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昭和 24年第二次世界大戦の敗戦後の国内動乱の中で，都道府県に地方衛生研究所(以下地研)

が設置されて，今年で35年を経過いたしました.各地研は，民主国家日本国の各地方の衛生行

政に，科学的裏付け資料を提供し続けてきたのでありますが，現在では政令指定都市の設立し

た衛生研究所を合わせて， 69地研が存在しております.

この 69地研は，地方衛生研究所全国協議会(以下地全協)を結成し，地研聞の業務連絡，調

整にあたっておりますが，調査研究についても，情報交換を行づており，毎年各地研の研究課

題を一冊の冊子として発行しております.この冊子を見ますと各地研の研究が旺盛で、あること

がうかがい知れます.

これら地研は，それぞれ研究報告を年報として発行しておりますが，それを見ますと，医科

大学と同じような個人研究がないわけではありませんが，その多くは，多数の人達の共同研究

が主体をなしており，各地方の衛生行政の裏付けとなるデーターが多数記載されております.

多数の研究者の協力と合意によって報告されたものであり，この点大学の研究報告との大きな

相違点でありましょう.

また， 69地研の研究報告には，共通の課題が多数見受けられます.それぞれ独立に実施され

たものもあれば，追試の型でなされたものもあり，共同研究の一端をそれぞれ報告しているも

のもあります.

地全協は，研究報告にあたってのデーターの精度管理を全国的に実施して，各地研聞のデー

ターの相違を極力狭め，精度の向上，技術の向上に努めております.これが完全に実施され，

全国の地研の報告を集約すれば，圏内衛生情況を的確にとらえることが出来ます.

地研設置より 35年の間に，圏内の疾病構造は極端に変化してきました.戦後に続発した伝染

病，結核も，けた違いに減少しました.しかし，皆無になったわけではありません.

環境汚染による公害病の発生，食品薬品を介しての変異原性，催奇性，発癌性の問題など取

り組むべき試験検査，調査研究が山積みになっております.そこで，地全協は，相互協力し合

って，入手の足りないところを補い合い，かつ広い範囲の守備を分担しあうことを計画中であ

ります.

その一端が，レファレンス業務でありますが，相互に各地研の特徴を生かして，欠点を補い

あい，科学的専門的水準の維持向上に努めております.例えばウイルスについては，各地研が

分担して，分担ウイルスの診断用血清を作成し，他の地研に配布するなど，現実に実施されて，

非常に成果を挙げております.

地研は，相互互助，協力しあって，また国立公衆衛生院，国立予防衛生研究所，国立衛生試

験所，国立栄養研究所とも連係を密にして，国外から持ち込まれる古い伝染病，新しい伝染病

を防ぐとともに，現在，未来の予想される疾病や，不健康要因の発生を未然に防ぐよう努力す

べきでありましょう.

この度，当研究所の過去一年間の調査研究の集大成として 77編の論文を発行する運びとなり

ました.忌俸のない御指摘，御指導を頂ければ幸いと存じます.

昭和 59年度の研究年報の発刊にあたり，日頃考えている地研連合の所信を述べ，序にかえる

次第であります.

昭和59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.Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.リ 35，1-7， 1984 

コレラ菌ファージに関する研究

ーカツパー型ファージおよびその他のファージ検出法の基礎的検討ー

潮田 守口，五十嵐英夫ヘ新垣正夫ヘ

藤川 浩ぺ寺山 武ぺ大橋 誠*

Studies on the Properties of Kappa Type phage and Other Phages of Vibrio choler，αe 

HIROSHI USHIODA*， HIDEO IGARASHI*， MASAO SHINGAKI*， HIROSHI FUJIKAWAへ
T AKESHI TERA Y AMA *and MAKOTO OHASHI* 

Keywords:エルトールコレラ菌 Vibriocholerae biotype eltor，アジア型コレラ菌 Vibriocholerae 

biotype cholerae，カッパー型ファージ kappatype phage 

緒 言

1961年セレベス島に端を発し，東南アジア一帯の大流

行を起すまでは，エルトール型コレラ菌はアジア型コレ

ラ菌よりも病原性が弱いものと考えられてきた.しかし

ながら，この大流行により，その病原性が見直されてき

ており，細菌学的研究ならぴに病原学的検討がなされて

きた.武谷ら 1)はこのセレベス型エルトールコレラ菌の多

数の菌株について溶原性を検討した結果，大多数の菌株

がファージを放出し，このファージが狭い共通の溶菌域

をもつことを明らかにした.これらのファージは同ーの

ファージ群に属し，一括して九州大学のKをとって，

Kappa型ファージと称することが提唱された2) 大多数

のエルトールコレラ菌カ?溶原株であり， Kappa型ファー

ジ(以下 K-ファージと略す)を遺伝子上に組込んでい

て，一定の確率でファージを放出するために，エルトー

ルコレラ菌が存在する限り， K-ファージも存在すると

いうことが確認された.そこで，このファージを検出す

ることはコレラ菌検索の精度を高めるとともに，より鋭

敏で，短時間に結果が判明することによって患者，保菌

者の早期発見が可能で、あることが報告された3) また，化

学療法剤投与後のふん便などコレラ菌検出不可能と思わ

れる材料からの K-ファージの検出はコレラ菌汚染の可

能性を間接的に証明しようとするものである.1978年，

東京上野の結婚式場でのコレラ患者集団発生事件に際

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科

し，コレラ菌検索と並行して K-ファージ検出法を食品

原料，排・下水等に応用し，その有用性を確認した4)

神中ら吋まふん便をはじめ，患者の吐物，汚水などから

K ファージを検出したが，雑菌の混在など，手投上の制

約により，野外への応用ができにくい面があったため，

ストレプトマイシン高度貯性 (1，000μg/ml)の指示菌

を用い，手技の簡易化の試みを報告した.著者らもこの

報告にもとずき，ストレプトマイシン耐性の指示菌H・

218 SMr株の分与を受け，各種検査材料からK-ファー

ジの検出を試みた.しかしながら，食品類，排・下水中

にはストレプトマイシン耐性菌が多数存在し，これらの

雑菌の発育による判定不能のものにしばしば遭遇した.

そこで，殺菌法としてクロロホルム処理法を導入する

ために基礎的検討を行なった.すなわち，クロロホルム

に対する Kーファージおよびその他のファージの抵抗性

をクロロホルム濃度，保存温度および時間の面から検討

した.また， K-ファージおよびその他のファージの各種

環境条件下での抵抗性を知る目的で，保存温度，凍結お

よび凍結融解等に対する抵抗性を検討するとともに，指

示菌の培養条件によってファージ感受性が異なることか

ら安定してファージ感受性を示す培養条件を検討した.

また Kーファージ増強法の条件についても若干検討した

ので報告する.

160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

• Tokyo Metropolitan Research Laboratory of PubIic Health 

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



2 Ann. Rψ Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

材料および方法

1.供試菌株

コレラファージ用指示菌はアジア型コレラ菌でストレ

プトマイシン高度耐性のH218SMr株(九州大学武谷博

士から分与)およびアジア型コレラ菌のTSI-.4株(国立

予防衛生研究所 山田博士から分与)の二株を実験に供

した.

2.供試ファージ

K ファージはエルトールコレラ菌CH25株(防衛医

科大学校神中博士から分与)からマイトマイシンCを

用い誘発して得たものを用いた.またφ6973C (エル

トールコレラ菌 6973株から得た K ファージのclear

mutantで予防衛生研究所山田博士から分与)も K

-ファージとして用いた. K-ファージ以外のコレラ

ファージとしてはφ912C (予研 山田博士から分与)

を，また，輸入冷凍えぴから著者らか輸出したφ220Cを

用いた.

3.指示菌の溶菌域の検討

溶菌班の形成所見，ファージに対する感受性巾の広き

を検討するために H218SMr株およびTSI-4株の 4種

のファージに対する感受'性を比較検討じた.

4.コレラファージのクロロホルム抵抗性

殺菌剤として，クロロホルムの 0，1， 10および 50%

濃度に対するコレラファージの抵抗性を 5.Cならびに

25.Cで， 1日， 1週間， 1ヵ月および3ヵ月後の生残率に

ついて検討した.

5.コレラファージの保存温度抵抗性

食品原料，食品，食品調理過程あるいは凍結保存中の

食品中におけるコレラファージの態度を知る目的で以下

の実験を行なった.

1 ) 56.C， 60.C， 80.Cおよび 100.Cの4段階の温度を設定

し， 5， 10， 20および 30分後のそれぞれのファージカ価

を測定し，コレラファージの温度に対する態度を比較検

討した.

2) -20.Cおよび-80.Cでファージ液を凍結保存し， 1週

間後に室温て解凍して，ファージカ価を測定した.再度

同一試料を-20.C，-80.Cに各々凍結保存し，この操作を

3回繰返し行ない，凍結融解によるファージ力価の変動

を調べた.

6.指示菌の感受性と培養条件の検討

指示菌 TSI-4株の各種培養時間後のファージに対す

る感受性を検討した.すなわち，指示菌をファージ用ア

ルカリベプトン水4)で35.C，3時間， 20時間， 3日およ

び10日間培養し， 4種のファージに対する感受性を比

較した.

7.ファージ増強法の検討

検査材料中に少量含まれるコレラファージの確実な検

出を目的として，液体培養法によりファージ増強法を検

討した.すなわち，指示菌 TSI-4株の 35.C，20時間培

養菌をファージ用アルカリベプトン水(希釈用ベプトン

水は CaCl，を1O-3MIこ添加したものと無添加のものを

用いた.)で 100倍希釈したものと K-ファージ φ6973

Cの 104pfu /ml(菌対ファージの割合を 1，000:1)を

混合した.混合後，液が動く程度におだやかに振とうし，

1， 2， 3， 5および 24時間後にそれぞれ，クロロホル

ムを添加 (1/10量)し，指示菌を殺菌した.それぞれ

の試料についてファージカ価を測定した.

成績

1.指示菌のファージ感受性比較

K-ファージφCH25，φ6973Cおよびその他のコレ

ラファージφ912Cと冷凍えぴ由来ファージφ220Cの

4種のファージに対する指示菌H218SMr株およびTSI

-4株の感受性を検討した成績を表1に示した.

表1.コレラファージに対する指示菌の感受性

ファージ (1 RTD) 
指示菌

φCH25φ6973 Cφ912 Cφ220C 

H 218 SMr 朴ト

TSI-4 #十

刊十

朴← 朴十

#十

-tH-

H218 SMr株は φ912Cに対して感受性を示さな

かったが， TSI-4株はφ912Cによって著明に溶菌さ

れ，他のファージによっても明瞭な溶菌班を示し，コレ

ラファージの指示菌として適していた.

2.コレラファージのクロロホルム抵抗性

保存温度を 5.Cと25.Cに設定し，クロロホルム濃度

0， 1， 10および 50%の4濃度について， 1日， 1週，

1月および3月後のファージカ価を調べた成績を生残率

として表2に示した. K-ファージ φCH25では保存温

度，時間を通して，クロロホルム 50%濃度のものがわず

かに生残率が低かったが，各濃度聞に著明な差は認めら

れなかった.

保存温度側からみた場合" 5.Cでは 3ヵ月後も1.5

-6.6%の生残が認められたが， 25.Cでは 1ヵ月後に

ファージは認められなかった.φ912Cでは 5.C，25.Cと

も， 3ヵ月後にもクロロホルム濃度に関係なし

15-30%も生残した.φ220Cもクロロホルム濃度聞で

生残率に有意差なし抵抗性を示した.一方，保存温度

5.Cでは， 3ヵ月後にも 10%以上の生残が認められた



東京衛研年報 35，1984 3 

が， 25.Cでは 1ヵ月後にファージは検出きれなかった. 果を表3に示した.出発材料ファージカ価を 100とし

3. コレラファージの各種混度下での生残 て，各時間と温度毎のファージカ価を生残率(%)で表

調理食品，食品原料あるいは冷凍魚介類におけるコレ わした.その結果， 80.Cおよび 100.C加温ではいずれの

ラファージの各種温度条件下での生残率を検討した. ファージも生残しなかった.60.Cでは冷凍えぴ由来

1 ) 56.， 60.， 80。および 100.Cに5，10， 20および 30分 ファージφ220Cが5分間試料に約 5%生残した杭 10

間保持したときの4種のファージの生残率を検討した結 分以後はすべて生残しなかった.これに対して， K

表 2. コレラファージのクロロホルムに対する抵抗性

ファージ生残率(%)

ファージ クロロホ/レム 保存時間および温度

カ価 濃度 1 日 1 週 1 月

(pfu/ml) (%) 5.C 25.C 5.C 25.C 5.C 25.C 

。 28.0 23.0 28.0 20.0 10.0 。
φCH 25 1 40.0 46.0 28.0 32.0 6.0 。
(1. 0 X 104

) 10 31.0 13.0 37.0 13.0 7.0 。
50 15.0 30.0 28.0 5.0 6.0 。
。 69.3 50.7 50.0 93.3 21.3 13.3 

φ912 C 1 56.7 31.0 43.3 23.3 22.4 20.5 
(3.0X104

) 10 58.0 40.0 100 40.0 13.3 8.7 
50 80.0 56.0 66.7 100 20.0 18.6 

。 100 100 48.9 26.1 16.7 。
φ220 C 1 100 100 100 70.0 18.0 。
(1. 8 X 105

) 10 100 100 91.1 6.1 12.2 。
50 100 100 100 33.3 27.8 。

表3. コレラファージの各種温度条件下での生残

ファージ

φCH 25 

φ6973 C 

φ912 C 

φ220 C 

作用温度

("C) 。
56.C 100 

60 

80 

100 

56 

60 

80 

100 

56 

60 

80 

100 

56 

60 

80 

100 

100 

100 

100 

ファージ生残率(%)

作用時間(分)
5 10 

20.0 22.5 

24.3 6.0 。 。。 。
100 74.6 

81.9 41.8 。 。。 。
57.8 33.2 

49.4 45.4 。 。。 。
39.4' 8.3 

4.9 。。 。。 。

3 月

5.C 25.C 

6.6 。
4.5 。
3.5 。
1.5 。

30.7 17.3 
30.7 16.7 
24.7 14.7 
30.0 14.7 

11.1 。
11.1 。
11.1 。
11.1 。

20 30 

23.8 17.8 

3.1 1.9 。 。。 。
70.3 56.5 

8.6 3.0 。 。。 。
42.8 38.4 

21.8 18.4 。 。。 。
4.2 0.4 。 。。 。。 。



4 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

ーファージおよびφ912Cでは 30分後も 18.4%の生残

率であった.Kーファージは温度，時間経過によって急激

にファージカ価が減少するのに対して， φ912Cではか

なりの抵抗性があり，徐々に力価の減少がみられた.

2) -20.Cおよび 80.Cで凍結保存した 4種のファージ

を室温で解凍し，ファージ力価を測定した.同一試料を

再度一20.Cおよび-80.Cに各々凍結保存し， 1週間後に

また同じ操作を行なった.出発材料ファージの力価を

100として，各試料のファージカ価を生残率(%)として

表 4ならぴに図 1に示した.-20.C凍結および凍結融解

を繰返したものでは， Kファージとその他のファージ

の聞に著明な差が認められた.すなわち， φCH25およ

びφ6973Cでは 1回の凍結融解で，生残率が 10%以下で

あり， 3聞の凍結融解の繰返しでも， φ6973Cでは生残率

。であった.

これに対して， φ912Cでは-20.Cの凍結保存そして

3回の凍結融解後も約 40%の生残率であり， φ220Cも

3回の凍結融解後， 2.5%生残した. -80.C保存では，

表 4. コレラファージの生残におよぽす凍結温度および凍結融解の影響

凍結前ファージ -20.C -80.C 

ファージ カ価 pfu/ml 凍結融解回数 凍結融解回数

(%) 1 2 3 1 2 3 

φCH 25 3，000 300 50 40 4，000 3，300 2，800 
(100) ，(10.0) (1. 7) (1.3) (133.3) (110.0) (93.3) 

φ6973 C 4，000 300 120 。 3，000 2，000 500 
(100) (7.5) (3.0) (75.0) (50.0) (12.5) 

φ912 C 3，800 1，550 
I(，2O60.0 3) l(，3488.0 9) 

2，060 2，210 1，020 
(100) (40.8) (56.0) (58.2) (26.8) 

φ220 C 4，000 2，000 420 
(120.0 5) 

1，130 600 470 
(100) (50.0) (10.5) (28.3) (15.0) (11.8) 

100 % 100 % 

E 
X : o CH25 

80 ~\\\ o : o 6973C 80 

-200C 

人。t\~
.:φ912C 

ム:砂 220C
60 

生

残

率 40I ¥¥ l.¥ 40 

現6

¥- 20 

。 。
。 1 2 3 。 1 2 3 

凍結融 解回数

図1.コレラファージの生残におよぽす凍結温度および凍結融解の景簿
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表 5. コレラファージ用指示菌の培養時間の

ファージに対する感受性への影響

フ ージ 指示菌 (TSI.4)培養時間

ア 3時間 20時間 2日 5日 10日

% 牢 % % % 

φCH 25 77.2 100 72.8 76.1 55.4 

φ6973 C 95.3 100 100 83.7 72.1 

φ912 C 170 _4 100 60.5 62.2 28.3 

φ220C 51.5 100 106.8 81.8 37.1 

* : 37
0

C20時間培養菌でのファージプラーク数

を100として，他の培養時間菌でのプラーク

数をその比率で表わした。

-20
0

0:東結とは逆に K-ファージの方が， 3回の凍結融解

の繰返しに対して抵抗性を示す成績であった.-80
o

Cの

凍結では 4種のファージが全て 1-3回の凍結融解に生

残した.図 1でも明らかなように， -20
o

C保存ではφ912

Cのみが30-40%生残するのみであったが， -80
o

C凍結

保存では全てのファージが生残し， Kファージの

φCH25は3回の凍結融解に対して生残率 93.3%の抵

抗性を示した.

4.指示菌の感受性と培養条件の検討

指示菌TSI-4株の安定し，かつ高いファージ感受性

を示す条件を得るために，培養時間と 4種のファージに

対する感受性を検討した成績を表5に示した.通常用い

られる 35
0

C，20時間培養菌で得たファージカ価を 100

として，他の培養時間菌でのファージカ価を比率で表わ

した. KーファージのφCH25では， 20時間培養菌が最

も高い感受性を示したが， φ6973Cでは， 3時間培養菌

でも， 2日培養菌でもほぼ同様な感受性を示した.これ

に対して， φ912Cでは 3時間培養菌で最も感受性が高

< ，若い培養菌が適しているのに対して， 2日培養菌で

は感受性の急激な下降が認められた.一方，冷凍えぴ由

来φ220Cでは， 20時間培養菌も 2日培養菌もファージ

感受性が変らないのに対して，短時間の若い培養菌では

感受性がむしろ低いという成績であった.

5.ファージ増強法の検討

検査材料中に少量存在するファージの増強をはかり，

その検出率を上げるために，ファージと指示菌との混合

時間ならび、にCa++の存在のファージ増強に対する効果

を検討した成績を表6に示した.φ6973C 10'pfu/mlは

ファージの消長を観察するために梢々高い力価のものを

用いた.混合時間2時間まで1土Ca++'のあるなしに関係な

表 6. カッパーファージの液体増強法における指示

菌とファージ試料混合後の時間およびカルシ

ウムイオンの増強効果への影響

ファージ作用時間 CaCI2 ファージカ価
指示菌

力価p(U/ml (h) (10-3M) pfu/ml 

十 1. 0 X 103 

1 
2.0X102 

+ 1.0X 102 

2 
2.0X102 

φ6973 C + 3.0X106 

TSI.4 3 。
10'/ml 

+ 2.1X108 
5 

2.0X102 

十 5.8X 106 

24 
1. 0 X 105 

< ，ファージカ価は減少した.混合時間3時間ではCa++

のないものではファージか検出きれず， Ca++の存在する

ものでは，出発ファージの約 100倍に増5重さされた.さら

に，混合 5時間培養では， Ca++の存在するものでは

ファージカ価が 2.1x 1 08pfu/m 1になり，約 1万倍に増

強された.しかし， 24時間後のファージカ価は 5時間の

ものよりも減少が認められ， Ca++存在のものでも，出発

材料ファージの力価の約 600倍程度の増強効果であっ

た.

考察

コレラ流行地から旅行者がもちこむコレラ菌は圏内で

の二次感染の感染源として極めて危険な存在である.一

方，大量に輸入される生鮮魚介類のコレラ菌汚染の問題

があり，近年，海外渡航歴のない人々からのコレラ患者

発生がしばしばみられ問題となっている.1978年東京上

野の結婚式場におけるコレラ患者集団発生や 1980年東

京文京区でのコレラ患者発生， 1983年東京足立区の工事

場詰所でのコレラ患者集団発生など，これまでに都内で

発生したコレラ患者集団発生事件の推定原因食品からは

いずれもコレラ菌は検出されていない剖.これは多数の雑

菌の存在によって，少数存在するコレラ菌の選択・増菌

が理想的にゆかなかったためと考えられるが， 1978年東

京上野の結婚式場でのコレラ事件では，推定原因食品の

輸入冷凍えぴからコレラ菌は検出きれなかったが， K
-ファージを検出し得た.

武谷ら 1)はエルトールコレラ菌の多くが溶原株であ

り，エルトールコレラ菌が存在するならば K ファージ

も存在すると報告しているが，先の事件はまさに K



6 Ann. Rφ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H， 35， 1984 

ファージの存在およびその有用性を証明した4.6) その

後の海外渡航歴のない人々からのコレラ患者集団発生事

件の推定原因食品からは K-ファージも検出されていな

い.それには多くの理由が考えられるが，その一つには，

検査材料中に存在する K-ファージか極めて少ないこと

や，少量存在する K-ファージを適確に増強し得ていな

いことが考えられる.

つぎに指示菌のファージ感受性が不安定であることが

しばしばあり，指示菌の培養条件なども原因のーっと考

えられる.一方，武谷ら 2)の報告および著者らの報告4)で

も述べてきたごとく，エルトールコレラ菌の溶原株には

かなりの率で非溶原株の出現があり，またコレラ流行地

には溶原株の流行地，非i容原株の流行地とあり.K
ーファージ検出法の応用限界のあることを報告してき

た.

したがって Kーファージの検出には，この点を考慮に

入れた上で，条件のよい方法で行な.われるならば，迅速

かつ感度高<.信頼性の高い結果が得られるであろう.

Kーファージ検出は菌検索に先行して行なうことに

より，コレラ菌検索の精度を高めるものであり，また投

薬後のコレラ菌検出不可能なふん便や消毒後の汚水から

もKーファージの検出は可能であり，コレラ菌存在の間接

的な証明をなしうるものである.しかしながら，武谷ら 1)

の K-ファージ検出法の原法では，いくつかの間題点が

あった.すなわち神中ら5)は検査材料中に存在する雑菌対

策として，ストレプトマイシンによる選択法を導入し，

指示菌にストレプトマイシン高度耐性菌H218 SM"き

用いることにより野外への実用化を計ったが，著者らが

実際に応用した結果では，食品，食品原料，排・下水中

にはストレプトマイシン耐性菌が多数存在しており，判

定不可能なものにしばしば愚直した.

そこで，クロロホルムによる殺菌法を実用化するため

に， コレラファージのクロロホルム抵抗性を検討した.

その結果，供試したいずれのファージもクロロホルム

に抵抗性を示し，クロロホルム殺菌法の導入を可能にし

た.つぎに 2株の指示菌について 4種のファージにより

その感受性巾および溶菌所見を検討した結果. TSI-4 

株はファージ感受性巾があり. i:容菌所見も明瞭で，かっ

ファージ感受性が安定していることを確認した.この成

績により以後のファージ検出には両指示菌を併用するこ

ととした.また，指示菌のファージ感受性が培養時間に

よって若干異なることを観察してきたので，幼若菌 (3

-4時間培養菌)から 20時間.2日.5日あるいは 10日

培養菌について 4種のファージの感受性を調べた結果，

ファージによってその感受性は異なるが，総じて 20時

間培養菌が安定していた.コレラファージにおいては，

幼若菌が必ずしも感受性が高いものではないことが明ら

かとなった.

また， コレラファージが各種環境下でhと守のような抵抗

性を有するかを検討した結果. 60.C5分て検出きれなく

なるもの.60.C 30分後も生残するものなど，また-20.C

では急激に力価の減少がみられるが.-80.Cでは数回の

凍結融解に対してもほとんどカ価の低下がみられず，抵

抗性を示すものなど，ファージによりその性状を異にし

た.これらの成績はコレラ菌汚染食品あるいは食品原料

等の保存条件，調理状況などの実態を考え併せると，

ファージ検出率は高まるものと恩われた.

ファージ検出の実際面で最も重要なことは，検査材料

中に少量存在するファージを如何に検出可能な量に増強

できるかである.食品汚染のエルトールコレラ菌が発育

旺盛であれば. K-ファージも検出可能な量に達するで

あろうが3) 多くの場合，検査材料中に含まれるファージ

量は少ないために，指示菌を投入して増強を計らなけれ

ばならない.今回の検討では，ファージと指示菌の混合

後の培養時間で増強効果の最もよかったのは 5時間であ

り. 24時間培養では 5時間で示したファージカ価の約

1/100に減少した.また. Ca++の存在はファージ増強

に不可欠のものであることが確認された.今回実験に用

いた K-ファージはある程度株化されたもので，エル

トールコレラ菌から放出直後のテンベレートファージも

同じ条件でよいかは，なお検討を要するところである.

今回の追究でうファージ検出に際し，問題となる諸点

を明らかにしたが，今後さらに，検査材料中に少量存在

するファージの増強，濃縮等についての検討を行なう予

定である.

結 論

近年，海外渡航歴のない人々からコレラ患者発生がみ

られ，輸入食品のコレラ菌汚染が問題となっている.

そこで，コレラ菌検索に先行してのファージ検出が間接

的にコレラ菌汚染を証明できることに着目し，ファージ

検出法の問題点の追究を行なうとともに，各種環境下で

のコレラファージの抵抗性を検討し，つぎの結論を得た.

1.ファージ指示菌 H218SMr株とTSI-4株の

ファージ感受性を比較した結果. TSI-4株のファージ

感受性巾が広<. i容菌班の形状所見も明瞭であった.

2.コレラファージのクロロホルム抵抗性を検討し

た結果，いずれのファージも抵抗性を示し，殺菌剤とし

ての導入を可能にした.
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3. 4種のファージは80.Cおよび100.Cではいずれ

も生残しなかったが，冷凍えぴ由来φ220Cは60'C10分

で検出きれなくなった. K ファージは 60'C30分まで

生残し， φ912Cは60'C30分の加温でも 18.4%が生残

した.

4. -20.Cの凍結と 1回の凍結融解でK-ファージ

は生残率が 10%以下に低下したカミ φ912Cおよび

φ220Cでは 3回の凍結融解にも生残した.-80'Cの凍

結と 3回の凍結融解に対して， -20'C凍結とは逆にK

ファージは生残し， φ912 Cおよびφ220Cは低率の生

残であった.

5.指示菌TSI-4株の培養時間のファージに対す

る感受性を検討した結果， φCH25には 35'C20時間培

養菌が最も感受性が高<，φ6973 Cには 3，20時間およ

び2日培養菌とも差がなく， φ912Cには 3時間培養菌

が， φ220Cには 2日培養菌が最も感受性が高かった.

6.液体培養法によるK ファージの増強法を検討

した結果，ファージと指示菌を混合培養5時間後に殺菌

処置した試料のファージカ価が最も高い値を示した.
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Cαmpylobαcter jejuniと白mpylobαctercoliの各種生化学的性状

ならびに菌体指肪酸組成の検討

伊 藤 武ヘ 甲 斐 明 美 ヘ 高 橋正樹ぺ斎藤香彦ヘ

高野伊知郎ぺ柳川義勢ヘ大橋 誠事

Biochemical Characteristics and Cellular Fatty Acid Composition of 

Canもpylobacterjejuui and aαn司pylobαctercoli 

TAKESHI ITOH*， AKEMI KAI*， MASAKI TAKAHASHIへKAHIKOSAITO*， 

ICHIRO TAKANO*， YOSHITOKI YANAGAWA本 andMAKOTO OHASHI* 

A total of 407 strains of thermophilic campylobacter isolated from human specimens， swine， 

cattle， poultry， dogs， cats and wild birds were studied for their biochemical characteristics. Our study 

revealed t出ha討ti江twas difficult to differentiate C. je.勾1

by Viren and Chatelain. On the other hand， we have confirmed the observation of Skirrow and Benja-

min that C.jejuni standerd strain was hippurate hydrolysis-positive and C. coli standard strain was 

negative. We then applied hippurate hydrolysis for classification of these speci巴s，and compared 

their biochemica'l characteristics. These two speci巴swere found to be v巴rysimilar except for the 、

growth patterns on DHL and brilliant green agars， and DNA hydrolysis. Although most (72%) of C. coli 

strains grew on DHL agar， almost all the isolates(95%) of C. jejuni did not. Most (76%) of c. coli and 

some (28%) of C. jejuni strains grew on brilliant gr巴enagar(1/200，000). Forty percent of C. jejuni 

and only 5% of C. coli strains were positive for DNA hydorolysis 

Campylobacter isolates were also examined for their cellular fatty acid composition by gas-liquid 

chromatography. Cellular fatty acid composition could not be differentiated between C. jejuni and C. 

coli， and they were found to share the same fatty acids such as G4・O. C16'1. Cwo， Gs・1and G9-cyc. 

However， C.ルtussubsp. jetus demonstrated the fatty acid composition which was entirely different 

from that of C. jejuni or C. coli. 

Keywords : Campylobacter jejunz; Campylobacter colz; biochemical characteristics， fatty acid 

緒 ー-ト酉

カンピロパクターは初め Smithら1)によりウシの流産

胎児より分離され，Vibrio j告tusと命名された.その後

Sebald & Veron2
)は，本菌がグラム陰性のラセン状をし

た微好気性細菌で，Vibrio属とは生化学的性状や DNA

の GC含量も異なることから新たにカンピロパクター

属を創設した.現在本菌属にはC.jetus， C. jejuni， C. 

coli， C.ゅutorumなど各種の菌種が含まれるが，ヒトの

下痢症の原因菌として注目されているのは C.jejuniと

C. coliである.

Thermophilic campylobacterはすでに 1957年に

King3
)により， 25.Cや 37.Cでよく発育する C.jetusと

は異なり， 25.Cでは発育せず， 42.Cでよく発育すること

が指摘されていた.また， Veron & Chatelain叫は C

jetusとC.jejuniやC.coliとはナリジクス酸の感受

性，ブリリアント・グリーンや TTC(2ふ5-triphenyltet-

razolium chloride)に対する抵抗性が異なることを報

告した.

取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 H巴alth

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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一方， C. jejuniとC.coliの分類に関しては混乱がみ

られ， Smibert5
)は C.fetus subsp. jejuniと記載し，特

に C.coliを区別しない分類を提案したが，その後 Har-

vey6)， Leaper7
)， BeIlandら8)などによる DNA-DNA相

向性の実験により両者は異なった種として分けることが

妥当であるとされてきた.また Skirrow& Benjamin町

は，馬尿酸加水分解能によって，陽性株を C.jejuni，陰

性株をc.co/iと区別することを提案した.

著者らは，ヒトおよび動物由来の C.jejuniとC.coli 

の菌株を対象に， Veron & Chate!ainらの提案した各種

の生化学的性状，および Skirrow& Benjaminが指摘

した馬尿酸加水分解性などの試験を実施し，両菌種の同

定・分類に必要な試験法を再検討した.一方，本菌種は

他の細菌に比べその生化学的活性が低<，従来の同定・

分類法がそのまま応用できないという欠点がある. そこ

で化学的手法による菌体脂肪酎E成の分析についても検

討したので，これらの成績について報告する.

方法

1.供試菌株

C. jejuniは，当研究所で分離した集団および散発下痢

症患者由来の 142株，ウシ，ブタなどの家畜由来 39株，

およびニワトリ由来 47株，イヌおよび、ネコ由来の 5株，

ならびに野鳥由来の 64株の合計 297株の新鮮分離株で

ある.また対照として ATCC29428株および NCTC

11392株を用いた (Tab!e1). 

C. coliは，ヒト由来の 29株，ブタおよびウシ由来の

64株そしてニワトリ由来の 9株の合計 102株の新鮮分

離株である.ヒト由来株は主として散発下痢症患者およ

び健康人から分離されたものである.対照株として，

NCTC11366， NCTC11349， NCTC11350およぴ NCT

C11353株を用いた.

Benjaminら10)によって提唱されたナリジクス酸耐性

の C.laridisは，海外旅行下痢症患者およびブタ由来の

新鮮分離株の各 1菌株である.

これらの比較のために C.fe似ssubsp. fefusの8菌株

を用いた.その内訳は，ヒトやウシ由来の新鮮分離株6

株と対照として用いた ATCC27374および ATCC

25936株である.なお，上記の NCTC11392株は英国の

Skirrow博士(WorcesterRoya! Infirmary， Worcester) 

より，また NCTC11366， NCTC 11349， NCTC 11350 

および NCTC11353株は英国の HiII博士 (Centra!

Pub!ic HeaIth Laboratory， CoIinda!e， London)より

分与された.

2.生化学的性状試験

カタラーゼ試験は，i脚子気条件下で培養した普通寒天

平板培養菌をスライドグラス上で3%H202液と反応さ

せて行った.オキシダーゼ試験は，チトクロームディス

ク(栄研化学)を用いて行った.

馬尿酸加水分解試験は，H wang & Edererll)の方法を

改良して行った.すなわち，約 108個の菌体を 1%馬尿酸

ナトリウム水溶液 0.4mlに浮遊させ， 37'C 2時間反応

後遠心分離した.その遠心上清に 0.1mlのニンヒドリ

Tab!e 1. Campylobacter strains studied 

Sourse 

Species Strain H uman Domestic pou!try pet WiId Unkown 
anima! bird 

C. jejuni ATCC 29428 1 

NCTC 11392 1 

297 iso!ates 142 39 47 5 64 

C. coli NCTC 11366ホ 1 
NCTC 11349 1 
NCTC 11350 1 
NCTC 11353 1 
102 iso!ates 29 64 9 

C. laridis 2 iso!ates 1 1 

C.fe抗:es ATCC 27374事 1 
subsp.fet附 ATCC 25936 1 

6 iso!ates 2 2 2 

本:Type strain 
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ン試薬(アセントとブタノールの等量混液にニンヒドリ

ンを 2%に溶解して調整)を加えて更に 3TC2時間反応

後判定した.紫色~暗紫色を呈したものを陽性，無色~淡

青色のものを陰性とした.

各温度における菌の発育態度は，血液寒天平板(普通

寒天にウマ脱線維血液を 5%に加えて調整)に供試菌を

接種して 25.C，30.C， 37.C， 43.Cおよび 45.Cで48時間

微好気培養して判定した.また，各培地上での発育試験

には SS寒天， DHL寒天(日水製薬)および、マツコンキ

ー寒天と B司CYE寒天(栄研化学)を用いた.

ナリジクス酸 (Nalidixicacid， NA)感受性試験は，

5%にウマ脱線維血液を加えたミューラーヒントン寒天

平板 (BBL)に供試菌を塗株後 NAディスク (30μg，

Difco)を置いて 37.C48時間微好気培養後阻止帯形成を

判定した.阻止円の直径が13mm以下のものを耐性， 19 

mm以上のものを感受性とした.更にこのデ、イスク法と

同時に，血液を加えたミューラーヒントン寒天を用い

た寒天希釈法によりナリジクス酸の最小発育阻止濃度

(Minimal inhibitory concen住ation，MIC)も確認した.

グリシン培地での発育試験は，ブルセラ・ブロース(Gi-

bco)にグリシンを 1%加えた培地を用い，供試菌を接種

した試験管に混合ガス (02:CO2 : N2= 5 : 10: 85)を

噴入してゴム栓でb密栓し， 4日間振とう培養後本培地で

の発育の有無を観察した. 0 %NaClおよび1.0%NaCl

存在下での発育態度は，無塩ペプトン水および1.0%食

塩加ベプトン水に供試菌を接種後，上記のグリシンの場

合と同様に微好気条件下で4日間振とう培養した.なお，

1.5%および 2.0%食塩に対する発育態度は， Skirrow 

ら12>1こ従って，ブルセラ寒天に各濃度の食塩を加えた寒

天平板を用いて調べた.ブリリアント・グリーン，ブド

ウ糖， TTCおよび胆汁酸塩に対する tolerancetestに

は，プルセラ・ブロースに1.2%寒天を加えた基礎培地を

用いた.これに各試薬を加えて寒天平板としたものを用

い，供試菌接種後 48時間微好気培養して判定した.硫化

水素産生試験には， 0.16%寒天加ブルセラ・プロースを

"Standard medium"とし，これに更に0.02%L'塩酸シ

スティンを加えたものを"Sensitivemedium"として試

験管に分注した.これらの培地に被検菌を接種後，酢酸

鉛を浸した癒紙を試験管内に懸垂して 37t2 -4日間

微好気培養後判定した.Iron mediumでの硫化水素産生

試験は， 1白金耳の培養菌を Ironmediumに接種し，

3TC 4時間培養後判定した.本培地は nutrientbroth 

(Oxoid No.2)に0.12%の寒天と FeS04・7H20，sodium 

metabisulphiteおよび sodiumpyruvateをそれぞれ

0.05%加えて調整した.DNA加水分解試験は， DNase 

Test Agar (栄研化学)に供試菌を接種後， 48時間微

好気培養し，判定は，培養寒天平板面にlN・塩酸を滴下

して観察した.アルカリホスファターセ活性は，市販の

本酵素測定用キット(栄研化学)を用いた.

3.菌体脂肪醗E成の分析

菌体脂肪駿の分析は Mossらの方法13.14)に従った.ブ

レイン・ハート・インフュージョン寒天(Difco)平板で、

3TC， 48時間培養した菌体の10-20mgを0.5mlの滅菌蒸

留水に懸濁し，スクリュー・キャップ付試験管に移した.

3mlの水酸化ナトリウムーメタノール試薬 (5% 

NaOH-50%メタノール水溶液)を加えて 100.C，30分加

熱した.加熱後冷却した本反応液に 6N・塩酸を加えて

pH 2に調整し，更に 3mlの 10% Boron trichloride 

methanol試薬 (AppliedScience Lab.， Inc.， Pennsyl-

vania)を加え， 80-85.Cの水溶中で30分間加熱した.

冷却後， 1 mlの飽和食塩水を加え，10mlのエーテル

ヘキサン(l: 1)混液で脂肪酸メチルエステルを抽出

した.エーテルーヘキサンで再度抽出してこれらを合わ

せ， N2ガス下て帯かに 0.5mlまで濃縮した.本反応液

に少量の Na2SO.を加えて脱水後，更に濃縮して約 0.2

mlとし試料とした.

脂肪酸メチルエステルは，インテグレーター(島津，

C-R1A)を装着したyゲスクロマトグラフ(目立， GC-163) 

で分析し，検出は FID(Flame ionization detector)に

よった.カラムは 2m(口径 3mm)の充填カラム(2%

Silicone OV-101， 80-100 mesh Chromosorb W.AW 

-DMCS，ガスクロ工業)を用いた.カラム温度は140

-200.Cまで2.C/minの割合で昇温した.キャリアー・

ヌゲスは， N2を流速30ml/minで用いた.

脂肪酸メチルエステルの同定は，高純度に精製したメ

チルエステル・スタンダード(ガスクロ工業)を用いて，

その Retentiontimeの比較およびかスクロ・質量分析

(Gas-mass spectrometry，日本電子， D300)によって行

った.

結 果

1.標準菌株の生化学的性状

ATCC (American Type Culture Collection， Rock-

ville， Maryland)および NCTC(N ational Collection 

of Type Culture， London， England)の標準株である C.

jejuni 2株， C. coli 4株および C.jetus subsp.戸tus2 

株の生化学的性状を Table2に示した.いずれの株も，

オキシターゼ，カタラーゼ陽性で硝酸塩を還元し， sensi-

tivemediumで硫化水素を産生した. Standard medi-
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Table 2. Biochemical characteristics of the reference strains of 

Camρ'ylobacter jejuni， C. coli and C. fetus subsp. fetus 

C. jejuni C. coli 
C. fetus 

subsp. fetus 

Characteristics ATCC NCTC NCTC NCTC NCTC NCTC ATCC ATCC 

29428 11392 11366* 11349 11350 11353 27374* 25936 

Oxidase 十 + 十 + + + 十 十

Catalase 十 十 + 十 + + + 十

Nitrate reduction 十 十 + + + 十 十 + 
Growth at : 

25 C + 十

30 C 十 十 + + 
37 C 十 十 十 + 十 + + + 
43 C + + + 十 + + 
45 C + + 十 十 十

Hippurate hydrolysis 十 十

N aIidixic acid 
S S S S S S R R 

sensitivity (30μg) 

Tolerance to : 

BriIliant green 

1 50，000 十

1 : 100，000 + 十 + 十 + 
1 : 200，000 十 + + + + + + 

Glucos巴 8.0% 

Glycine 1.0% + + + + 十 + + + 
TTC (400μg/ml) + + + + 十 十

Bile salt 1.0% + 十 十

/1 2.0% + 十 + 
NaCI (p)a 0% NT NT 

/1 1.0% + + + + + + NT NT 

NaCI (B)b 1.5% + 十 十 + + + 十

/1 2.0% + 
Production of H2S in : 

Standard medium 十 十 十 + + + 
Sensitive medium + 十 十 十 十 + + + 
Iron medium + 

Growth on : 

SS agar 

DHL agar + + 十 + + + 
MacConkey agar + + + + 
CYE agar + + + 十 十 十 NT NT 

DNA hydrolysis 十

Alkaline phosphatase + 十 十 + + 
a : Peptone water， b: BruceIla agar， S=sensitive， R=resistant， NT: Not test， ': Type strain 
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umではC.jejuniおよびC.coliの6株は硫化水素を

産生したが， C. fetusの2株は産生しなかった. Iron 

mediumでは Skirrow町の提案した Biotype2に該当

するC.jejuni， NCTC 11392株のみが硫化水素を産生

した.馬尿酸加水分解陽性のC.jejuniと陰性のC.coli 

のいずれの株も無塩ベプトン水中では発育しないが， 1 

%食塩加ぺプトン水や 1%グリシン存在下では発育し

た. 8%ブドウ糖加寒天ではいずれの株も発育しなかっ

た.両菌種とも 25.Cでは発育せず， 30.Cでは C.coliの

l株のみが発育し， 43.Cでは全株が発育した.ナリジク

ス酸 (disc，30μg)に対しては感受性である. TTC (400 

μg/ml)加寒天平板て崎両菌種とも発育したカ{， C. fetus 

の2菌株は発育しなかった.また1.5% NaCl加寒天上

では， C. jejuni， A TCC 29428株以外のC.jejuni， C. 

coliおよびc.fetusの全株が発育した.

ブリリアント・グリーン (1: 200.000)に対しては，

C. jejuni， A TCC 29428株のみが感受性であった.胆汁

酸塩 (1%)加寒天平板で、は C.jejuni. NCTC11392株

とC.fet凶の2株は発育したが他のC. jejuniおよび

C. coli株は発育しなかった. SS寒天平板上ではいずれ

の株も発育しなかった.DHL寒天平板上では，C.jejuni 

は発育できなかったが，C.coliは発育した.しかし，マツコ

ンキ一平板上ではC.coliに対する発育抑制lが強く， 4

株中 1株が発育したにすぎない.c.jセtusは両方の平板

上で発育した.CYE寒天上では，いずれの株も発育した.

DNA加水分解能は， C. coli. NCTC11366株のみが陽

性で，他は陰性であった.またアルカリホスファターゼ

は C.coli， NCTC11350株のみが陰性で，他の株はすべ

て陽性であった.

2. C. jejuni， C. coliおよび C.lαridisの生化学的

性状の比較

新鮮分離のC.jejuni， 297株. C. coli， 102株， C. 

laridis， 2株および、 C.fetus subsp. fetus， 6株の性状を

Table3に示した.45.Cにおける C.jejuniとC.coliの

発育態度にはほとんど差異を認めなかった.30.Cの温度

条件では， C. jejuni 297株中 3株(1.0%)が発育した

にすぎなかったが， C. coliでは 102株中 25株(24.5%)

が発育した.

ナリジクス酸耐性の thermophiliccampylobacter 

である olaridi訟の 2株は， 30.Cと43.C，45.Cで両株と

も発育した.C. jejuniは一般にナリジクス酸感受性であ

るが，供試菌株 297株中 5株は耐性であった.本菌株の

MIC (Minimal inhibitory concentration)は， 50-100 

μg/ml以上であった. C. laridisに対するナリジクス酸

のMICは極めて高<， 2菌株とも 100μg/ml以上であ

った

ブリリアントグリーン寒天平板で、は， C. jejuniはc.

coliに比して低濃度のブリリアント・グリーンで発育の

抑制を受けた.すなわち， 1/200，000の濃度で C.coli 

の 76%の株が発育したが， C. jejuniは28%が発育した

にすぎなかった. C. laridisの2株は 1/100，000の濃度

で発育した.色素に対する tolerancetestとしては，こ

のほかフクシン， メチレン・フゃルー， クリスタ/レ・ノfイ

オレットなど 9種類の色素についても検討したが" C. 

jejuni・とC.coliとの聞に各色素に対する toleranceの

差異は認められなかった.

グリシン (1%)培地では， C. jejuni， C. coliおよび

C. laridisの全株が発育した. TTC (400μg/ml)寒天

上では.C. coliや C.laridisのほとんど会株が発育した

が， C. jejuni・では 297株中 37株 (12.5%)は発育でき

なかった.

1.5%食塩を含む寒天上で， C. jejuniはほとんど発育

せず. C. coliもその 11%が発育したにすぎなかった.

Stndard mediumや Sensitivemediumでの硫化水

素産生性は C.jej切ti，C. coliおよびC.laridisのいず

れもが陽性であった.Skirrow & Benjaminらが使用し

ている Ironmediumで、はC.jejuniの34株中 4株 (11.8

%)が陽性であった.

SS寒天， DHL寒天およびマツコンキー寒天での発育

状況は前記の標準菌株の場合ほほ、閉じ態度を示した.す

なわち， C. jejuniはDHL寒天上ではほとんど発育しな

かったが， C. coliは72%が発育した.マツコンキー寒天

では， C. jejuni， C. coliともその 10-30%が発育し，

両者に発育態度の差異は認められなかった. C. laridis 

の2株はいずれも DHL寒天やマツコンキー寒天で発育

した.胆汁酸に対する抵抗性は DHL寒天上での成績と

は異なり， C. jejuniは胆汁酸 1%の濃度で 62%が， 2 

%の濃度で 15%が発育したが，仁 coliは前者の濃度で

25%，後者の濃度で6%が発育したにすぎなかった.こ

のことより DHL寒天上での発育は単に胆汁酸に対する

抵抗性によって規定されているのではないと考えられ

る.レジオネラの選択分離培地である CYE寒天では全

株が発育した.

C. jejuniとC.coliでアルカリホスファターゼの反応

性にほとんど差はなしそれぞ、れ 62%.76%が陽性であ

った.DNA加水分解能は， C. jejuniの約 40%カえそし

て C.coliではわずかに 5%が陽性であった.

c.jきtussubsp.jきtus6菌株の性状は，前記の c.jきtus
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Table 3. Biochemical characteristics of Camρ'ylobacter isolates 

Characteristics 

Oxidase 

Catalase 

Nitrate reduction 

Growth at : 

25 C 
30 C 

37 C 

43 C 

45 C 
Hippurate hydrolysis 

N alidixic acid 

sensitivity (30μg) 

Tolerance to : 

Brilliant green 

1: 50，000 

1 : 100，000 

1 : 200，000 

Glucose 8.0% 

Glycine 1. 0% 

TTC (400μg/ml) 

Bile salt 1. 0% 

JI 2.0% 

NaCl (p)a 0% 

JI 1.0% 

NaCl (B)b 1.5% 

JI 2.0% 

Production of H2S in : 

Standard medium 

Sei1sitive medium 

Iron medium 

Growth on : 

SS agar 

DHL agar 

MacConkey agar 

CYE agar 

DNA hydrolysis 

Alkaline phosphatase 

C. jejumi 

(n=297)c 

+ (100 )e 

十 (100 ) 

+ (100 ) 

一( 0) 

一( 1. 0) 

十(100 ) 

+ (100 ) 

d ( 82.4)キ

+ (100 ) 

S ( 98.3) 

一( 0) 

一( 5.9)事

d ( 27.6) 

一( 0) 

+ (100 ) 

d ( 87.5) 

d ( 61.8)* 

d ( 14.7)キ

ー( 0) 

+ (100 ) 

一( 5.4) 

一( 0) 

十 (100 ) 

+ (100 ) 

d ( 11.8)* 

一( 0) * 

一( 5:4) 

d ( 29.4)本

+ (100 ) 

d ( 40.1) 

d ( 62.3) 

C.coli 

(n=102) 

十(100 ) 

+ (100 ) 

十(100 ) 

一( 0) 

d ( 24.5) 

+ (100 ) 

+ (100 ) 

d ( 87.5)村

一( 0) 

S (100 ) 

一( 0) 

d ( 31.3)“ 

d ( 75.5) 

一( 0) 

+ (100 ) 

+ ( 99.0) 

d ( 25.0)村

一( 6.3)叫

一( 0) 

+ (100 ) 

d ( 11.8) 

一( 0) 

+ (100 ) 

+ (100 ) 

一( 0) ** 

d ( 18.8)** 

d ( 71.6) 

d ( 12.5)村

+ (100 ) 

一( 4.9) 

d ( 75.5) 

C. laridis 

(n= 2) 

+ (100 ) 

十 (100 ) 

十 (100 ) 

一( 0) 
十 (100 ) 

+ (100 ) 

十(100 ) 

+ (100 ) 

一( 0) 

R ( 0) 

一( 0) 

+ (100 ) 

+ (100 ) 

一( 0) 

+ (100 ) 

+ (100 ) 

d ( 50.0) 

d ( 50.0) 

一( 0) 

十 (100 ) 

d ( 50.0) 

一( 0) 

十 (100

+ (100 
NT 

( 0) 

十 (100 ) 

+ (100 ) 

十 (100 ) 

一( 0) 

d ( 50.0) 

a : Peptone water， b: Brucella agar， c: The number of strains t巴sted，

C. fet協

subsP.fetus 
(n= 6) 

十 (100 ) 

+ (100 ) 

+ (100 ) 

+ (100 

+ (100 

+ (100 
一( 0) 

一( 0) 

一( 0) 

R ( 0) 

d ( 33.3) 

+ (100 ) 

+ (100 ) 

一( 0) 

+ (100 ) 

一( 0) 

+ (100 ) 

+ (100 ) 

NT 

NT 

d ( 33.3) 

d ( 16.7) 

一( 0) 

+ (100 ) 

NT 

一( 0) 

+ (100 ) 

十(100 ) 

NT 

一( 0) 

一( 0) 

e: +=90-100% d=11-89%，一=0-10%， S=sensitive， R=resista:nt， NT=not test， 

( ) = positive %， * 34 strains were tested，日 16strains were tested. 

13 
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37"Cおよび 42.Cで培養し，その菌体脂肪酸組成を比較検

討した.その成績は Table4に示すごとし本菌の主要

な菌体脂肪酸は， tetradecanoicacid(14: 0)， hexade. 

cenoic acid (16: 1)， hexadecanoice acid (16: 0)， 

octadecenoic acid (18: 1)および 19.carbon-cyclopr-

14 

A TCC2737 4， A TCC25936の両菌株の性状とほぼ同ー

であった.

3 . C. jejuni.とC.coli の菌体脂肪酸パターン

ιjejuni， CF 1株を血液寒天，ブレイン・ハート・イ

ンフュージョン(BHI)寒天 BHIブイヨンでそれぞれ

Cellullar fatty acid composition of C. jejuni， strain CF 1 

cultured under different conditions 

Table 4. 

Fatty acid (as % of tota1)8 

Temperature Media 
3-0H 

14:0 
19-cycb 

Blood agar 

BHI agar 

BHI broth 

Blood agar 

BHI agar 

BHI broth 

ワ
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a : Peaks with area more than 2% are recorded. 
b : cyc=cyclopropane acid. 

Cellular fatty acid composition of C. jejuni， C. coli and C. jet;附 subsp.jetus Table 5. 

Fatty acid (as % of tota1)8 

Strain Species 
19-cyc 

C. coli 

16 

15 

13::!: 6 
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28 

23::!: 6 

(14-29) 

21 

2 

29 

18 

13::!: 9 

(2-30) 

18:1 

33 

26 

27::!: 8 
(6-43) 

12 

13::!: 5 

(5-19) 

23 

17 

17 

22 

23::!:12 

(4-44) 

21 

33 

26::!: 6 
(14-31) 

)

)

)

)

 

門

i

n

t

a

噌

Q

U

G

u

t

-

A

せ

1
i

pnv

唱

E

-

-

p

n

v

'

E

4

0

n

U

4

4

会

十

一

一

+

一

一

士

一

+

一

一

4
4
τ
a告
の

L

a

4

A
り

a佳
作

J

0

6

η

d

nり

p
o
n
F
q
d
円

i
η
L
q
d
A
3

q
d
q
J
Aせ
つ

d
q
d
A
-
q
d
a宅

ι
u
aせ

A
宮

A
常

q
d
9
u
q
a
q
d
n
L

一

(

(

(

(

 

)
 

co 

)

-

)

 

n
L
唱

I

噌

i

、3
ノ

句

i

一

目

υ
p
o

唱

i

η

t

3

q

d

士

一

+

一

一

+

一

山

+

-

一

2

4

6

4

8

5

3

4

6

5

5

4

花

7

5

9

9

r

t

f

t

、

、

]

q

J

9

h

ワ白

1
4

-

(

 

(
 

b

)

)

)

)

 

η

J

0

6

q

J

a

a

τ

q

d

q

L

S

笹

山

古

噌

EEA

噌

EA

噌

EL

唱

ZA

±

一

±

一

土

一

+

一

一

q
L
o
o
t
i
ι
u
a
-
q
G
ヴ

t
F
b
Q
u
n
t
o
-
ν
n
i

。bF
b

n

υ

9白
白

U

唱

i
r
t
、、
1

A

1

A

f

k

r

l

、
1
ム

1
ム

1
ム

，

f
k

.16:0 16:1 14:0 

NCTC 11392 

4 isolates 

NCTC 11366 

NCTC 11349 

NCTC 11350 

NCTC 11353 

16 isolates 

ATCC 29428 

CF 1 

29 isolates 

C. jejuni 

Skirrow's biotype 1 

Skirrow's biotype 2 

ATCC 25936 

ATCC 27374 

6 isolates 

C. jetus subsp.ルtus

a : Peaks with area more than 2% are recorded. 
b : Mean value土 standarddeviasion， ( ); range among strains. 
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opane acid (19 -cyc)の5種類であった.血液寒天で 以下の実験では，培地中の血液成分の影響を避けるた

培養した場合に， BHI寒天や BHIブイヨンの場合と比 めに BHI寒天を，また対照に C.jetusを用いているの

べ， C14:oの含量が多く， C18:1の含量が少ない成績であっ で供試菌の培養温度は 37'Cとして，脂肪酸の分析を行っ

た.しかし，3TCと42.Cの培養温度における菌体脂肪酸 た.

には質的にも量的にもほとんど差異は認められなかっ 供試菌株 64株の菌体脂肪酸組成を Table5にまとめ

た. た.また，各菌種の代表株としてC.jejuni， CF1， C. coli， 

C. jejuni， strain CF 1 

16:0 

14:0 
18:1 

C. coli， strain N CTC 11366 

16:0 

18:1 

C. jetus subsp.j初日:， strain A TCC 27374 

l
l
J
F
 

14 16 1'8 20 

Retention time ( mit1 ) 

Fig. 1. Gas chromatograms of the esterified fatty acids of representative strains 

ofC必juni(top)，仁 coli(middle)and C. jetus subsp.fetus (bottom) 
Column : Glass column . (3 mmφX 2 m) with 2 % OV -101-coated Chromosorb 

W. AW-DMCS (80-100 mesh). 

Column temperature: 140-200.C (increased at a rate of 2.C/min) 

Carrier gas : N 2(30 ml/min). 

Detector : Flame ionization detector. 

Instrument : Hitachi GC-163. 
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NCTC11366および Cルtussubsp. jetus， ATCC27374 

株のガスクロマトグラムを Fig.lに示した.

C.jejuniやC.coliの菌体脂肪酸としては， C16:0が最

も多く，次いでC18:1， 19-cyclopropane acid， C14:0で、お

り，少量のC16:1か検出された.36株の C.jejuniには 26

種の異なる血清型菌が含まれているが，基本的には全株

とも同じパターンを示し， Fig.lに示したC.jejuni， CF 

1株と同様で・あった. C. coliの 20株も異なった血清型

を示す菌株であったが，菌株聞に脂肪酸パターンの差異

は認められず， C. coli， NCTC 11366株とそれと同様で、

あった. Skirrowらによって提案された C.jejuniの生

物型 1(Iron mediumで硫化水素非産生)と生物型 2(同

培地で硫化水素産生)の菌株間では菌体脂肪酸組成に差

異は認められなかった.

しかしC.jejuniや C.coliの脂肪酸パターンは C.

ルtussubsp.ルtusのそれとは異なった. C. jetus subsp. 

jセtusの8株について検討した成績では， C. jejuniや C.

coliで認められた 19・carbon-cyclopropaneacidが検

出きれなかった.また， C 16:0/C 16:1の比が2以下であり，

同比が5以上である C.jejuniや C.coli・とは違いが認

められた.

考察

V邑ron& Chatelainは Campylobacter属に含まれる

c.ルtus_C. jejuni， C. coliおよび C.stutorunの相E聞

の生化学的性状を検討し，それまで混乱していた本菌属

の分類を明確にした.彼らは thermophilic campylo-

bacterをブリリアントグリーン寒天(1: 100，000)お

よぴ8%ブドウ糖加ブイヨンでの発育態度によって C.

jejuniとC.coliに区別した.一方 Skirrow& Benja-

minはVeron& Chatelainの提案とは別途に馬尿酸加

水分解性によって両菌種を区別できることを報告した.

今回は， ヒトや各種動物由来の thermophiliccampy-

lobacter 407株について各種の生化学的性状を調べ，

Veron & Chatelainが提案した分類基準と Skirrow& 

Benjaminの分類基準とを比較検討した.

C. coliの標準菌株である NCTC11366株のブリリア

ント・グリーンや 8%ブドウ糖に対しての発育態度は，

C. jejuniの標準菌株である ATCC29428株の場合とほ

とんど同一で、， Veronらの示した生化学的性状により両

種を鑑別することは困難で、あった.またこの他のC.coli， 

NCTC11349， NCTC11350， NCTC11353株および C.

jejuni， NCTC11392株においてもすべて 8%ブドウ糖

加寒天上で発育せず，ブドウ糖に対する toleranceによ

りC.fejuniとC.coliとを区別することができなかっ

た.

一方， Skirrowらか報告したごとく， C. coliの標準菌

株NCTC11366株は馬尿酸陰性であるのに対し，c.jeju-

nzの標準株ATCC29428株は陽性であることを確認し

た.

馬尿酸加水分解性をキー性状として分離株を C.jeju-

M とC.coliに区別してその生化学的性状を比較検討し

た結果，本性状以外は極めて類似していた.ただし， DHL

寒天とブリリアント・グリーン加寒天における発育態度

および DNA加水分解性において若干の違いが認めら

れた.すなわち， C. jejuniはDHL寒天上ではほとんど

発育できないのに対して， C. coliは約 72%の菌株が発

育した.またブリリアント・グリーン 1/200，000の濃度

でC.jefuniの多くの菌株が発育を抑制されたのに対し

て， C. coliの約 76%の菌株は抑制を受けず，その祇抗性

に相違が認められた. DNA加水分解性は， C. jefuniの

約 40%が陽性， C. coliの約 5%が陽性で， C. jejuniに

本性状陽性株が多い傾向があった.しかし，これらの諸

性状で C.jejuniとC.coliとを区別することは困難で、

あり，両菌種の鑑別jは馬尿酸加水分解性か唯一のよりど

ころである.アルカリホスファターゼは， C. jefuniの

62%， C. coliの 76%が陽性であり，両菌穫に差異は認め

られなかった.

しかし， DHL寒天やブリリアントグリーン寒天上で

の発育態度およびアルカリホスファターゼは菌株の由来

によってやや異なった態度を示した.C. coliの多くの菌

株は DHL寒天上で発育したが，フ、、タやニワトリ由来の

C. coliはその全株が発育しなかった.また，ニワトリ由

来のC.coliはブリリアント・グリーン寒天ても発育す

る菌株が少なかった.アルカリホスファターゼでは，野

鳥由来のC.jejuni・の陽性率は 2%と他に比べて低<.

C. coliではヒト由来株が低い値であった.この様にその

由来による生化学的性状の差異は，現在提案されている

種々の生物型の問題と合わせて興味ある点である12.15)

Leaper & Owen'6)も馬尿酸加水分解性により C.je-

}uniとC.coliに分類して，この両菌種聞の諸生化学的性

状を比較しているが，本性状以外ではこの両菌種を区別

できないことを報告している.

菌体脂肪酸パターンは， C. jejuniとC.coliとは同一

脂肪酸が認められ，本成績からも両者を区別できなかっ

た.この成績は， Leaper & Owen'引の報告した成績とほ

ぼ一致した.しかし，Blaserら14)はC.jejuniの菌体脂

肪酸として C14:0， C 16:1， C 16:0， C18:1および19-cycの他

に， 3-hydroxy-tetradecanoic acid (3-0H-C 14・0)も検出



東京術僻年報 35，1984 17 

しており，この点が今回の成績と異なった.この理由は，

実験条件特に方、スクロマトグラフィーの条件と供試菌休

の差によるものと考えられる.

一方， c. jきtussubsp. jetusの示す脂肪酸パターンは

C. jejuniやC.coliのものとは異なっており，シクロプ

ロパン酸(19-cyc)が認められないこと，およびC16:0/

C16:1の比が2以下であることによりこれら両菌種から

区別された.

C. laridisの菌体脂肪酸について今回は検討しなかっ

たが，米国の Moss博士(C巴ntersfor Disease Control， 

Atlanta， Georgia)との共同研究の成績では， C. laridi訟

の脂肪酸パターンはC.jejuniグループと c.jをtusグル

ープの中間型であった.すなわち， C. laridisではc.

JeJuniグループで認められた 19-cycが検出されず c
jetusグループに近いカ'". C16地/C16:1の比は 5以上と高

しまたこの他の脂肪酸組成も仁 jejuniと同様のもの

であった 17)

カンピロパクターは生物学的活性が極めて低いため，

腸内細菌の同定に常用されている生化学的性状試験を応

用することが困難である.また本菌に用いられる性状試

験においても， しばしば陽性・陰性の判定が難しい菌株

が存在する.更に本菌の発育は他の腸内細菌に比べて遅

< ，同定までに日数を要する.一方，菌体脂肪酸の分析

は培養菌よりその脂肪酸ノfターンを得るまでに数時間あ

れば可能で、あり，また C.jejuniやC.coliは他の菌種と

は異なる脂肪酸組成を示すことより，本方法はカンピロ

パクターの同定・分類のための簡易・迅速法として有効

な方法であると思われる.

結論

ヒトや各種動物由来の thermophiliccampylobacter 

の 407株について種々の生化学的性状を調べ， Veron& 

Chatelainが提案した分類基準と Skirrow& Benjami-

nの分類基準とを比較検討した.その結果， veronらの

示した生化学的性状によりC.jejuniとC.coliとを鑑

別することは困難で、あった.一方， Skirrowらが報告し

たごとし馬尿酸加水分解性をキー・性状として分離株

をC.jejuniとC.coliに区別してその生化学的性状を

比較検討した結果，両菌種では馬尿酸加水分解性以外の

諸性状は極めて類似していた.ただし， DHL寒天とブリ

リアントグリーン加寒天における発育態度およびDNA

加水分解性において若干の違いか:.~~められた.

次に，菌体脂肪酸の分析を行った結果， C. jejuniや 仁

coliでは C14:0，C16:1， C16:0， C18:1およびC1ト cycが認めら

れたが，両菌種聞の脂肪酸パターンは同一で、あり，両者

を区別できなかった. しかし， C. jetus subsp. jetusの

示す脂肪酸パターンは C.jejuniや C.coliのものとは

異なっていた.
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土壌における Clostridiumperfringensの分布と分離菌株の血清型

およびエンテ口トキシン産生性について
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エンテロトキシン enterotoxin， 芽胞 spore

緒言

ウェルシュ菌による食中毒は東京都内で年間数例の発

生があり， 1963年-1983年の 21年間で計 39事例が認

められている 1) これらの事例の原因食品はブタやニワト

リなどの食肉あるいは魚介類の加熱調理食品がほとんど

である.このことはウェルシュ菌がウシやブタなどの動

物の腸管内に高率に保菌されていることから，原因食品

中のウェルシュ菌は，これらの動物に由来するものと考

えられている.

一方，ウェルシュ菌は動物の腸管内の他に，土壌中に

も広〈分布していることから，本菌の土壌から食品への

汚染も否定できない.また，魚介類から検出される本菌

は海水や海底土壌に由来するものと考えられる.

今回は土壌中に分布するウェルシュ菌とヒトとの関連

性を調べるために各種の土壌を対象に本菌の検索を行

い，分離菌株については血清型とエンテロトキシン産生

性を検討した結果，若干の知見を得たので報告する.

材料および方法

1.土壌の採取場所

1982年 9月-10月に東京都内および近郊の畑 (2ヵ

所)，河川(2ヵ所)，宅地周辺(2ヵ所)，林(1ヵ所)

および池(1ヵ所)の計8ヵ所の採取地点について，各々

5件の土壌を 50-100g採取した.なお採取にあたり，表

層部約 10cmを除去し，その下層の土壌を採取した.

2.土壌からのウェルシュ菌分離

土壌 10gに 0.1%ベプトン加生理食塩水90mlを加え

乳剤とした.本乳剤のO.lmlを200μgKM加卵黄 CW

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科

寒天(以下 KMEYCWと略す) (日水製薬)に塗沫し，

37'C24時間嫌気培養した.

耐熱性芽胞形成ウェルシュ菌を検索するために，上記

土壌の 10倍希釈乳剤の1.0mlをチオグリコレート培地

(栄研化学) 2本に接種し，一方を 100'C10分間，他方

を 100'C60分間加熱処理を行い，流水で急、冷後

37'C 18~24 時間培養した.この増菌培養液を KMEY

CWに塗沫し，ウェルシュ菌の検索を行った.

3.土壌からのウェルシュ菌の定量培養

土壌に分布するウェルシュ菌を定量的に把握するため

に，土壌の 10倍希釈乳剤を 0.1%ベプトン加生理食塩水

で 10倍段階希釈し，各希釈液の O.lmlをKMEYCWに

塗沫し， 37'C24時間嫌気培養し，発育したウェルシュ菌

様集落を算出した.

4.ウェルシュ菌の生化学的'1企状試験

分離菌株について，レシチナーゼ・インドール・牛乳

凝固・ゼラチン液化・硝酸塩還元・炭水化物分解および

α抗毒素血清によるレシチナーゼ抑制の各試験を実地し

た.なお牛乳凝固はスキムミルク培地 (Difco・リトマス

ミルク)を使用した.インドール，硝酸塩還元能，炭水

化物分解能試験には GAM糖分解用半流動培地(日水製

薬)を基礎培地として使用し，各々常法に従って培地を

作製した.α抗毒素血清によるレシチナーゼ抑制試験は，

a抗毒素血清含有i慮紙(日水製薬)を用いる方法によっ

た.

5. ウェルシュ菌の血清型別

分離菌株のEYCW平板で培養した菌苔を用いて

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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Hobbsの血清型(1-17型:デンカ生研)および著者ら2)が

Hobbsの血清型に追加した T Wの血清型 (1-60型)の

抗血清を用いて，のせyゲラス凝集反応によって行った.

6. ウェルシュ菌のエンテ口卜キシン産生性

Cooked rneat培地に保存した分離菌株をチオグリコ

レート培地に接種し，3rC24時間培養した.この培養液

を70
0

C10分間または 75
0

C20分間の加熱処理を行い，エ

ンテロトキシン産生用の培地に接種した.エンテロトキ

シン産生用培地としては， DS培地3)および Tortoraの

培地4)を用いた.両培地で3rC16-18時間培養後の遠心

上清を被検材料とした.被検材料からのエンテロトキシ

ン検出は逆受身ラテックス凝集反応(PET-RPLA:デン

カ生研)によった.すなわち被検材料を希釈液で2倍段階

希釈し， V型7 イクロタイター用トレイに0.025mlずつ

分注し，これにエンテロトキシンの抗体を感作させたラ

テックスを等量加え，振とう器でよく撹持した後，室温

で 15-18時間反応後凝集の有無を観察した.

なお， DS培地と Tortoraの培地で培養した菌液につ

いて芽胞形成の状況を位相差顕微鏡によって観察した.

成績

1.土壌からのウェルシュ菌検出状況

土壌からのウェルシュ菌検出状況およびウェルシュ菌

数を表 1に示した.採取した土壌 40件中非加熱では 19

件 (47.5%)からウェルシュ菌か検出された. 100
0

C 10分

の加熱処理では 7件 (17.5%)，100
o

C60分の加熱処理で

はわずか 3件 (7.5%)が陽性にすぎなかった.

採取地点別にみた場合，畑 A，林 C，宅地 Eで採取し

た土壌では全例ともウェルシュ菌が陽性であった.畑 B

の土壌からはウェルシュ菌は検出きれなかった.河川 F

では，非加熱材料は陰性であったが， 100
0

C 10分の加熱処

理土壌の 2例から本菌か検出された.

2.土壌中のウェルシュ菌数

土壌中のウェルシュ菌数を平板法で検討した結果，表

1に示すごとし非加熱で陽性であった 19例の土壌 1g 

中1.8X 102-4. OX 104で平均 3.6x 10可聞であった.

採取地点別にみた場合，宅地Eでや、菌数が多い傾向

であったが，全体的にはほとんど差異がみられなかった.

3.分離菌株の生化学的性状

土壌より非加熱で分離された 27株，lWC10分の加熱

処理で分離した 13株および 100
o

C60分の加熱処理で分

離の 6株の計 46株について各種生化学的性状試験を行

った.その成績を表2に示した.いずれの菌株もレシチ

ナーゼを産生し，ゲラチンを液化する典型的なウェルシ

ュ菌であった.但し非加熱の材料から分離された 1菌株

ならびに 100
o
C60分加熱処理分離の 1菌株は 10%ゼラ

チン寒天ではゼラチンの液化がみられなかった.また，

これらの他に土壌から分離されたレシチナーセ。陽性およ

び α抗毒素血清により本反応が抑制された菌株のうち

2菌株はセヲチンを全く液化せず仁ρar.ゆE宅fringens

と考えられた.

4.分離菌株の血清型

土壌から分離したウェルシュ菌 46菌株について

Hobbsの血清型および著者らの TWの血清型によって

型別を行った.表3に示したように，非加熱分離菌株27

菌株中 15株が Hobbsの血清型， 6菌株が TWの血清

型に該当した.lWC10分加熱処理分離菌株では， 13菌株

が Hobbsの血清型に該当した.100
o

C60分加熱処理材料

から分離した 6菌株中 2株が Hobbsの血清型に，また

表 1.土壌からのウェルシュ菌検出状況

ウェルシュ菌陽性数(n= 5 ) 

採取場所 加 熱 処 理 ウェルシュ菌生菌数/g ( 平均 ) 
非加熱

100oC10分 1000C60分

1田 A 5 l 1 2.0X102~3.6X103 ( 1.1x103 ) 

B 。 。 。 。
林 C 5 。 。 4.0X102~4.0X103 (1.8xIO") 

宅 地 D 2 4 2 2.0X102~4.0X103 ( 2.1 X 103 ) 

E 5 。 。 1. 8 x 102~4. 0 x 104 (1. 6 x 104 
) 

1可 JII F 。 2 。 。
G l 。 。 2.0X102 ( 2.0XlO" ) 

池 H 1 。 。 4.0 X 102 ( 4.0 X 102 ) 

百十 19 7 3 1.8X102:--4.0X104 (3.6X103) 
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表 2.土壌より分離されたウエルシュ菌の

生化学的'生状

非加熱 100
0

C10分 100
0

C60分
加熱 加熱

性状 (n=27) (n=13) (n= 6) 
十(%) +(%) +(%) 

運動性 。 。 。
レシチナーゼ 27 (100) 13(100) 6(100) 

インドール 。 。 。
牛乳凝固 27 (100) 13(100) 6(100) 

ゼラチン 2% 27(100) 13(100) 6(100) 

10% 26(96.3) 13(100) 5(83.3) 

レシチナーゼ抑制 27(100) 13(100) 6(100) 

炭水化物分解

グルコース 27 (100) 13(100) 6(100) 

ラクトース 27(100) 13(100) 6(100) 

シュークロース 27(100) 13(100) 6(100) 

マルトース 27(100) 13(100) 6(100) 

サリシン 10(37.3) 2(15.4) 3(50.0) 

ラフィノース 24(88.9) 12(92.3) 6(100) 

イノシット 23(85.2) 6(46.2) 5(83.3) 

デンプン 26(96.3) 7(53.8) 6(100) 

卜レハロース 23(85.2) 11(84.6) 4(66.7) 

表 3.土壌から分離されたウェルシュ菌の血清型

分離方 法
血清型

非加熱

Hobbs' 2 3 

3 1 

5 6 

8 1 

9 1 

10 1 

13 

ムー吉岡
1000C10分 100

0

C60分

2 - 5 

1 

10 

2 

3 

1 

4 → 4 

16 2 2 4 

TW' 1 1 一一 l

7 一一 2 2 

q
t
U

噌

E
4

句
E
4

l 

l 

1
i
o
n
u

白
U

η

i

1
ょ

1
ょ

っ

ム

q

J

2 

3株が TWの血清型に該当した.比較的多く認められた

血清型は Hobbs型の 5，2， 13， 16であった.

5.分離菌株のエンテロトキシン産生性

土壌由来の 45菌株について，芽胞形成培地である DS

培地と Tortoraの培地に接種し， 37
0

C16-18時間培養

後，培養上清からエンテロトキシン産生性を検討した.

表4に示したように非加熱分離株， 100
0

C 10分および、 60

分加熱処理分離株のいずれにおいても，エンテロトキシ

表4.土壌から分離したウェルシュ菌の

エンテロトキシン産生性

in vitro に エンテロトキ
由来 供試菌株お け る シン産生性

芽胞形成(%)

非加熱 26 8(30.8) 。
100oC10分

13 6(46.2) 。
加熱処理

1000C60分
6 。 。

加熱処理

言十 45 14(31.1) 。

-
Eム

nノ
“

司

E
ム

1
Eム

ンの産生性はすべて陰性であった.なお，この際，両培

地あるいはどちらか一方の培地で芽胞が確認された菌株

は 14菌株(31.1%)であり，芽胞形成が極めて悪かった.

考察

土壌中には Clostridium属の各種の菌が常在してい

ることが知られている.なかでもウェルシュ菌はあらゆ

る地域の土壌に分布しているベ我が国の調査でも，今村6)

は鹿児島市内の土壌ではウェルシュ菌が 38%より検出

きれ，台湾の各地の土壌では 54%が本菌陽性であった.

また Miwa7
)は人が生活していない南極の土壌からも 31

件中 21件 (67.7%)にウェルシュ菌を認めている.

著者らは東京都内あるいは近郊の畑・河川・池・林・

宅地の土壌を対象に本菌の分布をみると同時に，分離菌

株のエンテロトキシン産生性を調べ，本菌食中毒予防の

観点から検討を行った.今回 8ヵ所の地域の土壌を対象

にした結果， 7ヵ所の地域よりウェルシュ菌か検出され

た.本菌が救出きれなかった地域は畑土であって，畑に

摘された化学肥料などの影響も考慮する必要があろう.

河川の土壌では本菌陽性率が低かったが，これは常時水

で洗い流されている砂地であった.すなわち，土壌中の

47 - 1 1 本菌分布は土質による影響が大であろう的.土壌中のウェ

型別不能 6 1 7 ルシュ菌数は 1g当り 102-10'個であった.小西ら 5)や

計 27 13 6 46 今村6)の調査成績ではほとんどが 100個以下であり，著

* Hobbsの血清型， TWの血清型 者らの成績の方がや、高い菌量であった. Smithら引の
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報告では土壌 1g当りのウェルシュ菌量はl.1X 102 

-5. 7X 104個であった.

土壌に分布するウェルシュ菌の大部分は易熱性芽胞形

成ウェルシュ菌と思われた.但し 100.C10分に抵抗性の

ウェルシュ菌が 17.5%，100.C60分の加熱に耐える芽胞

形成ウェルシュ菌が 7.5%検出された.すなわち土壌中

にも食中毒の原因になりやすい 100.C60分の加熱に抵

抗する耐熱性ウェルシュ菌が低頻度で、はあるが分布して

いたことは注目する必要があろう.

土壌からのウェルシュ菌分離後に， レシチナーセ事長性

ていα抗毒素血清によって本反応が中和されるウェルシュ菌

様菌株が2菌株認められた.本菌株はゼラチンを液化しな

いことから，西国ら 10)によって明らかにされたc.ρara-

μゲnngensであると考えられる.土壌からのウェルシ

ュ菌検索にはセヲチン液化性やラフィノース，イノシッ

トなど各種の生化学的性状試験を実施する必要があろ

7. 

土壌に分布するウェルシュ菌が食品を汚染する危険性

もあり，食中毒予防の立場から，分離菌株の血清型とエ

ンテロトキシン産生性を検討した.その結果，土壌由来

結
呈.... 

日間

土壌中に分布するウェルシュ菌の検索を行い，これら

の分離菌株を食中毒予防の観点から血清型別およびエン

テロトキシン産生性の検討を行った結果，以下の成績を

得た.

1.土壌 40件を非加熱および 100.C10分， 100"C60分

の加熱処理条件で分離した結果，非加熱では 19件から

ウェルシュ菌か検出され，その生菌数は平均 3.6X103で

あった.また 100.C10分では 7件， 100.C60分では 3件

が陽性であった.

2.土壌分離株 46菌株の生化学的性状は，レシチナー

セ守陽性・ゼラチン液化陽性・牛乳凝固陽性等の性状を示

す典型的なウェルシュ菌であったが 10%のゼラチンで

は陰性株が2株認められた.

3.分離菌株 46株は Hobbsの血清型に該当したもの

が 63%で， TWの血清型では 34.8%が型別された.多く

みられた血清型はHobbsの血清型 5，2，13，16て、あった.

4.分離株のエンテロトキシン産生性を DS培地と

Tortoraの培地で検討したカミ芽胞形成のみられたもの

は 3l.1%の株にすぎず，エンテロトキシンの産生は認め

株の血清型は Hobbsの血清型に該当するものが 63%， られなかった.

著者らの TWの血清型に一致するものが 34.8%認めら 文 献

れた.また，ヒトの本菌食中毒例から検出されるウェル 1)稲葉美佐子， 伊藤 武，斎藤香彦，柳川義勢，甲斐

シュ菌と同一血清型菌も多数認められるし，健康者ふん 明美，坂井千三:感染症誌 58，87， 1984 

便由来株にもみられる血清型菌も検出されており，血清 2)伊藤武:東京衛研年報， 24， 1， 1973 

型の面からみると土壌とヒトとの密接な関連が推察され 3) Duncan， C. L. and Strong， D. H. : Aρρ1. Micr-

る obiol.，16， 82， 1968 

自然界に分布するウェルシュ菌のうち，エンテロトキ 4) Tortora， J. C. O. : Estudos sobre meios de 

シン産生株の分布は極めて低いことが知られている.今 cultivoρara a esρorulacao de Clostridiumρer-

回の土壌由来株についても全株がエンテロトキシン陰性 fringens， 1976， Universidade Federal do Rio de 

であった.刑部11)は土壌由来の 10菌株，安川ら 12)は土壌 Janeiro 

由来の 85菌株を対象にエンテロトキシン産生性を検討 5)小西健一，山岸高由，石坂伸太郎，坂本憲市，桜井

しているが，いずれもエンテロトキシン産生株を認めて 信也:日細誌 36(2)， 459， 1981 

いない.従って，土壌に分布するウェルシュ菌はほとん 6)今村禎祐:鹿児島大学医学雑誌 15( 2 )， 8， 1963 

どエンテロトキシン非産生株であると考えられる.しか 7) Toshio Miwa : Japan J Med. Sci. Biol.，28，201， 

しエンテロトキシンの産生性が芽胞形成と平行すること 1975 

からエンテロトキシンの証明には芽胞の形成が大切で、 8)稲葉美佐子，伊藤 武，坂井千三，大橋 誠:東

ある.ところが，今回の分離菌株では DS培地や Tor- 京衛研年報， 32 -1， 12， 1981 

toraの培地でも芽胞形成が悪<，供試菌株の 3l.1%が 9) Smith， L. DS.， and Gardner， M. V. : J Bacteriol.， 

芽胞を形成したにすぎなかったことから，土壌由来株のエ 58， 407， 1949 

ンテロトキシン産生性はさらに，芽胞形成を高めた方法 10)西田尚紀・日細誌， 31 ( 6 )， 663， 1976 

で再検討する必要があろう 11)刑部陽宅:食衛誌 18(4)， 375， 1977 

12)安川 章，岡田陽一，北瀬照代，宮本三郎:食衛誌，

16 (5)， 313， 1975 
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パーソナルコンビュータを用いた海外旅行者下痢症の

細菌検査成績処理システムの開発

津野正日月ヘ工藤泰 雄ぺ大橋 誠キ

Development of a Computerized Data Base System for Processing ResuIts 

of Bacteriological Examination of Overseas TraveIIers' Diarrhea 

MASAAKI TSUNOへYASUO KUDOH* and MAKOTO OHASHI* 

Keywords:データベース database，パーソナルコンビュータ personalcomput巴r，海外旅行者下痢症

Overseas travellers' diarrhea 

近年，海外旅行者の急増に伴ない，東南アジア諸国を

はじめ諸外国からの渡航者によって我が国に持ち込まれ

る各種腸管感染症が，公衆衛生上大きな問題として注目

されるようになってきた.当所の微生物部細菌第一研究

科においては，防疫対策に有用な資料を得るために，

1975年以後海外旅行者下痢症患者の病因検索を行なっ

てきた.この海外旅行者検使(以下⑮と略す)の件数は，

年々増加し， 1980年以降は毎年 2，000件を越え，また

検査技術の進歩にともない検査対象病原菌も多彩化

し，本業務に係わるデータ処理は繁雑となった.

そこで我々は，本業務の被検者記録，検査成績の記

録，各種台帳類の作成，および集計，検索，作表等，

従来手作業で行なわれてきた諸作業のコンビュータ化

を試みた.このたぴ，その実用化をなし得たので，以

下にその概要を報告する.

システムの選定

@検査成績処理システムの開発には，次のハードウ

エアを用いた.

1.パーソナルコンビュータ本体:PC-8001mk II， 

32kバイト仕様

2.記憶装置:テwュアル・ミニ(5インチ)・ディス

クドライノイー， PC-80 S 31 

3. インパクト型ドットプリンタ:PC-8023-C，縮

少印字および、逆転フィード機能付き

4. CRTディスプレイ:PC-8050 K，緑色， 2000文

字表示可

またディスク運用システムには， iNEC PC-8001 

持東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科

BASIC Verl. 3 (copyright 1979 by Microsoft) ; Two 

surface version [20.Sep.1981] J を採用した.

データファイルの構成

データの記憶には，データ専用ディスク方式を採用

し，運用効率を考慮して，以下のような複数のランダ

ムデータファイルを開設した.

1.メイン・ファイル(ファイル名=Maru.F) 

本ファイルは，⑮検査材料および被検者等のデータ

を記憶するものである.本ファイルに記憶されるデー

タは，検査材料に添付される送付書(図 1)に記載の

情報から，従来の各台帳類に収録していた内容を満たす

ように選択した，各項目の変数名，入・出力用コード

および桁数割当てなどは表 1に示したとおりである.、

データファイルの作成にあたっては 1検体分のデータの

記憶に 1セクタ (=256バイト)を割り当てる方式がし

ばしば採られるが，本ファイルの作成にあたっては，

I検体分に 85バイトを割り当ててこれを lサブレコ

ードとし， 1セクタ当り 3検体分(=3サブレコード)

を記憶するサブレコード方式を採用した.したがって，

1ディスク当りの記憶容量は 3，792検体分となり，現

状では 1年分の⑮検査データを 1枚のディスク上に

記憶し得る.このファイルにおけるデータ配置は図 2

に示したとおりである.

2.サブ・ファイル(ファイル名 =MFモクジおよび、

DC count) 

上述のメイン・ファイルの他，データディスク上に，

2種のサブ・ファイルが自動的に開設されるようデザ

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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海外旅行者健康診断材料送付書

都立 衛 生 研 究 所 長 殿

検疫通報書番号第 号

区 保健所) 都立衛生研究所受付番号第 号

送付年月日 昭和 年 月 日 送 十f 番 号

M月

氏 名 大昭 年 月 日生 性別:口男.口女
オ)

{主 所

キオ 料 口ふん便・口その他 -採取月日:昭和 年 月 日 H寺

旅行先:

出国日:昭和 年 月 日 帰国日:昭和 年 月 日

旅行内容 口団 体:名称 名 旅行社

口 グループ:名称 名 旅行社

口個 人: 名 旅行社

一~
発病月日:昭和 年 月 日 発病場所:

再呈 過:

検休採取時の症状: 口有 口 無

病 歴 口下痢最高 1日 回( 月 日) :口軟便

今日までに
口水様性、 ロキ占血性

あった症状
口腹痛、 口眠気、 口 眠 吐 、 口頭痛

口倦怠感、 口発熱:最高一一皮( 月 日)

その他:

材料採取前受診: 口有、 口無 診断名

材料採取前抗菌剤投与: 口有、 口無、 口不明

薬剤名 内服 月 日~ 月 日まで

その他
特記事項

検査結果 月

該当事項の口に vを付し、一一ーに記すること。 ② 

図1.海外旅行者健康診断材料送付書式
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収録項目

検体'受付月日

検体(検査)番号

検体搬入保健所

被検者の年令

被検者性別

被検者区分

被検材料区分

訪問国

(1-5ヶ国)

出国年

出国月日

帰国月日

病日目

下痢最高回数

(1日当たり)

下痢の種類

腹痛・腫吐・H医気

発熱

変数割当

C 

D 1 

D3 

D 4 

D 5 

D7 

D 6 

P 1-P 5 

P9 

P6 

P 7 

P 8 

Q 2 

Q 1 

Q3 

Q 4 

薬剤投与
Q5 

(抗菌剤，その他の薬剤)

検出病原菌株数 Q6 

表1.@検査用データへの収録項目一覧

データ入力・出力用コード No.等

入・出力コードおよぴ実数値 例外・不明コード

月および日付の実数入力 月不明=13

(月数X10十日数と自動算定) 日不明=32

番号の実数(1-999) (なし)

保健所コード No.

満年令の実数(1-89) 

性別コード No.

(男=1，女=2)
被検者区分コード No.

(疎望号-?f品ET?役者=2 ) 

被検材料コード No.
(ふん便初回=1・2回目 =2)
3回目=3. 4回目以上=4

旅行先コード No.

西歴年数の下 2桁 (67-99)

月および日付の実数人力

(月数x10十日数， 自動算定)

向上

発病月日の実数人力

(発病月日 受付月日 +1λ
自動算定 / 

下痢回数コード No.
(I~3回=1， 4-6回=2. 7-

9回=3 …回=4.16-20回 )
=5. 21-30回=6. 30回以上=7

下痢区分コード No.
(軟便=1・下痢有り =2， ) 
水様下痢=3.粘血下痢=4

症状の有無コード No

(各々有り=1) 

度数または発熱コード No.

(完結局品句協関'2)
薬剤投与の有無コード No.

(各々.有り=1) 

菌株数の実数

(ただし陰性=0，6株以上=6)

その他=99

1オ以下=0.90オ以上=90
その他=91，不明=99

不明=0

不明=5

ふん便以外(その他)=5 

6ヶ国以上=65.ナシ=66

不明=99

ナシ=O.不明=66

月不明=13
日不明=32

向上

30日以上=31

不明=32

不明=8

不明=5

ナシ=0

不明=0

ナシ =33.1

不明=33.3

ナシ=0

不明=0

検出病原菌 (1-5) G1-G5 検出菌コード No. ナシ=0

検出菌株番号(1-5).H1-H5 菌株番号の実数 ナシ =0

Q4 :入力データの下 2桁のみを収録 P8 :病日目のみを収録.

桁 数 収 録

割当配置順

4 1 

3 3 

2 

2 

1 

l 

1 

5 

2 

6 

8 

7 

各 2 9-13 

2 14 

4 15 

4 16 

2 17 

19 

1 18 

20 

2 21 

1 22 

4 

各423-27 

各 428-32 

Q3:入力値コードは，腹痛有り=1， n医吐有り=2， 11匝気有り =3と自動変換され，これらの和を 1桁の

合成コート、No.として収録する.

Q5 : Q3と同様に，抗菌剤投与有り=1， その他の薬剤投与有り =2と変換され 1桁の合成コードとし

て収録する.
ゼロ

GI-G5およびHI-H5:Q6の数だけ入カ.その他には自動的に Oが与えられて収録する.
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d a b d a b c 

C 

u1 

i 

c (検体受付月日)

D4 (被検者の年令)

Dl (検体番号)

Q6 (検出菌株数)

D3 (保{住所コードNo.)

(アキ)

D5 (被検者性別コードNo.)

D6 (被検材料区分コードNo.)

D7 (被検者区分コードNo)

p(1) (1ツ自の訪問国コードNo.)

P(2) (2ツ目の訪問国コード、No)

P(3) (3ツ自の訪問国コードNo.)

P(4) (4ツ自の訪問国コードNo.)

P(5) (5ツ自の訪問国コード"No)

P9 (出国年)

P6 (出国月日)

P7 (帰国月日)

P8 (病日目)

Ql (下痢症状)

Q2 (下痢の最高回数コード No.)

Q3 (腹痛・H匝吐・l恒気;合成コードNo)

Q4 (発熱;OC) 

Q5 (薬剤投与;合成コート、No)

↓ 

GI!G(1)) -1 G(1) (1ツ自の検出前コードNo)

49 

G2/G(2) G(2) (2ツ自の検出的コードNo)

53 

日/G(3)I ~ G(3) (3ソ自の検出前コードNo.)

G(4) (4ツ自の検出菌コードNo.)

G( 5) ( 5ヅ目の検出jN，jコードNo)

H(l) ( 1ツ目の分類菌株No)

H(2) (2ツ自の分類官、l株No)

H(3) (3ツ自の分知的株No.)

H(4) (4ツ目の分類菌株No.)

H (5) (5ツ自の分鎖的株No.)

851 (アキ)

図2. メイン・データ・ファイル(Maru-F)の入力データ配置(データ・フォーマット)

a 1サブレコード中のバイト目.

b :データ入力用の変数割当て.

c 入力データの内容.

d :データ・ファイルへの入力用変数(入力データのユニット化後の変数であり，

この各変数値が，数値→文字:変換，すなわちブロッキング用となる.)
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cおよび b

検査年(YE) YEX100 
検査月 (ME) 十ME

各月の先頭記録'No

各月の検査件数

各月の陽性件数

各月のl種陽性@件数

H 2 11 11 

11 3 11 11 

11 4 11 11 

11 5 11 11 

各月の5種以上陽性⑨件数

各月の1種陽性Q件数

11 2 H 11 

11 3 11 H 

11 4 H 11 

11 5 11 11 

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

d a 

1 
「三一

CM 庁
r4 

MB 
庁
I7 
rs 
9 

MC 

13 

MD 
日

医
PP 

118 7 
( 1) 
PP 19 
(2) 屯百
PP 
官(3) 

PP 
間(4) 

PP 25 
(5) 26 
PP 

227 8 
(6) 

GP 
(1) 

GP 毘
(2) I35 

日E
GP 
官(3) 

GP 
自(4) 

cおよび b
↓ 

各月の5種以上陽性G件数

各月の1種陽性⑪件数

11 2 11 11 

各月の3種陽性@件数HP(3): HP(3)X10 
11 4 11 11 HP(4): +HP(4) 
11 5 1/ 11 HP(5): HP(5)X10 

各月の5種以上陽性⑪件数日P(6): +HP(6) 

各月のl種陽性@件数

11 2 11 11 

各月の3極陽性C件数CP(3):CP(3)X10 
11 4 11 11 CP(4) 十CP(4)
11 5 11 11 CP(5); CP(5)XlO 

各月の5{重以上陽性O件数CP(6): +CP(6) 

各月の1極陽性⑦件数

11 2 11 11 

各月の3種陽性①件数ZP(3): ZP(3) X 10 
11 4 1/ 11 ZP(4): +ZP(4) 
11 5 11 11 ZP(5): ZP(5)X10 

各月の5種以上陽性⑦件数ZP(6): + ZP(6) 

各月の検出菌株数

各月の⑨検査件数

各月の@検査件数

各月の⑪検査件数

各月の@検査件数

各月の⑦検査件数

d a 

GP 世(6) 
HP 民(1 ) 
HP 医(2) 
UH 出(3) 
UH 51 
(5) I52 
CP 11553 4 (。
CP 

556 5 
(2) 
UC 

557 8 
(3) 
UC 569 0 
(5) 
ZP 
官(1) 

ZP 63 
(2) 同Z
UZ 
院(3) 

UZ 
官(5) 

QW 
い7可76I2 9 1 

PN 774 3 

GN げげWW67 8 5 

HN 
79 
f蕊

CN 母
ZN 間

85 

図3.サブ・データ・ファイル(MFモクジ)への入力データ配置(データ・フォーマット)

a-d:図2に同じ.

⑨:下痢現症者. ~:下痢既往者.
⑪:健康者.tD:接触者.⑦:不明者.
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35， 1984 

C 

平日年研

インした.その 1つ'MFモクジ」ファイルは月別の諸

集計用のサブ・ファイルで、あり，他の 1つは被検者区分

別(現症者・既往者・健康者別)・検出病原菌別の分類

集計用の 'DCcountJファイルである.これらのファ

イルにおけるデータ配置は各々，図 3および図 4に示

した.なお前者には，メイン・ファイルと同様に 1セ

クタ当たり 3サブレコードを記憶する方式を，後者に

は 1セクタ当たり 1レコードを記憶する方式を，各々

採用した.

1街十
回
小東

介類集計

結果
( I -45) 

システム運用上の簡素化対策

⑮検査成績処理システムは，当該検査担当の技術者

の誰によっても運用出来ることが望ましいので，シス

テムの開発にあたっては， CRT表示との対話形式を採

用した他，次のような簡素化対策を講じた.

1.記憶データのコード番号化

データ入力の所要時間短縮および単純化を計るため

に，保健所名必よぴ検出菌種名をはじめとする各入力

事項に個別のコード長号を与え，専ら 0-9のテンキ

ーの操作によってデータ入力が出来るようにした.デー

タファイルへの記憶もまたこのコード番号によって行な

うが， CRT表示あるいは印字プリントは各コード番号

を理解し易い表現形に変換して行なう. 1例を図 5に

L(5) 

L(6) 

被検査者区分別
検査件数
集計結果
( 1 ~ 6) 

予備スペース

図 4. サブ・データ・ファイル (DCcount)の入力

データ配置(データ・フォーマット)

a~d: 図 2 に同じ

示した.

2. システムの自動起動化

システムの起動に要する手聞を省くために，上述の

各ハードウエアの電源配線を配電器に集中し， 11闘の

メインスイッチのみを操作することによって，システ

ムが自動的に起動できるようにした.

@検査成績処理システムの作業能力の概要

本データベース運用のためのソフトウェアは，既製

の'R-DOT-1(RandomData Base OrganizerTsuno1， 

1980 :未発表)Jを母体として開発し 'MARUKAIRan-

dom Data File Controler (以下 MRFCと略称する)J 

と名付けた.このソフトウエアは，全て 1枚の専用デ

ィスク上に納めて自動起動化処理を施し，各作業(Act-

ivity)聞の連結には，図 6に示したとおり，自動連鎖(チ

ェイン)運用方式を採用した.各 Activityの概要は次

のとおりである.

Activity 1・材料送付書に記載された情報および検

査成績を入力し，メインファイルに記憶させるもので，

同ファイルの新規開設または既存ファイnへのテL タ追

加を行なう.入力データの記憶は， 1検体単位で行なう.

Activity 2 :メインファイル上のデータの訂正およ

び削除を行なうもので，対象検査データ(1検体分)を
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↓a ↓b 
1 V.cholerae Ogawa 
2υ.cholerae Inaba 
3υ.chol erae non 0-1 (NAG> 
4υ.mlmlcus 
5 V.千luvialis (group F> 
dυ.vul ni千icus (Lac+υ〉

7υ.parha町 nolyticus
8 
守

10 Otherυi br i口

11 Shigella dysenteriae 1 
12 Shigella dy包enteriae 2 
13 Shigel1a dysenteriae 3 
14 Sh i gel1 a dyser、teriae 4 
15 Shigel1a dysenteriae 5 
16 Shigel1a dysenteriae 6 
17 Shigel1a dysenteriae 7 
18 Shigella dysenteriae 8 
19 Shigella dyser、teriae 9 
20 Shigel)a dysenteriae 1自
21 
22 Other Shigel1a dysenteriae 
23 Shigella 千1exn i r i la 
24 Sh'igella 千1exniri Ib 
25 Shigel1a 千1exniri lc 
26 Shigella 千lexniri 2a 
27 Shigel1a 千lexniri 2b 
28 
29 Shigella 千lexniri 3a 
30 Shi gell a 千Iexn i r i 3b 
31 Shigella f1exniri 3c 
32 Shigel1a 千lexniri 4 
33 Shigella 千1exni r i 5 
34 Shigel1a 千1exn i r i 6 
35 Other Shigella 千lexniri
36 Shigell a boydi i 1 
37 Shigel1a boydii 2 
38 Shigella boydii 3 
39 Shigella boydii 4 
40 Shigella boydii 5 
41 Shigella boydii 6 
42 Shigel1a boydii 7 
43 Shigella boydii 8 
44 Shigella boydii 9 
45 Shigel1 a boydi i 10 
46 Shigella boydii 11 
47 ShigQll a boydi i 12 
48 Shigella boydii 13 
49 Shigel1a boydii 14 
50 ShigQl1a boydii 15 
51 
52 
53 Other Shigella boydii 
54 Shigella sonnei 
55 
56 Salmonella typhi 
57 Salmonella paratyphi A 
58 Salmonella p.r.typhi B 
59 Sallmonel1a group C3 
60 Sal1mon骨 11a group B 
61 Sallmonell'a gr口up Cl 
62 Sallmonella group C2 
63 Sallmonella group 01 
64 Sallmonella group 02 
65 Sal1monella group El 
66 Sal1monel1a group E2 
67 Sal1monella group E3 
68 Sallmonella group E4 

↓a ↓b 
69 
78 
71 Sallmonella group F 
72 Sallmonella group G 
73 Sallmonella group H 
74 Sallmonella group 1 
75 
76 Sallmonella group K 
77 Sal1monel1a group L 
78 
79 
80 Other Salmonella 
81 EPEC(026IK6白〉
82 EPEC(044:K74) 
83 EPEC(055:K59> 
84 EPEC(086aIK61> 
85 EPEC(086:K62> 
86 EPEC(0111:K58> 
87 EPEC(0119:K69> 
88 EPEC(0125:K70> 
89 EPEC(0126:K71) 
90 EPEC(0127a:K63) 
91 EPEC(0128:K67) 
92 EPEC(0146:K89) 
93 EPEC(0142:K ) 
94 
95 
96 EIEC(028ac:K73) 
97 EIEC(0112ac:K66) 
98 EIEC(0124IK72) 
99 EIEC(0136:K78) 
100 EIEC(0143:Kxl) 
101 EIEC(0144:Kx2) 
102 EIEC(0152) 
103 EIEC(OI品4:K ) 
104 
105 
106 
107 
108 
109 
110 
111 ETEC ( LT only ) 
112 ETEC ( ST only ) 
113 ETEC ( LT+ST ) 
114 ETEC ( Stool direct ) 
115 
116 
117 
118 
119 
120 
121 Campylobacter jejuni/coli 
122 
123 
124 
125 Aer四 nonas
126 
127 
128 
129 
130 Pl esi日nonas shigelloides 
131 Yer$inia enterocolitica 
132 
133 
134 
135 

図 5.検出病原菌コード、No.とその表現形

a:コードNo.，b:表現形.空き No.は予備スペース.
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サブレコード番号で指定してファイルから読み出し，

これを CRT表示してから目的の作業を行なう.訂正

データは，これが間違いないと確認された場合にのみ

ディスクに記憶されることになるので，本 Activityは

記憶データの参照用としても活用できる.

Activity 3: メインファイル上のデータ削除によっ

て生じた余白の除去(余白づめ)，およびデータの追加

挿入用スペースを設けるための Activityである.これ

により，メインファイル中の不要な余白は除去され，

検査データは月・日および、検査番号順に整然と配置さ

れ，末尾テヘタのサブレコード番号と同ファイルの記

憶検体数とが一致することになる.

Activity 4:データディスクのコピーすなわちパッ

クアップ用で，オリジナルディスク上の全てのファイ

ルデータをそっくり複写して，全く同ーのデータディ

スクを作成するものである.

Activity 5 : Activity 6， 7， 11， 14および 17を実行す

るために必要な 'MFモクジ」ファイル(月別に最初の

サブレコード番号および各種集計データを記憶するサ

ブファイル)を作成するものである.本 Activityは，

メインファイルヒに 1サブレコード以上の検査データ

が記憶されている場合に実行可能である.

Activity 6 :データディスクに記憶された⑫検五状

況を把保するためのもので， 月別および被検者区分別

の病原菌検出状況を随時プリントアウトできる.

Activity 7 :月7]IJ@t検流記録;布の作成用で，指定月の

検査データをプリントアウトする.本 Activityは自動

ページ送り(1ページ当たり 40検体分)，タイトルの

拡大印字およびページ数印字機能を備えている. 1ペ

ージ当たりの所要時聞は 2分 35秒から 2分 40秒程

度である.

Activity 8 :データ記悩、用ディスクの物理的初期化

(一次的フォ -7"/ ト化)処理を行なう.処理後のミ

ニ(5インチ)ディスクは 79トラックがデータ記憶用

に縫保される.なお， Activity 3および 13の実行にも

新ディスクを要するが，いずれの場合も自動的にテ、イ

スクの一次的フォー7 ット化を行なうので，本Activity

の実行は不要である.

Activity 11 :月別⑩病原的協'問者記録簿の作成用

で Activity7に頬似するが，病原菌が検出された例

のみをプリントアウトする点、で異なる.

Activity 12 :検出的別陽性者リストの作成を行なう.

ST ART (auto ) 

一 b 

b 
MRFC Activityメニュー表示と指定 (71レFーINJ

10 

図 6. MRFCの全フロー

a: C )内はプログラム名.

b: ActivityNo.の表示なきは，自動的にチェイン運用.
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被検者区分と検出病原菌の指定によって，組合せの異

なる 54通りの陽性者リストを作成できる.

Activity 13 :メインファイルを参!!日し，新ディスク

上に検出的株用のデータファイル(9前)を開設し，分

間n端株データを的別に記憶する.この作業は自動的に

行なわれ，以後の各閣株用ファイルの取り扱いは，別

途開発中の分荷{惜i株の諸性状データ処理のためのソフ

トウエアiIRFC(= Isolates Random Data File Cont-

roler)未発表」に受け*I*-ーがれる.なお各ファイルには，

メインファイルから得られる被検者および被検材料に

関する情報も併せて記憶される.

Activity 14 :毎月の病原前検出状況報告用集計を行

ない，その結果:をプリントアウトする.

Activity 15 :メインファイルの全記憶データを参照

し，被検者区分厚Ij・検出病原両日Ijの分矧集計を行い，そ

の結果をサブファイル iDCcountJに記憶する.

本 Activityによって作成されるサブファイルの構造は

図 7に示したとおりである

2= [G] 1 21 1 22 1 23 1 24 1 25 1 26 1 27 1 28 1 29 

ÞOOlnIDIDIMIHlgl~I.IH 

4= [C]I 41 1 42 1 43 1 44 1 45 1 46 1 47 1 48 1 49 

5=[1]1 51 1 52 1 53 1 54 1 55 1 56 1 57 1 58 1 59 

Activity 16 : iDCcountJファイルを参照し，被検者

区分別・検出病原菌別の分類集計結果を CRT表示あ

るいはプリントアウトする.プリントアウト(作表)

の形式は 9種類設定されており，必要に応じて選択で

きる.

Activity 17 : iMFモクジ」ファイルを参照し，検

査および病原菌検出状況をグラフ化してプリントアウ

トする.合計 16種類のグラフを得ることができる.

Activity 18 :指定条件に該当する検査データの検索

を行ない，これをプリントアウトする.

考察

上述のハードウエア及びソフトウエアによって，パ

ーソナルコンビュータを用いた⑮検査成績処理シス

テムを開発し， 1983年以後実務に活用している.我々

は，上述のコンビュータ導入の成果を次のとおり評価

する.

まず.従来各種台帳類作成作業に要していた手聞を

大巾に削減で、きた.

今回開発した成績処理システムの運用にあたって，

最も手聞がかかるのは検査データの入力作業である

が，初めてコンビュータに触れる者でも 20-30分の訓

練でこの作業ができるようになり，また数日聞の経験

により， 1検体当たりの入力所要時聞は I分以内にな

った.これにより， 毎月の情報整理に要していた 1人

約 5日の手間を，データ入力に要する時間を含めて約

7時閣の作業に短縮できた.

また，各種の集計資料の作成が容易になったため，

行政需要に応じて，随時迅速に正確な資料を提供し得

るようになった.

本システムの運用ソフトウエアは，汎用される高級言

語 (BASIC)によってプログラムされ， しかも自家製の

図7. DCcountファイルにおける被検者区分別および ソフトウエアであるために，今後の改造および応用か容

検出病原菌別分類集計データとレコード番号(.印) 易であり，大型コンビュータを利用するほどの情報量は

との関係 ないが情報処理を情報生産者自らが実行することがのぞ

被検者区分=AP，検出病原菌区分=PPとすると， まれる，検査室などの分野における情報処理システムの

i APX10+PP=レコード番号」の関係にある. モデルになり得ると考える.
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センキュウ成分中の抗真菌物質について

諸角 聖 ぺ 和 字 慶朝昭ヘ一言 広*

An Antifungal Substance in Cnidium 

SATOSHI MOROZUMI*， TOMOAKI WAUKE* and HIROSHI HITOKOTO* 

Extraction and purification of antifungal substances from powdered cnidium were carried 

out. A neocnidilide was obtained in the pure state， which was found to be the most active 

antifungal substance in cnidium. 
The neocnidilid inhibited the growth and toxin production of three species of mycotoxin-

producing fungi. The compound inhibited the growth of A. versicolor at 200μg/ml and A. flavus 

and A. ochraceus at 400μg/m 1， respectively. It completely inhibited the toxin production by 

aflatoxin B)-producing fungi at 200μg/ml， and partially inhibited (from 60 to 79%) the toxin 

production at 100μg/ml. However， no inhibitory effect was observed at the concentration of 50μg/ 

ml. 

Keywords : antifungal substance， mycotoxin-producing fungi， mycotoxin， cnidium， herbal drug 

緒 言

ある種の生薬あるいは香辛料成分中に抗微生物活性を

示す物質が存在することは，すで、市ににこ多〈の研究者により

報告されている_Q)ト-14ぺ:岡崎ら 15，1川1

の抗菌活性について検討しし'丁字油由来の eugenolおよ

びぴ、ケイ皮油由来の cinna泊amaldehy凶rdeに強い抗真菌活性

が存在したと報告している.

一方，著者らはすでに多数のカビ胞子による汚染が知

られている植物性生薬17-19)および香辛料叫26)のなかから

合計 19種の試料を選ぴ，それぞれ水分含量を 40%に調

整したのち， mycotoxin産生菌を接種し 25
0

Cで7日間

培養を行った.培養終了後，各試料の mycotoxin汚染の

有無を検討したところ，オウレンなど 10種の試料にお

いては mycotoxin汚染が認められなかったばかりでな

しその成分中に mycotoxin産生菌の発育と毒素産生

を阻害する物質の存在が示唆された.そこで，それらの

試料の抗菌活性についてさらに検討したところ，調べた

19試料のすべてに阻害活性がみられ，特にケイ皮に著明

な発育阻害作用が，またセンキュウなど数種に強い毒素

産生阻害作用が認められた 13) 諸角は叫このケイ皮成分

中の抗真菌物質の単離を試み，新しい抗菌物質として 0-

methoxycinnamaldehyde (以下 OMCAと略)を単離し

た.今回著者らは，これまでの予備的検討の中で強い毒

素産生阻害を有することが明らかになったセンキュウを

選ぴ，その成分中の毒素産生阻害因子の本体を明らかに

する目的で活性因子の分離・精製を試み，最終標品とし

て neocnidilideを得たので，その成績について報告す

る.

材料および方法

1.センキュウ末

市販の局方センキュウ末(Cnidiumofficinale Maki-

no 志平作兵衛商庖，東京)を購入して使用した.

2.センキュウ中の抗真菌物質の分離，精製

センキュウ成分中の抗真菌物質はクロロホルムおよび

水蒸気蒸留22)により抽出後， カラムクロマトグラフィ

ー(以上 LCと略)および分取薄層クロマトグラフィー

(以下 PTLCと略)を以下の条件で行うことにより精製

した.

シリカゲル LC:充填剤;kieselgel 60(Merck， Darm-

stadt) 15g. カラム;40cmX 2cm(i.d.)方、ラスカラム.

洛出液;ベンゼン，クロロホルムおよび、エチルエーテル

各々 200ml. 

アルミナ LC:充填剤;alminum oxide (中性;Mer-

ck， Darmstadt) 10g， カラム;30cmX 1 cm(i.d.)7ゲラ

ホ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 M巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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スカラム i容出液;べンセ、ン クロロホルムおよびエタ た.培養終了後，発育および毒素産生の有無を測定した.

ノール各々 150ml.

PTLC:PTLC用 KieselgeI60F254(Merck，Darmsta-

dt)簿層板を用い， Bormanの方法23)，こ従って行った.

3. Gas-Mass spectrogram の条件

今回の最終函分である TT-1，TT-2および、TT-3間

分について，山岸らの方法24)により以下の条件で Gas悶

Mass spectrogram (以下 GC-MSと略)による測定を

行った.

使用機種，目立 RMU・6MG(目立製作所，東京).カ

ラム;2 mX 3 mm(i.d.)カラスカラム.充1iTI剤;2.5% 

XE-60， chromosorbW-A W， DMCS，80-100mesh.カラ

ムj品)支;170T. キャリアーガス;He 30ml/min. セバ

レータ-i}uU:支;270
0

C. イオン化室iLi皮;310
0

C. 

4. Mycotoxin産生真菌

センキュウ由来の各画分の mycotoxin産生菌に対す

る阻害活性は，以下の 4菌種のいずれかを用いて測定し

た.

Aflatoxin産生菌 ;Aゆergillus 戸arasiticusNRRL 

3000， A. flavus A TCC-28539. 

Ochratoxin産生菌 ;A. ochraceus stA-15 (大気由来

株).

Sterigmatocystin産生菌 ;A. versicolor 1-20・b(煮

干し由来).

これらの真菌はあらかじめ 25
0

C，7日間 potatodext-

rose寒天斜面に培養したのち，形成された conidiaを滅

菌した 1%Driwel (富士写真フィルム，東京)水溶液に

浮遊させ 104/mlの胞子浮遊液を作製した.接種にはそ

の0.1mlを用いた.

5.各画分の mycotoxin産生菌に対する発育および

mycotoxin産生阻害作用の測定

精油商分， クロロホルム画分および、精製標品はメタノ

ールに溶解したのち，それぞ、れ2倍あるいは 10倍毎の

段階希釈系列を作り，各濃度の溶液 10μJを各 10ml 

の lowsalt(以下 SLと略)培地問または yeastextract 

sucrose (以下 YESと略)の培地26)を入れた試験管内に

添加した.また，精製過程の各画分の場合は原末2g相

当量，また PTLCにより得た画分については原末 4g 

相当をそれぞれ 100μJのメタノールに溶解し，上記の

培地中に添加した.これらを 110
0

C，10分間高圧滅菌後，

各菌の胞子浮遊液を接種した.培養は， aflatoxinおよび

ochratoxin A産生菌を接種したものでは 8日間， steri田

gmatocystin産生菌を接種したものは 12日間，それぞ、

れ表面積が最大となるように斜めに静置し， 25
0Cで'11"っ

6. Mycotoxin産生菌の発育度および産生毒素量の

測定

被検菌の発育程度は，著者らの方法則3)に従い培養液

からカゃラスフィルターを用いてろ別した菌体を 50
0

Cで

48時間乾燥後，さらにシリカゲルを入れたデシケータの

中で7日間乾燥させたのち重量を計量し，培地 10ml当

りの乾燥菌体重量として表示した.

Mycotoxin産生量は以下の方法で測定した.すなわ

ち，培養終了後の培養液に 5mlのクロロホルムを加え

て抽出を行った.この操作を 2度繰返して得た抽出液を

無水硫酸ナトリウムで、脱水ろ過したのち，減圧濃縮を行

った.この画分を粗毒素標品として，薄層クロマトグラ

フィー(以下 TLCと略)を用いて毒素の検出を行った.

この方法をスクリーニング法として毒素の存在が認めら

れたものについては，さらに高速液体クロマトグラフィ

ー(以下 HPLCと略)を用いて毒素産生量を測定した.

7. TLCの条件

薄層板として Ki巴selgel60 (Merck， Darmstadt)プレ

ートを 80t:，2時間加熱により活性化したものを使用し

た.各画分の試料およひ標準毒素(MakorChem. Ltd.， 

Isra巴1)をスポットし， af!atoxinおよび sterigmatocyst-

in検査にはクロロホルム アセトン (9: 1) を， 0-

chratoxinAについてはベンセツーメタノール(97:3) 

をそれぞ、れ展開溶媒として用いた.展開終了後，薄層板

をスーパーライト (NikkoSeiki Works，東京)を用いて

365 nmの紫外線照射下で観察し， mycotoxinの存在の

有無を調べた.SterigmatocystinはStackand Rodric-

kS27)の記載に従い， 20%塩化アルミニウムーエタノール

溶液をI噴霧後， 80
0

C， 10分間加熱し，上記 UV照射の下

で判定した.

8. HPLCの条件

各毒素の HPLCによる定量は， Varian4100型高速液

体クロマトグラム(Varian，Calfornia)および検出器と

して Jasco100-11型(日本分光工業，東京)を用い，以

下の条件で行った.すなわち， aflatoxinの定量は Walt-

er and Pons2B)の方法に従って以下の条件で、行った.

カラム;日本分光25cmX4 mm(i.d.)ステンレスカラ

ム.充填剤;J asco ss-05. iMlJ定波長;350 nm. i容出液;7}<.

飽和クロロホルムーシクロヘキサン アセトニトリル

(25 : 7.5 : 1. 0) +エタノール1.5%.流速;1 ml/min. 

Sterigma tocystinは五十畑ら29)の方法により定量し

た

カラム;Jasco pack ss-05， 25cmX 4mm(i.d.)，ステ
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ンレスカラム.測定波長;330nm. i容出液;50%酢酸飽和

グロロホルムーnヘキサン (1: 1).流速 1ml/min. 

Ochratoxin AはJosefsonand Muller30
)の方法に従

って以下の条件で、行った.

カラム;Jasco pack ss-05， 50cmX 4mm(i.d.)，ステ

ンレスカラム.測定波長;332nm.洛出液，メタノール

水(70:30)， pH4.5.流速 ;lml/min. 

実験結果

1.センキュウ成分中の抗真菌物質の精製および精製

過程の各画分の aflatoxin産生菌に対する阻害作用

Powdered cnidium 

...、、

寸

Y
，
 

L
u
 

pP 
&
 a

 

T
 

σb 。
+しロm

 。
r
 

弘

u

n

c

 

。
・

1

n

e

L

Z

 

a

u

 

l

I

l

 

l

-

-

0

 

・1
0

C

4
L
 s

'

4

唱

i

・

1

a

e

J
u

・工

σ
。

t

a

 

m
B
E
t
-
n
S
S
E
-
c
 

a

e

-

-

e

S

I

 

t

s

-

-

p

o

n

z

n

b

 

Chloroform 

Chloroform layer 
1 

Sediment 

Eluate: 

n-Hexane 

m

r

 

r

e

 

o
-
n
 

g
ム

+
L

o

e

 

T

唱

i

n

u

o

v

'

σ

 

I

h

-

-

'
n
+し
十

』

C

E

a

 

「
l
1
1
1
1
叫nr 

a
 

V
 

R
“
 

Alumina column chromatography 

Eluate: 

Benzene 

(…m Methanol 

Evapolation 

Added small amount of ethanol 

vd 
nr 

n

m

 

m

h

 

A
U
 

r

3

 

m
寸
M

「
π

n

m

-

n

i

-

3

-

i

t

-

T

-

2

 

r

n

e

-

寸

T

o

o

v

-

m

T

 

e

a

a

-

T

-

・0
'
1
1
1
0
s
i
t
s
a
『

L

-

u

p

p

i

-

-

l

 

h

h

h

f

下

町

Fig. 1. Purification f Antifungal Substance from 

Cnidium 

33 

センキュウ末中に含まれる抗真菌物質はFig.lに示し

た方法により精製した.すなわち，センキュウ末 1kgに

5 1のクロロホルムを加え室温で4時間{貸件後，ろ別し

た.得られたクロロホルム抽出液を減圧濃縮し， 49.3 g 

のぺースト状抽出物を得た.同時に，紛末試料 1kgを蒸

留水 51とともに室温で、 12時間水蒸気蒸留を行い， 10 g 

の精油画分を得た.クロロホルム抽出画分および精油画

分の aflatoxin産生菌の発育と毒素産生に対する阻害作

用を検討した結果， Table 1に示したごとく両画分に明

らかな阻害活性が認められた.クロロホルム抽出回分は

49.3mg (原末 19相当分)/10mlSL培地で A.tarasiti-

cusおよびA. flavusの発育をそれぞれ 39%および

29%阻害し，その毒素産生を完全に阻止した.また，精

油画分は 19m9(原末 19相当分)/10mlSL培地で A.

ρarasiticusおよびA.flav閣の発育をそれぞれ 96%お

よび、 72%阻害し，毒素産生を完全に阻止した.それ以下

の濃度においてクロロホルム抽出画分は 1.0mg/l0ml

でA.flavusの aflatoxinB，産生を 46%阻害した.精油

画分に強い抗菌活性がみられたため，本画分を出発材料

としてその成分中の抗菌物質の単離を試みた.また，供

試した 2種の aflatoxin産生菌はいずれもクロロホルム

抽出画分およぴ精油画分に対しでほぼ同程度の感受性を

示したことから，精製過程の各函分の抗菌活性は A.fla-

vusのみを用いて検討した.その成績をTable2に示し

た.まず始めに，精油画分 5gを50mlのクロロホルム

に溶解し，クロロホルム可溶圏分ならぴに不溶画分に分

画した.抗菌活性はクロロホルム可溶画分のみに認めら

れたため，この画分をさらにシリカゲルカラムに負荷さ

せたのち n-ヘキサン，クロロホルムおよびエチルエーテ

ル各々200mlで溶出させた.得られた 3画分のうち，

aflatoxinの産生を完全に阻止したクロロホルム溶出回

分を減庄濃縮し，10mlのベンゼンに再溶解した.このベ

ンゼン溶液をさらにアルミナカラムに吸着させ，それぞ、

れ 150mlのベンゼン，クロロホルムおよびエタノー

ルで1容出を試みた.阻害活性はこれら 3画分のうちクロ

ロホルム溶出画分のみに認められた.そこで， このクロ

ロホルム画分を減圧濃縮後，さらにエタノール 20mlを

加えてエタノール可溶画分と不溶画分に分画した.抗菌

活性の認められたエタノール可溶画分 1mlをKiesel-

gelGF句254薄層板に帯状にスポットし，nーヘキサンーエ

チルエーテル (8: 2)を展開溶媒として用いて PTLC

を行った.展開終了後，薄層板を 365および 254nmの波

長の紫外線下で観察し，出現したスポットをそれぞれ分

取後，エタノールを用いて各スポットの成分を溶離させ
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Table 1. Inhibitory Effects of Chloroform Extract and Essential Oil Fraction of Cnidium on the Growth and 

Toxin Production of A.ρarasiticus and A. flavus in the Relevant Broth 

A.争arasiticus A. flavus 

Mycelia Aflatoxin B， Mycelia Aflatoxin B， 

Fraction Concentration 

自 J宮E D 

~。ロ
h5、4a ，5E4 ......口。

(mg/10 ml of SL broth) h百ミZ官リ-記 o ぷト・-・.+2H ロ同-Hコ」4 ' -
h日i吋 ざFi :E dぞ r-1 詰ぞ

、Eb¥a 、J ¥g b¥a ¥J  

Chloroform extract 49.3 167 (39) o (100) 198 (29) o (100) 
4.9 272 (1) 4.9 (0) 294 (0) 15.0 (0) 

0.49 275 (0) 5.2 (0) 269 (0) 24.9 (0) 

Essential oil 10.0 12 (96) o (100) 79 (72) o (100) 
1.0 339 (0) 5.4 (0) 278 (0) 8.0(46) 

0.1 285 (0) 7.1 (0) 376 (0) 14.4 (1) 

Control 275 4.9 一 279 15.0一

本Equivalentto 1 g of powdered cnidium 

4画分 (T-1-T-4)を得た.阻害活性は，これらのうち 1画分は cnidilideと同ーのマススペクトラムパターン

の T-2および T-3画分に認められた.この両画分のうち を示した点および TLCパターンが同一で、あった点など

でより強い抗菌活性を示した T-3画分を再度同様の条 から cnidilideであると同定した.

件で PTLCを行うことにより分画し，得た 3画分(TT回 3. N eocnidilideのmycotoxin産生菌に対する抗菌

1-TT-3)の阻害活性を調べた.その結果， TT-1および 作用

TT-2画分に阻害作用がみられ，特に TT-2画分に強い 今回，センキュウ成分中の抗真菌物質として単離した

阻害活性が認められた neocnidilideの3穫の mycotoxin産生菌に対する抗菌

2.最終標品の同定 活性を測定したところ， Table 3に示した如く 200μg/

最終標品である TT-2画分を GC-MSにより測定し mlの濃度でA.versicolorの発育を， 400μg/mlの濃

た結果，m/ e79， 80，108， 110， 137および 194にフラグメ 度で A.flavusおよびA.ochraceusの発育をそれぞ、れ

ントを示すスペクトラム(Fig.2)を得た.これは山岸ら剖) 完全に阻止した.また，各菌の毒素産生は 200μg/mlに

の報告した neocnidilideのスペクトラムと全く同ーの おいて完全に阻止された.きらに，本物質は 100μ:g/ml

パターンであった点から，本画分を neocnidilideと同定 において aflatoxin産生菌および sterigmatocystin産

した.本物質は分子量 194，融点 35.C，水に難溶，種々 生菌の毒素産生をそれぞれ 70%以上阻害し， ochratoー

の有機溶媒に易j容な無色針状結晶であった.一方， TT目 xinA産生菌の毒素産生を 60%阻害した.しかし，それ

以下の濃度において明らかな阻害活性は認められなかっ

た.
吋

考 察

m I e 50 100 150 

センキュウの精油中には rigstilide，buthylidenphta-

lide， buthylphtalide， neocnidilide， cnidilide， senkyun-

olideなどの物質の存在が報告されている 31-35)これら

の phtalide化合物は種々の薬理作用問を示すばかり

でなく，白癖菌に対して抗菌作用37)を示すことが知ら

れている.著者らは先に，センキュウ粉末 1gあるい

200 はクロロホルム抽出画分49mg(原末 19相当量)を以

地 10mlに添加した条件において，接種した毒性カビ

の毒素産生は著明に阻害されたのに対し，その発育は

5 

ロ句
m
h
 

Fig.2. Mass Spectrum of TT-2 Fraction. 
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Table 2. Inhibitory Effects of Various Fractions in Purification Process of Cnidium on 
the Growth and Aflatoxin Production of A. flavus in the Relevant Broth. 

A. flavus 

Aflatoxin Bl Mycelia 

Fraction 

(
沢
)

口
。
沼
山
門
戸
山
ぶ
口
同

同
日
¥
切
ミ

(
次
)

回
。
沼
山
内
出
同
点
口
同

N
E
C
H
h
s
 

(100) 

(19) 

(100) 

(14) 

(0) 

(0) 

(100) 

(0) 

(0) 

(90) 

(100) 

(6) 

(85) 

(100) 

(0) 

0 

13.1 

16.2 

0 

18.1 

17.3-

1.6 
0 

15.3 

2.4 

0 

16.5 

16.2 

0 

14.0 

18.8 

(100) 

(0) 

(29) 

(0) 

(2) 

(0) 

(39) 

(0) 

(0) 

(4) 

(100) 

(0) 

(35) 

(100) 

(0) 

209 

307 

286 

0 

299 

321 

178 

316 

313 

280 

0 

307 

191 

0 

299 

293 

Essential oil: 
Chloroform soluble fraction 
Chloroform insoluble fraction 

Silicagel column chromatography : 

Chloroform fraction 
n-Hexane fraction 
Ethyl ether fraction 

Almina column chromatography : 

Benzene fraction 
Chloroform fraction 
Ethanol fraction 

Preparative thin layer chromatography : 
T-1 

T-2 
T-3 
T-4 

TT-1 

TT-2 
TT-3 
Control 

Table 3 . Inhibitory Effect of N巴ocnidilideon the Growth and Mycotoxin Production 

of Three Strains of Toxigenic Fungi in the Relevant Broth. 

A. versicolor 

Mycelia Stergmatocystin 

(
渓
)

口。

z一門出円山口同

~
E
h
g
 

(
渓
)

ロ
。
沼
山
内
市
岡
{
ロ
H

NEDH-ωg 

A. ochraceus 

Mycelia 0chratoxin A 

h キロ h岨巴

fi .9 S .旨= ....，~、一(
どで:e?ミ ふ孟択25) ミヨ)

R
U

一
n一.m

一
(
次
)

約
一
口
O

沼
室
ロ
H

-nu
一
同
日
¥
入
M
W
W叫

川
町
一

A
一

U
一

一

-a
一

ょ
と

a-

-
J
h
一
(
渓
)

J
J

一
…
と
ロ
。

E
A叩戸山口同

一M
一~ECH¥切
g

Concentration 

(μg/ml) 

o (100) 
o (100) 
3.2(79) 
15.0 (0) 
15.0 (0) 

15.。

0(100) 

0(100) 
516 (11) 
594 (0) 

627 (0) 

580 

o (100) 
o (100) 
1.0(60) 
2.5 (0) 

2.5 (0) 
2.5 -

0(100) 
66 (85) 

416 (7) 

463 (0) 
460 (0) 

449 -

o (100) 
o (100) 
4.0(73) 

15.0 (0) 
15.6 (0) 

15.0 -

0(100) 
71 (81) 

303 (18) 
349 (7) 
342 (7) 

368 -

400 
200 
100 
50 
25 

Control 
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28-48 %阻害されたにすぎないことを報告した13) 今

回，このセンキュウ成分中に毒性カビの mycotoxin産

生を特異的に阻害する物質が存在するのではないかと

考え，その物質の単離を試みた.その結果センキュウ

中の最も強い抗菊物質として単離した neocnidilide

は 200μg/mlの濃度において著明な発育阻害活性を

示した.しかし，それ以下の濃度において毒素産生阻

害作用のみが認められた点から，前回の実験において

は用いたセンキュウ末 1g中に存在した neocnidilide

の量は発育阻害作用を示す量，すなわち 200μg/ml以

下であったため毒素産生阻害作用のみがみられたもの

と推察される.今回単離した neocnidilideは先に諸角

がケイ皮より単離した 0-methoxycinnamaldehydei2
) 

に比べ 112-1/4程度弱い抗菌活性であった.しか

し，食品添加物あるいは抗菌物質の使用に対する規制

の厳しい現在，本物質は天然物由来の抗菌活性物質と

して，防腐，防カビあるいは mycotoxin汚染の防除な

ど多方面に応用しうる可能性も大きいものと考えられる.

結論

センキュウ成分中に含まれる毒性カビの mycotoxin

産生を阻害する因子を明らかにする目的で，活性物質の

単離を試み以下の結論を得た.

1.水蒸気蒸留により得た精油画分を出発材料として

カラムクロマトグラフィーおよび分取薄層クロマトグラ

フィ一等を用いて mycotoxin産生阻害物質の精製を行

い，最終標品として neocnidilideを得た.

2.本物質は 200μg/mlの濃度において A.versico 

lorの発育を， 400μg/mlの濃度において A.flavusお

よび A.ochraceusの発育をそれぞれ完全に阻止した.ま

た，各菌の毒素産生を 200μg/mlにおいて 100%，100 

μg/mlで60%以上阻害した.
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ス ライド・ラテックス凝集反応による黄色ブドウ球菌の簡易同定

新垣正夫ぺ五十嵐英夫ヘ i朝団 弘*

藤川 浩ヘ 寺山 武本

Simplified Identificathon Method of Stα:phylococcusαureus 

by Slide Latex Agglutination 

MASAO SHINGAKI*， HIDEO IGARASHI*， HIROSHI USHIODAへ
HIROSHI FU JIKA W A * and T AKESHI TERA Y AMAホ

In this study， reliability of the slide latex agglutination for rapid and simplified identification 

method of StaPhylococcus aureus was evaluated. Of 304 food isolates of S.aureus， 301 (99.0%) 

showed positive results with the slide latex agglutination. On the other hand， a11 the 286 non-S. 

aureus strains from food stuff were negative on the reaction. 

Colonies grown on several selectiv巴 isolationmedia w巴retested with the slid巴 latexagglutination. 

Of 116 of S. aureus， 110 (94.8%) showed positive results on the Baird-Parker m巴diumand .v ogel and 

Johnson agar， wQereas only 54 (46.6%) of colonies grown on MSEY agar gave positive results. 

However， 98 (84.5%) strains of the S. aureus grown on modified MSEY agar using Columbia agar 

as basal medium gave tositive results on the reaction. From the results， it was concluded that slide 

latex agglutination method could be used for identification of S. aureus in bacterial examination of 

foods. 

Keywords : StaJうhylococcusaureus， slide latex agglutination， Ind巴ntification，s巴lectivemedia， food 

microbiology 

最近，黄色ブドウ球菌の同定法として，ヒト血竣を感 培地 (MSEYと略，基礎培地日水製薬)を用いて各種市

作したラテックスによるスライド凝集反応が報告されて 販食品から分離した Staphylococcusaureus 304株，お

いる1)この方法は，従来行なわれているコアグラーセ。試 よぴ MSEY培地でブドウ球菌様の集落を形成したコア

験等に比較して簡便で迅速で、あるため，臨床細菌検査の グラーゼ陰性，カタラーゼ陽性，クゃラム陽性の球菌(non一

分野ではすでに実用化されている S.aureusと略)286株を供試した.これとは別に，ウシ乳

そこで私どもは，このスライド・ラテックス凝集反応 房炎由来の卵黄反応陰性 S.aureus 26株，食品由来の S

による簡易・迅速同定法を，食品からの黄色ブドウ球菌 epidermidis 28株と Micrococcusspp.46株を対照とし

の検査に応用する目的て三コアグラーゼ、試験や耐熱性 て用いた

DNaseの産生性などの試験法と比較してその有用性を 生化学性状試験:

検討すると共に，黄色ブドウ球菌の選択分離培地に発育 食品由来のS.aureus 304株と non-S.aureus286株

した集落を対象にした検討を行なった.その結果，食品 の各供試菌株について， Trypto-Soya agar (日水)に分

細菌検査の分野でもこの方法を適用できることが明らか 離培養後，以下に述べる S.aureusの同定のための性状

となったので，その成績について報告する. 試験を行なった.

材料および方法 i)コアグラーゼ試験:ウサギ血奨を 10%に加えた

供試菌株-今回の実験には， 3%卵黄加マンニット食塩 Brain Heart Infusion broth (BHI， Difco)をノj、試験管に

* 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 

ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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1 ml分注し，これに被検菌の BHI，37'C 1夜培養菌液

を0.1ml加え，37'Cで培養し， 2時間， 4時間， 16時

間後血疑の凝固を判定し，いずれの時間後でも血竣凝固

を生じたものを陽性とした.

ii)耐熱性 DNaseの産生性:Lachica2
)らによって報

告されているマイクロスライド法に準じて行なった.す

なわち，被検菌を BHIに接種して 37'Cで1夜培養後，

100'Cで15分加熱した.テ守オキシリボ核酸を含んだオル

トトルイジンブルー寒天3mlをスライドカホラス上に流

して固めた寒天層に，内径約 3mmの穴をあけ，その穴に

供試検体を 1i商加え，湿潤箱に入れて 37'Cで反応した.

2時間， 4時間， 24時間反応後に観察し，透明な桃色帯

を形成したものを陽性とした.

iii)マンニットの分解性:1 %に?ンニットを含んだ

PYP培地(日水)を用いて行なった.

iv)卵黄反応:被検菌を MSEY培地に接種し，37'Cで

48時間培養後，集落の周囲に白濁帯を生じたものを陽性

とした.

v)クランピングファクターの検出-ヒト血楽による

スライド・コアグラーゼ試験を行ない，反応後， 15秒以

内に明瞭な凝塊を生じたものを陽性とした.

ヒ卜血祭感作ラテックスの調製:

ポリスチレンラテッスス(以下ラテックスと略)は，

武田薬品工業株式会社より分与された SDL-73(粒子径

0.35μ)を用いた.

ラテックスへのヒト血紫の感作は， EssersとRadebo-

It!)の方法にヰ二して，以下のように行なった.ラテックス

は， 1/20 M グリシン・ HCI緩衝液(pH8.0)て。 0.25%懸

濁液とした.これに同じ緩衝液で 1，000倍に希釈したヒ

ト血紫を等量加えて混和し，56'Cの恒温槽で振渥しなが

ら30分反応させることによって感作した.この反応液

を10，000r.p.m. 10分遠心して感作ラテックスを集め，

生理食塩液で2回洗浄した.このように感作したラテッ

クスは， 0.02%窒化ナトリウムと 0.05%ヒト血竣を含ん

だりン酸緩衝生理食塩液(pH7.4)に，最終濃度 0.25%溶

液になるように懸濁して使用時まで4'Cに保存した.

ウシフィブリノーゲン感作ラテックスの調製:

ラテックスは， 1/15 M リン酸緩衝生理食塩液(pH7ム
0.1 %窒化ナトリウム)に， Bovine serum albuminを

0.001 %に加えた感作用緩衝液で 0.25%懸濁液とした.

これに同じ感作用緩衝液で作製したウシフイブリノーゲン

50μg/ml溶液を等量加え，混和後室温で、1時間反応させ

た.反応後， 10，000 r.p.m. 10min遠心して感作ラテック

スを集め生理食塩液で2回洗浄した.このようにして感

作したラテックスは， 1/15 M リン酸緩衛生理食塩液に

Bovine serum albuminを0.4%に加えた反応用緩衝液

で最終濃度 0.25%になるように懸濁し，使用時まで

4 'cに保存した.

スライド・ラテックス凝集反応の方法・

被検菌株を寒天平板に塗抹して 37'Cて吐吾養後，発育し

た集落の 1つを白金線でとり，スライドガラス上に滴下

した生理食塩液に懸濁した.生理食塩液で自然凝集が生

じないことを確認した後，これに感作ラテックス液を

1 i商加え白金線で十分撹件後，スライドヌゲラスを前後に

揺り動かして反応させ， 1-2分以内に肉眼で明瞭な凝

集を認めたものを陽性と判定した.

成績

食品由来のS.αure削およびnon-S.αureusの菌株の

スライド・ラテックス凝集反応と他の生化学a性状:

食品由来の S.aureusおよび non-S.aureusについ

て，従来から S.aureusの同定に用いられている各種生

化学性状試験とスライド・ラテックス凝集反応を行なっ

た成績を Table1に示した.S. aureus 304株は，すべ

て卵黄反応陽性であった.しかし，コアグラーゼ，マン

ニット，耐熱性DNase，クランピングファクターにおい

ては，これらのいずれかが陰性で典型的な性状を示さな

い特殊な菌株が各々数株認められた.non-S. aureus 286 

株では， 7 ンニットの分解性において 176株が陽性を示

した. しかし他の性状はすべて陰性であった.

スライド・ラテックス凝集反応では，S.aureusは304株

中301株 (99.0%)が陽性， 3株が陰性であった. non-S. 

aure加では，陽性になった菌株は I株もなく， 286株すべ

てが陰性であった.

食品由来 S.αureusのスライド・ラテックス凝集反応

および各種性状のパターン分類:

S. aureus 304株の生化学性状とスライド・ラテックス

凝集反応を比較した成績を Table2に示した.S. aureus 

の鑑別性状として実施した生化学性状がすべて陽性で‘あっ

た293株 (96.3%)は，スライド・ラテックス凝集反応

もすべて陽性であった.またマンニット陰性の 5株， コ

アグラーゼ陰性の 2株，耐熱性 DNase陰性の I株もス

ライド・ラテックス凝集反応は陽性ていあった. しかしク

ランピングファクター陰性の 3株は，スライド・ラテッ

クス凝集反応陰性であった.

選択分離培地上の集落からのスライド・ラテックス凝

集反応:

S. auret五Sの選択分自在培地としては， MSEY， Colom-

bia agar (BBL)を基礎培地とした MSEY(C-MSEYと



l格)， Baird-Parker meclhum(Difco)， Vogel and Johnson 

agar (栄研)を用い，これらの培地と非選択分離崎地

のTrypto-Soyaagarに培養した菌についてスライド・

ラテックス凝集反応を比較検討した成績を Table3に

示した.食品由来の卵黄反応陽性とウシ乳房炎由来の卵

黄反応陰性の S.aureusは，いずれも Trypto-Soyaagar 

に培養した場合はすべてスライド・ラテックス凝集反

応、が陽性であった杭選択分離培地に培養した場合には，

陰性となるものが認められた.特に MSEY培養菌では，

卵黄反応陽性菌 38/90株 (42.2%)および、陰性菌の 16/

26株 (61.5%)がスライド・ラテックス凝集反応陽性と

なったにすぎず，この反応が抑制されるものが多く認め

られた.一方，C-MSEYおよびBaird-Parkermedium 

では，卵黄反応陰性菌のスライド・ラテックス凝集反応

は抑制されたものは l株も認められず，卵黄反応陽性菌

の1部だけが抑制されたにすぎなかった. Vogel and 

J ohnson agarでは，卵黄反応陽性菌の1/90株と陰性菌

の5/26株のスライド・ラテックス凝集反応性が抑制さ

れた.Baird-Parker mediumおよび Vogel and J ohnson 

agarでは，対照のTrypto-Soyaagarと顕教な差はな

し選択分離崎地でもスライド・ラテックス凝集反応が

適用できることが示された.

S.ゆidermidisおよび Micrococcusspp.は，対照の

Trypto-Soya agarおよび選択分離培地の MSEYや C-

MSEYにおいても，陽性のものは 1株も認められなかっ

た
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Slide Latex Agglutination and Bioche-

mical Characteristics of S.aureus and 

Non-S.aureus strains Isolated from 

Foods. 

40 

Table 1. 
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Coagulase 

Positive 

Negative 

Mannitol 

Postive 

Negative 

Thermostable DN ase 
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Slide latex 
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考察

黄色ブドウ球菌は，ヒトや動物の血紫あるいはフィブ

リノーゲン溶液とスライドガラス上で混合すると， 1.疑塊

を形成する.これは細胞表層に存在するクランピングフ

ァクターを検出する方法て1スライド・コアグラーゼ試

験と呼ば、れ，黄色ブドウ球菌を特徴ずける性状の 1っと
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Correlation between Slide Latex Agglutination and Biochemical Charact巴ristics

of 304 S.aureus Isolated from Foods. 

Table 2. 
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Table 3. Slid巴 LatexAgglutination of S.aure附， S.φidermidis and 

Micrococcus spp. Grown on Selective Agar Media. 

No.of 
N o. of positive strains grown on individual 

Strains 
tested 

Trypto.Soya 
MSEY* C.MSEY** 

Baird.Parker Vogel and 
agar medium J ohnson agar 

S.αUYi幻tS 90 90 38 72 84 89 
(Egg.yolk:十)

S.aur，仰 S 26 26 16 26 26 21 
(Egg.yolk:一)

S.ゆidermidis 28 。 。 。 NT**ホ NT 

Micrococcus spp. 46 。 。 。 NT NT 

Mannit Solt Egg Y olk agar 

叫 MSEYagar with Columbia agar as basal medium 

*** Not tested 

して知られている 3) このスライド・コアクーラーゼ試験

を応用した EssersとRad巴boldのスライド・ラテック

ス凝集反応は，簡便で迅速性があり，また試薬を長期間

冷蔵室てイ呆存することができる.この方法を用いて My'

rickとElln巴刊は，臨床材料から分離したS.aureus 357. 

株のうち 351株 (98.3%)が陽性であったと報告してい

る.また Doern5
)も160株のうち 159株 (99.4%)が陽

性であったと報告している.

私どもは，食品から分離した S.aureus 304株につい

てスライド・ラテックス凝集反応を行なった結果，その

うちの 301株 (99.0%)がこの方法で S.aureusと同定

された.また S.aureus以外の St，ゆhylococcusspp.およ

び Micrococcusspp.の286株は，すべて陰性であった.

このことから，この方法の有用性を確認することができ

た.

S. aureusの選択分離培地に発育した集落では，グリ

シンでその選択性を高めている Baird.Park巴rmedium 

とVogel and J ohnson agarで〉 スライド・ラテック

ス凝集反応ができることが明らかとなった.これに対し

て，食塩による選択性の MSEY培地では， 116株中 54

株 (46.6%)が陽性であったにすぎなかった.このため

に MSEY培地の基礎培地として，栄養源の高い Colum-

bia agarを用い改良 MSEY培地 (C.MSEY)を作製し

て行なったところ， 98株 (84.5%)が陽性となった.こ

のことから，培地を改良することによって高濃度に食塩

が入った培地でも，スライド・ラテックス凝集反応を用

いることができることが明らかとなった.また獣医学領

域や動物性の食品からしばしば検出されることが報告さ

れている卵黄反応陰性の S.aureus6
)は，この改良培地で

26株すべて陽性であった.このことからこの方法は，卵

黄反応にかかわらず S.aureusを同定できることが明ら

かとなった.改良 MSEY培地でスライド・ラテックス凝

集反応ができるようになる理由として，この培地では，

凝集反応にあずかる物質が多く産生きれるためと推察さ

れる.

今回，血竣成分であるフィブリノーゲンを感作したラ

テックスを用いる方法についても検討した.その結果，

血紫感作ラテックスと同様な成績が得られた.

以上のように，これまでコアグラーゼ試験等によって

行なってきた S.aureusの同定を，スライド・ラテックス

凝集反応を用いて簡便にできることが明らかとなった.

特に選択分離培地に発育した集落からも行なうことがで

きるので，食品細菌検査の分野でも充分応用することが

できると考えられる.

結論

食品由来黄色ブドウ球菌の同定法として，簡易・迅速

スライド・ラテ yクス凝集反応が有効で、あるかどうかを

検討するとともに，本反応を食品からの検査に直接応用

するために，選択分離培地上の集落の凝集性の検討を行

なった.

食品から分離したS.aureus 304株と.non'S， aureus 

286株についてスライド・ラテックス凝集反応を行なっ

た結果， S. aureusは304株中 301株 (99.0%)が陽性

であった.これに対し.non.s.aureus 286株はすべて陰
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性であった.このことから，この方法の有用性を確認す

ることカずで、きた.

選択分離培地に発育した集落においては， Baird-Par-

ker mediumとVogel and J ohnson agarではS.aureus

116株中110株 (94.8%)がそれぞれ陽性を示し，この

方法の有用性が明らかとなった.これに対してMSEY

培地では，わずかに54株(46.4%)が陽性であったにす

ぎなかった.しかし， Columbia agarを法礎崎地とし

た改良 MSEY崎地では， 98株 (84.5%)が陽性となっ

た.このことから域地を改良することによって MSEY

培地でもスライド・ラテックス凝集反応を S.aureusの

簡易・迅速同定法として遮用できることが明らかとさ

れた.
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酵素抗体法 (ELISA)による日本住血吸虫症の治療効果判定の試み (第 3報)

特に Praziquantel投与患者から得られた血清・血紫の ELISA抗体価の推移について

村田以和夫ヘ松田 肇叫，田中 寛村， BA YANI L. BLAS*** 

Evaluation on Efficiency of Treatment with Praziquantel for 

Schistosomiasis japonica by ELISA Titration on Pair-Sera 

or Plasma， obtained from Patients in Leyte， Philippines 

I羽TAOMURATAヘ HA]IME MA TSUDAホヘ HIROSHI T ANAKA叫

and BAYANI L. BLAS'** 

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)， (Murata et a!， 1982 and 1983) was dernonstrated 

to be useful not only for serodiagnosis of schistosomiasis but also in evaluating therapeutic effect 

with PraziquanteI. ELISA with 3 kinds of antigens， prepared from male and female adult warms 

and eggs of Schistosoma ja，ρonicum were examined on total of 47 cases incIuding 8 pair-sera and 7 

pari-plasma obtained from patients with Schistosomiasis japonica in Leyte， Philippines. The 

results of the evaluation on efficiency of treatment by ELISA wer巴 asfoIIows. 

1) ELISA titers with adult-antigen decIined markedly in the patients who had 3 to 4 month course 

of Praziquantel treatment. N 0 such decrease in titer was noted when egg-antigen was used. 

2) ELISA titers taken from those a month after treatement indicated that 3 kinds of antigen 

were maintain巴dthe same as or increased much more than thos巴 ofnon treatment-group. 

3) ELISA antigen， prepared from adult warms of S. ja，ρonicum appeared to be more useful for an 
evaluation of treatment than that from eggs. 

4) On the other hand， ELISA with egg-antigen mey be used for mass treasment with Praziquantel 

in comparison with optical density method as an index for evaluation. 

Keywords : ELISA， efficiency of treatment with Praziquantel， Schistosomiasis japonica， pair-sera 

from Patients， Leyte， Philippines 

はじめに

著者ら 1.2)(1982， 1983)は，「酵素抗体法(ELISA)によ

る日本住血吸症の診断」について，すでに第 1報と第2

報で報告した.その中で，著者らが意図して別々に調製

した日本住血吸虫(S.メ)の虫卵抗原および雌雄両成虫抗

原の特性を明らかにすべ<，引き続き検討を重ねる必要

があると考察した.1979年 1月より，フィリピンの Sch-

istosomiasis Control and Research Project (S.C.R.P) 

は Praziquantel(EMBA Y 8440， Biltricide⑮， Bayer) 

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科

による日本住血吸症の集団治療に着手しているが，田

中ら 3)(1984)は，この集団治療による本症擢患率減少効

果について，次のように報告している.Layte島Daga-

ml 地区の 9+~封交1 ， 800名の児童を対象に， 1974年以降

S.j.の虫卵検査と卵周囲沈降反応(C.O.P.T.)によって追

跡調査を行なった結果，同地区の50haの小規模環境改善

ではみるべき効果はなかったが， 1979年から始まった集

団治療の結果，その翌年から擢患率の著るしい低下が見

られたと記述している.Praziquantelによる本症治療効

160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

ホTokyoMetropoIitan Research Laboratory of Public Health 

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

判東京大学医科学研究所寄生虫部

* ** Schistosomiasis Control and Research Project， Ministry of Health， 

Palo， Leyte， 7118， Philippines 
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利用され得る成績が得られたので報告する.

材料および方法

1.材料:S.C.R.P.外来患者のうち，臨床所見，虫卵検

査およびCOPTで本症と診断きれたもので， Praziquan-

tel投与後，適当な期間をおいて再来院した患者，計32

例を対象とした.ELISA血清および血紫は，治療前と治

療後のぺア血清8組， (16例)とベア血紫 7組 (14例)，

非同一，患者の治療後血清4例，血祭6例ならびに治療前

血築7例，計 47例を被検体とした.また，治療前の患者

群血清 80例と Praziquantel治療群血清，血紫 31例お

よびマニラで採取した非日本住血吸症の対照血清 60例

を任意に選ぴ， 1・80-1・320の各血清希釈段階にお

ける平均 OD値を求めて，各群聞の DO値の有意性の検

定を Welch'st-testにより行なった.

2.方法:第 1報1)で詳述した Peroxidase-OPDsyst-

44 

来について評価する方法としては，臨床所見の改善，検

便による虫卵の陰転およびCOPTの変化を中心とする

指標が用いられているが， ELISAの成績もまた治療効

果判定に具体的な指標を与えるものとして着目されてい

る.すでに，松田ら 4) (1979)は，S.j.実験感染ウサギの

ELISA抗体を測定して， Praziquantel (100mg/kgX 4 

回/1日)の投与により，治療後10週日以降に50%以上の

OD値の減少を認め，特に成虫抗原による ELISAでは，

OD 値の減少が著明であったと報告している.

この松田らの報告に着目した著者らは，今回， S.C.R.P. 

において， Praziquantel (30 mg/kg X 2回/1日)により，

実際に治療した本症患者のベア血清または血殺を用いて

ELISA(Peroxidase-OPD system)抗体価の推移につい

て比較検討した.その結果，従来から治療効果判定に用

いられている指標に加えて，成虫抗原による ELISAが

Optical Density by ELISA 

Standard Deviation 
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Table 1 Comparison of the Average of Optical Density by ELISA with Egg-Antigen 

on the Groups of Sera from Patients with Schistosomiasis japonica Between 

Before and After-Treatm巴ntwith Praziquantel. 
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原による ELISAでも Praziquantelによる集団治療に

際して，治療前の平均 OD値を測定しておけば，治療後

の平均 OD値と比較して，効果判定の指標となり得るこ

とを示唆している.治療群のうちわけは，脳症群 12WIj，

肝牌腫症群 17例からなるが，脳症群と肝牌E重症群にわ

けでも同様に平均 OD値の有意差が認められた.しかし

ながら，脳症群の OD値は対照群の OD値と有意差が認

められない程低い値であった.Fig.1は，本症同一患者血

清 7例の治療前と治療 1ヵ月後の 3種抗原に対する

ELISA titerを比較したものである.雄成虫抗原に対する

ELISA tit巴rは治療後上昇した例が 4/7 (57.1%)， 

同じ例 2/7 (28.6%)，低下した例 1/7(14.3%)で，逆に

雌成虫抗原に対する Titerの変化は，上昇例が0，同じ

例が2/7(28.6%)，下降例が5/7(71.4%)であった.ま

た，虫卵抗原による ELISAでは， Titerが上昇した例

が， 3/7(42.9%)，変化しない例が 1/7(14.2%)および

下降した例が3/7(42.9%)であった.総じて，治療後 1

ヵ月目に採取した同一患者血清では，治療前と比較して，

ELISA titerが上昇するか停滞するものが多い成績であ

った.Fig.2は，非同一患者群で未治療時採取血紫 7例，

45 35， 1984 報年界
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emによるELISAで， S.j.虫卵抗原， J峻および雄成虫両抗

原，計3種類の抗原に対する抗体価を測定した.血清お

よび血奨の希釈法は， 0.05% Tween20， 1% Bovine s巴-

rum albumine加 0.15MPBS(pH7.2)で，まず， 10倍希

釈を行ない，次いで、2倍希釈系列で抗体価を測定した.

終末点の D011直は，その都度用意した陰性対照血清数例

の各希釈段階の OD値の 2倍の値で陽性または陰性と

判定した.

b宥尽東

成績

Table 1は，各段階希釈血清の未治療群，既治療群およ

び対照群の虫卵抗原による ELISAの平均 OD値を比較

したものである.未治療群の OD値は，対照群と比べ

1 : 80で4.7倍， 1 : 160で4.3倍， 1 : 320で3.7倍の

高値を示した.一方，治療群の OD値は，対照群と比較

して 1: 80で2.3倍， 1 : 160で1.8倍， 1 : 320で1.5

倍の値を示しているが，未治療群と比べると， 1 : 80で

53%， 1 : 160で57%，1 : 320で61%低い OD値が得

られた.これらの比較成績は， WeIch's t-testで検定し

た結果，未治療群:治療群，未治議祥対照群との聞に

有意差 (P<O.OOl)が認められた.この成績は，虫卵抗
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抗原による ELISAは不適当であった.この成績から治

療後の抗体持続期間が短かし顕著な抗体価の減少を示

す雌雄成虫抗原は，治療効果をみたうえで虫卵抗原より

有利な特性をもつことが明らかとなった.

考察

日本住血吸症の治療効果判定は，場来から臨床所見の

改善，糞便検査による虫卵の消失および COPTの変化

等を指標になされて来た.実験動物による駆虫効果、判定は，

剖検により成虫または発育段階の幼虫の回収法や病理学

的評価によってなされるが， ヒトではこの様な方法は用

いられない.そこで，免疫学的な効果判定の導入により，

数値的に確かな指標を見い出す目的で，松田ら州(1980，

1984)はS.j.感染ウサギにおける Praziquantel治療前後

の経過的 ELISA抗体の消長を追跡した.その結果， Pra-

ziquantel) 100 mg/kg X 4回/1日)投与後のウサギでは，

10週後採取血清の ELISA-OD値は投与前と比べ，虫卵

抗原で 52.6%成虫抗原で 56%減少し ELISAtiter は

治療後 14週で3-4管， 38週後には成虫抗原で、全例が

陰転すると報告している.また，虫卵抗原は感度の良さ

治療後 1ヵ月目の再診時採取血柴 6例の ELISAtiter 

を比較したものである.この例では，同一患者から治療

前後に採取したベア血紫ではないので， ELISA titerの

変化を直接比較することはできないが，群としてみると，

治療 1ヵ月後の採取血紫の ELISAtiterに顕著な変化

は認められなかった.すなわち， Fig.1で示した同一患者

より治療前と治療 1ヵ月後に採取したベア血清の ELI-

SA titerの消長パターンと同程度のものであった.

Fig.3はPraziquantel投与後， 3ヵ月目採取血清 4

例， 4ヵ月目採取血清3例， 5ヵ月目採取血清2例， 7 

ヵ月目採取血清2例および 12ヵ月後採取血清 1例，計

12例について，それぞれ治療前後の ELISAtiterの推移

を比較したものである.前述の治療 1ヵ月後に採取した

血清の消長パターンとは異なり， 3ヵ月以上を経過して

採取した血清の ELISAtiterの変化は著明で，特に雌雄

両成虫抗原に対する抗体価が減少し，ペア血清8組全部

が 1: 40以下に陰転した.しかしながら，虫卵抗原に対

する抗体価は，なおも 1: 80以上の陽性域を示すものが

ほとんどで，患者各人の治療効果判定用としては，虫卵
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Fig. 3 Comparison of ELISA Tit巴rBetween Before and 3 to 12 Month 

After Treatment with PraziquanteI on The Pair-Sera from 

Same Patients Infected with S.japonicum 

から診断用として，また，成虫抗原は治療効果判定用に

利用されうると記述している.今回，著者らが行なった

実験においても，治療後 3ヵ月以上経過した患者血清の

ELISA-titerは，成虫抗原を用いた場合に，ほとんどのも

のが 1: 40以下に陰転することを明らかにした.これら

一連の ELISA成績は松田られ引のウサギによる治療試験

の成績をヒトの例からも追認し得たものと理解される.

また，成虫抗原を用いての ELISAでも，同一集団の治療

前後に得られた血清群を対象に平均 OD値の推移を測

定することによって，ある程度まで集団駆虫効果を推定

可能との示唆が得られた.成虫抗原の方が虫卵抗原より

治療効果を見るうえで有利で‘ある理由については，次に

a)-c)に示す事実に照らして総合的に考察する必要があ

る.すなわち， a)慢性経過をたどる本症では，診療に至る

期間が相当長期におよび，数年~十数年を経てやっと S.

C.R.Pに来院する例がごく普通である.その聞にレイテ

島のような本症の高度浸淫地域では，再感染が数次にお

よび，また本虫卵の内臓組織内蓄積も高度に進行するも

のと容易に推定できる_b) Matsuda5)et al(1983)の報告

に記載されるように， Praziquantelの invitroの殺虫効

果は，成虫に著効を示すのみならず，成熟虫卵に対して

も5分間で脱殻を促して殺滅することが明らかである.

しかしながら， schistosomuraeのような発育段階の幼

虫や，未成熟虫卵に対しては無効で、ある. c)最近，著者

が遭遇したー症例として， 18歳まで山梨県に在住した女

性 (50歳)で子宮筋腫の摘出手術を行なったところ，卵

巣の組織標本から s.;'.虫卵を見い出した例があった.次

いで直腸生検材料から同種虫卵を見い出し，この患者血

清の ELISA成績は，慢性症診断用に感度をあげた方法

で陽性の OD値が得られた.以上の点から， Praziquant-

el投与前に蓄積された虫卵の抗原刺激は相当長期間す

なわち著者が遭遇した症例では， 32年を経でもなお持続

されるようである.また，駆虫薬投与後，死滅成虫体は

3ヵ月以上を経て排除されるか，あるいは抗原性が失活

されるものと推定される.それゆえに，治療効果判定に

は，虫卵抗原よりも成虫抗原を用いた ELISAの方が有

用で，同一患者からの血清採取は治療前と治療後 3ヵ月

以上経過した 2時点に行なわれることが望ましい.さら

に，治療効果判定をより正確にするためには，再診まで

の期間内に，新たな本虫再感染を極力防止する努力をお
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こたってはならない.今回，著者らが採取し得た同一患

者のぺア血j清青はきわめて少数でで、'今後さらに症例を増や

して検討すべきと思われるが，実際には， S.C.R.P.で再診

を受ける患者は少ない.症状が改善され，健康が回復す

るとすみやかに農作業に従事し，再感染の危険度が高い

田園に復帰する者が大半で，自らの健康維持に留意しえ

ないのがフィリピンの笑情である.数少ない再診に応じ

得た患者達はごく特別な境遇にあり，相当自らの健康を

顧る余裕があった人々と推察される.

結 論

フィリピン，レイテ島の日本住血吸症患者に Praziqu-

antel (30 mg/kg X 2回/1日)を投与して，治療前の

ELISA titerと治療後 1ヵ月以上経過後の採取血清 20

例，血紫 27例，計 47例について ELISAtiterの推移を

検討した.

1 )成虫抗原による ELISAtiterの推移は，治療後3

-4ヵ月以上経過した患者群血清に顕著な抗体低下を認

め，ほとんどのものが陰転した.

2 )治療後 1ヵ月後に採取した血清の ELISAtiter 

は，虫卵，成虫各抗原、ともに，治療前と同等か上昇した

ものカぜ多かった.

3 )治療効果判定のためには，成虫抗原の方が虫卵抗

原より有用性が高いと考察された.

4 )一方，虫卵抗原による ELISAはPraziquantelに

よる集団駆虫の効果をはかる一つの指標となりうる.
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また，同事業団マニラ事務所の越後貫博博士ならびに

関係各位，さらに， S.C.R.P.のDr.Gerundio P. Portillo 
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1981年から 1983年までの 3年聞における売春容疑者の

リン菌保菌率と分離菌株の薬剤感受性

石上 武ぺ堀 幹郎* 鈴木重任ぺ大橋 誠*

丸山 筒*ヘ林田陽一叫，斎藤リツ**

Studies on Gonorrhea in Tokyo : Its Prevalence in Prostitutes 

and Antimicrobial Agent-SusceptibiIity 

of the Causative Agent， 1981-1983 
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MAKOTO OHASHIヘOSAMUMARUY AMA付，

YOICHI HA Y ASHIDA ・ぺ andRITSU SAITO村

Keywords :リン疾 Gonorrhea，βーラクタメース産生性ペニシリン耐性リン菌 PenicilIinaseProducing 

Neisseria gonorrheae (PPNG)，薬剤感受性 AntimicrobialAgent-Susceptibility，街娼 Prostitute

はじめに

わが国のリン疾届け出患者数は， 1977年以降増加し続

け， 1982年までの 6年間に約 2.5倍に達している 1) し

かしながら， 1982年の届け出患者数は 10，409名，擢患

率8.8にすぎず，欧米諸国と比較すると極めて低率であ

る.しかし リン疾の届け出励行には問題があり，実際

にはさらに多数の患者あるいは保菌者が潜在するものと

考えられる.一般に性病の実態の把握は極めて困難で、あ

る.

一方， 1976年に英国および米国で発見された βーラクタ

メース産生性のペニシリン耐性リン菌(PPNG)2)はその後

急速に分布を拡大し， リン疾問題の重要性に拍車をかけ

ることとなった.すなわち，本菌は翌 1977年には日本で

も海外擢患例から分離されへその後の報告では国内感染

例からも分離されるようになり，最近ではその検出率は

20%ともいわれている 4)5)6)

このようなことから，特定集団におけるリン菌保菌率

と分離菌株の薬剤感受性を調査することは， リン疾の動

態を知るための一つの手段としてきわめて意義深いこと

と考えられる.

今回私たちは， 1977年から 1980年に行われた小原ら 7)

の調査のあとを受け， 1981年からの3年間東京都内にお

いて検挙された売春容疑者についてリン菌保菌率および

分離菌の薬剤感受性を調査した.以下はその成績である.

調査対象と方法

1.調査対象

対象は 1981年 1月から 1983年 12月までの 3年間に，

都内で売春容疑により検挙され，性病予防法第 11条の定

めるところにより東京都公衆衛生部防疫結核課分室にお

いて検診を受けた女性(以下街娼という)で;1981年 324(延

べ 387)名， 1982年 252(延べ 289)名， 1983年 152(延

べ 168)名，計 634(延べ 844)名である.

2.調査方法

検体は炭抹処理綿棒を用いて採取した街娼の子宮頚管

および尿道分泌物で，採取直後これを容器内に炭酸ガス

を充填した Thayer-Martin培地に塗抹し密栓して 37'C

で前培養したものと，残りの綿棒を Stuartの輸送培地に

穿刺して密栓し氷室内に保存したものとを当研究所にほ

ぼ週2回の頻度で搬入し，検査に供した.また，検査材

料には街娼の氏名，年齢，住所(都内外の別)および材

料採取日を記入した送付書を添付した.また，採取検体

については，採取直後そのメチレンブルー単染色標本を

作成し，鏡検してその結果をも送付書に記録した.

リン菌の分離は，前述の Thayer-Martin培地からと，

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

* Tokyo MetropoIitan Research Laboratory of PubIic Health 

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

M 東京都衛生局公衆衛生部防疫結核課
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保存綿棒材料を Isovitalex'とVCN-inhivitorキ133加 GC

培地叫に塗抹して行った.

分離培地上に発育した疑わしい集落については，グラ

ム染色，オキシターゼおよぴカタラーセ。反応，糖分解能

試験(ブドウ糖，マルトース，フラクトース，手L糖およ'

ぴ白糖)， 22
0

Cおよび普通寒天培地上での発育試験，硝酸

塩およぶ亜硝酸塩の還元試験， 5%白糖加培地上での発

育性と多糖類産生試験を行い，性状の一致したものをリ

ン菌と同定した.同定されたりン菌については， Beta-

Lactamase Detection Paper刊本を用いて βーラクタメー

ス産生能を検査した.

分離菌株の薬剤感受性は，各薬剤の最少発育阻止濃度

(MIC)を測定することにより検査し， WHOの方法8)に従

って実施した.また 1981年分離の 18株， 1982年分離の

28株， 1983年分離の 31株計 77株をその対象とした.使

用薬剤は，ペニシリン (PCGと略，明治製菓)，アンピシ

リン (ABPC，山之内製薬)，セフロキシム (CXM，塩

野義製薬)，セフォキシチン (CFX，日本メルク寓有)，

ラタモキセフ(LMOX，塩野義製薬)，ゲンタマイシン(GM，

塩野義製薬)，スペクチノマイシン(SPCM，日本 U凶ohn)，

カナマイシン (KM，明治製菓)，テトラサイクリン (TC，

明治製菓)，クロラムフェニコール (CP，三共製薬)，エ

リスロマイシン (EM，塩野義製薬)，スルファメソキサ

ゾール・トリメソプリム(5・1)合剤 (ST，塩野義製

薬)，ロサマイシン (RM，ウィンスロップラボラトリー

ズ)で，被検菌株に対する MICは PCGでは u/mlで，

その他の薬剤jでは μg/mlで表わした.

成 績

1 -検挙された街娼の年齢分布および検挙回数

調査期間中に検挙された街娼 634名延べ 844名の年齢

40ト

10 

ー19 20-29 30-39 40山 49 50-59 60 

年齢

図 1.街娼の年齢構成

• BBL Microbiology systems， Cockeysville， USA 

村 DifcoLaboratories， Detroit， USA 

村・ Oxoid Limited， Basingstoke， England 

は， 15歳から 67歳までの広い範囲に及んだが，年齢構成

は3年間を通して変らず， 40代が 34.7%と最も多く，次

いで 30代が 24.8%で，両者を合わせると全体の約 60%

を占めた(図 1).これらの検挙された街娼の 3年間にお

ける検挙回数を年齢別に表 1に示した.復数回検挙され

た街娼は， 30代および 40代が中心で， 22.2%延べ数で

41.6%を占め，最高 5回のものが7名みられた.

2.培養検査によるリン菌保菌率

1 )年次別・年齢別保菌率

培養検査による年齢別リン菌保菌率を表2に示した.

1981年は検体数 387中リン菌陽性数 53で 13.7%，1982

年は 289中 45で 15.6%，1983年は 168中32で 19.1%

であり増加傾向がみられた.年齢別保菌率を見ると 3年

聞の平均では年齢による保菌率にはあまり差がなかった.

被検例数の少ない 10代と 60代では年次別に保菌率に不

規則な変動がみられたが， 30代においては， 1983年の保

菌率が 1981年および 1982年と比較して約 2倍の 26.8%

と高率で、あった.

2)街娼の年次別検挙回数と培養によるリン菌陽性回

数

各年次ごとの街娼の検挙回数は，いずれも最高 4回で

あった.また，リン菌保有街娼は， 1981年 2回陽性4名，

1982年 2回および3回陽性が1名ずつ， 1983年3回陽性

が 1名であり， 3年聞を通してみると 2回陽性 10名， 3 

回陽性3名であった(表 3). 

3 )住居地別保菌率

住居地別保菌率を表4に示した.被検街娼は全て都内

において検挙されたものであるが，都外居住者が各年

15-20%を占めた.これら都外居住者のリン菌保菌率は

3年平均 11.4%で都内住居者の 16.5%より低率で、あった

表 1.検挙された街娼の年齢別検挙回数

年齢
検挙回数

合計

12 34 5  
一一一

~19 41 3 44 

20~29 85 8 3 2 1 99 

30~39 118 25 9 2 3 157 

40-49 160 34 13 4 ゆ 2 213 

50~59 72 21 4 1 98 

60~ 17 3 3 23 
一一一

合計 493 94 32 8 7 634 

(%) (77.8) (14.8) (5.1) (1.3) (1.1) (100) 

のべ合計 493 188 96 32 35 844 

(%) (58.4) (22.3) (11.4) (3.8) (4.2) (100) 
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が，その年次別保菌率をみると1981年4.7%，1982年13.6 5 )塗抹標本鏡検と培養検査とにおけるリン菌陽性率

%， 1983年21.2%と顕著な増加傾向がみられた. の比較

4 )材料採取から分離までの日数別リン菌分離率 防疫課分室において材料採取時に行なわれた鏡検と同

今回の調査では，方法の項でも述べたように， Thayer. 材料についての培養検査とによるリン菌検索の結果を表

Martin培地による前培養法と Stuartの輸送培地による 6に示した.鏡検の結果リン菌陽性として送付された材

方法とを併用し， リン菌の分離を試みた.表5に示した 料 214件中，培養検査の成績が陽性であったものは 80件

ように，両者いずれかの方法によりリン菌か検出された (37.4%)であった杭鏡検成績陰性とされたものから

率は，材料採取後分離培地への塗抹までの日数が3日ま も630件中 50件の培養陽性例があった.全被検者数 844

では 15.4%から 18.0%であったが， 4日では 10.2%， 中両検査の成績が陽性として一致したものは 80(9.5%)，

5日でほ 9.7%と減少傾向がみられた. 陰性として一致したものは 580(68.7%)，不一致は

1981年 1982年

表 2.培養検査による年次別・年齢別陽性率

1983年

年齢

~19 

20~29 

30~39 

40~49 

50~59 

60~ 

合計

陽
性
数

検
体
数

25 5 

47 7 

99 14 

1:43 15 

59 11 

14 1 

387 53 

陽
性
率
仰
一

陽
性
数

検
体
数

陽
J性
率
(%) 

陽
性
数

検
体
数

10 2 20.0 

27 3 11.1 

41 11 26.8 

56 8 14.3 

26 6 23.1 

82  25.0 

168 32 19.1 

A 
口 十

一
陽
性
率
悦

圭
ロ
一

陽
性
率
側
一

陽
性
数

検
体
数

20.0 12 1 8.1 

14.9 49 8 16.3 

14.1 78 10 12.8 

10.5 94 14 14.9 

18.6 46 8 17.4 

7.1 1o 4 40.0 

13.7 289 45 15.6 

47 8 17.0 

123 18 14.6 

418 35 16.1 

293 37 12.6 

131 25 19.1 

32 7 21. 9 

844 130 15.4 

表 3.検挙された街娼の年次別検挙回数と培養によるリン菌陽性回数

検 挙 回 数 陽 性 回 数
年

l 2 3 4 5 d口h 三日ム1 l 2 3 合計

1981 272 42 9 1 324 45 4 49 

1982 222 24 5 l 252 40 1 1 42 

1983 140 9 2 1 152 29 L 30 

1981 
493 94 32 8 7 634 101 10 3 114 

1983延べ

表4.培養検査による住居地別リン菌陽性率

都内住 居者 都外住居者 住居不定者

年
被検者数 リン 菌陽性率 被検者数 リン菌陽性率 リン菌陽性率

陽性者数 (%) 陽性者数 (%) 
被検者数

陽性者数 (%) 

1981 317 49 15.5 64 3 4.7 6 l 16.7 

1982 237 37 15.6 44 6 13.6 8 2 25.0 

1983 120 25 20.8 33 7 21.2 15 。 。
合計 674 111 16.5 141 16 11.4 29 3 10.3 
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(5.9%)であった.184 (21.8%)であった.不一致のうち鏡検で陽性であっ

て吐音養陰性のものは 134(15.9%)であり，逆のものは50

52 

2.分離菌株の薬剤感受性

1) PPNG検出率

3年間に分離したリン菌 130株のうち PPNGは5株で

あった.年次別にみると 1981年には検出されず， 1982年

材料採取から分離までの日数別リン菌分離率

陽性率
(%) 

リン菌陽
性検体数検体数材料 採取から

分離までの日数

表 5.

陽性率(%)

37.4 

7.9 

15.4 

表6.鏡検と培養検査の比較

培養検査成績

被検材料数リン菌陽性数

陽性例 214 80 

陰性例 630 50 

合計 844 130 

鏡検成績

a
a
A

唱

E
A
n
n
u
a
a
A

のぺ
U

F
h
d
n
t
u
o
f
u

唱

E
A

15.4 

17.0 

15.4 

18.0 

10.2 

9.7 

318 

202 

156 

137 

31 

唱

E-A

内
ノ
“
内
毛

u
a
a
A
F
h
d

130 844 計え入
口

表 7.分離菌77株の薬剤感受性

32 16 8 、42 1 

4 

最小発育阻止濃度

0.5 

2 

0.25 

10 

0.125 

30 

0.06 

12 

0.03 

7 

三五0.015

2 

抗菌剤名

2 

(2) (1) 

2 

(2) 

(2) 

(3) 

5 
PCG 

1 3 1 13 13 24 10 7 
ABPC 

2 2 4 6 

(1) 

11 

6 

(3) 

12 

(1) 
45 

CXM 

4 10 

(2) 

22 

(2) 

30 

(1) 

3 5 

(3) 

14 

(1) 
32 

(1) 
21 

CFX 

LMOX 

7 39 

(2) 

31 

(3) 
GM 

2 

3 

60 

(5) 

46 

(3) 

15 

28 

(2) 

SPCM 

KM 

4 11 

(2) 

26 

(1) 

3 

20 

(3) 

11 

(2) 

2 

34 6 2 
TC 

4 14 

(2) 

7 

8 

5 

10 

(1) 
25 

(2) 

17 10 

(2) 

2 

CP 

EM 

5 

(2) 

16 

(3) 

22 23 11 
ST※ 

2 2 3 9 

(2) 

42 19 

(3) 
RM 

※ )内数字はPPNG数再掲スルファメソキサゾール:トソメソプリム=5 1 
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は2株， 1983年は 3株であった.検出率にすると 1982年

は4.4%，1983年は 9.4%となり，明らかな増加傾向が

みられた.

2 )薬剤感受性

3年間に分離したリン菌のうち 77株の 13薬剤に対す

る感受性を表7に示した.PCGの MICが 1u/ml以上

の株を耐性菌とすると，その割合は 77株中 14株， 18.2%

であった.これを年次別にみると， 1981年 11.1%，1982 

年 17.9%，1983年 22.6%であり増加傾向がみられた.

ABPCの MICO.5μg/ml以上の菌株は 77株中 10株，

13.0%であり，やはり年次別にみて増加傾向がみとめら

れた.CXMの MICは壬0.015μg/mlから 1μg/mlの

間の比較的広い範囲に分布した.これに反し CFXのMIC

は比較的狭い範囲で0.125μg/mlから 2μg/mltこ分布

した.LMOXはやや広い分布をみせたが，いずれも 0.5

μg/ml以下で、あった.GMtこ対する感受性はやや低<， 

MICは2μg/mlから 8μg/mlの間にあった.SPCMお

よび KMに対しても同様に感受性は比較的低<8μg/ml 

から 32μg/mlの間に MICか分布した.しかしこれらの

3薬剤に対する感受性は比較的狭いまとまりをもったー

除性の分布であった.TCのMICは0.125μg/mlから 4

μg/ml， CPのそれは 0.25μg/mlから 8μg/ml，EM 

は孟0.015μg/mlから月 μg/ml，STは1μg/mlから 16

μg/ml， RM， ~0.015μg/mlから 0.5μg/mlの間にあ

り，いずれも一峰性の分布であった.

考察

今回 3年間にわたって調査した延べ 844名のリン菌保

菌率は全体で15.4%であったが，年次別には1981年13.7

%， 1982年15.6%，1983年19.1%と増加の傾向がうか

がわれた.同じく検挙された街娼を対象にした調査で

は， 1973年の成績を常松ら町立 15.5%であったと報告し，

1977年から 1980年にかけての期間については，小原ら 7)

の報告があり，保菌率 10.1%であった.東京都における

リン疾届け出数10)をみると， 1973年1，106件， 1977年か

ら1980年においては， 655件， 869件， 935件， 1277件

であり， 1981年は 1，361件， 1982年 1，621件， 1983年

2，016件であり，街娼のリン菌保菌率はある程度一般市民

におけるリン疾擢患率を反映していると思われる.今回

の調査でリン菌保菌率が年次毎に増加する傾向が明らか

にされたが，今後の公衆衛生問題として憂慮されるとこ

ろである.

この調査期間に検挙された街娼 634名延べ 844名のう

ち複数回検挙された街娼は 141名延べ 351名であり，そ

のうち培養において複数回陽性であった街娼は 13名延べ

29名であった.この中には，分離菌株の薬剤感受性の違

いからみて再感染と思われる街娼もおり，街娼がリン疾

の媒介としての役割を果していることが如実にうかがわ

れて興味深い.また，検体を採取してから検査室に搬入

して分離培養するまでの日数が4日以上になると，検出

率が悪くなることが今回の調査で明らかにされたが，こ

のような検体が全体の約 20%を占めていたことからする

と，街娼のリン菌保菌率は実際にはさらに高いと思われ

る.また， リン菌の検出率は I回のみの培養より連続し

て培養するほうが，また直腸や他の部位の培養を併用す

ることによりさらに高くなることはすでに報告されてい

るところで、ある 9)11)

鏡検と培養検査との成績の比較においては，鏡検陽性

で培養陰性という不一致例が 15.9%みられたが，これら

には検査時すでに薬剤が使用されていたため検出が困難

であった場合も含まれているかも知れない.しかし培

養条件により見のがした例も含まれるはずで、，培養条件

の改善により，検出率はさらに高くなることが期待され

る.また，鏡検陰性でも培養陽性のものも 5.9%の頻度で

みられた.このことからすると，現在リン疾検診は主と

して鏡検成績をもとになされているが，今後は培養検査

も取り入れる必要があろう.

PPNGは東南アジアやアフリカにはすでに濃厚に分布

することが知られているが12)131諸外国と比較するとわが

国では検出されることがややおくれた. しかし，すでに

風俗営業従事者からの圏内感染例か報告されるようにな

り州，海外から持ち帰られる以外に圏内にも定着したと

考えられ，今回の成績からもわが国でも PPNGが各層に

広〈浸透しつつあることが確認きれた.幸にして PPNG

でSPCM耐性菌はみられなかったが， SPCMは βーラク

タメース産生菌による感染例の治療に常用される薬剤jで

あるのな耐性菌の出現を監視して行く必要がある.PPNG

の感染例の治療には TCも用いられるが， TCはMIC1 

μg/ml以上で、無効例が 30-40%あるといわれている 12)

今回のわれわれの調査によれば， MIC 1μg/ml以上の

菌は約 45%であった.

東京都防疫結核課の性病統計資料10)によれば， 1983年

の検挙者のうち街娼を専門とするものはわずか 30%にす

ぎず，他に定職を持っている兼業街娼とでも称すべきも

のがみられるようになったという.このようなものを介

しての性病の伝播に対する対策は今後ますます困難にな

ると考えられる.しかも，東京都における男子リン疾患

者感染源調査10)によると，この数年間街娼からの感染は

数%にすぎず，トルコ嬢，ホステスからの感染が約 60%
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を占めていることが明らかにされている.今後の総合的

な性病対策がのぞまれる.

まとめ

1981年から 1983年までの3年間に都内で売春容疑て検

挙された女性延べ 844名のリン菌保菌率を調査した.保

菌率は 1981年 13.7%，1982年 15.6%，1983年 19.1%

と年次的に増加がみられた.また， PPNGは 1982年以

降分離されるようになり，その検出率は 1982年 4.4%，

1983年 9.4%であった.しかし， PPNGでしかも SPCM

耐性株ほ検出きれなかった.

謝辞 本研究の実施にあたり有益な御助言をいただい

た神奈川県立衛生研究所細菌病理部の小原寧，山井志郎

両先生，ならびに貴重な薬剤を御恵与された日本クラク

ソ， 日本アプジョン， 日本メルク蔦有，塩野義製薬，ウ

インスロップラボラトリーズの各社に心から感謝します.

(本研究の概要は 72回東京都衛生局学会 1984年5月
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都内における腸管系ウイルスのサーベイ:

下水および患者検体からのウイルス分離成績 (1983年)
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緒言

著者らはこれまで長年にわたり，都内における腸管系

ウイルスの流行実態を把握するため，小児科を受診した

患児および下水についてウイルス検索を行ってきた.そ

の結果，検出されるウイルスは非常に多種類であるこ

と円主に流行したウイルスには年次推移が認められる

こと 2)を既に報告した.こうした患者および環境から検

出されるウイルスの種類や流行ウイルスの年次推移を把

握しておくことは，都内における今後の腸管系ウイルス

感染症への対応，あるいは同ウイルスの生態学的研究に

有用な資料を提供するものと思われる.

本報では 1983年に行った患者と下水からのウイルス

分離成績に基づき，都内で流行した腸管系ウイルスにつ

いて疫学的考察を行った.また，調査期間中に都内東村

山市の小学校で上気道炎を主徴とした疾患の集団発生が

報告され，この事例について行ったウイルス検査結果も

併せて報告する.

材料と方法

患者材料調査定点としたのは東京逓信病院，都立豊

島，駒込，墨東，荏原病院の 5ケ所である.東京逓信病

院では主として上気道疾患を対象とし， 1凹98回3年 1-1ロ2 

月に同病院小児科を受診した 29伺3名の患患、児カかミら咽E頭頁ぬ

〈

1膜英炎を対象疾患とした.同期間中に無菌性髄膜炎患者 29

名からは髄液を中心にふん便，咽頭ぬぐい液を，結膜炎

患者 65名からは結膜ぬぐい液を採取した. 1983年 6月

に東村山市内の小学校で発生した上気道炎 (URI)の集

団事例では， うがい液，ふん便を被検材料とするととも

に，急J生期と回復期の血清を採取して血清学的診断に供

した.

下水都内3ケ所の広域下水処理場 (O，S，M) と4ケ

所の公営団地内下水処理場 (Tc，Tk，Tt，Sb)を定点とし，

調査期間中毎月 1固定期的に検体を採取した.検体は活

性汚泥のほかに生下水，二次処理水も一部採取した.

ウイルス分離試験検体処理方法は既報1ベ矢野らの

報告ペ感染症サーベイランス検査指針叫こ準じた.ウイ

ルス分離には各検体全てに FL，HEp 2細胞を使用し

た.更に日因頭ぬぐ、い液には Vero355， MDCK細胞，結

膜ぬぐい液には Hela，BGM， Vero # 462細胞，髄液，

ふん便および下水には Vero# 462， BGM細胞を併用し

た.また無菌性髄膜炎，へ/レパンギーナ，手足口病，耳

下腺炎などを呈した患者の検体は，乳のみ?ウス，ふ化

鶏卵も使用した.分離同定の術式は既報1)に準じた.

血清学的試験 URIの集団事例から採取した血清に

ついては，市販のアデノウイルス抗原(東芝化学)を用

いて補体結合試験 (CF)を行った.検査の術式は既報6)

の通りである.

*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ム 24-1 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of PubIic H巴alth

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

* *東京逓信病院小児科
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表1.小児科受診患児からの月別ウイルス分離状況(1983)
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めて分離された.すなわち， E30は7月に熱性疾患の新

生児から 1例，また E16，E18， E24は7-11月に URI

患児4名から分離された.

ウイルス分離に使用した各種の培養細胞と乳のみマウ

ス，ふ化鶏卵でのウイルス分離状況を表2.に示した.コ

クサツキ-A群 2，4， 16~リ (CA2， CA4， CA16)は乳のみ

マウスでしか分離されなかった. E11を始めとする

ECHOウイルスは FL細胞だけから分離された. ADは

FL， HEp2， Vero355細胞から分離されたが， HEp2細

胞の感受性が最も高かった.ADか検出された 26例のう

ち HEp2細胞では全例が分離陽性となったが， FL細胞

では 10例， Vero355細胞では 4例しか検出きれなかっ

た.また， Inf.AH1 は MDCK細胞で分離されたが， Inf. 

AH3は培養細胞では分離できず，ふ化鶏卵に接種したと

ころ 14株が分離された.

表 3.には都立病院を受診した無菌性髄膜炎患者29

名，結膜炎患者65名，その他の疾，患患者7名について行

果

患者からのウイルス分離状況

1983年 1-12月に東京逓信病院小児科を受診した急

性期の患児 293名から咽頭ぬぐい液を採取し，ウイルス

分離を行った.その結果，表 1.に示すように62名(21.2

%)からウイルスが検出された.ウイルス種類別にみる

とエンテロウイルス(コクサツキ-A群，同 B群，エコ

ー)が 9種類 13株，アデノウイルスが5種類 26株，イ

ンフルエンザ「ウイルス 2種類 21株，へルベスウイルス

(型別未同定) 2株であった.最も多く検出されたのは

インフルエンザ、AH3型(Inf.AH3)であり， 1-2月にか

けて14株が分離された.次いでアデノウイルス 3lri(AD

3 )が8月を中心に12株分離された.AD5は6-8月を

中心に， Inf.AH1は12月にそれぞれ 7株ずつ分離さ

れた.1982年までの成績2)と比較して，検出されたエコー

ウイルスの種類が増加しており，今まで、検出例がなかっ

たエコーウイルス 16型(E16)，E18， E24， E30が今回初

結
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表 2.アッセイ別のウイルス分離状況
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表 3.無菌性髄膜炎及ぴ結膜炎患者からのウイルス分離状況

ノデアコエ離分

ムンプス検査例断きか
ロ/床臨

型未同定

無菌性髄膜炎

流行性角結膜炎

日 因 頭結 /j英 熱

急性出血'生結膜炎

その他の疾患
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1 

下水カ、らのウイルス分離状況

腸管系ウイルスは，感染様式として不顕性感染を示す

場合が多い.従って腸管系ウイルスの流行を把握するに

は患者のみならず，感染者から排池されたウイルスが流

入する下水からもウイルス検索を行えば効率よく調査を

行うことができる.表4.には下水からのウイルス分離成

績を月別に示した.ワクチン由来と考えられるポリオウ

イルス 1-3型を除くとコクサツキー B群 4型(CB4)が

30株分離され，ポリオウイルス以外の総分離株数 66株

のうち 45.5%を占めた.次いで、 AD1が 10株， AD5が

7株， AD2が5株の順で分離された.今まで検出例のな

ったウイルス分離成績を示した.無菌性髄膜炎患者3名

から E24が3株， E17が1株検出された.このうち I名

では，ふん使と咽頭ぬぐい液から同時に E24が分離され

た.流行性角結膜炎患者5名からは AD2が2株， AD3， 

AD4， AD未同定株が1株ずつ分離された.その他の疾

患のうち，耳下腺炎患者の咽頭ぬぐ、い液からムンプスウ

イルスが分離された.ウイルス分離に使用した培養細胞

別のウイルス分離状況は表 2の成績と同様で、， ADは

FL， HEp2細胞から，エ:.Jーウイルスは FL細胞だけか

ら検出された.ムンプスウイルスは Vero355細胞で分離

された.
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表 4.下水処理場別のウイルス分離状況(1983)

処理場下水種類 l月 2 4 5 6 8 9 10 11 12 

。沈殿汚泥 P2 CB4 P 2 AD1 CB4 CB4 P2 P1.2 P2 
E30 AD5.6 E24 CB5 CB4 

K沈殿汚泥 P2 CB4 P2 CB4 CB4 

S S沈殿汚泥 AD1 AD5 AD5 P2.3 CB4 ND P2 P2，3 P1，2 AD5 

S二次処理
水

M 沈殿汚泥 AD5 P3 P1 ND E11 E11 P2 P3 
AD5 AD2 CB4 CB4 CB4，AD1 

二次処理水 P2 CB4 
Tc 

沈殿汚泥 P1，2 P2，3 P1.2 CB4 CB4 P2 P1.2 
AD6 AD1 

二次処理水

Tk 
沈殿汚泥 AD5 P1，3 P 2 CB4 CB4 P2 P2 P2 

AD2 CB4 CB4 AD1 

二次処理水

Tt 
沈殿汚泥 CBP3l，A，2 D5 P12，3-

P1，3 AD1 CB4 CB4 E11 CB4 AD2 CB4 

生 下水 AD1 CB3 P1 P1，3 AD1 CB4 CB4 AD6 CB4 
AD2 AD1 

Sb 二次処理水 P2 E5 

沈殿汚泥 E30 AD2 P3 P2.3 E5 CB4 CB4 CB4 CB4 CB4 AD1 

P2:ポリオウイルス 2型， CB4:コクサツキ B群ウイルス4型， E30:エコーウイルス30型， AD1:アデノウイルス l型，

ウイルス分離陰性， ND:検査せず

かった E24とE30も下水から検出され， E24は患者発

生と同時期に O処理場， E30は患者からの分離より早い

時期に Sb，O処理場の下水から認められた.

主流行ウイルスの年次推移は既報2)で述べたカミ 1982

年の主流行ウイルスである CB3は 1983年 2月以後は

検出きれず，替わって 5月からは CB4が多く検出され

始めた.CB4は 10月に最も多く検出され， 7ケ所の処理

場のうち 6ケ所から分離された.

上気道炎を主徴とした疾患の集団発生例

1983年 6月21日に東村山市内の小学校において

URIを主徴とした疾，患の集団発生の報告があり， 6月22

日に欠席児童が集中していた学級の児童 39名からうが

い液，ふん使，急性期血清を採取した. 7月6日には 34

名から回復期血清が得られ，血清学的診断も可能となっ

た.図 1には検査対象となった学級と，同じ階にある他

の学級の欠席児童数を示した.欠席児童は 6月 21日が

最も多く，検査を行った学級では 39名中 15名(38.5%)

が欠席していた.この学級と隣接した 2学級 (3，5組)で

も欠席者がやや多く，廊下を隔てた 2学級 (1，2組)では

少なかった.

当初はウイルス感染症とともに溶連菌感染症も疑わ

れ，並行して検査が進められた.39名中 2名から A群溶

連菌が検出されたが，菌量も少なく本事例の原因とは考

えられなかった.表5にはウイルス分離と血清学的試験

の成績を示した.うがい液では， 38名中 12名の児童から

AD4，2名から AD1か検出された.ふん便については 39

名中 21名から AD4が検出され， AD1の分離例はなか

った.急J性期と回復期の血清が得られた 34名について

ADを抗原とした CF試験を行ったところ， 19名では

CF抗体が4倍以上の有意上昇を示し， 5名では急性期

から 64倍以上の高い抗体価を示していた.以上の結果

から，この集団事例は AD4によるものであることが明
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図 1.上気道炎を主徴とした疾患の集団発生状況

表 5.URI集団発生例のウイルス検査成績

1 .ウイノレス分離試験

ウイルス分離株数
検 体 検体数

AD 1 AD 4 

うがい液 38 2 12 

ふん便 39 21 

2.血清学的試験

回ミ128 2 l 1 4 2 l 

復 64 I 1 l 

期 32 6 1 l l 

CF 16 2 1 

抗 8 2 

体 <8 6 

価

<8 8 16 32 64 注128

急性!tfJCF抗体ll11i

らかにされた.

考 察

近年，小児科受診患児から検出される腸管系ウイルス

の種類は多彩で、あり， 1977年からの検索では 25種類の

腸管系ウイルスが分離されている 2). 1983年 1-12月に

都内の URI患児からウイルス検索を行った結果， AD3 

が最も多〈検出された.AD3は 1978年， 1981年以後も

URI患児から高率に検出され2)，URIの重要な病原の一

つで、ある.1983年に都内で広域的に流行した腸管系ウイ

ルスを把握するため，下水からのウイルス検索を行った

結果，最も多く検出されたのは CB4であった.しかし，

URIと無菌性髄膜炎を対象とした検索では 1名の URI

患児から CB4が検出されたにとどまり， CB4感染者の

多くは不顕性感染であったものと推察された.

1983年の腸管系ウイルスのサーベイで，最も注目され

るのはE30，E24の検出である.一般的にエンテロウイル

スは，きわめて多彩な症状を示すことが知られているが，

特に無菌性髄膜炎はエンテロウイルスによることが多

い.過去には 1961年のCB5，l964年の E5，1978年のエ

ンテロウイルス71型による大流行が報告されている 7.8)

E30も大きな流行を起こすことがあり， 1968年にアメ

リカ西海岸の流行などが報告されている 9) しかし，日本

においては1977年までE30分離例の報告もなかった8)

西村ら川によれば， 1978年に愛知県東部でE30による

無菌性髄膜炎の流行が認められ， 1983年になると全国的

な流行となった 11-13) 東京都においても 1983年 7月に，

生後 5日の新生児から E30か検出された.この患児の場

合，発症時期からみて出産時に母親から感染した疑いが

強い.同時期に都立病院を受診した無菌性髄膜炎患者2

名から E24が検出された. E24は E30と同様に近年ま

で検出例もなくべきわめて稀な事例である.この無菌性

髄膜炎患者2名の咽頭ぬぐい液，ふん便からはウイルス

分離に成功したが，髄液から E24を検出することはでき

なかった. E24， E30ともに日本での流行はなかったた

め，一般住民の抗体保有状況は低<14>，今後もこれらのウ

イルスが流行する危険性は非常に高いと思われる.

AD4は近年まで分離例も少なし一般市民の聞にはほ

とんど流行していなかった 15) しかし 1977年以後欧米

でいくつかの流行があり 16，17¥ 国内でも分離例が増加し

ている 18) 1983年 6月末に都内東村山市の小学校で

URIを主徴とした疾患の集団発生があり，病原検索の結

果 AD4によるものと判明した.同時に 2名から AD1， 2

名から A群洛連菌が検出されたが，これらの児童では抗

体上昇が認められなかったこと，検出された菌量が少な

かったことから本事例の原因とは考えられなかった.こ

の流行の感染源は不明で、あるが，患児が一学級に集中し

ていることから接触感染により流行が広がったものと思

われる.

結 圭b‘
日間

1983年 1-12月に腸管系ウイルスのサーベイを行っ

た結果， URI，無菌性髄膜炎患者からは 20種類 72株の

ウイルスか検出された.URI患者からは AD3，AD5， Inf. 

AH1，AH3の検出例が多く，無菌性髄膜炎患者からは今

まで分離報告が少なかった E24が検出された. 1983年

6月に都内の'小学校で発生した URIの集団事例からは

AD4が検出され，その病因と考えられた.

下水からのウイルス分離成績により， 1983年に都内で
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広〈流行した腸管系ウイルスは CB4であることが確認

された.1982年に流行した CB3は 1983年 2月以後検出

されず，流行は 1年間で終息したものと推察された.

謝辞検休採取を行うに際し，御協力いただいた都立

病院関係各位，東久留米保健所斉藤みどり所長ならぴに

東村山保健所関係各位に深謝します.
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伊豆七島におけるツツガ虫病の研究

式根島を中心とした実態調査

伊藤忠彦ヘ中村清純ヘ 山 崎 清へ坂井富士子ヘ

薮内 清ヘ大橋誠*

Studies on Tsutsugamushi Disease in Izu Islands 

Field W orks in Shikine Island 

TADAHIKO ITO*， KIYOSUMI NAKAMURA*， KIYOSHI YAMAZAKI*， 

FU]IKO SAKAI*， KIYOSHI YABUUCHI* and MAKOTO OHASHI* 

Keywords:ツツカ、虫病 tsutsugamushi disease，七島熱 Shichitofever，リケッチアツツカソλジ Rickettsia

tsutsugamushi 

はじめに

かつて 1951年から 1954年にかけて伊豆七島におい

て原因不明の熱性発疹性疾患が流行し，当時東京都衛生

局予防課をはじめとし諸研究機関(伝染病研究所，国立

予防衛生研究所，北里研究所，都立衛生研究所等)の協

力により，本疾患の疫学，臨床，病原，媒介動物の各分

野にわたり病因の究明が行われた.1952年協同研究者の

協議により七島熱と命名された本疾患は1)，リケッチアに

起因することが証明され，ツツガ虫病の一種てをあること

が確認された山.七島熱は富士山麓のツツyゲ虫病ととも

に，従来秋田，山形，新潟の一部河川流域に沿って存

在した古典型ツツ力虫病と区別され，新型ツツカ、、虫病と

呼ばれる 3) 古典型はアカツツヌゲムシ(アカムシ)媒介性

で夏季に発生するのに対して新型は，タテツツyゲムシあ

るいはフトゲツツ方、ムシによって媒介されト5Lとくに七

島熱は晩秋から冬に発生する.また古典型の致命率は過

去には 40%程度で叩比較的高率であったれ七島熱の

致命率は， 1945年から 1952年までに確実に本疾患に擢

患したと診断された患者433名中死亡I名で極めて低い1.7)

この七島熱は，かつて大島，新島の一部，三宅島，八

丈島で調査され， 1951年から 1955年にかけ 766名(東

京都衛生局衛生統計資料によると 927名)の患者多発が

認められたト3) その後数年間少数の発生をみたが円以

後届出はなく終息したかに思われていた.ところが近年

の全国的な増加傾向とあいまって再ぴ流行の兆しがみえ

はじめた.1981年には，患者届出数は 49例で全国届出数

の 10%以上を占めるに至った.1982年の届出数は 32例

で，その居住地は，大島町4，新島本村20(全例が式根島)，

三宅村 8であった.発生月別では， 1月1例， 10月3例，

11月26例， 12月2例であり， 1981， 2年とも患者居住

地では式根島，月別では 11月に患者発生の集中をみた.

このような状況をふまえ， 1983年 10月東京都衛生局

では，ツツヌゲ虫病実態調査委員会を組織し新島本村式根

島を中心に実態調査を行うことになった.当衛生研究所

ではその中で検査室関連の部門を担当した.本報では，

1983年度に実施した野外調査の結果を報告する.

調査対象，検査材料および方法

式根島を調査対象とし，第 l回調査 (1983年 11月 19

日-21日)と第2因調査 (1984年2月21日-24日)の

2回にわたり現地に赴き，新島本村式根島診療所を受診

した患者および野鼠から検査材料を採取した.また後述

の患者回復期血清は，同診療所において採取，当衛生研

究所へ輸送した.図 Iは式根島とその周辺図である.式

根島は東京から 161km，下回からは 45kmの位置にある

周囲 12km，面積 3.71knrの平坦な島で，人口 726人(1984

年 1月1日現在)，行政上は新島本村に属する.

野鼠の捕獲:野鼠は生けどり法により行った.第 1回

調査において，シャーマンアライブトラップ(米国シャ

-7ン社製， S 16X 5 X6.5cm) 20個，金網式トラ

ップ 20個の計 40個を 2日開設置した.第2回調査にお

いては，シャーマンアライブトラップ (L 23X7.6X 

9.2 cm) 20個，金網式トラップ80個の計 100個を 2日間

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ー24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24ー1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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図1.式根島とその周辺図

設置した.設置場所は主に人家に隣接したネズミによる

作物被害の多い甘藷畑で，巣穴近くを選んだ.

リケッチア分離試験:患者からのリケッチア分離に

は，七島熱と診断され治療開始前に採取した血液を，た

だちに，もしくは凝固防止の措置を施し(テルモ社製へ

ノfリンリチウム添加真空採血管使用)2時間以内に， 2 

-4匹のマウス腹腔内に 0.25ml宛接種した.野鼠から

の分離には牌臓および肝臓の一部を被検材料とした.す

なわち，クロロホルム麻酔下で採血後，牌臓と一部の肝

臓を摘出し，それらを Sucrose-phosphate-glutama te 

(SPG)液にて約 10%乳剤としベ 4匹のマウス腹腔内に

0.25 ml宛接種した.継代は，接種 11日から 17日後に

マウスを解剖し，発症の有無(リンパ節腫脹，牌腫， と

くに牽糸性腹水をもって発症陽性とした)を確認の上，

摘出した牌臓を SPG液にて約 10%乳剤(以下，牌乳剤

と略す)とし数匹の次代マウス腹腔内に 0.25ml宛接種

した.なお試験に使用したマウスは， 5-7週令の ddY

系有毛マウスで，一部 cyc]ophosphamideによる免疫

抑制処置10，11)を行った上で被検材料あるいは継代材料を

接種した.

リケッチアの同定は，発症マウスの牌乳剤をモルモッ

ト腹腔内およびマウス皮下に接種し， 3 -4週後さらに

それぞれの腹腔内に追加接種して約 5-8週で守采血し，

リケッチアツツカ守ムシ(以下， Rtと略す)に対する補体結

合抗体の存在により判定した.きらに Rtの型別は，発症

マウスの腹膜塗抹標本を用いた直接蛍光抗体法によって

決定した.

補体結合反応(CF):第 1回調査中の患者急性期血液

以外にも，現地調査後に擢恵、した患者の急性期血液およ

び、全患者の回復期(急性期より約 2週間後)の血液を，血

清とした上郵送により入手した.第3回目の血清(約100

病日)は，第 2回調査中に採血した.CFは，市販抗原(デ

ンカ生研製)を使用し，マイクロタイタ一法により行っ

た

間接蛍光抗体法(IF):常法9)に準拠して行った. Rt標

準株(Karp，Gilliamおよび Katoの3株)およぴ今回の

分離株のうち 1株 (ShikineS株)をマウス線維芽細胞由

来 L929細胞(以下， L細胞と略すjに感染させ， Rtの充

分な増殖を確認した後，感染細胞を 12穴後光抗体用ス

ライド(栄研化学製)に少量スポットし，風乾ののち冷

却アセトンにより 10分間固定して，抗原スライドとし

た.二次抗体には，抗ヒト IgG，IgM，IgA(Hyland社製)，

IgG(Miles社製)およびIgM(Miles社製)のfluorescein

isothiocyanate( FITC)標識抗体を用いた.

ツツガムシの同定:Rtの分離材料として臓器を摘出

した後，野鼠の両耳介部を切断し， 70%アルコールに入

れ保存した試料を実験室に持ち帰り，耳介に付着してい

るツツカ"ムシの個体数を調べた.また野鼠ごとに 50個

体のツツガムシを無作為にとり， 同定に供した.

結果

患者発生状況近年の全国および東京におけるツツガ

虫病届出患者数を表 1に示す.東京都における患者発生

の大部分は，伊豆七島におけるもので全国の発生状況と

同様増加の傾向にある. 1951年から 1955年にかけて発

生した流行で多数の患者を出した八丈島では，今回の流

行に際し患者発生は認められず， 1956年から 1983年ま

での間向島での届出は皆無であった.これに反し今回の

流行では，新島本村式根島に患者発生が多かった.すな

わち， 1981年には島しょ保健所管内患者数 48例中式根

島 21例， 1982年は同 32例中 20例であった.1983年の
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表1.年次別ツツガ虫病届出患者数

年 次 1973 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 

東 京 一 7 9 19 13 7 19 4 49 32 66 

大 島 7 9 19 5 4 11 4 16 4 29 

新 島 8 3 8 22※ 20※ 21※ 

神津島 1 

三宅島 10 8 3 

御蔵島 4 

その他 1 8 

全国 7 10 12 31 39 61 94 212 388 508 672 

(東京都衛生年報及び厚生省防疫情報による)

※:全例式根島

表 2.1983年ツツガ虫病月別届出患者数

月別 届出地 件数

1月 三 宅 村 1 

5 玉川保健所 1※※ 

6 世田谷保健所 7※※※ 

10 大島町 1 

11 大島町 9 

新島本村※ 13 

神津島村 l 

御蔵島村 3 

12 大島町 19 

新島本村※ 8 

三宅村 2 

御蔵島村 1 

計ム口 66 

※:針7U式恨島

※※ 57年10月山中湖にて感染と推定

※※※ 57年11~12月富士山麓にて感染と推定

(自衛隊員)

届出数は表 2に示したように同 58例中 21例であった.

第 l 回調査 (1983 年 11 月 19 日 ~21 日) この間新島

本村式根島診療所を受診した治療前の七島熱患者は 3名

であった.これらの患者より Rt分離材料として血液を

採取した.また，金網式トラップにより 2匹のドブネズ

ミ (Rattusnorvegicus)が捕獲できた.

第 2 回調査 (1984 年 2 月 21 日 ~23 日)この期間中は

式根島における患者発生は認められなかった.すでに急

性期の血清の得られている七島熱患者 11名から回復期

血清を採取した.また野鼠は捕獲できなかった.

患者の症状 1983年 11月および 12月式根島診療所

で七島熱と臨床診断された患者 19名について，診療録

と調査表によって症状を調査した.患者は男8例，女11例で

年令別には， 10オ以下2例， 11オ-20オ 1例， 21オ-30

オ4例， 31オ-40オ3例， 41オ-50オ2例， 51オ-60

才3例および 61オ以上4例であった.発病から初診ま

での日数は， 1ないし16日であったが，大部分が3ないし

7日であった.初診時に発熱のあったものは 14例 (74

%)で， 37"台 5例， 38。台 6例， 390

台2例，400

台1例で

あった.皮膚の小潰蕩，いわゆる「刺し口」の確認でき

たのは 12例(63%)であり，その部位は頬部 1，頚部 2，

乳房 2，版下 1，肩甲 1，背部 1，陰のう 2，上肢1，

下肢 1であった. リンパ節の腫脹は 10例 (53%)に，皮

膚発疹は 5例(26%)に認められた.

リケッチア分離成績 3名の患者の血液それぞれから

Rtが分離された. 2例は接種初代のマウスから， 1例は

2代目のマウスから得られた.2匹のドブネズミのうち I

匹の分離材料からマウス継代2代目で Rt1株が分離さ

れた.他の 1匹からの材料は， 3代まで盲継代したが Rt

は陰性であった.上記4株の Rtは，人由来の 1株がマウ

ス4代で継代不能となったほかは，マウス 15代-16代

まで継代が可能で、あった.これら 3株の Rtは現在， L細

胞により 9代ないし 10代継代中である. Rt陽性材料

接種マウスは，接種後約 7-14日で発症し，動作緩慢，

立毛，腹部膨満を示したが，初代接種時にはこれらの症

状は必ずしも著明ではなし開腹し，はじめて発症を確

認した例も少なくなかった.発症?ウスは全例において，

牽糸性の粘調性腹水の貯留を認めた.そのほかに牌腫，

リンパ節の発赤腫脹など Rt感染マウスの典型的な剖検

所見が認められた例が大部分であった.また，腹膜の塗

抹標本で，大喰細胞の原形質内にリケッチア粒子が見ら

れた.これらの発症マウスの牌乳剤で免疫したモルモッ

トおよびマウスの血清のRtに対する CFが陽性を示し



64 An目• Ret. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

たので，リケッチアは Rtと同定された.さらに，分離さ 血清学的検査成績七島熱と臨床診断され，回復期血

れた 4株の Rtのうち順調に継代可能となった 3株は， 清の得られた患者 12例における CFおよび IFによる

直接後光抗体法によりすべて Karp型近縁株と型別され 血清学的検査成績を表3に示した.CFでは，回復期に 4

た. 倍以上の抗体価の有意上昇を示した例は， Karp株抗原

表 3.患者の血清学的診断

患者 補体結合反応 間接蛍光抗体法(IgG，IgM，IgA) 
病日

Karp Gil1iam Kato Karp Gi1liam Kato No 

4 8 <8 8 128 16 16 

1 18 128 64 128 1024 512 128 

100 16 16 16 512 32 32 

8 <8 <8 <8 16 <8 <8 

2 16 <8 32 <8 32 16 16 

95 <8 32 <8 32 64 <8 

6 <8 <8 <8 64 8 32 

3 20 32 32 64 1024 128 256 

102 8 8 8 256 32 32 

5 <8 <8 <8 16 16 8 

4※ 21 <8 64 16 64 128 128 

100 8 32 8 64 64 32 

4 <8 32 <8 8 128 <8 

5※ 17 16 32 16 128 128 16 

94 32 64 32 1024 256 64 

8 <8 <8 <8 8 8 8 

6※ 22 64 32 64 512 128 64 

101 32 16 32 256 128 64 

13 32 32 64 1024 512 128 

7 29 256 256 512 2048 1024 512 

104 8 32 16 512 512 128 

5 <8 <8 <8 8 <8 <8 

8 19 16 256 32 128 128 64 

97 <8 32 <8 32 32 16 

3 <8 8 <8 <8 16 <8 

9 17 16 32 32 512 512 64 

84 8 32 16 512 512 32 

5 <8 8 <8 <8 8 <8 

10 

97 8 64 8 64 256 32 

8 <8 8 <8 64 32 8 

11 

84 8 32 16 512 256 128 

8 <8 8 <8 8 64 <8 

12 18 64 64 128 512 256 64 

※ Rickettsia tsutsugamushi分離陽性
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表 4.分離株 ShikineSに対する患者の IF価
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No.7 • __  戸戸-.、、、ll__  
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ll~ー一一一

No. 8 

/.---11____・
://0¥¥::三コ己0-
No. 9 

忠名iNo. 病日 IgG，lgM，IgA， IgG IgM !.t¥.者 No 病日 IgG，IgM，IgA， IgG Ig乱f

4 256 128 8 13 1024 512 64 

1 18 1024 512 32 7 29 4096 2048 128 

100 512 256 <8 104 1024 512 <8 

8 32 8 8 5 32 16 <8 

2 16 64 16 16 8 19 128 128 8 

95 64 16 <8 97 32 32 <8 

6 128 64 16 3 16 16 <8 

3 20 2048 512 64 9 17 512 512 8 

102 512 512 <8 84 512 256 <8 

5 16 8 <8 5 <8 <8 <8 

4※ 21 64 32 16 10 

100 128 64 <8 97 128 32 <8 

4 16 16 <8 8 32 32 <8 

5※ 17 256 128 <8 11 

94 1024 512 <8 84 512 256 <8 

8 16 8 <8 8 32 16 <8 

6※ 22 1024 512 32 12 18 512 512 8 

101 1024 256 <8 

※ Rickettsia tsutsugamushi分離陽性
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に対し 12例中 6例に認められた.また， Karp株に対し

ては上昇せず， Gilliam株のみ，あるいは GilIiam株およ

びKato株に対して抗体上昇が認められたものは 6例で

あった.

IFでは， Karp株抗原に対して 12例中 10例に IF価

の有意上昇が認められた.残り 2例中， NO.2の患者は

Gilliam株に対して IF価が上昇しており， No.7の患者

は，第 1回採取の血清が13病日のものですでに高い IF

価を保有していた例である.以上 CFとIFの成績を総

合して， 12例はすべて Rt感染によるツツガ虫病(七島

熱)であることが血清学的に確認された.

図2は， 3回目の血清が得られた患者 9名における

Karp標準株に対するCFおよびIFの抗体推移を示したも

のである.No. 2の患者以外はすべて回復期に抗体価上昇

がみられ，第 3回目採取血清(発病後約100日)は第2回

採取血清と比較して，抗体価は下降傾向にあった.

分離株の 1株である ShikineS株の抗原スライドを

用いた IFの成績を表4に示した.また，その抗体推移の

パターンを図 3に示した.前述の標準株に対する IF抗

体価測定では，二次血清に抗ヒト血清を用いたが，この

Shikine S株に対する抗体価測定にあたっては， IgGお

よび、 IgM抗体価を区別して測定するために二次血清と

して抗ヒト IgGおよび抗ヒト IgMをも用いた.No. 2の

患者以外では， Shikine S株に対して抗体価の上昇が認

められた.すべての患者においてIgG抗体価の方がIgM

抗体価より高かった.また，約 100日経過血清でも

IgGレベルはさほど低下していないのに比べ， lgMでは

全例 8倍以下と低下した.一方，患者No.l， No. 5， No.9 

のように， 4病日以内の早い病日で認められた抗体は

IgG抗体であることが明らかになった.

ツツガムシの同定 2匹の野鼠の耳介に付着していた

ツツガムシはそれぞ、れ 1570および 1750匹であった.そ

れぞれ 50匹を同定した結果は， 1匹の野鼠ではタテツ

ツヌゲムシ 47匹，フトゲ亜群のツツガムシ 3匹(キタサト

ツツyゲムシ 2，フトゲツツカ。ムシ 1)，他の 1匹の野鼠

ではすべてタテツツガムシであった.

A一一1gG， IgM， IgA 

.--IgG 
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図3.分離株 ShikineSに対する患者 IF価の推移

No 
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考察

近年全国的な傾向としてツツガ虫病の多発が認めら

れるようになり， 1983年の届出患者数は 672名に及ん

だ.また，既知の古典型あるいは新型ツツヌゲ虫病発生地

以外にも新型ツツカ*虫病の発生が拡大しており，発生地

域は 20都府県に及んで、いる 12，13) このような増加傾向が

何に起因するかという疑問に対して，須藤は14~16L 病原

体，媒介動物，宿主の三要因が複雑にからみあっている

ではあろうが，おそらく感染者の真の増加ではなく.Rt 

感染に対する特効薬であるクロラムフェニコールの使用

量の減少による見かけ上の増加であろうとしている.す

なわち，最近はツツヌゲ虫病には無効の βーラクタム系抗生

物質が好んで、使用されるだめ，診断がつかないまま早期

に治療される例が少なくなり，重症になる例が増えたと

する.言いかえれば潜在患者の顕在化によると推論している.

きて七島熱の場合であるが，過去の流行経験などから

医家ならぴに島民の七島熱に対する意識は比較的高<. 

診断はそれほど困難とは考えられない.また医療機関が

限定されるので，抗生物質の乱用の問題も少ないと思わ

れる.今回の七島熱の流行は，前回のそれに比べ流行地

が異なるなど，その流行様相を異にする. すなわち現

在届出患者があるのは，大島，三宅島，新島(式根島).

御蔵島，神津島であるが，ここ 3年程このうち特に式根

島で患者多発が続いている.前回の流行て最も患者発生

の多かった八丈島(患者総数 927名中 578名)では，現

在まで患者発生が認められていない.このような現象か

らすると須藤の主張するような理由も考えられようが，

やはり発生そのものが増加したと考えざるをえないむき

もある.七島熱の流行には周期があることは従来から指

摘されてきているところである川.村田ら 1ト却は 1977年

三宅島における七島熱流行に際し，野鼠よりマウス弱病

原性 Rt(三宅株)をヌードマウスを用いて分離しており，

この弱病原性の Rtが三宅島での流行の主役であると考

察した.また三宅島，利島の住民では.Rtに対する抗体

保有率が高しそれはこの弱病原性 Rtによる不顕性感

染によってもたらされた可能性が大きいとしている.し

かし過去の七島熱流行では，普通のマウスを用いて患者

および野鼠からRtを多数分離している実績がある l→).

従って伊豆七島では病原性を異にする原因リケッチア

が島により，また年により優性になり，不顕性感染の多

寡をもたらし流行像を支配するということがあるのかも

知れない.

今回の分離リケッチア株は，結果で述べたように比較

的分離率が高<.ヌードマウスを使用する必要もなかっ

た.またこれら分離株は 1株を除き，有毛マウス 15代

-16代まで継代可能で，現在L細胞にも培養継代中であ

り，川村17)の分類に従えはヒトおよび、マウスに対し中等

度以上の病原性をもっ Rtといえる.今回の式根島調査

で捕獲した野鼠は 2匹と少なかったが. 1匹より Rtを分

離し，他の 1匹も分離陰性ではあったカ'.CFでKarp株

に対し 128倍の高い抗体価を保有しており，向島野鼠に

Rtの濃厚な汚染があることが示唆された.また野鼠の耳

介に吸着していたツツカ、、ムシの数が多かったことにも注

目したい.ネズミはツツガムシにとって Rtの供給者に

なりえるか否かの問題は別として，ツツガムシにとって

ネズミ等への吸着は幼虫から若虫になるための栄養摂取

として不可欠で、あることがわかっており，島内の野鼠等

の増減は当然ツツガムシの増減に影響を与えるものと考

えられる.今回の限られた調査からは結論は得られない

が，最近野鼠による甘藷畑の被害が頻発していたという.

すなわち調査当時かなりの野鼠が活動していたことか推

定される.今回の流行には媒介動物側の要因が相当程度

に関与しているかも知れない.さらに向島の地理的条件

として人家と畑地とが隣接しており，当然ヒトとツツガ

ムシとの接触頻度は高いものと考えられる.今回の調査

では未吸着のツツガムシからのリケッチア分離試験は行

っていないので.Rt陽性の有毒ツツガムシの分布程度は

不明で、あるれ野鼠より Rtを分離していることから，有

毒ツツガムシはかなりの頻度で分布するのであろう.以

上今回の式根烏における七島熱の流行は，患者の見かけ

上の増加ではないと考える.

今回の調査における式根島での患者臨床像および血清

学的検査成績について考察すると，臨床像では初診時に

発熱のあったものは 14例 (74%)で，刺し口の確認でき

たものは 12例 (63%)であった.これらを過去の流行で

の新井ら却の調査報告(八丈島，調査患者218例)と比較

検討すると，過去の調査では発熱は全例に認められたが，

今回は 3/4程度であった.刺し口の確認できたものは，

過去の調査では 82.6%であり，今回の調査ではやや低

率であった。発疹は，過去の調査では 96.6%に見られた

とあるが，今回は 5例 (26%)と少なかった.例数が少

ないので決定的な判断は下しえないが，今回流行の七島

熱は前回よりやや軽症であるかも知れない.

次に血清学的検査であるが. CFでは各型の抗原間の

交差反応、が強〈認められた.分離 RtはKarp型近縁株

と同定されたにもかかわらず患者回復期血清では，半数例

にKarp株抗原に対して抗体上昇が認められず，むしろ

GiIIiam株あるいは Kato株に反応するものが認められ
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ている.しかしこのような例の中には Karp型近縁株を

分離じたNo目4の患者も含まれており，患者血清の CFの

結果から流行株の型を推定することは困難で、あると思わ

れる.限られた地域で異った複数の型の Rtが混在する

と考えるよりも，むしろ CFで判読される共通抗原があ

るため叫，上述のような成績が得られたと考える方が妥

当であろう.

IF間接法は型聞の交差反応が多いとされているが18)，

今回の成績においても著明な交差を認めた. しかし CF

に比較して感度の点で、勝っており，また全体的にみると

Karp株に対しての IF価上昇は，他の株に対するより著

しかった.またその傾向は分離株 ShikineS株に対しで

も同様に認められた.すなわち流行 RtはKarp型近縁

株であることが患者の抗体傾uからも判読できた.しかし

分離株の詳細な性状は，さらに分離株と標準株の抗原の

比較にまたなくてはならないことは言うまでもない.ま

た早い病日でも IgG抗体が認められた患者があった.普

通，感染初期に患者血清中に出現してくるのは IgM抗

体であり， lgG抗体が4病日程度で，しかも IF価で 128

倍のものもあり，今回の感染で得た抗体とは考えがたい.

すなわち過去の流行で獲得した抗体と推察されるれ本

症では再感染がありうるのかどうかの問題と関係するの

で，観察例数を増やし慎重に判断したい.

今回の調査では普通マウスを用いて Rtの分離に成功

した.この分離試験に際し，一部のマウスは cyclophos-

phamide投与により免疫抑制処置を行ったが，無処置マ

ウスでも初代から Rtが分離できたこと，また無処置マ

ウスでも分離Rtを継代できることから， cyclophos-

phamideは必ずしも必要とは恩われなかった.

まとめ

1983年 11月に東京都新島本村式根島診療所において

ツツガムシ病(七島熱)と臨床診断された患者および同

時に式根島で捕獲した野鼠についてリケッチア分離試験

および、血清学的試験を行って以下のような成績を得た.

1 )急性期患者の血液よりマウス (ddY系 5-7週令)

を用いて 3株の Rtを分離した.

2 )生けどり法により捕獲した 2匹のドブネズミ

(Rattus norvegicus)のうちI匹の分離材料より Rtを分離

した.また他の 1匹については Rtは分離陰性であった

が，血清中に Rtに対する高い CF抗体価が認められた.

3) 12例の患者ペア血清について CF試験および IF

試験を行い，全例にRt抗原に対する抗体価の有意上昇が

認められた.

謝辞本研究を実施するにあたり，標準株の分与，分

離株の同定，きらに種々御教示，御協力を裁いた群馬衛

研，氏家i享雄博士，小山孝氏，環境保健部の各位，ツツ

かムシの同定に御尽力載いた当所環境衛生研究科医動物

室，種々御協力および御配慮を載いた都衛生局防疫結核

課，島しょ保健所，新島本村役場，式根島診療所，帝京

大学救命救急部の関係各位に深謝いたします.

(本研究は昭和 58年度東京都衛生局「ツツか虫病実態

調査」として実施し，その概要は東京都衛生局学会第 72

回 1984年 5月および日本ウイルス学会第 32回総会

1984年 7月で発表した.)
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東京都内のインフルエンザ検索成績

(1983 年 9 月 ~1984 年 2 月)

坂井富士子へ伊藤忠彦ぺ山崎 j青ヘ
中村清純ぺ薮内 j青*

Virological Studies on Influenza Occurred in Tokyo 

(Spt. 1983-Feb. 1984) 

FU ]IKO SAKAIぺTADAHIKO ITOへKIYOSHIY AMAZAKI*， 

KIYOSUお11NAKAMURA* and KIYOSHI YABUUCHI* 

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 

緒 = 
霞 試験に用いた「イ」ウイルス抗原、の株は本文中に記載す

1983年末から 1984年初頭にかけての東京都内のイン る.検査術式は既報3-5)の通りである.CF， HI試験共に，

フルエンザ(以下「イ」と略す)は，全国各地と同様 AH1 回復期の抗体価が急J生期の 4倍以上に上昇した場合を有

型ウイルスによるものであった 東京都においては，近 意上昇とみなした.

年 1980年-1983年初頭の冬期はいずれも AH1型， A- 成績と考察

H3型およびB型あるいは AH3型と B型切の様に一種 患者の病因検索集団発生例の病因検索状況は表1に

のみの型のウイルスによるものではなしいずれかの型 示した通りである.すなわち 1983年 9月-1984年 2月

が主流となってもそのほかに他の型又は亜型ウイルスに までに搬入された 25集団の検査材料について検査した

よるものが混在していたが，今冬期は 1979年初頭以来 結果， 3集団はアデノウイルスによる感染であり，他の

4年ぶりの AH1型単独のウイルスによるインフルエン 22集団は「イJAH1型ウイルスによる感染であることが

ザであった.本報では， 1983年 9月から 1984年 2月ま 判明した.これらの集団のほか散発々生例については，

での「イ」の検査成績について報告する 11月に 3例， 12月に 29例の材料を検査した結果， 11

材料と方法 月の 1例はアデノウイルス感染によるものであり， 12月

検査対象 1983年9月から 1984年2月までの期間に の 19例は「イJAH1型ウイルス感染であることが判明

集団かぜのため学級閉鎖等を行った小，中学校のうち 25 したが，他の 12例については病因を明らかにすること

集団(l集団約 5名)126名および、渋谷区の数ヶ所の開業 はできなかった rイ」の発生時期のピークは例年 1-2

医を受診したかぜ患者散発々生例 32名(5歳-38歳で 月であるのに，東京都においてはそのピークが 12月に

25名は 15歳以下)を検査対象とした. あったことが今冬期の「イ」の特徴としてあげられよう.

ウイルス分離試験上記対象より得られた 157例の 特にこれまでの経験から年内に比較的発生の多かった冬

うがい水をウイルス分離材料とし，発育鶏卵のほかFL は，年明けと共に急増するのが常であったが，厚生省に

Hep 2， Vero 355およびMDCKの各培養細胞を用い 届出られた都内の患者発生数は， 12月 15，546名， 1月

て常法3-5)に従って行った 2，987名， 2月6，514名となっている.本疾患の性質上，こ

血清学的試験検査対象患者のうち急性期および回復 の様な届出数は現実の患者数をはかるに下回っているも

期のベア血清の得られた 136例について，補体結合試験 のと思われるカ九当研究室への患者材料搬入状況からみ

(以下 CF試験と略す)および赤血球凝集抑制試験(以下 ても発生ピークの傾向はうかがえるものと考えられる.

HI試験と略す)を行った. CF試験には「イゴ A型， B 12月に多発したにも拘らずし 2月に発生が少なかった

型および、アデノウイルスのそれぞ、れS抗原を用いた.HI 理由は，詳しく検討していないがそのーっとして，この

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

ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of PubIic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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表1.集団かぜ患者の病因検索状況

検 索 診 断 検索
発生年月句

集団数 インフルエンザ!アデノ
AHl型

件数

58. 9下 1 1 5 

10下 1 1 5 

上 1 1 4 

11中 4 3 1 20 

下 2 2 10 

上 9 9 42 

12中 4 4 20 

59. 1下 2 2 15 

2下 1 1 5 

E十 25 22 3 126 

1， 2月の降雪回数か数十年ぶ、りに多くそのため例年に

比して湿度が高かったため iイ」ウイルスの感染，増殖

が抑制きれたことによるのではないかと考えられる.

患者血清のHI試験成績 「イ」様患者ベア血清136例

について，「イ JAHsw1型 NJ8/76，AHO型PR8/

34， AHl型新宿 1/56，AHl裂熊本 37/79(ワクチン

株)， AHl型東京 1367/83(今期分離株)， AHl型東京

1414/83 (今期分離株)， AH3型石川 7/82(ワクチン

株)およびB型 Singapore222/79 (ワクチン株)の 8

株を抗原として HI試験を行ったところ， AHl型のいず

れかの抗原に HI抗体価の有意上昇がみられたのは 96

例であった.一方，うがい液よりウイルスか検出されて

いるにも拘らず HI抗体価の上昇が認められない例が2

例あったが， CF抗体価はともに上昇していた.

次に「イJAHl型ウイルス分離陽性者のうちベア血清

の得られた 32例について，供試8抗原に対する HI抗体

価の変動を表2に示した.この表から AHl型4株につ

いて有意上昇率，詮 (8x 21)の抗体保有率およぴ平均

HI 価を算出すると表3の通りである.すなわち今期分離

株の一つである東京 1367/83株に対して HI抗体価の

上昇率が最も高<，平均 HI価の上昇も最も高値を示し

た.しかし，同じ今期分離株である東京 1414/83株に対

しては，あまり上昇率が高くなぐまた平均HI抗体価の上昇

も比較的低し流行株は抗原的に均一で・はないことが示

唆された.

ワクチン株である熊本 37/79株では，表2と併せ見

ると明らかな様に，急J性期にすでに高い HI抗体価をも

ウイルス分離 CF 試 験

インフルエンザlアデノ
AHl型

インフルエンザ|アデノ
A型

3 

1 5 

4 

4 15 3 

3 9 

9 23 

2 12 

3 5 

1 3 

23 72 10 

っている例が多しそのためか抗体上昇率もあまり高く

ない.熊本37/79株の場合，ウイルス分離時に256倍以

上という高い HI抗体を持っている者が 62.5%もあり，

この事は流行株とワクチン株との聞に抗原的に差のある

ことも考えられるが，分離株に対しでもかなり高い HI

抗体価を持っている者もあることから，一面ではワクチ

ン接種によって得られた高い HI抗体価は必らずしも感

染防御に結びつかないことがあることを示唆していると

考える. 今回の AHl型「イ」のもう一つの特徴として，

「イ JAHl型患者血清中に Hswl型である A/NJ

8/76株に対するHI抗体価の上昇が高頻度に認められた

ことである(表 2).過去 1979年-1981年の「イJAHl 

型患者にも年を経るにしたがって，本株に対する HI抗

体価の有意上昇頻度が高くなる傾向がみられた2)(1979 

年 17.5%，1980年 44.9%，1981年 56.6%)カミ今回

は 65.6%とこれまでの最高であった.特に個々の例に

ついてみると， HI抗体価そのものは供試した AHl型株

のいずれかと同じかまたはそれよりも低いが，上昇比で

みると AHl型株のいずれよりも高い者が 32例中 5例

もあった.このことは， AHl型ウイルスが分離されてい

なければ，ぺア血清の HI試験では AHswl型ウイルス

による感染と血清学的に診断されてしまうことを意味す

る. AHO型 PR8/34株に対して有意上昇を示した例

は3例あったが， AHswl型， AHO型， AHl型および

AH3型の各亜型聞の関係が近年複雑化していることは

すでに述べた同通りである.なお，今冬期の「イ」様患

者ベア血清において AH3型石川 7/82株および B型
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表 3，インフルエンザAHl型ウイルス分離陽性者のAHl型株に対する HI抗体の変動

新宿 1/56 熊本 37/79 東京 1367/83 東京 1414/83

78，1ホ 100 93，8 84，4 
急、 f生 期

1. 76 (1. 01) • • 4，75(1.39) 3，4 (1. 30) 3，37(1.52) 

96，9 100 100 96，9 
回 復 期

4，19(1.30) 7，38(1.13) 6，58(1.19) 5，39(1.45) 

有意上昇率(%) 87，5 75，0 90，6 62，5 

* : HI価孟(8X 21)の保有率(%)

寧*' 

" の平均HI価 8x 2"値， ( )内SD

Singapore 222/79株に対して HI抗体価の有意上昇を はAH1型株に対して上昇すると共に， AHsw1型株に

認めた例は皆無であった. も高頻度に上昇することが認められた.
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1983年東京都における日本脳炎の疫学調査

吉田靖子ヘ関根整治ヘ厳内 i育ヘ中嶋 誠叫，

鈴木輝康H ，秋山 陽ぺ畑野逸興事*

Epidemiological Survey of Japanese Encephalitis 

in Tokyo in 1983 

Y ASUKO YOSHIDAへSEI]ISEKINE*， KIYOSHI Y ABUUCHIへ
MAKOTO NAKA]IMA叫， TERUYASU SUZUKI**， 

MIN AMI AKIY AMA *ぺ andITSUYO HA T ANO判

Keywords:疫学 epidemiology，日本脳炎ウイルス]apanese encephalitis virus，ブタ swine，

コカ。タアカイエカ Culextritaeniorhynchus mosquitos 

緒 ー盲 健康都民血清 1983年 6月 13日から 11月 28日ま

1968年以降，都内で、の日本脳炎(日脳)ウイルス感染を での聞に，東京都内に居住する生後 5ヶ月から 65オの

示す真性患者の発生こそなかったが，直接あるいは間接 健康都民から採取した 346件の血清である.

的に毎年日本脳炎ウイルスの存在が証明されている [-5) HI試験常法に準じてマイクロタイタ一法により実

1982年には千葉県で 3名の患者発生がみられ， 1983年に 施したベ抗原は市販品の中山株.]aGAr01株を用いた.

は千葉県在住の真性患者が都内病院に入院するなと決し 中和試験鶏胎児繊維芽細胞上のブラック減少測定法

て日本脳炎ウイルス感染の危険性は過ぎ去ったとはいえ を用い，中和抗体価は50%ブラック減少率から算定した.

ない.われわれはj 都内における日本脳炎ウイルスの汚 使用した抗原は， ]aGAr 01株である.

染状況を知る目的で，患者確認調査・感受性調査・感染 コガタアカイエカの捕集 1983年 6月21日から 10

源調査を実施してきた [-5) 月25日までの聞に，既報の3定点目から31回にわたって

今回は， 1983年における調査成績と，過去 22年間の都 捕集した.

下飼育ブタの調査データについて，仮説に基づいた数理 ウイルス分離試験 HI抗体価 10倍以下のブタ血清

論解析を行い，日脳ウイルス感染流行拡大の経過を追求 および雌コ方、タアカイエカの各材料を，乳のみマウスの

したので報告する. 脳内に按種しウイルス分離を試みた.

材料と方法 理論流行経過曲線ブタ聞での日脳ウイルス感染流行

患者検体 1983年 7月 11日に発病した 20オの男性 拡大経過の数理論解析は， 1単位時間あたりの新感染ブ

の病日別血清3件， リコール2件，咽頭ぬぐい液 1件， タ数の比率は，集団内の感受性ブタ数の密度と感染源、プ

糞便 1件について，血清学的ウイルス学的検索を試みた. タ数の密度とウイルス伝達係数との積に比例し，前記の

また 8月27日に発病した 5オの男児については，病日 2者は流行経過を追って変化してゆくという仮定に基づ

別血清3件について血清学的検索を試みた. いて行ったへ

プタ血清 1983年 1月から 12月までの聞に，都下多 回帰分析法調査した集団の各抗体価別の累積抗体保

摩地区で飼育されたと場ブタから採取した血清 1250件 有率を求め，最小二乗法によりそれらの値とずれの少な

である. い点を通る回帰直線を算出したB).Y軸との交点である計

*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 MetropoIitan Research Laboratory of Public Health 

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

*本東京都多摩食肉衛生検査所
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算上の抗体保有率の平方根値と x軸との交点からもと ぴ血清学的にも日脳真性患者と判断された.この男児は，

まる最大抗体価を求め， 2者の数値から日脳中和抗体保 日脳ワクチン未接種で，高い抗体価と 2メルカプトエタ

有状況の年次推移を試みた. ノール (2ME)感受性抗体の出現からも日脳ウイルスの

結 果 初感染であると判定した.

疑似日脳患者の血清学的ウイルス学的検索成績 都下飼育プタの日脳 HI抗体保有状況 1983年 1月

1983年は都内から 2名の届出患者があった. 1名は 20 から 12月に，都下多摩地区で飼育されたと場ブタから

オの男性で7月 11日に発熱・けいれん・四肢筋強剛・意 採取した血清 1250件について測定した日脳 HI抗体価

識障害などの臨床症状から日本脳炎が疑われた.他の 1 の検査成績を表2に示した.

名は 5オの男児で8月27日に発病し，発熱・意識不明・幅 1983年 1月から 5月における HI抗体保有率 (12-34

吐・左手両足のまひ・言語不明などの症状からこれも日 %)は，新感染を意味する 2ME感受性抗体陽性を示すブ

本脳炎が疑われた.この男児は千葉県に在住している者 タが存在しないことから，前年度の日脳流行の影響を受

であったが，入院先が都内であったため都に届出がなさ けての数値であると推定した.

れたものである. 1983年8月23日以降， HI抗体価の高いブタが出現

両者の血清学的検索成績を表 1に示した. し， 2ME感受性抗体陽性ブタも確認され， 8月下旬以降

20オの男性については，病目別に採取した血清から 日脳ウイルスの伝播が活発化されたと推定した.

は，日目前ウイルスに対する HI抗体価・CF抗体価の有意 8月23日採取ブタ血清において抗体陽性例がみられ

上昇は認められなかった.また同時期に採取したリコ てから 9月20日には，ブタの日脳 HI抗体保有率から日

ール(4・16病日) 2件を乳のみマウスの脳内に接種し， 脳ウイルス汚染地区と指定きれる抗体保有率の目標 50

ウイルス分離試験を試みたが，乳のみマウスを発症させ %をこえた.その後 10月 18・25日， 11月 15日には最

るAgentは検出できなかった.また 5病日時に採取した 高値 96%まで達した.このような高い抗体保有率を示

咽頭ぬぐい液と糞便および前記2件のリコールについ したことは東京都においては 11年ぶりのことであっ

て， FL. Hep2・Vero非462・BGMの各培養細胞に接種 た.また抗体保有率の上昇時点の 9月6日採取フヲ血清

したが，ウイルスは検出されなかった.これらの成績と から 4株， 9月20日採取ブタ血清から 1株の計 5株の

従来いわれている日脳流行期より早い時期での発病であ 日脳ウイルスを分離した.1983年都下飼育ブタにおける

ることから， 8月 10日に転症となった. 日脳感染流行は，近年になく活発であったことが，抗体

一方， 5オの男児は血清学的に日脳ウイルスに対する 保有率， 2ME感受性抗体保有率および‘ウイルス分離数

HI抗体価・ CF抗体価の有意上昇が認められ，臨床およ から示唆された.

表 1.東京都で発生した疑似日脳患者の血清学的検索成績

患者名 発病 採血
臨床症状 病日

N 性・年令 月日 月日

T.S けいれん 7/14 4 <10 

♂20 7/11 四肢筋強剛 7/26 16 10 

意識障害 8/4 25 10 

発熱.0匿吐 8/31 5 20 

H.T. 8/27 意識不明
9/8 

♂ 5 左手両足まひ
13 160 

言語不明 9/17 22 160 

本 HI抗体価 N:中山株抗原に対する HI価

J : JaGAr 01株抗原に対する HI価

(N) :中山株抗原に対する 2ME感受性抗体価

(J) : JaGAr 01株抗原に対する 2ME感受性抗体価

事. ND:血清量不足のための検査不能

HI抗体価'

(N) J 

<10 <10 

<10 10 

<10 10 

<10 40 

10 320 

20 160 

CF 

(J) 抗体価

<10 <8 

<10 <8 

<10 <8 

<10 ND** 

20 4 

40 8 
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表 2.1983年都下飼育ブタ血清における日脳 HI抗体保有状況

HI抗体価(JaGAr01株， 5 x 2 nの n値) 抗体 2ME感受性 ウイlレス*
採血月日 検査数 保(有%率)抗体(保%有)率 分 離

<1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

83-1-17 50 36 1 3 3 6 l 28 。 0/36 

2-14.15 50 33 3 1 1 2 3 6 1 34 。 0/33 

3-14 50 38 1 2 2 3 2 l l 24 。 0/38 

4-18 50 42 l 1 4 1 1 16 。 0/42 

5-16.17 50 44 3 1 1 12 。 0/44 

6-13 50 50 。 0/50 

7-4 50 45 4 1 10 。 0/45 

7-11 50 50 。 0/50 

7-18 50 49 1 2 。 0/49 

7-25 50 50 。 0/50 

8-1 50 50 。 0/50 

8-8 50 50 。 0/50 

8-17 50 50 。 0/50 

8-23.24 50 48 1 1 4 2 0/48 

8-30 50 43 2 1 1 1 1 1 14 12 0/43 

9-6 50 36 5 6 2 l 28 14 4/36 

9-13 50 29 4 6 5 5 1 42 38 0/29 

9-20 50 23 2 2 1 2 4 5 7 3 1 54 40 1/23 

9-27 50 31 2 1 4 6 5 1 38 16 0/31 

10-4 50 5 4 17 15 7 2 90 8 0/ 5 

10-11 50 13 2 9 9 13 4 74 12 0/13 

10-18 50 2 1 1 2 11 20 12 1 96 14 0/ 2 

10-25 50 2 2 2 15 21 5 3 96 20 0/ 2 

11-15 50 2 4 10 25 6 2 I 96 。 0/ 2 

12-12.13 50 15 3 l 4 10 14 3 70 。 0/15 

*ウイルス分離は HI抗体価<10について、乳のみマウスを用いて行った。

過去 22年間行ってきたプタの日脳 HI抗体保有率の 有率の上昇時点が図 1-Bよりも約2週間遅れ，図 1-

経過推移を代表年次について比較してみた結果を図 1に A.Bにみられたような抗体保有率の急上昇はみられな

示した. い.また最高抗体保有率も 50-60%程度で，日脳汚染地

過去の調査年次における経過曲線のパターンを比較す 区と指定される 50%の保有率に達していたとはいえ，

るとAからDの4つに大別できた. 各時点において変動が大きし一過性の強いものとなっ

図1-Aは， 1962年から 1967年の経過曲線で， 7月 ていた

下旬から 8月初旬に抗体保有率の急上昇がみられ， 8月 図1-Dは， 1973年から 1982年の経過曲線で，図 1-

中旬以降はほぽ100%を保っていた. Cよりも抗体保有率の上昇期が9月下旬から 10月初旬

図1-Bは， 1968年・1969年の経過曲線で，抗体保有 とさらに遅くなり，最高抗体保有率は 50%以下であっ

率の急上昇はみられるが，上昇時点が図 1-Aよりも約 た

1ヵ月遅れ，その後の抗体保有率は 50-90%の聞で変 1983年においては，最近 10年間にみられたパターン

動がみられた. とは異な~，抗体保有率の上昇時期・最高値からバター

図1-Cは， 1970年から 1972年の経過曲線で，抗体保 ン的には図 1-Bに近いものとなった.
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図 1.都下飼育ブタの日脳 HI抗体保有状況の年次推移

表 3.日脳 HI抗体陰性ブタ血清からの 表3に示した日脳 HI抗体陰性ブタ血清からの日脳ウ

ウイノレス検出数 イルス分離数と検出期間をみると，図 1-Aに示される

ブタ血清採血月日 年次は， 8月中旬までの 2週間であり，図 1-Bの年次

8月 9月 10月 では 8月中旬から 9月中旬までの 1ヵ月間，図 1-C.

生存次 1日11 21 1 11 21 1 11 21 計 Dは9月初旬から 10月下旬の 2ヵ月間であった.
¥. ¥ 

いままでの概念からは日目前感染流行期は 8月頃とされ10 20 31 10 20 30 10 20 31 

1965 1 l 
ていたが，近年では 9月から 10月と遅くなり，またウイ

1966 1 1 2 ルス検出期間でみると日脳ウイルス高汚染率年次では 2

1967 2 2 週間だったのが，低汚染率年次になるほど検出期間が長

1968 l 1 くなるという変化がみられた.

1969 4 2 l 7 1983年においては 9月初旬から中旬までの 2週間の

1970 2 2 3 7 みウイルスか検出され，その後に抗体保有率が急上昇し

1972 2 3 2 7 たことから，ブタの集団内においては短期間で日脳感染

1973 1 1 が拡がり，感受性となる抗体陰性のフヲの存在がなくな

1975 2 1 1噂 4 ったために，ウイルス検出期間が短かかったものと思わ

1979 l 1 れる.

1980 1 2 理論経過曲線 と場ブタは通常生後5ヵ月から 8ヵ月

1981 l 1 で出荷されるので， 2回以上の日脳流行を経験すること

1982 1 1 1 3 がないため， と場ブタにおける臼脳感染流行像は，その

1983 4 1 5 年度の一定期間に獲得した抗体産生像(抗体保有率)を

コガタアカイエカから日脳ウイルス分離 そのまま反映していると考えられる.
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理論計算を行うにあたって，流行が終息するまでを一

定の期間の単位で、区切って処理すると便利である.ここ

での流行経過単位時間は1/2週とした.流行経過中の各

単位時間内に新しく感染するブタの比率 (yi)は，感

染源、フヲ数の密度(芳一J)・感受性ブタ数の密度(100-

Yi-')・ウイルス伝達係数 (K)の積として表現した.

すなわち数式 yi= (yト，)X (100-Y i→)XK， Yi-'= 

Yo+Y，十ル+……+Yi-'で表わし，前記 2者の数値は時

間経過を追って変化してゆくという仮定に基づいて理

論計算値を求めた7)

求めた理論計算値を表4・図 2に示した.

7月4日から各時点 (A: 11月 15日， B: 10月 18

日， C : 10月4日， D: 9月20日， E: 9月6日， F
8月23日)までの実測 HI抗体保有率に適合する理論

経過曲線はι，ウイルス伝達係数値については0.0160-

0.0165と大差はなかった.また理論計算値で求められた

最高抗体保有率は68.3-72.3%と実測f直よりは下まわっ

ていたが，実測抗体保有率の上昇時点における理論経過

曲線はどれもよく一致していた.このことから流行初期

(F: 8月23日の時点)までの実測 HI抗体保有率を参

考にして理論計算値を求め，流行中期から後期までの経

過を予測することが可能で、あると推測した.

次に 2ME感受性抗体陽性率と各時点の抗体陽転率の経

過推移を図 3に示した.

11月 15日までの実測値をもとに計算した理論経過曲

線の伝達係数=0.0165から当該時点に新しく感染した

ブタの比率である抗体陽転率を示した.実測データにお

ける新感染を意味する 2ME感受性抗体陽性のブタの比

率の方が高率であった.各単位時間における移動小計値

を求めて比較すると， 4単位時間すなわち 2週間の移動

小計値での値が実測値に近似のものとなった.通常， 2. 

ME感受性抗体を示す IgMは 10日から 2週間前後持

続することを考慮すると， 2週間単位の移動小計の値が

一致することは納得できるものである.

10月中旬から下旬にかけての 2ME感受性抗体陽性

率の上昇は，距離的に離れた飼育場から飼育場への飛来

する蚊による日脳ウイルスの伝揺はないが，一つの飼育

場内にとどまっていた蚊による日脳ウイルスの伝播はく

り返しおきており，飼育地による日脳感染流行の差と説

明できょう.

コガタアカイエカの消長とウイルス分離 1983年 6

月20日から 10月25日の聞に， 3定点吋こライトトラッ

プを設置し31回にわたって蚊を捕集し，雌コガタアカイ

エカの消長およびウイルス分離を試みた.

周期間中捕集した雌コガタアカイエカは， 433匹(吸血

蚊 190匹・未吸血蚊 243匹)であった.その他の雌蚊は

2479匹であった.各国多少の捕集数の変動はあるが，捕

集開始日の 6月20日から 10月 11日まで，雌コ方、タア

カイエカの出現があった.

雌コガタアカイエカの吸血蚊・未吸血蚊を捕集月日，

捕集地点別に 101のプール材料にわけ，乳のみマウスの

脳内接種によりウイルス分離を試みたが，全例陰性であ

った

また周期間中， 1定点のライトラッフ下に， 日脳抗体

陰性のウサギ5羽を飼育し，日脳抗体獲得状況を調査し

たが，全例とも抗体は検出きれなかった.

健康都民における日脳抗体保有状況 1983年 6月 13

日から 11月28日の聞に生後 5ヵ月から 65オの都内に

居住する健康者 346名から採取した血清について，日脳

抗体保有状況を調査した.結果を表5に示した.

JaGAr 01株抗原に対する HI抗体保有率でみる

と， 5才以下の年令層が一番低<17.9 %であり，次いで、

17-30オの 36.5%であった.最高の 73.0%を示したの

は 13-16オの年令層であった.中山株抗原についての

HI抗体保有率も， JaGAr 01株抗原、と同様であった.

各年令階層における抗体保有率においては変動がみら

れたが，平均抗体価でみる限りでは顕著な差はみられな

かった

次に中和抗体保有率でみると， HI抗体保有率でみら

れたような保有率での差はみられず， 75.7%から 100.0

%の範囲であった.しかし，各抗体価別の累積抗体保有

率をみると，各年令階層によって異っており， 5X 2'以

上の抗体保有率に差はみられなかったものの，各年令階

層によって抗体価別の分布に違いが生じていることがわ

かった. 5 X 26以上での中和抗体保有率では 6-12オ

においては 15.5%みられ，その他の年令階層では O

-3.8%とf氏くなっていた.

各抗体価別の累積抗体保有率をもふまえた回帰分析

法8)によって， 1968年と最近 4ヵ年の中和抗体保有状況

について年令階層別の年次推移を図 4に示した.

計算上の抗体保有率の平方根値と最大抗体価の年次に

よる変動の一番小さいのは， 6 -12才であった. 6 -12 

才の年令階層での最大抗体価の値が 1968年次より上昇

しているのに対して，他の年令階層ではすべて下向き傾

向になっていた.特に 17-30才の階層での減少傾向が

著しかった. 5オ以下での保有率の平方根値と最大抗体

価の値の変動の大きいのは，その年令階層におけるワク

チン接種者の比率の違いがでていたものと推定する.



78 Ann. Rep.. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

流行経過

表 4.1983年の日脳流行経過各時点の HI抗体保有率とその理論計算値

HI抗体保有率(%)
理論計算値本$

liH虫*
時間

0 

1 7/4 10 

2 

3 7/11 0 

4 

5 7/18 2 

2 ME A.11月15日 B.lO月18日 C.10月4日 D.9月20日 E.9月6日 F.8月23日
月日実測値感受性K=0.0165 K=0.0163 K=0.0162 K=0.0163 K=0.0166K=0.0160 
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A. 11月15日までの実測値から 抗100.

計算した理論値

初期感染源=0.001

伝達係数 =0.0165 

D. 9月20日までの実測値から

計算した理論値

初期感染源=0.001

伝達係数 =0.0163 

F. 8月23日までの実測値から

計算した理論値

初期感染源=0.001

伝達係数 =0.0160 
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考察

日脳ウイルス感染サイクルの中で，カ→ブタ→カのサ

イクルが重要な位置を占めている 9，10) 調査対象としたと

場ブタは生後5ヵ月から 8ヵ月であるので，前年の日脳

流行経験がないためブタが保有していた抗体価は当該年

次において獲得したものといえる.したがって，ブタ聞

における日脳ウイルス流行調査は，当該地域における日

脳流行の基本型を知る上で重要で、ある.

著者らも 1962年以降毎年都下飼育ブタの日脳 HI抗

体保有状況を調査し，ブタにおける流行が日脳患者発生

に先行すること，都内での患者発生がなくなった 1968

年以降，ブタの抗体保有率が年々低下して近年は低値で

あることなどを明らかにしてきたト5) しかし 1983年に

おいては 11年ぶりに日脳ウイルス汚染地区と指定され

る50%の保有率をこえ，最大抗体保有率は 96%まで達

した.この値はサンプリングに起因する一過性のもので

はなし 10月 18日から 11月 15日に採取したブタ血清

において継続的にみられ，感染規模が大きかったことが

示唆される.このようなブタでの日脳感染様相は東京都

のみならず，全国規模でみられ， 日脳流行予測事業の下

で実施されたブタ感染調査からも，全国における感染拡

大の様相がかつての日脳流行期に似てきている 11，12) し

たがってコyゲタアカイエカの消長，ブタの抗体保有率の
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推移，人における抗体保有状況および自然界における要

因など今後とも厳重に監視を続ける必要があろう.

22年間の疫学的観測データから，流行拡大の強さや流

行開始時の感染源の大きさなどの潜在する要因を設定し

た仮定式に基づいて，流行初期の実測値のみで計算した

理論経過曲線の値と，全経過を通した実測{値直とは顕著な

差はみられないことはすでで、に報告してきたカが£刊品何3正3，7べ7
においては 8月2幻3日までで、の実j測目則リ値カかミら求めた理論経過

曲線の到遥値は 6伺8%となり，近年にはなく高い抗体保

有率になることを予測していた.実際の流行経過をみる

と，最高 96%まで達し，予測した値よりもはるかに大き

い値を示したが，流行中期の 9月下旬頃までは計算値と

実測値はよく一致していた.このことからフヲでの日脳

ウイルス感染流行は，流行初期の実測値で流行中期から

後期の経過を予測することができると考える.

1968年以降日脳真性患者の発生は，ほとんどが近畿以

西で起きていたのが， 1982年には千葉県で3名， 1983年

には千葉県で2名，茨城県で2名の患者発生がみられ

た円全国的に日脳ウイルスの汚染が希薄になってきて，

自然感染の機会が少なくなり，低年令層では日脳の抗体

維持はもっぱらワクチンによらざるをえないのだカ{， 13_1り

そのワクチン接種をも受けない幼児童がふえてきている.

日脳は高い致命率と重篤な後遺症を残す重要な疾患であ

るから，関東地方においても本症の患者が再ぴ発生した

ということ，ブタの抗体保有率からみて流行域が拡大さ

れたという事実から今後の監視体制を厳重にする必要が

あろう.

結 呈4・.
員同

1983年の東京都における日脳ウイルスの汚染状況を

知る目的で，患者確認調査，感染源調査として都下飼育

ブタの抗体保有調査・コガタアカイエカの消長，感受性

調査として健康都民の抗体保有調査を実施し，次の結果

を得た.

1) 1983年8月27日に発病した 5オの男児は，血清学

的検索によって真性の日脳患者であると確認された.

2 )都下飼育ブタの日脳 HI抗体保有率・2ME感受性

抗体保有率・日脳 HI抗体陰性ブタ血清からの日目前ウイ

ルス検出数 (5株)などから，近年にはなく日脳感染流

行が活発で、あったことが示唆された.

3 )フヲにおける日脳 HI抗体保有率の最高値は 96%

を示し，東京都においてフヲの日脳 HI抗体保有率から

日脳汚染地区と指定される抗体保有率の目標 50%をこ

えたのは， 11年ぶりのことであった.

4 )日脳流行初期 (8月23日まで)の実測 HI抗体保

有率を参考にして求めた理論計算値から，流行中期から

後期までの流行経過を予測することが可能で、あることが

わかった

5 )健康都民血清における日脳 HI抗体保有調査にお

いて， 17.9%から 73%と年令階層間で差がみられた.

6)中和抗体保有状況でみると， 10倍以上の日脳中和

抗体保有率においては 1968年次と各年令階層とも変動

は少なかったが，各抗体価別の累積抗体保有率で比較す

ると 6-12オを除〈年令階層で、は年次に従って減少傾

向にあった.特に 17-30オの年令階層で減少傾向は著

明であった.
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日

公衆衛生および生活環境の向上により，各種感染症の

発生状況は著しく変化し，法定伝染病などは激減したが，

従来あまり表在しなかったへルパンギーナ・手足口病

(H.F.M.D.)・伝染性征斑等の発疹性疾患が乳幼児の間てか

流行し，社会的に問題視されるようになってきた.発疹

性疾患の中には，その特有な臨床像から病因がほぼ明確

にされるものもあるが，腸管系ウイルスによる臨床{像象は

様々なものがあげられていて 1，2ベ2
が多い.

今回， '1979年から 1983年に都内定点病院の小児科を

受診した発疹性疾患々児からウイルス分離を行い，都内

における腸管系ウイルスによる発疹性疾患の流行実態を

調査したので報告する.

材料と方法

患児材料 1979年 4月から 1983年 12月までの 5年

間に，東京逓信病院小児科を受診した生後 1ヵ月から 15

才までの急J生発疹症患児 279名から咽頭ぬぐい液また

は水泡内容液を採取し，ウイルス分離材料とした.

検体採取法および処理方法は既報に準じて行った3)

ウイルえ分離試験患児の咽頭ぬぐい液または水j包内

容液を，生後 48時間以内の乳のみマウスの皮下および

腹腔内に各 0.02mlずつ接種し 20日間観察した.接種後

24時間以内の死亡は非特異的なものとして除外した.ま

た FL.Hep2・Vero355・HELの各培養細胞系を用いて，

CPEの出現を指標に判定した.

同定法 発症した乳のみマウスは，その極期にと殺し，

皮・頭部・四肢・内臓を除去し胴体部を細片したのち

ょくすりつぶし PBSで 10%乳剤とした.3，000 rpm 15 

分遠心した上清について夕、イフロン処理を 2回行い，分

離株の同定用抗原とした.その分離株の抗原と既知免疫

腹水を用いて CF試験により同定を行った4). CF試験は

補体の単位を 50%溶血で測定するマイクロマイタ一法

を用いた5) また培養細胞系でCPEを生じたものは，中

和試験により同定を行った.同定の詳細は既報に準じて

行った剖.

結果と考察

急性発疹症疾患患児からのウイルス分離成績

1 )年令別によるウイルス検出陽性数 ウイルス分離

検索を行った 279名の年令分布を表 1に示した.

1オ刻みの年令別によるウイルス検出陽性者数の比率

をみると， 1-4オにおいて 35.7%-51.5%と高かっ

た.また年次的にみると， 1979年次においてウイルス検

出率が 47.9%と高かった.

発疹の出現率を左右する因子は，病原体側ではウイル

ス型，宿主側では年令であるといわれている田.腸管系ウ

イルスによる発疹は他の非特異的ウイルス性発疹と同様

年少児に多発し，出現率に著しい年令的差異がみられ，

Lernerら6)のエコー 9型ウイルスの大流行時の報告で、

は，発疹の出現率は 0-4オ 57%， 5 -9オ 41%， 10オ

以上 6%で，ほとんど 10 才以下(平均年令 3~2オ)に限
られていた.またエコー 5型7)・25型的の新生児や乳幼児

の施設における腸管系ウイルス感染症の集団発生では，

患者の30%以上に発疹の出現をみた報告もある.

*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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このように発疹症にはそれぞれ好発年令があり，病原の

種類やそれぞ、れの流行により発疹の出現率が異ったり，

また発疹の出現が一過性であったりするので発疹のみで

鑑別診断するのは困難で、ある.

2)臨床症状別によるウイルス検出陽性者数 患児の

臨床症状別では，口内炎 14件・へルパンギーナ 55件-

H.F.M.D.72件・不明発疹 62件・伝染性紅斑 12件・その

他 64件であった.その他の中には上気道炎・夏かぜ・感

昌性胃腸炎・川崎病・気管支炎・扇桃腺炎・感、昌性下痢

等の臨床症状であった.

急性発疹症患児の臨床症状別にみたウイルス検出陽性

者数を表2に示した.

臨床症状別にみると，口内炎・へルパンギーナ 'H.F.

M.D.の患児からのウイルス検出率が45.8% -78.5 % 

と高かった.またその他の中では，上気道炎・夏かぜ・

感昌性胃腸炎の，患児からウイルスが検出された.

へルパンギーナ・ H.F.M.D.・アフター性口内炎は，ま

た水泡あるいは潰蕩を伴う急性扇桃咽頭炎の中に含ま

れ，小児においては古くから発疹と発熱を伴った急性上

気道炎として知られている.夏かぜは腸管系ウイルスが

主病因で，病変は全身的でウイルスは気道以外の腸管粘

膜でも増殖し，皮膚や粘膜に発疹を生じ，髄膜炎をおこ

すこともある.

患児の中には有熱性の下痢症状を有するものがあった

表1.年令別によるウイノレス検出陽性者数

年令
年 次

計
陽性率

1979 1980 1981 1982 1983 (%) 

< 1 3/16※ 5/13 3/8 0/3 11/40 27.5 

1 10/17 6/14 3/11 1/14 20/56 35.7 

2 13/21 2/6 0/1 1/1 1/4 17/33 51. 5 

3 7/13 2/7 0/1 2/3 2/4 13/28 46.5 

4 9/13 2/6 0/3 1/4 12/26 46.1 

5 0/7 1/5 2/5 0/4 0/1 3/22 13.6 

6 3/4 2/5 1/4 0/2 6/15 40.0 

7 3/7 0/4 3/11 27.3 

8 2/6 1/5 0/1 0/1 3/13 23.0 

9 1/1 0/5 1/6 16.7 

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

12 2/2 2/2 。/1 4/5 80.0 

13 0/1 0/1 

15 0/1 0/1 
つ 4/10 1/9 5/19 26.3 

計 57/119 23/69 3/17 10/40 5/34 98/279 35.1 

陽性率(%)47.9 33.3 17.6 25.0 14.7 

※陽性者数/検査数

表2.臨床症状別のウイルス検出陽性者数

臨床症状
年 次

計 (%) 
1979 1980 1981 1982 1983 

口内炎 8/9 1/2 2/3 11/14 78.5 

ヘルパンギーナ 19/26 11/18 1/2 2/6 1/3 34/55 61.8 

H.F.乱l.D 17/24 8/13 1/4 4/17 3/14 33/72 45.8 

不明発疹 1/11 2/19 0/1 2/14 1/17 6/62 9.7 

伝染'性紅斑 1/3 1/8 1/1 3/12 25.0 

その他 11/46 0/9 11/64 17.2 
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表 3.臨床症状別にみたウイルス検出状況

コクサツキー コクサツキー アデノ ポリオエコー エンテロ
年次臨床症状 A群ウイノレス B君宇ウイノレス ウイノレス ウイノレスウイノレス つ

2 4 5 6 8 10 16 ? 124 5 
1979 口内炎 6 1 2 

ヘルパンギーナ 6 10 l 4 1 

H.F.M.D 17 l 

夏かぜ l 1 

発疹 2 1 2 

上気道炎 2 l 

伝染'性紅斑

胃腸型かぜ 1 

気管支炎 1 

1980 口内炎 1 

ヘルパンギーナ 5 2 1 l 

H.F.M.D 5 2 1 

発疹.

伝染性紅斑 1 

1981 ヘルパンギーナ 1 

H.F.M.D l 

伝染性紅斑 1 

1982 口内炎

ヘルパンギーナ 2 

H.F.M.D 2 1 

発疹症 1 

1983 へルパンギーナ 1

H.F.M.D l 1 

発疹

が，特にコクサツキーウイルスによる胃腸炎やエコーウ

イルスによる乳幼児の下痢症の報告もあるべまたコクサ

ツキーウイルス感染症では，主症状ではなくとも下痢を

ともなったという報告は多い叫

3)臨床症状別によるウイルス分離状況 臨床症状別

にみたウイルスの分離状況を表3に示した.

総検体数 279件から 114株のウイルスを分離した.分

離したウイルスは，コクサツキ-A群 77株(2型3株，

4型 13株， 5型6株， 6型2株， 8型1株， 10型 18株，

16型 27株，末同定7株)，コクサツキーB群 16株(1型

1株， 2型2株， 4型 11株， 5型1株)，アデノ 14株(l

型 1株， 2型5株， 3型4株， 4型2株， 5型1株， 6 

型 1株)，ポリオ 1型1株，エコー 3株(3型1株， 7型

2株)，エンテロ711株を分離した.急性発疹症患児から

のウイルス別分離数では， コクサツキーA群ウイルスの

占める割合が 67.5%と大きかった.

1 234 5 6 1 3 7 71 

2 

1 

1 

1 

1 

1 l 1 

1 1 

l 

2 

1 1 

1 1 

l 

1 

へルパンギーナの怠児において， 1979年はコクサツキ

-A群 5型および 10型が多く分離され， 80年には同

4・6・8型， 82年には同 4型， 83年には同 2型と同一

症状でもウイルスの血清型が異っていた.

H.F.M.D.の患児において，コクサツキーA群 16型が

多く分離されたが， 1982・1983年においては同 4型も分

離された.

1979年における H.F.M.D.・上気道炎患児からエコー

ウイルス 7型が分離きれているが，発疹を伴なっていな

い上気道炎患児から同ウイルスを多〈検出しており 11)，

流行がうかがわれた.また同年次は，各臨床症状にわた

ってコクサツキ-B群4型が多く検出されていた.下水

排出地域住民間に発生した腸管系ウイルスの感染流行実

態調査成績より，同時期における下水検体より同ウイル

スが多数分離されており，同ウイルスの感染がある程度

の規模で発生していたことを報告している 12)
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表 4.腸管系ウイルスと発疹性疾患との関係

ECHOウイルス

酎皮 削また真暗三η弱¥者型¥ 1 2 3 4 5 6 7 9 11 12 13 14 16 17 18 19 22 25 30 32 33 I 

和J;tf性・斑丘疹性 十 オ十 + 十甘 イ十 イ十 十 十社 イ十 + 十 1甘 4十 十 + + イ十 + 十|

水 T包 位: 十 十 + 十 イ十 十 十 十

溢」血斑または紫I;tf 十 + 十社 + 

議麻疹様 + 

血管腿様 十 十

枕:lW 疹様 十

Stevens-Johnson 
イー

症候群

手 足 口 病 十 + 

突発性発疹症様疾忠 十 + 

発疹+悩膜炎 + 十件 イ十 十社 十 十 + 十 十 + + 

発疹 + 肺 炎 十

へルパンギーナ + 廿 十 イ十 廿 # 

水 i包性口内炎

急J性結1)ンパ
節性咽頭炎

性皮¥状噛、、柏ま市たウ限移4まの綿凡¥引ス¥製

コクサツキーウイルス エウ
ンイ

A 群 B 群 テル
ロス

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 16 22 1 2 3 4 5 71 

紅斑性・斑丘疹性 十 十十 イ十 + 叫 4十 十仕 オ十 + イ十 + 十件

7.k 百白 d性 十十 4十 十件 * jjf 
十 + + 十 十件

溢J([J)fまたは紫斑 + 十件 + 4十 十 + 

等麻疹様 4十 + 

血 管 ! 伊 様

枇糖疹様

Stevens-J ohnson 十 + + 症候群

手 足 口 病 十 + 十 十件 + 十 十件

突発生発疹症様疾J~\ 十 + 4十

発疹+悩膜炎 十 鼎 + + 桝 桝

発疹+llili 炎 4十

ヘノレパンギーナ 十H 併 桝 十件 十件 十件 オ十 十件 + 併 4十 t仕 廿 廿 イ十 +十 イ十

水泡性口内炎 十十 イ十 4十 叫 十件

急性リンパ + 結ifii性H困頭炎

仰多いもの(重要なウイルス引) 汁ときにみられるもの 十まれなもの (波辺悌吉:臨床とウイルス， 7.37.1979 ) 
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表 5.月別にみたウイルス検出状況

コクサツキー アデノ

B群ウイルス ウイルス

12451234  5 

3 1 1 

3 

3 

1 

1 

l 

1 

1 

l 

l 

?一
1

国一

1

6

1

2

4

3

3

コクサツキ-
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4 5 6 8 10 
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1 
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1 1 
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年次

1979 

1980 

1 1981 

1982 

1 

1983 

1 1 

ウイルスの分離状

l 

いは感染が証明されたのみで，発疹との真の因果関係の

不明なものもある.

4)月別によるウイルス分離状況

況を月別に整理して表 5に示した.

総分離ウイルス数 114株のうち， 7月において 34株

(29.8%)と一番多く分離され，次いで、6月の 21株(18.

4%)， 8月の 19株 (16.7%)，10月の 13株 (11.4%)， 

9月の 9株 (7.9%)，5月の 6株 (5.3%)， 11・12月

の5株 (9.4%)， 4・1月の 1株 (0.8%)であった.

ウイルス性発疹症を季節的にみると，ウイルス分離数か

らも初夏から初秋にかけて流行し，ピークは 7月にみら

れた.しかし 1株ではあるが， 1983年 1月に発病した H

F.M.D.の患児からコクサツキーA群 4型ウイルスが分

離された.最近では，疾患の季節性が失われることもあ

り，へルパンギーナ， H.F.M.D.などの発生例が冬期にも

アデノウイルスにおいては，各年次にわたって 1型か

ら6型か検出きれていた.

同一症状を示しても，分離されるウイルスの血清型が

異なったり，また同一ウイルスでも種々の形の発疹を呈

するという，いわゆる新しいウイルス性発疹症は，その

発疹の形態をみて明確に区別できることもなしまた原

因別にみても必ずしも特有な発疹ではなく多彩な発疹型

をとる.これまで非特異的急J性発疹症とされ，臨床的に

は感昌性発疹症と診断されてきたク。ルーフ。の病原ウイル

スの中に腸管系ウイルスがあげられ，渡辺の報告2)による

と，腸管系ウイルスと発疹性疾患との関係は表4のよう

に示されている.

表4に示されたごとし腸管系ウイルスの種々な型が

病原もしくはその可能性のあるものとして報告されてい

る竺この中には少数の散発的症例からたまたま分離ある
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あることが報告されているべ

5 )同時分離例 同一患児検体から異ったウイルス

が検出された同時分離例が， 279件中 14件 (5.0%)み

られた.表6に示したごとし分離ウイルスの組合せは，

コクサツキーA群と B群が多かった.特に 1979年次に

おいて同時分離例が多くみられたが，これは分離培養法

を多様化したためである.すなわち発症した乳のみマウ

スの胴体部の乳剤を，培養細胞のVero#462に接種した

ところ CPEの出現がみられ，中和試験の結果，コクサツ

キーB群4型ウイルスと同定した.

感染症定点観測調査成績

従来，表在化していなかった疾病であるへルパンギー

ナ・H.F.M.D.'伝染性紅斑・不明発疹症などの流行が近年

みられるようになり，特に乳幼児聞に流行が発生すると

ころから問題視されてきた.東京都においては 1977年

10月より，これら感染症に対する地域的な監視体制を設

け，患者の発生状況・病原体の検索などの流行の実態を

早期かつ的確には握してきた.

患者定点として選定された医療機関 (1979年 40定点，

1980・1981年 46定点， 1982・1983年 63定点)の疾病別

の患者発生数を集計すると図 lのようになった.

へルパンギーナおよび H.F.M.D.においては，各年次

とも 5月から 10月において患者発生数が多<，ピーク

は6・7月であった.一定点医療機関あたりの患者発生

数/月からみて，ヘノレパンギーナの方が大きな流行をく

り返しているように思われた.最大値は 1980年 6月に

おける 26.9人であった.H.F 

において 14.2人と最大値を示した. 1982年の流行時に

は， 7月のピークをすぎ秋から以後も発生が続いたこと

は，主因ウイルスがコクサツキ-A群 16型ウイルスと

エンテロ 71ウイルスの混合流行だったために，流行時

期が長くなっていたという報告があったベ

伝染性紅斑についてみると， 1980・1981年次に流行が

みられた. 1980年 1月から 12月においては一定点医療

機関あたりの患者発生数は月平均 0.91人から 3.69人

でLさらに 1981年 1月から 7月においては， 3.08人から

8.0人と患者発生数が多くなっていた.ピークは 4月に

みられた.その後の年次においては， 0.17人から 0.81人

と低くなっていた. 1981年の流行は全国的にみられ

た円それまで地域的小流行をおこすにとどまっていた

本疾病れ全国的な大流行をおこしたという点で特異的

であった.

突発性発疹は， 0オが大部分で季節的な変動は少なし

かなり一定の発生率(一定点医療機関あたりの患者発生

炎 6.同時分離例

年次 検体 ウイルス分離*
年令臨床症状

(年一月) No:'"" """V'''~ '" SM SM→# Vero CelI 

1979-6 782 1 口内炎 CA 10 AD3 

794 4 口内炎 CA10 CB4 

793 1 口内炎 CA10 CB4 

-7 837 2 H.F.M.D CA16 CB1 

ヘルパン
936 1 ギ、ーナ CA5 CB4 

ヘノレパン
937 7 ギ、ーナ CA5 CB4 

ヘルパン
933 2 ギーナ CA10 CB4 

-8 1083 6 H.F.M.D CA16 E7 

ヘルパン
1086 6M .• CA10 CB4 

ギーナ

1145 2 上気道炎 CA2 CB4 

-9 1180 3 上気道炎 CA2 CB4 

-10 1332 1 上気道炎 CA10 CB4 

1980-5 945 7M H.F.M.D CB2 AD5 

急性
1982-6 713 6恥1:'.::'=. CA4 AD2 

発疹症

*ウイノレス分離 SM:乳のみマウスの皮下・腹

腔内接種

SM→# Vero :乳のみマウスの

胴体部の乳剤を

Vero #462細胞に

接種

CelI :各種培養細胞に接種

数の月平均は 2.51人から 4.82人であった.)を示して

いたという点で特徴的である.

結論

1979年から 19明年の 5年間に採取した小児科受診患

児の咽頭ぬぐい液および水泡内容液からウイルス分離を

行い，次の結論を得た.

1)総検体数 279件から 114株のウイルスを分離し，

中でもコクサツキーA群ウイルスの占める割合が67.5

%と大きかった.また年令別についてみると 1-4オの

患児において，高率にウイルスが分離された.

2)へルパンギーナの患児から分離きれたコクサツキ

-A群ウイルスは，年次によって異っていた.1979年次

は同 5・10型， 1980年次は同 4・6・8型， 1981年次

は同 4型， 1983年次は同2型とウイルス型の変遷がみら

れた.
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20 

3) H.F.M.D.の患児からは，コクサツキ-A群 16型

ウイルスが分離された.

4 )同時分離例は 279件中 14件 (5.0%)みられ，分

離ウイルスの組合せはコクサツキ-A群と B群が多かっ

た.

5 )感染症定点観測調査成績より，へルパンギーナ-

H.F.M.D.の流行は毎年 5月から 10月にかけて発生し

ていた.

6)伝染性紅斑については， 1981年次に大きな流行が

みられた.また突発性発疹の患者発生については，年次

的・季節的な変動は少なく一定の発生率を示していると

いう点て特徴的であった.

謝辞検体採取にあたり御指導と御協力をいただいた

東京逓信病院小児科部長渡辺悌吉博士に対して深甚なる
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急性胃腸炎患児ふん便からの Rotavirusの検出(3 ) 

関根強治ヘ矢野一好ヘ厳内 清ぺ渡辺悌

石原 祐叫，大久保 さ っ き 村 ， 印 綿 史 衛H

Detection of Rota viruses in Faeces taken from 

Infants with Acute Gastroenteritis (3) 

:__L:*事
口，

SEI]I SEKINEぺKAZUYOSHIYANO*， KIYOSHI YABUUCHI*， 

TEIKICHI W A T AN ABE* *， YU ISHIHARA * * 

SATSUKIOKUBO叫 andFUMIE INYAKU** 

Keywords:急性胃腸炎 acutegastroenteritis， ロタウイルス rotavirus， 酵素抗体法 enzymelii1ked 

immunosorbent assay 

緒言

冬期に多発する乳幼児の非細菌性急性胃腸炎の病因と

して HumanRota virus (以下 HRVと略す)が主要な

役割を演じていることは，現在広〈知られているところ

である.

我々は都内における HRV流行の実態をは握する目

的で 1979年以来，都内の一病院を定点として，急性胃腸

炎患児ふん便より HRV抗原の検出を試みている.1982 

年2月までの成積については既に報告したトベ

本報は 1982年 3月から 1984年 3月までの検索成積

である.

材料と方法

の後酵素標識抗SAllウサギ血清を 0.2ml加え， 45'C 

1時間反応させた.再びビーズを洗浄し酵素活性測定用

基質液0.2mlを加え，室胤15分間暗所てい反応させた後判

定した.

詳細は既報に記した2)

ウイルス分離試験

ふん便を組織培養用培養液 (EagleMEM)に入れ 10

%乳剤とし，凍結融解後， 3，000 rpm 10分間遠心し，そ

の上清に抗生物質を加え， FL， Hep2， Vero # 462， BGM 

の4種継代細胞に接種し，連日細胞変性効果 (CPE)出

現の有無を観察した.

結果と考察

供試ふん便 1982年3月から 1984年3月までのウイルス検出状況

急性胃腸炎症状を呈し，東京逓信病院を受診した生後 を月別にして表 Iに示した.

10日-15才までの散発例の患児 477名のふん便であ 調査期間中に東京逓信病院小児科を受診した外来患者

る. は 1982年3月から 12月までで 204名， 1983年 1月か

ふん{更は，採取後直ちに-20'Cに凍結保存した. ら12月 179名， 1984年 1月から 3月までの 94名で，被

口タウイルス抗原検出法 検査者総数は 477名であった.

ELISAキット (EnzymeLinked Immunosorbent いずれの年次も被検査者は，冬期 (12月-3月)に多

Assay Kit) fRotazymeJ (夕、イナボット社製)を使用し し夏期(7月-9月)には少なかった.月別の HRV抗

た. 原検出状況は， 6月-8月を除く各月に検出されている

すなわち患児ふん使を希釈液にて 1: 3に希釈し，そ が，そのほとんどは，冬期(12月-3月)で検出率は

の 0.2mlに抗 SAllモルモット血清をコートしたビー 30-47 %と他の検出ウイルスにくらべ高率で、あり，季節

ズを入れ，45'C 3時間反応させた後，ビーズを洗浄，そ 的に違いのあることが示された.これは従来の報告と同

本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 

* *東京逓信病院小児科
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表 1. 1982年3月から 1984年3月までのウイルスの月別検出状況

1982 1983 1984 

HRV陽 その他の検出 HRV陽 その他の検出 HRV陽 その他の検出

/性/者塾検/査/数 陽性率 ウイルス /性j者型検/査/数 陽性率 ウイルス /性/者検耗査----数 陽性率 ウイノレス
(%) (例数) (%) (例数) (%) (例数)

1 15/32 (46.9) 12/31 (38.7) 

2 12/28 (42.9) 8/27 (29.6) 
* 

311/37 (3.0) P1(1) 6/17 (35.3) AD5(1)， Pl(l) 9/36 (25.0) 

412/17 (11.8) 1/7 (14.3) 

5 1 1/25 (4.0) P1(4)， P2(4) 0/15 AD3(1) 

610/22 P1(2)， P2(1) 0/5 

** 
710/14 P2(1)， CB3(1) 0/8 

81 0/17 0/10 
**本

911/7 (14.3) E11(l) 0/9 

10 1/16 (6.3) E11(l) 0/8 

11 2/20 (10.0) E11(l) 2/11 (18.1) E11 (1) 
牢牢キ*

12 3/29 (10.3) AD2(1)， P3(1) 4/29 (13.8) AD1(4) 

* Polio virus type 1，2，3，日 CoxsackieB virus type 3 

H 市 Echovirus type 11 *叫特 Adenovitus type 1，2，3，5， 

様であったの. されたが，これはポリオワクチンの投与時期に対応して

また各年次における冬期の HRV抗原検出率には，違 いた.

いが認められなかった. 陽性者の年令別検出状況を表2に示した. HRV抗原

HRV抗原検出例のうち 1例は，再感染が疑われる の最も陽性率の高かった年令層は， 1才以下で 30名，つ

もので〉初回は生後4ヶ月， 2回目は生後7ヶ月の時点 いで 1-2才 28名で， HRV抗原陽性者 80名のうち 58

で、あった.HRVの再感染については，しばしば起ること 名 (73%)を占め HRVの好発年令は， 2オ以下である

が報告5) されているが，この再感染の疑われる例は同ー との従来の報告と一致した成績であった7) また年令の上

型の HRVによるものか，異なった型によるものかは明 昇とともに HRV抗原の陽性率は減少し， 10-13オにお

らかにする事ができなかった. いては，各 1例づっ (10%)程度であった. 2才以下の

HRV以外のウイルスとして， Coxsackie B virus 3 多発は，離乳期以降に集中している.これは母親からの

型 1例， Echo virus 11型4例， Adeno virus 1. 2 ， 3 ， 5 移行抗体の消失，および授乳の中止などカ九本症の発病

型が計7例， polio virus 1，2，3型が15例検出されてい に影響があると考えられる.また血清学的には，不顕性

るカ{， Echo virusなどは， Adeno virusと共に健康者か 感染を含めて， 5才位までに HRVに対する累積抗体保

らもしばしば検出されることからへ下痢の病因として関 有率が 90%近くにもなっていることから，これを裏づ

与していたか否かは不明である.polio virusが15例検出 けるような結果であった.
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表 2.ウイルス陽性者の年令別検出状況

検 出 ウ イ ノレ ス
年令 被検査者数陽性者数(%)

Rota virus PoIio virus Adeno virus Echo virus Coxsackie B virus 

<1 118 38(32.2) 30 

1 -2 110 38(34.5) 28 

3-5 83 19 (22.9) 12 

6 -10 106 9 ( 8.5) 7 

11-15 60 3 ( 5.0) 3 

計 477 107(22.4) 80 

HRV抗原か検出された患児の病日は， 1-16日にわた

っていたが， 2 -4病日のものが最も多かった.通常発

病後3-4日をピークに 7-8病日までウイルスが検出

されるが，今回の調査では， 16病日とウイルスの排池期

間の長いものが認められた.しかし 20日以上も排池さ

れるという報告もあり HRVの長期排池が確認されたベ

HRV抗原陽性者の臨床症状と便の性状

1982年3月から 1984年3月までに臨床症状の調査が

可能で・あった患児 55名のうち 30名 (55%)に幅吐が，

ついで発熱21名 (38%)で，腹痛は11名 (20%)と，日匝

吐が特徴づけられた.下痢はほとんどの息児に認められ

た

便の性状は水様性で，白黄色を帯びていたものが多か

った.下痢回数は， 1日1固から 15回で平均6回程度で

あった.これらは HRV感染症の臨床像としてすでに知

られている4.7.8) 晦吐にひきつづく水様下痢の発現，そして

発熱を伴うことが多<.幼児では腹痛を訴えるという臨

床症状と同様であった.

以上のようにわれわれは， 1979年から都内における

HRVによる急性胃腸炎の流行の動向を知るため，検索

を続けてきたが，都内においても冬期の乳幼児急J性胃腸

炎の病因として，相当濃厚に HRVが関与していること

が推察された.

結論

1982年3月から 1984年3月にかけて，東京逓信病院

小児科を受診した生後 10日から 15オの急J性胃腸炎患

児ふん便 477件について ELISA法(RQtazyme)を用い

てHRV抗原の検出および臨床症状を検討した.

1. HRV抗原の検出は冬期 (12月-3月)に多〈

5 1 l 1 

3 4 3 

5 2 

2 

15 7 4 1 

30-47%の検出率であった.また各年次による違いは認

められなかった.

2. HRV抗原陽性者は， 2オ以下がほとんどで，陽性

者 80名中 58名 (73%)であった.

3.臨床症状は， s匿吐が最も多く，ついで発熱，腹痛

の順で下痢は，ほとんどの患児に認められ，水様白黄色

を呈した.

4. HRV抗原か検出された患児の病日は 2-4病日

のものが最も多<. 16病日のものが1例認められた.
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神経芽細胞腫のマス・スクリーニングに関する検討(第 1報)

尿中パニリルマンデル酸スポットテスト法の検討

武士俣邦雄*

Studies on Mass-screenig Methods for the Neuroblastoma ( 1 ) 

An Examination for Spot Test of Urinary Vanillylmandelic Acid 

KUNIO BUSHIMA T A * 

Keywords:スポットテストの検討 examinationsfor spot test，尿中ノ〈ニリルマンデル聞を urinaryvanillyl 

manderic acid， 検千五技法 testtechnique 

乳幼児期に発症する率が高い神経芽細胞腫は，小児固

形カ*ンの一種で‘あり，予後がきわめて不長であるが，早

期に発見できれば，治癒させることが可能で・あるため，

検査のす、めが計られているト3)

この神経芽細胞腫の化学的マス・スクリーニング検査

は，尿中に排池されるカテコールアミンの終末代謝産物

の一つであるパニリルマンテゃル酸(以下 VMAと略す)

を，いろいろの方法を用いて検出することにもとづいて

行われている円なかでも一般的には， VMAとジアゾ化

パラニトロアニリンを結合させて，生成するアゾ VMA

化合物の紫色の呈色々調および発色度合を，標準液のそ

れと肉眼的あるいは計器的に比較して，陰性(正常)お

よび陽性(臨床的精密検査)あるいは疑陽性(再検査)の

判定を行う方法が用いられている.なお，このジアゾ

反応を利用した簡易検査法には，佐藤ら 4)が褐色細胞腫

のスクリーニング方法として開発した発色試薬を噴霧す

るli商法を，沢田が神経芽細胞腫のスポットテスト法と

して応用したものと，中田ら 5)が考案した尿が浸みてい

るろ紙を，調合した発色試薬容器の中に瞬間的に浸漬す

るディップ法，の二種類がある.

この簡易的検査法には，ジアゾ化パラニトロアニリン

がアルカリ性においてきわめて不安定であるために，発

色試薬を調合したのち可及的速やか(遅くとも 120秒以

内)に化学結合反応を完了させることという条件がつい

ている叫.そのうえ，スポットテスト法においては，発色

試薬をムラなく噴霧するという技術的な問題，あるいは

尿ろ紙材料の取り扱いおよび高度の熟練を要する成績判

定基準など，多くの点について検討改善の必要が認めら

市東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科

れた.

そこで著者は，尿中 VMAのスポットテスト法につい

て改良を試みたところ，いくつかの事項において効果が

認められたので報告する.

実験準備

し器具，器材および設備

1 )ろ紙(東洋ろ紙No.2) 2)ノfスツールヒ。ペット

あるいは毛細管(尿試料および標準液滴下用) 3 )シ

リコンあるいはゴム製の乳首 4 )メスコlレぺンおよび

メスシリングー 5 )ホールピペットおよびメスピペッ

ト 6 )標準溶液保存ビン 7 )ビーカーおよびフタ付

三角コルベン 8 )クロマトグラフィー用ガラス製褐色

噴霧器 9 )二連球 10) 5 mlおよび:.10ml用の褐色容

器付自動分注器 11)上皿天秤および精密天秤 12) ド

ラフトチャンパー 13)流量調節型送気ポンプ 14)へ

アードライヤー 15)ステンレス製太鋼金網 16)注射

筒および注射針

2.薬品および試薬ならびに検査用ろ紙の作製

1 )薬品 a)パラニトロアニリン b)亜硝酸ナ

トリウム c)炭酸カリウムあるいは炭酸ナトリウム

d)濃塩酸 e) エチルアルコール，以上の薬品は全て

試薬特級品を用いた.f)ノ〈ニリルマンデル酸(シグマ

社および、東京化成工業社か製造した標準品を使用した.

2 )検査試薬の調製叫4.5)

イ)試薬A液 (0.1%ノfラニトロアニリン水溶液): 

パラニトロアニリン(特級)を 19秤量して，1，000ml 

の計量器に移したのち，濃塩酸(特級)を 20ml加えて完

全に溶解させ，精製水を加えて 1，000mlに標量する.i容

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 J apan 
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解液は，よく混和したのち，5ml用の自動分注器の褐色

ビンに入れ，冷蔵保存する.

ロ)試薬B液 (0.2%亜硝酸ナトリウム水溶液):亜

硝酸ナトリウム(特級)を 2g秤量して， 1，000mlの計量

器に移し，少量の精製水を加えて溶解したのちに， 1，000 

mltこ際試しよく出利する.溶解液は，5ml用の自動分注

慌の褐色ビンに入れ，冷蔵保存する.

ハ)試薬C液(10%炭酸カリウム水溶液あるいは10

%炭酸ナトリウム水溶液):炭酸カリウムまたは炭酸ナ

トリウム(いずれも特級)を100g秤量して，1，OOOmlの

計量器に移し，少量の精製水で、溶解したのちに 1，000

mれこ標量し，よく混和する.溶解液は，10ml用の自動分

注器の褐色のビンに入れ，冷蔵保存する.この水溶液は，

前記した試薬AおよびBの二溶液よりも不安定であり，

試薬が古くなったり液量が少くなった場合などには，ア

ルカリ度か、減少するために発色が抑制されたり色調が異

ったりするので， 1週間ないし 10日間に一回くらいの

割り合で新調することが望ましい.また，本試薬を調製

直後に使用した場合にも，薬品の水和が不足しているた

めに，発色が不完全であることがあり，できたら 24時間

くらい経てから検査を行う方が良い.

ニ)ぺーノfムクロマトグラフィー用展開溶液6): 1 % 
炭酸カリウム水溶液あるいは 1%炭酸ナトリウム水溶液

の90mlに 10mlのエチルアルコールを加え， 10 V/V 
%のエチルアルコール炭酸カリウム(炭酸ナトリウム)

混合溶液として調整する.

3 )標準溶液の調製

10 mg/dlVMA保存用標準水溶液 :VMAの標準品

を正確に 10.0mg秤量して， 100 mlのメスコルベンに

完全に移し，少量のエチルアルコールを加えて精製水で

溶解したのちに， 100 mlに襟量してよく混和する.この

VMA標準物質溶解液は，標準液保存褐色ビンに入れて，

冷蔵保存する.この溶液は 40Cで数週間安定である 7)

4 )検査用標準ろ紙の作製

前記した 10mg/dl 濃度の保存用 VMA標準物質水

溶液を，用に臨んで 40μg/ml，20μg/ml，15μg/mlお

よび 10μg/mlなどの各濃度に精製水を用いて正確に

希釈し，使用する標準物質水溶液とする.この希釈 VMA
標準物質水溶液は不安定であり，長期間の保存には適さ

ない. したがって標準用検査ろ紙を作製するときには，

そのつど新調することか望ましい.

それぞれの濃度の VMA標準物質水溶液を，検査用の

ろ紙(東洋ろ紙NO.2)にパスツールピペットあるいは毛

細管などを用いて，個別の円になるように 1滴ずつ滴下

し，直射日光を避けてよく乾燥させる.この VMA標準

物質スポットろ紙は，冷蔵保存すれば数ヶ月間は検査に

供することができる.

5 )実験用尿スポットろ紙の作製

患者尿および十数個の成人個別尿を用意し，患者以外

のそれぞれの原尿4に対し，精製水あるいは 10mg/dl 

の濃度の VMA標準物質水溶液を 1の割合で加えた 2
系列の実験用尿試料(原尿を含めて三種類)を調整した.

これらの各尿試料を用い， VMA標準ろ紙を作製した場

合と同様の方法にもとづいて，実験用の尿スポットろ紙

を作製した.

3.発色試薬の調合および検査

発色操作は，佐藤ら 4)が Studnitzの試薬を用いて，褐

色細胞腫のスクリーニング方法として開発した 1滴法

を，沢田 1)が神経芽細胞腫のスポットテスト法として応

用したところの， VMA発色定性検査方法にもとついて

行った.

すでに記したように，この VMA発色試薬はきわめて

不安定であるため，検査を実施する際には，まずドラフ

トチャンパー内に， VMA標準物質スポットろ紙および

尿試料スポットろ紙(検体)を並べる.これらの準備が整

ったら，前記した試薬を用いて，発色試薬を調合する.

すなわち発色試薬は，前記した試薬A液および試薬B

液ならびに試薬C液を， クロ7 トグラフィー用の褐色ガ

ラス製噴霧器の中に 1: 1 : 2 (A: B : C)の割合で

順次に混合して調製する.この時，試薬C液の混合順序

を間違えると，パラニトロアニリンのジアゾ化合物がで

きないので発色しなくなる.

発色試薬の調合ができたら，まず先に VMA標準ろ紙

に噴霧し，発色することを確認したのちに，尿試料スポ

ットろ紙に(検体)に噴霧することを習慣づけるととも

に， 120秒(2分)以内に噴霧を完了することに留意しな

ければならない.

なお，パラニトロアニリンは，労働基準法施行規則の

別表第 1の2および第4のlに掲げられている，労働大

臣が指定する単休たる化学物質および化合物に該当し，

中枢神経性急性刺激症状，けいれん，貧血，メトヘモグ

ロビン血症，肝障害あるいは吸入による肺カゃンなどの惹

起があると云われている.したがって，パラニトロアニ

リンを含んだ試薬を取り扱う際には， ドラフトチャンパ

ーを設置するなど，労働環境を整備するとともに，十分

な注意と健康の管理が必要で、ある.

4.検査成績の判定基準

沢田ら 8)によれば，乳児の一時尿中 VMA濃度が 20
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μg/ml以上の時には明らかに陽性として判定できるのに

対し，正常な乳児の一時尿中 VMA濃度は 10μg/ml

以下であることにもとづき，神経芽細胞臆マス・スクリ

ーニングにおける再検査は危険率を考慮、し，標準スポッ

トろ紙の 15μg/mlを目安として判定する.

なお，尿試料スポットろ紙を発色させた場合の基準と

しては，次の色調を参考にして判定を行う 8)

1 )強陽性:スポット全体が紫色を呈する.

2 )陽性:スポットの辺縁が濃厚な紫色を呈する.

3 )陰性:スポットの辺縁が淡い紫色を示すか，ある

いは赤色，桃色，黄色，茶色などに発色している場合.

ただし，尿試料のスポットが不良で、あったり，中間の

色調のために判定が困難な場合には，再検査を行う.ま

た，呈色の判定を行う場合に，湿った状態で観察すると，

色調が異ったり，尿スポットの辺縁が不明瞭のことがあ

る.したがって，尿 VMAスポットテストの判定は，検

体ろ紙がよく乾燥してから行うことが望ましい.

検査法の検討結果および考察

1.検査材料ろ紙の置き方に関する検討

VMAの発色に際して，標準物質および尿試料がスポ

ットしであるろ紙をドラフト内に並べる場合に，平板

上に直接置くと，発色試薬を噴霧したときにろ紙が平板

に密着し，スポットの輪郭がにじんでしまうなど，判定

に支障が生じることがある.そこで著者は，目が粗い太

鋼ステンレス製金網をドラフトチャンパー内に敷設する

ことを考案し，その上にろ紙を並べて，発色試薬を噴霧

してみた.その結果，ろ紙上に呈色スポットがきれいな

輪郭として得られ，密着による障害は起らないことがわ

かった

2.発色試薬の噴霧方法に関する検討

尿中 VMAスポットテストの発色検査のみならず，発

色試薬を噴霧する時には，クロマトグラフィー用褐色カや

ラス製の噴霧器に，二連球を接続して，手動噴霧する方

法が行われている.しかし，この場合には，試薬を霧状

にするためのある程度の空気圧が必要で、あり，そのため

に相当の速さで握りをくり返すことが要求きれる.さら

に多数の検体を一度に発色きせるためには，持続カのあ

ることが求められる.そのうえ， もし発色試薬の噴霧が

平均的でないために，呈色にムラが生じたり，霧粒子が

大きいために粗〈発色した場合などの時には，検査の判

定がしにくい.

そこで著者は，発色試薬を検査用のろ紙に均一に噴霧

するための方法として，二速球の代りに流量調節型の送

気ポンプを用いた噴霧機構を考案した.その発色試薬の

噴霧機構を Fig.l.に示す.

Fig.l. で明らかなように，本機構は，クロ7 トグラフ

ィー用の噴霧器と，加圧するための送気ポンプとの聞に，

弁(夕、イアブラム)の往復振動による圧力の変動を防止

するため，500ml容量のポリエチレン製のビンを装着

し，それぞ、れをシリコン製のチューブで連結した簡単な

装置である.なお，霧の発生状態および粒子の大きさは，

空気流量を調節することによって加減することができ

る.

このFig.l.に示した装置を用いて，尿スポットろ紙に

発色試薬を実際に噴霧してみたところ，霧粒子が細かく

かっ平均に噴きつけられるため，尿スポットの呈色状態

および輪郭が明瞭で、あるなど，結果はきわめて良好で‘あ

った.また，二連球を用いる場合よりも早〈圧力が上昇

して一定になるため，短時間で試薬の噴霧を終らせるこ

とができた.

これらのことから，本装置は，尿 VMAスポットテス

トを実施する場合に，発色試薬を安定時間内に噴霧する

ことが可能となったばかりでなく，多くの検体を一度に

発色させることができるなど， 効果的かつ効率的であ

り，きわめて有効であると判断された.ただし，発色試薬

が機械的に噴出しているので，かけ過ぎによるにじみが

Fig. l. Structure of spray 
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生じる危険があり，二連球を用いて噴霧する場合よりも

噴霧器を早〈移動させるように心がける必要がある.

3.呈色に及ぼす外的影響に関する検討

検査材料を作製する側の責任は別として，検査システ

ムの流れの中(運搬段階および実験室内)において，検

体を汚染して検査不能にするような事態は避けなければ

ならない.

そこで，流れの中で検体と接触する機会が危倶される

ものについて，発色に影響を及ほすか否かを検討した.

まず，接触している時間がもっとも長い，検査依頼名

簿の複写式カーボン紙の聞に，検査用ろ紙を約 1日挟ん

でおいたのちに，ろ紙に発色試薬を噴霧したところ，赤

桃色に発色した.また反対に，発色試薬を噴霧して乾燥

させた検査用ろ紙を，複写式カーボン紙に挟んで、おいた

場合も同じ傾向で発色した.このことは，郵送されてき

た検体ろ紙れ直接に複写式カーボン紙に触れることの

ないようにするため，ろ紙は封筒から取り出さずに運搬

する必要のあることを示している.

次に，細菌を取り扱うところでは，消毒のためにクレ

ゾール石ケン液やフェノールなどをよく用いるが，それ

らについて発色試験を試みたところ，クレゾール石ケン

液は紫色を呈し，フェノールは桃赤色に発色した.なお，

これらはスポット以外のところまで広〈拡散して発色

し，空中拡散(環境)による汚染の危険性が高いことを示

している.

さらに， ゴム製品との接触も多いと思われるので，ろ

紙上に，手術用のデスポーザブル手袋および炊事用手袋，

l愉ゴムならびに各種のゴム栓を 1日聞のせて置き，発色

試薬を噴霧してみた.その結果，一部のゴム栓のところ

は紫色に，また他のものが乗っていた所は，紫がかった

赤桃色から桃色までいろいろに発色した. しかし，ゴム

を含まないポリエチレンや塩化ビニール等の製品は発色

しなかった.

4.検査成績判定方法に関する検討

ジアゾ反応を利用した尿中 VMA発色テストの判定

は，特に離乳食などを与えている場合に，発色したアゾ

VMA化官物が，類似色調を呈する食物の中間および、終

末の代謝産物のアゾ化合物で被さるなど，成績の判定を

困難にしていることは事実であり，きわめて高い技術の

習熟および長期の訓練を必要とする.

そこで，このことを証明するために，尿中 VMAスポ

ットテストを初めて行う 30人の臨床検査技術者に，前

述した実験用尿試料を用いて，検査成績を判定してもら

った.その結果を Table1.に示す.

Table 1.から明らかなように，最下欄の期待成績が疑陽

性および陽性の試料を陰性として判定する傾向，あるい

は陰性の尿試料に VMAの標準物質を，最終濃度が 20

μι/mlとなるように添加したものを陰性として判定し

た技術者が多数認められ，やはり本検査の判定には熟練

を要することがわかった.

そのために，大阪市神経芽細胞腫研究会の永原吋土，ゴ

ム栓つきの三角フラスコ内で， 10VIV%のエチルアルコ

ール 1%炭酸ナトリウム混合溶液を展開溶媒として用

い，尿スポットが疑陽性の検体については，上昇法にお

けるペーパークロマトグラフィーを行うなどの処理をし

て，成績の判定を行っている. しかし，この永原のペー

パークロマトグラフィー処理方法には，検体ろ紙をスト

リップ状に切断することや，三角コルベンを展開溶媒で

飽和化することおよびそれを並べて置くスペースが必要

であるなど，多数の検体を処理するのに適していない商

が認められた.

そこで著者は，尿スポットを発色させたのちに，円形

クロマトグラフィ一法9)を応用し，注射器外筒に先端を直

角にカットした細めの注射針を取りつけ，前述の展開溶

媒を用いて，開放状態で妨害呈色物質を展開除去する方

法を考案した.そこで，この方法にもとついて，標準物

質，患者尿および成人尿に標準物質の添加有無などの各

検査ろ紙について，クロマトグラフィー効果を比較して

みた.その比較写真を photoo1. -50に示す.

photoo 1. -50の標準物質，患者尿ならびに標準物質添

加尿の全てについて，クロマトグラフィー展開処理した

ものの方が，スポット辺縁に濃い紫色の線が鮮明に残っ

ていることが認められた.

この結果，本開放系円形ペーパークロマトグラフィ一

法は，尿中 VMAスポットテストの判定方法として，永

原の密閉法よりも短時間で展開が終るうえ簡便であり，

有効で、あることが認められた.なお，クロマト展開は，

大きな尿スポットの場合には中心からではなく，スポッ

ト辺縁に近いところから展開することも可能である.

5.尿スポットろ紙の VMA発色変化について

沢田らは，尿スポットした乾燥ろ紙上における VMA

は，本スポットテストの発色反応では 20日間呈色に変

りがなかったことにもとづき，多分それ以上の長期間で

も同じ結果であろうと推測している.

しかし著者は，患者尿および標準物質をスポットした

ろ紙を，環境による汚染を防ぐために密閉容器に入れ，

室温に放置して呈色変化を観察したところ，経時的に発

色が薄くなることを認めた.そこで，患者尿を 6ヶ月前
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Table 1. Results of beginners 
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• Lower rank : Same material as upper， but containing 20μg/ml more VMA 

にスポットしたろ紙と，同じ患者尿を塩酸酸性下で冷凍

保管しておいた尿のスポットろ紙を，発色させて呈色を

比較した.その呈色写真を photo.6. に示す.

photo. 6.から半年前にスポットした患者尿の呈色の

方が，新しくスポットしたものより明らかに薄い紫色で

あることが認められる.

このことから，神経芽細胞腫の化学的マス・スクリー

ニング検査を，尿中 VMAのスポットテスト法にもとづ

いて実施する場合でも，採尿から検査までの期間を可能

な限り短くしないと，偽陰性として判定を誤る恐れのあ

ることが推察された.したがって，検査ろ紙に尿を採っ

てから長期間経過したような検体については，検査不適

材料と判断して再検査を行うことが望ましい.

まとめ

神経芽細胞腫の化学的マス・スクリーニング法の一つ

である，尿中 VMAのスポットテスト法について，技術

的な改善および、判定ならぴに発色景発事に関する検討を試

みたところ，つぎのような結果が得られた.

1. ドラフト内に自の粗い太鋼製ステンレス金網を敷

設した上に尿および標準物質をスポットした検査材料の

ろ紙を並べ，その上から発色試薬を噴霧することによっ

て，ろ紙が密着することによって起るにじみの障害を防

止することが出来た.

2.発色試薬を噴霧するときに，二連球の代りに流量

調節型の送気ポンプを用いて，噴霧器との聞にポンプの

夕、イヤブラムの往復振動による圧力の変動をなくするた

めに，ポリエチレン製の容器を装着した装置を用いると，

効果的であるとともに効率的であった.

3.尿をスポットした検査材料のろ紙が，検査システ

ムの流れの中で汚染される可能性について検討したとこ

ろ，一般的に知られている香料，クレゾール石ケン液お

よぴフェノールのほかに，複写式カーボン紙および種々

のゴム製品によって呈色が妨害されることが認められ

た.しかし，ポリエチレンや塩化ビニールなどの製品に

よる発色妨害影響は認められなかった.

4.尿中 VMAスポットテストにおいて，検査用ろ紙

を発色させたのちに，エチルアルコール 1%炭酸カリウ

ムを展開溶媒として円形クロマトグラフィーを応用し，

呈色域の内側から開放系で展開したところ，検査成績の

判定が容易になった.

5.患者尿およぴ標準物質をスポットした検査用ろ紙

について，室温における発色の経目的変化を観察したと
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ころ， 日数が経つにしたがって発色が薄くなることが認

められた.
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神経芽細胞腫のマス・スクリーニングに関する検討(第 2報)

原中パニリルマンデル酸スポットテスト検査成績の解析

武士俣邦雄ヘ 鈴木重任本

Studies on Mass-screening Methods for the Neuroblasto.ma (II) 

Analysis for Spot Test Results of Urinary Vanillylmandelic Acid 

KUNIO BUSHI恥1ATA事 andSHIGETOH SUZUKI* 

Keywords:検査成績の解析 analysisof results， 1 i商法spottest，尿中パニリルマンテール酸 urinaryvaniIlyI 

manderic acid，マス・スクリーニングmass-screening

小児固形カゃンの一種である神経芽細胞腫の，化学的ス

クリーニングとしての尿検査は，わが国では十数年前か

ら，京都府立医大の沢田川こよって，すでに実施きれてい

た.この神経芽細胞腫の化学的検査には，佐藤ら吋£褐色

細胞麗のスクリーニングとして行っていた尿中パニリル

マンテソレ酸(以下VMAと略す)の定性1滴法を，簡易法

として応用している.

その後，前報5)においても記したように，尿中VMAの

化学的簡易検査法は，スポット法3)および、テおイップ法4)の

二法として確立された.このことにもとづいて，京都以

外の，愛知，大阪，北海道，兵庫，神奈川，埼玉，和歌

山などの府県市ならびに東京都の数区の自治体が，乳幼

児期の小児を対象として，行政的に対応するようになっ

た

東京都においても，衛生局が主体となって，昭和 58年

10月から，所轄市町村(多摩地区および島しょ地区)の

保健所管内に居住する乳幼児を対象にして，神経芽細胞

腫のマス・スクリーニングを行政事業として開始した.

この神経芽細胞腫マス・スクリーニング事業の検査は，

尿中 VMAのスポットテスト法にもとづいて実施され

たが，検査材料であるろ紙の状態，あるいは検査成績の

結果などについて，可能な限り詳細に解析したところ，

興味ある事態が観察されるとともに，問題点のあること

が認められた.

そこで著者らは，こんご同様な事業を企画し，システ

ムを計る場合の検討資料として，十分に意義のあるもの

と考え，報告する.

マス・スクリーニングシステム

まず，東京都衛生局長は，昭和 56年 12月に神経芽細

胞腫検討委員会を設置し，本臆蕩を早期に発見するため

の基本的考え方について諮問した.さらに，昭和 58年5

月2日に本委員会の報告を受け，事業の実施にむけて神

経芽細胞腫検査準備委員会を発足させた.そして，検査

準備委員会における協議ののち，実務者による調整会議，

あるいは窓口となる保健所の担当職員に対する，医師な

どによる研修会を開催したのち，検査実施体制を確立さ

せた.その体系図を Fig.l.に示す.

Fig.1.に示したように，神経芽細胞腫検査についての

お知らせ採尿時の注意などの文書や，検査用ろ紙および

返送用封筒の交付は，乳児健康診査(3-4ヶ月児)の際

に，それぞ、れの居住地域を管轄する保健所あるいは保健

相談所の保健婦が要点を説明すると共に，母親に手渡す

方法で行うことにした.そして生後6ヶ月を過ぎたら，

検査用ろ紙の上に尿(オシッコ)を 1満つけて， 自然に

乾燥させたのち必要事項を記入し，それぞれの保健所あ

るいは保健相談所に郵送きせ，それを検査依頼名簿とと

もに，衛生研究所に搬入して検査を行うことにした.

なお，検査の結果，再検査あるいは臨床的精密検査の

必要が認められた場合，各保健所および保健相談所を通

じて家族に知らせることとし， l.5ヶ月過ぎても通知が

なければ，現在は異常がないものとして判断するようお

原買いした.

検査成績の解析および考察

前報5)において述べたように，患者尿を用いて千子った実

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

• Tokyo MetropoIitan Research Laboratory of PubIic Health 

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



考にする必要があることを示している.

そこで，神経芽細胞臆のマス・スクリーニング検査事

業を開始した昭和 58年 10月から，昭和 59年3月末日

までに受け付けた 9，348件の初回検査検体について，ろ

紙上に尿をスポットした日から，検体ろ紙を入れた封筒

を郵便ポストに投函するまでの日数を，採尿日付と消印

にもとつ事いて調査した.その結果，約90%の人は 1週間

以内に郵便ポストに投函していたが， 2 %強の193人が

10日以上も経過していることが認められた.この193人

の，採尿から郵便ポストに投函するまでの，也品目数と例i

数の内訳を Table1.に示す.、

Table 1.から明らかなように，沢田が，発色に変化が

なかったことを確認している 20日間以上も経過してい

るものが 42件 (0.45%)もあり，中でも約 2ヶ月の長期

間にわたって投函を忘れている例も認められた.

前報5)において述べたように，検査ろ紙上にスポットし

た尿中 VMAの発色は，経目的に薄くなることが確認さ

れており，このように長い期間放置された検体の検査成

績の信頼性はきわめて低いので，材料不適として再検査

を行う必要があることが具体例として確認された.した

がって， とくに弱陽性の検査成績を偽陰性として判定す

るような見逃しの事態を起きないためには，採尿検体ろ

紙を乾燥したのちに，すみやかに投函するように指導を

行うことも必要で、あると考えられた.

なお，検査用ろ紙の記入欄に，氏名などの記入がなか

ったものが 25例あった.

つぎに，神経芽細胞腫のマス・スクリーニング検査を

開始してから，昭和 59年5月末日までに受け付けた検体

の初回の検査成績を，再検査として取り扱ったものの出

現状況について，保健所および保健相談所別に，月別の

再検率として調査した.その結果を Table2.に示す.

Table 2.から明らかなように，昭和58年度の東京都に

おける神経芽細胞腫マス・スクリーニング検査としての，

尿中 VMAスポットテスト成績の全体としての再検率

は，およそ%にのぽる高率の結果であった.なお，全体

Ann. Ret. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H， 35， 1984 

験によれは、，尿スポット乾燥ろ紙上の VMAも，時間が

経過するに従って変化するため，発色が悪くなることが

わかっている.なおこのことは，神経芽細胞腫マス・ス

クリーニングとして尿中 VMAの検査をスポットテス

ト法にもとづいて実施する場合に，検体としての尿スポ

ットろ紙が，尿をスポットした日から実際に検査を行う時

までに何日間経過しているかを調べ，検査成績判定の参
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③検体の搬送

④結果通知
(正常・要再検・要精密)
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※専門医療機関の選定等(委員会)

(注) ①~④は、要再検の場合も同様。
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Tab!e 2. Reexamination ratio of urinary vaniIIy!mandeIic acid spot test 

(%) 

恥10nth

HeaIth Center S58 S59 S59 
-12 1 2 3 -3 4 5 

1.0.m.H.C. 2.86 8.05 17.76 11.63 11.73 7.69 8.93 

2. I.c.H.C. 8.11 34.92 27.59 26.20 28.79 17.02 

3. HふH.C. 15.0 9.83 27.21 18.44 18.84 25.47 16.6 

4. Nふ H.C.B. 35.29 86.21 67.39 15.00 17.65 

5. H.n.H.C. 18.18 6.8 30.70 28.04 23.1 34.00 20.45 

6. N.m.H.C.B. 11.54 14.77 34.83 46.66 31.17 34.31 18.66 

7. I.g.H.C.B. O. 18.75 27.91 37.93 27.4 40.54 18.87 

8. M.d.H.C. 21.24 16.84 28.96 31.15 25.57 29.88 18.52 

9. T.w.H.C.B. 10.53 10.71 19.23 27.59 17.65 25.00 9.68 

10. F.c.H.C. 7.89 21.86 33.95 29.94 26.85 25.14 13.15 

11. M.k.H.C. 10.00 9.56 28.57 38.67 26.19 29.77 19.49 

12. T.w.H.C. 15.52 13.82 18.03 14.41 15.44 14.95 8.86 

13. M.m.H.C.B. 8.00 27.27 24.49 28.57 24.14 20.51 10.0 

14. A.m.H.C.B. 21.95 18.7 25.0 23.57 21.91 20.63 8.08 

15. K.c.H.C.B. 12.5 8.7 13.84 27.45 16.29 28.00 14.29 

16. M.f.H.C. 11.63 16.17 26.12 17.81 18.98 19.08 9.52 

17. K.e.H.C.B. 46.64 13.95 35.85 26.41 28.05 10.91 7.69 

18. K.i.H.C. 26.31 25.31 46.59 28.20 33.33 33.33 16.28 

19. K.j.H.C.B. 33.33 29.09 19.61 45.16 34.11 42.0 28.99 

20. M.n.H.C. 34‘78 15.31 13.59 17.42 16.85 12.96 10.75 

21. Tふ H.C. 25.49 19.69 31.49 35.42 28.63 28.98 15.86 

22. K工H.C. 26.83 17.65 29.27 38.26 27.58 38.32 29.93 

23. H.m.m.H.C. 20.59 25.94 35.57 45.57 33.20 31.62 20.78 

24. H.k.m.H.C. 19.44 14.89 20.83 10.18 15.09 10.95 4.52 

25. Fふ H.C. 23.81 13.33 23.07 36.71 25.33 26.19 10.42 

26. Tふ H.C. 6.25 O. 37.5 28.95 28.17 30.30 8.0 

AIl 17.99 16.17 27.46 28.53 23.8 25.53 15.53 

Examination Number 906 2.598 2，626 3，218 9，348 2，605 2，723 

として最も高い再検率であったのは，昭和 59年 3月の 的に実施している他の自治体の再検率を調べてみた.そ

28.53 %であるが，その後の4月および5月については， の結果を Tab!e3.に示す.

順次低下していることが認められた.また，各月を通し このTab!e3.から明らかなように，他の自治体では高

て比較的に再検率が低い所としては，青梅保健所および くとも 10%前後の再検率であるのに対し，東京都にお

東久留米保健所をあげることができる.この両保健所は， いて再検率が 10%以下であった時は，実際に行政事業

事業開始当初から尿(オシッコ)の採り方について，別刷 として検査を開始した昭和 59年 1月から 5月までの間

りの説明書を添えるなど，その指導に力を入れていた. に， 5月を主体として 16回しかなかった.

このような東京都における尿中 VMAスポットテス このように，東京都における尿中 VMAスポットテス

トの再検率は，はたして高いのか否かについて検討する トの再検率が高かったのは，神経芽細胞腫を疑うよう

ために，神経芽細胞腫マス・スクリーニング検査を行政 なものではなくて，検体ろ紙が不良で‘あるために検査の
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Table 3. Reexamination ratio of urinary VMA spot test in other self governing communities6
) 

fiscal year (%) 

Kyoto city S48 (2.38) S49 (1. 23) S50 (1. 93) S51 (2.91) 

(spottest) S52 (4.74) S53 (5.3) S54 (11.17) S55 (9.15) 

Nagoya city S56 ( 4.2 ) 

(dip method) 

Ohsaka city S55 ( 8.6 ) S56 ( 2.6 ) S57 ( 1.2 ) 

(spot test) 

Sapporo city S56 (2.50) 

(HPLC method) 

Aichi prefecture S56 ( 1.17) 

(dip method) 

Shizuoka prefecture S56 (11.8) 
つ

Saitama prefecture S56 ( 8.71) 

(spot test) 

Table 4. Causes of reexamination in urinary VMA spot test (%) 

S58 S59 
Month -12 1 

A Press to Filter 94(10.37) 256(9.85) 
Paper 

B too much Amount 32(3.53) 47(1.81) 

C no Food Control 22(2.43) 35(1.35) 

D C+A or B 7(0.77) 49(1.81) 

E Held in Diaper 9(0.99) 32(1. 23) 

F Watery 

G no Urine 

Examination N umber 906 2，598 

成績判定ができなかったものが多くあったためである.

そこで，昭和 58年 10月から昭和 59年 5月までに受け

付けた尿中 VMAスポットテストの初回の検査成績を，

再検査として判定した成績について，その理由を詳細に

しらべてみた.その結果を Table4.に示す.

Table4.から明らかなように，尿中 VMAスポットテ

ストの成績が，再検査として判定された最も大きな理由

は，検査用ろ紙にオム、ソもしくは脱脂綿などを押しあて

たために， 6割以上が判定不能で、あったことによること

2 3 4 5 

417(15.88) 531 (16.5) 469 (18.0) 245(9.) 

85(3.24) 155(4.82) 113 (4.34) 72(2.64) 

49(1.87) 50(1.55) 19( O. 73) 48(1. 76) 

101 (3.85) 81(2.52) 13(0.5) 33(1.21) 

44(1.68) 31(0.96) 30(1.15) 13(0.48) 

14(0.53) 33(1.03) 4( 0.15) 2 (0.07) 

1(0.04) 3(0.09) 3( 0.12) 2 (0.07) 

2，626 3.218 2，605 2，723 

がわかった.

このことから，各家庭において高分子吸収剤を入れた

紙オムツの普及や脱脂綿の不備などが想定されるか、'中

には青梅保健所や東久留米保健所のように，再検率が比

較的低い所もあり，実際には，採尿の仕方の指導性による

ものと思われる.なぜならば，その後も特に再検率が高

いような所に，神経芽細胞腫についての説明はどのよう

にしているか問合せたところ，案内書を単純に配布し，

個々の赤ちゃんの健康診査の時に，保健婦さんが，ホ説明



東京衛研年報 35，1984 105 

書に従って検査をうけて下さしゾと紹介しているとの返

事があった.

また，神経芽細胞腫の?ス・スクリーニング検査を開

始した当初から，検体不良が多い所に対しては，検査担

当の責任者が，、、ろ紙の上に尿(オシッコ)を 171商しぽり落

すのであることを指導して頂きたい町を各保健所およ

び保健相談所にメモでお願いしてきた.その上，この高

い再検率を低くするために，保健婦を対象とした母子保

健実務研修会(昭和 59年3月7日)において，神経芽細

胞腫の検査材料の正しい作り方およびその不良例の実際

について講習していただいた.

これらの努力が功を奏したのか，全体としての再検率

は，昭和 58年度の 28.53%から昭和 59年4月の 25.53

%，さらに昭和 59年 5月には昭和58年度のほぼ 1/2にま

で低下し，その後6月に入ってからは激減し，他の自治

体並の 1桁の再検率になってきている.

もし，このように再検率が低下してきていることが，メ

モによる指導や検査材料の正しい作り方およひ可愛体の良

否などの講習成果であるとするならば，これから本検査

の開始を検討されているところにおかれては，窓口とな

る保健婦さんに対して，医師が学術的に研修を行うのみ

でなく，検査のノウハウを心得ている検査技術者をも講

師のメンバーに加えておかれることか望まれる.

なぜならば，衛生研究所においては，昭和59年度から，

東京都新宿区の依頼をうけて，神経芽細胞腫マス・スク

リーニング検査としての尿中 VMAスポットテストを

行っている.ところが，東京都の場合とは違って，現在

までに受け付けた 200件弱の検体の中に，検査材料が不

良であったために再検査として判定したものは 1例もな

く，食事制限指導を求めたものが3例認められたのみで

ある.このように検査材料が不良であることによる再検

査がなかったのは，検査担当責任者が，事前に新宿区の

保健婦さん方に検査材料の良否を解説し，区独自の創意

工夫に参画した結果であると考えられた.また新宿区に

おいては，検査ろ紙の記入欄に食事の項ホミルク・母乳・

離乳食。を設け，いずれかを選択して頂き，検査成績判

定の参考にしている.

なお， Table 4.から明らかなように，検体によっては

オムツと一緒に挟んでいるものが認められたが，この点

については，テーィップ法を採用している近隣の神奈川県

や都の特別区に居住する知人との情報交換などが影響し

ているものと推定される.

このように，単なる材料不良による再検査が，家族に

大変な心配をかけていることも事実であり，それをなく

すためにも検査材料を正しく作ってもらうことが，最も

大切なことであろう.

さらに， Table 4.から明らかなように，食事制限が的

確でーなかったために，類似呈色が判定を不能にしている

再検査において，本検査を開始した昭和 58年 10月から

12月までに受け付けた検体の再検率 13.42%が最も高

かった.このことは，検査対象乳児が生後6ヶ月をすぎ，

すでに離乳食による育児に移っているものが多かったた

めと考えられた.また，昭和 59年5月に食事制限を求め

た再検率が 11.62%に上昇したのは，運動か活発になる

季節となり，尿の濃度が濃くなったためと考えられる.

まとめ

東京都は，昭和 58年 10月から，小児図形カツの一つ

である神経芽細胞臆のマス・スクリーニング検査を，尿

中VMAスポットテスト法にもとづいて開始した.

さいわいにも，検査を開始した昭和 58年 10月から昭

和 59年 5月末までに受け付けた約 15，000件の検体の

中からは，神経芽細胞騒を疑わせるようなものはなかっ

た.しかし，尿中 VMAスポットテストの再検率は，月

別に全体として観察した場合において，約 1/4にのぼる

高率の状態であった.この再検率の高い理由について詳

細に検討したところ，約6苦手lの検体が，検査用ろ紙に直

接オムツもしくは脱脂綿などを押しあてているために，

検査を行っても判定ができなかったものであった.

このように検査材料の多くが不良で、あった理由につ

いては，窓口になっている保健婦さんの説明不足が原因

しているためであり，尿(オシッコ)の正しい採り方を具

体的に指導する必要のあることが認められた.

なお，単なる材料不良による再検査が，家族に子供が

神経芽細胞腫なのではないかと短絡的に心配させている

ことも事実であり，それをなくすためにも検査材料を正

しく作ってもらうことが最も大切なことであろう.
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電子顕微鏡写真への表面現像法の応用

前木吾市*

Application of Compensating Development 

Procedure on Electron Microscopy 

GOICHI MAEKI* 

Keywords:電子顕微鏡，写真技術，高解像現像法

緒言

1960年石井ト3)は白黒科学写真フィルムの現像に表

面現像法を用いると，解像性が著しく向上することを発

表した.著者はこれを電顕写真フィルムの現像に応用し，

解像性の向上と共に階調豊富な原板が得られることを=確

かめ 1967年に報告した←5) しかしながら表面現像法は

デリケートなので，カットフィルムを用いる透過電顕の

分野，では，明現像むらグの発生などで実用性に乏しい難点

がある.著者は撹祥，振とうおよび、上下振動を組合わせ

た組立セットを工夫し改良に努めたが，現像むらを克服

するまで、に至らなかった.たまたま得られた実験結果か

らヒントを得て，これまでとは発想を転換し，フィルム

面に現像液を爆射(ボンバード)させる方法を開発し，

現像むらを解決した.表面現像法では，理論上，ハイラ

イトとシャドウの描出に優れる特長があるので，コント

ラストの強い雲間買のシャドウイング試料や，ネガチブ染色

試料に応用して強拡大写真の作製が期待できる.カテコ

ール表面現像法の具体的なやり方と，最近の応用例につ

いて結果を報告する.

実験材料と方法

生物試料として当所微生物部ウイルス研究科で，原因

不明下痢症関係検体から超遠心精製したウイルス門細

菌第 1研究科で調製したキャンピロパクター，細菌第 2

研究科培養の連鎖球菌，毒性研究部薬理研究科の免疫電

顕試料および多摩支所衛生細菌研究室提供のプレジオモ

ナスを用いた.

支持膜は市販カーボン単膜(応研，普通品)を主に使

用し，一部に自製のマイクログリッド補強カーボン膜を

用いた.シャドウイングにはじを，ネヌケ、チブ染色には

3%酢酸ウラン水溶液を用い型通り実施した.

カテコール表面現像液処方(以下 CNと略記)

CN現像液

A液無水亜硫酸ソーダ 5 g 

カテコール(C6H4-1，2-(OH)2) 10g 

蒸溜水を加えて全量 500ml 

B液 1%NaOH 

フジ FGフィルムに対し

A液30ml， B液 30ml，水を加え 1000ml， 200C 13分

ボンパート現像のやり方

図 1のように透明なアクリル板製の現像ノ〈ットの内面

6 x 9 cm 

図 1.ボンバード方式による表面現像法の実際

*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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に，厚みのある接着材カベタック(ニチパンKK製)の 3

mm角細切片を利用して，撮影済みフィルムを貼付する.

上方からステンレスビーカー内の CN現像液を落下さ

せる.パットをゆすり皿現像をゆっくり行った後，液を

ビーカーに戻し再ぴ上から注ぐ.これを 2分間位の間隔

で繰返す.13分現像したら液を捨て，フィルムを剥がし

停止液を通してから型通り定着する.ボンバード現像と

は，このやり方が，電顕内で電子ビームか試料をボンバー

ドするのになぞらえて，著者が名付けた呼び名である.

対照用現像液としては D'--19(1:1)，フィルム反転

用には D-76系を用いた.

使用電顕およびフィルム

電顕は日本電子 KK製 JEM-100Bを加速電圧 100
kVで使用した.露出計は CdS方式なので露光量決定は

難しい.CN現像の場合， D-19を標準にして 50%増を目

安として行った.

実験結果

写真 1，2は， 血液寒天平板上のコロニーより採取し

た連鎖球菌の Crシャドウイング像で，CN現像法とD-

19系の，ネyゲから直接焼付けた比較作例である.従来の

D-19現像によると写真2のように，球菌の重なった部分

は黒くつぶれて，大きな塊りの輪廓が見えるにすぎない.

一方 CN現像法では写真 1のように，球菌の重なりが判

読できる階調の豊富きが特長で， しかも解像性が良いと

いう利点がある.

写真3はキャンピロノfクターの Crシャドウイングイ象

で，CN現像法の代表的作例である. 最初のネカ。を CN
現像法で作り，それを D-76系現像液で反転した第 2ネ

ガからプリントしたものである.菌体のねじれ，菌体表

面の微細構造そして菌端のデスクがよく見えている.菌

の立体感は菌の液体培養，グルタールアルヒド主体の固

定そして洗浄等一連の試料調製が適切で、あったために保

持されたものである.但しべん毛のウエーブ9は失われ，

この点だけは無固定の生菌の方がよく表現される傾向が

ある.

写真 4，5， 6は下痢症患者のふんべんから超遠心精

製処理して得られたウィルス (34nm)のネヌケチブ染色像

である.患者血清を用いてウィルスを凝集させたため，

20数個のウイルスが塊りをなしてみられる.3枚の写真

の中写真 5だけがCN現像で，他はD-19現像の対照

である.染色の濃く染まった部位をみると，写真 4，6 

ではつぶれて黒々として判読できないところが， CN現

像の写真5ではよく見えている.また写真5のすっきり

した像も CN現像の解像性の良さをよく示している.

写真6はたまたま 5枚あとに撮影された直接 10万倍

からのプリントである.試料がチャージアップし像流れ

を生じた症状で，血清成分の混入した試料などで生じ易

いトラブルの代表例である.

写真7はある種の細菌の菌端から多くのべん毛が集中

的に発生しているパターンのネガチブ染色像である.低

倍で撮影した右下の CN現像ネガから，フジ引伸機で 20

倍に強拡大した作例を示す.直接 6，700倍で同一フォー

カスで撮影した 2枚のネヌゲを，夫々CN現像とD-19現

像で処理し， 20倍の拡大プリントを作り比較したところ

肉眼判定でかなり明瞭な解像性の差が出たことを確かめ

た.対照の写真は割愛した.

写真8はブドー球菌表層の高倍率 (40万倍)のネyゲチ

ブ染色像を示す.ブドー球菌のプロテイン Aを利用し

て，ある種の抗原、抗体反応生成物の存在を，直接，電顕視

野の下で観察しようとの試みである.直接 10万倍の高

倍率撮影のため，支持膜はマイクログリッド補強力ーボ

ン膜を用いた.写真8はCN現像の作例で，比較のため

撮影したD-19ネガからのプリントと見比べると，白〈

浮彫りになった斑点状構造物がよく表現されていること

が判った.

考察

これまで長い間，透過電顕の分野でCN現像法が生か

せなかったのは， qフィルムを垂直に吊るし，振とう現像する。

やり方に執着したことに原因がある.自製した組立てセ

ットも限界があると判ってきた.一方走査型電顕の分野

では，ブローニー長尺フィルムを使用する関係で，専用

現像タンクの改良により，現像むらは殆ど解決済みにな

っている.そこでカットフィルムをテープで接ぎ，長尺

フィルムとした上て三市販の?ク。ネットシートを利用し

てリールに巻込み現像テストを試みた.フィルムの携み

性が強いので結果は失敗となったが，この実験により，

現像時にフィルムの裏側に隙をあけると効果的なことを

見出した.液を落下させる方式と組合わせる現像の構想

がまとまり，劇的にホむらか防止は解決したが，理由つ守

けは今後の課題である.

大きな課題としてカブリの大きいことが挙げられる.

本来カブリの少ないのを特長とする CN現像法である

が，フジ FGタイプでは組合わせがよくないようで，か

なり顕著にカブリを生ずる.CN現像液の濃度，現像時間

も検討の余地があり，能率の改善も今後の課題である.

CN現像の作例で大きく目立つ点は，ハイライトおよ

びシャドウのテーィテールがよく描出きれていることであ

る.今後，益々多用されるネカ。チブ染色法にとって， CN 
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現像の果す役割lは大きいと思われる.

まとめ

カテコール表面現像法(CN現像法)の大課題であった

現像むらに対し， カベタックを用いてフィルムを水平に

保持し，液を上から爆射(ボンバード)させる方法を関発

し解決した.

各種細菌，ウィルスおよび免疫電顕試料の撮影に際し

CN現像法を応用し，対照例と綿密な比較を行って，その

優秀性を実証した.

(本報告の要旨は第25回日本医学写真学会1984年6月に

おいて発表した.) 
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写真説明

1 :血液寒天平板上のコロニーからの連鎖球菌， Crシャ

ドウイング，CN現像 (x19，000) 

2 : 1に同じ，同一視野の D-19現像による比較作例.

3 .らせん菌(キャンピロパクター)の Crシャドウイン

グ像，CN現像 (x30，000) 

4 .下痢患者ふんべんから精製した試料中にみられたウ

イルス.患者血清で凝集させたもの. D-19現像

(X230，000) 

5 . 4に同じ. CN現像による好調な作例.

6 : 4に同じ.D-19現像，チャージアップ現象で像が流

れている.

7 :梓菌(プレジオモナス)のネ庁、チブ染色像. CN現像

した下方密着ネガ (X6，700) より 20倍の部分伸し

をした作例. (X 134， 000) 

8 :ブドー球菌表層のネヵーチブ染色像.菌の表面で免疫

反応を起させた試料. CN現像. (X 400，000) 
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イオン対高速液体夕日マトグラフィーによる医薬品製剤中のベルペリンの定量

安田一郎ヘ浜野朋子ヘ瀬戸隆子ぺ秋山和幸容

Quantitative Determination of Berberine in Pharmaceutical Preparation 

by Ion-Pair High-Performance Liquid Chromatography 

ICHIRO Y ASUDA'， TOMOKO HAMANO'， T AKAKO SETO' 

and KAZUYUKI AKIY AMA • 

The quantitative analysis of berberine in various pharmaceutical preparations by iorトpairhigh-

performance Iiquid chromatography is described. Separation from interfering components in the 

preparations could be achiev巴dwithin 15 minutes on a 25 cm column packed with LiChrosorb RP-

18， using 50 mM  sodium laury1 suIfate and 37 mM  tartaric acid in 55% acetonitrile as an eluent. 

Detection was performed at 340 nm by an ultraviolet multiwave photometric detector. Berberine 

was extracted efficiently with the solvent of same composition as the mobiIe phase by the ultrasonic 

waves treatment and the extract was injected directly on th巴 column.This method is considered 

to be useful for pharmaceutical analysis of l1erberine， berberine chloride and berberine tannate in 

the dry extracts of oriental pharmaceutical medicine， herb medicine， medicine for the stomach 
and bowels， etc. 

Keywords : ion-pair， high-performance Iiquid chromatography， LiChrosorb RP-18， sodium laury1 

suIfate， pharmaceutical analysis， berberine， berberine chloride， berberine tannate， medicine for the 

stomach and bowels， herb medicine 

緒 言 トリウム(以下 SLSと略す)液を移動相に用いたイオン

ベノレぺリンは生薬・オウレン，オウバクの有効成分で 対クロマトによる方法を検討した.

あり，また塩化ベルペリンあるいはタンニン酸ベルベリ 実験の部

ンとして，整腸薬，止潟薬などに広〈配合される医薬品 1.機器

である.ベlレぺリンの定量法に関しては多くの報告ト9)が HPLC装置:日本精密科学 NSLC町100A，波長可変紫

あるが，それらは主に生薬分析に関するものであり，製 外部吸収(以下 UVと略す)検出器付.島津フォトダイ

剤分析についてのものは少ない.そこで著者らは製剤中 オードアレイ紫外部可視部吸収(以下 UV-VISと略す)

のベルペリンの定量法につき，高速液体クロマトグラフ 分光光度計検出器.超音波洗浄器:BRANSONIC 220. 

ィー(以下 HPLCと略す)を用い，抽出条件，測定条件 遠心分離機.久保田 KN-70.

などの検討を行うこととした 2.標準物質および試料

ベルペリンの HPLCを用いた定量法には，強酸性陽 べ/レペリン (Chart1)標品:東京化成製極化べlレぺリ

イオン交換樹脂を固定相とする方法1OL 硬質デンプンを ンを，水およびメタノールで再結晶し，日局 10塩化ベル

固定相とする方法11)以外に，べ/レべリンと陰イオンのイ ペリン定量法l刊こ従ってその純度を測定したものを使用

オン対を，ポーラスポリマーあるいは C18逆相系シリカ する.

で分析する方法12-14)が知られている.今回，製剤分析に アクリノール:岩城製薬製日局アクリノールをそのま

汎用されるC18逆相系シリカを固定相に，ラウリル硫酸ナ ま用いる.

事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

事 TokyoMetropolitan Research Laboratory of PubIic Health 

24-1. Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Chart 1. Chemical Structures of Berberine， Palmatine， Coptisine and Jateorrhizine 

コプチジン，ヤトロリジンおよびパルマチン(Chart1): 

北里大学薬学部生薬学教室より供与されたものを使用す

る.

試料 1:健胃散剤， 1包2.0g中，シュクシャ末28mg，

オウバク末80mg，カンゾウ末160mg，ガジュツ末120

mg，ダイオウ末56mg，オウレン末22mg，ケイヒ末80

mg，ボレイ末480mg，キジツ末80mg，ヨクイニン末92

mg，ユウタン 2mg，リョウキョウ末40mg，チンピ末

200mg，ヒシノミ 80mg，エンメイソウ末80mg，ウゾク

コ、ソ末400mg，その他.

試料 2:胃腸内服液， 1アンフ。jレ20ml中，ゲンチア

ナ450mg，オウレン990mg，コショウ150mg，ブクリョ

ウ150mg，アセンヤク120mg，ケイヒ1800mg，チョウ

ジ90mgおよびアマチャ450mgを精製水で抽出した生

薬抽出液16ml，カンゾウエキス375mg，d-ボルネオー

ル3.72mg，lーメントール7.5mg，グリセリン360mg，そ

の他.

試料 3:漢方処方(黄連解毒湯)エキス錠， 9錠中，

オウレン1.5g，オウノてク1.5g，オウゴン 3.0gおよび、

サンシシ 2.0gより製された水製エキス(黄連解毒湯エ

キス)900mg，ステアリン酸マグネシウム55mg，タル

ク55mg，カルボキシメチルセルロースカルシウム810

mg，デンプン270mg，メタケイ酸アルミン酸マグネシ

ウム80mg，その他.

試料 4:止潟薬，錠剤， 4錠中，塩化ベルペリン56mg，

アクリノール30mg，タンニン酸アルブミン300mg，ロ

ートエキス17mg，ビタミンBl硝酸塩 5mg，ビタミン

B22 mg，その他.

3.試料液の調製

試料1 粉末約 4gを50mlの共栓付き遠沈管に精密

に秤る.抽出溶媒は酒石酸 37m M， SLS 50 m Mを含む

55%アセトニトリル溶液とし，その40mlを加え， 15分間

超音波処理し，遠心分離後上澄液を分別する.残j査はさ

らに抽出溶媒20mlで同様の処理を 2回繰り返す.上澄

液を集め正確に 100mlとし，ろ紙でろ過後 HPLC用の

試料液とする.

試料2:試料20mlをとり抽出g.媒を加え正確に全量

100mlとする.これを 15分間超音波処理後ろ過し，

HPLC用の試料液とする.

試料3:粉末約 1gをとり試料 lに準じ HPLC用試

料液を調製する.ただし抽出は 2固とする.

試料4:粉末約 250mgをとり試料lに準じ HPLC用

試料液を調製する.ただし抽出は 1回とする.

4. HPLCによる定量

ベルペリン標品を試料液の調製で用いた抽出溶媒に溶

かし10-200μg/mlの標準系列をつくる.その 3-7

μfをHPLCカラムに注入し，得られたクロマトグラム

のピーク高きと濃度から検量線を作成する.試料液の注

入量は 5μL

HPLCカラム:LiChrosorb RP-18 (Merckハイノ〈ー

カラム) 7μm， 25cmX 4 cm.移動相:酒石酸37mM，

SLS 50 mMを含むアセトニトリル・水混液 (55: 45 

v/v%)，流速 1ml/min.検出 :UV検出器(340nm).

温度:室温

5. HPLCによる定性

ベノレペリンと同様， コプチジン，ヤトロリジン，パル

マチンおよびアクリノールはそれぞ、れ抽出溶媒に溶かし

標準溶液とする.各ピークの保持時間(以下九と略す)

および UV-VISスベクトルの比較により化合物の同定

を行う.

結果および考察

1. HPLC 測定条件の検討

移動相の検討赤田ら 13)，Misakiら叫により SLSを用

いるイオン対クロマトが報告されているが，測定条件は

繁雑で、あり，またベルペリンの分離に必要な移動相の検

討がされていないなど不備な点も多い.そこで著者らは



-200mMの間で、添加したところ，無添加で壮ベ/レぺリ

ンのピークは出現せず， 5 mMから 200mMに段階的

に濃度を上げることによって，たが'16.7分から 6.7分

まで減少した.ところが SLS200 mM付近で、はベルペ

リンとパルマチンのピークが充分に分離せず，定量に支

障をきたした.そこでべ/レペリンとパル?チンの分離度

(以下Rsと略す)と SLS濃度との関係を調べたところ，

Fig. 2.に示す結果となった.通常， HPLCによる定量

分析には Rs1.00以上が必要とされており 16t本条件下

では SLS25-75mMを添加した場合 Rs1.00以上を

得ることが可能であった.そして最大値は SLS50mM 

の時， Rs 1.35となった

最後にメタノール濃度について検討した.アセトニト

リル濃度 55%と酒石酸 37mMとSLS50mMとを一

定にし，移動相中のメタノール濃度を 0-15%と段階的

に変化させ，ベルペリンピークのたおよびピーク幅，試

料 ]-4の妨害ピークの有無について調べたところ，メ

タノールの濃度による各クロマトの変化はほとんど観察

きれなかった.そこで今回メタノールは移動相に加えな

いこととした.

以上の結果より，ベルべリンを比較的短時間に効率よ

く分離溶出させるために，移動相は，酒石酸 37mM，

SLS50 mMを含む 55%アセトニトリル溶液が最も良

いことがわかった.なおこの時ベルペリンの tRIは12.6

分，パルマチン， 11. 7分，コプチジン， 10.9分，ヤトロ

リジン， 8.5分，アクリノ-Jv，11.4分である.Fig.3. 
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試料]-4につき，移動相中の SLS，酒石酸，アセトニ

トリルおよびメタノールの各濃度を改めて検討すること

とした.

まずアセトニトリル 55%とSLS濃度 5.76g/ 1と

を一定にし，酒石酸濃度を 0-100mMの聞で8段階に

変化させ，ベルペリンピークの挙動を調べた.その結果，

酒石酸濃度が上昇するに従い，ピーク幅は狭くなり，らも

減少するが， 37mM以上ではピーク幅，んとも変化しな

くなった.

次に SLS濃度 5.76g/ 1と酒石酸濃度 37mMとを

一定にし，アセトニトリルの濃度について検討した.試

料 ]-3はベルペリンのピーク付近にパルマチン，コプ

チジンおよびヤトロリジンの各ピークを認める.そこで

アセトニトリル濃度を変化させ，これらの保持比(以下

k'と略す)を求めたところ， Fig.1.の結果を得た.すな

わち，logk'とアセトニトリル濃度は各ピークとも直線関

係を示したが，アセトニトリル濃度 70%てーはベルペリ

ンとパルマチンのピークが重なり，濃度が減少するに従

い次第に分離してきた.しかしらが長くなり，かつ分離

したピークの線幅は広がった.そこでアセトニトリルの

濃度は 55%が適当と考えた.

次に SLS濃度について検討した.アセトニトリル濃

度 55%と酒石酸 37mrほとを一定にし， SLS 濃度を 0

f車i古
小東

1.50 

1. 00 

0.50 

山
口
同
咽
〉
回
同

1
i
?
-
q
d
 

1.00 

4 
叫 0.80
ロ
，...; 
吋
〉

- 0.60 
ぷ

bO 
o 
，...; 

0.40 

0.20 

150 200 

SLS Concentration (mM) 

100 50 10 0
パげ

『

'
'
'
O
J
'V

 

F
J
'
 

V
 

(
 

汚

n

t

o

 

-工↑L
 a

 
r
 

n

u

;

 

6
凶

e
 

c
 

n
 

o
 

に
J

F

U

F

コ
N
 

F
U
 つJ

H
 

n
u
p
u
 

E
J
 

Dependence of Resolution (Rs) between 

Berberine and Palmatine on Sodium 

Lauryl Sulfate (SLS) Concentration on 

LiChrosorb RP-18 using 55% CH3CN 

contained with 37mM Tartaric Acid 

Fig.2. Dependence of log k' on CH3CN Concent-

ration for Berberine (1)， Palmatine (2)， 

Coptisine (3) and J ateorrhizine (4) on Li-
Chrosorb RP-18 using 20mM Sodium Lauryl 

Sulfal日 and:l7rrl:'lT Te:rlaric Acid 

Fig.1. 



116 Ann. Rψ. Tokyo Metγ Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

Samp1e 1 三笠史1e2 

1 
1 

4 

。 5 10 1S min 。 5 10 1S min 

三amp1e3 三旦p1e4 
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1 

5 

。 5 10 1S min 。 5 10 1S min 

Fig.3. Chromatograms of Samples 1-4 by HPLC on LiChrosorb RP-18 

using 50mM Sodium Lauryl Sulfate and 37mM Tartaric Acid in 

55% CH3CN as an Eluent 

1 : Berberine 2: Palmatine 3 : Coptisine 4: Jateorrhizine 

5: Acrinol 
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に試料1-4のクロマトグラムを示した.

測定波長の検討各標品のクロマトグラムの UV-

VISスペクトルを Fig.4.に示した.ベノレぺリンのスペ

クトルはパノレマチンおよび、ヤトロリジンのスペクトルと

一致し， 265nm， 345 nm， 420 nmに極大吸収を示す.

345nmの吸収は 265nmの吸収より吸光度がやや弱い

が，その吸収波長の選択性を考慮し，測定波長は 345nm

付近と設定した.なお，試料1-4のベノレぺリンピーク

の UV-VISスペクトルは，いずれも Fig.4.に示すスペ

クトルと一致した.すなわち本条件下では各ピークの定

ω 
υ 

0.30 

~ 0.20 
A 
f..j 
0 
凶

」コ
〈

0.10 

300 400 500 nm 

Fig. 4. Ultraviolet and Visible Absorption Spectra 

of Berberine (a)， Palmatine (a)， Coptisine 

(b)， Jateorrhizine (a) and Arcinol (c) 

量に妨害を及ぽす物質は存在しない.

2.検量線

ベルペリン 0.04-1.40μgの範聞で，注入量 (μg，X)

とピーク高き (cm，Y)の聞にはほぼ原点を通る良好な直

線関係が認められ，回帰直線 Y=15.14X+0.01 (r= 

0.9999， n= 8)を得た.

3.抽出条件の検討

抽出溶媒の検討試料1-4につき種々の溶媒による

抽出効率を検討したところ， Table 1の結果を得た.す

なわち， HPLC移動相と同じ組成の，酒石酸 37mM，

SLS50 mMを含む 55%アセトニトリル溶液を用いる

ことが最も良い結果となった.

抽出時間の検討試料lを用い， 5， 10， 15， 30， 45， 

60分間超音波処理したときの抽出率(二重測定の平均

値)は，最高値に対し 5分間で98.4%， 10分間で 99.5

%， 15分間で最高値が得られ，それ以降増加は認められ

なかった.

抽出回数試料lについて超音波処理を順次繰り返

し，抽出率(二重測定の平均値)を求めたところ， 1回

で89.6%，2回で99.2%，3回で最高値に達した.試料

2は抽出溶媒に完全に溶解し，試料3は1回で 98.3%，

2回てす表高値に， また試料4はI回で定量的に抽出され

た (Table2). 

以上の結果から，抽出溶媒は，ベルぺリンとイオン対

を形成する SLS50mMならびに酒石酸 37mMを含ん

だ 55%アセトニトリル溶液とし，超音波処理時間は 15

分間，抽出回数は試料lのように生薬粉末製剤jて含量の

低い検体については少なくとも 3回行うこととした.

Table 1. Effect!l of Various Solvents on Extraction of Berberine from Samples 1-

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4 

SLS Solution 2) 100 % 100 % 100 % 100 % 

Water 1.4 52.5 63.9 84.1 

Methanol 65.7 81.4 93.l 92.5 

50% Methanol 25.6 73.2 78.5 90.9 

Alkaline Methanol3) 43.4 65.6 76.9 73.4 

Ethanol 58.0 82.1 17.8 88.5 

50% Ethanol 42.0 80.5 89.9 89.4 

1) Each maximum value is indicated as 100 per cent. 
2) SLS Solution is 55% "CH3CN containing 50mM sodium lauryl sulfate and 37mM tartaric acid. 

3) Alkaline Methanol is the mixture of 5% ammonia water and methanol (1 : 3). 
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4.添加回収実験 注入したクロマトグラムは，いずれも 15分以降にピ一

試料 1-4につき添加回収実験を行ったところ，ほぽ クを認めず，極めて短時間で分析が可能であった.また，

100%の回収率を得た.また定量精度についても充分満 ベルペリンのピークを妨害するピークは出現せず，定量

足できる結果であった (Table3). に支障をきたすことはなかった.

5.市販製剤中のベルペリン含量 市販製剤44検体を， (A) 主として生薬粉末よりなる

市販製剤 44検体につき今回設定した条件で分析し 製剤， (B) エリキシル剤である内服液剤， (C) 漢方

た.製剤の抽出液を前処理することなしに直接カラムに 処方エキス製剤， (D) 塩化ベルペリンあるいはタンニ

Table 2. Effect¥l of Repeated Extraction Times with the SLS Solution2) on Determination of 

Berberine in Samples 1-4 

Times 1 2 3 4 

Sample 1 89.6 % 99.2 % 100.0 % 100.0 % 

Sample 23
) 100.0 

Sample 3 98.3 100.0 100.0 

Sample 4 99.9 100.0 

1) Each maximum value is indicated as 100 per cent. 
2) T4~ SLS Solution is 55% CH3CN containing 50mM sodium lauryl sulfate and 37mM tartaric 

aClQ 
3) Sample 2 was dissolved completely in the SLS Solution. 

Table 3. Recoveries of Berberine Chloride added to Samples 1 -4 

Runs Added Recovery CV 

Sample 1 (4.0 g) 5 10 mg 96.65 % 1.28 % 

Sample 2 (20 ml) 5 10 99.89 1.18 

Sample 3 (1.0 g) 5 10 98.85 2.29 

Sample 4 (500 mg) 5 25 99.69 2.50 

Table 4. Analytical Resultsl) of Berberine Chloride2
) in 44 Commercial Preparations 

Group A3) B4) C5) D6) 

(Number) ( 12 ) ( 10 ) ( 13 ) ( 9 ) 

Max. 91.76 30.69 56.21 292.23 

Min. 2.52 6.86 2.49 92.32 

Mean 38.80 16.26 28.07 205.07 

1) The content of berberine chloride in the administration dose per day is indicated as mg. 
2) The contents of berberine and berberine tannate are evaluated as one of berberine chloride. 
3) This group's preparations are mainly made of powdered crude drugs. 
4) This group's preparations are the elixirs of liquid medicine for oral use. 
5) This group's preparations are the dry extracts of oriental pharmaceutical medicine 
6) This group's preparations are compounded with berberine chloride or berberine tannate. 
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ン酸ベルペリンの配合された製剤，の4グループに分け，

Aグループ。は試料 1，Bグループは試料2，Cグループ

は試料 3，Dグループは試料に準じ，試料液を調製し

分析したところ， Table 4の結果を得た.定量値は薬剤

の1日投与量中のベルペリン含量を塩化ベルペリンに換

算したものである.これらのグループのなかではDグル

ープが他のグループに比べ極めて高い数値を示した.

結論

イオン対クロマトによる製剤j中のベノレぺリンの定量法

を検討した.固定相は LiChrosorb RP司18，検出は

UV 340nmとし，移動相は酒石酸酸性下，アセトニトリ

ル濃度 55%，SLS 50mMを添加したものが，他成分と

の分離上最適な溶媒と結論づけられた.製剤からの抽出

には移動相と同一組成の溶媒を用い，超音波処理により

極めて短時間で抽出可能であった.本法は種々の医薬品

製剤中のベルペリンの一斉分析法として充分適用できる

と考える.

謝辞本研究にあたり標準物質コプチジン，ヤトロリ

ジンおよび・パルマチンを快〈提供された，北里大学薬学

部生薬学教室古谷力教授ならびに同スタッフの諸先生

に深謝致します.
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非ピリン系かぜ薬の定量法(第 3報)

抗ヒスタミン剤

中山京子ぺ高橋美佐子ぺ岩崎由美子ぺ秋山手口幸*

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

An tihistaminics 

KYOKO NAKA YAMAへMISAKOT AKAHASltI*， YUMIKO IW ASAKIホ

and KAZUYUKI AKIY AMA本

Keywords:非ピリン系かぜ薬 non-pyrin preparations for common' cold，抗ヒスタミン剤 anti-

histaminics， H 1遮断薬 H，-blockers，ガスクロマトグラフィー gas chromatography，高速液体ク

ロマトグラフィー high performance liquid chromatography， 比色定量 colorimetry， 非水滴定

nonaqueous titration， 蟻酸ジフェンヒドラミン diphenhydramine hydrochloride， マレイン酸クロ

ルフエニラミン chlorpheniramine maleate 

はじめに

非ピリン系かぜ薬の定量法1-3)の一環として，今回は抗

ヒスタミン薬， H，一遮断薬として代表的な塩酸ジフェン

ヒドラミン(以下 DHと略す)とマレイン酸クロルフェ

ニラミン(以下 CPと略す)について定量法の検討を行っ

た.DHは抗ヒスタミンの先駆として，わが国にも早くか

ら紹介され最も通常用いられる抗ヒスタミン薬の一つで

あるが，配合変化の多い薬品のため単一製剤かサリチル

酸，タンニン酸塩として配合されている.また 8ークロ

ルテオフィリンとの複合体ジメンヒドリナートとして鎮

掌薬に用いられている.CPは抗ヒスタミン薬中，最も作

用が強〈副作用の少ないものの一つであり，総合感冒剤，

特に持続性製剤に用いられ，また点眼薬，点鼻薬など多

くの製剤に配合されている.定量法として日局では DH，

CPとも過塩素酸で非水滴定4)により定量している.

混合製剤は厚生省の例示試験方法町により，比色定量法

については DHはブロムフェノールブルー法， 2.4ージ

ニトロフェニルヒドラジン法， CPは臭化シアン法，塩化

シアン法により定量される場合が多い. しかしそれぞれ

の呈色反応は選択性が少なし他の配合薬品との分離な

どに繁雑な操作を必要とする.また高速液体クロマトグ

ラフィー(以下 HLCと略す)は生薬主剤のかぜ薬など配

合薬品により繁雑な前操作を必要とする.そこでわれわ

れは，簡単な操作で定量の特異性や精度の向上か期待で

き，かつ同時定量が可能な方、スクロマトグラフィー(以

下 GCと略す)による定量法を検討した.本法は DHお

よびCPを遊離塩基型として分離測定する方法で，従来

の試験法と比較検討を行った結果，良い成績が得られた

ので報告する.

実験の部

使用機器 GC:目立 163型ガスクロマトグラフ，積

算機:島津クロマトパック RIA，HLC:目立 635型高

速液体クロマトグラフ， UVディテクター:日本精密

NS-310A， UVモニター:島津ボ、シュロム分光光度計ス

ベクトロニック 70UV.

標準品 CP， DH:日局の医薬品を用い，いずれも乾

燥し定量するとき 99.0%以上を含有するもの.内部標準

物質(以下1.S.と略す) :日局収載品または和光純薬試

薬特級を用いた.

試料医薬品製剤lは行政検体として衛生局薬務部より

送付された日局製剤，総合感冒剤IJ，生薬を主剤とするか

ぜ薬，持続性鼻炎用カプセル製剤その他を用いた.そ

の剤型が錠剤，カプセル剤(内容物のみ)，分包剤(内

容物のみ)の場合はそれぞれ 10個以上をとり，その平

均重量を算出し，乳鉢でよく研和して均質な粉末とし，

シロップ剤はそのまま，あるいは水で希釈して試料と

した.

試薬，試液特に本文に記載のないものは日局または

*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 

・TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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日局により調製したもの，および和光純薬試薬特級を用

いfこ

GCによる定量法

I. CPの定量法

1.総合感冒剤

1) 内部標準溶液の調製 フタル酸ジ-ll-フゃチル 100

mgをとりクロロホルム 100mlに溶かし，これを内部標準

溶液とする.

2) 標準溶液の調製 CP標準品を 105。で3時間乾燥

し，その約80mgを精密に量り，水を加えて溶かし，正確

に 100mlとする.これを標準原液とする.この液2mlを

正確に量り，共栓遠心沈殿管に入れ，これに水3ml，ア

ンモニア試液 5mlおよびヘキサン25mlを正確に加えて

15分間激しく振り混ぜた後， 2分間遠心分離し，上澄液

15mlを正確にナス型フラスコにとり，ロータリエパポレ

ーターを用いて40。以下で溶媒を留去する.残留物はデシ

ケーター(シリカゲル)で乾燥し，これに内部標準溶液

1mlを正確に加えて、溶かし標準溶液とする.

3) 試料溶液の調製 CP約 1.6mgに対応する試料を

精密に量り，共栓遠心沈殿管に入れ，水 5mlを加えて試

料を分散させた後，アンモニア試液5mlおよび‘ヘキサン

.・・・以下標準溶液と同様に操作し試料溶液とする.

シロップ剤は水で適量にした後，塩化ナトリウム 5g，

アンモニア試液5mlおよびヘキサン・・・・以下同様に操作

し試料溶液とする.

4) 測定標準溶液および試料溶液をそれぞれ2μfとり

日局10一般試験法第6項「ガスクロマトク、、ラフ法」の内

部標準法およびピーク面積法に従い次の条件により測定

する.分離用カラム:10%F-50/ChromosorbW(AW-

DMCS) 60-80 meshを内径3mmX長さ2.0mのガラス

カラムに充てんして用いる.検出器:水素炎イオン検出

器，温度:カラム(C.T.)220ロ，注入口(1.T .)250
0

，感度:16X 

102，キャリヤーかス:N2 40 ml/min. 

2. 持続性製剤(穎粒)

1) 内部標準溶液の調製 1.-1.と同じものを用い

る

2) 標準溶液の調製 1.-1.に用いた標準原液 2ml

を正確に量り分液漏斗に入れ，水 48ml，強アンモニア水

5mlを加え，ヘキサン50mlずつで、4回抽出する.ヘキサ

ン層は順次無水硫酸ナトリウムを用いて脱水ろ過する.

全ヘキサン抽出液を合わせロータリエパポレーターを用

いて低温(40。以下)で溶媒を留去する. ・・・・以下1.-1.

の標準溶液の調製と同様に操作し標準溶液とする.

3) 試料溶液の調製 CP約 8mgに対応する試料を精

密に量り方ラスまたはメノー乳鉢に入れ，水少量を加え

て練りつぶし，水 200mlを適量ずつ用いて乳鉢中の残留

物を洗いつつ 250mlのメスフラスコに移す.メスフラス

コを 65-75。の水浴中でときどき振り混ぜながら 1時間

温浸し， i令後水を加えて正確に 250mlとする.この液を

ろ過し，はじめのろ液 10mlを捨て，つぎのろ液 50mlを

正確に量り分液漏斗に入れ，強アンモニア水5mlを加え，

ヘキサン 50mlずつで、4回抽出する.・・・・以下標準溶液

と同様に操作し試料溶液とする.

4) 測定 1.一1.と同様に操作し測定する.

11. DHの定量法

1) 内部標準溶液の調製 フタル酸ジ・ll-プチル 50

mgをとりクロロホルム 100mlに溶かし，これを内部標

準溶液とする.

2) 標準溶液の調製 DH標準品を 105。で 3時間乾

燥し，その約125mgを精密に量り，水を加えて溶かし，

正確に 50mlとする.この液5mlを正確に量り，共;栓遠心

沈殿管に入れ，これにアンモニア試液5mlおよび内部標

準溶液 25mlを正確に加えて15分間激しく振り混ぜた

後， 2分間遠心分離し，クロロホルム層を分取する.ク

ロロホルム抽出液は無水硫酸ナトリウムを用いて脱水

し，標準溶液とする.

3) 試料溶液の調製 DH約12.5mgに対応する試料

を精密に量り，共栓遠心沈殿管に入れ，これに水5mlを

加えて試料を分散させた後，アンモニア試液5mlおよび

内部標準溶液 25mlを正確に加えて・・・・以下標準溶液と

同様に操作し試料溶液とする.

4) 測定標準漆液およぴ試料溶液をそれぞれ 2μf

とり1.-1.と同一条件で測定する.

実験結果および考察

定量法1.-1.による市販製剤のガスクロ?トグラムを

Fig.l.，定量法IIによる市販製剤jのガスクロマトグラ

ムを Fig.2.，またかぜ薬の標準混合溶液のガスクロマ

トグラムを Fig.3.に示す.いずれも良好な分離が得ら

れた.

1. 充てん剤，分析条件の検討

定量法の製剤への応用を検討するために，通常かぜ薬

に配合されている医薬品を用いモデル処方，および標準

溶液の混合溶液を作り，次の充てん剤について至適カラ

ム混度，キャリヤーガス (N2) 流量，保持時間などを検

討した結果，次のとおりである.

1. CP， DHとも測定可能なもの

分離用カラム:10% F-50/ChromosorbW (AW-

DMCS) 60-80 mesh内径3mmX長さ2.Om，C.T.2200，
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Fig.3. Gaschromatogram of Standard 

Mixture. 

Peak 

1 dl.Metylephedrine (0.5μg) 

2 Ethenzamide (0.5μg) 

3 Acetaminophen (1.0μg) 

4 Caffeine (1. 0μg) 

5 Diphenhydramine (0.5μg) 

6 ・Di.n.butylPhthalate 

(I.S.; 0.5μg) 

7 Chlorpheniramine (0.5μg) 

10 

HetenヒionTime (min) 

Fig. 2. Gaschromatogram of Pharmaceutical 
Preparation. 

Peak 

1 dl.Metylephedrine 

2 Ethenzamide 

3 Caffeine 

4 Diphenhydramine 

5 Di.n.butyl Phthalate (I.S.) 

。

Fig.l . Gaschromatogram of Pharmaceutical 
Preparation. 

Peak 

1 dl.Metylephedrine 

2 Ethenzamide 

3 ・Caffeine

4 Di.n.butyl Phthalate (I.S.) 

5 Chlorpheniramine 

102，この条件では DHとカフェインの分離が不十分な

ので，カフェインの配合されていない製剤で測定可能で

ある.ノスカピンとフタル酸ジーn.ブチルのピークは重

なるため別の1.Sを選択する.

3. DH のみ測定可能なもの

分離用カラム:5%QF1 +0.1%po!y.A-103/Gasch. 

romQ80 -100mesh内径 3mmX長さ1.0m，C.T.l90"， 

1.T.240"， N250ml/min.，感度32X102，この条件では

CPとエテンザミドの分離が不十分なので，エテンザミ

ドの配合されていない製剤で測定可能で、ある.アセトア

ミノフェンの保持時間は10.6分と遅くなり，ピークはブ

1.T.250"， N250ml/ min，感度 16X102以上の条件で

測定した保持時間(分)は次のとおりである.d!ーメチ

ルエフェドリン1.1，エテンザミド1.9，ベンゾフェノ

ン(1.S.)2.1，アセトアミノフェン 2.3，カフェイン 4.1，

ノスカピン 4.4，DH 4.8，アミノピリン(1.S.)5.5，フタ

ル酸ジーn.ブチル(1.S.)5.7， CP 7.5これら10種は完全に

分離する.

2. CPのみ測定可能なもの

分離用カラム 5%SF-96+0.2%versamide 900/ 

GaschromQ(AW.DMCS) 60-80 mesh内径3mmX長

さ1.0 m， C.T.200o
， I.T.240o

， N250ml/ min.感度 16X
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ロードである.分離用カラム:5% SE-30/Chromosorb 

W (A W-DMCS) 80-100 mesh内径3mmX長さ2.0m，

C.T.1800

， I.T.240
0

， N250ml/min.，感度 32X102，こ

の条件では CPは検出きれないがI.T.を2700にすると

検出できる.

4. その他

分離用カラム 2%OV-17/ChromosorbW(AW田

DMCS)60-80 mesh内径3mmX長さ 2.0m， C. T.2000， 

I.T.2200

，この条f牛ではエテンザ、ミド，フェナセチン，カ

フェイン，アミノピリン(1.S.)は検出されない.他の試料

も分離が不十分で、ある.

分離用カラム 1.5%OV-1/ShimaliteW(AW-

DMCS)80-100 mesh内径3mmX長さ2.Om， C. T.2000， 

I.T.220ロ，では，アセトアミノフェンか検出されず，他の

成分も分離が不十分である.

II. 1.S.の検討

べンゾフェノン，アミノピリンおよびフタル酸ジ -n

-ブチルを用い上記の分離用カラムで、検討を行った結

果， 10%F-50/ChromosorbW(AW-DMCS)と 5%

QF 1+0.1 poly-A-103/GaschromQは，すべてのI.S

が用いられる. 5 %SF-96十0.2%versamide900/Gas目

chromQ(A W-DMCS)はべンゾフェノンとエテンザミド

の分離が不十分で‘ある.

以上の結果より，これらの充てん剤の中で 10%F-50/

Chromosorb W(A W-DMCS)60-80 mesh内径3mmX

長さ 2.0m， C.T.21O-2200

， I.T.240-2500

， N240-50 

ml/min.の条件で測定するとき，成分の分離，保持時間

が定量分析に適しているものと考えられた，また 1.S.は

今回の GC条件ではフタル酸ジ四n匂ブ、チルが適当と思わ

れる.しかし配合薬品により，適宜アミノピリン，べン

ゾフェノン，フェナントレン，フルオランテン，n-ド

コサンを用いる.

III.抽出操作，溶媒の検討

1. CP モデル処方および市販製剤について抽出溶

媒をヘキサン，クロロホルムおよび、エタノールを用いて

定量法I.-1.に従って， 10%F-50/ChromosorbW 

(AW心MCS)・・・・，および5%SF-96+0.2%versamide-

900/GaschromQ(A W-DMCS)・・・・について検討を行

った結果，主成分のモデル処方ではいずれも抽出率はほ

ぼ 100%である.市販製剤で、はヘキサンで抽出した場合，

CPを目的とした定量ではCPに対しては十分な溶解性を

示すが他成分の溶解性は低<，例えばノスカピンが配合

されている製剤でもその溶解性が低いため妨害がなく良

好なピークが得られる.しかしアスピリンアルミニウム，

地竜エキス散およびdーボルネオールの配合された混合

製剤では CPの抽出率が悪かった.ヘキサンに特に溶解

性の高い物質が配合されているときは，妨害きれる場合

もある.

クロロホルムによる抽出率は上記の製剤でも非常に良

好で，モデル処方では分離も良〈最も良好なガスクロマ

トグラムが得られたが，他成分の溶解性も高いため配合

薬品により CPやI.S.tこ影響してピークもブロードに

なり妨害する.エタノールは CPの抽出率が悪<，他の

抽出成分が妨害する.抽出方法としては直接内部標準

溶液を用いて抽出する方法が誤差も少なく良い方法で

あるが，製剤中の CPの配合量が少量なので秤取する

試料量が多くなるため上記の方法では抽出率，および

I.S.との対応量に問題があり適当ではない.また 1錠

(個，包，ml)のCP含量の多少により，抽出溶媒のヘ

キサンおよび内部漂準溶液の量を加減することによ

り，多種多様な製剤に配合されている CPの定量がで

きるので I法を採用した.

2_ 持続性製剤中の CP 製剤中の多くは定量法 1-

1.で良好な結果が得られた. しかし持続性を維持するた

め安定剤，結合斉U，被覆剤を工夫して用いているため抽

出率が約 50%のものもあり，水でねりつぶしたとき約

60%で，良好な結果か‘得られたのは更に水です旦浸する操

作を加えた1.-2.による方法であった.

3. DH 市販製剤は簡単な配合処方のものが多く直

接エタノール，クロロホルムで抽出し定量できるものも

ある. しかし抽出率を上げ，配合分量の大きいアセトア

ミノフェンなどをのぞ、くためアルカリ性にして抽出し

た.また内部標準溶液で直接抽出して行った結果，満足

する成績が得られた.

4. その他 アルカリ試薬としてアンモニア試液，ア

ンモニア・塩化アンモニウム緩衝液，水酸化ナトリウム

試液を用いて行ったが定量結果に差はなかった.ただし

持続性製剤jには強アンモニア水を用いた. また賦形薬

としてメタケイ酸アルミン酸マグネシウムなどがイ変われ

ている場合は試料を 0.1N HCIで抽出，一定量にした

後，その一部をとりI.-1.に従って定量する方法が抽出

率が上り良い結果が得られた.

また最近多く市販されてきた製剤として，軟カプセル

剤がある.この製剤は製造直後は妨害物質が認められな

いが， 3年以上経過したものは妨害物質が出るものもあ

る.またカプセル中に CPが溶けこむおそれもあるので

カプセルそのままを加温溶解し，駿，アルカリ処理により

妨害物質をのぞき，抽出する.



124 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

IV.検量線および再現性

CP， DHのそれぞれ標準品を用い濃度の標準溶液系列

を作り，定量法1.-1.， ll.にそれぞ、れ従って操作を行い，

I.S.に対するピーク面積比 (x)を求めて検量線を作製す

るとき，検量線の回帰直線の式は CP(y， mg) : y= 1. 739 

x+0.002， r=1.000. DH(y， mg) : y=2.294x+0.000， 

r=1.000である.この式からわかるように 2成分ともほ

ぽ原点を通る直線となった.定量法I.-1.および 11.で

はフタル酸ジーn・プチlレ(I.S.Hこ対する比率がCP，DH 

いずれも 0.5-2.0の範囲で，装置の設定感度を切り変

えずに精度よく測定できた.また再現精度(C.V.n=

3 )は CP:0.41 %， DH: 0.21 %である.

V.他の配合成分の影響について

モデル処方およびモデル処方より CP，DHを除いた

合成試料について I.S.を加えないで‘定量法に従い試験し

た結果，各被検成分およびI.S.の保持時間に対応する位

置に測定の障害となるピークを認めなかった.また上記

合成試料に被検成分を添加した試料につき同様に操作し

た結果，回収率はいずれも 98.0%以上であり，他の共存

成分などによる影響は認められなかった.今回試料とし

た製剤には以下のような成分が配合されていた.かぜ薬

にはアスピリン，アスピリンアルミニウム，アセトアミ

ノフェン，ブセチン，エテンザミド，ノスカピン， dl-塩

酸メチルエフェドリン， リン酸ジヒドロコデイン，臭化

Table 1. Comparison of Analytical Methods 

for Determining CP in 

Pharmaceutical Preparations. 

Sample 

No. Colorimetry GC HLC 

1 91.59 92.13 

2 95.22 95.25 

3 96.35 97.81 

4 101. 23 100.85 

5 99.99 101.12 

6 95.58 98.60 

7 103.71 103.50 

8 102.36 102.25 102.40 

9 97.52 100.15 99.62 

10 105.90 108.10 104.55 

Each values are expressed as ratio (%) to 

labeled amount. 

水素酸デキストロメトルファン，クエン酸カルぺタベン

タン，ヒベンズ酸チベピジン，グアヤコールスルホン酸

カリウム，グリセリンモノグアヤコールエーテル，カフ

ェイン.持続性製剤には塩酸フェニルプロパノールアミ

ン，塩酸フェニレプリン.生薬を含有するかぜ薬にはカ

ッコン，ケイヒ，シャクヤク，カンゾウ，地竜，ショウ

キョウ，セネガ，タイソウ，マオウ，ベラドンナエキス.

ビタミンはチアミン， リボフラビン，アスコルビン酸，

へスベリジン，ニコチン酸アミドが配合されていた.

これらは GCの結果，通常用いられる配合量では，そ

れぞれの目的成分の定量には直接影響しないことがわか

った.

VI.他の試験法との比較検討

市販製剤中の CPおよびDHについて日局，厚生省の

例示試験方法5)による比色法， HLC法と今回検討した

GC法の比較を Table1および2に示す.比色による

CPおよびDHのそれぞれの呈色反応機構を chart1に

示した.

非水j商定法は抽出液が濁ったものもあり指示薬法のた

め若干高い値になったと考えられる. CPの臭化シアン

法は CP構造中のピリジン環を臭化シアンで開裂させた

のち，アニリンでカップリングさせて生じた呈色を測定

する方法である.この比色法の問題点として，試薬の臭

化シアンの猛毒性と繁雑な操作，またピリジン環を有す

Table 2 . Comparison of Analytical Methods for 

Determining DH in Pharmaceutical 

Preparations. 

Sample 

No. Titration Colorimetry GC HLC 

l 96.87 95.68 

2 101.82 96.20 

3 108.43 102.19 

4 98.59 98.82 

5 96.18 97.23 

6 96.82 96.25 

7 103.72 105.60 102.18 

8 107.10 104.77 

Each values are expressed as ratio (%) to 

labeled amount. 
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Chart 1 ( 1) Chlorpheniramine Maleate (Cyanogen Bromide Method) 

( 2) Diphenhydramine Hydrochloride (2.4 -Dinitrophenylhydrazine Method) 

るもの，例えば抗ヒスタミン剤のマレイン酸カルビノキ

サミン，塩酸トリプロリジン，塩酸トンジルアミンおよ

びニコチン酸アミドが妨害することである. DHの2.4

ージニトロフェニルヒドラジン法は酸化剤でDHを分

解してベンゾフェノンとし，ヒドラゾン生成により定量

する方法で抗ヒスタミン剤のトンジルアミン，アリメ?

ジン，またアセトアミノフェン，フェナセチンなどが効

害する.HLC法8)は薬局製剤，点眼剤および点鼻薬など

簡単な製剤にはそのまま又は溶媒抽出する簡易な操作で

定量できる利点もある.しかし同じ分離用カラム，洛離

液を使用しでも前回ピークが分離していたものが今回は

重なる場合があり，再現性の確保には GC以上に多くの

要因の管理が必要である.また持続性製剤，糖分を含む

内服液，生薬成分を含む製剤では前操作の検討も必要と

なる.以上のように他の試験法は繁雑な操作や妨害成分

がある.そこで簡便で迅速かつ精度の高い試験法を確立

するために GC法を選択し従来の試験法と本法とを比

較検討した結果，測定値には差が認められず (P<0.05)

また測定精度についても規格定量試験として十分信頼で

きるものと考えられる.

まとめ

かぜ薬の成分の定量法として，従来個々の比色定量法

が用いられてきたが，抗ヒスタミン剤として配合されて

いる CPとDHについて簡単な抽出操作で定量の特異

性や精度の向上が期待でき，かつ同時定量が可能な GC

による定量法を検討した.その結果， CP， DHいずれも

フタル酸ジーn-フボチル(1. S.)， 充てん剤 10%F-50/

ChromosorbW(AW-DMCS)60-80 meshを用いた GC

法により迅速かつ精度よく定量することができた.この

定量結果は従来の試験法と比較しても差がなく，一斉収

去による行政検体の試験法として十分に適用できる.

また配合薬品により定量に障害がある場合は，抽出溶

媒，内部標準物質を選択して行うことで適用できるもの

と考えられる.
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ゴム製噌乳用具からの第 2級アミンの溶出と Nーニトロソアミンの生成について

水石和子ぺ竹内正博ヘ風間成孔*

Migration of Secondary Amiites from Rubber Nipples and Pacifiers， 
and Formation of Nitrosamines 

KAZUKO MIZurSHI*， MASAHIRO T AKEUCHI* and MASA YOSHI KAZAMAホ

Migration test of secondary amines (sec-amines) and nitrosamines (NNAs) from rubber nipples 

and pacifiers was p巴rformedaccording to the German regulation procedure. Rubber nipple samples 

were soaked in simulate saliva solutions containing sodium nitrite for 24 hr at 400

• Secondary amines 

migrated into the solutions w巴redimethylamine (0.50-29 ppm)， diethylamine (0.7-330 ppm)， di-n-

propylamine (0.1-1.8ppm)， di-n・butylamine(0.10 -93ppm) and piperidine (0.40 -19ppm)， and NN As 

were N-nitrosodimethylamine (4.0-15ppm) and N-nitrosodiethylamine (13-24 ppb). When the 

solutions were acidified (pH 1) and incubated at room temperature for 30 min， NNAs were formed 

corresponding to the sec-amines migrated. The levels of NNAs formed were N-nitrosodi-

methylamine， 5.0 -75 ppb; N -nitrosodiethylamine， 7.5 -1300 ppb ; N“nitrosodipropylamine， 110 -400 

ppb. The ratios of NNAs formed tothe sec-amines migrated into the solutions were higer than those 

to the standard sec-amines added. 

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

chromatography， 

緒 言

ゴム製のH甫乳用乳首に加硫促進剤由来の n-ニトロソ

アミン(NNA)およびその前駆物質が含まれていること

は，既にヨーロッパ，アメリカで乳児の生命と健康を脅

かす問題として取り上げられている 1) 西独では2)，1982 

年 1月からコゃム製崎乳用乳首について洛出規制を行なっ

ており， NNAの溶出量を pH7で 10ppb以下， pH 1 

で200ppb以下と定めている.一方Jアメリカでは FDA

が3)乳首に含まれる NNAを市販品は 1984年 1月から，

病院用は同3月から 60ppb以下に，さらに 1985年 1月

からは全て 10ppb以下とするいわゆる NNAの材質規

制を発表した.

これら両国の規制を考慮して，わが国でも厚生省を中

心に規制措置の検討が進められている.現在のところ，

西独方式の溶出規制とするか，アメリカ方式の材質規制

とするのか明らかでないが，いずれにしても試験法の整

備，確立が急がれるところである.著者らは4)これまで溶

出試験について検討してきたが，今回は特に西独の規格

試験法に基づいてゴム製崎乳用乳首の溶出試験を行なっ

た.また同時に第2級アミンのニトロソ化率について検

討し，若干の知見を得たので報告する.

実験

l 試料

1983年 6月一 8月および 1984年 3月の 2回に渡っ

て，都内のデパートおよびスーパーマーケットで購入し

た乳首およびおしゃぶり 20検体を試料とした.

2 試薬

i) NNA標準溶液:東京化成製 Nーニトロソジメ

チルアミン(NDMA)，N-ニトロソジエチルアミン

(NDEA)， N-ニトロソジ-n・ブチルアミン(NDBA)，関

東化学製 N-ニトロソジ-n-プロピルアミン (NDPA)，

N-ニトロソピベリジン(NPi)および SIGMA社製 N-

ニトロソモルフォリンを特級ジクロルメタンに溶かして

使用した.第 2級アミン標準溶液:関東化学製ジメチル

ホ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 Laboreitory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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アミン(DMA)，ジエチルアミン(DEA)，和光純薬製ジー

n-プロピルアミン (DPA)，ジ-n-フゃチルアミン (DBA)，

ピベリジン(Pi)および東京化成製モルフォリン (Mor)

を蒸留水に溶かして使用した.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および亜硝酸

ナトリウム 30mgを11の蒸留水に溶かした.

3 装置および測定条件

TEA-GC: Thermo Electron社製熱エネルギー分析器

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 WAW， 60-80 mesh)を内径3mm，

長さ 3mのガラスカラムに充てんしたものを使用した.

FTD-GC:島津製 GC-7Aに FTDを取りつけたもの

DMA DPA DBA 

DEA 
Mor 

Pi 

を使用した.カラムは Amipack124 (80-100 mesh)を

内径3.2mm，長さ 2.1mのかラスカラムに充てんした

ものを使用した.

Fig 1， 2に標準の NNAおよび第 2級アミンについ

て得られたクロマトグラムを示す.

4 操作法

i )溶出試験:試料 10gを細切(5mm角)し，亜硝酸

ナトリウム 30ppmを含む人工唾液 50mlに 40。で 24

時間浸潰した.浸漬液すなわち溶出液 20mlについてジ

クロルメタン 30mlで3回抽出を行い，抽出液を KD濃

縮器で濃縮し，濃縮液を試験溶液ωとした.他の 20ml

には， 1 N塩酸4mlを加え pH1とし室温で 30分間

放置後， 1 N水酸化ナトリウム 4mlを加えて中和し

た.ジクロルメタン 30mlで3回抽出し，抽出液を挽縮

し，濃縮液を試験溶液(B)とした.試験溶液ω1，(B)につい

NDMA 

NDEA 

NMor 

o 2 S min 0 5 

(B) 

lOmin 0 5 10 lS min 

(A) 

Fig. 1. FTD-GC Chromatograms of sec-Amines 

Column : Amipack 124 (80-100mesh) 

2.1mX3.2mm i.d. Temp.; A， 

80'C (DMA， DEA) B， 160'C 

(DPA， Mor， Pi， DBA) 

Detecter : Flame Thermionic Detector 

DMA : Dimethylamine 

DEA : Diethylamine 

DP A : Dinpropylamine 

Mor : Morpholine 

Pi : Piperidine 

DBA : di-n-butylamine 

Fig. 2. TEA -GC Chromatograms of Nitrosamines 

Column: 20% Versamide 900/Chromosorb 

WAW (60-80mesh) 3mX 3mm 

i.d.， Temp.; 200'C 

Detecter : Thermal Energy Analyzer 

NDMA: N-Nitrosodimethylamin巴

NDEA: N-Nitrosodiethylamine 

NDPA: N-Nitrosodi-n-propylamine 

NMor: N-Nitrosomorpholine 

NPi : N-Nitrosopiperidine 

NDBA : N-Nitrosodi-n-butylamine 
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て TEA-GCでニトロソアミンを測定した.残りの溶出 結果および考察

液について FTD司GCで第2級アミンを測定した. (Fig. i)標準第2級アミンのニトロソ化率:Table 1に示

3) すように各 100μgの標準第 2級アミンを添加した場合

ii)標準第2級アミンのニトロソ化:人工唾液 20ml は NDBAのみの生成が認められ，他の NNAの生成は

に DMA，DEA， DP A， Pi， Mor各 100μg(200ppm i容 認められなかった.各 1000μg添加の場合は NDBAお

液0.5ml)または各1000μg(2000ppm溶液0.5ml)を よぴ NDPAの生成が認められたが，アミン量に対する

添加し， 1 N塩酸 4mlで pH1としてから室温で30 生成 NNAの割合(ニトロソ率)は 100μgの場合と比べ

分開放置後，生成した NNAをi)に準じて定量した. てかなり低い値となった.

20ml 

Sample (sIiced) 10g 
Buffer soIution 50 ml 
(simulate仙 a
containing 30ppm N aN02 

40'C， 24hr 

20ml 

extract with Dichloromethane add IN HCI 4 ml 
I 30mlx 3 

C01cent附 byKD 

Test soIution 

TEA-GC 

stand伽 30mTat…temp 

add 1N NaOH 4 ml 

extract with Dichloromethane 
I 30mlX 3 

conC7ntraMy KD 

Test soIution 

TEA-GC 

Fig.3 .AnalyticaI Method for sec-Amines and 

Nitrosamines in Rubber Nipples and Pacifiers 

10ml 

FTD-GC 

Table 1. Yield of Nitrosamines Formed from Standard sec司Aminesat pH 1 

Amines (Added)1 ) Yield of Nitrosamines (%) x (cv%戸)

100μg NDBA3) 0.19 -0.44 0.33(27.3) 

1000μg NDPA4) 0.008-0.02 0.013(30.8) 

NDBA4) 0.064-0.10 0.075(16.0) 

1) Amines added were DMA， DEA， DPA， DBA， Pi and Mor. (Each 100μg or 1000μg) 

2) n= 5 

戸 3) Only NDBA was formed， the other nitrosamines were not formed. 

4) NDP A and NDBA were formed. 
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Mirvishらによれば5，6)亜硝酸ナトリウムによる第 2

級アミンのニトロソ化反応の速度は， pHによって大き

く景縛され pH3付近が最高となる. したがって，胃内

の pHを想定した本条件下におけるニトロソ化反応は，

極めて低い収率でしか進行せず，そのため繰り返し実験

のバラツキも非常に大きくなっている.

ii)乳首から洛出した第 2級アミンのニトロソ化率:

Table 2に示すように，第 2級アミンを溶出する乳首

A， B， C， Dの4種についてニトロソ化率を検討した.

向一試料について 5回溶出試験を行ったところ， DMA， 

DEA， DBA， Piが平均 5.5-138ppm(試料当りの濃度)

溶出し，それらの変動係数は 4.5-13%であった.また，

それぞれのアミン溶出液について pH1でニトロソ化

反応を行ったときに生成する NNAは平均 18-504

ppb (試料当りの濃度)であり，変動係数は 20-66%と

かなり大きくなった.溶出アミン量に対する生成 NNA

量の比すなわち生成率は平均 0.1-1.0%で，変動係数は

22-63%とかなり大きい値であった.以上のことから，

溶出液中で、のニトロソ化率は標準の第 2級アミンの場合

より高しまた NNAの生成のバラツキが大きし同一

試料でもニトロソ化にかなり変動がみられることがわか

った

iii)溶出液中のニトロソ化促進因子の有無:溶出液中

での NNAの生成率が標準アミンの場合より高いこと

は， i容出液中にニトロソ化を促進する因子が存在するか，

3に示すように DMA，DEA， DP A， DBAをj容出する

乳首E， F， Gの3種の洛出液に，それぞ、れの第 2級アミ

ンを 100μgおよび1000μg添加した.その結果，添加量

と増加した生成 NNA量の比すなわち生成率は 100μg

添加の時は 0.01-0.8%，1000μg 添加の時は 0.002-

0.05%と，無添加の時の 0.04一75%に比較して著しく低

かった.このことから，添加した第2級アミンはほとん

どニトロソ化きれず，従って溶出液中には遊離の第 2級

アミンのニトロソ化を促進する因子は存在していないこ

とが考えられ， i容出液中での NNA生成には，他の要因

が関与していることが推定された.

iv)市販品についての実態調査:市販の天然ゴム製，

イソプレンゴム製乳首各々10種につい可溶出試験を行

い， i容出アミンおよび生成 NNA量を測定した.結果を

Table 4， 5に示す.i容出アミンは，共に DMA，DEA 

DPA， DBA， Piの5種類で， NNAは天然ブム製からは

NDMA(4-15ppb)， NDEA(13-24ppb)，イソプレゴム製

からは NDMA(6.9-14ppb)が溶出した.酸性条件下では

溶出アミンに対する NNAが生成した.この時の生成率

(生成 NNA量/溶出アミン量)は天然ゴム製では

NDMAが 0.04-1.4%，NDEAが 0.12-1.8%，

NDPAが 6.1-80%，NDBAが 2.0-17%で，イソフ。レ

ンゴム製では NDMAが 0.16-1.2%，NDEAが0.15

-2.2%， NPiが1.2-2.6%であった.天然ゴム製の

溶出液における NDPA， NDBAの生成率が特に高い値

あるいは他の生成要因が考えられる.ニトロソ化促進因 であった.

子が存在するとすれ1;1:"，溶出液に標準のアミンを添加し 結 語

た場合，生成 NNAの増加が考えられる.そこで， Table ゴム製乳首からニトロソアミンが検出される原因は，

Table 2 .Amounts of sec-Amines Migrated from Nipples and Nitrosamines Formed 

Amine ppm Nitrosamine ppb 
Nitrosamine % 

Amine 
Sample 

Range X cv(%) Range X cv(%) Range 主 cv(%)

A DMA 48-58 51 8.8 NDMA 310 -500 406 20 0.54-1.0 0.8 24 

DMA 100-140 124 12 NDMA 53 -180 115 41 o . 04 -0 . 13 0 . 1 33 

B DMA 120-160 138 13 NDEA 110-350 266 37 0.07-0.30 0.2 42 

DMA 85-110 100 11 NDBA' 340ー770 504 32 0.31-0.90 0.5 45 

C 
DEA 5.2-6.2 5.5 8.6 NDEA 4-33 18 66 o . 08 -0 . 56 0 . 3 63 

Pi 23-26 24 4.5 NPi 87-180 109 36 0.32-0.75 0.5 38 

D DBA 43-50 48 6 NDBA 320-600 470 21 0.70-1. 20 1.0 22 

n=5 



東京衛研年報 35，1984 131 

Table 3 . Ratio of Nitrosamines Formed to Standard sec-Amines Added 

Sample 

E 

F 

Amine (Found) 

μg 

DEA 19 

DPA 3.5 

DBA 120 

N-NO~Yield) 

(a) 
(a) ーァで一(%)
μg 1¥mme 

2.6 14 

0.8 24 

2.1 1.8 

DMA 

DEA 

28 0.01 0.04 

9.2 0.08 0.8 

G DPA 0.4 0.32 75 

Amine 100μg (Added) 

N-NO(Yield) 

(b)一(a)
(b) 一一一一一(%)

100 μg 

3.4 

1.0 

2.6 

0.02 

0.1 

0.35 

0.8 

0.2 

0.5 

0.01 

0.02 

0.03 

Amine1000μg (Added) 

N-NO(Yield) 

(c) 
μg 

3.1 

(c)一(a)
一一一一一(%)
1000 

0.05 

1.1 0.03 

2.6 0.05 

0.05 

0.1 

0.64 

0.004 

0.002 

0.03 

Table 4 .Amounts of sec-Amines， Nitrosamines and Nitrosatable Compounds Migrat巴dfrom N atural 

Rubber Nippl巴sand Pacifiers into Buffer Solution (Simulate Saliva) 

Amine ppm 
Sample 

DMA DEA DP A DBA Pi 

1 1.8 4.6 1.9 

2 0.50 33 1.8 93 

3 4.4 330 0.40 25 

4 1.3 93 1.8 59 

5 14 4.6 0.10 1. 7 0.70 

Nitrosamine ppb 
pH=8.5 pH= 1 

NDMA NDEA NDMA NDEA NDPA NDBA 

5.2 
(0.29) 

24 
(0.01) 

25 7.5 
(1.4) (0.16) 

260 110 
(0.79) (6.1) 

320 
(17) 

400 160 510 
(0.12) (40) (2.0) 

1300 400 
(1.4) (22) 

5.0 38 
(0.04) (0.83) 

6 4.8 38 3.6 15 18 
(0.31) (0.38) 

7 4.1 8.3 0.80 

8 5.3 12 8.6 13 14 39 
(0.16) (0.11) (0.26) (0.33) 

9 7.7 9..4 4.0 15 49 170 
(0.05) (0.16) (0.64) (1.8) 

10 29 35 0.20 0.10 0.90 75 310 160 
(0.26) (1.1) (80) 

0.50~ 4.6~ 0.10~ 0.10~ 0.70~ 4.0~ 13~ 5.0~ 7.5~ 110~ 320~ 

Range 29 330 1. 8 93 0.90 15 24 75 . 1300 400 510 
(005~001~¥/O04~¥/OIN/6N(20~ 

0.31 0.16J¥ 1.4J ¥ 1.8/¥ 80/ ¥ 17 

Nit 
(in brackets，‘:--------%) 

1¥mme 
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Table 5 . Amounts sec-Amines， Nitrosamines and Nitrosatable Compounds Migrated from 1soprene 

Rubber Nipples and Pacifiers into Buffer Solution (Simulate Saliva) 

Sample Amine ppm 

DMA DEA DP A DBA Pi 

1 3.6 8.8 

2 2.8 8.4 

3 5.3 12 

4 19 10 0.4 

5 9.8 0.7 0.2 0.4 O.β 

pH=8.5 

NDMA 

7.6 
(0.27) 

6.9 
(0.13) 

N itrosoamine ppb 

pH= 1 

NDMA NDEA NPi 

16 22 
(0.44) (0.25) 

33 
(1. 2) 

20 51 
(0.38) (0.43) 

31 45 
(0.16) (0.45) 

6 4.1 7.7 14 35 170 
(0.34) (0.85) (2.2) 

7 2.9 1.9 19 8 230 
(0.28) (1.2) 

8 2.9 6.0 11 33 110 

9 5.5 13 1.3 5.7 2.3 

10 5.5 2.5 1.3 

Range 2.8~ 0.7~ 0.2~ 0.4~ 0.4~ 
19 13 1.3 5.7 19 

カルパメート系およびチウラム系の加硫促進剤といわれ

ている.これらの加硫促進剤が加硫時あるいは成形時に

分解して第2級アミンを生成する.この第2級アミンが

ニトロソアミンの前駆物質と考えられてきた7) しかし，

今回の検討の結果，乳首から溶出した第2級アミンのニ

トロソ化率は，標準アミンの場合よりかなり高い値を示

した.このことから，加硫促進剤が分解して生じた遊離

の第2級アミンが単純にニトロソ化きれるのではなく，

ニトロソアミンを生成する他の反応経路がある可能性が

推測された.これについては，今後の検討課題と考える.

(本研究の概要は第 47回食品衛生学会 1984年5月で

発表した.) 
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家庭用品の衛生化学的研究(第11報)

高速液体クロマトグラフィーによる衣料用衛生加工剤

イルガサンDP・300およびチアベンダゾールの定量法

雨宮 敬ぺ酒井正美ぺ森 謙一郎*，

鈴木助治へ 風間成孔*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XI) 

High Performance Liquid Chromatography of Irgasan DP・300and 

Thiabendazole Used as Sanitary Finishing Agent in Textile Products 

TAKASHI AMEMIYA*， MASAMI SAKAI*， KENICHIRO MORI*， 

SUKE]I SUZUKI* and MASA YOSHI KAZAMA市

A method for determination of thiabendazole and Irgasan DP司300(triclosan) used as a sanitary : 

finishing agent in textile goods by high performance liquid chromatography on an octadecyl-silica 

(Finepak SIL C18) column was developed. The recommended conditions for the separation were as 

follows; column size， 4.6mm i. d. X 250mm; mobile phase， 0.05M ammonium carbonate solution: 

methanol 25: 75; flow rate， 1.Oml/ min; UV detector， 282nm. Under these conditions， thiabendazole 

and Irgasan DP-300 were efficiently separated. Seventeen commercial textile samples labeled as 

sanitarily processed were analysed for these compounds; thiabendazole was detected in 2 samples 

(275，385ppm)， and Irgasan DP-300 in 10 samples (101-1050ppm). 

Keywords: thiabendazole， Irgasan DP司300，high performance liquid chromatography， sanitary 、

finishing agent， textile product， household necessity 

緒言

最近， <つ下，下着，寝衣，スポーツウエア等の衣料

品やカーテン，カーペット等のインテリア製品に「抗菌，

防臭加工J，あるいは「衛生加工」と表示されたものが多く

みられるようになってきた i抗菌，防臭加工J，i衛生加

工」は， くつ下等の臭いの発生原因である微生物の繁殖

を押えるために施される加工技術である.これらの加工

剤として， Fig.1に示すようなナアベンダゾール

(TBZ)， イルカーサン DP-300(トリクロサン， DP-300)が

用いられている 1)

TBZは，主にオレンジ，グレープフルーツ等に防ばい

剤として2)，また DP-300は，一部の化粧品に殺菌剤とし

て用いられている 3)最近では，その抗菌，殺菌性から種々

の繊維製品にも利用きれている.そのため繊維製品に含

有される TBZおよぴDP-300の分析法を確立し，市販

qh:jlq?Cl 
thiabendazole 1 rgasan DP-300 

(triclosan) 

Fig. 1 . Sanitary Finishing Agent 

品を調査することが早急に望まれる.しかし， TBZおよ

びDP・300の分析報告例は，食品4，5)あるいは化粧品叩}

についてなされてはいるものの，繊維製品ではみられな

h下.

そこで，今回著者らは，高速液体クロ?トグラフィー

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 Health 

24ー 1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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(HPLC)を用いて TBZおよび DP-300を同時に分析す

る方法を確立することを意図して検討し，市販品につい

ても測定を行い，若干の知見が得られたので報告する.

実験方法

l 試薬 TBZ. DP-300混合標準溶液:TBZ (東京

化成工業製)100mgおよびイルガサン DP-300(Ciba-

Geigy社製)500mgを精秤L.，メタノールに溶かして全量

50mlとする.この溶液を必要に応じてメタノールで希釈

して用いる.シリカゲル 60(70-230メッシュ): Merck 

社製，セライト:和光純薬工業(Johns-Marvi1le製)，そ

の他の試薬はすべて特級を用いた.

2 装置高速液体クロマトグラフ:日本分光工業製

TWINCLE，カラム:日本分光工業製 Finepak SIL 

C18，検出器:島津製作所製紫外可視分光光度計検出器

SPD司1，分光光度計:島津製作所製島津マルチパーパス

自記分光光度計 MPS-2000

3 試料昭和 58年 11月に都内において，「抗菌，防

臭加工」あるいは「衛生加工」等の表示のある繊維製品

を購入し，試料とした.

4 試験溶液の調製試料1.0gを細切し 100ml

ナス型フラスコにとり，メタノール50mlを加え， 30分間

加熱還流し，つぎに7ゲラスろ過器(G2)で温時ろ過する.さ

らに約 40。でロータリーエパポレーターでメタノールを

留去し，ついで残留物をメタノール5mHこ溶かして，セ

ライト1.0gを加え，よく混和し，再度ロータリーエパポ

レーターでメタノールを完全に除去する.つぎに内径8

mm，長さ300mmのカラム管にシリカゲル3gをヘキサ

ンに懸濁させ充填し，長さ90mmのカラムをつくる.前

記のセライトをめのう乳鉢で均一に混ぜ合せ，シリカゲ

ルカラムの上端に積層させる.ヘキサン50mlを流してパ

ラフィン類のような脂溶性物質を除去しさらに酢酸

エチルーメタメール混液(80: 20) 50 mlで TBZおよび

DP-300を溶離させ，約 40'でロータリーエパポレーター

で濃縮乾聞する.これにメタノール5mlを加え， HPLC 

分析用の試験溶液とする.

5 HPLCによる定量 TBZ' DP-300混合標準溶液'

をメタノールで希釈して下記の分析条件に従って操作

し，検量線(Fig.5)を作成する.試験溶液についても同

様に操作し，ピーク高からTBZおよびDP-300の含有量

を求めた.

HPLC分析条件カラム:Finepak SIL C18 (10 

μm， 4. 6mm i.d. x 250mm入浴離液:メタノール:

0.05M炭酸アンモニウム(75:25)，流量:1. Om l/ min， 

波長:282nm，注入量:5μL 

結果および考察

l 試験溶液調製の検討

1-1 繊維製品からの抽出について DP-300は殆

んどの有機溶媒に可溶であるが， TBZはメタノール，エ

タノール等わずかの溶媒にしか溶解しないので拍出溶媒

としてメタノールを用いた.また抽出時間については，

TBZおよびDP-300を含有しない繊維製品(サラシ布)

に TBZ80μg，DP-300 400μgを添加し，抽出時間を

10， 20， 30， 40， 50および 60分間と変えて，試験溶液

調製， HPLC分析条件の項に従って操作した.その結果，

20分でほぽ完全に抽出され， 30分以後は一定であった.し

たがって抽出時間を 30分とした.

1-2 クリーンアップについて 今回用いた試料の

なかには，メタノール抽出後，濃縮操作を行うとかなり

の残i査がみられるものがあり，試験溶液の調製に際し，

メJタノールに不溶物を生ずる場合がある.これらは無極

性の炭化水素例えばパラフイン類等が考えられ，逆相系

カラムに保持され，影響を与えるのて。除去しなければな

らない.そこで，シリカゲルカラムクロマトグラフィー

でクリーンアップするため，まずヘキサン 50mlを流し

て捨て去り，つぎにj容離液として①酢酸エチル，②酢酸

エチル・メタノール (95:5)，③酢酸エチル・メタノー

ル(90:10)，④酢酸エチル・メタノール (80:20)および

⑤酢酸エチル・メタノール(70:30)を用い，それぞ、れ 50

mlで、TBZおよび、DP-300を溶離し， HPLC分析条件に

従い操作した結果を Fig.2に示す.その結果，①，②お

よび③のi容離液では， DP-300はほぼ完全にシリカゲル

カラムから溶離できたが， TBZにおいては 80-90%程

度しか溶離しなかった.これに対して④および⑤では，

100 。づGI!~~ ~一一一一==~=
x-

，..、、
a 

h、。
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Fig. 2. Effect of M巴OHContent in Eluent on 

Silicagel Column Chromatography 

-0-: DP-300，-Xー:TBZ 
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両者とも 95%前後回収することができ，良好な結果が得

られた.以上のことからシリカゲルカラムクロ?トグラ

フィーに用いる溶離液は，酢酸エチル:メタノール(80: 

20)とした.さらに， TBZおよびDP-300の溶離に要す

る液量について確認した.すなわち 5mlずつのフラクシ

ョンで計 50mlまでとり， HPLC分析条件に従って操作

したところ，両者とも 5番目のフラクション (25ml)に

殆んど溶離してくることがわかった.このことからカラ

ムクロマトグラフィーによる溶離を完全に行うため，i容

離液の液量を 50mlとした.

2 HPLC測定条件の検討

2-1 紫外部吸収スペクトル TBZおよびDP-

300をそれぞれメタノールに溶解し，紫外部における吸

収をみたところ， TBZの極大吸収波長は 299nm，DP-

300は282nmであった.測定波長 299nmでは， DP-300 

の感度は TBZに比して悪<， TBZのそれの約 1/5程度

であった.したがって HPLC分析時における DP-300の

感度をあげるため分析波長を 282nmとした.

2-2 移動相溶媒の検討カラム充填剤として Fi-

nepak SIL C18を用いたとき， TBZとDP-300の相互分

離を達成するため移動相溶媒について検討した.溶媒と

して中性のメタノールー水酸性のメタノールー水一酢酸，

さらに塩基性のメタノール水ートリエチルアミンまたは

炭酸アンモニウムの混合溶媒系を用いた.まずメタノー

ルー水系では，7)<の含有量を 10，20， 30%と増加させた

a) 
2 b) 

。4 8 12 。4 

ところ， DP・300は検出されたものの， TBZが溶出きれ

ず，同時分析きれなかった.また， Fig.3に示すようにメ

タノールー水に0.5%酢酸および0.1%へフ。タンスルホン

酸ナトリウムを含む酸性溶離溶媒は， DP-300，TBZの順

にピークが出現して一応両者の分離が成り立ったが，

TBZのピークが広がり実用的で、なかった.つぎにトリエ

チルアミンを含有する塩基性溶離溶媒を試みたところ，

Fig.3のb)に示すように TBZの溶出が極めてはやいこ

とがわかった.しかし，この場合も TBZのピークがかな

りテーリングしていた. TBZの溶出に対して塩基性溶

離溶媒が有効であることがわかったので，炭酸アンモニ

ウムを含有する溶媒系を検討したところ， Fig.3のc)に

示すように TBZとDP・300の良好な分離が得られた.

そこで，この塩基性溶離溶媒系を移動相として用いたと

きの分離について詳細に調べるため， Fig.4に示すよ

うに 0.05M炭酸アンモニウム溶液ーメタノールの混合

比を変えて両物質のピークの分離度(Rs)およびキャパシ

ティーファクター(k')を求めた. TBZは0.05M炭酸ア

ンモニウムの混合比を増加させても k'は比較的変動が

なく，溶出がはやいことがわかった.これに対して DP-

300のk'は，ほぽ0.05M炭酸アンモニウムの含有量に

比例して大きくなり，両者の分離がよくなっていること

がわかった.このことは単純に水含有量の増大に基因す

ると考えられるが，いずれにしても Rsが比例的に増大す

ることが明らかになった.しかし， 0.05M炭酸アンモニ

8 12 。4 8 12 
Retention time (min) 

Fig. 3. Typical High Performance Liquid Chromatograms of TBZ and DP-300 

Column : Finepak SIL C18， 10μm， 4.6mm i.d.X250mm， Flow rate: 1:ml/min， 

Detector : UV 282nm， Mobile phase : a) ， 10%H20-MeOH contained 

0.5% AcOH andO.l%C7H15S03Na (pH4.0)， b) : MeOH:0.002M (Et)3N==80 : 20 

(pH8.9)， c) : MeOH: 0.05M(NH.)2C03==75: 25 (pH9.2)， Peaks: 1 TBZ， 

2 DP-300. 
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Fig. 4. Effect of 0.05M (NH.)2C03 Content in 

Mobile Phase on the Capacity Factor 

(k') and Resolution (Rs) of TBZ and 

DP-300 

HPLC conditions were the same as 

those in Fig. 3. -0 - k' for TBZ， 

一口 : k' for DP-300，ームー

Rs 

u 

ウムの含有量が 30%以上は， DP-300のk'が大きくなり，

ピークのブロード化が顕著である.また Rs>1.5の

15%含有量では両者のピークのk'が小きすぎる.したが

って， Rsが大きしかっ DP・300のk'が適正な溶媒混合

比は， 0.05M炭酸アンモニウムの含有量が 25%のとき

である.以上の結果から移動相溶離溶媒として 0.05M

炭酸アンモニウム:メタノール25: 75を用いることにし

fこ.

3 検量線の作成 TBZ・DP-300混合標準溶液をメ

タノールてす椀Rし， TBZ/DP-300 10/50， 20/100， 

30/150， 40/200および、50/250ppmの標準系列をつ

くり，それぞれ5μJをHPLC分析条件に従って操作し，

得られたクロマトグラムのピーク高から検量線を作成し

た. Fig.5に示すように両者とも良好な直線性が得られ

た.

4 妨害物質について 本法を用いて分析を行う際，

TBZおよび DP-300以外の抗菌，殺菌剤の使用が予想さ

れるので，これらの化合物が TBZ(保持時間 tR，5.10 

150 

ε 
ε 

£噌::100 
ω 01 

..c 

」eω司" 

0. 50 

。 10 20 30 40 50TBZ 。 関 100 150 2∞ 250 DP-3∞ 
Concentration (ppm) 

Fig. 5. Calibration Curves for TBZ and DP -300 

min)およびDP-300(9.20 min)のピークに妨害するか

どうかを検討した.そこで， HPLCに直接下記の化合物

を注入してtRの観察を行った.これらは 3，5，4'ート
リブロムサリチルア三リド(3.20min)，ぺンタクロロフ

ェノール(3.24)，3'， 4'，5ートリクロロサリチルアニ

リド (3.34)，ρーヒドロキシ安息香酸メチル，エチルお

よびnープロピル(3.64，4.06， 4.66)，ρークロロ-m

ークレゾール (5.06)，ジクロロフェン (5.28)，ρーヒ

ドロキシ安昼、香酸n ブチノレ(5.38)，3ーメチル-4ー

イソプロピルフェノール(5.76)，ρ クロロ-mーキシ

ルノール (6.06)，チモール (6.20)，ヘキサクロロフェ

ン(6.28)，イルガサンCFa(11.16)， 3，4，4'ートリ

クロロカルパニリド (11.38)の溶出順であった.この移

動相条件では，ビチオノールのピークは広がり， また塩

化ベンザルコニウム塩と塩化ベンゼトニウム塩は溶出し

ない.以上の結果より DP・300のピークに妨害するもの

はみられなかったが， TBZに対しては， ρークロロ-n

-fレゾール，ジクロロフェン，pーヒドロキシ安息香

酸nープチルか犠近しているので，それらが含有してい

る可能性がある場合には，試験溶液について紫外部吸収

等の測定を行って確認する必要がある.

5 添加回収実験 TBZおよびDP-300を含有しな

い繊維製品(サラシ布)1.0 gにTBZ/DP-300を20/

100μg， 60/300μgおよび 100/500μgをそれぞれ添

加し，試験溶液調製および HPLC分析条件に従って操
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Table 1. Recoveries of TBZ and Dp.300 from Cotton Fabrics.) 

Sample TBZ 
Sample weight 

(g) Added Recovery' 
(μg) (%) 

Cotton 1.0 20 97.1 

fabrics 1.0 60 93.5 

(bleached) 1.0 100 94.2 

a) average value in triplicate 

Table 2 . Analytical Results of TBZ and DP-300 

from Commercial Textile Products 

Sample TBZ (ppm) DP-300 (ppm) 

Socks 385 N.D. 

Socks N.D. 950 

Socks N.D. 620 

Socks N.D. 250 

Socks N.D. 1050 

Socks N.D. N.D. 

Under wear N.D. 1020 

Under wear N.D. 550 

Shirts N.D. 110 

Pillow case N.D. 580 

Foot cloth 275 101 

Foot cloth N.D. N.D. 

Toilet stool cover N.D. 370 

Carpet N.D. N.D. 

Carpet N.D. N.D. 

Pajama N.D. N.D. 

Dish cloth N.D. N.D. 

ND : not detected 

作し，その結果をTablelに示す.回収率はTBZが 94.2

-97.1%(変動係数1.6-3.0%)，DP-300は95、.2-99.1

% (1.0-2.0%) といずれも良好で、あった.

6 市販繊維製品の分析結果 9種 17検体の市販製

品について分析を行った結果をTable2に示す.検体の

うちわけは，くつ下6，下着 2，寝具2，カーペット 2，

くつの中じき 2，フキン，パジャ7， トイレット用便座

カバーの各I検体である.Table 2に示すように， 17検

体中 TBZは2検低 DP-300は10検体に認められた.

TBZはくっ下より 385ppm，くつの中じきより 275ppm

が検出され，また DP-300はくっ下の 4検体より 250-

1050ppm，平均718ppm，下着 2検体より 550，1020ppm， 

シーツおよび干尤カバーより 110，580ppm， くつの中じき

DP-300 

CV Added Recov巴ry CV 
(%) (μg) (%) (%) 

2.0 100 99.1 1.0 

3.0 300 95.3 2.0 

1.6 500 95.2 1.8 

1検体より 101ppm，便座カバーより 370ppmが検出され

た.今回，分析した市販製品においては，DP-300の使用

が多いことがわかった.なお，両者とも検出されなかっ

た製品については，その他の衛生加工剤として銅化合物1)

や有機シリコン第四級アンモニウム塩8)の使用が考えら

れる.

まとめ

1 高速液体クロマトグラフィーを用いて繊維製品中

の衛生加工剤チアベンダゾールおよびイルヌゲサン DP-

300の同時定量法を設定した.

2 分析用カラム充填剤は FinepakSIL C 18，移動

相溶離溶媒はメタノール:0.05M炭酸アンモニウム

(75: 25)を用いたところ. TBZおよび、DP目300のピー

クは良好な分離を示した.

3 <つ下，下着，寝具等の市販繊維製品 17検体につ

いて分析を行ったところ. TBZは2検体 (275ppm.385 

ppm)およびDP-300は10検体(101-1050ppm)から検

出された.

謝辞本研究を行うにあたり，御便宜，御協力いただ

いた東京都衛生局薬務部薬事衛生課家庭用品担当浅井葵

氏ならびに大角悦子氏に深謝いたします.
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家庭用品の衛生化学的研究(第 12報)

ガスクロマ卜グラフィーによる長鎖アルキル第四級アンモニウム塩の分析法について

鈴木助治ヘ 酒 井 正 美 * ， 森 謙一郎*，雨宮 敬*，風間成孔*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XII) 

Analytical Method of Some Long Chain Alkyl Quaternary 

Ammoniun Compounds by Gas Chromatography 

SUKEJI SUZUKIへMASAMISAKAド， KENICHIRO MORI*， 

T AKASHI AMEMIY A * and MASA YOSHI KAZAMA * 

A new method for determination of long chain alkyl quaternary ammonium compounds was 

developed. It consists of chemical derivatization which converted their non-volatile compounds into 

the volatile n-1-o1efine suitable to gas chromatography. The ammonium compounds were decompo-

sed to the corresponding n-1-o1efine with tert-BuOK in benzene-dimethylsulfoxide (8:2) under 

refluxing for 30 min. The reaction mixture was washed twice with 5% HC1 solution， once with 10% 

NaCl solution， evaporated and dried under reduc巴dpressure. The residues were dissolved in hexane 

and then the formed n-1-o1efine was measured by gas chromatograph equipped with a flame 

ionization detector on 5% SE司30column. This method was successfully applied to determination of 

dimethyltrimethoxysilylpropyloctadecylammonium chloride used as sanitary finishing agent in 

commercial textile products. The method may be us巴das an expedient analytical procedure for a 

great variety of quaternary ammonium compounds in textile goods， cosmetics and other household 

products. 

Keywords : quaternary ammonium compound， gas chromatography， sanitary finishing agent， texitile 
product 

緒言

長鎖アルキル第四級アンモニウム塩は，広範な用途を

もっ陽イオン界面活性剤であり，家庭用品や医療品に使

われている.例えば塩化べンザルコニウム塩(4 e， 4 f ) 

は，手指，皮膚や器具の消毒薬として用いられたり，防

腐剤として医療用清浄綿や衛生ティッシュにも使用され

ている.また， トリメチルアルキル第四級アンモニウム

塩(4a-4d)は，頭髪の柔軟剤として化粧品のへアー

リンス製剤に含まれている.さらに，繊維製品の帯電防

止剤や柔軟剤(4 a -4 d， 4 g )として仕上加工にも使

われている.

最近，勘縫製品に衛生加工剤として有機シリコン系第

四級アンモニウム塩(4h )かカ日工されたものが多く市販

されている.これは抗菌防臭を目的としてくつ下，タオ

ル，寝衣，スポーツウェアなど各種の衣料品に加工処理

されたものであり，一種の有機シリル化剤である 4hが

セルローズ繊維の表面に化学結合し展着したものであ

る.われわれは，このような衛生加工剤について①市販

の繊維製品にどの程度使われているかその実態が不明で

ある.②繊維に化学結合しているので，これを何らかの

形で切断する必要があり，③従って通常の分析法を適用

しでも直接分析することは困難で、ある等の理由から分析

法の開発を目的として検討を行ってきた.

現在までに長鎖アルキル第四級アンモニウム塩の分析

法は，比色法1-3)，i商定法4-6L高速液体クロマトグラフ

イ一法7-91カゃスクロマトグラフィ一法10-13)など多くの

報告がなされている.これらを直接繊維中の 4hの分析

に適用することは困難であるが，繊維からの切断を考え

権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 

事 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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ると熱分解法11，12}が有望で、ある.しかし，この方法も試料

を試験管やアンプル中に封入して加熱処理するなど不利

な点を有するため，この点も含めて種々検討の結果，ベ

ンゼン中カリウム tert-ブトキシドを塩基として緩和な

条件で反応させると， 4 hのオクタデシル基に由来する

1ーオクタデセンの生成が認められ，分析に応用できる

ことがわかった.そこで，この分解反応を長鎖アルキル

第四級アンモニウム塩に適用したところ，一般的な分析

法として成立することが認められたので報告する.

実験の部

1.試薬塩化トリメチルアルキル第四級アンモニウ

ム塩(ドデシル4a，テトラデシル4b，ヘキサデシル4

c，オクタデシル4d)，塩化べンザルコニウム温(テトラ

デシル4e，ヘキサデ、シル4f)，塩化ジメチルジオクタデ

シル第四級アンモニウム塩(4g) (東京化成工業製)，塩

化ジメチルトリメトキシシリルプロピルオクタデシル第

四級アンモニウム塩 (4h) (DOW CORNING 5700⑧， 

42%メタノール溶液を濃縮乾固したもの，ダウコーニン

グ社製)， 1ードデセン， 1ーテトラデセン， 1ーヘキサ

デセン， 1ーオクタテーセン，カリウム tert-ブトキシド

(tert-BuOK) (和光純薬工業製)，重クロロホルム(99.7

%， Merck)，その他の試薬はすべて特級を用いた.

第四級アンモニウム塩標準溶液:4 a-4 hの 100

mgをそれぞ、れ精秤し，ジメチルスルホキシド(DMSO)

20mltこ加温して溶かし，ベンゼン(Bz)を加えて100mlと

した.これを Bz-DMSO(8: 2)の混合溶媒で希釈し

て 100ppm 溶液を調製し標準溶液とした.

2.装置 水素炎イオン化検出器付ガスクロマトグラ

フ(FID-GC):島津製作所製 GC-4CM.PFE型，ヌゲスク

ロマトグラフィー質量分析計(GC-MS):島津製作所製

LKB-9000型，核磁気共鳴装置(1Hおよび13C-NMR): 

日本電子製 JEOLFX-270型， 1 H269. 65MHz， 13C67. 8 . 

MHz 
3.試験溶液の調製 100mlのナス形フラスコに第四

級アンモニウム塩の一定量(1mg 以下)をとり，これに

tert-BuOK 100mg， Bz-DMSO (8 : 2)の混合溶媒 25

mlを加え，還流冷却器を付して30分間加熱還流する;令

後，反応溶液を綿栓ろ過して 100mlの分液ロートに移

し，フラスコはBz5mlで2回洗って合する.このBz層を

5%塩酸20mlで2回，ついで10%食塩水10mlで1回

それぞれ15秒間振とう洗浄する.Bz}曹を100mlのナス

形フラスコに分取し，ロータリーエパポレータを用いて

40。で Bzを留去し蒸発乾固する.ヘキサン 2mlを加えて

残留物を溶かし GC用試験溶液とする.

繊維製品の 4h分析用試験溶液の調製昭和 58年 9

月-12月に購入した市版製品および実験加工布につい

ては，試料 0_2gを100mlのナス形フラスコに秤取し，

これに tert-BuOK200 mg， Bz-DMSO (8: 2 )の混合溶

媒25mlを加え，以下前記の方法に従って操作し，ヘキサ

ン5mlを加えて残留物を溶かし GC用試験j容液とする.

実験加工布新1100%の布地を DOWCORNING 

5700@ (42% 4h含有メタノール溶液)のパンフレットに

記載された方法に準拠して作製した.すなわち，綿布地

5gを100mlのビーカにとり，これにDOWCORING 

5700⑪ 0.5ml(約200mg)を浴比 1: 10になるように調

製した希釈水溶液50mlを加え，室沿に30分間放置した.

この布を取り出してよくしぽり，風乾後 40。で 30分間乾

燥したのち，温度を 100。まで徐々に昇温させてから 30

分間放置した.放J令後，加工布の重量を測定した.反応

残液および加工に用いたのと同量の DOWCORNING 

5700⑧について，その中の 4hを分析法に従ってそれぞ

れ測定し，加工布の加工量を求めた 14)

4.分析操作各第四級アンモニウム塩標準溶液より

4 a-4 hをそれぞ、れ 80，160， 240， 320， 400μgとり，

以下試験溶液の調製の項に従って操作し， 40， 80， 120， 

160， 200ppmの濃度系列をつくり，これらと試験溶液の

5μJをGCに注入する.下記の GC測定条件に従って測

定し，得られたピーク高より検量線を作成して試験溶液

中の第四級アンモニウム塩の濃度を求める.

FID-GC測定条件:カラム 5% SE-30 (Chromosorb 

WA  W-DMCS， 80-100mesh)，内径3mmX長さ 2m，注

入口温度;250'，カラム温度;120'-200'，キャリアカ、ス;

N2 40ml/ min， H2 O. 7kg/ cm3， air 1 kg/ cm3 

TLC:シリカゲソレ60F254(Merck)，O.25mm，展開溶

媒;ヘキサン， RP-18F"臼 S(Merck)， 0.25 mm，展開溶

媒;メタノーノレ，発色:20%硫酸を用いて加熱した.

GC-MS 測定条件:1O%OV-1(Chromosorb WA  W-

DMCS， 80-100mesh)，内径3mmX長さ 1m，カラム温

度;110' -180 ，キャリアガス;N2 30ml/min. 

NMR:試料を重クロロホルムに溶かし，綿栓ろ過後，

内径 5mmのサンプル管に入れて測定した.テトラメチ

ルシランを基準物質にして化学シフト(b'ppm)を示した.

実験結果および考察

1.熱分解反応の検討

宇野ら 11)は，塩化ベンザルコニウム塩の熱分解におい

て，長鎖アルキル基に対応する n-1-オレフィンの生

成を確認している.この分解は第四級アンモニウム塩の

オニウム構造に特有な反応と考えられるから，n-1一
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CH3 

印 3(印2)17 - ~ - R I C1-

CH3 

CH3(CH2)15CH=CH2 + CH3(CH2)17C1 

2 3 
1 

R==CH3J (CH2)17CH3J CH2CH2CH2Si(OCH3)3 

Chart 1 

Table 1. NMR Spectral Data of Pyrolysis Products (2 and 3 ) 

2 3  

lH-NMR appm 0.88 (3H， t， J=6.6Hz) 0.88 (3H， t， J=6.6Hz) 

(CDCI3) 1.1 - 1.5 (28H) 1.1-1.5 (30H) 

2.0 (2H， m， J=6.6Hi) 1. 77 (2H， m， J=6.6Hz) 

4.95 (2H， m)， 5.80 (1H， m) 3.53 (2H， t， J=6.6Hz) 

13C-NMR appm 14.2 (q)， 22.7 (t)， 29.0 (t) 14.2 (q)， 22.7 (t)， 26.9 (t) 

(CDC13) 29.2 (t)， 29.4 (t)， 29.6 (t) 28.9 (t)， 29.4 (t)， 29.5 (t) 

29.7 (t)x 8， 32.0 (t)， 33.8 (t) 29.6 (t)， 29.7 (t)x 8， 32.7 (t) 

114.1 (t)， 139.3 (d) 32.9 (t)， 45.2 (t) 

オレフインの生成が定量的にゆくならば，分析法として することがわかった.なお，長鎖アルキル基の炭素数が

成立するはずで込ある.そこで，まず長鎖アルキル基に着 16である塩化ベルザルコニウム塩においても同様の結

目して第四級アンモニウム塩の熱分解について検討し 果を得ている.このような封入管中の熱分解では，例え

た.Chart 1に示すような長鎖アルキル基の炭素数が 18 ば塩素アニオンによる置換反応と脱離反応が同時におこ

であるオクタデシル基と Rがメチル基，オクタデシル基 ると考えられ，選択的に n-1 オレフインを得ること

またはトリメトキシシリルプロピル基を有する第四級ア ができない.一般に塩化アルキルはナトリウムメトキシ

ンモニウム塩1について，ガラス封管中で 250
0

，3時間 ドやナトリウムエトキシド等の塩基によりオレフィンを

加熱処理した.反応物をヘキサンに溶かして TLC(シリ 生ずることが知られている.このことから 3について

カゲル 60F254，溶媒;ヘキサン)を行ったkころ，いずれ Bz中 tert-BuOKの存在下加熱すると，容易に 2に変

も尺/値 0.88と0.75の2つのスポットが観察された. 換することができた.そこでL今度は第四級アンモニウ

そこで，それらをシリカゲルクロマトグラフィー(シリ ム塩 lから直接2への誘導を試みた. Bzまたは Bz-

カゲル60，Merck，内径10mmX長さ 10cm，溶媒;ヘキ DMSO中 tert-BuOKと加熱処理したところ， 3は生成

サン)に付し化合物2と3を得た.Table 1のNMRデー せず，主として 2のみが得られることがわかった.そこ

タより， 2はlH-NMR;0'4.95 (2 H，m)， 5.80 (IH，m) で，他の長鎖アルキル第四級アンモニウム塩においても，

ppm， 13C-NMR ; 0'114 .1(t)， 139. 3(d)ppmにー置換二重 このような n-1ーオレフィンを生成する脱離反応がー

結合のシグナルが認められるが，これに対して 3はこれ 般的に成立するかどうかを検討した.

らのシグナルが観測されず，かわりに0'3.53( 2 H， t，J= 2. tert-BuO区存在下の分解反応の検討 Chart 2に

6.6Hz)，0'45.2(t)ppmと比較的低磁場に 1個のメチレン 示す長鎖アルキル第四級アンモニウム塩4において，

基の存在が確認され，また， MSはそれぞれm/e252(M+)， Table 2じ示すような Rおよぴnを有する化合物につ

288(M+)を示すことから， 2は1ーオクタデセン， 3は1 いて， Bz-DMSO(8:2)中 tert-BuOKの存在下加熱還流す

塩化オクタデカンと推定された.従って，第四級アン ると，いずれも容易に n-1ーオレフィン 5が生成して

モニウム塩は，熱分解により明らかに宇野ら 11)の結果と くる. TLC (RP-18F254S，溶媒;メタノール)の RI値

相異して n-1ーオレフイン以外に境基アルキルを生成 および GC-MSの観察 (Table2)，また別にlH-，NMR



東京衛研年 報 35，1984 

+
 

141 

tert-BuOK 
Bz-DMSO(8:2) iH3 

CH3(CH2)n-v-R 

CH3 

Cl- CH3(CH2)n_2CH==CH2 

refluxing for 30 mln 

4 5 
Chart 2 

Table 2. Formation of n-1 -Olefine from Some Quat疋rnaryAmmonium Compounds 

Quaternary ammounium compd. 

4 R n 

4a CHa 11 

4b CHa 13 

4c CHa 15 

4d CHa 17 

4e CH2C6H5 13 

n-l-olefine n-I-olefine 

TLC(l(メvalue)1) GC-MS(M+，m/e)2) 5 

0.36 168 I-dodecene 

0.30 196 1-tetradecene 

0.23 224 1-hexadecene 

0.16 252 1・octadecene

0.30 196 1・tetradecene

0.23 224 1-hexadecene 4f CH2C6H5 15 

4g (CH2)17CHa 17 0.16 252 1・octadecene

4h CH2CH2CH2Si(OCHa)a 17 0.16 252 I-octadecene 

1) Pre-coated RP-18 F254S (Merck)， solvent: MeOH， spray reagent : 20% H2S04 (with heating) 

2) 10 % OV-l， 3mmφx 1 m， N230 ml/min， 70eV 

の測定結果より， Rがメチル基の塩イじトリメチルアルキ

ル第四級アンモニウム塩4a，4b， 4c， 4d，からア

ルキル基に対応する 1ードデセン， 1-テトラデセン，

1ーヘキサデセン， 1ーオクタデセンの生成を確認した.

また， Rがベンジル基の域化ベンザルコニウム塩4e， 4 

fからやはり 1ーテトラデセン， 1-ヘキサデセンが生

成し，さらに Rがオクタデシル基の塩化ジメチルジオク

タデシル第四級アンモニウム塩4gとRがトリメトキ

シシリルプロピル基の塩化ジメチルオクタデシル第四級

アンモニウム塩4hからもそれぞ、れ 1-オクタデセン

の生成が認められた.従って，いずれのタイプの第四級

アンモニウム塩においても，優先的に親水基が脱離して

アルキル基に対応する n-lーオレフィンが生成すると

考えられる.この脱離反応は，前述の封入管中の熱分解

と異なり，溶液中で極めて容易に進行し，選択的にn-

1ーオレフィンを与える.そこで，つぎに分析条件の検

討を行った.

3.分析条件の検討 ter十BuOKの添加量 4a-

4 dの各 lmgに対してFig.lに示すようにtert-BuOK

の添加量を 5-120mgと増加して反応させ，それぞれ

1ードデセン， 1 テトラデセン， 1ーヘキサデセン，

1ーオクタデセンの生成を FID-GCのピーク面積で観

察したところ，約60mg以上の添加量で、n-lーオレフ

インの生成率が一定となった.従って，tert-BuOKの

添加量を 100mgに設定した.

反応溶媒溶媒として Bz-DMSOの混合溶媒につい

て検討を行った.すなわち， 4 a-4 dの各 lmgにtert-

BuOKを100mg加え，溶媒25ml中の DMSOの濃度を

Fig.2に示すように 0-30%と増加して反応させたとこ

ろ， DMSOの濃度が 10%以上でn-1ーオレフインの

生成率が一定となった.そこで，反応溶媒として Bz-

DMSO( 8: 2)を用いた.このような効果は， DMSOが

Kカチオンを溶媒和し，その結果 tert-BuOアニオンが

活性化されオレフィンの生成が増加したものと考えられ

る.なお，メタノール，エタノール，水，アセトン，ク

ロロホルム等の溶媒は，この反応を阻害するので，分析

の際これらの溶媒の混入をさける必要がある.

反応時間 4a -4dの各 lmgに対して品ert-BuOK
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Peaks: 1 1-'dodecene， 
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3 ， 1-hexadecene， 
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Fig.5 Calibration Curves for Quaternary Ammonium Compounds 
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4 g， 4 h ; 200'， Rang巴:4 e， 4 f ; 102X 2， 4 g， 4 h ; 102x4， 4 a， 

4 b， 4 c， 4 d ; 102 X 8， 

Other conditions of GC were the same as those in Fig. 4. 

100mg， Bz-DMSO(8: 2)25mlを加え， Fig.3に示す

ように還流時間を 5-50分間と変えて反応させたところ，

約20分間以上の加熱還流を行えはよいことがわかった

従って，還流時間を30分間行うことにした.

4.分析法および検量線 以上の分析条件の検討結果

から分析法を「実験の部3および4Jに示すように設定

した.そのときの代表的なガスクロマトグラムを Fig.4

に示す.カラム温度 160。で塩化トリメチルアルキル第四

級アンモニウム塩4a， 4 b， 4 c， 4 dは，それぞれ 1ー

ドデセン， 1-テトラデセン， 1ーヘキサデセン， 1-

オクタデセンに相当するピークが得られ，この反応によ

って特に妨害するピークはみられなかった.検量線は 4

a~4 hの各第四級アンモニウム塩について，「実験の部

4Jの分析操作に従って作成した. Fig.5に示すように

n-1ーオレフィンの保持時間が約5分になるようにカ

ラム温度を 120ロ， 155'， 180'， 200。に設定して測定したと

ころ，検量線は40-200ppmの濃度範囲でいずれも良好

な直線性を示した.従って，本分析法により長鎖アルキ

ル第四級アンモニウム塩の同族体の定量分析が可能であ

る

5.繊維製品中の有機シリコン系第四級アンモニウム

塩 4hの分析例 4 hはセルローズ繊維の水酸基とシ

リエーテル結合した化学結合型の第四級アンモニウム塩

であるから，直接繊維を terl-BuOKで処理してオクタ

テゃシル基を切断し，生成した 1ーオクタデセンを測定し

て4hの分析を行った.本分析法の適用に当っては，検

討の結果，細切した試料 0.2gに対してたげ-BuOKを同

量添加し，また繊維製品中の 4hの含有量を考慮、して試

験溶液を 5mlに調製した.4hの添加回収実験を行った

ところ， Table3に示すように綿布地に単純に 200-800

μg添加したときの回収率は， 85.8-91.4%であり，その

再現'11も良好で、あった.また， DOW CORNING 5700⑪ 

のパンフレットに記載された方法に従い.r実験の部3J
に示すように 4hを展着した実験加工布を作製し，これ

からの回収率をみたところ， 91. 3 %でほぽ定量的に適用

できることがわかった.そこで， r衛生加工」ゃ「抗菌防

臭加工」の表示がなされている市販の繊維製品について

4 hの含有量を測定した (Table4). その結果， 22検体

中5検体より 4hが検出され，その含有量は 0.10-0.74

%であった.なお，残りの繊維製品については，第四級

アンモニウム塩以外の衛生加工剤としてチアベン夕、ゾー

ルやイル方、サン DP-300などが使用されており，その分

析結果は，すでに前報15)に報告しである.
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Table 3. Recoveries of Silicone Quaternary Ammonium Chloride (4h) from Cotton Fabrics 

Sample 
Added Found Recovery cv 
(μg) (μg) (%) (%) 

Cotton fabrics 
200 1) 

(diaper) 180， 180， 188 91.4 2.2 

400 342， 350， 337 85.8 1.6 

600 529， 543， 540 89.6 1.2 

800 713， 711， 705 88.6 0.5 
Processed 

Cotton fabric 
1584 2) 1516， 1446， 1375， 91.3 4.0 

(diaper) 

1 ) Known amount of 4h added to O. 2g of. the untreated cotton fabrics 

2) Calculated concentration of 4h in 0.2g of the cotton fabric treated with the proposed manner of 

pamphlet information (DOW CORNING) 

Table 4. Analyzed Cases of Si1icone Quotenary Ammonium (4h) 

in Commercial Cotton Fabrics 

Sample Material Content (%) 

Towel Cotton 100% 0.32 

Dish cloth Cotton 100% 0.26 

Dish cloth Cotton 100% 0.10 

Socks Cotton 100% 0.74 

Pajamas Cotton 70% 0.18 
Polyester30% 

結 論

塩化長鎖アルキル第 4級アンモニウム塩は， 7ゲラス封

管中で熱分解すると n-lーオレフィンと塩化アルキル

が生成するのに対し，塩基として tert-BuOKを用いて

加熱還流すると選択的に n-lーオレフィンが生成する

ことがわかった.この分解反応により第四級アンモニウ

ム塩の簡便な分析法を確立した.本法は長鎖アルキル基

にもとずく同族体分析が可能で、あり，特に置換基にベン

ジル基のような発色団を有せず，高速液体クロマトグラフ

ィーが適用できないときに有効である.応用例で示した

ように繊維製品中に化学結合した有機シリコン系第四級

アンモニウム塩の分析においては，直接アルキル基を切

断でき，実用的な方法である.また，清浄綿や衛生ティ

ッシュの抗菌剤で、ある塩化ベンザルコニウム塩，へアー

リンス製剤や繊維製品の柔軟剤，帯電防止剤であるトリ

メチルまたはジメチル長鎖アルキル第四級アンモニウム

塩の分析に適用できると考える.

謝辞本研究にあたり終始御協力いただいた衛生局薬

務部薬事衛生課家庭用品担当，浅井葵ならびに大角悦

子氏に深謝致します.
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高速液体クロマトグラフィーによる塩基性色素の分析

伊藤弘ーペ観 照雄ヘ中村義昭*，

岸本清子ヘ風間成孔*

High-Performance Liquid Chromatographic analysis of basic coal-tar dves 

KOICHI ITO*， TERUO KANへYOSHIAKINAKAMURAへ
KIYOKO KISHIMOTO* and MASA YOSHI KAZAMA' 

Separation and deterrnination of basic coal-tar dyes (C. 1. No. 45170， 42500， 42000， 42555 and 41000) 

have been studied by high-performance liquid chromatography (HPLC). The combined use HPLC and 

speGtrophotometry in visible ranges (420， 500 and 600 nm)' enabled detection of these compounds 

selectively. As the high affinity of imminium cations for active sites of the stationary phase caused 

difficulties for reversed-phase HPLC with pure solvents， organic electrolytes were added to the mobiJe 

phase to facilitate elution of the dyes. Effects of chromatographic variable factors on the dye retentivity 

were investigated. The retention time decreased with increasing concentration of added ionic reagent. 

Satisfactory results were obtained by using naphthalenesulfonic acid as the ionic reagent. 

The investigated methods were suitable for the quantitative analysis of Rhodamine B (D&C 

Red No.19). Plots of peak area vs. amount of Rhodamine B showed linearity from 0 to 5 ppm by 

the injection volume of 5 microliters. Recoveries of Rhodamine B added to. skin lotions rang巴d

from 81.3 to 91.6%. It was detected from commercial skin lotions by 0.029 ppm to 0.144 ppm. 

Keywords : High-Performance Liquid Chromatography， determination， basic coal-tar dyes， 

cosmetic 

緒言

化粧品等に使用できるタール色素は昭和 41年の厚生

省令第 30号，昭和 42年の厚生省令第 30号および昭和

47年の厚生省令第 55号により規定されている.そして，

これらの色素の中で許可されている'塩基性タール色素

は，ローダミン B (赤色 213号， D&C Red No.19)のみ

である.

近年，化粧品等の輸入増加に伴ない，圏内法に適合し

ない製品が増加の傾向にある.そこで，これらの化粧品

等にローダミン B以外の塩基性タール色素が使用され

ている危険性があるため，著者らは，代表的な塩基性タ

ール色素である塩基性フクシン，マラカイトグリーン，

クリスタルバイオレット，オーラミンおよびローダミン

Bの分析法について検討を行なった.

従来，色素の分析法には，ペーパークロマトグラフ法

(PC)I)，簿層クロマトグラフ法(TLC)I)，および高速液体

クロマトグラフ法(HPLC)2-4)があるが，今回逆相分配型

カラムを用いた高速液体クロマトグラフィーにより，上

記色素の分析を行なった.また，検討を行なった分析法

により市販化粧水中のローダミン Bの定量を行なった

ところ，良好な結果が得られたので報告する.

実験方法

1.試薬標準色素:本実験に使用した標準色素は，

Table 1に示したが，ローダミン Bは化粧品用の認定を

うけた市販品を，塩基性フクシンおよびクリスタルバイ

オレットはイーストマン・コダック社製特級品を，その

他の色素は東京化成工業社製特級品をそれぞ、れ用いた.

なお，以下ローダミン Bは RH-Bと，塩基性フクシンは

B-Fと，クリスタノレバイオレットは CVと，マラカイト

グリーンは MGと，オーラミンは AUとそれぞ、れ略す.

色素標準液:上記各色素 10mgを精秤し，メタノールに

溶解し，それぞ、れ 100μg/mlとする.

$東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 1.60 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 . Standard Dyes used in the Study 

Type Common Name 

Xanthene Rhodamine B 

(D & C Red No.19) 

Triphenylmethane Fuchsine 

Malachite Green 

Crystal Violet 

Diphenylmethane Auramine 

ナフタレンスホン酸:東京化成工業社製の αーナフタレ

ンスルホン酸(以下 NSAと略す)特級品を用いた.

その他の試薬.すべて特級品を用いた.

2.器具および装置 高速液体クロマトグラフ:日本分

光社製 TRIROT AR-II 

検出器:日本分光社製紫外・可視分光光度計 UVIDEC

100II 

カラム:日本分光社製 FINEPAK 10C18(4.6mm i.d. 

X250mm) 

自記分光光度計:日立製作所社製 目立 323型

データ処理装置:島津製作所社製クロマトパック C-RI

A型

3.試験溶液の調製市販化粧水 100gをとり，ロータリ

ーエパポレーターを用いて約 10m!に濃縮する.濃縮後

メタノールを加えて正確に 10m!とした後， ミリポアフ

ィルターを用いてロ過して得たロ液を試験溶液とした.

4.高速液体クロマトグラフ法(以下 HPLCと略す)

による定性および定量 各色素標準溶液および試験溶液

のそれぞれ5μfについて HPLCを行ない，得られたピ

ークの保持時間を比較して定性を行なう.また，ロ夕、ミ

ンB標準溶液を希釈して 0.5-5.0μg/m!の標準系列

をつくり，定性の場合と同一条件で HPLCを行ない，得

られたクロ?トグラムのピーク面積と濃度から検量線を

作成する.ついで試験溶液5μfについて同様に HPLC

を行ない，得られたクロマトグラムよりローダミン Bの

ピーク面を測定し，検量線より濃度を求め，試料中の含

有料を算出する.

HPLCの測定条件ーカラム:FINEPAK 10C18， (4.6 

mm i.d. X 250mm)，移動相:アセトニトリル/水 (85: 

15)， 0.025M NSA， 0.025M過塩素酸含有，流速 1m!

/min，検出器:可視部吸光検出器(波長420nm，500 

nm， 600nm，レンジ0.02AUFS)，温度:室温

実験および考察

1.塩基性タール色素の分析

1. HPLCの移動相についての検討従来，水溶性色

Colour Index N o. λmax. (nm) 

45170 553 

42500 545 

42000 618 

42555 591 

41000 432 

8.0 

;国 6.0

』3Lに国 4.0 I 、、

EZJ に国Ecq J TL l ¥ 

2.0 ~ミ

。
10 20 30 40 50 

NSA( mM) 

Fig. 1. Capacity factor， K'， as a function of 

the N aphthalenesulfonic acid (NSA) 

concentration in the presence of 

0.01 M HCI04 

Mobile phase : acetonitrile-water 

(90: 10). Flow-rate 1 m!/min. 

Curves a : Fuchsine， b : Auramine， 

c : Rhodamine B d: Malachite Green， 

e : Crystal Violet 

e 

d 

C 

b 
a 

素の分析においては，イオン交換系のカラム2)又は無機

塩を使用した逆相分配系のカラム4)を用いた HPLCに

より分析が行なわれてきた.今回著者らは，移動相にカ

ウンターイオンとして NSAを加えたイオン対クロマト

グラフ法を用いて塩基性タール色素の分析法を検討し

た.Fig.1に示すように，過塩素酸濃度およびアセトニト

リル濃度を一定とし， NSA濃度を変化させて各色素の

保持比(キャパシ子ィーファクター， k')を測定した.そ

の結果 NSA濃度が増加するに従い， k'の値は小きくな

り25mM以上でほぼ一定となった.Fig.2には，アセト

ニトリルの濃度を一定としておき， 1， 5， 10， 25およ
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Fig. 2. Capacity factor， k'， as a function of 

the Perchloric acid (HCI04) 

concentration in the presence of 

various concentrations of NSA. 

Other HPLC conditions as in Fig. 1. 

Curves a : Fuchsine， b : Auramine， 

c : Rhodamine B， d : Malachite Green， 

e : Crystal Violet 
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となった.また， Fig.3はNSAおよび過塩素酸の濃度を

一定として，アセトニトリルの濃度を変化させた時のk'

を示した.アセトニトリルの濃度を増加させるに従い，

k'は小さくなり，各色素聞のk'のひらきも小きくなった.

HCI04 (mM) 

ぴ 50mMの各 NSA濃度において，過塩素酸濃度を変

化させた場合のk'を示した.各色素のk'の過塩素酸濃度

による変動は，低 NSA濃度において顕著にあらわれ，高

濃度においては， k'は過塩素酸濃度に依存せずほぽ一定
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Fig.1， 2および3により， トリフェニルメタン系の色素

である CVおよびMGのk'は， NSAおよび過塩酸濃度

に依存した.一方，キサンテン系の色素であ・る RH.Bお

よびジフェニルメタン系の色素である AUは比較的依

存しなかった.しかしトリフェニルメタン系の色素であ

るB-Fのk'は， CVおよび MGとは反し， NSAおよび

過塩素酸濃度に依存しなかった.以上の結果より分析時

間および各色素の分離を考慮して， HPLCの移動相溶媒

には 85%アセトニdトリル/水， 0.025 M NSA， 0.025 M 

過塩素酸混液を用いることとした.

2.各色素のクロマトグラム検出波長 420，500およぴ

600nmを用いて前項の HPLCの測定条件に従って操

作して得た各色素の標準クロマトグラムを Fig.4に示し

た. 420，500および600nmの検出波長を用いて測定す

ることにより，各色素を感度より〈測定することができ

b 

420 nm 

d 
a 

C 
a 

500 nm 

た. 11 11 d 

10.0 

8.0 

d 

LH 。h 旬U ZW 6.0 

3 +h tE-J a A.0 

2.0 

。
70 75 80 85 90 

% CH， CN 

Fig. 3. Effect of the mobiIe phase solvent 

composition on k' in the binary 

(0.025M HCI04十0.025MNSA) 

electrolyte system. 

Other HPLC conditions : same as 

shown in Fig. 1 . 

Curves a : Fuchsine， b : Auramine， 

c : Rhodamine B， 

d : Malachite Green， 

e : Crystal Violet 

e 

c 
b 

a 

d e 

600 nm 

o 4 8 12 16 20 24 28 

Retention time ( min ) 

Fig.4. HPLC seperation of Basic coal tar 

dyes 

HPLC conditions : column : FINE-

PAK 10C18 (4.6mm i.d.X250 

mm) mobile phase : acetonitrile-

water (85 : 15) containing 0.025 M 

Perchloric acid and 0.025 M 

N aphthalensulfonic acid， flow rate : 1 

m~ケnin， detecter : Vis. 420， 500 ， 600 nm 

Peaks : a : Fuchsine， b : 

Auramine， c :Rhodamine B， d : 

Malachite Green， e : Crystal Violet 
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a 

Recoverv 
(%) 

83.6 

88.3 

91.6 

81.3 

82.3 

87.2 

Table 2. Recovery Test of Rhodamine B 

from Skin Lotion 

Added Found 
(ppm) (ppm) 

1.00 0.836 

1.00 0.883 

1.00 0.916 

1.00 0.813 

1.00 0.823 

1.00 0.872 

Run 

ーi
η
L
q
3
4
4
&
F
D
p
n
v

X =85.71 C.V.(%) =4.65 

Table 3. Analytical Results of Rhodamine B 

in commercial Skin Lotions 

Samples Analytical Results(ppm) 

A 0.095 

B 0.144 

C 0.091 

D 0.126 

E 0.029 8 4 。
(min) 

Fig. 5. High Performance Liquid Chromatogram 

of Commercial Skin Lotion 

operating conditions are the same as 

described in the legend of Fig. 4 . 

Peak a : Rhodamine B 

結論

逆相分配カラムを使用して，イオン対クロマトグラフ

法を用いた HPLCにより，塩基性フクシン，オーラミ

ン，ローダミン B，マラカイトグリーンおよびクリスタ

ルバイオレットの分離分析法を検討すると共に，市販化

粧水に配合されているローダミン Bの定量を行なった.

その結果， l)HPLCの移動相には， 0.025 Mナフタレ

ンスルホン酸およぴ 0.025M過塩素酸含有の 85%アセ

トニトリル/水を使用したところ，各色素が良好に分離

した.

2)トリフェニルメタン系のマラカイトグリーンおよ

びクリスタルノfイオレットのk'は，カウンターイオンと

して使用した NSAおよぴ過塩素酸濃度に依存している

が，同系の色素である塩基性フクシンのk'にはほとんど

七工meRetention 

II. 口ーダミン Bの定量

1.ローダミン Bの吸収スペクトル メタノールを溶

媒に用いて RH.Bの吸収スペクトルを測定した.その結

果 535nmに吸収極大波長を示したので，検出波長を

535nmに設定した.

2.検量線 RH-Bの標準溶液をメタノールで希釈

し， 0 -5 ppmの標準系列を作製し，各溶液5μfを前

記の HPLCの測定条件に従って操作を行ない，得られ

たクロマトグラムよりピーク面積を測定して検量線を作

成したところ， 0.02 AUFSで0-5ppm (0 -5μg) 

の範囲で原点を通る直線関係が成り立つことが認められ

た.また検出限界は 0.005AUFSで， 2S/Nとすると

0.005 ppmであった.

3.市販化粧水における添加回収実験および分析結果

RH-Bを含まない化車産水 10gに， RH-Bを10μg添加

し，回収率を求め，結果を Table2に示した. 6回の平

均回収率は 85.71%で，変動係数は 4.65%であった.ま

た， Fig.5はRH-Bが配合しである市販化粧水のクロマ

トグラムを示した. RH-B付近には妨害ピークが認めら

れず，他の成分との良好な分離を示した.そLてTable3 

に市版化粧水6種について RH-Bの分離結果を示した.
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依存が認められなかった.

3)本法により，市販化粧水に対するローダミン Bの添

加回収実験を行なった結果，平均回収率は 85.71%で，変

動係数は 4.65%であった.またクロマトグラムにおい

て，市販化粧水中の他の成分の妨害なしに分析を行なう

ことカ£できた.
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市販化粧石けん中のタール色素の調査報告

中村義昭ヘ観 照雄ぺ伊藤弘ーへ風間成干し*

A Report of Investigation of Coal-Tar Dyes in Commercial Toilet Soaps 

Y05HIAKI NAKAMURA， TERUO KAN， KOICHI ITO and MA5AY05HI KAZAMA 

Analysis of cosmetic coal-tar dyes in 48 samples of commercial toilet soap purchased in Tokyo 

was carried out according to the following procedure; the samples were dissolved in water， treated， 

with hydrochloric acid， and extracted with organic solvent or cleaned up by DEAE-5ephadex 

column chromatography. Dyes separated from the soap were identified by thin layer chromato-

graphy 

As a result of the analysis， a total of 26 coal-tar dyes in 6 different colors were detected in 48 

samples. Dyes contained in 11 samples， including 5 of foreign origins， were different from those 

indicated on the packages of the soap. 

It was found that coal-tar dyes used mainly for samples were Red-213 (Rhodamine B)， Yellow-203 

(Quinoline Yellow W5)， Red-226 (Helindone pink CN) and Blue-404 (Phthalocyanine Blue)， but Red-

219 (Brilliant Lake Red R) and Yellow-204 (Quinoline Yellow 55) were not detected in all the 

samples 

区eywords: toilet soap， coal-tar dyes， analysis， Red-213， Yellow-203， Red-226， Blue-404 

緒 言

現在香粧品に使用されている色素は，人体に対する安

全性等の観点から使用を許可された色素で，薬事法によ

って定められている法定色素1)である.また昭和 55年 9

月の薬事法の改正に伴なって法定色素など 98品目を配

合する香粧品はその成分の名称を容器等に表示する義務

が公布2)されたため，医薬品等に使用することができる

タール色素を定める省令(昭和 41年厚生省令第 30号)

別表第1，別表第 2および別表第 3に掲げた法定色素 83

品目については同表に定めている品目の名称で表示する

ことになった.

香粧品中の法定色素を系統的に分離分析する方法は日

本薬学会編衛生試験法香粧品試験法有機性着色料3)に記

載されているが，適用できる香粧品は口紅，ファンデー

ション，ポマード，化粧水などであって，国型化粧石け

んには，適用することが困難で、あった.そこで今回国型

石けんのうち特に脂肪酸塩を素地とするものについて前

処理として酸処理と DEAE-セファデックスを用いるカ

ネ東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科

ラムクロマト法等を行い，同定法として TLC法を用い

たタール色素の分離同定法を検討した.さらに外国で製

造された輸入石けんを含めた市販石けんに，その試験法

を用いて，使用されているタール色素が，容器等に表示

されたタール色素と同一で、あるかどうかの調査を行なっ

た.また皮膚障害等で、問題になっていると報告4-7)されて

いる赤色 219号および黄色 204号の使用状況などにつ

いても調査を行なったので合せて報告する.

実験の部

試料東京都内で昭和 56年から 59年までの聞に薬

局・化粧品底・薬庖・デパートで購入した固型化粧石け

ん 48検体を試料とした.これらの試料はすべて色素表

示されたものであり， 34検体は国産品で，医薬部外品 5

検体，透明な石けん 7検体である.また 14検体は外国産

でありこのうち医薬部外品 2検体，透明な石けん 3検体

であり，国別ではアメリカ産 5検体，西ドイツ産 4検体，

スイス産 1検体，イギリス産3検体およびイタリア産 1

検体である.

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， 5hinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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試薬 1)タール色素(以下色素と略す)標準品 国立

衛生試験所標準品および市販の色素を，薄層クロマトグ

ラフィ一等で分取，精製して用いた.Table 1.にこれら

の色素名と別名， Color lndex番号 (C.I.No.) を示した.

2)色素標準溶液衛生試験法香粧品試験法に準じて

調製した.

3)薄層シリカゲル(メルク社製， Kiselgel60， 5x 10 

cm，10X 20 cm，0.25 mm)，セルロース(メルク社製， 10x 20 

cm，O.l mm) 

4)展開溶媒 @nブタノール・エタノール・0.5N酢

酸 (6:2: 3)，⑥nブタノール・エタノール・0.5Nア

ンモニア水 (6:2:3)，@クロロホルム・べンセーン (7: 

3 ) 

5)併雌・酢酸混合溶液:硫酸・酢酸・水 (4:9: 1) 

6) DEAE. Sephadex DEAESephadexA-25100gを

0.5Nアンモニア水 11中に 1日放置し，フェノールフタ

レインで赤色を呈きなくなるまでイオン交換水で洗浄す

る.次に 0.5N酢酸 11 中にこの樹脂を入れ更に 1日放

置し，イオン交換水で、よく洗浄したものを用いた.

7) DEAE • Sephadexカラム 上記の樹脂を底部に少

量の脱脂綿をつめた内径 2.5cm，長さ 20cmの活せん付

カラムクロマト管に，カラムの高きが約 5cmになるよう

に入れる.

8)1容離溶液 @エタノ「ル・水・塩酸 (50: 10 : 1)， 

③エタノール・水・塩酸 (50・10・3)，@エタノール・

水・塩酸 (50: 10 : 6)， @ 10 %塩酸

9 )石けん用素地化粧品原料基準の規格に適合した

もの.

Table 1. Standard Coal-Tar Dyes used on The Examination 

No. Color No. Common name C.I.No. No. 
Color No. Common name C.I.No. 

(Japan) (Japan) 

Red-102 New Coccine 16255 18 Blue-205 Alfazurine FC 42090 

2 Red-106 Acid Red 45100 19 Violet-401 Alizurol Purple 60730 

3 R巴d-202 Lithol Rubine 15850 20 Red-221 Toluidine Red 12120 
BCA 

4 Red-213 Rhodamine B 45170 21 Red司225 Sudan III 26100 

5 Red崎219 Brilliant Lake 15800 22 Red司228 Parmatone Red 12085 
Red R 

6 Red-227 
Fast Acid 17200 23 Red-404 

Brilliant Fast 
12315 

乱1agenta Scarlet 

7 Red-401 Violamine R 45190 24 Orange-203 
Parmanent 

12075 
Orange 

8 Red-504 Ponceau SX 14700 25 Orange-204 
Benzidine 

21110 Orange G 

9 Orange-205 Orange II 15510 26 Yellow-204 
Quinoline 

47000 Yellow SS 

10 Yellow-4 Tartrazine 19140 27 Yellow-401 Hanza Yellow 11680 

11 Yellow-202(1) Uranine 45350 28 Yellow-404 Yellow AB 11380 

12 Yellow-203 Quinoline 
47005 29 Green-202 

Quinizarin 
61565 Yellow WS Green SS 

13 Yellow-403(1) NYaepl htol 
low S 10316 30 Blue-403 Sudan B1ue B 

14 Yellow-406 Metanil Yellow 13065 31 Red-226 Helindone Pink 73360 
CN 

15 Green-201 Alizarine C3raninE61570 32 Yellow-205 Benzidine 
21090 

Green F Yellow G 

16 Green-204 Pyranine Conc 59040 33 Blue-204 Carbanthrene 
69825 Blu巴

17 Blue-1 
Brilliant' Blue 

42090 34 Blue-404 
PhtalocyanIne 

74160 
FCF B1ue 

C.I.No. : Color index number 
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装置 1)紫外線検出器 ミツミ紫外線検出器

TYPE SJ -1031 (波長254nm，365nm) 

2)分光光度計 目立自記針悦度計 323型

3)蛍光X線分析装置理学電機工業製 0600ウルト

ラトレースシステム

試験溶液の調製法試料 5-20gをビーカーにとり，

水 100mlを加えたのち，約 50ロcの水浴中でときどき混ぜ

ながら 1時間加温する.温時，塩酸5mlを加え，ガラス

棒でよくかき混ぜる.1令後ろ紙(No.2)を用いてろ過する.

ろ紙上の残留物は少量の水で洗う.得られたろ液は希塩

酸に可i容な色素を含むから松本B)らの方法に準じて分離

分析し，試験溶液を調製する.また残留物は油溶性色素

を含むから，衛生試験法香粧品試験法有機性着色料3)1こ

準じて分離分析し，同様に試験溶液を調製する.以上の

固型化粧石けん中の色素分離操作を Chart1.に示す.

確認方法上記の試験法に従って得た試験溶液を薄層

クロマトグラフ法(以下 TLC法と略す)，可視部吸収ス

ペクトル法(以下Vis.と略す)，蛍光 X線分析法を用い

色素標準品と比較して色素の確認を行った.すなわち

Table 1.に示すようにNO.l赤色102号からNo.19紫色401

号までの色素については，シリカゲル薄層およびセルロ

ース薄層を用い，展開溶媒に@，⑥を用いる TLC法で，

またNo.20赤色 221号からNo.30青色 403号までの色素に

ついては，シリカゲル薄層を用い，展開溶媒に@を用い

るTLC法で確認した.さらにNo.33青色 204号および

NO.34青色 404号は αークロルナフタリンに溶解させ Vis.

と蛍光X線分析を用いて確認した.なお蛍光を有する色

素については紫外線照射下で確認した.

実験結果および考察

1.色素の分離香粧品中の色素を分離する方法とし

ては，毛糸染色法3)，i容媒分離法3)および吸着カラムクロ

マトグラフ法9)などがあるので，これらの方法を固型化

粧石けんに適用した.その結果，色素の確認を TLCで行

う場合，過剰に共存する石けん成分の脂肪酸塩を妨害し

ない程度まで除去することができなかった.そこでこの

脂肪酸塩を除去する目的で，試料に水を加え， 50"Cの水

浴中で1時間加温し，温時，塩酸5mlを加え，凝固物を

生成させ， 1令後ろ紙を用いてろ過を行い，ろ液と残留物

について検査したところ，石けん成分の妨害が少なくな

った.そこで，法定色素を系統的に分析することを目的

として， Table1.に示す標準色素33種類を，色素を含有

しない石けん用素地にそれぞれ添加して添加回収試験を

行った.石けん用素地5gを乳鉢にとり，エタノール 20

mlを加えて乳棒を用いて混和したのち，各色素の溶液を

加えて均一になるまでさらに混合する.エタノールが揮

散し，ほぽ固形になるまで放置したのち以下Chart1.に

準じて検査したところ， Chart1.の各分画の色素どおり

に添加した色素を検出することができた.ただし， NO.l赤

色 102号からNo.30青色 403号の色素についてはlmg/

ml.の溶液O.lmlを， No.31赤色 226号からNo.34青色 404

号の色素については不溶性のため約lmgの粉末を直接添

加した.

2.市販品分析結果 48検体の試料について色素の測

定を行い，その結果をTable2.に示す.これによると今回

検出した色素は 6色 26種類で，その内訳は赤色9種類，

黄色7種類，青色5種類，緑色2種類，だいだい色2種

類，紫色 1種類である.固型石けんの着色料は色が6色

と多色であり，また今回測定した 26種類は，法定色素 83

種類の 31.3%という広範囲な使用実態であった.

1)赤色色素本報の固型化粧石けんのうち 26検体に

使用されていた赤色色素は赤色 213号 (9検体)， 226号

(7)， 401号 (5)，106号 (2)，504号 (2)，202号

(2)， 221号， 227号， 404号(各 1)であった.また試

料番号6，9， 31， 34の検体は， 2種類の赤色色素を配

合していることが判定できた.ところで高橋らがリール

黒皮症等の皮膚障害の原因物質の 1つであろうと報

告4-6)している赤色 219号は，今回の対象試料からは検

出きれなかった.

2)黄色色素 48検体中 26検体に使用されていた黄色

色素は，黄色 203号 (10検体)， 4号 (5)，406号 (5)， 

401号 (3)，205号 (3)，202号の(1)(1)であり，試

料番号 30，33の検体は黄色色素を 3種類配合していた.

またC.D.Calnan7)によって皮膚アレルギーを起こすと

報告されている黄色 204号は，今回の対象試料からは検

出きれなかったカミ黄色 204号が混入することで問題に

されている 10)黄色 203号は，今回最も使用頻度の高かっ

た色素であった.

3)青色色素 48検体中 14検体に使用されていた青色

色素は，青色 404号(8検体)， 204号(2)，403号(2)， 

205号， 1号(各 1)であった.なお今回青色 202号， 203 

号および，'204号は標準色素がないので分析対照色素か

らは省略した.

4)緑色，だいだい色および紫色色素 緑色は 7検体に

使用され，種類は 201号(5検体)， 204号 (2)の 2種

類であった.だいだい色は 3検体に使用され，種類は 205

号 (2)，204号(1 )の 2種類であった.また紫色は

2検体に使用され，種類は 401号(2 )の 1種類であ

った



Chartl. Analysis of CoaI句tarDyes in Soap 

Sample(5-20g) 

lmmat50℃ withHOI…r 
below pH 1-2 with conc HCI 
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Filtrate 
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conc田 trateto C3. 5ml at 50t つ:I dissolve with Ethyl Ether 50 ml 
pH 6-8 with IO%NH，OH I ':" 

軍 addH，O IOml 
extract 
add. EtOH 5 ml (case of emulsion) 

column にhEtOH 50 ml 

EtOH Soln. column 

I EtOH，H20・HCI
I (50: 10: 1) 

Soln. 1 Column 

R-106， R-202， R-401. I EtOH ，H20・HCI
R.504， 0.205， Y-403， 1(50: 10: 3) 
Y.406. G.201. B-I I 

Soln. 2 Column 

R-227， Y-4， I EtoH'H，O・HCI
Y -203， B-205 I (50 : 10: 6) 

I ，.... _1~._~ Hexane layer 
，1 Colu 

Soln. 3 ~~'ï 

R-227 I 10%HCI 

Soln. 4. Column 

G-204 

知l

切J
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副
司

芸書
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ω印
噌
-
由
∞
A
H

Filtrate 
R-401 

Acid Iayer 

add. H，O 30 ml 
be basic with 25%NaOH 
ext. with Pet. Ether 

(50mIX3) 

Soln. Residue 

I T oluene 50 ml 

Residiue I 
R-219 r一一一一一一一一寸

Toluene Residue 

R-226， 0-203， B-204， B-404 
0・204，Y-205 

Water layer Pet. Ether layer 

R-221， R-225， R・228，
Y-204， Y-404， G-202， 

B-403 

Ether Iayer 

concentrate 
dissolve with Benzene 50 ml 
ext. with mixed 5010 

(H2S0..HOAC.H20) 5 ml 

water Benzene layer 

concentrate 
dissolve with Hexane 

50ml 

ext. with Acetonitrile 
50ml 

Benzen layer 

wash with H20 
(30 mlX2) 

(5cm X 2.5cm) 

water Ether layer 
R.213 

]Gm 

Acetonitrile layer 
Y.205， Y.401 
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Table 2. Results of Examination 

~ ample Sample Maker State Kind of Sample Content Coal.tar dyes detected from Samples 

No. Name Soap Color (g) Red Orange Yellow Green Blue Violet 

1 T.] Y.Z Blue 80 403 

2 T.C. Pink 80 504 

3 Y.P. Med Brown 70 504 

4 Y.S Brown 55 401 201 

5 V.A. Trs Green 100 204 403 

6 V.H Trs. Red 100 227.401 

7 V.O. Trs Yellow 100 
8 S.K.B H Trs Blue 15 205 

9 S.K.P Trs. Pink 15 106，401 

10 S.S.P. P.S. Pink 75 213 

11 M.S Violet 65 226 404 

12 M.S.4 P.G Med Orange 85 202 404 

13 M.S.8 Med Orange 85 202 203 

14 A.R. M Med Red Brown 85 106 4 201 

15 H.S Z Med Yellow 70 406 

16 V.B. A Blue 85 404 

17 V.R Blue 125 404 

18 I.S. Trs Brown 90 detect 401 205 N.D N.D. 

indicate (401) (203) (1) 

19 P.Q. S.C Trs Green 100 403 201 

20 N.l. N Brown 120 detect 401 406 

indicate (102) (202-(1)，203) (201) 

21 K.G. K Green 100 404 205 404 

22 K.H. Yellow 105 213 205 

23 S.V s Pink 85 213 

24 V.R. Y.O Pink 90 221 204 

25 V.M. Blue 90 204 401 

26 V.O Yellow 90 401 

27 N.C. N.S. Pink 80 213 

28 K.D K.S Yellow 80 213 406 

29 P.Y. S.K. Yellow 50 226 205 

30 M.O. 0.0. Orange 20 detect 213 204 202，203，403 
indicate (213) (203) (403) 

31 M.R. Red 20 detect 213，226，N.D. 203 
indicate (213) (401) (203) 

32 M.B. Blue 20 203 404 

33 M.Y. Yellow 20 detect 4，203，406 201 

indicate (203，406) (201) 

34 M.V. Violet 20 detect 213，226 201 401 

indicate (213) (401) 

35 H.S. P U.S.A. Green 103 203 
36 ].P. A.D Med. Trs. Orange 92 205 

37 I.D ].C Med Green 140 203 

38 P.S. Green 135 ~e;;ct 203 
[+l 

indicate (203) 

39 O.E. w Trs Brown 93.5 204 

40 V.P. 11 W.Ger. Yellow 125 203 

41 V.L. Green 125 d1nedteICcat te 
403 (N40.D3) ，[+] 
(403) 

42 P.R. Violet 100 ~e\~ct 213，N.D. 404 
indicate (401) (404) 

43 P.S. Green 100 ~e\~ct 203 N.D.，[+l 
indicate (203) (403) 

44 L.G Y.T Swit Trs. Green 90 ~e\~ct N.D 
[+l 

indicate (203) 

45 Y.H. 。 Eng. Pink 75 226 401 

46 Y.R Pink 75 226 

47 Y.V. Violet 75 226 404 

48 A.H. Ital. Green 130 401 404 

total sample number 26 26 7+1 14+3 

(State) W.Ger.: West Germany， Swit.: Switzer land， Eng.: England， Ital.: Italy 

(Kind of Soap) Med.: Medicate soap， Trs.: Transparent soap 
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5)透明石けんについて 48検体のうち 10検体が透明

石けんであり，これら検体には赤色は 3種類(106号， 227

号， 401号)，賞色は 2種類(4号， 403号)，青色は 2種

類 (205号， 403号)，だいだい色は 1種類 (205号)，緑

色は 2種類 (201号， 204号)の計 10種類の色素が使わ

れており，今回検査した検体の中で使用頻度の多かった

黄色 203号(10検体)，赤色 213号(9)，赤色 226号(7) 

および、青色 404号 (8)は透明石けんには使用されてい

なかった.このことから透明石けんでは一般に酸性およ

び油溶性の染料といわれる色素は使用されるが，赤色

226号および、青色 404号のような顔料といわれる色素は

使用されていないことが判明した.また赤色 213号およ

び黄色 203号が使用きれなかった理由としては，透明石

けんの製品化にこれらの色素は不向きなのではないかと

考えられる.

6)色素の表示について化粧石けんには国産品のも

のと輸入品のものがあり，どちらも薬事法の規制をうけ

るため，薬事法によって指定された成分の名称を容器等

に表示することになる.とこで試料に表示きれた色素名

と今回分析して得た色素との比較を行なった.

その結果表示と異なる違反品は 48検体のうち国産品

34検体に 6検体(18%)，輸入品 14検体に 5検体(36%)

であった.つぎにその違反品を Tabl巴 2.の番号順に報

告する.

①試料 18(I.S.) 表示が赤色 401号，黄色 203号，青色

I号の3種類の色素で，このうち赤色 401号は確認でき

たが，黄色 203号，青色 I号は検出できなかった.また

だいだい色 205号が表示外の色素として検出Lた.

②試料 20(N.I.) 表示が赤色 102号，黄色 202号の(1)，

黄色 203号，緑色 201号の 4種類の色素であったが，こ

れらの色素は検出できなかった.また赤色 401号および

黄色 406号が表示外の色素として検出した.

③試料 30(M.O.) 表示が赤色 213号，だいだい色 203

号，黄色 403号の 3種類の色素であったカえこのうち赤

色 213号，黄色 403号は確認できたれだいだい色 203

号は検出できなかった.また，だいだい色 204号，賞色

202号，黄色 203号の3種類の色素を検出した.

④試料 31(M.R.) 表示が赤色 213号，赤色 401号，

賞色 203号の 3種類の色素であったが，このうち赤色

213号，黄色 203号は確認できたが，赤色 401号は検出

できなかった.また，赤色 226号が表示外の色素とし

て検出した.

⑤試料 33(M.Y.) 表示か賞色 203号，黄色 406号，緑

色 201号の 3種類の色素で，これらの色素は確認できた

が，別に黄色4号を表示外の色素として検出した.

⑥試料 34(M.V.) 表示が赤色 213号，紫色 401号の

2種類の色素で，これらの色素は確認できたが，別に赤

色 226号，緑色 201号の 2種類の色素を表示外の色素と

して検出した.

⑦試料 38(P.S.) 試料の色が緑色をしており，表示し

である色素は黄色 203号の 1種類であり，この黄色 203

号は確認できた.しかしこのほかに青緑色の法定外の色

素を検出した.

⑧試料 41(V.L.)表示が黄色 403号，青色 403号の 2

種類の色素で，このうち黄色 403号は確認できた.しか

し青色 403号は検出できず，別に青緑色の法定外の色素

を検出した.

⑨試料 42(P.R.) 表示が赤色 401号，青色 404号の 2

種類の色素で，そのうち青色 404号は確認できた.しかし

赤色 401号は検出できなかった.また赤色 213号を表示

外の色素として検出した.

⑮試料 43(P.S.) 表示が黄色 203号，青色 403号の 2

種類の色素で，このうち黄色 203号は確認できたカえ青

色 403号は検出できず，別に青緑色の法定外の色素を検

出した.

⑪試料 44(L.G.) 表示が黄色 203号であったれこの

色素は検出できなかった.なおこの検体からは緑色の色

素が検出された.

7)不明の色素について 試料 38，41， 43では青緑色の

色素が検出されたが，これら青緑色の色素はChart1.の

青色 204号，青色 404号などと同じ分画の所で検出す

る.しかし青色 204号，青色 404号と異なり αークロル

ナフタリンに溶解せず，また他の有機溶媒や水にも溶解

しなかった.さらにこれを蛍光 X線にて測定したとこ

ろ， CGe-Target，35KV，35mA，測定 300秒J8.04KeVで

銅を，またCTi-Target，40KV， 60mA，測定300秒)2.62

KeVで塩素を確認した.これらのことからこの青緑色

の色素は，小西ら 11)の述べている青色 404号の誘導体の

1種ではないかと推定した.

試料 44(L.G.)では緑色の色素を検出したが，これは

Chart 1. において Soln.1の分画の所で検出され，これ

は天然色素ではないかと考えられる.

まとめ

1.国型化粧石けん中のタール色素は前処理として，

試料を水に溶解後，塩酸処理し， DEAEーセファデ、ックス

カラム，溶媒抽出などのクリーンアップを併用すると，

TLC法によって系統的にタール色素を分離同定できる.

しかし赤色 204号，赤色 205号などの顔料の検査を行な
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うにはこの方法だけでは不充分な点もあるので，今後改

良を行い，また定量を目的とした分析法の検討も行うつ

もりである.

2.市販図型化粧石けん 48検体に使用されていたタ

ール色素は 6色 26種類であった.

3.市販品 48検体(国産品 34検体，輸入品 14検体)

について検査した結果，表示違反の検体は 11検体(国産

品6検低輸入品5検体)であった.
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高速液体クロマ卜グラフィーによる清浄綿中の塩化ベンザルコニウム定量法

植田忠彦ヘ 風 間 成 JL• 

Determination of Benzalkonium Chloride in Disposable Moistened Medicated Tissue 

by High Performance Liquid Chromatography 

T ADAHIKO UET A' and MASA YOSHI KAZAMA事

A useful high performance liquid chromatographic analysis of benzalkonium chloride in dis-
posable moistened medicated cotton was presented. In this technique a reversed phase microcyano 

column， a 258 nm ultraviolet absorbance detector and a 60% acetonitrile containing 0.05M of sodium 

acetate as mobile phase were used. 

Benzalkonium chloride in disposable moistened.medicated cotton was satisfactorily eluted with 

50% methanol containing 0.05N of hydrochloric acid. IncIuded homologs were measured in terms of 

a total amount of benzalkonium chloride. In this method the recovery and coefficient variation 

were 93.5% and 1.2% (n= 5) respectively. 

Keywords: benzalkonIum chloride， homolog， disposable moistened medicated tissue， high performance 

Iiquid chromatography， nucIear magnetic resonance 

はじめに

市販の清浄綿に配合される殺菌剤jはグルコン酸クロル

ヘキシジン (CHG)，塩化べンザルコニウム (BC)，塩化ベ

ンゼトニウム (BZ)等である.著者らはさきに，これらの殺

菌剤のうち， CHGの高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)による分析法について報告1)したが，今回， BCの

HPLCによる分析法について検討を行なった.

現在用いられている BCにはアルキル基の炭素数の

異なる数個の同族体よりなる混合体と単一休の二種類が

あり，医薬品等の分析においてはこれらを色素を用いて

イオン対形成後，抽出し比色定量2)-する方法が用いられて

いるが，近年， HPLCによる同族体の分別定量法3-5)も報

告されている.

一方，清浄綿中の BCについても紫外部吸収スペクト

ル法(UV法)による確認試験を行なったのち，比色定量

する方法が用いられているが，この UV法はパックグラ

ウンドが高くなるため確認が困難となる場合がある.

そこで〉清浄綿中の塩化べンザルコニウムの抽出法，

核磁気共鳴スペクトル法(NMR)による確認法ならびに

HPLCによる同族体のトータル定量法について検討を

行なったので報告する.

実験方法

試料市販清浄綿:昭和 58年 12月入手した製品を

用いた.自家製清浄綿:製造基準6)にほぼ準じ，50mlビ

ーカー中に日本薬局方脱脂綿1.7gをとり， 0.01%BC溶

液8mlおよび水2mlを加え，アルミホイルでビーカーを

覆ったのち，オートクレーブ中で 120.，30分加熱滅菌処

理したものを用いた.

試薬 0.01%BC 溶液:東京化成製 BCを水に溶かし

て0.01%溶液を調製した. BC標準溶液:日本油脂製

BC(含有量 99.2%)100.0mgを精秤し水を加えて正確に

100mlとした.移動相:酢酸ナトリウム 4.1gを水 400

mltこ溶かしたのち，アセトニトリル (0.45μmメンプラ

ンフィルターろ過)を加えて 11とし，酢酸j容液を用いて

pH6.0に調整した.抽出溶液:0.1N塩酸溶液およびメ

タノール(0.45μmメンプランフィルターろ過)を等量混

合した.オレンジ II溶液:Merck社製 OrangeII (C.I. 

No.15510) 0.1gに水を加えて 100mlとした.その他使

用した試薬類は全て特級である.

装置高速液体クロマトグラフ:協和精密製 ポンプ

*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 

彬 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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(NSP-5DX型)，検出器 (NS・310A型)NMR:日本電

子工学製 FX-270 自記分光々度計:日立製作所製

323型

操作法試験溶液の調製.清浄綿を受け器を付けた

G-3 Jゲラスフィルター中に移し，抽出溶液15-20mlを加

え，ガラス棒を用いて抽し洗いしたのち，アスピレータ

ーで吸引ろ過する.この押し、洗い操作を 4回くり返す.

このとき，清浄綿の容器内も十分に洗い込む.ろ液をロ

ータリーエノ〈ポレーターを用いて，突沸に注意しながら

500

の水溶上で濃縮乾回したのち，残i査を水2mlに溶か

し，試験溶液とする. NMR確認法:試料2袋より同様

にして抽出したのち，濃縮乾固し， CDCl3tこ溶解して

NMRの測定を行なう.化学シフト (oppm)はテトラメチ

ルシランを基準物質として求める.

定量法 BC標準溶液を希釈して 100，200，400，800

μg/mlの各溶液を調製し，その 10μJを注入Lて得たピ

ーク面積より検量線を作成する.つぎに試験溶液を同様

にして測定し，試料中の BC含有量を求める.HPLCの

測定条件はつぎのとおりである.カラム:Nucleosil 

CNI0μm(Nargel社製)州X250mm，移動相:0.05 M 

酢酸ナトリウム含有 60%アlセニトリル (pH=6.0)，流

量:1.0ml/min，測定波長:258nm，感度:0.05 AUFS 

結果および考察

1. HPLC 測定条件現在使用されている BCには

アルキル基炭素数の異なる数種の同族体からなる混合体

と単一体の二種類があり， Meyer3
)はμBondapakCN 

(Waters社製)カラム，佐藤4，5)は Nucleosil 5C18 (M. 

Nagel社製)カラムを各々用いて HPLCによる同族体

の分離分析を行なっている.しかし，現在用いられてい

る方法は第 4級アンモニウム塩に共通した色素を用いる

イオン対抽出比色法2)であり，トータル定量法である.そ

こで今回， HPLCを用いて同族体を分離することなくト

ータル BCとして定量する方法について検討した(1)

移動相:カラムはテーリングの少ないNucleosil CNを

用いることとし，アルキル基の炭素数 14と16の同族体

を用いて HPLCクロマトグラム上単一ピークとして溶

出する条件を検討したところ， Fig.lに示すように移動

相としてはpH6.0に調整した 0.05M酢酸ナトリウ

ム含有60%アセトニトリル溶液が適当て。あった. (2)測

定波長:BCは254，258， 263.5および270nmに紫外部

吸収極大値を持つため，測定波長として最大感度を示し

た258nmを用いた.この測定波長で、のC14および.C16同族

体の吸光度はほぼ等しい値を示した (3) 検量線:以

上の方法に従い， BC標準溶液を用いて100μg/ml
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Fig. 1. Chromatograms of C14 and C6 

Alkylbenzyldimethylammonium 

Chloride with each Mobile Phase 

From 60% to 80% Acetonitrile 

Containing Sodium Acetate 

-800μg/ml濃度の溶液を作成しその 10μJを注入し，

ピーク面積により検量線を作成したところ良好な直線性

を示した.

2. 抽出溶液脱脂綿の吸着性のため BCはメタノ

ール，アセトニトリルまたは水との混合溶液では抽出率

が低い.従って抽出溶液として塩酸を含有するメタノー

ル溶液およびアセトニトリル溶液について，自家製清浄

綿を用いて BC抽出量の比較を行なったところ，メタノ

ール含量が 50-70%において良好な抽出率が得られた.

そこで 50%メタノール溶液について更に塩酸の最適含

有量を求めたところ， Table 1.に示すように塩酸濃度が

0.05 N以上で一定の抽出率が得られた.

3. 滅菌処理に対する BCの安定性製品の製造に

当り，殺菌剤を含浸させた清浄綿はオートクレーブによ

り通常 1200，30分間加熱滅菌処理される.そこでこの操

作による BCの安定性について調べたところ， Table 2. 
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Table 1. Recovery of Benzalkonium Chloride 

Extracted from Disposable Mois-

tened Medicated Tissue with sol-

vents 

HCI Added Detected Recovery 
(N) (μg) (μg) (%) 

0.001 788 540 68.5 

0.005 788 645 81.9 

0.01 788 708 89.8 

0.05 788 737 93.5 

0.1 788 737 93.5 

N ormaIity of hydrochloric acid in 50% methanol 

AutocIaving condition : 120
0， 30 min. 

Table 2. Relation of the AutocIaving Time at 

120
0

0n the Recovery of Benzalko-

nium Chloride from Disposable 

Moistened Medicated Tissue 

Time Added Detected Recovery(%) 
(min) (μg) (μg) (n == 5 ) 。 788 755 95.8 

30 788 737 93.5 

60 788 737 93.5 

90 788 730 92.6 

120 788 713 90.5 

に示すように 60分間の加熱まではほぼ安定であり，そ

の後は暫滅する傾向を示した.従って，一般的に製造過

程での滅菌処理による BCの分解はないものと考えら

れる.今回の試験で加熱処理しない綿よりの回収率は

95.8%であるのに対し加熱処理した場合 93.5%と若干

低い値を示す.これは自家製清浄綿は減菌処理に際して

密封されていないために一部蒸散したものと考えられ

る.本法における自家製清浄綿による BCの回収率は

93.5%，変動係数は1.2%(n== 5)で、あった.

4. 確認法 (1) UV法清浄綿中に用いられてい

る第4級アンモニウム塩系殺菌剤には BCおよびBZが

あるがこの確認法として UV法2)が用いられている.

BCおよびBZの吸収極大は254，258， 263.5， 270 nm 

においては重なり，一方， BZは276，282nmtこも吸収極

大を持つ.従って，妨害物等が共存しない試料において

はこれらの吸収極大および吸収パターンより同定可能で、

ある. しかし，清浄綿抽出液はパックグラウンドが高く

なる傾向があり，吸収パターンが不明確となるため同定

が困難となる. (2) NMR法試料2袋より抽出した

検液についてlH-NMRおよび13C_NMRを測定したと

ころ， lH_ NMRの場合，妨害物のため確認法として用

いることができなかった.一方， 13C-NMRはよ14.1(q)，

22.7(t)， 22.8(t)， 26.4(t)， 29.3(t)， 29.5(t)， 29.7(t)， 31.9(t)， 

50.l(q)， 63.l(t)， 67.4(t)， 128.0(s)， 129.0(d)， 130.4(d)， 

133.3(d) ppmのシグナルが認められ，塩化べンザルコニ

ウムの同定が可能で、あった.

5. 定量結果 C14およぴ C16同族体混合体および、市

販の清浄綿について HPLCによる定量結果と従来から

用いられているオレンジIIを用いる比色定量法による結

果を比較したところ， C同 C16各 200μgの等量混合体の

場合，いずれの定量値も 400μgと良〈一致した.一方，

清浄綿の場合， 1袋中の HPLC定量値が855μgと比色

定量値の 840μgに対し約 2%高い値となったが， BCの

トータル定量法として使用することが可能で、ある.

まとめ

HPLCによるアルキル基の炭素数が異なる同族体を

含有する塩化ベンザルコニウムの定量法を検討したとこ

ろ，次の結果が得られた.

(1) C14および C16同族体の各々を分別定量した値と

単一ピークによる定量値はほぼ一致した.この時の本法

の検出限界は 0.5μgであった.

(2) 13C_ NMRにより，清浄綿より抽出した塩化ベン

ザルコニウムの同定が可能で、あった.

(3) 市販清浄綿中の塩化ベンザルコニウム含有量は

800-855μg/1袋であった.
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1981~1983 年に築地中央市場へ入荷した輸入ドジョヴおよび

日本産淡水・汽水魚介類の寄生虫検索成績

村田以和夫ぺ宮沢貞雄ヘ伊藤勝男ぺ松崎 修村，

名雪雅義**

Detection and Identification on Gnathostomαhispidum， PIαragonimus 

miyαzakii and Other Helminth from the Fresh or Brackish Water 

Fishes and SheIlfishes， arrived to Tsukiji CentraI Market from 
China， Formosa， Korea and Japan in 1981 to 1983 period 

IWAO MURATAヘSADAOMIY AZA W AヘKATSUOITOW*， 

OSAMU MATSUZAKI** and MASAYOSHI NAYUKI** 

Keywords:顎口虫 GnathostomahisPidum，宮崎肺吸虫 Paragonimusmiyazakii，アニサキス Anisakidae.

larvae，魚介類 fishand shellfish，築地中央市場 TsukijiCentral Market， 1981-1983 

はじめに

魚介類を生食または加熱不充分な状態で食べることに

よる各種人体寄生例は，近年増加傾向にある.これら食

品媒介寄生虫のうち，サワガニ Potamondehaaniを中

間宿主とする宮崎肺吸虫 Paragonimusmiyazakii，サク

ラマス，Oncorhynchus masouを中間宿主とする広節裂

頭条虫 Diphyllobothriumlatumおよび，スケトウダラ

Theraga chalcogrammaやスルメイカ Todarodesρa-

cificus等を中間宿主とするアニサキス幼虫 Anisakidae

larvae，また，輸入ドジョウ Misgurnusゆ.を中間宿主と

する顎口虫 Gnathostomaゆ.などに関して多くの報告1

-33)がなされている.著者ら 1-2)(1978，1982)は，すでに

東京築地中央市場に入荷したサクラマスの広節裂頭条虫

plerocercoidの検索成績および輸入ドジョウの検索成

績について報告している.その後も引き続き，これら魚

介類をつうじて人体に感染する寄生虫の検索を行なって

来たので，主として A顎口虫， B宮崎肺吸虫， C広節裂

頭条虫， Dアニサキス， E横川吸虫 Metagonimsyoko-

gawmなど感染幼虫の寄生状況について報告し，それ

らの症例報告について， 2. 3の文献的考察を行なっ

てみたい.

材料および方法

1 材料:1981年 10月から 1983年 10月までの 2

年間に，築地中央市場に入荷したドジョウ，中国産 436

尾，韓国産 170尾，台湾産 25尾，日本産 114尾，計 745

尾および，同期間に入荷したワカサギ Hypomesusoli-

dus 9尾，養殖アユ Plecoglossusaltivelis 14尾，養殖ニ

ジマス Salmogairdnerii 154尾，養殖ヤマメ Oncorh-

ynchus m明 ou切れ ishikawae50尾，サワガニ 408匹，

総計 1，380個体について，それぞれ人体寄生性の寄生虫

検索を行なった. 2 方法:ドジョウは背開きとし背骨

を除き，皮，筋肉，内臓に分けてガラス板圧平法により

実体顕微鏡下で顎口虫の第 3期幼虫を検索した.1983年

9月に購入した中国蘇州産ドジョウ 4kg (約 600尾)に

ついては，内臓だけを取り出してyゲラス板圧平法と人工

胃液消化法の 2法により幼虫を検出した.同様に，ワカ

サギ，アユ，ニジマス，ヤマメについても包丁で適当な

厚きに細切して7ゲラス板圧平法で幼虫の検索を行なっ

た.サワガニは甲をはがして軟部組織をガラス板にとり，

庄平して実体顕微鏡下で姉吸虫のメタセルカリア(MC)

を検索した.各種幼虫の実験動物への感染性を調べ，成

虫を得て種の同定を行なうため，顎口虫はラット 3匹に

事東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

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

H 東京都衛生局市場衛生検査所
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第3前期幼虫を 8隻(実体顕微鏡下で尖刃メスを用いて

の摘出群)， 44隻， 44隻(人工胃液消化法による摘出群)

を群別に，ゲラチンカプセルにつめ経口投与し， 3ヶ月

後に第 3後期幼虫の回収を行なった.ラットを解剖して，

各躯幹筋を胸腹壁，横隔膜，前肢・背側筋，後肢・腰側

筋およびその他に大別し幼虫の回収数を比較した.また

計 24隻の第 3後期幼虫をラット筋肉にはさんでネコに

与え，成虫の回収を試みた.サワ7ゲニより得られた肺吸

虫の MCは，別のネコ 1匹，ラット 1匹にそれぞれ 20個

ずつ経口投与して 3か月後の音Ij検により成虫を回収し

た.回収された成虫は生検の後圧平標本とし，カルミン

染色を施し形態学的検索を行なった.またネコの肺の虫

嚢液中に産出された虫卵および、ラットからの虫卵の形態

を観察，計測して同定の一助とした.一方，養殖アユ，

ニジマス，ヤマメからは，全く幼虫が検出きれなかった

ため，またワカサギより得られたアニサキス亜科幼虫は

標本としたため，感染実]験を行うことができなかった.

各種の寄生虫検索成績は，極力産地別に集計したカミサ

ンプリンク梢の問題もあり季節変動を見るに至らなかった.

成 績

A，l)輸入ドジョウと日本産ドジョウの顎口虫検索成

績:表 lに示すとおり，顎口虫第3前期幼虫は，中国蘇

州産ドジョウより 1982年 9月に 28尾中 3尾から計 10

隻検出され，周年4月出荷地不明の中国産ドジョウ 10

尾中 2尾から 4隻，また前年5月にも中国蘇州産ドジョ

ウ31尾中 1尾から 1隻を計3回検出している.しかし，

韓国産，台湾産および日本産ドジョウからは，本虫の幼

虫はまったく検出きれなかった.顎口虫以外の寄生虫は，

表2に示されるように，鈎頭虫 AcanthocePhala(綱)

lVeoechinorhynchida (目)，旋尾線虫 Spirurata(綱)

Agamospirura (目)および吸虫類 Trematoda(綱)の

各種 MCを多数検出した.これら虫体を各々10隻ずつ，

マウス 4匹，ラット 8匹，ハムスター 4匹，およびニワ

トリ 1羽に経口投与したが4か月後の剖検で，いずれも

成虫を得ることができなかった. 2)中国産ドジョウから

得られた顎口虫第3前期幼虫の形態とラットに対する感

染性:脱嚢後の第 3期幼虫 2虫体の形態的特徴を写真 1

に示す.体長 700μ 前後，体幅約 150μ，頭球長 60μ，

頭球幅 75μ，食道長 320μ，頚嚢長約 200μ と赤羽3)ら

(1982)の計測値すなわち， 21虫の平均で，体長 613μ，

体幅 93μ，頭球長 44μ，頭球幅 63μ，食道長 243μ，頚

嚢長 163μ，および吉村4)ら(1984)らの計測値，体長 586，

4μ，体幅 73，8μ，頭球長 30，2μ 頭球幅 60，5μ，食道長

242，8μ と比較してや、大型で、あった.しかし，同時に吉

村叫 (1984)らが見出した大型幼虫の計測値すなわち，体

長 1，868μ，体幅 150，9μ，頭球長 59，3μ，頭球幅 113，

5μ，食道長 503，2μ のものと比べるとはるかに小型の

ものであった.著者らの計測方法は，生標本を写真撮影

して，同倍率で撮影した対物ミクロメーターの目躍りに

より計測したもので，赤羽3)ら，吉村4)らのホルマリン周

定標本の平均計測法とは方法が異なる. 2虫体の頭球鈎

数は第 1J'IJ-第4すIjまでそれぞれ， 34-36， 35-38， 36-

39， 42-43， と赤羽ら，吉村4)らの鈎数よりや、少ない.

写真2に見られるように，これら顎口虫第 3前期幼虫の

頭球鈎の型は鋭いフック状を呈している.ラットへの顎

口虫第3前期幼虫の感染と第3後期幼虫の回収成績を表

表 l 輸入ドジョウと日本産ドジョウの顎口虫第 3前期幼虫の検索成績(1981-1983)

産 地 検 査 数
顎口虫第 3前期幼虫

寄生 数 ( % ) 虫体数編差(1尾平均)

南 Jj'， 260 0/260 。
中 国 蘇 州、| 101 4/101 (3，9) 11 1-8 (3，6) 

不 明 75 2/ 75 (2，6) 4 1-3 (2，0) 

全羅南道 30 0/ 30 。
製i 国 ソウル 30 0/ 30 。

不 明 110 0/110 。
wEL、I i奇 不 明 25 0/ 25 。

新 i民j 29 0/ 29 。
本

古1f 岡 30 0/ 30 。
日

初〈 回 32 0/ 32 。
茨 城 23 0/ 23 。

計 745 6/745 (0，8) 15 

中 国 蘇 外| 約600尾 4kg 130 (lkg当り 32，5)
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表 2 輸入ドジョウと日本産ドジョウの各種寄生虫検索成績(19$1-1983)

ドジョウの寄生数(%)

産 地 検査数
鈎頭虫類※ 1) 旋尾線虫類※ 2) 吸虫類[MC※3) 

南 尽 260 52/260 (20.0) 24/260 ( 9.2) 158/260 (60.8) 

中 国 蘇 l'卜| 101 55/101 (54.5) 48/101 (47.5) 36/101 (35.6) 

不 明 75 21/ 75 (28.0) 13/ 75 (17.3) 13/ 75 (17.3) 

全羅南道 30 。 。 5/ 30 (16.7) 

韓 国 ソウ/レ 30 。 。 。
不 明 110 14/110 (12.7) 。 9/110 ( 8.2) 

4EコA 湾 不 明 25 5/25 (20.0) 3/ 25 (12.0) 14/ 25 (56.0) 

新 jお 29 1/ 29 ( 3.4) 5/ 29 (17.2) 。
日 本

首t 岡 30 2/ 30 ( 6.7) 6/ 30 (20.0) 3/ 30 (10.0) 

秋 回 32 。 6/ 32 (18.8) 。
茨 城 23 。 。 。

5十 745 150/745 (20.1) 105/745 (14.1) 238/745 (31.9) 

注) ※ 1) Acanthoce，ρhola (綱) lVeoechinorhynchida (目)

2) Spirurata (綱) Agamospirur (目)

3) Metacercariae， Trematoda (綱)

表 3 顎口虫第 3後期幼虫のラット躯幹筋音[1位別回収数(%)

第3後期幼虫の摘出法 カリラスt&庄平法 人工胃液消化法

フ 、ソ ト No I II III 

第3前期幼虫の感染数 8 44 44 

第3後期幼虫の回収数(%)
5/8 8/44 11/44 

(62.5) (18.2) (25.0) 

前肢・背側躯幹筋 2/5 (40.0) 4/8 (50.0) 6/11 (54.5) 

回収 後肢・腰側躯幹筋 2/5 (40.0) 2/8 (25.0) 3/11 (27.3) 
部位 胸腹壁筋・横隔膜 1/5 (20.0) 2/8 (25.0) 0/11 

頭尾ほか躯幹筋 2/11 (18.2) 

3に示す.1982年 9月，中国蘇州産ドジョウから，方、ラ

ス板庄平法で見い出された本幼虫8隻と，次いで大量購

入した同産地ドジョウの内臓の人工胃液消化法によって

集めた本幼虫 88隻を 2分して，計3匹のラットにそれ

ぞれ経口投与じた. 3か月後の剖検で，それぞれのラッ

ト躯幹筋の各部から第 3後期顎口虫の幼虫を回収した.

回収率(数)を比較すると，Jゲラス板圧平法は 62.5%

幅0.35mm，頭球長約0.12mm，頭球幅0.2mmと赤羽3)

らの計測値とほぼ一致した. (写真4)頭球鈎の数は第 1

列から第4列まで39，40， 42， 38，で，その形態は第 3前期

幼虫の鋭いフョクを欠くものが多く(写真5)，大小不整形

で鈎列をやや離れて配列するものがあり，また，ラセン状

の頭球鈎の配列は， Svasti Daengsvang5
) (SEAMIC， 

1980)記載の Gnathostomahi:ゅidum，advanced third-

stage larvaの形態写真と近似している.これらラットか

ら得られた第 3後期幼虫計 23隻をラットの筋肉に包ん

で，ネコに経口投与して，糞便中の虫卵検査を適宣行な

って来たが， 6ヶ月後の今日に至るも未だに虫卵の排出

を見ていない.

(5/8)人工胃液消化法は，それぞ、れ 18.2%(8 /44)， 

25.0% (11/44)の回収率を示し，回収部位は前後肢躯

幹筋からの全幼虫回収数 24隻のうち 19隻と 79.1%に

達した.第 3後期幼虫はラット筋肉内に約1.1XO.9rnrn 

の被嚢に包まれていた.脱嚢幼虫の体長は 3mm前後，体
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表4 サワ7ゲニの産地別肺吸虫メタセルカリア寄生状況 (1982年 9月)

MC検出数(%)

産 t也 分布河川 検査数 編差(1個当り平均寄生数)

P. miyazakii P.sadoensis Macrorchisψ. 

長崎県 湯 江 28 
2/28 (7.1) 。 11/28 (39.3) 

1-20 (10.5) 2-52 (14.3) 

愛知県 鳳来町 字連川 56 
9/56 (16.1) 1/56 (1. 8) 3/56 (5.4) 

1-41 ( 6.8) >100 1-3 (1.7) 

南鳳来町 11 30 。 。 1/30 (3.3) 

24 (24.0) 

静岡県 浜松市
天龍川

28 
3-28 (10.7) 。 。

大田川 1-3 (2.0) 

引差町 者日田川 98 
1/98 (0.1) 。 5/98 (5.1) 

11 
( 2.0) 2 2-27 (11.4) 

金谷町 大井川 48 
7/48 (14.6) 。 1/48 (2.1) 

11 
1-7 (2.7) ( 1.0) 

川桜町 11 44 
11/44 (25.0) 。 。11 
1-5 (2.3) 

11 静岡市 安阿川 52 。 。 。
11 沼津市 狩野川 24 。 。 。

言十 408 33/408 (8.1) 1/408(0.2) 27/408(6.6) 

81)サワガニの産地別肺吸虫 MC寄生状況:表 4に

示すように，長崎県湯江産のサワカ鴨ニ 28個中 2個 (7.1

%)から，肺吸虫MCをそれぞれ1， 20個検出した.

愛知県鳳来町産のサワカ事ニ 50個中 9個 (16.1%)から，

MC寄生数 1-41個(平均 6.8個)の本虫幼虫が見出さ

れた.また，静岡県の各地から入荷したサワガニについ

ては，大井川以西の各水系産サワガニから，最低で‘岡県

引産町産 0.1%(1/98)，最高同川根町産 25.0%(11/44)

のものに本虫 MCが検出された.しかしながら，静岡市

と沼津市から入荷したサワガニからは，まったく肺吸虫

の MCが見い出きれなかった.本虫 MCの陽性サワカや

ニ 1個あたり寄生数は，静岡産が 1-7個(平均2個)

と少ないのに対し，長崎県産のものは， 1-20個(平均

10.6個)，愛知県産のもの 1-41個(平均 6.8個)と多

数寄生の傾向が認められた. 2)サワガニから得た肺吸

虫MCのラットおよびネコに対する感染性と回収した

成虫の形態本虫のMC各20個ずつをラットとネコ各

1匹に経口投与して 3か月後に剖検したところ表5に示

表5サワがニから見出された割剛棚虫MCのテyトとネコに対する感染成績

実験動物 感染MC数経過月数虫嚢数回収成虫数(%)

ラット 20 3 2 4 (20) 

ネコ 20 3 4 8 (40) 

すように，ラットの肺虫嚢2個から 4隻およびネコの肺

虫嚢4個から 8隻の成虫を回収した.写真6と7はラッ

トとネコの肺虫嚢(Nと脱嚢後の成虫(防を，写真8は虫嚢

液中に見出された肺吸虫卵を示す.回収された成虫の圧

平染色標本(写真9)では体長が約6mm，体幅3mm前後

と小形であったが単生皮練を有し，卵巣の分岐は比較的

複雑で、宮崎肺吸虫の鑑別点とされている形態学的特徴6)

を備えている.虫卵の形態も 75X45μ 前後，卵殻の厚き

がほぼ均一で、，ウェステルマン肺吸虫卵のようには，卵

殻に著明な肥厚が認められない点で，区別される.また，

虫卵の最大幅部も中央にあり，これらの諸特徴から宮崎

肺吸虫と同定された.また，同時にサワガニかふ人体

寄生例のない ParagonimssadoensisとMacrorchおゅ.

の MCもいくつか検出されたが，同定は省略した.

C 日本産淡水魚類の産地別寄生虫検索成績:人体寄生

の症例報告のある横川吸虫のMC，広節裂頭条虫Pleroc-

ercoidの寄生状況について，主として養殖のアユ，ニジ

マス，ヤマメの検索を産地別に行なった.表6に示され

るように，静岡・和歌山・茨城県産のアユ，長野・東京

多摩地区産のニジマスおよび東京多摩地区産のヤマメ，

計 226尾からは，まったく目的の寄生虫を見い出し得な

かった.

しかし，天然ものの北海道産のワカサギ3尾中 2尾か
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日本産淡・汽水魚類の寄生虫検索成績(1983)

考検査目的反体

Anisakis亜科幼虫
裂頭条虫 Plerocercoid

吸虫

表 6
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"・桧原町

11 ・桧原町

東京・桧原町

" ・五日市町
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ニジマス

ヤ マメ

大鶴ら山3，14)(1956，1957，1958)，横川ら 15)(1959)，高

山ら 16)(1959)によって多くの報告がなされて来た.そ

の後，顎口虫に関する話題は 1975年ごろまで久しくと

ぎれていたが，中国との国交回復(1975-6年頃)により，

大阪の商社員が中国を訪れ，多くの「クインケ型」浮腫

の発症をみたことが端緒となって以来，再ぴ顎口虫症に

対する関心が高まりつつあり，いくつかの報告がなされ

ている.荒木17)(1984)は 1980年から 1982年までの 3

年 8か月の問に発生した顎口虫症の各県別分布をまとめ

府県名 音| 男 女

'lif .}!¥ l 1 。
茨城 1 l 。
*京; 2 2 。
神奈I11 2 2 。
京者11 7 6 1 
奈良 7 7 。
大阪 3 3 。
.F:.- J.U{ 2 2 。l

l尚山 3 2 l 
広 r.，lj 5 4 1 
)，~~ 耳正 3 2 1 
g，'j 似 2 2 。
高知l 1 1 。|
私1 附 7 7 。
ドl' 紺l 1 l 。
*~言 l' 47 43 4 

心

ら，それぞれ2隻と 5隻のアニサキス亜科幼虫を見出し，

形態を調べた結果，被翰穿刺および尾端小線は認められ

ず，胃部盲嚢と腸盲嚢とがほぼ等しい長さを示し，本虫

を，小山ら7)(1969)記載の Contracaecum属Typecの

幼虫と同定した.本調査期間中に立川市で生ザケのマリ

ネ(酢漬け)を食した婦人が急激な胃痛と幅吐にみまわ

れ，近くの病院で診療を受ける症例があり，残りのマリ

ネを調べたところ 1隻の幼線虫が見い出きれた.本幼線

虫の形態は，体長20mmX体幅1.0mmの淡褐色の色調で，

生理食塩水で洗うと淡白色透明に退色し，検査時にはま

だ活動性を有していた.写真 10と11のように，頭端に

被翰穿刺および尾端は鈍円で鋭い小糠を有しており，食

道部より胃部がや、膨太し胃盲嚢，腸富豪を形成せず腸

に接続するなど，小山ら 7)記載の AnisakidaeAnisakis 1 

型幼虫の形態学的特徴を有しており，胃内視鏡検査を受

けるよう指示した.この症例は当衛研で扱った初の症例

で、ある.

図I最近の顎口虫症患者分布:47症例

(1980年1月-1982年9月:荒木原図

文献17)

( 1!).t，k-54歳 )55年 1月

<1 

考察

A.顎口虫(症)に関する報告は，古<.小宮町(1952)

の綜説によると，田村ら (1919)，森下ら (1923)により，

中国揚子江地方の邦人寄生例の報告以来，1クインケ型浮

腫」として知られており，雷魚、の生食による有線顎口虫

(症)の研究が行なわれて来たと記述されている.戦後，

わが国の顎口虫症に関する研究は， 1950年代に盛んとな

り，宮崎ら 9，10)(1953)の有線顎口虫 G.spinなerumの

分布とライヒイにおける幼虫の発見，イノシシにおける

ドロレス顎口虫 G.doloresiの自然感染，加藤11)(1953) 

のイタチに寄生する日本顎口虫， G. ni沖onicum，および
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(図 1)，合計 47例を把握したと報告している.また最

近では，従来からの感染源としての雷魚は食生活になじ

まなくなって来ており，逆に，中国・台湾・韓国産ドジ

ョウの「おどり食いJと呼ばれる奇異な生食が流行し，

本症の新たな感染源となっていることを記述している.

赤羽ら3)(1982)は，これら輸入ドジョウから見い出され

る顎口虫の幼虫は，従来からわが国で見い出されて来た

有線・ドロレス・日本顎口虫の第 3期幼虫より極めて小

型で，ラットへの感染を経由して， ミニフヲに感染させ

たところ成虫と虫卵を得て，本虫を剛腺顎口虫 Gnath.

ostoma h却idumと同定した.今回，著者らが中国蘇州

産ドジョウから見出した顎口虫の第3前期幼虫およびラ

ットへの感染実験て円得られた第 3後期幼虫の形態的特徴

は，ほほ、赤羽ら 3)の成績と一致しており，ネコイ入の感染実

験で6か月を経てもなお虫卵の排出を確認していないこ

とから，有線顎口虫ではなくブタを終宿主とする剛娘顎

口虫と推定される.さらに，吉村ら 4)(1984)も輸入ドジ

ョウからの顎口虫の検索を行ない， 1982-1983年の 11

月から 9月までの間，総重量 143.6kgのドジョウから小

型幼虫 6，579隻，大型幼虫 40隻を検出した.ドジョウ 1

kg当りの検出幼虫数は，月別に差があり 11月 154.4と

最も多く，次いで4月54.8，5月45.3，全平均 1kg当り

46.1隻を記載している.今問，著者らは 1983年の 9月に

1回だけドジョウ 4kgを購入して調べた結果，合計 130

隻の幼虫を検出した.この 32.5隻/kgの成績は，吉村ら

の9月の成績すなわち 23隻/kgをを上まわる成績であ

る.このことから，金沢市に入荷するドジョウと東京都

に入荷するものの顎口虫汚染の度あいは，ほとんど変ら

ないものと推察される.最近の顎口虫症の報告数は関東

地方6例，関西地方 19例と関東が関西の約 1/3と少

ないが，このことは「関西人はゲテモノ噌好が強い」と

いわれていることと関係するのではないかと思われる.

ラットへの第 3前期幼虫の感染性は，赤羽ら3.18) (1983， 

a，b)は2度の実験でそれぞ、れ， 34.7%(33/96，ラット 5

匹)と 58.9%(53/90，ラット 3匹)の第3後期幼虫を

回収しているが，いずれも人工消化法で幼虫を集めたも

のである.，著者らは，第 3前期幼虫の集め方の違いによ

る感染性の差を見るため，ガラス板圧平法と人工胃液消

化法を比較して，前者は 62.5%(5/ 8)，後者は 21.6%

(19/88)と差が認められた.このことは，大量ドジョ

ウの処理に要する時間を考慮、して，約半分量のドジョウ

を1夜氷室保存したためか，あるいは 4時間の消化時間

のため幼虫の活力に悪景タ響を及ぽしたものと思われる.

B.わが国にはウェステマン肺吸虫 Paragonimusωes.

termaniと宮崎肺吸虫 P.miyazakiiの2種が人体寄生の

肺吸虫として知られ，秋田から九州に至る各県に分布し

ている.野田川 (1982)は，これら肺吸虫に関する最近

の話題として地理的分布を，また影井20) (1983)は宮崎

肺吸虫症のわが国の分布を図2にまとめている.

'" ノ

主?

図2最近の宮崎Mi吸虫症患者分布:61症例

(1971-1982 :影井原図文献20)

1970年以前には，ウェステルマン肺吸虫の人体感染例の

みが知られていたが， 1971年末ごろから神奈川・東京・

山梨など各県で，気胸およびj参出性胸膜炎を主徴とする

宮崎肺吸虫症の患者発生が，横川ら21) (1974) と林ら 22)

(1974)によってあいついてい報告されるようになった.

横川ら 23)(1974)の報告で本症と診断されたもの 10例お

よび本症が疑われるもの 19例が報告され，詳細な臨床

所見および免疫血清学的所見が明らかとなるにつれて，

全国各地の症例数は 1982年までの医学中央誌の統計

で，合計 75例に達している.この 75症例のうち 51例が

関東地方に集中(東京 12例，神奈川 21例，山梨 17例，

群馬 1例)している原因については，患者からの聞き取

り調査により，静岡県大井川流域のサワ7ゲニが，関東各

地の市場を通じて飲食!古等に大量に出まわり，ある高級

料理屈では生のま、食卓に供されることを林ら21)か指摘

している.また， 1973年に林ら 2明ぎ行なった調査報告に

よると，横浜市で市販されるサワカ。ニを産地別に調べた

ところ，静岡県川根町産のサワガニに P. miyazakiiの

MCが非常に高率に認められ，次いで，この地域を調査し

て，大井川西側の沢で MC寄生率が 44%台から 25%台
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の高寄生率を示す地域をっきとめた.以後この地方の調

査が集中的に行なわれ，伊藤ら 24) (1975)は，静岡県内

の各河川・水系別に調査して，都田川のサワガニの P.

miyazakii MC寄生率は 4-6.9 %，天龍川上流のものは

7.7 %-6.6 %，大田川水系のもの 12-22%，および大

井川下流域8地点のものは 2.9-88.1%を示したが，こ

れら水系の東に位置する瀬戸川，安部川，興津川，富士

川，青野川，河津川産の各サワカゃニからは P.mかazakii

の MCを全〈見い出すこ主ができなかったと報告して

いる.著者らの今回行なった静岡県各産地別サワヵーニ調

査の成績も，伊藤ら，林らの成績を追認する結果となり，

しかも当時から約 10年を経た現在も，大井川流域から

入荷するサワ方、ニの P.miyazakii MC寄生率，すなわち

人体感染の危険性はほとんど変化がないことを示してい

る.また，長崎県産および愛知県産のサワカ。ニも東京に

入荷しており，それぞれ， 7.1%-16.1%の MC寄生率

を示しているので，静岡県産のものと同様に十分な注意

をはらう必要があろう.今回，著者らは各地より入荷し

たサワカゃニから見い出された姉吸虫の MCの混合して，

20伺ずつラットとネコ各1匹に経口投与したところ，そ

れぞ、れ4隻と 8隻の成虫を回収した.回収された成虫お

よび虫卵の形態は，すべて，P.mか'azakiiの形態的特徴

を示し，ウェステルマン肺吸虫はまったく見出きれなか

った.長崎県の上田川流域の調査で片峰ら 35)(1962)，ま

た，愛知県鳳来地方の調査で正垣ら 36) (1976)はすでに

サワガニから本虫 MCを見出しており，今回著者らが行

なった調査成績は新たな分布地域を示すものではない，

しかしながら，本虫の全国的分布状況が明らかになり

つ、ある現在，サワヌゲニの入荷状況を適切には握して，

随時本虫 MCの寄生状態を調査することにより新たな

分布地域が見出される可能性もあろう.c養殖魚の寄生

虫汚染の状況については，主として，アユを中間宿主と

する横川吸虫とマス類を中間宿主とする広節裂頭条提に

関心が向けられている.影井ら25) (1968)は，日本産ア

ユの横川吸虫 MCの寄生状況を調査して，全国 66河川

のうち，本虫 MCが全〈見出きれなかった河川|は 11(16

%)しかなし本虫の分布はかなり広範なものと報告し

ている.また，影井ら 26) (1974)は養殖アユについて，

琵琶湖産稚魚を 3ヶ月間養殖して築地市場に出荷するア

ユを調べた結果， 3 -9月期のアユの MCの寄生率は

8.7-56.9 %に達したが， 12月採取の雅魚を養殖したも

のでは，全く MCが見い出きれなかったと報じている.

今回，著者らが行なった調査例は少数でもあり，また，

稚魚の入荷先が明らかではないが" 7月に調べた 22尾

のアユからは，全く MCが検出きれなかった.この雅魚

は逆算すると， 3月-4月に採取されたものと推定され

るが，赤羽ら27) (1980)の調査結果では，月別の琵琶湖

産雅アユの MC寄生率は， 3 -6月期には 0%，7月期

が 30%台， 8月期 70%台と次第に上昇するとの報告も

あるので，今後，時期をずらして再度調査する必要があ

ろう.一方，7"ス類の広節裂頭条虫の幼虫の寄生状況に

ついては，著者ら 1)(1978)がすでに報告したように，過

去十数年間大きな変動が見られず，ほぽ30%前後と推

定きれる.今回著者らは，初めての試みとして，養殖ニ

ジマス，ヤマメの調査を行なったが，本虫の

Plerocercoidはまったく見い出きれなかった.過去に何

回かニジマスとヤマメの本虫 Plerocercoidの検索成績

か報告されており，影井28.29)(1980，1982)の要約による

と，いずれも，検出きれなかったと報じられている.同

様に，木村ら 30) (1975)の北海道道東地区の調査でも本

幼虫をまったく見い出していない，その理由として，降

海・帰川型のサクラマスとは異なり陸封裂のヤマメとニ

ジマスは，本虫の第 1中間宿主であるケンミジンコおよ

びこれを食した小魚との接触チャンスが少ない点が考え

られる.きて，広節裂頭条虫症のわが国における，患者発

e 

J 
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一 I10 ~ 
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80 

図3 最近の広節裂頭条虫症忠者分布:586例

(1960-1980 :条虫症研究班，影井原図 文献29)

生状況は影井らによって，図 3にまとめられている.

1960-1980年の患者発生数は全国で586例に及ぴ，特に

日本海沿岸に多発してわる.このうち，東京の 8例をは

じめとして関東地方の発生数は 38例と全国発生数の約

6%をしめている.一方，横川吸虫症については，影井

ら31) (1973)が，全国各河川住民の保卵調査で，中国，
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四国，九州では 10%以上の保卵率を示すほか，アユの

MC数と虫卵陽性率との聞に明らかな相関が見られたと

報じているが， 1980年代以後，本症の全国調査は行なわ

れていない.しかしながら，最近の日本寄生虫予防協会

の統計37)によると，本虫卵検出率は過去 5年間ほぽ横ぱ

いで全国平均カ'"， 0.25-0.57 %前後と，他の焼虫を除〈

嬬虫卵検出率を上まわる傾向が認められる.次に，今回

の調査で著者らがたまたま北海道産ワカサギを検索した

ところ，Contracaecum Type C幼虫を見い出し，また，

急性アニサキス症の原因食とみられる生ザケの7 リネか

らAnisakis1型幼虫を見い出したので，わが国のアニ

サキス症の発生状況について触れてみたい.小山ら 33)

114 か
26 

46 

イ

図4 人アニサキス症の全国アンケート調変成績:1424 

症例

(1960-1981 :小山原因を一部改変文献34)

注)Anzsαkzs， Terranovaまたはどちらかの症例

(1982)は本症の全国アンケート調査成績を図 4にまと

め，過去 20年間に関東地方 30例をはじめ全国で 1，424

の症例があったと報告している.今回，著者らが遭遇し

た症例は，追加報告すべき初めての症例であり，生ザケ

のマリネといういわば，調理品を介して感染し，食酢中

ですら，検査時まで、本アニサキス幼虫が生存したことは

特筆される.Anisakis亜科幼虫のうち，人体寄生例のあ

るものは AnisakisとTerranovaのみであって，今回ワ

カサギより見い出された Contracaecumによる症例は

ないが，汽水域の湖沼に棲息する魚類に本虫が見出され

たことにより，近縁種の Anisakis幼虫が汽水域の魚類

をも汚染している可能性が強い.現在，ワカサギの近縁

種であるチカ的'tomesus japonicus， シシャモ

Sprinchus lanceolatas，キュウリウオ Osmerusdentex 

等からは Diphyllobothrium属の幼虫が見い出された報

告32.33)(1979)もある.また，イワシ類を対象に大複殖門

条虫 Dかlogonoporusgrandゐpleroc巴rcoidの検索の必

要性や，ボラやハゼ科の汽水魚からの有害異形吸虫

Heterophyes hetero.戸hysnocensの MC検索の必要性が

さけばれている.したがって，今回の築地中央市場に入

荷した各種魚介類の寄生虫検索を端緒として，今後も引

き続き寄生虫学的検索を積み重ね，食品衛生学的監視体

制をさらに補強してゆくべきと考える.

まとめ

1981-1983年の 2年間に，築地中央市場に入荷した中

国産ドジョウおよび、日本産魚介類の寄生虫検索を行な

い，中国産ドジョウからは剛練顎口虫 Gnathostomahis-

ρidumの第 3期幼虫を，またさらに，日本各地から入荷

したサワカコから宮崎肺吸虫 Paragonimusmiyazakii 

の MCを多数見い出した.これら見い出された幼虫を実

験動物に投与して，成虫および虫卵を回収し，また成長

段階の幼虫を得て形態学的特徴から種の同定を行なっ

た.加えて，静岡県大井川流域のサワyゲニの MC寄生率

は 10年前と変らないことを明らかにした.試みに北海

道産のワカサギを調べたところ，アニサキス亜科幼虫

Contracaecum Type Cを見出し，汽水魚、のアニサキス

汚染の可能性を示唆した.特筆される症例として，立川

市のアニサキス症 1例を追加し，原因食として考えられ

る生ザケのマリネから見い出された幼虫を Anisakis1 

型と同定した.養殖アユからは横川吸虫 Metagonimus

yokogavaiの MCがまったく見出きれず，また東京多摩

地区の養殖マスとヤマメには，広節裂頭条虫の Pleroc-

ercoidがまったく検出きれなかった.これら人体症例の

ある各種寄生虫検索成績について，全国の症例分布を中

心に，文献的考察を述べた.
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写真説 明

1 中国蘇州産ドジョウより見い出されたGnathostoma

hipidum第 3前期幼虫(XI00で撮影，スケール100

μ) 

2 同上頭球および頭球鈎の拡大 (X400で撮影，スケ

一・/レ20μ)

3 ドジョウ内臓に被嚢する Gnathostomahispidum 

第 3前期幼虫 (XI00で撮影，スケール100μ)

4 脱嚢した Gnathostomahispidum第 3後期幼虫 (X

50で撮影，スケール0.5mm)

5 Gnathostoma hiゆidum第 3後期幼虫の頭球部およ

ぴ食道，頚糞部の拡大(XI00で撮影，スケール0.2

mm) 

6 Paragonimus m加:zdkii感染ラットの肺虫裳Aお

よぴ脱巌後の成虫B

7 Paragonimus miyazakii感染ネコの肺虫嚢A矢印

8 虫嚢内に排卵されたParagonimusmiyazakiiの虫

卵 (X400でf最影，スケール50μ)

9 Paragonimus mか'azakii成虫圧平標本，カルミン染

色Bioleit封入(スケール 2mm)

10 Anisakis 1型幼虫の頭部拡大，被鞘穿刺 a，ホル

マリン固定

11 Ansakis 1型幼虫の尾部拡大，鈍円，小娘b，ホル

マリン固定
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東京都における PCB汚染の実態について(第 12報)

食品中の PCB含有量調査

岸本清子ヘ竹内正博ヘ風間成孔*

Survey of Pollution with Polychlorinated Biphenyls in Tokyo (XII) 

Polychlorinated Biphenyl Concentrations of Foods 

KIYOKO KISHIMOTOへMASAHIROT AKEUCHド andMASA YOSHI KAZAMA' 

Keywords : ポリ塩化ビフェニール PolychlorinatedBiphenyls，汚染 pollution，食品 foods

著者らはポリ塩化ビフェニール(以下 PCBと略す)に

よる汚染状況を把握する目的で，都内に流通する魚介類

を中心とした食品等の PCB含有量を調査してきたυ.本

報では 1983年度の結果を報告する.

実験方法

調査試料は 1983年 4月から 1984年 3月までに入手

した.内訳は東京都中央卸売市場で買い上げた市場入荷

魚介類 51種類 151検飢，東京湾産の魚介類5種類 80検

体，市場外流通の輸入魚介類 30検低水産加工品 40検

体，食肉 6種類 30検体，卵2種類 20検体，乳製品 6種

類 50検体，ベビーフード 20検休食用油脂3種類 20検

体，健康食品 16検体，容器包装 20検体，合計 477検体

で、ある.

定量は厚生省環境衛生局 PCB分析研究班による統一

分析法列こ基づき，アルカリ分解法による前処理を行な

ったのち， ECD7ゲスクロマトグラフィーで干Tなった.

結果および考察

市場入荷魚介類の可食部の PCB含有量測定結果を

Table 1に示す. なお 0.005ppm未満は不検出とし，

0.00 ppmと表わした.151検体について検査したところ，

最高値はタチウオの 0.61ppmで，以下比較的高濃度に

検出されたものはコノシロ 0.59ppm，スズキ 0.55ppm 

であった.またこれらの魚種の平均値はそれぞれ 0.29

ppm，0.29 ppm，O. 17 ppmであり，他の魚種に比べてか

なり高濃度であるれ暫定規制値(遠洋沖合魚介類 0.5

ppm，内海内湾魚介類 3.0ppm)を越えるものはなかっ

た市場入荷魚介類全体の平均値は 0.04ppmであり前

年とほぼ同様の結果であった.また， 0.01 ppm以上の

PCBを検出したものは 151検体中 96検体で検出率は

63.6%であった.本調査の初期すなわち PCBの製造お

よぴ規制措置がとられた 1972年から 2-3年間 PCB

濃度は減少傾向を示したが，それ以降ほとんど経年変化

が認められず今日に至っているものと考えられ，魚介類

に関してはいまだに低濃度ではあるが汚染が続いている

ことになる

東京湾産魚介類の PCB含有量を Table2に示す.ス

ズキは全長 45cmから 87cmにわたる 60検体につい

て検査したところ， 0.04 ppmから 3.13ppmの範囲で

全検体から平均 0.71ppmの PCBが検出され， Table 

lに示した市場入荷のスズキと比較しでかなり高い値を

示している.ボラ，コノシロ，ハゼについても全検体か

らPCBが検出され，ボラ，コノシロの濃度は前述の市場

入荷の同魚種よりも若干高くなっており，東京湾は依然

として他の海域より PCB汚染の度合が高いことが推察

される.アサリは大井埠頭(大井)，神奈川県野島公園(野

島)，葛西沖三枚洲(三枚洲)，富津市富津公園(富津)の4

地点で5月， 7月， 9月の 3固にわたって採取した.大

井，三枚洲で採取されたアサリは全検体から PCBが検

出され，それぞれ平均 0.02ppm， 0.01 ppmを示した.

野島および富津では各1検体から O.Olppmを検出し，平

均O.OOppmであった.大井の汚染度が高いという傾向も

例年と同様で、あった.

輸入魚介類等の PCB含有量を Table3に示す.エビ，.

イカなど 30検体について検査した.このうち，スウェー

デン産のカズノコが最高値0.08ppmを示し，カナダ産

のニシンが 0.04，0.05 ppm，ノルウェー産のシシャモが

0.05 ppmを示した.この他アナゴ，ロコ貝，サケなどか

らはほとんど検出されなかった.

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

• Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Tab!e 1. Concentrations of PCB in Fishes(ppm on wet basis) 

Samp!es N Range Mean 

Ainame (green!ing， Hexagrammos otakii) I 0.02 
Aji(horse-mackere!， Trachrus trachrus) 6 0.00-0.04 0.01 
Akayagara (f1ute mouth， Fistulariaρetimba) 1 0.00 
Anago (conger ee!， Astroconger myriaster) 1 0.17 
Ara (sawedged perch， Niphon司pinosus) 1 0.01 
Ayu (ayu sweetfish， Plecoglossus alti・velis) 3 0.00-0.07 0.03 
Bora (grey muIIet， Mugil cePhalus) 5 0.01-0.12 0.05 
Buri (yeIIow tai!， Seriola quinqueradiata) 1 0.09 
Dojo (mudfish， Mゐgurunusanguillicaudatus) 1 0.00 
Hamo (sea ee!， Muraenesox cinereus) 1 0.04 
Himeji (goatfish，【Jpeneusbensasi) 1 0.00 
Hirame(f!ounder， Paralichthys olivaceus) 1 0.02 
Houbou (gurnard， Chelidonichthys kumn) 0.00 
Isaki (grunt， ParapristiPoma trilineatum) 4 0.00-0.01 0.01 
Iwashi (sardine， Sardinos melanosticta) 8 0.01-0.30 0.07 
Kamasu (barracuda， Sphyraena japonicus) 3 0.01-0.13 0.06 
Kasago (scorpiofish， Sebastiscω marmoratus) 1 0.00 
Katsuo (bonito， Katsuwonusρelamis) 5 0.00-0.04 0.01 
Ka wayatsume (Entostherus japonicus) 2 0.11-0.13 0.12 
Kichiji (Sebastolob附 macrochir) 6 0.01-0.05 0.02 
Kinmedai (a!foncino， Beηxゅlendens) 5 0.03-0.19 0.08 
Kisu (siIIago， Sillago sihama) 1 0.01 
Koi (carp， C.)φrinus carpio) 1 0.00 
Konoshiro (gizzard shad， Cluρclnodonρunctatus) 4 0.13-0.59 0.29 
Kuroajimodoki (Formio n忽er) l 0.00 
Madai (sea bream， Chrysophη's major) 17 0.00-0.03 0.00 
Madara (codfish， Gadus macrocφhalus) 6 0.00-0.02 0.01 
Magar巴i(fIat fish， Li・mandaherzensteini) 3 0.01-0.02 0.01 
Maguro (tuna， Thunnus albacares) 2 0.01-0.03 0.02 
Managatsuo (harvest fish， Pam，ρus argenteus) 3 0.00-0.06 0.02 
Mebaru (gopher， Sebastes inermis) 5 0.00-0.03 0.01 
Menuke (rockfish， Sebastes matsubarai) 2 0.04-0.08 0.06 
Mishimaokoze (star-gazer， Uranoscゆ附 japonicus) I 0.01 
Mutsu(iapanese b!uefish， Scombrops boops) 1 0.01 
N amako (sea cucumber， Stichopus japonicus) 2 0.00 
Nijimasu (rainbow trout， Salmo gairdnerii irideus) 2 0.00 
Nishin(heロing，Clze，ρeaρallasi) 4 0.01-0.06 0.04 
Onaga (Alopiasρelagicus) 1 0.01 
Oniokoze (devi! sting巴r，/nimicus japonicus) 1 0.00 
Saba (mackere!， Pneumotophorus japonicus) 6 0.01-0.07 0.03 
Sanma (mackere! pike， Cololabis saira) 4 0.00-0.13 0.05 
Shiira (dorado， Coη少ha問。 hipturus) 1 0.01 
Si!ver 1 0.00 
Suma (IittIe tuna， Euthynnus 4がnis) 1 0.14 
Surume-ika (catt!efish， Todaradesρacificus) 6 0.00-0.01 0.00 
Suzuki (perch， Lataolabrax j4ρonicus) 4 0.03-0.55 0.17 
Tachiuo (hairtai!， Trichiurus lepturus) 4 0.06-0.61 0.29 
Takabe (Labracoglossa argentiventris) 0.02 
Tobiuo (fIying fish， Prognichthys agoo) 3 0.00 
Wakasagi (pond sme!t， lf_χpomesus olidus) 0.01 

Tota! 151 0.00-0.61 0.04 

N : number of samp!es 
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Table 2. PCB Concentrations in Fishes ColIected from Tokyo Bay (ppm) 

Samples 

Perch 

Grey mulIet 

Gizzard shad 

Goby 

Short-necked c1am 

Sampling station N
一
伺

4

3

1

3

3

3

3

Range 

0.04-3.13 

0.12-0.28 

0.31-0.64 

0.01-0.03 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

Mean 

0.71 
0.23 

0.51 

0.23 

0.02 

0.00 

0.01 

0.00 

N : number of samples 

Ohi 

Nojima 

Sanmaizu 

Futtsu 

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

Samples 

Marin product (imported) 

Processed marine product 

Meat 

Egg 

Edible fat 

Health food 

Baby food 

Food wrapper 

N : number of samples 

shrimp 

cattle fish 

herring 

hering roe 

shishamo smelt 

others 

pork 

pig liver 
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lard 

talIow 
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ppmを検出した他は不検出であった.

鶏卵 19検体，うずら卵 1検体については鶏卵 1検体

から 0.01ppm検出されたが，他からは検出きれなかっ

た.

食用油脂はプラスチック容器入りの精製ラード 11検

体，豚脂4検体，牛脂 5検体の PCB含有量を測定した

カ九牛脂 1検体から 0.01ppmを検出した他は不検出で

あった.

いわゆる健康食品として最近市場に出回っている食用

油のカプセル製品等 16検体の PCB含有量を調査した.

深海鮫の抽出エキス等動物性油 7検体中 2検休から0.16

ppm， O.l1ppmが検出されたが，地物性すなわち小麦

や玄米の服芽油など 9検体からはPCBは検出されなか

った.

ベビーフード 20検体からは PCBは検出されなかっ

た.内訳はビスケット，大豆調整紛末，肉入り野菜のビ

ン詰めなどである.

容器包装は紙ナプキン，紙皿，各種合成樹脂製のラッ

プ，調理器具など 20検体について調査したが PCBは検

出されなかった.

乳製品の PCB含有量測定結果を Table4に示す.バ

ターは 5検体中 3検体から PCBを検出し，平均 0.01

ppmであった.チーズはナチュラルチーズ 11検体中 7

検体から，プロセスチーズは 1検体から PCBか検出さ

れ，平均 0.03ppmであった.コンデンスミルクは 3検体

中1検体から 0.01ppm検出され，ヨーグルト，育児用紛

Table 4. PCB Concentrations in Dairy 
Products (ppm) 

Samples N Range Mean 

Butter 5 0.00-0.03 0.01 

Cheese 12 0.00-0.13 0.03 

Condensed milk 3 0.00-0.01 0.00 

Yoghurt 1 0.00 

Modified milk powder 10 0.00 

Milk 19 0.00 

N : number of samples 

乳，牛乳からは PCBは検出されなかった.

まとめ

1983年度の東京都における PCB汚染状況を調査す

る目的で魚介類，水産加工品，肉類，食用油脂，ベビー

フード，容器包装，乳製品の PCB含有量を測定した.い

ずれも暫定規制値を越えるものはなく，前年度の調査結

果と比較しでも有意差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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1)岸本清子，水石和子，竹内正博，吉原武俊東京衛

研年報， 34，142-145，1983 

2)厚生省環境衛生局 PCB分析研究班:分析方法に関

する研究 (1972年 1月)
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東京都における PCB汚染の実態について(第13報)

東京湾産スズキおよびアサリ中の残留PCBのモニタリング

竹内正博ヘ水石和子ヘ岸本清子ペ風間成孔*

Survey of Pollution with Polychlorinated Biphenyls in Tokyo (XIII) 

Monitoring of Polychlorinated Biphenyls in Seabass 

and Short-necked Clam from Tokyo Bay 

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

and MASA YOSHI KAZAMA本

In order to monitor the pollution of Tokyo Bay， polychlorinated biphenyls (PCB) remaining in 

seabass and short-necked clam were determined by ECD gas chromatography. Seabasses have been 

collected in Tokyo Bay from May to October in 1976， 1982 and 1983， while short-necked clams have 

been collected at the fixed sampling points: Ohi， Sanmaizu， Zinko・ nagisa，Kanazawa-hakkei and 

Futtsu from May to September during 1979-1983. 

lt is recognized that the PCB content of seabasses and short-necked clams tended to decrease 

significantly until about 1980， increase slightly in 1981， and decrease again in the last two years. The 

degree of the pollution by the points was that it was the highest at Ohi， and the lowest at Futtsu. 

This tendency is in accord with that of the pollution of Tokyo Bay with heavy metals. 

Keywords: Polychlorinated Biphenyls， Tokyo Bay， Fish and Shellfish， Seabass， Short-necked Clam， 

Monitoring. 

緒 百

1972年(昭和 47年)ポリ塩化ビフェニール(PCB)によ

る汚染防止対策として，製造が停止され使用が大巾に制

限されると同時に，食品に対する暫定規制措置1)が取られ

てから，すでに 10年以上が経過した.しかし，当初の予

想通り環境中には未だに相当量の残留が認められ，魚介

類をはじめとする多くの食品を汚染している町.

著者らは PCB汚染が社会問題化し，その対応策が行

政上の課題として検討され始めた 1971年当時から一貫

して，食品衛生および環境汚染監視の立場から魚介類を

中心に汚染調査を行っており，毎年その実態について報

告してきたベ本報では，これまでに調査した東京湾産の

スズキおよびアサリ lこ焦点を当て，東京湾のPCB汚染に

ついて最近の推移を考察した.

調査方法

1. 試料

本調査において対象としたスズキは東京湾の葛西沖か

ら羽田沖にかけての海域，すなわち湾奥部で 1976年，

1982年および 1983年の 3年間にわたって，毎年 5月か

ら10月にかけて採取した.採取後，体長(頭の先端から

尾ビレの付け根まで)および体重を測定してから三枚に

必ろし，筋肉部についてホモジナイザーで均一化したも

のを試料とした.試料は-20.Cで冷凍保存した.スズキ

(Lateolabrax ja，ρonicus)はスズキ目，スズキ科に属する

大型魚、で日本各地の沿岸，東シナ海，台湾などに分布し

ており，内湾の急、深な岩礁地帯に棲息し，外海に面した

湾口部で 11月から 2月にかけて産卵する.魚令によっ

て異なるが，夏場には湾内沿岸部や汽水域に入り，時に

車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， Shinjukuku， Tokyo， 160 J apan 
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は淡水域に上っていくものもある.当然成長過程におい

て外海へ出ていく場合もあるが，ほとんどの時期を湾内

およびその周辺で過すので，湾内で採取したものは同一

母集団に属するものとみなした4)

アサリについては採取地として神奈川県金沢八景(野

島公園)，大井阜頭(京浜島)，葛西沖三枚洲，葛西沖人工

渚，千葉県富津(富津公園)の 5定点を設定し， 1979年

から 1983年の 5年間にわたって，毎年5月から 10月に

かけて 3-4回約 1kgずつ採取した.調査開始当初は

上記5定点以外に千葉中央港，木更津等にも採取地を設

定していたが，途中護岸工事，埋立て等の理由により採

取不能となったため， 5定点についてのみ*1車続調査を行

った.各定点の位置を Fig.1.に示す.アサリは採取後

3%食塩水に浸して一夜砂出しを行ってから可食部を

取り出し，十分水切りしてからホモジナイザーで均一化

した.これをスズキの場合と同様，-20'Cで冷凍保存した.

2. 分析法

冷凍保存した試料を解凍し，スズキの場合は 10g，ア

サリの場合は 30gをサンプリングし，アルカリ分解法5)

によって試験溶液を調製した.PCBの定量は ECDカ、、ス

N
4ー
ー
ム
|

Fig. 1. Sampling Points of Short-necked Clam 

クロマトグラフィーによって行ない，数値化は衛生試験

法に定められた係数法叫こ従った.

スズキおよびアサリの代表的なかスクロマトグラムを

Fig.2に示す.また，それぞれのガスクロマトグラムの

ピーク高から係数法によって求めた PCB組成比を Ta-

ble 1に示す.

結果および考察

1. スズキについて

1) 体長と体重の相関性:体長と体重の対数プロッ

トを Fig.3に示す.この場合の回帰直線は logy= 

2.703 logX -1. 359によって表わされるので，おおむね

体重は体長の 3乗に比例するといえる.このような相関

性は理論的予想と一致しており，本調査におけるスズキの

(A) 

. 
:・1. . 
"帆

(B) 

(c) 

Fig. 2. Gas Chromatograms of Standard and 

Samples 
(A) : KC-300， KC.400， KC-500， KC-600 

(1: 1: 1: 1) ; 5ng， 

(B) : Seabass， 

(C) : Short-necked Clam， 

Column : 1.5% Silicone OV-17 + 1.95% 
Silicone DC QF-1， 3.2mmX 1.0m， 

Temp. : Column ; 200'C， ECD ; 280'C 
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Tabl巴1. PCB Content of Samples Classified with the Number of Chlorine Atoms(%) 

No. of CI 
Samples Total 

2 3 4 5 6 7 8 9 

Seabass 0.1 1.7 30.6 45.7 17.0 4.1 0.2 。 99.4 

Short-necked 
4.9 21.6 39.1 20.0 12.2 2.1 。 。 99.9 

Clam 

採取が統計的に正しく行なわれている，具体的にいえば

試料が産卵あるいはエサ不足等の体重を減少させる因子

の影響を受けていないことを示す傍証と考えることがで

きる.

2) 体長と PCB含有量の相関性 '76年， '82年およ

び'83年産のスズキについて，体長と PCB含有量の関係

をFig.4に示す.各年度の相関係数 rは0.526，

0.114，0.415であり，それぞれ対応する r(12: 0.05)= 

0.532， r (35 ; 0.05)=0.275， r (35 ; 0.01)=0.418より

いずれも小さし帰無仮説HO;母相関係数ρ=0を棄却

することができない.したがって，スズキの体長と PCB

含有量との間には“真に相関関係があるとはいえない"と

いう結果になった.このような検定結果に対する理由と

して，加令，季節，棲息場所によって複雑に変化する食
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が多いので，ここでは一応体長と PCB含有量には相関 検定すると，有意水準 5%てや大井が他の 4定点より高<， 

性が無いものとみなした.ただし，瀬戸ら刊の調査のよう また富津が他の 4定点より低いことが認められた.三枚

に同一時期に，同一場所でかつ魚令を揃えてサンプリン 洲，人工渚，金沢八景の 3定点聞には有意差は認められな

グした場合には，体長と PCB含有量には相関があると かった.これらのことから，東京湾の PCB汚染度は大井

も考えられる. 付近が最も高<，ついでh人工渚，三枚洲，金沢八景の 3

3) PCB含有量の経年推移:'76年から'83年までの 定点付近が続き，富津付近が最も低いといえる.これら

PCB含有量の推移を Fig.5に示す.ただし '78年か の傾向は，立川ら9川が 1972年に底質について行った東

ら'81年は環境庁の調査結果8)を引用した.先に述べたよ 京湾の PCB汚染調査の結果と一致しており，また堀井

うに，スズキの体長と PCB含有量には相関性は無いこ ら11)および安野ら 12)が東京湾のアサリと底質について調

とから，含有量を体長補正することなく各年度の平均値 査した重金属汚染の傾向とも一致している.

を単純に比較することによって，経年推移をたどること

ができるものと考えられる.

そこで著者らが調査した'76年， '82年および:"83年の値

について検定を行ったところ， '76年は '82年および'83

年より有意に高いことが有意水準 1%で認められた.し

かし '82年と '83年間には有意差は認められなかった.

したがって， '82年および、'83年のスズキの PCB含有量

は'76年当時より確実に低下したといえる.これを環境庁

の調査結果と合せて考察すると， '76年から '80年頃まで

低減化傾向を示してきた PCB含有量が'81年に若干増

加しその後'82年， '83年と再ぴ低下傾向を示しつつ現

在に至っているものと推定される.

2. アサリについて

1) 採取地の汚染度:'79年 5月から'83年 9月まで

1.0 

( 巨且p:

ふJ

s 0.5 
みJ

にロ。)

。

• n = 12 n = 35 
王=1. 03 
SD = 0.53 。 主=O. 61 

SD = 0.35 
@ 

• 。 n = 35 。 。 王=0.49 
SD = 0.17 

， 
76 77 78 79 80 81 82 83 

の5年間にわたるアサリの PCB含有量を Table2に示 Fig. 5. Annual Change in PCB Content of Seabass 

す.アサリの PCB含有量がそれぞ、れの定点の汚染度を The data during '78-'81 were quoted from 

反映しているという前提の下に， 5年聞の平均値主を t ref. 8 . 

Table 2. PCB Content of Short-necked Clam CoUected at Each Point (ppb) 

'79 '80 '81 '82 '83 X 

Points 
5 6 7 8 5 '7 9 5 7 9 5 7 9 5 7 9 (SD) 

20 22 16 20 10 20 10 ~t 20 60 23 9 28 13 26 9 20.76 
Ohi 38 

(19.5) (13.3) (35.0) (20.0) (16.0) (8.42) 

4 4 10 4 10 10 13 4 8 5 8 7.40 
Jinko-nagisa 

(6.0) (8.0) (8.5) (6.5) (8.0) (1. 08) 

10 2 2 10 10 10 10 11 6 6 14 5 12 10 5 8.30 
Sanmaizu 

(6.0) (10.0) (7.7) (10.3) (7.5) (1. 82) 

Kanazawa-hakkei 
10 3 10 4 4 10 10 6 2 10 5 4 10 10 4 4 6.62 

(6.8) (8.0) (6.0) (6.3) (6.0) (0.84) 

Futtsu 
10 1 5 4 4 4 4 3 1 9 2 1 10 4 2 8 4.46 

(5.0) (4.0) (4.3) (4.3) (4.7) (0.39) 

Values in brackets: Annual average，主 Averageduring '79-'83 
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Fig. 6. Annual Change in PCB Content of 

Short.necked Clam at Each Sampling 

Point 

A: Ohi， B: ]inko-nagisa， C: Sanmaizu， 

D: Kanazawa.hakkei， E: Futtsu 

このように東京湾の汚染に著しい地域差が見られるこ

とは，これまでも指摘されているように沿岸地域の産業

活動および経済活動の反映としてとらえることができる

が，外海から湾内に入り込み，さらに湾内を廻流する潮

流の影響も無視できない.すなわち，東京湾における潮

の流れが，伊豆半島および房総半島の沖合を北上する黒

潮の影響を受けて，富津，木更津から房総半島側を通っ

て東京側に至り，三浦半島に向う左廻りの回路を取って

いることは，東京湾汚染の地域格差と密按に関連してい

るものと推定される.

2) 採取地別汚染度の経年推移:各定点別の含有量

の経年推移を Fig.6に示す. 5定点のうち大井を除く 4

定点には各年度聞の有意差は認められず，経年的な変動

は無いといえる.これに対し，大井については'81年がか

なり高くなっており， '79年に比べて有意水準 10%では

あるが高いことが認められた. n =3-4程度のフィー

ルドの試料に対したとえ 10%の有意水準にせよ有意差

が認められたことは注目すべきである.

これらのことから，人工渚，三枚洲，金沢八景，富津の

4定点の PCB汚染は'79年から'83年まで横ばい状態が

続いているが，大井については'80年頃まで低下傾向を示

していた PCB汚染が'81年に増加し以後'82年， '83年

と再び低下し現在に至っているものと推察される.これ

は先にスズキについて推定された傾向と一致している.

結語

以上，スズキおよびアサリについて得られた結果を総

合的に判断すると，東京湾の PCB汚染はちl年に若干増

加したといえる.この原因については明ちかでなく，新

たに PCBが湾内に排出された可能性も否定はできない

が，厳しい規制措置が取られている現状では非常に考え

にくい.そこで著者らは可能性の高い原因として，外海

から湾内に流れ込む潮流の影響を推定している.遠州、|灘

i中に冷水塊ができると，それまで日本列島に沿って進行

していた黒潮は冷水塊を迂回するため，一旦進路を南に

取りそれから再び Uターンするという.したがって，黒

潮の流れは東京湾を直撃することになり，その結果とし

て湾内のクリーンアップが行なわれるので，東京湾の汚

染は PCBに限らず気候的要因による黒潮の進路の影響

を受けることになる.このことはあくまで推定の域を出

ないが，遠州灘沖の冷水塊は 1970年代後半から多発し

ているので，今後はこのような観点からも継続調査し，

考察していく予定である.
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東京都における水銀汚染の実態について(第 11報)

魚介類中の水銀含有量調査

山野辺秀夫ヘ竹内正博 ぺ 風 間 成 孔 本

Survey of Pollution with Mercury in Tokyo (XI) 

Mercury Content of Fish and Shellfish 

HIDEO Y AMANOBEへMASAHIROT AKEUCHI* and MASA YOSHI KAZAMA * 

Keywords 総水銀 totalmercury，メチル水銀 methylmercury，魚介類 fishand shellfish 

緒言

著者らは，国が定めた暫定規制値1)(総水銀0.4ppm，メ

チル水銀0.3ppm)に基づき，昭和48年度より魚介類の水

銀含有量調査を行ってきた.本年度は東京都が独自に出

荷地自主規制の対象としている，東京湾産のスズキを中

心として調査を行った.また，これとは別に輸入魚介類

および水産加工品についても調査を実施したので併せて

結果を報告する.

実験方法

試料は，昭和 58年4月から昭和 59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 60

検体，コノシロ 3検体，ボラ 4検体，ハゼ1検体，アサ

リ12検体，市場外読書通の輸入魚介類 16穫 30検体およ

ぴ水産加工品 25検体である.

操作および定量は前報2.3)にしたがって行った.

結果および考察

魚介類の測定結果を Table1に示す.スズキの水銀含

有量は総水銀0.07-O. 49ppm (平均0.16ppm)，メチル水銀

0.03-0.40ppm(平均0.12ppm)であった.このうち暫定

規則値を越えたものは 2検体て1それぞれ総水銀0.43

ppm(メチル水銀0.40ppm)および総水銀0.49ppm(メチル

水銀0.40ppm)であった.東京湾産のスズキは体長と総水

銀との聞に正の相関性が高いことから，体長60cm以上

の大型魚について魚獲が規制されている.規制値を越え

たこの 2検体は体長がそれぞれ70cm，71cmの大型魚で、

あった.ちなみに今回調査した 60検体中60cm以上の大

型魚は 43検体で全体の 71.7%であるが，今回のデータ

について体長と総水銀との相関係数をもとめたところ，

r=0.51 j r(60， 0.01)=0.32481であり相関性か極めて

高いことがわかった.

アサリについては， 12検体中 4検体からO.Olppmの総

水銀を検出し，残り 8検体もO.Olppm以下と極めて低い

値で前報4)とほぼ同じ結果であった.アサリは東京湾の特

定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)において昭和 55年から東

京湾の環境汚染をモニタリンク相するための生物指標とし

て採取してきたが，本年度からは葛西沖人工渚での採取

が不可能となったため残り4地点についての結果である.

輸入魚介類では，総水銀て、最も高い値を検出したのは

アナゴの0.09ppm(メチル水銀0.07ppm)であった.しか

し今回の調査では全体に低い値であった.

Table 2に水産加工品の結果を示した.総水銀で高い

値を示したのは，鯛しく、、れ0.24ppm，アンキモ(アンコウ

の肝)0.22ppmで、あり， メチル水銀はそれぞれ0.20ppm，

0.14ppmであった.他に高い値を示したのは海獣である

アザラシの味噌煮やトドの大和煮、からで，それぞれ総水

銀0.28ppm，O. 23ppm，メチル水銀0.17ppm，0.19ppm

を検出した.

海獣は海の食物連鎖の最高位の 1つに位置しているため

このような結果になったと考えられる.

謝辞本調査を行うにあたり御協力いただいた東京都

衛生局環境衛生部食品監視課の方々に深謝いたします.
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Sample 

Mercury Content of Muscle in Fish and ShelIfish 

T-Hg (ppm) 

Range Mean 

Sample 

Ankimo (angler Iiver， canned goods) 

Ayu， kanroni (ayu sweetfish， purchased cooked) 

Gori， ameni (purchased cooked) 
Himegai， himono (dried shelIfish) 

Hishiko， aburazuke (anchovy， canned goods) 

Kamaboko(fish jelIy products， steamed) 

Karasumi (salted， smoked roe) 

Mamakari， suzuke (sardine， soaked in羽 neger)

Mentaiko (polIack roe， soak吋 inred pepper) 

Mushi-anago (cong，巴'r，steam，吋)

Shichimi-fugu (swelIfish， soaked in red pepper) 

Taishigure (sea bream， purchased cooked) 

Azarashi， misoni (seal， canned goods) 

Todo， yamatoni (sea lion， canned goods) 
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N : number of samples T.Hg: total mercury Me.Hg: methyl mercury 

Table 2. Mercury Contentof Marine Products 

T-Hg (ppm) 
N 

Range Mean 
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N : number of samples T.Hg: total mercury Me-Hg: methyl mercury 



186 Ann. Re戸.Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

48年 8月6日

2)伊藤弘一，竹内正博，江波戸犠秀，間宮敬，原田

裕文，戸谷哲也・東京衛研年報， 25，141，1974 

3)竹内正博，江波戸建ま秀，伊藤弘一，間宮 敬，原因

裕文，戸谷哲也:東京衛研年報， 25，133，1974

4)山野辺秀夫，竹内正博，吉原武俊:東京衛研年報，

34，139，1983 



東京衛研年報 Ann.Rψ Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 187-191， 1984 

高速液体クロマ卜グラフィーによる蜂密中の残留テ卜ラサイクリン系抗生物質の簡易分析法

竹 葉 和 江 ヘ 神 崎 政 子 ぺ村上文子ぺ松本昌雄*

Simplified Analytical Method for Tetracyclines Residues in Honey 

by High Performance Liquid Chromatography 

KAZUE TAKEBA*， MASAKO KANZAKI*， FUMIKO MURAKAMIホ

and MASAO MA TSUMOTO' 

Asimpl巴 andrapid high performance liquid chromatographic (HPLC) method for the analysis 

of tetracycline (TC)， oxytetracycline (OTC) and chlortetracycline (CTC) in honey was studied. 

Tetracyclines (TCs) in the N/10 HCI extract from honey were cleaned up by used of a 

SEP-PAK C18 cartrige. 

HPLC employed reversed phase LiChrosorb RP-8 column with acetonitrile/0.1M citric acid 

(25/75) mobile phase and detection at 355nm. 

The recoveries of TC， OTC and CTC added to honey at levels 1.0-5.0μg/g were 88.6(%)， 

94.0 and 89.6 respectively The limits of detection of TC， OTC and CTC were ca. 0.1-0.3 (μg/g) ， 

0.1-0.3 and 0.5-1.0 respectively. The presence of TCs in honey was confirmed by thin layer 

chromatography. 

In a survey of commercial hon巴y，CTC was detected at 0.7μg/ g in one fiftieths samples. 

Keywords : honey， tetracycline， oxytetracycline， chlortetracycline， high performanc巴 liquidchromato-

graphy， SEP-PAK C18 cartridge 

現在，わが国における蜂蜜の年間消費量は， 4万トン

で，その約 80%が中国，アルセゃンチン，ソ連，ハンガリ

ー，アメリカおよび、ニュージランド等世界各地で生産さ

れた蜂蜜で，わが国の市場の大部分が占められている.

わが国で家畜伝染病に指定されているミツバチのアメ

リカ腐姐病は，世界各地で発生する病気で，流行すれば

被害が大きいといわれている.この病気の予防や治療に

は，サルファ剤やテトラサイクリン系抗生物質(TCs)が

有効で、，砂糖水，蜂蜜および花紛などに添加して投与さ

れている 1-2)

これらの薬物は蜂蜜に移行し残留する恐れがあり，食

品衛生法により食品への残留が規制されている.しかし

現在，これらの薬物の簡易な分析法がなしその開発が

急がれている.

著者らは前報で3)，蜂蜜中に残留するサルファ剤の検出

方法を検討するとともに，市販蜂蜜から 2種類のサルフ

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

ァ剤を検出した成績について報告した.一方， TCsの公

的検査法には，畜水産食品を対象にしたバイオアッセイ 4)

があるが1 この方法は多数の検体処理に時間がかかり，

また蜂蜜自身か抗微生物活性物質を含んで、いるので， 5)蜂

蜜中の残留物質検出には，バイオアッセイ以外の方法も

必要で、ある.

今回，蜂蜜中に残留する TCsについて簡易，迅速な検

出方法として，高速液体クロマトグラフィー(HPLC)に

よる分析法の検討を行なうとともに，市販蜂蜜について

も実態調査をしたので，これらの結果を報告する.

実験方法

1.試薬

1 )標準溶液:塩酸テトラサイクリン(TC)，塩酸オキシ

テトラサイクリン(OTC)およびクロルテトラサイクリン

(CTC) (いずれも sigma社製)をそれぞれ10mgはかり，

N/10NHCIO.5ml加え，さらにメタノールを加えて10

160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

権 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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mlとした.これらを適宜希釈したものを標準溶液とし，

用時調製した.

2) SEP-PAK C18カートリッジ(SEP-PAK): Waters 

Associa tes(U .S.A.)使用前にメタノール 5ml，水

5mlついで飽和 EDTA-2Na溶液 5mlの順に湿潤洗

浄処理した.

3)薄層クロマトグラフ(TLC):シリカゲル60(Merck 

社製)， 20 x 20cm， O. 25mm.使用前に飽和EDTA-2Na

溶液で予備展開し，風乾後 110C， 30分間加熱した.セ

ルロース (Merck社製)， 20X20cm， O.lmm. 

4 )展開溶媒:シリカゲルプレートには，n-ブタノー

ル/メタノール/5%クエン酸(3/2/1)，セルロー

スプレートには，水を飽和させた n-ブタノールを使用し

た

5 )発色試薬6) : a 0.2M塩化マグネシウム/エタノー

ル(1/1).b トリエタノールアミン/メタノール

( 1/9) 

その他の試薬は，すべて一市販特級品を使用した.

2.装置

1)目立 HPLC633-0300.検出器は，島津紫外可視分光光

度計 SPD-1 島津フォトダイオードアレイ紫外可視分

光光度計 SPD四 M1Aを使用した.

2 )ポンプ:PERISTA MINI PUMP SJ-1215 (アト

一社製). SEP-PAKの洗浄および試験溶液の調製等に

使用した.

3.分析操作

1 )試験溶液の調製試験溶液は， chart 1に示した方法で

調製した.すなわち，蜂蜜 5gをビーカーにはかり，これ

にN/10HCl10ml力日えて溶解し，注射器でSEP-PAKを

通過させた.この SEP-PAKを水 10mlで洗浄した後，

メタノールで TCsを溶出した.初流の水溶液 0.6mlを

捨て，次のメタノール溶出液を正確に 1ml分取した.こ

れを HPLCおよび TLC用試験溶液とした.なお， SEP-

PAKを通過させる各溶液の流速は，約 1.5ml/minで

行なった.

2) HPLCの分析条件

固定相には LiChrosorbRP-8， 5μm，4X250mmを用

い，移動相にはアセトニトリル/O.lMクエン酸 (25/

75)7)を 170-180kg/ cm2で流した.

アカシア，レンゲ，クローパーおよびミカンの 4種類

の蜂蜜の試験溶液を HPLCに注入し，各蜂蜜成分由来

のピークの保持時間およぴ 200-600nm問の吸収波長

を測定し， TCsの至適分析波長を調べた.

検量線は，適宜希釈した標準i容液を 5μ1HPLCに注

入し，ピーク高から直線範囲を求めた.

蜂蜜試料溶液は， HPLCに5μfずつ注入した.

3) TLCによる TCsの確認

蜂蜜中のTCsの確認方法として，シリカゲルプレートなら

び、にセルロースプレートを用いる方法を検討した.

微量の TCsを含む試験溶液を 20μJ各プレートにス

ポットし，約10cm展開後風乾し，発色試薬 aを噴霧して

5分後， bを噴霧し紫外線(3650A)下で観察した.シリ

カゲルプレートには 6種類，セルロースプレートには 2

種類の展開溶媒について調べた.

実験結果および考察

1.分析波長の選択

4種類の蜂蜜試験漆液について，三次元のクロマトグ

ラムを測定したところ，成分由来ピークは花蜜により異

なるが，いずれも 200-400nmの範囲内にあり，これら

のピークの保持時間は 10分以内であった.

TCsは， 270および 360-375nmの2ケ所に吸収を

持ち， OTCは 16分， TCは 21分および CTCは 45分

で溶出する.したがって， TCsは蜂蜜成分由来のピーク

と保持時間の差で分離できることがわかった.

なお，分析波長は爽雑ピークの少ない 355nmを選

んだ.

EffIuent 

Effluent 

EffIuent 

Honey Sample 5g 

L…α 

SEP-PAK C18 cartridge 

「
Water 10ml 

Methanol 

(initial O. 6m l) 

Methanol solution 1 ml 
(Test soln for HPLC and TLC) 

Chart 1. Analytical Procedure for Tetracyclines 
in Honey 
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2.検量線

Fig.1および Fig.2に示したように， OTCとTCは

注入量 10-50ngの範閉で， CTCは50-250ngの範囲

でいずれも原点を通る直線であった. Fig.3に TCsの

クロマトグラムを示した.

3. TCsの SEP畑 PAKからの溶出

TCsは二価金属イオンとキレート化合物を作り，不溶

性となる性質があるので，使用器具や試薬等は酸やED- E 
TAの処理をして，キレート化を防ぐことが行なわれて

いるトロ).そこで， SEP-PAKについても EDTA処理

濃度を調べた.すなわち， SEP-PAKをメタノールお

よび‘水で湿潤させた後，各濃度の EDTA-2Na溶液5

mlで処哩し，それぞ、れ 10μg/mlの TCS標準溶液を用

いて溶出率を調べた.

Table 1に示したように， TCs溶出率は飽和溶液で

処理したものが最も高<，いずれも 95%以上であった.

したがって， SEP-PAKを処理する EDTA-2Na 濃度

は，飽和溶液を用いることにした.

また， SEP町 PAKから TCsの溶出にはメタノールを

使用し， TCsの溶出分画を調べた.メタノールを溶出し

はじめて初流 0.6mlは水溶液である.この部分は除き最

初のメタノール 1ml中に 100%溶出することがわかっ

た

4. TCsの添加回収実験

4検体の蜂蜜に OTCとTCは1.0μg/g，CTCは5.0

μg/gの濃度に添加して回収実験を行ない，その結果を

Table 2に示した.すなわち，回収率(%)と標準偏差

は， TC 88.6:t4.8，OTC 94. 0:t3.3および、CTC89.6:t 

4.2で，変動係数(%)はそれぞ、れ 5.4，3.5および 4.7で

あった.

なお，岡らが水産食品中の TCsの摘出に Mcllvaine

緩衝液 (pH4.0)を使用した方法を報告しているが，13)

Table 2から明らかのように， HClでj容解した方が平均

値で 15%高い回収率を示した.

Table 1. Effect of EDT A Concentration for 

pretreating SEP-PAK on the Recovery 

of Tetracyclines 

EDT A (mo!/L) 
Recovery (%) 

OTC TC CTC 

nontreated 82.4 81. 9 86.8 

0.1 89.6 84.7 89.3 

0.2 89.6 89.1 88.6 

saturated 95.1 94.9 95.5 
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この分析条件における蜂蜜中の TCsの検出限界

(μg/g)は， OTCとTCは約 0.1-0.3，CTCは0.5-

1.0であった.

わが国の食品衛生法では，食品は抗生物質を含有して

はならないと無残留の規制がされている.このような許

容限界のない場合の残留分析法に要求される検出限界

は， 0.05-0.10μg/gのレベルで、あると言われている 14-15)

OTCとTCの検出限界は，ほぼこの条件を満足してい

るが， CTCは HPLCでの保持時聞が遅いために，や

や検出限界が悪<0.5-1.0μg/gであった.

5. TLCによる TCsの確認

HPLCで検出された TCsの確認同定には，新しく

HPLCの検出器として開発されたフォト夕、イオードア

レイ検出器による三次元のスベクトル測定が有効でbある

が，今回の目的には現在のところ感度不足で適用できな

い.そこで， TLCによる確認方法を検討し，その結果を

Table 3に示した.

蜂蜜試料中には成分由来の蛍光物質が含まれているも

のがあり，これらの成分と TCsとを分離する展開溶媒が

必要で、ある.シリカゲルプレートの場合， Mc11vaine緩

衝液飽和のメチルエチルケトンベ n四ブタノール/酢

酸/水 (10/1/2)16)， n-プタノール/メタノール/

5%クエン酸(1/1/1)17)およびクロロホルム/メタ

ノール/5% EDTA (65/20/5)の下層間の展開溶

媒では，この分離が不十分で‘あった n-ブタノール/メ

タノール/水(4/1/2)4)および n'フヲノール/メタ

ノール/5%クエン酸(3/2/1)展開溶媒ではこの

分離が出来TCsのスポットの拡散が小さし見やすい

のは n-ブタノール/メタノール/5%クエン酸の場合

であった.したがって，シリカゲルプレートにはこの展

開溶媒を使用することにした.

セルロースプレートでは， TCsのスポットのまとまり

は，シリカゲルプレートの場合と同様に n-ブタノー

ル/メタノール/5%クエン酸 (3/2/1)がよかっ

たが，水飽和の n-ブタノールlB)の方がOTC，TC と

CTCとの分離がよいことから，この展開溶媒を使用す

ることにした.

なお， TLCにおける TCsの検出限界は，シリカゲ

ルプレート，セルロースプレートともに約 0.01-0.03

μgであった.

Table 2. Recovery and Reproducibility of 

Tetracyc1ines experimentally 

added to Honey 

Tetra Added Recovery CV 

cyc1ines amount rate 

(μg/g) (%) (%) 

OTC 
A*1 1.0 94.0*"::!:: 3.3 3.5 
B*2 1.0 80.1 土1.9 2.4 

TC 
A 1.0 88.6 ::!:: 4.8 5.4 

B 1.0 77.8 ::!:: 5.4 6.9 

CTC 

A 5.0 89.6 ::!:: 4.2 4.7 

B 5.0 74.2 ::!:: 6.5 8.8 

* 1 N/10 HCl 

* 2 Mcllvaine buffer solution(pH4.0) 

* 3 A verage of 4 samples 

Table 3. Rf Values of Tetracyc1ines on SilicageI and Cellulose TLC 

Tetracyc1ines SilicageI 

a>l bホ2 c*" d*4 e*" 

OTC 0.1 0.2 0.1 0.6 0.1 

TC 0.1 0.2 0.1 0.6 0.1 

CTC 。 0.3 0.1 0.6 0.1 

* 1 MethylethyI ketone saturated Mcllvaine buffer soIution(pH4.0) 

本 2 n-Butanol/Methanol/Water (4/1/2) 

ホ 3 n-Butanol/ Acetic acid/Water (10/1/2) 

ホ 4 n-ButanoI/MethanoI/5%Citric acid (1/1/1) 

* 5 Chloroform/MethanoI/5%EDT A (65/20/5) Iower Iayer 

キ 6 n-Butanol/Methanol/5%Citric acid (3/2/1) 

* 7 n-ButhanoI saturated with Water 

CelIulose 

f事6 f g*7 

0.2 0.7 0.3 

0.2 0.7 0.3 

0.2 0.7 0.5 
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6.市販蜂蜜への応用試験

1983年 4-7月に都内で販売されていた蜂蜜 50検体

について， TCsの残留実態調査を行なった.これらの蜂

蜜の原産国を Tableヰに示した.50検体中原産国不明の

1検体に CTCが検出され，定量値は 0.7μg/gであった.

Table 4. List of the Honey Samples tested 

Country 
Number 

of Sample 

Domestic 10 

Imported 

U. S. A. 4 

Canada 1 

Argentine 2 

Hungary 3 

France 1 

China 8 

Unknown 12 

Unknown 9 

Total 50 

まとめ

蜂蜜に残留する TCsの HPLCによる分析法について

検討し，次の結果を得た.

1.蜂蜜中の TCsは， N/10 HClで溶解し， SEP-PAK 

に吸着させた後，メタノールで溶出したものを HPLC

で分析した.

2. HPLCの分析条件は，固定相に LiChrosorbRP・8

を用い，移動相はアセトニトリル/O.lMクエン酸

(25/75)を使用し，波長は 355nmで守子なった.

3.本法による TCsの回収率(%)は， TC 88.6， OTC 

94.0およびCTC89.6であった.蜂蜜中のTCsの検出

限界(μg/g)は， TCとOTCが約0.1-0.3，CTCが約

0.5-1.0であった.

TCsの確認方法として，シリカゲルプレートおよびセ

ルロースプレートによる TLCを検討した.

4.本法で市販蜂蜜 50検体について TCsの検出を試み

たところ， CTCが 1検体検出され，定量値は0.7f.ig/g

てやあった.

謝辞検僻収集にあたり，協力していただいた衛生局

食品監視課に深謝します.
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市販はちみつの芽胞菌汚染の実態

小久保禰太郎*，神保勝彦ぺ金子誠ニヘ松本昌雄*

Pr，evalence of Spore-forming Bacterill in Commercial Honey 

YAT ARO KOKUBO・， KATSUHIKO ]lNBOへSEI]IKANEKOホ

and MASAO MATSUMOTO事

A total of 71 commercial honey samples consisting of 18 domestic products， 48 imported from 

foreign countries (e. g. USA， Argentina， China) and 5 unknown origin was obtained from honey 

processing plants and retailers in Tokyo， and subjected for the presence of Bacillus and Clostridium 

spores. Enumeration of bacterial counts in the specimens， both unheated and heated at 75
0

C for 10 

minutes， was made by incubation at 30
0

C for 3 days under the aerobic and anaerobic conditions 

using the pour plate method with TEP agar (EIKEN). 

Of the specimens tested， 67 (94.4%) were found to be contaminated with lQQ02/g level of spores. 

Most of sporulating organisms were facultative Bacillus; B. cereus was most predominantly isolated， 

followed by B. coagulans， B. megaterium， B. alvei and others， totalling 12 species. Clostridium spores 

were detected from 56 specimens (78.9%)， 6 of which were found to be contaminated with C. 

ρeてfringens，while non-specimens were contaminated with C. botulinum. 

B. cereus， C. perfringens and C. botulinum spores were experimentally inoculated into honey 

samples in the amount of 104_106/g level and the samples were.kept at 25
0

C for 4 months during 

which period the spore counts scarcely changed. 

Keywords: commercial honey， Bacillus， Clostridium， spores 

わが国のはちみつ消費量は，健康食品ブームの中で着

実に増加しており，最近の年間消費量は約 30，000トン

と推定されている.このうち，ほゾ75%が中国，アルセ'

ンチン，ソ連，アメリカなどからの輸入品である 1)

はちみつは栄養価の高いアルカリ性食品で， しかも吸

収され易いとこ J)から，特に乳幼児，老人，病人などに

適した天然の甘味料として広〈使用されている.一方，

衛生細菌学的にみると， 70-80%の高い糖濃度と有機酸

の存在に基づく低い pHのために微生物は生存し難<， 

一部のかぴや酵母の存在が報告2)されているものの，一般

的には問題の少ない食品と考えられてきた.しかし最近

になって，はちみつが乳幼児のボツリヌス症の原因食品

として注目されるようになり31アメリカなどでは市販は

ちみつからボツリヌス菌芽胞の分離例も報告4-6)される

ようになった.

ホ東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

著者らは，当科に搬入された市販はちみつについてボ

ツリヌス菌の検出を試みたところ，本菌は検出できなか

ったが，各種の Bacillusや Clostridium属芽胞の存在

する事実が認められたので，今回これら芽胞の衛生細菌

学的意義を明らかにする目的で，市販はちみつを対象に

芽胞の汚染実態調査を実施した.さらに，実験的にはち

みつ中の芽胞の消長についても若干の検討を行ったの

で，これらの成績についてもあわせて報告する.

材料および方法

1. 調査材料 1982年6月から 1983年4月の聞に，

東京都内で採取された市販はちみつ計n例である.こ

れらの産地の内訳は，圏内産 18例，アメリカ，アルセ?ン

チン，中国，メキシコなどからの外国産 48例，産地不明

5例で，ほゾ半数にアカシア，レンゲ，みかん， クロー

ノfーなどの花みつの種類が表示されていた.

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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Clostn'dium属は嫌気性培養後の寒天平板上から分

離した集落について，偏性嫌気性の有芽胞菌であること

を確認した分離した菌株は，著者らが先きに報告8)した

分類法に基づいて，ゼラチン液化能，芽胞位置，ブドウ

糖分解能，卵黄反応および菌形の 5性状により 9群に群

別した.

4.ボツリヌス菌の検出 はちみつ 10gを9倍量のブ

ルード・チオグリコレート培地(Difco)に接種して， 30'C 

で5日間培養後 3，000rpmで30分間遠心分離した.遠

沈々溢をさらに 0.1%可洛性でん粉加クックドミート培

地(Difco)中で、 30'Cで3日間培養後遠心分離し，その上

清を 0.5mlずつ 4週令の ddy系マウス腹腔内に接種

した.マウスは 4日間観察して，死亡したものについて

菌の分離を試みた.

2.菌数の測定 はちみつlOgを滅菌大試験管に無菌

的に秤り取り，滅菌 0.1%ペプトン水 20mlを加えて 3

倍希釈後2等分し，一部はそのまま，他は75'Cで10分間加

熱したものを試料液とした.各試料液およびそれらの 10

倍段階希釈液 1mlずつを滅菌深型プラスチックシャー

レ(臼水製薬)に分注後，これに予め50'Cに保持した

TEP寒天(栄研化学)15 mlを注いで混釈した.寒天が

固化後，再び平板上に TEP寒天を薄〈重層した.これら

の混釈平板を各試料について 2組みずつ作成し， 1組み

は好気的に，他の 1組みはフォーマネ土の嫌気チャンパー

内で，いずれも 30'Cで3日間培養後に出現した集落を数

えて，はちみつ 1g当りの菌数を算定した.

3. Bαcillusおよひ~Clostridium属の分離と同定い

ずれも，加熱材料の菌数測定後の平板から菌株を分離し，

それらを対象に同定を行った.すなわち，Bacillus属は

好気性培養後の寒天平板上の集落を I検体当り 3-5個

ずつ無作為に釣菌し，各分離株がグラム陽性，カタラー

ゼ産生の有芽胞菌であることを確認した.これら菌株は

著者らの分類法7)に準拠して種を同定した.
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調査成績

1.菌数の分布 71例のはちみつについて，無加熱お

よび 75'Cで 10分間加熱後の試料からそれぞ、れ検出され

た好気性および嫌気性培養菌数の分布状況を Fig.1に示

した.

Anaerobic cell counts 

保
護
山
山
川
川
凶

:::;10 
11 

側 100 >1000 亘10
11 

同 100
101 
-1000 >1000 

Level of bacterial celI counts (per gram) 

Fig. 1. lncidence of Aerobic and Anaerobic CeIl Counts on 71 Commercial Honey Samples. 

にコ nonheating 医~ heating at 75'C for 10 min 
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好気性培養菌数についてみると，無加熱の方が加熱後 れた.

のものに比較して，菌数の高いものが若干多かった.し Table 2は， 56例のはちみつから分離きれた Closι
かし，菌数の差があまり認められなかったことは，検出 ridium属計 119株を群別した成績を示したものであ

菌の大部分がBac抑制属芽胞であることを示していた. る.すなわち， VlI群が 43株 (36.1%)と最も多く，次い

Bac抑制属芽胞はすべてのはちみつから検出され，その でV群 29株 (24.4%)，IV群 25株 (21.0%)の順で，こ

菌数は， 71例中 67例(94.4%)が 101-102/gレベルで， れら 3群で 80%以上を占めていた.しかし，これら菌株

このうち 102レベルのものが 65-70%を占めていた. について，さらにBergey'sManual9
)や VPIManuallO

) 

一方，嫌気性培養菌数は好気性培養菌数同様に加熱の による同定を試みたが，ほとんど同定不能で、あった.な

有無による差はあまり認められなかった.その菌数も， お， II群からはウェルシュ菌が2株同定されたが，ボツ

90%以上が 101-102/gレベルであったが， 102/gレベ

ルのものは 40%以下と好気性培養菌数よりも若干低い

傾向を示した.さらに，検出菌の大半がBacillus属で，

Clostridium属は 71例中 56例 (78.9%)から検出され

たにとどまった.

なお，産地による菌数の分布状況の違いは認められな

かった.

2. BacillusおよrfClostridiuni.属芽胞の種類はち

みつから分離同定された Bacillus属計 326株の菌種構

成を Table1に示した.表から明らかなように，分離株

は 12菌種に分別され，このうちセレウス菌が 111株

(34.1%)と最も多く，次いでB.coagulans 60株 (18.4

%)， B. megate付fum33株 (10.1%)の順で，他の菌種

はいずれも 10%以下であった.なお，ヨーロッパ腐痘病

の起因菌の B.alveiが 31株 (9.5%)に認められた.ま

た，これら菌種の分布状況を検体数についてみると，セ

レウス菌と B.coagulansは半数以上，B. megaterium， 

B.ρumilus， B. alveiがほぼ 1/3のはちみつから分離さ

Table 1. Distribution of Species of Bacillu島

Spores Obtained from Commercial 

Honey Samples. 

Species 

B.ceγ側 S

B. co哩ulans

B. megaterium 
B.仰向l悩

B. al百ei
B. lich四 ifoγmis

B. subtilis 

B. ~争hearicus

B. brevis 

B. circulans 

B. stearothermothilus 

B. firmus 

Total 

No.of isolates No. of samples 
(%) (%) 

111 (34.1) 46 (64.8) 

60 (18.4) 41 (57.7) 

33 (10.1) 26 (36.6) 

31 (9.5) 25 (35.2) 

31 (9.5) 23 (32.4) 

22 ( 6.7) 16 (22.5) 

12 ( 3.7) 11 (15.5) 

10 ( 3.1) 8 (11.3) 

9 ( 2.8) 5 ( 7.0) 

4 ( 1. 2) 3 ( 4.2) 

2 ( 0.6) 2 ( 2.8) 

1( 0.3) 1 ( 1.4) 

326 (100) 71 

Table 2. Grouping of Clostridium Spores Obtained from Commercial Honey Samples. 

Group 
Biochemical characteristics 

No. of isolates(%) 

Gelatin Spore Glucose Egg yolk 
liquefaction location fermentation reaction 

Terminal 2 ( 1. 7) 

II + 8 ( 6.7) 

111 十 Subterminal + 8 ( 6.7) 

IV 25 (21.0) 

V 十 29 (24.4) 

VI Terminal 。
羽I + 43 (36.1) 

VID Subterminal 2 ( 1. 7) 

IX (Spherical or flexous rods) 2 ( 1. 7) 

Total 119 (100 ) 
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Table 3. Changes of Spore Counts of B. cereus， C. te1プバ昭ensand C. botul仇un

in Honey Stored at 25.C. 

Strain 

B. cereus A TCC19637 

C.ρe宅fringensNCTC-
8238 

C. botulinum 62A 
(type A) 

C. botulinum OKRA 
(type B) 

Spore counts/ g 

before storage 

8.6X105 

1.2X106 

5.6x106 

8.0x104 

C. botulinum IWANAI 3.4X104 

(type E) 

リヌス菌は認められなかった.

1 month 

4.2X105 

1.6X106 

3.8X106 

1.2X105 

1.8X104 

ボツリヌス菌は，本菌の検出を目的とした検査でも全

例陰性であった.しかし，この検査でウェルシュ菌が先

きの 2株とは別の 4例から検出された.

3.各種芽胞のはちみつ中における消長 はちみつ汚

染芽胞として，衛生細菌学上重要と思われるセレウス菌，

ウェルシュ菌，ボツリヌス菌の芽胞について，はちみつ

中における消長を調べた.すなわち，これら芽胞の存在

しない pH3.7，水分活性0.73のはちみつ中に供試芽胞

を104-106/gレベルに接種後 25.Cに保存した.その

後， 1カ月毎に 4カ月まで各芽胞の検出菌数の経時的消

長を調べ，その成績を Table3に示した.この結果，い

ずれの供試芽胞も保存4カ月後においても，当初とほと

んど同じ検出菌数レベルであることが認められた.

考 察

はちみつは，植物の分泌する糖分がみつばちにより巣

の中に集められて変化したものである.それが作られる

環境から考えると，細菌汚染の機会は多い.しかし，は

ちみつが直接原因になったと思われる事故例は，乳幼児

ボツリヌス症以外にほとんど見当らない.これは，はち

みつが水分活性0.54-0.75， pH 3.2-4.2という特性

のために，ほとんどの細菌が発育はもちろんのこと生残

もできないことに基つ、いていると思われる.このことを

裏付ける報告として， Ruiz-Argeusoら11)は花みつがみ

つばちにより集められて熟成する過程では Glucono-

bacterや Lactobac抑制が主要菌叢として認められる

が，これらの菌種も熟成が進行して水分が減少するにつ

れて死滅したと述べている.

Spore counts/ g after storage for 

2 months 3 months 4 months 

5.2X105 4.4X105 2.8 X 105 

1.8X106 1.6X106 1.6X106 

3.0x106 2.4x106 3.2x106 

4.0X104 6.0X104 4.2x104 

2.0X104 1.4XI04 1.8X104 

今回の調査で，はちみつ中には1Q1-102/gレベルの

細菌が常在し，そのほとんどが Bacillusまたは Closι
ridium属の芽胞であり，一般の栄養形の細菌の存在は認

められなかった.芽胞の由来については，みつはちが花

みつを求めて飛び廻るうちに，植物や土壌に分布する芽胞

が祉などに附着し，これがはちみつ中に混入したものと

思われる.また，みつばちの消化管内菌叢として Bacillus

属が常在する事実も報告叫されており，当然これらから

も由来すると考えられる.

芽胞の種類についてみると，嫌気性培養で検出された

菌の大半が好気性でも発育したことから，通性嫌気性の

Bacillus属が主体であることは明らかである.なかでも，

セレウス菌の検出率が最も高かったことは，本菌種がす

べて食中毒原性を有するか否かについて未だ不明な点が

多〈残されているとはいえ注目すべきことである.また，

ヨーロッパ腐痘病の起因菌である.B. alveiが産地の別

なく調査したほゾ1/3のはちみつから検出されたこと

は，養ほう産業上問題となる点である.

一方，ほ "'80%のはちみつから検出された Clostri-

dium属芽胞は，その生物学的性状パターンからみて，か

なり多種類の菌種から構成されていると推測される.こ

のうち，衛生細菌学上問題になるような菌種はウェルシ

ュ菌だけであり，ボツリヌス菌は認められなかった.し

かし，実験的にボツリヌス菌芽胞を接種した糖液を飼料

としてみつばちに与えた場合，その芽胞がはちみつ中に

取り込まれたという報告13)もあり，ボツリヌス菌常在地

帯で生産されたはちみつ中には，その芽胞の存在する危

険性が示唆されている.特に，わが国では消費されるは
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ちみつの大半が輸入品であり，その中には乳幼児ボツリ

ヌス症の報告が多いアメリカ産のものも多く含まれてい

ることから，輸入はちみつに対する十分な監視が必要と

思われる.

はちみつ中の芽胞接種試験の成績では，当初の芽胞菌

数と比較して 4カ月後も検出菌数の減少がみられなかっ

たことから，かなり長期間生残できることを示していた.

このことから，病原性あるいは腐敗活性のある芽胞菌が

混入しているはちみつでは，甘味料として希釈して使用

きれた場合，芽胞が発芽増殖して食品の安全性や品質を

損う恐れもある.反面，そのままの状態では芽胞が発芽

し増殖することはない.しかも，その菌数も 101-102
/

gレベル程度と低かつだことと考えあわせて，はちみつ

が直ちに危害性のある食品とはいい難い.しかし，はち

みつ中の芽胞の混入を防ぐことは不可能で、あるので，そ

の使用に当つては，常に芽胞の存在を認識しておくこと

が必要と考えられる.

要 約

都内で採取された圏内産 18例，外国産 48例，産地不

明 5例計 71例の市販はちみつについて，Bacillusおよ

び Clostridium属芽胞の汚染実態調査を行った.

この結果，産地の別なく調査した約 95%のはちみつか

ら101-102/gレベルの芽胞が検出され，その大半が通

性嫌気性の Bacillus属であった.本菌属中セレウス菌が

最も多く，次いで、 B. coagulans， B. megaterium， B. 

alveiなど 12菌種が同定された.一方，Clostridium属

芽胞も 56例 (78.9%)から検出され，この中にはウェル

シュ菌が認められたが，ボツリヌス菌は全例陰性であっ

た

また，実験的にセレウス菌，ウェルシュ菌およびボツ

リヌス菌の芽胞をはちみつ中に接種して 25"Cに保存し

たところ，いずれの菌種も 4カ月間当初とほとんど同じ

芽胞数か検出された.

謝辞本研究のために，ボツリヌス菌の菌株を分与し

て下さった大阪府立大学農学部獣医学坪ヰの阪口玄二教授

に深〈感謝致します.

(本研究の概要は，第 86回日本獣医学会帯広 1983 

年8月で発表した.)
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鶏肉からの Cαmpylobαcterjejuni/ coliの選択増菌培地について

神保勝彦ぺ金子誠ニペ小久保粥太郎ヘ

松本昌雄*

Selective Enrichment Medium for the Recovery of 

Campylobacter jejuni/ coli from Chicken Meat 

KA TSUHIKO ]INBO'， SEI]I KANEKO'， Y A T ARO KOKUBO' 

and MASAO MA TSUMOTOホ

A blood-free selective enrichment medium， Brucella -FBP-AM broth，おasimproved for 

recovery of Campylobacter in chicken meat. The modified B-FBP-AM consisted of blucella broth 

supplemented with 0.15% agar， 0.1% FeS04 7H20，0.1% sodium metabisulfite， 0.1% sodium pyruvate， 

vancomycin (20 mg/L)， trim巴thoprim(10 mg/L)， polymyxin B sulfate (5，000 IU/L)， amphotericine 

B (2 mg/L) and cephalothin (15 mg/L). The brucella broth and agar were mixed， brought to a boil 

and autoclaved at 121.C for 15 minutes. Supplements were filter-sterilized and added to the medium 

after it had been cooled to 50.C. 

The effectiveness of this medium was compared with that of the original B-FBP-AM borth and 

Campylobacter enrichment medium (CEM) reported by Ito et al for the isolation of C.jejuni/ coli 

from chicken meat on the market. Modified B-FBP-AM showed the best result with Campylobacter 

detected from 12 out of 35 speciments followed by CEM (9 specimens). Campylobacter was detect巴d

from 7 specimens with B-FBP-AM. 

Keywords : Canψ'Ylobacter jejuni/ coli， Selective enrichment medium， Modified B-FBP-AM 

緒言

1981年 3月厚生省1)は，Campylobacter jejuniなどの

8菌種を新しい食中毒菌として指定した.しかし，厚生

省通達によるカンピロパクターの検査法は，臨床細菌学

的見地から考案されたものであるため，食肉などの食品

の日常検査に用いる方法としては必らずしも適している

とは言えない.特に従来から採用されている選択増菌培

地は，糞便を対象として開発されたものなので，食品検

査に用いた場合はその選択性に問題があり，また，これ

ら選択増菌培地はいずれも多量の馬あるいは羊の脱繊血

液を使用しているため，コストが高ししかも安定した

供給の面でも難点がある.これらのことから，食品にお

けるカンピロパクター検査法， とくに選択増菌培地の改

良か望まれていた.最近， Ehlers2
)らは血液の代りにグ

ホ東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

ロスサプリメント 3)を用いた選択増菌培地 Brucella-

FBP-AM -Broth (以下 B-FBP-AM)を開発し，牛乳

やナチュラルチーズなどに応用し良好な成績を得てい

る. しかし，この培地では細菌汚染が著しい食肉から少

』数のカンピロパクターを選択的に検出することは困難な

場合がある.そこで，食肉中の少数のカンピロパクター

を選択的に増殖させる目的で B-FBP-AM中のグロス

サプリメントおよび抗生物質を増量し，従来から用いら

れている選択増菌培地と比較検討した.

材料および方法

1.供試菌株

供試したC.jejuniの菌株は，当研究所細菌第一研究

科より分与された集団下痢症由来CF256(血清型 TCK

7)と食肉由来の血清型の異なる 4菌株(同 TCK4，13，20， 

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田 ku，Tokyo， 160 ]apan 
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をSkirrow平板培地へ塗抹し， 42
0

C ，48時間微好気培養

後，疑わしい集落を釣菌し形態学的および生化学的性

状を調べてカンピロパクターの同定を行った.

試験成績

1.改良 B-FBP-AMにおけるカンピ口パクターの発

育態度

改良 B-FBP-AMは予備試験から，食肉中の少数のカ

ンピロパクターを選択的に増殖させることが予想された

ので，食品由来株 No80と集団下痢症由来株 CF256を

用いて発育試験を行い， B-FBP-AMおよび CEMと比

較した.その結果を Fig.lに示した.

3種類の培地における食品由来株No80の増殖は，対照

培地 (B-FBP-AMから抗生物質を除いた培地)に比し

でかなり遅れることが判明した.すなわち，接種菌量が

1 ml当り 10個以下と少ない場合， 24時間培養後の B-

FBP-AMの菌数は 105レベルで対照培地より 1オーダ，

戸

FF』
¥
H
V
C
3
0
U
ω
[
A
M
W
F
〉

Strain No.80 Strain NO.80 
9

8

7

6

5

4

3

2

1

 

0

0

0

0

0

0

ーひ，

o

d

1

1

1

1

1

1

1

1

1

 

24 48 72 

Incubation time，(hr) 

Fig. 1 Growth of C. jejuni by selective巴nrichment

media 
0-0  B-FBP(Control);・-・ B-FBP-AM;

・-・ ModifiedB-FBP-AM; A.-A. CEM 
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Strain CF2!>6 
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UT)の計5菌株である.

2.選択増菌培地

供試した選択増菌培地は下記の 3種類の培地である.

1) B-FBP-AM2) ブルセラブロース (BBL)1，000 

mlに寒天1.5gを加え， 121'Cで 15分間高圧滅菌後，

50'Cに保持して，これに，ろ過滅菌した硫酸第一鉄 0.5

g，メタ重亜硫酸ナトリウム 0.5gおよびピルビン酸ナト

リウム0.5gとVancomycin10 mg， Trimethoprim 5 

mg， Polymyxin B 2，500 IU， Amphotericin B 5 mg， 

Cephalothin 15mgを力日えたものである.

2) 改良 B-FBP-AM 食肉中の少数のカンピロパ

クターをより確実に検出し，本菌以外の細菌の発育をよ

り抑制するために， B-FBP-AM組成中のグロスサプリ

メントおよび Vancomycin，Trimethoprim， Polymy-

xin Bをそれぞれ21音量にした.すなわち，ブルセラブロ

ース (BBL)1，000 mlに寒天1.5gを加え， 121'Cで 15

分間高圧滅菌後， 50'Cに保持して，これに，ろ過滅菌し

た硫酸第一鉄 1g，メタ重亜硫酸ナトリウム l.gおよび

ピルビン酸ナトリウム 19とVancomycin20mg， Tri-

methoprim 1 Omg， Polymyxin B 5，000 IU， Amphoteri-

cin B 2mg， Cephalothin 15mgを加えたものである.

3) CEM41 (Campylobacter emrichment med-

ium) 普通ブイヨン1，000mlを12rcで15分間高圧滅

菌し室温まで冷却し，これに，馬脱繊維血液70m~ Van-

comycin 20 mg， Trimethoprim 50 mg， Polymyxin 

B 5，000 IUを加えたものである.

以上の 3種類の培地は中試験管に無菌的に10mlずつ

分注した.なお，対照培地として B-FBP-AMから抗生

物質を除いた培地を用いた.

3.選択増菌培地の発育比較試験

供試菌株を対照培地に接種し，混合力、ス(025%，

C0210%， N285%)を置換した嫌気ジャーの中で"42'C，

24時間微好気培養した菌液 1mlを各選択増菌培地に

接種し， 42'C， 24時間微好気培養にした後， 10倍段階希

釈して，その 0.1mlずつを Skirrow平板培地へ塗抹

し， 42'C， 48時間微好気培養した.出現したカンピロパ

クターの集落数を数えて比較検討した.

4.供試鶏肉

都内の小売庖から採取した鶏肉 18，鶏肝臓 11，鶏皮 6

の計 35検体を応用試験に用いた.

5.鶏肉からのカンピロパタター検出

鶏肉 10gに滅菌生理食塩水 90mlを加えて， 30秒間

ストマッカーで均一化し，その 1mlずつを各選択増菌

培地に接種し， 42'C ，24時間微好気培養した.各 0.1ml 
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改良 B-FBP-AMの菌数は 103レベルと 3オーダ低<， 

CEMではほとんど増殖が見られなかった. 48時間培養

後には B-FBP-AMの菌数は対照培地と同じ 108レベ

ルに達し，改良 B-FBP-AMおよび CEMでも急速な増

殖が見られ，それぞれ 107レベルに達した.一方，1 ml 

当り 104個接種した場合は，B-FBP-AMでは対照培地

と同様の増殖傾向を示した.しかし，改良 B-FBP-AM

および CEMでは増殖が遅れる傾向が見られた. 24時

間培養では両培地ともに 105レベルまで増殖したが3オ

ーダー低<.48時間培養後に対照培地と同じ 108レベル

に達した.また，集団下痢症由来株CF256も同様の増

殖傾向を示した.

次に，鶏肉にカンピロパクターを添加した試料を 3種

類の選択培地に接種した場合の本菌の増殖を調べ，その

結果を Fig.2に示した.培地に鶏肉が混入すると，カン

ピロパクターの増殖は純培養菌だけを接種した場合より

も速やかで、あった.すなわち，鶏肉 1g当り食肉由来株
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No80を10個接種した試料を各培地で培養すると， 24 

時間培養で B-FBP-AMおよび改良 B-FBP-AMのカ

ンピロパクター菌数は 106レベル，CEMもほぽ 106レベ

ルまで増殖した.一方，103個接種した試料でもカンピロ

パクターの増殖は著しし 24時間培養で3種類の培地

ともに 107レベルまで増殖した.集団下痢症由来株 CF

256でも同様の増殖傾向を示した.

2.改良 B-FBP-AMにおけるカンピロパクタ一回収

成績

鶏肉 100g当り 102-105個供試菌を接種した試料を

対象にして， 3種類の培地によるカンピロパクターの回

収試験を MPN法で行い，その成績を Table1に示し

た.10.， 105接種した試料では 3種類の培地の測定値に差

は認められなかった.102， 103接種試料では B-FBP-

AMて接種菌量より Iオーダ低い値を示したのに対し，

改良 B-FBP-AMとCEMからは接種菌量とほぼ同じ

イ直が得られた.なお， B-FBP-AMではカンピロパクタ

ー以外の細菌の発育が相当認められたのに対し，改良 B

FBP-AMおよび CEMからはカンピロパクターが純

培養状に検出された.

3.改良 B-FBP-AMにおける市販鶏肉からのカンピ

ロパクターの検出

カンヒ。ロパクターの汚染が最も高いとされている鶏肉

およぴその内臓などを対象にして，カンヒロロパクターの

検出を 3種類の培地で行い，その成績を Table2に示し

た.最も多〈カンピロパクターを検出したのは改良 B

FBP-AMで増菌した場合で， 35検体中 12検体から検

出した.以下 CEMでは 9検体， B-FBP-AMでは 7検

体から検出した.なお， Skirrow平板培地へ直接塗抹し

た場合は 3検体からカンピロパクターが検出された.

考察

カンピロパクターは Vibriojetusと呼ばれ古くから

家畜の流産や下痢の原因菌として良〈知られていた.と

ころ杭 1973年 Butzuler5
)がある種のカンピロパクター

がヒトの下痢症の原因となることを報告するに及んで、か

ら，食品衛生学上注目を集めるようになった.そして，

1977年 Skirrow叫が選択分離培地を開発したことによ

り，本菌の研究が急速に発展した.これは本菌への関心

が高まったこととあわせて検査技術の進歩，検査器材の

改良などに負うことが大である.しかし，カンピロパク

ターの選択増菌およぴ選択分離培地は，これまでに糞便

を対象として開発されたために，食品等の食品検査用培

地としてはその選択性が強<，必らずしも十分で・あると

は思われない.また，多量の馬あるいは羊などの脱繊維
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Table 1. Recovery of C. jejuni from Experimentaly lnoculated Chicken Meat， 

Liver or Skin by Selective Enrichment Media 

lnoculum 
No. of C. jejuni cells/100g recovered by 

Materials Strains slze 
B-FBP-AM 

Modified 

(cells/100g) B-FBP-AM 
CE乱4

Meat C 59(TCK 4) 2.8x 103 9.3 X 102 1.1 X 103 1.1 X 103 

M巴at C 59(TCK 4) 2.8 X 105 1.4 X 105 1.4 X 105 1.1 X 105 

Liver C 96(TCK 13) 1.1x102 3.6X 101 2.3 X 102 9.1 X 101 

Liver C 96(TCK 13) 1.1 X 10' 4.6 X 103 1.1 X 10' 1.1 X 10' 
Liver C 80(TCK 20) 5.1 X 102 2.3x 101 4.3 X 102 4.3 X 102 

Liver C 80(TCK 20) 5.1 X 105 1.1 X 105 4.6X 105 4.6 X 105 

Skin C 95(TCK UT) 3.7x102 3.6X 101 2.3 X 102 3.6x 101 

Skin C 95(TCK UT) 3.7 X 10' 1.1 X 10' 1.4 X 10' 1.4 X 10' 

Table 2. Recovery of C. jejuni from Market Meat， Liver or Skin by Selective Enrichment Media 

Selective Enrichment Media S巴lectiveEnrichment Media 

N o. Specimen 
Modified B-FBP-AM 

N o. Specimen 
Modified B-FBP-AM 

B-FBP-AM CEM B-FBP-AM CEM 

1 Meat 19 Liver 十 十 + 
2 11 十 + 20 11 

3 11 21 11 

4 11 十 22 11 + + + 
5 11 23 11 + 十

6 11 24 11 

7 11 十 + + 25 11 + 
8 11 26 11 

9 11 27 11 十

10 11 28 11 

11 11 29 11 

12 11 + + 30 Skin + + 十

13 11 + + + 31 11 

14 11 32 11 

15 11 33 11 + + 
16 11 34 11 

17 11 + 十 35 11 

18 11 
Total 12 9 7 

血液を使用するため，コストが高〈日常検査に用いる培 い.したがって，試料を選択性の強い分離培地へ直接途

地としては実用的でない.すなわち，食品から本菌を検 抹するような検査法はできる限り避け，少量あるいは損

出する場合，食品は糞便と異なりカンピロパクターの汚 傷力ンピロパクターが増殖できる増菌培地で培養した

染菌数は少くかっ損傷を受けたカンピロパクターも含ま 後，選択分離培地で確認する方法を用いる必要がある.

れていることを考慮して，検査を実施しなければならな そこで，これらの点を考慮して今回著者らが改良した
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B-FBP-AMは，食肉中の少数のカンピロパクターを確

実に増殖させるようにク守口スサプリメントを増し，一方，

本菌以外の細菌の発育をより強〈抑制させるために抗生

物質を増した培地である.この改良 B-FBP-AMで増菌

する方法は，鶏肉からのカンピロパクタ一回収率が最も

良<，市販鶏肉からの検出率も高いことが判明した.

純培養菌単独の場合と培養菌接種鶏肉における本菌の増

殖の差は，鶏肉中の蛋白質や脂肪などの存在の有無によ

り， Vancomycinなどの抗生物質の抗菌作用が異なる

ためと考えられる.

本培地位は，血液の代りにカンピロパクターの発育促

進物質3.7)として報告されている硫酸第一鉄，メタ重亜硫

酸ナトリウムおaよぴピルビユ〈酸ナトリウムを用いたこ

と，さらにピルビン酸ナトリウムは損傷したカンピロパ

クターの修復物質あるいは修復促進物質として作用して

いると考えられることから，血液が含まれていない寝地

でもカンピロパクターを十分に増殖させることができる

ものと思われる.

これらのことから，今回著者らが改良した B-FBP

AMで選択増菌培養する方法は，食肉のカンピロパクタ

ー検査法として十分利用価値があり，実用性に富むもの

と考えられる.

要約

鶏肉を対象に，血液を用いないカンピロパクターの選

択増菌培地の検討を食肉由来株と集団下痢症由来株を用

いて行った.その結果， Ehlersらの B-FBP-AMを今回

著者らが改良した培地が，従来から報告されている， B-

FBP-AMおよび CEMなどより選択性が優れ，カンピ

ロパクターの検出率も高かった.

改良 B-FBP-AMの組成は，ブルセラブロース 1，000

ml に寒天1.5g，硫酸第一鉄 1g，メタ重亜硫酸ナトリ

ウム 1g，ピルビン酸ナトリウム 1g， Vancomycin 20 

mg， Trimethoprim 10 mg， Polymyxin B 5，000 ru， 

Amphotericin B 2 mg， Cephalotgin 15 mgを力日えたも

のである.

市販鶏肉からのカンピロパクターの検出を改良 B-F

BP-AM， B-FBP-AMおよび CEMを用いて行った結

果，改良 B-FBP-AMで増菌した場合に 35検体中 12

検体からと最も多〈検出され， CEMでは 9検体， B 

FBP-AMでは 7検体から検出された.
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畜水産食品中の残留サルファ剤の簡易検査法の検討

神崎政子ぺ竹葉和江ぺ村上文子ぺ

丸山 務 ぺ 松本昌雄*

An Improvement of Simplified Detection Method for 

Residual Sulfonamides in Meat and Fish 

MASAKO KANZAKIへKAZUET AKEBA *， FUMIKO MURAKAMIへ
TSUTOMU MARUY AMA *and MASAO MA TSUMOTOホ

A simple screening method using bioassay (paper disk method) prescribed in standard method 

for residual antibacterial agents was studied in order to facilitate detecting residual sulfonamides 

in meat and fish. 

As detection sensitivity of sulfonamides varies depending on the medium used， efforts to 

improve the detection medium were made. The plate prepared by the following showed a favorable 

result: Trimethoprim was added to Sensitivity disk agar-N (Nissui) in the amount of 0.075μg per 

1m! of the medium. Spore suspension of A TCC 6633 strain of Bacillus subti!is was used as test strain 

to prepare the plate. With this medium， the detection limit of sulfonamides (sulfamonomethoxine， 

sulfadimethoxine， sulfisozole) was improved to 0.5μ:g/m!， which is approximately 40 times better 

compared to the result obtained before the addition of trimethoprim. 

When the above mentioned 3 types of sulfonamides were experimentally added to fish meat and 

pork and the present m巴diumwas used for detection， the recovery rate of these sulfonamides was 

between 74 and 84%. When used to detect antibacterial agents other than su日onamides，the present 

medium showed similar result to that obtained by the conventional ones， giving clearer boundary 

of inhibition zone in the detection limit level of these antibacterial agents. 

Keywords : paper disk method， bioassay， residual antibacterial agent，si11fonamide， trimethoprim 

厚生省は昭和 52年に抗生物質の残留する食肉をと畜

検査の段階で排除するために，「技肉の抗菌性物質簡易検

査法」 11を公定法として示した.その後，食肉の安全確保

の観点から上記方法が市販食肉にも応用できるよう抽出

ディスク法が追加され，昭和 58年「食肉の抗菌性物質簡

易検査法」引に改訂された.しかし本法は抗生物質検出

を目的として開発されたもので，従来より動物用医薬品

や飼料添加物として汎用されているサルファ剤について

は検出感度は悪しその改良が望まれている.

一方，養殖魚にも抗菌性物質が多用されているが，そ

れらの簡易検査法は示されていないのが現状である.

キ東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

そこで我々は，食肉および魚肉などのいわゆる畜水産

食品中に残留する抗生物質およびサルファ剤を含めた合

成抗菌剤jを検出する簡易検査法を確立するために検討を

重ねてきた.

一般にノ〈イオアッセイによるサルファ剤の検出感度は

培地中の有機成分によって著しく景縛されることから，

ミューラヒントン培地が推奨されている.・しかし我々

の成績では， ミューラヒントン培地より感性テボイスク用

培地-N(日水)の方がサルファ剤に対する検出感度が優

れていることを確認している 3) 最近，トリメトプリムを

検出用培地に添加するとサルファ剤の検出感度が高まる

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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ことが報告されている叫.そこで，サルファ剤との併用で

相乗作用を発揮するトリメトプリムを感性ディスク用培

地-Nに添加した試作培地を用いて，食肉および魚肉中

のサルファ剤の検出を試みた.

実験材料および方法

1，供試菌株

Bacillus subtilis A TCC6633， Micrococcus luteus 

ATCC 9341， Bacillus stearothermo，ρhilus var. B. 

cali{iolactis C-953， Staphylococcus aureus A TCC 

6538P， Esherichia coli NIH]， NIH]株のテトラサイク

リン耐性の変異株およびBacilluscereus var. mycoides 

ATCC 11778の計7株である.

2.使用培地

菌株保存培地には市販の普通寒天培地を，増殖用培地

には感受性測定用ブイヨン(日水)を用いた.抗菌性物

質検出用培地としては，感性ディスク用培地-N(日水，

以下 SNと略す)および SN培地にトリメトプリムを添

加して試作した場地(以下 SN-Tと略す)を使用した.

B. stearothermoρhilus には IDF標準法5)に示されてい

るそれぞれの保存用，増殖用，検出用培地を使用した.

3.ディスク

東洋ろ紙製の直径10mm，厚さ1.5mm，(吸水量約0.08

ml)のパルプディスクを 121'C，15分間高圧減菌後，充

分乾燥させてから使用した.

4.供試抗菌性物質

スルファモノメトキシン (SMM)，スルフアジメトキ

シン (SDM)，スルフイソゾール (SIZ)，テトラサイク

リン (TC)，オキシテトラサイクリン (OTC)，クロルテ

トラサイクリン (CTC)，べンジルペニシリン (PC-G)，

アンピシリン (ABPC)，カナマイシン (KM)，ストレプ

トマイシン (SM)，スヒ。ラマイシン (SPM)，クロラム

フェニコール (CP)，フラゾリドン (FZ)，ニフルスチレ

ン酸ナトリウム (NFS-Na)，オキソリン酸 (OA)，ナリ

ジクス酸 (NA)の計 16種類を使用した.これらは予研

常用標準品または製薬会社より分与された純品である.

5.抽出液

食肉および魚肉中の抗菌性物質を検出するために用い

た摘出液は，「簡易検査法」 2)に示されているクエン酸・

アセトン緩衝液を使用した.

6.試験菌の芽胞浮遊液の調製

B. subtilisおよびB.cereusの芽胞浮遊液の調製は

「畜産物中の残留物質検査法第 1集.]')の記載に準じた.

7.抗菌性物質の検出方法

試験菌液および抗菌性物質検出用平板の調製は公定

法1.2，5)に準じて行った.ただし， SN.T平板は 55'Cに保

温した SN培地に，赤星ら 4)の報告に従ってトリメトプ

リムを培地 1mlあたり 0.075μg添加したのち，菌液

または芽胞浮遊液の所定量を混和して調製した.抗菌性

物質の標準希釈液については 0.08mlを，抗菌性物質添

加試料についてはクエン酸・アセトン緩衝液による抽出

液の 0.08mlをそれぞれピペットを用いてディスクに

滴下したのち， 10分間風乾した.次にこれらを検出用平

板上におき， 4 'cで1時間放置後， 37'Cで24時間培養し

た.ただし，B. stearotherma，ρhilusを用いた場合は 55'C

で培養した.培養後，ディスク周辺の阻止円の形成の有

無ならびに直径の大きさを測定した.

実験結果

1.抗菌性物質に対する試験菌株の感受性

Table 1. Sensitivity of Test Organinsms to Antibacterial Agents 

Detection limit (μg/ml) 

Antibacterial T est organism 
agent ..........................................................................................................................・・・・

B. steaγ0- E. coli* 
B， subtilis M. luteus thermophilus S. aureus E. coli TC res. B. cereus 

SMM 20 > 1，000 > 1 ，000 > 1，000 > 1，000 > 1，000 >1，000 
SDM 20 > 1，000 > 1，000 > 1 ，000 > 1，000 > 1，000 > 1，000 
SIZ 20 > 1，000 > 1，000 > 1，000 > 1，000 > 1，000 > 1，000 
OTC 1 5 0.1 I 10 10 0.1 
ABPC 0.05 0.05 0.05 0.1 0.5 5 50 
CP 10 5 0.5 50 5 50 5 
FZ 0.5 > 1，000 10 100 100 500 5 
NFS-Na 0.1 100 0.5 50 10 50 0.5 
OA 0.5 500 10 0.1 0.1 5 
NA 10 > 1，000 50 500 5 5 

* E. coli TC res. : E. coli NIH] TC resitance strain 
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養殖魚に汎用されている 10種類の抗菌性物質に対す

る供試菌株7種の感受性を公定法lム引で定められている

培地を用いて調べ，その成績を Table1に示した.サル

ファ剤に対して感受性を示した菌株は，B. subtilisのみ

で，本菌は供試サルファ剤 20μg/mlで発育を阻止され

た.それ以外の菌株は，いずれも 1，000μg/mlでも発育

が抑制されなかった.それに対し，サルファ剤以外の抗

菌性物質は，「簡易検査法」 2)に示されている使用菌株の

B. subtilisまたは M. luteusのいずれかを用いれば，

OTCは1μg/mlまで， CPは5μg/mlまで" ABPC 

は0.05μg/mlまで， FZは0.5μg/mlまで， NFS-Na 

は 0.1.μg/mlまで， OAは0.5μg/mlまで， NAは 10

μg/mlまでそれぞれ感受性を示した.

2. トリメトプリム添加培地の抗菌性物質検出感度

トリメトプリム添加培地によるサルファ剤およびその

他の抗菌性物質の検出感度は Table2に示した.すなわ

ち，試験菌を B.subtilisとするトリメトプリム無添加の

SN平板で、は，サルファ剤の検出限界が 20μg/mlであ

るのに対し， トリメトプリム添加の SN-T平板で、は 0.5

μg/mlと検出感度が上昇した.また， TC，CTCでも同

様に Iから 0.5μg/mlに， NFS-Naでも 0.1から 0.05

μg/mlにそれぞれ検出感度が高まった.他の抗菌性物質

では， トリメトプリム添加による検出感度の上昇はみら

れなかったが，検出限界レベルでの阻止円直径はより大

きししかも鮮明になる傾向を示した.

一方， M.luteusを試験菌とする SN-T平板で、の PC-

G， ABPC， CP， SPMの検出限界は Table3に示した.

SN-T， SN平板ともに検出感度は同じであったが，前者

で形成される阻止円の方がより鮮明で、あった.

3.食肉および魚肉への抗菌性物質の添加回収実験

前項の実験成績から検出用培地としての SN-T平板

の有効性を認めたので，この培地を使用して実際に魚肉

5種および、豚肉に抗菌性物質を添加しそれらから回収

を試みると同時に， SN平板を用いた従来法との比較を

行い，その成績を Table4に示した.検出限界レベルの

2倍濃度のサルファ剤 (SMM，SDM， S1Z)を，それぞ

れ魚肉および豚肉に添加し回収実験を行ったところ，

SN-T平板で、は 74-84%の回収率を示した.一方， SN 

平板で、はいずれも阻止円が形成されずサルファ剤は検出

Table 2. Effect of Agar Media on Detecion 

of Antibacterial Agents by B. subtilis 
ATCC 6633 

Antibacterial 

agent 
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SN判 SN-T02

SMM 

SDM 

ハ
リ
ハ
U
A
U

n
L
9
“
n
L
 

0.5 

0.5 

0.5 SIZ 

TC 1 0.5 

OTC 1 1 

CTC 1 0.5 

PC-G 

ABPC 
0.05 

0.05 

0.05 

0.05 

KM 5 5 

SM 5 5 

SPM 10 10 

CP 10 10 

FZ 0.5 

0.1 

0.5 

0.05 NFS-Na 

OA 0.5 0.5 

NA 10 10 

.1 SN:Sensitivity disk agar-N(Nissui) 

本 2SN -T:Trimethoprim-sensitivity disk agar-N 

Table 3. Effect of Agar Media on Detection of Antibacterial Agents by M. luteus 

Detection limit Diameter of inhibition zone 
Antibacterial (μg，IU/mll (mm) 

agent SN*1 SN-T.2 SN SN-T 

PC-G 0.05 0.05 11.8 12.1 

ABPC 0.05 0.05 15.0 15.7 

CP 5 5 11.8 12.5 

SPM 11.3 13.1 

*' SN:Sensitivity disk agar司N(Nissui) 

.2 SN -T:Trimethoprim-sensitivity disk agar-N 
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Table 4. Recovery of Antibacterial Agents from Fish Meat and Pork using S巴nsitivityDisk Agar-N and 

Trimethoprim-Sensitivity Disk Agar-N seeded with B. subtilis spores 

Amount 

Antibacterial added 

Recovery rate (%) 

agent (μg/g) Yellow tail Rainbow trout 
(Hamachi) (Nizimasu) 

Sweet fish 
(Ayu) 

Carp Eel Pork 

SMM 4 
a*1 78 
bキ2 nd*3 

SDM 4 
a 84 
b nd 

SIZ 4 
a 82 
b nd 

OTC 8 
a 100 
b 100 

ABPC 
a 80 

0.4 b 82 

CP 80 
a 88 
b 90 

FZ 4 
a 86 
b 86 

*1 a:by Sensitivity disk agar-N (Nissui) 

*2 b:by Trimethoprim sensitivity disk agar-N 

叫 nd:notdetected 

*4 NT:not tested 

80 
nd 

84 
nd 

80 
nd 

100 
100 
NT*4 
NT 

88 
90 

90 
90 

できなかった.サルファ剤以外の抗菌性物質の回収率は，

SN-T， SNいずれの平板においても 80-100%で，両者

間に差は認められなかった.なお，供試した魚種あるい

は魚、肉と食肉との違いによる回収率の差異も認められな

かった.

考察

トリメトプリムはサルファ剤と相乗作用がみられる抗

菌性物質で， ST合剤として臨床的にその効果がよく知

られているベ トリメトプリム添加 SN培地 (SN-T)で

のサルファ剤の検出感度が無添加 SN培地に比べて上

昇したことは， トリメトフリム添加によってサルファ剤

の抗菌作用が増強されたものと思われる.

サルファ剤以外の抗菌性物質を B.subtilis， M. luteus 

を試験菌として検出する場合，このような培地へのトリ

メトプリム添加は検出結果に支障をきたすことなしむ

しろ検出限界レベルて、の阻止円を鮮明にし判定しやす

くなることが明らかとなった.このように SN-T平板の

方が SN平板より阻止円直径が大きくなるのは，培地中

のトリメトプリムが試験菌の芽胞の発芽や菌の増殖を抑

制するためにおこる現象と推定される.その結果，培養

78 78 78 80 
nd nd nd nd 

82 83 84 82 
nd nd nd nd 

78 78 80 74 
nd nd nd nd 

100 100 100 100 
100 100 100 100 
NT NT NT NT 
NT NT NT NT 

88 88 88 86 
86 86 90 86 

84 80 86 80 
82 80 86 80 

時間は従来の 18時間より 20-24時間に延長した方が

阻止円がより鮮明となり判定しやすい.判定所要時間は

従来法よりやや長くなるが，この程度の時間の延長は日

常の検査に支障がないと思われる.

今回の添加回収実験は「食肉の抗菌性物質簡易検査

法J2)の魚肉への応用という目的から，水産用の主要抗菌

性物質7種およびそれら薬剤の使用対象魚種7)のハマチ，

ニジ7 ス，アユ， コイ， ウナギの魚肉を用いて千子った.

その結果，魚肉における各抗菌性物質の回収率は食肉に

おける場合と同程度であったことから，従来の抽出法が

魚肉にも適用できるものと考えられる.また， SN-T培

地は，食肉，魚、肉中に残留する低濃度のサルファ剤およ

びその他の抗菌性物質をも検出できるので，従来法の検

出用培地に比べてより有効な培地と思われる.

結論

「食肉の抗菌性物質簡易検査法」を魚肉にも応用し

またサルファ剤の検出方法についても検討を加えたとこ

ろ，以下の成績を得た.

1.感性ディスク用培地-Nにトリメトプリムを培地I
mlあたり 0.075μg添加し，試験菌株として B.subtilis 
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ATCC6633を用いて調製した平板で、は，サルファ剤(ス 1)厚生省環境衛生局乳肉衛生課:畜産物中の残留物質

ルファモノメトキシン，スルフアジメトキシン，スルフ 検査法，第 1集， 1977 

イソゾール)の検出限界はトリメトプリム無添加の場合 2)厚生省環境衛生局乳肉衛生課:畜水産食品中の残留

に比べ約 40倍向上し， 0.5μg/mlまで検出可能で、あっ 物質検査法，第 1集の 5，1983 

た. 3)神崎政子，竹葉和江，村上文子，丸山務，松本昌

2.魚肉および豚肉にサルファ剤を添加しそれらの回収 雄・東京衛研年報， 34， 159， 1983 

実験を試みたところ， トリメトプリム添加感性ディスク 4)赤星まゆみ，近藤房生，徳富剛二郎-第 95回日本獣

用培地 Nの平板を用いた時の回収率は 74-84%であ 医学会，講演要旨， 184， 1983 

ったのに対し， トリメトプリム無添加同橋地の平板で、は 5) IDF Sessions in Moscow， V-Doc 86 (1968) 

サルファ剤を検出で、きなかった 6)五島瑳智子，金子康子，原因公子，桑原章吾 :Che-

3. トリメトプリム添加感性ディスク用培地 Nはサル motherapy， 21， 77， 1973 

ファ剤以外の抗菌'性物質検出にも有効で、あった. 7)水産庁:水産用医薬品使用指針 1，1980 

文献
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鶏肉中の残留クロピドールの実態調査

堀井昭三ぺ山岸達典ヘ松本昌雄'

Survey of Residual Clopidol in Commercial Chicken Tissues 

SHOZO HORIIへTATSUNORI Y AMAGISHド andMASAO MATSUMOTO' 

Residual clopidol in commercial chicken tissues was surveyed in Tokyo from 1980 to 1983 by 

means of gas chromatography(GC). The compounds were detected in commercial chicken tissues 

at levels of 0.01 to 3.51 ppm in 14 samples out of 153. The detected substance was identified as 

clopidol methyl巴ster(3，5-dichloru"-4-methoxy-2，6-lutidine) by means of GC-mass spectrometry. 

Keywords : clopidol， chicken tissue， gas chromatography-mass spectrometry 

緒言

合成抗菌剤クロピドール (3，5-ジクロロー2，6ージメ

チルー4ーピリジノール)は，鶏のコクシジウム症を予

防する目的で，飼料に80-250ppm添加することが，「飼料

の安全性の確保及び、品質の改善に関する法律」で認めら

れている.さらに同法では，採卵鶏には，ふ化後 10週以

内，ブロイラーにはと殺 1週前までの使用か言午可されて

いる.この法律が遵守されれば，市販の鶏肉中にクロピ

ドールは残留しないと考えられているが，近年クロピド

ールの残留例が報告1-4)されて，食品衛生上問題となって

いる.そこで著者らは，都内で市販されている鶏肉中の

クロピドールの残留実態を把握する目的で調査を行なっ

た.

実験方法

l 試料 1980年から 1983年にかけて，食品監視課が

都内の食肉処理業者から収去した鶏の筋肉 (67)，肝臓

(53)，筋胃(砂ぎも， 28)および卵巣(5)計 153検体

を試験に供した.

2 試薬および標準品

クロピドール:Dow Chemical社製，分析用標準品

メタノール:関東化学側製，残留農薬分析用

ハイフロースーパーセル:John-Maville社製

陰イオン交換樹脂:Dow Chemical社製， Dowex 1 

-X 8 (100-200 mesh) CI型

ジアゾメタンエーテル溶液・ニトロソメチル尿素より

生成した.

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

その他の試薬:市販特級品

3 装置

ホモジナイザー :IKAWERK社製，ウルトラトラッ

クス

ガスクロマトグラフ (GC):側目立製作所製， 163型

電子捕獲型検出器 (ECD)付

カヌクロマトグラフ質量分析計 (GC-MS): GC部

Hewlett Packard(HP)社製 5710A型， MS部日本電

子(附社製 D-300 (JMS2000システム付)

4 測定条件充てん剤 3% OV-l， 3% OV-17， 5 

% OV-I01， Uniport HP 100-200 mesh， 2 m (目

立)， l.8 m (HP)，カラム温度 150-1600

，注入口，検

出器，セバレーター温度 2500，N240-60 ml/min(目立)，

He 30 ml/min (HP)，マスフラグメントグラフィー

(MF) m/z 205 ，イオン化電圧 70eV， 20 eV (MF) 

5 試料の調製畜産物中の残留物質検査法町に準じて

行なった (Chart1) 

結果および考察

クロピドールの分析に関する報告ト8)は多数あるが，著

者らはメチル化後 ECD-GCで分析する方法3-5，7，8)に準じ

て行ない，その概要を Chart1に示した GCで検出

された試料のうち， 0.5 ppm以上の検体は質量スペクト

ル (Fig.l， 2)を測定し， 0.5 ppm未満の検体はマス

フラグメントグラフィー m/z205 (Fig. 3 )を行うこと

により，それぞ、れメチルクロピドールであることを確認

した.本分析法における検出限界は O.Olppmである.

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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'O<JO Sample (20g) 「omog…山OHand Hyflo 
Super-Cel 

Filtrate 

! make up to 100 ml with MeOH 

Filtrate (20 ml) 

A lhu m 「「aC 山 … t旬同岬悶O暗ψ叩gr抑吋r悶a

Anion exchange column chromatography 

(Dowex 1-X8) 

elute with O.l%AcOH-MeOH 

make up to 25 ml with MeOH 

Eluate (1 ml) 

!evapoo削 eto dryness 

Residue 

react with diazomethane at room 

temperature for 30 min 

evaporate to dryness 

Residue 「issolvein5mfofOO削 NaOH
extract with 1 ml hexane 

n-Hexane layer 

ECD-GC 

Chart 1. Analytical Method for Clopidol 

in Chicken Tissues 

Table 1に示したように， 1980年から 1983年の 4年

間に都内で市販された鶏肉および鶏の臓器計 153検体

を分析したところ， 14検体(検出率9%)から0.01-3.51

ppmの範囲でクロピドールが検出された.各臓器別

にみると筋肉 4/67(6%)，肝臓 7/53(13%)，筋胃 2/

28(7 %)および卵巣 1/5(20 %)であった.調査年度に

より対象臓器や検体数が若干異なっているが筋肉と筋胃

に比べ肝臓と卵巣はクロピドールの検出率が高い傾向を

示した.なお同様な結果を今中ら 1)も報告している.今回

の調査て最高 3.51ppmのクロピドールが肝臓から検出

されたが， クロピドールの 1日許容摂取量(ADI)が2.5

mg4)であることから， ADI値に達するにはこの肝臓を

1日に 712g摂取しなければならない.一方，厚生省の国

民栄養の現状9)によれば 1982年の日本人 1人当りの 1

日の肉類摂取量 70.8gのうち鶏肉は 16.5gにしかすぎ

ず鶏の肝臓をこのように多量に摂取することはありえ

ず，今回調査した鶏の臓器中に残留する濃度のクロピド

ールが健康を損う危険性はないと考えられる.

JOC13 
"'、 fjrl

L~"~~，~，^ ..J，..J一向
100 150 200 250門 Z

Fig. 1. Mass Sp巴ctrumof Clopidol Methyl Ester 

(3，5-dichloro-4-methoxy-2， 6-1utidine) 
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Fig. 2. Mass Spectrum of the Extract from 

Chicken Tissue 

A B 

5min 0 5min 
Retention Time 

Fig. 3. Mass Fragmentogram of Clopidol 

Methyl Ester (A) and the Extract 

from Chiken Tissue (B) (m/z 205) 
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Table 1. Concentrations of Clopidole in Chicken Tissu巴s

Year Tissues Concentrations 
No.of Det巴:cted
Samples Numbers (%) 

1980 Muscle 17 4 (24) 0.02， 0.10， 0.17， 0.21 

Liver 8 1 (13) 0.66 

Gizzard 4 0 

1981 Liver 9 2 (22) 0.14， 3.51 

Gizzard 5 0 

Ovary 5 1 (20) 0.04 

1982 Muscle 34 0 

Liver 14 3(21) 0.01， 0.10， 0.30 

Gizzard 12 1 (8) 0.01 

1983 Muscle 16 0 

Liver 22 1 (5) 0.01 

Gizzard 7 1 (14) 0.63 

Total 153 14 (9) 

境保健センタ一年報， 6， 133， 1982 クロピドールが鶏肉や鶏の臓器中に残留したことは，

食品衛生上無視出来ない問題であり，飼料添加物の使用

基準が遵守きれなかったことに起因していると考えられ

る.そこで今後も監視指導を強化するとともに鶏肉等の

クロピドール汚染調査を広〈実施する必要がある.

2)大塚公人，堀部京子，杉谷 哲，山田不二造.食衛

五;f{， 22， 462， 1981 

要約

1 1980年から 1983年の期間に，都内の市販鶏肉およ

び臓器計 153検体について，残留クロピドールの調査を

行なった結果， 14検体から 0.01-3.51ppmの範囲でク

ロピドールが検出された，臓器別にみると肝臓，卵巣が

筋肉，筋胃に比べ高い検出率を示した.

2 GCで検出されたクロピドールについては GC-

MSによる確認を行なった.

謝辞本調査にあたり試料入手にご尽力下さいました

東京都衛生局食品監視課の皆様に深謝いたします.
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野菜，果実及びコーヒー豆中の残留農薬調査

永山敏廃ヘ観 公子ヘ回村行弘*

真木俊夫ヘ二島太 一 郎 ホ

Survey of Pesticide Residues in Vegetables， Fruits and Coffee Beans 

TOSHIHIRO NAGA YAMAへKIMIKOKAN*， YUKIH)RO TAMURA*， 

TOSHIO MAKI*and T AICHIRO NISHIMA * 

Keywords:残留農薬 pesticideresidues，野菜 vegetables，果実 fruits，コーヒー豆 coffeebeans，有

機塩素系農薬 organochlorinepesticides，有機リン系農薬organophosphoruspesticides，クロロタロニ

ル chlorothalonil(TPN)，キャブタン captan，調理 cooking，安定性 stability

緒 宅-ト
日

農薬の残留については，食品衛生法により穀類，豆類，

野菜類，果実類等に係る残留基準が設けられ，厳しく規

制されている.著者らはこれら残留基準の設定された農

薬について，農作物等を対象に毎年実態調査を行ってい

るト3)

近年，野菜類等は大規模な施設により栽培されている.

施設栽培は露地栽培に比較して高温，多湿な環境の下で

行われるため，病虫害の発生しやすい状態になっている.

そこで，多量の農薬が散布され， しかも施設内は密閉状

態であるため，使用された農薬が大気中等へ拡散するこ

となく施設内に長期間残留する州.また，種々の病虫害

の発生に備えて，残留基準のない農薬も多種類使用され

ている.このような栽培実態の中て〉特に残留基準の設

定きれていない農薬の残留調査はほとんど報告されてい

ない.そこで，東京都内に入荷される野菜及ぴ果実類を

対象に，有機塩素系農薬，有機リン系農薬等残留基準の

ある農薬と共に，残留基準のないイソキサチオン， CYP 

等の有機リン系農薬， クロロタロニル(TPN)，PCNB， 

クロルピクリン，D-D，メソミル等の繁用されている農薬

について，残留の実態を調査した.併せて，検出された

農薬の一部を対象に，熱に対する安定性及び調理による

景発事について検討を加えた.

また，前年度6)に引き続色輸入農産物のひとつで、ある

コーヒー豆について，残留農薬の調査を行ったので併せ

て報告する.

実験の部

1.試料 1983年 4月から 1984年 3月にかけて東京都

内に入荷した野菜・呆実類 130検体及ぴコーヒー豆 44

検体(生豆 20検体，焔煎豆 13検体，インスタントコー

ヒー 11検体)の計 174検体を対象とした.

2.調査農薬名 野菜・果実類:有機塩素系農薬〔α一，

β ， γ， o-BHC， pp'-DDT， pp'-DDE， pp'-DDD，テー

イルドリン，エンドリン)9種，有機リン系農薬CEP.N，

ジクロルボス (DDVP)，ジメトエート，ダイアジノン，

パラチオン，フェニトロチオン (MEP)，フェンチオン

(MPP)，フェントエート (PAP)，マラチオン，クロル

ピリホス，クロルフェンビンホス (CVP)，ホサロン，サ

リチオン，ジクロフェンチオン (ECP)，テトラクロル

ビンホス (CVMP)，チオメトン，エチルチオメトン(ジ

スルホトン)，クロルピリホスメチ/レ，シアノホス(CYAP)，

ホルモチオン，メチタチオン (DMTP)，EPBP，エチ

オン，イソキサチオン，シアノフェンホス(CYP)，プ

ロチオホス，アセフェート)2H重，クロロタロニル

(TPN)，キャフ。タン，カプタホール， PCNB， クロル

ピクリン， D-D，メソミル総計 43種

コーヒー豆:有機塩素系農薬〔αー， β ，γ，o-BHC， 

ppぺDDT，pp'-DDE， pp'-DDD，ディルドリン，エンド

リン，へプタクロルエポキサイド)10種，有機リン系農

薬CEPN，DDVP，ジメトエ-~，夕、イアジノン，パラ

チオン， MEP， MPP， P AP，マラチオン)9種 総 計

19種

*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 

ネ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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TPN: 5%シリコン OV-l CクロモソルフW(AW-

DMCS)， 80/100 mesh)， 2 %シリコン DC-QF-lCクロ

モソルブG(AW-DMCS)， 80/100 mesh)， 10 %シリコ

ンDC-200Cカ。スクロームQ，80/100 mesh). 

キャブタン，カプタホール:3%シリコン OV-17Cク

ロモソルフW (AW-DMCS)， 80/100 mesh). 

PCNB: 2 % DEGSCクロモソルブW(AW-DMCS)，

60/80 mesh). 

クロ/レピクリン:2%シリコン DC-QF-lCクロモソ

ルブG (AW-DMCS)， 80/100 mesh). 

以上の他は各分析法記載のものを用いた.

結果及び考察

35， 1984 報年正ハ
ア
創
引
F衛古

小月え

1.野菜・果実類

(1) 残留農薬

野菜及び果実類 96検体の有機塩素系農薬含有量を，

Table 1に示した.総 BHC(α一， β一，y一及ぴ o-BHC

の総和)は 7検体(検出率， 7.3%)から 0.001-0.002

ppm検出され，主に αBHCとして存在していた.また，

デイルドリンはかぶの根 l検体から 0.006ppm，その葉

Contents of Organochlorine Pesticides in Vegetables and Fruits Table 1. 

No. of 
positive 

NO.of 
sample Organochlorine pesticides1) (ppm) 

Spinach 

Chinese cabbage [Komatsuna] 

Crown daisy [Shungiku] 

Cabbage 

Whit巴 rape[Hakusai] 

Lettuce 

0.001 (total-BHC) 

ND2) 

ND 

ND 

ND 

0.002 (total-BHC) 

0.002 (total-BHC) 

ND 

0.001 (total-BHC)， 0.006 (dieldrin) 

0.001 (total-BHC)， 0.005 (di巴ldrin)

ND 

ND 

ND 

0.001 (total-BHC)， 0.001 (total【 BHC)

ND 
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3.機器ガスクロマトグラフ:鮒島津製作所製 GC-4

B(検出器 ECD)，同 GC-5 A (検出器 ECD，FPD)， 

同 GC-9A(検出器 ECD，FPD， FTD)，同 GC…RIA

(検出器FTD)

4.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号の野菜類及ぴ果実類の方法に

準じた.また，キャブタン及びカプタホールは，昭和 48

年厚生省告示第 332号の野菜類及ぴ果実類の方法に従

いクリーンアップした.アセフェ-r， TPN， PCNB， 

クロルピクリン， D-D及びメソミルは，残留農薬分析法7)

に従った.

5.試料中の各農薬の検出限界有機リン系農薬:各々

O.Olppm， TPN : O.OOlppm，キャブタン:0.005ppm， 

カプタホール:O.Olppm， PCNB: O.OOlppm，クロル

ピクリン:0.001 ppm， D-D: 0.01 ppm，メソミル:

0.05 ppm 

6.ガスクロマトグラフィ一周カラム充てん剤 アセフ

ェート:2%レオプレックス400CクロモソルブW(AW.

DMCS)， 80/100mesh). 

6 
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旬

i
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p
o

4

A

τ

4

4

A

1

よ

内

4
d

Cucumber 

Pimiento 

Turnip (root) 

Turnip (Ieaf) 

Apple 

Strawberry 

Mandarin orange 

Summer orange (peel) 

Summer orange (flesh) 

0.001-0 .002(total-BHC)， 0.00シo. 006 (dieldrin) 

Total-BHC(ロー，β ，y-， o-BHC)， total-DDT (pp'-DDT， pp'-DDE， pp'一DDD)，dieldrin and endrin are 

investigated. 

ND: not det巴cted.

9 96 Total 

1 ) 

2) 
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Contents of Organophosphorus Pesticides and Chlorothalonil in V巴getablesand Fruits Table 2. 

Reference 

TPN Organophosphorus pesticides1
) 

Detectable residue 

(ppm) 

NO.of 
No.of 

samPle 
positive 

SamPle Detectable 

residue (ppm) 

No.of 

positive 

ND2) 

ND disulfoton sulfone 
0.25ppm 

(for disulfoton) 

ND 

ND 

ND 

ND 

0.039 

ND 

0.001 

0.022 

ND 

ND 

ND 

0.003 

市

A
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司
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ND 

ND 

0.004 

ND 

ND 

ND 

。

。

。
凸

U
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U
A
U
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A
U

A
U
nり
咽

i
A
U
A
U

。

0.03(EPN)， 
0.01(fenitrothion)， 
0.07(CYP)， 

0.30(EPN)， 
0.02(diazinon)， 
l1(isoxathion)， 

o . l1(malathion)， 
0.08(CYP) 

ND 

ND 

0.72(prothiofos) 

0.05(EPN) 

0.41(phosalone)， 
1.0(prothiofos) 

ND 

0.05(EPN)， O. 02(DMTP) 

ND 

ND 

ND 

0.01 (fenitrothion)， 
0.07(fenitrothion) 

ND 

ND 

Tr3)(fenitrothion) 

ND 

ND 

3 

3 

18 

13 

Spinach 

Chinese cabbage 

2 
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7 

0
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Crown daisy 

Cabbage 

White rape 

Lettuce 

Cucumber 

Pimiento 

ハ

リ

噌

i
n
u
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U
A
U
9
“

2 

4 

1 

2，1 

4，4 

4 

Eggplant 

Tomato 

Carrot 

Radish (root and leaf) 

Turnip (root and leaf) 

J apanese pear 

ND 

ハU
A
U
t
i
A
U
A
U

。

1 

3 

2 

2 

6，6 

1，1 

Apple 

Strawberry 

Grape 

Mandarin orange 

Summer orange 
(peel and flesh) 

Hassaku 
(peel and flesh) 

Iyokan 
(peel and flesh) 

ND 。ND 。1，1 

0.001-0.039 5 

0.03 -O. 30(EPN)， 
0.02(diazinon)， 
Tr-0.07(fenitrothion)， 
o . l1(malathion)， 
0.41(phosalone)， 
0.02(DMTP)， 
11 (isoxathion)， 
0.07 -O. 08(CYP)， 
0.72 -1. O(prothiofos) 

16 130 Total 

1) EPN， DDVP， dimethoate， diazinon， parathion， MEP， MPP， PAP， malathion， chlorpyrifos， CVP， 

phosalone， salithion， ECP， CVMP， thiometon， disulfoton， chlorpyrifosmethyl， CY AP， formothion， 

DMTP， EPBP， ethion， isoxathion， CYP and prothiofos are investigated. 

2) ND: not detected 

3) Tr: below O. 01ppm 
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から 0.005ppm検出された.

BHC，テAイルドリン等のいわゆる有機海素系農薬は，

1971年にその使用が禁止された.1980年以降，これら有

機塩素系農薬の残留量は減少する傾向が見られ，検出率

も10%以下と低くなっている.

野菜及ひ果実類 130検体の有機リン系農薬及ぴ TPN

含有量を， Tab!e 2に示した.有機リン系農薬のうち，

残留基準のあるものは 11検体(検出率， 8.5%)から検

出きれた.EPNはほうれん草から 0.03ppm，小松菜か

ら0.30ppm，きゅうりから 0.05ppm，トマトから 0.05

ppmの4検体から検出された.また，フェニトロチオン

はほうれん草から 0.01ppm，梨から 0.01，0.07ppm検

出された.さらに，夕、イアジノンは小松菜から 0.02ppm，

ホサロンはピーマンから 0.41ppm， マラチオンは春菊

から 0.11ppm検出された.これらの結果は，食品衛生法

の残留基準値を大きく下回る値であった.しかし， EPN 

がほうれん草から，マラチオンが春菊から検出されたこ

とは，農薬取締法第 12条6項による農薬安全使用基準

上注目すべき問題である.すなわち，農作物によっては

容易に農薬の残留する恐れがあることから，一部の農薬

は対象作物が限定されている.従ってT これらの結果は，

使用上に問題のあることを示唆している.今後，農薬使

用者に対する十分な指導か望まれる.

環境庁の定めた登録保留基準のある農薬では，イソキ

サチオンがほうれん草から 11ppmと，基準値 0.1ppm 

の 100倍を超える値を検出した.また， Cypもほうれん

草から 0.07ppm，春菊から 0.08ppm検出され，いずれ

も基準値 0.05ppmを超えていた.これらイソキサチオ

ン及び Cypは， 1981年度の調査でも小松菜からそれぞ、

れ 12ppm， 0.8 ppm検出され円残留性の大きい傾向が

見られた.

イソキサチオンはI幅広い殺虫スペクトルを有するた

め，種々の作物に使用され，また，植物及び土壌中で比

較的安定な殺虫剤であるべ一方 Cypは EPNに代わる

農薬として開発された殺虫剤であり， EPNと同様，比較

的残留性がある.今回イソキサチオン及び Cypを検出

したほうれん草等は，直接あるいは近隣の作物等に散布

後，直ちに収穫したものと思われ，出荷時期における農

薬散布にはより一層の注意を払う必要がある.

その他，基準値は設定されていないが，プロチオホス

がレタスから 0.72ppm，ピーマンから1.0ppm検出さ

れた.プロチオホスは 1981年度の調査でほうれん草，白

菜及ぴピーマンから 0.3-1.9ppm検出され8) 残留性

の大きいことが示唆された.従って，今後とも残留実態

の調査が必要であると考える.

また，ダ、イアジノン 0.02ppmを検出した小松菜から，

ジスルホトンスルホンが 0.25ppm (エチルチオメトン

として)検出された.ジスルホトンスルホンは土壌中 10，11)

あるいは植物体内12)でエチルチオメトンが酸化されて生

成する代謝物であり，残留基準値及ぴ登録保留基準値は

設定されていない.しかしジスルホトンスルホンの殺

虫カはエチルチオメトンより大きいと言われてお

り11J31登録保留基準値 0.1ppmのエチルチオメトンと

同様，その残留には留意する必要があると思われる.

TPNはきゅうり，ト 7 ト等 130検体中， 9月に入手し

た5検体から 0.001-0.039ppm検出され，検出率は

6.9%であった.いずれも登録保留基準値1.0ppmを超え

るものはなかった.また，検出率は 1979年度の 51%2)を

大きく下回った.

その他，有機リン系殺虫剤のひとつであるアセフェ-

h 低一毒性の殺菌剤であるキャブタン， カプタホール，

PCNB及びその不純物として含まれているヘキサクロ

ロベンゼン (HCB)，くん蒸剤であるクロルピクリン，線

殺虫剤である D-D，カーパメート系殺虫剤であるメソミ

ルについて調査した結果を， Tab!e 3に示した.著者ら

の過去の調査において検出した例のないキャブタンが，

1984年 3月に入手したトマトから 0.02ppm検出され

た.この残留量は残留基準値 5.0ppmの 1/250であり，

食品衛生上問題はない値である.しかし，キャブタンは

作物に散布されてからも分解が速し残留性はほとんど

ないと考えられている.今回の結果は，施設栽培等で収

穫直前まで使用され，揮散・分解等をあまり受けること

なく出荷されたものであり，散布から出荷までの使用期

間を守らなかったことにより生じたものと考えられる.

その他，白菜2検体から PCNBがそれぞれO.OOlppm

検出され，また，同検体から PCNBの不純物である

HCBが，それぞれ 0.001ppm未満検出された.

(2) イソキサチオンの調理等における安定性

1983年 4月に入手したほうれん草 I検体から，登録保

留基準値を大きく超える 11ppmのイソキサチオンが検

出された.そこで，イソキサチオンの熱に対する安定性，

i弗騰水及び、泊中て、の安定性について検討した. さらに，

冷凍保存しておいたイソキサチオンの残留していたはつ

れん草を用いて，ゆでる，妙める等の調理をした場合の

消長について併せて検討を加えた.

イソキサチオン 100μgを10mlの共栓試験管に分取

し栓をした後， 100， 120， 150， 180
0

の油浴中及び 230。

の電気炉中で 2，5， 10， 20分間加熱し，それぞれの残
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Table 3. Contents of Various Pesticides in Vegetabies and Fruits 

Methomyl 
Sample 

Acephate Captafol HCB Chloropicrin D-D 

D SPD  SPD  SPD  S P D SPD  SPD  SP  D S P 

Spinach 5 0 ND]) 3 0 ND 3 0 ND 5 1 Tr3) 

Chinese cabbage 7 1 Tr2
) 4 0 ND 4 0 ND 6 1 Tr 

Crown daisy 

Cabbage 

White rape 
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Grape 

2 0 ND 

2 0 ND 

2 1 Tr 

Mandarin orange 2 0 ND 2 0 ND 2 0 ND 2 0 ND 
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D : detectable residue (ppm) 
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Fig. 1 Stability of Isoxathion by Heating 

・_._・， 100'C; 0一町一0，"120'C: 
・一一-・， 150'C; 0一-0， 180'C; 

.一一-・， 230'C 

留量を調査し，その結果を Fig.1に示した.イソキサチ

オンは 150。以上で急速に分解，減少する傾向が見られ

た.しかし 20分の加熱でも， 150'では約 50%， 180'で

は約 30%， 230。では約 10%が残存しており，熱に対し

比較的安定であることが判明した.また，野菜をゆでる，

あるいは妙める場合， 多量の水あるいは油を使用するた

め，水及び油を加えたときのイソキサチオンの安定性に

ついても検討し，それらの結果を Fig.2，3に示した.

熱水及ぴ 1%塩化ナトリウム溶液中でわずかに減少する，

傾向が見られたが，油中では 180'20分の加熱でもほとん

ど減少、せず，より安定であった.

次いでお，イソキサチオンを 11ppm検出したほうれん

草 10gを用い，沸騰水 50mlを加え 2，5， 10分間ゆで

た場合と，大豆油 0.3mlで2，5分間妙めた場合のイソ

キサチオンの消長を Fig.4に示した.ゆでた場合，イソ

キサチオンは 50-70%がほうれん草中に残存してお

り，ゆで、汁中へは 3-7%ほど移行していた.また，妙

めた場合も，油中で加熱した場合と同様，高温で、の処理

にもかかわらず残存量が多かった.通常の調理時間と考

えられる 5分間ゆでる，あるいは 2分間妙める場合の可

食部分の残存率はそれぞ、れ 68，97 %であり，ほうれん草

に残留していたイソキサチオンの大部分はそのまま喫食

されてしまうものと考えられる.

イソキサチオンのLDso値は経口マウス 98mg/kg，

経ローラット 112mg/kgであり 14L今回の残留量では喫

食上問題はないと考える.しかし，野菜中の農薬残留を

より低くするために，尚一層の使用者へぬ使用時期及び

使用法の指導か望まれる.また，今後とも残留実態調査

等が必要で‘あると考える.

(3) Cypの調理等における安定性

イソキサチオンと同様，登録保留基準値を超えたCypに
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ついて， 1984年 3月に入手したほうれん草を用いて検討

した.

CYP 100μgを10mlの共栓試験管に分取し，イソキ

サチオンの場合と同様，加熱処理した.Fig.5に示したよ

うに， 150。以上で加熱した場合急激に減少し，イソキサチ

オンよりやや分解しやすい傾向が見られた.しかし水，

1%塩化ナトリウム溶液及び袖の存在下で処理した場合

では， Fig.6， 7に示したように，ほとんど減少、せず，か

なり安定であることが判明した.

また，通常の調理時間と考えられる 5分間ゆで，ある

いは 2分間妙めた場合の残存率は， Fig.8に示したよう

に，可食部分でそれぞ、れ 62，79 %であり，イソキサチオ

ンの場合と同様，大部分はそのまま喫食きれるものと考

えられた.しかし， Cypの LD50値は経口マウス 44

mg/kg，経口ラット 79mg/kgであり 14)，また， 1日摂

取許容量 (ADI)も0.0026mg/kgであることから，喫

食上問題はないと考えられる!N1

Cypは 150，1800

で、の乾熱処理により速やかにオキソ
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20 

ン体に変わるが，ほうれん草中の CYPはゆでる，あるい

は妙めることによってはオキソン体はほとんど生成され

ることがなしかなり高温にならない限りオキソン休は

できないものと推測された.

2.コーヒー豆中の残留農薬

ブラジル，コロンヒ、ア，メキシコ等 18ヶ国産のアラビ

カ及びロブスタ種のコーヒー豆を対象として，倍煎前の

生豆 20検体，'k音煎豆 13検体及びインスタントコーヒ-

11検体について調査し，結果を Tabl巴 4に示した.

有機塩素系農薬のうち，総 BHCが生豆 20検体中 4検

体から 0.003-0.014ppm検出された.このうちインド

産 2検体及びコートジボアール産の 1検体はし、ずれも
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Table 4. Contents of Organochlorine and Organophosphorus Pesticides in Coffee Beans and Instant Coffee 

Organochlorine pesticides1
) 0rganophosphorus pesticicles2) 

B H C (ppm) 
Samole NO.of No.of l Others N o. of Malathion Others 
an1p r e sample positive α-BHCβ-BHCγ目BHC o・BHCtBo tHa C - (ppm) positiv巴 (ppm) (ppm) 

ND3
) ND 0.003 

Green 20 4 -0.014 ND -0.003 ND -0 .014 ND 1 0.04 ND 

(0.008)付 (0.002) (0.010) 

Roast 13 0 ND ND ND ND ND ND 0 ND ND 

Instant 11 0ND  ND ND ND ND ND 0 ND ND 

ND ND 0.003 

Total 44 4 -0.014 ND -0.003 ND -0.014 ND 1 0.04 ND 

(0.008) (0.002) (0.010) 

1) Total-BHC(ロ，β-，y-，o-BHC)， total-DDT(pp' -DDT， pp' -DDE， pp' -DDD)， dieldrin， endrin and heptachlor 

epoxide are investigated. 

2) EPN， DDVP， dimethoate， diazinon， parathion， MEP， MPP， PAP and malathion are investigated. 

3) ND: not det巴cted
4) Values in parentheses indicate the average of the contents in the positive. 

αBHCがほとんどであったが，イエメン産のものは γ

BHCのみが 0.003ppm検出されており，過去にリンデ

ンが主体に使用されていたものと思われる.これらの値

は 1982年度に調査した発酵茶6)と比較すると低<，検出

率も低い傾向が見られた.また，これらの結呆を 1968年

から 1977年における FDAの調査結果15)と比較すると，

検出率及び検出量のいずれも低<，残留農薬は大幅に減

少する傾向が見られた.コーヒー立は種実類のひとつで

あり，茶葉より表面積が小さしまた，核の皮を除去し

た種子を用いることから，直接農薬が付着することはな

い.また，吸収，蓄積性あるいは散布量も異なることな

どから，残留量が少ないものと考えられる.

有機リン系農薬は，ブラジル産の生豆 1検体から7 ラ

チオンが 0.04ppm検出された.この値は野菜等の残留

基準値の1/10以下である.有機リン系農薬は，その多く

が野菜等の表面に付着し，その後クチクラ層に溶け込む

が，内部に浸透する量は少ないと考えられている叫.コー

ヒー豆は果肉に包まれた種子を取り出したものであり，

有機リン系農薬が栽培中に浸透して残留する可能性は少

ない.従って，採取し脱穀後に，または保管中に汚染さ

れたものと推察される.

以上の有機塩素系及び有機 1)ン系農薬は，いずれも生

豆のみから検出され，倍煎した豆及ぴインスタントコー

ヒーからは検出きれなかった.コーヒー豆は 190-230。

の高温で6-15分位熔煎きれるため，生豆中に残留して

いた農薬は揮散または分解され，熔煎後には著しく減少

し，検出きれなくなるものと考えられる.

今回の結果は限られた国のものについて行ったもので

あり，検体数も少ないが，生豆における残留量も少なし

コーヒー豆の残留については，熔煎豆を飲用に供するた

め，食品衛生上問題はないと恩われる.

まとめ

1983年 4月から 1984年3月までに都内に入荷した野

菜・果実類及ひ輸入コーヒー豆について，残留農薬の実

態調査を行った.

1.野菜・果実類

(1) 残留農薬

有機塩素系農薬は 96検体中総 BHCが 7検体から

0.001-0.002 ppm，ディルドリンが同ーのかぶ、の根及ぴ

葉から 0.006，0.005 ppm検出された.

有機リン系農薬は EPN，夕、イアジノン，フェニトロチ

オン，マラチオン，ホサロン， DMTP，イソキサチオン，

Cyp及ぴプロチオホスが 16検体から検出された.残留

基準値を超えるものはなかったが，イソキサチオン及ぴ

Cypを検出したほうれん草及ぴ春菊の 3検体はいずれ

も登録保留基準値を超えていた.また，農薬取締法によ
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り使用の禁止されているほうれん草から EPNが，春菊

からマラチオンが検出され，農薬の使用方法に問題のあ

ることが示唆された. さらに，エチルチオメトンの酸化

物であるジスルホトンスルホンが小松菜から 0.25ppm 

検出された.

その他， TPNが5検体から 0.001-0.039ppm，キャ

ブタンが I検体から 0.02ppm検出された杭いずれも

登録保留基準値を超えてはいなかった.

(2) イソキサチオン及び Cypの調理等における安定

，性

イソキサチオン及び Cypは 1500以上の乾熱状態で速

やかに分解されるが，泊中では安定であった.ほうれん

草を用いてゆでる，妙める等の調理を行ったところ，イ

ソキサチオンで 50%以上， Cypで30%以上が残存し

た.

2. コーヒー豆中の残留農薬

生豆20検体中 4検体から総BHCO.003-0.014ppm， 

1検体から7 ラチオン0.04ppmが検出された.いずれ

も焔煎により著しく減少し，残存する農薬はなかった.

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並び

にプロチオホスの標品を譲渡していただいた日本特殊農

薬高瀬巌部長に深謝いたします.
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食品中の油溶性天然色素分析法
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Determination of Natural Oil Soluble Dyes in Foods 

HIROFUMI USHIYAMA*， MOTOHIRO NISHI]IMAへKAZUOY ASUDA *， 

HISASHI KAMIM URA *， SETSUKO T ABA T AてSACHIKOMA TSUMOTO' 

and T AICHIRO NISHIMA' 

Keywords:油溶性天然色素 naturaloil soluble dyes，βーカロチン β-carotene，ビキシン bixin，カプサン

チン capsanthin，クルクミン curcumin，クロロフィル chlorophyll，ノルビキシン norbixin，銅クロロフイ

リンナトリウム sodiumcopper chlorophyllin， TIi9cクロロフィリンナトリウム sodiumiron chlorophllin，銅

クロロフイ/レ copperchlorophyll 

はじめに 実験方法

油溶性のタール色素は食品衛生法で許可されていない 1.試料，試薬及び装置

ことから，油脂あるいは油脂を多く含む食品には，油溶 1 )試料

性天然色素が使用されている可能性がある.また，消費 今回対象とした色素を使用する可能性のある次の市販

者は食品添加物を使用しない加工食品を好む傾向にある 加工食品を対象とした.

ことや，天然色素を使用した場合，表示を必要としない (1)油脂(バター，マーヌゲリン等)

ことなどから，天然色素の使用は増加する傾向にあると (2)菓子(クッキー，あられ，キャンディ一等)

いえる (3)清涼飲料水

食品中の天然色素の分析法は，衛生試験法1)の他に，陰 (4)アイスクリーム，氷菓

イオン交換樹脂2)を用いる方法，セライト 3)を用いる方法 (5)調味料，香辛料

等がある.これらは対象色素が限定されていること，食 (6)麺

品によってはクリーンアップが充分でなく，判定に困難 (7)佃煮，惣菜

を伴う等，難点を有する.そこで今回，油溶性天然色素 (8)漬物等野菜加工品

及び天然色素に関連ある誘導体を対象とし，市販の大部 2 )試薬

分を占めると考えられる， βーカロチン，ビキシン(池溶 (1)標準色素・ β カロチンは和光純薬工業側製試薬特

性アナトー)，カプサンチン(パプリカ抽出物)，クルクミ 級，カプサンチンは鮒アイゼン製(商品名:カプロチン

ン(ウコン抽出物)， クロロフィル及ぴ，ビキシンの誘導 L)，ビキシンは東京化成工業欄製，ノルビキシンは三栄

体であるノルビキシンの塩類(水溶性アナト一)，クロロ 化学工業開製(商品名:粉末オレンジNo.1)，クルクミン

フィルの誘導体である鍋クロロフィル，銅クロロフィリ 及び銅クロロフィリンナトリウムは関東化学欄製，クロ

ンナトリウム及び鉄クロロフィリンナトリウムについ ロフィル，銅クロロフィル及ぴ鉄クロロフィリンナトリ

て，系統的分析法を検討し，実用上使用できる方法を作 ウムは日本葉緑素鮒製を使用した.

成したので報告する (2)水酸化カリウム溶液:水酸化カリウム 9gを水で

溶解し， 10 mlとした.

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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(3)シリカゲルカラム:内径1.5cmのかラスカラム管

に，シリカゲル (Kieselgel60 Merck社製) 6 gを，

ヘキサン・クロロホルム (9: 1)混液で湿式充てんし

たものを用いた.

(4)薄層クロマトグラフィー用プレート:DC.Ferting 

Platten Kieselgel(Merckt土製)20cmX20cmを用いた.

(5)展開溶媒:①ヘキサン・ベンゼン・酢酸 (6: 3 : 

1 )混液及び，② n-フヲノール・メチルエチルケトン・

10 %アンモニア水 (3: 2 : 2)混液を用いた.

その他の試薬は市販特級品を用いた.

3 )装置

(1)ホモゲナイザー:日本精機工業側製 NISSEI AM  

-3 

(2)遠心分離機:久保田製作所側製電気遠心沈殿機

K-80 

(3)紫外線照射装置:Ultra-Violet社 TL-33 

2.試験溶液の調製

試料は着色の程度により 5-20gを秤取し，必要に応

じ水を加えてホモゲナイズした. 0.5%水酸化ナトリウ

ムを加えて弱アルカリ性とした後，酢酸エチルを加えて

振りまぜ拍出した.この際エマルジョンを生じた場合は

遠心分離し酢酸エチル層を分取した.酢酸エチル層は水

洗し，無水硫駿ナトリウムで脱水後減圧下で濃縮乾回し

た.残留物はクロロホルム 5mlに溶解し，ヘキサン 45

mlを加え混和し，あらかじめ作製したシリカゲルカラ

ムに負荷した.ヘキサン・クロロホルム (9: 1)混液

200 mlを流した後，メチルエチルケトン・メタノール

(3 : 2)混液 30mlを流した.

ヘキサン・クロロホルム画分が着色した場合，減圧下

で濃縮乾因した.残留物が油脂をほとんど含まない場合

は，アセトンを加え溶解し試験溶液 Iとした.油脂を多

く含む場合は，エタノール 30ml，水酸化カリウム溶液3

mlを加えて，沸騰水浴中で 30分間還流し，けん化を行

った.不けん化物を石油エーテルで抽出し，水洗後無水

WíE~凌ナトリウムで脱水し，減圧下で濃縮乾回した.残留

物はアセトンで溶解し試験溶液 Iとした.

メチルエチルケトン・メタノール商分が着色した場合

は，減圧下で濃縮乾固し，残留物をアセトンで溶解し試

験溶液IIとした.

一方，酢酸エチル抽出後の水層は， 5%塩酸を加え弱

酸性としエーテルで抽出した.なお試料がチューインガ

ムの場合，ガムベースか妨害となるため，水層をクロロ

ホルムで洗浄後弱酸性とし，エーテルで抽出した.エー

テル層は水洗後無水硫酸ナトリウムで脱水し，口紙ろ過

後，ろ液をi威圧下で濃縮乾固した.残窃物をアセトンで

溶解し試験溶液1IIとした.

3.薄層クロマトグラフィーによる分離と定性

各試験溶液をシリカゲル薄層板に塗布し，試験溶液 I

及びIIは展開溶媒①，試験溶液1IIは展開溶媒②を用い，

それぞれ約15cm展開し，得られたスポットと，同時に展

開した標準物質のスポットを， 自然光下及び紫外線照射

下で観察し，類似した Rfを示すスポットについて色調

及びけい光の色を比較して判定した.

結果及び考察

1.シリカゲルカラムクロマ卜グラフィー

今回対象とした色素のうち，弱アルカリ性下で酢酸エ

チルに抽出される色素について，同時に抽出される油脂

との分離を目的として，シリカゲルカラムクロマトグラ

フィーを検討した.

あらかじめ作製したシリカゲルカラムに， β…カロチ

ン，ピキシン，カプサンチン，クルクミン， クロロフィ

ル及ぴ鍋クロロフィルをそれぞ、れ負荷しヘキサン及び

ヘキサン・クロロホルム (9: 1)混液を流したところ，

いずれの溶媒ても βーカロチンのみが溶離し，他の色素は

カラムに保持された.βーカロチンのi容離ノマターンは試料

により異なるため，種々検討したところ，共存する油脂

の量により影響を受けることがわかった.すなわち，ヘ

キサンを用いた場合は， βーカロチンの溶出は，多量の油

脂が共存する場合は比較的早〈洛出する傾向が見られる

が，油脂が共存しない場合は 200ml流しでも完全には

溶出しないことがわかった.しかしヘキサン・クロロ

ホルム (9: 1)混液を用いた場合は，油脂を全く含ま

ない場合ても約 110mlで溶出することがわかった.そ

こで以後の実験は，油脂の量に比較的影響きれにくい，

ヘキサン・クロロホルム (9: 1) 混液を用いることに

した.

ヘキサン・クロロホルム (9: 1)混液を用いて， βー

カロチンをj容出するのに必要な溶媒量と油脂の量との関

係を図 1に示した.ヘキサン・クロロホルム混液の必要

量は 110mlであるが， βmカロチンの量により挙動が若

干異なることや，カラムに吸着されている他の色素に対

し，油脂が薄層クロマトグラフィーで妨害物質となるた

め，その除去も兼ねて，ヘキサン・クロロホルム混液は

200 ml流すことにした.

β カロチンj容出後のカラムに，メチルエチルケトン・

メタノール (3: 2) 混液を流した場合の，色素のj容出

パターンを図 2に示した.シリカゲルカラムにヘキサ

ン・クロロホルム (9: 1)混液を 200ml流して洗浄し
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た後，メチルエチルケトン・メタノール (3: 2)混液

を流し，カフ。サンチン，ピキシン，クルクミン，クロロ

フィル及び銅クロロフィルの溶出ノfターンをみたとこ

ろ，いずれもほぼ同様の傾向を示し，25ml程度で溶出す

ることがわかった.そこでメチjレエチルケトン・メタノ

ール (3: 2)混液は 30mlを用いて溶離することにし

た

2.薄層クロマトグラフィー

試験溶液 1，II及びIIIについてシリカゲルプレートを

用い，展開溶媒①及び②で展開したところ，スポットの

まとまり及ひ守目五分離の点で良好な結果か得られた.

1.0 

吸 • 
光 。、~、、、、ー、，、

J・-----，̂-・〆¥，0-ー---ぐ¥ミ-0.、

//パパρρ〆(づシシ;;シシ:〉シ〆/ハ〆九〆

ヘキサン.クロロホJルレム (仰9:1り)混液

度

図1.シリカゲルカラムからの β カロチンの洛出パター

:/ 

油脂:サラダ油・-・ 2g， 0-0  1 g， 

・---・ 0.5g， 0・・・0無添加

1.0 

吸

光

度

(ml) 

図 2. シリカゲルカラムからの色素の溶出パターン

0-0カプサンチン， 0-…0クルクミン，

・一一・ビキシン 冨一一・クロロフィル，

ロー--!コ銅クロロフィル

試験溶液 IとIIに分画される色素を展開溶媒①で展開

したときのクロマトグラムを図 3に示した.なお，現在

油溶性タール色素は，食品に添加することが許可されて

いないが，本法を適用すると試験溶液 Iに分画されるた

め，過去に食品衛生法で許可されたことのある，オイル

エロ-AB，オイルエロー OB.オレンジ SS，及びオイ

ルレッド XOについて，それぞれの Rfを求めたところ，

これら油溶性タール色素は， βーカロチン及びその他の油

溶性天然色素と Rfが異なることから，充分に区別する

ことカずできた.βーカロチン，カフ。サンチン，ビキシン，

クルクミン， クロロフィル及び銅クロロフィルはいずれ

もRfが異なり分離確認ができた.クロロフィルと鋼ク

ロロフィルは， Rfが近似しているが，色調が異なる他に，

紫外線照射により，クロロフィルは赤色のけい光を示し，

銅クロロフィルはけい光を示きないことから，両者は充

分区別が可能で、あった.

Rf. 

1.0 

Cコ
6・

o 
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ζコ

0.5 
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Cコ
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c:コ

c>  Cコ cコ

= 
'0 
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図3.画分 I及ぴIIに分画される色素の薄層クロマ

トグラム

薄層:Kieselgel 60(Merk)，展開溶媒:ヘキサ

ン・ベンゼン・酢酸 (6: 3 : 1)混液，色素

1.βーカロチン， 2. カプサンチン(パプ

リカ抽出物)， 3. ビキシン(油溶性アナトー)，

4.クロクミン(ウコン抽出物)， 5. クロロ

フィ Jレ， 6.室岡クロロフイ/レ， 7.オイ/レエロ

-AB， 8.オイルエロー OB，9. オイルオ

レンジ SS，10. オイルレッド XO
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表1.市販品中の油溶性天然色素の調査結果Rf. 
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バター，アイスクリームからカロチンを検出した例や，

唐辛子の入っている加工食品からカプサンチンを検出し

た例は，原料本来のもっている色素と同じ色素を添加し，

そのものらしさを強調していると思われる例が見られ

た.また，練り辛子から，その原料であるマスタードシ

ードの色に類似したクルクミンを検出したように，原料

本来の色調を補う目的で，同様の色調をもっ色素を添加

していると思われる例が見られた.これらは，天然色素

がより自然な色調を得るために用いられている，代表的

な例であるといえる.

まとめ

食品中の油溶性天然色素及ぴその関連化合物の系統的

分析法を検討した.

試料を水酸化ナトリウムで弱アルカリ性とした後，酢

酸エチルを用いて抽出し，シリカゲルカラムクロマトグ

ラフィーで，ヘキサン・クロロホルム混液で溶出する函

分を試験溶液 Iとし，次いで、メチルエチルケトン・メタ

ノールj昆液てす容出する画分を試験溶液11とした.一方酢

酸エチルで抽出後の溶液を弱酔|生とし，エーテルで抽出

される画分を試験溶液IIIとした.

試験溶液 I及ぴ11は展開i容媒①， 試験溶液IIIは展開i容

1 

3 
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図 4.画分lIHこ分画される色素の薄層クロマトグラ

ム

薄層:Kieselgel 60 (Merch)，展開溶媒:n-フヲノ

ール・メチルエチルケトン・ 10%アンモニア水(3

: 2 : 2)混液，色素 1.，ノルビキシン(水溶性

アナトー)， 2.銅クロロフィリンナトリウム， 3.欽

クロロフィリンナトリウム

試験溶液IIIに分画される色素を展開溶媒②で展開した

ときのクロマトグラムを図 4に示した.銅クロロフィリ

ンナトリウムと鉄クロロフィリンナトリウムは， Rfが近

似しているが，色調の違いや，紫外線照射下において，

鉄クロロフィリンナトリウムは赤色のけい光を示し，銅

クロロフィリンナトリウムはけい光を示さないことから

判別できた.

3.市販品への応用

市販の油脂等 126検体について，本法を適用した結果

を表 1に示した.

カロチンはバター，マーガリン等の油脂 12検体中 8

件，クラッカー，ビスケット等の菓子 19検体中 5件，そ

の他アイスクリーム等から検出し，今回対象とした 126

検体中 23検体から検出した.また種類別ても，油脂の他

に，油脂をまったく含まない清涼飲料水をはじめ，広範

囲の食品から検出した.これは食品に添加した場合，安

定性が良<，比較的安価である他，消費者に対しプロビ

タミンAとしての栄養学的に良い物質が添加されている

という，イメージ効果をねらったことも考えられる.

。
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媒②でそれぞれ約 15cm展開し，室内光及び紫外線照射

下で，同時に展開した標準品と比較し確認した.

試験溶液 Iには β カロチン，試験溶液IIにはカプサン

チン，ビキシン，クルクミン，クロロフィル及び銅クロ

ロフィル，試験溶液IIIにはノルビキシン，銅クロロフィ

リンナトリウム及ぴ鉄クロロフィリンナトリウムが存在

した.これらはシリカゲル薄層クロマトグラフィーによ

り，いずれも良好に分離確認することができた.

本法を市販の加工食品に適用したところ， 126検体中

45検体から，今回対象とした色素を検出した.特にカロ

チンは広範囲の食品から検出し，清涼飲料水等油脂をま

ったく含まない食品にも添加されている例が見られた.

天然色素の使用方法は，原料本来の持つ色素，あるい

は類似した色素を添加し本来その食品か持つであろう

色調を得るために使われている例が多く見られた.
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ガスクロマ卜グラフィーによる果汁飲料中のペニシリン酸および、パツリンの分析法

小川 仁 志 ヘ 鈴 木 二 郎 ヘ 落合節子ヘ西島基弘*

直井家寄太ヘ二島太一郎本

Determination of Penicillic Acid and PatuIin in Commercial Fruit Juices 

by Gas Liquid Chromatography 

HITOSHI OGA W A *， ]IRO SUZUKI*， SETSUKO OCHIAI*， MOTOHIRO NISHI]IMA *， 

YASUTA NAOI* and TAICHIRO NISHIMA* 

Keywords :ペニシリン酸 penicillicacid， パツリン patulin， カスクロマトグラフィ-gas liquid 

chroma togra phy，カラムクロマトグラフィー column chromatography， シリル化 silylation，果汁類

fruit jujces 

緒
品

百

ペニシリン酸およぴノマ、ソリンは，Aゆergillus属およ

び‘Penicillium属の両菌属によって産生されるマイコト

キシンである 1) これらは DNAや RNAの合成，蛋白質

の合成を阻害する 2)，他，変異原性ト5iや発癌性吋ぜあること

も報告されている.

パツリンは，ヨーロッパで腐敗したりんごおよび、りん

ご果汁から検出されていることから，食品衛生上の有害

性物質として注目されている.しかし，日本においては

果汁中におけるこれらマイコトキシンの汚染実態調査の

報告例は見あたらない.そこで，汚染調査を行うに先立

ち，分析法を検討することとした.

ペニシリン酸およびパツリンの分析法は，種々報告さ

れているが，その多くはそれぞれのマイコトキシンを単

独で分析する方法8-15)である.しかし，著者らは，ペニシ

リン酸およびパツリンは，Aゆergillus属や Penicillium

属のような常在菌によって産生されることや，両者を同

時に産生する菌7)も報告されていることから，これら両ト

キシンを同時に分析することとした.そこで，従来報告

されているカゃスクロマトグラフィーによる両者の分離定

量を試みたが，ペニシリン酸あるいはパツリンの保持時

間付近に妨害ピークが認められ，使用することが困難で

あった.そこで前処理およびカゃスクロマトグラフィーの

条件を種々検討し，呆汁中のペニシリン酸およびパ、ソリ

ンの分析に，実用上使用できる結果を得たので報告する.

実験方法

1.試料

市販のりんご，みかん，ぶどう，レモン，グレープフ

ルーツ，パインアップルの果汁缶詰，ビン詰および紙パ

ック入を購入して実験に供した.

2.試薬

1 )ペニシリン酸およびパ、ソリン標準溶液:ペニシリ

ン酸(和光純薬工業鮒製)10mgおよびパツリン (Makor

Chemicals社製)5 mgを，それぞれベンゼン アセト

ニトリル (98:2)混液に溶解して，O.lmg/mlになる

ように調製した.

2 )内部標準溶液:特級のべンゾフェノン(和光純薬

工業側製およぴ nへプタデカンを，それぞれクロロホル

ムに溶解して 0.1mg/mlになるように調製した.

3 )酢酸エチル:和光純薬工業側製の残留農薬試験用

を使用した.

4 )クロロホルム.安定剤として加えてあるエタノー

ルを除去するため，特級のクロロホルム(和光沌薬工業

側製)を十分に水洗し，無水硫酸ナトリウムで脱水乾

燥ろ紙でろ過後，蒸留して用いた.

5 )塩化ナトリウムおよび無水硫酸ナトリウム.塩化

ナトリウム(局方)および無水硫酸ナトリウム (PCB分

析用，関東化学側製)は，それぞ、れ 600'Cの電気炉で 24

時間の加熱処理したものを用いた.

6 ) トリメチルシリル化剤:トリメチルクロ/レシラン

*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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ーヘキサメチルジシラザンークロロホルム(1: 3 : 5) チルシリル化剤 0.5mlを加えて密栓し，室温で30分間

混液を用いた. 放置した.シリル化後，内部標準溶液 0.5mlを加えてi昆

7 )カラムクロマト用シリカゲル:キァセゃルゲ、ル 和し，遠心分離して上澄を試験溶液とした.(Scheme 1) 

60 (70-230 mesh， Merck社製)は， 1l0.C， 2時間活 なお，同時にペニシリン酸およびパツリン標準溶液の

性化して用いた. それぞ、れ 1，3， 5 mlを10ml共栓試験管に分取し溶

8)クリーンアップ用カラム:内径1.5cm，長さ 50cm 媒を留去後，それぞ、れをシリル化して，検量線を作成し

のクロマト管に，約%の高きになるまでクロロホルムを た.

加え，ついで、無水硫酸ナトリウム 5g，シリカゲル 10g， 5. ガスクロマ卜グラフ測定条件:カラム管 3mmX2

および無水硫酸ナトリウム 5gを順次積層させた.次い m，カヲス製 5% OV -17， Chromosorb W (A W， 

で，クロロホルムーメタノール (97:3)混液 50mlで DMCS) 80-100 mesh，カラム温度:160.C，キャリヤガ

洗浄し，クロロホルム約 50mlを用いて溶媒を置換後， ス流量・ 60ml/min 

使用した 5% SE-30， Gaschrom Q， 80-100 mesh，カラム温

9) iゲスクロ用充てん剤 5% OV -17， Chromosorb 度:180.C，キャリヤカ、ス流量:30 ml/min 

W (A W， DMCS)80-100 mesh ; 5 % SE-30， Gasch. 注入口および検出器温度:230.C，感度:103MO X 

rom Q，80-100mesh 0.08V，注入量:2μl. 

10)その他の試薬は，市販特級品を用いた. 結果および考察

3.装置 試験法の作成にあたり，試薬類中の妨害物の除去法，

カスクロマトグラフ:GC-5A型(FID付)，附島津製作 クリーンアップ法，カスクロ用充てん剤の選択，試料中

所製 の妨害物質について検討した.

4.試験溶液の調製 ， 1)試薬

試料 50gを分液ロートに秤取し，塩化ナトリウム 20 (1) カラムクロ?トグラフィーに使用するクロロホル

g，水 50mlおよびヘキサン 100mlを加えて振とうし ム

た後，ヘキサン層を除去した.エマルジョンを生じた場 ペニシリン酸必よぴパツリンは，カラムの洗浄に使用

合は，この部分を分取し，水約 30mlを加え振とう後， するクロロホルムのロットによって，回収率にバラツキ

得られた水層を先の水層に合わせた.水層に塩化ナトリ が認められた.そこで種々検討したところその原因とし

ウム 30gを加え，酢酸エチル 50mlで20分間激しく振 て，市販クロロホルムに安定剤として添加されているエ

とうし酢酸エチル層を分取した.水層はさらに酢酸エチ タノールの影響であることが推察された.そこでエタノ

ルを加え同様の操作を 2回行い，酢酸エチル層を合わせ ールを除去したクロロホルムに，エタノール量を変化き

た. せて添加し，クロロホルム中のエタノール含量が，カラ

酢酸エチル層は， 3%炭酸水素ナトリウム溶液 25ml ム中でのトキシンの挙動に与える影響をみたところ，

で3回抽出し，水層を合わせた.水層は希塩酸(1→ 2) 2.5 %を超えると，共にカラムから溶出することが判つ

でpH3に調整し，酢酸エチル 50mlで3回抽出し，酢 た.このことから以後の実験に使用するクロロホルムは，

酸エチル層を合わせた.この酢酸エチル層は無水硫酸ナ 水でb十分に洗ってエタノールを除去し，無水硫酸ナトリ

トリウムで脱水後，グラスウールでろ過しろ液は減圧 ウムで脱水したものを，乾燥ろ紙で、ろ過後，蒸留して用

下で濃縮乾回した.残留物はクロロホルム約 10mlに溶 いることとした.

解し，ペニシリン酸用クリーンアップ溶液とした (2) ガスクロマトグラム上で妨害を与える試薬類

一方， 3%炭酸水素ナトリウム溶液で、抽出後の酢酸エ 本法はカスクロマトグラフの感度を高めて測定するた

チル層は，無水硫酸ナトリウムで脱水し，ペニシリン酸 め，ガスクロマトグラム上のペニシリン酸およびパツリ

と同様に処理し，パツリン用クリーンアップ溶液とした. ンのピークに，妨害ピークがしばしば認められた.そこ

ペニシリン酸およびパツリン用クリーンアップ溶液を でその原因について検討したところ，酢酸エチル(特級)

それぞれのカラムに通した後，クロロホルム 100mlを 無水硫酸ナトリウム (PCB分析用)，塩化ナトリウム(局

通して洗浄し， クロロホルムーメタノール (97:3)混 方)およびろ紙カヲタ響していることが判った.そこで抽

液 150mlを用いて，ペニシリン酸およびパツリンを洛 出溶媒として残留農薬試験用の酢酸エチルを用い，無水

出させた.溶出液を減圧下濃縮乾回し，たたcちにトリメ 硫酸ナトリウム (PCB分析用)および塩化ナトリウム(局
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Sample 50g 

Add NaCl 20g， H10 50 ml and Hexane 100 m! 

Shake for 10min 

Aq. Layer Hexane Layer 

Add NaCl 30g 

Extract with EtOAc (50ml X 3) 

EtOAc Layer Aq. Layer 

l Ext悶 twith 3% NaH∞3 (25ml x3) 

EtOAc Layer Aq. Layer 

I Dehydrate with anh. Na2SO， Adjust pH3 with HCI(I : 1) 

Evaporate to dryness 

Residue EtOAc Layer Aq. Layer 

I Dis副 vew凶 CHα3 I Dehyd悶 tewith anh. NazSO， 
column chr~matography Evaporate to dryness 

(Patulin) Residue 

Dissolve with CHCb 

column chromatography 

(P町、icillicAcid) 

Column chromatography 

Column(anh. Na2S0， 5g十日licagel 10g + anh. Na2S0. 5g) 
Wash with CHCb 100m! 

Elute with CHCb.MeOH (97 : 3) 150m! 
Eluate 

GLC 

Evaporate to dryness 

Silylate with CHCb.HMDS.TMCS 

(5・3:1) 0.5ml 

+ 
1. S 0.5ml 

Scheme 1. Analytical Method for Penicillic Acid and Patulin in Fruit Juices 

方)は，いずれも 600.Cで 24時間の加熱処理を行い，妨

害を除去できた.また，ろ過はグラスウールを用いるこ

とによって，いずれも解決できた.

水素ナトリウム溶液の必要濃度を検討した.

酢酸エチル 150mlにペニシリン酸 25μgおよびパツ

リン 50μgを添加し，炭酸水素ナトリウム濃度によるペ

ニシリン酸の抽出率およぴ酢酸エチル層中のパ、ソリンの

残存量を調査した.抽出に用いる炭酸水素ナトリウム溶

液量は 30mlとし， 10分間振とうし， 3回の抽出を行な

った結果，ペニシリン酸は炭酸水素ナトリウムの濃度が

0，5%以上では， 98%以上の抽出率を認めた.また，酢

酸エチル層に残存するパツリンは， 5%以下の炭酸水素

ナトリウムの濃度では，特に減少する傾向は認められな

かった.これらのことから，炭酸水素ナトリウム溶液の

濃度は 3%とした.

2 )ヘキサンによる妨害物質の除去

果j十を酢酸エチルで抽出した場合，溶媒留去後の残j査

が多しそのままシリカゲルカラムに負荷すると，カラ

ム上部に不i容物か積層し，操作が困難となった.これら

不溶物の多くは，精油成分や，カロチノイド系の天然色

素等と推察された.そこで，ペニシリン酸およびパツリ

ンは，ヘキサンに溶解しないことから，予めヘキサンを

用いて，可i容物を除去した後，酢酸エチルで抽出するこ 4

ととした.なお，試料により有機層と水層の中間に，エ

マルジョンを生じた場合は，その部分を分取し，水を加

えて振とう，二層に分離し水層に合わせた.

3)炭酸水素ナトリウム溶液の濃度

酢酸エチル層からペニシリン酸を抽出する際の，炭酸

4 )ペニシリン酸抽出時の pHの影響

炭酸水素ナトリウム溶液中のペニシリン酸を，酢酸エ

チルで抽出する際の至適 pHを検討した. 3%炭酸水素

ナトリウム溶液 100mlにペニシリン酸を 25μg添加
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し，希塩酸を加えて pH1-6に調整して，それぞれ酢酸

エチル 50mlで3回抽出した結果を Fig.1に示した.

pH 2-4で 98%以上の回収率が認められたため，以後

の実験において， pH 3に調整することとした.

5)シリカゲルクロマトグラフィー

ペニシリン酸 25μgおよびパツリン 50μgをそれぞ

れ，予め調製したシリカゲルカラムに負荷した後，クロ

ロホルム 100mlを通し，ついでクロロホルムーメタノ

ール(97:3)混液を用い， 1分間 4mlの流速で溶離し

た場合の溶離パターンを Fig.2に示した.パツリンは 90

ml，ペニシリン酸は 100mlでほぼ溶出することが判っ

た.そこで、以後の実験において溶離液の量は，いずれも

150 mlとした.

6)ガスクロ充てん剤の検討

充てん剤として 5% OV -1， Chromosorb wi (A W， 

DMCS) 60-80mesh ; 5% SE-30， Gaschrom Q， 80 

-100mesh; 3% QF-l，Chromosorb W (AW， DMCS) 

60-80mesh; 5% OV-17， Chromosorb W (AW， DM 

CS)80 -100meshおよび10%Thermon-l000，Chromo. 

sorb W (AW， DMCS)80-100meshを用いて，妨害ピ

ークとの分離，ピークの形および感度の点から検討した.

これらのカラムのうち 5%OV-17および 5%SE-30が

テーリングも少なし感度よく検出できることから，こ

の2種の充てん剤を用いることとした.

そこで，これら 2種の充てん剤について，各試料中の

妨害物および、内部標準物質の検討を行った.

果i十中のペニシリン酸およびパツリンを同時分析する
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Fig. 1. Effect of pH on the Extraction of Penicillic 

Acid 
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ため，鈴木(敏)16)らの穀類中のペニシリン酸とパツリン

の同時分析法を果汁類に応用したが，特にパインアップ

ル果汁では，カ、スクロ7 トグラム上のペニシリン酸およ

ぴパツリンの保持時間の位置に妨害が認められ，適用で

きなかった.パインアップル果汁について本法を用いて，

分析した場合のガスクロマトグラムを Fig.3および

Fig.4に示した.充てん剤としてOV-17を使用した場合

は，ペニシリン酸，パツリンおよび内部標準として使用

したベンゾフェノンの位置に，特に妨害ピークは見られ

ず良好な結果が得られた.みかん，レモン，およびグレ

ープフルーツの各果汁についても，パインアップル呆汁

と同様良好な結果が得られた.

ぶどう果汁抽出物の場合，パツリンについては Fig.5

で示す通り 5% OV-17カ.ラムによって良好な結果が得

られた.ペニシリン酸については， Fig.6 -(I )に示した

通り，ペニシリン酸のピークの近傍に妨害ピークを認め

た.そこで 5% SE-30カラムで分析したところ Fig.6

(II )で示す通り分析可能となった.また， SE-30を用い

た時には，ベンゾフェノンの保持時間と同様の位置にピ

ークが出現し，これを内部標準として用いることはでき

なかった.そこで種々検討したところへフ。タデカンカも適

していることから，以後， SE-30を使用する場合の内部

標準は，へフ。タデカンを使用することとした.

りんご果汁抽出物のクロマトグラムを Fig.7および

Fig.8に示した.ペニシリン酸は OV-17により分析可

能であったが，パツリンは OV-17を使用すると妨害ピ

ークを与えることから， SE-30を用いる必要があった.
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Re七ention七ime(皿in) 

Fig. 3. Gas Chromatogram of TMS-Derivative of 

Pineappl巴 Juice Extract 

。

Column 5% OV-17 

(A) TMS-Pineapple Juice Extract Spiked 

with P巴nicillicAcid 

(B) TMS-Pineapple Juice Extract 

Peaks:1: TMS-Penicillic Acid 

2: Benzophenone (Internal Standard) 

2 
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(A) 

(B) 

工o 20 30 
Retention七工me( min ) 

Fig. 4. Gas Chromatogram of TMS-Derivative of 

Pineapple Juice Extract 

Column 5 % OV-17 
(A) TMS-Pineapple Juice Extract Spiked 

with Patulin 

(B) T乱1S-PineappleJuice Extract 

Peaks; 1: TMS-Patulin 

2: Benzophenone (Internal 

Standard) 

。

Fig.5. 

。
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(A) 

(B) 

10 20 30 
Retention time ( min ) 

Gas Chromatogram of TMS-D巴rivativeof 

Grap巴 Juice Extract 

Column 5% OV-17 

(A) TMS-Grape Juice Extract Spiked 

with Patulin 

(B) Peaks; 1: TMS-Patulin 

2: Benzophenone (Internal 

Standard) 

3 

5 10 0 5 10 15 
Re七entiontime ( min ) 

(工) (II) 

Fig. 6. Gas Chromatogram of TMS-Derivative of 

Grape Juice Extract 

(1) Column 5% OV-17 

(II) Column 5% SE-30 

(A) TMS.Grape J uice Extract Spiked with 

Penicillic Acid 

(B) TMS-Grape Juice Extract 

Peaks; 1: TMS-Penicillic Acid 

2: Benzophenone (Internal 

Standard) 

3: Heptadecane (Internal 

Standard) 
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1 2 

(B) 

以上のことから，ぶどう果汁中のペニシリン酸および

りんご、果汁中のペニシリン酸およびりんご果汁中のパツ

リンの試験を行う場合は， SE-30を使用し，内部標準物

質としてへフ。タテーカンを用いることとしたが，その他の

果汁は， OV-17を使用し，内部標準物質としてベンゾフ

ェノンを用いることとした.

7)シリル化

シリル化誘導体は，水分によって加水分解を受けやす

いので，通常シリル化に際して試料中の水分を十分に除

去しておくことか望ましいとされている.このため標準

溶液および精製試料溶液の溶媒を留去し得られた標準物

質および試料抽出物は，硫酸あるいは五酸化リン等のデ

。 10 20 30 シケータ一中に保存後，シリル化を行ったところ，いず

Re七en七ion七ime( min ) 

Fig. 7. Gas Chromatogram of TMS.Derivative of Apple 

Juice Extract 

。

Column 5% OV-17 

(A) TMS-Apple Juice Extract Spiked 

with Penicillic Acid 

(B) TMS-Apple Juice Extract 

Peaks; 1・TMS-PenicillicAcid 

2: Benzoph巴none(Internal 

Standard) 

(B) 

10 20 

Retention time (mユn) 
30 

Fig. 8. Gas Chromatogram of TMS. Derivatve of Apple 

Juice Extract 

Column 5 % SE-30 
(A) TMS-Apple Juice Extract Spiked 

with Patulin 

(B) TMS-Apple Juice Extract 

Peaks; 1: TMS-Patulin 

2: Heptadecane (Internal 

Standard) 

れも再現性が認められなかった.そこで両トキシンの標

準溶液につき，溶媒を留去後の放置時間を変えてシリル

化を行ったところ，最も再現性があり高いシリル化率を

得るためには，溶媒を留去した直後にシリル化する必要

があることが判った.この原因について現在検討中であ

るが，シリル化は溶媒を減圧下で留去後，ただちに行う

こととした.

8 )添加回収実験

各果汁にペニシリン酸が 0.5ppmおよび、パツリンが

1 ppmになるように添加した時の回収率を Table1に

示した.それぞれの果汁により回収率に若干の違いがみ

られたが，ぶどう果汁中のペニシリン酸が 64%以外は，

いずれも 70-90%の範囲にあった.

9 )市販品への応用

本法を用い市販のりんご果汁 5検体，みかん果汁 15

検体，レモン果汁5検体，グレーフ。フルーツ果i十5検体，

ノぐインアッフ。ル果汁5検体およびぶどう呆i十15検体，計

50検体について調査したところ，いずれからもぺニシ

Table 1. Recoveries of Penicillic Acid and Patu日n

Added to Fruit Juices 

Recovery 例
Sample 

Penicillic acid Patulin 

Apple Juice 88 70 

Orange J uice 74 79 

Grape Juice 64 78 

Lemon Juice 90 72 

Pineapple J uice 76 76 

Grap巴fruitJuice 74 78 
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リン酸およびパツリンは検出されず，かつ，これらの

ピークの付近に妨害ピークは認められなかった.

要約

果汁類中のペニシリン酸およびパツリンの， FID方、

スクロマトグラフィーによる分析法を検討した.試料か

らの抽出は，ヘキサンで妨害物を除去後，酢酸エチルで

抽出し， 3%炭酸水素ナトリウム溶液て"ペニシリン酸お

よびパツリンを分離し，それぞれをシリカゲルカラムで

クリーンアップ後， トリメチルシリル化し， 7ゲスクロ用

試験溶液とした.カ"スクロマトグラフィー用充てん剤は，

OV-17が分離能，感度の面で優れ，比較的短時間で分析

できた. しかし，ぶどう果汁中のペニシリン酸およびり

んご果汁中のパツリンについては，妨害ピークが認めら

れるため，これらについては SE-30を用いたところ良好

な結果を得た. りんご，みかん，レモン，グレープフル

一一ツ，パインアップルおよびぶどうの各果汁にペニシリ

ン酸およびパツリンを添加し回収率を調べたところ

64-90 %であった.確認限度は，それぞれの検体につい

てペニシリン酸 0.1ppm，パツリン 0.2ppmであった.

本法を用い市販の果汁類 りんご，みかん，レモン，

グレープフルーツ，パインアップルおよぴぶどう等 50 

検体について試験を行ったが，ペニシリン酸およびパツ

リンは，いずれも検出きれなかった.
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市販茶におけるグルタミン酸ナトリウム添加の実態調査

広門雅子ヘ中島和雄 ぺ 高 橋 巌*

植松洋子ぺ遠藤英美中

Survey of the Intentional Addition of Monosodium 

Glutamate on the Green Tea Commodities 

MASAKO HIROKADOへKAZUONAKAJIMA*， IWAO TAKAHASHI*， 

YOKO UEMATSU*and FUSA YOSHI ENDO* 

Monosodium glutamate (MSG) and theanine in 40 samples of gre巴ntea purchased from the 

market in Tokyo in 1983 were determined by high-speed amino acid analyzer in order to survey the 

intentional addition of MSG to the commercial green tea. They were determined also in the 

granular substances taken from 4 samples indicated as containing "Kokeicha"(solid tea) on their 

packages. 

Estimation of natural contents of glutamic acid and theanine was made on 31 samples of green 

tea to which MSG was not added. 

Out of 40 samples tested， 9 showed apparently higher contents of MSG than its natural content 

They were therefore judged as th巴onein which MSG was added intentionally. The granular subst-

ances were shown to contain 2.10 to 13.21% of MSG， as high as 5 to 30 times the natural content， 

though theanine content in these samples was not so high as the natural content. As the granular 

substances were found in all of the 9 samples described above， it was assum巴dthat the teas with 

high MSG content were attributable to the addition of "Kokeicha". 

Keywords : monosodium glutamate， green tea， theanine， high-speed amino acid analyzer， addition. 

緒
午

霞

最近，市販茶の中で不自然にうまいものがあるという.

本来，お茶のうま味は茶葉に含まれるアミノ酸，特にテ

アニンが関与しているト5)と言われるが，合成品のテアニ

ンは現在製造されていないため， うま味増強の目的で安

価なグルタミン酸ナトリウム (MSG)が添加されること

が考えられる.

現在お茶の品質や表示の規格基準は不十分で、， MSG 

が添加されたとしても表示の義務はなし野放しの状態

である.そこで市販茶における MSGの添加の実態を調

査する目的で， 1983年に都内の販売庖から購入した茶

40種および明周型茶入り H の表示のある茶より摘出した

粒状物質4種中の MSGおよびテアニン含量をアミノ酸

アナライザーで分析した.

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科

一方， MSGの添加されていない茶 31種中の天然グル

タミン酸とテアニン含量を定量し，グルタミン酸の分析

値から玉露，煎茶および番茶ごとの文十 3σ(文:MSG 

としての含量平均値 σ・標準備差)を求め，この値をも

とに，市販茶に MSGが添加されているかどうかを推定

したのでその結果を報告する.

実験の部

I.試料 1.市販茶 新宿区消費者の会で者E内の販

売庖から購入した通常よく飲まれていると考えられる

100 g当り 200-800円のお茶 40種(玉露の茎茶2種，煎

茶 32種，番茶4種，ほうじ茶2種). 2.固型茶新宿

区消費者の会の会員の手でγ固烈茶入り“の表示のある市

販茶より選別したもの 4種. 3.標本茶静岡の茶問屋

でグルタミン酸ナトリウムが添加されていないことを確

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 
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Table 1. Contents of Monosodium Glutamate and Theanine in Cmmercial Green Teas and ]udgement 

of Addition of Monosodium Glutamate to Commercial Green Teas 

san制e Kind 計ice Content(%) Ir叫i回tlOn Sample Kinds Price ωntent(%) Indication 

of Tea 匝r1∞E MSG・1 Thea " of Additive 
Judgement・3

of T国間r101Jg MSG. Thea 
Judgement 

:¥'0 No of Additiv田

1GttyuoKkieulm ro 700 0.52 1. 68 23 Sencha 500 0.24 0.99 

2 " 500 0.93 0.41 + 24 " 475 0.24 1. 01 

3 I Sencha 133 0.14 0.19 25 " 0.28 1. 06 

4 " 500 0.15 0.20 26 " 700 0.27 1.11 

5 " 180 0.15 0.22 27 Kukにha 500 0.66 0.42 + 

6 " 360 。17 0.28 28 Sencha 520 1. 42 0.51 Amino Acid 4 

7 " 270 。14 0.29 29 " 800 0.91 0.60 Amino Acid + 

自 " 300 0.34 0.32 30 " 600 0.43 0.66 + 

9 " .100 。17 0.33 31 " 720 1. 12 0.82 Kokeicha 4ト

10 " 125 。18 0.35 32 " 556 0.69 1. 01 ~Iaccha ト

11 " 250 0.19 0.35 33 " 400 1.12 1. 28 Kokeicha + 

12 300 0.17 。.39 34 " 1. 09 1. 34 Kokeicha ~la目ha 」レ

" 40日 0.32 0.40 35 Bancha 267 0.08 0.19 

14 " 200 0.16 0.43 36 " 150 0.20 0.46 

15 250 。19 0.44 37 H 109 0.22 0.56 

16 300 。18 0.44 38 " 300 0.21 0.79 

17 " 200 。18 日50 39 Houjicha 300 0.01 0.02 

18 " 400 0.18 0.54 40 " 150 0.02 0.02 

19 " 500 。19 0.83 41 Kokeicha 2.10 0.67 

" 400 0.23 0.84 42 " 7.90 0.39 

21 " 日目日 0.21 0.85 43 " 11. 06 0.19 

.)・》
" 300 0.31 0.92 44 " 13.21 0.29 

• 1 Monosodium Glutamate 市 2 Theanine 

• 3 +: Content of MSG are more than 0.86% for Gyokuro， 0.41% for Sencha and 0.25% for Bancha， Respectively 

認して購入した茶 31種(玉露 10種，煎茶 12種，番茶9 定量した.

種).なお静岡県では条例で製茶への添加物の混入を禁止

している.

II.試薬 1.アミノ酸アナライザー用緩衝液 テク

ノバッファー製 2.ニンヒドリン発色試薬和光純薬

製 3.その他の試薬特にことわりのないかぎり， ]IS 

規格特級品を用いた.

III.装置 1.アミノ酸アナライザ一 目立 835型

2.小型粉砕器協立理工製 SK-M2型

lV.操作法 市販茶および標本茶は，小型粉砕器で約

15秒間粉砕した後， 100'， 5時間乾燥し，その約 1gを

300 mlの三角フラスコに正確にはかりとり，水約 150

mlを加えて沸湯水浴上で約 30分間加熱した.室温まで

放冷した後，ろ紙を用いてろ過し，塩酸溶液(l→ 600)

を加えて 200mlとしこれを試料液とした.国型茶は.

100'， 5時間乾燥した後，約 0.1gを正確にはかり，市販

茶と同様に操作した後，塩酸溶液(l→ 600)で全量 200

mlとしこれを試料液とした.各試料液をグルタミン酸

およびテアニンの濃度が約 10μg/mlとなるように塩酸

溶液(1→ 600)で希釈調製し，アミノ酸アナライザーで

結果および考察

市販茶および国型茶中の MSGおよびテアニンの分析

結果を Table1に示し，標本茶中の MSGおよびテアニ

ンの分析値とその分析値から求めた平均値(文)，標準偏

差 (σ)および文+3σ値を Table2に示した.

I.標本茶の天然グルタミン酸含量の平均値と標準偏

差を用いる異常値の検定

茶葉中の天然グルタミン酸含量は，正規分布を示すと

考えられるので， X:tnσの範囲に入る確率は， n = 2の

とき 95.4%， n = 3のとき 99.73%である.採取場所，

収獲時期および天候等種々の要因によるぱらつき 6)を考

慮して， n = 3とすると，文+3σ以上の値が出現する

確率(範囲外確率)は 0.13%であり，天然においてはほ

とんどこの値はとりえないと考えられるのt 検体中の

MSG含量が X+3σ以上のとき，異常値すなわち人工

的に添加されたものとみなすことにした.

Tai:Jle 2より標本茶の MSGの文十 3σ は，玉露 O.

86%，煎茶 0.41%および番茶 0.25%である.これらの

値をもとに，各々の検体について検討した結果，玉露で
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Tabl巴 2. Cont巴ntsof Monosodium Glutamate and Theanine be in Nature in the Green Teas 

Kind of Kind of Numer of 

Tea Amino Acid Samples 

Gyokuro MSG* 1 10 

" Theanine " 
Sencha MSG 12 

" Theanine " 
Bancha MSG 9 

" Theanine " 
* 1 Monosodium Glutamate 

0.86%をこえたものは， NO.2の1検体，煎茶で 0.41%を

こえたものは， NO.27-34の8検体，番茶で 0.25%をこえ

たものはなかった.従って MSGが添加きれていると推

定された市販茶は 9検体(約 23%)で，そのうちアミノ

酸入りの表示のあった もの はわ ずか に 2検体

(No28-29 )て1 固型茶入りおよび抹茶入り等の表示の

あったもの4検体(No31-34)，全く表示のないものが3

検体(No.1，27， 30)あった.なお検体のうち， No.27の茎

茶は煎茶， NO.39-40のほうじ茶は番茶として検討した.

固型茶 (No目41-44)のMSG含量は 2.10-13.21%と標

本茶に比べ 5-30倍と異常に高かった.テアニン少量と

クロロフィルを含み丸状に成型されていることから，固

型茶は MSGと茶くずを糊料等で固めた MSG製剤であ

ると考えられる. MSGの添加が推定された 9検体すべ

てから，会員の手てい国型茶と推定される粒状物質が確認

されていることから， MSGはすべて固型茶の形で添加

されることが示唆された.

今回判定の基準として， X+3σ を用いたので， MSG 

の添加が推定された茶は 9検体であったが， MSG含量

の少ない固型茶を粉砕して少量添加されている場合に

は，文十 3σ以下の値もとり得ると考えられる.従って

実際添加されている茶は 9検体より多いことが考えられ

る.

II. MSGの添加と価格との関係

Table2より標本茶のテアニン含量は，玉露 1.59-

2.53%，煎茶0.61-2.05%および番茶0.22-0.72%で

あり，高級な茶程テアニン含量が高い.そこで市販茶に

ついてテアニン含量が高い程 100g当りの価格が高いと

言えるかどうかの相関を調べたところ， 1 %の危険率で

相関が認められた. MSGの添加が推定された茶

Range Mean(X) σ X+3σ 

(%) (%) (%) (%) 

0.29-0.72 0.41 0.1 0.86 

1.59-2.53 2.00 0.3 3.08 

0.17-0.35 0.26 0.0 0.41 

0.61-2.05 1.22 0.4 2.45 

0.10-0.20 0.16 0.0 0.25 

0.22-0.72 0.45 0.1 0.96 

(No.27-34)のテアニン含量は0.42-1.34%であり，検

体の中では，煎茶としてやや上級に属する.そこで無添

加茶のうちテアニン含量が 0.42%以上のもの

(No.14-26)を対象にし，添加群の価格が無添加群の価

格より高いと言えるかどうかを検討した.両者の 100g

当りの価格を Table1より抽出し，それぞれの価格の平

均値を求めたところ，添加群は 585.1円，無添加群は

393.8円であり平均価格でるは添加群の方が高かった.そ

こで、平均値の差の検定を行ったところ， 5%の危険率で

有意差が認められた.従って MSGを添加したと推定さ

れる茶の価格は高いと言える.

まとめ

市販茶における MSGの添加の実態を把握する目的

で， 1983年に都内の販売庖から購入した茶 40種および

前回型茶入グの表示のある茶から選別した粒状物質4種

中の MSGおよびテアニン含量をアミノ酸アナライザー

で定量した.一方， MSGの添加されていない茶 31種中

の天然グルタミン酸およびテアニン含量を定量し，グル

タミン酸の分析値から，玉露，煎茶および、番茶ごとに

文+3σ を求め，この値をもとに市販茶に MSGが添加

されているかどうかを推定した.すなわち検体の分析値

が文+3σ(玉露 0.86%，煎茶 0.41%，番茶 0.25%)以

上のとき， MSGが人工的に添加されたものとみなした.

玉露 1検体および煎茶8検体が基準値より高い値を

示し，これら 9検体に MSGの添加が推定された.粒状

物質中のテアニン含量は煎茶とほぼ、同様で、あったが，

MSG含量が標本茶の 5-30倍と異常に高<， MSG製

剤であることが考えられた. MSG添加が推定された 9

検体のうち，アミノ酸入りの表示があったのは 2検体の

みで，他は固型茶入り，抹茶入り等のあいまいな表示の
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もの 4検体およぴ表示のないもの 3検体あったが，これ

らすべてから粒状物質が検出されていることから MSG

はすべて、固型茶'の形で添加されているのではないか

と考えられた.また MSG添加が推定されたお茶の価格

は，同品質の無添加のお茶に比べ高いことが判った.安

いMSGを添加し，品質を良〈見せかけ高く販売してい

ることか推察された. MSGが添加された高い茶を望む

人もいるかも知れないが，一般には，天然本来の旨い茶

を望むと考える.購入者が選択できるよう Vツレタミン

酸ナトリウム添加'という明確な表示を義務づけること

か望まれる.

謝辞本調査に当り，試料収集にご尽力下さいました

新宿区役所区民部商工課消費経済係の方々ならびに新宿

区消費者の会の方々に深謝いたします.
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セラミック製食器から溶出する金属

吉田令子ぺ渡辺悠二ぺ佐藤憲

遠藤英美*

Released Metals from Ceramic Ware in Contact with Food 

REIKO YOSHIDA， YU]I WATANABE， KENICHI SATO 

and FUSAYOSHI ENDO 

30 metal samples released from 60 ceramic wares used for serving foods were examined. 

The amount of release was determined by ICP-AES， AAS and fluorid electrode. Although 22 

metals were detected， the concentration of released metals was not significant enough to affect 

health except for lead and cadmium. The concentration of lead and cadmium in 5 and 1 samples 

respectively (wares used for Chinese dishes) exceeded the criteria for the International Organiza-

tion for Standardization. 

Keywords: ceramic ware， metal， lead， cadmium， release， food， ICP-AES 

緒 = 
盲

陶磁器，ほうろう，カゃラスなどのセラミック製品は，

古くから我々人類がなじんできた優れた食器である.な

かでも陶磁器製食器は多くの場合，高温(lOOO'C以上)で

焼成を行なったものの表面に上絵具でいろいろな色彩

模様を施こした後，約 800'Cで焼成し製品となる 1) この

上絵具は色基(耐熱性の金属酸化物を組みあわせ高温で

反応させた顔料)とフラックスとよばれる媒熔剤(酸化

鉛の多いホウケイ酸カ。ラス)からなっている.上絵具が

焼きつけられると媒熔剤はしだいに熔けあってカ守ラス層

を形成し，その中に色基を包みこみ表面の利(うわぐす

り)に熔けこんでい絵具を固着きせる. しかし陶磁器は酸

に接触すると侵されて上絵具中の鉛が溶け出したり，は

なはだしい場合には絵具自身が分解することがある剖.

1983年中国景徳鎮産の中華食器から多量の鉛(現行法の

条件，室温10分間放置で、最高28ppm)が溶出し話題と

なった.最近我国では焼成技術などの進歩により，この

ようなことはまれである. しかし現在の我国における陶

磁器食器に関する法的規制3)は 1959年に従来のものを

一部改正し制定されたものであり，溶出時間，鉛規制値

とも諸外国や国際規格 theInternational Organization 

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科

for Standardization4
•
5

•
6

) (以下 ISOと略す)に比較しで

かなりゆるいものであり，このことは以前から指摘され

ていた.

またこの他上絵具の色基には種々の金属が使用されて

おり鉛同様溶出する可能性があるカ九鉛，ヒ素，カドミウム

以外は報告が少ない.そこで我々は市販の陶磁器，ほう

ろう，ガラス製品 60検体から現行法， ISO法の条件に従

って溶出させた試料液について， 30種の金属を高感度で

多元素同時定量のできる誘導結合プラズマ発光分光分析

装置 InductivelyCoupled Plasma-Atomic Emission 

Spectroscopy (以下 ICP-AESと略す)を用いて測定し

fこ.

実験の部

1.試料デパート，スーパー，小売唐などから収去

した食器 60種(陶磁器 48，ほうろう 2，ガラス 10)

2. 装置 1) ICP-AES: ]obin Yvon宇土 ]Y48 P 

型，附属モノクロメータ- HRS-2型(焦点距離 600

mm) 2) フッ素イオン電極:ORION Res. Inc. 94 

09型，比較電極 94-01型，フッ素イオンメーターDigit-

al Ionalyzer model801型 3) 原子吸光分析装置:日

本ジャーレル・アッシュ AA-l・MARKII型

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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3.試薬，試液 リチウム(以下 Liと略す)，ナトリ

ウム (Na)，カリウム (K)，銅 (Cu)，ベリリウム (Be)，

マグネシウム (Mg)，カルシウム (Ca)，ストロンチウム

(Sr)，バリウム (Ba)，亜鉛 (Zn)，カドミウム (Cd)，

アルミニウム (Al)，ケイ素(Si)，チタン (Ti)，スズ、(Sn)，

鉛(Pb)，パナジウム(V)，ヒ素(As)，アンチモン (Sb)， 

ビスマス (Bi)，クロム (Cr)，モリブデン (Mo)，マン

カツ (Mn)，フッ素 (F)，鉄 (Fe)， コバルト (Co)，ニ

ッケル (Ni)，ホウ素 (B)，タングステン (W)各 1000

ppm標準液(和光純薬)， 4%酢酸水溶液

4.分析方法 1) 試験溶液の調製陶磁器，ほうろ

う製品については試料に 4%酢酸を満たして 10分間

(現行法)および 24時間 (1SO法)，室温で放置したも

のを試験溶液とした.かラス製品については現行法に準

じ4%酢酸を満たして 30分間 60
0

Cで放置したものを試

験溶液とした.

2) 金属類の定量試験溶液を水浴上で適宜濃縮し

一定量としたものを， 1CP-AESを用い以下の条件で定

量を行なった.

1ncident power : 1. 35KW ; Coolant gas : 171/ min 2. 1 

kg/cm2; Nebulizer gas: 0.451/min 2.1kg/cm2; 

Observation height : 16 mm  above Coil ;波長，検出限

度は表1.のとうりである.

FについてはFイオン電極を用いて行なった.(検出限

度 0.01ppm) 

Li， N a， K， As， Bi， Moについては原子吸光法によ

表1. 各元素の波長と検出限度

元素 波長 検出限度 元素 波長 検出限度

n町l ppm nm ppm 

Cu 324.8 0.01 Sn 189.9 0.05 

* Be 234.9 0.01 Pb 220.4 0.01 

Mg 279.6 0.01 * V 292.4 0.01 

Ca 422.6 。:01 Sb 217.5 0.09 

Sr 407.7 0.01 Cr 267.7 0.01 

Ba 455.4 0.01 Se 196.0 0.04 

Zn 213.8X2 Mn 257.6 0.01 

0.01 Fe 259.9 0.01 

Cd 226.5 0.01 Co 238.9 0.01 

Al 308.2 0.03 Ni 231.6 。目01

Si 28'~.1 0.30 * B 249.7 0.01 

Ti 3341. 9 0.20 キ W 207目9 0.06 

*はモノクロメーター使用

り行なった. (検出限度Li，Na， K， As O.Olppm， Bi， 

Mo O.lppm) 

結果と考察

表2，3， 41こ定量結果を示した.現行法では陶磁器，

ほうろう，カ、、ラス製品のいずれも全検体適合であった.

またこの条件では Pb，As以外の金属の溶出もほとんど

が 1ppm以下と少なかった.分析した金属のうち Li，

N a， K， Mg， Ca， Zn， Al， Si， Ti， Sn， Pb， As， Sb 

は主に秘薬，その他は顔料の原料である 7) 素地の主原料

はSi，AlでK，Na， Mg， Ca， Feが数%含まれている))

が， じようぶな粕面におおわれているため素地からの溶

出は少ない.本実験では表面のき裂を通して素地中の

Caが塩となり析出した例が 1検体(コーヒーカップ)み

られた.この検体は Caが 30ppmと非常に大きい溶出

量を示した.またうけ皿2検体は Na， K， Mg， Ca， Sn， 

Cr，Seが多量に溶出していたが，これは焼成温度が低い

不良品であった.ほうろうは陶磁器に比べて Na，K，Al，

Si， Bの溶出が多く， Fも0.2ppm検出されたものがあ

った.ほうろうは素地が鉄であるため，焼成時聞か手陶磁

器は数時間であるのに対して数分間と極めて短かい.し

たがってこれに適した前記金属の酸化物を原料としたほ

うろう用粕薬(フリット)が使用されており円これらが

溶出されやすいと考えられる.

1SOには入つてないが現在我国で規制されている As

は全検体から検出きれなかった. Asはほうろうの下手曲

以外にはほとんど用いられない円ので当然の結果といえ

る.

Pbの規制値は現行法では陶磁器，ほうろう約 10-20

ppm，ガラス 2ppmであるが限度をこえたものはなか

った.しかし 1SOでは 5ppm(容量 1.11未満，深さ 25

mm  以上のもの)であり，これをこえるものは 5検体

(10.4 %)あった. 1 ppm未満のものは 10分間放置(現

行法)45検体 (93.8%)，24時間放置(ISO法)36検体

(75.0%)であり，小付け皿を除き中華料理用食器以外の

ものはすべてこの範囲であった. Cdは我国の規格には

入つてないが 1SOでは 0.5ppmと規制されており中華

料理用食器 1検体(2.1%)が不適で・あったが，その他は。

24時間放置で3検体に 1ppm未満の検出があるのみで

あった.また絵具中の硫化カドミウムは光酸化により抽

出溶媒中の溶存酸素と反応して易溶性の硫酸カドミウム

に変化する 8) このため 1SOでは試験面を遮光して行な

うように規定しているが本実験で、は遮光を行なわなかっ

たので，実際にはさらに少ない数値であるかもしれない

その他の金属については前記不良 2検体と紬薬の異
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表 3.陶磁器，ほうろう製品から溶出した金属(24時間放置)
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なるほうろう製品を除いて述べる.Ti， Sb， Bi， Mo， F， 

W は全検体から検出されなかった.しかしこれらの金属

は他に比較して検出感度が低いので微量洛出している可

能性はある. Be， Sr， V， Se， Cr， Mn， Niは0.1ppm以

下の溶出がみられた.Mn， Vは生体の必須金属であ

り9，10)，Se， Cr， Niは食物中に存在する量より少な

く叫11.12)，Srは毒性が弱い叫ので問題はない.Beは人体

や食物にほとんど存在しない金属で発ガン性があるとい

われ14)，0.01-0.02 ppmと微量ではあったが溶出する

ことは好ましくない. Li， Cu， Ba， Sn， Fe， Coは1ppm 

以下の溶出がみられた.Cu，Fe，Coは生体の必須金属で

あり， Li， Baは食物からそれぞれ 2mg/ day， 1. 3mg/ 

day摂取されている凶.Snも食品中に存在する程度の最

であった 14). Na， K， Mg， Ca， Zn，Al; Si， Bは1ppm以

上の溶出がみられた.特に Na，Ca， Znはそれぞれ最高

溶出量 5.0，7.9， 6.6ppmを検出した.これらはいずれ

も粕薬に多〈用いられ，酸により粕面が侵きれて溶出す

る可能性が高いものである.しかし Na，K， Mg， Ca， Zn 

は生体の必須金属であり 14)この程度の溶出量は問題な

い.Bは植物に必須で野菜に多く含まれる 14).SiはSi02

として溶出すると考えられ消化も吸収もされない.Alも

食品中に存在する程度の量であった14)

以上述べたように Pb，Cdを除く他の金属は生体に影

響をおよぼすと考えられるほどの量は検出きれなかっ

た.しかし毒物学的に意味のある金属は微量でも溶出し

ないよう製造に注意することか望ましい.

また IS0に規定されている Pb，Cdで不適となったも

のはすべて中華料理用食器であり，他の金属類のi容出も

多かった.これは鮮やかな模様を施こすため色数が多く，

値段も安いところから十分な焼成が行なわれていないも

のと考えられた.

まとめ

陶磁器，ほうろう，ガラスは我国の規格で Pb，Asが，

IS0でPb，Cdが規制されている.Asは全検体から検出

きれず現行法， IS0法ともに問題がなかったが， Pb，Cd 

は現行法では適合， IS0法ではそれぞれ 10%，2 %が不

適となり我国の規格がかなりゆるいものであることを示

していた.不適となったものはすべて中華料理用食器で

あり焼成温度が低いことが原因と考えられる.その他の

金属については 22種を検出したが，その溶出量は生体

に景発事をおよぽすと考えられるほどの量ではなかった.

しかし粕薬中に過量使用されたり，焼成温度が低かった

り，酸全の食品と長時間接触するなどの条件がそろうと

溶出の可能性があるので注意を要するだろう.
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日本の伝統的高査白食品中のリジノアラニン

菊谷典久ぺ井口正 雄 ぺ 友 松 俊 夫 *

道口正雄*

Determination of Lysinoalanine in Traditional 

High-protein Foods of Japan 

NORIHISA KIKUTANI*， MASAO IGUCHI*， TOSHIO TOMOMATSU* 

and MASAO DOGUGHI* 

Lysinoalanine (LAL) ， N仁.(DL-2-amino-2-carboxyethyl)ーL-lysineis currently of considerable 

interest because of its nephrotoxic properties in rats. This amino acid is found to be formed during 

alkaline treatment or heat treatment of edible proteins. This study was undertaken to present some 

information on the contents of LAL in traditional high-protein foods of Japan. LAL was determined 

in four kinds of foods such as Congealed curd， Yuba made from soybean protein， Fu prepared from 

wheat gluten and dried strip of Skipjack by hydrolyzing and subjecting them to an amino acid 

analyzer. No LAL was detected in Congealed curd. Yuba， Fu and dried strip of Skipjack were 

shown to contain 60-80μg LAL/ g protein， 0-60μg/ g protein and 260-450μg/g protein respectively. 

Keywords : lysinoalanine， nephrotoxic properties， high-prot巴infood 

緒 言

リジノアラニン CNεー(DL -2-amino-2-carboxyethyl)ー

レlysine) (以下 LALと略す)は， 1964年 Bohak')，

Patchornikら引により，アルカリ処理リボヌクレアー

ゼの酸加水分解過程において初めて見出された非通常型

アミノ酸であり，天然物としては，微生物由来のペプチ

ドである Cinnamycinや Duramycinの構成アミノ酸

として存在することが知られている.

R=SH : Cysteine 
S-Cysteine: Cystine 
OH : Serine 

①: P叫 dechain 

Dehydroalanine 

①叩?-b①

①引!.c:;①

+ 
?H2 

lCH2)， LALの生成メカニズ、ムに関しては，タンパク質中の

リジン残基の ε位のアミノ基が，アルカリ条件下， β脱

離反応によってシスチンあるいはセリン残基から生じた

デヒドロアラニン残基の二重結合と反応して生ずると考

えられている九 (Fig.1)

1 Addi山 9-咋ーCO・①

食品工業においては，各種タンパク質の可溶化，単離

あるいは起泡性の改良などのために，アルカリ処理が繁

用されているところから，食品タンパク質と LALとの

関連について関心が持たれた.

Lysinoalanine 
( L札)

2 Hydrolysis I 

NHT?H・COOH

CH2 

NH 

lyH2)' 

NH，CH・COOH
1969年 DeGrootら3)は，カゼイン，大豆タンパク等 Fig. 1. Formation of LAL through the Mechanism 

のアリカリ処理による LALの生成を認め，同時にこれ ofβ-Elimination-Addition Reaction 

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

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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らを飼料としてラットの生育を調べた実験において，タ

ンパク利用効率が低下することを報告している.

また， Woodardら4)は，アルカリ処理に起因する大豆

タンパク中の LALが，ラットの腎障害一腎管細胞の肥

大化 (RenalCytomegalia)を招くことを見出し， LAL 

の生成が単に栄養価低下にとどまらず，生体にとって有

害作用を及ぽす可能性があることを示した.

LALの生成条件についても種々の検討がなされ，非

アルカリ環境下にあっても，加熱により容易に LALが

生成すること，しかもそれが家庭内調理時の加熱程度で

十分で戸あることが示され51改めて LALが多種多様な食

品に含まれ得ることが認識された.

従来，我々は加工過程によって生じる食品の栄養価低

下およ，び、安全性の検討を行ってきたが，今回，以上述べ

たような種々の作用を示す LALに注目し，日本古来の

伝統的大豆タンパク食品である凍り豆腐，干し湯葉，同

じく小麦タンパク食品である焼き魅，そして伝統的水産

加工品である鰹節について，含有量の分析を行った.以

下，これらの結果を報告する.

実験方法

1.試料

下記の品目について分析を行った.なお，全品とも都

内において市販されているものである.

凍り豆腐 :A社(長野市)， B社(飯田市)， C社(和歌

山県伊那郡)の製品.

干し湯葉 :D社(京都市)， E社(台東区)の製品.

焼き魅 :F社(茨城県結城郡)， G社(金沢市)， H社

(所沢市)の製品.

鰹 節:1社(中央区)， J社(名古屋市)の製品.

2.試薬

LAL標準品:Finleyらの方法6)により合成を行った

ものを使用した.

試料の加水分解には，精密分析用定沸点塩酸(和光純

薬K.K.)を用いた.アミノ酸自動分析用緩衝液は，テク

ノノ〈ッファ-RHシリーズ (TechnoChemical Corp.) 

を用いたが，一部自製の緩衝液については，和光純薬K.

K.製のアミノ酸自動分析用試薬を用いた.また，他の試

薬については，すべて試薬特級品を使用した.

3. LALの分析

試料調製:各試料は， ミキサーにより細砕し，均質な

粉末とした後，加水分解に供した.加水分解は，含有タ

ンパク質約 25mgに相当する量を秤取し， 6 N-塩酸を

加え，アルミブロックヒータを用いて 110.C，24時間行

った. 6N一場酸の量は，上記タンパク量の 200倍とし

た.なお加水分解中の酸化等の副反応を防ぐため，試料

はロータリ一真空ポンプ， ドライアイス・エタノール冷

却トラップを用いて脱気，封管後に加熱した.加水分解

終了後，試料溶液はろ過し，ロータリーエパポレータに

て蒸発乾固した.そしてアミノ酸分析直前に 0.02N一塩

酸にて溶解し， LAL分析試料溶液とした.

アミノ酸分析・日立 835形高速アミノ酸分析計を使

用した.分析条件は以下のとおりである.カラム:4.0X 

150(mm)，使用温度 58.C，アンモニアフィルターカラム

併用.使用樹脂:日立カスタムイオン交換樹脂非 2619.溶

出緩衝液:テクノパッファ-RH-l-4，およびクエン

酸ークエン酸ナトリウム緩衝液(0.35M-Na， pH 6.2). 

フェニルアラニンとヒスチジンとの溶出間隔を広<，

し，その聞に LALを溶出させる目的で，上記緩衝液系を

使用した.また通常型アミノ酸は， LALに比して極めて

高濃度に存在するため，試料の分析にあたり，ニンヒド

リンは LAL溶出時間に合わせて反応させた.

4.タンパク量の測定

各試料について，セミミクロケルダール法7)により総

窒素を測定し，窒素係数を 6.25としてタンパク量を求

めた.

結果および考察

加水分解試料のクロマトグラムの一例を， Fig.2に示

す. (1社鰹節).左端はフェニルアラニンピークであり，

右端はヒスチジンピークである.ニンヒドリンポンプは

フェニルアラニンの溶出終了直前に入力し，ヒスチジン

溶出中に切断している.この区間においては， LAL以外

-~ 
h 
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Fig. 2. Amino Acid Chromatogram of 

Hydrolyzed Sample 
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のピークも数多く見られ，いわゆる 22種の通常アミノ

酸以外のアミノ酸，アミノ糖類の存在がうかがわれる.

Table 1に各製品の LAL含有量を示す.大豆タンパ

ク食品では，凍り豆腐3種については，いずれも LALは

検出せず，干し湯葉に 60，80μg/g・タンパクの LALを

みとめた. (なお，今回の実験における LALの検出限界

は， 10μg/g・タンパクである.)凍り豆腐，干し湯葉と

も大豆を水漬し，磨砕，加熱して得られる豆乳を主原料

としている.凍り豆腐は，豆乳に塩化カルシウム等を添

加して凝固させ，凍結，解?に脱水，乾燥という過程を

経て作られる.一方，干し湯葉は，豆乳を加熱して表面

に出来る薄膜を乾燥させたものである.このため，干し

湯葉では加熱過程が重なり， LALの生成が促進される

ものと考えられる.なお，市販の大豆タンパク (Soya

protein isolate)中の LALについては， Sternbergら5)

は， 0 -370μg/g・タンノfク， Finleyら8)は 270μg/g.

Tab!e 1. Resu!ts of LAL Assays in 

Traditiona! Foods of ]apan 

Product Manufacturer μgLAL/gμgLAL/g 
samp!e protein 

Congea!ed curd A， B， C 。 。
(Kori.dofu) 

Yuba， dried D 40 60 

E 50 80 

Fu， baked F， G 。 。
H 20 60 

Dried strip of I 410 450 
Skipjack 

J 230 260 (Katsuobushi) 

タンパクという結果を報告している.

焼き費去については， H社製「かたやき魅」に LAL60

μg/g・タンパクを検出した.越はコムギグルテンが主成

分である.まずコムギ粉の生地からグルテンとデンプン

とを分離する.この時に得られる湿グルテンが生数であ

り，焼き滋は，このクールテンに合せ粉と称するコムギ粉，

モチ粉，膨剤などを混:合し， i.見担分割，成型，熔焼した

ものである.今回取り上げた焼き重きでは， F，G両社の製

品については外観はほぽ白色で，熔焼の程度も軽いこと

がうかがわれたが，「かたやき娃」については，褐色の焦

げ目が随所に見られ，加熱条件が前二者に比べて厳しい

ことが推察された.焼き魁における LALの生成は，熔焼

の程度と関係すると考えられる.

鰹節については， 260， 450μg/g・タンパクの LALを

検出した.鰹節の製造過程では，煮熟v くん乾等の加熱

操作が何回かある.また，今回の試料は，不活性カヌを

充てんした気密袋入りの削り節であり，このような製品

では鰹節を蒸気加熱して湿気を与え，軟化させ，削り機

で薄片にして熱風乾燥することが， しばしば行われてい

る.そのため，比較的高いレベルの LALの生成となった

と考えられる.なお，水産加工品中の LAL含量について

は，缶詰めイワシで 270μg/g・タンパクという報告があ

る9)

製品加工前の原材料中のリジンの何%が，最終製品時

にリジノアラニンに変換しているかを， ["日本食品アミノ

酸組成表」をもとに試算したものが， Table.2である.

湯葉ではダイズ，廷ではコムギ粉，鰹節では鰹肉中のリ

ジン量を原リジン量として計算した.変換率は0.05-

0.35%となった.ちなみに Sternbergら5)の卵白での笑

験について同様の計算を行うと， 0.13%(3分間五百でる)

-1.0% (150・Cで30分間焼く)となった.

Tab!e 2. Conversion Rate of Origina! Lysine into LAL 

Product Lys moiety of LAL Original Lys' Conversion rate 

μg/g protein μg/g protein % 

Yuba (D) 38 75.000 0.05 

(E) 50 (Soybeans) 0.07 

Fu (H) 38 23，000 0.17 

(F!our) 

Dried strip of (1) 280 80，000 0.35 

Skipjack (J) 160 (Skipjack， raw) 0.20 

• r日本食品アミノ椴組成表J(昭和41年4月，科学技術庁資源調査会編)による.

Lys Lysine 
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今回対象とした伝統的食品類は，保存性を高めるため

水分含量を低くする工夫をしている.その方法として，

凍結乾燥を利用した凍り豆腐では， LALは検出されず，

加熱処理したものでは LALの生成がみとめられた.ま

た近年，ニワトリヒナに筋胃潰蕩を起こさせる物質であ

るジゼロシン (gizzerosine)が，魚粉の加熱処理中にヒ

スチジンとリジンより生成する可能性のあること川も指

摘されており，食品タンパクの熱処理変化については，

より一層の検討が必要で、あろう.

(本研究は昭和 58年度当研究所調査研究課題「加工過

程によって生じる食品の栄養価低下に関する研究」とし

て実施したものである.)
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老人ホームおよび乳児院の食事の脂肪酸組成

井口正 雄 ヘ 菊 谷 典 久 ヘ 友松俊夫ぺ道口正雄事

二見大介叫，米川郁毅H ，鶴見田鶴子叫皐

鎌田敏夫仲村，窪田英夫村付事

Fatty Acid Composition of Diets ColIected from 
the Old-Age Home and the Infant Home 

MASAO IGUCHI*， NORIHISA KIKUTANI*， TOSHIO TOMOMATSU*， MASAO DOGUCHI* 

DAISUKE FUT AMI**， YUKI YONEKA W A **， T AZUKO TSURUMI** * 

TOSHIO KA恥1AT A * * * * and HIDEO KUBOT A材料*

Fatty acids composition of dietary lipids was determinea for 3 days for the old-age home and 

the infant home in Tokyo. 

Fatty acids found predominantly in the samples obtained from the old-age home and the infant 

home were fatty acids of C16 : 0， C18 : 1 and C18 : 2 and those of Cl6・0，C18: 0 and C8  : 1 respectively. 

The ratio of saturated fatty acids， mono-unsaturated fatty acids and poly-unsaturated fatty 

acids averaged approximately 1:0.9:1.6 in the diets from the old-age home and 1:0.6:0.5 from the 
infant home. 

poly-unsaturated fatty acids constituted 44% of total dietary fatty aとidsin the diets from the 

old-age home and 23% in the diets from the infant home. 

Keywords : fatty acid composition， lipids， diets 

緒言

国民栄養調査によれば，エネルギー摂取量に占める脂

肪のエネルギーの比率は，依然として増加傾向にあると

報告されている叱また日本人の血清コレステロール値は

すでに欧米人の水準に達しているといわれ汽血中脂質濃

度の上昇に伴い，心臓疾患，動脈血栓症の主因で、あるア

テローム性動脈硬化症の発生，進行が危倶される.その

発生の頻度や程度は，食事から摂取する脂質の不飽和脂

肪酸あるいはポリエン酸の相対比に影響きれるといわれ

ている叱また近年，プロスタグランジンのコレステロー

ル輸送あるいは代謝に関与する機能が究明されるに従

い，その前駆休としての不飽和脂肪酸の役割の重要性が

認識されてきている.アテローム性動脈硬化症の長期に

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科

わたる予防という観点から，また必須脂肪酸の要求量確

保という点から，献立作製においては食事中の脂質の種

類に留意する必要がある.

従来，食品素材個々についての脂肪酸組成の検討はな

されているが，献立を作製し実際に調理した食事を実測

して検討した報告は少ない.そこで我々は，施設の食事

を試料として脂肪酸組成の分析を行い，若干の知見を得

たので報告する.

試料および実験方法

1.試料都内のA老人ホーム(特別養護老人ホーム)

および、B乳児院(私立)において，それぞれ老人および

乳幼児に供された 3日聞の朝食，昼食および夕食を陰膳

方式により採取し，計 18食を試料とした.

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 

H 東京都衛生局公衆衛生部保健栄養課

日事東京都立川保健所国立保健相談所

*柳川東京都立八王子小児病院

材料*東京都衛生局公衆衛生部
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2.脂肪酸組成の分析前報4)と同様な操作で、分析を行っ

た.試料をミキサーで均一なベースト状とした後，AD-

AC法の残留農薬分析法5)に準じて脂質を抽出した.脂質

の一部を常法6)によりけん化後，脂肪駿を抽出し，三フッ

化ホウ素 メタノール法7)により脂肪酸メチルエステル

を調製しカスクロマトグラフィーにより分析を行った.

測定はインテグレーターを使用し面積百分率法によっ

た.アゲスクロマトグラフィァの分析は次の条件で行った.

カラム 3mm 1. D. x 3 m?ゲラスカラム，充てん剤:

5 % Shinchrom E【71， Shimalite (Aw)80-100 mesh， 

カラム温度:220.C，検出器温度:250.C，試料注入口温

度:250.C，キャリヤーかス流量(N2) : 40 ml/min，水

素ヌゲス流量:40 ml/min，空気流量 1I/min，試料注

入量 :2-5μ1，検出器:水素炎イオン化型，装置:目

立 163型ガスクロマトグラフ，インテグレーター‘(島津

ITG-2 A型).また試薬は前報叫と同等のものを使用し

た.

結果および考察

1.老人ホームの食事 3日聞の食事について，それぞ

れの献立内容を表1に示した.また食品成分表から求め

た一般成分値およびエネルギー (Atwater係数による)

を合わせて示した.これらの食事は 1人 1日あたり

1500-1600 kcalのエネルギーが摂取されるように調製

されたものである.ちなみに，この値は日本人の栄養所

要量8)では 70オ代(女)の普通労作における所要量にあ

たる.また食事別の脂肪酎主成分析の結果を表2に示し

た.

脂肪酸組成分析の結果，ほとんどの食事に共通して，

C'6
・0，C'8

・1およびC，8:2が主要成分であった.これら三

成分カミそれぞれの食事に占める割合は 53.8-83.8% 

(平均 72.5%)であった.特異的生理作用のある脂肪酸

として， C20: 1はラットによる長期摂取試験では心臓に懐

死，線維症を起すという報告吋さあるが，分析した食事の

9食中， 8食に検出された.これは園崎ら 10)が病院給食に

ついて分析を行い 1週間の食事のほとんどに検出したと

いう結果と一致している.また C22:1はナタネ泊に多〈

含まれ，実験動物に多量投与で成長不良，心臓，副腎，

肝臓に病変を起すといわれている叫が， 9食中 7食に検

出された.C20: 4は必須脂肪酸として重要で、あり，一般の

食品中ではアラキドン酸とされているが，魚油から検出

される C20:4はアラキドン酸のみではなく，半分以上は

8， 11， 14， 17-eicosatetraenoic acidであるという報

告12).がある.今回分析した食事中の C20:4は魚由来の脂

肪が多いことから，大部分は 8，11， 14， 17-eicosate-

traennoic acidと考えられる.C20: 5は近年，血栓症に対

する効果があることから EPA (eicosapentaenoic acid) 

として注目されている.クロマトグラム上では， C22: 0と

一部ピークが重なり，ピークの大きいものでは同定が困

難な場合もあったが"C22:。の食品中の存在量は一般的に

少ないことから C20:5がほとんどであるとして差しっか

えないものと思われる.C22: 6はC20:5と共に，ラットの

血清コレステロールイ民下作用が認められている. 1日の

夕食では C20:5， C22: 6はそれぞ、れ 5.1%， 8.8 %と他の

食事に比べ高い値を示した.献立に魚が多く使用された

ことを反映したものであろう.

食事中の脂肪の栄養評価をする場合，エネルギー源と

しての量的な面と生理作用に関する質的な面がある.後

者を表す指標として米国の食事目標(改訂2版13))による

飽和脂肪酸 (S)，一価不飽和脂肪酸 (M)および多価不

飽和脂肪酸 (P)の比(以下 SMP比と略す)がある.す

なわち食事から摂る総エネルギーの 30%以下を脂肪に

依存するようにし，そのうち Sを10%以下， Pを同じく

10%，残余をMとすべきであるとしている.つまり S:

iVl:: Pを1・1: 1に近づけるようにするということで

ある.また日本においては脂肪摂取量を考慮して不飽和

脂肪酸(以下 unsatと略す)と Sの比を 2: 1とするこ

とを目標とするが，少なくとも 1: 1より低下させない

ことか望まい、同としている.また兼松ら 2町土マーガリ

ンの脂肪の評価に P/S値を指標として用い， 0.7以上が

望ましいとしている.そこで，これらの指標をそれぞ、れ

の食事について算出し(表2)検討を行った.

unsat/s値は，いずれの食事も 1以上であり，その範囲

は1.5-5.0であった. 4以上を示した食事は I日の昼

食(以下 I一昼のように表わす)， II-昼であり，これらの

食事はいずれも C，8:2がそれぞれ 43.1%および 48.8%

と他の食事に比べ高しまた C，6:。はそれぞ、れ 12.4%，

11.0 %と逆に低い値を示した.いずれの食事も調理に用

いた植物油が反映したものであろう. P/S値はIII-昼を

除いていずれも 0.7以上であり，その範聞は 0.5-3.4

て"あった.III-昼は 9食中唯一の畜肉を献立に用いた食事

であり，一価不飽和脂肪酸含量の高い獣脂を反映したも

のであろう.この SMP比は 1: 1 : 0.5と他の食事に

比べ Pが低い値を示した.

池畑ら 16)は日本人の平均的献立を作製し，これについ

て脂肪酸組成分析を行い 1日あたりの P含量の平均値

30%を得ている.今回の分析結果から 3日聞の食事の

SMP比の平均値を求めると 1:0.9:1.6であり，また

1日あたりの平均 P含量は 44%であった.これらの値
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表 l 老人ホーム食事の献立内容

献 立 (g) 献 立 (g) 献 立 (g) 

朝 食 昼 食 タ 食

米麦飯 米 5 0 米 飯 米 7 0 米 飯米 70 

麦 2 5 かきあげエ ビ 3 0 スープあこうだい 4 0 

みそ汁 ジャカ事イモ 3 0 グリーンピース 1 0 ヰ、 ギ 1 0 

わかめ l os 5 あ じ 7 0 

み そ 2 0 小麦粉 1 0 生 萎 3 

I日 サヶ缶 サケ缶 3 0 
r由 1口

煮 物ナ ス 5 0 

お ろ し 大 fbl 30 
大 干民 3 0 

いんげん 3 0 
きんぴら ニンジン 20 

i責 物 キャベツ 2 5 
ご』主う 2 0 

1由 3 

牛 手L 2 0 0 
j由 3 

i責 物キュウリ 2 5 

ひたし小松菜 60 

t由 t品 3 フルーツ モ モ 1 5 0 

i責 物 キャベツ 2 5 

エネルギー (kcal) 5 0 1 5 4 9 5 4 1 

たんぱく質( g) 2 2 . 2 1 7 . 1 2 7 . 2 

月旨 質( 11) 1 1 . 1 1 6 . 1 1 1 . 6 

糖 1'{ ( 11) 7 7 . 9 8 2 . 1 8 0 . 4 

米麦飯米 50 米 飯米 7 0 米 飯米 7 0 

麦 2 5 魚甘酢すず き 7 0 ス ー プ ベ ー コ ン 1 0 

みそ汁もやし 3 0 小麦粉 5 ジャカイモ 1 0 0 

i由 f品 2 j由 7 キャベツ 4 0 

み そ 2 0 ケチャソプ 5 ニンジン 2 0 

II日
煮 付 カボチャ 80 オクラ 1 0 め ざ し 4 0 

;責 物ナ ス 2 5 煮 ヰWJ いんげん 4 0 妙め煮十 ス 8 0 

牛 手L 200 i由 J品 5 油 3 

しいたけ 2 煮 豆 ウズラ立 3 0 

和え物小松菜 5 0 フルーツ も も 1 5 0 

エネノレギー(kca!) 4 9 6 4 6 5 67 7 

たんぱく質( g ) 1 7 5 2 2 . 6 2 0 . 3 
質( 11 ) 1 0 . 4 1 1 . 8 1 7 . 5 

車府 n ( 11 ) 8 3 . 6 6 9 . 5 1 08 . 4 

米麦飯米 5 0 米 飯米 7 0 米 飯米 7 0 

麦 2 5 焼 肉豚 I勾 6 0 焼 魚サ ケ 7 0 

みそ i十豆 腐 5 0 シシトウ 1 0 大 根 3 0 

わかめ l ごま和えはうれんそう 6 0 妙めものたかな 2 0 

み そ 2 0 - ま 3 i由 2 

III日 i昆布巻 2 0 煮 物い、たけ 3 .l!)sとじ高野立腐 5 

i責 物十 ス 2 5 ご』まう 30 ニニ一L‘ン 戸、一占.ン 2 0 

牛 手L 2 0 0 i責 物キュウリ 2 5 きぬきや 20 

フルーツスイカ 2 0 0 os 3 0 

エネルギー (kcal) kcal 4 6 1 5 2 8 4 7 4 

たんぱく質( g ) 1 7 . 2 2 2 . 5 2 9 . 0 

目旨 質( 11 ) 5 . 6 1 0 . 7 1 1 . 8 
糖 質( 11 ) 1 2 1 . 6 88 . 2 60 . 9 
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表2 老人ホーム食事の脂肪般組成

fatty acid 

14: 0 

16: 0 

18: 0 

18 : 1 

18: 2 

18: 3 

20: 0 

20: 1 

20: 2 

20: 3 

20: 4 

20: 5+ 22: 0 

22: 1 

22: 6 

others 

unsat/sat 

PUFA/sat 

S: M : P(S=l) 

M 

P 

初j

3.5 

16.7 

4.4 

14.7 

27.8 

5目2

6.5 

0.5 

3.1 

9.1 

2.9 

5.7 

2.7 

1.48 

0.9 

l.6 

昼

。目2

12.4 

3.9 

22.6 

48.8 

7.7 

0.3 

1.3 

0.2 

0.6 

0.6 

0.5 

0.9 

4.9 

3.40 

1.4 

3.4 

日

タ 朝

4.9 0.4 

22.2 12.4 

5.5 3目2

15.3 32.9 

15.8 37.7 

2.8 9.3 

0.1 0.5 

4.1 0.4 

0.1 

0.2 

1.5 0.3 

5.1 0.2 

4.9 0.5 

8.8 

8.7 2.1 

1.6 4.9 

0.88 2.87 

0.6 2.0 

0.8 2.9 

S， sat: saturated fatty acid， unsat: unsaturated fatty acid， 

II 

昼

0.8 

11.0 

3.9 

26.0 

43.1 

7.8 

0.4 

1.0 
tr 

0.2 

0.4 

0.9 

0.4 

1.7 

2.1 

5.0 

3.29 

1.7 

3.4 

P， PUFA: poly-unsaturated fatty acid， M: mono-unsaturated fatty acid 

tr: <0.1 % 

日

タ

2.3 

23.6 

10.0 

28.8 

25.4 

3.8 

0.1 

0.4 

0.2 

0.6 

0.8 

tr 

0.9 

3.2 

1.7 

0.85 

0.8 

0.9 

III 日

ti羽 よま タ
(% ) 

0.9 l.2 7.0 

23.0 23.4 18.9 

5.7 14.3 5.9 

14.9 37.5 23.6 

34.6 18.4 21.3 

5.4 l.8 3.0 

0.4 0.3 

0.7 3.0 

0.2 

0.3 

0.1 0.2 1.2 

2.8 

2.5 

2.5 

15.0 l.9 8.1 

l.8 1.5 1.8 

1.34 0.52 0.88 

0.5 l.0 0.8 

1.3 0.5 1.0 

から，今回分析を実泊した食事は脂肪摂取に関する限り， は4食に検出された.C20: 4は全ての食事に検出された.

多価不飽和脂肪酸含量も高〈良好な食事であるといえ C20・5
および、 C22:6はいずれも含量が低いか，あるいは全

る.一方池畑ら 16)も指摘しているように，多価不飽和脂肪 〈検出きれなかった.

酸の摂取量の増大に比例してビタミンE不足が生じる危 unsat/S値は 0.7-1.3の範囲にあり， 1末満の食事

険性が高くなることを考慮、しなければならない.今回 は9食中， 4食であり，これらは，いずれも C16:0のみで、

我々はビタミンEの分析をしていないので，この点につ 30.9 %-39.6 %を占め，他の食事に比べ高い値を示し

いては今後検討すべき課題としたい. た.また P/S値は 0.16-0.67であり，いずれも指標の

2. 乳児院の食事 3日聞の食事について，それぞれの 基準0.7に満たなかった.SMP比については， M は0.5

献立内容を表3に示した.また食品成分表から求めたー -O.8，Pは0.2-0.7の範囲であり，いずれも 1未満で

般成分値およびエネルギー (Atwater係数による)を合 あった. 3日間の食事についての SMP比の平均値は

わせて示した.脂肪酸組成の分析結果および指標の値を 1 : 0.6: 0.5であり，これは目標値の約%であった.ま

表4に示した. た1日あたりの平均 P含量は 23%であり，池畑ら 16)の

脂肪酸組成については，それぞれの食事に共通して 日本人の平均献立の P含量を下回っていた.老人ホーム

C16: 0， C18:。の飽和脂肪酸および C18:1が主要成分であっ の食事に比べ，食事全体を通じて飽和脂肪酸含量が高い

た.これら三成分がそれぞれの食事に占める割合は 43.4 傾向を示した.

%-78.2%であった.個々の脂肪酸についてみると， 一方，これらの食事の 1日あたり脂肪エネルギー比を

C20:1は痕跡程度のものを除いて9食中5食に，またC22:1 求めると，それぞ、れ 36.2%， 44.1 %および 29.6%，平



朝 食

献 立

サケまぜごはん 米
サ ケ

'?-71リン

みそ i-!ー 3i ネギ

わ か め

み そ

フルーツ パ ナ ナ

守二 手し
おやつ + 君L

I日

エネルギー((((kcal)) ) ) 
362 

たんIjf〈lTt幼I t g 
l旦O

l担IRlI g g 
10.4 
53.7 

ひじきごはん 米

ひじき

地 J免戸、l

iJlI 』砧

II日 illJ 

みそ i-l' キャベツ

ナルト

み そ

フルーツ リンゴ

守一 手L
おやつ 手L

エネルギ〈ー((kcal ) 379 

たんぱ仙TT{I g ) 
14. I 

粉l市 (gg)) 13. 9 
49.7 

>IIAJ¥l.ごはん 米

車内 '.i 
sll 

みそ i! ナ 7、

わかめ

み そ

フ ル ー ツ メロノ

4・ 手L
おやつ 手L

III日

エ不ルギー (kcal) 323 

たんぱく仙tTU [ g ) 
lZ 8 

1押lRt (g)  
9. () 

( g 47.0 
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表3. 乳児院食事の献立内容

昼 食

((g) 献 立 (g) 

40 にぎりめし 米 40 

10 たらこ 5 

3 こん.，. 5 

10 グ】

5 肉巻き 豚 I均 20 

12 さつまいも 30 

50 バター l 

100 illl 

100 ウインナソテー ウインナ 20 

iJlI 

カボチャグラッセ カボチャ 25 

パター 2 

きゅ i1) Aティック きゅうり 25 

フルーツ グレープフル_'y 50 

牛 手L 100 

おやつ :~ 'f. 20 

牛 乳 100 

596 
18. 3 
25. 2 
74. 1 

* 
60 

カ ニ 五 カ 一 15 

卵 40 

ネ 会f 5 

片栗粉 2 
40 サラダ きゅうリ 10 
3 # j'l，j 3 
10 レタス 10 
3 ，、 ム 10 
5 マヨキ一式 3 
15 ポテト妙め じゃがL、も 30 
10 Eネギ 15 
12 バター 3 
40 スープ 目ま 院l 10 
100 キャベツ 10 
100 グレープ7ルーツ 50 

おやつ ~L 100 

1匹 'f 20 

559 
2Q () 
21. 9 
71. 3 

40 サンドイソチ Lリこム
60 
10 

5 〈 10 

10 
ジャム 3 
'?-'/fリン 3 

20 卵 5 
10 7 ヨネーズ

12 肉妙め 牛 肉 30 
玉 ネ ギ 10 50 コーン 10 

100 いんげん 5 
100 r自 2 

チーズポテト ジャえfイモ 30 
パター 5 

野菜?リネ レタス 15 
きゅうり 15 
トマト 20 
t也

10 1 スープ そうめん
ナルト 10 

アおイペコス'クコ リーム 30 
クラソカー 20 

71トツケーキ カスタードクリーム 10 
も も 10 
ノすイン 10 
オレンジ 10 
牛乳 100 

727 
24.7 
24.4 
103. 9 
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タ 食

献 立 (g) 

i令しそば そ 1;1' 35 

J品 玉 10 

きゆっリ 10 

チェリー 5 

肉 5古 ピー?ン 15 

豚挽肉 20 

ヨi ネギ 6 。H 2 

iJlI 2 

キャベツ甘酢 キャベツ 20 
，、 ム 15 

パイン 15 

ニ一ム ーー' ソ〕 ν ー 5 

フルーツ スイカ 60 

夜 食
クッキー バター B 

O[l ずt 4 

小 & : 粉 2日

レース.ン 3 

560 
IZ 9 
25. 1 
68. 5 

米飯
豚米ネ 挽肉ギ

40 

?ーボ豆腐 10 
10 

ニンジン 3 

油きゅうり
2 
15 

，、 L 10 
サラダ

卵キャベツ
7 
15 

ワンタンスープ ワン挽タン皮 10 

豚ネ 肉ギ 5 
5 

ほうれんそう 5 
71レーツ スイカ 60 

夜 食 チーズ 20 

422 
lιo 
37. 8 
51. 8 

うどん 乾めん 20 
ニンジン 10 

玉豚ネ肉ギ
10 
10 

いんげん 5 
魚 7 リネ

小1アき由ゅ麦7拘粉ジ1) 

30 
5 
2 
15 

玉ト ? ト 20 

袖ラデネイギツンユ
5 
10 
l 

339 
13. 9 
lZ 6 
43. 1 
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表4. 乳児院食事の脂肪服組成

fatty acid 

14: 0 

16: 0 

18: 0 

'18 : 1 

18: 2 

18: 3 

20: 0 

20: 1 

20: 2 

20: 3 

20: 4 

20: 5+ 22: 0 

22 : 1 

22: 6 

others 

unsat/sat 

PUFA/sat 

S : M : P(S=l) 

M 

P 

朝

13.2 

30.9 

12.0 

25.9 

7.1 

1.4 

tr 

2.4 

tr 

tr 

0.2 

0.8 

1.4 

4.6 

0.7 

0.16 

0.5 

0.2 

日

昼 タ 朝

5目2 4.0 9.4 

27.8 28.6 3l.4 

13.4 10.6 12.8 

37.0 3l.6 28.7 

8.7 18.0 11.7 

1.2 1.7 l.5 

0.4 tr 0.2 

1.1 tr 0.2 

tr 

。目l

。目3 2.8 0.2 

0.5 0.1 

0.3 

0.3 tr 

3.3 2.4 3.8 

1.0 1.3 。0.8

。目22 0.52 0.25 

0.8 o .7 0.5 

0.2 o .5 0.2 

II 日 III 日

昼 タ 朝 昼 タ
(% ) 

4.8 5.6 10.2 3.3 14.9 

26.4 25.1 33.0 39.6 17.7 

10.0 12.6 13.9 1l. 5 5.5 

33.4 27.5 27.4 24.4 20.2 

16.4 22.9 9.6 8.7 16.9 

3目。 2.9 1.4 l目l 3.9 

0.4 0.4 0.2 0.5 

0.7 0.1 tr tr 

tr 0.1 0.1 

tr 0.1 tr 

1.4 0.2 0.3 8.0 5目2

0.4 0.2 0.1 1.5 

0.4 1.4 

0.1 

2.5 2.4 3.6 3.3 12.4 

1.3 l目2 0.7 0.8 1.2 

0.50 0.59 0.20 0.33 0.67 

0.8 0.6 0.5 0.5 0.5 

。目5 0.6 0.2 0.3 0.7 

S， sat: saturated fatty acid， unsat: unsaturated fatty acid， 
P， PUFA: poly.unsaturated fatty acid， M: mono.unsaturated fatty acid 
tr: <0.1 % 

均 36.6%であり，これは栄養所要量の 1-2オ児の摂

取基準を上回る値であった.

乳幼児期は成長期であることから，エネルギーデンシ

ティの高い脂肪の供給を必要とするれアテローム'性動

脈硬化症の長期にわたる予防についても注意を配る必要

があり，そのためには脂肪酸要求を満たす多価不飽和脂

肪酸に富んだ適当な脂肪源を用いる必要があるとされて

いる 17) 今回の食事は施設という種々の制約下での献立

作製によるものであることを考慮しなければならない

が， SMP比，日本人の栄養所要量14)において目標とする

摂取比率に達していない食事が多くみられた.脂肪摂取

に関する限りでは，改善の余地のある食事であるといえ

よう.栄養上の欠陥は成長期に最も影響が大きいことか

ら，乳幼児の食事内容は十分に検討されるべきであろう.
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高速液体クロマトグラフィーによる食肉中のニコチン酸及び・ニコチン酸アミドの分析

大石充男ヘ大西和夫ぺ中村 5L. *，坂井千三*

High Performance Liquid Chromatographic Determination of Nicotinic acid 

and Nicotinamide in Meats 

MITSUO OISHIへKAZUOONISHド， HIROSHI NAKAMURA *and SENZO SAKAI* 

Keywords:ニコチン酸 nicotinicacid，ニコチン酸アミド nicotinamide，高速液体クロマトグラフィ-

high performance liquid chromatography，食肉 meat，アルミナカラムクロマトグラフィ- alumina 

column chromatography 

まえがき

ニコチン酸 (NA)及ぴニコチン酸アミド (NAA)は

食品添加物として種々の食品にビタミン強化剤として使

用されている叱また，両添加物は最近まで食肉製品の発

色剤である亜硝酸の代替品として用いられていたが，過

量の NAを使用した肉を摂食し一過性の食中毒を起し

た事例が報告されるなど，食品衛生上の問題となってい

た.昭和 57年に NA及び NAAは食肉並ぴに鮮魚介類

(鯨肉を含む)に使用することが禁止された2) それらに

関連して食品中における NA及び NAAの自然含有量

を正確に把握することが必要となってきた.

食品中の NA及ぴ NAAの分析法としては比色法汽

微生物定量法4Lカヌクロマトグラフィ一法51液体クロ

マトグラフィー (HPLC)法6-9)などが開発されている.

しか'LNA， NAAの分離分析，操作の簡易，迅速を考慮

すると HPLC法が最も適当な方法と思われる. HPLC 

f法による NA， NAAの分離分析にはイオンペア試薬を

用いる方法7.8)が報告されているが，本法は食品中の共存

物質の妨害による定量上の問題がある.

そこで著者らはこれら妨害物質の除去法並ぴにNA，

NAAをHPLCで分離分析する改良法を検討した.さら

に，その改良法で牛肉及ぴ豚肉における部位別の NA及

ぴ NAAの含有量を調査したのでそれらの成績を併せ

て報告する.

実験方法

1.試料都内の食肉処理場，小売庖及びスーパーよ

り入手した各部位別牛肉 45検体及ぴ豚肉 44検体を用

いた

2.試薬 テトラ n-フゃ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

アルミナカラム:カラムクロマトグラフィー用中性ア

ルミナ (Woelm社製)8 gをメタノールに懸濁させて内

径 2cm，長さ 30cmのクロマト管に充填しメタノール

20mlで洗浄した.

標準溶液:NA及び NAA(和光純薬特級品)を水に溶

かし 100μg/mlの濃度にした.

その他の試薬はすべて特級品を用いた.

3.装置 高速液体クロマトグラフ:日本分光工業開

製 TWINCLE

試料注入装置:レオダイン社製 7125型

検出器:日本分光工業側製 UVIDEC100 III型

4.試験溶液の調製細切した試料 10gをブレンダー

カップにとり，メタノール 50mlを加え 2分間ホモジナ

イズした後，抽出液を減圧ろ過した.残査をメタノール

で洗いこの洗液を先のろ液とあわせてメタノールで 100

mlとし，この 50mlをアルミナカラムに通し，さらにメ

タノール 40mlで溶出した.この溶出液を 500で2-3

mlまで減圧濃縮したのち， 5%メタノールを加えて 20

mlとし NAAの試験溶液とした.また，先のアルミナカ

ラムに 0.1M炭酸水素ナトリウム 50mlを流し，最初

の5mlはすで，次の 40mlをNAの試験溶液とした.

各試験溶液は 0.8μmのミクロフィルターでろ過して用

し、た

5. HPLCの測定条件カラム:Lichrosorb RP-18， 

*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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5μm (Merck社) 4 X300 mm，移動相:O.lM酢酸 NA， NAAをそれぞれ別々に溶離する方法を検討した.

ナトリウムー0.01M TBA 溶液(pH5，酢酸):メタノー (1) NAA アルミナカラムからの NAAの溶出溶媒

ル=10:2，流速:0.6 ml/min，測定波長:261 nm，感 としてメタノール，エタノール，酢酸エチルについて検

度:0.04 AUFS，ガードカラム:Unisil C-18， 10μm， 討したところメタノールによる溶出率が最良で、あった.

注入量:10μ1 Fig.2にメタノールを用いた洛出パターンを示す.NA-

結果と考察 Aはメタノール 28mlまでに完全に溶出されたが確実

1.分析法の検討 性を考慮し 40mlで溶出することとした. Fig. 1 Bに

1) 抽出及び HPLC条件試料からの抽出溶媒は抽 牛もも肉のメタノール抽出液をアルミナカラム処理した

出率，カラムクロマト処理を考慮してメタノールを用い 後のクロマトグラムを示す.

た.HPLC条件は種々検討した結果 NA， NAAの分離， (2) NA NAの溶出溶媒として炭酸ナトリウム，炭

感度の点ですぐれた ODS系カラムを用いイオンペア試 酸水素ナトリウム，水酸化ナトリウム，塩酸，硫酸の各

薬による HPLC法8)を用いることとした. O.lMの水溶液について検討した.その結果酸性溶液よ

2) クリーンアップの検討牛もも肉から NA， NA- り塩基性溶液の方がj容出率が良好で、あった.各塩基性溶

Aをメタノールで抽出し，抽出液をそのまま本法の HP- 液はいずれも同様の溶出率を示したが炭酸水素ナトリウ

LC条件で測定すると Fig.1 Aに示すよ 7に妨害物質 ムは他の 2者より HPLCの測定時における妨害ピーク

のため NAAの定量が不可能で、ある.そこでアルミナカ が少ないためこれを用いた 炭酸水素ナトリウム濃度は

ラムを用いるクリーンアップ法を検討した.しかし， 次のようにして決定した.各アルミナカラムに NAの1

HPLC 測定時の妨害となる共存物質を分離し NA及び mgを入れ 0.01，0.05，0.1，0.2，及ぴ 0.3Mの各炭酸

NAAを同時に溶出する溶媒に適当なものがないので 水素ナトリウム溶液 50mlを流したところ O.lM以上

A 

。 4 

Fig.1. 

B C 

NAA 

，..NAA 

8 12 16 20 。 4 8 12 16 20 。 4 8 12 16 20 
mln mi n 

Liquid chromatograms of beef extract 

(A)， before the alumina treatment 

(B)(C)， after the alumina treatment 

Beef extract was adsorbed on the alumina column and was eluted with methanol(B) and 

then with O.lM NaHC03(C) 

Conditions: column， LiChrosorb RP-18(4 x 300mm); solvent， methanol-acetate buffer(pH5) 

containing O.lM sodium acetate and O.OlM tetrabutylammonium hydroxide(2:1O); flow 

rate， 0.6 ml/min; detector， UV 261nm; sample size， 10μ~ sensitivity， O.04AUFS 

min 
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で良好な回収率を得ることができた.Fig. 3に NAの溶

出パターンを示す.NAはO.lM炭酸水素ナトリウム溶

液 28mlで完全に溶出した.また， HPLCの試験溶液の

メタノール含量が 10%以上になると HPLCの感度が

100 

(
渓
)
h 

‘・ω50  
2・o 
u 
4) 

a: 

。 10 20 30 

Elution volume (ml) 

Fig. 2. Elution pattern of NAA from alumina 

column with methanol 
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~ 

ヨ崎
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> 
o 
u 
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巴
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Elution volume 

30 

(ml) 

Fig. 3. Elution pattern of NA from alumina 

column with O.lM NaHC03 

悪くなるため 0.1M炭酸水素ナトリウムで溶出する時，

最初の 5mlをすて次の 40mlを用いた.Fig. 1 Cは牛

もも肉のメタノーノレ抽出液をアルミナカラム処理した後

の 0.1M炭酸水素ナトリウム溶出液のクロマトグラム

である.

(3) 検量線及び定量限界 NA，NAAの検量線は

10-200 ngの範囲で直線性を示した.本法による定量限

界は NAが1mg%， NAAが 0.5mg%であった.

(4) 添加回収実験牛もも肉及び豚もも肉に NA，

NAA各 5.0mg%の濃度で添加した時の平均回収率と

変動係数を Table1に示した.NA， NAAいずれも 90

%以上で良好な回収率を得た.また，変動係数は 4%以

下であった.

2.食肉中の NA，NAAの含有量牛肉及び豚肉の

40 NA， NAAの含有量について部位別(かた肉，かたロー

ス肉， もも肉，ロース肉，ばら肉，肝臓，心臓)に分析

40 

した結果を Table2に示した.NAAは牛肉及び豚肉と

も全ての部位から検出された.牛肉の NAAの含有量は

平均値で高い順に肝臓，心臓，もも肉，ロース肉，かた

ロース肉，かた肉，ばら肉であった.豚肉では肝臓，も

も肉，心臓ゅロース肉，ばら肉，かたロース肉，かた肉

の順であった.牛肉及び豚肉ともいずれの場合も肝臓に

多しそれぞ、れ 10.8-12.4mg %， 9.8-11.8 mg %で

あった.また，牛心臓では 5.8-10.5mg%であったが他

の部位では牛肉で1.7-5.8 mg %，豚肉では 3.5-7.6

mg%であった.一方 NAは牛肝臓の一部で1.3mg% 

検出されたのを除いて他の全てが本法の定量限界以下で

あった.したがって食肉から NAが多量に認められる場

合は人為的に添加されたものと考えられる.本調査によ

る試料のうち牛ロース肉に NAを34.3mg%検出され

たものがあったがこれは明らかに人為添加があったもの

と思われる.

Table 1. Recovery of NAA and NA Added to Round and Ham 

NAA NA 

Sample 
Added 

(mg%) Recovery噂 CV Recovery* CV 
(%) (%) (%) (%) 

Round 5.0 99.1 3.3 92.2 1.9 
Ham 5.0 97.0 3.2 96.4 0.9 

象:mean of 5 trials 

CV: coefficient of variation 
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Table 2. Content of NAA and NA in Beef and Pork 

NA NAA 

Mean(mg %):t SD Range(mg%) Mean(mg %):tSD Range(mg%) N 

ND 

ND 

ND 

4 .3:t 12.1 

ND 

0.3:t 0.5 

ND 

ND-34.3 

ND-1.3 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

5.0:t1.0 

5.5:t0.5 

6.2士1.0

5.6土1.3

5.6土0.7

10.5:t0.8 

6.0士0.8

3.5-5.9 

4.8-6.1 

4.4-7.6 

3.6-7.2 

5.1-6.7 

9.8-:--11.8 

5.3-7.2 

5

5

9

日

5

5

5

Beef 

Chuck 

Chuck loin 

Round 

Loin 

Plate 

Liver 

Heart 

Pork 

Picnic shoulder 

Boston butt 

Ham 

Loin 

Belly 

Liver 

Heart 

3.7:t1.2 

3.8土0.6

4.6:t0.9 

4.2:t1.1 

3.3:t0.9 

11.6:t0.6 

8.4:t2.4 

2.0-5.2 

2.9-4.3 

3.6-6.1 

2.5-5.8 

1.7-4.7 

10.8-12.4 

5.8-10.5 

庁

D

R

U

Q

d

白
u
n
k
u
R
U
F
h
u

N : number of samples 

SD: standard deviation 

ND: NA，<1.0mg% 
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まとめ

HPLCによる食肉中の NA及び NAAの分析法の検

討を行った.定量の妨害となる共存物質の除去はアルミ

ナカラムを用いるクリーンアップ法が有効で、あった.本

法による牛もも肉及び豚もも肉への添加回収実験では

すべて90%以上の回収率であり変動係数も 4%以下で

あった.また，定量限界はNAが1.0mg%， NAAが0.5

mg%であった.牛肉及び豚肉について部位別にNA及

びNAA含有量を調査したところすべての検体より NAA

が1.7-12.4mg%検出された.しかし， NAは牛肝臓の

一部に 1.3mg%検出されただけであった.

謝辞本研究にあたり試料収集に御協力いただいた東

京都衛生局食品監視課ならびに立川食肉センターの方々

に深謝いたします.
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1)石館守三監修:第四版食品添加物公定書解説書， B-
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食品の製造工程における細菌汚染の検討

洋生菓子について

神 真知子ヘ池島伸至ぺ新井輝義?

入倉善久ヘ坂井千コ$

Contamination of Microorganisms through the Manufacturing Process 

of Foods in the Case of Foreign-style Undried Confectioneries 

MACHIKO JIN*， NOBUYUKI IKEJIMA*，TERUYOSHI ARAIへ

YOSHIHISA IRIKURA *and SENZO SAKAド

Keywords:洋生菓子 foreign-styleundried confectionery，製造工程 manufacturingprocess，汚染源

contamination sources，細菌叢 microflora，衛生管理 sanitationcontrol 

緒 言

細菌学的立場からみた食品の安全性の確保および品質

管理上の指標として大腸菌群および一般生菌数の測定が

広〈実施されている.しかし，その対象は端的にいって

食品の流通過程における一点をとらえた検査の場合が多

し、

食品の細菌汚染防止対策を考える場合，それぞ、れの食

品の特性を配慮、して原料から製品，さらに消費までの一

貫した汚染経過を明らかにしておくことが理想的といえ

よう.

しかし，実際には前述の汚染経過を追うことは極めて

困難である.そこで著者らは食品の細菌汚染経過のなか

て最も重要と考えられる製造工程を取り上げ，これまで

に細菌汚染頻度が高いゆでめんおよび魚介類のねり製品

であるつみれについて検討してきた.

今回は，食中毒事例1)もあり，また一般に広〈流通して

いる洋生菓子を対象にその製造工程における細菌の汚染

経過ならびに，製品の保存等について検討を加えたので

その成績を報告する.

実験材料および方法

洋生菓子 1979-1983年の 5年間に東京都下多摩地

区で製造販売されていた洋生菓子 732件を対象に，採取

前の保管温度および時間を調査すると共に，細菌学的検

査を実施した.

製造工程の調査対象 製造工程の汚染源調査には，多

摩地区に存在する洋生菓子製造工場2社(以下A工場お

よぴB工場と称する)を選以それぞ、れの工場の製造機

械および器具類，施設，作業員の手指の拭き取り，なら

ぴに洋生菓子の原材料，中間製品，製品等を対象とした.

機械器具類，施設，従業員手指については定法2)1:.準じ，

約 100cm2を拭き取ったものを，その他の材料はそれぞ

れ適当量を採取した.

細菌学的検査採取した各種材料は定法3)に従って，生

菌数，大腸菌群数，黄色ブドウ球菌数，サルモネラおよ

びセレウス菌数を測定した.なお，生菌数は好気条件下

で20'C，3日間および 35'C，2日間の培養により求め

た

保存試験保存試験に供試した洋生菓子は，前述のA

およびB工場の製品を用いた.製品を滅菌 eva樹脂袋に

採取し，直ちに実験室に持ち帰り， 10'Cおよび 20'Cの恒

温器内に保存し経目的に細菌検査に供した.細菌検査項

目および方法は前記のとおりである.なお，恒温器内の

温度管理には， 12打点式自記温度記録計(タカラサーミ

スタ， R 117-3145， TXA同 36)を用いた.

菌株の分離および同定 各試料の生菌数測定を行った

標準寒天平板から試料 l件につき約 20集落ずつを無作

為に釣菌し，これらの菌株について， Vanderzantら4)の

分類法および Bergey'sManual引に従って菌属の同定を

行った.

結果

市販洋生菓子の販売状況および衛生

細菌学的検査対象として採取された市販洋生菓子の保

-東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町包 -16-25

* Tama Branch Laboratory， Tokyo MetropoIitan Research Laboratory of Public Health， 

16-25，Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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管温度および製造後経過時間を Table1および、2に示 64 %であり，その菌数は <10/g，101/gおよび 102/gを

した.保管温度は Table1に示すごとし明らかな例だ 中心に分布していた.なお，大腸菌群数が 102/gを超え

けでもその約 78%は6-15"Cで保管されていた.また るものは約 26%あった.

Table 2に示すように保管時間は製造後 24時間以内の 黄色ブドウ球菌か検出されたものは 732件中 9件で，

ものが 90%以上であった. その菌数は 102/gが8件， W/gが1件であった.黄色ブ

次に生菌数の分布を Table3に示した.生菌数は ドウ球菌陽性の洋生菓子の内訳はシュークリーム 4件，

103 
- 104/gを中心に分布していたが， 105/g以上が ショートケーキ 3件，エクレア 1件，レモンケーキ 1件

247件 (34%)で， うち 107/gを超えるものは 39件 (5 で，それらの保管温度，保管時間および生菌数はばらつ

%)あった. 1982年の収集検体の生菌数と保管温度およ きがみられ，特徴は認められなかった.

ぴ保管時聞のそれぞれの関係を Table4および5に示 洋生菓子製造工程の細菌汚染状況

した.Table 4に示すように，保管温度が 10"C以下でも 生クリームを使用する洋生菓子の製造工程は， Fig.l 

生菌数が 105/gを超えるものが 22件 (29%)あった.ま および、2に示すように，スポンジケーキ台を焼き上げる

た保管時間と生菌数についてみると，製造直後の製品 18 焼成工程，ホイップクリームを調製する非加熱の工程お

検体中 13検体 (72%)は 105/gを超え，うち 2検体は よびその後スポンジケーキ台にホイップクリーム等を飾

107/gであった. り付ける仕上げ工程の 3工程から成っている.

過去 5年間に取り扱った検体の大腸菌群汚染率は約 スポンジ焼成工程てすま， A工場およびB工場共焼き上

Table 1. Storage temperature of foreign-style undried confectioneries 

Storage 
1979 1980 1981 1982 1983 Total(均

temperature("C) 

。 。 3 4 。 。 7 ( 1.1) 

1-5 6 9 17 4 5 41 ( 6.7) 

6-10 53 46 114 40 30 283 ( 46.6) 

11-15 50 43 57 21 21 192 ( 31.6) 

16-20 3 1 2 9 2 17 ( 2.8) 

Room temp. 3 21 33 5 7 69 ( 11.3) 

Total 115 123 227 79 65 607 (100 

Table 2. Hours until examination of foreign-style undried confectioneries 

Hours until 
1979 1980 1981 1982 1983 Total(%) 

exammation 

-0 27 43 59 18 52 199 ( 27.2) 

1 -1 2 70 41 102 23 45 281 ( 38.4) 

1 3 -2 4 22 28 59 24 55 188 ( 25.7) 

2 5 -4 8 2 5 10 9 10 36 ( 4.9) 

4 9 - 。 5 4 。 。 9 ( 1.2) 

Unknown 。 10 3 5 19 ( 2.6) 

Total 121 123 244 77 167 732 (100 ) 
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Table 3. Viable count in foreign'style undried confectioneries 

Viable 

count/g 1979 1980 1981 1982 1983 Total(%) 

Less than 103 29 18 47 6 33 133 ( 18.1) 
103ー 31 30 61 14 36 172 ( 23.5) 
104ー 31 27 63 18 41 180 ( 24.6) 
105 - 24 21 44 19 32 140 ( 19.1) 
106 - 3 16 20 14 15 68 ( 9.3) 

107 and over 3 11 9 6 10 39 ( 5.4) 

Table 4. Viable count and storage temperature until examination (1982) 

Strorage temp.CC) 
Viable count/ g 

Less than 102 102 103
ー 104ー 105

ー 106ー 107ー 108_ 

1-5 2 2 

6-10 3 6 9 10 10 l 1 

11-15 1 5 5 5 l 4 

16-20 2 1 2 2 

Room temp. l l 2 1 

Table 5. Viable count and hours until examination (1982) 

Hours 
Viable count/ g 

Less than 102 102ー 103
ー 104- 105_ 106ー 107ー 108ー

。 3 2 8 3 2 

1-12 3 2 10 3 4 1 

13-24 7 5 3 5 2 1 

25-48 l 2 5 

Unknown 1 1 l 
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Making sponge cake I Maki昭 whippedcream 

Raw materials Raw materials 

spc* cfg村

Sugar 10 (一) Dairy product 'a' 

Flour 102 (一) Dairy product も'

Starch syrup 103 (一) Sugar 
Egg 10 (一)

盟註i!!g_
Dough 10. (+) 堕註並皇

旦生担豆 Whipped cream 

Sponge cake 10 (一)
Coolin!z 

Sponge cake 10 (一)

sp♂ cfg“ 
Short cak巴 102 (ート)

Fig. l. Process of making raw cream short cake at confectionery A 

*: Standard plate counting per gram 

叫: N umber of coliform groups per gram 

spc場

102 

103 

10 

103 

Making sponge cake 

Raw materials 

Making whipped cream 

Raw materials 

Egg 

Flour 

Starch syrup 

Milk 

Salad oil 

Sugar 

盟並並皇
I Dough 

E生担皇
I Spo暇叫e

E旦ling

Sponge cake 

spc本 cfg** 

103 (+) Dairy product 

103 (一) Granulated sugar 

10. (一) Essence of vanilla 

102 (一)

10. (十)。 (一)

盟註恒三
*** Whipped cream 

w (-) 

10 (ー)

Making final product 

spc* cfg** 

Short cake W (+) 

Fig. 2. Process of making raw cream short cake at confectionery B 

*: Standard plate counting per gram 
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(一)
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(一)
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がったスポンジケーキ台の生菌数は1Ql/gで大腸菌群お

よび黄色ブドウ球菌は陰性であった.

ホイップクリーム調製工程および仕上げ工程の場合

は， A工場と B工場とでは若干の差が認められた.すな

わち， A工場の場合は，ホイップクリームの原料として

乳等を主原料とする食品(乳主原と略す)を 2種類使用

しており，生菌数はそれぞ、れ 102/g，1O'/gのオーダーで

あったカ九大腸菌群および黄色ブドウ球菌は陰性であっ

た.また，調製されたホイップクリームについては生菌

数が1O'/gで大腸菌群陽性，黄色ブドウ球菌は陰性であ

った.なお，このホイップクリームを用いて調製された

製品は生菌数が 102/gで大腸菌群陽性であったが，黄色

ブドウ球菌は陰性であった.

B工場の場合は，成分規格のある乳製品を使用してお

り，その生菌数は 10'/gであったが，大腸菌群および黄

色ブドウ球菌は共に陰性であった.しかし，調製後のホ

イップクリームは生菌数が 103/gオーダー認められ，大

腸菌群も陽性であった.また，これらを使用してでき上

がった製品は前述の調製後のホイップクリームと同様の

結果であった.

次に，これらの工程で使用される器具類およひ施設の

一拭き取り当りの成績のうち，細菌汚染度の高かったも

のは， A工場では生菌数が104および大腸菌群陽性のボ、

ール，生菌数が 105，大腸菌群陽性のゴムベラおよび生菌

数が 105であったが大腸菌群陰性の絞り袋であった.さ

らに施設の水道栓の生菌数が 107で大腸菌群陽性，洗浄

済み器具類をのせるステンレス製棚の生菌数が 106-107

で大腸菌群も陽性であった.従業員の作業中の手指の生

菌数は 102-105で7人中 2人は大腸菌群陽性であった.

B工場の場合は，ホイップクリームの調製に使用され

るミキシングボールの生菌数が 103で大腸菌群陽性，ゴ

ムベラは生菌数が 106，大腸菌群陽性，絞り袋は生菌数が

105，大腸菌群陽性，飾り付けが終了した後で使用される

スポンジ分割器の生菌数が 10<'大腸菌群陽性であった.

また，施設の水道栓と湯沸器の水栓の生菌数はいずれも

105認められ，大腸菌群も陽性であった.飾り付け用作業

台の生菌数は 105であったが，大腸菌群は陰性であった.

さらにミキサ一変速機レバーの生菌数は 10¥ 大腸菌群

陽性であった.

一方，従業員 5名の作業中の手指の生菌数は 104-105

で1名は大腸菌群陽性であった.なお，今回調査に供さ

れたA，B両工場より採取された検体から黄色ブドウ球

菌は検出きれなかった.

洋生菓子の保存試験における生菌数と細菌叢の変化

一般に食料品は製造されてから消費者に渡るまで，か

なりの時聞が経過している.これは洋生菓子においても

例外ではない.そこで，この経過時間すなわち製造後庖

頭等に保管されている聞に，製造過程で汚染した細菌が，

どのように増加していくかを検討した.

AおよびB工場より，それぞれ生クリームを用いた洋

生菓子とカスタードクリームを用いた洋生菓子を採取

し， 10'Cおよび 20'Cの温度条件下に保存して生菌数と細

菌叢の変化を検討した.その結果は Fig.3，4に示すご

とく， 20'Cで保存された場合，両工場由来の 2製品はい

ずれも生菌数の増加が著明であった.すなわち生クリー

ムを用いた洋生菓子では， A工場由来のものが，製造後

24時間以内に， 1O"/gから 104/gに， 2日間の保存で

108/gに達した. B工場由来のものは， 24時間以内に

103/gから1Q1/gに達した.

また，カスタードクリームを用いた製品での生菌数の

変化は，生クリームを用いた洋生菓子の成績と，ほぼ同

様の傾向であった.

一方， 10'Cで保存した場合の生菌数は， 2日聞の保存

まではすべての製品とも W/g以下であった.しかしな

がら保存期間が長くなるにしたがって，生菌数は増加し，

6日以降では全て W/gに達した.

次に， 20'Cに保存した場合の細菌叢の変化を検討した

成績を Fig.3および4に示した.

Fig. 3は，生クリームを用いた製品についての成績

で，製造直後のA工場由来品では Yeastが，また， B工

場由来品では， Streptococcusが主体であった. B工場

由来品ではその後も一貫して Streptococcusが優勢であ

ったのに対し， A工場由来品の場合は，時間の経過と共

に優勢菌の変遷が認められた.保存 24時間後にはすで

にYeastは急激に減少し，それに代わって Entero-

baclerおよび Bacillusが優勢となった.保存 2日後で

は，Enterobaclerが増加しそれ以降は Streptococcus，

Micrococcus以外のグラム陽性球菌が優勢となった.

Fig.4は，カスタードクリームを使用した製品の細菌

叢の経時変化で" A工場の製造直後の製品における細菌

叢は， YeastおよびBacillusが主体であった.しかしな

がら， 24時間以降では Enterobaclerが急激に増殖し，そ

の後腐敗するまで同菌属が優勢でトあった.またB工場の

製造直後の製品では Yeastが上位を占め，保存 24時間

後では Yeastに加え Streptococcusも優勢となり，それ

以降では Yeastは減少し，腐敗するまで Str，ψtococcus
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が優勢を示した.

考察

食品の媒介する細菌性疾患の発生を防止するための一

貫した食品の衛生管理を進めようとする場合，それぞれ

の対象食品について，原料から製品に至るまでの細菌の

汚染源および、汚染経路を十分に把握しておくことが大切

である.

我々はすでに市販流通食品のなかで，細菌汚染度が高

いか，あるいは汚染の機会が高いと推測される食品を対

象に特に製造工程における細菌汚染を検討し，その予防

対策等を指摘してきた6ベ
本報では製品の細菌汚染度の比較的高いと指摘されて

いる洋生菓子を取り上げ，流通過程における保管温度と

時間，さらに 2つの洋生菓子製造工場をモデルとして，

製造工程における細菌汚染の実態を追求した.

その結果から，いくつかの汚染源が明らかにされたが，

特にA工場の場合は，既に原料の乳主原の生菌数が 102

-103であって，この汚染がそのまま製品につながってい

ることが判明した.したがって，原料の細菌汚染対策が

重要で、あり，この点についてはすでに金子ら田も同様な指

摘をしている.

なお，使用器具類の細菌汚染の号タ響については，B工

場の場合に顕著にみられた.すなわち，ホイップクリー

ムの原料である生クリームはいずれも生菌数 101!gのオ

ーダー，大腸菌群陰性であるのに，加工されたホイッブ

クリームは生菌数が 103!gオーダーに増加し大腸菌群

も陽性となった.このホイップクリームの汚染度はその

まま製品の汚染度を決定している.したがって，製品の

細菌汚染を減少させるには，ホイップクリーム調製工程

で直接使用される器具類の衛生状態の改善が必要であ

る.また，飾り付け工程で使用される絞り袋，スポンジ

分割器，施設の水道栓，ステンレス製棚および作業従事

者の手指の汚れについても同様に衛生管理を必要とす

る.以上の諸点について確実に管理が実施されれば， B 

工場で製造されるショートケーキの予想される細菌汚染

度は生菌数 101!gのオーダー，大腸菌群陰性となるであ

ろう.

本食品は，無菌的でない原料生クリームを非加熱のま

ま加工し，製品の成分とすること，また使用器具類や作

業従事者の手指の細菌汚染を完全に排除することが非常

に難しい現状であることから，ある程度の細菌汚染は避

けられない.また，本食品は成分上，栄養価に富み，細

菌にとっては絶好の増殖の場となる.ところで洋生菓子

の場合，今回の調査成績から明らかな様に，保存時間が

?γ 

25時間を越える場合や，保管温度については 16-20.C

や室温の場合がみられ，製品の生菌数は製造直後であっ

ても WS!gを超える場合が半数を超えている.

今回の保存実験の結果では，生クリームおよびカスタ

ードクリームを成分とする洋生菓子は，いずれも 20.C

で保存した場合，生菌数の増加はわずか 12時間で約 10

倍， 18時間で 100-1，000倍であって， 10.Cでイ呆存した

場合は，たとえ 48時間後でもほとんどそのままの菌数

であった.20.Cで保存した場合には，細菌の増殖に伴な

い，短時間のうちに優勢菌の遷移がみられた.A工場の

製品では品目が異なっていても Enterobacterが， B工

場のカスタードクリームを成分とする洋生菓子では

Streptococ.cusがそれぞ、れ対数増殖期において優勢を示

している.これらの菌数は B工場の生クリームを成分と

するショートケーキの例を除いて 3例とも，製造直後の

製品では汚染菌のごく一部であった.したがって洋生菓

子の汚染度はけっして高くはないが，食中毒を起す黄色

ブドウ球菌の汚染は，保管の仕方によっては増殖し，優

勢菌となり得ることが十分に予測される.

以上， ~羊生菓子を対象に原料，製造工程および製品の

保管における細菌汚染の問題点について触れ，また同時

に本食品の衛生管理の方法についても述べてきた.しか

し，この方法論を実践に移すには，製造者個々の衛生思

想の高揚，衛生管理体制の組立て，衛生管理者の養成，

作業従事者の教育等を速やかに実施していくことが望ま

れる.

まとめ

1.東京都下多摩地区内の洋生菓子製造販売庖の市販製

品732件を対象に保管温度および保管時間を調査し，併

せて細菌学的検討を加えた.

市販製品の保管温度状況は製品の約 46%が 6-1O"C 

に，約 31%が1l-15.Cに保管きれていた.また保管時間

は90%以上のものが製造後 24時間以内であった.これ

らの生菌数は 103-104!gを中心に分布しており， 105!g 

を超えるものが約 34%であった.また，大腸菌群陽性率

は約 64%と高<.黄色ブドウ球菌陽性率は1.2%であ

った

2.洋生菓子製造の 2工場を対象に製造工程上における

細菌汚染状況を検討した結果，次の点が明らかになった.

1) 非加熱のまま使用される原料の生クリームに

102-103!gの生菌数の存在はまれでなく，そのまま製品

の汚染源となっている.

2) 製造工程で使用される施設，器具類のなかで汚染

頻度の高いものは， AおよびB工場とも水道栓，ゴムベ
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N02と03の長期複合暴露によるラットの肺の病理組織学的変化

寺田伸枝ぺ池田真悟ヘ福 田雅夫ぺ遠藤圭子傘

大津誠喜ヘ鈴木孝人 ヘ 溝 口 勲事

Pathological Changes in Lungs of Rats After Long-Term Exposure 

to Mixtures of Nitrogen Dioxide and Ozone 

NOBUE TERADAへSHINGOIKEDA事， MASAOFUKUDA*， KEIKO ENDO* 

MASANOBU OHSA W A *， T AKAHITO SUZUKIホandISAO MIZOGUCHI* 

The pulmonary response of rats exposed to 0.15 ppm nitrogen dioxide (N02) ， 0.1 ppm ozone (03) 

and mixtures of 0.1 ppm 03 and 0.15， 0.3 ppm N02 respectively was observed after the continuous 

exposure for 1， 3， 6， 12 and 18 months by light and electron microscopy. 

Rats exposed to 03 showed slight hypertrophy and injury of cilia in the walls of alveolar ducts 

and neighboring alveoli. These changes almost disappeared after 6-month exposure. After expo網

sure to 03 for 12 months， a significant hypertrophy in the epithelium of the bronchiole was observed 

again. After 18 months， however， no histological changes were detected. 

There were some differences observed in the changes caused by the exposure to single 03 and 

to the mixture of N02 and 03・Thelesions of the pulmonary tissues by the combined exposure were 

more persistent than those by the single exposure. After exposure for 18 months， hypertrophy and 

increase of Type II cells and loose contact of capillary endothelial cells with basement membrane 

were observed. Siderophile cells were also detected in the alveolar space and the walls of alveoli. 

Keywords : pathological changes， lungs， rats， long-term exposure， N02， 03， mixtures， hypertrophy， 

capi1lary erdothelial cells， siderophile cells. 

緒言

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

の生体景タ警に関する研究も数多くなされている.動物実

験も， 長期吸入実験を含めて少なくないが1.2}， 比較的

低濃度領域において，暴露量と病変の進展を長期間にわ

たって系統的に検討した実験は稀である.また，他の大

気汚染成分との共存下における N02の毒性に関する研

究は，Freemanら3)，Y okoyamaら4)の報告等少数のみ

である.

N02の生体影響を評価するには，種々の条件下におけ

るN02の最少有効濃度を決定するに必要な濃度範囲お

よび暴露期間を取扱った実験，並びに生化学的・生理学

的・組織学的な検討，更にこれらの結果を相互に関連づ

け得る系統的な研究が必要と考える.

著者らは，以上のような観点から，低濃度領域におけ

るN02の短期・長期暴露実験， また，N02と，N02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

した暴露実験を実施してきた5ベ
本報告は， 03左複合する N02濃度を，その影響が光学

顕微鏡(光顕)下で検出し得る濃度，すなわち最少有効

濃度限界まで下げた長期複合暴露実験を行い，その結果

得られたラットの肺の病理組織学的変化について検討し

たものである.

方法

5週令のF344/DuCrj雄ラット(日本チヤールス・リ

バー)を用いて， 0.1 ppm03に単独暴露した群， 0.15， 

0.3ppmのN02に各々O.lppmの03を複合して暴露し

*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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た2群， 0.15ppmのN02に単独暴露した群，および対

照群の 5群にわけ， 1， 3， 6， 12， 18ヶ月間の連続

暴露を行った.03は1日8時間(8: 00一16:00)， N02 

は終日暴露で，暴露実験に用いられた吸入装置および、実

験条件は前報と同様である 7) 動物は，全面がステンレス

のケージに 10匹づっ収容し，飼料は固型飼料(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

fこ.

病理学的検索用の試料は，各群 100匹の中から無作為

に4匹を選ぴ，ネンブタール腹腔内注射による深麻酔下

で関胸し，気管支から 2.5%氷冷ク、ルタールアルテゃヒド

固定液を注入し，再拡張固定を行った.再拡張固定した

左肺中央部から 2片の水平断切片を採取し，透過型電子

顕微鏡(電顕)およぴ光顕用試料とした.電顕用試料は，

常法に従ってオスミウム酸で二重固定をし， Epon包埋，

薄切，錯酸鉛・ウラニル重染色を行って観察した(日本

電子KK製 JEM-I00Bを用いて鏡検).光顕用試料は，上

記の他に肺の各葉から採取し，パラフィン包埋切片を作

成し，へマトキシリン・エオジン染色 (H'E染色)およ

びベルリン背による鉄染色を行って観察した.

結 果

1. 0.15 ppm N02単独暴露群

実験期間中，いずれの時期においても光顕所見では対

照群との差違が認められない.また，鉄反応陽性の細胞

も認められない (Fig.1， 2， 3， 4). 

II. 0.1 ppm 03単独暴露群

1) 1ヶ月暴露群 気管支系の変化は全体的に軽度で、

あり，中等大気管支では，上皮細胞の局所的な肥大が認

められ，末梢気管支では通常みられる突出した細胞が減

少する傾向にある.肺胞領域では，肺胞壁の不規則な幅

の増加と，単核の大型の細胞の増多が認められる (Fig.

5， 6)， 

2) 3ヶ月暴露群 1ヶ月暴露群に比べ，気管支系に

おける諸変化には進展が認められる.すなわち中等大気

管支上皮細胞の局所的な肥大と，核の配列の不整，さら

に末梢気管支では突出した細胞の減少に加えて，上皮細

胞の肥大が認められる.これらの諸変化は，肺のほぼ全

域に拡がっている.肺胞領域では，ぴまん性に細胞の増

多がみられるが，その程度は， 1ヶ月暴露群より軽<， 

肺胞壁の肥厚も軽度且つ散在である (Fig.7， 8). 

3) 6ヶ月暴露群 3ヶ月暴露群にみられた中等大気

管支上皮細胞の肥大性変化，および肺胞領域における細

胞の増多，並び下こ肺胞Eまの肥厚はほとんど認められず，

末梢気管支の上皮細胞の軽微な肥大性変化のみが少部分

に認められる程度である (Fig.9， 10). 

4) 12ヶ月暴露群 中等大および末梢気管支の上皮

細胞の肥大性変化が認められ，これらの気管支系の変化

は， 3ヶ月暴露群よりやや強い傾向にある.しかし， 1， 

3ヶ月暴露群に認められた肺胞領域における細胞の増多

と肺胞壁の肥厚は明らかではない (Fig.l1， 12). 

5) 18ヶ月暴露群 12ヶ月暴露群に認められた気管

支系の変化は軽度になり，肺胞領域における変化も明ら

かではない (Fig.13，14). 

電顕所見では， 1型細胞の障害， II型細胞の増加，脈

胞壁の毛細血管内細胞の変化等は明らかではない (Fig.

25). 

ベルリン青による鉄反応を行ったところ， 18ヶ月暴露

群では，きわめて弱い陽性を示す細胞が，肺胞腔内に少

数認められる (Fig.27).

III. 0.3 ppm N02と0.1ppm 03による複合暴露群

1) 1ヶ月暴露群 気管支系の変化は， 03単独暴露群

より軽度で‘ある.末梢気管支では突出した細胞の減少と，

軽度の肥大性変化が認められる.肺胞領域における細胞

の増多がぴまん性に認められ，その程度は 03単独暴露群

と同様である (Fig.15，16). 

2) 3ヶ月暴露群 1ヶ月群に比べ，気管支系におけ

る諸変化はやや進展し，中等大および末梢気管支の局所

的な肥大性変化が認められる.しかし，これらの変化は，

03単独暴露群の場合より弱い.肺胞領域の細胞の増多

は， 1ヶ月暴露群より減少しているが，肺胞壁の幅の増

している部分も認められる (Fig.17，18). 

3) 6ヶ月暴露群 3ヶ月暴露群に認められた諸変化

は， 03単独暴露群の場合と同様に，消失する傾向にある

(Fig. 19， 20). 

4) 12ヶ月暴露群 中等大および末梢気管支の上皮

細胞の肥大が局所的に認められ，これらの変化は 3ヶ月

群より強いが.03単独暴露群より弱い傾向にある.肺1包

領域における変化は明らかではない (Fig.21，22). 

5) 18ヶ月暴露群 12ヶ月群で認められた，気管支

系における上皮の肥大性変化は， 18ヶ月群においても向

程度の強きで認められる (Fig.23，24). 

電E期庁見では，臆大し，数も増加したII型細胞が認め

られる.また肺胞壁の毛細血管においては，内皮細胞と

基底膜との密な結合が失われ，両者の問に空隙様の部分

を生じている.この所見は，血液の液体成分の基底膜側

への漏出を示唆するが，それに対応した内皮細胞自体の

変化は未だ明らかではない (Fig.26).

ベルリン青による鉄反応を行ったところ， 18ヶ月暴露
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群では，血鉄細胞の出現が目立ち，これらは肺胞腔内と 景タ響には，その主たる作用部位の他，病変の推移におい

肺胞壁の内面に存在し，さらに一部は間質内に認められ でも差違があると考えられた.

る (Fig.28). N02と03による複合暴露群では，暴露 12ヶ月後まで

IV. 0.15ppm N02と0.1ppm 03による複合暴露群 は，03単独暴露群とほぼ同様の病変の推移が認められ

1) 1， 3ヶ月暴露群 気管支系における上皮の変化 た.すなわち，暴露3ヶ月後までは，気管支上皮細胞の

はごく軽微であり，光顕所見では対照群との差が明らか 肥大性変化と肺胞領域における細胞の増多が認められた

ではない.肺胞領域における肺胞壁の肥厚が局所的に認 が，暴露6ヶ月後には，これらの変化は消失する傾向が

められ，また細胞の増多が，軽度ながらぴまん性に認め みられ，暴露 12ヶ月後には，再び気管支系を中心とした

られる. 病変が成立していた.暴露 18ヶ月後では， 03単独暴露群

2) 6ヶ月暴露群 気管支系，肺胞領域とも他の暴露 と異なり，気管支上皮細胞における肥大性変化が 12ケ

群と同様に，変化は明らかではない.

3) 12ヶ月暴露群 気管支上皮細胞に軽度な肥大性

変化が認められる. 3ヶ月暴露群よりは強い変化である

が 03単独暴露群，0.3 ppmN02と0.1ppm03による複

合暴露群のいずれの群よりも弱い変化である.

4) 18ヶ月暴露群 12ヶ月群に認められた気管支上

皮の変化は，末梢気管支においてはぽ同程度の強きでみ

られる.しかし 0.3ppmの N02を複合した群に比べる

と，~~ぃ変化である.

鉄反応を行ったところ，血鉄細胞が肺胞腔内に少数認

められる.

考察

本実験て'.， 0.15 ppm N02の単独暴露による変化は，実

験期間中，いずれの時期においても，光鎖所見では明確

ではなかった.このことは，前報において，N02tこよる

光顕的な形態学的変化の認められる最少有効濃度限界

は， 0.3-0.5 ppmとした著者らの結果5)を裏つ1ナるもの

である.

0.1 ppmの 03単独暴露による変化としては，暴露3

ヶ月群では，気管支上皮細胞の肥大性変化と，肺胞領域

における細胞の増多がみられ，暴露6ヶ月群では，これ

らの変化は明らかではないが，暴露 12ヶ月群では，再び

気管支系の変化が出現し，暴露 18ヶ月群では，対照群と

の間に差違が認められなかった.低濃度の 03による長期

暴露実験の報告は少なしまたそのほとんどが03による

一過性の変化に関するものである帥.本実験では，低濃度

の 03により ，18ヶ月の暴露期間中に軽度の病変の出現

と消失がくり返されること，また肺胞領域における細胞

の増多は，気管支系における変化と異なり，暴露の初期

にのみ顕著で・あることが認められた.すでに報告したよ

うに，低濃度の N02暴露の場合，まず初期反応が認めら

れた後，微弱な変化が長期にわたって持続し，時間の経

過とともに，定型的な，より進展した病変が成立する 5)

このことから，低濃度の N02および 03の生体に及ぽす

月後とほぼ同程度の強きで認められた.また，肺胞領域

においても，電顕所見では，毛細血管の変化が認められ

たが，この変化は，血管透過性のこう進を生じる可能性

を示唆しており，光顕所見で認められた肺胞壁の肥厚と

関連すると考えられた.

低濃度の N02による定型的な病変として，気管支上皮

細胞の軽度の肥大性変化があげられ，肺胞領域の変化は

光顕所見では確定し難いこと，暴露 12ヶ月後の病変は，

3ヶ月後の場合よりむしろ弱いことを報告したベ一方，

03は N02より毒性が強 <， N02よりさらに肺の深部まで

侵すこと等3.6)が報告されている.このことから，本実験の

複合暴露群の 12ヶ月後までの病変には， 03の関与する

ところが大きいと考えられる.

また，複合暴露 18ヶ月後に認められた気管支および

肺胞領における変化は，暴露 12ヶ月までの変化が主に

03によって引き起こされた可能性の強いことから，0.3 

ppmという低濃度の N02を複合したことによって，03 

による病変の増強あるいは修複の遅延が生じたとも考え

得る.しかし，0.4 ppmの N02単独暴露の場合，18ヶ月

で軽微な， 27ヶ月で軽度の定型的病変を認め，電顕所見

での平均肺胞壁厚は， 18ヶ月から上昇傾向を示すことが

報告されている叫.また，著者らが先に行った N02の単独

暴露実験の鉄反応では，暴露 12ヶ月まではいずれの群

とも陰性であったが， 18ヶ月の 1ppm暴露群に顕著に

認められ， 0.3 ppm暴露群では，陰性であった叱この鉄

反応陽性の血鉄細胞は，柿胞毛細血管の血流障害等によ

る赤血球の崩懐を示唆していあと考えられた.これらの

ことから，低濃度の N02単独暴露によっても暴露期間の

延長に伴って病変が進展し，肺胞領域にも変化の生じる

ことは明らかである.本実験においては，血鉄細胞は，

暴露 12ヶ月後までは，いずれの群とも陰性であったが，

18ヶ月後に，複合暴露群では肺胞腔内と肺胞壁の内面に

多数認め， 03単独暴露群てすま，きわめて微弱に，N02単

独暴露群では陰性であった.以上のことから，微弱なが
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ら進行していた 0.3ppmという低い濃度の N02の影響

が"03を複合することによって強められ，暴露 18ヶ月後

に至ってはじめて表われてきたとも考えられる.

短期複合暴露実験では，複合群と単独群の影響の違い

は，暴露 30日後より明らかになったが6L本実験におい

ては，暴露 18ヶ月後に認められた.このことは，低濃度

暴露による気管支系および肺胞領域における病変の畜積

性，加令による反応性の違いが10，11.12)関連すると思われ，

この 2つの観点からさらに検討を要する問題である.

暴露 12ヶ月までの複合群と単独群の病変の強さを比

Environ. Health. 26， 209， 1973 

9)竹中参二ら:国立公害研究所研究報告， 15， 171， 

1980 

10) Kyono， H. and Kawai， K. : lnd Health， 20， 73， 

1982 

11) Cabral-Anderson， L. J. ， Evans， M. J. and Free-

man， G.: Eゅ• Mol. Pathol. ， 27， 353， 1977 

12) Evans， M. J. ， Cabral-Anderson， L. J. and Free-

man， G. : Exp. Mol. Pathol. ， 27， 366， 1977 

Explanation of figures 

較すると，気管支および肺胞領域のいずれの部位におい Fig. 1 Light micrograph of bronchial epithelium 

ても， 03単独群の方が，複合暴露群より強〈認められた ofthe control rat (x 400). 

しかし，前報で，複合した N02濃度の高い暴露実験にお Fig. 2 Light micrograph of terminal airway from 

いては，複合暴露群の方が 03単独暴露群より気管支系に the control rat (X 100). 

おける変化はいずれの時期においても強〈認められたこ Fig. 3 Exposure to 0.15ppm N02 for 3 months. 

と，および肺胞領域における変化は，単独暴露群より弱 No definite change (X400). 

い時期のあることを報告した剖.これらの結果から考察す Fig. 4 Same treatment as Fig. 3. No remarkable 

ると，汚染ガスを複合することが必ずしも肺の各部位 alteration (X 100). 

の病変を増強するわけではないこと，また，病変の強さ Fig. 5 Exposure to O.lppm 03 for 1 month. Loss 

は，各汚染カスの作用部位の違い，暴露期間，また複合

する各汚染ガスの濃度と比率，複合したガスの相E反応

or shortenin of cilia and hypertrophy of 

bronchial epithelium (X 400). 

によって生じる成分等に依存するものと考える Fig.6 Same treatment as Fig. 5. Slight hypertro-

(本研究は昭和 58年度当研究所調査研究課題「複合大 phy in the epithelium of terminal airway. 

気汚染に係わる健康影響調査に関する研究」として実施

し，その概要は大気汚染学会第 24回 1983年 11月で発

表した.)
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phy in the epithelium of terminal airway. 
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The cellularity and thickening in the wa日 Fig.21，22 12 months exposure to a mixture. Hyper-

lls of alveolar ducts and alveoli are not trophy in the epithelium in part( X 100). 

clear (X100). Fig.23，24 18 months exposure to a mixture. The 

Fig. 13 18 months exposure to O.lppm 03. Bron-

chial epithelium seemed almost normal 

(X100). 

Fig. 14 Same treatment as Fig. 13. N 0 definite 

change (X100). 

pulmonary lesions persist. Compare with 

Fig. 13 and 14 (X100). 

Fig. 25 Electron micrograph of alveoli after 18 

months of exposure to O.lppm 03. No de-

finite change (X 1500). 

Fig. 15.16 Exposure to a mixture of 0.3ppm N02 and Fig. 26 Electron micrograph of alveoli after 18 

O.lppm 03 for 1 month. Silght hypertrophy 

of bronchial epithelium. Changes are mi-

lder than that shown in Fig. 5(X400). The 

walls of alveolar ducts and neigh boring 

alveoli increased cellularity (X 100). 

months of exposure to mixture. Hypertro-

phy and increase of Type II cells. Loose 

contact of capillary endothelial cells with 

basement membrane were observed (X 

1500). 

Fig. 17，18 3 months exposure to a mixture. Hyper- Fig. 27 Alveolar walls after 18 months of expo-

trophy in the epithelium of bronchial epi- sure to O.lppm 03. Little positive cells 

thelium in part (X400). The walls of alve- were detected (X100) 

oli increased cellularity and thickening Fig. 28 Light micrograph of alveoli after 18 mon-

spora dically (X 100). ths of exposure to a mixture. Siderophile 

Fig. 19，20 6 months exposure to a mixture. The epi-

thelium seemed almost normal (X 400， X 

100). 

cells were shown by blue stained with Ber-

lin blue in the alveolar space and the wa-

lls of alveoli (X 400) 
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肺中の AngiotensinConverting Enzyme活性に及ぼす N02暴露の影響

鈴 木 孝 人 へ 寺 田 伸枝ヘ池田真倍率

大津誠喜ヘ遠藤圭子ぺ溝口 勲*

Effect of N02 Exposure on the Activity of 

Angiotensin Converting Enzyme in Lung 

T AKAHITO SUZUKド， NOBUE TERADA *， SHINGO IKEDA * 

MASANOBU OHSA W A *， KEIKO ENDO* and ISAO MIZOGUCHI* 

Rats were exposed to 8 ppm nitrogen dioxide (N02) for 1， 2 and 4 weeks. The activity levels 

of angiotensin converting enzyme (ACE) in the lung， the supernatant of broncho句alveolarlavage 

fluid (BALF)， BALF ceIls and the serum were determined. The lactate dehydrogenase (LDH) 

activities in BALF supernatant and BALF ceIls， the albumin content in BALF supernatant and the 

histopathological change of the lung were also examined. 

The increase of activity levels of ACE in the lung and BALF supernatant was observed during 、

N02 exposure. ACE activity in BALF ceIls reduced at 1 and 2 weeks， and it returned to the control 

level at 4 weeks. Both the ACE activity in the serum and albumin content in BALF supernatant 

remained unchanged. LDH activity in BALF supernatant increased and that in BALF ceIls feIl 

during N02 exposure. The number of BALF ceIls increased during N02 exposure. Histopat-

hological changes observed in N02-expos巴drats after 2 and 4 w巴eksof exposure were foIlowing: 

thickening of the waIls of the alveolar ducts and neighboring alveoIi due to an increased number of 

mononucIear ceIls; deposition of coIIagen fibers stained by the Azan-MaIlory method; and increase 

in the number of monocyte appeared to be alveolar macrophage in alveolar space. 

These results suggest the foIIowing: N02 exposure enhanced conversion of angiotensin in the 

lung; the increased ACE activity in BALF supernatant is not due to the enhancement of capiIlary 

permeability but due to the destruction of alveolar macrophage; and the functional disorder of 

alveolar macrophage is responsible for the decreased activities of ACE and LDH in BALF ceIIs. 

Keywords: nitrogen dioxide， rat， lung， broncho-alveolar lavage fluid， alveolar macrophage， serum， 

angiotensin converting enzyme， lactate dehydrogenase， albumin 

緒言

N02の暴露により，肺の上皮細胞の傷害1-8時間質の線

維化9-13)などの形態学的変化が生じることは数多く報告

されている.血管内皮細胞に対する影響については，河

野と林叫がラットに 20ppm N02を20時間暴露または

0.5 ppm N02を2ヶ月間暴露後に，肺の血管内皮細胞に

大小多数の pinocytoticvesicleが出現することを電顕

的に確認しており，同じく， Guidottil4
)がピーグル犬に

37 ppm N02を4時間暴露後，血管内皮細胞内には pino-

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

cytotic vesicleの増加と血管内皮細胞の拡張を計測形

態学的方法によって確認した報告のみしか見当らない.

また，生化学的には， SherwinとRichtersl5)Iこよって，

暴露前に3Hで標識した血清を静脈注射したマウスに 4

-7 ppm N02を 14日間または 8ppm N02を9日間暴

露後，その気管支ー肺胞洗浄液(broncho-alveolarlava-

ge fIuid， BALF)中の3Hをカウントしたところ，その

カウント数が上昇することが報告されている.彼等はこ

のことから肺毛細管の透過性充進と血管内皮細胞の傷害

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， Tokyo， 160 ]apan 
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が生ずることを示唆している.更に，寺田ら川はラットに

1 ppmN02を12ヶ月間暴露したところ，肺の間質内及

び肺胞腔内にヘモグロビンのへム鉄由来と考えられるベ

ルリンブルー鉄染色による陽性部分の増加を認めてい

る.しかし，血管内皮細胞に及Ir-す N02の作用の解明は

いまだ不充分で、あると思われる.そこで，本研究では，

動物種によって多少分布は異っているが共通して肺組織

中に強い活性を有し17L更に，肺では血管内皮細胞の膜表

面に局在することが分っているは叫Angiotensin Con-

verting Enzyme (ACE)を指標として N02の血管内皮

細胞に及ぼす影響を検討してみた.

ACEは 10個のアミノ酸残基よりなる不活性型のア

ンジオテンシン (AT)一IのC末端より histidyl・L-Ie-

ucineの dipeptideを加水分解し，活性型で血管収縮作

用の強い AT-IIに変換する.更に，降圧作用を有するブ

ラディキニンをも分解して不活性化しており，血管収縮

や血圧調節において ACEは重要な役割を果している 20，

21) また，生体内では AT-Iから AT-IIへの変換も行

っている主な組織は肺であることも判明している 22)

ACEと肺疾患との関係では，著しい線機化が生じるサル

コイドーシスにおいて特に注目されており，この患者の

血清中及び BALF中の ACE活性は高値を示してい

る23-30) また，磁肺症2九28}，慢性ベリリウム症26，27)でも血

清中の ACE活性は上昇することも知られている.更に，

動物実験ではプレオマイシンを気管内に投与され著しい

線維化を生じたラットにおいて，血清中及びBALF中の

ACE活性の上昇と肺組織中の ACE活性の低下が報告

されている円これらの点から，現在では線維化を判断す

る指標のーっとして ACEの活性測定の有効性が認めら

れている.また，最近では喫煙者においても BALF中の

肺胞マクロファージ (AM)のACE活性が上昇すること

が確認されている 32.33)

本研究では， 8 ppm N02tこ4週間に渡って暴露した

ラットにおいて，生化学的には肺組織中，血清中， BALF 

の上清中及ぴ細胞中の ACEの活性測定を行うと共に，

形態学的には肺胞領域における変化を検討し，また，

コラーゲ、ンの染色も行って開質における線維化について

も検討した.その結果，肺組織中， BALFの上清中及び

細胞中の ACE活性の変化と BALF中の細胞の機能低

下を示唆する所見と上皮細胞の肥大性変化，肺胞皇室の肥

厚，コラーゲンの増加及び肺胞腔内での AMの増加を示

す所見が得られたので報告する.

実験方法

(I)動物の暴露

動物は 5週令の雄の F344/DuCrjラット(日本チヤー

ルスリパ一社)を用いて， N02暴露群 (8土0.5ppm)と

対照群(空気暴露)に分け，暴露は既報34)の装置及び条件

によって， 1， 2及ぴ4週間に渡って実施した.

日1) 生化学的検討

a)検体の調製

ラットは 1，2及び 4週目に各群8匹ず、チャンパー

より取り出し，ネンブタール麻酔下で腹部大静脈より採

血後，放血により屠殺した.血液を 4.C，1200xgmax 

で 10分間遠心して血清を分離した.肺を生理食塩水で

濯流後に摘出し，エラスター針をとりつけた気管にプラ

スチック製の注射筒で1回あたり 6mlの生食水を注入

した.その後，肺を注意して丸みながら軽〈吸引して，

AMなどの単球の吸着を防ぐためにシリコン処理をし

た試験管内に BALFを採取した.尚，この肺洗浄は 3回

くりかえした.更に，洗浄後の肺に0.25モルの庶糖溶

液 (0.05モルトリス塩酸緩衝液pH7.8，30ミリモル塩

化カルシウム溶液及び5ミリモル酢酸マグネシウム溶

液を含む)を 9倍容加えてからUltra-Turrax (J anke & 

Kunkel社製， TP 18/10 S 2型)を用いてホモジナイズ

後， ACEは細胞膜と結合しているので， ACEを解離さ

せるために，超音波破粋機 (Branson社製， 185型)で

50 W， 60秒間処理し，ついで，界面活性剤の NoidetP 

-40 (Shell Chemical社製)を最終濃度が 0.5%になる

ように加えて冷蔵庫内で30分間スターラーで撹件後，

4.C， 16500Xg maxで60分間遠心し，その上清を検体

とした.また，シリコン処理試験管内の BALFを4.C，

300Xgmaxで 10分間遠心し，その上清を 4.Cでセント

リフロー (amicon社製， CF50 A型)を用いて約 1/10

に濃縮し，その濃縮液を検体とした.更に，細胞を含有

する沈査部分は生食水で2回洗浄後，0.5mlの生食水に

再浮遊させ，その一部分を希釈し，計算盤(Burker-Turk

社製)を用いて総細胞数を顕微鏡によってカウントした.

残りの細胞浮遊液を上記の超音波破粋機で 30W， 30秒

間処理後， 4.C， 300Xg maxで 10分間遠心し，その上

清を BALF中の細胞における検体とした.尚，これらの

検体は-20.Cで保存し， 7日間以内に分析を行った.

b)酵素活性とアルブミン含量の分析

ACE活性は KasaharaとAshihara35)の方法に基づ

くキット(富士レビオ社製， ACEカラー)を用いて測定

した.このキットの測定原理は，まず基質である p-hyd-

roxybenzoyl-glycyl-L-histidy 1-L-Ieucineを ACEて"

分解する.この分解産物にl順次 hippuricase，4-amino-

antipyrine， sodium periodateを作用させて出現する



quinoneimine色素を 505nmで比色定量する方法であ

る.従って， ACEの活性単位は 3TCで1分間当りに生成

する quinoneimine色素の nmole数で示した.また，

N02の暴露により AMなどの単球の破壊や機能変化な

どが生じることが予想、される.そこで，単球の可溶性画

分に含まれている Iactatedehydrogenase (LDH)を指

標として BALFの上清中及ぴ細胞中の LDH活性を

Wroblewskiら36)の方法に基づいたキット (UV法，

boehringer-mannheim社製)を用いて測定し， N02によ

る単球の破壊に伴う BALFの上清中への酵素の移行及

び単球内の酵素活性に及ほす影響についても検討した.

更に， N02暴露により血管透過性の充進が起こることも

考えられる.血液中の蛋白質で分子量 (66，000)の小さ

いアルブミン (Alb)37)を血管透過性充進の有無を示すー

っの指標として測定した.また， Albは肺組織中では合

成きれないことが知られており， BALF中の蛋白量の変

化などを検討する場合は指標として Albを用いること

が多い3.ぺAlb含量はフ9ロムクレゾールグリーン法制}

に基づくキット(第一化学社製，オートセラAlb)を用い

て測定した. また蛋白含量は Lowryの方法42)を用いて

分析した.

W) 形態学的検討

ラットは 1，2及び4週目に各群4匹ずつを屠殺し形

態学的検討を行った.尚，肺組織の固定法及び染色法は

既報34)のごとく実砲した.

実験結果

(1)生化学的変化と BALF中の細胞数の変動

肺の ACE活性は比活性では N02群と対照群との聞

には有意な変化は認められないが，肺における総 ACE

活性(比i舌性×総蛋白量)では対照群と比べて N02群て"

は暴露期間中有意な上昇が認められた(図 1). また，肺

の蛋白含量は 1週日と 4週目に有意な増加が認められ，

2週目、では増加傾向を示した(図 2).尚，血清の ACE

活性は比活性及び ml当りの活性でも暴露期間中両群聞

には有意な変化は認められなかった(図 1).BALFの上

清では，暴露期間中に N02群の ACEの比活性は有意な

上昇を示したが，dl当りの活性では N02群は増加傾向

が認められた(図 1).また，上清中の Alb含量は暴露期

間中両群聞では有意な差は認められなかった(図 3).尚，

上清中の LDH活性は 2週目と 4週自の N02群で有意

な上昇が認められた(図 4).BALFの細胞では 1週目と

2週目に ACEの比活性は N02群で有意な低下を示し

たが，4週目では対照レベルにまで戻り，また， 10'個の

細胞当りの ACE活性も同様に 1週目と 2週目で N02
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ていた.細気管支の上皮細胞も軽度の肥大性変化が認め

られた.肺胞道壁及ぴその付近の肺胞壁は大型の単核細

胞の増加によって肥厚していた.アザン・マロリー染色

によるコラーゲンの増加は明確で、はなかった.また，肺

胞腔に泡沫状の AMと思われる細胞が対照群よりや、

頻繁に認められた. 2週日では 1週目に比べ気管支上皮

の肥大性変化が著しくなった.肺胞道壁及ぴその付近の

肺胞壁は単核の細胞が増多し，アザン・ 7 ロリー染色に

よって青染されるコラーゲンで肥厚していた.また， 1包

i末状の AMと思われる細胞が姉胞腔内及ぴ肺胞壁に付

着して存在していた. 4週日では気管支上皮の肥大性変

282 

群は有意な低下を示し， 4週目てoも対照レベルに戻った

(図 1).更に， 108個の細胞当りの LDH活性も 1週目と

2週目で N02群で著しい活性低下を示し，4週目では

や、回復するが暴露期間中を通して N02群では有意な

低下が認められた(図 4).尚， BALF中の細胞数は 1週

目と 2週自の N02群で・は，BALFの ml当りで約 2x 

105個の有意な増加が認められ，4週目では 5X 105の有

意な増加が認められた(図 5). 。1) 形態学的変化

図6-13に示すように， 1週目では中等度の気管支の

上皮細胞は軽度の肥大性変化を示し，線毛の損傷を伴っ
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化は 2週目より更に著しくなり，不規則な魂状の膨隆を

示し，多層化した部分も認められた.肺胞道壁及びその

付近の肺胞壁はコラーゲンによって軽度の肥厚が認めら

れるが1週目及ぴ2週目に比べ肥厚の程度は弱かった.

肺胞腔内には 1週目及び2週日に比べ AMと思われる

細胞が多〈認められ，その大部分は小型で、細胞質が好塩

基性に染まる成熟型と思われる細胞であった.

考察

N02暴露によって肺組織中の総 ACE活性が上昇した

原因は，局ら43)が 30ppm N02を3時間暴露したラット

において動脈血圧の低下が生じることの報告から考える

と，N02暴露によって生じた血圧低下を強い昇圧作用を

有する AT-IIを生成して血圧調節を行う必要性が生じ

たためと思われる.尚， N02群では肺の蛋白含量の増加

と総 ACE活性の上昇という結果から， ACEの生合成が

促進された可能性が考えられる.また， Robertsonと

KhairaIlah叫は AT-IIが内皮細胞の核にも作用して

DNAや RNA合成を促進することを示唆する報告をし

ているが，この結果も ACE合成に関連しているのかも

知れない.一方， N02暴露により血管透過性充進が生じ

て肺組織中の ACE活性が上昇することも考えられる.

しかし， BALFの上清中の Alb含量は両群間で変化が

ないこと， Albの分子量(66000)と比べてラットの ACE

の分子量は 270，000と大きく血管透過がしにくいこ

と45)，また， ACEの比活性は肺では血清より 30倍高値で

あることが報告されている 17) 本研究でも同じく肺では

血清より約 50倍程高い ACEの比活性を示したので，

N02群で、の肺における ACEの上昇分(約 500n mole/ 

min) を血清の比活性(約 2n mole/min/mg蛋白)で

除すると，約 250mgの蛋白量が肺において増加しなけ

ればならないが，実際の肺における総蛋白含量は 20-30

mg程度にすぎず，また，光顕的観察ではあるが，間質や

細胞膜などに水腫様変化が認められないことから，肺組

織中の ACEは少くとも血清からの ACEの移行によっ

て活性上昇したのではないと思われる.河野と林13)及び

Guidottjl切"N02を暴露した動物で肺の血管内皮細胞

に大小多数の pinocytoticvesicleを認めており，一方，

RobertsonとKhairallah4勺土3Hまたは14Cでラベルさ

れた AT-IIをラットに注入すると，動脈の内皮細胞に

pinocytotic vesicleの数の増加と大きさの拡大が認め

られることを報告している.これは本研究でも N02の暴

露によって肺の ACE活性の上昇が認められることか

ら，血管内皮細胞における AT-Iから AT--IIへの変

換が活発化し， AT-IIの濃度の増加によって pinocyto-

tic vesicleの増加が生じた可能性も考えられる.

血液中における AT-IIの量は，①アンジオテンシノ

ーゲンの量，②それを分解して AT-Iを生成するレニ

ンの分泌量，③AT-IをAT-IIに変換する ACE活

性"④ AT-IIを分解するアンジオテンシナーゼ活性な

どの諸因子によって制禦されており，また，アンジオテ

ンシノーゲンは血液中の副腎皮質ホルモンの濃度によっ

て増減することも知られている46)また， NgとVane22川}

及ぴ Vane48)tこよれば， invivoでは AT-Iから AT-

IIへの変換は，主に肺の血管内皮によって行われ，血液

中の ACEによって変換される速度は肺に比べて著しく

遅いことが報告きれている.血液中の ACEは恐らく血

管内皮から遊出されたものであろう.一方， Tusl49)tこよ

ると， N02を暴露したラットでは血禁中に副腎皮質ホル

モンの増加が認められることが報告されているが，この

報告から考えると，血液中のアンジオテンシノーゲンの

濃度が増加する可能性が考えられ，従って AT-Iの濃

度も増加する可能性があり，このことも肺における

ACE活性の上昇をもたらす一因となっているのかも知

れない.一方，サルコイドーシスの患者に副腎皮質ホル

モンを投与することによって血清中の ACE活性の著明

な低下が生じることが知られており叫8L副腎皮質ホル

モンにより ACEの血液中への遊出に対して何らかの調

節が行われている可能性が考えられる.

BALFの上清中の ACE活性の上昇の原因は肺胞腔

内に AMと思われる単球の増加， BALF中の単球の明

らかな増加更に上清中の LDH活性の上昇という結果か

ら考えると， N02の暴露により AMなどの単球が肺胞腔

内へと移行し，更に，そこで単球か破壊され，その結果

として上清中の ACEの活性上昇が生じたと考えられ

る.また，上清中の蛋白量及び Alb含量は対照群と比べ

変化が認められないことから，血管透過性充進による

ACE活性の上昇ではないと思われる.

BALFの細胞中の ACE活性は，比活性と 10吋固当り

の細胞において，暴露開始 I週目と 2週自に N02群に低

下が認められたが，このことは LDH活性の細胞中にお

ける低下の結果と合せて考えてみると， AMなどの細胞

における機能低下が N02の暴露により生じたものと思

われる.また，佐々木50)も10ppm N02を2週間に渡っ

て暴露したラットの BALFを採取し，その BALF中の

、細胞を 4日間培養し，士音養液中に浸出した ACE活性を

測定している.その結果，暴露開始 24時間後に採取した

細胞ではや 3 上昇を示すが， :?J止露開始3日目及び7日目

に採取した細胞では ACE活性の著しい低下が認めら
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れ，その後除々に回復することが認められており， N02 

暴露による AMなどの細胞の機能低下が考えられる.一

方， 4週自における N02群の ACE活性の回復は， 4週

自の N02群で著しい細胞数の増加と形態学的には小型

の細胞が増加するという所見から考えると，若くて機能

が健全な細胞の出現により ACE活性が回復きれたもの

と思われる.しかし， N02の曝露による AMなどの細胞

における機能低下は気管支一肺胞系における感染防禦機

構に重大な影響を及ぽす可能性が強いものと思われる.

本研究における 8ppm N02で、4週間という暴露条件

では，形態学的には間質における線維化が認められたが，

血管内皮細胞に対する N02の影響については電顕的検

索を行っていないので判断することはできない.しかし，

Hugod5
l)tこよって， 5 ppm NOを2週間暴露されたウ

サギでの電顕的検索では，血管内皮細胞の接合部の離開

と内皮細胞と基底膜の聞に水腫が認められることが報告

されている.更に，一般的には NOの作用は N02に比べ

て弱いと考えられていたことから推測すると，N02の暴

露によっても血管内皮細胞に対して傷害を及ぼす可能性

が強いと思われる.また，生化学的には，本研究におい

て肺組織中の ACE活性の上昇が認められたこと， ACE 

が肺においては血管内皮細胞の細胞膜に局在しているこ

と18.19)などを考えると， N02の暴銭は血管内皮細胞にお

ける ACEの合成を促進した可能性が考えられる.更に，

ACE 活性の上昇によって AT-IIが増加することも予

iWJされ，また， AT-IIの投与によって血管内皮細胞の

接合部の離聞が生ずるという報告52)もあるので，血管内

皮細胞に対するN02の{jl;響については今後も検討する必

要があると思われる.

(本研究は昭和 58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. 6 Light micrograph of terminal airway from 

the control rat. (100x) 

Fig. 7 Same sample shown in Fig. 6. 

Little collagen fiber was stained with 

Azan-Mallory method. (100x) 

Fig. 8 Terminal airway of rat exposed to 8 ppm 

N02 for one week. (100x) 

Walls of alveolar ducts and neighboring 

alveoli were thicked with mononuclear 

cells. 

Fig. 9 Same sample shown in Fig. 8. 

Collagen fiber stained with Azan-Mall-

ory method increased. (100x) 

Fig. 10 Terminal airway of rat exposed to 8 ppm 

N02 for two weeks. (100x) 

Walls of alveolar ducts and neighboring 

alveoli were thicked with momonuclear 

cells. 

Fig. 11 Same sample shown in Fig. 10. 

Foamy alveolar macrophage increased 

in alveolar space. (100x) 

Fig. 12 Terminal airway of rat exposed to 8 ppm 

N02 for four weeks. (100x) 

Thickening of walls of alveolar increas-

ed compared to Fig. 10. 

Fig. 13 Same sample shown in Fig. 12. 

Extremely hypertrophy in the epithel-

ium of terminal airway and deposition 

of collagen fiber in the walls of alveolar 

ducts were shown. (100x) 
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ラッ卜におけるメ卜へモク*ロビン形成とその還元機構に及ぼす N02暴露の影響

遠藤圭 子 ヘ 鈴 木 孝 人 ヘ 池田真悟ヘ溝口 勲本

Effect of N02 Exposure on tne Formation and 

Reduction of Methemoglobin in the Rats 

KEIKO ENDO*， T AKAHITO SUZUKI*， SHINGO IKEDAホ

and ISAO MIZOGUCHI* 

The methemoglobin (met-Hb) content in blood of rats exposed to 5 or 8 ppm nitrogen dioxide 

(N02) for 1， 3， 5 and 7 days was determined. As the reductive factors of met-Hb， NADH diaphorase 

activity in blood and the contents of ascorbate， glutathione and glucose in plasma or blood of 

each rat were also examined. 

In the rats exposed to 5 ppm N02， the increases of the met-Hb content and NADH diaphorase 

activity were observed throughout the exposure period as compar巴dto those in ，control rats 

exposed to air. No change in the ascorbate content was observed. The positive correlation 

between the met-Hb content and NADH diaphorase activity in the treated rats was observed. 

On the other hand， in the rats exposed to 8 ppm N02， the met-Hb content increased only at 7 

days and the ascorbate content increased at 1， 3， 5 and 7 days， but the negative correlaIion 

between th巴 met-Hband ascorbate content was observed. NADH diaphorase activity in the 8 

ppm group， radicalIy increased at 3 and 5 days， though the correlatlon on the met-Hb reduction 

by NADH diaphorase was not significant， The glutathione level in the blood remained unchanged 

in the 5 ppm group， but those in the 8 ppm group decreased at 1 and 3 days. The decrease in the 

glucose level was observed throughout 8 ppm N02， exposure periodr， but the glucose level in 

the 5 ppm group decreased only at 1 day. The correlation between the glutathion巴 orglucose 

level and the met-Hb content was not significant. 

These results suggest that 5 ppm N02 exposure caused the formation of met-Hb which 

could be reduced mainly by NADH diaphorase， and the met-Hb formation in the 8 ppm group 

could be suppressed mainly by ascorbate and NADH diaphorase. 

Keywords : nitrogen dioxide， rat， methemoglobin， NADH diaphorase， ascorbate， glutathione， glucose 

緒 ""子百

二酸化窒素(N02)の暴露によってへモク*ロビン(Hb)

のへム鉄が Fe(II)から Fe(III)へと酸化され，メトヘモ

グロビン(met-Hb)が形成されることは古くから知られ

ていた. Hbの酸素運搬はへムが2価の状態で行われて

いるので，それが3価になると Hbは酸素運搬能力を失

ってしまう.

N02による met.Hb生成の報告は invitroにおける

実験が多しまた， invivoの実験でも 10-1000ppmと

いう高濃度暴露による報告が多かったト5) 最近 Case引

らはマウスに 6ppmの N02を16時間暴露後.electron 

paramagnetic resonance (EPR)スペクトルの分析によ

って met日bの増加を確認している.この暴露濃度は現

在までの報告例のうち. in vivoでの N02単独の暴露実

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of PubIic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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験で， met-Hb増加をもたらす最小濃度のようである.し

かし，これ以下の濃度の invivoにおける NO，暴露によ

って met-Hbの増加は生じないのだろうか.更に，我々

は，低濃度の NO，によっていったんは met-Hbが形成

されるが，直ちに met-Hbの還元機構が活性化されるた

め， met-Hbの増加が抑制される可能性を予想した.しか

し met-Hbの還元機構に対する NO，の景タ響について検

討している報告例は見あたらない.そこで，本研究では，

労働衛生上で勧告されている NO，の許容濃度でもある

5 ppmと， met-Hbが確実に生じると思える 8ppmの

NO，を 7日間ラットに暴露し， met-Hb形成の確認と

met-Hb還元機構に及ぼす NO，の影響について検討を

試みた.

met-Hbの還元機構については先天性 met-Hb血症

の患者血について良〈研究されており，次の様な還元

機構が示されている.① NADHdiaphorase及び

NADPH依存 met-Hb還元酵素などによる還元作用，

②アスコルビン酸(AA)，還元型グルタチオン(GSH)，

NADH NADPHなどのそれ自身が還元剤で直接に

met-Hbを還元するもの，③赤血球内でグルコース

(Glu)，乳酸，キシリトールなどが基質として代謝され，

その過程で NADHや NADPHの産生を介して還元す

るもの，④ビタミン Kなどによる他の基質と共存するこ

とによって met-Hbの還元に促進的に働くものなどが

報告されている7-11).更に， Scote')らによってそれらの

met-Hb還元機構の強きが比較されているが，その寄与

の程度は NADHdiaphorase (73%)， AA (12%)， 

GSH( 9 %)， NADPH依存met-Hb還元酵素(6%)と

考えられている.また，先天性met-Hb血症で1まNADH

diaphoraseが欠除していること， glucose-6・phosphate

dehydrogenase (G-6 -PD)欠損患者では NADPHの

産生が悪いにもかかわらず met-Hb血症を起こさない

こと 131また，乳酸は赤血球内で代謝され NADHを産生

するが，この乳酸添加によっても先天性 met-Hb血症で

は met-Hbの還元がほとんど認められないことな

ど14)，これらの結果はいずれも NADHdiaphoraseが

met-Hb還元で果す役割が大きいことを示している.

そこで，本研究では NO，暴露ラットの血液中の met-

Hb含量と NADHdiaphorase活性， AA含量， GSH含

量， Glu含量を測定したところ， met-Hbの増加が認

められ，またその増加に伴って，主として NADH

diaphoraseと還元型 AAによる還元機構の充進を示唆

する知見が得られたので報告する.

実験方法

動物は 5週令の雄の F344/DuCrjラット(日本チヤ

ールスリパ一社)を用いて，対照群 (Air群)と NO，暴

露群 (5:tO.5 ppm群， 8 :tO.5 ppm群)に分けた.暴

露は既報15)の装置及び、条件で行った.

N02を1，3， 5， 7日関連続暴露後にラットをチャ

ンパーより取り出し，ネンブタール麻酔下で採血を行

った.血液の一部はそのまま met-Hb含量， NADH 

diaphorase活性及ぴGSH含量の測定に供し，残りの血

液は 800XgmaXで15分間遠心し，得られた血紫は

AAとGluの含量の測定に用いた.met-Hbは採血から

3時間以内に分析を行ったが， NADH diaphoraseは試

料を 4"Cに保存し翌日中に分析した. AA， Glu及ぴ

GSHについては分析するまで-80"Cに保存した.

分析方法については， met-Hb含量は Evelynと

Malloyの方法16)を用いて分析し， NADH diaphorase 

活性は Scottらの方法17.18)を改変した三輸の方法則を用

いた.AA含量は岡村の方法'0)により分析し， GSH含量

については Ellmanの方法'1)を用いた. Glu含量はオー

トセラ Glu用キット(第一化学薬品)を用いて auto-

analyzerによって分析した.

実験結果

体重は対照群と比較して， 5 ppm群及ぴ8ppm群と

も有意な変化は認められなかった.

1) 5 ppm NO，暴露群における変化(図 1) 

met-Hb含量は暴露開始 1日後から有意な増加が認め

られ，その増加は 5日後にピークに達し， 7日後には 1

日後のレベルまで、戻った.NADH diaphorase活性も 1

日後から 7日後まで有意な上昇が認められ，その経時的

変化は met-Hbの変化パターンと平行していた.総 AA

含量は 3日後と 5日後に増加傾向(P<O.10)を示したが，

還元型 AA含量には有意な変化はなく，酸化型アスコル

ビン酸(dehydroascorbicacid， DHA)含量が3日後と 5

日後に有意な増加が認められた. GSH含量は有意な変

化は認められなかった. Glu含量は 1日後に有意な減少

が認められ，それ以降は減少傾向(P<O.10)が認められ

た

11) 8 ppm NO，暴露群における変化(図 2) 

met-Hb含量は暴露開始7日後のみに有意な増加が認

められた.NADH diaphorase活性は 3日後に著しい活

性上昇を示し，以後，活性は対照群と比べ有意な上昇を

保持していたが7日後までに漸減していった.総 AA含

量は 1日後と 5日後に有意な増加が認められたが， 7日

後では逆に有意な減少を示し，還元型 AA含量も総 AA

含量の変化と同様のパターンで変化しており， 1日後と
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Biochemical Changes and Correlation between Methemoglobin Contents and NADH 

Diaphorase Activities on the Blood of Rats Exposed to 5 ppm N02・

Eleven rats as control were exposed to air for 7 days and eight rats of each N02 group 

were exposed to 5 ppm N02 for 1， 3， 5 and 7 days respectively. AII results indicated are 

mean:tS. D. 

Fig. 1. 

EコTotalAscorbate， ~週: Ascorbic Acid， 

0: Dehydroascorbic Acid (DHA)， 

，'，: P<O.05， ，'d，: P<O.Ol， ，'dd，: P<O.OOl 
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Biochemical Changes and Correlation between Methemoglobin Contents and Ascorbic 

Acid Contents on Blood of Rats Exposed to 8 ppm N02・

Eleven rats as control were exposed to air for 7 days and eight rats of each N02 group 

were exposed to 8 ppm N02 for 1， 3， 5 and 7 days respectively. All results indicated are 

mean:tS. D. 

Fig.2. 

0: Total Ascorbate， 陸軍:Ascorbic Acid， 

EJ: Dehydroascorbic Acid (DHA)， 

7C P<O.05， 7ck: P<O.Ol， "k穴穴:P<O.OO1 
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5臼後には有意な増加が認められ， 7日後には減少傾向 diaphorase活性が3日後を最高として 7日後まで徐徐

(P<0.10)が認められた。しかし， DHA含量には有意な に減少していること，および総 AA含量も 7日後に減少

変化は認められなかった. GSH含量は 1日後と 3日後 が認められることから， N02の暴露により生成した met-

に有意な減少が認められ，それ以後は対照群のレベルに Hbに対する還元力が弱まったためと思われる.また 8

戻った Glu含量は 1日後から 7日後まで有意な減少が ppmN02暴露で、も，暴露開始1日後より Glu含量の減少

認められた. が認められたが，このことは Gluの解糖系における代謝

考 察

5 ppmの N02を暴露した場合，血液中の met-Hb含

量と NADHdiaphorase活性は類似のパターンで増加

が認められ，この両者の相関関係は図 lで明らかなよう

に，有意な正の相関関係が認められた.このことから，

NADH diaphoraseの活性上昇は， N02の暴露によって

増加した met-Hbを還元する必要性から惹起されたも

のと思われる.また，暴露開始3日後と 5日後の総 AA

含量の増加傾向及び DHA含量の有意な増加の結果か

ら， N02の暴露により増加した met-Hbを還元するため

に，他の組織より血液中へ若干の還元型 AAの補給が行

われ，更にそれが直接的に met-Hb還元に働いたために

DHAに変換し， DHAの含量増加が生じた可能性が考

えられる.しかし，吸入された N02は血液中において

NO-2及び‘ NO-3として存在することが知られているの

で22，23)，これらのイオンによって直接 AAが酸化される

ことも考えられるので叩断はできない.NO 

り血球内でで、の Glui消自費が充進することは既に知られて

いたかが、2剖4)L'本実験でで、も減少又はj減成少傾向が認められた.ま

た， 5 ppmN02の暴露によって増加した met-Hbに対

して， met-Hb含量と還元又は総 AA含量との間には有

意な相関関係は見られないが， met-Hb含量と NADH

diaphorase活性と相関関係が明らかなので，主として

NADH diaphoraseによる生体側の還元機構の充進が

行われたものと推測される.

8 ppmの N02を暴露した場合，予想、に反して暴露開

始 7日後のみに met-Hb含量の有意な増加が認められ

た.一方， NADH diaphorase活性は図 2に示すように，

3日後には 270%と著しい活性上昇を示し，その後， 5 

日後には 238%， 7日後には 144%と漸減してはいるが

有意な活性上昇は認められる.更に， DHA含量と総 AA

含量も 1日後と 5日後に有意な増加を示しており， met-

Hb含量と還元型 AA含量の関係は図 2に示すように負

の相関関係が認められた.これらのことから考えると，

暴露開始 1日後から 5日後までの met-Hb含量の増加

が抑制されたのは，還元型 AA含量の増加及び NADH

diaphorase 活性の上昇によるものと思われる.また 7日

後における met-Hb含量の有意な増加は， NADH 

が活発化したことを示している.解糖系では Embden-

Meyerhof経路において NADHを生成し，ぺントース

リン酸経路では NADPHを生成するが，赤血球の解糖

は正常状態ではほとんどぺントースリン酸経路を利用し

ないこと251 また， G-6-PD欠損症では一般に， met-

Hbの出現が認められないことが報告されている川.本

実験でも， Glu含量と NADHdiaphoraseとの聞に負の

相関関係(r=-O. 3324， P< O. 05)が認められた.このこ

とは， met-Hb還元がGluの消費に伴った NADPHに

よる直接的還元や NADPH依存 met-Hb還元酵素の活

性化による還元と考えるよりは， Gluの代謝により生成

した NADHが NADHdiaphoraseを活f主化しておこ

るものと考える方が自然で、あろう.

GSHは赤血球において大部分は還元型で存在し，細

胞内の酸化還元に重要な役割を果している 26，27) また，

GSHが非酵素的に met-Hbを還元することは以前より

知られているが7)，in vivoにおける働きについては met-

Hbの還元に有効で、あるという報告28)と有効とは言いが

たいという報告白)があり，現在のところ明確でbはない.本

実験の 8ppmN02暴露では 1日後と 3日後のGSH含量

とmet-Hb含量との間には負の相関関係(r=-0.6333， 

P<0.05)が認められたので， GSHがmet-Hbの還元

に働き酸化型グルタチオン (GSSG)に変化したとも考

えられるが， N02の暴露によっても血液中の GSHの減

少が生じることも報告制されており， met-Hbの還元の

ために GSH含量が減少したとは即断は出来ない.また，

GSHの暴露開始5日後と 7日後の回復は恐らく血液中

の glutathionereductaseなどの働きによって回復した

ものと思われる.

低濃度の複合大気汚染物質暴露の野外調査において，

met田Hb形成に関するこ，三の報告がなされている.

Ayres31)らによるニューヨーク市の道路公団のトンネル

作業者についての報告で， トンネル内で、 0.07ppmN02 

( 1時間最高値0.32ppm)，l.31 ppmNO (1時間最高

値 5.81ppm)の濃度で暴露された労働者の血液中に

met-Hbの増加が認められている.Caseら6)もトンネル

から採取したガス(0.3ppmN02，3 ppmNO)をヒトに

3時間暴露した場合， met句Hbの増加を報告している.更
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にPetrとSchmidt32)はチェコスロパキアのある都市内

の汚染地区(約0.01-0.035ppmNOx )と非汚染地区

(NOx 濃度は痕跡程度)の比較では汚染地区の学童にお

いて met-Hb含量が高いことを報告している.この様に

低濃度の NOxに暴露された場合でも，血液中の met-

Hbの増加が報告されているが， met-Hbの形成は医薬

品や食物及び飲料水中の硝酸海等によっても生じるの

で円ヒトの場合にはこれらの大気汚染濃度と met-Hb

形成とを単純に関連づけることは難しいと思われる.例

えば， W oebkenberg33)らの報告では工場地区(約

O. 0289ppmN02)と非工場地区(約0.0135ppmN02)と

の比較では非工場地区の住民の方が有意に met-Hb値

が高〈出ており，著者らは飲料水中の N03レベルが非

工場地区で高いためこのような結果になったと述べてい

る.一方，動物実験においては，Case6
)らはトンネル採取

ガス(0.3ppmN02， 3ppmNO)をウサギに暴露した時に

もmet-Hbが増加したと報告している.織田34)らもマウ

スに1.8ppmN02と9.5ppmNOを暴露した時に met-

Hbの増加を認めており，更に野上35)らもマウスに1.0-

1.5ppmN02と10ppmNOの暴露によって met-Hbの

増加を確認している.このように比較的低濃度のN02

と若干高い NOの複合暴露によっても met-Hbが形成

される.また， NOの暴露によって形成されたNO-Hb

が酸素またはN03との反応によってNO-Hbがmet-Hb

に変化することも報告されている引ので¥単にこれらの

N02の濃度レベルでmet-Hbの増加が生じるか否かは

不明で、あると思われる.

本実験では 5ppm及び 8ppmの N02の単独暴露に

よって met-Hb形成がおこること，また，それに伴って

met-Hbの還元機構が活発化することが確認された.今

後はより低濃度の N02の暴露の場合における met-Hb

形成の有無及ぴその還元機構に対する影響を検討するこ

とが必要と息われる.

(本研究は昭和 58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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東京都における降下煤塵量の推移

1969年から 1983年まで

大津 誠 喜 ぺ 池 田 真 悟 *福田雅夫ぺ牧野国義*

関 比呂伸ヘ太田輿 i羊ヘ鈴木孝人*，溝口 勲*

Changes of the Affiount of FaU Dast in Tokyo Area 

1969-1983 

MASANOBU OHSAWA*， SHINGO IKEDA*， MASAO FUKUDAへ

KUNIYOSHI MAKINOへHIRONOBUSEKIへTOMOHIROOHT A *， 

T AKAHITO SUZUKド andISAO MIZOGUCHI* 

Changes in the amount of fallen dust in Tokyo area were investigated for the past 15 years. 

The amount decreased gradually with years. The average value for the last 5 years was less than 

half the amount of 15 years ago. 

The seasonal changes of the fallen dust remained unchanged for the 15 years. 

The amount of fallen dust was affected by weather conditions such as the wind speed and 

pr巴cipitation.The insoluble fraction of fallen dust increased as the wind spe巴dincreased. On 

the other hand， the soluble fraction of fallen dust increased with precipitation 

The amount of fallen dust in commercial or industrial area were more than that in residential 

areas. 

Keywords: amount of fall dust， seasonal alteration， insoluble fraction， soluble fraction， commercial 

area， industrial area， residental ar巴a，Tokyo. 

緒 -霊=子
日

大気汚染は， 1960年代後半から 1970年代にかけての

危機的状況はすぎたとは云え，今なお各都市における共

通の課題である.

東京都に布いても都民の健康保持，増進をはかるため，

種々の大気汚染調査がなきれている.なかでも降下煤塵

量の測定は，大気汚染調査の基本的な測定方法のーっと

して諸外国では古くから行なわれており，当衛生研究所

でも， 1954年より測定を開始し，以来，現在まで継続ifflJ

定を行っている.これらの調査結果は，今までに斉藤

ら1-8)，脇坂らト11)，中野ら 121 佐藤ら 13)によって，その

一部が報告されている.

今回は， 1969年から 1983年までの 15年聞のデータを

もとに，東京都における降下煤塵量の推移と，その季節

変動，ならびに地域用途別の降下煤塵量，およびこれら

本東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

と気象因子(風速，降雨量)との関係について検討した.

測定地点、および測定方法

降下煤塵の測定地点は図一 1に示した.測定地点数は，

東京都区部 24地点，多摩地区3地点，および伊豆大島 1

地点を含め計 28測定地点である.測定器は主として保

健所，区役所，学校などの公共建造物の屋上に設置した.

なお，測定地を地域用途別に区分して，その降下煤塵量

を比較検討する目的から，東京都統計年鑑l

j潟測H同則|リ定I地也点を商業地区:千代回区 (麹町保佐健争戸所斤， 東京都が

ん検診センター)，中央区(都立築地産院)，台東区(台東

区役所環境部)，工業地区:墨田区(墨田区役所向島支

所)，江東区(江東都税事務所)，荒川区(荒川科学館)，

大田区(椛谷保健所)，品川区(品川区立戸越小学校)，住

居地区-目黒区(目黒区福祉センター)，世田谷区(都立

母子保健院)，杉並区(杉並西保健所)，中野区(中野図書

160 東京都新宿区百人町3-24-1 

• Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Fig. 1 SampIing Point 

1. Chiyoda.ku-1 11. Meguro-ku 21. Nerima-ku 

2. Chiyoda-ku-2 12. Ohta-ku 22. Adachi-ku 

3. Chuo-ku 13. Setagaya-ku 23. Katsushika-ku 

4. 恥1inato-ku 14. Shibuya-ku 24. Edogawa-ku 

5. Shinjuku四ku 15. Nakano-ku 25. Oume-shi 

6. Bunkyo-ku 16. Suginami-ku 26. Hachioji-shi 

7. Taito-ku 17. Toshima-ku 27. Tachikawa-shi 

8. Sumida-ku 18. Kita-ku 28. Ohshima 

9. Koto-ku 19. Arakawa-ku 

10. Shinagawa-ku 20. Ita bashi -ku 

館)，練馬区(練馬保健所)，および郊外地区:青梅市(青

梅保健所)に区分した.その他の測定地点は，地域用途

2に示した.降下煤塵総量は 1970年から 1972年にかけ

て， 17.2 ton/km'/月から 11.6ton/km'/月と急激に減

少(32.6%)し， 1974年から 10.0ton/km'/月以下を示

した.最近 5年聞の平均測定値は 7.0ton/km'/月から

8.0 ton/km'/月であった.

別が明確で、ない混在地域のため省いた.

降下煤塵量の測定は，衛生試験法[5)に準じた.すなわ

ち，簡易式降下煤塵計を，クーリングタワーなど降下煤

塵量に直接影響を与えない場所に概ね 1ヶ月開放置し，

回収後，東洋 No.5Aろ紙を用い残i査とろ液に分けた.残

i査は 90.Cです豆量になるまで、乾燥，秤量し不溶性成分とし

た.ろ液は湯浴上で蒸発乾回し，乾燥，恒量化した後秤

量，可溶性成分とした.降下煤塵量は， 1 km'当り 30日聞

の降下煤塵量に換算して表示した.

結果

1.東京都における降下煤塵量(年平均値)の推移を図ー

可溶性成分量は 1969年から 1972年の聞に 6_9ton/ 

km'/月から 4.2ton/km'/月と緩やかな減少を示した以

外は， 1972年以降 4.0ton/km'/月から 3.0ton/km'/ 

月でほとんど増』威しなかった.

不溶性成分量は，降下煤塵総量の年次推移と類似した

傾向を示し，同じく 1970年から 1972年にかけて 10.9

ton/km'/月から 7.2ton/km'/月と急激に減少した.こ

のことから降下煤塵量は不熔性成分の増減に依存する傾
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向が認められた. 月別平均降雨量は， 6月から 7月， 9月から 10月にか

2.降下煤塵量の季節変動を検討するために，過去 15年 けてピークが認められ，各々 149mm， 143 mm， 203 mm，お

聞の各月別の平均値を図-3に示した.グラフで明らか よぴ 181mmの降雨量でbあった(図-5). 

なように，降下煤塵総量は， 3月から 4月と， 11月にピ 気象因子と降下煤塵量の関係は，その相関係数を表一

一クがみられ， 6月から 10月の閣では大きな変動を示 1に示した.表から明らかなように，降下煤塵総量，お

きなかった.不溶性成分は総量と類似した変動を示した よび不溶性成分量と平均風速との間，可溶性成分量と降

が，可溶性成分は四季を問わずはず一定した値を示した. 雨量との聞で，一部のisIJ定年に正の相関がみられた.

降下煤塵量の変動は気象的要素に依存性が強いことか 3.地域用途別における降下煤塵総量，不溶性成分量，

ら， 1969年から 1983年の間の東京都統計年鑑より気象 および可溶性成分量を図 6，図一 7，および図-8に

因子(風速，降雨量)を参照して，降下煤塵量との聞の関 示した.降下煤塵総量は， islJ定期間中，商業地区>工業

係を検討した.月別平均風速は， 3月から 4月の問にピ 地区>住居地区>郊外地区の順位で多く， 1972年以降

ークがみられ各々3.8m/s. 3.9 m/sの風速であった. は図ー 2の降下煤塵総量のパターンと大同小異で， 1970 

又， 8月にも 3.5m/sの風カ官官欠いた(図 4 ). 年から 1972年の聞の変化も，ほゾ同等の減少率が認め
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られた.すなわち，商業地区 33.2%，工業地区 34.0%，

住居地区 38.5%，およびf郊外地区 33.6%であった.し

かし， 1969年から 1970年にかけては，降下煤塵総量と，

各地域用途別総量との聞で、異った傾向を示した.

すなわち，商業，工業岡地区はや、減少傾向が認められ

たが，住居，郊外岡地区では反対に増加傾向を示した.

不溶性成分量は， 1項で記述したように，各用途別地

域の降下煤塵総量の推移とほゾ類似したパターンを示し

た

可溶性成分量は，商業，工業両地区において過去 15年

間，ほゾ同量を示し， 1969年から 1972年にかけ，商業地

区で 8.7ton/km'/月から 4.5ton/km'/月，工業地区で

8.2 ton/km'/月から 4.8ton/km'/月と両地区共 50%

近く減少したが，以後，大きな増減はみられなかった.

住居地区，および郊外地区は， 1970年の各々5.8ton/ 

同/月， 4.8 ton/km'/月をピークにして，以後減少しつ

づけ， 1983年には各々3. 0 ton/km' /月以内であった.

考察

東京都統計年鑑を参照し，東京都内の産業活動の現状

をみると，先づ，自動車の保有台数は， 1969年に 200万

台に達し， 1981年には 320万台を突破しており，更に増

加している(図-9).又，工業品生産に伴なう製造品出

荷額を，卸売物価指数で補正したものを示したが(図-

9)， 1969年から 1972年の聞の製造品出荷額には，ほと

んど変動はないが， 1973年以降，年々増加している.こ

のように，自動車保有台数の増加，およぴ産業活動の発

展にもかかわらず，東京都の降下煤塵量は年々減少して

いる.降下煤塵量の減少は，石炭から石油への移行，規

制による工場煤煙排出の改善，自動車排方、スの規制，道

路の舗装化，農耕地の宅地化，などの理由により，煤塵，

および土砂の舞上りなどが減少したことに由来するもの

と思われる.以上のように，東京都における降下煤塵量

は減少したが，地域用途別にみた降下煤塵量は，住居地

区，および郊外地区に比べ，商業地区，および工業地区

の方が多かった.これは，工場などの産業活動からの排

出による差と推測した.しかし，年々，各地区間の測定

値は接近しつ、あり，特に，最近 5年間では，その差約

1 . 0 ton/km' /月前後を示した.このことは，都内の工業

活動が減少しつあり，住居地区が郊外地区へ拡大したこ

と，および住居地区が商業地区へ変換しつつあることを

示したものと，思われる.

降下煤塵量の季節変動については，脇坂ら川の報告と

ほとんど変化がない.乾燥期に属する 3月 4月に降下

煤塵量が増加するのは，「春一番」などの強風により，地

上の堆積物が舞上げられたり，大陸から偏西風に運ばれ

た黄砂などが降下してくるため，不溶性成分として捕集

され増加するものと推測される.同様に，結果の 3で示

した， 1969年から 1970年の住居，郊外両地区の降下煤塵

量の増加は，同年の風速との相関(表一 1)からも推測さ

れるように， 3月から 4月の強風による，これら地区の

土砂の舞上りによる増加と考えられた.但し，これら地

区の絶対値は，工業，商業地区と比較して小であったた

め，同年聞の年平均値への影響は少なかったものと思わ

れた.なお， 6月から 10月にかけて，比較的降悶量が多

く， 8月， 9月には台風などの強風が吹くが，湿度が高

いため，風による堆積物の舞上り方は少ないものと思わ

れる.

結語

1969年から 1983年までの降下煤塵量の動向は大要次

の如くである.

1)降下煤慶量は年々減少し，最近5年聞の平均値は，

7.3 ton/km'/月であり， 15年前のそれと比較して%以

下である.又，降下煤塵総量は，不溶性成分の量の多少

に依存しており，可溶性成分の量はあまり変動がなかっ

た

2)地域用途別における降下煤塵量は，住居地区を1.0

とし比較した場合，商業地区は1.4，工業地区1.3であ

り，住居地区より高い値を示している.

3)季節変動については， 3月， 4月の季節風に依存し

た増加が認められ， 15年前のパターンと量的に減少した

だけで変化していない.

4)降下煤塵量は，気象因子，すなわち風速と降雨量に

左右され，風速が強い場合は不溶性成分が多く，降雨量

が多い場合は可溶性成分が多くなる.
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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(第 2報)

牧野国義ぺ溝口 勲*

A Study on Relation自hipof Health Indices to Air Pollution 

and Social Indices in Tokyo (II) 

KUNIYOSHI MAKINO* and ISAO MIZOGUCHI* 

It is our concern to examine environmental factors which increase respiratory disease mortality 
in Tokyo. In this study， the relationship of the three mortality rates of lung cancer， pneumonia-

bronchitis and asthma as the health indices with concentration levels of the five air pollutants， or 

with the eleven social indices were studied in Metropolitan Tokyo as a sequel to the previous study. 

This study employed the three mortality rates in two age groups for each sex in 1979・81，the air 

pollution indices in 1974-78 and the social indices in 1975-77. The following findings were obtained 

with non-parametric statistical analysis. 

Lung cancer mortality has not showed any significant correlation with any of the five air 

pollution indices and the five combined air pollution indices， whereas asthma mortality in the older 

female group related significantly with sulfur dioxide， dust-fall and air particulates. In addition， 

lung cancer mortality showed a significant negative correlation with the number of tatami-mats in 

the house which relates to the living standard， but not with social indices which related to air 

pollution. 

On the other hand， it was estimated by means of principal component analysis that the axes of 

the first and the second principal components indicated the living standard and industrial activities， 

and that lung cancer had association with air pollution. 

The twenty-three wards of Tokyo were divided into four area groups by analyzing the principal 
component scores. The results of comparison among the mortality rates in the four area groups 

statistically confirmed that pneumonia-bronchitis was the cause of death which made the most 

significant difference among the four groups. 

Keywords: Mortality， Respiratory disease， Health index， Air pollution index， Social index， Non-

parametric test 

緒 言

我が国では，昭和 56年以来悪性新生物(癌)が死因順

位の第 1位を占め，今後もその座を揺るがさぬ勢いを示

している.癌死亡のうちて最も死亡率の高い部イ捌死因

は胃癌で〉第 2位が肺癌という順位が昭和 40年以来の

傾向である.間癌の訂正死亡率は近年減少傾向にある(昭

本東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

和 50年に人口 10万人対で 59.3であったのが，昭和 56

年には 48.7)のに対し，肺癌訂正死亡率は依然増加傾向

を示しており(昭和50年に17.7が昭和56年には21.6)，

両部位の死亡率は接近しつつある.因みに，アメリカ

では既に男の肺癌死亡率が胃癌死亡率を上回っており，

日本でも将来的に逆転することがあるかもしれない.さ
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らに，肺癒死亡は都市部でで、多いことが知られておりν1，2

都民の健康の保持，増進に科学的側面から寄与せんとす

る我々にとって，肺癌の疫学は重要な研究課題の一つで

ある.また，肺癌と同じく呼吸器疾患である肺炎・気管

支炎の昭和 56年の死因順位は第 4位で，近年の死亡率

推移は横這い状態である.一方，鴨息、は死亡率の低い死

因ではあるが，大気汚染の悪化した地域では気管支端息

の多発が認められる通り31大気汚染の人体影響を検討す

る際には不可欠の疾患，死亡である.我々は以上を考慮

して，上記呼吸器系の 3死因について，東京都区部にお

ける昭和 35-53年，昭和 45-53年，昭和 49-53年の死

亡と大気汚染指操，社会指標との関連性を前報4)で報告し

た.前報では，肺癌死亡は複合大気汚染指標や大気汚染

または産業活動に関連する社会指標と有意の相関関係を

有し，肺炎・気管支炎や目指怠の死亡は生活水準に関連す

る社会指標と有意の相関関係を有するとの結果が得られ

た.しかしながら，前報では年令や性別について，分類

資料が得られなかったために検討することができなかっ

た.本報では昭和 54-56年の上記3死因死亡資料によ

り，性別，年令層別(15-64，65-オ)に大気汚染指標，

社会指標との関連性を検討した.

方法

(1) 健康指標

昭和 54-56年の東京都 23区における肺癌(肺及ぴ気

管支の悪性新生物)，肺炎・気管支炎，目指息を死因とする

性別，年令層 生産者年令層(15-64オ)，高年令層

(65-才) 別の訂正死亡率を健康指標とした.なお，

前報で健康指標に加えた大気汚染による健康障害認定者

や肺機能検査結果については，いくつかのバイアスによ

る偏りが認められ，指標性に乏しいことから，本報では

これらを除外した.

(2) 大気汚染指標と社会指標

大気汚染物質のうち呼吸器に有害影響を及ぽすと考え

られる硫黄酸化物，二酸化窒素，浮遊粒子状物質(以上

環境保全局設置の常時測定点で、自動分析器により観測)

および降下煤塵，亜硫酸カス(以上衛研設置の観測点で

毎月手分析により観測)を大気汚染指標とし，調査期間

は，前者3物質について， 19測定点(同局の都内の全一

般環境測定点)で， 1日I測定点の結果が得られる昭和

50-53年，後者2物質について，健康指標の期間前5年

(昭和49-53年)とした.さらに，複合汚染指標として，

5物質それぞれを 19または 23区の平均値で割った値

を前者3物質問，後者2物質問で各組み合わせ毎に和を

とり， 5指標(3物質問の組み合わせが4， 2物質問の

組み合わせが 1)を作成した.

社会指標は，健康指標が昭和 54-56年の期間である

ので，前報と同じく昭和 50-52年に得られた所得，高額

所得者数，畳数，医療扶助世帯数，生活扶助世帯数(以

上人口当り)，乗用車登録台数(平方キロ当り)，煤煙・粉

塵苦情・陳情受付数(世帯当り，以下煤煙・粉塵苦情と

略す)，人口密度，交通量指数，医療施設密度の 11指標

とした.

(3) 解析方法

健康指標や大気汚染指標，社会指標の地理的頻度分布

が必ずしも正規分布を示さないとの理由により，本報も

前報同様に分布型によらないノンパラメトリック手法を

利用した.正規分布を示さない場合でも，粗に近似する

場合には，ロバストネスの性質5)によりパラメトリック手

法の利用が可能で、ある.前報の場合，分布型の問題以外

に，健康指標と他の指標との時間的矛盾(健康指標の期

間の方が他の指標の期間よりも古い)を含んで、いたため，

ノンパラメトリック手法に頼らざ、るを得なかった.本報

ではこの時間的矛盾はないが，前報と結果を比較するた

めにノンパラメトリック手法を利用した.

解析手順として，まず性別，年令層別の健康指標と大

気汚染指標，社会指標との関連性を順位相関分析を用い

て検討する.さらに，前報で認められた各死因と地域性

の特徴を本報でも得られるかどうか主成分分析を用いて

検討する.そして，社会指標を用いて主成分得点を算出

し，得点分布が 23区を群化する場合に，つまり，社会経

済的要因によって 23区がいくつかの群に分けられた場

合に，健康指標が群聞で差があるかどうか Kruskal-

Wallis検定により解析し各群の死亡を比較検討する.

結果と考察

(1) 健康指標と大気汚染指標

年令層，性別で分けた 12健康指標と 5複合汚染指標

を含む 10大気汚染指標との順位相関分析結果を Table

lに示した.それによると，昭和 54-56年の肺癌死亡は，

性別，年令層別のいずれの健康指標とも有意の相聞を示

さず，硫黄酸化物と二酸化窒素からなる複合汚染指標な

どと有意の相関を示した前報の結果と異なった.また，高

年令層(65-オ)の男の肺炎・気管支炎死亡は，亜石踏査ガ

ス(502)や亜硫酸ヌゲスと降下煤塵からなる複合汚染指標

(D5)と有意の相関を示した.目指息、死亡では，生産者年令

層(15-64才)の男の場合に亜硫酸yゲスや上記の複合汚

染指標 D5と，高年令層の男の場合にはこの D5のみと

の聞に，女の場合には，浮遊粒子状物質(AP)やこれと硫

黄酸化物からなる複合汚染指標(5A)，降下煤塵(DF)，亜
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Table 1. Rank Correlation (1) between Health Indices and Air Pollution Indices 

Lung cancer Pneumonia -bronchitis Asthma Cause of death 
Age 
Sex 

15-64 65- 15-64 65- 15-64 65-
m f m f m f m f m f m f 

Air pollution 
index 

(n==19) 

ー.107 -.142 .288 .177 .154 .139 .312 151 -.007 .226 .139 .332 SOx 

N02 
Apa 

一.082 -.219 .088 一.105 -.342 .200 一.163 .068 -.249 -.033 -.002 -.132 

.446 -.121 -.012 -.246 .282 -.086 

SNb 

SAb 

NAb 

SNAb 

DFC 
S02 

DSb 

(n=23) 

一.182 -.204 

.205 ♂ .153 

.100 -.144 

.067 -.135 

.210 .202 

.110 -.133 

.141 .043 

a: AP == Air particula tes 

.293 .100 -.035 .198 

086 -.019 .267 .077 

274 -.139 -.156 .125 

376 005 079 .147 

.385 .175 .006 .191 

.063 .393 .307 .098 

.297 .404 .246 .240 

.349 .437 179 .093 

.112 .130 -.079 .130 

.435 .372 .095 .261 

.118 .340 -.160 -.061 

.319 .316 .002 .139 

.367 .244 .295 .132 
訓"

司降

.490 .259 .盟2 -.019 
•• 

.596 .308 525 .177 

b: Combined air pollution index， sum of ratios (a pollutant conc./the pollutant mean conc) 

c: DF== Dust-fall 
キ:P <0.05， 本車:P <0.01， 本..:P <0.001 

ヨ臨場思

.447 .649 

.126 200 
キ

.319 572 

.272 .286 

.316 .442 

唱惨

.202 .508 
* .366 .447 

ー事 * 
.420 .483 

硫酸yゲス，その複合汚染指標 DSとの聞に有意の，いずれ のうち，性別間，年令層別間で男の畳数だけが符号を含

も正の相関関係が認められた.一般に，女は男に比べて めて共通した有意の相関であった.前報と比較すると，

移動距離が小さし喫煙率も低いことから，健康の地域 高年令層の女の場合に頻似したが，全体的には，畳数や

指標性に関して，妨害要因が男よりも小さし指標性が 高額所得者数と負相関を示すなど，生活水準に関連する

高い.高年令層の女の哨息死亡がスモッグに関係の深い 指標との関係が強まったように推察きれ，前報とはかな

物質の指標と有意の正相関を示したことは，過去のロン り異なった結果を示した.肺癌死亡率が年々上昇してい

ドンスモッグ事件とは過剰j死亡の規模などから比較にな ることを考えると.この結果は，大気汚染や産業活動に

らないにせよ，スモッグの人体影響が依然として存在し 関係する要因の影響力が減少したと考えるよりも別の要

ていることが推察された.なお，硫黄酸化物と亜硫酸カや 因，例えば喫煙，の影響がより強まったと考える方が妥

スの分析結果が必ずしも一致しなかったが，これは主と 当と思われる.またその要因として，喫煙以外の要因の

して両物質の測定方法，観測点が異なったことに起因す 報告例 大気中，地中の放射性元素6)があり，その究明は

ると思われる. 今後に残された課題である.また，肺炎・気管支炎や端

(2) 健康指標と社会指標 息の死亡については，前報同様に，生活水準に関連する

12健康指標と 11穫の社会指標との順位相関分析結果 指標の所得(IN)，畳数，医療扶助(MA)，生活扶助(LA)な

をTable2に示した.肺癌死亡では，生産者年令層 どと有意の相聞が認められた.

(15-64オ)の男の場合に，高額所得者数(LI)，畳数(TA)， (3) 健康指標，大気汚染指標，社会指標聞の関係

乗用車登録台数(RC)，医療施設密度(MF)と負の，煤 健康指標と大気汚染指標や社会指標との関連性を(1)，

煙・粉塵苦情(SD)と宜の有意の相闘が認められ，高年令 (2)で検討したが，大気汚染指標と社会指標の中には独立

層 (65ーオ)で男の場合には畳数と，女の場合に昼夜間 した指標は‘かりでなく，密接な相E関係を有する指標も

人口比(DN)，乗用車登録台数と有意の相聞を示した.こ あることが考えられる.そこで，主成分分析を利用して



Table 2. Rank Correlation (2) between Health lndices and Social lndices 

Asthma 
15-64 

Pneumonla -bronchitis 

15-64 65 

Cause of death 

Lang cancer 

15-64 65 65-Age 

知;

;of 
f 

* 
.465 

* 
一.446

π1 

* .427 

* 
ー.438

f 

.124 

百1

一.542

-.445 

f 

.374 

* 
一.415

*キ

ー.551

m 

-.447 

.419 

.447 

f 

一.197

n
Z
Q
d
*
n
i
 

E

一*
q
J
*
ワ
u

F

h

d

p

o

 

f 

.066 

ロ1

一.240

f 

.150 

ロ1

.316 

-.482 

Sex Social index 

lncome (IN) 
主草

.327 .033 .180 一.342.315 NO. of large income earners (LD 
玉幸

4者
一.220

.036 

-.595 

.314 

.066 

一.237

.149 

.304 

.089 

一.552

-.249 

一.518

.053 

.568 

.064 

.280 

.014 

一.186

.581 

Q
d
*一
q
d

o
D
Q
J
 

τ

1

4

4

4
孟

.205 

.109 

-.409 

.153 

.188 

.393 

一.306

.485 

I'opulation density (PD) 

I'opulation ratio:day vs night(DN) 
要吉

.390 一.191-.237 .080 .182 N o. of tatami-mats (T A) 
ω印
-

H

由
∞
品

.141 .143 .022 

.017 一.170

.430 

ー.075

ー.211
キ

.454 

* 
.446 

一.144

.154 

一.153

.107 

一.437

.384 

.430 

.298 一.138.240 

-.339 

一.519

.424 

一.120.333 

ワ
a
*
q
d
*
n
i

1

A

Q

d

a

q

 

q
J
d
4
・

S
4

••• .141 

.227 

.303 

.322 

-.514 

-.653 

.622 

。
。
*
向
ヨ

O

O

R

d

 

噌

a
A
4
4
z

一.055.200 .304 

-.417 

-.500 

Traffic index (Tl) 

.098 .259 N o. of registered cars (RC) 

.300 .210 .135 Medical facIlity (MF) 

一.224.299 .061 .227 Medical assistence (MA) .407 

.387 .059 .331 .210 一.123.295 .003 .204 Livlihood assistance (LA) 

.572 .545 .204 .620 .608 .539 一.063.182 .149 .154 .041 .457 
Received cases of complaints on 
smoke-dust (SD) 

ω
C日

本:P <0.05.字本:P <0.01.'傘.:P <0.001 
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全指標聞の関連性を検討した.第1， 2主成分の因子負

荷量散布図を Fig.lに示す(累積寄与率は 62.6%). こ

こで，環境保全局常時測定点からの大気汚染指標は標本

数が 19のため，主成分分析で用いる変最数は論理的に

18以下に留める必要がある.そこで，健康指標は， 12指

僚のうち高年令層 (65-オ)の6指標，大気汚染指標は，

硫黄酸化物，二駿化窒素と降下煤塵の 3指標，社会指標

は， 11指標のうち所得と関係の深い高額所得者数と医療

扶助と関係の深い生活扶助の 2指標を除いた 9指標の計

18指標とした. なお， Fig.1中の Lーの Lは肺癌， Pーの

PはHili炎・気管支炎， AーのAはH市息で， .MのM:土男，

.FのFは女で，つまり， L.Mは男の肺%:iを示す.第 1

主成分では，負方向に所得(IN)，畳数(TA)，正方向に医

療扶助(MA)があることから，生活水準を表わす軸であ

ること，第 2主成分では，正方向に昼夜間人口比(DN)，

采用卒読鉢台数(RC)，交通量指数(TR)があることから，

産業活動の活発さを表わす軸であることが推定された.

この推定結果は前報の結果とよく一致している. Fig.l 

によると， 6健康指標のうち女のJl市癌(L.F)を除く 5指

標が右ヒ(第1， 2主成分とも正)に分布した.つまり，

5指標の死亡は低生活水準で・産業活動の活発な地域で多

発することか?佐察される.また 3大気汚染指燃は上音11

(第2主成分が正)に分布し，女のHitiliI'iも大気汚染指標

の聞に分布した.つまり， 3指標の一大気汚染物質は産業

p
h
d
 -

nu 

nJ』7
L
 

ON 
圃 OF• RC 企

•• _ I J... 50x 
TR .L幽 F

50 • ・P・M・A司 F• 
回

企 NO，.MF ノ
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N
 

I
 --

nハ
T
B
 p

h
d
 -

nu 

• • L斗1 P-F 。 A-M 0.5 
Zl 

問A

'‘ 

PO 

• 

-0.5 

Fig. 1 Distribution . of Factor Loadings to 

First(ZI) and Second(Z2) Principal 

Component 

活動が活発な地域で相対的に高い濃度を示し，女の肺癌

死亡はこの地域で多発することが推察される.肺癌死亡

率は男の方が断然高い(約31音)ことを考えると，有意の

相関を示した前報の結果と比較して，有意でなかった今回

の結果から Mi癌死亡への大気汚染の{i~~響は相対的にせよ

確かに減少したとの印象を受け，相関分析結果(Table1) 

それを裏付けている.しかしながら，上記の女の肺結

死亡の分布に示されたように， )日i'i:白死亡は大気汚染に

無関係との答を引き出すことは出来ないと考えられる.

これは， JliIi1必死亡への大気汚染の彬響が 0より大きい

と述べた Speizerの意見2)と一致する.前にも述べた

ように，肺癌死亡の要因は喫煙や大気汚染以外に存在す

ると考えられる. Wynderらは，生活様式も肺癌発症に

重要な役割を果たすと述べており 7L大気汚染の影響を明

らかにするためには一般生活環境内で何が肺癌発症に寄

与するか，指標化，数値化が困難な要素を含めて追究す

る必要がある.

(4) 分割された区域聞の健康指標の比較

社会経済的特徴は 23区間で異なり，その共通性，相違

性によりいくつかの群に分けられると考えられる.11社

会指標を用いた主成分分析の第1， 2主成分の因子得点

分布によると， 23区は 4群の区域に分けることができ，

その区域をFig.2のように地図に示した.地図中の数字

は各区域(実線で区分)の分類番号で， 1は都心部商業

Fig.2 Map of The Ku.Area of Tokyo and 

The Four Ar巴aGroups divided by 

analyzing Principal Component 

Scores 
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Tab!巴 3. Kruska!-WaIIis Test among The Four Area Groups 

divided by ana!yzing Principa! Component Scores 

Cause of death 

Lung cancer Pneumonia -bronchi tis Asthma 

Age 15-64 65-

Sex 
* 

Ma!e 8.515 2.382 

Fema!e 2.057 5.431 

• P <0.05，ホ* P <0.01，本**; p <0.001 

地域， 2は商業地域， 3は住宅地域， 4は商工業地域の

ように概ね表現することができるだろう.各区域の区の

数は，分類番号順に 3， 8， 4， 8で，等分割されてい

ないが，上記の統計手法利用の結果であるので己むを得

ない.この区域の 4群問で健康指標の要素(死因，年令

層，性)別に Kruska!-WaIIis検定を行い，その結果を

Tab!e 3.に示した.地域差が最も顕著に現われた死因

は肺炎・気管支炎で，男は両年令層で有意で，女も高年

令層(65-オ)で有意性の高い結果を示した.また，肺癌

死亡は生産者年令層 (15-64オ)の男の場合に，目指息死

亡は高年令層の男の場合に地域差が有意で、あった.有意

の結果が得られた健康指標の死亡率順位を検討すると，

肺癌死亡の場合(男，生産者年令層)では，分類番号 I

の区域が最も死亡率が高<.肺炎・気管支炎の場合(男，

両年令層と女，高年令層)や哨息の場合(男，高年令層)

の死亡率は分類番号4の区域が最も高かった(2位以下

の順位は健康指標により異なった).このうち鳴息死亡に

ついては， 4の区域が商工業地域であることを考慮する

と，かつて不良の労働環境下で有害物質に暴露され，高

年令になってその影響が生じたことが高死亡率の一因と

なったように推察される.また，肺癌死亡については，

上記の場合のほか，有意差は認められなかったが，高年

令層では男女とも 1の区域の死亡率が最高で、あり，この

地域が古くから硫黄酸化物などの高汚染地域であったこ

とを考え併せると，大気汚染の肺癌死亡への影響の傍証

のように思われる.

まとめ

本報では東京都区音[1における昭和54-56年の肺癌，肺

炎・気管支炎， p掃息を死因とする性別，年令層別(15-64

オ， 65-才)の訂正死亡率を健康指標として，前報(健

康指標は昭和 35-53年， 45-53年， 49-53年の同死因

訂正死亡率)に続いて，大気汚染指標や社会指標との関

15-64 65- 15-64 65一

* * 亀

7.820 9.950 4.139 10.446 

0.909 11.84*1 * 7.402 6.791 

連性をノンパラメトリック手法により検討し，以下の知

見を得た.

順位相関分析結果によると，肺癌死亡については，性

別，年令層別の健康指標は， 5複合汚染指標を含めた 10

大気汚染指標のどの指標とも有意の相関を示さなかっ

た.調査期聞の古い前報では硫黄酸化物と二酸化窒素か

らなる複合汚染指標などと有意の相関関係が認められた

ので，大気汚染の肺癌死亡への景発事は相対的に弱まった

かのように思われた.一方，目指息死亡については，地域

指標性が男よりも高い女の高年令層が亜硫酸ガス，降下

媒塵，浮遊粒子状物質などと有意の相関を示したので，

この死因は量的(死亡数)には少ないとしても，スモッ

グの影響をなお継続して受けているように推祭された.

肺癌死亡と社会指標との順位相関分析で，両年令層の

男は生活水準に関連する指標の畳数と有意の負相闘を示

し，大気汚染に関連する指標(交通量指数など)とは有

意の相関を示さず，上記の関連する指標との有意性が逆

の結果の前報と異なった.一方，肺炎・気管支炎や鴨息

の死亡については，前報同様に所得，畳数，医療扶助な

ど生活水準に関連する指標との聞に有意の相関関係が認

められた.

健康指標，大気汚染指標，社会指標を用いた主成分分

析により，第 1主成分軸は生活水準を表わし，第 2主成

分軸は産業活動の活発きを表わすとの前報同様の推定結

果を得た. しかし，男の肺癌死亡は肺炎・気管支炎や目指

息の死亡の健康指標の一群と近接した点で前報と異なっ

たが，女の肺癌死亡は硫黄酸化物や二酸化窒素に近接し，

大気汚染の肺癌死亡への影響が残存することを示唆する

ように思われた.

23区の社会経済的特徴の違いから因子得点分布によ

り群化された 4群聞で，性別，年令層別の健康指標を比

較したところ， 3死因の中では肺炎・気管支炎が最も地
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域差を生じる死因で、あった.目指息死亡では男の高年令層の

場合に有意で、，商工業地域の死t率が最高であったこと

から，過去の労働環境における有害物質暴露が一因とな

っているように推察された.また， 4群中で以前より硫

黄酸化物などの高汚染地域での肺癌死亡率が高いことか

ら，大気汚染の肺癌死亡への景タ響は，統計的有意性が得

られないとしても軽視されてはならないと推察された.
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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:SE:急性毒性実験， B:世 代 実 験

関比呂1$*，田村行弘ぺ蓑輪佳 子 刊 * ， 加 納 亮 子 *

Effect of Selenium Originating Dolphin and Sperm Whale Meat on Methylmercury 
Poisoning A : Subacute Toxicity B : Reproduction Toxicity、

HIRONOBU SEKI*， YUKIHIRO T AMURA * *， KEIKO MINOW A… 
and T AKAKO KANOHホ

Effectiveness of selenium naturally originating from dolphin and sperm whale was compared to 

that of selenium in selenite with respect to protection against the subacute (A) and reproduction (B) 

toxicity of methylmercury. 

Wistar strain rats， A) male， 4-weeks old， B) female， 10-weeks old， were fed seven experimental 

diets for A) 11 weeks， B) 6 weeks to weaning. EXDerimental dたtswer<巴 those"'whichcontained or did 

not contain 20 ppm methylmercury chloride (MMC) and dolphin， whale meat and sodium selenite， 

all three containing selenium. 

Toxicological effects of MMC were observed on A) body weight， manifestation of neurological 
signs， and mortality B) body weight， number of d巴adpups， number of neonates and lactating index 

being takes as parameters. 

Regardless of its origin selenium showed protective effects， but selenium in dolphin meat showed 

the least effect. We discussed "Biological Availability"， inactive form of selenium in dolphin， or 

still another factor which explains lessening of protective action. 

Keywords : methylmercury toxicity， dolphin， sperm whale， subacute toxicity， reproduction toxicity 

緒 言 い.すなわち，メチル水銀を比較的高濃度に含有する海

1972年Ganther等は1)， "7グロ肉中に存在するセレン 産魚には同時にセレンが含有されているので円主にセ

をメチル水銀毒性を軽減する因子のーっとして指摘し， レンの作用でメチル水銀毒性が軽減されたものと考えら

また，同時に亜セレン酸も減毒因子であると報告した. れている.セレンのこの役割を証明する動物実験として，

以来，この事実は多くの研究者ト11)1こよって確認されて ウズラ 1，6)・ラット 7，17)・ネコ刊こマク"'0，ネコ叫にアザラ

いる. シ，ラット19，20)にカジキ，ラット 21)にクジラ，ラット 21)に

メチル水銀毒性に係る野外調査に，マグロ漁船員やマ メヌケおよびラットに魚肉蛋白濃縮物4)等を含む実験飼料

グロ卸問屋12L缶詰工場従業員 13Lペルー漁村部落14)等の を投与した報告がある.その結果，セレンはメチル水銀

魚多食者住民を対象とした報告がある.これらの調査報 毒性に対して保護的に働くことが示された.

告によると，対象者の血液・毛髪中の水銀レベルは高い また，セレンの保護作用には，その由来によって効果

にもかかわらず，メチル水銀中毒症状は認められていな に差異があることが知られている22，23) すなわち，セレン

*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ーし Hyakunincho 3 chome， shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
叫同生活科学部食品研究科

* **同微生物部細菌第二研究科



これらイルカ，クジラ肉の総水銀は，各々43.1土2.7

ppm， 7.1::!::0.2ppm，メチル水銀は8.5::!::0.3ppm，5.9 

土0.4ppm，七レンは12.7::!::1. 5ppm， 4.9 ::!::O. 3ppmて、

あった.

なお，実験飼料にはメチル水銀色塩化メチル水銀と

して20ppm (B D， F， Gの4群飼料)，セレンを1.3ppm

となるようにイルカ肉， クジラ肉を用いて調整し， G群

に亜セレン酸を加えた.

これらの実験飼料を，実験 Aは 11週間，実験 Bは交

配時より出産後3週間まで自由摂取させ，飲料水は水道

水を与えた.

パラメーターは，実験A:体重と飼料・水の消費斜は週

2回測定，およびラットのメチル水銀中毒に特有な神経

症状である尾の旋回現象25361 後肢の交差・7 ヒ27，28)を指

標として週3回観察した.また， 4週目に 1群 5匹ずつ

腹部大静脈より採血し，脳・肝・腎を摘出し，総水銀・

メチル水銀・セレンの分析用サンプルとした.実験B:交

配期聞は 1週間とし同週令の雌雄を一つがいにし，腔栓

確認日を妊娠 O-Dayとした.体重は週 1回測定し，妊

娠率(出産率)，出産仔数，出産仔体重，離乳仔体重，離

乳率，着床数，出産時死亡数等を観察した.

結果

実験 A(亜急性毒性):図 1に示したように，体重の変化

は，メチル水銀が添加されていない A，C，Eの3群にお

いてほゾ同様な増加曲線を示した. しかし，メチル水銀

Ann. Ret. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

欠乏症のニワトリヒナを用いた実験で，動物由来のセレ

ンは，植物由来セレン，あるいはセレン無機化合物より

も，その予防効果が劣ると報告された.Cantor等は，こ

のようなセレンの有効性の違いを““BiologicalAvail-

ability"と表現ししいるが，メチル水銀の毒性に対するセ

レンの減毒作用についても同様な観察がなされている叩4)

マク。ロと同様にメチル水銀を含有する海産魚を喫食す

る人々，特に魚類を蛋白i原としてこれらを常食している

日本人にとっては，これらの食品の安全性を確認するの

は重要な問題点と考える.

今回，海産動物肉由来セレン源に，イルカ，マγ コウ

クジラ肉を使用した群と亜セレン酸を添加した群とを比

較して，これらがメチル水銀毒性に対してどのような保

護作用を示すかA:亜急性毒性， B:次世代への影響に

ついて調べた.
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方法・材料

ウィスター系ラット(日本クレアK.K. )，実験 Aは

4週令の雄(体重 98::!::6g)，1群 15匹，実験 Bは 10週

令の雌(体重 233土14g)， 1群 11匹とし，いずれも実

験開始前に 1週間予備飼育し順化させた.両実験とも表

1に示したように 7種類の実験飼料群とした.基本飼料

は，日本クレア CA-1成分より魚粉，小麦，フス?を除

き，コーン，カゼイン，凍結乾燥イルカ(Tursiopstrunca-

tus' Pseudorca crassidens)， 同クジラ(PhyseterCatod-
on)肉を力日えた.

G 
500 

Table 1. Methylmercury and Selenium 

Concentrations in Experimental Diets 
向。。

Protein sources Se Me-Hgl) Group 

Dolphin(10%) 

+ Casein(15%) 
Dolphin(10%) 

+ Casein(15%) 
Whale(25%) 

Whale(25%) 

Casein(25%) 

Casein(25%) 

Casein(25%) 

300 

200 

(ppm) 

B 

C

D

E

F

G

 

1.32
) 

1.32
) 

1.32
) 

1.32
) 

0.13
) 

0.13
) 

1.34
) 

(ppm) 

20 

A 

20 

2 4 6 8 11 Ws 

Chronological Change of Body Weight 

0--0 A ----------.- E 

0一一oB X一一X F 

・ ・C X一一一X G 

.一一一・ D 

O 

Fig. 1. 

20 

20 

1) Added as methylmercury chloride 

2) Selenium originates from dolphin or whale 

町leat

3)'Concentration of selenium in the basal diet 
4) Added as sodium selenite 



292土41g(42日目)， B: 323土41g(42日目)， D: 352土25

g(53日目)， G: 363::1::26g(53日目)の}II員序であった.

神経症状の発現の推移は，図 2と3に示した.尾の旋

回現象は， F，B，D，Gの順序に遅れて発現し，平均発症

日数では， F: 39.9土5.6，B: 44.7::1::3.6， D: 60::1::4.2， 

G: 67.1::1::7.4日で各群間互いに有意差が認められた.ま

た， 50%発症日は， F: 37， B : 42， D: 58， G: 70日とな

り，セレン添加により発症が遅れた. 0一日から50%発

症時まで、のエサの総摂取量は， F: 640g， B: 840g， D: 

1100g， G: 1450gであり，発症日の遅れは，摂取量の増

加を示しセレンの保護効果の程度を表わしていた.後)伎

の交差・ 7 ヒは，尾の旋回と同様に F，B，D，Gの順序で

発現した.死亡率(図4)は，実験期間中， G群は 0%，

D群20%，BとF群は100%であった

実験 B(繁殖毒性):図 5の体重増加において，増加率の

高い群はメチル水銀無添加の A，C，E群であり，続いて

メチル水銀添加群で D，G，F，Bの}I頂であった.表2に示

したように，妊娠率では B群が 91%と低いが他の 6群

は 100%を示した.また，出産率では F群が有意に低<， 

その原因は流産によるものであった.出産 11日後の出

産平均仔数(死亡を含む)は，メチル水銀無添加の A，C，

E群と添加の D，G群では，それぞれに 10匹以上である

のに対して， B群は 5.8匹と有意に少かった.また，出

311 35， 1984 報年自庁

添加の 4群は，成長抑制または体重減少を示した.これ

らの群の体重曲線における最大値を比較すると， F:
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Table 2. Reproduction Data 

Group 

A B C D E F G 

Gestation index (%) 82 100 82 91 82 64 82 

Abortion (%) 18 。 18 9 18 36 18 

Fertility index (%) 100 91 100 100 100 100 100 

T otal N o. of pups delivered 123 58 126 119 123 63 106 

Mean No. of pups delivered 13.7::t2.3 5.8::t5.0 14.0::t2.0 11.9::t2.7 13.7::t2.5 9.0::t3.4 11.8土2.1

Mean body weight of 
5.9土0.75.3::t0.6 6.l::t0.7 5.3::t0.9 6.0::t0.8 5.0::t0.7 5.7士0.8

pups delivered (g) 

Mean N o. of pups weaned 12. 8::t 1. 6 8 12:6::t2.8 7.7::t4.411.7::t3.1 1 9.0士2.7

Mean body weight of 
37.4::1:6.532.0::1:2.6 36.2::1:5.9 36.l::t9.6 37.5::1:6.4 23.8 32.3士5.5weaned (g) 

Lactating index (%) 94.3 13.8 89.7 45.4 85.4 1.6 59.4 

Mortality at birth 
(N o. of death/N o. 7.5 86.3 8.8 32.0 7.8 56.7 25.2 
of implantaion) 

Mortality at weaning 
(N o. of death/N o. of 12.8 93.2 16.9 63.3 18.6 98.9 50.4 
implantation) 

産時の死亡数は， B : 42， C : 2， D : 19， E : 4， F : 24， G : 11 の研究報告より，生体内において無機水銀とセレンは高

匹で，胎生期におけるメチル水銀毒性の景簿を示唆して 分子量複合体を形成しており，これらは遊離しにくいこ

いた.きらに，新生仔の死産および出産後 1Bの聞に死 とを示唆している.今回使用したイルカ肉中には，クジ

亡し，母親に食べられた可能性がある仔数(その形跡が ラ肉よりも約 35倍の無機水銀が存在していることか

確認された)を考慮して，着床数からみた死亡数および ら，セレンの作用が抑制lされているものと考えられる.

死亡率を計算すると， B群 101匹86%，F群 51匹 57 また，近年， Cappon等は野菜30)・魚肉3ト 33)・動物肉刊・

%， D群 48匹32%，G群 32匹25%で， A，C，Eの3 臓器中刊の水銀・セレンの化学形を分別定量しており，イ

群は 9%以下であった. ルカ肉の場合31)， II +IVとVI価セレンの含量は約 1対 1

考 察 の割合で存在していると報告している.また，小宮等24)

実験 A(豆急性毒性):我々は，いくつかの実験から，実 は，メチル水銀の急J性毒性に対する各種セレン化合物の

際に海産魚，海産動物肉中に含まれているレベルのセレ 減毒効果を調べており，セレン酸より亜セレン酸の方が

ンカミ中毒症状を示す高濃度のメチル水銀の毒性に対し 体重増加において効果的であることを示している.これ

て保護効果を働くことを確認してきた17・20刈.あわせて， らにより，化学型の相違が減毒効果の違いとして現われ

セレンの由来により，その有効性が異なることも観察し たとも考えられる.

た.今回，イルカ・クジラ肉由来の飼料を用いた実験に 実験 B(繁殖毒性): F群が示した種々の結果は，我々の

おいても同様な結果が示された.すなわち，亜急性毒性 過去のデーター35)から20ppmのメチル水銀は出産可能な

に対して，イルカ肉・クジラ肉および亜セレン酸添加群 濃度であるが，しかし新生仔の離乳不可能な濃度でも

には，減毒効果が認められた.その効果の違いは，神経

症状の発現において明瞭で，イルカ肉群はセレン無添加

のF群と比較すると実験前期まで効果的であったが，実

験後期に F群と同程度の影響を受けていた.このよ 7

に，イルカ肉由来セレンの効果がクジラ肉由来セレンよ

りも劣ることは，イルカ肉中のセレンの活性が何らかの

形で不活化きれていると考えられる.永沼は29Lいくつか

あったことから十分に予想されることである.

ラットの妊娠期間中の母親の体重増加へのメチル水銀

の影響についての研究は少し森山36)の報告のみである

が，この報告によるとメチル水銀が微量 (0.2mg/kg/ 

日)の場合はほとんど正常群と同じ増体量であるが，中

等量投与群 (0.5mg/kg/日)において初めて増体量が抑

制されることを観察している.投与方法が著者等の実験
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方法と異なるので比較は難しいが，今回は森山の中等量

投与量以上に相当すると思われる. 図5に示したように，

メチル水銀投与群は体重増加が抑制されていた.なお，

図5に示した体重の測定は交配開始時を基点としている

ため，妊娠日の遅れによる影響を考慮しなかったのでう

経目的累積妊娠率を図 6にまとめ考察した.その結果，

メチル水銀投与群は， A，C群より妊娠日が遅れたが， E
群と同じ集団に位置しており，また，妊娠日別に各群の

体重増加を比較した時，やはりメチル水銀投与群は，妊

娠による増体量が抑制されてる傾向が認められた.この

ことから，メチル水銀は，妊娠ラットの体重増加に影響

を与えているものと考えられ，森山の報告36)と同様の結

果であった.また， Nobunaga等37)は，同様に，妊娠マ

ウスの体重増加を，メチル水銀が抑制することを観察し
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Fig. 6. Chronological Chang巴 ofthe Cumulative 
Fertility lndex 

O一一-0A -一一一一一 E 
O一一oB X一一X F 

.一一・ C X一一X G 

.一一-・ D 

ている.そして，セレンを同時投与した時，イ丘濃度では

体重増加への効果は認められないが，高濃度で対照群と

同様の増体が宗された.我々のラットの実験では，セレ

ンの効果は明らかでない.

一方，信永等38)は，マウスに交配前30日間，妊娠18日目

までメチル水銀8ppm単独およびセレン3ppm同時投与

した場合の繁殖影響を観察しているが，セレンの濃度が高

いためセレンの効果は，保護作用よりむしろメチル水銀

毒性を高めた結果を報告している.また， Lee等39)は，セ

レンはメチル水銀の母親に対する毒性や奇型発生を強め

ているとしている.さらに，加須屋4均三細胞毒性影響で、

観察したように，セレンの保護効果は適量の範囲内に限ら

れることを示唆している.我々が用いた 1.3ppmセレン

のレベルは，メチル水銀の繁殖毒性に対して保護的に働
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いており， しかも，それら由来セレンによる効果の遠い

もヨ至急J生毒性と同様に観察することができた.

新生仔の離乳率は，メチル水銀単独群よりもセレン同

時投与群の方が高いことを示した.これは，飯島等41)，や田

村等4吋℃メチル水銀と亜セレン酸を同時に投与した場

合には，セレンが胎仔に多く移行するとしていることか

ら移行したセレンが，生存率を高めたものと思われる.

しかしながら，イルカ群が低い離乳率を示したことは，

一つには，セレンが胎盤およびミルクに移行し難いこと

が考えられる.このことに関しては，前記の永沼の無機

水銀とセレンは遊離しにくい複合体を形成するという報

告29Lさらに， Parizek等が無機水銀と亜セレン酸を同時

投与した場合は，単独投与群と比較して両元素の新生仔

移行は減少するとの報告叫44)からも推測される.また，た

とえセレンが移行しているとしてもセレンの保護作用が

低下している場合が考えられる.しかしながら，新生仔

死亡数が多いことより，イルカ肉中に存在するセレン以

外の因子の影響も十分に考え得るので，今後， さらに検

討する必要がある.

要約

イルカ肉，クジラ肉由来セレンが，メチル水銀の亜急

性毒性および繁殖毒性に対して，どのような保護効果を

示すか亜セレン酸ナトリウムのセレンと比較して，その

有効性を検討した.

ウィスター系ラット，実験A)雄4週令， B)雌10週令

に，実験飼料の蛋白i原としてイルカ肉，クジラ肉，カセ*

インを用い，塩化メチル水銀(20ppm)添加群と無添加の

6群と，カゼインに塩化メチル水銀と亜セレン酸ナトリ

ウム(1.3ppm)添加の合計7群を用いた.これらを， A) 

11週間， B)妊娠から離乳まで約6週間にわたって自由摂

取させた.

ノfラメーターとしてのA)体重増加，神経症状の発現，

死亡率， B)体重増加，出産仔数，死亡仔数，離乳率等に

メチル水銀の毒性影響が認められ，イルカ，クジラ肉お

よび亜セレン酸由来セレンの減毒効果が観察された. し

かし，イルカ肉由来セレンは，クジラ肉由来のセレンに

比べてより弱い効果を示した.これらの結果は，イルカ

肉由来セレンの“BiologicaIA vaiIabiIity"が低いため

か，あるいは，イルカ肉中の無機水銀がセレン活性を弱

めているのか，また，他の因子の存在が示唆きれた.

(本研究は，昭和56年度当研究所調査研究課題「重金属汚

染の生体影響に関する研究」として実施し，その概要は日

本公衆衛生学会第 41回総会 1982年 10月で発表した.)
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東 京 湾 の 環 境 汚 染 モ ニ タ リング調査(第 2報)
昭和 57年度スズキおよびカモメ類の調査結果について

瀬戸 博 ぺ加納桑子*

Survey of Chemical Pollutants in Biota from Tokyo Bay (11) 

Residue Levels in Japanese Sea Bass and Gulls in 1982 

HIROSHI SETO傘 andTAKAKO KANO' 

As a part of continuing monitoring programme of environmental pollution， the levels of chemical 
residues in ] apanese sea bass (Lataolabrax ja;ρonicus) and gulls (A: Larus crassirostris Vieillot， B: 

Larus ri・'bibundussi・'bi・'n'cusButurlin， C: Larus argentatus vegae Palman) collected from Tokyo Bay 

were determined. Residual concentrations of detected chemicals in the fish muscle on wet weight 

basis were as follows: PCB (0 . 23-0.37 ppm)，α-BHC (0.003-0.004 ppm)， dieldrin (0.004-0.005 ppm)， 

p， p'・DDT(0.002-0.003ppm)，o， p'-DDE(O. 001-0. 002 ppm)， p， p'-DDE (0. 009-0. 023ppm)， p， p'-DDD 
(0.007・0.010ppm)， heptachlorepoxide (0.002-0.003 ppm) and HCB (0.001 ppm). Levels of some pollu-

tants in the gulls were higher than those in the sea bass: e. g. in gull A. PCB (2.9-8.9 ppm)，βーBHC
(0.007-0.012ppm)， dieldrin (0.057-0 . 124ppm)， p， p'-DDE (0.46-1. lppm)， heptachlorepoxide (0.020 

-0.047 ppm) and HCB (0.015-0.024 ppm). 

Keywords: pollution， chlorinated hydrocarbon， sea bass， gull 

前報1)では，東京湾由来スズキ(Lataolabraxjatonic附)

について 29種類の化学物質濃度を測定し， PCB， BHC， 

DDT等の残留が依然として認められることを報告し

た.またスズキの習性から，スズキはその棲息する周辺

水域の化学物質汚染，特に難分解性で生物濃縮性のある

物質汚染の動態を知る有用な指標のひとつであることを

述べた.

一方，環境庁が実施した鳥類を対象とした化学物質検

索調査2)で鳥類組織中の化学物質の分析値は魚類のそれ

と比較して著しく相違することが明示された.このこと

から昭和 57年度の環境庁委託生物指標環境汚染測定調

査には東京湾のカモメ類が分析対象として加えられた.

本報告は，その測定結果である.

試料および分析方法

試料 スズキは昭和 57年 9月，千葉県富津沖で捕獲さ

れた 25尾を 5尾づつまとめ 5検体とした.魚体の体重，

体長(吻部から尾部付け根まで)を測定後，三枚におろ

中東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

し，頭，骨，皮，内臓等を除いた可食部のみとした.さ

らに肉をミンチにかけ均一になるよう混合し，カ、、ラス容

器に分け秤量の上，分析時まで保存した.

カモメ類は昭和 57年 8月から 11月にかけて羽田付

近で捕獲された.種，性およびおよその年令の鑑定は，

応用生物(株)に依頼した.胸筋を取り出し，種または性

別に区分して 3-5羽分を各1検体とした.

試料の概要は， Tabl巴1， 2に示した.Table 2中 A 

はウミネコ(Laruscrassirostris Vieillot)， B はユリカモ

メ(Larusribibundus sibiricus Buturlin)， Cはセグロカ

モメ(Larusargentatus vegae Palman)である.

分析方法 1.水分および脂肪分:環境庁の指示に従い

分析方法3)のうち水分は常圧加熱乾燥法，脂肪分はクロロ

ホルム・メタノール抽出法をそれぞれ用いた. 2. PCB， 

有機塩素系農薬，フタル酸エステル等の分析:同じく環

境庁の指示する分析方法に準じて行った.すなわち

PCB，農薬，フタル酸エステル等は系統分析法3)塩素化べ

160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

• Tokyo Metropolitan Research Laboratory of PubIic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Constitution of the Sample (Sea Bass) and Water and Fat Contents of the MuscIe. 

(n= 5) 

fat (%) 

Table 1. 

(g) 

4.2 

4.5 

5.0 

4.0 

3.9 

water (%) 

74.7 

76.0 

74.0 

76.4 

77.5 

Iength* (cm) 

30.6土0.5

29. 2:t 1.1 

27. 8:t 1. 6 

27.4士2.9

28.4土1.5

body weight 

412:t 12 
371土73

327土55

315:t99 
346:t35 

group no. 

T
1
4
0ノ
u

n〈
u
a
A
T
伊

h
d

4.3 

*: not incIude the part of taiI fin 

76.3 28.7 354.2 ロlean

Constitution of the Sample (GuIIs) and Water and Fat Contents of the MuscIe. 

( )=n 

fat (%) 

Table 2. 

6.4 

7.1 

6.9 

8.5 

7.2 

water (%) 

68.9 

70.1 

69.4 

69.3 

69.4 

wing Ienght (cm) 

33.4士1.6(5) 

35. 7:t 2 . 5 (5) 

37. 3 :t 0 . 3 (4) 

36.7土1.5(4) 

35.8 

body weight (g) 

501:t54 (5) 
616:t43 (5) 
615:t60 (5) 
516土18(5) 

562.。

sex 

female 

male 

male 

female 

age 

adult 

adult 

adult 

adult 

GuII 

-
A
n
L
q
u
a
nヨ

A

A

A

A

 ロlean

7.8 

7.8 

67.3 

68.1 

29.9:t0.8 (5) 

42.4:t2.3 (3) 

296土57(5) 

1158:t399 (3) 
B 

C 

GuII C: Vega Herring Gull. GuII B:Kamchatkan Black-Headed GuII， GuII A:Black-Tailed GuII， 

間にあまり差は認められなかった.

試料から検出された物質は PCB，α-BHC，ディルドリ

ン， ρ，ρヘDDT，o，ρヘDDE，p，ρヘDDE，p，ρヘDDD，へ

プタクロルエポキシドおよび、ヘキサクロノレぺンゼンであ

る.前回，高頻度(平均 0.004ppm)に検出された 1，2 ， 

4ートリクロノレベンゼンは今回は検出きれなかった.

一方，へプタクロルは検出きれなかったが，へプタク

ロルエポシキドはいずれのグループ試料からも検出され

た.環境庁の水質調査6)によると底質からのへプタクロル

の検出率は魚類より高いが，逆にへプタクロルエポキシ

ドてすま魚類が高いという結果が報告されている.これら

のことは Salourinら7切言うようにへプタクロルが生

体内で速やかに代謝されることを示唆している.

スズキの残留有機塩素化合物の年次推移をみると，

Table 4に示すように PCB， α-BHCはほぽ横ばい，

ンゼ、ン類は水蒸気蒸留法勺こより行った.確認試験および

ガスクロマトグラム上でピークが重なり測定不能の試料

の場合はマスフラグメントグラフィーを行った.なお詳

細な操作法，条件は報告書叫こ記載した.

分析した化学物質は前報の 29種類の他，へプタクロ

ル，へプタクロルエポキシド(HCE)の2種を加えた計 31

種類である.

なお試薬および装置は前報と同様のものを使用した.

結果および考察

スズキについて スズキ可食部の化学物質濃度をTable

3に示す.前回は大型のスズキを I尾ごとに分析したた

めその測定値は個体差が大きかった.しかし，化学物質

濃度と体長との聞には相関が認められた.今回は比較的

小型のスズキを多数捕獲し，同等の大きさのもの 5尾を

1グループにし分析を試みた.その結果，各グループの
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Table 3. Concentrations of Pollutants in Muscle Tissue of Sea Bass. 

(ppm on wet basis) 

compound rang巴 mean 

PCB 0.23-0.37 0.31 5/5 

PCN nd*' nd 0/5 

α-BHC 0.003-0.004 0.004 5/5 

β-BHC nd nd 0/5 

γ-BHC nd nd 0/5 

6・BHC nd nd 0/5 

aldrin nd nd 0/5 

dieldrin 0.004-0.005 0.004 5/5 

endrin nd nd 0/5 

o，t'-DDT nd nd 0/5 

ρ，ρ'-DDT 0.002-0.003 0.002 5/5 

0，ρ'-DDE 0.001-0.002 0.001 5/5 

t，ρ'-DDE 0.009-0.022 0.014 5/5 

0，ρ'-DDD nd nd 0/5 

ρ，t'-DDD 0.007-0.010 0.008 5/5 

heptachlor nd nd 0/5 

HCE 0.002-0.003 0.002 5/5 

DnBP nd場2 nd 0/5 

DEHP nd*" nd 0/5 

TBP nd*' nd 0/5 

o-DCB nd*' nd 0/5 

m-DCB nd*' nd 0/5 

ρDCB nd事 1 nd 0/5 

1，2，3-TrCB nd nd 0/5 

1，2，4-TrCB nd nd 0/5 

1，3，5-TrCB nd nd 0/5 

1，2，3，4，ー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 

HCB nd - 0.001 2/5 

Numerater: Number of samples in which chemical pollutants were detected. Denominator: Number of 

samples tested. nd: < 0.001， * 1 < 0.01， * 2・ <0.1

Table 4. Trends in Chlorinated Hydrocarbon Residues in Sea Bass Collect疋dfrom Tokyo Bay. 

compound I 1978* 1979~ 1980事 1981* 1982 

PCB I 0.3 0.4 0.3 0.75 0.31 
HCB 0.002 0.002 0.002 nd - 0.001 nd - 0.001 
α-BHC 0.006 0.002 0.005 0.006 0.004 
dieldrin 0.007 0.012 0.011 nd-0.001 0.004 
ρ，ρ'-DDE 0.029 0.037 0.052 0.043 0.014 
ρ，t'-DDT 0.013 0.028 0.007 nd 0.002 
1，2，4-TrCB 、 nd - 0.001 0.004 nd 

キ:data from ref.8 ..-: not determined. 
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ディルドリンおよびDDT類の漸減傾向がうかがわれ

る.しかし，まだサンプル数が少なしこれらの結果の

判断には今後の調査が必要と思われる.

カモメ類について Table 5にカモメ類の胸筋中の化学

物質濃度を示す.検出頻度の高い物質は PCB，β-BHC，

デイノレドリン，0，ρ'-DDT， 0，ριDDE，ρ，ριDDE， 

t，〆-DDD，へプタクロルエポキシド，0-ジクロルベン

ゼンおよび、ヘキサクロルベンセ、ンであった

スズキに比較して有機塩素化合物の高い蓄積性を示

し，特に PCB，ディルドリン，へプタクロルエポキシド，

ヘキサクロノレぺンセ守ンにおいて著しい.一方，スズキで

高頻度に検出された α-BHCは不検出で， β体のみが検

出された.また，総DDTに占める各 DDT類の割合すな

わち構成比に注目すると ρ，ρぺDDEの割合はウミネコ

99.7%に対しスズキ 56%でウミネコが著しく高い.こ

れらのことからカモメ類は代謝機能を異にするのかも知

Table 5. Conc巴ntrationsof PoIlutants in MuscIe Tissue of GuIls. 

(ppm on wet basis) 

GuIl A GuII B GuII C 

compound range mean 
事

PCB 2.9-8.9 6.5 4/4 1.4 2.3 

PCN nd本 l nd 0/4 nd nd 

α-BHC nd nd 0/4 nd nd 

β-BHC 0.007-0.012 0.010 4/4 0.012 0.008 

γ-BHC nd nd 。/4 nd nd 

a-BHC nd nd 0/4 nd nd 

aldrin nd nd 0/4 nd nd 

dieldrin 0.057-0.124 0.085 4/4 0.018 0.040 

endrin nd nd 0/4 nd nd 

o，p'-DDT nd-0.001 3/4 nd nd 

ρ，t'-DDT nd nd 0/4 0.002 0.008 

o，t'-DDT 0.001 0.001 4/4 nd nd 

ρ，ρ'-DDE 0.46-1.1 0.79 4/4 0.23 0.42 

0，ρ'-DDD nd nd 0/4 nd nd 

ρ，t'-DDD 0.001 0.001 4/4 0.002 0.005 

heptachlor nd nd 。/4 nd nd 

HCE 0.020-0.047 0.038 4/4 0.011 0.012 

DnBP nd*2 nd 0/4 nd nd 

DEHP ndホ2 nd 。/4 nd nd 

TBP nd*' nd 0/4 nd nd 

。-DCB 0.01 0.01 4/4 nd*l 0.01 

m-DCB ndホ1 nd 0/4 nd nd 

ρ-DCB nd*' nd 0/4 nd nd 

1，2，3-TrCB nd nd 0/4 nd nd 

1，2，4，-TrCB nd nd 0/4 nd nd 

1，3，5-TrCB nd nd 0/4 nd nd 

1，2，3，4，ーTeCB nd nd 0/4 nd nd 

1，2，3，5，-TeCB nd nd 0/4 nd nd 

1，2，4，5-TeCB nd nd 0/4 nd nd 

PeCB nd nd 0/4 nd nd 

HCB 0.015-0.024 0.020 4/4 0.010 0.018 

GuIl A: Black.Tailed GuIl， GuIl B: kamchatkan Black-Headed GuIl， GuIl C: Vega Herring Gull. 

* Numerater: Number of samples in which chemical poIlutants were detected. Denominator: 

N umber of samples tested. nd: < 0.001， * 1 < 0.01，権 2: <0.1 
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れない

今回の調査からカモメ類の化学物質汚染程度は概して

ウミネコ>セグロカモメ>ユリカモメという傾向が見ら

れる.しかし，これらのカモメの移動範囲および東京湾

での滞在期間が異なり，単純に比較できない.今回の捕

獲時期から推察すると冬烏であるユリカモメ，セグロカ

モメは日本に渡来したばかりで東京湾の汚染状態を反映

しているとは言い難い.捕獲時期と化学物質濃度との関

係は調査する必要がある.

カモメ類は魚類と比較して，有機塩素化合物の高い生

物濃縮性を有し，また BHCおよびDDT類等でスズキ

と異なる蓄積のパターンを示すことから環境汚染物質の

汚染レベルの把握および生体における残留性の指標生物

として有用であると考えられる.

謝辞本調査のため試料採取等御尽力いただいた衛生

局医療福祉部公害保健課各位に感謝いたします.
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酸素存在下での1，3ーブタジエンと OHの反応

太田興 i羊ぺ溝口 勲事

Reaction of 1，3・Butadienewith OH in the Presence of Oxygen 

TOMOHIRO OHT A *， and ISAO MIZOGUCHI* 

Reactions of hydroxyl radicIs with 1， 3・butadienein the presence of oxygen were studied in the 

gas phase. Hydrogen peroxide and methyl nitrite were used as OH sources. Furan was detected 

besides acryldehyde by gas chromatographic analysis. Approximate yields of furan were sensitive 

to the conditioning of the reactor surface but insensitive to OH sources， the surface material of 

reaction vessel or the surface to volume ratios of the reactors. 

Keywords: OH， butadiene， furan 

緒 ー百
共役2重結合化合物は高分子材料などに広〈使用され

ている.また，イソプレンを骨格とするテルベンと総称

される共役二重結合化合物は植物から生成放出されてい

る.汚染大気中に，これらの共役二重結合化合物が存在

するとき，最終的に生成物は何であり，それらはどの程

度の収率を持つかは，興味深いことがらである.

窒素酸化物と炭化水素類に汚染された空気が太陽光照

射を受けたとき，主として，炭化水素類を分解するもの

はハイドロキシルラジカノレ(OH)であると考えられてい

る九ここでは，共役二重結合化合物として，最も簡単な

構造をもっ，1， 3ーブタジエンを選ぴ， OHとの反応を

酸素存在下で，調べた.その結果，従来の酸素存在下で

の二重結合と OHの反応から予測できない，新しい生成

物が認められた.それの収率を求めると同時に，生成機

構について推察し，さらにそれらの人体に与える景タ響に

ついて述べる.

実験

2つの OHのソースを用いた.H202の 254nm，亜硝

酸メチル(CH30NO)の 360nmにおける光照射である.

内容積約180ml(内径4cm.長さ15cm)の石英セルに過

酸化水素 (90%， H202) か，亜硝酸メチルを 1torr以

下になる様に入れ，次に酸素で希釈した， 1，3ーブタジエ

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

ンを導入し，さらに窒素あるいは酸素を 1気圧まで入れ

た.10分程，反応容器を静置したのちに，次に， H202の

系は殺菌灯，亜硝酸メチルの系はブラックブルーランプ

で照射した.それぞれの系で，光照射前後の 1，3ーブタジ

エンと反応生成物を FID付きガスクロで分析した.

145"CでPORAPAKT， 1m-ステンレスカラムを用いた.

低圧下の実験では，全圧を 2.4torr程にして，光反応を

行なった後に，窒素で一気圧にして， ?ゲスクロ分析を行

なった

ガラスビーズをつめて，液体酸素浴にひたしたガラス

管に，何回かの実験の生成物を通過させ，生成物を捕集

した.捕集後の生成物を GC-MSで同定した.別に，

ガスクロの TCD検出器のシグナルを見ながら生成物を

分離捕集し，赤外スペクトルを得た.標準物質と生成物

のカスクロの保持時間，赤外，マススペクトルはともに，

よく一致した.他に，重酸素 ('802)を用いて，同様の実

験を行ない，生成物は，上記のヌゲラスビーズ入りカマス

管に捕集し，マススペクトルを得た.生成物中の重酸素

含有率を対応するピークの強度比から求めた.

硝酸メチルは，亜硝酸ナFリウムのメタノール溶液に，

硫酸を滴下して，合成し，液体窒素温度で真空にして，

保存した.1，3ープタジエンは高千穂化学，重酸素('802，

98.6%)は，メルク・フロスト・カナダから入手した.

160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* Tokyo MetropoIitan Research Laboratory of PubIic HeaIth， 

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



ると，アクリルアルテモドの収率が増加するが，なお，

50%程度の消失を説明できるだけである.生成物の多く

は高沸点の有機エアロゾルといわれるものに変化してい

るのであろうと考えられる.

フランは低級エーテルと同様に麻酔作用を有するが，

ラットに対する致死濃度はLC30400ppmであり，毒性は

それほど著じるしいとはいえない2) アクリルアルデヒド

は眼に灼熱的に，また口腔，鼻粘膜にも刺激を与える 2)

もし局所的にせよ，汚染大気中に，これらの反応性の高

い共役二重結合化合物が大量に放出されると，不飽和ア

ルデヒドの生成の可能性か生じてくる.

An四.Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

質量分析器で，純度のチェックをした.不純物は，
180

16
0 

であった.
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結果と考察

このカ、、スクロ条件下で，同定された生成物はアクリル

アルデヒド(アクロレイン)とフランであ2た.反応物

と生成物の典型的なガスクロマトグラムを図 1に示す.

1，3ーベンタジエンを用いて，同様の反応を行なわせると

アセトアルデヒド，アクリルアルデヒド，クロトンアル

デヒドの他に， 2ーメチルフランが生成物として同定さ

れた. 1，3ーブタジエンの消費量に対するアクリルアル

デヒド'(C，H，CHO)とフラン(C.H.O)の収率の初期条件

に対する依存性を知るために，初期条件を種々変えて，

何回かの実験を行なった.結果は表1に示す.全圧 P，が

760torrで、ある場合は，フラン，アクリルアルデヒドの収

率は，照射時間に依存せず，反応物の 1，3ーブタジエン，

過酸化水素，酸素の分圧にも依存しない.しかし， Run-

11， 12にみられる様に，全圧が2.4torrになると，フラ

ンの収率が3-4割増加し，アクロレインが同程度減少

することがわかる.別に，亜硝酸メチルを OHのソース

として用いた場合も，ほぽ同じ収率を示し，ソースには

依存しないことがわかった.他に，表面積と体積の比が

10倍程度異なる反応容器を用いて，同様の実験を行なっ

ても収率には著じるしい変化はみられなかった.通常の

酸素-16の代わりに，重酸素一18を用いて生成物の質

量分析を行なった結果を表2に示す.これによると，全

フラン中の約 4割程は重酸素を含んでいた.

酸素存在下で， 1，3ーブタジエンと OHの反応から，ア

クリルアルテ申ヒドを生成することは，以下の通常のオレ

フィンとの反応から類推することができる 1)

C=C-C=C+OH→ C(OH)一C-C=Cーぷ令CH20

+ C，H3CHO 

一 → unspecifiedproducts 

フラン(C.H.O)は 1，3ーブタジエン(C.H6)に比べて，

水素が2個少なくなっていること，重酸素を用いた実験

で，約 4割近くの酸素が，重酸素にラベルされたこと，

また，低圧になれば，フランの収率が増加したことなど

から， OHの二重結合への付加を経ることは考えられず，

OHにより端末のビニル水素が引き抜かれて，酸素分子

が結合し，一酸化窒素(NO)などとの反応により， (0 

CH=CH-CH=CH，<-←→ O=CH-CH=CH-CH，) 

が生成し，フラン環を生成するものと考えられる.

フランとアクリルアルデヒドの収率は低<，失なわれ

た， 1，3ーブタジエンの 35%程度を説明するだけであ

る.亜硝酸メチルを用いて，反応系中に NOを生成きせ
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表1.異なる初期条件下での， H202/1.3・butadiene/02の光分解生成物の収率

Run 
Irrada Reactants， Torr Pt Products yield， % 
Time C.H6 H202 O2 Added Gas Torr C.H.O C2H3CHO 

1 1.5 .407 1.0 1.1 760 5.55 25.2 

2 1.5 .409 1.0 1.1 760 6.18 27.8 

3 1.5 .361 1.0 759 760 6.59 23.4 

4 1.5 .368 1.0 759 760 6.68 24.4 
:5 3.0 1.38 1.0 758 760 6.50 23.2 

6 3.0 1.39 1.0 758 760 6.96 23.5 

7 1.5 .404 1.0 1.1 Alb，.341 760 7.19 

8 1.5 .401 1.0 1.1 AI，.341 760 7.40 

9 3.0 .381 .48 1.1 760 7.53 29.6 

10 3.5 .399 .47 1.1 760 7.62 27.9 

11 1.5 .306 1.0 1.1 2.4 10.5 20.6 

12 1.5 .314 1.0 1.1 2.4 11.4 21.1 

匂linutes

bAcrolein 

表 2.1， 3-butadiene/H202/，802/N 2の光分解生成物の同位体分析

Run 
Irrad Reactants， Torr 180-Products ratio， %" 

Time，min C.H6 H202 1802 Added Gas C.H.O C2H3CHO 
1 27 .217 1.4 9.6 32 78 
2 25 .180 0.9 >9.0 38 83 
3 15ノ{ 1.06 1.0 >8.2 37 90 
4 20 1.08 1.0 8.0 NO，..262 44 49 

a [180-ProductJ/ ([180・ProductJ+ [160_ ProductJ) x 100 
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空調ダクト内堆積粉塵の性状について(第 2報)

佐藤泰仁

Properties of Accumulated Dusts in 

Air-conditioning Duct (11) 

Y ASUHITO SA TO* 

Dust accumulated in air conditioning ducts was examined in six buildings which were not incIuded. 

in the previous investigation 

In quaIitative analysis， 17 elements (Mg， AI， Si， P， S， CI， K， Ca， Ti， V， Cr， Mn， Fe， Ni， Cu， Zn and 

Pb) were detected in the dust samples. Quantitative arialysis was performed for 5 elements incIuding 

Fe and Zn. Furthermore polycycIic aromatic hydrocarbons extracted from tar in the dust were 

quaIitatively analyzed. The value of benzo(a) pyrene in the ducts was about 25 times greater than 

that of airborne particIes. 

Benzo(a) pyrene may have accumulated in the ducts over a Iong period. 

Keywords : components analysis， accumulat巴d-dust，air-con duct， Benzo(a) pyrene 

はじめに

ビル環境等において，室内に空気を送りこんでいるダ

クトの中は長い間の空気の流入により堆積した粉塵等が

生じており，これらの性状については先に報告1)を行なう

ているが，今回も前報にひきつづき 6つのビルのダクト

内堆積粉塵を試料として同様な検討を行なうとともに，

新らたに一部元素の定量を行なった.また試料タール分

に含まれている発ガン性の最も強いと言われているべン

ソ"(a)パイレンなどの多環芳香族炭化水素についても分析

を行ない，いくつかの知見を得たので報告する.

試料の採取及び分析方法

試料の採取方法については前報1)と全く同じである.元

素の組成分析にはエネルギー分散型蛍光X線分析装置

(鞠理学電機工業製，ウルトラトレースシステム 0600

型にデータ処理システム 7077型を組みあわせたもの)

を使用した.本装置は少量の試料でも迅速に定性が行な

える利点をも勺ている.すなわち各元素の励起効率を高

めてエネルギ一分布を得やすくするために 2次ターゲ、y

ト方式を用いている.そのため 2次ターゲ、ットの選定が

必要で、あること，また真空雰閤気中の方が効率がよい元

素もあるなどのために分析条件を次のように設定した.

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

すなわち Mg，AIの確認のためには Siを2次ターゲッ

トにして真空中で行なうこと，以下 Si，P，Sには CI(真

空)を， CI， K， Caには Tiを， Ti， V， Cr， Mn， Fe， Ni， 

Cuには Geを， Zu， Pbには Moを用いて行なった.定

性分析としては試料を両側よりはさんだマイラー膿をス

ライドマウントに装着して行ない，定量分析としては一

定量の試料を蒸留水で、 10-100倍に希釈後，メンプラン

フィルターで、滅過し，そのフィルター上の粉塵について

行ない，予め標準添加法により求めておいた検量線から

算出した.

また元素の状態分析には X線回折装置(脚理学電機

製，ガイガーフレックス RAD-IIAにデータ処理装置

RAX-10を組みあわせたもの)を用い，蛍光 X線と同様

試験ふるい 400mesh以下の試料を AI製試料ホルダー

につめ，回転試料台に装着して分析を行なった.物質の

同定については RAX-10並びに欄理学電機分析センタ

ーの RAX-12を用い，検索されたデータを ASTMカー

ドにより再確認する方法によった.試料中の有機成分，

無機成分，タール分の分析については前報1)と同じであ

る.更に多環芳香族炭化水素(以下 PAHs)の分析につい

てはいくつかの方法があるが，今回は昭和 58年 5月に

160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of PubIic Health 

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







2H20 (石膏)， CaC03 (方解石)であり前回の結果をも

あわせてみてみると，これらの結品構造が堆積塵中に占

める代表的な 3つの成分であると言えそうである.

さらに前回の試料すべてから検出同定されたNaAI

Si3 08 (首長石)については今回 2つのビルからしか同定

きれなかったが，この成分についても比較的多くのビル

の堆積塵中に含まれているものと考える.またその他の

結品構造としては Pを含むものがみられ， CaHPO.・

2H20が2つのビルより同定された.尚，回折チャート及

ぴ検索データ例として Fig，1にBビルのものを， Fig.2 

にEビルのものを示した.

次にダクト内粉塵の無機成分(灰分)，有機成分(熱灼

減量)及びタール分の割合をみたのがTable5である.

それぞれのビル毎にみると若干異なった割合であるが，

6つのビルの平均値でみる限り，無機成分と有機成分が

6 : 4，タール分が 8.1%と先の報告町大差がない.こ

のことから堆積塵の性状は無機性のものが多いと言えそ

うである.また，前回もみられたことであるが，無機成

分と有機成分がほぼ等しい試料では，その中に含まれて

いるタール成分が多いという結果がみられ，今回タール

含有量が最高で、 14.7%(Eビル)であった.この値は堆

積塵中のタール発生源を喫煙のみと考えると，タバコ 10

本分のタール量に相当するわけで"前回も含めて 12ビ

ルの中で喫煙量(率)が高いビルと考えられるが，各ビ

ルの喫煙率などを調査していないので，残念ながら推測

にすぎない.

今回，新らたにタール分中の B(a)Pなどの PAHs濃

度について分析を行なった.当初，先に述べた 5成分の

他に大気環境でもよく測定されているベンソ'(ghi)ピレ

ンの分析も予定したが，使用したカラム及ぴ条件での B

(ghi)Pと1，2， 5， 6-DiBAの分離が悪〈測定出来ず， 5 

成分のみ粉塵19当りのmgとしてTable6に示した， 6 
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べてのビルより検出された.次に検出された元素のうち

Fe， Cu， Mn， Pb， Zuについて定量を行ない，その結果を

Table3に示した.これらの元素は前報の結果から，試

料中の含有濃度が高いと推測さlれたが， Table3に示す

ように特に FeおよびZnが多量に検出された.

Feについては 19中に28-430mg(平均値で'136mg)

が含まれており， Zn は87-430mg(平均値で'228mg)が

含まれている.これらの元素の由来を考えてみると，大

気中浮遊粉塵にも多く含まれている成分でもあることか

ら，空調器よりの取入外気からの流入，あるいは空調器

本体並びにi慮材からの剥離等，さらにダクト素材の腐食

によるものなどが，長い年月蓄積され高濃度になってい

るものと考える.

次に X線回折分析の結果をまとめてみたのが Table

4である.表中O印のものが同定された結晶構造である

が，その中で⑨印のものが一番強度の大きいことを示し

ている.そしてそれらは α.Si02(α一石英)， Ca SO.' 
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Identified crystal structure in dust Table 4. 
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5成分である.今回行なった各々の分析条件は Table

1 (a)， (b)に示す通りである.また対象となったビルの規

模をTable2に示したが，築後20年前後から30年を超え

たものであり前回よりもや冶古いビルであった.またピ

ルの使用状況については E，Fビルが専用ビルで、あるほ

かは雑居ビルであった.

測定結果及び考察

今回の ED型蛍光X線分析の結果， 6つの試料より同

定された元素は，先の報告1)でも検出された 14種を含む

17種類であった.すなわち原子番号の小さい方から列記

すると Mg，AI， Si， P， S， CI， K， Ca， Ti， V， Cr， Mn， Fe， 

Ni， Cu， Zn及ぴ Pbである.今回用いた装置は各元素が

励起しやすいターゲ、ット (2次)を選択できるので，微

量成分でも同定可能で、あり，前報と比べて P，Mn，Niが

新らたに検出された.しかし P，V，及びCrについては検

出きれないビルがあったが，その他の元素についてはす

Table 1. (b) Analytical conditions 

35， 1984 報年梓
川zw 

環境庁がまとめた報告書2悼の河川水中の PAHsの分析

に準擦して行なった.すなわち，ソックスレー抽出によ

り生じたタール分を秤量後，ベンゼン溶媒中に溶かし，

それをフィルター(東洋減紙No.5A)でi慮過を行なった.

その櫨液を KD濃縮器で濃縮後， N2方、スを吹きつけて乾

固し，n-ヘキサン1mlを加えた.次にその濃縮液を無水硫

酸ナトリウム 2gを層積したシリカゲルカラム(活性度

1，1 xl5cm)に入れ，その上部より n-ヘキサン 350mlを

流し，初めの90mlを除去した後，次の90-350mlをKD
濃縮器で約 3-5mlとなるまで濃縮し，再び N2/ゲスに

より乾固し，今度はアセトン lmlを加え，このアセトン

可溶液を高速液体クロ?トグラフィー(以下 HPLC)用

試料とした.定量については各々の物質の標準滅による

検量線と，それぞ、れの液体クロマトグラフ上のピーク高

より求めた.さらに物質の同定については，標準液と試

料成分との蛍光の Spectral1dentificationを行ない確

認した.なお今回測定した PAHsはベンソ'"(e)パイレン

(以下B(e)P)，ベンゾ (b)フルオランテン(以下B(b) 

Fth)，ベンゾ(k)フルオランテン(以下 B(k)Fth)，べ

ンソ'''(a)パイレン(以下B(a)P)，及びインディノ(1， 

3 -cd)パイレン(以下 1(1， 2， 3-cd)P)の

衛京東

High pressure liquid chromatography 
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Wave length 
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がって空調夕、クト内に堆積している粉塵中にも高濃度の

PAHs濃度が分析されたことは，長期間にわたり主とし

て室内の喫煙に由来する PAHsが堆積塵中に濃縮され

たものではないかと考察した.

まとめ

今回の調査の結果の大要は以下の如くであった.

1)空調ダクト内粉塵より検出された元素としては，

Mg，Al，など 17種であり，先の報告に比べ Ni，Mn，

Pが新らたに検出された.

2)検出された元素のうち， Fe， Cu， Mn， Pb， Znについ

て定量を行なったところ， ピルによってのノ〈ラツキ

があるが，平均濃度としてはFeが136mg/g，Cuが

O. 49mg/ g， MnがO.96mg/ g， Pbが2.94mg/g， 

Znが228mg/gとなり， Fe及び、Znが多かった.

3)粉塵中の結晶構造は前報と同様に， α-Si02，Ca 

S04・2H20及ぴ CaC03が主流3物質であると判断

された.

4)粉塵の組成比(無機成分:有機成分)並びにタール

分量は平均値で 6: 4及ぴ8.1%と先の報告と大

差がなかった.

5)タールに含まれている B(a)Pなど 5つの PAHstこ

ついて分析を行なったところ， B(a)P 濃度は大気中

浮遊粉塵中の 20-25倍の高濃度であった.このこ

とは室内で発生する喫煙由来のものが，再循環空調

により濃縮されて生じたものと考察した.

謝辞今回の調査試料については，附東亜管財，江

口 弘氏に御協力をいただいたことを記して深謝いた

します.

(本研究は昭和 58年度当研究所調査研究課題「大気

中の浮遊粉慶に関する調沓研究」の一部として実施し，

概要は日本公衆衛生学会第43回大会1984年11月で発表

した.) 
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した.6つのビルの各成分の平均濃度は， B(e)Pが 0.86

mg/g， B(b)FthがO.89mg/ g， B (k) Fthが0.37mg/g，

B(a)Pが0.20mg/gおよびI(1， 2， 3 -cd)Pが0.93mg

/gで，各ヒ、ル毎のバラツキはあるものの， B(e)P， B(b) 

Fth， 1 ( 1 ， 2， 3四cd)Pの成分は， B(a)P濃度よりも相対

的に高い濃度であった.また，発力、ン性が高いと言われる

B(a)Pについてみると，タール分が一番多かったEビル

は0.36mg/gであったが，しかしB(a)P濃度が一番多か

ったのはBビルであった.(タール分8.7%，B (a) P濃度

0.52mg/g)当初，タール分が多いところすなわちB(a)P

濃度の高いところであろうと考えていたが，実際には D

ビルのような結果(タール分 8.2%， B(a)P濃度 0.03

mg/g)もあることから両者の関係は明らかではなかっ

た.室内粉塵並びに堆積粉塵中の PAHs濃度について検

討した報告は少ないので，大気浮遊粉塵中の PAHsi農

度3)と比較をすると， B(a)Pは東京の 56年度の年平均値

が約 20μg/gで、あることから，今回の濃度は平均でも

10倍，最高でbは 25倍もの量が含まれていることになる.

B(k)Pについて同じく年平均値と比較すると約 27侍も

高い値を示した.

昨年の夏，当科において事務専用ビルの空調機室及び

事務室内の浮遊粉塵を各系統別(外気，給気，還気)に

採取して試料の PAHs濃度の調査を行なった.その結

果4)では B(a)P及び:'B(k)P濃度は， 還気中濃度が給気

中の濃度の約3倍高〈測定されている.この結果は，還

気中の各 PAHs比は外気中のそれと異なり，室内の給気

中の各 PAHs比と同一パターンを示したこと，当ビルの

還気は全く外気を遮断した空調器洗浄と室内給気のみを

くり返す再循環方式であったこと等から，この還気中の

PAHs 濃度の多くは喫煙によるものと判断された.した
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0.80 0.91 0.37 0.13 0.60 

2.00 1.63 0.81 0.52 2.48 
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of about 100 of the 150 aged residents and 27 of the 55 staff members. The pruritic eruption was supposed 

to be human scabies at the first investigation because of such typical symptoms as multiple cases in the 

immediate environment， nocturnal itching， and characteristic distribution of papules. 

June 16th: Using a vacuum cleaner， dust samples were collected from bed-sheets and underclothes 

which had been used for 3-4 days by 4 infested aged residents. Since two dermatologists could not extract 

any Sarcottes scabiei from patients' skin using a skin scraping technique and since most papules were 

already scratched， the plastic box method and centrifuge floatation method were thought to be usefull to 

collec.t the mites. The latter method， in which the mites are extracted from dust samples， was judged to 

be the best in this case. 

June 17th: The health centre asked the home to mix precipitated sulfur and water in a bath tub in order 

to penetrate into the sarcoptic mite burrows in patients' skin. 

June 18th: Several mites of Sarcottes scabiei were extracted from dust samples collected from patients' 

bed-sheets and underclothes (Table 1)， and the pruritic eruption was diagnosed as human scabies. To treat 

the scabies and prevent spreading of the disease inside and outside the home， the health centre gave the 

following instructions: 

a) Apply smithrin ointment containg O. 2% phenothrin to diseased ar四 sof patients. 

b) After touching patients， have staff members wash with a 50% alcohol solution. 

c) Change patients' bed-sheets， pillows， other bedclothes， and underclothes daily. 

d) Dry patients' bedclothes and underclothes by heating to over 80.C， when washed in the home. 

e) Keep leased bed-sheets， diapers， and other cloth materials used by patients separate from those used 

by uninfested residents， and have them thoroughly sterilized by the leasing companies. 

f) Spray organophosphorus insedicide over the entire floor space. 

In addition， the nursing home asked that all residents remain at home and have no contact with their 

family members or friends until all patients are cured. Aerosol insecticide was sprayed around the 

beds and floor， starting on this day. 

June 23rd: Application of smithrin ointment to diseased areas of the patients and a weekly record of 

the number of patients and level of disease were begun (Table 2) . 

July 13th: A nursing home resident believed to have introduced scabies to the home was diagnosed as 

having N orwegian scabies， which is characterised by a crusted dermatitis with minimal pruritus that is 

only occasionally severe. Treatment with 1% r-BHC ointment on July 13， 14， 23， and 24 produced a rapid 

cure. 

July 21st: A mixed emulsion of smithion and DDVP was sprayed on the entire floor space of the 

building. 

July 23rd: All of the futons and mattresses used by the patients were heated to !:JU・100.Cfor 2 hours〆using

a heating machine. 

Table 1. Sarcottes scabiei collected from bed-sheets and underclothes of 4 aged patients. 

Patient A B C D 

female 3 female 1 female 1 male 2 

mite 
nymph 1 egg 2 female 9 

nymph 56 

egg 61 

note: No lavae were found in this case. 
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A Mass Outbreak and Control of Human Scabies 

in a Nursing Home for the Aged 

MIDORI YOSHIKA W AぺMASAHIKOOHNO*， MIDORI SAITO**， TAKAO ISHII**， 

SHIGEO OKAMOTO**， YOSHIAKI IMAGA W A叫 andMAKOTO FURUKA W A * *キ

A mass outbreak of human scabies occurring in a nuring home for the aged was diagnosed using a 

centrifuge floatation method， in which sarcoptic mites were extracted from dust samples collected from 

bed-sheets and underclothes. Both mites parasitized on patients' skin and mites that dropped on beds 

and floor were simultaneously controlled. Smithrin oitment was used to treat patients. To control the 

dropped mites， clothing and mattresses were heated to 80'C with a heater， and the organophosphorus 

insecticide was sprayed on the entire floor space of the building. 

Keywords : human scabies， excoriation 

In troduction 

Cases of scabies have increased recently because of frequent transmission from foreign countries'-
2
). 

Once human scabies is introduced to a mass living space such as a domitory， a hospital， or a nursing home， 

it rapidly spreads throughout the whole group剖.Thus an accurate diagnosis technique and an appropriat巴

method of treatment are required. However， most dermatologists know only the skin scraping technique 

for diagnosing Sarcottes scabiei (which causes human scabies)， and most treat only the patients. But 

Sarcoρtes scabiei larvae and nymphs often are scratched off or drop from a patient' s skin， and males， 

females， and eggs have been found on beds or floors4叫 andsarcoptic mites may survive on bed-sheets or 

floors for some period6
). 

We investigated a case of human scabies in a nursing home for the aged， in which one third of the 

residents are bedridden. Our purpose of this study is to research: 1) whether a centrifuge floatation method 

can be used to find Sarcoρtes scabiei dropped on bed-sheets .or underclothes， and 2) whether simultaneous 

control of sarcoptic mit巴sparasitized on patients and mites dropped on bedclothes， underclothes， and 

floor can shorten the period of infestation. 

The Progess of a Case of Human Scabies 

Pruritic eruptions which brok巴 outin October 1982 in the nursing home in Tokyo were diagnosed as 

pruritus senilis by a staff dermatologist. In addition， a famous university hospital was consulted and 

misdiagnosed the disease. During misdiagnosis， the patients suffer巴dand the disease spread until the home 

asked the Higashikurume Health Centre to study the problem on 1st ]une 1983. The progress of the case 

and control procedures are presented below. 

June 1st: The home requested that the health centre investigate the dermatitis. 

June 13th: The papules were spread on wrists， elbows， penis and scrotum， buttocks， axillae， and backs 

*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 Laboratoy of Public Health 

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

村東京都東久留米保健所衛生課

***東京都府中保健所衛生課
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Table 2. Course of treatment 

levels of disease 

date 
days after heavily infested mildly infested lightly infested 
treatment 

June 29 6キ

Jul. 6 13 

Jul. 12 19 

Jul. 19 26 

Jul. 26 33 
Aug. 2 40 
Aug. 9 47 

Aug. 16 54 

• accumulated days 
•• number of patients 

(many rashes) (over10rashes) ( 5 -10rash巴s)

8.. 0.. 19 ** 
2 7 17 。 I 4 。 。 I 。 。 。。 。 。。 。 。。 。 。

331 

very lightly 
infested total 

(1-5 rashes) 

58 •• 85 ・事
40 66 

40 45 

6 7 

9 9 

1 1 

2 2 。 。

August 16th: All scabies patients were cured and any sarcoptic mites were not collected from bed-

sheets and underclothes of the patients. 

Discussion 

The diagnosis of scabies is confirmed by the presence of the mites. Without finding evidence of the mite， 

a clinical diagnosis is presumptive only. A mite can be found by careful selection of the test site on a 

patient when the skin scraping technigue is used. The most important rule for this technique is to ayoid 

excoriated lesions， because the mite is usually removed when the skin is scratched5l • However， most of 

lesions were already excoriated when we started investigaton of this case on 13th June. ln this instanc巴

the centrifl.!ge floatation method was judged to be best， because. the piecies of skin scratched off by the 

patients had fallen on bed-sheets. 

One or more adult mites were collected from the bed-sheets and underclothes of 4 patients (Table 2)， 

and most of the adult mites were females. Using the skin scraping technique， Mellanby reported that the 

female parasite rate for a single patient was 1-5 mites in 51. 5% of 886 cases of human scabies剖.Our rate 

for females collected from one patient， using the centrifuge floatation method， was as large as Mellanby's 

rate. Thus the centrifuge floatation method is useful for collecting S. scabiei if a patient does not change 

his bed-sheets or underclothes for at least 3-4 days 

Recent research on scabies in Japan indicated that infestation among family members， among watch 

men or other workers who used the same room or bed in turn， and among patients in hospitals was caused 

not only by touching scabies patients but also by using beds or living together in the same room7
-叫.Thus 

one can easily become.infested with scabies through the dropped mites. Actually， Mellanby noted that the 

mite can survive for 2-3 days after removal from the human dody6l， while Blood巴tal mentioned that出e

mite can live at least 2-3 weeks without being parasitic on a human body9l. From these data， we decided 

to change patients' bedclothes and underclothes daily and to heat the cloth to 80'C， because S. scabiei is 

killed by exposure to 50'C for 10 minutes6l • We also recommended to killing the dropped mites by spraying 

insecticide on the entire floor space and by heating futons and mattresses until the middle part of them 

is kept to over 50'C， for 30 minutes. 

、 Thissimultaneous treatment， in which sarcoptic mites parasitized on human skin and the mites dropped 

from the skin on clothes， beds， and floor were simultaneously controlled， shortened the period for 
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recovering from the disease. In another nursing home where patients were treated by ointment and 

precipitated sulfur solution only， human scabies remained troublesome after 5 monthslO
-川

Acknowledgement: Thanks go to the pharmaceutical division of Sumitomo Chemical Co.， Ltd. for 

providing smithrin for the patients. 

References 

1) Furukawa， M. and Okamoto， S. : J 01 the Toyaku， 6， 19， 1984 

2) Masaki， Y. : The Asahi Shinbun， Feb. 13， 1981 

3) Yoshikawa， M. : Tokyo.to Eiken Nenρ0， 32-1， 59， 1981 

4) Oshima， S. : Modern media， 26， 343， 1980 

5) Muller， G. H. : in Scabies and Pediculosis， 1st Ed.， Ed. Orkin， M.， 99， 1977， J. B. Lippincott Comp.， 

Philadelphia 

6) Mellanby， K. : Ditto (starting page: 9) 

7) Oshima， S. and Hashiguchi， J. : Jap. J Sanit. Zool.， 31， 137， 1980 

8) Otaki， N.， Takeuchi， E.， Hirose， 1.， Katsumata， M. and Oshima， S. : Ja，ρ. J Sanit. Zoolリ 32，72，1981 

9) Blood， D. C. and Henderson， J. A. : Veierinary Medicine， 3rd Ed.， 659， 1968， Williams and Wilkins， 

Baltimore 

10) Personal communIcation 

11) Inoue， T.， Matsuyama， K.， Shioya H. and Sawaura S.: Annual Rゆort01 Arashiyamago， 2， 24，1980 

特別養護老人ホームにおける亦癖症の集団発生例

古川 翠ヘ大野正彦ぺ斉藤みどり M ，石井孝夫M ，

岡本繁雄*ぺ今川良昭叫，古川 誠*叫

寝たきり老人が%を占める特別養護老人ホームで集団 を塗布した.さらに，患者の皮膚から落ちたヒゼンダニ

発生した亦癖症を調査した.昭和 57年 10月頃から発生 によって被害が拡大するのを防ぐために，患者のシーツ

したこの研癖症を担当皮膚科医が老人性皮膚掻療症と診 と下着類を毎日取り替え，蒲団やマットレスと同様に

断したために，適正な措置か施きれなかった.昭和 58年 80.C以上で加熱し，床面には有機リン系殺虫剤を散布し

6月に我々が調査を開始した時には被害は拡大してお た.

り，老人のほとんどに発症がみられた。 人の皮膚に寄生したヒセーンダニと，人の皮膚から落ち

我々は 4人の老人のシーツと下着の塵を掃除機で集 たヒゼンダニを問時期に駆除したので，集団発生してい

め，塵からヒゼンダニを検出したので〉この皮膚炎を済 た研癖症は駆除開始後 54日目に完治し，その後再発生

癖症と判定した.所癖症患者には 0.2%スミスリン軟膏 はしなかった.

Photo 1 A sarcoptic mite egg. An egg contains a devloping embryo. 

Photo 2 A sarcoptic female mite. 

Photo 3 Scabies. Excoriations and eczematized papules on shoulder of patient A. 

Photo 4 Scabies on upper torso of patient D. 

Photo 5 Scabies. Excoriation on thigh of patient D. 

Photo 6 Scabies on shoulder of patient D. 
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有機リン系殺虫剤テメホス処理後のセスジユスリカ幼虫個体群の減少傾向.

神田川における 5年聞の調査結果

大野正彦ぺ清水憲一叫

Reduction of Larval Population of Chironomus yoshimαtsui (Diptera: Chironomidae) 

with Temephos in the Kanda River 

MASAHIKQ OHNOキ andKEN-ICHI SHIMIZU** 

Since 1977， midge larvae in the Kanda River have been controlled by application of an organo-

phosphorus insecticide， temephos. Spraying was conduct巴dabout 10 times a year， with each 

application continuing for about an hour to provide the target concentration of 1-2 mg・ 1- 1 • From 

1977 through 1981， the effectiveness of temephos against the larvae was studied in terms of the 

change in the larval population. The larvae count was made at stations located 100-1400 meters 

downstream of the application point. Most larvae disappeared within 3 days of each application. 

The reduction rate was high after the treatments， and there were no significant differences between 

th巴 yearsand the seasons. The result may be due to the following facts : some larvae were killed 

by the insecticide and the others drifted to the region with unsuitable environment characterized by 

stagnant water and anaerobic mud at bottom. It is concluded that the temephos application was 

effective for controlling the midge larva巴 inthe Kanda River. 

Keywords : chironomid， larval population， temephos， organophosphorus insecticide， appliciltion 

緒 言 薬剤!の散布地点，後述の幼虫採集地点の位置は前報3)と同

都内の神田川沿いの各区はセスジユスリカ(ヨシマツ ーである.

ユスリカ)Chironomus yoshimatsuiの大量発生を防ぐ 幼虫の採集

ため， 1977年以降，有機リン系殺虫剤テメホス(アベイ 77-79年は駒塚橋 100m下流で幼虫の採集を行なっ

ト)水和剤を河川に散布している1)我々はテメホス散布 た. 79年末に前述の調査地点で河川工事が始まったの

開始時からその駆除効果について調査を続けており，ユ -Z:"， 80， 81年にはその 300m下流の大滝橋附近に調査地

スリカ幼虫の薬剤感受性21幼虫及び成虫の個体数の季節 点を移した.採集方法は前報3)の通りで}駒塚橋附近では

的変動3L 薬剤散布により流出する幼虫のその後の生死3) 深度の異なった 2種の河床の底泥を，大滝僑附近では護

などを報じてきた.今回，テメホスがセスジユスリカ幼 摩補強の蒲団篭に付いた泥を集め， ?尼の体積当りの幼虫

虫個体群を減少さす効果について， 1977-81年の調査結 数を算定した.薬剤散布直前に幼虫を採集し，散布後 1

果を基に検討したので報告する. 週間に渡り個体数の減りかたを調べた.

調 査方法 結果及び考察

薬剤散布地点と散布方法 薬剤散布直前の幼虫の個体数を 100として散布後の

Table 1で示したように，各年により散布場所が若干 変化を Fig.l， 2に示した.散布 1日後の個体数は散布前

変わった.この調査を行なった 5年聞のテメホス散布濃 の半数程度になった.散布から 2，3日たつと大部分の

度は， 0.9-2.0mg・1-1で，ドリップ方式で水和剤を河 幼虫が調査地点から消失した.

川(流速約 1m'sec-1
)に約 1時間散布していた.なお， 散布団数が重なるにつれて幼虫が減りにくくなるとい

*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 

刊東京都文京区役所
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Table 1. Applications of Temephos Wettable Powder in the Kanda River from 1977 through 1981. 

Date Application 
pOlnt 

Target 
concentration Exposure time 

Distance between 
Sampling station application point 

and sampling station 

May'77 -Aug.'79 O.9-2.0mg.l-1 about an hour m
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Komazuka Br. 

Sept. -N ov.'79 Omokage Br. 1.3-1.7 

J uly-Aug.'80 

Sept氾O-Nov.'81

Takada Br. 

Omokage Br 

1.5-1.6 

1.4-1.9 

ditto 

ditto 

うことはなかった.また，減少の度合は，季節，及び散

布濃度による明瞭なちがいが認められなかった.テメホ

スが1-2mg.l-1になるように河川に1時間程度散布す

れば，その場から大多数の幼虫をほぽ確実に無くすこと

カずできた.

我々は前報2)で，神田川の幼虫は，薬剤散布をしていな

い善福寺川のものに比べ，テメホスに対し感受性が低<.

3.6mg・1-1の薬剤IHこ1時間接触されると，その半数は

その後正常な活動ができず，巣を造れないと推定した.

また，薬剤散布後，苦悶状態で流出する幼虫を採集して

薬剤の入つてない河川水で飼育すると，中には蘇生する

ものもあると述べた3) 以上のことから，神田川に生息す

る幼虫は薬剤IJ (0.9-2.0 mg-1 -1)に1時間程度暴露さ

れただけでは，その後すべて死ぬとは恩われない.しかし，

神田川では幸い，大滝橋から 1600m下流の白鳥橋以降は，

善福寺川耕整橋附近の水域4)のように水が停滞し，硫化水素

臭のする汚泥(表面からすぐ下は酸欠状態)が堆積し，セ

スジユスリカ幼虫はほとんど生息せずベ成虫があまり認め

られていない.テメホスに対する感受性は低下しているもの

の，散布すれば大量の幼虫が流出し，生息が適当と思えない

場所へ流れ込み，そこでは水が停滞するため，幼虫は長

期にわたり薬剤にさらされることが予想される.テメホ

スの散布が殺虫効果とともに，幼虫を下流へ流出さす効

果により幼虫個体群を大幅に減らしているといえる.

ところで，我々は前報3)で，神田川の幼虫は薬剤散布を

してもすぐに元の高密度の状態に戻ること，薬剤感受性

が低下していることなどから，この散布方法でユスリカ

ditto 

の大量発生を防除できるか疑問であると述べた.しかし，

テメホスを散布するようになり住民の苦情がめっきり減

った (Fig.3). テメホスの散布により幼虫を減らし，そ

のことで成虫の発生を抑えていると思われる.テメホス

散布が，苦情の少なくなった要因の 1っと考えられる.

この散布方法は問題があるものの，神田川のセスジユス

リカの大量発生の防除に効果を発揮しているといえよ

っ.
摘要

1.テメホス水和剤がセスジユスリカ幼虫の個体数を減

らす効果について， 1977年から 81年にかけて神田川で

各散布時に調査した.

2.テメホスを散布すると幼虫は大幅に減少した.その

減少の度合は散布年，季節に明瞭なちがいは認められな

かった.

3.テメホスの散布が幼虫を殺す効果とともに，幼虫を

生息に向かない場所へ流す効果により，その個体数を減

らし，住民の苦情を少なくしていると恩われた.

謝辞調査に多大な御協力をいただいた文京区役所環

境部環境課の皆様に深甚の謝意を表します.
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小笠原簡易水道の卜リハロメタン低減化対策のための基礎的実験

笹野英雄ヘ西垣 進*

Fundamental Test for Control Trihalomethanes 

Formation in Water.Supply of Ogasawara 

HIDEO SASANO* and SUSUMU NISHIGAKI* 

Keywords:トリハロメタン Trihalomethane，前駆物質 Precursor，活性炭 Activated carbon，小笠原

Ogasawara，クロリネーション Chlorination，水道 Watersupply 

はじめに

小笠原諸島は，東京から南へ約1，000kmの太平洋上に

散在するが，このうち人が居住しているのは，父島(約

1，500人)，母島(約 400人)の二島のみである.島の気

候は温暖で，気温の変化が少なし主島である父島の年

間平均気温は 23.C(夏期 27.C，冬期 18.6.C)，年間降雨

量は東京とほぼ同じ約1，300mmで、ある.この小笠原の水

道水源は主として夕、ム貯留水を利用しているか、'夕、ム区

域にはラテライト系赤色土壌が分布している上に周辺に

は亜熱帯手性植物が繁茂し， トリハロメタン(以下 THM

と略す)の主な前駆物質1)であるフミン質の供給源となっ

ている.このため原水の水質は，色度，濁度，過マン庁、

ン酸カリウム消費量が高<，鉄，マンヵーンを多量に含ん

でおり，これに対処するために従来から前塩素，凝集沈

でん，中塩素，急速ろ過による浄水処理が行なわれてい

る.このような背景から，我々は以前から東京都の行政

区厨である小笠原村営簡易水道について THMの調査

を行なっていたが，昭和 56年 3月5日付で厚生省より

THMに関する暫定制御目標値 O.lmg/1 (年間平均

値)が通知されたのを期に， THM低減化のための基礎

的実験を開始した.

THM低減化実験計酋の策定

実験計画を策定するにあたり，先ず小笠原村の水道原

水の水質を既存のデータより整理し，水質特性の把握を

行なった.その結果を表1， 2に示す.

ここにみられるようにダム水の水質は，内地ダム水に

くらべ，色度，過マンカ。ン酸カリウム消費量，鉄，塩素

イオン濃度が 1桁高<，硬度成分はマグネシウムの寄与

が大きい特性があり，スコールの過多等により水質変動

も大きい.一般的に色度への関与因子は，フミン質，鉄

とされているカ九小笠原の場合は鉄の濃度からみて色度

成分の大部分はフミン質に由来しているものと推定され

る.

また，井戸水の水質は，ダム水にくらべ，硬度，塩素

イオン，蒸発残留物等の海水由来成分が高い.

夕、ム水，井戸水いずれの水質も塩素イオンや硬度が高

いことから，古い海成堆積層地質や海からの送風塩の影

響を受けていると考えられる.

次に浄水工程の各時点で採取した水の生成量や，配水

池から管末給水栓までの各地点の THM含有量につい

ての実態調査を行なった.その結果は表3， 4に示す通

りで THMは浄水場を出てから給水栓に至る聞に増加

する割合の大きいことが明らかになった.

しかし，管末給水栓まで塩素の残留が水道法で規定き

れているため当区間における THM経時増加を防止す

ることは困難で、あるので，浄水場内での前駆物質の除去

に重点を置き，粉末活性炭処理3)，凝集沈でん処理4)，さ

らに塩素注入点の変更5)(前塩素を中塩素に変更する)を

中心に検討を行なうことにした.

実験-1 粉末活性炭，凝集剤による処理の検討

1 )使用薬品

¢粉末活性炭:A，B，C，Dの市販品 4種

②J疑集剤:10%PAC (ポリ塩化アルミニウム)

2 )実験用原水

父島時雨ダム水 (PH値 7.1，濁度 1，色度 30，過7

ンヌゲン酸カリウム消費量 17.8mg/l) 

$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 MetropoIitan Research Laboratory of PubIic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku Tokyo， 160 ]apan 
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表 lダム水の水質2) (昭和 50-58年)

よト¥ ダム名 試料数 最 大 値 最小値 平均値 標準偏差 変動係数

時間 16 150 38 73.3 29.1 0.39 

i主珠
父 島

14 120 30 69.3 23.7 0.34 

I党浦 14 200 22 57.4 43.6 0.76 

色 l支 小 由 18 160 25 69.8 34.7 0.50 

大 谷
母島

7 100 50 75.0 17.1 0.23 

乳 房 13 70 25 42.2 11.2 0.26 

時 雨 16 44.2 2.8 19.8 12.1 0.61 

連 珠
父島

14 44.2 2.8 21.5 11.1 0.51 
過マンカン

境 浦 14 26.9 2.6 15.4 8.3 0.54 
聞をカリウム

小 曲 18 41. 0 2.8 19.2 9.9 0.51 
消費量

(mg/l) 
大 谷

母島
7 88.0 14.2 42.0 27.3 0.65 

乳 房 13 104.0 4.0 24.5 24.4 0.99 

時 雨 16 4.40 0.76 1. 95 0.94 0.49 

i主珠
父 h~)

14 4.40 o 30 1. 51 1.11 0.74 

j;)I; 
与li i甫 14 4.80 0.32 4.48 1. 24 0.92 

(mg/l) 
小!柏 18 4.90 0.08 1.37 1. 50 1. 08 

大 谷
母 gゐ

7 2.40 0.30 1.41 0.74 0.52 

乳 房 13 3.37 0.07 0.63 0.82 l. 30 

時 雨 16 95.7(333) 2.8(234) 19.8(287) 12.1 0.61 

塩素イオン 速がK
父島

14 106.0(430) 46.1( 252) 75.2(307) 15.6 0.21 

(mg/l) 境 i甫 14 113.0(349) 45.4( 76) 80.1(251) 23.8 0.30 

)内は 小曲 18 120.0(448) 10.5(304) 76.6(348) 24.8 0.32 

蒸発残留物

(mg/l) 大谷
母島

7 94.9(436) 51. 6( 221) 72.3(293) 15.6 0.21 

乳 房 13 70.2 (268) 51. 6( 119) 60.1(235) 7.7 0.13 

時間 16 60( 20) 24( 6) 49(14) 9.2( 3.5) 0.19(0.24) 

有史 J:lt 速がK
父 j訪

14 140( 78) 24( 6) 77(41) 26.8(17.7) 0.35(0.43) 

)内は 与i 浦 14 154( 60) 30(12) 65(25) 28.7(11.3) O. 44( 1. 46) 

カルシウム 小 l地 18 198(109 ) 58(21) 129(57) 33.7(20.9) 0.26(0.29) 

lill! !支

(mg/l) 大 谷
母島

7 128( 95) 50(28) 85(60) 24.9(22.4) 0.29(0.37) 

乳 房 13 86( 42) 44(32) 70(36) 13.5( 3.5) 0.19(0.10) 
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表 2井戸水の水質2) (昭和 50~58 年)

よ示¥ 井戸名

i中村 l号

;中村 2号 母島

色 l支 jrll村 3号

Jt:! 十t 父市

過マンガン
jrjl村 1号

内全カリウム
jrll村2号 母jLi

ii'i 'j'( 量
jrjl村 3号

(mg/l) 
if:! キす 父島

;中村 1号

3止
jrll村 2号 母!i占

jrjl村 3号
(mg/l) 

ryi キt 父島

t;H~素イオン jrjr村 1号

(mg/l) ド1I村2号 母 g;~

)内は jtjl村 3号

然発残儲物

(mg/l) キオ 父gj)

而』 !」E ;中村 1号

)内は ;中村 2号 母gb

カルシウム jrjl村 3号

W! 11E 

(mg/l) 0i 村 父 g1~

3) THM測定法

ヘッドスペース法(厚生省法) 3) 

4 )実験方法

試*'1数 最大値

14 20 

14 30 

11 20 

15 22 

14 5.0 

14 80.0 

11 96.0 

15 15.2 

14 1. 70 

14 5.60 

11 6.60 

15 0.30 

14 167.0( 721) 

14 180.0( 558) 

11 146.0( 643) 

15 492.0(1481 ) 

14 320(182) 

14 258(150) 

11 290(170) 

15 460(291) 

原水 1lに乾燥重量当り 1，000mg/l 活性炭スラリ

ー液を 10mg/l， 25mg/l， 50mg/ lの 3段階にi添恭加

しし' ジヤ一テス夕一でで、6ωor.p.m叫， 2お5'C，3却0分t撹貸持する.

1時問静置f後麦ろ紙 5Aでで、ろ過したろ液 2却OOmlをとり1)，γM

(活性炭単独処理y水1<)の THM生成量をI測目則リ定する.残りの

静置上澄液500mlをとり ，PAC100mg/lを添加し，ジ

最小値 平均値 標 準 偏 差 変動係数

。 5 5.3 1. 06 。 11 9.5 0.85 。 7 7.4 1.09 

。 8 5.4 0.66 

0.7 2.4 1.0 0.43 

1.5 9.5 19.9 2.09 

o 9 11.5 26.8 2.32 

1.8 4.3 3.2 0.76 

0.00 0.31 0.43 1. 40 

0.00 0.88 1. 48 1.67 

0.00 1.23 2.39 1.95 

0.02 0.09 0.08 0.88 

82.5(332) 142.5(570) 20.4(一) 0.14( - ) 

107.0(425) 137.8(521) 18.5(一) o .13( 、)

88.4(467) 118.1( 580) 17.2( - ) 0.14(一)

116.0(535) 231. 5( 797) 88.5(一) 0.38( 一)

216(120 ) 264(148) 35.7(20.8) 0.13(0.14) 

126( 58) 203( 94) 31. 0(19.8) 0.15(0.21) 

202( 88) 239(115) 30.2(29.2) 0.13(0.25) 

118( 60) 307(169) 111.6(52.7) 0.36(0.31) 

ャーテスターで 60r.p.m，25'C， 30分撹枠し 1時間静

置後その上澄液200mlをとり， (活性炭処理+PAC処

‘理水)の THM生p成量を測定する.

結果は表5に示す通りである.

原水の THM生成能が295mg/l，色度が30度のも

のを THM濃度100mg/以下，色度 5度以下にするに

は，50mg/l濃度の活性炭で処理後さらに 100mg/l濃

度の PACで凝集沈でんさせることにより可能で、あるこ

とが判明した.
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表3父島簡易水道トリハロメタン生成実態調査2)

N o. 1 N o. 2 N o. 3 N o. 4 N o. 5 N o. 6 N o. 7 N o. 8 N o. 9 N o. 10 

扇浦 フロック フロック 1 号 1号ろ過機 1号ろ過機 奥 村 給水栓水 給水栓水 給水栓水

浄水場 形成池 形 成 池 沈でん池 流 入 水 流 出 水 配水池

原水 入口水 出口水 水 (未ろ水) (ろ水) 流 出 水 A B C 

トリハロメタン生成量
0.000 0.017 0.042 0.051 0.068 0.081 0.100 0.147 0.147 0.147 

(mg/l) 
0.017 0.025 0.009 0.017 0.013 0.019 0.047 0.000 0.000 

j帯 涜L 時 間

前塩素〕 中塩素〕

フロック ろ過 送水 配水管

(合計38時間10分)
原水→混和池→形成池→沈でん池→ポ プ井→ろ過機→ポンプ井→送水管→配水池→ 給水栓

./ / fr (浄水池)

10分 1時間 3時間30分 10分 10分 1時間40分 40分 30時間 50分

表4母島簡易水道トリハロメタン生成実態調査2)

N o. 1 N o. 2 N o. 3 N o. 4 N o. 5 N o. 6 N o. 7 N o. 8 N o. 9 N o. 10 

j中村 フロック フロック 沈でん池 ろ過機 浄水池 i中 村 給水栓水 給水栓水 給水栓水

浄水場
形成池 形成池

流入水 流出水 配水池入口水 出口水
原水 (1昔時中途) (同左出口) 出口水 (未ろ過水) (ろ過水) i荒出7)< D E F 

0.000 0.035 0.035 0.052 0.059 0.065 0.085 0.116 0.116 0.109 
いjハロメタン生成量

(mg/ l) 0.035 0.000 0.017 0.007 0.006 0.020 0.031 0.000 

7帯 j定 時 間 原水→撹衿槽・沈でん槽→ろ過槽→浄水池→配水池→ 配給水水管管

(合計約 32-37時間) 1時間10分 15分 2-6時間 29時間
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表 5粉末活性炭処理(上段)・粉末活性炭→PAC処理による THM生成量低減率

粉末活性炭 添加量 処理法 百町生成能試験・有実施素濃度(ppm) THM生成量 (μg/l)及びTHM低減率(%)

の種類
事 C:活性炭 色度
(mg/l) 単独使用 添加量 24時間後残留濃度 総THM低 減 % CHCl3 低 減 %CHCl，Br 低 減%CHCIBr， 低減% CHBn 低減%

C+PAC: 。
PCA処C理f変後用

8 3 30 295 82 93 100 20 

C 20 199 32.5 54 34.1 64 31.2 76 24 7 65 
10 6 3 

C+PAC 20 101 65.8 29 64.6 39 58.1 28 72 7 65 

C 12 194 34.2 49 40.2 64 31.2 76 24 7 65 
A 25 6 4 

C::!:PAC 12 96 67.5 24 70.3 39 58.1 28 72 7 65 

C 5 119 59.7 18 78.0 38 59.1 58 42 7 65 
50 6 4 

C+PAC 5 80 72.9 15 81. 7 32 65.6 28 72 7 65 

C 20 201 31.9 55 32.9 65 30.1 76 24 7 65 
10 6 3 

C+PAC 18 102 65.4 30 63.4 39 58.1 28 72 7 65 

C 12 198 32.9 52 36.6 65 30.1 76 24 7 65 
B 25 6 3 

， C+PAC 12 100 66.1 28 65.8 39 58.1 28 72 7 65 

C‘ 5 138 52.9 24 70.7 55 40.9 76 24 7 65 
50 6 4 

C+PAC 5 89 70.5 19 76.8 37 60.2 28 72 7 65 

C 15 190 35.6 49 40.2 60 35.5 76 24 7 65 
10 6 3 

C+PAC 15 98 66.8 24 70.3 41 55.9 28 72 7 65 

C 8 166 43.7 31 62.2 54 41. 9 76 24 7 65 
C 25 6 4 

C+PAC 8 79 73.2 14 82.9 32 65.6 28 72 7 65 

C 5 116 60.7 12 85.4 35 62.4 64 36 7 65 
50 6 4 

C+PAC 4 40 86.4 6 92.7 17 81. 7 12 88 7 65 

C 17 217 26.4 69 28.0 65 30.1 78 22 7 65 
10 6 3 

C+PAC 17 129 56.3 46 43.9 46 50.5 32 68 7 65 

C 12 192 34.9 46 43.9 65 30.1 76 24 7 65 
C 25 6 3 

C+PAC 12 87 70.5 20 75.6 34 63..4 28 72 7 65 

C 5 98 66.8 17 79.3 36 61.3 40 60 7 65 
50 6 3 

C+PAC 5 77 73.9 14 82.9 30 67.7 28 72 7 65 
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実験-2 通気接持による粉末活性炭の吸着効果の検

討

1 )使用薬品

①粉末活性炭(A)，② 10%PAC，③ PH調整用炭酸ナ

トリウム

2 )実験用原水

父島浄水場原水

3) THM測定法

ヘッドスペース法(厚生省法)

4 )実験方法

No.l 原水(1l) 

土生担~250C. 24時間静置ー→THM生成能測定
PH=6.9 ---， 

NO.2 原水(1 1) 

什 PAC150mgfJジャーテスターで60r.p.m1分100r.p.m
PH=6.3に調整

¥-Clz4 
10分後静置10分ー→上澄液一一一fppm250C，24時間静

置ー→THM生成能測定

NO.3 -No.8 原水(1 l) 

十活性炭50，100， 150mg/l 
:以下NO.2の本後操作

暴気量0.21/min，51/min， 30分間

に同じ

結果は表6に示す通りである。

NO.1は原水自体の生成能である.この 236μg/lは昭和

58年 6月一59年 4月間に測定した原水生成能 (n=10)

結果の最小 138-最大 342μι/1，平均値 221μg/lか

らみて小笠原における平均的な生成能とみなすことが出

来る.No.2は原水を150mg/1PACのみで処理した上澄

液の THM生成能である.CHClaとCHC12Brの減少が

著しく， PAC処理のみで 72.9%の低減効果が得られて

いる.No.3， 4は原水に粉末活性炭を 50mg/l添加し，

通気量 0.21/min，51/凶in，で 30分間通気撹件後に

150mg/1PACで処理した上澄液の THM生成能であ

る.活性炭添加により低減効果はあがっているが，通気

量の大小による吸着効果に有意差は認められなかった.

低減率は約 85%であった.No.5， 6は活性炭濃度を 100

mg/lに増量した時のTHM生成量である.活性炭濃度

表 6 粉末活性炭処理による THM低減対策上の曝気効果の検討

じ〈:
トリハロメタン濃度 (μg/l) THM 色度 過マンガン酸カリ TOC 

総いJハロメタン クロロホノレム プロモジクロロメタン ジプロモクロロメタン ブロモホルム 低減率% 濃度 ウム消費量(mg/1) (mg/I ) 

厨浦浄水場 236 150 60 20 6 。 60(75) 19.0 
NOl 8.53 

原水(生成能) (242) ( 154) (52) (25) ( 5) (0 ) 4(4 ) (19.5) 

64 18 12 22 12 72;9 。(1) 1.9 
N02原水PAC処理液 2目24

(72) (36) (18) (13) ( 5) (70.2) 。(0) (2.5) 

活性炭 日暴気品 34 13 5 10 6 85.6 。(日) l.l 
N03 2.05 

50mg/1 O.21/min 30分 (74) (38) (18) (13) ( 5) (69.4) 。(0) (1.7) 

活性炭 隊気量 35 13 4 10 8 85.2 。(0) l.l 
N04 1. 93 

5加Ig/I 51/min 90分 (57) (32) (12) ( 8) ( 5) (76.4) 。(0) (1.7) 

活性炭 即時気品 31 13 4 7 7 86.7 。(0) l.l 
N05 2.26 

100mg/1 0.21/min 30分 (57) (32) (12) ( 8) ( 5) (76.4) 。(0) (1.7) 

活性炭 H暴気量 31 13 4 7 7 86目7 。(0) 1.1 
N06 2.04 

100mg/1 51/min 90分 (57) (32) (12) ( 8) ( 5) (76.4) 。(0) (1.7) 

活性炭 曝気量 。(0) l.l 
N07 24 13 3 5 3 89.8 1.31 

150mg/1 0.2/ /min 。(0) (1.7) 

活性炭 I場気量 。(0) l.l 
N08 24 13 3 5 3 89.8 

150mg/1 51/min 。(0) (1.7) 

」・ーー ーー一」一一一一---一ー」一一ー
※( )は粉末活性炭添加l時にガラス棒でゆるく 10回(1/ビーカー)撹持した時のデータ.

30分ー(74)は，粉末活性炭添加後30分間静置し PACI50mg/1で処理した上澄液のTHM量.
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50mg/lとくらべ，低減率に差は認められていない.通

気量の違いによる効果も同様で、あった.No.7，8は活性

炭濃度をさらに 150mg/lに増量した時の THM生成

量である.50mg/l， 100mg/lにくらべ CHCbの低減

率は変らないが， CHCIBr" CHBr3特に CHBむの低減

効果が大きし低減率も約 90%と大きな効果が得られ

ている.

実験ー 3 中塩素処理と PAC凝集時 PH値の引下

げによる THM低減効果の検討

前塩素処理により THMが大量に生成されること，お

よび高 PH値で THMの生成が促進される 5)ことから，

低 PHにおける凝集沈でんと中塩素処理に変更したと

μg/l 

300 

250 

200 

生成能 前塩素

仁コ pH=7.0

~ pH=5.5 

図1.塩素注入点の変更と低 pH値による

THM生成量

きの THM低減効果の検討を行なった.その結果は図 I

の通りである.

PAC 120mg/ l(PHキ7.0)で中塩素処理 (4ppm)し

た時の低減率は 40.8%， PH 5.5におとして PAC120 

mg/lで中塩素処理 (4ppm)した時の低減率は 50.3%

で PH引下げによる低減効果が認められた.

まとめ

本実験の結果から，小笠原村簡易水道の THM低減化

のための浄水処理方法は，原水に粉末活性炭スラリー液

100mg〆Jを注入後 0.21/ノmm程度の水中通気で 30分

間撹祥し，その上澄液に PH6.5附近(PH5.5では水質

基準不適合のため)で PACを100-150mg/l注入して

凝集沈でんさせ，さらにその上澄液を 4ppm程度の中

塩素処理することにより， THM濃度を制御目標値の0.1

mgノf以下にすることが可能で、あるとの結論が得られ

た.

謝辞本実験にあたり，試料提供その他の便宜をはか

つていただいた東京都衛生局水道課，小笠原村役場水道

建設課の職員各位に深謝いたします。
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東京都内の工場周辺井戸水の重金属汚染調査(第 2報)

平野幸枝市，高橋保雄ヘ 土屋悦輝ヘ西垣 進*

Heavy Metal Pollution of Well Water in Tokyo Metropolitan Area (II) 

YUKIE HIRANOへ YASUO T AKAHASHI*， YOSHITERU TSUCHIY A * 

and SUSUMU NISHIGAKI* 

Keywords : Heavy Metal Pollution， Well Water， Industrial Area， Tokyo Metropolitan Area 

はじめに

東京都のプロジェクト(公害防衛 10ヶ年計爾)の一環

として，昭和 46年彦から 58年度まで，主としてメ yキ

工場周辺井戸水の重金属汚染調査を実施してきた.調査

開始時とは違い，昭和 57年度には都内の水道普及率は

99.9%に達しており円飲料水として常用している井戸

は少なくなってきている.しかし，近年，災害時の飲料

水として井戸水が見直されてきており，一方 10年前に

比べ下水道増設など環境変化もあり，井戸水の汚染傾向

を把握しておくことは必要と考えられる.調査前半の昭

和 46-50年については前報2)に報告してあるが，有害な

物質を含む工場排水で一度汚染された地区は，毎年同一

成分か検出されており，長期間継続する傾向がみられた.

昭和 57年度から 2年聞は工場由来の金属以外に，有害

金属であるヒ素，水銀，ならぴに水道法水質基準項目に

ある鉄，マンガンを追加した.本報は後半の昭和 51-58

年の 8年間の調査結果についてまとめである.

調査及び実験方法

試料の採取は都内の工場(主としてメッキ)周辺約 100

m以内 (100m以内に井戸がなかったり顕著な汚染が見

られる地域は約 300m以内)の井戸を対象に行なった.

調査項目は，シアン，六価クロム，銅，亜鉛，ニッケ

ル，鉛，カドミウム，鉄，マン方、ン，ヒ素，水銀，ABS(陰イ

オン活性剤)の12項目で，以下の方法により検査した.

①シアン:ピリジンーピラゾロン法3)

②六価クロム:ジフェニルカルパジド法4)

③錦，亜鉛:直接原子吸光光度法(検体を塩駿で pH2

に調整)

④ニッケル，鉛，カドミウム，鉄，マンヌゲン:フレーム

レス原子吸光光度法(ただしニッケル，鉛，カドミウ

ムは昭和 56年度までは DDTC-MIBK抽出原子吸光

光度法により，また鉄，マン方、ンについては 0.3mgゾJ

以上の場合，直接原子吸光光度法または 0-フェナント

ロリン法により測定した.) 

⑤水銀，ヒ素:還元気化原子吸光光度法制}

⑥ ABS:メチレンブルー法4)

装置として原子吸光光度計は， 日本ジャーレルアッ

シュ AA-875型，および、バリアン AA-875型，フレー

ムレス原子化装置はバリアン CRA-90，還元気化装置

はバリアンモデル65型，分光光度計は目立 320型を

使用した.

資料の解杭去

前報と同様，表1にまとめた調査結果に基づき，各保

健所管内の重金属などによる総合汚染度を比較する方法

として，表2に示したように項目別汚染度を係数化した

後，計算例に従って汚染評価数値を求めた.ただし一保

健所管内の井戸数が 10本未満の所は地域代表値とする

には数が少ないので，本比較から除外した.また汚染源

とみなされる工場で使用していない金属はすべてその周

辺の井戸水から検出しないという前提条件で処理した.

例えば表2に示す計算例の志村保健所の場合，銅は 169

件調査したれ全検体数は 444件であり 444-169= 275 

件の検体については，その周辺の工場で銅を使用してい

ないため，検査していないが，銅は検出しないことにし

て計算した.また，前報と比較するため項目をシアン，

六価クロム，銅，亜鉛，ニッケル，鉛，カドミウムに限

-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 

・TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， .Hyakunincho 3.chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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東京都内の工場周辺井戸水の検査結果

項
シアン (mg/l) 六価クロム (mg/l) 銅 (mg/l) 亜 鉛 (mg/l) ニッケル (mg/l) 者占 (mg/l) 

自
{牛f牛 件 f牛 件 f牛

? 0 0 0 以 ? 0 0 0 以 ? 0 一二以 ? 0 一二以 ? 0 0 0 以 ? 0 0 0 以
f呆 イ イ イ イ イ イ

ナ 000 ナ o0 ー ナ五 o0 ナ五 o0 ナ 0 一二 ナ 0 一二
健 ス O 一二上 ス二二 O 上 ス 上 ス 上 ス五 o0 上 数 ス五 o0 上
戸斤 数 五 数 五 数 数 数

城 東 24 20 3 24 24 3 2 3 2 3 3 3 2 l 

岩 31 31 31 31 25 25 25 25 25 23 2 20 20 

江戸川 15 13 2 18 17 l 3 3 2 1 3 3 3 

足 立 130 122 2 6 130 130 120 120 120 100 16 2 2 40 36 4 40 38 1 

千 住 109 98 10 109 109 80 80 70 65 5 20 19 1 109 108 l 

滝野川 64 62 2 64 63 1 35 34 I 35 33 I 32 27 5 31 30 l 

主 子 98 98 98 95 l 1 1 70 70 67 51 14 2 24 21 3 35 32 2 l 

赤 羽 90 61 23 6 89 63 12 5 3 6 65 64 1 75 64 10 I 25 24 1 25 25 

板(板橋東橋) 79 64 9 I 4 74 63 11 25 25 25 25 25 24 25 23 2 

志 村 444 201 106 32 31 74 444 225 75 28 24 92 169 167 2 196 178 18 110 103 7 97 96 l 

赤(板橋西塚) 
… 136 128 3 3 21 133 115 8 4 96 88 8 106 76 30 34 24 4 4 2 44 44 

練馬 42 41 38 38 21 20 l 26 25 I 15 15 12 12 

石 神井 37 34 3 34 34 37 30 7 28 21 7 141 14 14 14 

池 袋 . 8 8 8 8 6 2 8 7 I 

中野北 116 97 10 3 41 III III 116 113 3 116 87 28 11 113 101 11 84 81 3 

中 野 40 39 l 40 23 3 4 9 32 32 27 27 29 19 10 25 24 I 

杉並東 152 142 7 2 11 142 140 2 116 110 6 125 109 15 109 97 12 67 67 

杉並西 173 165 3 173 173 139 139 123 103 18 2 153 134 19 138 134 4 

杉(高並井戸南) 252 219 16 2 2 13 233 230 154 144 10 154 148 4 l 140 133 7 136 136 
梅ヶ丘 97 95 2 89 89 84 83 84 74 9 l 89 79 10 54 43 5 4 1 l 
世 田谷 III 107 4 106 102 75 75 75 57 14 4 67 55 12 52 49 3 

石占 14 14 14 14 14 14 11 6 5 14 10 14 14 
玉 JII 137 134 2 11 144 142 99 96 3 81 64 17 91 68 18 3 2 82 79 3 

目 黒 113 III 1 I 112 109 3 104 94 10 106 86 17 3 76 70 6 48 47 I 

碑 文谷 65 62 3 65 64 70 70 ， 70 51 14 5 70 52 10 2 l 35 33 2 
雪 谷 14 2 9 2 12 12 9 9 9 7 I 1 12 10 2 3 
蒲 回 15 7 6 2 10 10 5 5 5 5 5 4 I 5 5 

1i壬 原 143 136 4 2 1 144 144 138 136 1 1 144 128 14 I 134 123 9 87 85 
ロロロ ]11 114 95 18 1 104 85 7 1 10 85 83 2 76 66 l 80 74 5 47 45 2 

メE入Z 計 2855 2398 252 59 38 108 2793 2463 119 41 34 136 1997 1939 57 1993 1690 272 13 4 14 1552 1365 162 11 7 71 1343 1299 36 5 1 2 

表 1-1

備考:マイナスとはシアンの場合<O.002mg/1、六価クロムの場合<O.005mg/1、銅・亜鉛の場合くO.lmg/1、鉛・ニッケルの場合<O.Olmg/1である.
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東京都内の工場周辺井戸水の検査結果

項 カドミウム (mg/I) 水 主民
主士 (mg/l) 7 ンカン (mg/l) ヒ 素 (mg/l) A B S (mg/ll (mg/l) 

ヘ

日 件 {牛 件 件 件 f牛
? 0 0 0 以 て7 ? 0 0 0 以 ? 0 0 0 以 ? 0 0 0 以 ? 0 0 一以

保 イ イ イ イ イ イ

健
ナ 000 ナ 十一三六 十一三六 ナ o 0 ー ナ二五 O
ス O 一二上 ス ス五 上 ス五 上 ス二五 O 上 ス五 上

所 数 五 数 数 数 数 五 数

城 東 3 2 19 15 3 1 

夏山玉 16 16 4 4 4 3 4 。l I 2 4 2 31 15 15 

江戸川 3 3 18 11 7 

足 立 40 39 90 90 90 85 4 1 130 118 12 

千 {王 109 108 109 94 14 

I竜聖f川 31 31 9 9 4 3 l 6 6 6 6 64 62 l 

オ f 35 35 20 20 9 5 3 9 5 1 3 19 19 98 81 17 

占、 ~~ 25 24 11 11 10 10 11 11 11 11 89 79 9 

t(k 板橋東f品) 25 25 17 17 17 11 3 2 17 14 3 17 17 74 71 3 

志村 97 ~ 57 57 50 37 10 2 50 49 50 50 444 426 16 2 

A(板、僑西塚) 54 54 10 10 10 7 3 10 10 10 10 133 131 2 

車車 M& 13 13 2 2 3 1 2 2 2 2 2 42 41 

1i神井 14 14 9 9 9 7 2 9 9 9 9 37 36 

池 袋

中野北 84 83 29 29 29 18 6 2 2 29 28 29 29 116 III 4 

ヰE 型f 25 25 15 15 10 7 2 10 7 2 15 15 40 35 5 

杉並京 67 67 33 33 12 5 6 12 9 2 1 12 12 150 125 25 

杉;jj;西 118 118 59 59 13 10 3 13 12 59 59 173 167 5 

杉(肖並井F南j) 130 130 46 46 46 32 10 2 2 46 41 3 46 46 233 225 8 

悔ケ li 54 54 15 15 15 10 2 2 l 15 15 15 15 87 84 I 2 

世出谷 52 49 2 12 12 12 6 2 3 12 11 12 12 110 105 5 

9 9 8 8 4 I 4 3 4 4 14 14 

111 70 70 12 12 12 4 5 3 12 11 11 30 30 137 132 5 

日 48 48 13 13 6 3 3 6 5 6 6 113 110 3 

同I 文谷 35 33 2 6 6 6 4 6 5 6 6 70 65 5 
.， fi. 3 3 2 2 2 2 2 2 9 8 

{，Ii 111 5 4 I 10 7 3 

rf J~( 80 79 24 24 24 15 6 2 24 22 24 24 144 140 4 

E5IE1 l 111 42 41 I I 114 105 4 2 2 

F、 1287 1274 7 5 504 504 308 201 69 23 11 4 1 310 277 20 4 7 21 479 472 5 1 2808 2613 177 9 6 3 

表 1-2

j，i!i与:マイナスとはカドミウムの場合くO.OOlmg/1、水llHの場合くO.0005mg/1、鉄・7 ンガンの場合くO.03mg/l、ヒ素の場合<O.005mg/l、ABSの場合くO.05mg
Ilである.
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表 2 重金属の検出濃度と係数

* 区 分 係数 シアン 六価クロム 銅，亜鉛 ニッケル，鉛 カドミウム

検出されず 。0.002mg/1未満 0.005mg/1未満 0.1mg/1未満 0.01mg/1未満 0.001mg/1未満

~水質基準値X1/2以下 1 O. 005mg/ 1以下 0.025mg/1以下 0.5mg/1以下 0.05mg/1以下 O. 005mg/ 1以下

~水質基準値x1 以下 2 0.01 mg/l以下 0.05 mg/l以下 1.0mg/1以下 0.10mg/1以下 0.01 mg/l以下

~水質基準値x2 以下 4 0.02 mg/l以下 0.10 mg/l以下 2.0mg/1以下 0.20mg/1以下 0.02 mg/l以下

~以上 8 0.02mg/1より大 0.10mg/1より大 2.0mg/1より大 0.20mg/1より大 0.02mg/1より大

*ニッケルは毒性が低<，水質基準も設定されていないがシアン，六価クロムとともに工場で使用される頻度

が大きいので，基準を鉛と同じO.lmg/ltこ設定した.

計算例:志村保健所(表 1の数値より)

106 ， n ，， 32 ， ." 31 ， n"  74 
シアン (1x~~~+ 2 x一一+4x一一+8x一一)x 100~ 444 ' u"  444' ~"444' v "444 
200 

75 ， n ，. 28 ， .，. 24 ， n ，. 92 
六価クロム(lx一一+2x一一+4x一一+8x一一)x444 ' u "444' ." 444' V"  444 
100~217 

銅 (1xb) X100~ 0 
444 

18 
亜鉛 (1x一一)x 100~ 4 

444 

ニッケル(lx .:J X100~ 2 
444 

鉛 (1×」ー)x 100~ 。
444 

カドミウムは O

よって 200十217+4十 2=423が志村保健所管内の重

金属汚染の程度を示す総合評価数値である.
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一一保健所別工場周辺井戸水の汚染総合評価数値ー→

悶1.保健所別工場周辺井戸水の金属汚染総合評価数

値の累積度数分布

定した.

ここで求めた各項目別汚染評価数値を合計した汚染総

合評価数値を横軸に，累積百分率を縦軸にとり，対数確

率紙にプロットしたところ図 1のような直線が得られ

た.従って各地域毎の評価数値の分布は対数正規型とみ

なしてきしっかえないと考えられる.そこでこの図より

累積百分率の 20，40， 60， 80 %値に対応する汚染総合評

価数値29，49， 78， 130が求められる.この評価数値の

29未満を 1点， 49未満を 2点， 78未満を 3点， 130未満

を4点， 130以上を 5点として評価ランクを定めた.従つ

で評価ランクの点数の高いほど汚染度が高いことにな

り，この評価ランクマップを作成し図2に示した.

結果及び考察

1 )各項目別に汚染地区を見ると，シアン汚染が明白に

認められる井戸がある地区には志村，赤羽，板橋，杉並

南，中野北保健所管内がある.また，六価クロムは中野，

志村，板橋，赤羽，品川保健所管内，銅は石神井保健所

管内，亜鉛は碑文谷，世田谷，中野北保健所管内，ニッ

ケルは碑文谷，赤塚，中野保健所管内，鉛は梅ヶ丘保健

所管内である.カドミウムは全地域とも汚染が認められ

なかった.これらの汚染源の大部分がメッキ工場と推定

される.しかし，赤羽保健所管内の汚染源は印刷工場で

あった.

2 )明白に汚染の認められる井戸のある保健所管内は評

価ランクの点数も一般に高い.評価ランク 5点の中でも

志村，赤羽，板橋保健所はシアンと六価クロム，中野保

健所は六価クロム，碑文谷保健所は亜鉛とニッケルによ

り顕著な汚染を示している.

3)前報と比較するとはぽ同じ傾向で志村，赤羽，碑文

谷保健所は評価ランク 5点である.中野，板橋保健所の
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表3 保健所別工場周辺井戸水の総合評価数値(及び評価ランク)一覧表

各種汚染因子の評価数値 総合評 評 価
保健所(区)

シアン六価クロム 室岡 亜鉛ニッケル 鉛 カドミウム 価数値 ランク

足立(足立) 11 。 。 28 3 7 3 52 3 

千住(" ) 11 。 。 5 1 1 1 19 1 

滝野川(北) 3 2 2 5 8 2 。 22 1 

王子(" ) 。 13 。 18 3 4 。 38 2 

赤羽(" ) 79 91 13 。 1 186 5 
板橋(板橋) 59 111 。 。 5 3 。 178 5 

志村(" ) 200 217 。 4 2 。 。 423 5 

赤塚(" ) 18 40 6 22 26 。 。 112 4 

練馬(練馬) 2 。 2 2 。 。 。 6 1 

石神井( " ) 8 。 19 19 。 。 。 46 2 

中野北(中野) 48 。 3 31 11 3 1 97 4 

中野(" ) 3 233 。 。 25 3 。 264 5 
杉並東(杉並) 13 1 4 11 8 。 。 37 2 

杉並西( " ) 6 。 。 15 11 2 。 34 2 

杉並南( " ) 52 4 4 3 。 。 64 3 
梅ヶ丘(世田谷) 2 。 11 10 26 。 50 3 
世田谷( " 3 10 。 41 11 3 5 73 3 

玉川( " 7 8 2 12 22 2 。 53 3 
目 黒(目黒) 3 3 9 20 5 1 。 41 2 

碑文谷( " ) 4 11 。 77 51 3 6 152 5 

荏原(品川) 8 。 3 14 17 l 1 44 2 

品川I( " ) 19 82 2 15 6 2 1 127 4 

数占山の

名

ク

所

ン

健

ラ

保

価

轄

評

管色
図2.保健所別工場周辺井戸水の金属汚染評価ランク
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場合，クロムによる汚染が継続しているため，評価ラン

クの点数が高くなった.

4)シアンか検出された 457件のうち， 41 %が同時に六

価クロムが検出された.またシアンと同時に ABS，ニッ

ケル，鉄，亜鉛が検出され，その率はそれぞ、れ7，5， 3， 

6%であった.クロムは自然水中に含まれていることは

ほとんどない7)ので，高濃度が継続して検出される場合

工場排水による汚染と思われる.動物に慢性中毒を起こ

すには六価クロムの飲料水中濃度は 5mg/l以上が必

要であるとされ，経口摂取に対する安全域はかなり広い

ものと考えられるが，人為的な汚染に対する監視はひき

続いて行なわれるべきである.ニッケルも同様に河川水

中の濃度は低<8)，今回検出されたものについてはほとん

ど工場排水由来と思われる.ニッケルは低毒性で経口的

に摂取しでも吸収されにくくほとんど排池される耐ので

今回検出された濃度では健康に対する害は特に考慮する

必要はないと考える.しかし工場排水による地下水汚染

の一つの指標として測定することは適当でゐあると思われ

る.

5 )昭年 57年度末の東京都区部の下水道普及率は 78

%帥であり今回の調査で汚染の著しい北区，板橋区，中野

区では 99.8%， 88 %， 100 %であった.従って工場排水

のほとんどは，処理後公共下水道に放流されているもの

と思われる. しかし汚染が下水道完備以前に起ったもの

が継続しているか，下水道や貯留槽等から漏洩したもの

かわからないが.下水道が普及しでも汚染が減少してい

ないことがわかる.

まと め

工場周辺の井戸水の重金属等による汚染度を各保健所

管内別に汚染総合評価数値より 5つの評価ランクに分け

た.最も汚染度の高い評価ランク 5点の地区のうち，志

村，赤羽および碑文谷の各イ呆健所管内は前報(昭和 46年

一50年)においても顕著な汚染を示していた.また中野

および板橋の各保健所管内は，六価クロムによる汚染が

継続しているため，評価ランクの点数が高くなった.こ

のように一度汚染された地区は毎年ほぽ同一成分か検出

されており，浅層地下水の重金属汚染は局地的で長期間

継続していることか観察された.実際には飲料水として

使用されている井戸は少ないとはいえ，緊急時の飲料水

として，また地下水汚染を考える立場から定期的な調査

が今後とも必要と考える.

謝辞検体の採取にご協力下さった各保健所の環境衛

生課の方々に感謝いたします。
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飲料用タンク水から検出された細菌(Pseudomonαs)の性状

古畑勝則ぺ松本 i享彦キ

Biological Characteristics of Chlorine Resistive Pseudomonas Isolated DominantIy 

from Drinking Tank Water 

KA TSUNORI FURUHA T A' and ATSUHIKO MA TSUMOTO' 

Keywords :生物学的性状 biological characteristics，耐塩素性シュードモナス chlorine resistive 

Pseudomonas ，飲料用タンク水 drinkingtank water 

緒 言語

近年，ビル，マンション等の高層建築物の急増に伴い，

給水用の受水槽，高責水槽が多〈設置されているが，な

かには水道法やビル管理法(通称)の規制を受けない，

有効容量が 20立方メートル以下の小規模;給水施設がか

なり存在すると思われる.しかし，その数は不明で、ある

のが現状であり，これらを含めた受水槽等の衛生的維持

管理がしは、しば指摘されているなかでM}，昨年，小規模

給水施設の指導要綱が出された.

以前，筆者らがタンク水 300試料について検査を行っ

たところ，細菌学的に水道法水質基準に適合し，かつ残

留塩素が0.1-1.0mg/l存在している場合でも，およそ

80%から様々な細菌類が検出され，その1!M数は最高1.3

X102/mlであった.また残留塩素が認められないも

のでは，さらに 1オーダー多く検出された.これらのな

かで検出率の高い細菌は耐塩素性の Pseudomonas属で

あった3)

このような細菌類は管理の不充分な給水施設に入り込

み，受水槽，高置水槽または配水管中で生存し続け，あ

るいは増殖している場合もあると考えられる. しかし，

タンク水中での消長やその性状についてはほとんど知ら

れていない.これは，本菌が従来の水道法による細菌試

験では検出きれない細菌類であるため，衛生学的に問題

視されなかったためと思われる.

Pseudomonas属には 300近い種があるにもかかわら

ず，性状が明確に記載されているものは 30種余に過ぎ

ないべ病原性を有する P.aeruginosaをはじめとする菌

種については，その同定基準が確立されているが，その

他に関してはほとんど研究がなされていない.

そこで今回は，残留塩素が存在するタンク水から優占

的に検出されたこれら Pseudomonasの性状を知るため

に，臨床由来および廃水由来の P.aeruginosaの性状に

ついて比較を行うとともに， Bergey's manual (第 8

版)4)に記載されている Pseudomonas属 29種の性状と

を比較した.さらに，本菌の種々水中における増殖傾向

について検討を行った.

材料および方法

1.性状試験 水質検査のために当所に持ち込まれた

タンク水より分離した Pseudomonasの中から，無作為

に選択した 30株と，臨床由来P.aeruginosa (分与株)，

廃水由来 P.aeruginosa各5株の計 40株について，種々

検査法5-7)に準拠して次の性状試験を行った.

1 )標準寒天培地上での集落の形態 2 )グラム染色

(Huckerの変法)による菌体と，鞭毛染色(Leifson法)

による鞭毛の観察 3 )硫化水素産生， IPA反応，イン

ドール産生， VP反応，色素産生，オキシ夕、ーゼ，カタラ

ーゼ，アシルアミ夕、一セ:アミノ酸脱炭酸，グルコン酸

酸化，硝酸塩還元，加水分解，有機酸利用， i:容血性 4 ) 

糖類分解 (21種類) 5)温度(4， 25， 37， 41
0

C)， pH 

(5， 7， 9)，塩化ナトリウム濃度 (0， 3， 5%)に

おける発育 6 )抗菌性物質に対する感受性 (10系統 25

種類， 3濃度法， トリディスク深研'使用)

2.水中での Pseudomonαsの消長タンク水由来

Pseudomonas sp.と臨床由来 P.aeruginosa各 1株につ

いて，水温 25
0

C，pH 7.5に調整した蒸留水および脱塩素

水道水(以下水道水と記す)中で1日おきに 1週間消長

*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 

本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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を比較観察した.次に，Pseudomonas sp.について，温

度(5， 10， 15， 20， 25， 30， 35， 40'C)， pH ( 2， 4， 

5，6，7，8，9)，塩化ナトリウム濃度(0，0.5，1.

0， 1.5， 2.0， 3.0 %)の各条件に設定した水道水中で，

1， 3， 5， 7日後に消長をみた.さらに，水質の異な

るタンク水 50試料，井戸水 10試料，河川水 10試料中

で，一定温度 25'Cの条件下で 1週間その増殖傾向をみ

た.

方法は，容量 300mlのコルべンに各試料水 200mlを

入れ，常法により高圧蒸気滅菌した後，細菌浮遊液を

102/mlになるように添加し一定時間経過後，その生

菌数を既報3)と同様に測定した.なお，別に用意した試水

で実験開始時の pHを測定した.

結果

1.性状 タンク水由来の Pseudomonassp.と臨床由

来および廃水由来の P.aeruginosaについて，その性状

を比較すると以下のようであった.

1) Pseudomonas sp.とP.aeruginosaの標準寒天培

地上における 25'C，5日聞の培養後の集落形態を写真 1

に示した.P. aeruginosaは直径およそ 5mmの不正円形，

不均質，平面的集落であり，緑色，褐色，乳白色を呈し

た.これは，蒸留水や液体培地中で均一な浮遊液になり

にくい R型であった.これに対して Pseudomonassp.は

直径約 lmmで，P. aeruginoseの1/5の大きさであり，

正円形，均質，隆起，i~i閏性てす炎桃色の集落を形成した.

これを釣菌して蒸留水や液体培地に浮遊させると容易に

均ーとなった (S型).

これらの集落についてグラム染色を行い，写真2に示

した.また，鞭毛染色の結果を写真3に示した.両者と

もグラム陰性の梓菌であり，極単毛を有していた. しふ

し，菌体の大きさを比較すると P.aeruginosaが1.7-

3.3XO.5-0.8μmであるのに対し，Pseudomonas sp. 

はおよそ 2倍の3.3-8.3X1.7-2.2μmで， 明白らかに

後者の方が大きかった.

2 )生化学的，生理学的性状を表 1および2に示した.

P. aeruginosaのそれは多数の書物に記載されていると

おりであったが，主要な点を記すと， KingAおよび B培

地に発育してその特徴的な水溶性の色素を産生した.オ

キシ夕、ーセ1カタラーゼ，アシルアミダーゼ，アルギニ

ン水解， グルコン酸酸化，硝酸塩からのガス産生，加水

分解(尿素，ゼラチン，ツイン 80)が陽性であり，クエ

ン酸塩と7 ロン酸塩を利用した.また， リボース，アラ

ビノース，キシロース，グルコース，フルクトース，マ

ンノース，ガラクトース，マンニ νトの 8種類の糖類を

分解した. MacConkey寒天培地と NAC寒天培地にも

良好に発育した.さらに， 25， 37， 4I'C， pH 5， 7， 9， 

塩化ナトリウム濃度0，3%てそれぞ、れ発育した.

一方，Pseudomonas sp.は， KingA培地には発育せず，

KingB培地に発育して淡桃色の色素(非水溶性)を産生

した.オキシダーゼ，カタラーセ守は同様に陽性であった

が，アシルアミ夕、ーゼ，アルギニン水解， クやルコン酸酸

化，硝酸塩からのカ。ス産生と加水分解は陰性であった.

クエン酸塩はシモンズの培地では利用しないが，クリス

テンセーンの培地では利用した.糖類ではアラビノースと

ガラクトースのみを分解した. MacConkey寒天培地と

NAC寒天培地， 41'C，塩化ナトリウム 3，5%含有条件

ではまったく発育を示さなかった.

このように，両者はかなりの項目で性状が異なってい

ることカぜわかった

3) 10系統，"25種類の抗菌性物質に対する感受性を表

3に示した.P. aeruginosa U.，ィゲンタ?イシン，ジベカ

シン，コ 1)スチン，ポリミキシン Bに対し全株とも(州)

の感受性を示したカ九カナマイシン，テトラサイクリン，

ドキシサイクリン，カノレべニシリンに対しては菌株によ

り異なり(一)から(十け)であった.その他の抗菌性物

質に対してはほぼ全株とも(ー)であった.

Pseudo押mon仏ω守sp-'にこついて同条件で

ろ'テトラサイクリン， ドキシサイクリン，カナ?イシ

ン，ゲンタマイシン，ジベカシン，ジョサマイシンに対

し，ほぽ全株とも(州)の感受性を示し，エリスロマイ

シン，ロイコマイシンに対しては(件)の感受性を示し

た.ペニシリン，ジクロキサシリン，アミノベンジルペ

ニシリン，カルペニシリン，アモキシシリン，セファロ

シン，セファレキシン，セファゾリン，セファピリン，

クロラムフェニコール，チアンフェニコールに大すしては，

菌株により異なり(一)から(十卜)であった. リンコマ

イシン，クリン夕、マイシン，コリスチン，ポリミキシン

B，ナリジクス酸，サルファ剤には全株とも(一)であっ

た

Pseudomonαs sp.はP.aeruginosaと同様にテトラサ

イクリン系，アミノグリコシド系の抗菌性物質に対して

は感受性が強<， リンコマイシン系に対しては抵抗性を

示した.しかし，コリスチンとポリミキシン Bに対して

は P.aeruginosaと明らかに異なり抵抗性があった.

以上のように，Pseudomonas sp.をP.aeruginosaと

比較すると，集落の性状，菌休の大きさ，生化学的，生

理学的性状，さらに抗菌性物質感受性において相違点が

多く認められた.
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供試菌株の'生状表1.

集落

集落の色(標準寒天模地)

グラム染色
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性状試験項目
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淡桃
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Pseudomonasの糖類分解表 2.

Pseudomぬ抗侭 α~erugi，抗'osa

廃水由来(5株)

Ps邑udomo制 S 喝.

タンク水由来 (30株) 臨床由来(5株)

D リボース

D アラビノース

D キシロース

L ラムノース

D-グルコース

D-フルクトース

Dーマンノース

Dーガラクトース

シュクロース

D-ラクトース

マルトース

トレハロース

D セロビオース

D-ラフィノース

デキストリン

イヌリン

アドニット

D-'?ンニット

ズルシット

サリシン

イノシット

数字は陽性菌株数を示す
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の消長水温を最低 5'cから 5'c間隔で 40'Cまで8条

件に設定して，本菌の増殖至適温度を調べた.図 2に示

すように， 5 'cとlO'Cでは 1週間後も菌数にほとんど変

化はなく増殖はみられなかった.15'Cと35'Cでは徐々に

増殖したが，その増殖速度は遅<1週間後も 104/mlで

あった. 20'C， 25'C， 30'Cの場合には増殖が良好で，い

ずれも 1週間後には 1.5-3.0XI05/mlとなった.なか

でも 30'Cの条件下では増殖速度が早<， 3日後にはすで

に 1.6XI05/mlに達し，これは 1週間経過しでもほと

んど同様で・あった.25'C条件下では 30'Cの場合に比べて

増殖速度はやや遅いが， 1週間後の増殖菌数は最も多く

3.0XI05/mlとなった.実験最高温度の 40'Cでは増殖

せずに減少し， 5日後には検出きれなくなった.

次に pHを変えた場合の増殖傾向を図 3に示した.

pH4.0以下ではまったく増殖しなかった.pH 5.0から

9.0の範囲ではほぽ同様な増殖傾向を示し， 1週間後に

は 2.6-4.1X105/mlとなった.このように本菌は

pH 7.0土2.0の広い pH域で増殖が可能で、あることが

2.水中でのPseudomonαssp.およひ:P. aer!lginosa 

の消長

1 )蒸留水および水道水中での消長 タンク水から多

〈検出された Pseudomonasspが，蒸留水および水道水

中でも増殖するものかを確かめるため，本菌を添加して

菌数変化をみた.図 1に示すとおり，比較菌として使用

した P.aeruginosaは，蒸留水中では 1日後にすでに検

出きれなくなり，水道水中では 1週間経過しでもほとん

ど蘭数に変化はみられなかった.しかし，Pseudomonas 

sp.は蒸留水で、も水道水でも増殖でき， 1週間後には

102/mlの菌数が 105/mlとなった.両水中での増殖傾

向を比較すると，水道水の方がやや良好で、あり，最大菌

数に達する時間も早かった.

このように P.aeruginosaが増殖できない水中(水質

は表4に示す)でも Pseudomonassp.は充分に増殖する

ことがわかったため，条件を変えて実験を行い，本菌の

増殖至適水質について検討を進めた.

2 ) 水道水中での各条件における Pseudomonassp. 
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表 3. Pseudomonasの抗菌性物質に対する感受性

抗菌性物質
Pseudomonas sp Pseudomonas aeruginosa 

タンク水由来 (30株) 臨床由来(5株) 廃水由来(5株)

ペニシリン系

ペニシリン (ー) 8 (十)22 (-) 5 (-) 5 

ジクロキサシリン (-)25 (+) 5 (_:) 5 (ー) 5 

アミノベンジル-PC (ー) 1 (+)17 (+十)12 (-) 5 (-) 4 (+) 1 

カルペニシリン (ー) 1 (+) 4 (十ト)25 (+) 1(+ト)3(+トト)1 (→+) 5 

アモキシシリン (ー) 1 (十)6 (+ト)13 (ー) 5 (-) 4 (+十) 1 

7 クロライド系

エリスロマイシン (十十)23 (判十) 7 (-) 4 (+十) 1 (ー) 5 

ロイコマイシン (+) l(十ト)24(→十←)5 (-) 5 (-) 4 (十+) 1 

ジョサ7 イシン (+卜)2 (+トト)28 (-) 5 (-) 5 

リンコ7 イシン系

リンコ7 イシン (-)30 (ー) 5 (-) 5 

クリンダマイシン (ー)30 (_:_) 5 (-) 5 

クロラムフェニコール系

クロラムフェニコール (ー)13 (+) 13 (十ト)4 (-) 5 (-) 5 

チアンフェニコール (ー) 4 (+) 25 (+l-) 1 (ー)5 (-) 5 

テトラサイクリン系

テトラサイクリン (+トト)30 同ト) 2 (+トト)3 (十ト)3 (村十)2 

ドキシサイクリン (十ト) 1 (十仲)29 (-) 1 (+) 2 (+ト) 2 (十)5 

アミノグリコシド系

カナマイシン (+村一)30 (+) 1仲ト)3(十仲)1 (+) 2(件 ) 2(十トト)1 

ゲンタマイシン 件ト)3 (+←←)27 (十仲) 5 (十←ト) 5 

ジベカシン 同トト)30 (十判ト)5 トH十) 5 

セファロスポリン系

セファロシン
(ー) 1 (+) 9 (十ト)18 (ー) 5 

(十トト) 2 
(-) 5 

セワァレキンン
(ー) 1 (+) 2 トト十)23 (ー) 5 

(十トト) 4 
(-) 5 

セファゾリン (ー)29(+) 1 (ー) 5 (-) 5 

セファピリン (ー)12(+)15 トトト)3 (-) 5 (ー) 5 

コリスチン (-)28 (十) 2 (++ト) 5 同トト) 5 

ポリミキシン B (-)30 作トト)5 (十トト) 5 

ナリジクス酸 (-)30 (ー) 5 (-) 5 

スルフイソキサゾール (ー)29(+) 1 (-) 5 (ー) 5 

(-)抵抗性. (十)比較的抵抗性. (ー仲)比較的感受性. (オトト十)きわめて感受性
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図 3.

に作用することが判明した.

3 ) タンク7)¥.，井戸水，河川水中での Pseudomonas

sp.の増殖比較 表4に示す水質の異なるタンク水，井戸

水，河川水のそれぞ、れ 50，10， 10試料に Pseudomonαs

sp.を添加し，水質のいかなる因子が本菌の増殖に影響を

及ぽすかを検討した.水温は 25
0

Cに保持した.その結果

の平均値を図 5に示した.タンク水中で、の増殖は非常に

良好で、'その 94%の試水において，初期添加菌数 102
/

わかった

塩化ナトリウムの影響については図 4に示したが，そ

の含有濃度によって著しく異なっている. 0%と0.5%

のÙli~~皮でl土地YcÚ::か良好で、あり， 1 j/li1間後には105/ml

となった.l.0%では増殖はしたがその速度は遅し 1週

間後でも 104/mlにすぎなかった.しかし， l.5 %では

増殖はみられずにむしろ減少傾向を示し， l.5 %以上の

高濃度の塩化ナトリウムは，本菌の増殖に対して阻害的
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レベルを設定して Pseudomonωsp.の増殖傾向を検討

したが，不良な水質ほど増殖が惑いことが言える.水中

での最大増殖菌数は 105/mlオーダーに達することが

判明したが，タンク水のような水質が，むしろ本菌にと

って増殖条件が良いことがわかった.

考察

既報3)ても記述したように，Pseudomonas sp.は残留塩

素が存在しないものから 0.7mg/1の広い塩素濃度のタ

個

図 5.

7 

タンク水，井戸水および河川水中での

Pseudomonas sp.の増殖変化(水混 25'C)

各曲線はタンク水 50試料，井戸水 10試料，河

川水 10試料のそれぞ、れの平均値で示した.
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mlが 1週間後には 105/ml以上に達した.井戸水では，

タンク水に比べその増殖速度は遅いが 105/mlになっ

た.なかには増殖不良な 2試料があり， 1週間後も菌数

の変化がみられなかった.河川水中で、の増殖は，その速

度がさらに返し 1週間後でも 104/mlにとどまった.

なかには減少傾向を示すものが2試料あり， 2 -3日後

には検出されなくなった.

これら増殖傾向が異なる三種類の水質を比較してみる

と，タンク水の水質は，塩素イオン 5.7-58.7mg/l，平

均 25.6mg/l，有機物等 0.7-11.5mg/l，平均 2.0mg/ 

1，硝酸性，亜硝酸性窒素 0.1-12.0mg/l，平均 2.3mg/ 

1，硬 度 10-125mg/l，平均 88mg/l，蒸発残留物

65-251 mg/l，平均 180mg/lの濃度であった.井戸水

は，塩素イオンが平均 153mg/lとやや高<，タンク水の

およそ 6倍である.硬度，蒸発残留物はそれぞれ 256

mg/l， 523 mg/lでおよそ 3倍であった.河川水の水質

は，塩素イオンが平均 1，610mg/lでタンク水のおよそ

63倍にも及ぴ，最高で、は 7，800mg/lであった.有機物

等は 22.6mg/lでおよそ 10倍であり，硬度，蒸発残留物

は 403mg/l， 950 mg/lとおよそ 5倍であった.添加し

たPseudomonassp.が 2-3日後に死滅してしまった

河川水2試料の水質をみると，特に塩素イオンが著しく

多いことであり，その値は 7，800mg/l， 6，500 mg/lで

あった.このことは，先に述べた高濃度の塩化ナトリウ

ムが本菌の増殖に対し阻害的に作用することを裏付けて

いる.

タンク水，井戸水，羽川水という大まかな三つの水質

Pseudomonas sp.の増殖試験に使用した各試料水の水質表 4.

河川水
(10試料)

井戸水

(10試料)

タンク水
(50試料)

蒸留水水道水

( 1試料)(1試料)

塩素イオン (mg/l) 

有機物等 (mg/l) 

(過マンガン駿

カリウム消費量)

硬度 (mg/ l) 
(カルシウム，

マグネシウム等)

蒸発残留物 (mg/l)

硝酸性窒素及び

亙硝酸性窒素 (mg/l) 

質

0.2 
3.2 

139一7，800 (1 ， 609 ) 
12.9--37.0(22.6) 

35.1--310(153.0) 
0.9-- 4.8(2.4) 

5.7--58.7(25.6) 
0.7--11.5 (2.0) 

31.9 
2.9 

水

595(403.4) 192 188--460(255.9) 10-125 (88.0) 78 。

558--1，370(945.8) 237 898(523.0) 65--251(179.7) 196 13 

0.2 (0.2) 

8.1 (7.5) 

0.1 

7.1--

3.5 (2.0) 

8.1 (7.2) 

0.4一

6.8 

0.1-12.0 (2.3) 

6.4--8.0 (6.9) 

2.1 

6.9 

0.0 

5.1 pH 

( )内の値は平均値
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ンク水中に生存し，残留塩素濃度が高い水中からむしろ

優占的に検出された.そして残留塩素が少ないか，存在

しない水中に多くみられた Flavobacteriumや

Alcaligenesに比べて，耐塩素性が強いことも実験的に

証明された.0.lmg/1以上の残留塩素があれば本菌は

増殖できないが，長〈生存可能である.一方，給水施設

の衛生管理のずさんや長時間の水の停留によって残留塩

素が消失したタンク水中で、の挙動に関して問題点が残さ

れていた.そこで，これら Pseudomonassp.の性状と水

中における消長について，種々の考察を行ったものであ

る.

Pseudomonαs sp.の性状について，実際に同条件で試

験した P.aeruginosaのそれと比較し，また， uブドウ糖

非発酵 グ ラ ム 陰 性 梓菌グ 5)に記載されている

Pseudomonas属の，ヒトの病気の原因となったり，臨床

材料からしばしば検出される 15菌種とを比較したカ九

産生する色素，アルギニン水解， クゃルコン酸酸化，加水

分解(ゼラチン，ツイン 80)，糖類分解(リボース，マン

ノース，トレハロース)， MacConkey寒天培地上での発

育， 41'C発育等の点で相違していた.また， Bergey's 

manual(第 8版)4)に記載されている Pseudomonas属 29

種の性状とも比較したが，集落の性状，鞭毛の数，加水

分解(デンプン，ゼラチン)，糖類分解(アラビノ一人.

シュクロース，セロビオース)等の点で異なっていた.

このように，タンク水から分離された Pseudomonas

sp.の性状と一致する菌種は認められず，種まで決定する

には至らなかった.したがって現時点では，本菌は

Pseudomonas属のなかでも，数多い構成菌種のーっと

いうことにとどまったが，今後の研究が必要と思われる.

しかるに，直結水で、は検出きれなかったこのような

Pseudomonas sp.は，残留塩素が存在しないタンク水で

充分に増殖可能で、ある.先の行政機関の調査によれば2)，

5.4 %の給水施設で、残留塩素か検出されておらず，筆者

らの調査でも O.lmg/1末満のタンク水が 14%みられ

たへしたがってこれら衛生管理面，特に残留塩素の保持

点検は充分留意することが重要である.

受水槽，高置水槽を経由した水道水中に，

Pseudomonasをはじめ，多くのグラム陰性梓菌が多数

認められることについての衛生学的問題は，さらに今後

の研究に待たれるところが多い.一方で、は，グラム陰性

梓菌とエンドトキシン(菌体内毒素)に関する報告がみ

られる 8ペ水中のエンドトキシン，特に水道水について

は本聞の報告があり 1O)， 6.50-7.85ng/ml量を検出し

ている. Luzioらも 800μg/ml量ものエンドトキシン

を検出したと報告している川.これについて丹羽ら 12)は，

消化系の吸収異常や網内系の機能低下，アレルギー症を

伴う乳幼児などでは，エンドトキシシの景タ響が現われる

と危|具している.給水施設を経由した水道水についての

報告は知る限りではないが，このようにグラム陰性梓菌

が多数存在すれば，エンドトキシン量が増加することも

予想される.したがって，今後，この点について調査を

行う予定である.

要約

今回，タンク水から分離した Pseudomonasの性状お

よび水中てやの消長について検討を行い，以下のようなこ

とか「わかった.

1.標準寒天培地上での 25'C，5日間培養後の本菌の

集落の形態は S型(正円形，均等，隆起，湿潤性)でL

淡桃色を呈し，その直径はおよそ lmmで、あった.

本菌はグラム陰性の梓菌で極単毛の鞭毛を有し，大き

さは 3.3-8.3X1.7-2.2μmで、あった.

オキシダーセ1カタラーゼは陽性であったが，アシル

アミ夕、ーゼ，アミノ酸脱炭酸， ク申ルコン酸酸化，硝酸塩

還元，加水分解は陰性であった.また，糖類ではアラビ

ノースとカボラクトースのみを分解した.さらに，

MacConkey寒天培地と NAC寒天培地には発育せず，

41'C，塩化ナトリウム 3%の条件でも発育しなかった.

また，テトラサイクリン系，アミノグリコシド系の抗菌

性物質に対しては感受性が強<， リンコマイシン系，コ

リスチン，ポリミキシン Bには抵抗性を示した.

2.本菌はタンク水中で、良好に増殖し，なかでも， 25'C，

pH 7.0:t2.0，塩化ナトリウム不含の条件が適しており，

その最大菌数はおよそ 105/mlになった.

謝辞臨床由来 P.aeruginosa株を分与された，総合

相模更生病院，永峰あや子技師に深謝します.
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P. aeruginosa Pseudomonas sp. 

2.グラム染色(Huckerの変i1.;) 5μm 
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多摩地区地下水中の塩素系有機溶剤に関する調査

矢 口久美子ヘ大橋則雄ヘ 渡辺 学ヘ関山 登*，

中村 弘へ坂井千三*

Survey of Chlorinated Organic Solvents in Groundwater in Tama， Tokyo 

KUMIKO YAGUCHI*， NORIO OHASHIへSATORUWATANABEへNOBORUSEKIYAMA*， 

HIROSHI N AKAMURAキ andSENZO SAKAI* 

Keywords 地下水 groundwater，塩素系有機溶剤 chlorinatedorganic solvent， 汚染 contamination

多摩地区 Tama district，クラスタ一分析c1usteranalysis 

緒 Eコ

近年，地下水の汚染物質として金属洗浄および溶剤な

どに広〈使用きれているトリクロロエチレンなどの塩素

系有機溶剤lが注目されている 1)

1982年に WHOは飲料水中の各種有機物質汚染に対

する安全生のカγ ドライン値引を示し，また 1984年2月

には厚生省からトリクロロエチレン，テトラクロロエチ

レン， 1，1，1ートリクロロエタンの 3物質についての水

道水中の暫定基準3)が提示きれた.

東京都においては， 多摩地区の場合，飲料水供給の原

水として地下水への依存率が極めて高い.

そこで筆者らは，多摩地区の飲料水の安全性確保の基

礎資料を得るため，同地区の井戸水を対象に上記3物質

および cゐー1，2 ジクロロエチレンに関する汚染調査

を行い，その特徴などについて検討した.

調査方法

1.調査対象井戸

1982-1983年に当所で取り扱った検休のうち多摩地

区の 448か所の井戸を調査対象とした.採水および測定

は両年度共に 9月から 12月にわたって行った.対象井

戸は専用水道や市水道の水源井戸が 211か所，会社，学

校，個人等の井戸が 237か所である.

調査対象井戸の取水帯水層の深さを表 1に示す.多摩

地区の浅井戸はほとんどが深さ 20m以内であることへ

また深井戸では最上部のストレーナーが 50mより深い

箇所に設けられているものが多いことから，取水層の深

さを 20m以下， 21-50 m， 51 m以上に分類した.なお

20m以下の井戸を浅井戸とし， 51 m以上の井戸は深井

戸， 21-50mの井戸はどちらに相当するか判断できなか

ったので不明とした.

2.採水方法

採水はトリハロメタン測定用の試料の採水方法に準じ

て行った 5)

3.分析方法

1 )装置 ガスクロマトグラフ:島津 GC7 A ECD 

(
63Ni 10mCi)および目立 GC163型 FID インテグレー

ター・島津クロマトパック C-R1A 恒温槽:小松エレ

クトレニクス CTE-220および東京理化サーミスタウォ

ーターパス SB-55型

2 )標準物質水質試験用トリクロロエチレン，テト

ラクロロエチレン必よぴ1，1， 1ートリクロロエタンの

1，000mg/l各標準液(和光純薬工業)並びに上記3物質

および、cis-l，2ージクロロエチレンの各1，000mg/l混

合標準液(関東化学，特注品)上記標準物質を残留農薬

試験用メタノール(和光純薬工業)で適宜希釈して使用

した.

3)分析操作分析は各溶剤の濃度の高いものは次に

示す ECD法，低いものは FID法により行った.

ECD法5)・試料 50mlを容量 68mlの褐色パイアル

瓶に入れ，テフロンシート，シリコンゴム栓およびアル

ミシールで固定する.20"Cの恒溢水槽lこ1時間静置後，

気相をカゃスタイトシリンジで 100μJ採取し， GC-ECD 

により分析した.

GCの分析条件カラム 20% SiliconeDC550 

*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 Japari 
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Chromosorb W A W 80/100メッシュ 3mX3mmガ

ラスカラム，カラム温度 90.C，注入口温度 250.C，キ

ャリアカゃス流量 50ml/min

FID法6).上記 ECD法と同様にパイアル瓶に試料 50

mlを封入する. 50.C恒温水槽に 1時間静置後，気相を

2.5ml採取し， GC-FIDで分析した.

GCの分析条件:カラム 20 % TCP Chromosorb 

W A W DMCS 80/100メッシュまたは 20%DC-

550+20 % SF-96 (2 + 8) Chromosorb W AW  

DMCS60/80メッシュ 3mX3mmガラスカラム，カ

ラム温度 80.C，注入口温度 140.C 

表 1.調査対象井戸の取水帯水層の深さ

調査井戸
調査件数 取水帯水層の深き (m)

20以下 21-50 51以上

水道の水源井戸 211 12 19 180 

会社，学校，個人の井戸 237 169 14 54 

計 448 181 33 234 

100 
(%) 

トリクロロエチレン

頻

度

100 
(%) 

1，1，トトリクロロエタン

制

度

2 11 31 51 101 
<2 i i ::( -，'_ _!_ 300< 

10 30 50 100 300 
濃度 (j.tg/I) 

結果および考察

1.塩素系有機溶剤の濃度分布

浅井戸，深井戸別にまとめた各溶剤の濃度分布を図 1

に示す.各溶剤の検出率は浅井戸てすまトリクロロエチレ

ンが 1番高<59%，次いで 1，1，1ートリクロロエタン

44 %，テトラクロロエチレン 29%， cis-1，2ージクロロ

エチレン 17%の順であった.深井戸においてもトリク

ロロエチレンが最も高い検出率で 33%，次いで 1，1，1ー

トリクロロエタン 17%， cis -1 ， 2ージクロロエチレン

12%，テトラクロロエチレン 6%の順であった.いずれ

の溶剤においても浅井戸の方が高い検出率を示した.

今回調査対象とした井戸水の中でつ')<.道水の暫定基準

値，すなわちトリクロロエチレン 30μg/l，テトラクロ

ロエチレン 10μg/l，および 1，1，1 トリクロロエタン

300μg/lを越えたものは，浅井戸ではトリクロロエチ

レン 20%，テトラクロロエチレン 13%，深井戸ではそ

れぞ、れ 9%および3%であった. 1，1，1ートリクロロエ

タンは深井戸に 1例みられた.

次に，専用水道や市水道の水i原井戸として利用してい

る井戸とそれ以外の井戸にわけで，浅井戸，深井戸別に

ンレチェロロク一フ」
4

1

1

一

プ

「

L

プ
J
隠
駿
議
恕
終
滋
総
際
限
隊
隊
違
背
盤

ci s-I， 2ジクロロエチレン

2 11 31 51 101 
<2 ， _，_ _，_ .. L _1 

10 30 50 100 300 
濃度 (μg/I) 

仁コ浅井戸 (N=181，ただしcis-l， 2ージクロロエチレンについては N=156)
匿週深井戸 (N=234，ただしcis-1，2ージクロロエチレンについてはN=10l)

図1. 浅井戸および深井戸の温素系有機溶剤汚染の濃度分布
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各溶剤の検出率を比較検討した.表2に示すように 4溶 1 )各塩素系有機溶剤の同時検出の頻度と相関 塩素

剤共，水道の水源井戸の方が低い検出率を示した.その 系有機溶剤lが検出される井戸では， 1種類の溶剤か検出

主因は，水道の水源井戸が住宅地に多いこと，しかしそ されるより 2種類以上が同時に検出される場合が多い.

れ以外の井戸の場合は金属製品や機械部品を取り扱う工 その点を明らかにするために 1982年に調査した工場周

場周辺の井戸が 72%を占めている点などの採水場所の 辺の井戸のうち各溶剤のいずれかが検出された井戸を対

環境の違いによるものと考える. 象に，同時に検出される溶剤の種類と組み合わせおよび

2.塩素系有機溶剤による汚染と工場およびクリーこ その頻度を検討した.その結果は図3に示すように 2種

ング底との関連 類以上の溶剤が検出される場合が対象井戸の 83%を占

トリクロロエチレンおよび 1，1，1 トリクロロエタン めた.また 3種類， 4種類の溶剤か検出された場合も含

の用途は主に金属，機械部品等の脱脂洗浄用であり，テ

トラクロロエチレンは年間出荷量の約 45%がクリーニ

ング用 1)である.したがってこれらの工場や庖の分布と

塩素系有機溶剤の濃度分布との関係をある一地区につい

て検討した. トリクロロエチレン濃度と工場の分布を図

2に示すが工場との関連は明確ではない. しかし工場の

少ない地区ではトリクロロエチレンが検出された井戸は

少ない.

1，1，1ートリクロロエタンと工場の分布を比較した場

合， トリクロロエチレンより濃度は低いが，分布は類似

しており工場との関連性もトリクロロエチレンと同様の

事が考えられる.

またテトラクロロエチレンについてはクリーニング庖

の多い地区の井戸から検出される傾向が認められたが，

その関連は明確で、はない.

czS-l，2ージクロロエチレンについては，カフェイン，

香料等天然物の低温抽出剤などに用いられているが11
検出率および、検出量も他の 3溶剤に比較すると少ない.

微生物の存在により，テトラクロロエチレンやトリクロ

ロエチレンが czS-l，2ージクロロエチレンに変化した

という報告7)もあり，汚染機構が他の 3溶剤と異なるこ

とも考えられる.

3.塩素系有機溶剤lによる汚染の特徴

塩素系有機溶剤lの汚染の特徴を把握するために次の解

析を行った.

。検出限界未満 .， 2-30)1g/1 

.3I)1g/1以上 総金属，機械関係の工場

図 2. トリクロロエチレンの検出と工場の分布

表 2.用途別に分類した井戸における塩素系有機溶剤の検出率

塩素系有機溶剤(%)
調査井戸 調査件数()ホ

トリクロロエチレン

浅井戸 12 (5) 
水道の水源井戸

深井戸 180 (61) 

会社・学校・ 浅井戸 1ω(151) 

n
H
U
n
g
h
v

一n
u
u

F
h
υ
n
，“一に
υ

テトラクロロエチレン 1，1，1-トリクロロエタン cis-1，2ジクロロエチレン

8 25 。
5 13 3 

31 54 17 

7 28 25 個人の井戸深井戸 54 (40) 57 

( )' :czS-1，2ジクロロエチレンを調査した井戸の件数
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dgf= 1/2 dfh十 1/2df，+ 1/2 

(めj めよゐのとき

dfl， dfh < dflのとき

(2) 

ただし dfh，dflは h クラスターと J クラスターが

結合して g クラスターができるとき，g クラスター

に属しない/ークラスターと h，1ークラスターとの距離

を示す.なおこの手法による分析は Miyaiet al.10lのプ

ログラムを用いた.

図4にはクラスター分析のデンドログラムを，表4に

は分類されたグループの特徴を示す.この結果によると

A，グループや Cグループに分類された D3地域がテト

ラクロロエチレンの高濃度汚染地域としてまとまりを示

したが，全般的には各グルーフ。に採水地域のまとまりは

なく，地域別の特徴は認められなかった.

4.深井戸における塩素系有機溶剤の垂直分布と汚染

機構

高濃度のトリクロロエチレン， 1，1，1ートリクロロエ

タンおよび czs-1，2 ジクロロエチレンが検出された

2本の深井戸を対象に，これらの溶剤の垂直分布を調査

した.

井戸の概要と採水箇所を図 5に示す. 1号井戸と 3号

井戸との距離は約 30mあり，地形は平たんである.図 5

の地層断面図より l号井戸と 3号井戸の第 lストレーナ

ーおよび第 2ストレーナーの存在する帯水層はそれぞ、れ

同じであると推定される.

採水方法は井戸のケーシングの直径が l号井戸 15

cm，3号井戸20cmと狭い上に，約100mの深層の採水も

めて， トリクロロエチレンと 1，1，1 トリクロロエタン

が共に検出された井戸が多く 66%であった.

次に同時に検出される溶剤l聞の関連性を検討するため

に相関分析を行った.その対象はある一つの工場周辺の

井戸群で，相関を求める 2種類の溶剤が同時に検出され

る井戸が5か所以上あるものについて行った.その結果

を表3に示す.A地区のトリクロロエチレンと 1，1，1ー

トリクロロエタンについてのみ相関関係が認められ，他

の地域では認められなかった.

このように限られた狭い地域をとってみても，一地域

を除いてそれぞ、れの溶剤聞に関連性が認められないこと

は，汚染源の多様性を示すものと考える.

2)塩素系有機溶剤についてのクラスタ一分析工場

周辺の井戸水を対象に， トリクロロエチレン，テトラク

ロロエチレン， 1，1，1ートリクロロエタンの 3i容剤の汚

染を総合的にとらえ，各井戸ごとの類似性を調べるため

に，次の手法によってクラスタ一分析を試みた.

類似尺度としては次式(1)に示すユークリッド距離を用

いた

(1) 玄 (x.出 -Xsi)2 

ただし，1はlつの塩素系有機溶剤を， α，βl土井戸を

示す.

クラスター分析の手法は LanceとWilliams81によっ

て提案され，Wishart91によって補足された組み合わせ的

手法の中で，最も分類感度の高い最長距離法を用いた.

最長距離法は/ークラスターと g クラスターとの距維

をdgfとすれはや次の式(2)に従ってクラスター間の融合が

なされる.
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同H寺に検出された塩素系有機溶剤の相関関係

C2HC13とC2H3C13 C2HC13とC2Cl4 C2Cl4とC2H3C13

相関係数 N 相関係数 N 相関係数 N

0.83" 12 

0.22 11 

0.47 5 

0.40 11 

0.49 9 

-0.30 6 

-0.07 21 

lOQI 

b
 l

 
l
 
9 

0.26 

0.34 

0.46 

表 3.

調査地域

A
A

口
μ

円

U
h
u
p
u】

h
H
A

円

U

29 

(九)

O o r.'o 

F7 
日:
=ーゴE

。
。。
0

0

0

一o

。
。
。
。

。
。
。
。

む0

0

0

 

0

0

0

 
0

0

一o
10 

村:P<O.Ol 

al : AおよびB地域から選んだ対象井戸数

bl : CおよびD地域から選んだ対象井戸数

0.05 18 -0.26 

同時に検出された塩素系有機溶剤!の

組み合わせとその頻度

。。

図 3.

。
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直後の第 1ストレーナ一部の pHや硝回全性窒素および

塩素イオン濃度が浅層地下水と類似の値を示しているこ

とから揚水時に認められた汚染は汚染された地下水がケ

ーシング内に吸引された結果によるものと考えられる.

それに加えてほとんどの深井戸ではケーシングと掘削孔

壁との問に砂手IJが充てんされているため 1号井戸にお

いてもj支局地下水は，この砂利層を経て第 Iストレーナ

ーからケーシング内に取り込まれたと推定される.

次に 3号井戸の場合は表 6に示すように， pHが第 I

ストレーナーより上層では 6.8で，浅層地下水と類似の

値を示し，第 2ストレーナーより深い層では 7.5前後で

あることから，第 2ストレーナ一部の佑，:7](層は被圧地下

水で、あると思われる.硝酸性窒素や塩素イオン濃度は，

すべての採水箇所においてはぽ等しい値であったが， 1 

号井戸と比較すると高濃度であり浅層地下水の混入が考

35， 1984 宇民年{iJI 

行うため，既製の採水器を利用できないので人見らが考

案した採水器11)を用いて行なった.

1号井戸に必いては表5に示すように，ポンプ引き上

げ直後と 2日経過後のトリクロロエチレン濃度を比較す

ると第 1ストレーナ一部は 37μg/l→ 2μg/lに，第

2ストレーナ一部は 3μg/l→検出限界未満に減少し

た.深井戸のような多層採水井戸で、は，揚水が行われな

い静止状態の11寺でも採水層からの流入があり，水圧の高

い帯水層から低い帯水層への流れが生じているといわれ

ている 12)それらの理由から 1号井戸の汚染水は，ポンプ

引き上げ後に新しくケーシング内に汚染されていない水

が流入し，入れ替わったものと思われる.これらのこと

から向井戸の第 Iストレーナ一部のf背水層の水は汚染さ

れていてもわずかで、あり，第 2ストレーナ一部の帯水層

は汚染されていないと推定された.またポンプ引き上げ

ilM 古
小束

10' 

10' 

mi 

期t

10 

?T 12215l』』?』 i255??E515 2;52』55』1JE11;15i;;i F 5 2 23E1152 54E?5 
??V E?i f f f fJEi1f E 5 2 1?E i p il』E55112E452品E8453552i』Ei品g;1bE 

H: Jk Jlli T;ゆ

上匝素系有機溶剤におけるクラスター分析のデンドログラム図 4

クラスター分析による各グループロの特徴

塩素系有機溶

テトラクロロエチレン

表 4.

(μg/l) 

1，1， 1-トリクロロエタン

剤l

トリクロロエチレン

1

2

3

4

 

A

A

A

A

A

A

A

A

n

p

F

U

n

u

 

2-20 

5以下

5-25 

10以下

5以下

15以下

20-35 

10以下

50-125 

5以下

30-50 

10以下

10-25 

50-100 

徴

トリクロロエチレンの中等度汚染地域

低濃度汚染地域I

低濃度汚染地域II

テトラクロロエチレンの高濃度汚染地域I

トリクロロエチレンの高濃度汚染地域I

テトラクロロエチレンの高濃度汚染地域H

トリクロロエチレンの高濃度汚染地域II

特グループ

35以下100-150 
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えられる.またトリクロロエチレンなどの溶剤の濃度は の水補給があると考えられる.そして第 2ストレーナ一，

第1ストレーナーより浅い層では高<.第 2ストレーナ 第3ストレーナ一部の帯水層においても直接ではないが

ーより深い層では低くなっている.以上の結果より第 1 漏水が生じていると推定される.また第 1ストレーナー

ストレーナーの設けられている帯水層では浅層から直接 部の塩素系有機溶剤の濃度はポンプ引き上げ直後および、

l号井両 深(度m) 3号井声

。
10 

20 

30 

40 

50 l~lを
③ A ストレーナー

60ト←骨子 T 
ー圃表土

70トー・ 国 押 7
@ μμ 粘土

80トムぷ正ι 宣E砂混り粘土

90トta.-.・a・-.L ・. EZ粘土混り砂

間
豆Z砂利や砂

100ト
宅事F自然水位

110ト'，.: 図揚水時のポンプの位置

120 L ①ー①採水箇所

図 5. 深井戸の断面図と採水箇所

静止後もほぼ等しいことから， 3号井戸では 1号井戸の

ように多量の揚水によって汚染水を引き込んで、いるので

はなしこの第 1ストレーナーの設けられている帯水層

自体が汚染されていると考えられる.

以上の調査結果から，深井戸の汚染機構にはストレー

ナーが設けられている帯水層が汚染されている場合と，

異なった場所にある汚染水を多量の揚水によって井戸内

に引き込んで、いる場合とがあることが確認された.

まとめ

1982-1983年に多摩地区の井戸 448か所を対象に塩

素系有機溶剤による汚染調査を行い，次の成績を得た.

1. トリクロロエチレン等塩素系有機溶剤による汚染

は浅井戸においては広範聞に及んでいることが判明し，

一部では高濃度の汚染も認められた.各溶剤の検出率は

浅井戸ではトリクロロエチレン 59%， 1，1，1ートリクロ

ロエタン 44%，テトラクロロエチレン 29%， cis-1，2 

ジクロロエチレン 17%の順であった.深井戸ではトリ

クロロエチレン 33%， 1，1，1ートリクロロエタン 12%，

cis-1，2ージクロロエチレン 12%，テトラクロロエチレ

ン6%であった.

表 5. 1号井戸における深度別水質

項目

pH 

硝酸性窒素

(mg/ l) 

塩素イオン

(mg/l) 

トリクロロエチレン

(μg/l) 

N D : 2μg/l未満

ポンプ引き上げ

後の経過日

当日
1日

2日

当日

1日

2日

当日

1日

2日

当日

1日

2日

採水箇所

(m) 

表層第 1ストレーナー中間層第 2ストレーナー底層

(40) (50) (65) (85) (87) 

6.8 6.6 6.6 6.7 6.7 
7.0 7.0 7.1 7.3 7.0 
7.1 7.2 7.1 7.2 7.1 

2.4 3.6 2.2 1.6 0.4 
1.1 1.9 0.3 0.1 0.1 
0.4 1.9 0.4 0.4 0.1 

9.0 15.8 12.4 9.0 4.8 
7.7 10.5 5.6 3.5 3.5 
6.3 8.4 4.9 4.2 3.5 

47 37 33 ND 3 
20 3 ND ND ND 
9 2 ND ND ND 
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表 6. 3号井戸における深度別水質

採水箇所

ポンプ引き上げ (m) 

後の経過日 表層第l中間層第 1ストレーナー第2中間層第2ストレーナー第3中間層第3ストレーナー

(39) (45) (54) (75) (97) (105) (113) 

項 目

pH 門
口
門
口
門
口

当

1

3

6.8 

6.8 6目8

6.8 6.8 

硝酸性窒素 当日

(mg/l) 1日

3日

n
U

ヴ

t

n
h
u
F
h
d
 

ワ
a

巧

t

A
告

に
υ

岡

h
d

戸

h
u

塩素イオン 当日

(mg/l) 1日

3日

17.6 

17.2 15.8 

17.6 17目6

トリクロロ 当日

エチレン 1日

(μg/l) 3日

360 

350 460 

430 410 

380 

390 

400 

1，1，トトリ 当日

夕ロロエタン 1日

(μg/ l) 3日

8

1

 

n
k
u
n
J
'
 

O
O

ウ

t

ヴ
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2.深井戸，浅井戸共に複数の塩素系有機溶剤か検出

される場合が多しなかでもトリクロロエチレンと1，1，1

ートリクロロエタンが同時に認められる場合が，いず

れかの溶剤lか検出される井戸の 65%を占めていた.

3. トリクロロエチレン，テトラクロロエチレン， 1， 

1，1ートリクロロエタンについてのクラスター分析の結

果，地域別の汚染の特徴は認められなかった.

4.深井戸の汚染は垂直分布調査より，取水帯水層自

体が汚染されている場合と多量の揚水により取水帯水層

以外の汚染水を取り込んで、いる場合とがあることが判明

した.

謝辞 本調査にあたりクラスター分析の御指導をいた

だいた日本工業大学の西田英郎助教授および富井正弥講

師，深井戸の垂直分布調査に協力して下さった府中保健

所衛生課の方々に心から謝意を表します。

n
x
u
n
x
u
n
X
u
 

-

-

-

n
h
u
p
n
u
n
h
u
 

7.3 

7.8 

7.6 

7.5 

7目6

司

i
A
n
u
d
F
h
l
u

ヴ

t

η

i

n

j

7.6 

7目。

n
κ
u
n
h
υ
n
k
u
 

-

-

-

に
υ
p
h
υ
p
h
υ

ハ川
V

F

h

υ

a

n
官

F

ヘυ

凋
刈
宮

a
A宮

4.6 

4.4 

n

，e
F
h
d

戸

h
u

-

-

-

S
4
&
4
4
a
a
A官

4.7 

5目3

17.6 

16.5 

17.6 

16.9 

16.5 

16.9 

16.5 

16.9 

16.2 

16.5 

16.9 

16.5 

16.9 

58 

290 

ハH
v

n
ぺ
u

n

x

u

ρ
h
u
qぺ
υ
p
n
υ

l
 72 

70 

ハH
v
n
M
u
a
A
τ

n

，h
u

nペ
u

n

f

e

l
 

9 

46 

ハ
zhu

回

h
d
n
H
v

nJhM

噌

E
A

13 

11 

ハ4υ

ハu
z
d
n
y白

2

1

 

9 

ND 

5 

2 

ND 

ND 

4 

ND ND 

ND 

文 献

1)杉戸大作:水道協会雑誌 589，53， 1983 

2) H. Galal Gorchev and G. Ozolins : WHO 

Guidelines for Drinking Water Quality， 1982， 

W orld Health Organization 

3)厚生省環境衛生局水道環境部長通知，昭和 59年 2

月18日付環水第 15号

4)木村康夫，三村秀一，藤沢正吉，樋口育子，渡辺悠

二.東京衛研年報， 19， 141， 1967 

5)厚生省環境衛生局水道環境部水道整備課長通知，昭

和 56年3月 25日付環水第 47号

6)大橋則雄，矢口久美子，関山 登，藤沢正吉，渡辺

学，中村弘，松本昌雄:東京衛研年報， 33， 280， 

1982 

7) Frances， P.， Paul， R. W. and Jack， D. : four. 



370 Ann. Re戸.Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

A WWA，76 (2)， 56， 1984 Univ.， 10， 1981 

8) Lance， G. M. and Williams， W. T. : Com.仰 ter 11)人見達雄:環境衛生情報， 7 (4)， 6， 1983 

Journal， 9， 373， 1967 12)村下敏夫:改著地下水学要論，第 2版， 145， 1976 

9) Wishart， D. C. : Biometrics，25， 165， 1969 昭晃堂

10) Miyai M. and Nishida H. : IIS Tech. Rep， Soka 



東京11j市庁年報 Ann.Ret. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 371-377， 1984 

多摩川底質中の多環芳香族炭化水素調査

有賀孝成ぺ押田裕子ヘ栃本

坂井千 三*

博へ中村 弘事，

Survey of Polynuclear Aromatic Hydrocarhons in Sediment 

from Tama River， Tokyo 

TAKANARI ARIGA*，日IROKOOSHIDA *， HIROSHI TOCHIMOTO*， 

HIROSHI NAKAMURA * and SENZO SAKAI* 

The levels of 6 polynuclear aromatic hydrocarbons (PAH) including f1uoranthene， benzo (b) 

fluoranthene， benzo (k) fluoranthene， benzo (α) pyrene， benzo (ghi) perylene and indeno (1，2，3-cd) 

pyrene w巴reinvestigated in sediments collected at 17 different sampling sites of the Tama River 

which flows through Tokyo on F巴bruary1983. 

The analytical method of P AHs was as follows : Sediment samples were subjected to freeze-

drying and the Soxhlet extraction. After c1ean-up with f10risil column chromatography， PAHs w巴re

d巴terminedquantitatively by reverse-phase liquid chromatography and f1uorescence detection. 

The sum of 6PAHs (Total PAH) were distributed from 65.4 to 143ng/g(average 96.1ng/g)in 

6 upper stream area， 140 to 298ng/ g (averag巴214ng/g) in 7 middle stream area and 446 ng/ g at 

Tamagawao田hashi，1，200 ng/ g at Rokugo-bashi， 550ng/ g at Daishi-bashi in lower stream points. 

Significant positive correlations were found statistically for the sediments containing more than 
200ng/ g as Total P AH among benzo (α) pyrene， a strong carcinogen， several heavy metals (Cu， Cd， 

Pb， Fe， Ni， Zn) and ignition loss. 

Keywords : environmental survey， polynuclear aromatic hydrocarbons， benzo (α) pyrene， sediment， 

Tama River， correlation， heavy metal， ignition loss 

緒言

わが国における主要公共用水域の水質汚濁は，排水規

制の強化あるいは下水道の整備等を反映して，年々改善

されてきたが，最近では横ばいに推移しているり.東京都

の主要河川の一つである多摩川でも同様な傾向がみら

れ，環境基準の達成率をみると，中流部では依然として

低<， 25-67%程度(昭和 57年度)にとどまっているベ

このような河川の慢性的な水質汚濁は，そこに生息する

動植物を汚染するばかりでなく，周辺の土壌や生物類ま

でも汚染し，さらに，汚染物質によっては食物連鎖等に

よる人への影響も考えられる.

多環芳香族炭化水素(PAH)は主に，石油，石炭および

木材等の有機物質の熱分解あるいは不完全燃焼によって

生成されるため，広〈環境中に分布している.また， ben-

zo (a) pyrene等，ある種の PAHは強い発がん性を有す

ることから，環境汚染物質あるいは環境汚染の指標物質

として注目されている.

PAHは工場排水，家庭排水あるいは都市下水等の各

種排水から比較的高い濃度で検出されているがM ，これ

らの排水が主な汚染源となっている河川水中の PAH濃

度は数 ng/l以下とかなり低いレベルであるべこれは，

河川に流入した PAHの多くが水中浮遊物質に吸着さ

れ，河川底質に移行し，蓄積しているためと考えられる.

従って，河川底質中の PAHの実態を調査することは，

河川およびその周辺の環境汚染を知る手がかりとして，

また，水生生物に対する PAHの号潜を調べる上で有用

であると考える.

そこで，著者らはまず，河川底質中の PAHの分析法

ホ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 Brqnch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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o 5 10km 

Fig. 1 '. Map of Sediment Sampling Sites in Tama River 

を検討し，さらに，東京都の水道原水の約 20%を占める

等，都民の生活と深いかかわりをもっ多摩川を対象とし

て，底質中の PAHの分布を調査し，若干の知見を得た

ので報告する.

実験方法

1.試料の採取

底質試料は 1983年 2月7日から 15日までの聞に，

Fig.lに示した多摩川の和田橋から大師橋までの 17地

点の衣)曽部から，エックマン・パージ式採il己器またはス

コップを用いて，約 2kgずつを採取した.なお，調査地

点の川幅が広く，底質の性状が異なると思われた地点で

は2-3箇所から採取し，合計 31件の底質を実験に供

した.

2.試料の調製

採取した底質は遠心分離 (3，000rpm， 10分間)して

大部分の水分を除いた後，ヌゲラスシャーレに移し，凍結

乾燥した.乾燥後の底質は32mesh(0.5mm)の締を通

して粒度をそろえて試料とした.

3.試薬

1) PAH 混合標準溶液:fluoranthene (Fl)， benzo 

(a) pyrene (BaP)， (以上，和光純薬)， benzo (ghi) 

pervlene (BghiP)， benzo (k) fluoranthene (BkF)， 

benzo (b) fluoranthene (BbF)， (以上， Aldrich Chemi. 

cal)および indeno( 1， 2， 3 -cd) Pyrene OP)， (関東化

学)をベンゼン (nanograde，Mallinkrodt) "C"溶解し，

それぞ、れの濃度が 0.5μg/mlとなるような混合溶液を

調製した.なお，添加回収実験用の PAH混合標準溶液

はアセトニトリルを用いて調製した.

2 )フロリジルカラム:フロリジル (60-100mesh， 

Floridin)を1400

，4時間活性化した後，デシケーター中

で放冷し，水を 2V/W%の割合で加えてよく振り混

ぜ，その10gをカヲスカラム(内径1.0cm，長さ30cm)

にベンゼ、ンを用いて湿式充てんし，ベンゼン 50mlで洗

浄した.

3)硝酸および塩酸は精密分析用(和光純薬)を用川

その他の試薬て特にメーカー名，品質を記載してないも

のはいずれも試薬特級品(和光純薬)を用いた.

4.装置

1 )高速液体クロマトグラフ:日本分光TWINCLE型

2 )蛍光検出器:日本分光 FP・550A型

3 )原子吸光光度計:IL Video22型

5. PAHの分析法

1 )試験j容液の調製:試料5-20gを取り，ベンゼン

を用いて 3時間，ソックスレー抽出を行った.抽出液は

KD 濃縮器を用いて約 1mlまで濃縮した後， その全量

をあらかじめ調製したフロリジルカラムに入れ，ベンゼ

ン60mlで溶出した(流速 2ml/min). i容出液は再ぴ

KD 濃縮器を用いて 1ml以下となるまで濃縮し，ベン

セ、ンで正確に 1.0mlとしたものを試験溶液とした.

2 )高速液体クロマトグラフによる定量:試験溶液の

5μfを下記の条件下で注入し，得られたピーク高さか

ら絶対検量線法により定量した.

カラム:0.26 X 25cm， HC.ODS， 10μm (Perkin 

Elmer) 

(1) Fl， BbF， BkF， BaPおよび BghiPの測定;移動

層:アセトニトリルー水(80:20)，流速:1.0 ml/min， 
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励起波長:360 nm，蛍光波長:430nm τ'able 1. Recoveries of PAHs from Sediment 

(2) IPの測定;移動層 :100%アセトニトリル，流 Samples 

速:0.5ml/min，励起波長:360nm，蛍光波長:500 Compound*1 Recovery(%)叫 C.v.叫

nm Fluoranthene 94.6 5.2 

6.重金属の分析 Benzo(b )fluoranthene 92.9 1.7 

試料 2-5gをビーカーに取り，硝酸および 30%過 Benzo(k)fluoranthene 98.4 1.3 

酸化水素水により分解した後， 0.5 N塩酸溶液とし，鉄 Benzo(a)pyrene 90.9 4.8 

(Fe)，マンガン(Mn)，亜鉛(Zn)，銅(Cu)，ニッケル(Ni) Benzo(ghi)perylene 96.9 4.8 

および鉛(Pb)はフレーム原子吸光法，カドミウム(Cd)は Indeno (1，2，3'-cd)pyrene 94.7 4.3 

フレームレス原子吸光法で測定した6)

7.強熱減量の測定

試料 10gをビーカーに取り，電気炉を用いて 600.，2 

時間強熱して減量を求めた7)

結果および考察

1. PAHの分析法の検討

底質試料からの PAHの抽出法としては，底質をアル

カリ分解した後，液々分配法によりヘキサン等で抽出す

る方法制および底質を 30-45マ呈度で乾燥した後，有機

溶剤でソックスレー抽出問あるいは超音波によって抽出

する方法叫等か報告されている.これらの方法のうち，ソ

ックスレー抽出法は操作か簡単である杭比較的長時間

を要する.これは PAHカサ由溶性であるため，試料の水

分含量が抽出効率に景怨していることが考えられる.そ

こで，底質を凍結乾燥して水分を完全に除去した後，ベ

ンゼンを用いてソックスレー抽出する方法を検討した.

その結果， 6種の PAHはいずれも 1時間以内に抽出さ

れることが判明した.

一方， PAHのクリーンアップ法としては，薄層クロマ

トグラフィ一法11ゲルクロマトグラフィ一法問および

カラムクロマトグラフィ一法的等について種々検討され

ている.著者らは下水・再利用水中の PAHの分析3)で用

いた 2%含水フロリジルカラムと溶出液として抽出溶剤

と同じベンゼンを用いる簡便な方法を底質試料に試みた

結果，この方法は底質試料についても PAHのクリーン

アップ法として十分利用できることが確認された.

添加回収試験は試料 10gにPAH混合標準溶液1.0

mlおよび水 12mlを加え，凍結乾燥した後，本法により

回収率を求めた.その結果は Table1に示すとおり，そ

れぞれの PAHの回収率は 3回の平均で 91-98%，変

動係数は1.3-5.2%と良好で、あった.

2.多摩川底質中の PAH

多摩川底質中の PAHの分析結果を Table2に示し

た.

今回対象とした 6穫の PAHはすべての試料から検出

*1 Spiked at 50ng/g each 

*2 Average of three measurement 

叫 Coefficientof variation 

され，その濃度は 2.6-405ng/gの範囲であった.その

うち，発がん性の強い BaPは 4.2-206 ng/ g (平均値

51.2 ng/g)の範囲であった.この濃度は東京湾底質の

表層部 (36.0-91.4ng/g) 13)，大阪湾底質 (100-320

ng/g) 8)，浜名湖底質 (2.9-255ng/g)9)あるいは相模

川河口域底質 (27-200ng/ g)同等とほぽ問レベルであ

った

6種のPAH濃度の合計(総PAH濃度)は51.2-

1，350ng/gの広い範囲で、分布していた.しかし，各試料中

の6種の PAHの濃度比率はすべての試料で同じ傾向を

示し， F1が最も高<，総 PAHに占める割合は29.9

-49.8 % (平均 36.9%)であった.この傾向は先に報

告3)した下水処理場の流入水あるいは業務用ビルの排水

でもみられたが， F1の割合は平均でそれぞ、れ， 53%およ

び60%であった.このように，底質中での総 PAHに対

する F1の割合はこれらの排水と比較して低い傾向がみ

られた.このことは，松島らの報告15，16)と軌をーにするも

のであり，相対的に分子量の小さい PAH程水中での浮

遊物質への濃縮率が小さしまた，底質中では分解等に

よる消失率が大きいためと考えられた.

次に，総 PAH濃度を採取地点別の平均値で示すと，

和田橋から持島橋までの上流部では，特に高い値を示し

た多摩橋 (346ng/g)を除くと 65.4-143ng/g (平均

96.1 ng/g)の範囲であった.これに対して，多摩大橋

から丸子橋までの中流部では 140-298 ng/ g (平均 214

ng〆g)の範囲で，上流部より約2倍高い値であった.ま

た，下流部の多摩川大橋およぴ大師橋では上流部の 5倍程

度高しそれぞれ， 446ng/gおよび 550ng/gで，最も

高い値を示した地点は下流部の六郷橋で， l，200ng/g 

であった.このように，総 PAH濃度は上流から下流に
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本 1

ているためと思われる.

底質中の PAH濃度の分布を河川水の BOD値2)と比

較してみると， BOD値は羽村堰までの上流では0.8-

1.0mg/l程度て、あるか、，羽村堰より下流てすま各種排水の

流入が多くなるため，拝島橋から二子橋附近までは

3.5-5.2mg/lと高<.羽村堰を境とした顕著な差がみら

*3 

向けて高くなる傾向を示したが，上，中流部では比較的

ゆるやかに推移し，多摩川大橋より下流で急激に高くな

っていた.なお.上流部の多摩橋で高い値を示した原因

は，この地点が羽村取水場と平井川および秋川の合流点

との聞に位置するため，流量が比較的少なく，川幅も狭

いことから，附近に流入している排水の影響を強く受け
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Table 3. Conc巴ntration.of Heavy MetaIs and Ignition Loss in Tama River Sediments 
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* 1 References to the Figure 1. 
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*3 Right bottom of the river 

叫 Leftbottom of the river 
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れる.これに対して，底質中の PAH濃度も羽村堰より

下流の多摩橋で高い値を示し，多摩大橋からは高い値が

継続している.また，二子橋より下流の BOD値は第3京

浜多摩川橋 (6.6mg/1)をピークとし，ここから大師

橋(2.6mg/l)まで直線的に減少している.これは，河口

附近が感潮河川となっているためと思われるが，底質中

の PAH濃度は六郷橋で、際立つた高い値を示した.この

ように，多摩川底質中の PAHの濃度分布は下流の感潮

部を除き，河川水の BOD値の分布と近似した傾向が認

められた.
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Table 4. Coefficient of Correlation Betwe巴n

Benzo(a)pyrene and Fiv巴 Different

P AHs， Heavy Metals and Ignition 

Loss in Tama River Sediments 

Total of 6 P AHs 

Compound <200ng/g >200ng/g 

(n=15) (n=12) 

Fluoranthene 0.825** 0.905ホホ

Benzo(b )fluoranthene 0.860ホホ 0.858*本

Benzo(k )fluoranthene 0.861*本 0.980** 

Benzo(ghi)perylene 0.882** 0.974** 

Indeno (1，2，3-cd)pyrene 0.852ホ* 0.934村

Fe 0.294 0.766** 

Mn 0.320 -0.087 

Zn 0.439 0.612* 

Cu 0.496 0.862** 

Ni -0.063 0.677* 

Pb 0.467 0.803** 

Cd 0.302 0.854*ホ

Ignition Loss 0.274 0.873*キ

Site number 5 and 16 were excluded from the 

statistical analysis 

** Significant difference at p<O.Ol 

* Significant difference at p< 0.05 

3.各 PAHの相互の関係および PAHと重金属との

関係

底質中の重金属および強熱減量の分析結果を Table3 

に示した.

河川底質は種々の汚染物質を含有するが，各 PAHの

相Eの関係あるいは PAHと他の汚染物質との関係を調

査することは，河川底質中の PAHの汚染源あるいは河

川における PAHの挙動を推察する上で重要で、あると思

われる.そこで， PAHの他に 7種の重金属およぴ強熱減

量を測定し， PAHとの相関関係を調査した.

多摩川底質中の総 PAH濃度は前述のごとく，上流部

では 100ng/g程度，中流部では 200ng/g程度であ

り，河川水の BOD値もこの附近で急激に変化している

ことから，総 PAH濃度 200ng/g以上の群と 200ng/

g未満の群に 2分しそれぞ、れについて相関係数を求め

た.なお，多摩橋および六銀隔の一2地点の成積は統計処

理から除いた. Table 4にBaPについての結果を示し

た.

BaPは総 PAH濃度にかかわらず他の 5種の PAH

すなわち， Fl， BbF， BkF， BghiPおよびIPのいずれとも

危険率1%で有意の相関を示した.しかし，BaPと重金属

との相聞は総PAH濃度によって大きく異なった.すなわ

ち，総 PAH濃度が 200ng/g以上の群では BaPは

Cu，Cd， Pbおよび Feと危険率 1%で， Niおよび Znと

危険率 5%で有意の相関を示した.これに対して，総

PAH 濃度が 200ng/g未満の群では BaPはいずれの

重金属とも有意の相聞を示さなかった.また，BaPと強

熱減量との相関も総 PAH濃度が 200ngン/g以上の群

では有意の相関を示したが，総 PAH濃度が 200ng/g 

未満の群では認められなかった.

このことは，総 PAH濃度が 200ng/g以上の底質で

は各 PAHとCu，Cd， Pbおよび、 Fe等の重金属および、

強熱減量で示される種々の有機物質との比率がほぼ一定

していることを示している.河川底質中の有機物質は，

総 PAH濃度と F1との割合から推察したと同様，物質

によってそれぞれ，蓄積および分解の比率が異なると思

われるが，底質中での存在比がほぼ一定していたことは，

汚染源でのこれらの組成が類似しているためと考えられ

る.また，前述のとおり，底質中の PAH濃度は上，中

流部で河川水の BOD値と近似した動きを示し，排水の

影響を強〈受けたと思われる多摩橋では， PAH 濃度と

共にこれらの重金属濃度および強熱減量も高い値を示し

ている.これらのことから，多摩川底質中の PAHの主

な汚染源は，工場排水，生活排水あるいは都市下水等の

各種排水であると考えられた.

底質中での PAHと重金属との関係については，

Kawakamiら17)が大阪湾底質で BaPとCd，Cuおよび

Pbとの聞に有意の相関を認め， Matsushima叫も平潟湾

底質で BaPとPb，Hg， Cd， Cuおよび Znとの聞に有意

の相関を示したことを報告している.一方， PAHと各種

重金属との相関は臨海工業地帯を抱合する大都市の大気

中浮遊粒子でも認められており，松下ら日)は川崎市の大

気で BaPとPb，CdおよびVとの問に有意の相関を認

め，冨岡20)は大阪市大気中で BaPとCd，Fe， Pb， Crお

よび Niとの聞に有意の相聞を認めている.今回の調査

で，多摩川底質でも総 PAH濃度が 200ng/g以上の群

では，これら湾内底質および大気中浮遊粒子とほぼ同様

な傾向を示した.このことは，河川底質中の PAHの汚

染源が湾内底質のそれと共通したものがあり，大気中浮

遊粒子もその主要な汚染源の一つであると考えられる.

そして，流域に降下する大気中浮遊粒子は雨水あるいは

都市下水等を介して河川に流入していると考えられた.
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まとめ

底質中の PAHの分析法を検討し，多摩川の 17地点

から採取した底質中の PAH濃度，重金属濃度および強

熱減量を調査し，次の結果を得た，

1 )底質中の PAHは試料を凍結乾燥した後，ベンゼ

ンを用いてソックスレー抽出し， 2%含水フロリジカル

カラムクロマトグラフィーによるクリーンアップ後，高

速液体クロマトグラフィ一一蛍光光度法により定量し

た.本法による 6種の PAHの添加回収率は 91-98%， 

変動係数はl.3-5.2%と良好で、あった.

2 )多摩川底質からは対象とした 6種の PAHがすべ

ての試料から検出され，総 PAH濃度は 5l.2-1，350

ng/g(平均値 337ng/g)の範囲であった.また，強い

発がん性をもっ BaPは4.2-206ng/g (平均値 5l.2

ng/g)の範囲であった.

3)総 PAHの濃度分布は上流から下流に向って高く

なる傾向がみられたが，上流部では約 100ng/g，中流部

では約 200ng/gであったのに対して，下流部の多摩川

大橋および大師橋ではそれぞ、れ， 446 ng/gおよび 550

ng/gと高し最高値は六郷橋の 1，200ng/gであっ

た.

4 )試料中の 6種の PAHの濃度比率はすべての試料

で同じ傾向を示し，相互に高い相関が認められた.また，

各PAHと7種の重金属および強熱減量との相関関係を

調査した結果，BaPは総 PAH濃度が 200ng/g以上の

群で， Cu， Cd， Pb， Fe， NiおよびZn等の重金属および

強熱減量との聞に有意の相闘が認められた.
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平井川の水質汚濁の時間的変動と生活排水の関係

栃本 博ヘ押田裕子へ有賀孝成ヘ

池島伸至ぺ中村 弘ぺ坂井千三事

The Relation between the Change with the Passage of Time in Water Qualities 

of Hirai River and Domestic Sewage 

HIROSHI TOCHIMOTOへHIROKOOSHIDAぺTAKANARIARIGA* 

NOBUYUKI IKE]IMA *， HIROSHI NAKAMURA * and SENZO SAKAI* 

Keywords :水質汚濁 waterpollution， 時間的変動 achange with the passage of time，生活排水

domestic sewage，中小河川 townstream，平井川 HiraiRiver，流量 flux

緒言

公共用水域における河川の水質汚濁は，近年工場排水

の規制，下水道の整備等により全般的には改善傾向にあ

るものの，都市近郊の中小河川においては，むしろ汚濁

が進行している現況にある 1-3) これは，流域の人口増加

にともなう未処理の生活雑排水および、し尿浄化槽放流水

が主要因である.

中小河川の生活排水による汚濁については，従来主に

生活排水が多量に流入する排水路に近い都市河川につい

て，同一地点でも時刻によって水質が大きく変動する

ことから 1日における時間的変動の調査が行われてき

た4-10) しかし，現在問題となっている比較的生活排水

の流入量の少ないと考えられる都市近郊の中小河川にお

いても，河川水質の時間的変動が予想される.

そこでわれわれは，水質汚濁防止対策の基礎資料とす

るため，流域の人口が毎年増加し，今後の汚濁の進行が

予想され，東京都の水道原水の 1つでもある多摩川支流

平井川の一地点を取り上げて， 1日における水質の時間

的変動を調査し，生活排水が河川水質に及ぽす影響を検

討した結果，若干の知見を得たので報告する.

調査対象と方法

1.平井川流域および調査地点

図Iに平井川流域および調査地点を示した.平井)11は，

東京都西部の日の出町西北部に源を発し，町を縦断し，

秋川市の北部を経て多摩川に合流する長さ 16.5km，流

域面積約 38knfの小河川である.上流は山間部であり，中

流から下流にかけて北部は丘陵で，南部は台地となって

いる.今回は，調査地点として多摩川合流点から 4.5km

上流で，日の出町全域が流域となる日の出橋を選んだ.

日の出町は，面積 28.18knf，人口約 14，000人(昭和 56

年現在)て三人口の約 90%か調査地点の上流5km以内の

山間部を除いた平井川流域に集中している.町には大き

な工場はみられず，汚濁負荷の大部分を生活排水で占め

ている.表 1に日の出町の生活排水の処理形態を人口比

で示した.これによると平井川に直接流入すると予想さ

れる生活排水は，雑排水とし尿浄化槽処理水に分けられ，

雑排水は未処理 43%，浄化槽処理 18%で，し尿処理水

は，合併処理 18%，単独処理 4%である.これらの人口

比と雑排水原単位 42g/人・日川合併浄化槽処理水

BOD 20 mg/l， 300 1/人・日， し尿浄化槽処理水 BOD.

90mg/ム601/人・日として BOD排出負荷量の割合を

図 1 平井川流域の概略 概算すると，未処理の雑排水が 93%，浄化槽処理水が7

本東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25 

* Tama Branch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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表 1.日の出町における排水処理形態

雑排水 人口比(%)

未処理河川放流

吸い込み

浄化槽処理

合計

m'/hr 

300 

200 

1∞ 

。 6 

時

河川放流

吸い込み

43 

34 

18 

5 

100 

-・ 5月27日(水) 4070m'/dav 
0:11月 9日(火) 4090m' / <iay 

ロ 18 24 
実リ

図2 日の出町の水道給水量の時間的変動

(1981年日の出町水道課資料)

%を占める.

参考までに，図 2に日の出町の 1時間毎の水道給水量

の変動を示した.1日の給水量および時間毎の給水量は，

5月と 11月ではほとんど違いはみられず，給水量の最

も多くなる時間帯は 7-11時で， 16-20時にもピーク

がみられ， 0 -5時に最も少なくなり， 1日の生活のパ

ターンを示している.そして，それぞれの時間帯の生活

用水は，比較的短時間に排水となり 12，13)，平井川に流入す

ると考えられる.

2.調査方法および検査項目

図3に， 日の出橋における毎月 1回の河川水質測定時

(採水時刻午後O時)の過去 5年間における河川流量の

頻度分布を示した.これによると頻度の高い流量は， O. 

1-0.4 m'/secて1中央値は 0.26m'/secである.そこ

で今回は，比較的流量の多い時と少い時を選んで2回調

査を行った.調査の日時は，第 1回:昭和 56年5月26

日(火曜日，天気.前々日晴れ，前日夜雨のちH青れ，当

日晴れ)，第 2回:周年 12月8日(火曜日，天気.前々

日，前日，当日目青れ)，それぞ、れ午前6時から翌日の午前

20. 

15 

頻

10. 

度

5 

。

(1981年 日の出町衛生課資料)

し尿 人口比(%)

汲み取り

合併処理

単独処理

河川放流

吸い込み

河川放流

吸い込み

70 

18 

5 

4 

3 

合計 100 

0.，0. 0.，1 0.，2 0.，3 0.4 0.5 0.，6 0.，7- 0 

図3 日の出橋における流量の頻度分布

(1977-1981) 

m~/sec 

6時までで，採水は一時間毎に 25回行った.

流量(電気流速計)，水温および洛存酸素(溶存酸素計)

の測定は，採水地点で行ない，下記に示す項目は，すみ

やかに実験室に持ち帰り，常法により測定した.

濁度(比濁法)， PH値， COD(過マンカゃン酸カリウム・

酸生直火 5分法)， BOD(ウインクラー・アジ化ナトリウ

ム変法)，アンモニア性窒素(ネスラ一法)，亜硝酸企窒

素 (αーナフチルアミン法)，硝酸性窒素(サリチル酸ナ

トリウム法)，電気伝導率，塩素イオン(硝酸第二水銀法)，

リン酸イオン(モリブデンフ事ル一法)， ABS(メチレンブ

ルー法)，大腸菌群，および一般細菌数.

結果および考察

1.第 l回調査における水質の時間的変動

図4に第 1回調査の水質の時間的変動を示した.まず

流量は 0.304-0.398m'/secで，調査開始時刻よりやや
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減少傾向がみられたが，図 2の1日の水道給水量の変動

から推定される生活排水による流量の変動はみられなか

った.水温は 1日にわたるゆるやかな変動がみられ， 15 

時頃最高値を 6時頃最低値を示した. PH値は日中高い

傾向がみられ， 15時頃最高値を示した.i容存酸素も日中

高い傾向がみられ，これを酸素飽和百分率で表わすと変

動が明確となり，日中は過飽和状態で，夜間は 90%程度

に減少した.これらの項目における日中の上昇は，藻類

の光合成に起因していると考えられる.

生活排水の流入の影響を直接示す項目では，特に濁度

が顕著な変動を示し， COD，アンモニア性窒素および亜

硝酸性窒素も類似した変動がみられた.これらの項目は，

10-12時頃から徐々に増加し始め夕刻頃最高値となり，

その後，翌朝6時頃まで徐々に減少している. リン酸イ

オンは日中高い傾向が，大腸菌群，一般細菌数は夜間高

い傾向が認められた.これらの項目にみられた変動は，

ピークの形状が幅広し長時間にわたっており，図 3に

示した水道給水量の最大ピークから数時間から十数時間

遅れていることから，広範囲の市街化区域からの生活排

水の影響が考えられた.しかし BOD，ABSは濃度が低

< ，明らかな変動はみられなかった.図に示さなかった

が硝酸性愛素，電気伝導率および塩素イオンも明らかな

変動はみられず，それぞれ 1.6-2.3mg/l，223-247 

μS/cm， 7.1-8.4mg/lであった.

2.第2回調査における水質の時間的変動

第2問調査の水質の時間的変動を図 5に示した.流量

は0.122-0.159m3/secで，生活排水の流入による明ら

かな変動はみられなかった.この流量は図 3の流量の頻

度分布から，比較的少ない流量にあたる.水温は 1日に

わたるゆるやかな変動がみられ， 14時頃最高値を 6時頃

最低債を示した. PH 値も日中高い傾向が認められ， 15 

時頃最高値を示した. i容存酸素も日中高<，酸素飽和百

分率は日中過飽和状態で夜間 90%程度であった.これ

らの項目の変動は，ほとんど第 I回調査と同じであった.

生活排水の流入の影響を直接示す項目，すなわち

BOD，アンモニア性窒素，亙硝酸性窒素，リン酸イオン，

ABS，大腸菌群およぴ一般細菌数はそれぞれ経時的に類

似する顕著な変動を示した.これらの項目は亜硝酸性窒

素を除いて， 10時頃鋭いピークが一致してみられ最高値

を示し，また，夕刻から夜間にも比較的ゆるやかなピー

クがみられ，その時間帯は，アンモニア性窒素，亜硝酸

性窒素は 19時頃， BOD，大腸菌群は 40時頃，一般細菌

数は 24時頃で，その後各項目とも翌朝の 5時頃まで

徐々に減少する傾向がみられた.しかし，濁度および

CODは 10時頃小さなピークがみられたのみであった.

10時頃これらの項目にみられた変動は，図 2の水道給水

量のピークの時間帯とほとんど一致していることから，

調査地点に比較的近い地域の生活排水の影響が考えられ

た.また，夕刻から夜間にみられた変動は，ピークの巾

が広<，長時間にわたっており，水道給水量の最大のピ

ークより数時間から十数時間遅れているので広範囲の市

街化区域からの生活排水の影響が推定された.亜硝酸空

室素の場合は 10時頃にピークはみられなかったが，こ

れは生活排水中における亜硝酸全窒素の濃度が低<，ア

ンモニア性窒素が徐々に亜硝酸性窒素に変化するためと

考える.硝酸性窒素，電気伝導率および塩素イオンは，

明らかな変動はみられず，それぞれ 2.3-2.8mg/l，

229-241μS/cm， 7.7-9.4 mg/lであった.

3.第 l回および2回の調査結果の比較

今回の調査時の流量は 2固とも生活排水によると思わ

れる変動がほとんどみられなかった.しかし，多摩川支

流の野川5Aq南浅川町等の都市中小河川の 1日の流量の

場合は，顕著な変動が報告され，最低流量と最高流量の

比が， 2倍近くあるいはそれ以上で，生活排水の流入量

の多いことが示されている そこで参考のために今回の

調査時における 1日の河川流量に対する河川へ直接流入

が予想される生活排水の割合を， 日の出町における排水

処理形態別の人口と未処理の雑排水 (240l/人・日)，合

併浄化槽処理水 (300l/人・日)， し尿浄化槽処理水 (60

l/人・日)から概算すると，第 1回の調査時 7.7%およ

び第 2回が 18%であった.

一方， PH値， i容存酸素および酸素飽和百分率は，第 1

固と 2固とも同様な変動を示しているが， 日照時聞の関

係から第2回の方が，変動する時間帯がせまい.汚濁の

進んで、いる都市中小河川におけるこれらの項目の変動に

ついての報告によると，日中の上昇は同様にみられるが，

夜間溶存酸素(酸素飽和百分率)の大幅な減少があり， s，6)

酸素飽和百分率は 20%くらいまで低下している.今回

の調査結果では夜間 90%程度に低下するのみで，酸素

の減少率は比較的少ないことから，平井川はそれほど汚

濁が進んでいないと考えられる.

生活排水の影響を直接示す項目のうち，濁度および

CODは，第 I回の調査で、広範囲の生活排水による顕著な

変動がみられたのに対して，第 2回は調査地点に近い地

域の生活排水によると推定される小さなピークがみられ

たのみであった.BODおよび ABSは第 2回の調査のみ

明確な変動がみられ，広範囲および近い地域の生活排水

の景タ響が認められた.アンモニア性窒素，亜硝酸性窒素，
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リン酸イオン，大腸菌群および一般細菌数は，第 1回に

比べ第 2回の方が顕著な変動が認められ，第 1固にみら

れなかった近い地域の生活排水の影響もみられた.

前述のごとく第 1固と 2回の調査結果が異なった理由

は種々考えられるが，流量の違いが主要因と推定され

る14) すなわち，第 1回の調査で変動が顕著で、あった濁度

とCODは懸濁物質と関係し 11L 流量がある程度以上あ

る場合，河川に流入した生活排水中の懸濁物質は下流に

流される. しかし，流量が少なくなると沈澱しやすくな

り，濃度が低〈変動もわずかしかみられなかったと考え

られる.

一方，第 2回の方が変動が顕著で‘あった BOD，アンモ

ニア性窒素，亜硝酸性窒素， リン酸イオンおよび ABS

は，いずれも溶解性であるため流量が少ない場合に濃度

が高〈変動が顕著で、'流量が多くなると希釈，拡散作用

も大きくなり，変動がそれほどみられなかったものと思

われる.

大腸菌群，一般細菌数も溶解性物質と似た変動を示し

たが，その理由として，これらは比較的浮遊しやすい状

態にあることが考えられる.

生活排水の流入量の多い都市中小河川においても水質

の変動は，流量に大きく影響されることが予測される.

通常，都市中小河川では比較的早〈降雨時の流量から無

降雨時の流量にもどり，無降雨時には流量のほとんどが

生活排水で占められるため，通常の流量の範聞での水質

変動の相違はそれほどみられないと考えられる.今回の

調査結果のように通常の流量の範囲において認められた

水質の時間的変動の相違は，生活排水の流入量が比較的

少ない都市近郊の中小河川の水質汚濁の実態を示すもの

と考えられる. したがって，このような都市近郊の中小

河川の水質汚濁を的確には援するためには，流量，採水

地点および時間等を十分考慮した水質調査を行う必要が

ある.

結論

都市近郊の中小河川の水質汚濁を検討するため，多摩

川支流平井川の一地点を取り上げて， 1日における河川

水質の時間的変動の調査を 1981年5月と 12月に行い，

次の成績を得た.

1.生活排水の流入量が少なしそれほど汚濁が進ん

でいないと考えられる河川でも，多くの項目に時間的変

動がみられ，広範囲の生活排水の影響を受けていること

が判明した.

2.河川の水質の時間的変動は，流量によって異なり，

比較的流量の多い場合には，不溶性の汚濁物質に関連す

る濁度， CODの変動が顕著にみられ，流量の少ない場合

には， BOD，アンモニア性窒素， ABS等の溶解性汚濁物

質および大腸菌群，一般細菌数の変動が認められた.

謝辞本調査を実施するにあたり，採水と貴重な資料

を提供下さった日の出町衛生課の方々に深謝いたします.

(本研究の概要は，第 71回東京都衛生局学会 1983年 10

月で発表した.)
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赤血球膜 ATPaseへのキノホルムの作用

長井二三子，様島順一郎，中 川 敦 子 ， 牛 山 慶 子 ，

加納いつ，中尾順子

Effects of Chinoform on ATPase from Red Blood Cell Membrane 

FUMIKO NAGAI*， JUNICHIRO KABASHIMA*， ATSUKO NAKAGAWA*， 

KEIKO USHIY AMAへITSUKANO* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:キノホルム chinoform，赤血球膜 redblood cell membrane，カルモジュリン Calmodulin，
Ca2+-ATPase， Na，K-ATPase 

緒 冨

キノホルムは腸疾患の治療薬として大量に使用されて

いたが，スモン(亜急性脊髄神経末梢神経病)の原因物

質であることが判明し，昭和 45年製造販売停止措置が

とられ，現在では使用きれていない. しかしスモン発症

の分子的機序についてはいまだ解明きれていない.そこ

で赤血球膜を用いて細胞膜へのキノホルムの作用につ

いて検討することを試ぷた.赤血球膜に存在する

Ca2七 ATPaseはCa2+ポンプとして細胞内のCa2+レベル

およびATPレベルを調節するが，また細胞内に広〈存

在するCa2+-調節たんぱく質のカルモジュリンによって活

性化されることも知られている 1ベこのCa2+-ATPaseに

対するキノホルムの作用について検討した.また赤血球

の Na，K-ATPaseについても調べたのでf弁せて報告する.

方法

キノホルムは)1頂天堂大学眼科学教室より供与されたも

のを用いた.人赤血球は日赤血液センターより供与され

た採血後 3-14日の PackedCellに調製したものを使

用した.

Ca2+-ATPaseiM定に用いた赤血球膜は Jarretらの方

法3)に従い， 0.9% NaCIで洗浄した赤血球を201音量の

1mM EDT A， 28mM TrisHCI (PH7. 4)を用いて溶血

させる方法で調製した.Na， K-ATPase測定に用いた赤

血球膜標品は201音量の10mMTris HCl (PH7. 4)を用

いて溶血させて調製した4)

Ca2+ーATPaseの測定. 3mM ATP， 5mM MgCb， 

14伽nMNaCI， 14mM KCI， O.lmMウアパイン， 0.5 

mM  EDTA， 0.8mM CaCb， 30mMイミダゾールHCI

(PH7.4 )にたんぱく質として 100-200μgの膜標品，

2-5μgのカルモジュリンおよびジメチルスルフォキ

サイド (DMSO)に溶解したキノホルムを 25μf加えて

合わせて 0.5mlの容量にし， 37'C，45分間反応した.40 

%トリクロロ酢酸0.1mlを加えて反応を停止させたあ

と， 3， 000rpm10分間遠心し，上清についてFiskeand 

Subbarow法町こより遊離した無機リン酸を測定した.なお

除たんぱく操作の際にキノホルムはほぼ無機リン酸測定

を妨害しない程度に除去できる.また DMSOは酵素反

応液中に 5%含まれるが，この濃度では無機リン酸の測

定には景タ響しなかった.

Na， K-ATPase活性の測定は中尾らの方法6)に従っ

た

たんぱく質の測定は Lowry法7)により行った.

結果

図 1にCa2+-A TPaseに対するキノホルムの作用を示

した.

カルモジュリン無添加の反応系では1O-4M より低濃

度のキノホルムは Ca2+ーATPase活性にまったく影響を

せず， 1O-3Mのキノホルムでは約60%に， 1O-2Mでは約

20%にまで活性が低下した.

著者らの用いた赤血球膜Ca2+-ATPase標品はカルモ

ジュリンを添加するとカルモジュリン無添加に対してそ

の活性は 130-160%にまで上昇するが，カルモジュリ

ン添加反応液中でのキノホルムはカリモジュリン無添加

の場合とは異なり， 10-7
- 5 X 1O-6Mの低濃度域におい

て弱い阻害作用を示した.また1O-5
- 1O-4Mにおいては

対照に比べて活性化の傾向がみられた. 2 xlO-4M以上

-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 



386 A日n.Re戸.Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 

160 

..140 
) 

..120 

“ ..-< 

.~ 100 
" u 
聞 80
ω 
> 
.j 601 
~ 
.-< 

~ 40 

201 

。l

10-7 

o + CaM 

• - CaM 

10-6 10-5 10-4 

CHINOFORM (M) 

10-3 10-2 

図1.赤血球膜Ca-ATPaseへのキノホルムの作用

測定法は本文中に示した.
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図2.赤血球膜Na，K-ATPaseへのキノホルムの作用

ウアパイン(O.lmM)感受性ATPaseをNa，K-AT

Paseとした.

ではカルモジュリン無添加の場合とほぼ同じ傾向の阻害

作用を示した.O. 8mM CaC12を除去した反応系でキノ

ホルムの作用を調べたが，この条件下では ATPase活性

が低くキノホルムの影響は顕著には見られなかった.

Na， K -ATPaseへのキノホルムの作用を図2に示した.

1O-4M以下のキノホルムは Na，K-ATPase活性にほと

んど影響を示さず， 1O-3Mのキノホルムで約 50%に活

性が低下した. さらに2.5x 1O-3Mで約 40%にまで低下

したが，これ以上キノホルム濃度を増しでも活性の阻害

は増加しなかった.

考察

カルモジュリンを加えない条件での赤血球膜

Ca2+ -A TPase活性およびNa，K-ATPase活性に対す

るキノホルムの作用は比較的高濃度でのみ現われ，特異

的な作用と考えることはできなかった.しかしカルモジ

ュリンを添加した場合には Ca2LATPaseは10一7_5 x 
1O-6Mのキノホルムで阻害され， 10-5M -10-4Mで活

性化された.

赤血球膜のCa2+-ATPaseはCa2+ポンフ。として細胞内の

Ca2+レベルの調節を行っているが，カルモジュリンとの親

和性が高しその解離恒数は 3xlO-9M程度8)であり，生

理的条件下でカリモジュリンはCa2+ポンフ。の調節にかか

わっていると考えられている.このCa2十一ATPaseに対す

る低濃度のキノホルムの阻害作用は， Ca2+ーカルモマュリ

ンへの特異的な作用とも考えられる. しかしキノホルム

は非常に水に難溶性であるため，水溶液中での酵素反応

系においてその有効濃度を正確に出すことは困難である

と考えられる.今後は測定方法などをさらに改良して作

用機序の解明を試みる予定である.

まとめ

1.キノホルムは赤血球膜Ca2+-ATPaseのカルモジュリ

ンによって活性化された部分を比較的低濃度(10-7

-5 x 1O-6M)で阻害した.

2. Na， K-ATPaseに対してはキノホルムは特異的と考

えられる作用は見いだせなかった.
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キノホルムおよびクロロキンのアデニレー卜シクラーゼに対する影響

中川敦子ヘ長井二三子ぺ牛山慶子*

樺島順一郎ヘ加納いつぺ中尾順子事

Effects of Chinoforrn and Chloroquine on 

Adenylate Cyclase 

ATSUKO NAKAGAWA*， FUMIKO NAGAI*， KEIKO USHIYAMA* 

JUNICHIRO KABASHIMAぺITSUKANO* 

and TOSHIKO N AKAOホ

Keywords:キノホルム chinoform，クロロキン chloroquine，カルモジュリン calmodulin，アテーニレー

トシクラーゼ adenylatecydase 

緒 ""子日

キノホルムおよびクロロキンはそれぞれ整腸剤，抗マ

ラリア剤として使用されてきたが，長期間大量投与する

ことによりスモン叫やクロロキン網膜症2)をひき起した.

その発症機作は明らかではないがクロロキンについては

赤血球膜の形態変化を起こし， Ca-Mg ATP aseなどカ

ルモジュリン (CaM)が関与する反応を阻害する 3)ことが

報告されている.また両物質とも抗原虫作用・神経系に

作用を示し構造的にもキノリン環を有する点で共通して

いる.

アデニレートシクラーゼ (AC)は細胞内メッセンジャ

ーである c-AMP量の調節および刺激伝達作用に関与す

る.また Ca-MgATP aseと同じく CaM依存性の活性

化反応を示すことから ACに対するキノホルムおよび

クロロキンの作用が症状発現の機構に関係する可能性を

考慮し両物質の ACにおよぽす影響を観察した.

実験方法

試薬:キノホルムは順天堂大学医学部眼科学教室より

提供されたものを使用した.クロロキンはシグマ社のク

ロロキンりん酸塩を Bio-RadAG1・X8でクロロキンア

セテートにして使用した.クロルプロマジン塩酸塩，

CaM，c-AMPはシグマ社， ATPはシクV杜の Grade1， 

C a-32P) -A TPはラジオケミカルセンター製を使用した.

オクタエチレングリコールドデシルエーテル(C12Es)は

日光ケミカル社， コール酸は日水製薬のものを精製して

使用した.

ACの調製:wister系雄ラットの大脳より 1% C12E8 

で可溶化したものを C12E8- AC標品叫とした.膜結合

AC標品，コール酸可溶化 AC標品は既報の方法5.6)によ

り，皐丸の可溶性 AC標品は Neer等の方法7)に従って

調製した.

AC活性の測定:AC活性の測定は Salomon等の方

法8)に従った.タンパク定量はBSAを標準としてLowry

法9)および Bradford法10)で行った.

実験結果および考察

CaMの作用にはCa++の存庄が必須て。ある.1mMEGTA

の添加により酵素に混在する Ca++を除去した時の活性

をCaM非感受性AC活性， EGTA無添加時の活性か

らCaM非感受性活性を除いた活性をCaM感受性AC活

性と考えた.AC標品中には CaM，Ca++が種々の割合で

混在すると思われるので，各種AC標品における 1mM

EGTA添加時の活性を測定し表 lに示した.CaM非感

受性ACが最も少ない C12Es-AC標品を以後の実験に使

用した. なおこの酵素の比活性は8nmolec-AMP/mg 

prot/10分であった.

キノホルムによる AC活性への影響を図 lに示した.

キノホルムは水難溶性のためジメチルスルフオキサイド

(DMSO)に溶かして用い，反応溶液中の DMSO濃度

*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 
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表 1 各種 AC標品に対する EGTAの景ダ響

酵素標品
EGTA添加時の活性

(%) 

膜結合 AC

C'2E8-AC 

皐丸の可溶性 AC

凸
U

η

t

M
1
1
1
 

V
L
1
3
 コール酸可溶化 AC 76.1 

各酵素標品の EGTA無添加時の活性に対する lmM

EGTA 添加時の活性を%を表わした.

{ 

巴

;叩0ドニエエこっ¥¥。
+EσTA 

-10& [ CHINOFORM ( M ) J 

図 1 キノホルムによる AC活性の阻害

・-・は CaM無添加時， 0 - 0は反応液中に

1 mM  EGTAを添加した時の活性， 0---0は反

応液中に 410unit CaMを添加した時の活性を表

わす.

は 10%とした.この条件で AC活性は約 150%に増強

きれるが， EGTAおよぴCaMの作用には影響がみられ

なかった.キノホルムによる CaM感受性 ACの阻害は

1O-4M以上の濃度でみられ，半阻害濃度は1O-3Mであっ

た.一方， CaM非感受性 ACは殆んど阻害されなかっ

た.また 410unitのCaMの添加によりキノホルムの阻

害は軽減した.

図2にクロロキンの AC活性におよぽす影響を示し

た.キノホルムと同様の傾向を示し， CaM感受性 ACに

対するクロロキンの半阻害濃度は1O-3Mで， CaM非感

受性 ACに対しては 6xlO-3Mでも 25%しか阻害きれ

なかった.

クロルプロマジンは， CaM感受性 ACにおける CaM

作用の措抗阻害剤(1)である.図 3にクロルプロマジンによ

るAC活性への影響を示した.キノホルム・クロロキン

と同様に1O-3Mクロルプロマジンの添加により Ca++感

受性 ACだけが阻害された.クロロキンが CaM依存性
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図2 クロロキンによる AC活性の阻害

・-・は CaM無添加時， 0-0は反応液中に

lmM EGTAを添加した時の活性， 0---0は反

応液中に 410unitCaMを添加した時の活性を表

わす.
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図3 クロルプロマジンによる AC活性の阻害

・-・は CaM無添加時， 0 - 0は反応液中に

1 mM  EGTAを添加した時の活性， 0---0は反

応液中に 410unitCaMを添加した時の活性を表

わす.

Ca-Mg ATP aseの拾抗阻害斉Ij(2)で、あること，キノホルム

およびクロロキンがクロルプロマジンと同程度の阻害反

応を示したことから，両物質は CaM感受性 ACを桔抗

に近い形で阻害している可能性が考えられる. しかし両

物質による CaM感受性 ACの半阻害濃度は 1mMと

高<， ACに特異的に作用し症状発現の原因となるとは

考えにくい.本実験で、は酵素標品中のCa++を除去した活性

をCaM感受性活性とみなしたがCa++の作用全てがCaM

を介しているとは限らない.更に CaMを除去した酵素

標品で試みればよりはっきりした結果が得られると思わ

れる.
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キノホルムによるフォスフォジエステラーゼの阻害

牛山慶子ぺ樺島順一 郎ヘ長井二三子*

中山敦子ぺ加納いつヘ中尾順子事

Inhibition of phosphodiesterase Activity by Chinoform 

KEIKO USHIY AMAへJUNICHIROKABASHIMAへFUMIKONAGAド

ATSUKO NAKAGAWA*， ITSU KANO* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords:キノホルム chinoform，クロロキン chloroquine，フォスフォジエステラーセ守 phosphodiesterase

キノホルムは，スモンの原因物質といわれているが，

どのようなメカニズムで、発症するか，また体内でどのよ

うに代謝を受けるかは，まだ明らかではない.キノホル

ムと類似構造の抗菌剤クロロキンは，網膜症が問題に

なり，赤血球膜の Na，K-ATPase，Ca，Mg-ATPaseの

活性におよぽす影響が報告されている 1) 一方，フォスフ

ォジエステラーゼは， cAMPを5'-AMPにまで分解す

る酵素であり， cAMPはホルモン作用のメッセンジャー

であるといわれている.フォスフォジエステラーゼに影

響を与える物質は， cAMPを介してホルモン作用に影響

し，生理機能の変化をもたらすものと推定される.そこ

でこの酵素活性に対するキノホルム， クロロキンの影響

を調べた.また，この酵素はカルモデュリン・ Ca2+存在

下で，活性化されるので2)，この活性化に対する両薬物の

景漣も検討した.

酵素標品

フォスフォジエステラーゼは，牛の脳より調製した.

24gの牛の脳を再蒸留水で6倍のホモジネートとし，二

重のガーゼでろ過後， 10，000 r.p.m.， 30分， 4.Cで遠心

後，上清を取り，酢酸でp.Hふ9に調製した3) たんぱく

濃度は Lowryの方法4)で測定し， 2.75 mg/mlであっ

た.

5'ーヌクレオチダーセ、は，Sigma社の Crotalus atrox 

venom由来のものを用いた.

試料

キノホルムは， )11員天堂大学医学部眼科学教室より提供

されたものを用いた.水に不溶性のため DMSOに溶解

した.

クロロキンは， Sigma社のリン酸クロロキンを Bio

rad社の AG1・X8を用いて酢酸塩にして使用した.

サイクリック AMP(cAMP)は，Sigma社の Adeno-

sine 3' . 5'-cyclic monophosphateを用いた。

カルモデュリンは， Sigma社の Bovinebrain由来，

3'・5ιcyclicnucleotide phosphodiesterase activator 

を用いた.

酵素活性測定方法

Sharmaの方法5)に従い 2段酵素反応で行なった.反

応混液は， Tris-HCl (pH7.5) 40mM， MgC12 5mM，イ

ミダ、ゾール4mM，CaCl2 80μM，2ーメルカプトエタノー

ル lmM，フォスフォジエステラーセ守20μfを入れ全量

0.5 mlとし， cAMP400μmolesを加えて反応を開始

し， 30t， 20分間インキュベートした.これを1l0.C，

3分間加熱し， 5'-ヌクレオチ夕、ーゼ2.5unitsを加え，

30.C，30分間インキュべー卜した.40% TCA 100μfを

加え反応を停止し， 3000 r.p.m.，15分間遠心分離し，上清

0.4 mlをとり，遊離したりん酸を Fiske-Subbarowの

方法6)で測定した.キノホルムのコントロールには，同量

DMSOを加えた.

カルモデ、ユリンでの活性化に対する阻害を調べるため

に，反応混液にカルモテ申ュリンを加えて活性を測定した

が，活性化はきわめて少なかった.これは，測定に用い

た酵素標品に微量のカルモデュリンが含まれているためで

あると考えられる.従って，カルモデュリンの作用発現

には， Caイオンの存在が必須で、あるので， GEDTAで

Ca2+をマスクし，カルモテ、ュリン無添加の対照系とした.

*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 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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結果と考察 性化された系では，キノホルムは， 1Q-5Mで阻害がはじ

GEDTAでCa2+をキレートした，カルモデュリンの まり，半阻害濃度は， 5 XlQ-5M付近であった.クロロ

働かない系では，キノホルム，クロロキンともに阻害を キンの阻害は， 5 xlQ-4Mまで認められず， 6 xlQ-3M 

示さなかった.(図 1，図 2)カルモデュリンーCa2+て"活 でも， 70%の活性があった.なお，薬物を添加しないとき
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図1.キノホルムによるフォスフォジエステラーゼ
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図2. クロロキンによるフォスフォジエステラーセ、

活性の阻害 ・-;-GEDTA 

四 一0-;+GEDTA 

の活性 0.180μmol/mgprotein/minを100%とした.

クロロキンは，フォスフォジエステラーゼ「活'性にあまり

影響をおよぽきないと思われた.フォスフォジエステラ

ーゼのカルモデ、ュリンによる活性化を阻害する代表的薬

物であるクロルプロマジンの半阻害濃度は， 3.6x10-5M

であり 7)，キノホルムの半阻害濃度はこれに近い.従って，

キノホルムは，カルモデュリン・ Ca2+の作用を抑制し，

カルモデュリン・ Ca2+の作用を介した細胞膜機能にも影

響すると考えられる.

文献

1)村山季美枝，進藤典子，中島章:昭和 53年 度 厚

生省委託研究「医薬品の視覚障害に関する研究JP. 9 

1979 

2) Sharma， R.K.， Wang， T.H.， Wirch， E. and Wang， 

].H. : J Biol. Chem.， 225， 5916， 1980 

3) Cheung， W.Y. and Lin， Y.M. : Methods Enzymol. 

38，223， 1974 

4) Lowry， O.H.， Rosebrough， N.].， Farr， A.L. and 

Rendall， B.]. :1 Biol. Chem. 193，265， 1951 

5) Sharma， R.K. and Wang， ].H. : Adv. Cyclic 

NZfcleotide Res. 10，187 

6) Fiske， C.H. and Subbarow， Y.:J Biol. Chem 66， 

375， 1925 

7) Nelson， G.A. Andrews， M.L. and Karnovsky， M. 

]. : J Cell Biol. 96， 730， 1983 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.リ 35，392-395， 1984 

フェニルセフアロースとオクチルセフアロースを
用いたアフィニティクロマトグラフィ

によるカルモジュリンの精製

樺島順一郎*，長井二三子ぺ牛山慶子ヘ中川敦子市

加納いつヘ中尾順子*

Purification of Calmodulin by Phenyl-Sepharose 

and Octyl-Sepharose Affinity Chromatograph 

]UNICHIRO KABASHIMA*， FUMIKO NAGAI*， KEIKO USHIYAMA* 

ASTUKO NAKAGAWA*， ITSU KANO* and TOSHIKO NAKAO本

Keywords: ;カルモジュリン calmodulin，赤血球膜 erythrocytemembrane、Ca-ATPase， adenylate 
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緒 言

生体は細胞内外の Ca吋農度の落差を重要な情報のー

っとし， Ca2+は生命現象の調節の多くに関与している.

カルモジュリンは， Ca2+調節に重要な役割1)をはたし酵

素活性の調節，タンパクのリン酸化，分泌等に深〈関っ

ている.このため種々の薬物，食品添加物，環境汚染物

質等の生体への景濯を検討する場合には，カルモジュリ

ンの関与に無視できないものがある.我々は，下痢症の

治療薬として大量に使用されたが，スモンの原因物質で

あるため，現在は製造販売が停止されているキノホルム

の作用機序解明のため， Ca-ATPaseや adenylate

cyclaseに対するキノホルムの作用と Ca2+調節タンパ

クであるカルモジュリンの相関等について検討し，長井，

中川らが報告制している.カルモジュリンの精製法につ

いては， Gopalakrishna4
)らによってアフィニティーク

ロ?トグラフィーによる簡便な方法が報告されている.

我々は，この方法に従って，オクチルセフアロースとフ

エニルセフアロースの両者を用いてカルモジュリンの精

製を行った.精製したカルモジュリンについて， SDSポ

リアクリルアミド電気泳動と赤血球膜の Ca-ATPase

活性に対する影響を比較検討し，両者に若干の差異が認

められたので報告する.

実験材料および方法

牛脳は芝浦の食肉業者より購入し，フェニルセフアロ

ースとオクチルセフアロースはファルマシア社より購入

した.赤血球は日赤血液センターより供与された.

1) カルモジュリンの精製 Buffer A ; lmM EDT A， 

lmM 2-メルカプトエタノール， 0.5mMフェニルスル

フォニルフルオライド， 50mM Tris-HCl (pH7.5) 

Buffer①; lmM 2メルカプトエタノール， 0_1 mM 

CaCI.， 50 mM Tris-HCl(pH 7.5)， Buffer ②: Buffer 

①に0.5MNaClを加えた， Buffer③; 1 mM 2-メルカ

プトエタノール， 1 mM EGT A， 50 mM Tris-HCl 

(pH7.5).精製は Gopalakrishnaらの方法4)に準じて

行った.-80
0

に凍結保存した牛脳 300gに Buffer

A 600 mlを加えワーリングブレンダーでホモジナイズ

し， 15000Xg 30分の遠心を行いJ上澄を得，沈殿はさら

に BufferA 600 mlを加え，ホモジナイズし，同様の抽

出操作を行った.得られた上澄は，ガーセ守でろ過し， 5mM

CaCIz溶液としたものを全量，オクチルセフアロー

ス又はフェニルセフアロースのカラムに吸着させ，

Buffer ①と Buffer②で順次洗い， Buffer ③で溶出し

た. 280 nmでの吸収がある単一のピークをカルモジユ

リンとして回収した.タンパクの測定は， Lowryの方

法5)とBradfordの方法6)によった.

2) 赤血球膜の調製 Ca-ATPaseの測定に用いた赤血

球膜は ]arretらの方法7)によって調製した.血液を

packed cell にし， 5-10倍量の 0.9% NaClで3回洗

浄し， 201音量の lmMEDTA， 10mM Tris-HCl(pH 

7.4)で溶血させ，同じ Bufferで3回洗浄し，沈澱を

勢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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10mM Tris-HClに懸濁したものを使用した.タンパ

クの測定は Lowry法5)によった.

3) Ca-ATPase活性の測定 3mMA TP， 5mM MgCh， 

140mM NaCl， 14mM KCl， O.lmMウアパイン，

0.5mM EDTAにカルモジュリン (0-1000ng) と

赤血球膜 10μl(50一70μg)を加えて 0.5mlの容量と

A 

94000 → 
67000 → 
43000 → 

30000 → 

20100 → 

14400 → 

B 

94000 → 
67000 → 
43000 → 

30000 → 

20100 → 

14400 → 

C 

94000 → 
67000 → 
43000 → 

30000 → 

20100 → 

14400 → 

Fig.1 オクチルセフアロースとフェニルセフアロースで

精製したカルモジュリンの電気泳動 (Laemmli)

し， 45分間反応させた.反応の停止には40%トリクロ

ロ酢酸 0.1mlを加えた.停止後 3000rpm 10分間の遠

心を行ない，上澄について Fiske-SubbaRowの方法8)

によって遊離リン酸を定量した.

4) SDSポリアクリルアミド電気泳動はLaemmliの方

法刈こ従って行ない， 15%のゲルを用いた.

s ; standard 

c ;フェニルセフアロースで精製した

カルモジュリンの前半部分

d ;フェニルセフアロースで中青製した

カルモジュリンの後半部分

e ;オクチルセフアロースで精製した

カ/レモジュリン

f ;オクチルセフアロースに未吸着の

残ったカルモジュリンをフェニル

セフアロースで中青製したカルモジ

ュリン

c ; c +40mM EGTA 1μJ 
1 ' 

Co ; C +40mM CaClz 1μJ 
2 ' 

C:泳動 Bufferは2mM EGTA， 
Sample中に40mMEGTA1μJを含む

a ;一度フェニルセフアロースにl吸着

させた後，残ったカルモジュリン

を再度フェニルセフアロースで精

製

b ;フェニルセフアロースで事青製した

カlレモジュリン
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実験結果と考察

カルモジュリンの収量は，フ且ニルセフアロースを用

いた場合に 16-33mg/kg脳，オクチルセフアロースを

用いた場合には 3-4 mg/kg脳であった.

SDSポリアクリルアミド電気泳動は Fig.lに示した.

Fig.l-AのCは，フェニルセフアロースから溶出した

一つのピークを前後に二分割したピークの前半で，標

準タンパクの分子量 14400から 20100の聞に 4つのバ

ンドがあり，ピークの後半は dに示されるように，分子

量 20100付近の二つのバンドがある.またフェニルセフ

アロースの一つのピーク全体のバンドは fの形と同様な

分子量 20100付近の二つのバンドとなった.オクチルセ

フアロースで得られたものも eに示されるように分子

量 20100付近に二つのバンドがある. Fig.1-Bは，電

気泳動パターンに対する Ca2+の影響を考え，フェニルセ

フアロースで得られたサンプルに EGTAを加えた Cl

とCaC12を加えた C2の比較である.CaC，"の添加で、はバ

ンドのパターンに変化が認められないが EGTAの添加

によって，四つのバンドが分子量 20100付近の二つのバ

ンドへの移行が認められた.また fは，オクチルセフアロ

ースカラムでカルモジュリンを得た後の未吸着部分から

のフェニルセフアロースカラムでf辱たカルモジュリンの

電気泳動パターンである.Fig.l-Cはクロマトグラフ

イで得られたサンプルに 40mMEGTA 1μfを添加し

て電気泳動を行ったもので，カルモジュリンと考えられ

るバンドは，分子量 20100付近の二つのバンドとして認

められる.オクチルセフアロースと，フェニルセフアロ

ースの一つのピークの後半部分で得られたサンプルのバ

ンド dとeは，分子量(約 21600)の大きい方のバンド

が濃く，フェニルセフアロースで得られたバンド bは分

子量(約 19300)の小さい方のバンドが濃く，一度フェニ

ルセフアロースカラムに吸着させ，吸着しなかった分に

ついて再度フェニルセフアロースカラムに吸着させてカ

ルモジュリンを回収したもの aは，分子量 20100以下の

単一のバンドとなった.Fig. 2， 3， 4は，赤血球膜の Ca-

ATPase活性に与えるカルモジュリンの最タ響を示した.

オクチルセフアロースとフェニルセフアロースのいずれ

の方法で精製したカルモジュリンでも，試験管当りのタ

ンパク量として約 100ngを加えたときに活性が最大と

なり，これ以上では活性の低下が認められる.またフェ

ニルセフアロースでf寺られたカルモジュリンでは，カル

モジュリンの添加量に対する活性の増加は，低濃度から

ゆるやかに増加していく.これに対しオクチルセフアロ

ースで得られたカルモジュリンとフェニルセフアロース
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Fig.2 フェニルセフアロースで精製したカルモジュリ
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Fig.3 フェニルセフアロースで精製したカルモジュリ
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Fig.4 オクチルセフアロースでキ青製したカルモジ4 リ

ンによる Ca-ATPaseの活性イ七

のピークの後半から得られたカルモジュリンでは，試験

管当り 3.5-8.3ng付近までは活性の増加がほとんど

なしこれ以上の濃度になって，やや急な活性の増大が

認められた.

まとめ

1) 牛脳のカルモジュリン含量は脳 1kg当，り約 560

mgl)て、あり， EGTAを用いてのホモジネートの遠心上
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澄に抽出される量は脳 1kg当り 300-400mg10
)であ

る.Gopalakrishnaらによるフェニルセフアロースを用

いた場合の回収量は 160-180mg/kg脳叫であったが，

我々の場合には，フェニルセフアロースを用いた場合に

16-33 mg!kg脳，オクチルセフアロースを用いた場合

には 3-4 mg/kg脳と非常な低収率であった.

2) カルモジュリンの分子量は，約 16700で一次構造の

決定1)もされている.またカルモジュリンには EGTA処

理で抽出できない tightlybound型が存在10)するが，こ

れは detergent処理によって可溶化すれば，可j容分画の

カルモジュリンと変わらない 1)ことが示されている.一

般にカルモジュリンの電気泳動を行なう場合には， i永

動 Bufferを lmMEGTAにすれば単一のバンドにな

る4) サンプルに EGTAを添加して泳動した今回の結果

は，カルモジュリンと推察されるバンドは，分子量 20100

付近の二つのバンドとなり，使用したカラムの違いによ

りCa-ATPase活性に対する差も認められた.また結果

は示していないが，市販のカルモジュリンに 40mM

EGTAを加え，泳動用Bufferを2mMEGTAにしたと

きのカルモジュリンのバンドは，分子量の小さい方の

バンドと一致した.これらのことから分子量の大きい方

のバンドは，「カルモジュリンに何かが結合した状態であ

る」か，また「カルモジュリン様の他のタンパクである」

かのいずれかであると推察されるが，今後さらに検討を

加えたい.
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ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)によるマウス肺傷害の機構

中川好男ヘ中尾順 子ヘ平賀輿吾彬

On The Mechanism of Butylated Hydroxytoluene (BHT) -Induced 

Pulmonary Injury in Mice 

YOSHIO NAKAGAWAへTOSHIKON AKAOキ andKOGO HIRAGA' 

Keywords:ジブチルヒドロキシトルエンbutylatedhydroxytoluene，マウスmouse， JJrii傷害pulmonary

injury，ツェーデル油cedaroil 

ジブチルヒドロキシトルエン (3，5-di-fert-butyl-4-hy-

droxytoluene : BHT)は加工食品及びプラスチック等

の石油製品の酸化防止剤として広〈利用されて来た.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叱しかし短期多量投与のBHT

はマウスの肺に対して上皮細胞の壊死及ぴ組識の肥大，

増殖を伴った傷害を惹起させた2ベこのような組織学的

変代と並行して BHTは肺細胞の DNA合成を高め，

RNA量，蛋白質量及び間質細胞や結合組織に由来する

コラーゲン量を著しく増加させたト5). BHT肺毒性の発

現機序は今だ明らかにされていないが，その原因のひと

つとしてこの化合物の代謝(活性)中間体と肺組織成分

との相E作用か推察されている.

一方，著者らはこれまでに BHTの毒性研究の一環と

して，ラット及びマウス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E作用について検討した←円

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 キノンメチドあるいは BHTーアル

コール等)を生成し， (2)これらの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

共有結合した.また，こ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で著しく抑制された8)さらに著

者らは BHTによるマウス肺傷害がこれらのチオール

化合物で改善できることを明らかにした同.またこれと

は別に Markinsonl7
)はcedarterpene類がこの傷害を

顕著に抑えることを報告している.そこで以上の知見及

ぴ結果をもとに，著者らは BHTによるマウス肺傷害の

機序を明らかにする目的から，今回，ツェーテール油によ

る肺傷害の抑制を試みた.

実験材料と方法

試薬 BHTは東京化成工業(械製， ツェーデル油

(cedar wood oil)は半井化学薬品欄製を用いた.

動物と処置 4週令の雄性 BALB/c系マウスを臼本

チャールズリバー鮒から入手し，一群のマウスを 5匹と

した.マウスはベーターチップ(ノースイースタン社製)

を床敷にしたアルミニウム製の箱で入手直後から実験終

了時まで一貫して飼育した. 3週間の予備飼育後，コー

ン泊てづ令釈したツェーデル油(-400mg/kg， O. 1m 1 /20 

g体重)をマウス腹腔内に注射し，その 2時間後にコーン

油に溶かした BHT(300 mg/kg， 0.1 ml/20 g体重)

を再度腹腔内に注射した.対照群及びツェーデル油対照

群のマウスは処置群と同時点にコーン油あるいはツェー

デル油を注射した.投与4日後，マウスはエーテル麻酔

下で断首し，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，句通ら，今回は

肺重量の増加を傷害の指標とした.

結果と考察

Fig.1は BHTの肺重量増加に及ぽすツェーデル油の

影響を示す. 300 mg/kg用量の BHT(以前の実験から

肺を肥大させるのに充分な量16)) をマウス腹腔内に 1回

注射すると， 4日後の肺比重量は対照群の約 2.1倍に増

*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， Tokyo， 160 ]apan 
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させることが推察されている.

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基に共有結合サることを以前の実験で認

めた 12，刊さらにこのタンパク質と BHT代謝物との結

合はシステインやグルタチオン等のチオー/レ化合物によ

り抑制できることを認め円この結果にもとずいた zn

vivoの実験からチオール化合物がマウスの BHT肺傷

害を抑えることができることを報告した 16) 一方， Kehr-

erとWitschp9)1は BHTによる肺傷害が薬物代謝阻害

剤でほぽ完全に阻止され，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.また， Malkinsonl7
)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.これらの知見は BHTに

よる肺傷害がこの化合物の代謝物と深〈係わっているこ

35， 1984 報年再
ハZ川ド衛示東
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とを示している.

今回の結果は，ツェーデル泊が BHTによるマウス肺

傷害を抑制できることを示している.今後ツェーデル泊

による肺毒性抑制の機序を， BHT代謝物と肺高分子と

の相E作用の面から検討したい.

要旨

BHT (300 mg/kg， 1回腹腔内注射)によるマウス肺

重量の増加はツェーテ守ル泊 (-400mg/l王g 1回腹腔内

注射)前処置で抑制することができた.
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400 300 200 100 。
Dose of cedar oi1 

(mg/kg) 

Effect of Cedar Oil on BHT-induced Pul-

monary Enlargement in Mice 

Mice were injected ip with 300 mg/kg 

BHT 2 hr after ip injection of cedar 

oil diluted with corn oil; corresponding 

control received a equivalent volume of 

corn oil or cedar oil， and lung weights 

were measured four days later. The 

closed circles represent the relative lung 

weight of mice given BHT and cedar oil， 

and the opened circles represent白巴 control

mice. Each value represents the means土

S.D. from five individual animals. 

Fig. 1 

加した. しかしあらかじめツェーデル油をマウスに注射

しておくと，その投与量に依存して BHTによる肺重量

増加は抑制された.特に 300mg/kg量のツェーデル油

では，これと等量の BHTによる肺重量増加を著しく抑

えた.なお Fig.lには示していないが，このような関係

は肺の絶対重量でも並行して認められ，また BHTによ

る体重あるいは成長率の減小(約10%)も300mg/kg量の

ツェーデル油で対照群のレベルに回復した.

BHTで惹起きれる?ウス肺傷害が cedarterpene類

の前処置で抑制されることを Markinsonl7
)は報告して

いる.この Terpene類による BHT毒性の抑制機序は

明らかにされていないが，これまでの報告から terpene

が薬物代謝系に作用し 18)，BHTの代謝活性化を抑制山9)
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オル卜フェニルフェノール (OPP)のヒ卜由来株化細胞

における突然変異原性について

鈴木 英子 ヘ中 尾順 子ヘ平賀輿吾キ

Mutagenicity of Orthophenylphenol (OPP) in a 

Human Clonal Cell Line 

HIDEKO SUZUKI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:オルトフェニルフェノール Orthophenylphenol，ウアパイン Ouabain， 突然変異原性

mutagenicity 

緒言

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，かんきつ類のかぴ防止剤をはじ

め，殺菌剤として幅広く使用されている.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杭小懸ら

は，マウスを用いた催奇形成試験，ならびに優性致死試

験において陰性であることを報告したゆ.微生物を用い

たいくつかの突然変異原性試験でも変異原性は認められ

なかったMベ一方，平賀らは， OPP-Naは，ラット勝脱

に臆療を発生することを報告した6) 今回，我々は，紫外

線 (UV)に感受性が高<.修復能力の低い，ヒト胎児由

来株化細胞， RSa7
)，を用いて， OPPの突然変異原性試

験を行った. RSa細胞に OPPを処理すると，ウアパイ

ン耐性化変異細胞の数が増大したことより， OPPの処理

は，ヒト細胞における突然変異を誘発したことを報告す

る.

実験材料および方法

細胞および培養 ヒト胎児由来株化細胞， RSa7
)，を用

いた.細胞は， 10%牛胎児血清 (FCS)を含む Eagles'

minimum essential medium ('MEM) (GIBCO)を用い，

3TC， 5 % CO2条件下て培養した.細胞毒性(生存率)

および突然変異原性の測定の場合は，培養液中の FCS

濃度を 15%にした.

試料 OPP(東京化成工業)， ouabain(Oua) (Sigma) 

を用いた.OPpは，氷冷した 99.5%エタノールに溶解

した後， MEMで希釈し， 0.5%以下のエタノール溶液と

した.Ouaは PBSに溶解した後，ミリポアフィルターで

ろ過滅菌した.陽性対照には，紫外線 (UV)を用いた.

突然変異原性試験 8 X105個の細胞を 10mlの正常

培地の入った 10cm径シャーレに播種した. 24時間培

養後，培地を除いて， OPPを加え， 37
0

Cの炭酸ガス培養

器中で 24時間処理した. UV照射は，通常の殺菌灯(15

W)をセットした暗箱を用いて行った.変異原処理後，

正常培養液中で48時間培養した後， 0.25%トリプシン

を用いて細胞を培養面より剥離して，生存率と突然変異

原性の測定のため，再播種した.生存率の検出のために

は， 2 X 103個の細胞を 10mlの正常培地の入った 10

cm径シャーレに播種した. 10日間培養した後， 0.2% 

(W/V)メチレンブ'ルーを含んだ 30%メタノール溶液

で固定」染色し，コロニー数を数えた.この場合" 1群

。5枚のシャーレを用いた.突然変異細胞検出のためには，

5 X 104個の細胞を lOmlの1O-7M Oua含有培地の入

った 10cm径シャーレに再播種し，選択培養を行った.

7日後に培養液を交換し， 14日後に，コロニーを固定，

染色し， Oua耐性 (Ouaつ細胞のコロニー数を数えた.

この場合は， 1群6枚のシャーレを用いた.生存率およ

び突然変異率は次式により求めた.

正常培養液でのコロニー数
生 存 率 =

播種した細胞数

一選択培養液でのコロニー数
突然変異率一 ÷生存率

播種した細胞数

結果および考察

Table 1に示すように OPPを処理した RSa細胞の

生存率は， OPPの量の増加にともなって低下したカミ突

梼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， Tokyo， 160 Japan 
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Tablel. Mutagenicity of OPP in RSa cells 

Treatment Survivours' Resistantsb Mutation freq.c 

。 153::!:: 8 0.5士0.3 1.5 
Opp 15 135土17 17.6土1.4 52.2 

(μg/ml) 20 124::!:: 8 22. O::!:: 1.8 70.8 

25 66::!:: 7 17.3::!::1.4 105.0 

30 43::!:: 4 15.8土1.0 147.3 

UV 

O/m2) 
9 46::!:: 5 6.8::!::1.0 59.4 

'N umber of surviving colonies per dish (2 x 103 cells) ， mean土 S.E.

bNumber of Ouar colonies per dish (5 XI04 cells)， mean土 S.E.

cMutation frequencies per 104surviving cells. 

然変異率(生存細胞 10.あたりの Ouar細胞の数)は，

controlに比べ有意に増加し Oppの量の増加にともな

って増加した.OPP30μg/mlの処理では，突然変異頻

度は， controlの約 100倍に増加した.

陽性対照として用いた UV(9 J/m2
) を照射した RSa

細胞での突然変異率は， 59.4であった.この場合の生存

率とほとんど同じ生存率を示す OPPの量 (30μg/ml)

を処理した場合の突然変異率と比較すると， OPP処理群

は， 147.3で， UV処理群よりかなり高い突然変異を誘発

する.以上の結果は， OPPはUVより強力な突然変異原

物質であることを示唆する.

今回，我々は，紫外線に感受性が高(， DNAの修復能

力の低い，ヒト胎児由来株化細胞， RSa，を用いて OPP

の突然変異原性試験を行い，陽性の結果をえた.RSa細

胞の UV高感受性は， DNAの修復能力の低いことが原

因であると示唆されているべしかし，現在， RSa細胞が，

なぜOPPによって， Ouar細胞へと誘発されやすいか不

明である.大腸菌において，UVに感受性が高(， DNA 

の除去修復能力が欠如している株では， UV等の変異原

によって DNAが損傷を受けると，誤りを起こしやすい

修復機構 (error-pronerepair)か誘導されることによっ

て突然変異が誘発されることが報告されている叫'.UVに

高感受性の RSa細胞は， DNAの修復合成能力が低いの

で， OPPや UVが RSa細胞の DNAに損傷を与えると

すれば，その DNAの変化が， error-prone repairを誘

導し，突然変異を導くのかもしれない.

OPPが DNAに結合し101又， OPPの代謝物であるフ

ェニルヒドロキノンカミチャイニーズハムスター， CHO-

Kl細胞で，わずかに染色体異常を誘発することが示唆き

れている 11) さらに OPPのDNAへの作用を検討する

必要がある.
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オル卜フェニルフェノール (opp)単一経口投与による C57BL/6Nマウス
被毛および触毛の脱色素について

田山邦 ag*，平賀輿吾*

Depigmentation Caused by A Single Oral Administration of o-Phenylphenol (OPP) 

in Ordinary and Tactile Hair of C57BL/6N Mice 

KUNIAKI TAYAMA* and KOGO HIRAGA本

A single dose of o-phenylphenol (OPP) at levels of 1000-4000 mg/kg body weight was adminis-

tered perorally to both sexes of 8-week司oldC57BL/6N mice. Lethal effect was found at the doses 

over 2000 mg/kg body weight. Within 2 weeks， depigmentation in the tactile hair was observed in 

the survivors of both sexes， and that in the ordinary hair was observed in the female mice， but 

not males. Another experiment was conducted using only the male mice. Administration of OPP 

at a dose of 1000 mg/kg body weight was performed in the 13 and 15-week-old male mice. Depig-

mentation was observed in both the ordinary and tactile hair of these animals. Lack of depigmen-

tating action on the ordinary hair in 8 week-old male mice seems to be attributable to the fact that 

the stage of hair growth is at the resting phase. In this study， it was shown that OPP can cause 

depigmentation of ordinary and tactile hair in C57BL/6N mice with a single oral administration. 

Keywords: o-phenylphenol， fungicide， depigmel}tation， melanocytotoxicity， hair， vibrissae， hair-

cycle， mouse 

いくつかのフェノール類やカテコール類には人や動物

の皮膚や毛を脱色素する作用があることが知られてい

るトベかんきつ類の防カビ剤として使用されているオル

トフェニルフェノール(以下 OPPとする)にも C57

BL/6Nマウスへの強制あるいは添加飼料投与により黒

色被毛を槌色させる作用があることをすでに報告したベ

これまで、の有色マウスを用いた脱色素作用の実験で

は，皮膚あるいは被毛の有色化に働く L-β一3，4-dihy-

droxyphenylalanine(dopa)陽性メラノサイトすなわち

活性化メラノサイトは成熟マウスでは毛球内でみられ10L

表皮には腕，耳介，尾などの特定部位しか認められない

ことから1ヘ主に被毛での観察が行われてきた3-9) そ

の投与経路は塗布3ベ皮下注射5ベ 経 口7-9)等で，経口

でも数週間の比較的長期にわたる投与である. 1回経口

投与による脱色作用の発現や，触毛(別名ヒゲ)におけ

る脱色素の発生はまだ報告されていない.

今回， OPPのC57BL/6Nマウスを用いた急性試験

(range-finding test)で，単一経口投与により被毛およ

び触毛に縫色を観察し，またそれを確認するために行っ

た試験でも同様の結果を得たので報告する.なお動物は

8週齢の雌雄および13，15週齢の雄マウスを用いた.

実験材料ならびに方法

検 体 :OPPは東京化成鞠製 (LotNo. AP 01，純度

98%以上)を用い，投与容量がすべて 10ml/kg b.w.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

実験動物および飼育環境:C57BL/6N?ウス雌雄

を日本チヤールス・リバー鮒より 4週齢で購入した.マ

ウスは温度 25:t1 0，湿度 55土5%，換気毎時 10回，照

明午前6時~午後6時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 (W175x L 245x H 125 

mm)に個別飼いにした.飼料は日本クレア鮒国型飼料

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百大町 3-24-1

骨 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
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CE-2，水は水道水を用い，共に自由摂取とした.なお投

与前日午後5時より除餌(飲水は自由)し，検体投与後

3時間目より餌を与えた.

投与方法および観察 8週 (57日)齢の一夜絶食マウ

ス雌雄に Oppを1000-4000mg/kg b.w.の投与量で、胃

ゾンデにて強制経口投与し，対照には溶媒を与えた.ま

た別に，一夜絶食の 8週(57日)齢の雌雄および 13週(92

日)齢， 15週 (106日)齢の雄マウスにも 1000mg/kg 

b.w.の投与量で同様に投与した.投与後8時間目まで 1

時間ごとに，それ以降は 1日1回2週間，生死，症状お

よび外観について観察した.槌色した被毛および触毛は

ビオライト(欄高研)で封入し，光顕的に観察した.結

果の判定は投与後 15日自に被毛および、触毛について肉

眼的に対照群と差異がみられなかったマウスを一，それ

以外の槌色を示したマウスを十とした.

結果および考察

Opp投与マウスの死亡率，死亡時期および被毛や触毛

の脱色素の発現率を Table1に示した.投与後の主な症

状は自発運動の低下，鎮静で，死亡は 2000mg/kg b.w. 

以上の投与量で 24時間以内にみられた.脱色素は投与

後9日目頃より明瞭化した. 8週齢雌，および雄のみを

用いた日 15週齢では，被毛触毛共に槌色がみられた

れ 8週齢の雄では 2困の実験ても，槌色は触毛のみで

被毛には観察されなかった.この脱色素の発現は，触毛

では雌雄およびいずれの週令も全例みられるのに対し，

被毛で、はバラツキがみられた.健色部位は被毛では背部，

腹部，頭部等に小斑状あるいは帯状にみられ，触毛では

数本の上唇毛，眼禽上毛におよそ 2-4mmの幅でみら

れた (Photo1，2).被毛およぴ触毛の光顕的観察では，

毛幹部で，溶媒対照群は両毛共に色素頼粒が一様に分布

しているが， OPP投与群の槌色のみられた被毛では部分

的に色素頼粒が消失し，触毛では髄質部を残して色素頼

粒が消失しており，髄質部も消失している例もみられた

(Photo 3 -5). 

フェノール類等の脱色素の作用機序は不明な点も多い

カミメラニン合成に関与する細胞すなわちメラノサイト

の選択的破壊やメラニン生成の生化学的阻害等が考えら

れている 1ベOPP投与により槌色した被毛では，毛周期

Table 1. Incidence of Depigmentation of Hair in C57BL/6N Mice Given A Single Oral Dose of OPP 

Dose 
Initial body Time of death 

Depigmentation of hair 
sex 

(mg/kg) 
weight 乱10rtality after dosing 

Ordinary tactile 
(g) (hr) 

8-week-old 

01) 18.5土1.082) 0/43) 0/44) 0/44) 

1000 19. l::1::l. 19 0/4 0/4 4/4 

Male 2000 18.3::1::0.56 1/4 2-3 0/3 3/3 

3000 18.0土0.60 2/4 1-2 0/2 2/2 

4000 18.9土0.52 3/4 <1 0/1 1/1 

01) 15.9::1::0.82 0/4 0/4 0/4 

1000 16.7::1::0.39 0/4 3/4 4/4 

Female 20~0 15.8::1::0.60 1/4 1-2 3/3 3/3 

3000 15.5土0.84 2/4 <24 2/2 2/2 

4000 16.0土0.90 4/4 <24 

Male 1000 18.1::1::0.66 0/10 0/10 10/10 

Female 1000 15.6::1::0.85 0/10 8/10 10/10 

13・week-old

島1ale 1000 21.6土l.56 0/10 5/10 10/10 

15-week-old 

Male 1000 24.0土l.51 0/10 10/10 10/10 

1) control: olive oil10ml/kg b.w. 2) body weight of overnight fasted mice at the beginning of administration， 

mean土SD.3) No. of deaths/No. of dosed. 4) No. of mice showing d巴pigmentationof hair /N 0.' of survivors. 



東京衛研年報 35，1984 403 

が成長期にあたる部位の毛球内に dopa陽性メラノサイ 5) Frenk， E. and OTT， F. : J Invest. Den勿atol.，56， 

トの減少がみられることから円今回の脱色素作用発現 287， 1971 

も，他のフェノール類によるものと同様の機序で， OPP 6) Denton， C.R.， Lerner， A.B. and Fitzpatrick， T. 

あるいはその代謝物が毛球メラノサイトに作用したため B. : J Invest. Dermatol.， 18， 119， 1952 

と考えられる.今回，触毛の槌色は雌雄共にすべての週 7) Hara， 1. and Nakajima， T. : Proc. 16th Int. 

齢で認められたのに対し被毛ではその発現は 8週齢の Congr. Occゅ• Health， Tokyo， 635， 1969 

雄では認められなかった.また毛の成長期にみられる皮 8) Ito， K.， Nishitani， K. and Hara， 1. : Bull. Pharm. 

膚の黒色調，すなわち毛球メラノサイトが活性化してい Res. Inst.， 76，5， 1968 

ることを示す変化も， 8週齢雄マウスにはほとんど認め 9)田山邦昭，井口重孝，平賀輿吾:東京衛研年報， 32-

られなかった.一般に 6-9週齢のマウスは，その被毛 2， 40， 1981 

の毛周期が休止期にあるとされている.また有色マウス 10) Fitzpatrick， T.B.， Brunet， P. and Kukita， A. : 

の触毛では常時メラノサイトの活性があるのに対し，被 The Biology 01 Hair Growth， 255， 1958， Academic 

毛では毛周期とメラノサイトの活性が同調しており，休 Press， New York 

止期にはその活性が失われている 10) 以上のことから， 8 11) Gerson， D.E. and 8zabo， G.: Am. J Phys. An. 

週齢雄マウスで2回の実験とも同様の結果であった被毛 trop.， 31， 363， 1969 

での脱色素作用の欠落は，この時期に雄マウスの被毛の 12)田山邦昭，平賀輿吾-未発表

毛周期が休止期にあって，その毛球メラノサイトが被検

物質の作用をまぬがれてしまうためと考えられた.

経口投与により発現した脱色素は排池された尿の付着

による経皮的作用も考えられるため，尿が体表に触れな

いよう強制的に固定した動物への OPP投与，および尿

の塗布実験も現在進めており，今後さらに OPPおよび

その関連物質の脱色素作用について znvzvoおよぴ zn

vitroの両面から明らかにして行きたいと考える.
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Explanation of Plates 

Photo 1. C 57 BL/6 N female mouse showing de-

pigmentation of ordinary hair by gavage 

of OPP 1000 mg/kg b.w .. 

Photo 2. C 57 BL/6 N female mouse showing de. 

pigmentation of tactile hair(mystacial and 

superciliary) by gavage of OPP 1000 mg/ 

kg b.w.. Arrow indicate the depigmen-

tating points 

Photo 3. Decrease of melanin granule in the hair of 

a mouse shown in Photo 1. X 100. 

Photo 4. Decrease of melanin granule in the hair of 

a mouse shown in Photo 2. X 400 . 

Photo 5. Control tactile hair (mystacial) of C 57 

BL/6 N female mouse.X400. 
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オル卜フェニルフェノール (OPP)のラッ卜を用いた亜慢性毒性試験

井口重孝ぺ高橋 博ヘ藤井 孝ぺ福森信隆*

三栗谷久敏ヘ多国幸恵ヘ湯 i畢勝庚ぺ平賀興吾本

Subchronic Toxicity of o-Phenylphenol (OPP) by Food Administration to Rats 

SHIGET AKA IGUCHI*， HIROSHI T AKAHASHド， T AKASHI FUGII* 

NOBUTAKA FUKUMORI*， HISATOSHI恥lIKURIYAへYUKIETADA事

KA TUHIRO YUZA W A * and KOGO HIRAGA * 

区eywords:オノレトフェニルフェノール o-phenylphenoI，悪慢性毒性 subchronictoxicity，ラット rat，

食品添加物 foodadditive，防ばい剤 fungicide

防ばい剤，オルトフェニルフェノール (OPP)はその

ナトリウム塩 (OPP-Na)とともに 1977年食品添加物に

指定され，かんきつ類への使用が許可された.当時 OPP

の安全性については，日odgeら(1952)1)の詳細な毒性試

験の報告があり，ラットにおける無作用量は 100mg/ 

kg/dayとされた.一方 OPP-Naについて，その毒性に

関する資料はほとんどなかったことから，当部ではOPP-

Naの毒性について各方面より検索し， 1981年にはOPP-

NaのF344/DuCrjラットにおける勝脱がん誘発につい

て報告2)した.

Hodgeら(1952)1)は，ラットを用いた OPPの慢性毒

性試験のなかで勝脱がんの発生を認めていないが，OPP-

Naでの発がんが確実で、ある以上，当部の試験条件下に

おける OPPによる発がんの可能性は高いと考えられる.

そこでOPPのがん原性試験を企図し，まず，試験に用い

る最高投与量の設定を目的として， F 344/DuCrjラット

を用い13週間の亜慢性毒性試験を行った.

試験材料ならびに方法

検体: オルトフェニルフェノール (OPP)はDow

ChemicaI Co.， MI， U.S.A.の Dowicide1 (Lot N o. 

MM  01040，純度 98%以上)を使用した.

試験動物: 日本チヤールスリーパー側社生育の

F344/DuCrjラy ト雌雄を4週齢にて購入， 1週間の予備

飼育後5週齢時より試験に供した.飼育室:バリア飼育

室 R2，温度 25:t1 'c，湿度 50-60%，換気効率99.9

%の HEPAフィルター経由オールフレッシュ空気毎

時 10回，照明午前6時から午後5時まで.飼育ケージ:

前面および床面が網のステンレス製，縦 22，横 20，高さ

16 cmの個別飼育ケージを用いベルト式飼育架台に懸

架. 飼料:基本飼料として日本クレア鮒 CE-2固型

飼料を用い，給餌ホッパーにより自由に与えた. 飲料

水:細菌ろ過器経由水道水を自動給水装置により自由に

与えた.なお摂水量測定時には細菌ろ過器経由水道水を

給水ヒ、ン(日本クレア糊，ポリカーボネート製CM・200)

により与えた.

検体投与法: 検体を基本飼料に添加して動物に自由

に摂取させる飼育試験法とした.検体の飼料添加濃度は，

OPP-Naの亜急性毒性試験3)のそれに倣り，分子量当量

により換算して 2.5%(OPP司Na4%に対応)， 1.25 %， 

0.625 %， 0.313 %， 0.156 %および0%(Control)と

した.検体添加飼料の作成法は既報3)の通りであり，添加

検体は飼料中で所定の濃度であった4)

使用動物数は，雌雄各群夫々10匹を基本とし，それに

1-2匹(サテライト群)を追加した.動物は雌雄別体

重別に 6匹ずつの層をつくり，架台に横に配置し，各層

の動物に各投与をランダムに割り当てた.追加動物は各

層外の架台にランダムに配置し，ランダムに投与を割り

当てた.

投与期間は 13週間とし，投与は動物の 5週齢時より

開始した.

観察. 動物の一般状態は毎日午前 9-10時に観察

し，生死は午前・午後2回調べた.体重，摂餌量および

*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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摂水量を毎週各群 10匹の基本動物について測定した.

これらの測定方法は既法3)の通りである.

実験9週目と 13週目に尿検査を行った.動物を補捉

の際に放出する尿について， Labstix-II試験紙(Miles-

Sankyo Co， L TD.)を用い PH，蛋白，グリコース，ケ

ント体および潜血を測定した.

飼育試験終了後血液学的検査，血清生化学的検査，解

剖・肉眼的観察，主要器官重量測定，主要臓器・組織の

病理組織学的検索を行った.

解剖時には動物を，無麻酔下に断頭し，放血致死せし

めた.放血時血液学的検査用血液として， EDTA-2 K 

処理小試験に 0.5ml程度の血液を採取，また，血清生化

学的検査用血液として，無処理遠心管に 5ml程度の血

液を採取した.

血液学的検査用血液では，塗抹標本を作製するととも

に， Coulter Counter Model S (Coulter Electric Co.， 

L TD， U.S.A. )により赤血球数 (RBC)，へモク。ロビン量

(Hgb)，へ7 トクリット (Hct)，平均赤血球i容積

(MCV)，平均赤血球ヘモグロビン量(MCH)，平均赤

血球ヘモグロビン濃度 (MCHC)，白血球数 (WBC)の

測定をした.塗沫標本は May-Grunwald-Giemsa染色

後光顕的に観察し白血球百分比(好中球(Neutro)，リン

パ球 (Lympho)，単球 (Mono)，好酸球 (Eosino))を

求めた.血清生化学的検査用血液では血清を分離3)後，目

立自動分折装置 M-400(日立製作所)でトランスアミラ

ーゼ活性 (GOT，GPT)，アルカルホスファターゼ活性

(Alp)，総タンパク量(TP)，尿素窒素量(UN)，グル

コース量 (Glu)，総コレステロール量 (Cho)を測定した.

解剖・肉眼的観察後，主要器官，組織を摘tfIし，脳，

心臓，肝臓，牌臓，胸腺，腎臓，副腎，精巣/卵巣，前立

腺/子宮の湿重量を，勝脱は 10%中性緩衝ホルマリン注

入一結紫ーホルマリン固定後1週間目の重量をそれぞれ

測定した.重量測定器官およびその他の摘出器宮・組織

は 10%中性緩衝ホルマリン液で固定後，定法により組

織標本を作製，光顕により病理組織学的検索を行った.

途中死亡例も同様に処理し鏡検した.

結果の平均値の差の検定(t-test)では有意水準を 5%

(P=0.05) とした.

試験結果と考察

一般状態:行動等に特に変化を認めなかったが， 2.5 

%群雌雄では初期において飼料のコボシが多く，全試

験期間を通じて、痩せ'が認められた. 2.5%群雄では試

験4日目に 2例が，雌では 8日目に 1例が痩せを伴って

死亡した.

体重: Fig.1(雄)， 2(雌)に体重増加の推移を示した.

対照群と比較して雄 2.5%群および1.25%群，雌 2.5

%群は全期間を通じて有意に小さし雌1.25%群は試

験8週まで有意に小きかった.0.625 %群， 0.313 %群，

0.156 %群では雌雄とも対照群と有意な差は認められな

かった.対照群の体重に対する投与群の体重増加抑制率

(%)(=(投与群の体重増加率/対照群の体重増加率)X100J

はFig.3，4 (抑制を一，促進を+で示した.)に示す

ように雄では2.5%群と 1.25%群で10%以上の抑制値

を示し，雌では 2.5%群のみ 10%以上の値で， 1.25 % 

群は 10%以内の値にとどまった.すなわち最高の抑制

率は雄 2.5%群 1週 35%， 1.25 %群9週 14%，雌 2.5

%群1週 31%， 1.25 %群5週 7.5%であった.

摂餌量 Tabl巴 1に摂餌量の推移を記載した.雄2.5

%群の摂餌量(絶対量)は，対照群と比較し全期間を通

じて少なかった.体重比摂餌量は対照群のそれと比較し

て試験O週(第 1週)で極めて少なかったが1週以降で

は逆に有意に多いか，多い傾向がみられた.雌では摂取

量は試験8週まで有意に少なく以後も少ない傾向であっ

た.体重比摂取量は雄の場合と同ーの傾向であった.1.25

%群では雌雄とも対照群と比較して摂取量はやや少な

く，体重比摂取量は有意に多いか，多い傾向を示した.

他の投与群では 0.313%群雄で対照群に較べ摂取量お

よび体重比摂取量が有意に多いか，多い傾向を示した以

外特に注目すべき変化はみられなかった.これらの摂餌

量は前述の体重の推移によく反映しているようである.

しかし，高濃度群では摂餌効率(単位期間の体重増加量

g/摂餌量 g)がやや低下しており， OPP添加飼料摂取ラ

ットの体重増加抑制は OPPの味，刺激性等による摂餌

量の減少(摂餌忌避)によるだけではないようである.

0.313%群雄の摂餌量が多かったことは用量相関性のな

いことより偶発的増多と考えられる.

opp摂取量: 摂餌量より求めた opp隈取量を

Table 1の下段に示した.体重kg，1日当り OPP摂取

量(mg/kg/day)は雄および雌で 0.156%群182，202， 

0.313 %群 391，411， 0.625 %群 761，803， 1. 25 %群

1669， 1650， 2.5 %群 2798，3014であった.

摂水量 Table2に摂水量の推移を示した.摂取量

(絶対量)は1.25%および2.5%群で実験O週に少な

かったのを除きいずれの投与群も対照群の摂取量と大差

を示さなかった.従って体重の軽かった1.25%群およ

び2.5%群では体重比摂取量は有意に多いか，多い傾向

を示した.摂水量は一般に摂餌量に連動して増減するが，

2.5%群雌雄では摂餌量に対し摂水量がや冶多い傾向が
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Table 1. Food Intake 

Dietary level of OPP(%) 
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1.5土 0.9吋8)
( 20.2:1: 12 .0)* 

8.0:1: 0.8*(9) 
(117.4:1: 11 .2)* 

7.4:1: 0.7*(9) 
( 87.5:1: 6.4) 

7.5土 O.伊(9)
( 76.0:1: 6.5) 

8.1土1.8*(7)
( 76.1土 6.8)

6.9土 0.8*(9)
( 62.1土 5.2)

7.3土 1.2*(9)
( 63目3:1:7.0) 

6.5土 1.2*(9)
( 54目。:1:6.0) 

7.5土 1.伊(9)
( 60.9土 7.5)

7目3土1.5(9) 
( 57.9土 6.9)

7.8:1: 1.4(9) 
( 58.7土 5.3)

7目8:1: 1. 7 (9) 
( 57.1土 8.5)

7.4土 1.5(9) 
( 52.3:1: 6.9) 

15940 

3014 

1) Absolute weight， Mean土SD (g!ray!day) 2) Relative weight， Mean:1: SD (g!kg!day) 3) No. of rats 
* Significantly different from control group at P< 0.05 



Female 
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Table 2. Water Intake 

Dietary level of OPP(%) 

411 

。 0.125 

10 

0.625 

10 

2.5 

10 

戸

)

)

)

)

)

0

6

0

6

0

6

0

0

n

6

0

6

 

(

(

(

(

(

(

 

*

本

*

*

*

*
1
ノ
、
l
ノ
水
、
J
'
'
l
ノ
、
ノ
、
l
J

R
υ
q
u
A生

q
u
Q
z
ν
n
d
Q
d
Q
d
'
i
'
A
T
ょ
っ
ω

目

-

-

-

-

-

-

-

n
u
n
o
η
d
n
O
1
4
F
O
内旬、

υ
市
よ

q
O
4
告

に
d
ヴ
6

ー

ム

ヮ

“

。

b

n

d

つ
白
つ
ゐ

土

土

土

土

土

±

土

±

土

±

土

土

ワ
t
弓

d
Q
U
1
A
R
υ
Q
U
4
-
0
0

ヴ

t
戸

D
n
U
A告

・

・

・

・

・

・

・

・

・

目

ヴt
n
O
F
O
司

I

A

司
会
つ
臼
に
d
ヴ4

つ
d
n
u
A宅

P
D

。。

1
A
1
4
1
A
R
U
2
i
n
4
d

唱

i
唱

i
'
i
A
U

q

L

T

よ

唱

i

1

i

唱

4

(

(

(

(

(

(

 

ホ

*

*

*

*

*
、
ノ
、
l
ノ
1
J
X
ノ
、
/
、
I
J

4
4
A
O
U
n
b
I
R
υ

戸

D
F
b
1
4
1
1
4企

9
0

・

・

目

・

・

・

・

・

-

-

n
v
只
U
A
U
F
O

の4
q
υ
1
4
1
A
V
ム
Q
U

ワムワ白

1

1

1

 

土

土

土

土

±

±

±

±

±

土

±

土

n
O
A
U
Q
U
9
u

ハb
ハ
り
の
L
A
生
ハ
U
「

D
R
υ
ウ

t

•••..••• 4
1
0
n
b
A告

n
o
7

ハ
O
q
L
F
b
p
O
F
b
A告

1
4
F
O

唱

A
F
D
1
i
つ白

1
i
1
4
1角
Q
d
1
4
Q
U

1

1

1

1

 

(

(

(

(

(

(

 

ψ
m
T

ゆ

や

也

耐

T

)

ホ

)

)

ホ

)

水

)

)

5

6

6

7

6

4

2

0

P

4

1

7

 

t
A
A
-
-
4
ハU
'
l
o
o
-
4
勾

i
'
i
n
i
q
U
1
i

1

1

1

 

±

土

土

±

土

土

土

土

土

±

±

土

n
v
η
t
A
U
1
A

ハ
O
m
i

ゥ，
F
b
o
o
n
u
q
υ
n
y

・

・

目

・

・

目

.

.

.

 

，
.
 

ワt
Q
U
O
O
ワ
白
円
/
つ
白
ヴ
'
Q
υ

ヴ
4
τ
i

巧

t
1
-

1
4
0
0
'
i
F
h
J
2
i
η
L
1
よハ
U

唱

A
ハU
1

A
ハヨ

1

1

1

1

1

 

(

(

(

(

(

(

 

水

)

)

)

)

候

)

)

1
A
R
d
q
υ
c
o
n
O
ハ
ヨ
ワ
U
A佳

?
a
q
u
c
O
つ白

・

・

・

目

・

・

目

・

・

・

目

1
4
ハU
1

A
ハO
F
D
η
t
q
L
7
・

η
，h
ハo
q

u

戸。

1

3

 

土

±

±

土

土

土

土

土

土

土

+

一

土

内
ぺ

u
nペ
u

n
ハv
n
4
u
n
h
U
唱

E
A
n〈
υη
，u

s
斗
企

nxu

ハwdnnu

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

P
O
つ白

n
b
つ
臼
に
U
Q
d

ヴt
q
u

ワt
η
'
b

只
U
1
A

1
ム

0
0
1
4
A生

1
1
n
U
1
4
ハU
1
4
Q
d
'
i
Q
U

1

1

1

1

 

(

(

(

(

(

(

 

)

)

)

)

)

)

 

n
v
a
告

A
告ワ白

1
よ
1
4
n
d
n
u
n
o
q
u

ロリハ
U

・

・

目

・

・

・

・

・

・

・

・

I
Q
U
1
i
n
V
2
i
p
b
4
7
1
4
7

っ，“

7

t

i

q

d

 

土

土

±

土

±

土

士

土

土

土

土

±

A
-
R
υ
F
D
7
4
n
j
Q
u
q
u
ヴ

d
q
U
2
i
q
u
A
A

.

.

.

 
回

目

-

p
o
a
q
n
h
u
n
U
F
O
門

/

ヴ

t
唱

i
r
o
Q
d
F
D
q
υ

t
l
o
o
-
A
A
A
τ
'
A
唱

i
1
4
1
i
'
l
o
o
-
ょ。。

1

1

1

1

 

(

(

(

(

(

(

 

)

)

 

1

2

 
)

)

)

)

)

)

 

Q
d
ワ
t
q
r
u
n
u
η
t
巧

t
7
e
n
O

ハU
門

/

つ

ρ

ヮー

-

a

目

・

・

・

・

・

・

・

1
よハ
0
2
1
n
b
τ
よ弓
t
q
υ
7
4

ワ臼ヴ
t
q
L
r
o

ー

ょ

っ

白

土
土
+
一
±
土
+
て
±
士
+
↓
土
±
土

民
υ

4‘

n
L
n
o

ハ
huRυ

ゥ，
A
官

7

・4
&

4
品

a佐

-

-

-

-

-

-

-

-

n
b
k
υ

ハ
hunhu

ハ
h
U
F
h
υ
A
A
n
U
4
a
A生

n
o
o
k
U

1
A
O
0
1
4
q
U
2
i
1
4
1
A
O
U
-
-
0
0
1
4
0
0
 

1

1

1

 

(

(

(

(

(

(

 

0.313 

10 

。

2 

3 

4 

6 )
 

向

一

円

*

本

)

)

)

)

)

)

)

 

O
O
R
U
Q
u
'
i
ρ
0
0
6
q
u
a生

Q
U
4企
勾

t
q
d
A
Y
唱

i

...•.••• 

つ
臼
ヴ
'
ワ
臼
只
U

ワ
u
R
U

ワ
ω
民
υ

つ臼
Fhυ

つ臼
phυ

つ
b
n
o

±

+

一

土

土

土

±

±

土

土

土

土

土

土

±

1
4
0
o
n
U
A吐

Q
d
ヴ

'
R
U
A
U
Q
d
q
u
q
u
F
h
d

ハu
t
i

n
o
-
-
n
o
n
b
η
t
η
L
n
h
u
q
d
η
t
a
せ
ヴ
t
o
O
Q
d
q
u

唱

A
0
0
1
4
ヴ

4

1

0

0

1

7

'

i

7

l

n

b

T

ム

7

(

(

(

(

(

(

(

 

)
 

nδ (
 )

)

)

)

)

)

)

 

ハU
っ“

n
u
ワ白

d令
官

A

1

4
ハU
1
A
Q
U
A
U
Q
d
q
L
Q
o

qδ
戸

b
q
u
A
Y
q
u
Aせ

q
u
q
u
q
u
q
u
q
u
つ
d

ワ臼
w
b

土

土

土

±

±

土

土

±

±

土

±

土

土

土

A怯

n
O

ハ
b
n
O
吋

i
A
-
q
u
Q
υ
ρ
0
0
0
1
4
Q
U
A
Y
0
0

-

-

-

-

-

-

-

-

-

P
O
ρ
0
7
e
F
h
d
Q
d
o
O

ワ
t
n
6
0
6
Q
d
O
6
F
D
Q
d
ハU

1
4
ワ
'
唱
i
々
I

1

A
ワ
4

噌

i
n
O
1
A
n
b
1
4
F
O
'
A
円

i

(

(

(

(

(

(

(

 

)
 

ハ同
d，l

t

*

 

)

)

)

)

)

)

ド

)

6

0

5

6

3

1

ょ

0

6

2

4

0

6

E

7

...••..• 

，
 

ワ臼
n
O
R
U
弓
，
つ
d
Q
d
q
u
戸b
q
u
R
υ
q
O
F
h
u

つ臼
A
せ

-

土

±

±

±

±

土

+

一

±

±

土

土

土

±

土

q
u
n
b

ヴt
ハυ

ハU
1
4

ワt
A
U
S
せ
n
U

ハ
む
と
リ
ワ
白
戸
b

•••••••••••• 4
‘
q

υ

A
滑っ臼

n
b
ワ
4

バヨ

Q
d
R
U
O
O
Aせ
1
i
n
b
に
d

t
i
弓

d

T
よ
門

i

1

A
ヴ

t
y
i
n
O
Tよ
《

5
0
τ
i
a
υ
1
&
P
O

(

(

(

(

(

(

(

 

)
 

円

J(
 )

)

)

)

)

)

)

 

弓

t
円

b
n
u
q
u

ワ
t
ヴ

t
n
b
n
u
o
o
o
o
o
o
q
u
p
O
Q
d

•••..••.•• 
η
L
q
u
s
告
。
。
ヮ
“
A仏
宮

内

べ

υ
η
t
q
u
n
b
q
υ
ρ
0
η
L
つ臼

ー

±

土

土

±

±

±

±

土

土

±

±

±

+

一

±

O
O
A生

n
y
q
u

ヴ

t
F
b
o
O
噌

i
o
o
n
j
A
U
A
n
u
Q
d
n
b

-

目

・

・

・

・

・

・

・

・

4
A
A
&

に
υ
n
j
n
o
η
t
p
h
u
A
U

に
υ
ハv
n
o
h
b
o
o
q
u

句

i
ヴt
y

よ円
i

t

i
ウ
t

?

ムヴ
4

吋

i

ヴ4
2
A
p
o
-
4
月
/

(

(

(

(

(

(

(

 

1.25 

10 

14.8土 2目 1(7) 16.9土 8.0 (4) 
( 84目6:1:4.4)* (105.9:1:28.3)* 

14.5土 2.5 15.4:1: 6.2 (8) 
( 80.2土 7.3) (104.3土21.1)* 

16.3土 2.3 17.5土 7.0 (8) 
( 87.5:1: 8.5)* (113.3土23.1)ネ

14.6土 3.3 15.9土 4目4 (7) 
( 75，3土 7.1 ) ( 109.5:1: 23 .2)* 

16.0土 4.0 17.8土 5.3 (7) 
( 76.7土 7.9) (114.1土26.3)*

15.8土 3.5 17.9土 5.3 (7) 
( 72.9土 4.1)* (107.1土33.2)キ

17.6土 3.7 21.4土 5.2 (7) 
( 77.6土 7.9) (119.6土18.1)* 

13.2土 2.7 (9) 
(115.6土22.6)*

13.4土 3.7 (9) 
(112.3土29目 1)* 

14.7土 3.5 (9) 
(119.7土21.1)* 

15.4土 4.1 (9) 
(122.3土26.6)ホ

15.3:1: 2.4 (8) 
(117.0土15.4)*

16.7土 4.1 (9) 
(121.9土24.1)*

18.6土 3.6*(9) 
(132.3土22.9)*
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性を考慮して，重量変化に用量相関性があるとみられた

のは雌雄の肝臓および腎臓重量の増加で，雄では肝臓お

よび腎臓とも 0.313%群以上で，雌では肝臓で1.25% 

群以上で，腎臓で 2.5%群に増加がみられた.肝臓重量

の増加はその組織障害が少ないことより代謝酵素誘導と

関係が考えられ，腎臓重量の増加は腎臓の紅織障害と関

連するものと考えられる.

勝脱重量は，1.25%群雄で絶対重量および、体重比重量

血液学的検査成績 Table4に成績を示した.雄で

は 2.5%群で RBC，Hgb， MCHC，雌では1.25%群お

よぴ 2.5%群の Hgb，MCHが対照群とくらべ有意に低

<.雌雄とも高濃度投与群に軽度の貧血傾向がみられた.

血清生化学検査成績 Table5に成績を示した.用

量と関連した変化は認められなかった.

器官重量 Table6に成績を示した.絶対重量と体

重比重量，また体重と器官重量との関係における器官特



東京衛研年報 35，1984 413 

Table 4. Hematology 

Dietary No Differential count of leucocytes (%) 
level of of RBC Hgb Hct MCV MCH MCHC WBC 
OPP(%) rats (X106/mm') 匂/dl) (%) (μ') (μμg) (%) (X10'/mm司 Neutro Lympho Mono Eosino 

Male 

o 12 8.78土0.371
'17.7士0.4 44.4士2.0 51.2:1:1.1 20.3:1:0.8 39.9:1:1.4 8.31土1.97 14.7:1:5.6 83.4土5.6 1.1土1.2 0.6土1.2

0.156 11 8.81:1:0.51 17.8土0.5 45.1:1:2.1 51.6:1:1.2 20.3土0.9 39.4土1.5 8.03士0.87 16.3士5.9 82.1土6.6 0.9士0.9 0.5土0.6

0.313 11 8.94土0.51 17.7:1:0.8 45.3土1.9 50.8土0.9 19.9:1:0.6 39.1:1:0.9 8.21土1.59 14.5士4.5 84.5土4.6 0.1土0.4 0.7土1.0

0.625 11 8.63:1:0.4617.5:1:0.643.8:1:1.451.2:1:1.120.3:1:0.7 39.9:1:0.88.42:1:1.5515.0土4.4 83.0土5.1 0.7:1:1.0 1.1土1.0

1目25 12 8.50土0.42 17.1土0.9 43.5士2.2 51.8土1.0 20.3土0.7 39.4士1.3 7.89土1.93 12.7土4.5 85.4土4.9 0.6土0.7 1.1土1.2

2.5 8 8.33土0.47権 16.5土0.9*43.4土3.0 52.4土2.6 19.9:1:0.5 38.1土2.1*7.53土1.65 12.0土5.2 86.0:1:6.2 0.5土0.5 1.2土1.2

Female 

o 11 8.72土0.45 17.7土0.9 46.6土3.0 54.1:1:1.3 20.4土0.2 38.1土1.2 7.33:1:1.31 14.1土4.0 84.8土4.6 0.1土0.4 0.8土0.9

0.156 11 8.87:1:0.50 17.8:1:0.8 46.9:1:3.4 54.0土1.3 20.2:1:0.5 38.2:1:1.8 8.87土0.50 14.3土5.8 84.3土5.5 0.9土0.9*0.3土0.5

0.313 12 8.73土0.53 17.7土0.9 46.3:1:2.9 54.2:1:1.2 20.3土0.6 38.3:1: 1.6 8.73土0.53 13.5土6.8 85.0土6.9 0.7土1.0 0.6土0.8

0.625 11 8.73土0.50 17.5土0.5 46.4土2.6 53.8土1.2 20.l:!:0.7 37.8土1.5 8.73:1:0.50 11.0土3.8 88.0土4.2 0.0土0.3 0.8:1: 1.3 

1.25 12 8.56土0.46 17.0土0.8ホ45.5:1:2.5 53.8:1:1.3 19.9土0.4ホ 37.4土1.2 8.56土0.46 11.8土5.8 87.0土6.0 0.5土0.6 0.5:1:0.5 

2.5 12 8.55土0.57 16.7土0.9*44.6土3.0 52.9土1.0ホ19.7:1:0.6*37.6:1:1.6 8.55土0.57 11.6土7.1 86 6土7.7 1.1土1.0 0.5土0.5

1) Mean:1:SD 
* Significantly different from control group at Pく0.05

Table 5. Blood Chemistry 

Dietary NiJ. 

level of of GOT GPT Alp TP Glu UN Cho 
OPP(%) rats (KU/ml) (KU/ml) (KAU/dl) (g/dl) (mg/dl) (mg/d/) (mg/dl) 

Male 。 10 113.7土14.61) 45.4土 6.9 13.4土1.0 6.6:1:0.2 145.0土 4.3 20.2土0.9 48.4土2.0

0.125 10 124.1土21.2 53.0:1: 12.3 15.6:1:4.4 7.2土1.1 145.0:1:14.9 22.5土3.6 50.9土4.7

0.313 10 118.8土18.0 50.4土 13.2 15.1土3.4 7.5:1:1.4 149.5:1:22.1 22.6土4.1 48.8土4.5

0.625 10 120.5:1:21.6 45.1:1: 10.4 14.8土3.8 7.1土1.3 150.3:1: 23.0 21.1土4.0 47目7土3目8

1.25 10 118.0:1:19.9 43.3土 2.2 15.0:1:3.3 6.8土0.9 144.2土11.9 20.7土2.7 47.6土3.1

2.5 128.0土12.9 49.4土20.4 19.2土7.0 7.3土1.5 151.0土18.3 24.0士5.3 55.1土宇.2

Female 。 10 136.2土24.9 46.6土15.2 14.2土4.6 6.9:1:0.9 145.5:1:13.4 20.2土3.6 52.3土4.2

0.125 10 121.8:1: 15.8 41.8土 7.7 14.7土3.3 6.7土1.2 151.5土17.6 20.3土3.2 51. 2土4.5

0.313 10 132.3土17.9 44.3土10.9 15.4土3.1 6.7土1.2 146.5土16.1 20.6:1:3.9 47.7土5.3*

0.625 10 136.7士25.8 43.9土 9.6 16.7土3.8 7.0土1.0 152.3土18.7 22.4土3.8 51.7土6.5

1.25 10 121.2土25.0 39.5土10.1 14.7:1:4.2 7.1土1.0 141.2土 6.3 20.7土2.6 51.6土3.7

2.5 9 120.2士22.0 35.0土 6.5 15.5:1:3.3 7.0:1:1.3 136.7:1: 6.7 22.8土4.3 55.8土4.4

1) Mean土SD
* Significantly different from control group at Pく0.05

ともに， 2.5%群のそれよりも大きい値を示した.2.5% 試験終了時の解剖・肉眼的観察では，腎臓の表面に水

群では体重比重量のみが有意な値であった.この成績は， 胞状隆起が， 0.156 %群雄1例， 2.5%雄 12例に認めら

勝脱粘膜の増殖性変化における用量関係と符合するもの れた.その他認めるべき変化は観察きれなかった.固定

である. 後の観察では1.25%群雄の勝脱粘膜に結節状の小隆起

肉眼的観察・病理組織学的観察成績: 試験途中死亡 がみられる例があった.

の 2.5%群雄2例，雌 1例はいずれも試験開始2週間以 病理組織学的観察で oppの摂取に関連してみられた

内の死亡で痩せが目立ち，解剖時に胃内容物は認められ 変化は腎臓の炎症性変化と勝脱粘膜の増殖性変化で，こ

ず，また腸管内にも極〈少量の内容物がみられたのみで れについては別に報告5)したが，腎臓の変化は 2.5%群

あった.組織学的には胃・腸をはじめ他の器官でも顕著 雌雄に，勝脱の変化は1.25%群雄において顕著であつ

な変化は観察されなかった. た.その他の器官・組織では特記すべき変化を認めなか
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Brain Heart. Spleen Thymus 

Table 6. Organ Weights 
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った

がん原性試験における投与量の設定: 化学物質のが

ん原性試験指針の多くはベ 3カ月程度の悪慢性試験の結

果から，対照群と比較し 10%程度の体重減少にとどま

り，中毒による死亡例がなしかっ一般状態に著しい変

化を示きない最大量を推定し，がん原性試験の最高用量

とすることを示している.

本試験で 2.5%群では死亡例もあり，体重抑制，腎臓

の障害も願著であった. 1.25 %群雄は体重抑制は最高

14 %で勝脱を除きその他に顕著な障害はなかった.雌は

体重抑制最大 7.5%で，その他に顕著な障害はなかっ

た.雄の体重抑制は最高 14%で指針の 10%を若干越え

るカミ勝脱粘膜で既に増殖性変化が観察され，また， oPP-

Naにおいて勝腕発がんの最高発現率を示した 2.0%群

に対応することを考慮して，がん原試験に用いる最高用

量は雌雄とも1.25%とすべきであると考える.

まと め

1.食品添加物・保存料(防ばい剤)オルトフェニルフ

ェノール (oPP)の 0.156，0.313， 0.625， 1.25および

2.5%添加飼料による F344/DuCrjラット雌雄の 13週

間にわたる飼育実験を行い， oppのがん原性試験におけ

る最高用量を求めた.

2.この聞の opp1日体重 kg当り平均摂取量 mg

は， 0.156%群雄 182，雌 202，0.312%群雄 391，雌 411，

0.625 %群雄 761，雌 803，1.25 %群雄 1669，雌 1650，

2.5%群雄 2798，雌 3014であった.

3. 0.156 %群， 0.313%群および 0.625%群雌雄では

全観察項目において顕著な変化は認められなかった.

4. 1.25 %群では摂餌量はや‘少し体重増加は抑制

され，その最大抑制率は雄 14%，雌7%で，雌雄肝臓重

量増加，雌腎臓重量の増加，雄勝脱重量の増加と組織学

的に粘膜の増殖性変化か認められた.

5. 2.5%群では摂餌量は少し体重増加は顕著に抑制

され，途中死亡例がみられた.尿の pHは低下し，潜血

発現例あり，血液学的には貧血がみられた.肝臓および

腎臓重量は増加し，腎臓では炎症性変化が顕著であった.

6.以上の成績を考察し， oppのがん原性試験におけ

る最高投与量(自司料3の添加濃度)は雌雄ともに1.25%

が適当と判断した.
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オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)のラット腸枕上皮細胞の

微細構造におよぽす影響

福森信隆ヘ佐々木美枝子ヘ平賀輿吾*

Effects of Sodium o-Phenylphenate (OPP-Na) on Ultrastructure 

of Bladder Epithelium in Rats 

NOBUT AKA FUKUMORI*， MIEKO SASAKI* and KOGO HIRAGA * 

Ultrastructural changes induced by sodium o-phenylphenate (OPP田Na) in the urinary bladder 

epithelium of male F344/DuCrj rats were examined by transmission electron microscopy. Animals 

were fed the experimental diet containing OPP-Na (2 % in diet) for 4 wks， and samples of the 

bladder were prepared once a week. The superficial cells with projection of small sharp-formed 

microvilli appeared， and the fusiform vesicles decreased in these cells. The nuclei became enlarged 

moderately accompanying the well-development of nucleoli and the proliferation of nucleolonema. 

The cell layers in the transitional epithelium incr巴asedprogressively and the length of superficial 

cells became also longer. After 4 wks feeding， the increase of dark-stained cells and a few mitoses 

of cells were often.observed. OPP-N a has been reported to cause the bladder cell tumor in F344 rats. 

It was suggested that these changes which came out earlier than progression of tumor are the 

prodromes of OPP-Na-induced bladder tumor. 

Keywords : sodium o-phenylphenate， ultrastructural alteration， bladder epithelium， rat 

緒言

オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)は

柑きつ類の保存の目的で防ばい剤として使用されてい

る.近年，当部で行った OPP・Naの経口摂取試験で勝脱

腫蕩の発生がみられ， 2%濃度で雄ラットに多発するこ

とが報告された叱腫蕩の発生は比較的早期から認めら

れ， 13週間摂取で手Liio期重，移行上皮癌か確認された.

このような観点から， OPP-Naによる勝目光粘膜上皮の

癌化への移行過程を初期の形態的変化として把握する目

的で， OPP-Naを連続経口摂取させた時の移行上皮細胞

の微細構造に対する影響について透過型電子顕微鏡を用

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)を用い 1週間期I[fじ飼育した後，異常の認め

られない動物を 5週令より実験に供した.飼育条件は室

温 25:t1 0，湿度 50:t5 %，照明時間 12時間の環境下で，

ステンレスケージに 1群 3匹ずつ収容した.検体は，

OPP-Na (ダウケミカル， Dowicide A， Lot N o. M M  

01044)を飼育用粉末飼料(日本クレア， CE-2)に2%の割

合で混合させ，固型化したものをろ過水道水とともに自

由に摂取させた.なお対照群は飼育用固型飼料(日本ク

レア， CE-2)を同様に与えた.摂取期間は 4週間とし，

4群設定した動物は各週ごとに放血屠殺を行った.勝脱

は尿道より注射筒を用いて生理食塩水で腔内を洗浄し

て， OPP-Na摂取開始後1， 2週では 0.3ml， 3，4週

では 0.4mlの3%パラホルムアルデヒド前回定液 (0.1

Mリン酸緩衝液， pH7.4)を注入し，一定の膨化状態を

保持させるため尿道部の結紫を行った.一晩氷室内で

固定液中に放置後，尿道部より頂部に向って切開し，勝

脱底部の一定部位から 3ヶ所の細切片を切り出し電顕用

試料と Lた.さらにO.IMリン酸緩衝液で洗浄後， 1%オ

スミウム酸(O.IMリン酸緩衝液， pH7.4)を用い， 1. 5時

間の後固定を行った.その後定法に従い，エタノール脱

水を行い，nーフゃチルグリシジルエーテルで置換し Epon

樹脂に包埋した.包浬した試料から厚さ約 1μmのトル

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 Japan 
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イジン青で染色した準超薄切片を作製し，光顕的観察を

行った後， Porter-Blum MT -2型ミクロトームで超薄

切片を得，酢酸ウラン・クエン酸鉛二重染色を施して日

立 HU-12A型電子顕微鏡にて検鏡した.

実験結果

光顕的所見 対照群は実験期間を通して変化がみられ

ず， 2 -4層の移行上皮層で腔側が被われ，核，核小体

の肥大，暗調細胞の増加などは認められなかった.投与

群においては投与後 1週では，細胞層は 3-5層となり，

I例に暗調細胞の増加がみられ，核，核小体で〉は軽度な

発達を示したが核分裂像はみられなかった.投与後2週

の細胞層は 3-5層で1週目と大差を認めないが暗調細

胞の増加がみられた.核，核小体の発達は良好で肥大傾

向を示し， 3例中 2例に少数ではあるが基底細胞層で核

分裂像が認められた.投与後3週での移行上皮層の変化

は， 2週とほぼ同程度を示した.投与後4週では，細胞

層は 3-8層の層厚となり限局性に多層化した上皮細胞

を認める部もみられ，それらの多くは過染性を示す暗調

細胞の増加を伴っていた.核の肥大は顕著で、，核小体の

増大， chromatinの分散，増加を示し，粘膜固有層に接

する基底細胞層で核分割象が散見された.これらの変化

は，細胞層の多層化した部で特に著しかった.なお，上

皮細胞下の筋層，竣膜での変化は明らかでなかった.

電顕的所見超薄切片像で観察すると，対照群の正常

細胞では腔側に存在する表層細胞はやや大型化し表面に

細胞の不規則な突出がみられた.細胞は相Eに突起を出

しjunctionalcomplexにより結合され， desmosomeが'

時折みられた.細胞質内には fusiformvesicleが大小不

同の大きさで散在しており，細線維の綱工を呈するtono-

filament， mitochondria， Golgi装置などが観察された

(Fig.l ).投与後l週では，対照群と大差がみられない

カ九一部腔側の表層細胞面に少数の短小な microvilliが

みられる細胞を認め，その細胞では fusiformvesicleが

減少する似向を示した (Fig.2).核，核小体は軽度に肥

大し nucleolonemaの発達がみられたが， tonofilament 

の増減は明らかでなかった.投与後 2， 3週では，表層

細胞の microvilliが全例に軽度で、はあるが増加がみら

れ，細胞聞の間隙が入り組み細胞の背高が高くなる傾向

を示した (Fig.3， 4， 5).細胞質内の fusiformvesicle 

は減少を呈したが， tonofilamentには変化がみられなか

った.核，核小体はさらに肥大し nucleolonemaが明瞭

な網工を呈した (Fig.3).最表層部でみられた暗調細胞

は萎縮傾向があり， organellesの構築が不明瞭で、不整な

核膜を持つ核濃縮がみられ壊死像を認めた.投与後4週

の表層細胞での microvilliは2，3週に比べ増加し，全

体的に伸長しているが，細胞により若干の程度の差が認

められた. Microvilliの多い細胞では fusiformvesicle 

の減少が著しし消失も認められた.多層部の上皮細胞

では間際の離聞がみられ， junctional complexの突起で

接合された像がみられ(Fig.7)，また腔側の表層部で

は，暗調細胞も認められた (Fig.6).核，核小体の肥大

は継続しており， nucleolonemaの増殖が著しく (Fig. 

6， 7)，分裂像をも観察された (Fig.8).細胞の背高は

対照群が比較的扇平な形を呈するのに比較して高〈伸長

し (Fig.6)，また隣接細胞の接着部での infoldingされ

た骸入の長さが増加する傾向を示した.他の organelles

の変動は著変が認められなかったが， mitochondriaは

投与群の表層細胞に幾分多くみられる傾向を示した.

考察

勝脱が癌化する過程は様々な段階を経るが2L今回行っ

た検索では癌原物質に暴露されてから極めて初期に進行

する微細構造の変化を電顕的観察によりとらえた. 2% 

OPP-Naの摂取で腫療が多発することから日i農度を 2%

に設定して粘膜上皮の初期変化の過程を経時的に観察し

たところ，投与後2週頃から表層細胞の変化が認められ

た

移行上皮細胞の層厚は投与後3週まで対照群と比較し

て若干増加している部がみられたが著しい差異がなく，

一方4週では，細胞の多層化が顕著な肥厚部をも認めた.

4週でみられた多層化は，N-butylωN(4-hydroxybutyl)

nitrosamine (BBN)などの勝脱発痛の際，投与後約6週

で細胞層が5-7層にぴまん性の増生を認める単純性過

形成期の変化2)に近似することから過形成の初期である

と考えられ，今後さらに細胞層の増生が形成される‘と思

われる.

細胞増殖を行う核分裂は，結合組織に接する基底細胞

側で少数ではあるが投与後2週から散見された.一般に

移行上皮細胞では細胞分裂像を認めることが困難で、ある

がへ今回投与群で観察されたことは細胞増殖がかなり

早い時期から促進されていると考えられる.さらに投与

後 l週より観察された核の肥大，核小体の増大， nucleo-

lonemaの増加，分散は 4週まで漸次増強されて継続して

いたことと関連して，核への OPP-Naの強い作用が示唆

される.先に検索した肝細胞に対する OPP-Naの影響で、

は，投与後 1週より核，核小体の肥大傾向および摂取期

間中の肥大の持続は認められたが，肝細胞での細胞分裂

像はみられなかったの.いずれも核の活発な機能完遂を意

味するれ勝脱の粘膜上皮と肝細胞とでは細胞分裂の有
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無から考慮して作用の相違が考えられるが明らかでな

し一、.

表層細胞でみられた過染性を示す暗調細胞は，対照群

ではほとんど認められないが投与群で増加しており，核，

細胞質の変化から壊死過程の像と思われる.細胞の背高

は対照群が比較的扇平な形状を呈するのに比べ，投与群

の特に多層化した部では背高が高く伸長し，隣接細胞との

蔽入が深くなっていることから粘膜上皮細胞の離脱か担

こりにくい状態であると考えられる.

表層細胞層の腔側に接する細胞面は，正常細胞におい

ても平面な構築ではなく凹凸の突出がみられるが，投与

群では先端が鋭角を呈する microvilliの出現が観察さ

れた.投与後1週の形態は一部の細胞で少数ではあるが

短小形を示し， 2週頃からは背高が伸長してぴまん性に

みられ，以後増加する傾向が認められた.腔側の表層細

胞を走査型電子顕微鏡で観察すると，正常細胞では通常

六角の多角形の境界を持ち表面が microridgeと呼ばれ

る敏壁から形成されている明のに対して，投与群でみら

れた microviIliの増加は，癌化する移行過程で紋壁の離

断が行われ，その離断部がmicrovilIiとなり突起すると

解される.癌化の過程では，はじめ短小同長の microvilli

が出現し漸次増加して，以後腫蕩細胞では大小不整の

microvilliが表面に密在する.不整な microvilliが明瞭

に確認されるのは，約8週前後の乳頭状あるいは結節状

過形成の時期といわれている2) さらに N-methyl-N-

nitrosoureaで発生する乳頭腫においても，表層細胞の

腔側に著しい microvilliの増加を認めている剖'. Micro-

villiの出現は移行上l皮細胞の腫蕩化への進行に不可欠

な現象である.今回の観察で投与後早期から microvilli

の出現を認めたことは，腫蕩細胞に比べて顕著な密在が

認められず，また投与後2，3週では不完全な三角状を

呈する microvilliが多かったことなどから，以後 opp-

Naの投与の継続により一層密に伸長した microvilliが

増加すると思われる.

細胞質の fusiformvesicleは膜構造を持ち腔側の表

面と連続することから，細胞膜の蔽入が分岐されたため

空胞として観察される.投与群では microvilliの増加に

{半ってこれらの空胞が減少することから， microridge 

の離断による細胞膜の一連の変化に関連した現象と考え

られる.また tonofilamentの変動は全期間を通して明

らかでなかった.臆蕩細胞では， fusiform vesicleの減

少およびtonofilamentの増加附や減少2)がみられるこ

とから，今回観察した 4週までの期間でtonofilament

の増減が明らかでなかったことは，未だ臆蕩化に至らな

い状態と思われる.

移行上皮癌は，明細胞，暗細胞を構成して，核の異型

性，分劉象とともに多数の不整な microvilliを持ち，そ

れらが相Eに組みあって発育し， fusiform vesicleの減

少，消失を特徴とするべ今回の観察は，癌化する過程の

極めて初期の変化であり，主に核， microvilli， fusiform 

vesicle， tonofilamentの旗揚細胞の特徴に着目して行

ったところ，表層細胞の腔側面での変化が投与後早期か

ら出現することがわかった.これらの変化は，勝脱移行

上皮の細胞層の増生と細胞分裂があまり多くないことか

ら過形成の初期の段階と考えられるが，批網構造の変化

は明らかに正常細胞とは異なり，microvilliの増加，fusi-

form vesicleの減少などの変化した状態が更に継続し

て腫蕩化への進行を示唆すると考えられる.
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Explanation of Figures 

Fig.1. A superficial ceIl (S) of the normal bladder 

epithelium仕omthe male F344 rat. The 

various forms of protrusion on the surface of 

large cell and numerous fusifofln vesicles (V) 

in the cytoplasm are seen. The junctional 

complex (arrow) between the ceIls was made 

up by complicated membrane. X 8900 

Fig.2. A portion of the superficial ceIls from the rat 

fed with 2 % OPP-Na for a week. The surface 

ceIls are covered with smaIl microvilli (a汀 ows)

slightly accompanying the decrease of fusifor-

m vesicles (V). X 9600 

Fig.3， 4. A portion of the superficial cells from the 
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rat fed with 2% OPP-N a for two weeks. There 

is further increase and elongation of microvilli 

on the surface into the lumen. Fig.3 X7800 

Fig.4 X7800 

Fig.5. A portion of the superficial cell from the rat 

fed with 2% OPP-Na for three weeks. A 

sharp-pointed microvilli， enlargement of nucl-

eus (N) and slight increase of mitochondria(M) 

are observed. X 7700 

Fig.6， 7， 8. A portion of the epithelial cells from 

the rat fed with 2% OPP-Na for four weeks. 

The dark cell(DC) is seen among the superfici-

al cells， and then the length of cells seems to 

become longer(Fig.6). The cellular surface 

detached from other cells are observed at the 

part of numerous layers(Fig.7). The well-deve-

lopment of nucleolonema (Fig.6. 7) and the 

telophase of mitosis(Fig.8) in the epithelium 

are also shown. Fig.6 X 7000， Fig.7 X 5200 

Fig.8 x6900 







b

f

h

一6
6

5

7

6

7

6

9

4

8

6

5

5

0

6

2

6

2

5

9

3

5

5

6

5

1

6

3

5

0

5

3

4

4

4

8

5

5

N

o

a

-

-

1

1

1

1

1

2

2

1

1

1

1

1

1

1

1

2

 

市
?
ム

r
A

一

/
U
-

r
f
o一一

円

.
o
d町一

a

p

L

h

-

凶

阿

川
J

一0
2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

0

2

D

h
目一O

一
V
ニ

n
d
F
 

o
u
-
o
 

Q
U
-

Ann. Rep. To紗oMetr. Res. Lab. P.H.， 35， 1984 426 

Urinalysis 
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+ *州

Table 1. 

Protein1) Glucose2) Ketones2) 

一::!::+ *州出ー土 + 
pH 

6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 

ハ
V

A

U

凸
U

A

U

A

u

n

u

n

υ

n

υ

n

u

n

u

凸
U

A

V

Q

U

A

V

Q

u

n

u

n

v

n

u

o

u

凸
U

A

U

A

V

凸
u

t

A

A

u

n

u

n

v

n

υ

n

u

A

U

O

U

凸
U

凸

リ

ハ
U

白
U

η

i

n

u

n

u

唱

E
A

噌

E

A

n

y

μ

ι

u

ι

U

F

b

巧

d

巳
U

巧

t

ι

U

H

U

A

官

0

0

ι

U

F

b

F

D

n

υ

R

U

。

ん

民
U

9

b

F

b

n

Y

9

d

F

b

F

b

F

U

F

b

1

i

£
U

司

リ

ロ

d

ハ
リ

H
U

つd
a
惜

泊

噌

A

-

t

i

F

b

F

b

τ
，
A

1

E

-

a

唱
E
ム

円

ノ

“

内

火

】

tE-A

唱
E・
晶

旬

E
ム

噌

Ea-

唱
E
ム

唱

E
ム

ハ
H
V
A
H
u
n
H
V
A
H
v
n
u
v
n
H
V
A
H
u
n
H
V
A
H
U
A
H
V
A
H
U
A
H
U
A
H
u
n
r“

AHU

噌
1
ム

ハ
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
v
n
H
v
n
H
V
A
H
v
n
H
v
n
H
u
n
H
v
nノ“

AHV

噌
'
A
A
H
u
n
t
u
A
H
v
n
H
v
n
H
V
F
h
d

A
H
V
A
H
υ
A
H
υ

ハ
H
V
A
H
v
n
H
v
n
H
V
A
H
U
A
H
V
A
H
U
A
H
V
A
H
V
A
H
V

咽

'
A
n
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
v
n
H
V
A
H
V
A
H
V

噌2
4
A
H
V

唱
E
A
A
H
v
n
r“

A
H
u
n
/“
ハ
H
v
n
t
u
A
H
V

丹ノ“

n
H
v
n
f“

A
H
V
A
H
V
A
H
v
q
t
u

n
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
u
n
H
V
A
H
V
A
H
U
A
H
V
A
H
U
A
H
U
A
H
V
A
H
V
A
H
U
A
H
v
n
H
V

唱
'
A
n
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
v
nノ“

A
H
u
n毛
U
A
H
v
n
r
u
n
H
u
q
t
u
n
H
v
nノU
A
H
V
4
4
A
n
H
V

のノ“

A
H
v
nノU
A
H
v
nべ
U

6

M

5

口

6

U

6

M

U

4

8

6

5

5

7

6

0

6

2

5

9

3

2

5

2

5

7

6

8

5

3

5

6

4

7

4

6

5

4

噌Eム
噌

Eム
句

Eム
内

ノ

μ

唱
B4

噌Eム
司

E
ム

句

Eム

A
H
v
n
H
V
A
H
V
A
H
u
n
H
V
A
H
V
A
H
U
A
H
V
A
H
V
A
H
v
n
H
v
n
H
v
n
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
U
A
H
u
n
H
V
A
H
v
n
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
U
A
H
u
-
-ム
ハ
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
U
A
H
v
n
H
V
A
H
V

唱

E
4
n
H
V
A
H
V
A
H
V

唱

EA

p
n
v
p
n
u
戸

hυ

巧，・

p
h
u
n，・

n
h
v
n
w
d
'
A宝

n
k
u
p
n
υ

戸

h
d
F
h
d
A
H
v
p
h
u
n
r“

pnu

のノ
μ

戸

h
J
u
n叫
d

n
べ
υ
F
h
d
F
h
υ
p
h
V
F
h
J
V

ハ
H
v
p
n
v
nべ
U
F
h
υ
A
H
U
F
h
J
u
n
t
υ
a
n
y
q
t
u

，
a
ι
n
x
U
F
h
d
d
A
E

唱

'

ム

守

Eム
内

ノ

u

n

r

“

噌

E

A

'

E

ム

司

Eム
噌

E
A

噌E
A

噌Eム
唱

E
A

唱
E

A

O

Y

U

ハ
U

n

u

n

U

A

U

A

リ

ハ

リ

ハ

り

ハ

り

A

U

A

U

n

u

n

u

n

U

A

U

A

リ

ハ

リ

A

U

A

U

A

U

ハ
U

A

U

A

U

A

U

A

U

ハ
リ
ハ
U

n

り

A

U

A

U

ハ
U

A

り

ハ

リ

ハ

リ

n

U

A

U

A

U

A

U

-

-

6

6

5

7

6

7

6

9

4

8

6

5

5

0

6

2

6

2

5

9

3

5

5

6

5

1

6

3

5

0

5

3

4

4

4

8

5

4

 

句EA

噌E
A

噌a
A

唱E』
守

Eム
句

Eム
の

ノ

“

n
，

“

噌

E
A

噌
Eム
句

Eム
噌

『

ム

噌

Eム
唱

Eム
噌

a
A

唱
E

A

O

Y

臼

ハ
リ
ハ
リ
ハ
り

A

U

A

U

A

U

n

u

n

u

n

u

n

U

A

り

ハ

リ

ハ

U

A

U

A

U

A

U

A

U

A

U

A

U

A

U

ハ
U

A

U

A

U

A

リ

ハ

リ

ハ

U

A

U

A

U

n

り

A

U

A
リ

ハ

U

A

U

A

U

A

U

A

u

q

L

A

U

A
H
V
Aり

1
ム

ハ
U

n

u

n

v

n

U

1

A

A

り

1
ム
ハ
H
V
Aり
の

L

A

A

1

4

F

h

d

n

L

1

ム
ハ
り

1

4

n
り

1

A

η

L

n

d

n

r

U

F

O

-
ム

A
A
n
L
η
t
u
-
-ム

1
4

ワ
u
p
o
n
J
T
i
q
t
U
4
4

4
ゥ
，

t

i

A
官

q

u

n

u

q

u

R

U

1

よ

A値

z

q

d

同

b

ヮ
“
円
t

q

d

η

t

q

d

F

b

つ
d

A

せ

つ

ム

ワ

白

。

b

Q

U

つ
d

F

b

p

b

o

o

q

d

9

d

d

告

白

U

ワ
u

c

u

T

よ

A
せ

n
v

£
U

司

自

よ

司

E
A

2

7

3

1

3

2

3

8

2

0

2

8

1

6

2

9

1

5

2

3

1

2

1

5

0

0

0

1

0

4

0

6

0

2

0

3

0

5

 

司

自

」

司

自

ム

噌

E
i

A
U

内
L

A

U

n

L

A

U

R

U

A

U

F

D

叩

i

q

J

1

i

n

L

ハ
U

η

J

A

U

-

-

A

U

唱
i

A

U

-

-

A

u

n

u

n

U

A

り

A

U

A

U

A

U

n

u

n

U

A

U

n

u

n

リ

ハ

リ

n

u

n

u

n

u

n

U

A

U

A

U

A

U

A

U

n

U

A

リ

ハ

リ

ハ

U

A

U

A

U

A

U

n

り

A
リ

ハ

リ

ハ

リ

ハ

U

A

U

n

U

A

り

A

U

A
リ

ハ

リ

A

U

A

U

n

U

A
リ

ハ

リ

ハ

リ

ハ

U

A

U

A

U

A

U

n

u

n

u

n

u

n

U

A

り

ハ

リ

ハ

リ

A

U

A

U

n
り

唱

i

n

り

唱

i

A

U

q

J

A

U

q

t

u

n

u

q

d

n

U

F

U

A

り

P
O

咽

i

q

J

n

u

-

-

A

U

咽

i

A

り

句

i

A

U

A

U

A

U

噌
i

A

U

A

U

A

U

A

リ

ハ

リ

ハ

リ

ハ

リ

ハ

リ

ハ

り

の

L

白り

A

U

A
リ

ウ

t

1

1

η

t

の
L

唱
i

n

u

n

3

q

L

η

d

q

ο

n

u

η

G

A

U

胃

i

q

d

1

ょ

1

i

n

v

d
笹

山

U

F

U

A

U

1

i

n

u

の
占
ハ
U

A

U

A

り

つ

L

n

u

n

u

n

り

つ

ん

凸

り

F
U

吋
Eム

T

ょ
っ
ρ

1

i

n

i

q

d

門，
t

'

ー

の

L

A

U

A

U

Z

A
り

つ

d

A

V

F

U

1

i

q

O

1

i

A

仏

z
q
L
s
a
τ
1
i
n，t

A

せ

に

u
q
a
n
w
d

つ
b

q

d

ワ

白

に

り

凸

り

に

U

A

V

A

V

A

u

q

r

M

A

U

-

-

唱

ai

噌，ょ

q

、u
門
'
'
内
屯
υ
n
r“
内
〆
“

n
r“
。
，
u
n
l“
内
ぇ
υ

噌『ム

qtu

司
1
4
nノ
“
唱
E
A
nノ
“
内
ノ
“
。
ノ
“
唱
E
A
nノ
“
司
1
ム

の
r
μ
η
r
u

唱
E・4
a
&
1
η
λ
“
噌
1
ム
内
ぺ
υ
F
h
υ
n
J
u
n《
υ
n
r“

4
4
A
n
r“

q
t
υ
n
H
v
η
t
u

司
t
A
p
h
u

の
ん
円
，
4

1

i

A

U

'

A

A

U

-

-

'

i

唱
i

唱
i

唱
i

1

i

n

リ

ハ

リ

y

i

1

i

1
よ

1

i

A
り

q

L

n

U

1
よ

n
り

A

U

A

U

A

U

t

A

司
i

唱
i

'

i

q

d

唱
i

q

L

τ

よ

4仏
I
1
i
s
a
τ
T
i

1 

3 

35 

2 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

15 

11 

13 

17 

24 

30 

52 

1) -: negative， ::!:: : trace， + : 30mg/dl， * : 100mg/dl， 十件 : 300mg/dl， fttj: >1000mg/dl. 

2) 一 : negative， ::!:: : trace， + : small， イ十 : moderate， 榊 : large. 3) macroscopically examination 

a) examination before the beginning of administration. 

Labstix@-II (Ames Division， Miles-Sankyo Co.， L TD.) of reagent strips was used for the 

assessment of pH， protein， glucose， ketones and blood in urine. 
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結果および考察 mm以下で(Photo1)， 52週では直径2mm程度のもの

強制採尿法による尿検査成績を Tab!e1， 2に示した. もみられた.それらの割面には年輪様の模様が認められ

投与群と対照群との聞に特に相違がみられたのは pH， た(Photo2).ケイ光X線分析法による結石の成分元素

潜血および、結石であり，対照群では pHは7前後を示じ， は多いものから Ca，P， Na， Mg， S， Fe， Alの順に検出さ

i替血および結石は認められなかった.また蛋白量は投与 れた.潜血および結石は，投与群全ての個体が少なくと

群でわずかに低下傾向がみられ，ブドウ糖，ケトン体は も1回は観察期間中陽性を示したが，その陽性は持続的

両群ともほとんど陰性であった.この他，投与群では強 でなく測定週ごとに結果が異なった.なおベルト上に自

制採尿法で尿が出にくくなり， 1回の採尿量も少ない傾 然排尿した尿でも潜血は 6週目からみられ，それ以降の

向がみられた.また尿の色調は投与初期より薄い傾向が 全測定週で検出された.また 44週以降には粕調な暗赤

みられたが， 24週以降には赤褐色あるいは乳白色の尿も 色の血尿(以下肉眼的血尿とする)が観察されるように

みられるようになった. なり，その後日時の経過とともに例数が増加した.この

OPP-Na投与により， pHは上昇傾向を示し， pHメー 症状を示したラットは次第に眼球の赤色が薄れ，貧血様

ターによる測定値ではどの週も対照群より高しある個 となり，死亡し，その剖検例には全例勝脱腫蕩が確認さ

休では最高値 8.2を示した.潜血は 6週目より陽性例が れた.

みられ， 10週以降では全ての週で認められた.結石は 11 これまで，同じ強制採尿法により OPPおよびOPP-

』週目に 1例みられ，その後は 24週以降全ての週で多発 Na投与ラットの尿検査が行われている←6). OPPー

した. 1回の採尿でラット当り数個~数十個の石が含ま Na 13週試験4)では pHの上昇はみられたが，潜血およ

れており，大きさは 24週-35週日では大部分が直径1 ぴ結石は観察きれなかった.また OPP13週試験5)では

8週， 12週の時点でpHの低下，潜血を認めているが，

Tab!e 2. The pH of urine 結石はみられず，結石は OPP91週試験6)で， 30週， 90 

Week Dietary No. 

on leve! of of pH (range) 

study OPP-Na(%) rats 

0') 。 6、 6.7土o. 18b)( 6.5-7.0) 

2 15 6.7土0.33(6.0-7.2) 

1 。 5 6.6土0_17(6.4-6.8) 

2 12 7.3土0.28(7.0-7.9) 

2 。 6 7.0::!::0.28 (6.7-7.5) 

2 9 7.4土0.20(7.1-7.6) 

3 。 6 7.0土0.48(6.4-7.7) 

2 15 7.6土0.28(7.2-8.2) 

4 。 4 7.3土0.28(6.4-7.4) 

2 15 7.4土0.34(7.0-8.2) 

5 。 4 7.2::!::0.29 (7.0-7.6) 

2 11 7.5土0.31(7.1-8.0) 

6 。 3 7.4土0.40(7.0-7.8) 

2 10 7.6土0.31 (7.3-8.0) 

7 。 4 7.3土0.28(6.9-7.5) 

2 18 7.6::!::0.33 (6.8-8.0) 

a) examination before the beginning of 

administration. 

b) mean土SD.

A pH meter was used for determination on 

pH of urine. 

週の時点で認めている.一方，音IJ検例で勝脱表面の観察

が行われており，結石は OPP13週投与で少数例しか確

認されていなし、ω.

OPP-Na投与によりみられた尿の pHの上昇は検体

のアルカリ性に基づくものであると考えられる.潜血は

今回， 6週以降に投与群の全例にみられたが，その発現は

散発的であり， 13週の時点では，その発現率も低いこと

から，OPP-Na13週試験4)で1替血が観察きれなかったこ

とは， 1回の測定による偶然的な相違によるものと考え

られる.この潜血については，腎の障害が早期にみられ

ることから，腎に由来していると考えられ， 44週以降に

みられた肉眼的血尿については勝脱腫蕩の増殖時期と比

較的一致していることから勝脱に由来していると推測さ

れる，

結石が勝脱腫療を誘発し得ることは良〈知られている

がヘ OPPおよびOPP-Na投与後13週以内に認められ

た結石は，今回OPP-Na投与による検査では， 11週目で

1例であった.これまでの OPPおよび、OPP-Naの 13

週試験州の尿検査では結石は認められていない.また

OPP 13週投与での勝脱表面の観察3)でも結石はわずか

しか確認されていない.ところが，OPPおよび、OPP-Na

投与後13週でOPP-Naでは勝脱癌2)，OPPでは乳頭腫

や過形成3)の発生を認めている.一方，国北8)はジフェニ

ルの Wistarラットへの 2年間投与で高率に結石を認
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めているが，勝脱癌の発生はみていない.以上のこと 19， 303， 1981 

から OPPおよびOPP-Naにより発生する勝脱結石と 3)Hiraga， K. and Fujii， T. ; Fd Chem. Toxic.，in 

OPPおよび'OPP-Naの勝脱癌誘発との聞に強い因果関 ρress 

係はないように思われる.発癌の起こる 13週よりも前・ 4)井口重孝，田山邦昭，平賀興吾:東京衛研年報， 30 

に，尿中に常在するリン酸アンモニウム・マク、、ネシウム ー2，67， 1979 

等の無機結晶成分の増減あるいは肉眼的に観察きれない 5) 中村清純，井口重孝，池田虎雄，平賀輿吾:東京衛

微小結石の有無等についてさらに検討する必要があるよ 研年報， 32-2， 33， 1981 

うに思われた 6)中村清純，池田虎雄，井口重孝，平賀輿吾:東京衛

文 献 研年報， 33， 434， 1982 

1)石館守三監修:食品添加物公定書・解説書， B -158， 7) Chapman， W. H.， Kirchheim， D. and McRoberts， 

1979，広川書庖 ]. W. : Cancer Res.，33， 1225， 1973 

2) Hiraga， K. and Fujii， T. : Fd Cosmet. Toxicol.， 8)田北雅夫:奈医誌， 34， 565， 1983 



Photo 1. Micro calculi in urine of a male F344/DuCrj rats fed 

diet containing 2% OPP-Na for 23 wks. 

Photo 2. Cut-surface of a calculus. 
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オルトフェニルフェノールナトリウム(OPP-Na)の添加飼料を与えた

ラットにおける宿主経由試験

藤田 博ヘ小嶋昭江ヘ佐々木美枝子へ平賀輿吾ホ

Assay of Host-Mediated Mutagenicity by S. typhimurium and E. coil in Rats 

Fed Sodium o-Phenylphenate (OPP-Na) 

日IROSHIFU]ITA*， AKIE KO]IMAヘMIEKOSASAKI* and KOGO 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-

mediated assay， 変異原性 mutagenicity

かんきつ類のかぴ防止剤として使用許可されているオ

ルトフェニルフェノール(以下 OPPと略す)およびその

Na塩(以下 OPP-Naと略す)の安全性については，当

部において種々の検討が行われている1-9).OPPあるい

はOPP-Naは，ラットを用いた長期投与試験において

勝脱腫蕩が発生したことから発がん性が認められ

た8，9)また OPPは，培養細胞に姉妹染色分体交換(SCE)

および染色体異常を誘発することが報告されている 6，1)

一方，バクテリアを用いた突然変異誘起試験の結果につ

いては，一部の弱い変異原性陽性の報告即日はあるが，わ

れわれの結果を含めて陰性の報告12-16)が多い.

OPPおよびOPP-Naは，発がん性が認められるにも

かかわらず，バクテリアに対する変異原性か検出きれな

いか非常にされにくい invitroの試験系では，変異原

性を有する代謝物質が生成していない可能性が考えられ

ることから，われわれは，in vivoにおける代謝を加味し

た宿主経由試験17.18)を行ってきた.前報19)に，最高 1500

mg/kgのOPP-Naを経口投与あるいは筋肉注射した

F344ラットとインデイケータとして大腸菌 WP220)あ

るいはサルモネラ菌 TAlO021)を用いて宿主経由試験を

行った結果が陰性であったことを報告した.前報のよう

な一回投与では，十分な量の代謝物質が生成していない

可能性が考えられることから，今回は，腫蕩の発生した

状態に近い添加飼料を与えたラットでの宿主経由試験を

試みることにした. F344ラットを用い臆場が最も多く

発生した OPP-Na2 %添加飼料を与え，インデイケー

タとしてサルモネラ菌 TA9821)， TAI00および大腸菌

WP2を用いた宿主経由試験の結果について報告する.

材料および方法

試料 OPP-Na投与群には OPP-Na(ダウ・ケミカ

ル社製， Dowicide A， Lot No. MM8208017B)を飼育

用粉末飼料(日本クレア製， CE-2)に2%の割合で混和

し固形化したものを，対照群には無添加のCE-2を水と

ともに自由に領取させた.

動物 F344/DuCrj雄ラット(日本チヤールス・リノ〈一

社)を 4週令で購入し， 1週間の予備飼育後の 5週令か

ら添加飼料を与えた.投与期間は 3，7および14日間と

した.

菌株 Salmonella tythimurium T A98(hisC二bio-，

uvrB-， gal-，げa-，pK恥nOl)21)，TAlOO(hisG-， bio-， 

uvrB-， gal一， 1プ包- pKMI01) 21)および Escherichia

coli WP2(trp-， HCR-)20)を用いた.これらの菌をブロ

ス(栄研化学社製)て)夜培養した.この培養菌液を遠心

(3， OOOr.p.m. X 10min)し，1/5量の新しいフゃロスに懸濁

し用いた.

宿主経由試験対照群あるいはOPP-Na投与群のラ

ットの腹腔に調製菌液 3mlを投与した. 菌液投与後

2.5-3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ブをさし込み，

中に溜る菌液を胃ゾンデを用い回収した.回収菌液中の

復帰変異体数および生存菌数は，前報18)に述べた方法に

より求め， 108・生存菌数あたりの復帰変具体数を算出し

た.対照群と OPP-Na投与群の比較には， Mann-

WhitneyのU一検定22)を用いた.

*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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結果と考察

OPP-Na 2 %添加飼料を与えることにより摂取さ

れたOPP-Naの量を表 1に示した.投与期間中の

OPP-Na総摂取量は， 3日投与群で約 500mg， 7日投

与群で約 1，500mgおよび 14日投与群で約 3，400mg 

であった.また 1日あたりの平均摂取量は， 1，600-2， 

200 mg/kgであり，これは Hiragaら叫による長期投与

試験において，最も多くの腫療が発生した OPP-Na2 

%投与群の値よりやや多かった.

宿主経由試験の結果を表2に示した. T A98， T AI00 

およびWP2を用い， OPP-Naを3，7および 14日間

投与して行った試験において，対照群と OPP-Na投与

群の聞には， 108・生存菌数あたりの復帰変異体数に有意

な差は見られなかった.なお，TAI00を用いた場合に，

各投与期間の聞で値が大きく変動した.これは TA100

の投与菌液培養中に生じた自然復帰変異の頻度の違いが

原因であろうと考えられる.

表1. 宿主経由試験におけるOPP-Na摂取量

投与日数
菌株

3 7 14 

TA98 

TAI00 

WP2 

1) mg/rat 

5061) 

(1637)2) 

666 

1494 

(1965) 

3458 

(2033) 

1534 3404 

486 1384 

(1807) (2091) 

2) mg/kg/ day 

3310 

(2193) 

菌株

表2. OPP-Na添加飼料を与えたラットとTA98，TAI00およびWP2を用いた宿主経由試験

平均::!:S.D.
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1.33 
1. 01 

2.26 
2.65 
1.14 

2.05 
3.31 
3.11 
1. 74 
2.95 

1.16 
2.38 
3.49 
2.96 
2.33 

4.14 
3.24 
1.50 
2.64 
4.16 

2.20 
1.18 
2.81 
1.09 
1.83 

復帰変異体数

/108生存菌数

27.87 
22.56 
28.71 

16.37 
17.74 
23.68 

9.76 
10.57 
12.54 
9.77 
10.51 

18.97 
15.55 
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10.73 

16.18 
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3 
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in vitroの突然変異誘起試験が陰性であることから，

in vi仰の代謝によって生成する代謝物質の変異原性を

検索するために宿主経由試験を行ってきた.前報18)に，

最高 1，500mg/kgの経口投与あるいは筋肉注射によっ

て行った宿主経由試験は，陰性であったことを報告した.

前報の一回投与では，十分な量の代謝物質が生成してい

ない可能性を考慮し，発がん性を認めた状態に近い添加

飼料を与えたラットを用いた宿主経由試験を行ったが，

本試験においても陰性の結果であった. OPP-Naの代

謝については，牛山ら 5)が排t世について検討し，主たる尿

中代謝物は，グルクロン酸抱合した OPPおよびフェニ

ルハイドロキノン(以下 PHQと略す)であることを報告

している.しかし，この PHQについては， TA98および

TA100を用いた invitroの突然変異誘起試験において

変異原性は認められない(未発表データ).OPPあるいは

OPP-Naの変異原性が宿主経由試験においても検出さ

れないのは，変異原性を有する代謝物質が存在するとし

ても，その量が少かったり，腹腔におけるバクテリアと

の接触時聞が少いために検出できないか，あるいは勝脱

腫痕の発生という点から考えて勝脱においてのみ生成す

る可能性がなお残るが，むしろ，多くの invitroの陰性

の報告も考えあわせると，用いているバクテリアに感受

性がないことが原因ではないかと考えられる.

Amesら23)は，サルモネラ菌 TA系を用いた突然変異

誘起試験において， 175の発がん物質のうち 10%に変異

原性が検出きれないことを報告している.最近 Ames

ら24-26)は，これまでの菌株では検出できなかった発がん

物質(特に過酸化物)の変異原性を検出することができる

菌株を開発し，テスト菌として加えることを提案してい

る. しかし，バクテリアの系だけでは，全ての発がん物

質の変異原性を検出できない可能性が高いことから，培

養細胞などを用いた系の中からバクテリアの系を補う

in vitroの短期試験系を選定する作業が世界的に推進さ

れている 27) OPPあるいは OPP-Naも，発がん性が

認められ，培養細胞に SCEを誘起するにもかかわらず，

バクテリアに対する突然変異の誘起が検出きれない注目

すべき発がん物質の一例であろう. OPPあるいは

OPP-Naによる発がんの機構については，当部におい

ても検討が進められつつある.

要 "'" 回
オルトフェニルフェノール 2%添加飼料を与えた

F344雄ラットとインディケータに S.typhimurium 

TA98， TA100および E.coli WP2を用いた宿主経由試

験を行った.投与期聞が 3，7および14日間の試験にお

いて， OPP-Na投与群の復帰変異体数は，対照群に対

して増加しなかった.
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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 2報)

腫揚性および非腫楊性変化について

坂本義光ぺ神谷信行ぺ池田虎雄ヘ平賀興吾*

Inhalation Experiment of Chromite Ure Residue Dust on Rats for 2 Years (II) 

N eoplastic and N onneoplastic Lesions in Various Urgans 

YOSHIMITSU SAKAMOTOぺNOBUYUKIKAMIYAホ

TORAO IKEDA *and KOGO HlRAGA * 

A long term inhalation toxicity of chromite ore residue dust on male F344/Ducrj rats was 

studied. Animals were placed in an inhalation chamber and exposed to chromite ore residue dust 

at concentrations of 0.2 and 1 mg/m3 and JIS dust for industrial testing No. 11 at 1 mg/m3 for 24 

hours a day， 7days a week， for 105 weeks， In these animals， histological changes caused by chromite 

ore residue dust were observed in various organs except the respiratory system previously reported. 

Many types of neoplastic and nonneoplastic changes， so called spontaneous lesions in aged rat， 

were observed common to animals of all the groups. The incidence and severity of these lesions in 

chromite ore residue dust groups were similar to those of control and JIS dust group. In this study， 

neoplastic and nonneoplastic lesions suspected to have been caused by chromite ore residue dust 

were not observed. 

Keywords : chromite ore residue dust， rit， 2 years inhalation， histopathological changes 

緒 ー=吾
日 が，そのうちクロム鉱きいに含まれるクロム濃度は水溶

クロム鉱さい粉じんを 0.2 および~1 mg/m3の濃度で 性クロムが 1.2%，水不溶性クロムが1.6%の割合であ

2年間昼夜連続でラットに吸入暴露し，経気道摂取によ った.また JIS粉体ではケイ素が最も多く含まれ，クロ

る鉱きい粉じんの生体への影響を観察した.得られた結 ムは当部の原子吸光分析結果では検出限界(0.02ppm) 

呆のうち，体重，生存率，呼吸器系の病理市且織学的観察 以下であった.

結果についてはすてJに報告したとおりである 1)本報では 吸入実験実験では 1群 20匹としてクロム鉱きい粉

ひきつづき呼吸器系を除いた諸臓器にみられた臆傷性お じんの 0.2，1 mg/m3および JIS粉体 1mg/m3の粉じ

よぴ非腫傷性変化について述べる.実験は実験室内空気 ん暴露群と，実験室内空気のみの対照群の 4群を設定し

のみを通したチャンパー内飼育の対照群の他，比較対照 昼夜連続で 105週間行った.なお実験に用いた吸入チャ

として JIS試験用粉体 11種(関東ローム)を暴露した群 ンパ一等，装置の詳細は前報2)に示したとおりである.実

を設定して行った. 験期間中のチャンパー内飼育条件および粉じん粒度分布

実験材料および方法 も前報に示したので本報では省略する.

動物 F344/DuCrj，雄ラット 4週令を日本チヤール 実験終了後，動物は大腿部動静脈の切断により放血屠

スリバーより購入し， 1週間予備飼育した後に吸入実験 殺した.実験に用いた各群 20匹のうち 2例(鉱きい 0.2

に用いた.笑験開始時の体重は 82-83gであった mg/m3群では 4例)は，暴露開始後55週目に 1年目観

粉体 クロム鉱きい粉じんと JIS粉体の調製法，物理 察例としたため， 105週間吸入実験からは除いた.

化学的性状および組成についての詳細は前報1)に述べた 組織標本の作製剖検後摘出した臓器は 10%緩衝ホ

骨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 

勢 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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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(ズタンB)染色を行った.

検索した組織は，肝，腎，心，牌，胃，小大腸，豚，唾

液腺，勝脱，精巣，前立腺，下垂体，甲状腺，副甲状腺，

副腎，脳，脊髄，大腿骨，皮膚，包皮腺，乳腺である.

結果

前報川こ示したように，本実験では 1年目観察例を除い

た各群 18例(鉱さい 0.2mg/m3群では 16例)の暴露終

了時の生存例数は，対照群 10/18，JIS粉体群 13/18，鉱

さい 0.2mg/m3群 12/16および 1mg/m3群の全例で

あった.本報ではこれらの 105週間暴露終了時の生存例

で得られた結果について述べる.

腫痕性変化 Table 1に各群のラットに見られた腫

蕩の種類およびその腫蕩を有するラット数を示した.各

群のすべてのラットはなんらかの腫蕩の発生がみられ

た.このうち同時に 2種類以上の臆蕩を有するものは，

対照群8/10(腫蕩を有するラット数/観察例数:以下同

じ)(80 %)， JIS群 5/13(38%)，鉱さい 0.2mg/m3群

7/12 (58 %)， 1 mg/m3群 10/18(55 %)であった.

また悪性腫蕩を有するラットの割合は対照群 2/10(20 

%)，鉱きい 1mg/m3群 1/18(5.5 %)でJIS群および

鉱さい 0.2mg/m3群で、はその発生を見なかった.鉱さい

暴露群にのみ見られた腫蕩は，0.2mg/m3群の副甲状腺

腫と毛のう上皮臆の各 1例であった.その他の鉱きい

群に見られた腫蕩はすべて対照群および JIS粉体群に

共通して見られたものであった.それらのうちで特に多

発した腫療は，精巣の間質細胞腫 (Photo1)てを広さい

0.2 mg/m3群で、全タUtこ， 1 mg/m3群では 17/18例 (94

%)に見られた.その他下垂体腺腫 (Photo2)，皮下線

維腫 (Photo3 )，勝臓のラ氏島腺腫および外分泌腺腫，

副腎髄質細胞腫，甲状腺C細胞腺腫および滅胞上皮腺腫，

包皮腺腫，単核球白血病，中皮腫などが見られた.下垂

体腺腫はすべて色素嫌性細胞であった.これらの腫療は

いずれも F344ラットの自然発生腫蕩としてすでに報告

されているものと同様のものであった3-5) このうち精巣

の間質細胞腫は F344ラットで特徴的に多く，また下垂

体，副腎髄質および甲状腺の腫蕩や単核球白血病なども

比較的多〈発生することが知られている.本実験におい

て見られたこれらの腫蕩の鉱さい群での発生例数はいず

れも対照群や JIS群のそれと比較して顕著な差はなか

った.

非麗嬉性変化各臓器にみられた病変の種類と，その

病変のみられたラット数を Table2，3に示した.Table 

に見られるように，鉱さい暴露群にのみ発生した変化

はなかった.このうち心筋の変性および線維化，肝の胆

管増生，局所性ののう胞状の類洞拡張，局所性の肝細胞

変性，肉芽臆，豚臓の腺房萎縮，副腎皮質の局所性空胞

化，慢性腎障害，精巣の精細管の萎縮，包皮腺炎症など

が，鉱きい 0.2および 1mg/m3
.群ともに多くみられた.

いずれもこれらの病変のみられたラット数は，対照群お

よび JIS群のそれに比べ顕著な差はなかった.またこれ

らの病変は，前述した腫蕩性変化と同様， F344ラット制)

や他の系のラット 6.7)で加令に伴なって生じる，いわゆる

自然発生病変として報告されているものと同様の変化で

あった.

クロムの影響の有無を観察する目的で，特に多〈見ら

れた肝および腎の病変について個々のラットでの程度の

強さを各群で比較し，結果を Table4， 5に示した.肝

の胆管増生 (Photo4)は増生している胆管の構造が正

常と同様なもの，基底膜の肥厚や周辺に線維の増生をみ

るものさらに胆管部分がほとんど線維で置換されたもの

など，種々の状態の変化が見られたが，各群で一定の傾

向はなかった.変化の程度が顕著な例では，増生してい

る胆管が隣接する小葉のそれと連絡して見える状態のも

のも多くなっていた.局所性の類洞の拡張 (Photo5) 

は，類洞が大小さまざまの大きさののう胞状に拡張した

もので，この部分では組織が網目状になっていた.周辺

には圧ぺんされたり，壊死した肝細胞も多くみられた.

局所性の肝細胞変性は小葉の一部分の肝細胞の形態が変

イじしているもので，その部分杭細胞質辺縁がへマトキ

シリンで濃染した，正常より小形の肝細胞から構成され

ているものと，臆大し，細胞質が細頼粒状または細かい

泡沫状で明るくみえる肝細胞から成っているものとみら

れた.いずれも大きさは小葉より小さしまた周辺への

圧排性も軽度であった.これらは Squireら8)により報告

されている Fociof cellular alterationのうち，前者は

Basophilic foci (Photo 6)，後者は clearcell fociに

相当するものであった.肉芽腫 (Photo7)は直径

10-100μ 大の大きさにエオジン淡染のわずかな細胞質

を有する細胞が小葉内に結節状に集ったものである.細

胞の形は，円，長円，紡錘形あるいは線維状で，それら

が不規則に，または同心円状に配列していた. Tableに

示した変化の程度は，胆管増生と類j向拡張に関しては変

化を示す部位の大きさと存在数の多少により，局所生変

性と肉芽臆に関してはその存在数の多少によって分類し

た.Table 5に示したように，以上の肝の変化の程度の

現われ方には，鉱きい群に特徴的な傾向はみられなかっ
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Tabl巴1. Summary of Neoplastic Lesions 

Group Control ]IS dust No.ll Chromite ore residue dust 

Concentration of aerosol 1mg/m3 0.2mg/m3 1mg/m3 

N o. of rats observed 10 13 12 18 

No. of rats with tumor(s) 10 13 12 18 

No. of rats with more than 2 tumors 8 5 7 10 

N o. of rats with malignant tumor 2 。 。 1 

HEMATOPOIETIC SYSTEM 

Mononuclear cell leukemia 1") 。 。 1 

PANCERAS 

Islet cell adenoma 1 2 2 2 

Excrine gland adenoma 1 。 1 。
PITUITARY 

Adenoma 2 1 2 4 

ADRENAL GLAND 

Pheochromocytoma 4 3 l 2 

THYROID 

C-cell adenoma 1 2 2 2 

Folicular cell adenoma l 。 。
PARATHYROID 

Adenoma 。 。 1 。
TESTIS 

Interstitial cell adenoma 10 13 12 17 

PREPEUTIAL GLAND 

Adenoma 2 1 2 。
SKIN 

Tricoepithelioma 。 。 1 。
Sebac巴ousadenoma 。 1 。 。

SUBCUTIS 

Fibroma 2 2 1 3 

MAMMARY GLAND 

Adenocarcinoma 1 。 。 。
ABDOMINAL CA VITY /PERITONEUM 

Mesothelioma 2 。 。 1 

a) Number of rats with tumor 

た.腎の病変は皮髄境界部尿細管のエオジン円柱，皮髄 生じる特徴的な病変として報告されているものと同様の

部の基底膜の肥厚や上皮の変性を示す尿細管の存在，ボ 変化であづた3.4.6) ここでは慢性腎障害とし，その程度の

ーマンのうの肥厚，糸球体の萎縮を伴なったボーマンの つけ方は Colemanら引のそれにならった.Table 6に示

うの拡張，膨化した糸球体のボーマンのうへのゆ着など したように，変化の程度には，鉱きい群に特徴的な傾向

か様々な程度で混在してみられる変化である (Photo8). はみられなかった.

この病変は F344やその他の系のラットで加令に伴い 本実験でみられた種々の変化のうち，精細管の萎縮は
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Summary of N onneoplastic Lesions Table 2. 

Chromite ore resideu dust ]IS dust N 0.11 Control Group 

1mg/m3 

18 

0.2mg/m3 

12 

1mg/m3 

13 

Concentration of aerosol 

N o. of rats observed 10 

BONE MARROW 

Decreasing of hematopoietic tissue 

Mononuc1ear cell leukemic 

infiltration 

SPLEEN 

Enlargem巴nt

Congestion 

Extramedullary hematopoiesis 

Focal fibrosis 

Mononuc1ear cell leukemic 

infiltration 

HEART 

Myocardial degeneration and/or 

fibrosis 

LIVER 

Bile duct proliferation 

Focal cystic delatation of sinusoid 

Fatty d巴generation

Foci of cellular alteration: 

Bosophilic foci 

Clear cell foci 

Granuloma 

Focal necrosis 

Mononuc1ear cell leukemic 

infiltration 

PANCREAS 

Atrophy of acinar cell 

Glandular hyperplasia 

Islet cell hyperplasia 

PITUITARY 

Hyperplasia 

Cyst 

THYROID 

C-cell hyperplasia 

PARATHYROID 

Hyperplasia 
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Table 3. Summary of Nonneoplastic Lesions(continued) 

Group Control JIS dust No.11 Chromite ore residue dust 

Concentration of aerosol 1mg/m3 0.2mg/m3 1mg/m3 

No. of rats observed 10 13 12 18 

ADENAL GLAND 

Focal vacuolation of cortical cell 3') 3 4 5 

Cystic dilatation of sinusoid l 1 3 2 

Medullary hyperplasia 1 2 2 1 

KIDNEY 

Chronic nephropathy 10 13 12 18 

TESTIS 

Atrophy of seminiferous tubule 10 13 12 18 

PROSTATE GLAND 

Inflammation 。 1 2 

PREPEUTIAL GLAND 

Inflammation 5 5 6 6 

SKIN 

Epidermal inclusion cyst 1 1 1 1 

a) Number of rats with lesion 

Table 4. Severity of Hepatic Lesions 

Group Control JIS dust N 0.11 Chromite ore residue dust 

Concentration of aerosol 1mg/m3 0.2mg/m3 1mg/m3 

N o. of rats observed 10 13 12 18 

Bile duct proliferation None 。 。 。 。
Slight 7 4 5 6 

Moderate 3 8 6 9 

Marked 。 l 1 3 

Focal cystic delatation None 5 4 7 11 

of sinusoid Slight 2 3 5 4 

Moderate 2 5 。 3 

Marked 1 1 。 。
Basophilic foci None 2 3 。 4 

Slight 7 9 10 13 

Moderate 1 1 2 

Clear cell foci None 6 8 4 9 

Slight 4 5 4 6 

Granuloma None 1 2 1 2 

Slight 5 7 8 11 

Moderate 3 2 2 4 

Marked l 。 1 1 
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Table. 5. Severity of Chronic Nephropaty 

Group Conc. of NO.of 

aerosol rats 

mg/m3 observed 

Control 10 

JIS dust N 0.11 1.0 13 

Chromite ore 0.2 12 

residue dust 1.0 18 

すべてのラットで見られた変化であったが，多発した間

質細胞腫によって影響されているため程度の比較はでき

なかった.このうち鉱さい 1mg/m3で、は間質細胞腫の

発生は見なかった例が1例あったが，このラットでは，

両側の精巣の萎縮が顕著でhあった.その他，牌，n率，下

垂体，甲状腺，副腎，前立腺，皮膚にも Tableに示した

種々の変化がみられたが，いずれも発現例数は低<，鉱

きい群に特徴的なものではなかった.消化器系および中

枢神経系の各臓器には，各群て特に変化はみられなかっ

た

考察

クロム鉱さい粉じんを 0.2および 1mg/m3の濃度

てコ 105週間暴露したラットの呼吸器系以外の臓器に見

られた腫傷性および非腫蕩性変化は，いずれも加令に伴

って生じる，いわゆる自然発生病変として知られている

ものであった.種々のクロム化合物の諸臓器に対する作

用について報告した例は多いが，そのうち Nettesheim

ら町立， CaCrO.の粉体を吸入暴露した?ウスで，腎，牌

の萎縮性の変化，消化管の潰傷などが生じることを報告

している.また高濃度の 3価のクロム化合物を暴露した

ラットでも肝および腎に萎縮性の変化がおこることも知

られている円皮下および腹腔内注射など経気道以外の

経路で投与されたクロム化合物では，ラット腎の尿細管

の壊死11，12)，ウサギの肝，腎および脳で組織の変性，壊死

を伴う変化13，14)，精細管内の精子の消失10)など種々の障害'

作用が知られている.しかし長期間飼育したラットでは，

加令に伴って，各臓器に種々の病変か生じ，特に肝，腎，

精巣ではそれが顕著で、ある.そのため本実験のような長

期にわたる実験においては，他の報告にあるようなクロ

ムによる変化を，自然発生病変と区別し，検出するのは

難しいと息われる.

すでに報告したクロム鉱さい 20mg/m3， 1か月間暴

I 

。
2 。
2 

Grades of nephropathy 

II III W End stage 

5 4 l 。
6 5 。 。
5 7 。 。
9 7 。 。

露後終生飼育実験15)1こおいて，観察された病変はいずれ

も本実験と同様のものであったが，それらのうち鉱きい

暴露群では，腎障害，胆管増生，勝臓のラ氏島増生の発

現のしかたに対照群とは異なった傾向が見られた.クロ

ム鉱きいの臓器への作用が，その後の自然発生病変の発

現に影響した可能性も考えられ，本実験においてもその

点に注目した.多発した肝およぴ腎の変化について，そ

の程度のあらわれ方を他の群と比較したが，鉱きい群に

特徴的な傾向は認められなかった.Steffeeら16)はクロム

鉱さいと 6価のクロム化合物の混合物を Cr03として 3

-4 mg/m3の濃度で、間欠，長期暴露したラットで肺以

外の臓器にも種々の変化を観察しているが，それらはク

ロムによるものではなかったとしている.本実験におい

ては，粉じん濃度も低ししたがってクロム濃度も Steff-

eeら同の実験と比べても極めて低いものであり， 105週

間の暴露によって摂取されたクロムは諸臓器に対して，

腫傷性および非臆蕩性変化をひきおこす可能性はないも

のと考えた.
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クロム鉱さい粉じんのラットによる 21日間持続吸入実験

原中クロムの分析

神谷信行ヘ坂本義光へ佐々木美枝子ヘ平賀興吾*

Inhalation Experiment of Chromite Ore Residue Dust to Rats for 21 Days 

Anaysis of Chromium in Rat Urine 

NOBUYUKH KAMIYA*， YOSHIMITSU SAKAMOTO*， MIEKO SASAKI事

and KOGO HIRAGA * 

Keyword:クロム鉱さい粉じん chromiteore residue dust，吸入毒性 inhalationtoxicity，ラット rat，

尿中クロム濃度 chromiumconcentration in urine 

緒 ー盲 飲料水は水道水をそれぞ、れ自由に摂取させた.

クロム鉱きい粉じんの経気道摂取による生体への影響 尿は暴露開始直前および開始後3日， 7日， 14日， 21 

を観察する目的で，前固までに著者らはラットを用いて 日目にラットの腰部を刺激して排尿させた新鮮尿を採尿

昼夜連続でクロム鉱きい粉じん 7日間， 1か月間， 3か し，ただちに尿中クロム濃度を原子吸光法で測定した.

月間の期間暴露し，ラット臓器および血液中のクロム濃 測定条件は前報4)t.::fiぽ準じだカ九尿中クロムを分解す

度を調べすでに報告した1-4) 今回はラットに 21日間ク ることなく直接定量する場合，有機物や塩類が測定に影

ロム鉱さい粉じんを持続吸入させ，尿中クロム濃度の変 響をおよほす.特に共存する塩化ナトリウムによるパッ

化を観察した結果を報告する. クグラウンド吸収が大きいことはよく知られている同.

実験材料および方法 そこで乾燥，灰化のそれぞ、れの過程は塩化ナトリウム

動物 F344/DuCrjラットの雄を 4週令で購入し， 1 によるパックグラウンド吸収を除くため，塩化ナトリウ

週間予備飼育した後実験に用いた.暴露開始時の平均体 ムが気化する温度よりやや高い 1200'とし，時間は昇温，

重は 83gであった. 保持ともに 40秒とした.なお本法による回収率は 90.2

粉体 クロム鉱さい粉じんは鉱さい塊をボールミル %であった (Table3). 

(Alfrad Fritsch Co.)で約 8時間粉砕，分飾して調整 結果と考察

した.粉体の組成は Table1に示すよ 7にカルシウムが Fig.lおよび Table4に尿中クロム濃度の経時的変

最も多く，クロムは水可溶性のものが1.2%，水不溶性 化を示した. 1 mg/m3暴露群で1ま暴露開始後3日目，7 

のものが1.6%の割合であった. 日目と有意に増加し，その後 14日目， 21日目と一定のレ

実験既報5)の粉じん吸入装置により，クロム鉱さい粉 ベルで推移した.0.lmg/m3暴露群は 1mg/m3暴露群

じん濃度は 1mg/m3および 0.lmg/m3で，吸入期間は と同様の傾向を示し，暴露開始後 3日目，7日目と増加し

昼夜連続で 21日とした.また実験室内空気のみの対照 たが， 7日目以降は 14日目， 21日目とほぽ一定の値を示

群を設定した.実験期間中の粉じん濃度は，設定濃度に した.対照群の尿中クロム濃度は暴露期間を通じて暴露

対して:tl0%以内の変動幅に保たれていた.粉じんの粒径 開始前と変らず一定の値を示した.

分布は Table2に示した. 生体に摂取されたクロムは主に尿と糞に排池される

吸入チャンパー内飼育条件は，温度 25-26'，湿度 カ九特に経気道摂取の場合は尿への排池が主要な経路で

50-60 %，換気回数9-10RPHで，照明時間は午前6 ある.そこですでに報告した腎臓および血液中クロムの

時から午後6時までに調整，飼料はCE-2(日本クレア)， 濃度ト3)と比較すると， 1 mg/m3暴露実験の腎臓組織中

*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 

本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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のクロム濃度については 7日目で 31.4 ng/ g， 28日目で

は70.7ng/gとなり， 3か月日には 155.5ng/g (ただし

7日目は計算値)に増加し，尿中クロムの推移とは異な

り，経時的な蓄積傾向がみられた.しかし血中クロム濃

度は尿中クロムと同様の経時的変化を示して暴露開始後

7日目でほぼ一定となり，濃度も 28日目で 16.6ng/g， 

3か月日で 15.6ng/gと尿中クロム濃度とほぼ同ーの

値を示した.

Table 1. Composition of Chromite 

Ore Residue Dust 

(%) 

Ca 21.2 

Fe 6.1 

Cr 2.8( 1.2) * 

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 

Table 2. Particle Size Distribution in 

Inhalation Chamber 

Sampler Diameter Weight percent 

Stage μn 0.lmg/m3 lmg/m3 

。 >11.0 。 。
1 11.0一 7.0 。 0.4 

2 7.0 - 4.7 2.0 2.8 

3 4.7 - 3.3 9.3 15.9 

4 3.3 - 2.1 31.2 35.9 

5 2.1 - 1.1 42.7 31.7 

6 1.1 - 0.65 13.8 11.7 

7 0.65-0.43 。 1.6 

8* 0.43> 。 。
8* : Filter 

Table 3. Analytical condition for Chromium by 

Atomic Absorption Spectrophotometry 

Instrument 

PERKIN -ELMER AA -4000 

Graphite Furnace HGA-400 

Instrumental Parameters 

Wavelength 357.9nm 

Spectral Bandwidth 0.7nm 

Light Source Hollow Cathode Lamp 

Lamp Current 10mA 

Background Correction W Lamp 

HGA Parameters 

Step DRY CHAR ATOM 

Temp 110 1200 2300 

Ramp(sec) 50 40 。
Hold(sec) 10 40 6 

Gas Flow(ml/min) 300 300 60 

(ng!g) 

20 

15 

10 

5 

。
21 

days 
Fig. 1. Chromium Concentration in Urine of the 

Rats exposed to Chromite Ore Residue 
Dust at lmg/m3 and O.lmg/m3 for 21 
Days 

.-. Control， ・-・ o.lmg/m3 
group， 

企 企 lmg/m3group， 
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Table 4. Chromium Concentration in Urine of the Rats exposed to Chromite Ore 

Residue Dust at 1mg/m3 and 0.1mg/m3 for 21 days 

group""day 。 3 

Control 5.48土3.91(7) 5.44土1.08(8) 

0.1mg/m3 5.66土3.01(8) 7.39土1.42(7)

1mg/m3 5.08土2.51(8) 12.7土2.97(8)

mean::l::SD(ng/ml)， ( )=No. of rats examined 

犬を用いた実験で，血中のクロムは糸球体でろ過され，

その 63%が尿細管で再吸収されるという報告7)があり，

ラットについても同様に糸球体でろ過された血中クロム

はその一部が尿細管で再吸収され，腎臓に蓄積きれるも

のと思われる.

まとめ

クロム鉱きい粉じんの経気道摂取による生体におよぼ

す影響を調べる目的で，粉じん濃度 0.1mg/m3および1

mg/m3でb吸入チャンノfー内のラットに 21日間昼夜連続

で暴露し，暴露開始前，開始後3日目， 7日目， 14日目，

21日目における尿中クロムの経時的変化について検討

を加えると同時に尿中クロムを高温炉原子吸光法で測定

するための測定条件の検討を行った.

測定条件については，乾燥過程における試料の突沸を

防ぐため昇温時間を 50秒に設定，共存する塩化ナトリ

ウムの影響を除くため，灰化過程で温度を 1200。に，昇

温，保持の時間をそれぞれに 40秒に設定することによ

り尿中クロムを精度よく測定することができた.

7 14 21 

5.42士1.07(9) 5.39土1.32(9) 5.22::1::0.94(9) 

9.08土2.36(7) 8.76土1.87(9) 9.04士1.92(10) 

15.8土3.61(8) 16.0::1::3.93(9) 16.6土4.15(9) 

尿中クロム度は 0.1mg/m3，1 mg/m3の両暴露群とも

に暴露開始後3日目，7日目と増加したが，その後 14日

目， 21日目は 7日目とほぽ同じ値を示し，腎臓とは異な

る経時変化であったが，血液とは同様の変化を示した.
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F344/DuCrjラッ卜の血液性状について

多田幸 j恵ヘ佐々木美 枝 子 ヘ 平 賀 輿 吾 本

Hematological Findings in F344/DuCrj Rats under Our Lavoratory Conditions 

YUKIE T ADA *， MIEKO SASAKI* and KOGO HIRAGAキ

Keywords: F 344/DuCrj Rat， Hematological Findings 

緒 毛主吾

日

当部では 1977年以来，亜急性および慢性毒性試験に

F344/DuCrjラット(以下 F344ラットと略す)を用いて

いる.F344ラットの血液性状を従来使用した]cl: Wistar 

ラットヘ ]cl: SDラット 2，3)およびすでしに検討されて

いる他種のラット 4)と比較した際， F344ラットの赤血球値

が幾分高い印象を受けた.そこで今回 F344ラットの血

液性状を詳細に知るため，同一ラットより経時的に採血

し血球数の測定および形態系の検索を試みた.その際，

ノ〈リア飼育と一般飼育，集団飼育と個別飼育およひ雄と

雌とにおける比較を行った.

実 験方法

実験動物:日本チヤールスリバー欄生育の F344/Du-

Crjラットを生後4週齢で購入， 1群 10匹として雄のバ

リア動物室飼育群(以下バリア飼育雄群とする)，一般動物

室飼育群(一般飼育雄群)，雌のバリア動物室飼育群(バリ

ア飼育雌群)，一般動物室飼育群(一般飼育雌群)，また

集団飼育と個別飼育による相違を検討するため，バリア

動物室に雄の個別飼育群(バリア個別飼育雄群)を設け

た.バリア飼育室，一般飼育室とも室温 25:t1"，湿度

50-60 %，照明 12h，換気回数毎時 10回の環境条件で〉

ベルト式飼育架台に設置した前・底面が鋼のステンレス

ケージ(幅 28X奥行 40X高 17cm)にラットを各 5匹入

れ，飼育用問型飼料 CE・2(水分8%，粗蛋白質 24.5%，

キE脂肪 4.5%，粗線維 4%，組灰分 6.6%，可溶性無窒

素物 52.4%， 348.1 Ca!/100g)および細菌ろ過器を経由

した水道水を自由に摂取させ飼育した.個別飼育群は

前・底面が銅のステンレスケージ(幅 22X奥行 20X高 16

cm)に各 1匹入れ向様に飼育した. 体重測定は週一度，

午前 9:00-10: 00に行った.

採血:5， 7， 9， 11， 13， 15， 19， 23， 27週齢時の

午前9: 30-11・30に，プラスチック製ホルダーにラッ

トを入れ尾を微温湯で温め，鋭利なカミソリを軽くあて

た5) 尾静脈より湧出する血液を， EDTA-2Kを分注し蒸

発乾閉させた小試験管に採取した.

検索:白血球数 (WBC)，赤血球数(RBC)，へモクゃロ

ビン量 (Hb)，へマトクリット (Ht)，平均赤血球容積

(MCV)，平均赤血球ヘモグロビン量(MCH)，平均赤血

球ヘモグロビン濃度(MCHC)をCoulterCounter Mo-

del S(Coulter Electric INC)を用いて測定した.また

血液塗抹標本を作製し， May-Grunwald Giemsa染色

後光顕的に観察した.結果は Studentのt検定により危

険率5%で推計学的に検討した.

実験結果

体重の推移を Fig.l，血球数の経時的な推移を Figム

血球数の測定結果を Table1，白血球百分比を Table2 

に示した.

体重:バリア飼育雄群，バリア個別飼育雄群，一般飼

育雄群は同様の体重増加を示し，バリア飼育と一般飼育，

集団飼育と個別飼育における差はみられなかった.雌に

おいてもバリア飼育群，一般飼育群は同様の体重増加を

示した.

血球数および形態学的な検索ノ〈リア飼育と一般飼

育，集団飼育と個別飼育における差はみられなかった.

以下に経時的な推移を項目ごとに述べる.

WBCは測定時により群聞に有意差がみられたが，週

齢に伴なった増加ないし減少傾向はみられなかった.雌

雄差が 13週より認められ，バリア飼育のラットでは 13，

15， 19， 23週齢時に，一般飼育のラットでは 13，15， 19， 

23， 27週齢時に雄の方が高値を示した(P<0.05).

*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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RBCは5週齢時雄6.71 ~6.86( X106/mm3)，雌6.71

~7.24 で'11 週まて急、な増加がみられた.以後19週まで

ややゆるやかな増加になり雄 8.68~8.90，雌 8.00~

8.10となった.以降ほぽ一定の値を示し 27週でやや減

少した. 5週齢時との比較では 9週より各群で有意差が
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認められた(P<0.05).雌雄差が13週より認められ雄

の方が高値を示した.差は 19週まで増し，以降0.7X106

/mm3前後の差で平行的に推移した.

Hbは雄，雌ともに 19週までゆるやかに増加し， 16.9 

~17.2g/dl となり以降ほほ、一定の値を示した. 5週齢

時との比較では 9週より各群で有意差が認められた

(P<0.05). 

Htは 19週までゆるやかに増加し，雄 43.7~45.2 %， 

雌 43.2~43.7 %となり以降ほぽ一定の値を示した.

以上のように RBCの増加に伴ない Hb，Htにおいて

も増加が認められた.増加の割合カ<'， RBCに比較し Hb，

Htで軽度であるのは，以下に示す MCVの減少により

Hb， Htの全体量が著変していないためである.

MCV は 5 週齢時雄58.5~59.0 (μ3 )，雌57.6~58.0

で 13 週まて減少し，雄 50.7~51. 7，雌 54.2~54.7と

なり以降ほぼ一定の値を示した. 5週齢時との比較では

7週より各群で有意差が認められた (P<0.05).雌雄差

が9週より認められ雌の方が高値を示した.差は 15週

まで増し以降4，u3前後の差で平行的に推移した.

MCH は 15 週までゆるやかに減少し，雄 19.4~19.5

μμg，雌 20.9~21. 1μμg となり以降ほぽ一定の値を示

Lた. 5週齢時との比較では 11週齢より各群で有意差

45 

40 
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Fig. 2. Changes of Hematological Values with the Grouth of F344/DuCrj Rats 

Male .-: Barrier， ・: Barrier (Individually)， 企一:Conventional 

Female 0-: Barrier， ム一一:Conventional 



Hematological Values in F344/DuCrj Ratsl) (Means and 1 SD) Table 1. 
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(Continued) 
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Hematological Values in F344/DuCrj Rats1l (Means and 1 SD) 
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Differential Leukocyte Distribution in F344/DuCrj Rats!) (Means and 1 SD) Table 2. 

Percentages 
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が認められた (P<0.05).雌雄差が 11週より認められ雌

の方が高債を示した.

MCHCは7週まで増加し以降多少の増減はあるがほ

ぽ一定の値を示した.

白血球百分比では好中球の比率が週齢とともに増加

し， 5週で雄 9.5-13.0%，雌 8.8-11.0%であったの

カミ 27週では雄18.6-24.0%，雌18.1-21.0%となった.

リンノf球の比率は相対的に減少し 5週で雄 86.2-90.1

%，雌 88.1-89.9%れ 27週で雄 74.8-79.6%，雌

76.9-80.3 %となった.

赤血球および、白血球の形態には経時的な変化はみられ

なかった

考察

ラットの血液性状は系統による差異があまりないとさ

れており， Kozmaらは Long.Evansラットについての

検討で，週齢，性による差はほとんどないとしているベ

今回の F344ラットの検討においては RBC，Hb， MCV， 

MCHで明らかな週齢による変化がみられ， RBC， MCV， 

MCH，においては雌雄差が認められた.雌雄差が認

められた時期は RBCが 13週以降， MCVが9週以降，

MCHが 11週以降で，ラットの成熟期にほぼ一致あるい

はそれより数週遅れてであった.ヒトでは成熟期に認め

られた RBC，Hbにおける性差が女性の閉経期以後消滅

するとされており，ラットでみられた RBC，MCV， 

MCHの差が今後どのような動向を示すか興味深い.

Burns7
)，遠藤ら 8)は無菌環境下のラットと一般飼育環

境下のラットを比較し血液性状に有意差はないとしてお

り，今回の検討においても差はみられなかった.

F344ラットの RBCは 19週まで増加し，雄 8.68-

8.90 X 106 /mm王雌8.00-8 .10 X 106 /mm3となり以降

多少の増減はあるがほほ、一定の値を示した.当部で以前

行った Wistarラット， SDラットを用いた試験の対照群

のRBCは， Wistarラット (44週刊雄5.7::!::0.14X106
/

mm3 •雌 5.6::!::0.16X106/mm3 ， SDラット (30週)2)雄

7.59土0.17X106/mm3・雌6.41::!::0.17X106/mm3，SD 

ラット (57週)2)雄 6.99土0.45X106/mm3・雌 6.72土

0.31 X106/mm3などであるこれら二試験での血球値は

断頭時流出した血液を採取して得たものである.断頭採

血による血球数は若干低値を示すとの報告があるが9)

今回の F344ラットの血球値と Wistarラット， SDラッ

トとの聞には雄で1.00-3.00X106/mm3，雌で1.50X

106/mm3前後の差があり，採血条件の相違を考慮しでも

F344ラットの RBCは幾分高値を示すと思われた.

WBCの測定で、雄 10.4-13.6X103/mm九雌 7.3-

11.7X103/mm3の値を得た.著者らは頚静脈血，大腿動・

静脈血，尾静脈血の血液性状を比較し，RBC， Hb， Ht， 

MCV， MCH， MCHCて心は採血部位による差がみられな

いが，尾静脈血での WBCは高値を示すとの知見を得て

いる 10) 今回の結果を解釈する際尾静脈血で測定したと

いう点を考慮する必要があると思われる.

まとめ

F344/DuCrjラットの血液性状を知るため，同一ラッ

トより経時的に採血し検索を試みた.

RBC， Hbは19週， MCHCは7週まで増加し以降多少

の増減はあるがほぼ一定の値を示した. MCV，MCHは

15週まで減少し以降ほほ、一定の値を示した. WBC， 

RBCでは13週，MCVでは 9週，MCHでは11週より雌雄

差が認められた.白血球百分比では好中球の比率が週齢'

に伴ない増加し， リンパ球の比率は減少した.雌雄差は

認められなかった.

バリア飼育と一般飼育，集団飼育と個別飼育の比較で

は血液性状に差は認められなかった
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ラットの採血部位による血液性状の変動

多国幸恵ヘ佐々木美枝子へ平賀輿吾事

Differences in Hematological Findings among the Blood 

Collected from Various Vessels of Rat 

YUKIE T ADA *， MIEKO SASAKI* and KOGO HIRAGA * 

Keywords: Rat， Hematological Findings， Various Vessels 

緒 言

毒性試験における血液検索の際，採血時の動物の状

態および採血法は血液性状に種々の影響を与えるト4) 採

血部位が血液性状に影響を与えることも従来から知られ

ており，マウスではすでに検討されている5ベ当部で亜急

性・慢性毒性試験を行う場合ラットを用いることが多い

が，ラットでのこの種の検討は少ないようである.また

試験途中で、の血液性状のチェックは試験結果を判断する

際重要な指針を与えると思われるが，途中採血に適する

部位での血液性状の検討は見受けられない.そこで今回，

無麻酔下での繰り返し採血が可能な尾静脈，頚静脈およ

び当部で試験の際用いる大腿動・静脈の三ヶ所における

血液性状の比較検討を行った.

実 験方法

実験動物 日本チヤールスリバー鮒生育の F344/Du-

Crjラットを 4週齢で購入，一般動物室(室温 25土r，湿

度 50-60%，照明 12h，換気回数毎時 10回)で前・底

面が銅のステンレスケージに 5匹ずつ入れ，飼育周囲型

飼料(日本クレア・CE-2)および細菌ろ過器を経由した

水道水を自由に摂取させ飼育した.経時的に血液性状の

観察7)を行った後の 35週齢の雄(体重 377.7:t19.5 g)， 

34週齢の雌 (207.6士8.2g)各 10匹を実験に用いた.

採血法 同一ラットの尾静脈，頚静脈，大腿動・静脈

よりそれぞれ採血するため，ラットを背位に固定し，①

尾を微温湯で温め鋭利なカミソリを軽くあて湧出する血

液を採取7L②皮膚を切開することなし右側外頚静脈よ

り1mlのニプロディスポーザブルシリンジ (25G)を

用いて採血，③大腿部の皮膚を切開し，大腿動脈および

大腿静脈をメスで切開し流出する血液を採取した.尾静

脈採血より，大腿動・静脈採血までに要する時聞は 10分

間以内とした.抗凝固剤は EDTA-2Kを小試験管に分

注し蒸発乾固させて用いた.

血液学的検索 白血球数 (WBC)，赤血球数 (RBC)，

ヘモグロビン量(Hb)，ヘマトクリット (Ht)，平均赤血

球容積 (MCV)，平均赤血球ヘモグロビン量 (MCH)，

平均赤血球ヘモグロビン濃度 (MCHC)の測定を Coult-

er Counter Model S (Coulter Electric INC)を用いて

行った.また血液塗抹標本を作製し， May-Grunwald 

Giemsa染色した後，光顕的に観察した.結果は Student

の t検定により危険率5%で推計学的に検討した.

結果および考察

頚静脈，大腿動・静脈，尾静脈における血球数の測定

結果を Table1，白血球百分比を Table2に示した.

RBC， Hb， Ht， MCV， MCH， MCHCでは雄・雌共に

尾静脈血での値が頚静脈血，大腿動・静脈血での値より

わずかに高かったが有意差は認められなかった. WBC 

は雄，雌とも尾静脈血での値が他の部位での値より有意

に高<，雌では特に顕著で、あった.

光顕的観察の結果，赤血球および白血球形態には部位

による差がみられなかった.白血球百分比では雄の尾静

脈血で好中球の有意な減少， リンノ味の有意な増加がみ

られ，雌では部位による差がみられなかった.

DDN系マウスにおける検討で，蒲地らは尾尖血での

値は他の部位の値よりやや高値を示すが，有意差は認め

られないとしベ榊らは眼穿刺法と断尾法を比較し，後者

での RBC，WBC， Hb， Htは高値を示すと報告してい

る竺今回の検討では WBCでのみ有意差がみられ，他項

目では有意差がみられなかった.従来より身体の末梢部

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Hematological Values in the Blood Collected from Various Vessels (Means and 1 SD) 

Sex Vessej1> 
No.of WBC RBC Hb Ht MCV MCH MCHC 

Rats x1Q3/mm3 XI06/mm3 g/dl % μ3 μμg % 

Jugular 10 4.9 ::!::0.4 8.72::!::0.28 17.0::!::0.1 43.7::!::1.3 51.0土0.5 19.0土0.5 39.0::!:: 1.0 

M Femoral 10 5.4::!::0.6 8.72土0.08 16.9::!:: 0.2 43.3土0.7 50.4土0.5 19.3::!::0.1 38.9土0.5

Tail 10 8.5土0.9* 9.00土0.14 17.3土0.1 45.2::!:: 0.8 51.1::!:: 0.6 19.3::!:: 0.1 38.2土0.4

Jugular 9 4.1::!::0.8 8.11::!::0.25 16.9土0.2 43.2士1.6 54.1土0.6 20.9::!::0.5 39.1::!::1.3 

F Femoral 9 4.1土0.5 7.82土0.17 16.4土0.2 41.6土0.9 54.4::!:: 0.7 21.0::!:: 0.5 39.4土1.0

Tail 8 9.2土1.2ホ 8.15::!::0.22 17.1 ::!::0.3 43.9::!::0.7 54.8::!:: 1.0 21.0 ::!::0.3 38.9 ::!::0.5 

1) Vessel of Blood collecting Jugular: Jugular vein， Femoral: Femoral vein and Femoral artery， 

Tail : Tail vein， * : P<0.05 in comparison with value in Jugular vein. 

Table 2. Differential Leukocyte Distribution in the Blood Collected 

from Various Vessels (Means and 1 SD) 

Sex Vessej1> No.of Percentages of 

Rats N eU'Irophils Lymphocytes Monocytes Eosinophils 

Jugular 10 23.4::!::5.9 74.6土7.2 0.4::!::0.7 1.5土1.1

M Femoral 10 23.2::!::7.7 76.0土7.5 0.2::!::0.4 0.6土0.8*

Tail 10 15.4士5.6事 83.2::!::5.6* 0.7土0.9 0.6::!::0.5* 

Jugular 9 16.4士3.8 82.2::!::3.7 0.6士0.5 0.7土0.7

F Femoral 9 14.7土6.1 84.4::!::6.0 0.4士0.5 0.4土0.7

Tail 8 13.9::!:: 1.9 84.3士2.2 0.9::!::1.7 1.0::!:: 1.3 

1) Vessel of Blood collecting Jugular: Jugular vein， Femoral: Femoral vein and Femoral artery， 

Tail : Tail vein， * : P<0.05 in comparison with value in Jugular vein. 

では，血液のうっ滞により血球成分値が高くなるとされ 雄，雌とも頚静脈血，大腿動・静脈血に比較し尾静脈

ているが，今回の検討により赤血球値は採血部位による 血で WBCの有意な増加が認められた. RBC， Hb， Ht， 

最タ響をほとんど受けないものと考えられた. MCV， MCH， MCHCでは採血部位による差が認められ

尾静脈採血では，ラットの固定法，採血法(カミソり なかった.

をあてる，断尾法，注射筒を用いるなど)の相違により

血液性状がかなり影響されるが，一定の規準で、行った場

合尾静脈血の性状は安定している 7)採血の際ラットに与

える苦痛が少ない点を考慮すると，繰り返し採血部位と

して尾静脈は最適で、あろうと思われた.

ま と め

F344/DuCrjラットを用いて，採血部位による血液性

状の変動を観察した.
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テ卜ラサイクリンの細胞遺伝学的研究

吉田誠ニヘ佐々木美枝子ヘ平賀輿吾*

Cytogenetic Studies of Tetracycline 

SEI]I YOSHIDA.， MIEKO SASAKI本 andKOGO HIRAGA. 

Keywords : Tetracycline， Chromosome Analysis， Chinese hamster 

緒言

Tetracyclineは strettmycesaureofaciensより分離

された抗菌物質1)であり，その抗菌スベクトルはグラム陽

性菌， グラム陰性菌， リケッチア スピロへータ及ぴ原

虫類までと幅広く，臨床に盛んに用いられているが，そ

の毒性に関する報告ト5)も多い.また，変異原性について

の報告も多<，サルモネラ菌を用いた変異原性試験6)，培

養細胞による薬剤耐性試験及び染色体試験等7-9)の in

vitro試験では，いずれも陽性の結果が示されている.

一方，微生物を用いる変異原性試験は略乳動物の系に

は見られない多くの利点を持つが，晴乳動物で突然変異

が誘発される過程には被検物質の吸収，生体内分布及び

代謝等の複雑な要因が関係し，これらの作用を受ける.

とりわけ，細菌による変異原性試験では Tetracycline

の様な抗菌製剤においては殆んどの場合抗菌カを示きな

い低濃度でないと試験が行えず評価に値する結果を得る

ことは不可能と思える.これらの事を考え，今回チャイ

ニーズハムスターにおける Tetracyclineの invivo染

色体異常誘発の有無を 3穫の投与方法を用いて調べた.

材料および方法

1.試験物質:Tetracycline Hydrochloride (以下 T.

Cと略す)はSIGMA社製で、LotNo. 102F-0041のもの

を用いた.

2.in vivo染色体試劇1):当部で繁殖・育生したチャイ

ニーズハムスター雌を 12週令の時点で以下の実験に供

した. T.Cを0.9%NaCI液で溶解し種々濃度の T.C

溶液を作製した.投与容量は 10ml/kgとし胃ゾンテ、に

よる経口投与及び、腹腔内注射を行った.なお，陰性対照

は0.9% NaCI液のみを上記同様に投与したものとし

た. T.C投与後，経口投与群は 24.48及ぴ 72時間目，

腹腔内投与群は 24及び 48時間目に各群3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拡がった

細胞について染色体分析を行った.

3.in vivo染色体試轍2):当部で繁殖・育成したチャイ

ニーズハムスター雌を 10週令の時点で以下の実験に供

した. T.Cを水道水で溶解し 5%及ぴ 1%濃度の T.C

溶液を作製した.この T.C溶液を吸水瓶に分注し，日本

クレア株式会社製固裂飼料 CE・2とともに自由に与え

た.なお，陰性対照は水道水のみを与えたものとした.

投与後3日. 7日及ぴ 14日目に各群2匹の動物を放血

により屠殺後常法により染色体標本を作製した.染色及

ぴ染色体分析は前述の試験(1)と同様に行った.

結果および考察

in vivo染色体試験(1):T. Cを経口投与した結果を

Table 1に示す.

24時間処理における T.C 1500 mg/kg投与群では染

色体異常細胞の増加は見られなかったが500mg/kg投

与群で異常細胞の増加が観察された.48時間処理におい

て 1500mg/kg投与群の染色体異常細胞が陰性対照に

比し有意な増加を示した.この投与群で誘発された異常

細胞の殆んどがChromatidtypeのgapであった. 500 

mg/kg投与群では 24時間処理における 1500mg/kg 

投与群の誘発頻度と同程度であり異常細胞の増加は認め

られなかった.72時間目においては 1500及ぴ 500mg/ 

kgのいずれの投与群とも陰性対照に比し有意な増加を

示した.一方，染色体の数的異常は 24.48及び 72時間

処理における T.C及び陰性対照のいずれにおいても検

出きれなかった.

次に T.Cを腹腔内投与した結果を Table2に示す.

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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1) Exchange 72 

また，一例ではあるが染色体の重度の異常であるPulveri-

zationか潅見察された.

in vivo染色体試轍2):次に， T. Cを飲料水にて投与

した結果を Table3に示す.

T. C 3日処理群において， 5%群でgapを主とする

異常細胞の増加が観察された.同様な結果が T.C 7日

処理群においても認められた. T. C 14日処理群におい

ては， 3日及ぴ7日処理群では異常細胞の増加が全く認

められなかった 1%群においても染色体異常細胞の増加

を認めた.また，本報のTableには示していないが， 1 

%濃度を 14日処理した後に水道水に戻し， 21日目に染

色体分析を行った結果においても gapを主とする 7%

の異常細胞が検出されており， T.Cにより一度誘発され

た異常細胞は消失することなく分裂を行っているもの

と思える.さらに我々は T.Cの飲料水による投与を前

記の 1%と0.5%の低濃度で 14日間行い染色体分析を

行った.その結果， 1%群での異常細胞の増加が観察さ

れ再現性を認めた.しかし，低濃度の 0.5%群では異常

細胞の増加は全く見られなかった.

今回， T.Cを急性経口投与，急J生腹腔投与及ぴ飲料水

による長期連続投与の 3種の投与方法を用い，その染色

体異常誘発|生の有無をチャイニーズハムスターて検討し

た.その結果，いずれの投与方法においても染色体異常

誘発性を認めた.中ても腹腔内投与の 24時間処理にお

いての染色体異常誘発頻度が 13.3%と本実験中最も高
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2) Pulverization 

24時間処理における T.C 750 mg/kg群の異常誘発

頻度が 13.3%と本実験中で最高の値を示した.誘発さ

れた異常細胞は，先述の経口投与群では gapが主であっ

たが腹腔内投与では Chromatidtypeの breakの出現

が観察された.また，染色体の倍数性変異である Poly-

ploidyが一例で、はあるが観察された.48時間処理におい

ても 750mg/kg投与群が 24時間処理における同用量

に比べ異常細胞の頻度は低いが，やはり増加を示した.

1) PolyploiOY 
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い値を示した.また，上記投与による染色体異常誘発生 2659， 1973 

に大きな差異が無いことは， T.Cの各投与方法における 3) Greenberger， N. ].， : Nature， 214， 702， 1967 

吸収が非常に良好であるとともに，in vivo染色体の指 4) Carter， M. P. : Brit. Med. J， 11，407， 1962 

標である骨髄細胞に充分な量の T.Cが到達しているこ 5) Ling， V. and Morin， C. L. : Biochim. Biothys. 

とを示唆するものであった. Acta.， 249， 252， 1971 

今回，我々の行ったinvivo染色体試験でT.Cの染色 6) Mccan，].， Yamasaki， E. and Ames， B. N. : Proc. 

体異常誘発性を認めるとともに，緒言で述べた invitro Nat. Acad. Sci.， 72，5135， 1975 

変異原性試験の報告を併せて考えると， T.Cは極めて危 7) Bhattacharjee， B. S. : Mut. Res.， 101， 329， 1982 

険な変異原物質であると推測される 8)Tsutsui， T.， Umeda， M. and Maizumi， H. : Mut. 

文献 Resリ 40，261， 1976 

1)第二版岩波生物学辞典，岩波書底 9) Bhattacharjee， B. S. ， Pal，.B. and Bhaumic， G. : 

2) De jonge， H. R.， : Biochemical Pharmacology， 22， Mut. Res.， 135， 211， 1984 
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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(第 2報)

汎用統計処理プログラム集の作成

三莱谷久敏ヘ藤田 博ヘ神谷信行*

佐々木美枝子ヘ平賀興吾ホ

A Personal Computer Program for Statistical Analysis of Toxicological Study (II) 

A General Statistics Program 

HISATOSHI MIKURIY AへHIROSHIFUJIT AへNOBUYUKIKAMIYA事

MIEKO SASAKI* and KOGO HIRAGA * 

Keywords:統計解析 statisticalanalysis，毒性試験 toxicitytest， パーソナルコンビュータ personal

computer 

はじめに

当部では一般毒性試験(急J性，亜慢性，慢性試験など)

および、催奇形性，変異原性発がん性試験など，いわゆ

る特殊毒性試験，さらに薬物代謝や毒性発現機序の解明

など種々の試験，研究が行われており，それぞれの試験，

研究に応じたデータの統計学的解析が要求される.これ

らの要求に答えるために，著者らはパーソナルコンビュ

ータによる毒性試験データ解析システムの開発を進めて

いる.それらの内容の一部である一般毒性試験用データ

解析プログラム (TOXI-STUDY)については，前報1)

に報告した.

今回，種々の試験データに応じた統計学的手法 (24種

類)が系統的に使用でき，かつ TOXI-STUDYのデー

タも統計解析できる汎用統計処理プログラム集

(TOXI-STAT)の作成を行ったのでその概要について

報告する.

TOXI-STATの概要

1.使用機種

SEIKO 7500パーソナルコンビュータを使用した.機

器構成については前報1)にて詳細に述べた.

2.使用言語

SEIKOスーパー BASIC(ROM 44KB)を用いた.

3. プログラムの作成方針

本プログラムの作成は以下に述べる方針に従って行っ

た

(1)全ての演算処理は， IPL (Initial Program Loader) 

によって実行されるメインプログラムで管理し，入力，

i寅算，出力およびファイル処理などのプログラムはサブ

プログラム化すること.

(2)データの変数名および入出カルーチンを可能な限り

共通化し，一度入力したデータは必要に応じて各種の統

計処理ができること.

(3)演算ルーチンをサブプログラム化し，新しい統計処

理プログラムの追加を容易にすること.

(4)データはミニフロッピーディスク (MFD)にファイ

ルできること.

(5) TOXI-STUDYのファイルデータを統計処理で

きること(図 1). 

4.プログラムの概要

プログラムの構成を図 2に示した.メインプログラム

の実行により表示されるメニューから，データの種別，

入力方法，各種演算およびファイル処理などを選択する.

指定した作業に必要なサブプログラムがロードされ，統

計処理が行われる.サブプログラムは現在35本から成る.

以下，主な機能について述べる.

(1)統計学的手法の選択

MAINMENU (図 3)によりデータの種別を指定し，

さらにデータの種別ごとの TESTMENUから適切な

統計学的手法を選択する.現在選択可能な統計学的手法

を表 1に示した.

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 

恥 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

図1.毒性試験データ解析システムのフ。ログラム構成

図 2. TOXI-STATのプログラム構成

W: ST向Ti'1向INト'lENU m 

1. X"2 札H

2E ir、;Jイ? わケイ

3. ヘイ中川 わケイ

4. Yうわ むケイ

5. i'ソ

33. 8T向TFLDPP'，' 

55. TDXI STUDY FLDPPY 

>3リND. INPUT 1 (END: 999 ) 

図 3.画面の MAINMENU 

(2)データ入力

INPUTMENU(図4)の4つの方法から選択できる.

① KEY BOARD:キーボードからのデータ入力.②

RAM:一度入力し，コンビュータ本体内に記憶されて

いるデータの再演算.③STAT FLOPPY: TOXI-

STAT用 MFDにファイルされているデータの演算.④

TOXI STUDY FLOPPY : TOXI -STUDYファイ

ルデータの演算.

(3)ファイル処理

MAIN MENUまたは INPUT MENUにおいて

STAT FLOPPYを指定することにより， FILE 

COMMAND MENU (図 5)が表示される.このメニ

表1. TOXI-STATに収納されている統計学的手法

類別変数

1. x2-検定(2x2， Yatesの補正)

2. Fisherの直接確率検定

3. x2ー検定 (RxC)

4. 割合についての傾向の検定 (TREND)

5. 正規性の検定

順位変数

1. Wilcoxonの順位和検定

2. Mann-WhitneyのU検定

3. Kruskal-Wallisの検定

間隔・比率変数

1. 基礎統計量(平均，標準偏差，標準誤差)

2. t検定(平均，分散未知)

3. t一検定(平均，分散既知)

4. Bartlettの検定

5. 一元分散分析

6. Dunnettの検定 (CSD法)

7. Duncanの検定 (WSD法)

8. Scheff岳の検定

9. Smirnov-Grubbsの棄却検定

10. Dixonの棄却検定

11.ヒストグラム

相関・回帰

1. 直線回帰

2. 曲線回帰

3. 高次回帰

その他

1. LD50値の算出(1)，(II)， (IIJ) 

2. 乱数発生および無作為抽出法
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.*. INPUT MENU *.* ••• TOXI STUDY MENU ••• 

EXECUTE， KEY BOARD 

22， 附ト!

33， STAT FLOPPY 

55， TOXI STUDY FLOPPY 

88， TES T 11ENU 

~t31.! NO， INPUT 22 (END:999) 

図 4. 画面の INPUTMENU

*** FILE CO~l~l州E 卜'lENU UI 

1. LOAD (C向L)

2， l'lERGE (C向し)

3， CORRECT 
4， PRINT (D向T向日UT)

5， ERASE 

6， C向↑向LOG

66， INPUT MENU， 

88， TE8T l'lENU 

ショ1.1NO， INPUT 2 ( END:999) 

図 5 画面の FILECOMMAND MENU 

ューにはファイル処理を行うための次のようなコマンド

を用意した.①LOAD(CAL) :ファイルされているデ

ータをロードし，演算する.②MERGE(CAL) : 2つ
以上のファイルデータを 1つの順序づけられたファイル

に組み合わせる作業をし，演算する.③CORRECT:フ

ァイルされているデータの訂正をする.④PRINT
(DATA OUT) :ファイルされているデータを出力す

る.⑤ERASE:指定したファイルを消去する.⑥

CATALOG : MFD内のファイル情報を全て出力する.

(4)データのファイル化

データは演算終了後表示される SAVEコマンドによ

りファイルすることができる.

1. BOD1' l，jE IGHT 

2， FOOD t¥ I，j向TERCONSUMF'TION 

3， ORGAN l，jE IGHT 

4， HD1向TOLOGIC向LDAT向

5， SERUM BIOCHEMIC向LDAT内

66， 1 NF'U T l'lEI~U 

88， TEST l'lENU 

99，ト1内INl'lENU 

シ31.1NO， INPUT (END:999 ) 

図6. 画面の TOXISTUDY MENU 

1984. 6.12 

4.. SARτ了LETT"S TEST  

CONTROL TEST 1 TEST2 TEST3 

136 127 122 135 
2 130 130 129 133 
3 137 135 132 119 
4 139 133 119 125 
5 133 126 124 137 
6 131 130 115 131 
ア 129 137 133 123 
8 140 130 114 125 
9 131 134 113 127 

10 130 133 121 125 

X^2: 4.41345 (DF'" 3)  P>O.05. NOT SIGNIFICANT 

5.  0ト-IE-WI向、y' p、ト."、L戸、'宣言1:8 OF  ..... ・p、R II'ミト.CE

S8 DF MS FCAし

A 
R(A) 

792.9 
1068.1 

苫

36 

AR 1861. 0 39 

264-.3 8.90車場市

29.ア

Tωo SIDe -ー同 市 IP=O.05 .噂'"I P"O.OI & **ホ: p毘 0.001

岳.. DUNNETT~S TEST 

N 10 10 10 10 
1<1 133.6 132.3 122.2 128.0 

50 4.06 4.00 ア.28 5.ア5
SE 1.28 1.27 2.30 1.82 

一一一一一一一一一一一一一ー一一一一一
T' 0.53 4.68 判幹事 2.30 

SY. 
1;: 

2.44 
3.09 

2.44 2.44 
3.09 3.09 

Tωo SIDE -ーーー '" : P"O.05 & '"申 : P=O.Ol 

図 7. TOXI-STATを用いた統計処理の例
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(5) TOXI-STUDYファイルデータの統計処理

MAIN MENUまたは INPUT MENUにおいて

TOXI STUDY FLOPPYを指定することにより，

TOXI STUDY MENU (図 6)が表示される.統計

処理を行うデータの穏類を選択すると， TOXI-STAT 

にTOXI-STUDYファイルデータが入力される(図1).‘ 

(6)出力

j寅算結果は全てプリンターへの出力とした(図 7).た

だし，相関・回帰のグラフなどはディスプレイ表示も同

時に行う.

5.適用問

TOXI-STATを用いた統計処理の例を図 7に示し

た.動物実験などで投与各群の平均値を対照群のそれと

比較する際は，データ入力後，まず Bartlett検定法2)を用

いて分散の検定を行う.有意ならば Kruskal-Wallis 

検定法2)を，有意でなければ一元分散分析2)を行う.本例

は分散が有意でないため一元分散分析を行った.この分

析で有意が認められたため，さらに Dunnett検定法3)を

用い対照群と投与各群の平均値を比較した. C *)印のつ

いた群は対照群の値に比べ有意な差があることを示して

いる

この一連の処理において，データの入力は Bartlett法

による検定の際一度行っただけである.このように

TOXI-STATにおいて，一度入力したデータは各種の

統計処理を行うことができる.

おわりに

試験データの解析のため，試験データに応じた統計学

的手法が系統的に使用できる汎用統計処理プログラム集

(TOXI -ST A T)を作成した.

(1)一度入力したデータは必要に応じて各種の統計処理

ができる.

(2)新しい統計処理プログラムの追加か容易である.

(3)入力データをファイルイ呆存することができる.

(4) TOXI -STUDYのファイルデータを統計処理す

ることが「で‘きる.

今後 TOXI-STATを種々の試験データの解析に活

用させるとともに，より一層の充実を図りたいと考えて

いる.
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Yasuo Kudoh， Masaaki Tsuno， Shig巴ruMatsushi阻 知郎，坂井千三，福山正文，上村知雄.感染症学雑誌，

ta， Sumio Yamada， Kenji Ohta， Senzo Sakai and 58 ( 5 )， 393， 1984 

Makoto Ohashi : Advances in Research on cholera 

and related diarrheas， [EdsJ S. Kuwahara & N.F. 発癌性および非発癌性メチル置換ベンツ (c)アタリ

Pierce. 75， Martinus Nijhoff Publ.， Boston， 1983 ジン類の簡易な精製法

鎌田国広，本橋登:薬学雑誌， 103 ( 7)， 795， 1983 

Lysogenicity of Vibrio cholerαe 

Makoto Ohashi， Takeshi Terayama， Hiroshi Flow Injection Analysis of Cyanide in Waste 

Ushioda， Yasuo Kudoh， Masaaki Tsuno， Shigeru Water from Metal Plating Processes 

Matsushita， K巴njiOhta， Senzo Sakai and Orasa C.Okumoto， M.Nagashima， S.Mizoiri， M_Kazama 

Suthienkul: Advances in Research on cholera and and K. Akiyama : Eisei Kagaku， 30 ( 1 )， 7， 1984 

related diarrheas， [EdsJ S.Kuwahara & N.F. 

Pierce. 113， Martinus Nijhoff Publ.， Boston， 1983 High Performance Thin Layer Chromato-

graphy-Densitometric Method for Content Uni-

1979~1981 年間に東京都で発生した Cαmpylo・ formity Test of Lanatoside C Tablets 

bact，髭erjej‘'juniによる l凶5事例の集団下痢症に関する調 T.Hag副iwar悶a，S.Shi泡ge印ok王a，S.Ue出har悶a，N 

査 andK.Ak王i匂yama: HRC & CC， 7 ( 3 )λ， 16臼1， 1凹98制4 

伊藤武，斎藤香彦，柳川義勢，甲斐明美，高橋正

樹，稲葉美佐子，高野伊知郎，坂井千三，大橋 誠: 日本薬局方安息香酸エストラジオール注射液の定量

感染症学雑誌， 57(7)，576，1983 法

原田裕文，鎌田国広.医薬品研究， 15(3)，477，1984

Purification and characterization of 8tαphy・

lococcus aureus FRI 1169 and 587 Toxic shock 日本薬局方ヒドロコルチゾン・ジフェンヒドラミン

syndrome enterotoxins 軟膏の定量法

Hideo Igarashi， Hiroshi Fujikawa， Hiroyuki 原因裕文，重岡捨身，宮武ノリエ，秋山和幸:医薬

Usami， Shunichiro kawabata andTakeshi Morita: 品研究， 15(3)，481， 1984 

Infection and Immunity 44 ( 1 )， 175， 1984 

ガスクロマトグラフィーによる乳製品中の第三級プ

Distribution of mycotoxin producing fungi in チルヒドロキノン (TBHQ)の分析法

marketing foods in J apan 竹葉和江，松本昌雄:衛生化学， 29 ( 5 )， 329， 1983 

H.Hitokoto， S.Morozumi， T.wauke and H.kurata: 
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Residues of 4・Chloro-l・(2，4・dichlorophenoxy)・ 斉藤和夫，西島基弘，安田和男，上村尚，井部明広，

2・・methoxy-benzene(triclosan methyl) in Aquatic 永山敏庚，牛山博文，直井家蕎太:食品衛生学雑誌

Biota 25 (2)， 112， 1984 

Tomoyuki Miyazaki， Tatsunori Yamagishi and 

Masao Matsumoto: Bull. Contam. Toxicol.， 32， 227， 市販ビスタチオナッツ，コーン及びコーンフラワ-

1984 の Aflatoxin及び Aflatoxicol汚染調査

斉藤和夫，西島基弘，安田和男，上村尚，井部明広，

ニワトリおよびウシの臨床材料から分離された 永山敏庚，牛山博文，直井家誇太.食品衛生学雑誌，

Clostridium septicumの薬剤感受性 25 (3)， 241， 1984 

白坂昭治，梅木富士郎:家畜抗菌剤研究会報， 5， 

9， 1984 食糧と栄養一食犠摂取について

Antibiotic Susceptibility of Clostridium septi-

cum Isolated from Chickens and Cattle 

Shoji Shirasaka， and Fujio Umeki: The ]apanese 

]ournal of Veterinary Science， 46( 3 )， 397， 1984 

Serotypes o~ Erysipelothrix rhusiopathiαe St-

rains Isolated from Slaughter Pigs Affected with 

西国甲子:都薬雑誌， 6 ( 4 )， 45， 1984 

食糧と栄養一無機質(1 ) 

関博麿:都薬雑誌， 6 ( 5 )， 47， 1984 

食糧と栄養一無機質(II) 

関博麿:都薬雑誌， 6 ( 6 )， 53， 1984 

Chromic Erysipelas Negative Chemical Ionization Mass Spectro-

Toshio Takahashi， Takuo Sawada， Masami metry of Nucleosides 

Takagi， Kenji Seto， Masako Kanzaki and Tsuto. Hiroshi Seto， Taisuke Okuda， Tomoyuki Take-

mu Maruyama :日本獣医学雑誌， 46( 2)， 149， 1984 sue and Tadashi Ikemura : Mass Spectroscopy， 31， 

197， 1983 

Antibiotic Resistance of Erysipelothrix rhusio・

pαthiαe Isolated from Pigs with Chronic Swine 

Erysipelas 

Toshio Takahashi， Takuo Sawada， Kenichi Oh. 

mae， Nobuyuki Terakado， Masatake Muramatsu， 

Kenji Seto， Tsutomu Maruyama and Masako 

Kanzaki : Antimicrob. Agents Chemother.， 25( 3 )， 

385， 1984 

穀類およびその加工品のオクラトキシン汚染

中里光男:マイコトキシン， 18， 6， 1983 

果実及び果実加工品中の安息香酸

永山敏庚，西島基弘，安田和男，斉藤和夫，上村 尚，

井部明広，牛山博文，永山美智子，直井家蕎太:食品

衛生学雑誌， 24( 4)， 416， 1983 

日本人の安息香酸，デヒドロ酢酸，プロピオン酸お

よびそれらの塩類ならびにパラオキシ安息香酸エステ

ル類などの各種保存料の 1日摂取量について

豊田正武，伊藤誉志男，一色賢司，大西和夫，加藤

文夫，神蔵美枝子，白石美子，原因行雄，深j畢喜延，

横山 剛，米国孟弘，慶回雅洋:日本栄養・食糧学会

誌， 36 ( 6 )， 467-480， 1983 

日本人のE硫酸およびその塩類(漂白剤)の 1日摂取

量について

豊田正武，伊藤誉志男，一色賢司，大西和夫，加藤

文夫，神蔵美枝子，白石美子，原因行雄，深津喜延，

横山 剛，米国孟弘，慶田雅洋.日本栄養・食糧学会

誌， 36 ( 6 )， 481-488， 1983 

マーケットバスケッ卜方式による日本人の各種食品

穀類，種実類及びその加工品中の Aflatoxin及び 添加物の 1日摂取量の推定

Aflatoxicol試験法 豊田正武，伊藤誉志男，一色賢司，大西和夫，加藤
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文夫，神蔵美枝子，白石美子，原因行雄，深津喜延， rations in the Testis， Liver and Serum 

横山 剛，米田孟弘，平山佳伸，山本芳子，藤井正美， Shinshi Oishi : Toxicol Lett.， 20 ( 1)， 75一78，1984 

慶田雅洋:日本栄養・食糧学会誌， 36 ( 6 )， 489-497， 

1983 

黄色ブドウ球菌の増殖とエントロトキシン産生に及

ぼす混合壊養菌の影響について

池亀公和，持永泰輔，寺田 厚，上村昌弘，友栗徹

士，内田和夫，五十嵐英夫， i朝田 弘，坂井千三 食

品と微生物， 1 ( 2 )， 130， 1984 

女子急性単純性腸脱炎における抗菌剤治療後の再

燃・再感染に関する研究，二重盲検法による Cinoxacin

のdoseresponseの検討(第二報)

熊本悦明，西尾彰，坂井千三他:CHEMOTHERA-

PY， 31 (6)， 646-656， 1983 

Testicular Atrophy Induced by Di-2-ethylhexyl 

Phthalate: Effect of zinc Supplement 

Shinshi Oishi and Kogo Hiraga: Toxicol. Appl. 

Pharmacol. 70 ( 1 )， 43-48， 1983 

The role of 2，6・diイert-butyl-4・methylene-2，5・

cyclohexadienone (BHT quinone methide) in the 

metabolism of butylated hydroxytoluene 

Altered leveles of cyclic nucleotides in F344 rats 

fed sodium 0・phenylphenate

A.Nakagawa， T.Nakao and M.Nakao: Fd Chem. 

Toxic， 22， 217， 1984 

Changes in enzyme activities in the urine and 

tissues of rats fed sodium 0・phenylphenate

F.Nagai and T.Nakao・FdChem. Toxic， 22， 361， 

1984 

Additional effect of acetaminophen on the 

mutagenicity and clastogenicity of N -methyl-N'-

nitr・o-N・nitrosoguanidine in cultured Chinese 

hamster CHO-KI cells 

Mieko Sasaki， Seiji Yoshida and Kogo Hiraga: 

Mutation Research， 122， 362-372， 1983 

総説・解説

細菌性腸管感染症制圧における国際協力の実例

大橋 誠:第 21回日本医学会総会誌， 2946， 1983 

Osamu Takahashi and Kogo Hiraga: Fd Chem. Laboratory-assisted investigation of Food-and 

Toxicol.， 21， 279， 1983 water-borne disease outbreaks 

Makoto Ohashi: Disease survei11ance in primary 

Metabolic studies in the rat with 2，4，6-tri-t・ healthcare proceeding of the 10th SEAMIC Semi-

butyl-phenol: a haemorrhagic antioxidant struc- nor Edited by ].c. Azurin Southeast Asian Medical 

turally related to butylated hydroxytoluene Information Center， Tokyo， 129， 1983 

Osamu Takahashi and Kogo Hiraga: Xenobio-

tica， 13， 319， 1983 . Contribution of SEAMIC data-exchange project 

Effects of dietary butylated hydroxytoluene on 

functional and biochemical properties of platelets 

and plasma preceding the occurrence of haemor-

rhage in rats 

Osamu Takahashi and Kogo Hiraga: Fd Chem. 

Toxicol.， 22， 97， 1984 

Testicular Atrophy Induced by Di-2-ethylhexyl 

phthalate: Effects of Vitamin A and Zinc Concent-

on diarrheal disease control 

Makoto Ohashi: Disease Survei11ance in primary 

health care proceeding of the 10th SEA孔1ICSemi-

nor. Edited by ].C. Azurin Southeast Asian Medical 

Information Center， Tokyo， 139， 1983 

ブドウ球菌の TSS毒素の化学

五十嵐英夫，藤川 jit，宇佐美博幸，川畑俊一郎，

森悶隆司:臨床と細繭， 10( 3)， 27， 1983 
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Toxic-shock syndromeと“toxic-shock毒素"産 1984 

生黄色ブドウ球菌

五十 嵐英夫，藤川浩:Medical Technology， 

12(5)，387，1983 

薬剤師のための衛生微生物学 10ブドウ球菌食中毒

家禽と Campylobacterについて

伊藤武，坂井千三:鶏病研究会報， 20( 1)， 2， 

1984 

寺山 武:薬局， 34 ( 4 )， 503， 1983 パイロジェンの試験法と除去対策

宇佐美博幸:製薬工場， 4 ( 4 )， 28， 1984 

Salmonella paratyphi BとSalmonellajavaの岡

定上の問題に関する検討 医薬品血中滋度モニタリングの手引きく 6>分析機

稲葉恵子，天野裕次，市瀬正之，小林淑子，黒沢大 器の概要 ガスクロマ卜グラフィー

介，岡本美恵子，松江隆之，小野川尊，寺山武.予 風間成孔:月刊j薬事， 25(11)， 2231， 1983 

防医学ジャーナル， 177， 32， 1983 

衛生的なおしぼりを提供するために，一貸おしぼり

サルモネラ B群が検出されたとき 取扱い基準の作成経過とその内容紹介一

伊藤武:Medical Technology， 11 (13)，1315， 1983 加納嘉子.洗濯の科学， 28 ( 3 )， 16， 1983 

細菌性食中毒 淋菌感染症(淋疾)の流行と淋菌一最近の動向と知

坂井千三，伊藤武:臨床検査， 27 (11)， 1311， 1983 見についてー

ブドウ球菌食中毒を最初に報告した M.A.Barber 

博士の論文の全貌

寺山 武:メディアサークル， 29 ( 3 )， 98， 1984 

毒素原性大腸菌の簡易同定法

加納桑子・都薬雑誌， 16 ( 3 )， 5， 1984 

感染性腸炎ー最近の傾向と問題点

坂井千三村田三紗子他.臨床検査， 27( 6)， 660 

670， 1983 

松下 秀，工藤泰雄.モダンメディア， 30， 80， 1984 細菌性食中毒

坂井千三，伊藤武:臨床検査， 27(11)，1311-1322，

カンピロパクター感染症に関する研究の動向，第 2 1983 

回カンピロパクタ一国際会議について

伊藤 武:モ夕、ンメディア， 30 ( 3 )， 156， 1984 薬剤師のための衛生微生物学(17)ー経口伝染病ー

坂井千三，太田建爾:薬局， 34(11)， 1521， 1983 

新しい腸炎起因ビプリオ

工藤泰雄:メデイカルコーナー，第 67集， 6， 1984 薬剤師のための衛生微生物学(18)ーサルモネラ食中

毒ー

TCBS'寒天培地で黄色集落が認められたとき 坂井千三薬局， 34(12)， 165~ 1983 

工藤泰雄:Medical Technology， 12( 2)， 174， 1984 

薬剤師のための衛生微生物学(19)一腸炎ビプリオ食

わが国でヒ卜，動物，食品および環境から検出され 中毒ー

るサルモネラの血清型 坂井千三，太田建爾:薬局， 35 ( 2 )， 559， 1984 

伊藤武:医学のあゆみ， 129 ( 5 )， 338， 1984 

腸内細菌科に属する主な病原菌の同定に用いられる

カンピロパクター食中毒の疫学とその周辺 鑑別培地の判定法

伊藤武:Progress in medicine， 4 ( 6 )， 1211， 太田建爾 検査と技術， 12 ( 4 )， 351， 1984 
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著書

食中毒II

Survey for Mycotoxins in Commercial Foods 

Motohiro Nishijima: Toxigenic Fungi (Proceed-

ing)， 172， Kodansha， 1983 

伊藤 武，坂井千三他:中央法規出版， 1983 

A highly toxic strain of blue-green alga Micro・

微生物同定法 cystisαeruginosαfrom Lake Suwa 

伊藤武他:衛生技術会， 1983 Mariyo F. Watanabe and Shinshi Oishi: BuII. 

Japan. Soc. Fish， 49 (11)， 1759， 1983 

乳製品試験法・注解

松本昌雄(分担執筆):金原出版， 1984 地震時における地下水の水質変化に関する調査研究

(その 4) 

食品衛生事典 樋口育子，坂本朋子，中川}I慎一，西垣進:昭和 58

松本昌雄，丸山 務，小久保禰太郎(分担執筆):中 年度地震予知に関する調査研究報告書(東京都総務局

央法規出版， 1984 災害対策部企画課)， 191， 1984， 3 

食品衛生における微生物制御の基本的考え方 食中毒II 一新たに認定された食中毒菌一

小久保禰太郎(分担執筆):日本食品衛生協会， 1984 坂井千三他:中央法規出版， 1983 

食中毒II 腸管感染症

丸山務(分担執筆):中央法規出版， 1983 坂井千三寺山 武他:医典社， 1984 
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五十嵐英夫，藤川 浩，宇佐美博幸，川畑俊一郎， H.Ushioda， M.shingaki， H.Fujikawa and S.Sakai: 

森田隆司:Toxic-Shock Syndrome患者由来黄色プ Bαcillus cereus food poisoning in Tokyo and 

ドウ球菌の産生する毒素(エントロトキシン F)の精製 contamination of foods with the Organism 

およびその性状 The 17th UJNR (1983. 9) 

第 30回毒素シンポジウム (1983. 7) 

S.Sakai， T.Itoh and M.Inaba: Growth， sporula-

川畑俊一郎，森田隆司，岩永貞昭，五十嵐英夫:ヒ tion and enterotoxin production of Clostridium 

トプロスロンピン(HP)とスタフィロコアグラーゼ(SC) perfringens in meats 

複合体の相互作用部位について The 17th UJNR (1983. 9) 

第 56回日本生化学会(1983. 9) 

T.Itoh， K.Saito， M.Takahashi， Y.Yanagawa， A. 

T. Itoh， K. Saito， Y. Yanagawa， M. Takahashi， A. Kai， I.Takano， M.Inaba， S.Sakai and M.Ohashi: 

Kai， M. Inaba， 1. Takano， M. Ohashi : Serotyping Bacteriological aspects of Campylobacter enteritis 

scheme for Campylobαcter jejuni and typing in Tokyo 

results on the iso lates of various origins The 17th UJNR (1983. 9) 

Second International Workshop on Campylobacter 

Infections (1983. 9) H.Igarashi， M.Shingaki， H.Fujikawa， H.UShioda 

and T.Terayama: Direct detection of Staphylococ-

H.Hitokoto， S.Morozumi， T.Wauke and H.kura. cal enterotoxin from food stuffs and its appli-

ta : Distribution of mycotoxin-producing fungi cation to-diagnosis of Staphylococcal food poison-

in marketing foods in Japan ing 

3rd International Mycological Congress (1983. The 17th UJNR (1983. 9) 

9) 

j朝団 弘，辻明良，小川正俊，五島瑳智子，寺山

Y.Kudoh， S.Matsushita， S.Yamada， M.Tsuno and 武，坂井千三:臨床材料および健康人由来コアグラ-

M.Ohashi : A simplified method for detecting ゼ陰性ブドウ球菌の正常マウスならびに実験的白血球

enterotoxigenic E. coli and its application 減少症マウスによる菌力比較

The 17 th M田 tingof the Joint US.Japan Toxic 第 28回ブドウ球菌研究会 (1983. 10) 

Microorganisms Panel， US.Japan Cooperative Pro. 

gram on Development and Utilization of Natural 

Resources (1983. 9). 

乱1.0hashi:Current Status of bacterial foodborne 

diseases in Tokyo and problems involved 

The 17th UJNR (1983. 9) 

K.Ohta， S.Yamada， S.Matsushita， M.Tsuno， Y 

Kudoh and M.Ohashi : A considerration on patho-

genicity of Various Spesies of Vibrio 

The 17th UJNR (1983. 9) 

T.Terayama， T.Itoh， K.Saito， Y.Yanagawa， M. 

Inaba， A.Kai， M.Takahashi， I.Takano， H.Igarashi， 

M.Ohashi， Y.Kudoh， S.Yamada and S.Matsushita: 

CHO-ceU elongation in the absence of cyclic AMP 

elevation by Vibrio species 

The 19th Joint Conference Cholera， U.S.Japan 

Cooperative Medical Science Program， Cholera 

Panel (1983. 10) 

T.Ito， T.Yokota， S.Kuwahara， S.Matsushita， K. 

Ohta and M.Ohashi: Production of skin permea-

bility increasing factors by CAMP-deficient mut-

ants of V.cholerαe 

The 19th Joint Conference Cholera， U.S..Japan 

Cooperative Medical Science Program， Cholera Panel 

(1983. 10) 
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潮田弘，五十嵐英夫，新垣正夫，藤川浩，寺山武 bert: CeIlular fatty acid composition and iso-

坂井千三大橋誠:輸入冷凍魚介類のピブリオ汚染 prenoid quinone content of 0αmpylobacter 

第 17回腸炎ビブリオシンポジウム(1983. 11) 84th Annual Meeting of the American Society for 

Microbiology (1984. 3) 

津野正朗，太田建爾，山田澄夫，工藤泰雄，坂井千

三，大橋誠:過去 10年間に分離された腸炎ビブリオ 伊藤武，斎藤香彦，高橋正樹，高野伊知郎，福山

のK抗原推移と神奈川溶血毒産生性 正文，原元宣，上村知雄:Thermophilic campylo圃

第 17回腸炎ビブリオシンポジウム (1983. 11) bacterの生態学的研究， 5)養鶏場内の環境における本

菌の汚染状況

山田澄夫，松下秀，太田建爾，工藤泰雄，坂井千 第 97回日本獣医学会 (1984. 4) 

三，大橋誠 Vibriofluvialisの病原因子について

第 17回腸炎ビブリオシンポジウム(1983. 11) 福山正文，上村知雄，村田乏秀，岩崎研一，田淵tl i青，

伊藤武 :Aeromonαs属の生態学的研究，河川およ

伊藤 武:新たに追加指定された食中毒菌の系統的 び淡水魚における本菌の分布と分離菌株の生化学的性

検査法の解説，カンピロパクターについて 状について

第 4回食品衛生微生物研究会 (1983. 11) 第 97回日本獣医学会 (1984. 4) 

大橋誠:微生物の産生する活性物質研究の現状， 五十嵐英夫:Toxic-shock syndrome (基礎)

エントロトキシン研究の現状 第58回日本感染症学会総会 (1984. 4) 

第 50回日本細菌学会関東支部総会 (1983. 11) 

赤嶺郁子，河内菜穂子，善養寺 浩，五十嵐英夫，

五十嵐英夫，新垣正夫，藤川浩， i朝団弘，寺山 新垣正夫，藤川浩， ~，朝団弘，寺山武:各種臨床

武，赤嶺郁子，河内菜穂子，善養寺浩:各種臨床検査 検査材料由来黄色ブドウ球菌の薬剤感受性一特に

材料由来黄色ブドウ球菌の Toxicshock毒素および Toxic-shock毒素産生菌株について

エンテロ卜キシンの産生性とコアクーラーゼ型 第 58回日本感染症学会総会 (1984. 4) 

第 32回日本感染症学会東日本地方会総会(1983.11)

松下秀，山田澄夫，工藤泰雄，大橋誠:毒素原

五十嵐英夫，新垣正夫， i朝団 弘，藤川 浩，河野 性大腸菌下痢症の迅速診断について

i閏ー，清水晃 :Stα~phylococcus intermediusの産 第 58回日本感染症学会総会 (1984. 4) 

生するコアグラーゼの免疫学的検討

第50回日本細菌学会関東支部総会(1983. 11) 工藤泰雄，津野正朗，山田澄夫，松下 秀，楠 i享，

大橋誠:輸入感染性腸炎患者からの Vibriofluvialis 

川畑俊一郎，森田隆司，岩永貞昭，五十嵐英夫:ヒ の検出状況と分離菌株の性状

トプロスロンビ‘ン (HP)とスタフィロコアグラーゼ(SC) 第 58回日本感染症学会総会 (1984. 4) 

複合体の相互作用部位について

第 6回日本血栓止血学会(1983. 12) 伊藤武日高橋正樹，斎藤香彦，大橋誠 :0αmpylo・

bacter jejuniおよびCαmpylobactercoli の増菌培地

M.Ohashi : The role of laboratory services in に関する検討， 2)CEM培地とその他 5種類の増菌培

control of diarrheal Diseases 地との比較

Intercountry W orkshop on Strengthening of 第58回日本感染症学会総会(1984. 4) 

Epidemiological Surveillance， W且 o(1984. 2) 

高橋正樹，伊藤 武，斎藤香彦，高野伊知郎， Viliami 

C.Wayne Moss， A.Kai， C.Patton and M.A.Lam- Ika，大橋誠 :0αmpylobαcterjejuniおよびC.coli
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の無機塩類，有機酸，アミノ酸に対する利用性につい H.lgarashi， M.Shingaki， H.Ushioda， H.Fujikawa， 

て T.Terayama，].Kawano， A.shimizu : Immnologi-

第 58回日本感染症学会総会 (1984. 4) cal differentiation of staphylocoagulase produced 

by 8tα:phylococcusαureus and 8tα:phylococcus 

高野伊知郎，斎藤香彦，高橋正樹，柳川義勢，伊藤 intermedius 

武，大橋誠:0αmpylobacterjejuniおよひ℃αmpylo・ V.InternationaI Symposium on Staphylococci and 

bαcter coli の血清型別に関する研究， 4) C.coli の血 StapylococcaI Infections (1984. 6) 

清型

第 58回日本感染症学会総会 (1984. 4) 田中秀治，中江純夫，和田貴子，前村 達，松田博

青，善養寺 j告，五十嵐英夫，赤嶺郁子:TSS (Toxic-

稲葉美佐子，伊藤 武，斎藤香彦，柳川義勢，甲斐 shock Syndrome)'こ類似した黄色ブドウ球菌性敗血

明美，坂井千三:東京都で発生したウエルシュ菌食中 症の 3例

毒の疫学的特徴および分離菌株の血清型とエンテロ卜 第17回救急医学関東地方会 (1984. 6) 

キシン産生性について

第 58回日本感染症学会総会(1984. 4) 甲斐一郎，山本俊一，大井 玄，武長筒行，山崎信

行，原 実，鈴木重任，深山智代，市川伸一，小林之

新垣正夫，五十嵐英夫， i朝田 弘，藤川 浩，寺山 誠:ぽけ老人と異常精神症状(1)環境評価の方法

武:黄色ブドウ球菌の迅速同定に用いられているラテ 第 42回日本公衆衛生学会総会 (1983.11) 

ックスおよび血球スライド凝集反応の評価

第 47回日本食品衛生学会 (1984. 5) 鈴木重任，山本俊一，大井 玄，甲斐一郎，武長的

行，山崎信行，原 実，深山智代，市川伸一，小林之

諸角 聖，和字慶朝昭，一言広:毒素産生カピの 誠 ぽけ老人と異常精神症状(2)異常精神症状と人間開

発育と毒素産生に及ぼす天然甘味料の影響 係

第47回日本食品衛生学会(1984. 5) 第42回日本公衆衛生学会総会(1983.11) 

H.lgarashi : Properties of TST purified from 8. 鈴木重任，山本俊一，大井 玄，甲斐一郎，山崎信

αureus serains FRI -1169 and 587 行，深山智代，名嘉幸一，嘗山富士子，原 実:沖縄

Toxic Shock Syndrome Symposium (1984. 5) 県ー農村における健診受診老人にみられる知力低下

第 54回日本衛生学会総会 (1984. 4) 

H.lgarashi， M.Shingaki， H.Fujikawa， H.Ushioda 

and T. Terayama : Detection of staphylococcal 武長筒行，甲斐一郎，鈴木重任，大井 玄:神経芽細

enterotoxins in food poisoning outbreaks by Re- 胞腫スクリーニングの費用便益分析

served passive latex agglutination 第54回日本衛生学会総会 (1984. 4) 

V.InternationaI Symposium on Staphylococci and 

StaphylococcaI Infections (1984. 6) 村田以和夫，川中正憲，鈴木了司:東京近郊で発生

した水田皮膚炎の発生状況とセルカリアを抗原とする

H.lgarashi， H.Fujikawa， H.Usami， S. Kawabata 間接蛍光抗体法(IFA)による血清診断

and T.Morita : Purification and characterization 第 53回日本寄生虫学会大会「水田皮膚炎の現況と対

of an enterotoxin from 8tα:phylococcusαureus 策」シンポジウム (1984. 4) 

associa~ed with Toxic-shock syndrome 

V. InternationaI Symposium on Staphylococci 仲川千種，笠原利英，大石向江，蓑輪佳子，鈴木重

and StaphylococcaI Infections (1984. 6) 任，大久保暢夫・生化学検査用試薬キッ卜による測定

イ直の変動について
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第 72回東京都衛生局学会 (1984.5) 伊藤忠彦，坂井冨士子，山崎 清，中村清純，薮内

j青，大橋誠，大野正彦，吉川 翠他:最近の伊豆七

石上武，堀幹郎，鈴木重任，大橋誠，丸山崎， 島におけるツツガ虫病(七島熱)の調査研究.第一報

林田陽一，斉藤リツ:1981年から 3年間における売春 式根島を中心とした実態調査

容疑者のリン菌保有率と分離菌株の薬剤感受性成績 第72回東京都衛生局学会 (1984. 5) 

第72回東京都衛生局学会 (1984. 5) 

秋山和幸:測定者側における精度管理の実際につい

鈴木重任，武長倫行，甲斐一郎，大井玄・神経芽 て

細胞腫マス・スクリーニングの費用便益分析 第 20回全国衛生化学技術協議会年会 (1983. 9) 

第7回がん疫学研究会 (1984. 6) 

萩原輝彦，上原、真一，重岡捨身，宮武ノリエ，秋山

大井 玄，甲斐一郎，武長筒行，鈴木重任:費用便 和幸:蛍光試薬としてオキシ塩化ジルコニウムを用い

益に関する問題点 るラナトシド Cの定量について

第7回がん疫学研究会 (1984. 6) 第20回全国衛生化学技術協議会年会 (1983. 9) 

小松俊彦，志賀定嗣，伊藤忠彦他:賢症候性出血熱ウ 安田一郎，秋山和幸，佐竹元吉，糸川秀治:胡椴類

イルスの血清疫学的研究 生薬の品質評価

第31回日本ウイルス学会総会 (1983.10) 日本生薬学会第 30四年会 (1983.10) 

林志直，矢野一好，薮内清，岩崎謙二，川本尋 風間成孔，寺島潔，安田一郎，高橋利恵子，秋山

義:エンテロウイルス 70型分離株 (1982年・東京)の 和幸.市場品蕃械の品質評価

性状 日本生薬学会第 30回年会 (1983.10) 

第 31四日本ウイルス学会総会 (1983.10) 

小林正夫，森 式能，安田一郎，秋山和幸:オオパ

岩崎謙二，坂井冨士子，伊藤忠彦，山崎清: ナオケラの栽培と成分

1982~83 年冬期の AH 3型インフルヱンザウイルス 日本生薬学会第 30回年会 (1983.10) 

分離株の HA抗原分析

第31回日本ウイルス学会総会 (1983.10) 浜野朋子，安田一郎，瀬戸隆子，秋山和幸:市販紫

雲膏製剤中のシコニン類含量ーその変動と原因

武内安恵，薩田清明，岩崎謙二他:1982年 12月か 第27回日本薬学会関東支部大会 (1983.11) 

ら1983年 3月までの流行から分離されたインフルエ

ンザ H3N。型ウイルスの抗原分析及びウイルス分離さ 上原真一，萩原輝彦，宮武ノリエ，重岡捨身，秋山

れた擢患者血清の抗体上昇について 和幸ガスクロマトグラフィーによる医薬品中の卜ラ

第31回日本ウイルス学会総会 (1983.10) ネキサム酸の定量

日本薬学会第 104年会 (1984. 3) 

梶山純一，斉藤みどり，関谷行子，岩崎謙二他東村

山保健所管内の一小学校に発生したアデノウイルス感染 鎌田国広，本橋 登:メチル置換ベンツ (C)アタリ

症について ジン類の高速液体クロマ卜グラフィーおよびガスクロ

第 71回東京都衛生局学会 (1983.11) マトグラフィーによる分析

日本薬学会第 104年会 (1984. 3) 

渡辺悌吉，石原 祐，岩崎謙二他:急性気道感染症

を中心とした症例からのウイルス分離成績(続報) 正木宏幸，徳丸雅一，岩崎久夫，宇佐美博幸:雨水，

第 14回日本小児ウイルス病研究会 (1983.12) 河川水における発熱性物質および細菌数の比較 l
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第97回日本獣医学会 (1984. 4) 毒について

第46回日本食品衛生学会 (1983.10) 
鈴木助治，森謙一郎，雨宮敬，水石和子，吉原、武

俊・繊維製品の衛生加工剤・有機シリコン第 4級アン 小久保繍太郎:食品の微生物学的基準をめぐる諸問

モニウム塩の分析法について 題，基本構想へのアプ口ーチ:検査対象微生物および

日本薬学会第 104年会 (1984. 3) それらの菌数限度について

第4回食品微生物研究会 (1983.11) 
水石和子，竹内正博，江波戸挙秀，山野辺秀夫，岸

本j青子，山添律子，風間成孔:ゴム製晴乳用具および 金子誠二，神保勝彦，小久保嫡太郎，丸山 務，松

玩具等からの第 2級アミンの溶出とN ニトロソアミン 本昌雄:淡水養殖魚における Plesiomonasおよび

の生成について Aeromonαs属の汚染状況

第 47回日本食品衛生学会 (1984.5) 第4回食品微生物研究会 (1983.11) 

竹内正博，水石和子，江波戸挙秀，山野辺秀夫，摩 神保勝彦，金子誠二，小久保禰太郎，丸山務，松

本清子，山添律子，風間成孔・東京湾産スズキおよび 本昌雄，太田建爾，坂井干三:淡水養殖魚におけるビ

アサリに見られる PCB汚染の動向 プリオ汚染

第47回日本食品衛生学会(1984. 5) 第 17回腸炎ビブリオシンポジウム (1983.11) 

小久保嬬太郎，神保勝彦，金子誠二，松本昌雄:市 宮崎奉之，山岸達典，松本昌雄:Technical Chlor-

販はちみつの芽胞菌汚染の実態 dane成分と生物中に残留するChlordane成分との相

第 96回日本獣医学会(1983. 8) 関について(その 2) 

第47同日本食品衛生学会 (1984. 5) 

金子誠二，神保勝彦，小久保禰太郎，丸山 務，松

本昌雄 Yersiniαenterocoliticαの分離方法の再検 川本英一，加藤美智子，佐藤恵美，丸山務:Pasteu-

討 I.CIN培地の選択性とアルカリ処理効果 rellαmultocidαの輸送培地の検討

第 96凶日本獣医学会 (1983. 8) 第 18回実験動物学会 (1983. 8) 

神保勝彦，金子誠二，小久保禰太郎，丸山務，松 丸山務，神崎政子，金子誠二，松本昌雄，竹重都

本昌雄:食肉からの Cαmpylobacterjejuni/ coliの 子 Yersiniαenterocoliticaの分離方法の再検討

選択増菌培地について 第96回日本獣医学会(1983. 8) 

第46回日本食品衛生学会 (1983.10) 

川本英一，丸山 務:実験用ウサギにおけるPαsteu-

今野純夫，旅田一衛，武政二郎，吉田幸紀，藤野訓 rella multocidaの保菌実態と分離菌株の性状につい

男，重久保，尾上洋一，徳丸雅一，小久保禰太郎， て

品川邦汎，小沼博隆，倉田 j告:食品および食肉製品中 第 96回日本獣医学会 (1983. 8) 

の黄色ブドウ球菌の汚染実態と分離菌株のエンテ口卜

キシン産生について 高橋敏雄，沢田拓士，大前憲一，寺門誠致，村松昌

第46回日本食品衛生学会 (1983.10) 武，瀬戸健次，丸山 務，神崎政子:と場豚の病変部

由来豚丹毒菌の薬剤感受性

尾上洋一，旅田一衛，武政二郎，吉田幸紀，藤野訓 第96同日本獣医学会 (1983. 8) 

男，今野純夫，重久保，徳丸雅一，小久保嫡太郎，

品川邦汎，小沼博隆，倉田 j告:食肉および食肉製品 加藤行男，伊藤仁子，久保倉洋子，小川益男，丸山

から分離したセレウス菌の性状，型別および下痢原性 務:野鳥及び野生のニホンカモシカにおける Yersinia
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属の保有状況 上村尚，西島基弘，安田和男，牛山博文，田端節

第96回日本獣医学会 (1983. 8) 子，松本幸子，二島太一郎:アフラトキシンの簡易分

析法

田中まゆみ，中村政幸，伊藤治，加藤行男，久保 第 47回日本食品衛生学会 (1984. 5) 

倉洋子，丸山務，小川益男 Yersiniαenterocolitica

からのプラスミドの検出とプラスミド保有株の病原性 安田和男，西島基弘，上村 尚，牛山博文，田端節

について 子，松本幸子，二島太一郎いわゆる健康食品の衛生

第 96回日本獣医学会 (1983. 8) 学的調査(第4報) 高麗人参製品中のサポニン含有量

竹重都子，酒井保宏，露崎国夫，向島 雄，吉田義

夫，丸山 務:と畜場における豚枝肉のエルシニア菌

汚染実態

第97回日本獣医学会 (1984. 4) 

M.Nishijima : Survey for Mycotoxins of Com-

mercial Foods 

Third International Mycological Congress (1983. 

9 ) 

永山敏庚，田村行弘，真木俊夫，観公子，直井家

害太:輸入発酵茶及びバナナ中の残留農薬調査

第20回全国衛生化学技術協議会 (1983. 9) 

中里光男・穀類およびその加工品のオクラトキシン

汚染

第 18回マイコトキシン研究会 (1983. 9) 

井部明広，斉藤和夫，中里光男，菊池洋子，藤沼賢

司，直井家蕎太:食品中のアスバルテーム分析法

第46回日本食品衛生学会 (1983.10) 

田村行弘，真木俊夫，観公子，永山敏庚，直井家

毒太魚肉中ワックスエステルの定性および定量法

第47回日本食品衛生学会 (1984. 5) 

島村保洋，上田 工，石川ふさ子，西島基弘，二島

太一郎:食品中のアジピン酸の分析法

第47回日本食品衛生学会 (1984. 5) 

上村 尚，西島基弘，田端節子，安田和男，牛山博

文，松本幸子，二島太一郎:市販食品のアフラ卜キシ

ンの汚染調査及び調理加工による消長

第47回日本食品衛生学会 (1984. 5) 

中里光男，斉藤和夫，菊地洋子，井部明広，藤沼賢

司，直井家蕎太，二島太一郎:食品，農産物中のオクラ

トキシン A，B及びシ卜リニンの同時分析法

第 47回日本食品衛生学会 (1984. 5) 

藤沼賢司，斉藤和夫，中里光男，菊地洋子，井部明

広，二島太一郎:食品中のステビオサイド及びレパウ

ディオサイド Aの分析法

第47回日本食品衛生学会(1984. 5) 

関 博麿，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(第 2報)

第38回日本栄養食糧学会総会 (1984. 5) 

第46回臼本食品衛生学会(1983.10) 寺田伸枝，池田真悟，福田雅夫，大沢誠喜，遠藤圭

子，鈴木孝人，溝口勲，林豊:低濃度 N02と03の

永山敏庚，田村行弘，真木俊夫，観公子，直井家 長期複合暴露によるラットの肺の病理組織学的変化

寄太:魚介類における不揮発性腐敗アミン類の消長 第 24回大気汚染学会 (1983.11) 

第46回日本食品衛生学会 (1983.10) 

鈴木孝人，寺田伸枝，大沢誠喜，池田真悟，福田雅

上村 尚:卜リコテセンに関するシンポジウム汚 夫，遠藤圭子，溝口 勲:酸性ムコ多糖代謝に及ぼす

染実態調査及び汚染粒の出現率 N02暴露の影響，(11)肺と肝における生化学的，組織化

第四回マイコトキシン研究会 (1984. 1) 学的検索

第 24回大気汚染学会 (1983.11) 
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狩野文雄:東京都における降下煤塵と浮遊粉塵の変 能勢征子，萩原久美子，坂井千三.腸炎ビプリオの

異原活性 酸性下における生存率に及ぼす食塩濃度と有機殴の影

第 24回大気汚染学会 (1983. 11) 響

第47回日本食品衛生学会 (1984. 5) 

牧野国義:東京における呼吸器疾患死亡と大気汚

染，社会指標との関連性 坂井千三:大規模食中毒の起因菌とその疫学

第 24回大気汚染学会 (1983. 11) 昭和 59年度食品衛生特殊技術講習会 (1984. 6) 

渡辺真利代，大石虞之:有毒 Microcystisαergi- 中川好男，中尾順子，平賀興吾，須賀哲弥:ジブチ

nosαの培養条件下での毒素の産生について ルヒドロキシトルヱン (BHT)のマウス肺傷害に対す

第48回日本陸水学会(1983. 9) るシステインの効果

笹野英雄，横山英世，有賀 徹，西川浪八:飲料水

の水質と人の健康との関連(第 l報)水道水に由来す

る有害元素に関する調査

第42回日本公衆衛生学会(1983.11) 

高橋保雄，斉藤庄次，笹野英雄，西垣進，三村秀

一，森田昌敏:水道水中の有機塩素農薬

第42回日本公衆衛生学会 (1983. 11) 

S. Sakai : Growth， Sporulation and Entero-

toxin Production of Clostridium Perfringens in 

Meat高

The 17th Meeting of the ]oint US-]apan Toxic 

Microorganisms Panel， US-]apan Cooperative Pro-

日本薬学会第 104年会 (1984. 3) 

高橋 省，平賀興吾:ラットとマウスに対するアス

ピリンの出血毒性の差異

第57回日本薬理学会総会 (1984. 3) 

大石異之，平賀興吾:フタル酸エステルの精巣萎縮

作用:亜鉛投与の影響

第57回日本薬理学会総会(1984. 3) 

佐藤かな子，藤谷知子，田中建志，真崎知生，浦山

修，中尾順子，中尾真:馬腎 Na+， K+ -ATP aseの

モノクロナール抗体

第56回日本生化学会総会 (1984. 9) 

gram on Development and Utilization oF Natural 浦山修，長宗秀明，中尾真，杉山博之，佐藤か

Resources， Bacterial session 1. Bacterial Diarrheas な子，中尾順子:腎Na，K-ATP aseに対するモノクロ

(1983. 9) ナール抗体

第56回日本生化学会総会(1984. 9) 

K. Ohta: A Consideration on Pathogenicity of 

Various Species of Vibrio 、藤谷知子，中尾順子，佐藤かな子，浦山 修，加納

The 17th Meeting of the ]oint US-]apan Toxic いつ，中尾真:腎 Na+， K+-ATP aseのオリゴメリ

Microoganisms Panel， US-]apan Cooperative Pro- ゼーションについて

gram on Development and Utilization of Natural 第56回日本生化学会総会 (1984. 9) 

Resources， Bacterial Session 1. Bact巴rialDiarrheas 

(1983. 9) 市川久次，小林博義，中尾順子，植田忠彦，中川茂

男:幼若ラットの CPC高張部瞬時容血についての検

栃本博，押田裕子，有賀孝成，池島伸至，中村 弘， 討(第 2報)

池田徹行，北島康生:平井川の水質汚濁の時間的変動 第56回日本生化学会総会(1984. 9) 

と生活排水の関係

第71回東京都衛生局学会 (1983. 10) 川野澄江，中尾順子，鎌滝哲也:フェノパルビター

ル， βーナフ卜フラボン処理ラットから精製したチ卜
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クローム P-450による変異原活性化および不活性化 媒体による差異

反応 第 23回日本先天異常学会学術集会 (1983. 7) 

第 56回日本生化学会総会(1984. 9) 

佐々木美枝子，平賀興吾:発癌プロモーター(TPA)

牛山慶子，樺島順一郎，長井二三子，市川久次，加 のinvitro抗体産生抑制効果について

納いつ，中尾順子:肝ミクロソーム存在下における 第 42回日本癌学会総会 (1983.10) 

C14C) OPPと胸線DNAの反応

第 56回日本生化学会総会(1984. 9) 佐々木美校子，平賀興吾:プロモータ一物質の免疫

活性について

小勝昭夫，米山允子，藤井隆，平賀興吾:チアベ 第 12回日本環境変異原学会大会 (1983.10) 

ンダゾールの妊娠マウスでの吸収，分布，排;世:懸濁
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