
研

東 京 術 研年報
Ann. Rep. Tokyo Metr. 
Res. Lab. P. H. 

ISSN 0082 -4771 q Iろ1(>

CODEN: TRENAF 

東京都立衛生研究所

究 年

ANNUAL REPORT 

OF 

TOKYO METROPOLIT AN RESEARCH 

LABORA TORY OF PUBLIC HEAL TH 

34 

1983 

報



序

ここ数年来の世界的経済不況もやっと峠を越し，景気の回復も間もなく来ると期待されており

ます.

東京都の赤字財政も，昨年は，黒字に転換し，一安心いたしました.これも都全体の一致協力

のたまものと思います.鈴木都知事は二期日の発足にあたり，マイタウン東京構想を発表し，都

民の期待に応える方向を示しました.行政はマイタウン構想の実現にむけて，新たな活路を得て，

躍進するものと思います.

当研究所の研究も，基本的には，マイタウン建設にあたって，予想される衛生需要に応えるた

めのものであるべきであります.研究所の各部門では，先行的研究と称して，色々知恵をしぼり，

創意工夫をねっております.

新しいマイタウン行政の中には， OA機器(オフィス・オートメイション)の取り組みが，情

報公開業務にかけて取り込まれておりますが， OA機器は，一般社会では企業戦力となっており，

OAなしでは企業活動も出来ないほどに，普及浸透しております.

当研究所にも，やっと中古のコンピューターが導入され，遅まきながら，データー処理や，業

務改善に資したいと考えております.

それにしても，コンビューターの進歩発展は，すさまじいものがあります.当所にあります高

額備品類も附属のコンピュータ一部分の発展のため， 4・5年にして古くなってしまい，買い替

えの時期が早くくるようです.市販のカメラも，自動露出は当然の機能であり，いまや自動焦点

機能の時代になっておりますが，これもすべてコンビュータ一機能の組み込みによるものであり

ます.

すべての業務には，経験が必要でありますが，試験検査業務には，特に経験と技術が欠くべか

らざるものでした.しかし，現在では，更に，最新の分析機器が欠くべからざるものになりました.

経験と技術を持っていても，最新の機器を持っていなければ，他に遅れをとることは必然となっ

てきております.幸い，当所の機器類は比較的新しく，おかげで先行的研究が出来ております.

今後においても，機器類の新鮮さを維持するよう努力したいと考えております.

昭和51年地方衛生研究所設置要綱が改正され，それまでの調査研究・試験検査・研修指導の 3

業務に，公衆衛生情報の解析提供の業務が付加されましてから 7年を経過しますが，当所では，

第 4の業務として東京都微生物検査情報(月報)を実現いたしましたが，組織・機能としては特

に変革はございません.

なお，日本科学技術情報センター(JICST)のオンラインサービス(JOIS)により，迅速に

必要な最新文献を手に入れることが出来るようになりました.これからの世の中では，情報・知

識はすべての人に平等に提供されるようになっております.われわれ研究者にとって，必要なこ

とは，知識・情報を如何に選択取り入れ，知何に解析判断するかという時代となってきておりま

す.

この年報に掲載されている論文も，出版して 5ヶ月もせずに世界の人達の目に止まる情報時代

です.

さて，本書は，過去 1年間の本所研究員の研究成果を集録したものであります.どうか，御一

読いただき，思J障のない御批判をいただければ幸いと存じます.

昭和58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.Rψ Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 34， 1】 7，1983 

Campylobacter jejuniのマウス，ラットおよびヒヨコの腸管内定着に関する研究

柳 川義勢ぺ伊藤 武ぺ稲葉美佐子ぺ斎藤香彦*

高橋正樹ヘ坂井千三ぺ大橋 誠ホ

Colonization of Cαmpylobαcter jejuni on Intestines 

of Experimentally Infected Mice， Rats and Y oung Chicks 

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

MASAKI TAKAHASHI*， SENZO SAKAI*， MAKOTO OHASHI* 

Camtッlobacterjejuni strain CF256 isolated from patients in an outbreak of food poisoning were inocu-

lated P.O. in mice， rats and young chickens， and colonization of the organism in the intestine of infected 

animals was observed. 

Wh巴n109 colony forming units (CFU) of the organism was introduced to mice， they uniformly colo-

nized in the intestine of all the animals tested for a period of up to 1 month， and 104 CFU or more of the 

organism were recovered not only from the small intestine but also from the cecum and large intestine. 

Persistent intestinal colonization was observed in almost all the mice inoculated with 104 CFU or more of 

th巴 organismfor a period of 7 days. Rats were also inoculated with 109 CFU of organism. Three days aft巴r

inoculation the organism persisted in 3 out of 4 rats， but after 11 days it did in only 4 out of 8 

On the other hand， intestinal colonization of the organism in 3-day-old chicken was found to be 

almost the same as in the case of mice， except the colonization of the upper and middle small intestines 

was not conslstent 

N one of the infected animals di巴dor showed any signs of illness 

Keywords : Campylobacter jejuπi， colonization， experimental infection 

緒 百

Campylobacter jejuniはヒ卜の下痢症の起因菌として重

要な位置を占めており，サルモネラと同等あるいはそれ

以上の散発症例がみられている 1，2) また，本菌はしば

しば集団食中毒の原因ともなり，著者らは1979年に最初

の事例引を確認して以来，現在までに20事例にもおよ

ぶ集団下痢症例を明らかにして来た 4)

C. jejuniのヒトに対する病原性を解析するため，マウ

ス581ラットM)，ヒヨコ 7.叫 11)，イヌ 12)，サル13)，ヒツジH)，

ウシ 14，15) など種々の動物を用いた本菌の感染実験が行

なわれ，様々な角度から解析が進められている.

著者らは， C. jejuniの病原性解析を目的として，マウ

ス，ラットおよびヒヨコでの感染実験を試み，その腸管

内定着性を中心に検討を行なった.

材料および方法

1 1:共試菌株

感染実験に用いた菌株は，著者らが集団下痢症患者の

ふん便から分離したC.jejuni CF256株で，分離後凍結

保存されたものである.

本菌を BHIブイヨンに接種し，微好気条件下で

370C20時間，振とう培養した菌液，あるいは本菌液の

遠心分離で集菌した菌を10%スキムミルクに再浮遊させ

たものを実験動物への投与菌液とした.

2 実験動物

マウスは 3週令の ICR系を用いた.

ラットは， F344/CuCrjとCrj:CDの両系統の 3週

令を使用した.

ヒヨコは白色レグホンの 3日令を使用した.

3 投与方法

マウス，ラット，ヒヨコへの経口投与はすべて胃ゾン

*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 
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して超薄切片を作製し，電子顕微鏡(目立H500型)によっ

て観察した.

成績

1 マウスへの経口投与実験

C.jejuniCF256，5.8X109
{聞をマウス15頭に経口投

与し，経時的に腸管各部位および各臓器や血液からの菌

検索を行なった成績を Table1に示した.投与 1日後

では小腸，大腸全部位より投与菌がlQ'-10'/g検出さ

れ，投与 3日， 5日， 10日および30日後においても腸管

各部位より多数の菌が検出され，投与菌が腸管内に定着

したことが観察された.

肝臓，牌臓，腎臓，腸間膜リンパ節および血液の培養

では，投与 3日後のマウス 1例の腸間膜リンパ節から投

与菌が検出された以外はすべて陰性であった.

以上のごとく，成熟マウスへのC.jejuni経口投与に

より本菌が容易に腸管内に定着したので，次に投与菌量:

と腸管内定着との関係について検討を行なった.

Tabl巴 2に示すごとく， 102個投与群では，投与 2日

デを用いて行なった.一部のマウスでは経口投与の他に

尾静脈への接種も行なった.

4 実験動物の腸管および各臓器からのC.jejuni生

菌数測定

腸管各部位，肝臓，牌臓，腎臓，腸間膜リンパ節を採取，

秤量して生理食塩液で10%乳剤とした.本乳剤の10倍段

階希釈系列をつくり，そのO.lmlをSkirrowの血液寒天

に塗沫し， 42'C 48時間微好気培養した.出現したC.je-

)unzの集落を数えて各材料 1g中のC.jejuni生菌数を算

出した.なお，分離菌は抗 CF256血清によるスライド

凝集反応によって投与菌であることを確認した.

5 病理組織学的観察

解剖した動物から腸管各部位および肝臓，牌臓，腎臓，

腸間膜リンパ節を採取し， 10%の中性緩衝ホルマリン液

で固定を行ない，常法に従ってパラフィン切片を作製し，

へマトキシリン・エオジン染色を行なって光学顕微鏡で

観察した.各材料の一部は，グルタールアルデヒドとオ

スミウム酸による二重固定を行ない，エボキシ樹脂包埋

Recovery of the organism from organs and blood of infected mice Table 1 

Recovery of the organism; 
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Challenge: Orally with 5.8X 10" organisms. 

後M.L.N.: mesenteric lymph nodes 

一:not detected， + : under 10/g organisms， + + : 10"/g organis問、十件 10" / g organisms司-t+十+: over 10'/g organ-

lsms. 
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Tabl巴 2. Recovery of the organism from intestinal tract of infected mice 

Number of positive mice / Total challenge mice 

2 days after oral administration 7 days after oral administration 

of C. jeju百i、CF256

「E3固山o 国d 3 自= 
u 日ロにU吋J 

lnoculum size 

ド'ーロロ[ qJ -3 ドー-日ロ~ 
凸

102 0/3 0/3 0/3 1/3 

10" 0/3 1/3 0/3 1/3 

10' 5/5 4/5 4/5 5/5 
10'; 5/5 5/5 5/5 5/5 

10' 5/5 5/5 5/5 5/5 

後において 1頭の盲腸と結腸部より菌が検出されたが，

投与 7日後では，全例とも陰性であった.

103個投与群では，投与 7日後においても 3頭中 2例

から投与菌が検出され，2日後よりも良い傾向がみられ

た.

10'個以上の投与では，実験マウス全例において腸管

各部位より投与菌が検出された.

経口投与したすべてのマウスにおいて，下痢症状の発

現など臨床的な異常は観察されなかった.

2 マウスへの静脈内接種実験

C. jejuni CF256株を尾静脈内に5.8X10'個接種し，

経時的に解剖して腸管各部位および諸臓器からの菌検索

を行なった.静脈内接種においてもその観察期間中マウ

スに異常は認められず，死亡例もなかった.

菌投与後 1日目では，肝臓，牌臓などの実質臓器，お

よび血液から投与菌が検出された.また，腸管各部位か

らも10'-106個々の投与菌が検出された. 3日後では，

実質臓器および血液における投与菌の検出は， 3例中 1

例の肝臓，腎臓，腸間膜リンパ節についてのみ陽性で，

他の 2例ではすべて陰性であった.しかしながら，腸管

の各部位からは， 103-106個々の C.jejuniが検出され

た. 5日後においても腸管全体に多数の菌が存在してい

た. (Table3.l 

3 ラットへの経口投与実験

C. jejuni CF256の8.0X10'個をラットに経口投与し，

10日間観察した.排油便中における投与菌の推移を

Table 4に示した.菌投与後 1日では全例のふん使か

らC.jejuniが検出されたが， 2日後では12例中 6例が

陽性であった. 4日後では 8例中 4例が陽性で10日後で

は8例中 2例のふん便から投与菌が検出された. 10日後

of C. jejuni， CF256 

E自口仁G4J J 

出口日

ト日ロロロQj' ー、 仁巨ロu q司」J E自国にq出J J -ロo 0 『ロ也。ロコ〉
ード日= ω -< 

ー出。

u 
υ 。

1/3 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 

1/3 0/3 2/3 1/3 2/3 2/3 2/3 

5/5 5/5 4/5 5/5 5/5 4/5 

5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 

5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 

のふん便中の菌数は 1例が106個/gで、あった.

菌投与後， 3日と11日目に解剖して各臓器における投

与菌の分布を検討した. 3日後では 4例中 3例の腸管各

部位から菌が検出されたが， 11日後では 8例中 4例が陽

性であった.このうち 1例は，腸管全部位より， 1例は

空腸部，回腸部，盲腸，結腸音[1より検出されたが，他の

2例は，回腸部のみ陽性であった. (Table5.) 

血液および肝臓などの実質臓器からは投与菌が検出さ

れなかった.

観察期間中の便性状はすべて正常であり，死亡例はみ

られなかった.

4 ヒヨコへの経口投与実験

c.jりiuniCF2561.3X109個をヒヨコ12羽に経口投与

し，経目的に観察した成績を Table6.に示した.投与

後 1日および 3日目では，それぞれ 3例中 I例の腸管全

部位より投与菌が検出されたが，他の 2例は盲腸音[1と大

腸部のみが陽性であった. 7日後では小腸下部と盲腸，

一部は大腸部から菌が検出された.

投与後20日でも 3例中 1例は腸管全部位より， 1例は，

小腸下部，盲腸および大腸部から，のこり l例は，小腸

下部，盲腸から菌が検出された. 20日目の盲腸部におけ

る菌量は10'-106/gで‘あった.

血液，胆汁，肝臓および牌臓からは菌は検出されなかっ

た.

観察期間中，菌投与後 4日と 5日目にそれぞれ 1例づ

っ合計 2例が軟便を呈したが，下痢便を示した例や死亡

例はなかった.

5 病理学的観察

各実験動物の解剖時における腸管や肝臓，牌臓など諸

臓器の肉眼的観察では特に異常は認めなかった.各組織
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Recovery of the organism from organs and blood of infected mic巴Table 3. 
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※M.L.N. : mesenteric lymph nodes 

一:not d巴tected，十:under 10/g organisms， + + 102/g organisms， +十十 10"/g organisms， +←ト十 10'/g organisms. 

Recovery of organism from fecal specimens of infected rats Table 4 

Recovery of the organism from feces 
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Recovery of the organism from organs and blood of infected rats Table 5 

Recovery of the organism from ; 
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Chall巴nge: orally with 8.0 x 10" org丘lllsms

本M.L.N.: mesenteric lymph nodes. **F: F344/DuCrj. ***C: Crj : CD 

一:not detected， + : under 10/g organisms， + + : 102/g organisms， +十十 10"/g organisms， ++十十 10'/g organ-

Electron micrograph of young chicken 
caecum 7 days after oral administration 
with C. jejuni， CF 256. X 7，500 

Photo.l. 

のHE染色榛本による顕微鏡的観察においても組織学

的変化はみられなかった.

Photo 1.は菌投与後 7日目のヒヨコの盲腸部の電子

顕微鏡写真である.微級毛聞にC.jejuniの存在が認め

られたが，病理学的変化は観察されていない.

考察

Butzler & Skirrow11は，10日令のニワトリ旺細胞に

C. jejuniを接種して細胞内に侵入した菌体を観察し，ヒ

ョコに本菌を投与した実験でも盲腸粘膜に侵入した菌を

認めておることなどから， C. jejuni下痢症の成因は腸管

粘膜細胞内への本菌の侵入によるものと考えられる.

著者らは，マウス，ラットおよびヒヨコにC.jejuni 

を経口投与し，本菌の病原性に関する基礎的実験を行

なった結果，マウスでは腸管各部位に長期間定着するこ

とを明らかにした.またマウスへの静脈内接種において

も，血液中の菌は早期に消失するが腸管内への定着を観

察した.経口投与の場合，投与菌量が102個では腸管内

での定着がみられないが，10'個以上の投与により腸管

で、の長期間にわたる定着が確実に認められ， 103個投与

でも腸管内定着が起りうることを観察した.

Fieldら61 の実験では，乳飲みマウス

lsms. 

(Crl : 
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Recovery of th巴 organismfrom organs and blood of infected chicken Table 6. 

Recovery of the organism from ; 
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Challenge: orally with 1.3 X 10"organisms 

一:not detected， + + : 10"/g organisms， +朴 10"/g organisms司引H+: 10'/g organisms 

ヨコに経口投与した場合，その88%が下痢を発現し，体

重増加が非感染群のそれに比べ明らかに低くなることを

報告している.我々の実験成績では， 3日令のヒヨコに

10"個の菌を投与したが，下痢症状をみることはできな

かったし体重の増加も対照群と比較して顕著な差は認め

られなかった. しかし，投与菌は盲腸部を中心に腸管内

に定着することが認められた. Manninenら71 は3日令

のヒヨコを用いて， c. j，り仰i15菌株について感染実験を

行なったが，下痢その他の異常は認められなかったと述

べている.一方， Soerjadiら111 の笑験では， 106伺の

C. jejuni投与でヒヨコに下痢の発現をみており，ヒヨコ

では実験条件による影響が著しいことが推察される.著

者らはその後の実験において，ヒヨコを不良な環境条件

で飼育した場合， C. jejuni投与後 4日から 5日目にかけ

て多数死亡する例をみており，しかもそれら死亡例のほ

ぼすべての肝臓や牌臓から投与菌を検出している.本菌

の感染実験では，投与菌の培養方法や，動物の年令，系

統および飼育環境などの実験条件を考慮する必要があろ

っ.
Campylobacterの病原因子解析に当り，著者ら lG，171は実

験動物への感染実験と平行して培養細胞を問いて， C

jejuniやC.coliの細胞侵入性に関する実験を行なってい

CFW(sw)BR系)では腸管に容易に定着できるが，成熟

マウスでは菌の定着がみられないこと，また乳飲みマウ

スでの実験では13%が死亡したことを報告している.一

方， Blaserら81 の成績では成熟マウスでも投与菌が腸

管に定着しており，著者らと同様の成績であった.c.

JeJumのマウス腸管定着には，マウスの系統および年令

が著しく影轡するものと考えられる. Blaserらお)はさ

らに，マウスにC.jejuniを経口投与した場合3 投与後 I

H寺間以内に血液中に投与菌が出現するが投与後241時間で

はその検出率は低くなることを報告している.今|ι|著者

らがマウスの静脈内に菌を接種した場合でも， 481時間以

降では血液中から菌が検出されず，血液中からのC.je-

juniの除菌作用は比較的短時間のうちに行なわれること

が示唆される.

ラットにおいては， C. jejuniを経円投Jワしたにもかか

わらず，マウスでの成績に比較して腸管内定務性が著し

く劣っていた. Fi巴ldら(j)の実験では，乳飲みラットや

ウサギにおいてもマウスの場合と同様に投与菌がJJ易管内

に定精することを認めているが，ハムスターではほとん

ど定岩せず，実験動物種によってみ;菌の腸管内定粁性に

差があるものと考えられる.

Ruiz-Palaciosら101 は， c. jりuni10'例を 31'1令のヒ
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る.今後本菌の実験動物での腸管内定着性と培養細胞へ

の侵入性との関連についても検討する予定である.
金土 告ゐ
耶日 員同

CampyZobacter jejuniの病原性解析を目的として，ヒト

集団下痢症患者由来のC.jejuni CF256株を用いて，マ

ウス，ラット，ヒヨコへの感染実験を試み，その腸管内

定着性を中心に検討した.

3週令の ICR系マウスに10'個を経口投与した場合，

腸管全部位において10'伺/g以上の多量の本菌が定着

し，感染後30日間経過しでもほとんど菌数の減少は認め

られなかった.

C. jejuniのマウスにおける腸管内定着は， 10'個以上

の菌を経口投与することによって確実にみられるが，

10'個の経口投与では定着性が低く， 102個投与では定着

は認められなかった.

マウスに10'個の本菌を静脈内に接種した場合でも，

投与菌は腸管内に定着したが，肝臓，牌臓，腎臓，腸間

膜リンパ節および血液からは比較的早期に消失した.

3週令のラットに10'個を経口投与した場合，本菌の

定着性は低く，投与後11日目において腸管内に投与菌が

みられたものは， 8例中 4例にすぎなかった.

3日令のヒヨコに10'個を投与した成績では，投与し

た12例すべてにおいて盲腸部を中心に腸管内定着が認め

られた.

C. jejuniの腸管内定着は動物種によって異なることが

示された.

感染実験を行なったすべての動物においてそれぞれの

観察期間中に下痢症状を呈したものはなく，死亡例もみ

られなかった.

謝辞，本研究にあたり，電子顕微鏡試料作製ならび

に観察において御指導，御援助をたまわった，国立予防

衛生研究所，技術部，鈴木健之博士に深謝いたします.
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腸炎起病性ウ工ルシュ菌の腸管内における工ン卜口トキシン産生と病理学的考察

斎藤香彦ぺ伊藤 武 ぺ 稲 葉美佐子ぺ坂井千三ぺ

" "i 高 橋政寿叫，山本一郎日

Experimental Gastroenteritis due to Clostridium p併合ingensin 

Cynomolgus Monkeys : Histopathology and Enterotoxin Production in the Intestine 

KAHIKO SAITOへTAKESHI ITOHへMISAKOINABAへSENZOSAKAI*， 

MASATOSHI TAKAHASHI** and ICHIRO YAMAMOTO** 

C. perfringens gastroenteritis was reproduced experimentally in Cynomolgas monkeys by intraduodenal 

inoculation of 108 living cells of the organism known to be enterotoxigenic. The animals d巴veloped

vomiting and diarrhea within 8 hours after the challenge. When diarrhea became prominent， animals 

were sacrificed and a fairly large numb巴rof the heat-resistant spores were recovered and enterotoxin 

was detected in the intestinal cont巴ntstaken from upper parts of the small intestines， though increase 

in numb巴rof viable cells was not observed. Histopathologcal observation of the intestinal tissues 

taken at the same time revealed that the most conspicuous change was edema， especially in upper parts 

of the small intestine. Fourty eight hours after the challenge， when the animals were in a convalescent 

stage， the spores and the toxin disappeared from upper part of the small intestine， but they still existed 

in the lower parts of the small intestine， colon and rectum. Colonization and proliferation of the organ-

ism were not discernible in any part of the intestine. Nam巴ly，it was only transient. The findings 

obtained were explanatory of a short-lived course of C. perfringens food poisoning in man 

Keywords: C. perfringens， enterotoxin， diarrheal disease， cynomolgus monkey， histopathology 

緒言

食品中で大量に増殖した腸炎起病性ウエルシュ菌(En-

terotoxigenic Clostridium perfri均-enstype A)をヒトが喫

食すると下痢や腹痛などの食中毒症状がおこる.本菌に

よる下痢症の起因物質は芽胞形成時に産生されるエン卜

ロトキシンによるものであることがヒ卜やサルへの投与

実験から Duncanら1)， Hauschildら21および Strongら31

によって明らかにされた.著者らも本菌の精製エンテロ

トキシンおよび生菌で、サルに投与実験を行い，本菌の下

痢症はエンテロトキシンによるものであることを報告し

てきた41 ウエルシュ菌による食中毒患者の下痢発症機

序については，いまだ不明な点が多く本実験ではその解

明の手懸りとしてエンテロトキシン産生性ウエルシュ菌

をカニクイザルの十二脂腸上部に接種し，腸管内におけ

る増殖，芽胞形成，エンテロトキシンの産生量および腸

管の病理組織学的所見を観察した.また，対照として精

製エンテロトキシンをサルに接種し，生菌投与例と腸管

の組織学的変化を検討した.

材料および方法

1. 供試菌株:エンテロ卜キシン産生株としては

Hobbs博士より分与されたC.perfringens NCTC 8239 

株，対照のエンテロトキシン非産生株は健康者ふん便か

ら分離したC.peぇfringensW 1395株である.

2. 投与菌の培養方法:供試菌株は Duncan& 

Strong培地 (DS培地)で3TC18-24時間培養後， 75
0

C 

20分間加熱処理し芽胞形成能を高めた菌をチオグリコ

レート培地 (TGC培地)に接種し， 37
0

C 8時間培養した.

本菌液を再び DS培地に接種し， 37
0

C 5 -6時間培養し

た培養液を 10，000回転20分間遠心し沈殿した菌体を

Skim-milkに浮遊させた.

3. 実験動物および投与方法:体重1.0-1.5kgのカニ

クイザルを用い24時間絶食させた後に塩酸ケタミンで麻

*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 
市 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chum巴， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

H 北里大学衛生学部病理学教室



東京衛研年報 34，1983 9 

Tabel l. Clinical symptoms developed by experim巴ntalmonkeys 

Monkey Strain and amount 

No. introduced 

2 ToCxTlgC eI11C 
NCTC 8239 strain 

3 IiVI4II× g cells 
(2.4X108cells) 

4 

5 N on-toxigenic 
W 1395 strain 

6 lIVI6II× g cElls 
(3.6 X 108 cells) 

酔し，外科的に開腹し十二脂腸上部に供試菌の生菌およ

び精製エンテロトキシンを接種した.なお，投与生菌数

は108個および精製エンテロトキシンの投与量は 2mgで、

ある.

4. ウエルシュ菌生菌数および芽胞菌数の測定:腸管

内容物中のウエルシュ菌数は，内容物を0.1%ペプトン

加生理食塩液で10倍段階希釈し200μg/meカナマイシン

加 CW寒天で測定した.ウエルシュ菌芽胞数は被検材

料を75"C20分間加熱処理後，生菌数測定と同様に行った.

5. エンテ口トキシンの測定:Uemuraら引の方法に

よる逆受身血球凝集反応(RPHA)を用いた.

6. 病理組織標本の作製:腸管各部位の病理組織標本

はバッファード・ホルマリンで固定し，常法に従いへマ

トキシリン・エオジン染色 (HE染色)をほどこし顕微

鏡下で観察した.

成績

1. 臨床経過

エンテロトキシン産生株である NCTC8239株または

非産生株の W1395株の生菌をカニクイザルの十二指腸

上部に接種した場合の臨床症状を Tabel1に示した.

エンテロトキシン産生株2.4X 108{1聞を接種した 4頭すべ

てになんらかの胃腸炎症状が観察された.すなわち，そ

のうち 1頭(MonkeyNo.2)は3時間後に幅吐， 5時間後

に下痢が認められた.他の 3頭においても幅吐の症状は

みられなかったが， 5 - 7時間後に 1- 3回の下痢が認

められた.一方，対照として用いたエンテロトキシン非

産生株である W1395の投与群では幅吐，下痢などの胃

腸炎症状はまったく認められなかった.

2. 腸管各部位におけるウエルシュ菌生菌数およびエ

ンテ口トキシン産生

サルにウエルシュ菌を投与後 8時間と48時間後にそれ

Observation 
Symptoms 

period 

8 hours Diarrhea (5ー 7hrs after) 

8 hours VoHIltmargrh(e3〈 hrsaftearj) It 
and diari'hea (5 hrs after) 

48 hours Diarrhea (5ー 7hrs aft巴r)

48 hours Diarrh巴a(5 hrs after) 

8 hours 

8 hours 
None 

ぞれ 2頭づつをと殺し，腸管各部位のウエルシュ菌生菌

数，芽胞形成および腸管内のエンテロトキシン量を測定

した.

a) C. pe叶 ingensNCTC 8239投与群投与後 8時

間の所見:エンテロトキシン産生株生菌投与群の 2頭

(Monkey No.1， No.2)について腸管各部位における接種

菌の生菌数，芽胞数およひ自エンテロトキシン産生量を

Table 21こ示した.投与したウエルシュ菌の生菌数は腸

管の各部位から検出されたが MonkeyNo.1， 2とも回腸

部に高く 106/gであった.芽胞数は Monk巴yNo.1， 2，両

者とも生菌数に比して芽胞数の方がやや高く腸管の各部

位から104-10'/g検出されているが，両者とも回腸部位

にやや多い傾向が認められた.また，腸管内でのエンテ

ロトキシン産生についてみると腸管各部位から検出され

ているが，特に小腸部位の産生量が多く 3-10μg/gで

あった.これに比して大腸部位ではO.4-l. 0ρg/gの産

生量であった.このことから腸管各部位の芽胞数は同程

度であってもエンテロトキシン産生の場としては小腸部

位がより好条件であろうと考えられる.

投与後48時間の所見:上記同様にエンテロトキシン産

生株を投与後48時間でと殺した MonkeyNo.3，4の腸管

各部位の生菌数，芽胞数およびエンテロトキシン産生性

をTable3に示した.生菌数投与後 8時間で，と殺した

サルの場合とは，生菌数，エンテロトキシン産生量に大

きな差が認められた.すなわち，小腸内の生菌数は減少

し103/g以下であり直腸，結腸への移行がみられた.ま

た，エンテロトキシンも小腸，大腸のいずれの部位から

も検出されなかった.

b) C.pel耐 ngensW 1395株投与群:対照としたエ

ンテロトキシン非産生株のC.perfringens W 1395株を投

与し 8時間後にと殺した場合の腸管各部位の生菌数およ
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Tabel 2. Enumeration of viable cells and detection of the enterotoxin made on intestinal contents of monkeys， taken 
at 8 hrs after the inoculation of living cells of C.perfringens NCTC 8239 strain 

No.1 No.2 
Intestinal 
content Viable cell， counts/ g Estimated amount of Viable cell， counts/ g Estimated amount of 

巴xamined enterotoxlll enterotoxlll 
Unheat巴d Heatedホ (μg/g， by RPHA) Unheated Heated* (μg/g， by RPHA) 

Duodenum 5.0X103 2.5X10' 5.0 1. OX103 5.0X10' 4.0 

Jejunum 2.5X10' 3.0X10' 3.0 1. 5X103 2.6X10' 4.0 

Ileum 6.5X106 4.8X10' 8.0 4.1X10'; 4.3X107 10.0 

Colon 1. 6X10' 1.4X106 1.0 2.5X10" 5.4X10' 0.4 

Rectum 9.0X10' 1.2X10' 0.8 1.2X103 4.8X10' 0.6 

*Prior to enumeration， specimens were h巴atedat 75 C for 20 min 

Tabel 3. Enumeration of viable cells and detection of the enterotoxin mad巴 onintestinal contens of monkeys， tak巴n
at 48 hrs after the inoculation of living cells of C.perfringens NCTC 8239 strain 

No.3 No.4 
Intestinal 
content Viable cell， counts/ g Estimated amount of Viable cell， counts/g Estimated amount of 
examined enterotoxlll enterotoxlll 

Unheated Heated* (μg/g， by RPHA) Unheated Heated * (μg/g， by RPHA) 

Duodenum 3.0X10' <10' ND** <10' <10' ND 

Jejunum <10' 3.3X10" ND <10' <10' ND 

Ileum 1. 2X10' 9.0X10' ND 1. 5X10" 2.0X10" ND 

Colon 6.0X10" 3.0X10" ND 3.6X10" 3.0X10“ ND 

Rectum 3.0X10' 3.6 X 10“ ND 1. 3X 10“ 1. 4X10'; ND 

*Prior to enumer丘tion，specim巴nswere heat巴dat 75 C for 20 min. 

**Not detected. 

びエンテロトキシン産生性を Table4に示した. Monk-

ey No.5， 6の両者とも小腸内各部位の生菌数はエンテロ

トキシン産生株の場合と同様に10'~106/g 検出されてい

るが，エンテロ卜キシンの産生はまったく認められない.

大腸部分においては生菌数は極めて少なく，エンテロト

キシンも検出されていない.

3. 病理組織学的観察

C. peξfrigens NCTC 8239株を投与 8時間後に剖検し

たサルでは小腸各部位は肉眼的に軽度の腫張と腸管の脆

弱化が観察されたが，充血や出血などは認められなかっ

た.病理学的には小腸各部位に著明な変化が観察された.

すなわち，十二指腸，空腸，回腸の各部位の粘膜上皮の

剥離，固有層の浮腫，中心乳び腔の拡張，細綱細胞およ

びリンパ球の壊死が観察された(Photo1) 

結腸部位では軽度の上皮の剥離と固有層の浮腫がみら

れたにすぎなかった.

C. perfringens NCTC 8239株投与後48時間で古IJ検した

サルでは， 8時間で観察された病理所見よりも軽度では

あったが，小腸各部位および結腸の粘膜上皮の剥離およ

び固有層の浮腫が認められた.また，回腸部では中心乳

び腔の拡張も観察された.

これらの病理学的変化がエンテロトキシンの作用であ

ることを確認するために，精製エンテロトキシン 2mgを

サルに投与し，投与後 3時間で解剖し，同様に各腸管組

織を観察した.

病理所見はC.perfriπgens NCTC 8239株の生菌投与例

と極めて類似していた.すなわち，級毛先端部の剥離，

粘膜固有層の浮腫，中心乳び腔の拡張がみられ， しかも

病理変化は生菌数投与の場合より，より強度であった.

(Photo 2) 

対照に用いたエンテロトキシン非産生株C.perfring-

ens W 1395株を投与し 8時間後の観察ではまったく病理

学的変化は認められず正常な組織像であった. (Photo 

3) 

考察

ウエルシュ菌腸炎の起因物質が芽胞形成|時に産生され
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Table 4. Enumeration of viable ce11s and detection of the enterotoxin made on intestinal contents of 
monkeys、takenat 8 hrs after the inoculation of living ce11s of C.perfringens W 1395 strain 

No.5 NO.6 
Intestinal 
content Viable ce11， counts/ g Estimated amount of Viable c巴11，counts/g Estimated amount of 

巴xamined enterotoxm 巴nterotoxln
Unheated Heated* (μg/g， by RPHA) Unheated Heated事 (μg/g司 byRPHA) 

Duodenum 1. 6XI0' 2.9XI0' ND** 1. 6XI0" 7.0XI0' ND 

Jejunum 3.9XI0" 2.3XI0" ND 9.0X107 2.2XI0" ND 

Ileum 1. 5XI0' 4.3XI0" ND 1. 6XI0' 1.0XI0' ND 

Colon <10' <10' ND <10' <10' ND 

Rectum <10' <10' ND <10' <10' ND 

*Prior to enumeration， specimens were heated at 75 C for 20 min. 

*場Notdetected. 

るエンテロトキシンであることは多くの研究者によって

証明されている.本毒素の下痢発症機序については病理

学的あるいは細胞レベルでの検討が多く試みられてい

る. McDonelら5，6，7，S}はラットやウサギの腸管内に直接

エンテロトキシンを作用させて水分の分i必や Na+，Cl-， 

HCU3-，ブドウ糖の腸管内における経時的変化を測定

し，エンテロトキシンによる下痢発現を生理学的立場か

ら検討している.その成績では，毒素が腸粘膜に接触後

15-20分の短時間ですでに水分の流出が観察され，粘膜

への作用は短時間でおこることを明らかにした.また，

Na+， Clーの排出とブドウ糖の吸収障害が観察されてい

る.この際，病理学的には腸管粘膜上皮とくに繊毛の華IJ

離などの器質的な変化を報告している.

今回のカニクイザルをモデルにしたウエルシュ菌の感

染実験では，生菌投与後より腸管内で芽胞が形成され，

腸管腔や腸粘膜面に多量のエンテロトキシンが認められ

た.また，小腸，特に凹腸部位に級毛先端部土皮の剥南IL

粘膜固有層の浮腫，中心乳び、腔の拡張が認められた.

精製エンテロトキシンを投与した場合でも生菌投与例

の場合と同様な病理変化が観察されていることから，エ

ンテロトキシンの作用によって腸管粘膜上皮に器質的障

害がおこるものと考えられる.エンテロトキシン非産生

株を投与した場合では腸粘膜上に特に異常が認められて

いない.エンテロトキシン非産生株もレシチナーゼなど

の各種の代謝産物を産生するが，腸粘膜の病理学的変化

はこれらの代謝産物ではみられないものと考えられる.

すなわち，腸粘膜の変化は本菌の産生するエンテロトキ

シンの作用であると云える.

エンテロトキシンは細胞毒性をもっており，腸粘膜←1-.

皮の破壊も本作用によるものと考えられる.今回の実験

で、は，大腸粘膜面でも同様な上皮の剥離が観察されてお

り，本毒素の細胞毒性は特定な標的細胞でなく普偏的な

作用であると考えられる. McDonelら引は放射性同位

元素を結合させたエンテロトキシンをウサギの腸管内に

作用させ，毒素の細胞への結合を観察している.大腸粘

膜上皮にも多量の毒素の吸着を認めているが，下痢の発

症がみられない.病理学的変化の第 1段階は毒素が腸粘

膜に吸着し器質的変化を与え，次に第 2段階としてのエ

ンテロトキシンの生物学的作用が考えられる.

Skjelkvaleら101，To11巴shaugら111はエンテロトキシ

ンをマウスやラットに投与すると肝細胞に本毒素が吸新

され，肝細胞内に Lactatedehydrogenase(LDH)の産生

の増加を観察しており，今後は細胞レベルでの本毒素の

作用機序の解析を進める必要があろう.

千士 弘
日 日間

腸炎起病性ウエルシュ菌による下痢症の発症機序を解

明するため，カニクイザルに実験的感染をおこさせ，腸

管各部位での生菌数，芽胞数，エンテロトキシン産生お

よび腸管の病理組織学的検討を行ない以下の成績を得

た.

エンテロトキシン産生のC.perfringens NCTC 8239株

を十二指腸上部に投与した結果，全例に投与後 5-7時

間で帳吐あるいは下痢等の胃腸炎症状が認められた.

投与8時間後に 2頭のサルを解剖し腸管各音高位におけ

るウエルシュ菌生菌数，芽胞数およびエンテロトキシン

の検出を行った結果，小腸，大腸の腸管各部位からウエ

ルシュ菌が検出され，特に回腸部に高くlO"/gであった.

芽胞数も回腸部にやや多い傾向が認められた.腸管内で

のエンテロ卜キシンは小腸部位で高く 3-10μg/gで

あった.

投与48時間後に剖検した 2頭では小腸内のウエルシュ

菌生菌数や芽胞数は10'-103/gと減少し大腸部から10"/
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g検出された.腸管各部位からのエンテロトキシンは検

出されなかった.

病理学的所見は 8時間後に剖検したサルでは小腸各部

位での粘膜上皮の剥離，間有層の浮腫，中心乳び、腔の拡

張，細綱細胞およびリンパ球の壊死など著明な病理変化

が認められた.また， 48時間後に剖検した例でも軽度の

粘膜上皮の剥離，固有層の浮腫が認められた.

精製エンテロトキシン 2mgを投与したサルでも生菌

投与サルと同様な病理学的所見が認められ，これらの組

織学的変化はエンテロトキシンの作用によるものである

と考えられた.なお，エンテロ卜キシン非産生の C

perfriegens W 1395株投与サルでは，腸管各部位からは

ウエルシュ菌が検出されたが下痢症状はなく病理学的に

も何ら異常は認められなかった.
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Explanation of Plates 

Photo. 1. Cynomolgus monkey ileum infected with 

enterotoxigenic C. peゲrzngensNCTC 

8239 for 8 hours 

Photo. 2. Cynomolgus monkey ileum infected with 

2 mg of purify ent巴rotoxinfor 3 hours 

Photo. 3. Cynomolgus monk巴yileum infected with 

nonenterotoxigenic C. perfringens W 1395 

for 8 hours. 
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東京都における腸炎ビブリオ食中毒の発生状況と分離菌株の性状 (1978-1982年)

津野正朗ヘ太田建爾ぺ 山 田 澄 夫 ぺ 松 下 秀*

斎 藤 香 彦 ヘ 伊 藤 武へ工藤泰雄*

Occurrence of V. par，αhαemQ[yticus Food Poisoning Outbreaks and Characterization 

of Isolates from Food Poisoning Cases in Tokyo (1978-1982) 

MASAAKI TSUNO*， KENJI OHTAへSUMIOYAMADA * 

SHIGERU MATSUSHITAぺKAHIKOSAITOH*，TAKESHI ITOH*， and YASUO KUDOH* 

Keywords 腸炎ピブリオれかω仰 rahaemolyticus，耐熱性溶血毒 KANAGAWA hemolysin 

腸炎ピブリオ食中毒は， 1961年，厚生省の食中毒精密

統計に収録されるようになって以降これまで，依然とし

てわが国で・発生する食中毒の重要な位置を占め，その集

団発生件数もここ10数年間ほとんど減少をみていない.

この腸炎ピプリオ食中毒の疫学調査には，これまで分

離株のOおよびK抗原に基づいた血清型別11が広く応用

される一方，本菌の病原性との関連から，神奈川現象と

呼ばれる特定の条件下での溶血現象，あるいはこの溶血

現象にあずかる耐熱性溶血毒の産生性21 についても併

せて検討がなされるようになってきている.

著者らは，東京都内に発生した本菌食中毒の疫学調査

の一環として，食中毒患者から分離された菌株を中心に

1961年以降血清型別を， 1963年よりは血清型別と併せて

神奈川現象試験あるいは耐熱性溶血毒の産生性試験を実

施し，これらが食中毒の診断や疫学の解析にきわめて有

用な手段を提供することを報告してきたト81

本報では，引続き1978年から1982年の 5年間における

腸炎ピブリオ食中毒の発生状況と，それら各事例の患者

から分離された菌株の血清型，および耐熱性溶血毒産生

性について検討を加えた成績の概要について報告する.

材料および方法

供試菌株 1978年から1982年の 5年間に，東京都内に

発生した集団食中毒事例の患者より当研究所において分

離した菌株である.各患者からの分離菌株は， 1検体当

り3-5個の集落について血清型別を行い，同一血清型

菌だけが検出された場合は 1株とし，いくつかの異なっ

た血清型菌が同時に認められた場合は，血清型を異にす

るごとにそれぞれ 1株として扱った.なお分離菌株の同

定は善養寺ら91の方法に従って行なった.

血清型別法 K抗原型別には市販(デンカ生研K.K

製)および一部は当研究所作成の診断用抗血清を， 0群

別は市販の診断用血清(同上)を用し¥いずれも常法に

従いスライド上凝集反応で行なった101

供試抗血清は， K抗原は現行抗原構造表(表 1)のう

ちK70まで，またO群は01-011までを用いた.なお，

K69およびK70は，著者らが新K抗原型 (TNK14およ

び 15)".121として提案，腸炎ピブリオ血清型別委員会

により承認，抗原構造表に新らたに追加されたものであ

る.

神奈川現象(耐熱性溶血毒素産性)試験 主に 5%ウ

サギ赤血球加変法我妻寒天培地を用いて行なった131 ま

た一部の菌株については，太田ら "1の方法に従い， 5 % 

NaCl加 2%ペプトン水の振とう培養により培養炉液を

調整し，逆受身血球凝集 (RPHA)反応による，耐熱

性溶血毒の直接検出を試みた.この RPHA反応には，

抗溶血毒素特異免疫グロプリンで感作した緬羊赤血球を

用い，マイクロタイタ一法で行なった.

結果および考察

腸炎ビブリオ食中毒の発生状況東京都において，

1978-1982年の 5年間に発生した腸炎ビブリオ食中毒の

年次別，月別発生状況を表 2に示した.この期間におけ

る本食中毒の年開発生件数は20-46件，患者数は285-

1，177名，年平均では34件， 620名となっており，それ以

前の 5年間の平均発生数(件数42;患者数861名)に比較

して，やや減少傾向にあることがうかがわれた.しかし，

事件の発生規模そのものは，この10年間殆んと、変ってい

*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 
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Table 1. Antigenic Schema of Vibrio parahaemolyticus 
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20， 21， 22， 39， 70 

23， 44 

24， 71 

36， 40， 50， 51， 61 

12* 19， 52， 66 
13本 65

*012 and 013 were additionally proposed as new O-antigen司 howeverthey have not yet been confirmed 

Table 2. Monthly lncidence of れ・brioparahaemolyticus Food Poisoning 

Month 
Year Total 

Jan. Feb. Mar Apr. May. Jun Jul Aug. Sep Oct 

1978 2utbreaks 361((361) ) 32l((32l) ) 
7 15((l) ) 6 30((3) ) 

Patients 61 171( 4 57 357(72 

1979 2ut~reaks l 2 8 19((2) ) 8 3 41((2) ) 
Patients 3 73 402 330( 3 44 195 1，047( 3 

1980Out・breaks l( (l) 4l((41) ) 3 9 12 19 46((2) ) 
Patients 2 ( 2) 95 465 240 370 1，177( 6 

1981 2ut~reaks 1 11 13 7 32 
Patients 26 107 87 111 331 

1982 OutbrEaks 5 13 2 20 
Patients 89 193 3 285 

Total Outbreaks l((l) ) 420((420) ) 
1 

2276((32l) ) 4072((3)) 42 4 169( 7) 
Patients 2( 2 3 1，124 1，021( 7) 585 196 3，197(81 

) imported cases 

ない.一方，月別発生状況をみると，これまで報告;{-M) 

してきたと問機，その発生はおおむね 7-9月に集中し

ているが， 1978年には 3月に 1件， 1980年には 1月およ

び3月にそれぞれ l件の発生例がみられた.ただ，これ

らはいずれも，東南アジアへの旅行中の食事あるいはそ

れらの地域から持ち込まれた海産物を原因として発生し

たもので、，いわゆる輸入感染事例といえるものであった.

こうした輸入事例と考えられるものは，この 5年間に，

これらを含め計 7例(患者数81名)にのぼった.

患者由来株のK抗原型の年次別推移 1978-1982年の

5 ';.1.:問に分離された腸炎ピブリオ1，363株のK抗原に基

づく血清型別成績を表 3に示した.年次により若干の差

異はあるが，分離株のうち92.2-97.4%が既知のK1-

K 70抗原のいずれかに型別された.出現K抗原型は，

1978年が20菌製， 1979年が30菌型， 1ω98加0年が3ロ2菌型型~

l印98剖l年が2幻3菌型，また1982年が25菌型と多彩であった.

また本菌の年次別主要起因菌型は，多くの場合，毎年大

きな入れ替りのあることをこれまで報告"してきたが，

この 5年間の成績でも同様の傾向にあることが示された

(表 4).即ち1978年は，前年の流行菌型であったK12に

加え新たにK63が， 1979年には前年のK63に加えK7が，

主要菌型として認められた.また1980';fおよび1981年の
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Tabl巴 3.Semioglfcraolm TFypoeos d of VzbnopardhaEmoin かtTLCouks 
Isolates from Food Poisoning Cases in Tokyo 

K-type 1978 1979 1980 1981 1982 

14( 3.3) 

3 1 25( 5.8) 

4 l 1 6( 3.4) 2 

5 9 2 

6 6 24( 5.6) 12( 6.8) 12( 7.8) 

7 1 39(10.5) 4 1 

8 26(11. 2) 12( 3.2) 131(30.5) 75(42.6) 15( 9.8) 

9 2 

10 25(10.8) 3 15( 3.5) 11( 6.3) 

11 11 ( 4.7) 2 2 40(26.1) 

12 78(33.6) 6 10 4 2 

13 15( 4.0) 14( 3.3) 5( 2.8) 1 

15 2 2 8 2 

17 l 4 

18 5 13( 3.0) 

19 3 

22 25( 6.7) 2 

25 

28 

29 3 10 4 

31 

32 2 

33 l 

34 l 

36 11 12( 2.7) 4 

37 2 

38 3 12( 3.2) 6 5( 2.8) 24(15.7) 

41 l 

42 2 

46 l 2 

54 23( 6.2) 

55 3 6 l 5( 3.3) 

56 9( 3.9) 24( 6.4) 5 7( 4.0) 4 

57 7 

58 4 

60 9( 3.9) 12( 2.7) 4 

63 41(17.7) 125(33.5) 84(19.6) 15( 8.5) ll( 7.2) 

64 2 1 

66 2 

67 5 3 5( 2.8) 2 

68 3 3 

69 13( 3.5) 

70 5 

ut 10( 4.3) 12( 3.2) 11 ( 2.6) 8( 4.5) 12( 7.8) 

Tofal 232( 100) 373(100 ) 429(100) 176(100) 153(100 ) 
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Table 4.Yveibarriloy pCaγhaahnmge m in Major Causative K Type Strains of 
。か'licusin Food Poisoning in Tokyo 

No.of Order of dominant K types 
isolates Year 
tested 1st 2nd 

1964 488 K3(42.2) K 9(12.7) 

1965 608 K33(41. 3) K44(15.3) 

1966 376 K13(36.2) K33(18.9) 

1967 559 K 7(46.7) K38(21.6) 

1968 505 K38(29.8) K7(23.0) 

1969 629 K 7(26.2) K29( 8.7) 

1970 574 K 7(23.2) K55(13.9) 

1971 822 K 8(24.8) K 4(24.0) 

1972 799 K 8(14.5) K15(12.3) 

1973 498 K33(30.9) K12(10.6) 

1974 188 K 5(13.3) K10( 10.6) 

1975 625 K60(18.9) K13(16.5) 

1976 186 K55(16. 7) K29(15.1) 

1977 365 K12(53.4) K55( 8.5) 

1978 232 K12(33.6) K63(17.7) 

1979 373 K63(33.5) K 7(10.5) 

1980 429 K 8(30.5) K63(19.6) 

1981 176 K 8(42.6) K63( 8.5) 

1982 153 Kll(26.1) K38(15.7) 

両年は， K63の検出頻度が減少，それに代って K8が主

要菌型となり， 1982年にはさらに K11;およびK38へ，主

要菌型の大きな交代が認められた.

これらの事実は，本菌が海水ピプリオの一種であり，

夏の時期に陸の環境に持ち込まれでも，ヒトや動物など

には永く保有されることがなく，その環境に年間を通じ

て常在できないことを反映したものであろう.ただ，毎

年なぜある特定の血清型だけが海の環境から持ち込まれ

るかについては，本菌の生態や疫学を理解するうえで極

めて重要な課題であるが，その点についてはまだ充分明

らかにされていない.

耐熱性溶血毒素産生試験 患者分離株1，363株の成績

を表 5に示した.年次により若干の差はあるが，これま

での成績と同様，大部分が本溶血毒産生株であった.毒

素非産生株は分離株の約 5%に認められたが，これらの

菌株はいずれも集団食中毒患者の一部から，原因と推定

された溶血毒産生の起因菌とともに随伴的に検出された

もので，その血清型も原悶菌型とは異なるものであり，

明らかに陰性株が原因と考えられる事例は 1例も認めら

れなかった.なお，今回の成績において，陽性株のなか

には，毒素産生量が少なく我妻平板法による神奈川現象

3rd 4th 5th 

K 8(12.3) K13( 7.8) K 5( 7.2) 

K46( 8.2) K 3( 8.1) K12( 4.9) 

K 5( 9.8) K18( 3.7) K12( 3.5) 

K33( 8.6) K 8( 3.9) K 5( 2.3) 

Kll( 9.7) K 8( 9.1) K12( 3.8) 

K12( 8.1) K54( 7.6) K44( 5.4) 

K15(12.4) K54( 9.4) K56( 5.1) 

K56( 9.2) Kll( 7.9) K54( 5.8) 

K39( 9.3) K12( 9.1) K 4( 8.3) 

K 7( 9.6) K13( 9.4) K54( 8.8) 

K19(10.1) K54( 8.5) K12( 8.0) 

K15(10.6) K10( 7.2) K54( 7.2) 

K54(10.8) K 7( 7.5) K 8( 6.5) 

K19( 7.7) K15( 5.2) K 8( 1.9) 

K8(l1.2) K10(10.8) Kll( 4.7) 

K22( 6.7) K56( 6.4) K54( 6.2) 

K 3( 5.8) K 6( 5.6) K10( 3.5) 

K 6( 6.8) K10( 6.3) K56( 4.0) 

K 8( 9.8) K 6( 7.8) K63( 7.2) 

試験では陰性で，より感度の高い RPHA反応によって

しか陽性を示さない株もいくつか認められた.太田ら1<1

の成績によれば，神奈川現象陰性株による食中毒とされ

てきた事例はいずれもこうした毒素産生性の弱い株に起

因することが確かめられている.従って，神奈川現象陰

性とされる株が起因菌と推定されたような場合は，

RPHA反応など，より感度の高い方法による分離株の

毒素産生性試験の結果を待って，慎重に決定する必要が

あるといえよう.

Table 5. Kanagawa Hemolysin Producibility of Vibrio 

parahaemolyticus from Food Poisoning Cases 
in Tokyo 

Year No. of isolates tested No. of positives (%) 

1978 232 230( 99.1 ) 

1979 373 355(95.1 ) 

1980 429 409( 95.3) 

1981 176 161(91.5) 

1982 153 140(91.5) 

Total 1，363 1，295(95.0) 
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結 論

1978-1982年の 5年間に，東京都内において計169件

(患者数3，197名)の腸炎ピブリオ食中毒の発生があった.

これらの食中毒の患者から分離された腸炎ピブリオ

1，363株について血清型別を行なった結果， 1，310株

(96.1% )がK1 -K70のK抗原型のいずれかに型別さ

れた.

主要起因菌型は， 1978年ではK12(33.6%)および

K63 (17.7%) ; 1979年ではK63(33.5%)およびK7

(10.5%); 1980年ではK8 (30.5%)およびK63(19.6%)

; 1981年ではK8 (42.6%) ; 1982年ではK11(26.1 %) 

およびK38(15.7%)となっており，これまでに得られ

た成績と同様，年次による菌型の入れ替りが認められた.

分離株の耐熱性溶血毒素産生試験の結果では， 1，363 

株中1，295株 (95.0%)で陽性であり，本溶血毒産生株

が病原株であることを強く支持する結果であった.
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酵素抗体法(ELI8A)による日本住血眼虫症の診断(第2報)

ELI8A成績と虫卵検査(MIFC)および卵周囲沈降反応 (COPT)成績の比較検討

村田以和夫ぺ松田 肇H ，田中 寛*ぺ BA Y AN1 L. BLAS権 付

8erodiagnosis of 8chistosomiasis japonica in the Philippines 

by Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELI8A) (II) 

Comparison of R.esults Obtained by ELISA， 8tool Examination (MIFC) 
and Circumoval Precipitin Test (COPT) 

1WAO MURATAぺ HAJ1MEMATSUDA *ぺ HIROSH1TANAKAホ*and

BA Y AN1 L. BLAS * * * 

We reported in 1982 that micro-Enzyme Linked 1mmunosorbent Assay (EL1SA) with peroxidase-OPD 

system was a useful tool for serodiagnosis of schistosomiasis japonica， and that it was applicable even in 

d巴velopingcountries 

1n the present study， the comparison was made on the examination r巴sultsobtained by the ELISA and 

by the traditional methods : stool examination (M1FC) and circumoval precipitin test (COPT)， and the fol-

lowing conclusion were drawn 

1) The coincident rate of positive results betwe巴nELISA and M1FC was 72.2% (57179). On the other 

hand， the rat巴 betweenELISA and COPT was 92.4% (73179) 

1t was considered that EL1SA was as sensitive as or more so than COPT. 

2) The sensitivity of ELISA was not significantly different when an egg or any of 2 kinds of adult-

antigens， male or female， were used as antigen， though each antigen showed some diff巴rencesin EL1SA 

tJter. 

3) For further improvement in diagnosis of schistosomiasis， EL1SA will provide a useful tool as well 

as the other diagnostic techniques such as M1FC， COPT and clinical findings 

4) The correlation between ELISA-titer and COPT -1ndex was computed at r = 0.58(P < 0.01)， sug 

gesting a quantitative significance of COPT 

Keywords : ELISA， Serodiagnosis of Schistosomiasis japonica， Comparison of Results， M1FC and COPT 

はじめに

著者ら11は，第 l報 (1982) において，酵素抗体法

(ELISA)のフィリピンに適合する反応術式について検

討を行ない， Peroxidas巴 OPDsystemによる本法は日

本住血吸虫症の診断法として実用化されうると結論し

た.また，日本住血吸虫(ぷ j)の虫卵粗抗原を用いた 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，従来

から行なわれて来た虫卵検査 (M1FC)と卵周囲沈降反

応 (COPT)の成績と本法の成績の比較分析を引き続き

行なう必要があると考察した.そこで，今回は，現地で

調製したぷ j虫卵粗抗原と雌雄成虫抗原を用いた

ELISAによる本症患者血清の抗体検出率と， M1FC法

によるs.j虫卵検出率との関係を比較検討した.さらに，

これまで抗体検出率が最も高く，しかも簡便で，すでに

Schistosomiasis Control and Research Project 

(S.C.R.P.)の検査室で日常検査として笑施されている

COPTとELISAの抗体検出率とを比較した結果， EL-

*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ー 1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 

H 東京大学医科学研究所寄生虫部
**. Schistosomiasis Control and Research Project， Ministry of Health， Palo， Ley旬、 7118，Philippines 
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ISAは COPTを上まわる成績が得られたので報告し，

これらの成績について 2. 3の考察を加えたい.

材料および方法

材料:患者血清および検使材料はともに S.c.R.P.の

病院に来院した本症の同一患者から同一日に採取された

ものである. ELISA， MIFCと COPTのいずれかの

成績が得られたものは82例で，虫卵粗抗原の検討に用い

られた79例と，雌雄成虫抗原の検討に用いられた63例は，

これら 3法すべての成績が得られたものである.また，

対照血清として，マニラの SanRazaro Hospitalで採取

した消化器系，呼吸器系または肝炎を含む感染症が疑わ

れる患者血清65例を用いたが，これら患者については虫

卵検査は行なわなかった.

方法，.ELISA;著者ら11 (1982)が第 l報で報告

し たとおり， Peroxidase-OPD system に よ る

micro-ELISAの定量法で各種抗原に対する抗体価を測

定した. 2. MIFC; S.C.R.P の発行の Technical

Guide for Schistosomiasis Control in the Philippines21 

(1976)に従い， 1検体 I団法による虫卵検査を実施した.

すなわち， MIF液10mllこ糞便 1gを入れ均一化した後

ガーゼ 1枚で伊過，次いで遠心管に糞便液を移し冷蔵エ

チルエーテル 4mlを加えて，ゴム栓を施し振渥混和す

る. 1600 r.p.m也 1分間遠心沈澱を行なった後上清と糞便

層を捨て，管底の全沈澄をスライドグラスにとり，カバー

グラスをかけて鏡検し定性的に虫卵の有無を調べた.3.

COPT; H. Tanaka et al'l (1975) の方法によった.

COPTの判定は， M. Yokogawa et al81 (1967)の記載

どおり反応型 Type0 ~ Type阻までの区分を行なっ

た. Type 1については疑陽性として取り扱い ELISA

の成績と比較検討した. COPTの手技は，s.j実験感染

マウスの腸壁より得られた凍結乾燥虫卵をツマヨウジで

適量(約200個)スライドグラスにとり，パスツールピペッ

トで被検血清を 1滴々下する.次いで24X24mmのカ

ノTーグラスの 4辺に白色ワセリンを塗布して，虫卵と血

清混合部分を封入する.乾燥を防ぐため湿潤箱にスライ

ドグラスをおさめて37Tで72時間 incubationを行なっ

た後，鏡検により反応型を判定. COPT -Indexのため

には，成熟虫卵50個について Type0 ~ Type阻の数を

かぞえて記録した. 4.各種抗原を用いた ELISA抗体

価と MIFC，COPTの成績比較 3法各々の陽性率と

陰性率のほかに， COPTの Type0 ~ Type m別，お

よび MIFCとCOPTの成績の一致または不一致性につ

いて， ELISAを中心に種々の検討を行なった. 5. 

COPT -Index21とELISA抗体価の相関;COPT -Index 
~ni .. 100 

=一一一×一一 (N=実際に鏡検した成熟虫卵数，ヱnI
N " 3 

=50個の成熟虫卵のうち Type1 ~ Type 阻までの

COPT反応を示した虫卵数に Type1の係数 1，Type 

Eの係数 2，Typ巴匝の係数 3をそれぞれ掛けた総和)

とELISA抗体価との相関について，最少二乗法により

回帰直線と相関係数を求め，定量法としての意義につい

て検討を加えた.

成 績

79例の本症患者血清の虫卵粗抗原による ELISA抗体

価別に MIFC法による虫卵検出数(%)と COPT反応

陽性数(%)を Table1. に示す. ELISA抗体価 1

80以上を示すもの79例中，虫卵陽性率は72.2%(57/79) 

であるのに対し， COPTの陽性率は92.4% (73/79)で

あった.COPTで反応型 Type1を示す疑陽性2.5%( 2 

/79) を加えると， COPTによる抗体検出率はほぼ

ELISAの95%となる. MIFC， COPTともに ELISA

抗体価が高い例ほど検出率が上昇する傾向があった.逆

に， ELISA抗体価の低い例では，他の 2法の陰性率す

Table 1. Comparison of Results Obtained by ELISA with Egg Antigen and those Obtained by MIFC 

and COPT 

Antigen 
ELISA No.of MIFC COPT 
uter cases +(%) 一(%) +(%) ::!:(%) (%) 

2560 32 30(93.7) 2( 6.3) 32(100.0) 。 。
S. japonic乱杭 1280 13 11(84.6) 2(15.4) 13(100.0) 。 。
Egg 640 18 10(55.6) 4(44.4) 17( 94.4) 1 ( 5.6) 。
obtained 320 9 5(55.6) 4(44.4) 8( 88.9) 。 1(11.1) 

from Dog 160 3 1(33.3) 2(66.7) 2( 66.7) 。 1(33.3) 

(1 : 160) 80 4 。 4(100.0) 1( 25.0) 1(25.0) 2(50.0) 

40 。 。 。 。 。 。
Total 79 57(72.2) 22( 27.8) 73( 92.4) 2( 2.5) 4( 5.1) 
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Table 2. Comparison of Results Obtained by ELISA with Adult-Female Antigen and those Obtained 

by MIFC and COPT 

Antigen 
ELISA No.of MIFC COPT 
tlter cases +(%) 一(%) +(%) 土(%) 一(%)

2560 6 6(100.0) 。 6(100.0) 。 。
S. japoni，α1m 1280 6 5( 83.3) 1(16.7) 6(100.0) 。 。
Adult-Female 640 11 9( 81.8) 2(18.2) 11 (100.0) 。 。
obtained 320 21 16( 76.2) 5(23.8) 20( 95.2) 1( 4.8) 。
from Dog 160 8 5( 62.5) 3(37.5) 8(100.0) 。 。
(1 : 16) 80 7 4( 57.1) 3(42.9) 6( 85.7) 。 1(14.3) 

40 4 3( 75.0) 1(25.0) 4(100.0) 。 。
Total 63 48( 76.2) 15(23.8) 61( 96.8) 1 ( 1. 6) 1 ( 1. 6) 

Tabl巴 3.Comparison of Results Obtained by ELISA with Adult-Male Antigen and those Obtained by 

MIFC and COPT 

Antigen 
ELISA No.of MIFC COPT 
tIter cas巴S +(%) 一(%) +(%) 土(%) 一(%)

2560 20 14( 70.0) 6( 30.0) 20(100.0) 。 。
S. japonicum 1280 20 18( 90.0) 2( 10.0) 20(100.0) 。 。
Adult-Male 640 10 8( 80.0) 2( 20.0) 10(100.0) 。 。
obtained 320 7 6( 85.7) 1( 14.3) 7(100.0) 。 。
from Dog 160 4 1( 25.0) 3( 75.0) 3( 75.0) 1( 25.0) 。
(1 : 16) 80 1(100.0) 。 1(100.0) 。 。

40 。 1(100.0) 。 。 1(100.0) 

Total 63 48( 76.2) 15( 23.8) 61 ( 96.8) l( 1.6) 1 ( 1. 6) 

なわち見逃し率が高くなることが明らかとなった.特に，

著者ら 1)が第 1報で ELISAの定量法の陽性と陰性の限

界と定めた 1: 80の患者4例においては，虫卵検査で 4

例とも陰性， COPTでは 2例が陰性を示した.

Table 2と3は，それぞれ雌および雄の成虫抗原を用

いた ELISAの抗体価と MIFC，COPTの両成績を比

較したものである.雌雄両抗原を用いた ELISA抗体価

の分布は虫卵抗原による抗体価分布と比べ若干の差が認

められた.すなわち，雄の成虫抗原に対する抗体価は，

虫卵抗原と同様 1: 640より高い希釈列に偏って分布す

るが，雌の成虫抗原に対する抗体価の分布は， 63例の同

一患者より得られた血清にもかかわらず， 1 : 320と1

: 640をピークとする分布パターンを示している.また，

1 : 40の ELISA抗体価を示した例は，虫卵抗原で 0，

雄の成虫抗原で 1，雌成虫抗原で 4例認められ，加えて

抗体価分布が全体的に下方に偏在していることが明らか

となった.一方，雌雄両抗原を用いた ELISAと

MIFCおよび COPTの各陽性一致率は，ともに MIFC

76.2% (48/63)， COPT 96..8 % (61/63)と同率を示した.

これらの成績は，雌雄両成虫抗原を用いた ELISA反応

の鋭敏性が，虫卵抗原のそれより低いことを示唆してお

り，雌雄成虫抗原の陽性限界は，虫卵抗原を用いた

ELISAの陽性限界 1: 80より 1管低い 1: 40とするの

が妥当である. 3種抗原別の ELISA成績と MIFCお

よび COPTの成績一致率を Totalで有意差検定を行

なった結果， MIFCとCOPTはともに，各抗原聞に有

意差(P<O.Ol)が認められなかった.一方， ELISA， 

MIFCおよび COPT聞には，抗原の違いにかかわりな

く， MIFCと COPTおよび MIFCと ELISA聞にそ

れぞれ有意差(P<O.Ol)が認められた.

Tabl巴 4. は， MIFC単独の場合と COPT単独の反

応型 Type別および， MIFC・COPT2法の組合せに

よる成績別に ELISA抗体価の分布状況を示している.

まず， MIFCの陰性率は32%に及び，しかも MIFC陽

性群と陰性群ともに ELISA抗体価の分布巾に 2倍段階

希釈で 6管の巾が認められ， MIFC 1団法の本症患者
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Table 4. Frequency Distribution of ELISA-titer with Egg Antigen Compared with MIFC， COPT and 

Combination of Both R巴sults

Method Division 

MIFC 
Positive 

Negative 

(Control)* Type-O 

MIFC Type-I 

Typ巴ーO

(Patient)* * Type-I 

MIFC Type-II 

TypeーIII

Combination of 

MIFC Positive 
COPT Positive 

MIFC l'l'egative 
COPT Positive 

MIFC Negative 
COPT Negattv巴

4 

Note (Control勺:Control sera were collected in Manila 

(Patient**): Patient's sera were collected in Leyte 

のスクリーニング精度の低さが示されている.一方，

COPTでは，反応型 TypeIIと阻を陽性とした場合，

92.5% (74/80)の抗体検出率を示し， Type 1 (士)

をも加えると95.0%(76/80)の検出率となる. COPT 

の反応型別に ELISA抗体価との定量的な関係を検討す

ると， Type 1から Eそして皿へと移行するに従い，高

抗体価を示すものが多くなる傾向が認められた.表中

(Control)市で示される数は，マニラの SanRazaro Hos. 

pitalで採取した消化器系，呼吸器系および肝炎等の感

染症が疑われる患者例数を示しているが， ELISAでl

: 40以上， COPTの反応型 Type1を示したものが認

められた.但し，この者の本症催患歴は不明である.次

に患者スクリーニングの目的で MIFCとCOPTを併用

した場合の検討を行なうと， MIFCとCOPTともに陰

性を示した例が7.5%(6/80)でELISA抗体価が 1: 

80-1 : 320と低いものに限定される傾向が認められた.

ELISA抗体価が 1: 640以上の高い値を示すものは，

2法の組合せのどちらか一方，または両方が陽性を示す

例が多く，このことから，虫卵抗原による ELISAの有

用性が改めて証明された.

COPT-Indexと ELISA抗体価との相関々係を

Table 5.に示す. COPTはぷ j虫卵と患者血清の聞に

2 

ELISA Titer (1: ) 

320 640 1280 2560 2;5120 Total( %) 

4 9 11 13 17 56/82(68.3) 

48  2 3 26/82 (31. 7) 

(59) 

(1) ( 6) 

4/80( 5.0) 

2/80( 2.5) 

5 1 9/80(11. 3) 

7 12 12 16 17 65/80(81.2) 

4 10 7 17 17 57/80(71.2) 

3 8 2 3 17/80(21. 3) 

6/80( 7.5) 

見られる独得な抗原抗体反応による現象であって，沈降

物の形状により Typingが行なわれているが定量的意味

合いは比較的薄いとされている. しかしながら， Table 

4.に示した成績からや、定量的な傾向が示唆されたの

で， COPT -IndexとELISA抗体価との相闘を調べて

みた.標本54の分散は， COPT -Index 1. 0から22.0以

上まで， 2倍希釈法による ELISA抗体価の最大管差 6

管に及んだ.表中( ) *で示す数(マニラで採血した

対照血清)と2;5120および<40の数を除いて，最少二乗

法で回帰直線を求めると， Y=-2.64+(2.51)Xとなり，

相関係数は r=0. 58( P <0.01)を示した.この成績から，

反応様式の異なる COPT-IndexとELISAの定量的相

関々係が成立する.

考 察

日本住血吸虫症の診断法として繁用されている

MIFCと COPTの標準法については， S.C.R.P の

Technical Guide for Schistosomiasis Control in the 

Philippines'l (1976)に記載されている.また， COPT 

の有用性については1968-1976年間に Cabrera.B. D. et 

al3l
-
5l (1968， 1973， 1975)， Tanaka， H et ß

•
7l al (1975， 

1976)， Nosenas， ]. S. et al8l (1975)等多くの報告が

あり，これら成績の要約はM.G. Yogore etal"l (1978) 
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Table 5. Correlation of Results Betwe巴nELISA-titer with Egg Antigen and COPT -Index on 54 

Patients Sera 

ELISA-titer ( 1 : ) 

160 320 640 ミ5120

2 

q

o

q

d

A守

1
4
q
υ
1
4

2560 

n 
L 

2 

1280 

1

1

2

2

1

 

2 

3 

2 

2 

ワ
U
1
i
1
i

80 

( 1) 

2 

( 2) 

40 

( 4) 

<40 

(52)ホ

Index 

0.0 

1.0 

2.0 

3.0 

4.0 

5.0 

6.0 

7.0 

8.0 

9.0 

10.0 

11. 0 

12.0 

13.0 

14.0 

15.0 

16.0 

17.0 

18.0 

19.0 

20.0 

21. 0 

22.。

COPT 

的

Z

I

-

-

×
|
1
i
H
E
官同
l
h仏

Cυ

C
C
H

コ
岡
山
内

2 2 

Note: Y = -2.64+(2.51) X 

R=0.58(P<0.01) n=54 

( )': Control sera were col!ected in Manila 

2 

ない.s.j虫卵粗抗原を用いた ELISAの成績が，ほぼ

COPTの成績と一致し， ELISAの 1; 80以上を陽性と

した場合の定性的 COPTの一致率が92.4% (73/79) 

であったことは， ELISAが COPTに匹敵するかそれ

をやや上まわる鋭敏度を有することを意味し，既報I1を

裏付ける好ましい成績であった.また，雌雄両抗原を用

いた ELISAの成績も，定性的には陽性限界をどの希釈

倍数に求めるべきか検討の余地があるが， COPTとの

一致率には虫卵組抗原と同等の成績が得られている.し

かしながら，虫卵抗原と比較して雌雄成虫抗原による

ELISAのO.D.値は既報I1のとおりかなり低下し，また

ELISA抗体の分布も下方に偏りが認められることが今

回明らかとなったので，本症患者のスクリーニングのた

めには，虫卵抗原による ELISAの方が推奨される.

ELISAとMIFCの成績を比較検討すると， COPT 

の報告に詳述されている. COPTの鋭敏性は，臨床所

見および虫卵検査等の成績と対比して，対象群，患者群

および手技・判定基準の相違はあっても，ほぼ50%台か

ら100%と報告されている.また， 1961年以降，凍結乾

燥虫卵が抗原として用いられるようになり，手技の簡便

性とあいまって高い信頼性を得るようになって来た.一

方， 1972年から1980年までの間，免疫血清反応を応用し

た本症診断法として，補体結合反応，ゲル内沈降反応，

間接蛍光抗体法および酵素抗体法など数々の試み91がな

されて来ている.これら新たな免疫血清学的診断技術の

導入に際し，成績の比較検討は，従来から行なわれてい

る臨床所見，虫卵検査および COPTの成績を基礎に笑

施されている.そこで，今回著者らが行なったフィリピ

ンにおける酵素抗体法の実用化のための検討も， MIFC 

および COPTとの比較において実施されなくてはなら
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と比べて MIFCでは ELISA抗体価の高低にかかわり

なく，かなりの虫卵陰性例が出現している.特に，虫卵

抗原による ELISAで1: 80陽性を示した患者4例が，

全例 MIFC陰性を示したことは，感染後日時を経ない

急性期またはごく少数寄生例と思われる.また，虫卵抗

原による ELISAにおいては，抗体価が低いほど虫卵の

検出されにくい傾向はあるが，雌雄成虫抗原による

ELISAでは同様の傾向は認められない.このことは，

急性期と慢性期の確実な患者群を区分し直さない限り解

釈がむずかしいが， s.j成熟虫体数と産卵能力の度合い

が虫卵検出率に影響を与え，一方，成虫の産卵能力より

も長期にわたる患者組織内の虫卵の蓄積が，虫卵抗原に

よる ELISA抗体価をおし上げていることが示唆され

る.試みにいくつかの症例について，虫卵と雌雄成虫の

3種抗原に対する ELISA抗体価を組み合わせて検討す

ると，雌雄成虫抗原に対する抗体価がともに高い例およ

び3種抗原に対する抗体価がともに高い例では虫卵検出

率が高い.一方，雌雄どちらかの成虫抗原に対する抗体

価が箸しく低い場合または雌雄両抗原に対する抗体価が

低い虫卵抗原に対する抗体が中等度の場合，および， 3 

種抗原に対する抗体価がともに低い例では，虫卵検出率

が低い傾向が認められる.今回，著者らが虫卵と雌雄成

虫抗原を別々に調製して，同時間一条件下でしかも同一

血清について ELISAを実施し，それぞれの抗原の特性

を明らかにしようと努めたが，この様な試みは初めての

ことでもあり，今後引き続き検討を重ねる必要があろう.

糞便 1g中の虫卵数 (EPG)とELISAおよび COPTの

抗体検出率または抗体価との関係については， S. man-

， sonz患者について， G. V. Hillyer et al131 (1979)，また

¥S JaFontωm患者についてM.G. Yogore et al ll
•

141 (1978 , 

1980) により報告されている.これらの文献には，

EPGが高ければ高い程， COPTおよび ELISAの抗体

検出率または抗体価が高くなることが記載されている.

今回，著者らはS.C.R.Pの病院の外来患者のみを対象に，

臨床所見に基づいて ELISA，MIFCおよび COPTの

比較試験を行なったが， EPGの測定を行なわなかった l

ため，直接，過去の文献との比較はできないけれども，

虫卵検出率が高〈なる程， ELISA抗体価が高くなる傾

向が認められたことから， G. V. Hillyer et al， M. G. 

Yogore et alの報告を追認したものと考察される.さら

に，従来から行なわれている MIFCとCOPTの組合せ

により，また COPTの反応型 Type1をも陽性とする

ことにより， ELISAとの陽性一致率が92%から95%に

向上することが明らかとなったが，なおも ELISA抗体

価が80-320倍と低い症例については，見逃される可能

性もあるので， ELISAを日常検査法に取り入れる必要

が:ある.

従来， COPTの定量的測定の意義は軽視されていた

が，今回， COPT-IndexとELISA抗体価との関係を

検討した結果，反応型 (Type 0一回)または

COPT-Index値で ELISA抗体価を推定するには不充

分ながら， COPT-IndexとELISA抗体価との聞に r=

O. 58 ( P < O. 01 )の相関係数が得られたことは興味深い.

COPTの術式そのものは極めて簡単であるが，反応時

聞が24時間から72時間もかかり，しかも COPT-Index

を算出するためには， 1被検血清当り 50個の成熟虫卵の

COPT反応を顕微境下で観察して，反応の型別をした

後に計算しなければならない繁雑さがある.したがって，

集団検査時においては，定性的なスクリーニング検査以

外，定量的な COPTの実用性は乏しい難点がある.逆

に， ELISAは術式が複雑な書IJに習熟すると共同作業が

でき，大量の検査を 4-5時間という短時間で処理でき

る利点を有し，しかもマイクロプレート上での機械的血

清希釈により定量的に抗体価を測定することができる.

S.C.R.Pの検査室において，虫卵検査の精度を向上

させるための試みは， T. P. Pesigan et al川(1958)以来，

M. G.YogoreetaI1l1(1978)，B. L. Blas引(1980)らによっ

てなされて来たが，現在，日常検査法として頻用されて

いるのは MIFC法である.今回，著者らが行なった

MIFCとCOPTの陽性一致率は78.0% (57/73) で，

H. Tanaka et al61 (1975)の成績， 84.9% (101/119) 

およびJ.S. Nosenas et al121 (1975)の成績， 78.5% 

(139/177) とほぼ同様な成績が得られている.このこと

から，少なくとも1975年以降の MIFCによる虫卵検出

率，すなわち S.C.R.P.の虫卵検査の技術水準はほぼ一

定と考えられる. したがって，今後，虫卵検査の精度を

さらに向上させるためには，技術的な改良のみならず，

検査技術以前の問題点，すなわち，検便材料の輸送方法

および採取便が少量のために乾燥するなどサンプリング

にかかわるいくつかの問題を改善する必要があろう.

結論

Peroxidase-OPD Systemによる micro-ELISAの成

績と，従来から S.C.R.P で日常検査法として実施され

ている MIFCおよび COPTの成績を比較し次の結論を

得た.

1 )虫卵粗抗原を用いた ELISAの定量法で 1: 80以上

を陽性とした場合を 100% (79/79) とすると， MIFC 

では72.2% (57/79)， COPTでは92.4% (73/79)の陽
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性一致率が得られ，本 ELISAはCOPTに匹敵するか，

やや上まわる鋭敏性があると考察された. 2)雌雄両抗

原による ELISAの鋭敏性は，虫卵粗抗原による成績と

比較して有意差が認められなかった.しかし， ELISA 

抗体価の分布は抗原毎に若干の差が認められ，それぞれ

の抗原特性の差異については，今後の研究課題とした.

3 )本症の診断精度をより高めるために， ELISAは

MIFC， COPTおよび臨床所見と同様に日常検査法と

して採用されるべきであると考察された.

4) COPT-Indexと ELISA抗体価の相関係数 r= 

O. 58 (P < 0.01)が得られ， COPT -Indexの定量的な

意味合いが明らかとなった.
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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 (1982年)

矢野 好ぺ林 志直ぺ事長内 清ぺ岩崎謙二

渡 辺 悌 吉 村 ， 石 原 祐川，大久保 さっき村

Virological Survey of Pediatric Patients 

with Acute Respiratory Infection and 

Seven Sewage Treatment Plants in Tokyo (1982) 

KAZUYOSHI YANO*， YUKINAO HAYASHIへKIYOSHIYABUUCHIへ
KENJI IWASAKI*，TEIKICHI WATANABE**， YU ISHIHARA** 

and SATSUKI OHKUBO** 

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

month period from J anuary to December， 1982. In the same period， samples of raw sewage， primary 

effluent， sludge and second effluent from 7 sewage treatment plants were tested for isolation of viruses 

From 313 specimens taken from pati巴nts，54 strains of viruses were isolated. The viruses detected were 

mainly Adeno types 1，2，3，5， Coxsackie A typ巴 4，Coxsackie B type 3， ECHO type 11 and 1nfluenza type 

B. 139 strains of viruses were isolat巴dfrom 168 sewage samples， and most common viruses were Adeno 

typ巴 5，Coxsackie B type 3 and ECHO type 11. 1t was assumed that infections with these viruses were 

widely spread in Tokyo in 1982 

Keywords : virological survey， acute respiratory infection， sewage 

緒 国

都内において感染・流行した主なウイルスの種類を把

握する目的で，毎月定期的に都内 7か所の下水処理場で、

採取した下水，および小児科を受診した急性呼吸器疾患

患児から採取した咽頭ぬぐい液からウイルス分離試験を

行った.

本報は， 1982年 1月から12月までのウイルス分離試験

成績を基に，腸管系ウイルスの疫学的考察を行うと共に，

患児から分離したウイルスの病図的意義を考察した.ま

た，過去15年間のデーターを基にコクサツキ-B群ウイ

ルスの検出周期についても解析を試みた.

材料と方法

1 姻頭ぬぐい液 1982年 1月から12月の関に東京逓

信病院小児科外来で，急性期患児313名から採取した.

採取した検体の処理方法は，既報の通りである 11 検体

の内訳は，上気道炎 (URI)141件，下気道炎 (LRI)

22件，発疹73件，発熱20件，下痢25件，その他32件であっ

た.

2 下水都市下水処理場 3定点 (O，S，M)と，公

営団地下水処理場4定点(Tc，Tk， Tt， Sb)から，生下水，

第二沈殿汚泥，二次処理水を採取した.検体の採取方法

および処理法は既報の通りである 11

3 ウイルス分離同定試験 ウイルス分離試験に使用

した細胞，動物，および問定試験の方法は，前報の通り

である 21

結果と考察

1 患児からのウイルス分離成積

1 )症状別ウイルス分離状況供試した313件の咽頭

ぬぐい液からのウイルス分離成積を症状別に表 lにまと

めた.合計313件中53件の検体から54株のウイルスを検

出した.同一検体から 2種のウイルスを分離した例は，

コクサツキー A群ウイルス (CA) 4型とアデノウイル

ス (AD) 2型の 1例のみであった.

UR1患児141名からは， 40株 (28.4%)のウイルスが

*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 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 

M 東京逓信病院小児科
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患児からの症状別ウイルス分離状況(1982年)

ウイルス種類 言十
そ
の
他

下発疹発
LRI 

表1.

U R 1 

へルノtン
ギーナ

2 

痢蹴Lその他HFMD その他

5 

1 

2 

1 

4型

16 
Coxsackie A 

4 3 3 Coxsackie B 

1 

2 

3 

11 
ECHO 

4

7

3

3

1

1

 

2 

1 

'
i
r
D

『

υ
q
t
υ
1ム

1ム

1

2

3

5

6

ワ・

Adeno 

19 2 16 B Influenza 

2 2 

Mumpus 

合計株数

検体数

Herpes 

54 

313 

17.3 
(16.9) 

1 

32 25 

2 

20 

5(4) 

50 

3 

23 

2 

22 

37 

132 

3 

9 

3. 1 

URI:上気道炎 LRI:下気道炎

( ):ウイルス分離陽性検体数

4.0 10.0 

? :アデノウイルス 1-6型以外

(8.0) 13.0 9. 1 28.0 

HFMD:手足口病

33.3 分離率%

群 (CB) 2型，およびインフルエンザAH1，AH3が

検出されなくなったことである 2)

これらの変せんは，患児の年令構成，および免疫状態，

その他の環境要因が関与していると思われるので，長期

にわたって本調査を継続し究明して行きたい.

3 )年令別ウイルス分離状況患児から分離したウイ

ルスを年令階層別に表3に示した.全分離株54株中33株

が3才以下の年令階層で検出されており61%をしめた.

ウイルス種類別にみると，コクサツキー，アデノ，エコー

の各ウイルスは 3才以下を中心にして感染・流行が起っ

ていると推測された.一方，インフルエンザウイ jレスは

0-3才で 6株 (4.1%)， 4 -6才で 6株 (6.9%)，7 

-15才で 7株 (8.6%)をしめており，加令と共に増加

する傾向が認められた.

これらの差は，ウイルス感染によって成立する免疫力

の持続性，ウイルス側の抗原変異，また感染源との接触

ひん度に関連しているのではないかと考える.

2 下水からのウイルス分離成積

1 )下水処理場別ウイルス分離状況 定点とした下水

検出された. URI以外の患者172名からは14株 (8.1%) 

しか検出されなかった.

検出ウイルスの穏類は， URI患児から12種類と多種

類にわたって検出された.症状と検出ウイルスの関連を

みると， CAはへルパンギーナ，手足口病 (HFMD)

に多く検出され，インフルエンザB型ウイルスは URI

に多く検出された.この傾向は昨年まで 2)と同様であり，

両ウイルスの病因的関連性が示唆された.

2 )月別ウイルス分離状況患児から検出された54株

のウイルス分離状況を月別に整理して表 2に示した.ウ

イルス分離率のピークは 2月と 7月にみられた(39.5%，

33.3%). 1月から 2月の検出ウイルスはインフルエン

ザウイルスが中心となり， 3月から 5月には全体の検出

率が低下し，夏以降アデノ，コクサツキーウイルスの各

型が混在して検出される傾向があった.検出ウイルスを

血清型別にみると毎年変化しているが3)，ウイルス群別

の月別消長は例年の傾向と同様であった 3)

検出ウイルスの種類を前年と比較すると，本年は CA

16裂があらたに検出され， CA 5型，コクサツキー B
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小児科受診患児からの月別ウイルス分離状況(1982年)表2.

計12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1月ウイルス種類

5 

1 

4 4型

16 
Coxsackie A 

4 2 3 Coxsackie B 

1 

2 

3 

11 2 
ECHO 

a
4‘
円

'
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n
5
4
u
q
ぺ

υ
唱

E
A

噌

E
A

2 

2 2 1 

1 

可
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A
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A

唱

E

A

n

r
臼

-A
ワ
ム
ヨ
d

に
d
n
b

ワ
:

Adeno 

19 15 3 B Influenza 

2 2 Herp巴s

54 

313 

17.3(16.9) 

24 

4.2 

3 

30 

10.0 

2 

33 

6.1 

6 

30 

20.0 

4 

28 

14.3 

8 

24 

33.3 

7(6) 

(17.1 ) 

2 

21 

9.5 

0 

10 

0.0 

2 

20 

10.0 

15 

38 

39.5 

4 

20 

20.0 

合計株数

検体数

分離率%

Munpus 

) :ウイルス分離陽性検体数? :アデノウイルス 1-6型以外

患児からの年令別ウイルス分離状況(1982年)

年令区分(才)

0-3 4-6 '7-15 

表3.

割
引

Adeno 

19 7 6 6 B Influenza 

Munpus 

合計株数

検体数

分離率%

5 

1 

4 

1 

2 

a
a
τ
n
i
q
δ
η
δ
t
A

唱

i

2 

1 1 

33 11 10 54 

145 87 81 313 

22.8 12.6 12.3 17.3 

1 

2 

2 Herpes 

処理場 7か所の下水から分離したウイルスの種類を表 4

に示した.下水処理場ごとに検出ウイルスの種類をみる

と，ポリオウイルス 1， 2， 3型とエコー11型，および

CB 3型は全処理場で検出された.しかし， CB 4およ

びAD各型は，処理場によって差が認められた.

従って， 1982年都内において大きな感染・流行となっ

たウイルスは，ワクチン投与の影響と考えられるポリオ

ウイルス各型を除外すると， CB 3型とエコー11型で

あったことが推定された.

2 )月別ウイルス分離状況 下水から検出したウイル

スを月別に表 5に示した.採取した下水168検体中80件

から139株， 11種類のウイルスを検出した.検出株数が

多かったのは，ポリオウイルスを除くと， CB 3型が36

株，次いでエコー11型が13株であり，これらのウイルス

が主な感染・流行ウイルスであったことがこのデーター

からも裏付けられた.

ヒト赤血球凝集試験陽性 (HA+)となった株につい

ては，現在型別未同定ではあるが，分離した細胞からみ

てレオウイルスと推定される.

各ウイルスの月別消長は，分離例数が少ないので単年

度での評価に無理はあるが，ほぼ例年通り 3)，ポリオウ

4 
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2

2

1
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11 
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Coxsackie A 

Coxsackie B 

ECHO 

? :アデノウイルス 1-6型以外
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表4. 下水処理場別のウイルス分離状況(1982年)

処理場 下水種類 l月 10 11 12 

。 沈殿汚泥 PAL D EA P20E1AA D5 PE21，1 3 CB3 P2 CB3 CB3 P3 P3 
2，6 Ell CB3，4 AD1 CB3.AD2 CB3 

K系沈殿汚泥 HA HA P3 CB3 CB3 

s S系沈殿汚泥 A品2HA HA Pl. E!l CB3 Ell FCI，B23 ，3 P2 

S系二次処理水 CB3 

M 沈殿汚泥 HA AD5 P3 P2 Pkli 3 P2. CB3 CEBI 3l ，4 P3 P3 
HA CB3，4 AD5 

Tc 二次処理水 P1 Ell 

沈殿汚泥 P2，3 P1 P1 CB3，4 CB3 Ell P2 HA 

Tk 二次処理水 P3 HA 

沈殿汚泥 ADHlA ，5 P2，3 P2.AD1 CB3 CB3 CB3 PCLB3 2 CB3 Ell AD5 

Tt 二次処理水 P2 

沈殿汚泥 HA P1， 2， 3 P1， 2， 3 Ph13 P2. CB3 CB3 CB3 CB3 CB3 CB3 Ell 

Sb 生下水 AD5 P2 P3. AD5 P2. Ell CB3 CB3 CB3 P2 AD2 

二次処理水 P3 

沈殿汚泥 PEL11 2 P1，3 P1， 2， 3 P2 CB3 P1 CB3 CB3 CB3 CB3 CB3 

P1 :ポリオウイルス l型 HA:ヒト赤血球凝集試験陽性 AD2:アデノウイ Jレス 2型 Ell :エコーウイルス日型 CB3:コクサツキーB群ウイルス 3型

-ウイ Jレス検出せず

表5， 下水からの)J別ウイルス分離株数(1982-"1:) 

ウイルス種類 Ul 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 

13q 2 2 3 4 2 15 

Polio 2 2 4 6 5 2 3 25 

3 2 2 4 3 3 3 19 

3 4 7 4 7 9 3 36 
Coxsackie B 

2 1 4 4 

3 

2 3 
Adeno 

5 3 8 

6 

ECHO 11 2 4 2 3 13 

未同定 6 3 2 12 

合計株数 17 11 11 17 18 6 12 6 10 21 2 8 139 

陽性検体数 9 7 6 7 9 4 7 4 8 11 7 80 

検体数 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14 168 

分離ネ* 64.3 50.0 42，9 50.0 64.3 28.6 50，0 28.6 57. 1 78，6 7.1 50.0 47.6 

*:ウイルス分離陽性検体数/検査検体数

米同定:ヒ卜赤血球凝集試験陽性

イルスはワクチン投与時期に，アデノウイルスは年間を 験に使用した継代細胞，および，ちのみマウスのウイル

通じ， CBおよびエコーは夏季に検出された. ス分離成積を表 6， 7に示した.

3 ウイルス分離試験に使用した細胞別ウイルス 咽頭ぬぐい液から検出したウイルスの種類と使用した

分離状況 細胞の関係をみると， CAはちのみマウスのみで， AD 

患児の明頭ぬぐい液および、下水からのウイルス分離試 はHEp2細胞で，インフルエンザウイルスは MDCK細
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恵、児からの使用細胞別ウイルス分離状況(1982年)表6.

j性物動{ミ 陽

検体数

び

FL SM HEL 

レA
F

MDCK 

お胞

Vero 

細継

HEp2 
ウイルス種類

5 

1 

5 

1 

4型

16 
Coxsackie A 

4 4 3 Coxsackie B 
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1 
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11 
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4
1
4
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υ
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'
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咽

Eム

Adeno 

19 19 6 B Inflenza 

2 

Munpus 

合計株数

検体数

分離率%

54 

313 

17.3 

6 

42 

14.3 

7 

178 

3.9 

19 

313 

6.1 

8 

313 

2.6 

2 

25 

31 

8.0 

20 

313 

6.4 

Herpes 

? :アデノウイルス 1-6型以外SM :ちのみマウス

表7. 下水からの使用細胞別ウイルス分離状況(1982年)

性胞細代継 陽

検体数BGM Vero#462 HEp2 FL 
ウイルス種類

に
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υ
n
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--つ白
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1
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M
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・
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0
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型

Polio 

36 

4 

11 

1 

15 28 
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4 
Coxsackie B 
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Adeno 

13 13 11 ECHO 

12 12 未同定

139 

168 

82.7 

49 

168 

29.2 

29 

168 

17.3 

44 

168 

26.2 

78 

168 

46.4 

合計株数

検体数

分離率%

未同定:ヒ卜赤血球凝集試験陽性
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胞で検出できた.一方，腸管系ウイルスのみが検出され

た下水では，咽頭ぬぐい液の場合にみられた特色が認め

られなかった.このような現象は，検体中に存在するウ

イルス量およびウイルス種類の混在度合に起因すると考

えられる.つまり，患児の検体では一つの型のウイルス

が高濃度に，下水では多種類のウイルスが混在しており，

それらの混在比がウイルス検出に差をもたらすことを示

唆しているものと考える.このことは，細胞変性効果

(CPE)の出現が，一般に患児検体で早く，同一検体か

ら分離されるウイルスの種類が，下水ではるかに多種類

であることからも裏付けられる.

4 下水から分離される CBウイルス検出周期解析

1967年以降われわれが行ってきた下水からのウイルス

検索の結果ヘ高ひん度検出ウイルスの種類が毎年変化

することがわかった.この変化に周期性が認められるか

否かが興味ある課題となってきた.

ウイルス検出の周期性を解析する一つの試みとして時

系列の考え方を導入し，自己相関係数を指標に周期解析

を行った 4) 調査期間中，比較的高ひん度に検出された

CBウイルスについて，各年次の総検出ウイルス株数に

しめる CB各型の割合を算出し，基礎データーとした

(表 8). 

表8. コクサツキ-B群ウイルスの年次別分離率

年 次
ウイルス型

'67 '68 '69 '70 '71 '72 '73 '74 '75 '76 '77 '78 '79 '80 '81 

Coxsackie B 

l型 0.0* 7.1467.86 0.0 。。 0.0 0.0 0.0 。。 0.0 0.0 3.45 14.89 0.0 0.0 

2 0.0 0.0 0.0 0.0 。。 7.59 0.0 0.0 1.25 0.0 14.89 0.0 0.0 2.86 17.60 

3 0.0 0.0 10.71 69.44 0.0 6.33 6.19 9.1013.7527.5430.50 1.72 0.0 15.2420.80 

4 0.0 0.0 3.57 13.89 0.0 1. 27 13.70 0.0 2.5043.4814.8917.2423.4037.1415.20 

5 10.0 71. 43 0.0 0.0 0.0 1.2739.0468.18 0.0 O.~ 12.77 53.45 14.89 15.24 4.00 

6 0.0 0.0 。。0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

*各年次のコクサツキ-B群ウイルス分離株数/各年次の総ウイルス分離株数(ポリオウイルスを除く)の百分率

表9. コクサツキ-B群ウイルス検出周期解析

周期
自己相関係数

CB1 CB2 CB3 CB4 CB5 

1年一0.02 -0.10 -0.07 0.25 -0.06 

2 -0.15 ー 0.19 -0.35 0.12 -0.43 

3 -0.13 -0.11 -0.32 0.50 -0.43 

4 ー 0.14 0.54 0.03 0.40 0.07 

5 -0.15 0.54 0.08 '-0.16 0.30 

6 -0.17 -0.10 0.47 0.51 0.43 

7 -0.19 -0.25 0.65 0.42 -0.43 

8 -0.23 -0. 13 ー 0.44 -0.31 -0.51 

9 0.01 0.70 -0.70 -0.20 -0.17 

10 0.99 -0.00 -0.02 0.99 0.97 

11 -0.34 -0.00 0.84 -0.32 -0.08 

12 -0.58 -0.00 0.71 -0.78 0.63 

CB :コクサツキ-B群ウイルス

1967年から1969年 3年間の検出率に対する自己相関係

数を算出し表9に示した.高い相関が認められた周期(年

数)をみると， CB 1， 3， 5型が10-11年周期 (r=

0.84-.0.99)，同 2，4型が5-6年周期(r=O.40-0. 99) 

であることが数量的に認められた.

奇数の型(1， 3， 5型)が比較的長い周期であるの

に対し，偶数の型(2， 4型)が短い周期であることは，

これらのウイルスが引き起こす感染・流行の規模などと

の関連も考えられ，今後の研究課題として注目すべき分

野であると考える.

結 論

1982年 1月から12月に採取した小児科受診患児の咽頭

ぬぐい液，および下水処理場定点 7か所から採取した下

水についてウイルス分離試験を行い，以下の結果を得た.

1.小児科受診患児(急性呼吸器疾患)の検体313件

中53件から54株， 14種類のウイルスを分離した.冬季に

はインフルエンザB型ウイルスが，夏季にはアデノ 1

-5型，およびコクサツキー B群 3型ウイルスが主な

検出ウイルスであった.
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2.下水168件中80件から139株， 11種類のウイルスを

分離した.多くの定点で高ひん度に検出したウイルスは，

エコー11型およびコクサツキー B群 3型であり，両ウ

イルスが都内で広域的に浸いんしていたと判断した.

3. 1967年から81年に検出したコクサツキ-B群ウ

イルスの型別検出周期を時系列により解析した結果， 1 ， 

3， 5型は10-11年周期， 2， 4型は 4-5年周期で感

染・流行がくり返されていると推定した.

謝辞 本調査を実施するにあたり，検体採取に多大の

ご協力を賜った，東京都下水道局，住宅・都市整備公団
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東京都内における急性結膜炎患者からのウイルス検索 (1982年)

林 志直ぺ矢野一好ぺ薮内 清ぺ岩崎謙二*
川本尋義 付

Virological Survey of Acute Conjunctivitis in Tokyo， 1982 

YUKINAO HAYASHI.， KAZUYOSHI YANOへKIYOSHIYABUUCHI.， KENJI IWASAKI* 
and HIROYOSHI KAWAMOTO** 

During the period from January to December in 1982， virological survey on the cause of acute con-
junctivitis was performed in Tokyo. The rescue of the viruses were carried out by cultivating conjunctival 
swab specimens with FL， HEp2， BGM， Vero， Hela and HEL cells at 3rc. A total of 117 speとlmenslll-

volving 88 cases.of epidemic keratoconjunctivitis (EKC)， 25 cases of acute hemorrhagic conjunctivitis 
(AHC) and 4 cases of pharingoconjunctival fever (PCF) were studied， and adenoviruses (17 strains) and 
ent巴rovirustype 70 (10 strains) were detected from 27 (23.1 %) patients. In terms of isolation， a selective， 

enhanced sensitivity of HEp2 cells was observed for adenoviruses， and of Hela cells for enterovirus type 
70 

From the results of growth experiments on enterovirus type 70， the range of permissive temperature of 
the current strains (T -482/82， T -671182) was larger than the prototype J 670/71 strain. T -671182 grew 
at 3rc as well as at 330C， and was more thermostable than the prototype at the nonpermissive t巴mperature
of 390

C 
By cross neutralization tests， the current strains were neutralized by antiserum prepared against the 

prime strain G-2/74 as well as the prototype and the prim巴 strain，and were neutralized by anti-prototype 
J 670/71 serum 4 fold lower than the prototype. It was indicated that the antigenicity of the current strains 
were nearly identical to the prime strain G-2/74 

Keywords virological survey， acute conjunctivitis， adenovirus， enterovirus type 70， permissive temperature， 

antigenicity 

緒面

ウイルス性結膜炎の病原として，アデノウイルスが知

られている.戦時の造船所における“shipyard巴y巴"や，

眼科診療所を介したアデノウイルス 8型 (AD8)の流

行 11，AD 3， AD 4によるプールを介した咽頭結膜熱

(PCF)の発生 2，3) なども報告されている.近年では

AD19あるいはAD37による流行性角結膜炎 (EKC)の

地域流行も報告されている 4.51 AD以外では， 1969年

に西アフリカのガーナで新型の結膜炎が発生し，急性出

血性結膜炎 (AHC) と命名され， Kon061 らによって

エンテロウイルス70型 (EV70)が病原と決定された.

また1970年にはシンガポール，インドネシアで結膜炎の

流行があり， Yin-Murphyは患者からEV70とは血清学

的に異なるエンテロウイルスを分離し 7)，コクサツキ-

A群24型 (CA24)変異株と同定された.

このように新しい病原の報告が相次いで行われ，全国

的な感染症情報の必要性が高まってきた.その結果，厚

生省の感染症サーベイランス事業が開始され，東京都に

おいては1982年 1月より行われた.著者らは感染症サー

ベイランスの一環として，都立病院眼科を受診した結膜

炎患者を対象にウイルス検索を行い，その病原を明らか

にするとともにEV70分離株の性状，抗原性についても

検討を行ったので報告する.

材料と方法

ウイルス分離材料

1982年 1月から12月に都立 4病院の眼科を受診した結

膜炎患者から結膜ぬぐい液を採取した.採取方法は感染

症サーベイランス事業検査指針に準じ，検体は0.5%

bovine serum albuminを加えた Vealinfusion broth 

(Difco)に入れて -800Cで凍結保存し，ウイルス分離霞

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

M 岐阜県衛生研究所
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前に検体処理を行った.結膜ぬくAい液を3000rpm10分間 390Cに調整した恒温水槽内で、培養した.所定時間後に

遠心分離し，上清に ampicillin，kanamycin， streptomy-

cin (明治製菓)， amikacin (プリストル寓有)を加え

てウイルス分離材料とした.

ウイルス

増殖実験および交差中和試験にはEV70の標準株 J
670/71，変異株 G-2/74，都内の分離株 T-426/82， 

T -482/82， T -487/82， T -671/82を使用した.分

離株は Hela細胞で 3代継代後，実験まで-800Cに凍結

保存した.

細胞

ウイルス分離には FL，HEp2， Vero#462， BGM， 

Hela細胞を使用し，一部の検体には HEL細胞も使用

した.Hela細胞には組成を変更した YLE培地を使用し，

増殖液には10%Fetal calf serum(Pel-Freez)，維持液

には 1% FCSを加えた.その他の細胞は EagleMEM 

(日水製薬)に H巴la細胞と同量の FCSを加えて増殖液，

維持液とした.

EV70の増殖実験，交差中和試験には Hela細胞， AD 

の同定には BGM細胞を使用した.

ウイルス分離試験

各細胞を24穴プレート (Nunc)で培養し，一検体に

つき 2穴を使用し，試料を0.2ml/穴ずつ接種した.分

離試験は3rc，5%炭酸ガスフラン器内で行い， CPE 

を指標に Hela細胞は 2週間，その他の細胞は 1週間観

察した. CPEが確認されなかった場合は 3代まで継代

した.

分離株の同定

EV70の同定は，岐阜衛研で作製された抗標準株リ

670/71)ウサギ血清を使用したマイクロ中和法で、行った.

抗原を100TCIDso (50% tissve culture infective dose) 

に調整し， transfer plate (Cooke)で抗血清と330C60 

分間反応させ， 96穴プレート (Nunc)に培養した Hela

細胞に接種した.330C 5%炭酸ガスフラン器内で培養し，

5日間 CPEの出現を観察した.

ADの同定は市販の抗血清 AD1 -7 (Microbiolo-

gical associates)， AD 8 (Italdiagnostic)を使用したマ

イクロ中和法91 で行った.中和試験で同定できなかっ

たAgentはCF試験91 により ADと同定した.

ウイルス増殖実験

H巴la細胞を小角瓶に培養し， 1 MOI (multiplicity 

of input)のEV70各株を接種， 33， 37， 390Cで30分間

吸着させた. PBS (ー)で 3回洗浄して未吸着ウイル

スを除去した後に維持液を加えて密絵し， 33， 37， 

培養瓶を取り出し，凍結融解を 3回繰り返した後の遠心

上清についてウイルス感染価を測定した.

ウイルス感染価の測定

96穴プレートに Hela細胞を培養し，検体希釈系列を

0.025mlずつ接種した. 330C5%炭酸ガスフラン器内で

5日間倍養，観察を行い TCID5o/mlを求めた.

交差中和試験

岐阜衛研で調製された標準株 J670/71，変異株 G

2/74のウサギ免疫血清を用いたマイクロ法で、行った.

トランスファープレート上で抗血清を 2倍段階希釈し，

100 TCID50/O. 025mlの EV70各株を等量混和し360C90 

分間中和を行い， 96穴プレートに培養した Hela細胞に

接種した.330C 5%炭酸ガスフラン器内で 5日間培養し，

CPEの出現状況から中和抗体価を求めた.

結果

1.結膜炎患者からのウイルス分離成績

ウイルスが検出された結膜炎患者の疫学調査成績を，

Table 1に示した.都立4病院の眼科を受診した117名

の結膜炎患者のうち27名 (23.1%)から27株のウイルス

が検出された.ウイルス種類は 9種と多彩であり， AD 

が 8種類とEV70であった.検出ウイルスのうち，最も

検出頻度が高かったのはEV70 (10株)であり，次いで

AD 3 (6株)であった.この両ウイルスで，総分離株

数の59.3%を占めた.この他にAD2，AD8が 2株ずつ，

AD1， AD4， AD6， AD未同定が l株ずつ検出された.

ウイルス分離陽性者の男女比は 1: 1. 7で女性の方が

多く，年齢は 4ヶ月一73才までに分布していた.ウイル

ス分離陽性例は 2-8病日の検体に限られていた.

2.月別ウイルス分離状況

月別の検体数，ウイルス分離例数を Fig.l.に示した.

検体数は 7月， 8月に多く，総数117件のうち 52件

(44.4% )がこの 2ヶ月間に集中していた.感染症サー

ベイランス情報により全国的な結膜炎患者の発生数をみ

ても，そのピークは 8月にあり，東京都の場合と一致し

た.検出ウイルス別にみると， EV70は3月一 9月に，

ADは8月を中心に検出された.例数は少伝いものの

ADは 1，2， 11月にも検出例が認められ，ほぼ年間を

通じて検出された.

3.臨床診断別のウイルス分離状況

検索症例を臨床診断別にみると， Tabl巴 2.に示した

ように EKCが総数117例中88例 (75.2%)を占めて最

も多く， AHCは25例， PCFは4例であった. EKCに

比べて PCFは非常に少ないが，採取定点が眼科である
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Table l. Isolation of Adenoviruses and Enterovirus type 70 in 27 Patients with Conjunctivitis. 

Virus 

isolated 

Clinical 

diagnosis (3) 

Dat巴 of

specimen (2) 

Date of 

onset (2) 

Age 

(1) 

Patient 

sex 

1
i

ワ
μ

つd
4
A
F
h
υ

ハ
b
ヴ

4

0

0

Q
，
u
n
u
-
-

ワ
ω
q
u
A
U
Z

「

D

P

O

η

t

o

O

Q

U

ハU
1

i

n

L

『
υ
4
h
F
k
d
F
O
η
t

1
i
1
i
1
1
1
1
1
i
1
4
1
i
1
i
1
4
1
A
9
u

ワ
臼
つ
ん
つ
ω

ワ
ω

つ
ω

つ
u

ヮ“

(4) 

AD 3 

AD 5 

AD 3 

Enter070 

Entero70 

AD 3 

Entero70 

Enter070 

Ent巴ro70

Enter070 

Enter070 

AD 1 

Ent巴r070

AD 4 

Ent巴ro70

AD 2 

AD 2 

AD 8 

AD 

AD 5 

AD 8 

AD 3 

AD 3 

AD 5 

AD 6 

Enter070 

AD 3 

AHC 

PCF 

EKC 

AHC 

AHC 

EKC 

AHC 

AHC 

AHC 

EKC 

AHC 

EKC 

AHC 

EKC 

EKC 

EKC 

EKC 

EKC 

EKC 

EKC 

EKC 

EKC 

PCF 

EKC 

EKC 

EKC 

EKC 

1/28 

2/13 

2/17 

3/19 

3/20 

3/30 

4/ 7 

4/19 

6/ 4 

6/11 

7/12 

7/17 

7/29 

7/30 

7/31 

8/ 3 

8/ 4 

8/ 9 

8/10 

8/10 

8/13 

8/14 

8/27 

8/31 

9/11 

9/24 

11/13 

幻

日

K
日

日

開

ω

6
口

K

5

K

M

m

m

m

K

K

7

K

K

K

U

お

K

9

n

H

ν
U
U
U
M
M引

UUμ
町
川
町

U
U
u
w
w
w
w
u
u
u
w
U
U
U
ν
ν
U
M
W
M
W
ν噌'4

45y 

9m 

59y 

45y 

2y 

27y 

35y 

63y 

43y 

34y 

45y 

49y 

4m 

10y 

73y 

25y 

38y 

63y 

11y 

14y 

62y 

14y 

30y 

16y 

60y 

3y 

35y 

M

F

M

F

M

M

M

F

F

F

M

M

F

F

M

F

F

F

F

F

F

F

F

M

F

M

F

 

no 

(1) y: years m: months 

(2) Dates of onset of illness and collection of specimens are indicated as month/day in 1982. U K: unknown 

(3) AHC: acute h巴morrhagicconjunctivitis， PCF pharingoconjunctival fever、EKC epidemic keratoconjunc. 

tlVJtlS. 

Identifi巴dby CF test， not typed 

ウイルス分離率は40才代で33.3%と最も高く，次いで10

代 (29.4%)，30代 (26.3%)，50才以上 (24.0%)の順

であった.この年齢層において検出ウイルスを比較する

と， 10代では 5株全てが ADであったのに対し， 30代

以上では AD(9株)， EV70 ( 7株)がほほ、同程度に検

出された.

病日別のウイルス分離状況を Table4にポした. lij，] 

臼が明らかな88症例についてみると，分離陽性例18例中

14例 (77.8%)は 3病日以内の症例であった.分離ネを

みても 3病日以内では25.5%，4病日以後では12.1%と

(4) 

事を考慮しなければならない.ウイルス分離率を EKC

とAHCで比較すると，前者は17/88(19.3%)であり，

後者は 8/25(32.0%) となり AHCの分離率の方が約

1.5倍高かった.臨床診断と検出ウイルスには強い関連

が認められた.すなわち， EKC患者から検出された17

株のうち14株 (82.4%)は ADであった.また AHC患

者からは 8株のウイルスが検出され，そのうち 7株

(87.5% )は EV70が占めた・

4.患者年齢，病目別のウイルス分離状況

患者年齢別のウイルス分離状況を Table3.に示した.
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Tabl巴 2.Frequency of Isolation of Viruses from Patients with Conjunctivitis by Clinical Diagnosis 

No. of cases with: No.of 

posltJve 

cases(%) 

No.of 

cases 

Clinical 

diagnosis 
Ent巴ro

70 

Adeno 

1 2 NT# 8 6 5 4 3 

3 

7 

2 2 A
&
t
i

唱

i

2 17(19.3) 

8(32.0) 

2(50.0) 

R
U
に
υ
4
4

R
U

ワ
ω

EKC 

AHC 

PCF 

10 2 3 6 2 27(23.1) 117 Total 

# : Identified by CF test， not typed. 

Table 3. Frequency of Isolation of Viruses from Patients with Conjunctivitis by Age. 

No. of cases with No.of 

posltJve 

cases(%) 

No.of 

cases 

Age 

(years) Entero 

70 

Adeno 

1 2 NT# 

< 9 

10-19 

20-29 

30-39 

40-49 

50-73 

Unknown 

3 

つb
q
u

つれ】

8 6 5 
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2 

4 3 

1
1

司

1

ワム
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i
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に
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唱
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i

1

i

市
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# : Identifi巴dby CF test， not typed 
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Tabl巴 4.Frequency of Isolation of Viruses from Pati巴ntswith Conjunctivitis by Days aft巴rOnset 

No.of No. of cases with: 
Days after No.of 

ons巴t
posltlve Adeno Entero cases 
cases(%) 1 2 3 4 5 6 8 NT:j:j: 70 

1 2 O( 0) 

2 32 5(15.6) 2 2 

3 21 9(42.9) 3 3 

4 12 1 ( 8.3) 

5 <= 21 3(14.3) 3 

Unknown 29 9(31.0) 2 2 2 

:j:j: : Identified by CF test， not typed. 

Table 5. Isolation of viruses from patients with conjunctivitis by tissue culture cells studied. 

cells 
No.of 

posltlve Adeno 
cases 1 2 

FL 8 

HEp2 14 2 

Hela 14 

HEL 2 

:j:j: : Identified by CF test， not typed 

低下し，約 2倍の差が認められた.

5.培養細胞別のウイルス分離状況

ウイルス分離陽性例を細胞別に整理し， Table 5.に

示した.最も分離例数が多かったのは HEp2，Helaで

14例，次いで FL(8株)， HEL (2株)の順であった.

エンテロウイルスに感受性である Vero#462，BGMか

らの検出例はなかった.ウイルス種類別にみると，各細

胞の感受性は大きく異なる事が明らかになった. EV70 

は10例とも H巴laから検出され，その他の細胞からは検

出されなかった. HEp2はADに感受性が高く，全 AD

検出例17例中14例 (82.4%)が検出された.

6. EV70分離株の混度性状と抗原性

分離株の各培養温度における増殖性を Table6.に示

した. 330C培養では分離株 T-482/82， T -671/82と

標準株 J670/71は同様に高い増殖性を示した. 370C培

養では分離株は 2株とも330C培養とほぼ同様の増殖性

を示したが，標準株には低下が認められた. 390C培養

では分離株聞にも差が認められた. T-482/82は全く増

殖せず温度感受性であったが， T-671/82はわずかでは

あるが増殖する事が認められた.

J 670/71抗血清， G-2/74抗血清を使用した交差中

No. of cases with 

Entero 

3 4 5 6 8 NT:j:j: 70 

3 

5 3 2 

10 

Table 6. Results of Growth Test for Enterovirus 

Type 70 at Different Temperature. 

Incubation 
Strain 

Log TCID50/ml at 

time(hr) 330C 370C 390C 

J670/71 。 3. 1 3.1 3. 1 

12 5.1 3.85 < 1 

24 5.1 3.85 < 1 

T -482/82 。 3. 1 3.1 3.1 

12 5. 1 4.85 < 1 

24 5.1 5.1 < 1 

T-671/82 。 3.35 3.35 3.35 

12 5.6 5.6 3. 1 

24 5.6 5.85 3.6 

和試験成績を Table7.に示した. J 670/71抗血清では

J 670/71に対する抗体価は2048であったが，分離株 T-

426/82， T -482/82， T -487/82と変異株G-2/74には

いずれも512倍を示し，標準株とは 4倍の差が認められ

た. G-2/74抗血清では株間に差はなく，いずれも

1024倍であった.

考 察



東京衛研年報 34.1983 39 

Table 7. Cross Neutralization Test on the Current Strains of Enterovirus Type 70 against Rabbit 1m-

mune Sera on the Prototype J 670171 and the Prime Varient G-2174 Strains 

Challenge dose 
Strain 

(Log TCID50/0.025ml) 

T -426/82 2.0 

T-482/82 2.0 

T -487/82 2.0 

J 670171 2.0 

G-2174 2.0 

ウイルス性結膜炎で原発性のものは EV70による

AHCと， ADによる EKCである10).AHCは1969年ガー

ナで大流行が発生しべ 1970年には東南アジア 71， 1971 

年には日本にも伝幡した11. 山.以後国内に定着し流行

をくり返しており 11. 13)， Konoらにより J670/71株が分

離され，標準株となった 6) EKCは戦時中からアメリ

カ西海岸の造船所における眼疾患として認識され叩，病

原として AD8が検出された州. EKCはAD3など他

の血清型でも認められ， Hierholzerらは AD194
)， Tul-

10らは AD375
) による事例を報告している.

PCFは発熱， p図頭炎と同時に，あるいは 2次的に結

膜炎を併うもので，年聞を通じて発生するが夏季にプー

ルを介して流行する事が多い15) 病原は AD3， 4が良

く知られている 3， 16) またヘルペス，水痘一帯状庖疹，

麻疹，風疹ウイルスの感染でも結膜炎症状を示す事が知

られている10) 今回，著者らの行った検索では検出され

たADの血清型は 8種類にも及んでいた.しかし，主

に検出されたのは AD3とEV70であり，中国らが報

告した日本と台湾におけるウイルス性結膜炎の病原検索

成績17) と同様であった. AD未同定株は，中園らの報

告と比較すればAD19型と思われる.

ウイルス分離陽性例の年齢分布は， ADが全年齢層か

ら検出されたのに対し， EV70は成人層からの検出例が

多く，内回12)，Fox 16) らの報告と一致した. しかし，

EV70は4ヶ月， 2才， 3才と低年齢の患者からの検出

例もあり，疫学像の変化につながるのか注目して行きた

い.分離陽性例の病日は 3日以内の例が約80%を占めて

いた.全てのウイルス検索に言える事であるが，急J性期

に検体採取を行う事の重要性を示している. AHC患者

からの分離率が EKCよりも高かったのは， AHCの潜

伏期は短く症状も急激に進行するので，急性期に患者が

受診し，検体採取が可能であったためであろう.

ウイルス分離において，使用する細胞のウイルス感受

NT titers against immune sera: 

R-S-6/J 670171 R-211G-2174 

512 1024 

512 1024 

512 1024 

2048 1024 

512 1024 

性は非常に重要である.今回 EV70は全て Helaから分

離され，他の細胞からは分離されなかった.また Hela

でも継代を進めると EV70に非感受性となる場合もあ

り凶， EV70の分離を困難なものにしている.細胞の感

受性からみて，結膜炎患者からの病原検索を， EV70と

ADに紋るとすれば， FL， HEp2， Helaだけでも充分

であろう.

EV70は初めて分離されてから10年以上経過し，川本

らは変異株の出現，抗原標流変異を報告している 19) ま

た石井らは至適増殖温度以外での増殖性の変化を認めて

いる却今回， 1982年に都内で分離した EV70の温度感

受性について検討を行った結果，分離株T-671/82は標

準株 J670/71の非許容温度である390Cにおいて，わず

かながら増殖する事が明らかになった. AHCで麻療を

併った患者の発生から， EV70の神経毒性も指摘されて

おり円高温増殖性との関連に興味がもたれる.分離株

の抗原性は松宮ら22)，川本田)の報告のように標準株と

は差が認められ，変異株 G-2/74に近い事が示された.

1972年以後各地で変異株が検出され，標準株に類似した

株は認められていない. EV70の抗原性状は，標準株か

ら変異株中心へと変化しているものと思われる.

結論

1982年 1月から12月に都内の結膜炎患者117名中27名

からウイルスを検出した.最も多く検出されたのは

EV70 (10株)で，次いで AD3 (6株)が多かった.

EKC患者からは AD，AHC患者からは EV70が主とし

て検出された. HEp2はADに対する感受性が高く，

HelaはEV70に対する感受性が高かった.

EV70分離株の温度性状を調査したところ， T-

671/82は標準株の非許容温度でも増殖した.分離株の抗

原性は変異株 G-2/74に近かった.

謝辞本研究にあたり御援助をたまわった都衛生局

公衆衛生部防疫結核課 山口剛課長，神奈川県衛生研究
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所ウイルス部 斉藤直喜先生ならびに都立病院の方々に

深謝します.

(本研究の概要は日本感染症学会第57回総会1983年 4

月で発表した.) 
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1982年東京都民の風疹 HI抗体保有調査

音田靖子ぺ関綬整治ぺ岩崎謙一*

Incidence of HI Antibody against Rubella Virus 

among Inhabitants of Tokyo in 1982 

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

Keywords:血清疫学 seroepidemiology，HI抗体価 HItiter，風疹ウイルス rub巴llavirus 

緒 Fコ

風疹はぞくに「三日ばしか」と呼ばれ，通常春から初

夏にかけて小児にJ罷患させる軽症の感染症であるが，妊

娠初期の女性が擢患すると先天性の心臓疾患・難聴・白

内障の障害をもった子供が生まれるので社会的に問題視

されている.

最近の東京都内での風疹の大流行は1975年から1977年

にみられたが1-51， 1977年 8月以降女子中学生を対象と

したワクチン接種が開始されて風疹の流行は減少した.

1982年 2月頃から風疹の患者発生の増加がみられ， 7 

年ぶりに風疹流行の兆しがみられた6)

この流行に際して患者の血清学的検索をするととも

に，健康都民における風疹に対する抗体保有状況の推移

を調査したので報告する.

実験材料および方法

患者血清:1982年 5月，都下離島で発生した風疹感染

を凝われた不明熱性疾患々者 5名のペア血清10件であ

る.

健康都民血清:1982年 3月から1983年 3月にかけて，

都内に居住する 1か月から80才の健康者から採取した

1255件の血清である.

供試血清は，試験時までー20。のフリーザー内に凍結

保存した.

HI試験:術式は予研法(カオリン処理・ガチョウ新

鮮血球)により行ったへ HA抗原は市販品(デンカ生研)

を使用した.

酵素抗体法:Abbott社製の Rubazyme(風疹 IgG抗

体測定用)および RubazymeM(風疹 IgM抗体測定用)

キットを用い，測定手技はキットの使用書に従い行った.

同キットは，サンドイツチ法に基づいた固相酵素免疫浪IJ

定法を原理としている.

検査成績および考察

不明熱性疾患々者の血j青学的検索成績 1982年 5月，

都下離島で発生した不明熱性疾患々者 5名のペア血清10

件について，風疹とへルペスについての血清学的診断を

行った.その結果を表 Iに示した.

表 1に示す No.5を除く上記 4名の患者の臨床症状は，

発熱・かゆみを伴う発疹(細かい紅斑全身に出現)を呈

していた.患者のうち29才の男性はさらに眼球結膜の充

血，頚部リンパ節腫張なども出現していた.また 5才の

男児は， 39。の発熱で発症， 2週間位3Tから390

の発熱

がくり返し，口角炎やアフタ一様口内炎が出現，ij工門周

囲の発赤や指先の皮がむけていた.島内には同様の症状

をもつものがさらに存在しているとの医師からの報告が

あった.

上記の 4名は風疹が疑われ，風疹に対する HI試験を

行ったところ， 12才の女児のペア血清については急性期

は陰性で，回復期において 8倍以上の抗体上昇がみられ

風疹と確認した.

残りの 3名については第 l回目の血清採取が9病日か

ら21病日で行われたため，同時点の抗体価は 4X 26か

ら4X 27の高い価を示していた.同血清は風疹 IgG検

出型・ IgM検出型の酵素抗体法の試薬キットを用いて

検索したところ， IgM検出型においても指数

(Rubazyme M index)が1.091以上であり，風疹 IgM抗

体陽性と判定され，風疹感染が確認できた.

患者 T.Tについては， HI試験・酵素抗体法で風疹に

ついては陰性であった.臨床所見にヘルペス様発疹がみ

られたとのことから，ヘルペスに対する補体結合試験を

行ったところ，第 1困・第 2回の採取血清とも 32倍の

市東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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表1.不明熱性疾患々者の血清学的検索成績

価体抗疹風

CF価
ヘルペス

G index M index 

酵素抗体法*病日
採血

月日
臨床症状

発病

月日
(性-年令)者患 価H

 
4X2"のn値

16 2.511 1. 73 6 9 発熱、 発疹 57. 5.10 

頚部リンパ節腫張(+)

眼球結膜の充血(+) 57.5.28 

57. 5. 2 合29才1. K.M 

16 1. 241 2.55 5 27 

<8 1.775 3.06 7 21 57. 5.10 57.4.20 紅斑(かゆみ)

リンパ節腫張(ー)

3日で発疹消失

'o' 6才2. T.Y 

<8 1. 431 2.48 6 39 57. 5.28 

<8 5.862 1. 77 7 14 57. 5.10 57. 4.27 発熱・発疹

紅斑

リンパ節煙張(ー)

合23才3. M.M 

<8 4.655 2.42 6 32 57.5.28 

<8 
<8 

0.310 

2.224 

O. 16 

1. 39 

<1 
4 

2 

22 

57. 5. 8 

57. 5.28 

発熱・発疹57. 5. 7 ♀12才4. M.K 

32 

32 

0.42 

0.15 

<1 
<1 

16 

34 

57. 5.10 

57. 5 .28 

57. 4.25 発疹・口角炎

皮疹(へルペス様)

合5才5. T.T 

*酵素抗体法:Abbott社製

IgG型風疹抗体検出用 EIA試薬キット(ルバザイム) G index孟1.00を示すとき風疹 IgG抗体陽性

IgM型風疹抗体検出用 EIA試薬キット(ハルザ、イム) M index > 1. 090を示すとき風疹 IgM抗体陽性

表 2. 東京都民の風疹町抗体保有状況

抗体保有本風疹 HI抗体 価 (4X 2"のn{i円)

nミ7

0-15才

n;;;l 

38.5% 15.4% 

48.5 23. 1 

51. 2 22. 0 

46.0 28.6 

29.1 19.0 

60.2 23.7 

28.9 23.7 

31.010.3 

30.5 11. 9 

16.213.5 

24.4 9.8 
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CF価を示し有意上昇はみられなかったが，第 1回の採

取が16病日であったことと 5才という年令からみて高い

CF価であるので，ヘルペスに擢患したものと推定した.

東京都感染症予防検討委員会がまとめた都内における

感染症定点観測調査結果をみると， 1981年の流行ピーク

は6月中旬で一定点当り週別発生数は4.6人であったが，

1982年には 3月中旬で6.8人になり，風疹患者の増加の

傾向が注目された.流行ピークは 5月中旬で13.5人に達

したが， 7月中旬には9.3人となりそれ以降は減少して

きた.

健康都民の風疹 HI抗体保有状況

1 )風疹 HI抗体保有状況の月別変動 1982年 3月から

1983年 3月にかけて，新生児から80才の健康都民1255名

から採取した血清について風疹 HI試験を行い，抗体保

有状況を調査した.その結果を表 2に示した.

16才から80才の年令層においては，調査期間を通して

82-98%と高い HI抗体保有率を示した. 0 -15才では

16-60%と低く，かつ変動がみられた.また比較的最近

に風疹に擢患したと疑われる高い抗体価 (4X 2"のn

値と 7)を示す割合は， 0-15才では 6月から11月に20%

を上まわっていたが， 16-80才では 5月と10月に20%を

上まわった.

0

5

 

抗
体
保
有
率
の
平
方
根
値

-ー・ー・ー・一・ー・戸.""".

/一
，~/ノ。

n /託::::〉/¥。ー/nu 
最

大

抗

体

価

5 

0-0  0-15才

・--・ 16-80才4X2
n 

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 

1982年 1983年

図l 健康都民の風疹HI抗体保有状況の月別変動
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抗体保有分析に，回帰分析法を応用した8) 調査した

集団の各抗体価別累積抗体保有率を求め，最小二乗法に

よりそれらの値とずれの少ない点を通る回帰直線を算出

し，その直線の位置変化によって集団の抗体保有状況の

変化を分析しようという方法である.ここでは各抗体価

(Xn)に対応した累積抗体保有率の平方根値 (Yn) を抗

体価Xnの回帰として考えた.

グラフ上の回帰直線の位置は，Y軸(累積抗体保有

率の平方根値目盛の軸)との交点(ここでは HI価 ~8

X 20の抗体保有率の平方根値，計算値)とX軸 (HI価

8 X 2"のn目盛軸)との交点(ここでは保有率が Oに

なる抗体価，計算上の最大抗体価)の 2つによって規制

される.

この 2つの値の調査期間中の経過変せんを図 lに示し

た.

この 2つの値で各抗体価別の計算上の保有率はきまっ

てしまうことになるので，調査集団の HI価2;8X20の

保有率の上昇は感染流行の拡大進行また規模を，計算上

の最大抗体価の大きな値出現は近い過去に新しく感染発

生のあったことを示唆すると考えられる.

成人層では，HI価ミ 8X 20の累積抗体保有率の平方

根値は月別変動の有意な差はみとめなかったが， 5月の

最大抗体価の値に大きな変化がみられた.再感染による

ブースター効果と考えられる.

15才以下の年令層では， HI 価~ 8 X 20の累積抗体保

有率の平方根値は成人層よりも低く，また10月以降は下

降の傾向にあった.最大抗体価は成人層より高く，月別

においても変動がみられた.

2 )乳幼児および学童における風疹 HI抗体保有状況

今回の風疹 HI抗体保有状況を調査するにあたって，従

来得られなかった低年令層においても血清が採取でき

た.その結果を表 3に示した.

乳児については月令で， 1才以上は 1才刻みの年令に

ついて抗体保有状況を調べた.

月令の小さい乳児においても，かなり高い HI抗体価

がみとめられた.高い抗体価をもっ乳児の母親の風疹に

対する抗体価を調べていないが，乳児の抗体は出生時に

母親からの移行抗体としてもっていたものと示唆され

る.

通常，移行抗体の有効期間は出生後約 6か月程度とい

われているが， 7か月以上の乳児においても数例ではあ

るが高い抗体価を保有しているものが存在した.高い抗

体価をもっ乳児の風疹lこd隆患したか否かは不明である.

1才以上の幼児・学童について HI価4X 2 I以上の抗
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表 3.乳幼児および学童における風疹HI抗体保有状況

(1982.5--1982.3) 

平均HI価抗体保有率風疹 HI抗体価 (4X 2"のnの値)

4X2"のnの値ミ10

1カ月
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5.27 

3.80 

3. 14 

3.00 
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n2;l 

64.7% 17.6% 

55.6 

100.0 
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3 )年令階層別の風疹 HI抗体保有状況乳児・学童の

4つの年令階層(<1才・ 1--5才.6 --9才・ 10--15

才)と成人属(16--80才)の抗体保有状況を回帰分析法

で解析し，その結果を図 2に示した.

各年令階層の算出回帰直線は 1%以下の危険率で実測

データと適合した.

<1才， 16--80才の年令階層においては，調査した各

HI価の保有率はすべてが回帰直線の95%信頼限界内に

あった.しかし， 1 --5才， 6 --9才， 10--15才におい

てHI価 8X 29
--8 X 25の区間に直線関係が示された.

これら 3直線の変曲点の抗体価は 8X 25でほぼ一致し

ていた.これらの年令階層内での風疹感染発生は，局所

的であったことを示唆するものと考える.

体保有率をみると， 1 --5才は18.2%ー32.8%， 6 --9 

才は44.4%--69.6%，10--15才は66.7%--87.5%を示し

た.

前回の風疹流行期前の1974・1975年に，同年令層では

平均 HI抗体価は 4X 20
__ 4 X 21.5だったが，流行後の

1977年には 4X 25に上昇していた1.3.4) 今回の1982年は，

平均 HI抗体価が4X 23
.
5
__ 4 X 27とかなり高い値を示

していた.高い抗体価の保有率と平均 HI抗体価からみ

て，風疹の好発年令は 4--12才と推定した.抗体保有状

況からみても，これらの年令層では抗体をもっている者

は高い値ばかりで，中間的な価を示すものは非常に少な

かった.
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4 )某高等看護学院生における風疹 HI抗体保有状況の

年次変動 当高等看護学院に入学した時に採取した血清

について，風疹HI抗体保有状況を調査し，その結果を

図 3に示した.

1976・1977・1980年次の入学者の HI価 4X 21以上の

抗体保有率は60.8-71.8%を示していたのに対して，

1981年次以降の入学者は92.4，96.8%と高く， HI抗体

保有率の上昇がみられた.

1981年次以降の入学者たちにおける HI抗体保有率の

上昇は， 1977年8月から風疹感染を予防することと風疹

による先天性障害児の発生を予防する目的で，女子中学

生を対象に定期の予防接種が実施されてきた結果を反映

しているのであろう.

平均 HI抗体価についてみると， 1977年次において 4

|図2.
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X 26.0と高く，それ以外の入学年次においては 4X 23
.
0 

-4 X 2'.3であった. 1977年次における平均 HI抗体価

が高かったのは，全国的に風疹が大流行した1975・1976

年の後であったため，高い抗体価を保有している者が多

かったためと示唆される.

結果

1982年 5月都下離島で発生した不明熱性疾患々者の血

清学的検索をするとともに， 1982年 3月から1983年 3月

の健康都民における風疹に対する抗体保有状況を調査し

た.

1 )不明熱性疾患々者 5名について，風疹に対する HI

試験・酵素抗体法から 4名については風疹の樫患が確認

された.

2 )健康都民1255名における風疹 HI抗体保有状況の結

果から， HI価4X 2'以上の抗体保有率は16才以上の成

人層では90.7%，1才末満は42.1%， 1 -5才は26.4%，

6-9才は59.1%，10-15才は75.3%であった.

3 )乳幼児においてもかなり高い HI抗体価がみとめら

れた.生後 6か月以内の乳児においては，母親からの移

行抗体と考える.

4) HI抗体保有状況を回帰分析法で解析すると，各年

令階層における算出した回帰直線は 1%以下の危険率で

実測データと適合した.

5 )某高等看護学院入学者の風疹 HI抗体保有状況から，

1981年次入学以降の学生は， 1977年8月から実施されて

いるワクチン接種の影響を受けているものと考えられ

た.
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風疹の血清学的検査法についての検討

吉田靖子ぺ関根 整治ぺ岩崎謙一*

Comparison of Serological Tests for Detection 

。fAntibodies to Rubella Virus 
Y ASUKO YOSHIDAぺ SEI]ISEKINE* and KEN]1 IWASAKI* 

Keywords:風疹ウイルス rubellavirus，赤血球凝集抑制試験 hemagglutinationinhibition test，酵素抗体法

enzym巴-linkedimmunosorbent assay，受身凝集試験 passivehemagglutination t巴st

緒面

風疹ウイルスの血清学的診断法には，従来から赤血球

凝集抑制試験 (hemagglutinationinhibition test，以下

HIと略す)による方法が用いられている.この HI法

は操作が簡便で，感度がよく，再現性にすぐれているな

どの利点で広く用いられているのであるが，常法ではガ

チョウやニワトリー日ピナの新鮮血球を使用するため

に，風疹大流行時のときなどは，血球不足のため入手が

困難になったり，血球の安定性に欠けるなどの問題が起

きた.最近になって各種の固定化血球が市販されるよう

になり，これを利用することによって安定した風疹 HI

抗体価が測定できるか否かを明らかにするため，ガチョ

ウ新鮮血球とニワトリ一日ピナ固定化血球を用いて HI

価の比較をした.また最近開発された酵素抗体法

(enzyme-linked immunosorbent assay，以下 ELISAと

略す)による風疹抗体測定の有用性についても検討した

ので報告する.

対象と方法

対象血清:1975年から1978年にわたって経時的に採取

できた10名の血清58件. 1981年 3月に発病した13名の患

者血清25件. 1982年 5月に発病した4名の患者血清 8件

および1982年 6月から10月に採取した健康都民血清258

件. 1982年 7月に採取した健康都民血清167件を用いた.

HI試験:術式は予研法で、行った11.HA抗原は市販品

(デンカ生研)を用いた.使用したニワトリー日ピナ固

定化血球は，一日ピナ血球を一酸化炭素ガス処理後，ホ

ルマリン固定で安定化したものである.固定化血球の浮

遊液は0.3%でマイクロプレートはV型を用いた.

Passive hemagglutination ( PHA ) test : Abbott 宗主

製の RUBACELLKitを使用した.被検血清10μlを，

RUBACELL n buffer (0.75 M リン酸緩衝液)25μl 

で希釈し. 25μlのDURACYTEcells ( stabilized hu-

man erythrocytes )を添加し混和後，室温に 2時間静置

し沈降パターンで判定した.

ELISA法:Abbott社製の IgG型風疹抗体測定用キッ

ト rRubazym巴ーGJ. IgM型風疹抗体測定用キット

r Rubazyme-M J を使用した.測定手技はキットの使

用書(図 1)に従い行った.判定基準は低力価コントロー

ルの吸光度に対する割合から下記の式により指数

( Rubazyme-G-index・Rubazyme-M-index)を求

め

被検血清の吸光度
指数=

低力価コントロールの平均吸光度

結果の判定は. IgG抗体の場合は G-index1. 00未満を

陰性. 1. 00以上を陽性とし. IgM抗体の場合は M-

index 0.910未満を陰性. 1. 091以上を陽性. 0.910-

1. 090を判定保留(陰性<0.910~三判定保留三1.090<陽

性)とした.

血清中の IgQ吸収法:術式は Ankertらの黄色ブドウ

球菌 Cowan1株(以下，ブ菌と略す)のグロプリン吸

収法によった21

10%ブ菌液0.47mlを洗浄のため PBSを加えかくは

ん後. 3000 rpm 30分遠心し，その沈澱のブ菌量を0.047

gとした31 この沈査にカオリン処理をした血清0.2ml 

を加え，室温で30分振とうし反応させた後に3000rpm 

30分遠心し，その上清をブ菌処理血清とした.

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



Ann. Rep. Tokyo Metr. Res目 Lab.P.H.， 34， 1983 48 

使用血球による HI価の比較

カ、、チョウ新鮮

血球によるHI価

4 X 2"のn値

ニワトリ 1日ピナ固定化血球に

例数 よる HI価 4X2"のn値

<1 

表1.
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ガチョウ血球で HI価陰性を示した57件については，

固定化血球でも全例陰性であった.一日ピナ固定化血球

が示した HI価は，ガチョウ血球が示した値とほぼ良好

に相関することからも，固定化血球の使用は十分に有用

であると J思われる.

HI価と Rubazyme-G-indexとの相関 1982"t::5月

から10月にかけて採取した都内に居住している 2か月か

ら78才の健康人血清258件について， HI試験と EUSA

法(Rubazyme-G )を用いて抗体価を測定し両者を比

較し，その結果を表 2に示した.

HI価が 4X 21未満の血清では Rubazym巴・ IgG抗体

はすべて陰性であった.HI価がl順次高くなるに従って，

表 2に示すような平均 Rubazym巴-G-index (以下 G-

indexと略す)は大きくなった.

HI価 4X 2'以上の陽性例を示した血清の中で，G-

indexが陰性を示したものが存在した.HI価 4X 22の

8件 (8/12=66.7%)，4X21の 5件 (5/17=29.4%)， 

4 X 2'の 4件 (4/32=12.5%)，4 X 2'の 2件(2 

/54=3.7%)， 4 X 2'の 1件(1 /28 = 3. 6 % )が G-
indexが陰性であった.特に HI価の低値のところで，

G-ind巴xが陰性を示す例が多くみられた. HI価と G-

index両者の相関係数はO.7263と低かった.

HI価 4X 2'で G-indexが陰性を示した lつの血清

は， Rubazyme-M-index (以下 M-indexとl略す)

1. 414を示し IgM抗体陽性と判定された.

黄色ブドウ球菌吸収処理血清の HI価と Rubazyme

M-indexとの相関風疹患者30件の血清について，ブ

菌処理後の HI価と M-indexの比較をし，その結果を

図 2に示した.

r =0.9666** 相関係数

OPD雄質 3∞〆

IN HCI 211l 

黛i:30分

車反応トレイから反応占機管にビーズを移丸

図1. RUBAZYME浪IJ定手技

3TCω分

OPD器質 3ωμ

IN HCI 

492.岡

2ml 

準法30分

結 果

血球による HI価の比較 1982年 7月に採取した健康

都民血清167件における風疹 HI価の使用血球による比

較成績を表 1に示した.

両者の HI価が等しい値を示したものは lllf!f

(66.5%)， 2倍差は41件(24.6%)，4倍差は13件(7.8%)， 

8倍差は 2件(1.2%)となっていた.

167件の血清について，ガチョウ血球を用いて得られ

た HI価を X値，一日ピナ固定化血球での HI価を Y値

として両値の相関および回帰式を算出すると，相関係数

は0.9666できわめて良好な正の相関性を示し，凹帰式は

Y =0.1988+0. 8983Xとなった.HI価の高い血清では

固定化血球の方が低値にでる傾向があり， HI価が低い

血清では固定化血球の方が高値を示していた.
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風疹 HI抗体価と RubazシmeG-indexとの相関表2.
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1) HI価と Rub且zymeG-indexとの相関 r =0.7263** 

2) Rubazyme M-index =1. 414 IgM抗体陽性
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風疹患者の病日と Rubazym巴Gーind巴x，Rubazyme M-indexの関係表3
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風疹患者の Rubazyme-G-indexとM-indexの関係

風疹患者16名の急性期・回復期血清について， G-

indexとM-indexについて関係をみた.その結果を表

3に示した.

急性期の血清のうち HI価があるにもかかわらず，

G-indexが陰性を示したのは 8件(8/12=66.7%)存

在した. G-indexが陰性を示した 8件の血清における

M-indexについてみると， 3件は M-index1. 235， 

*HI価 =4 X 2'の n値

ブ菌処理後 4X 2'未満の患者血清は，すべて M-

indexも陰性であった.ブ菌処理血清の HI価が低値の

ところで， M-indexの陰性例がみられた.HI価 4X 

2'で 1件(1 / 7 = 14. 2 % )， 4 X 2 3で 2件 (2/6= 

33.3% )は M-indexが陰性であった.ブ菌処理血清の

HI価が高くなるに従って， M-indexも大きくなったが

両者の相関係数は0.7403と低かった.しかし 1%以下の

危険率で正の相関性は示されていた.
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値であった.

M-indexは3-8病日位に最高値に達し，その後30

日位までは高い値を示していた.

Rubazyme M で !gM抗体を証明された 5名の患者の

うち 4名までが 1年間 !gM抗体を有していた. 2名に

50 
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n=30 !!- • 
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黄色ブドウ球菌吸収後のHI価
( 4X2nのn値)

図2. 黄色ブドウ球菌Cowan!株吸収処理後血清の

HI価とRubazymeM-indexの相関

1. 314， 2.620を示し， !gM抗体陽性と判定された.ま

た2件については !gM抗体は陰性を示し，残りの 3件

は判定保留区間の M-indexのため判定不能であった.

回復期血清において H!価 4X 210の高い値を示した

が，G-indexが陰性値を示した例もあった.

病日が 7-9日の M-indexは2.551-5.862の高い値

がみられたが， G-indexでは陽性値であっても1.10-

1. 73と低い値であった.それ以後の病日では， M-

indexは低くなり， G-indexとM-indexの値の差は小

さくなっていた.

風疹抗体価の経時的推移 1975年から1978年の間に経

時的に採取した10名の血清58件について， H!価・ブ菌

処理後の H!価・ G-index. M-indexを測定して抗体

価の消長をみた.その結果を表 4に示した.

表 4に示した No.1-5は臨床的に風疹と診断された

者， No.6-10は非発病者である.

風疹患者は発疹出現後 7-9日で H!価は最高値に達

し， 30日から約 1年もそのままの高い抗体価を保有して

いた.ブ菌処理 HI価は発疹出現後 7-30日聞は 4X 23 

-4X 25をもっていたが，その後急速に下降した.しか

し約 1年までも 4X 21を保っていた患者も存在した.

一方，NO.6-10の非発病者においては，高い H!価

を有していたが，ブ菌処理後 H!価は陰性であった. し

かし No.8の例では 4X 2'の高い値を示していた.

Rubazyme Gの成績では， NO.3にみられたように HI

価 4X 210以上であるのに G-indexは0.68と陰性を示

し，同様に No.2においても急性期は陰性を示していた.

その他の症例でも高い H!価にくらべて， G-indexは低

ついては 2年間も証明された.

表 3に示した RubazymeGとM を同時に検索した16

名の患者の血清を病日別にわけで， M-indexで !gM抗

体の消長をみた.その結果を表 5に示した.

発疹出現後90日までは，高い M-indexをもつものが

存在したが，その後は低値を示した.

HI試験・ PHA法.ELISA法の比較健康者64名の

血清について 3方法の検索を行い比較検討をした.その

結果を表6に示した.

HI価 4X 21以上の抗体を示したものは，すべて

PHA法では陽性を示したが， ELISA法 (Rubazyme-G)

では 5件 (7.8%)において陰性例を示した. PHA法

は抗体の有無のみのスクリーニングのときに用いるのに

は簡便である.

考 察

風疹抗体の測定は通常 H!法が広く用いられている

が，血清中のインヒピターの除去の問題，新鮮血球の有

効期限の短かいこと，流行期には血球の入手困難や価格

暴騰を招いたこと，また血球の質的安定性に欠けたこと

などの問題点があげられた.

前回の流行期には，いくつかの市販された固定血球お

よびトリプシン処理をしたヒ卜 O型血球い)について検

索した.市販された固定血球は，アルデヒド固定した一

日ピナ血球(東芝化学工業(株:)，現在デンカ生研)， NBL(日

本バイオテスト研究所)からのガチョウ固定血球である.

またトリプシン処理したヒ卜 O型血球は， 10%の血球浮

遊液に0.25% (Difco 1 :250 ) トリプシンを等量加え，

37' 1時間で処理し本試験は0.2%の濃度で使用した.結

果は新鮮ガ、チョウ血球で行った HI価を対照に判定する

と，等しい値を示したのが50-70%であった.残りは固

定血球を使用した HI価の方が， 1管(2倍差)低い傾

向にあった.

固定血球は保存性がよく，長期間安定であり，一定品

質の安定供給ができるので検査の標準化が卜分可能であ

るが， Vマイクロプレートを使用するため，判定のとき

の像のパターンの読みに十分注意する必要がある.

新しい感染の証拠として !gM抗体を検出する簡便な

方法として， 2メルカプトエタノール (2ME)処理

による抗体価の減少をみるのがある.われわれは1975年
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*No.1-5風疹患者， No.6-10非発症者

**A=HI価(予研法・ 4X 2nのn値)， B=黄色ブドウ球菌で吸収後のH1価 (4X 2 nのn値)

C = Rubazyme Gーindex，D =Rubazyme M-index 
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風疹 IgM抗体の消長表5.
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HI予研法と 2キット (PHA法・ ELISA法)の比較表6.
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* PHA法=Passive hemagglutination test (RUBACELL : Abbott社)

* * ELISA法=Enzyme-linked Immunosorbent assay (Rubazyme : Abbott 社)

測定できるなどの長所を有している. ELISA法による

風疹抗体価測定について検討を加えた.

風疹 HI価と RubazymeG-indexとの関係は相関係

数O.7263を示した.HI法は IgG・IgM抗体とも反応す

るが， Rubazyme Gは IgG抗体のみに反応するため両

値のくい違いは当然のことである.HI価があるのに

G-indexが陰性値を示したものが20件 (7.8%)存在し

た.そのうちの 1件においては， Rubazyme M-index 

1. 414の陽性値を示したが，他はすべて M-indexは陰

性値であった.このような現象は， ELISA法手技の不

備あるいは HI法のカオリン処理法にも問題があるもの

と思われる.

プ菌処理後 HI価と Rubazym巴 M-indexとの相関係

数は， 0.74であった.両法で検索した結果，風疹羅患後

1年経過した時点でも IgM抗体が証明された.また

Rubazyme M で検索したなかでは 2年経過した時点で

も， IgM抗体陽性を示したのが 2名存在した. IgM抗

当時，病日を追って採取した風疹患者血清を 2ME処

理し， HI価を測定した6) 風疹患者血清の HI価は早い

病日であっても 2ME処理による顕著な抗体価の低下

がみられず，各個人の病日経過と 2ME感受性抗体の

消長との関連も明らかではなかった.風疹ウイルス感染

の場合， IgM抗体が IgG抗体よりも優位である時期が

発疹出現後数日であるため， 2 ME処理では顕著な抗

体の低下がみられないと推定した.

1974年に Ankertらが黄色ブドウ球菌の菌体成分の

protein Aが，ヒト血清中の IgG分子の Fc部分と特異

的に結合して不溶物を形成する現象から， prot巴inAを

含む黄色ブドウ球菌の Cowan1株の菌体で血清中の

IgGを吸収する方法を報告した2) 吉)11らはこのブ菌吸

収法が有用な IgM・IgA抗体の簡易な測定方法である

と報告している3)

最近開発された ELISA法は，被検血清の前処理の必

要もなく，血清必要量も20μlで IgG・IgM抗体を分別
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体が長期にわたって残存している例があることを示唆し

た7. 81 

風疹患者の血清学的診断に ELISA法を用いる場合

は， IgG' IgM両抗体を同時に検索する必要がある.特

に妊婦の風疹感染診断において， IgM抗体の存在だけ

で感染時期の判定をするには問題がある.検索にあたっ

ては，目的に適した各種の検査方法を組み合わせる必要

があるト121
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1982年東京都における日本脳炎疫学調査

関根整治 ぺ 吉 田 靖 子 ヘ 薮 内 清ぺ岩崎謙一本

鈴木輝康叫，畑野逸興H

Epidemiological Survey of Japanese Encephalitis 

in Tokyo in 1982 

SEI]I SEKINE*， YASUKO YOSHIDA*， KIYOSHI YABUUCHI*， KENJI IWASAKI*， 

TERUYASU SUZUKI** and ITSUYO HATANO** 

Keywords:疫学 epidemiology，日本脳炎ウイルス Japanese enc巴phalitisvirus，ブタ SWl問、コガタアカイエカ

Culex tritaeniorhynchus mosquitos 

緒 日 中和試験 鶏胎児繊維芽細胞を使用したプラック減少

日本脳炎(以下回脳)患者の発生は1968年以降，年々 測定法を用いた"使用した抗原は JaGAr01株である.

低下している.しかし本症は高い致命不と重篤な後遺症 コガタアカイエカの捕集 1982年 6-10月の聞に， Jcj 

を残すことで，現在なお重要な疾患である. 198HI:は都 2回一 9凶，昔1'31凶，ライトラップを使用し，既報引と

内においても真性の日脳患者の発生をみたい. 同一地点の 3か所で捕集した.

我々は都内における日臓の患者確認調査，感受性調査， ウイルス分離試験 HI抗体価10倍以下のブタ血清，

感染源調査を実施し，過去20年間の調査成績から日脳流 雌コガタアカイエカの吸血蚊と未吸血蚊の各プール乳斉IJ

行の要因を解析し，流行様相の変化と日脳ウイルス散布 から，乳のみマウスの脳内接種法41によって実施した.

の存在から，日脳ウイルスの監視および調査の必要性を 検索成績および考察

報告してきた川. 疑似臼脳患者の血清学的検索およびウイルス分離成績

本年も昨年にひき続き上記調査を実施したので報告す 忠有は都内に住む29才の男性で 5} J 8日の発病である.

る. 全身倦怠感，悪感，頭痛，眠気，附!吐，発熱 (39'C)

材料と方法 伝どから日本脳炎が疑われ， 5} J22日に入院した.約口

患者検体 198211: 5 } J 8日に発病した29才の男性のlUl 別の血清学的検索，ウイルス分離成績を表1. 2に示し

清 2件，リコール 2件(14病日採取， 24病口採取)である. た.

ブタ血清 都下多摩地区で飼育されたブタより採血し 5 }j 22日 (14病口)， 6 Jj 1日 (241i内=日)に採取した

た血清1，250件で，名Jjの採血数は 1-6)1， 11-12Jjは， 血清についてポリオ 1-3担，コクサツキ-B群 1-5 

毎月50件， 7 -10月は，毎週50件のフ守タ血消について検 型，ムンプス，エコー 6型，ヘルペス，日脳の名抗原に

索した. 対する CF試験を行ったが，抗体の k舛は認められな

健康都民血清 198211' 6 ) J 8口一10)J 8日に部内にf，f; かった.または， 241内=口に採取したリコール検体を乳の

住する生後 2かJJ-78才の健康者353名から採取した血 みマウスおよび FL，Hep 2， HEL， Vero:# 462， 

清である.血清は都内23区を 5ブロック，多摩地区を 3 BGMの名培養細胞に核種してウイルス分離を試みた

ブロックの音l'8ブロックに分け， 1ブロックにっき約45 が 3代までの継代培養ではウイルスを検出することが

件の検体を採取した. できなかった.

HI試験常法に準じてマイクロタイタ一法により実 はお患者は入院後，経過は良好で 6} J 21日には，症状

施したぺ抗原は JaGAr01株，中111株を使)-11した. は~て消失した.

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

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chom巴， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

H 東京都多摩食肉衛生検査所
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表1.東京都に発生した疑似日本脳炎患者の血清学的検索成績

CF試験

コクサツキー B群ポリオ日本脳炎
病日

日本

中山株 JaGAr 脳炎
01株

HI試験

採血
月日

令

'E

年引い
患者

氏名 -̂)レ
ペス

エコー
6 

ン
ス今

4 3 2 3 2 

<8 

く8

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

<8 

く8

<8 

<10 

く10

<10 

<10 

14 

24 

57.5.22 

57. 6目 l

29 

2 
広00

表 2.東京都に発生した疑似日本脳炎患者リコールからのウイルス分離成績
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ブタ血清の日脳HI抗体保有状況

2ME感受性抗体の出現時期から 8Jj中旬ないし下旬

頃から日脳ウイルスによる感染があったと推測された.

我々は，既報:0において各調査年次のブタ HI抗体保有

率(Hl価ミ10)の経時変化曲線のパターンを，Hl抗体

保有率の急上昇時期と到達する最高 HI抗体保有ネで比

較した.その代表的パターンを図 lに示した.

1982年におけるブタ血清のHl抗体保有状況は， 8) J 

下旬より保有率が上昇し始め10)1中旬の46%を最尚ーに，

その後も20-40%の保有率を示した.過去最も低水を示

図1.

都内飼育ブタの日脳 HI抗体保有状況採血日別の検

査成紡を炎 3にぶした.ブタの HI抗体は 8月下旬頃か

ら抗体価の高いものが出現し始めて， 12JJ中旬まで続き，

その抗体保有率は20-40%前後であった.

2ME感受性抗体の陽性例は， 8 n下旬から出現し11

JJ迄続き， 2ME感受性抗体陽性不の最も尚.かったのは，

10)]18口に採血したブタ血l消で， 32%の陽性不であった.

また 9Jiに採血したフ守タ血清から 3株の日脳ウイルスを

分間tした.
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表 3. 1982年都内飼育ブタにおける日本脳炎 HI抗体保有状況

HI抗体価 (JaGAr株)
ウイルス
分離本

2EM村

感受性抗体
陽性率

抗体保有率
(%) 

82-1-18 

2-15 

3-15 

4【 19

5-18 

6-14 

7-5 

7-12 

7-19 

7】 26
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8-17 

8-23 

8-31 
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9-13 

9-20 
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市ウイルス分離は， HI抗体価10以下について乳のみマウスを用いて行った.

** 2EM感受性抗体陽性率(%)=2EM感受性陽性数/検査頭数(50)XI00 

日ウイルス分離陽性例 f1982年 9月 6日(JaTan1/82) 9月29日(JaTan3/82) 

11982年 9月13日(JaTan2/82) 

2 

カイエカは，吸血蚊と米吸血蚊，さらに捕集口別，捕集

地別に整理し， 101のプール乳斉IJを作成して，乳のみマ

ウスの脳内接種法によりウイルス分離を行った.結果は

全:例陰性であった.

都民の血清における臼脳抗体保有調査成績 1982Jr: 6 

JJ 8日-10JJ8 日に，生後 2 か JJ から 78才の都 I)~ の健康

者353名から採取した血清について，日脳ウイルス

JaGAr 01株，中山株に対する HI抗体価と JaGAr01株

に対する中和抗体価を測定し，その結果を表 4に示した.

2才以下， 3 -5才， 6 -12才， 13-16才， 17-30才，

31-59才， 60才以上の 7年令区分に分け，抗体保有状況

を解析した.

した1973Jjoに較べ1980年一1982Jrの HI抗体保有本で

は，新干上昇傾向が認められた.

コガタアカイエカの出現消長 調査 2地点において調

査期間中に，捕集されたコガ、タアカイエカは419匹(吸

血蚊162匹，米吸血蚊257匹)，その他の蚊1，253匹であっ

た.コガ、タアカイエカの消長を図 2に示した.

6)]下旬より出現し始めた雌コガタアカイエカは 7

月中旬から急上昇し 8Ji J:勾で最高となり以後減少し

た. 1982年の採取日別，プタ血清の日脳 HI抗体保有ネ

の ìr~長と比較すると， HI抗体保有本のピークよりも雌

コガタアカイエカの出現は， 2かJJ.I中・かった.

雌コガタアカイエカからのウイルス分離 雌コガタア
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←一ー。その他の蚊

報年研衛尽東

。一一・@雌コガタアカイエカ

-一ー一ー・ブタ血清のHI抗体保有率

(%)1100 

HI 

抗

体

50保

有

率

50 

捕

数

(匹)

集

蚊

。。
11月10月9月8月7月6月

雌コガ、タアカイエカの出現消長とフヲ血清のHI抗体保有率図2.

表4.健康都民における日本脳炎抗体保有状況

平均中和抗体価
(5X2" ) 

中和抗体保有率
(~5X21) 

平均 HI抗体価
(5X2" ) 

HI抗体保有率
(ミ5X21)

抗原*検査数年令階層

2.05士0.5175.0% 39/52 
1. 00士0.00

1. 25士0.50

7.7% 

7.7 

4/52 N 
~2 52 

2.18土08149/54 
1. 81土1.10 

1. 95土1.08 

29.6 

35.2 

16/54 

19/54 

N 
90. 7 54 3-5 

58/62 
2.40:1: 1. 40 

2.49:1: 1. 41 

72.6 

75.8 

45/62 

47/62 

N 

J 
3.05士1.55 93. 5 62 6 -12 

20/24 
2.13土1.36 

2.67:1: 1. 54 

66. 7 

62.5 

16/24 

15/24 

N 

J 
2.30:1:0.86 83.3 24 13-16 

53/72 
1. 47土o.70 

1. 48士o.79 

26.4 

31. 9 

19/72 

23/72 

N 
1. 92土0.9073.6 72 17-30 

64/75 
1.55:1:0.93 

1.93:1:1.16 

41. 3 

53.3 

31/75 

40/75 

N 

J 
2.61士1.33 85.3 75 31-59 

1. 43土o.79 

2.00土1.70 

77.8 

88.9 

7/ 9 

8/ 9 

N 

J 
2.56土0.889/9100.0 9 ;;:::60 

を示した.

同様に中和抗体価 5X 21以上の保有率をみると，全

年令階層とも高率 (70-100%)に保有していた.年令

階層別の日脳中和抗体の保有状況を回帰分析法で検討し

た. (図 3) 

同一集団における抗体価10X20ー10X2'の各累積抗

J : JaGArOl株

各年令階層によって JaGAr01株，中山株に対する

HI抗体保有率に差がみられた.すなわち 2才以下では

7.7%と最も低く， 3 -5才， 6 -12才と年令上昇にと

もない HI抗体保有率も高くなった.そして17-30才で

26.4-31. 9%と低下した後31-59才， 60才以上となるに

したがって再び上昇した.この傾向は前年と同様の結果

*N 中山株，



6-12才

10 

31-59才
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0-一一 O 壬2才

.一ー一一・ 3-5才
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方
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n ) 価体抗

11:令階層別の中有l抗体保有率の凶帰直線

染源調査，および健康都民の感受性調査を行し入次の結

果を得た.

1 )都内に発生した日脳疑似患者の血清，リコール (14

病日， 24病日)の検索を行ったが日脳ウイルスの感染は

否定され，また他の病肉ウイルスも確定できなかった.

2) 1982年 1月一12月の聞に採血したブタ血清の HI

抗体保有状況 (HI価孟10)は， 8月下旬頃から高い抗

体価をもつものが出始め12月中旬まで続き，その抗体保

有率は20-40%前後であった.

3 )コガ、タアカイエカの出現消長は， 8}]上旬で最高

となり，ブタでの HI抗体保有率が最高となった10月中

旬よりも 2か月早かった.

図3.

体保有率は一つの凶帰直線で、表現され，異った集聞との

比較は回帰直線の位置の対比で、検討を試みた引.抗体価

10X 2"における累積抗体保有率に明らかな差が認めら

れJなかった;;:;2才， 3 -5才， 6 -12才， 17-30才， 31 

-59才を対比すると， 5者の凶帰直線は傾きに差が認め

られた.すなわち各年令階層において凶帰直線の傾きが

巽なっていた.

高い抗体価をもっ 6-12才では，凶帰直線の傾きが最

も大きくついで31-59才， 3 -5才， 17-30才，で 2才

以下が最も小さかった.

結論

198211:の東京都における日本側炎の患者機認調盗，感
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4 )都民の日脳 HI抗体保有状況 (HI価 5X 21)は

年令階層によって差がみられ， 2才以下が最も低くつい

で17-30才であり，最高は60才以上であった.

5 )抗体価(5 X 21)以上の日脳中和抗体保有率は，

各年令階層聞に差が認められなかった. しかし抗体価別

分布状況を比較すると，年令階層聞に差が認められた.

:三 2才， 17-30才では，高い抗体価を示すものが認め

られなかったのに対し 6-12才， 31-59才では高い抗体

価を示すものが比較的多かった.
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東京都内のインフル工ンザ検索成績

(1981年10月-1983年 2月)

坂井富士子ぺ伊藤忠彦ぺ山崎 清ぺ岩 崎謙一*

Prevalence of Influenza Occurred in Tokyo 

(Oct. 1981-Feb. 1983) 

FUJIKO SAKAド， T ADAHIKO ITOへKIYOSHIYAMAZAKI* 

and KEN]I IWASAKI場

Keywords:インフルエンザ Influenza，インフルエンザウイルス Influenzaviruses， HI抗体 HIantibodies，血清疫

学 seroepidemiology

緒 日 球凝集抑制試験 (HI試験)を行った.CF試験には「イ」

東京都内におけるインフルエンザ(以下「イ」と略す) A型" B型およびアデノウイルスのそれぞれ S抗原を

は， 1979年， 1980年および1981年初頭には， AH 1型ウ 用いた. HI試験に用いた「イ」ウイルス抗原の株は本

イルスによるものが主体であったが， 1980年と1981年の 文中に記載する.検査術式は既報2-4)の通りである.CF， 

同期には， AH 1型に加えて AH3型と B型の発生も認 HI試験共に回復期の抗体価が急性期の 4倍以上に上昇

められ，それまでに前例のない三重の流行であった11 した場合を有意上昇とみなした.

1982年初頭には 6年ぶりに B型ウイルス主体の「イ」 血清疫学的調査 患者検体がほとんど得られなかった

の流行が発生し， AH 3型がいくらかこれに加った形と 青年層の「イ」の実態をは握するため都内某看護専門学

なった. 1983年初頭は AH3型のみの流行となり， 1979 校生徒110名より 1981年 6月と1982年 6月に採取したペ

年初頭の AH1型から 4年ぶりに単一型の流行となっ ア血清について各型ウイルス株を用いて HI抗体価を測

た. AH 3型ウイルスは1968年に初めて出現して以来， 定した.

大小幾多の抗原変異を繰り返しながら， A型亜型の中 成績と考察

ではこれまでになくほとんど連続して15年を経た現在で 患者の病因検索集団発生例の病因検索状況は表 1に

もなおヒトに感染流行を起させている.本報では1981年 示した通りである.検索結果から 1981年末から1982年初

10月から1983年 2月までの「イ」の検索成績について報 頭の集団かぜの主因は「イ JB型ウイルスであり， rイ」

告する AH3型ウイルスによるものは少なかったこと， 1982年

材料と方法 末から1983年初頭は「イ J AH 3型ウイルスが主閃であ

検査対象 1981年10月から1983年 2月の期間に，かせε ることが認められた.また両冬期共に「イ」の流行に先

患者の集団発生のため学級閉鎖を行った都内小，中学校 行してアデノ 4型ウイルスによる集団かぜの発生が認め

のうち63集団302名(1集団約 5名)および渋谷区内の られた rイ」の集団発生例は， 2冬期共新年に入って

数ヶ所の開業医で受診したかぜ患者40名 (17名は20~75 学校の冬休みが明けてから確認されたが，それらの流行

才の成人)計342名を検査対象とした. に先立つて1981年12月に B型ウイルス l株， 1982年12

ウイルス分離試験急性期に採取した咽頭うがい液を 月に AH3型ウイルス 2株が散発々生例より検出され

検体とし，発育鶏卵および FL，Hep 2， Vero 355， た.集団発生および散発々生例342名のうがい液より「イ」

MDCKの各種培養細胞接種により行った.検査術式は AH 3型65株，同 B型25株，アデノ l型 l株，同 4型 9

既報2刊に従って行った. 株のウイルスを分離した.ウイルス分離試験と血清学的

血清学的試験急性期および回復期に採取したペア血 試験成績の総合結果から， 118名が「イ J AH 3型， 88 

清を用いて補体結合反応試験 (CF試験)，および赤血 名が同 B型， 12名がアデノウイルス感染症と診断され

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

• Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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表l.集団かぜ病因の検索結果

三ロクふ 断 ウイルス分離 血清学的試験

発生 年月旬検索 インフル 検索 インフル インフル

集団数 AH3型 B型 アデノ 不明 件数 AH3型 B型 アデノ A型 B型 アデノ

1981 10中 1 5 4(4型) 4 

12上 3 2 15 2 

中 2 2 10 

1982 1中 7 2 7* 33 2 8 4 21 

下 15 14 70 8 42 

2上 2 2 9 2 8 

3中 1 l 7 2 2 

4下 5 4 4 

10中 5 5(4型) 5 

12上 l 5 

中 2 2 7 

1983 1中 9 8 41 23 20 

下 14 14 70 20 56 

2上 4 4 20 5 13 

計 63 30 23 3 9 302 56 18 9(4型) 99 71 11 

* 2集団は AH3型と同一集団

表 2. 看護学院生徒110名のペア血清におけるインフルエンザH1抗体価の変動調査(採血:1981年 6月・ 1982年 6月)

原
抗体陽転率

ミ~4の上昇
抗

1/2 

抗体上 昇 比 と 例 数

64 1/4 2 8 16 4 32 

AH1型

FM 1/47 

大町 1/53

新宿 1/56

USSR 90/77 
熊本 37/79
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AH3型

Bangkok 1/79 
新潟 102/81

B 型

21 

12 

72 

80 

Singapore 222/79 
東 京 106/82

5 59 

62 

た.検出「イ J AH 3型ウイルスは発育鶏卵の方が高率

に分離出来たが B型ウイルスは発育鶏卵と MDCK細

胞でほぼ同様に検出出来た.アデノウイルスは FLお

よび Hep2細胞で検出された.

某看護専門学校生徒におけるインフルエンザウイルス

HI抗体価変動調査生徒110名より 19t'.1年 6月と 1982

年 6月に採取したペア血清について「イ」ウイルス AH
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1型 5株， AH 3型 2株および B型 2株を抗原として

HI抗体価を測定し，その変動からこの聞における各型

ウイルス感染状況を推測した. HI価の変動状況は表 2

に示した.調査期間中に同集団では30.9%に Blli!ウイ

ルス感染者が， 10.0%にAH3型ウイルス感染者があっ

たことが認められたが， AH 1型ウイルス感染者は 1秒:IJ

も認められず，この成績は先に述べた学童等の集開発生
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新潟102/81

急性期 3.08* (1. 01) 

回復期 5.15 (1. 25) 

*平均 HI価 8X 2'値

( )内SD

東京衛研年報 34，1983 

表 4.AH3型患者ペア血清の平均 HI価

1982年-83年の患者

東京1462/82 東京1465/82 Bangkok 1/79 

3.34(1.29) 2.65(1. 04) 4.18(1. 48) 

5.62(1. 35) 4.51(1.31) 6.15(1.26) 

63 

1975の年患~者76年 1977の年患一者78年

東京462F/75 東京659/77

1. 73(0. 94) 1.78(0.82) 

5 (1. 35) 4.70(1.34) 

例の検索結果と同様の傾向を示した. 次に今回の AH3型患者で AHO型 PR8/34株に対し

AH 3型インフルエンザ患者血清の HI試験成績 抗体の有意上昇を認めた例は18例， 34% (表 3)で1977

1982年12月一1983年 2月における「イ J AH 3型ウイル 年の同型患者の場合の2.7%51よりはるかに多かった.

ス分離陽性者のうち急性期，回復期のペア血清が得られ 個々にみると PR8株に抗体上昇を認めた例でも，回復

た53例 (20-56才の成人 7例を含む)について， AHO 期の価は一般に AH3型株の方が高いが，上昇比でみる

型 PR8/34， AHsw 1型 NJ8/76， AH 1型熊本37/79(ワ と中には両者が同程度か， PR8株の方が高い例もあっ

クチン株)， AH 3型新潟102/81(ワクチン株)， AH 3型 た.ニワトリ免疫血清を用いた場合すでに1977年に分離

東京1462/82(今期分離株)， AH 3型東京1465/82(今 した AH3型ウイルスにおいて AHO型 PR8/34株との

期分離株)， AH 3型 Bangkok1/79 (前期ワクチン株) 聞に明らかな交差反応が認められているがヘこの様な

および B型 Singapore222/79 (ワクチン株)の各株を 株と抗原的に類似した AH3型ウイルスによる感染ない

用いて HI価を測定しその結果を表 3に示した.又，前 しはワクチン接種が繰返しなされるようになって，ヒト

凪および前々凶の AH3型「イ」の比較的大規模な流行 血清中にも PR8株に対する抗体上昇が著明に認められ

であった1975年および1977年の患者(ウイルス分離陽性 るようになったものと考える.さらに今回の AH3型患

者それぞれ44名， 53名)について当時の分離株を用いた 者の中で AH1型熊本37/79株または AHsw1型 NJ

成績も併せて示した. 1975年の流行時あるいは1977年の 8/76株に有意上昇した例が 1例づっ認められた. AH 1 

流行時の患者では分離株を用いれば，約96%に抗体の有 型患者における AH1型， AHO型および AHsw1型の

意上昇が認められたのに対し，今凶の流行時の患者では HI抗体の関連についてはすでに報告したがl}，今回の

分離株を含めた供試 AH3型 4株に対し58.5-67.9%に AH 3型患者の成績を加えると「イ JA型内の各亜型問

しか抗体価の有意上昇が認められなかった.急性期にと の関係がますます複雑化してきていることがうかがわれ

(8 X 2 ')すなわち32倍以上の抗体価をもっていた例は た.なお B型株に対する有意上昇例は 1例も認めなかっ

75年， 77年ではそれぞれ34.1%，50.9%であるのに対し た.

今期は73.6-80.0%とかなり高い.表 4に示した平均 まとめ

HI価でみても AH3型株に対する回復期の価は 3冬期 1.患者材料の検索結果から東京都内における「イ」は，

共にほとんど変らないのに対し，急性期の価は前 2冬期 1981年末から1982年初頭にかけては B型が主体であり，

に比して約 4倍高い価を示しており，このことが上昇率 AH 3型が若干混在したことが判明し， 1982年末から

が低いという結果になったのであろう.患者血清は免疫 1983年初頭にかけては AH3型のみが認められた.

血清と異り各個人によって感染歴あるいはワクチン歴に 2. 1981年 6月と1982年 6月に都内某看護専門学校生

差があるため単純に結論を出すことは出来ないが，急性 徒110名より採取したペア血清について「イ」各裂ウイ

期の HI価が高い例にも感染者が多いということは HI ルス抗原を用いて HI試験を行った結果， 30.9%にB刑，

抗体価の高さが，そのまま感染防御能に比例するとは限 10.0%にAH3型ウイルス感染があったことが認められ

らない場合があると云えよう.またこの成績から今回の た.

流行株の中にはヒ卜に対して HI抗体を作りにくい HA 3. 1982年末から198Mlミ初頭にかけての「イ J AH 3 

抗原決定基をもつものが多くなってきていることが示唆 型患者の HI抗体 k昇率は，これまでになく低水であっ

される. た.
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4.近年の「イ JA型患者の HI抗体変動状況からみ

ると A型内各車型聞の関係が複雑化していることが示

唆された.
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動物園のサルに発生したYersiniapseudotuberculosisによる集団感染例

丸山 務ぺ神崎政子へ田辺興記*ぺ川崎 泉**

平 松 庭料，斉藤 和 夫 * ぺ 増 井 光 子 村

A Series of Infection due to 
Yersinia pseudotuberculosis in Monkeys in a Zoo 

TSUTOMU MARUYAMA*， MASAKO KANZAKI*， KOKI TANABE** 

IZUMI KA WASAKI* *. HIROSHI HIRAMATSU* *. KAZUO SAITO村 and

MITSUKO MASUド*

Between September and December， 1980 all of the 3 green monkeys (Cercopithecus aethiops) and 1 of 4 

sooty mangabeys (Cerocebus torquatus) kept in the adjacent cage to the monkeys successively had diarrhea 

and 2 died. Y. pseudotuberculosis was detected in th巴 lung，spleen， mesenteric lymph nodes， blood and intes-

tinal contents of 4 monkeys either died or sacrificed after the onset. Systemic infection of Y.ρ'seudotubercu-

losis was presumably responsible for manifestation and death of the animals 

As the above result suggested that monkey facilities in the zoo were heavily contaminated whith Y. 

pseudotuberculosis， total of 13 monkeys of 4 different species which were kept either in the sam巴 cageor 

adjacent cages were sacrificed. Various organs and int巴stinalcontents as well as巴xcretesof 23 healthy 

monkeys of 8 different species were examined for Y. pseudotuberculosis， and one sample from both th巴 sacfl-

ficed monkeys and the healthy individuals was found positive. Bacteria isolated from the specimens of the 

dead， sacrificed and healthy monkeys were identical and of typical Y. pseudotuberculosis. All of isolates were 

serotyp巴 IB

Macroscopic findings of the autopsied samples included hyperemia of the intestinal mucos membrane 

and significant enlargement of Peyer's pathches and the mesenteric lymph nodes. The spleen was also en釦

larged and there were observed numerous small tubercles which were yellowish white in color. These 

tubercles were histopathologically determined as granulomataus foci having a huge bacterial colony in the 

center. 

Keywords: Yersinia pseudotuberculosis， monkey， infection， tubercle 

緒扇

仮性結核菌 (Yersiniapseudotuberωlosis)はげっ歯類動

物に感染した時，結核様病変を形成することで命名され

た菌種であるが，時としてヒ卜に激烈なチフス様疾患を，

また動物に対しでも致死的な敗血症を起こすことで知ら

れている.病原性のある Yersinia属菌のなかでもペスト

菌(Y.pestis)やY.enterocoliticaが主にヒトに対して病原

性を発揮するのに比較して本菌はヒト，動物ともに同様

の起病性をもつことから人畜共通伝染病菌のなかでも最

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

も重要な 1つであるといえる.

今回，東京都内の 1動物園で飼育されている複数種の

サルに発生した死亡例を含む集団下痢症は，原因物質の

検索の結果，仮性結核菌であることが確認された.ここ

で、は事例の発生状況と主に細菌学的検査成績についてそ

の概要を報告する.

事例の概要

1980年 9月14日，動物園に飼育されているサバンナモ

ンキ-3匹中 1匹が粘血便を混じた下痢症状を呈して発

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 

H 東京都建設局恩賜上野動物園
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症，翌15日に死亡し，続いて同じ艦の 1匹も同様の症状

で9月24日発症， 29日に死亡した.

当時この動物園のサル舎は鉄柵と金網で仕切られて連

続する 7つの般から成り，それぞれの艦に種別に 1~ 5 

匹のサルが展示のため飼育されていた.サルの種類とそ

れぞれの飼育頭数はシロテテナガ、ザル White一handed

gibbon 2，サバンナモンキ-Grass (Green) monkey 3， 

スーティマンガ、ベー Sootymangabey 4，ノtタスザル

Patas monkey 1，フサオマキザル Tuffedcapuchin 4， 

シシオザ、ル Lion-tailedmacaque 2，ジェフロイクモザ、

ルGeoffroy'sspider monkey 5の計 7穏21匹である.

2匹の死亡で残り 1匹となったサバンナモンキーも続

いて10月2日に発症，さらに，磁を隣接するスーティマ

ンガベーの 1匹が11月24日に発症，いずれも重度の衰弱

のため直ちに殺処分とした.

死亡例と殺処分例の言l'4匹について細菌学的検索を進

めた結果，いずれもY.pseudotuberculosおが検出された.

また， 1匹の発症例のないフサオマキザルの艦内で採取

された排池使からも問菌が分離された.これらの成績か

ら，サ)レ舎全体がY.pseudotuberculosisに濃厚に汚染さ

れていることが想定されたので，本症続発を防止するた

め，また，ヒ卜への感染予防のため外見上健康である 4

種目匹を殺処分とし，このサル舎を清掃した.

細菌学的検査成績

死亡した 2{)iIJ，発症殺処分した 2例，健康個体で殺処

分した13例は直ちに解剖し，肺，肝，牌，腎，腸間膜リ

ンパ節および腸管内界物を，また採血可能であった例f+
は血液も検査材料として細菌学的検査を行った.発症例

の症状から主として腸管系jfI4原菌を中心lこ検索を実施し

たが，発症例 4匹から採取された19検体中16のほとんど

が純培養状にY.pseudotuberculosisが検出され，既知的=

原菌はすべて陰性であった.健康{同体で殺処分された13

例から採取された63検体ではフサオマキザルのi'i'腸内界

物からのみ同菌が検出された.発症殺処分例のサバンナ

モンキーで，殺処分I侍に採血された血液からも直桜培養

でみ;菌が分離され，この時の菌数は約600/mlで・あった.

Y. pseudotuberculosisはこの他にも発症例体の槌の中

で採取された排池使から l件，健康{岡体排出促24検体中

スーティマンガベーの l件から増菌培養で検出された.

なお，サル舎近隣で捕獲されたネズミ 9匹についてみ:菌

の検索を行ったがすべて陰性であった.

これら各種検体から分離された菌の計19株はすべて同

一性状を示す典型j的なY.pseudotuber，ωlosisで，血「白押!

は全株が IB~r!であった.また，これらの分離株は VW

抗原産生株であり，マウスに対する病原性は10"{同の静

脈内接種で 5日以内に死亡させた.抗生物'{'fに対しては

ペニシリンの他ストレプ卜マイシン，クロラムフェニ

コール，テ卜ラサイクリン，カナマイシン，サルフ 7RIJ

にすべて!昔、受性であった.

これらの性状を死亡例の牌，発症殺処分例の牌，健康

個体ふん使巾米の会 I株を代表として Table3. に示

した.

発症サルの制検所見

死亡または殺処分した 4例の発症サルはほぼ同様の行IJ

検所見であった.すなわち，腸管は特に|日j腸部分の粘膜

面に充血が顕著であり，バイエル板および腸間Il莫リンパ

Table l. Herd Infection of Y. pseudotuberculosis among Monk巴ys

Number of 

Monk巴ys
head onset death poslIlve 

Y. pseudotuberculosis 

Whit巴一handedgibbon 
(Hylobates lar) 

2 。 。 。
Green monkey aet11 
(Cerco，ρithecus aethiops) 3 3 2 3 

Sooty mangabey 
(Cercocebus torquatus) 

4 。 2 

Patas monkEy Fatas; 
( Erythrocebus 

。 。 。
Tuffed OcPaEplludc) hin 
(Cebus 

4 。 。
Lionー tailedmacaque 
(Macaca sile仰 s)

2 。 。 。
Geoffrogyeq'S fySrPoIydiq er monkEy 
(Ateles 

5 。 。 。
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Table 2. lsolation of Y. pseudotuber，αlosis from Various Specimens of Monkeys and Rats 

Animals 
Number Number Number 

of Specimens of of 
cases tested positive 

Monkey 

Diarrhea， died 

Diarrhea， sacrificed 

Diarrhea 

Healthy， sacrificed 

Healthy 

Rat 

Sacrificed 
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Table 3. Biological Characteristics of Y.lりIseuゐtubercul，ωislsola.ted from Monkeys 

Sources(Strain) 

Healthy 
1"eces 

(80-25) (80-98) (80-100) 

Gram stain 一

Motility 37C 

25C 

Sacrificed 
Spleen 

Died 
Spleen Characteristics 

+ 

+ 
+/ー

+
+
+
 

IB 

+ 
+ 

+ 

+ 
+/ー

+
+
+
 

IB 

+ 
+ 

+ 

+ 
+/ー

+
+
+
 

IB 

+ 
+ 

Oxidase 

H2S 

lndol 

VP 

Urease 

Glucose/gas 

Sucrose 

Rhamnose 

Adonitol 

Cellobiose 

Melibiose 

Salicin 

Esculin 

Lysin 

Ornithin 

Serotype 

Pathog巴nicity

Mouse 

VWantigen 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 
十

牌にみられた結核緩小結節は組織学的にはY.pseudo-

tuberculosisと思われる巨大な菌集落を中心にもつ壊死

巣の像として観察された.

考察

飼育サルにおける集団の仮性結核菌症はこれまでに内

節が腫大していた.牌も 1例を除いて腫大し，粟粒大か

ら小豆大の黄白色の小結節が密発している所見が特徴で

あった.この小結節は肝その他の臓器にはみられなかっ

た.その他肺に半透明化した炎症像，肝に帯黄色の腫大，

腎に点状出血斑のみられる個体もあった.
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外に数多くの報告がみられト 7)，1 いずれも死亡例を含む

ことからサルは本菌に対し高い感受性をもつものと忠わ

れる.今回の集団発生例は発症例数が 4例と小規模で

あったが，死亡例はこれまでの報告と同様その剖検所見

と細菌学的検査成績からY.pseudotuber，ωlosisの全身感

染による敗血症死であることが証明された.

本事例の感染源および感染経路については疫学調査が

十分でなかったために明らかにすることはできなかっ

た.当時飼育されていた 7種21匹のサルはすべて l年以

上の長期間移動なしに同一施設内で飼育されていた個体

であり，また本菌のサルに対する病原性から考慮してサ

ルが本菌を長期保菌していたものがこの時期に顕在化し

たとするより何らかの経路で外から持ち込まれたとみる

のが妥当であろう.

仮性結核菌は鳥類，楠乳動物に広く分布しへわが国

でも動物における保菌率はブタで2.3%，イヌ1.8%，ネ

コ3.2%，ネズミ1.8%であることが確5恋されている!l-![)

これらのうち，飼育サルの感染にキャリJヤーとして役割

をはたすとすればブタやイヌ，ネコよりもネズミであろ

う.ネズミにおける保菌は低率であるとはいえこの動物

の存在は疫学的に重要である.

一方，ヒトにおける仮性結核症はわが国では191311'

Saisawa'2lの先駆的な業績があった後，永い間本症の

発生報告がなかったが，最近になって Y.enterocolitica 

感染症の急増で Yersinia症の関心が高まったこともあ

り，仮性結核症も散発例ばかりでなく，集団例も確認さ

れるようになった l:~)これらのなかには今凶サルで検出

されたと同じ血清型IBによるものもあり，本血清11L!菌

はわが国では一般的ta菌裂であり，ヒトと動物に共通し

た病原性を発揮するものと解される.

今回の事例でサルの飼育担当者や動物園職員および観

客にサルから感染を受けたと忠われる事例の発生は無

かったが，ヒト，w:iJ物双方の本症発i.j二.を予防するために

は動物における保菌や環境汚染実態を1・分に把握してお

く必要があろう.また，サルでは発症しないまでも排菌

している期間があるので本症の発生防止には定期的な検

便も有効な防疫処置である.

結論

1980年 9月から12月にかけて東京都内の 1動物園で飼

育されている 7種21匹のサルのうち， 2種 4匹が重篤な

下痢症状を呈し，このうち 2匹が死亡した.発症サルか

らすべて同一性状のY.pseudotuberculosis IBが検出さ

れ，本菌が原因菌と推定された.死亡サルはその剖検所

見と細菌学的検索成績から本菌による敗血症死であるこ

とが証明され，腸管粘膜の充血と膜間膜リンパ節の腫大

と牌に結核様結節の密発が特徴であった.
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Bacillus属の簡易同定法に関する検討

神保勝彦ぺ小久保禰太郎*

Review on Simplified Identification Method for Genus Bαcillus 

KATSUHIKO JINBO*and YATARO KOKUBO* 

Conventional method for identifying sp巴ciesof genus Bacillus requires complicated techniques and is 

not quite suitable for routine tests. Study of genus Bacillus in food sanitation area is therefor巴 somewhat

lagging behind that in the field of巴ntericbacteria 

We studied in detail properties of genus Bacillus in an effort to develop a simplified identification 

m巴thodand found out that the genus Bacillus could be classified into two groups according to the shape of 

sporangium. They wer巴 furtherclassified in step-wise manner according to the growth in the presence of 

7% saline solution and in the anaerobic environment. We found out a subsequent brief investigation of cer-

tain biological properties such as r巴ductionof nitrate to nitrite and hydrolysis of starch would easily iden-

tify species of genus Bacillus 

We used this method to identify species of genus Bacillus detect巴din 114 samples of domestically pro-

duc巴dmilk powder comprising 65 samples of skimmed milk powder， 23 of whole milk powder， 20 of cream 

powder， 5 of modified milk powder and 1 of buttermilk powder. The result indicates that the predominant 

species were B. licheniformis， B. cereus， B. subtilis， B. pumilus and B. megaterium 

We asc巴rtainedthat the species of genus Bacillus identified by the present method coincide with those 

identified by the methods according to Azuma， Bergey's manual (8th edition) and Agriculture Handbook 

No.427 

Keywords : simplified identification m巴thod，genus Bacillus， sporangium， 7% saline solution， anaerobic enviro-

ment biological properties 

はじめに

Bacillus属の簡易同定法は， Smithll および東2.:il など

により報告されている.ところが，この両法はいずれも

手技が複雑であるため，食品衛生分野では日常検査には

あまり用いられていなかった.そのため，一般食品を対

象とした系統的な Bacillus属汚染調査は，ほとんど試み

られたことがない.Bacillus属を簡易な方法で迅速に分

類できれば，食品に変敗をもたらす菌種を他のものと区

別し，かつそれがどの材料から混入するかを知り，それ

を予防あるいは抑圧に役立てることが可能である.

そこで，著者らは Bacillus属の性状を詳細に調べ，簡

易な方法による同定法の開発を試みた.その結果，芽胞

褒の形態により Bacillus属を 2大別した後，段階的に

7%食塩存在下で、の発育能，嫌気的環境下での発育能試

験のJI慌で 2分していき，以下，レシチナーゼの産生fiB，

デンプン分解能および硝関空塩還元能などの 2， 3の簡易

な生物性状を調べれば，Bacillus Ii喝を界易に同定できる

ことが半IJった.併せて，汚染菌叢の大部分が Bacillus属

であると云われている粉乳の Bacillus崩汚染調査を行な

い，検出された Bacillus属の種の同定を本法を山いて行

なった.

材料および方法

1.供試菌株

簡易同定法の開発に供試した菌株は，B. ce月 ω

ATCC 19637， B. subtilisATCC 6633、B.brevis ATCC 

8185と家斎衛生試験場から分与された B.cereus NIAH 

*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ーl
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shiniuku-ku， Tokoy， 160 J apan 
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345， NIAH 317， NIAH 296， B. subtilis NIAH 50， NIAH 

122， B. licheniformis NIAH 215， B. pumilus NIAH 240， 

B. polymyxa NIAH 474， B. alvei NIAH 499である.ま

た，動物性加工食品から分離し， Bergey's manual第 8

版4) および AgricultureHandbook No. 4275
) などに準

拠して同定した B.megaterium 5株，B αreus10株，B.

licheniformis 5株，B. subtilis 10株，B. pumilus 4株，B.

firmus 5株，B. coa.伊 lans4株，B. polymyxa 3株，B

macerans 1株，B.αrculans5株，B. stearothermophilus 

2株，B. alvei 2株，B. laterosporω2株，B. brevis 1 

株の合計59株を併せて用い検討した.

2.性状試験

1 ) 芽胞嚢膨出の有無 普通寒天平板上に供試菌

株を画線塗抹し， 35
0

Cで 3-7日間培養後， Wirtz法

で芽胞染色を行なった.鏡検で芽胞繋が菌体より大きい

と確認された場合，膨出有りと判定した.

2) 7 %食塩存在下における発育能 小試験管に

分注した 7%食塩加普通ブイヨン 3mlに，新鮮培養菌

のごく少量を接種し， 350Cで 7日間培養後，発育の有

無により判定した.

3 ) 嫌気的環境下における発育能 普通寒天平板

ヒに，新鮮培養菌のごく少量を両線塗抹し， 350Cで48

1時間嫌気培養後，集落発生の有無で判定した.

4 ) 卵黄反応 2%卵黄加普通寒天平叙1-.，こ，供

試菌株を商線塗抹し， 350Cで24-481時間培養後，集務

周辺音[1が白濁した場合，卵黄反応陽性とした.

5 ) デンプン分解能 1 %riJ惰性デンプン加??通

寒天平板上に，供試菌株を両線塗抹し， 350Cで241時間

培養後，ルゴール氏液約 2mlを注加した.この|時，両

線音[1下側から胤辺まで透明城を思した場合を陽性と判定

した.

6 ) 硝酸塩還元能小試験管に分注した 0.1% 

KNO:1加普通ブイヨン 3mlに，供試菌株を桜極し，

35
0
Cで48時間培養後， liì~般塩還元凶試液A および B を

九1mlずつ添加した.この|時，赤色を弔した場合を|場

性と判定した.赤色を示さない場合は，iJJi鉛末を一耳掻

加え，無色のままであれば，これも陽性と判定した.

7) VP反応小試験管に分注した VP半流動培

地(栄liJf化学) 3 ml に，新鮮な{j~試菌株を少量級種し，

350Cで481時間培養後， VP反応試薬A液0.2mlとB液

0.1 mlを注加し，赤色となった場合を陽性と判定した.

8 ) ブドウ糖からのカコ産能 小試験管に分注し

た0.5%ブドウ精加アンモニウム出半流動培地 3mlに，

新鮮な供試菌株を少量級極し， 350Cで 3-7日間培養

後，気泡または亀裂が生じた場合をガス産生陽性とした.

9 ) インドール産生能小試験管に分注した

SIM培地(栄研化学) 3 mlに，新鮮な供試菌株を少量

接種し， 35
0
Cで24時間培養後，コバックのインドール

試液数滴を滴下した.この時赤色を呈した場合陽性とし

た.

10) 65
0

Cにおける発育能普通寒天平板上に，

新鮮な供試菌株を少量画線塗抹し， WCで241時間培養

後，集落発生の有無で判定した.

3 t共試粉乳

粉乳の Bacillus属汚染調査に供試したのは，すべて製

造直後無菌的に採取した圏内度粉乳で，脱脂粉乳65，fI:: 

粉乳23，クリームパウダ-20，調製粉乳 5，バターミル

クパウダー Iの合計 114検体である.

4 粉乳中からの Bacillus属の分離

供試粉乳を混釈培養した標準寒天平板から， 1 5[え板当

り約 5個(1検体当り約10伺)ずつの集溶を無作為的に

釣菌した.これらの菌株が，グラム陽性，有芽胞菌，カ

タラーゼ産生能陽性の場合 Bacillus属と同定した.

実 験 成 績

1 簡易同定法の検討

Bacillus属の簡易同定法の開発を，供試菌株を用いて

検討した結果，図 1に示した方法を考案した.すなわち，

芽胞褒の膨出の有無で 2大別した後，段階的に簡単な生

物性状試験で 2分していき，種を決定する方法である.

図で明らかなように食品などから頻繁に検出される菌種

の多くは I群に属した. 1群の菌種の多くは 7%食嵐加

普通ブイヨンに発育し，発育しなかったのはB.ωagu-

lansと1部の Bαreusおよび B.megat，田'lumであった.

これに対して， II群の菌種は，ほとんどが 7%食塩加普

通ブイヨンに発育しなかった.嫌気的発育では， 1群の

菌種は B.cereω， B. licheniformisおよび大部分の B

coagulansが発育し， II群の菌種は B.polymyxa， B 

aluei， B. maceransおよび B.laterosporusが発育し，B.

circulansは菌株によって輿なった.以下は，図 1に耶し

たように段階的に生物学的性状を調べれば，界易に

Bacillus属を分類できることが半1]った.

2 粉乳から分離した Bacillus属への応用

国内産粉乳から分離し Bacillus属として同注'した728

菌株の種の同定を，今凶考案した方法で行ない，その結

果は表 1に示した.最も多かったのは B.lichenzformis 

で298株，次が B.cereωの184株，以下 B.subtilis 112株，

B. polymyxa 56株，B.μmilus43株，B. megaterium 15株，

B. coagulans 12株，B. circulans 5株，B. stearothermophi-
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Fig. 1. Schema for Identification of Genus Bacillus 

Table 1. Distribution of Bacillus Species of the 
728 Strains Isolated from Milk Powder 

No.of 
Species speclmens 

positives (%) 

Bacillus licheniformis 298(40.9) 

Bacillus cereus 184(25.3) 

Bacillus subtilis 112( 15.4) 

Bacillus po~少nyxa 56( 7.7) 

Bacillus pumilus 43( 5.9) 

Baα;llus megaterium 15( 2.1) 

Bacillus coagulans 12( 1. 6) 

Bacillus circulans 5( 0.7) 

Bacillus stearoth官 官!ophil;悩 2( 0.3) 

Bacillus laterosporus 1( 0.1) 

lus 2株，B. laterosporus 1株の順で同定された.これら

以外の B.macerans， B. alveiおよび B.brevisなどの菌種

は検出されなかった.この方法で種を同定した菌穫を

Smith"および東2，3) などの方法で確認したところ，全

ての菌株が一致した.

3 粉乳中のBacillus属の分布

粉乳の Baci・llus属の汚染菌種を表 2に示した.最も多

く検出されたのは B.licheniformisで114検体中50検体

(43.9% )，次が Bαreus34検体 (29.8%)であった.

また B.subtilis， B. polymyxaおよび B.pumilusもそれぞ

れ20%前後と比較的高い検出率を示した.これら以外の

B. megateriumおよび B.coa伊 lansなどの菌種は，少数

の検体から検出されたにすぎなかった.また粉乳の種類

別の汚染菌種は，検体数がちがうことから一概に比較す

ることはできないが，脱脂粉乳では65検体中，B. liche-

niformisが46検体 (70.8%)と高率に検出され，次いで

B. cereusが 40% ， B. subtilis， B. pumilusおよび B

polymxaもそれぞれ30%前後と比較的高い検出率を示し

た.全粉乳では，B. cereusが23検体中 5検体 (21.7%) 

から検出されたのが最高で，その他 B.polymyx.仏 B

licheniformis， B. megateriumなどが検出された.また，

クリームパウダーおよびバターミルクパウダ一合計21検

体中からは B.cereus， B. licheniformお，B. megaterium， B. 

pumilusおよび B.polymyxaなどがわずかに検出された

にすぎず，調製粉乳 5検体からはいずれの Bacillus属も

検出されなかった.

考察

Bacillus属の菌の検索法としての代表的なものは

Smith"および東2，:nなどの方法である.これらの方法

は芽胞褒の型，芽胞の形態，複雑な培養性状および数多

くの生物性状について実施する必要があり，同定は極め

て労力を要する.すなわち Smithの方法は，多数の菌

株を取扱った者に対しては合理的であるが，初心者に

とっては相当に難しく，とくに，芽胞の形状， N:t買およ

び芽胞壁の染色性などを判定することは附難と思われ

る.また，東が報告している集落および両線培養所見と

生物性状パターンによる方法も，ある程度習熟したもの

でなければ判定し得ない部分が多く，菌種によっては複

雑な操作を必要とするため，日常検査には則いにくい難
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各種抗凝固剤の血球数および形態におよぼす影響

蓑輪佳子ぺ笠原利英叫，大石向江ぺ仲川千種*

鈴木重任ぺ大久保暢夫*

Effects of Anticoagulants on the Number 

and Size of Blood Cells 

KEIKO MINOWA*， TOSHIHIDE KASAHARA*ぺ HISAEOISHIへCHIGUSANAKAGAWA*， 

SHIGETOH SUZUKI* and NOBUO OHKUBOホ

We studied the effects of anticoagulants on hematological examination of blood samples for quality 

control. EDTA-2K， EDTA-2Na， Anticlot/ET， H巴parinwere added to whole blood from normal adults， and 

morphological examination， RBC， WBC， Hgb， Hct， MCV， PL T， MPV and size distribution curve were 

observed as parameters for 5 days. 

Using Heparin we noted decreased nuinber of whit巴 bloodcells and platelets， presumably because of 

aggregation， and the decrease of white blood cell volume in size distribution curve. During observations 

using any of 4 anticoagulants， RBCs were fairly constant， but crenation of the cells was found to start as 

early as at 6 hours. This may contribut巴 tothe increment of Hct and MCV. 

Having concluded that EDTA-2K is good for anticoagulant of blood samples for quality control be-

cause WBC， RBC， and Hgb were constant for several days under these conditions， we used it in Tokyo 

Metropolitan Quality Control Survey of 1982 

Keywords : anticoagulants， number of blood cells， size distribution curve 

緒 一昌広司

昭和57年度東京都は，登録衛生検査所を対象として精

度管理調査を実施し，その際当衛生研究所で血液検査用

の試料を作成した.

血算用の血液に用いる抗凝固剤としては， EDTA塩

(2Na， 2K， 3K)，二重シュウ酸塩， Anticlot/ET，へパ

リン等があり，時間の経過と共に程度は異なるが，測定

値に影響を及ぼすことが知られている 1-3) 試料配布か

ら各検査所が測定するまでには時間を要することが考え

られるので試料としてはその期間の安定性が問題とな

る.保存液，固定液を用いることにより血球の安定性は

ある程度保証されるが，各種自動血球計算器による測定

で、は，固定液の違い等により計数値に相違がみられ問題

となっている.

そこで，各種抗凝固剤のうち EDTA-2K，ED-

TA-2Na， Anticlot/ET，へパリンが WBC，RBC， Hgb， 

Hct値さらには形態にどのような影響を及ぼすかを時間

の経過と共に観察した.血球計数パラメータの中でも重

要な項目である血小板数 (PLT)，平均血小板容積

(MPV)，血小板粒度分布についての観察も行ない，こ

れらが今後精度管理調査項目の対象となりうるか検討を

加えた.

実験方法

実験I 成人正常者4名から採血を行なし¥同一人の血

液を等分し，それぞれをEDTA-2K，EDTA-2Na， Anti 

clot/ETあるいはへパリンと混和した.血液 1mlに対

して EDTA-2K1mg， EDTA-2Na1mg， Anticlot/ 

ETO.05 -O.lml，へパリン 5単位となるよう各抗凝固

剤を添加した.混和直後， 6時間， 1日， 2日， 5日後

にWBC，RBC， Hgb， Hct，平均赤血球容積 (MCV)を自

動血球計数装置 (CoulterCount巴rmodel S)で測定し

た.同時に血液塗抹標本を作成し May-Gi巴msa染色後

血球の形態を観察した.

実験E 成人正常者 2名から採血を行ない，同一人の血

*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ーl

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 

M 同生活科学部栄養研究科
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WBC ( x10'/mm' ) RBC ( x 10崎 /mm' ) HGB ( mg/d1 ) 

9.0 490 17 

8.0 480 16 

7.0 470 15 

6.0 460 14 

o 6 24 48 120hr 0 6 24 48 120hr 0 6 24 48 120hr 

HCT ( % ) 円CV( ¥.1' 

49.0 102 

48.0 100 

47.0 98 

46.0 96 

o 6 24 48 120hr 0 6 24 48 120hr 

Fig.1. Effects of anticoagulants (EDT A-2K， EDT A-2N a， 

Anticlot/ET， Heparin) on the number of blood cells in 
40C stored blood 

一-------v-一一 EDTA.2K 
一一勺企ー EDTA.2Na 
-一一仁ト一一 Anticlot/ET 

Each point expresses the mean of four samples -一一・-- Heparin 

液をこ等分しそれぞれを EDTA-2Kあるいはへパリン

と混和した.各抗凝固剤は実験Iと同じ割合で使用した.

混和 2時間後(0日)， 1日， 2日， 5日後にWBC，

RBC， Hgb， Hct， MCV， PL T， MPV，赤血球粒度分布，

白血球粒度分布，血小板粒度分布を自動血球計数装置(東

亜 CC-800)，多項目粒度分布測定装置(東亜 PDA-

410) を用 いて測定した.さらに赤血球内

adenosine-5'ーtriphosphate(ATP)， 2， 3-diphosphogly-

cerate (2，3-DPG)濃度 を SIGMAのキット (No

366-UV， No. 35-UV)で測定した.

実験I， IIいずれも血液は採血から各測定時まで冷蔵

保存とした.

結果および考察

実験 1 WBC， RBC， Hgb， Hct， MCV値における抗

凝固剤 4種の影響を Fig.1 に示した. WBCは5日間

にへパリン添加血で8600土900から6400土1000へと大幅

に減少した.他の抗凝固剤では， 5日目で10%程度の減

少を示したにすぎない.血液塗沫標本の観察で・へパリン

添加血では 1日目より頼粒系細胞の細胞質が壊れ始め，

2日目では頼粒系細胞のほとんどが変化していた.他の

抗凝固剤使用では 2日目より変化が少し認められる程度

である. RBC， Hgbはいずれの抗凝固剤を用いても 5日

間，ほとんど変動を示さなかった.赤血球の形態をみる

と6時間で金米糖状赤血球 crenatedcellが出現し， 2 

日目からは凹円形(biconcave)から球形への変化が認め

られた. 5日目では赤血球の73"-泌が crenatedceliと

なっているのが観察されると共に，溶血した赤血球，

red cell fragmentsを認めた.赤血球の形態では抗凝固

剤による差は認められなかった.

赤血球中の ATPが減少することにより，生存能は次

第に低下し ATPが失われると赤血球は正常の凹円形か

ら球形に変化しもろくなる川ことは周知のとうりであ
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実験E 抗凝固剤添加血2例について採血より 5日後

までの WBC，PL T， MPVの変化を Table1.に，白血

球，血小板の粒度分布を Fig.3，4に示した. PLTは

採血直後，両試料共に EDTA-2Kとへパリンで顕著な

差が認められた.へパリンによる血小板の凝集が生じ，

計数が不正確になったと考えられる. WBCでは PLT

と逆の結果を示し，これはへパリン添加血の方に凝集し

た血小板が誤って計数され，高値を示したと考えられる.

EDTA-2K添加血の場合，採血後 2日までは PLTの変

動も少なかった.実験 IとHの WBCで経日変化の傾

向が異なっているが，これは実験1，IIで保存条件がわ

ずかに違っていたのか，もしくは自動血球計数器に依る

ものであるか今回の実験では明らかでない.

EDTA添加血の MPVは徐々に大きくなっているが

へパリンでは逆に減少した. MPVの変動は検体により

その傾向が異なる 7) との報告もあり，抗凝固剤による

ものかどうか定かではないが，血小板の凝集が影響して

いることは充分に考えられる.

白血球，血小板の粒度分布で EDTA-2Kの影響をみ

るといずれの粒度分布にも著しい変化を認めなかった.

34， 1983 報年研

る. Fig. 2 (a)のATP濃度は実験Eの試料について測

定したものであるが，採血 1日後でその濃度は約50%減

少し，実験Iの形態変化と対応していることが観察され

た. しかし，赤血球の形態は経時的に変化していくが，

ATP濃度は 2日目で20-30μmole/lOOmlに減少後，

5日固まで変化はほとんど認められなかった.

EDTA-2Kとへパリンを比較すると EDTA添加血の方

で ATP濃度がへパリン添加血より若干維持されてい

る傾向にみえた.一方， Hgbと結合して酸素親和性を

下げ組織への酸素の供給を容易にする2，3-DPGは，

5日間ほとんど変化しなかった..Valeri， Beutlerらは

ACD保存液中 7日目で2，3-DPGが正常のMとなる5，6)

ことを報告しているが，我々の実験では保存液の無添加

状態でも変動を示さなかった.

Hct， MCVは時間と共に増加し，抗凝固剤による差も

なく一様に同じ傾向を示した.明らかに採血後の貯蔵に

より赤血球が膨張したためと考えられ，その原因の一つ

にATP濃度の低下があげられる. Hct， MCVを一定に

保つにはグルコースの添加等何らかの対処が必要であろ

っ.

衛京東
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Table 1. WBC， PL T， MPV on blood with addition of EDT A-2K， Heparin 

Tests Days 
Sample No. 2 

EDTA・2K Heparin 

Sample No. 1 

EDTA・2K Heparin 

6.2 

6.6 

7.2 

7.6 

。
WBC 

(xl03/mm3) 2 

5 

o 24.3 

PLT 1 23.2 

(xl04/mm3) η
L
F
h
υ
 

23.2 

20.4 

6.6 8.1 9.0 

5.6 8.4 7.0 

5.9 8.4 7.5 

6.3 8.8¥ 8.0 

2.5 25.6 9.6 

3.0 25.2 3.2 

5.6 23.9 3.9 

8.2 22.8 6.3 

10.7 11. 2 11. 0 

10.3 11. 6 11. 1 

9.3 12.0 9.8 

9.4 12.5 9.8 

o 10.8 

MPV 1 11.5 

(μ3) 2 11. 7 

5 12.5 

へパリン添加血では I日， 2日， 5日目と白血球の双峰

性のピークが左方へ移動していくのが認められた.さら

に大部分が頼粒球から成る75-200μ3にあるピークが

時間と共に崩壊のためか小さくなった.血小板の粒度分

布では，へパリンの影響がより強く現われていた.採血

直後の観察ですでに 5μ3以下にピークをもっ異常な分

布パターンを示し，この傾向は時間と共に顕著となって

いる.へパリンにより凝集し，白血球の一部へ混入する

血小板もあれば崩壊のため破片となり粒度分布で 5μ3

以下のピークに混入する血小板もあると考えられる.

RBC， Hgb， Hct， MCVは実験Iと同様の結果を示した.

EDTA-2K， EDTA-2Na， Anticlot/ET，へパリンの中

でへパリンは WBC，PLTに対する影響が大きく，測定

までに時間を要する配布試料の抗凝固剤としては不適で

ある. EDTA-2K添加血は，数日間ならば WBC，PLT 

の変動も少なく血算用配布試料として，ある程度使用可

能と考えられ，本年度はこれを使用した. 48施設の参加

をみた昭和57年度の調査結果B) は下記の通りである.

平均値±標準偏差，変動係数の順で示した.

WBC 8.0:1:0. 9( XI03/mm3) 11. 3% 

RBC 455:1:14( XI0'/mm3) 3.1% 

Hgb 15.7:1:0. 4(g/dl) 2.5% 

Hct 47.2土1.5(%) 3.2% 

施設聞による変動を考慮すると，配布した試料に起因す

ると思われる変動はほとんどなかったと言えよう.

しかし，今回の実験でどの抗凝固剤を使用しでも赤血

球は 6時間目ぐらし、から形態に変化を生じ， 5日目では

Hct， MCVの上昇が観察された.たとえ計数上に大きな

問題はなくとも採血時と問じ状態で血液を配布し測定す

るのが望ましいのは当然であり，その変化を最小限に抑

えることが必要であろう.これらの変化は抗凝固剤によ

るというよりは，むしろ赤血球の機能低下からくるもの

と考えられる.これを補うような保存液4194lk

adenine" )2)， inosine')， phosphoenolpyruvateI3.1') などの

添加が血算値測定にどのように影響を与えるか今後検討

していく必要がある.

要 約

安定性が要求される精度管理調査用試料としての血液

に抗凝固剤がどのように影響するか WBC，RBC， Hgb， 

Hct， MCV， PLT， MPV，粒度分布さらには形態を観察

することにより検討した.

成人正常者の血液にEDTA-2K，EDTA-2Na， Anti-

clot/ET，へパリンを加え 5日間観察した.

へパリンは WBCの減少を引き起こし，粒度分布で

は左方への移動(体積の減少)が認められた.加えて血

小板の凝集により PLTは添加直後で著しく減少した.

赤血球はいずれの抗凝固剤を使用しでも数の変動はな

かった.形態の変化として 6時間目から金米糖状赤血球

Crenated cellが現われ始め， 2日目以降の Hct，MCV 

上昇の一因となった.

これらの結果より， EDTA】 2K添加血では WBC，RBC， 

Hgbの変動が比較的少なく，精度管理調査の配布試料

として使用可能とみなし本年度はこれを用いた.
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生化学検査用試薬キットによる測定値の変動について

仲川千種ぺ笠原利英叫，大石向江本

蓑輪佳子ぺ鈴木重任ぺ大久保暢夫*

Biochemical Data and Commercial Reagents 

CHIGUSA NAKAGAWA矢TOSHIHIDEKASAHARAホホ， HISAEOISHI.， 

KEIKO MINOWAへSHIGETOHSUZUKド andNOBUO OHKUBO. 

We examined control sera of Tokyo Metropolitan Quality Control Survey in 1982， with Hitachi 705 

Automatic Analyser and compared commercial reagents from 4 different companies. Th巴rewere significant 

differences among them. Some data were far from evaluation criteria of JMA Quality Control Survey in 

1982 

We also examined temporal changes of control sera for 8 days with reagents from 2 companies. Both 

reagents showed th巴samepattern of changes in all the items examined exc巴ptfor BUN. 

Thes巴 resultssuggest that biochemical data depend greatly upon th巴 commercialreagents used， and 

this point should be considered in analyses of survey results. 

Keywords : comm巴rcialreagents， biochemical data， quality control 

緒言

現在血清生化学検査においてさまざまな測定法，シス

テムが普及している。方法の違う場合は検査成績にズレ

があるため比較が困難である。各検査施設で統ーされた

測定法を採用していない現状では，採用される測定法の

相違が施設聞における検査成績のバラツキの大きな要因

となっでいる.また，市販試薬キットにおいて同一測定

法にもかかわらずメーカーによる測定値の差が大きいこ

とが報告されたり.最近試薬キットが広く普及している

ので問題となっている.

我々は昭和57年度東京都衛生検査所精度管理調査21

(以下，都サーベイと略す.)で用いた試料の測定値の検

討を目的とし，日立705型生化学自動分析装置用の 4社

の試薬キットを取り上げてメーカーによる測定値の変動

の程度を調査した.

方法

試料 オープン方式の都サーベイで使用した生化学検

査用凍結乾燥血清の試料 1 (正常値範囲)と試料 2 (異

常値範囲)，及び各オープン試料をそれぞれ無菌的に滅

菌再留水で溶解，分注し 4'Cで保存したブラインド方

式用の試料を用いた.

試薬現在市販されている目立705型生化学自動分析

装置用の試薬キットのうちA，B，C，Dの4社を選択し，

各社15項目の試薬キットを用いた.分析条件，標準液は

各社のマニュアルに従った.項目，測定法は Table.1.

に示した.

方法 目立705型生化学自動分析装置を用い，測定当

日に再留水で溶解したオープン方式用試料 2種類を 4社

の試薬キットを使用して各項目20回反復測定した.また，

2種類のブラインド方式用試料の経時変化を調べるため

に，溶解後 1，2，3，4，8日間保存した試料を A社，

B社の試薬キットを使用して各項目10回，サーベイ実施

と同時進行で反復測定した.同時に管理血清(セロノル

ム， Batch NO.154とセロノルム・リピッド， Batch 

No.57， Nyegaard社製)を用いて測定上の日差変動のモ

ニタリングをした.

4社における測定値聞の差の検定を分散分析法で， 2 

社における測定値聞の差の検定を Student'st-testによ

り行った.なお，都サーベイと同一ロットの試料を使用

した昭和57年度日本医師会臨床検査精度管理調査結果31

*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 
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public H巴alth
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

H 同生活科学部栄養研究科
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Table 1. Items and Methods Used on the Commercial Reagents 

Test A B C D 

Alkaline Phosphatase Bessey-Lowry Bessey-Lowry Bessey-Lowry Bessey-Lowry 
(ALP) 

Amylase HX-G6PDH caraway GOD-POD 
(AMY) 

Total Bilirubin Michaelson Jendrassik Jendrassik Jendrassik 
(T-BIL) 

Calcium o-CPC o-CPC o-CPC o-CPC 
(Ca) 

Total Cholesterol COD-POD COD-POD COD-POD COD-POD 
(T-CHO) 

Creatinin巴 Jaffe Jaffe JaHe JaHe 
(CRE) 

Y -Glutamyl Transpeptidase Y -glutamylー Y -glutamyl-p-Y -glutamyl-p-Y -glutamyl-pー

(Y-GTP) CPA N-E-N-HEA nitroanylide nitroanylide 

Glutamate Oxaloacetate Transaminas巴 Karmen Karmen Karmen Karmen 
(GOT) 

Glutamate Pyruvate Transaminase Karmen Karmen Karmen Karmen 
(GPT) 

Inorganic Phosphorus Molybden-Blue Molybden-Blue Molybd巴n-Blue
(IP) 

Lactate Dehydrogenase Wr6blewski 
(LDH) 

Triglycerides GPO-POD 
(TG) 

Total prot巴III Biuret 
(TP) 

Uric Acid Uricase-POD 
(UA) 

Blood Urea Nitrogen Ur巴ase-
(BUN) Indophenol 

(以下，日医サーベイと略す.)の補正後の臨床化学検査

の方法別平均値，標準偏差を参考とした.

結果及び考察

オープン方式用試料の反復測定の結果を日医サーベイ

における方法別平均値，標準偏差と比較し， Fig.1.に示

した.

4社の試薬キットによる測定値について分散分析を

行った結果， 2試料とも14項目について0.1%の危険率

で有意差が認められた. AMYについては，各社相互に

換算不能な単位を用いているため比較できなかった.

(Table 2.) さらに 2社の測定値聞の平均値の差の検定

Wr6blewski Wr6blewski Wr6blewski 

GPO-POD GPO-POD GPO-POD 

Biuret Biuret Biuret 

Uricas巴-POD Uricase-POD Uricase-POD 

Urease-GLDH Urease-GLDH Urease-GLDH 

を行ったところ，各項目でほとんどの組合せで 5%の危

険率で有意差が認められた.有意差が認められなかった

組合せは Fig.1の*印で示されるように14項目中試料

lで10項目，試料 2で4項目で各 1組ずつあった.この

うち TG等のように試料 1で有意差が認められなかった

組合せが試料 2では有意差が認められた場合があった.

CRE，GOT，ALPのように有意差が認められなかっ

た組合せが試料 lと試料 2で異なる場合もあった.また，

T-BILのB社のように，試料 1の測定値は相対的に

低自に，試料2では高目に出たものもあった. このよう

に14項目で 4社の測定値閲に差があり， T-CHO， 
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Sample-l Sample皿 2
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Fig.1. Biochemical Data of Survey Materials Examined by 4 Different Commercial Rea. 
gents Compared with ]MA Qua!ity Control Survey in 1982 (Mean :I:: SD) 
* : No Significance between 2 Commercial Reagents (P > 0.05) 



Table 2. Determination of Amylase Activity 
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Maker Unit 
Sampleー l Sample-2 

Mean::l::SD Mean土SD

A Somogyi-U 101土3 833土7

B Amylase-U 114::1::6 370::1::7 

C rule 146土1 1205::1:: 6 

(N : 20) 

LDHを除く 12項目で試料の種類によりメーカ聞の測

定値の差の出方が異なることが認められた.このような

事が生じる原因として，標準液を用いる項目では標準液

の濃度や標準物質の種類，初速度法を用いる項目では基

質濃度， pHがメーカーにより異なること等が考えられ

る.

次に 4社の試薬キットを用いた測定結果と日医サーベ

イの方法別平均値，標準偏差と比較した.士 1S Dを

越えたのが，試料 1ではT-BIL3社， T-CHO 1 

社， T G 2社， Ca 1社， 1 P 2社， B U N 1社， UA 

2社， CRE1社であった.また，試料2ではT-BIL

1社， T-CHO 1社， Ca 2社， 1 P 2社， UA2社，

CRE1 社であった.

日医サーベイでは酵素の項目について単位が異っても比

較できるように(試料 2/試料 1)の比の方法別平均値，

標準偏差で評価を行っている31 この値と比較して土 I

SDを越えたのが，Y-GTPは3社， AMYはl社あっ

た. TPについては日医サーベイと試料が異なるため比
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較できなかった.このうち土 2SDを越えたのが， 1 P 

は試料 1，2でD社， UAは試料 lでD社，試料 2でB

社であった.特に 1Pにおいて D社は試料 1， 2とも

+6SDを越え，試料 1で最低値を出したA社の約 2倍

の測定値であった. 1 Pの成人における正常値は2.5-

4.5 mg/dl" である.直接法モリブデンブルー法による

試料 1の日医サーベイの平均値±標準偏差は3.00::1::0.31

であるので試料 1は正常検体とみなせる.ところがD社

の測定値は5.16::1::0.50という異常値であった. しかし D

社の試薬マニュアルによれば正常値を5.0-7.0mg/dl 

としている.これを基準にすればD社の測定値は正常値

とみなされる.同一方法，同一単位にかかわらず正常値

が異なるためにサーベイの評価基準を適応すると悪い評

価を受けてしまうことは問題である.

変動係数に関しては，試料 1では T-BIL2社

(8.6%，9.0%)， AMY 1社 (5.6%)，CRE 2社 (5.4%，

6.8%)， G P T 4社 (4.8-6.9%)，y-GTP 1社

(6.1 %)， 1 P 2社 (5.4%，9.8%)，試料 2ではUA1

社(4.5%)を除いて 4%未満であった. 1 P 1社， TP 

l社のみ Tonksの許容誤差範囲を越えたが精密度に関

してはおおむね良好な結果を得た.

ブラインド方式用試料の経時変化については 2社の試

薬キットについて調査した. 8臼間の日差変動のモニタ

リングの結果では15項目で変動係数が4%以内で，測定

上の日差変動の影響はほとんどないとみなせる. BUN 

を除く 14項目では試料 1， 2とも 2社の間で経時変化の

Samp1e圃 2
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Fig.2. Change of BUN in Survey Materials Examined Commercial Reagent A and B 
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傾向に差が見られなかった. BUNでは，試料1につい

てA社が上昇傾向であるのに対し B社は変化が見られな

かった.試料2では逆にB社が上昇傾向を示し， A社は

変化が認められなかった. (Fig.2.)このように， BUN 

の経時変化の有無の判断がつかないケースがあった，

以上の結果から，同一機器を用いた場合において試薬

メーカー聞に測定値の差が存在すること，測定に用いる

試料によってその差の出方が異なることが明らかになっ

た.中には日医サーベイの基準から大きく逸脱するもの

もあった.施設聞における精度管理上，試薬キットは正

確度，精密度を左右する大きな要因であることが示唆さ

れる.差の生じる原因として標準物質，反応時間，基質

濃度， pH等が考え得るが，これらのメーカ一間の相違

と測定値との関係の調査が今後の課題となろう.

要約

昭和57年度都サーベイで使用された試料の検討を生化

学15項目について目立705型生化学自動分析装置用の 4

社の試薬キットを用いて測定した. 2種類のオープン方

式用試料の反復測定では， AMYを除く 14項目にわたり

メーカ一間で測定値に有意差が認められた.試料の種類

によりメーカー聞の相対的な測定値の差が異なるケース

もあった.また，同一試料を用いた日医サーベイの評価

基準から大きく逸脱する測定値を出した試薬キットも

あった.

ブラインド方式用試料の経時変化を 2社の試薬キット

を用いて 8日間にわたり調査した. BUNの経時変化の

傾向が2種類の試料ともメーカ一間で異なり，他の14項

目では同一の傾向を示した.

施設問における精度管理上，使用する試薬キットの違

いが正確度，精密度を左右する大きな要因であることが

示唆された.
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副腎皮質ホルモン含有軟膏の定量法

重岡捨身 ぺ上原員ーペ宮武ノリヱペ萩原輝彦ぺ秋山和幸ホ

Determination of Corticoids in Ointments 

SUTEMI SHIGEOKA *， SHINICHI UEHARAへNORIEMIYAT AKEへ
TERUHIKO HAGIWARA * and KAZUYUKI AKIYAMA * 

Keywords 副腎皮質ホルモン corticoids，軟膏 ointments，高速液体クロマ卜グラフィ-high performance liquid 

chromatography，シリカゲルカラムクロマトグラフィ-silicag巴1column chromatography，薄層クロマトグラ

フィー thin-layerchromatography 

緒 日

副腎皮質ホルモンを含有する軟膏は，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，薬理作用

が強いため配合される含量は100g中10-100mgと少な

く，従来の比色による分析法1)-5l では妨害も多く，選

択性および定量精度には問題があった.医薬品製造承認

書に記載されている試験法のほとんどは比色分析法であ

り，これら医薬品の品質を調べるため高速液体クロマト

グラフイー(以下 HPLCと略す)による方法6)-引を検

討したところ，軟膏中の副腎皮質ホルモンを精度よく定

量することができたので報告する.また薄層クロマトグ

ラフィー(以下 TLCと略す)による予試験で，シリカ

ゲルカラムでのクリーンアッフ。方法の予見がで・きること

が分ったので，あわせて報告する.

対象とした副腎皮質ホルモンは軟膏に比較的よく使用

されるプレドニゾロン(以下 Pと略す)，ヒドロコルチ

ゾン(以下 HCと略す)，酢酸プレドニゾロン(以下

P-Aceと略す)，酢酸ヒドロコルチゾン(以下 HC-

Aceと略す)，酢酸コ Jレチゾン(以下 C-Aceと略す)，

デキサメタゾン(以下 Dと略す)，酢酸デキサメタゾン

(以下 D-Aceと略す)の 7種とした.

実験の部

1 試薬 P， HC， P-Ace， HC-Ace， C-Aceは日本

薬局方標準品を， Dは日本薬局方品を， D-Aceは医薬

品原体を使用した.パラオキシ安息香酸エステル類(ー

メチル，ーエチル，ープロピル， ブチル以下各々

PHBA-Me， PHBA-Et， PHBA-Pro， PHBA-Buと略

す)は日本薬局方品を用いた.カラムクロマトグラフィー

用シリカゲル:ワコーゲルC-200 (和光純薬)を1200，

3時間活性化して用いた. TLCプレート Kieselgel

60 F 254 (Merck)を1W，1時間活性化して用いた.内

部標準溶液 PHBAエステルのアセトン溶液(約

0.05mg/ml)を用いた.その他の試薬は特級を用いた.

2 器具および装置 クロマト管:内径 1cm，長さ

25cmのガラスフィルター，活栓付きクロマト管.

HPLC : AL TEX 1l0A型ホ.ンプに REODYNE7125型

注入口， UVILOG 5 II型検出器(応用分光)を付けた

もの.超音波洗浄器:BRANSONIC 220. 

3 試料溶液の調製 ①油脂性軟膏:ilJ腎皮質ホルモ

ンとして0.1-0.5mg相当量を10mlのスピッツ型遠心沈

殿管にとり，無水硫酸ナトリウム 1gおよびジクロルメ

タン 5mlを加え，カ、、ラス棒で時々かくはんしながら超

音波洗浄器に10分間かける.これを遠心分離し，上澄液

をシリカゲル 3gをジクロルメタンを用いて湿式法で充

てんし，さらに無水硫酸ナトリウム 1gを積層したカラ

ム柱に注ぎ，残留物はジクロルメタン 5mlずつで 3凶

同様に抽出し，全抽出液をカラム柱に注ぎ入れたのち，

カラム柱の上層の液がほとんどなくなるまで毎分 1-2 

mlの流速で流す.ついで基剤を除くためジクロルメタ

ン30mlを同様の速度で流したのち，アセトン20mlを流

し，溶出液を集める.これに内部標準溶液を定界量加え，

減圧で溶媒を留去し，残留物にメタノール 2-3 mlを

加え，超音波洗浄器に 5-10分かけ，必要ならば0.65-

1μmのメンプランフィルターでろ過し，試料浴液と

する.②乳剤性軟膏:副腎皮質ホルモンとして0.1-

0.5mg相当量をとり，飽和塩化ナトリウム溶液30mlで

*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 



90 Ann. Rφ Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 34， 1983 

Table 1. R巴sultsof TLC Rfx 100 

S工戸ど15:HC-Ace P P-Ace 

Ethyl acetate 48 23 

Aceton巴 74 62 

分液ロートに移し，ジクロルメタン15mlで4回抽出す

る.抽出液は無水硫酸ナトリウムで脱水したのち，約 5

mlまで減圧で濃縮する.この液を①と同様のシリカゲ

ルカラム柱に注ぎ，容器はジクロルメタン 5mlで3凪

洗い，全洗液をカラム柱に注ぎ入れ，以下①と問機に操

作し，試料溶液とする.

4 HPLCによる定量下記 HPLC条件により，各

ホルモンの内部標準物質とのピーク高さ比または面積比

を求め，標準溶液(ホルモン50-250μg/ml)から得た

検量線により定量する.

HPLC条件カラム HibarLiChrosorb RP-18 (7 

μm) 25cm X 4 mm i，d. (Merck)，移動相:アセトニトリ

ル・水 (1: 1 -3 : 5)，流速 1ml/min，測定波長

: 240nm，温度:室温

実験結果および考察

， TLCによる予試験:各ホルモンの約 1mg/mlジ

クロルメタン溶液を TLC板にスポットし，クロロホル

ムおよびジクロルメタンで、約10cm展開し，風乾後uv
ライト(主波長254nm)を照射するとき，いずれも原点

にとどまる.また市販の軟膏数種のジクロルメタン拙什lI

液について同様に行ったところ，クロロホルム，ジクロ

ルメタンでホルモン以外のほとんどのものが版関され

た.同様のプレートをアセトンおよび酢円安エチルで民|刻

するときの Rf{j直(X100)はTable1のとおりとなる.

この結果の Rf値が最大の D-Aceおよび最小の Pを指

標物質として選び，シリカゲルカラムによるクリーン

アップ溶媒ならびに溶出溶媒の検討を行った.

2 クリーンアップ溶媒および溶出溶媒の検討:ク

リーンアップ溶媒として，軟膏基斉IJを除く円的に合うも

のとして， TLCの手品果からクロロホルムおよびジクロ

ルメタンについて検討した.実験の音1Iに記載したシリカ

ゲルカラム柱に D-Aceの 1mg/mlジクロルメタン溶液

1 mlを入れ，吸着させたのち，クロロホルムまたはジ

クロルメタンを流し，その10mlずつを分取し，各フラ

クションについて D-Aceの含量を測定し，その結果を

Fig.1に示す.すなわち最も早く僚出されると考えられ

る D-Aceでもジクロルメタン110mlまでは溶出せず，

44 

70 

。

D D-Ace HC C-Ace 

38 55 29 49 

66 74 65 74 

Rf値の最小の Pでは200mlを流しでも溶出しなかった.

同様に Pについてアセトンまたは酢酸エチルを流し，

その流出液を 2mlずつ分取し，各フラクションの Pの

含量を測定し，その結果を Fig.2に示す.これらのこ

とからクリーンアップ溶媒にはジクロルメタンを50-

60ml，溶出溶媒にはアセトン20mlを用いることとした.

以上のことから今回検討したもの以外のホルモンを含む

軟膏のクリーンアップを行う場合，予試験として TLC

を行い，ジクロルメタンで展開するとき原点にとどまり，

アセトンまたは酢酸エチルで展開するとき Rfが Pと

D-Aceの聞に入るものの場合，同様のクリーンアップ

法が使用できるものと考えられる.

。

(1) 

Fig.l. Elution Patt巴rnsof D-Ace using CHCl3 

and CH2Clz 
(1) CHCb (2) CH2Clz 

(1) 

12 16 

Fig.2. Elution Patterns of using Ac巴tone and 
Ethyle acetat巴

(1) Acetone (2) Ethyle acetate 
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ab 

cd 
(1) 

hi 

ab 
(min) 

(2) 
hi 

b 
(min) 

a JC 

16 20 

(min) 

Fig.3. Liquid Chromatograms of Corticoids and 
PHBA esters 
(1) CH3CN : H20= 1 : 1 
(2) CH3CN : H20 = 3 : 4 
(3) CH3CN : H20 = 3 : 5 
P巴aks;a: P， b : HC， c : PHBA-Me， d : 

D， e : PHBA-Et， f : P-Ace g 
HC-Ace. h : C-Ac巴 i: PHBA-
Pro， j : D-Ace， k : PHBA-Bu 

3 HPLC条件の検討および内部標準物質の選択:

ホルモン類に対してよく使用される逆相系のカラムを選

び7)8)，移動相としてアセ卜ニトリル・水の混合液を用

い，その比を 1 1から 3: 5まで変化させた時のクロ

マ卜グラムを Fig.3に示す.これに示すように目的に合

う適当な移動相の選択を行うことにより定量できること

が分る. しかしここに示した条件では PとHCは分離

しなかったが，ホルモンが 2種類以上使用されている軟

膏はなく，問題ないと思える.またこれらの条件に合う

内部標準物質として PHBAエステル類を検討したとこ

ろ， Fig.3に示すように目的物質に応じてこれらのうち

の適当なエステルを選択すればよいことが分ったため，

これらを用いることとした.

添加回収試験および製剤の分析結果

ホルモンを含まない軟膏の 1gに各ホルモンの

O.lmg/mlジクロルメタン溶液を添加し，本法によって

定量した結果，それぞれ定量的な回収率が得られ，精度

も良好であった， (Table 2). また応用例として市販の

軟膏について行った結果を Tabl巴3に示す.

まとめ

HPLCを用いた軟膏中の副腎皮質ホルモンの分析法

の確立を意図して，抽出，クリーンアップ，溶出操作お

よび HPLCの測定条件について検討した結果， 1). 

油脂性軟膏ではジクロルメタンで直接抽出し，乳剤性軟

膏で、は水ージクロルメタン分配による抽出を行い，いず

れもシリカゲルカラムによるクリーンアップを行い，そ

の洗浄溶媒にはジクロルメタンが，溶出溶媒にはアセト

ンが最良と認められた. 2). TLCにより予試験を行

うことにより，クリーンアップおよび溶出条件が予見で

きることが分った. 3). HPLCのカラムとして Hibar

LiChrosorb RP-18が良く，移動相としてアセトニト

リル・水の比を変動させることにより，内部標準物質と

して PHBAエステルを用いて数穫のホルモンが分析で

きることが分った. 4).本法を市販軟膏中の副腎皮質

ホルモンの定量に応用した結果，再引よく分析できるこ

とが分った.
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Table 2. Recovery of Corticoids Added to Commercial Samples 
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生薬の品質評価に関する研究(第8報)

市場品紫根の品質

安田一郎ぺ浜野朋子ぺ 瀬戸隆子ぺ秋山和幸市

Studies on the Evaluation of Crude Drugs (VIII) 

Quality of Lithospermi Radix on the Market 

ICHIRO YASUDAへTOMOKOHAMANOへTAKAKOSETO* and KAZUYUKI AKIYAMA* 

Lithospermi Radix， ( SHIKON in ]apanes巴)， is used as a raw material for the dye， the preparation 

“SHIUNKO" and other preparations. This crude drug on the market is divided into two kinds， KO-SHlKON 

and NAN-SHIKON. Nine samples each of KO-SHIKON and NAN-SHIKON imported from China were ex-

amined for the visible absorption spectra and for the contents of total ash， acid-insoluble ash， loss on 

drying， diluted ethanol extract， chloroform extract and total shikonin. 

The results revealed that soils and sands were not satisfactorily removed from several samples of KO-

SHIKON because of their high contents of acid司insolubleash， and that the total shikonin content of NAN-

SHIKON varied widely from 0.5 to 6.7 percent among different samples. The content of total shikonin in 

KO-SHIKON and NAN-SHlKON was correlative with that of chloroform extract and it was possible to esti-

mate the total shikonin value based on the chloroform extract 

Keywords evaluation， crude drugs， Li・'thospermiRadix， KO-SHIKON， NAN-SHIKON， on the market， acid-

insoluble ash， total shikonin， chloroform extract 

緒言

紫根は第10改正日本薬局方(以下日局と略す)でムラ

サキ Lithospermumり'ficinaleL. var. erythrorhizon MAX 

1Mの根と規定されている 1) が，中国薬局方では硬紫根

(東北紫草)ならびに軟紫根(西北紫草)の 2種類が記

載され，前者をムラサキの根，後者を Arnebiaeuchroma 

]OHNSTの根としている2) 現在，本邦市場品紫根は，

我国の農業事情および生薬流通事情により中国産が主と

なり，本邦産紫根が流通することはないといわれる.

本生薬は古くから江戸紫などの染料，あるいは紫雲膏

の主原料として漢薬などに用いられてきたが，薬用とし

ての有効成分は，シコニンならびにその脂肪酸エステル

の誘導体3-5} とされている.そこで今回市場品紫綬を対

象に，シコニン類の含量も含め，灰分，酸不溶性灰分，

乾燥減量，希エタノールエキス，クロロホルムエキス等

の試験を実施し，生薬の品質を明らかにすることとした.

実験の部

1.実験材料および試料の調製

参考品 1982年 7月茨城県谷田部町，国立衛生試験所

筑波薬用植物栽培試験場で栽培中の，根の形態のやや異

なる 2種類のムラサキを参考品とした.これらはいずれ

も発芽後 2年を経過したものである.ムラサキは地下部

と地上部に分け，地下部を水洗後約 2週間日陰で乾燥，

粗切した後前報6) と同様小型粉砕器を用い，日局に定

める粗末7) とした.

市場品 1980-1982年東京市場で，硬紫根と称される

もの 9検体，軟紫根と称されるもの 9検体を500-1，000

gの単位で購入した.それぞれ約500gを粗切した後よ

く混和し，その約100gを参考品と同様粗末とした.

2. 灰分，酸不溶性灰分，乾燥滅量および希エタノー

ルエキス試験法

灰分，酸不溶性灰分，乾燥減量および希エタノールエ

キス試験法は日局一般試験法生薬試験法71 に従った.

3. クロロホルムエキス試験法

試料約2.3gを精密に量り三角フラスコに入れ，クロ

ロホルム70mlを加え時々振り混ぜ， 24時間冷浸.溶媒

車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
場 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， 160 ]apan 
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Analytical Results of Total Ash， Acid-Insoluble Ash， Loss on Drying， Visibl巴 Spectrum

Patt巴rnand Content of dil EtOH Extract， Chloroform Extract and Total Shikonin in Refer 

ence Samples and Commercial Samples 

Table 1. 

94 

Visible 
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Pattern 
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Shikonin 
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A 
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* Roots of Lithospermum offzαnale L. var. erythrorhizon MAXIM. which had been cultivat巴dfor 2 years at Tsukuba Ex田

periment Station of Medicinal Plants， N ational Institute of Hygienic Sciences. 

2.1 5.5 6.4 12.2 2.0 10.0 X 

可視部吸収(以下 VISと略す)スペクトルの測定お

よび総シコニンの定量は，昨年報告した紫雲膏製剤中の

総シコニンの定量81 と同様に試験した.

試験溶液はクロロホルムエキス試験の際調製した抽出

液を希釈し用いた.即ち， 100 mlとしたろ液2.5mlを

正確にとり，クロロホルムを加え50mlに希釈し試験溶

液とした.ただし吸光度が1.00を越える試験溶液は適宜

希釈した.

ろ過後フラスコおよび残留物は，ろ液が100mlになる

までクロロホルムで洗い，次にろ液50mlを正確にとり

40。以下で溶媒を減圧留去し，さらに室温， 24時間， 1. 0 

mmHg以下で減圧乾燥した.クロロホルムエキス量の

算出は，その重量に 2を乗じたものとし，また乾燥減量

によって得た数値より乾燥物に換算した試料量に対し，

エキス含量(%)を算出した.

4. 可視部吸収スペクトルの測定および総シコニンの

定量
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5. シコニン標準品および標準溶液の調製

丸善製薬側製シコニン約30mgをクロロホルム 1ml 

に溶かし，ウォーターズ働製シリカ・カートリッジ

(SEP-PAK， Part No. 51900) に負荷し，初めにクロ

ロホルム10mlを流出，次いでベンゼンー酢酸エチルエ

ステル(1 : 1 )の混液30mlを流し，シコニンを溶出

させた.溶出したシコニン画分は溶媒留去後，室温， 24 

時間， 1. 0 mmHg以下で減圧乾燥させ，シコニン標準品

とした.物理定数および各種スペクトルデータは既報8)

に記載.

標準溶液の調製は標準品約25mgを精密にとり，クロ

ロホルム50mlに溶かし，さらにこの2.0mlを50mlに

希釈した.

衛十
口
小東

600 nm 

Visible Absorption Spectra of Type A 
(A)， Type B (B) and Shikonin (C) 

500 400 

Fig.1 

乾燥減量の分析結果は，参考品および市場品とも7.2

-13.9%とほとんど変らない数値であった.

3. 可視部吸収スペクトル

それぞれの試料につき VISスペクトルを比較したと

ころ，参考品および市場品硬紫根 9検体のスペクトルは

いずれもシコニン標品のスペクトル(タイプA) と一致

した.即ち， 520 nm付近に最大吸収， 490 nm付近およ

び560nm付近に極大吸収を認めた.一方，軟紫根のう

ち2検体はタイプAの VISスペクトルを示したが，残

り7検体は， Fig. 1.に掲げるように， 420 nm付近にも

極大吸収を認めるスペク卜ル(タイプB)であった.タ

イプAとタイプBはよく類似するスペクトルであり，ま

たタイプBで， 520 nm付近の最大吸収が強いとi相対

的に420nm付近の吸収が弱くなり， shoulderとなって

タイプAとの識別が困難となる傾向にあった.関]ち，

VISスペクトルから硬紫根と軟紫根を判別することは

難しい.

4. 希エタノールエキス，クロロホルムエキスおよび

総シコニン含量

希エタノールエキス含量は，参考品では Table1に

示すようにX=61. 6%と高い測定値を示した.またクロ

ロホルムエキス含量は，参考品ではX=2.0%，硬紫根

ではX=5.7%，軟紫根ではX=5.5%の分析値を示した.

京極等は，軟紫根のシコニン類は硬紫根の約 3倍量含

有されていたと報告している引が，今回調査した18検

1. 性状

硬紫根市場品 9検体は以下のような性状を示した.

やや細長い紡錘形をなし，しばしば分枝する.長さ 5

-15 cm，径0.2-1.8cm，表面は暗紫色，皮部は薄く

剥離しやすく，ところどころ淡かっ色一淡紅色となる.

縦溝を持つものが多く，その一部は木部まで達する.折

れやすく，折面は不規則となる.周皮の外側が暗紫色で

あるのに対し内側は淡かっ色，木部は黄かっ色~黒かっ

色を示す.

軟紫根市場品 9検体は以下のような性状を示した.

やや不規則にねじれた長円柱形をなし，ワラ状にほぐ

れたものが多い.長さ 8-35 cm，径 1-8 cm，表面

は暗紫色，りん片状に重なった周皮は極めて剥離しやす

い.全体に質は軽く，柔らかく，折れやすい.折面は不

規則となり，黄かっ色を示す木部は少ない.根頭部には

しばしば黒かっ色一暗紫色の茎の残基を付着する.

2. 灰分，酸不溶性灰分および乾燥減量

参考品および市場品について分析した結果を Table1 

に燭げた.

灰分含量は，参考品では平均値X=5.1%，市場品で

は硬紫根X=10.5%，軟紫根X=10.0%の分析値を示し

た.参考品は灰分含量が低いことから無機物の含有量が

少ないものと推察される.

酸不溶性灰分含量は，参考品ではX=0.7%であるの

に対し，市場品では硬紫根X=3.8%，軟紫根X=2.0%

であり，特に硬紫根 9検体中 4検体は， 4.5-6.4%と極

めて高い測定値を示した.参考品は調製時に簡単な水洗

を行ったが，高い測定値を示した市場品は生薬調製時，

水洗あるいは土砂の除去作業が充分に行われなかったも

のと推定される.

結果および考察
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Fig.2. 

ると推察された.

結論

市場品紫根18検体について調査した結果，現在本邦市

場に流通している紫根は中国産硬紫根もしくは軟紫根と

称する 2種類の生薬であった.これら市場品について各

種試験を行ったところ，総シコニン含量とクロロホルム

エキス含量に正の相関関係を認め，クロロホルムエキス

含量から総シコニン含量を推定することも可能に思われ

た.品質上の問題として，硬紫根は土砂等の除去が充分

に行われていない懸念があり，また軟紫根は含有するシ

コニン類の含量がロットにより大きくばらつくことなど

が明らかになった.先に著者等は紫根を主原料とした紫

雲膏中の総シコニン類の定量を行い，その含量のばらつ

きを問題としたが，今回の分析結果から，これらのばら

つきは主に原料の紫根に起因するものと考えられる.

謝辞 本研究にあたり参考品としたムラサキを快く分

与された，国立衛生試験所筑波薬用植物栽培試験場生理

遺伝室，室長佐竹元吉先生ならびに同スタッフの方々に

深謝します.

体では，その総シコニン含量は，硬紫根X=2.6%，軟

紫根X=2.1%であり，硬紫根の方がやや高い結果を示

した.また硬紫根は，総シコニン含量の最小値が1.6%， 

最大値が4.6%であるのに対し，軟紫根は，最小値が

0.5%，最大値が6.7%と，ロット間に大きなばらつきを

認め，総シコニン含量の点から均一性に乏しいことが明

らかとなった.なお参考品の総シコニン含量はX=1.0% 

と低い分析値であった。

次に両エキス含量と総シコニン含量の関係について考

察した.硬紫根には，総シコニン含量と希エタノールエ

キス含量の聞に相関を認めないが，軟紫根には，危険率

0.1%以下で有意な正の相関(相関係数 r=0.932)が

確認された.また総シコニン含量とクロロホルムエキス

含量の聞には，硬紫根ならびに軟紫根とも Fig.2に示

すように高い相関性 (r=0.996および r=0.998)が得

られた.この場合傾きは硬紫根1.5，軟紫根1.6とそれ

ぞれ1.0以上の数値となったが，この理由は主に，総シ

コニン含量をシコニン類化合物中最も分子量の小さいシ

コニンに換算したことによると恩われた.またそれぞれ

のy切片から，硬紫根はクロロホルムエキス中シコニ

ン類以外の物質を1.9%程度，軟紫根は2.2%程度含有す
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ln vitroにおけるパイロジェンの微量測定法に関する研究(第3報)

注射用蒸留水および生理食塩液中のパイ口ジ、工ン(エンドトキシン)含量

宇 佐 美 博 幸 ぺ 秋 山 和 幸ぺ正木宏幸**

Study on Microassay of Pyrogen in vitro(III) 
Endotoxin Content in Distilled Waters and Sodium Chloride Irrigations 

HIROYUKI USAMIへKAZUYUKIAKIY AMAキ andHIROYUKI MASAKI** 

The present study was undertaken to determine the pyrogen contamination in distilled waters for injec-

tion and sodium chloride irrigatons with synthetic chromogenic substrate(SCS)test 

SCS test conducted on 22 distilled waters for injection and 10 sodium chloride irrigations from 1981 

to 1982 revealed that endotoxin content of distilled waters was NDー 0.10ng/mlin 14(64 % )and over 

0.10ng/ml in 8， while endotoxin content of sodium chloride irrigations was ND -0.10ng/ml in 8 and over 

O.lng/ml in 1. Only 3 of distilled waters containing more than 2.4ng/ml failed in LAL(gel clotting)test and 

JP rabbit pyrogen test. 

緒 広司

医薬品製造用水は，その用途により，日本薬局方およ

びGMP(医薬品の製造及び品質に関する基準)により

厳しく規制されている。注射用蒸留水および生理食塩液

は注射剤の溶解液あるいは輸液として大量に用いるの

で，発熱性物質試験に適合することが定められている.

しかし，発熱性物質試験は，ウサギの体温上昇度で判

定するため，ウサギの感受性の個体差に左右されやすい.

発熱性物質のなかには菌体外毒素もあるがしへその

多くは菌体内毒素(エンドトキシン)であると考えられ

ている3，4)

著者らは，新しい発色性合成基質法がエンドトキシン

検出法として，従来のウサギ発熱性物質試験および

Limulus test (ゲル化判定法)よりも高感度で定量性を

有することを認めてきた 5 叩また，ある種の菌は蒸留

水中でも増殖することが知られており，貯水時の汚染も

考えられるのに，注射用蒸留水および生理食塩液中の発

熱性物質(エンドトキシン， LPS)に関する報告はみ

られない.そこでこれらの注射剤について，本法による

エンドトキシン検出を試みた.局方発熱性物質試験およ

び従来のゲル化判定法の結果とも併わせて報告する.

実 験

1. 器具友ぴ装置

メスピペット， ミクロピペット，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2500C，30分以上乾熱滅菌した.

目立320型自記分光光度計，光束巾 2mmX光路長

10mm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. 試薬及び試料

1 )合成基質:Pyrodick帝国臓器

2) Limulus lysate :検液中のエンドトキシン検出に

はプレゲル (PGと略す，帝国臓器)を用いた.他に

PGS (帝国臓器試作品)， HSシングルテストワコー (HS

と略す，和光純薬)を用いた。

3 )エンドトキシン(内毒素， LPS) : E.coli 0111 

:B4 

4 )注射用蒸留水:市販品及びメーカ一試作品

5 )生理食塩液:市販品及びメーカー試作品

3. 実験方法

1 )合成基質法

前報の方法に従い LPS;E.coli 0111 : B4の0.1-

2.5ng/ml濃度の溶液を調製し，これを用いて検量線を

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24ー1
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

本埼玉県衛生研究所食品衛生部食品微生物科
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を(+)，落下するものは(一)と判定した。また合成

基質法のアミダーゼ活性に及ぼす影響を検討した。

結果および考察

1. 塩化ナトリウムの合成基質法およびLimulustest 

に及ぼす影響

各濃度の塩化ナトリウム溶液について合成基質法を適

用した結果，いずれも添加量に近い結果が得られ、アミ

ダーゼ活性に対する塩化ナトリウムの影響は殆んど認め

られなかった。

Limulus test (ゲル化判定法)の検出感度はそれぞれ

添付のエンドトキシンに対して lysatePGを用いるとき

1 ng/ml， PGSではより高感度で， HSでは更に感度が

高く O.Olng/mlとされている.エンドトキシン B4を蒸

留水に添加したとき，2ng/ml濃度ではすべてにゲル化

が認められた.一方0.9%塩化ナトリウム溶液で HSは

ゲルが形成されず falsenegativeとなった. PG，PGS 

はゲル形成に影響がなかった.従って生理食塩液には

PGを用いた.

34， 1983 報年研

作成し，同時に操作した注射用蒸留水及び生理食塩液中

のエンドトキシン含量を測定した。

2 )発熱性物質試験

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，検液をウサギの体重 1

kg当り 10mlを静注し， 3 -5時間測温して判定した。

3) Limulus test (ゲル化判定法)

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。

塩化ナトリウムの合成基質法およびLimulustestに

友ぼす影響

局方品の食塩を用いて 1，5， 10， 20%の溶液にエン

ドトキシン，E. coli 0111 : B4 (B4と略す)をそれぞ

れ 2ng/ml含有するように添加した。 3種の Lysateを

用いて， gel formationに及ぼす塩化ナトリウムの影響

を検討した。すなわち， PG， PGSは反応後45度に傾け

てゲル化を判定した。濁度を生じたものは(士)とした。

HSは反応後試験管を倒立して，ゲルが落下しないもの

衛
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口
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Table 2. PYROGEN CONTAMINATION IN SODIUM CHLORIDE IRRIGATION 

Rabbit pyrogen 
test]. P. 

Chromogenic assay 

ng/ml 
Gel clot 
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の高濃度汚染は一つには注射用蒸留水そのものに起因す

る可能性が示唆されたものと思われる.

総括

注射用蒸留水および生理食塩液中のエンドトキシン含

量について検討し，以下の結果を得た.

1. 市販品等の注射用蒸留水， 22検体中 8例 (36%) 

がエンドトキシン (E.coli 0111: B4) O.lng/ml濃度以

上の活性を示した.

2. 注射用蒸留水で2.4ng/ml濃度を越えた 3例は，

局方発熱性物質試験，ゲル化判定法ともに陽性であった.

3. 生理食塩液のエンドトキシン汚染は少なく，

O.lng/mlを越えるものは 9検体中 1例であった.

4. 注射用蒸留水でO.lng/ml以上のエンドトキシン

が検出された業者の輸液中の含量はやはり高く，注射用

蒸留水が輸液の汚染原因のーっとなっている可能性が示

唆された.

5. 塩化ナトリウムが共存すると低濃度でも lysate

によっては阻害が認められたが，合成基質法には影響が

なかった.
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2. 注射用蒸留水および生理食塩液中のエンドトキシ

ン含量

注射用蒸留水についての試験結果を Table1に示す.

22検体のうち0.06ng/ml.以下のものが半数以上 (14検体)

であったが， O.lng/mlを越えるものは 8例 (36%)と

低濃度域で比較的高率の汚染状況がみられた.今回精査

はしなかったが，蒸留水の貯水時にはグラム陰性菌

Pseudomonas類が増殖しうる場合があることが知られて

おり，本菌自体は非病原性ではあるが，慢性病患者，重

篤な基礎疾患のある患者，抗生剤や免疫抑制療法を受け

ている患者などに大量に曝露された場合その症状を悪化

させることが報告されている川ので注意する必要があ

る.

生理食塩液のエンドトキシン汚染例は注射用蒸留水と

比較すると少なく ，O.lng/mlを越えるものは Table2 

に示すように 9検体中 l例にすぎなかった. Limulus 

test (ゲル化判定法)あるいは局方発熱性物質試験陽性

のものはみられなかった.この結果は，エンドトキシン

が生理食塩液中で不安定で，蒸留水と比較して，加熱処

理時の半減期が著しく短いとする報告121 とも関連する

と考えられる.

製造会社別に比較すると，注射用蒸留水，生理食塩液

の品質は，各社，各ロットにより異なり， B，C，Eおよ

びF社の注射用蒸留水からはほとんど検出されなかった

が， Table 1に示したように， J社の注射用蒸留水 3例

から高濃度の汚染を検出した。又前報61 で輸液製剤中

より高濃度汚染が検出されたI社の注射用蒸留水からは

平均0.19ng/mlと比較的高濃度に検出された.一般的に

エンドトキシン汚染は製剤の製造工程中に起る可能性あ

るいは原料に起因すると考えられるが，前記I社の製品
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ガスクロマトグラフィーによる化粧品中のグリコール類およびグリセリンの定量

伊藤弘ーへ観 照雄ぺ中村義昭へ

鎌田国広ぺ吉原武俊へ原田裕文*

Determination of Glycols and Glycerin 

in Cosmetic products by Gas Chromatography 

KOICHI ITO*. TERUO KAN*. YOSHIAKI NAKAMURA*. KUNIHIRO KAMATAへ
T AKETOSHI YOSHIHARA * and HIROFUMI HARADA事

The rapid det巴rminationof propylene glycol (1，2-PG)， 1，3-buthylene glycol (1，3-BG) and glyc巴rinin 

cosmetic products wer巴 inv巴stigatedby gas chromatographic proc巴dures.The samples w巴remixed wi th 

Methanol by the ultrasonicate mixture， then the mixed materials were centrifuged. The sup巴rnatantwas 

analyzed by gas chromatography using a TENAX GC column. As internal standard， three compounds were 

adopted : ethylene glycol for 1，2-PG， 1，3-propylene glycol for 1，3-BG and 1，4-buthyl巴n巴 glycolfor 

glycerin 

Average recoveries of thes巴 compoundsadded to commercial cream were 105.8 % for 1，2-PG， 96.2 % 

for 1，3-BG and 102.9 % for glycerin and coefficients of variation w巴re0.05， 0.03 and 0.02， respectiv巴Iy.

This method was successfully applied to the analysis of some commercial samples (cream， milk lotion， 

skin lotion， shampoo). 

Keywords: gas chromatography， determination， propylene glycol， 1，3-buthylene glycol， glycerin， cosmetic 

緒 百

香粧品には，皮膚にうるおいと柔軟さを与え，製品の

乾燥を防ぐために，種々の保湿剤が使用されている。そ

の中で最も一般的に使用され，かっ化粧品原料基準に収

載されているものに，プロピレングリコール(以下 1，2

-PGと略す)， 1，3ーブチレングリコール(以下 1，3

BGと略す)のグリコール類とグリセリンがある 1)，2)

そしてこれらのグリコール類は保湿剤として使用されて

いる他に，抗菌作用の目的としても使用されている引.

また昭和55年薬事法の一部改正により，表示成分が制

定されたが，プロピレングリコールもその対象品目の一

つに指定されている41

これらのグリコール類およびグリセリンの同時定量法

には，薄層クロマ卜グラフ法51ぺ紫外部吸収分光分析

法川，高速液体クロマ卜グラフ法ト121 ガスクロマ卜

グラフ法 (GLC法)13-20)，など多くの分析法が報告され

ている. しかしながら，これらの報告はいずれも食品等

を分析したものであり，多種類の成分の混合物である化

粧品を対照としたものはない.そこで今回著者らは，化

粧品および医薬部外品に処方されている 1，2-PG，1，3

-BGおよびグリセリンについて， GLC法により，迅

速同時定量法の検討を行なったところ，精度よく定量す

ることができたのでここに報告する.

実 験 方 法

1. 試 薬 標 準 液 :1，2-PG， 1，3-BG (東京化成

工業社製特級)グリセリン(和光純薬工業社製特級)の

各々 19を精秤し，メタノールに溶解し，それぞれ10

mg/mlの液とする.

内部標準液:1，3ープロピレングリコール(以下1，3-

PGと略す)， 1，4ーブチレングリコール(以下 1，4

BGと略す)(東京化成工業社製特級)，エチレングリコー

ル(以下 EGと略す)(和光純薬工業社製特級)の各々

19を精秤し，混和してメタノールに溶解し， 10 mg/ml 

の液とする.

その他の試薬:すべて特級のものを使用する.

2. 器具および装置超音波発生装置:プランソン社

*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 ]apan 
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Table 1. Comparison of Recoveries of Glycols and glycerin added to Cream by various Extractive solvents 

Propylene glycol 

Solvent Runs Added (mg) Recovery (%) S. D. C. V.. 

Methanol 5 20 105.80 5.25 0.05 

Ethanol 5 20 87.90 5.58 0.06 

Acetone 5 20 94.36 7.59 0.08 

1， 3-Buthylene glycol 

Methanol 5 20 96.19 3.02 0.03 

Ethanol 5 20 74.50 5.11 0.07 

Acetone 5 20 100.30 7.34 0.0'1 

Glyc巴nn

Methanol 5 40 

Ethanol 5 40 

Acetone 5 40 

• S.D. Standard diviation 

•• C.V. Coefficient of variation 

Weight of each trial sample was 1 g 

製プランソニック221裂

GLC装置:島津製作所製GC-5A型水素炎イオン

化検出器付(以下 GC-FIDと略す)

データ処理装置:島津製作所製クロマ卜パック C-R

1A型

3. 試験溶液の調製 試料(クリーム，乳液，シャン

プー)約19を精秤し，メタノール25mlを加え，ガラス

棒で撹持を行ないながら， 250C， 5分間，超音波発生

装置により抽出を行なう.メタノール抽出液を遠心分離

(3500 rpm， 5分間)し，上澄液に内部標準液2.5mlを

加え， 50 ml定容として，試料溶液とした.また化粧水

を試料とした場合は，試料約19を精秤し，内部標準液

2.5 mlを加え，メタノールにて50ml定容とし，試料溶

液とした.

4. GLC条件 カラムは充填剤として TENAXGC 

を用い， Fig.1 に示した条件に従って， GLC分析を行

なった.データ処理は，データ処理装置を用いた.

実験結果および考察

1. 抽出溶媒の選択抽出溶媒としてメタノール，エ

タノールおよびアセトンについて，市販のクリームを用

いて，前項の 2および 3の方法に従って検討を行なった.

その結果， Table 1に示すように，抽出溶媒として，抽

出率，精度共に良好であったメタノールを用いることと

した.

2. 抽出時間の検討抽出溶媒としてメタノール，試

102.89 2.10 0.02 

96.72 6.44 0.07 

105.73 8. 72 0.07 

料には市販のクリームを用いて，前項の 2および 3の方

法に従って，超音波発生装置による抽出時間の検討を行

なった. 250Cにて， 0 -30分を検討したところ， 5-

10分で抽出率はほぼ100%を示したことにより，抽出時

間は 5分と定めた.

3. 内部標準の検討 (Fig.1 ) 前項の GLC条件

において，種々の内部標準物質について検討したところ，

1，2-PGに対しては EGが， 1，3-BGに井すしては1，3-

PGカヘそしてグリセリンに弁すしては1，4 -BG カfそ ~1

ぞれ良好なクロマトグラムを示した.そこで内部標準と

して， EG， 1，3-PGおよび1，4-BGを{吏用すること

とした.

4. 検量線 (Fig.2) 1，2-PG， 1，3-BGおよび

グリセリンの各標準液をとり ，1ml中に1，2-PGおよ

び1，3-BGは0.5-50mgを，グリセリンは1.0-100 

mgを含むようにメタノールにて希釈する.希釈液50ml 

に対して内部標準液2.5mlを加え，その液2ulをGLC

に注入し，内部標準法でピーク面積比により，検量線の

作成を行なった.検量線は1，2-PGおよび1，3-BGに

ついては， 10-1，000ppmの範囲で，グリセ 1)ンについ

ては， 20-2，000 ppmの範囲で直線関係が得られた.

5. 回収率および再現性 1，2-PG， 1，3-BGおよ

びグリセリンを含まない，市販のクリーム，乳液，化粧

水およびシャンプー各々 19に， 1，2-PGおよび1，3-

BG標準液2.0ml，グリセリン標準液4.0mlをそれぞれ
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Fig.l. 

本法を用し1， 1，2-PG， 1，3-BGおよびグリセリンの

分析を行なった.その結果，全試料について本定量法を

適用することができた.定量値をTable3に示す.

結論

GLC-FID法を用いた化粧品中のプロピレングリ

添加し，本法による回収率を求め，その結果をTable2 

に示した.いずれの試料においても満足できる回収率お

よび再現性が得られた.

6. 市販の化粧品の分析結果市販のクリーム40種，

乳液15種，化粧水25種およびシャンプ-13種について，
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Table 2. Recoveries of Glycols and Glycerin added to Cosmetic products 

Propylene glycol 

Sampl巴S Weight (g) Added (mg) Recovery (%)* S. D.** C.V.キ**

Cream 20 105.80 5.25 0.05 

Milk lotion 20 98.00 2.92 0.03 

Skin lotion 20 98. 75 1. 94 0.02 

Shampo 20 100.11 2.02 0.02 

1， 3-Buthylene glycol 

Cream 20 96. 19 3.02 0.03 

Milk lotion 20 98.00 1. 00 0.01 

Skin lotion 20 95.25 2.00 0.02 

Shampoo 20 97.50 。 。
Glycerin 

Cream 40 102.89 2.10 0.02 

Milk lotion 40 101. 88 4.34 0.04 

Skin lotion 40 97.00 2.92 0.03 

Shampoo 40 100.00 2.24 0.02 

* A verage of 5 trials 

•• S.D. Standard diviation 

ホ彬・ C.V. Coefficient of variation 

Table 3. Analytical Results of Glycols and Glycerin in Commercial Samples 

Sample 

Cream 

Milk lotion 

Skin lotion 

Shampoo 

Cream 

Milk lotion 

Skin lotion 

Shampoo 

Cream 

Milk lotion 

Skin lotion 

Shampoo 

Propylene glycol 

No. of Samples 
No. of Samples 

detected 

40 16 

15 9 

25 5 

13 4 

1， 3-Buthylene glycol 

40 

15 2 

25 3 

13 。
Glycerin 

40 6 

15 8 

25 14 

13 l 

Analytical Results (%) 
mtn-max 

1. 0-20. 0 

2.0-5.0 

1. 8-10. 0 

0.8-5.0 

2.5 

2.0-2.7 

0.5-5.0 

1.7-14.7 

1. 8-9. 2 

0.4-28.0 

7.0 
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Fig.2. Gas Chromatogram of glycols and 
glycerin 
GLC conditions are shown in Fig. 2 
Peak 1 ， ethylene glycol; 2， 1，2-
propylene glycol; 3， 1，3-prpylene gly-
col 4， 1，3-buthylene glycol; 5， 1，4-
buthylene glycol; 6， glycerin 

コール， 1，3ーブチレングリコールおよびグリセリンの

分離定量法について検討した.

その結果， 1)抽出溶媒としてメタノールを用いて，超

音波発生装置により 5分間抽出を行なう.また，分離定

量は， TENAX GCをカラム充填剤として用いた GLC

-FID法により，良好な精度をもって行なうことがで

きた.

2)本法により，市販化粧品(クリーム，乳液，化粧水，

およびシャンプー)中のプロピレングリコール， 1，3ー

ブチレングリコールおよびグリセリンの同時定量を行

なったところ，迅速で良好なる精度をもって分析するこ

とができた.
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家庭用品の衛生化学的研究(第8報)

家庭用エアゾール製品中の卜リク口口エチレン

およびテ卜ラク口口エチレンの分析法について

フに
本木 謙一郎*雨宮 敬ぺ鈴木助治ぺ吉原武俊*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (VlIn 
Studies on Determination of Trichloroethylene and 

Tetrachloroethylene in Household Aerosols 

KENICHIRO MORI*， TAKASHI AMEMIYAへSUKEJISUZUKI*and TAKETOSHI YOSHIHARA本

Keywords:トリクロロエチレン trichloroethylene，テトラクロロエチレン tetrachloroethylene，エアゾール

aerosols，家庭用品 householdnecessities 

緒言

家庭用エアゾール製品の噴射剤として，かつて使用さ

れていた塩化ビニールモノマーは，発がん性を有するこ

とにより昭和49年使用禁止になった. トリクロロエチレ

ン，テトラクロロエチレンは化学構造上塩化ビニールモ

ノマーと同類の化合物であり，同様に発がん性が証明さ

れているものである.最近これらの物質が一部の家庭用

エアゾール製品に使用されていることが明らかになっ

た.このものは沸点がそれぞれ87'，121'であるので，

噴射剤としてではなく，溶剤として使用されるものであ

るが，エアゾール製品に配合された場合噴射剤と同様に

経気道吸収される恐れがあるI1 厚生省は近々“有害物

質を含有する家庭用品の規制に関する法律"にもとずく

規制品目に両物質を追加する予定である21 著者らは同

規制基準中の試験方法について検討を加え，多少の知見

を得たので報告する.

実験方法

試料 昭和57年 6月に都内で購入したスプレー剤43検

体を使用した.

試薬 トリクロロエチレン標準液:和光純薬製試薬特

級品を用い，ヘキサンで希釈して0.10w/v%に調製し

た.

テトラクロロエチレン標準液:東京化成製試薬特級品

を用い，ヘキサンで希釈して0.10w/v%に調製した.

1，1，1，2ーテ卜ラクロロエタン内部標準液:東京化成

製試薬特級品を用い，ヘキサンで希釈して0.12w/v%に

調製した.

操作法21

ドラフト内において200mlのフラスコを氷冷しつつ，

家庭用エアゾールの内容物をフラスコ内に噴出させた.

ここに得た試料1.00 gをあらかじめエタノール20mlを

入れた100ml バイエルびんに精秤し，これにし 1，1，2

ーテトラクロロエタン内部標準液1.0 mlを加え，セプ

タムをしめる. 30'土 3'の水浴中にびんの首まで浸し，

ゆるやかに振り混ぜながら30分間加温する.次にこのバ

イエルびんのヘッドスペースガ、ス3μfをシリンジにと

り，カ、、スクロマトグラフに注入するーこの操作は 3回く

り返して行なった.また上記の操作法における試料1.00 

gの代わりにトリクロロエチレン標準液またはテトラク

ロロエチレン標準液を各々O.5， 1. 0， 1. 5 mlをとり，同

じ操作に従った.得られたクロマトグラムのピーク高と

内部標準物質のピーク高の比をもとめ，また 3回測定の

平均値をもとめてそれぞれの検量線を作製し試料中の含

量を求めた.

ガスクロマ卜グラフィーの条件はつぎのとおりであ

る.

ガスクロマトグラフ:島津製作所製 GC-4CM.

PFE，カラム:10%シリコン DC-200/shimaliteW (60 

-80 mesh) 3 mm持X3m，カラム温度:70'，注入口，

検出器温度:180'，キャリアーガス:N 2， 30 ml/min， 

キ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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Fig. 1. Typical Gas Chromatogram of 
Trichloroethylene and 
Tetrachloroethylene 
A : trichloroethylene 
B : tetrachloroethylene 
C: 1，1，1，2一tetrachloroethane(1. S.) 

検出器:ECD日Ni，感度:102 MO. 32XO. 01 V 

結果および考察

定性分析について

本法は微量の試料ガスを高感度検出する方法であり，

電子補獲型検出器付ガスクロマトグラフィーの特異性を

最大限利用したものである. Fig.1のガスクロマトグラ

ムに示す様にトリクロロエチレン，テトラクロロエチレ

ンおよび1，1，1，2ーテ卜ラクロロエタン(内部標準物質)

各ピークの形状，分離度，保持|時間の再現性，いずれも

良好であり，エタノ}ル，ヘキサン等 ECDに応答のな

い溶媒はクロマトグラム上にあらわれない.また市販の

試料43検体を分析した結果からも，これら 3ピークに妨

害を与えるものは認められなかった.

定量分析について

再現性の検討 トリクロロエチレンまたはテ卜ラクロ

ロエチレンを各々0.50，1. 00， 1. 50 mg (トリクロロエ

チレン標準液またはテトラクロロエチレン標準液0.5，

1. 0， l. 5 ml)をとり，定量操作に順じて測定した結果

をTable1に示した.この実験は各添加量に対しバイエ

ルびん 4本づつ用い， 1びんについて 5回の測定を行

なったものである.この結果同一びんについての各測定

値は卜リクロロエチレンについては変動係数3.0-

26.3%，テトラクロロエチレンについては変動係数2.6

'-15.3%を示した.

つぎにTable1に示した各濃度についてその第 lびん

の平均値をフ.ロットして検量線を作成し，この検量線を

基準にして，第 2-第4びんの各濃度における値を測定

した.これを回収率として Table2に示したが， トリク

ロロエチレンでは回収率50-122%と大きい“バラツキ"

を示したのに対し，テ卜ラクロロエチレンは比較的変動

の少ない値を示した.

再現性に影響を与える諸要因について

ヘッドスペースガスの気液平衡温度:バイエルびんの

インキュベーション時の温度は高い程ガスクロマトグラ

フィーに高感度を得たが，シリンジ採取時にシリンジ内

でカ蜘スが凝縮液化を起こし，再現性を低下させる. この

ことにより，インキュベーション温度は室温に近い程再

現性良く，また温度は正確である必要が認められた.ま

たインキュペーション時間については30分一 5時間以内

で一定であり，実用上問題はなかった.

ガス採取シリンジ:液体用シリンジはカ、、スクロマ卜グ

ラフ注入時に内圧によってガス漏れの可能性があるが，

一方ガスタイトシリンジの小容量のもの(10，50， 100 

μl)は一般に摩擦等の耐久性に乏しく，シリンジによっ

てはガスクロマトグラフへのガ、ス注入後のエアレーショ

ンがしにくいものもあった.また注入時セプタムゴムに

よる針先の日づまりはかなり多くあるので，針先型を横

穴式等にする必要があった.

カ、、スクロマットグラフィーの注入量:本試験法は注入

量 3μJであるが，これ以下の少注入量ではガス漏れの

問題とともに“手ぎわ"の良否に由来して再現性は低下す

る. しかし注入量を増加した場合再現性は向上するが，

試料スプレー剤の種類によってはクロマトグラム上不明

物質の長時間の溶出があり，検出器の汚れ，感度低下等

をひきおこし，迅速な分析ができない.

市販検体への適用

市販スプレー剤47検体につき本法を適応したところ 2

種の潤滑防錆剤よりテトラクロロエチレンが検出され，

定量分析の結果含有量はそれぞれ0.06，O. 02%であった.

まとめ

本法はヘッドスペース法を主体とする試験法であるこ

とから，極めて簡便であり，迅速な検査が可能である.
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Table 1. Variation of Relative Record巴rResponse at Som巴 AddedLevels of Trichloroethylene and 

Tetrachloroethylen巴

trichloroethylene 
Add巴d 0.50 mg 1. 00 mg 1. 50 mg 

vial bottle N 0 R* R* R* 

0.36 R= 0.380 0.68 R= 0.598 O. 79 R= 0.692 
0.42 SD= 0.046 O. 72 SD= 0.117 0.71 SD= 0.072 
0.42 CV=12.2% 0.50 CV=19.5% O. 60 CV=10.4% 
0.39 0.64 0.65 
0.31 0.45 0.71 

0.30 R= 0.264 0.50 R= 0.640 O. 76 R= 0.698 
0.27 SD= 0.023 0.56 SD= 0.105 0.56 SD= 0.092 

2 0.24 CV= 8.9% 0.68 CV=16司 4% 0.69 CV=13.1% 

0.26 O. 72 0.80 
0.25 0.74 0.68 

0.29 R= 0.282 0.73 R= 0.634 0.60 R= 0.632 

0.28 SD= 0.008 0.80 SD= 0.136 0.56 SD= 0.051 
3 0.27 CV= 3.0% 0.64 CV=21. 7% 0.65 CV= 8.0% 

0.28 0.53 0.68 

0.29 0.47 0.67 

0.29 R= 0.278 0.50 R= 0.572 0.64 R= 0.666 

0.29 SD= 0.018 0.36 SD= 0.150 0.64 SD= 0.065 
4 0.25 CV= 6.4% 0.59 CV=26.3% 0.59 CV= 9.8% 

0.27 0.66 0.70 
0.29 O. 75 0.76 

t巴trachloroethyl巴n巴

Added 0.50 mg 1. OOmg 1. 50 mg 
vial bottle N 0 R* R* R* 

0.79 R= 0.832 1. 53 R= 1. 374 2.44 R= 2.204 

0.90 SD= 0.068 1. 56 SD= 0.191 2.36 SD= 0.186 

0.89 CV= 8.1% 1. 27 CV=14.0% 2.02 CV= 8.5% 
0.84 1. 41 2.06 

O. 74 1. 10 2. 14 

O. 77 R= 0.740 1. 16 R= 1. 378 2.34 R= 2.052 

0.69 SD= 0.061 1. 24 SD= 0.169 1. 56 SD= 0.314 
2 0.80 CV= 8.3% 1. 44 CV=12.2% 2.04 CV=15.3% 

0.66 1. 51 2.31 

0.78 1. 54 2.01 

0.87 R= 0.842 1. 47 R= 1.372 1. 90 R= 1. 904 

0.85 SD= 0.022 1. 57 SD= 0.155 1. 81 SD= 0.062 
3 0.81 CV= 2.6% 1. 38 CV=l1. 3% 1. 95 CV= 3.3% 

0.84 1. 24 1. 89 
0.84 1. 20 1. 97 

0.92 R= 0.874 1. 32 R= 1. 286 1. 99 R= 1. 914 

0.90 SD= 0.063 1. 05 SD= 0.140 1.71 SD = 0.116 
4 O. 77 CV= 7.3% 1. 29 CV=10.9% 1. 98 CV= 6.1% 

0.86 1. 42 1. 94 
0.92 1. 35 1. 95 

R* = r巴lativerecorder respons巴(internalstandard : 1， 1， 1， 2-tetrachloroethane) 



110 Ann. Rφ Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 34， 1983 

Table 2. Recovery of Trichloroethylene and Tetrachloroethylene 

trichloroethylene tetrachloroethylene 

add巴d(%) detected (%) recovery (%) detected (%) r巴covery(%) 

0.025 

0.05 0.031 

0.031 

0.122 

0.10 0.121 

0.105 

0.137 

0.15 0.120 

0.129 

トリクロロエチレン，テトラクロロエチレンの定性的検

出に対する信頼度は高い，しかし定量分析については，

ヘッドスペース法の宿命として，かなりの誤差を考慮す

る必要がある.したがって特に違反検体の測定にあたっ

ては試験のくりかえし回数をふやし，変動係数を観察し，

その誤差を最小限に保った良好な条件下で測定を行なう

必要があると考えられる.

50.0 

62.0 

62.0 

122.0 

121. 0 

105.0 

91. 3 

80.0 

86.0 

0.048 96.0 

0.055 110.0 

0.058 116.0 

0.096 96.0 

0.095 95.0 

0.089 89.0 

O. 146 97.3 

0.135 90.0 

0.136 90. 7 
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家庭用品の衛生化学的研究(第9報)

繊維製品のホルムアルデヒド分析における妨害色素の活性炭素による除去について

雨宮 敬ぺ森 謙一郎*，鈴木助治ぺ吉原武俊市

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (IX) 

Removal of Color Materials Interfering on Formaldehyde 
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緒 国

ホルムアルデヒド (HCHO)の分析法としてアセチ

ルアセトン法(AA法)山は，感度，再現性および操

作の簡便さにおいてすぐれた方法であり，現在，繊維製

品中の HCHOの分析法として， i有害物質を含有する

家庭用品の規制に関する法律31J (以下，家庭用品規制

法と略す)で公定法として採用されている.この方法は，

繊維製品を40。の水で 1時間抽出し，得られた試験溶液

をAA法で414nmにおける吸光度を測定するものであ

る.われわれは日常業務として繊維製品の HCHOを分

析しているが，これらのなかには下着，寝衣，手袋，乳

幼児用品等，カラフルに染色されているものがあり，

400
の水の抽出操作によって試験溶液が例えば赤，桃，

黄，青などに着色することが認められる.乳幼児用の繊

維製品の場合，家庭用品規制法では HCHOの規制値が

吸光度として0.05(HCHOとして約15ppm )以下と定

められている.そのため試験溶液が特に黄色に着色し，

HCHO含量が基準値に近い時は，図 lに示すように

HCHOのスペクトルの確認がかなり困難であり， AA 

発色溶液とプランクの吸光度の差をとって数値化すると

き，真にそれが HCHOに由来するかどうか判断しがた

いときがある.さらに，試験溶液の着色の度合が大きく

なるほど，色素の妨害でその定量性が問題となってくる.

また，最近，著者らは市販のマーキングペンの

HCHO含有量を調査し4)，布への塗付実験を行って，

HCHO溶出量を調べたが，水性ペンでは抽出液が強く

着色し，公定法による測定が困難なものやスペクトルの

確認が不可能なものがみられ，試験法の改良が必要とさ

れた.

そこで，このような問題を解決するため，活性炭素を

用いて着色した試験溶液の脱色操作を詳細に検討したの

で報告する.

実 験 方 法

1.試薬 HCHO:日本薬局方ホルマリン(含量37%

以上)，その他の実験に用いた試薬は，すべて和光純薬

工業製の特級を用いた. HCHO標準液(4μg/ml )， 

AA試液およびその他の試液は，家庭用品規制法の

iHCHOJの項に従って調製した.活性炭素:粉末(和

光純薬工業).色素:食用黄色 4号(タートラジン)，食

用赤色 2号(アマランス)，食用青色 2号(インジゴカ

ルミン)

2.装置 自記分光光度計(日立製作所製 EPS-3T形)

3. 試料繊維製品およびマーキングペンは， 1982年

10月に東京都内で購入したものである.繊維製品は，生

後24か月までの乳幼児が着用するものである.また，マー

キングペンは水性であり，黄，赤，黒，青，緑の 5種の

色調のもので，その本体のデザインなどから判断すると

子供用である.

4.操作法

試験溶液の調製繊維製品:試料を細切し，その2.5

gを200mlの共栓試験管にとり，水100mlを加えたのち，

400 (土 20Jの水浴中で時々娠り混ぜながら 1時間抽出

キ東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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黄色色素(タートラジン) 繊維製品(黄) マーキングベン塗付荷(緑)

吸 0.5

光

度

( A ) 

340 

& 

0.5 

414 ま)()nm 340 

波長

a a 

0.5 

414 ぽ)()nm 340 414 ぽX>nm

1皮長 波長

図1. 脱色操作後の AA発色スペクトル

a: HCHO 20μg b:脱色後 c脱色前 d:着色プランク

する.つぎに，この液をガラスろ過器 (G2) を用いて

温時ろ過し，試験溶液とする.

マーキングペン:各色調のものを10X10cmの大きさ

に切ったサラシ布地に通常の筆記状態でむらのないよう

に塗り， 1時間風乾した.風乾後，細切した試料1.0g

をとり，以下繊維製品と同様に抽出操作し，試験溶液と

する.ここに得た溶液が着色し，活性炭素処理で試験溶

液を調製する場合には，今回検討した脱色操作(図 4) 

』こ従って行うことにする.

AA比色法 HCHOの測定は家庭用品規制法の

HCHOの項に従って行う.すなわち，試験溶液5.0ml 

をとり， AA試液5.0mlを加えて振り混ぜ， 40'の水浴

中で30分間加温し， 30分間室温で放置後，空試験溶液を

対照として414nmにおける吸光度を測定する. jjlJに

HCHO標準液5.0mlをとり，同様に操作して吸光度を

測定し，公定法に示す式から数値化して試料 1g中の

HCHOの濃度を求めた.

結果および考察

AA法における試験溶液が着色している場合，色素の

脱色は基本操作として活性炭素処理を中心に考えたの

で，その操作の条件について検討を行った.

1.パッチ法およびカラム法による活性炭素処理 ま

ず，活性炭素のカラムクロマトグラフイーについて検討

した.すなわち，活性炭素としてはクロマトグラフ用お

よび粉末の 2種類を用い，各々0.5，1. 0 gを内径 10ま

たは 20mmのカラム管に水を用いて充填した.これに

HCHO 20μg，黄色色素(タートラジン) 5 mgを合む

水溶液 5mlを添加してカラム法の適否をみたところ，

粉末の活性炭素では，すぐに目詰まりをおこし操作が困

難であった.また，クロマトグラフ用も HCHOを回収

するのに溶出液が25mlになるまで水を流す必要があ

り，いずれの場合も完全に脱色されず，溶出液が黄色を

呈した.つぎに，パッチ法については，やはりカラム法

の場合と同様に 2種類の活性炭素を用い， HCHO60μg， 

黄色色素5mgを含有する水溶液 (HCHO濃度 4ppm) 

を加え， 30秒間振とう，脱色，ろ過の順で操作して検討

したところ，粉末の活性炭素処理の方が完全に脱色され，

操作も簡便に行うことができた.この際， AA法で 5

mlの試験溶液を要することを考えると，活性炭素に添

加すべき試料溶液の液量は15ml 以上必要で、あった.ま

た，ろ過に用いるろ紙(東洋ろ紙)は，一般用の No5A， 

5Bよりも微細沈殿物用の No5Cが最適で、あった. し

たがって，活性炭素処理はパッチ法で，粉末活性炭素を

用い，試験溶液の液量は15ml，ろ過に用いるろ紙は No

5Cと設定し，以下の検討を行った.

2.脱色に必要な活性炭素量黄色色素(タートラジン)

を用いて，この色素の脱色に必要な活性炭素の使用量を

検討した結果を図 2に示す.すなわち，色素15mgに対

して活性炭素0.25g以下では脱色不能であったが， 0.5 

g以上では完全に脱色された. しかし， HCHOの回収

性は，活性炭素を増加するに従って低下することがわ

かった.また，活性炭素0.5および0.75gの HCHO凶

収性は，良好であり，一定していた.以上のことから必

要な活性炭素量は0.5gが適切であり，この条件下の色
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十今

ω -T¥ HCHo 20μg I HC附 20珂

~ 0.5 rt丸一本 (?) 
( A) 

。 0.5 1.0 1.5 2.0 

活性炭素琵(耳)

図2 黄色色素の脱色に要する活性炭素量

活性炭素処理:パッチ法，試料溶液量:15 

ml， 
試料溶液:黄色色素(タートラジン)

15mg + HCHO 60μg， 
一一〈ト一一:処理後の HCHOの AA発色，

一一合一一:処理後の残留色素， A : 414 nm 

の吸光度

素量は，通常の試験溶液の着色に比べて極めて多量であ

ることから，実際上十分脱色できると考える.従って活

性炭素量を0.5gと設定することにした.

3.活性炭素0.59における脱色効果 黄色色素(ター

トラジン)を用いて，これを0.5-25mgまで添加し，

活性炭素0.5gの脱色能力をみたところ，図 3のような

結果を得た.図 3に示すように黄色色素20mg以上では

脱色されなかったが， 15mg以下ならば完全に脱色され，

限界は15mgであることがわかった.やはり活性炭素

0.5 gで共存色素の除去は十分と考える.

4.添加回収実験 今回検討した条件設定の結果から，

図 4に示すように AA法における脱色操作を設定し，

ここで，黄色色素(ター卜ラジン)，赤色色素(アマラ

ンス)，青色色素(インジゴカルミン)をモデルとし，

HCHOの添加回収実験を行った.すなわち， HCHO 15， 

30， 60μgのレベルに対して各色素を 5mgずつ含有す

るように試験溶液15mlを調製し，図 4の脱色操作に

従って検討した.同時に HCHO60μgを標準として同

様に操作して，公定法に従って測定値の数値化を行った.

その結果，表 lに示すように各レベルでほぼ良好な回収

。 5 10 15 20 25 

添加色素量(mg ) 

図3. 活性炭素0.5gにおける黄色色素の脱色効果

活性炭素処理:パッチ法，試料溶液量:15 

ml， 
試料溶液:黄色色素(タートラジン) 15 

mg + HCHO 60μg， 
一一-0-一一:処理後の HCHOの AA発色，

一一込一一:処理後の残留色素， A : 414 nm 
の吸光度

試料 1.0-2.5g 

I 7.1<100 ml 
40' 1時間抽出

温|時ろ過 (G2フィルター)

試験溶液 15-20 ml 

l活性炭素0.5g 

脱色， 30秒間振とう

ろ過 (No5 Cフィルター)

| ろ液 5mlをとる

AA法

可L部腕(山)

図4. AA比色分析における脱色操作

率が得られ，変動係数も 5%以下であった.この際，ス

ペクトルから HCHOの吸収が確認できた.その例を図

lに示す.従って， HCHO分析に図 4の脱色操作を組

み入れても定量性はそこなわれないと考える.
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添加回収 実験 1)表I

収

素

素

素

素

素

色

色

色

色

色

色

色

色

色

色

黄

黄

黄

赤

青

変動係数(%)

1.1 

3. 7 

1.5 

3.9 

1.5 

率(%)3)

91. 6 

90. 7 

90.0 

91. 5 

92.1 

回HCHO添加量 (μg)

に
d

ハU

ハU

ハU

ハU

1-
丹、

υ
p
o
n
J
η
J

素色

1 )活性炭素量:0.5 g，試験溶液:15 ml 

2 )色素添加量 5mg 3) 5回繰返し実験の平均値

実際試料の HCHO分析例表2.

本

マーキングペン塗付布 1)

マーキングペン塗付布 1)

マーキングペン塗付布 1)

マーキングペン塗付布 1)

マーキングペン塗付布 1)

マーキングペン塗付布 1)

乳幼 児 服

乳幼 児 服

乳幼 児 服

乳幼 児 服

公 定 法21 (ppm) 

* 31 

45. 7 

38.9 

85.3 

26. 7 

*引

30.8 

13.8 

17.4 

16.8 

法 (ppm)

54.0 

48.0 

44.0 

84.0 

32.0 

60.0 

32.0 

14.4 

18.6 

18.4 

量(g)

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

2.5 

2.5 

2.5 

2.5 

料試素色

赤

青

青

緑

黒

黄

青

黄

黄

赤

出溶料試

1 )マーキングペンを塗付した布 (10X10cm画)で，いずれも色素が強く溶出した.

2 )着色試験溶液をブランクとして， AA発色液との吸光度の差をとり数値化した.

3 )色素の強い溶出のため，公定法では測定不能であった.

HCHOの確認と定量測定に適用できることがわかった.

特に公定法で測定不可能な黄色や赤色の着色のときに有

効である.

謝辞 本研究を行うにあたり多大な御協力をいただい

た東京都衛生局薬務部薬事衛生課家庭用品担当乙益励三

郎氏ならびに大角悦子氏に深謝いたします.
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5. 実際試料への応用 本脱色操作を表 2に示す乳幼

児用衣服およびマーキングペン塗付試料の HCHO分析

に適用したところ，公定法では溶出色素の妨害のため測

定不可能であった黄や赤のマーキングペン塗付試料でも

定量することができた.また，他の塗付布においても試

験溶液が強く着色したが，図 lに示すように HCHOの

極大吸収が確認できた.黄色に着色した乳幼児用衣服も

図 1に示すように微量の HCHOを確認することができ

た.従って本操作は，実際の試料に十分適用できると考

えられる.

まとめ

今回検討した脱色操作は，活性炭素0.5gを用い，パッ

チ法で処理すると簡便に妨害色素の除去ができ，
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家庭用品の衛生化学的研究(第10報)

布地染色周マーキングぺン中のホルムアルデヒドについて

鈴木助治へ雨宮 敬 ぺ森 謙一郎*音原武俊*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (X) 

Formaldehyde in Commercial Oil Base and Water Base Marking Pens 

Used for Dyeing of Cloth 

SUKE]I SUZUKド， T AKASHI AMEMIY AへKENICHIROMORIホ and

TAKETOSHIYOSHIHARA* 

Keywords:ホルムアルデヒド formaldehyde，油性マーキングペン oilbase marking pen，水性マーキングペン

wat巴rbase marking pen，マーキングペン markingpen，家庭用品 householdnecessities 

緒 号
国

市販のマーキングペンは，通称「マーカー」といわれ

る文具類の一種であり，学校や家庭において個人が使用

する日用品である.従って，有害物質を含有する家庭用

品の規制に関する法律1) (以下家庭用品規制法と略す)

で一般消費者の生活の用に供される製品と定義されてい

る家庭用品に属すると考える.マーキングペンの生産出

荷量は非常に多く，年間約 9億本といわれ，その材質上

の品質などは]1 S規格制によって定められている.

従来，これらのものは名前書きなどの筆記用具として主

に黒色インキのマーキングペンが多く用いられていた

が，現在では繊維製品専用の表示にみられるように，繊

維製品にサインや図画の記入にも使用されており，その

利便性，用途の拡大と共に多種多様の色調のものや使用

目的をもっ製品が市販されている.最近われわれはこれ

らの流通販売されているマーキングペンの一部のものか

ら高濃度のホルムアルデヒド (HCHO)を検出した.

家庭用品における HCHOの含有量の規制は，上記法律

た基づき下着，寝衣，手袋などの繊維製品またはつけま

つげ，かつらなどの接着剤に限って実施されているが，

マーキングペンは規制の対象になっていない.

そこで，市販マーキングペンの実態調査を目的とし，

145穫のマーキングペンについて HCHOの含有量を測

定した.また，繊維製品への利用を考慮して塗付実験を

行い， HCHOの残存震の調査を行った.

実 験 方 法

1.試薬 HCHO:日本薬局方ホルマリン，その他の

実験に供した試薬は特級を用いる. HCHO標準液(4 

μg/ml)，アセチルアセトン試液および他の試薬の調製

は家庭用品規制法1) の「ホルムアルデヒド」の項に従っ

て行う.

2.装置 自記分光光度計:日立製作所製EPS-3

T形

3.試料昭和57年 6月に東京都内の文房具広より購

入したマーキングペン145種，また，メーカーより提供

されたマーキングベン用インキ 1種，ペン先 8種，吸収

体 7種を試料とした.

4.試験法 HCHOの分析は主として公定法である家

庭用品規制法1) の「ホルムアルデヒド」の項に従う.

4-1 水蒸気蒸留法 145種のマーキングペンについ

ては，ベン先を取りだすか，または容器の先端部分を切

断してペン内部にあるインキが含浸した吸収体を取り出

し，これを圧してガラス製サンプリングボート上にイン

キをしぼり 0.5-2.0gを秤取する.また，ぺン先，吸

収体については，これを細切し 2.0gを秤取する.これ

らの試料を二径フラスコに入れ，水50mlおよびリン酸

溶液 3mlを加えたのち，留液が190mlになるまで水蒸

気蒸留を行い，水を加えて 200mlとし，試験溶液とした.

4ー2 溶出試験 ペン先，吸収体は細切して 2.0gを

秤取し， 400 の水100mlで1時間溶出する.これを G2

本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 H目 lth
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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市販マーキングペン中のホルムアルデヒドの検出例表1.

HCHO含有量11

(ppm) 

1

2

3

4

5

6

7

1

2

3

4

5

6

7

8

9

日

1

2

1

2

3

4

5

6

1

2

3

1

2

1

2

1

2

3

4

5

6

A

A

A

A

A

A

A

B

B

B

B

B

B

B

B

B

B

C

C

D

D

D

D

D

D

E

E

E

F

F

G

G

H

Y

A

-

-

J

J

I

-

-

5090 

4500 

4110 

2630 

2010 

2180 

58 

1980 

1880 

1380 

1600 

926 

1260 

1660 

1670 

1790 

67 

1450 

1050 

3100 

2630 

1500 

210 

388 

412 

351 

294 

306 

2080 

365 

424 

68 

169 

85 

837 

411 

406 

405 

120 

81 

メーカー

A

A

A

A

A

A

A

B

B

B

B

B

B

B

B

B

B

C

C

D

D

D

D

D

D

E

E

E

F

F

G

G

H

I

-

-

J

J

J

J

 

用途

名前書き用

名前書き周

名前書き用

名前書き用

名前書き用

布地用

布地用

布地用

布地用

布地用

布地用

布地用

布地用

布地用

布地用

布地用

布地用

布地用

布地用

名前書き用

名前書き用

名前書き用

絵書き用

絵書き用

絵書き用

布地用

布地用

布地周

一般用

一般用

一般用

名前書き用

絵書き周

一般用

一般用

一般用

一般用

一般用

一般用

一般用

油性・水性

油性

油性

油性

油性

油性

油性

油性

無表示*

無表示*

無表示市

無表示本

無表示*

無表示*

無表示*

無表示本

無表示*

無表示*

油性

油性

油性

油性

油性

水性

水性

水性

無表示

無表示

無表示

油性

油性

油性

油性

水性

油性

油性

油性

油性

油性

油性

油性

色調

黒

青

赤

黒

黒

黒

黒

黒

黒

黒

赤

黒

黒

青

燈

紫

緑

黄

茶

黒

黒

黒

黒

黒

黒

黄

茶

緑

茶

桜

茶

黒

黒

黒

黒

黒

青

緑

黄

青

青

青

赤

試料

これらのペンは内部に吸収体を有せず，インキそのものが内政

1 )水蒸気蒸留法で測定したインキ中の含有量を示す.

. .水溶性インキであり，水性ペンと判断する.また，

されている.
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表 2.マーキングペン塗付布中のホルムアルデヒド

残存量

試料
HCHO残存量 (ppm)11 

塗付後 1時間放置塗付後24時間放置

A 4' 126 55 

A5 90 36 

A 6' 303 73 

B3 609 19 

B4 204 56 

B5 310 36 

C 1 • 112 102 

C 2 102 44 

D4 71 14 

D5 11 6 

D6 6 ND  

E 1 64 25 

E2 33 48 

E3 39 23 

F 1 149 61 

G 1 12 ND  

H 50 13 

24 ND  

1 )データは溶出試験 3回の平均値を示す.

ND:不検出

*洗濯実験における HCHO残存量が15ppm以上のもの

を示す. A 4 : 15 ppm， A 6 : 17 ppm， C 7 : 25 

ppm 

ガラスフィルターを用いてろ過し，試験溶液とした.

塗付実験 4-1の水蒸気蒸留法で HCHOを検出した

マーキングペンと同種のものについて，さらし布 (20X

20cm画)に筆記状態で出来る限り均一に塗付し，室温

(約240

) に放置する.塗付のち 1時間および24時開放置

した布を2.5gづっ 3つの試料に分割，秤取し，溶出試

験を行い，試験溶液を調製した.

なお，水性マーキングペンの塗付実験においては，

試験溶液が強く着色するものがあり，アセチルアセトン

法による定量において HCHOの極大吸収 (414nm)が

確認されず，測定が困難であったため，活性炭素処理41

で脱色したのち分析を行った.

洗濯実験塗付のち24時間放置の布を分液ロートに

入れ，中性洗剤0.5gを含む水300mlの溶液を加え 3分

間振とう洗浄し，ついで水300mlで 3回振とう水洗す

る.布をしぼって脱水し， 30-32。で 1時間乾燥する.

この塗付布を2.5gづっ 3つの試料に分割，秤取し，溶

出試験を行い，試験溶液を調製した.

4-3 アセチルアセトンによる定量法試験溶液

5.0mlをとり，アセチルアセトン試液5.0mlを加えて振

り混ぜ， 400

の水浴中で30分間加温し， 30分間放置後，

空試験溶液を対照として414nmにおける極大波長で吸

光度を測定する.別に HCHO標準液5.0mlをとり，以

下同様に操作して吸光度を測定し，公定法に示す式から

数値化して試料 19中の HCHOの濃度を求めた.

結果および考察

1.市販マーキングペンの HCHO含有量

水蒸気蒸留法によって市販マーキングペン145種のイ

ンキ中の HCHO含有量を測定したところ，全体の27%

に相当する40種のペンから検出され，最高5090，最低

58ppm，平均1298ppmも含有していた(表 1) 

145種のマーキングペンを用途別に分類すると，布専

用や名前書きなどの表示があり，布に使用可能とうたっ

ている布地用が65種，可能性の少ない一般用が80種であ

る. HCHOを含有するペンは布地用65種中25種40%に

相当し，高い検出率を示した.そのうちの19種について

は，表 lに示すように HCHO含有量が1000ppm以上と

高濃度であった.これに対して一般用80種中 HCHOが

検出されたペンは， 15種17%にすぎず，かっその含有量

も布地用よりかなり低濃度であった.従って， HCHO 

含有量および検出率ともに布地用マーキングペンの方が

一般用のものに比べて高い傾向がみられた.

2. 塗付布中の HCHO残存量

HCHO含有マーキングペンは，布地用に多いことが

明らかになったが，これらを繊維製品に使用した場合，

HCHOが展着，残留することが予想される.そこで，

ペンを筆記状態で使用して布に塗付し， HCHOがどの

程度残留するかを検討した.

表 2に18穫のペンについて行った塗付実験の結果を示

す.塗付のち 1時開放置は塗付直後の状態を示すものと

考えられ，この条件では HCHO残存量がかなり高濃度

であった.現在，家庭用品規制法11 においては，繊維

製品の HCHO規制値が24ヶ月以内の乳幼児用は吸光度

0.05 (濃度として約15ppm)以下，その他の子供用，大

人用は75ppm以下と定められている.表 2に示すよう

に，塗付のち 1時間放置では75ppm以上の HCHOが残

存しているものが 9種認められ， 90 -609ppm，平均

223ppmであった.また， 15以上75ppm以下が6種あり，

24ー7lppm，平均 47ppmの HCHOが残存していた.こ

れら15種のペンのうち11種が布地用である.塗付のち24

時間放置については， E 2の1例を除くと， 1時開放置
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表 3. マーキングペン用のペン先，吸収体中のホルムアルデヒド含有量

材質 HCHO含有量 (ppm)
試料

水蒸気蒸留法繊維樹脂 固定用樹脂 浴出試験

ペン先 ポリエステル メラミン 14200 31 

ペン先 ポリエステル メラミン 1550 6 

ペン先 アクリル メラミン 863 22 

ペン先 アクリル メラミン 705 7 

ペン先 フェルト(再利用繊維) 53 ND  

ペン先 ポリエステル ウレタン ND ND 

ペン先 ポリエステル ウレタン ND ND 

ペン先 ナイロン ウレタン ND ND 

吸収体 羊毛フェル卜 メラミン 35900 2540 

吸収体 ポリエステル メラミン，ウレタン 3360 7 

吸収体 ナイロン ウレタン

吸収体 ポリアセタール

吸収体 ポリエステル

吸収体 ポリエステル

吸収体 ポリエステル

ND:不検出

に比べて HCHO残存量が減少し， ND-102ppm，平均

34ppmであったが， C 1の l種が75ppm以上，他の11

種も 15ppm以上と HCHOが検出され，残存量はやはり

布地用ペンに多いことがわかった.

なお，表 2に示した18種のマーキングペンについて，

塗付のち24時開放置してから洗濯実験を行い HCHOの

残存量を調べたところ， 15種は検出されなかったが， A 

4， A6， C1の 3種は 15，17， 25ppmと規制値

15ppmを超える HCHOの残存が認められた.

以上の結果から，これらのマーキングペンを衣料品に

使用した場合，実際上かなり長時間規制値を超えて

HCHOが残留する可能性があり，保健衛生上の見地か

らみて少なからず問題があると考える.

3. HCHOの原因物質に関する考察

マーキングペンインキ中の HCHOの存在は，①ペン

の材質から溶出する，②インキ自体に含有するの 2点に

起因すると考えられる.まず，①については，ペンが構

造上合成樹脂製のペン先と吸収体より成り立っているこ

とを考え，表 3に示すようにペン先，吸収体の HCHO

を分析した.水蒸気蒸留法で調べた場合，いずれも繊維

固定用にメラミン樹脂を使用しているとき，高濃度の

HCHOが検出された.

しかし，溶出試験では羊毛フェル卜の吸収体

(2540ppm)を除いてほとんど認められなかった.さらに，

ND ND 

ND ND 

ND ND 

ND ND 

ND ND 

フェルトペンの溶剤 51 として通常用いられるヘキサン，

アセトン， トルエンの等量混合溶媒で，表 3に示す

14200ppmのペン先， 35900および3360ppmの吸収体を

3時間浸演し，この液でさらし布に塗付して30分間風乾

のち，直ちに溶出試験したところ，いずれも HCHOを

検出しなかった.また，実際のマーキングペン 2種(黒，

油性，一般用)において，水蒸気蒸留法で吸収体，イン

キいずれも検出されず，ペン先のみ1730，4430ppmの

HCHOが確認されたものについて筆記状態で塗付実験

を行ったが，それぞれ10， 6 ppmとわずかに HCHOの

溶出が認められたにすぎなかった.従って，①の材質に

起因する可能性は少ないと考えられる.

つぎに，②については，表 lに示すC1の原料インキ

(黒，油性， HCHO 1590ppm) を検討した.すなわち，

インキ (3.2g)を活性炭素のカラムクロマ卜グラフィー

を行い， CHCb， MeOH，水の順に流し 3つの分聞にわ

けた.各分画を水蒸気蒸留法で試験したところ， CHCh 

分画に3940ppmの HCHOが検出されたが，他の分両は

HCHO含有量が低かったので，この分画に HCHOの本

体が存在すると推定された.このものは CHChに易的，

水に不溶で固形をなす.1 R (CHCb)，νmax 3400， 1600， 

1330， 1160cm -1)， IH-NMR (CDCb) (0' 3.38(s)， 

7. 0 -7. 5 (m) ppm，日本電子社製 FX -270NMR装

置)， 13C-NMR (0' 73.8 (t)， 125-130ppm)のデー
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タから例えばトルエンスルホン酸アミドホルムアルデヒ

ド樹脂61 のようなものが推察される.つぎに，表 1に

示す B8 (黄)は， CHCbに不溶，水に易溶であり，

水性インキと判断できるもので，これについて検討した.

B8インキ (2.2g)をとり，加水して活性炭素(1 g ) 

のパッチ法で処理後アセチルアセトン比色法で測定した

ところ，ろ液lこ1400ppmのHCHOが検出され，クロモ

トロプ酸による定性分析71 でも HCHOの存在が認めら

れた.

以上の結果から，マーキングペン中の HCHOは材質

に由来するものでなく，インキ自体に起因すると推定さ

れる.この場合，例えばC1の油性ペンでは， Iどんな

ものにも使用できる」とか，洗濯時などインキの脱溶を

防止する等の目的のため，展着剤として加工した低重合

ホルムアルデヒド樹脂に原因すると思われる.また， B 

8の水性ペンのような場合には，防腐剤として遊離

HCHOの添加が考えられる.防腐剤として用いる

HCHOは， 500ppm以上71 の濃度で効果があり，表 1の

B1-B9のインキは HCHO含有量が926-1980ppm 

でその可能性が大きいと思われる.

まとめ

今回の調査によって市場で流通販売されているマーキ

ングペンの一部に高濃度の HCHOが存在することが明

らかになった.これらのマーキングペンのなかには，「無

毒J，I万一，お子さまがなめても全く心配ありませんJ，

「手や体につけてもかぶれなしりの表示がなされている

ものがあるが，実際上，衣料品にサインや図画の記入に

使用した場合にかなりの HCHO汚染が生ずるものと考

えられる.塗付実験の結果から，その場合に繊維製品に

相当長い時間規制値を超えて HCHOが残留すると推定

される.このようなことからマーキングベンに HCHO

が存在することは，保健衛生上の見地から問題があると

云えよう.なお，このマーキングペンのホルムアルデヒ

ド問題により上記の「無毒」等の表示が自粛されるにい

たった.
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生カキが原因食品と推定された毒素原性大腸菌食中毒2事例の調査成績

甲斐明美術 ，伊 藤

高橋正樹へ松下

武ぺ斎藤香彦へ柳川義勢へ稲葉美佐子.

秀へ工藤泰 雄 へ 坂 井 千 三 ぺ 篠 原 楢叫

Two Outbreaks of Oyster-associated Food Poisoning Due to Enterotoxigenic 

Escherichiαcoli 027: H7 

AKEMI KAI*， TAKESHI ITOH*， KAHIKO SAITOへYOSHITOKIYANAGAWAへ
MISAKO INABAへ

MASAKI TAKAHASHI*， SHIGERU MATSUSHITA*， YASUO KUDOHへ
SENZO SAKAI* and TADASHI SHINOHARA** 

In December 1980 and January 1981， two outbreaks of oyster-associated food poisoning due to en. 

terotoxigenic Escherichia coli 027 : H7 occurred in Tokyo 

In the first outbreak， 138 (41.4%) out of 333 persons between the age of 15 and 65 became ill with gas. 

trointestinal symptoms aft巴reating raw oysters at a restaurant. The mean incubation period was about 33.5 

hours. The major symptoms observed in the patients were diarrhe呂 (85.5%)，abdominal pain (56.5%)， nausea 

(52.2%) and chill (42.8%). Enterotoxigenic E.coli 027 : H7 were isolated from 24 (30.4%) of 79 fecal speci. 

mens. 

In the second outbreak， 36 (57.1%) of 63 persons b巴tweenth巴 ageof 19 and 40 also developed gas. 

trointestinal symptoms after eating raw oysters at a restaurant. The mean incubation period was about 31.7 

hours. The major symptoms were diarrhea (88.9%)， abdominal pain (77.8%)， nausea (75.0%) and vomiting 

(61.1 %). Enterotoxigenic E.coli 027: H7 were isolated from 5 (41.7%) of 12 fecal sp巴cimensof patients. 

E.coli 027 H7 organisms isolated from the two outbreaks produced heat-stable enterotoxin (ST) 

alone 

Keywords: Enterotoxigenic， Escherichia coli， Food poisoning， Oyster 

緒 -z 
z司

腸炎起病性大腸菌による食中毒は. 1967年一1980年ま

での14年間に東京都内で74事例が確認されている.

これらの腸炎起病性大腸菌食中毒のうち，感染経路を

特定できたのは74事例中56事例で，その77%にあたる43

事例は食品に起因するものであった.原因食品としては，

会社・学校・寮などで提供された給食，あるいは飲食屈

などでの会食料理と推定されるものが多いが，ほとんど

の場合その食品の内容までは明らかにされていない.

著者らは，今回生カキを原因食品とした毒素原性大腸

菌による食中毒例 2事例を明らかにしたので，本例の概

要を報告するとともに，カキによると推定される原因不

明食中毒についても考察を加えた.

被検材料および方法

1 被検材料 カキによる食中毒と推定される 2事例の

患者ふん便および同時喫食者で非発病者のふん便，そし

て調理従業員のふん便を対象に菌検索を実施した.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中に

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，調査時に残品の保存がなかったので，菌

検索を実施できなかった.

2 病原菌の検索被検材料の直接分離培地として，

*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噌 160Japan 

H 東京都衛生局環境衛生部食品衛生課
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SS寒天， DHL寒天，マツコンキー寒天， TCBS寒天，

ピブリオ寒天，卵黄加マンニット食塩寒天，ポリミキシ

ン加 CW寒天，スキローの血液寒天，カナマイシン加

卵黄 CW寒天を，増菌培地として，塩化ストロンチウ

ム培地， 2 %食塩加アルカリペプトン水，エルシニア増

菌用リン酸緩衝液，カンピロパクター増菌用 CEM培

地1)，チオグリコレート培地を用いて，赤痢菌，サルモ

ネラ，腸炎起病性大腸菌，エルシニア，プレシオモナス，

エロモナス，ピプリオ，黄色ブドウ球菌，セレウス菌，

カンピロパクターおよびウエルシュ菌などの腸炎起病性

細菌を対象に検索を実施した.

大腸菌の分離・同定は， 37"C， 18-24時間培養した

DHL寒天平板より，出現した集落を 5コロニーずつ釣

菌し， TSI寒天および LIM培地を用いて予備同定試験

を行い，更に詳細な生化学的性状を試験して， Cowan 

& Steel'l の記載に従って同定した.分離・同定した大

腸菌については，後述する方法で血清型別と毒素産生試

験を行った.

3 血清型別試験 分離した大腸菌の O抗原は，市

販の病原大腸菌診断用抗 OK血清および抗 O血清を用

いて，常法に従いスライド凝集反応および試験管内凝集

反応により型別した

大腸菌の E抗原型別試験には，当所で標準株を用い

て自家作成した H 1 -H 56の抗 H血清を用いた.被検

菌をクレーギー管を用いてその運動性を増強させた後，

Hブイヨン (Difco)で37'C， 5 -6時間培養し， 0.6% 

ホルマリン加生理食塩液を本培地に同量加えて H抗原

液とした.本抗原液を用いて，試験管内凝集反応により，

H抗原型を決定した.

4 大腸菌毒素産生試験 分離した大腸菌について易熱

性毒素(heat-labil巴巴nterotoxin，L T)および耐熱性毒

素(heat-stabl巴 enterotoxin，ST)の検査を行った.

三角コルiベン (100ml伺)に， Evansらのカザミノ

酸と酵母を主体とした毒素産生用培地3110mlを分注し，

本倍地に供試菌を接種後， 37"Cで18-20時間振とう培養

した.培養菌液は， 12，000 r.p.ffiで20分間冷却遠心し，

その遠心上清をメンプランフィルター(孔径0.45μ m)

でろ過・除菌して毒素検査用試料とした. LTは逆受身

赤血球凝集反応法41 tこより， STは乳のみマウス胃内投

与法引により調べた.

成績

1 事例 1の疫学・細菌学的成績

疫学調査成績:1980年12月19日一20日にかけて東京都

内の某ホテルで， 18グループの531名が会食を行った.

そのうち， 8グループの333名中138名が20日-23日にか

けて食中毒症状を呈した.発病率は41.4%である(表 1). 

患者の主要症状は表 2に示すように，下痢 (86%)， 

腹痛 (57%)，眠気 (52%)，悪感 (43%)および幅吐 (34%) 

である.下痢は118名に認められ，軟便一水様便で，そ

の回数は 3回以下が60名， 4 -7回が31名， 8回以上が

14名であった.粘血便は認められていない.腹痛は下腹

部痛であった.幅吐は， 47名にみられ，その回数は 3回

以下が31名， 4 -6回が 6名であった.発熱は40名に認

められ， 38'C末満が16名， 38'C以上が8名であった.

潜伏時間は図 lに示すように， 3 -64時間で平均33.5

時間のほぼー峰性のピークを示した.予後は良く， 3日

以内にほぼ全員が回復した.

I奥食状況調査により，食中毒の発生した 8グループに

共通した料理は生カキの殻付レモンカクテルであるこ

と，同一料理内容で生カキがメニューからはずされてい

た2グループからは発病者がいないこと，および!奥食状

況マスターテープルの結果，生カキが原因食品と推定さ

れた.本生カキは， 18日一19日に三重県より都内の業者

を経て仕入れられ，当施設で19日と20日の両日にわたっ

て提供されていた.

細菌学的検査成績:患者が喫食した生カキの残品はな

く，病原菌の検査は実施できなかった.

患者ふん便からは，赤痢菌，サルモネラ，腸炎ビブリオ，

エルシニア，カンピロパクター，ウエルシュ菌などの腸

管系病原菌は検出されなかった. しかし， 2 -4病日の

患者ふん便79件中24件 (30.4%)より， ST産生性の毒

素原性大腸菌027: H7が検出された.

2 事例 2の疫学・細菌学的成績

疫学調査成績:1981年 1月12日一16日にかけて東京都

内の某レストランで会食料理を喫食した A，B， C，の 3

グループの63名中36名が食中毒症状を呈した.発病率は

57.1 %である(表 1). 

A グループ。は， 1月12日に17名で会食したところ 1

月13日-14日かけて10名 (58.8%)が発病した.Bグルー

プは l月13日に11名で会食したところ14日一15日にかけ

て9名が，そして18日に l名が発病した.発病率は90.9%

である. Cグループは 1月16日に35名で会食したとこ

ろ， 17日-18日にかけて16名(45.7%)が発病した(図 2). 

患者の主症状は表 2に示すように，下痢 (89%)，腹

痛 (78%)，幅気 (75%)，P!lii吐 (61%)，発熱 (53%) 

および倦怠感 (50%)である.下痢は32名に認められ，

軟便ー水様便で， 3回以下が13名， 4 -6回が12名，そ

して10回以上の人が4名であった.粘血便は認められな
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Tabl巴1.Outlin巴sof 2 Outbreaks Du巴toEnterotoxigenic Escherichia coli 027:H7 

Outbreak No.l No.2 

Date Dec. 20-23， 1980 ]an. 12-18， 1981 

Location where food eaten 

Number of persons exposed 

N umber of persons i11 (%) 

Restaurant R巴staurant

333 ( 8 groups ) 63 ( 3 groups ) 

138 (41. 4%) 36 (57.1%) 

33.5 hrs 31. 7 hrs lncubation p巴riod

lncriminated food Raw oyster Raw oyster 

Pathogen ETEC* 027:H7 ETEC 027:H7 

(ST-only)** (ST-only) 

* Enterotoxigenic Escherichia coli 

判 'Theyproduce only heat-stable enterotoxin (ST). 

Table 2. Major Symptoms of the Patients 

Symptoms 

Diarrhea 

Abdominal pain 

Naus巴a

Vomiting 

Chill 

F巴ver

Wearin巴ss

Headache 

Shiver 

Number of 
subjects 

Outbreak 

No.1 No.2 

118( 85.5)* 32( 88.9) 

78( 56.5) 28( 77.8) 

72( 52.2) 27( 75.0) 

47( 34.1) 22( 61.1) 

59( 42.8) 13( 36.1) 

40( 29.0) 19( 52.8) 

40( 29.0) 18( 50.0) 

20( 14.5) 8( 22.2) 

14( 10.1) 1( 2.8) 

138( 100 36( 100 ) 

* Numb巴rof patients (%) 

かったが， 36名中11名に裏急後重がみられた.日匝吐は22

名に認められ， 3回以下が14名， 4 -6回が 6名， 10凪

がl名であった.発熱は19名にみられ， 380C末満が10名，

38'C-39
0

Cが3名であった. A， B， Cの3グループとも

カキを喫食後 4-52時間後に発病し，潜伏時間は平均

31. 7時間で，ほぼー峰性のピークを示した.これら 3グ

ループの会食料理の献立はすべて共通であった.原因食

品はl奥食状況のマスターテーブルより，生カキのレモン

添えおよび若鶏のクリーム煮が疑われたが，若鶏のク

リーム煮は|奥食前に加熱されており，生カキが原因食品

と推定された.この生カキは 1月10日， 12日， 14日， 16 

日の 4日間に渡って仕入れ， 10日-16日にかけて古い順

に逐次使用されていた.

細菌学的検査成績:食中毒の届出が発病後 1週間目と

遅れたため，当日提供された食品残品はなく，原因物質

の追求は患者ふん便を対象にして行った.

患者ふん便から， ST産生性の毒素原性大腸菌以外の

既知病原菌は検出されなかった. Bグルーフ。の患者の

8病日のふん便 9件中 4件より毒素原性大腸菌027:H7 

を検出した.Aグループの患者からは，発病後10日以

上経過したふん便しか得られず， 9件について検索を

行ったが，病原菌はすべて陰性であった. Cグループ

の患者の場合も検体採取が遅れ，発病後10日経過し，採

取時既に回復していた患者ふん便 2件中 1件より，同一

血清型の毒素原性大腸菌027:H7が検出された.

考察

カキは生食される食品であるため，カキの細菌汚染に

ついてはこれまで多くの研究者によって検討されてい

る.岸本ら 6，7，8) は，広島県の 6カ所の産地において，

毎年冬期に殻付カキの細菌汚染状況を検討している.

1978年12月一1980年12月までの 3年間に48件の殻付カキ

を調べた結果，細菌数はカキ 1g中800-320，000とか

なりばらつきが認められている.また，大腸菌数は100

g中18個以下のものから160，000のものまであり，生食

用カキの成分規格に反する230以上の汚染があったもの

が48件中43件 (89.6%)であった.石原ら9)は， 1982 

年2月一 3月にかけて， 47件の生カキを調査した. 22件

の生食用カキの細菌数はすべて50，000以下であったが，

大腸菌数は100g中230以上のものが 1件認められた.

また， 47件の生カキ(生食用29件，加工用18件)の病原

菌検査では，ウエルシュ菌 (24件， 51. 1 % )，エロモナ

ス(16件， 34.0%)，ピブリオ・フルピアリス(10fLl'， 

21. 3%)，セレウス菌(4件， 8.5%)および黄色ブドウ

球菌(1件， 2.1%)が検出されている.著者ら]())は

1976年10月， 1977年 3月の間に， 405件の生カキを調査

した結果， 229件 (56.5%)から大腸菌を検出し，その
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うち 4件から検出した株は毒素原性大腸菌であった.生

カキは海水あるいは河川|からの各種の細菌汚染を受けて

おり，その一部には病原菌も認められ，これらの病原菌

による食中毒例が憂慮されていた.今回著者らは生カキ

を原因にした毒素原性大腸菌による食中毒例 2事例を明

らかにしたように，生カキの取り扱いに際しではなお一

層の監視体制の強化が示唆された.

カキは多くの場合，低温で運搬・保存されるため，カ

キの中で病原菌が増殖できる機会はほとんどないものと

考えられる.今回の 2事例の場合でもカキは低温に保存

されており，喫食時の毒素原性大腸菌汚染菌数は少ない

ものと推定される.

これまでに東京都内で明らかにした毒素原性大腸菌に

よる食中毒事例は31例で，そのうち10例が ST産生性の

大腸菌027，次いで06，0159， 0148および011などが認め

られている.今回明らかにした毒素原性大腸菌027:H7 

は，わが国で検出される毒素原性大腸菌の中でも，検出

頻度の高い血清型に該当するものであった.

カキによると推定される食中毒は，東京都内では1965

年一1980年の16年間に186例，患者数2，537名の発生が認

められている.これらの発生例は，疫学調査の結果から

多くの共通点が指摘される.すなわち， (1)秋から冬にか

けて発生し，特に12月から 1月に多い.(2)潜伏期聞は概

して長く， 12-18時間(平均約36時間)である.(3)主症

状は隔気，腹痛，下痢，発熱および幅吐などであり，重

症例は認められず， 2 - 3日以内に回復する.(4)生カキ

や酢ガキなど生食によるものが多い.(5)カキの鮮度とは

関係なく，殻付きの新鮮なものでも原因となり得る.(6) 

カキの産地とは関連がみられない.これらの疫学的特徴

から，微生物などが関与しているものと考えられている

が，現在までの検査成績では特定な病原菌やウイルスは

検出されていない.

オーストラリアでは1978年6月一 7月にかけて，カキ

によると思われる下痢症患者が2，000名認められ11.12)，

さらに1979年においても同様な患者の発生がみられてい

る.この場合には，患者ふん便より Norwalkvirusが証

明され，さらに本ウイルスに対する血中抗体価の上昇が

観察されている.また，本ウイルスより小さな Parvo

vlrus様粒子も証明され，これらのウイルスが原因であ

ると考えられている.

今回，カキを原因とした毒素原性大腸菌による食中毒

例を明らかにしたが，本病原菌がカキによる食中毒の主

体をなすものとも考えられない.今後，生カキに対する

食中毒の病因物質の早急な解決が望まれる.

結論

生カキが原因食品と推定された毒素原性大腸菌食中毒

2事例を明らかにした.

事例 1: 1980年12月19日一20日にかけて，東京都内の

某ホテルのレストランで会食料理を喫食した 8グループ

の333名中138名(発病率41.4%)が，下痢，腹痛，眠気

を主体とする食中毒症状を呈した.潜伏時間は平均33.5

時間であり，生カキ(殻付レモンカクテル)が原因食品

と推定された.患者ふん便79件中24件 (30.4%)より，

ST産生性の毒素原性大腸菌027:H7が検出された.

事例 2: 1981年 1月12日一16日にかけて，東京都内の

某レストランで会食料理を喫食した 3グループの63名中

36名(発病率57.1%)が，下痢，腹痛，眠気および幅吐

を主体とする食中毒症状を呈した.潜伏時間は平均31.7 

時間であり，生カキ(レモン添え)が原因食品と推定さ

れた.患者ふん便12件中5件 (41.7%) より， ST産生

性の毒素原性大腸菌027:H7が検出された.
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うずら卵を原因食品としたサルモネラ食中毒およびうずら卵における本菌の汚染状況

伊藤 武本， 高橋正樹* 斎藤香彦へ 稲葉美佐子*

甲斐明美ぺ 柳川義勢へ 高野伊知郎* 坂井千三*

篠原 橋付，田村延 付加藤嘉市川，土屋伸久村，

木下 正彦叫*中嶋 誠叫*高取三郎***田 11時速明日*

An Outbreak due to Salmonella typhimurium， Biotype 17 i， Associated with the Use of 

Raw Quai! Egg and Incidence of Salmonella in Quai! Eggs 

TAKESHI ITOHへMASAKITAKAHASHI*， KAHIKO SAITO*， MISAKO INABAへ
AKEMI KAI*， YOSHITOKI YANAGAWAへICHIROTAKANO*， SENZO SAKAI* 

TADASHISHINOHARA*へNOBUKAZUTAMURA*へKIICHIKATO本*

NOBUHISA TSUCHIY A *へ MASAHIKOKINOSHITA***， MAKOTO NAKA]IMA***， 

SABURO TAKATORI*** and TASTUAKI TAZAKI 

Keywords:サルモネラ菌 Salmonella，食中毒 foodpoisoning，うずら卵 quailegg，養鶏場 quailery

緒 日

東京都内におけるサルモネラ食中毒は1963年以前には

年間 1-3事例であったが，その後急激に増加し，現在

では年間10-15事例の発生が認められている.その原因

食品はローストチキンなどの鶏肉料理やその他食肉の加

熱調理食品が多く，次いでニワトリやブタのレバー，卵

焼およびそう菜などである 11

1981年には12事例のサルモネラ食中毒が発生し，その

うち 1事例はうずら卵によることが疫学的，細菌学的検

査の結果明らかにされた.本事例はうずら卵の生食に

よって発生したもので，本菌感染源としてうずら卵の重

要性を指摘し，その調理方法，取扱いに新たな警告を促

した事例であった.

本報では本事例の概要を報告するとともに，うずら卵

によるサルモネラ食中毒予防の基礎的資料を得る目的で

市販うずら卵のサルモネラ汚染状況ならびに本菌のうず

ら卵殻通過，卵内部における増殖態度について検討した

のでこれらの成積について報告する.

材料および方法

調査対象 本食中毒の原因究明のために患者ふん便 8

件および同時喫食者ふん便4件，原因食品を究明するた

めに発生当日に喫食した食品の残品など15件を検査対象

とした.また，本食中毒の感染源と考えられたうずら卵

の出荷先や養鶏場のうずら卵ならびに市販されているう

ずら卵431件についても検査を行った.

サルモネラの検索・同定 直接培養には SS寒天，

DHL寒天を使用し，増菌培養にはセレナイト培地を用

いた.ただしうずら卵および食品は EEM培地(日水

製薬)で前培養後セレナイト培地に接種し， 42
0

Cで18-

24時間増菌培養後分離培養を行った.分離菌株について

は善養寺，坂井の記載 21 ，こ従って各種の生化学的性状

を調べて同定した. 0群型別は市販診断用血清(デン

カ生研)を用いスライド凝集反応によった.H抗原の

型別は自家調製31 した抗 E因子血清および市販 H型別

用診断血清(デンカ生研)を用い，試験管内凝集反応に

より実施した.H抗原の相誘導は ]amsenの方法 41 に

準拠し，相誘導用抗 H血清を添加させたろ紙片を用い

て行った.s.のφhimuriumの生物型別は Duguidらの方

法51 に従った.

成 績

1. うずら卵を原因食品としたサルモネラ食中毒の概

要

*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 

村東京都衛生局環境衛生部食品衛生課

村*東京都青梅保健所
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発生概要 1981年11月 7日に東京都青梅市の某旅館に

宿泊した12名中 8名が8日の早朝より，下痢，腹痛，発熱，

頭痛などの食中毒症状を呈した.共通食は11月 7日の夕

食および 8日の朝食であったが，朝食時には既に発症者

がいたことから， 7日の夕食が原因であると推定された.

夕食11寺聞を基点として潜伏時間をみると平均25時間で

あった.患者の主要症状は表l.に示すごとくである.原

因究明のため患者 8名，非発症者 4名を対象に細菌学的

検索を行った結果，患者 8名と非発症者 2名から

ぶtyphimuriumが検出された.なお，患者 1名から

Campylobacter jejuniがサルモネラと同時に検出されてい

る. 7日の夕食には，川ます塩焼，煮物(人参，里いも)，

みそおでん，豆腐揚出し，酢物(しめじ，白菜)，ごぼ

う煮(仕入品)，山芋うずら(うずら卵，山芋)，吸物(か

まぼ、こ)および米飯などが提供されており，これらの食

品の原料などについて菌検索を実施した結果，山芋うず

らに使用したうずら卵 9件中 6件から患者と同一血清型

である SのIphimuriumが検出された.本菌の陽性例のう

ちl件は卵内部の卵黄・卵白よりサルモネラが検出され

たが，他の 5件は卵殻のみから検出された.以上の結果，

本食中毒はうすら卵を原因とした Styphimuriumによる

食中毒であると考えられた.

2. 原因食品の調理過程ならびに汚染経路の追跡

山芋うずらの調理過程 原因食品の山芋うずらの調理

過程を図l.に示した この旅館では11月7日午前10: 00 

頃I箱30個人のうずら卵 4箱を仕入れ，調理まで冷蔵庫

に保管していた.山芋うずらはA，Bの2回に分けて調

理された. Aの場合は当日午後 5時30分頃同一容器にう

ずら卵 6個を割卵し，千切りにした山芋の上部にそれぞ

れ卵黄を 1個ずつのせている.この調理過程は約30分で，

その後直ちに喫食されている. Bの場合も同様に山芋う

ずらを調理後直ちに|奥食されている.いずれの場合も調

理からl奥食まで 1時間以内であることから， 111芋うずら

11月7日 t

10: 00 + 

17: 30 

18: 00 

18: 10 

18: 40 

4箱 (30個入 t) 仕入

冷蔵庫保存

Aグループ (血者数/同時喫企者数巴5/6)

由j卵 (6個):同一容器

千切b山手匹

目せる

喪 企 Bグル プ (患者数/同時喫食者数=3/6)

制 卵 (6個):周一容器

千切D山芋K
Dせる

喫 企

図1. “山芋うずら"の調理過程

の中でサルモネラが増殖できる機会はなかったと推察さ

ht:.こ.

サルモネラの汚染経路 原因となった旅館で使用した

うずら卵と同一生産者のうずら卵が隣接のA，Bの旅館

にも保管されていたので，そのうずら卵について細菌学

的検査を行った結果， A旅館のうずら卵21件はサルモネ

ラ陰性であったが， B旅館 (11月13日仕入)の27件中 2

件から St汐himuriumが検出された.また A旅館と同一

ロット品と思われるうずら卵 27件中 9件からも

St沙himuriumが検出された.さらに本うずら卵の養鶏

場の新鮮な卵を調べた結果， 27件中 3件から

St汐himuriumが検出された.すなわち，この養鶏場で

生産されたうずら卵 102件中 14件 (13.7%)から

S typhimuriumが検出された.検査部位別にみると卵黄・

卵白部分からのみ検出された例はなく， 4件は卵殻古rs分

表1.“山芋うずら"を原因食品とした Sり片zmurzumによる食中毒の概要

発生 月 日

発生場所

岡崎l奥食者数

患者数(%)

潜伏時間

主要症状(%)

原 因 食 品

病因物質

1981止下11月8日

青梅市御岳山某旅館

12名

8名(66.7)

8~52時間(平均25時間)

下痢(87.5)，腹痛(87.5)，発熱(87.5)，頭痛(87.5)，

幅|止(75.0)，吐気(37.5)，けん怠感(25.0)

“山芋うずら"

SかIphimurium
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表 2.感染源となったうずら卵と同一流通過程のうずら卵からの Salmonella検出状況

S. tYPhimurium 
陽性f!i数

検査部位検査件数うずら卵の収去先

1

i

a
生

t
i

殻+卵黄・卵白

(殻
卵黄・卵白

原因施設の旅館

(11月7日仕入) 8 

咽
E
目

晶

噌

E
4

ハN
V

殻+卵黄・卵白

(殻
卵黄・卵白

隣接の旅館B
(11月13日仕入)

殻十卵黄・卵白
隣接の旅館A

(11月7日仕入)
。
7

2

0

 

殻+卵黄・卵白

(殻
卵黄・卵白

21 

卸問屋
(11月13日収去)

のノ

ω

咽
E
ム

ハ

H
U

殻+卵黄・卵白

(殻
卵黄・卵白

生産者
(11月16日収去)

表 3. 患者ふん便およびうずら卵から検出されたぷ typhimuriumのDuguidによる生物型

山芋うずらに使用し
たうずら卵由来株:

( 1菌株)

同一養鶏場由来の
うずら卵由来株:

( 5菌株)

患者ふん便由来株
( 4菌株)

状性

+
+
+
+
 

+
+
+
+
+
+
+
 

+
+
+
+
 

+
+
+
+
+
+
+
 

+
+
+
+
 

+
+
+
+
+
+
+
 

第一次試験:

dーキシロース(Bγ

mーイノシトール(p)
lーラムノース(p)

d-酒石酸

m一酒石酸

第二次試験:

フィンフーリェ:

マンノース十

マンノースー

運動性

1-酒石酸

dーキシロース(p)本*

トレハロース(p)

グリセロール

lーラムノース(B)

m ーイノシトール(25
0

C)

ガス(グルコース) 十+ + 

17i 17i 17i 型物

場 場 Pepton

生
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表 4.市販うずら卵からの Salmonella検出状況

検査対象

うずら卵:

養(鶏1) 場

養鶏場
(2)-(8) 

販売庖舗 3カ所

生産者

販売居舗7カ所

計

検査件数

90 

30 

5 

200 

320(100% ) 

検査部位

殻+卵黄・卵白

殻+卵黄・卵白

音量

卵黄+卵白

殻+卵黄・卵白

Salmonella 
陽性件数

。
4 

。
。
5(1.6%) 

備考

s.り少himurium(4)

S. inf antis (1 ) 

表 5. Salmonellaうずら卵殻通過の検討

保存条件

70% 
4

0

C 湿度
80% 

50% 
25

0C 湿度
80% 

1日

.0000 
00000 
00000 
00000 

供試菌株:S. typhimurium 81ー707株

接種菌量:108
/卵

・:卵殻通過陽性 0:卵殻通過陰性

から， 10件は卵殻と卵黄・卵白を混合したものからサル

モネラが検出された.

10件のうずら卵について卵殻表面の一般生菌数を検討

してみると， 3件が104個/g，7件が10'/g以下であった.

また，大腸菌群は 2件が10個々であった.卵黄・卵白

10件からは大腸菌群は検出されなかった. (表2.) 

3. 本食中毒例および原因施設で使われたうずら卵と

間一養鶏場で生産されたうずら卵から検出された

S.typhimuriumの Duguidによる生物型

本事例の患者ふん便由来 4株，山芋うずらに用いたう

ずら卵由来 1株および原因食品に使われだうずら卵と同

一の養鶏場のうずら卵由来 5株のS.typhimuriumについ

て， Duguidらの生物型別を行った.表3.に示すように，

いずれの由来株もまったく同ーの生物型T:'あった.すな

わち，一次試験では Bitt巴rのキシロースの分解性が陰

性，二次試験の25
0Cイノシトールの分解性が陰性である

ことから，これらの由来株はいずれも Duguidの 17iに

該当した.

4. 市販うずら卵のサルモネラ汚染状況

保存日数

3日 5日 10日

-・000 .0000 .0000 
00000 .0000 ...0。
00000 00000 00000 
00000 00000 .0000 

前述のように，原因施設で使われたうずら卵を生産し

た養鶏場のうずら卵がサルモネラによって高率に汚染さ

れていることが明らかとなったので，次に市販うずら卵

のサルモネラ汚染の実態を調査した.その成績を表4.に

示した.養鶏場(1)のうずら卵においては，販売庖舗 3か

所から収去したうずら卵90件は全て陰性であったが，生

産者から直接収去したうずら卵25件では卵殻と卵黄・卵

白を混合して検査したところ， 4件からぶり少himurium

が検出された.また，卵殻と内容物を分けて検査した 5

件中 1件の卵殻から S.infantisが検出された.その他の

養鶏場 7か所で生産されたうずら卵200件ではいずれも

サルモネラは陰性であった.以上のごとく，うずら卵の

サルモネラ汚染は養鶏場によって著しい差異があること

が准察された.うずら卵のサルモネラ汚染はうずらのサ

ルモネラ保菌と密接に関連することから養鶏場(1)のうず

らふん使40件について調査した結果 3件 (7.5%)から

Sの帥!murtumが検出された.一方，うずら卵55件につ

いて卵殻表面の一般生菌数を検査した結果35件(63，6%) 

は104個/g以上の汚染がみられた.卵内部では16件にー
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般生菌の汚染がみられたが大腸菌群はすべて陰性であっ

た.

5. サルモネラのうずら卵殻通過の検討

鶏卵において卵殻表面のサルモネラが卵殻を容易に通

過することが知られている.うずら卵の場合でもサルモ

ネラの卵殻通過が観察されるものと考え，ニワトリのふ

ん便に本事例由来の S.typhimurium81-707株を混ぜ，

卵殻表面に108個/卵付着させた.この汚染卵を 4
0

Cと

25
0Cの温度で湿度の異なる条件下で保存し経目的に卵殻

通過を観察した.うずら卵を 4
0

Cに保存した場合，湿度

が70%では保存 1日で既に卵殻内への通過が観察され，

80%では 5日目に通過が観察されている.また25
0

C保存

の場合では，湿度50%であると保存10日目でも卵殻通過

は認められなかったが80%では10日目には卵殻通過が観

察された. (表5.) 

6. うずら卵内におけるサルモネラの増殖態度

卵殻表面を汚染しているサルモネラは先きの成績から

ある条件下では卵殻内部に侵入することが明らかとなっ

たので，次に卵内部における増殖態度について検討した.

うずら卵殻に小孔をあけ，卵白内に S.かIphimurium81 

707株102個接種し， 4
0

C， 15
0

C， 25
0

C，および3TC

に保存し経目的に卵内部のサルモネラ生菌数を求めた.

その結果，図2.に示したように 40Cに保存した場合では，

本菌の増殖はほとんど認められなかったが， 25
0Cでは保

存 1日目に10'個々に増殖した.また15
0

C，3TC保存で

は2日固までは増殖が観察されなかったが， 3日後より

急激な菌の増殖が観察された.

考察

東京都内で発生したサルモネラ食中毒の原因食品は食

(Los) 

生 6

菌

融

ゐミミミE

ローーー一一一ー一一ーロ

。

----------
O 

A-一一一一" ー一 一一
1日 2日 3日 I介τh蒜τ世)

図 2. うずら卵内におけるS.typhimuriumの

増殖態度

.一一・4
0

C，o----D150

C，口一一口25
0

C，

ムーーム37
0C接種菌量:102/ 卵

肉や鶏卵およびそれらの調理食品によるものが最も多

く，それらの食品が本菌食中毒の感染源として極めて重

要であることを報告してきたり.今回報告した

s.t汐himuriumによる集団食中毒は旅館で提供された“止l

芋うずら"に使われだうずら卵が原因であることを明ら

かにした.

山芋うずらを調理してから患者がl奥食するまで約 1時

間程度放置されているにすぎず，山芋うずらの中でサル

モネラの増殖がほとんど考えられない.大量のサルモネ

ラがうずら卵内部を汚染していたものと思われる.

McCulloughら6- 7)の S.newport， S. bareillyおよび

s.anatumによる人体投与実験では105個以上で発病して

おり，少なくともうずら卵には106個以上のサルモネラ

汚染がみられたものと考えられる.

うずら卵内部には抗菌性のリゾチームなどが含まれて

いるが，これはグラム陽性菌などを溶菌するが陰性菌に

はほとんど作用しないため卵内部に侵入したサルモネラ

は充分に増殖できる.今回の実験では，15
0C以上の温度

に保存したうずら卵では保存 3日でサルモネラ菌数が

106個以上に増殖している.また Stokesら 81 の

S. typhimuriumやS.oranienburg， S. montevideoなどを用い

た鶏卵の実験では29
0C保存した際，卵殻を通過したサル

モネラは22日後では10'-105j固に増殖し， 1か月以上

では108-10'個に達している.従って卵殻を通過した

サルモネラがうずら卵で10'個以上に増殖できることは

充分考えられる.

市販鶏卵のサルモネラ汚染率は著者らの成績91 では

0.19%であってそれほど高いものではない.特に最近で

は出荷前に卵を洗浄あるいは消毒が施されているので，

鶏卵のサルモネラ汚染はまれである. しかし，うずら卵

では洗浄することによって品質が低下することから，通

常は洗浄されないので鶏卵の場合よりサルモネラ汚染率

が高く，今回の調査では1.7%である. 8か所の養鶏場

のうずら卵のうち今回の成績では lか所の養鶏場のうず

ら卵がサルモネラ汚染を受けており，養鶏場によって大

きな差がみられる.今回のサルモネラ食中毒の原因に

なったうずら卵を生産した養鶏場の場合もサルモネラ汚

染 が 極 め て 高 く ， し か も 検 出 さ れ た す べ て の

S.t汐himuriumが Duguidの生物型 17iの同一型であっ

たことは興味ある成績である.本養鶏場では以前にうず

ら聞にS.typhimurium生物型 17iによる流行が起きたこ

とが推察される.

市販うずら卵のサルモネラ汚染はそのほとんどが卵殻

表面であると思われる.ただし，鶏卵の場合と同様にう
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ずら卵でも卵殻表面のサルモネラが保存期間中に卵内部

への侵入が確認されたので，卵殻表面であっても安全で

あるとはいえない川. 4.Cに保存したうずら卵の方が

25.C保存のうずら卵よりサルモネラの卵殻通過が高く認

められた.これは 4.C保存の卵を室温に置いた際，温度

差によって卵殻表面に水滴が付着するために卵殻からの

菌の侵入が助長されたものと考えられる. Sauter111 ら

の実験では卵表面のサルモネラは保存30分で既に 2-

12%の鶏卵内部に菌が侵入しており，かなり短時間で侵

入できるものと考えられる.

鈴木ら山の調査では鶏卵における一般生菌数は新鮮卵

では認められないが，保存期間が28日以後では109個に

なるのもまれではなく，保存期間中に卵内部に侵入して

増殖したことがうかがえる.

うずら卵は鶏卵と異なり，その卵殻構造の特殊性から

全く洗浄されていないため，卵殻表面のサルモネラ汚染

が高いし，ある条件下では卵内部に侵入し増殖すること

を明らかにした.うずら卵はソパや山芋などと供に生食

される機会が多く，今後も同様の食中毒発生の危険性が

考えられる.

結論

1. 1981年11月8日青梅市御岳山某旅館において発生

した食中毒事件は宿泊者12名中 8名 (66.7%)が発症し，

潜伏時間は 8-52時間平均25時間であった.患者の主要

症状は下痢 (87.5%)，腹痛 (87.5%)，発熱 (87.5%) 

などであった.細菌学的検査の結果，患者8名および非

発症者 4名中 2名のふん便ならびに推定原因食品のう

ち，山芋うずらに使われたうずら卵から Styphimurium 

が検出されたので，本事件はうずら卵を原因食品とした

サルモネラ食中毒であると考えられた.

2. 本事例の原因施設で使われたうずら卵を生産して

いる養鶏場のうずら卵102件についてサルモネラの汚染

状況を検討したところ14件 (13.7%)から本事例由来株

と同一菌型の Styphimuriumが検出され，本養鶏場内で

の広範なサルモネラ汚染が推察された.

3. その他の養鶏場8か所について生産者および市場

から収去したうずら卵のうち， 1か所の養鶏場のうずら

卵120件中 5件 (4.2%)からサルモネラが検出されたが，

他の 7か所の養鶏場のうずら卵200件からは検出されな

かった.

4 うずら卵殻表面に St汐>himurium81ー 707株を108

個/卵付着させ，卵殻通過を各種保存条件で検討したと

ころ ，4.C保存では湿度70%の場合，保存 1日目に，ま

た湿度80%では 5日目にそれぞれ卵殻通過が観察され

た. 25.C保存では湿度50%の場合，保存10日目でも卵殻

通過は観察されなかったが，湿度80%では10日目に卵殻

通過が観察された.

5. うずら卵白内に S.t)帥imurium81一707株を10'個

/卵接種し，各種温度条件でその培殖態度を検討したと

ころ， 4.C保存ではほとんど増殖が認められなかったが，

25.C保存では 1日目に10'個/gに増殖した.また15.C，

3TC保存では 2日固まで増殖は観察されなかったが， 3 

日目より急激な増殖が観察された.
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食品中の一般生菌数，大腸菌群および黄色ぶどう球菌数測定のための

疎水性格子膜フィルタ一法と従来法との比較

伊藤 武ぺ斎藤香彦 ぺ 坂 井 千 三 村

Comparison of Hydrophobic Gride Membrane Filter Method and Agar Plate Counts Method for 

Enumeration of Standard Plate Counts， Coliform and Staphylococcus aureus in Foods 

TAKESHI ITOH*， KAHIKO SAITO・andSENZO SAKAI* 

Keywords:疎水性格子膜フィルタ一法， HGMF method，大腸菌群， Coliform，一般生菌数 Standardplate counts， 

黄色ぶどう球菌，Staphylococ，仰仰向ω

緒 宮

田

わが国では食品中の一般生菌数測定には標準寒天を用

いた混釈培養が，大腸菌群の測定にはデソキシコレート

寒天平板培養法や乳糖ブイヨンなどによる定量試験法が

広く用いられている.最近，カナダの Sharpe1) が食品

中の一般生菌数や大腸菌群の測定に従来のメンプラン

フィルタ一法を改良した疎水性格子膜フィルタ一法

(Hydrophobic Grid Membrane Filte法:HGMF法)

を開発した.本法は疎水性格子膜フィルターの表面に独

立した集落を形成させるもので，集落数を正確・簡易に

測定でき，従来の食品中の細菌数測定法よりもすぐれて

いることが報告されているト 5)

著者らはにぎりめし，サラダ，豆腐などの各種食品を

対象に一般生菌数，大腸菌群および黄色ぶどう球菌の測

定を'HGMF法と従来の寒天平板を用いた検査法と比

較し， HGMF法の有効性について検討した.

材料および方法

検査対象食品:黄色ぶどう球菌数の測定も検討したた

め，本食中毒の原因食品あるいはそれに関連する食品を

対象とした.すなわち，にぎりめし17件，たまご焼 4件，

焼魚 5件，仕出し弁当などの惣菜 6件である.この他に

市販の各種サラダ33件，豆腐 6件計71件の食品を対象に

した.

食品の乳剤および希釈:各食品を10g秤料し，希釈

液(1 % Tween 80加0.1%ペプトン水)90mlを加え，

ストマッカー (ColworthStomacher， Model 400)で乳

剤とした.本乳剤の10倍段階希釈液を試料とした.

疎水性格子膜フィルター:疎水性格子膜フィルターは

干し径0.45μmの ISO-GRIDhydrophobic grid men-

bran巴 filter( ISO-GRID HGMF : QA Laboratory，グ

ンゼ産業)を用いた.本フィルターのホルダーは4.5μ

mメッシュのプレフィルターが組み込まれた ISO-

GRID HGMF専用のポリサルフォン (QALaboratory， 

グンゼ産業)を使用した.

HGMF法による菌数測定:一般生菌数，大腸菌群お

よび黄色ぶどう球菌数の測定にはそれぞれ HGMF法に

定められた培地を使用した.

一般生菌数の場合は StandardMethod Agar (トリプ

トン0.5%，ブドウ糖0.1%，酵母エキス0.25%，チモー

ルブルー0.01%，寒天1.5%，pH7.0)を用い， 350C 48 

時間培養後出現した淡黄色一淡澄色の集落を算定した.

フィルター上に発育した白色やかび様の集落は除外し

た.

大腸菌群には ColiformAgar (トリプトース1.0%， 

プロテオーゼペプトンNo3.0.5%，酵母エキス0.3%，

Ncl 0.5%，乳糖1.25%，胆汁酸塩No3.0.15%，アニ

リンブルー0.01%，寒天1.5%，pH7.4)を用い， 350C 

24時間培養後，淡黄色一青色の集落を算定した.色調が

白色や茶色の集落は除外した.

黄色ぶどう球菌には Barid-ParkerAgar (日水製薬)

を用い， 350

C 48時間培養後，黒色集落を算定し，黒色

集落が黄色ぶどう球菌であることを確認するために20集

*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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X 数えた集落数

従来法による菌数測定:一般生菌数の場合は，標準寒

天で混釈培養し， 350C 48時間培養後，出現した集落を

数えた.

大腸菌群数にはデソキシコレート培地による混釈培養

を行ない， 350C 24時間培養後，赤色集落を算出した.

34. 1983 報年研

落を釣菌してコアグラーゼ試験を実施した.

フィルター上に出現したそれぞれの集落を算出し，次

の式によって試料中の生菌数を計算後，希釈倍数を掛け

て，食品 1g中の菌数とした. 日

生菌数=Nlog -;;;r-ー
5 N-X 

N: IS0 GRID HGMFの総区画数 (1，600)

衛尽東

食品の一般生菌数測定における HGMF法と従来法との比較表1.

(Log 10/g) 

従来

均値

数菌生般

法*

(範

HGMF法

均値(範囲)

検査件数被検材料

囲)
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たまご焼

焼魚
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サラタ
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平
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8.38土0.97
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(6.07-9.59) 

(1.11-5.15) 

(2.43-4.26) 

平
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菌数の平均値を表 1に示した. HGMF法によるおにぎ

り17件の一般生菌数の平均値は7.62土1.15であったが従

来法では8.17土1.22であって，従来法による測定の方が

菌数が多く算出された.その他の食品についても従来法

の方が HGMF法よりも菌数がやや多く現われている.

両法による一般生菌数測定値の相関係数を表 2に示し

た.焼魚以外の食品では両法の成績には高い相関性が認
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黄色ぶどう球菌の場合には BairdParker Agar (日水

製薬)を用い， 350 C 48時間培養後，卵黄反応陽性の黒

色集落を算出し，コアグラーゼ試験によって黄色ぶどう

球菌であることを確認した.

成

1， 一般生菌数の比較

にぎりめし，卵焼，サラダなど71件の食品中の一般生

績

食品の大腸菌群測定における HGMF法と従来法との比較表2.

(Log 10/g) 数群菌腸大

法*

(範

従来

均値

HGMF法

均値(範囲)

検査件数被検材料

閥

にぎりめし

たまご焼

焼魚

惣菜

サラダ

豆腐

(2.0 -8.83) 

(6.96ー 7.3) 

(4.04-8.32) 
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(0 -3.73) 

(0.6 -3.56) 

平
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7.13土0.24
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1. 75i:1. 13 
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(0 -3.15) 

(0 -2.87) 
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められる.両法による相関性を図示したのが図 1である.

焼魚では検査件数が少ないため低い相関値であったと考

えられる.

2. 大腸菌群の比較

各食品中の両法による大腸菌群の平均値を表 3に示し

た.一般生菌数の場合と同様にデソキシコレート寒天に

よる混釈培養法の測定値の方が HGMF法のそれより高

い値が得られている.例えばにぎりめしでは HGMF法

では5.34:1:2.13，従来法では6.31土2.07であった.ただ

し， fitij法の相関係数は表 2，図 2に示すごとくかなり高

い値が得られている.

なお，デソキシコレート寒天上で大腸菌群陽性であっ

たが， HGMF法では大腸菌群陰性のものが 8例あった

ので， HGMF法に使用している ColiformAgar平板で

の腸内細菌や Aeromonas属がいかなる色調の集落を形
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成するかを検討した.

表 3に示すごとく，乳糖分解性の E.coliや Citrobact.

erなどはあざやかな青色の集落を形成した.Klebsiella 

などは24時間培養では淡青色の集溶を形成したが， 2日

培養では退色して白色調を示した.乳糖陽性の Serratia

など一部の菌種は白色の色調であった.乳糖非分解の腸

内細菌は白色の集落を形成した.Aeromonas属は乳糖分

解菌であっても ColiformAgar上ではほとんどが白色

の集落を形成した.

3. 黄色ぶどう球菌の比較

ぶどう球菌食中毒の原因食品であったにぎりめし，た

まご焼，焼魚，惣菜を対象に黄色ブドウ球菌数の測定を

行った.

たまご焼，焼魚および惣菜では両法による黄色ぶどう

球菌数はほぼ同値であったが，おにぎりでは著るしい差

菌
乳縮分供試デソキシコレート Coliform 

解性菌株 寒天 Agar 

表3. デソキシコレート寒天および ColformAgarに培養した腸内細菌t，f_らびに Aeromonas腐の集訴の色調

菌株
乳糖分供試デソキシコレート Coliform 

解性菌株 寒天 Agar 

w 
w 
w 
w 
w 
w 
w 
w 

株

Esc/ierich白co/i + R 

&lmonella四 bg，閉山田 + R 

Citrobacter ama帥 ati，目。 + LR 
。 diversus + 
• J月間ndii + R 

Klebsiella 0.却'toca + R 

。 戸間，m四国e + R 

E，世間初出γ館町E即時 + R 

司'!I!UJm'γ由時 + R 

cloacae + R 

gergo四ae + 
saka四 kii 十

Serra加 foπticola + R 

。。必吋ife叩 + 
。plymuthica + LR 

Kluyvera spp + R 

B 

LB 

LB 

Escherichia co/i 

Shigella spp 

Salmonella subgl閉 山 1• 11 
LB -W Edwardsiella spp 

B Citrobacter J月白vndii

LB Enterobacter agglomerans 

B -LB Hafnia al叩

LB 

B 

B 

W 

w
凶

w
w
B 

土 LR 

Se.庁.at悶 spp

Proteus mirabilis 

Jう'ro吋ゐηαa吋Uge円

Bra 

Bra 

M町'ga悶，llamorg，冊 U 1 Brn 

Cedecea spp 2 

Aeroma叩 sspp. + 7 I LR ( 6)‘ W-Bra 

I R (1) LB 

39 r LR (12) 

~ R (16) 

lー(11)

w
w
w
 

Rahnella spp + 1 R B 

R:紅~赤.LR :うす紅-淡桃色.B :青~瀕青.LB :うす背.W:臼.Bra :褐色.

*( )内は該当菌株数

表4 食品のー一般生菌数，大腸菌計l，黄色ブドウ球菌数測定における HGMFil、と従米法とのm関関係

HGMF法と従米法による成績の相関係数
被検材料 検査件数

般生菌数 大腸菌群 黄色ブドウ球菌

にぎりめし 17 0.95 0.93 0.40 

たま ご焼 4 0.89 1. 00 0.27 

焼 京l υ F 0.52 0.99 0.94 

生パ斗如、 菜 6 0.88 0.82 0.35 

サ フ ダ 33 0.87 O. 73 NT* 

'si 腐 6 0.83 O. 75 NT 

*NT 検討せず
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ラーゼ試験陰性のため表皮ぶどう球菌と判定された.従

来の寒天平板法では集落の色調の他に卵黄反応が観察さ

れるため，多数の表皮ぶどう球菌集落の中の数個の黄色

ぶどう球菌集落でも容易に鑑別できた.

考察

メンプランフィルターを応用した細菌数の検査は飲料

水なと、水中の大腸菌群や一般生菌数の測定法として開発
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が認められた. (表 5，図 3) 

おにぎりの場合，従来法で黄色ぶどう球菌が検出され

ているにもかかわらず HGMF法で陰性のものが 6例

あったため，両者の相関係数は低かった. HGMF法で

黄色ぶどう球菌が検出されなかった 6例は表皮ぶどう球

菌の汚染が極めて高いものであった.そのため.

HGMF法で黒色集落を釣菌しでもそのすべてがコアグ

食品の黄色ブドウ球菌数測定における HGMF法と従来法との比較表5.

(Log 10/g) 数菌球ウドフ色黄

法*

(範
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されたもので，食品の細菌検査にはほとんど用いられて

いなかった.

Sharpeら1) は従来のメンプランフィルターに疎水性

のパラフィンワックスを格子状に加工した特殊な疎水性

格子膜メンプランフィルターを開発した.本ろ紙を用い

て，S. t)少himuriumなど 6菌株の培養液で検討した結果，

菌数が多い場合でも，正確に菌数を測定できることを報

告し，また Entisら6) は特殊なプレフィルタを用いて

食品の乳剤でもフィルターのろ過を容易にした.こうし

た疎水性格子膜メンプランフィルター (HGMF)とプ

レフィルターを用いることにより，肉類，魚，野菜など

ほとんどの食品の乳剤がろ過でき，これらの食品中の一

般細菌数の測定に応用できることを明らかにした 7) ま

たアイスクリームやヨーグルト，ココアなどの食品では

トリプシン，プロテアーゼあるいはアミラーゼなどの酵

素によって食品を処理すれば，本フィルターでろ過が可

能となり HGMF法はあらゆる食品の検査法に応用でき

ることが報告された 6)

著者らはわが国で広く実施されている寒天平板法によ

る食品中の細菌数測定法と HGMF法とを比較した.

HGMF法では一般生菌数測定には StandardMethed 

Agar，大腸菌群には ColiformAgarが用いられ，それ

ぞれ特定な色調の集落を当該菌として算出するため，わ

が国で従来から用いられている標準寒天やデソキシコ

レート培地を用いた成績とはやや異なった成績が得られ

た.すなわち，標準寒天平板による一般生菌数の測定で

は酵母の集落も細菌の集落と区別できず，一般生菌数と

して算出される. HGMF法では酵母などの集落は白色

の色調を示し，細菌数から除外されるので，従来法で測

定した菌数の方がHGMF法よりやや高い値となった

が，両者の検査法は極めて高い棺関性を示した.

大腸菌群においても，デソキシコレート寒天上の大腸

菌群は Aeromnas属などの集落でも赤色集落を形成する

がHGMF法ではふん便由来の乳糖分解菌がより典型的

な青色集落を形成する.従って両者を比較した場合，デ

ソキシコレート寒天でみた方がHGMF法よりもやや高

い数値となったが，両者の検査法には高い相関性が認め

られた.なお， HGMF法による大腸菌群はデソキシコ

レート寒天を用いる方法により正確な成績が得られるも

のと考えられる.

黄色ぶどう球菌に関しては，表皮ぶどう球菌の汚染が

高い食品では両者の成績に不一致が認められる.卵黄反

応が観察できる寒天平板法では，卵黄反応陽性の典型的

集落であれば，コアグラーゼ反応を実施しなくても黄色

ぶどう球菌であると判定できる. HGMF法ではフィル

ター上に集落が形成されるため，卵黄反応を観察できな

い.表皮ぶどう球菌の汚染が高い食品中に少数の黄色ぶ

どう球菌が混在している場合には HGMF法では本菌を

検出することは極めて困難であった.また， HGMF法

では，黒色集落について必ずコアグラーゼ試験を実施し

なければならず，検査法が煩雑となり，黄色ぶどう球菌

の検査には HGMF法は不適であると考えられる.

食品中の一般生菌数や大腸菌群の測定には HGMF法

は充分に応用できる簡易な検査法であろう.本法は食品

中の酵母やサルモネラ 8) の菌数の測定にも応用され，

その他腸炎ピブリオなどの病原菌の検査にも応用が可能

であると考えられる9)

結 論

にぎりめし，サラダ，豆腐など各種食品71件を対象に

ー般生菌数，大腸菌群および黄色ぶどう球菌の測定を

Sharp巴らによって開発された HGMF法と従来の寒天

平板を用いた検査法とを比較検討した.

一般生菌数の測定では，標準寒天を用いた従来法の方

が HGMF法で得られた成績よりも菌数がやや多く現わ

れたが，両者による検査成績には高い相関性がみられた.

大腸菌群の場合，デソキシコレート寒天による混釈培

養の方が HGMF法よりも高い値が得られたが，両者に

は高い相関がみられた.

黄色ぶどう球菌では， Baird Parker Agarを用いた従

来法で黄色ぶどう球蘭が検出されているにもかかわらず

HGMF法では陰性のものが 6例あったため，両者の検

査成績には相関性が低かった.
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東京都における水銀汚染の実態について(第10報) 魚介類中の水銀含有量調査

山 野 辺 秀 夫 ぺ 竹 内正博ぺ吉原武俊キ

Survey of Pollution with Mercury in Tokyo ( X) Mercury Content of Fish 
and Shellfish 

HIDEO YAMANOBEへMASAHIROTAKEUCHI*and TAKETOSHI YOSHIHARA * 

Keywords:総水銀 totalm巴rcury，メチル水銀 methylmercury，魚介類 fishand shellfish 

緒 一一百 (総水銀0.4ppm，メテル水銀0.3ppm)に基づいて調査

を行なったので報告する.

実験方法

試料は昭和57年 4月から昭和58年 3月までの 1年間に

当科に搬入されたもので，内訳は東京湾産スズキ36検体

アサリ 14検体，市場外流通の輸入魚介類15種31検体およ

著者らは，水銀によって惹き起こされる健康障害を防

ぐため，昭和48年以来，魚介類中の水銀含有量調査を実

施している.本年度も東京湾内で漁獲したスズキおよび

東京湾沿岸で採取したアサリを中心とし，併せて輸入魚

介類，魚介類加工品についても国が定めた暫定規制値11

Table 1. Mercury Content of Muscle in Fish and Shellfish 

Sampl巴 N 
T-Hg (ppm) 

Range M巴an

36 0.05-0.26 O. 14 

14 0.00-0.01 0.01 

l 0.05 

0.04 

2 0.01 

4 0.05-0.14 0.08 

2 0.00-0.01 0.01 

1 0.03 

I 0.01 

3 0.03-0.08 0.06 

0.01 

2 0.02-0.03 0.03 

2 0.02-0.03 0.03 

l 0.02 

0.01 

2 0.01 

6 0.01-0.03 0.02 

0.02 

Suzuki ( perch. Latalabrax jatonicus ) 

Asari ( short-n巴ckclam， Tates jatonica ) 

Anago ( conger， Astroconger myriaster)* 

Akauo* 

Awabimodoki ( Concholetasρeruviana )* 

Ise-ebi ( lobster )* 

Kazunoko ( hering ro巴)*

Kisu ( sillago， Sillago sihama )* 

Kawa-ebi* 

Kouーika( cuttlefish ) * 

Meaji ( Selar crumenoththalmus)* 

Nishin ( herring， Clutea tallasi)* 

Sake ( salmon，αlcorhynchus keta ) * 

Shirauo ( whitebait， Salanx microdon )* 

Shishamo ( Stirinchus lanceolatas ) * 

Suziko ( salmon roe， salted )* 

Taisho-ebi ( shrimp )本

Zuwaikani ( red crab、Chionoecetesotlio ) * 

* imported 

N : number of samples 

*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ー I
* Tokyo M巴trpolitanResearch Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 2. Mercury Content of Marine Products 

T-Hg (ppm) 

Range Mean 
N 

Aji， kusaya (horse-mackerel， Trachrus trachrus， half dried ) 

Hoya， shiokara ( Halocynthia roretzi， salted viscera ) 

Kar巴i，himono ( flatfish， Limanda herzensteini， dried ) 

Karasumi ( salt巴d，smoked roe ) 

Kastuo， namari ( skip jack， KaぉuwonuspeUlmis， half dried ) 

Kamaboko ( fish jelly products， steamed ) 

Kanimiso 

Kuzira， bakon ( whale， bakon ) 

Mamakari， suzuke ( sardine， Sardinos melanosticta， soaked in vinegar ) 

Mushiawabi (abalone， steamed ) 

Nijimasu， kunsei (rainbow trout， Salmo gairdnerii irideus， smoked ) 

Nishin， kunsei ( herring， Clupea pallasi， smoked ) 

Sake， shiobiki (salmon， Oncorhynchus keta， dried) 

Sake， kunsei ( salmon，αlcorhynchus keta， smoked ) 

Satsuma-age ( fried fish cake ) 

Shishamo-tamago ( Spirinchus lanceolatas， roe ) 

Shishamo， himono ( Spirinchus lanceolatas， dried ) 

Sujiko ( salmon roe， salted ) 

Surume， himono ( squid， Todarades pacitたus，dried ) 

Tarako ( pollack roe ) 

Urumeiwashi ( round herring， Etrumeus micropus， dried ) 

Yatsumeunagi ( lamprey， Lampetra fluviatilis， dried ) 

0.08 

0.01 

0.06 

0.01 

0.05 

0.02 

0.07 

0.03 

0.03 

0.00 

0.04 

0.07 

0.07 

0.00 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

0.07 

0.00 

0.07 

0.09 

0.00-0.09 

0.02-0.03 

0.00-0.13 

0.06-0.08 

唱
E
A
'
E
4

唱
E
A

唱
E
A

唱
E
A
p
n
v
τ
E
4
n
J
μ

唱
E
A

噌

E
A

噌

E
A

噌

E
4

噌

E
A
'
B
A

唱
'
A

司
E
A

噌

E
A

噌

E
A

内
ぺ
U

噌

'

i

n

，

臼

唱

E
A

Sample 

体の体長は43.0-83.0cm ，このうち体長60cm未満16

検体. 60 cm以上20検体で，総水銀はそれぞれ0.05-

0.26 ppm (平均0.13ppm). 0.06-0.24 ppm (平均0.14

ppm). メチル水銀は0.05-0.21ppm (平均0.11ppm). 

0.05-0.23 ppm (平均0.10ppm)であった.以上の結

果から水銀含有量の低下は一時的な現象か，東京湾浄化

によるものか明らかではないので引き続き調査する必要

がある.

アサリについては. 14検体中 7検体が総水銀0.01

ppm残りの 7検体も0.01ppm 以下と極めて低い値で，

前報5) とほぼ同じ結果であった.なおアサリは昭和55

年度以降東京湾水銀汚染の生物指標として特定の 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)から毎年継続採取している.

輸入魚介類では，イセエピ Oobster) から最高O.14 

ppm検出した. 0.1 ppmを越えたのはこの 1検体のみ

で他は全体に低い値であった.

つぎに Table2に魚介類を原料とした加工品の総水

N: numb巴rof samples 

び都内の小売庖から入手した水産加工品31検体である.

操作および定量は前報M にしたがって行なった.

結果および考察

Table 1に示すように，スズキ36検体について総水銀

の含有量は0.05-0.26ppm (平均0.14ppm)であり暫

定規制値を越えるものは認められなかった.なおこれら

のスズキについて測定したメチル水銀の含有量は0.03-

0.23 ppm (平均0.11ppm)であり，総水銀に対するメ

チル水銀の比率はほほ.'80%であった.これまでの調査結

果から，東京湾産スズキは水銀含有量が高く，また体長

と水銀含有量には正の相関性があり，大型魚の場合には

しばしば暫定規制値を越えることがあったため，東京都

は体長60cm以上のものについて漁獲を規制している.

ちなみに昭和53年度の調査4) では48検体(内体長60cm 

以上32検体)中規制債を越えたものは14検体で，いづれ

も体長 60cm以上であった. しかしながら今回調査対象

となったスズキについては，体長と水銀含有量との相関

性はほとんど認められなかった.すなわち対象試料36検
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銀量測定結果を示す.最も高い値を示したのはスルメ

0.13 ppm，次いでカマボコ0.09ppmであった.今回調

査対象となったものは全体に低い値を示しており， 0.1 

ppm未満は全体の96.7%であった.

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謝いたしま

す.
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東京都における PCB汚染の実態について(第11報)食品中の PCB含有量調査

岸本清子ぺ水石和子ぺ竹内正博ぺ吉原武俊*

Survey of Pollution with Polychlorinated Biphenyls in Tokyo ( XI ) 

Polychlorinated Biphenyl Concentrations of Foods 

KIYOKO KISHIMOTO*， KAZUKO MIZUISHI*， MASAHIRO T AKEUCHI* 

and T AKETOSHI YOSHIHARA * 

Keywords:ポリ塩化ピフェニール PolychlorinatedBiphenyls，汚染 pollution，食!日 foods

ボリ塩化ピフェニール(以下 PCBと略す)はその製 を越えるものはなかった.また， 0.01 ppm以上の PCB

造および使用規制措置がとられ11年経過するが，その悶 を検出したものは82検体で検出率は56.2%，平均値は

に行なわれた調査によって減少傾向が認められて来た 0.04ppmであり，横ばい状態が依然として続いている.

しかし，自然界には低濃度ではあるがいまだ残留してい 東京湾で採取したアサリ，スズキの PCB含有量を

る Table2に示す.アサリは前年と同様，神奈川県野鳥l崎

著者らは都内の PCBによる汚染状況を把握し，都民 公園(野島崎)，大井埠頭(大井)，葛西沖三枚洲(三枚洲)，

の食生活における安全性を確保する目的で食肉，魚介類 葛西沖人工渚(人工洛)，富津市富津公園(富津)の 5

を中心とした食品および容器等についてその含有量を調 地点で 5月， 7月， 9月の 3回にわたって採取した.大

査報告してきた11 本報では1982年度の結果を報告する. 井で採取されたアサリは全検体から PCBが検出され，

実験方法 平均0.02ppm，野島崎，三枚洲，人工消ーでは平均0.01

調査試料は1982年 4月から 1983年 3月までに入手し ppmであるが，千葉県側の富津では平均0.005ppm未

た.内訳は東京都中央卸売市場で買い上げた魚介類50種 満となり若干低い.この東京湾沿岸の地域的な汚染傾向

類146検体，東京湾産のアサリ 14検体，スズキ35検体， も前報と同様であった.

輸入魚介類31検体，水産加工品30検体，食肉 6種類30検 スズキは 5月と 9月に羽田れ11，葛西れ11，笥津打11，木更

体，卵 2種類20検体，乳製品 5種類70検体，食用油脂 3 津j中などで採取されたものについて検査したが， 0.24 

種類26検体，ベビーフード10検体，容器包装20検体，合 ppmから0.98ppmの範囲で全検体から PCBを検出し

計432検体である. た. しかし採取場所のちがいによる PCB合有量の顕著

操作および定量は第 2報21 と同様に，厚生省環境衛 な差は見られず，また体長目IJにも59cm以下の14検体の

生局 PCB分析研究班による統一分析法に基づき，アル 平均がO.51 ppm， 60 cm以一|ての21検体の平均が0.48

カリ分解法による前処理を行なったのち， ECDカ、、スク ppmとなり，差は認められなかった.

ロマトグラフイーで定量した. 輸入J!.¥介類の PCB合有量測定結果を Table3にノト

結果および考察 す.エピ，イカを中心に31検体について検査したこの

市場入荷魚介類の可食部の PCB含有量測定結果を うちカナダ践のニシンが0.01ppm， 0.06 ppm，アメリ

Table 1に示す.なお， 0.005 ppm未満は不検出とし， カ産の筋子が0.04ppmを不したが他からはほとんど検

0.00 ppmと表わした.146検体について検査したところ， t-Hされなかった.

最高値はアラの1.83ppmであり，この他にはスズキ 水産加工品は1.¥¥1勾練製品，魚介矧のー干物など30検体に

0.59 ppm，タチウオ0.43ppmが検出されたが，軒定規 ついて調査したところ12検体から PCBが検:11された.

制値(遠洋沖合魚介類0.5ppm，内海内湾魚介類3.0ppm) このうち出い{i11を王J¥したものは，ままかりの附:出0.46

*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IID3-24-1
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1、Hyakunincho3 chome， Shinjuku-ku、Tokyo、160J apan 
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Conc巴ntrationsof PCB in Fishes (ppm on wet basis) Table l. 
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0.00-0.03 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

0.00-0.03 
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0.02-0.43 

0.00-0.01 

0.01-0.17 

0.02-0.03 
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1

1

1

2

4

2

2
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2

1

5

1

1

7

2
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4
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1

2
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1

1

1

2

9

1

6
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4

2

3

1

1
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Sample 

Ainame (greenling. Hexagrammos otaku) 

Aji (horse-mackerel略 Trachrustrachrus) 

Akoya-gai (Pinctada martensit) 

Ara (sawedged perch. Niphon spillosus) 

Ayu (ayu sweetfish. Plecoglossus altivelis) 

Buri (yellow tail、Sel'iolaquinqueradiata) 

Dojo (mudfish、Misgurunusanguillicaudatus) 

Ginzake (On印 rhynchusKisutsh) 

Hamo (sea eel， MUl'aenesox cinereus) 

Hirame (flounder， Paralichthys olivaceus) 

Isaki (grunt， Parapristipoma trilineatum) 

Ishimochi (croaker， Al'gyrosomus argentatus) 

Itoyori (Nemipterus日 F百'f1tus)

1 washi (sardine、Sardinosmelm悶Istzcω)

Kamasu (barracuda， Sphyraena jajうponicus)

Kasago (scorpiofish， Sebastiscus mal'moratus) 

Katsuo (bonito、Katsuwonuspelamis) 

Kawa-ebi 

Kawahagi (filefish、StephanolePiscirrhifel') 

Kichiji (Sebastolobus macl'ochil') 

King-grip (Genyptel'us capensis) 

Kisu (sillago， Sillago sihama) 

Kochi (bartail flathead. Platycephalus ind，町us)

Madai (sea bream、Chrysophrysmajor) 

Madara (codfish， Gadus macl'ocephalus) 

Magarei (flat fi功、 Limand.包herzens的削)

Maguro (tuna， Thunnus alba印 res)

Managatsuo (harvest fish， Pampus argenteus) 

Mebaru (gopher. Sebastes inerm日)

Menuke (rockfish， Sebastes matsubaraz) 

Mutsu (japanese bluefish可 Scombropsboops) 

Namazu (catfish， Parasilurus astus) 

Nijimasu (rainbow trout， Salmo gairdnel'ii irideus) 

Nishin (herring、Clu戸eapal/asz) 

Saba (mackerel、pneumophorusjaponicus) 

Sanma (mackerel pike， Cololabis saira) 

Sawara (spanish mackerel， Scomberomorus niphonius) 

Sayori (halfbeak、Hemirhamphussajorz) 

Shiira (dorado、Cor汐haenahippurus) 

Shimahata (Cφhal，ψholis igarashi閉山)

Suketo-dara (walleye pollack可 Theragrachalcogramma) 

Surume-ika (cattlefish， Todal'ades pacificus) 

Suzuki (perch， Lataolabrax j四戸onicus)

Tachiuo (hairtall町 7干ichiul'usle.ρtUl'us) 

Takabe (Labracoglossa argenlIveηtr日)

Tobiuo (flying fish、Prognichthysagoo) 

Wakasagi (pond smelt町 Hypomesusolidus) 

U nagi (eel， Anguil/a japonica) 

Urokonoto (Notothenia squamifrons) 

Yoroiitachiuo (Hoplobrotula arma臼)

0.04 

N : number of samples 

0.00-]， 83 146 Total 
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Table 2. PCB Concentrations in Fishes Collected form Tokyo Bay ( ppm ) 

Sample 

Asari 

Suzuki 

N : number of samples 

Sampling station 

Nojimazaki 

Ohi 

Sanmaizu 

Jinkonagisa 

Futtsu 

N Range Mean 

3 0.00-0.01 0.01 

3 0.01-0.03 0.02 

3 0.00-0.01 0.01 

2 0.01 

3 0.00-0.01 0.00 

35 0.24-0.98 0.49 

Table 3. PCB Concentrations in Marine Products， Meats and others (ppm) 

Samples 

Marine product (imported) 

Processed marine product 

Meat 

Egg 

Edible fat 

Baby food 

Food wrapper 

N : number of samples 

shrimp 

lobster 

cattle fish 

herring 

salmon roe 

others 

pork 

pig liver 

beef 

cow liver 

chicken 

chicken liver 

hen 

quail 

refined lard 

lard 

tallow 

Tabl巴4. PCB Concentrations in Dairy Products 

Samples 

Butter 

N atural cheese 

Process cheese 

Condensed milk 

Modified milk powder 

Milk 

N : number of samples 

PCB concentration in 

N wet material (ppm) 

Range Mean 

10 0.00-0.01 0.00 

20 0.00-0.04 0.02 

8 0.00-0.01 0.00 

2 0.00 

10 。。。
20 0.00 

N Range Mean 

7 0.00 

4 0.00 

3 0.00 

2 0.01-0.06 0.04 

2 0.00-0.04 0.02 

13 0.00ー 0.02 0.00 

30 0.00-0.46 0.04 

5 0.00-0.01 0.00 

5 0.00 

5 0.00-0.01 0.00 

5 0.00-0.01 0.00 

5 0.00 

5 0.00 

16 0.00 

4 0.00 

19 0.00-0.01 0.00 

3 0.00-0.01 0.00 

4 0.00-0.03 0.01 

10 0.00 

20 0.00 

PCB concentration in 

extractable fat (ppm) 

Range Mean 

0.00-0.15 0.06 

0.00-0.06 0.02 

0.00 

0.00 

0.00-0.03 0.01 
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ppm，ニシン薫製0.32ppm，八ッ目ウナギ0.14ppm， 

かにみそ(ズワイガ、ニ)0.11 ppmであり，その他イワ

シの干物，たら子などから若干検出されたが魚肉練製品，

スルメイカの干物などからはほとんど検出されなかっ

た.

乳製品の PCB含有量測定結果を Table4に示す.

チーズはナチュラルチーズ20検体中13検体から PCBが

検出され，平均0.02ppmであった.なお PCBの検出

されない 7検体のうち 5検体はクリームチーズであっ

た.またプロセスチーズは 8検体中 2検体から0.01

ppmが検出された.バターは10検体中 2検体から0.01

ppm検出され，コンデンスミルク，育児用粉乳，牛乳

からは PCBは検出されなかった.

肉類については Table3に示すように，豚肉，豚肝，

牛肉，牛肝，鶏肉，鶏肝について各 5検体を検査したが，

豚肉 2検体，牛肉，牛肝各 1検体から0.01ppm検出さ

れた他は不検出であった.

鶏卵16検体，うずら卵 4検体からは PCBは検出され

なかった.

食用油脂26検体の PCB含有量を測定した.このうち

合成樹脂製容器入りの精製ラードは19検体中 1検体から

0.01 ppm，豚脂 3検体中 1検体から0.01ppm，牛脂は

4検体中 2検体から0.01ppm， 1検体から0.03ppmを

検出した.

ベビーフードは肉入り野菜のピン詰め，パンがゆ，ラ

イスがゆ(フレーク状)，ビスケットなど10検体につい

て検査したが PCBは検出されなかった.

容器包装は各種合成樹脂製の調理用品，紙ナプキン，

紙皿など20検体について調査したが PCBは検出されな

かった.

まとめ

東京都における PCB汚染の状況を調査する目的で，

魚介類，水産加工品，肉類，乳製品，食用油脂，ベビーフー

に容器包装の PCB含有量を測定した.暫定規制値を

越えるものはなく，全般的に低濃度で数年来大きな変化

は認められなかった.

謝辞 本調査にご協力いただいた東京都衛生局食品監

視課の方々に深謝いたします.
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ゴム製乳首中の第2級アミン由来の N一二卜口ソアミン

水石和子へ竹内正博へ音原武俊*

N-Nitrosamines Originated from Secondary Amines in Rubber Nipples 

KAZUKO MIZUISHI*， MASAHIRO T AKEUCHI* and TAKETOSHI YOSHIHARA' 

Volatile N-nitrosamines and nitrosatable amines in rubber nipples were d巴t巴rminedby gas chroma-

tography using a thermal巴nergyanalyz巴r. Five grams of samples was soaked in 100 ml buffer solution 

(simulate saliva) containing 200 ppm sodium nitrite for 24 hr at 40oC. The solution was divided in two por 

tions. One part was extracted twice with 100 ml of dichloromethane after addition of 10 ml of 20% sodium 

hydroxide solution. The other was permitted to stand for 30 min at pH 1， and then extracted twice with 100 

ml of dichloromethane after addition of 20 ml of 20% sodium hydroxide solution. Each dichlormethane 

phase was concentrated and submitted to gas chromatography under the following conditions: 3 m x 3mm 

glass column packed with 20% Versamid巴 900on Chromosorb W A W (60-80 mesh) at 200oC. 

N-nitrosamines were d巴tectedin samples of natural rubber and isoprene rubber ; N-nitrosodimethyl 

amine 0 -0.11 ppm， N-nitrosodiethylamine 0 -0.34 ppm， N-nitrosopiperidine 0 -0.21 ppm. These were 

not d巴tectedin silicone rubber. N-nitrosatable amines w巴redetected in all the samples as the correspond-

ing N-nitrosamines ; N-nitrosodimethylamine 0 -19.3 ppm， N-nitrosodiethylamine 0 -37.1 ppm， N-nit-

rosodipropylamine 0 -5.4 ppm， N-nitrosopiperidine 0 -19.8 ppm， N-nitrosodibutylamine 0 -24.7 ppm. 

Keywords : N -nitrosamine， secondary amine， rubber nipple， thermal energy analyzer， gas chromatography 

緒扇

晴乳用のゴム製乳首に発ガン性物質として知られる

Nーニトロソアミン (NNA)およびその前駆物質の第

2級アミンが含まれていることが， Spiegelhalder 1) ら

によって報告されヨーロッパにおいて社会問題となっ

た.すでに，西ドイツおよびオランダでは乳児の健康と

生命の安全のために， NNAおよびアミン類に対して規

制措置がとられている.我国においても，乳首中に

NNAが含まれていることが確認されヘ対応が迫られ

ており，現在，厚生省を中心として実態調査ならびに規

制措置の検討が進められている.著者らも健康を守ると

いう都衛生行政の立場から，この問題の重要性を認識し

調査を行なうことにした.

今回は，都内で市販されているゴム製乳首およびお

しゃぶりについて， NNAの存在と生成に関する検討を

行なったので報告する.

実験

1 試料

1982年 1月一 3月中に都内のデパートおよびスーパー

マーケットで市販されていた乳首，おしゃぶり計17検体

を調査試料とした.

2 試薬

i) NNA標準物質として，東京化成製 Nーニトロソ

ジメチルアミン (NDMA)，Nーニトロソジエチルアミ

ン (NDEA)，Nーニトロソジブチルアミン (NDBA)

および関東化学製 Nーニトロソ -nージフ。ロピルアミン

(NDPA)， Nーニトロソピペリジン (NPi)を使用した.

その他の溶媒，試薬は特級をそのまま使用した.

ii)人工唾液の調製:炭酸水素ナトリウム4.2g，炭

酸カリウム0.2g，塩化ナトリウム0.5gを 1eの精製水

に溶かした.

3 装置および測定条件

TEA-GC : Thermo Electron社製熱エネルギ一分析

器 TEA502に島津製ガスクロマトグラフ GC-6Aを連

結して使用した. GCの分離カラムは20% Versamide 

900 (Chromosorb W A W， 60-80 mesh)を内径 3mm， 

'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ー1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Fig.l. TEA-GC Chromatogram of N-Nitrosamines 
Column 20% Versamid巴 900I Chromosorb 
WAW， 60-80 mesh， 3mX3mm， 2000C， Sample 

size : 5ul 
NDMA N-Nitrosodimethylamine， NDEA 
N -Nitrosodiethylamine， NDP A N -Nitroso. 

dipropylamine， NPi N-Nitrosopiperidine， 

N -DBA: N -Nitrosodibutylamine 

長さ 3mのガラスカラムに充てんしたものを使用した.

Fig.1に標準の NNAについて得られたクロマトグラム

を示す.

4 操作法

試験溶液の調製:Fig. 2に示すように，細切した試

料 5gを人工唾液100mlに浸漬し，これに 1%亜硝酸ナ

トリウム溶液 2mlを加えてから400Cで24時間溶出を行

なった.溶出液を 2分し，半量は20%水酸化ナトリウム

溶液10mlを加えてアルカリ性とし，ジクロルメタン

100 mlで2回抽出を行なってから，抽出液を KDー濃縮

器で濃縮し， TEA-GCの試験溶液(1 )とした.他

の半量には10%塩酸10mlを加え室温で30分間放置後，

20%水酸化ナトリウム20mlを加えてアルカリ性にし，

同様に抽出，濃縮を行なって試験溶液(2 )とした.

結果および考察

ゴム製の乳首およびおしゃぶり等についての NNAの

分析結果を Table1に示す.

今回調査した試料は材質が天然ラテックス製 4，合成

イソプレン製 7，合成シリコーン製 4，不明 2の17検体

である. pH 8.5において亜硝酸ナトリウム200ppmを

含む人工唾液中に溶出した NNAは，天然ラテックス製

から NDEAが 0-0.34ppm，合成イソプレン製から

NDMAがo-0.01 ppm， NDEAカ;'0 -0.03 ppm， Npi 

が0-0.21ppm検出された. しかし，合成シリコーン

147 

Buffer solution 100m1 
(simu1ate sa工iva)

工労NaNO，2m1 

守古
s
 

r
 

u
 

0
 

・uι・
フ』

l，
 

円

U-nu 
L
斗

τ吉

add 20%NaOH 10m1 

extracte with dich1oromethane 
100m1 x 2 

concentrate by KD 

test solution (工)

TEA-GC 

add 10労HC110m1 

stand for 30min at room temp. 

add 20%NaOH 20m1 

extract with dich1oromethane 
I 100m1 x 2 

concentrate by KD 

test solution (2) 

TEA-GC 

Fig.2. Analytical Method for N-Nitrosamines in 

Rubber Nipples and Paclfiers 

製からはいずれの NNAも検出されなかった. このよう

にゴムの材質の種類によって製品中から溶出する NNA

の量と種類がかなり異なることがわかる.これはゴムの

製造工程において添加される配合剤の違いによるものと

考えられる. NNAの生成には前駆物質としての第 2級

アミンとニトロソ化剤の存在が不可欠である.ゴム製品

に用いる配合剤は非常に種類が多い.この多岐にわたる

各種配合剤が第 2級アミン源として指摘できる.例えば，

Fig.3に示すように加硫促進剤の一種であるジチオカ

ルパメート類やチウラムスルフィド類は第 2級アミンと

二硫化炭素の反応生成物であるので，一部が分解して

種々の第 2級アミンを生成する可能性がある.

また，ニトロソ化剤としては空気中の窒素酸化物等が

あり，第 2級アミンが空気と接触することにより，更に

各種添加剤の触媒作用を受け，徐々に NNAを生成する

ものと思われる.以上のことはゴム製品全般についてい
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Table 1. Amounts of N-Nitrosamines and Nitrosatable Compounds Migrated from Rubber Nipples and 

Pacifiers into Buffer Solution (Simulate Saliva) 

( 2 ) pH= 1 ( 1 ) pH=8.5 

Material 
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NDPA 

2.5 

0.87 

NDBA NDMA NDEA 

18.5 

7.0 

7.8 

3.5 

0.57 

2.9 

0.16 

10.4 

0.07 

0.23 

0.69 

0.24 

0.03 

0.06 

1.3 

NPi 

0.01 

0.01 

NDPA NDEA NDMA 
Sample 

3.2 

24. 7 

1.7 

5.4 

0.33 

37.1 

0.56 

7.3 

0.10 

0.17 

0.08 

0.11 

0.11 

19.3 

0.21 

0.28 

0.02 

0.13 

0.14 

0.30 

0.03 0.01 

A

B

C

D

E

F

G

H

I

J

K

L

M

N

O

P

Q

 

(expressed as ppm， rubber sample) 

pH =8.5 : Buffer solution 

pH=l : Buffer solution was acidified to pH 1 and stood at room temperature for 30 min， and precursor amines 

were estimated as N-nitrosamines 

N atural Rubber， IR : Iosprene Rubber， Si : Silicon巴 Rubber，u.k. : unknown 

アミンが変化したものではなく製品の製造・保存・流通

の過程に生じたNNAと考えられる.

一方， (2) は人工唾液中に溶出した第 2級アミンを

酸性 (pH= 1)の条件下でニトロソ化を行なってから，

( 1 )の場合と同様にして NNAを測定し，それぞれ製

品中の濃度に換算したものであり，胃内におけるニトロ

ソ化反応の invitroにおける結果に対応する.この場合

は全製品から NNAが検出され， NDMAはo-19.3 

ppm， NDEAは0-37.1ppm， NDPAは0-5.4ppm， 

NPiはo-19.8 ppm， NDBAは0-24.7ppmであった.

今回調査した試料の中では天然ラテックスおよび合成イ

ソプレン製のものに高い値が多く，シリコーン製は一体

に低い値であった.

西独では3) 1982年 1月よりゴム製乳首について規格

試験法を制定し， Nーニトロソアミン規制を行なってい

る. (総量が pH7で10ppb以下， pH 1で200ppb以下)

西独の公定法の場合は，人工唾液中の亜硝酸濃度が

30ppmである.著者らは，日本人の唾液中の亜硝酸濃

N-Nitrosamine 

Types of Rubber Accelerators and Corres. 

ponding N-Nitrosamines 
(a) Dithiocarbamates， M : Metal 
(b) Thiuram mono- or polysulphides， x 

Number 

R2 N明 NO_____:，. R2NH一一ーム

N02 -

NR 

Accelerator 

何) [R2 NづnM

R? N-C-Sx-C-NR? 
11 11 
S S 

Fig.3. 

(b) 

えることであるが，乳首，おしゃぶり等の場合はl唾液中

の亜硝酸塩がニトロソ化剤として作用する. しかしニト

ロソ化反応は中性およびアルカリ性の条件下ではあまり

進行せず，酸性条件下で促進されることから，乳首等か

ら第 2級アミンが溶出した場合，ニトロソ化は口腔内よ

り胃中に移行して進行するものと思われる.したがって，

Table 1の(1 )に示した NNAの値は浴出した第 2級
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度が0.1-200ppmという報告<1に基づいて亜硝酸ナト

リウムの濃度を200ppmとした.ニトロソ化の反応は，

反応液の pHと亜硝酸濃度により影響される. したがっ

て，西独法とは分析条件が若干異るので，今回の結果に

西独の規制値を直ちに適用して考察することは適当でな

い.亜硝酸塩濃度と Nーニトロソアミンの生成率の関係

にづいては，検討中である.

乳首からの第 2級アミンの溶出は，温水洗浄によって

減少することが明らかである引.ゴムの劣化の問題も生

じることから，完全除去は不可能である.原因となる加

硫促進剤の使用を避け，より安全な薬品を用いることが

有効と考えられる.

(本研究の概要は衛生局学会第69回1982年11月で発表

した.) 
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蜂蜜中の残留サルファ剤検出法について

竹葉和江へ神崎政子へ村上文子ぺ松本昌雄*

Detection of Residual Sulfonamides in Honey 

KAZUE T AKEBAへMASAKOKANZAKI*， FUMIKO MURAKAMI* 

and MASAO MATSUMOTO* 

A determination method by gas chromatography for 5 residual sulfonamides in honey was studied. Sul-

fonamides are widely used as an antibacterial ag巴ntfor foul brood， disease of hon巴ybee， caused by Bacillvs 

larvae. Honey extract sample was first subjected to screening test by Bratton-Marshall method， and th巴n

each sulfonamide was indentified by gas chromatography. The recovery rate of sulfonamides experimental-

ly added to honey was 80 -89% at 0.1μg/g level， the coefficient of variation 7 -12% and the detection 

limits ca. 0.01 -0.20μg/g. 

When this method was applied to 79 commercialbrands of honey， sulfathiazole and sulfamonomethox-

ine were respectively detected in one sample each 

Keywords: honey， residual sulfonamide， antibacterial agent， foul brood， Bacillus larvae， 

わが国で法定家畜伝染病に指定されている蜜蜂のアメ

リカ腐姐病 (foulbrood)は，世界各国共通にあり，

Bacillus larvae によって号|き起される蜂子の伝染病であ

る.

この病気が発生した場合には，全焼却の処置がとられ

るので，養蜂業界における経済的損失は大きいと言われ

ている.そのために蜜蜂に対し，治療あるいは予防的に

サルファ剤等の薬剤投与が行なわれることから，これら

の薬物が蜂蜜に残留することが懸念される.このような

動物医薬品が食品へ移行し残留する問題は，最近食品衛

生上重要な課題となっており，蜂蜜中の残留薬物につい

ても検査体制の確立が強く望まれている.

現在，食品中の残留サルファ剤の検査法としては，畜

産物を対象として厚生省が通知したガスクロマ卜グラ

フィー (GC)による方法(厚生省法) I1 がある.この方

法は蜂蜜のような糖濃度の高い食品には，抽出の際試料

が固化してしまうため，そのままでは適用できない.そ

こで，蜂蜜中のサルファ剤の検出法として，非特異的で

はあるが簡便な方法として従来からサルファ剤の検査に

用いられている Bratton-Marshall法 (B-M法)21寸)で，

蜂蜜をスクリーニングした後， GCで分別定量する方法

について検討した.

ホ東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

また，応用試験として市販の蜂蜜についても検出を試

みたので，併せてこれらの結果を報告する.

実験方法

1 試薬

1 )サルファ剤:sulfathiazole (STZ)， sigma ; sulfa-

monomethoxine (SMM)，第一製薬働 sulfamerazin巴

(SMZ)，田辺製薬株，); sulfadimethoxin巴 (SDM)，第一製

薬;sulfaquinoxaline (SQX)，マルピーメルクシャープ

アンドドーム株:).各サルファ剤の標準溶液は，それぞれ

10mgを100mlメスフラスコにとり，少量のジメチル

ホルムアミドに溶解し，アセトンで、100mlとした(100

μg/g). これを適宜希釈して使用した.

2) 0.1%亜硝酸ナトリウム:NaN02 (特級) 0.1 g 

を蒸留水に溶解し100mlとした.

3) 0.5%スルファミン酸アンモニウム

NH40S02NH2 (特級)0.5 gを蒸留水に溶解して100ml 

とした.

4) 0.1%ナフチルエチレンジアミン

CJOH7NHCHzCH2NHz・2HCl(特級) 0.1 gを蒸留水

に溶解して100mlとした.

5) 1Mリン酸ーカリウム:KH2P04 (特級) 136 g 

を蒸留水に溶解して1000mlとした.

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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6 )ジアゾメタンエーテル溶液 :Nーメチル-Nー

ニトロソ Pートルエンスルホンアミド(メルク製)

4.3 gをエチルエーテル26mlに溶解し，これにあらか

じめ水酸化カリウム(メルク製) 1 gを蒸留水l.6 ml 

およびエチルアルコール 5mlに溶解したものを加え，

水浴上(650
) で蒸留して，留液20mlをとった.受器に

はエチルエーテル 5mlを入れ，冷却管の先端は受器の

エチルエーテルに浸し，全体を氷水中で冷却した.

このほか，酢酸エチル，アセトンおよび無水硫酸ナト

リウムは，残留農薬試験用を，塩化ナトリウムは特級を

使用した.

2 装置および測定条件

1 )分光光度計:目立自記分光光度計 EPS-3T形

2) GC 島津 GC-5A型(日 NiECD付).カラム

充てん剤 SiliconeOV-17+ SiliconeOV -210 (l.5+ 

l. 95) %， Uniport HP， 100ー120メッシュ， 3 mm X 

2 mガラスカラム.カラム温度2700，注入口温度3000，

ECD混度3200，窒素ガ、ス流量100ml/min. 

3 試料の調製

厚生省法を，蜂蜜に適用すると無水硫酸ナトリウムに

よる試料の脱水と同時に均質化を行なうところで，全体

が固化してしまい，それ以後の抽出操作ができなくなっ

た.そこで，蜂蜜を直接水酸化ナトリウム溶液に溶解し，

pH調整をした後溶媒で抽出する方法を用いた.すなわ

ち，蜂蜜30gをとり ，N/10水酸化ナトリウム20mlを

加えて溶解した.これに 1Mリン酸 カリウムl.3 mlと

NIlO塩酸数 mlで、 pHを8.0に調整後， 200 ml分液ロー

トに移し，塩化ナトリウム10gを加えて溶解し，これ

に酢酸エチル50mlを加えて振とう抽出した.この酢酸

エチル層を分取し，更に一回酢酸エチル30mlで振とう

抽出し，全酢酸エチル層を合わせ，無水硫酸ナトリウム

で脱水後， 450Cの水浴上で、減圧乾回した.この残澄に

アセトン 3mlを加えて溶解し，このうち 2mlをスク

リーニングとして B-M法の試料とし，残りの 1mlを

GC用の試料とした.

4 B-M法による測定

抽出試料のアセトン 2mlを窒素ガスで留去し，これ

に蒸留水 3mlと4N塩酸0.5mlを加えて溶解した.

これに0.1%亜硝酸ナトリウム0.3mlを加えて混合し 3

分後， 0.5%スルファミン酸アンモニウム0.3mlを加え

混和した. 2分後に， 0.1%ナフチルエチレンジアミン

0.3 mlを加えて混和した. 30分間放置後，空試験溶液

を対照として，波長550nmで吸光度を測定した.この

反応で，発色したものについて，次の GCによる測定

を行なった.

5 GCによる測定

抽出試料のアセトン 1mlを窒素ガ、スで留去し，これ

にジアゾメタンエーテル溶液 5mlを加え室温で30分間

反応させた後，溶媒を窒素ガ、スで留去し，残澄にアセト

ン1mlを加えて溶解したものを GCに注入した.

6 GC一質量分析計 (MS)による同定

酢酸エチルで抽出濃縮した試料を， Woolleyらの方

法51 に準拠して，薄層クロマトグラフィーによるクリー

ンアップをした後，メチル化し GC-MSによる測定を

行なった.

7 バイオアッセイによる確認

ペーパーディスク法61に準拠して行なった.すなわち，

抽出濃縮した試料をアセトン 1mlに溶かしてから 2等

分した.一方はそのまま，もう一方は0.1%パラアミノ

安息香酸 (PABA)で処理してからパルフ。ディスクに

吸収させ，風乾後検出用平板におき， 370Cで18時間培

養して，阻止円形成の有無を観察した.検出用培地には，

柴田ら11 の報告したものを用いた.

結果

1 検量線

適宜希釈した各サルファ剤標準溶液を，試料と同様に

抽出し，メチル化後 GCで測定し，そのピーク高から

検量線を作成した.

STZおよびSMZの検量線は Fig.1に， SMM， SDM 

および SQXの検量線は Fig.2に示した.

STZおよび SMZは， GC注入量0.1-0.5ngの範囲

で原点を通る直線であった. SMM， SDMおよびSQX

Tabel 1. Retention Times and Relative Retention 

Times of Sulfonamide Methyl Derivatives 

Sulfonamide 
tR 

(min) 
RRT 

STZ 5.14 0.70 

SMM 7.31 l. 00 

SMZ 7.38 l. 01 

SDM 13.39 l. 83 

sQx 2l. 30 2.91 
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Table 2. Recovery Rate of Sulfonamides experimentally added to Honey 

SQX 

1.0 

89.2 

8.4 

9.4 

SDM 

1.0 

88.9 

6.0 

6. 7 

SMZ 

1.0 

80.3 

5.2 

6.5 

SMM 

1.0 

81. 4 

10.0 

12.3 

STZ 

1.0 

83.2 

7.2 

8. 7 
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Standard Deviation 

Coefficient of Variation (%) 
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Table 3. List of the Honey Samples tested 

Country 
Number 

of Sample 

Domestic 13 

Imported 

U.S.A. & Canada 10 

China 9 

Argentine 5 

Hungary 2 

Spain & Mexico 2 

West Germany 

Unknown 20 

Unknown 17 

Total 79 

は， GC注入量0.1ー0.5ngの範囲で，いずれも直線性

を示したが，原点を通らなかった.

2 添加回収実験

サルファ剤を含まない蜂蜜に， STZ， SMM， SMZ， 

SDMおよびSQXをそれぞれ0.1μg/gの濃度に添加

し，回収実験を行なった. SMMおよびSMZは，それ

ぞれピークが分離しないので，別々に回収実験を行なっ

た.

Table 1に，各サルファ剤の保持時間(tR)および

SMMに対する相対保持時間 (RRT)を示した.

Table 2には，各サルファ剤の凪収実験の結果を示し

た.

すなわち，回収率(%)と標準偏差は， STZ 83.2土7.2，

SMM 81. 4土10.0，SMZ 80.3土5.2，SDM 88.9:1: 6. 0 

および SQX89.2:1:8.4であった.変動係数(%)は，

それぞれ8.7，12.3， 6.5， 6.7および9.4であった.

また蜂蜜中のサルファ剤の検出限界は， STZ約0.01

-0.02 (μg/g)， SMM約0.01-0.02，SMZ約0.01-

0.03， SDM約0.02-0.04および SQX約0.08-0.20で

あった.

3 市販蜂蜜への応用試験

この方法の応用試験として， 1981-1982年の問に都内

で市販されていた蜂蜜79検体について，サルファ剤の検

出を試みた.検査したこれらの蜂蜜の生産国を， Table 

3に示した.

検査の結果， B-M法によるスクリーニングで79検体

中11検体が，サルファ斉IJ反応陽性を示し，これらの検体

について GCで定量試験を行なったところ，最終的に

2検体に STZ3.3 (μg/g)および SMM7.2に相当す

るピークを検出した.これらのクロマトグラムを，

Fig.3および Fig.4に示した.

STZおよび SMMの検出された 2検体ともに，生産

国は無表示であった. B-M法で類似反応を示した残り

の 9検体の蜂蜜は，すべて柑きつ類の花蜜の表示のもの

であった.

なお，検出された STZおよび SMMの確認のため，

GC-MSによる測定を試みた. しかし，サルファ剤の絶

対量が足りなかったことおよび爽雑物が完全に除去でき

なかったために，標準品に一致するマススペク卜ルは，

f専られなかった.

そこで， STZおよび SMMの検出された!蜂蜜を化学

的に抽出濃縮した試料で，バイオアッセイによる確認を

試みた.その結果， 2試料ともに PABA無処理では阻

止円形成が認められたが， PABA処理の場合阻止円は

形成されなかった. したがって， GC上の STZおよび

SMMに相当するピークは，サルファ剤であることが確

認された.

考察

動物性食品の安全性と安定生産確保を目的として，飼

料安全法の制定ならびに薬事法の一部改正が行なわれ，

飼料添加物の使用基準および休薬期間等が定められた.

また，これにともない食品衛生法の一部改正も行なわれ，

食品中の残留薬物の規制も強化されるようになった.飼

料添加物の使用基準によると，牛，馬，豚，鶏，うすら，

ぷり，まだし¥こ1，1，うなぎ，にじますおよびあゆと並

び蜜蜂もその対象動物に指定されているが，現在蜜蜂に

対しては，他の動物のように具体的な使用基準は定めら

れていない.

また食品衛生法で，食品は抗生物質を含んではならな

いとされ，食肉，食烏卵および魚介類は，抗生物質のほ

か化学的合成品たる抗菌性物質を含有しではならないと

されているが，蜂蜜を含むその他の食品については，化

学的合成品である抗菌性物質の規制は，現在のところな

今回，蜜蜂の疾病の治療薬の中で，広汎に使用されて

いる 5種類のサルファ剤をとりあげて，蜂蜜からの検出

を試みた.

検出方法は，厚生省法の抽出方法を蜂蜜にも適用でき

るように一部改良し，また多量の検体を能率的に処理す

ることを目的として， GCによる測定に先立ち，抽出試

料の一部を使用し， B-M法によるスクリーニングを行

なった.

抗生物質あるいは抗菌性物質のスクリーニングには，
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ディスク法によるバイオアッセイが一般的に用いられる

が，蜂蜜の場合には蜂蜜自身に細菌の発育を抑制する因

子があり 8)，バイオアッセイでは判定が困難なことがあ

るので， B-M法をスクリーニングに用いた.

GC法でサルファ剤が検出された場合，確認、同定には

GC-MSによる測定が一般的であるが，食品中に残留

する薬物は，微量でかっ検体の量も限られていることが

多く，実際には絶対量不足のために， GC-MSで確認

同定出来ないことがしばしばある.このような場合には，

抽出濃縮試料について PABA処理を行なって，バイオ

アッセイで確認することがある91

この方法の応用試験として，市販の蜂蜜について検出

を試みたところ， 79検体中 2検体にサルファ剤， STZ 

および SMMを1検体ずつ検出した.

STZおよびSMMは，腐姐病の予防あるいは治療に

効果的な薬剤として繁用されている削 111ことなどから，

蜂蜜に残留したものと考えられる.

このような動物医薬品を含んだ蜂蜜を市場から排除し

てゆくために，養蜂業にも動物医薬品の使用基準ならび

に休薬期間を制定し，また蜂蜜への残留についても規制

を加え，検査体制を強化し，監視することが必要である.

要約

蜜蜂の腐姐病に使用されるサルファ剤について，蜂蜜

からの検出法について検討した.蜂蜜を B-M法でスク

リーニングし，次いで GCにより個々のサルファ剤を

分別定量した.

この方法によるサルファ剤の添加回収率は， 80-89% 

で，変動係数は 7-12%そして検出限界は約0.01-0.20

μg/gであった.

この方法の応用試験として，市販の蜂蜜79検体につい

て検出を試みたところ， STZおよび SMMをそれぞれ

l検体ずつ検出した.

謝辞検体収集にあたり，協力していただいた衛生局

食品艶視課の方々に深謝いたします.
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オイカワ(淡水魚)より同定した除草剤

(Benthiocarb， CNP， Chlomethoxynil， Oxadiazon)について

宮崎奉之ぺ山岸達典ぺ松本昌雄*

Identification of Herbicides (Benthiocarb， CNP， Chlomethoxynil， Oxadiazon) 

in Freshwater Fish， Z，αcco platypus 

TOMOYUKI MIYAZAKI*， TATSUNORI YAMAGISHI* and MASAO MATSUMOTO市

As part of a food contamination monitoring program， we conducted an investigation on herbicides de-

tected in freshwat巴rfish (pale chub， Zacco plaりpus)caught from a river in the agricultural area during the 

season when herbicides are spray巴din paddy fields. The fish extract was cleaned up through acetonitrile 

partitioning and by Florisil column chromatography， and then subjected to GC/MS analysis. Four herbi-

cides， i.e. benthiocarb [carbamothioic acid， diethy Sー((4-chlorophenyl) methyl) esterJ， CNP [1， 3， 5，ー

-trichloro-2ー (4-nitrophenoxy)benzeneJ， chlomethoxynil [2， 4-dichloro-1ー (3-methoxy-4-nitrophe-

noxy) benzeneJ ，oxadiazon [3ー (2，4- dichloro-5ー (l-methoxylethoxy) phenyl) -5ー(1，1-

diinethylethyl) 1，3，4-oxadiazol-2 (3H)ーoneJ，were identified. Residu巴 concentrationsof these herbicides 

on wet weight basis were respectively; benthiocarb， 0.5 ppm; CNP， 1.2 ppm; chlomethoxynil， 0.2 ppm; and 

oxadiazon， 0.01 ppm. The study suggests that herbicides entered the riv巴rfrom the paddy fields and 

accumulated in the fish. 

Keywords : herbicide， identification， benthiocarb， CNP， chlomethoxynil， oxadiazon， gas chromatography / mass 

spectrometry 

緒 昌

水田除草剤の 1種である CNP(1ふ5-trichloro-2-

(4-nitrophenoxy) benzene)が魚介類1121316171や河川水4)5)

あるいは海水中71 から検出されたことから，その残留

が問題になっている.これらの生物あるいは水中での

CNP濃度は 5-6月に高く7kそれが水田に除草剤を

散布する時期とちょうど一致している.つまり，魚介類

中の CNP残留は散布された除草剤が水田から河川へ流

れ込み，それが種々の生物中に取り込まれて残留すると

いう汚染経路であったことが判明した.このような現象

は， CNPに限らず他の除草剤においても生物中に残留

する可能性を示している.そこで，今回，水田除草剤が

散布されている時期に淡水魚を採取し，これを試料とし

て除草剤の検索を試みたところ，下記の 4種の除草剤が

同定された.すなわち， benthiocarb (carbamothioic 

acid， diethyl Sー((4-chlorophenyl) methyl) ester) ， 

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

CNP， chlomethoxynil (2，4-dichloroー lー(3-metho-

xy-4-nitrophenoxy) benzene) ， oxadiazon (3ー(2，4-

dichloro-5ー(l-methylethoxy)phenyl)-5ー(1，1一dime-

thylethyl)ーlふ4-oxadiazol-2(3H)ーone) が確認され

た.この魚試料中の除草剤の濃度は湿重量当たり bent-

hiocarb O. 5 ppm， CNP 1. 2 ppm， chlom巴thoxynilO. 2 

ppm， oxadiazon O. 01 ppmであった.

材料および方法

1 試料:オイカワ (Zaccopla~がω) は 1980年 6 月

8日，思川水系の小山(栃木県)で採取したものである.

2 試薬および標準品: 使用した溶媒は残留農薬分

析用のものである.標準品の benthiocarbはクミアイ

化学より供与されたものである. CNPおよび

chlomethoxynilは市販農薬製剤より抽出し，メタノー

ルより再結晶を繰り返して得たものである. CNP: mp 

1080C， Chlomethoxynil: mp 1140C. Oxadiazonは和光

160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public H四 lth
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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純薬工業(株)よりの購入品である.

3 分離同定法:試料の魚(オイカワ， 240 g )を十

分に細切，ホモジナイズした後，アセトニトリル， 1. 2 

1で抽出した.これを 2%塩化ナトリウム溶液 6l中へ

投入し，ヘキサン 1lで2回抽出した.このヘキサン溶

液を水洗 (300mlX2)，脱水後，濃縮した.この濃縮

液をヘキサンで40mlとし，これをヘキサン飽和アセ卜

ニトリル40mlで4回抽出した.このアセトニトリル溶

液を 2%塩化ナトリウム溶液500mlへ投入し，ヘキサ

ン100mlで2回抽出した.このヘキサン層を水洗(100

ml X 2)，脱水後，濃縮した.この濃縮液をフロジリル

カラムクロマ卜 (Florisil，28 g， 1300C， 15h活性化した

もの.ヘキサンで充てん)に注ぎ，最初20%ジクロルメ

タン・ヘキサン. 200 mlで洗浄後，ジクロルメタン:

アセ卜ニトリル:ヘキサン (50.00:0.35 : 49.65) 200 

mlで溶出した.この分画を濃縮し，再びフロリジルカ

ラムクロマ卜 (Florisil32 g使用)に注ぎ， 20%， 30%， 

40%， 50%ジクロルメタン・ヘキサン各200mlで次々

と段階的に溶出した.このうち40%ジクロルメタン・ヘ

キサン分画を濃縮して約0.3mlとし GC/MS測定溶液

とした.

4 GC/MS測定条件:ガスクロマトグラフ (Hewlett

Packard 5710 A)，マススペクトロメーター(日本電子

(株)， ]MS D-300i， ]MA 2000システムでオンラインに

より測定した.カラムとして 3% OV-1を用い，カラ

ム温度を 1900Cで'10分間保ったのち 1分間に 40Cの

速度で2300Cへ昇温したのち，この温度を保った.注入

温度， 2500C， He 30 ml/min， EI，イオン化電圧70eV 

の条件で測定した.マスフラグメントグラフィーは

Table 1に示した条件で、測定した.この時のイオン化電

圧は20eVで、行った.

結果および考察

オイカワ(淡水魚)より得られたクロマ卜グラムとマ

ススペクトルを Fig.1に示す.

本クロマトグラム上， P-1に相当する物質は分子イ

オンが m/z257 (塩素 1偶を含む)であり，主なフラグ

メントイオンとして m/z125(Clj )， 100 (基準ピーク)

を示した.この物質は分子イオンが奇数であることから，

分子中に奇数個の窒素を含む化合物である.このマスス

ペクトルは水田除草剤として，日本で最も多量に使用さ

れているbenthiocarbのマススペクトルと一致している

ことが判明した.さらに 3種のカラムを用いたマスフラ

グメントグラフィー (Tabl巴 1)でも標準品と試料から

得られたものと，そのイオン強度比および，保持時間が

ca〈J〉c"2L::::
l.:1.e0 

". 3同 2帽
2世凡'"

、.闘 s 吋Qt_:_r""山

e.0d 

• t
H
m
v
n
p
室
町 ... 

35. "ぺ1・・ 1旬 2同 百・ ヨ同

3圃@一

，，0.00闘2 1I L1e.自由

」

世回 0 -1叫~同.....，....，....刈"""凪!崎~刷~岬T"""'時向個
1・・ 15・ 2圃 ，.・ 現相 内ノ定

1.帽， .圃‘'
ll(M)' '% 

cdot:: 

I ・I' " 1，" ~ "， "" '" ，植，"¥~ ，W 1 ，"，'剛..恥，....，....，岡山...
3刷

"・
2帽 2国 当圃

凡'"

岬圃
田 1・. 15・ 2圃 25・ 誕栂 袈抱 ‘掴 sc向司

令50

Eミ

• i
a
E
 、. 15 2・ お 円rN

Fig.1. Reconstructed Ion Current Chromatogram 
and Mass Spectra Obtained from Freshwa 

ter Fish Sample 



東京衛研年報 34，1983 157 

Table 1. Relative Retention Times (to Aldrine) of the Unknown Peaks Obs巴rvedby Mass Fragmentography 

Liquid phase 3%OV-1 3%OV-17 2%OV-210 

Support Chromosorb W A W DMCS， 80-100mesh 

Temperature CC) 

column 220 215 200 

injection & separator 250 250 250 

He (ml!min) 25 25 30 

Peak (Assignment) (relative retention time) 

P-1 (benthiocarb) 0.88 1. 19 1. 39 

P-2 (oxadiazon) 1. 65 2.17 5.08 

P-3 (CNP) 2.34 3.97 6.14 

P-4 (chlomethoxynil) 3.20 7.15 12. 7 

aldrin 1. 00 1. 00 1. 00 

(min) ( 2.18) ( 4.10) ( 1. 42) 

• monitoring ions (m/z) : benthiocarb (257噌 259)，oxadiazon (302， 304， 344)， CNP (287， 317、319)，chlomethoxynil 

(266， 313， 315)， aldrin (263， 364) 

一致したことからこの物質を benthiocarbと同定した.

Benthiocarbは1970年代の始めに日本で開発された除草

剤である.これまで benthiocarbは河川水や農業用水な

どから8川10)検出されているが生物試料中からの検出例

は111 極めて少伝い.

P-2に相当する物質は分子イオンが m/z344であり，

その同位体存在比から分子中に塩素を 2個含む化合物で

ある.標準品のマススペクトルおよび 3種類のカラムを

則いた保持|時間がよく一致したことから，この化合物を

oxadiazonと同定した.'Oxadiazonはー勾二生雑草に有効

で，その使j刊量は急増している.この除草剤は水生生物

を附いたモデル実験によるとかなりの蓄積性があること

が報告12) されている.また，最近， Oxadiazonは日本

の河川水中131や魚介類中川からも検出されている.

P-3に相当する化合物は CNPであった.マススペ

クトルおよび保持時間が標準品と一致したことから同定

した. CNPは日本で開発されたジフェニルエーテル系

除草剤であり，その使用量は水田除草剤として

benthiocarbをつぐ位置を占めてきた. CNPは生物濃

縮されやすい 15) ため，環境生物中からの検出例が多く

報告されてきた.一方， CNPのニトロ基が還元された

アミノ体が水田土壌中に残留16) していることが確認さ

れており，そのアミノ体がさらにアセチル化やホルミル

化された物質が生物試料中から検出¥7)されている.と

ころで， CNP製剤中には不純物として種々のポリ塩化

ダイペンゾパラダイオキシンやフラン類が存在する 181

ため，その毒性評価が問題となっている.この不純物の

中でも最も含量が多い 1， 3， 6， 8一t巴trachlorodibe.

nzo-ρ-dioxinを本試料と同じ魚から微量ではあるが検

出したことについてはすでに報告181 した.

P-4に相当する化合物のマススペクトルは CNPと

類似したスペクトルパターンを示した.分子イオンは

m/z 313で，その同位体存在比から分子中に塩素を 2個

含む化合物であり，これが奇数であることから奇数個の

窒素原子を含んでいることを示している.マススペクト

ルおよび保持時聞が標準品と一致したことから，この化

合物をジフェニルエーテル系除草剤の chlomethoxynil

と同定した. ChlomethoxynilはCNPと同様に水田除

草剤として用いられており，シジミ中から CNPと一緒

に，その残留が確認31 されている.以上のように GC/

MSによる検索からオイカワ中より水田除草剤として用

いられている 4種の化合物を同定した.

このオイカワ中のこれら除草剤の濃度をマスフラグメ

ントグラフィーにより測定したところ， benthiocarb， 

0.5 ppm， CNP， 1. 2 ppm， chlomethoxynil， 0.2 ppm， 

oxadiazon， 0.01 ppmであった.一方，日本における

1979年のこれら除草剤原体の生産量は次のように報告さ

れている :b巴nthiocarb9，639トン， CNP 3，789トン，

chlomethoxynil 1， 808トン， oxadiazon 338トン. この

ように 4種の除草剤がオイカワ中から確認されたこと

は，他の種類の除草剤，および，それらの代謝産物や，

不純物なども取り込んでいる可能性が考えられる.また，

水田に除草剤を散布する時期と鮎釣などの解禁l時期とが

重なる点，日本から米国に輸出されたニジマスから
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CNPが検出された例2) など，食品としての観点からも

問題を含んでいる.その意味から，ここで同定した除草

剤も含め，現在使用されている除草剤の水生生物中で・の

残留性，および，その汚染実態を十分に把握する必要が

あろう.
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養殖魚中の残留サルファ剤簡易検出法について

神崎政子ぺ竹葉和江.村上文子ぺ丸山 務へ松本昌雄*

Simplified Detection Method for Residual Sulfonamides in Cultured Fish 

MASAKO KANZAKI.， KAZUE TAKEBAへFUMIKOMURAKAMIキ，

TSUTOMU MARUYAMA. and MASAO MATSUMOTO. 

Simple screening method (paper disk method) used for residual antibiotics using bioassay in stocks 

and fishery products is inferior in respect of detection limit for sulfonamides， and can detect them only 

when they are at high concentrations. 

The disk method for concurrently detecting residual antibiotics and sulfonamides was studied， and suc-

ceeded in obtaining excellent results by using glucose-ammonium phosphate-sodium nitrate agar plate 

seeded with Bacillus subtilis A TCC 6633 spores for a test plate. A paper disk which had absorbed extract 

materials was attached on the t巴stplate according to the usual method， and sulfamonomethoxine (SMM) 

was d巴tectedat a detection limit of 20μg/g in fish meat. Residual sulfonamides in the muscle of cultur巴d

fish actually administered SMM were analyzed according to the present method and the conventional 

method; with the former， the detection was within the range of 14.5-31.8μg/g， whil巴 thelatter method 

failed to detect any residues. Sulfonamides were confirmed by usingρ-aminobenzoic acid， while SMM 

was id巴ntifiedby thin layer chromatography-bioautography and gas chromatography. 

When this method was applied to 196 samples taken from cultured fish sold in the market， sulfon-

amides were not detected in any of the samples. 

Keywords : residual sulfonamide， cultured fish， paper disk method， bioassay 

畜水産物に残留する不明の抗菌剤を対象とする簡易検

査法は，試験操作が簡易迅速でしかもできるだけ幅広く

抗菌剤をスクリーニングできる方法であることが要求さ

れる.

現在，公定法として採用されているバイオアッセイに

よる簡易検査法11 は，抗生物質検出を目的として開発

されたもので，サルファ剤に対しては検出感度が悪く高

濃度の残留がなければ検出できない.

そこで，残留抗生物質のみならず低濃度の残留サル

ファ剤も同時に検出する方法を考案することを目的とし

て，簡易検出法の検討をした.その結果，柴田らの報

告した glucose-ammoniumphosphate-sodium nitrate 

agar21 を検出用平板として用いることにより良好な成緩

が得られた.また，柴田らの培地を用いて市敗の養殖魚

についてサルファ剤の検出を試みたので，併せてこれら

の結果を報告する.

実験材料および方法

1.使用菌株

Bacillus subtilis A TCC 6633 (以下 ATCC6633と略

す)

2.検出周平板培地

サルファ剤検出周平板の作成には次の 4種類の培地を

使用した.

a) Gluscose-ammonium phosphate-sodium nitrate 

agar (以下 GASAと略す) :柴田らが報告した21 次の

組成の合成培地である.すなわち，培地1，000ml当り，

グルコース7g，リン酸ーカリウム 1g，リン酸二アン

モニウム 1g，硝酸ナトリウム0.5g，塩化ナトリウム

5 g，硫酸マグネシウム 0.4g，寒天 18gおよび

Reynolds' salts溶液 1mlで pH7.0， 115'C， 15分間滅

*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 Japan 
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菌後使用した.Reynolds' salts溶液は，硫酸第二鉄 1g， 使用した.すなわち，抗菌剤の残留していないことを硝'

硫酸亜鉛0.1g，硫酸銅0.1gおよび硫酸マンガ、ン0.1g 認した魚肉を用いクエン酸・アセトン緩衝液で20%の魚

を蒸留水で溶解し， 100 mlとした. 肉抽出液を作成し，これを用いて標準希釈液を調製した.

b) Mueller hinton medium (以下 MHと略す): Difco 

製の次の組成の粉末培地である.すなわち，培地1，000

ml当り， Bacto-casamino acid 17.5g， starch 1.5g， 

Bacto-agar 17gで pH7.4， 121 'C， 15分間滅菌後使用し

た.

c)感受性ディスク用培地‘栄研， (以下 SEと|略す)

栄研化学製の次の組成の粉末培地である.すなわち，培

地1，000ml当り，ウシ心臓浸出液‘栄研'250g，カザミノ

酸15g， Lートリプ卜ファン0.05g，ブドウ糖 2g，カ

ンテン‘栄研'15gで pH7.4， 121 'C， 15分間滅菌後使用し

た.

d)感性ディスク用培地-N(以下 SNと略す) :日水

製薬製の次の組成の粉末培地である.すなわち，培地

1，000 ml当り，カザミノ酸「ニッスイ J 16.5 g，牛心臓

浸出液200ml，デンフ。ン(溶性)1. 5 g，ブドウ糖2.0g， 

L トリフトファン0.05g， Lーシスチン0.05g，ピオ

チン 5μg，カンテン15.0gで pH7.4， 115'C， 15分間

滅菌後使用した.

3. ATCC 6633株の芽胞浮遊液の調製

畜産物中の残留物質検査法第 l集りの記載に準じて

芽胞浮遊液を調製した.

4.ディスク

東洋ろ紙製の直径10mmのパルプディスク (Thick，

吸水量約0.08ml)を121'C， 15分間滅菌後充分乾燥させ

てから使用した.

5. ク工ン酸・アセトン緩衝液

サルファ剤標準液の調製及び検体からのサルファ剤抽

出に用いたもので，その組成は pH5.6の1/10Mクエン

酸緩衝液35:アセトン35:精製水30からはる混合液であ

る.

6.供試サルファ剤

Sulfamonomethoxine (以下 SMMと略す)， Sulfa 

dimethoxin (以下 SDMと略す)， Sulfisozol巴(以下

SIZと略す)および Sulfamerazine(以下 SMZと略す)

の 4種類を使用した.

7.サルファ剤標準溶液

各サルファ剤10mgをメスフラスコにとり，少量の

0.1 N. NaOHで溶解した後，クエン酸・アセトン緩衝

液で10mlとした(1， 000μg/ml).これを希釈して標準

希釈液を調製した.なお，養殖魚における SMMの検

出実験の定量に用いる検量線の作成には次の標準溶液を

8.抗生物質含有感受性ディスク

各種抗生物質を含有した昭和薬品化工製のIIstllディ

スクを用いた.すt.t.わち，ディスク当り， penicillin 20 

IU， o:x'ytetracycline 200ρg， tetracycline 200μg， chlo 

ramphenicol 100μg， streptomycin 50μg，kanamycin 

50μg， ertyhromycin 50μg， gentamicin 30μg， colistin 

150 U， polymyxin B 100 Uを含有した10種類の感受性

ディスクを使用した.

9.供試魚

養殖魚における SMM検出実験に次のニジマス，ヤ

マメを供した.

a)ニジマス

東京都水産試験場奥多摩分場に依頼し，飼育中の健康

な平均体重139g， 1才魚のニジマス Salmogairdnerii tこ

1981年10月24日から28日迄の連続 5日間， SMMのナト

リウム塩を 100mg/kg/dayになるよう添加した配合飼

料を経口投与した.投薬終了後，経時的に各 5匹ずつ計

20匹を採取し，その筋肉部分を検体とした.なお，薬剤

非投与群も併せて採取し，対照として用いた.飼養条件

の平均水温は10.4-13.8'Cであった.

b)ヤマメ

同試験場において発生したせっそう病に催患した平均

体重20g，勝化後11ヶ月のヤマメ Oncorhyncusmasouに

1982年 8月14日から 8月18日迄の連続 5日間，ニジマス

と同様の方法で、投薬し，投薬終了後経時的に各 5匹ずつ

を採取し，その筋肉部分を検体とした.飼養条件の平均

水温は17.8-22.5'Cであった.

10. パラアミノ安息香酸(以下 PABAと略す)

サルファ剤の抗菌力を中和する為に用いたもので，パ

ラアミノ安息香酸(和光純薬)を0.1%の割で滅菌蒸留

水で、溶解し，使用した.

11.薄層板

Silicagel 60F 254 (Merck)を使用した.

12. Thin layer chromatography (以下 TLCと略す)

展開溶媒

a ) ethyl ether 

b) petroleum ether : chloroform : butyl alcohol ( 1 

1 : 1 )を使用した.

13.試料液の調製

検体 5gを秤取し，クエン酸・アセトン緩衝液20ml 

を加え乳剤とした後，東洋ろ紙製 No.5Bのろ紙でろ過
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したものを試料液とした.

14.バイオアッセイによる検出

サルファ剤の検出は，畜水産食品中の残留物質検査

法・抽出ディスク法11 を応用した.すなわち，あらか

じめ加温溶解後550Cに保温した 4種類の検出周平板作

成周培地100mlのそれぞれに ATCC6633芽胞浮遊液

1 mlを加え，十分かくはんした後，内径85mmの滅菌

ペトリ皿に 5mlずつ分注し，水平に保って放冷し凝固

させた.サルファ剤標準液については各希釈濃度の標準

希釈液を，検体については前記の試料液をディスクにそ

れぞれ吸収させたのち， 10分間室温で風乾した.これら

を上記 4種類の平板上に水平に置き， 4
0

Cで約 1時間

放置後，3rcで24時間培養した.培養後，出現したディ

スク周辺の阻止円の直径をノギスを用いて測定した.

15.サルファ剤の確認

松本らの報告'1 に従って行った.すなわち，阻止円

を形成した試料10mlに0.1%PABA 溶液 1mlを加え

て充分混和し，これらにディスクを浸した後 ATCC

6633芽胞接種 GASA平板上に置いた.これらを3rc
で24時間培養後，阻止円形成の有無を確認した.

16. SMMの同定

TLC-bioautographyで、行った.すなわち，薄層板に

SMM標準液，魚肉抽出液加 SMM標準液及び抽出試

料液をそれぞれ10μJずつスポットし， Sigelら51 およ

びKleinら61 が報告している 2種類の展開溶媒を用い，

常法に準じ展開した.展開後充分風乾したのち，

ATCC 6633芽胞接種 GASA平板の表面に約20分間は

りつけて除去し，これらを370C，24時間培養した.

17. ガスク口マトグラフィー(以下 GCと略す)に

よる検出

畜産物中の残留物質検査法，第 2集の 371 の記載に

準じて行った.

実験結果

1.サルファ剤の検出用平板

MH， SE， SNおよび GASAの4種類の検出用平板作

成用培地に接種した ATCC6633に対する SMMの最

小発育阻止濃度(以下 MICと略す)を常法に準じて求

め，その結果を Table1 に示した.すなわち， SMM 

の MICは GASA平板では0.5μg/mlであったのに対

し，その他の平板は10-50μg/mlであった. GASA平

板を用いての各種サルファ剤標準液の検量線は Fig.1

のとおりで，いずれのサルファ剤も一定濃度の範闘で阻

止円直径と薬剤濃度の対数の間にほぼ直線関係が成立し

た.以上の結果から， GASA平板は他の平板に比べ，

サルファ剤の検出感度が高いことが明らかとなったので

以後の試験に本培地を用いることとした.

2. SMM検量線

組織内残留抗生物質を定量する際，検量線の作成は，

検体と同様に処理した組織抽出液を用いて，各濃度の抗

生物質を希釈調製して行うことが望ましいとされてい

る.

そこで，サルファ剤でも同様に， SMMについて魚肉

抽出液加 SMM標準希釈液を調製し，常法により検量

線を作成し， Fig. 2 に示した.魚肉抽出液の添加によっ

て SMMの抗菌力が低下し，阻止円が小さくなった.

すなわち，魚肉抽出液無添加のものは0.5μg/ml以上

の SMMが検出されたが，魚肉抽出液の添加によって

SMMの検出感度が約1/10低下し， 5μg/ml以上でな

Table l. Effect of Agar M巴diaon Sensitivity of B 

subtilis A TCC 6633 to Sulfamonom巴thoxine

MH.1 

50 

MIC (μg/ml) 

SE本 2

50 

SN.3 

10 

• 1 MH: Mueller hinton medium (Difco) 

GASA" 

0.5 

• 2 SE: Sensitivity test agar‘Eiken' (Eiken) 

キ 3 SN: Sensitivity disk agar-N (Nissui) 

• 4 GASA: Glucose-ammonium phosphate-sodium 

llltrate agar 

E 

E 

a 

書

50 

40 

10 

O----C Sul 

l>-一-i::. Sul 

x-x  Sul 

0，5 1.0 5.0 ¥0.0 

Concentration of Sulfonamide(¥lg/聞1}

50.0 

Fig.l. Calibration Curves for Sulfonamides using 
GASA Medium 



スクを置き， 370C24時間培養した.培養後，各感受性ディ

スク周辺に形成された阻止円の直径を測り，これらを

Table 4. に示した.その結果，いずれの抗生物質も

GASA平板上のディスク周辺の阻止円の直径が，他の

平板上のそれより大きかった.

6.市販魚の残留サルファ剤の検出

1981年11月 ~1983年 1 月迄に， GASA平板を用いて

市販の養殖魚196件についてサルファ剤の検出を試みた

が，いずれからも検出されなかった.

考察

サルファ剤はその経済性，有効性から畜水産業界で，

家畜・養殖魚等の疾病予防・治療薬として繁用されてい

るが，残留サルファ剤の検査法として厚生省が採用して

いる GC法は試験操作が煩雑で，不明抗菌剤を対象と

する日常検査には不適当である.そこで，現在残留抗生

物質の日常検査法として採用されている簡易検査法が，

サルファ剤の検出にも応用できるように改良されるなら

ば極めて能率的で実用的であると考える.

ところで，サルファ剤の抗菌力は培地や組織中に含ま

れる括抗物質によって阻害されるので，バイオアッセイ

における組織中の残留サルファ剤の測定は抗生物質のそ

れに比べて正確性を期し難いといわれている81 そこで，

従来サルファ剤検出用培地には，措抗物質を除いたもの

が使用されている.今回供試した培地の中では，括抗物

質を除き，重量素源に無機化合物を用いた GASA培地が

サルファ剤の抗菌力に及ぼす影響が最も少なく，サル

ファ剤の検出に適していると考えられる.

一方，組織から残留サルファ剤を検出する際，蛋白が

大きな障害となる.今回の実験でも，サルファ剤の抗菌

力は組織抽出液によって著しく低下している.そこで組

織蛋白の影響をなくすために，検体の高倍率希釈91限

外ろ過叩，有機溶媒による反復抽出等の処理を行ってい

る報告がある. しかしこれら煩雑な操作をそのまま残留

抗生物質とサルファ剤の同時検出を目的とした簡易検査

法へ適用することは困難で，これについては今後の検討

課題とした.

実験を通じ， GASA平板を用いることにより従来検

出されなかった低濃度のサルファ剤の検出が可能とな

り，更に抗生物質検出にも併用できることが示唆された.

但し， GASA平板上で形成された阻止円は既知平板上

で形成される阻止円に比べゃ、不鮮明である.この欠点

については， TTC試薬等を噴霧し，コントラストをよ

くして見やすくするのも一方法であろう.

以上のことから，従来畜水産物中の残留抗菌性物質簡

Ann. Rψ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 34， 1983 
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ければ検出で、きなくなった.

3.養殖魚における SMMの検出実験

SMMを投与した養殖魚を対象に， GASA平板を用

いたバイオアッセイ並びに GC法で SMMの検出を行

い，その結果を Table2. ，Fig. 3 に示した.バイオ

アッセイでは投与終了後2日目迄の検体から14.5~31. 8 

μg/gの SMMが検出された.なお，検出感度20μg/g

以下のものについては試料を 2倍濃縮し，検出量を算出

した.参考迄に MH，SEおよび SNの平板を併用した

が，いずれの平板上のディスク周辺にも阻止円は形成さ

れなかった.一方， GC法では投与終了後 2日目迄の検

体から4.7~168.4μg/g の SMM が検出された.検出

値はバイオアッセイのそれより約 2~5 倍高かった.

4. サルファ剤の確認および SMMの同定

GASA平板上のディスク周辺に阻止円を形成した試

料中の抗菌剤は，いずれも PABA処理でサルファ剤と

確認された.

更にこれら試料の一部について， TLC-bioautogra】

phyを行い Rf値を求め，これを Table3. に示した.

すなわち抽出試料と魚肉抽出液加 SMM標準液は，二

種類の溶媒を用い TLC-bioautographyを行った結果，

いずれも Rf値が一致したので，その薬剤は SMMと同

定した.

5. GASA平板の抗生物質検査への応用

GASA培地が抗生物質検出用平板として応用できる

かを確認するために， ATCC 6633芽胞接種 GASA，

SNおよび SE平板上に，各種抗生物質含有感受性デイ
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Table 2. The Levels of Sulfamonomethoxine (SMM) in the Muscles of Cultured Fishes after Oral 

Administration 100mg/kg p巴rDay Successive 5 Days 

SMM (f.1g/g) 

Days after Administration Method Material 

15 

Bioassay 31. 8 14.5 - nd *' nd 

Chemical Assay* I 168.4 45.5 tr* 3 tr 

Bioassay 19.6 tr nd nd 

Chemical Assay 30.6 4.7 tr nd 

7 4 2 

Rainbow trout 

Yamame 

* 1 Chemical assay : Gas chromatographic method 

* 2 nd: not detect巴d

* 3 tr: trace 

。一一ーoChemical Assay 

・--0Bioassay 

Yamame Ra i nÔ'iI trout 

。

200 

。
、
.
 

• 

'" 、、
宝 150

'" u 
例

主

芸 100
z 

E 
v> 

匂-o 

'" 〉
'" ...J 
ω 
z 
トー

50 

。ふ凶日

15 o 1 2 15 o 1 2 

Days after Administration 

The Levels of Sulfamonomethoxine(SMM) in the Muscles of Cultured Fishes after Oral 

Administrations 100mg/kg per Day Successive 5 Days 
Fig.3 

Table 3. TLC RfValues of Sulfamonomethoxine 

何MM)and Sample Extract 

Sample 
Extract 

0.50 

0.62 

0.50 

0.62 

0.54 

0.64 

A*' 

B本 2

易検査法に使用されている ATCC6633接種間の感受

性ディスク用培地を GASA培地に代えることによって，

抗生物質，サルファ剤の同時検出が可能であると考えら

れる.

なお，最近，検出周平板としてトリメ卜プリム添加

MH培地を用いると，サルファ剤検出感度が高まると

報告されている(赤星まゆみら，第95回日本獣医学会，

1983)ので今後，更にこれについても検討する必要があ

る.

Rf 

SMM 
+ 

Fish 
Muscle 
Extract 

SMM 
Solvent 

事 1A: Ethyl ether 

* 2 B: Petroleum ether : Chlo'roform : Butyl alcohol 

(1:1:1) 

まとめ

1.残留抗菌性物質簡易検査に用いられる ATCC6633 

接種用の感受性ディスク用培地を，柴田らの培地
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Table 4. Effect of Agar Media on Sensitivity of B. subtilis ATCC 6633 to Antibiotics 

Antibiotic 
IU Diameter of Inhibition Zon巴(mm)

U，μg/disk GASA*I SN*' SE*" 

Penicillin G 20 IU 55.0 35.6 34.4 

Oxytetracycline 200μg 50.6 30.6 30.5 

Tetrcyclin巴 200 /，0 50.0 32. 1 32.2 

Chloramphenicol 100 /，0 48.0 31. 0 30.5 

Streptomycin 50ク 44.0 31. 0 26.4 

Kanamycin 50 /，0 43.2 30.0 29.0 

Erythromycin 50ク 40.8 29.5 29.0 

Gentamicin 30 /，0 46.0 35.0 30.3 

Colistin 150 U 15.0 12.6 12.1 

Polymyxin B 100ク 17. 1 15.8 15.0 

* 1 GASA: Glucose-ammonium phosphate-sodium nitrate agar 

* 2 SN: Sensitivity disk agar-N (Nissui) 

* 3 SE: Sensitivity test agar‘Eiken' (Eiken) 

(GASA)に変えることにより，サルファ剤の検出感度

が高まった.なお， GASA培地は抗生物質の検出にも

応用できることが判明した.

2. GASA，感受性ディスク用培地および MHの平板

を用いて SMM投与養殖魚から SMMの検出を試みた

ところ， GASA平板を用いた場合には14.5-31.8μg/

gのSMMが検出されたが，他の平板の場合は検出され

なかった.

謝辞 検体採取と資料の収集に協力いただいた衛生局

食品監視課および養殖魚の投与実験を担当し，有益な助

言をいただいた東京都水産試験場奥多摩分場・井上潔研

究員に心から謝意を表します.
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輸入発酵茶忍びバナナ中の残留農薬調査

永山敏貸へ凹村行弘へ真木俊夫ぺ観 公子へ直井家誇太*

Survey of Pesticide Residues in Imported Fermented Teas and Bananas 

TOSHIHIRO NAGAYAMAへYUKIHIROT AMURAへTOSHIOMAKド， KIMIKO KAN* 

and YASUTA NAOI* 

Keywords 残留農薬 pesticideresidues，発酵茶 fermentedteas，バナナbananas，浸出量 exudecontents，有機

塩素系農薬 organochlorinepesticides，有機リン系差益薬 organophosphoruspesticides，アルディカーブ aldicarb，

カルボフラン carbofuran，モキャッフ mocap，ベノミル benomyl

緒言

我閣は，農薬に関して農薬取締法及び食品衛生法等に

より厳しく規制されている.食品中に残留している農薬

は， 1983年 5月現在，食品衛生法により，米，あずき，

いちご等58品目に係る25種の基準が設定されている.ま

た，環境庁の定める農薬取締法に基づく農薬登録保留基

準では1983年 5月現在125農薬について設定されている.

東京都内に入荷され，市場に出まわる農産物について

は毎年残留農薬の実態調査を行ってきているト3) しか

し，輸入農産物に対しては食品衛生法により国内産の食

品と同様に規制されているにすぎず，輸出国の農薬の使

用実態も明らかでないことから，残留農薬の実態はほと

んど把握されていなし、そこで今回，輸入農産物のうち，

特に近年需要の増加が著しい中国茶を中心とした発酵茶

(合半発酵茶)及び四季を通じて市販されている日常的

な果物であるバナナについて，残留農薬の実態調査を行

い，あわせて，残留する有機塩素系農薬の茶湯中への浸

出量について検討したので報告する.

実験の部

試料市販の輸入発酵茶5種39検体(購入日:1982年

6月一1983年 3月)及びフィリピン産バナナ(可食部)

20検体(購入日:1982年 8月一同年12月)を対象とした.

調査農薬輸入発酵茶:有機塩素系農薬〔αー，s-， 

Yー， (] -BHC， pp' -DDT， pp' -DDE， pp' -DDD，デ?イ

ルドリン，エンドリン，へプタクロルエポキサイド)， 

有機リン系農薬 [EPN，ジクロルボス (DDVP)，ジメ

卜エート，ダイアジノン，パラチオン，フェニトロチオン，

フェンチオン (MPP)，フェントエー卜 (PAP)，マラ

チオン)

バナナ:有機塩素系農薬〔茶の項と同じ)，ダイアジ

ノン，アルデイカーブ(テミック)，カルボフラン，モ

キャップ，ジネプ(エチレンピスジチオカルパメー卜)，

チオファネートメチル，ペノミル

機器ガスクロマトグラフ: (株)島津製作所製

GC-5A (検出器 ECD)，同 GC-4B(検出器 ECD)，

同 GC-1C (検出器 FPD)，同 GC-R1A (検出器

FTD) 分光けい光光度計: (株)日立製作所製

MPF-4 自記分光光度計: (株)日立製作所製320形

分析方法 有機塩素系農薬，有機リン系農薬は昭和48

年厚生省告示第 2号の野菜類及び果実類の方法によっ

た.すなわち，試料にアセトン，ヘキサンを加え抽出し

た後，カラムクロマトグラフィーにより精製し，有機塩

素系農薬は ECD検出器付，有機リン系農薬は FPD及

びFTD検出器付ガ、スクロマトグラフにより測定した.

アルデイカーブは AnalyticalMethod for Pesticides 

and Plant Growth R巴gulators')による方法を改良した

chart 1に従って測定した.カルボフラン，モキャップ

及びチオファネートメチルはそれぞれ chart2， chart 3 

及び ehart4に従って測定した.ジネプ及びベノミルは

残留農薬分析法日)による chart5及び chart6に従って測

定した.

試料中の各農薬の最小検出量 アルディカーブ:0.01 

ppm，カルボフラン:0.05 ppm，モキャップ:0.05 ppm， 

ジネブ:0.05 ppm，チオファネートメチル:0.01 ppm， 

*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ーI
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， .Tokyo， 160 ]apan 
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ベノミル:0.02 ppm 

ガスク口マトグラフィ一周カラム充てん剤 有機塩素

系農薬:3 %シリコン OV-17，クロモソルブ W(AW-

DMCS)， 80-100 mesh， 2 % DEGS +0.5%リン酸，

クロモソルブ W(AW-DMCS)，100-120 IUesh， 2 % 

シリコン DC-QF-1，クロモソルブ G(AW-DMCS)，

80-100 mesh 

有機リン系農薬:3 %シリコン OV-101，クロモソ

ルブ W(AW-DMCS)，80 -100 mesh 2 %シリコン

DC-QF-1，クロモソルブ G(AW-DMCS)，80-100 

mesh 

アルディカーフ〉モキャップ 2% FFAP，クロモ

ソルブ W(AW)，80-100 mesh 

カルボフラン:3%シリコン OV-7，ユニポート HP，

60-80 mesh 

ジネブ:2 % DEGS，クロモソルブ W(AW-DMCS)，

60-80 mesh 2 % DEGS +0.5%リン酸，クロモソル

ブW(AW-DMCS)， 100-120 mesh 

結果及び考察

1.輸入発酵茶

(1)残留農薬

輸入発酵茶葉中の残留農薬を調査したところ，有機塩

素系農薬はすべての茶葉から検出された.しかし，有機

リン系農薬は検出されなかった.

輸入茶菓を発酵茶である紅茶 5検体及びパラ紅茶 1検
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体(計 6検体)，半発酵茶であるウーロン茶20検体，雲

南茶8検体及びジャスミン茶 5検体(計33検体)に分け，

それぞれの有機塩素系農薬含有量を Table1. に示し

た.総 BHC(αー，s-， 1ー及び d-BHCの総和)は

すべての検体からO.001-O. 323 ppmの範闘で検出され

た.それぞれの平均値を比較すると，バラ及びジャスミ

ン等の花を混和した花茶に多く検出される傾向が見ら

れ，最も少なかった紅茶の約10倍であった.

総 BHCの検出量を産地別に分類し比較すると、中国

産29検体では0.001-0.274ppm (平均0.099ppm)、中

国・インド産 1検体0.079ppm，中国・インド・スリラ

ンカ産 l検体0.323ppm，台湾産 4検体O.005 -O. 006 

ppm (平均0.006ppm)，インド産 2検体0.002，0.006 

ppm (平均0.004ppm)、スリランカ産 2検体0.001，

0.001 ppm (平均0.001ppm)が検出され，中国産の茶

葉中に多く検出される傾向が見られた.すなわち，中国

産の茶葉及び中国産をブレンドした茶葉は，他国産の茶

葉に比較し，平均で約25倍の高いレベルを示していた.

また，食品衛生法における日本茶の分析法では浸出液を

用い分析するため単に比較はできないが，日本茶の基準

値0.2ppmを超えるものが 3検体あり，その最高値は

0.323 ppmであった.

総 DDT(pp' -DDT， pp' -DDE及び pp'-DDDの総

和)は中国産29検体中29検体，中国・インド産 1検体，

中国・インド・スリランカ産 1検体，台湾産 4検体中 l

検体，インド及びスリランカ産各 2検体中各 1検体の茶

葉から痕跡ー0.12ppmの範囲で検出された. しかし，

日本茶の基準値0.2ppmを超えるものはなかった.また，

茶の種類及び産地の違いによる差は見られなかった.総

BHCと総 DDTとの聞に相関は認められなかった.

デイルドリン，エンドリン及びへプタクロルエポキサ

イドはいずれも検出されなかった.

なお，日本茶の茶葉中の残留農薬は1965年に市販され

ていたものから， BHC (α ー，l-BHCの総和)が

0.031 -O. 135 ppm (平均 0.089ppm) 及び DDEが

0.042 ppm検出された報告6} があるが，今回の中悶産の

茶葉中の残留量はこの当時の報告と同程度であった.

(2) 茶湯中への農薬の移行

茶葉はその浸出液を飲用に供するため，茶葉中に残留

していた農薬がどの程度茶湯中に浸出されるかを知る必

要がある.

初めに，茶葉中の農薬が茶湯中に浸出される速さにつ

いて検討した.すなわち，ウーロン茶 5gをとり熱湯

(950C) 300mlを加えときどき撹持しながら経時的に茶
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湯中へ浸出する農薬量を調査した.その結果， BHCの

みが浸出され， pp' -DDT， pp' -DDE及ひ，'pp'-DDDは

ほとんど浸出されなかった. Fig.1 に示したように，

αー， β-，rー及びδ-BHCはいずれも浸出時間 5分

まで浸出量の培加が見られた.それ以後の浸出量は浸出

時間を長くしても増加することはなかった.

次に，茶菓に繰り返し熱湯を注ぎ，浸出する農薬の割

合について検討した.すなわち，茶葉中の総 BHCが

0.2 ppmを超えていたウーロン茶，ジャスミン茶及び、パ

ラ紅茶各 1検体各々 5gをとり，熱湯300mlを加え 5

分間ずつ 2回浸出した.その後浸出液及び茶葉中の

BHC， pp'-DDT， pp'-DDE及び pp'-DDDの含有量

を調査した. Fig.2 に示したように，各 BHCの浸出

率は l回目で茶葉中含有量の14-25%， 2回目で 9-

17% (残存量の11-21%)であった.このことから，茶

葉中に残留した BHCは1回目の熱湯浸出で約17%が茶

葉中に移行し，また，繰り返し浸出することにより茶葉

中の BHCは徐々に茶湯中に移行することが分かった.

バラ紅茶は他の茶と比べ約1.3倍多く浸出したが，これ

は茶葉の大きさが他の 2種の茶葉と比較し大変小さいた

め浸出率が良くなったものと考えられた.

BHC異性体の違いによる浸出率の差はほとんどな

く， BHC異性体中最も水に溶けやすいiJ-BHC(溶解

度2.13 mg/100 g)の浸出量が最も水に溶けにくい F
-BHC (溶解度0.07mg/100 g)の浸出量より少ない傾

向も見られた.これは茶菓中残留農薬の茶湯中への浸出

には溶解度のみでなく，茶菓組織中での存在形態等の要

因があると考えられた pp'ーDDT，pp'-DDE及び

Oolong tea Jasmine tea 

pp'-DDDはBHCと異なり， 2回の熱湯浸出でも茶葉

からほとんど浸出されなかった.

(3) 花茶中の残留農薬の分布

輸入発酵茶中の残留農薬を調査した結果から，花茶に

多く残留している傾向が見られた.これは，花に多くの

農薬が残留していることに基づくと考えられた.そこで

花茶を花及び葉に分け，それぞれの残留農薬量を調査し，

結果を Table2. に示した. pp'-DDEは花中に多く検
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Fig.1 Th巴 Translationof BHC Isomer into 
the Hot Water on Oolong Tea Leaves 
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×・…・ X : tea temperature 
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Fig.2 Exude Contents of BHC Isomer into th巴 HotWater on Fermented Tea Leaves 

区ヨ : first exudation， ~ : second exudation， 仁コ : residue in leaves 
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Table 1. Contents of Organochlorine Pesticides in Fermented Tea Leaves 

Total-BHC (ppm) Total-DDT (pp皿)
Sample 

No. :0;0.001 :0;0.01 :0;0.1 :0;0.2 0.2く Min Max Ave 三0.01:0;0.1 :0;0.2 0.2く Min.Max. Ave 

F ermented tea Black tea 
Rose tea 

Semi-fermented tea Oolong tea 20 
Yunnan tea 8 
Jasmine tea 

Dieldrin， endrin and heptachlor epoxide are not detected in fermented tea leaves 
nd : not detected 
Rose tea : Rose scented black tea 

0.001 0.079 0.018 nd 0.05 0.02 
0.323 0.05 

1 0.001 O. 222 O. 060 15 nd 0.06 0.02 
0.036 0.182 0.110 0.01 0.12 0.06 

1 0.115 0.274 0.163 O. 02 0.03 0.02 

Table 2. Contents of Organochlorine Pesticides in Flour Add巴dTea Leaves 

Sample 
Contents of ~ BHC (ppm) 
íl~~;~(%)' Region α-BHC s -BHC r -BHC a -BHC 

pp'ーDDT pp'ーDDE pp'ーDDD total-DDT 
total (ppm) 

Jasmine tea O. 26-0. 77 flour 0.206' I 0.103 0.041 0.041 0.375 0.06 
(Ave.0.41) 士0.0992)士0.071 士O.日09 土0.020 :t0.173 土0.02

leaf 0.150 0.040 0.040 0.024 0.253 0.04 
土0.036 土0.009 土0.010 土0.008 士0.061 士0.01

Rose tea 0.50 flour 0.080 0.081 0.043 0.044 0.248 0.05 
leaf 0.198 0.071 0.064 0.073 0.406 0.07 

nd : not detected 
1 ) Values indicate the average of the organochlorine pesticides conten臼 inflour added tea leaves 
2) Values indicate the standard deviation 

(ppm) (ppm) (ppm) 

0.14 nd 0.19 
:t0.06 士0.08
0.02 nd 0.05 
士0.01 土0.02
0.15 nd 0.20 
0.02 nd 0.09 

Table 3. Exude Contents of Organochlorine Pesticides into the Hot Water on Flour Added Tea 

Exude rat巴(%)

Sample No. R巴glOn BHC total 

α-BHC s-BHC Y-BHC d-BHC total -BもT -sもE -DDT 

Jasmin巴t巴a 4 flour 14.4' ) 14.3 

:l:: 5.821 :l::5.4 

leaf 10.7 19.7 

:l::1.7 :l::3.8 

Rose tea I flour 32.5 27.2 

leaf 12.6 22.5 

1 ) Vaclues indiate th巴 averageof the exude rate 

2 ) V al ues indicate the standard deviation 

10.7 12.6 13.7 。 。 。
:l::3.7 土3.7 :l::2.2 

21. 2 13.4 14.0 。 。 。
:l::3.9 :l::2.1 :l::2.2 

23.3 22. 7 27.4 。 。 。
29. 7 13. 7 17.2 。 。 。

Table 4. Contents of Pesticid巴 Residuesin Bananas 

Sample 

Ordinary banana 

Monkey banana 

No. of sample 

19 

No. of positive Pesticide r巴sidue(ppm) 

0.003(benomyl) 

0.005(benomyl) 

Aldicarb， carbofuran， mocap，zineb、thiophanatemethyland organochlorine pesticides are not detected in bananas 

出され，葉中の約 5-10倍であった. BHCは花及び禁

中の含有量に大きな差は見られなかった.

花について熱湯による農薬の浸出率を測定し， Table 

3 に示した.総 BHCはジャスミンの花で 13.7:l:: 

2.2%，パラの花で27.4%と花の細かいパラでやや高い

浸出率を示した.これらの浸出率は葉の場合と比べ大差

がなく，ほぼ同程度の結果であった. BHC異性体によ

る浸出率の差はほとんどなかった. pp'-DDT及びpp'ー
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DDEは葉と同様花からもほとんど浸出されなかった.

花茶中に含まれる花の割合が 1%未満であったため，

検出された農薬はほとんどが葉に由来することが示され

た.しかし，花茶中の葉は他の茶葉に比較し残留量が約

2倍多い傾向が見られた.花茶のような葉に花香を着け

る場合，生の花と製茶した葉を積層して静置した後混和

し，時間をかけてくん着するといわれている.その際に

花中に残留していた農薬が葉に移行する可能性も考えら

れるが，さらに十分な調査が必要であろう.

2.バナナ

(1) 残留農薬

現在日本で市販されているバナナは90%以上がフィリ

ピン産であり，キャベンディッシュ穏がほとんどである

といわれている.そこで，フィリピン産バナナ20検体を

対象として，各方面からの情報を基に調査対象農薬を 7

種に絞り，さらに有機塩素系農薬を加えて調査を行った.

時期を夏期(8， 9月)及び冬期 (11，12月)に分けて

購入し，季節による違いについても検討した. Table 4 

に結果を示したが， 1982年 8月に購入したキャベン

ディッシュ種のいわゆる普通のバナナ及び同年 9月に購

入したモンキーバナナから，2ーアミノペンズイミダゾー

ルとして検出したペノミルのみがそれぞれ0.003，0.005 

ppm検出された.なお，冬期に購入したバナナからは

1検体も検出されなかった.ベノミルは環境庁が農薬取

締法に基づき登録保留基準値として果実に対し0.7ppm 

と設定している殺菌剤のひとつであり，食品衛生法によ

る残留基準は設定されていない普通物である.今回の検

出値は環境庁の基準値の 1/100未満であり， 1日摂取許

容量 (ADI)が0.009mg/kgであることを考慮しでも，

喫食上問題はないと思われる.

まと め

1982年 6月から1983年 3月の問に都内で販売されてい

た輸入発酵茶(含半発酵茶)及びフィリピン産バナナに

ついて残留農薬の実態調査を行った.

1.輸入発酵茶

(1) 残留農薬

BHC， pp' -DDT， pp' -DDE及び pp'-DDDが検出

され，それぞれの最高値は総 BHCO.323ppm，総 DDT

O.12ppmであった.

(2) 茶湯中への農薬の移行

BHCは初めの 5分間は浸出時間の経過に伴い熱湯中

に移行し， 5 分後で茶葉中の14~25% が浸出された.し

かし，その後15分間浸出しでも浸出量は増加しなかった.

また，熱湯で 5分間ずつ浸出を 2回繰り返した場合は，

残存した BHCがさらに茶湯中に浸出することが判明し

た. pp'-DDT， pp'-DDE及び pp'-DDDは20分間熱

湯浸出や繰り返しの浸出においても茶湯中にほとんど浸

出されなかった.

(3) 花茶中の残留農薬の分布

BHC及び pp'-DDTは花及び葉ともに間程度の残留

量であったが， pp'-DDEは花から葉の 5~10倍検出さ

れた.花の混和量は 1%未満であり，花茶で検出される

残留農薬はほとんど葉に由来していた.

2.バナナ

(1) 残留農薬

20検体中夏期に購入した 2検体よりベノミルが0.003，

0.005 ppm検出された.その他の農薬(有機塩素系農薬，

ダイアジノン，アルディカーブ，カルボフラン，モキャッ

プ，ジネブ，チオファネー卜メチル)はいすれも検出さ

れなかった.

謝辞本調査にあたり，検体採取その他の便宜をは

かつていただいた東京都衛生局食品監視課の職員各位に

深謝いたします.
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化学物質及び自然毒による食中毒事件例(第 1報)

一一昭和田年~昭和57年一一

田村行弘へ真木俊夫へ観 公子へ永山敏贋ぺ直井家薄太*

Outbreaks of Food Poisoning of Chemical and Naturally Occurring Toxicants in 

Tokyo ( 1 ) (1980-1982) 
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TOSHIHIRO NAGAYAMA* and YASUTA NAOI* 

Keywords食中毒 foodpoisoning，化学性食中毒 chemicalfood poisoning，自然毒 naturallyoccurring toxicants， 

流動パラフィン paraffinliq uid，農薬 pesticide，メソミル methomyl，パイケイ草 veratrumstammeum，ペラトル

ムアルカロイド veratrinealkaloids，ユウガオ lagenariasiceraria，ククルビタシン cucurbitacins

化学物質や自然毒による食中毒は，食中毒の統計上か

らみると年間数%と低い発生率である. しかしながら，

その内容は多様多様にわたり，特に化学物質による場合

は常識を超えるものが少なくない.例えば，いやがらせ

に体温計を壊して，水銀粒をカレーライス中に入れ，ま

たみそ汁中に仕事で使うメッキ用塩化金を入れて仲間を

l奥食させる.あるいは飲酒ぐせの悪い夫に手を焼き，飲

酒忌避剤をジュースに入れ飲ませたところ，悪酔し救急

病院に担ぎ込んだものなど，故意に手近にある薬物を食

品に混入し，相手を食中毒に陥らせる手口がある.

一方，外観や昧などをよくする目的に使ったグルタミ

ン酸ソーダ1.2) やニコチン酸31 などの食品添加物の過剰

使用，あるいは，クロレラによる光過敏症4)のように

安易な加工法の改変が有害物質を作りだす結果となり，

食中毒に結びついてしまった例もある.

他方，自然毒による食中毒では，自然食ブームにのっ

て，山菜や野草つみが盛んであるが，知識が十分でない

ため有毒植物や毒茸を採取し，調理して食べる例が多く

ある.春先のギボウシの若芽と間違えるバイケイ草，秋

口の茸，さらに年間を通じておこるゴボウに誤認される

ヨウシュヤマゴボウやチョウセンアサガオの1良による食

中毒が挙げられる.また，有毒魚介類や環境の変化によ

り毒化した貝類による食中毒もあとを断たない.

これら食中毒の原因物質の検索には，回わりの状況，

分析学的手法や経験，過去の種々のデータなどが重要な

役割を果している.事件の発生時は，患者も含めた回わ

りの者も動揺しているため，十分な情報を得ぬままに原

因物質の検索に当らねばならぬ場合が多々ある.より早

い解決は患者の生命を取り止め，事件の拡大防止に役立

つことになる.これを満たす条件は分析の迅速性にある

が，多数の正確な情報がその手助になる.その中には過

去の事件データが手掛りを与えてくれることも少なくな

い.しかし，大規模な事件以外はほとんど報告されない

まま放置され，情報として役立つていないのが現状であ

る.そこで，原因物質検索の一助とするために，著者ら

が経験した食中毒事件の概要，症状，検索法などについ

て報告する.なお，今回は昭和55年から57年までの 3年

間に都内で起こった事例を挙げ報告する.

1， 流動パラフィン入り赤まむしドリンクによる食中毒

① 事件の概要

昭和56年4月 午前 0時頃 自宅近くの自動販売機か

ら，漬涼飲料水の赤まむし入りドリンク 1本を購入した.

帰宅後開栓し一気に飲み干したところ，ヒマシ油のよう

な昧と糊のようなドロッとした感触があり，気分が悪く，

まもなく幅吐，下痢を呈したとして保健所に届けでた.

② 食中毒の症状

患者は l名，症状は|契飲後約1.5時間頃より幅気に始

まり，幅吐 6回，さらに下痢を数回起こした.その後し

ばらくは気分の悪さが続いたが， 1日後には回復した.

③試料

$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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検体は，王冠付き褐色の120ml入りピン中の底部に，

約 2mlの無色の油状液体に褐色の粒状の液体が加わっ

たものであった.またこのものはドリンク剤特有の臭い

をもっていた.さらに届出者の訴え通り王冠のキャップ

は，かなりへこんでいた.

④ 原因物質の検索

油状の液体は炎に入れると，ロウ臭を発しながらあか

い炎を上げもえ上がる.またエーテル等の有機溶剤によ

く溶ける.このような結果から石油系の油脂類であると

推定された.そこで検体にエチルエーテルを加え， 1 N 

HC1と 1N NaOHで洗浄したのち，亡硝で脱水後エー

テル層を減圧下で留去した.さらに残査を少量のヘキサ

ンに溶かし，ろ過後ヘキサンを留去した.残査は無色透

明，微にロウ臭を有する液体であった.。これについて

GCパターン及び赤外吸収スペクトルを測定したとこ

ろ， Fig. 1， 2のようなスペク卜ルグラムが得られた.

文献的検索の結果，これらは流動パラフィンと一致する

ことが判明したことから，標準品のスペクトルグラムを

作成し照合したところ，よく一致するものであった.

⑤汚染経路

原因物質が流動パラフインであることから，汚染経路

を調査した結果，自動販売機のある庄には複写機もあり，

これから出る排液中に流動パラフィンが入っていること

が解った.又，排液を入れる容器として，本件のドリン

ク剤のピンも使われていたことから，何かの折に自動販

売機中に紛れ込んだものと考えられた.

⑥まとめ

本事件は，流動パラフインをドリンク剤と思い込み飲

んだ為に起った食中毒であった.清涼飲料水に多量の油

性異物が混入した場合，口にした瞬間に異和感を認め，

常識的には，飲み込むことがないと考えられる.しかし

本事件により，勢いよく飲む場合， 120 mlくらいならば，

異和感に関係なく飲み込む恐れのあることを知らされ

て，考えを新たにした.

2.農薬メソミル入りモチによる食中毒

① 事件の概要

昭和57年正月，家庭で焼きモチを食べたところ間もな

く，吐気，隔世，発汗等を呈したとして保健所に届けでた.

同一家庭内で自家製(千葉県の実家でついたもの)のノ

シモチを焼き，しょう油をつけ，日を隔てて 2回にわた

。 10 

Hitachi GC開 163，SE・30，2m， 
2000， N. 20m1 Imin 

20 30 
Retention time (min) 

Fig.1. Gas Chromatograms of Paraffin Liquid 
(A) Sample， (B) Paraffine liquid 
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Fig.2. IR Spectra of Paraffin Liquid in a Soft Drink 
Nujor method (KBr) 
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Table 1. 農薬中毒の事例

No 性別 年令 摂取量 発症時間 症 状

1 男 57才 3切
数分

眠気，激しい幅吐，発汗，水様性下痢，

2切 めまい，酪町感，けいれん(発熱なし)

2 女 54才 1切
数分 幅気， P匝吐，発汗

1切

3 男 26才 1切 30 分 日匝気， P匝吐， 発汗

4 男 40代 1切 30 分
めまい，酪町感，言語障害，発汗， P~吐，

下痢，けいれん

5 男 30代 1/4切 30 分 幅気，胆吐，発汗

6 男 30代 1/4切 な し 異常なし

特に尾における伸長性けいれんと続き，呼吸麻療を起こ O 

しながら死に至る非常に激しい症状が現われた.

モチ中の毒物を検索するために，初めに裁判化学分析

の常法である液々分配による分離操作を試みた.各区分

について，動物によるスクリーニングを1'1ったところ，

特定画分に毒物が検出されることなく，いくつかの画分

に分散し毒性が現われることが分った.ここで，通常の

分離手JI頂では単離できないこと，又容易にアルカリで分

り喫食した.初回は全員カゼ気味であったため食中毒と

考えなかった. しかし， 2回目にも同様の症状が発現し

たことからモチに疑いを持ち届けでたものである.また，

このモチは届け出先でも， 1/4個ずつを 2名， 1個を 1名，

計 3名により喫食され，うち 2名が発症し同様の症状を

訴えた.

② 食中毒の症状

患者は 6名中 5名であり，このうち 2名は 2回にわた

り喫食し発症している.症状は Table1. に示したが，

喫食後数分から30分に，幅気，幅吐，激しい発汗を呈し，

多量に食べた人は酪町感，めまい，さらに約 1時間後に

一過性の下痢を呈した.又，いずれも 5時間くらいで回

復した.特に本症状の特徴は少量食べた人でも激しい発

汗が現われた点であった.

③試 料

検体は外観的にみて，極く普通の手作りのノシモチの

切身であり，何ら異臭も認められなかった.又，喫食者

もしよう油をつけ食べたためか，異味異臭を訴えるもの

はなかった.

④ 原因物質の検索

初めにモチのアセトン抽出物について，マウスに4.4

g/kgを経口及び腹腔内投与したところ，数分後にH匝気

様症状を起こした.次いで腹部の萎縮性けいれん，四肢

解し，時にイオウ臭を発することなどが分った.また，

患者の症状の特徴に発汗が共通しであることから，毒物

を推定すると，有機リン系及びカルパメート系農薬，

PCP，ニコチン，フッ素化合物等が挙げられた.そこで，

アセトン抽出物について，薄層クロマトグラフィー

(TCL)やガスクロマトグラフィー (GC)などを行う

こととした.

TLCにおいて，シリカゲルF制薄層板を用い，水飽

和酢酸エチルで展開したところ， Rf値0.63に強い紫外

部吸収をもっスポットが単離された.この画分をかき取

り，マウスに投与したところ，初期に得た結果と同ーの

(A) 
100 

q
d
 

Hn 
p
しun

内正

N

6

 

n
U
H
Fし
「

l

n
u
-

M
同

M
刷

-
-
-

p

b

M

円

、、，，sc
d
 

u

H

S

 

F
し

Hn
P
し>， ..... 

・F
<f) 

~ 50 
..... 
E 
炉... 

0 
(B) 

100 
h ..... 
<f) 

~ 50 ..... 
E 

CH ~)C:NOH 
CHgS 

M. W. 105 

50 100 150 200 

(m/e) 

Fig.3. Mass Spectra of Methomyl in Rice Cake 
(A) DI-Mass spectra of methomyl in rice cake 
(B) GC-Mass spectra of methomyl after hydroly-
sis (methylthioacetohydroxamate) in rice cake 
[2% FFAP， 1m， 1600

， N2 30ml!min] 
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Fig.4. IR Spectra of M巴thomylin Rice Cake 

症状が現われた.また，この画分の融点は77-79'，直

接導入法による質量分析 (DI-Mass)のマススペクト

ルは， Fig.3 のAに示すように，分子イオンピーク

m/e 163があり，また，アルカリ分解した後酢酸エチル

で抽出したものは， GC-FPDで高感度にイオウ化合物

と考えられるピークが検出された.これを GC-Mass

でマススペクトルを測定した結果， Fig.3のBに示す

ように m/e105の分子イオンが検出された.さらに平行

して行った検索結果について解析すると，カルパメート

系農薬だけが原因物質に最後まで残された.

以上のデータを基にして，再び文献的検索を行ったと

ころ，相当するものにメソミルが浮びヒがった.そこで，

標品の提供を農薬会社から受け，融点，混融試験，赤外

吸収スペクトル， DI-Mass，アルカリ分解の後，生じ

るチオアセトヒドロキサム酸メチルの GC及び GC-

Mass等を，比較したところよく一致する結果が得られ

た.また，マウスによる試験結果も症状や LD50がよく

一致した.

これらのことから，本事件はメソミルに起因したもの

と断定した.またその量について，アルカリ分解後

FPD検出器付 GCで定量5，6) したところ，メソミルと

して130mg/100 g存在することが確認された.さらに，

モチ表面と中身について比較したが量的な差はなく，ま

た各切身聞の差もほとんどなかった.

⑤ まとめ

本事件は，カルパメート系殺虫剤メソミル(ランネー

卜)による食中毒であった.またモチ中の含有量は130

mg/100 gであり，メソミルの摂取量は患者のモチ摂取

量から換算すると， 30-270 mg/人で、あると推定された.

さらに調査の結果，本農薬はモチ中に均一に存在してい

る.水に対して5.6g/100 mlと比較的よく溶ける.あと

の調査の中でモチ米の残品がみっかり，千葉県において

試験したが本農薬は検出されていない.また， 2合の米

に150mgのメソミルを添加し炊飯したところ，約70%

が回収され，炊飯程度の加熱温度では分解せず，安定な

化合物であることが分った.これらのことから，本農薬

の混入経路を推定すると，一夜モチ米を水に浸し土聞に

放置した際に，変質者がいたずらしたのではないかと考

えられた.その後， 57年11月千葉県内で本事件と同様な

ケースの事件が起っている.これは，本事件のモチをつ

いた先の実家の町と近接する町で、起ったものであり，何

らかの関連も考えられるが判明していない.

また， 57年 7月の早朝，日野市内の住宅地で12羽の雀

が変死するという事件があった.雀の胃腸管内容物，肝

臓について試験したところ，メソミルが各々，平均9.7

ppm， 1. 9 ppm検出された.事件は農家でメソミルを糠

に混ぜ畑へ散布したものを，雀がついばんだために，そ

の数分後に飛来し住宅の庭先で変死したものであること

が，あとの調査から明らかになった.

農薬による事件はあとを断たないが，管理法に手落ち

がないか，もう一度注意を喚起する必要があるであろう.

また，本事件は届け出先で残品を疑うことなく，気安く

食べたために，その者も食中毒に陥ったというきわめて

異例な事件であった.
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3.ユウガオの実による食中毒

① 事件の概要

昭和57年 8月，家族でユウガオの実の水煮を食べたと

ころ，吐気， p匝吐，下痢等を呈したとして保健所に届け

でた.このユウガ、オは家族で旅行した際，山梨県内の農

家から購入したものである.家族のうち喫食者3名だけ

が発症し，その内 2名は笑の切身を，また l名は煮汁だ

けを食べている.患者はいずれも非常に苦昧を感じたと

訴えていた.

② 食中毒の症状

患者 3名とも，喫食後20-40分に幅気を皇し，数回幅

吐し，みぞおちに腹痛を訴えた.また，実を食べた 2名

は約 9時間後に 2-7回水様性下痢を呈している.症状

は喫食量に比例し重くなり，すなわち煮汁だけ飲んだ者，

3切の笑を食べた者， 6切の者の順に症状が強く現われ

た.いずれの患者も約18時間後には回復した.

③試料

検体は生の実と水煮に調理したものの 2種である.生

のものは楕円形で，フットボールくらいの大きさのもの

の1/3切である.皮は淡黄緑色で細かいうぶ毛があり，

中身は白色であり，切片をかみしめると苦味を強く感じ

るものであった.

④ 原因物質の検索

ユウガオはウリ科植物で，その果実は丸形と長形があ

る.またヒョウタン形は本種の変種である7)前者が甘

いのに対し後者は苦く苦瓢と云われている.丸形や長形

のものは干瓢の原料である.ウリ科植物には苦味成分の

存在が知られ，その代表的なものにククルピタシン8，9)

がある.漢方薬ではウリ科植物のテッポウウリなどを催

吐剤や下剤として使用している 91 以上のことから，ク

クルピタシンの検索101 を行うことにした.

試料100gを細切し，ソックスレー抽出器に入れ95%

エタノールで22時間抽出を行う.次いでエタノールを留

去し，残査にクロロホルムを加え溶かし，水洗後クロロ

ホルムを留去する.残査を少量のクロロホルムに溶かし，

シリカゲル F251薄層板による薄層クロマトグラフィーを

行う.展開溶媒には， (1) ジイソプロヒ.ルエーテル，ア

セトン (5 : 2)， (2) ベンゼン，ジオキサン，酢酸エ

チル (2 : 1 : 1 )， (3) 卜リクロルエチレン，イソプ

ロパノール (10: 1) を用いた.確認には UV254nm

の照射，ヨウ素蒸気， 5 %塩化第二鉄・エタノール溶液，

2%パニリン・リン酸・エタノール混液 (1: 2 : 8 ) 

を用いた.

以上の結果，ククルピタシン Dと一致する Rf値のス

ポットが得られた.そこで，この画分について味覚テス

卜を行った結果，苦味が認められた.またエタノールの

溶出液について，紫外部吸収スペクトルを測定したとこ

ろ230nmに強い吸収を認めるとともに， 310 nmに弱い

吸収帯が認められた.ククルピタシンは26種が自然界に

存在することが知られている81 又ユウガオ属にはクク

ルピタシン B，D， G， Hが存在すると報告8) されて

いる.今回の結果からは，ククルピタシン Dだけ同定す

ることカfできた.

⑤まとめ

ウリ科植物にはククルピタシンが含まれていることが

知られるが，本事件のような例はきわめて希れである.

昭和50年 9月に北海道において121，断定されていないが

ユウガオによると考えられる事件が l件発生している.

通常，苦味が強いためほとんど食べられることのないも

のが，今回偶然にも苦味を感じながら無理して食べたた

めに起ったと考えられる.量的な関係をつかむことがで

きず残念であるが，キュウリなどでも苦味をもつものも

あることから，中毒量を知ることは今後の課題であろう.

4.パイケイ草による食中毒

① 事件の概要

昭和57年 4月及び 5月に，続けて山菜による食中毒が

起った.前者は大人 5名がウルイ(ギボウシ，ユリ科植物)

を丹沢へ採取に行き，帰宅後テンプラや塩漬にしてl奥食

した.苦昧が強いためー名は食べていない.ほかの 4名

が食べたところ，急性中毒の症状を呈し救急病院に担ぎ

込まれたものである.後者は某電気会社社員約30名が志

賀高原へ山菜取りに行き，タラの芽，ヒメタケ，カニラ

(ギョウジャニンニク)などを採取し，おじゃに入れな

どして食べたところ， 20-30分後に食中毒に見舞われた

ものである.

② 食中毒の症状

患者は 4名と 3名である.いずれも10-30分後に発症

している.幅気とともに手先や顔面などのしびれに始ま

り，幅吐(激しく連続的に現われた人もいる.)めまい，

脱力感を呈した.重症者は全身のけいれ必，虚脱状態，

意識不明に陥った.また顔面や全身にほてり，頭痛，一

瞬自の前が暗くなるなどの症状を訴えるλもあった.い

ずれの患者も翌日には回復に向った.

③試料

検体は残品が少なく，約10cmの若芽 1株と約 1cm 

の茎 1片と両事件ともきわめて少量しか採取できなかっ

た.いずれも茎は幾重にも茎皮が重なり合ったもので，

特有の芳香をもち，外皮には細かいうぷ毛がみられた.
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④ 原因物質の検索

両検体ともギボウシやギョウジャニンニクでないこと

が外観等から判明した.又症状等からパイケイ草の疑い

がもたれたが，資料も少なく参考になるバイケイ草もな

いことから鑑定が困難であった.パイケイ草にはベラト

ルムアルカロイド131 が含まれることから，この検索凶

を行うこととした.

試料にベンゼン35ml，アンモニア水0.5ml，水5ml 

を加え十分にホモゲナイズする.次いでろ過し，残査は

再び同様の操作をする.ろ液を合せ振とうしたのちベン

ゼン層を分取する.ベンゼン層に 5%酢酸を加え 3回抽

出する.酢酸層に25%NaOHを加えアルカリ性とし，

再びベンゼンで抽出する.ペンゼ、ン層を脱水後減圧下で、

濃縮する.残査をアセトンにとかしペーパークロマト

(P.C)及び薄層クロマトグラフイー (TLC) を行う.

なお，標品にはベラトリン (Merck社製)を用いた.

展開溶媒には， P.C.用l

: 4ω9.5 : 1υ)， TLC用161 にシリカゲルF251ーシクロヘ

キサン，ジエチルアミン (160:40)，アピセル SFーメ

タノール，アンモニア水 (20:1 )を用いた.確認には

UV254nm， ドラーゲンドルフ試薬， 30%硫酸， 25%ト

リクロル酢酸・クロロホルム縫液を用いた.

クロマトグラフイーの結果，標品の Rf値と一致する

ベラ卜リンが確認された.この他 Rf値から推定し，プ

ロトペラトリンA及びB，ベラトリジンと考えられるス

ポットも検出された.主な Rf備は次のとおりである.

P.C.ではプロトペラトリン A及びBが各々 Rf値0.80，

0.20， TLCーシリカゲルF254で‘は，ベラ卜リン及びベラ

トリジンが各々0.53，0.16である.

⑤まとめ

両事件はいずれもベラトルムアルカロイドが検出され

たことや，外観，昧，中毒時の症状等からバイケイ草に

よるものと判定した.さらにその生息場所から推定する

とコバイケイ草であると考えられた.

本植物による食中毒は過去10年間に統計上現われてい

るものが4件，怠者数18名である.さらに本年 4月に静

岡，仙台と続けて発生し， 14名の患者を出している.また，

パイケイ草の恨は生薬で白蒙麓根 (Byakurirokon)171 

と云われ，吐剤や虫歯の鎮痛剤に用いられる.過去には，

英国やドイツ薬局方などにも収載され，殺虫剤171 とし

て使用されていた時代もあった.中毒量は不明である.

終りに，都内で発生した事件ではないが，スイセンの

花による食中毒があったので簡単に記すこととする.事

件は北海道で、起ったが，出荷地が東京にあることから都

でも検査を行った.刺身などの“つま"として八百屋の

庖頭にならぷ茎付スイセンの花を購入し，家族でテンプ

ラに揚げ食べたものである.患者は 4名で，喫食後20-

30分に激しい幅吐に見舞われたという食中毒事件であ

る.スイセンはヒガンバナ科に属するため，リコリンや

タテジンなどのアルカロイドを含有していることが考え

られた.分析すると1ト 却l花や茎からこれらアルカロイ

ドが検出された.過去にヒガ、ンバナの球根による食中毒

事件はあるが，このような花による事件は大変めずらし

いものである.事件以後，都では販売に際し，食用にし

ないようにという表示をするように義務づけた.

食中毒事件は，常識では判断しにくい条件下で起こる

ことが多いが，今回報告した事例は昭和55年から57年ま

でに都内で発生したもののうち，特殊性のある化学性お

よび植物性食中毒各 2件ずつ取りあげた.すなわち，1.

流動パラフィン入り赤まむしドリンク， 2. 農薬メソミ

ル入りモチ， 3. ユウカホオの実， 4. バイケイ草，によ

る食中毒事例である.
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アルコール飲料中のアスベスト繊維の分析

荻野周三ぺ小関正道ぺ安野哲子*

福森信隆**伊東昭 子ぺ遠藤英美*

Analysis of Asbestos Fibers in Alcohlic Beverages 

SHUZO OGINOへMASAMICHIKOSEKI*， TETSUKO YASUNO*， NOBUTAKA FUKUMORI** 

AKIKO ITOH* and FUSAYOSHI ENDO* 

Asbestos fibers in 16 alcoholic beverages (9 brands of Japanese sake and wine， 7 of imported win巴 and

sherry) were isolated and counted by means of a transmission electron microscope. Nin巴 samplesof b巴V町田

ages produced in Japan， 3 of sake were filtered with asbestos and the other materials than asbestos. The 

methods of filtration used for all of import巴dbeverages were not known 

All th巴 sampl巴swere found to contain asbestos fibers which ranged from 50，000 to 58，000，000 counts 

per liter. Three samples of sake filtered with asbestos contained such a large amount of fibers as to exceed 

34 million counts per liter. This indicates that fibers used for the fillter aids easily pass through th巴 filtra-

tion system into beverages. Fib巴rsfound in other samples were gen巴rallylower， 50，000 -520，000 counts 

per liter. Except for about 20μm of fibers detected in one sherry sample， th巴 lengthof fibers was found to 

range from 0.2 to 5.0μm. 

Keywords: asbestos fiber， alcohlic bev巴rage，transmission electron microscope 

緒 日 た精製蒸留水 (Q)を用いた.なお，清酒ならびに国産

アスベストの繊維状構造は金網などのろ材に対し架橋 のワインについては製造業者に対し，アスベストの使用

を形成し，プレコートを容易かつ堅固にする効果が有 の有無に関する調査を併せて実施した.

りl)，この特性を利用して，長年清酒やワイン等のアル 装置低温灰化装置:インターナショナル・プラズ

コール飲料のろ過に用いられてきた.著者らは先にアス マ・コーポレイション製， IPG -1001型透過型電子

ペストをろ過助剤として使用した際の繊維構成成分なら 顕微鏡(以下 TEMと略す) :日立製作所側製， HU 

びに不純物の製品中への溶出について検討を行い，その 12型

結果，特に食品衛生上の問題点を認めなかった21 そこ メンプランフィルターおよび試薬 セルローズ・アセ

で、今回は製品中へ，繊維自体が混入する可能性を知る目 テー卜系フィルター:富士フィルム(紛製， TM -22， 

的で，市販されているアルコール飲料中の繊維含有量お 孔径0.22μm，直径47mm(以下メンブランフィルター

よびその長さを測定し，若干の知見を得たので報告する. と略す)ポリ・テトラ・クロロエチレン系フィルター:

実 験 ミリポア株)製，フロリナート FG，孔径0.2μm，直径

試料 昭和57年 9月から58年4月にかけて都内の- 47mm (以下フロリナートフィルターと略す)精製蒸留

般小売活から購入した清酒 7種 (A) ー (G)，国産ワ 水:蒸留水をメンブランフィルターで吸引ろ過して用い

イン 2種 (H)，(I)，輸入ワイン 6種(J)- (0)およ た.アセトン:和光純薬品精製，試薬特級アセトンをフロ

び輸入シェリー酒 1種 (p)の計16試料を試験に供した. リナートフィルターで吸引ろ過して用いた.フォルム

コントロールにはメンプランフィルターを用いてろ過し パール:チッソ(械製，ボリ・ピニル・フォルムパールを

*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 
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

村同毒性部病理研究科
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クロロホルムに溶かして0.3%と溶液した.

TEM周グリッド ペコー(株)製， 200メッシュのグリッ

ドに常法によりフォルムパールの支持膜を張って用い

た.

実験方法 1. 試料中のアスベスト繊維の捕集試料

11をメンプランフィルターを用いて吸引ろ過し，引き続

き精製蒸留水50m1をろ過して糖分などを洗浄，除去し

たのち，フィルターをビーカー内に入れ， 60
0

で1時間

乾燥した.

2. フィルターの灰化と TEM用試料の作成 フィル

ターをビーカーに入れたまま低温灰化装置のチャンパー

内に移し，出力150Wで完全に灰化したのち，ビーカー

内の残留物はアセトンを正確に 1ml加えて溶かし，超

音波を30秒間かけて分散させ， TEM用試料液とした.

この試料液の 5μlをグリッド上に滴下し，自然乾燥さ

せた.ただし，アスベスト繊維の含有量が多く，計数が

困難な場合には TEM用試料液の内， 50μfをとり，ア

セトン 1mlを加えて希釈し，その 5μlをグリッド上

に滴下した.

3. TEMによるアスベスト繊維の同定および計数

上記の 2で作製したグリッドを TEMに装着し，計25

個のグリッド穴について電圧75kV，倍率10，000倍で，

さらに倍率10倍のルーペを併用しながら，存在するアス

ベスト繊維の数と長さを測定した.試料のアスベスト繊

維含有量は次の式を用いて算出した.

F-N・A]・V]・D
G. A 2 ・V2 ・M

F:試料1仲のアスベスト繊維数(本/l)

N:計25個のグリッド穴から検出された繊維の総

数(本)

A] グリッドの総面積=0.07(cm 2) 

V] : TEM用試料液の調製に用いたアセトンの

量 =1 (ml) 

D:TEM用試料液の稀釈倍率:通常は 1，繊維

の含有量が多い場合は21

G:観察したグリッド穴の数=25(個)

A 2 グリッド穴 1個の面積=7.22XlO-5 (cm 2) 

V2 グリッド上に滴下した TEM用試料液の量

= 5 XlO-3 (ml) 

M:試料の採取量=1 (1) 

結果および考察

1. 各試料のろ過工程におけるアスベスト使用の有無

に関する調査 製造業者に対し，アスベストの使用の有

無を調査した結果，清酒 (A)ー (C)の3試料のみが

アスベストを用いて製造され，その他の試料はすべてア

スベストの代わりにセルローズ・パウダーもしくはろ紙

を用いてろ過，製造されたものであることが判明した.

輸入ワインおよびシェリー酒についてはそのろ過方法を

確かめることができなかった.

2. アスベスト繊維含有量 各試料のアスベスト繊維

含有量について測定した結果を Table1に示す.繊維

は5万本/1-5，799万本/1の範囲ですべての試料から検

出された.中でもアスベストをろ過に用いて製造された

清酒 (A) - (C) は3，421万本/1-5，799万本/1と，他

の試料に比較して著しく多いことから，使用されたアス

ベスト繊維がろ材を通過し，製品中に混入したものと考

えられる.ろ過にアスベストを用いていない清酒 (D)

と (E)，輸入ワイン(])ー (L)および輸入シェリー

酒(P)からも16万本/1-52万本/1の繊維が検出されたが，

清酒 (A)ー (C)に比べるとその量は 1/100以下にす

ぎず，この結果は E.P.A.がアメリカ国内のアスベス

トによる汚染の可能性が無い地域の都市水道水について

測定して得た値31とほぼ同程度であることから，恐らく，

原料水中にもともと含まれていたものではないかと考え

られる.その他の試料では繊維の含有量はさらに少なく，

コントロールと大きな差は認められれなかった.

猪子ら41 は清酒，ワインおよびビールのアスベスト

繊維含有量を走査型電子顕微鏡(以下 SEMと略す)を

用いて測定したが，それによると， 15試料中，清酒 2試

料から380本/1と760本/1の繊維を検出し，またワイン l

試料中に繊維の団塊を認めたほかはいずれの試料もアス

ベスト繊維を含有しなかったと報告している. しかし

SEMはTEMに比べて微小な繊維の識別が困難である

といわれ，特に長さが 1μm以下の繊維は，これを見

落とす危険性が有るものと考えられる.

アスベスト繊維のより正確な同定を行うには制限視野

電子線回折法 (SAED)巳 61 やX線マイクロアナライ

ザ_4.6) の利用があるが，アルコール飲料のろ過に用

いられるアスベストはほとんどがクリソタイルであり，

しかもクリソタイルは独特な管状構造を持っていること

から著者らは TEMを用い，この形状の特徴を観察す

ることで同定を行った (Fig. 1， 2). しかし，試料

によっては残留灰分の付着や，表面構造の崩壊によって

識別が困難な繊維状物質が存在する例や，含有量の多い

試料では多数の繊維が凝集し，複雑に絡み合って団塊を

形成する現象も認められ (Fig. 3)，これらはいずれ

も計数の対象から除外した. したがって， Table 1に示
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Table 1. Asbestos hbers in beverag巴s

Fiber concentration 
in sample (X 104

//) 

Number of fibers 
in 25 grid openings 

Source 
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Sake (B) * 1 
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Wine (J) 

Wine (K) 
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Wine (M) 

Wine (N) 

Wine (0) 

Sherry (P) 

Control (Q)本 3
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Sample 

• 1 : Produced by filtration system using asbests. 

• 2 : Produced by filtration system using non-asb巴stos

• 3 : Distilled water which is filtrated through 0.2μmm巴mbrane

*'・ Dilutionfactor is 21 

Table 2. Distribution of fiber lengths in 25 grid openings 
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* 1 * 2ホ 3: Same as Table 1 

Sample 
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す繊維含有量は各試料について推定し得る最低値を意味

する.

3. 検出されたアスベスト繊維の長さ 各試料から検

出されたアスベスト繊維を長さについて分類した結果を

Tabl巴 2に示す.繊維の長さはシェリー酒から検出され

た約20μmのもの (Fig. 4) 1本を除き，いずれも 6

μm以下であった.中でも0.5-1.0μmの長さのもの

が最も多く，全体の51%を占め，以下， 1.0-2.0μm 

の26%，0.2-0.5μmの19%，2.0-5.0μmの 4%の

I1闘であり，ろ過にアスベストを用いて製造された試料と

用いない試料の閥で長さに関する分布の割合に違いは認

められなかった.

まと め

市販アルコール飲料中に含有されるアスベスト繊維に

ついて分析を行った.清酒やワイン等の試料をメンプラ

ンフィルターでろ過して繊維をフィルター上に捕集し，

低温灰化装置を用いて灰化したのちアセトンに懸濁さ

せ，その一定量中に含まれる繊維の数ぽらびに長さを

TEMによって測定した.その結果，アスベストをろ過

助剤として使用し，製造された試料からは3，421万本/l

-5，799万本/lと著しく多くの繊維が検出されたことか

ら，繊維がろ材を通過して，製品中へ多量に混入するこ

とが確かめられた.検出された繊維の長さはシェリー酒

中に含まれていた約20μmのもの 1本を除き，いずれ

も0.2-5.0μmの範囲内であった.
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Explanation of Figures 

Fig.1. Asbestos fibers isolated from Sake (A) 

The chrysotile asbestos fiber is obviously 

characterized by a central canal. 

Fig.2. All asbestos fiber isolated from Wine (J). 

Fig.3. A cluster of asbestos fibers observed in Sake 

(A). 

Fig.4. The longest fiber is observed in Sh巴rry(P)
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ポリスチレン製容器包装の有機性添加剤の分析

佐藤憲ーへ渡辺悠二へ吉田令子へ遠藤英美*

Analysis of Organic Additives in Polystyrene Container-Package 

KENICHI SATO*， YUJI WATANABE*， REIKO YOSHIDA* 

and FUSAYOSHI ENDO* 

The qualitative analysis of organic additives contained in polystyrene food container-packages was 

examined. The additives were efficiently extracted from the crushed samples of the packages by soxhlet ex-

tractor with ethyl ether and then this extract was treated with methyl alcohol to remove low polymer. The 

additives were isolated by silica gel column chromatography and TCD gas chromatography from the ex-

tract and identified by infrared spectra. Ten kinds of additives (BHT， Irganox 1076， DnBP， DnOP， DEHP， 

DEHS， paraffin wax， palmitic acid， stearic acid， behenamide) were detected from 42 packages tested 

This result suggests that the kinds of additives actually contained in packag巴swere limi ted to certain 

types among the compounds mentioned in the positive list published by the trade 

Keywords : organic additives， polystyrene， food container-package 

はじめに ようなことから前回ポリエチレンおよびポリプロピレン

ポリスチレン(以下 PSと略す)にはその性質より大 製容器包装中の有機性添加剤の分析法について報告3)

別して，スチレンの単独重合体である一般用 PS(GPPS したが，今回は PS製品中の添加剤の使用実態を明らか

general purpuse P S)と合成ゴムを配合した乳白色の にする目的で酸化防止剤，紫外線吸収剤，可塑剤，滑剤

耐衝撃性 PS(HIPS: high impact PS)および発泡 PS など多種類の添加剤を同時に分析する方法について検討

(FS : foam PS)がある.透明で着色の自由な GPPS を行い，良好な結果を得たので報告する.

はプリン容器，砂糖つぼ，しよう油さし，スプーン，フォ一 実験方法

クなど，低温で優れた耐衝撃性をもっ HIPSは乳酸菌 試薬石油エーテル，クロロホルム，エチルエーテル，

飲料容器，冷凍食品用トレー，冷菓容器など，また断熱 メタノール:特級品臭化カリウム (KBr) :赤外吸収

性・緩衝性に富む FSは熱湯用カップ，一般食品用ト スペクトル用 KBr シリカゲル:カラムクロマトグラ

レーなどとして食品容器包装の分野に大量に利用されて フィー用ワコーゲル C-200 標準添加剤 PSのポジ

いる.これら食品用 PS製品における衛生上の規格1) は ティブリストの酸化防止剤，紫外線吸収剤，可塑剤，滑

材質試験としてカドミウム・鉛・揮発性物質，溶出試験 剤などのうち市販試薬として入手可能な化合物 添加剤

として重金属・過マンガン酸カリウム消費量・蒸発残留 標準液:前記化合物の各1.0%クロロホルム溶液を調製

物の 6項目が定められている.また業界においても独自 し，必要に応じて適宜希釈して使用した.

のポジティブリスト 2) を作成し，使用添加剤等につい 装置粉砕器:アイカ分析用粉砕器ガ、スクロマ卜グ

て自主規制を行っている.しかしながらポジティブリス ラフ:目立163型ガスクロマトグラフ， TCD検出器付

卜収載の添加剤はその種類も多く，製品における分析法 赤外分光光度計:日本分光 A-3型赤外分光光度計，

も十分確立されておらず，またメーカーに使用添加剤の ビームコンデンサー付

表示義務もないことから，実際の食品用 PS製品にどの 試料食品用 PS製品13種類(卜レー，コップ，乳酸

ような添加剤が使用されているか不明な点が多い.この 菌飲料容器，食品容器，砂糖つぼ，ウォータークーラー，

*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ー1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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しょうI由さし，ピックス，はし，スプーン，フォーク，

ナイフ，マドラー)計 42検体を試料とした.このうち

HIPSはトレー，レジャーカップ，乳酸菌飲料容器，食

品容器の 4種類11検体， FSはトレーの 3検体で残り 28

検体は GPPSであった.

試験溶液の調製 試料をドライアイス存在下，粉砕器

で粉砕し，風乾後その 5gをエチルエーテル150mlで

81時間ソックスレー抽出装置により添加剤の抽出を行

う.抽出液を減圧濃縮したのち，残留物を 1mlのクロ

ロホルムに溶かし，メタノール10mlを加えて冷凍庫lご

~夜放置してポリマーを析出させる‘この液をメンプラ

ンフィルター (0.45μ) を用いて吸引ろ過し，ろ液を

減圧濃縮したのち，残留物にクロロホルムを加えてよく

溶かし全量を 1mlとする.この液を試験溶液とした.

カラムクロマトグラフィー 内径12mm長さ 50cmの

カ、、ラスカラムに充填剤としてシリカゲルを約30cm充填

し，試験溶液を流し込み，ついで石油エーテル，クロロ

ホルム，エチルエーテル，メタノール各10mlづつを順

次流して吸着物を溶出し，各熔/:H液を分取する.各分取

液を減圧濃縮し，残留物にクロロホルム0.5mlを加え

カラム分取溶液とした.

ガスクロマトグラフィー (GC) 試験溶液および各

カラム分取溶液について TCD昇温 GCを行い，試験溶

液中の抽出成分および各カラム分取溶液におけるその分

離状態をみた.さらに各カラム分取溶液について100μJ

づっ計 500μJを注入し，クロマ卜グラムの各ピーク成

分を TCD検出器の出口にガラス管(外径 3mm，内径

2 mm，長さ 10cm) を挿入し凝縮捕集した.カラム:

3 % Silicone E四 301lUniportHP (60/80 mesh) 1 m 

内径 8mmの分取用ステンレスカラム カラム温度:

1000 

- 3000， 200 

/ min 注入口温度:3200 TCD温度:

3100 TCD current 80 mA キャリヤーガス He80 

ml/min 

赤外吸収スペクトル法 (IR) 前記 GCにより各カ

ラム分取溶液のピークを凝縮捕集したガラス管をクロロ

ホルム100μJで洗い，凝縮成分を IR問試験治液とし，

KBrミクロ錠剤成型法により径 3mmのミクロ錠剤を

つくり，ビームコンデンサーを凶いて IRをiJ1lj定した.

結果と考察

分析法について PSから添加剤を分離する庁法い!

として，一般的に有機溶媒による抽出法と終解法がある.

今回抽出法としてエチルエーテルによるソックスレ-1111

出法と，rn角平法として PSをクロロホルムにj作W(， しメタ

ノールで除ポリマーを行う方法について検討を行った.

両者の GCにおけるピークパターンはほとんど同じで，

添加剤の分離手段として抽出法と溶解法は定性的な面か

らみて大きな差は認められなかった.また溶解法は抽出

法に比べ操作が繁雑で，溶媒も多量に使用するなどの点

から今回はエチルエーテルによるソックスレー抽出法で

行うことにした.なおエーテル抽出においても PSは円

筒ろ紙中で融解状態となっており，抽出液にポリマーが

混入するためメタノールによる除ポリマー操作は必要で

あった.

PSから添加剤を抽出したあと，さらに各々の添加剤

を分離・精製する必要があり薄層クロマトグラフィー，

高速液体クロマトグラフィーなどについて検討を行った

カえスチレンオリコやマーおよび/てラフィンワックスの手子

在が支障となり適当な条件がみい出せなかった.そこで

シリカゲルを充填剤とするカラムクロマ卜グラフィーに

より，展開溶媒を非極性のものから極性を有するものへ

順次変えていく方法61 を試みたところ，シリカゲルの

充填高が径12mm X300 mmのとき，展開溶媒として石

油エーテル，クロロホルム，エチルエーテル，メタノー

ルの各10mlを用いると，類似構造の化合物がグループ

別に分離してくることがわかった.すなわち石油エーテ

ル区分に脂肪族炭化水素，クロロホルム区分に芳香族炭

化水素，エチルエーテル区分にエステル類，脂肪族アル

コール，高級脂肪酸，脂肪族アミドなど，メタノール区

分により極性の強い化合物群が分離溶出してくる.シリ

カゲルカラムクロマトグラフィーによる分離効果をみる

ために，例として図 1に食品容器Bの試験溶液のガスク

ロマトグラム，図 2， 3， 4， 5にその石油エーテル，

クロロホルム，エチルエーテル，メタノールのカラム分

取溶液のガスクロマトグラムを示した.図 1において重

なり合ったピークが図 2，3， 4においてきれいなピー

クパターンに分離してくることが示されている.このよ

うに分離したピークとなれば， TCD-GCにより各ピー

クを分取単離することが容易になる.なお図 2の石油

エーテル区分の山形の集合ピークは IR測定の結果パラ

フィンワックス，図 3のクロロホルム区分の各ピークは

同じくスチレンオリゴマーであることが判明した.この

石油エーテルおよびクロロホルム区分のピークは全検体

に認められ， PSの添加剤の分離同定を困難なものにし

ていた.

GCの検出器として感度的には劣るが，ピークを分取

する目的から TCD検出器を用いた.カラム充填剤とし

て広範囲の化合物を検出するため無極性で最高使用温度

の高い SiliconeE-301を使用し，温度条件として分子
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Table 1. Identified Additives 

sample anti司oxidants plasticizer lubricants 

tray (HIPS) A BHT Irganox1076 DnBP PW 
B BHT Irganox1076 DnBP PW P-acid S-acid behenamide 
C BHT Irganox1076 PW P-acid S-acid 

tray A PW 
B PW 
C PW 

tray (FS) A DnBP DEHP PW 
B DnBP PW 
C DnBP PW P-acid S-acid 

leisure cup (HIPS) A BHT Irganox1076 PW 
B BHT DEHS PW P-acid S-acid 
C BHT Irganox1076 PW 

leisure cup A PW 
B PW 
C PW 

cup A DnBP PW P-acid S-acid 
B DnBP PW P-acid S-acid 

sour milk beverage A BHT Irganox1076 DnBP PW P-acid S-acid 
contain巴r(HIPS) B BHT DnBP PW P-acid S-acid 

C BHT DnBP PW P-acid S-acid 

food container ABHT DnBP DnOP PW P-acid S-acid 
(HIPS) B BHT DEHS PW P-acid S-acid 

food container A DnBP DEHP PW 
B DnBP DnOP PW P-acid S-acid 

sugar pot A DnBP PW P-acid S-acid 
B DnBP PW P-acid S-acid 

water cooler A DnBP PW 
B DnBP PW P-acid S-acid 

picks A PW P-acid S-acid 
B BHT PW P-acid S-acid 

soy pot A PW P-acid S-acid 
B BHT PW P-acid S-acid 

chopsticks A PW 
B DnBP PW P-acid S-acid 

spoon A BHT Irganox1076 PW 
B DEHP PW P-acid S-acid 

fork A PW P-acid S-acid 
B DEHP PW P-acid S-acid 

knif巴 A DEHP PW P-acid S-acid 
B DnBP PW P-acid S-acid 

muddler A PW P-acid S-acid 
B BHT Irganox1076 DnBP PW P-acid S-acid 

HIPS : high impact polystyrene， FP : foam polystyr巴ne，BHT : 2， 6-di-t-butyl-4-methylphenol 
Irganox1076: n-octad巴cyl-3ー(4'-hydroxy-3'，5'一di-t-butylphenyl)propionate
DnBP : di-n-butyl phthalate， DnOP : di-n-octyl phthalate， DEHP : di-2ー巴thylh巴xylphthalate 
DEHS : di-2-ethylhexyl s巴bacate，PW : Paraffin wax， P-acid : palmitic acid， S-acid : stearic acid 
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5 10 5 10 

Fig.l. GC of food container B Fig.3' GC of chloroform fraction 

5 10 5 10 

Fig.2. GC of petroleum ether fraction Fig.4. GC of ethyl ether fraction 
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5 10 

Fig.5. GC of methvl alcohol fraction 

最のかなり違う添加l剤を同時に分析でき， 11与1mの短縮が

はかれること，また板性があってテーリングを生じる化

合物にもある程度有効であることなどから，カラム温度

を 100。から 300。まで:'20'/mm のケt~nñt分析で行うことにし

た.試料注入 Qlは内径 8mmの分取HJカラムの場合で

も，あまり多JEJになるとピークが変!r:;;してくるので100

μJ程度が適当であった.カラムクロマトグラフィーに

よるメタノール区分には傾性の強し、界iiiiilIiafll1などの化

合物の存主lーが予知されたが， 1羽5のようにほとんどの検

{本においてピークは認められなかった.

添加斉IJの問ii::は IRによって行った.化合物の分離能

力に優れた GCにより九ピークを凝縮Jrli集して IRをiJ!iI

ii::し，添加I斉IJの IR襟ijf'スペク卜ルと比il唆することによ

り界坊に同定することができた. しかし IRだけでは干11

~IJの附難な向.級脂肪隙やフタル般エステルのような同族

体化合物については， GCのリテンションタイムにより

同定した.また入子した添加斉IJの標準スペクトルに該当

しない化合物の場合，ポジティブリストを参考にしなが

らIRスペクトルからある程度検索・推定していくこと

ができる利点、があった.なおビームコンデンサーを川い

るミクロ錠剤法による IR測定に必要な試料景は50-

100μgであった.

分析結果について 表]に42検体の分析結果を不し

た.検:+:した添加斉IJは企部で10種類で，効件j分類万IJに分

けてみると内定化防止斉IJ2種類 (BHT，Irganox 1076)， 

ilJ明剤 4極類 (DnBP，DnOP、DEHP，DEHS)，滑剤 4

種類(パラフィンワックス，パルミチン酸，ステアリン限，

べへン酸アミド)であった.なお紫外線吸収剤は全く検

出されず，食品周平宇部包装材には使用されていないこと

カfわカ〉った71

酸化防止剤を検出した検体は15/42検体 (35.7%)で，

BHTと Irganox1076を併 HJしたもの 8/42検{本

(19.0%)， BHT単独のもの 7/42検体(16.7%) で

Irganox1076単独で使則された例はなかった. HIPSの

卜レー， レジャーコップ，乳駿菌飲料作部，食品界都の

11検体からは~て 1\変化防止斉IJ を検出しており， HIPSに

おいて不飽和結合のあるゴムの添加による劣化防11:のた

め般化防止剤が不可欠であることが裏付けられたぺま

た HIPS以外の検体については， 1唆化防止斉IJは 4/31検

体(12.9%)にしか使jHされていなかった.

ilJ塑剤については25/42検体 (59.5%)から DnBP司

DnOP，DEHP，DEHSの 4種類が検出された. iij'Q'j担斉IJ

を検出した 25検体のうち 2極類検出したものは 4/25

検体(16.0%)で，単独{史I+Jが84%を山めていた.

DnBPは DnOPとののり112，DEHPとの例トIJ2と合わ

せて20/251会{本 (80.0%)から検出され1N:も多I+Jされて

いた.今凶検出した DnBP，DnOP，DEHP，DEHSはそ

の効用から一般には可塑剤として分類されるが， PS製

品に使則される場合，添加量が少ないことおよび PSの

物性から考えて可塑性の付与の役割lより，成形加了J性の

向上を目的に{史則されていると}r!]_われる.

滑剤についてはパラフィンワックスが全検体から検出

されており， PS製品の成形加工上必要不可欠の添加斉IJ

であると考えられる.パルミチン1唆とステアリン阪は

27/42検体 (64.3%)から検!十iされ， PS製品において

主要な添加剤となっている.またjJl;j者は単独で検出され

た例はなく，添加剤製剤としてjil，j成分を合有するものが

使間されていると考えられる.なお HIPSのトレーに

ペヘン酸アミドを検出したが，これは 1検体のみであり

特殊なケースと忠われる.

今回食品問 PS製品42検体について添加斉IJの定性分析

を行い酸化防止斉Ij2種類，1lJ塑剤 4種類，滑剤 4種類を

検出したが，ポジティブリスト収載の般化防止斉IJ221日円，

nJ塑剤18品目，滑剤20品目に比べ，実際に使肘されてい

る添加斉IJはかなり限られていることがわかった.今後ii::

量法を検討したうえでその使用実態を調査して行く予定

である.

まとめ

食品件1PS製品中の有機性添加剤の分析法について検

討を行った.
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1. 抽出法は粉砕試料をエチルエーテルでソックス

レー抽出し，メタノールによる除ポリマー処理を行った.

2. 分離法はシリカゲルカラムクロマトグラフィーお

よび TCD-GCにより行った.

3. 同定法はミクロ錠斉IJ法により IRによって行っ

た.

4. PS製品13種類似検体を分析したところ計 10種類

(BHT， Irganox1076， DnBP略 DnOP，DEHP， DEHS，パ

ラフィンワックス，パルミチン酸，ステアリン酸，パへ

ン関空アミド)の添加剤を検出し，実際に使mされる添加

剤はかなり|浪られていることがわかった.
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市販天然調昧料の品質に関する研究

広門雅子へ中島和雄ぺ高橋 般へ 遠藤 英美 ぺ溝 入

Surveys of Quality of Commercial Natural Flavor Enhancers 

MASAKO HIROKADO*， KAZUO NAKA]IMAへIWAOTAKAHASHI*， 

FUSAYOSHI ENDO' and SHIGERU MIZOIRI** 

茂**

Thirty-two species of commercial natural flavor enhancers， which were collected from 50 food manu-

factur巴rsin Tokyo， were analyzed in respect of water， sodium chloride (NaCl)， ash， free amino acids， 5'-

ribonucleotides (5'ー IMP，5' -GMP)， organic acids， arsenic and heavy metals for the purpose 'of determin-

ing these quality. The quantitativ巴 analysismethods adopt巴din this survey were Karl Fisher titrimetric 

m巴thodfor water content， the Standard method of analysis for hygienic chemists for NaCl and ash， the high 

P巴rformanceliquid chromatography for 5' -ribonucl巴otidesand organic acids and the ]apanese Standard of 

Food Additive's method for arsenic and heavy metals. The results w巴reas follows : wat巴rcontent 2.5-

92.0%; NaCl 0.9-4l.3%; ash l.2-43.2%; total amino acids 0.2-37.0%， glutamic acid (Glu) 0.06-22.7%; 5'-

IMP 0-l.76% and 5' -GMP 0-0.83%. It was demonstrated that Glu or 5' -ribonucleotide (5'ー IMPor 5'-

GMP) is added to most of the samples. Contents of lactic acid and pyroglutamic acid did not exceed 

0.04% 

With the exception of 1 sample taken from extract of Tapes philippinarum in which 3.5 ppm of arsenic 

was detected， levels of arsenic in all th巴 oth巴rsamples w巴r巴 foundto be less than 1 ppm. Heavy metals in 

all the samples were less than 3 ppm 

Keywords : natural flavor enhancer， free amino acid， ribonucleotide， quantitative analysis 

緒 巨司 末型15種，ペースト型 6種，粘ちょう性液体型 8種，液

最近，天然物し好が高まり，調味料においても，幅の 体型 3種)を用いた.また比較のため原体メーカーから

ある複雑な風味や，より天然物感のある香味を付与でき の供試品の天然魚介肉エキス 5種を用いた.

る天然抽出型調味料が種々開発されてきている. しかし II. 試薬 l. カールフィッシャ一試薬:力価3.00

それらの成分組成は明らかでなく，品質が不明である mg/ ml三菱化成工業製 2. 脱水溶剤 ホルムアミド

そこで，その成分組成の実態を把握する必要があると 入りメタノール三菱化成工業製 3. アミノ酸アナラ

考え，昭有]57年 6月-12月までに東京都食品監視課より イザー用緩衝液 テクノバッファー製 4. ニンヒドリ

収去された天然調味料36種のうち，香辛料を除く天然旨 ン発色試薬和光純薬製 5. 活性炭 ダルコ G-60 

昧料32種について，水分，塩分，灰分，量昧成分，ヒ素 (クロマ卜用，和光純薬製) 1 gをエタノールーアンモ

および重金属等の分析を行い，その結果を化学調味料製 ニアー水混液(50:5 : 45)でよく洗った後，卜分水洗し，

剤の成分1) や天然畜肉2) および、魚介肉エキス成分3) と 1W， 4時間乾燥した. 6. その他の試薬 特にことわ

比較し，それらの品質について検討したので報告する. りのないかぎり，食品添加物公定書および食品衛生試験

実 験の部 法に記載の試薬を用いた.

1.試料東京都食品監視課が昭和57年 5月-12月に m.装置l. 高速液体クロマトグラフ ポンプ 日

かけて，都内50の食品製造業者(食肉，ソース類製造業者) 本分光 BIP型， UVモニタ- UVIDEC -100-II， 

から収去し，当所に送付した天然調味料製剤32検体(粉 インテグレーター 島律クロマ卜パック C-R2AX 

市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 R巴s巴archLaboratory of Public H四 lth
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 

村千代田区環境部公害対策課
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2 アミノ酸アナライザ一 目立835型 3 カール

フィッシャー自動水分滴定装置三菱化成 KF-01 T 

型

N.試験項目および方法

1. 水分試 料0.1-1 gを精密に秤取し，カールフ

イッシャー自動水分滴定装置で測定した.

2. 塩分 (Nacl) 衛生試験法4) Iこ従った.

3. 灰分衛生試験法5) Iこ従った.

4. 遊離アミノ酸試料約 5gを精密に秤取し， 5 % 

過塩素酸溶液約50mlを加えてかくはんし，一昼夜放置

し，除蛋白した後，ろ紙を用いてろ過し，ろ液をアルカ

リで pH2に調製した後，塩酸溶液(1→600)を加え

て100mlとし，これを試験溶液とした.試験溶液を各

アミノ酸濃度が約10μg/ mlになるように塩酸溶液(1 

→600)で希釈調製し，これをアミノ酸アナライザーで

分析し，定量した.

5. 核酸 アミノ酸の項で調製した試験溶液 1mlを

あらかじめ用意した活性炭カラム内(内径 1cm，高さ

5 cm)に注入し，核酸を吸着させ，ついで50mlの蒸

留水で、洗った後， 1. 4%アンモニア水130mlを通して核

酸を溶出させた.この溶出液を濃縮乾回した後，核酸

(5'ーIMPおよび 5'-GMP)の濃度がそれぞれ0.1mg / 

ml になるように水で溶かし，これを高速液体クロマト

グラフイーで下記条件下で分析した.

測定条件:カラム Nuclosil 5 NH 2 4 mm X 15 

cm，移動相 0.035M KH 2 PO 4 (pH 4.0)，流速

0.9 ml/ min，カラム温度室温，検出波長 UV254 

nm 

6. 有機酸核酸の場合と同様に試験溶液を作成し，

高速液体クロマ卜グラフィーで下記条件下で分析した.

測定条 件:カラム Shodex C -811，移動相

0.003 M HCIO 4，流速 1 ml/ min，検出波長 UV

210 nm 

7. 糖類アミノ酸の項で調製した試験溶液 5μJ

を， Kiezelgel薄層板七にスポットし，展開溶媒クロロ

ホルムーメタノールー水(15: 11.5 : 2)を用いて約10

cm展開した.風乾後，アニスアルデヒド・硫酸試液を

噴霧し， 1200， 15分間加熱した後，スポットの呈色と

Rf値より糖類の確認を行った.

8. ヒ素 酸化マグネシウム添加による乾式灰化法に

従って試験溶液を調製し，食品添加物公定法G) Iこ従っ

て定量した.

9. 重金属 一般的な乾式灰化法により試験終液を調

製し，食品添加物公定法7) に従って定量した.

結果および考察

水分， NaCl，灰分および呈昧成分の分析結果をまと

めてTable1に示した (No1 -32は検体， a'-""" eは供

試品の天然魚介肉エキス).

1.水分水分含量は2.5-92.4%で，これを形状別

にまとめると，粉末型2.5-8.1% (平均値4.3::!::1. 7%)， 

ペース卜型 16.6-28.0%(平均値23.3::!::4. 6%)，粘ちょ

う性液体型36.3-57.0% (平均値48.6::!::7. 2%)，液体型

58.5-92.4% (平均値69.0::!::16. 6%)であった.化学調

味料製剤が粉末型のみだった1) のに比べ，粉末から液

体まで形状がさまざまであるのが特微である.

n.塩分 (NaCl) 塩分は塩化物をすべて NaClと

して定量した値である. Tabl巴 1より， NaCl含量は1.9

-41. 3%で，これを形状別にまとめると，粉末型12.1-

41. 3% (平均値26.8::!::7. 9%)，ペースト型5.4-34.5%(平

均値19.7土11.5%)，粘ちょう性液体型12.0-18.4%(平

均値15.1 ::!:: 2. 4 % )，液体型1.9-11.9% (平均値4.9::!:: 

5.0% )であり， 1976年に調査した化学調味料製剤lの

22.2-31. 6% (平均値28.0::!::2. 6%)に比較し，粉末型

はバラツキの巾が大きかった.また粘ちょう性液体型お

よび液体型中の水分および NaCl含量は，供試品の天然

魚介肉エキスのそれ等に近似していた.

III.灰分 灰分はエキス成分中に存在して呈昧に関係

するといわれる NaCl，KCl， MgCl， CaC12，リン酸

の金属塩および有機物の金属塩等を灰化して得られた無

機成分である.

検体中の灰分含量は1.2-43.2%，灰分から NaClを

差し引いた値(塩化物以外の無機成分)を Iとすると，

Iは0.3-10.0%であった.灰分および I含量を形状別

にまとめると，粉末型12.8-43.2% (平均値30.0::!:: 

10.3% )および0.7-9.7% (平均値4.9士2.1%)，ペー

スト型14.4-38.5%(平均値25.6士9.6%)および3.1-

10.0% (平均値5.9土2.6%)，粘ちょう性液体型16.6-

20.3% (平均値18.3土1.3%)および1.7-5.2% (平均

値3.2::!::1. 3%)，液体型1.2-15.0%(平均値6.2-6.3%) 

および0.3-3.1% (平均値1.3::!::1.3%)であり， 1含量

はペースト型が最も多く，粉末型，粘ちょう性液体型お

よび液体型の順に少なかった.また粘ちょう性液体型は

天然魚介肉エキスと類似していた.

NaClの他の無機成分に対する倍率 (NaClをI値で

除した値)は，粉末型約 7倍，ペースト型約 5倍，粘ちょ

う性液体型約 6倍，液体型約 4倍で，全体で 4倍をこえ

たものは約 7剖あり，検体中の塩化物は他の無機成分に

比べ圧倒的に多いことが判明した.供試品の天然魚介肉
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Table l. Analyzed Values of Water， Sodium ChloridιAsh， Amino AC1ds and 5' -Ribonucleotides in 
Commercial Natural Flavor Enhancers 

Samplc 

No 

Kind of 
Indication or 

Flavoring 
Form 

Watcr 

(%) 

Sodium 

Chloridc 
(%) 

Amino Acid 
Ash 一一一一一一一=-:-5'RNA削 (5'-IMP*".5'-GMP判)

Glu *" Total 
(%) ~:~" '，~;:' (%) 

(%) (%) 

uthcr 

Ingrc 
dicnt 

1 Chcmical Flavor 

M or D.P 1 作

3 Natural Flavor 

5 Bccf 

6 

7 " 

8 タ

9 ， Natural Flavor 

10 

11 Pork. Natural Flavor 

12 ~ 

13 Chickin 

14 Short Necked Clam 

1* I 

15 Yeast 

16 Natural Flavor 

17 Becf 

18 " 

19 

20 ~ 

21 

22 

23 ~ 

24 

25 ， N atural Flavor 

26 タ 可Yeasl

Chcmical Flavor 

27 Beef 

28 " 

29 Y cast 

30 Tayster 

31 Becf.Chickin 

32 Bonito 

Powdcr 

Pasle 

Viscous 

Liquid 

Liquid 

1

1

7

6

 

5

8

3

4

 

19.3 29.0 19.56 34.34 

25.8 34.4 22.72 31.14 

41.3 43.2 7.3928.75 

12.1 12.8 1.8118.91 

0.97(0.54，0.431 

0.96(0.50. O. 46) 

ND 

ND 

0.94(0.53， O. 41 1 

1. 49(0. 79， O. 701 

0.68(0.41，0.271 

1. 00(0. 56，0. 441 

0.62(0.39， O. 23) 

0.85(0.49，0.361 

0.36(0.22，0.141 

0.37(0.21，0.161 

O. 20( 0.12， O. 081 

0.81 (0.46， O. 351 

O. 08 ( N D， O. 08) 

1. 76( 1. 76， N D 1 

1. 80(0. 97， O. 83) 

2.00(2.00， N D 1 

1.19(0.66，0.53) 

ND 

0.05(N D，0.051 

O.II( N D，O.II) 

0.43(0.24，0.191 

0.58(0.36， O. 221 

0.13( N D，0.131 

0.74(0.58，0.161 

0.59(0.37， O. 221 

0.19(0.06，0.131 

ND 

ND 

ND 

0.71(0.55，0.161 

P 

P 

Slarch 

M or D.P 

MorD.P 

P 

F 

MorD.P 

MorD 

MorD 

Starch 

MorD、

Starch 

MorD.P 

MorD 

p 

p 

MorD.P 

MorD 

MorD 

p 

p 

M or D.P 

MorD.P 

MorD.P 

MorD 

P 

MorD 

MorD 

a Scallop 

b Cuttlefish 

1I * 2 C Mackercl 

d Mackerel Pike 

c Walleye pollack 

Pasle 

Liquid 

2.6 31.2 36.4 10.2415.52 

4.6 32.0 36.7 10.12 11.82 

4.3 37.2 42.7 13.13 16.00 

3.4 29.9 36.3 10.31 15.28 

2.8 

2.6 

2.5 

4.5 

3.7 

8.。

24.2 29.8 9.06 11. 98 

32.6 36.3 13.63 37. 13 

25.1 30.8 1. 29 2.40 

25.6 31.1 13.34 14.48 

31.3 34.44.896.72 

13.5 18.0 2.79 6.05 

ND 

ND 

0.43(0.43， N DI 

0.33(0.33， N D 1 

0.09(0.09， N D 1 

*1 Commercial Natural Flavor Enhancer 

* 3 Glutamic Acid 

キ5 Sodium 5' -Inosinate 

M or D Mono-or Di-Saccharide 

ND <0.005% 

4.4 

27.6 

19.4 

28.0 

16.6 

27.6 

20.6 

41. 0 

20.6 25.0 8.14 13.36 

5.4 14.4 0.67 7‘75 

34.5 38.5 6.80 11. 03 

9.2 19.2 7.27 10.34 

33.4 37.9 6.64 10.58 

12.2 17.27.219.34 

23.3 26.4 7.00 33.76 

13.8 16.6 7.61 22.36 

4

5

5

7

 

4

7

5

4

 

5

5

4

5

 

16.8 18.8 4.44 6.94 

18.4 20.3 2.39 5.18 

12.0 17.2 8.38 10.30 

16.1 19.34.386.79 

54.1 

45.2 

36.3 

56.0 

92.4 

58.5 

18.2 19.9 2.87 6.02 

12.2 17.4 8.76 10.91 

13.5 17.1 2.02 22.62 

1.9 

0.9 

2.3 0.140.35 

1. 2 0.06 0.20 

11.9 15.0 9.20 12.76 

47.9 

25.4 

33.1 

31.1 

56.3 

17.3 20.2 0..30 4.01 

11.6 15.6 0.10 1. 73 

6.8 9.9 0.47 9.41 

8.5 10.5 0.35 9.24 

3.6 6.6 0.10 2.02 

*2 Natural Extract of Fish or Shcllfish 

ホ4 5' -Ribonucleotide 

*6 Sodium 5' -Guanylate 

P Polysaccharide 
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エキスには保存の目的で NaClが添加されているが，倍

率は約 3倍と低いことから，検体(特に粉末型)には，

さらに多量の NaClが添加されていると考える.

N.遊離アミノ酸 アミノ酸16種について定量を行い

総アミノ酸およびグルタミン酸含量を Table1に示し，

総アミノ酸に対する各アミノ酸含量の配合割合を検体ご

とに算出し，帯グラフにして Fig.1および Fig.2に示

した (No1 -32は検体， a，....._.eは供試品の天然魚介肉

エキス， Fig.1はグルタミン酸，グリシン，アラニン，

ノTリン，メチオニン，イソロイシン，ロイシン，スレオ

、‘E'nν N
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ニン，フェニルアラニン，それ等以外のアミノ酸 9種の

合計. Fig.2はグルタミン酸， アスパラギン酸，スレ

オニン，セリン，リジン，ヒスチジン，ア)vギニン，プ

ロリン，タウリン，それ等以外のアミノ酸 9種の合言1').

Table 1より検体中の総アミノ酸含量は 0.20-

37.0%，グルタミン酸含量は0.06-22.7%であった.総

アミノ酸含量を形状別にまとめると，粉末型2.40-

37.13% (平均値17.59土10.19%)，ペース卜型7.75-

33.76% (平均値13.80土8.99%)，粘ちょう性液体型

5.18-22.62% (平均値11.39::!:6. 67%)，液体1¥'W.20-
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12.76% (平均値4.44:!:5.89%)であった.またグルタ

ミン酸含量についても形状別にまとめると，粉末型9.29

土6.28%，ペース卜型5.93土2.36%，粘ちょう性液体型

5.11 :!:2. 58%，液体型3.13土4.29%であった.天然魚介

肉エキス中の総アミノ駿含量は液体型と類似していた

が，グルタミン酸含量は液体型の約 1/10と少なかった.

Fig.1およ LYFig.2中のグルタミン酸含量比に着目する

と，大部分の検体について，グルタミン酸の含量比率が

他のアミノ駿と比較し，かなり高いことが判った.供試

i誌の天然魚介肉エキス中のグルタミン酸含量比率は高く

ても 7%，また小俣等'1 の畜肉エキスおよび大石31 の

魚介肉エキス中のグルタミン酸含量比率は高くとも10%

であることから， 10%をこえる約 9割の検体には，呈味

強化の目的でグルタミン酸またはそのナトリウム塩が添

加されていると考えられる.化学調味料として食品添加

物のグルタミン酸ナトリウムが最も多く使用されている

ことから，おそらくグルタミン酸ナトリウムが添加され

ていると考える.グルタミン酸含量比率の高い29検体の

うち， No 1，2および26についてはグルタミン酸ナトリ

ウムの添加の表示があったが，他の26検体については添

加の表示がなく，天然調味料，天然呈味料，ビーフエキス，

ポークエキスおよびカツオエキスなどと天然品らしさを

強調した商品名がつけられていた.

一方，タウリンは一般に牛，豚，羊中に多く 2j，プロ

リン，アルギニンは貝に多く 3) 存在するが，食品添加

物にはないことから天然物の指標となる. Fig.2から，

アルギニンあるいはプロリンがすべての検体中に存在す

ることが確認できた.またタウリンも25検体中から検出

されたが，その合有率は天然畜肉エキス'1および天然

魚介肉エキスに存在する合有率(少くとも6.5%以 u
よりはるかに少なかった.以上の結果は，大部分の検体

中に天然物は含まれているが，ごく少量にすぎないこと

を示唆するものと考える.

グリシン合員比率の高い検体 (No4， 14， 16)があっ

たが，一般に天然魚介肉エキスには夕、リシン合量比率の

高いものがあること，またこれらの検体はタウリン，ア

ルギニン，プロリン等の含量比率が高いことから，天然

物の他に食品添加物のグリシンが添加されているとは断

定できない.

V.核酸 アミノ酸についで重要な呈昧成分であるが，

中でも 5'ーイノシン酸ナトリウム (5'-IMP)および 5'

ーグアニル酸ナトリウム (5'-GMP)はグルタミン酸

ナトリウムと相乗効果を示すといわれ，調味料中に添加

されるので，今回この三種について分析し，添加の有無

を検討した.

Table 1より検体中の 5'-IMPおよび 5'-GMP含量

は， 0 -2.00%および 0-0.83%で，形状聞における含

量の差は見られなかった.

Table 1中の天然魚介肉エキス (a..~ e)の核酸分析

結果や小俣等21 および大石31 の報告から，天然物中の

5'-IMP含量は0.65% (無水物中)以下， 5'-GMP合

量は0.01% (無水物中)以下，また 5'-GMPの 5'ー

IMPに対する比は 1/10以下であるが，検体で 5'-IMP

が0.65% (無水物中)をこえたもの 9検体(約 3割)，

5'-GMPが0.01%(無水物中)をこえたもの24検体〈約

8割)，また 5'-GMPの 5'-IMPに対する比が 1/10を

こえたもの24検体(約 8割)で，大部分の検体は 5'ー

IMPまたは 5'-GMPにより添加調整されていること

が判明した.また1976年に調査した化学調味料製剤中の

核酸含量11 が0.22-1.00%であったのに比べ， 0 %の

ものが 6検体， 1 %以上のものが 6検体あるなど，添加

調整されているにもかかわらず，化学調味料製剤に比べ，

製品問のバラツキが大きいことが判明した.

VI.有機酸 グルタミン酸の分解物であるピログルタ

ミン酸や乳酸が微量(0.04%以下)検出されたものがあっ

たが，大石21 の報告から，これらは天然物中に存在す

る量以下であった.またその他の有機酸類は全く検出さ

れなかった(検出限界0.005%以下). したがって有機酸

類はグルタミン酸や核酸のように皇昧増強の目的で添加

されていないことが判明した.

vn.糖類 3検体以外の他のすべての検体から糖類が

検出された.単糖，二糖およびデンプン以外の多糖類が

多く，デンプンが検出されたのは，わずか 3検体であっ

た.天然魚介肉エキス (a-巴)から糖類は全く検出さ

れていないことと，検体中の水分， NaClおよび呈昧成

分の合量合計が低いことから，糖類がかなり添加されて

いると考えられる.

VllI.ヒ素アサリエキス (No14) 1検体から 3.5

ppm検出された.これについての原因がアサリ由来か

否かは，今後，製造所等の調査が必要である.その他は

1 ppm以下で衛生的に問題はないと考えられる.

lX.重金属 製造工程のステンレス材の腐食により，

ニッケル，銅およびクロムなどの重金属の混入が考えら

れたので分析したが，すべて30ppm以下で問題がなかっ

た.

まとめ

天然調味料の品質を把握する目的で，1982W東京都内

50の食品製造業者から収去した32試料につき成分分析を
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行い，それらの成分の特微と食品衛生上の問題について

調査した.

1. 形状は，液体型，粘ちょう性液体型，ペースト型

および粉末型の 4種に分類できた. 1976年に調査した化

学調味料製剤が粉末型のみだったのに比べ，形態がさま

ざまであった.

2. 水分， NaClおよび灰分含量は，それぞれ2.5-

92. 4 %， 1. 9 -41. 3 %および1.2-43. 2%であり， NaCl 

および灰分は粉末型に近い程，多い傾向を示した.粘ちょ

う性液体型および液体型中の水分および NaCl含量は，

供試品の天然魚介肉エキスに近似していた.また塩分が

他の無機成分に比べ圧倒的に多い検体が約 8割もあり，

これらには NaClが添加増量されていると考えられた.

3. 総アミノ酸，グルタミン酸， 5' -IMPおよび 5'-

GMP含量は0.20-37.0%，0.06-22.7%，0-2.00% 

および 0-0.83%であった.総アミノ酸およびグルタミ

ン酸含量は粉末型に近い程多い傾向を示したが，核酸は

形状閲に差は見られなかった.

グルタミン酸または核酸の含量が天然エキスに比較し

て特に多い検体が約 9割もあり，これらの検体には食品

添加物のグルタミン酸ナトリウムや 5'-IMPおよび

5'-GMPが添加されていると考えられた.おそらく天

然物抽出型調味料の場合，香味は付与できても量昧力が

不足するため，これらの旨味成分を添加すると考えられ

る. しかし検体の大部分には，添加されたと推定できる

グルタミン酸ナトリウムや 5'ーIMPおよび 5'-GMPの

表示がほとんどなかった.適正な表示が望まれる.また

添加調整されているにもかかわらず，化学調味料製剤に

比べ各成分合量にかなりのバラツキが認められたのは，

化学調味料製剤の単一的な昧に対し，多様性を持たせた

ためだと考える.

4. 全検体から天然物の指標であるアルギニン，プロ

リンおよびタウリンが検出されているが，タウリン(ズ

然物中での含有量が高い)の含量比率が低いことから，

天然成分が添加されているが，少量であると考えられる.

以上より今回調査した試料は， 9割以上が天然成分少

量にグルタミン酸ナトリウム，核酸， NaClおよび糖類

等で呈味の調整および増量された調昧料であると考え

る.また粘ちょう性液体型および液体型の水分， NaCl， 

灰分およびアミノ酸含量は供試品の天然魚介肉エキスに

近似していたこと，粉末型に近い程，塩分およびアミノ

酸含量が多かったこと等から，粉末型ほど種々の成分で

添加調整されていることが判明した.

今回，ピーフエキス入りの検体が多かったが，標準と

して天然畜肉エキスが入手できず，文献データをもとに

比較したが，今後さらに種々の畜肉エキスを入手し，こ

れらの分析データをもとに種類別の詳細なデータ解析を

行いたい.

謝辞 本調査に当り，試料収集にご尽力下さいました

東京都衛生局環境衛生部食品監視課の方々に深謝いたし

ます.
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市販即席めん類の栄養学的考察

船山恵市へ牛尾房雄へ 西 田 甲 子 へ 関 博麿*

道口正雄*

Nutritional Evaluation of Commercial Precooked Noodles 
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HIROMARO SEKI* and MASAO DOGUCHI* 

Keywords : flll席めん pr巴cookednoodle，食塩含量 saltcontent，脂質含量 lipidcontent，脂肪酸組成 fattyacid 

composJtlOn 

緒 百

市販即席めん類は，昭和33年に開発されて以来今日ま

で，その簡便性，経済性，保存性あるいは独特な風味の

ため，我々の食生活，とりわけ，簡便な昼食，間食，夜

食等に広く利用されている. しかしその栄養的側面を見

ると，高塩分，高脂質含有食品と言われており，栄養素

のアンバランスが懸念される.そこで，都内における市

販即席めん56種類について，水分，蛋白質，脂質，炭水

化物，灰分，ビタミン B1， B 2，食塩および脂肪酸組

成の測定を行い，またエネルギーを算出し，その結果に

ついて栄養学的考察を加えたので報告する.

実験の部

1. 試料市販即席めん56種類は，昭和57年 5月およ

び10月に，都内庖頭より購入した.試料を種類別に分類

したものを，表 1に示す.即席中華めん(ノンフライ)(以

下ノンフライめんと略す)以外は，油揚げめんおよび昧

付油揚げめんである.また，スナックめんは容器詰で，

それ以外は袋詰のものである.使用油脂の表示別に分類

したものを，表 3に示す.

2. 試験項目および試験方法

1)水分および 2)灰分は衛生試験法11，3)食塩はモー

ル法21， 4)蛋白質はエチルエーテルによる脱脂後セミ

ミクロケルダール法31， 5)脂質は酸分解法<1 を，それ

ぞれ用いた. 6)炭水化物は試料100gから100g中の

水分，灰分，蛋白質，脂質含量の合計を差し引いた，い

わゆる差し引き炭水化物として表わした. 7)総エネル

ギーは Atwaterの換算係数を用いて算出した. 8) ビ

タミン Blはフェリシアン化カリウムによるチオクロー

ム後光法51，9)ピタミン B2はルミフラピン後光法61を，

それぞれ用いた. 10)脂肪酸は Folchの方法71 に準じ

て脂肪を抽出し，その加水分解およびそれに続くエステ

ル化は，衛生試験法81に準じて行った.脂肪酸組成比は，

ガスクロマトグラム上のピーク面積比により求めた.ガ

スクロマ卜グラフィ一条件検出器:FID，カラム:

5 % Advance DS (担体 ChromosorbW，AD-DMCS 

処理， 80-100 mesh)， 3 mm世X2 m，カラム温度:

190oc，注入口温度 250oc，キャリアガス N2 50 

ml/min， Sensitivity : 102， Range : 8，装置:島津 7A， 

積分計:Varian CDS 401 

なお，分析値は 1食当たりの値で示した.

結果および考察

水分，蛋白質，脂質，炭水化物，灰分，食塩および I

食分の重量の値を表 1に，また，総エネルギーおよび総

エネルギーに対する蛋白質，脂質，炭水化物のエネルギー

比を表 2に示す.

2種の製品群を除いた 5群の製品については， 1食か

ら5g前後の食塩(表 1)が摂取されることになり，こ

の値は，成人に対する適正摂取目標量である10g/目。 j

の1/2に相当し，即席めん類のような軽食から摂取する

量としては，過分な量と思われる.また即席中華めん(焼

そば)の食塩は，平均値2.8gと低かったが，最近流行

の高級品的イメージの強いノンフライめんの食塩は， 5 

試料の最低値5.7g，最高値6.9g，平均値6.3gであり，

他のものよりさらに高塩分であることが認められた.こ

のように，即席めん類が全般に高塩分であることから，

最近の食塩摂取量の適正化の方向から考えると，利用者

*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ー1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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表1. 即席めん類の成分分折結果 〔単位 1食当りの g)

試料分類 水 分 蛋白質 脂 質 炭水化物 灰分 食塩 重量

即席中華めん n =21 

5.3:1:1.1* 9.4土0.8 17.7土1.9 56.1:1:4.5 5.7:1:0.7 4.97:1:0.71 94.2:1:6.2 

即席和風めん n =4 

13.9:1:9.5 10.0:1:1. 2 17.6土1.6 67.7:1:6.7 6.3:1:1.2 5.54:1:0.94 115.5土18.8

即席中華めん(焼そば) n =4 

8.6:1:4.8 9.6:1:0.4 20. 7土3.1 62.9:1: 3.5 3.2:1:0.2 2. 76士0.23 105.0:1: 5.8 

スナックめん(中華風) n =15 

8.2士7.3 8.5土1.3 16.6:1:3.6 47.0:1:3.7 5.2:1:0.9 4.44:1:0.87 85.5土10.9

スナックめん(和風) n =4 

5.4:1:0.5 10. 1:1: O. 6 20.3:1:3.9 50.4:1:2.3 5.7:1:0.5 4. 70土0.31 91. 8土5.9

スナックめん(焼そば) n =3 

13.4:1:1.6 10.3土0.6 23.6:1:2.9 67.7:1:4.5 5.0:1:0.3 4.44土0.16 120.0土0.0

即席中華めん n =5 

(ノンフライ) 13.3:1:1. 3 10.2:1:1.3 8. l:!: 2.6 65.4土6.2 7.2:1:0.9 6.30土0.55 104.2:1:5.8 

*平均値土標準偏差

n 試料数

表 2. 即席めん類 1食分の総エネルギーおよび構成比

試料分類 総エネルギー 蛋白'f:f 日旨 i~î' 炭水化物

kcal % % % 

即席中華めん n =21 

421. 2土28.9* 8.9土0.6 37. 7:!: 2.8 53.3土2.9 

即席不11風めん n =4 

469.4:1:39.2 8.5:1:0.6 33.8:1:2.5 57.6土2.0

即席中華めん(焼そば) n =4 

476.6土13.5 8.1土0.5 39.0土4.8 52.9:1:4.2 

スナックめん(中華風) n =15 

371. 4土36.8 9.2:1:1.7 40.0:1:4.6 50.9:1:4.2 

スナックめん(和風) n =4 

424.2士41.8 9.5:1:0.3 42. 7土4.5 47.7:1:4.1 

スナックめん(焼そば) n =3 

524.6:1:9.4 7.8土0.4 40.5:1:4.2 51. 6:1:4. 3 

即席中華めん(ノンフライ) n =5 

375.2土20.0 10.8:1:1.7 18.9:1:6.5 70.0:1:6.5 

*平均値土標準偏差

n 試料数
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表 3.即席めん類の脂肪酸組成

199 

〔単位:重量%)

表示使用油脂
ミリスチン酸パルミチン酸 ステアリン酸オレイン酸リノール酸リノレン駿アラキジン酸

その他
C : 14 C : 16 C : 18 C : 18 : 1 C: 18: 2 C: 18: 3 C : 20 

植物油脂，ラード n =21 (n =17) 

1.3土0.2本 34.0::1:3.4 8.5::1:2.2 41.6土1.6 10.9::1:1. 8 0.6::1:0.3 0.3::1:0.1 2.6::1:1.3 

ラード，植物油脂 n =20 (n =18) 

1. 4::1:0.1 27.4::1:1.5 10.4::1:0.9 42.4土0.4 12.4士1.4 0.8::1:0.1 0.3::1:0.1 4.9::1:0.6 

植物油脂 n =7 (n =6) 

1.0::1:0.0 41. 1土2.6 5.9::1:2.8 40.0::1:0.8 10.0::1:1.1 0.4::1:0.2 0.4::1:0.0 0.8::1:0.4 

植物油脂，牛脂 n =2 

1. 7** 38.8 8.8 38.4 9.3 0.8 0.3 1.9 

ノンフライ n =5 

0.4::1:0.3 15.0::1:2.3 5.2::1:2.2 39.0::1:1.5 35.0::1:4.0 2.5::1:0.8 0.4::1:0.1 2.3::1:0.9 

*平均値±標準偏差

叫:平均値

n 試料数

表 4.即席めん類の飽和，不飽和脂肪酸比

表示使用油脂

植物油脂・ラード

ラード・植物油脂

植物油脂

植物油脂・牛脂

ノンフライ

*平均値土標準偏差

叫:平均値

n 試料数

飽和脂肪酸

n =21 

1 

n =20 

1 

n =7 

n =2 

n =5 

が食塩摂取を調節できるよう，製品に対する食塩含量の

表示が望まれる.

脂質含量は，ノンフライめんを除き， 17-24 gであ

り(表 1)，総エネルギーに対する脂質のエネルギー比は，

34-43%であった(表 2).最近の日本人の平均的脂質

摂取量が54.7g川であること，また，日本人に適当と

思われる脂質エネルギー比が，約20-30%であること 111

から考えると，即席めん類は高脂質合有食品ということ

カfできる.

欧米では以前から，脂質の摂取制限の必要性が提唱さ

れ，米国では，脂質エネルギー比を30%以下にし，その

モノ不飽和脂肪酸 ポリ不飽和脂肪酸

0.94::1:0.06* 0.26::1:0.05 

1. 07土0.04 0.33::1:0.05 

0.82土0.02 0.21 ::1:0. 03 

0.77* * 0.21 

1.90::1:0.40 1. 85 ::1:0.48 

うち飽和脂肪酸を総エネルギーの10%以下，ポリ不飽和

脂肪酸を同じく 10%まで，残余はモノ不飽和脂肪酸とす

べきことを推奨している 121 近年，日本でも脂質の適正

摂取について論議がなされているが，飽和・不飽和脂肪

酸の適正な摂取比率については，まだ確たる定説はない

ようである.しかし，一応飽和脂肪酸の多い動物性脂肪

と，ポリ不飽和脂肪酸の多い植物性油の摂取比率を， 1 

2とすることが目標とされている 121

即席めん類の脂肪酸組成を表3に，また飽和・不飽和

脂肪酸比を表 4に示す.

これらの表より，植物油脂表示品，ラード・純物油脂
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表 5.即席めん類のビタミン含量[1食分〕

n ビタミン B] ビタミン B2

mg 

22 0.10:1:0.05彬 0.04土0.02

4** 0.56土0.06 0.74:1:0.28 

*平均値±標準偏差

*.ビタミンを添加したと思われる試料

n 試料数

mg 

表示品および植物油脂・1 ラード表示品の 3種類の中で

は，植物油脂表示品が飽和脂肪酸であるパルミチン酸を

最も多く含んでおり，ポリ不飽和脂肪酸であるリノール

酸，リノレン酸は最も少ない.ラード・植物油脂表示品

では，これと比較してパルミチン酸が少なく，リノール

酸，リノレン酸がやや多い傾向で，植物油脂・ラード表

示品は，両者の中間値を示した.この違いは，植物油脂

とラードとの混合比によるもので，混合油脂類では，植

物油脂の割合が増すほどパルミチン酸が増加すること，

現今の油揚げめん用油脂の大半がパーム油を含むという

報告削および植物油脂表示品の脂肪酸組成比がパーム

油の組成比131 に類似していることから，供試の即席め

ん類に使用された油脂類には，保存安定性の良いパーム

油が混合使用されていると推定される.パーム油は“植

物脂"に分類されるのでJ4)，一般の“植物油"とは脂肪

酸組成が異なり，飽和脂肪酸であるパルミチン酸含量が

多いのが特徴である.一方ノンフライめんの場合，その

脂肪酸組成は，不飽和脂肪酸含量の多い一般的な植物油

に比較的類似するものであった.また，ノンフライめん

の包装の表示では，植物油脂と植物油の 2通りの表示が

使用され，明らかに植物性油であることを強調していた.

しかしこの表示は，製造会社により異なるので，消費者

保護の立場から，植物油脂，植物油，植物脂，あるいはパー

ム油など，表示の使い分けをさらに明確にすることが望

まれる.

ビタミン B]，B 2含量を表 5に示す.

分析に供した26試料のうち，明らかにピタミン添加が

推測される高値を示した試料が，それぞれ4試料認めら

れた. しかし，同一試料で両ビタミンともに高値を示し

た試料は，認められなかった.その他の試料のビタミン

B]， B 2含量は，エネルギー当たりの所要量15) のそれ

ぞれ約 1/10および 1/30であり，エネルギーの害IJにはビ

タミン含量が少ないと言える.

以上の結果から，ノンフライめんを除く即席めん類は，

高塩分，高脂質含有食品と言える.また， 1日の総エネ

ルギーに対する各鎮取栄養素エネルギー比 (PFC比)

の目標値とされている，蛋白質12-13%161，脂質20-

30%111，炭水化物57-68%と比べ，各種スナックめんお

よび即席中華めん(焼そば)で、は，脂質からのエネルギー

比が約40%で，飽和脂肪酸含量も多い.それに比べ，ノ

ンフライめんの脂質エネルギー比は約19%で，飽和・不

飽和脂肪酸比も比較的良好であるが，食塩含量が他の種

類よりも多いという欠点がある.また即席めん類はビタ

ミン含量も少ないことから，これらを利用する場合には，

卵，肉類，野菜等を加え，栄養素のバランスの改善に配

慮が必要であると結論される.

要 約

昭和57年 5月および10月に，都内庖頭より購入した市

販即席めん56種類について，蛋白質，脂質等の一般成分，

ピタミン B]，B 2，食塩および脂肪酸組成の測定を行い，

またエネルギーを算出し，その結果について，栄養学的

考察を加えた.

1. 食塩含量は 1食当たり約 5gであり，かなり高塩

分であることが認められた.また，即席中華めん(焼そば)

は平均2.8gと低く，ノンフライめんは平均6.3gと高

い値を示した.

2. 脂質含量は，ノンフライめんを除き， 1食当たり

17-24 g，エネルギ←比は34-43%であり，高脂質含有

食品であることが認められた.

3. 脂肪酸組成分析結果から，ノンフライめんでは不

飽和脂肪酸含量の多い油脂が，またその他の即席めんで

は飽和脂肪酸含量の多い油脂が使用されていると認めら

れた.

4. ビタミン B]，B 2が，明らかに添加されている

と思われる数種の試料も認められたが，他の大部分の試

料では，エネルギー当たりのビタミン B]，B 2含量は，

所要量のそれぞれ約 1/10および 1/30という低値を示し

た.

5. 以上の結果から，即席めん類の栄養素のバランス

は，必ずしも良好とは言えず，利用に当たっては，栄養

素のバランスの改善に十分な配慮が必要と思われた.

謝辞 本調査遂行にあたり，試料収集に御協力いただ

いた，衛生局環境衛生部食品監視課ならびに食品機動監

視班各位に，深謝いたします.

(本調査の概要は，第70回東京都衛生局学会1983年 5月

で発表した)
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食品中の無機質に関する研究(第3報)原子吸光法による鉄の定量について

友松俊夫ぺ菊谷典久へ井口正雄へ道口正雄*

Study on Minerals in Food (111) 

Survey of Analytical Method on Iron by Atomic Absorption 

TOSHIO TOMOMA TSUへNORIHISAKIKUTANI*， MASAO IGUCHド

and MASAO DOGUCm* 

Keywords:原子吸光 AtomicAbsorption，鉄 Iron，調製粉乳 ModifiedMilk Powder，ジエチルジチオカ jレパミ

ン酸 DDTC，4ーメチル-2ーペンタノン MIBK

緒
ーさ三子

日

栄養改善法に関する食品の表示許可が一部変更にな

り，妊婦用，授乳婦用ならびに乳児用調製粉乳が栄養改

善法の許可対象品目となったが，これらの特殊調製粉乳

のうち，乳児用粉乳は栄養成分の検査項目として鉄の定

量が定められている.また，病院給食などの調理食品か

らの鉄摂取量が，栄養指導上必要とされる場合には，比

較的食塩濃度の高い試料中に含まれる鉄の測定法が要求

される.ところで，乳児用粉乳中の鉄を測定する方法と

しては，オル卜フェナントロリンを用いる吸光光度法が

採用されているが，その理由は四訂日本食品標準成分表

に記載されている如く，原子吸光法に依る鉄の分析法は，

妨害成分による影響などの検討が必ずしも十分ではない

ということであると思われる. しかし，粉乳中の他の金

属の多くが原子吸光法で分析されることになっており，

日常業務の処理をより迅速に遂行するためには，鉄の分

析も同時に出来ることが望ましいと考える.

原子吸光法に依る鉄の分析は，衛生試験法注解にもジ

エチルジチオカルバミン酸を用いた溶媒抽出による方法

が記載されている.即ち，食品中の鉄を原子吸光法で分

析する場合には共存する多量のカルシウム，食塩あるい

はリン酸塩が測定を妨害するが，目的とする金属をキ

レー卜として溶媒抽出することによって，妨害物質を除

去することが出来る.しかし，一方では溶媒燃焼による

測定値の再現性の低下あるいは経時変化，さらには同時

に抽出される共存イオンの影響などの問題点があり，原

子吸光による鉄分析法の詳細は，各種試料について必ら

ずしも明確に示されていない.

筆者等はこれまでに食品中の無機質に関する研究とし

て，カリウムおよびナトリウムの分析方法の検討1) あ

るいは食事からのこれら無機質の摂取量評価2) を行い

順次発表して来た.今回は特殊調製粉乳あるいは調理食

品のようにリン酸あるいは食塩含有量の多い食品中の鉄

の測定を目的とした分析方法の検討を行った.

実験の部

装置原子吸光一炎光共用分光分析機 NipponJar-

rell-Ash AA 845型

試薬 ジエチルジチオカルパミン酸ナトリウム(以下

DDTCと略す)，クエン酸 2アンモニウム， 4-メチル

-2ーペンタノン(以下 MIBKと略す)および鉄(以

下 F巴と略し，他の金属も括弧内の記号で記述するもの

とする)，亜鉛 (Zn)，銅 (Cu)，マンガン (Mn)，モ

リブデジ (Mo)，コバルト (Co)，クローム (Cr)なら

びにニッケル (Ni)の各金属標準液は原子吸光用を使

用した.硝酸，塩酸およびアンモニア水は有害金属測定

用をもちいた.

試料溶液の調製 試料のうち調製粉乳は約20g，また

調理食品ホモジネー卜は約50gを正確に秤取し， Gel-

manの乾式灰化法3) に準じて灰化した.但し 6N塩酸

は1回の乾固につき 3mlを使用し，塩酸処理後得られ

た灰分は0.1N塩酸に溶かして25mlとした.

原子吸光測定用 MIBK溶液の調製試料溶液の I及

至2mlに対し， 50%クエン酸 2アンモニウム溶液10

mlを添加し，次いで25%アンモニア水で、 pH7.0とした.

この混合液に 1% DDTC溶液10mlを加えて良く混合

し，さらに MIBK20 mlを加えて 1分間激しく振り混

*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ー1

• Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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ぜた後静置した. MIBK層と水層を良く分離させ，水

層は捨てた.そして溶媒層はろ紙を用いてろ過し，原子

吸光測定用 MIBK溶液を得た.

原子吸光測定条件 Fe測定用の中空陰極ランプ(浜

松テレビ製)の通常使用電流は10mAであるが，パッ

クグラウンド自動補正のため， D 2ランプと中空陰極ラ

ンプの強度比を 1 1 にする目的で約18mAで使用し

た.測定波長は248.3nmを使い，空気およびアセチレ

ン流量は各々毎分101および 21であった. Fe測定値

を得るにあたり，測定時間 6秒間の平均値をとる方法を

採用し，さらにこれを 4回くり返してその平均値を求め

た‘

結果および考察

フレーム原子吸光においては，溶媒抽出物の分析時に

は測定値の再現性が低下する傾向があり，この現象は

ノTーナー上を通過する光束の位置が関係する.そこで

Fe測定に適した高さを決めるため，分光機の目盛に

従って12，14， 16， 18および20mmの5段階にバーナー

高を設定し， Fe 2. 5 ppmを含む MIBK溶液を用いて，

適正なバーナー位置を調べた.その結果は表 1に示す通

りである.

バーナー高が14及至16mmの場合に最も良い感度が

得られるが，再現性は劣る.一方18mmでは感度は幾

分低下するが，変動係数0.02が示す通り最も再現性のあ

る測定値が得られることが解った.以上の結果より，以

後の F巴測定はバーナー高18mmで行うことにした.

溶媒抽出時の試料溶液の pH，Fe 50μgを含む0.1N 

塩酸溶液のpHを5.0，6.0， 7.0， 8.0および9.0の 5段

階に変化させて抽出を行った結果を表 2に示す.

Feの抽出においては， pH 8.0以上で回収率が低下す

る一方 pH6. 0以下では DDTCが不安定41 になるので，

F巴抽出は pH7.0で行うことにした.

Fe-DDTCキレートの安定性，金属-DDTCキレー

トのMIBK抽出液については，その定量値が経時的に

減衰し易いという報告引がある. Feの場合にもその可

能性があるか否かを確めるために， Fe 50， 100， 300お

よび500μgを含む20ml MIBK溶液について， 30分毎

に2時間30分の経時変化を調べた.その結果は表3の通

Table 1 Effect of Burner Height on Stability of F巴 Values

burner height (mm) 12 14 16 18 20 

peak height(mm) 61 68 68 66 60 

S.D. of peak h巴ight 4.8 2.2 2.4 1.3 6.3 

co巴fficientof variation 0.08 0.03 0.04 0.02 0.11 

S.D. shows standard deviation 

Tabl巴 2 Fffect of pH on Fe Extraction 

pH v且lu巴s 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 

Fe (μg) added 50 50 50 50 50 

Fe (μg) found 49.0 46.3 50 37.3 3.4 

Recovery (%) 98.0 92.6 100 74.6 6.8 

Table 3 Peak Height of Fe-DDTC-MIBK Extracts 

time (min) 。 30 60 90 120 150 
coeffici巴nt

of variation 

Fe(μg) 

50 16 15 15 15 15 15 0.03 

100 28 30 29 30 30 29 0.03 

300 69 70 70 69 72 71 0.02 

500 95 93 94 94 94 94 0.01 
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りである. Table 4 Effect of Metals on Fe Measurement 

各濃度の測定値はいずれも変動係数が小さく，また経

時的に増加あるいは減少の傾向を示さなかった.即ち，
Metals Fe added Fe found Recovery 

Fe -DDTCキレートの MIBK溶液に関しては，斯る
(μg) (μg) (μg) (%) 

時間範囲内では経時変化が認められず，キレートは安定
Zn 500 50 50 100 

しているぢのと J思われる.
Cu 50 50 51 102 

共存金属の影響 食品中に比較的多量に存在すると思
Mn 50 50 49 98 

Mo 50 50 52 104 
われる Zn，Cu， Mn， Mo， Co， Crおよび Niについて， Co 50 50 51 102 
Feの定量値に及ぼす影響を調べた.通常これらの金属 Cr 50 50 48 96 

の食品中のレベルは， Znが Feよりも多量に存在する Ni 50 50 52 104 

場合がある他は， Feと概ね同等か，それ以下である. 50 50 100 

故に Zn添加量は Feの10倍量とし，他の金属は Feと

Table 5 Recovery of F巴inFood by m巴thodsof Atomic Absorption Spectrophotom巴tryand Colorim巴try

with o-Phenanthroline 

spectrophotometry colorimetry 

Food and Fe added Fe found 
description (μg) (μg) 

Vegetables (fresh) 50 47.4 

Meat ball (cooked) 50 50.5 

Fish (roasted) 50 46.5 

Milk A* 50 47.5 

Milk B* 50 50.5 

* modified milk powder for infants 

同量を Fe50μgに対して添加し， Feの回収率を求め

た.その結果を表4に示す.

Fe量に対する共存金属添加量は，これらの金属が食

品中に存在すると思われる比率を基に考えると，かなり

高値であるが，このような混合比を用いることによって，

これら金属が共存した場合の Fe測定値に与える基本的

影響を把握することが出来る.即ち， ZnはFeの測定

値にはほとんど影響しない.一方， Cu， Mo， Coおよ

び Niは正の誤差を与え， Mnならびに Crは負の誤差

を与える傾向がある.しかし，これらの影響は 2元素問

のものであり，多元素聞の相対的効果について，全ての

モデル実験を行うことは不可能と思われる.そこで実際

にFeの定量を行う食品について，添加回収実験を行っ

た.

食品中の Feの定量，調理食品として，キウリ， トマ

トおよびレタスの混合野菜， ミートボール，ならびに焼

魚を用い，他に 2種類の乳児用調製粉乳を選び，各々に

Fe 50μgを添加した.これらの試料について，無添加

のものを対照として原子吸光法およびオル卜フェナン卜

Recovery Fe added Fe found Recovery 

(%) (μg) (μg) (%) 

94.8 50 47.0 94.0 

101. 0 50 48.0 96.0 

93.0 50 48.5 97.0 

95.0 50 46.0 92.0 

101. 0 50 45.0 90.0 

ロリンによる比色法61 でF巴を測定し，両試験法の回収

率を比較した.その結果は表 5に示す通りである.

こ、で使用された食品のうち，混合野菜の灰化物は

Caその他の灰分を比較的多く含むもの， ミートボール

および焼魚は食塩含有量が多く，また粉乳灰化物はリン

酸塩を多く含有するという特徴がある.このような食品

類に対して Feを添加し，その回収率を求めた結果，原

子吸光法では93%及至101.0%であり，平均97%標準偏

差3.77であった.一方比色法では90.0及歪97.0%であり

平均93.8%標準偏差2.86であった.これらの成積は原子

吸光法に比べて比色法の定量値がわずかに低い (P< 
0.20 有意)ことを示している.その原因は粉乳からの

回収率が低いためである.ちなみに，粉乳以外の 3食品

の比較では有意差が認められなかった.オルトフェナン

トロリンを用いる比色法において，粉乳からの Fe凹収

率が低いのは，試料灰化物のリン酸塩含有量が多いこと

などによる本比色法の特徴"であると思われる.以 t
の結果より，原子吸光法による食品中の Feは分析可能

であり，現在一般に使われているオルトフェナントロリ
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ンを用いた比色法と比較して，遜色ないものと思われる.

要約

現在，食品中の Feの定量にはオル卜フェナントロリ

ンによる吸光々度法が用いられているが，日常業務迅速

化のため，フレーム原子吸光による分析条件の検討を

行った.また吸光々度法と原子吸光法の回収率を比較し

た.

1 ) バーナー高18mm，空気およびアセチレン流量は

各々毎分101および 21で再現性良い測定値が得られ

た.

2) F巴の DDTC一MIBKによる抽出は試料溶液の

pHを7.0として行うのが適当と思われる.

3) Fe -DDTCキレートの MIBK溶液は安定して

いる.

4) Zn以外の 6種の金属は F巴測定値に影響を与え

た.

5 ) 調理食品および乳児用調製粉乳に対する Fe添

加回収実験により，原子吸光法では93.0%及至101.0%， 

平均97.0%，一方吸光々度法では90.0及至97.0%，平均

93.8%の回収率が得られた.
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水調理による食品中ミネラルの溶出

中川順_*坂本朋子ぺ樋口育子ぺ西垣 進本，三村秀

Elution of Minerals by Boiling Foodstuffs in Water 
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緒言

近年，米，小麦粉などの主食的食品をはじめ，多くの

食品は高度に精製され必須ミネラルが著しく損失する

I1 また，流通が一般化した冷凍食品の解凍時にも，同

様にミネラルが失われる21 さらに，水洗い，下茄で及

びあく抜きなどの調理過程でも相当量の溶出をともな

う3-8)

一般的に栄養素としての微量元素は，ほとんど食品か

ら充分に供給されていると考えられているが，このよう

な事から食品中ミネラルの水による CookingLossを再

考することにした.

水煮による食品中のミネラルの溶出は，調理用水の水

質の違いによって差異が生ずる 91 と考えられるが，こ

のことについてはほとんど知られていない.

現在，わが国では調理にほとんと、水道水が使用されて

いるが，硬度の高い地域と低い地域では総硬度で180

mg/l以上の違いがある.そこで調理用水の硬度と食品

中ミネラルの溶出の関連について，超軟水である蒸留水

と天然の硬水として井戸水を用いて穀類，野菜及び魚を

水煮したときの必須ミネラルの溶出を比較検討した.

実験の部

1. 試料:穀類，精白米，乾めん(うどん) 野菜，

にんじん，じゃがいも，だいこん，ほうれんそう 魚，

いか，あじ

試料は全て市販品を用いた.精白米及び乾めんはその

まま，野菜は付着している泥を落すために水道水で・洗っ

たのち，精製水ですすいだ. じゃがいもは数個皮をむき

4等分したものを均一になるよう混せ、合わせた.また，

にんじんは数本，だいこんは大きめのもの 1本のひげ根

を除去後，厚さ約 1cm幅にいちょう切りにし，均一な

試料になるよう混ぜ合わせた.いか及びあじは皮を除去

した肉部だけを試料とした.

2. 調理用水蒸留水はイオン交換樹脂を通して蒸留

したもの，硬水としては総硬度140mg/lの都内の井戸

水を用いた.通常，都内の水道水の総硬度は40-100

mg/l程度で，わが閣の水道水の総硬度は20-200mg/l 

の範囲である 10) 用いた井戸水の各元素量は表 1に示し

た.

3. 調理方法 水煮にはパイレックスガラスピーカー

を用いた.

精白米100gに各調理用水(以下水)200 mlを加え，

テフロン棒で30回かき混ぜ洗米したのち水を切った.こ

の操作を 4固くり返したのち160mlの水で炊飯した.

乾めん約250gを正確にはかり 21の沸とう水に入れ，

ガラス棒でかるくかくはんしながら10分間ゆでた.ゆで

7]<を捨て水で、めんを洗ったのち，ろ紙ヒにひろげて水を

切った.

にんじん， じゃがいも及びだいこんはそれぞれ約100

gを正確にはかり，それぞれ水500mlを用いて15分間煮

たのち，ろ紙JRにとり水を切った.

ほうれんそう約250gを正確にはかり， 2 1の沸とう

水に入れ 5分間煮たのち，ろ紙上にひろげて水を切った.

これらの試料は105'Cの恒温乾燥器で乾燥したのち重

量を測定した.また，一種類の試料について 2-5凶実

験をくり返した.

4. 測定元素 カルシウム (Ca)，マグネシウム (Mg)，

ナトリウム (Na)，カリウム (K)，鉄 (Fe)，銅 (Cu)，

マンガン (Mn)及び亜鉛 (Zn)の8元素について定量

した.

5. 分析方法乾燥試料約 5gを精粁しパイレックス

*東京都立衛生研究所環境保健音1I水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
本 TokyoMetropolitan Research Laboratroy of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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ガラスピーカーにとり， 5500Cの電気炉で灰化した.灰

分は10%塩酸溶液20mlで温浸して溶かし，東洋ろ紙

No 7でろ過した.またろ紙は蒸留水でよく洗い，洗液

はろ液と合わせ 100mlにメスアッフしたものを分析試

料とした.

Na及び Kについては炎光光度法， Ca， Mg， F巴， Cu， 

Mn及び Znについては原子吸光光度法で定量した.

結果及び考察

各食品の調理前と蒸留水及び硬水で水煮したのちの元

素含有量を表 1に示した.また，図 lには BulK4元素

の溶出率を棒グラフで示した.

これらの結果を要約すると， Caだけは食品の種類に

よって蒸留水と硬水ではその溶出パターンに違いがみら

れるが， Mg， Na， K， Fe， Cu， Mn及び Znでは各食

品とも蒸留水と硬水による溶出率に著しい差は認められ

ず， 20-80%の溶出がみられた.

Caについて図 1にみられるように，乾めんとじゃが

いもの場合蒸留水では20-80%溶出してしまうが，硬水

では 6例中 5例は溶出がみられず硬水中の Caを吸着し

て増加した. 1例だけ硬水で・ Caの溶出がみられたじゃ'

がいもの例でも，その溶出率は15%であり，蒸留水の80%

にくらべて損失が少ない.

また，にんじんとだいこんは水質の違いに関係なく

Caの溶出がみられるが，硬水の方が Caの損失が少な

01傾向を示した.

米は水洗後水を加えてたき上げるので，硬水を使用す

ると水中の各種ミネラルが加えられ，蒸留水の場合より

元素量が多くなるのは当然であるが，蒸留水では 5-

40%1容出するのに対して硬水では50-100%増加した.

しかもこの増加量は，添加した水の160ml中の Ca量(約

5 mg)に調理前の Ca量を加えたものより高い値を示

したものが多かった.従って，硬水では洗米中に Ca溶

出はほとんどなく，水中の Caが米に吸着されたことに

なる.

いかでは蒸留水，硬水のいずれでも Caは10-30%溶

出するが，硬水の方がいくぶん溶出が多い.

また図 lに示した様にあじの最初の 2回の実験では硬

水により Caが増加したものと減少したものがでたので

実験回数をふやしてみたが，最初 2固と同様の結果であ

り，その原因については説明ができない.また，蒸留水

の場合は Caは0-20%溶出した.

ついで Ca以外の元素では，蒸留水と硬水による溶出

に大きな違いがみとめられず， 20-80%の損失があるこ

とがわかった.

Naについては硬水の米とじゃがいも l例づ‘つで，そ

れぞれ45%，20%と増加を示した.このことについては

米において洗米中に Naが初めの 5分間は溶出するが，

その後水中の Naを吸着し増加する 11)，ロ)という報告と

一致した. しかし，米の他の 3例では溶出傾向を示し増

加しなかったが，これは洗米の時間，また水温などの微

妙な要因によると考えられる.また， じゃがいもの l例

についても米と同様に吸着により噌加したと考えられ

る.

Zielhuisら91 は6種類の硬度の異なる水道水 (Ca;17 

-114 mg/l， Mg; 2. 2-19 mg/l)で野菜を水煮したとき

の Ca及び Mgの溶出動向を調べているが， Caは硬度

が高まるにしたがいほぼ比例的に少なくなり，むしろ吸

着による増加がみられている.これに反し， Mgにはこ

のような傾向は認められず，硬度が高くとも相当量の溶

出を示している.

彼らの実験はわが国では考えられないような高 Ca濃

度の水道水も使用しているが，われわれの実験に使用し

た都内の井戸水 (Ca;34 mg/l， Mg; 16 mg/l)程度の硬

水で、も，米，にんじん及びじゃがいもに Caの吸着がみ

られ，彼らの実験と同じ様な傾向であった.このことは

ミネラルの CookingLossに関しては，硬水中の Ca濃

度が大きな影響を与えているといえる.

このような実験結果から，軟水地区では単に飲料水か

らの Ca摂取量が少ないばかりでなく，水調理による食

品中の Ca溶出が硬水に比べて多いため，硬水地区の人

と同じものを食べたとしても Ca摂取量が少なくなる.

また，古くから腎臓病患者の療養食は，食品を水浸，

7]<.煮などすることにより Na，Kを少なくする方法が検

討されている 3)，13) が，わが国の水道水は軟水で、 Ca濃度

は今回使用した井戸水の1/3位であり，軟水による水煮

はNa，K以外の必須元素も相当量失われるので栄養学

上検討を加える必要がある.

WHOの心疾患専門委員会でも古くから心疾患死亡率

が硬水地区より軟水地区の方で高いという多くの疫学的

データーから，どうしてそうなるのか理由は明らかでな

いにせよ，水道水の過度の軟化はさけるべきである 111

としており，今回調査した水質の違いによるミネラルの

Cooking Lossという面からも適度な破水は健康ヒ好ま

しいといえる.

また，本実験では水の硬軟により，特に可溶性蛋白の

溶出に差がでると考え，また併せて可溶性糖質などの総

出も考慮し，水煮前後の乾燥重量を測定した.乾重量は

水煮によりほとんどの食品で減少するが，蒸留水と硬水
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表 l 生食品100gを調理したのちの元素量 (mg)

Ca Mg Na K Fe Cu Mn Zn 

精 日 米 A 生 5. 7 31 5.5 240 0.33 0.31 1.2 1.4 

蒸留水 3.5 3.6 4.3 76 0.28 O. 18 0.39 0.62 

硬水 8.9 5.7 5.0 70 0.33 0.14 0.32 0.46 

B 生 8. 7 26 3.5 390 0.07 0.23 0.87 O. 70 

蒸留水 8.5 7.5 2.8 49 0.07 0.21 0.64 0.64 

硬水 14 15 5.1 240 0.05 0.29 0.86 1.0 

C 生 4.5 24 4.4 180 0.35 0.13 0.48 0.98 

蒸留水 3.8 8.0 4. 1 27 0.25 O. 12 0.40 0.90 

li史水 13 15 2.2 96 O. 18 0.14 0.48 0.99 

D 生 4.1 19 7.3 130 0.15 0.26 0.41 1.2 

蒸留水 3.9 14 5.0 48 0.05 0.24 0.28 1.2 

硬水 8. 7 12 6.6 91 0.05 0.22 0.21 1.1 

11Jメz め ん A 生 17 19 2100 70 0.31 0.12 0.34 0.37 

蒸留水 14 10 370 16 0.23 0.05 0.30 0.34 

硬水 23 14 440 32 0.24 0.05 0.32 0.35 

B 生 19 16 1800 24 0.35 0.13 0.28 0.45 

蒸留水 11 3.8 240 7.6 0.26 0.12 0.12 O. 33 

liil!7.k 21 6.8 280 17 0.18 0.10 0.07 O. 16 

にんじん A 生 28 11 22 260 0.20 0.04 0.40 0.14 

蒸留水 20 8.0 14 180 0.14 0.03 0.28 0.09 

liil!水 24 8.1 15 140 0.10 0.03 0.15 O. 13 

B 生 22 7.9 18 340 0.20 0.04 0.10 O. 13 

蒸留水 18 4.8 7.6 120 0.24 0.02 0.07 0.09 

liil!水 21 5.9 4. 7 93 0.20 0.02 0.08 0.08 

C 生 28 11 5.3 230 0.22 0.03 0.10 O. 10 

蒸留水 26 7.9 3.1 94 0.18 0.02 O. 10 O. 10 

l浸水 32 7.6 3.2 110 0.12 0.03 O. 12 0.09 

じゃがいも A 生 6.5 18 2.2 390 0.60 0.16 0.49 0.21 

蒸留水 2.4 14 1.7 310 0.50 0.09 0.44 0.17 

硬水 5.6 17 3.2 300 0.54 0.09 0.46 O. 19 

B 生 2.5 20 1.6 340 0.48 0.09 O. 10 O. 23 

蒸留水 1.6 15 0.83 210 0.39 0.11 0.08 O. 23 

l便水 5.3 15 1.9 200 0.40 0.08 0.09 O. 29 

C 生 5.5 19 6.8 210 0.59 0.08 0.22 O. 27 

蒸留水 4.9 12 4.4 140 0.35 0.06 O. 14 O. 29 

硬水 5.8 12 4.3 130 0.33 0.04 0.12 0.34 

D 生 1.5 15 9.0 190 0.20 0.06 0.17 0.26 

蒸留水 1.2 11 4.8 66 0.17 0.06 0.10 0.20 

硬水 3.6 13 9.2 64 0.20 0.07 0.20 0.25 

だいこん A 生 23 7.4 7.7 280 0.16 0.03 0.03 O. 14 

蒸留水 16 5.2 4.8 120 0.13 0.01 0.02 0.08 

硬水 21 5.8 4.6 110 0.15 0.01 0.02 0.07 

B 生 1.9 6.8 8.7 180 0.16 0.01 0.04 0.08 

蒸留水 1.4 4.9 3. 1 69 0.09 0.01 0.04 0.04 

硬水 1.6 5. 1 4.5 61 0.10 0.01 0.07 0.04 

C 生 30 6.8 3. 1 140 0.14 0.01 0.05 O. 10 

蒸留水 21 3.0 1.6 86 0.08 。。。 0.02 0.05 

硬水 20 3.6 1.6 62 0.07 0.01 0.03 0.05 

continued on 
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Ca Mg Na K Fe Cu Mn Zn 

ほうれんそう A 生 63 73 91 530 6.3 0.11 0.53 o. 74 
蒸留水 67 48 45 260 4.8 0.08 0.31 0.44 

l反水 62 37 45 220 8.3 0.05 0.45 0.35 

B 生 63 73 86 460 2.6 0.09 0.58 o. 73 
蒸留水 62 44 46 220 2.1 0.07 0.37 0.48 

破水 60 46 33 220 2. 7 0.06 0.37 0.43 

C 生 74 84 78 770 2. 7 0.12 0.58 0.64 
蒸留水 71 36 29 360 1.4 0.07 0.27 0.41 

硬水 74 25 18 340 1.5 0.06 0.34 0.42 

D 生 60 120 80 780 1.6 0.16 0.43 0.90 

蒸留水 57 51 22 350 0.80 0.07 0.22 0.61 

硬水 70 49 28 360 o. 78 0.07 0.24 o. 70 

し、 か A 生 10 39 150 300 0.13 0.20 0.07 1.2 

蒸留水 9.1 34 120 260 0.11 0.18 0.06 1.1 

硬水 8.9 34 120 250 0.12 0.18 0.06 1.0 

、B 生 16 40 270 170 0.15 0.09 0.00 1.1 

蒸留水 15 36 210 100 o. 16 0.10 。。。 1.1 

硬水 13 30 160 100 0.14 0.07 0.00 0.88 

C 生 18 45 270 52 0.20 0.17 0.02 1.1 
蒸留水 14 31 99 38 0.22 0.16 0.02 0.91 

硬水 15 31 100 28 o. 19 0.16 0.02 0.97 

あ じ A 生 220 32 250 330 0.89 0.16 0.03 0.83 

蒸留水 180 26 140 240 0.71 0.13 0.02 0.65 

硬水 150 26 150 260 o. 72 0.15 0.02 0.44 

B 生 120 31 170 240 0.68 0.09 0.00 0.67 

蒸留水 120 26 83 190 o. 70 0.09 。。。 0.58 

硬水 160 28 110 170 0.69 0.09 0.00 0.68 

C 生 27 24 170 160 1.1 0.10 0.02 1.1 

蒸留水 27 20 130 60 0.99 0.07 0.02 1.0 

硬水 23 21 130 68 1.2 0.10 0.01 1.3 

D 生 16 41 120 380 1.0 o. 11 0.00 0.55 

蒸留水 12 30 65 210 0.64 0.10 0.00 0.47 

硬水 14 33 84 200 0.80 0.10 0.00 0.54 

E 生 9.2 39 140 320 0.98 0.10 0.00 0.56 

蒸留水 8.8 35 80 220 0.68 0.07 0.00 0.51 

硬水 14 35 66 220 0.86 0.09 0.00 0.42 

井 戸 * 
硬水※ 3.4 1.6 1.6 0.36 0.005 0.000 0.002 0.002 

註 硬水※:調理用j浸水として用いた都内の井戸水

による差はみとめられなかった.実質ロスの多かった食 の溶出がみられた.

品はにんじんとだいこんで約45%，またその他の食品で 文 献

はほうれんそう約20%，あじと乾めん約15%，じゃがい 1) Masironi， R.， Koirtyohann， S. R. and Pierce， 

もといか約10%という結果であった. J. O. : Sci total environ.， 7， 27， 1977 

ま とめ 2) Hankin， J. H. : J. Am. diet. Assoc.， 56， 212， 

食品の水煮，水洗により Caは軟水に比べて硬水の方 1975 

が溶出されにくく，むしろ吸着する食品もある.また， 3)小野房子，佐藤文代:臨床栄養， 39， 687， 1971 

Mg， K， Na， Fe， Cu， Mn及び Znでは軟水及び硬水 4)田代豊雄，稲荷歳子:栄養と食糧， 17， 102， 1964 

による違いはほとんど認められず，いずれも約20-80% 5)泉敬子:向上， 25， 573， 1972 
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食品中の EDTAの分析

大石充男ぺ大西和夫ぺ坂井千三*

High Performance Liquid Chromatographic Determination of E D T A in Foods 

MITSUO OISHド， KAZUO ONISHI* and SENZO SAKAI* 

A high performance liquid chromatographic method was established for the determination of ethylene 

diaminetetraacetic acid (EDT A) in various foods. EDT A was extracted from foods with water. The ex 

tract was poured onto DEAE-sephadex column and the column was washed with wat巴rand O. 1N HCl. In 

the case of canned foods， removal of tin in the water巴xtractswas necessary before the column 

chromatography. Removal could be achieved by the addition of 10% ZnS04 to the extract and successive 

titration with 3 N and O. 3N NaOH until the solution showed slightly red colour when phenolphthalein was 

used as an indicator 

EDTA eluted with 0.2N HC1 was converted to EDTA-Fe (III) by adding ferric chloride， and thus 

obtained ferric chelate of EDT A was separated on a column packed with Lichrosorb RP-18， 5μ(4 X 

300mm). The solvent was a mixture of 5 % ethanol and 95% water containing O. 01M t巴trabutylammonium

hydroxide， pH 4.5， and a UV d巴tector，255 nm， was us巴dto identify the p巴aks

Recovery of 100 ppm EDTA added to 7 specimens was 90.1-98.5 % 

Keywords: EDTA， high performance liquid chromatography， foods 

まえがき

エチレンジアミン四酢酸 (EDTA)は，米国におい

て Ca塩， Na塩の形で野菜の酢演と缶詰に色と香りの

安定剤として，またマヨネーズ，ドレッシングおよびソー

スに保存料として数十~数百 ppmの使用が許可されて

おりlk現在日本でも新たに食品添加物として検討中で

ある.食品中の EDTAの定量法として比色法2)，ガ、ス

クロマトグラフィ一法L ぺ液体クロマトグラフィー

(HPLC)法丸ヘイソタコフォレシス法71 などが報告

されているが，これらは特異性を欠いたり，操作が繁雑

で回収率が低かったり，また適用する食品が限定される

場合が多い.

そこで著者らは EDTAがFe(Ill)とすみやかに反応

しEDTA-Fe(皿)キレートを生成することを利用し，

HPLCにより食品中の EDTAの定量を行ったところ良

好な結果を得たので報告する.

実験方法

1. 試料

都内で市販されているマヨネーズ，ソース， ドレッシ

ング，マーガリンおよび輸入のマヨネーズ， ドレッシン

グ，サンドイツチスプレッド，リマピーンズ缶詰，キド

ニイビーンズ缶詰を購入し試料とした.

2. 試薬

エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム二水塩

(EDTA' 2 Na' 2 H20)標準溶液 :EDTA'2Na' 2 

H20 (淋)同仁化学研究所製)を水に溶解して100μg/ml

の濃度にした.

場化第二鉄(FeCb・6H20)溶液:FeCb・6H20(関

東化学術製試薬特級)を0.01N塩酸に溶解して0.01M 

の濃度にした.

テトラ r ブチルアンモニウムヒドロキサイト (TBA)

溶液(10%水溶液) :東京化成工業側製

DEAEーセファデックスカラム PharmaciaFine 

Chemicals (社)製のDEAEセファデックス A-25を

0.5 N酢酸溶液中で一夜放置し，中性となるまで'7l<洗し

内径 2cm，長さ30cmのクロマト管に高さ 6cmになる

ように充填した.

その他の試薬は和光純薬似)製試薬特級品を使用した.

*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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3. 装置

高速液体クロマ卜グラフ:日本分光工業淋)製

TWINCLE 

試料注入装置:レオダイン社製7125型

検出器:日本分光工業(鮒製 UVIDEC100型

4. 試験溶液の調製

(A) 缶詰食品以外の食品

試料10gをブレンダーカップにとり，水40ml，塩化

メチレン 50mlを加え 2分間ホモジナイズした後，

3，000 rpmで10分間遠心分離する.水屈を分取し，残j査

に水40mlを加え同様に抽出をくり返す.;}<屈を合わせ

;J<.で100mlとする.水層25mlをDEAEーセファデック

スカラム(2 X 6 cm) に通し，水50ml次いで0.01N 

塩般30mlを流して0.2N塩酸30mlで EDTAを総出す

る.これを減圧乾固した後0.01M塩化第二鉄 5mlを加

えて溶かし，水で10mlとした後0.45μmのミクロフィ

ルターでろ過して試験溶液とし遮光保存した.

(B) 缶詰食品

試料10gを用い(A)と同様にして得た水層約90mlに

10%硫酸亜鉛 6mlとフェノールフタレイン試液 2滴を

添加し，微紅色となるまで 3Nと0.3Nの水酸化ナトリ

ウムを加えた後，水で100mlとした.次にろ紙(東洋

No. 5 A)でろ過し，ろ液25mlを DEAEーセファデッ

クスカラムに通す.以下(A)と同様に操作する.

5. 定量法

1) HPLCの測定条件

カラム:Lichrosorb RP -18， 5μ(Merck社) 4 X 

300 mm，移動相:0.01 MTBA(pH 4. 5，酢酸)ーエタノー

ル=95 5，流速:0.8 ml/min， illlj定波長:255 nm， 

感度:AUFS 0.04，ガードカラム:Unisil C-18， 10 

μ 

2) 検量線の作成

EDTA標準液より 0.05-0.5mgをとり， 0.01 M塩

化第二鉄を 5ml加えて水で10mlとし，これより 10μl

ずつ HPLCに注入して EDTA-Feのピーク高より検量

線を作成した.

結果と考察

1. HPLCの条件の検討

EDTA-Fe (III) は255nm81 に極大吸収があるため測

定波長を255nmとした.溶離液として有機溶媒 水の

種々の混合溶媒を用いて検討したが， EDTA-F巴(田)

はカラムに保持されなかったため，イオン対として

TBAを用いたイオン対クロマトグラフィーを検討し

た i容離液の有機溶媒としてメタノール，エタノール，

アセトニトリルを用いたところ感度はエタノールが最も

よく，また，カラム圧は 3者ともほとんど変わらなかっ

たためエタノールを使用した.エタノール濃度， pHお

よびTBA濃度についてクロマトグラムに与える影響を

検討した.エタノールは濃度を増加させると保持容量は

小さくなり感度は高くなったが，カラム圧力を考慮、して

エタノール濃度は 5%とした. pHは4以下ではベース

ラインが不安定であり， 5以上では感度が悪くなった.

しかし 4-4.5の範囲で保持容量，感度とも一定であっ

た.そこで pHは4.5とした. TBA 濃度は0.01M 以上

で保持容量は一定となったので TBA濃度は0.01M と

した. Lichrosorb RP -18の{也に μBondapackC 18お

よび FinepackC 18について検討したが前者は感度が悪

く，後者では EDTA-Fe(III)のピークが得られなかっ

た.

2. 検量線，精度および検出限界

EDTA-Fe (III)の検量線は Fig.1に示したように原

点を通る直線性を示した.検出限界は20ngで100ngを

10固くり返し行った変動係数は1.0%であった.

3. DEAEーセファデックスカラムによるクリーン

アップ
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Fig.l. Calibration Curve of EDTA 
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ソース，ドレッシング等食品によって EDTA-Fe(ill) 

と重なるピークが出現し定量の妨害となる.これを除去

するためカラム処理を検討した.伊藤71吉)11
61 らは陰

イオン交換樹脂を用いてクリーンアッフ。を行っているが

著者らはカラムの前処理の容易な DEAE セファデッ

グスを使用した.妨害物質は水50mlおよび0.01N塩酸

30 mlを流下させることでほとんど除去され， EDTAは

0.2 N塩酸30mlで完全に溶出された.

4. 妨害物質の影響

妨害物質としてアミノ酸(アラニン，アスパラギン酸，

グルタミン酸，セリン，バリン，フェニルアラニン，プ

ロリン，リジン)，有機酸(酒石酸，クエン酸，乳酸，

フマル酸)および金属 (Al'+(A1Cb)， Ba2+ (BaCb)， 

Ca2
+ (CaCb)， Cu2

+ (CuCb)， Mg2+ (MgCb)， Pb2+ (Pb 

(N03) 2)， Sb3+ (SbCb)， Sn2+ (SnCb)の影響を検

討した. EDTAに対して 5倍量のアミノ酸と等量の有

機酸を加えたところ，アミノ酸および有機酸は DEAE

ーセファデックスカラム処理によって除去され回収率お

よびクロマトグラムへの影響はなかった.EDTAは種々

の金属とキレートを作るため，それらの影響が予怨され

るため EDTAに対して金属を 2{音量添加したが Sn

( II )以外の金属では影響はみられなかった. Sn (1I) 

以外の上記金属のキレートの安定度定数 (logK) は

7.76-18.80'1であり EDTA田 Fe(田)キレートのそれ

(25.1)よりも低い値であるため各キレートの金属が

Fe(凹)に容易に変換されるためと考えられる.しかし，

Sn (1I)を加えると回収率が低下した.これは Sn(1I) 

の logKが22.1であり Fe(皿)キレートのそれと近い

ため Fe(田)と変換しにくいことによると考えられる.

また Sb(ill)キレートの logKは24.8であり Fe(田)

キレートのそれと非常に近い値であるが， Sb(聞)キレー

トは加水分解を起しやすい山ため容易に F巴 (ill)に変

換されるものと考えられる.

5. Sn (II)の除去法
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缶詰食品では Sn(1I)が溶出してくる可能性が考え

られるため回収率が低くなることが予想される.そこで

Sn ( II )の除去法として硫酸亜鉛による処理を検討した.

10%硫酸亜鉛を加えて水酸化ナトリウムにより pHを変

化させて Sn(1I)の EDTA回収率におよぼす pHの影

響を調べた結果を Fig.2に示した.図から明らかなよ

うに pH7 -9で回収率が良好であった.EDTA-Sn( 1I) 

の安定な領域は酸性側であり，中性においては加水分

解引を起こし，硫酸亜鉛と共沈するものと考えられる.

なお，硫酸亜鉛は蛋白質の除去にも有効であった.キド

ニイビーンズ缶詰に EDTA100μg/gおよび Sn(1I) 

200μg/gを添加し 4.試験溶液の調製の(B)に従って操

作し回収率を調べた結果を Table1に示した.

6. 光の影響

Feの存在で光により EDTAの分解が起こるといわ

れているlOl そこで10ppmの EDTA-Fe(ill)標準液

を自然光下で24-144時間放置し，光の影響を調べたと

100 

90 

内
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Fig.2. Effect of pH on the recovery of EDT A 

Table 1. Recovery of EDT A Added to Canned Kidny Beans 

Sampl巴 Added Found Recovery 

(g) (μg/g) (μg/g) (%) 

10.0 100.。 92.6 92.6 

10.0 100.0 97. 7 97.7 

10.0 100.0 95.9 95.9 

10.0 100.。 93. 7 93. 7 

10.0 100.0 97.7 97.7 

Means C.V 

(%) (%) 

95.5 2. 3 
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Fig.3. Liquid chromatograms of various foods spiked with 100 ppm of EDT A 
A : Sauce B : Dressing C : Mayonnaise D : sandwich Spred E : Margarin F : Can. 
ned Lima Beans 
Conditions : co1umn， LiChrosorb RP-18 (4 X 300mm) ; so1vent， 0.01 M tetrabuty. 
1ammonium hydroxide and 0.04 M acetic acid (pH4. 5) -ethano1 (95 : 5) ; flow rate， 
0.8 ml/min; d巴tector，UV 255nm; samp1e size， 10μ1; sensitivity， 0.04 AUFS 

12 

12 



東京衛研年 報 34，1983 215 

ころ Table2に示したように時間の経過に従って分解が

進むことがわかった.また10ppmの EDTA田 F巴(阻)

標準液をアルミホイルで遮光し， 168時開放置したもの

は分解されなかった.そこで試験溶液および標準液とも

遮光保存することにした.

7. 添加回収実験

ソース， ドレッシング，マヨネーズ，サンドイツチス

プレッド，マーガ、リン，リマビーンズ缶詰に EDTA

100μg/gを添加lし回収率を求めた.その結果を Table

3に，その時得られたクロマトグラムを Fig.3に示し

た.回収率は90.1-98.5%であった.

8. 市販品への応用

市販のマヨネーズ， ドレッシング，ソースおよび輸入

Table 2. Decomposition of EDTA-F巴(皿)by Light 

Time (h) Decomposition (%) 

。 。
24 27.5 

48 32.6 

120 43. 7 

144 48. 7 

Table 3. R巴coveryof EDTA Added to Foods 

Food 
Added Recovery' C.V 

(μg/g) (%) (%) 

Sauce 100.0 98.5 2.0 

Dressing 100.0 95.6 2. 1 

Mayonnais巴 100.0 95.3 2.4 

Sandwich Spred 100.0 91. 7 1.5 

Margarin 100.0 90.1 1.5 

Canned Lima Beans 100.0 92. 7 2.0 

* Mean of 5 trials 

食品のマヨネーズ，ドレッシング，サンドイツチスプレッ

ド，キドニイピーンズ缶詰， リマビーンズ缶詰について

本法を適用した結果いずれからも EDTAは検出されな

かった.

まとめ

食品中のEDTAの分析法について検討した.食品中

から水で抽出した EDTAを EDTA-Fe(田)として

HPLCで定量分析した.妨害物質は DEAEーセファ

デックスカラムを用いて除去し，回収率に影響をおよほe

す Sn(n)は硫酸亜鉛を加え水酸化ナトリウムで微ア

ルカリ性にすることにより除去できた.ソース， ドレッ

シング等に添加した回収率は90.1-98.5%であった.本

法を市販の食品および輸入食品に適用した結果 EDTA

は検出されなかった.今後適用範囲を拡張する予定であ

る.
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大気中浮遊粉塵がトルエンの大気光化学反応におよぼす影響

多国字宏ぺ太田与洋へ狩野文雄*

Influences of Suspended Particle Matters on Atmospheric Photochemical 

Reactions of Toluene 

T AKAHIRO T ADAへTOMOHIROOHTA. and HUMIO KANO. 

Effect of suspended particle matters (s.p.m.) on the atmosph巴ricphotooxidation of toluene was studied. 

Addition of s.p.m. to the mixture of toluene/NOz/Oz accelerated the formation rate of benzaldehyde during 

the irradiation with black light blue lamps. This effect of the addition of s.p.m. appeared gradually， and de-

creased by repeating the same runs. It was proposed that water adsorbed on s.p.m. might work as“an 

acc巴lerator"of the photochemical oxidation. 

Keywords: suspended particle matters， photochemical oxidation， toluene， benzaldehyde 

緒 一一百

従来から光化学スモッグ生成に関連した光化学反応は

数多く調べられてきているが，それは気相だけを考えて

のガス体相互の反応によるものである.しかし，実際の

大気中には粉塵粒子など固体が存在しており，これら固

体の吸着活性点のある部位が大気汚染物質などを吸着

し，均一気相反応とは異なる光化学反応を生じさせる可

能性は大きいと考えられる.指宿11はプロピレン， NOz， 

空気の系に酸化亜鉛を加えての光化学反応実験を試み

た.その結果， HCN， CH3CHO， COzの生成が促進さ

れたことから酸化亜鉛に光触媒作用があることを報告し

ている.

そこで，実際に大気中浮遊粉塵が大気中汚染物質の光

化学反応に与える影響をみるために，i伊紙に付着させた

大気中浮遊粉塵を気相反応がよく研究されている2-41 ト

ルエン+NOx +空気+ブラックライトブルー(以下

B.L.B と記す)の系に加えて光照射実験を行ないトル

エン及び、主生成物質の一つであるべンズアルデヒド濃度

の時間に対する変化をみた.

実験法

今回の実験では，はじめ Fig.1のような装置Aを製作

した.反応容器はパイレックスガ、ラス(内径24mm，長

さ610mm)で，この反応容器にトルエン， NOz， Oz， 

及び粉塵付着炉紙(以下 P.G.Fと記す)またはブラン

ク炉紙(以下 B.G.Fと記す)を入れ，テフロンダイヤ

フラムポンプ (10llmin)で30分間 darkで循環させた.

次いで20W-B.L.B.ランプ4本で光照射を行ない， 15 

分ごとにサンプリングポートよりガスタイトシリンジで

1 mlのガスを採取してガ、スクロマトグラフィ一分析

(検出器:FID，カラム:べントン34+シリコン DC200， 

5 + 5 %， 2 m)を行なった.

また，添加した NOzが伊紙に吸着された結果 NOz濃

度が減少する恐れがあると考えられたので，さらに容器

容量が大きく ，NOzも同時に測定できる装置51 に炉紙

容器をつけたもの (Fig.2)を使用した.この装置Bは，

周聞を40W -BLBランフ 4本で囲んだパイレックス

ガラス光化学反応容器(容量25.21)で，二次導函数分

光計 (YANACOUV-2)のステンレス光学吸収セル(容

量7.571，長さ 1m)に接続されているものである.こ

の装置Bにトルエン， NOz， Oz及び伊紙を入れ30分間

darkにしてテフロンダイヤフラムポンプ (101Imin)で

循環し，二次導函数分光計で， トルエン (266.7nm)， 

ペンズアルデヒド (283.7nm)， NOz (332.5 nm)につ

いて各々()内の波長で10分ごとに測定した.

粉塵は， GELMAN社製 Glass-Fiber-Filterを凶い，

ハイボリウムエアサンプラーで当所屋上にて採取し，

120.Cで一晩乾燥させたものを使用した.

結果友ぴ考察

粉塵のある系とない系との光化学反応の差を明らかに

するため， 卜ルエン及びこの系での主反応物質の一つで

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24ー1
• Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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ある2-4) ベンズアルデヒトについて，その光照射l時間に

対する濃度変化を測定した.その結果 P.G.Fの系では，

B.G.F.の系に比べトルエンの減少，ペンズアルデヒド

の増加が著しく，光化学反応が促進されていることが認

められた.ベンズアルデヒドの乾燥:空気中での N02に

よる生成反応は以下の反応であると考えられている.

N02+hν →NO+O 

持-CH:J+0→世 -CH2+OH

世ーCR:l+OH→併 CH2+ H20 

併一CH2+02→世一CH200

持【CH200+NO→世ーCH20+N02

CT -CH20+02→ CT -CHO+ H02 

装置Aの系におけるべンズアルデヒドの生成景は光!照

射後約45分間までは直線的に増加することからトルエン

濃度(183pprn)を一定にして， N02濃度を 0，85，171，

255 ppmに変化させ光照射後30分のペンズアルデヒドの

生成量を測定した. (Fig.3)また N02濃度 (169ppm) 

を一定にして， トルエン濃度を 0，45， 92， 140， 186 

ppmと変化させ光!照射後30分のベンズアルデヒドの生
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成量を測定した. (Fig.4)この結果，ベンズアルデヒド

の生成量はトルエン濃度， N02濃度に比例して瑚加す

ることが明らかとなった. しかし，Fig.3にみられるよ

うに N02濃度 0から85ppmの増加はおから255ppmま

むの直線的な増加に比べ，そのMきはゆるやかであった.



このことは，装置Aの反応容器の容量が小さいため，お

そらく N02が伊紙に吸着され，反応容器内の実際の，

N02濃度が低くなったためと考えられる.これは以下

の装置Bでの実験 (Fig.6)で粉塵付着炉紙を用いた場

合に光照射前ですでに N02の濃度が減少していること

からも推測される.また装置Aでトルエン，N02，P.G.F.， 

光のうちいずれか一つ欠けてもベンズアルデヒドの著し

い生成は生じないこと，さらに P.G.F.に直接光照射を

せずに反応容器に光照射を行なえば同様な結果が得られ

ることも確認した.

次に， N02， トルエン，ペンズアルデヒドを同時に測

定できる Fig.2の装置Bを使って実験を行なった.

二次導函数分光計の光照射前と光照射後100分の

チャー卜を Fig.5に示す.

装置Aでみられたように P.G.F.，B.G.Fのトルエン

の光酸化に与える影響がこの装置Bでも同様にみられ

た. (Fig.6) また P.G.Fの系では B.G.Fおよび伊紙

を入れない(以下 N.G.F.と記す)系より光照射前のト

ルエン及び N02の減少が著しかった.

また同様の実験で伊紙容器のコックを閉じて P.G.F

と反応性ガスとの接触を絶った後もベンズアルデヒドの

生成はみられたがその速度は Oに近づいた. しかし，再

びコックを開くと新たにベンズアルデヒドの生成が認め

219 

られた. (Fig.7) 

このことはベンズアルデヒドの生成の促進には，かな

らずしも P.G.F.と接触し続ける必要はなく，このこと

から以下のことが考えられる.
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第一に， トルエン酸化を促進させるのに役立つ気体成

分がP.G.F.から遊離される.

第二に，何らかの気体成分が P.G.F.から遊離され，

それが NOxなどと反応してトルエン酸化を促進させる

気体成分を生成する.

第三に， P.G.F上で NOxとの反応によりトルエン酸

化を促進させる気体成分が生成し，これがガス中に遊離

される.

しかし，第一の理由は，系に NOxを入れないとこの

現象が起らないので否定される.

そこで，第二，第三の理由として現時点でもっとも考

えられやすい水の効果をみた.そこで同様な実験を数回

くり返して活性が落ちた P.G.F.の系に水を加え (50ρ

1)卜ルエン酸化促進作用の回復をみた.また減圧下 (0.1

torr以下)で加熱 (150-200.C) した P.G.F.による卜

ルエン酸化促進作用も検討した.その結果，水の添加に

よってトルエンの酸化促進作用は回復し，反対に加熱処

理した伊紙を使用した場合にはその効果は低下した.こ

のことから次に伊紙及び粉塵に吸着される水分量につい

て検討した.

恒量でi同紙重量は平均4.2008g(n= 3)であり， 160.C

で一晩乾燥させると平均14.3mg (n = 3 )重量が減少

した.ここで仮に160.Cで一晩乾燥させることにより炉

紙中の水分がほとんど無くなったと考えるならば，この

重量の減少分は炉紙に吸着されていた水の重量と考えら

れる.

粉塵を採取した炉紙重量は4.4219gで採取前重量

4.2089 gを減ずると213mgとなり，これが粉塵量とな

る.この粉塵付着炉紙を160.Cで一晩乾燥させた重量が

4.3784 gで43.5mg減少した. 43.5 mgからブランク時

の水分量14.6mgを減ずると28.9mgとなり，これが粉

塵に吸着されていた水分量と考・えられる. これは粉座長

(含水)の13.6%にあたり，ブランク折紙に吸着されて

いる水の割合0.34%と比べかなりの量が粉塵に吸着され

ていることがわかる.また，一度160.Cで一晩乾燥させ

たものをデシケーター(シリカゲル)に{呆存しておき，

再度160.Cで一晩乾燥させたら P.G.Fでは21.4 mg， 

B.G.Fでは13.3mg減少した.これは粉塵は水を4.4%，

B.G.F.は水を0.3%吸着したことになる.この結果は，

粉塵の方が伊紙よりもはるかに水を吸着しやすいことを

示した.

このトルエンの光酸化促進作用が水によるものと考え

るならば，も同紙に吸着された水が添加された N02と不

均一反応を、伊紙上あるいは反応容器表面で起し，光分解

されやすい亜硝酸及び硝酸を生成し，さらにそれらが

OHを生成してトルエンの分解を速くするものと考え

る.

反応式は以下の様になる.

H20 (P.G.F.)→H20 

H20+2N02→HON02+ HONO (het) 

NO+N02十H20→2HONO (het) 

HONO+hν(<4000)→OH+NO 1.2XlO-1/min 

HON02+hv (<3400)→OH+N02 2.1X10-'/min 

持-CH3+OH→世ーCH2+H20 

持 CH2+02→世ーCH200

世-CH200+NO→ <t -CH20+N02 

<t -CH20+02→十CHO+H02

今後この不均一反応が沸紙により，あるいは吸着され

た捕集粒子によりどの程度影響を受けるかを明らかにす

る必要があるだろう.
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一酸化炭素の塩素原子による触媒酸化反応

太田与洋ぺ溝口 勲場

Chlorine Catalytic Oxidation of CO in the Gas Phase 

TOMOHIRO OHTAホ andISAO MIZOGUCHI* 

The mechanism of the title reaction is determined under steady state conditions by the irradiation of 

the mixtures of C12， CO， O2 and N2 at 300 K with black blue fluorescence lamps using infrar巴dspectros-

copy. The pressure dependence of the ratio of formation rate of carbon dioxide to that of phosg巴n巴 and

other results indicated that the oxidation of CO proceeded via intermediates CICO and CIC (0) O2 as the 

termolecular process rather than the bimolecular oxidation by CIOO and/or CIO. The role of this reaction 

in the stratosphere is discussed and assumed to be of small significance 

Keywords : oxidation， chlorine， carbon monoxide， carbon dioxide 

緒言

大気中に二酸化炭素 (C02) が蓄積されてくると，地

熱幅射を吸収することにより地球の温度を上昇させ，人

間環境・生態系に少なからず影響を与えるだろうと指摘

されている 1) この現象はグリーン・ハウス効果(混室

効果)と呼ばれていて大気環境科学上の関心事のひとつ

となっている.

焼燃・呼吸等による CO2の直接的な大気への放出の

他に，大気化学的に大気中に存在する一酸化炭素 (CO)

の酸化反応もおこっていると考えられている.代表的な

ものに， OHラジカルによる酸化反応があるべしかし，

成層圏でハロカーボン類が光分解を受け塩素原子(Cl) 

が解離されるが，この Clが触媒的に COを酸化する可

能性があり，これに検討を加えておく必要がある.古く

から，塩素分子 (Cら)と COと酸素を混合し， Cらが

吸収する波長の紫外光を照射すると， CO2への転換が

おこることが知られている3ベしかし，その反応機構

は確立しておらず，従って，大気環境でどの程度の貢献

をするかは推定することができない.可能な機構として

次の 2つが考えられている.Prinn5
) により反応(1)ある

いは(2)が提案されているが，速度定数に関する報告はな

い.反応(3)はSpenceら6) により提案されている.

CIOO + CO→ ClO + CO2 (1) 

CIO + CO→ Cl + CO2 (2) 

Cl十 CO→ CICO-::!' CIC(0)02→ CIC02→ 

Cl + CO2 v2 (3) 

ここでは，このいずれの機構で CO2が生成するのか

明らかにし，実際の成層圏で，この反応の持つ意味を評

価したい.

実 験

塩素ガス(藤本酸素)はイソペンタンー液体窒素スラッ

シュ (-160.C)のトラップを通し，凝縮物を精製して

用いた.高純度の CO，O2とN2はさらに精製すること

なく用いた.実験装置は前述のものを用いた7) 10 cm 

の光路長のパイレックス製の石英セルに Cl2とCOと

O2とN2を混合し20wattの BLBランプで照射した.

2つの生成物 CO2とホスゲン (COCら)の赤外吸収を

記録し濃度を求めた. 2つの生成物はともに照射50秒程

度まで直線的に増加を示したので， 30秒以下の照射後に

生成量を測定した.

結果と考察

COと Cらと O2を360nmで照射すると一部は

COCらになり他の COはCO2に酸化される. 3穫の反

応物を全圧755torrのもとで，一化合物ごとに濃度を変

えた結果を図 1-図 3に示している.図 lでは， CO2 

とeocらの生成比は， Cらと O2の初期濃度を10torr 

に固定しておくと， CO濃度に依存しないことがわかる.

図2では， Cらと COをそれぞれ10torrに固定しておく

*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 
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3-chome， Shinjuku-ku， Tokyo 160， ]apan 
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と. O2の分圧が増すに従って.CO2とCOCらの生成

比が増すことを示している.図 3では. COとO2を10

torrに固定しておけば. COCらと CO2の生成量比は

Cらに比例していることを示している.従って.CO2と

COCらの生成速度比は次の式(4)で表わされる.
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[C02l • [ハ 1
=A--JL(4) 

[COCら1 H [Clzlo 

ここでAは比例定数である.

図4に.Cら. O2• COをそれぞれ10torrに固定し，

添加する N2の量を変化させ全圧をかえた場合の CO2

とCOCらの生成比の変化を示している.これを，横軸

に全圧の逆数，縦軸に COCらと CO2の生成速度比に

とって，プロットをしなおすと図 5の様になる.これか
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ら， CO2とCOCらの生成比は全圧に依存していること

がわかる. COとCんから COCl2が生成する機構はこ

の圧力範囲では全圧に依存しない反応(5)によることがわ

かっている引ので測定された圧依存性は， CO2の生成

機構にあると考えられる.この現象は典型的な 3分子反

応にみられるもので，スキーム(3)に基づく反応(6)-(8)の

可能性を示唆している.

CICO + Cら→ COCら+CI (5) 

CICO + O2 + M → CIC(0)02 + M (6) 

CIC(0)02 -~ CIC(0)02→ 2CIC02十 O2 (7) 

CIC02→ CI + CO2 (8) 

また，励起中間体を考えたリンデマン機構を用いた解

析結果91 も3分子反応を支持している.そして式(5)ー

(8)は式(4)から得られた結果と矛盾しない.すなわち

CO2と COCらの生成量比は CO濃度に依存せず， O2 

が多くなれば CO2が増加し，Cんが多くなれば COCら

が増加する.図 5にもとづいた解析結果91 から全圧755

torrのとき， k5/k6 = 55.6torrになる.また定常状態近

似をすれば，式(9)を得，図 2から k5/k6= 51.0torr，図

3から，k5/k6 = 48.7 torrとなる.この様に， 3つの

独立した反応系から得られた k5/k6値が近いことはここ

で考えられた分子反応(3)が正しいことを示唆している.

2旦.2___ kg[M1 
=一一一一[021 (9) RCOCl2 k8[C121 

成層圏でハロカーボンから光解離された CIの主たる

反応はオゾン層破壊の主因とされている反応。めであ

る101

CI+ 03→ CIO + O2 (10) 

CIとCOの低圧での結合速度定数は求められていな

いが，もし，CICOが生成しでも，それがO2と反応して，

励起 CIC(0)02となり CO2生成の前駆体になるには，

余剰のエネルギーを失活するだけの大気圧が必要になる

が，その圧力が充分でないため，成層圏での CIによる

COの酸化反応は通常はおこらず，圧依存性が知られて

いない酸素のストリッピング反応が主として起こると考

えられる.
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N02曝露ラットにおける酸性ムコ多糖類の生化学的忍び組織化学的変化

鈴木孝人へ寺田伸枝へ佐藤 明日，溝口 勲*

Biochemical and Histochemical Changes of Acid 

Mucopolysaccharide in Rats Exposed to N02 

T AKAHITO SUZUKIへNOBUETERADAへAKIRASATO" 

and ISAO MIZOGUCHI* 

Rats were exposed to 8 ppm nitrogen dioxide (NOz) for 1 ， 3， 7 and 14 days respectively. Aft巴rsac-

rifice， the acid mucopolysaccharide (AMPS) content and the activity levels of AMPS metabolic enzymes， 

uridine diphosphate glucose d巴hydrogenase，hexose phosphate aminotransferase， hyaluronidase， s 
-glucuronidase and N-acetyl-s -D-glucosaminidas巴 inthe lung and liver were d巴termined.The histoche目

mical changes of the lung and alterations in the urinary AMPS excr巴tionof rats caused by N02 were also 

examined. 

The increase of AMPS content in the lung was observed during NOz exposure. On the other hand， the 

decrease of the content of the liver was observ巴dat day 14 in NOz exposure group. Urinary AMPS excre 

tion of rats exposed to N Oz increased at days 1 and 3， and thereafter return巴dto the control level. All the 

enzyme activities were observed to elevate in the lung of rats exposed to N02 for 14 days. In the liver of 

rats exposed to NOz for 14 days， the activities of both hyaluronidase and N -acetyl-s】 D-glucosaminidase

were inhibited. Th巴 increaseof alcian blue positive AMPS， which disapp巴aredby Streptomyces hyaluroni-

dase digestion， was found to be localized on the area between the basal membrance and connectiv巴 tissue

in the lung of rats exposed to NOz for 7 and 14 days respectively 

These results suggest that the increased AMPS in the lung of NOz exposur巴 groupmay be hyaluronic 

acid， and that NOz disturbs AMPS metabolism of the liver. 

Keywords nitrogen dioxide， acid mucopolysaccharide， uridine diphosphate glucose d巴hydrogenase，hexose 

phosphate aminotransferase， hyaluronidase， s】 glucuronidase，N【 acetyl-s -D-glucosaminidase， rat， lung， liver 

緒扇

結合組織は生体内に広範に分布し，線維芽細胞などの

細胞成分と線維成分(コラーゲン，エラスチン)及びこ

れらをうめる無構造の基質，すなわち酸性ムコ多糖類

(AMP5)ほどによって構成されている. AMPSの生理

的役割は細胞外液の水及び電解質の調節，細菌感染に対

する防禦，創傷治癒や肉芽形成への関与及びコラーゲン

の生合成の調節などが知られている 1-3) AMPSと疾病

との係りは，動脈硬化症"， H琴原病5)，肉芽組織6)，肝線

維症7-10)，肝硬変111，肺線維症12J31 珪肺症141 組織損

傷後山などで，これらの発生時にはその部位の結合組

織の異常塙殖と共に， AMPS含量の増加，質的異常及

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

び代謝異常が認められている.このことは実験的にも証

明されていて，すなわち，実験的に発症させた線維症で

は組織内のコラーゲン形成に先行して AMPSが増加す

ること 161)，線維芽細胞の培養液中に AMPSの分解酵

素である hyaluronidas巴を加えると細胞のコラーゲン線

維の産生が抑制されること山，皮膚より抽出したコラー

ゲン溶液に微量の AMPSを添加すると線維が生成する

こと肌叩)などである.

二酸化窒素 (NOz)曝露と結合組織の関係で，肺にお

いては電顕的，光顕的所見から， NOz曝露をうけた肺

組織に異常(肺胞壁肥厚山へ肺線維症23，24)，肺気腫20-271
) 

が認められる.また， Drozdzら四)による実験，すなわち，

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 
M 北里大学衛生学部化学科
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モルモットに対して1.1ppmという比較的低濃度の N02

曝露(8時間/日， 180日間)の場合においても，肺のコラー

ゲン含量が減少し，形態学的にも肺気腫様変化が認めら

れると報告されている.また，肺気腫患者では肺の

hyaluronic acid (HA)含量の減少13，29，30) 及び AMPS

の代表的構成糖である glucosamineとgalactosamine

の比率変化31)が生じ，更に，パパイン吸入によって作っ

た肺気腫でも HA含量の減少が報告されている32) また，

肝臓においては，前報日)でも報告したように肝中の

AMPS代謝酵素への影響が認められる.更に， Kos-

miderら礼団)はモルモット及びラットに N02曝露 (1 

ppm NOx， 2 ppm N02， 180日間)の結果，尿中の

AMPS含量の増加を報告している.肝臓が主要な

AMPSの代謝臓器であるか否かは不明であるが，実験

的肝臓障害時には肝臓の AMPS分解酵素の活性変動が

認められること珂，肝臓疾患患者の尿中 AMPS含量が

増加する37-39) などの報告から判断すると，肝臓中の

AMPS含量及びその代謝酵素の活性変動が尿中 AMPS

含量と関連するのではないかと推測される.

このように， AMPSはコラーゲンの形成に重要な役

割を持ち，肺気腫では AMPSの組織変化が生じること，

また， N02曝露によって肝臓中の酵素活性の変動及び

尿中排池量の変化も生じることを考えると，N02によ

る結合組織の損傷やその治癒過程における AMPS代謝

への影響を把握することは意義があると思える.そこで，

本実験では AMPSの合成，分解及び排1世に対する N02

の影響を検討するために，N02曝露したラットの肺，

肝臓，尿中含量の測定，また，肺及び肝臓の AMPS合

成酵素である uridinediphosphate glucose dehydrog巴ー

旧日と hexosephosphate aminotransferase及び AMPS

の分解酵素である hyaluronidase，s -glucuronidase， 

N -acetyl-s -D-glucosaminidaseの活性変化を生化学的

に分析し，更に，肺における AMPSの組織内分布，組

成変化などに及ぼす N02の影響を組織化学的に検討し

た結果，肺では AMPS代謝の充進とその組成変化，肝

臓では AMPS代謝の抑制，更に，尿中 AMPS排il!!量

の変化などを示す知見が得られたので報告する.

実 験方法

(1) 動物の曝露

動物は 6週令の F344/DuCrjラット(日本チヤール

スリバー)を用い， NMF固形飼料(オリエンタル酵母社)

を与え，水は自動給水器から自由摂取させた.動物を対

照群と N02曝露群 (8土0.5ppm)に分け，温度23:l:: 

1.C，湿度60士10%，換気毎時約20回，照明午前 7時一

午後 7時に調整した曝露チャンパー(約59(W)X53( D) 

X40( H )cm，約125!，夏目社製品)内で14日間の連続

曝露を行った. N02濃度は窒素酸化物連続測定装置

(Monitor Labs Model 8440)で測定した.

( II ) 肺及び肝臓中の AMPSの調製と分析

曝露終了後，ラットはネンブタール麻酔下で放血によ

り屠殺した.摘出された肺と肝臓は図 Iに示す操作手順

でAMPSの粗調製を行い，その試料を0.01N水酸化ナ

トリウム溶液で溶解後， Galambos'O) のカルパゾール

法でウロン酸の定量を行った.肺及び肝臓の AMPS含

量は標準品として用いたグルクロン酸相当量の体重補正

値として示した.

(ID) 尿中 AMPS排池量の分析

N02を1， 3， 7， 14日間曝露後にラットをガラス

製代謝ケージ(杉山元医理器)に移し，採尿管に防腐剤

として I滴のトルエンを添加してから， 24時間の蓄尿を

行った.採尿後，混入飼料を除くために軽く遠心して上

清をとり，それを分析まで-20.Cで凍結保存した.解凍

後， Di-FerranteとRichの方法41) を用いて尿中の AM

PSを粗調製し，更に， Galambosの方法制によってウ

ロン酸の定量を行った.尿中排池量はグルクロン酸相当

量を24時間尿あたりの体重補正値として示した.

(N) 肺及び、肝臓の酵素活性と蛋白含量の分析

摘出した肺と肝臓は0.05M トリス一塩酸緩衝液 (pH

7.5)を9倍容加えてから，肺は Ultra-Turrax型，肝臓

は Potter-Elvehjem型のホモジナイザーを用いてホモ

ジナイズ後， 3460X g maxで20分間遠心し，その上清

を検体として測定に供した.

uridine diphosphate glucose dehydrodenase 活性は

Stromingerらの方法相によって，基質の uridine

diphosphate glucoseにNADを加えて反応させた.活

性単位は生成した NADHの量 (μmole/min./g組織)

で示した.

hexose phosphate aminotransferase活性は Ghoshら

の方法13)に従い fructose-6 -phosphateとL-glutamine

を基質として反応させ，生成した glucosamine-6 -pho-

sphateをTsujiらの方法制)によって比色定量した.活

性単位は生成した glucosamine-6 -phosphateの量 (mg

/min./g組織)で示した.

hyaluronidas巴活性は AronsonとDavidsonの方法45)

によって HAを基質として反応させ，遊離した

N -acetylglucosamineを Reissigらの方法46) で比色定

量した.活性単位は遊離した N同 acetylglucosamin巴の

量 (μmole/hr./g組織)で示した.
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Tissues l … 一… 叩 山…v刊叫O叫l ……e 肌削山………d日山山…f白ω山O叫ω1口1
by 10 vo1. ch1oroform-methano1(3:1， v/v) and then dried 
with 10 vo1. ethy1 ether 

Defatted Tissues 

↓t山 edwith one m1. of 0.5 N NaOH at 4
0
C for 18 hrs 

and neutra1ized by 2 N HC1 

↓ suspended in 4 m1. of 0.1 M tris buffer(pH 8) 

↓heated in boi1ing water bath for 15 min. and coo1ed 

↓ added 0.5 M CaC1
2
(fina1 conc. 0.045 M) and one drop of to1uene 

↓ incubated with pronase P(1 mg.， 4 times) at 45'C for 48 hrs. 

↓t山 ed山 100%口山一ce山山(肌 f叫 conc. 10 %) 

and kept overnight at 40C 

l c山 rifuged (1700 g， 30 min. at 40C) 

~ 
Sup品natant Precipitate 

I I added one m1. of 10 % TCA and centrifuged 
~--------------------Supérnatant 

Supe"rnatant 

↓ dia1ized against disti11ed water at 4 ~ for 2 days大

↓added 1 M NaC1(fi叫… 0.04M) and 5 % c叫 P山 1…
ch1oride(CPC， final conc. 0.2 %) and kept overnight at 4

0

C 

↓叩
Precipitate 

↓a叫d“仙d血…e
centrifuged(1700 g， 30 min. at 4"C) two times 

Precipitate 

↓叫主ac凶 with5 m1. of 10 % CH3COONa 

Extract 

↓ concentrated with evaporator 

心 added4 vo1. ethano1 and kept overnight at 4
0
C 

↓ centrifuged(1700 g， 30 min. at 4.C) 

Precipitate ↓ω … a… m1. of…出ano1. ethano1 

and ethy1 ether 

Crude Acid Mucopo1ysaccharides(AMPS) 

Fig.1. Preparation of Crude AMPS of Lung or Liver 

牟 Dialysiswas conducted using cellulose tube acetylated by the metliod of ohkawa 
巴tal'31 

s -glucuronidase活性は Katoらの方法47)によって，

p-nitrophenyl-s -glucuronideを基質として反応後，遊

離した p-nitrophenolを比色定量した.活性単位は遊離

した p-nitrophenolの量 (μg/min./g組織)で示した.

min./g組織)で示した.

肺及び肝臓中の蛋白含量は Lowryらの方法191 を用い

た.

(V) 肺の AMPSの組織化学的検討

N-acetyl-s-D同 glucosaminidase活性は Wooll巴nら

の方法181 によって p-nitrophenyl-N -acetyl-s -D-glu-

cosaminideを基質として反応後，遊離した p-nitrophenol

を比色定量した.活性単位は p-nitrophenolの量(μg/

曝露後，ラットをネンブタール麻酔下で関胸し，気管

支から 1% c巴tylpyridinium chloride (C P C) を含む

10%ホルマリン緩衝液を20cm水柱庄で、注入後， 24時間

の固定をした.肺の各葉から試料を採取し，常法に従つ
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3日目に12% (P<0.10)， 7日目に14%(P<0.05)， 

14日目に27%(P<O.Ol)の増加及び増加傾向が認めら

れた.

肝臓の AMPS含量の分析は14日目の試料の分析のみ

実施したが，図 4に示すように， NOz曝露群では33%(P 

<0.01)もの減少が生じた.

34， 1983 報年研衛尽東
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て，脱水，包埋，薄切を行った.光顕観察のため，

hematoxylin-eosin (HE)染色を用い，コラーゲンを染

色するために Azan-Mallory(AM)染色を用い印，更に，

AMPSの染色には alcianblue (AB)染色を用いた51)

また，標本中の HAを選択的に消化するために，

Zugibeの方法521 に準じて hyaluronidase消化を行った.

すなわち，肺の組織標本を Strettomyceshyaluronidase 

(200 TRU/ml.)を含む0.1M塩化ナトリウム-0.02M 

酢酸緩衝液 (pH5.0)中で， 37
0

C， 15時間消化し，水

洗後， 1 % AB-3 %酢酸溶液 (pH2. 5)で、染色を行っ

て観察した.また，硫酸多糖類の染色のために pH1. 0 

のAB染色も行った.

結果

(1 ) 体重変化と組織中及び尿中の AMPS含量の変化

体重の経時的変化は図 2に示すように，対照群に比べ

NOz曝露群は 7，14日目に 7%の減少が認められた (P

<0.01). 

肺の AMPS含量の経時的変化は図 3に示した. N02 

曝露群では対照群に比較して 1日目に10%(P<0.05)， 

100 

Changes of Liver AMPS Contents of Rats 
Expos巴dto NOz for 14 days 
The indicated results are means土 S.D.(n 
= 10) ， and values in parenth巴sesare per. 
centage of control values. 
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Changes of Body Weight of Rats Exposed to 
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Each graph point shows means土 S.D.(n= 
20). 
*ホキ P<O.Ol 

14 

Exposure Term (days) 

7 。

Fig.2. 



Ann. Rゅ TokyoMetr. Res. Lab. P.H.， 34， 1983 

G

O

O

 

-

-

-

3

2

1

 

〔

U
3

・

悶

凶
M
h
m
H
Z
J
N
『
旬
刊

υ
M
N
U
H
ロ
O
Mロ
υ
ロ
同
凶
凶
日
)

UCωω
ロ
oυ
凶
臥
玄
〈

h
n
h
円
則
川
口

H
H
P

14 

Changes of Urinary AMPS Contents of 

Rats Expos巴dto NO， 
Each graph point shows means土 S.D. (n 

=10) . 
.** : P<O. 01 

Changes of Percent Values of Lung or Liv 
er Weights to Each Body Weight and 
Th巴seProt巴inContents on Rats Exposed 
to NOz for 14 Days 
All results indicated are means :I:: S.D. (n 
= 10) ， and values in parentheses are per-

centage of control values 
*":P<O.Ol 

汁

本**

NO， 

(98) 

NO， 

汁

(100) 

7 

Exposure Term (days) 

0

5

 

l

o

 

-

-

0

0

 

(ω

戸。
z
z

、。
)
ω
z
o

“z
o
u
c
p
ω

“。』
a
o
c
s
J

ω 

。
Z 

3 

;; 1.0 
u 
官

邸

“ 。
u 

~ 0.5 

0 
L . 
ω 
〉

(100) 

(100) 

山汁

庁

(118) 

(97) 

NO， 

「十

c

汁

Fig.6_ 

Fig_5 

0.4 

M 

S 
F 

K 

'" 
急|急0.'
JIJ 

m 

尿中への AMPS排油量は NOz曝露群では対照群と

比較して，1日目に29%(P<O_Ol)， 3日目に65%(P 

<0.01)， 7日目に14% (P<0_10)の増加及び増加傾

向が認められたが， 14日目には対照レベルに戻った(図

5 )_ 

( II ) 肺及び肝臓中の酵素活性の変化

肺と肝臓の酵素活性と蛋白含量は14日目の試料のみ分

析を実施したが，肺の体重比湿重量は対照群に比べ， 18%

の増加，蛋白含量は24%の増加が認められたが (P<

0.01)，肝臓では体重比湿重量と蛋白含量には有意な差

は認められなかった(図 6)_また，各酵素活性の変化は，

肺では図 7に示すように， NOz ~暴露群では対照群に比

べて， AMPS合成系の hexosephosohate aminotrans-

feras巴は 5% (p<O_ 05)， uridine diphosphate glucose 

dehydrogenaseは18%(P<0_02)の活性上昇が認めら

れ，更に， AMPS分解系の hyaluronidaseは28% (P 

< O. 01)， s -glucuronidaseは24% (P<O.Ol)， N-

acetyl-s -D-glucosaminidase は15% (P<O.Ol)の活

性上昇が生じた. しかし，肝臓では逆に hyaluronidas巴

が14% (P < O. 05)， N-ac巴tyl-s -D-glucosaminidas巴

が15%(P<O.o1)の活性低下が NOz曝露群で認められ，

その他の酵素では有意な変化は認められなかった(図

8 )_ 

(阻) 肺の組織化学的変化

NOzの lと3日間曝露後のラットの肺の AMPSは

AB染色の結果，結合組織における AMPSの存在部位

及びその量は対照群と差は認められなかった.しかし，

7日目の標本では HA，シアロ粘液にのみ陽性を示すが，

硫酸多糖類はほとんど染色されない pH2. 5のAB溶液

で染まる物質が気管支上皮細胞下にある基底膜から結合

組織にかけて増加していた(図 9，10)_ 更に，この 7

日目の標本に hyaluronidase消化試験を行ったところ，

基底膜から結合組織にかけて増加していた物質はかなり

消失した(図11)_ また，硫酸多糖類のみ陽性を示す

pH 1.0の AB染色しでも， 7日目の標本は基底膜と結

合組織間では余り検出されなかった(図12)_ 14日目で

はpH2_ 5の AB溶液で陽性に染色される物質は 7日目

の所見に比べて，基底膜から結合組織にかけて広汎にひ

ろがるが，染色性の濃い部分と淡い部分が混在しており，

染色性はむしろ低下した感を与える(図13)_更に，コラー

ゲンの染色を行った結果，曝露後 3日目では肺胞道壁及

びその附近の肺胞壁に単核の大型の細胞が増加してお

り，その周囲に青染された線維が目立ちはじめ， 7日目

では上記の線維成分は太さ，長さ，量が増加して明確に

228 
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Fig.7. Changes of Various Enzyme Activities per g of Lung on Rats Exposed to NOz for 14 

Days 

All results indicated are means土 S.D. (n = 10) ， and the activity units of these en-

zymes ar巴 indicatedin the Text， and then values in parenth巴sesare percentage of 

control values‘': P<0.05 本・ : P<O. 02 本..: P<O. 01 

なり， 14日目では単核の大型細胞の増加は 7日目より減

少傾向があるが，線維成分は 7日目の所見と同様に明確

であった(図14-16).

考 察

肺における生化学的方法による分析結果及び組織化学

的所見から， 8 ppmの NOz曝露によって肺の AMPS

含量が増加することが分った.また， HAのみを分解す

るStrettomyceshyaluronidase消化をすると，増加して

いた AB染色陽性物質の減少が認められたことから判

断すると，この物質は HAである可能性が強い.また，

コラーゲン線維が好染する AM染色によっても肺胞壁

に青く染まった線維成分の増加が認められたことからコ

ラーゲンの増殖も示唆された.一方，石川日}によって，

9.5 ppm NOzを2週間 (16時間/日)曝露したラットに

おける肺コラーゲン含量の増加の報告，更に， Freeman 

ら54，55) によって， 10-25 ppm NOz曝露ラットでの肺胞

壁や肺胞上皮細胞の肥大，肺!抱間質でのコラーゲンやエ

ラスチンの増加の報告とも考え合わせると，このような

高濃度の NOz曝露の場合には，肺において炎症等が生

じ，更に，その修復過程でコラーゲン，エラスチン及び

AMPSの生合成が充進したために肺の結合組織の増殖

が認められたものと思われる.本実験でも，この結合組

織の塘殖の過程の中で肺重量，肺蛋白含量の増加と

AMPSの合成系静素の活性化が生じ，また，このよう

な生合成の允進に伴って AMPSの分解系静素も活性|

昇が生じたものと推測される.また， AMPSが pros-
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Fig.8. Chang巴sof Various Enzyme Activities per g of Liv巴ron Rats Exposed to NOz for 14 
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taglandin (P G )や cyclic-AMP(c-AMP) によって

合成能が冗進すること，すなわち， ln Vltroの実験では

あるがラットの焔養線維芽細胞を PGFzα で処理する

とヘキソサミン及び HAの合成似進すること G(II また，

c-AMPで処理すると HA合成醇素の活性を増強し，

HA合成を高めることS7，日}が報告されている.一方， O~h 

O2， ionizing radiation， free radical， NOzなどによって，

PGや c-AMPの肺における変動が生じること叩一山)も

知られているので，自liの AMPS合量の増加をもたらす

素閃のーっとして， PGや c-AMPの関与の可能性も

考えられる.

NO，が第一次標的臓器である肺以外にも影響を及ほ

すことは， Goldsteinら川や Yoshidaらfi71 の実験によっ

て確認されている.すなわち， "NOzや I"NOを吸入さ

せると，肺を経て高濃度に血液中に吸収され，各種の臓

器を循環し，最後には NOo
一，N02 として尿中に排油

される.この実験結果は NOz又は NO:，ーが肝臓に対し

でも直後的な作用を及ほ、すことを示唆している.本実験

においても，NOz-又は N03-が肝臓に直接的に作山し

肝臓の AMPS含量の低下， AMPS分解僻素の低下を

生じさせた可能性も考えられる.また， AMPS合成酵

素である uridinediphosphat巴 glucosedehydrogenase 

はSH醇素であるので附， N02一又は N03ーの直接作用

と考えた場合にはこの酵素は恐らくこれりによって失活

し易いと考えられる.しかし，本実験ではこの際素の活

性阻害は認められなかったので，NOz一又は NO:l によ
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るAMPSの合成阻害とは判断しがたいと思われる.一

方， Tuslらゲ6回9引)による NOz曝露ラツ卜の血築中の副腎

皮質ホルモンの増加の報告と副腎皮質ホルモン投与与.によ

るコンドロイチン硫酸やへキソサミン合成の抑制の報

告If

て生じたス卜レスによるホルモン系の変化などを介した

作用も考慮する必必、要があると思える.また，肝臓におけ

るAMPS分解酵素の活性低下は，恐らく肝臓の AMP

S含量の減少と関連したものと推測される.

尿中の AMPS排ytl!量の曝露初期の一過性の増加は肺

における AMPSの合成及び分解の活発化によって生じ

たとも考えられるが，肺の AMPS含量は， 7， 14日目

でも対照群より高値に保たれているにもかかわらず，尿

中排池量には差が認められないことから速断は出来な

い. しかし，笠原ら山の実験結果では， 8 ppm NOz曝

露ラットのコラーゲン代謝産物であるハイドロキシフ。ロ

リンの尿中排池量の変化は同じく 3日目まで増加が認め

られ，24日目には対照レベルに戻るという報告から考え

ると，高濃度の NOz曝露では曝露初期において結合組

織の崩壊が生じて尿中排池量の増加をもたらすが，その

修復過程では結合組織の分解は弱まるために尿中への排

池量の一過性の増加という変化としてあらわれたとも考

えられる.また，NOz曝露による AMPSの尿中排油量

の変化は肺だけでなく，肝臓などの他の組織の代謝変化

などを合わせた結果としてあらわれると考えられるの

で，肝臓の AMPS含量の 1，3， 7日目の分析結果を

待って判断したい.

今回の高濃度の NOz曝露実験によって，肺の AMPS

代謝は活発化するが，肝臓では逆に抑制され，尿の

AMPS排池は一過性の増加を示す結果が得られた.今

後は， NOz曝露による AMPSの組織変化を把握するた

めに， AMPSの分固定量を行い，組織化学的には cho

ndroitinaseなどによる酵素消化法を用いて分析し，こ

の組成変化がどのように肺疾患と関連するのかを解明し

たい.

(本研究は昭和57年度当研究所調査研究課題「複合大

気汚染に係る健康影響調査に関する研究」として実施し

たものである.) 
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Explanation of figures 

Fig. 9. Bronchial epithelium of control rat 

Little AMPS stained with pH 2.5 alcian blu巴

was observed in the area between basal 

membrance and its surrounding. connectiv巴
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tissue. (400 x) 

Fig.lO. Bronchial epithelium of rat expos巴dto 8 

ppm N02 for 7 days 

AMPS in the area betwe巴nbasal membrance 

and its surrounding connective tissue was 

markedly stained with pH 2.5 alcian blu巴 as

compared with Fig. 9. (400 x) 

Fig.l1. Same sample shown in Fig. 10. 

After Str，ψtomyces hyaluronidase digestion， 

little AMPS was stained with pH 2. 5 alcian 

blue as compared with Fig. 10. (400 x) 

Fig.l2. Same sample shown in Fig. 10. 

Little AMPS stained with pH 1. 0 alcian 

blu巴 wasdetected as compared with Fig. 10 

(400 x) 

Fig.l3. Bronchial epith巴liumof rat exposed to 8 

ppm N02 for 14 days. 

AMPS stained with pH 2.5 alcian blue was 

observed in the scattered area. (400 x) 

Fig.14. Walls of alveolar ducts and alveoli of con-

trol rat. 

Little collagen fiber was stained with Azan-

Mallory method. (400 x) 

Fig.15. Walls of alveolar ducts and alveoli of rat ex-

posea to 8 ppm N02 for 7 days. 

Deposition of collagen fiber (blue color) 

was observed arround the increased mono-

nuclear cells. (400 x) 

Fig.16. Walls of alveolar ducts and alveoli of rat巴x-

posed to 8 ppm N02 for 14 days. 

Collagen fib巴rwas obsered similarly as Fig 

15. (400x) 
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N02と03および野外環境への交互曝露のラットの肺に及ぼす影響

寺 田 伸 枝 ， 池 田 真悟，福田雅夫，

大沢誠喜，鈴木孝人.溝口 勲

Effects of sequentially Combined Exposure to N02-03 Mixed and Urban Ambient 

Air on Rats Lungs 

NOBUE TERADA *， SHINGO IKEDAへMASAOFUKUDA*， MASANOBU OHSAWA*， 

TAKAHITO SUZUKI*， and ISAO MIZOGUCHI* 

There are many pollutants in the atmosphere， and the biological importanc巴 ofthe individual pollu-

tants is known only to a certain extent. In this report， we studied the biological effects of these pollutants 

in combination. 

Rats were divided into four groups. The first group of rats was kept in a laboratory clean air unit， the 

s巴condgroup in a laboratory clean air unit with 2 hrs exposure to the N02 + 0.1 mixed air every day， th巴

third in the urban ambient air， and the fourth in the same condition as the thi.rd group with 2 hrs exposure 

to the N02 + 03 mixed air every day 
After 7 and 30 days， the lungs w巴reexamined pathologically and biochemically. Combin巴dexposure 

group (urban air and NO， + 03) showed most prominent changes : thickening of the walls of alveolar ducts 

and neighboring alveoli due to an increased number of mononuclear cells and the deposition of collagen fi 

bers. The epithelia of the terminal airw且ywere slightly hypertrophic. The number of Type 2 cells in 

creased. The activities of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PD) and NADH-diaphorase 

(NADH-D) increased， and alkaline phosphatase (ALP) and acid phosphatase (Ac-P) decreased 

It was suggested that some unknown pollutant or pollutants in urban air might enhance the toxicity of 

N02 and 03 especially in the deep pulmonary tissues 

Keywords combilled exposure， urban ambient air， N02ー 0"，rat， lung， pathologically， G-6-PD， NADH-D， 

ALP， Ac-P 

緒 E司

二酸化窒素 (N02)は，複合大気汚染成分のひとつ

として"最近とくに重視されているガス状成分であり，

その生体影響に関する研究も数多くなされている.動物

実験も，長期吸入実験を合めて少なくないがしヘ比較

的低濃度領域において，暴露濃度段階と暴露期間を十分

にとって，暴露量と病変の進展と系統的に検討した実験

は稀である.また，他の大気汚染成分の共存下における

NO，の毒性に関する研究はほとんどなされていない.

著者ら31 は，すでに低濃度領域における NO，の短期

および長期単独暴露実験を行い， NO，によるラットの

肺の病変は，気管支と皮細胞の肥大性変化，細胞浸潤を

伴う肺胞道壁および肺胞道附近の肺胞壁の肥厚と細胞増

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

加などが主要所見であり，これらの病変の強さの程度と

暴露濃度の聞に量・影響関係がみられること，また低濃

度領域における病変の進行はごく緩徐であり，一且病変

が成立した後，次の段階に進むまでに，同程度の強さの

病変がかなりの期間持続していることを報告した.また，

N02と， NO，と同様に主な大気汚染物質の 1つである

オゾン (03)を複合した条件下に暴露されたラットの

肺の病変には， NO，および 03各々の単独暴露の場合と

比べ，相加的作用が認められ，特に気管支・肺接合部に

著しいことを報告した').

本報告は，低濃度の N02と03による複合暴露に，さ

らに野外環境への暴露を組み合わせ，汚染成分の複合化

による肺への影響について検討したものである.

160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1 ，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo 160 ]apan 
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方 法

1.実験動物並びに暴露方法

5週令の F344/DuCrj雄ラット(日本チヤールス・

リバー)を用い， (1)へパフィルター，活性炭槽を通じた

室内空気に暴露した{室内対照群)， (2)NO，と 03によ

る複合暴露を毎日行い，暴露時間外は室内対照群と同様

に飼育した(NO，+03+室内暴露群)，(3)全実験期間中，

当研究所内に設置した金網でおおわれた装置内で野外に

飼育した(野外暴露群)， (4)NO，と 03による複合暴露

を毎日行い，暴露時間外は野外暴露群と同様に飼育した

(NO，+ 03+野外暴露群)の 4群からなる暴露実験を

行った(各群15匹).動物は，全面がステンレスのケー

ジに 7-8匹づつ収容し，飼料は国型飼料(オリエンタ

ル酵母 NMF)を，飲料水は水道水を自由に摂取させた.

NO，と 03による複合暴露は，チャンバー内(内容積

0.125 m3，換気回数15回/時)で、行った.暴露した NO，

濃度は， 2.0 ppm， 03濃度は0.12ppm，暴露時間は 1

日3時間 (16:00-19 : 00)で，暴露実験期間は，昭和

57:9" 5月11日から 6月9日までの30日間であった.チャ

ンパー内の NO，と 03の濃度測定は，ケミルミネッセン

ス法により行った.野外暴露を行った当研究所の環境条

件は，東京都環境保全局大気保全部によって測定されて

いる大気汚染常時測定局測定結果を参考にした"

ll.病理組織学的検索

実験開始後 7，30日に各群から無作為に 5匹を選び，

ネンブタール腹腔内注射による深麻酔下で開胸し，気管

支から2.5%氷冷グルタールアルデヒド固定液を20cm 

水柱庄で注入し，再拡張固定を行った.再拡張固定した

左肺の中央部から 2片の水平断切片を採取し，電顕およ

び光顕用試料とした.電顕用試料は，常法に従ってオス

ミウム酸固定し， Epon包埋，薄切後，錆酸鉛・ウラニ

ル重染色を行って観察した.光lIA用標本のためには， _1= 

記の他，肺の各葉から試料を採取し，パラフィン包埋切

片を作成し， H' E染色，アザン・マロリー染色を行っ

て観察した.

皿.生化学的検索

実験開始後30日に， 1群5匹を用いて各々の肺に1/15

モルリン酸緩衡液 (pH7.5)を10倍符加えて， Ultra-

Turraxを用いてホモジナイズし， 1700 xgで20分間遠沈

した上清を検体として， gIucose-6 -phosphate dehyd-

rogenas巴 (G-6-PD)ぺnicotinamide-adeninedinu-

cleotide diaphorase (NADH-Diaphorase) 71 acid 

phosphatase (Ac-P) !ltびに alkalinephosphatase 

(ALP)の醇索活性を測定した.なお， Ac-Pにはキッ

ト(和光純薬， P ニトロフェニルリン酸法)， ALP 

には，キット(第一化学薬品， kind-king変法)を周い

て測定を行った.肺の蛋白含量は Lowryの方法81 を用

いて測定した.

結果

1.環境条件

Table 1は，東京都環境保全局大気保全部により報告

されている当衛生研究所の環境条件を示し，測定した汚

染物質の種類，単位， 1時間値の 1日平均値， 1日の平

均値の最少値・最大値，並びに全実験期間中の最少値・

最大値について記載した.また，野外の温度は平均25'C，

湿度は87%であった. Tabl巴 2に，大気汚染に係る環境

基準を示した.Table 1， Table 2から明らかなように，

当研究所の環境は，オキシダン卜を除いては，環境基準

を満たしており，比較的環境条件の良好な区域であると

いえる.オキシダン卜については，基準値(1時間値が

0.06 ppm以下)をこえた日は， 30日の実験期間中20日で，

これは暴露笑験期間が光化学スモッグの発生しやすい 5

月から 6月であったためと考えられる.

ll.検 査 結 果

1)体重の変化

Fig. 1に各暴露群の 1週間ごとの体重の推移を示し

た(室内対照群)に比べ (N02十 03+室内暴露群)に，

(野外暴露群)に比べ (N02+03+野外暴露群)に，

体重増加率の低下がみられた.ガ、ス暴露群は，ともに各々

の対照群より体重増加率の低下がみられ，カ、、ス暴露によ

る影響が考えられた.また， (N02+ 03+野外暴露群)

の体重増加率が最も低いが，これは，ガス暴露の影響と

ともに，ガ、ス暴露を行うチャンパーから，環境条件の異

なる野外へ移動した為のストレスによる影響も無視でき

ない要因と思われる.

2)病理形態学的所見

((室内対照群))Fig. 3に(室内対照群)の30日後の

末梢気管支から肺胞領域の光顕写真を示した.末梢気管

支の上皮には突出した細胞が数多くみられ，また他の上

皮細胞も，核が大きい.肺胞道および肺胞壁に細胞の増

加はみられず，きわめて薄い構造をしていた.肺胞腔内

にマクロファージはほとんど認められなかった. Fig. 

4にFig.3と同じ試料の電顕写真を示した. II型細胞

の数は少なく，間質の拡大，線維の増加も認められず，

薄い均一な air-blood barrierを形成していた.

((N02十 03+室内暴露群))暴露 7日後の比較的太

い気管支の上皮細胞には，肥大性変化を局所的に認める

こともあるが，ごく軽度であり， (室内対照群)との違
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Table 1. Air Pollutant at Exposure Site 

DAILY MEAN 
RANGE OF 

EXPOSURE PERIOD 

POLLUTANT UNIT 
ARITHMETIC 

MIN. MAX MIN. MAX. 
MEAN 

NOX ppb 43 17 100 5 244 

NO ppb 14 4 56 8 176 

N02 ppb 29 12 51 4 84 

OX ppb 31 8 66 2 155 

DUST μg/m3 59 29 110 6 245 

S02 ppb 12 8 19 2 35 

CO 0.1 ppm 8 4 16 35 

THC 0.01 ppmC 225 194 292 169 398 

Table 2.大気汚染に係る環境基準

物 質 環境上の条 件 対象区域 達成期間

1時間値の 1日平均値が0.04ppm以下で

酸 化 硫 黄 あり，かつ 1時間値が0.1ppm以下であ ただちに

ること.

1時間値の 1日平均値が0.10mg/m 3以下

浮遊 粒 子 状 物 質 であり，かっ， 1時間値が0.20mg/m 3以
工業専用地域，車道

早期に
下であること.

その他一般公衆が通

1時間値の 1日平均値が10ppm以下であり， 常生活していない地

酸 化 灰山 素 かっ， 1時間値の 8時間平均値が20ppm 域又は場所以外の区 早期に

以下であること. 域

光化学オキシダント 1時間値が0.06ppm以下であること. 早期に

1時間値の 1日平均値が0.04ppmから

二 酸 化 窒 素 0.06ppmまでのゾーン内文はそれ以下で 昭和 60年

あること.

E 

2・

--0- Clean Air 

'・0 一・-N02+03+Clean Ai;r 
--...... Urban Amb1ent Aiま

---- N02+03+Urban 
Ambient Air 

• w 

Fig.1. Changes of Body Weight 

いが明らかではなかった.末梢気管支上皮細胞では，好

塩基性が増し，局所的な肥大性変化がみられる場合も

あった.肺胞道および肺胞道附近の肺胞壁に単核の大型

の細胞の摺加が局所的に認められた. (室内対照辞)に

比べ，肺胞佐内にマクロファージが数多くみられた.暴

露30日後では， 7日後にみられた変化がやや進展し，末

梢気管支の上皮細胞と，肺胞領域における変化が， 7日

後より広汎に認められた (Fig.5). しかし，比較的太

い気管支の変化は明らかではない.勝原線維の増加は，

アザン・マロリー染色の所見からは，明らかではなく，

肺胞領域における壁の局所的な肥厚は主に細胞の増加に

よるものと考えられる. Fig. 6は， Fig. 5と同じ試料

の電顕写真で， II型細胞のみいだされる頻度が，室内対

照群より高く，また I型細胞のはく離によ，って肺胞腔内
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Changes of Various Enzyme Activities of the Lung of Rats Exposed to NOム 0"and 
Urban Ambient air 

A: Clean Air 
B ; NO 2 + 03+ Clean Air 

C ; Urban Ambient Air 
D;N02十 03+Urban Ambient Air 

Fig.2 

較的太い気管支も合めて気管支領域の変化はきわめて軽

度のものであった (Fig.7). 電顕的にも，貧食{象を示

す大型のマクロファージがみられたが，肺胞上皮細胞，

肺胞壁には変化が認められなかった (Fig.8). 

((N02+ 03+野外暴露群))暴属 7日後の比較的太

い気管支の 1'.皮細胞には，ごく軽度の肥大性変化がみら

れることもあった.末梢気管支卜.皮では，突出した細胞

が減少し，立f塩基性を増して肥大性変化を示す細胞が多

に露出したと思われる構造の乱れた基底膜が認められる

部分もあった.間質の拡大は認められず， air-blood 

barriarの厚さは， (室内対照群)と同様であった.

((野外暴露群))暴露 7日後では，肺胞腔内にマクロ

ファージが増加している他は"気管支・肺!泡領域に室内

対照群との違いはみられなかった. 30日後では， 7日後

と同様なマクロファージの増加に加えて，末梢気管ヒ皮

では，突出した細胞の局所的な減少が認められたが，比
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くなり，このような変化を認める気管支がほぼ全葉に存

在した.肺胞道および肺胞道附近の肺胞壁に単核の大型

の細胞の増加がみられ，また好中球を主体とした炎症性

細胞も散在していた.肺胞l佐内にはマクロファージが数

多く認められた. (N02+ 03+室内暴銭群)の 7日後

の変化に比べ， (N02十 03+野外暴属群)の変化は，

気管支末梢昔[1から肺胞領域において強く認められた.暴

露30日後では， 7日後にみられた変化は進展していたが，

比較的太い気管支の変化は 7日後と同様であった.末村i

気管支の上皮細胞では，肥大性変化が明らかとなり (Fig

9 )，肺胞道および肺胞道ド付近の肺胞援における単核の

大型の細胞の増加に加えて，穆原線維を主とした線維成

分の増加による壁の肥厚が認められる部分もあった

(Fig. 11，12).電顕的には，大型のラメラ体を数多く持っ

たH担細胞が数多くみられ，また軽度に拡大した基底膜，

間質によってやや厚くなった肺胞壁を認める部分もあっ

た (Fig.10).

3)生化学的変化

Fig. 2に暴露30日後の!日Jの G-6 -PD， NADH一

Diaphorase， Ac-Pおよび ALPの各f洋の酵素活性を示

した.

(室内対照群)と (N02+0.1+室内暴説群)を比較

すると，ガ、ス暴説群に Ac-Pの減少傾向がみられた他，

G-6 -PD， NADH-Diaphorase， ALPにjJiHI'(:の違い

はみられず， N02と03の復合暴磁影響はほとんど認め

られなかった.

(室内対照群)と(野外暴説群)の比較から，野外暴

語群に G-6 -P， NADH一Diaphoraseの上昇と， Ac 

Pの減少傾向がみられ，野外環境に暴主将したことの影

響がる忍められた。

(野外暴露群)と (N02+0.1+野外暴露群)の比較

から， G-6-PD， NADH一Diaphoras巴の有意な上昇と，

Ac-P， ALPの減少傾向がみられ.野外暴露による影

響は， N02と03の複合暴露を組み合わせることによっ

て強められていた.

考察

N02と03を複合することによって， N02の影響は，

特に気管支・肺接合部において増強され，また一旦成立

した変化を，より長期にわたっで持続させる作用を有す

ることを報告した“.本実験の結果から， NO，と 0"の

復合暴露の町!iに及ぼす影響は，野外環境への暴泌を組み

合せることによって，特に肺の末梢部，すなわち末析す気

管支から肺胞領域において強められ，野外環境中の粉鹿

あるいは大気汚染ガスの影響を示唆したものと考えられ

る.

阿ら91 は，都市における自動車排気ガスを主とする

汚染大気のマウスに対する生体影響を，外気暴露群と外

気除塵群の 2群に分けて 2年間観察した結果，この 2群

の聞に顕著な違いは認められなかったことから，大気汚

染質の作用は，粒子状成分よりもガス状成分のほうが大

きかったことを報告している.一方，大気汚染質のガス

状成分の lつとして重要なオキシダントの生体影響につ

いて Nakajimaら101は，マウスを 1日2-3 hr， 0.1-

0.5 ppmのオキシダン卜に暴露し，比較的太い気管支の

上皮細胞の配列が不規則となっているが，末梢部位の上

皮細胞にはあまり変化を認めないことを報告している.

本実験の結果では，太い気管支の変化はいずれの群でも

ごく軽度であり，変化は主に肺の深部に認められている.

本実験の野外環境中のオキシダントの濃度は，平均0.03

ppm，最大値が0.15ppmであり，太い気管支に軽度の

変化しかみられなかったのは，オキシダ、ントの濃度が低

かった為かもしれない.あるいは， N02と03の複合暴

露の影響を増強させる要因として，野外環境中のオキシ

ダン卜が関与している可能性は少ないとも考えられる.

生化学的検索の結果， (NO，+03+野外暴露群)では，

G-6 -PDはいずれの群より有意な上昇を示した.

NADH一Diaphoras巴も(室内対照群)， (N02+ 03十室

内暴露群)より有意な上昇を示した. Ac-Pは， (室内

対照群)， (野外暴露群)に比べ減少傾向が，また ALP

はいずれの群よりも減少傾向にあった.以上のように

(NO，+ 03+野外暴露群)では，他の群より生化学的

変化が顕著にみられ， N02と03の複合暴露に，野外環

境への暴露を組み合わせたことの，相加的影響が認めら

れた.病理組織学的には， (N02+ 03+野外暴露群)

では， II型細胞の増加が認められたが， II型細胞では

G-6 -PD活性が高いことllkおよび組織の修復過程で

はG-6 -PD活性の上昇することが報告されており山，

本実験の生化学的検索の結果からも， 1型細胞が拡i傷を

うけ脱落した場合， II型細胞の増殖によって組織の修復

がなされるという 13，11)肺胞上皮細胞の動きがある程度

推定された. しかし，本実験の結果からは，変動した階

素の局在部位については明らかではない.今後，組織化

学的手法を用いて肺の各部位における階素の動きをとら

え，各汚染ガスによる作用部位の違い，経|時的変化を検

討することによって， NO，を中心とした大気汚染i'Iの

複合影響をよりi明らかにできると考える.

(本研究は昭和55年度当研究所調査研究課題「絞合大気

汚染に係わる健康影響調査に関する研究J.として実施し
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20，その概要は大気汚染学会第23回1982年11月で発表し

た.) 

文 献

1) Stephens， R. ].， Freeman， G. and Evans， M. J 

Arch. Environ. Health， 24， 160， 1972 

2) Stephens， R. J.. Freeman， G.， Crane， S. C. and 

Furiosi， N. ]. : Exp. Mol. Pathol.， 14， 1， 1971 

3)寺田伸枝，鈴木孝人，大沢誠喜，福田雅夫，溝口 勲，

河合清之:東京衛研年報， 32ーし 250，1981 

4)寺田伸枝，鈴木孝人，大沢誠喜，福田雅夫，池田真倍，

溝口勲:東京衛研年報， 33， 337， 1982 

5)東京都環境保全局大気保全部:大気汚染常時測定

局測定結果報告，環境保全関係資料 2-1大57-04

6) Langdon， R. G. : Methods in Enzymology， 9， 126， 

1966， Academic Press， New York 

7) H巴nny，R. Mahl巴r Methods in Enzymology， Ed 

Colowick， S. P. and Kaplan， N. 0.， 707， 1955， 

Academic Press， N ew York 

8) Lowry， O. H.， Ros巴brough，N. J.. Farr， A. L.， and 

Randall， R. ]. : J. Biol. Chem.， 193， 265， 1951 

9)岡三知夫，山岡茂夫，福田正則，宮崎竹二，中島泰知，

野上浩志，竹本和夫，片山博雄:大気汚染学会誌， 17，

77， 1982 

10) Nakajima， T.， Kusumoto， S.， Tsubota， Y.， Yoneka. 

wa， E.， Y oshida， R.， Motomiya、K.， Ito， K.・ Ide，

G.， and Otsu， H. : Osaka Prefectural Public Health 

Research Institute， Research Reports， Labor 

Hygiene Series， 10， 35， 1972 

11) Serokin， S. : Arch. Intern. Med， 126， 450， 1970 

12) B巴acosfield，P.， and Carpi， A. : Nature， 201， 825， 

1964 

13) Stephens， R. J.. Sloan， M. F.， Evans， M. J..昌nd

Freeman， G. : E.xヂ Molec.Path. 20， 11， 1974 

14) Evans， M. J.. Cabral， L. J.. Stephens， R. J.. and 

Fr巴eman，G. : Experimental and Molecular Pathology， 

22， 142， 1975 

Explanation of figures 

Fig. 3 Light micrograph of terminal airway from the 

control rat (100 X ) 

Fig. 4 An electron micrograph of alveolar walls in 

the same rat of the fig. 3 Interstitial tissue has 

little fibers and air-blood barrier is very thin 

(1500X) 

Fig. 5 30 days/巴xposureto a mixture of 2.0 ppm NO 

2 and 03. Slight hyp巴rtrophyin the epithelium of 

the t巴rminalbronchiolar. Increased mononuclear 

cells in the walls of alveolar ducts and neighbor-

ing alveoli (100X) 

Fig. 6 Same tr巴atm巴ntas fig. 5. Hypertrophied 

Type 2 epithelia (1500 X ) 

Fig. 7 30 days exposure to urban ambient air. In回

creased macrophages in the alveolar space (100 

X) 

Fig. 8 Sam巴 treatmentas fig. 7 An enlarged mac-

rophage (1500X) 

Fig. 9 Combined exposure to NO 2， 03 and urban 

ambient air. Walls of alveolar ducts and neighbor-

ing alveoli w巴rethickened with mononclear cells 

and deposition of connective tissu巴(lOOX)

Fig. 10 Sam巴 treatmentas fig. 9 . Increased and 

hypertrophied Type 2 cells whre obserbed (1500 

X) 

Fig. 11 Alveolar walls of the control rat stained with 

Azan-Mallory. Little collgen fiber were detected 

(400X) 

Fig. 12 Same treatment as fig. 9. Deposition on con-

nective tissue on the walls of alveoli w巴reshown 

by blue color. Compare with fig. 11 (400 X ) 
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東京における健康指標と大気汚染指標や社会指標との関連性の検討

(ノンパラメトリック法による解析)

牧野国義ぺ 溝口 勲ホ

A Study on Relationship of Health Indices to Air pollution 

and Social Indices in Tokyo (Analysis with Non-parametric Methods) 

KUNIYOSHI MAKINO' AND ISAO MIZOGUCHド

Eight health indices as regards 7 indices of air pollution and 11 social indices were studied in Tokyo 

proper. These health indices were 3 concerning mortality of respiratory diseases and 5 of patients suffer-

ing from diseases caused by air pollution and pulmonary function disorders. In this study， statistical non-

parametric methods such as rank correlation， Wilcoxon test， Kruskal-Wallis test are valid because each in-

dex was not distributed normally. By using these non-parametric methods， following results were obtain巴d

Lung cancer mortality appeared to be associated with a combined air pollution index-sulfur oxides 

and nitrogen dioxide. In addition， mortality due to pneumonia-bronchitis and asthma was closely and par-

ticularly associat巴dwith social indices in economical asp巴ctsuch as income， number of tatami mats in-

dicating the living space， medical assistance， livelihood assistance and so on. But the other health indices 

did not have significant relationship with air pollution or social indices. 

Keywoi"ds : Mortality， Respiratory disease， Health ind巴x，Air pollution index， Social index， Non-parametric 

method 

1. 緒 昌 ンドンスモッグ，我が国の四日市ぜんそくなど特殊な例

呼吸器疾患の中で，現在最も注視を浴びている疾患は肺 を見るに過ぎない.

ガンであり，肺ガン発症の大きな要因が喫煙であること 我々は以上を考慮して，肺ガン，肺炎・気管支炎，ぜ

は既に周知の事実である.また，肺ガン発症は，自動車 んそくを死因とする死亡率や大気汚染による健康障害認

排気ガスに含まれる 3-4ベンツピレンなどの多環芳香 定者数，保健所が実施した肺機能調査による障害者数を

族化合物やニトロソ化合物などとも密接な関係を有する 健康指標とし，大気汚染や社会的要因との関連性を検討

ことが知られている I1 しかしながら，住民を対象とし した.

た疫学調査で，肺ガン死亡と上記の化合物との関係につ 健康指標や大気汚染，社会的要因からの指標の頻度分

いて解析した論文は報告されていないようである.その 布が正規型を示すかについて，過去の知見引からはな

原因は，上記化合物の常時観測を多測定点で実施するこ はだ疑問であり，分布型の特定が悶難な場合には正規化

とが困難という分析技術上の問題と，住民の移動距離が も容易でない.そこで，この研究では関連性を検討する

大きいために，住民の暴露濃度を推定することが困難と 手法として，データの分布裂によらないノンパラメト

いう住民の地域固定性の問題とに帰着すると考えられ リック法を採用した.

る.一方，持続性せき・たん，ぜんそくなどの慢性呼吸 2. 方 法

器疾患の発症の要因として， I喫煙以外に大気汚染や年令 (1) 健康指標

などを考慮、した疫学調査が多く報告されているト5)し 東京都23区の死亡率の地域差を判断するためには長期

かし，これらの疾患を死因とする死亡に関する調査や研 間の死亡データが必要で，本研究では，東京都衛生年報

究の報告は，ベルギーのミューズバレー，イギリスのロ 昭和34年版(第12号)から昭和54年版(第31号)までに

*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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掲載された肺ガン，肺炎・気管支炎，ぜんそくの都内23

区の地域別死亡データを死亡指標として採用した.

さらに，同じく昭和48年版(第25号)から昭和54年版(第

31号)に掲載された大気汚染による健康障害認定者(年

令は18才未満で，症状は気管支ぜんそく，ぜんそく性気

管支炎，その他を含めた全症状)と，同じく昭和45年版(第

22号)から昭和48年版(第25号)に掲載された保健所別

の肺機能検査結果(拘束性および閉塞性肺機能障害者)

データを健康指標に加えた.

(2) 大気汚染指標と社会指標

常時観測が行われている大気汚染物質のうち，慢性呼

吸器疾患の発症に影響を及ぼすと考えられている硫黄酸

化物，二酸化窒素，浮遊粉塵のデータを大気汚染指標と

して利用した.ただし，東京都が設置した常時観測点(一

般環境大気測定局)のうち，長期間(昭和46年以降)のデー

タが入手できる 8箇所(千代田，新宿，江東，大田，世

田谷，荒川，板橋，江戸川の 8区)を解析のために選択

した.

なお，大気汚染指標として，上記 3物質のほか，各物

質濃度を平均値で寄りった値の和(以下平均値比*flと略称

する)をも指標とした.

ネi会指標の選定に際しては，地域住民の収入，人円動

態，交通，医療，生活保護，大気関係苦情を考慮して，

都内23区の以下の11指標とした.

①所得(人口当り)

② 高額所得者数(人口当り)

③ 人口密度

④昼夜間人口比

① 主主数(人口当り)

⑤ 乗用車登録台数(平方キロ当り)

⑦ 交通量指数

③ 医療施設密度

⑨ 医療扶助世帯数(世帯当り)

⑬ 生活扶助世帯数(世帯当り)

⑪ 煤煙・粉塵苦情・陳情受付数(世帯当り)

ここで，⑦の交通量指数は，各区の道路ネと，区目IJ道

路面積比により無作為抽出された標本道路の平均IJ動車

走行量との積で， 11指標のうち，単位を持つ 7指標につ

いては，各区の人口または世帯数か面積との比をとった.

なお，③と⑥以外の指標は昭和50~52年度内の資料であ

り，①と⑥は昭和34~54年度の平均値のほか，時系列的

変化パターン(①は順位変化，@は変化率の上昇，横ばい，

下降)をも資料とした.

(3) 解析方法

この研究で用いた健康指標，大気汚染指標，社会指標

が正規分布を示すかどうかを考えてみると，標本数23か

ら推察されるように，標本数が少ないためにバラツキが

大きく，滑らかな分布型を示さないと忠われ，正規引の

確認は容易でない.また，他の報告例でも，大気汚染デー

タは対数正規に近い'"一般に， 仁記指襟の分ヂiiTI;'}は正

規型でないことが多く，一定の分布型を示さない. した

がって正規化も容易でないので，この点を考慮すれば，

分布型によらないノンパラメトリック法の手法を用いた

方がより安全で，この研究では主としてノンパラメト

リック法の手法を利用した.以下に具体的解析方法を示

す.

1 )死亡指標と主要大気汚染指標の年次推移

2 )健康指標と大気汚染指標との順位相関分析

3 )健康指標と社会指標との順位相関分析

4 )社会指標の群化(分散分析)

5 )社会指標群聞における健康指標の Kruskal-Wall 

ISの検定7)

6 )大気汚染指標の 2群化

7 )大気汚染指標 2群間における健康指標の

Wilcoxonの検定8)

8 )健康指標，社会指標による主成分分析

ここで， 2 )と 3)は Spearmanの順位相関分析による.

この手法は，標本数を n，対応する 2変量の順位差を

di ( i = 1 ~ n) としたとき， J順位相関係数 Pが次式

で与えられる.

P = 1 _ 6 (::E di') / (n ，，_ n ) 

この手法のみで両者の関連を推定することは情報量の

損失もあり，余りに危険性が高い.そこで，襟本数23の

社会指標の場合に， 4)で群化し， 5)で群悶に差が認め

られるかどうか Kruskal-W allisの検定を行う.

ここで， k群に群化したときの各群の標本数を ni( i 

= 1 ~ k)とすると，全標本数Nは， N =::E ni = 23 

で，各群の順位和を Riとすると，統計量Hは，

H12k  R12 
1¥.T Ilo.T I .， ¥ ~ニι-_ 3 (N+l) 
N(N+l)戸1

で定義され，このHは漸近的に自由度 k_ 1のカイ 2采

分布に従う.この手法は一元配置の分散分析に対応する

検定で，各群の健康指標が同一母集団であるかどうかを

検定する.

また，標本数 8の大気汚染指標については4) のよう

な群化は適当でない.そこで， 6)で2群に分け， 7)で

Wilcoxollの検定を行う. Wilcoxonの検定もノンパラ

メトリック法の一手法で，一方の群の順位和を求め(標
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本数が既知だから他方の群の順位和も決まる)，その有

意確率を求めることにより母集団の同一性を検定する.

さらに，ノンパラメトリック法の手法ではないが，健

康指標，社会指標の全体を説明する要因の検討のために

8)で主成分分析を行う.ただし，大気汚染指標につい

ては標本数が少ないため，主成分分析を利用するには適

切でなく，解析できなかった.

3. 結果と考察

(1) ノンパラメトリック法の利用

目的因子群と説明因子群との関連性を検討する統計的

手法として，従来各因子が正規分布をなすとの前提に立

ち，パラメトリック法の相関分析，平均値の差の検定，

分散分析などの手法が多く利用された. しかし，これら

の手法は，原データ全てを問いることにより情報の損失

を防くことができるという利点を有する半面，各因子が

正規分布を示さない場合に(正規化が可能な場合は別と

して)， J二記手法を利用で、きない欠点を有する.

一方，ノンパラメトリック法は原データを用いず，順

序統計量(因子の原データを大きさにより順位化したと

き，この順位を順序統計量と!I手ぶ)や分割表を用いるた

め，情報量の損失を伴うという欠点を有する. しかし，

ロパス卜(頑健なの意)な手法と呼ばれ，原データの分

布型に関係なく利用することができる.では情報量の狽

失がどれくらいかと言えば，手法や標本数によって異な

るが，大体10%程度である.この10%を大きいとみるか，

小さいとみるかは見解の分かれるところであるが，少な

くとも手法の誤用と比較すれば，ノンパラメトリック法

は有効な手法であると言えよう.

この研究に用いた健康指標，社会指標の分布型を調べ

たところ，正規分布に近い分布型を示した指標は一つも

なく，分布のピークは中央値より左にずれていた.指標

の中には対数正規分布に近い分布型を示したものもある

が，同一手法で解析するためには，パラメトリック法よ

りもノンパラメトリック法が適当と考えられる.

(2) 健康指標と大気汚染指標

a 年次推移と!順位相関

健康障害が極度に進行すると死亡に至る.したがって，

健康指標のうちで死亡に関する指標が最も重大である.

そこで，まず肺ガン，肺炎・気管支炎，ぜんそくを死因

とする東京都区部の死亡率が， n百病]35年から昭和53年ま

でにどのように変化するかを Fig.1に示した.肺炎・

気管支炎とぜんそくの場合の空白期間は，不掲載または

掲載形式の変化のため資料が入手できなかったことを示

す.また， 11部[141年から昭和55年までの硫黄酸化物と二
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酸化窒素の 8測定点平均値を標準偏差を付して Fig.2 

に示した.

肺ガン死亡が増大傾向にあること，硫黄酸化物濃度が

減少傾向にあることはトレンド検定(順位相関を利用)

を行うまでもなく明らかである.また，肺炎・気管支炎

やぜんそく死亡の傾向は明らかでないが，二酸化窒素に

ついてはトレンド検定を行った結果，危険率 5%以下で

有意に増大傾向のあることが認められた. したがって，

長期の暴露を考えると，呼吸器に有害な影響を及ぼす硫

黄酸化物や二酸化窒素などの大気汚染物質が呼吸器疾患

死亡率に寄与することは，寄与の程度は小さいとしても

充分に考えられる.

そこで，両指標聞の順位相関分析を行い， Table 1に

結果を示した.大気汚染指標のうち，硫黄酸化物と二酸

化窒素の平均値比和が1960-78年(昭和35-53年)の肺

ガン死亡と最も有意性の高い相関を示した.一方，肺炎・

気管支炎やぜんそくを死因とする死亡では大気汚染指標

と有意の相関を示さなかった.また，浮遊粉塵は大気汚
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Tabl巴1. Rank Correlation (1) between Health Indices and Air Pollution Indices in 8 Wards 

Air Health index 
Diseases by air Pulmonary func-

pollution Mortality pollution tion disorder 
Lung cancer Pneumonia-bronchitis Asthma Bron- Const-Obst-

mex 1960-78 70ー78 74-78 60-78 70-78 74-78 70-78Asthma chitis Total rictive ructive 

SOx .595 .655 .548一.143-.119 -.179 .095 -.286 -.167 -.300 -.048 -0.95 

• • 
NO， .738 .607 .548 -.333一.333一.321一.381一.595一.238-.381 -.786一.071

Dust 一.452一.607-.357 .381 .381 .417 .238 .500 .810 .762一.024 .214 

* * * *本 割前*

SOx+NOz . 929 . 893 . 833一.190一.190一.226一.048 -. 595 -. 429一.571一.452-.119 

SOx+Dust .524 .655 .619 .024 .000 -.083 .310 -.119一.167-.262 .190 .190 

NOz +Dust .405 .512 .548一.048一.048-.107 .214 -.095一.048一.143 .310 .500 

SOx+NOz+Dust .548 .417 .476 -.048 .024 .060 .000 -.357 .167 -.071一.429一.119

'p <0.05， .. p <0.01， ... p <0.001 

Table 2 Display of Wilcoxon Test (Sum of Ranks in Higher and Lower Groups divided into by 

Cocentration of Air Pollution Indices) 

Air Health index 
Diseases by air Pulmonary funcー

pollution Mortality pollution tion disorder 
Lung cancer Pneumonia-bronchitis Asthma Bron- Const-Obst-

index 1960-78 70-78 74-78 60-78 70】 78 74同 78 74-78Asthma chitis Total rictive ructive 

# * 
SOx 24，12 25，11 24，12 18，18 17，19 17，19 20，16 17，19 15，21 15，21 17，19 19，17 

* * 
NOz 25，11 24，12 25，11 19，17 19，17 19，17 19，17 13，23 16，20 14，22 12，24 16，20 

Dust 16，20 15，21 16，30 19，17 19，17 19，17 19，17 22，14 24，12 24，12 19，17 21，15 

* * * 
SOx+NOz 25，11 25，11 25，11 19，17 19，17 19，17 19，17 13，23 16，20 14，22 12，24 16，20 

判ド

SOx+ Dust 24，12 25，11 24，12 18，18 17，19 16，20 20，16 17，19 15，21 15，21 17，19 19，17 

NOz+Dust 21，15 22，14 23，13 19，17 19，17 18，18 22，14 18，18 16，20 16，17 24，12 22，14 

SOx + NOz+ Dust 22，14 21，15 21，15 17，19 18，18 18，18 18，18 15，21 19，17 17，19 16，20 15，21 

排 Leftis the sum of ranks in lower concentration group and right is th巴 sumin th巴othergroup 

• p <0.05 

染による健康障害認定者の 2症状と有意の相関を示し

た.ここで，肺カ、、ンや肺炎・気管支炎の死亡を 3期間に

分けたのは，第 1に，長期間データでは住民の居住歴が

関連してくること，第 2に，肺炎・気管支炎死亡の場合

にはデータに空白期間があること，第 3に，ぜんそく死

亡データの調査期間が5年間であるので，死因聞の比較

のためには同一期間のデータを用いる必要があること，

を考慮したからである.また，長期間(数年間)のデー

タを必要とする理由は，各年の区別のHヂ吸器疾患、死亡数

が少なく(東京の呼吸器疾患死亡率で、も人口10万人対で

40人に満たない)，バラツキが大きいからである.

b. Wilcoxonの検定

大気汚染指標は標本数 8であるため，これを 3群以上

に群化することは l群の標本数を考えれば適切でない.

各指標の分布は必ずしも等数(標本数 4)に 2群化した

わけではないが，ここでは強引に標本数4ずつに 2群化
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して，両群に分けられた区の健康指標が同一母集団に属

するかを Wilcoxonの検定を用いて検討し， Table 2に

結果を示した.標本数8を標本数4ずつ 2群化したとき，

順位の全組合せは70で，最小の有意確率 1/70=0.014と

なる.有意確率計算より 5%以下になる組合せは 2通り

だけで， Table 2中*印を付した箇所はこの 2通りのど

ちらかであることを示す.この結果でも，両群が同一母

集団に属するという仮説を棄却した場合の健康指標は肺

ガン死亡であり，順位相関 (Tabl巴 1)同様，硫黄酸化

物と二酸化窒素の平均値比和の指標との聞に有意の結果

を示した.肺ガンと大気汚染との因果関係については，

否定的見解9，10) と肯定的見解111 とが報告されているが，

この研究では以上のように後者を支持する結果を示し

た.

(3) 健康指標と社会指標

a.順位相関

健康指標と社会指標との関連性を検討するために順位

相関分析を行い，結果を Table3に示した.肺炎・気

管支炎死亡やぜんそく死亡は，所得，高額所得者数，畏数，

医療施設密度，医療扶助，生活扶助といった指標と危険

率0.1%以下の高い相関を示した.これらの指標は医療

施設密度以外いずれも地域住民の経済状態と密緩に関る

指標であり，両死因による死亡に経済的要悶が深く関っ

ていることを示唆した.この結果は，手法や対象範凶の

広さが異なっているものの，筆者らが循環器疾患死亡に

ついて報告した結果12) と類似している.

b. Kruskal-Wallisの検定

23区の各社会指標のデータを大きさ順に並べてみる

と，各データ間隔は均一でなく，疎密が生じる.そこで，

Table 3. Rank Correlation (2) betwe巴nHealth lndices and Social lndices in 23 Wards Health index 

Health index 
Diseases by air Pulmonary func-

Social Mortality pollution tion disorder 
Lung cancer Pneumonia-bronchitis Asthma Bron- Const-Obst-

index Code 1960-78 70-78 74-78 60-78 70-78 74-78 74-78Asthma chitis Total rictiv巴 ructlVe

*** ホキ* *** *** 
lncome IN .  213一.239-.363一.804一.761-.780 -.862 .083一.209一.023一.263 .084 

Number of *叫** *ホ*** *** 
large-income LI .411 .099 -.061一.815-.764 -.766 -.835 -.023 -.362 -.163 -.259 .125 
earner 

Population 
density 

PD .244.045.018.122.165.124一.053-.122 -.075 -.155 .001 -.195 

Population * * * *ホ*

ratio between DN .578 .378 .270 -.233ー .175-.115一.273一.460一.519一.593 .051 一.081
day and night 

*本割前 **本 *** *** Numb巴rof TA .365ー 109一.269一.889一.848一.866ー.882 .073ー.369一.108一.186.174
tataml 

Number of 
registered car 

RC -.156 -.159 -.147 .227 .219 .201 .051 .036 .210 .044 .106 -.176 

キ * 副院 * * 
Trafic index TR .500 .232 .167 -.479 -.417一.396-.500一.232一.444一.354 -. 058 -. 049 

Density of 
medica.l MF 

* *** *** ** ** * 
. 495 . 326 . 182一.708 -. 654 -. 596 -. 620 -. 082ー .475一.269一.301 ー .051

facility 
*ホホ ホ市* *** *** Medical 

asslstance 
MA -.275 .085 .277 .817 .769 .732 792 -.082 .385 .133 .310 一.177

Livelihood LA -.243 
asslstance 
R巴ceivedcases 
of ?omp'~?-ints SD 
and pefition 
on smoke. dust 

.178 

.214 .328 

.228 .358 

*** 
.819 

* 
.463 

本* 語辞 *** 
.770 .752 

* * 
.476.507 

* * * * 
.763一.024 . 452 . 200 . 244 -. 050 

ホ

.447一.046一.050一.090 .152 -.331 

Health index code HIl HI2 HI3 HI4 Hl5 Hl6 Hl7 Hl8 Hl9 HIlO HIl1 HIl2 
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Table 4. Chi-squar巴Valueby Kruskal-Wallis Test among Some Groups in Health Indic巴S

Social Health index 
Diseases by air Pulmonary funcー

index Mortality pollution tion di日order
Lung cancer Pneumonia-bronchitis Asthma Bron Const-Obstー

code Groups" I 1960ー78 70-78 74-78 60-78 70-78 74-78 74-78Asthma chitis Total rictive ructIve 

事恥亀

** ホ* ** キ

IN 3 5.90 0.50 1.52 13.85 12.31 13.54 14.53 8.56 2.8'1 1. 21 1. 79 046 

* ** * * ホ*

LI 3 9. 14 3.89 O. 35 9.87 7.85 7.42 12.44 0.12 3.37 1. 41 3.15 4.89 

PD 3 0.97 0.39 1. 05 0.67 0.78 0.42 O. 19 0.15 0.21 0.49 3.04 3.17 

** ** * 司区 * 
pphl 3 14.22 11. 79 6.09 0.15 0.35 0.84 1. 21 3.58 3.68 4.90 9.35 2.31 

*本 ** *. ** 
TA 3 2.59 1. 91 1.91 16.31 15.70 15.46 14.59 0.21 2.06 0.23 0.94 3.94 

* 
RC 3 5.72 3.93 2. 72 2.46 2.50 0.55 0.12 2.69 7.39 4.58 0.48 O. 72 

* * * * PC'I 3 4.82 O. 15 1. 43 8. 72 7.39 7.20 6.35 1. 78 3.54 1. 26 4.42 O. 15 

* * 
TR 5 10.87 6.11 1. 88 5.28 4.47 2.37 6.16 3.62 9.29 6.88 5.67 11. 64 

* * 
MF 5 7.29 6.63 3.18 12.05 9.94 7.83 7.74 1. 21 8.52 4.40 4.78 5.39 

* * * 
MA 4 2.40 1. 88 3.47 10.72 9.14 7.46 9.52 2.89 2.87 1. 44 2.10 3.64 

** 判ド* .* *. 
LA 4 2.86 2.12 2.45 16.64 16.54 15.69 13.82 0.33 3.51 0.63 2.12 1. 27 

SD 4 2.48 3.23 3.81 4.71 3.88 3.38 3.19 1. 36 2.70 2.21 2.17 7.51 

* p < 0.05， * * p < O. 01， a) Degree of freedom = Groupsー l

b) PP means moving pattern of rank of PD for 20 years and the pattern is one of upper， same and down 

c) PC m巴ansvariation rate pattern of RC for 20 years and the pattern is as same as PP 

23のデータを併化し，九j伴のi~tJi指標が Ii:lJ---件集 I ，JI に krí

するかどうかを検討した.まず最j出jj伴化を行うために

データの話びから数極の群化を行い，分散分析で段通1lr
化を決'!l:した.ここで，九lHの桜本数を!瓜l[IJとして 3以

kとした.その結果， 11社会桁楳のうち10指際について

は 3-5併に併化することができた(いずれも危険ネ

1 %以下でイ7怒)が， !a;夜間人1I比だけは 112<:(千代川区)

がfl~び離れており，また17[2<:が非常に J主近した仰であっ

たので，併化を不適とした.さらに，人11街l支と乗川III

1託銀台数の 2指標についてはkJ日JI{¥Jのデータが得られた

ので， hl，j指棋の時系列的変化パターン(人11信皮はJlm"i

変化，采JH耳ïX~録台数は変化ネ)を 1'.ケnH ，桃ばいj伴，

FII~若干の 3 jffとした.

以上の12社会指標(うち 2指標は変化パターン)につ

いて Kruskal-Wallisの検定を行い，その結果を Table

4に示した.IWガン死亡は人r1似l交の変化パターンで例

化したとき千i!はで， 3 tt1JI'ド降mがi'，':jJ町iiなであった.つ

まり，行1$心部や 1)易iヰj集地域がi'::jl虹iNで，死亡との同県

関係、を諭するにJ~ らとF いとしても，これらの地域の大気

汚染が仙の地域よりもi1tんでいることを考えると興味深

い.また，肺炎・気管支炎死亡やぜんそく死亡の場合，

(3)の/I~iN:相関で‘行J21の相関を示した社会指標と同じよう

に有72:の結果を不した.さらに，乗J+JIII Y:~U台数の変化

パターンのm化でも有志の結果を不し，いずれの死亡も

3m，rl"下降鮮が肖!町i1中ーて‘あった.ープJ，大気汚染による

健康障害認定者の 3指標やl1i1i機能検査の 2指標について

もいくつかの場合に有志、の結果を不したが，この現rllに

ついては明らかで伝い.

c 主成分分析

他民指標，十|会指標の1::{4'の分布を説明する主主休|を併

析するために，パラメトリック法の主成分分析をポIJIIJし

(ノンパラメトリック法にはこの極のr法がなしけ，第 1， 

第 2主成分の閃子負荷量散:(Ii図を Fig.3に示した.第

2主成分までの累積寄与ネは62%で，全分散に士、lする悩

報量は高いと云えよう.主成分割11が示唆する意味の推定'

は附難だが， I日iガン死亡と肺炎・気管支炎死亡やぜんそ
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Fig.3. Distribution of Factor Loading to First (Z 

1) and Second (Z 2) Principal Compo-

nent 
(Code N ame is shown in Table 3.) 

く死亡とは明らかに異なった群をなしている.町liガン死

亡は交通量指数と，肺炎・気管支炎死亡やぜんそく死亡

は医療扶助，生活扶助と一群を形成し，関連指標の違い

を示した.

(4) その他(喫煙影響など)

喫煙が肺ガンなどの呼吸器疾患、に重大な影響を及ぼす

要因であることは広く知られているので，喫煙に関する

指標(量，期間)は呼吸器影響要因を検討する kで不可

欠と考えられる. しかも，専売公社の資料によれば，全

国の年間タバコ販売量は，昭和37年に約1，450億本であっ

たのが，昭和40年代に急増して昭和56年には約3，080億

本と倍増した.また，東京の喫煙者率は全国平均よりも

かなり高く(昭和57年では男子1.2倍，女子1.6倍)，そ

れだけ呼吸器に及ぼす影響も大きい. Kleinmanら13) や

平山ら1"の報告によれば，喫煙は呼吸器疾患以外の死

因死亡にも影響を及ぼしている.このように重要な指標

の喫煙をこの研究では加えることができなかった.その

理由は，区の単位で地域住民のl喫煙に関する指標を報告

した資料がないこと(抽出した標本の報告はあるがヘ

区の代表値とするには襟本数が少ない)である.したがっ

て，今後より一層充実した呼吸器影響要因を検討するた

めには，喫煙に関する指標の大規模な調査の実施または

該資料の入手が必要と考えられる.

この研究では健康指標として死亡指標のほかに，大気

汚染による健康障害認定者 3指標と肺機能検査 2指標を

用いた.だが，残念ながら上記 5指標から得られた情報

量は少ない.その原因はいくつか考えられる.例えば，

死亡データはその地域における悉皆調査と云えるが，他

の指標のデータは悉皆調査と云えず，悉皆調査程の精度

は得られない.さらに，区別のデータを得るためにはよ

り長期間を必要とするかもしれない. したがって，今後

この指標を用いる場合には相当の吟昧が必要であろう.

4. まとめ

東京都区部における呼吸器疾患死亡(肺ガン，肺炎・

気管支炎，ぜんそく)や大気汚染による健康障害認定者

(症状は気管支ぜんそく，ぜんそく性気管支炎，その他

を含めた全症状)，肺機能障害者(拘束性，閉塞性)を

健康指標とし，これらと大気汚染指標(硫黄酸化物，二

酸化窒素，浮遊粉盛およびこれらを組合わせた指標)，

社会指標 (11種および変化パターン 2種)との関連性を

ノンパラメトリック法の手法 (Spearmanの順位相関，

Wilcoxonの検定， Kruskal-W allisの検定)を用いて

検討した.

健康指標と大気汚染指標とのJI~l Í1'1 相 l刻および大気ìLj染

指標を高低 2鮮に分けたときの Wilcoxonの検定の結果

から，肺ガ、ン死亡は硫黄酸化物とて酸化窒素の組合わせ

指標と有意の結果を示し，大気汚染との関連性が簡抜で

あることを示唆した.

健康指標と社会指標との!順位相闘および社会指標の大

きさで 3-5W[.に群化したときの Kruskal-W allis検定

の結果から，肺炎.気管支炎死亡やぜんそく死亡は住民

の経済状態に関する指標と衛政な関連性が認められた.

l喫煙は呼吸器影響関連要岡を検討する上で欠かせない

指標であり， 1喫煙を合めて検討することが今後の課題と

して残されている.
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フェノパルビタール誘導ラット，チトクロームP同 450精製標品を用いた

再構成系における 2-アミノフルオレンの変異原活性化

川野澄江本，中尾順子**小嶋昭江川*

鈴木重任へ鎌滝哲也*付*

Mutagenic Activation of 2-Aminofluorene in the Reconstitution System 

Utilizing Cytochrome P-450 Fractions Partially Purified 

from Phenobarbital-Treated Male Rats 

SUMIE KAWANOへTOSHIKONAKAO**， AKIE KOJIMA *ー

SHIGETOH SUZUKド andTETSUYA KAMATAKI**** 

Six microsomal cytochrome P-450 fractions were isolated from the liver of phenobarbital-treated male 

rats. These fractions were obtained at a high yield of 32.0% ， and each contained 4-14 nmoles of 

cytochrome P-450/mg protein. Utilizing these fractions reconstituted with NADPH-cytochrome c reduc-

tase and lipid， mutagenic activation of 2-aminofluorene was assayed by the Ames test method using Sal-

monellaちφTA 98. 2-Aminofluorene was considerably activated by all of these cytochrome P司 450frac-

tions， but the rate of activation was lower than those obtain巴dby two s -naphthoflavone-inducible 
cytochromes P-448 

Keywords : cytochrome P-450， enzyme purification， rat liver， phenobarbital， mutagenic activation， Ames t巴st，

reconstitution system， 2-aminofluorene 

癌原性物質の多くは，生体内において本来は解毒代謝

に向うはずの酵素群によって，細胞内蛋白や核酸と直接

反応しうる代謝活性体に変換される.従って，癌原性物

質の代謝活性化機構を明らかにすることは，発癌機構の

解明，ひいては生活環境中に存在する多種多様な化学物

質の安全性予知・予防に大きく貢献するものと思われ

る.

芳香族アミン化合物は，石炭由来の製品中(液化油，

タール等)に高濃度で存在するほか，有機物の燃焼過程

においても発生し，その中には Ames試験で強い変異原

性が示され，動物試験において高頻度の腫蕩発生が認め

られた化合物も多い.中でも 2-アセチルアミノフルオ

レン (2-AAF)については研究が進んでおり，究極変

異原物質の形成には， ミクロソームの酵素による N山水

酸化反応と，細胞質の酵素による 0-アシル化またはN-

脱アセチル化反応が必須とみられている 11 この N-水

本東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

酸化反応は，多数のアイソザイムの存在が知られている

薬物代謝酵素(チトクローム P-450とも言われ， 1種の

へムタンパク質である)によって行われ，特に， P -448 

型と呼ばれる 3 メチルコランスレン (3-MC)2Iや

PCBによって特異的に誘導される型のアイソザイムに

よって強く解媒される.

しかしながら奇異なことに，通常行われている Ames

試験法で， PCBまたは 3-MCで誘導したラットの肝

S 9分画を用いて活性化を行った場合にはそれほど強い

変異原性が認められず，逆にフェノパルピタール (PB)

で誘導した場合に強い変異原性が認められる3，4) われ

われは，先に， PB誘導ラットの肝S9分画によって示

された 2-AAFの活性化が， 3 -MCまたは PCB誘導

ラットの肝S9分画を加えることによって阻害されるこ

とを報告した5)

本報告では， PB誘導ラット肝S9の芳香族アミン類

160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public H巴alth
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

H 同 毒性部薬理研究科

日ホ 同 毒性部病理研究科

村村慶応義塾大学医学部薬理学教室
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の代謝活性化機構について明らかにする白的で， PB誘 リン酸塩 (pH7.25)， 20%グリセロール溶液で I夜透

導ラット肝ミクロソームから数種類の部分精製チトク 析し N2ガ、ス気相下， -80'Cで保存した.なお，カラ

ローム P-450分画を得， NADPHーチトクローム C'リ ム操作はすべて 4'Cの低温室内で、行った.

ダクターゼ (fpt) およびリピッドと再構成した系で， また，s ナフ卜フラボン (s-NF)処理 (40mg/kg 

2-AAFの脱アセチル体である 2ーアミノフルオレン 体重 4日間)ラットの DE-52カラムI!a， I! b分両か

(2 -AF)の変異原活性化反応について検討を行った. ら高度に精製された P-448襟品(それぞれ高スピン担，

実験方法 低スピン型)を得た.

1 動物・投与方法 5週令のSlc:SDラット雄(飼料 また， PB投与ラットの肝臓から Yasucochi& 
:オリエンタル酵母(約 MNF)に1週間 PB投与を行つ Masters71 の方法に準じて fptの精製を行った.

た (0.1%，飲水中).属殺前 1晩絶食を行った 4.再構成系における変異原活性の測定 用いた菌株は

2. 肝ミクロソームの調製 断頭後， 1.15% KCl 溶液 Salmonella ~ゆhimurium T A 98である.再構成系 (0.5ml) 

で?を流を行ったのち肝臓を切り出した.:fip量・細切後， の組成は， dilauloyl-L -3 -phosphatidylcholin巴 15μg，

3倍容の同溶液でホモジナイズし， 9，000X gで20分法 P-450分画 0.1nmole， fpt O. 5 U， HEPES (pH 7.4) 

沈を行った.上清を 105，OOOx gで60分遠沈し，得られ 25μmole， MgCl2 15μmole， EDT A 50 pmole，コール

た沈澱を懸濁後，再び30分遠沈を繰返した.沈澱は水に 酸ソーダ 0.064%，2-AF 5μg， DMSOO.l%， NADP 

懸濁させて-80'Cで保存した H 1μmoleである. NADPH非存在下で 5分間プリイ

3. P-450および fptの精製 ンキュベーションした後， NADPHおよび菌溶液0.1ml 

肝ミクロソーム(蛋白3.3g， P -450 8，000 nmole) を加えて15分間反応を行わせた.この反応溶液に 2ml 

を0.8%コール酸ソーダ， 100 mMリン酸緩衝液 (K指， のソフトア力、ーを加えてよく混和した後，直ちに寒天平

pH 7.4)， 1 mM  EDTA， 1 mMジチオスレイ卜ール 板上に薄く広げた81.37vCで2晩インキュベートした後，

(DTT)， 20%グリセロール存在下で 1I時間可消化した コロニー数を数えた.

(4 mg蛋白Iml). 105，000Xg遠沈 l二清を砂ammo作 5. その他の測定法 P-450量は Omura& Sato91の方

octyl Sepharose 4 Bカラム (3.2X37cm)にのせ， 10 法で， fpt活性は Phillips& LangdonlO1の方法で，蛋

mMリン酸塩 (K塩， pH7.4)， 0.5%コール酸ソーダ， 白量は Lowryet a1111.の方法で測定した. SDSポリア

0.1 mM  EDTA， 1 mM  DTT， 20%グリセロールから クリルアミドゲル電気泳動は， Laemmli121の方法に従つ

なる熔液500mlで洗った.緩衝液A(上記治液lこ0.2% て行った.

の非イオン性界面活性剤 Emulg巴n911を添加)900mlお 結果と考察

よび緩衝液B(リン関空塩濃度を200mM， Emulgen濃度 ，. PB誘導ラット肝からのチトクロームP-450アイソ

を0.5%に上げた以外は緩衝液Aと同一組成)500 mlで ザイムの部分精製

溶!引を行うと， P -450は2つのピークになって終的され Fig. 1にw-aminooctylSepharoseカラムおよび

てくるべこのピーク IおよびI! (I!は緩衝液Aで透析 DE-52カラムの P-450溶出パターンを示した.最初の

後)をそれぞれ WhatmanDE-52カラム (3.2X40-50 カラムにおける回収率は，ピーク 1，25.2%，ピークI!，

cm)にのせ，緩衝液Aおよび食塩添加の同総液で)1阪に 39.0%，全体で 64.2%であった. 2つのピークは，

溶出を行った.ピーク IおよびHから浴IHされたそれぞ DE-52カラムでさらに 6つの分画に分けられた.量的

れの 2つの分間を 1a， 1 b， 11 a， II bとした.ピーク に少ない P-450が高い変異原活性化能を有している可能

Iではカラムー卜.にとEお2つのl隔の広い P-450のバンドが 性が考えられたため，今回の実験ではわずかの P-450を

残っている.その部分の樹脂を取/-Hして P-450のt111111を 含む浴出液も捨てないように留意した.従って，ピーク

行い， 1 c， 1 d分耐とした.以一上の 6つの P-450分間 Iの各分画の回収不は， a -dの順に17.0，28.3，16.1，

をそれぞれヒドロキシルアパタイト・カラム (2.5X 8 27.7%，ピーク Hの各分画の回収率は， a， 32.0%， b， 

cm) にのせ， 160 mlの40mMリン阪出 (pH7.25)， 44.3%， DE-52カラム全体での回収率は82.0%で，き

0.2% Emulgen 913， 20%グリセロール的液で、洗ったの わめて良好であった.さらに各分商はヒドロキシルアパ

ち，界面活性剤を除くため120mlの40mMリン限1M， タイト・カラムで精製され， ミクロソーム中に存在した

20%グリセロール1m夜で洗い， 400 mMリン般払L20% P -450の32.0%が回収された.

グリセロール治液で治11:した.九 P-450分 ~lïi を 50 mM 最終標品の収量，回収率， P白 450の比含量， CO差ス
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Fig.l. Elution profiles of cytochrome P-450 fractions obtained by w-aminooctyl Sepharose 
4 B and DE-52 column chromatography 

Table 1. Recovery and properties of cytochrome P-450 fractions partially purified from 

ph巴nobarbital-treatedmale rats. 

Fraction Yield Recovery Specific Peak of CO Mr 
content difference 

(nmole) (%) (nmol山 g) spectrum 
protem (nm) 

Ia 268 3.37 4.16 449.7 52，000 

Ib 438 5.51 7.78 450.0 51，500 

Ic 227 2.85 13.97 450.1 53，500 

Id 289 3.63 11. 69 450.4 54，000 

IIa 548 6.89 8.40 449.6 51，500 

IIb 776 9.76 9.68 448.9 53，500 

Cytochrome P-450 and protein contents of original microsomal protein preparation used for enzyme separation 

were 7950 nmol巴sand 3.3 g， respectively. 

ベクトルのピークの位置， SDS電気泳動における主要

バンドのみかけの分子量 (Mr)をTable1に示した.

Fig.2にLaemmli法による SDS電気泳動図を示した.

Westら131 によって精製され，後に Waxman& 

Walsh141によって 2種のアイソザイムからほることが

明らかにされたいわゆる PB誘導型の P-450は， 1 cお

よびId分画とみられる.この分画は，電気泳動的にほ

ぼ単一になっており，比含量が11-14と低いのはアポ酵
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Table 2. Mutagemc act1vatlOn of 2-ammofluorene m reconstltuted cytochrome 1"-450 systems utiliz-

ing lipid and NADPH目cytochromec reductase 

Source of Cytochrome Revertants/ plate 

cytochrome P-450 P-450 fraction -NADPH(A) + NADPH(B) (B)-(A) 

Phenobarbital- Ia 41 499 458 

treated rats Ib 37 301 264 

Ic 40 536 494 

Id 37 319 282 

IIa 33 378 345 

IIb 29 422 393 

s -N aphthoflavone- IIa 53 2236 2183 

treated rats IIb 51 1043 992 

Mutagenesis was assayed by the Ames test method using Salmonellaち少。 TA98. 

Fig.2. SDS-polyacrylamide g巴1 electrophoretic 
patterns of cytochrome P-450 fractions 
obtained from phenobarbital-and s-naph-
thoflavone-treated rats. Wells 1， 8 and 11 
were a standard protein mixture (bovine 
serum albumin， Mr 68，000 catalase， Mr 
60，000 ; glutamate dehydrogenase， Mr 
53，000; ovoalbumin， Mr 43，000) ; wells 2 
7 were 1 a -1 d， II a and II b fractions from 
phenobarbital-treated rats ; wells 9 and 10 
wereβ-naphthoflavone-inducible low and 
high spin forms of cytochrome P-448， re-
spectively. 

素に変換したためと考えられる14)

その他の分画は，回収率を上げることを主目的とした

本実験においては，電気泳動的に単ーと認められる程度

にまで精製することはできなかった. しかしながら，主

要バンドの分子量および CO差スペクトルのピークの

波長に微妙な違いが認められることから，異なった F

-450アイソザイムの存在がうかがわれる. しかも，各分

画のP-450の回収率は 3%から10%といずれもかなり高

い.なお，これらの分画は，いずれも低スピン型の吸収

スペクトルを示した.

3 -MC型の誘導剤である s-NFを投与したラット

の DE-52カラム IIa， II b分画から，高スピン型および

低スピン型の P-448を電気泳動的に単一にまで精製し

た.各々の分子量は54，000および56，000，CO結合差ス

ペクトルのピークの波長は， 447.1nmおよび446.6nm， 

P -450の比含量は， 14.8および18.1nmole/mg蛋白で

あった.

2.再構成系における 2-AFの変異原活性化反応

PB処理ラットから分離された 6種類のP-450分画，

s-NF処理ラットから精製された 2種類の P-448分画

をそれぞれ fptおよびリピッドと再構成し， 2 -AFの変

異原活性化反応を Salmonellatyp. T A 98を用いて調べ

た.結果を Table2に示した.最も高い活性を示した

のは s-NFII a分画つまり高スピン型のP-448で，次

がs-NFllb分画つまり低スピン型のP-448であった.

以上の結果からみて， 3】 MC誘導ラットの肝S 9分画

で2-AFの活性化を行ったとき，低い突然変異誘発率

しか認められない原因は， N-水酸化反応以外(例えば，

生じた活性体のミクロソーム中の高分子化合物との結合

等)に求める必要があると思われる.また， PB誘導ラッ

トから得られた 6種類のP-450分画のすべてが，高スピ

ン型の P-448の12-23%，低スピン型の P-448の27-

50%のかなり強い活性を示した.このような多数のp

-450分画のすべて(この中には当然非誘導型のP-450も

含まれていると思われる)が，かなりの程度で 2-AF
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の活性化を行うことから推測すると，肝臓のみならず，

肺，腎臓，腸管，皮膚等，動物組織に広く分布している

別種のアイソザイムによっても芳香族アミン類の変異原

活性化反応が行われている可能性が考えられる.このこ

とは，環境中に存在する化学物質による発ガ、ンの可能性

を考えた場合，重要な意味をもっているのかもしれない.

結語

PB誘導ラットの肝ミクロソームから， 11失aminooctyl

Sepharose 4 B， DE-52，ヒドロキシルアパタイト・カ

ラムを用いて， 6種類の部分精製チトクローム P-450分

画を高収量 (32.0%)で得た.これらのP-450分画およ

び s-NF誘導ラットから精製した 2種類のP-448分画

を， NADPH四チトクローム C.リダクターゼおよびリ

ピッドと再構成させた系において，芳香族アミン， 2ーア

ミノフルオレンの変異原活性化反応をふlmonella~妙

TA 98を用いた Ames試験法で調べた.その結果， PB 

誘導ラットから得られた P-450分画のすべてが， P-

448には及ばないがかなり強い変異原活性化能を有する

ことが示された.
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東京湾産スズキに反映された環境汚染の現状

瀬 戸 博ぺ加納秀子市

Chlorinated Hydrocarbon and Other Chemical Residues in Japanese 

Sea Bass from Tokyo Bay 

HIROSHI SETO*and TAKAKO KANO* 

For assessing human exposure to environmental pollutants， it is necessary to survey the 1巴velsof PCB 

and other pollutants in biological samples. The data reported in this paper are part of a continuing moni 

toring programme of environmental pollutants in biota collected from the Tokyo bay. Residual concentra 

tions of the detected chemic且lsin fish (J apanese s巴abass， Lataolabrax japonicus) on wet weight basis re-

spectively were as follows : PCB (0.48-1.03ppm)，α-BHC (0.002-0.004ppm)， o，p' -DDE (nd-O.003pprn)， 

p，p' -DDE (0.012-0.086ppm)， o，p' -DDD (O.003-0.009ppm)， p，p' -DDD (0.0l2-0.045ppm) and 1，2，4-

Trichlorobenzene (0.002-0.004ppm). 

Keywords : pollution， chlorinated hydrocarbon， sea bass 

緒 国 PCBの数値化は係数法41 を採用した.ロ. BHC， 

環境中の化学物質の量的推移の把握は保健対策上重要 DDTおよびドリン類のフロリジルカラムクロマトグラ

である.環境庁は化学物質の環境安全性の点検の中核と フィーは，それぞれ n-ヘキサン分画(アルドリン，0， 

して環境調査11を昭和49年度から行っている.当衛生 〆 DDE，p，〆-DDE，o，〆-DDT)，4%エーテル分画 (α

研究所も昭和56年度から環境庁の委託を受け，この事業 同 ，s-， Y-BHC，ρ， p'司 DDT，o，〆-DDD，p，〆ーDDD)お

に参加している.本報告は昭和56年度に調査した，東京 よび15%エーテル分画 ((J-BHC，ディルドリン，エン

湾産スズキ (japanesesea bass， Lataolabrax japonicus) ドリン)とした.なお，確認試験およびガスクロマトグ

中の29種類の化学物質の測定結果についてまとめたもの ラム上でピークが重なり測定不能の試料はマスフラグメ

である. ントグラフィーを行った.詳細な操作法，条件等は文献

試料および分析方法 (5)に報告した.

試料 昭和56年10月，富津j中で捕獲されたスズキ 5尾(5 分析した化学物質の一般名および略称は次の通りであ

検体)を試料とした.試料は捕獲後放血処置をし，分析 る. PCB (ポリ塩化ピフェニル)， PCN (ポリ塩化ナ

するまで-20"Cで凍結保存した.測定時，室温で解凍 フタレン)， BHC(ヘキサクロロシクロヘキサン 4種)，

した魚体の体重，体長 (1吻部から尾部付-t:)"根まで)を測 アルドリン，デイルドリン，エンドリン， DDT (2.2一

定後，三枚におろし頭，骨，皮，内臓等を除き肉古1Iのみ ジ(クロロフェニル)ー1，1， 1 卜リクロロエタン 2 

とした.さらに肉を細切りし，ー尾ごとに均一になるよ 種)， DDE (1， 1 ジクロロー2，2 ビス(クロロフェ

うに混合し100mlの SPC三角フラスコ中に20gづっ粁 ニル)エチレン 2種)， DDD (1， 1ージクロロー2，

量のうえ保存した.以上の操作は汚染を防ぐためにあら 2ービス(クロロフェニル)エタン 2種)， HCB (へ

かじめ、 rヘキサンで洗浄した器具を用いて行った. キサクロロベンゼン)， DnBP(ジ-nーブチルフタレート)，

分析方法 l. 水分および脂肪分["衛生試験法注解J21 DEHP (ジエチルヘキシルフタレート)， TBP (卜 11ブ

の常庄加熱乾燥法制およびエーテル抽出法制をそれぞ チルフォスフェー卜)， DCB(ジクロロベンゼン 3種)，

れ用いた. 2.PCB，農薬等の分析環境庁の指示する TrCB (卜リクロロベンゼン 3種)， TeCB (テトラク

分析方法31を一部変更して行った.すなわち、イ. ロロベンゼン 3種)， PeCB (ペンタクロロベンゼン)

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噌 Shinjuku-ku，Tokyo、160]apan 
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Table l. Concentration of Pollutants in Sea Bass. 

(ppm on wet basis) 

compound range mean 

PCB O. 48-l. 03 0.75 5/5 

PCN nd*1 nd*1 

α-BHC 0.002-0.019 0.006 

s--BHC nd nd 0/5 

Y-BHC nd 0.004 4/5 

δBHC nd nd 0/5 

aldrin nd nd 0/5 

dieldrin nd -0.001 1/5 

endrin nd nd 0/5 

0， p'-DDT nd nd 0/5 

p司 p'-DDT nd nd 0/5 

0， p'-DDE nd -0.003 4/5 

p， p'-DDE 0.012-0.086 0.043 

o，p'-DDD 0.003-0.009 0.006 5/5 

p， p'-DDD 0.012-0.045 0.030 5/5 

DnBp nd *' nd*2 0/5 

BEHP nd*2 ndホ2 0/5 

TBP nd*1 ndホi 0/5 

o-DCB nd*1 nd*1 0/5 

m-DCB nd*1 nd*1 0/5 

p-DCB ndホ] nd*1 0/5 

1，2，3-TrCB nd nd 0/5 

1，2，4-TrCB 0.002-0.004 0.004 5/5 

1， 3， 5-TrCB nd nd 0/5 

1，2，3，4-TeCB nd nd 0/5 

1，2，3，5-TeCB nd nd 0/5 

1，2，4，5-TeCB nd nd 0/5 

PeCB nd nd 0/5 

日CB nd -0.001 3/5 

* Numerater : Number of samples in which chemical pollutants were d巴tected，Denominator : Number of samples 

tested 

nd:く0.001，勺:<0.01，句:<0.1 

試薬標準物質は市販の標準品，溶剤類，無水硫酸ナト

リウムは残留農薬試験用を問いた.フタル酸エステル類

分析問溶剤は再蒸留してから使用した.他の試薬類は市

販の特級品を用いた.

装置 ガスクロマトグラフ:島津 GC-5 A， GC-4 BM 

ECD (日Ni，10 mCi)付き， GC-R1A FTD付きを使

用した.力、、スクロマトグラフ質量分析計:ヒューレッ卜

パッカード HP-5710Aに日本電子 ]MSD-300を接続

したものを使用した.

結果および考察

試料に用いたスズキの体重は， 1，046ー1，436g，平均

1，273 g，体長は40.0-44.5cm，平均42.6cm， ;J<.分は

72.0ー74.5%，平均73.5%，脂肪分はl.4-9.6%，平均

5.0%であった.

分析結果を Table1に示した.試料から高頻度に検出

された物質は， PCB，α-BHC， Y -BHC， 0，ρ'-DDE， p， 

lゲーDDE，0， p'・DDD，p， p'-DDD， HCBおよび 1，2，4

TrCBの 9種類である.嶋津ら 6) の統計解析によるとH討
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Table 2. Trends in Chlorinated Hydrocarbon Residus in Sea Bass 

compound 

PCB 

HCB 

α-BHC 

dieldrin 

p， p'一DDE

p， p'一DDT

1，2，4-TrCB 

1978* 

0.3 

0.002 

0.006 

0.007 

0.029 

0.013 

• : data from ref. 1. -: not determined 

weight length 

weight 1. 0000 0.6326 

l巴ngth 1. 0000 

fat 

PCB 

α-BHC 

'Y-BHC 

p，p'-DDE 

p，p'-DDD 

1979* 

0.4 

0.002 

0.002 

0.012 

0.037 

0.028 

Table 3. Correlation Matrix 

fat PCB α-BHC 

0.8792 0.4838 -0.2997 

0.8058 0.9135 0.3459 

1. 0000 O. 7336 -0.2628 

1. 0000 0.2349 

1. 0000 

(ppm on wet basis) 

1980' 1981 

0.3 O. 75 

0.002 nd-0.001 

0.005 0.006 

0.011 nd-0.001 

0.052 0.043 

0.007 nd 

nd-0.001 0.004 

'Y-BHC p，p'-DDE p，p'-DDD 

-0.3863 0.0888 -0.1181 

0.3950 0.3573 0.2381 

-0.2088 0.2553 -0.0525 

0.3491 0.0502 -0.0876 

0.9560 0.3082 0.6120 

1. 0000 0.3591 0.5914 

1. 0000 0.9087 

1. 0000 

和56年度のスズキ中の総 DDT，総 BHCおよび PCB すい.成ffi¥より大きな集団で生活する宥令f1.¥屑からサン

の濃度は，いずれも，大阪湾>東京湾〉瀬戸内海という プリングし 5尾程度を I検体として分析すればー|て記欠点

傾向を示し，統計的に有志:差があるという. を補えるものと思われる.毎凶同じようとE集|司|からサン

昭和53-56年度調査のスズキ(東京湾)について得ら プリングできるような方策を確立することが重要であ

れた測定値を体長補正すると，デイルドリンをはじめ総 る.

BHC，総 DDTに減少傾向が認められた71 しかし， いずれにしても，これらの結果は現在すでに使用禁止

PCBは横ばいで，今回の測定値は平均0.75ppm，従来 されている PCB，BHC， DDTのような難分解性で生

の報告よりも若干高い値を示した (Table2 ).体長補 物蓄積性の高い物質による汚染が依然として認められる

正効果はスズキの場合，総 BHC，総 DDTでは顕著に ことを示している.また塩素化ベンゼンの中で， 1，2，4-

認められるが， PCBでは明確でない71 しかし統計処 TrCBの増加傾向が注目された.他の物質を含めて長期

理を試みた結果，後述するように少数例ではあるがスズ にわたる観察が不可欠である.

キの PCB濃度は体長，体重と正の相関がある. 相関分析 体重，体長，脂肪分， PCB，α-BHC，'Y -BHC， 

スズキは内湾性の魚で、甲殻類・小魚・貝類などを食食 ρ，〆-DDE，ρ，〆 DDDの相関関係を調べるため相関係

し， PCBの蓄積傾向はコノシロと並んで最も高い魚類 数を求めた (Table3 ).体長と体重，脂肪分， PCB濃

に属するBI スズキの食性から考察すると他の汚染物質 度との問に正の高い相関があるが，他の汚染物質とはあ

も同様にスズキ体内に濃縮されて存在すると考えられる まり高い相関はない.αBHCと Y【 BHC，p，ρ'-DDE 

ので生物指標としてふさわしい魚種の一つであろう.し とp，〆 DDDの聞には共に正の高い相関がある.これら

かし，加令と共に，スズキは大型化するために同一生物 の結果は，化学的に類似する同族の物質が生態系の中で

種でも個体差が認められて分析結果にばらつきが生じゃ 似たような挙動をしていることを示唆している.しかし



東京衛研年報 34，1983 263 

ごく少数の標本からの結果であるので今後例数を婚やし

汚染の要因，汚染物質の消長および相互の関係などにつ

いて検討を試みる.
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Experimental proof of itching papules caused by Cheyletus 

malaccensis Oudemans 

MIDORI YOSHIKA WAへKIYOSHIHANAOKA *へ YURIKOYAMADA *本本

and TAKASHI MIKATA **** 

It was exp巴nm巴ntallyproven that Cheyletus malaccensis bit the human skin and caused an itching papule 

wh巴nmites were individually kept in a newly developed cage which directly touched the skin for 24 hours 

Itching papules 2 -20 mm in diameter appeared on the skin of volunteers of A， B and C， while no distinct 

papule or erythma appeared on the skin of volunteer D. The occurrence of papules to all cag巴sattached to 

the skin of each volunteer excluding control was 46% (A)，33% (B) and 10% (C). However， the rate 

calculated for mites found alive after 24 hours attached to the human skin was 87 % (A)， 50 % (B) and 25 % 

(C). It was concluded that C. malaccensis was responsible for the recently reported itching papules and that 

the best method for confirming this fact was to use a flat shell button which was glu巴dwith paper on one 

side and then to fix the button on th巴 skinwith surgical tape covered by adhesive plast巴r

Keywords : papule， pruritic dermatitis 

Introduction 

Since 1979， many residents of concrete apartment buildings less than three years old have been troubled with 

pruritic dermatitis， especially in August and Septemberト 21. Cheyletids were significantly larger in number in der-

matitisー troubledbuildings than in buildings where there was no dermatitis， excluding buildings where sucking in-

sects， mites， or organisms already known to bite humans were coll巴cted31
.Therefore， cheyletids were suspected to 

be r巴latedto dermatitis. Fi巴lddata indicated that the occurrence of dermatitis was closely related to the density of 

cheyletids 1)， but there was no evid巴ncethat th巴ybite humans. The present paper tries to prove that a cheyledtid 

mite of Cheyletus malaccensis Oudemans bites humans and causes itching papules， using a newly develop巴dmethod 

Materials and Methods 

c. malaccensis 

C. malaccensis was initially isolated from rice which was used for breeding乃rψhagusputrescentiae (Schrank). 

C. malaccensis was cultivated in a fan-shaped glass bottle， living on T. putrescentiae bred in mous巴ーlab-chowpow-

der at 20四 250C75】 80%R.H.5I Of these cheyletids， larvae， nymphs， males and nonpregnant females were picked up 

one by one with a fine brush under a microscope， and then were placed in a glass specimen bott!e 8 mm in dia-

meter and 35 mm high， closed with a cork stopper. Each bottle contained one mite， because cheyletids prey on巴ach

other. The cheyletids were deprived of food and water for 2 to 3 days at 200C 75-80% R.H. 

Mite cage 

Fiv巴 typesof cages such as a glass tube， a teflon tube， a vinyl tube， a cardboard tube and a shell button were 

prepared; a glass tube 1 -2 mm in diameter and 2 mm high， a teflon tube 2 mm in diameter and O. 7-1 mm high、a

vinyl tube 2.5 mm in diameter and O. 7-1 mm high， a cardboard tube 1. 5-2 mm in diameter and 1 mm high and a 

*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 M巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku、Tokyo，160 ]apan 

H 東京都日野保健所衛生課環境衛生
日*東京都八王子保健所衛生課環境衛生

**村中野区北保健所衛生課環境衛生
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flat sh巴11button 6 mm in diameter and 1 mm high， with two 1 mm一diam巴terholes. One side of each cage was co 

vered by a 5一cmsquare of Japanese rice paper， glued with Yamatoーnoripaste， taking care not to g巴tpaste inside 

the cage. After drying the paste for a day， the cage was used for the following experiment. 

Fixing mites on human skin 

Each living starved mite was individually caged with a fine brush， with careful attention not to be wounded 

Each mite was then ch巴ckedunder the microscope to make sure it was alive. The un-papered side of the cage was 

fixed on human skin for 24 hours so that the mite could dir巴ctlytouch the skin (Fig. 1 ). 

Three methods were used for fixing the cages on skin: 1 ) J apanese rice pap巴rsurrounding the cage was cut in a 

1. 5-cm square and then fixed on the skin with adhesive plaster having a small hole for providing an air vent (Photo 

1) ; 2) The Japanes巴 ricepaper was cut in a 3一cmsquare and then fixed with adhesive plaster having an air 

vent. Th巴nthe plast巴rwas fastened with 1 -cm-wide adhesive bands (Photo 2) ; 3) The paper was cut in平

1. 5-cm square， fixed first with a few surgical tapes， and then covered with adhesive plaster having an air vent (F~. 

1 ). 

Volunteer for the biting test 

Four volunt巴巴rsof A， B， C， and D who are younger than 40 years old were participated in th巴 biting tests 

Volunteer A who is a male attends a hospital to treat bronchial asthma. He tested five types of cages， three typ巴sof 

fixing methods and mites which were starved for 2 -3 days. Volunteer B who is a healthy female tested three types 

of cages such as a glass tube， a teflon tube and a vinyl tube， fixing method of adhesive plaster and the bands (the 

2 nd type of fixing) and mites which were starved for 3 days. Controls in which mites were absent were performed 

using a glass and a teflon tube. Volunteer C who is a healthy ma!e tested lwo types of cages (vinyl and teflon)， fix-

ing method of surgical tape and adhesive plast巴r(the third type of fixing) and mites which were starved for 2. 5 

days. Controls were performed in a vinyl and a teflon tubes. Volunteer D who is a healthy female and had been 

breeding C. malaccensis for more than t巴ny巴arstested three types of cages (glass， cardboard and vinyl) ，two types of 

fixing methods (the first and the third types) and mites which were starved for 2 days. Controls were performed in 

a glass and a vinyl tubes 

ResuIts 

After the mites were removed， A， B and C had itching papules over 1 mm in diameter found under one to ten 

cag巴sin one of the tests. However， D had no papules sized over 1 mm. Changes in color， size d巴gr巴巴 ofitching for 

A， B and C were recorded for 5 to 15 days after removal of the mites. In the record， th巴“firstday" refers to the day 

th巴 mitewas removed after 24 hours exposed on human skin， and th巴“secondday" is the next day after removal of 

the mite 

Volunteer A 

His papules were the most severe of all the volunte巴rsbecause one of them formεd a vesicle (Table 1 -3). At 

the morment when the mites were removed no papul巴swere found， although the skin under or around th巴 cagesand 

plasters were tinged with red. Itching papules appeared under several cages after about 1. 5days. The papules were 

largest ( 5 -20 mm) and their red color was clearest on the second day (Photos 3 -7). Later the papules became 

small and pale， although pigmented r巴licswer巴 remained.

He felt itching around seven hours after the mites were fixed on his skin， but it could not be determin巴d

whether this itching was caused by mites， cages or adhesive plasters. He felt itching near the papules most s巴verely

at night on the second day after r巴movol，and this lasted continuously until the third day and intermittently until the 

fourth to fifth day. N 0 papule appeared in the controls 
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vent hole in the center; bottom : cutaway view of cage 

Fig.l. 

VolunteerB 

When the mites were r巴movedfrom her skin after 24 hour-exposur巴， their condition was as follows : on巴 living

female in a teflon tube， a living mal巴 andfemal巴 andone missing in three glass tubes， and three living males， one 

living female and one dead nymph in five vinyl tubes. 

On the second day， a 5 -mm diameter papule appeared under a living f巴malein a teflon tube and a Jiving male 

in a glass tub巴， and a 1一mmdiameter erythma under a living male in a vinyl tube (Photos 8 -9). Th巴 1-mm dia-

meter erythma faded away on the third day， but the 5】 mmdiameter papules remained as relics until the fifteenth 

day， gradually changing in size and color. 

She felt :tching beginning 30 minutes aft巴rthe mites were attached， but it was not certain whether this was 

caused by mites. Itching began around the three of papules on th巴 firstday， it was most sever巴 onthe second day， 

but was intermittent on the third day. Subs巴quentlyit b巴cameweak巴rday by day. 

The itching which she had felt faintly around the cage or adhesive plasters faded away a few hours afler remov-

al of the mit巴sfrom her skin. No papules apppeared under or around the cages and adhesive plasters in the controls 
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Table 1. Course of papules causecl by C. malaccensis on skin of volunteer A in the first test 

)assed 
2nd 5th 10th 

Body part 
MIte Type Dia of Ph Dla of Dla of Ph 

est -- Mlte " • ". T'  J:-' hoto ~. T'  ~. T'  J:-' hoto 
sex or t of papule Col.Itch papule Col.Itch papule Col Itch 
tage status cage • (~m) no・ ()()nostage cage ¥mm) ¥mm) ¥mm 

L g 

2 L g 14 red* felt 12 

3 n L g 7 red felt 3a 5 

Arm insid巴
4 L 13 red felt 13 g 

5 m D g 3b 

6 n D g 

Arm outside 7 n L g 7 red felt 3C 7 

8 L g 

9 L g 10 red felt 10 

10 L g 20 r巴d felt 15 

Abdom巴n 11 n L g 5 red felt 3d 5 

12 m D g 2 red felt 

13 n L g 5 red felt 5 

14 L g 2 red felt 

Not巴1.Mites were starved for 2 days in the first test. 

N ote 2. The asterisk ( * ) indicates that a vesicle appeared on th巴 papule

N ote 3. Key for tables 1 to 3 is as follows 

mite stage : f : female. m: male， n : nymph 

mite status : L : living， D : dead 

red lllt. 10 felt 

red lllt. 3 felt 

red lllt. 
felt 12 

red lllt. 3 felt 

red lllt. 8 felt 

red lllt. 12 felt 

red lllt. 3 felt 

red lllt. 
felt 

red lllt. 4 felt 

red lllt. 
felt 

type of cage : g : glass tube， v : vinyl tube， t : teflon tube， c : cardboard tube， b : button 

others : Dia : diameter. Col. : color， int. : intermittently， slight. : slightly 

Volunteer C 

pale 

pale 4a 

pale 

pale 4b 

pale 

pale 

pale 4c 

pale 

The condition of the mites after 24 hours on his skin wer巴 asfollows : one living male， a dead larva and two 

missing in four vinyl tubes， and a dead male， three living nymphs and one missing in five teflon tubes. 

A red rash 1 mm in diameter was found under a living nymph in a teflon tube when the mite was removed from 

his skin. However， he f巴ltno itching， so this rash could not be describ巴das a papule. After 1. 5 days， the rash be 

came more distinct and it appeared as a 5 -mm diameter itching papule on th巴 secondday (Photo 10). Later the 

swelling went down， but a red erythma remained until the sixth day， with the size and color nearly the sam巴ー

He felt itching 30 minutes after the mites were fixed on his skin， but it was not d巴terminedwhether it was 

caused by the mites. At the night on the second day， he felt very severe itching on the papule. This lasted con-

tinuously until on the third day， but it occurred intermittently on the fourth and th巴fifthdays. No papules or itching 

were found in the controls. 

Papules caused by C. malaccensis varied in appearance among the volunteers， with large papules on A but only 

small papules on B and C. The size of high frequency was 5 to 7 mm in diamet巴rfor the three volunteers. The re-
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Table 2. Course of papul巴scaused by C. malaccensis on skin of volunteer A in the second test 

Mite & cage 「一一一一~ーー
Test 

Mite 
Mite 

Type Dia.of 

Body part sex or .....~ of papule Col 
no. status 

stage cag巴 (mm) 

control 

2 mlSSlllg 
Abdomen 

3 m D V 

4 rmsslllg 

5 m D V 

Arm outside 6 control V 

7 m D V 8 red 

Arm inside 
8 mlSSlllg V 

9 D V 

Note 1. Mites were starved for 3 days 

3 rd 

Photo Dia.of oto 
Itch • ~.~W papule Col 

no. .'(dtm) 

felt 5a 6 pal巴

8 th 

Itch 
Photo 

no. 

5b (5th day's) 

Note 2. Adhesive plast巴rand bands were used to fix cages on skin in the second test. 

lationship between itching and the appearance of a papule also varied among the volunteers， with itching and 

papule appearing simultaneously for A， itching occurring first for B， and papule appearing first for C 

Discussion 

C. malaccensis 

Larvae， nymphs adult males and nonpregnant Table 4. Occurrence r且te(%) of papules caused by 

females were used for this test. Pregnant females were different stage of C. malaccensis on volun 

not active because of oviposition， while mites of other teers A to C 

stages seeked for preys of T tutresαntωe， as observed 

with ch巴yletids

Th巴 reasonfor starving the mites before the experi. 

ment was that unstarved mites would not attack human 

skin during a 24-hour period if frightened by the new 

environment of a cage. Therefore， each mite was 

starved for 2 to 3 days in ord巴rto stimulate its preda. 

tion. When occurrence rate of papules on volunteer A， 

B and C was compared in differ巴ntstages of mites the 

adult nymph larva 

39.3(11/28) 53.3(8/15) o (0/1) 

Numerator: number of papules caused by each stage of 

mlte 

Denominator: number of cages in which stage of mite 

was k巴pt

rate caused by nymphs was higher than by larva or adults (Table 4). However， the mortality during the stavation 

period b巴camevery high in larvae and nymphs. This might indicate that the starving period was too long for such 

small larvae and nymphs. But th巴 two-daystarvation period was appropriate for adults， because they attack巴das 

frequently as mites starverl for three days. Thus， adult C. malaccensis， exc巴ptpregnant female， which was starved for 

two days was easy to be pr巴paredfor this t巴st

Mite cage 

Among five types of cages， a flat shell button was the best because static巴lectricitydid occur and was soft and 

smooth on the skin and also cheap and巴asyto construct. Besides the occurrence rate of papules under cages of but司

tons was nextly high to th巴 ratewhich appeared under glass tube cages (Table 5). Glass tube cages were difficult 

to make， and some volunteers felt itching when the edge of the tube was rough or brok巴n.Vinyl and t巴flontube 

cages were also easy to construct， but static巴lectricitycaused some mites to stick to surface of thes巴 tubes for most 

of the 24 hours. The cardboard tube cage was hard to construct. and a few mites escaped inside of th巴 cardboard



一一一一一一一一一一 Day passed 

Mite & cage -一一一一ーー
Mite Mite Type 
sex or OI 
...~. status ‘ 
srage cage 

Table 3. Course of papules caused by C. ma必ccensison skin of volunteer A in the third test 

6th 

Dia.of Ph吋o
~~.lV P/apu~e 

(mm) 

5th 

Dia.of 
papule 
(mm) 

2nd 

Dia.of Photo i.n".，; 
no. p，apu~巴

u・ (mm)

1st 

Dia.of 
papule 
(mm) 

Itch Col. Itch Col. Itch Col. Itch Col. Test 
no. 

Body part 

c D n 

th::i red 9 7 l~ft red 9 felt red 12 6a felt red 12 c L n 2 

淘|

きEト

C D m 3 

Arm outside 

重苦

c 

5 c 

mlssmg 

control 

4 

E詰th22 red 6 l~ft red 6 felt red 10 6b felt red 10 c L R 6 

4社
v D m 7 Arm inside 

主詰
D 8 

ω品
-

H

甲
山
凶

ω

v n 

V D m 9 

b control 10 

当詑tztIi22
叫詑ttl「2ii

7 l~ft 

l~ft 

sl;詑t

sl;詑t

7 felt red 13 felt red 13 

b 

b 

D 

Iふ

m 

m 

11 
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N ote 1. Mites were starved for 2 days in the third test. 
Note 2. Surgical tapes and adhesive plaster were used to fix cages on skin in the third test. 

D n 14 
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Table 5. Occurrence rat巴(%)of papules caused by C. malaccensis on volunteers A to C under different 

type of cage 

glass tube 

64.7(11/17) 

teflon tube 

cage 

vinyl tube card board tu b巴

22.2(2/9) 11. 8(2/17) 40.0(2/5) 

N umerator : number of papules appeared under each type of cage 

Denominator: number of each type of cage used for the test excluding control 

Table 6. Occurrence of papules experimentally caused by Cheyletωmalaccensis 

volunter 

No. Rate A 

I Occurrence of papules caused 

by all mites (%) 45.5(15/33) 

E Occurrence of papules caused 

by living mites (%) 86.7(13/15) 

1) Numerator: numb巴rof papules caused by all mites 

Denominator : number of cages attached on skin excluding control 

11) Numerator: number of papules caused by living mites 

Denominator : numb巴rof cages in which mites are alive 

Fixing a mite on human skin 

B 

33.3(3/9) 

50.0(3/6) 

C 

10.0(1/10) 

25.0(1/4) 

shell button 

50.0(2/4) 

X 

36.5 

68.0 

Thr巴etypes of fixing methods were used in order to distingish any irritation， itching or red rash caused by 

adhesive plaster from that caused by a mite. Itching produced by the plaster faded away on the first day at th巴 ear-

liest and on the s巴condday at the lateset. Some areas under the plaster were tinged with red but the color had 

almost disappeared on the second day and no rash appeared. So， by the second day， any itching or red-tinged skin 

initially caused by the adhesive plaster could be easily distingished from itching or papules caused by mites 

Among the three types of fixing methods， the one in which a 1. 5一cmsquare of Japanes巴 ricepaper was fix巴dby a 

few surgical tapes and then covered by adhesive plaster was considered to be the best， since the area wh巴rethe mite 

caused a papule was separated from the area of skin affected by the plaster. 

Itching papule 

The occurrence of papules caused by all mites， excluding control， and thos巴 causedby mites which were found 

alive when removed from human skin after 24 hours were calculated for th巴 threebitten volunteers， A， B and C 

(Table 6). The rate caus巴dby living mites was high and av巴raged68.0%.

Under cages in which mites were dead after 24 hours， no papules were found except for two cases on volunteer 

A. These two mites were considered to be living when they bit him. It was assumed to be impossible for a cheyletid 

to cause a papule mer巴lyby touching human skin， because if this occurs， a much higher incidence of papules could 

be expected， not only under the living mites' cages but also under the dead ones' 

From the above considerations， C. malaccensis caus巴sitching papules on human skin by biting， and th巴 mites

must b巴 alive，movable and starved in ord巴rto cause the papules 
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クワガタツメダニによる虫肢症発症実験法

古川 翠ヘ花岡 陣*ぺ山田百合子“ぺ箕形崇史川村

新しく開発した方法を用いて，クワガ、タツメダ、ニ

Cheyletus maraccensisを人の皮膚上に24時間接触させ，

掻痔性皮疹を実験的に発症させてみた。被験者A，B，Cは

径 2-20mmの皮疹を生じたが，被験者Dは生じなかった。

実験に使用した全ダニによる虫殴症発症率は， A: 46%， 

B : 33%， C : 10%であったが， 24時間後に生きていた

ダニによる発症率は， A : 87 % ， B : 50 % ， C : 25 %で

あった。以上から，クワガ、タツメダニは人に皮疹を起こ

すと結論した。また，それを証明する最良の実験方法は，

2日間絶食させたダニ成虫を，片側を和紙で封じた貝製

ボタンの穴に入れ，和紙の付いていない側を人の皮膚上

にサージカルテープと紳創膏で固定する方法であった。

Photo 1 Mites fixed on skin of volunteer A with adhesive plaster， first test 

Photo 2 Mites fixed on skin of volunteer A with adhesive plaster and 1一cm-widebands， s巴condtest 

Photos 3 a 

I Papules appeared on the second day on volunteer A， first test 

3 d 

Photos 4 a 

I Papules on the 10 th day on volunteer A， first test. 

4 c 

Photos 5 a 

I Papules on th巴 third( a) and fifth (b) days on volunteer A， second test 

5 b 

Photos 6 a 

6 c 

Photo 7 

Photo 8 

Photo 9 

Photo 10 

Papules on the first day on volunteer A， third test. (No.. 5 in 6 b is a control. The reddish parts 
on the left side of N os. 13 and 14 in photo 6 c are relics caused in the first test.) 

Papules on th巴fifthday on volunteer A， third test. 

Papules on the third day on volunteer B 

Papules on the fifth day on volunteer B. 

Papules on the second day on volunteer C. (No. 10 is a control.) 
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殺ダニ試験(第2報) フェニトロチオン処理2ヶ月後の殺夕、ニ紙のケナガコナダニに対する効力

大野正彦へ 古 川 翠*

Studies in Controlling Mites ( n ) 
Effects of Two-Month Stored Fenitr叫 hion-TreatedPaper on a Cheese Mite， 

Tyrophagus putrescentiae (Schrank) 

MASAHIKO OHNO*and MIDORI YOSHIKAWA* 

A piece of paper sprayed with fenitrothion and stored in a black polyethylene bag in the dark room 

kept at 20oC， 60% R. H. for two months was tested whether it could control a cheese mite，乃rophagusput. 

rescentiae， and was compared with the paper examined immediately after spraying. Amount of fenitrothion 

which was sprayed on paper and the residual quantity of fenitrothion after paper was stored for two months 

were also measured. When 0.1 or 0.5 g of fenitrothion was initially sprayed on a square meter of pap位、

mite mortality examined on the stored paper was much lower than that on the paper used immediately 

However， the mortality on the stored paper was not so much different form that on the paper used im 

mediately when 1 g/m'fenitrothion was sprayed. Besides the residual rate of the paper wh巴re0.5 or 1. 5 

g/m'fenitrothion was initially spray巴dwas about 30 or 70% respectively two months afterwards. Ther巴fore

at least 1 g/m'fenitrothion was required in order to keep the high effectiveness on mit巴 mortalityeven after 

the treated paper was stored for two months. 

Keywords : mite，乃1'ophagus仰 tresαntiae，fenitrothion， mortality， residual rate 

緒 国 を塗ったバリアー1，薬剤と吸着剤を混ぜて 1g/m'iこな

前報lJ では有機リン系殺虫剤フェニトロチオンを塗 るように塗ったバリアー 2)の計6種類を試料に供した.

布した紙(以下殺ダニ紙と称す)の、ケナガコナダニ なお，各供試材料の調整方法は全て前報lJ の方法に準

Tyrophagz，ω仰trescentiae(Schrank) に対する塗布直後 拠した.

の効力を検討し，その結果，塗布量が 1g/m'程度の殺 2 )薬剤の残留量測定試料

ダニ紙はシャーレ内の効力試験でケナガコナダニに対し フェニトロチオンをクラフト紙に約0.5-2 g/m'の範

高い効力を示すことを報告した.しかし，殺ダニ紙が消 囲で 1)のバリアー処理していないものと同様に塗布し，

費者の手に渡るのには少なくとも商品化後 2ヶ月を要す 殺ダニ紙を作成した.

るので，塗布薬剤の性質から考えて，その聞に効力の低 供試材料 1)， 2)は黒色ポリエチレン袋に入れ， 20oC，

下が予測される.そこで薬剤を塗布して 2ヶ月を経過し 湿度60%の恒温室の暗所に 2ヶ月間保存し，以下の実験

た殺ダニ紙の効力試験をケナガ1 ナダニを用いて行な に供した.

い，前報の結果と比較検討した 2.実験方法

材料友ぴ方法 1 )殺ダニ効力試験

1.材料 実験には以下に述べる 3種類の方法を試みた.

1 )殺ダ二効力試験試料 実験A:密閉状態でダニを殺ダ、ニ紙に接触させる方

塗布薬剤量約2，1， 0.5， 0.1 g/m'の各殺ダニ紙及び 法.

薬剤の蒸散防止と薬効保持の目的で作成した殺ダニ紙 実験B:半密閉状態でタ*ニを殺夕、、ニ紙に接触させる方

( 1 g/m'の薬剤塗布面上にさらにポリピニルアルコール 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 3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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実験C:密閉状態でダニと殺ダニ紙が直接接触せず，

蒸散する薬剤Ij(呼吸毒)のみがダニに影響を及ほさすよう

にしたもの.

各方法とも前報1) の実験方法に準拠して行なった.

殺ダニ紙の効果はダニの死亡率で表わした.ダニを薬

剤jに曝せてから24時間後，実体顕微鏡下で観察し，少し

でも肢を動かすものはすべて「生」とみなし，その生死

を判定し，ダニの死亡率(補正死亡率)を算出した.また，

シャーレ内を薬剤の塗布面及び塗布面以外の面(殺ダニ

紙の塗布面の裏，シャーレの底や側面，シャーレの口を

覆った和紙や四フッ化エチレン樹脂膜)に分け，判定時

に各々の死亡率も算出した.

2 )薬剤の残留量測定

薬剤の塗布量及びその 2ヶ月後の残留量測定は，殺ダ

ニ紙の塗布薬剤をトルエンで抽出し， KD濃縮器で濃縮

後，その一部を用いてガスクロマトグラフで定量した.

なお，薬剤の分析は王子製紙株式会社中央研究所の協力

を得て実施した.

結果

1.薬剤塗布 2ヶ月後の殺ダ二紙の効力

3種類の実験A，B， Cにおける各塗布量ごとの薬剤

の効果を Table1に示した.ケナガ、コナダニの死亡率は

AB間であまり差が認められず，両者はCに比べ高かっ

た.また， 3種類の実験A，B， Cいずれも薬剤の塗布

量が多くなるにしたがい，その死亡率は増加する傾向を

示した.

バリアー1， 2の死亡率はバリアー処理を施していな

い同一塗布量 1g/m'の実験A，B， Cの値と比較して

いずれも低値を示し，薬剤の蒸散防止と薬効保持の目的

から試みたバリアー処理効果は認められなかった.

塗布量0.1g/m'の殺ダニ紙で、は，ダニの死亡率は 3種

の実験で 0-26%を示し，他の薬剤塗布量の殺ダニ紙と

比較して著しく低かった.

生死の判定時に，殺ダニ紙の薬剤塗布面，及び塗布面

以外の面に存在していたケナガ、コナタ・ニの死亡率を

Table 2に示した.塗布面に存在したダニの死亡率(a )， 

及び塗布面以外の面に存在したダニの死亡率 (b)は，

薬剤塗布量が多くなるにしたがい増加した.塗布量2，

1 g/m'の殺ダニ紙で， a b聞の死亡率に大きな差はみら

れなかったが， 0.5 g/m'では差がみられ，さらに0.1

g/m'で、は高濃度塗布量の場合と同様に再び ab聞に差

がみられなかった.バリアー1，2の実験では， a， bの

Table 1. Mortality Perc巴ntageof Cheese Mites in Three Kinds of Experiments on Fenitrothion-Trea 

A 

B 

C 

ted Paper which was used after Two-Month-Storage 

average 

ave. 

ave 

2g/m' 

95.8 

94.9 

87.2 

92.6 

95.6 

87.9 

87.2 

90.2 

42.9 

37.2 

30.9 

37.0 

19/m' 

87.1 

85.8 

79. 7 

84.2 

86. 7 

83.2 

71. 9 

80.6 

41. 7 

32.1 

26.6 

33.4 

0.5g/m' 

58.6 

49.2 

40.0 

49.3 

64.0 

50.8 

35.7 

50.2 

17.3 

17.3 

13.8 

16.1 

0.1g/m' 

25.9 

23.1 

20.7 

23.2 

25.3 

14.1 

10.9 

16.8 

15.5 

6.4 

0 

7.3 

barrier 1 
19/m

2 

74.6 

63. 7 

52.0 

63.4 

83.4 

51. 4 

50. 1 

61. 6 

23.3 

9. 1 

3.9 

12.1 

barri巴r2 
19/m' 

64.9 

61. 4 

58.5 

61. 6 

68.2 

67.3 

60.0 

65.2 

37.5 

35.9 

18.7 

30. 7 

A : A fenitrothion-treated paper spread at the bottom of a Petri dish， which was covered with both a Parafilm paper 

and a plain ] apanese paper. 

B : A fenitrothionーtreatedpaper spread at the bottom of a Petri dish， which was covered with a plain ]apanese 

paper目

C : A Petri dish covered with both a Parafilm paper and Polyt巴trafluoroethylenemembran巴， holding a fenitrothion-

treated paper between them 
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死亡率(平均値)はそれぞれ82.1~86. 9， 23. 3~39. 4% 

でab聞に著しい差が認められた.この結果はバリアー

処理を施していない同一塗布量 1g/m'のa，bの死亡

率の結果と異にした.

2.薬剤塗布直後及び塗布 2ヶ月後の殺夕、ニ紙の効力

の比較

薬剤塗布直後及び塗布 2ヶ月後のバリアー処理をして

いない殺ダニ紙におけるダニの死亡率を， 3種の実験，

各塗布量ごとに Fig.1に示した.図から明らかなよう

に処理後 2ヶ月を経過した殺ダニ紙の効力低下の程度は

各塗布量で異にした.塗布量が2， 1 g/m'の殺ダニ紙で

は，実験A，B， Cいずれの場合も死亡率はあまり低下

しなかった.死亡率の低下が著しかったのは0.1g/m'の

殺ダニ紙で，実験A，B， Cの死亡率(平均値)はそれ

ぞれ， 46.4から23.2，45.5から16.8，19.0から7.3%と

低下した.また， 0.5 g/m'で、もかなりの低下がみられた.

バリアーし 2も前報1)の結果と比較して， 2ヶ月

後の死亡率の低下がみられ、バリアー処理の効果は認め

られなかった.

また，前報1) で述べたように，塗布直後の殺ダニ紙

の塗布面にいるダニの死亡率は実験Aの場合，塗布量が

2， 1， 0.5， 0.1 g/m'で、それぞれ98.4，98.3， 94.7， 89.8% 

であった.各々の 2ヶ月後の値は91.4， 92. 7， 63. 0， 21. 0% 

で，塗布直後に比べ低く，特に0.5，0.1 g/m'の殺ダニ

紙の著しい低下が認められた.同様のことが実験Bでも

認められ，塗布量0.5，0.1 g/m'の殺ダニ紙の薬剤の接

触毒としての効力は 2ヶ月後に大きく低下することが認

められた.

バリアー処理した殺ダニ紙でも前報1) と比較して，

2ヶ月後の塗布函にいるダニの死亡率の低下が実験A，

Bでともに認められた.

3.塗布薬剤の残留性

薬剤塗布直後，及び2ヶ月後の殺タ吻ニ紙から抽出した

薬剤量と，それから算出した薬剤の残留率を Table3に

示した.塗布量が約O.5~0. 6 g/m'の試料で‘は残留率が

30~38% で，約1. 4~ 1. 7 g/m'では70~81% であった.

残留率は塗布量の少ない殺ダニ紙ほど低かった.

考察

結果で述べたように，塗布量2， 1 g/m'の殺ダニ紙は

塗布 2ヶ月後でも死亡率は，塗布直後の値と比べあまり

低下せず，それに対し0.5，0.1 g/m'の殺ダニ紙では薬

剤の呼吸毒(実験C)，接触毒の効力両方とも低下し，

死亡率の著しい低下が認められた.塗布量の少ない殺ダ

ニ紙ほど死亡率の低下が著しかったのは，それらの殺ダ

ニ紙の薬剤の 2ヶ月後の残留量が極めて少ないためと思

われる.殺ダニ紙製造 2ヶ月後までその高い効力を維持

するには，薬剤(フェニトロチオン)を少なくとも 1

g/m2以上塗布する必要があると恩われる.

しかし，たとえ薬剤を 1g/m'になるように塗布し，

2ヶ月後に効力を保ってもその後の効力は比較的短期間

に減衰すると思われる.すなわち， Table 3で示した塗

布薬剤の 2ヶ月後の残留率から， 1 g/m2の残留率を

60%，その 2ヶ月後を30%と仮定すると，塗布4ヶ月後

の薬剤量は約0.2g/m2となり，更にその 2ヶ月後には薬

Table 2. Comparison of Mortality Percentage of the Mites between on the Surface and Outside of the 

Surface of Two-Month Stored Fenitrothion-Treated Paper 

2g/m2 19/m' 0.5g/m' O.lg/m' 
barrier 1 barrier 2 

19/m' 19/m' 

a b a b a b a b a b a b 

94.2 97.1 98.2 76.8 86.6 33.8 18.1 28.1 88. 7 47.7 90.8 35.9 

93. 7 96.9 89.9 84.2 67.2 37.0 26.1 20.2 71. 5 36.5 88.5 31. 1 
A 

42.8 23.8 28.3 86.2 88.6 90.0 60.4 35.1 18. 7 86.2 27.4 74.3 

average 91. 4 94.2 92. 7 73.8 63.0 37.9 21. 0 24.0 82.1 37.2 84.5 31. 8 

97.8 87.6 88.3 83. 3 64.4 48. 3 28.2 23. 1 84. 7 79.9 93.4 25.0 

85.0 93.8 86.4 76. 7 64.3 24. 7 13.6 14.6 81.1 18.4 79.5 19.1 
B 

25.2 12.9 7.6 81. 6 20.0 87.7 25.8 91. 5 79.5 70. 7 75.4 43.5 

ave 91. 4 87.0 81. 8 78.5 57.4 32.7 18.2 15.1 82.5 39.4 86.9 23.3 

A， B : same as Table 1 

a : Mortality on the surface 

b : Mortality outside of the surface 
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Fig.1. Correlation between Mite Mortality and Dosage of Fenitrothion 
• : Mortality percentage on fenitrothion-treated paper which was used immediat巴ly
after treatment 
o Mortality p巴rc巴ntageon fenitrothion-treated paper used after two-monthー

storage 
A， B， C : same as Table 1. 

Table 3. Corr巴lationbetween Amount of Treated Fenitrothion and the Residual Quantity which was 

measured on the 2nd Month after Treatment 

Fenitrothion Amount of treated 
-treated paper fenitrothion 

No.1 0.47 g/m' 

2 0.56 

3 1. 38 

4 1. 54 

5 1. 65 

Amount of residual 
fenitrothion 

0.14 g/m' 

0.21 

0.96 

1. 10 

1. 33 

Residual rate 

30 % 

38 

70 

71 

81 
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剤量が極めて少量になり，死亡率が大きく低下すると思

われる.平社ら，)も同様のことを報告している.彼ら

はシャーレ内のダニの餌料の中でケナガコナダ、ニをフェ

ニトロチオン処理紙を接触させ，効力の持続性を調べ，

1 g/m'の処理紙の有効期聞は220日であることを示し

た.我々の実験方法は彼らの方法と異なっていたが，ほ

ぽ同様の有効期間であった.今回用いたバリアー処理方

法は殺ダニ紙の効力持続に効果があまり認められなかっ

たので，処理方法の改良が必要であろう.

前報1) および今回の実験結果で塗布量 1g/m'の殺ダ

ニ紙はケナカ‘コナタホニに対し効力を示したが，実際の家

屋内での効力については不明である.白坂ら3) はフェ

ニトロチオンが 1g/m'になるように処理した防虫紙を

畳に縫い込み，実際の家屋内で 1ヶ月間，コナダニ類に

対する効果を調査し，この防虫紙は極めて高い効果を示

すと述べている.しかし，今回の殺ダニ紙の使用目的の

1つに夕、、ニの予防があり，比較的長期にわたり使用され

ることが考えられる.家屋内とはいえ様々な要因が殺ダ

ニ紙の効力に影響を及ぼし，使用する内に効力の低下が

想像できる.持続性(残効性)のある殺ダニ紙をっくり，

実際の畳などでその効果判定を試みたいと思う.

摘要

1.有機リン系殺虫剤フェニトロチオンを塗布して

2ヶ月経過した殺ダニ紙の，ケナガコナダニに対する効

力試験を行なった.

2. 前報1) と同様，次のような 3種類の実験方法を

試みた.

実験A:密閉状態でダニを殺ダニ紙に接触させる方

法.

実験B:半密閉状態でダニを殺タ*ニ紙に接触させる方

法.

実験C:密閉状態でタゃニと殺ダニ紙が直接接触せず，

蒸散する薬剤のみがダニに影響を及ぼすようにしたも

の.

3. 3種の実験方法ともダ、ニの死亡率は塗布量が多く

なるにつれ増加する傾向にあった.実験Cにおける夕、、ニ

の死亡率は実験A，Bに比べ低かった.

4. 今回の 2ヶ月後の実験結果と前報I1 の結果を比

較した.塗布量 1m'当り 2， 1 g/m'の殺ダ、ニ紙は，塗布

直後の値と比べ， 2ヶ月後の死亡率はあまり低下しな

かったが，o. 5， 0.1 g/m'の殺ダニ紙では大きく低下した.

5.塗布量 (0.5-1.7g/m')の殺ダニ紙の薬剤の 2ヶ

月後の残留率を調べた.塗布量が少ない殺ダニ紙ほど残

留率が低かった.

6.殺ダニ紙製造2ヶ月後までその高い効力を維持す

るためには，フェニトロチオンを少なくとも 1g/m'以

上塗布する必要があると思われた.また，殺ダニ紙の効

力を持続させる処理をする必要があると思われた.
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飲料用タンク水から検出された細菌類とその塩素，熱抵抗性
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緒 昌

近年，都市化が進み建築物の高層化に伴い，これらの

建物の飲料水は受水槽および高置水槽を経由したのち給

水しているが，これら給水施設の衛生管理がしばしば問

題視されている.

昭和52年，水道法の一部が改正され，受水槽の有効容

量が20立方メートルを越えるものについては，簡易専用

水道としてその設置者に衛生的管理が義務付けられてい

る1)

これに伴う追跡調査として，昭和56年に行政管理庁が

10都府県のピル，マンション等，約 2万箇所の給水施設

について調べたところ，公的検査機関で水道法に定めら

れている検査を受けている施設は約 l万 4干箇所で，受

検率は66.8%と低い実態が指摘された.検査の結果，不

適合とされたのは66.2%にものぼっている。なかでも残

留塩素の不足により5.4%が不適合とされ，臭気，昧，色，

濁り等も水質基準を越え，飲料水として問題のある施設

が多くみられており，厚生省に対し指導強化を求めるに

至った2)

東京都衛生局が行った受水樽の汚染実態調査では，

120箇所のうち半数以上の55%に衛生管理の不十分さが

指摘され，特に槽内の清掃が行われていないなどの結果

が出ている31

また，神奈川県が行った受水槽および高置水槽の微生

物汚染調査では，一般細菌，大腸菌群の他，カピ類，さ

らに藻類など様々な汚染が起っていることが報告されて

いる4，5)

筆者らは以前から水道水の大腸菌群試験に際して，

LB培地がガ、ス産生をみなくても黄変または混濁し，あ

るいは培地表面に膜を形成する等の現象を多く経験して

いる.これらは細菌によるものと考え，タンク水の細菌

学的な現状について検討を行った.

今回は，タンク水の残留塩素濃度と細菌類の構成を調

査し，これらの塩素および熱に対する抵抗性についても

検討を加えた.

材料および方法

1. 材料昭和57年10月から58年 3月にかけて，水質

検査のために当研究所に提出された東京都内のピル，ア

パート，マンション等のタンク水300試料について検査

を実施した.試料はいずれも滅菌ポリエチレン容器 (100

ml容)に採水されたものである.

2. 方法 1)細菌試験 まずこれらの試料について

搬入後直ちにオル卜トリジン法により残留塩素の濃度を

0.1 mg/l単位で、測定した.ついで水道法に基づく試験

(一般細菌，大腸菌群)と同時に，試料10mlについて

標準寒天培地を使用して混釈したのち， 25:!: 1 ocで，

7日間培養し集落数を求めた.さらにこれらの平板から

I試料について特徴の異なる集落を10個釣菌し， (10個

以下の試料は発育したすべての集落)標準寒天平板上に

画線培養し独立した集落を形成させて純化した.これら

純培養した細菌について，おもに“医学細菌同定の手び

き"6)，“Bergey'sManual of Determinative Bacteriol-

ogy， 8 th. ed."71など酬を参考に属レベルまで決定した.

また，同一属のものでも，標準寒天平板上の集荷主の色調

と生化学的性状から種レベルに区別した.

2)塩素抵抗性試験 (1)使用水(以下生理食塩水とい

う) :再蒸留水に次亜塩素酸ナトリウム添液を約10

mg/l加え、これを煮沸して塩素を除去した水で調製し

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 J apan 
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た生理食塩水. pHは7.2-7.4に調製した.(2)各種細菌

浮遊液:各種細菌を標準寒天平板上に塗抹し， 25
0Cで

5日間，ないしは370Cで20時間培養したのち集菌し，

生理食塩水に浮遊させた.これを3，000rpm， 10分間の

遠心分離を 3回行って菌体を洗浄したのち，再び生理食

塩水に浮遊させた.塩酸および蒸留水で洗浄した内容

300 mlコルベンに生埋食塩水200mlを入れ，常法によ

り高圧蒸気滅菌した.これをスターラーで一定速度 (240

rpm) に撹t牢しておき，各種細菌浮遊液を1.0 X 105/ml 

になるように添加した.次に残留塩素濃度が0.1，0.5お

よび1.0 mg/lになるように次亜塩素酸ナトリウム溶液

を希釈して加えた.室温にて一定時間接触させたのち，

直ちに標準寒天培地で混釈し， 250Cで7日間あるいは

370Cで24時間培養後， 1 ml中の生菌数を求めた.測定

値は 2枚のシャーレの集落数の平均値とした.同時にオ

ル卜トリジン法により残留塩素濃度を測定した.対照と

して次亜塩素酸ナトリウム溶液無添加のものについて同

様に行い比較した.なお，実験は各細菌について 2回実

施した.

3)熱抵抗性試験 滅菌済の生理食塩水入りコルベン

を恒温槽中で60，80および1000Cに保った.スターラー

で一定速度 (240rpm) に撹枠しつつ，各種細菌浮遊液

を1.0X10'/mlになるように添加した.一定時間経過後，

塩素抵抗性試験と同様に 1ml中の生菌数を求めた.な

お，対照として室温 (25:I::1 OC)で、同様に行った.実

験は各細菌について 2回ずつ実施した.

結果

1)試料の残留塩素濃度 300試料についての残留塩

素を濃度別に表 1に示した.

これによるとすべての試料は1.0 mg/l以下で、あり，

その多くは0.3-0.7mg/lの範囲にあった.しかし，

0.1 mg/l未満のものが42試料， 14.0%もあり，まった

く認められないものが20試料， 6.7%あった.なお，す

べて遊離残留塩素の型で存在し，結合型は認められな

かった.

2)細菌類の検出状況 300試料中，一般細菌 (370C，

24時間培養)として検出されたものは 2試料， 0.7%の

みで，それぞれの菌数は， 21， 4，600/mlであった.なお，

両者とも残留塩素は認められなかった.大腸菌群はすべ

て不検出であった.

試料10mlについて250Cで7日間培養した結果を残留

塩素濃度別に表 1および図 1に示した.

検出されたものは238試料で全体の79.3%を占め，菌

数は 1-51，000/10 mlであった.

これを残留塩素濃度からみると，水道法で定められて

いる下限の0.1mg/lより低い濃度では特に菌数が多く

検出され，最高2.0-5.1X 10'/10 mlに達している. 0.1 

-0.2 mg/lでは0.8-1.3 X 103/10 mlとなり，残留塩素

濃度が0.3-0.7mg/lの範囲になると1.2-5.0X102/10

mlと少なくなっている.さらに0.8-0.9mg/lでは最高

でも 2-3/10mlにすぎなかった.

3)分離細菌の同定と検出状況 これら検出された細

菌類の同定を行い表2に示した.

その結果，主要なものは， Gram (一)梓菌 3属

(Pseudomonas， Flavobacterium， Alcaligenes)， Gram (+) 

梓菌 2属 (Coryneforms，Bacillus)， Gram (+)球菌 1

表1.タンク水の残留塩素濃度と細菌検出状況 (25
0

C，7日間培養)

残留塩素濃度 (mg/l) 試料数 細菌検出試料数 検出率(%) 細菌数(10ml中)

0.0 20 20 100.。 16-51，000 

0.05 22 22 100.。 2-20，000 

0.1 11 11 100.0 5- 800 

0.2 13 13 100.0 4-1，300 

0.3 24 23 95.8 1- 500 

0.4 45 39 86. 7 1- 600 

0.5 46 37 75.5 440 

0.6 40 32 80.0 1- 340 

O. 7 49 30 61. 2 1- 120 

0.8 15 5 33.3 3 

0.9 13 6 46.2 1- 2 

1.0 2 。 0.0 

計 300 238 79.3 
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(A)で， 130試料， 54.6%であった.ついで Pseudomonas

(B)が69試料で29.0%，Coryneforms (A)が35試料，

14.7%， Flavobacterium (A)が28試料， 11. 8%であった.

その他，Alcaligenesと Coryneforms(B)がともに16試

料で 6.7%，Flavobacterium (B)が15試料， 6.3%， 

Micrococαsが11試料， 4.6%， Bacillusが10試料， 4.2%， 

Pseudomonas (C)が6試料， 2.5%であった.

これらを残留塩素濃度からみると，PseudomonasはO

-0.9 mg/lまでの広範囲に渡って検出されており，こ

とに0.3-0.7mg/lで高頻度に出現している.Cor・yne-

formsは0.7mg/l以下で，しかも0.4-0.7mg/lの濃度

範囲に多く検出される傾向がみられた.Flavobacterium， 

Alcaligenesは残留塩素が存在しない試料中から比較的多

く検出された.Micrococcusは0.6mg/l以下の濃度の試

料中から検出された.Bacillusは0.3-0.7mg/1の範囲

のみから検出された.

次に 1試料から検出される細菌類の構成を検討してみ

た.菌数が 2/10ml以上検出された210試料についてみ

ると， 1種類のみの菌属が検出された試料は129で最も

多く 61.4%であった.そのうちでも Pseudomonasによる

ものが100試料， 77.5%を占めた.ついで Coryn売forms

が18試料，14.0%，Flavobacteriumが7試料， 5.4%であっ

た.Pseudomonasと CoryneformsはO.1 -O. 8 mg/lの広

7日間培養)タンク水の残留塩素濃度と細菌数 (25'C，

属(Micrococcus)の計 6属であり，その他同定できない

ものも多少みられた.

Pseudomonas， Flavobacterium， Coryn買formsについて

は，種々の鑑別試験のうち，次のような性状の違いから

2-3の種レベルまで分類した.

すなわち，Pseudomonasでは桃色集落で OF試験 (0)

のものを (A)，OF試験(ー)のものを (B)，および

白色集溶のものを (C)とした.Flavobacteriumでは黄

色集落のものを (A)，燈色集落のものを (B)，さらに

Coryneformsでは黄色集落のものを (A)，白色集落のも

のを (B)として細分した.

238試料中最も多く検出されたものは Pseudomo叩 S

図1.

7日間表 2. タンク水から分離された細菌類 (25'C， 

培養)

Gram( +)球菌

Micrococcus sp 

Gram( +)梓菌

Coryneforms (A) 

(B) 

Bacillz必 sp

Pseudomonas(A) 

(B) 

(C) 

Flavobacterium (A) 

(B) 

A lcaligenes s p. 

Gram(ー)梓菌
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表 3.残留塩素濃度別細菌類の検出状況

計0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.05 0.0 残留塩素濃度(mg/l)
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さらに 3種類の薗属が同時に検出された試料は16と少

なく 7.6%にすぎなかった.これらは，Pse官domonas，

Coryn司forms，Micrococcω と Pseudomonas，Flavobacter-

ium， Alcaligenesの混在が大半を占め，前者では0.3-

0.6 mg/lの範囲で検出されたのに対し，後者は0.1

mg/l未満で多く検出される傾向があった.

4種類の菌属が混在していたのは，残留塩素不合の 1

試料のみで，Pseudomonas， Flavobacterium， Alcaligenes， 

Micrococcusが共存していた.なお， 5種類以上が混在

していた試料はなかった.

照(室一一一対一一一-60'C 

範囲で単独に検出されたが，Flavobacteriumは0.1mg/l 

未満で高頻度に認められた.

2種類の菌属が検出された試料は64で30.5%であっ

た.このうち Pseudomonasと Coryneformsが共存してい

たものはお試料， 40.6%であり， 0.1-0.7 mg/lの範囲

で検出された.ついで PseudomonasとFlavobacteriumが

9試料で 0.4mg/l以下に多く ，Flavobacteriumと

Alcaligenesは7試料で0.2mg/l以下に多くみられた.そ

の他，PseuゐmonasとMicrococcus，あるいは Pseudomo

nasとBacillusなどの共存であった.
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図4. 大腸菌 (E.coli1)の塩素・熱抵抗性

向【 ー 0.5 mg/l 一一一一一 1. 0 mg/l 

および80'C および100'C

間時

一一一 0.1mg/l 
および60'C

の場合で 1分以内， 1. 0 mg/lでは30秒以内に死滅した.

Bacillus spは芽胞形成菌で抵抗性の強いものといわ

れており，最高実験濃度の1.0 mg/lでも60分の接触時

間後も菌数に変化はみられなかった.

なお，比較として用いた E.coliは， 0.1 mg/lの低濃

度塩素では30秒後に 9/ml生存していたが， 1分後には

死滅した.O. 5 mg/lになると30秒後には l/mlと急減し，

l分後には死滅した. 1. 0 mg/lでは30秒以内に死滅し

た.

Bacillus sp.は例外であるが，広範囲の塩素濃度の試

料から最も頻繁に検出された Pseudomonas(A) は抵抗

性が最も強く，添加塩素濃度0.5mg/lの場合で比較す

ると，105/mlの菌数が死滅するまでにそれぞれ，

Pseudomonas (A) では30分，Coryneforms (A) は5分，

Flavobacterium (A)， Alcaligenes sp.， Eωliは 1分，

Microιoccus spは30秒を要した.

5)熱抵抗性 塩素抵抗性試験と同様の菌株を用いて

行った.

その結果は図 3および図 4に示した通りである.

熱に対しては60'Cの実験温度の場合で比較すると，

Bacillus spを除き，Micrococcωsp.が最も強く， 1分後

で4.1X 10'/ml， 5分後で6.5X10/mlとなり， 15分経過

後に死滅した.ついで Pseudomonas(A)であるが， 30 

秒後には106/mlから 10'/mlに減少し， 3分後には死滅

した.Flavobacterium (A) は， 30秒後では2.6X 10'/ml 

であるが 1分後には死滅した.Coryneforms (A)， 

4)塩素抵抗性分離された 6種 (Pseudomonas(A)， 

Cor'少zeforms(A)， Flavobacterium (A)， Alcaligenes sp.， 

Micrococcus sp.， Bacillus s p. )の細菌について実施した.

また，腸内細菌として井戸水から分離した糞便性大腸菌

(Eschericllia coli 1)を比較のために用いた.

添加した塩素は細菌浮遊液を加えるとおよそ0.05

mg/l消費されたが， 30分間の試験中はすべて残存して

し、た.

結果は図 2および図 4に示した.

Pseudomonas (A) については，添加塩素濃度が0.1

mg/lの場合， 5分後までほとんど菌数の変化はみられ

ず， 15分後でも5.6X 10'/ml， 30分後でも3.3X10'/ml生

存しており，その死滅率はわずかに25.4%にすぎない.

0.5 mg/lに濃度を上げると， 1分後で6.7X 103/ml， 5 

分後で3.6X 102/ml， 10分後で3.3X10/mlとなり， 30分

接触後に死滅した.さらに濃度を上げて1.0 mg/lでは，

I分後で5.2X10'/ml，5分後で 2/mlとなり，死滅まで

には15分の接触時聞を要した.

次に Coryneforms(A) は， 0.1 mg/lの場合， 3分後

までほとんど菌数の変化はなく， 5分後で1.1X10'/ml，

10分後で1.8 X 10'/ml， 15分後に2.7X 10/mlとなり， 30 

分後触後に死滅した. 0.5 mg/lの場合は 1分後で1.2

XIO/mlとなり， 5分後には死滅した. 1. 0 mg/lの場合

は， 30秒で 5/mlとなり， 1分後には死滅した.

Flavobacterium (A)， Alcaligenes sp.， Micrococcus sp 

については， 0.1 mg/lの場合で 3-5分後， 0.5 mg/l 
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A lcaligenes s p.は30秒で死滅した. 残留塩素が存在しており，一般細菌，大腸菌群が不検

なお， 800C， 1000Cではすべて30秒以内に死滅した.

しかし，Bacillus spは， 60
0
C， 800Cでは 5時間後で

も菌数の変化はなく， 1000Cに温度を上げても死滅する

までには30分を必要とした.

比較試験菌の E.coliは， 600C， 30秒で2.1X 103/ml， 

I分で 4/mlとなり， 3分後には死滅した. 80
0C， 

100
0
Cでは30秒以内に死滅した.

考察

飲料用タンク水300試料について実施した細菌学的調

査の結果，水道法に基づく試験では一般細菌 (37
0
C，

24時間培養)としてわずかに 2試料から検出されたのみ

で，大腸菌群はすべて不検出であった. しかし，これら

の残留塩素が存在しているタンク水中にも種々の細菌

(25
0

C， 7日間培養)が多数生存していることが判明し

た.これらの細菌は，Pseudomonas， Coryneforms， Flavo-

bacterium， Alcaligenes， Bacillus， Micrococcusなどであっ

た.これらの類縁菌は自然水川，下水ll，12)，土壌中 1:'1)

等に広く分布しているものであり，何らかの経路で多く

のタンク水中に侵入しているものと考えられる.

先に示した行政管理庁の調査結果で，不適合のおもな

理由は，受水槽の衛生管理，とくにふたが十分にしまっ

ていなかったり，防虫網が破れていたため，雨水や虫が

入る恐れのあるものが大半を占めている.受水槽はおも

に地下に設置されているため，ふたのしめ方が不一卜分で

あったり，亀裂が入っているなど不備な点があると，雨

水，地下水，下水，あるいはilIl類等が侵入する危険性が

ある.高積水槽でも雨水の他，昆虫類，枯葉などが入る

可能性があり，様々な原悶でrlJ'染を受けていると考えら

れる.

参考のため東京都23区内の10数箇所の直結水道水につ

いて同様の試験を行ったところ，残留塩素濃度はタンク

水と差はなく， 0.6-0.8 mg/lであったが，細菌類はまっ

たく検出されなかった.この事から，水道水が受水槽お

よび高貴水槽を経由することにより，前述したような何

らかの汚染の機会を受けていることは確かである.

水道水の衛生的管理で・欠くことのできないことは出素

による消毒である.ところが給水施設の管理が不十分な

ために残留塩素不足がしばしば指摘される.今凶は依頼

検体についてのみ調査したため，現場の状態は明らかで

はないが，水道法に定められて.いる0.1mg/l以上の塩

素濃度が保持されていないものが14.0%もあった.これ

らはタンクの清掃が不十分であったり，水の循環が怒

かったり，給水施設の老朽化，等の原閃が考慮される.

出のタンク水にも多数の細菌が生存している.飲料水中

にみられる耐塩素性の微生物として，ウイルス，原虫褒

子などがある.このように現在の大腸菌群を用いた糞便

汚染指標で安全性を保証するには問題があるとの指摘も

ある 14，15)

近年，日和見感染あるいは菌交代症として，Pseudo 

monas aeruginosaをはじめとするブドウ糖非発酵 Gram

陰性樗菌が臨床的にも注目されている 161 Flavobacter-

iZ4771meni見:gosψticumは，明らかに新生児化膿性髄膜炎

の原因菌のーっとされている171 また， Culp， Anger-

mann， Buchananらは，Pseudomonas aeruginosa， P. aci-

doωrans， Flavobacterium， Achromobacterは潜在的に病原

性のあることを示唆している山.

これら種々の細菌がタンク水から検出されることは，

受水槽および高置水槽が汚染されていることを意味して

いると考えられ，これら給水施設の衛生的維持管理につ

いて，管理者に啓もうしたい.

通常の水道水に使用されている塩素濃度ではかなり抵

抗性を示した細菌類，ことに Pseudomonas，Coryneforms 

でも80
0
Cに加熱すれば30秒で死滅するので熱に対して

は非常に弱い.

既述したようにタンク水中には糸状菌や藻類などの発

生事例も報告されているが，今回は細菌学的視野からの

み検討を行った.

受水槽および高置水槽の材質には，コンクリート製，

鋼製，木製，および FRP (Fiberglass Reinforced 

Plastics)製，等があるが，中でも FRP製は鋼製など

と比較して，軽量で成形が容易であり，断熱性がすぐれ

ているなどの点から最近魯激に普及している. しかし，

FRP製の受水槽，高置水槽は光が透過するため藻類が

発生しやすく，水質への二次汚染が懸念されている.実

際，屋外に設置された受水槽，高霞水槽では約30%に糠

類の発生を認めているという報告もある.

今後さらに東京都内の FRP製タンクを中心に，微生

物汚染の現状を調査したい考えである.

要約

今回， 300箇所の飲料用タンク水について細菌学的検

討を行ない，次のような結果を得た.

1. 残留塩素は 0-1.0 mg/lの濃度範囲にあり，水

道法に定められている0.1mg/lに達していないものが

42試料， 14.0%あった.

2. 残留塩素が含まれていない 2試料のみから一般細

菌 (37
0

C，24時間培養)が検出されたが，大腸菌群は
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すべて不検出であった.

3. 残留塩素が0.1mg/l以上存在していても， 250C， 

7日間の培養では， 65.3%のタンク水から細菌が検出さ

れ，最高で1.3 X 103/10 mlの菌数であった.

4. 検出されたおもな細菌は Pseudomonasであり，

0.9 mg/l以下の残留塩素濃度の試料から広範囲に検出

された.その他， Coryn宅forms，Flavobacterium， Alca-

ligenes， Micrococcus， Bacillusが検出された.

5. 検出された各細菌の塩素に対する抵抗性は，

Bacillω を除き，Pseudomonasが最も強く， 0.1 mg/lの

場合は30分後で、もほとんど死滅しなかった. 0.5 mg/l 

では30分， 1. 0 mg/lでは15分接触しないと死滅しなかっ

た.ついで Coryneformsで， 0.1 mg/lで30分， 0.5 mg/l 

で5分， 1. 0 mg/lで1分を要した.その他の細菌はO.1 

mg/lで3分以内に死滅した.

6. 熱に対する抵抗性は，Bacillusを除き Micrococcus

が最も強く，他の細菌が60'C， 3分以内に死滅したの

に対して，本菌のみは15分を要した.

7. 塩素に対しでかなり抵抗性を示した Pseudo-

monas， Coryn売formsも熱に対しては容易に死滅した.
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東京湾より採取した植物プランクトンと貝における生理活性物質の検策

平野幸枝へ渡辺真利代ぺ大石真之村，土屋悦輝へ西垣 進*

Survey on Biologically Active Substances in Phytoplankton 

and Shellfish Collected from Tokyo Bay 

YUKIE HIRANOへMARIYOF.WATANABEへSHINSHIOISHI**， 

YOSHITERU TSUCHIYA * and SUSUMU NISHIGAKI* 

Bioassays w巴reconducted to survey phytoplankton in r巴dtide condition and shellfish for biologically 

active substances. The samples were collected from Tokyo Bay and their components were partitioned with 

diethyl ether and water. Lethal toxicity， hemolysis and hemagglutinating activity w巴r巴 examin巴dfor water 

and ether soluble fractions. Lethal toxicities to mouse and fish were found in wat巴rsoluble fractions of 

phytoplankton， but not in ether soluble ones. No death occurred in mic巴 injectedwith both fractions of 

shellfish. However， hemagglutinating activiti巴sand ichthyotoxicities were found in almost all fractions of 

shellfish. The fractions with high hemagglutinating activity also had high ichthyotoxicity. Both fractions 

of shellfish collected in J uly showed high巴richthyotoxicities and hemagglutinating activities than in 

Septemb巴r.The number of shellfish samples with hemolysis was small巴rthan those with hemagglutinating 

activity and ichthyotoxicity. More hemolytic activities were found in ether soluble fractions than in water 

soluble ones 

緒昌

海水の富栄養化に伴い，東京湾では近年赤潮の発生が

慢性化している I1 赤潮プランクトンの中には有毒種が

あり，そのため貝類が毒化することは広く知られてい

る21 東京湾でも有毒種とされている渦鞭毛藻類3iの

Prorocentrum minimum， G.うmnodiniumspp. をはじめ

Gonyaulax sp.， Noctiluca milarisが出現している I1

Gonyanlax属は麻ひ性貝毒を産生し.貝類の毒化はほ

ぼ全国にわたっている41 最近では東北地方でホタテガ

イ，アカザラガ、イ，ムラサキイカi'1，マガキなどの二枚

貝 が毒化されたという報告があるへまた一方

Dinophysis属が産出するOkadaicacidによりおこされる

下痢性貝毒は，麻ひ性員毒より症状は軽いが東北地方を

中心に広くおこっている61

東京湾でもこのようなプランクトンと同種のものが出

現していることから，東京湾に出現する鞭毛藻の毒の有

無，および貝の毒化状況について調査した.

材料と方法

1. 試料の採取採取地点を図 1に示した.

1980年 6月24日および 9月 3日に赤潮状態となった

st. 6とst.35の表面水を採取し，円筒ろ紙で濃縮したも

のを赤潮プランクトン試料とした.凍結乾燥後一20'C

で保存した.

貝類については1982年 7月から 9月までの期間，東京

湾沿岸の神奈川県金沢八景または金沢文庫 (A)大井埠

頭京浜島 (B)三枚州 (C-1)および人工渚 (C-2) 

富津 (D)の 4地点からアサリ (Tapesjaponica)ムラサ

キイガイ (Mytilusedulis)マガキ (Crassortrea gigas) 

シオフキ (Maetraveneriformis)サルボウガイ (Scapharca

subcrenata) カガミカ、、イ (Dosiniajaponica) ノTカガイ

(Mactra sulcataria)マテガ、イ (Solenstrictus) 71 を採取

した.むき身にし 20'Cで保存した.ムラサキイガ、イ

の一部については毒性が高いとされている中腸腺の部分

を集めて試験に供した.

2. 試料の調製安元らの方法81 を参考にし，試料

の3倍量の80%メタノールを加え，ホモジナイザーで磨

砕後60'Cで20分温浸し一夜静置後遠心分離し，残溢は

熱メタノールで 2回洗った.メタノールを留去後，その

残澄に水を加えて分液ロートに移し，ジエチルエーテル

を加え振重量分配を行った.水層をさらに 2回ジエチル

*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 
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-Ku， Tokyo， 160 Japan 

仲間毒性部薬理研究科
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エーテルで抽出し，エーテル可溶性画分，水溶性画分を

得た.各画分は溶媒を留去後，貝については残澄を原試

料 5gが 1mlに相当するよう 1%tween溶液に懸濁し，

試料溶液を得た.プランクトンの水溶性画分は

Sephadex G-10のカラム(1.7X42)を通し脱塩を行い，

さらに透析膜を使って 1時間透析を行った. st.35で、採

取したプランクトン試料のカラム溶出液は280nmにお

けるタンパク吸収より 4つのピークが得られたので 4つ

の画分に分けた. 9月 3日st.6プランクトン試料は乾

燥試料0.9gが 1mlに相当する濃度，他の 2つのプラン

クトン試料は乾燥試料2.5gが 1mlに相当する濃度に

1 % tween溶液に懸濁した.

A 

R.Ara R.Edo 

3. 生物試験マウスに対する毒性については ddY

系マウス(体重19-20g)に各試料溶液 1mlを腹腔内

投与し， 10分後および24時間後の生死を調べた.魚毒性

については200mlの飼育水の入ったビーカーにヒメダ

カ(体長1.5 cm前後)を 5匹ずつ入れ，試料溶液を 1

ml添加し， 48時間後の死亡率をみた.死亡した場合添

加量を減らし，死亡しない場合にはさらに増して毒性の

強さの度合を調べた.血球凝集試験は 2%赤血球懸濁液

を用い，直接赤血球凝集反応9)を行った. 370Cで 1時

間放置後，結果を判定した.溶血試験は溶血力定霊法]())

に基づ、いて行った.試験液は試料溶液の10%0.85%塩化
図1. 東京湾における試料採取地点

表1.赤潮プランクトン抽出液の血液に対する反応，マウス，メダカに対する毒性

マウス

291 

画分採取地点採取月日
血球凝集性*1 

ウサギ ラット
溶血性*' に対す 魚毒性 プランクトン優占種判

る毒性

st. 6 '80.6.24エーテル 2' 2' + 0/2本3 0/5 Olisthodiscus sp 

水 2' 2/2 4/4 
micro flag巴llata判

9. 3エーテル 2' 2' + 0/2 0/4 Prorocentrum triestinum 

0/2 4/4 
Thalassiosira spp 
micro flagellata 水 21 2' 

st. 35 '80.9. 3エーテル 2' 2' + 0/2 1/5 Thalassiosira ssp 

水-1 2' 21 0/2 0/5 

水-2 20 3/5 

水-:3 2' 21 0/2 0/5 

水-4 2' 21 0/2 0/5 

* 1ーは凝集がおこらなかったことを示し， 2'は試料の 4倍希釈まで凝集をおこしたことを示す

*'+は溶血がおこった場合，土は一部溶血がおこった場合，ーは溶血がおこらなかった場合を示す

判死亡数/試験匹数

判 1)より転載

*'種不明の微細鞭毛藻の総称
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表 2.貝の抽出液の血液に対する反応，マウス，メダカに対する毒性
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溶血性に対す
る毒性
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ナトリウム溶液とした.

結果および考察

(1 ) 表 1に赤潮プランクトンの結果を示した.エーテ

ル可溶性画分はすべて溶血をおこしたが，どの商分も強

い血球凝集活性はみられなかった. 6月24日st.6の水

溶性画分と 9月3日st.35の水溶液画分 2はマウスを

1分前後で死亡させた.魚毒性はこの 2つの画分および

9月 3日st.6水溶性画分で、みられ 6月24日 9月 3

日st.6のどちらも添加後24時間では 0/4， 9月 3日

st. 35水溶性画分-2では 2/5であり，毒性発現に時

間がかかった.

6月24日st.6プランクトン優先種である Olisthodiscus

spは渦鞭毛藻に近い穫であり， 9月 3日st.6のプラン

クトン優先種である Prorocentrumψ は渦鞭毛藻であ

る11 どちらの属も魚貝類へい死の原因種の Iつであ

るへこれらの水溶性画分で、マウスに対する毒性や魚毒

性がみられた.安元'らは Prorocentrum.limaやP.con-

cavumの脂溶性画分でマウス・メダカに対する毒性がみ

られたと報告している引.水溶性画分については毒性が

みられず，我々の水溶性画分の毒性を示す物質とは異な

ると考えられる.また， 9月 3日st.35のプランクトン

優先種である Thalassosiraspp.はケイ藻であるが，しば

しば赤潮を形成する 11 今回の調査で、は水溶性画分でマ

ウスとメダカに対する毒性が認められた.一般的にケイ

藻は毒性があるという報告がなく，今回も優先種ではあ

るが量は少ないとされている 11 他の地点で鞭毛藻が現

われており，優先種ではない他の鞭毛プランクトンの混

在とも考えられる.

(2) 表 2に貝の抽出液の試験結果を示した.どの画分

でもマウスは死亡せず，試料溶液の毒性値は0.2MU/g 

以下で表され，まひ性貝毒，下痢性貝毒を持たないと考

えられる. しかし血球凝集性，魚毒性は強く現われ，そ

れらに相関関係が認められた.(rキ0.48，n=42， p<O. 01) 

プランクトンでは溶血性はエーテル可溶性画分でのみみ

られたが貝については水溶』性画分で、もみられた.表2よ

り， 8月9月にそれぞれの生物試験にほとんど反応を示

さない画分がみられ，三枚州，人工渚のアサリ・マカ*キ

を比較すると 7月より 9月の試料に毒性や活性の低下が

認められる.赤潮は水温の上昇，日射量の増加より，発

生回数・延日数とも 6月が最大で 5・7月がこれに続

く11 今回我々が得た貝の毒性や活性の季節的変動はこ

のような環境因子の影響とも考えられる.また岩壁など

に固着生活する種のムラサキイガイで魚毒性が強く現わ

れたが，同様の種であるマガキと地播きの穏であるアサ

リ・シオフキとは毒性に差がみられなかった.

(3) プランクトンと貝の毒化については，赤潮プラン

クトンの水溶性画分でマウス・メダカに対する毒性がみ

られ，エーテル画分で溶血性がみられたのに対し，貝の

抽出液ではマウスに対する毒性はみられず，血球凝集

性・魚毒性が強く現れ，生物活性の現れ方に相違がみら

れた.また， st. 6のプランクトン抽出液の生物活性の

現れ方は 6月と 9月で変化がみられないが，マガキとア

サリの抽出液の生物活性の現れ方は 7月より 9月で活性

の低下がみられ， 6 • 7月に多く発生する赤潮などの外

的影響があると考えられる.一般的に貝における生理活

性物質の由来について ①食物連鎖によるプランクトン

の影響 ②生育環境における化学物質の影響 ③生体内

で合成されるものが考えられる.今後赤潮プランクトン

などの環境因子と貝の毒化について，魚毒性を有する物

質面などから調査を行うとともに溶血性，血球凝集性の

In V1VOでのマウスに対する影響についても検討してい

く必要があると考えている.
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水の華からの有毒Microcystisaeruginosαの分離

渡辺真利代へ大石真之叫

Isolation of Toxic Strains of Microcystisαeruginosa from Water Blooms 

MARIYO F. WATANABE* and SHINSHI OISHI** 

Keywords分離 isolation，ミクロシスティス Microcystisaeruginosa，毒性 toxicity，培養 culture

緒言

富栄養化の進んだ湖沼，ダム湖などにおいては，水界

の呈色を引起すほどの植物プランクトンの異常な増殖，

すなわち“水の華"の出現がしばしば観察される.この“水

の華"を作る藍藻の中に動物の弊死をおこす物質が含ま

れており，諸外国では，有用家畜動物に対する被害が報

告されている )-3) 我国の場合，飲料水源となる湖沼な

どで有毒種である“水の華"が出現し飲料水の安全性の

面から憂慮されている.有毒藍藻のなかで Microcystis

aerugmosaは最も普遍的にかつ長期的に出現する種類で

ある.我々が東京及び近辺の湖沼，ダム ì，~j，池などから

採取した M.aeruginosaの水抽出液をマウスに腹腔内投

与した結果では， 50%の試料に致死毒性を確認した11

この毒性がみられた水界では，経年的に毒性が維持され

る傾向にありへ毒性の有無が何によるのか明らかにす

るため有毒株の分離を実施した.

材料と方法

分離は顕微鏡下でガラスキャピラリーを用いて群体を

採取し，滅菌水で 2-3凹洗浄した後ヘ試験管中で培

養した. 2 -3ヶ月後，生育した試験管の中から M.

aerugznosa以外の藻種の混在のないものについて，更に

継代培養を重ね混在潔種のないことを確認した.本培養

は250C，2，000 luxの連続照射下で101の培地を含むガ

ラスピンを静置し行った.培地は市村引の用いている

MA培地を使用した.その組成は以下の通りである.

Ca (N03) 2・4H20 : 50 mg， KN03: 100 mg， NaNO:l 

: 50 mg， Na2S04: 40 mg， MgCIz・ 6H20 : 50 mg， 

P グリセロリン酸ナトリウム:100 mg， Na2 EDTA 

5 mg， FeCb・6H20 : O. 5 mg， MnC12・4H20 : 5 

mg， ZnCIz: 0.5 mg， CoCIz・ 6H20 5 mg， Na2 

Mo04・2H20 : 0.8 mg， H3B03: 20 mg， Bicine: 500 

mg，蒸留水 11.，pH 8. 6. 

細胞は 3-4週間培養し対数増殖期の終期から定常期

にあるものを回収し，凍結乾燥後冷凍保存した.

毒性テストに際しては，細胞を蒸留水中で磨砕し， 1 

夜 50Cに放置後" 16，000 rpm， 20'で、遠心して I~.清を得

た.上清を0.2ml又は0.4mlマウスに腹腔内投与しそ

の死亡率をみた.

結果及び考察

表 1には皇居j豪群より分離した M.aeruginω dの水抽

出液をマウスに腹腔内投与した時の死亡率(死亡個体数

/投与個体数)を示した.この表では投与量をもとの藻

体の乾燥重量に換算した.1匹あたり 10mgの投与量は，

藻体330-440mg/マウス体重 1kgに相当する.濠水か

ら分離した17株の中では，唯一つ M108で毒性が確認さ

れたにすぎない.この株も一匹あたり 10mgの投与量で

は致死効果はみられない.

表 2には諏訪湖から分離したもの (M200醤ti)，都

内の公園池から分離したもの (M501)， Microcystisの

他の 2種(霞ヶ浦より分離)の毒性テストの結果をえIえし

た.諏訪湖から分離した13株のうち M203， 204， 228， 

230の4株に毒性がみられた. i豪から分離したものに比

べ，諏訪湖のほうが有毒株の割合が高くなっているが，

Gorhamの報告71 (19株のうち 8株が有毒)より割合が

低くなっている.マウスはいずれも接種後 1-2時間で

死亡しており，野外の藻体を接取した場合引と同様に

肝臓のうっ血が顕著で、あった.有毒株のうち M228の毒

性は特に強く，培養条件によって巣るものの，最も強い

場合には LD50 ip 5.82 mg/kg引の備を得ている. この

値は野外の灘体試料で推定されるものよりはるかに毒性

*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ー1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinijuku-ku， Tokyo， 160 J apan 

H 同毒性部薬理研究科
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Table 1. Toxicity of M. aeruginosa Isolated from the 

Moats around the Imperial Palace 

Strain No 
Dose 

Mortality 
mg/mouse 

M 102 15 

103 20 

104 20 0/2 

106 15 0/2 

107 20 0/5 

108 20 5/5 

121 10 0/5 

122 20 0/2 

123 10 

124 20 0/2 

125 20 0/5 

126 20 0/2 

129 10 0/5 

130 20 0/2 

131 10 0/5 

132 20 0/2 

M 601 20 

Table 2. Toxicity of M. aeruginosa and Two Other Mic-

仰のIstisSpecies Isolated from Some Lakes 

and a Pond 

Strain No 
Dose 

Mortality 
mg/mouse 

M 201 20 0/2 

202 10 

203 12 

204 20 2/2 

206 20 0/2 

207 20 0/5 

208 20 0/2 

223 20 0/2 

226 20 0/2 

227 10 0/5 

228 10 2/2 

229 10 0/2 

230 10 5/5 

M.C 20 0/2 

M 501 20 

• M. elabens 20 

• M. flos-aquae 20 0/2 

ホ Isolat巴dby T. Ichimura (Tokyo Univ.) 

が強く，また Eloffand Westhuizenの培養試料川より

も強いものであった.

我々が行った分離は群体ごと採取する方法によるもの

であったが，士音養を重ねていくうちほとんど単細胞の状

態となり，群体は全く観察されなくなっている.従って

周囲のゼラチン膜と細胞との関係など分離初期に保持し

ていた形態学的な特徴は失われており，光学顕微鏡下で

有毒株と無毒株に相異点を見出すことは困難である.こ

の点については，今後生理生化学的手法により解明する

必要があるだろう.
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オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)投与量における代謝の相違

牛山慶子へ様島)1 慎一郎.中尾順子$

Metabolism of o-Phenylphenol sodium salt (OPP-Na) in Rats: 

Dose-Response of Metabolic Profile of OPP 

KEIKO USHIYAMA.， ]UNICHIRO KABASHIMA本 andTOSHIKO NAKAO. 

Keywords:オルトフェニルフェノール o-phenylphenol，フェニルハイドロキノン phenylhydroquinone，ラッ

ト rats

オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)は，

防かび剤として，柑橘類に使用されている. OPP-Na 

の安全性の評価は各方面から検討されているが， Hira-

gaらは 2% OPP-Naを添加した飼料を投与したラット

より勝脱ガンの発生を報告した11

筆者らは， OPPの代謝について発ガン機構の解明の

ため調査している.その結果，尿中代謝物は， OPPグ

ルクロン酸抱合体とフェニルハイドロキノン (PHQ)

グルクロン酸抱合体と，わずかではあるがそれぞれの硫

酸抱合体であることを確認した21

今回は，投与した飼料中の OPP-Na濃度が，尿中代

謝物の濃度にどのように影響を与えるかを検討した.

実験材料および方法

動物:F344/DuCrjラットのオス(日本チャールズリ

バー社)を 4週令で購入し， 5週令より実験を開始した.

飼育条件は，樺島ら31 が報告した方法によった.

投与方法:飼料 CE-2に OPP-Na(DowChemical 

社製)をそれぞれ， 0%，0.25%，0.5%，1.0%，2.0% 

添加したものを固型化し，自由摂取させた.

採尿方法:代謝ケージには， 3匹ずつ入れ， 1群 3組

を使った.採尿は毎日行ない，その他は樺島らの報告31

と同様である.

測定方法2) : OPP， PHQは高速液体クロマトグラ

フィー (HPLC)で測定した.尿を0.5mlとり， 0.2M 

酢酸バッファ-pH4. 5 1ml， Sulfatase (s-グルクロニ

ダーセを含む，シグマ製)100unitsを入れ， 370C， 1晩

インキュペートし，抱合をはずした.塩酸酸性とし，内

部標準 4-プロモジフェニル(関東化学)を加え，酢酸

エチル 2mlで 2回抽出し， 5 %炭酸水素ナトリウム水

溶液で洗い，有機層を HPLCの試料とした. HPLCの

条件は，カラム MicropakMCH-10(4mm X 30cm)，移

動相・メタノール1ml/min.，測定波長・ 300nmで行なっ

た.

グルクロン酸濃度は，試料(尿を希釈したもの)

0.2mlに硫酸1.5ml， 2 %カルバゾール・エタノール溶

液100μlを混和し， 1000Cで20分間加熱し，放冷後，

540nmで測定した.値はすべて，コントロール群の値

をブランクとして差しヲ!いた.

実験結果と考察

尿中 OPP濃度は(図 1)，2.0%投与では 2日目で

37mMになり，その後低下して12日目では30mMで，

ほぼ一定となった. 1. 0%投与では， 1日目は4mMで

あったが， 2日目からは17mMであった.0.5 %， 0.25 % 

投与では， 1日目は，ほとんど検出されず， 12日目では

それぞれ， 3mM， 6mMであった. トキシコカイネティ

クスによると初期の排油のカーブにみられる変動の大き

さは，体内からの排池速度に依存している川.

尿中 PHQ濃度(図 2)の変化の傾向も， OPPの場

合と同じ傾向であった.排n立の波が小さいことは，

PHQの排池されにくさを示すと考えられる. 2.0%投

与では， 30mMが最大で，その後低下して12日目では，

20mMになった. 1. 0%， 0.5%， 0.25%投与では， 1 

日目は，ほとんど検出されないが， 12日目ではそれぞれ，

7mM， 4mM， 3mMであった.

尿中グルクロン酸濃度(図 3)の変化は， Opp. 

PHQ濃度と同じ傾向を示しているが， 1.0%投与では

1日目から10mM検出されだ.

図4は，投与2日目の尿中 OPP，PHQ，グルクロン

*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 
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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ある. OPP掛j世濃度は，投与飼料濃度にほぼ比例し期

加がみられるが， PHQ，グルクロン酸では， 2.0%での

上昇の度合が大きい.これは， 2.0% OPP投与により

体内での代謝回転が増大していることを示すものと考え

られる.また， Hiragaらが報告した I1 OPP-Naの勝脱

ガンの発生率は， 2.0%が著しく上昇することと一致し

ている.
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オル卜フェニルフェノール (OPP)の生体内運命(続)

経口投与によるラット腸脱への分布，排j世

市川久次へ小林 博 義 ぺ 中 尾 順 子 *

Biological Fate of Q-Phenylphenol (OPP) in Rats (Supplement) 

Distribution into and Excretion from Bladder of Rats After Oral Administration 

HISATSUGU ICHIKAWAぺ HIROYOSHIKOBAYASHI* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords オル卜フェニルフェノール o-phenylphenol，生体内運命 biological fate，分布 distribution， 

排池田cretlOn

オルトフェニルフェノール (OPP)は柑橘類の防徽 より構成されているため非常に堅く，ポリ卜ロンホモジ

剤として使用されている.その安全性については勝脱腫 ナイザーで磨粋しでも，羽毛状になるだけで均一な組織

療の発生が報告11 され疑問視されている.著者ら引は 懸濁液とならなかった.このことが前報において指摘さ

OPPの安全性の検討の一環として oー CU-"C)phenyl. れたデータのバラツキの大きな原因と考えられたので，

phenol (OPP-"C)をラットに経口投与し， OPPの生 勝脱全体をそのまま溶解し，放射能を測定する方法を考

体内運命を検討し前報21 に報告した.しかし，その中 案した，すなわち，ラットより摘出，水洗後，水分を炉

で、勝脱への分布，排油についてはデータのバラツキが大 紙で除去した勝脱 (100mg，70mg)をレギ、ユラーのカ

きく再検討の必要性を強調した.本報告は， OPPの勝 ウンテンク、パイアルに入れ細切した後，組織溶解剤とし

脱に対する催腫傷性を考慮し，バラツキをより少なくす て Soluene-350 2.0mlを加え密栓して500Cで一夜放

るために放射能測定用サンフルの調製法ならびに放射能 置溶解させ，室温に冷後 Dimilume-30を15ml加え室温

測定条件を検討した後， OPP-"Cをラットに経口投与 で一夜放置安定化させた.

し勝脱の分布，排池を再検討したので報告する.なお ii)測定条件の設定

同時に肝臓について前報同様処理し，比較検討した. 一般に，液体シンチレーションカウンターを使用し，

実験材料ならびに方法 本報告の知く多量の組織溶解剤を使用し多量の生体試料

1. 使用動物 中の放射能を測定するにあたっては，生体試料が出す

前報21 と同様のものを実験に供した spuriouscounts (偽計数)の除去に留意する必要があ

2. 試料ならびに試薬 るといわれている.本実験においては実験方法 4(i)の

前報21 と同様のものを実験に供した. 方法により調製した測定用サンフ。ル(非放射性)を用い

3. 投与方法ならびに期間 て，液体シンチレーションカウンター(ペックマン社製，

OPP-"Cはオリブ油(局方)に溶かし (9.7μci/ LS】 355)のA，Bチャンネルに可変のディスグリミネ-

O. 5ml)， ラット一匹当り 0.5ml(投与後30分処理群は 4 タを使用しウインドウの巾を変化させ， Cチャンネル

匹 1時間処理群は 7匹， 3時間， 6時間， 12時間， 24 は参考のため固定 (fullcarbone) して測定し，勝脱に

時間， 72時間処理群各 3匹)を胃ゾンデを用いて経口投 よる spuriouscounts (偽計数)を除去できる条件を求

与した. OPP-"Cの投与は 1回とし，投与後経時的に めた.なお他の条件はすべて前報21 と同じにした.

属殺(断頭)処理した.ラットは投与前16時間は除餌した iii)放射能の測定

4. 放射能の測定法 勝脱中の放射能の測定は，求めた条件(実験結果の項

i)測定用サンプルの調製法 で述べる)にて前報同様 AQCを作動させ，外部線源補

本報告の目的とする臓器である勝脱の組織は平滑筋に 正法にてクエンチングを補正し dpmで表わした.なお，

*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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前報のデータと比較検討するために肝臓についても前報

同様の方法条件で測定し，結果は補正して表示した(投

与量が前報21 11. 7μci/Rat，本実験9.7μci/Ratであっ

たので，前報21 の結果と比較検討するため本実験の値

を1，2倍し補正して表わした).

実験 結果

1. 腸脱の液体シンチレーションカウンターに測定条

件

データは示さなかったが，コールドの勝脱にもかかわ

らず，測定用サンフ。ル調製後常法により Cチャンネル

(full carbone)にて測定したところ352(lOOmg)， 152 

cpm (70mg)という高い値を示した(通常バックグラ

ンドは約30cpm). このうち高い値を示したサンプルに

ついて調製してから13日後に測定したところ160cpmの

高いカウントを示した.次にこのサンプルを用いて B

チャンネルのウインドウの上限を 650に設定し(full

carboneのウインドウの上限は650)，下限を Oより順次

'00 

"0 

s。
3. 

5・100 150 200 250 300 350 (~650) 

l.CRMr lia1色。f..・cr1ainator

Fig. 1. The Relationship between the Surious 
Counts of Bladder and Lower Limit of Dis-
criminator of Window 

cpm 

200 

150 

100 

50 

Fig.2. 

channel discriminat.or 
A 0 0 -200 

B tl 200 -650 

c • ful1 ca.rbone 

10 15 20 

day after prep・rationof oample 

Changes of the Spurious Counts of Blad-
der with Time 

50づ、つ上昇させて測定し検討したところ， Fig 1. に示

した如くウインドウの下限が上昇するにつれて勝脱のカ

ウン卜は減少し，下限のディスクリミネータが200以上

ではほぼ一定値を示した(パックグランドとほぼ同じ).

この結果より，ウインドウの下限のディスクリミネータ

を200に設定することにより勝脱より出る spunous

counts (偽計数)を除去できることが明らかとなった.

次にこの条件 (200-650)をBチャンネルに設定し，

Aチャンネルには spuriouscounts (偽計数)を計数で

きる条件(0 -200)， Cチャンネルは fullcarboneを測

定できる条件を設定し，新たlこ113mg，110mgの勝脱に

ついて， A， B， Cチャンネルの条件を使用して測定し，

その経時変化を検討したところ Fig2. にした結果を得

た.すなわち Cチャンネル (fullcarbone)のカウント

はAチャンネル(0 -200)のカウントにほぼ等しく経

時的に減少した (22日後においてもバックグランドには

ならなかった). Bチャンネル (200-650)においては

サンプル調製 1日後よりそのカウン卜はバックグランド

とほぼ同じであった.以上の結果より，本実験で得た

Bチャンネル (200-650)の条件を用いて測定すれば

サンプルを調製した翌日に測定しでも spuriouscounts 

(偽計数)を除去して測定できることが明らかとなった.
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Fig.3. Changes in Organ Level of Radioactivity 
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2. 勝目光への分布，排j世

実験方法 4で述べた方法ならびに実験結果 lで述べた

方法，条件を用いて，前報"と同様 Opp_BCをラット

に経口投与し経時的に処理し，勝脱中の分布ならびに排

池を，同時に前報同様処理した肝臓と比較検討したとこ

ろ， Fig. 3.， 4.に示した如く，投与後 1時間で最高値

に達し以後急激に減少し投与24時間以後はほぼ一定値を

示し，分布，排池の経時的変化については前報2) と同

様の結果を得た.また臓器当り，臓器湿重量 g当りの

値も前報2) と同様で本実験の再現性は良好であった.

考察

前報2) において指摘された勝脱のバラツキの原因が

放射能測定用サンフ。ルの調製過程にあったので(組織が

堅く磨粋により均一にならない)，それをより少なくす

120 

るために勝脱全体を溶解し測定する試みを行ったが

spurious counts (偽計数)が13日後にもかなり測定さ

れた.この spuriouscounts (偽計数)は一般に生体試

料をアルカリ性にて測定すると計数され，その光子のエ

ネルギーは低エネルギー領域に属するといわれている.

そこで，この影響を除去するためにディスクリミネー

ターを操作し下限を順次上昇させ検討した結果 Fig1.， 

2.に示した如く，チャンネルのウインドウを200-650に

設定し測定すれば spuriouscounts (偽計数)をほぼ完

全に除くことができた.本条件は，他の臓器の測定にお

いてもかなり応用できるものと考えられる.

次に，本実験において得た方法ならびに条件について

の結果に基づいて前報21 同様 Opp_I'Cをラットに経口

投与し経時的にその勝脱への分布ならびに排池を，同時

に肝臓についても前報同様処理補正し比較検討を行った

ところ Fig3.，4.に示した知く， Opp_BCの跨脱への

分布，排油は速く，投与 1時間で最高に達し(かなりの

個体差があったが投与後30分と 1時間の値の聞には危険

率7.2%で有意差があった)，以後急激な減少を示し，前

報2) の結果を再確認した.なお，臓器当り，臓器湿重

量 g当りの放射能は前報21 と同様の値を示し本実験の

再現性は高いものと考えられる.さらに，勝脱への取込

みは個体聞でかなりの差が認められた.この点について

は今後機会があったら検討してみたいと考えている.

結論

1. 液体シンチレーションカウンターを使用し，勝脱

全体を溶解，測定する方法，条件を確立した(ウインド

ウのディスクリミネータを下限200_t限650に設定)

2. 1の実験方法・測定条件を用いて OPP-"Cを

ラットに経口投与した後，経時的に勝脱への分布，排池

を検討した結果，前報2) 同様投与後 1時間で最高に達

し以後急激に減少し，蓄積性の小さい結果を得た.

文献

1) Hiraga， K. and Fujii， T F ood and Cosmetic 
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2) 市川久次，小林博義，中間|関子:東京衛研年報，33，

451， 1982 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 34， 302-304， 1983 

経口投与によるオルトフェニルフ工ノールナトリウム (OPP-Na)のラット乳汁への

排j世の可能性についての検討

小林博義*中尾順子*

Possibility of Excretion of Sodium o-Phenylphenate (OPP-Na) 

into milk by Oral Admimistration to Mother Rat 

HIROYOSHI KOBAYASHI* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords 乳汁 Milk オルトフェニルフェノールナトリウム o-PhenylphenolSodium Salt 幼若ラット Infant

and Y oung Rat 

緒 日

オル卜フェニルフェノール(以下 OPP)は柑橘類の

防カピ剤として許可され用いられている.以来本物質の

安全性に関する種々の研究が当部においても行なわれて

いるト51 先に OPP-Naの癌原性試験で雄ラット勝脱腫

蕩発生が報告されており，さらに体内分布7)，排池，酵素81

への作用，代謝推移等に10，11) ついて報告されている.

幼若期は代謝および各種器管機能が未発育の段階にあ

り，本物質の毒性に関しては，成熟期に比較し特に考慮

しなければならない.今回 OPP】 Na添加飼料を分娩直

後の母ラットに与え，仔が自力で摂餌する前の生後14日

目の幼若ラットの胃内乳汁中に OPP-Naが存在するか

否かを検討したので報告する.

実験材料ならびに方法

飼料:添加飼料は OPP-Na(東京化成工業株式会社，

Lot ALOI)を 2%の割合で日本クレア(林)製粉末飼料

(CE-2)に添加後回型乾燥したものを投与群飼料とし

た.

動物:動物は自家繁殖した Wistar-SLC系ラットを

兄妹交配して得た母と仔を用いた.供試動物は， 1母体

当り， 8 -10匹の仔を出産したものを用いた.動物は，

室温25。土10，湿度55%，照明時間午前 6時より午後 5

時を条件とした飼育室にて，生後14日目(出産日を 0日

とした)まで母ラットとともに，プラスチックケージ，

カンナクズ(滅菌)床敷，水はフィルター処理のものを

ピンにより自由給水で飼育した. OPP-Na添加飼料を

分娩直後より母ネズミに投与し，母と仔の体重(仔は雌

雄の区別なく)測定，症状観察を行い，飼料摂取量はコ

ボ、シたものも含む量として測定した.仔ラットが自力で

飼を摂取する前の出生14日目に仔胃内乳汁を胃に入った

まま噴門および幽門部にて切断摘出し，サランラッフ。に

つつみ，アルミホイルでまいて， -80。フリーザ、ーに保

存した.乳汁を実験に用いる時は胃をハサミで切り乳汁

を取り出し秤量した.乳汁採取と同時に母と仔の血清生

化学的検査91 と器管重量(心臓，肝臓，腎臓，牌臓)

の測定を行なった.

乳汁:乳汁は秤量後100mgを共栓試験管に入れ永水

中に保った. 0.2M酢酸緩衝液 (PH4.5)0.5mlとPー

グルクロニダーゼ(シグ、マ Lot62F07871)50μJを入れ

よく混和し， 37060分インキユベイション後ベンゼン(和

光純薬特級 LotALP0996) O. 5mlを加え，振倒j毘和後

2000rpm 2分遠心して，ベンゼン層をマイクロシリンジ

(日本クロマト工業株式会社 Lot2933087)で 5μfを分

析に供した削.

スポッ卜毎にベンゼンでシリンヂを洗篠し，洗傑時ベ

ンゼンもスポットして汚染のないことを確認した.

薄層クロマトグラフィによる分析 プレート(メルク

Art5715 Lot2463647)は乾燥機で120060分処理し，自然

冷却後用いた.スポット終了後メチルアルコーJレ:ベン

ゼン (5: 95)溶媒(メチルアルコール:和光純薬特級

Lot ALP1014，ベンゼン:和光純薬特級 LotALP0996) 

で展開しドラフト内で溶媒を稀散させた後ギプス試薬

(ジプロムキノンクロルイミド:和光純薬特級

CEE9774) 0.3%エタノール溶液により処理した.

尿母ラットおよび仔ラットの尿は，断頭採血直後勝

脱を摘出し，共栓試験管に尿を採取後一800にて保存し

*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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た.使用時永冷下に液解後0.5mlとり乳汁と同様の処理

をした.乳汁，尿以外は次の通りである.

飼料:飼料は，乳鉢で磨砕し100mgを乳汁と同一処

理

opp標品:OPP標品lOmgとメチルアルコール 1

ml，ベンゼン0.5mlを混和して用いた.

フェニールヒドロキノン (PHQ，OPPの代謝物)

PHQ 10mgにベンゼン0.5mlを加え用いた.

血清:血清0.5mlを乳汁と同一処理

肝臓:肝臓は生理食塩水 5mlと肝臓500mgをガラス

製ホモジナイザーで、永水中でホモジナイズしその0.5ml

をとり乳汁と同一処理.

これらとは別に，乳汁800mgを8mlベンゼン，再蒸留

水 1mlと混和し， 1500rpm 10分遠心後上清5mlを0.5ml

まで濃縮処理したもの，乳汁100mgを1N， NaOHまた

は1/10NNaOH で37017~20時間インキュベーション，

ベンゼン抽出または， 1 N， Hclで PH8にしてベンゼ

ン抽出しスポットした.同時にガ、スクログラフィ検出に

供した試料をスポッ卜した.

本法の検出限界検出のため OPP量10mg/mlの試料か

ら倍々稀釈により0.01953mg/mlまでを10段階に分けて

分析した.

出吉 果

飼料摂取量:対照群母ラットは総量として (14日間)

206g/100g B.W.，OPP-Na 群は 207g/100g B.W. 

(OPP-Na摂取量として 4g/100g B.W). 

体重，症状観察:母仔とも体重増加率および症状の変

化は，始め投与群母体重に抑制傾向がみられたが，対照

群， OPP-Na投与群ともほとんど差はなく， 14日目に

対照群(平均)体重224g(6匹)および OPP-Na群体

重222g(6匹)であった.仔体重摺加率は実験開始体

重を 100として対照群で348%，OPP-Na群で361%で

あった.

血清生化学検査:対照群と OPP-Na群とでほとんど

差はみられなかった.

器管重量:母ラット肝臓体重比重量は対照群で4.48g

土0.1l8(X:!:SD)OPP-Na群で5.22g土0.342であった.

腎臓(左)対照群で348.58mg土20.475(右)339. 47mg 

土16.626 OPP-Na群(左)361. 24mg土22.800(右)

362.06mg士16.157で他の母仔臓器では両群の差はほと

んどみられなかった.

乳汁:生後14日目の仔ラッ卜胃内乳汁量は胃に入った

ままの状態で，対照群， OPP-Na 群とも 250~300mg/

1仔ラット当りで両群聞の乳汁重量，色調等の差はみら

れなかった.

簿層クロマトグラフィでの OPPならびに代謝産物の検

出結果は Fig1に示した.本法では，仔ラッ卜胃内乳汁

中 OPPおよび OPP代謝物の存在を確認出来なかった.

考察

母ラットが飼料より摂取した OPP-Na量は約 4

g/100g B.Wであるが，飼料の摂取量は対照群と差はな

く，栄養学的な差は，体重増加値等より両群とも差はな

いものと思われる.仔の体重変化，症状とも両群闘で差

はなく，亜急性毒性実験での投与群にみられる体重抑

制ぺ飼料摂取量減少の報告にくらべ軽微な差と思われ

る.母ラット肝臓，腎臓の体重比重量増加傾向は亜急性

実験41と類似した変化を示した.仔ラットの心臓，腎臓

が体重比重量で小さい値の傾向を示したが，肝臓の重量

変化は認められなかった.血清生化学的変化は堕急性毒

性と比較して，母仔ともに対照群との差はみられず

OPP-Naの全身への作用は軽微なものと思われる.

薄層クロマ卜グラフィはギブス試薬処理後 OPPと

PHQは直ちに青く発色10，12) しすぐ判定出来るが，図 l

に示した点線部位に処理後20~24時間後にあらわれる発

色があるため，発色色調， Rf位置による判定も24時間

とした.乳汁，血清，仔の肝臓に OPP，PHQと明ら

かに色調， Rf値とも異なった発色がみられる.さらに

同一 OPP-Na群乳汁のガスクロマトグラフィ分析結果

では， OPP， PHQとも乳汁中にほとんど認められない.

市川らによると OPPの多くは主に尿より排泊され，代

謝速度も早いと報告7) しているが，本実験で母ラット

尿以外に OPP，PHQの存在が認められなかった.特

に母仔とも，肝臓には認められず，また仔の尿にも認め

られなかった.同時に行なった OPP-Na投与群仔の胃

内ミルクの NaOH処理，ベンゼン抽出したものでも

OPP， PHQ存在確認出来なかった.乳汁に OPP標品

を混和したものでは，定位置，定色にスポットがみられ

た.検出限界測定は標品を段階的希釈展開した結果検出

限界判定可能濃度は1.56μg/5μJであった. このこと

から， OPP-Naを母ネズミに投与した時，仔の胃内乳

汁中の OPPは現在用いている方法では検出できなかっ

た.真に乳汁中に OPPが分泌されないのか，あるいは

検出限界以下であるかは放射性同位示素ラベル OPPを

用いての実験により明らかにしたい.現在計画中である.
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飼料中オルトフ工ニルフェノールナトリウム (OPP-Na)濃度とラット肝

および腎中各種酵素活性の変動

長井二三子へ 中 尾 順 子 *

Changes of Enzyme Activities in Rat Urine and Tissues by Administration of 

Different Concentration of o-Phenylphenol Sodium Salt (OPP-Na) in Diet 

FUMIKO NAGAI* and TOSHIKO NAKAO* 

Keyword:オルトフェニルフェノール o-phenylphenol，ラット rat， Y-グルタミルトランスペプチダーセ

Y -glutamyltamyltranspeptidase，アルカリフォスファターゼ alkalin巴 phosphatase，グリコース 6リン酸脱水素

酵素 glucose-6 -phosphate dehydrogenase 

緒言

オルトフェニルフェノール (Opp)は輸入柑橘類の

防カピ剤として広く使用されている.当毒性部において

は平賀らが， OPP-Naの長期投与がぼうこうガンを発

生させることを報告1)し，その発生機構の解明につい

ても種々の検討がなされている2-13) 著者らは OPP-Na

の影響について主として尿中に出現する細胞膜酵素およ

び腎，肝中の酵素活性およびグルタチオン含量について

調べてきた4，7) 今回は飼料中の OPP-Naの濃度を変化

させて，尿中の Yーグルタミルトランスペプチダーゼ

(Y-GTP)活性，アルカリフォスファターゼ活性への

影響および肝，腎への影響について Y-GTP，グリコー

ス6リン酸脱水素酵素 (G6 PDH)などの活性の変化

をみることによって検討した.

方法

4週令のフィッシャー (F334!DuCrj)雄ラットを日

本チャールズリバー社より購入し，一週間予備飼育後，

各群 9匹ずつに区別けし，日本クレア製飼料 (CE12) 

にOPP-Na(Dow Chemical社製)をそれぞれ， 0 %， 

0.25%，0.5%，1.0%，2.0%に添加し，国型化し，自

由摂取させ，その間尿を採取した.飼育および採尿に関

する詳細は樺島ら 13) および牛山ら 16) が報告した.

Y-GTP活性，アルカリフオスファターゼ活性，グル

タチオン含量の測定方法については既報4) のとうりで

ある. G 6 PDH活性は，肝および腎のホモジネートの

40，000 rpm， 60分間遠心した上清を酵素標品として，

370Cインキュベート中の NADPHの生成速度を，

Varian社， Cary 17分光光度計を用いて340nmの吸光

度により測定した14)

尿は Beckman40 Aローターを用いて 4.C，40，000 

rpm， 60分間遠心し，沈殿を水にけんだくし，さらに 4.C，

40， 000 rpm， 60分間遠心して洗浄した沈殿について

Y-GTPおよびアルカリフォスファターゼ活性を測定

した.

OPP-Na含有飼料で 5週間飼育したラットを断頭屠

殺し，肝および腎を取り出し， O.Cの0.9%NaClで潜

流後，各群の臓器をそれぞれ合わせ， 4倍量の o.C， 

1.15% KCl を加え，前者はテフロンホモゲナイザー，

後者はポリトロンを用いて均質化し， -80oCに保存し，

種々の実験に用いた.タンパク質の定量は Lowry法に

従った15)

結果ならびに考察

ラット尿中の Y-GTPおよびアルカリフォスファ

ターゼ活性は尿を 4oC， 40， 000 rm， 60分間遠心、した沈

殿に95%以上回収されたので今回の実験では尿中の

Y-GTP活性およびアルカリフォスファターゼ活性は

この沈殿を用いて測定し，タンパク当りの比活性を図 1

および図 2に示した.

ラット尿の Y-GTPおよびアルカリフォスファターゼ

は腎由来であると考えられている.図 1に示したように

対照群ラットにおいて， 2週間の飼育期間中， Y-GTP 

の比活性が上昇傾向を示したことは，腎尿細管に高い密

度で分布すると言われている Y-GTPの活性が成長に

伴って上昇したことを反映したものと考えりれる.アル

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人耐 3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyc， 160 ]apan 
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図1. 飼料中 OPP-Na濃度によるラット尿中

Y-GTP活性の変化
測定方法は本文中に示した.縦軸は Y-GTP
活性，横軸は投与日数を示す.
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-GTPおよびアルカリフォスファターゼ活性

と飼料中 OPP-Na濃度との関係，
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国2. 飼料中 OPP-Na濃度によるラット尿中アルカ

リフォスファターゼ活性の変化
測定法は本文中に示した.縦軸はアルカリフォ

スファターゼ活性，横軸は投与日数を示す.

カリフォスファターゼ活性も同じ傾向にあったが，

Y-GTPの場合と同じことが考えられる.

OPP-Na投与ラットの成長はほぼ対照ラットと同傾

向にあったが，尿中の Y-GTP活性は各飼料中濃度と

もに，投与開始一日目で低下し，その後は 2週間の投与

期間中，飼料中濃度に従って上昇率が低下し， 2 %にお

いては活性の上昇傾向は見られなかった(図 1).アル

カリフォスファターゼ活性についても図 2に示したとう

り Y-GTP活性とほぼ問じ傾向を示した.さらに図 3

に OPP-Na投与 2週間目の Y-GTPおよびアルカリ

フォスファターゼ活性と飼料中 OPP】 Naの濃度との関

係を示した.Y-GTPとアルカリフォスファターゼの

活性は各 OPP-Na濃度ともほぼ同率の低下であった.

これらの結果は Y-GTPおよびアルカリフォスファ

ターゼが，高密度に存在するといわれている腎尿細管が

飼料中の OPP-Naの含有量に従って障害を受けている

ことを示唆しているものと考えられる.投与開始 5週間

の腎ホモジネートを用いて Y-GTP活性を測定したが，

各濃度ともコントロールとの差を見い出せなかった.こ

れについては今回の投与期間が 5週間であり前回の20週

間に比べて短期間のため，障害が軽度であったためと考
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表1. 対照群ラット尿中 Y-GTP活性への OPP-Naラット尿の影響

2 

3 

透透したコントロールラット尿

+ 
+ 

+は添加，ーは未添加を表わす

2 % OPP山 Na投与未透析尿

+ 
+ 

Y-GTP活性(%)

100 

100 

0 

透析した対照群ラット尿に10倍量の 2% OPP-Na投与未透析ラット尿を加えて3TC1時間インキュベーションし，

40，000 rpm， 45分間遠心し，沈殿の Y-GTP活性を測定した. OPP【 Na投与尿を加えなかったときの活性を100%と

してあらわした.加えた OPP-Na投与ラット尿中の OPPおよび OPP代謝物の濃度はあわせて30mMで、ある.

表2. 飼料中 OPP】 Na濃度によるラット肝 Y-GTP活性， G 6 PDH活性およびグルタチオン含量の変化

飼料 OPP-Na Y司 GTP G6PDH グルタチオン

濃度 nmol/liver(g)/min μmol/liver(g)/min μmol/liver(g)') 

Control 110.0 0.904 3. 54::!::0. 32 

0.25% 102.0 0.899 4.40土0.32

0.5% 110.0 0.825 4.07土0.47

1.0% 167.0 0.889 4.19土0.38

2.0% 415.0 1. 667 3. 10::!::0. 03 

測定法は本文中に示した.

Y -GTP， G 6 PDH活性は 3回の測定値の代表例を示し，グルタチオンについては 3回の測定値の平均値を示した.

a) 平均値土標準偏差

えられる.

また表 1に示したように 2% OPP-Na投与尿によっ

て対照群のラットの尿中 Y-GTP活性は阻害されな

かった.従って OPP-Na投与ラット尿中の Y-GTP活

性の低下は OPPおよび OPPの代謝物による阻害では

ないと考えられる.

2 % OPP-Na投与肝の Y-GTP活性， G 6 PDH活

性，グルタチオン含量が，対照肝に比べ有意な差を示す

ことは既に報告4，】 7) した.今回は飼料中 OPP-Na濃度

との関係を調べたが， 1 % OPP-Na投与肝の Y-GTP

活性がやや上昇傾向にあるものの， G 6 PDH活性，グ

ルタチオン含量については 2%投与においてのみ変化し

た(表 2).肝ガン発生時に上昇するといわれている

Y-GTPおよびG6 PDH活性が 2% OPP-Na投与に

よって顕著に上昇したことは興味深い.

要約

1. ラット尿中の Y-GTPおよびアルカリフォス

ファターゼ活性は成長にともなって上昇したが，

OPP-Na投与はラット尿中の Y】 GTPおよびアルカリ

フォスファターゼ活性の成長にともなう上昇率を飼料中

の OPP-Naの濃度にしたがって減少させた.さらにこ

の二種の酵素活性の低下率は同程度であった.

2. 対照群ラット尿中の Y-GTP活性は 2%

OPP-Na投与ラット尿によって阻害されなかった.

OPP-Na投与ラット尿中の Y-GTP活性が低下したの

は， OPPあるいは OPPの代謝物による阻害ではない

と考えられた.

3 肝 Y-GTPおよびG6PDH活性は 2% OPP-Na 

投与ラットにおいてのみ顕著な上昇を示した.
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オル卜フェニルフ工ノールナトリウム (OPP-Na)のラット原中酸性フォスファターゼに

およlます影響(第3報)

棒島順一郎*市川 久 次 第 ， 中 尾 順 子 *

Effect of Sodium o-Phenylphenate (OPP-Na) on Acid Phosphatase in Rat Urine (IIJ) 

JUNICHIRO KABASHIMA*， HISATSUGU ICHIKAWA* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:酸性フォスファターゼ acidphosphatase，オル卜フェニルフェノールナトリウム sodium

o-phenylphanate，ラット尿中 raturine 

緒言

これまでに我々は，腎障害や勝脱腫蕩の発生が11 報

告されている防カピ剤オルトフェニルフェノールナトリ

ウム(以下 OPP-Naと略す) 2 %添加飼料をラットに

投与し，ラットの尿の尿試験紙による検査，尿中酸性フォ

スファターゼ(以下AcPと略す)の活性の変動，およ

びOPP-Na投与ラットの尿には， AcP活性阻害作用が

あることなどを報告した31 今回は， OPP-Naの投与に

よって腎臓や勝目光での障害が強く現われる雄ラットにつ

いて， OPP-Naの添加濃度を数段階とり， 2週間の尿

検査と AcP活性の変動を測定した.また動物は同一条

件で飼育を続け，実験開始後 1カ月で屠殺し，臓器を生

化学試験に供した.

実験材料および方法

1. 実験動物，飼育条件，投与方法，採尿方法，測定

方法前報川に準じて行った.すなわち，動物は

F334/Ducrjラット雄を 4週令で日本チヤールスリノ〈ー

より購入し， 5日間の予備飼育の後，一群を 9匹とし，

採尿は 3匹ずつをまとめて行った.飼料は対照、群には闘

型飼料 CE-2を，投与群には CE-2にOPP-Na(Dow 

Chemical社製)をそれぞれ， 0.25%，O. 5%，1. 0%， 2.0% 

となるように添加して自由に摂取させた.

2. 尿中 AcP活性の測定 測定方法は前報口)に準じ

てFiscke -Sa b baRowの方法41 によって行った.なだし

タンパク量の多いサンフ。ル，臓器 homogenateや抽出液

については以下の方法によった.酵素反応の停止に基質

衝液と同容量の10%TCAを加え，反応停止後2，800

rpmで 5分間遠心し，上澄 5 mlを分取し，

Fiscke-SabbaRowの方法41 で遊離リン酸を定量した.

タンパクの定量は Lowryの方法51 によった.

3. 臓器 homogenateおよび抽出液の調製臓器は

投与濃度ごとにまとめて-800で保存したものを使用し

た.

i)腎臓は 4倍量の等張 KCl溶液(1.14%KCl)を

加えてホモジナイズし， homogenat巴は Beckmanmod. 

el L 8 -55型超遠心機で60Tiローターを用いて37，000

rpmで1時間遠心した上澄を抽出液とした.

ii)前立線は 9{音量の水を加えてホモジナイズしたの

ち， 30.000 rpmで60分間遠心して得られた上澄を lce

bath中で0.1N酢酸を加えて pH5.5に調整し， 8，000 

rpmで15分間遠心し上澄を回収した.この上澄に，冷却

下で、硫安在100mlに66gの割合で，撹持しながら少量

ずつ加えた.生じた沈殿を8，000rpmで.5分間遠心して

集め，少量の水に溶かした.これをビスキングチューブ

に入れ低温室で水に対して一夜透析し，透析外液は一度

焚換した.これを， 8，000 rpmで15分間遠心した上澄を

粗酵素液として用いた.

4. Separaphore電気泳動電気泳動は Gelman

(U.S.A.)のモデル 51156でSeparaphore旧を用いて行っ

た.泳動用緩衝液は pH8.6の 20mMTris， 20 

mMBoric acid溶液を用いて， 200V， 1hr， 5.6cm当

り1mAで、泳動した.泳動後， O. 02 MMgCl'を含む180

mM酢酸緩衝液 pH5.5に NapbtholAS-MXを0.16

mg/mlの割合で溶かし，さらに FirstBlue B. B. を

飽和させ，これに浸した Separaxをガラス板の上に乗

せた泳動後の S巴paraphoreの上に積層してビニール袋

に入れ370

で30分間から60分間 incubationして活性染色

を行った.泳動には，前回の実験で得られた保存中の透

本東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
* Tokyo Metropolitan R巴searchLaboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 



が対照群と相以の変動を示した.尿中 AcP活性は投与

群の飼料中の OPP寸{a濃度が高いほど活性が低い傾向

にあった.また投与開始14日目の尿で対照群の尿の

AcP活性を100%としたときの，各飼料濃度での投与

ラットの尿中 AcP活性の阻害%を示したが，飼料中の

OPP-Na濃度と明らかな相関性が認められた (Fig.2) 

また Y-GTPについても同様の結果が長井51 らによっ

て報告されている.

前立線および腎臓の AcP活性 Table1に前立線の

粗製酵素と腎臓の homogenateの AcP活性を示した.

いずれの臓器の AcPにも活性に OPP-Naの投与によ

る差を認めなかった.また腎 homogenateの37，000rpm 

1時間遠心後の上澄の AcP活性も測定したが，上澄に

はhomogenateの活性の1/2から2/3があるだけで差は認

められなかった.

Separaphore電気泳動電気泳動には，前回の実験

で得られた 2% OPP-Na投与群ラットおろび対照群
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析尿も使用し，腎臓や前立線の AcPと比較検討を行っ

た.

実験結果と考察

尿検査結果は示していないが，対照群では pHが6

より少し高いものが多く，高濃度の投与群では pHが7

より少し高いものが多かった.また他の投与群では pH

が6から， 7前後まででばらつきがあった.タンパクは

投与群の方が高い傾向があるが差はあまり大きくなかっ

た.また今回の投与実験では，投与開始後 2週間の問で

は潜血反応陽性のものが現われず，前報21 とは異った

結果であった.

尿中 AcP活性 Fig.1に示したように， 1 %投与群

と2%投与群では，投与開始直後から活性の著明な低下

が認められたが， 2 %投与群よりは 1%投与群の方が活

性が高かった.また0.5%投与群では，投与開始直後に

一時的な低下が認められたが，その後は対照群と相似の

変動を示し， 0.25%投与群では，活性は対照群より低い

---一一一一0
0 

100 
h
u」
門
〉
叶
け
が

υMWωω
同

ω雨
戸
山
内
凶

m
O
Z
A凶
同

V
」門

υ
d
h
h
H
o
'
司

ω的
側

ωhHυω
ロ

50 

。//
/
}
 

{
/
/
「

:lパ ζ三:¥
0/

0 
-/ - -------

~ 
;下~Å~一

L).~ ........___ A一一一一一 ------
4 

Feeding period J
 

C
も(

 

ハU• 2
 

R巴lationshipbetween Decr巴asein Urinaly 
Acid Phosphatase and Concentration of 
OPP-Na in diets 

1.0 

opp concentration in die乞

0.25 0.5 

Fig.2. Changes of Urinary Acid Phosphatase 
Activity with Feeding Time and Concentra-
tion of OPP-Na in diets 

Fig.1. 

Table1. Acid Phosphatase Activity (μmol Pi/mgprotein/hr) 

2.0% 

OPP-Na 

1.0% 

OPP-Na 

0.5% 

OPP-Na 

0.25% 

OPP-Na 
control 

2.84 2.56 Prostate* 

Kidney 
homogenate 

2.63 

* crude巴nzymefraction (see methods) 

1. 18 2. 75 1. 89 1. 54 
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2拓OPP

Female Control 
2 % OPP 
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ロコ2 % OPP 
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Fig. 3 Cellulose Acetate Membrane Electrophore-

tic Charact巴rizationof Various Acid Phos 

phatase;the substrat巴 was Naphthol AS-

MX  and the dye coupler， First Blue B. B. 

ラット雌雄の保存透析尿，前立線の粗製酵素液と腎臓の

homogenateを使用し比較検討を行った. Fig. 3に示し

たように尿中の AcP活性は 2%投与群では雌雄ともに

大部分が消失してはいるが，雌雄ともに対照群と投与群

のパターンがほとんど同じであった.腎 homogenateと

前立線粗製酵素のいずれでも，対照群と 2% OPP-Na 

投与群の間には活性のパターンに差が認められなかっ

た.尿中 AcP活性のパターンは腎臓 AcP活性のパター

ンとほとんど同じであり，前立線 AcP活』性のパターン

とは一部が重なった型であった.

まと め

OPP-Naの添加濃度を数段階とり，雄ラットに投与

し，尿中，腎臓，前立線の AcP活性について検討した

ところ，つぎの結果が得られた.

1. 尿中 AcP活性は添加飼料の OPP-Na濃度と逆

相関性があり，高濃度では活性が消失するが，低濃度ほ

ど活性が残存する.

2. 前立線および腎臓中の AcP活性については，添

加飼料の濃度差による活性の変化は認められなかった.

3. Seporaphore電気泳動によって，尿中の AcPは，

雌雄ともに同じ活性のパターンを示し，前立線の AeP

とはパターンが異なることから，前立線由来ではないと

思われる.また腎臓の AcP活性のパターンとは，ほぼ

一致することから，尿中 AcPの由来は腎臓由である可

能性がかなり高いと考えられるが今後引続きさらに検討

する.
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オル卜フェニルフェノール (OPP)の invitroでの8-9Mixによる

代謝活性化と染色体への作用発現との関連

田山 寿美子へ神谷信行へ中尾順子ぺ平賀興吾*

Detection of o-Phenylphenol (OPP) and the Activated Metabolites with 

8-9 Mix by HPLC and the Effect of These on Induction of 8CE in CHO-Kl Cells 

SUMIKO TAYAMAへ NOBUYUKIKAMIYAへ TOSHIKONAKAO' and KOGO HIRAGA' 

Keywords:オルトフェニルフェノール o-phenylphenol， CHO-K 1細胞 CHO-K 1 cellline， S -9 mix，姉妹
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はじめに

柑きつ類の防かび剤として使用が許可されているオル

トフェニルフェノール (OPP)およびそのナトリウム

塩 (OPP-Na)は，先にラット勝脱に腫蕩を誘発する

ことが報告}-2) されているが，その変異原性は微生物で

一部認められている3-4) にすぎない.また最近の R巴itz

ら5) のそれらについてのいくつかの試験でも，変異原

性および DNAへの作用は認められていない.

われわれはこれまで， OPPが CHO-K1細胞に染色

体異常および姉妹染色分体交換 (SCE)を誘発するこ

とを認め報告した6) そしてさらに， OPPおよび

OPP-Naを投与したラットでその比較的多くの量が抱

合体となったフェニルハイドロキノン (PHQ)として

尿中に排出される5，7-91 ところから，その代謝の過程で

OPP以外により強力な変異原活性のある物質が生成さ

れている可能性もあると考え，薬物代謝酵素の異なると

される 3種の S-9 mixを用いて，上述と同様染色体へ

の作用を調べた6，10) 結果はいずれも S-9 mix無添加の

場合とほぼ同程度の染色体異常および SCE誘発を認め

たが，この結果を判断する上で， S-9 mix添加により

仇 vztroで実際にどの程度の OPPが変換し，また OPP

以外にどのような物質がどれ位生成しているのかを把む

ことが必要であると考えられた.そこで今回われわれは，

appにPCB誘導の S-9 mixを加え 3時間処理をした

後の培養液を高速液体クロマ卜グラフィーを用いて直接

測ることにより， OPPの実際の代謝状況を捉えるとと

もにその SCEを調べ， OPP以外の変異原性活性のあ

る物質の生成について検討を加えることとした.

材料および方法

1. 試薬 o-phen)匂henol(Opp) Zone Refined : 

東京化成工業， cyclophosphamide ( CP) 1 CN 

Pharmaceuticals. Inc.， phenylhydroquinon巴 (PHQ)

:東京化成工業， dimethylsulfoxide (DMSO) 和光

純薬工業， 5 -bromo-2 '-d巴oxyuridine (BudR) 

Sigma， 33258 Hoechst 和光純薬工業，ギムザ液:

Merck， F-12培養液:日水製薬，仔牛血清:極東製薬

工業

2. 細胞および培養 チャイニーズハムスター卵巣由

来の CHO-K1株を， 10泌仔牛血清添加の HamのF-12

培養液を用いて，角型培養ピンにて370で密栓培養した.

3. s-9 mixおよび薬物の調製および処理 S-9は

矢作11) の方法に基づき，われわれが先に述べた12) よう

に作成し， -800で保存しておいた PCB誘導のものを

用いた. S-9 mixは使用時に Natarajanら山の方法に

従い調製した. OPPはDMSOに溶解， CPは蒸留水に

溶解し，その溶媒最終濃度がすべて 1%と与る用量で細

胞に添加して用いた.培養ピンあたり細胞を約3.5X10"

個播種し， 48時間培養した後培養液を捨て，薬物を溶か

した培養液 5mlおよびS-9 mixあるいは培養液0.25ml 

を加え 3時間培養した.培養終了後，その培養液を氷中

に置いた試験管に取り， HPLC分析用試料液とした.

この後細胞を培養液 5mlで洗い，培養ピンをアルミホ

イルで、被って BudRO. 5μg/mlを加えた培養液10mlで

さらに27時間培養を続けた、また HPLC分析には，細

胞を加えずに OPPとS-9 mixで同様に反応させた場合

についても試み，これもただちに氷冷して試料液とした.
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4. 襟本作成および観察 培養終了 2時間前にコルセ

ミド0.1μg/mlを加え，分裂中期細胞を集めた.常法川

に従い低張，固定操作を行い標本を作成し，先に報告15)

した方法により姉妹染色分体分染を行った.観察は30個

の分裂中期細胞について行い，その各々の細胞の SCE

数を記録し.Wilcoxonの順位和検定を施した.

5. HPLCによる分析装置は島津製作所 LC-3A 

を用い，試料液はそのままその10μlをHPLCにかけ

た. HPLCの分析条件は神谷ら161の報告に従った.濃

度の算出は，得られたクロマトグラムの高さを測り，各々

の標準液により作成した検量線を用いて求めた.

結果および考察

Table 1にHPLCで測定した培養液中の oPPおよび

PHQ量と SCE頻度とを示す. SCEはS-9 mix添加，

無添加とも oPP100および150μg/mlで有意に増加し，

それぞれの対照を引いたその誘発 SCEは. 150μg/ml 

で両者ともおよそ 3とほぼ等しい値であった.陽性対照

として用いた代謝により変異原活性を示す CPは. S-

9 mixにより SCEを約20と増加させ，使用した S-9 

mlxが充分に薬物代謝酵素を有していることを示した.

3時間処理後の培養液は. OPPのみを処理したもので

はそのクロマトグラムには oPP以外のピークは示され

なかったが. S-9 mixを加えたものでは PHQのピーク

および他の 1つの微小なピークが認められ，またその

oPP量は各 doseとも oPPのみを処理したものに比べ

減少していた. PHQの生成量は OPPdose 25μgから

150μg/mlの間で10μg/ml前後の値を取り. OPPの

dos巴に伴うその増加は見られなかった.これらのこと

はTable2に示した細胞を加えていない oPPとS-9 

mlxとの反応結果でも同様であった.また各 dose毎の

oPPに対する PHQの割合は.Table 1. 2において，

25μg/mlでやや差が見られたものの他ではほとんど一

致していた.

以上の結果から. CHO-K 1細胞はほとんど oPPを

変換する能力のないこと. S-9 mix添加は CPについて

はSCEを増加させて充分に変異原活性のある物質を生

成させているが. OPPでは znmvoで見られたように

PHQを生成はするが，その量は oPP25μg/ml以上で・

はおよそ10μg/ml前後とほぼ一定であり，一定量の

シ 9下では oPP量が増加しでも一定量の PHQしか生

成せず，またそれらの抱合体量は極めてわずかであると

いうことが推測される invitroでS-9 mixを添加して

行われる代謝活性化試験では，使用する S-9 mixの量

的問題などから，このように被検薬物の種類によっては，

Table 1. Frequencies of SCEs per C巴11after Treatment by OPP with or without S-9 mix for 3 h at 

37" and Measurement of OPP or PHQ (Metabo!ite of OPP) in the Treated Solution by 

HPLC 

Measurement by HPLC 

Chemicals Dose SCEs/cell11 oPP PHQ PHQ/OPP X 100 

(μg/ml) (Mean :1: S.E) (μg/ml) (%) 

。 5.46土0.39

25 5.06土0.28 17.0 

OPP 50 5.33土0.39 29.5 

100 7.43士0.49 58.0 

150 8.53士0.47 92.0 

。 6.00土0.31

25 6.40土0.37 10.0 7.7 77 

Opp-S'I 50 5.90士0.45 23.0 11. 0 48 

100 7.63土0.38"1 43.5 8.6 20 

150 9.10:l:0.50bl 84.0 12.9 15 

CP-S 19.87土0.84，1

1) For each dose 30 metaphases were scored 

2) Addition of S四 9mix

a) Wilcoxon test p<0.01 

b) Wilcoxon test p<0.001 
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Table 2. Measurement of OPP and PHQ 
(M官taboliteof OPP) after Incubation 
with OPP and S-9 mix for 3 h at 37。

by HPLC 

Measur巴mentby HPLC 

Dose of OPP OPP PHQ PHQ/OPPX100 

(μg/ml) (μg/ml) (%) 

25 

50 

100 

150 

9.5 9.8 

23.0 11. 0 

66.5 13.5 

84.0 13.5 

103 

48 

20 

16 

その代謝的変換の量に限度が生じ，in vivoでのそれを

正しく反映させることは難しい場合がある.なお S-9 

mlxの添加により PHQ以外に示された微小なピークに

ついては，これまでの報告9，17) などから 2，4，あるい

は2， 4 '-dihydroxybiphenylであるかとも考えられる.

OPPはHPLC測定の実質濃度58μg/mlで有意に SCE

を増やし，また S山 9mix添加での OPP43. 5μg/ml， 

PHQ 8.6 g/mlでも同様に有意に上げるが，これが

OPPのみの作用によるものか否かは本実験のみからで

は明らかではなく， OPPの代謝中間物質あるいは

PHQの変異原性の有無についてはさらに今後検討して

いかねばならない.

ところで OPPの最終代謝物質である PHQについて

は，in vitroでのその毒性および変異原性は調べられて

はいる6，18) が，この薬物と培養後の培養液は暗赤色化

しており，これを HPLCにかけると PHQ以外に多く

のピークが現われ，他の物質の生成が認められた.

PHQは水溶液中では極めて不安定であり，このような

試験では PHQそのものの毒性および変異原性は正確に

は反映できない.ところが PHQをS-9 mixを加えた培

養液に添加すると，ある濃度までは培養液の色調も変化

せず， HPLC分析でも他のピークは現われて来ない191

S-9 mix添加によりなぜ比較的安定になるのかは不明

であるが，今後この点を利用してその毒性および変異原

性についても調べていきたい.

要 旨

S-9 mix添加試験は，生体内での薬物代謝を反映す

る znvztroでの試験法として変異原性試験などに広く用

いられている.われわれも生体内でその一部が抱合体と

なった PHQとして排出される柑きつ類の防かび剤

OPPについて，その代謝過程での変異原性物質の生成

を調べようとこれまで実験を重ねて来たが， S-9 mix 

無添加での結果と大きな差は見られず，この条例で

OPP以外の変異原性物質の存在を明らかにすることは

できなかった.そこで今回 OPPにPCB誘導した s-9 

ffilXを添加して，高速液体クロマトグラフィーにより代

謝の状況を調べ，同時にその SCEを数えたところ，

OPP 25μgから150μg/mlまでその PHQの生成量は

およそ10μg/ml前後とほほ、一定であり， S-9 mix添加，

無添加とも100μg/mlから有意に誘発が見られた SCE

とその代謝との関連は明確ではなかった.
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オル卜フェニルフ工ノールナトリウム (OPP-Na)の宿主経由試験

藤 田 博ぺ小嶋昭江へ平賀興吾*

Mutagenicity of Sodium o-Phenylphenate (OPP-Na) in the Host-Mediated 

Assay with E. coli and S. typhimurium 

HIROSHI FU]ITAへAKIEKO]IMA本 andKOGO HIRAGA' 

Keywords;オルトフェニルフェノールナトリウム sodiumo-phenylphenate，宿主経由試験 host-mediat巴dassay， 

変異原性 mutagenicity

かんきつ類のかび防止剤であるオル卜フェニルフェ

ノールナトリウム(以下， OPP-Naと略す)の安全性

について当毒性部では種々の検討ト7) を加えてきた.そ

の結果，縄井ら 6) は，培養細胞に姉妹染色分体~換お

よび染色体異常を誘発することを報告し，平賀ら7) は，

ラットの長期投与試験において勝目光腫療が発生したこと

から発がん性があることを報告した.

inωω での薬物代謝を加味した変異原性試験の一種

に宿主経由試験ト川がある.これは化学物質を投与し

た動物(宿主)の体内にインディケータである微生物あ

るいは細胞を投与し，一定時間後，回収した微生物ある

いは細胞の突然変異体の増加を見る方法である.

今回， OPP-Naの安全性評価の一環として，インディ

ケータに大腸菌およびサルモネラ菌を，動物には

OPP-Naの発がん性を認めた F344ラットを用いた宿

主経由試験を行ったので報告する.

実験方法と材料

試料 OPP-Na (ダウ・ケミカル社製， Dowicide A， 

Lot No. MM  01074)および陽性対照にはストレプトゾ

卜シン(以下， SZNと略す，シグ、マ社製， Lot No. 116 

C-0-360)を用いた.

動物 F344/DuCrj雄ラット(日本チヤールス・リ

パ一社)を 4週令で購入し， 1週間の予備飼育後の 5週

令(平均体重90g)を用いた. OPP-Naの経口投与の

場合は，前日の17時から絶食させた.

菌株 Escherichiacoli WP 2 (trp-， HCR一)11) および

SalmonellaゅhimuriumTA 100 (肋σ，biσ， uvrB-， gat， 

rfa， pKM 101) 12) をブロス(栄研化学社製)にて一夜

培養した.この菌液を遠心 (3，000r.p.mX 10 min) し，

1/5量の新しいプロスに懸濁した.

宿主経由試験 OPP-Naは蒸留水あるいは生理食塩

水に溶解し， 750mg/kgおよび1，500mg/kgを投与した.

投与は胃ゾンデによる経口投与(2 ml/100 g・体重)お

よび筋肉注射 (0.2ml/100 g・体重を両足に分注)の 2

経路を行った. OPP-Na投与 2時間後に菌液 3mlを腹

腔投与した.陽性対照の SZNは，菌液投与時に筋肉注

射投与(1 mg/ラット)を行った，菌液投与2.5時間後

に断頭し，腹部の皮膚をはがした.腹筋部に小穴を開け.

プラスチック製小チュープをさしこみ，中に溜る菌液を

胃ゾンデを用いて回収した.この方法により投与菌液の

50-70%が回収される.

回収菌液の復帰変異体数および生菌数を計測した.

WP2の場合は，復帰変異体数を求めるために回収菌液

0.5 mlに軟寒天(寒天0.8%，NaCl O. 8%) 2 mlを加え，

最少グルコース寒天培地13)に重層した.生菌数を求め

るために10-"10-6希釈液0.1mlにトリプ卜ファン溶液

(0.5 mM)を1/10量加えた軟寒天を加え，最少グルコー

ス寒天培地に重層した.なお復帰変異体数は 2枚，生菌

数は各 3枚のプレートを用いた. TA 100の場合は，復

帰変異体数はピオチン溶液 (0.5mM)を 1/10量加え

た軟寒天を用い，生菌数はヒスチジン・ピオチン溶液(各

0.5mM)を1/10量加えた軟寒天を用いた. 370Cで48

時間培養後，生じたコロニーを計数し，回収菌液 1ml 

中の生菌数および復帰変異体数を求め， 108・生菌数あ

たりの復帰変異体数を算出した.

結果と考察

E. coli WP 2を用いた経口投与での予備試験におい

て， 0 mg/kgの復帰変異体数が0.91/108・生菌数に対し

*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 
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表1. E. coliWP 2およびs.typhimurium T A 100を用いた OPP-Naの宿主経由試験

菌株 投与経路 投与量 (mg/kg)
復帰変異体数 X108生菌数 復帰変異体数

平均土 S.D
(lml) (lml) /WS生菌数

WP2 経口 。 14 18. 7 o. 75 
8 6.8 1. 18 0.97土0.30

750 60 40.4 1. 49 
12 19.4 0.62 
20 18.8 1. 06 1. 06士0.44

1500 24 24.0 1. 00 
38 17‘6 2.16 

38 26.6 1. 43 1. 53土0.59

SZN'J 2176 18.4 118 

筋肉 。 17 18.6 0.91 
9 7.9 1. 14 1. 03土0.16

750 21 23.1 o. 91 
6 14.8 0.41 
5 12.4 0.44 
6 4.9 1. 22 0.74:1:0.40 

1500 25 23.3 1. 07 
18 36.3 0.50 
134 102.0 1. 31 
26 21. 5 1. 21 1. 02士0.36

SZN'J 36 0.2 180 

TA 100 経口 。 1846 58.4 31. 61 
1596 59.3 26.91 
1486 67.3 22.08 26.87:1:4.77 

750 2182 62.1 35.14 
1818 63. 7 28.54 
1822 63.9 28.51 30. 73士3.82

1500 2164 82.9 26.10 
2172 79.6 27.29 
2362 103.0 22.93 25.44:1:2.25 

SZN'J 11166 5.6 1994 

筋肉 。 314 15.2 20.67 
269 10.9 24.68 22.68土2.87

750 532 30.3 17.56 
441 26. 1 16.90 
471 16.4 28. 72 21. 06:1: 6.64 

1500 685 34. 9 19.63 
500 21. 5 23.26 
838 45.1 18.58 20.49土2.46

SZN'J 350 0.06 5800 

1)ストレプトゾトシン 筋肉注射， 1 mg/ラット
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て OPP-Na250 mg/kg投与群では1.23および500

mg/kgでは0.87であり，増加は示さなかった. OPP-

Naの F344雄ラット(8週令)に対する LD50値は約

1，000 mg/kgであり， 1，450 mg/kg投与群には 6時間以

内の死亡例がある3) ことから，今回の試験では，高濃

度の750mg/kgおよび試験時間内生存の限界に近い

1，500 mg/kgに投与量を設定した.

表 lに示したように，陽性対照の SZNは， WP2あ

るいは S.typhimurium T A 100に対して著しい復帰変異

体数の増加を示したが， OPP-Naの750mg/kgおよび

1，500 mg/kg投与群では，投与経路にかかわらず復帰変

異体数の増加は見られなかった.従って用いた検出系に

おいて OPP-Naの変異原性は陰性であると考えられ

る.宿主経由試験には様々な検出系が開発9，10) されてい

ることから，今後 OPP-Naの投与方法，インディケー

タの変更なども含め検出系の検討を行いたい.

市川ら 14)は，放射性オルトフェニルフェノール(以下，

OPPと略す)の経口投与における吸収排油の実験より，

投与後30分で血中，各臓器の放射能が最高に達し，尿中

の放射能は投与後 6時間で最高となり， OPPの吸収排

池が比較的速いことを示した.今回の OPP-Naの試験

においては，投与 2時間までに経口投与群では茶褐色の

尿を排油し，筋肉注射群では赤茶色の沈殿物を含む尿を

排池していた.このことから， Na塩においても吸収排

油がすみやかに進んでいることがうかがわれる.大槻

ら5) の報告では， OPP-Na 300 mg/kgの経口投与後，

24時開以内に26%が尿中に排池される.

OPPあるいは OPP-Naは，飼料添加による F344 

ラットの長期投与試験において勝脱腫療が発生し，発が

ん性があることが報告7，15) され，培養細胞の高濃度，短

時間処理において姉妹染色分体交換および染色体異常を

誘発することが報告6，16) された.一方，細菌を用いた突

然変異誘発試験では，一部の弱い変異原性の報告17，18)

を除いて陰性の報告19-22) が多い.また今回の宿主経由

試験においても陰性であった. Amesら田.24) の報告によ

れば，サルモネラ菌 TA系を用いた突然変異誘発試験

において発がん性を有する175の化学物質のうち約10%

に変異原性が検出されておらず，また Legatorら10) は，

様々な宿主経由試験においても125の発がん物質のうち

約30%に変異原性が検出されないと報告している.検出

されない原因は化学物質によって様々であるが， OPP 

あるいは OPP-Naも発がん性を有するにもかかわら

ず，細菌に対する変異原性が検出されないか非常にされ

にくい化学物質の一例であると考えられる.

OPPあるいは OPP-Naの変異原性は，細菌を用い

た試験系において陰性であった.これは用いられた試験

系においては変異原性を有する代謝物質が生成していな

い可能性が残るが， F 344ラットに見られた勝脱発がん

には，変異原性が原因とはならない機構が関係している

のかもしれない.この問題を明らかにするために当毒性

部において様々な実験が行われている.最近 Reitzら白)

は，ラット，マウスを用い invivoにおける OPP-Na

の作用を検討した結果， DNA損傷は起さないが，勝脱

の細胞分裂を増加させることによりがんの発生をうなが

すという仮説を提出している.発がんの機構の解明が進

められつつある OPPあるいは OPP-Naは，新しい発

がん機構の研究の発展をもたらす興味ある化学物質であ

るのかもしれない.

要約

オルトフェニルフェノールナトリウムの宿主経由試験

を行った.インディケータに E.coli WP 2およびs.

〈妙himuriumT A 100を用い，動物は F344ラット雄を用

いた. 750mg/kgおよび1，500mg/kgの経口投与あるい

は筋肉注射において復帰変異体数は増加しなかった.
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オルトフェニルフェノール (OPP)の微生物系における突然変異誘起性について

小嶋昭江へ藤田 博ぺ平賀興吾キ

Mutagenicity of Q-Phenylphenol (OPP) in the Microbial System 

AKIE KO]IMAへHIROSHIFUJITA* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:オル卜フェニルフェノール o-phenylphenol，突然変異誘起性 mutagell1cJty

はじめに

かんきつ類のかび防止剤として使用されているオルト

フェニルフェノール (OPp)の安全性については，当

毒性部においていろいろな面から検討を加えてきたト6)

その一環として，われわれは微生物を用いて他のかび防

止剤とともに OPPおよび OPP-ナトリウム (OPP-Na)

の突然変異誘起性の検出を試みた1) Bacillus subtiZis H 

17 A， M 45 Tによる recassayと EscherichiacoZi B/ r 

WP2および SaZ:ηwnellat汐himuriumT A 100， T A 98に

よる mutationtestを行ったが， OPPおよび OPP-Na

は他のかび防止剤と同様，陰性の結果であった.微生物

を用いた OPPの突然変異誘起性については，陽性であ

るとの報告側もあるが，われわれの結果を含め陰性の

報告10 叫が多い.

その後，当毒性部において Opp14
)あるいは OPP-NaI5

)

が長期投与により，ラットの勝目光に腫療を誘発すること

が明らかにされた.また，縄井らは高濃度の OPPが姉

妹染色分体交換 (SCE)および染色体異常を誘発する

ことを報告している 16) そこで，微生物による試験系に

おいても OPPの突然変異誘起性が検出される可能性が

あると考え，試験菌株および代謝活性化に用いる肝ホモ

ジネー卜の 9，000X g上清 (S-9) の種類を増して

mutation testを行い，再度 OPPの突然変異誘起性につ

いて検討したので報告する.

実験材料および方法

試料 オルトフェニルフェノール(OPP，東京化成製，

Lot No. FB-104)をジメチルスルホキサイド (DMSO，

吸収スペクトル用，和光純薬製)に溶解して用いた.

用量前回1) はOPP1， 10， 100μgおよび 1mg/フ。

レー卜で mutationtestを行ったが， 1 mg/プレートで

は致死性が強くあらわれ，復帰コロニーは得られなかっ

た.縄井ら16) による OPPのSCEおよび染色体異常の

誘発が高濃度の狭い範囲でのみ起っていることを考え，

今回の OPPの用量は50，100， 200μgおよび致死性が

わずかに観察される300μg/フ。レートに設定した.

試験 菌 株 1) Escherichia co/i B/r WP 2 (trp一，

HCR-)川 2)SaZmoneZZ，ョtがhimuriumT A 1535 (hisG-， 

gaZ-， bio-， uvrB-， rfa一)， TA 1537 (hisC-， gaZ-， bi・0-，

uvrB-， rfa-)， TA1538(hisD一，gaZ-， bio-， uvrB一，rfa-)， 

T A 100 (hisG-， gaZ-， bio-， uvrB-， rfa一， pKM 101)， 

T A 98 (hisD-， gaZ-， bio-， uvrB-， rfa一， pKM 101) 18-20) 

8-9および 8-9Mixの調製 Jcl: SDラット， F 

344/DuCrjラットおよび C57 BL/ 6 NCrjマウス(い

ずれも 5週令雄)を用いた.矢作の方法21)，こ基ずき，フェ

ノパルピタール (PB)，ポリ塩化ピフェニール (PCB，

アロクロール1254)または 3 メチルコランスレン (MC)

を投与後，肝臓あるいは腎臓を採取して S-9を調製し

た.

S-9 Mixの調製は同じく矢作の方法21) によって行っ

た. Amesら22) はS【 9Mix中の S-9をPB誘導 S-9

の場合， 150μZ/プレート， PCB誘導 S-9の場合， 50 

μZ/プレートで mutatlOntestを行っているが， S-9あ

るいは NADPHの量を増すことにより復帰コロニー数

が増加する場合があるので21，23，24)，S-9の量を50-250μ

Z/プレート， NADPH (オリエンタル酵母製)の量を 2

-8μmole/フ。レートとした.

Mutation test T A株については Amesの変法21，部)

により行った. WP2の場合はソフトアガーに， トリプ

卜ファンの0.5mM溶液を加え， TA株の場合と同様に，

最少グルコース寒天培地に重層した.プレート数はー濃

*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. OPPの mutationtest (S-9無添加)

oPP S. typhimurium 

(μg) 
E.coliWP 2 

TA 1535 TA 1537 TA 1538 TA 100 TA98 

。 14 10 23 196 28 40 

50 16 9 24 179 30 

100 15 10 20 212 32 37 

200 14 9 21 151 24 36 

300 11 30 11 9 

陽性対照 2209，1 67bl 5138c1 669dl 219dl 845，1 

a) Nーメチル N】ニトロ N ニトロソグアニジン 10μg/フ。レート

b) 9ーアミノアクリジン 10μg!プレート
c) 2山ニトロフルオレン 5μg/フ。レート

d)フリルフラマイド 0.1μg/フ。レート

巴)フリルフラマイド 0.5μg/フ。レート

度 3枚とした. S-9は特に示さない場合， Jcl:SDラッ

トの肝臓の S-9を使用した.

結果および考察

表 lに代謝活性化を行わない場合の， TA株および

WP2による mutatlOnt巴stの結果を示した.

50-300μg/プレートの oPPを作用させた場合，コ

ントロールに比較して復帰コロニー数の増加は認められ

なかった. OPP 200μg/プレート以上で致死性が観察

された.

Halpaap-Woodら261 は S-9による oPPの代謝が，

ラットとマウスで，あるいは誘導剤によって奥なること

を報告している.そこでマウスとラットの誘導剤の異な

るS-9を使用して mutationtestを行った.

表 2にSDラットの肝臓の S-9を代謝活性化に用い，

S-9と NADPHの量を 3段階に変化させて mutatlOn

testを行った結果を示した.いずれの場合にも復帰コロ

ニー数の増加は見られなかった.

次に TA100，TA98を用いて C57BL!6 Nマウスの

肝臓の S-9を使用して mutatlOntestを行った結果(表

3 )，陽性の結果は得られなかった内

平賀ら 15) は oPP目 Naの発がん試験において， 4 % 

OPP-Na添加飼料投与群の腎臓の損傷が大きく，勝脱

の腫蕩の発生率が 1， 2 %投与群に比較して低かったと

報告している. OPPによる発がんに腎臓における代謝

が関与している可能性を考え， OPPあるいは OPP-Na

により勝脱発がんを認めた F344ラットの腎臓，および

肝臓の S-9を代謝活性化に用いて mutatlOnteslを行っ

たが，陽性の結果は得られなかった. (表 4) 

長尾らは， トリプトファンの熱分解産物であるノルハ

ルマンが突然変異誘起性を増強させ27)，また，アニリン

やオルトトルイジンなどある種の芳香族アミンはノルハ

ルマンの存在下においてのみ，突然変異を誘発するこ

と四)を報告しているので，ノルハルマンの効果を調べ

る実験を行った.菌株として TA100および TA98，代

謝活性化に PBまたは PCBで誘導した SDラットの

S-9 (10， 50， 150μ l/プレート)を用いた OPPの実

験系に50-500μgのノルハルマン (DMSOに溶解)を

加えたが，復帰コロニー数の増加は認められなかった.

さらに， PCBあるいは MCで誘導した動物のチトク

ローム P-448を特異的に阻害する αーナフトフラボン

(10← 6_10-3 M)およびエポキサイドヒドラターゼの限

害剤であるシクロへキセンオキサイド (10-7-10-3M) 

を添加した実験を行ったが同様に効果をおよぼさなかっ

た.

微生物による OPPの突然変異誘起性については，花

田81および西岡ら91による陽性の報告があるが，河内叩，

白須11，12)および Reitzら131は陰性であると報告しており，

われわれの前回の実験でも陽性の結果を得られなかっ

た.今回，試験菌株を増し，種々の S-9を用いて

mutation testを行ったが結果は全て陰性であった.

OPPが微生物の試験系において S-9無添加の条件で

突然変異誘起性を示さず， SCEおよび染色体異常を誘

発するのは， OPPが SCEおよび染色体異常誘発の実

験系で用いられる哨乳類の細胞で代謝を受けているのか

もしれない.同試験系に S-9を添加しでも SCEおよ

び染色体異常が増強されず制，また，微生物による試験

系で高濃度の OPPに種々の S-9を作用させても，復

帰コロニー数の増加を認めることができなかったことか
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表 2-1 SDラットの S-9を用いた oppのmutatlOlltest 

TA 1535 

opp NADPH PB S-9 (μl) PCB S-9 (μ l) 

(μg) (μmole) 50 150 250 50 150 250 

。 7 13 18 11 14 18 
100 10 11 20 9 16 15 
200 2 10 17 15 9 15 20 
300 9 13 11 10 13 18 

。 9 11 20 11 19 20 
100 12 10 18 10 11 18 
200 4 11 10 13 10 13 22 
300 8 9 14 6 13 16 

。 8 16 16 10 13 18 
100 9 18 17 10 16 18 
200 B 8 18 18 10 11 18 
300 6 12 15 5 11 15 

陽性対照 2 92，1 268，1 

TA 1537 

opp NADPH PB S-9 (μl) PCB S-9 (μl) 

lμg) (μmole) 50 150 250 50 150 250 

。 23 24 26 15 16 25 
100 19 16 24 15 21 23 
200 2 18 18 24 12 21 20 
300 6 13 19 9 18 22 

。 19 23 25 14 23 21 
100 20 17 23 17 18 22 
200 4 19 22 22 13 18 22 
300 5 14 15 7 16 25 

。 24 28 26 15 22 27 
100 16 23 26 13 24 26 
200 8 25 23 20 15 22 24 
300 7 16 20 8 22 22 

陽性対照 2 397，1 146bl 

TA 1538 

opp NADPH PB S-9 (μl) PCB S】 9(μl) 

(μg) (μmole) 50 150 250 50 150 250 

。 31 37 31 36 36 34 
100 32 34 28 37 39 41 
200 2 31 34 36 29 45 36 
300 28 32 32 29 30 44 

。 23 31 29 29 43 29 
100 18 21 32 35 48 34 
200 4 25 19 29 36 37 38 
300 25 24 23 30 36 33 

。 27 31 24 35 40 42 
100 8 30 30 28 40 37 34 
200 23 31 26 35 37 40 
300 25 23 12 35 43 32 

陽性対照 2 8715c1 82bl 
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TA 100 
表 2-2 SDラットの S-9を用いた oppのmutationtest 

opp NADPH PB S-9 (μl) PCB S-9 (μl) 

(μg) (μmole) 50 150 250 50 150 250 

。 160 191 192 201 178 179 
100 189 183 188 208 185 189 
200 2 190 181 193 172 184 186 
300 146 163 170 152 165 159 

。 175 192 195 178 193 177 
100 180 182 193 223 207 217 
200 4 189 200 202 181 164 165 
300 140 169 165 170 165 171 

。 182 193 181 164 194 166 
100 8 202 173 178 152 185 224 
200 182 208 189 175 175 204 
300 183 189 180 163 168 169 

陽性対照 2 3906，1 812bl 

TA98 

opp NADPH PB S-9 (μl) PCB S-9 (μl) 

(μg) (μmole) 50 150 250 50 150 250 

。 42 35 38 52 56 43 
100 36 39 48 53 57 42 
200 2 41 34 46 53 49 48 
300 38 35 29 51 54 46 

。 32 43 33 63 65 48 
100 42 39 38 58 51 58 
200 4 33 25 39 50 52 46 
300 31 33 42 55 52 50 

。 40 44 31 64 71 62 
100 41 40 33 60 52 53 
200 8 35 33 36 64 53 61 
300 33 42 42 75 62 52 

陽性対照 2 6771c1 292bl 

E. coli B/r WP  2 

opp NADPH PB S-9 (μl) PCB S-9 (μl) 

(μg) (μmole) 50 150 250 50 150 250 

。 35 36 30 50 51 52 
100 29 34 33 43 46 49 
200 2 25 29 26 40 39 53 
300 25 26 20 36 44 35 

。 34 40 34 54 52 49 
100 29 34 35 44 51 54 
200 4 33 29 28 41 42 56 
300 34 28 27 33 41 46 

。 39 43 38 41 54 53 
100 33 35 27 43 53 50 
200 8 31 32 36 45 46 40 
300 23 24 23 37 45 38 

陽性対照 2 87'1 861，1 

a) 2-アミノアン卜ラセン 10μg/フ。レート b)ベンツ(a)ピレン 5μg/フ。レート

c) 2-アセチルアミノフルオン 10μg/フ。レート
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表 3. C 57 BL/ 6 Nマウスの S-9を用いた oppのmutationtest 
A. TA 100 

opp PB S-9 PCB S-9 MC S-9 

(μg) 50μJ 150μJ 50μJ 150μJ 50μJ 

。 126 93 125 94 146 

50 141 122 123 115 156 

100 119 115 121 118 146 

200 116 116 112 121 125 

300 67 38 54 47 56 

陽性対照 4065，1 3992，1 982bl 939bl 1986bl 

B. TA 98 

opp PB S-9 PCB S-9 MC S-9 

(μg) 50μl 150μl 50μJ 150μJ 50μf 

。 40 42 39 33 41 

50 37 35 40 37 39 

100 33 42 43 46 52 

200 43 40 41 42 47 

300 14 24 18 35 20 

陽性対照 10575，1 10508，1 481bl 840bl 554bl 

a) 2ーアセチルアミノフルオレン 10μg/フ。レート b)ベンツ (a)ピレン 5μg/フ。レート

A. TA100 表 4. F 344ラットの S-9を用いた oppのmutationtest 

PB S-9 (μl) PCB S-9 (μl) 
opp 

肝臓 腎臓 肝臓 腎臓
(μg) 

50 150 150 50 150 150 

。 200 224 201 187 194 211 

100 206 225 210 219 141 181 

200 183 203 176 172 182 176 

300 154 183 123 132 191 90 

陽性対照 4839'1 348bl 901c1 968bl 

B. TA 98 

PB S四 9(μ1) PCB S-9 (μl) 

opp 
肝 臓 腎臓 肝臓 腎臓

(μg) 

50 150 150 50 150 150 

。 41 49 65 53 46 52 

100 41 46 46 56 48 53 

200 41 45 50 52 48 53 

300 31 38 37 41 47 56 

陽性対照 7046，1 9183，1 303bl 461c1 305c1 2001bl 

a) 2-アセチルアミノフルオレン 10μg/フ。レー卜 b) 2ーアミノアントラセン 10μg/フ。レート

c)ベンツ (a)ピレン 5μg/フ。レート
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ら，in vitroにおける S-9の作用では，突然変異を誘発

する代謝物は生成されないのかもしれない.これらの結

果から，発がん性の実験と微生物による mutationtest 

の結果の相違は，in vivoとinvitroの代謝の違いを反映

している可能性が考えられる.これに対し，最近 Reitz

ら却)は， OPPが DNAに傷害を与えずに細胞の増殖を

うながすことによってがんを誘発するという仮説を述べ

ており， OPPが突然変異によらないでがんを誘発する

可能性も考えられる.

要 約

Salmonella t汐himuriumTA 1535， TA 1537， TA 1538， 

TA 100， TA 98および Escherichiacoli B/r WP 2を用い

て，オルトフェニルフェノールの突然変異誘起性につい

て検討を行った. S-9無添加の場合においても，マウ

スおよびラットの S-9を加えた場合においても復帰コ

ロニー数は増加せず，オル卜フェニルフェノールによる

突然変異誘起性は認められなかった.
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オル卜フェニルフェノール (OPP)のマウスを用いた急性経口毒性試験

岡山邦昭へ井口重孝へ佐々木美枝子*平賀興吾*

Acute Oral Toxicity of o-Phenylphenol (OPP) in Mice 

KUNIAKI TAYAMA*， SHIGETAKA IGUCHI*， 

MIEKO SASAKI* and KOGO HIRAGA * 

Keywords:オル卜フェニルフェノール o-phenylphenol，防かび剤 fungicide，マウス mous巴，急性毒性 acut巴

tOX1CJty 

オルトフェニルフェノールおよびそのナトリウム塩

(以下 OPPおよび OPP-Naとする)は我国でかんき

つ類の防かび剤として使用許可されている 11 当部では

それらの安全性を種々の方面より検討しているが，急性

毒性についてはラットでの成績をすでに本年報::!，3) で報

告した.今回は OPPのマウスにおける急性毒性試験結

果を報告する.なお OPP-Naのマウスにおける急性毒

性については，当部小!蘇ら11 が報告している.

材料ならびに方法

検 体 OPPは東京化成州製 (LotNo. APO 1 ，純

度98%以上)を用い，投与容量がすべて10ml/kgとなる

ように日本薬局方オリブ油に溶解調製して使用した.

動物 Jcl: ICRマウス雌雄を日本クレア側より 4

週令時に購入， 8週令時に発育良好なものを試験に供し

た.

飼育条件室温25:!:1 0，湿度55土 5%，照明午前 6

1時一午後 5時，換気毎時10凶の飼育室内で，モミ材のチッ

プを床敷に用いたプラスチックケージ (W17S XL 245 

XH 125mm) に l 匹飼いとし，日本クレア体~)製国型飼

料 CE-2および水道水を自由に与えた.

投与方法および観察検体投与前日に各濃度群(以下

群とする)の体重にかたよりがないように動物を10匹ず

つに群分けし，その日の午後 5時に除餌し，水のみを与

え，投与日の午前10時に体重測定後胃ゾンデにて強制経

口投与を行った.検体投与量は Table1に示すように

予備試験の結果を参考として，雌雄共に 1000-

7594mg/kgの聞に公比1.5の6段階をとり，別に溶媒対

照を置いた. 5063mg/kg群と7594mg/kg群では室温で

結晶が析出したため加温溶解して行った.投与後 3時間

目より餌を与えた.症状および生死の観察は24時間目ま

では 1ないし 2時間毎に， 2日目以降14日目までは朝夕

2回行い，死亡例は直ちに剖検を行った.体重は毎日午

前10時前後に測定した.

LDsoは14日間の死亡率から Blissの probit法5) によ

り算出した.計算の処理に当っては当部コンピュター・

プログラムを使用した.

結果

予備試験および本試験の投与日の体重，死亡数および

死亡時期を Table1に示した.死亡開始は雌雄共に投

与後30分以内に起こり，大半が24時間以内に死亡した.

動物は投与直後より自発運動が低下し，鎮静状態になり，

外部刺激に対する反応も鈍くなった.重篤となった例は

四肢を伸ばした腹臥姿勢をとり，呼吸数が減少し死亡し

た.この他数例で限の白色変化，流i戻，下痢様便等が認

められた.限の白色変化はおよそ投与後 3時間目以降 2

日目までの問で，動物が瀕死状態になった頃に現われ，

この変化の発現した動物は全例死亡した (Table1 * 
印).また生存中この変化が確認できなかった例でも，

限が白色化したものを剖検時に認めた (Table1 0 印).

2日目以降ではまだ数例に自発運動の強度の低下がみら

れたが，ほとんどの例は元気を回復していた.

体重も Fig.1に示したように一部の高濃度群の動物

を除き 2日目から回復に向った.死亡例の剖検所見では

雌雄差，投与量に明らかな関連はみられなかった.肉眼

的検索結果の主なものは，投与直後の初期の死亡例の胃

では，前胃で顕著にみられた壁の非薄化，腺胃における

鍛袋の消失，潰蕩等および一部の例で認められたガスの

貯留であった.腸では死亡時期の経過に伴う赤褐色~暗

場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l
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Mortality of Mice Receiving a Single Oral Dos巴 ofOPP 

Range-Finding Test 

Dose ， Initial 
Sex (究)刷川E刷 I1 Morta附)

mg/Kg) (g) 

1000 36.4士0.8 0/4 

Male 2000 32.5:1: 1. 4 1/4 

4000 32.4:1:2.6 1/4 

8000 33.2:1:0.9 4/4 

1000 29.6士1.3 0/4 

Female 2000 25. 7士1.1 0/4 

4000 25.5土1.3 0/4 

8000 24.5土1.4 2/4 

Time of death after dosing (hr) 

<24 

<24 

< 1 

< 2 

Full Scale Test 

Dose Initial 
~/~:_\ body weight" Mortality21 

(mg/kg) 
(g) 0 3 

031 36.2:1:2.0 0/10 

1000 36.3土2.4 0/10 

1500 36.4土2.0 0/10 

Male 2250 35.9土3.2 2/10 

3375 36.2士1.9

5063 36.3士2.0
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1500 29.3土2.0 0/10 

3/10 

7/10 

8/10 

9/10 

20 1 

10 1 * 
400  2* 

8。

Female 2250 28.2土1.8

3375 28.9土1.7

5063 28. 9:1: 1. 7 

7594 29.1土1.8

Time course of number of dead mice after dosing 
1 2 3 4 5 6 13 14 (day) 

69  12 15 18 21 24 (hr) 
〈←十一→

1* 

20 2* 

20 

1 1* 2 

1* 1* 

1) overnight fasted mice， mean士 SD. 2) No. of deaths/No. dosed. 3) control: olive oil10 mνkg 

ホ:Mice showed white eyes before death. 0:  Mic巴 showedwhite eyes after death. 

赤色の色調変化，腸管の拡張およびガスの貯留であった.

投与後数時間以上経過した例て、は上記胃腸管の変化の他

に，副腎の腫大，勝脱における貯留尿の暗灰色~暗赤色

の色調変化と，一部潜血反応の陽性例がみられた.また

腎では皮髄境界音11や乳頭部が暗赤色を呈し，腎静脈の血

管拡張も認められた.

本試験で得られた OPP経口投与でのマウスにおける

LD50およびその95%信頼限界は Fig.2に示したように

雄3499 (2854 -4315) mg/kg，雌3152(2414 -3999) 

mg/kgであった.

考察

OPPをオリブ油に溶解し， Jcl: ICRマウスに経口投

与し，急性毒性を検討した. LD50とその95%信頼限界

は雄3499(2854-4315) mg/kg，雌3152(2414-3999) 

mg/kgであり雌雄で近い値となった.小!採ら，)が水に

溶解した OPP-Naを 2社製品について同系マウスに

行った急性経口毒性での LD50は，各々雄1018mg/kg，

857mg/kg，雌683mg/kg，812mg/kgであった.一方，

前報2，3} のラットにおける急性経口毒性においては，こ

れは上述のマウスの試験と各々同一溶媒を用いている

が，その LD50は OPPで、は雄2600mg/kg，雌2850mg/kg，
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Fig.l 

14 
Day白

Mean Body Weights of Mice Given a Sing-
le Oral Dose of OPP : 0 (control: X) ; 1000 
(0) ; 1500 (.) ; 2250 (ム); 3375 (企); 

5063 (口) ; or 7594 (・)mg/kg. Arrow in-
dicates the day of administration 

OPP-Naでは 2回試行した試験で雄1096mg/kg，

1049mg/kgであるが，雌では 2固とも用量一反応関係

が得られず，算出できなかった.以上より OPPと

OPP-Na各々の LDsoは雌雄およびこれら 2種動物で

近似しており， OPPはOPP-Naより 3-4倍高い値

であった. OPP-Naで特徴的であった症状は，マウス

ラット共に腺胃部の粘膜が全体に暗赤色調としてみられ

た顕著な出血，および投与後数日以降に雌ラットで主に

発生した胃腸管麻揮に起悶すると考えられるガス膨満で

ある.馬沸lら61 はパラ安息香酸ブチル (PHBB) とそ

の水酸化ナトリウム水溶液 (PHBB-Naとする， pH 

11. 3)でのラットにおける急性経口毒性で， LDsoが

PHBBより PHBB-Naにおいて低く， PHBB-Naに

顕著な腺胃部での出血を認めている，そしてさらに他の

2， 3の比較実験からこれらの違いは PHBB-Naが単

にアルカリとして作用するのではなく， PHBBの作用

で胃での滞留時間が長くなり，それにアルカリとしての

作用が強化されたものであると推測している. OPPお

よび OPP-Naでも，投与に用いた OPP-Naは pH

12.5前後と強アルカリであり， OPP-Naで示されたよ

り強い毒性および胃での出血は上述の PHBBと

PHBB-Naとの関係によく似ている.従って OPPと

OPP-Naに認められた毒性の相違も同様のことが影響

していると考えられた.

一般症状としてはこれら一連の試験で OPP，OPP-

Na共に自発運動の低下や鎮静，流i戻等が主であった.

今回の試験ではその他特異なものとして眼の白色変化が

認められた.これは小勝らも観察しているが，それはお

もに LDso付近の投与量で，投与後 3時間以降で瀕死状

態になったものに多く発現し，また生存中は観察されず

死亡後に認められた例もあった.死亡後の観察例は死後

変化でみられる白色化より強度であり，比較的初期の死

亡例に多く認められたことから，生存中はまだこのよう

な変化に至らず死亡後に発現したと推測された.これら

の原因として薬物作用による角膜や水品体の混濁および

薬物の角膜への沈着等が考えられる71一般にフェノー

ル類は細胞のタンパク質を変性させ凝結させる作用81

があることが知られ，ナフタレンの代謝物であるし 2

ージハイドロオキシナフタレンや 1， 2ーナフトキノン，

また 2，4ージニトロフェノール等が水品体に混濁を起

こす物質として知られている7-9) 今回の OPPおよび

OPP-Naもフェノール類であることから，同様の作用

によるものであるか， OPPあるいはフェニjレノ、イドロ

キノン等の OPP代謝物10.11) について今後さらに検討す

る必要があると考える.

要 旨

オルトフェニルフェノール(OPP)をオリプ油に溶解，

Jcl: ICRマウス雌雄(8週令，一夜絶食)に経口投与し，

急性毒性を14日間観察した.主な症状は自発運動の低下，

鎮静で，死亡は大半が24時間以内に起こり，胃腸管の拡

張，副腎の腫大等がみられた.その他特異なものとして

眼の白色変化が観察された. LDso (14日間)は雄

3499mg/kg，雌3152mg/kgであった.

文 献
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オル卜フェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)によるラット肝細胞の微細構造変化

福森信隆へ佐々木美枝子へ平賀興吾ホ

Ultrastructural Alterations of Hepatocytes in Male Rats Fed with 

Sodium o-Phenylphenate (OPP-Na) 

NOBUTAKA FUKUMORI*， MIEKO SASAKI* and KOGO HIRAGA* 

Ultrastructural alterations oI hepatocytes in the male F344/DuCrj rats fed th巴 dietcontaining 2% 

sodium o-phenylphenate (OPP-N a) for four weeks were investigated electron microscopically using the 

thin section techniq u巴 lnthe hepatocytes of rats fed OPP-Na for a week， considerable proliferation of 

SER， elongated mitochondria and well-developed nucli wer巴 observed.RER membrane had a tend巴ncyto 

disappear accompanying the detachment of ribosome from the surface of RER. These changes were 

observed during th巴 wholeexperimental periods. The main changes after two and/or three weeks' feeding 

were formation of anomalous vacuoles containing myelin figures， decrease of glycogen particles， appear-

ance of mitochondria surrounded by RER and irregular nuclear membrane. After four weeks' fe巴ding，pro-

liferation of SER became prominent and formed vesicular network. Deformaticn of mitochondria showing a 

high electron density and the increased number of lysosomes were also observed. These changes of 

organella induced by OPP-Na up to four we巴kssuggest the adaptive and som巴tlmes巴xhaustivechanges 

caused by the continuous proliferation of SER 

Keywords : sodium o-phenylphenate， ultrastructural alteration， rat h巴patocytes

緒昌

オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)

は主に輸入柑きつ類の防ばい剤として使用されている.

肝臓は外来化学物質の代謝を行っている重要な場である

ことから，肝細胞内の形態的変化を把握することは肝機

能の反映と解され毒性学的意義が大きい.電顕的には

Robenekらはオル卜フェニルフェノール (OPp)の高

用量の I回投与で核の不整形，核小体の増加，小胞体の

増殖などを観察しているが11 連続摂取での報告はみら

れない.

今回， OPP-Naを4週間の期間で連続経口摂取させ

た時の肝細胞の微細構造におよほさす影響について電子顕

微鏡を用いて経時的に観察を行った.

実験方法

動物は 4週令の F344/DuCrj雄性ラット(日本チヤー

ルスリバー)を室温25士10
，湿度50士5%の環境下で飼

育し， 1週間馴化飼育を行ったのち，体重90g前後の

5週令動物を l群 3匹として屠殺の各週ごとに 4群設定

した.検体として OPP-Naは DowicideA (ダウケミ

カル， Lot No MM01044)を飼育用粉末飼料(日本ク

レア， CE-2)に2%の割合で2，3) 混和させ固定化した

ものを用い，対照群には飼育用固型飼料(日本クレア，

CE-2)を与え，水とともに自由に摂取させた.摂取期

間は 4週間とし各週ごとに動物を放血屠殺し肝臓を生理

食塩水で濯流させた後すみやかに冷固定液中で肝方形葉

の一定部位を細切して試料とした.電顕用試料は冷 3%

パラホルムアルデヒド (O.lMリン酸緩衝液， pH7.4) 

で前固定を行い，一晩緩衝液で洗浄後 1%オスミウム酸

(O.lM リン酸緩衝液， pH7.4)を用い， 1. 5時間の後固

定を実施した.エタノール脱水後 n ブチルグリシジル

エーテルで置換し，定法に従って Epon樹脂に包埋した.

はじめ厚さ約 1μmの準超薄切片を得てトルイジン青

で染色し光顕的に観察を行った後，超ミクロ卜ームで超

薄切片を作製して酢酸ウラン・クエン酸鉛二重染色を施

し，目立 HU-12A透過型電子顕微鏡にて検鏡した.

*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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実験結果 細胞では小空胞の形成部で高い電子密度を持つ細胞小器

光顕的所見全体的に投与後4週まで顕著な病的変化 官の壊死巣がみられ周囲では vesicle状， tubl巴状 SER

はみられず，肝ノト葉中心帯，中間帯，周辺智での限局性 の著しい増殖，糸粒体膜の消失を認めた. RERから離

変化も認められなかった.投与後 1週では胞体内で軽度 脱した ribosomeは消失することなく polysomeを形成

の空胞形成，核，核小体の膨化が観察され，これらの変 しRERの消失部に存在したが SERの顕著な部ではほ

化は4週まで継続した.投与後 2週では，細胞内に好塩 とんど認められなかった.その他， lysosomeの増加，

基性頼粒が散見され 4週まで漸次増加する傾向を示し RERの消失，小脂肪滴の増加を認め，また核，核小体

た.投与後3週では肥大した核とともに核萎縮を呈する は良好な発達をするものと不整な核膜を持ち電子密度の

暗調細胞がグリソン鞘周囲に若干多く出現した.投与後 高い萎縮像を呈するものがみられた. Golgi装置，毛細

4週では，核，核小体の大きさは 3週までとほぼ同様で 胆管の著変は特に認められなかった (Fig.7， 8). 対

分裂像の増加を認めないが，頼粒成分の増加に伴い核周 照群は軽度の SERの増殖，核膜の消失，糸粒体の高電

囲の細胞質の明調化が鮮明に認められた. 子密度などわずかに認める細胞がみられたが，いずれの

電顕的所見投与後 I週では核，核小体の良好な発達 週においても投与群の変化とは著しく異なっていた.

がみられ核周囲で滑面小胞体 (SER)の軽度ないし中 考 察

等度の増殖が認められた.粗面小胞体 (RER)は層状 外来巽物の侵襲に対して肝臓は様々な形態変化を生

構築が乱れ ribosomeを脱落して短小化や消失傾向を示 じ，その様相から肝機能の状態を推察することが可能で

した. SERの増殖した部の glycogen頼粒は減少し， ある.従って微細構造の変化を経時的に観察することは

糸粒体は膨化あるいは巨大長形化を呈するものが多かっ 細胞への影響を把渥する重要な手段である.特に肝臓は

た.また microbodyは増加傾向を示した (Fig.2).投 糖質，脂質，蛋白質，ホルモンの代謝および胆汁の排池

与後 2週では SERの増殖は比較的軽度であったが， などの機能とともに化学物質の解毒を行っており，細胞

RERはribosomeを離脱させ消失傾向がみられた.核 内の小器官が個々の機能的役割を果たしていることか

の多くは肥大して核小体の nucleolonemaが網状の明瞭 ら，微細構造の一連の変化の動向を検索することは細胞

化を示したが，一部では核膜の消失を呈した.一方， 毒性の検出に寄与するところが大きいと思われる.

SERの憎殖領域では円形あるいは長形の小空胞の増加 OPP-Naの経口摂取による主変化は SERの増殖，

が顕著であり，内部に多層のミエリン様構築を形成する 小空胞の形成，核，核小体の肥大であった. SERの増

小空胞が観察された.これらの小空胞は一層の限界膜で 殖は投与後 1週ですでに認められ比較的軽度であったが

固まれ，空胞内部に細線維状の微小頼粒を封入し近接す 投与後 4週では著しく増殖した細胞が散見された.しか

る正常形態の SERと連接する像がみられた.糸粒状は しこの変化は急激な増殖ではなく，細胞により増殖の程

cristaeの軽度な膨化が長形，円形ともに認められ基質 度に差異が認められることから SERの薬物代謝にもと

の電子密度が若干高かった (Fig.3，4). 投与後 3週 ずく機能的変化と考えられる. BHTなどの脂溶性物質

では SERの増殖は細胞間で増殖の程度に若干の差がみ では顕著な SERの増殖をみるがい)OPP-Naでは量的

られるが増殖の著しい細胞の glycogen頼粒は消失して に増殖が少なく経時的な増殖の程度においても著しい変

いた. SER由来と思われる小空胞は時折散見されミエ 化の差はみられなかった.おそらく今回行った経口摂取

リン様構築を形成する小空胞もみられた.糸粒体は膨化， では薬物代謝能への負荷が少なく SERの機能が保持さ

長形化を呈し一部に膜の消失がみられたが，崩壊像は認 れていると思われる.また， SERの増殖に伴って近傍

められなかった.また糸粒体の周囲を残存する RERが の glycogen頼粒の減少がみられ，このことは RERを

取り囲む囲繰像が多くみられた.肥大した核は核小体が 消失して SERを形成させるために glycogen頼粒がエ

明瞭となり chromatinが分散し部分的な消失を伴った鋸 ネルギー源として供給されるといわれているが6) 必ず

刃状の不整な核膜を持つ核が観察された (Fig.5，6). しも明らかではない. 2 -me-DABはglycogen頼粒の

投与後4週では糸粒体の変形がみられ，電子密度の高い 増加が伴った SERの増殖を誘発すること7) と考えあわ

長形化した糸粒体は馬蹄形， くびれ像を呈したが， せると興味深い.フェノバルピタールは他の小器官にあ

cristaeの拡張は認められなかった. SERの増殖が顕著 まり変化を与えず， SERの適応性地殖を起こすことが

な細胞では少数の glycogen頼粒は存在するものの小空 知られておりへこのような状態では glycogen頼粒が

胞が散見され内部に膜様構造物を封入していた.一部の 減少して RERの末端部が膨化，滑面化して SERを形
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成することから9) OPP-Naでみられた SERの摺殖と

glycogen頼粒の減少を伴った RER膜の消失は代謝を

行うための適応変化と考えられる.

投与後 2週で限界膜に固まれた小空胞の形成が散見さ

れ，その内部に細頼粒状構造物の封入がみられたが，正

常像の SERでも槽内に同様な構造を持つことからこれ

らの小空胞は SERが著しく拡張したものと思われる.

OPPで Robenekらが行った 1回投与の実験でも SER

の培殖とともに小空胞の形成を報告していることから 1)

極めて初期に出現する変化と考えられる.小空胞の形成

が多い細胞では内部にミエリン様構築を認めるが層状形

態は不均一であり chloroquinelO)や DH剤11) でみられ

る多層構造のミエリン像の脂質蓄積症とは異なると思わ

れる.それらのミエリン様構造物は小空胞化した SER

に代謝の冗進による細胞内の残遺物が集積して形成さ

れたものと推察される.このことは貧食作用を持つ

lysosomeが増加傾向を示すことからも示唆される.

糸粒体の変化は投与後 l週で巨大長形化が多くみられ

漸次 cristaeの拡張， RERの取り囲み，電子密度の高

い馬蹄形を呈したが，崩壊像はほとんどみられなかった.

従ってこれらの形態変化は薬物の投与初期で普遍的に観

察される膨化，長形化12) を経て糸粒体で生産されるエ

ネルギーの供与を目的とした RERの取り閤み像であろ

うと推察され，いずれも機能的変形であろうと考えられ

る. しかし SERの増殖の顕著な細胞では他の小器官の

減少とともに糸粒体の膜の消失が認められることから障

害へ移行する可能性も考慮される.

核，核小体の良好な発達は全期間において認められ投

与初期では nucleolonemaが明瞭であることから活発な

機能活動がなされていると思われる.核の肥大は薬物代

謝，分裂などの細胞の機能充進時に多くみられ，また癌

化する初期の細胞でも認められるが，癌に移行する細胞

は顕著な核膜の変形，陥入を伴っていることから13)，こ

れらの変化は核の機能的肥大と考えられるがさらに長期

間の観察が必要であろう.

投与後 4週の SERの増殖が顕著な細胞でみられた電

子密度の高い暗調な小器官の壊死巣は小空胞の限界膜の

破片を内包しており，これまで述べた糸粒体，核，

RERの変化などから考察すると SERの増殖により他

の小器官の分布が減少して細胞の機能を維持することが

困難となった疲懲性の変化であると考えられる.

Fr巴巴zefracture法を用いた Robenekらは OPPで毛

細胆管の拡張， microvilliの減少を認めたが1)，今回の

実験では明らかでなかった.投与方法の差や脂溶性であ

る OPPとの相違が考慮されるが今後の検討を要するで

あろう.
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Explanation of Figures 

Fig.l. Hepatocyte of the normal rat liver. Rough en-

doplasmic r巴ticulum (RER) showing lamellar 

structure， vesicular smooth endoplasmic reticu-

lum (SER)， glycogen particles (G 1) and 

mitochondria (M) are se巴n.X13600 

Fig.2. Hepatocyte from th巴 ratfed with 2 % OPP 

N a for a week. Hepatic cell contains consider-

abl巴 proliferationof SER and elongated large 

mitochondria (M). Nucl巴us(N) and nucleolus 

(N 1) show well-developed forms. X18200 

Fig.3，4. Hepatocyte from the rat fed with 2% OPP-

N a for two weeks. Elongated and anomalous 

vacuoles (V) in the hepatic cytoplasm are 

often seen. Several vacuoles contain myelin fi-

gures (Mf) • A number of RER detach ribo-

somes from 巴ndoplasmicreticulum membran巴
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and tend to disappear. Cristae mitochondriales 

(Crs) are swollen slightly. Fig. 3 X14400， Fig. 

4 X13500 

Fig.5，6. Hepatocyte from the rat fed with 2 % 

OPP-Na for three weeks. Mitochondria (M) 

surrounding by RER appear in slight prolifer-

ated SER area. The dilatations of SER cister-

nae containing myelin figures (Mf) are seen in 

Fig.5 . Nuclear membrane (Nm) shows irregu-

lar shape. Glycogen particles in Fig. 6 are more 

decreased in amount than in the normal. Fig. 5 

X17500， Fig. 6 XllOOO 

Fig.7，8. Hepatocyte from the rat Ied with 2 % 

OPP-Na for four weeks. The d巴formationsof 

horse-shoe shaped and elongat巴dmitochondria 

(M) showing high electron density are 

observed frequently in Fig. 7 . The proliferation 

of vesicular and tubular SER in the glycog巴n

area is prominent. Necrotic changes of 

organelles containing vacuolar membrane and 

disappearance of mitochondrial m巴I!lbraneare 

also seen. Fig. 7 X13900， Fig. 8 X14500 

、!
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妊娠マウスにおけるチアベンダゾール (TBZ)の吸収・分布・排油友び

胎盤通過:懸濁媒体による違いについて

米山允子， 小勝昭夫， 藤井 孝， 三栗谷久敏， 矢野 範 男 ，

高橋 博， 湯沢勝広， 安藤 弘， 久保喜 長沢明道，

中 尾 順 子 ， 平賀興吾

Absorption， Distribution， Excretion and Placental transfer of Thiabendazole 
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諸論

食品添加物 Thiabendazole (2- (4'-thiazolyl) 

benzimidazole) (以下 TBZと略す)は，かんきつ類，

バナナの防カビ剤として許可され，又，家畜の駆虫剤と

しても広く使用されている.小勝らはト3)，マウスを用

いた催奇形性試験でオリーブオイルに懸濁した TBZ及

びアラビアゴムに懸濁した TBZを妊娠9日目のマウス

に1回経口投与した場合，オリーブオイルに懸濁した

TBZが60-2， 400 mg/kgで胎児奇形を示し，アラビア

ゴム懸濁 TBZを同様に投与した試験 (1，157-

2， 400mg/kg)では，外表奇形の発現はなく骨格癒合の

わずかな増加傾向を示したことを報告している.今回，

我々は，両懸濁液の催奇形性頻度の差が TBZの生体へ

の吸収量及び胎盤通過量の差ではないかと推測し，妊娠

マウスを用いオリーブオイル及びアラビアゴムに懸濁し

たI'C-TBZの吸収・分布・排池・胎盤通過を比較検

討したので報告する.

実験材料と方法

(実験動物) ]CL: ICRマウス雌雄を日本クレア

K.Kより 4週令時に購入し， 8週令に達した発育良好

なものを選び交配させた.交配方法は，雌雄 1 1終夜

同居により翌朝，腔栓の確認されたものを妊娠動物とみ

なしその日を妊娠0日とした.妊娠9日目と16日目のマ

ウスが実験に使用された.

(試薬) (U _1' C)ー TBZ (Specific activity 4.68 m 

Ci/mmole)は， N ew England N uclearから購入した.

純度は， TLC上で99%であった. I'C一TBZとキャリ

アーとして推奇形を発現する量の TBZをオリーブオイ

ル及び0.5%アラビアゴム水溶液に懸濁し， 1μ 

Ci/40mg TBZ/mouseになるように調整した.

(臓器内分布と排池) 上記， 14C-TBZ懸濁液を

各々，妊娠9日目のマウスに 1回経口投与し，投与後，

0.5， 1， 3， 6， 12， 24， 72， 168時間自にエーテル麻酔

下で、心臓穿刺により血液を採取し.遠沈後，血紫を分離

した.摘出臓器は，脳，肺，心，肝，腎，牌，脂肪，胃，

小腸，盲腸，受胎産物，子宮，卵巣である.投与後， 6，12， 

24， 72， 168時間目の動物は，個別に代謝ケージに入れ

飼育した. 168時間自の動物からは経時的に尿糞を採取

した.動物数は， 1群 5匹とした.

(胎仔内移行) I'C-TBZ懸濁液を各々妊娠16日

目のマウスに 1回経口投与し，投与後， 0.5， 1， 3時間

団にエーテル麻酔下で、心臓穿刺により血液を採取し，遠

沈後，血祭を分離した.他に胎仔を摘出した.

(放射能の測定) 血液は， 10μJをsoluene350+ 

isopropanol (1 + 1) O. 5 mlに溶解させ， 30% H2020. 2 

mlを加え脱色し， Insta-Gel (Packard社製)に溶解さ

せた.血築は， 30μlをAquasolII (NEN社製)に溶

解させた.脳，肺，心，肝，腎，胃，小腸，胎仔は， 10% 

ホモジネイト液とし，一定量を AquasolIIに溶解させ

た.脂肪は，石油エーテルでホモジナイズし， トルエン

、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 
事 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tqkyo， 190 ]apan 
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の後， 12時間まですみやかに減少し168時間では最高濃

度の約 4%に減少し分布率も0.1%に減少した. TBZ-

Gは， TBZ-Oに比べ吸収量が低く投与後， 30分では56

μg/mlを示し，分布率も0.4%であり TBZ-Oの約17%

の濃度であった.TBZ-Oが顕著な血中消失曲線を示し，

投与後， 1 -12時間の血中濃度から求められた半減期は

6.0 hrであったのに対し， TBZ-Gは，投与後， 24時間

まで大きな変動は認められなかった.しかし， 168時間

には，投与後， 30分の 7%に減少し，分布率 (Table4 ) 

は0.03%に減少した.投与後， 30分以内に TBZ-Oが

最高濃度を示し，分布率も高ったことは，懸濁液をオリー

ブオイルとした場合，消化管からの吸収は極めて高いも

のと考えられる.

(臓器内濃度) TBZ-Oの臓器内濃度は， Table 1， 

分布率は， Table 2に示した.血中濃度と同様にいづれ

の臓器も投与後， 30分で最高濃度を示し，その後，胃を

除く他の臓器は， 12時間まですみやかに減少し12-168

時間までの消失カーブはゆるやかであった. 168時間の

血液，脳，肺，心，腎に痕跡程度の放射能活性を認め，

分布率は，血液の0.03%，肝の0.02%を除けば0.01%以

下であった. TBZ-Gについては Table3， Table 4 

に示した.投与後， 30分一24時間まで胃，小腸，盲腸を

除いた臓器内濃度は，ほぼ変らなかったが168時間では

肺に痕跡程度の放射活性を認めた他は，認められず分布

率も 0.01%以下であった.分布濃度も血液と同様

TBZーOに比べ低かった.小羊を用いた TBZの吸収・

分布・排池の実験では，肝，腎，肺，大腸，小腸，筋に

投与後， 8日目で放射能活性の痕跡を認め， 30日では放

射能活性を検出することはできなかった4) 他の動物

(羊，ブタ，子牛)でも同じ報告5)があり， 168時間の脳，

肺，心，腎のわずかな残留については更に長期にわたっ

て検討する必要がある.臓器内への移行性は，投与後，

30分で血中濃度より高い値を示すものが TBZ-Oでは，

肺，心，肝，腎，脂肪，卵巣， TBZ-Gでは，肺，肝，腎，

卵巣にみられ，肝，腎では約 2倍 (TBZ-O)，約 3倍

(TBZ-G)の値を示していることから高いものと考え

られる.各臓器における減少が血中の減少と同じ傾向を

示し局在性は認められなかった.

(尿.糞への排池) Tabl巴 5に示した.TBZ-Oでは，

投与後， 2日固まで投与量の約94%が尿糞へ排油され，

その中，尿への約73%，糞へは約21%が排池された. 7 

日までの排池率は97%であった.TBZ-Gで、は，投与後，

3日目まで投与量の78%が排池され，尿への約60%，糞

への18%，7日までの排油率は， 79%であった. これら
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Fig.1. Radioactive concentration in blood after 
oral administration of 14C_ TBZ suspended 
in olive oil or 0.5% aqueous solution of 
gum arabic in mice on day 9 of gestation 
Plotted values are reprepented as mean ::!: 
S.D. of 5 mice per time point. 

シンチレーターに溶解させた.牌，盲腸，受胎産物，子

宮は soluene350に溶解し，シンチレーターとして

Dimilume-30 (Packard社製)を用いた.尿は，一定

量を Aquasolnに溶解させた.糞は，乾燥後，粉砕し

一定量をサンプルオキシダイザー (Beckman社製)で

燃焼させ発する14C02をCarbosorb(P ackard社製)に

吸収させ， Pharmaflow V (Packard社製)に混和させた.

回収率は，肝のサンプルを用い液体シンチレーションカ

ウンターで測定した値を100%とし補正した. (回収率

99%)放射能活性は，液体シンチレーションカウンター

(Beckman社製)を用いて測定した.

結果と考察

オリーブオイルに懸濁した TBZ(TBZ-O)とアラ

ピアゴムに懸濁した TBZ(TBZ-G)を各々経口投与

した妊娠 9日目マウスの吸収・臓器内分布・排池及び

TBZの胎盤通過性を検討するために妊娠16日目マウス

の胎仔への移行を比較検討した.

(血中濃度) Fig.1.に示すように TBZ-Oは，投

与後， 30分で最高濃度316μg/mlを示し，投与した放

射能に対する分布率は， 2.1%であった. (Table 2 )そ



東京衛研年報 34，1983 

Table 1. Tissue distribution of radioactivity after oral administration of14C-TBZ suspended in olive 

in mice on day 9 of gestation 

Tissue concentration (μg TBZ equivalence/g Tissue) 

339 

Tissue 0.5hr 1 hr 3 hr 6 hr 12hr 24hr 72hr 168hr 

Blood 316土 47 232士115 185土 16 173土 54 65土 29 69::1: 26 20::1:11 13土16

Plasma 302士 58 199::1: 87 156土 30 139::1: 55 25::1: 14 26土 18 1土 1 N.D. 

Brain 231士 49 145::1: 52 97::1: 16 86::1: 22 33::1: 10 32士 8 23土 4 22士 3

Lung 422士139 224::1: 88 186::1: 48 201土 27 81::1: 36 79士 27 38土 7 29::1: 7 

Heart 333士 39 218::1: 92 151::1: 34 145土 36 62土 16 61::1: 24 74士45 25::1: 2 

Liver 661士 82 526::1: 196 373::1: 51 423土 93 148::1: 42 117士 40 34士15 4士 5

Kidney-R 786士160 519土127 448士129 602土310 163::1: 66 129::1: 44 18士12 2士 2

Kidney-L 774土181 550士156 491士136 512::1:37l 158::1: 53 148士 45 46士11 24士 4

Spleen 278士 34 170士 83 113士 19 131::1: 48 29::1: 17 40士 16 22土18 5士 1

Fat 380::1: 73 292士164 153::1: 45 159土 95 24土 17 20士 12 6士 5 3士 1

Stomach 1807::1: 719 1242 ::1:450 1006土460 1308土484 1307::1: 608 1713土482 53士58 2土 2

Intestine 807::1: 221 342::1: 197 519土282 395土161 145土 60 89土 59 81士45 23::1: 4 

Ceacum 222土 48 180土111 123土 24 206士138 117::1: 67 83土 37 16::1: 7 5::1: 1 

Conceptus 240土 37 166土 68 121::1: 18 125士 36 37土 18 36土 20 6土 1

U terus 317::1: 126 255土228 132::1: 22 156::1: 33 39士 16 41士 20 7土 2 2士 l

Ovary 380土169 228::1:139 163::1: 66 163::1: 48 77土 29 47士 23 12土10 9士 2

Data are expressed as mean ::1: S.D. of 5 mice 

N. D. : not detectable 

Table 2. Percent distribution of radioactivity after oral administration OfI4C_ TBZ suspend巴din olive 

oil in mice on day 9 of gestation. 

% of dose 

Tissue 0.5hr 1 hr 3 hr 6 hr 12hr 24hr 72hr 168hr 

Blood 2.17::1:0.35* 1. 62::1:0. 77 1. 32土0.19 1. 19土0.40 0.46::1:0.21 0.43土0.17 0.13::1:0.07 0.10士0.11

Brain 0.29土0.07 0.18土0.06 0.12土0.01 0.10::1:0.02 0.03土0.01 0.03::1:0.01 0.02土0.01 0.02::1:0.01 

Lung 0.19士0.07 0.09土0.03 0.07土0.01 0.09::1:0.01 0.03士0.01 0.02::1:0.01 <0.01 <0.01 

Heart 0.11土0.01 0.07土0.03 0.04土0.01 0.04土0.01 <0.01 <0.01 0.02士0.01 <0.01 

Liver 3.14::1:0.30 2.46::1:0.95 1.89土0.36 2.01土0.06 0.73::1:0.23 0.53土0.15 0.17士0.06 0.01士0.02

Kidn巴y-R0.42土0.07 0.26::1:0.05 0.25::1:0.08 0.29士0.17 0.07土0.03 0.06士0.02 <0.01 <0.01 

Kidneyー L0.39::1:0.08 0.27::1:0.07 0.26士0.08 0.22士0.17 0.07土0.02 0.06士0.01 <0.01 <0.01 

Spleen 0.15土0.03 0.0号::1:0.04 0.06士0.02 0.06士0.03 0.01土0.01 <0.01 <0.01 <0.01 

Fat 0.16士0.07 0.15土0.13 0.07土0.02 0.06::1:0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 

Stomach 1.15士0.36 0.80::1:0.28 0.65土0.32 0.83土0.31 0.84士0.37 1. 04土0.30 0.02::1:0.03 <0.01 

Intestine 0.32::1:0.14 0.13::1:0.11 0.26士0.18 0.25土0.13 0.06土0.03 0.04土0.03 0.02土0.01 <0.01 

Ceacum 0.07土0.01 0.05土0.02 0.04士0.01 0.07::1:0.06 0.04土0.03 0.02::1:0.01 <0.01 <0.01 

Conceptus 0.34土0.04 0.22土0.08 0.19土0.02 0.19土0.09 0.06::1:0.03 0.06土0.02 0.03士0.01

Uterus 0.22士0.08 0.18土0.14 0.01土0.01 0.10土0.03 0.02士0.01 0.02土0.01 <0.01 <0.01 

Ovary <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 .<0.01 <0.01 <0.01 <0.01 

Data are expressed as mean土 S.D.of5 mic巴

*Blood volume is assumed to be 7.8% of body weight 
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Table 3. Tissue distribution of radioactivity after oral administration ofl'C-TBZ suspended in 0.5% 

aqueous solution of gum arabic in mice on day 9 of gestation 

Tissue concentration (μg TBZ equivalence/g Tissue) 

Tissue O. 5hr 1 hr 3 hr 6 hr 

Blood 56土 22 45士 26 74::!: 31 85::!: 17 

Plasma 35士 23 40::!: 35 52土 23 55::!: 11 

Brain 35::!: 10 24土 13 52::!: 26 41土 15

Lung 103::!: 48 202土 93 111::!: 30 102土 19

Heart 56土 15 50土 18 84土 27 91::!: 46 

Liver 161::!: 65 165土 70 265土 90 194::!: 56 

Kidney-R 171土 42 131土 84 198::!: 80 191::!: 27 

Kidneyー L 156土 27 143土 73 184土 86 180土 32

Spleen 42土 15 38士 18 51土 19 53土 11

Fat 56土 20 41士 21 30土 10 34土 9

Stomach 1354土247 1928::!: 757 1757土1124 854土 86

Intestine 266士115 422士222 699::!: 378 391士195

Ceacum 41士 9 60::!: 38 68士 32 144土116

Conceptus 38士 13 38土 18 48土 17 54土 10

Uterus 40土 8 42土 24 52土 19 57土 10

Ovary 71土 55 57士 38 58::!: 24 77士 51

Data are expressed as mean土 S.D.of5 mic巴

N.D. : not detectable 

12hr 24hr 

70土 29 89土 58

39士 21 36::!: 46 

23::!: 13 15士 21

63土 20 82土 48

49土 21 39土 27

160土 33 141::!: 93 

198土 79 208土188

189士 79 210土204

40士 15 37土 35

16土 6 30士11

646士245 433土222

194士110 122士 69

166土 75 113::!: 61 

35土 11 38土 43

41土 14 49土 37

49::!: 17 36士 43

72hr 

33土18

1士 I

N.D. 

35::!: 3 

7::!: 4 

26::!: 7 

15土 5

14土 6

9土 3

1土 1

5土 3

4士 6

8::!: 2 

4::!: 1 

7土 2

14::!:14 

168hr 

4土5

N.D 

N.D. 

26土3

N.D 

4土3

3土2

3::!:2 

5土1

1土l

N.D. 

N.D 

2::!:1 

2土1

4土2

Table 4. Percent distribution of radioactivity after oral administration of1'C-TBZ suspended in 0.5% 

aqueous solution of gum arabic in mice on day 9 of gestation 

% of dose 

Tissue 0.5hr 1 hr 3 hr 6 hr 12hr 24hr 72hr 168hr 

Blood 0.40土0.16* 0.31士0.18 0.52士0.21 0.61 ::!:O. 14 0.49士0.20 0.62士0.40 0.24土0.13 0.03土0.04

Brain 0.04土0.01 0.03士0.01 0.06::!:O.03 0.05::!:O.01 O.02::!:O.01 0.01::!:O.02 N.D. N.D. 

Lung 0.04土0.02 O. 09::!:O. 05 O. 04::!:O. 01 0.04土0.01 0.02土0.01 O. 03::!:O. 02 <0.01 <0.01 

Heart <0.01 <0.01 O. 02::!:O. 01 0.02土0.01 <0.01 <0.01 <0.01 N.D. 

Liver O. 90::!:O. 38 0.86土0.37 1. 43土0.51 0.95土0.25 0.77土0.18 0.69土0.44 O. 17::!: 0.06 0.02士0.01

Kidney-R 0.09土0.03 0.06土0.04 0.10土0.04 0.09土0.01 0.09土0.04 0.10土0.01 <0.01 <0.01 

Kidney-L 0.08土0.02 0.06士0.03 0.09土0.04 0.08士0.01 0.08土0.04 0.09土0.10

Spleen 0.02士0.01 O. 02::!:O. 01 O. 02::!:O. 01 O. 02::!:O. 01 O. 01::!:0. 01 0.01士0.01

Fat O.02::!:O.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 

Stomach 0.49士0.16 0.75土0.43 0.67土0.46 0.32土0.03 0.23土0.10 0.15::!:O.07 

Intestine O. 19::!: 0.17 0.28土0.14 0.52土0.19 0.30土0.15 0.15土0.11 O. 09::!:O. 05 

Ceacum < 0.01 O.Ol::!: 0.02 0.02土0.01 0.05土0.04 0.05土0.02 O. 03::!:O. 02 

Conceptus O. 05土0.02 0.07士0.06 0.07士0.02 0.09::!:O.02 0.05士0.02 0.06::!:O.06 

Uterus 0.02士0.01 0.02士0.01 0.03::!:O.01 O.04::!:O.01 0.02士0.01 O.03::!:O.03 

Ovary <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 

Data are expressed as mean ::!: S.D. of 5 mice 

N.D. : not detectable 

事Bloodvolume is assumed to be 7.8% of body weight 

<0.01 

<0.01 

<0.01 

<0.01 

<0.01 

<0.01 

0.03土0.02

<0.01 

<0.01 

<0.01 

<0.01 

<0.01 

N.D. 

N.D 

<0.01 

<0.01 

<0.01 



東京衛研 年報 34，1983 341 

Table 5. Excr巴tionof total radioactivity in urine and f巴cesafter oral administration of14C-TBZ sus-

pended in olive oil or 0.5% aqueous solution of gum arabic in mice on day 9 of gestation 

% of dose 

Olive oil Gum arabic 

Day unne feces unne feces 

0-1 51. 38土5.67 12.87:1: 6.33 37.53土6.78 7.60土7.80

2 21. 94士7.73 8.38士1.66 17.08土4.85 8.51土3.40

3 1.10士0.97 2.08士2.54 5. 2l:!: 5.78 2.23土1.80 

4 0.12土0.04 0.11士0.05 0.22土0.11 0.49土0.57

5 0.07土0.03 0.07:1:0.02 0.09:1:0.03 0.07土0.03

6 0.04土0.01 0.04士0.01 0.06土0.03 0.05土0.01

7 0.04土0.01 0.04:1:0.02 0.02土0.02 0.18土0.24
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Fig.2. Radioactive concentration in conceptus af-
ter oral administration of 14C_ TBZ sus-
pended in oliv巴 oilor 0.5% aqueous solu-
tion of gum arabic in mice on day 9 of 
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のデータは， TBZの吸収と排池が非常にはやいことを

示し，血中の消失と相関関係を示している.更に， Tocco4
) 

らの TBZをゼラチンカプセルに封入し，子羊に経口投

与し， 48時間までの排池率，尿へは73-77%，糞へは，

13-16%のデータと一致している.

(受胎産物内濃度と胎仔内移行) Fig. 2に示すよ

うに受胎産物内濃度は，血中濃度と同様の傾向を示して

いる.投与後， 30分までの TBZ-Oの濃度は， 240μ 

g/gを示し，その後， 12時間まですみやかに減少し， 72 

時間には最高濃度の2.5%，6μg/g，分布率は， 0.03% 

(Table 2)であった.TBZ-Gは， TBZ-Oに比べ低く，

投与後30分では， TBZ-Oの約15%である38μg/gを

示し， 24時間までは変動はみられなかったが72時間には，

30分の10%，4μg/gに減少し，分布率は0.03%(Table 

4 )であった.妊娠9日目マウスから摘出した受胎産物

は，胎盤，胎仔，羊膜，羊水を含み受胎産物内の放射能

濃度により胎盤通過の有無を検討することはできない.

妊娠16日マウスより摘出した胎仔・母体血液中の放射能

濃度を Table6に示した. TBZ-O， TBZ-Gいづれも

胎仔へ移行し， TBZ-Oにおける胎仔内濃度は，投与後，

30分， 1-3時間で113-170μg/g，TBZ-Gは， 46-73 

μg/gで TBZ-Oは TBZ-Gの約2.3-2.6倍の値を示

している.母体血中濃度は， 30分， 1時間で TBZ-O

が433-503μ g/ml， TBZ-Gが261-270μg/gで

TBZ-Oが1.6-1.8倍の値を示している. 3時間では，

両者に差はみられなかった.マウスにおける薬物の胎盤

通過量が妊娠の時期によって異なる6) ことから妊娠 9

日目マウスに妊娠16日目マウスの胎仔への移行量を直接

あてはめることはできないが TBZが胎盤を通過するこ

とは予測できる.器官形成期に投与した TBZ-Oと

TBZ-Gの投与初期における受胎産物内濃度差が

TBZ-Oの催奇形発現を裏付ける一因と考えられる.

(本研究の概要は日本先天異常学会第23大会1983年 7

月で発表した.) 
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チアベンダゾール (TBZ)のマウスにおける催奇形性について

異なった飼料で飼育された Jcl:ICRマウスでの比較

安藤 弘ぺ久保喜ーへ小勝昭夫ぺ佐々木美枝子.平賀輿吾申

TeI叫 ologicalStudies of Thiabendazole (TBZ) in Mice : Compartive TeI叫 ogenicity

Using Jcl: ICR Mice Fed Basal Diets Perchased from Three Different Mekers 

HIROSHI ANDO'， YOSHIKAZU KUBOへAKIOOGATA矢MIEKOSASAKI権

and KOGO HIRAGA' 

Keywords:チアベンダゾール thiabendazole，駆虫薬 anth巴lmintic，食品添加物 foodadditive，農薬 pesticide，防か

び剤 fungicide，マウス mouse，催奇形性 teratogemclty

はじめに

さきに，われわれは防かび剤チアベンダゾール (TBZ)

の経口催奇形性作用を，オリーブ油に TBZを懸濁して

!投与した ICRマウスにおいて見出した.この際 TBZ

をアラビアゴム溶液に懸濁して ICRマウスに経口投与

しでも催奇形作用は観察されなかった1) このことは懸

濁媒体により，薬物の消化管からの吸収速度に相違のあ

ることを示しているようである.

すなわち TBZの催奇形性には，その吸収速度が関係

するらしいこと，マウスの飼育に用いている飼料の違い

により TBZの活性が左右されることが予想された.

そこで，今回はマウスの摂取する飼料が TBZの催奇

形作用にどのように影響するかを観察することを企図し

た.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物 日本クレア(株)より Jcl:ICR系マ

ウスを 4週齢時で購入， 8 ~18週齢(体重26~40 g)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:!:1 "湿度55:!:5 %，照明午

前 6時~午後 6時，換気毎時10困 (HEPAフィルター

経由)の飼育室にて，各々雄20匹，雌100匹にA社製実

験飼料(以下Aと略す)， B社製実験飼料 (B)および

C社製実験飼料 (C) を別々に与え，水道水と共に自由

摂取させた.飼料A，B， C，はいずれも一般に用いら

れている飼育あるいは繁殖用の飼料で，滅菌のための特

別な処理(高温・高圧，あるいは放射線照射など)は行っ

ていない.動物は試験開始(交配)時までアルミケージ

はプラスチックケージ (180X305Xll0mm) にて 1匹

飼育とした.ただし雄マウスは交配前 1週間よりプラス

チックケージで 1匹飼育した.

3. 交配方法 各飼料別ごとに雌雄 1 1終夜間居に

より，翌朝腔栓の認められたものを妊娠動物とみなし，

この日を妊娠0日とした.

4. 試料チアベンダゾール (TBZ)は MerckSharp 

& Dohm巴 International社製， Lot No. BZA-539，純

度98.5%を使用し，オリープ油(日本薬局方，東豊薬品

(株)社製， Lot No. 05 T 921)に懸濁して用いた.

5. 試料投与量および投与方法 TBZ1，000 mg， 

500 mg， 250 mgおよび omg (対照)/10 mlオリーブ

油/kgを妊娠9日に 1回強制経口投与した.

6. 観察方法 A， B， Cによる試験は並行的に行い，

各飼料により飼育し，得られた妊娠マウスは各々 4群に

無作為に割り当てた.

体重測定および一般状態の観察を毎日行い，妊娠18日

にエーテル麻酔下に屠殺し，次の検索を行った.

屠殺後直ちに開腹，子宮を聞き着床痕，早・後期死亡

胎児，生児数を数え，生児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%エチルアルコールで固定後アリザリンレッ

ドSで骨格染色2) を行い骨格異常の有無を調べた.

7. 結果のまとめ 西村の報告3) に準拠して行った.

結果と考察

(225X325Xll0 mm，杉材チップ床敷)に10匹，交配後 1. 母体の所見 1 )体重および一般状態:妊娠0日

*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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の体重を100とした体重増加率の推移を飼料別に Fig.1 

(A)， 2 (B)， 3 (C)に示す.飼料B，Cの1，000

mg群およびCの500mg群で投与日以降屠殺時まで対照

群に較べ有意な体重増加抑制を認め，特にCでは TBZ

用量に伴う体重増加抑制が認められた.

一般状態の観察ではAの250mg群およびCの1，000

mgに各々 l例，投与後屠殺時までの死亡を認めた.

2 )器宮重量および剖検所見:器官重量は Table1. 

に示す通りでAでは1，000mg群，肝臓の絶対重量が対

照群に較べ有意に軽く， 500 mg群の牌臓と腎臓(左)

の絶対重量および体重比重震が対照群に較べ有意に軽

く， Bでは1，000mg群，肝臓の絶対重量および体重比

重量が対照群に較べ有意に軽く， Cでは1，000mg群，

肝臓の体重比重量が対照群に較べ有意に軽かった.

またCでは肝臓重量，腎臓重量がAおよびBのそれに

較べ絶対重量および体重比重量で対照群，投与群とも有

意に軽であった.

重要器官の肉眼的所見ではA，B， Cとも投与群に対

照群と較べ特記する変化を認めなかった.
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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Aでは

1，000 mg群16/18(88.9%)， 500mg群16/18(88.9%)， 

250 mg群17/17(100%)および対照群15/17(88.2%)， 

Bでは 1，000mg群 18/19 (94.7%)， 500 mg群 18/18

(100%)， 250 mg群18/18(100%)および対照群17/18

(94.4%)， Cでは1，000mg群12/16(75.0%)， 500mg 

群16/17(94.1%)， 250mg群15/16(93.8%)および対

照群15/15(100%)で， Cの1，000mg群で妊娠率の低

下を認めたが，推計学的に有意ではなかった.また， A
の1，000mg群に 2例， 500 mg群に l例，全胎児死亡を

認めたが，推計学的に有意ではなかった.(Table 2. -4. ) 

2 )妊娠黄体数，着床痕数，生児数，死亡児頻度(早・

後期) :黄体数ではCの1，000mg群が対照群に較べ有

意に少ない，着床痕数ではAの500mg群が有意に多い

値を示した.死亡児頻度ではAの500mg群と250mg群

が有意に低く， Bの1，000mg群およびCの1，000mg群

と500mg群が有意に高かった.またCでは用量に関連

した増加を認めた.なお Table2. (A)の死亡児頻度
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には100%死亡胎児は含んでいないがそれを含めた早期

死亡胎児頻度の値は1，000mg群で27.7土39.3%，500 

mg群で9.1士24.6%となり， l，O00mg群は有意な増加

とはならなかったが500mg群は対照群に較べ有意に低

かった.今回Aで認められた対照群の10.8%という値は

我々の実験室での過去に蓄積された値 (5.0%前後)に

較べ高いものであった.

3 )生児体重および性比:生児体重は1，000mg群で

A， B， Cの雌雄に， 500 mg群でA，Bの雌雄および

Cの雌に， 250 mg群で A，Bの雄がそれぞれ対照群に

較べ有意に小さく， Aの雌雄と Bの雌に TBZ用量に関

連した体重の減少を認めた.また Cの対照群はAのそれ

に較べ有意に小であった.

性比ではA，B， Cとも TBZ用量に関連した意味の

ある変動は認めなかった.

4 )生児外表奇形・異常:奇形として Aの1，000mg 

群四肢減形成 6例(母体数 4)，無尾および短尾 1(1)， 

開眼 1 (1)， 500 mg群口蓋裂 1 (1)，開眼 2 (1)， 

250 mg群口蓋裂 3 (2)，開眼 5 (3)，外脳 1 (1)， 

対照群開眼 2( 1 )， Bの1，000mg群四肢減形成13( 8 )， 

無尾および短尾 5(2)，多指 1(1)，紅門閉鎖 1(1)， 

口蓋裂 2 (2)， 500 mg群開眼 4 (3)， 250 mg群開眼

1 (1)，対照群開眼 1 (1)， Cの1，000mg群四肢減

形成20(6)，無尾および短尾 7 (2)，多指 1 (1)， 

旺門閉鎖 1 (1)，口蓋裂 4 (1)，開眼 1 (1)，外脳

3 (2)， 500 mg群四肢減形成 1 (1)，開眼 3 (3)， 

250 mg群口蓋裂 1 (1)，対照群開眼 1 (1)をそれぞ

れ認め，異常としてはAの500mg群反足 1 (1)，対照

群反足 1( 1 )， Bの1，000mg群反足 1( 1 )，曲尾 2( 2 )， 

250 mg群反足 2 (2)，対照群反足 2 (2)， Cの1，000

mg群曲尾12(3)がそれぞれ認められた (Table2.-

4. ). 

Table中に示した頻度(%)は各母体 (Litter)単位

での数値を平均して群の値としたものであるが， 1匹の

胎児に 2種以上の奇形を併発したものは 1として数え

た.それぞれの対照群に対して B，Cの1，000mg群で

の奇形児およびCの1，000mg群でのその他の異常胎児

の発現頻度が推計学的に有意であった.また推計学的に

有意ではなかったが， 1，000 mg群の BとCでは奇形児

頻度がAに較べ高い値を示し，それは奇形児を有する母

体数の頻度についてもいえた.

5 )骨格奇形・変異・化骨進行度:Table 5. 6. 7. 

に示す通りでA，B， C各マウスの高濃度群に奇形の発

生が高い頻度で認められ，その型と発現頻度(%)はA

1，000 mg群で159例中椎弓癒合41，椎体癒合17，肋骨癒

合 6，棒骨欠損 1，尺骨欠損 2，32.9土31.9%， B 

1，000 mg群で158例中椎弓癒合32，椎{本癒合14，ij1J骨癒

合 3，上腕骨と横骨癒合 1，尺骨欠損 1，37.9士42.9%，

500 mg群で248例中椎弓癒合14，椎{本癒合 2，肋骨癒合

3， 6.2土8.7%，250 mg群で229例中椎弓癒合 7，椎i本

癒合 1，肋骨癒合 5，3.8:1:8.3%，C1，000mg群で110

例中椎弓癒合31，椎体癒合17，肋骨癒合 4，構骨欠損 1， 

尺骨欠損 5，33.3土34.6%，500 mg群で182例中椎弓総

合41，椎体液合22，肋骨癒合12，27.0士33.2%で，それ

ぞれ対照群と較べ推計学的に有意で、あった.また Table

には示していないがAの1，000mg群で.1:腕骨と+完骨癒

合 2，上腕骨と尺骨癒合 1，Bの1，000mg群で槽骨欠

損 3，腔骨欠損 1，Cの1，000mg群で上腕骨と前腕骨

癒合 2，大腿骨欠損 1，腕骨欠損 3を認めた.奇形児を

有した母体の頻度は， Aの1，000mg群78.6% (11/14)， 

500 mg群40.0% (6/15)， 250mg群29.4% (5/17)， 

対照群13.3%( 2/15)， Bの1，000mg群66.7 % (12/18)， 

500 mg群38.9% (7/18)， 250 mg群27.8% (5/18)， 

対照群5.9%( 1/17)， Cの1，000mg群66.7%(8/12)， 
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h

ト

b
F
M
i
h
-
-
2・
5
8

10.0:1: 2.8 

29.8士 7.5

9.3:1: 1. 7 

27.7:1: 5.8 

3.8士0.9

11.5:1:3.0 

3.8士0.8

11.4:1:2.6 

259.5:1: 28.1 

774.3士 82.3

120.6土 23.8・239.5:1:24.0' 

359.9:1: 74.0・・ 714.1士 65.1“ 

156.4:1:12.2 

467.0士38.6

185.3:1:17.6 

553.5士57.4

3.2:1:0.3 

9.5士1.0
15 500mg/kg 

11.2:1: 3.0 

34.4士 9.8

9.4土 3.2

28.8:1: 9.4 

3.6:1:1. 1 

10.9:1:3.3 

3.7士0.7

11. 3士2.5

255.4:1: 24.3 

784.8:1: 75.1 

250.2:1: 21. 2 

767.9土 53.1

135.6士 21.1 

417.9:1: 75.0 

156.2:1:14.2 

480.2士48.6

186.5:1:15.1 

571. 9士31.5 

3.2:1:0.3 

9.8:1:0.9 
17 250mg/kg 

11. 2士 2.5

34.9士 7.7

8.8:1: 2.8 

27.4:1: 8.2 

3.4土0.8

10.5:1:2.6 

3.8士0.7

11.7士2.1

265.8士 17.3

825.7士 69.5

255. 1:1: 15.3 

791. 6:1: 52.6 

150.8:1: 40.1 

469.1士129.2

148.8:1: 19.3 

462.2:1:62.0 

184.5:1:12.7 

572.4:1:39.0 

3.1:1:0.3 

9.5:1:1.1 
15 Olive oil 

9.4:1: 2.7 

29.0土 8.3

9.2:1: 2.7 

28.3士 9.0

3.8士0.9

11. 7土3.0

4.3:1:0.8 

13.1 :1:2.3 

273.4:1: 25.0 

842.0土 68.6

261.1:1: 28.1 

803.5士 78.2

154.9:1: 60.4 

476.0:1: 177.6 

153.1士14.5

471. 5:1:40.1 

195.8士22.9

602.6:1:60.2 

3.0士0.3・
9.2土1.0・

18 1000mg/kg B 

9.9:1: 3.7 

30.3士12.1

8.9士 3.5

26.9:1:10.5 

3.8土0.7

11.4:1:1.9 

4.2:1:0.7 

12.6士2.1

275.6士 33.4

827.6:1: 87.8 

265.2:1: 31. 9 

795.8土 75.9

129.4士 32.9

387.4士 84.9

155.5:1:15.6 

467.1:1:39.5 

199.8:1:20.8 

601.1 :1:62. 3 

3.3土0.4

9.8士1.2
18 500mg/kg 

11.1:1: 2.8 

33.8:1: 8.5 

9.7:1:1.6 

29.6士 4.9

3.8士0.7

11.4:1:2.0 

4.0土0.8

12.2:1:2.2 

279.9土 30.9

852.5士106.2

268.2土 32.2

817.3士112.2

140.5:1: 35.9 

427.3士106.6

152.4:1:12.6 

464.1 :1:45. 4 

188.7士12.7

574.3:1:45.3 

3.3:1:0.4 

10.1士1.5
18 250mg/kg 

10.5:1: 2.8 

32.5:1: 9.0 

8.9士 2.3

27.2士 6.4

3.6:1:0.8 

11. 1 :1:2. 4 

4.1土1.0

12.4:1:2.5 

286.2:1: 28.3 

877. 1:1: 62.9 

268.4:1: 25.2 

827.7:1: 68.0 

138.8:1: 30.5 

425.7:1: 89.0 

158.2:1:18.0 

484.3士31.9 

189.0:1:19.9 

579.2士45.7

3.3:1:0.4 

10.0:1:1.0 
17 Olive oil 

9.2土 3.8

28.6土12.5

8.6:1: 3.3 

26.6:1:10.3 

3.8士1.2

11. 8士4.0

4.0:1:0.8 

12.4:1:2.8 

227.3士 24.1

698.4:1: 63.3 

215.7士 23.5

664.7:1: 81. 4 

127.9土 21.0 

393. 1:1: 65.9 

152.7:1:15.9 

469.0士41.0 

186.0:1: 17. 3 

572.0:1:51.1 

2.6:1:0.2 

8.1士0.7・
12 1000mg/kg C 

11. 1土 3.3

34.1:1: 9.8 

8.5士 2.5

25.9士 7.3

3.3:1:0.9 

10.3:1:3.1 

4.0士0.9

12.3土3.7

226.4土 22.4

693.5土 72.5

217.3:1: 21.5 

666.5:1: 77.5 

125.9士 21.3 

387.6士 78.5

152.5:1:12.8 

468.1:1: 53.2 

194.1土15.9

594.7:1:53.7 

2.7:1:0.3 

8.5:1: 1. 3 
15 500mg/kg 

9.9:1: 2.4 

32.1土 7.8

8.5:1: 2.5 

27.2:1: 7.3 

3.3:1: 1. 1 

10.7:1:3.2 

3.6士0.6

11. 8士2.4

222.1士 22.8

716.1:1: 56.6 

210.6士 25.9

678.6士 64.3

136.8:1: 51. 3 

436.9:1: 140.6 

146.2:1:17.2 

472.6:1:56.3 

181. 3:1:14. 6 

584.9:1:30.5 

2.6:1:0.3 

8.5士0.8
15 250mg/kg 

11. 1:1: 2.5 

35. 1:1: 0.7 

9.3士 3.1

29.1:1: 8.1 

3.2:1:0.6 

10.1:1: 1. 9 

3.9土1.2

12.6:1:ιo 
229.2士 16.4

728.2土 58.6

221. 6:1: 14.5 

704.7:1: 62.1 

128.6:1: 23.1 

408.2士 72.7

154.5士11.2 

490.8:1:38.1 

190.2:1:16.4 

603.4土46.8

2.8士0.3

9.0士1.0
15 

1 ) Mean (absolute)士SD

2) Mean (relative) :1: SD 

[Statistical analysisl t-test 'P<0.05 "P<O.OI ・..P <0.001 

Olive oil 



347 34. 1983 報年研衛
中
口
小東

Tabl巴 2.Data from Mice Fed Basal Diet (A) and Orally Treated with Thiabendazole (TBZ) 
on Day 9 of .Gestation : Prenatal and External Observation 

Prenatal observation 

a ) N~mber ofJemale 
I mice mated 

b)172Yばfem批

c) Number of fe;nale 
I mice gestated 

Number of mother 
d) ~r~~U~ith'1i~~'f'::uses 
e ) )'1 umb_e~ of c?r12.<?!a 

ノ luteaMean :1: SD 

f ) ~，u_~~el oj~mplants 
Mean:l: SD 

Pe臼rcentresorp 
g引)Oぱff加et出tれ凶1

1 )巴arly

2) late 

Number of 1 
h) f巴tusesMean土 SD

i ) S，e.x， ~~tj~ 
I (M/M+F) X100:l:SD# 

j ) ~~.~!，_:v~~~~:s ff J~i fetuses Mean土 SD#

Male 

Femal巴

External observation 

Number of 
k) f~r~'~~~'e~~mined 
1 ) Malformation 

1 ) Percent malformation土 SD#

2 ) Type & number of aHected 
Reduction deformity of limbs 

N on or short tail 

Ex巴ncephalia

Cleft palat巴

Open ey巴lids

m) Other anomalies 

1 ) Percent anomalies :1: SD# 

2 ) Type & number of affected 

Club foot 

Doses 

14 

olive oil 

17 

。
15 

15 

250mg/kg 

18 

17 

17 

500mg/kg 

18 

。
16 

15 

1000mg/kg 

18 

。
16 

15.9土 2.915.8:1: 3.3 17.0土 2.016.6土1.7

12.9:1: 3.7 14. 1:1: 2. 7 15.5:1: 1. 9* 14.2土 2.5

10.8:1: 8.3 

0 

3.4土 5.2**

1.9土 4.5

3.0:1: 4.2** 

1.3土 2.7

17.4土29.3

1.6:1: 3.3 

11. 7土 3.9

47.9:1:20.0 

1. 55土O.12 

1. 45土0.08

0.7:1: 2.9 

ハ
U

ハ
U

ハ

リ

ハ

り

つ
u

0.6:1: 2.3 

176 

13.4土 2.8

1.43:1:0.11** 

1. 36:1:0.12 

。

48.0土19.0

3.9:1: 7.5 

228 

ハ
u
n
v
1
4
q
d
F
h
d

14. 7土 2.0*

1.39:1:0.09** 

1. 32:1: O. 06 * * * 

221 

54.9:1:12.8 

1. 3:!: 3. 9 

ハ
u
n
u
n
u
t
i

ヮ“

0.8:1: 3.2 

11.4:1: 4.4 

1. 33土0.10***

1. 26土0.08***

。

52.1土21.3 

10.9:1:26.4 

159 

《

hυ

唱

1
4

ハH
V

ハH
V

唱

E
A

。

h) : t-test 

。
a) Number of female mice confirmed for vaginal plug. b) Died cases up to the killed time aft巴r
copulation. c) N umber of female mice with implantation sites. d) N umber of dams with more than 
one living fetus. e )一 j) Calculated with the dam (d) with living fetuses. g ) -1) Cases showing 
implanted sites and amorphous germinal mass. g ) -2) Cases showing the head and limbs. m) Direc 
tional anomalies of tail and limbs. hematoma巴demaand oth巴rs
持 Valueof group was obtained by av巴ragingthe numerals at the unit of each litter 
[Statistical analysisl a ) -d) : X'ー test e)， f ) : tー test 包): ranked sum test 

i) : ranked sum test j): t-test 1)， m) : ranked sum test 
* p <0.05 ** P <0. 01 *** P <0. 001 
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Table 3. Data from Mice Fed Basal Diet (B) and Orally Treated with Thiabendazole (TBZ) 
on Day 9 of Gestation : Prenatal and External Observation 

Prenatal observation 

a ) N~mber ofJemale 
I mice mated 

Number of female 
b) ~r~~uJted 
c ) N ~m ber of fe!llale 

I mice gestated 

Number of mother 
d) ~r~~U~ith'l:~~'f':;uses 
e ) r umb~~ of c?re.~a 

ノ luteaMean土 SD

f)L15J1tdmpl制 S

Percent resorotion 
g) ~n~~~~'e~e~ ゐ#

1 ) early 

2) late 

Number of live h) f~~~l~~~'M~~~ 土 SD

i ) Sr{'，mi~ 
I (M/M+F) X100士SD#

j ) ~~.?!~~~~~~:s 1f J~~ fetuses Mean土 SD鉢

Male 

Female 

External observation 

Number of 
k) f~~~'~~~'e~~mined 
1 ) Malformation 

1 ) Percent malformation土 SD#

2 ) Type & number of aHected 
Reduction deformity of limbs 

N on or short tail 

Poly-dactylia 

Anal atresia 

Cleft palate 

Open eyelids 

m) Other anomalies 

1 ) Percent anomalies士SD持

2) Type & number of aHected 
Club foot 

Kinky tail 

Doses 

18 

16. 7土 2.3

。liveoil 

15.3::1:: 2.5 

18 

。
17 

17 

250mg/kg 

16.2土 3.0

13.8土 4.3

18 

。
18 

18 

500mg/kg 

18 

16.2土 2.1

14.9士 2.9

18 

。
18 

1000mg/kg 

16.6士1.7

14.4土 3.7 

19 

。
18 

4. 1土 5.7 

2.5士 4.3

14.4士 3.0

1. 48土0.11

1. 40士O.12 

47.4::1::14.1 

0.4土1.6

n
U

ハU
n

U

ハU

ハU

唱

i

0.8士 2.1

245 

7.8土13.7 

3.2土 5.0

1. 36土O‘07**

1. 35士0.16

ハU
A
U
A
U
A
U

ハU

咽

i

0.8士 2.4

12.7士 4.5

48.2士14.9

0.3::1:: 1.5 

229 

5.0土 5.0

1.9土 3.2

1. 40士0.10*

1. 33土0.10事

。

13.8土 2.4

46.3土 8.9

1.5土 3.6

248 

ハU

ハu
n

U

ハu
n

U

必
佳

39.4士33.6*村

0.9::1:: 2.1 

8.8土 5.7市**

1. 29士0.10*ホホ

1. 24士0.12***

26.4土36.0** 

50.3土26.8

q
o
F
b
1
A
1ム
ワ
ω

ハ
U

唱
E
A

1.5士 3.5

158 

2 

0 

2 

0 

。
。1 

2 

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) Numb巴rof dams with mor巴 than
on巴 livingfetus. e )ー j) Calculated with the dam (d) with living f巴tuses. g ) -1) Cases showing 
implanted sites and amophous germinal mass. g ) -2) Cases showing the head and lims. m) Direc-
tional anomalies of tail and limbs， hematoma， edema and others. 
# Value of group was obtained by averaging the num巴ralsat the unit of each litter 
[Statistical analysisJ a ) -d) : X'ー test e)， f ) : tー test g): ranked sum test h): tー test

i ) : ranked sum test j)・t一test 1)， m) : ranked sum test 
*P<0.05 **P<O.Ol *ホ*p <0.001 
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Table 4. Data from Mice Fed Basal Diet (C) and Orally Treated with Thiabendazole (TBZ) 
on Day 9 of Gestation : Prenatal and External Observation 

Prenatal observation 

a ) N~mber ofJemale 
I mice mated 

Number of female 
b)mice品ed

c ) N umber of fe!llal巴
I mice gestat巴d

Number of mother 
d ) ~r~~U;ith'li~~'f':t'uses 

e ) r umb~! of c?re_o}a 
I lutea Mean士SD

f)L:tJ136mpla山

Percent resorotion 
g) ~n~~~~~~ 士宮D

1 ) early 

2) late 

Numb巴rof liv巴
h) f~r~'~~~' M~~~ 土 SD

i ) Sr;， ~~~i~ 
(M/M+F) X100:f:SD移

j)EfLf鎚72152
Male 

Female 

External observation 

Number of 
k) f~r~'~~~'e~~mined 
1 ) Malformation 

1 ) Percent malformation土 SD#

2) Type & number of affected 
Reduction deformity of limbs 

N on or short tail 

Anal atresia 

Poly-dactylia 

Exencephalia 

Cleft palate 

Open eyelids 

m) Other anomalies 

1 ) Percent anomalies士SD非

2) Type & number of aff巴cted

Kinky tail 

Doses 

12 

12 

olive oil 

16.9土 3.0

14. 7:f: 2. 1 

5.3:f: 6.1 

1. 8:f: 3.0 

15 

。
15 

15 

250mg/kg 

15.1士 2.4

13.3土 3.1

8.5土12.7

1.0土 2.7 

16 

。
15 

15 

500mg/kg 

16.3土 2.5

13.3土 3.7 

13.2:f: 9.6ホ

1.2土 3.4

17 

。
16 

16 

14.7土 2.3*

13.5土1.9

31. 3土24.2**ホ

1.3土 3.1

1000mg/kg 

17 

13. 7:f: 2. 3 

51.8:1:13.8 

1. 44:1:0.10 

1. 39:1:0.11 

0.6土 2.1

205 

ハU

ハU

ハ
u

n

u

n
リ

ハ

U

唱

i

。

12.3:f: 3.7 

45. 7士23.1 

1. 35士0.10

1. 43土0.13

0.4土1.7

184 

ハU
V

ハH
V

ハH
V

ハH
V

ハH
U

唱
『
A

A

H

V

。

11. 5士 3.5

1. 37土0.14

1. 30土0.12本

。

50.4土12.6

2.2士 4.0

182 

t
i
n
u
n
U

ハ
U

ハU

ハ
U

q

d

9.2:f: 3. 7*本*

25.6士29.4**本

1. 28士0.13**

1. 22:f:0. 14** 

n
U
円

t
官

i

唱

i
q
J
4
4
τ

司

i

ワ
ω

10.2士21.4* 

49. 1士25.3

110 

。
a) Number of female mice confirmed for vaginal plug. b) Died cases up to the killed time after 
copulation. c) Numb巴rof female mice with implantation sites. d) Number of dams with more than 
one living fetus. e )一 j) Calculated with the dam (d) with living fetuses. g )一1)Cases showing 
implanted sites and amorphous germinal mass. g ) -2) Cases showing the head and limbs. m) Direc-
tional anomalies of tail and limbs， hematoma， edema and others 
特 Valueof group was obtained by averaging the num巴ralsat the unit of each litter 
[Statistical analysisl a ) -d) : X'ー test e)， f ) : t-test g): ranked sum test h): t-test 

i ) : ranked sum test .i): t-test 1)， m) : ranked sum test 
本 P<0.05 **P<O.Ol 政権 *P<O.OOl

。。12 
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Table 5. Data from Mice Fed Basal Diet (A) and Orally Treated with Thiabendazole (TBZ) 
on Day 9 of Gestation : Skeletal Observation 

。liveoil 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg 

1.0士 2.6

t
i

ハU
1

1

ハ
リ
ハ
リ

11. 5]:14.1 

6.5]: 8.1 

10.3土12.3

34.2士25.8

24.3]:21.6 

1. l:I:: 2.8 

1.7士 5.3

176 

9.7]:22.2 

n
t
υ
p
n
u
n
x
U

ハH
U

ハH
U

唱
E
ム

15.4]:11.6 

8.8]:13.7 

18. 7:I:: 26.0 

13.8]:13.9* 

29.3]:26.6 

5.8]: 9.0 

5.6士 8.8

228 

9.7土20.6

ハ
υ
ハ
U
a
q
ハ
U
Aり

の

L
'
i

16.0土14.0

4.5土 4.0

8.1士 5.3

6.9]:11.4市本

19. l:I:: 19.7 

1. 9:I:: 7. 4 

4.0士 6.7 

221 

32.9土31.9* * * 

'
i
η
d

氏

υ
司
4

9

b

組
処

'
i

11. 2土10.1

6.0土11.9 

6.9士13.2

17.7]:23.4 

24. 9:I:: 28. 9 

14.9]:28.9 

5.1士 9.1 

159 a ) ~umber of 
I fetuses examined 

b) Malformation 

1) Percent malformation土 SD蒋

2) !~pe & ~，u~b~r of 
I fetuses aHected 

Fusion of vertebral arches 

Fusion of vertebral body 

Fusion of ribs 

Lack of radius 

Lack of ulna 

c) Variation 

Type & percent variation土 SD#

1) Asymmetry of sternebrae 

2) Accessory of sternebrae 

3) Cervical rib 

4) 14th rib 

5)y;i11;誌とnching

Abnomaliti 
6)of pre-sacral vertebrae 

7) gepa，ration or ~efectiv，e 
ノ dev巴lopmentof sternebrae 

d) Ossification# 

an number of ossified 1) 
fore limb phalanx土 SD

[(Pro. + Mid.)/2] 

Doses 

2.8土 0.4

2. 9:I:: O. 5 

2.9士 0.5

3.0士 0.5

3.0士 0.4

3.0士 0.4

2.9土 0.4

3.0土 0.4

L 

R 

Mean number of ossified 2) 
hind limb phalanx ]: SD 

((Pro十 Mid.)/2]

3.1土 O.7 

3.2士 0.6

2.7]: 0.5* 

2. 7土 0.5*

2. 7土 0.4*

2.7]:0.4* 

2.2]: 0.8** 

2.5]: 0.5*市

L 

R 

14.5]: 1. 7 

c)ー 1)Cases showing deviation over 1/2 of length of maximum sternal nucl巴ousbetween left and right 
nuclei. c )-4) Definition of lumber 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 lumber vertebrae 
d )-3) Sum of numbers of ossificated sacral and coccygeal vertebrae. 
結 Valueof group was obtained by averaging the value of each litter 
[Statistical analysis] b)ー 1): ranked sum test c): ranked sum test 

*P<0.05 "P<O.Ol **ホ p<0.001 

12.9]: 1. 4** 12.7土1.1 *噂11. 7士1.3*'*mber of ossifi巴d
3) ~ post lumber vertebrae士SD

d) : tー test

び奇形児を有した母体の頻度に TBZ用量に関連した増

加を認めた.

変異を有するものの発現頻度はそれぞれの対照群に較

べAで500mg群と250mg群の腰肋が有意に低く， Bで

500 mg群50.0% (8/16)， 250mg群26.7% (4/15)， 

対照群6.7% (1/15)でA，B， C，の1，000mg群お

よびB，Cの500mg群が各対照群に較べ推計学的に有

意な培加であった.またA，B， Cとも奇形児頻度およ
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Table 6. Data from Mice Fed Basal Diet (B) and Orally Treated with Thiabendazole (TBZ) 
on Day 9 of G巴station: Skeletal 0 bs巴rvation

olive oil 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg 
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c ) -6) Cases showing abnormality in sum of numbers of c巴rvical，thoracic and lumber vertebrae. 
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# Value of group was obtained by averaging the value of each litter 
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骨核縮小・分裂が有意に高かった (Tabl巴 5.ー7.).ま

たCの仙椎前椎骨数異常，胸骨核縮小・分裂，第 1・2

頚椎の分裂・分岐では TBZ用量に関連した増加がみら

れた.

1，000 mg群の仙椎前椎骨数異常が有意に高く， Cで

1，000 mg群の仙椎前椎骨数異常，胸骨核縮小・分裂が

有意に高く， 500 mg群の胸骨核不対称，仙椎前椎骨数

異常，胸骨核縮小・分裂が有意に高く， 250 mg群の胸
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Table 7. Data from Mice Fed Basal Di巴t(C) and Orally Treated with Thiabendazole (TBZ) 
on Day 9 of Gesnation : Skel巴tal0 bservation 

olive oil 250mg/kg 500mg/kg 1000mg/kg 
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c ) -1) Cases showing deviation over 1/2 of length of maximum sternal nucleous between left and right 
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c ) -6) Cases showing abnormality in sum of numbers of cervical， thoracic and lumber vertebrae 
d ) -3) Sum of numbers of ossificated sacral and coccygeal vertebrae. 
訴 Valueof group was obtained by averaging the value of巴achlitter 
[Statistical analysisl b)一1): ranked sum test c): ranked sum test 

本 P<0.05 **P<O.Ol 中**p <0. 001 

13.4士1.912.9土1.7， 11. 4:1: 1. 3** Mean number of ossified 3) 
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d ) : t-test 

左右が有意に少なく，腰椎後椎骨平均化骨数ではAの

1，000 mg群， 500 mg群， 250 mg群， Bの1，000mg群，

Cの1，000mg群がそれぞれ有意に少なかった (Table

5. -7.). 

化骨進行度では前肢指骨平均化骨数で Bの1，000mg 

訴， 250 mg群の左右が有意に少なく，後肢指骨平均化

骨数でAの1，000mg群， 500 mg群， 250 mg群， Bの

1，000 mg群， 250 mg群， Cの1，000mg群でそれぞれ
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またCの後肢指骨平均化骨数では TBZの用量に関連

した減少を認めた.

以上，本試験ではA，B， C 3つの飼料を別々に摂取

させて TBZを投与した Jcl:ICRマウスにおける催奇

形作用の比較を行った. B， Cの TBZ1，000 mg/kg投

与群では， Aのそれに較べ有意性はないが高い頻度で外

表奇形児の発現を認め，また500mg群ではA，Bに出

現しなかった四肢減形成奇形児がCでは 1例であるがみ

られた.

骨格奇形ではA，B， Cとも1，000mg群に同程度の

高い値を示したが， Cでは500mg群でも A，Bのそれ

に較べるとはるかに高い発現頻度であった.

しかし飼料A，B， Cはいずれも一般に用いられてい

る飼料であり，その成分に大差はない.一般成分として

は，水分 7-8 %，粗蛋白質21-28%，粗脂肪 4-6 %， 

粗線維 3-5 %，粗灰分 6-8 %，可溶性無窒素物50-

60%が含まれており， 100 gあたりのカロリーは345-

376である.三飼料とも必須アミノ酸が適当量含まれて

いるが，飼料Cのみアスパラギン酸，グルタミン酸，セ

リン，プロリン，アラニンが検出されていない.ビタミ

ンについては，飼料B，CにはビタミンKが添加されて

おり，また無機成分については，飼料BにAl:および

Si02が加えられていること以外に顕著な差はない.こ

れら飼料成分の合有量の差が各試験結果の有意差となっ

てあらわれたのかもしれないが，ひとつひとつの原因と

なる物質が何であるかは，分析された成分以外にもこれ

らを構成する原料の種類やその加工方法などについても

考慮しなければならず，この実験のみでは解明できな

カ3った.

要 旨

チアベンダゾール (TBZ)の催奇形性を 3つの異っ

た飼料で飼育した Jcl: ICRマウスにより比較した.

TBZは妊娠 9日l回， 1，000 mg， 500 mg， 250 mg/kg 

を経口投与し妊娠18日の胎児の外表・骨格の奇形・異常

を検索した.

飼料A，B， Cとも四肢減形成奇形・骨格奇形の出現

を認めたが，特にCでは体重増加率，死亡児頻度，化骨

進行度，骨格変異等に TBZ用量に伴う増減が認められ，

A， Bに較べ TBZの影響が強いように考えられた.

文献

1 )小勝昭夫，安藤弘，久保喜一，高橋博，平賀興

吾:第21回日本先天異常学会学術集会記録，先天呉

常， 21， 315， 1981 

2) Dawson， A. B. : Stain Tach、1，123， 1927 

3)西村秀雄:先天異常， 16， 175， 1976 
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ICRマウスにおけるチアベンダゾール (TBZ)の優性致死試験

小!孫昭夫ぺ安藤 弘へ久保喜一*

藤 井 孝へ佐々木美枝子へ平賀興吾*

Dominant Lethal Study of Thiabendazole (TBZ) in ICR Mice 

AKIO OGATAへ HIROSHIANDOへ YOSHIKAZUKUBO* 

TAKASHI FU]II*， MIEKO SASAKI市 and KOGO HIRAGA * 

Keywords チアベンダゾール thiabendazole，食品添加物 foodadditive，殺虫剤 pesticide，駆虫薬 anthelmintic，

防かび剤 fungicide，マウス mous巴，優性致死 dominantlethal 

はじめに

防かび剤，チアベンダゾール (TBZ)の優性致死作

用については，寺本ら 1) が，マウスに TBZ200mgおよ

び600mg/kgldayを5%アラビアゴム溶液に懸濁， 5日

連続経口投与した優性致死試験で陰性の結果を報告して

いる.我々はマウスを用いた TBZの催奇形性試験で，

TBZをオリーブ油に懸濁，妊娠マウスに経口投与した

時，有意に奇形児の発現することを認めたが， TBZを

0.5%アラビアゴム水溶液に懸濁，妊娠マウスに経口投

与した試験では奇形児出現は陰性であることを報告2)

した.この投与溶液の違いが優性致死試験においても考

えられたため，今回， TBZをオリーブ油に懸濁し， 1 

回投与ではあるが寺本らが用いた量より大量の投与群を

設け，優性致死試験を行なったので，その結果を報告す

る.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物:]cl : ICRマウス(日本クレア側)を

用いた.雄は 4週齢時に購入， 8週齢に達した発育良好

なものを試験に供した.雌は雄の購入時および 3週間後

の2回に分けて 4週齢で購入， 8週齢より交配に用いた.

従って雌の交配時週齢は 8~10週齢となる.

2. 飼育条件:温度25士 10，湿度55士5%，照明午

前 6時一午後 6時，換気毎時10回 (HEPAフィルター

経由)の飼育室にて，日本クレア鉢)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 1l0mm，杉材チップ床敷)に

10匹，交配後はプラスチックケージ (180X325XllOmm)

にて 1匹飼いとした.

3. 交配方法:J雌雄 1: 1を4日間同居させ，その間

毎朝腔栓の確認を行なった.陸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.また 4臼間

陸栓の確認されなかった動物は，交配最終日後プラス

チックケージに l匹飼いとし，解剖日に屠殺剖検し，妊

娠の有無を確めた.この交配は 6回(週)にわたってく

り返し行なった.

4. 試料:チアベンダゾール (TBZ) は Merck

Sharp & Dohme International製 LotNo. BZA-539， 

純度98.5%を使用した.TBZはオリーブ油(日本薬局方，

東豊薬品倣)Lot No. 05T921)に懸濁し投与した.

5. 投与量および投与方法:投与量の決定には，投与

翌日の雄の交尾が可能な量を最高用量とした.雄マウス

各20匹に TBZ1000mg， 500mg， 250mgおよび Omg(対

照)110mlオリーフ*油Ikgを第 1回(週)自の交配前日

1回経口投与した.また精巣の病理組織学的検索に供す

る別の雄マウス各30匹に TBZ1000mg， 250mgおよび

o mg/l0mlオリーブ、油Ikgを同日に 1回経口投与した.

6. 観察方法:妊娠12，13の母獣を頚椎脱臼により屠

殺開腹し，卵巣と子宮を摘出した.卵巣については黄体

数を，子宮については着床数，生存胎児数，早・後期死

怪数を調べ，常法3-5l に従い統計処理した.病理組織学

的検索に供する雄マウスは，投与後の各交配時と一致し

て，夫々 5匹ずつ屠殺を行ない，精巣を摘出し，重量浪IJ

定後，中性緩衝ホルマリンにて固定した.固定後定法に

従ってパラフィン切片を作製，へマトキシリン・エオジ

ン重染色を施し鏡検した.

*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ー 1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 



Table 1. Data from female mic巴matedwith male mice dosed orally with thiabendazole 
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結果および考察

結果を表 1に示した. TBZ 1000mg/kg投与群で，投

与翌日の交配前 1例に死亡を認めた.第 1週および第4

週交配の1000mg投与群に夫々 1例，同居 4日の聞に交

配しない雄が認められた以外は，すべての動物が4日の

聞に交配した.第 1週に交配しなかった雄マウス l例は

第 2週以後では交配が成立し，交配した雌の黄体数，着

床数，生児数および早・後期死怪数は同処理群内で顕著

な変動はみられなかった.しかし第4週に交配が成立し

なかった雄マウスは，他の週では交配はしたものの， 5 

回交配した雌のすべてに着床を認めなかった. 1000mg 

投与群の第 l週および250mg投与群の第4週に妊娠を認

めない雌が多かったが推計学的有意性はなかった.その

他のすべての群の交配数および妊娠数で，処置群と対照

群との聞に差を認めなかった.黄体数，着床数，未着床数，

生存胎児数では，処置群に対照群と較べ，推計学的に有

意な増減はみられなかったが，第 4週1000mgおよび

500mg群の着床数および未着床数でやや減および増，

1000mg群生存胎児数で‘やや減の値を示した.優性致死

現象の重要な指標となる早期死座数では，対照群に較べ，

処置群での有意なまた用量に関連した増加はみられな

かった. しかし Rohrbornの提示31 した 2式(Jおよび

J'(表 1注))で誘発優性致死率を求めたところ，第 4

週の1000mgおよび500mg投与群の J値がやや高い値

(夫々 11.9%，12.6%)を示し， TBZ処置群での末受精

卵あるいは未着床卵増加の傾向がうかがわれた.

病理組織学的検索に供した雄マウスの処置群での精巣

重量では，対照群と較べ有意な変動はみられなかった.

精巣の病理組織学的検索では，精細胞の変化が局所性に

認められた.変化は精母細胞では細胞質がエオジン好染

性を増し，空胞がみられ，核は不整な円形，長円形，腎

形となり，均質無構造で濃染していた.精娘ないし精子

細胞ではエオジン好染細胞質と濃染核とが認められた.

これらの変化は精巣の縦断面で観察したもので，対照群，

250mg群でも全視野で 1-3個の精細管にみられたが，

1000mg群では変化を示す細胞数および精細管数が増加

していた. 1000mg群は第 1-3，第 5，6週では極く

軽度な増加であったが，第 4週では全視野中 7-131闘の

精細管で変化がみられ，多核巨細胞化した精細胞も散見

されるなどの像を呈した. 1000mg群の精巣での組織学

的変化は，精細胞の軽度な退行性変性であり，とくに第

4週では巨細胞が出現しており，変化が精巣の萎縮へ向

うことを示唆したものと考えられる.

TBZと同じ benzimidazole化合物の 1つである

benomylの200mgおよび400mg/kg/dayをコーンオイ

ルに懸濁し，雄ラットに10日間経口投与した時の生殖機

構に対する影響を調べた実験で，精子数の減少，精巣の

損傷を認めた Carterら61 の報告を考慮すると，本試験

でみられた第 4週での誘発優性致死率の値には，見かけ

上の優性致死作用も考えられるため，今後さらに検討を

加え， TBZの優性致死作用の有無を明らかにしたい.

要旨

チアベンダゾール (TBZ)をオリーブ油に懸濁， 1 

回経口投与での Jcl: ICRマウスに対する優性致死誘発

性を検討した.交配率，妊娠率，黄体数，着床数，未着

床数，生存胎児数，早・後期死座数のいずれにも有意な

減少あるいは増加がみられなかった.しかし，第 4週で

の誘発優性致死率が，未受精卵および未着床卵の増加を

うかがわせるやや大きい値を示し，同時に検索した精巣

の病理組織学的所見でも，精細胞の軽度な退行性変性を

示しているなどの点から，この時期について改めて検討

する必要があると考えられた.
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ジブチルヒド口キシ卜ルエン (BHT)のマウス肺傷害に対するアミノ酸の効果

中川好男へ中尾 11頂子ぺ平賀輿吾*

Effects of Amino Acids on Butylated Hydroxytoluene (BHT) -Induced 

Pulmonary Injury in Mice 

YOSHIO NAKAGAWAへ TOSHIKONAKAO* and KOGO HIRAGA * 

Keywords ジブチルヒドロキシトルエン butylatedhydroxytoluene，マウス mouse，肺傷害 pulmonaryinjury， 

アミノ酸aminoacids 

ジブチルヒドロキシトルエン (3.5-di-tert-butyl-4 

-hydroxytoluene : BHT)は加工食品及び石油製品等の

酸化防止剤として広く利用されている.低濃度の BHT

はマウスに対して特異的な組織傷害や異常を生じさせな

かったI1 しかし短期多量投与の BHTはマウス肺に対

して組織の肥大や増殖を伴った傷害を惹起させた2.31

この発現機序は今だ明らかにされていないが，その原因

のひとつとして BHTの代謝活性中間体と組織成分との

相互作用が推察されている.

一方，著者らはこれまでに BHTの毒性研究の一環と

して，ラット肝におけるこの化合物の存在様式，特に生

体内高分子との相互作用について検討してきた4-12) そ

の結果を要約すると， (l)BHTはミクロゾームのチトク

ロム P-450系のモノオキシゲナーゼにより酸化され活

性中間体 (BHTーキノンメチドあるいは BHT-アルコー

ル等)を生成し， (2)これら中間体のトルエンメチル基が

タンパク質システイン残基の SH基と特異的に共有結合

することを明らかにした.また，この結合はシスティン

やグルタチオン等のチオール化合物により著しく抑制さ

れることが mvztroの実験から明らかになった61

以上の知見及び結果をもとに，著者らはマウスにおけ

るBHT毒性の修正を試みた.つまりここでは BHTの

肺傷害(特に肺重量の増加)に対する各種アミノ酸の抑

制効果を検討した.

実験材料と方法

試薬 BHTとL-アミノ酸は東京化成工業側製，還元

型グルタチオンはシグマケミカル社製を用いた.

動物と処置 4週令の雄性 BALB/c系マウスを日本

チャールズリバー(械から入手した.マウスはベータチッ

プ(堅木性，ノースイースタン社製)を床敷にしたプラ

スチック製の箱で入手直後から実験終了まで一貫して飼

育した. 3週間の予備飼育後， L-アミノ酸あるいはグ

ルタチオンを 1%添加した CE-2飼料(日本クレア(紛

製)は BHT投与 3日前から投与 5日後までマウスに自

由に与えた. トウモロコシ油に溶かした BHT

(200mg/kg， 0.lml/20g体重)は 1日1回， 4日間継続

してマウスの腹腔内に注射した.そして最終投与の 1日

後にマウスを断首し，全肺を秤量した.なお， BHTに

よるマウスの肺傷害は組織の肥大を伴うという事実2，31

から，肺重量の塙加を傷害の指標とした.

結果と考察

Malkinsonl31 はBHTで惹起されるマウスの肺傷害が

cedar terpen (飼育綴の床敷に用いるチップに由来する

揮発性物質)で著しく抑制されることを報告した.そこ

で今回の実験では全期間を通じてこの物質が少ないベー

ターチップの床敷でマウスを飼育した.

Table 1はBHTによるマウス肺重量の増加に及ぼす

アミノ酸あるいはグルタチオンの影響を示す. ここで用

いたアミノ酸はシステインを除きすべて任意に選び，ま

た， BHTの投与量は以前の報告141 から肺重量を増加さ

せるのに必要な量:200mg/kgと設定した.システイン

とグルタチオンは BHTによる肺重量の増加を有意に抑

えた.しかしほかのアミノ酸ではこのような効果はほと

んど認められなかった.グルタチオンの効果はシステイ

ンのそれに比べて小さかった.この理由として(1)細胞内

への吸収がグルタチオンで低く 15)，また， (2)グルタチオ

ンが血流中でブk解をうけやすい161 ことなどが考えられ

る.なお，すべてのマウスの成長率は実験期間を通して

本東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Effect of amino acids and glutathione on BHT -induced pulmonary enlargement in mice. 

Treatment 
Relative lung wt % of BHTーもr巴ated

(mg/lOOg body wt) micet 

Untreated 637土 64彬 55 

BHT 1149土 52 100t 

BHT + Alanine 1034土 77 90 

+Arginine 1163:f:: 37 101 

+Cysteine 673 i: 90* 59 

+Glutamic acid 1027:I:: 221 89 

+ Methionine 1l08i:148 96 

+ Phenylalanin巴 1149:I:: 255 100 

+Tryptophan 148l:I:: 86 129 

十Glutathione 853i: 75本 74 

After feeding 1 % amino acids or glutathione-supplemented diet for 3 days， BHT (200 mg/kg) was given by ip 

injection each day for 4 days accompanied with the supplemented diets ; corresponding control (untreated) mice 

received a equivalent volume of corn oil. 

Each value represents th巴 mean土 S.D. from five individual animals. 

(市)significantly different from mice which received BHT alone (p<O.Ol) 

ほとんど同じであった.以上示したように Table1の結

果は SH化合物が BHTによるマウス肺傷害を抑制する

ことを示唆している.

著者らは BHTの活性中間体がタンパク質システイン

残基の SH基に特異的に結合することを以前の実験で認

めた叫山.さらにこのタンパク質と BHT代謝物の結合

はシステインやグルタチオン等のチオール化合物により

抑制できることを報告した61 一方， KehrerとWitschi171

はBHTによる肺傷害が薬物代謝阻害剤でほぼ完全に阻

止され，またこれと並行して組織高分子への BHTの結

合量が著しく減少したことを報告している.さらに

Malkinson131 はチトクロム P-450レベルが極めて低い

幼若マウスでは BHTによる肺傷害が起こりにくいこと

を認めている.これらの事実から，肺高分子へ結合する

BHT代謝物が飼料に添加したシステインやグルタチオ

ンにより捕獲され，その解毒を通して BHTの肺傷害が

抑制されたものと推察する.

要 旨

BHT (200mg/kg， 1日1回4日間腹腔内注射)によ

るマウス肺重量の増加は，飼料に添加した 1%システイ

ンあるいはグルタチオンにより有意に抑制することがで

きた.
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ジブチルヒドロキシトル工ン (BHT)のマウス肺の微細構造におよぼす影響

福 森信隆へ川野澄江川，佐々木美枝子ぺ平賀興吾*

U1trastructural Study of Butylated Hydroxytoluene 

(BHT) -Induced Alterations in Mouse Lung 

NOBUT AKA FUKUMORIぺ SUMIEKAWANO**， MIEKO SASAKI* and KOGO HIRAGA* 

Effect of butylated hydroxytoluene (BHT) on the ultrastructure of the lungs was examined electron 

micro scopically using 2 strains of mice: DBA/ 2 N and BALB/cAnN. In the previous study， it was re-

ported that LD50 value foI' the DBA/ 2 N strain was over 10 times lower than that for the BALB/cAnN 

strain and hemorrhage in the lungs was observed upon autopsy. Both strains of mice were given 500mg/kg 

BHT dissolved in corn oil by a single i. p. injection， and all the animals were sacrificed on the 4th day af阻

ter injection. The main changes in alveoli of both strains were disruption and swelling of type 1 cells， 

naked basement membrane， appearance of bazard cel¥s similar to type II cells， increas巴 innumber of 

macrophag巴s，proliferation of type II cells and interstitial cells. The fine structural changes of alveoli 

were more marked in DBA/ 2 N mice， especially vacuolated and thinned capillary endothelium injury. 

However， these structural changes on the lungs in the different strains of BHT-treated mice were not so 

remarkable in comparison with the difference of lethal effect seen in both strains. 

Keywords : butylated hydroxytoluene， ultrastructural alteration， alveolar c巴lls，DBA/ 2 N and BALB/cAnN 

ffilCe 

緒 ーさ三子

日

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)は抗酸化剤，

安定化剤として食品および工業製品等の酸化を防止する

目的で使用されている.肺障害に関してはじめ Marino

とMitchellによりマウス肺胞壁の肥厚，浮腫，出血が

認められ11，肺重量の増加に伴う DNAの合成促進が報

告されている2) また微細構造の変化は初期に I型上皮

細胞の変性，壊死が起こり，その後E型上皮細胞，間質

細胞の増殖による肝胞壁の肥厚が観察された3，4) 一方，

川野らは BHT投与によりマウスの種々の系統で LD50

値の差異を認め特に DBA/2 N系で 138mg/kg

BALB/cAnN系で、1739mg/kgとLD50値の差異は著し

く，投与後 4日から 6日にかけて死亡することを報告し

たへ
今回， BHT投与による肺の微細構造におよぼす変化

を観察するとともに， LD50値の差異がみられた DBA/

2N系と BALB/cAnN系マウスの微細構造での変化の

差異について電顕的観察を行い比較検討した.

実験方法

動物は DBA/2 N系と BALB/cAnN系の雄性マウス

(日本チヤールスリバー)を各系の投与群，対照群に l

群 3匹として使用し，室温25士 10，湿度50土 5%，照

明時間12時間の環境下で BetaChip床のプラスチック

ケージを用い，飼育用飼料(日本クレア， CE-2) お

よび水を自由に摂取させ飼育した.実験は 4週令のマウ

スを 4週間予備飼育した後8週令で使用し，コーン油で

溶解した BHT (東京化成)を DBA/2N系，

BALB/cAnN系にそれぞれ500mg/kgの割合で腹腔内

投与を行った.なお対照、群はコーン油単独で同様な処置

を行った.投与期間は 4日間とし屠殺後冷 3%パラホル

ムアルデヒド (0.1Mリン酸緩衝液， pH7.4)で気管よ

り肺の拡張固定を実施した.肺の一定部位を細切後氷室

内で緩衝液を用いて洗浄し 1%オスミウム酸 (0.1Mリ

ン酸緩衝液， pH7.4)で1.5時間の後固定を行いエタノー

ル脱水後，定法に従って Epon樹脂に包埋した.電顕用

試料から厚さ約 1μmの準超薄切片を作製してトルイ

ホ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 J apan 

H 同環境保健部環境衛生研究科
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ジン青で染色し光顕的観察を行った後，超薄切片を作製 を食食し電子密度の高い穎粒を含んでいた.

して酢酸ウラン・クエン駿鉛二重染色を施し，目立 BALB/cAnN系光顕的所見では， DBA/ 2 N系同

HU-12A透過型電子顕微鏡にて主に肺胞頒域を検鏡し 様に肺胞壁の肥厚がみられたがその程度は若干軽減して

た おり，部分的に肺胞壁の非薄化が認められる部では，肺

実験結果 胞腔の融合，拡張を呈した.肺胞壁の網状の接合部で多

DBA/2N系光顕的所見では，肺胞壁の胞厚が著し くみられる E型上皮細胞は大型腫大化して増生傾向を示

く，正常構築でみられる網状な均一薄層の肺胞壁は認め し，また間質細胞も増加，腫大が認められた.肺胞腔内

られなかった.肺胞腔は融合し，肥厚の顕著な肺胞では の大食細胞は大型増生し肺胞壁の近接部で散見された.

狭窄がみられた.HE厚はH型上皮，間質細胞の増生を伴っ 電顕的所見では， 1型上皮の脱落がみられ肺胞腔側の

た腫大および肺胞腔を取り囲む上皮細胞の腫大に起因し 基底膜に沿って微細頼粒を含み粗面小胞体，糸粒体が散

ていた.さらにH型上皮は核，核小体の良好な発達を示 在する明調な細胞がみられた.これらの細胞では少数の

し小空胞の軽度な増加が認められた.肺胞腔では大食細 短突起が表面で観察された.また肺胞腔内では大型の大

胞が増加し毛細血管での赤血球の残留が多くみられた. 食細胞は損傷を受けた I型上皮への接近がみられ (Fig目

その他，線維性結合組織の増生，小血管の著変は認めら 6 )，上皮細胞の損傷が著しい部では多くの細胞残澄を

れなかった. 肺胞腔で認めた (Fig.8). 1型上皮の変化は DBA/2

電顕的所見では，肺胞腔を取り囲むI型上皮が腫大し N系とほぼ同程度であったが，肺胞腔を取り囲むH型

水腫様膨化を呈し顕著な部では空胞形成が認められた 上皮に類似した細胞の出現はやや減少していた.肥厚部

(Fig.2 ).さらに変性した I型上皮は崩壊して基底膜か のH型上皮は核の肥大を伴った細胞の大型化がみられ，

ら剥離脱落し肺胞腔内に小胞状あるいは線維状の上皮細 空胞形成， microvilliの減少を示した.また間質細胞は

胞の debrisを形成した.その部の多くは I型上皮を欠 増生がみられ空胞化とともに細胞質内の脂肪滴の増加を

失して基底膜が露出し不明瞭な構造を呈した.全体的に 認めた (Fig.8).肺胞隔壁の結合組織は軽度な増加を

肺胞腔を被う I型上皮は減少傾向を示し，均一な薄層は 認め，その内部の線維聞で'7]<腫様の変化が観察された

ほとんどみられなかった.一方，細胞小器官に富み (Fig.7 ).毛細血管の内皮細胞の非薄化，変性は DBA/

microvilliを持つE型上皮は大型化し核の良好な発達が 2N系に比べやや軽度であった.

みられ，一部ミエリン封入体とは異なる小空胞の形成が 考 察

観察された.肺胞腔内の離脱した I型上皮の接着部位で BHTはマウス肺に対して肺重量の増加を伴った障害

はE型上皮の類似細胞の増生が認められた.この細胞は を惹起せしめ出血死が起こることから，死亡前の肺の微

E型上皮と連続がみられ扇平化して ribosomeに富み， 細構造の変化を 2系統聞で比較した. DBA/2 N系と

ミエリン封入体， microvilliが一般の H型上皮に比べ減 BALB/cAnN系のマウスでは LD50値に10倍以上の差

少し糸粒体などの小器官も少なく，基底膜に隣接して突 がみられ投与後4日から 6日にかけて出血死することか

出構造を持ちながら肺胞腔を被っていた (Fig.4).毛 らへこの 2系統では肺胞領域に対して BHTの作用が

細血管内皮細胞の変化は，非薄化し細胞質内に小空胞の 異なることが考えられるため出血を未だ認めない投与 4

形成を認めたが脱落像は少なかった (Fig.3).基底膜 日聞の動物で両系の LD50値のほぼ中間量にあたる

の構造が不明瞭で I型上皮を剥離し内皮細胞の葬薄した 500mg/kgを投与した.

部では，肺胞壁，毛細血管壁の崩壊が時折観察された BHTによる反応は両系とも認められ顕著な系統差が

肺胞壁の肥厚は肺胞佐内への I型上皮の水腫様変化， II みられなかった.肺胞壁の肥厚は， 1型肺胞上皮の水腫

型上皮類似細胞の増生が主であったが， II型上皮の大型 様膨化， II型肺胞上皮の大型化した婚生，間質細胞の増

化した肺胞壁では間質細胞の増生，肥大がみられた.ま 生，結合繊域での水腫様変化，基底膜に接する H型上皮

た肺胞隔壁の結合織域で謬原線維の軽度な増生が認めら 類似細胞の増生など種々の変化が原因と考えられ， 2系

れ，その間で淡明な電子密度を示す水腫様変性により膨 を比べると若干 DBA/2 N系での変化が強いと思われ

化，拡張した線維部がみられた (Fig.3).肺胞壁の肥 た.また毛細血管では内皮細胞の非薄化，空胞形成など

厚は肺胞腔の狭窄を伴うが肺胞隔壁の離断による拡大し の変化が DBA/2 N系で若干強い感を呈したが著しい

た部もみられ， blood air barrierの量的減少傾向にあっ 差異は確認できなかった.平井らは Swiss-W e bster系

た.肺胞腔内の大食細胞は変性剥離した I型上皮細胞片 マウスで BHTの肺胞細胞の電顕的変化を経時的に観察
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したところ， 1型上皮の空胞化，細胞膜の断裂が比較的

初期に起こり変性した細胞の崩壊，肺胞腔への脱落は 3

日までに認められ， 4日以後H型上皮，間質細胞の増殖

による肺胞壁の肥厚を報告した3.6) 今回行った実験で

は4日目でも I型上皮の腫大膨化を認めており， 1型上

皮の剥離，脱落像とともに混在することから I型上皮の

脱溶の移行過程と考えられる.これらの変化は系統間で

同様相を塁し顕著な差異がみられず， BHT肺障害に対

する初期の共通した変化であると考察される.

I型上皮とは異なり肺胞腔内で基底膜を被う H型上皮

に連続した細胞は平井らも同様に観察しており，この細

胞は離脱した基底膜商を扇平状のE型上皮が被い I型上

皮への修復過程の変化像とみなされ，投与後およそ 9日

で正常像に回復するという報告がみられる3) 今回認め

られた ribosomeに富んだ短小な microvilliを持ちミエ

リン封入体の減数したE型上皮類似細胞は，扇平化傾向

を呈し，肺胞腔内の多くで散見されたことから I型上皮

への修復移行像と考えられる.この修復部の基底膜は明

瞭な構築を保持していた.またこの細胞は Adamsonら

のいう giantepithelial cellと同一なものであると思わ

れる叫. しかし Swiss-W e bster系でみられた H型上皮

の多数の分裂像は明らかでなく， n型上皮の大型化，核

の良好な発達にとどまった. n型上皮は間質細胞ととも

に増生することから機能が活発に充進していると思われ

る.

毛細血管内皮細胞は胞体内での空胞化がみられ，空胞

の大きい部では著しく非薄化し基底膜の露出像，毛細血

管の崩壊が観察された.これらの形態学的変化は肺胞腔

内への出血を誘発すると推察されることから，

BALB/cAnN系に比較して DBA/2 N系で若干変化が

強く認められたことと LD50値の差異とは何らかの関連

が示唆される.またマウスでは明らかでないが， BHT 

が血液凝固を阻害するという 7) 生化学的な考慮からも

肺胞での出血が考えられ，出血による肺機能の保持が困

難となり致死に至る一要因ι思われる SOzの吸入で、肺

胞毛細血管は早期より変化が出現し内皮細胞の細胞内水

腫および水腫空胞が形成され基底膜の膨化，不鮮明化，

血管周囲の浮腫を起こし毛細血管の消失に至ることか

らへ内皮細胞に対する変化は BHT投与時と類似して

いると思われる.

肺重量は湿重量，乾燥重量とも増加を認める報告がみ

られへ形態学的変化と比較して考察すると，水腫性の

膨化とともに細胞の増殖による肺胞壁の肥厚つまり細胞

数の増大が姉重量増加へ関与していると考えられる.

結 語

BHTに対する LD50値の異なる DBA/2 N系と

BALB/cAnN系のマウスを用いて肺胞領域への影響に

ついて電顕的観察を行った. 1型上皮細胞は水腫様膨化

を呈し，剥離部では基底膜が露出した.また狭窄した肺

胞腔では大食細胞の増生がみられ， 1型上皮細胞の修復

移行像とも思われる H型上皮類似細胞が出現し基底膜を

被った. n型上皮細胞，間質細胞は増生，大型化して，

結合繊域での水腫様変化とともに肺胞壁の肥厚を形成し

た.毛細血管内皮細胞は非薄化，小空胞の形成を認めた.

これらの形態変化は 2系統で顕著な差異がみられず共通

した変化と思われるが，全体的に DBA/2 N系の障害

が若干強く認められた.また毛細血管壁の変性による出

血が肺機能の保持を困難とならしめ致死に至る一要因と

考えられるが， BHTの代謝などの差も系統差の大きな

要因になると思われる.
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Explanation of Figures 

Fig. 1. A normal lung from the DBA/ 2 N strain 

mouse. Type 1 (I) and type II (II) alveo田

lar巴pithelialcells are seen in clear alveolus 

(AI). Type 1 cell covered alv巴olarb巴se-

m巴ntmembrane has thin layer and int巴rstitial

cell (Int) among epithelial cells is observed. 

Capillary lumen (C) x5300 
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Fig.2. A portion of alveolar cells from the DBA/ 2 

N mouse administered with 500mg/kg BHT. 

Swelling and disruption of type 1 epithelial 

cells (1) and vacuolization of endothelium 

(End) in capillary lumen (arrows) are seen. 

x5100 

Fig.3. A portion of alveolar cells from the DBA/ 2 

N mouse after BHT injection. Vacuolat巴d

and thinned capillary endotheli um (arrows) 

accompanying severe edema in pericapillary 

are seen. Type II cell (II) shows active size. 

x5000 

Fig.4. A portion of alveolar cells from the DBA/ 2 

N mouse aft巴rBHT injection. The bazard 

cells resembled to type II cells (II) cover 

the alveolar surface (arrows). The alv巴olus

seems to have narrow space. x6000 

Fig.5. A normal lung from the BALB/cAnN strain 

mouse. x5600 

Fig. 6. A portion of alveolar cells from the 

BALB/ cAnN mouse administ巴red with 

500mg/kg BHT. The macrophag巴 (Ma)be-

comes large in size and adjacent to injurious 

type 1 cell in alveolar air space_ x4800 

Fig.7. A portion of alveolar cells from the 

BALB/ cAnN mouse after BHT injection. 

The alveolar wall is thickened by 

edematization. The basem巴ntmembrane in 

alveolus is denuded partly (arrow). X5200 

Fig.8. A portion of alveolar cells from the 

BALB/cAnN mouse after BHT injection. 

Many debris are attached to damaged epithe-

lial cells. A number of lipid droplets are 

observed. x5300 
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クロム鉱さい粉じんのラットによる 1カ月間持続畷入実験

吸入後終生飼育ラット諸臓器の病理組織学的観察

坂本義光ぺ神谷信行へ池 田虎雄へ平賀興吾ホ

Inhalation Experiments of Chromite Ure Residue Dust to Rats 

for 1 Month-Histopathological ubservation of Various urgans 

of Rats Kept for Lifespan after the Periods of Exposure 

YOSHIMITSU SAKAMOTOへNOBUYUKIKAMIY AへTORAOIKEDA*

and KOGO HIRAGAホ

Slc-Wistar rats (5 weeks old) were exposed to chromite ore residue dust at a concentration of 20 

mg/m3 for 30 days目 Afterexposure， the animals were transferred to the barrier-room and kept under 

observation until they died or became moribund. Histological changes caused by chromite ore residue dust 

in various organs except r巴spiratorysystem in th巴seanimals were observed and compared with those of 

control and ]IS dust group 

Prepeutial gland adenoma was found in only the chromite ore residue dust-group， but the incidenc巴 of

this tumor was not significantly different from control group. Interstitial cell tumor of testis， adrenal 

ph巴ochromocytomaand mononucl巴arc巴11I巴ukemiawere observed at high incidence in common with all of 

groups. The incidences of each type of tumor in chromite ore residue dust-group were not different from 

those of the other two groups. Malignant solid tumors w巴reobserved in control and ]IS dust group， but not 

in chromit巴 oreresidue dust-group. Many kinds of nonneoplasticlesions， so called spontaneous lesions in 

aged rats， were s巴enIn V昌riousorgans of animals in the groups， and their incidence and severity in the 

chromite ore residue dust-group were not different from those of the other two groups. 

In this study neoplastic and nonneoplastic lesions suspected to hav巴 beencaused by exposure to chro. 

mite ore residue dust w巴renot observed. 

Keywords : chromite ore residue dust， rat， inhalation toxicity， histological changes， observation for lifespan 

緒 百

クロム鉱さい粉じんを20mg/m3の濃度で30日間吸入

曝露したラットを，曝露終了後パリヤー動物室に移して

飼育をつづけ，経気道により摂取されたクロム鉱さい粉

じんの生体への影響を終生に亘って観察した.得られた

結果のうち，体重増加推移，生存率，呼吸器系の病理組

織学的観察結果については，既に報告したとおりであ

る山.本報ではひきつづき終生飼育したラットの呼吸

器系以外の諸臓器に見られた腫蕩性変化および非腫場性

変化について述べる.

実験材料および方法

動物は Slc-Wistar，雄ラット， 5週令を用いた.吸

入実験は鉱さい粉じんおよび比較対照として ]IS試験

用粉体11種(関東ローム)の20mg/m3曝露群と，実験

室内空気のみの対照群の 3群を設定し，粉じん吸入実験

装置31 によって行なった.曝露開始時のラット数は各

群20匹であった.曝露期間は昼夜連続で30日間とした.

実験に用いたクロム鉱さい粉じんのクロム含量は，水

溶性クロムが1.2%，水不溶性クロムが1.6%であった.

鉱さい粉じんと ]IS粉体の調製法，化学的性状，吸入

チャンパー内飼育条件および粉じん粒度分布については

前報1.21 に示したので省略する.

曝露終了後，曝露終了時および終了後 1年目屠殺例を

除いた各群15匹のラットをパリヤー動物室に移し，動物

*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ー24-1 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shijuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Tabl巴1.Summary of Neoplastic Lesions 

Group 

No. of rats observed 

No. of rats with tumor (s) 

No. of rats with malignant tumor (s) 

No. ofrats with malignant tumor 
apart form mononuclear cell leukemia 

HEMATOPOIETIC AND LYMPHATIC SYSTEM 

Mononuclear cell leukemia 

Malignant lymphoma 

PANCREAS 

Islet cell adenoma 

Achinar cell adenoma 

PITUITARY 

Adenoma 

ADRENAL GLAND 

Cortical cell carcinoma 

Pheochromocytoma 

Thyroid 

Adenoma 

Adenocarcinoma 

TESTIS 

Int巴rstitialcell adenoma 

PREPEUTIAL GLAND 

Adenoma 

Papilloma 

SKIN 

Papillloma 

Trichoepithelioma 

SUBCUTIS 

Fibroma 

Fibrosarcoma 

Hemangioma 

MAMMARY GLAND 

Adenoma 

Adenofibroma 

ZYMBAL'S GLAND 

Adenoma 

ABDOMINAL CAVITY / PERITONEUM 

Mesothelioma 

Malignant fibrous histiocytoma 

Hemangioma 

Lipoma 

BRAIN 

Astrocytoma 

Control 

14 

14 

10 

5 

5 

2 

5 

13 

3 

2 

Statistical significance ホp<0.05 vs Control (Fischer exact test) 

]IS Dust 

15 

15 

6 

3 

3 

3 

2 

2 

8 

15 

2 

Chromit巴 ore
r巴sidu巴dust

15 

15 

5* 

。*

5 

2 

3 

5 

14 

2 
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Table 2. Relationship between Aging of rats and Incidence of 

Mononuclear cell leukemia and Pheochromocytoma 

Group Control 

Age in weeks 
72 105 

-104 -132 

N o. of rats，J 3 11 

Mononuclear cell 
2(66)bJ 3(27) 

leukemia 

Pheochromocytoma 5(45) 

a) Number of rats died and moribund sacrificed 

b) ( ) : %value 

が死亡または瀕死状態になるまで飼育をつづけた.瀕死

状態の動物は大腿部動静脈の切開によって放血屠殺し

た.この際流出する血液を採取し塗沫標本を作製した.

本実験では死体発見例は各群15例中，対照群 7例，

]IS粉体群 5例，鉱さい群 1例でありその他は瀕死屠殺

例であった.動物の平均寿命は対照群112週(72-132週)，

]IS粉体群110週 (84-132週)，鉱さい群112週 (85-

133週)であった.

剖検後，摘出した臓器は10%緩衝ホルマリンで固定し，

常法により組織標本を作製した.組織学的な観察には

HE染色を主体にし，必要に応じて，アザン，鍍銀(渡

辺変法)，脂肪染色(ズダン B)， von Kossa，ベルリン

青等の諸染色を行なった.検索した臓器は，肝，腎，心，

牌，大動脈，胃，小・大腸，勝，唾液腺，勝脱，精巣，

前立腺，下重体，甲状腺，副甲状腺，副腎，脳，脊髄，

大腿骨，骨格筋，皮フおよび付属器である.なお，対照

群の 1例はカニパリズムのため観察例数から除外した.

結果

腫蕩性変化:Table 1に各群で見られた腫壌の種類およ

びその腫療を有するラット数を示した.各群とも全例に

腫療の発生が見られた.このうち 1例当り 2種類以上の

腫療を有するラットの割合は対照群12/14例(腫蕩を有

するラット数/観察例数:以下同じ)， ]IS粉体群14/15

例，鉱さい群14/15例であった.悪性腫療を有するラッ

ト数は対照群10/14，]IS粉体群 6/15，鉱さい群 5/15

例であった.鉱さい群では悪性腫療はすべて白血病であ

り，対照群， ]IS粉体群に見られたような白血病以外の

悪性腫療の発現はなかった.

鉱さい群にのみ見られた腫療は，包皮腺腺腫 (Photo

1 )が2/15例，包皮腺関口部付近に生じた乳頭腫，耳介

]IS Dust 
Chromite ore 

residue dust 

84 105 85 105 

-104 -132 -104 -133 

5 10 6 9 

2(40) 1(10) 3(50) 2(22) 

8(80) 5(55) 

表皮の乳頭腫，皮下血管腫，腹腔内脂肪細胞腫が各々 1

例であった.

対照群および ]IS粉体群に共通して多発した腫療は，

精巣間質細胞腫(Photo2 )，副腎褐色細胞腫 (Photo3 )， 

白血病 (Photo4， 5)であった.いずれも各群間で発現

率に差はなかった.白血病は F344ラットおよび Slc-

Wistarラットで多発することが知られているいわゆる

mononuclear cell leukemiaであったι5， 6) 発現率の

高かった白血病と副腎褐色細胞腫について，ラットを生

存期間が2年(104週令)までのものと， 2年以上 (105

週令以上)のものに分け，各生存期間での発現率を比較

した. Table 2に示すように白血病は各生存期間でその

発現が見られたが，副腎褐色細胞腰は 2年以上生存した

ラットに発現し晩発性であった.各腫療の生存期間に伴

う発現のしかたは各群で同様であって，鉱さい群に特徴

的な傾向はみられなかった.

非腫蕩性変化:各臓器に見られた病変の種類と，その病

変のみられたラット数を Table3， 4に示した. Table 

に示すように対照群および]IS粉体群に比べ，鉱さい

群で，勝臓ラ氏島細胞の増生 (Photo6 )がやや多くみ

られたが，その発現率に有意な差はみられなかった.鉱

さい群にみられた変化のうち対照群と]IS群に共通し

て多発した病変は，牌臓の腫大，髄外造血，ヘモジデリ

ン沈着症，局所性の線維化，肝臓の細胆管の増生，脂肪

変性，局所性の類洞の小のう胞状拡張，勝臓腺房細胞の

萎縮，胃腺基底部の拡張，慢性腎障害，精巣の精細管萎

縮および石灰沈着，前立腺腺腔内の小結石，前立腺炎な

どであった.いずれもこれらの病変の発現率には，対照

群および ]IS粉体群の聞に有意な差はなかった.

牌，肝，腎にみられた病変について，生存期間と，そ
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Table 3. Summary of Nonneoplastic Lesion 

Chromite ore 
residue dust 

15 

]IS Dust Control Group 

15 14 No. of rats observed 
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BONE MARROW 

Decreasing of hematopietic tissue 

SPLEEN 

Enlargement 

Extramedullary hematopoiesis 

Hemosiderosis 

Focal fibrosis 

Congestion 

Atrophy of white pulpe 

HEART 

Myocardial degeneration and/or fibrosis 

Myocardial calcification 

Thrombosis 

AORTA 

Medial calcification 

LIVER 

Bile duct hyperplasia and fibrosis 

Focal cystic sinusoidal dilatation 

F atty degeneration 

Focal necrosis 

PANCREAS 

Atrophy of acinar cell 

Islet cell hyperplasia 

Diffuse vacuolation of acinar cell 

STOMACH 

Dilatation of gastric gland at basal portion 

Calcification of mucosal lamina propria and muscular 
layer 

Ulcer : forestomach 

glandular stomach 

Erosion of forestomach 

PITUITALY 

Hyperplasia 

THYROID 

C-cell hyperplasia 

PRATHYROID 

Hyperplasia 2 6 2 

continued on 

るものと同様な変化で，その程度の分類もそれらの報告

にならった. Tableに示した変化のうち肝臓の胆管増生

(Photo 8 )は，その発現率は各群で同様であるが，鉱

の発現率および程度との関係を Table5， 6， 7に示し

た・慢性腎障害 (Photo7 )は加令に伴って生じるラッ

トの特徴的な病変として他の報告5，7) に記載されてい
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Table 4. Summary of Nonneoplastic Lesions (continued) 

Chromite ore 
residue dust 

15 

]IS Dust Control Group 

15 14 N o. of rats observed 
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ADRENAL GLAND 

Vacuolation in cortical cell 

diffuse 

focal 

Dilatation of sinusoid 

Nodular hyperplasia of cortical cell 

Hyperplasia of medullary cell 

KIDNEY 

Chronic nephropathy 

Pyeron巴phritis

Infarct 

URINALY BLADDER 

Inflammation 

Inflammation with hyperplasia of epithelium 

TESTIS 

Atrophy of seminiferous tubul巴

Calcification in seminiferous tubule 

Interstitial cell hyperplasia 

PROSTATE GLAND 

Basophilic concretion in acinar lumen 

Suppurative prostatitis 

Interstitial prostatitis 

PREPEUTIAL GLAND 

Inflammation 

BRAIN， SPINAL CORD 

Hemorrhage 

SKIN 

Epidermal inclusion cyst 

Bone 

Osteoporosis 

MUSCLE 

Focal calcification 4 

さい群で，程度の強い例が他の群に比べ少なかった.ま

た慢性腎障害は各群とも，生存期間が2年までのラット

ですでに全例に発現し，その程度は生存期間に伴い強く

なる傾向を示していたが，鉱さい群では生存期間が2年

までのラットにも程度の強い例がやや多かった. Table 

に示した牌臓および肝臓のその他の変化には，発生率や

程度に各群で差はなかった.

各群に共通して多発した，牌，肝，腎臓以外の臓器に

おける病変についても，各生存期間における発現率や程

度には，鉱さい群に特徴的な傾向はなかった.

Table 3， 4に示した変化のうち，心筋，大動脈，胃，

骨格筋での石灰沈着および副甲状腺の肥大，骨吸収冗進

はすべて腎障害の重症例に見られた変化であった.脳お

よび脊髄の出血はいずれも白血病を有するラットでみら

れた変化であった. Tableには示さなかったが，顎下腺

では腺房細胞の核の大小不整，核濃染，二核細胞の存在，
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Table 5. Relationship between Aging of Rats and lncidence of Splenic Lesions 

Group Control ]IS Dust 
Chromite ore 

residue dust 

Age in weeks 
72 105 84 105 85 105 

-104 -132 -104 -132 -104 -133 

N o. of rats.1 3 11 5 10 6 9 

Extramedullary 
hematopoiesis ー_bl 1(33)CI 6(54) 3(60) 4(40) 3(50) 3(33) 

+ 1(33) 2(18) 2(40) 4(40) 1(16) 4(44) 

++ 1(33) 2(18) 2(20) 1(16) 2(22) 

+++ 1( 9) 1(16) 

Hemosid巴rosls 2(66) 6(54) 4(80) 5(50) 5(83) 5(55) 

+ 3(27) 4(40) 2(22) 

++ 1(33) 2(18) 1(20) 1(10) 2(22) 

十++ 1(16) 

a) Numb巴rof rats died and mori bund sacrific巴d

b) Grade of changes: -None， + Slight， + + Moderate，十++Marked 

c) ( ) : % values 

Table 6. Relationship between Aging of Rats and Incidence of 

Hepatic Lesions 

Group Control ]IS Dust 

Age in we巴ks
72 105 84 105 

一104 -132 -104 -132 

N o. of rats.1 3 11 5 10 

Bile duct proliferation 
ー_bl 1(33)(') 5(45) 2(40) 5(50) 

十 1 (33) 3(27) 1(20) 2(20) 

++ 1(33) 2(18) 2(40) 2(20) 

十++ 1( 9) 1(10) 

CJdisl tlc sinusoidal 
atatlOn 一 3(100 ) 2( 18) 3(60) 2(20) 

十 5(45) 2(40) 5(50) 

++ 2(18) 3(30) 

+++ 2(18) 

F atty degeneration 

1(33) 6(54) 3(60) 6(60) 

十 1(33) 3(27) 1(20) 

++ 1(33) 1(9) 1(20) 3(30) 

+++ 1( 9) 1(10) 

a) : Number of rats died and moribund sacrificed 

b) Grade of changes : -N one， + Slight， + + Moderate， + + + Marked 
c) ( ) : % values 

Chromite or巴

resid ue d ust 

85 105 

-104 -133 

6 9 

3(50) 5(55) 

3(50) 4(44) 

5(83) 3(33) 

1(16) 5(55) 

1(11 ) 

5(83) 5(55) 

2(22) 

2(22) 

1(16) 1(11) 
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Table 7. Relationship between Aging of Rats and lncidence of 

Chronic Nephropathy 

Group Control JIS Dust 
Chromite ore 

residue dust 

72 105 84 105 85 105 
Age in weeks 

-104 -132 -104 -132 -104 -133 

No. of rats') 3 11 5 10 6 9 

Chronic 
nephropathy ー_b)

+ 3(100)') 1( 9) 4(80) 2(20) 2(33) 1(11) 

++ 6(54) 3(30) 3(50) 3(33) 

+++ 4(36) 1(20) 5(50) 1(16) 5(55) 

a) Number of rats died and moribund sacrificed 

b) Grade of changes : -None， + Slight， + + Moderate， + + + Marked 
c) ( ) : % values 

耳下腺では腺房細胞の萎縮，脂肪沈着，炎症が，各群に

共通してみられた.以上の変化の発生率や程度には，鉱

さい群に特徴的な傾向はなかった.

考察

クロム鉱さい粉じんを 1カ月間曝露した後パリヤー飼

育室で終生飼育したラット諸臓器の病理組織学的観察を

行なった.腫場性変化のうち包皮腺腫蕩が鉱さい群にの

み発現した.この腫蕩はいわゆる自然発生腫蕩として，

F 344，および Slc-Wistarラットで約10%の発現率で

生じることが知られている5，6) 本実験での観察例も，

とくに鉱さい粉じんによるものではないと考えた.各群

に共通して，精巣間質細胞腫，副腎褐色細胞腫，白血病

が多発した.これらの腫療を含め，本実験で鉱さい群お

よび他の群で観察された腫療はいずれも自然発生腫療と

して知られているものであったト8) それらの発現率や

発現時期にはとくに鉱さい群に特徴的な傾向がないこと

から，腫蕩の発現に関して，鉱さい粉じんの各臓器への

影響はないものと思われた.また白血病以外の悪性腫療

が鉱さい群で見られなかったが，これがクロム鉱さいの

どのような影響によるものかはわからなかった.

非腫蕩性病変についても鉱さい群に特徴的な変化はな

く，ほとんどが各群に共通したものであった.このうち

鉱さい群では，勝臓のラ氏島増生，肝臓の胆管増生，慢

性腎障害などの発現率や程度に他の群とやや異なった傾

向がみられた.とくに腎の病変に関しては，クロム化合

物が尿細管の障害をおこすことが知られており 9，lOL鉱

さい中のクロムの影響の可能性も考えられる. しかし本

実験では粉じん濃度が1段階であること，観察例数が少

ないなどの理由から，以上の変化が鉱さいによるものか

どうかは明らかにできなかった.この点については，現

在観察を行なっている 2年間吸入実験の結果とあわせて

検討し明確にしたい.
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Explanation of Plates 

Photo 1. Prepeutial gland adenoma in rat lived 
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for 92 weeks (101 w巴eksold) after expo-

sure to chromite or巴 residuedust. H & E， 

O.M. x 200 

Photo 2. Interstitial cell tumors in testis of con-

trol rat lived for 111 weeks (120 weeks old) 

after periods of exposure. H & E. O.M. x 

200 

Photo 3. Pheochromocytoma in adrenal of rat 

lived for 90 weeks (99 weeks old) after ex-

posure to JIS Dust No. 11. H & E， O.M. x 

200 

Photo 4. Mononuclear cell leukemic infiltration 

in spleen of rat lived for 118 weeks (127 

W巴eksold) after exposure to chromite or巴

residue dust. H & E， O.M. x 400 

Photo 5. Mononuclear cell leukemic infiltration 

in periph巴ralblood of same rat in photo 4 . 

May-Grunwald-Giemsa stain， O. M. x 400 

Photo 6. Islet cell hyperplasia in pancreas of rat 

lived for 86 weeks (97 weeks old) after ex-

posure to chromite ore residue dust. H & 

E， O.M. x 200 

Photo 7. Marked nephropathy in rat lived for 116 

weeks (125 we巴ksold) after exposure to 

chromite ore r巴siduedust. H & E， O.M. x 

100 

Photo 8. Bile ducts hyperplasia and mononuclear 

cell infiltration in liver of control rat lived 

for 97 weeks (106 weeks old) aft巴rperiod 

of exposure 

H&E : Hematoxylin and eosin staining 

O.M. : Original magnification 
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クロム鉱さい粉じんのラットによる 1か月間持続吸入実験

吸入後終生飼育ラットの臓器中金属の分析

神谷信行事，坂本義光へ佐々木美枝子へ平賀興吾*

Inhalation Experiments of Chromite Ore Residue Dust to Rats for 1 Month-

Metal Concentration in Tissue of Rats kept for Lifespan after Exposure 

NOBUYUKI KAMIYA *. YOSHIMITSU SAKAMOTO'. MIEKO SASAKI' 

and KOGO HIRAGA' 

Keywords:クロム鉱さい粉じん chromiteore residu巴 dust，ラット rat，'吸入毒性 inhalationtoxicity，金属の分

析 analysisof metals 

緒己

クロム鉱さい粉じんを 1か月間吸入曝露したラットを

曝露終了後バリア動物室に移して飼育を続け，鉱さいの

生体への影響について終生にわたって観察を行った.そ

のうち一般症状，病理学的観察の結果についてはすでに

報告した1-31 本報では曝露終了後 1年間 (53週)にわ

たる肺，肝臓，腎臓，牌臓，血液中のクロム濃度の推移

および主な鉱さい成分元素であるアルミニウム，カルシ

ウム，マンガ、ン，ニッケル，ストロンチウム，チタン，鉄，

亜鉛の肺における濃度の推移について述べる.

実験材料および方法

動物 Slc-wistarラットの雄を 4週令で購入し， 1 

週間予備飼育をした後実験に用いた.曝露開始時の平均

体重は110gであった.

粉体 クロム鉱さい粉じんは鉱さい塊をボールミル

(Alfrad Fritsch Co.)で約8時間粉砕，分飾して調製した.

粉体の組成は Table1に示すようにカルシウムが最も

多く，クロムは水可溶'性のものが1.2%，不溶性のもの

が1.6%の割合であった.

吸入実験既報41 の粉じん吸入実験装置により，ク

ロム鉱さい粉じん濃度は 20mg/m3で，吸入期間は昼夜

連続で 1か月 (30日)とした.また実験室内空気のみの

対照群を設定した.

実験期間中の粉じん濃度は，設定濃度に対して土10%

以内の変動幅に保たれていた.また粉じんの粒度分布は

4. 7μ以上が15%，4.6-2.1μが50%，2.0μ以下が35%

の割合であった.吸入チャンバー内飼育条件は，温度25

-260
，湿度50-60%，換気回数 9-10 RPHで，照明

両f簡は 6時一18時とした.

曝露終了後動物はバリア動物室へ移して飼育した.吸

入曝露およひ、バリア内飼育期間中，飼料は CE-2 (日

本クレア)，飲料水は水道水をそれぞれ自由に摂取させ

た.

動物は曝露終了時および終了後 1か月(4週)， 3か

月 (13週)， 6か月 (26週)自に各6例を， 1年目 (53週)

に3例を大腿部動静脈の切断により採血し，属殺後，肺，

肝臓，腎臓，牌臓の各臓器を摘出，秤量後これら臓器お

よび血液中のクロム濃度を原子吸光法で測定した.特に

肺については，アルミニウム，カルシウム，マンガン，ニッ

ケル，ストロンチウム，チタン，鉄，亜鉛の濃度を

ICP発光分光分析法で測定した.

分析方法摘出臓器および血液は洗浄済ビーカー引

に入れ，ホットプレート上約90"で乾燥，放冷後硝酸を

加えて 1日放置したのち，硝酸，過酸化水素水で分解し

た.

分解終了後さらに加熱して乾固し， 0.1 N硝酸で一定

量として試験溶液とした.別に試薬のみを用いて同様に

操作した空試験溶液を調製した.原子吸光法， ICP発

光分光分析法による測定条件はそれぞれ Table2， 

Table 3に示した.

結果と考察

臓器中クロム濃度の変化 Fig.l， Table 4に臓器お

よび血液中のクロム濃度の経時的変化を湿重量あたり肺

は μg/g，肝臓，腎臓，牌臓，血液は ng/gで示した.肺，

中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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肝臓，腎臓の各臓器(牌臓を除く)および血液中のクロ

ム濃度の変化は曝露終了時からの期間にともなって減少

傾向を示した.肺は直接曝露を受けるため他の臓器と比

較して非常に高い値を示し，曝露終了時で85.8μg/g，

終了後 1か月目59.8μg/g，3か月目44.0μg/gで， 1 

年目には25.2μg/gと減少したが，なお曝露終了時の

30%が残留していた.肺以外の臓器では腎臓が終了時

857 n/gと最も高い値を示したが， 1か月目で終了時の

40%にあたる347ng/gに減少し， 3か月目244ng/g， 

6か月目160ng/g， 1年目99.0ng/gで終了時の11%が

残留していた.肝臓は終了時44.3ng/g，1か月目25.6

Table 1. Composition of Chromite 

Ore Residue Dust 

(%) 

Ca 21. 2 

Fe 6. 1 

Cr 2.8(1.2)本

Si 2.4 

Al 1.8 

Na 0.4 

Ni 0.3 

Mn 0.08 

Ti 0.04 

Zn 0.03 

Sr 0.005 

) " : Water soluble Cr 

Atomic Absorption Spectrophotometry 

ng/g， 3か月目16.4 ng/g， 6か月目12.6 ng/g， 1年自

10.5 ng/gで、 6か月目で対照群との差がなくなった.血

液では終了時70.2ng/g，1か月目38.5ng/g， 3か月目

9.1 ng/g， 6か月目8.6 ng/g， 1年目8.5 ng/gで3か月

目で対照群との差がなくなった.一方牌臓は終了時379

ng/g， 1か月目497ng/g， 3か月田485ng/gと増加し，

その後 6か月目178ng/g，1年目63.0ng/gと減少し，

クロム濃度の変化は他の臓器と異なる傾向を示した.ま

た1年目の残留量は終了時の14%，最も高い値となった

1か月日の11%であった.

このように経気道摂取されたクロムは曝露終了時，肺，

Table 3. Analytical condition for Metal by In-

ductiv巴ly coupled Plasma-Atomic 

Emission Spectrophotometory 

Instrument JOVIN-YVON JY山 48P

Wav巴length Ni 231. 6 Mn 257.6 Fe 259.9 

(nm) Al 308.2 Ti 334.9 Sr 407.7 

Ca 422.6 Zn 427.8" 

"2nd Line 

Incident Power 1. 3 Kw 

Reflect Power OKw 

Cool且ntGas 15 1/min 

Plasma Gas 0.6 1/min 

Nebulizer Gas 0.5 1/min. 

Observation Hight 16 mm above the load coil 

Table 2. Analytical Condition for Chromium by 

Atomic Absorption Spectrophotometry 

Instrument 

Instrumental P arameters 

Wavelength 

Spectral Bandwidth 

Light Source 

Lamp Current 

Background Correction 

HGA Param巴ters

Step DRY 

100 110 

15 15 

15 5 

300 300 

Temp. 

Ramp (sec.) 

Hold (sec.) 

Gas Flow (ml/min.) 

PERKIN-ELMER AA-4000 

Graphite Furnace HGA-400 

Auto Sampler AS-40 

357.9 nm 

0.7 nm 

Hollow Cathode Lamp 

10mA 

D2 lamp 

CHAR ATOM 

1100 2300 

20 

25 

300 

o
p
o
o
 

nhυ 
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腎臓，牌臓，血液，肝臓の順に高い値を示し， 1年目に

は肺で30%，腎臓，牌臓で11%が残留したが，肝臓，血

液では対照群との差はなくクロムの蓄積性は認められな

かった.特に肺は 1年目で対照群の1500倍の値を示し，

鉱さい中のクロムは比較的長い間肺内にとどまっている

性質があると考えられる.鉱さい中のクロム化合物はお

もに酸化第二クロムである61 が，この生物学的半減期

は200日以上といわれている71 牌臓でのクロム濃度の

変化は特徴的で，曝露終了後も増加したのち， 3か月目

以降減少した.これは赤血球にとりこまれたクロムが，

血球が牌臓で破壊されることにより一時的に増加，蓄積

するためと考えられる.

肺における鉱さい成分元素の変化 Fig.2，Table 5 

に肺での各元素濃度の経時的変化を湿重量あたり μg/g

で示した.カルシウム，ストロンチウム，アルミニウム

は曝露終了後すみやかに減少し，カルシウム，ストロン 300 

チウムは 3か月目で，アルミニウムは 1年目で対照群と

差がなくなった.特にカルシウムは終了後 1か月目で終

了時の14%にまで減少した.マンカ、、ン，ニッケルも同様

に終了後すみやかに減少したが， 1年目でも対照群と比

較してマンガンは2.0倍，ニッケルは4.6倍であった.ま

たニッケルはカルシウムと似た変化を示し，終了後 1か

月目で終了時の21%， 3か月目で 6%にまで減少した.

鉄，チタンは終了後ゆるやかに減少し， 1年目でも対照

群と比較して鉄は2.0倍，チタンは41倍で，残留量は終

了時のそれぞれ40%，49%であった.これらの金属はク

ロムと同様に排泊される割合が少なかった.亜鉛は終了

381 
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Fig.1. Chromium Conc巴ntraionin Lung， kidney， 

Spleen， Blood and Liver after 1 Month Ex 

posure of Chromite Ore Residue dust 

Table 4. Chromium Concentration in Lung， Liver， Kidney， Spleen and Blood after 1 Month Expo. 

sure of Chromite Ore Residue Dust 

Tissue"-..Month 。 3 6 12 

Lung 85.8土17.7*，1 59.8土15.6* 44.0土8.9本 34. 7士7.6* 25.2:1:5.3* 

0.013土0.003bl 0.013土0.004 0.018:1:0.004 0.017土0.003 0.016:1:0.004 

Liver 44.3士19.8本 25.6:1:11. 9ホ 19.4土5.8* 12.6土4.9 10.5土3.2

5.6士2.6 4.5士3.6 6. 7土3.5 9.2:1:4.5 10.9:1:4.2 

Kidney 857:1:80* 347:1:78* 244:1:46* 160士25* 99:1: 23* 

10.4土9.8 12. 7土4.3 9.7:1:5.0 11. 4土3.9 12.2土4.5

Spleen 379 :1:76車 497士53* 485土74本 178土45本 63:1: 20* 

9.7士11.3 13.0:1:9.5 14.3土11.4 10.4土7.4 10. 1:1: 9. 7 

Blood 70.2土14.2事 38.5士8.2* 9. 1土.4.8 8.6土3.0 8.5:1:2.7 

5.6士2.6 7.5士3.4 7.7土4.2 7.9士3.3 8.2土4.1

mean :1: SD (ng/g < Lung μg/g >)， a) chromit巴oreresidue dust group， b) control， * P < 0.05 
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時および l年目までの全期間を通じて，曝言語群と対照群

との差はなかった.

このようにカルシウム，ストロンチウム，アルミニウ

ム，マンガ、ン，ニッケルは早期に肺から排油されるのに

比べ，鉄，チタン，クロムは排泊される割合が遅く， 1 

年目でもなお残留する性質を示した.肺に吸入された粉

じんは可溶性のものは血液へ移行し早期に肺から排池さ

れ，不溶性のものは大食細胞に食食されたり，リンパ系

への移行により除去される81 鉱さいの各成分は主に酸

化物として存在する61 が，これらの溶解度などの化学

的性質には差があり，肺からの排池される割合が異なっ

ているものと考えられる.
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Table 5. Aluminium， Calcium， Strontium， Nickel， Manganese， lron， Titanium and Zinc Concentration 

in Lung after 1 Month Exposure of Chromite ore Residue Dust 

Element"'.Month 。 3 6 12 

Al 97. 5::!::8. 2*，1 45.2土2.5本 21.9::!::4.3* 7.8::!::2.2* 2.3土1.9

0.8::!::0.2bl 1.6土0.4 2. 8::!::0. 8 2. 8::!::0. 9 2.6::!::1.2 

Ca 528土62* 173::!::9* 154::!::9 147::!::7 176土10

77::!::11 103土8 139土12 150::!::8 172土9

Sr 1. 19土0.15* 0.39土0.01* O. 27::!::0. 02 0.22土0.02 0.21土0.07

0.17土0.03 0.22土0.03 O. 25::!::0. 03 0.24土0.03 0.23土0.05

Ni 1950::!::132ホ 427土74* 128::!::17* 76士8* 57土8*

11. 2士2.4 10.9土3.4 9. 9::!::2. 7 12.1土4.3 12. 5::!::2. 2 

Mn 1. 73土0.11* O. 85::!::0. 4 * O. 54::!::0. 02ホ 0.46土0.02* O. 41::!::0. 05* 

0.18::!::0.03 0.20土0.02 0.18::!::0.02 O. 19士0.03 0.21土0.04

Fe 420士26* 407 ::!::34 * 397::!::13* 342::!::29ホ 261土39*

84::!::9 86::!:: 11 114::!::9 112::!::7 129土15

Ti 3.34士0.35* 2. 94::!::0. 16* 2. 55::!::0. 24* 2. 12::!::0.26キ 1. 64土0.22*

0.06土0.01 0.08士0.01 0.06土0.02 0.04::!::0.01 O. 04::!::0. 05 

Zn 15. 8::!::0. 8 15.8::!::0.6 16.6士0.4 17. 1::!::1. 1 17.3土1.9

15.9土0.9 16.9土0.8 16.1::!::0.4 16.4士0.9 16.9::!::1.5 

mean::!:: SD (μg/g)， a) chromite ore residue dust group， b) control， *P <0.05 

ま と め

クロム鉱さい粉じん20mg/m3の濃度で 1か月間吸入

曝露したラットにおける，曝露中止後の鉱さいの影響を

観察するため，曝露終了時，終了後 1か月目，3か月目，

6か月目， 1年目における臓器，血液中のクロムの経時

的変化および肺での鉱さい成分元素の経時的変化につい

て検討した.

クロム濃度は肺，腎臓，肝臓，血液で曝露終了時より

期間の経過とともに減少したが，牌臓は終了後も増加を

続け， 3'か月目より減少した.また肺は 1年目で30%，

腎臓，牌臓は11%がなお残留していた.肝臓は 6か月目，

血液は 3か月目で対照群との差がなくなった.

肺におけるカルシウム，ストロンチウム，アルミニウ

ム，マンガン，ニッケルは曝露終了後すみやかに減少し，

カルシウム，ストロンチウム，アルミニウムは対照群と

の差がなくなったが，マンガン，ニッケルは l年目でな

お対照群より大きい値を示した.鉄，チタンは終了後ゆ

るやかな減少を示し， 1年目でそれぞれ40%，49%が残

留し，クロムと類似の経時変化を示して，肺への蓄積性

が示唆された.亜鉛は全期間を通じて対照群と差がな

かった.
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フタル酸エステルの精巣萎縮作用:亜鉛投与の影響

大石異之へ平賀興吾*

Testicular Atrophy Induced by Dietary Di -2 -ethylhexyl 

Phthalate : Effect of Zinc Supplement 

SHINSHI OISHI* and KOGO HIRAGA本

Di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP 2% in diet) administered for 7 days to young male rats was found to 

cause testi( ular atrophy and loss of testicular zinc. This testicular atrophy could not be prevented by coad-

ministratIon of zinc. The zinc concentration in the testis did not巴levateby zinc supplement despite an in-

crease in zinc concentration in the liver and serum. The result suggests that the toxic effect of DEHP on 

the testis may not be due to interf巴renceof gastrointestinal absorption of zinc 

Keywords : testicular atrophy， di-2 -ethylhexyl phthalate， zinc supplment， gastrointestinal absorption of zinc 

フタル酸エステルはプラスチック製品の可塑剤として

広く用いられ，日本における1980年度の総生産量は約35

万トンである.フタル酸エステルの生体影響については

最近いくつかの総説が書かれているト31 フタル酸エス

テルは輸血を受けた患者の血築，牌，肝，肺，体脂肪お

よび胃腸管から高濃度に検出されている4-7) 更に医療

的あるいは職業的なフタル酸エステル暴露を受けていな

い人の腎からも検出されておりへフタル酸エステルに

よる人体の高度の汚染が懸念されている.

フタル酸エステルの毒性に関する最近の興味の中心は

1つは発癌性についてであり，もう lつは雄性性殖器官

に対するものである91 最も多く使われているフタル酸

エステルであるジ-2ーエチルヘキシルフタレート

(DEHP)は，飼料に混合して投与した場合，ラットの

精巣に高度な萎縮をもたらすことが報告されてい

る10，11) また数種のアルキルフタレートは精巣中亜鉛の

減少をともなう精巣の萎縮を生じる 12-151 Caterらはジ

n ブチルフタレート (DBP)およびそのモノエステ

ルは精巣中亜鉛濃度の減少とともに亜鉛の尿中排泊の増

加を報告している161 Fosterらはジー n-ペンチルフタ

レート (DPP)投与後の精巣の組織化学的研究により，

いかなる形態学的変化よりも早く，精細胞のゴルジ領域

の亜鉛の減少が生じることを報告している 171

亜鉛の欠乏が精巣萎縮を生じることはよく知られてお

り18221 またカドミウムやマンガ、ンのように精巣中の亜

鉛代謝に影響する物質も精巣萎縮を生じる回訓これら

の萎縮は亜鉛の投与により回復可能である回目

我々は DEHPの経口投与により生じたラットの精巣

萎縮は，亜鉛の投与では回復しないことを既に報告し

た261 今回は飼料に混合して摂取させた DEHPにより

生じた精巣萎縮が亜鉛の投与で回復するか否かについて

検討した.

材料および方法

Wistar系雄ラットを実験前 1週間代謝ケージに個別飼

育し実験環境の馴化を行った.飼料および、飲水は全実験

期間中自由に摂取させた.

実験1. 体重109土1.1gの雄ラットを 4群(1群 7匹)

に分け，第 1群はクレア CE-2飼料を摂取させ， O.2ml 

の生理食塩水を毎日腹腔投与した(Control-saline-ip 

群).第 2群は 2%の DEHPを含む CE-2を摂取させ，

0.2mlの生理的食塩水を毎日腹腔投与した (DEHP-

saline-ip群).第 3群は CE-2を摂取させ0.2mlの硫酸

亜鉛溶液(亜鉛として 7mg/kg/ day )を毎日腹腔投与

した(Control-Zn-ip群).第 4群は 2%の DEHPを含

む CE-2を摂取させ， 0.2mlの硫酸亜鉛溶液を毎日腹

腔内に投与した (DEHP-Zn-ip群). 7日関連続投与後，

最終投与の24時間後に断頭により屠殺，採血し，精巣お

よび肝重量を測定した.血清および組織は分析まで-

300Cに保存した.

実験2. 体重147:!::l.Ogの雄ラットを 4群に分け， 1 

市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. Effect of DEHP and Zinc ip on Relative Testicular and Liver Weight' 

Testis 

100 

72:1:4.5'本

121土2.9"

Liver 

100 

160:1:3，8'取

96:1:2.0 

Groups 

Control-saline-ip 

DEHP-saline-ip 

Control-Zn-ip 

DEHP-Zn-ip 67土4.5"'"， 170:1:4.3"" 彬本

， Values are p巴rcentagesof control-saline-ip and means士SEfor 7 animals 

" Significantly Different from control-saline-ip， p<O. 05. 

'" Significantly different from control-Zn・ip，p<O. 05. 

Table 2 . The Effect of DEHP and Zinc ip on Concentration and Content in the Testis， Liver and 

Serum of Rats' 

Group 

Concentration (μg/g orμg/ml) 

Control-saline-ip 

DEHP-saline阻ip

Control-Zrトip

DEHP-Zn-ip 

Content (μg/tissue) 

Control-saline-ip 

Testes 

16.3土0.15

14.2:1:0.23" 

16.5土0.30

14.3土0.35"

24.5士1.59 

14.1土1.68" 

26.2士1.75 

Liver Serum 

21.6:1:0.20 1.25:1:0.09 

18.2:1:0.20" 1. 07土0.014'， 
54.8土2.06" 2.07:1:0.55" 

38.5土1.18""" 1. 82土0.013"'"

184:1:3.86 

237士15.4"

405士35.7"

DEHP-salin巴ーlp

Control-Zn-ip 

DEHP-Zn-ip 11.7:1:1.09*帯。"ホ 458:1:28.2" 

， Values are means士SEfor 7 animals 

" Significantly different from cotrol-saline-ip， p<O. 05. 

キ" Significantly different from control田Zn-ip，p<O. 05. 

Table 3 . The Effect of DEHP and Zinc Sup-

plemented Diet on Testicular and Liv 

er Weights of Rats' 

Group Testes Liver 

Control-fd 100 100 

DEHP-fd 74土7.6" 162:1:3.5" 

Control-Zn-fd 101士4.9 97 :1:0.94 

DEHP-Zn-fd 79:1:5.4*"本" 170土5.4'"，市*

'Values are percentages of control-fd and means土SD

for 5 animals 

" Significantly different from control-fd， p<O. 05. 

*場権 Significantly different from control-Zn-fd， p< 

0.05. 

群各 5匹とした.第 1群は CE-2飼料を摂取させた

(Controトfd群).第 2群は 2%の DEHPを含む CE-2

を摂取させた (DEHP-fd群).第 3群は硫酸亜鉛添加

CE四 2 (亜鉛として400ppm)を摂取させた(Control-

Zn-fd群).第 4群は 2%の DEHPを含む亜鉛添加

CE-2を摂取させた. 1週間後ラットを断頭により屠

殺，採血，精巣および肝重量を測定した.血清および組

織は分析まで 300Cで保存した.

実験 lおよび 2のラットの体重，飼料摂取量，尿量，

尿中亜鉛量，糞量，糞中亜鉛量を毎日測定した.

組織および血清の亜鉛は前報に従って分析した1<1

各データは Sheffeの分散分析または Stutentトtestに

より検定を行った.
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Table 4. Th巴 Effectof DEHP and Zinc Supplemented Diet on the Testicular and Liver Zinc Content* 

Group 

Control-fd 

DEHP-fd 

Testis (μg/testis) Liver (μg/Liver) Serum (μg/ml) 

Control-Zn・fd

DEHP-Zn-fd 

キ Valuesare means:t SE for 5 rats. 

35.9土2.04

27.1土3.13**

37.5:t2.27 
29.3土2.41***

*ホ Significantlydifferent from control-fd， p<O. 05 

* * * Significantly different from control.Znイd，p<O. 05. 

結果

実験1. 飼料摂取量より計算した DEHPの 1日平均

摂取量は DEHP-saline-ip群で2.23g/kg/day，DEHP-

Zn-ip群で2.03g/kg/dayであった.

精巣および肝重量を Table1に示した. DEHP-

saline-ip群およびDEHP-Zn-ip群ともそれぞれControl-

saline-ip群， Control-Zn-ip群より精巣重量の減少，

肝重量の増加がみられた.一方 Control-Zn-ip群の精

巣重量は Control-saline-ip群に比較して増加してい

た.

DEHPおよび亜鉛投与と精巣および肝の亜鉛濃度お

よび含量に与える影響を Table2に示した. DEHP 

saline-ip群では精巣中亜鉛の濃度および含量の減少が

みられた.また DEHP-Zn-ip群の精巣中亜鉛の濃度お

よび含量は DEHP-saline-ip群との聞に差はみられな

かったが，肝の亜鉛濃度および含量は DEHP-Zn-ip群

は， Control-saline-ip群に比べて有意に高かった.

実験2. 飼料摂取量より計算した DEHPの1日平均

摂取量は DEHP-fd群で1.94g/kg/day， DEHP-Zn-fd 

群で1.77g/kg/dayであった.又亜鉛の 1日平均摂取量

はDEHP-Zn-fd群で35.4mg/kg/ dayであった.

精巣および肝重量をTable3に示した. DEHP-fd群，

DEHP-Zn-fd群とも精巣重量の減少，肝重量の増加が

みられた.

精巣および肝の張鉛含量および血清中亜鉛濃度を

Table 4に示した. DEHP-fd群， DEHP-Zn-fd群とも

含量の減少が精巣においてみられたが， DEHP-Zn-fd 

群の血清亜鉛濃度は Controlイd群， DEHPイd群に比

べて有意に高かった.

考察

人を含めた数種の生物の雄性性成熟に対する亜鉛の重

要性は既によく知られている27，28) 亜鉛は精細管の精巣

上皮細胞の維持に不可欠であり，亜鉛の食飼性の欠乏は，

219土12.3 1. 09土0.012

248:t 18.8 O. 96:t 0.020 

216土12.4 1. 65士0.26*本

270:t11. 0**'*本車 1. 42土0.035**'***

人および実験動物で精巣萎縮をもたらす川

ける笑験的亜鉛欠乏は精子減少症および精巣機能の低下

を示し，これらの症状は食事中の亜鉛を補促することで

回復できる311

今回の実験では， DEHPは精巣の萎縮と精巣中亜鉛

含量の減少が示された. しかし亜鉛の静注あるいは食飼

中への添加によっても，精巣中亜鉛の塘加が DEHP-

Zn-ip， DEHP-Zn-fd群のみならず， Control群におい

てもみられなかった.これらの結果は，硫酸亜鉛投与後

のメタロチオネイン量が，勝，肝，小腸および腎では用

量依存的に増加したが，精巣では増加しなかった報告聞

に一致しているものと考えられる.

精巣の亜鉛が亜鉛投与によっても上昇しないにもかか

わらず，肝および血清の亜鉛が DEHP-Zn-fd群で上昇

したことは， DEHPが腸管からの亜鉛吸収を阻害する

ために精巣中亜鉛の減少をもたらし，精巣の萎縮を生じ

るという考え珂)を否定している.

Fosterら12，13} および Cat巴rら161 は DBPあるいは

DPP投与により精巣中亜鉛濃度の減少とともに尿中亜

鉛の増加を報告しているが，今回の実験では尿中亜鉛の

増加はみられず糞中亜鉛でも Control群対 DEHP群で

差はみられなかった.経口あるいは静注された亜鉛は

95%以上糞から排池されるとされている.それゆえ

DEHPと同時投与された Znの尿中排油の増加は，精

巣亜鉛の減少の直接の反映ではなく，全身亜鉛代謝の変

化の結果と考えられる.

フタル酸エステルの精巣萎縮作用の機構はまだ不明で

あるが， 1つはカドミウム投与時にみられるような精巣

血管の傷害刊による精巣中亜鉛の減少あるいは視床下

部一下垂体一性腺系の傷害が考えられる.
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プ口ピレングリコールの細胞遺伝学的研究

吉田誠二へ佐々木美枝子*平賀興吾本

Cytogenetic Studies of Propylene Glycol 

SEI]I YOSHIDAへ MIEKOSASAKI* and KOGO HIRAGA * 

区eywords プロピレングリコール PropyleneGlycol，染色体分析 ChromosomeAnalysis，マウス Mouse

緒 百 匹の動物を放血により屠殺後常法により骨髄細胞を採取

変異原性試験は体細胞もしくは生殖細胞の DNA傷害 し染色体標本を作製しギムザ染色を行い分裂中期のよく

を検知するために行われるものであり，ここで生じた体 拡がった細胞について染色体分析を行った.なお，陽性

細胞突然変異は人への種々の機能傷害を予知するもので 対照の Busulfanは投与後24時間目のみとし，一群 2匹

あり特に発ガンを予測する一つの材料にもなる.同様に， を用いた.染色体標本の作製は上記同様に行った.

生殖細胞に生じた突然変異は繁殖能力の欠知および次世 3. in vIl汚染色体試験 (2) :日本クレア株式会社

代入の影響として胎児の発育不良など種々の傷害を誘起 育生の ICRマウス雄を 5週令で購入し， 8週令の時点

する一因になる. で以下の笑験に供した. P.Gを水道水で溶解し20%，

現在，晴乳動物を用いる変異原試験は生じる突然変異 10%および5%濃度の P.G溶液を作製した.この各種濃

の型により数種類の検出方法があるが，その中で体細胞 度の P.G溶液を吸水瓶に分注し，日本クレア株式会社

染色体異常を指標とする invivo染色体試験が他の方法 製固型飼料 CE-2とともに自由に与えた.投与後 1週

に比べ比較的容易であり，かつ用いる動物数も他の試験 問ないし 2週間目に各群 3匹の動物を放血により屠殺後

に要する数の1/5-1/10という利点があり盛んに行われ 常法により骨髄細胞を採取し染色体標本を作製した.標

ている. 本の染色および分析は前述の試験(1 )と同様に行った.

この znVlVO染色体試験を用い現在，合成着香料，合 結果および考察

成着色料および合成保存量など各種食品添加物の溶媒と 初 vivo染色体試験 (1) :各動物より 50個の分裂中

して用いられているプロピレングリコールI1 の変異原 期細胞を観察した結果を Table1に示す.

試験を行ったので報告する 24時間処理における P.Gの20ml，10mlおよび 5

材料およひ・方法 ml/kg群の染色体異常細胞の頻度は無処理の陰性対照の

1. 試験物質:Propylene Glycol (以下 P.Gと略す) 頻度と同程度であった.また， Tableには示していない

は和光純薬工業社製で LotNo. TSE 4109のものを用い が，陰性対照も含めて染色体の数的異常は全く見られな

た. かった.また， 48時間処理においても24時間処理同様に

2. in vivo染色体試験(') :日本クレア株式会社 陰性対照との差は見られなかった.一方，現在までに我々

育生の ICRマウス雄を 5週令で購入し 8週令の時点で、 が行って来た無処理 ICRマウスの染色体分析のパック

以下の実験に供した. P.Gを蒸留水で溶解し80%P.G グラウンドでは Exchangeおよび Ringchromosomeは

溶液を作製した.投与容量は20ml，10mlおよび 5 全く見られていない.このことにより， P.G 20ml/kg群

ml/kgとし，胃ゾンデにより経口投与を行った.なお， の24および 48時間処理で Exchangeおよび Ring

陽性対照には既知変異原物質である Busulfanを用い chromosomeが各 I例ずつ観察されており， P.Gの作用

た. BusulfanをDimethylsulfoxideに溶解し種々の濃 による誘起と思える.次に陽性対照として用いた

度段階を作製し腹腔内投与を行った.また，陰性対照は Busulfanの染色体分析の結果をTable2に示す.

無処理とした. P.G投与後24ないし48時間目に各群 3 既報21 通りに染色体の構造異常，特に切断型の異常

*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 Laboratoly of Public Health 
24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 1印 ]apan
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Treatment 

Table 1. Frequency of Chromosome Aberrations lnduced by Propylene Glycol -Oral Administration 

389 

Dose 

Duration 

of Treat-

ment (h) (ml/kg) 

Animal No.of Total 

No. Cells Aberra- gap break 

Observed tions C 1 C 2 C 1 C 2 EX11 Ri21 

20 

3 o 2 0 0 0 

o 0 0 0 1 0 

0 0100  

03  0 

00000  

o 0 1 0 00  

001  0 0 0  

02  0 0 0 

0 0 0  0 0 0 

2 0 0 0 0 0 

0 0000  

3 0 0 0 0 0  

o 0 0 0 0 0 

o 1 0 00  

o 1 000  

2 02  0 0 0 

0 0000  

o 0 2 0 0 0 

o 0 0 0 

02  0 

2 0 0 0  0 0 

o 0 0 0 0 

o 0 2 0 0 0 

3o  2 0 0 0 

0 0000  

0 0 0  0 0 0 

0 0000  

2 0o  0 0 0 

0 0000  

o 0 000  

001  000  

10 

Total 
24 

5 

Total 

。

Total 

20 

Total 

10 

Total 
48 

5 

Total 

。
Total 

2 

3 

Total 

2 

3 

2 

3 

2 

3 

2 

3 

2 

3 

2 

3 

2 

3 

日

印

叩

問

一

日

印

叩

同

一

回

目

日

間

一

回

日

日

間

一

回

日

日

間

一

印

印

日

間

一

日

叩

ω
m
一

日

印

日

間

2 

6 

3

一0
2
1
4
3
一0
2

2

4

ワ
ム
ヮ
“

p
b

一つ“

2 

5 

。
2 

3 0 00  2 0 

1) Exchang巴 2) Ring chromosome 

が高頻度で見られた.

in vivo染色体試験 (2) :次に， P.Gを飲水により

投与した結果を Table3に示す.

1週間投与における20，10および 5%の濃度群のいづ

れも染色体異常細胞の頻度の増加は見られなかった.ま

た， 2週間投与においても 1週間投与群の頻度と同様で

あり，先述の l回経口投与に見られた Exchangeおよび

Ring chromosomeは1例も見られなかった.

プロピレングリコールは FAO/WHO専門委員会によ

り1日許容摂取量を20-60mg/kgとされており，現在

種々の食品添加物に用いられている11 この物質の毒性

に関するデータは Ruddickの報告31に集約されており，
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Table 2. Fr巴quencyof Chromosome Ab巴rrationsInduced by Busultan 

390 

Total 

Aberra-

tlOns 

No.of 

Cells 

Observed 

Animal 

No 

Treatment 

Dose 

(mg/kg) 

gap break 

C 1 C 2 C 1 C 2 Ex MA" 

50 

1
1
t
i

ワ
ω
一凡
u
n
u
n
u
一ハ
u
n
u
n
υ

Afll 

8

3
日一

4

1

5
一0

2

2

1
1
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1
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i
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1
一ハ
U
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n
u

ハU
n
U
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U
一
ハ
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ハ
U
n
u
一ハ
U
A
u
n
u

ロ刊日幻一
9

3
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3

5

8

n
u
-
-
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i
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U
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n
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n
u
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A

つ臼円台
υ
-
A
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1
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b
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A
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0
0
2

つム

1
i

司
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n
L
F
h
d
一
1
i
t
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n
d

A時

A
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n
u
一
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d
n
J

つω
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その中で経口投与および腹腔内投与による LD50値は

マウスにおいて23.9ml/kg(Laug) 41，および10.9ml/

kg (Davis and Jenner) 51 であり，長期投与試験とし

て10%P.Gを24週間摂取させたラットの心，腎および

牌臓には病理学的変化は見られていない (Seid印刷d

and Hanzlik) 61 また，体重の増加に与える影響も見ら

れていない (Weatherbyand Haag) 71 この様に P.G

は安全な液媒として認められているがその反面，人への

接触性アレルギー誘発など毒性に関する報告81 も少な

くない.一方， P.Gの変異原性に関しては先の一般毒

性のデータ蓄積に比し少ない.その中で矢作ら91 はバ

クテリアを用いた変異原試験で陰性の結果を報告してい

るが石館ら91 の行った invitro染色体試験では陽性で

あった.

今回の我々の結果ではマウスに 1回経口投与した

20ml/kg群の24および48時間処理で Exchang巴および

Ring c-hromosomeの様な転座型染色体が各 1例づ、つ認

められたが染色体異常細胞の頻度としては低く， P.G 

の体細胞染色体への影響は認め難い. しかし，先述の様

に転座型染色体の出現は P.Gの大量投与において染色

体異常を誘発する可能性を示唆する結果であり，本来，

iπ vitro試験は処理物質の直接影響を観察出来るという

利点があるがinvivo試験では投与した物質の代謝，吸

収および invivo染色体の指標である骨髄細胞に充分な

量の物質が到達しているかどうか等のさまざまな問題点

がある.これらを考えると，吸収の早い腹腔内投与およ

び静脈内注射等の投与経路の選択，ないし，ラット，チヤ

イニーズハムスターなどの動物種の選択が重要な問題と

なる.今後，さらに検討を加えフ。ロピレングリコールの

染色体異常誘発性の有無を検索していく.
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アセトアミノフェンの変異原活性増強作用について

佐々木美枝子へ平賀輿吾*

Promoting Effect of Acetaminophen on the Mutagenicity 

MIEKO SASAKI*and KOGO HIRAGAホ

As reported previously， acetaminoph巴n，an analgesic and antipyretic drug， has an additional eff巴cton 

the mutagenicity and clastogenicity of MNNG in CHO一Klcells and inhibits the metabolic cooperation in 

V79 cells. 

An effect of acetaminophen on the U. V.-induced mutagenicity was examined in vitro in cultured 

Chinese hamster ovary cells， CHO一Klcells. U目 V.，a well-known mutagen， did induce significantly oua-

bain-resistant mutant cells in CHO一Klcells in a dose-responsive manner. Acetaminophen enhanced the 

effect of U. V. when it was added to the culture of U. V.-irradiated cells at the expression time of muta-

tion. This effect of acetaminophen was dependent upon the concentration of acetaminophen added when 

the fluence of U. V. was constant， and it also depended on the doses of U. V. when cells were treated with 

a constant concentration of acetaminophen after the irradiation. The cytotoxicity of U. V.-irradiated 

CHO一Klcells was also increased by the treatment of acetaminophen， but the intensity was not so marked 

as caffeine 

It is suggested that acetaminophen promotes the appearance of mutat巴dcells initiated by mutagens. It 

is also suspect巴dthat acetaminophen may be a promoter of carcinogenicity. 

The mechanism of action of ac巴taminophen，especially its effect of DNA-repair， will be studied in 

future目

Keywords: Promoting effect， U. V.-induced mutagenicity， Acetaminophen 

緒 日 時に作用させると， MNNGによる変異が増強されるこ

アニリン系鎮痛解熱剤であるアセトアミノフェンおよ とがわかった5) この作用は変異原で処理された細胞に，

びフェナセチンは比較的副作用の少ない医薬品として感 いわゆる突然変異発現時間 (mutationexpression time) 

冒薬などに広く用いられてきた.しかしながら近年フェ にアセトアミノフェンを作用させると最も効果的に示さ

ナセチンに関して発癌性1)，発癌プロモーター活性2)， れた.

および染色体異常誘発性3) 等が報告され，濫用が慎ま 一方，発癌プロモーターの invitroでの検出方法とし

れるようになってきた.アセ卜アミノフェンも，培養細 て Troskoらによって報告されたV79細胞の代謝協同阻

胞に長時間作用させると染色体異常を誘発し，またチャ 害効果6)について調べたところ，アセトアミノフェンは，

イニーズハムスターやマウスの骨髄細胞にも異常染色体 既知の発癌プロモーターである 12-0-tetradecarioyl

をもっ細胞が出現することが動物実験で示された4) こ phorbol-13-acetate (TPA)とよく似た活性を示した7)

れらの結果からアセトアミノフェンの変異原性が疑われ 今回我々は，紫外線によって誘発される突然変異に対

たが，培養細胞を用いた試験では細胞の突然変異を増加 するアセトアミノフェンの効果について CHO一K1細胞

させる作用はアセ卜アミノフェン単独では認められな を用いて検討した. CHO-K 1細胞に紫外線を照射する

かった.ところが変異原物質として知られているアル と突然変異細胞であるウアパイン耐性細胞が照射線量に

キル化剤である N-methyl-N' -nitro-N -nitroso- 応じて誘発されるが，アセトアミノフェンを紫外線照射

guanidine (MNNG)とアセトアミノフェンを細胞に間 後に添加するとウアパイン耐性細胞数は有意に増加し，

*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 3-24一l
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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増加率は添加したアセトアミノフェンの量と相関があっ

た.すなわちアセトアミノフェンには，アルキル化剤で

ある MNNGに対する相乗作用と同様，紫外線の変異原

活性に対しでも促進効果があることが認められた.本報

では紫外線の突然変異誘発性に対するアセトアミノフェ

ンの作用について述べるとともに，アセトアミノフェン

の活性のメカニズムについても考察を加えたい.

材料・方法

変異原性の検討には当研究部において継代維持されて

いる CHO-K1細胞(チャイニーズハムスター卵巣由来

株化細胞)を用いた.細胞は10%仔牛血清を含む Harn

F-12培養液(ニッスイ)で培養した.

紫外線 (UV)照射および突然変異細胞の検出:

CHO-K1細胞 5~10X105 を 4 rnlの培養液を入れたプ

ラスチック製シャーレ (NUNC，150288， 60 rnrn X 15 

rnrn)に幡種し， 37'C， 5 % CO，細胞培養器中で一夜培

養したのち UV照射を行なった.照射時には培養液を

吸引除去したのちに滅菌 PBSで細胞を洗い，新たに 1

rnlの PBSを入れた. PBS中で照射を行なったのは細

胞の乾燥を防ぐためである. UV照射装置は通常の殺菌

灯 (15W，励起波長2537A)をセットした暗箱を用いた.

あらかじめ紫外線線量計によって実験条件(光源から細

胞までの距離を35crnとした)における UV線量を測定

し，これが 2J/rn'/secであることを確かめた.線量の

調節は細胞に対する UV照射時闘を変えることによっ

て行なった.用いた実験条件では照射時間は 3~10;f少で

あり，この時間の長短による細胞への影響は無視で、きる

と忠われる.照射後ただちに0.25%卜リプシンを用いて

細胞を培養面より剥離して浮遊細胞液とし，細胞数を数

えたのち，新たに用意した 4rnlの新鮮培養液入りの

シャーレに再l幡種した.再l幡種した細胞数は，細胞毒性

(コロニー形成率)の検出のためには200，500あるいは

1000細胞/シャーレ，突然変異細胞の検出のためには l

X106細胞/シャーレとした.UV照射の細胞への直接の

作用を調べるためには細胞を再幡種せずに照射後新鮮な

培養液中で培養し，再幡種した場合と比較した.アセト

アミノフェンなど被験物質による処理は細胞を再幡種し

たのちに行なった.ウアパイン耐性突然変異細胞を検出

するために 1X 106細胞を再幡種した倍養に培養 2日目

にウアパイン (SIGMA，0-3125，以下 Ouaと略す)

を1rnMになるように加え，途中 1~ 2度培養液を交

換して14日間培養した.14日目にコロニーを固定染色し，

Oua耐性細胞によるコロニー数を数えた.コロニー形

成率をみるために200，500および1000細胞をまいた

シャーレは被験物質処理のみを行い， 1週間正常培養液

で培養後コロニーを数えた.実験はいずれも 1群 5~10 

シャーレを用いて行なし¥コロニー数はこれらの平均値

を求めた.コロニー形成率および突然変異率は次式によ

り求めた.

一正常培養液でのコロニー数
コロニー形成率一

幡種した細胞数
選択培養液でのコロニー数

突然変異率= 拙÷コロニー
幡種した細胞数

形成率

本実験に用いた被験物質は次の通りである.これらは

水溶性のものは PBSに，そうでないものは DMSOに

溶解し，培養中に10μlを添加した.

アセトアミノフェン(Acetarninophen，厚生省がん研

究班試料として国立衛試より分与された精製試料，以下

AAPと略す)，フェナセチン(Acetophenetidine，和光

019-00412)，アセ卜アニリド (Ac巴tanilide，和光011

-0025)， TPA (12-0-Tetradecanoylphorbol -13-

acetate， SIGMA P -8139)，カフェイン(Caffeine 

anhyd.，和光034ー06782)，サッカリン(食添用サッカ

リン，育和化学工業)， BHT (Butylhydroxytoluene， 

東京化成 TCI-EPD228). 

結果および考察

CHO-K1細胞の UV感受性を調べるために， UV線

量と照射細胞のコロニー形成率 (platingefficiencyと

して表わした)との関係をみた (Fig.1). UV8J/rn'ま

では細胞毒性はほとんどみられず， UV 照射した細胞も

非照射細胞とほ三同率のコロニーを形成した. UV線量

を12，16， 20J/rn2と増すとそれに応じてコロニー形成

率が低下し，高線量ではコロニーの形も小さくなった.

UV照射後に AAP(アセトアミノフェン)25μg/rnlあ

るいは TPA100 rng/rnlを添加した場合には， 12J/rn'照

射ではコントロールと差がみられなかったが， UV線量

が増すと添加群の方がより強い毒性を示した. この結果

から UV線量 8~ 12J/rn2が相乗効果をみるために適当

な線量であると考え，UV 10J/rn'を照射した CHO-K1

細胞でのウアパイン耐性 (OuaR) 細胞の出現に AAP

および TPAがどのように作用するかを調べた. Table 

1.に示すように， AAP 25μg/rnlをUV照射した細胞に

作用させると CHO一K1細胞の突然変異率(生存細胞10(;

あたりの OuaR細胞の数)は約 4倍に増加した.これは

AAPをUV照射直後に添加しでも， 24時間正常培養液

で培養後に添加しでも差はなかった. TP A 100 ng/rnl 

の添加では OuaR細胞の増加はみられなかった.これら
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の結果から，細胞毒性の弱い比較的低線量の UV照射

による変異の発現が AAPによって促進されることが示

唆された.

UV照射と変異原との関係はカフェインを用いた報告

が多い.カフェインは細菌を用いた研究では DNAのフ

レイムシフト型の変異を誘発することが知られている

が8)，細胞を用いた実験でも核酸レベルの作用が比較的

よく研究されている物質である.一般にカフェインは，

UVによる細胞致死効果を増強させる作用があり，突然

変異の誘発は促進しないという報告が多い9.101 AAPは

カフェインとは逆に， UVの細胞致死効果にはあまり影

響をあたえず，突然変異の誘導の方向に作用するらしく

思われる. Fig.2.にAAP25μ g/ml添加によるコロ

ニー形成率の変化を UV8，12， 16， 20 J/m2照射細胞に

ついて検討した結果を示す.AはUV照射した細胞をそ

のま、正常培養液中で培養した場合のコロニー形成率

で， Bは照射細胞を再幡種した場合のコロニー形成率で

ある.ともに UV線量の増加にともなってコロニー形

成率は低下し，また AAP25μg/mlの添加によりさら

に細胞毒性が増している. AAP添加による細胞致死の

増加はカフェインほど顕著ではないが， UV線量が高い

場合 (16および20J/m')コントロールとの差がひらく

傾向であるので，これより高い線量を用いた場合には

AAPにも細胞致死効果をより顕著に増強する作用がみ

られるかもしれない.再l幡種の場合，特に高線量でコロ

ニー形成がおちるのは， UV照射によって損傷をうけた

細胞が再l幡種の操作によって死滅するのに対し，再1幡種

しない培養ではこのような細胞も修復される可能性があ

るためと思われる.

UV照射細胞の突然変異発現率と UV線量との関係を

Fig.3に示す.これは何回かに分けて行なった実験の

結果をまとめてフ。ロッ卜したものである.突然変異細胞

である OuaR細胞は UV線量の増加にともなって嬬加

し， AAP 25μg/mlの添加によってさらに増強された.

アセトアミノフェンの作用は UV線量に関係なく一律

に突然変異を増加させるものであると思われるが，この

点についてはさらに検討が必要である.

UV線量を一定にすると， AAPによって増強させら

れる突然変異率は添加する AAPの量に依存して摺加し

た. Fig.4に， UV 10 J/m'を照射した細胞に種々の濃

官

同4ω・何E州d回4J るF品寸n 

dρ 
H 

Fig.l 

B 12 16 

-岨」

20 

U. V. fluenロe( J/m') 

Effect of Acetaminophen and TP A on the 
UV-induc巴dCytotoxicity 

AAP 25μg/ml 0--0 
TPA 100 ng/ml ム一一ム

untreated control ・ー-e

Table 1 Effect of Acetaminoph巴nand TP A on the U.V.-induced Mutagenicity 

treatment survival *' OUN'/dish 

no 40.2% 8.17:1:2.8 

AAP 25μg叫 26.5% 23.4:1:7.7 

TPA 100 ng*2 36.6% 8.79:1:3.1 

AAP 25μg判 23.0:1:4.6 

TPA 100 ng判 9.44+3.2 

ホ1survivals of replated cells 

*'C巴lIsirradiated with U.V. (10 J/m2
) were replated and treated 

with AAP (25μg/ml) or TPA (100 ng/ml) just after the irradiatio日

制 AAPor TP A was added on the 2 nd day of cultivation 

OUN'/106 (MF) 

20.3土 6.9

88.5:1:29.1 

24.1土 8.6

87.0土17.2

25.8+ 8.6 
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異に対する効果を比較した実験の結果?を示す. これらの

物質はいづれも発癌プロモーター，またはその疑いがも

たれているものである.フェナセチン，アセトアニリド

100 

一一
50 

mutation fr巴quency
plating efficiency 

25 

度の AAPを作用させ， AAP濃度と OuaR細胞出現率(変

異率)との関係を示した.細胞毒性を示す platingeffi-

clencyは， AAP非添加の場合を100として，各添加濃

度における値はこれに対する相対値として求めた.

AAP添加量の憎加にともなって細胞生存率は減少し，

106生存細胞あたりの OuaR細胞の数(突然変異率)は

増加した.Fig.3および 4に示した結果から， AAPに

よる UV照射細胞の突然変異の増強効果は， AAP量を

一定にした場合には UV線量に依存し， UV線量が一定

の場合には AAP濃度に依って変ることがわかる.すな

わち AAPには UVによって誘発される突然変異の発現

を増強させる効果のあることがわかった.

Table 2.に，いくつかの化学物質の UV誘発突然変

一一
AAP 25μg/ml 

untreated control 
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Table 2 Effects of Some Chemicals on the U.V.-induc巴dMutagenicity 

treatm巴nt survival OUAR/dish OUAR/10" (MF) 

no 54.5% 15. 8i:4. 7 29. l:I: 8. 6 

Acetaminophen 50μg 27.5 35.1土7.9 127. 6:I:28. 8 

Phen乳cetin 50μg 52.0 21. 7:I:6. 0 41. 7土11.6 

Acetanilide 50μE 47.0 18.5土4.3 39. 3 i: 9. 2 

Caffeine 1mM 33.6 9. 8i:3. 8 29. 2:I: 11. 2 

Saccharin 100μg 52.3 16. 6i:6. 8 31.7i:11.2 

BHT 100μg 29.6 10.8i:2.3 36.3i: 7.8 

TPA 100 ng 34.8 13.8i:6.0 39. 6:I:17. 3 

CHO-Kl cells irradiated with U.V. (10 J/m') were replated and treated with ch巴micalsjust after the irradiation 

はアセトアミノフェンの同族体であり，フェナセチンに

は発癌性もしくは発癌プロモーター活性が示唆されてい

る1.2} カフェインは前述したように UVによる変異を

修飾する作用があり 9JO)，サッカリンは跨脱発癌のフ。ロ

モーターとされている111 BHTにはプロモータ一作用

と抗プロモ一作用がともに知られているが，最近 BHA

の発癌作用との関連から注目されている物質である.

TPAはよく知られた皮膚発癌プロモーターである.

実験は UV10 J/m'を照射した CHO-K1細胞を用いて

行ない，前述したように，照射直後に各被験物質を培養

に加え，コロニー形成率および OuaR細胞の出現による

突然変異率を調べた.各物質の濃度は細胞毒性があまり

強くなくしかも生物活性があるとされている濃度を選ん

だ.表に示すように，アセ卜アミノフェン以外には明ら

かな変異増強効果を示した物質はなかった.各物質につ

いて濃度，作用時間などを検討しなければこれらの物質

には変異増強活性はないと結論することはできないが，

少くともここに示した実験条件下では，AAPのみに

UVによって誘発される突然変異を増強する作用がある

と思われる.

マウスの実験皮膚癌でクロトン油にプロモーター活性

が認められ12)，発癌二段階説が説えられて以来，発癌プ

ロモーターに関しては莫大な数の報告がなされている.

TPAに関しては，それがクロトン油中の活性物質であ

り，化学発癌剤による皮膚発癌を強力にプロモー卜する

こと山， !π vitroでも細胞の発癌物質によるトランス

フォーメーションに文Jするプロモーターになりうること

が確認されているがML変異原活性すなわち突然変異の

発現に対しでも促進効果があるという報告は少ない.

Lankas151 は培養細胞 (V79細胞)に MNNGなどの変

異原物質を作用させ， 24時間正常培養液で培養したのち

にTPAで処理すると OuaR細胞の誘発が増強されるこ
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Fig.5 Inhibition 01 Metabolic Cooperation by TP A and 

AAP 

とを報告しているが，これは変異原物質によってイニシ

エー卜された突然変異がその形質発現の過程で TPAに

よってフロモートされたことを示している. AAPに

MNNGの活性に対する相乗効果のあることは既に報告

したが51，AAPのこの作用も変異発現時間 (mutation

expression tim巴)に細胞を AAPで処理した場合に最も

有効に示される. Fig.5に示したのは， CHO-K1細胞

を用いて MNNG処理と AAP処理の時間的関係を検討
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Effect of Acetarninophen on Ouabain Resistance of CHO-K1 Ce11s by MNNG 

4 3 2 l 

Schedule : 

day 0 

↑ 
Seeding 

↑ 
Rep1ating 

A

B

C

D

E

F

G

H

Z

J

K

L

 

A，B，C，D : Ce11s were treated with AAP， just before MNNG-treatment 
for 24， 6， 4 or 2 hr. 

E: Ce11s were treated with AAP and ~INNG ， simu1taneous1y. 
F: Ce11s were treated with MNNG a1one. 
G，H，I: Ce1Is were treated with AAP， just after MNNG-treatment 

for 4， 6 or 24 hr. 
Ce11s were treated with AAP for 2 hr， immediate1y after 
rep1ating(J)， or 6 hr(K) or 48 hr(L) after rep1ating. 

Treatment of削 NG ( 0.5円 /m1 ) for 2 hr. 
Treatment of AAP ( 100ぃg/m1 ) 

J，K，L : 

A

B

C

D

E

F

G

H

I

J

K

L

 

M.F. 

411 ( 6.5) 
214 ( 3.4) 
109 ( 1.7) 
94 ( 1.5) 

100 ( 1.6) 
63 ( 1.0) 

104 ( 1. 7) 
284 (4.5) 
417 ( 6.6) 

800 (12.6) 
500 ( 7.9) 
177 ( 2.8) 

Ouar/dish 

71. 5 
73.0 
35.2 
23.3 

34.0 
25.0 

7.0 
30.1 
36.9 

89.9 
75.3 
18.0 

P.E. 

17.4も

34.1 
32.2 
24.9 

34.1 
40.0 

6.6 
10.6 
8.9 

11.2 
14.8 
10.2 

Resu1t 

P.E. : P1ating Efficiency at the tirne of rep1ating 

Ouar/dish: Mean nurnbers of Ouabain-resistant co1ony per dish. 

( 106 ce11s were rep1ated per dish ) 

Mutation Frequency per 106 survivor ( Re1ative M.F. ) M.F. : 

Fig.6 Effect of Acetaminophen on Ouabain Resistance of CHO-KJ Cells by MNNG 

おいても，照射直後あるいは24時間後に AAPを作用さ

せると OuaR細胞の有意な増加がみられること (Table

1.)からも， AAPは，化学物質あるいは uvによって

した実験の結果であるが， MNNGを作用させた細胞を

24時間正常培養液で培養したのちに AAP処理を行なう

と(図の J)突然変異率が有意に増加した.uv照射に
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誘発された突然変異が固定され形質発現される過程に何

らかの働きをするものと恩われる.変異原によって損傷

された DNAが修復される過程で AAPがこれを阻害し

たり誤まらせたりする可能性が考えられるが，この点に

ついてはさらに詳細な検討が必要である.

アセトアミノフェンにはV79細胞を用いた実験により

細胞間代謝協同を阻害する作用があることは既に報告し

た1) この作用に関してはアセ卜アミノフェンは発癌プ

ロモーターである TPAとよく似た反応のパターンを示

した (Fig.6). これは V79細胞の6-thioguanin巴感受

性野生型細胞 (6TGs細胞)と6ーthioguanine耐性の変

異細胞 (6TGR細胞)との代謝協同 (metabolic

cooperation)をinvitroでみる実験で， 6 TGs細胞と 6

TGR細胞を一緒に培養すると両者の細胞間代謝協同

(intercellular m巴taboliccooperation) により 6TGR細

胞が野生型の 6TGs細胞に戻る現象をみるものである.

TPAなどの発癌プロモーターはこの代謝協同を阻害す

る効果がありへプロモータ一物質のスクリーニング法

のーっとして，プロモーター活性とこの作用との関連が

いくつかの物質について報告されている同一回アセトア

ミノフェンが発癌プロモーターとしての活性をもつか否

かは，動物を用いた実験発癌における AAPの効果や，

仇 vitroの 発 癌 と さ れている細胞の形質転換

(transformation)に対する効果を検討しなければ結論

は得られない.最近発癌プロモーターに関する知見が

次々と発見され，新しいフ。ロモータ一物質もいくつか見

出されているが2ト剖，アセトアミノフ土ンの化学的およ

び生物学的性質とこれらの物質のそれとの共通性はあま

りないようである.しかしながら，アセ卜アミノフェン

が UVによる変異とアルキル化剤による変異に対しと

もに促進的に働き，また代謝協同阻害効果を示すことか

ら考察すると，培養細胞および動物の骨髄細胞に染色体

異常を誘発することとも考え合わせ，アセトアミノフェ

ンに DNAあるいはその関連物質に対する活性があるこ

とを否定できない.アセトアミノフェンは細胞遺伝学的

に興味ある物質であり，核酸をはじめとする細胞内構成

成分に対する作用をさらに検索してその活性の本態を明

らかにしてゆきたい.

(本研究の概要は日本環境変異原学会第11回大会1982

年10月で発表した).

文献

1) Isaka， H.， Hoshi，H.， Otsuji， A.， Koike， M.， Nagai， 

Y.， Koura， M.， Sugiyasu， K. and Kanabayashi， T. : 

Gann， 70， 29， 1979 

2) Nakanishi， K.， Fukushima， S.， Shibata， M.， Shirai， 

T.， Ogiso， T. and Ito， N. : Gann， 69， 395， 1978 

3) Ishidate， M. Jr. and Odashima， S. : Mutation Res.， 

48， 337， 1977 

4)吉田誠二，縄井寿美子，平賀輿吾:東京衛研年報，

31-2， 102， 1980 

5)佐々木美枝子，吉田誠二，中尾順子，平賀輿吾:東

京衛研年報， 32-2， 97， 1981 

6) Yotti， L. P.， Chang， C. C. and Trosko， ]. E. 

Science， 206， 1089， 1979 

7)佐々木美枝子，中尾11原子，平賀輿吾:東京衛研年報，

33， 547， 1982 

8) Clarke， C. H. and Wada， M. ]. : Mutatio托 Res.，28， 

123， 1975 

9) Van Zeeland， A. A. : Mutation Res.， 50， 145， 1978 

10) Tatsumi， M. and Fujiwara， Y.， : Gann， 69， 727， 

1978 

11) Kakizoe， T.， Komatsu， H.， Niijima， T.， Kawachi， 

T. and Sugimura， T. : Cancer Res.， 41， 4702， 1981 

12) Berenblum，1. : Cancer Res.， 1， 44， 1941 

13) Bush， H. Methoゐ inCancer Research， Vol. 6， 

439pp， 1971， Academic Press 

14) Mondal， S.， Brankow， D. W. and Heiderberger， C. 

: Cancer Res.， 36， 2254， 1976 

15) Lankas， G. R. Jr.， Baxter， C. S. and Christian， R. 

T. : Mutation Res.， 45， 153， 1977 

16) Trosko， ]. E.， Dawson， B.， Y otti， L. P. and 

Chang， C. C. : Nature， 285， 109， 1980 

17) Umeda， M.， Noda， K. and Ono， T. : Gann， 71， 614， 

1980 

18) Noda， K.， Umeda， M. and Ono， T. : Gann， 72， 772， 

1981 

19) Kurata， M.， Hirose， K. and Umeda， M. : Gann， 73， 

217， 1982 

20) Jone， C. M.， Trosko， ]. E.， Chang， C. C.， Fujiki， 

H. and Sugimura， T. : Gann， 73， 874， 1982 

21) Slaga， T. ].， Klein-Szanto， A. ]. P.， Triplett， L 

L. and Yotti， L. P. : Sci四 ce，213， 1023， 1981 

22) Hirakawa， T. and Kakunaga， T. : Science， 216， 527， 

1982 

23) Fujiki， H.， Sugamura， M.， Nakayasu， M.， Hoshino， 

H.， Moore， R. E. and Sugimura， T. Gann， 73， 

495， 1982 

24) Kakizoe， T.， Komatsu， H.， Honma， Y.， Niijima， T 

and Sugimura， T. : Gaπn， 73， 870， 1982 



東京衛研年報 Ann.Rψ Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 34， 399-405， 1983 

DNA損傷のアルカリ溶出法による検出(1)卜リチウム水のクロマチンに対する効果

金西信次へ金城康人材，渡部

田中信徳叫叫

真 * * 代 谷 次 夫 村 *

DNA Lesion Assays by Alkaline Elution ( 1 ) 

Effects of Tritium Water on the Chromatin 

NOBU]I KANANISHI*， YASUHITO KIN]Oキへ MAKOTOWATANABE'* 

TUGro SHIROYA*本*.NOBUNORI TANAKA*日*

Keywords : D N A損傷 DNAlesion，アルカリ溶出法 alkalineelution ;卜リチウム水 tntIumwater，クロマチン

chromatin，生物学的効果比 RBE，L5178Y細胞 L5178Ycell，ウニ精子 seaurchin sperm 

目 的

真核細胞における化学物質による突然変異誘発機構を

調べるうえで，細胞核内ならびに細胞質内の基本構造を

なす超微細網目構造の内部に化学物質がどのように侵入

し，どれくらい取込まれ，どの程度留保され， DNA分

子ないしはクロマチン高次構造にどのような損傷をどれ

だけ与えるのかを明らかにしておくことが必要であ

るト21

今回我々は増殖中の哨乳動物培養細胞とともに，高度

に凝縮したクロマチン構造をもち，細胞質の関与ないし

はクロマチン高次構造の変形および損傷修復が少ないと

考えられる精子を対比させた.また突然変異誘発性化学

物質の 1つのモデルとしてトリチウム水 (HTO)を取

込ませ， 60Co Y線の作用と比較するために，初期損傷

としての DNA単鎖切断を高感度で検出しうるアルカリ

溶出法31 の導入と改良を試みた.簡便にして汎用性の

広い本法は今後も IIIVIVOを含めた他の生物試料ならび

に化学物質に応用することが可能である.

材料および方法

卜リチウム水による曝露実験には通常のトレーサ一実

験の103-10'倍という極めて高い放射能の使用であるた

め，我々の実験室において実験することは不可能であり，

東京大学アイソトープセンター内の生物実験用トリチウ

ム安全クリーン・キャビネットを借用した.なお，実験

は綿密な作業手順を予め計画するとともに，事前にコー

ルド・ランにより技術的に習熟して，出来るだけ手早く，

可能なかぎり開放系を少なくするように心懸けた.その

ためにホットの作業に 2名，コールドに 1名の計 3名の

連係によって実験をおこなった.

材料:マウス白血病リンパ細胞L5178Y(放射線医学

総合研究所渡部郁雄博士より分与された).ウニ精子パ

フンウニ Hemicentrotus仰 lcherrimω(東京大学理学部代

谷次夫助教授，秋元義弘氏より分与された).

試料:トリチウム水(1 - 5 Ci/ml， RCC， 1 

Ci/ml NEN)， Fischer培地 (GIBCO)，馬血清 (Flow

Laboratories)， N-lauroylsarcosin sodium salt 

(Sarkosylと略す，東京化成工業)， 3 -5 diamino ben-

zoic acid (DABAと略す，半井薬品)， albumin (Sigma)， 

DNA (ca!f thymus highly palymerized， Sigma)，シン

チレーター ACSn (Amersham)， diphenylamine (和

光純薬)， catalase (Sigma)， trichrol acetic acid (TCA 

と略す， Sigma) 

卜リチウム水の開封と配分:トリチウム水の実験は他

の実験と異なり，安全取扱上トリチウム水の開封と配分

に最も気を西日らなければならず，クリーン・キャビネッ

トの内部に別系統で排気捕集するインナー・ボックスを

セットし，その中でおこなった ウニ精子の曝露実験の

ためには比放射能1.85X1011Bq(約 5Ci/mlのトリチ

ウム水32μJに蒸留水160μJを加えて希釈， 2倍濃度

人工海水20μlの入っている Vバイアル 7本に分注し，

*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 

H 東京都立アイソ卜ープ総合研究所

**.東京大学理学部放射線生物
仲村帝京大学
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培養細胞L5178Yの実験のためには血清を加えない，

Fischer ~音地に卜リチウム7.1<20-40μJ を加えて 640μl

又は340μJに希釈し，それぞれ使用時まで冷凍保存し

た.この中から希釈毎に20μJをとり 500倍づ‘つ 2回希

釈し，液体シンチレーション・カウンターで測定し，吸

収線量の算出に用いた.

ウニ精子のトリチウム水曝露:ウニは14-15
0

Cの海水

中で飼育し，使用の前日0.5M塩化カリウムを用いて放

精させたものを希釈し， Coulter Counter ZB型で細胞

数を測定し， 3 -5 X 107細胞/mlに調製した.また光

学顕微鏡によりほとんどの精子が活発に運動しているこ

とを確認した.精子懸濁液70μJをVパイアル中のトリ

チウム水に混合，氷冷下 1-3時間培養した. 20μJの

卜リチウム水は6.82X 108 Bq (18. 4mci)で，全量110μ

Jに希釈されるので 3Hの最終比放射能は6.2X 109Bq/g 

で吸収線量は20.17Gy/hrとなる.ウニ精子の電離放射

線による DNA鎖切断は捕手L動物細胞に較べ極めて抵抗

性であるため使用する3H量は大きなものとなる.総量

を減らすために試料量を出来るだけ少なくした.

培養細胞L5178Yの卜リチウム水爆露:L5178Y細胞

は10%馬血清添加 Fischerの培地で培養. 1 -3 X105 

細胞/mlに増殖中の細胞を血球計算盤にて細胞数を測定

し， 1 X10'細胞を1000rpm， 5分間の遠心で集め， 0.4 

mlとする.これにトリチウム水100μJを加え氷冷下10

-80分間培養した.比放射能2.0-2.9X10' Bq/g. 吸収

線量0.108-0.158Gy/min. 

Y線照射:東京都立アイソ卜ープ総合研究所 Yルー

ムにおいて印CoのY線を氷冷下， 卜リチウム水の場合

とほぼ同じ線量率と線量を照射した.

アルカリ溶出法:Kohnらの方法山)を一部改良して

おこなった.Y線照射したものについては通常の実験

または15mlのアルカリ溶出液 (0.02MEDTA，ウニ

精子は0.075M TEAHで pH12.5，培養細胞L5178Y

は0.06M TEAHで pH12.3) を0.1ml/minの速度で

DNAを溶出させ， 1 mlづっフラクション・コレクター

で分画した. トリチウム水処理したものについて細胞懸

濁液，第 1の洗浄液，細胞溶解液および第 2洗浄液の一

部約13mlづ‘つはまとめて高レベル放射性廃液として密

栓保管，後に放射能を測定し，酸性にしてガラスアンプ

ルに封入，保管廃棄物とした.

DNAの分離，微量蛍光定量:Parodiらへ小野ら51

の方法を一部改良しておこなった.フラクション・コレ

クターでの各分画は氷冷し， 0.5 mg/mlのアルブミン50

μl， 100 % TCA 100μlを添加，沈殿させ， 1晩冷蔵保管.

翌日沈殿を3200rpm， 15分冷却遠心して分離.それぞれ

0.5 mlづつの 5%冷 TCA，エタール性O.lM酢酸カリ

ウム， 100%エタノールを用いて沈殿を洗浄. 卜リチウ

ム水処理のものについては最終のエタノール洗浄液

の 3Hを測定し，管理区域外への搬出可能なレベルか否

かをチェックした.次いで60
0

Cで30分間乾燥， 1晩放置，

TEAH 
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ロコ

言
::::1 

i= 10' 
a:: 
ト・

CH3COPK/EtOH 

室で， トリチウム水処理したものについてはクリーン・

キャビネットの中で，フィルターホルダーに注射筒， と101

millipor filt巴rBSタイプ，径25mm，孔径 2μmを装着，

内径 1mmのシリコンチューブをペリススポンプを通し

てフラクション・コレクターに接続した装積一式をセッ
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なうという制約のため，エタノール抽出後の沈殿の残留

放射能が搬出可能なレベルであるか否かがこの実験の成

否にかかっていた.アルカリ溶出法の各フラクション分

画について官量を液体シンチレーション・カウンター

(Packrd)で測定し，図 1にその結果を示した. HrJち

DNA溶出画分の "H量は処理"H量の10-"-10-<で，最初

の洗浄・細胞溶解液等の画分に大部分の官が移行した

(図中 TEAHの溶出曲線).その後の TCA，エタノー

ル性酢酸カリウム液，エタール各0.5mlによる洗浄操

作 1回毎に "H量は1/20-1/50になり，最終段階では

10一IBqのレベルに減少した.なお最終段階は沈殿を I

N NaOHに溶解させて測定した.この実験において卜

リチウム水処理後最初の洗浄液は 2mlであった.

TEAHによる DNA溶出商分の 3H量を更に減少させる

ため，この洗浄液を 5mlとすることによって "H量を 1

桁下げることが出来，エタノール抽出液の "H量も 1桁

下げることが出来た.以後の実験はこのエタノール抽出

液の3H量を測定することによって，各画分最終沈殿物

の3H量とし全て10一IBqのオーダーであった.

ウニ精子における DNA単鎖切断の測定:図 2aはト

リチウム水に曝露し，アルカリ溶出法によりウニ精子の

DNA単鎖切断を調べたものである.臼丸印は無処理ウ

ニ精子で， DNAのほとんどはフィルタ-J:に残り，総

出しない.トリチウム水処理は 1， 2， 3 I時間おこなった.

Fig.2. 

40% DABA 20μJを加えて60.Cで30分間加熱. 0.6 N 

PCA 0.5 mlを加え， 405 nm励起， 500 nmの蛍光を目

立蛍光分光々度計 MPF-4で測定した.溶出曲線はフィ

ルター上に乗せた細胞数から DNA量を計算してそれを

100%とし，各分画の流出 DNA量の割合を差引くこと

によって作成した.

DABAによる DNAの検量線:標準 DNAは 1N 

NH40Hに溶かし， 0.02-5μgの DNAを分画による

蛍光定量と同じ方法で測定することによって， DNA量

と蛍光強度との閥に直線の検量線が得られた.我々は

0.02μgの DNA量も充分測定可能である.

細胞内 DNA全量 の測定 Schmidt-Thannhauser-

Schneiderの水野による変法61によって DNAを分離し，

Burtonの変法71のジフェニルアミンによって定量した.

バフンウニの精子の DNA量， 1. 67 X 10-6μg/精子. L 

5178Y細胞の DNA量， 9.52XlO-6μg/細胞.

結果

卜リチウム水実験の過程における"H量の測定:我々

は今回の実験を始める前に小量の卜リチウム水10"Bq 

(10μCi)以下を用いていくつかの実験をしておりへ

その経験よりこの実験における各段階で、の残留放射能に

ついて予測出来た. しかし109Bq (20ー30mCi)のオー

ダーに10'Bqのオーダーで得られた予測が使えるかど

うかは不明であった.また蛍光測光は管理区域外でおこ
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Fig.3. A dose response relation on alkaline elution in L5178Y cells exposed to HTO comparing with 60Co 
gamma irradiation 

吸収線量はそれぞれ20，40， 60 Gyであり，各線量2回

づつの実験をおこなった.無処理精子のアルカリ溶出曲

線に比較して， 卜リチウム水処理精子の場合は溶出

DNAの明らかな増加が認められた. しかしながら20-

60 Gyの卜リチウム水処理アルカリ溶出曲線の問に顕著

な差は見られず，線量と DNA単鎖切断量との聞の関係

は明らかで、はなかった.また溶出曲線は初め急速に溶出

し，後に緩慢に溶出する 2相性を示した.図 2bは削Co

Y線によってウニ精子を照射した場合で，吸収線量は

16， 32， 48 Gy，線量率は16Gy/hrである.各線量 3回

づつの実験をおこなった. トリチウム水処理の場合と同

様に，無処理のアルカリ溶出曲線に比較して明らかな溶

出の増加が認められたが，線量と DNA単鎖切断量との

問の関係は明らかでなかった.

L5178Y細胞における DNA単鎖切断の測定:L 5178 

Y細胞のトリチウム水処理後，アルカリ溶出法により

DNA単鎖切断を調べたものを図 3aに示す.処理時聞

は10-80分間で，吸収線量は1.2-9. 6 Gyである.片対

数グラフにフ。ロットした溶出曲線は低線量で直線であ

り，わずか1.2 Gyのトリチウム水処理においても対照

との聞に差がある.高線量では初め急速に，後に緩やか

に溶出し，二相性を示す.溶出曲線の勾配は線量の増加

とともに大きくなる.図 3bは2.3-9.3GyのGOCoY線

を照射したL5178Y細胞のアルカリ溶出曲線である.線

量率は卜リチウム水処理の場合に近似させて 0.116

Gy/minである. トリチウム水処理の場合と同様に低線

量では直線性，高線量では 2相性の溶出曲線を示し，線

量の増加とともに勾配も大きくなる.

生物学的効果比 (RBE Relative Biological 

E紅白tlven巴ss)について:L5178Y細胞について図 3

ならびに繰返しおこなわれた Y線照射実験より，線量

と溶出曲線による DNA単鎖切断の程度との関係を求め

て図 4に示した.すなわち溶出曲線の勾配を最ノト 2乗法

により求めた. 2相性の曲線については初期勾配を同様

に求めてプロットした.横軸には吸収線量，縦軸には勾

配を示した.黒丸印は60Coの Y線で，これらの点から

最小 2乗法によって求めたのが図の下の直線で，その勾

配は0.113(y=0.113x
) であり相関係数はO.90であった.

卜リチウム水の場合は白丸印で示した曲線となった.

9.6 Gyの処理によって得られた値を除いて，コントロー

ルと1.2-4. 8 Gyの卜リチウム水処理によって得られた

値より最小 2乗法によって得られた勾配は0.241(y= 

0.241')で相関係数は0.98であった.この勾配の Y線

に対する卜リチウム水の比0.241/0.113は2.13であった.

トリチウム水処理の繰り返し実験:.L5178Y細胞を用

いて， トリチウム水処理・アルカリ溶出実験を繰り返し
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Fig.4. 

カタラーゼ処理で不活性化されることを認めた91 我々

はトリチウム水のカタラーゼ処理を含む実験をおこなっ

た.卜リチウム水は新しく購入，開封されたものである.

結果は図 6に示した....印は50u (50μ l)のカタラー

ゼで o.C， 10分間トリチウム水を前処理し，そのトリチ

ウム水により L5178Y細胞を1.58，3.17，6. 34 Gy， 10， 

20， 30分間処理したアルカリ溶出曲線から得たものであ

る.マ印はカタラーゼを含まない Fischer培地で同様に

処理したものである.

考察

我々は105Bq以下の卜リチウム水を使って，既に若

干の実験をおこなっておりへその経験より今回の実験

における各段階での残留放射能を予測して， 3H量測定

の実験をおこなった(図 1).その結果105Bqのオーダー

の実験と109Bqのオーダーの実験における残留3Hj量と

は平行関係にあり，高放射能時の空気中への卜リチウム

水の揮散に留意すれば同様な実験操作が可能であること

が判った.即ち10-13mlのろ過洗浄により 10-3-10-'

にすることが出来る. 0.5 mlづつの遠心分離操作によ

りトリチウム水は1/20-1/50に洗い出すことが出来る.

ウニ精子のクロマチンは高度に凝縮しており，崎乳動

物培養細胞のGJ， S， G2期のみならず，クロマチンが

おこなった.図 5は線量1.05-3.15 Gy， 10-30分処理

したものである.図 3aと異なってわずか1.05 Gy 10分

処理で大きな溶出を示し， 2相性となった. 2.10 Gy， 

3.15 Gyと線量が大きくなると勾配が小さくなった.こ

の時使用した卜リチウム水は希釈に用いた Fischer培地

に含まれる pH指示薬が酸性を示すように変色した. L 

5178Y細胞の第 1回目の実験と大きく異なるこのような

データーが得られた理由のーっとして， トリチウム水に

含まれる不純物を挙げることが出来ると考え，新たに開

封した NEN社のトリチウム水を用いて実験を繰り返し

た.第 3回目の実験と溶出曲線の勾配は異なるが，同じ

傾向を示した.図 6にアルカリ溶出曲線の勾配と線量か

ら得られた点をフ。ロットした.実線と破線は図 4の Y

線とトリチウム水でのデーターであり，ム印は第 2回目，

A印は第 3回目の実験から得られたものである.

カタラーゼ前処理トリチウム水による曝露:卜リチウ

ム水に含まれる不純物のーっとして過酸化水素が考えら

れる.過酸化水素の処理によって DNAの単鎖切断が生

じることはアルカリ溶出法によって容易に検出すること

が出来る9) ，16) 我々は L5178Y細胞にOOCO. 1μg/ml 

10-30分の過酸化水素処理し，アルカリ溶出 DNAの顕

著な増加を認めた.またこの過酸化水素はo.C10分間の



ちに照射したが， トリチウム水， 6OCO - Y線照射は実

験室が離れているため前日に放精した精子を使用した.

他の可能性として軟X線照射は15分以内の短時間照射で

あったが， トリチウム水， 6OCO Y線は 1-3時間の照

射であった.これらの事から高度に凝縮したクロマチン

構造による保護効果，分子間架橋形成，修復効果，照射

によるクロマチン構造の変化などが考えられるので，今

後さらに検討しなければならない.

L 5178 Y細胞のアルカリ溶出曲線はトリチウム

水， 60Co Y線ともに低線量照射で片対数グラフ上直線

を示し，その勾配は線量と相関がある(図 3，4). 高

線量照射では 2相性のカーブを示す.これはウニ精子の

場合と同様に照射による架橋形成，クロマチン構造の変

化，そして DNAの溶出にともなうメンブランフィル

ター上の DNA量の不足等が考えられるが今後検討して

いかなければならない.

トリチウム水の生物効果を正しく評価するために，そ

の効果が既知の標準となる X線又は Y線の効果と比較

しRBEを求めなければならない. トリチウム水の吸収

線量の算出には液体シンチレーション・カウンターで測

定した値により細胞処理時の比放射能を算出し，吸収線

量に換算するもので， トリチウム水は処理液全体に均一

に存在しているものと仮定した.生体内における水の存

在比を0.7191 あるいは0.8201 として計算すべきであると

されているが，我々の用いた材料はウニ精子とともにリ

ンパ球由来L5178Y細胞も細胞質が少なく，これらの特

殊性を考慮すると実際に水分含量を測定しないで，この

数値を算入することには疑問があったので，あえて算入

しなかった.また松平ら叩)はトリチウム水の10%が 1

時間で器壁への吸着等によって減少するとしているが，

我々は短時間処理も含んでいるのでこの因子も算入しな

かった.

いくつかの生物でトリチウム水の RBEはlより大き

く， 1 -3という値が示されており 19-21) 我々がL5178

Y細胞を用いて第 1回目の値が2.13で，比較的近似した

値を示した.水分合量を0.8とすると RBEは3.0となる.

卜リチウム水処理・アルカリ溶出実験を繰り返してお

こなったが，第 1回目の実験によって我々は一応 RBE

を求める事が出来た. しかし第 2回，第 3凹の実験は線

量相関が逆になってしまい(図 5， 6)， RBEを求め

る事は出来ない.10分間処理(1.05 Gyと1.08 Gy)によっ

て極めて多くの DNA溶出が起った.これは'Hs線の

みの効果とするのは困難であり， トリチウム水の希釈I時

に培地の pHが変化したことにより，不純物の存在が考
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凝縮した状態にあるM期とも異っている.また原始的な

真核細胞で分散したクロマチンの細胞性粘菌

Distyosteliun discoideumとも異っている.それはこれら

の細胞が pH12.3で二重鎖 DNAは単鎖 DNAに解離す

るがウニ精子の DNAはpH12.5以上にならなければ，

単鎖 DNAに解離しない1ト121 なお晴乳動物細胞でのア

ルカリ溶出法は pH12.1-1ロ2.3でおこなつておりト'11川11川j川)

pH 1ロ2.8では非処理 DNAのアルカリ溶出(低分子化)

が生じる 11トト一叶1山5引 また Vinogradら171 はpH9. 6では DNA

は二重鎖であるが pH11. 6以上で単鎖に解離すると報告

している.我々はウニ精子に軟X線を 0-37.5Gy H貿易t，

pH 12.5でアルカリ溶出をおこなうことによって線量相

関があることを見い出しているト121 しかし今回の実験

においてはトリチウム水処理， 6OCO Y線照射とも全て

対照より多くのアルカリ溶出 DNAを認めているにもか

かわらず，線量相関が得られなかった(図 2参照).こ

の事についていくつかの理由が考えられるが，その一つ

は我々はウニ精子は成熟分化した均一な細胞集団である

と考えて使用したが，実際は放精後精子の成熟が進行し，

放精後氷冷下において時間とともに DNA単鎖切断がお

こりにくくなる可能性がある 181 軟X線照射は放精後直
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えられた.水への戸線照射によるラジカル生成が知ら イソ卜ーフセンターの森川尚威先生，野川憲夫先生，大

れている. しかしラジカルの寿命は短かく，多量に蓄積

することは考え難い.ラジカルと共に H202，H2， O2 

が生成するとされている.この中で DNA損傷を最も大

きく引き起すのは過酸化水素である.今 1Ciの卜リチ

ウム水が 1Ci/mlの比放射能で 1年間保管されたとす

る.3H s線による過酸化水素のG値が Y線のG値と

等しく 0.70であるとし， 3H s線の平均エネルギーは

5.87 K巴Vで全て水に吸収される.更に過酸化水素が安

定で分解されず全て蓄積されると仮定すると8.08XlO-2

Mの H202が生成される.これは1.45 mg/mlに相当し，

我々がおこなった L5178Y細胞処理時まで希釈しでも18

μg/mlの濃度である.我々は0.1μg/ml10分間の過酸

化水素処理でもアルカリ溶出法によって DNA単鎖切断

を検出しておりへ トリチウム水の中に過酸化水素が多

量に存在する可能性がある. しかし処理時間が長くかる

につれて漆出曲線の勾配が少なくなることは説明できな

い.一つの可能性としてトリチウム水の10分間処理は希

釈して直ちにおこなったが， 20， 30分処理は一旦凍結し

て2日後に融解処理実験をおこなっているので，このこ

とが原因であるかもしれないので今後検討していかなけ

ればならない.又カタラーゼの前処E里をおこなったが，

この卜リチウム水中に過酸化水素の蓄積がなかったため

か第 2，3回目のようなデーターは得られず，カタラー

ゼの効果も不明であった. 卜リチウム水は小分けした時

点での放射能は判明するが，製造されてからの時闘を知

る事は困難であった.

まとめ

卜リチウム水を化学物質の 1つのモデルとして DNA

単鎖切断を調べた.クロマチン構造の相違は初期損傷と

しての DNA単鎖切断に影響し，凝縮した構造のウニ精

子は切断されにくい.ウニ精子で、卜リチウム水 GOCo

y線共に線量効果関係は得られなかった.マウス白血

病細胞L5178Yでは線量効果関係が得られ，その RBE

は2.13であった. トリチウム水はロットによってその効

果が異なり， 卜リチウム水の放射線分解による不純物の

存在が示唆された.
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低角レーザ一光散乱法と分子ふるい高速液体ク口マ卜グラフィーを用いた

高分子量蛋自の分子量測定法

藤谷知子へ前木吾市川，中尾順子*

Molecular Weight Determination of Nonionic Detergent solubilized 

Membrane Proteins by Low Angle Laser Light Scattering and Gel-filtration HPLC 

TOMOKO FU]ITANI*， GOICHI MAEKI** and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords: Na， K-ATPase，分子量測定 MolecularWeight Determination，光散乱 LightScattering，分子ふるい

高速液体クロマトグラフィー Gel-filtrationHPLC 

はじめに

馬腎から精製した Na， K-ATPaseを非イオン性界面

活性剤オクタエチレングリコールドデシルエーテル(以

下， C12Esと略す)で可溶化し，C12Esを含む溶出液で

分子ふるい高速液体クロマトグラフィー(以下，高速液

クロ)を行った時，酵素活性のあるピークが3つある溶

出パターンが得られる.また，溶出液に Na+を含むか

K+を含むかで、溶出パターンが異なる事がわかってい

る1)-4) この事は，細胞膜に存在して細胞内外の Nピ，

K+ゃある種のアミノ酸の能動透過にかかわる機能を持

つ本酵素が親和性の高いイオン (Na+， K+)によって

コンフォメーションをかえる事との関連において興味深

い.本報告において，高速液クロと光散乱法の組合せ5)

を用いて，これらのピークの分子量測定を試みた.その

結果は，溶出液中に存在する Na+および K+イオンに

よりそれぞれモノマー， トリマー，ヘキサマーの関係を

示し，各ピークの電子顕微鏡像もこの所見に一致した.

試薬・材料

N -tris (Hydroxymethyl) methyl-2-aminoethane sul-

fonic acid (以下， Tes)， Tris (Hydroxymethyl) ami-

nomethane(以下，Tris)，牛血清アルブミン(以下，BSA)，

サイログロプリンは Sigma社製. C12Es (オクタエチ

レングリコールドデシルエーテル Nikkol)は日光ケ

ミカル社製を抱一ヘキサンから再結晶して用いた.塩化

ナトリウム，塩化カリウムは和光純薬製特級を用いた.

分子ふるい高速液体クロマトグラフィーには東洋ソー

ダ工業のG4000SWカラムを用いた.

実験に用いた水は石英二段蒸留装置で再蒸留して得

た.

実験方法

精製 Na，K-ATPase6
) 7) を， 8. 5 % Sucrose， 20 m 

M Histidine-HCl pH 7. 2中， 1 -2 mg/mlの濃度で，

蛋白と C12Esの比が0.7-1になるように C12Esを加

え，15
0

C， 15分間インキュペーションした後， Beck-

man L5一75型超遠心機で75Tiローターを用いて

60，000 rpm (320，000 xg) 60分間遠心し，上清を可溶化

Na， K-ATPaseとした.比活性は， 1 mg， 1分あたり

25-35μmole ATP分解で，高速液クロには 1回70-

140μgを使用した.

高速液クロ溶離液は， 0.1 M Tes-Tris， pH 6.8， 

0.01% C12Esに，25mMNaClか10mMKClを加えて，

ポアサイズ0.3μ のメンプレンフィルター(東洋炉紙)

で吸引炉過した後，超音波水浴中で吸引脱気して用いた.

カラムは溶離液であらかじめ飽和させたものに一定量

のサンプルを加えて， Varian 4100型ポンプで流速30

ml/hrとして溶出し，検出器として，低角レーザー光散

乱光度計(以下，光散乱計)及び示差屈折計はそれぞれ

東洋ソーダ工業のLS-8とRI-8を用いた.

電子顕微鏡は，日本電子 ]EM-100B (100 kV)を用い，

3%ウラニルアセテートによる陰染色で観察した.直接

撮影倍率10万倍を基準とした.

結果と考察

可溶化 Na，K-ATPas巴の溶出パターンの一例を図 1

に示す. Aは25mMNa+を含む溶出液で Bは10

取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 

M 同生活科学部乳肉衛生研究科
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図l 可j容化 Na，K-ATPaseの溶出パターン
AはNa+を含むj容離液， BはK←を含む溶離

液による溶出パターン(-)と補正値(・).
図中の LS/RIの数値は，光散乱計 (LS)と
示差屈折計 (RI)のチャー卜上の出力の高さ

の比である.

mMK+を含む溶出液で行った場合である.前者で溶出

されるピークを溶出の早いI1闘に Na-1， Na-2， Na-3 

とし，後者で溶出されるピークを同じく K回 1，K-2， 

K-3とすると， Na-2， Na-3及びK-2，K-3に蛋白

と酵素活性がある.また， Na-1とK-1，Na-3とK-

3はそれぞれ同じ位置に溶出されるが， Na-2はK-2

よりもやや溶出がおそく，分子量が異なる事がわかる.

チャー卜上の光散乱言|の出力の高さを LS，示差屈折計

の高さを RIとする.さらに，ピークのテーリングによっ

て生じる重復部分を補正して， LSとRIの比をとると，

Na-3とK-3を1としたとき，相対的に Na-2は約 3

倍， K-2は約 6倍の{砲を示す.

分子量標準蛋白として用いたサイログロプリンの溶出

一¥ゾーっ;liin脳
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10 

. . 
20 15 
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10 

図2 標準蛋白サイログロプリンの溶出パターン

ー溶出パターン，・補正値.
TGはサイログロプリン.
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図3 標準蛋白による検量線

TG-dはサイログロプリン・ダイマー.
TGはサイログロプリン.

TG-s.はサイログロプリン・サブユニット.
BSAは牛血清アルブミン.

パターンを図 2に示す.検出器の感度等の条件はすべて

図1と同じである.光散乱計による測定は，装置定数が

変化するので，その都度サイログロプリンを用いて LS

値の校正を行った.

図3に，このようにして測定した LS/RI値と蛋自分



408 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 34， 1983 

表 1 LS/RI値と分子量

LS/RI 分子量 (du/dc)，10-' du/dc 分子量

標準蛋白

サイログロプリン

ダイマー 8.75 (n=3) 

モノマー 4.2 (n=3) 

サブユニット 2.25 (n=3) 

アポフェリチン 4.3 

カタラーゼ 2.85 

アルドラーゼ 1. 63 

BSA O. 79 

可溶化 Na，K-ATPase 

K-2 5.75 (n=7) 

K-3 1.1 (n=7) 

Na-2 3.3 (n=5) 

Na-3 1.1 

a)文献値b)推定値

子量との関係を示した. LS/RIを横軸に，分子量と

dn/dcの積をたて軸にとり，サイログロプリン・ダイ

マー，サイログロプリン，サイログロプリン・サブユニッ

ト及び BSAで検量線を得る.図 1を含む数回の実験か

ら得た各ピークの LS/RIの平均値から，それぞれの推

定分子量が求められる.ここに用いた数値と，その他の

蛋白の LS/RI値， dn/dc文献値と推定値，分子量等を

表 lに示した. dn/dc文献値は本報告の条件に近いもの

を選んだ. Na， K-ATPaseは膜蛋白であり，可溶化し

でも脂質や C1zEsがついていると考えられるので，K-

2， Na-2はdn/dcをO.18と推定，K-3とNa-3は紫

外部吸収が相対的に低いのでさらに蛋白組成が低いと考

えられるので0.17と推定した. dn/dcを直接測定したも

のについてはすでに報告した8) K-3， Na-3の推定分

子量15.3万は， Na，K-ATPaseの αサプユニット約10

万と，sサブユニット約 4万との和に近く，データは

示していないが (α s)構造を持つ事が SDS ポリア

クリルアミド電気泳動で証明された.また， (α s)を

モノマーとして考えると， Na-2はその約 3倍の分子量

を持つトリマー， K-2はその 6倍の分子量のヘキサマー

の状態にあると思われる.

写真 lに Na-3，写真 2に Na-2の電子顕微鏡像を

示す.Na-3は直径約40-50A， Na-2は約100Aであり，

Na-3が白く丸い形であるのに対して Na-3はその丸い

単位が 3つずつ集まっているように見え，分子量推定値

と考え合わせればトリマーであると思われる.

0.1949" 

25. 92 133 X 10' 

13.04 66.9 

6.5 33.5 

44 

4.4 (0.19 )'" 23.2 

2.47 (0.19)'" 13 

1. 27 0.19" 6. 7 

17.5 (0.18)'" 97.2 

2.6 (0.17)'" 15.3 

9.5 (0.18)'" 52. 7 

2.6 (0.17)'" 15.3 

以上のように， C1zEs可溶化 Na，K-ATPas巴は，酵

素活性のある状態で， 3種の分子構造を持ち， しかも

Na+中と K+中で異なる会合をしている事が示された.

まとめ

低角レーザー光散乱光度計と分子ふるい高速液体クロ

マトグラフイーの組み合わせで， C1zEs 'jJJ溶化 Na，K-

ATPaseの分子量をifilJ定した.酵素活性を有するピーク

の推定分子量が 1 3 6の比率になり，各々モノマー，

トリマー，ヘキサマーと考えられ，電子顕微鏡による知

見も一致した結果を示した.
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各種タンパクに結合したパナジウム

藤 谷 和 正 へ中尾 )1関子*

Vanadium in Proteins 

KAZUMASA FUJITANI* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:バナジウム vanadium，タンパク protems，牛血清アルブミン bovineserum albumin， Na， K-

ATPase 

緒国

パナジウムは各種動植物中に存在し，ホヤI)，ベニテ

ングタケ2) に多量に含まれ，ヒト臓器中にも存在し3)，

ラットペやヒヨコ5) にとって必須元素である.工業的

には鉄鋼，チタン合金の製造，化学反応の触媒として用

いられ，また石炭・石油中にも存在するので，石炭・石

油工業の発展に伴って大気中に放出され，産業的曝露も

報告されている6)

最近の知見では， 5価のパナジウム (Vanadat巴)が，

動物体内で重大な働きをする細胞酵素である sodium

and potassium ion-depend巴ntadenosine triphospha 

tase (以下 Na，K-ATPaseと略す.)の強力な阻害剤

であるということが多数報告されている7) B) 

Na， K-ATPaseの ATP分解反応系にウシ血清アル

ブミン(以下 BSAと略す.)を一定量加えると酵素の

活性が高まるが，高濃度では活性阻害が生じる9)

そこで， BSAによるNa，K-ATPaseに対する効果が，

BSAに含まれているパナジウムに起因するのではない

かと考え， BSA，その他の血祭タンパク，卵白アルブ

ミン並びに数種の哨乳動物の血清あるいは血祭，血餅，

全血について，バナジウム含有量をフレームレス原子吸

光法により測定した.また，バナジウムおよび BSAに

よる Na，K-ATPase活性への効果も検討した.

実験

パナジウム測定用試料 ラットの成獣・仔の血清，血

餅，ウサギの血清・血餅・全血，ヒトの血清・血餅.全血，

ウシ胎仔血清，仔ウシ血清，ウシ血衆，イヌ血清・血祭，

ヒツジ血祭，ウマ血清ならびに市販の精製タンパク，

BSA; BSA Fraction V;γ-Globulin， Bovine Fr II ; 

Fibrinogen， Bovine Fr 1; Albumin， Egg; Albumin， 

Rat Fr. Vを湿式灰化した.

灰化条件生標本は0.3-4.3g，精製タンパクは0.2

-0.5gを試験管に入れ，和光純薬工業株)の有害金属測

定用の硝酸300μlX3 -38倍量，過塩素酸100μlX1-

12倍量を数回に分けて加えながら， 100-360oCで13-

51時間，アルミまたはステンレスブロックを乗せたホッ

トフレート上で湿式灰化および乾固した.これに 1% 

(w/v)硝酸 1mlを加えて良く混合し，原子吸光測定用

灰化試料とした.

原子吸光条件 Perkin-Elmer社製原子吸光光度計

AAS4000および無炎原子化装置 HGA-400を用い，表 1

の条件で測定した.なお試料は 1% (w/v)硝酸溶液を

再留水またはパナジウム標準溶液と等量希釈して用い

た.

標準溶液は関東化学(株)のもの (NH4V03，1000μgV/

ml)を再留水で希釈して用いた.

酵素活性の測定 中尾らの方法10) に準拠し， Buffer 

Mixture (100mM Imidazole-HCI pH7. Z， 280mM 

NaCl， 28mM KC1， 10mM MgC[z， O. 5mM EDTA-Tris) 

250μl， 5 mM Ouabainまたは再留水 50μl，BSA水溶

液(0 -2820μgBSA/10μl) 10μl， NH4V03水湾液 (0 

-30ngV/30μ l) 30μL 再留水 60μfの混合液に酵素

(Na， K-ATPase，長井らの方法11) 並びに Jorgensen 

らの方法山を改良した大野らの方法13) により精製した，

比活性 406μmolePi/mg/hr)を，希釈し 4μgprotem 

を含む酵素液として50μJ加え， preーincubation370C， 

15minの後， 30mM ATP50μJを加え(合計O.5ml)， 

incubation 370C， 15minで反応させ，次に BSAが一定

濃度になるように差の BSAを加え， 10% (w/v) TCA 

0.5mlでタンパクを沈降させ，遠心上清 0.5mlを分取し
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表 1 フレームレス原子吸光条件

機種 Perkin-Elmer AAS-4000 

HGA-400 

波長 318.4nm 帯域幅 0.7nm 

光源 Hollow Cathode Lamp (Vanadium) 

電流値 15mA 

パックグラウンド補正弘 Lamp

グラファイトチューブ Pyro Type 

試料量 20μl 

拡大 X2.5 

step 2 3 4 

Temp ('C) 

Ramp (sec) 

Hold (sec) 

Ar (ml/min) 

12o 500 1500 2700 

5 5  5 

2o 10 20 6 

300 300 300 50 

た.これを Fiske-SubbaRow法川のリン酸測定に供

した.試薬ブランクとして，反応液中に Ouabain，BSA， 

NH4V03，酵素を含まないものを preーincubationし，

以下同様に処理した.なお， BSAは SigmaA-4378， 

Lot. 42F -9410を用いた.

結果および考察

パナジウム濃度 捕乳動物の血清・血紫・血餅・全血

を湿式灰化し， 1 % (w/v)硝酸 1mlに溶かした灰化

試料をフレームス原子吸光法で測定したところ，表 2の

ように，その全てについて検出限界 (4.8ng/ml灰化液)

以下であった.

市販の精製タンパク中のパナジウム濃度は表 3のよう

になり， BSAに高濃度に含まれていることがわかった.

検出限界以下の灰化試料を等容量の標準溶液に添加し

でも，再留水を添加したものに比べてパナジウムの吸収

表 2 生襟本中のパナジウム濃度

灰化に供した重量(g)

成獣 血清 0.3-3.6 

16-43w 血 餅 0.6-4.3 
ラットキ1

仔 血 清 0.3-1. 4 

2-4w 血 餅 0.3-2.0 

血 清 1.1-1.9 

家 兎 血餅 2.0-2.5 

全血 2.2 

血 清 1.1-1.6 

ヒ 血 印 { 1.8 

全血 1.8 

ウ ン 胎仔 血清叫 2.0 

仔ウシ 血清 1.4-2.1*' 

ウ ン 血 疑 1.3 

イ ヌ 血清 1.4 

イ ヌ 血祭 1.6 

ヒツジ 血祭 1.4 

ウマ 血 清 1.5判一1.6*"

* 1 SLCウイスター静岡系

* 2 Gibco Laboratories MYO-CLONE Lot. 20K 6320 

* 3 Flow Laboratories Cat. No. 29-131-54， Lot. 29131812 

* 4 Flow Laboratories Donor Horse Serum Cat. No. 29-211-49， Lot.不明

* 5 向上 Lot.292-11118 

* 6 検出限界 4.8ngV/ml灰化液

例数 バナジウム

8 

8 

集合11

集合10

3 

2 

2 

l 検出限界以下*(i

1 

l 

2 

l 

2 
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表 3 精製タンパク中のパナジウム濃度

413 

Proteins (0.2g) 

BSA crystallized and Lyophilized 

Sigma A4378 

Lot. 119C-9325 

イ少

Lot. 42F-9410 

BSA crystallized 

Schwarz/Mann 809217 

Lot. DZ-3149 

BSA Fraction V 

Sigma A4503 

Lot. 35C-0013 

(0.5g) 

r -Globulin， Bovine Fr. 11 

N utritional Biochemical 

Lot. 5162 

Fibrinogen， Bovin巴 Fr. 1 
Cytrated Type 1 
Sigma F4000 Lot. 115C-0162 

Albumin， Egg 

Sigma A5503 

Lot. 93C-8060 

Albumin， Rat Fr. V 

Sigma A6272 

Lot. 112F-9379 

*N. D. 検出限界以下

μg Vanadium/ g Protein 

7.86 

8.02 

3.80 

4.01 

3.85 

19.6 

18.4 

10.2 

10.2 

10.0 

9.66 

N. D. •.•• 

N. D. '." 

N. D. '.村

0.318 

0.287 

0.0236" 

0.0230'キ

0.294 

0.272 

** 灰化後 1% (w/v)硝酸0.5mlを加えて原子吸光測定用灰化試料とした. (他は 1ml) 

検出限界 0.2gの試料から得られたO.Smlの灰化試料をまの濃度に希釈して測定した場合

0.012μgV/gsample (4.8ngV/ml灰化試料)

検出感度 チャー卜の 1%が 6ng/ml (拡大2.5倍のとき)

測定値は添加法により同一試料について， 4回繰返し測定して求めた値

回収率 99. 8:I::5. 0% (n=4) 

の減少は見られなかったので， ii!IJ定を妨害する物の共存

によるのではないと考えられる.

バナジウムおよび BSAの Na，K-ATPase 活性への

影響

図 1に示す如く， BSAは60ng/0.5ml前後の時，活性

を上昇させるが，高濃度では阻害している.

また図 2でパナジウム (V+5，Vanadate)は，高濃度

になるにつれ活性を阻害し， 30ng/0. 5mlでは72%の阻

害を示した.これらの結果から， BSAそのものは活性

を上昇させる要素と考えられるが，その中に存在してい

るバナジウムのために高濃度では活性阻害が起こってい

ると見ることができる.

まとめ

各種隔乳動物の血清・血祭・血餅・全血ならびに市販

の血疑および鶏卵の精製タンパクについて，パナジウム

濃度をフレームレス原子吸光法で測定した.前者につい

ては全て検出限界以下であり，後者，特に BSAには高

濃度に含まれていた.
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図 l 反応液(0.5ml)中BSA濃度とNa，K-ATPase 

活性
反応液に BSAを含まない時の活性値を 100%

とした.

BSAによる Na，K-ATPaseの活性化および活性阻

害は，含まれているパナジウムと関連があるように考え

られる.今後，更に検討したい.
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非イオン性およびイオン性界面活性剤によるアデニレートシクラーゼの可溶化
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緒 百

Adenylate Cyclase (AC)は解媒 umt，調節 umtお

よび受容体 umtより成る膜結合タンパクでその精製に

は可溶化が必須である.性質の異なる界面活性剤により

異なる性質の可溶化酵素標品が得られることが予想され

るので，非イオン性界面活性剤であるオクタエチレング

リコールドデシルエーテル (C12Es)と陰イオン性界面

活性剤であるコール酸を用いて膜結合 ACを可溶化し

た.各可溶化 ACの賦活剤に対する反応性のちがいと

更に硫安分画あるいはゲル炉過で分画した酵素タンパク

の組成を電気泳動で観察した.

実験方法

試薬 ATPはシ夕、、マ社の Grade1， C-AMP， DTT 

はシグマ社， [α-32P)-ATPはラジオケミカルセンター，

フォルスコリンはカルピオケム社， NH4V03は和光純薬，

コール酸は日水製薬のもので精製したものを使用した.

ホスファチジルコリンはシグ、マ社のものをN2ガ、ス下で、

アセトンで洗い，C12Esは臼光ケミカル社のものをn-ヘ

キサンから精製して使用した.

ACの調製 Rat脳の膜酵素標品 (Memb-Enz)およ

びC12Es可溶化酵素標品 (C12Es-Enz)は既報の方法1.2}

で調製した.コール酸可溶化酵素標品 (Cho卜Enz)は

S tri ttmatter等の方法31 による preparationAを使用し

た.用いた各標品の比活性はそれぞれ1.6-2.5，5.7-

7.6および0.19-1.2 nmole C-AMP/mg prot/10minで

あった.精製の目的で'C12Es-Enzは26%飽和硫安で、沈

でんさせ比活性を 2倍に上昇させた画分を， Chol-Enz 

はStri ttmatter等の方法31 により触媒 unitに富む分画を

得た.

AC活性の測定 AC活性の測定は Salomon等の方

法41 に従った.タンパクの測定は BSAを標準にして

Lowry51 および Bradford61 の方法で行った.

Sepharose CL-6 Bによるゲルク口マトグラフィ

カラムは2.5X 100cmのものを用い Strittmatter等の方

法31 を改変して行った.流速は 25ml/hrで2.4ml/

fractionずつ分画し，各 fractionに等量の飽和硫安を加

えて25000r.p.m.，45min遠沈 (Beckman，40Aロータ)

した沈でんを 0.2mlの 7mg/mlホスファチジルコリ

ン， 0.1% C12Es， 0.2M Sucrose， 50mM Tris-HCl 

(pH7.7)， 15mM MgCb， 1 mM  DTTに suspendし，

AC活性の測定を行った.

SDSポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)

7.5%ゲルを用い Fairbanks等の方法71 に従った.

実験結果および考察

NaFおよび NH4V03 (V5+) はACの調節 umtを介

しAC活性を調節する賦活剤である.各酵素標品に対

するこれら賦活剤の影響を図 1および図 2に示した.

C12Es-Enzおよび Chol-Enzとも両賦活剤による活性

化作用はみられず， C12Es-Enzでは減少の傾向がみら

れた.

フォルスコリンは触媒 unitに直接作用する賦活剤で

あり， Mn++もRat精巣可溶性 ACやネズミの S49

lymphoma cyc-細胞の ACなど，調節叩itが欠損した

ACの賦活剤である. AC活性に対する両賦活剤の影響

を図 3および図 4に示した. Chol-Enzはこれら賦活剤

による活性化が著しく酵素標品中で触媒 unitとして存

在していることが示唆された. Mn++およびフォルスコ

リンを同時に添加した時には C12Es-Enzの活性上昇が

2倍であるのに対し， Chol-Enzではおよそ100倍と賦

活剤による相乗作用がみられた. Chol-Enzを精製する

*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 
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図1. 各種 AC標品におよぼす NaFの影響
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ために SepharoseCL-6 Bカラムで分画する(図 5) 

とVoとfractionN 0.90を中心に AC活性が検出された.

Mn++およびフォルスコリン添加による活性化の程度は

図 6に示すように fractionN o. 88が最も高く触媒 umt

に富む分画であることが示唆された.ゲルi日過後の賦活

剤による活性化は Chol-Enz(図 4)に比べて低下して

いた. Chol-EnzはC12Ea一見nzに比べて保存に対する
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図5. Chol-Enzのゲルクロマトグラフィ

Sepharos巴 CL-6Bのカラム (2.5 X 1 OOcm ) 
を用い Strittmatter等の方法3)で分画した.流

速25ml/hr，2.4ml/fractionで分画した.

AC活性の測定は反応液中に150μMフォルス

コリン， 5 mM MnC12を添加して行った.

安定性が低いが，ゲjレ炉過で分画した AC標品は

80'C 1日間の保存で 5%の活性しか保持されない.ゲ

ルi戸過中に生ずる ACの失活が賦活剤に対する感受性

にも影響をおよぼしているかもしれない.精製をすすめ

るうえでは酵素の安定性の保持を検討することが必須で

あると思われた.

各種 AC標品の SDS電気泳動パターンを図 7に示し

た.C12Es-Enzを更に硫安分画した AC標品(図 7一7，

8 )，ゲルi戸過で得た触媒 umtに富む分画(図 7-4， 

5， )とも分子量10万， 5万， 4万付近に比較的強い共

通な bandが検出されたが，硫安分画 ACでは更に15万

付近にゲル炉過後の標品では7.5万および 7万付近に強



いbandが検出され両可溶化酵素標品のタンパク組成に

は差がみられた.このタンパク組成の差と賦活剤に対す

る反応性および保存に対する安定性の差などの関係につ

いては今後検討する予定である.

要約

1) Rat脳より可溶化した CJ2E8-Enzおよび Chol-

Enzはいずれも NaFおよびvs+により賦活化されな

かった.

2) Chol-Enzおよびゲル炉過で得た ACはMn++およ

びフォルスコリン存在下で著しい活性化を示し，触媒

unitに富む標品であることが示唆された.

3) CJ2E8-Enzを硫安分画した標品と Chol-Enzをゲ

ル伊過した標品の SDS-PAGEによるタンパクのパ

ターンに差がみられた.
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ゲル炉過した ACの Mnおよびフォルスコリ

ンによる活性化

AC活性測定に使用した MnCbおよびフォル

スコリンの濃度はそれぞれ 5mMおよび150
μMである.

図中の数字は賦活剤添加時の活性を無添加時

の活性に対する倍率として表わした.

骨咽 43K

.......30K 

命w噂-14.4K

116 

8 7 

59 

図6.

各 AC標品の SDS電気泳動

1 CJ2E8-Enz， 2 Chol-Enz， 3 : frac. 
No 59， 4 : frac. No 85， 5 : frac. No. 90， 6 
: frac. No. 116， 7， 8 CJ2E8-Enzを硫安

分画した標品，両端は分子量既知の標準タンパ

クを泳動した.

図'1.
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実験動物各種聞における血しょう，あるいは血清コレステリル工ステルの

脂肪酸組成の差異

高 橋 省*中尾順子 へ平賀興吾*

Species Differences of Fatty Acid Composition of Plasma or 

Serum Cholesteryl Esters in Laboratory Animals 

OSAMU TAKAHASHI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Fatty acid composition of plasma or serum cholesteryl esters was determined in humans， maccaca 

monkeys， calves， beagl巴 dogs，rabbits， guinea pigs， rats， hamsters， mice， chicks and ]apanese quail. Species 

differences wer巴 observedamong those animals. Especially in rats and mice， arachidonic acid was abun-

dunt， which was different from plasma cholesteryl esters of other species 

Keywords : fatty acid composition， plasma， cholesteryl esters， human， monkey， dog， rabbit， rat， mouse， chick 

緒 号
白

食品添加物や農薬などの環境汚染化学物質の毒性研究に

おいて，病理組織学的毒性発現に先行して，動物の肝臓

や血しょう中の卜リグリセリド，コレステロールなど脂

質関連物質がかなり変動することが知られている 1，2)

また，肝臓脂質の脂肪酸組成の変化についてはある程度

知られているが，血しょう中のコレステリルエステルの

脂肪酸組成の変化については検討されていなかった.

我々は酸化防止剤の毒性研究において，ラットの臓器，

血しょうの脂質組成，脂肪酸組成への影響についても検

討し報告した3.4) その結果，脂質組成，脂肪酸組成には，

種特異性，臓器特異性が存在し，また，それらの組成と

くに脂肪酸組成は，酸化防止剤の投与に対し鋭敏に変化

することが観察された.

そのうち，血清コレステリルエステルの脂肪酸組成は，

ラットの場合，ヒトとはまったく異なるという結果も得

られた.そこで，ラット以外にも動物の種類をふやし，

血清あるいは血しょうコレステリルエステルの脂肪酸組

成を比較し，毒性研究上の基礎データを得たいと考えた.

本報告はその結果をまとめたものである.

材料と方法

血しょうあるいは血清正常および高脂血症ヒト血

清，および体重，行動観察などから一般的に正常と認め

られるアカゲザル，ウシ，イヌ，ウサギ，モルモット，ラッ

ト，ハムスター，マウス，ニワトリ，ニホンウズラの血しょ

うあるいは血清を使用した.これらの血しょう，血清は，

ヒト，ウシなどの場合はプールしたもの，ラット，イヌ

などについてはそれぞれ 3匹から採取した.それらにつ

いては表 1に付記しである.

分析法血しょうあるいは血清から20倍容のクロロホ

ルムーメタノール (2: 1 )により， Folchらの方法5)

に従い脂質を抽出した。抽出物は窒素気流下で乾国後，

上記抽出溶媒の少量に溶解し，薄層クロマトグラフィー

による分離に用いた.各脂質分画はシリカゲル60ガラス

プレート (E.M巴rck社製，西ドイツ)上において， n 

ヘキサンージエチルエーテルー酢酸 (80: 20: 1 )に

より，展開分離した6) コレステリルエステル分画をか

きとり，クロロホルムーメタノール (2: 1 )で抽出し，

乾固後， 0.2N (mートリフルオロメチルフェニル)ト

リメチルアンモニウムヒドロキシドーメタノールにより

メチル基転移反応を行い7)，ガ、スクロマトグラフィーに

より脂肪酸メチルの分析を行った.ガスクロマトグラ

フィーは水素炎イオン化検出器のついた Shimadzu

GC-4BMあるいは GC-9Aにより行った.カラムは

15%ポリ(ジエチレングリコールサクシネー卜)をコー

トしたクロモソルブW を充てんしたガラスカラム(2 

mX 3 mm内径)あるいはユニゾール3，000をコー卜し

たユニポート Cを充てんしたカ、、ラスカラム (3mX 3 

mm内径)を使用した.それぞれの脂肪酸メチルエステ

ルは標準物質の保持時間と比較して同定した.

*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 
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku、Tokyo，160 ]apan 



東京衛研年報 34，1983 419 

Table 1. Fatty Acid Composition of Plasma or Serum Cholesteryl Esters 

16 : Oa 

Human (N) c.d 12.7 

Human (HL) f.d 24.9 

Monkeyg 13.2 

Calfd 4.3 

Dogg 7.9 

Rabbitd 24.3 

Guin巴apigd 19.6 

Ratg 19.9 

Hamsterd 9.2 

Moused 7.9 

Chickg 13.7 

]apanese quailg 23.5 
a 

16 : 1 

3.6 

0.6 

3.5 

0.6 

1.8 

1.0 

1.9 

5.4 

1.5 

2.8 

4.5 

2.9 

16 : 2 

ー-e

0.4 

0.1 

0.4 

0.2 

0.2 

0.2 

18 : 0 

0.3 

6.8 

2.0 

0.2 

1.8 

2.6 

1.3 

3.3 

2. 1 

1.0 

1.9 

3.4 

18 : 1 18 : 2 UKb 18 : 3 20: 2 20 : 3 20 : 4 

27.7 51. 4 0.4 0.4 0.2 3.4 

30.5 30.5 1.0 1.3 0.8 

18.0 57.1 2.8 0.6 2.8 

6.5 83.0 4.3 O. 7 0.6 

15.0 59.9 1.8 O. 7 11. 3 

34.0 33.0 2.4 0.9 0.6 

12.0 59.0 2.4 1.1 2.7 

14.1 20.9 2. 1 33.9 

38.8 45.1 1.0 0.5 1.6 

14.8 54.9 0.6 O. 7 17.0 

36.3 38.7 0.8 0.5 1.5 2.0 

44.5 25. 7 

Abreviations: 16:0 = palmitic acid; 16:1 = palmitoleic acid; 16:2 = hexadecadienoic acid; 18:0 = stearic acid; 18:1 
- oleic acid; 18:2 - linoleic acid; 18:3 - linolenic acid; 20:2 = eicosadienoic acid; 20:3 -eicosatrienoic acid; 

b 20:4 = arachidonic c acid 
e ~ f TT ，.. ， g 

UK = unknown. -Normal. Pool巴dserum. -Trace. Hyperlipidemia. 0 Data且remeans of 3 animals. 

結果と考察

血しょうあるいは血清コレステリルエステル中の脂肪

酸組成は表 1に示したように，リノール酸 (18:2)を

50%以上含有する動物は，正常ヒト，アカゲザル，ウシ，

イヌ，モルモット，マウスであり，約30%以下の含有率

である動物は，高脂血症ヒト，ウサギ¥ラット，ニホン

ウズラであった.オレイン酸(18:1 )は，ウシ以外の

すべての種で12から44%という含有率を示した.

ほかの動物とは異なる脂肪酸組成比を示したものは

ラットでおり，約1/3をアラキドン酸 (20:4 )が占め，

他の多くの動物の0.6-1.6%をいちじるしく上回ってい

る.マウス，イヌにおけるアラキドン酸含有率はそれぞ

れ， 17， 11%であり，ラットほどではないがかなり高値

を示している.

とり類 2種はオレイン酸含有率が高く，ニホンウズラ

ではオレイン酸のほうがリノール酸より高値を示してい

る.また，ニワトリではオレイン酸とリノール酸の割合

はおおむね等しい.ほ乳類では，ウサギ，ハムスターで

オレイン酸含有率が高い.

ヒトの高脂血症患者の脂肪酸組成は，正常のものにく

らべて，パルミチン酸 (16: 0)，ステアリン酸 (18: 0) 

が高く，リノール酸が低くなっており，全般的にみて，

飽和脂肪酸の増加，不飽和脂肪酸の減少がみとめられる.

ウサギ，モルモット，ニホンウズラではパルミチン酸

(16 : 0)含有率が高い.とくにウサギのパルミチン酸

:オレイン酸:リノール酸比はヒトの高脂血症患者の比

に酷似している.

サルにおける脂肪酸組成は，ヒ卜の正常血清の組成と

ほぼ等しい.

ラット血清コレステリルエステルの脂肪酸組成は，り

ん脂質， 卜リグリセリドの脂肪組成とともに，酸化防止

剤の投与により変化した9) とくにアラキドン酸は対照

群の1/2に減少している.また，それらの脂肪酸組成は

フタル酸エステルの投与によっても変化することが報告

されている川.この場合のコレステリルエステルの脂肪

酸組成の変化は，リノール酸が減少してオレイン酸が増

加する.

表 1のごとく高脂血症などヒトの病気に伴う変化と，

実験動物における変化がどのように対応するかは明らか

ではなく，今後の研究課題のひとつである.ある種の化

学物質を数種の動物に投与し，その血しょう中の脂肪酸

組成の変化と病理学的変化との関連について検討し，毒

性学的意義を明らかにしたい.

要約

血しょうあるいは血清コレステリルエステルの脂肪酸

組成を，ヒト，アカゲザル，ウシ，イヌ，ウサギ，モルモッ

卜，ラット，ハムスター，マウス，ニワトリ，ニホンウ

ズラについて調べた.リノール酸を50%以上含有する動

物は，正常ヒト，サル，ウシ，イヌ，モルモット，マウ

スであり，約30%以下の含有率である動物は，高脂血症
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ヒト，ウサギ，ラット，ニホンウズラであった.ラット，

マウス，イヌにおいては，ほかの種にくらべ，アラキド

ン酸を高い割合で有していた.以上の結果は，血しょう

あるいは血清コレステリルエステルの脂肪酸組成には動

物種差が存在することを示している.
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パーソナルコンビュータを用いた毒性試験データ解析システムの開発

三 栗谷 久敏 ぺ藤 田 博ぺ神谷信行へ

中村清純叫，佐々木美枝子へ平賀興否権

A Personal Computer Program for Analysis of Toxicological Study 

HISA TOSHI MIKURIY AへHIROSHIFU]ITAへNOBUYUKIKAMIYAへ

KIYOSUMI NAKAMURA '*， MIEKO SASAKI* and KOGO HIRAGAホ

Keywords:毒性試験 tOXIClty test，パーソナルコンピュータ personal computer 

緒 Eヨ

我々の行っている食品添加物，環境汚染物質などにつ

いての毒性試験は，その投与期間から急性，亜慢性およ

び慢性毒性試験に大別される.亜慢性，慢性毒性試験は，

数百匹の動物を用い，被験物質は 3-8濃度段階(主に

飼料添加)，期間は 3ヶ月から 3年におよぶものである.

このような毒性試験においては，それぞれの動物から全

期間にわたる体重測定値，摂餌量，飲水量，死亡あるい

は解剖時の各種検査測定値など多量の情報が得られる.

これら情報の蓄積，保存，解析を高い信頼性を持ち，迅

速に処理するためにはコンピュータが必要不可欠であ

る.

当毒性部においては， 1973年に HITACHI HIMECS 

-001 (現システム)を導入し，各種計測機器をオンラ

インで接続したシステムを開発1) した.これまでにジ

ブチルヒドロキシトルエン2J)，直鎖型アルキルベンゼ

ンスルホン酸ナトリウムい，オルトフェニルフェノー

ル6J)，オルトフェニルフェノールナトリウム8) および

チアベンダゾール9) など多くの毒性試験に活用してき

た.しかし現システムは記憶容量が不足していること，

プログラムが固定化されていることから一般研究者がプ

ログラムの開発改良を行うことが困難である.データは

カセットテープ保存によるため，その入出力に時間を要

する.またフログラム開発ができないため，このデータ

は他の解析に利用できない.これらの問題点を解決し，

今後より多様化するであろう毒性試験に対応するため新

毒性試験システムの導入が強く望まれる.

コンピュータの発達，普及により，パーソナルコン

ピュータと呼ばれる機種の高性能化，低価格化が進み，

実験研究への利用の道が関かれつつある.これらの機種

の中には記憶容量が大きく，データの蓄積，保存能力に

すぐれ，フ。ログラム開発が容易な OS(オペレーティン

グシステム)を採用しているものが多い.そこで当部に

おける現システムの補助として，さらに新毒性試験シス

テム導入に向けてのプログラム開発上のシュミレーショ

ンおよび毒性試験におけるパーソナルコンピュータ利用

の可能性を検討するために， SEIKO 7500 (本システム)

を導入し，毒性試験データ解析システムの開発を行った.

これまでにいくつかのプログラムが製作でき，一応シス

テムとして稼動するようになったのでここに報告する.

なお本システムは改良開発を続行中であるため中間報告

とする.

システムの概要

1.使用機器について

本システムにおける機器の構成を図 lに示した.

SEIKO 7500は本体 (CPU)，CRTディスプレイ，キー

ボードおよびミニフロッピーディスク・ドライブが一体

となっており，①IPL(Initial Program Loader)キー

によりプログラムのロード，実行がワンタッチで行える.

②本体に独立したプログラムを複数個記憶でき，フ。ログ

ラム聞や既製のサブルーチンとの結合ができる.③外部

配列の処理が内部配列と同様にできる，などの機能を

有する. 仕様は， CPU: ]OB i8085A 1/0 i8085A， 

ROM : 44 KB， RAM : 48 KB，使用言語:SEIKOス-

J~- BAS1C， CRT : 12インチグリーン，キーボード:

]IS配列 5段シフト・キーボードおよびミニフロッピー

*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 
仲間微生物部ウィルス研究科
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図1.機器の構成

図 2.毒性試験データ解析システムのプログラム構成

*** TOXICICOLOGICAL STUDY *** 83， 6， 15 
1. DESIGN OF TOXICITY TEST 

2. BODY WEIGHT 

3. FOOD & W向TERCONSUMP T ION 

4. ORG向NWEIGHT 

5. H町内TOLOGICALTEST 

6. SERUM BIOCHEMIC向LTEST 

シzリNO. INPUT ( END一日)

図 3. CRT両面の CONTROLMENU 

ディスク・ドライブ両面倍密 2台 (296KB X 2 )か

ら成る.

周辺機器として，演算結果などの報告書作成はグラ

フィックプリンタ SEIKO9515 (132ケタ， 150字/秒，ドッ

トマトリックス)を用いている. CRT画面のコピーは

ビデオプリンタ SEIKO7545 (画面/13.5秒)を用いて

いる.

2.プログラム開発方針

プログラムの開発は以下に述べる点、を考慮し行った.

(1)動物に一連の通し番号 (Sequ巴ntialnumb巴r，以下

SEQ NOとする)を付け，各種データは全て SEQNO 

によって管理する.

(2)全てのプログラムは IPLによってロードされるコ

ントロールメニューで管理し，実行にあたっては CRT

画面表示との対話形式とする.

(3)入力は誤入力防止のため原則としてテンキーのみの

使用とする.

(4)操作中の誤入力チェックを厳重に行い，再入力をう

ながす.

(5)欠測値および棄却処理などの操作が容易であるこ

と.

(6)各測定・検査データはミニフロッピーディスク(以

下 MFDとする)にファイルする.

(7)統計解析は基礎統計量を求め，平均値の差の検定 (t 

一検定)川を行う.検定の結果で有意なものは報告書

作成の際 C*Jにて表示する.ただし分散比が大きく有

意な時は Aspin-Welchの補正!())を行う.

(8)各測定・検査のデータ，統計量，検定結果をまとめ

た報告書および統計解析結果のみの総括表 (Tabl巴)を

作成する.

(9)必要に応じて各測定・検査データのグラフ化を行

つ1・

3. プ口グラムの概要

プログラムの概要を述べるにあたり，はじめに一般的

な毒性試験についてその概略を説明する.慢性毒性試験

を例にとると，実験動物としては通常ラットやマウスが

数百匹程度用いられる.試験開始にあたって動物は，被

験物質を与えない対照群と数濃度段階の投与群に割り付

けられる.試験開始後は毎週 1-2回の体重測定，毎週

あるいは定期的な摂餌量，飲水量の狽IJ定が 2-3年にわ

たって行われる.試験終了時には動物を解剖し，摘出し

た心臓，肝臓などの臓器は秤量される.また採取した血

液は血液学的，血清生化学的に分析される.このような

測定・検査の結果は詳細に検討の L 最終的に病理検査



東京衛研年報 34. 1983 423 

結果などと合せて毒性について解析が行われる.

本システムはこのような毒性試験の流れにできるだけ

沿う構成とした.図 2は本システムの概要を示したもの

である.システム全体はコントロールプログラムによっ

て管理されており，始動の際 IPLキーを押すことによ

りCRT上にメニューが表示される(図 3).これによっ

て必要なフ。ログラムを選択する.以下各プログラムの役

割について述べる.

(1 )Design of toxicity test 毒性試験の全体的なデザ

インを登録する.また以下の(2)ー(6)におけるデータ処理

にあたって， SEQ NOの管理を行う.試験期間中の死

亡動物あるいは投与に関連なく異常の発生した動物は，

入力，演算，出力から除外するようにファイル処理を行

う.その場合既測定データは，ファイルにそのまま保存

される.

(2)Body weight 体重測定データの処理を行う.

(3)Food and water consumption 摂餌量，飲水量，

薬物摂取量，食餌効率を求め，それらのデータ処理を行

つ.

(4)Organ weight 臓器重量測定データの処理を行う.

(5)Hematological test Cou]ter Counter Model Sに

よって分析された血液学的検査データの処理を行う.

(6)Serum biochemical test オートマチックアナラ

イザ-HIT ACHI 705によって分析された血清生化学的

検査データの処理を行う.

(2)-(6)の各プログラムは図 2に示すように 4-5のサ

ブルーチンで構成されている.①SET:データ処理に必

要な事項を登録し，ファイルの初期化を行う.②IN旬

PUT : SEQ NO順にデータを入力する.また入力直後

のデータの追加・訂正，データをファイルした後の追

加・訂正を行う.なお(4)のプログラムではデータをファ

イルした後の追加・訂正を INPUT2で行う.③OUTl

:入力データの統計量計算，t一検定および報告書の作

成を行う.④OUT2 統計解析結果のみの総括表を作

成する.これらはサプコントロールプログラムで CRT

上に表示されるメニューより必要に応じて選択する.

4.出力例

(l)Design of toxicity test SEQ NO，群数，群名を

登録することによって，システムにファイルされている

乱数表を用い，群分け，ランダ、ム化ブロック配置法よる

ケージ配列を行う.図 4はケージ配列を示し， 4ケタの

数字は SEQNOを，太字の数字は群 NO.を表わす.

(2)Body weight 図5はAbsolutebody weight， Rela-

tive body weightの報告書作成例を示す.群数は横8群

が可能であり，それ以上の場合は二段，三段，……表示

になる.群数に制限はない.Relative body weightの基

準となる測定回(測定日)は SETで登録されており，

測定日ごとの入力は不要である. ISは対照群に対する

投与群の体重増加・抑制率を表わす.F値横の()内は

Aspin-Welch補正したtー検定の自由度を示す.t値の

C*)は検定の結果が有意であることを表わし，*は 5%， 

**は 1%， * * *は0.1%の危険率を示す.この表示

は各プログラムとも共通である.なおtー検定の対照群

となる群は任意に指定可能で，他のプログラムでも同様

である.

平均体重の推移を表示した総括表の作表例を図 6に示

す.各測定回(測定日)とも上行は平均値，()内は例数，

下行は標準偏差を表わす.出力させる測定回数は任意に

指定できる.

(3)Food and water consumption 給餌量，残餌量，

こぼし量から摂餌量を，給水量，残水量から飲水量を算

出し，さらに摂餌量と投与薬物濃度から薬物摂取量を求

める.これらから動物体重 1kg当りの量も求める.摂

餌量と体重の増減から食餌効率を求める(図 7).以上

の測定は 1ケージ 1匹飼いを基本としているが， 1ケー

ジ数匹飼いの場合にも対応可能である.また被験物質は

2種以上可能である.F値下のC*)はAspin-Welchの

補正を意味する.入力に関しては給餌量，給水量測定日

と残餌量，こぼし量，残水量測定日とに分けることが可

自~である.

図8は総括表の作表例である.出力させる測定項目は

任意に選択できる.

(4)Organ weight 測定臓器名は SETで登録される.

INPUTでは SEQNOごとに，登録されている臓器名が

全て表示され，それに従ってデータを入力する.報告書

は群ごとに Absoluteorgan weightおよび Relative

organ weightから成っている(図 9). 

図10は総括表の作表例である.各臓器とも上段は

Absolute organ weight，下段は Relativeorgan weight 

を表わす.

(5)Hematological test Cou]ter Counter Model S に

よって分析された白血球数 (WBC)，赤血球数 (RBC)，

ヘモグロピン (Hgb)，平均赤血球容積 (MCV)を入力し，

計算によってへマ卜クリット (Hct)，平均赤血球ヘモ

グロビン量 (MCH)，平均赤血球ヘモグロピン濃度

(MCHC)を求める(図11).

図12は総括表の作表例である.

(6)Serum biochemical test INPUTで入力可能測定
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1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 "24 23 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 4(1 

市川脚本車 5001 5009 5017 5025 5033 5041 5049 505ア 5065 5073 5081 5089 5097 5105 5113 5121 5129 5137 命綱ホホ

さ5 6 ::3 Jl.争 1 :3 4- 5 6 5 6・ 1 :2 1 4ー さ5 4- :3 
噸..・ 5005 5013 5021 5029 5037 5045 5053 5061 5069 507ア 5085 5093 5101 5109 5117 5125 5133 5141 市市噂ゆ

1 <争:2 :2 5 6 :2 3 1 :2 3 4- 5 63  16 :2 

噂..前 5002 5010 5018 5026 5034 5042 5050 5058 5066 5074 5082 5090 5098 5106 5114 5122 5130 5138 市吻取市

3 5 4- 6 5 33  :2 4 4- 6 5 6 :3 4 4-凸 E
車場*別院 5006 5014 5022 5030 5038 5046 5054 5062 50アo 5078 5086 5094 5102 5110 5118 5126 5134 5142 事事*彬

6 1 ニ2 :2 4- 1 竺561 :3 1 :2 1:::;之さ5 二2 1 :3 

事判障制ド市 5003 5011 5019 502ア 5035 5043 5051 5059 5067 5075 5083 5091 5099 5107 5115 5123 5131 5139 布市羽脚本

:2 :3 1 5 6 :3 5 :3 :2 5 3 1 :2 3 白凸4- 1 
割R唱前副幹... 5007 5015 5023 5031 5039 5047 5055 5063 5071 5079 5087 5095 5103 5111 5119 5127 5135 5143 >1<取市ホ

4- .るを5 2 1 4- 4 61  2 6 4 5 4 1 5 23  

事事制御ホ 5004 5012 5020 5028 5036 5044 5052 5060 5068 5076 5084 5092 5100 5108 5116 5124 5132 5140 >1<ホホ*

::3 6 4 6 1 3 45  1 ~・:z '"芝:) ::3 6 e忌三s <桜

柳川脚事場 5008 5016 5024 5032 5040 5048 5056 5064 5072 5080 5088 5096 5104 5112 5120 5128 5136 5144 ・ホホ噂

:Z 1 "ヨ : Z を542366 13~‘ーニ;! 1 2 1 5 

図4. ランダム化ブロック配置法によるケージ配列の出力例

5・e坤4持e A8SQLUTE  BOD、， WEXCヨト~T

邑J、、-_..，.凶J~-イ ーーーーーー TEST  官イヘm ツーー- MALE フFイl~ NO.-一-1 
ソ?テイ刀イスウーー- 2 ソ?テイヒ‘ ーー 83. 6. 6 リフテイ v"ー_- MIKURIYA 

NO SEa CONTROL SEQ TEST 1 SEa TEST 2 SEa TEST 3 SEQ TEST 4 SEQ TEST 5 SEQ TEST 6 SEQ TEST 7 

1 7010 136 7013 123 7006 127 7003 122 7001 130 7014 141 7002 135 7007 143 
2 7011 130 7016 149 7008 138 7004 129 7022 128 7017 145 7005 133 7012 136 
3 7024 137 7018 132 7027 135 7009 132 7023 122 7019 141 ア01~ 119 ア021 120 
4 7025 139 ア031 135 ア029 133 7030 119 ア032 131 7020 130 7028 125 ア026 132 
5 7034 133 703ア 140 フ033 126 ア035 124 7044 126 ア039 142 7041 137 7054 126 
6 7040 131 7042 132 7036 130 ア038 115 7046 130 7045 132 ア048 131 7055 138 
7 7051 129 7043 141 7047 13フ 7056 133 ア049 136 ア050 133 70~8 123 7061 143 
8 7053 140 ア052 138 7062 130 ア05ア 114 7059 140 7060 128 ア063 12き 7064 145 
9 7065 131 7073 134 7069 134 7068 113 7067 122 ア0ア9 137 7066 127 ア074 128 

10 7078 130 7076 126 ア070 133 7075 121 7072 133 7080 130 7071 125 7077 135 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 
M 133.6 135.0 132.3 122.2 129.8 135.9 128.0 134.6 、， 16.81 56.25 16.00 53.29 32.49 36.00 33.64 6ア.24
so 4.1 7.5 4.0 7.3 5.ア 6.0 5.8 8.2 
5E 1.3 2.4 1.3 2.3 1.8 1.9 1.8 2.6 

3.35 1.05 3.17 1.93 2.14 2.00 4.00 
0.518 0.718 4.306申 申串 1. 711 1. 001 2.493申 O.~45 

市市申 FミELA'・:rVE EヨODV WEICヨE→1噛

NO SEG CONTROL SEQ TEST 1 SEQ TEST 2 SEQ γEST 3 SEQ TEST 4- SEQ TEST:5 SEQ TEST 6 SEQ TESTア

1 7010 130 7013 109 7006 122 7003 114 7001 118 7014 131 7002 136 700ア 138 

2 7011 129 7016 145 7008 138 7004 133 7022 119 7017 128 7005 115 7012 137 

3 ァ。24 138 7018 131 7027 125 7009 120 ア023 109 7019 129 7015 110 7021 110 

4- 7025 129 7031 130 7029 122 7030 109 7032 131 7020 133 7028 12'、 7026 128 

5 7034 13ア ア037 128 ア033 113 7035 -117 7044 125 7039 131 ア041 122 ア054 129 

6 7040 12ア 7042 127 7036 12ア 7038 108 7046 126 7045 120 7048 122 7055 133 

7 7051 113 7043 140 7047 129 ア056 130 7049 119 70~O 125 ア058 121 ヲ061 134 

B 7053 127 7052 142 7062 120 7057 109 7059 123 7060 127 フ063 116 ア064 138 

9 7063 118 70ア3 121 7069 125 7068 110 ア06ア 116 ア0ア9 132 7066 120 7074 117 

10 7078 117 7076 125 7070 132 7075 119 70アZ 132 7080 129 7071 130 ア077 116 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 

" 126.5 129.8 125.3 116.9 121.8 128.5 121.6 128.0 

υ 6ア.24 114.49 47.61 77.44 49.00 14.44 54.76 104.04 

SD 8.2 10.7 6.9 8.8 ア.0 3.8 7.4 10.2 

5E 2.6 3.4 2.2 2.8 2.2 1.2 2.3 3.2 

F 1. 70 1.41 1. 15 1.37 4.66ホ【 13> 1.23 1.55 

t O.ア74 0.354 2.524申 1.379 0.700 1.403 0.362 

IS 100.0 102.6 99.1 92.4 96.3 101.6 96.1 101.2 

〈 牢~抗且コヂハ 1 百イメ予禍又 〉

図 5.体重データの出力例
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ク‘コメイ CONTROL TEST 1 TEST 2 TEST 3 TEST 4 TEST 5 TEST 6 TEST 7 
ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー由一ーーー目白---ーーー・ーーーーーーーーー----~.-ーー回目』ーー--ーーーーーーーーーーー_._----------ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー』ーーー日ー白圃【回目

1 105.9(10) 104.4(0) 105.7(10) 104.7(10) 106.8(10) 105.8(10) 105. :5(10) 105.4(10) 
自3. 5.30 5.8 5.1 3.9 3.8 5.5 4.ア 6.1 5.2 

2 133.6(10) 135.0(10) 132.3(10) 122.2(10) 129.8(10) 135.9(10) 128.0(10) 134.6(10) 
83. 6. 6 4.1 ア.5 4.0 7.3申申申 5.7 6.0 5.8申 8.2 

3 144.6(10) 143.7【10) 141. 0(10) 132.3(10) 137，5(10) 145.1 (10) 136.5(10) 144.9(10) 
83. 6.13 3.7 9.2 4.7 7.8申串申 8.3 * 6.9 9.8申 8.1 

4 153.8(10) 151. 1 (10) 142.6(10) 149.9(10) 146.9(10) 149.5(10) i40.6(10) 153.6(10) 
83. 6.20 4.0 6.0 8.1申申 7.8 9.8 6.2 6.2申申申 7.4 

5 161.7(10) 157.8【10) 152.9(10) 162.5(10) 158.1(10) 156.3(10) 155.0(10) 158.8(10) 
83. 6.27 8.1 8.1 8.4 申 6.8 9.6 6.6 6.2 7.4 

附EAN
企 SD

図 6.体重データ(総括表)の出力例

申桝申 F O O D  .& lNT円-E:R C口 NSUMPTIOトS 申申ホ

""、、吃Jモr二，，，，--イー・ 寸r E S T ~イ'、ッ.，刊ALE 3ァイI~ NO. .. 2 

ソフテイ1Jイスワ・・ 1 セヲトヒ‘・・ 83 :5 30 ハス‘vヒ桶・・ 6 2 ソヲティ.，・・ 阿lKURJYA
ク鳴:;NO. ~ヨ ク‘コメイ 寸'Eさ5T 4-

SEQ 80DY-W(g) FOOO(g) FOOD-g/kg WATR(g) I.rJATR-g/kg CHE(附g】 CHEm9/kgT白TL-D(g)RE阿N-D(9) OROP-D (9) TOTL-W (9) REMN-1，r，I (9) END-8W (9) FOODg/g 
自由回目白ーーーーーーーーーーーーー-------一ーーーーー一回目ーーーーーーーーーーーーーーーーーー--ーーー回目ーー』ーーーーーーー』ーーーーーーーー』ー一一一ー-ーーー-ーーー四四回目F ー四・ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

1 7001 110 12.5 113.6 16.3 148.5 100.0 909 545.0 507.0 0.2 350.0 301.0 130 22.9 
2 7022 108 10.2 94.4 15.3 142.0 81.6 ア56 540.0 509.0 0.1 354.0 308.0 128 28.0 
3 7023 111 11.6 103.9 13.3 119.0 93.1 831 546.0 511. 0 。。 358.0 318.0 122 12.3 
4 7032 100 11.4 114.3 16.7 166.7 91.5 915 545.0 510.0 0.2 358.0 308.0 131 38.7 
5 7044 101 11.5 113.5 19.3 191.4- 91. 7 908 545.0 510.0 0.2 359.0 301. 0 126 31.1 
6 7046 103 11.5 112.0 18.0 174.8 ヲ2.3 896 546.0 510.0 0.5 359.0 305.0 130 33.4 
7 7049 

1 " 1121..6 4 110.5 18.7 163.7 100.8 B84 549.0 510.0 0.4 351. 0 295.0 136 24.9 
8 7059 114 100.0 17.7 155.0 91.2 800 541.0 506.0 0.3 354.0 301.0 140 32.6 
9 7067 105 11.1 105.7 21. 7 206.3 88.8 84る 542.0 508.0 0.2 352.0 287.0 122 21.9 
10 7072 101 11.8 116.5 17.0 168.3 94目 1 932 545.0 509.0 0.2 3'!52.0 301.0 133 38.9 

N 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
ME州N 106.8 11.6 108.4 17.4 163.6 92.5 867.7 0.2 129.8 28.5 
VAL 30.25 0.49 51.84 5.29 610.09 29. 16 3294.76 0.01 32.49 67.24 
80 5.5 O.ア 7.2 2.3 24.7 5.4 57.4 0.1 5.7 8.2 
SE 1.7 0.2 2.3 O.ア ア.8 1.7 18.1 0.0 1.8 2.6 

1.11 11.76 11.20 4.00 2.81 25.00 1.93 1.05 
署併 柑 司惨

0.356 2.530 2.540 0.061 0.007 2.481 1. 711 0.296 
市 制劇 司臨

図7.摂餌量，飲水量および薬物摂取量データの出カ例

?‘コ.イ C口NTR口L TEST 1 TEST 2 TEST 3 TEST 4 TEST 5 TEST 6 TEST 7 
ーーーー日一一一一一『ーーー四ーーーーーーーーー田ーーー一一一ー由---ーーーーー----------------ー】ーー-ー『ー-------------ー一一ーー四回目ーーーーーーーーーー『【ーーーーーー----日目ーーー』ーーーー--------同ーーーーー

83. 5.30 FOOD 13.6(10) 13.2【10) 12.6(10) 13.4(10) 11.6(10) 12.5(0) 13.9(10) 12.6(10) 
2.4 1.7 1.3 1.9 0.7申1.8 2.7 1.5 

FOOD-/KG 128.6(10) 125.9(10) 119.1 (10) 127.6(10) 108.4<10】 118.0(10} 132.8(10) 119.5(10) 
24.1 14.3 11.6 18.1 7.2ホ 16.0 29.8 17.2 

U向TER 17.3(10) 16.5(10) 18.2(10) 18.8(10) 17.4(10) 16.3(10) 17.3(10) 17.4(0) 
4.6 1.8 7.1 3.5 2.3 2.5 5.2 3.5 

IJATER-/KG 163.5(10) 158.4(10) 173.5(10) 179.4(10) 163.6(10) 154.7(10) 166.1(10) 166.1(10) 
41.4 18.7 69.6 31.7 24.7 23.9 56.9 35.8 

CHEMICAL 0.0(0) 13.2(10) 25.2(10) 53.4(10) 92.5(10) 199.7(10) 445.9(10) 802.8(10) 
1.7 2.5 7.5 5.4 28.3 86.7 95.1 

CHEM-/KG 0.0(10) 125.9(10】 238.2(10) 510.6(10) 867.7(10) 1887.5(10) 4248.9(10) 7645.3(10) 
14.3 23.2 72.5 57.4 255.7 951.9 1101.9 

DROP 0.6(10) 0.5(10) 0.4(10) 0.5(10) 0.2(10) 0.9(10】 0.7(10) 0.5(10) 
0.5 0.6 0.4 0.5 0.1 申 1.0 0.7 0.5 

FD EFFECT 29.凸(10) 34.2(10) 30.7(10) 18.5(10) 28.5(10) 35.0【10) 23.1<10) 34.1(10) 
8.4 12.8 9.2 8.2申申 8.2 6.6 6.1 13.9 

ー一一一一『四回ーーーーーーーーーー一一一ーー--ーーーーーーーー一一ーーー----------ーー-ーーーーーーーーーーーー----ーー--冒【司--ーーーーーーー四ーーーー一ーー百四回ーーーーーーーーーーーーー回一一ー-----ーーーーーーーーーーーーーーーー

図8.摂餌量，飲水量および薬物摂取量データ(総括表)の出力例
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GROUP NO. 2 DOSE TEST 1 MALE < I当日SOLUTEωEIGHT > TEST 10 -附AY - 1983 

•• P 1 ・・

SEQ B.W. BRAIN HEART LUNG L1VER SPLEEN KIDNY-R KI四~Y-L ADRNL -R ADRNL -L TESγS-R TESTS-L BLADDER PROSTAT 
9 m9 mg M9 9 m9 m9 m9 m9 的9 m9 M9 帥. m9 

1 70'13 340 2130 1035 1013 10.50 708 1345 1418 18.4 22.4 1453 1578 202 248 
2 7016 381 2139 990 1'064 12.95 607 1184 1239 20.4 24.9 1832 1554 254 298 
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図 9. 臓器重量データの出力例
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図10.臓器重量データ(総括表)の出力例



東京衛研 年報 34，1983 427 

申申申 HEMATOLOGXCAL  TEST  (SLOOD  CELL  C Q U N T )  申申申

;;..0、、."勺r=.，，~ィ' ーーーーー- TEST  1)イ'、、、ツー司-MALE ファイI~ NO.【ー- 5 

ツフテイヒ‘ ーー 83. 6. 1 ソクテイジ令ーーー附IKURIYA

?、、二，N口.一一一- :::; 亡フ、、=ノポーーイ ーーーーー TEST :2 

NO SEa IJBC RBC HGB HCT 阿cv MCH 附CHC

6

8
ア
9
3
6
7
2
9
0

0
0
2
2
3
3
4
6
6
7
 

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
 

7
7
7
7
ア
ア
ア
ア
ア
ア

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
 

1
 

4ι

・烹
M

吟
'
h

宮山
w

・4
A

略。，，
a
空
ω
今
'
-

••••••••• 9
6
3
2
沼

6
5
6
4
7

A4吟
2

。9
7
6
2
δ
o
5
1
6

R
J
d
u
8守

t
ロ医
Jd》

ι
ω
ι
M
'
ι
晶
.
今
，
‘
-
仇

v
勺

.••.•••... 6
8
5
4
1
ア
6
A
4守
5

5

14.2 
18.2 
14.3 
10.5 
7.3 

18.6 
13.9 
11.3 
12.6 
12.9 

34.ア
38.7 
27.9 
24.2 
9.4 

37.5 
31. 7 
22.1 
25.6 
26.3 

3
6
9
3
8
9
2
2
1
0
 

5
4
4
5
5
4
5
5
5
5
 

21.7 
21.6 
25.1 
23.0 
45.1 
24.3 
22.8 
26.6 
25.1 
24.S 

41. 0 
4ア.0
51.3 
43.4 
7ア.7
49.6 
43.8 
51.1 
49.3 
49.0 

N 10 10 10 10 10 10 10 

" 8.3 5.51 13.4 27.8 51.3 26.0 50.3 
υ ア3.96 3.6100 11. 56 ア3.96 10.24 47.61 104.04 

5D 8.6 1. 90 3.4 8.6 3.2 6.9 10圃 2
SE 2.7 0.60 1.1 2.ア 1.0 2.2 3.2 

F 10.94申【 11) 1.19 1. 47 1.39 1.31 8.27申(11> 6.19申【 12)
t 0.986 1.守64 1.795 2.131申 0.744 1.342 1.410 

図11.血液学的検査データの出力例

ク"シメイ CONTROL 
ヒ字又ウ (10) 

TEST 1 
(10) 

TEST 2 
(10) 

TEST 3 
(10) 

TEST 4-
(0) 

TEST 5 
(10) 

TEST 6 
(10) 

TESTア
(10) 

ωBC 5.5 6.1 8.3 6.3 6.6 6.9 7.6 4.9 
2.6 1.6 8.6 2.9 3.5 1.ア 3.3 1.4 

RBC 7.11 6.57 5.51 7.20 。.85 6.33 6.80 ア.27
1. 74 0.80 1.90 1.83 1.6昌 1.21 2.72 1.51 

HGB 15.9 16.1 13.4 16.0 15.1 16.0 15.7 16.8 
2.8 1.8 3.4 3.4 3.3 2.0 4.2 2.0 

HCT 35.4 33.0 2ア.8 35.6 32.0 31.6 33.6 35.ア
7.3 3.0 8.6牢 7.9 9.9 5.6 12.7 6.9 

附Cυ 50.3 50.5 51.3 4守.9 47.2 50.0 50.4 49.2 
2.8 2.0 3.2 2.3 10.ア 1.6 3.1 1.7 

MCH 22.9 24.6 26.0 22.5 22.6 25.6 25.6 23.7 
2.4 2目。 6.9 2.1 2.9 2.5牢 7.6 3.3 

MCHC 45.4 48.7 50.3 45.2 44.7 51. 2 50.3 48.1 
4.1 3.7 10.2 3.9 5.。 4.9'和 11. 2 6.7 
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図12.血液学的検査データ(総括表)の出力例
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図13.血清生化学的検査データの出力例
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夕、シメイ C:ONTROL TEST 1 TEST 2 TEST 3 TEST 4 TEST 5 TEST 6 TESTア

【一一一一一ー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ーーーーー戸ーー一ーーーー一一ーーーーー一一一一戸一一一一一一一ー一一一一一
GOT 116.2 (10) 116.7 (10) 136.7 (10) 134.8 (10) 119.3 (10) 116.2 (10) 116.守 (10) 11'5.6 (10) 

17.3 17.0 24.9 13.6申 16.0 14.6 25.1 14.8 

GPT 66.0 (10) 71. 4 (10) 66.3 (10) 72.1 (1(1) 62.9 (10) 69.4 (10) 63.3 (10) 60.8 (10】

15.8 13.5 15.8 14.2 13.9 13.6 17.0 15.8 

ALP 28.2 (10) 29.6 (10) 27.1 (10) 26.5 【10) 26.8 (10) 29.0 (10) 34.9 (10) 30.9' (10) 
4.0 4.2 4.6 10.0 6.1 6.0 10.6 5.3 

GLU 142.5 【10) 150.2 (10) 149.6 (10) 160.3 (10) 154.0 (10) 153.7 (10) 144.7 (10) 152.0 (10) 
16.7 18.0 17.4 15.3申 18.5 24.9 16.3 14.8 
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UN 19.1 (10) 22.2 (10) 21. 1 (10) 18.7 (10) 21. 0 (10) 22.1 (10) 23.7 【10) 18.8 (10) 
4.6 3.7 4.6 5.8 3.1 5.0 3.8申 5.0 

TP 8.55(10) 8.96(0) 9.78(10) 9.36(10) 9.69(10) 8.23(10) 8.92(10) 9.02(10) 
1.37 1.60 1.25 2.47 1. 21 1.45 1.40 1.56 

ALB 5.86(10) 5.66(10) 5.53(10) 4-.15(10) 5.62【10) 5.66(10) 4.32(10) 5.45【10)
0.58 0.70 0.68 1.71ホ 0.60 0.77 1.87申 0.69 

NA 150.5 (10】 150.7 (10) 147.5 (10】 149.7 (10) 152.2 (10) 151.3 【10) 147.7 (10) 146.6 l10) 
6.0 5.2 4.6 5.3 4.6 5.3 6.2 5.3 

7.00 (10) 凸.91(10) ア.07(10) 7.24(10) 6.9白 (10) 6.72(10) 6.83(10) 6.82Cゐ10) 
0.49 0.80 O.ア苫 1.43 0.74 0.73 0.86 0.6ア
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図14.血清生化学的検査データ(総括表)の出力例

項目 (28項目)のリストが表示され，その中から入力す

べき項目を選択する.入力時には SEQNOごとに，選

択された項目が表示され，それに従って各項目のデータ

を入力する.報告書は図13，14 (総括表)に示す.

開発システムの効果と問題点

パーソナルコンピュータを用いて毒性試験データ解析シ

ステムの開発を行った結果，いくつかの効果と問題点が

明らかとなった.

①パーソナルコンピュータ用ソフトウエアで多用され

ている対話形式を採用した.これはシステム利用者がコ

ンピュータに対する深い知識を必要とせずに利用するこ

とを可能にした.特に本システムでは，入力時に入力デー

タの正誤をプログラム上でチェックし，誤入力の時には

再入力をうながす作業を極力付加することによってプロ

グラムのエラーストップをさけるようにした.

②MFDによるデータの蓄積・保存は，データの入出

力時間を現システムのテープに比べてかなり短縮した.

特に SEIKO7500に設置された MFDドライブは，本体

記憶の内部配列同様に外部配列を作り使用できるという

大きな特長を有する.このためプログラム開発を非常に

容易にし，データの再利用も簡単にできる.

①プログラム言語は BASICを用いた.これは比較的

簡便な言語でパーソナルコンピュータ用 OSとして広く

採用されており，一般研究者によるプログラム開発を可

能にした.また， BASICインタプリタは一方で計算ス

ピードが比較的遅いという欠点を有するが，他方プログ

ラムの改良が容易であるという利点でもある.従って本

システムで規定した毒性試験の形式にそわない新しい試

みの試験に対しでも必要に応じた改変が可能である.

④データ入力はキーボードから行う.毒性試験におい

てはデータ数が非常に多いことから誤入力が起る可能性

がある.本システムでの対応としては入力中，入力後お

よび出力後の 3段階でデータ訂正が可能である.また入

力直後に入力データの出力を行い，データの照合を義務

づけることにより誤りをなくすようマニュアルで決めら

れている.将来的には計測機器とパーソナルコンピュー

タの接続を検討する必要がある.

⑤パーソナルコンピュータの MFD中のデータは，

そのままでは機種間で互換性がないと言われている.

従って本システムで蓄積したデータは他機種での利用が

できない可能性が高い.このことは今後の大きな問題点

として残されており，互換性のあるフロッピーディスク

( 8インチ， IBM型)の採用を検討しなくてはならない.

新毒性試験システムの展望

今後の新毒性試験システム導入へ向けての基本的方針

として，研究者がプログラム開発可能であることを前提

に使用言語は BASICか FORTRANが良いと思われ

る.ただし互換性が高いこと，演算速度の点からインフ

リタではなくコンパイラが望ましい.外部記憶装置とし

ては利用の簡便さ，入出力速度，保管の点からフロッピー

ディスクが妥当であると思われる.ただし，他機種との

データの互換性を考慮する必要があろう.またキーボー

ドからのデータ入力は誤入力の原因となり易いことから

考えて，計測機器とのオンライン化が望ましい.以上の

点を満たす新毒性試験システムとしては，現システムの

ような完全集中オンラインシステムではなく，パーソナ
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ルコンピュータの利点を生かしたものが考えられる.す

なわち計測機器とパーソナルコンピュータを接続し，

データをフロッピーディスク(あるいはモデムカブラ)

を媒体として中央処理装置に移し処理するようなシステ

ムが有効であると考えられる.

またソフトウェアの商からは，単に毒性誌験データの

処理のみならず，動物の飼育管理，飼育器具・器材の管

理などにも対処できるようなシステムにすべきであろ

っ.
圭豆
ロロ

パーソナルコンヒ。ユータを用いて毒性試験データ解析

システムの開発を行った.このシステムは動物の SEQ

NO登録，ケージ配列の決定，体重，摂餌量，飲水量な

どのiJ¥1]定データ処理および解吉1]時の臓器重量，血液学的

検査，血清生化学的検査データの処理を行うものである.

パーソナルコンピュータ導入の結果は，一般研究者によ

るプログラムの開発を可能とし，対話形式の採用により

操作も容易にした.また MFDの使用はデータの蓄積・

保存，再利用に有効であった.キーボードからのデータ

入力において，起り易い誤入力に対応した処置の必要が

認められた.
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F)の精製について

第27巨|ブドウ球菌研究会(1982.11)

五卜嵐英夫，藤川 j告，宇佐美博幸，新垣正夫， i羽田

弘，秋山和幸，坂井千三:毒素性ショック症候群

(Toxic-Shock Syndrome)患者由来ブドウ球菌の産生

する毒素 (EnterotoxinF)の諸性状について

第27[E[ブドウ球菌研究会 (1982.11)

Masaaki Tsuno， Kenji Ohta， Shigeru Matsushita， 

Sumio Yamada， Yasuo Kudoh， Senzo Sakai， Makoto 

Ohashi， D. Bhanthunkosol and R. Pan-Urai 

Etiological Survey on Diseaseas in a Rural Area in 

Thailand， Chanthaburi 

The 18th ]oint Conferenc巴 US-]apanCooperative 

Medical Science Program Cholera Panel (1982.11) 

Shigeru Matsushita， Kenji Ohta， Sumio Yamada， 

Masaaki Tsuno， Yasuo Kudoh， Senzo Sakai and 

Makoto Ohashi Antibiotic Resistance of Vibrio 

cholerae Recently Isolated from Human Sources in 
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Japan and Other Countries 

The 18th ]oint Conference US-]apan Cooperative 

Medical Science Program Cholera Panel (1982.11) 

Yasuo Kudoh， Shigeru Matsushita， Sumio Yamada， 

Kenji Ohta， Masaaki Tsuno， Senzo Sakai and Makoto 

Ohashi : Simplification of Methodology for Detecting 

Escherichia coli Entero toxins 

The 18th ] oint Conference US-] apan Cooperative 

Medical Science Program Cholera Panel (1982.11) 

竹重都子，向島 雄，露崎国夫，山口武一，宇仁田久文，

吉田義夫，伊藤武，斎藤香彦，足立卓治，渡辺賢哉:

家畜における Campylobacterjejuniの保菌状況とその

分離株の性状に関する研究 2.家畜の盲腸内容物およ

び枝肉からの本菌の分離成績

第95回日本獣医学会(1983.4) 

福山正文，上村知雄，斎藤香彦，高橋正樹，高野伊知郎，

伊藤武，村田元秀，光崎研一，伊藤宗徳，原元宣，

清水武彦，田淵清，渡部孝:Thermophilic cam-

pylobacterの生態学的研究 4.野鳥における本菌の

分布

第95回日本獣医学会 (1983.4) 

工藤泰雄:コレラ類似菌による下痢症

第95回日本獣医学会(1983.4.) 

伊藤武，斎藤香彦，柳川義勢，稲葉美佐子，印斐明美，

高橋正樹，高野伊知郎，坂井千三，大橋誠:東京都内

で発生した15事例の Campylobacterjejuniによる集団

下痢症の疫学的，細菌学的特徴について

第57回日本感染症学会総会 (1983.4) 

高橋正樹，伊藤 武，斎藤香彦，高野伊知郎，甲斐l明美，

柳川義勢，稲葉美佐子，坂井千三，大橋誠:ヒ卜，家畜，

家禽，ベットおよび野鳥由来の Thermophiliccampy聞

lobacterの生化学的諸性状ならびに薬剤感受性につい

て

第57凶口4:!昔、染症学会総会 (1983.4) 

斎藤香彦，伊藤武，高橋五樹，柑[J川義勢，坂井千円，

大橋誠:Campylobacter jejuniの血清学的研究ー特

に Lauwers，Penner， Lior， Rogol， Kosunenおよび
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Jonesの各血清型と著者らの血液との関連

第57回日本感染症学会総会 (1983.4) 

河島尚志，小西佐知子，松延正之，露木和光，武隈孝治，

神田誠，佐藤徳枝，牛尾正孝，本多輝男，金免貞，

大角勝彦，野田周一，坂井千三，伊藤ー 武，斎藤香彦:

Campylobacter jejuniの臨床分離株の MIC近似値と

血液型

第57回日本感染症学会総会(1983.4) 

稲葉美佐子，伊藤武，斎藤香彦，甲斐明美，柳川義勢，

高橋正樹，高野伊知郎，坂井千三:過去7年間に東京都

内で発生した B.cereusによる幅吐型食中毒の疫学的，

細菌学的検討

第57回日本感染症学会総会 (1983.4) 

津野正朗，太田建爾，松下 秀，工藤泰雄，坂井千三，

大橋 誠:タイ国チャンタブリ県における下痢症の病原

検索成績について

第57回日本感染症学会総会(1983.4) 

松下秀，工藤泰雄，坂井千三，大僑誠:毒素原性

大腸菌の簡易検出法とその本菌下痢症診断への応用

第56回日本細菌学会総会 (1983.4) 

伊藤輝代，横田健，松下秀，太田建爾，大橋誠

:コレラ菌の毒素産生と cAMP

第56回日本細菌学会総会(1983.4) 

五寸嵐英夫，藤川 浩，新垣正夫，海l回弘，坂井千三，

川畑俊一郎，森田隆司:Toxin Shock Syndrome患者

由来黄色ブドウ球菌の産生する毒素(エンテロトキシン

F)の精製およびその性状

第56回日本細菌学会総会(1983.4) 

五十嵐英夫，藤川浩，新垣正夫，潮田弘，坂井千

三:ブドウ球菌，エンテ口トキシン A-F産生菌の分

布および正常人における各型工ンテ口卜キシンの抗体

第56回日本細菌学会総会 (1983.4) 

五十嵐英夫，宇佐美博幸，藤川 浩，新垣正夫，槻l田

弘，秋山和幸，坂井千三:“ブドウ球菌エンテ口トキシ

ンF"のウサギに対する発熱活性およびLPS致死活性

の増強作用

第56回日本細菌学会総会 (1983.4) 

伊藤武，斎藤香彦，高橋正樹，坂井千三:Thermo-

phi1ic campylobacterの発育態度および各種環境条件

下における生存について

第56回日本細菌学会総会(1983.4) 

柳川義勢，伊藤武，稲葉美佐子，斎藤香彦，高橋正樹，

甲斐明美，坂井千三，大橋誠，中村明子， 1114: 実，

鈴木俊之:Thermophilic campylobacterの病原性に関

する研究 2)各種由来菌株の培養細胞に対する感染性

第56回日本細菌学会総会(1983.4) 

山田澄夫，津野正朗，太田建爾，松下 秀，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

第57回日本感染症学会総会(1983.4) 

松下 秀， iJl田澄夫，太田建問，津野正朗，工藤昔話雄，

坂井千三，大橋誠:東京都における輸入感染性腸炎の

細菌学的検討一1978-1981に分離された主要病原菌の薬

剤感受性について

第57回日本感染症学会総会 (1983.4) 

工藤泰雄:輸入感染性腸炎の実態とその疫学について

第70回東京都衛生局学会(1983.5) 

新垣正夫，五十嵐英夫，潮田弘，藤川 浩:スライ

ドラテックス凝集反応による黄色ブドウ球菌の|司定とそ

の応用

第45凶日本食品衛生学会(1983.5) 

五|ー嵐英夫，新垣正夫，潮間弘， ~奈川治:

Staphylococcus intermediusおよび Staphylococcus

hyicus subsp. hyicusのエンテ口トキシン産生性とコア

グラーゼ型について

第45凶日本食品衛生学会(1983.5) 

伊藤武，斎藤香彦，高縞JT粒1，坂井千三:食品中に

おける Thermophiliccampylobacterの生存および発

育態度について

第45[!_1]日本食品衛生学会(1983.5) 



稲葉美佐子，伊藤武，坂井千三:各種食肉および魚

肉中における腸炎起病性ウェルシュ菌の発育および工ン

テ口トキシン産生性

第45回日本食品衛生学会 (1983.5) 

和字慶朝昭，諸角 聖，一言広.-本邦食品の糸状菌

汚染に関する研究，つけ物について

第45回日本食品衛生学会 (1983.5) 

高野伊知郎，伊藤武，斎藤香彦，柳川義勢，高橋正樹，

稲葉美佐子，甲斐明美，坂井千三，大橋誠，当真隆則，

杉本清，佐久一枝，野村勝美，山本宣和，正司房，

深見トシエ，鴻巣晶子，山崎 清:ヒ卜下痢症から検出

された Campylobacterjejuniおよび Campylobacter

coliの血清型別について

第70回東京都衛生局学会 (1983.5) 

柏木義勝，近藤治美，大久保暢夫，寺山 武:1980~ 

1981年分離の 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) 

村田以和夫，松田肇，田中寛， Bayani L. Blas : 

酵素抗体法 (ELISA)による日本住血吸虫症の治療効果

判定，特に Praziquantel投与患者より得られたぺア血

清・血媛の ELISA抗体価の推移

第52四日本寄生虫学会大会(1983.4) 

仲川千種，蓑輪佳子，関 比呂伸，鈴木主主任，大石真之，

井村伸正，仁科甫啓，大井 玄:家兎のカドミウム暴露

による貧血について

第41回日本公衆衛生学会総会 (1982.10) 

山本俊一，小林之誠，鈴木重任，武長惰行，深山智代，

甲斐一郎，中川正宣，小山玉野，大井 玄:老人ボケ生

成に友ぼす主体的環境的因子の影響(1)杉並区調査と東

京都調査

第41回日本公衆衛生学会総会(1982.10) 

山本俊一，小林之誠，鈴木重任，武長筒行，深山智代，

甲斐一郎，中川正宣，小山玉野，大井 玄.:老人ボケ生

成に友ぽす主体的環境的因子の影響 (2)知力低下と異常

精神症状発現

第41回日本公衆衛生学会総会(1982.10) 
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坂井富士子，伊藤忠彦，山崎清，岩崎謙二:1981年

秋~1982年春における東京都内のインフルエンザ流行

第30回日本ウイルス学会総会 (1982.11) 

林志直，矢野一好，柴田タツ美，薮内清，岩崎謙二，

山口 剛::東京都内における結膜炎患者からのウイルス

検索

第57回日本感染症学会総会 (1983.4) 

矢野一好，林志直，柴田タツ美，薮内清，岩崎謙

二:都南下水からのウイルス検索

第3回麻布環境科学研究会 (1983.6) 

林;昔、直，矢野一好，柴田タツ美，薮内 清，岩崎謙

二:還境水からのウイルス回収実験

第3困麻布環境科学研究会(1983.6) 

瀬戸隆子，岩崎由美子，安田一郎，浜野朋子，秋山杭l

:'it:市販桃核承気湯製剤j中のセンサノイドAの含量に

ついて

第11回生薬分析討論会 (1982.8) 

原田裕文，安田一郎，瀬戸隆子，浜野朋子，秋山杭|幸

:漢方処方製剤中のグリチルリチン酸含有量

第19回全国衛生化学技術協議会 (1982.9) 

安田一郎，秋山和幸，竹谷孝一，糸川秀治:不飽和脂

肪酸アミドの辛昧活性について

日本生薬学会第29年会 (1982.9) 

宇佐美博幸，秋山和幸:発熱性物質(パイロジェン)

試験の進歩と応用について

日本薬剤師会第15回学術大会(1982.9) 

宇佐美博幸，秋山;fl1幸，正木宏幸:注射斉IJ中の発熱性

物質(エンド卜キシン)の微量測定 SCS-HPLC法

について

第41回日本公衆衛生学会総会 (1982.10)

樫本 隆，河村太郎，中川友夫，原岡裕文，松下秀鶴

:ベンゾ〔α〕ピレン

日本薬学会第103年会 (1983.4) 

原田裕文，木嶋敬一一.，岩食良平，沢村邦夫，丙向 精，
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能崎章輔，平松功，広回博，藤山喜雄:香粧品試験

法一 1

日本薬学会第103年会 (1983.4) 

原因裕文，木嶋敬二，岩倉良平，沢村邦夫，西島 靖，

能崎章輔，平松功，広田博，藤山喜雄:香粧品試験

法-2

日本薬学会第103年会 (1983.4) 

寺島 潔，高橋利恵子，安田一郎，風間成子L:医薬品

製剤の試験法に関する研究 局方製剤中の微量カプサイ

シノイドの定量

日本薬学会第103年会(1983.4) 

宇佐美博幸，秋山和幸:発熱性物質(エンドトキシン)

の加熱処理， MW照射および超音波照射による消長

日本薬学会第103年会 (1983.4) 

奥本千代美，長嶋真知子，溝入茂，風間成孔，秋山

和幸:めっき廃水中シアン化合物のフローインジェク

ション分析

日本薬学会第103年会 (1983.4) 

重岡捨身，宮武ノリヱ，上原真一，萩原輝彦，秋山和幸，

原田裕文:ヒドロコルチゾン・ジフェンヒドラミン軟膏

の定量法

第70回東京都衛生局学会 (1983.5) 

竹内正博:7'ナログ変換した定周波パルス型 ECDの

応答特性について

第31回日本分析化学会 (1982.9) 

水石柱|子，竹内正博，吉原武俊:晴乳周乳首からの

Nーニトロソアミンの生成について

第69回東京都衛生局学会(1982.11)

山野辺秀夫，江波戸挙秀，竹内正博，吉原武俊，原田

裕文:毛髪中の元素濃度におよぼす処理剤の影響につい

て

第19回全国衛生化学技術協議会(1982.9) 

観 照雄，伊藤弘一，中村義昭，鎌田国広，吉原武俊，

原田裕文:ガスクロマトグラフ法による化粧品中の高級

アルコール，エステル類およびスクワランの同定

日本薬学会第103年会 (1983.4) 

丸山務，神崎政子，宇佐見俊彦，水谷治志:Pas-

teurella multocidaのための選択分離培地について

第94回日本獣医学会 (1982.10)

水谷浩志，丸山務，神11府政子，坂井千三，伊藤武

東京都内のイヌにおける Camp!/lobαcterjejuniの保

菌実態

第69回東京都衛生局学会 (1982.11)

丸山 務:行政的に新たに指定された食中毒菌，工ル

シニア・工ンテロコリティカ

第 3間食品衛生微生物研究会(1982.11)

高橋敏雄，山口武一，鈴木輝康，丸山 務，神11崎政子

:豚の関節及びリンパ節病変部からの豚丹毒菌の分離と

血清型別

第95回日本獣医学会 (1983.4) 

高橋敏雄，丸山 務，神l崎政子. IJI口武一，鈴木輝康

:豚の関節及びリンパ節病変部由来豚丹毒菌の病原性

第95回日本獣医学会 (1983.4) 

宇佐見俊彦，丸山 務，神11崎政子，松本昌雄・人畜共

通伝染病の疫学に関する研究(2)，イヌにおける

Pasteurella multocidaの保菌実態と分離菌株の生物性

状について

第95回日本獣医学会(1983.4) 

小久保孤太郎:新しい食品衛生微生物規格基準の進路

を求めて--Bryan博士の考え方

第 3回食品衛生微生物研究会(1982.11)

宮崎奉之. Ilj岸達典，絵本昌雄:Technical chlor-

dane成分と生物中に残留する Chlordane成分との相関

について

第45回日本食品衛生学会(1983.5) 

二島太一郎. )熊谷和正，野牛 弘，森本敬三，羽虫幸

彦:各種元素のヒ卜胎盤透過性について

第41回日本公衆衛生学会(1982.10) 

堀井昭三，宮崎泰之. ~ 11岸達典，鈴木輝康:異臭牛肉



中の原因物質の同定

第44回日本食品衛生学会 (1982.11)

白坂昭治，寺西永，緋野義己，梅木富士郎，東量

三:ニワトリおよびウシの臨床材料から分離された

Clostridium septicumの性状

第94回日本獣医学会 (1982.10)

白坂昭治，梅木富士郎:ニワトリおよびウシの臨床材

料から分離された Clostridiumsepticumの薬剤感受性

第10国家畜の耐生菌研究会 (1983.4) 

安田和男，商島基弘，斉藤和夫，上村 尚，井部明広，

永山敏虞，牛山博文，直井家苦手太:いわゆる健康食品の

衛生学的調査茶葉類について

第19回全国衛生化学技術協議会 (1982.9) 

安田和男，西島基弘，上村 尚，牛山博文，田端節子，

松本幸子，斉藤和夫，井部明広，永山敏廃，直井家議太

:いわゆる健康食品の衛生学的調査(第3報) 茶葉類

及ぴ高麗人参製品

第45回日本食品衛生学会 (1983.5) 

牛山博文，西島基弘，安田和男，上村 尚，田端節子，

松本幸子，直井家寄太:食品中の銅ク口口フィル友ぴ銅

ク口口フィリンナトリウム分析法

第45回日本食品衛生学会(1983.5) 

上村 尚，西島基弘，安田和男，牛山博文，田端節子，

松本幸子，直井家主事太:食品中のマイコトキシンに関す

る研究(第28報) PopcornのDeoxynivalenol自然汚

染例

第45回日本食品衛生学会 (1983.5) 

中里光男，斉藤和夫，菊地洋子，井部明広，藤沼賢司，

西島基弘，直井家毒太，諸角 聖，和字慶朝昭，一言

広:食品中のマイコトキシンに関する研究(第29報)

各種糸状菌によるAflatoxinB1からAflatoxicolへの変

換について

第45回日本食品衛生学会 (1983.5) 

関 博麿，大西和夫，道口正雄:グリシンおよび乳糖

がラットのカルシウムおよびリン出納におよぽす影響

その 1
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第37回日本栄養・食糧学会総会 (1983.5) 

船山恵市，牛尾房雄，西国甲子，関博麿，道口正雄，

坂上正人:市販即席めん類の栄養学的考察

第70回東京都衛生局学会 (1983.5) 

佐藤泰仁:空調ダクト内堆積粉じんの性状

第41回日本公衆衛生学会(1982.10)

関比日伸，田村行弘，蓑輪佳子，鈴木重任，溝口 勲，

大井 玄:メチル水銀毒性に対するイルカ，鯨肉由来セ

レンの効果， A)亜急性毒性実験 B)世代実験

第41回日本公衆衛生学会 (1982.10)

牧野国義，溝口 勲東京都における循環器疾患死亡

と社会・環境指標との関連性について

第41回日本公衆衛生学会(1982.10)

牧野国義， i溝口 勲:東京の呼吸器系死因死亡と大気

汚染の20年間の推移

第23回大気汚染学会 (1982.11)

鈴木孝人，大沢誠喜，福田雅夫，池田真倍，寺田伸枝，

溝口 勲:N02と03によるムコ多糖代謝に友ぼす影響

第23回大気汚染学会 (1982.11) 

寺田伸枝，鈴木孝人，大沢誠喜，福田雅夫，池田真悟，

溝口 勲:低濃度N02と03の複合曝露によるラットの肺

の病理形態学的変化

第23回大気汚染学会(1982.11)

寺田伸枝，鈴木孝人，大沢誠喜，福田雅夫，池田真悟，

溝口 勲:N02と03友ぴ野外曝露によるラットの肺の病

理形態学的変化

第23回大気汚染学会 (1982.11)

太田与洋，溝口 勲:ジオレフィンと OHラジカル

の反応速度定数とそれの加成性(その 1) 

第23回大気汚染学会 (1982.11)

太田与洋，溝口 勲:ジオレフィンと OHラジカル

の反応速度定数とそれの加成性(その 2) 

第23回大気汚染学会 (1982.11)
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多国字宏，太田与洋，狩野文雄:卜ルエンの N02に

よる光酸化反応に与える捕集粒子の影響

第23回大気汚染学会 (1982.11)

太田与洋，溝口 勲 :OHと共役二重結合化合物との

反応

日本化学会第47春季年会 (1983.4) 

高橋保雄，斉藤庄次，笹野英雄，西垣進，三村秀一，

森田昌敏:CCE法より観察した水道水中の中性有機ハ

ロゲン化合物(低沸点化合物を除く)

第41回日本公衆衛生学会 (1982.10)

松本淳彦，土屋悦輝:藻類と卜リハロメタン (ll)

第19回日本水処理生物学会 (1982.11)

渡辺真利代，大石員之:藍藻Microcystisaerugino・

saの毒一培養条件下での毒性一

昭和58年度日本水産学会春季大会 (1983. 4) 

平野幸枝，渡辺真利代，大石異之，西垣進:藍藻

Microcystis aerginosaからの凝集素

昭和58年度日本水産学会春季大会(1983. 4) 

中川敦子，中尾順子:二種の異なる界面活性剤による

アデニレートシクラーゼの可溶化とその性質

第55回日本生化学会大会 (1982.10)

大石員之，平賀興吾:ジー 2ー工チルヘキシルフタ

レートのラット血清，肝および精巣脂質組成におよぼす

影響

第56回日本薬理学会総会(1983. 3) 

高橋 省，平賀興吾:ジブチルヒドロキシ卜ルエンと

その関連化合物の代謝

第56回日本薬理学会総会 (1983. 3) 

中尾順子，大野知子，佐藤かな子，中尾 真:低角レー

ザ一光散乱計と G4000SWによるNa+，K+-ATPaseの

分子量

第55回日本生化学会大会 (1982.10)

牛山慶子，藤谷和正，長井二三子，樺島順一郎，市)11

久次，中尾I1原子 :Opp投与による肝薬物代謝系の誘導

第55回日本生化学会大会 (1982.10)

加納いつ，鈴木明身，山川民夫:マウス肝の GM3に

作用するモノオキシゲナーゼ

第55回日本生化学会大会(1982.10)

坂本義光，神谷信行，平賀興吾:クロム鉱さい粉じん

のラットによる 2年間持続吸入実験

第 9回日本毒科学会学術年会 (1982. 7) 

藤井孝，平賀興吾:オル卜フヱニルフェノール

(OPP)によるラット勝脱腰霧の発生について

第41回日本癌学会総会(1982. 8) 

佐々木美枝子，吉田誠二，平賀興吾:アセトアミノフェ

ンの変異原増強作用について 紫外線の変異原性にお

よぼす効果

第11回日本環境変異原学会 (1982.10) 

田山邦昭，藤井孝，平賀興吾:F344!DuCrjとSlc

: Wistarラットとの比較

第 3回 Fischerラット研究会(1983. 5) 

坂井千三:最近の細菌性食中毒の動向と問題点

第57年度日本獣医公衆衛生学会総会(特別講演)

(1983. 1) 
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