg/m3群にもみられ，これらの群での程度の

方が強かった.集族巣は気管支末端の気道内や周辺の腕

胞内に散在性にみられ，気道を塞いでいるものも見られ
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Table 3. Lung Weight of Rats exposed to ]IS 

Dust No.11 and Chromite Ore Residue Dust for 

105 Weeks 

京東

Lung weights No. of 
rats 

Conc. of 
aerosol 
mg/m mg 

1445土192

2158土405*

1824土403*t

1987土499*

日
り

q
o
q
o
c
o

守
E
目

白

噌

目

・

晶

噌

E
4

噌
E
4

Group 

Control 

]IS Dust No.11 1 

Chromite ore (0.2 

residu巴 dust I 1 

Each values represent the mean土SD

S ta tistical significance:叩く0.05vs Control， 
tP<0.05 vs ]IS dust No.11 

蕩性変化についてのベる. Table 3に各群にみられた変

化およびその発生例数を示した. 鉱さい 1mg/m3群で

多くみられた変化は肺胞における細胞の増生 (Alveolar

hyperplasia)であったが，他の群にも共通して認められ

た変化であった.主に組織の辺縁部に限局性にみられ，

この部分では，通常の肺胞上皮細胞より大形の細胞が肺

胞壁面を被うように配列していた.細胞の増生傾向は，

肺胞壁に一層に配列し，肺胞構造が明瞭に認められる状

態のものから，増生している細胞の密度が増し，部分的

に乳頭状や管状に配列したり，島状に集族し同時に肺胞

内への大食細胞の集族によって，その部位が無気肺様に

なっている状態もみられ，以上の変化が段階的にみら

Group 

Concentration of dust 

Number of rats observed 

Increase of cell height in epithelium of bronchioles 

1 ncrease of number in goblet cells of bronchioles 

Focal hemorrage 

Alv巴olaredema 

Alveolar hyperplasia 

Focal alveolar and intersitial inflammation 

Intersti tial pneumonia 

Perivascular cell aggregation 

Nodular aggregation of large mononuclear cells 

Giant cells 

Debris in alveoli 

Calcifica tion of artery wall 

Mononuclear cell leukemic infiltration 

Metastaic tumors 

Histopthological Findings of Lung 

]IS dust No.11 Chromite ore residue dust 

1mg/m3 0.2mg/m3 1mg/m3 

18 18 16 18 

Control 
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た.多形核白血球の存在も多く， Table 3に示した様な

細気管支粘膜上皮の変化も伴なっていた.0.2mg/m3群

の1例には出血がみられた.鉱さい 1mg/m3群で、は以上

示した変化の存在しない部位では粉じん粒子を貧食した

大食細胞の存在する肺胞で軽度な上皮の腫大がみられる

他は，正常組織とかわりなかった (Photo2). 

鉱さい0.2mg/m3群のみに血管周聞の細胞集族 (Peri.

vascular cell aggrega tion)が見られた. 観察された 11

例すべてが終了時屠殺例であった.この変化はリンパ球

と思われる単核細胞や形質細胞が血管周囲に集族してい

るもので，程度の強い例では， 周辺の肺胞壁へも浸潤

し，肺胞内には，これらの細胞に混じって大食細胞や多

形核白血球の存在もみられた.気管支粘膜の変化はなか

った.

]IS粉体群にのみ見られた変化は巣状の炎症 (Focal

alveolar interstitial inflammation)であった.この変化

は数個の腕胞を単位として各棄で散在性にみられた.肺

胞内には粉じん粒子の少ない泡沫状または風船状の細胞

が存在し，肺胞壁では上皮細胞の腫大，線維化や多形

核白血球の浸潤もみられた.また一部の肺胞壁では細胞

成分が少なく非薄になっていた.細気管支上皮の変化は

少なかった.]IS群ではこの他全例に粉じん粒子の混在

したエオジン淡染のタンパク様物質が蓄積している肺胞

が，ややびまん性にみられた.

以上示した各群の変化の他に単核球白血病細胞の浸潤

が対照群に3例，各粉じん曝露群に11JlJずつ見られた.

また各群で腫協の発生はなかったが，対照群に甲状腺癌

の転移が11JlJ，]IS粉体群に細網肉腫の転移が1例みら

れた.

鼻腔および気管:対照群と鉱さし、O.2mg/m3群での蹄

の大単核細胞の集族巣の形成が顕著な各1例で，鼻腔お

よび気管粘膜上皮の細胞高の増加がみられた.さらに気

管では気管腺の増加を伴ない，鼻腔内には分泌物ととも

に，多形核白血球の混在した細胞等の崩壊残澄が多かっ

た.鉱さい 1mg/m3群の鼻腔および気管には特に変化は

なかった.

粉じん粒子の存在:各粉じん曝露において肺内に吸入

された粉じん粒子は大食細胞に貧食された状態で肺胞内

に存在している他，o市内りンパ組織や気管支および血管

周囲の結合組織内，さらに縦1南部リンパ節中にも]IS群
や鉱さい 1mg/m3群で、は大量に存在していた.また ]IS

群では肺胞内で粉じんを大量に貧食した大食細胞の崩壊

により放出された粒子も肺胞内に多かった.各群とも大

食細胞の存在する肺胞ではややびまん性に上皮細胞の軽

度な腫大がみられ，その程度は ]IS群が強かった.粉じ

んの存在するいずれの部位にも線維の増生はみられなか

った.また姉胞の細胞増生を示した部位には，粉じんを

貧食した大食細胞の存在は特に多くはなかった.

考察

クロム酸塩の製造にたずさわる作業者に腕ガンが多く

発生し， グロムがその原因と考えられているが， クロム

鉄鉱石から，最終生成物であるクロム酸塩や葉クロム酸

塩および鉱さいを含め，製造工程中のどの物質が原因物

質であるかは確認されていなし、6，η. クロムによる腫腐

の発生を観察する目的で種々のクロム化合物について吸

入曝露実験8川が行なわれているが， いずれも肺がんの

発生はなく，また腺腫は生じるが，発生率は対照に比べ

特に多くはなかった.鉱さいのみを扱った実験は過去に

例を見ないが，本実験において鉱さい粉じんによる麗場

の発生はなかった.

鉱さい粉じんを曝露したラットでみられた非麗場性の

変化は，いずれも自然発生病変として現われるもので，

クロム鉱さいに特徴的な変化ではなかった.このうち肺

胞における細胞増生は]IS群にも見られ，粉じんの種類

には関係なく，その濃度に比例した発生を示したものと

思われた Pour10) らはラットの非腿蕩性変化のひとつ

として Bronchiolo-alveolar adenoma tosisをあげてし、

る.彼らによれば，この変化は肺の辺縁に主に見られ，

繊毛細胞やムチン産生細胞が増生し，その部分は被饗さ

れないとしている.分裂{象や扇平上皮化生も見られるこ

とがあるが，基本的には肺胞の正常構造を破壊すること

なく，それに従って増生し，周辺の組織への圧が|性もな

いことから腫蕩性変化と区別している.本実験でみられ

た変化も同様な変化であると思われる Innesら11)は，

この変化が自然発生病変として，特に老令ラットに見ら

れるとしており， Collemanら12)も， F344ラットで， 24 

か月令以上のものに4%の発生率で生じることを報告し

ている.前報5)で示した鉱さい粉じん 1か月間吸入後終

生飼育実験においては，発生例数は少なかったが， 対

照，粉じん曝露群に関係なく 120週令以上のラットで認

められた. またこの病変は， クロム化合物ペ ニッケ

ノレ13) ガラス線維14)などの種々の粉じんを長期間曝露し

たラットやモノレモットに高い発生率で生じることが知ら

れている.増生している細胞の起源については，肺胞上

皮細胞または細気管支粘膜上皮細胞と考えられている

が15Lいずれにしろ粉じん曝露によって生じたこの病変
は，自然発生病変として老令ラヅトに見られる変化と同

様な増殖性の変化が，粉じんに対する反応として， より
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強く発現したものと思われる]IS粉体群に比べ，鉱さい 1mg/m3群は差がなかった

血管周囲の細胞の集族は，慢性肺炎の初期像として知 が，0.2mg/m3群で、は小さかった.鉱さい群にみられた

られており，F344ラットにおいても加令に伴ない高い 肺の組織変化はいす守れも自然発生病変としてみられる変

発生率を示している山12) Gross聞は種々の粉じんに対 化であった.このうち肺胞における細胞増生は鉱さい

する反応としてこの変化が現われることを報告している 1mg/m3群と ]IS粉体群に多くみられた. これは長期

が，本実験では粉じん濃度に比例した発現をみないこと 間に亘って吸入された粉じんに対する反応として，自然、

から，鉱さい粉じんによるものではないと考えた. 発生的に生じる増殖性の変化と同様な変化が， より強く

大単核細胞の結節状の集族は前実験5)において高濃度 発現したものと考えられた，鼻腔および気管にも鉱ざい

の鉱さい粉じんを 1か月間曝露後終生飼育したラットに による変化はみられなかった.また呼吸器系の腫蕩の発

おいて多く認められた変化であった，また Steffee9)らも 生もなかった.

クロム化合物を長期間曝露したラヅトで同様な変化と思

われる肉芽腫の形成を観察しており， クロムに対する緩

やかな炎症反応であるとしている.本実験において，こ

の変化に注目したが，むしろ対照群に多く，他の刺激に

よって生じた偶発的な変化と考えた.

粉じん曝露群における腕章量の増加は， 前実験2，3)に

おいても認められ，主として吸入された粉じんに対する

反応性の変化である肺胞上皮細胞の腫大を反映したもの

であった.その際高濃度の鉱さい曝露群では，問機度の

関東ローム粉体曝露群に比べ肺重量の増加の程度が大き

いことから，肺胞上皮細胞の腫大に加えて，この群で顕

著であった肺胞腔内へのタンパク様物質の蓄積も反映さ

れているものと考えられた.本実験でみられた肺の重量

増加は，特に鉱さい 1mg/m3群と JIS粉体群では，一

部には肺胞における細胞増生またはその傾向を反映して

いると考えられるが，根本的には，肺胞上皮細胞の腫大

が大きく反映されているものと思われる.また関東ロー

ム粉体!暴露群で、は鉱さい群に比べ肺胞内へのタンパク様

物質の蓄積や，線維化を伴なう巣状炎症が多くみられた

が，両群の姉重量に差が生じるような程度ではなかった

ものと考えられる.

まとめ

クロム鉱さい粉じんを0.2，および 1mg/m3の濃度で，

ラットに105週間昼夜連続で曝露し， クロム鉱さい粉じ

んの低濃度，長期間の吸入曝露による生体への影響を観

察した.得られた結果のうち体重，生存率，肺重量，呼

吸器系の組織変化について示した.実験では粉じんに対

する肺の反応を比較する目的で]IS粉体(関東ロ{ム〉

の 1mg/m3a暴露群を設定した.
体重の増加推移は鉱さい粉じん曝露群の2群とも，対

照群， ]IS粉体群と比べ変化はみられなかった.生存率

は対照群55%，]IS粉体群72%，鉱さい 0.2mg/m3群

75%で，鉱さい 1mg/m3群で・は曝露期間中の死亡例はな

かった.肺重量は各粉じん爆露群で対照に比べ大きく，
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クロム鉱さい水浸出液の皮膚累積刺激性(第2報〉

長期塗布によQ家兎耳介への影響

福森信隆*，棒島順一郎**，井口重孝*，平賀輿吾キ

Cumulative Skin Irritation Test by Water Extract of Chromite Ore Residue (11) 

Long-Term AppIication on Rabbit Auricula 

NOBUT AKA FUKUMORI*， ]UNICHIRO KABASHIMA料， SHIGET AKA IGUCHI* 

and KOGO HIRAGA* 

Keywords:クロム鉱さい水浸出液 waterextract of chromite ore residue， 皮膚累積刺激性試験 cumulativ巴

skin irri ta tion tes t，家兎耳介 rabbitauricula 

緒 言

クロムによる障害はこれまでに皮膚，粘膜の炎症，気

管支炎，肺癌など職業商からの報告がなされ産業衛生の

分野で関心が持たれていたり.一方 1975年東京都に埋め

立てられた六価クロムを含むクロム鉱さいが不完全な埋

め立て処理であったため露出し住民に悪影響を及ぼす危

険が生じ，新たに環境汚染の立場からクロムの生体への

作用を検討する必要性が起こった.既にこれらの露出部

から採取したクロム鉱さい水浸出液で家兎の限粘膜およ

び背部皮膚の一次刺激性試験を行い中等度の刺激性を認

め2，3九 また短期の累積塗布試験で皮膚反応の強さと臓

器内のクロム蓄積量が相関していることを報告したり.

さらに生活用水でクロムの低濃度の汚染が長期間に渡る

と皮膚炎が多発するとL、う疫学的調査5)からも，今回皮

膚刺激性を検索する目的でクロム鉱さい水浸出液の長期

塗布による累積刺激性試験を実施した.

実験材料および方法

検体 江東区大島9丁目の地下鉄工事現場から採取し

当所水質研究科で調整された1，000ppmの六価クロムを

含むクロム鉱さい水浸出液pH12.8を蒸留水で等量に希

釈したものを500ppmクロム鉱さい液 (pH12.7，500ppm

鉱さい群と略す〉とし， ソ{ダ石灰水浸出液および蒸留

水で希釈しpHを12.7に調整した100ppmの六価クロム

を含むクロム鉱さい水浸出液を100ppmクロム鉱さい液

(100ppm鉱さい群と略す〉とした.対照にはクロム駿ナ

トリウム(特級，和光純薬〉をソーダ石灰水浸出液およ

び蒸留水でpHを12.7に調整し六価クロム濃度が500ppm

となるように溶解させた液をクロム対照液(クロム対照

群と略す〉として，また物理的刺激をも考慮して蒸留水

(対照群と略す〉を用いた.検体は塗布期間中適時クロ

ム濃度の測定を原子吸光分析法で行い変化のないことを

確認した.

動物体重2.5kg前後の白色在来種雄性家兎(日本動

物〉を用い， 室温23土10，湿度50土5%の環境下で1日

100gに制限給餌された飼育用問型飼料(日本クレア，

CR-l)および自由に与えられた飲水により家兎専用

飼育委にてステンレス製ケージ内で、個別飼育を行った.

試験法 本試験の実施前に予備塗布を行ーった. 1，000 

ppm クロム鉱さい液の塗布で皮膚に発赤のみられる動物

が塗布部を擦過する動作を行うこと，さらにクロム鉱さ

いが埋め立てられた地閣で雨水に浸出してくる濃度が

200~300ppm であること 6) とを考慮に入れ最高濃度を

500ppmと定めた.また対照群にはじめソ{ダ石灰水浸出

液(pH12.7)を用いたが皮膚の変化が認められなかった

ことから単なる物理的刺激を考慮し蒸留水を使用した.

動物は馴化後，500ppm鉱さい群18匹，対照群， 100ppm鉱

さい群， クロム対照群各9匹を用い家兎の左耳介背部に

柔軟な刷毛を用いて検体を塗布した.塗布量は約20cm2

に流れ落ちない程度に約0.8mlとし，未処置の右耳介を

各動物の対照として比較した.塗布は隔日あるいは2日

間隔で週3回一定時に行い46ヶ月間継続し主に王手介の皮

膚変化を観察した.検査は次の項目について実施し，な

お塗布後30ヶ月で採血により血液性状，免疫学的検査を

行い全身への影響を調べた.

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

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

柿同毒性部薬理研究科
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一般状態家兎の行動，外観，摂餌状態などを観察の

対象とした.

皮膚反応 塗布部{立の局所反応について紅斑，浮腫を

中心に皮膚表面の性状，発毛状態，血管の変化などを肉

眼的に観察した.

体重 月l回，一定時に測定を行った.

血液学的検査 塗布後30ヶ月で耳静脈より採血し，白

血球数，赤血球数，ヘモグロビン量，ヘマトクリット，

平均赤血球容積，平均赤血球ヘモグロビン量，平均赤血

T求ヘモグロピン濃度を CoulterCounter Model-Sを用

いて測定した.

臨床生化学的検査 塗布後30ヶ月で採血を行い血清を

分離後，総蛋白 (Buiret法)， グノレコース(グルコース

オキシタ{ゼ法)， 尿素窒素(ウレアーゼインドフェノ

ーノレ法)，総コレステロール(Lieberman-B u rchard法)，

グノレタミン酸ヒ。ルピン酸アミノ基転位酵素 (Reit口即)-

Frankel変法)，アルカリフォスファタ{ゼ (Kind-King

変法)，コリンエステラーゼ(.dpH法〉を日立自動分析

装i霞 (M-400)を用いて測定した.

免疫電気泳動j去 塗布後30ヶ月の血液から血清を分離

し 1μJをとり寒天板の抗原孔に注入した Gelmanの泳

動槽を用い泳動電流5mA，泳動時間2時間で泳動操作を

行い，その後抗血清を入れる溝に家兎抗血清(miles)を20

μJ注入した.湿潤槽で20時間放置した後amidoschwarz 

10Bの色素を用いて泳動線を染色した.

感作性試験 塗布後30ヶ月で 500ppm鉱さい群5匹，

対照群， クロム対照群各3匹を用いてアレルギ{の検出

を行った.家兎の背部を弟IJ毛し 500ppm，100ppm， 45 

ppm， 20ppmの4段階の六価クロム濃度で閉塞パッチに

よる貼付試験，皮内注射によるツベルタリン型反応およ

び PCA反応を実施した.

制検，組織学的検査死亡動物および生存動物につい

ては最終塗布の翌日に解剖し肉眼的所見を調べた.また

塗布した耳介部はホルマリ γ周定後常法によりH・E染
色を施し組織学的検索を行った.

実験結果

一般状態 塗布後1ヶ月頃まで刷毛で、塗布した直後，

対照群も含む全群で前肢を用い耳介を擦過する動作が観

察されたが漸次少なくなる傾向を示し以後時折散見する

程度であった.これらの動作は500ppm鉱さい群， クロ

ム対照群で幾分多くみられた.途中死亡動物のうち対照

群1例 100ppm鉱さい群1例， 500ppm鉱さい群5例は

死亡前に体位の保持が困難となり横臥し，摂餌量の減少

する状態が続きるい痩を呈する動物がみられ，これらの

多くは下痢便を伴っていた.生存動物では特に症状の著

しい変化は認められなかった.

皮膚反応 全期間を通して 500ppm鉱さい群，グロム

対照群の耳介塗布部の被毛が淡黄色を呈したが， 100 

ppm鉱さい群では明らかでなかった. 皮膚反応は 500

ppm鉱さい群， クロム対照群で塗布後2ヶ月頃まで軽度

な紅斑，落屑，脱毛を呈する動物がみられたがし、ずれも

短期間で回復し，その後皮膚表面の著しい変化は認めら

れなかった 100ppm鉱さい群は対照群に比べて変化が

みられず，また右側耳介の未処置部との比較でも皮膚反

応の室長異は認められなかった. (Photo 1，. 2). 

体重体重増加曲線は死亡前に顕著な体重減少がみら

れた動物の体重を除去して平均体重で、示した (Fig.1).

体重は塗布後15ヶ月頃まで増加がみられ，以後増減を繰

り返しながら緩やかな増加を示した.塗布終了時の体重

は対照群4.14土0.35kg，100ppm鉱さい群3.91土0.28

kg， 500ppm鉱さい群3.86土0.40kg， グロム対照群

3.71土0.55kgであった.また全期聞を通して対照群と

有意差を認めなかった.

血液学的検査 塗布後30ヶ月で対照群に比べ鉱さい

群， クロム対照群とも各項目にわたり有意差の認められ

る変動はなかった (Table1). 

臨床生化学的検査対照群に比べ鉱さい群，グロム対

照群とも各項目にわたり有意差の認められる変動はなか

った (Table2). 

免疫電気泳動法 抗原抗体反応によりトラ γスフェリ

γを含む数本の泳動線が確認されたがし、ずれも対照群に

比べ鉱さい群， クロム対照群とも泳動線の変化は認めら

れなかった.

感作性試験 貼付試験，ツベルタリン型反応の各濃度

で対照群に比べ鉱さい群， クロム対照群とも反応の差異

が認められなかった.また PCA反応でも色素の局在が

認められず全例で陰性であった.

WJ検，組織学的検査途中死亡は対照群3例， 100ppm 

鉱さい群6例， 500ppm鉱さい群11例， クロム対照群4

例認められFig.1に生存率，死亡時期を示した.死亡は

塗布後17ヶ月からみられ対照群に比べ鉱さい群， クロム

対照群で死亡時期が早く生存率も低かった.これらの死

亡動物の剖検で運動障害がみられ横臥姿勢を呈した動物

も含め股関節部の関節靭帯の伸展，亜脱臼，艇の硬直，関

節周囲の出血などみられた例は対照群1例， 100ppm鉱

さい群3例， 500ppm鉱さい群6例に認められた.また

下痢，腸管粘膜部の出血，胃内点状出血，被毛による腸

管閉塞などの胃腸障害が認められた例は対照群2例，
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Fig.1. 

く，細胞間の離開，壊死像はみられなかった(Photo5). 

表皮有線層の肥厚が著明な部では軽度な核の膨化，基底

細胞の分裂を伴った増生が観察された (Photo3). 100 

ppm鉱さい群ではこれらの変化が 500ppm鉱さい群に比

べ若干軽度であったものの散見され，対照群では未処置

部との差は認められなかった.

考察

累積刺激性試験は刺激性の弱い物質が繰り返しの刺激

で蓄積されることにより生じた毒性を検出する目的で行

われ，特に金属などの蓄積しやすい物質の検索に適して

いる.六価クロムは皮膚で含硫アミノ酸により還元され

三価クロムの状態で蛋白と結合しているといわれること

からへ 皮膚での蓄積が考えられる.クロムによる皮膚

炎，潰悲喜などの皮膚障害は職業上の長期曝露で多くみら

れ反復された刺激に起因すると推察される.これらのこ

とから今回行った累積刺激性試験では比較的一次刺激性

の少ない濃度を設定し長期間の塗布を行った.一方，

100ppm鉱さい群3例， 500ppm鉱さい群3例， クロム対

照群 2例にみられた.その他頭蓋骨内脳膜下に 8~10

mmの血塊がみられた例が500ppm鉱さい群で2例，肺

に膿癌が形成され気管支内に白色膿を貯留した例が 500

ppm鉱さい群で1例，胆喜撃が肥大し胆汁が透明となり全

身に黄痘症状を呈した例が100ppm鉱さい群で1例認め

られた.生存動物では著明な変化がみられず多量の脂肪

層を認めるに過ぎなかった.腎臓では表面の凹凸，白色

の壊死巣，水腎症，不明瞭な皮髄境界などの変化が死亡

例，生存例を含めて対照群2OlJ， 100ppm鉱さい群5例，

500ppm鉱さい群4例， クロム対照群で3例認められた.

耳介塗布部の組織学的検索は皮膚の個体差が大きいた

め塗布部の左耳介と未処置の右耳介とを比べさらに各群

聞で比較を行った.いずれの群も対照群と比較して著変

がなく， 500ppm鉱さい群， クロム対照群では全体的に

軽度な表皮有線層の肥厚，真皮での細胞浸潤，線維芽細

胞の増加が散見されたが過角化，血管の増生は著しくな
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Table 1. Changes of Blood Components in Rabbits after Application of Chromit巴OreResidue 
for 30 Months 

No. of WBC RBC 

(x 106) 

Hgb 

(gm) 

Hct MCV 

(μ3) 

MCH 

(μμg) 

MCHC 
Group 

rabbi ts (x 103) く%) (%) 

Control 9 8.09土2.24叫 6.23土0.5913.09土l.32 38.79土3.4563.22土4.082l. 40土2.0433.78土l.44 
100ppm Cr 
Chromite 8 7.23土2.61 6.11土0.5613.15土l.55 38.31土3.9963.38土2.442l. 69土l.12 34.19土0.61
ore residue 

500ppm Cr 
Chromite 15 7.13土3.00 6.22土0.4513.49土l.78 39.21土3.9863.73土2.522l. 86土l.50 34.23土l.46 
ore residue 

500ppm Cr 
Sodium 6 8. 03土2.25 6.40土0.4113.90土l.09 40.20土2.8863.67土3.6722.00土l.37 34.50土0.51
chromate 

a) mean土SD

Table 2. Serum Biochemical Changes in Rabbits after Application of Chromite Ore Residue 

for 30 Months 

Group 
No. of TP 

rabbits (gjdl) 

Glu 

(mgjdl) 

UN  Cho 

(mgjdl) (mgjdl) 

GPT 

(K. U.) 

AI-P 

(mIU) 

ChE 

(d，pH) 

Control 8 6.85土0.67叫 114.63土13.932l. 75土4.3626.50土 8.2437.88土15.3229.29土23.520.19土0.04
100ppm Cr 
Chromite 8 6.64土0.54 115.25土13.6219.63土3.062l. 13土 6.2635.63土 8.0126.63土13.550.20土0.02
ore residue 

500ppm Cr 
Chromite 15 6.73土0.35 12l. 73土27.2820.47土3.8829.93土14.6146.07土19.8218.46土13.890.18土0.04
ore residue 

500ppm Cr 
Sodium 6 6. 63土0.32 129.33土16.302l. 33土2.872l. 67土 6.1247.83土24.9922.48土15.170.22土0.03
chromate 

a) mean土SD

1915年山極，市川らが家兎の耳介にタールを塗布し癌の 度でもアレルギーが誘発されることが考えられ，塗布後

発生を成功せしめたことに鑑みて刺激性とともに腫療の 30ヶ月で種々の感作性試験を行ったが反応はみられなか

発生を調べるため家兎の耳介を用いた.さらに耳介は剃 った.この時行った PCA反応は即時型アレルギーを検

毛する必要がないため他の物理的刺激が比較的少なく累 索する方法で、先にモルモットを用いた方法的でも検出さ

積塗布に適している. れなかったことから即時型アレルギーの可能性は少ない

皮膚反応は鉱さい群，クロム対照群とも全期間を通し と考えられる.また貼付試験，ツベルタリン型の反応で

て丘疹，潰湯，浮腫などの顕著な変化が認められなかっ 対照群との反応の差が明らかで、なかったことと塗布によ

た.塗布後2ヶ月まで500ppm鉱さい群，クロム対照群 る皮膚反応が強くあらわれなかったのは免疫電気泳動法

で紅斑，落屑，脱毛を断続的に認める動物がみられた で泳動線に差異が認められなかったことからも脱感作さ

が，その後それらの変化は消失傾向を示した.反応が軽 れたためと推察されるが明らかでない.従って職業上あ

滅されたことは繰り返しの累積刺激により皮膚の強化や るいは環境中で発症する皮膚炎は著者らが以前に確認し

皮膚の適応が起こったためと考えられる.塗布に用いた た町遅延型アレルギーであり接触性皮膚炎と考えられ

六価Fロムの100ppmおよび500ppmの鉱さい液濃度は環 る.塗布終了後の組織学的検索で表皮有線層の肥厚や真

境中の溜り水の最高濃度が 200~300ppm であること町 皮での細胞浸潤，線維芽細胞の増加が認められたが血管

と先に行った 1，000ppm鉱さい液では一次刺激が強くあ の増生が顕著でなく皮膚反応で、発赤が確認されなかった

らわれることから濃度を設定した.しかしこれらの低濃 ことから炎症に至る変化ではないと示唆される.さらに
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クロムは感作によらず直接的な腐蝕作用で皮膚の深部に

およぶ小円錐状の潰湯を形成するとし、う報告10，11)がある

が累積塗布ではみられなかった.このような強力な直接

作用はクロム濃度と接触時間が関係していると思われ，

週3回の塗布では曝露時聞が少ないため起こらなかった

と考えられる. クロムの排?世が比較的はやいこと 12)や塗

布部での乾燥が速やかであることもクロムの腐蝕作用が

みられなかった理由と考えられる.

クロム鉱さい水浸出液の全身に対する影響は，全期聞

を通して体重増加で有意差がみられず，塗布後30ヶ月で

行った血液学的，臨床生化学的検査でも差異を認めなか

ったことから作用が少ないと考えられる.しかし途中死

亡例が鉱さい群， クロム対照群で多く死亡時期が早いこ

となどからクロムの影響が考えられるが，途中死亡の剖

検で運動器障害，消化器障害が多数みられ必ずしもクロ

ムとの関係は明らかで、なかった.また腎臓の変化はクロ

ムの塗布群でみられたが 500ppm濃度で例数が少なく対

照群でも同様な変化がみられたことからクロムに起因し

ていると思われなかった.
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Explanation of Photographs 

Photo 1. A pair of rabbit auricula applied with chro・

m巾 oreresidue (500ppmCr) for 46 months 

る目的で週 3回， 46ヶ月聞にわたり家兎耳介に累積塗布 Photo 2. A pair of rabbit auricula applied with 

を行った 500ppmの六価クロムを含む鉱さい水浸出液 sodium chromate (500ppm Cr) for 46 months 

(pH12.7)およびクロム対照液 (500ppmの六価クロムを Photo 3. A remarkable portion of acanthosis in 

含むクロム酸ナトリウム液， pH12.7)で塗布の初期に紅 epidermis of rabbit auricula after application 

斑，落屑，脱毛が観察され，組織学的検索で表皮の軽度 with chromite ore residue (500ppm Cr) for 

な肥厚，真皮での細胞浸潤，線維芽細胞の増加がみられ 46 months. Hypertrophy of epidermal cells 

たが顕著な皮膚変化や全身への影響は認められず，また and infiltration in cutis are seen. H-E stain 

100ppmの六価クロムを含む鉱さい水浸出液(pH12.7)の x200 

作用もほとんどみられなかった.このことは累積塗布に Photo 4. Epidermis and cutis of non-applied auri. 

より皮膚の強化，適応が生じたためと示唆される cula in the same rabbit as photo 3. H-E 

謝辞 本研究にあたりクロム鉱さい水浸出液の検体を stain x200 

提供された水質研究科の諸氏ならびに御助言をいただき Photo 5. A portion of slight thickening in epidermis 

ました当部の佐々木美枝子氏に感謝致します andincreased fibroblast in cutis of rabbit 

文献 auricula after application with sodium chro・

1)渡部真也，福地保馬・科学， 45， 688， 1975 mate (500ppm Cr) for 46 months. 日-Estain 

2)藤井孝，坂本義光，福森信隆，阿部幸恵，中村 x200 

弘， 大橋則雄， 平賀輿吾東京衛研年報， 27-2， Photo 6. Epidermis and cutis of non-applied auri. 

124， 1976 cula in the same rabbit as photo 5. H-E 

3)阿部幸恵，藤井孝，坂本義光，福森信隆，中村 stain x 200 

弘， 大橋則雄， 平賀興吾:東京衛研年報， 27-2， 

129， 1976 
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Effects of Dietary Exposure to Di-2-ethylhexyI Phthalate on Steroid 

MetaboIism in Male Rats 

SHINSHI OISHI* and KOGO HIRAGA* 

The effect of di・2・ethylhexylphthalat巴 (DEHP)on metabolism of testosterone has been studied. 

Hepatic and testicular postmitochondrial fractions were prepared from rats exposed to 0 or 2% of DEHP 

in the diet for a w巴ek. Metabolites of testosterone were identified and quantified utilizing thin-

layer chroma tography and gas-liquid chromatography. Several identified m巴tabolitesof testosterone 

and cytochrome P-450 concentration in hepatic postmitochondrial fraction were increased by pretreatment 

with DEHP. These results suggest that effects of DEHP on the testosterone concentrations in the 

serum and testis may be due， at least in part， to accelerated metabolism of steroid sex hormones. 

Keywords : diふethylhexylphthalate， testosterone metabolism， cytochrome P-450 

Introduction 

Phthalic acid esters (P AEs) are used as plasticizers for a wide range of synthetic polymers. P AEs 

have been found to have extremely low acute toxicity in rodent speciesl-3). How巴ver，th巴 administration 

of several P AEs to ra ts has been shown to cause testicular atrophy←8). Additionally following the 
administration of several PAEs and their monoesters， main metabolic intermediates of PAEs， results in 

testicular atrophy; the concentration of testosterone in the testis is increased whereas that in serum Is 

decreased or unchanged9，1O). Despite of the apparent frequency with which chemically induced testicular 

lesions have heen encountered， little information is available concerning either morphological and biochemical 

characteristics of mechanisms underlying their production. 

Although a relationship among th巴 hightestosterone .concentration in the testis， the low conc巴ntration

in the serum and testicular atrophy in rats exposed to P AEs remains unresolved， possible mechanisms may 

be explained as follows: (a) an increase of testosterone production in the testis， (b) an increase of its 

catabolism in the liver， and/or， (c) a decrease of its release from the testis as the result of vascular 

lesions in the testis as seen after cadmium administrationll). 

In the present study， changes in testosterone metabolism in the liver of rats after treatment of dト2・

ethylhexyl phthalate (DEHP) which is one of the most extensively used plasticizers in polyvinyl chloride 

manufacture and known to be widely distributed in the environment12，13) are reported. 

Materials and Methods 

Chemicals_ DEHP was purchased from Tokyo Kasei Kogyo Co.， Ltd.， Tokyo and its chemical purity 

was found to be greater than 98% by gas-liquid chromatography. The following chemicals obtained from 

commercial s叩our叩ce白swe町reused in this study: 17s-hydroxya叩ndros坑t-4-引e町nトふ.

ふe口-17圃0叩ne(dehydroepiandrosterone)， 3s-hydroxypregn-5幽en-20-o∞ne(pregne口olone)，pregn-4・ene・3，20・dione

(progesterone) and dichloromethane (Tokyo Kasei Kogyo Co.， Ltd.， Tokyo)， 5α-androstan-3a， 17s-diol， 

5s・androstan-3日，17s-diol， 3a-hydroxy-5s-androstan-17・one (etiocholanolone)， androst・4・ene・3，17・dione

(androstenedione)， 3a-hydroxy-5α-androstan-17-one， NADP， NADPH， glucose-6・phosphate and tris (hydro-

xymethyl)旬aminomethane (Sigma chemicals Co.， St. Louis， MO)， glucose-6・phosphatedehydrogenase 

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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(Boehri昭 er Mannheim BmbH)， and silica gel 60Fm (E. Merck， Darmstadt). 

Animals， Diets and Treatments. ]CL: Wistar male rats were purchased from Clea ]apan 1nc.， 

Tokyo and were maintained in stainless steel cages (3 rats/cage) and acclimated to a controlled environment. 

The rats， weighing about 140g (6weeks old)， were fed a diet containing 0 or 2% of DEHP mixed in a 

ground Clea rat chow (CE-2) for a w巴ekand were al10wed free access to food water. The total intake 

of DEHP calculated from food consumption was 2.16土0.56g.

After one week of treatment， the rats were kil1ed by decapitation and the liver and testis were 

removed and weighed immediately. The liver or testis were then homogeniz巴d (Potter-Elvehjem homoge-

nizer with a. Teflon pestle) in a 5 vol of ice-cold 0.25M sucrose tris-HCl buffer (pH， 7.4; O.01M). The 

homogenates were centrifuged at 10，000g for 20min to obtain the postmitochondrial supernatants. 

Incubation， A自由ayand Analysis. Testosterone dissolved in chloroform-methanol were transferred 
into incubation. tubes， into which 2 drops of polyethylene glycol per tube were added. Shortly before the 

incubation， the solvent was removed under nitrogen gas stream'4l • 

Testosterone metabolism was determined in 2ml of a r巴actionmixture containing 140μM tes tos terone， 

100μM NADP， 100μM NADPH， 1mM EDTA， 8.2mM glucose-6・phosphate，3 units glucose開6-phosphate

dehydrogenase， 250mM sucrose， 10mM tris-HCl (pH7.4) and 1mg postmitochondrial protein. The reaction 

mixture was incubated for 0-30min at 37'C. 

Blanks were determined by mixing the reaction mixtures with dichloromethane at 0 time or incubating 

the media in the absence of s teroid precursor. 

1mmediately after the incubation， reactions were arrested by addition of 7 ml of dichloromethane and 

the mixtures were vigorously shaken for extraction. Purification procedures of metabolites were. carried out 

as previously described'5l • Purified steroids were quantified by gas-liquid chromatography directly or as 

trimethyl silyl. ethers'6l • Gas-liquid chromatography conditions were as follows: column， 2% XE-60 on 

Uniport HP; detector， FID; detector temp.， 300'C; column temp.， 193'C for testos terone， androsterone， 

etiocholanolone， dehydroepiandrosterone and 5α-androstan-3α， 17戸-diol，200'C for 5s・androstan-3α，17s-diol， 

220'C for. androstenedione and progesterone. 

Protein concentration was determined by the method of Lowry et al'7l using bovine serum albumin as 

a standard. Cytochrome P-450 concentration was determined by the method of Omura and Sato'8l • 

Statistical method目. Whenever possible， values are presented as mean土SEof determinations. Signi司

ficance of difference between means was checked by Student's t-test '9l • The 5% level of probability was 

used as the cri terion of significance. 

Results 

Testosterone concentration in the testis of DEHP-treated rats was 0.12土0.025μg/gand that of the 

control was 0.056土0.0016.

Body weight gain of DEHP-treated rats was depressed the first 2 days and at the end of experiment， 

the mean body weight of DEHP-tr巴atedrats was signif.icantly lower than that of the control (Table 1). 

Table 1 also shows that the liver weight was increased and the testicular weight was decreased 

significantly in DEHP-treated rats. 

Concentrations of cytochrome P-450 in postmitochondrial fractions of the liver and testis are showl1 

in Table 2. Cytochrome P-450 concentration in DEHP-treated rats was increased in liver whereas that in 

the testis was not al tered. 

Changes in testosterone to several.metabolites by hepatic postmitoi:hondrial fractiol1 from rats exposed 

to DEHP are shown in Fig.1. Identified main metabolites of testosterone in the fraction were 5α-and 5s-

androstan-3α，17s-diol， 3 species of 17-ketosteroids and androstenedione. All metabolites determined were 
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Table 1. Effect of DEHP on the Body and 
Relative Organ Weights of Male Rats 

1.0 
5s・・Androstan-
3a，17日剛diol

2.0， 
白5a句Androstan-
3a，17s-d iol 

1目O

Testes* Liver* Body Weight(g) 

Control 18θ土2.90

DEHP 169土4.94*本
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androsterone 

4.70土0.084 1. 01土0.0013

7.31土0.17**0.80土0.051**

15 
。。Values are the mean土SEfor 6 rats. 

*Values of organ weights are the relative weights， 
expressed per 100g of body weight 

**Significantly diff巴rentfrom control， p<O. 05. 

0.5 
Table 2. Effect of DEHP on the Cytochrome 

P-450 Concentrations in the Postmitochondrial 

Fractions of the Liver and Testis 

15 
Testis 

0.0075土0.00083

0.0062土0.00086

Liver 

Control 

DEHP 

0.54土0.032

1.25土0.65*

Values are expressed as n mol巴/mg protein and 

are the mean土SEfor 5 animals. 

*Significantly different from control， pく0.05. 0.5 

0 
o 15 
Time(min) 

30 

Fig.1. Effect of DEHP on time dependent me-

tabolism of t巴stosteronein vitro. Hepatic postmi-

tochondrial fractions were prepared from rats fed 

diet containing 0% (・一一.)or 2% (0一一0).
Values are the mean土SEfor 5 animals and that 

marked with an asterisk differs significantly from 

the control values: p<0.05. 

15 30 
Incubation 

unidentified metabolites were also increased in 

Discussion 

I t has been reported tha t popula tion densi ty in a cage al ters toxici ty of chemicals in several species20l. 

羽lehave reported that very severe testicular atrophy was induced in singly housed rats exposed to DEHp9l， 

where8s in the present experiment when rats were housed in groups， the degree of testicular atrophy 

developed and testicular testosterone concentration were less following exposure to DEHP. Liver weight 

changes were not affected by the type of housing. 

Similari ties between drug metabolism and biotransforma tion of steroids， and the importance of cyto-

chrome P-450 in these processes are well known. Induction of monooxgenases by compounds such as 

phenobarbital and polychlorinated biphenyls has resulted in accelerated metabolism of steroid hormones in 

vivo and in vitro21-27l. The concentration of cytochrome P-450 or monooxygenases in hepatic postmitocho・

ndrial fraction of DEHP開treatedrats was significantly increased. Similar results using microsomal fraction 

of rats have been reported28，2的 exceptfor a reported of Zuccato et al30l • 

All determined metabolites of testosterone were increased in rats fed diet containing 2% of DEHP. 

several Furthermore increased in DEHP-treated rats. 

DEHP-treated rats. 
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Similar result was shown in experiment using whole liver homogenate of rats treated with DEHP (Oishi 

and Hiraga， unpublished results). On the other hand， steroidogenesis in the liver has been shown to be 

inhibited by DEHP_treated31，32). Cholesterol synthesis from ac巴ticacid does not depend on cytochrome p-

45033)， therefore steroid metabolism may be accelerated by increased of drug metabolizing system induced 

by DEHP whereas steroidogenesis is inhibited by DEHP directly or indirectly. 

From the facts described above， we may conelude that hormonal changes in serum and testis are the 

results of accelerated steroid metabolism in the liver. This form of testicular toxicity is developmental and 

may be not seen in sexually matured rats similary exposed. However， the cause 01' mechanism of testicular 

atrophy and hormonal changes induced by DEHP treatment has yet to be sufficier¥tly clarified. 

References 

1) Calley， D. and Autian， J. : J. Pharm. Sci.， 55， 158， 1966 

2) Patty， E. A. : lndustrial Hygiene and Toxicology， Vol. II， 1967， 1nterscience， New York 

3) Singh， A. R.， Lowrence，羽T.H. and Autian， J.: J. Pharm. Sci.， 61， 51， 1972 

4) Oishi， S. and Hiraga， K.: Tokyo Eiken Nenρ0， 26， 131， 1975 

5) Gray， T. J. B.， Butterworth， K R.， Gaut， 1. F.， Grasso， P. and Gangolli， S. D. : Fd Cosmet. Toxicol.， 
15， 389， 1977 

6) Cater， B. R.， Cook， M. W.， Gangolli， S. D. and Grasso， P.: Toxicol. Appl. Pharmacol.， 41， 609， 

1977 

7) Foster， P. M. D.， Thomas， L. V.， Cook， M 羽T. and Gangolli， S. D.: Toxicol. A)ゆ1.Pharmacol.， 

54， 392， 1980 

8) Foster， P. M. D.， Lake， B. G.， Thomas， L. V.， Cook， M. W. and Gangolli， S. D. : Chem. Biol. lnte-

raction， 34， 233， 1981 

9) Oishi， S. and Hiraga， K: Toxicol. Aρρ1. Pharmacol.， 53， 35， 1980 

10) Oishi， S. and Hiraga， K: Toxicology， 15， 197， 1980 

11) Niemi， M. and Korman， M.: Acta Path. Microbiol. Scandinav.， 63， 513， 1965 

12) Hites， R. A. : J. Chromatogr.， 11， 570， 1973 

13) Giam， C. S.， Chan， H. S. and Neff， G. S. : Anal. Chem.， 47， 2319， 1975 

14) 1nano， H.， Machino， A.， Tamaoki， B. and Tsubura， Y.: Endocrinology， 83， 659， 1968 

15) Oishi， S. and Hiraga， K: Tokyo Eiken Nenρ0， 26， 127， 1975 

16) N. 1kekawa: Rinsho Kagaku Bunseki， Vol. 1V， Eds.， Miwa， M.， Kitamura， M. and Saito， M.， 25， 

1969， Tokyo Kagaku Dojin， Tokyo 

17) Lowry， O. H.， Rosebrough， N.].， Farr， A. C. and Randall， R. J. ; J. Biol. Chem.， 193， 265， 1951 

18) Omura， T. and Sato， R.: J. Biol. Chem.， 239， 2370， 1964 

19) Snedecor， G. W. and Cochran， W. G.: Statistical Methods， 6th ed.， 1967， Iowa State Univ. Press.， 

Ames. 

20) Hunri， H.: Method in Toxicology， Ed. Pag巴t，G. E.， 11， 1973， Nankodo Co.， Ltd.， Tokyo and 

Blackwell Scientific Publishers， Oxford and Edingburgh 

21) Conney， A. H.， Jacobson， M.， Levin， W.， Schneidman， K and Kuntzman， R.: J. Pharmacol. Exρ. 

Ther.， 154， 310， 1966 

22) Conney， A. H. : Pharmacol. Rev.， 19， 317， 1967 

23) Levin， W.， Welch， R. M. and Conney， A. H.: Steroids， 13， 155， 1969 

24) Levin， W. Welch， R. M. and Conney， A. H. : J. Pharmacol. Exρ. Thr.， 159， 362， 1968 

25) Nowicki， H. G. and Norman， A. W.: Steroids， 19， 85， 1972 

26) Orb巴rg，J. and 1ngvast， C.: Acta Pharmacol. Toxicol.， 41， 11， 1977 



東京衛研年報 33，1982 539 

27) Derr， S. K. : Bull. Environ. Contam. Toxicol.， 19， 729， 1978 

28) Fukuhara， M. and Takabatake， M.: J. Toxicol. Sci.， 2， 11， 1977 

29) La!<e， B. G.， Gangolli， S. D.， Grasso， P. and Lloyd， A. D.: Toxicol. Apρ1. Pharmacol.， 32， 355， 

1975 

30) Zucl1cci， E.， Cantoni， R.， Bido!i， F.， Rizzardini， M.， Sanona， M.， Marcunni， F. and恥1issini，E. 

Toxicol. Lett.， 6， 51， 1980 

31) Bell， F. P.， Patt， C. S. and GilJies， P. J.: Lipid， 13， 673， 1978 

32) Bell， F. P.: Bull. Environ. Contam. Toxicol.， 24， 54， 1980 

33) Dempsy， M. E. : Ann. Rev. Biochem.， 43， 967， 1974 

フタル酸エステルのステロイド代謝におよぼす影響

大右翼之*，平賀輿吾*

ジー2ーエチルヘキシルフタレート (DEHP)のテスト

ステロ γ代謝におよぽす影響を雄ラットを用いて検討し

た.ラットに DEHP2%添加飼料を1週間摂取させた

後，断頭屠殺し，肝ポストミトコンドリアプラグショ γ

を得た.テストステロンをポストミトコシドリアフラク

ションとともにインキュベートした後，代謝産物を簿層

グロマトグラフィおよびガスクロマトグラフィにより分

離定量した.数種の同定された代謝物は DEHP投与群

で有意に増加していた.またポストミトコンドリアフラ

クションのチトグローム P-450濃度もDEHP群で増加し

た.
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雄性ラットにおけるリン酸エステル類の比較毒性

大石向江て大石異之て平賀輿吾本

Comparative Toxicity of Phosphoric Acid Esters in Male Rats 

日ISAEOISHI*， SHINSHI OISHI* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:リン酸エステノレ phosphoricacid，比較毒性 comparativetoxicity，雄性ラット malerat， リン酸ト

リメチル trimethylphosphate， リン酸トリエチノレ triethylphosphate， リン酸トリーnープチル tri-n-buty 1 

phosphate， リン酸トリオクチノレ trioctylphosphate， リン酸トリクレジル tricresylphosphate 

緒言

溶剤，難燃剤および可塑剤などとして広く使われてい

る有機リン酸ェステル化合物は一般に有機リン系殺虫剤

より毒性の低いことが知られている.しかし， リン酸ト

リー0-fJレジルはひよこやヒトに対して遅延性神経毒効

果をもっ1，2) リγ酸トリメチルはげっ歯類に不妊作用

をおよぼし3) 細菌やショウジョウバエに突然変異ーをお

こすりことが報告されている. 更に， リγ酸トリメチ

ノレ， トリエチルおよびトリブチルは静脈注射により雌性

ラットに麻酔効果をもっ日.

今回の実験はりン酸トリメチノレ， リン酸トリエチル，

リン酸トリ-nーブチル， リン酸トリオクチルおよびリン

酸トリクレジルの雄性ラットに対する影響を調べること

を目的として行なわれた.

実験材料ならびに実験方法

1. 実験動物 4週齢の ]cl: Wistar系 SPF雄性ラ

ット(日本クレア株式会社〉を環境馴化のため一週間予

備飼育し，以下の実験に用いた.動物は一般動物飼育室

(室温25土1
0

C，湿度55土5%，照明日時間〉にてステン

レススチーノレケージに2匹ずつ入れて飼育した.

2 試料 リン酸トリメチル(以下TMPと略す;Lot 

No. FBI 01)， リン酸トリエチノレ (TEP;Lot No. APO 

1)， リン酸トリーnープーチノレ (TBP;Lot No. ARO 1)お

よびリン酸トリクレジノレの混合物(TCP; Lot No. APO 

1)は東京化成工業株式会社より， またり γ酸トリオク

チノレ (TOP;Lol No. LPK 1314)は和光純薬工業株式

会社より入手した.

3. 投与方法および期間 各試料をラット飼育用粉末

飼料〈クレアCE-2)に0%(対照fIうまたは0.5%の

割合で添加し，固形化して9週間自由摂取させた.飲水

も自由にさせた.

4. 検索方法

a. 体重を毎日測定した.

b. 9 jJi!!経過後，エ{テル麻酔下ラットの腹部大静脈

より採血し，血清とタエン酸添加による血竣を分離し

た.動物を脱血屠殺後解剖し，肝臓，腎臓，牌臓および

精巣の重量を測定した.肝臓，腎臓および牌臓は病理組

織学的観察を行なった.

c. 血液学的検査 プロトロンピン時間およびカオリ

ン加部分トロ γポプラスチン時間(カオリン-PTT)を

測定した.白血球数，赤血球数，ヘモグロビン量，ヘマ

トクリット値および平均赤血球容積をコ{ノレターカウン

ターモデノレS (Coulter Electronics Inc.， Hialeah， 

FL. )にて測定した.

d. 血清生化学的検査総タンパク質量，尿素窒素

量， コレステロ-/レ量，グルタミン酸オキサロ酢酸トラ

ンスアミナーゼ (GOT)活性， グルタミン酸ピノレピン酸

トランスアミナーゼ (GPT)活性およびアノレカリ性ホス

ブァターゼ(AIP)活性は従来の方法により測定した6)

コリンエステラ{ゼ(ChE)活性はGarryおよびRouth7)

の方法で測定した.総胆汁酸量は臨床検査用キット

(Neo-Sterognost-3α， 第一化学薬品株式会社〉を用い

て測定した.ナトリウム量およびカリウム量の測定は炎

光光度計で・行なった.

e. 統計分析はStudentの t検定に従って行なった.

結果

解剖時の体重と臓器重量を表1に示す. TMPおよび

TBP投与群の体重は対照群より有意に軽かった.

TEP， TBPおよび TCP投与ラットの肝臓と TMP投

与群の腎臓は絶対および相対重量とも有意に重かった.

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjulm-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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表1. TMP， TEP， TBP， TOPまたは TCPを投与したラットの体重および臓器重量

対照群 TMP TEP TBP TOP TCP 

体重 (g) 446.2土10.7 392.5土3.9*** 455.0土7.1 397.3土8.4** 456.3土8.8 426.5土20.1

臓器重量 (g)

肝臓 18.9土0.78 17.3土0.76 23.6土0.44**本 22.0土0.66本 21. 7土1.00 22.0土0.72*

腎臓 3.36土0.11 3.73土0.051** 3.88土O.13* 3.24土0.089 3. 79土0.15 3.42土O.13 

牌臓 0.89土0.026 0.85土0.044 1. 07土0.051** O. 73土0.050** 0.93土0.033 0.83土0.023

精巣 3.69土0.051 3.01土0.19*** 3.97土0.088* 3.62土0.087 3.55土0.29 3.67土0.072

臓器重量 (g)j体重100g

肝臓 4.20土0.10 4.42土0.18 5. 19土0.10*** 5.54土0.14*** 4.75土0.16** 5.20土0.19***

腎臓 O. 75土0.017 0.95土0.017*** 0.85土0.021 0.82土0.021* 0.83土0.017* 0.81土0.018

牌臓 0.20土0.0060 0.22土0.011 0.24土0.012* O. 18土0.012 0.20土0.0056 0.20土0.0053

精巣 0.83土0.017 O. 77土0.051 0.87土0.017 0.91土0.029* O. 78土0.071 0.87土0.038

値は対照群:18匹， TBPおよび TCP群 :8匹， TMP， TEP および TOP群 :6匹のラットの平均土標準誤

差を示す.星印は対照群との統計学的有意義を示す.

*: P<0.05，料 P<O.Ol，林*:P<O.OOl

表 2. TMP， TEP， TBP， TOPまたは TCPを投与したラットの血液学的検査の結果

対照群 TMP TEP TBP TOP TCP 

白血球数 (x1Q3jmm3) 7.57土0.38 8.27土1.45 7.76土0.26 7.58土0.48 7.05土0.99 8.31土0.47

赤血球数 (xlQBjmm3) 6.94土0.072 6.63土0.076*6.79土O.16 6.78土0.13 6.98土0.19 7. 16土0.12

ヘモグロビシ量 (gjdl) 13.3土0.12 12. 7土0.13* 13.1土O.19 13.0土0.25 13.2土0.28 13.4土0.22

ヘマトクリット値(%) 36.6土0.40 35.8土0.65 36.3土0.38 36.2土1.00 36.0土0.83 36.8土0.70

平均赤血球容積 (μ3) 53.4土0.41 54.8土O.70 54.2土0.86 54.1土1.43 52.2土0.31 51. 8土0.45*

値は対照群・ 18匹， TBPおよび TCP群 :8限， TMPおよび TOP群 :6匹， TEP群 :5匹のラットの平均土

標準誤差を示す.星印は対照群との統計学的有意差を示す.

*: P<0.05 

TMP投与ラットの精巣の絶対重量は有意に減少し，

TEP投与群では有意に増加した.

血液学的検査の結果を表2に示す TMP投与群の赤

胞質の軽度の空胞変性，多核細胞の増加および細胞の肥

大などがみられた.

考 察

血球数およびヘモグロピγ量と TCP投与ラットの平均 今回行なった数種のリン酸ェステル類の比較実験で，

赤血球容積は対照群に比較して有意に減少した TMPおよびTBP投与ラットの体重が有意に低下した.

血清成分分析とプロトロンピン時間およびカオリンー DeichmanとWitherup町は致死量以下のTMPを慢性的

PTTの結果を表3に示す TCP群の総タンパク質量， にラットに経口投与した場合に，今回の実験と同様の体

TBPおよび TCP群の尿素窒素量， TCP群のコレステ 重の低下があったことを報告している.今回の実験では

ロ{ル量， TOP群の胆汁酸量およびカリウム量は対照 用いたリン酸エステル類のほとんどがし、くつかの臓器重

群より有意に増加していた TMP群のプロトロンピン 量を変化させたが，中でも TMP投与群の精巣重量は有

時聞は有意に短かく，また TMP群のカオリンーPTTは 意に低下した TMPはいくつかの動物種に不妊効果を

有意に長かった. もつ9)ことが報告されているが，今回の実験でも精子形

血清中の酵素活性値を表4に示す. TMP群の GOT 成の阻害されていることが示唆された.

および GPT活性は有意に低かったが TCP群のGPT 多くの有機リン酸化合物は ChE活性を阻害すること

活性は有意に高かった. がよく知られている TEPは invitroでラット脳の

病理組織学的観察からは全投与群のラットに肝臓の細 ChE活性を軽度に阻害する10)し， TBPはinvitroて、ヒ
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表 3. 雄性ラットの血清成分，プロトロンピン時間およびカオリン-PTTにおよぽす TMP，TEP， 

TBP， TOPまたは TCPの影響

対照群 TMP TEP TBP TOP TCP 

総(g/タdンパク質量 7.1土0.2(16) 6.9土0.2(6) 6.4土0.5(4) 7.0土0.4(8) 7.5土0.2(6) 8.2土0.3(8)**

尿(m素g/蜜d素の量
30.6土0.74(16)32.8土3.3(6) 32.8土1.3(4) 35.5土1.0(8)*** 32.0土0.68(6) 34.8土1.5(8)* 

コレステロール 99土3.2(16)
量 (mg/dl)

111土5.6(6) 109土4.5(4) 111土4.2(8) 96土3.3(6) 126土7.3(8)***

トリグリセライ 116土12.8(16) 107土17.0(6) 137土16.5(4)
ド量 (mg/dl)

82土11.3(8) 134土19.1(6) 111土19.4(8)

胆(μ汁m酸ol/量1) 
29.2土3.0(16) 40.1土8.7(6) 32.7土5.9(4) 28.0土2.7(8) 41. 4土3.8(6)* 40.5土4.1(8)*

ナト qリ/ウム量 133土2.2(16) 136土2.0(6) 137土2.5(4) 134土1.2(8) 134土1.9(6) 134土2.5(8)
(mEq/l) 

カリ qウ/ム1)量 8.3土0.5(16) 8.4土0.9(6) 8.3土0.3(4) 7.3土0.4(8) 10.2土0.5(6)* 9.4土0.9(8)
(mE 

プロトロ γビ 20.1土0.54(18)17.6土0.40(6)キ 20.8土1.70(6) 21. 7土0.43(8)
ン時間(秒〕

21. 0土0.44(6) 19.9土0.53(8)

カオリ γー 37.4土1.2(17) 43.2土1.0(6)* 42.9土2.7(6) 38.3土2.2(8) 40.0土2.0(6) 37.8土1.7(8) 
PTT (秒〉
一一一一一一一一 一一一一一一一一一一--"-_

{直は平均土標準誤差を示す.カッコ内の数字は動物数を表わす.星印は対照群との統計学的有意差を示す.

*: P<0.05，判:P<O.Ol，料*:P<O.OOl 

表 4. TMP， TEP， TBP， TOPまたは TCPを投与した雄性ラットの血i背中酵素活性値

対照群 TMP TEP TBP TOP TCP 

GOT 79土4.9(16) 59土2.9(6)** 72土5.9(4) 68土3.2(8) 98土8.0(6) 88土6.7(8)
(Karmen units) 

GPT 32土1.8(15) 25土1.4(6)本 29土1.9(4) 33土1.5(8) 39土4.4(6) 41土3.7(8)*
(Karmen units) 

A1P 25土2.206ts)〉 19土1.9(6) 21土2.0(4) 23土2.1(8) 25土3.8(6) 22土2.7(8)
(King.Armstrong uni 

ChE O. 71土o.046(16) O. 90土0.108(6) 0.73土0.099(4)0.65土0.070(8)0.70土0.082(6)0.65土0.033(8)
(μMSH/min) 

値は平均土標準誤差を示す.カッコ内の数字は動物数を表わす.

星印は対照群との統計学的有意差を示す.

*: P<0.05，料 Pく0.01

トの赤血球 ChEに対して向じように作用する 11)ことが

報告されている. そしてリン酸トリ目O-!lレジルはひよ

こに遅延性神経毒性を有し1〉，“偽"ChE活性を阻害する

であろう 10)ことが報告されている.しかしながら，今回

の実験ではどの試料でも invivoで ChE活性は阻害さ

れなかった.この結果は実験方法，動物種，年齢，性等

の差によると思われる.

今回の実験では肝臓に対して~~\，、影響が共通してみら

れた以外に，実験に用いたリン酸ェステル類に著しい差

異はみられなかった.しかしながら，安全性確認のため

には催奇形性，変異原性および発癌性の研究を更に進め

る必要があると思われる.

謝辞 プロトロンピγ時間およびカオリンーPTT測定

に御協力いただいた高橋 省民と組織切片作成に携わっ

て下さった湯沢勝広氏に謝意を表します.

要旨

雄性 Jcl: WistarラットにTMP，TEP， TBP， TOP 

および TCPを0または0.5%の割合に混合した飼料を

9週間自由摂取させた TMPおよび TBPを投与した

ラットの体重は有意に減少した.試料混合の飼料を摂取
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したラットでは臓器重量，血液および血清成分値に何ら

かの影響がみられたが，これらの試料については著しい

毒作用はみられなかった.
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種々の食品添加物， 合成洗剤 (LAS)のチャイニーズハムスター V79細胞を用いた

metabolic cooperationへの阻害効果について

米山允子*中尾順子犬平賀輿吾*

Effect of Various Food Additives and Linear Alkylbenzene Sulfonate 

on Metabolic Cooperation in Chinese Hamster Cells 

MASAKO YONEYA恥1A*，TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:代謝協同 Metaboliccooperation， 発癌促進物質 Tumorpromoter， チャイニ{ズハムスター細胞

Chinese hamster cells，食品添加物 Foodadditives (OPP， PHQ， TBZ， DHA， BHT， BHA， PG)，合成洗剤j

Linear alkylbenzen sulfate 

緒 論 食品添加物， OPP， OPPの代謝物である PHQ，TBZ， 

Berenhlumら1，2)によって提起された発癌の2段階説 DHA， BHT， BHA， PGの安全性を検討するため， V

(initiationとpromotion)が一般に認められて以来， 79チャイニーズハムスタ{細胞を用い細胞間 metabolic

initiationの研究と共に promoter作用機構の研究が数 coopera tionに及ぼすこれら物質の阻害効果を検討した

多くなされ，更に promoter(発癌促進物質〉検出法が ので報告する.

動物を用い長期にわたる時間と経費のかかることから 実験材料および方法

in vitroにおける簡便な promoterassayの方法が望まれ (材料〉細胞は，横浜市立大学医学部梅田誠助教授よ

て来た YottiおよびTrosko町らは， promoterとして認 り分与されたV79細胞〈チャイニ{ズハムスタ{肺由来

められている phorbol-12-myrystate-13-acetate(TP A) 株化細胞〉の野性株 (V79S) と6TG耐性株 (V79R)を

が動物培養細胞間における metaboliccoopera tionを阻 用いた.培養液は， 5%牛胎児血清 (GIBCO)，ピノレビ

害することを示し， TPAが細胞間の commuillcatlOnを ン酸塩，アミノ酸を含むMEM(GIBCO， Fll)を用い

遮断することにより悪性細胞の増殖をうながすことを示 た.細胞は， 37'C， 5 % CO2条件下で培養し;培養器具

唆した.一方，Fizgeraldらh引は， 3H-hypoxantineある は径60mmの NUNCプラステヅクディシュを用いた.

いは 3H-uridineでラベノレしたmouseepidermal cellsと (試験化合物)TP A (p-8139)はSigmaから購入し

mouse fibroblast cellsあるいは 3T3cells をおのおの た.試験に供した食品添加物，合成洗剤は次のものであ

同一培地中で培養することにより放射性物質の mouse る o-phen)ヤhenol(OPP) (東京化成K.K)， phenyl-

fibroblast cellsあるいは 3T3cellsへの移行を示し，更 hydroquinone (PHQ) (東京化成K.K)， thiabendazole 

に TPAがその移行を阻害することを示した. Trosko6) (TBZ) (東京化成K.K)， dehydroacetic acid sodium 

らは， 腕脱癌の promoterといわれているサッカリン salt (DHA) (和光純薬工業K.K)，butylated hydroxy圃

が TPAと同じように細胞間の communicationを阻害 toluene (BHT) (和光純薬工業K・K)，butylated hy-
することを報告している.梅田ら門主，既知のpromoter droxyanisole (BHA) (和光純薬工業K.K)， propylene 

を含む種々の化学物質の metaboliccooperationの阻害 glycol (PG)(和光純薬工業K.K)， Linear alkylbenzene 

を検討し， concanavalin A， lithocholic acid， chaelog- sulfonate (LAS) (花王アトラスK.K)，

lobsin A が強く阻害することを示した. 同様に， 倉田 P.G， LASは培養液中に混和し， TPAおよび他の物

ら8)は有機塩素系殺虫剤が metaboliccooperationを阻 質は dimethylsulfoxide(DMSO)に溶解させてから培養

害することから有機海素系殺虫剤が initiatorであるよ 液中に混和した. DMSOの培養液中における濃度は1

りむしろ promoterではなし、かと推測している.我々 %以下になるようにした.

は，合成洗剤jとして使用されている LASおよび各種の (方法)promoter活性検出法は， Yotti，梅田らお町

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



545 33， 1982 

10 20 30 40 50 
PG(mg/l川)

1 10 100 

LASCμg/ml) 

50 100 
DHAQμg/ml) 

，. _......Q-ーーー・0
50Ft!" 

わo 2∞ 
PHQ(nglml) 

50<1-，，_ 
九ふ。

100ずL一一一

100(~ 

5 10 
TBZ(μ9 1m¥) 

OPP(.μ9/ml) 

報

n

U

ハ

U

ハ

U

ハ

U

1

u

ハ

U

(三一加」

g
L
S
U丘
三
ω}
一o
p↑f
o
M」ω〉

OU直
(
量
動
h
E
o
F
8
u
t

年衛研東京

，.......100・l。
εJ 
(j) 

ω 
u 
、ー
ιD 
← C.D 
ち 50αi
〉、
l-

ω 
〉。
ιJ 
()) 

Z 

10 10屯 10-410-3 10-2 10-1 
TPA (U9/ml) 

Effects of various concentrations of TP A 

on the recovery of 6-TGr cells under the 

condition of metabolic cooperation. 

o recovery with 6TGs cells ・recoverywithout 6TGs 
cells 

Fig.l. 

10 20 
BHA(:μ9/ml) 
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o recovery with 6TGs cells; 
• recovery without 6TGs cells. 

TPAの阻害効果については Fig.lに示した TPAを

混和しない条件下では 6TGr細胞の生存率は 50%であ

ったが TPA を混和すると 10ーヤg/ml~10ーヤg/ml の

濃度で 6TGr 細胞生存率の増加を示し 10ーヤg/ml~

1μg/mlでは 100%であった.つまり， 6TGs細胞と

6TGr細胞を混合指養することにより細胞間のmetabolic

coopera tionを通して生じる 6TGr細胞の 6TGに対す

の法に従った.200伺のV79R細胞と 1X 105 V79S細胞を

同一ディシュに同時に播種し 1中夜培養後 6-thio-

-guanine (6TG) (7.5μg/ml)を全ディシュに添加し，

試験化合物， promoter陽性対照としてのTPAをディシ

ュに各々混和した. 3日間培養後，培養液は 6TG(7.5 

μg/ml)添加培養液に変え試験物質および TPλ を除き，

更に4日間培養した. 4日間の中， 6TGの活性を保持

するため培養液を 1回新鮮な 6TG添加培養液と交換し

た.培養後，生存した細胞は， 95% ethanolで固定し，

ギムザ染色液で染色後， コロニー数を数えた.なお，試

験化合物， TPAの細胞毒性を検討するため対照に200個

の6TGr細胞を上記と同じ方法で培養した.データは，

対照にとった 6TGr細胞の platingefficiencyに対する

6TGs細胞と混合培養して生存した 6TGr細胞のコロニ

{数の割合として表わした.

結果と考察

食品添加物および合成洗剤LASの6TGS細胞と 6TGr

細胞聞の m巴taboliccooperationにおける阻害効果を調

べた TPAは，陽性の promoterでありその作用は，

DNA， RNA合成の促進ヘポリアミ γ合成調節因子で

あるオルニチンデエカルボキシラーゼ (ODC)活性の誘

導10九細胞膜透過の変更11)等と多くの研究報告がある.

1σ3 10-1 10 
日HTCμglml)

Fig.2. 
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る感受性の獲得を TPA が 10-2μgjml~ 1μgjmlの濃

度で阻害した結果， 6TG添加培養液中での 6TGr細胞

の生存を許した.食品添加物， LASの結果は， Fig.2 

に示した. TBZ， DHA， OPP， PHQ， BHT， BHA 

は， metabolic coopera tion阻害を示さず， PG， LAS 

には阻害が認められた. PGは， 11. 7mgjmlから直線

的な6TGr細胞の生存率の増加を示し，23.4mgjmlで、は

82%の 6TGr細胞の生存率を示した LASは， 0.1μg 

. jml~ 10μgjmlの濃度範囲で 6TGr細胞の生存率の増

加， 10μgjmlで、は，対照群が42%に対し， 62%の生存率

であった TPAと比較すると PGは，非常に高い濃度

で細胞間の metaboliccooperationを阻害し， LASで

は， 6TGr細胞の生存率が対照群に比べて1.4倍の増加

を示すことからいずれも弱い阻害作用であると考えられ

る. PGは，安全な溶剤jとされているが，逆に毒性に関

する文献も少なくない.人聞の皮膚におけるアレルギー

作用12)，in vitroでの染色体異常18l， in vivoでの染色

体異常1りなどがある.浜田ら15)は， PGが子ゃぎの

rumen papillaryの発育を増大させることを報告してい

る.その理由として， PGが細胞膜に浸透し細胞の分化

の過程に影響を及ぼすことを述べている.これらの実験

報告と metaboliccooperation阻害効果を考え合せると

PGは， ~~~、 promoter 作用があると推測される.今後，

動物を用いてPGや LASの promoter作用を確認する

ことが残された課題であろう.
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チャイ二ーズハムスター培養細胞によ否プロモーター物質の検出

佐々木美枝子汽中尾順子汽平賀輿吾*

In vitro Assay of Tumor Promoter by the Inhibition of Metabolic 

Cooperation in Cultured Chinese Hamster V79 Cells 

MIEKO SASAKI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Biological and biochemical properties of the tumor promoter， TP A (12-0-tetradecanoylphorbol-

13-acetate)， have been reported by a number of researchers in the recent years. The elimination of 
cell-to-cell metabolic cooperation is one of such cytological activities of TP A and has been described 

by Yotti et al. in 1979. A good correlation between this action and promoter activity in vivo was 

shown in the experiments in which the effect of TP A and its derivatives as well as other promoter 

substances on the metabolic coop巴rationin vitro were compared with their promoter activity in vivo. 

The screening assay of tumor promoter in vitro is very important because the detection requires a 

short time， low cost and small space. 

明Teexamined the effect of 5 chemicals on the metabolic cooperation in cultured Chinese hamster 

V79 (wild-type) cells and its 6TG・resistantmutant， V79 (T2-14) cells. Chemicals examined were 

acetaminophen (AAP)， phenacetin (APT)， 0・phenylphenol(OPP)， 0・phenylphenolsodium sal t (S-

OPP) and phenylhydroquinone (PHQ). AAP and APT are suspected to act in the process of 

mutagenicity and clastogenicity from our previous experim巴nts，and OPP and S-OPP are reported to 
be tumorigenic in F344 rats， and PHQ is one of the .main metabolites of OPP in rats. 

The recovery of 6TG・resistantcells was enhanced when V79 (T2-14) cells were cocultivated 

with V79 (wild-type) cells and treated with AAP， similar to TPA-treatment， and it was also 

enhanced but weakly by the treatment of APT. All the substances which inhibit the metabolic 

cooperation may not exhibit tumor promoting activity， but AAP is probably a promoter for the 

carcinogen or mutagen. OPP， S-OPP and PHQ had no inhibitory effect on metabolic cooperation， 
thus these three chemicals were not considered to be promoters in this assay system. 

Keywords : Metabolic cooperation， Tumor promoter， In vitro system， 6TG-resistant Chinese hamster cells 

緒 言

発癌の過程が initiationと promotionの二つの過程

から成るという発癌二段階説 (two-phas巴 theoryof 

carcinogenesis)は初め Berenblumによりマウス皮膚の

化学発癌実験系で示された1) すなわち，単独では発癌

をおこしえないような少量 (subcarcinogenic)の発癌物

質(=initiator)をマウス皮膚に塗布したのち Pロトシ

油をくりかえし塗布すると高率に皮膚癌の発生がみられ

る.クロトン油は単独では全く発癌作用はない. クロト

γ治のように，発癌物質によって initiateされた細胞を

発癌の過程に promoteするような物質を発癌プロモ{

ターと呼ぶ.!lロト γ泊中のプロモーター物質はのちに

TP A (12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate)であるこ

とが示されたわ.

実験皮膚発癌で提唱されたこの発癌二段階説は，近年，

他の臓器の発癌においても証明されるようになった.た

とえば，肝癌におけるフェノバルピタールヘ 勝脱癌に

おけるサッカリンベ 大腸痕における胆汁酸めなどがそ

れぞれ臓器特異性のあるプロモーターとして認められて

いる.

動物実験における各種プロモータ{物質の発見と同時

に，プロモ{夕{の細胞に対する作用も TPAを中心に

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Ja'pan 
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研究され，プロモ{ター物質は生物学的にも生化学的に

も多様な作用をもつことが明らかにされてきている町.

また invivoにおける発癌促進のみならず，プロモー

タ{物質は invitroの実験系においても細胞の癌化

(transforma tion) 7)や突然変異 (mutation)町を促進する

ことが示され invitroの発癌においても initiation

phaseと promotionphaseが存在することが明らかに

なった.プロモータ{物質の細胞に対する作用を利用し

て invitroの実験系でプロモーターを検出する方法も

いろいろと試みられている鳥田.

このような invitro実験系のなかで，プロモータ{

物質が細胞聞の代謝協同 (metabloiccooperation)を阻

害する作用のあることは，初め Yottiら10)により報告さ

れ，in vivoの実験系でのプロモータ{作用と invitro 

でのこの活性がよく一致することは Umedaら11)によっ

ても確認されている.

我々は，変異原性および発癌試験に用いているいくつ

かの化学物質について，チャイエーズハムスター由来の

培養細胞である V79細胞の 6-thioguanine抵抗性の変異

株 (T2-14)と野生型細胞V79(wild)との代謝協同によ

る 6-thioguanine抵抗性の喪失がこれらの物質により阻

害されるか否かを調べたので報告する.

材料.方i法去

細胞および培養方法:チヤイニ{ズノハ、ムスタ{肺由来

の培養細胞てで、あるV7河9細胞の0)， 野生型V7叩9(wi日ldの〉およ

び 6-ベ-戸-

用いた.これらの細胞は，横浜市立大学医学部組織培養

室梅田誠教授より分与されたもので，プロモーターの in

vitro検出系としてすでに報告されている 11-13) 細胞は

アミノ酸およびピルピン駿ナトリウムを強化した MEM

(GIBCO， F-ll)に5%濃度に牛胎児血清を添加した培

養液で培養した.6TGR細胞の検出には，上記培養液に

ふthioguanine(6TG)を5μgjmlとなるように加えた培

養液を用いた.細胞の継代維持にはガラス製の培養瓶を

用い，実験にはマノレチディッシュ(24wells， multidish， 

NUNC)を用いた.

ニルヒドロキノ γ(phenylhydroquinone，東京化成TCI

-GRD584， PHQ)を用L、た AAPおよびAPTは，変

異原性および染色体異常誘発性が問題となっている鎮痛

解熱剤であり 14，15)，OPP， S-OPPはラットに長期投与

した場合に勝脱腫蕩の発生が報告されており 16九また，

PHQはこの代謝産物である.陽性対照としては，代謝

協同阻害効果のあることが知られている発癌プロモータ

{であるTPA (12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate， 

SIGMA P8139)を用いた.各物質は， S-OPPを除き

すべて DMSO(dimethylsulfoxide)に溶解し， DMSO 

濃度が 10μIjmlとなるように希釈して培養に加えた.

S-OPPは水に溶解して同様に処置した.

代謝協同阻害の検定:細胞間代謝協同の阻害効果をみ

るためには， 野生型 V79(wild)細胞と 6TGR.V79

(T2-14)細胞とを混合培養し， 6TG感受性である

6TGS. V79 (wild)細胞との代謝協同によって 6TGRが

6TGS に戻る過程に各被検物質を添加して，この作用を

阻害する効果を調べた.すなわち， NUNC-multidish 2 

プレ{トを1被検物質にあて， 1つのプレートには1ウ

エノレあたり 50伺の 6TGR・V79(T2-14)細胞のみを播
種し，培養開始1日後に 6TG(5μgjmりを含み各濃度

の被検物質を添加した培養液に交換して培養を続け，各

物質のV79(T2-14)細胞に対する毒性をコロニー形成

率を指標として調べた. また別のプレートには 50個の

6TGR. V79 (T2-14)細胞と 1X 104個の 6TGS.V79

(wild)細胞とを混合培養し，上述したように 6TGと

被検物質を加えて培養を続けた.この細胞混合比は，

NUNC multidishでの培養条件下で，ほぼ50%の6TGR

細胞が 6TGSになりうる割合であることは予備実験で

確認している 6TG添加;培養液は3日目ごとに交換し，

1週間後にコロニ{を固定染色して，生じた6TGRコロ

ニー数を数えた.各プレートは4ウzルを1群として，

5処置群および1溶媒対照群を設けた.コロニー数は4

ウェルの平均値をとり，対照群に対する百分率であらわ

した.

結 果

被検物質被験物質としては，アセトアミノフェ γ 各被検物質のV79(T2-14)細胞に対する細胞毒性お

('a cetaminophen，厚生省がん研究班試料として国立衛 よびV79(T2-14)細胞とV79(wild)細胞との代謝協

試より分与された精製試料，以下AAPと記す)， 7セト 同阻害効果を検定した結果を図に示す.

フェネチジン(フェナセチン)(acetophenetidine，和光 陽性対照である TPAは， 10および100ngjml処置群

純薬 019-00412，APTと記す)，オルトフェニルフェノ でわずかに細胞毒性を示すが， 6TGR細胞と 6TGS細

{ル(0・phenylphenol，東京化成TCI-UPP346， OPP)， 胞を混合培養すると， TPA無添加でははじめに加えた
オルトフェニルフェノ{ルナトリウム (0・phenylphenol 6TGR細胞の50%が生存する条件で， TPAを添加した

sodium sal t，東京化成 TCI-CPP202，S-OPP)i プエ! 場合には投与量に一致した6TGR細胞コロニー数の増加



あるいは実験誤差範囲内の値であるか，はっきりしな

い.この点を明らかにするために再度実験をくりかえし

たが， APTに関してはいつも同様のパタ {γが得られ

た.さらに検討が必要と思われる.

OPP， S-OPP， PHQに関しては，図に示すように代

謝協同阻害効果は認められない.これらの物質を投与し

た細胞では，混合培養での 6TGR細胞のコロニ{数は対

照値以上には増加せず，細胞毒性の増加とともに 6TGR

コロニー数も減少している. PHQはこれらの物質のう

ちで最も細胞毒性が強く，またそのパタ {γも特殊であ

る.0.3μg/ml処置では全ての細胞が生存でき， 0.6μg/ 

mlでは細胞生存率は 10%近くまで低下し，細胞に対す

る投与可能な許容範囲がきわめて狭い. また 6TGR細

胞の生存率が10%あるいはそれ以下になった段階でも
(0.6および1.2μg/ml)， 6TGRと 6TGS細胞の混合培

養では， PHQ無処置対照群と同じく50%の6TGR細胞

の生存が認められる.この現象は， PHQに関してはく

りかえし実験でも常に認められ，また S-OPPにもわず

かながらこの傾向がみられる.この結果は，単に細胞の

絶対数に依存する細胞毒性の修飾であるのか，あるいは

PHQ処置により 6TGS細胞があらたに 6TGR細胞に

変異したためであるか，これらの実験のみからは判断で

きなかっTこ.
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考察

アセトアミノフェソに代謝協同阻害活性のあること，

および強力な変異原物質である MNNGの活性をさらに

増強させる作用のみられることはすでに報告した15，17)• 

アセトアミノフェンが発癌あるいは変異原物質に対する

プロモータ{であるのか，あるいはプロモ{夕{イ乍用と

は別のメカニズムでこのような活性を示すのか， この点

に関しては現在，実験系を検討中である.例えば，アル

キル化剤以外の変奥原活性をアセトアミノフェンがやは

り増強するのか，あるいは，プロモータ{活性の阻害物

質である抗炎症性ステロイドによってアセトアミノフェ

γの活性は抑制されるのか，等について実験をすすめて

いるが，まだはっきりした結論は得られていない.

フェナセチンにみられる弱い活性は，実験条件下でフ

ェナセチンの一部が代謝されてアセトアミノフェ γに変

化しているためかも知れない.アニリ γ系鎮痛解熱剤で

あるアセトアミノフェ γ，フェナセチγ，アセトアニリ

ドの代謝協同阻害効果を比較すると，活性はこの順序で

さがり，アセトアニリドにはほとんど活性が認められな

かった.また，変異原場強効果にも同じ傾向がみられた

〈未発表).これは，とれら三物質の化学構造を考える

Figure; Effect of TPA， AAP， APT， OPP， 
S-OPP and PHQ on the metabolic coo-
peration in Chinese hamster V79 cells 

50 V79 (T2-14) cells (6TG-resistant cells) 

were cocultivated with 1 x 104 V79 (wild-type) 

cells (6TG-sesnsitive cells) in NUNC multi-

dishes. After the cultivation for 1 day in 

normal growth medium， the medium was 
removed and replaced with 6TG-containing 

medium， and chemicals were added to the 
culture. The recovery of 6TG-resistant co-

lonies was counted after 1 week. The recovery 
of 6TG-resistant cells in the culture of T2-14 

cells only (・一一一・)and in the mixed culture 

of T2-14 and wild-type cells (0一一0).

が認められ， 6TGR細胞の6TGS:細胞への変換が TPA

によって阻害されたことを示している TPAの代謝協

同阻害効果は1ng/mlで十分に示されている.

AAP， APTに関しては， V79細胞に対してこの処置

量ではほとんど毒性は認められない.6TGR細胞と6TG自

細胞の混合培養では， AAPに投与量に一致した 6TGR

コロニーの増加がみられる APTでは， 50μg/mlでわ

ずかに 6TGR細胞が増加している.この結果から，

AAPにはTPAと同じく代謝協同阻害効果のあることが

示されたが， APTに関して{:t， ~i1い活性があるのか，
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と，ベγゼン核の4位の基の存在が活性に関係している

ことを示唆しているが確証はない.アセトアミノフ zγ

は長期 (24時間〉曝露で CHO・K1細胞に染色体異常を

誘発するが，フェナセチγ，アセトアニリドにはこの活

性はみられない18) しかしながら Ishidateらは CHL細

胞を用いてフェナセチンに染色体異常誘発能のあること

を報告している凶.アニリシ系薬剤のこのような活性の

差が，細胞系のちがし、による代謝機構の差に関係してい

る可能性はあるが，さらに検討が必要で、ある.

オルトフェユルフェノーノレとそのナトリウム塩，およ

びその代謝産物であるプェニノレヒドロキノンに関しては

この実験系では代謝協同阻害効果は全く認められなかっ

た OPPは近年ラットに勝脱腫療を発生させることが

示され16〉，また PHQはOPPを投与されたラットの尿

中に多量に存在することが報告されているがm，この実

験系でみるかぎり，これらの化学物質は発癌プロモ{タ

{ではないと思われる.同様の結果は米山ら仰によって

もOPP，S-OPP， PHQに関して得られており，また

S-OPPに関しては， Nodaら12)も代謝協同阻害効果の

ないことを報告している.

フェニルヒドロキノ γの特異な反応パターγは， PH 

Qに変異原性のあることを示唆したが，チャイニ{ズハ

ムスター培養細胞 CHO-K1細胞を用い，ウアバイ γ抵

抗性細胞を指標とした変異原検定では PHQに変異原性

は認められなかった(未発表).しかしながら染色体呉

常誘発に関しては，強い活性は認められないものの，染

色体に対する何らかの効果を示唆することが報告されて

おり21)，in vivoでの targetと思われる勝脱上皮細胞

を用いた実験系などでさらに検討が必要と思われる.ま

たこれらの物質が発癌のイニシエータ{となりうるかと

いう点に関しては， CHO-K1細胞を用い， TPAをプロ

モ{タ{とした invitroでの予備試験では OPP，S-

OPP， PHQにイニシ且{夕{活性は認められなかった

が，細胞系やプロモ{夕{の検討がさらに必要であり，

in vitro発癌である transforrnatωnに関する実験系の

導入が必須と思われる.

結論

アセトアミノフ且 γ，フ且ナセチγ，オルトフェニノレ

フェノール，オノレトフェニルフェノールナトリウム，プ

ェニノレヒドロキノ γについて， TPAを陽性対照として

代謝協同阻害活性による invitroでのプロモーターの

検出を行ない，つぎの結果を得た.

1) アセトアミノブェ γには， TPAと同様，代謝協

同阻害活性が認められた.

2) フ z ナセチンにもどく~~\，、活性が認められたが，

確認にはさらに検討が必要と思われる.

3) オルトフェニルフェノールとそのナトリウム塩お

よびフェニルヒドロキノ γには活性は全く認められず，

この検定系でみるかぎりでは，これらの物質は発癌プロ

モ{ターである可能性はすくない.

謝辞本研究にあたり細胞の分与および有益な助言を

いただいた横浜市立大学医学部組織培養室梅田誠助教授

に深く感謝いたします.
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F344jDuCrjラットの寿命について

高橋 博て井口重孝*，田山邦昭本

池田虎雄汽林回志信ヘ平賀輿吾*

Lifespan in F344jDuCrj Rats under Our Laboratory Conditions 

HIROSHI T AKAHASI-II*， SI-IIGET AKA IGUCI-II*， KUNIAKI T A Y AMA *， 

TORAO IKEDAぺ SHINOBUHAYASHIDA* and KOGO HIRAGA* 

Keywords : F344/DuCrjラット F344/DuCrjrat，寿命 lifespan，死亡率 Mortality

当部では F344/DuCrjラットを各種毒性試験に用いて

いるが，一方これらの試験成績より同ラットの生理・病

理を導き，毒性試験の計画・結果の評価の基礎資料とす

るように努めている.

前報1，2)では F344/DuCrjラットの体重・飼料摂取

量・化学物質添加飼料中の化学物質摂取量等につき報告

した.

今回 F344/DuCrjラットを終生飼育する機会を得たの

で寿命一生存期間，死亡率について報告する.

試験動物の寿命，死亡率は毒性指標として重要である

が，これらは動物の疾病・飼育環境一室温，湿度，空気

の清浄度，飼育ケージの形状，大きさ，収容頭数，照明

時間，騒音，飼料，水質，処置等々ーにより影響される

といわれている.われわれの飼育条件下での寿命，死亡

率を明らかにしておく必要がある.

使用動物および飼育・観察条件

F344/DuCrjラッ卜:日本チヤールス・リバー紛育生

の雄30匹(1978年 5 月 30 日 ~6月 1 日生れ)，雌120匹(1978

年 8 月 1 日 ~3 日生れ〉を 4 週齢で購入，同一飼育室に

おいて限定した実験者により飼育管理した.

飼育・観察条件:i昆度25土10C，湿度55土5%，換気毎

時10回(効率99.9%HEPAフィノレタ{経由全新鮮空

気). 照明午前6時から午後5時までの barriersystem 

飼育室で前面および床面が網のステンレス製 (W22xD 

20x H 16cm)ケージでラットを個別に収容し， ベルト

式飼育架台に配置，飼料は日本クレア紛CE-2固型飼料

(粗蛋白24.5%，粗脂肪4.5弘粗繊維4.0%，粗灰分6.6

%，可溶性無窒素物52.4%，水分8.0%)，水は自動給水

装置により細菌ろ過器経由水道水を飼料とともに自由摂

取させた.照明時ケージ内照度は60ルクス以内，騒音は

安静時50ホーγ以下，飼育架台ベルトは6時間毎に3分

間自動洗機運転，ケージ交換は2週間に 1回とした.

一般状態を朝夕2図観察，頒死動物も屠殺せずすべて

自然死させた.

なお寿命一生存期間 (Lifespan)は死亡時週齢 (Age)

に1を加えた週数とした.

観察結果と考察

各週における累積死亡数および平均生存期聞をTable

lに，累積死亡曲線を Fig.1に， 130週を中心とした4

半期毎の死亡数ヒストグラムを Fig.2に示した.

雄ラットでは71週齢時に初めて死亡がみられ，第21JlJ

は100適齢時，第3例は 110週齢時であった.最終死亡

は156適齢l時であり，平均生存期間土SD(週〉は130.03

土17.16であった.

雌ラヅトの初発死亡は86週齢時に2例みられ，第3例

は89週齢時であった.最終死亡は 171週齢時であり，平

均生存期間土 SD(週〉は 130.83土19.30であった.

平均生存期聞は雌雄ラットとも 130週 (2年6カ月〉

前後であったが，死亡率曲線Fig.1は雄ラットの方が雌

ラットより勾配が急であった.

平均生存期間の 130週を中心にした4半期 (13週〉毎

の死亡数ヒストグラム Fig.2をみると，特に，比較的例

数の多い雌ラットでは左右対称的な死亡発生となってお

り， Fig目1に示すように雌雄ラット共に130週を中心に

全く対称的な死亡率のS字曲線を描くことが出来た.

この曲線は近交系F344/DuCrjラットの感染症その他

特殊な疾病の発生なく安定した飼育環境下に寿命を全う

したことを示しているように思われる.

まとめ

われわれの飼育条件下における近交系F344/DuCrjラ

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

24-1， Hyalmnincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Histgram of Deaths in F344/DuCrj Rats 

ット雌雄の寿命一生存期間，死亡率を観察し次の結果を

得た.

Fig.2. 

恥10rtalityin F344/DuCrj Rats 

Age (weeks) 

Mortalily Maximum 
25% 503'，; 75% Survival 

Male 30 120 130 140 156 

Female 120115 130 145 171 

献

平賀輿吾・東京術研年報，

平賀興吾・東京衛研年報，

No.of 
Rats 

文

1)高橋博，井口重孝，

32-2， 121， 1981 

2)井口重孝， 高橋博，

32-2， 115， 1981 
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F344jDuCrjラットにおけ-i5飼料中化学物質添加濃度と

化学物質槙取量の関係について(続報〉

井口重孝*，高橋 博*，平賀輿吾*

Relation of Part per MiIIion in Diet to MilIigram per 広ilogram

Body Weight per Day in F344jDuCrj Rat 

SHIGET AKA IGUCHI*，日IROSHITAKAHASHI* and KOGO HIRAGA* 

Keyword日:F344ラット F344rat，飼料摂取 foodintake 

毒性試験では化学物質(検体〉を飼料に添加して試験

動物に投与する一摂取せしめる一法が多く用いられる.

この際，化学物質添加濃度，投与期間と化学物質摂取量

との関係を知ることが必要である.

前報1)では F344/DuCrjラットについて， 5週齢から

化学物質添加飼料を与えた飼育試験例より添加濃度，飼

育期間と化学物質摂取量の関係を求め報告した.

今回は，同ラットの無添加飼料摂取量にもとづき 5，

6， 7および8週齢より化学物質添加飼料を与え始めた

場合を設定し，夫々における化学物質添加濃度，摂取期

間と化学物質摂取量の関係を算出した.

実験材料ならびに方法

F344ラ'1ト

日本チヤ{ノレス・リバー伸生育の近交系 F344/DuCrj

ラット雌維を4週齢で購入 1週間の予備飼育後発育良

好と認められたものを使用した.

飼料

日本クレア紛のCE-2国型飼料

使用動物数

A群25匹 B群50匹

飼育条件

温度25土1"C，湿度55土5%，換気毎時10回，照明午前

6時から午後5時までの barriersystem飼育室におい

て，前面および床面が網のステンレス製ケージ(関口22

x奥行き 20x高さ 16cm)に個別に収容，自動給水装置

(細菌ろ過器経由水道水〉付ベノレト式飼育架台にラ γダ

ムに配置し， C E-2飼料とともに水道水(細菌ろ過器経

由〉を自由に与えた.

飼料摂取量の測定

飼料投与量，摂餌後の残余量およびケージ受皿への飼

料コボシ量を測定し， (投与量一残余最ーコボシ量)/測

定日数により 1日摂取量(g/rat/dayおよびg/kg.B. W. 

/day)を求めた.

化学物質摂取量の算定

2つ (AおよびB)の飼料摂取量に添加濃度 (10，000

ppmとする〉を乗じて求めた.

(1)化学物質摂取総量(T)は，今回算定した 1日摂取

量を次回の測定時まで利用して期間内の総摂取量を算出

した. (2) 1日平均摂取量 (M)は期間内の総摂取量

(T)を期間の日数で除した. (3)化学物質/mg/kg/

dayを探取するに必要な飼料中化学物質添加濃度 ppm

(C)は飼料中化学物質濃度ppmを1日平均摂取量 (M)

で除した. (4)飼料中化学物質濃度が 1ppmのときの

化学物質摂取量:mg/kg. B. W. /day (D)は1を (C)

で除して求めた.

結果と考察

表1，2， 3および4に化学物質添加飼料投与開始の

5 6， 7および8週齢時から 4週間 (1カ月)， 13週

間 (3カ月)， 26週間 (6カ月)， 39週間 (9カ月)， 52週

間 (1年)， 65週間 (1年3カ月)， 78週間 (1年6カ

月)， 91週間 (1年9カ月〉および104週間 (2年〉にお

けるT，M， CおよびDを示した.

試験期間の長さと実験開始時のラット週齢が増すこと

によりMおよびD値は小さくなり， C{I践が大きくなるの

が観察された.

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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表1. 5週齢時投与開始からの化学物質総摂取量

試ゲラ験ット期週齢間〉
雄 雌

平均 平均
A B A B 

一一一一一一一一一

Tl) 26747 28686 27797 27111 
5* M2) 955.3 1024.5 992.8 968.3 

8 C3) 10.5 9.8 10.2 10.1 10.3 10.2 

D4) 0.095 0.102 0.099 0.099 0.097 0.098 

T 62279 64001 67900 64372 
5 M 684.4 703.3 746.2 707.4 

17 C 14.6 14.2 14.4 13.4 14.1 13.8 

D 0.068 0.070 0.069 0.075 0.071 0.073 

T 100436 102508 115031 111244 
5 M 551. 8 563.2 632.0 611.2 

30 C 18.1 17.8 18.0 15.8 16.4 16.1 

D 0.055 0.056 0.056 0.063 0.061 0.062 

T 134386 138453 157745 157339 
5 M 492.3 507.2 577.8 576.3 

43 C 20.3 19. 7 20.0 17.3 17.4 17.4 

D 0.049 0.051 0.050 0.058 0.057 0.058 

T 167650 175735 201229 204309 
5 M 460.6 482.8 552.8 561. 3 

56 C 21. 7 20. 7 21. 2 18.1 17.8 18.0 

D 0.046 0.048 0.047 0.055 0.056 0.056 

T 200011 213451 243201 250313 
5 M 439.6 469.1 534.5 550.1 

69 C 22.7 21. 3 22.0 18. 7 18.2 18.5 

D 0.044 0.047 0.046 0.053 0.055 0.054 

T 229670 248535 280791 293125 
5 M 420.6 455.2 514.3 536.9 

82 C 23.8 22.0 22.9 19.4 18.6 19.0 

D 0.042 0.045 0.044 0.052 0.054 0.053 

T 257817 280567 315119 332885 
5 M 404. 7 440.5 494. 7 522.6 

95 C 24. 7 22. 7 23. 7 20.2 19.1 19. 7 

D 0.040 0.044 0.042 0.050 0.052 0.051 

T 287770 315651 348733 374619 
5 h丘 395.3 433.6 479.0 514.6 

108 C 25.3 23. 1 24.2 20.9 19.4 20.2 

D 0.040 0.043 0.042 0.048 0.052 0.050 

1) T = Total mg/kg. B. i高1.

2) M=mg/kg. B.W./Day 
3) C = 1mg/kg. B. W. /Day equals in ppm of d凶

4) D = 1ppm in food equals in mg/kg. B. W. /Day 
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表 2. 6週齢時投与開始からの化学物質総摂取量

試C*ラ験ット期週齢間〉
雄 雌

平均 平均
A B A B 

TI) 25074 24689 25802 23611 
6* M2) 895.5 881. 8 921. 5 843.3 

9 c3) 11.2 11. 3 11. 3 10.9 11. 9 11.4 

D4) 0.089 0.088 0.089 0.092 0.084 0.088 

T 58282 58387 64267 60326 
6 M 640.5 641. 6 706.2 662.9 

18 C 15.6 15.6 15.6 14.2 15.1 14. 7 

D 0.064 0.064 0.064 0.070 0.066 0.068 

T 95865 96516 110852 107149 
6 M 526. 7 530.5 609.1 588.7 

31 C 19.0 18.9 19.0 16.4 17.0 16.7 

D 0.053 0.053 0.053 0.061 0.059 0.060 

T 129780 132461 153405 153118 
6 M 475.4 485.2 561. 9 560.9 

44 C 21. 0 20.6 20.8 17.8 17.8 17.8 

D 0.048 0.049 0.049 0.056 0.056 0.056 

T 163002 169827 197204 200214 
6 M 447.8 466.6 541. 8 550.0 

57 C 22.3 21. 4 21. 9 18.5 18.2 18.4 

D 0.045 0.047 0.046 0.054 0.055 0.055 

T 195230 207529 238861 246190 
6 M 429.1 456. 1 525.0 541.1 

70 C 23.3 21. 9 22.6 19.0 18.5 18.8 

D 0.043 0.046 0.045 0.053 0.054 0.054 

T 224546 242168 275954 288596 
6 M 411. 3 443.5 505.4 528.6 

83 C 24.3 22.5 23.4 19.8 18.9 19.4 

D 0.041 0.044 0.043 0.051 0.053 0.052 

T 252980 274309 310485 328286 
6 M 397.1 430.6 487.4 515.4 

96 C 25.2 23.2 24.2 20.5 19.4 20.0 

D 0.040 0.043 0.042 0.049 0.052 0.051 

T 282968 309701 343693 370293 
6 M 388. 7 425.4 472.1 508.6 

109 C 25.7 23.5 24.6 21. 2 19.7 20.5 

D 0.039 0.043 0.042 0.047 0.051 0.049 

1) T=Total mg/kg. B.W. 

2) M=mg/kg. B. W./Day 
3) C = 1mg/kg. B. W. /Day equals in ppm of diet 

4) D = 1ppm in food equals in mg/kg. B. W. /Day 
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表 3. 7週齢時投与開始からの化学物質総摂-取量

試作ラ験ット期週齢間〉
雄 雌

平均 平均
A B A B 

Tl) 21882 21630 23443 20895 
7* M2) 781. 5 772.5 837.3 746.3 

10 C3) 12.8 12.9 12.9 11. 9 13.4 12.7 
D') 0.078 0.078 0.078 0.084 0.075 0.080 

T 57057 54047 60802 56721 
7 M 627.0 593.9 668.2 623.3 

19 C 15.9 16.8 16.4 15.0 16.0 15.5 

D 0.063 0.060 0.062 0.067 0.063 0.065 

T 94066 91728 106841 103509 
7 M 516.8 504.0 587.0 568.7 

32 C 19.3 19.8 19.6 17.0 17.6 17.3 

D 0.052 0.051 0.052 0.059 0.057 0.058 

T 127876 127743 149317 149338 
7 M 468.4 467.9 546.9 547.0 

45 C 21. 3 21. 4 21. 4 18.3 18.3 18.3 

D 0.047 0.047 0.047 0.055 0.055 0.055 

T 161126 165193 193347 196560 
7 M 442. 7 453.8 531. 2 540.0 

58 C 22.6 22.0 22.3 18.8 18.5 18. 7 

D 0.044 0.045 0.045 0.053 0.054 0.054 

T 193221 202741 234689 242347 
7 M 424. 7 445.6 515.8 532.6 

71 C 23.5 22.4 23.0 19.4 18.8 19. 1 

D 0.043 0.045 0.044 0.052 0.053 0.053 

T 222194 237069 271285 284508 
7 M 406.9 434.2 496.9 521.1 

84 C 24.6 23.0 23.8 20.1 19.2 19. 7 

D 0.041 0.043 0.042 0.050 0.052 0.051 

T 250691 269325 305676 324128 
7 M 393.5 422.8 479.9 508.8 

97 C 25.4 23. 7 24.6 20.8 19. 7 20.3 

D 0.039 0.042 0.041 0.048 0.051 0.050 

T 280938 304934 338821 366408 
7 M 385.9 418.9 465.4 503.3 

110 C 25.9 23.9 24.9 21. 5 19.9 20. 7 

D 0.039 0.042 0.041 0.047 0.050 0.049 

1) T = Total mg/kg. B. W. 

2) M=  mg/kg. B. W. /Day 
3) C = 1mg/kg. B. W. /Day equals in ppm of diet 

4) D = 1ppm in food equals in mg/kg. B. W. /Day 
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表 4. 8週齢時投与開始からの化学物質総摂取量

試(*ラ験ヅト期週齢間〉
雄 雌

平均 平均
A B A B 

Tl) 19950 19222 21084 19348 
8* M2) 712.5 686.5 753.0 691. 0 

11 C3) 14.0 14.6 14.3 13.3 14.5 13.9 

D4) 0.071 0.068 0.070 0.075 0.069 0.072 

T 55832 50400 57337 54250 
8 
M 613.5 553.8 630.1 596.2 

20 C 16.3 18.1 17.2 15.9 16.8 16.4 

D 0.061 0.055 0.058 0.063 0.060 0.062 

T 92281 87738 102732 100912 
8 
M 507.0 482.1 564.5 554.5 

33 C 19.7 20.7 20.2 17.7 18.0 17.9 

D 0.051 0.048 0.050 0.056 0.056 0.056 

T 125972 123823 145131 146601 
8 

恥4 461. 4 453.6 531. 6 537.0 

46 C 21. 7 22.0 21. 9 18.8 18.6 18. 7 

D 0.046 0.045 0.046 0.053 0.054 0.054 

T 159250 161329 189392 194054 
8 
M 437.5 443.2 520.3 533.1 

59 C 22.9 22.6 22.8 19.2 18.8 19.0 

D 0.044 0.044 0.044 0.052 0.053 0.053 

T 191212 198751 230419 239547 
8 
M 420.2 436.8 506.4 526.5 

72 C 23.8 22.9 23.4 19. 7 19.0 19.4 

D 0.042 0.044 0.043 0.051 0.053 0.052 

T 219884 232771 266420 281463 
8 M 402. 7 426.3 487.9 515.5 

85 C 24.8 23.5 24.2 20.5 19.4 20.0 

D 0.040 0.043 0.042 0.049 0.052 0.051 

T 248444 2日35139 300769 321013 
8 M 390.0 416.2 472.2 503.9 

98 C 25.6 24.0 24.8 21. 2 19.8 20.5 

D 0.039 0.042 0.041 0.047 0.051 0.049 

T 278950 300965 333851 363566 
8 M 383.2 413.4 458.6 499.4 

C 26.1 24.2 25.2 21. 8 20.0 20.9 

D 0.038 0.041 0.040 0.046 0.050 0.048 

1) T = Total mg/kg. B. W. 

2) M=mg/kg. B.W./Day 

3) C = 1mg/kg. B. W./Day equals in ppm of diet 

4) D = 1ppm in food equals in mg/kg. B. W./Day 
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まとめ 化学物質 1mgjkgjday摂取に必要な添加濃度ppmを求

F344ラ γ ト雌雄における化学物質添加飼料投与時の め，次の結果を得た.

試験開始時週;齢

雄
試験期間

雌

5 6 7 8 5 6 7 8 

4週間 (1ヶ月〉 10.0 11.5 13.0 14.0 10.0 11. 5 13.0 14.0 

13 " (3 " ) 14.0 15.5 16.5 17.0 14.0 14.5 15.5 16.5 

26 " (6 " ) 18.0 19.0 19.5 20.0 16.0 16.5 17.5 18.0 

39 " (9 " ) 20.0 21. 0 21. 5 22.0 17.5 18.0 18.5 18.5 

52 " (12 " ) 21. 0 22.0 22.5 23.0 18.0 18.5 18.5 19.0 

65 " (15 " ) 22.0 22.5 23.0 23.5 18.5 19.0 19.0 19.5 

78 " (18 " ) 23.0 23.5 24.0 24.0 19.0 19.5 19.5 20.0 

91 " (21 " ) 23.5 24.0 24.5 25.0 19.5 20.0 20.5 20.5 

104 " (24 11 ) 24.0 24.5 25.0 25.0 20.0 20.5 20.5 21. 0 

文献

1)井口重孝ら:東京衛研年報， 32-2， 115， 1981 
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試験飼料中の被験物質濃度の均一性について

神谷信行*，平賀輿吾*

Uniformity of Test Article Concentrations in Pellet Diet used Feeding Study 

NOBUYUKI KAMIYA* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:チアベンダゾ{ル thiabendazole，オノレトフェニルプェノーノレ 0・phenylphenol，試験物質 test article， 

飼料 diet，均一性 uniformity，分析 analysis

緒言

毒性試験においては，試験物質を飼料に添加して投与

することが多い.この際飼料に添加された試験物質が正

確な濃度で，均一に分布していなくてはならない.今回

は当部において試験を行っているチアベンダゾ{ノレ (T

BZ)，オノレトフェニノレフェノーノレ (OPP)およびそのナ

トリウム塩 (OPP-Na)を添加したベレット飼料につい

て，それぞれ試験物質の均一性を検討した.また飼料中

の TBZの分析法の検討もあわせて行った.

実験材料および方法

試薬 OPPは東京化成工業の超高純度試薬を， TBZ 

は MerckSharp & Dhome Internationalの microfine

MSDを， メタノーノレと酢酸エチルは関東化学の高速液

体クロマトグラフ用を， ジメチノレホノレムアミド (DMF)

は E.Merckの UVASOLをそれぞれ用いた.

試料 マウス・ラット用粉末飼料CE-2(日本クレア〉

に OPP1. 25%， OPP-Na 1. 0%， TBZ 0.2%となる

よう図1に示した工程で・それぞれを添加し，ベレットと

したものを試料とした.この際，特に混合物の均一性に

留意し，乳鉢を用いて試験物質と CE-2を混和し， 目的

濃度の約10倍の濃度のプレミヅグスを作製した後，図1

の工程へ移った.試料は図2に示したように 1箱(約

20kg)あたり上層，中層，下層各6か所，合計18か所よ

りベレットを各1個ずつ採取し，それぞれを乳鉢で均一

に粉砕した.

分析方法

OPPおよび OPP-Na:溝入らの方法1)に従った.粉

砕した試料 1~2g を精秤し，メタノ{ル 50ml を加えて

ときどきふりまぜながら24時開放置，ろ過，残溢をさら

にメタノ{ノレ 30mlを用いて同様に操作した後，ろ液を

合せ，メタノ{ルで一定量として，高速液体クロマトグ

ラフィー (HPLC)で測定した.

TBZ:飼料中の TBZを簡便で精度よく分析する方法

がないため検討した結果，以下の方法を用いた.粉砕し

た試料2gを精秤し， DMF・水混液(1・ 1)50mlを加

え， ときどきふりまぜ、ながら 2日開放置，ろ過，残i溢は

さらに DMF・水混液30mlを加えて同様に操作，抽出

した後， ろ液を合せ， DMF・水混液で一定量として，

HPLCで測定した.HPLCの測定条件は表1に示した.

基礎飼料 (CE-2)の計量

試験物資(試験物質を含むプレミックス〉との混合

| 毎分28~34回転のミキサーで約15分間
成 型直径1.2cm，長さ 2cm，重量 3g前後

| 2~3秒間蒸気を加えロ{ラーで加圧して
l カットする(加圧抑出し式〉

乾燥・冷却

I ~…1 時間乾燥後，送問機で常温
まで冷却する.

梱包・出荷

図1. 試験物質添加飼料の製造工程

八
円
口

u
n
u

図 2. 試料のサンプリ γグ部位

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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表1. HPLCによる OPP，OPP-Naおよび

TBZの分析条件

OPP/OPP-Na TBZ 

カラム wLdCo・g0elDS-10H ZORBAX T恥1S

4.6x250mm 4.6x300mm 

移動相 メタノ{ノレ 70 メタノ{ノレ 45 

水 30 O. 01M KH2P04 55 

流速 1mllmin 1. 2mllmin 

検出器 254nm 300nm 

注入量 10μl lOpl 

装置 島津製作所 LC-3A

表 2. ベレット飼料中のOPP，OPP-Naおよび

TBZの分析結果(%)

OPP OPP-Na TBZ 
(1. 25%) (1. 0%) く0.2%)

一一一一 一一一
A1 1. 25 1. 01 0.21 

A2 1. 24 0.96 0.22 

A3 1.22 0.93 0.21 

A4 1. 23 0.98 0.24 

A5 1. 27 0.95 0.20 

A6 1. 25 1. 04 0.20 

B1 1. 21 1. 00 0.19 

B2 1. 25 1. 00 0.19 

B3 1. 25 1. 01 0.21 

B4 1. 20 0.98 0.18 

B5 1.24 1. 02 0.20 

B6 1. 26 1. 02 0.20 

C1 1. 25 1. 01 0.21 

C2 1. 22 0.97 0.21 

C3 1. 30 1. 00 0.20 

C4 1. 25 1. 02 0.17 

C5 1. 24 1. 01 0.19 

C6 1. 23 0.99 0.23 

平均値土 SD 1. 24土0.02 0.99土0.03 0.20土0.01

変動係数(%) 1.8 2.8 5.8 

結果と考察

TBZの分析法の検討

抽出溶媒:柑きつ類からの TBZの抽出によく用いら

れる酢酸エチノレ， TBZの溶解度が大きい DMFおよび

DMF・水混液 (1:1)のそれぞれの溶媒について抽出率

を検討したところ，酢酸エチルで30.0%，DMFで51.7 

%， DMF・水混液で98.8%を示した.

HPLCーカラム:WakogelLC.ODSとZORBAXTMS 

TBZ 

A 

B 

4 8 12 

保持時間(分)

図 3. TBZ添加飼料より抽出した TBZの
HPLC (lロマトグラム

A: TBZ添加飼料 (TBZ0.4μg) 
B : CE-2飼料

を比絞検討したところ， Wakogel LC・ODSはテ{リン

グを示し， ZORBAX TMSは図3に示したように，妨

害ピーク，テーリ γグともに認められず，感度も良好で、

あった.

検量線:10， 20， 30， 40， 50μg/mlとなるように TBZ

を DMF・水混液に溶かして標準系列をつくり，各溶液

10μJを表1の測定条件に従って操作し， 検量線を作成

したところ，図4に示したとおり良好な直線住を示し

た.
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Szalkowski2)や]effus3)が報告した操作の繁雑な比色法

に比べて簡便で，飼料中の TBZの分析法として充分に

適用できるものと思われる.

試料の分析結果

添加飼料中の OPP，OPP-Naおよび TBZの分析

結果を表2に示した OPPは1.25%の添加に対し，平

均1.24%， OPP-Naは1.0%に対して0.99%，TBZは

0.2%に対して 0.20%であった.また各ベレット聞の添

加物質の分析値の変動係数は OPPで1.8%， OPP-Na 

で2.8%，TBZで5.8%と，添加濃度が{尽くなるにした

がってやや大きくなるものの非常に良好な結果を示し

た.特に試験物質の飼料への添加濃度が 1%以下になる

と，図 1に示した工程の混合操作のみで、は均一に飼料に

混合することはむずかしし、的ため，低濃度の添加飼料を

作製する際は，じゅうぶんな注意が必要である.

謝辞本研究にあたり， HPLC分析に御助言いただ

きました(社)日本食品衛生協会の二宮隆博氏に感謝の

意を表します.

33， 1982 年報研
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TBZの HPLC分析による検量線

添加回収実験:CE-2の粉末10gに TBZ10， 20， 40 

mgを添加し，前述の分析方法に従って回収実験を行っ

たところ，回収率は98~100% と良好な結果が得られた.

以上のような結果から， TBZの分析法は DMF・水

混液 (1: 1)を抽出溶媒とし， 測定には HPLC(カラ

ム・ ZORBAXTMS)を用いることとした.この方法は

図 4.
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cell membrane integrity 

M. Nakao， T. Nakao， T. Nakayama and M. Do・

. geri': Acta biol. med. gerrrt; BAND 40， Site' 10003， 
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1981 丸山 務.日本獣医師会雑誌， 35C 1)， 1， 1982 

Posttransfusion Viability of Rabbit ER YTHRO- どこまでのゴミを捕えられ忍か.家庭用クリーナの捕

CYTES Preserved in a Medium Containing Inosine， 集性の実験

Adenine， and Isoosmotic Sucrose 佐藤泰仁:ピルメ γテナンス， 17C 6)， 30， 1982 

Toshiko Nakao， Fumiko Nagai and Makoto Na-

kao: Vox Sang. 42， 217， 1982 ICP・AESの適用の現状と将来への展望一医学， 生物

学

Induction of Tumours of the Urinary System in 二島太一郎:日本分光学会(17回夏期セミナー)， 60， 

F344 Rats by Dietary Administration of Sodium 1981 

o-Phenylphenate 

K. Hiraga and T. Fujii: Food and Cosmetic Toxi・ コレラ菌由来伝達性Rプラスミド

eology， 19C 3)， 303， 1981 加納桑子:発酵と工業(アミノ酸，核酸特集)， 40 

総説・解説

グループFCEF-6)ビブリオの細菌学及びその下痢症

について

工藤泰雄，津野正朗:モダγメディア， 27C 7)， 348， 

1981 

輸入感染性下痢症の問題

大橋誠:検疫衛生情報，第1号， 16， 1982 

簡易・迅速なブドウ球菌エンテロトキシンの検出法

五十嵐英夫，新垣正夫:メディヤサーグノレ， 27C 2)， 

72， 1982 

スパイラル・プレーティンゲ・システムによる細菌数

測定について

五十嵐英夫.メディヤサ{グル， 27C 2)， 98， 1982 

食品衛生微生物研究会第2回学術講演会 シンポジ

ウムC I食品のカビ汚染を考える」を顧みて

一言 広:メディヤサ{クノレ， 27C 3)， 176， 1982 

パ.Yプ斉Ijの品質管理

風間成孔・日本病院薬剤師会誌， 18C 2)， 125， 1982 

有機塩素系化合物の魚介類への汚染(特に CNPと

Chlordaneを中心に〉

山岸達典:生態化学， 4C 2 )， 11， 1981 

人畜共通伝染病としてのエルシ二ア症

C 4)， 4， 1982 

ペエシリン耐性りん菌の出現

加納桑子:化学と生物， 20C 6)， 350， 1982 

水道水中の卜リハロメタン

笹野英雄，西垣進:都薬雑誌， 3C 5)， 19， 1981 

水に関する法規(基準〉について

笹野英雄:フレグランスジャーナノレ， 51， 19， 1981 

飲料水の安全性 CI)
三村秀一:都薬雑誌， 3C 6)， 11， 1981 

飲料水の安全性 Cll)

三村秀一:都薬雑誌， 3C 7)， 19， 1981 

水とにおい

松本淳彦:自然科学と博物館， 49C 2)， 31， 1982 

著 書

Outlining the inception and progress of SEAMIC 

Data Exchange Project and the proposition of re・

ference laboratories for a more effective imple-

mentation 

Makoto Ohashi: In Gastrointestinal Infections in 

Southeast Asia CIV)， Proceedings of the 8th SEA-

MIC Seminar， p.152， SEAMICjIMFJ， Tokyo， 1982 

Current status of gastrointestinal infections in 
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Japan Blood Clotting.Staphylocoagulase 

Yasuo Kudoh and Makoto Ohashi: In Gastrointes- Morita， T.， 19arashi， H. and lwanaga， S. : In 

tinal Infections in Southeast Asia (IV)， Proceedings Lorand， L. (ed) ， Methods in enzymology， 

of the 8th SEAMIC Seminar， p.15， SEAMIC/IMF J， 80， 311， 1982， Academic Press Inc.， New York， 

Tokyo， 1982 U. S. A. 

Laboratory diagnosis and epidemiological survey 環境汚染物質とモニタリング

of enterotoxigenic Escherichia coli enteritis 山岸逮典:公害保健講演集(衛生局医療福祉部公害保

Yasuo' Kudoh: In Gastrointestinal Infections in 健課);1981 

Southeast Asia (IV)， Proceedings of the 8th SEAMIC 

Seminar， p.87， SEAMIC/IMFJ， Tokyo， 1982 地震時におけ~地下水の水質変化に関する調査研究

(その2)

Campylobacter enteritis 樋口育子，坂本朋子， 中)111慎一，西垣進，三村秀

Makoto Ohashi: In Gastrointestinal Infections in ー:東京都防災会議(東京都総務局災害対策部企画課)，

Southeast Asia (IV) ， Proceedings of the 8th SEAMIC 1982 

Seminar， p.111， SEAMIC/IMFJ， Tokyo， 1982 
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伊藤武，甲斐明美，高橋正樹，斎藤香彦，柳川義勢

稲葉美佐子，坂井千三大橋誠:Campylobacter je-

junijcoliの菌体脂肪酸組成および DNA-GC含量につ

いて

第55回日本細菌学会総会 (1982.4) 

大橋誠，寺山武， ~初回弘，工藤泰雄，津野正朗

松下秀，太田建爾，坂井千三， Orasa Su thieukul・コ

レラ菌の溶原性に関する研究

第55回日本細菌学会総会 (1982.4) 

山田澄夫，津野正朗，松下秀，太田建爾，工藤泰雄

坂井千三，大橋誠:東京都における輸入感染性腸炎の

細菌学的検討 (1978~1981)ーその1 病原菌の検出状況

第56回日本感染症学会総会 (1982.4) 

松下秀，山田澄夫，津野正朗，太田建爾，工藤泰雄

坂井千三，大橋誠:近年分離されたヒト由来 V.chol圃

eraeの薬剤j耐性

第56回日本感染症学会総会(1982.4) 

工藤泰雄，山田澄夫，松下秀，津野正朗，太田建爾

坂井千三，大橋 誠.東京都における輸入感染性腸炎の

細菌学的検討 (1978~1981)ーその2 検出病原菌の特徴

第56回日本感染症学会総会 (1982.4) 

潮田弘，辻明良，小川正俊，五島瑳智子，柴田実

寺山 武，坂井千三，大久保暢夫，深見トシエ:尿路感

染症および健康人尿由来コアグラーゼ陰性ブドウ球菌の

生化学的性状，薬剤感受性ならびにファージ感受性

第55回日本感染症学会総会(1982.4) 

太田建爾，松下秀，津野正朗，関根整治，薮内清

山田澄夫，工藤泰雄，坂井千三，大橋誠:タイ園チャ

ンタブリ県における下痢症の病原について (1980年の調

査成績〉

第56回日本感染症学会総会 (1982.4) 

斎藤香彦，伊藤武，柳川義勢，高橋正樹p 高野伊知

郎，稲葉美佐子，甲斐明美，坂井千三，大橋誠，佐久

一校， 佐藤麿人， 鴻巣品子， 深見トシエ， 入野泰一:

Campylobacter jejuniの血清型別および下痢症患者由

来株の血清型別状況

第56回日本感染症学会総会 (1982.4) 

伊藤武，柳川義勢，斎藤香彦，稲葉美佐子，甲斐明

美， 高橋正樹，坂井千三，大橋誠:Campylobacter 

jejunij coliの病原性に関する研究ーマウス，ラ '"1トお

よびヒヨコに対する感染実験一

第56回日本感染症学会総会 (1982.4) 

高橋正樹，斎藤香彦，柳川義勢，伊藤武，坂井千三

大橋誠:各種材料からの Campylobacterjejuni/coli 

検出のための増菌培地の検討

第56回日本感染症学会総会 (1982.4) 

諸角聖，一言広，和字慶朝昭，坂井千三:真菌の

発育および毒素産生に及ぼす各種食品保存料の阻害効果

第43回日本食品衛生学会 (1982.5) 

“石山和敏，市瀬正之，天野祐次，小野川尊，平石浩

寺山 武:都内健康者から分離された Sahnonellaとそ

の陽性者から分離した Enterobacteriaceae の抗生剤

感受性および Rplasniid相互関係の検討

第30四日本感染症学会東日本地方会総会 (1981.10) 

柴問 実，飯塚純子，安部昭子，大久保l陽夫，寺山武

大橋誠，林績，小泉修，山口剛:都内小児にお

けるジフテリアおよび盲目咳抗体分布

第67回東京都衛生局学会 (1981.10) 

問中寛，松田肇，林良博， Nosenas， J. S.， Blas， 
B. L.，石下真道，神谷清夫，村田以和夫.レイテ島ダガ

ミ地区における日本住血吸虫年問権患率によ=i5対策の評

価

第51回日本寄生虫学会大会 (1982.4) 

柏木義勝，近藤治美，大久保暢夫，寺山武:1980~ 

1981年分離A群溶連菌の薬剤感受性と菌型について

第56回日本感染症学会総会 (1982.4) 

田口文章，梶岡実雄，宮村達男，岩崎謙二，矢野一好

吉田精子 :JCウイルスの血清疫学

第29四日本ウイルス学会総会 (1981.10) 

岩崎謙二，薮内 清，吉間靖子，関根整治:東京都下

飼育ブタ聞の日脳ウイルス感染調査

第46回麻布獣医学会(1981.11) 

岩崎謙二:都市における日本脳炎の流行予測

第14回日本都市医学会総会 (1981..11)



矢野一好，林宏、直，柴田タツ美，薮内清，岩崎謙

二:下水汚泥からのウイルス溶出処理によ~腸管系ウイ

第67聞東京都衛生局学会 (1981.11) 
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ルスの検出ーホウ酸緩衝液およびビーフヱキスの効果ー 上原良一，宮武ノリヱ， A岡捨身，風間成孔，秋山手口
第56回日本感染症学会総会(1982.4) 主主:市販軟事普及び坐剤中のブレド二ゾロンの安定性につ

林志直，矢野一好，柴田タツ美，薮内清，岩崎謙

二，浦野純子，河野弘子，渡辺悌吉:東京都内の急性呼

吸器疾患々児および下水からのウイルス検索 (1981年〉

第56回日本感染症学会総会((1982. 4) 

関根整治，山田澄夫，矢野一好，薮内 清，工藤泰雄

坂井千三，大橋誠回東京都内における急性胃腸炎患児

いて

日本薬学会第102年会 (1982.4) 

荻原輝彦，寺島 潔，奥本千代美，長嶋真知子，秋山

和幸・高速液体クロマトグラフィーによる羊毛繊維中の

DTTBの定量法

日本薬学会第102年会 (1982.4) 

のウイルス学的細菌学的検索成績 安田一郎，秋山和幸，竹谷孝一，糸川秀治，森式能

第56回日本感染症学会総会 (1982.4) 鈴木辛子，小林正夫，田中孝治:辛味性不飽和脂肪酸ア

ミドによるサンショウ属植物のケモタキソノミー

岩崎謙二，吉田靖子，関根繋治，福山正文，上村知 日本薬学会第102年会((1982. 4) 

雄.東京および近郊住民の日脳ウイルス抗体保有調査

第56回日本感染症学会総会(1982.4) 宇佐美博幸，秋山和幸・パイロジェン (LPS)の微量

測定合成基質-HPLC法

吉田晴子，関根整二，絞内清，岩崎謙二日11巡流行 日本薬学会102年会 (1982.4) 

の予測に関す~研究

第56四日本感染症学会総会 (1982.4) 

奥本千代美，長嶋真知子，寺島 潔，萩原輝彦，吉原

武俊，秋山和幸:繊維製品のホルムアルデヒド移染調査

第四回全国衛生化学技術協会 (1981.10) 

寺島 潔，'(0王原輝彦，奥本千代美，長嶋真知子，吉原

武俊，秋山手口幸:市販羊毛製品中の有機塩素系防虫剤の

定量

第68回東京都衛生局学会 (1982.5) 

高橋美佐子，中山京子，岩崎由美子，秋山和幸・非ピ

秋山和幸，長嶋真知子，奥本千代美，寺島潔，荻原 リン系かぜ薬のガスクロマトゲラフィーによる定量法

輝彦:メッキ廃水中のシアンの微量拡散，電極j去による 第68回東京都衛生局学会(1982.5) 

スクリー二ンゲ

第18回全国衛生化学技術協議会 (1981.10) 竹内正博，水石和子， 吉原武俊，原田裕文:ECD闘GC

によ~化粧品中の N-ニトロゾジエタノールアミンの分

安田一郎，瀬戸隆子，秋山和幸・市場品生薬の品質ー 析

甘草，山搬，細幸一 第30回日本分析化学会(1981.10) 

第四回全国衛生化学技術協議会 (1981.10) 

安田一郎，竹谷孝一，糸川秀治:辛味成分によ~市場

品細辛の品質評価

日本生薬学会第28回年会 (1981.10) 

江波戸翠秀，神谷信行，二島太一郎:毛髪中元素の魚

介類多食者と対照者の比較

第40回日本公衆衛生学会 (1981.10) 

観照雄，伊藤弘一，中村義昭，鎌田国広，吉原武俊

瀬戸隆子，岩崎由美子，安田一郎，奥津昌子，下平彰 原田裕文:化粧品中の特殊成分試験法の設定に閲する研

男:市販桃核承気湯製剤中のセンノサイドAの定量 究 (XI)GC.MS ~去による酢酸 dI・b 卜コフェロー)J.，の

第67回東京都衛生局学会(1981.11) 分離定量

宇佐美博幸，下平彰男:In Vitroにおけるパイロジ

ェン(エンドトキシン〉の微量測定法について

日本薬学会第102年会 (1982.4) 

鎌田国広，伊藤弘一，中村議昭，観照雄，吉原武俊
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原田裕文・化粧品中の特殊成分試験j去の設定に関す~研 太.農産物中の残留農薬実態調査

究 (XII)HPLCによる菌IJ腎皮質ホルモンの分離定量 第7回日本農薬学会 (1982.3) 

日本薬学会第102年会(1982.4) 
永山敏贋，西島基弘，安田和男，斉藤和夫，上村 尚

Yataro Kokubo: Problems on the assessment of 井部明広，牛山博文，渡辺美智子，直井家害事太:食品中

sanitary quality of cured and smoked pork hams の安息香酸含有量および前駆物質について

The 8 th International Symposium of the World 第43回日本食品衛生学会 (1982.5) 

Association of Veterinary F ood Hygienists (1981. 8， 

Ireland) 上村 尚，西島基弘，安田和男，斉藤和夫，井部明広

永山敏庚，牛山博文，直井家主事太.食品中のマイコトキ

神保勝彦，小久保粥太郎，村上ー，山悶満:粉乳 シンに関する研究(第27報)Rhizopus sp. によ~ Zea-

中の Bacillus属の検出 ralenoneの新代謝物への変換およびその化学構造につ

第42回日本食品衛生学会 (1981.11) いて

第43問日本食品衛生学会 (1982.5) 
小久保粥太郎，神保勝彦，村上文子，村上一:砂糖，

でん粉，香辛料などの芽胞菌による汚染実態調査 斉藤和夫，西島基弘，安田和男，上村尚，井部明広

第42回日本食品衛生学会(1981.11) 永山敏震，牛山博文，直井家薄太:食品中のマイコトキ

シンに関する研究-XXV 穀類， 種実類中のアフラトキ

庭山邦子，村上ー，篠原棺，山岸宏，加藤喜市 シン及びその関連化合物の汚染調査

田村延ー:鶏卵および卵製品から分離した黄色ブドウ球 第43回日本食品衛生学会(1982.5) 

菌の性状について

第67聞東京都衛生局学会 (1981.11) 

庭山邦子:Bacillus cereusのうち L抗原産生株につ

いて

第102年会日本薬学会 (1982.4) 

丸山務，神崎政子，村上ー:Pasteurella multocida 

の選択的分離法について

第93四日本獣医学会 (1982.4) 

宇佐見俊彦，丸山務，神崎政子，村上一:人畜共

通伝染病に関する研究(1 )，ネコにおけるP.multocida 

の保菌実態

第93回日本獣医学会(1982.4) 

庭山邦子，村上ー，篠原糖，加藤喜市，田村延ー:

国内産冷凍液卵より分離した黄色ブドウ球菌の性状につ

いて

第68回東京都衛生局学会 (1982.5) 

井部明広，西島基弘，安田和夫，斉藤和夫，上村 尚

永山敏底，牛山博文，直井家寄太:食品中のマイコトキ

シンに関する研究-XXVI オクラトキシン分析法および

汚染調査

第43回日本食品衛生学会 (1982.5) 

Shuzo Ogino， Tetsuko Yasuno， Ayako Ono， To-

shiko Ohata， Fusayoshi Endo and Koshi Haraguchi: 

Separation and Determination of Condensed Pho-

sphates by HPLC-ICP-AES 

9th International Conference on Atomic Spectroscopy 

and XXII Colloquium Spectroscopicum Internationale 

(1981. 9) 

牛尾房雄，大石真之，船山恵市，道口正雄:PCTの体

内変化

第40回日本公衆衛生学会(1981.10) 

牛尾房雄，船山恵市，西国甲子，関博麿，道口正雄

宮崎奉之，堀井昭三，金子誠二，山岸達典:Technical 坂上正人:スナγク菓子類の栄養学的考察

Chlordaneより分離した C10化合物について 第68関東京都衛生局学会(1982.5) 

第43回日本食品衛生学会 (1982.5) 

小関正道，田村行弘，真木俊夫，観 公子，直井家害事

Taichiro Nishima， Kiyohide Ebato， Shuzo Ogino 

Nobuyuki Kamiya， Junichi Nakagawa， Hiroshi 



Yagyu and Koushi Caraguchi : Study on Interference 

and Concentration of Elements in Human Blood 

by ICP.AES 

9th International Conference on Atomic Spectroscopy 

(1981. 9) 

畑野逸与，江波戸事秀，塩原正一，佐藤林正，今堀彰

福島一郎，二島太一郎:高校生の頭髪中 Cd，Pb. Crお

よび Mg濃度の地域差

第40回日本公衆衛生学会 (1981.10) 

寺田仲校，鈴木孝人，大沢誠喜，福田雅夫，狩野文雄

笠原利英，溝口 勲，河合清之.二酸化窒素長期暴露ラ

ットに及ぼす病理組織学的影響

第22回大気汚染学会 (1981.10) 

鈴木孝人，大沢誠喜，狩野文雄，福田雅夫，笠原利英

寺田仲校，溝口 勲.二酸化窒素長期暴露ラ・y 卜に及[ま

す生化学的影響

第22回大気汚染学会 (1981.10) 

瀬戸博，奥田泰資，武末知行，池村札:ヌクレオ

シド類の負イオン化学イオン化マススペクトJ(..

日本化学会(1981.10) 

牧野国義，溝口 勲・東京都におけ=54年間の呼吸器

症状調査におけ=52， 3の特徴
第22回大気汚染学会 (1981.10) 

太田与洋，坂東博，秋元肇 NOx共存下でのメ

タノーJ(..，イソプロパノールの光酸化反応

第22回大気汚染学会 (1981.10) 
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第52回日本衛生学会(1982.4) 

荻原和子，千葉百子，二烏太一郎，稲葉裕，菊池正

一:Sn投与ウサギにおけ=5数種必須元素の動態

第52回日本衛生学会 (1982.4) 

T. Ohla and I. Mizoguchi: Reactivity of C5・C7

diolefins for OH addition reactions 

International Symposium on Chemical Kinetics Re-

lated to Atmospheric Chemistry (1982. 6) 

川野澄江，中尾順子，平賀輿吾.ジブチルヒドロキシ

トルエン (BHT)によ=5肺障害，致死作用とマウスの系

統

第8回日本毒科学会 (1982.6) 

渡辺真利代，大石真之:藍藻 Microcystisaeruginosa 

の毒物質

昭和56年度日本水産学会秋季大会(1981.10)

土屋悦輝，松本淳~，岡本敏彦:水生微生物が水域環

境に及ぼす影響ーかび臭発生物質を中心としてー

第8回環境汚染物質とそのトキシコロジーシンポジウ

ム (1981.10) 

高橋保雄，藤田 博，関比呂伸，土屋悦輝，三村秀一

森田昌敏，大井玄・水道水中の中性有機物質におけ=5

CapiIIary column GC.MS，突然変異誘起試験及び致死

毒性試験

第40回日本公衆衛生学会(1981.10) 

松本j享彦，土屋悦輝:藻類とトリハロメタン

太田与洋，溝口 勲:Coの塩素原子によ=5触媒駿化 第四回日本水処理生物学会 (1981.11) 

反応

第22回大気汚染学会 (1981.10) 悶本 覚，土屋悦輝，竹下隆三:水中の含窒素縮合芳

香族炭化水素 (Azaarenes)の分析法

太田与洋，坂東博，秋元肇・メタノール・イソブ 第102回日本薬学会 (1982.4) 

ロパノールラジカルと酸素分子との反応

第16回高速反応討論会(1981.12) 渡辺真利代，大石真之:監藻の審

昭和57年度日本水産学会春季大会(1982.4) 

太田与洋，溝口 熱:ベンタジェンとOHラジカルの

反応 大橋則雄，矢口久美子，関山登，藤沢正吉，松本島

日本化学会第45春季年会 (1982.4) 雄:GC・FID法によ=5井水中の塩素化炭化水素の分析

荒川泰昭，山崎信行，藤田俊一，荻原和子，二島太一

郎:有機スズ暴露による胸腺中金属の動態

第40回日本公衆衛生学会総会 (1981.10)

平田恵子，荻原勉，天川映子，大西和夫，松本昌雄:
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「カニ風かまぼこ」中の天然色素の検出

第42四日本食品衛生学会(1981.11) 

O. Takahashi and K. Hiraga: Hemorrhagic To-

xicosis Rats Given Butylated Hydroxytoluene 

Eighth lnternational Congress of Pharmacology 

(1981. 7) 

Oishi Shinshi ancl Hiraga Kogo: Distribution and 

excretion of di-2・.ethylhexylphthalate in the rat 

8th lnternational Congress of Pharmacology (1981. 

7) 

Makoto Nakao， Toshiko Nakao， Tomoko Oono， 

Y oshihiro Fukushima， Yukichi Hara and Masako 

Arai: High performance Gel Chromatography of 

Horse Kidney Na， K・ATPase

Third International Congress on Na， K-A TPase 

(1981. 8， Yele Univ. USA) 

中尾順子，大槻慶子，樺島順一郎，平賀輿吾:長期間

投与による OPPの代謝

第54回日本生化学会大会(1981.9) 

中川敦子， 樺島)1慎一郎， 中尾j順子:OPP長期投与ラ

γ 卜における cyclicnuc1eotideと adenylatecyclase 

活性の変化

第54回日本生化学会大会(1981.9) 

長井二三子，様島)1国一郎，中尾順子:OPP-Na長期投

与ラヴトの尿中および臓器中酵素活性の変動

第54回日本生化学会大会 (1981.9) 

中尾順子，大野知子，荒居正子，中尾真，神部芳則:

Na+， K+-ATPaseの活性最小単位

第54回日本生化学会大会 (1981.9) 

市川久次，小林博義，中尾順子，中川茂男:幼若ラッ

トの CPC高張瞬時溶血についての検討

第54回日本生化学会大会 (1981.9) 

N. Kananishi， Y. Kinjo and M. i司Ta tanabe: Alkaline 

elution a自saycoupled with microfluorometly and 

electron microscopy in the condensed or extended 

chromatin 

Third lnternational Conference on Environmental 

Mutagens (1981. 9， Tokyo) 

金西信次，金城康人，渡部真，代谷次夫:細胞性粘

菌の放射線抵抗性 (IX)DNA鎖切断と再結合のアルカ

リ溶出法による定量

日本放射線影響学会第24回大会(1981.9) 

渡部真，金城康人，金西信次.染色体突然変異のレ

オロジ-VIII，高次構造の連続性とその非破壊検査法

日本放射線影響学会第24回大会 (1981.9) 

金城康人，渡部真，金西信次・照射クロマチンの解

きほぐし電顕解析11，照射クロマチン断片のメンプラン

フィルタ一流出分函による定量

日本放射線影響学会第24回大会(1981.9) 

高橋 省，平賀興寄:四つのピスフェノール型酸化防

止剤のラット肝臓脂質含量におよlます影響

日本薬理学会第65回関東部会 (1981.10) 

大石真之，平賀輿吾:フタル酸モノエステル類のラッ

ト精巣萎縮作用

第55回日本薬理学会総会 (1982.3) 

高橋省，平賀輿吾:ジブチルヒドロキシトルエンの

ラ '1 卜肝臓脂質組成におよ[~す影響

第55回日本薬理学会総会(1982.3) 

大石真之，平賀興吾:フタル酸モノエステル類のラ γ

ト血清脂質組成に与える影響

第66回日本薬理学会関東部会 (1982.6) 

高橋 省，平賀輿吾:ジブチルヒドロキシトルエンの

ラ‘Y卜血小板および血紫脂質組成におよ{ます影響

日本薬理学会第66団関東部会 (1982.6) 

小勝昭夫，安藤弘，久保喜一，高橋博，平賀輿吾.

チアベンダゾール (TBZ)のマウスにおけ'.>催奇形性に

ついて

第21回日本先天異常学会総会 (1982.7) 

藤井孝，平賀輿吾:オルトフェニルフェノーJJ..ナト

リウム (OPP-Na)によるラット尿路系臓器腫蕩の発生

について

第40回日本癌学会総会 (1981.10) 

神谷信行，坂本義光，平賀輿吾・クロム鉱さい粉じん

のラッ卜によ'.>1か月間持続吸入実験一一吸入終了後の

粉じん成分金属の体内挙動一一

日本薬学会第102年会 (1982.4) 
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