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地方自治法の一部が改正されて，東京都23区内の53東京都保健所が， 23特別区の保健所とし

て移管されたのが，昭和50年4月であり，今年でちょうど10年の歳月が経過しました.移管当

時は，各特別区における試験検査の体制が充分で、なかったので，各種試験検査は，従前通り，

者11立衛生研究所が担当しましたが，その後各区において，遂次試験検査に関する整備充実がは

かられ，今日では相当部分の試験検査が， 23特別区において実施されるようになりました-

)j，臨床検査技師法，衛生検査技師法等にもとづく民間の登録衛生検査所も年々増加し，昭和

60年度始めには，都内で約90ケ所になり，今日では，保健衛生の分野で大きな役割をはたして

おります.大都市においては，行政需要や，社会的需要に応えるためには，数多くの試験検査

機関の参加が必要となってきておりますが，ここで最も重要な課題は，試験検査における精度

の確保であります.東京都衛生局では，東京都医師会，各医科大学等の協力を得て，衛生検査

所の精度管理事業をすすめておりますが，当研究所も，公的試験研究機関として，その責を担

い，先導的役割をはたすべく努めているところであります.

今年は春以来，地球の裏側でジエチレングリコールの混入された，いわゆる有毒ワイン騒動

が報ぜられていましたが，当研究所の生活科学部食品研究科では，日本国内への波及を予見し，

いち早くその分析法の検討に着手いたしました.その結果， 7月24日以来の我国での有毒ワイ

ン騒動の中にあっても，迅速にかっ正確に，行政の需要に即応し，都民はもとより，国の期待

に!必えてまいりました.

これは，将来に対する適正な判断と，実行に対する決断の成果によるものであったと思いま

す.公的試験研究機関にあっては，つねに社会的動向を的確に把握し，行政並びに社会的需要

の将来を予見し，いつでも即応し得る体制を整えてゆくことが必要で、あると思います.そして，

術生行政が真に科学的な背景にもとづいて，理論的に，効率的に展開される基盤を提供してゆ

くことこそ，公的試験研究機関の重要な責務と自覚しております.

東京都立衛生研究所，研究年報第36号を発行いたします.今回は， 72編の論文を報告いたし

ます.忌憾のない御意見，御助言を賜われば幸いと存じます.

昭和60年12月

東京都立衛生研究所長 長崎 護
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報交 I

感染症等に関する調査研究

REPORTS 1 

PAPERS CONCERNING ON INFECTIOUS DISEASES AND OTHERS 



京京衛研年報 Ann.Rψ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.l王， 36， 1-7， 1985 

8tαphylococcusαureus， 8tα:phylococcus intermediusおよび 8t，αphylococcus

hyicus subsp. hyicusの産生するコアグラーゼの免疫学的特異性の検討

五十嵐英夫ヘ新垣正夫ヘ i朝回 目、*

藤川 j告へ寺山 武*

Immunological Differentiation of Coagulase Produced by Stα:phylococcusαureus， 

Staphylococcus intermedius and Staphylococcus hyicus subsp. hyicus 

HIDEO IGARASHIヘ MASAOSHINGAKIぺHIROSHIUSHIODA * 

HIROSHI FU]IKA W A * and T AKESHI TERA YAMA * 

Immunolgical Differentiation of Coagulases Produced by StaPhylococcus aureus， StaPhylococcus 

intermedius and Staphylococcus hyicus subsp. hyicus 

We巴xaminedimmunological identity of coagulases produced by StaPhylococcus aureus， StaPhylococ-

cus intermedius and Staphylococcus与yicussubsp. hyぜcusby neutralizi昭 withantiserum the plasma. 

coagulating activity of the three StaPhylococci. S. intermedius and S. hyicus subsp. hyicus examined in 

this study consisted of six and four strains respectively. These strains were supplied by Dr. W . E. 

Kloos，Department of Genetics， North Carolina State University. AII the strains of S.intermedius and 

2 of the 4 S. hyicus subsp. hy官.ωscoagulated rabbit plasma. Coagulase typing method used for S. aureus 

was applied to the strains. Although one strain was cIassified as Type II， the other strains could not be 

identified. 

This fact suggests that coagulases produced by S. intermedius and S. h.〆'cussubsp.わicusare 

immunologically different from that of S. aureus. Coagulase was purified from the strain 6317 of S. 

intermedius having relatively high coagulase activity which was used for immunizing rabbits. The 

coagulase was purified according to Igarashi et al. (J. Biochem. ，86，1616，1979) by affinity chromato-

graphy using bovine prothrombin.Sepharose 4B. Serum against the purified coagulase of S. intermedius 

strain 6317 was found to have type-specific properties. By using the coagulase anti-serum， coagulase 

typing was performed for 5 strains of S. intermedius and 2 strains of S. hyicus subsp. hyicus. As a result， 

this serum neutralized the coagulase from 5 strains of S. intermedius ， but could not neutralize 2 strains 

of S. hyicus subsp. hyicus 

Thus， it has been proved that coagulases produced by S. intermedius is immunologically different 

from those from S. aureus and S. h〆cussubsp.わたus.

Keywords : Staphylococcus aureus， StaPhylococcus intermedius Staphylococcus hyicus subsp. hyicus， 

Coagulase， Coagulase typing 

緒 -呈吾

日 る特徴的な物質の 1つで，本菌の同定のための重要な鍵

ヒトやウサキ等の動物の血竣を凝固するコアクーラーゼ であると考えられていた. Zen-Yojiら1)はこのコアグ

は，黄色ブドウ球菌 (Staphylococcusaureus)が産生す ラーゼの抗原性の違いを利用した S.aureusの分類法で

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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



2 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

あるコアグラーゼ型別法を考案し，現在， 1 -VIIlの 8型

に型別され，我が国での本菌による疾患の疫学的調査に

広〈応用されている.

最近のブドウ球菌の分類では，コアグラーゼを産生す

る菌種として， 5. aureus以外に 5tathylococcus inter. 

mediusと一部の 5t，ゆかlococcushyicus subsp. hyicusが

追加されている.これらの新しくコアグラーゼを産生す

るとされた両菌種の分布は主として動物である.これら

の菌種の分類までの経緯の概要は次のとおりである.5.

iηtermediusは，これまで動物由来の 5.aureusの lつの

生物型として分類されていた.1976年， Hajek2
)はこの生

物型に分類されている菌株の生化学的性状，ファージに

対する感受性，遺伝的性状および細胞壁の化学組成が 5.

aureusと異なることを証明し，これらの菌株を 5.aur-

eusから分けて独立した菌株として 5tathylococcus

intermediusと命名することを提案した.一方， 1978年，

Devrieseら3)はブタj参出性表皮炎，健康なブタ，ニワトリ

のり1腔，皮膚およびウシ乳房炎から分離した菌株につい

て，分類学的研究を行った。その結果，これらの菌株に

5tathylococcus hyicusと命名し，この菌種に 5.hyicus 

subsp. hyicusと5.hyicus subsp. chromogenesの2つの

亜種を設定することを提案した.以上のような 2つの提

案によって，ブドウ球菌の分類にこれらの菌種が新たに

t采用さilたのである.

これらの菌種の研究は，獣医細菌学領域で盛んに行わ

れている.5. inlermediusは健康な動物のぬ腔，皮府，腸

管内容物に広〈分布し， 5. hyicus subsp. hyicusは健康な

ブタ，ニワトリ，ウシの上部気道，外耳道，皮膚などに

常在する.これらの菌種の病原性については， 5. inter. 

mediusによるイヌの外耳炎，化膿性皮府炎や 5.hyicus 

subsp. hyicusによるブタ j参出性表)支炎などが知られて

いるのみである.

日常のブドウ球菌検査において， 5.aureusの同定に

は，コアグラーセ*の産生の有無が重要な鑑別性状として

用いられており，コアグラーセ、型別法は我が国のブドウ

球食中毒の疫学的調査に，なくてはならない 5.aureus

の分類法となっているのが現状である.

しかしながら，現在まで，このようにブドウ球菌の鑑

別や型別に応用されている 5.aureusの産生するコアラ

グラーセ守と， 5. inlermediusおよび 5.hyicus subsp. 

hyicusが産生するコアグラーゼの異同については，全〈

検討されていない.そのため，ブドウ球菌の検索を日常

検査としている私どもにとって， 5. intermediusや 5.

hyicus subsp. hyicusが 5.aureusと間違って同定された

りはしていないかと言う懸念があった.

そこで，私どもはこれらの問題を解決するために， 5. 

aureus， 5. intermediusおよび 5.hyicus subsp. hyicusの

産生するコアグラーセaの異同について免疫学的に検討し

た.さらに，これらの菌種の鑑別性状や 5.aureusとして

保存されている菌株への混在についても検討したので併

せて報告する.

材料および方法

供試菌株:5. intermedius 4177， 5018， 5066， 6131， 

6317お よ び CFDD株;5. hyicus subsp. hyicus393B， 

3813， NCTC 10350および 5.hyiωSA4の各菌株は，米

国，ノースカロライナチト|立大学の Kloos博士より分与さ

れた.これらの菌株はすべて動物由来株で， DNA-DNA 

ハイブリタゃイゼイションで，それぞれの菌種に同定され，

Phillips， J r. & Kloosによって，発表(J.Clin.Mi. 

crobiol. ，14，671，1981) されたものである.

鑑別性状試験:コアグラーゼ産生は2.5-3mlずつ分

注した 5%ウサギ血紫加ブレーンハートインヒュージョ

ン (BHI)液体培地で35'C，18時間培養後の凝固の有無

で判定した.耐熱性ヌクレアーセ守の産生は，被検液を

BHI液体培地で35'C，18時間培養後の菌液について，

Lachicaら4)の0-トルイジン青を用いる寒天ケ‘ル内拡

散法によって行った.クランピングファクターの検出は，

ヒト血殺によるスライド・コアグラーゼ試験を行い，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.

溶血活性は 5%ウマ血液寒天平板に培養し，コロニ一周

辺の溶血環の有無で判定した.フプ。ロテインAは抗ヒツジ

赤血E球求血清を感作したヒ、ツソジ赤血球を用いる Win巾b.

lad & Fr吋icson5町)の方法で

東京慈恵会医科大学益田昭吾教授より分与された.卵黄

反応は 3%卵黄加マンニット食塩寒天平板で、35'C，48時

間培養後のコロニ一周辺に白濁帯を形成したものを陽性

とした."7ンニット， トレハロースおよびマルトースか

らの酸の産生は各々の糖を 1%にPYP基礎培地(日水

製薬)に添加したものを用いた.判定はこれらの培地に

被検菌を接種し， 35'C， 48時間培養液後に黄変したもの

を陽性とした.アセチルメチルカルビノール産生(VP試

験)は， VP半流動培地(栄研化学)に35'C，48時間培養

後， VP試薬 I液と II液を滴下し，赤変したものを陽性と

した.

IDテスト・ SP-18による同定:

ブドウ球菌簡易同定用キットである IDテスト.SP 

181ニッスイ」を用いて 5.inlermediusおよび 5.hyicus 

subsp. hyi・cusの供試菌株の同定を行った.
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Table 1. Characteristics of S. inlermedius and S. hicus subsp. hyicus Used 

S. intermedius S. hyicus 

Character 4177 5018 5066 6131 6317 CFDD 3813 393B A4 NCTC 

Coagulase (rabbit plasma) + + 
Heat-stable nuclease + 十

Cl umping-factor + 
Hemolysin (hors巴 blood) + + 
Protein A 

Egg-yolk ± + 
Acid from mannitol 

Acid from trehalos巴 + + 
Acid from maltos巴 + + 
Acetoin production (VP) 

コアグラーゼ型別 コアグラーゼ型別は Ushiodaら6)

の方法によって行った.

S. intermediusの産生するコアグラーゼの精製およ

び抗血清の調製:S. inlermediusの産生するコアグラー

ゼの精製およびその抗血清の調製は Igarashiら7)の方法

に準じて1Tった.

成績

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 

10350 

+ + + + + 
+ + 十 + + + + 
+ + + 
+ + + + + + 十

+ + 
+ + + 
十 + 
+ + + + + + 
+ + + + + 十 + 

スイ」を用いて，供試した 6株の S.inlermediusおよび

4株の S.hyicus subsp. hyicusを同定した.その結果，S. 

inlermedius 4177， 5018， 5066の3株はともに SP-18の

コード No.が734553で99.5%の相対確率で S.inter. 

mediusと同定され， 6317株のコード No.は734551で相

対確率97.2で S.intermediusに同定された.6131株およ

びCFDD株のコード No.はそれぞれ734753， 736 653 

夜、どもは，新しくコアグラーゼ産生菌種として追加さ てV ともに S.inlermedius 68.0%， S. aureus 31. 9%の

れた S.intermediusや S.hyicussubsp.hyicusを検出す 相対確率で同定された.一方， S. hyicus subsp. hyicus 

るために，日常検査において，これらの菌種の検索を行っ 3813株のコード No.は724552で99.3%の確率で S.

たり ，S.aureusとして保存している菌株の中にこれらの hyicusと同定され， 393B株， A，株， NCTC 10350株の

菌穫が混在しているか否かを調べてみたが，いずれから コード No.は，それぞれ724553で，ともに S.hyicus 

もこれらの両菌種は見い出すことはできなかった.その 53. 1 %， S. intermedius 46.7%の相対確率で同定された.

ため，今回，私どもは Kloos博士から S.inlermediusや 以上のように，供試した菌株はすべて Kloos博士によっ

S.hyi，ωs subsp. hyic附と明らかに同定された菌株の分 て， DNA-DNAハイブリ夕、、イゼイションで同定された

与を受けて，以下の実験を実施した. 菌種と一致した.

鑑別性状: コアグラーゼ型別:

Table 1はKloos博士より分与された S.inter- 供試した S.intermediusおよびコアグラーゼ陽性の

mediusおよび S.hyicus subsp. hyicusの主な生化学的 S. hyicus subsp. hyicusについて，S.aureusの抗コアグ

性状試験の成績を示したものである.供試した 6株の S. ラーゼ血清によるコアグラーゼ型別を実施した.その結

intermediusおよび 4株の S.わicussubsp. hyicusはす 果， S. intermedius CFDD株のみがII型に型別されたが，

べて耐熱性ヌクレアーセ~'， '"7ルトースからの酸の産生お それ以外は 1-YIII型のコアグラーセ守抗血清では，型別不

よび、溶血活性は陽性で， VP反応は陰性であった.コアグ 能であった.その成績を Table2に示した.このことは，

ラーゼは，ウサギ血楽に対して，供試した 6株の S. これまでの S.aureusのコアグラーゼと免疫学的に異な

intermediusおよび S.hyicus subsp. hyicusの3813株と るコアグラーセ辛が存在する可能性を示唆するものであっ

A4株が陽性で、あった.しかし，ウシ血紫に対しては，す た.次に， S. intermediusの産生するコアグラーセ守に対す

べて除性であった. る抗血清を作製するために， CFDD株以外の S.inler-

IDテスト.SP-18による同定 mediusの産生するコアグラーセ守の精製を試みた.

ブドウ球菌簡易同定用キット IDテスト・SP-18["ニッ S. intermediusの産生するコアグラーゼの精製:
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5. intermediusの産生するコアグラーセ、を精製するた

めに，コアグラーゼ産生の多い菌株を選択した.その結

果， 6317株のコアク、ラーゼ活性が64MCD(Minimal clot. 

ting dose) /hrで最も高い値を示したので，この菌株を

5. intermediusのコアグラーゼ精製に供試した.

5. intermediusの産生するコアグラーゼの精製は，

Igarashiらの方法に準じて行った.ジャーファーメン

ター (New Brunswick Scientific Co. ，INC.)の14l

ジャーに10lの BHI液体培地を入れ，滅菌後 5.inter. 

medius 6317株の前培養菌液10mlを接種した.必要に応

じて消泡剤を滴下し，回転数200rpm，10l/minの通気量

で4時間培養し，その遠心上清をコアグラーゼ精製の出

発材料とした.Fig. 1はウシ・プロトロンビンーSepha-

rose 4Bアフィニティーカラムからのコアグラーゼの溶

出パターンを示した.コアグラーセゴ舌性を示すフラク

ションのみを集め， Sephadex G-25で、ゲ、ルi慮過を行い，

コアグラーゼ活性を示す画分を集め，部分精製標品とし

た.この最終標品をウサギに免疫して，その抗血清を作

製した.

S. intermediusの産生する抗コアグラーゼ血清の免

疫学的特異性の検討:

前述のようにして調製した 5.intermedius 6317株の

産生するコアグラーセ守およびその抗血清の免疫学的特異

性を 5.aureusの産生する 1-VIII型のコアグラーゼおよ

びそれぞれの抗血清を用いて検討した. Table 2はその

成績を示したものである.表からも明らかなように， 5

intermedius 6317株のコアグラーセ、は，対応する抗血清

にのみ中和され，5.aureusの産生する 1-VIII型のコアグ

ラーゼ抗血清では中和できなかった.さらに， 5. inter-
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Fig. 1. Affinity Chromatography of Coagulase 
Produced by 5. intermedius strain 6317 on 
Bovine Prothrombin-Sepharos巴 4BColumn-
size : 5 x 14 cm， buffer: 0.05M phosphate 
buffer， pH 7.4 containing 1M NaCl and 0.05 
% NaN3 flow rate : 10ml/min. 
Sample : 9.4 1 of culture filtrate of 5. inter-
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Specificity of Coagulase Types Table 2. 

Neutyalization of coagulases with anti-coagulase type sera Coagulase 

1 No. 104 CD 
II St. 213 一@
III Newman 一 一@
IV St. 28 一一 一 @
V No.55 一一一一⑦
VI Stp. 12 一一一一一@
VlI St. 1125 一一一一一一@
VIII KU - 一一一一一一@一

6317本 一 一一 一 一一@

6317** VIII VlI VI V IV I
 

I
 

I
 

II Strain Type 

: Coagulase produced by S. intermedius strain 6317 
*ホ:Antiserum against coagulase produc巴dby S. intermedius strain 6317 
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Table 3. Coagulase Typing of S. intermedius and S. 

hyi.αtS subsp. hyicus with Antis巴rumagainst 

Coagulase Produced by S. intermedius 

strain 6317 

Strain 

S. intermedius 

4177 

5018 

5066 

6131 

6317* 

CFDD 

S. hyicus 

3813 

393B 

A. 
NCTC 10350 

Coagulase type 
6317 

Yes 

Yes 

Yes 

Yes 

Yes 
(II )村

No 
NT*** 

No 

NT 

* : Reference strain of coagulas巴

**・ Coagulasetype II 

* * * : Not tested 

medius 6317株のコアグラーセや抗血清は， 6317株のコア

グラーゼを中和するが， S .aureusの 1-YIII型のコアグ

ラーゼを中和することはできなかった.この成績のよう

に， S. intermedius 6317株のコアグラーセ、およびその抗

血清は， S .aureusの 1-VIII型のコアグラーセ守と免疫学的

に異なり，さらに特異性のあることが認められた.

S. intermedius 6317株コアグラーゼ抗血清によるコ

アグラーゼ型別:

S. intermedius 6317株のコアグラーゼ抗血清を用い

て， S. intermedius CFDD株以外の供試菌株について型

別を行った. Table 3はその成績を示したものである.

表のように， CFDD株以外の供試した S.intermediusの

産生するコアグラーゼは， 6317株の抗コアグラーセ、血清

で中和された.しかしながら，S. hyicus subsp. hyicus 

3813株， A.株の産生するコアグラーゼは中和できなかっ

た.このことは， S. intermediusの産生するコアグラーゼ

とS.hyicus subsp. hyicusの産生するコアグラーゼは抗

原的には異なることを示している.

考察

近年，ブドウ球菌は，多数の菌類に分類されており，

今後さらに増加する傾向がみられる.しかし，新しいブ

ドウ球菌の分類においても，種々の動物の血殺を凝固す

るコアグラーセーを産生する菌種は， S. aureus， S. inter-

mediusおよび S.hyicus subsp. hyicusの一部である.

今回，供試した S.intermediusおよび S.hyicus 

subsp. hyicusのエンテロトキシン産生性は認められな

かったカヘ Katoら8)，Kaji & Kato9
)， Fukudaら10)はS.

intermediusが， Adesiyun")はS.hyicusがブドウ球菌エ

ンテロトキシンを産生することを報告しており，さらに

これらの菌種によるブドウ球菌食中毒の発生する可能性

のあることを暗示している.

しかし，私どもは，これまでのブドウ球菌のコアグラー

ゼ型別やエンテロトキシンの研究において，ブドウ球菌

エンテロトキシンを産生しておりながら，ほとんどブド

ウ球菌食中毒事例のないコアグラーゼ I型， IV型および

V型の S.aureusが存在し，これらの型に属する S.aur-

eusが自然界に広〈分布していることを報告してい

る12-14) 前述のような理由から Katoらへ Kaji & 

Kato9)， Fukudaら10)および Adesiyun")らが懸念してい

るように，ブドウ球菌エンテロトキシン産生 S.inter-

mediusや S.hyicusが存在するから，直ちにブドウ球菌

食中毒が発生するとは，私どもは考えていない.

さらに，これらの両菌種はコアグラーゼを産生するが，

そのコアグラーゼと S.aureusの産生するコアグラーセマ

との異同についても，これまで全く明らかにされていな

い.そこで私どもは，今回， 3菌種の産生するコアグラー

セ、の異同について免疫学的に証明するための実験を行っ

た.その結果， Table 2や Table3に示したように， S. 

intermediusの産生するコアグラーゼは，S.aureusの I

-VIII型のコアグラーセ?とは免疫学的に異なることが示唆

された.しかし， S. intermedius CFDD株の産生するコ

アグラーセ、のみがH型に型別された. S. intermediusの

産生するコアグラーゼに II型が多いかどうかについて

は，今後，各種動物由来 S.intermediusを対象に検討し

てみなければわからない.また IDテスト・SP-18iニッ

スイ」による同定で，この CFDD株は S. intermedius 

68.0%， S. aureus 31. 9%と言う結果が得られている.こ

の成績は， CFDD株が他の菌株よりも S.aureusに近縁

な菌株ではないかとも考えられ，今後，解明しなければ

ならない点であると考えている.

Gugging'5)は， S. aureus， S. intermediusおよびS.

hyicus subsp. hyicusの産生する耐熱性ヌクレアーセ守を

検討しており，この 3菌種の産生する耐熱性ヌクレアー

セ前は，免疫学的に異なることを報告している.これら 3

者が産生する物質の作用は同じであっても，免疫学的に

異なっていることを示唆するもので，私どものコアグ

ラーセ、の成績とも一致するものである.

今後，さらに種々の動物由来 S.intermediusの産生す
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るコアグラーゼについて検討してみなければ結論するこ

とは困難で、あるが，これまでブドウ球菌食中毒と診断さ

れた事例から分離した 5.aureusのほとんどすべてがコ

アグラーセ守型別されていることから考えると，エンテロ

トキシン産生 5.intermediusや 5.hyicus subsp. hyicus 

によるブドウ球菌食中毒事例が発生している可能性はき

わめて低い.食生活に大きな変化がない限り，今後もこ

れらの菌種によるブドウ球菌食中毒の発生する機会は，

非常に少ないと考えられる.

次に，コアグラーゼを産生する 5.aureusと5.inter-

mediusおよび 5.hyicus subsp.わicusを分類するため

の鑑別l性状としては，文献的にマルトースからの酸の産

生性や VP試験が有効であるとされてきた.しかしなが

ら， 5. intermediusおよび 5.hyicus subsp. hyi・cusは，マ

ルトースからの酸の産生性は陰性でなければならないと

ころ，今回の実験では，すべて陽性であった.VP試験で

は，対照とした 5.aureusは陽性であったが， 5. inter-

mediusや 5.hyicus subsp. hyicusはすべて陰性であっ

た.この VP試験の成績は，これまで報告されている成

績と一致した.IDテスト・ SP-18のブドウ球菌同定キッ

トでの VP試験では，両菌種はともに VP試験陰性で

あった.これに対して，マルトースからの酸の産生性は，

5. hyic附 subsp.hyicusのみが陰性で， 5. intermedi・usが

陽性であった.このように，マルトースから好気的な条

件下での酸の産生性を調べる方法には，問題があるよう

に思われる.以上のようなことから考えて， 5.aureusと

5. intermediusおよび、 5.hyicus subsp. hyicusを分類す

る，簡単でh精度の高い方法は VP試験であると思われる.

私どもは，ブドウ球菌食中毒の検査材料，一般市販食

品および乳・食肉製品から分離・同定された保存菌株そ

れそれ200株， 200株および177株の合計577株について，

マルトースからの酸の産生試験および VP試験の 2つの

鑑別性状について調べてみた.その結果，供試した全菌

株は VP試験およびマルトースからの酸の産生試験が共

に陽性であった.このことは，私どもが 5.aureusとして

保存している菌株の中に， 5. intermediusや 5.hyicω 

subsp. hyicusが混在していないことを示すものである.

現在，種々の動物由来の 5.intermediusの分与を受け

て， これらの菌株の産生するコアクーラーセ事の免疫学的特

異性の検討を行っている.これらの成績については， l，jJj 

の機会に報告する予定であるが，今回の実験で証明した

イヌ由来の 5.intermedius 6317株の産生するコアグ

ラーゼ以外に，免疫学的に異なるものが，イヌ以外の動

物由来の 5.intermediusの菌株に存在していることを

確認している.Kawanoら16)は， 5. intermediusを4群の

ファージ型に分類しており，そのファージ型と 5.inter-

mediusが分離された動物種との聞に強い関連性がある

ことを報告しており， 5. intermediusのコアグラーセマ型

にも，そのような{頃向カずありそうで、ある.

また，種々の動物由来の 5.aureusが産生するコアグ

ラーゼの中にも，私どもが現在使用している 1-VIII型の

コアグラーゼ抗血清で型別できないものがある.これら

の型別できない 5.aureusのコアグラーセゃに対して， 5. 

intermediusのコアグラーセe抗血清で中和しでも中和で

きない.このことは，動物由来 5.aureusの菌株の中にも

1 -VIII型コアグラーセ、血清で，中和できない新しい型の

コアグラーセ守が存在する可能性も考えられるので，今後，

動物由来 5.aureus， 5. intermediusお よ び 5.hyicus 

subsp. hyicusの産生するコアグラーセ、について，免疫学

的な異同について検討をするとともに，血祭凝固の作用

機序の異同についても検討する必要があろうと考えてい

る.

結論

近年，ブドウ球菌の分類において， コアグラーセーを産

生する菌種として， 5. aureus， 5. intermediusおよびS

hyicus subsp. hyicusの3菌種がある.これら 3菌穫の産

生するコアグラーセ、の異同について検討した結果， 5

intermedius 6317株の産生するコアグラーセ、は，5.aur-

eusや 5.hyicus subsp. hyicusの産生するコアグラーゼ

と免疫学的に異なることが証明された.

コアグラーゼ産生ブドウ球菌である 5.aureusと5.

intermediusおよび 5.hyicus subsp. hyicusを鑑別する

ための生化学的性状としては， VP試験が簡易で，精度の

高い鑑別性状てやあることが確認された.

各種検査材料から分離・同定された 5.aureusに5.

intermediusや 5.hyicus subsp.わzcusが混在している

か否かについて， VP試験とマルトースからの酸の産生

試験の 2つの鑑別性状を用いて，総数577株の各種由来

5.αureusについて検討した結果，供試した全菌株が両性

状とも陽性であった.このことは，私どもかこれまで，

5.aureusと同定した菌株の中に ，5.intermediusや 5.

hyi・cussubsp. hyicusが混在している可能性を百定した.

今回供試した 6株の 5.intermediusおよび 4株の 5.

hyicus subsp. hyicusについて，ブドウ球菌同定キット

IIDテスト 'SP-18Jを用いて同定を行ったところ，供

試した全菌株が DNA-DNAハイブリタボイゼイションで

同定された菌種に一致した. しかし，一部の菌株では，

同定されたが，二つの菌種にまたがるような性状を示す
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ものもあった.

謝 辞 本 研 究 に あたり Staphylococusintermedius 
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Campylobacter jejuniおよび Cαmpylobαctercoliの無機塩，有機酸

ならびにアミノ酸の利用性について

高橋正樹*伊藤 武 ヘ斉藤香彦ヘ高野伊知郎ヘ

Viliami IKA **，大橋 誠*

Utilization of Inorganic Salts， Organic Acids and Amino Acid回

by Cαmpylobacter jejuni and 0αmpylobacter coli 

恥1ASAKITAKAHASHI*， TAKESHI ITOHぺKAHIKOSAITO*， ICHIRO T AKANOヘ
VILIAMI IKA**and MAKOTO OHASHI* 

Utilization of inorganic salts， organic acids and amino acids for the growth of Campylobacter 

jejunz and Canψ，ylobacter coli was investigated under microaerophilic condition. 
C . jejuni and C . coli could grow best in the presence of 0.08 M inorganic salts (N aC1， KC1， MgC12， 

SrC12) ，but not in their absence. As 0.16 M sucrose also supported the best growth of these organisms， 

it was suspected that the growth of C・jejuniand C. coli was dependent on osmolarity. It was interesting 

to note that in the presence of high concentration (0. 4M) sucrose， C . jejuni could grow ，but not C . coli . 

C . jejuni and C. coli could utilize fumarate， lactate， malate， pyruvate and succinate among 11 

organic acids tested as suitabl巴 energysource. On the other hand， among 17 amino acids， asparagine， 

aspartic acid， glutamic acid， proline and serine were served as energy source of these organisms. The 

results suggest that C .jejuni and C . coli obtain energy for the growth from the tricarboxylic acid cycle 

intermedia tes and compounds which could be easily introduced into this cycle. 

Keywords : Campylobacter jejuni， Campylobacter coli， utilization， inorganic salt， organic acid， amino acid 

緒 ー百
ヒト下痢症の原因菌として注目されている Campylo-

bacter jejuniや Campylobacterco li 1-3)はサルモネラや

腸炎ビフリオなどの従来の腸管系病原菌とは異なった発

育態度や栄養要求が指摘されている.すなわち，本菌は

好気および嫌気条件では発育せず， 5 -10%の低酸素条

件下で発育する微好気性細菌であり←sにこの性質は本菌

のエネルギ一代謝に関与する.酵素系がiron-sulfur-

proteinを含むために，高濃度の酸素存在下では auto-

oxidationによる不活化を受け易しまた発育に必要な

エネルギーの獲得方法が発酵ではなく酸化形式に限られ

ているためであろうと考えられているト7) しかも多くの

細菌が炭水化物を分解・利用しているのに本菌は炭水化

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科

物を全く利用できないので4 へ本菌はアミノ酸や有機酸

などから発育に必要なエネルギーを得ているものと考え

られる.

ところが，アミノ酸や有機固まの利用性に関しては家畜

の流産菌として知られている Campylobacterjetusにつ

いて AlexanderへKiggins& Plastridg巴9)，Lecce'O>， 

Zemjanis'l)， Smibert'2)らによりi検討されたが， C .jejuni 

とC.coliの両菌種を対象にした栄養要求性の研究はほ

とんどみられない.

現在，著者らは C.jejuniや C. coliによる食中毒の予

防対策を講ずる上に必要な基礎的資料として，本菌の自

然環境下での生存・増殖性あるいは自然界での本菌の分

布調査を進めている.これまでに，生存性では C. coliは

160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

叫 PathologyDepertment. Vaiola Hospital. Tonga 
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C .jejuniに比して種々の環境条件下での抵抗性が弱し

またその分布においては， C .jejuniが家畜，家禽，野鳥

などの腸管内に広〈分布しているのに対して， C. coiiは

そのほとんどがブタ腸管内に限局して分布していること

を明らかにしてきた 13-14)

これらのことはその一因として， C .jejuniとC.coli 

における栄養要求性や増殖条件が異なるためと考える.

本報では，その手始めとして， C .jejuniとC.coliの栄

養要求性について無機塩，有機酸ならびにアミノ酸を対

象に検討したのでその成績について述べる.

材料および方法

供試菌株本実験に供試した C.jejuniは東京都内で

発生した集団下痢症由来の CF256株および散発下痢症

由来の HP1475株であり， C. coliは散発下痢症由来の

HP1451株， HP1488株を用いた.対照としては C.jもtus

subsp.ルtusATCC 27374および Harvey博士より分与

された C-4株を供試した.

培 地無機塩利用性試験の基礎培地には無塩ペプ

トン水(ポリペプトン:大五栄養佑学 K.K. 1 %， 

pH7.2)を用いた.検討した無機塩は塩化ナトリウム，士昆

化カリウム，塩化マグネシウム，塩化ストロンチウム(い

ずれも和光純薬 K.K.)の 4種である.基礎培地にそれぞ、

れの無機塩を所定の濃度に添加し，中試験管に 5mlず

つ分注後 121
0

C15分間高圧滅菌した.

アミノ酸およぴ有機酸利用性試験の基礎培地はペプト

ン水(ポリペプトン:0.2%，塩化ナトリウム:0.5%， 

pH7.2)を用いた.基礎培地には各種アミノ酸および有機

酸をそれぞれ最終濃度0.05Mに添加し，中試験管に 5

mlずつ分注後115
0

C10分間高圧滅菌した.

供試したアミノ酸は，lーアラニン(和光)， l アルギ

ニン一塩酸塩(和光)， lーアスパラギンー水化物(和光)，

J アスノマラギン酸カリウム塩 (Sigma)，1ーシステイン

塩酸塩(和光)，グリシン(和光)，グルタミン酸ーナト

リウム塩(和光)， 1ーヒスチジン(和光)， lーロイシン(和

光)， 1ーリジン一塩酸塩(和光)， 1ーメチオニン(和光)，

Jーオルニチン塩酸塩(和光)， 1ーフェニルアラニン(和

光)， 1 プロリン(和光)， lーセリン(和光)， 1ースレオ

ニン(和光)， 1ーパリン(和光)である.有機酸としては，

酢酸ナトリウム，無水(和光)， クエン酸ナトリウム二水

塩(和光)，蟻酸ナトリウム(関東化学)，フマ/レ酸ナト

リウム(和光)，乳酸ナトリウム(和光)， 1 リンゴ酸ナ

トリウム(和光)，マレイン酸二ナトリウム塩，無水(和

光)，粘液酸(関東化学)，ピルビン酸ナトリウム(和光)，

コハク酸ナトリウム(和光)，酒石酸ナトリウム(和光)

を用いた.

培 養 法 供 試 し た C.jejuniおよび C.coliの各純培

養菌を中試験管に 5ml分注した BrainHeart Infusion 

ブイヨン (BHIbroth，Difco) に接種し，微好気用混合

ガス (025%，C0210%， N285%)を噴入後ゴム栓を施

した.接種菌液は3TC48時間培養して得た菌体を生理食

塩水で、 3回洗浄し，生理食塩水に109個Imlになるよう浮

遊させて調製した.この菌液を各試験用培地に0.05ml

接種し微好気ガスを噴入した後密栓して37
0

C48時間振漫

培養を行った.菌の発育は分光光度計(島津ディジタル

ビーム分光光度計， UV-210，波長660nm)を用いて比

濁度法によって測定した.

なお，アミノ酸の利用性については BHIbroth培養上

清中のアミノ固ま消費量からも検討を行った.すなわち，

BHI brothで48時間培養した菌液を13，000rpm30分間遠

心した後，この上清をミリポアフィルター(孔径， 0.45 

μ)で除菌した.さらに上清中の蛋白質を除くために，上

清と等量の 2%スルホサルチル酸を加え良〈混和後室温

で30分間反応させ， 3. 000rpm15分間遠心してその上清を

被験液とした.測定はアミノ酸分析計(835形目立アミノ

酸分析計)を用いて本菌未接種の BHIbrothを対照に

行った.

成 績

無機塩の利用性 C .jejuniおよび C.coli・は 1%ペプ

トン水のみでは全く発育できなかったが，無機塩の塩化

ナトリウム，塩化カリウム，塩化マグネシウムおよび塩

化ストロンチウムを添加することにより発育が認められ

た

両菌種の各菌株とも， Fig.l.に示したごとく塩佑ナト

リウムおよぴ塩化カリウムの濃度が0.08Mで最も顕著

な発育を示し，それ以上濃度が高くなるにつれてその発

育は抑制され，塩濃度0.4Mではほとんどの菌株の発育

が完全に抑制された.一方，塩化マグネシウムおよび塩

化ストロンチウムにおいても塩濃度O.08Mで顕著な発

育を示したが，両無機塩ではO.24Mで発育抑制が認めら

ilt:こ.

これらの成績から， C .jejuniおよび C. coliは好塩性

を有することを明らかにした.次に，その好塩性が Na+，

K+， Mg2+および、 Sr2+イオンの必要性によるのか，ある

いは無機塩の添加に伴なう浸透圧の増加に基づくかを明

らかにするために，無機塩の代りに非電解質の煎糖を用

いて同様の検討を行った.その結果， Fig.2.に示したご

とし本菌は際糖存在下でも発育が可能で、あった.その

至適発育濃度はO.16Mであり，この値は塩化ナトリウム
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および塩化カリウムの至適濃度 (0.08M)の 2倍であっ

た.際糖濃度0.16Mの浸透圧濃度は塩化ナトリウムおよ

び塩化カリウムの0.08Mにほぼ相当していることから

C .jejuniや C.coliの発育は浸透圧にも依存していると

考える.また Fig.2.で明らかのように，際糖濃度が0.4M

では C.jejuniの発育は多少抑制される程度であるが，

C . coliはこの濃度でほとんど発育できなかった.この点

をさらに確認するために，散発下痢症由来の C.jejuni 

および C.coli・それぞれ10菌株を用いて，藤糖濃度

0.4-0.6Mにおける発育態度を比較検討した.その結

果， 10菌株の C.jejuniは0.55Mでもすべて発育したが，

C. coliは10菌株とも発育が抑制された.すなわち ，C.je-

juniとC.coliは浸透圧に対して抵抗性が異なるものと

考えられる.なお， Cルtussubsp.fetusは発育濃度はや

や低かったものの各無機塩に対して C.jejuniおよび

C . coliと同様の発育態度を示した.

際糖に対しては0.4Mでも C.jejuniと同様に発育が

認められ浸透圧に抵抗性を示した.

有機酸の利用性 有機酸利用性試験は塩化ナトリウム

を最適な濃度である0.5%(与0.08M)添加したペプトン

水を基礎培地に用いた. Table 1.に示したごとし C

jejuniおよび C.coliはフマル酸，乳酸， リンコ守酸，ピル

ビン酸，コハク酸を利用したが，酢酸， クエン酸， 1酉石

酸は利用しなかった.これに対して，c.ルtussubsp.fetus 
はリンゴ酸，コハク酸を利用し， 2菌株中 1菌株はフマ

ル酸の利用性も示した.しかし， 2菌株とも乳酸，ピル

Table 1. Stimulatory Effect of Various Organic Acids on the Growth of C. jejuni and C.coli 

Turbidity(660 nm) 

C. jejuni C. coli 
c. fetus 

Organic acids subsp. fetus_ 

CF256 HP1475 HP1451 HP1488 
ATCC C-4 
27374 

Acetate 一一*

Citrate 

Formate + 
Fumarate + ± + + + 
Lactate + ± +++ 十十

Malate + ++ + + 十 士

Maleate + 
Mucate 

Pyruvate + 十++ + 
Succinate + + ++ ++ + + 
Tartrate 

*ー:<0.05 O.D.， ::!:: 0.05-0.1 O.D.，十・ 0.1-0.2O.D.， + +目 0.2-0.3O.D.， + + + : > 0.3 O.D. 

Table 2. Stimulatory Effect of Various Amino Acids on the Growth of C. jejuni and C. coli 

Turbidity(侃onm) 

C. jejuni C. coli 
C. fet協

Amino acids subsp. fetus 

CF256 HP1475 HP1451 HP1488 
ATCC 

C-4 
27374 

Asparagine 士* ± + + +十

Aspartic acid + + + 
Glutamic acid + ++ +++ +++ ++ ± 
Proline + + + +++ 十+ + 
Serine ± ± ++ 
Other amino acids(12)" 

*一:< 0.05 O.D.，士:0.05-0.1 O.D.， +: 0.1-0.2 O.D.， + + : 0.2-0.3 O.D.， + + + : > 0.3 O.D 
* * Alanine， Arginine， Cyst巴in，Glycine， Histidine， Leucine， Lysine， Methionine， Ornithine， Ph巴nylalanine，Threonine， 

Valine 



12 Ann. Rψ. Tokyo Metr. Re苫.Lab. P.H.， 36， 1985 

ビン酸は利用しなかった.

アミノ酸の利用性 有機酸利用性試験と同ーの基礎培

地を用いて， 17種類のアミノ酸にういてその利用性を検

討した. (Table 2.) C. jejuni， C. coliおよび C.fetus 
subsp. fetusの 3菌種によるアミノ酸利用性には顕著な

差異は認められなかった.利用されたアミノ酸はアスパ

ラギン，アスパラキ、ン酸， クソレタミン酸，プロリンおよ

びセリンで，このうちグルタミン酸とプロリンは供試菌

株すべてが利用性陽性であった.アスパラギン，アスパ

ラギン酸およびセリンでは供試菌株により利用性陰性の

場合もあり，菌株による差異が示唆された.その他アラ

ニン，アルギニン，システイン，グリシン，ヒスチジン，

ロイシン， リジン，メチオニン，オルニチン，フェニル

アラニン，スレオニンおよびパリンの12種のアミノ酸は

C .jejuni， C. coliおよび C.fetus subsp. fetusとも全く

利用しなかった.

上記の成績はアミノ酸の利用性を本菌の発育促進効果

を指標として検討したものであるが，この方法では把握

できないアミノ酸の利用性も考えられる.そこで，この

点を明らかにするために，培地中のアミノ酸消費量を測

定する方法によっても検討を加えた.

本実験では先の実験の基礎培地に用いたポリペプトン

よりも数多くのアミノ酸を含有する培地を用いた方が，

その利用性をより詳細に把握できると考えたのでここで

は BHIbrothを用いた.培養液中のアミノ酸消費量はア

ミノ酸分析計により培地中に残存したアミノ酸量より換

算した. Table 3.に各アミノ酸の消費量を%で示し，

Fig.3.にはアミノ酸分析計で測定したチャートの差異

のある部分のみを示した.またプロリンについては異な

る波長 (440nm)で測定するため本チャートでは省略し

た.

上記の発育濁度で検討した成績と同様にアスパラギ

ン，アスパラギン酸，グルタミン酸.プロリンおよびセ

リンの 5種類のアミノ酸を消費した.特にアスパラギン

とアスパラギン酸，セリンではそのすべてないしほとん

どが消費された.グルタミン酸とプロリンは C・jejuni

と比して C.coliに消費量の高い傾向が認められた. C. 

jきtussubsp.jきtusは C.jejuniとC. coliとほぼ同様の成

績を示したが，セリンに関してはその消費量が極めて少

なかった。またグルタミン酸，プロリンにおいては菌株

によって消費量に差異のある傾向が認められた.

考察

Campylobacter属は炭水化物を酸化的にも発酵的にも

全く利用しないことから，アミノ酸や有機酸より発育に

必要なエネルギーを得ていると推察されていたB) すで

に1957年， AlexanderB)は基礎培地にHeartInfusionブイ

ヨンを用いて， C .fetusを対象に TCAcycle系の有機酸

を中心に検討を加えており，フマル酸，乳酸，リンコゃ酸，

コハク酸およびピルビン酸の利用性が高いことを報告し

ている.著者らは C.jejuniとC.coliの有機酸の利用性

をペプトン水を基礎培地にして検討したところ，C.je-

juniとC. coliの両菌種とも有機酸利用性は同じ態度を

示した.両菌種は Alexanderの成績と同ーの有機酸を利

用しているが， C .fetus subspJetusでは乳酸やピルビン

酸を利用しなかった.このことは菌株による差異も考慮

しなければならないのでさらに多数の菌株について検討

する必要があろう.一方， Alexanderは前述の発育試験

とは別に，基質に濃厚菌液を接種しマノメータ一法で酸

Table 3. Utilization of amino acids by C. jejuni and C. coli growing in BHI broth 

Amino acids 

Asparagine 

Aspartic acid 

Glutamic acid 

Proline 

Serine 

Other amino 
acids(12)叫

C. jejuni 

CF256 HP1475 

100.0* 100.0 

95.8 93.7 

32.7 16.6 

21.1 7.9 

96.7 96.7 

0.0 0.0 

* Determined by amino acid autoanalyzer 
* * See Table 2. 
Incubation time 2 days 

Consumption (%) of amino acids 

C. coli C. fetus subsp. fetus 

HP1451 HP1488 
ATCC C-4 
27374 

100.0 100.0 100.0 100.0 

94.8 93.7 93.7 89.3 

40.1 46.5 61.8 97.2 

50.0 63.2 76.3 13.2 

97.8 96.7 10.0 12.2 

0.0 0.0 0.0 0.0 
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Control I G1u 

Asp A1a 
C. jejuni (CF256) 

Ala 
Ser G1u 
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G1y Thr 
G1y 

C. coli (HP1451) A1a 仁 jセtussubsp. 
jetus (C-4 ) A1a 

G1u 

Ser 
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G1y 
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Fig. 3. Residual Amino Acids Pattern Accoding to Growth of C. jejuni， C. coli and C. jetus subsp. 
ルtusin BHI Broth 
Asp: Aspartic acid， Thr: Threonine， Ser: Serine， Glu: Glutamic 

acid， Gly : Glycine， Ala: Alanine， Val : Valine 

素消費量から基質の利用性を検討している.

発育試験法では利用されなかったイソクエン酸も本法

では利用されることを示しており，また Kiggins & 

Plastridge9lらも濃厚菌液の抽出液と基質との反応に

よってクエン酸，シスアコニット酸，イソクエン酸の利

用性を認めている.これらの成績より ，C .jejuniとC.

coliにおいても C.jきtusと同様にその発育には細胞壁を

通過し得る TCAcyde系の中間代謝物質あるいはその

系に入り易い有機酸が利用されるものと考えられる.

Alexander8l， ZemjanisらIIIの C.jセtusを対象にアミ

ノ酸の利用性を検討した成績ではアスパラキン，アスパ

ラギン酸，グルタミン酸，セリンおよぴプロリンの利用

性が示されている.また Kiggins& Plastridge引の基質

に濃厚菌液を接種して検討した成績でも同様のアミノ酸

の利用性が示されているが，これらのアミノ酸の他にシ

ステインの利用性も認められている.著者らが検討した

C .jejuniとC. coliのアミノ酸利用性ではアスパラギ

ン，アスパラギン酸，グルタミン酸，プロリンおよびセ

リンが利用されている.この成績は Alexanderらが検討

した C.ルtusによる成績とほぼ同一で、あって， C .jejuni 
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および C. coliにおいても有機酸の場合と同様に代謝系

に入り易いアミノ酸が利用されることを示唆するもので

あろう.

アミノ酸利用性については発育試験の他に BHIbroth 

中のアミノ酸消費量をアミノ酸分析計で測定した.発育

誌験では， C .jejuniおよび C.coliはアスパラギン，アス

パラキン酸およびセリンの利用性は顕著で、はなかった.

しかし3TC2日間培養した BHIbroth中の消費量から

みるとアスパラギン，アスパラギン酸は 3菌種ともほと

んど消費したのに対して，セリンは C.jejuniとC.coli 

は極めて良〈消費しているが， C .fetus subsp.jきtusはほ

とんど消費しなかった.

これらのことから，アミノ酸の豊富な培養条件下では

その利用性に異なる代謝過程が働いていることが示唆さ

れる.また，セリンにおいては菌種間のアミノ酸利用性

の差異を示しているものと考える。

C・jejuniや C.coliは塩化ナトリウムなどの無機塩を

含まない培地では発育しないが，それらを一定濃度含む

培地では発育することから本菌は好塩性を有L，しかも

薦糖の添加によっても同様の発育を示したことからその

好塩性は浸透圧に基づくことが示唆された.Doyleら15)

もC.jejuniを対象に塩化ナトリウムの各種濃度におけ

る発育態度を検討し，その圭適発育濃度は本報の成績と

一致した0.5%(台0.08M)であることを報告しているが，

それが浸透圧に基づくことは明らかにしていない.

C. coliは C.jejuniと比し高い薦糖濃度で発育できな

いので両菌種聞には浸透圧に対する抵抗性に差異がある

と考えられる.このことは，伊藤ら 13)が指摘しているよう

に，食品中や河川水などの種々の環境条件下において，

C. coliが C.jejuniと比し生残期間の短かいことの一因

となっているものと考える.

細菌による物質の利用性を検討するには化学的合成培

地を用いる方がより確実な成績が得られるものと考え

る.

合成培地については C.jetusについての報告がある

が12，16-17)，いずれも種々のアミノ酸，有機酸，無機塩，

ビタミン，ヌクレオチドなどが含まれ極めて複雑な組成

となっている。そこで簡易な組成の合成培地を考案する

ために，本実験で利用性を示したアミノ酸，有機酸およ

び、無機塩を用いて検討を行っている.これまでのところ，

それらの組み合わせだけでは C.jejuniとC.coliの発

育は認められないが，チオ硫酸ナトリウムを添加すると

アミノ酸および無機塩からなる簡易な組成の培地でも本

菌が発育することを確認している.ただし，その発育態

度についてみると， C. coliは C.jejuniと比し極めて顕

著な発育を示している.このことは C.coliが栄養要求

性における発育条件に適応性が高いことによるのか，あ

るいは C.jejuniには他の発育因子の存在を必要とする

ことが考えられ，さらに検討を進めている.

結論

C .jejuniおよび C.coliによるアミノ酸，有機酸およ

び無機塩の利用性について検討したところ，以下の成績

を得た.

無機塩の利用性:C .jejuniおよび C.coliは 1%ペプ

トン水のみでは発育できないが，本培地に無機塩を添加

することにより発育が認められ好塩性を有することを明

らかにした.塩化ナトリウム，塩化カリウム，塩化マグ

ネシウムおよび塩化ストロンチウムの至適発育濃度は

0.08Mであり，このうち塩化ナトリウムと塩化カリウム

では塩濃度0.4Mにおいて，本菌の発育が抑制された.こ

れに対して塩化マグネシウム，塩化ストロンチウムでは

0.24Mですでに発育の抑制lが認められた.

無機塩の代りに華客糖を用いても同様の発育を示したこ

とから本菌の好塩性は透浸圧に基づくことが明らかと

なった.また，煎糖濃度0.55Mでは C.jejuniは発育する

が C.coliは発育を示さなかったので，両菌種聞には浸

透圧に対する抵抗性に差異のあることが示唆された.

有機酸およびアミノ酸の利用性:器礎培地にペプトン

水を用いて11種類の有機酸についてその利用性を検討し

たところ， C .jejuniおよび C.coliはフマル酸，乳酸，リ

ンコー酸， ピルビン酸ならびにコハク酸を利用したが， こ

れに対して酢酸， クエン酸，蟻酸，マレイン酸，粘液酸

および酒石酸は利用しなかった.

アミノ酸では17種類のうち利用性を示したのはアスパ

ラギン，アスパラギン酸，グルタミン酸，プロリン，セ

リンの 5種類でその他のアラニン，アルギニン，システ

イン， グリシン， ヒスチジン，ロイシン， リジン， メチ

オニン，オルニチン，フェニルアラニン，スレオニンお

よびパリンの12種類は利用性されなかった.これらの成

績から，本菌においては有機酸，アミノ酸の中でも TCA

cycle系の中間代謝物質もしくはこの系に入り易いアミ

ノ酸の利用性が高いことが示唆された.しかし， C .je-

juniとC.coliの両菌種聞にはそれらの利用性において

差異は認められなかった.
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Cytotoxinを産生する Escherichiαcoli0l45:Hーによる集団食中毒の細菌学的・疫学的検討
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Epidemiological and Laboratory Investigation on An Outbreak of Acute Enteritis 

Associated with Cytotoxin-producing Escherichia coli 0145:H一
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An outbreak of acute enteritis due to Escherichia coli 0145:H一involvinga total of 100 (9.8%) out 

of 1，023 students occurred at an elementary school in Tokyo during the period from May 30 through june 

7， 1984. 

The major clinical symptoms observed among the patients were abdominal pain (94%)， diarrhea 

(80%)， fever(30%)， headache (22%)， nausea (14%) and vomiting (12%). E. coli 0145:H一orgamsm

was isolated in the state of pure culture on DHL agar plate from fecal specimens of 78 (82.1%) out of 

95 patients. The detection rate of the organgsm from asymptomatic students and teaching staffs of th巴

school was 50.7%. These results strongly indicated the organism to be the cause of illness. The food 

responsible to the outbreak of the disease could not be pointed out epidemiologically 

The isolates were not able to produce eith巴rheat-labile (L T) or heat-stable enterotoxin (ST) in vitro， 

and gave no positive reaction to Sereny's test. However. their culture filtrate from BHI broth caused the 

fluid accumlation in ligated segments of rabbit ileum. and was lethal for mice. The culture filtrate also 

caused degenerative changes of Vero.FL and EHp-2 cells. but did not affect HeLa. Y-l or CHO cells. 

It was assumed that the cytotoxity in the culture filtrate of E. coli 0145:H -may have been a factor to 

cause diarrhea 

Keywords : Escheric・hiacoli， cytotoxin， diarrhea. outbreak， enteritis 
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緒 ー=吾
国 落を TSI寒天および LIM培地に培養して一次確認培養

大腸菌が下痢症の原因菌となることは古くから知られ を行った.その同定は Cowanら5)および Edwardら6)の

ていたが，最近本菌の感染機序に関する研究の進展によ 記載に従った.

り，腸炎起病性大腸菌は，腸管毒素を産生する毒素原性 3.大腸菌の血清型別

大腸菌 (ETEC)，組織侵入性大腸菌 (EIEC)および腸管 大腸菌の血清型別は，普通寒天斜面培養菌を用いて市

病原性大腸菌 (EPEC)の3つのカテゴリーに区別されて 販の病原大腸菌診断用血清(デンカ生研)および著者ら

いる1)。東京都内で発生した大腸菌食中毒では毒素原性 が作成した 01-0171の抗O因子血清を用いたスライド

大腸菌による19Uが多数認められることを工藤ら2)は明ら 凝集反応により行った.またO抗原の確認は定量凝集反

かにしている。 1984年に東京都内で発生した事件でも， 応によった.

4例が毒素原性大腸菌， 1例が腸管病原性大腸菌による 4.薬剤感受性試験

ものであった. 分離菌株の薬剤l感受性は， Ampicillin， Chloram. 

この他に， 1例は現在までに下痢症起因菌として報告 phenicol， Tetracycline， Streptomycin， Kanamycin， 

されていない新しい血清型の大腸菌0l45:Hーによるも ST合剤 (Sulfamethoxazole+ Trimethoprim)の6剤に

のと推定された.本食中毒の原因と推定した E. ついて， Muller.Hinton寒天を用いた寒天平板希釈法に

coli 0l45:H は，易熱性毒素(LT)や耐熱性毒素 (ST) ょった.最小発育阻上濃度 (Minimalinhibitory concen. 

を産生しないことより毒素原性大腸菌に該当せず，また tration)は，試験菌を106個Imlに調整した菌液を薬斉IJ含

組織侵入性も認められなかった。しかし，本菌は O'Brien 有寒天平板上に 1スポット接種し， 37'C， 18-20日寺間培

ら3，叫が報告している E.coli 026， 0103あるいは 0157 養後，その発育の有無により求めた.

が産生する Shiga.liketoxinに類似した生物活性を示し 5.大腸菌のエンテロ卜キシンならびにその他の生物

た.すなわち，E . coli 0145:Hーの培養上清には Vero細 活性試験

胞などに対する細胞毒性やマウス致死毒性，およびウサ 1) LTおよび ST産生試験:松下ら7)の記載に従い，

ギ結穀腸管ループ反応が認められるなどの興味ある知見 CAYE-2培地で37'C，1日間培養した培養上清について

が得られた. 検討した. LT産生試験は CHO細胞法必よび逆受身ラ

本報てやは，本菌による集団食中毒例の発生状況と細菌 テックス凝集反応 (RPLA:デンカ生研)で， ST試験は

学的検査成績についてその詳細を報告する. 乳飲みマウス法によった.

被検材料および方法 2) 組織侵入性試験:Pennassay寒天平板37'C1日

l.被検材料 培養菌を用いて，モルモット眼接種法により行った8)

発病初期の学童ふん便95件，非発症学童ふん便995件お 3) 腸管結数ループ試験・ Deら引の方法に従い，ウサ

よぴ教職員ふん使441牛の合計1，039件を採取し，原因物質 ギ腸管ループを用いて行った.試験菌を Brain heart 

の検査に供した.また，原因食品や汚染経路を検討する infusion (BHI)で37'C，20-24時間振とう培養後遠心に

ために 6月4日， 5日に給食に供した検食 8検体，給食 よって集めた菌体，およびその遠心上清をメンプラン

施設の調理器具・器材の拭取り 35件，水道水14件および フィルター (0.45μm)でろ過したもの，そして本ろ液を

地中の水道管配管部付近の泥土 2件を採取した 60'C，30分および 80'C，10分加熱処理したものをそれぞ、

2.腸炎起病性病原菌の検索方法 れ試験に供した.本試料をウサギの小腸部に0.5ml接種

赤痢菌，サルモネラ，腸炎ビブリオおよびその他の病 後， 4時間， 8時間， 16時間後に開腹して浸出液量を測

原ビブリオ，腸炎起病性大腸菌，カンピロパクター，ウェ 定した.

ルシュ菌，エロモナス，プレジオモナス，セレウス，賞 4) マウス致死試験:上記培養ろ液の0.1mlをマウ

色ブドウ球菌などの病原菌を対象に， SS寒天， DHL寒 ス尾静脈に，あるいは0.5mlを腹腔内に投与し，マウス

天，ビブリオ寒天， TCBS寒天，卵黄加マンニット食塩 の死亡の有無を観察した.

寒天， MYP寒天，カナマイシン加 CW寒天，スキロー 5) 皮膚毛細血管透過性 (PF)試験:上記培養ろ液に

の血液寒天の各分離用培地，および塩化ストロンチウム ついて常法によりモルモットを用いて，その0.05mlを

培地，アルカリペプトン水， 3%食塩加ペプトン水， TGC 皮内に接種した. 4時間および20時間後にそれぞ、れエパ

培地， CEM培地などの増菌培地を用いた.なお，大腸菌 ンス・ブルーを静脈内に投与し，出現した青色斑の反応、

の検索は DHL寒天平板を用いて行い， 1件につき 5集 の有無を観察した.
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6) 培養細胞に対する形態変化試験:FL， HEp-2， 

BGM， MDCK， Vero， HeLa， CHO， Y -1， GMC， E6， 

L929の各培養細胞に，試験菌の BHIブイヨン， 37'C 

20-24時間培養した遠心上清をろ過滅菌後接種し， 37'C 

の炭酸ガスふらん器中で培養した.接種後 1日， 2日，

3日後に各細胞の形態変化を観察した.

成績

1.発生状況

1984年 5月30日-6月7日にかけて東京都内の莱小学

校において学童1，023名中100名(発病率9.8%)が急性胃

腸炎症状を呈した.

日別の患者発生状況を， Fig.lに示した. 5月30日に

1名の初発患者がみられ，以降漸次増加し 6月4日に32

名の患者発生をみ，これをピークにして以降減少し 6

月7日に 3名の発生で本流行は終息した. 9日間にわた

る長期間の流行であったが，一峰性の発生状況から単一

暴露による流行と推定された.

患者は l年生から 6年生までの全学年に認められた.

発病率は， 1年生 13.0%， 2年生 13.3%， 3年生

11.3%， 4年生 8.5%， 5年生 4.7%， 6年生 6.4% 

と低学年ほど高い傾向であったが，特定のクラスに片寄

る傾向は認められなかった.また，保健所の調査では教

職員の聞に発病者はみられなかった.

患者の主症状は Table1に示したように，腹痛(94%)，

下痢(80%)，発熱(30%)であった.便性状は， 29名(48%)

が水様便， 18名 (30%)が粘液便， 11名 (18%)が血便，

2名 (3%)が軟便であった. 1日の下痢の回数は，調

査し得た63名中， 1 -3回が26名， 4 -6回が21名 7

40 

30 

i20 
u 

10 

。
May June 

Da te of onset 

Fig.l. Date of Onset of Illness in Patients 

回以上が16名であった.発熱のあった30名中20名は

37.0 -37 . 7'cとそれ程高いものではなかった。 39'C以上

の高熱者はわずか 2名に過ぎなかった.患者100名中， 85 

名が受診し，内 3名が入院した.予後は良好で、あり，死

亡者は認められなかった.

2.原因食品

近隣の家庭や学校から類似の患者発生を認めないこと

より，当小学校の所在する地域での流行ではなく，小学

校での給食が原因と推定された.本小学校てーは栄養士 1

名，調理従事者 6名が，月曜日から金曜日まで学校給食

を用意していた.患者発生がみられた 3日前の 5月27日

(日曜日)に運動会が開催され，翌28日(月曜日)が代

休であっため， 26日の土曜日から28日までは給食を提供

していなかった.疫学調査や後述する細菌学的検査成績

からは原因食品を明確にすることができなかった.

当小学校では，飲料水に給水配管が本管に直結された

水道水を用いていた.地中配管は末端給水栓までの距離

が長<.複雑に迂回して老朽化していた.そのため，水

系感染も考慮したが，後述する飲料水の細菌学的検査か

らは本流行例と飲料水の関連を明確にすることはできな

かった.

3.病原菌の検索

1) ふん便からの病原菌検索

発病者ふん便95件および非発病者ふん便944件の合計

1，039件を対象に病原菌の検索を行った.その結果，赤痢

菌やサルモネラ，カンピロパクターをはじめとして，そ

の他本集団例と関連づけられるような既知病原菌は検出

Table 1. Main Clinical Symptoms of the Patients 

lnvolved in the Outbreak 

Symptoms No. of cases(%) 

Abdominal pain 94(94) 

Diarrhea 80(80) 

3 times or less per day 26 

4-6 times 21 

7 times or more 16 

Unknown 17 

Fever 30(30) 

37.0-37.9'C 20 

38.0-38.9'C 6 

39.0'C or higher 2 

Unknown 2 

Headache 22(22) 

Nausea 14 (14) 

Vomiting 12 (12) 

N umber of patients : 100 
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Table 2. Results of Bacteriological Examination of the Fecal Specimens 

Subject 

Students : III 

Not ill 

Staff members : N ot ill 

Total 

N o. of persons 
examined 

95 

900 

44 

1，039 

されなかった.また，ロタウィルスなどの病原、ウィルス

も陰性であった.しかし，発病者ふん使95件中78件(82%)

から同一性状を示す大腸菌がDHL寒天平板上に純培養

状に検出された.本菌は従来までに下痢症の原因菌とし

ての報告例がまったくない新しい血清型の E.coli

0145:H と同定された.Table 2に示すごとし学堂のう

ち非発病者のふん便900件中469件 (52%)からも患者と

同ーの E. coli0145:Hーが検出され，また発病者のみら

れなかった教職員ふん使44件中12件 (27%)からも同一

血清型菌が検出された.このことより，本ノト学校で、提供

した食品あるいは飲料水のいずれかが E. coli 0145:H 

てや高範囲に汚染されていたものと考えられた.

検出した E.coli 0145:Hーが原因と推定されたので，

発病者の腸管内での本菌の増殖を推定するためにふん便

中の当該菌の菌数を測定した. 3 -4病日のふん便10件

について検討したところ，ふん便 1・g当たり 105-109個，

平均 3.0X10B個の E.coli 0145:Hーが検出された.

2) 食品，飲料水および調理器具・器材からの病原菌

検出

本集団例の保健所への届けが6月 5日であったため，

調査を実施した時点では 6月4日と 6月5日の給食の検

食が保管されていたに過ぎ、なかった.両日の食品 8件か

らは E.coli 0145:Hーならぴにその他の病原菌はまった

く検出されなかった.

従業員の手指や調理器具・器材の拭き取り 35f牛からも

E . coli 0145:Hーは検出されなかった.

6月5日に当小学校の調理室ならぴに 3階水飲み場で

採取した飲料水の細菌学的検査では，一般生菌や大腸菌

群はいずれも陰性で，該菌の汚染も認められなかった.

なお，両飲料水の残留塩素は0.2ppmと低い値であった.

当学校の水道水の配管が複雑で、あったこと，および5

月29日の休校日に水道の漏水工事が実施されていたの

で， 6月12日再度確認のため飲料水を 6件採取し，検査

を行った.この飲料水からも一般生菌や大腸菌および

E . coli 0145:Hーは検出されなかった.ただし，本飲料水

N o. of positives for 
E. coli 0 145 : H 

Note 

78 (82.1%) 

469 (52.1%) 

12 (27.3%) 

559 (53.8%) 

C. jejuni (1) 

Salmonella (1) 

Table 3. Biochemical Characteristics of 

E. coli 0145:H -Isolates 

Test or substrate Isolates E1385 (3). 

Indole + (10/10).. + 
Voges-Proskauer ー(0/10) 

H2S (TSI)一(0/10) 

Nitrate reduction + (10/10) + 
Urease， Christensen's ー(0/10) 

Citrate， Simmons' 一(0/10) 

Citrate， Christ疋nsen's 十2 (10/10) 十2

Acetate + (10/10) +3 
Malonate ( 0/10) 

Gelatin 一(0/10) 

Lysine de氾arboxylase + (10/10) + 
Ornithine decarboxylase - (0/10) 

Arginin巴 dihydrolase 一(0/10) 

Glucose/ gas + / + (10/10) 十/+

Lactose + (10/10) + 
Sucrose 一(0/10) 

Mannitol + (10/10) + 
Dulcitol 一(0/10) 

Xylose + (10/10) + 
Adonitol ( .0/10) 

Rhamnose + (10/10) + 
Inositol ( 0/10) 

Raffinose ( 0/10) 

Salicin 一(0/10) 

Sorbitol + (10/10) + 
Sorbose 一 (0/10) 

Maltose + (10/10) + 
KCN 一 (0/10) 

Cytochrome oxidase 一 (0/10) 

Motility (37'C) 一(0/10) 

Haemolysis 一(0/10) 

*， Test strain for E. coli 0145 antigen; * *， + =positive 
after 1 day，十'=positiveafter 2 days， +3 = positive after 3 
days， -=negative after 14 days 
( ) = the number of positive strains/N o. tested 
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Table 4. Biological Assay for E. coli 0145:H -Isolates 

Culture filtrate 

Test 
Reaction N o. of / N o. of strains 

positives / tested 

Enterotoxic activity 

Rabbit !igated ileal loop 

PF (Guinea pig skin) 

CHO cells 

RPLA (anti-CT) 

Infant mouse (intragastric) 

Ser白 y'stest(Guinea pig eye) 

Lethality (Mouse， i.v. or i.p.) 

Cytotoxicity' 

Hemolysis 

Horse blood agar 

Sheep blood agar 

Protease (Skim milk agar) 

* Cytotoxic to ; FL， HEp-2， BGM， MDCK and Vero cells 

の残留塩素はオルトトリジン法では検出されなかった.

水道の漏水工事を行った部位の地中配管部より病原菌が

侵入した可能性も推定されたので， 6月18日に配管部付

近の泥土 7件を採取して検査を行った.しかし，本土壌

からも E.coli 0145:Hーは検出されなかった.

4. E. coli 0145:H一株の生化学的性状

患者ふん便から検出された E.coli 0145該当の10菌

株の詳細な生化学的性状を Table3に示した.分離株は

乳糖分解，白糖非分解， インドール陽性， リジン陽性，

VP反応陰性の典型的な大腸菌であった.ただい運動性

は陰性であった.本分離株は， E. coli 0145 のリファレン

ス株とまったく同ーの生化学的性状を示した.

5. E. coli 0145:H一株の薬剤感受性

上記の生化学的性状を検討した10菌株について各種薬

剤の感受性を調べた.供試菌株10菌株は， Ampicillin， 

Chloramphenicol， Tetracycline， Streptomycin， 

Kanamycinに対する MICが100μg/ml以上であり，上

記 5斉IJに対して耐性であった. 10菌株の ST合剤 (sul-

famethoxazole + Trimethoprim)に対する MICはすべ

て3.12μg/mlであった.すなわち，本食中毒例より分離

した E.coli 0145:Hーはそれぞれ同一生化学的性状を示

すとともに，同ーの薬剤l感受性パターンを示した.

6. E. coli 0145:H一株の生物学的活性

患者由来の E.coli 0145:H 株を用いてその生物学的

活性を検討した成績を Table4にまとめた.分離菌株10

菌株について従来から知られている LTおよび STを検

討した結果，両毒素とも陰性であった.また，モルモッ

+ 

+ 
+ 

5/ 5 

0/ 5 
0/10 

0/10 

0/10 

0/10 

10/10 

10/10 

0/10 

0/10 

0/10 

トによる Sereny試験やモルモット皮府毛細血管透過性

試験も陰性であった.

馬血液寒天や羊血液寒天での溶血能は認められなかっ

たし，牛乳寒天でのプロテアーゼの産生もなかった.

しかし， 2菌株の BHIブイヨン培養菌あるいはその培

養上清をウサギ腸管結穀ループ試験に供した結果，いず

れの菌株でも液体貯留が惹起された.培養上清では， 4 

時間後ですでに陽性となり，その液体貯留量は平均1.2:t

0.4ml/cmであった.

本培養上清をマウス尾静脈あるいは腹腔内に接種した

ところ，マウスは 3-4日後に死亡した.このマウス致

死毒性は BHIブイヨン培養上清の256倍希釈液にまで認

められた.本上清を60
0

C，30分処理しでもマウス致死活

性は失活しなかったが， 80
0

C， 10分の処理では失活した.

本培養上清を FL，HEp-2， Veroなどの培養細胞に接

種し，3TC 1 -3日間培養した結果， FL， HEp-2， BGM， 

MDCK， Vero細胞では細胞の膨化や球形化などの形態

変化や細胞破壊が認められた.しかし， HeLa， CHO， Y 

-1， GMC， E6， L929などの培養細胞では変化がなかっ

た.

写真 1には培養上清を接種後 3日間培養した Vero細

胞を示した.対照の未接種の細胞に比べて培養上清を接

種した Vero細胞では形態変化が著明に認められた.

考察

著者らは同一集団下痢症の患者ふん便より，同一性

状・同一血清型の大腸菌が高頻度に検出され， しかもふ

ん便中への該菌の排菌量が多い場合には，その菌が毒素
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Photo.l. Cytotoxicity on Vero Monolayers， 3 Days 
Left : medium control， Right : with filtrate. 

原性大腸菌や組織侵入性大腸菌および腸管病原性大腸閣

に該当しなくても，一応その集団下痢症の原因菌である

と推定している.今回経験した小学校で、の集団例でも患

者ふん便の 82%から同一性状・同一血清型の E.coli 

0145:H を検出し，ふん便中への排菌量もふん便 1g当

たり 108個と多量であったところから，本菌を本集団例の

原因菌と推定した.本血清型大腸菌は過去に下痢症の起

因菌としての報告例のない新しい血清型であった.

本菌は LTや STの毒素非産生であったが，病原因子

と推定される細胞毒性や， 7 ウス致死毒性およびウサギ

腸管試験で陽性反応、を示したことにより，本集団例の病

原菌であることが確認できたものと考える.

本集団例では，患者のみならず非発病の学童や教職員

からも同一血清型の E.coli 0145:Hーが高率に検出され

ていることから，原因食品としては当小学校で提供した

給食あるいは飲料水が最も疑われた. しかし保健所の積

極的な疫学調査，あるいは細菌学的検索にもかかわらず，

原因食品を明確にできなかった.

Konowalchuk10
)(;J:， 1977年に下痢症患者から分離した

E. coliがVero細 胞 に対して大腸菌の易熱性毒素

(LT) とは異なる細胞毒性を示す毒素 (Verotoxin) を

産生することを報告した.Vero toxinを産生する大腸菌

は，その後 Scotlandら11)，Gonzalezら12)，Mahammad 

ら13)によっても確認され，王見在では EPECのうち 018，

026， 0111， 0126， 0128などの血清型菌に本毒素を産

生する株が認められている.また， Vero toxinを産生す

る大11場 1~4の中には 068 や 0138 など従来の腸管病原性

大腸菌には含まれない血清型菌も認められている.

今回の集団例から検出した E.coli 0145:Hーも Y-1

細胞や CHO細胞には形態的変化をおこさないが， Vero 

細胞には細胞毒性を示し， Konowalchukらが指摘した

Vero toxinに類似する毒素を産生するものと考えられ

た.

一方， O'Brienら3.4)は下痢患者から検出された E.coli 

026や0103あるいは0157は HeLa細胞に対する毒性

のほかに，マウスに対して致死活性を示すことを認めた.

このマウス致死活性は，Shigella dysenteriae type 1が産

生する Shiga toxinに対する抗毒素血清，すなわち抗

Shiga toxin血清によって中和されることをみいだし

た.そして抗 Shigatoxinによって中和されるマウス致

死活性が下痢の起因物質と考え，本毒性を Shiga-like

toxinと称した.わが国においても野田ら 14)は， E. coli 

0157:H7の産生する細胞毒は抗 Shigatoxin血清によっ

てその生物活性が中和されることを報告している.

著者らが検出した E.coli 0145:Hーの産生する毒素は

Voro細胞などに細胞毒性を示すばかりでなく，マウス

致死活性を示し， 0'Brienらの指摘する Shiga-liketoxin 

に類似した. しかし，東京大学医学部研究所の竹田美文

博士より分与された抗 Shigatoxin血清や抗 Shiga-like

toxin血清 (E.coli 0157:H7の産生する細胞毒に対する

抗血清)によって， E. coli 0145:H の産生するマウス致

死活性が中和されなかったことにより，これらの毒素と

は免疫学的に少し異なっているものと推定された.現在，

本菌の産生する毒素を抽出・精製するとともに， Shiga 

toxinあるいは Shiga-liketoxinとの異同について検討

を進めている.

結論

1984年 5月30日-6月7日にかけて東京都内の某小学

校において学童1，023名中100名(発病率9.8%)が急性胃

腸炎症状を訴える集団事件が発生した.

患者の主症状は腹痛(94%)，下痢 (80%)，発熱(30%)

てwあった.
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1984年・小笠原諸島における広東住血線虫および広東住血線虫症に関する調査研究

村田以和夫へ近藤 IV*，浦野元幸**

A survey on Angiostrongylus cαntonensis and Angiostrongyliasis cantonensis 

in the Ogasawara Islands， 1984 

IWAO MURATA*， SATOSHI KONDOH** and MOTOYUKI URANO** 

Keywords:広東住血線虫 Angiostrongyluscantonen泊，アフリカマイマイ Achantinafulica，第3期幼虫の感

染率 Infectionrate of third-stage larvae，小笠原諸島 OgasawaraIslands， 1984 

はじめに

著者ら1)(1975)は，約10年前の1974年 6月に小笠原父

島住民の広東住血線虫感染症の疫学調査を行ない，調査

対象の54名に全く本症既応が疑われないことを報告し

た.これに先がけ，佐々ら2)(1969)，堀ら3，4)(1973， 1974) 

は，東京都衛生局の依頼により，それぞれ「小笠原諸島

公衆衛生調査報告」および「父島・母島における広東住

血線虫の調査研究」を報告している.これらの報告によ

ると，小笠原諸島には広東住血線虫 Angiostrongylus

cantonensisの中間宿主であるアフリカマイマイ

Achatinaルlicaが広〈分布棲息し，クマネズミ Rattus

rattusを終宿主として本虫の生活環が成立している.ま

た，本虫第 3期幼虫の寄生率は父島で22.2% (88/397)， 

母島で6.4%(11/171)と高率で、あったと記述されている.

しかしながら1974年以降，これ程大規模な現地調査は行

なわれていない.この間，安次嶺ら5) (1977)，仲本ら6)

(1977)が，沖縄の本症 6例について発表するなど，各

地で計17例が報告9)されている.本虫の高度浸淫地とし

て重視される小笠原におけるその後の本虫浸淫状況，お

よび、島民の本症既応、等について調査することは，初回調

査後十余年を経過した今日有意義と思われる.今回たま

たま，小笠原村の成人病検診に付随して，血液と血清を

採取する機会に恵まれ，あわせてアンケート調査も実施

し得たので，それらの成績について報告し，二三の考察

を加えた.

材料および方法

1.アフリカマイマイの広東住血線虫第3期幼虫感染

率の調査:1984年 3月(マイマイ休眠期)と 7月(同活

動期)の 2回にわたり，小笠原父島の 5地区すなわち，

大村 3か所，清瀬 5か所，奥村 3か所，小湊 2か所，扇

浦および境浦各 lか所，計 6地区15か所の採取定点より

アフリカマイマイを採取した.採取貝は定点別に，それ

ぞれ貝殻を除き， 1個ずつ包丁で細切してプラスチック

製カップに入れ，人工胃液(蒸留水 1l，塩酸 7ml，ペプ

シン 1gのi昆液)の約 2容とi昆和して3TC4時間消化し

た.消化後，よくかく件混和して，ガーゼ 1枚をロート

状に張り，ガーゼの一部を生理食塩液に浸潰した容器に

移し l夜放置した.翌朝，本虫第 3期幼虫は容器底の生

理食塩水中に移行するので，コマゴメピペットで上清を

拾て，沈i査中の幼虫を実体顕微鏡下で観祭し， 1個体毎

に寄生数をカウン卜した.加えて， 7月には母島 3:t也区

4か所で採取した貝についても，同様に処理して本虫第

3期幼虫の寄生率を調べた.また小笠原諸島の居住区と

非居住区，および貝の休眠期と活動期の本虫浸淫度に差

が認められるかどうかを検討した. 2.本虫第3期幼虫

のラッ卜に対する感染実験 3月，検査済みの第 3期幼

虫が50隻に達し次第， 11匹のラットに経口投与したが，

不満足な成績であったため， 7月には二見台団地の庭で

採取したマイマイ 50個をひき肉機でひいて，大型ビー

カーを用いて大量消化後，所定の第 3期幼虫遊出法でそ

の日のうちに幼虫を集め， 6~令の Wister 系ラット 9

匹に 1匹当りおおむね50-100隻となるよう経口投与し

た. 3.在家性捕獲ネズミの本成虫寄生状況調査:市販

のネズミトリおよび、チユークリンを協力者に配布し，捕

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第 2研究科 160東京都新宿区百人町3-24-1

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratry of Public Health 

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

叫島しょ保健所小笠原出張所.
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獲時点で保健所まで持参してもらい剖検に供した.捕獲 を0.2-6.8%，技術的誤差範囲を正常値の 5%と見込ん

数は 7月調査期間中にクマネズミ 5匹，オカゃサワラハツ で上限 (7.14) と下限値 (0.19)を設定した.本検査を

カネズミ Musmusculus 11匹，帰京後捕獲された数は， 抗 Angiostrongyluscantonensis抗体測定の前段マスス

それぞ、れ 1匹および5匹で，合計22匹を被検体とした. クリーニングとして実施した. 6.抗体測定:既報のりと

剖検は，エーテル麻酔後，胸部切開して心臓と肺臓を同 おり，Ouchterony法を実施し，試みに本虫第 3期幼虫を

時に摘出した.次いで、，注意深〈肺動脈を切開して成虫 抗原とする蛍光抗体法(IFA)および，成虫粗抗原を用い

を摘出し，雌雄の総計を記録した.一部は，摘出心肺を た酵素抗体法 (ELISA)を好酸球数高値血清11例，東京

ホルマリン聞定して送付されたものを被検体とした.捕 在住の健康者プール血清 l例について実施したが，対照

獲ネズミはすべて居住地域のもので，非居住地域，野外 血清と比較して有意差が認められなかった.本症患者の

での捕獲数は Oであった. 4.成人病検診受診者に対す 陽性対照血清の入手も含めて，検査法の改良，特異抗原

るアンケート調査:アンケート調査対象者は， 163名の受 の精製等今後の課題とした.

診者中，主としてアフリカマイマイ試食経験のある者， 成 績

および、駆除作業に従事経験のある者，ならびにマイマイ 1984年 3月の調査時は気温も低<，前年11月以降は?

を素手で取り扱う事の多い農業従事者32名である. 7月 イマイの休眠期に当り，全ての貝は石垣のすき間および

には，好酸球数高値者11名に再アンケートを行ない，試 枯葉や植込みの根元の土中にあって，貝殻開口部に粘液

食回数，調理法，アレルギー症の既応について回答を求 硬化性の蓋を作って休眠している.そのため貝の採取は

めた.再回答に応じた者 4名については，消化器系寄生 枯葉や土を除かなけれは、ならない.表 1にはこうして採

虫の有無を調べるため，検便による虫卵検査を実施した. 取したマイマイ計224個体について地区別に本第 3期幼

5.血液塗抹標本による好酸球数増多症の検査・成人病 虫の寄生率を示した.大村，清瀬，奥村地区は，以前と

検診時採血に応じた受診者163名の血液塗抹標本を作成， 比べ開発がかなり進んだ居住地域であるが，小湊，扇浦，

メタノール固定後キムザ染色を行なって当所に持ち帰っ 境浦の非居住地域と比較して，居住地域の平均寄生率は，

た.白血球数200個中の好酸球数の比を算出，正常値範囲 奥村の両墓地を除いて50.8%(60/118) と両墓地を含む

表 l 小笠原・父島の休眠期アフリカマイマイの広東住血線虫第 3期幼虫地区別l寄生状況 (1984年 3月)

地区名 マイマイ採取場所 寄生数/検査員数(%) 地区別寄生状況(%)
1971・1972年 6-7月調査※

地区別寄生状況(%)

海上自衛隊裏山 2/10 ( 20.0) 

大 村 小学校前民家の庭 7/10 ( 70.0) 13/ 30 (43.3) 27/124 (21.8) 
教会前の植え込み 4/10 ( 40.0) 

二見台団地の裏庭 7/11 ( 63.6) 

保健所・診療所庭 8/8 (100.0) 
j青 法E i青瀬公園の植え込み 12/19 ( 63.2) 33/ 58 (56.9) 調査せず

清瀬トンネル周辺 3/10 ( 30.0) 
水産センター前 3/10 ( 30.0) 

村民会館・保育園 14/30 ( 46.7) 

奥 十す かん臨丸墓地入口 1/ 5 ( 20.0) 15/ 45 (33.3) 10/ 84 (11.9) 
海軍墓地周辺 0/10 ( 0.0) 

湊
日寺雨ダム周辺 6/19 ( 31. 6) 

10/ 45 (22.2) 
20/ 60 (33.3)※ 

湊 j毎 岸 4/26 ( 15.4) 22/ 79 (27.9) 

扇 浦 蔚 浦 j毎 岸 7/20 ( 35.0) 7/ 20 (35.0) 9/ 50 (18.0) 

境 i甫 境 浦 j毎 岸 11/26 ( 42.3) 11/ 26 (42.3) 調査せず

ム口、 言十 父 島 全 域 89/224 (39.7) 88/397 (22.2) 

※堀栄太郎ほか.寄生虫学雑誌， 22， 6， 1973より引用

注)時雨ダム・小曲夕、ム周辺を含めて，小曲地区としたかは不明
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非居住地域の平均寄生率27.4%(29/106) を約 2倍上ま

わっていた. 1971年と 1972年の 6-7月(活動期)に行

なった堀ら引の成績では，居住地域で17.8%，非居住地域

で26.9%と今3月の成績とは逆の関係となっている.ま

た，父島全域の本虫寄生率は， 39.7%と12-13年前の堀

らの成績 (22.2%) を17.5%も上まわるものであった.

この居住地域対非居住地域の寄生率が逆転する原因につ

いては季節変動によるものなのか否かを調査するため

に，マイマイ活動期に当る 7月，再度調査を実施した.

3月と同一場所で採取した貝の寄生率を地区別に示した

のが表 2である. 3月の調査成績と同様に，奥村の両墓

地を非居住地域に含めると，居住地域の本虫寄生率は

30.0%(48/160)，非居住地域の寄生率は40.8%(49/120) 

と10.8%居住地域を上まわり，堀ら 3)の 7月(活動期)の

調査結果とほぼ一致した.今回 7月の父島全域の本幼虫

寄生率は， 34.6% (97/280) を示し， 12-13年前の堀ら

の成績22.2%を12.4%も上まわることが明らかとなっ

た. 3月と 7月， 2固とも父島全域の本虫寄生率が堀ら

の成績より十数パーセント上まわる結果が得られたこと

は，前回調査から 12-13年を経た今日，本虫の浸淫度が

高まっていることを示すものである.一方，現地では母

島のアフリカマイマイ穣息状況が10年前と比べ急激な増

加傾向にあるといわれている.本幼虫の寄生率もまた，

表 3に示されるように急激な上昇傾向を示している.今

表 2 小笠原・父島の活動期アフリカ7 イマイの広東住血線虫第 3期幼虫地区別寄生状況 (1984年 7月)

地 区 名 マイマイ採取場所 寄生数/検査貝数(%) 地区別寄生状況(%)
1971・1972年 6-7月調査※

地区別寄生率

海 上自衛隊裏山 2/20 (10.0) 

大 村 小学校前民家の庭 2/20 (10.0) 8/ 60 (13.3) 21.8% 

教会前の植え込み 4/20 (20.0) 

二見台団地の裏庭 9/20 (45.0) 

保健所・診療所庭 11/20 (55.0) 

1青 議E j青瀬公園の植え込み
8/20 (40.0) 30/ 80 (37.5) 調査せず

清瀬トンネル周辺

水産センター前 2/20 (10.0) 

村民会館・保育園 10/20 (50.0) 

奥 キオ かん臨丸墓地入口 10/20 (50.0) 23/ 60 (38.3) 11.9% 

海軍 墓地周辺 3/20 (15.0) 

湊
時間ダム周辺 7/20 (35.0) 

12/ 40 (30.0) 
33.3% 

湊 j毎 岸 5/20 (25.0) 27.9% 

扇 浦 扇 浦 i毎 岸 10/20 (50.0) 10/ 20 (50.0) 18.0% 

境 浦 境 i甫 j毎 岸 14/20 (70.0) 14/ 20 (70.0) 調査せず

ム口、 言十 父 島 全 域 97/280 (34.6) 22.2% 

※堀栄太郎ほか・寄生虫学雑誌， 22， 6. 1973より号|用

表 3 小笠原・母島の活動期アフリカマイ 7 イの広東住血線虫第 3期幼虫地区別寄生状況 (1984年 7月)

地区 名 マイマイ採取場所 寄生数/検査貝数 地区別寄生状況(%)
1973年 6月調査※

地区別寄生状況(%)

j中 干す
住宅地域・飲食庖庭 6/12 

10/26 (38.4) 11/171 (6.4) 
住宅地域・村民会館 4/14 

母 島南 農地・船見台 2/10 
13/30 (43.3) 調査せず

母島北 農地・評議平 11/20 

メ口入 計 母 島 全 域 23/56 (41.1) 11/171 (6.4) 

※堀栄太郎ほか.寄生虫雑誌、.22. 3， 1974より引用
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7月の調査成績は，母島全域で41.1%(23/56)の寄生率

を示したのに対し， 11年前の堀らの成績では6.4%(11/ 

171)の本幼虫寄生率を示したにすぎない.11年前，明ら

かに父島より母島のほうが低率で、あった本幼虫寄生率

が，ここ 10年の問に，父島より高率となったことは特筆

される. また父島と同様に 7月の活動期にあっては，母

島でも非居住地域の寄生率がやや居住地域の寄生率を上

まわる傾向が認められる.

表 4は，父島における在家性捕獲ネズミの本虫成虫の

寄生状況を示したものである.ネズミ捕獲カゴ，パチン

コ，チュークリン(誘引接着剤塗布ボール紙)で捕獲さ

れたネズミは計22匹で， クマネズミ 6匹中 2匹(33.3%)

の肺動脈から本成虫が合計73隻見出された.

チュークリンで比較的良〈捕獲されるオガサワラハツ

カネズミからは全〈本成虫を見出すことができなかっ

た.堀らの捕獲ネズミの調査でも，クマネズミの7.5%

(6/80)から本虫が見出されているが，今回の調査と同

様，他のネズミからは本虫が見出されていない.本虫が

クマネズミの 2/6から比較的容易に見出され，また 1匹

当りの寄生数もそれぞ、れ， 44， 29隻と多くの成虫が摘出

されたことは，クマネズミに対する本虫の浸淫度もかな

り高まっていることを示唆している.

表 5はアフリカマイマイより人工胃液消化法で得られ

た第 3期幼虫のラットに対する感染性の差異を示してい

る.貝を 1偲 1個処理して，鏡検により寄生数を数え，

50隻集めたところでラットに経口投与した場合，投与ま

でかなりの長時間を要し，結果的に第 3期幼虫の活動性

が低下して，感染率や成熟率が著しく低下することが明

らかとなった.約50個の貝をひき肉機で一度にひいて，

短時間消化によって収集した第 3期幼虫は，活発な動き

を示すとともに100%の感染性を示し，ラットに対し致死

的に作用した.今回は，およそ50-100隻の幼虫を投与し

たが，感染虫数を30隻程度におさえた方が，完全成熟虫

体を得るには良い.成虫回収数は平均 1匹当り 36.2隻で

50隻:t10隻投与したとして約72%の回収率であった. 3 

月に投与した感染ラットの剖検時肺病変は，微小な出血

点または出血班が全例に認められたが，個別消化法で集

めた第 3期幼虫から成熟虫体に発育し得たのはたった 1

隻しかなかった. 7月に行なった感染実験では，感染後

3か月頃から肺，気管， ~:t\腔出血による死亡例があい次

ぎ， (写真 1)剖検して成虫の回収を行なったが， 3か月

自の回収虫体は生殖器が未成熟であった. 4か月， 5か

月自の回収虫体は写真 2と3のように完全成熟虫体であ

る.雌虫体断端より遊出した本虫第 1期幼虫および未成

熟虫卵を写真 4-6に示す.また，アフリカマイマイよ

り人工胃液消化法で得られた本虫第 3期幼虫を写真 7と

8に示す.

表 4 小笠原・父島における在家性捕獲ネズミの広東住

表 6は，父島住民のアフリカマイマイ試食経験の有無

に関するアンケート調査成績である.血液像検査により

好酸球数カウントを実施した者163名中，マイマイとの接

触頻度が高い者39名にアンケート調査を行った結果，回

答者39名中，試食経験有りと回答した者は32名 (82.1%)

で成人病検診受診者の19.6%(32/163) を占めている.

これらの成績は前回著者らが行なった調査対象54名中，

試食または貝の素手による駆除経験者がわずか数名で

あったことと比較して，著しい増加傾向を示唆するもの

である.試食回数については， 10-20回も食べたことが

あると回答したものが 2名あり，不明と答えている 2名

についても相当高頻度に食べていることがうかがわれ

る.好酸球数がやや高い者は6.7%(11/163)認められた

が，好酸球数高値者中のマイマイ試食経験者数は36.4%

血線虫寄生状況(1984年 7月-1985年 3月)

種 要員 捕獲匹数 陽性数検合出虫体平数
(%) 

クマネズミ 6 2(33.3) 20 24 44 
17 12 29 

オカゃサワラ
16 。 。。。

ハッカネズミ

計 22 2 ( 9.1) 37 36 73 

表 5 アフリカマイマイより人工胃液消化法で得られた広東住血線虫第 3期幼虫のラットに対する感染実験成績

処理方法 感染虫数/1匹 感 染 ラ ッ ト 数 成虫回収匹数 回収虫体数 備 考

個別消化法 50 11 

50個同時消化法 50-100 9 

1/11(9.1%) 

9/ 9(100%) 

注)未成熟虫体を含む

1 

326 

5か月生存・剖検

3か月死亡・剖検: 3匹

4か月死亡・剖検 3匹

5か月生存・剖検 3匹
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1984年小笠原村父島々民のアフリカマイマイ試食経験の有無に関するアンケート調査成績

(調査対象:163名)
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(4/11)で，逆にマイマイ試食経験者中の好酸球数高値

者数は12.5%(4/32) を示した.これらの成績は統計学

的有意差が認められず，マイマイ試食経験と好酸球増多

の関係は明らかとはならなかった.アンケート回答者39

名中，何らかの自覚症状を訴える者は皆無で、あり，また，

マイマイの調理方法も生食は皆無で，ほとんどの者がヤ

キトりの様に焼いて食べており，沖縄の本症発生例のよ

うに，民間療法または迷信的奇習として生食する生活習

慣は小笠原には全く存在しない.試みとして，好酸球数

高値者血清11例について，本成虫 VBS抽出組抗原を用

いたゲル内沈降反応を行なったが，いずれも沈降線が得

られず，蛍光抗体法 (IFA)，酵素抗体法とも対照の都内

健康者のプール血清との聞に有意差が認められなかっ

た.また，好酸球数高値者11名について，消化器系寄生

虫の感染を調べるため虫卵検査を手配したところ，その

うち 4名が検便に応じた.この 4名は，いずれも虫卵陰

性であり，いずれのアレルギー症状も呈しなかった.仲

本ら引の報告によると，沖縄における本症の所見では，末

梢血の顕著な好酸球増多と髄液細胞の57-87%に好酸球

が認められるという.今回の検査成績の最高値が17.5%

であるとともに，総じて正常値範囲をやや上まわる程度

のものが多く，本症を積極的に疑い得る成績は得られな

かった.

考察

1984年 3月と 7月に 2回，小笠原に広〈棲息するアフ

リカマイマイの広東住血線虫第 3期幼虫の感染率を調査

した.その結果，マイマイの休眠期に当る 3月と活動期

に当る 7月の調査成績は，若干の差が認められ，また両

月とも，過去11-13年前に行なわれた堀らの調査成績を

約十数パーセント上まわった.この成績は小笠原におけ

る本虫の浸淫度がこの10年間に更に高まっていることを

示唆するものといえよう.また，父島と母島の比較では，

堀らの調査で，母島は父島より本虫の浸淫度が低いこと

が知られていたが，今回の調査では逆に母島の浸淫度が

父島を上まわっていた.これらの成績は，小笠原住民の

マイマイ試食経験の増加傾向とあいまって，広東住血線

虫症の感染機会の増大を数字的に表わすものといえよ

う.しかしながら，食べ方，調理法に関する聞き取り調

査で，沖縄の症例に見られるような，ナメクジの生食に

よる咳験治療等の民間療法や奇習は，米軍統治後当地に

全くみられない.このことは，本症発生が今日まて;'/J、笠

原に認められない主要因子と考察される.一方，沖縄で

は延長宿主 Paratenichostとしてヒキガエルやナメク

ジが注目されており，また，本虫の経皮!感染例も報告さ

れていることから，マイマイの加熱調理だけで万全の感

染防止策といえるかどうか疑わしい.ナメクジ付着そ菜

類の誤飲も考えられ，またヒキカ、、エルの肉も食用に供さ

れており，本症に対する知識を有しない島民が増えてい

るので，今後さらに調査を継続するとともに，感染防止

策について啓蒙・宣伝する必要があろう. 1968年の小笠

原返還以来，植物検疫および農作物の害虫駆除事業とし

て，買い上げによるマイマイ対策事業がしばらく実施さ

れていたが，広東住血線虫撲滅のための対策事業は全く

行なわれていない.ヒトに感染した場合，好酸球性髄膜

脳炎 eosinophilicmeningoencephalitisを引き起し，重

とくな症状を呈する本症対策については全ての野放し状

態といっても過言でない.本虫の生活環をどこかでたち

切るためには，マイマイ対策も有効で、あろうが，それと

並行して， クマネズミ駆除対策事業も実施されなくては

実効性が薄いと考えられる.小笠原の植物検疫指定害虫

であるミカンコミパエ対策事業が，十余年の成果を上げ、，

1985年 3月に撲滅宣言を発したことは特筆に値しよう.

そして小笠原支庁産業課の事業として昭和60年度から新

たにマイマイ対策事業がスター卜した.先ずは，マイマ

イの生態調査から始める予定であるが，この機会をとら

えて，ネズミ対策も含めて本虫撲滅対策事業が企画され

@ーネズミ，中間宿主陽性

・ーネズミ陽性

0-中間宿主陽性

+ーヒト陽性

<70奄美大島
伊平屋島

。0 伊是名島@0.-43225島

久米島・. r;;ρ@与論島

→-0 .0北大東島

西表島 @ 沖縄本島 ‘0南大東島

与那国島守宅弘£古島

日E島 南西路島

注) 堀栄太郎: Medical Tribune， 1983.8.11， P. 30原図引用

図1 日本における広東住血線虫分布
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るべきである.すて府に，本虫は小笠原、のみならず，東京

湾の埋立て地に土着しており 7ーベ図 lのとおり本症患者

発生が，沖縄，鹿児島，島根，静岡，神奈川で計17例報

告別されている.横須賀市では，小児の死亡例が報告され

ており，本症の迅速かつ確実な診断法の確立が求められ

ている.そこで，われわれは引き続き本症の免疫学的診

断法の確立に向かつて今後とも検討を重ねていきたいと

考えている.なお，マイマイの休眠期と活動期における

本第 3期幼虫の寄生率の変動については，ネズミおよび

マイマイの生態学的研究を待たなくては結論が出せな

い.なお，今回の調査で得られたデータの有意性の検定

では，父・母両島の今回と 11-13年前の成績以外，統計

的な有意差は見出きれなかった.今後さらに，寄生虫疾

患以外の好固ま球増多をともなうアレルギー疾患等の調査

も実施する必要があると思われる.

結論

1. 1984年 3月と 7月の 2回，小笠原諸島の広東住血線

虫の浸淫状況について調査した結果，過去11-13年前の

調査成績と比較して，父島，母島の両島で採取されたア

フリカマイマイ計560個の本第 3期幼虫寄生率は， 3月，

7月の両月とも，約12-34%上まわっていた.

また，在家性捕獲ネズミの調査でもクマネズミ 6匹中

2匹から，計73隻の本成虫を見出し，本虫の生活環境は，

以前にも増して，アフリカマイマイとクマネズミの問で

着実にまわっていることが示唆された.

2.成人病検診に付閲して，受診者163名を対象に，広東

住血線虫症の既応の有無について，好酸球数カウントを

マススクリーニングテストに応用して検討した結果，好

酸球数高値者11例は，全例自覚症状もなく，抗 Angios-

trongylus抗体陰性であった.うち 4例の虫卵検査はとも

に陰性で，本虫または他の寄生虫疾患を積極的に疑う

データは得られなかった.

3. これら受診者のうち39名にアンケート調査を実施し

て，マイマイの試食経験と好酸球増加の関係を中心に検

討したが，試食経験者がi斬増しているにもかかわらずこ

の両者の関係は明らかでなかった.

4.採取貝50個より人工胃液消化法で得られた第 3期幼

虫を Wister系ラットに経口投与して， 3 -5か月後に

剖検した結果，全例より AngiostrongylusCantonensis 

の成虫326隻を回収した.

謝辞本調査にあたり，終始ご協力をいただいた島

しょ保健所，同小笠原出張所ならび、東京都小笠原支庁の

関係各位に深謝するとともに，当所の実習生のご協力が

あったことを記して謝意を表します.

(本研究は昭和59年度当研究所課題研究「小笠原諸島に

おける広東住血線虫および広東住血線虫症に関する研

究」として実施し，その概要は第45回日本寄生虫学会東

日本大会1985年10月5日で発表した.)
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〈写真説明〉

1.広東住血線虫第 3期幼虫感染後5か月自のラットの

肺

2. ラット肺動脈より摘出中の Angiostrongylus

cantonensis成虫

3. ラット肺動脈より摘出した Angiostrongylits 

cantonensis成虫

4. Angiostrongylus cantonensis雌成虫の切断面より遊

出した第 1期幼虫 X100で撮影

5. 同拡大写真 X400で撮影

6. 同 未成熟虫卵および成熟虫卵 X400で撮影

7.アフリカマイマイの人工胃液消化法で得られた

A ngiostrongylus cantonensisの第 3期(感染)幼

虫 x 100で撮影
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伊E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 (第二報)

中 村清純ヘ伊藤忠彦ヘ山崎 清ヘ坂井冨士子*

大野正彦*ヘ薮内 j青ヘ大橋 i成*

Studies on Tsutsugamushi Disease in Izu Islands 

Field Works in Shikine Island (11) 

KIYOSUMI NAKAMURAぺTADAHIKO ITOヘKIYOSHIY AMAZAKIぺFU]IKOSAKAIへ
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We have conducted the survey since 1983 in the isle of Shikine， one of Izu Islands in the Pacific 

Ocean， where a local type of scrub typhus nam巴dShichito fever is endemic. Late autumn in 1984， blood 

specimens obtained from 3 female patients with this fever and emulsions of spleen and liver derived from 

13 rodents (suspected as Rattus norvegicus) captured in the field were intraperitoneally injected into 

mice from which 2 and 8 strains of R. tsutsugamushi were isolated respectively. The rats were proved 

as contaminated by the rickettsia in that about 85% of them had this organism in their spleen and/or 

positive serum antibody against it. 

There was found another woman who suffered twice from the disease with one year interval. Two 

pairs of her sera， in acute and convalescent phases of infection， showed significant rises in complement 

fixation antibody titer and indirect immunofluorescent antibody titer to the pathogen. She was the first 

case in ] apan diagnosed as with the rickettsial re-infection confirmed by the serological tests. 

These data indicate that people in Shikine-isle are exposed to continuous risk of infection by R. 

tsutsugamushi. 

Keywords : tsutsugamushi disease， Shichito fever， Rickettsia tsutsugamushi， human re-infection， rat， 

serological test 

緒 百 年初頭にかけて行った第 3回実態調査につき，向島鼠族

最近，ツツカ。虫病は全国的な多発傾向にあるが東京都 にリケッチアツツガムシによる高濃度の汚染が認められ

においても例外ではなし伊豆七島において同疾患(以 たこと，あるいは本病に再感染のあることなどの知見を

下，七島熱という)発生届出数に増加がみられる.これに 含めて報告する.

対処するため， 1983年東京都衛生局ではツツガ虫病実態 調査材料および方法

調査委員会を組織し，届出患者数の最も多い新島本村式 調査対象患者 式根島1) (行政上は東京都新島本村に

根島を主たる調査対象地に選ぴ， 3ヶ年計画で七島熱の 所属する)を主たる実態調査地域に選定し，前年度の患者

実態調査を実摘することとした.第 1回調査(1983年11 発生状況から当年度の流行時期を予測し，1984年11月16

月)および第 2回調査(1984年 2月)に関する成績につい 日-22日の 7日間を第 3回調査期間とした.岡島唯一の

ではすでに前報1)で報告した.本報では， 1984年秋から85 医療機関である国民健康保険新島本村式根島診療所(以

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

叫同環境保健部環境衛生研究科
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下，式恨!Jb診療所と川島す)を受診した患者を問診し

(Fig.1)，刺し口および発疹を嫌影した後，血液を採取し

た

野鼠の捕獲:金網式トラップ150個をネズミによる作

物被害の多い甘藷畑に 5日間， Sherman Alive Trap (米

国 Sherman社製， L型230x 76 x 92mm) 20個を大型不燃

物廃棄場に 2日間，それぞれ設置して，生けどり法によ

り野鼠の捕獲を行った.捕獲の有無は毎朝日時前後に確

認した.誘引餅は，主として甘藷に食用油を塗布したも

のを用い，その他さつま揚げあるいはバターピーナツも

用いた.

リケッチア分離同定方法 患者からの分離は，式根島

診療所で七島熱と臨床診断され，テトラサイクリン系抗

生物質投与による治療開始前に採取した血液をただちに

4匹のマウス腹腔内に0.25ml宛接種した.野鼠からの

リケッチア分離はクロロホルム麻酔下で心臓採血(血清

学的試験用)により致死きせて，体重，体長(頭胴長)，尾

長，後足長および耳長を測定後，牌臓と一部の肝臓を摘

出し，それらを Sucrose-phosphate-glutamate(SPG)液

にて約10%乳剤としへ 2匹のマウス腹腔内に0.25ml宛

按種した.継代はマウスの外見的発症(立毛，腹部膨i前，

動作緩慢など)が極期に達した時に行った.外見的発症の

みられなかったものについては，接種後14-17日に行っ

た.すなわち，マウスをエチルエーテル麻酔して致死さ

せ，開腹して発症の有無(リンパ節臆脹，牌腫，とくに葦

糸性腹水の貯溜をもって発症陽性とした)を確認の上，同

者については，島しょの基幹病院である都立広尾病院入

院中に採取した血清を用いた.捕獲野鼠の血清は，前述

の心臓採血により得たものを用いた.

間接蛍光抗体法(IF) 常法2町二準拠して行った.抗原は

マウス線維芽細胞由来の L929cell(以下， L細胞と略す)

に感染させた Rt標準株(Karp，Gilliamおよび Katoの

3株)および第 1回調査で患者より分離した Shikine-S

株とした.抗原スライドは Rtの充分な増殖を確認した

感染細胞を， 12hole蛍光抗体用スライド(栄研化学製)に

へマトクリット管を用いて少量スポットし，風乾ののち

冷アセトンで10分間固定して作成し使用時まで-80。に

保存した.三次抗体には，抗ヒト IgG，IgM， IgA (Hyland 

社製)あるいは抗ラット IgG(Capp巴l社製)の各 F1TC標

識抗体を用いた.

補体結合反応 (CF) 抗原は，標準 3株については市

販抗原(デンカ生研製)を使用し， Shikine-S株抗原は自

家製のものを使用した.すなわち， L細胞に本株 Rtが充

分増殖した時点で細胞をかき落し，凍結融解を 3回繰り

返して細胞内の Rtを放出させる.次に紫外線照射によ

り不活化後さらに超音波処理を行ったのち1，000rpm5 

分間遠心して細胞成分を除き，上清を15，000rpm1時間

遠心してその沈i査を原材料の約1/5の PBSに浮遊させ

て抗原とした.

結果

①患者発生状況 1980年以降の全国および東京都にお

一被検材料については摘出した牌臓をプールし， SPG液 Table l. Number of Patients Registered by Year of 

にて約10%乳剤(以下，牌乳剤と略す)にして数匹の次代 Tsutsugamushi Disease in Tokyo Metr. 

マウス腹腔内に0.25ml宛接種した.一つの被検材料に and Sum of Those in ]apan 

ついて， 3代まで継代してすべて発症陰性のものは， リ

ケッチア分離陰性とした. リケッチアの同定は，発症マ

ウスの牌乳剤をモルモット脳内および、マウス皮下に接種

し， 18-29日後さらにそれぞ、れの腹腔内に追加接種して，

モルモットについては約 8週，マウスについては約 6週

で採血し，その血清中のリケッチアツツガムシ(以下， Rt 

と略す)抗原に対する補体結合抗体の存在により判定し

た.なお，試験に使用したマウスは 5-8週令の ddY系

有毛マウスで，一部 cyclophosphamide(注射用エンドキ

サン，塩野義製薬製)の腹腔内投与による免疫抑制処

置M を行った上で被検材料あるいは継代材料を接種し

た

血清学的検査:患者血清は第 1固ないし第 3問調査中

に採取した血清以外にも現地(式根島，新島)の診療機関

において採取した血清を郵送により入手し，三宅島の患

Year 1980 81 82 83 84 

Tokyo Metr. 4 49 32 66 27 

Oshima Is 4 16 4 29 7 

Niijima Is. 8 

Shikine Is， 22 20 21 5 

Kozu Is. 1 

恥1iyakeIs. 10 8 3 5 

Mikura Is. 4 1 

Tokyo in 1本 8* 1* ]apan proper 

Sum of ]apan 212 388 508 672 948 

This table is cited from "Information for Prevention of 
Infectious Disease砂 byMHW of J apan and from "Annual 
Report" by Bureau of Public Health， Tokyo Metr. Gov-
ernment. 

* assumably infected outer site of Tokyo 
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つつが虫病患者臨床調査票

衛研受付 No

氏名 生年月日 明大昭 年 月

住所 式根島 番地電話 職業

発病 日 年 月 日

初診 日 月 日 |血液採取日 月 日

臨床症状・経過等(初発症状にはO印，他はOでかこむ)

1 .発 熱 月 日より "C - ℃で

2.発 疹(部位 月 日より

3. リンパ節腫脹(部位

4.刺 し口(部位 水宿，漬蕩，痴皮

5.全身倦怠 6. i!員 痛 7.違 和感 8.食欲不振

10.腹 痛 11.下 痢 12.手足腰の痛み 13.関 節 痛

15.せ き 16.鼻 汁 17.胸内苦悶 18.その他(

その他の臨床所見

19.結膜充血 20.咽頭発赤 21. ~卑'腫 22.肝腫

23.その他

治療

発病前の生活歴(もし判りましたら御記入下さい)

刺傷感 有，無 : 月 日頃(部位

推定被刺場所 畑 山林 不明

月 日 頃 従事した作業

日間継続

日間継続

9. 0区 吐

14.筋肉痛

35 

日

歳)

Fig. 1. Doctor's Check List of Clinical Manifestation for Physical Examination of a Patient with Shichito F巴ver

(in Japanese) 
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Table 2. List of Clinical Manifestations of Some Patients of Tsutsugamushi Disease in Izu Islands 

Name of Patient Age Sex Date of Initial Clinical 
Island No. Onset Skin Lesion Signs 

1* 28 F 1984. 11. 14 lt. leg fever， rash， 
(crust)村 LAP， h巴adache

2* 7 F 11. 20 lt. up.abd. fever 
(crust) throat redness 

3業 57 F 11. 20 rt poicpl litea fev巴r，LAP 
(vesiCle)村

Shikine 4 36 M 11. 26 kIC leg fever， rash， LAP， 
rust) headache， cough 

5 43 F 12. 4 rt.postp) litea 
(cru 

fever， rash， LAP 

6 43 F 1985. 1 l rt. ext. ear fever， tash， 
(crust) h巴adache

7 47 F 1. 15 rt. shoulder fever， LAP 
(erythema) 

8 44 M 1984. 11. 19 lt. umbilicus fever， rash 

9 51 F 11. 22 rt. elbow fever， rash， 
injected conj. 

Niijima 10 66 M 12. 3 lt.ltcheirz) h 
(u 

fever， rash， LAP 

11 79 F 12 4 head (crust) fever{ rash， 
lt. axilla throat redness， 
(ulcer) injected conj. 

Miyake 12 8 M 11. 12 umbilicus fever， rash， LAP 
* Isolation of rickettsia were attempted and successful in patient No. 2 and No. 3. 

* * Skin lesions of patient N o. 1 and N o. 3 are shown in Photo 1 and Photo 2， respectively. 
LAP is abbreviation of lymphadenopathy 

けるツツガ虫病届出患者数を Table1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V

1984年は前年に比べやや患者数が減少したが，地域的に

は拡大し，新たに新島本島に患者発生が認められた.ま

た式根島では依然として権患率が人口千対6.9と最も高

かった.島しょ保健所管内以外の届出患者は，すべて都

外で感染を受けたと推定されるものである.

②患者に関する調査 第 3回調査(1984年11月16日

-22日) この間，式根島診療所を受診した治療前の七

島熱患者は，当流行期最初の患者で計 3名であった

(Table 2). これらの患者よりリヶ、ソチア分離材料およ

び、血清学的検査材料として血液を採取した.なお，リケッ

チア分離成績は野鼠の成績と並列して第 4項で後述す

る.

患者の症状 式根島，新島および三宅島在住の患者の

うち，血清の得られた患者12名の初診時の臨床症状を，

Table 2に示した.発病から初診までの日数は，明記さ

れたもので 1-7日，平均3.5日であった.臨床所見につ

いては，発熱および刺し口は全例に見られた.なお，そ

のうち 2名の患者のツツ7ゲムシによる刺し口のカラー写

真を Photo1， 2に示した.発疹は再擢患患者 No.7な

らぴに Rtの分離された患者 No.2および No.3では認

められなかった. リンパ節目重脹は， 12名中 7例で確認さ

れた.

血清学的検査成績 七島熱と臨床診断され，急性期，

回復期血清の双方とも得られた患者 9例の血清学的検査

成績を Table3に示す.CFでは回復期に 4倍以上の抗

体上昇を示したのは， Shikine-S株抗原に対して 9名全

例， Karp株に対して 7例であり，それ以外の Gilliam株

あるいは Kato株に対して，より強い上昇を示したのは

1例(No.9)であった.IFでは 9名中 8例で】(arp株お

よび Shikine-S株抗原、に対して 4倍以上の IF価の上昇

をみた.残り 1例は No.5の患者で，第 1回目の採血が

すでに 8病日を経ており，高い IF価を保有していた.CF

および IFの結果よりみると，全患者とも Karp株，さら

には現地患者由来の Shikine-S株に対する抗体上昇が優

{立で、あった.

再感染事例の確認 1985年1月に発病した患者
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Table 3. Serological Findings of Some Patients of Tsutsugamushi Disease in Izu Islands 

Name of 
Island 

Shikine 

Niijima 

Miyake 

Patient 
No. 

1* 

2* 

3* 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Days after 
Onset 

6 

2 
14 

2 
12 

6 

8 
22 

7 
21 

2 
50 

4 
18 

1 
15 

2 
16 

l 

7 
18 
22 

C 
K G 

<8 8 

<8 く8
64 128 

く8 く8
64 128 

く8 <8 

32 32 
128 128 

く8 く8
128 128 

<8 8 
8 16 

く8 <8 
128 128 

<8 <8 
128 256 

く8 <8 
8 16 

く8 く8

<8 く8
64 256 
128 512 

F F 
NK  S-S K G NK  S-S 

く8 く8 16 32 <8 32 
Convalescent serum was not obtained 

<8 <8 く8 <8 く8 16 
128 128 512 256 128 512 

く8 く8 く8 <8 く8 <8 
128 256 256 128 128 512 

<8 <8 32 32 16 32 
Convalescent serum was not obtained 

64 64 1024 512 512 1024 
128 256 主主2048 1024 512 ~2048 

<8 く8 8 8 8 8 
128 256 512 512 512 1024 

<8 く8 16 32 <8 32 
8 32 128 128 64 256 

<8 く8 く8 く8 く8 く8
128 128 議2048 1024 512 孟2048

<8 <8 く8 <8 <8 32 
128 128 128 128 128 512 

<8 く8 <8 く8 く8 8 
16 32 128 64 64 512 

く8 く8 16 く8 8 16 
Convalescent serum was not obtained 

く8 8 64 64 64 128 
512 256 512 1024 512 2048 
512 512 512 1024 512 2048 

Antigens for complement fixation test and indirect immunofluorescent antibody test were us巴dK; Karp， G; Gilliam， NK; 
Kato and S司 S;Shikine-S which was a local strain of R. tsutsugamushi isolat巴dfrom one of the patients of Shichito fever 
in 1983 

* Isolation of rickettsia were attempted and successful in patient N 0.2 and N 0目3.

No.7 (Table 2)は前流行期の1983年11月にも発病して

おり(既報1)の患者 No.2)，その臨床像を Table4に示

す.第 l回感染では，発熱， リンパ節腫脹，刺し口およ

び発疹の典型的症状を示したが，第 2回感染では，発熱

は前回より軽度で，刺し口は掻摩感をもっ発赤が右肩に

見られた程度と定型的なものではなく，本人の申告によ

ればそのまま黒化していったという.初診時の発疹も第

2回には認められず，治療開始後に出現したかどうかは

確認できなかった.この患者の血清学的検査成績を

Fig.2に示す.第 1回感染における特徴は， CF， IF共に

回復期に Gilliam株抗原に対してのみ抗体価が有意に上

昇し， 95病日でも保持されたのに反して，他の 3株に対

して，特に CFで全く上昇を示さなかったことである.第

2回感染では， IFはShikine-S株を含めた 4株抗原すべ

てに対して上昇し， CFでは 4株のうちでも特に

Shikine-S株に上昇が強くみられた.これらの結果より，

No.7の患者は二流行期に連続して感染を受けたことが

立証された.

③野鼠に関する調査 野鼠の捕獲第 3回調査期間

中に金網式トラップにより 13匹のドブネズミ様ラット

(現夜間定中)を捕獲した.そのうち一匹 (No.6)は死

亡していたが，他の12匹はすべて生けどりにした

(Table 5).一方， Sherman式トラップでは一匹も捕獲

されなかった.誘引餌別では，甘藷ですべての野鼠がか

かった.なお野鼠からのリケッチア分離成績については

第4項で述べる.

野鼠の血中抗体保有状況捕獲した野鼠13匹中 8匹

(62%)が Karp株または Shikine-S株に対し CF価32倍

以上， IF価64倍以上の高い抗体価を保持していた

(Table 5). 



ツツガムシの付着数 13匹の野鼠の両耳介(解剖後両

耳介を切断し， 70%エタノール液に入れて実験室に持ち

帰った)に付着していたツツカゃムシ幼虫は， 33疋から2008

疋，平均354疋であった (Table5).ツツカ"ムシは，発見

時死亡していた No.6のラットに特に多く付着してい

た.(ツツf;ムシの付着状況，その同定結果についての詳

細は別に報告する.) 

④リケッチア分離同定成績 3名の患者の血液のうち

2検体から Rtが分離され，さらに捕獲した13匹の野鼠

のうち 8匹(62%)の分離材料より Rtが分離された

(Table 5 ). Rtが分離されたすべての被検材料とも初代

からマウスを発症させた.野鼠 No.13については cyclo-

phosphamide前処置マウスのみより分離できたが，他の

9株は，同処置マウス，無処置マウスの双方から分離で

きた.野鼠 No.13の Rtについても， 4代目より無処置マ

ウスに接種を試み，以降無処置マウスで継代可能で、あっ

た.また継代 2代目以降に新たにマウスを発症させた被

検材料はなかった.Rt陽性材料接種マウスは，発症する

と外見上，動作緩慢，立毛，腹部膨j前を示すが， これら

の症状は初代でも半数以上のマウスにみられ， 2代以降

はほぼ全例に認められた.接種より発症までの日数は，
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Table 4. 

Patient's Vocation 

housewife (family hotel manager) 

lnfection 

second first 

Onset ]an. 1985 
(47ys.) 

pick.ing leaves 
of、'Ashitaba"
in the field 

10 days 

chilliness 

37.1-38.3 C 
for 3 days 

rt. shoulder 
(itchy 

erythema) 

rt. cervical 

Nov. 1983 
(46ys.) 

mowing at 
home 

10 days 

chilliness 

37.5-39.0 C 
for 3 days 

sit巴 under
rt.立lamma
(ulcer) 

rt. axillar 

W orking Place 
When Bitten by 
酌lites?

lncubation 
Period 

lnitial 
乱1anifest

Fever 

lnitial 
Skin Lesion 
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Fig. 2. Changes in Serum Antibody Lebel of the Patient Who Suffered Twice from Scrub Typhus 
、withOne Year Interval. Karp (・-.-・)， GilIiam (.6.一一一企)， Kato (A-ーーー企) and 
Shikine-S (0一一一ー0).

初代では13-16日， 2代以降は 6-10日て， cyclophos-

phamide処置の有無にかかわらず，ほとんどの株で差は

なかった.開腹剖検日寺，発症マウスは全例において，牽

糸性の粘欄性腹水の貯溜を認めた.そのほかに牌腹， 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.発症マウスでは，

無発症あるいは発症後回復しでかなりの日数を経たマウ

スの開腹時に特有な“生臭さ"がないのも特徴であった.

の肉眼所見に差はみられないのに，大喰細胞原形質内の

リケッチア粒子は極端に少なかった.これら発症マウス

の牌乳剤で免疫したモルモツトおよびマウス血清が，前

述 4株の Rt抗原に対して CF陽性を示し，特に Karp株

および Shikine-S株抗原に高〈反応したので，今回の分

離リケッチア10株は，すべて Rtの Karp型近縁株と同定

型別された.

考 察

発症マウスの腹膜塗抹標本の Giemsa染色では，大喰細 リケッチア分離率は，今回62%で前回同様比較的高<， 

胞の原形質内に数伺のリケッチア粒子が見られたが， Rt ヌードマウスを使用せずに普通マウスで初代より発症

標準株接種マウスの腹膜塗抹標本と比較すると，音IJ検時 し，結果的には免疫抑制斉IJの必要性もほとんどなかった.
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このことより，式根島におけるツツカ、、虫病を流行させて

いる病因リケッチアは，川村の分類6)によるヒトおよび

マウスに対して中等度以上の病原性をもつものであるこ

とがはっきりした.また，向島鼠族において Rt分離陽性

あるいは血中抗体陽性のラットが85%に透した (Table

5 )ことは，有毒ツツカ、、ムシがかなりの頻度で分布するこ

とを裏つ、けている.

今回の調査における臨床症状については，発熱となら

んで全例に刺し口が認められ，発疹も75%にみられた.

これは前報1)でのそれぞれ74%，63%および26%と比較

して格段に高率で、ある.このことは，多彩な臨床像のバ

ラツキとみなすよりは，現地医家の聞に，七島熱に対す

る鑑別診断を徹底させるために刺し口検索へ一層の努力

がはらわれた結果との考え方もできる.

次に患者の急性期から回復期への抗体価の推移で、ある

が， CFでは各型の抗原問に交差反応が認められた7)が，

おおむね Karp株と Shikine-S株に強い上昇を示した.

特に Shikine-S株抗原に対する抗体上昇が優位なため，

まだ例数が少なく断定はできないが，式根島に隣接する

新島本島の流行株も Shikine-S株類似の抗原、性をもつこ

とが示唆される.しかし，分離株ないし流行株と標準株

との抗原性の比較は，すでに単クローン抗体法によって

詳細に検討する段階にさしかかっておりへ今後の研究

課題である.

ツツ力、、虫病に反復して感染発症した事例のあること

は，宍戸らの報告川こみられ，七島熱に関しては，林らの

アンケート調査結果10)によっても示唆されていたが，い

ずれも第 l回感染については患者の申告にもとづくもの

で，血清学的に裏付けられていなかった.本報告では，

No.7の患者を合計 5回にわたって採血しており，この

follow-upの成果として再感染が裏付けられた.第 1回

感染は血清学的に診断すると一見 Gilliam型株によるも

のとみなされる.第 1回の発病は第 1問調査の直前であ

り，数日前からテトラサイクリン投与を受けていたため

リケッチア分離は試みられておらず， Gilliam型近縁株

による感染を完全に百定することはできない.しかし，

これまで式根島において分離された Rtl3株がすべて

Karp型近縁株に一致していたことから類推すると，こ

の第 1回感染のみが Gilliam型株であったとは考えにく

い.むしろ，個体差もあり第 3病日という早い時期に投

与を受けたテトラサイクリンなどの影響により免疫応答

が不完全なものとなって， Karp株およびShikine-S株

抗原に対する抗体産生が完成せず， 1年余を経た再感染

にも発症したと思われる.いずれにしても，この患者は

本邦におけるツツカゃ虫病について，血清学的に再感染が

確認できた最初の症例である.ここにおいて，式根島の

如く有毒ツツガムシに接触する頻度の高い流行地の住民

には，再感染の危険があることが立証された.

七島熱に限らず， 1984年末には，都市部にi!Iい東京都

町田市においてもツツヵー虫病患者が発生し，同病の地域

的広がりはとどまるところを知らない.また1985年春以

降，福島，岩手両県下で 3名の死亡例が確認されて，厨

出患者数の増加のみならず時には重症化し，死亡例もで

ている.このような重症例では，交通機関の発達により

他県で感染し，東京に来てから発病，診断のつかぬまま

死亡する危険性11)も少なくない.これらの事態に対処す

るためには，検査態勢の整備にとどまらず，抗原性およ

び病原性の究明に向けでなお一層の研究態勢の充実をは

かるべく，格段の措置を講ずることが緊要で、ある.

謝辞本研究を実施するにあたり，標準株の分与等

種々の御教示，御協力を戴いた群馬衛研，氏家i享雄博士，

小山孝氏，環境保健部の各位，本調査に種々御協力およ

び御配慮、を戴いた新島本村役場，同式根島支所，同診療

所，式根島診療所，都衛生局防疫結核課，島しょ保健所，

都立広尾病院の関係各位に深謝いたします.

(本研究は，昭和58，59年東京都衛生局「ツツガ虫病実態

調査」として実施し，その概要は東京都衛生局学会第74回

1985年 5月で発表した.)
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Photo 1. Initial Skin Lesion of the Patient N 0.1 (Crust) 

Photo 2. Initial Skin Lesion of the Patient No.3 (Vesicle) 
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イヌにおけるレプトスピラ抗体保有調査成績

梅木富士郎ヘ丸山 務 ヘ神崎政子へ松本昌雄*

Study on Leptospira Antibody in Dogs 

FU]IO UMEKI*， TSUTOMU MARUYAMA *， MASAKO KANZAKI* 

and MASAO MA TSUMOTO* 

Leptospira antibody in dogs was investigated using 457 house dogs collected in 11 prefectures and 

89 stray dogs in Tokyo from 1983 to 1984. Titration of antibody was conducted by a means of 

microtitering by microscopic agglutination test using as antigens live cells with the following 5 

serotypes: LeptosPira icterohaemorrhagiae (L. i)， L. canico/a (L. c) . L. autumnalis (L. at) . L. hebdomadis 

(L.h) .L. australis (L.au). 

Of 457 house dogs，31 (6.8%) ，30 (6.6%) and 1 (0.2%) were found positive in respect of L.i，L.c 

and L. at respectively when agglutinin titer of over 1・80was considered as positiv巴.N 0 dog was found 

positive in respect of L. h and L. au. There were 7 cases which showed agglutinin titer of over 1: 80 in 

respect of more than 2 serotypes， amounting to a total o，f 55 positive individual cases among 457 with 

the positive ratio of 12.0%. The ratio was high in western ]apan. i.e. in Kagawa and Hiroshima 

Prefectures. 31 cases in Tokyo were all negative・Positiveratio was slightly higher in males than in 

females and also in dogs kept outdoors than those kept indoors. 

Positive ratio of stray dogs as seen in 89 cases from Tokyo was obviously higher compared to house 

dogs. 22 (24.7%) and 7 (7.9%) were respectively positivie in respect to L.i and L.c. 

Keywords : leptospira. antibody ， dog. microscopic agglutination test 

はじめに

ワイル氏病に代表されるレプトスピラ症は，病原、であ

るLeptospirainterogansがネズミなどの野生動物に保

有されているためにその完全な制圧が困難で、あり，毎年

死亡例を含む多数の症例が確認されている.一方，本菌

はペット動物であるイヌにも高い感染性があり，イヌか

らヒトへの感染もみられる人畜共通伝染病菌としても重

要である.したがって，野生動物やペット動物における

感染状態を抱虚しておくことはヒトのレプトスピラ症予

防のための貴重な情報である.

今回私達は， 日本獣医師会が企画する「人畜共通伝染

病感染動物の実態に関する調査研究」に参画し，全国の

飼犬におけるレプトスピラ抗体保有状況を調査する機会

を得た.また同時期に収集された東京都における放浪犬

についても同様の調査を独自に行ったので両者の成績に

ついて報告する.

材料および方法

1.被検血清

供試したイヌの血清は， 1983年10月から 1984年 1月に

かけて， 日本獣医師会に所属する全国11都県の開業獣医

師によって収集された飼育犬457頭および東京都動物管

理事務所に保議収容された放浪犬および継続飼育が出来

ずに持ちこまれたいわゆる引取り犬計89頭の合計546頭

のものである.

2.抗原

レプトスピラの抗原は， L. interogansの下記 5種の血

清型株を用いた，すなわち， L. icterohaemorrhagiae RGA 

(L. i)， L. canicola H. Ut.IV， (L.c)， L. autumnais秋

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

本 TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1. Hyakunincho 3 chome.Shinjnjuku-ku. Tokyo， 160 ]apan 
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疫A(L. at)， L. hebdomadis秋疫B(L.h)， L.australis 

秋疫C (L.au)である.これら 5菌株を，コルトフ培地

で30'C7日間培養し，得られた生菌を抗原とした.

3.抗体価の測定

Schuffn巴r-Mochtarの方法をマイクロタイター化し

て行った，すなわち， 5種の血清型株の生菌を抗原とし

た凝集反応、を，顕微鏡で観察し，判定は対照50%以上の

凝集を示した最高希釈倍数をもってその血清抗体価とし

た

結果

1.飼育犬の血清型別抗体保有状況

全国の飼育犬457件のしi，L.c， L.at， L.h，および、 L.

auに対する抗体価を20倍以下から640倍以上の 6段階に

分けてそれぞれの該当数を表 lにあらわした.東京都の

放浪犬89件のそれは表 2に示した.飼育犬で80倍以上の

陽性例は， L.i.は31件(6.8%)，L.cは30件(6.6%)，L. 

atは1件 (0.2%)であった. L.hおよび L.auには80倍

以上の陽性例は1f牛もなかった.陽性例のうち， L.iと

L.cの双方の血清型に陽性を示したものが7件あったの

で，個体としては55件がレプトスピラ抗体陽性犬であっ

た.また，抗体価の最高値は L.iが160倍， L.atが80倍で

あったが， L.cは320倍以上が 5件あり，そのうちの 3件

は640倍以上であった.

2.放浪犬の血清型別抗体保有状況

東京都内の放浪犬および引取り犬89件の陽性例はL.i

は22件 (24.7%)，L.cは7件 (7.9%)であった.これら

陽性例のうち， L.iは640倍が2件， 320倍 2件， 160倍 5

イ牛， 80倍13{<牛であり， L.cの6l'牛のうち H牛は2，560倍で

あった.他の 3菌型に対してはいずれも40倍以下であっ

た

3.地域別陽性率

飼育犬で抗体価陽性の55件を地域別に分類して表 3に

示した.最も高いのが香川県の49件 (34.7%)で次いで、

広島県の25.7%で，一般に西日本地区に陽性率が高かっ

た.東京都の飼育犬は31件中陽性例は 1件もなかったが，

放浪犬および引取り犬の89件では26件 (29.2%)が陽性

てやあった.

4. 性~Ij，飼養形態別陽性率

レプトスピラ抗体陽性の飼育犬55件を性別に分類する

と雄30件(54.5%)，雌25件 (45.5%)でや、雄に陽性率

表 1 飼育犬におけるレプトスピラの抗体保有状況

よ里J11
L . icterohae 
morrhagiae 

L. canicola L . autumnalis 

(秋疫A)

3 。
2 。
10 。
15 1 

L . hebdomadis 

(秋疫B)

0 

0 

0 

L. austγαlis 

(秋疫C)

0 

0 

0 

~640 

320 

。。
。。

言十 457 457 

1 

456 

457 

2 
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457 

表2 東京都内の放浪犬におけるレプトスピラ抗体保有状況

血清型
L . icterohae 

L .Cα'nicol，α L. autumnαlis L . hebdomadis L . australis 
morrhagiae 

抗体価 (秋疫A) (秋疫B) (秋疫C)

孟640 2 1 。 。 。
320 2 。 。 。 。
160 5 1 。 。 。
80 13 5 。 。 。
40 
ハU

一
2
一十

く一二

-E

。 。。
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89 

89 
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表 3 飼育犬の地域別，血清型別陽性率(陽性:抗体価80倍以上)

陽

地域 検査数 全血清型 L . icteγohae 
個体 morr，加:giae

北海道 50 3( 6.0) 1( 2.0) 

宮城県 32 4(12.5) 4(12.5) 

埼玉県 50 5 (10.0) 4( 8.0) 

東京都 31 O( 0 ) O( 0 ) 

横 浜市 37 5(13.5) 4(10.8) 

新潟県 50 1 ( 2.0) O( 0 ) 

名古屋市 36 2( 5.6) 1( 2.8) 

兵庫県 47 6(12.8) 4( 8.5) 

広島県 35 9(25.7) 8(22.9) 

香川県 49 17(34.7) 6(12.2) 

北九州市 40 3( 7.5) 1( 2.5) 

全国計 457 55 (12.0) 31( 6.8) 

が高かった.また，陽性例55件のうち室外飼育は31件

(56.4%)，室内飼育24件 (43.6%)であった.陽性個体

の中で L.c~こ 320倍以上の高い抗体価を示した 5 件はす

べて雄の室外飼育例であった.

なお，品種によるあるいはレプトスピラワクチン接種

の有無による両者の差異はみられなかった.

考察

わが国におけるレプトスピラに関する疫学的研究は，

稲田ら 1)によるワイル病病原体発見以来歴史があり，

1940年北岡2)，山本3)がそれぞれイヌから L.canicolaを

分離し，また多数の抗体陽性例も検出して感染源主して

のイヌの重要性を指摘して以来，イヌからのレプトスピ

ラの分離および抗体保有調査の成績がある 4-8) しかしな

がらこれらは安藤引の報告を除いていずれも野犬または

放浪犬を対象としたものであり，また，限られた地域で

の成績である.今回の我々の調査はすべて現在家庭に飼

育中のイヌが対象であり， しかも北海道から九州までの

地域で同時に実施したものであることから，現在のわが

国のイヌにおける実態をほぼ正確に表わしているものと

いえよう.

飼育犬の陽性率12.0%は従来の報告よりや、低い値で

あったが，地域別では香川県や広島県など西日本地区で

陽性率が高<，これらの地域では飼育犬の聞にもなお広

範な感染があるものと検察される.東京都の飼育犬は31

例はすべて陰性であったが，同時期に採取された放浪犬

および引取り犬では89例中陽性が26例もあり 6年前に

'1全 数 (陽性率%)

L. canicola L . autumnalis L . hebdomadis L. australis 
(秋疫A) (秋疫B) (秋疫C)

2( 4.0) O( 0 ) O( 0 O( 0 

O( 0 ) O( 0 ) O( 0 O( 0 

2( 4.0) o (0 ) O( 0 O( 0 

O( 0 ) O( 0 ) O( 0 O( 0 

1 ( 2.7) O( 0 ) O( 0 O( 0 

1 ( 2.0) O( 0 ) O( 0 O( 0 

1 ( 2.8) O( 0 ) O( 0 。(0 

3( 6.4) O( 0 ) O( 0 O( 0 

3( 8.6) O( 0 ) O( 0 O( 0 

15(30.6) 1( 2.0) O( 0 O( 0 

2( 5.0) O( 0 ) O( 0 O( 0 

30 ( 6.6) 1( 0.2) O( 0 O( 0 

我々が同じ東京都の放浪犬で調査した成績とほとんど同

率であった.安藤6)らも栃木県での調査から飼育犬の陽

性率は放浪犬のそれに比較して有意に低いことを指摘し

ている.放浪犬の感染率については従来と変わらずレプ

トスピラはイヌで根強く感染がくり返えされているもの

と思われる.

今回調査の対象となった合計546頭はすべてレプトス

ピラの臨床症状の無いもののみであるが，高い抗体価を

示した個体は培検で腎臓に障害を認めるものが多かっ

た.L.c'こ2，560倍の抗体価を認めた放浪犬は，その病理

所見から間質性腎炎を疑わせるものであった.

我が国ではヒト，レプトスピラ症の原因となる血清型

は沖縄県を除いて L.i，L.c， L.at， L.h， L.auであるの

で，血清学的診断にはこの 5種の抗原を準備する必要が

ある.しかしながら今回の成績でも明らかなように， L. 

at， L.h， L.auに80倍以上の陽性を示したのは 1件のみ

であり，イヌにおける抗体保有調査にはしiとL.cの2

種の抗原のみで十分で、ある.

レプトスピラの血清学的診断にはいくつかの方法が考

案され，その簡易化も進められてきているが，現在最も

確実な方法は，今回我々も用いた生菌による凝集反応で

あるといわれている. しかしこの方法は生菌を常時準備

しておかなけれは、ならないこと，生菌を扱うために危険

性を伴うことなど，手技にや、難点があることが指摘さ

れている.このために動物における疫学調査が進展しな

い理由を否定できない.最近，有光9)はヒト血清で、マイク
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ロカプセルを担体としたより安全で、感度の秀れた方法を

開発した.我々は早速これを動物血清に応用し，基礎実

験では良好な成績を得ることができた 10) さらに血清処

理の条件などを現在検討中であるが，このような安全で

簡便な方法が実用化されることが強〈望まれる.

まとめ

1983年から1984年にかけて，全国11都県の飼育犬457

頭，東京都の放浪犬89頭を対象に，レプトスピラの抗体

保有調査を行った.

抗体価の測定は Lψtospira icterohaemorrhagiae (L. 

i)， L.canicola (L.c)， L.automnalis(L.at)， L.heb. 

domadis (L.h)， L. australis (L.au)の 5種の血清型の

生菌を抗原とした顕微鏡凝集反応をマイクロタイター化

して行った.

凝集素価80倍以上を陽性とした場合，陽性数は飼育犬

457例中L.i31(6.8%)， L.c 30(6.6%)， L.at 1 (0.2%) 

で， L.hとL.auの陽性例はなかった.2種以上の血清型

で80倍以上の凝集素価を示した例が 7例あったので個体

として陽性数は457例中55で陽性率は12%であった.陽性

率は香川県，広島県などの西日本地域で高<，東京都の

31例はすべて陰性であった.また，陽性率は雌よりもま佐

で，室内飼育より室外飼育例でや、高い傾向であった.

一方，東京都の放浪犬89例の陽性数は L.i 22例(24.7%)，

L. c 7例 (7.9%)で，飼育犬に比較して陽性率は明らか

に高かった。
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生食用アジの病原ビブリオ汚染調査

平田一郎ヘ太田建雨ヘ池島伸至ヘ神 真知子*

新井輝義ヘ入倉善 久 ヘ 坂 井 千 ゴ *

Distribution of Pathogenic Vibrios in Horse Mackerel 

ICHIRO HIRA T Aヘ KEN]IOHTAヘ NOBUYUKIIKE]IMAヘ MACHIKO]INへ
TERUYOSHI ARAIヘYOSHIHISAIRIKURA * and SENZO SAKAI* 

The distribution of pathogenic vibrios was surveyed on horse mackerel during the period of ]uly 

1983 through August 1984. 

It was confirmed that 6 kinds of vibrios were d巴tectedfrom horse mackerel， and those were Vibrio 

ρarahaemolyticus， non-01 Vibri・'0cholerae， Vibrio mimicus， Vibrio fluvialis， Vibrio vulnijicus and Vibrio 

damsela. V. damsela was detected throughout the year， although the frequency of isolation of the other 

vibrios was dependent on the temperature and was high only during the summer season. 

Thirte巴nof 20 non-01 V. cholerae isolates from horse mackerel， were typed into 6 serotypes， and 

06 of them was predominant type. In the case of V. mimicus， 8 of 17 isolates were typed into 3 

serotypes， and of them， 041 was predominant typ巴

N 0 Kanagawa phenom巴nonpositive strain of 640 isolates of V. parahaemolyticus was det巴ctedfrom 

horse macker巴1.By using RPLA (Reversed passive latex agglutination) test， it was also found that 4 

isolates of them produced Kanagawa hemolysin 

All of isolates of non-01 V. cholerae and V. mimicus produced some hemolysin against human and 

sheep erythrocytes. On the other hand， 81. 7% of V. fluvialis and 48.4% of V. vulnificus isolates 

produced hemolysin against human and sheep erythrocytes. 

区eywords: pathog巴nicvibrios， non-01 Vibrio cholerae， Vibrio mimicus， Vibrio parahaemolyticus， 

Vibrio fluvialis， Kanagawa hemolysin， distribution 

緒 宅=吉
区司 夏季に限られ，年間を通しての分布調査は行われていな

病原ビブリオの自然界における分布を明らかにするこ い

とは，これらビブリオに起因する食中毒や下痢症等の予 そこで我々は，自然界における NAGをはじめとした

防対策に大きな手がかりを与えることは言うまでもな 病原ビブリオの分布調査のー還として，今回は年聞を通

い.しかし， Non-01収 cholerae(以下 NAGと略す) して比較的簡単に入手できる生食用アジを対象に，分布

をはじめ最近注目されている V.mimicus， V. fluvialゐ， 調査を行い，さらに分離菌株の血清型および病原性を検

V. hollisae， V. vulnijicus， V. damsela， V. metschni二 討したので，それらの結果を報告する.

kovii等の病原ビブリオの生態は，ほとんど解明されてい 材料および方法

な い1.材料

これまで，自然界における病原ビブリオの分布につい 生食用アジは大部分が下関で陸揚げされ，都内の魚市

ての報告し2)は散見されるが，いずれの報告も調査期間は 場に入荷した直後のものである.

*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， The Tokyo Metropolitan R巴searchLaboratory of Public Health， 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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調査期間は1983年 7月より 1984年 8月までの l年 2ヶ

月間で，原則として毎週一回 5検体を採取し，合計270検

体を供試した.

2.検査方法

供試アジを無菌的に表皮，エラおよび腸管の 3部位に

分け，その各々について常法3)に準拠して検査した.

使用分離培地は TCBS寒天，ビブリオ寒天および、

SPS寒天叫を使用した.確認培地は第一段階として 2%

NaCl加 TSI寒天培地， 2 %NaCl加LlM培地および無

塩ベプトン水を用いた.さらにチトクロームオキシダー

ゼ試験， 6 %， 8 %， 10%NaCl加ペプトン水における食

塩耐容性，ブドウ糖からのガス産生性， vp反応，アミノ

酸脱炭酸試験，および炭水化物分解性等の各生化学的性

状試験を実施した.

3.分離菌株の血清型別 (0抗原)

接種し，3TC， 18時間湿箱中で培養後，溶血の有無を観

察した.

RPLA法 (Revers巴dPassive Latex Agglutination 

Test)は太田ら 6)の RPHA法に準拠して調製した感作ラ

テックスを用いて検討した.

5.溶血毒の産生性

N AG， V. mimicus， V. fluvialisおよび V.vulnijicus 

の4菌種について，ヒトおよびヒツジ赤血球に対する溶

血性を BloodAgar Base (OXID)を基礎培地とした 2%

NaCl 3 %血球加平板を用いて検討した.

供試菌株の血球平板への接種および溶血の観察は，前

述の我妻血球平板i去の場合と同様に行った.

6.腸管病原毒素産生性

NAGおよび V.mimicusのコレラエンテロトキシン

産生性は， RPLA i:去(デンカ生研製キットを使用)で検

分離収集した NAGおよび V.mimicusの血清型別は， 討した.

坂崎らの方法に従って自家調製した診断用血清と，供試 成 績

菌株のトリプチケース・ソイ寒天培地培養菌を 1時間加 1.病原ビブリオ検出成績

熱処理した抗原を用いて，スライド上凝集反応て、行った. 生食用アジの各部位における病原ビブリオの検出成績

V. fluvialisの血清型別については，工藤ら 5)がヒト下 をTable1に示した.

痢症由来株を家兎に免疫し調製した血清を用い，以下の 生食用アジからは 6種の病原ビブリオが検出され，そ

方法てー行った.抗原の調製は供試菌株の 2%NaCl加ト れらの検出率は V.dams仰が最も高< (58.9%)，次い

リプチケース・ソイ寒天培地培養菌を前述通り加熱処理 で V.tarahaemolyticus (47.0%)， V. fluvialis (23.6%)， 

を行い，その0.025mlと希釈調製された抗血清0.025ml V.vulnijicus (9.6%)， NAG (3. 3%)， V.mimicus (3.0%) 

をマイクロプレート (U)中で， 50"C， 18時間反応させ の順でぁ:づた.

て， i疑集の有無を観察した. これらを部位別にみると NAGおよび V.mimicusは

4.神奈川溶血毒産生性 表皮とエラから，V.仰rahaemolyticusは表皮から，v.
分離収集した v.仰rahaemolyticusの神奈川溶血毒産 damselaは腸管から優位に検出された.

生性は我妻変法および RPLA法で検討した Table2に月別の検出成績を示した.V.damselaは年

我妻変法は，供試菌株を 2%NaCl加トリプチケース・ 聞を通して毎月検出されたが，V. tarahaemolyticusは6

ソイ・ブイヨン，3TC， 18時間前培養を行い，定量白金 -10月にかけて多く検出され， 12-4月にはほとんど検

耳 (1/1000ml)を用いて 5%ヒト血液加変法我妻培地に 出されなかった.また，V. fluvialisおよび残りの 3菌種

Table 1. Detection of vibrios from horse mackerel 

No.of Region 

Organism positives Skin Gill Intestine n =270 n =270 n =270 n =270 

V. d，αmsela 159(58.9) 81(30.0) 84 (31.1) 124(45.9) 

v.争αγα:haemolyticus 127(47.0) 109(40.4) 65(24.1) 70(25.9) 

V. flUi世ialis 88(32.6) 50(18.5) 31(11.5) 33(12.2) 

V. vulnt丹ωs 26( 9.6) 7( 2.6) 12 ( 4.4) 12( 4.4) 

Non-01医 cholerae 9( 3.3) 6( 2.2) 6( 2.2) 2( 0.7) 

V. mimicus 8( 3.0) 6( 2.2) 5 ( 1. 9) 1( 0.4) 

( ):% 
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Monthly detection of vibrios from horse mackerel 
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Table 2. 

1983 
Jul. Aug 

20本 25

Total(%) 

270(100.0) 

159( 58.9) 

127( 47.0) 

88( 32.6) 

26( 9.6) 

9( 3.3) 

8( 3.0) 
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Organism 

V. damsel，α 

V.抑γahaemolyticus

v. flu百iαlis

V. vul:同ificus

N on-01 V cholerae 

V. mimicus 

申:No. tested 

o serovar distribution of non -01 V. cholerae and V. mimi，αIS Table 3. 

o serovar* NO.of 
isolates tested UT 41 36 ‘22 14 12 6 2 

Organism 

7 

9 

1 2 2 

1 

l 5 

2 

2 20 

17 

Non “01 V. cholerae 

V. mimicus 5 

* : Sakazaki's non-01 V. cholerae typing system 

Producibility of Kanagawa hemolysin of 

v.争αyα加:emolyticus

Table 5. o serovar distribution of V. fluvialis Table 4. 

No. of Kanagawa hemolysis: 

positive 

o serovar No.of 
isolates tested 

negative 

643 

639 

No.of 
isolates tested Methods 

UT 

120 107 

16 

1 

14 

1 

13 

l 

12 

5 

11 

1 

6 

1 

1 

3 

0 

4 

* : Modified Wagatsuma Blood Agar 
**目 RiversedPassive Latex Agglutination Test 

643 

643 

Agar plate* 

RPLA** 

我妻血球平板法で、は，供試株すべてが陰性であった.

しかし，特異性の高い RPLA法では，神奈川溶血毒を産

生する株が 4株 (0.6%)認められた.

4.溶血毒の産生性

NAG (20株)， V. mimicus (17株)， V. fluvialis (120 

株)， V. vulnificus (31株)のヒトおよびヒツジ赤血球に

対する溶血性を検討した結果を Table 6に示した.

NAGおよび V.mimicusは供試株のすべてがヒトお

よび、ヒツジ赤血球に対し溶血性を示した.

V. jluvial:ゐは供試120株のうち94株がヒトおよびヒツ

ジ赤血球に， 1株がヒト赤血球のみに， 3株がヒツジ赤

血球のみに溶血性を示した.

V. vulnific・usは供試31株中 4株がヒトおよびヒツジ

赤血球に， 10株がヒト赤血球のみに， 1株がヒツジ赤血

球のみに溶血性を示した.

も前述の V.parahaemolyticusの場合と同様であった.

2.分離菌株の血清型別 (0抗原)

生食用アジから分離した NAGおよび V.mimicusの

血清型別を Table 3に示した.

NAGは供試した20株のうち13株が 6菌型に型別され

た.そのうちわけは 06が 5株， 02， 014および022がそ

れぞれ 2株， 012と036がそれぞ、れ 1株であった.残りの

7株は本型別法では型別することができなかった.

一方，V. mimicus は17株中 8株が06，014および041

の 3菌型に型別され，残りの 9株は型別不能で、あった.

Table 4に V.jluvialisの血清型別の結果を示した.

供試した120株のうち107株が型別不能で、'型別されたの

はわずか13株(11.0%)で，その血清型は 01，06， 011， 

012， 013， 014および016の 7菌型であった.

3.神奈川溶血毒産生性

V. parahaemolyticusの神奈川溶血毒産生性を我妻血

球平板法と RPLA法で検討した結果を Table 5に示し

た.
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Table 6. Hemolytic activity for human and sheep red blood cells 

Red blood cells 

Organism 
No.of 

isolates tested 

Non-01 V. cholerae 20 

V. mimicus 17 

V. fluvialis 120 

V. vulnificus 31 

* : Human， * * : Sheep 

5.腸管病原毒素産生性

分離収集した NAG20株および、 V.mimicus 17株につ

いて，コレラエンテロトキシンの産生性を検討したが，

供試株のすべてが陰性であった.

考察

従来， ヒトに病原'生を示すビブリオとして，V. chole 

rae，Olおよび V.tarahaemolyticusの2菌種が知られて

いたが，近年，さらに数種類のビブリオの病原性が明らか

にされ，すでにわが国では NAG， V. mimicusおよび v.
fluvialisが食中毒起因菌として追加されている.この他

V.hollisaeによる下痢症7.8)，V. vulnificusによる敗血

症9，10)，V.damselaによる創傷感染，さらに V.meおch-

nikoviiによる日和見感染 11)等の報告もみられ，これら

菌種のヒトに対する病原性が大いに注目されるように

なった.

また，これまで我が国においては海外旅行者に限られ

ていたコレラ等のビブリオ感染症が，海外渡航歴のない

者からも認められ12，15)，その感染源、が問題となっている.

我々はこれら病原ビブリオの自然界における分布を明

らかにするため，今回は生食用アジを対象とし，分布調

査を実施した結果，V.tarahaemolyticusのみならず，

NAG， V. mimicus， V.βuvialis， V. vulnificusおよび

V. damsela等の病原ビブリオが高頻度に検出されたこ

とは，誠に興味深い.

これらビブリオの自然界における季節変動は，v.
) hαemo~か似yμt仇1μcuωS についてはすでに詳細に検討されている 16引

が'その他の病原ビブリオはほとんど検討されていない.

今回の調査で，V. damselaは年聞を通して検出されるこ

と，また， NAG， V. mimicus， V. fluvialisおよび v.
山 lnzfi，ωsは v.ρarahaemolyticusの場合と同じ傾向を

示すことが明らかにされた.また，海水温の高い時期に

は，生食用アジの約90%が同時に 2種以上の病原ビブリ

オに汚染されていることも確認された.

これらの事実は，最近感染源が不明な NAGや v.

H*&S** 

+ + 
20 

17 

94 

4 

H&S 
十一

1 

10 

H&S 
-+ 

3 

1 

H&S 

22 

16 

mimicusによる集団下痢症の国内発生例が報告川4)され

ているが，それらの感染源との関連において注目すべき

点と考える.

次に，今回アジから検出された NAG， V. mimicusお

よび V.fluvialisについては血清型別を実施した.その

結果，前述の囲内発生例の NAGビブリオ食中毒および

V. mimicusによる食中毒の原因菌と同一血清型菌，す

なわち前者は 06，後者は 041が新鮮なアジに多数存在す

ることカず明らかとなった

ヒトに対して病原性を示すピブリオの病原因子は，V. 

cholerae，Olについてはすでに解明されている 17)が，その

他のビブリオはし、また、に不明の点が多い

v.ρarahaemo lyticusの病原|企を論じる場合，神奈川現

象が常に問題となる.すなわち本現象にあずかる耐熱性

溶血毒が病原性と密接に関連していることは衆知のとお

りである.患者ふん便由来の V.tarahaemolyticusの約

98%は本毒素を産生するのに対し，魚介類をはじめ自然

界より分離される大部分のものは非産生であり，本毒素

を産生する株は0.1%前後に過ぎない18)

今回，著者らが分離したアジ由来 V.tarahaemolyticus 

の耐熱性溶血毒産生性は，我妻血球平板法ではすべて陰

性であったのに対し，感度および特異性の優れた RPLA

法においては，本毒素産生株が0.6%存在することが確認

された

NAGは病原性の指標のーっとして，V. cholerae， 01 

の産生するコレラエンテロトキシンと同ーの毒素を産生

することが知られている 19，20) また本菌はこのコレラェ

ンテロトキシンのみでなく，溶血毒，培養細胞に対する

致死毒，毒素原性大腸菌の産生する耐熱性腸管病原毒素

に類似した毒素等を産生するものも報告されてい

る19.21)

著者らの分離した NAGについて，上記コレラエンテ

ロトキシンの産生性を RPLA法で，溶血毒産生性を血球

平板を用いて検討した.ヒトおよびヒツジ赤血球に対し
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ては，供試株のすべてが溶血活性を示したが，コレラェ

ンテロトキシンを産生する菌株は認められなかった.し

かし，島田ら 22)はヒト由来および自然界由来の NAGで

は，コレラエンテロトキシン産生株がそれぞ、れ16%，17%

存在すると報告している.この島田らと著者らの成績の

異なる理由は，おそらく供試株の由来の違いによるもの

と思われる.

なお，今回の調査はビブリオ感染症の感染源追求の手

懸として，新鮮な生食用アジを対象に病原ビブリオの分

布調査を行ったが，今後もさらに調査対象をひろげ，ま

た分離菌株の病原性についても詳細に検討していきた

し、

結 論

自然界における病原ビブリオの分布調査のー還とし

て， 1983年 7月より 1984年 8月に，生食用アジを対象と

して調査を実施し以下の結果を得た.

1.生食用アジから，V.ρarahaemolyticus， NAG， V. 

mi:悦 icus、V.jluvialis、V.vul:れificus、V.d，α悦 selaのも

種の病原、ビブリオが検出された.それぞれのビブリオの

季節変動は，V. damselaは年聞を通して検出され，その

他のビブリオは V.parahaemolyticusと同様，海水温の

高い季節に多く検出された.

2.検出された NAG(20株)の血清型は13株が6菌型

に型別され，V. mimicus (17株)の血清型は 8株が 3菌

型に型別された.最も多く認められた血清型はそれぞれ

06， 041であった.

3.検出された V.parahaemolyticus (643株)の神奈

川現象は，すべて陰性であった.しかし RPLA法では，

神奈川溶血毒を産生する株が4株 (0.6%)認められた.

4.検出された NAGと V.mimicusはすべてヒトお

よびヒツジ赤血球に対して溶血性を示した.また v
jluvial:おでは81.7%， lペvulnificusは48.4%の菌株がヒ

トあるいはヒツジ赤血球に対して溶血性を示した.

5.検出された NAGおよび V.mimicusにおけるコ

レラエンテロトキシンの産生性はすべて陰性であった.

(本研究の概要は第59回日本感染症学会総会1985年 5月

で発表した.) 
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ノ〈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(第 2報)

訪問国ノ〈ターン別検査成績解析システム

津野正朗ヘ工 藤泰雄ヘ大橋 誠*

Development of a Computerized Data Base System for Processing Results 

of Bacteriological Examination of Overseas Travellers' Diarrhea (II) 

A System for Analyzing Causative Agents by Patterns of Countties Visited 

MASAAKI TSUNOヘ YASUO KUDOH* and MAKOTO OHASHI* 

Keywords:データベース database，バーソナルコンビュータ Personalcomputer，海外旅行者下痢症 over-

seas travellers' diarrhea，パターンアナライザ patternanalyzer 

我々はパーソナルコンビュータを用いた海外旅行者下 right 1979 by Microsoft)， Two surface version 

痢症の細菌検査成績処理システム (MRFC)を開発しは)， i20-Sep-1981Jを用いた.

1983年以後実務に活用してきた.このシステムはもっぱ 訪問国パターン解析システム(以下「パターンアナラ

ら，海外旅行者検便(以下⑮と略す)業務における，被 イザ」と略称)の開発には，試験解析用として， MRFC 

検者データおよび検査成績の記録，各種台帳類の作成， の運用によって蓄積した⑮検査データのうち，

および、集計・検索・作表等，従来手作業で行なってきた 1981-1984年分(被検検体数合計9，875件)を供試した.

データ処理作業のコンビュータ化を主目的に開発され 収録データは次のとおりである.すなわち，検査年・月・

た.しかしこのようにして記憶・蓄積された諸情報をど 日，検体番号，送付主(保健所)，年令，性別，検査材料

のようにすればより有効に活用できるかという観点に立 の種類，被検者区分，旅行国(5カ国)，出国年・月・日，

てば，手作業では容易で、なかった処理に関する請求要件 帰国月・日，病日目，下痢の種類，下痢の回数，腹痛・

(いわゆる Requirment)の認識，そのためのサポートシ 晦吐，眠気の有無，発熱，抗生剤およびその他の薬剤投

ステムあるいはソフトウエアの開発が残された問題と言 与の有無，検出菌株数，検出病原菌(5種)，検出菌株番

えよう.とくに，この種の感染症サーベイランスの領域 号(5株)である.

においては，情報の活用こそが重要で、ある. パターンアナライザの開発にあたっては，まず，各暦

我々はそのようなサポートシステムの 1つとしてまず 年単位でb訪問国パターン別病原菌検出成績の解析を行う

海外旅行者の渡航先に注目し，それと検出病原菌との関 試作ソフトウエアを開発した このソフトウエアにおけ

係を把握すべく，@訪問国パターンアナライザを開発し る基本的なデータ処理アルゴリズムは図 1に示すとおり

たので，以下にその概要を述べる. である.

システムおよび試験解析用供試データ 訪問国のコードは， MRFC開発に際して用いたもの

パーソナルコンビュータのハードウエアおよびディス (表 1)を踏襲した.すなわち，過去における⑮被検者

ク・オペレーション・システム (DOSと略称する)は， の渡航先に基づいて，頻度の高い固については各国単位

MRFCの場合1)と同じ仕様で，それぞ、れ，デュアル・ミ で，その他の国については地理的関係からまとめた地域

ニ・ディスクドライパ装備の PC8000mkII (旧 PC8001 単位で，コードを与えた.まず試作ソフトを用いて，上

の使用を配慮して拡張 RAMを利用せず32Kバイト仕 記のコード化とくに地域的な統括が，訪問国パターン解

様)ライン，および， NEC PC8001 BASIC Ver 1. 3 (Copy- 析のために不都合をきたさないかどうかを検討した.ま

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku，Tokyo， 160 ]apan 
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表 1. MRFC用訪問国コード

-・ EマJIJoカイ 3 テ叫ーヲ・「叫-:;z ヨウ rコート E ・リズト」 ・-
E門RFCJ リョコウサ宇・コート嶋 No. ノ リヌト 持**

1=拘ココワ (Kor、el 2=伊イワコ (Tawnl 3=チョウコ悦ワ (Chinl 4=$ンココ (Honkl 5=マ力オ (Makal
6=ソノ苧ノ ヒ力検 51.;'シ鍋;'(・EAA)

11=イコト"事シ7(IndNl 12="コ力"ホ。『ル (Sinpl 13=ヲイ (Thail 14=フィリヒ・コ (PhiPl 15=マレ-，，7(門alsl
16=ツノ苧ノ トウナン・ ;'5I~;'( ・SEA)

21田イラン (lranl 22=イント ~(Indil 23=ヌリラコ11(SriRl 24=:青山・『ル (Nepll 25=ハ・ヰヌヲコ (Paksl
26=れ輸ンク輪予(Bang) 27=ソノ苧ノ チ1ウオワ・ ;'51‘;'(・CEA)
31=イラク(1raq) 32=γノ亭ノ tイナン・ ;'5I~;'( ・S制A)

4'1=ヲニ;'(Keny) 42=r 5l~フ。ト (Egip) 43=~ノ苧ノ i'7リカ〈・AFR)
46=河官アニï'(オーヌトラリ7 ，力"ムナト~ ;OCEl 51=チ2 ウナンヘ"イ{フ"ラシ~ J~ ，メヰ:'1コナト~ ;CS向〉
56=干苧・7〆リカ(;'メリカ，カナ苧輸 ナト輸 ;NOA) 59=ツノヲノ 7〆リ力〈・Ame)
61=干‘リシ;'(Grec) 62=ソノヲノ ヨーロ"の。〈・EUR)
4S4=γノ亭ノ クニ〈・OTR) [ 65=67コクイ5I~ョウ()る)， 66=t 5I(ー)， 67=フメイ(?) ] 

1件分の⑮データ読み出し

(訪問国および検査成績)

図1. 訪問国パターン解析の基本的アルゴリズム

(MRFC， Activity 9によるプリント出力)

まず，試作した訪問国バターン解析用ソフトウエアを

用いて得た各年別⑮データ解析結果の概要を述べる.

表 2は，各年における出現訪問国パターン数および原

因菌別陽性数である.海外渡航者の訪問国パターンは，

1981年192，1982年221，1983年212，1984年218種であっ

たが検査総件数に対する出現パターン数の比は各々

0.08-0.10の範囲にあり，ほほ、一定であった.

各年における病原菌検出率は，それぞれ31.3%， 

29.1%， 27.4%， 30.9% (平均29.6%) であり，はぼ一

定であった.また病原菌別の検出状況においても，この

4年間における検出率の変動はごくわずかであった.

出現した訪問国ノfターンのうち，年ごとの該当被検者

数が10名以上であった例を表 3に示した.年別にみると，

出現ノfターンは23-27 (平均25.5)種であったが， 4年

た，各年における訪問国パターンの出現状況を把握して， 聞に出現したパターンは36種であった.この例数10名以

最終日的とする累年被検体数 l万件以上(5年分)のデー 上のパターンは出現総パターン数の約12%にすぎない

タ解析の際の訪問国バターンの情報量を推定した. が，該当被検者数にすると総数の80.5-85.1%，病原菌

以上の基礎的な検討を経て，累年式訪問国パターンア 陽性例数では82.4-87.0%に相当した.また高頻度に出

ナライザの開発に入った. 現するパターンは毎年ほほ同じであった.

⑧データの試験解析結果 地域単位でコードの割り当てがなされた国々へのみ渡

表 2. 年別訪問国パターン数および病原菌検出数

Year of of of • lIone 
Pa1t 1t e ・ ~? ・P1e1s ・V.choleru Vi 廿ios Shigella Sa制畠剖1 Ent 貯例0叩叩pa“凶tho、w吻晦叩0句申9伊卵e町『川 E.c品Eωoli 目t怜h肝 p仰a州t怜ho句gen

rn Cases Posi. 0・1附 41.pa.spp. A11{A B C D} ?t EPEC日ECETEC (LT 釘 L+S) C副・Aer.Pl e. Y，r・ー Ext.

(YE) (CP) OC( II OC<2l (3l (4) (5) (6) (7) (8) (9， 18， 11， 12) (13) (14) (15) (16) ( 17， 18， 19) (28)(21)(22)(23)(24)(25) 

1981 193 2，194 687 2 25 4 128 1 55 (2 15 8 38) 276 44 6 176 (38 83 63) 72 3 32 8 8 
1982 221 2，298 642 2 26 9 129 8 51 (8 28 3 28) 198 46 8 168 (26 91 51) 115 8 8 8 8 
1983 212 2，758 753 5 41 9 129 日 58 (8 27 2 29) 257 42 17 191 (48 95 42) 95 7 47 8 8 
1984 218 2，723 841 6 39 11 117 8 68 (3 26 3 36) 249 83 28 251 (56 117 78) 97 2 ~2 8 8 

Total 9，875 2，923 15 131 33 583 1 232 (5 88 8 1311 972 215 51 786 (168 386 234 ) 379 12 131 8 8 9 
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表 3. 訪問国パターン別被検者数および病原菌陽性数

Pattern of countries visited ※ 1 9 8 1 1 9 8 2 1 983 1 984 

2 3 4 5 Cases (Posi，) Cases (Posi ，) Cases (Posi，) Cases (Posi，) 

Kore， . 29 ( 6) 42 ( 8) 48 ( 16) 17 {自}

7制 n，. 27 ( 13) 49 ( 18) 48 ( 14) 184 ( 52) 
Honk， . 

' 
14 ( 3) 15 ( 4) 18 ( 8) 

Honk， Sinp， 
' 

16 ( 2) 
Honk， Sinp， Thai， 

' 
28 ( 7) 13 ( 6) 13 ( 4) 

Honk， Sinp， Thai， PhiP， . {・} 16 ( 3) . 〈・} . {・}

Honk， Thai， 16 ( 2) 53 ( 18) 
lntfl， 

' 
233 ( 82) 312 ( 72) 548 ( 133) 414 ( 131> 

lntfl， Sinp， ， 29 ( 12) 41 ( 6) 36 ( 7) 37 ( 15) 
Jntfl， Si叩， Hals， . 12 ( 3) 
ln副， Thai， ー

' 
18 ( 3) 18 ( 4) 

Sinp， 
' ' 

84 ( 14) 183 ( 29) 76 ( 21> 87 ( 38) 
Sinp， Thai， - 25 ( 8) 28 ( 18) 28 ( 3) 13 ( 6) 
Sinp， Thai， Hals， . 12 ( 3) 11 1> 
Sinp， Hals， 圃 46 ( 13) 88 ( 21> 65 ( 18) 64 ( 18) 
Thai， 236 ( 89) 245 ( 84) 383 ( 73) 226 ( 75) 
Thai， PhiP， - 12 ( 2) 12 ( 6) 
Thai，・S臥， . 18 ( 3) 11 ( 5) 12 ( 4) 
Thai， lndi， . 

' 
56 ( 28) 56 ( 28) 41 ( 18) 53 ( 18) 

Thai， lndi， Nepl， 34 ( 13) 48 (11) 43 ( 13) 持 ( 11) 
Thai， Nepl， ー 34 (11) 26 ( 18) 25 ( 6) 41 ( 14) 
PhiP， . 5回 ( 194) 463 ( 148) 728 (241) 614 (219) 
Hals， 32 ( 18) 44 ( 18) 45 ( 12) 49 ( 12) 
lndi， 158 ( 48) 明 ( 35) 146 ( 46) 191 ( 62) 
lndi， Nepl， 58 ( 18) 48 ( 15) 28 ( 9) 39 ( 9) 
lndi，・EUR， 15 ( 6) 
SriR， 

' 
27 ( 7) 11 ( 3) 35 ( 6) 

SriR，・CEA，- 49 ( 18) 
Nepl， 

' 
17 ( 5) 

Paks， . 
' 

. 13 ( 5) 
Keny， ー . 18 ( 2) 15 ( 6) 14 1> 

' Keny，舶FR，. 11 ( 4) 
Egip， 14 ( 2) 
船FR， 12 ( 5) 15 ( 3) 17 ( 5) 
OCE ， 18 ( 6) 15 ( 2) 18 ( 3) 
IEUR， 

' ' 
18 ( 4) 

? ， ? ， ? ， ? ， ? 12 ( 3) 16 ( 8) 18 ( 6) 

T 0 t a 1 1，767 (578) 1，821 (531) 2，348 (655) 2，324 (731) 

※ 該当被被被検者者者数数が10例例以上のもも ののみを記載した。
該当検検 が10 以下のの。
該当 なし。
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個別コードを付さなかった国々へ渡航した被検者数および病原菌陽性数表 4.

Pattern of countries visited To t a I 

Cases (Posi ，) 

1981 1982 1983 1984 
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でを列挙)をパーソナルコンビュータの内部記憶装置に

配列すると，これだけで9，150バイトを要し， DOS読み込

み後のユーザ用記憶領域の約1/2を占めてしまうことに

なる.累年式のデータ処理を行なう場合には，年次を追っ

て新規追加を要するパターンの出現を配慮する必要があ

り，記憶容量の不足が懸念された.そこで試作ソフトを

用いて，累年出現パターン数の測定を行った.その結果，

初年次には192ノfターン，次年次までの累積では312， 3 

年目までで401パターンと次第に増加したが， 2年目以後

に追加される新パターンは年次毎に少なくなり， 4年目

に総被検者に対して471種であった.この累積曲線を延長

して， 1万件以上の⑮データすなわち 5年分のデータ処

理を行った場合に予想、される出現パターン数を求める

と，約540種になった.そしてその配列には，約13，000ノ〈

イトを要することになる.

累年式訪問国ノfターンアナライザの概要

上に述べた試験解析成績を予恋情報量の基準として，

累年式訪問国パターンアナライザを開発した.以下に本

システムの概要を述べる.

本システム開発における主たる請求要件は次のとおり

である.

1.海外渡航者の訪問国と病原菌検出状況との関係を分

航した例は表 4に示すとおりであった.すなわち，この

範 111与に該当する被検者数は総数の1.5-2.7% (平均

2.1%)，同じく病原菌陽性例数は総陽性数の1.2-2.2%

(平均1.5%) であり，いずれもごく少ない部分を占める

にすぎなかった.またこの範III'I:~~に該当する例における病

原菌検出率は， 18.2-27.7% (平均22.1%) であり，全

被検例における病原菌検出率をやや下まわった. 4年分

の合計でみると， .AFR(その他のアフリカ各国)への

渡航者が53例ともっとも多かったが，それで、もこれは総

数の0.5%にすぎなかった.

以上のような試験解析結果から， MRFCで用いた訪問

国のコード化は訪問国ノfターン解析に耐え得るものであ

ると評価した.そしてこの 4年聞の加算による累年解析

は，海外渡航者の訪問固と病原菌検出状況との関係を見

る上で，年次的な変動に大きく影響を受けることがなく

むしろ，各パターン別の観察例数が多くなるので有効で、

あると判断した.

MRFCデータディスクでは最大許容記憶容量が約

3，800件分であるから，前述のように検査総件数に対する

出現パターン数の比が最高0.10であったことからする

と，これに対応するパターンは約380種と想定しておけは、

よい.しかし，この訪問国パターン(それぞ、れ 5カ固ま
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析するために，累年式訪問国パターン解析は最高 5年

聞の情報の累積を可能にする.

2.訪問国パターンは， 540種以上配列できるように記憶

領域を確保する.

3.病原菌検出状況の集計は，各訪問国パターン別に，

被検者数，病原菌検出例数，コレラ菌， 0-1以外の

ヒブリオ・コレレ (NAGビブリオ)，ビブリオ・フル

ビアリス，腸炎ビブリオ，その他の病原ビブリオ，赤

痢菌(A，B， C， D群および合計)，サルモネラ，病

原大腸菌血清型，組織侵入性大腸菌，毒素原性大腸菌

(産生毒素型別すなわち LT，ST， LT+ST，および、合

計)，カンピロパクター，エロモナス，フ。レジオモナス・

シゲロイデス，エルシニア，その他の腸管病原菌およ

び予備項目，合計25項目について行なう.

4.被検者区分別に訪問国パターンと病原菌検出状況と

の解析を行う.すなわち，下痢現症者(Pと園長)，下痢

既往者 (G)，健康者 (H)の単一指定，下痢有症者と

して， [P+G]の指定，被検波航者の合計として， [p+ 

G+H]の指定，および検査時下痢のなかったものと

して， [G + H]の指定による解析を行う.

5. それぞれの国別の延べ訪問者をまとめ，その病原菌

検出状況の解析を行う.

6.解析結果のプリントアウト様式は，出力項目の構成

および病原菌検出状況の表現法の組み合わせによっ

て，複数種類を用意する.その中に，解析結果を直接

視覚に訴たえるための，病原菌検出状況グラフィック

表示を含める.

7.運用法は，できる限り簡素化する.

以上の各請求要件をシステムデサ、インおよびプログラ

ミンクーに反映させるよう努力したが，パターンアナライ

ザのプログラム，出現訪問国パターン，およびパターン

別の病原菌検出状況の集計結果を同時に，使用したパー

ソナルコンビュータの内部記憶装置内iにおくことは不可

能であった.したがって，前 2者を内部記憶し，他者を

フ口、ソピーディスク上に開設したランダムファイル

(ファイル名=“:Temp: ")に一時的に外部記憶しな

がらへ日的のデータ処理を行なう方式を採用した.

No. of cases 

ex踊 ined

No. of palhogen 

posi live CilSfS 

V. cholerae 0・1

[ 1-2 1 

tt¥G vibrio 

[ 3 1 

V. f1uvialis 

[ S 1 

V. paraha師 o.

[ 7 1 

Olher vibrio 

出主主181

Shigel h 

[ 11・551 

Shigel h gr. A 

[ 11・221 

Shigelh gr. 8 

[ 23-35 1 

Shigel1a gr. C 

[ 36・531 

Shigel1a gr.。
[ 54 1 

Sal~on!l h 

DC( D 

EPEC 

[ 81・951 

EIEC 

[ 96開 1181 

ETEC 

DC<2> [ 111・1151 

口氏 (lT)

DC(3) 

DC(4) 

DC(S) 

DC(6) 

。cm

DC(8) 

Dcm 

DC( 18) 

[ 111I 

目EC(S1> 

[ 112 1 

[ 113 1 

Cilllpylobacler 

[ 12ト1241 

Aer倒 on時

[ 125・1291 

Plesi切回nas

[ 138 1 

Yersinia 

[ 131 1 

Olhers 

。C(14) 

DC( 15) 

。C(16) 

DC( (7) 

DC<(8) 

DC<(9) 

DC(28) 

DC(2D 

DC(22) 

DC(23) 

DC(24) 

DC(25) 

CP( 1) 

CP(2) 

ロ問 問司 CP(5)

図2.訪問国パターンアナライザ用“:Temp:"ファイル

のデータ・フォーマット( )内は病原菌コード番号

本ファイルの入・出力データおよびデータ・フォーマッ 縮少印字 (136文字/行)を行った.出力様式は，合計 9

トは，図 2に示したとおりである. 種類を用意した.ただし，その内の 1つは，“ :Temp:"

解析結果のプリンタ出力は，号IJプログラムで“ ファイルの記憶データをそのままの順序でプリントアウ

Temp: "ファイルの記憶データを読み出し，出現バター 卜する，プルーフィングリストである.

ンの並べ換えあるいは国別の延べ訪問者数の算定など， 試験運用における評価

必要な処理を施してから行った.プリントアウトには， 完成したパターンアナライザの試験運用によって得ら

10Xllインチサイズのプリンタ用紙を使用し，もっぱら れた解析結果の出力例を，図 3および図 4に例示した.



57 36， 1985 報年江
川

γ
h
w
 

f車f庁、l東

Countries Visited・
611 Enteroplthogenic E.col i Oth・p

，... "01四 一一ー-
0) 11a EPEC EIEC町EC(LT 釘 Lf8)C・IIp.Pln.
3 3 2 8 18 1 2 6 4 1 ・I I • I I 1 • I 
1 26 7 8 34 6 21 7 14 1 

I I .・.. . I • I 
8888181111  

I ・.
(一部省略)

Pattern Analysis ~or 

Nq. V.cho1erle Vibriol Shig・111
posl. 0・1~G flu. plrl. A-O (A B C 

38 8 8 1 1 13 1 ti 8 

E ・ ・ ・ 1 ・・-・・-
97 3 5 • 15 1 8 I a 
E ・..・ I I 
288188811  

o~ • The RlPsult 

PItt・rnof countrlls visihd No. 。t
P-No. 1 2 3 4 5 Cues 

93 Korl!， -， -， -，・※ 136

(1 “66 ““} 
17 T副 n，-， -， -， - 388 

{2 ““““} 
188 Chin， -， -， -， -

( 3 66 6止 66 66) 

34 28 41 12 
EI  • I 
1 1 1 • 

'.  I ・
8 1 2 1 

•• 
2 2 5 1 .. _. 
7 4 25 2 

E E ・・ E 
1 8 2 8 

・-・7 4 16 2 

・・・ E8 8 2 1 .--8 2 8 1 

・・ -7 7 7 2 

•• • • 
8 8 ・1•• 8 9 1 8 

E ・
9 8 1 8 

•• 
188 68 28 41 ・・ I • 
4 1 1 7 

E I I ・・
1 • 1 1 ・.-21 19 55 5 
EE 圃 E，e I  1 

4 4 15 8 

E ・・・8 8 1 8 

.-・-1 8 8 8 

・-1 1 1 1 ・. . 園田
4 3 9 2 
•• . I 
5 18 1 8 ・・.1
3 2 2 1 
•• I • 

(一部省略)

18 

6 68 13 
I I I 
8 3 1 

• • • 
8 8 8 

1 4 8 

・L.L_:_
8 13 2 

I I 
8 1 8 

.:.._j__ーム
1 16 5 

• • • 8 8 8 

8 2 1 

Lー且_-
2 18 3 

・L..I._l
8 8 8 

8 8 8 

1 8 8 

皿」一--
14 288 48 

• • • 2 5 8 
• I . 
• 1 8 

ι__.1___:_ 
3 58 18 • • • 888  

8 12 3 
. I • 
898  

8 1 9 

Lーしム
828  

~ーム
o 8 1 

• I 
8 16 1 

•• 858  

I___: 

12 1 7 1 4 188 
l .  I ・ I • 
8 8 8 8 8 9 

・-・888  8 8 2 
•. . I 

1 8 1 8 8 2 
E ・ E ・・ 1
21 8 18 2 9 13 ・E ・・・・・・・ E8 8 8 8 8 1 
•. I 

14 1 5 8 8 5 ... _. ・・ 1 
1 8 1 8 1 2 

・・ ・・・8 8 8 o 8 2 .・
18 8 2 3 5 18 

・・-・・・・・ E1 8 o 8 1 o 

・・ ・・ • 8 o o o o 1 
E 

8 8  8 88  9 

27 8 18 1 16 333 
l.  I ・ 1 • 
1888111  

1 ・・・ 1 I 
a9  8 8 1 o 

42 1 16 8 25 46 ... _. ・・ E 
1 9 8 8 1 8 

・・ • ・・1214259  ・・・・・・・園田 E 
1 o o 8 1 1 . • • ・・ E 
8 8 8 o 8 1 

-E  
1 1 8 8 9 8 

・・・5 9 1 8 4 6 ・• 園田 E 
8 9 9 8 8 4 
. I  
1 8 8 8 1 1 ・・ l

8 22 1 83 

E ・・
8 2 8 3 ・・ • . 
8 8 8 3 

• 8 1 1 1 

L ーム---.J
8 2 2 1 

!..-.l..ー且且」
8 8 8 1 

• 
8 2 8 1 

I ー」
8 2 8 8 

・・ -88  8 8 

8 1 8 1 

~一一:........l
88  8 8 

888  o 

88  o 8 

8 39 15 218 

・・・ ・E1 1 9 13 

l- ・
8o  I 1 

o 11 1 2 
• • I 1 
8888  

81  I 8 

8888  

8888  

8o  8 o 

8 1 8 1 

I t 
8 2 o 1 

Lー且__:_j
8 8 8 8 

幻

E
U
E
B
E
m
E
ω
E
5
E崎

明

E
d
E
d
E似
E
3
E
2
1
2
2
"
E
M明

E
3
E列
E
1
1伺
2
2
1
3
E
7
1れ
E
ぉ

E
ゅ

1

、，，

.a-

8 Thai， -， -， -， -1811 

f13 ““““} 
26 Thili ，PhiP， -， -，ー

{13 14 66 66 66) 
37 Thili，Hlls， -， -， -

【13 15 66 66 66) 
72 Thili，凶白， ...， ... I ... 

{13 16 66 66 66) 
38 Thili，lndi， -， -， - 286 

t 13 22 66 66 66) 
29 Thli ，Indi ，SriR， -， -

{13 22 23 66 66) 
25 Thli， Indi ，Nepl， -， - 155 

t13 22 24 66 66) 
98 Thli，lndi，8ang， -， -

{13 22 26 66 66) 
45 Thili ，SriR， -， -， -

(13 23 66 66 66) 
33 Thli，Nepl， -， -，・ 126

{13 24 66 66 66) 
132 Thli ，Paks，Grec， -， -

{13 25 61 66 66'l 
56 Thli ，8In9， -， -， -

{13 26 “““} 
156 Thli，lrlq， -， -， -

f13 31 66 66 66) 
5 PhiP，ー，-，-，- 2385 
{14 66 66 66 66) 

44 Hills，・， -，ー，- 178 
{15 66 66 66 66) 

34・SEA，ー I ... I ... I ... 

t16 66 66 66 66) 
7 Indi， -， -， -， - 586 
{2266666666 ) 

188 Indi ，SriR， -， -， -
{22 23 66 66 66) 

11 Indi，Nepl， -， -，・ 157
〈2224666666) 

21 Indi ，Plks， -， -， -
t22 25 “““} 

51 Indi ，Keny， -， -， -
{22 41 66 66 66) 

66 Indi，・EUR，-， -， -
〈2262666666)

9 SriR， -， -， -， -
{23 66 66 66 66) 

118 SriR，・CEA，-， -， 
〈2327666666) 

22 Nepl， -， -， -， -
(24 _66 “““) 

37 

42 

12 

15 

29 

16 

12 

12 

14 

18 

16 

82 

11 

24 

18 

57 

38 

51 786 168 386 234 379 131 

図 3.

8 131 972 m 

訪問国パターン別出力例 (1981-1984年分)
※:  ( )内は訪問国コード番号

88 33 513 232 15 131 9875 2923 10111 ( 69/471 pltterns ) 



• 
Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H， 36， 1985 

The R4U.吋1t 0千 Pattern Analysis ~or Countriesυisited 

リ.chohrilt Vibri田 Shig.lliI 5ーー

。寸断G flu. piri. A・.D(白 B C 

• 
58 

一
割

4 1 

L ム
16 4 
J__l 
1 2 

L___I 
31 8 

I_.l 
1 I 

8 I 
55 23 
L_I 
48 16 
L_I 
148 35 且___.
38 43 

!___l 
13 14 
J__f 
11 2 .__. 
2 1 ..__. 

133 14 

且 J
7 4 

J__f 
58 . 5 ._. 
13 2 .__. 
6 3 

I.........I・
2 8 
L_.:... 
1 ・

且ーーム
2 1 

L_l_ 
1 8 

1 I 
L.J 
4 8 

L_' 
6 I 

且一一且
I 8 

」ーム
2 I 

a__j・
L.....! 
1 2 

Lー且
15 1 
l_j 
I 8 

" 
2 1 

J__f 
379 131 

3
E
Zぉ
E
6
.
w
E
2

7
思

e
y
t
-
E
L
S
E
-
一ね
E
W
E
m
E
ω
量。，

Z
3
E
B
・一
U
E
M
m
n
E
d
E
S
L
H
E
B
-
-
5
E
5
E
3
E
l
i
s
-
-
E
B
-
4
E
H
E
E
s
l
a
m

}
 

偶

aA' 
a
L
 

i
-ω一

同
副

F
t

・-
-
圃

E
帽E

E
T
 

i
-
-
n
E
t
 

--
au--o-c 

h
-
E
 

M
E【

U

m
V
剛。同F

E
E
 

--E 

r
-
-

n
-
E
 

E
陣-

偶

ι
-".』
圃

岡

Fr
 

"
E
 

.'豚• -
n
a
 

a
E
1
 

‘
“
踊
聞

'E-}
 

白
H
W

悶

E
m
t
E
7
E

“1
2

-
E
l
i
s
-
一5
E
B
-
a
-
J
2
i
t
J
2
1
1
E
8
L
y
l
-
-
3
E
f
l
y
-
-
E
l
E
l
E
8

一8
・I
L
l
a
-
-
2
8
・I

L
E
I
-
-
t

…

a幽
Y

E

3

a

τ

a

・w

・--

a
'
A内

a--A--a『

a吻

--zR

'
E
E
-
S
I
E
S
E
-
5
E
I
-
-
-
8
-
8
-
4
m
e
F
E
m
e
-
B
F
'
-
8
-

・-
8
-
8
-
s
E
-
8
-
B
司自一

'
m
'
I
'
-
'
E
S

I 11 

L ー』・
8 I 

8 8 

1 1 

.:__l 
8 8 

8 8 
I 9 

L ー且
8 2 
.:__l 
2 38 

:..__.I 
8 12 

.:..._l ， 1 

.:__l 
目 2

.:...___I 
I 1 

~ 
4 48 ・LI・8 2 
ι」
2 16 ・LI・8 3 

:..__.I 
8 I 

I 8 

8 8 

8 3 

~ 
8 ・
8 1 

.一__.， 2 

~ 
8 ， 

" ・8

_1 __  ' 
I I 

1 3 

・L..Iι一」
" 
• 8 

5 88 

一一一一
u
一一一一日一一一平一斗…ゴ…
u
一じい一一一一一一.一一一斗ハ斗一一一一
J

…U
い」一一一い斗い斗一一一ぃ
.H
一一一一一汁一一一
U

】一一一一一…

M
M加
一

ι
4
回
-
仰

N
o

日-ー
atu---※ 

"'du

、，-
H
M

M
M
ω
-
M
 

刷・一同

hu
一

『

倫

t
W
u
-
-
u
a
" 4

4

1

4

8

3

 

内

S
E
-
-
-帽
4

・・a
・・・・
E且
a喝

--A

1

1

 

411 T嗣 n(2) 

59 

23 

9

9

8

2

8

4

4

?

P

B

1

2

1

 

-
一
泊

E
4
E川
E
M
E
M
E
4
E
E
3
E
7
E
d
E
d
E
I
E
F
E
E
2
E
2
E
2
1
3
E
2
E

-

5

3

;

8

4

1

 

92 

528 

Chin( 3) 

HonK( 4) 

Hiki( 5) 

里担L盆一一J
I n4tl<l 1> 1，913 

Sinp<l2) 1，288 

Thili ( 13) 2，.385 

PhiP<l4) 2，658 

675 

22 

61 

93 

189 

Indj(22) 1，418 

26 

182 

114 

264 

564 

1η 

Hils<l5) 

lSEA( 16) 

Irin(21) 

SriR(23) 

Irlq(31) 

-器輸(32)

K，ny(41) 

Nep1(24) 

Plks(25) 

8i1ng(26) 

1C[A(27) 

184 

115 

Egip(42) 

IAFR(43) 

OCE (46) 

15 

S
2
-
4
E
B
-
-

-
E
Z
a
冒
且
柄
引
・
且
t
j' 14 

55 

CSA (51) 

24 N凶 (56)

7 
87 

11 

E 
9，8752，923 

219 

匝祖e(59)
6r・c(61)

IEUR(62) 

-肝R(64)
(6)(65) 

? (67) 

Tohl 

図 4. 訪問国累積計上方式による出カ例 (1981-1984年分)
※:  ( )内は訪問国コード番号.



東京衛研 年報 36，1985 59 

前者(様式 6)は，訪問国パターン別の病原菌検出状況

を，後者(様式 9)は，訪問国箇別に延べ渡航者を数え

た国別の病原菌検出状況である.いずれも被検者区分

(P， G， H等の別)を指定せず，全ての被検者を対象と

して，処理・解析を行ったものを出力した.

様式 6においては， 471穫の出現パターンの内，該当渡

航者数10名以上の各パターンが出力されているが，その

合計は69種であった.検査対象とした各病原菌のうち、

その他の病原ビブリオ，エロモナス，エルシニアおよび

その他の腸管病原菌の各項目については，検出例が少い

ため，この例示では出力項目から除外した.

図3において，各欄の上段に印字された数字は，病原、

菌の検出状況を実数表示したものである.また下段のグ

ラフィック印字は，各検出病原菌ごとに，総件数に対す

る平均検出率と各訪問国パターンにおける検出率とを比

較して，平均の1/2未満， 1/2以上平均値未満，平均値以

上 2倍未満， 2倍以上3倍未満， 3倍以上に区分し，各

段階ごとに横型棒グラフの巾を太くして表示したもので

ある.すなわち，上段の実数を横に比較することによっ

て各訪問国ノfターンにおける検出病原菌種目Jjの頻度を観

察することができる.またグラフィック表示を縦に比較

することによって，それぞれの病原菌について各訪問国

パターン聞での相対的検出頻度の比較検討ができる.図

5に示した例では，コレラ菌， NAGビブリオ，ビブリオ，

フルビアリス，腸炎ビブリオ，赤痢菌， EPEC， ETEC， 

プレジオモナスなどは，訪問国パターンによって検出状

況が大きく左右される傾向が認められた.しかし，サル

モネラおよびカンピロパクターは，訪問国パターンに関

係なく比較的平均して検出される傾向を示した.

様式 9においても，様式 6の場合と同様に，訪問国別

の病原菌検出傾向を把握することができた.例えば赤痢

菌に注目すると，韓国ではB群，タイではC群，インド，

ネパールではA，B， C， D各群，パキスタンではD群，

に擢恵、する危険性が高いことが容易に読みとれる.

考察

上述のパターンアナライザは，先に開発した海外旅行

者下痢症の細菌検査成績用データベース IMRFCJのサ

ポート用として開発された.

本システムの完成によって，手作業によっては多大の

時間と労力を要する，訪問国パターン別病原菌検出状況

の解析が自動化され，必要に応じて随時行えるように

なった.さらにこれをもとに，訪問国箇別の延べ被検者

数を得て，それに基づく訪問国別の病原菌検出状況を推

定することも可能になった.これは 2ヶ国以上を歴訪し

た旅行者がどの国で擢思したかは必ずしも推定が容易で

ないため，訪問国すべての場合を想定してそれぞれに計

上するという解析方法である.またそれらの成績を直接

的に視覚に訴たえるプリント出力様式を用意したことに

よって，一般市民にも理解し易い資料を提供し得るよう

になったと考える.

なお開発した訪問国パターンアナライザは，

MAR UKAI -Data-Analyzerに由来して“MDAシリー

ズ・110" と呼称することにした.このシステムは各担の

感染症事情とくに開発途上国のそれはそれ程急速に変わ

らないであろうと考えて， 5年間分の集計を標準とした.

しかし，今後開発が進んで下痢症の発生状況が急速に改

善される場合も考え得る.そのような事情に対応できる

ように，試作した各歴年用の訪問国ノfターンアナライザ

も，“MDAシリーズ・010"として実務に供することにし

た

本システムは，被検者区分指定による検索機能をそな

えているので，対象被検者を限定してさらに詳細な検討

を行うことができる.このパターンアナライザの開発に

よって，海外旅行者下痢症サーベイランス事業において

もっとも興味深い問題である，渡航先でもっとも擢患し

易い病原菌の分析が容易になった.これによる解析結果

は，旅行者および旅行業者の衛生教育用に利用できるし，

情報公開制度が実行に移された今日この種の情報の提供

が迅速にできるはずである.

このシステムの活用成果については別途報告する.
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東京都内における病原体検出情報のためのコンビュータ・データベース開発

津野正朗ヘ工藤泰雄ヘ大橋 誠*

Development of a Computerized Data Base System for Bacteriological Examination 

Results from Relevant Public Health Laboratories in Tokyo 

MASAAKI TSUNOヘ YASUOKUDOH* and MAKOTO OHASHI* 

Keywords ・データベース database，パーソナルコンビュータ personalcomputer 

わが国においてはこれまで感染症に関する検査室由来

情報を統一的に収集・解析・環元するシステムがなかっ

たが， 1979年，国立予防衛生研究所および地方衛生研究

所の関係者で組織された厚生科学研究(特別研究)f微生

物検査情報のシステム化に関する研究班」によってその

システム化の検討が開始されたへそして1980年 3月に

は，地方衛生研究所，保健所，伝染病院，検疫所等の関

係諸機関を包含して検査室由来の情報を国立予防衛生研

究所へ収集，月報および年報の形式で情報を還元するシ

ステムの試行が開始された.一方， 1981年には厚生省に

よって，従来行政対応が明確でなかった疾病を対象とし

た感染症サーベイランス事業が発足され，上記微生物検

出情報システムが事業の一環をになうようになっ

た2，3)

東京都においては， 1975年 4月， 23特別区内の保健所

業務がそれぞれの区に移管され，以後公衆衛生にかかわ

る感染症検査の実施に関しては都区保健衛生連絡協議会

総合部会の中に設けられた試験検査分科会で協議がなさ

れるようになり，都区間の業務の分担と連継に遺憾のな

いよう努力がなされてきている.そして1980年以後，当

研究所が，都区検査機関において得られる感染症にかか

わる検査室由来情報を防疫対策上有効に活用する目的で

収集・解析・環元するシステムを発足，上記厚生省の事

業および、研究班活動の一役をも担ってきた.集められた

情報は，月刊および年刊の「東京都微生物検査情報」と

して編集され，保健所，都立病院，感染症定点観測調査

定点医療機関などに配布されてきている 4，6)

この病原体情報収集・環元にかかわる諸作業は，事業

発足時はとりあえず，手作業によらざるを得なかった.

しかしパーソナル・コンビュータの導入は当初から予定

されていたところであり， 5年間を経過して事業も定着

したので，コンビュータ化の実現をめざした.我々はま

ず，月号IJ・検査機関別のヒト由来病原菌検出情報の記録

および‘東京都微生物検査情報掲載(月報および年報)用

の分類集計を主目的に専用データベースを開発， 1985年

1月以降これを実務に使用している.以下にそのシステ

ムの概要を述べる.

ハードウエアおよび

ディスクオペレーション・システム

ノfーソナルコンビュータのハードウエアおよびテーィス

ク・オペレーション・システム(いわゆる DOS) として

は，先に開発した海外旅行者下痢症の細菌検査成績処理

システム (MRFC)1'引の場合と同様， 5インチ・デュア

ルディスクドライパ装備の PC8001mkII (ただし旧

PC8001の使用を配慮して内蔵の拡張メモリーは使用せ

ず)，および， NEC PC8001 BASIC Ver'1.3 (Copyright 

1979 by Microsoft)， Two Surface version f20-Sep 

1981Jを用いた.またプリンタは，縮少印字(136文 字 /

行)機能を備えたインバクト型ドットプリンタ PC8023C

を使用した.

請求要件の検討

1980年から1984年の 4年間における検査機関別の月別

病原菌検査・検出情報を基に，今後の取扱い情報量の推

定を行い，さらに充分な余裕を見積って，本システム開

発における具体的な請求要件(いわゆる Requirment)を

決定した.

1.取扱検査機関数

各年ごとに東京微生物検査情報に掲載された検査機関

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public H巴alth

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku巴ku，Tokyo， 160 ]apan 
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数は， 1982年以後，区保健所26，都保健所 7，衛生研究

所本所および支所，合計35機関と一定であった.しかし

将来はこの他にも都立病院検査室なども本事業に加わる

可能性があるので，増加を見越し最大取扱機関数は65と

設定した.

2.検査材料取扱件数

過去 5年間における年間材料取扱総件数は年ごとに増

減はあるが，約59万から70万， うち海外旅行者検便の件

数は約2，200から3，300の間にあり，全体的に見ると，多

少の増加傾向が観察された.また，月別に見た最多取扱

件数も約6，000から14，000の間にあり，同様に多少の増加

傾向にあった.したがって，各月の材料取扱総件数に 8

桁，同海外旅行者再掲分に 4桁を割り当てた.

表1. 検査機関別ヒト由来検査材料取扱い月間最多件数
( 1980-1984) 

検査機関 月 間最多件数

区 分 1980年 1981年 1982年 1983年 1984年

東京23区 6，332 6，024 6，496 6，367 6，290 
内保健所 (7) 25) 31) 28) 41) 

外保東京(都健23立所区) 5，709 5，958 7，045 7，263 6，918 

衛生 11，788 12，052 12，748 13，577 11，922 
研究所 (478) (452) (453) (621) (540) 

) :海外旅行者分再掲(原則として衛生研究所本所で一括

実施方式をとっている。)

3.検査対象病原菌の種類

従来検査対象となっていた病原菌は，Vibrio cholerae， 

01お よび non0-1， V. parahaemolyticus， 

Campylobacter jejuni/ coli， Shなella，Salmonella わ少hi，

S.ρaraむIthiA， S.戸aral)φhiB，その他の Salmonella，

E. coliなどで，そのうち赤痢菌は血清型別，サルモネラ

はO群別など細別されているものもあり，合計97項目を

包含している.本システムの開発にあたっては，それら

の各項目について見直し，今後の細分，追加を考慮して

151項目にコード番号を与えるようにした.すなわち，例

を挙げると，コレラ菌の場合，現在生物型および血清型

の報告が求められていないが，これらの情報の有用性を

考えて，その組み合わせおよび非定型的な場合を区別で

きるように 7項目に分け，また赤痢菌の血清型について

は， 1984年に国際分類委員会腸内細菌分類小委員会が勧

告した新血清型分類11，12)に基つ、いて追加し， A群に13項

目， B群に20項目， c群に19項目， D群に 1項目を与え

た.またこれらの検出病原菌コード番号には 4桁を割り

当てた.

4.病原菌検出例数(陽性件数)

病原菌検出例数は各菌種ごとに計上される.この 4年

間においては衛生研究所におけるサルモネラの検出例が

合計で692件(内，海外旅行者338件)と最高であったの

で，これを参考にして，検出例数および海外旅行者再掲

分に各々 4桁を割り当てた.

5.検出病原菌の種類

各月における検出病原菌の最多出現種類(項目)数は，

1984年 8月，衛生研究所における30項目が最高記録で

あったので，最高収録項目は40項目を想定した.

表2. 検査機関別ヒト由来検査材料からの最多検出病原
菌項目数(1980-1984，各月当り 7

検査機関 月間最多検出病原菌項目数

区 分 1980年 1981年 1982年 1983年 1984年

東京23区 6 6 5 9 7 
内保健所

東外保京(都健23立所区) 3 3 4 7 5 

律? 生 17 16 19 22 30 
研究所

6.東京都微生物検査情報への掲載様式

月刊情報における集計表は毎月同ーの様式で掲載され

ており，年報においても原則的には同じ様式が採用され

る.ただし月報においては， Iその他の細菌Jが個別に記

載されるが，年報ではそれらも集計して表示される点に

おいて相違する.したがって，月報および年報用に各々

作表様式を用意することにした.

システムの概要

上述の請求要件の全てを盛り込んでデザインしたシス

テムの概要は次のとおりである.

1.入・出力データ

本システムの入・出力データは，検査年・月，および

検査機関別の検査材料取扱件数(内，海外旅行者数再掲)，

検出病原菌の種類・陽性例数(内，海外旅行者からのも

の再掲)とした.各検査機関にはコード番号を割り当て

たが，その取扱いについては後述する.

2. ファイル・デザイン

開設するデータファイルはいずれもランダムアクセス

用のものとし，各年単位で 1枚のデータ専用ディスクを

使用する方式を採った.

検査機関81].月別の検査情報はもっぱらメインファイ
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ル(ファイル名=“TBDB01")に記憶させた.これには，

月日Ij(1 -12)・機関別 (1-65)単位で 1セクタを割り

当て，合計780セクタを使用する.またレコード番号(す

なわち収録セクタの位置)は，両者のコード番号の組み

合わせによって，図 lのごとく規定した.したがって検

査機関は，このレコード番号によって判別できるので，

記憶データから除外した.

メインファイルの 1セクタに収録できる検出病原菌

は，最高20種までである(図 2のデータフォーマット参

照).検出菌の種類がこれを越える場合には， J.lIJ途にサブ

ファイノレ(ファイル名=“AD十メインファイル中の対応レ

コード番号")を自動的に開設し， 21種目以後の検出病原菌

を収録することにした.これには各々 1セクタを使用す

る.

検査年は，年単位で 1枚のデータ専用ディスクを用い

るので，サブファイル(ファイル名=“C-YEAR")に

のみ収録.これには 1セクタを割り当てた.

3 .データフォーマット

メインファイルのデータフォーマットを図 2に示し

た.必要に応じて随時開設する“AD・・・・"ファイル

のデータフォーマットも，これと全く同じである.

検出菌は，入力順序に関係なしコード番号の小さい

月 自IJ (MO) 

1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 11月 12月

1 2 3 4 5 6 7 8 

13 14 15 16 17 18 19 20 

3 I 25 26 27 28 29 30 31 32 

37 38 39 40 41 42 43 44 

5 I 49 50 51 52 53 54 55 56 

6 I 61 62 63 64 65 66 67 68 

P 73 74 75 76 77 78 79 80 
S 

(諸)

7キ

図2. メイン・ファイル
(“TBDB01つのデータ
フォーマット
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図 4. 年報の出力例 (1984年分，一部省略)
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ものから 111真に並べ換えて記憶される. 様式(検出機関別ヒト由来検査材料取扱件数および病原

なお本システム用のデータディスクの初期化処理に際 菌検出状況，同検出菌の内訳，同赤痢菌血清型別の内訳，

して，“TBDBOl"および“C-YEAR"ファイルが自動 およびその他の検出菌の内訳を l組として)に約40分を

的に開設され，前者にはダミー(全項目 O構成のデータ) 要した.また，機関別の病原菌検査・検出状況の一覧表

が，後者には検査年が入力される.本システムは，この 出力に要した時間は， 1機関当たり 5-8分であった.

専用ディスクのみが使用できる方式とした. 本システムの使用によって，検査情報の入力にはやは

4.ディスプレイ・デザイン り多少の時間を要するものの，従来手作業で行われてい

CRTモニタによる諸表示は，横80文字表示を原則とし た，転記・訂正・確認・分類集計等にかかわる手聞は大

た.また運用性の向上を計り，機関名や検出菌は慣用の 巾に削j成された.

表現形で表示し，必要に応じて入力状況一覧用のイメー

ジスケールも添えた.

5.プリン卜・デザイン

プリンタ出力用には， 10 x 11インチサイズの白紙プリ

ンタ用紙を使用し，もっぱら136文字/行の縮少印字を行

うことにした.

出力作表様式は，東京都微生物検査情報の掲載様式に

ならって，月間情報の出力用として，機関別ヒト白来検

査材料取扱件数および病原菌検出状況，また年間集計の

出力用として，機関別ヒト由来検査材料取扱件数および、

病原菌検出状況，同検出菌の内訳，同赤痢菌血清型別の

内訳，その他の検出菌の内訳とした.なおこれらの様式

の外に，各検査機関からの要望に答え機関別の月別病原

菌検査・検出状況の一覧表を用意した.これは，年報の

作成時に各機関へ送付して，追加・訂正分を確認する際

にも利用される.

6.プログラム・デザイン

プログラム用言語は，今後の改造等に備え，平易な

BASICを用いた.また本システムには複数の Activity

が包含されるので¥入力・訂正用のプログラムを 1本と

し，その外は数本のプログラムに分割した.これらは l

枚の専用ディスク(すなわちシステムディスク)に納め，

自動起動化処理を行い， メニュー表示フ。ログラムを中心

に自動チェイン方式で連結した.

なお，取扱機関の追加を容易にする目的で，機関名を

割当コード番号順位に従って(予備スペースは O文字の

文字変数として処理)各プログラム中の DATA文に組

み込んだ.

考 察

本システムは，先に開発した旅行先，症状など被検者

の個別情報と検出病原菌との関係を取扱う海外旅行者下

痢症の細菌検査成績処理システム7，8)とは対称的に，月

思Ij・検査機関単位のいわゆるマスデータの取扱いを目的

として開発された.本システム開発の場合，過去の実績

からその請求要件が極めて明確に把握できたため，短期

間の内に目的に合ったシステムを得ることができた.

本システムの実務使用によって，毎月の検査室情報の

集計における手作業の大巾な削減ができるばかりでな

く，転記・分類集計作業等における過誤も解消できるも

のと考える.

本システムのソフトウエアは，汎用される高級言語

(BASIC)によってプログラムされ， しかも自家製であ

るために，今後の改造・応用が容易で、あり，新らたな請

求要件の追加・提示にも対応でき得るものと考える.将

来はモデル保健所を 2・3設定して，当研究所との聞で

のオンライン・システムの実用化を検討していきたい.

なお上に述べたシステムは，東京都微生物検査情報

(Monthly Epidemiological Record， Tokyo)に由来し

て， rMERTJと略称することにした.
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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 3報)

尿中パニリルマンデル酸スポッ卜テスト発色部の簡易円形展開による鮮明化効果

武士俣邦雄*

Studies on Mass・screeningMethods for the Neuroblastoma (IIl) 

Effect of Simple Radial Development in Spot Test 

KUNIO BUSHIMA T A * 

Keywords:尿中ノ〈ニリルマンデル酸 urinaryvanillylmanderic acid. 判定 reading. 鮮明化効果 effectof 

clearization.簡易円形展開 simpleradial development. スポットテぇト spott巴st

神経芽細胞臆のスクリーニング検査が，行政サービス

として，全国的規模で実施されつつある.

こんにち，本腫療のスクリーニング検査としては，尿

中のパニリルマンデル酸(以下 VMAと記す)を発色さ

せて，定性的に検索する方法1.2)，あるいは各種のクロマ

トグラフィーの装置を用いて，カテコールアミンの代謝

物質を分離して定量的に分析する方法とがある 4-11) し

かし，後者による検査は正確で、はあるが，検査装置が高

価であったり，検査を実施するのに時間と経費を必要と

するうえ，操作が繁雑で、あるために，多数の検体を早く

かっ精度よく処理しなければならないマス・スクリーニ

ングには，適当な方法ではない.

そこで，神経芽細胞腫のマス・スクリーニング検査と

しては，一般的に，尿中の VMAにジアゾ化パラニトロ

アニリンを結合させて，特徴的な紫色のアゾ色素を指標

として検索するスポットテスト法1)あるいはディツプ

法2)が採用されている.しかし，この尿中 VMA発色法

は，ジアゾ化パラニトロアニリンと反応して，賞褐色や

褐色あるいは青褐色に呈色した化合物および遊離のパラ

ニトロアニリンが，特徴的な紫色を呈する VMAのアゾ

化合物と混在することになるために，肉眼による色調検

出が困難であることが欠点となっている.

そこで氷原12)は，尿中 VMAスポットテストろ紙の発

色部をストリップ(短冊)状に切断し，ゴム栓で密閉した

三角コルベンを用い，ペーパークロマトグラフィー技法

の上昇法にもとづいて，混在する判定妨害呈色物質を除

去する方法を考案し，報告を行っている.ところが，こ

の方法においても，三角コルベンを並べて置くスペース

が必要で、あるうえ，展開槽内を展開溶媒で常時飽和にし

ておくこと，あるいは展開に時間を要するなどの難点が

あり，簡易化が求められた.

そのために著者は，尿中 VMAスポットテストの発色

中心部から，大きなスポットの場合には中心からはずれ

た部位からの一部分を，開放系において円形クロマトグ

ラフィ _14)の展開を応用して. VMAのアゾ化合物と混

在している判定妨害呈色物質を，除去する方法を考案し

た.また，この方法を実際のマス・スクリーニング検査

に活用して，肉眼による成績判定に効果を上げているこ

とを報告した 13)

ここでは，尿中 VMAのスポットテストにおいて，本

簡易円形展開法に従って，混在する色調検索妨害呈色物

質を除去することによって，検査の成績判定がどのよう

に容易になるかを，光学計測装置を用いて検討したので

報告をする.

研究材料の作製

標準溶液の調製 :VMAの標準物質(米国シグマ社製)

を正確に10.0mg秤量したのちに.100ml容量のメスコ

ルベンに完全に移し，少量のエチルアルコールと純水を

加えて溶解したのちに襟線まで純水を加えてよく混合

し.10.0mg/dl濃度の VMA標準溶液を作製した.さら

に，この10.0mg/dl濃度の標準溶液を，ホールピペット

およびメスコルベンを用いて正確に 2倍および5倍に希

釈し. 50μg/ml およひ~'20μg/ml の各濃度の VMA 標

準溶液を調整した.

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

皐 TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1. Hyakunincho 3 chome. Shinjuku-ku. Tokyo. 160 Japan 
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実験用尿試料:スポット用の尿試料としては，健康な

成人の食前 1時間尿(空腹時尿，66ml)および食後 1時間

から 3時聞の聞の 2時間尿(食後尿，92ml)ならびに塩酸

酸性のもとに冷蔵保存しておいた患者尿を用いた.

実験用スポットろ紙の作製:60cm角のろ紙(東洋ろ

紙 No.2)を5cmx20cmに切断し，各試料のスポット

の間隔が 6cmになるようにピンで目印を付けた.それ

から，ろ紙上のそれぞれのスポット目印の位置に，マイ

クロピペ、ソト(エクセルトリベット 5-III型，硝英製作所

製)を用いて，前述した各濃度の標準溶液および各尿試料

を，おのおの20μJずつスポットした.また，試料をろ紙

にスポ、ソトした後の乾燥方法の違いによる差異について

も検討するために，自然に乾燥したものとへアードライ

ヤーを用いて急激に乾燥した場合の，二種類の実験用材

料を作製した.

簡易円形展開の方法

このことの概略については，すでに報告13)したところ

であるが，技術的な細部を，あらためてここに記述する.

まず， VMAの標準物質および尿試料の発色操作につ

いては，すでに常用されているスポットテスト法を改善

した方法にもとづいて行い，ジアゾ未反応物質が残存す

ることのないように，ろ紙の表側のスポットを発色乾燥

したのちに，ろ紙のスポット裏側からも発色試薬を噴霧

した.

次に，この円形展開の溶媒としては， 1 %の炭酸カリ

ウム(あるいは炭酸ナトリウム)水溶液90mlにエチルア

ルコール10mlを加える永原則の簡易ペーパークロマト

グラフィ一法に従って調製した.そして，この展開溶媒

を，先端を直角に切断した25Gの太さの注射針を取り付

けた50ml容量のプラスチック製注射筒外筒に，約15ml

入れる.この注射針の先端を，すでに記した方法に従っ

て発色し，自然に乾燥させた実験用ろ紙を，手の平で水

平に保持しながら，スポットのほぼ中央に(大きなスポッ

トの場合は辺縁偏りに)垂直になるように，注射針から展

開溶媒が滴下する合い聞を見計らって，そっと接触させ，

展開溶媒をろ紙に自然に浸潤させる.そして，展開溶媒

がスポットの外縁から 5-6 mm位の所まで浸潤した

とき(約20秒後)に，注射針の先端をろ紙面から離すとと

もにろ紙上から外す.この展開処理が完了したろ紙を自

然に乾燥させると，試料スポットの発色部よりも外側に

黄褐色ないし褐色(患者尿においては青系色調も認めら

れる)のリングが現われるとともに，内側にはアゾ化合物

の色素のリングが残る.

すなわち，この場合の VMA検査の成績判定は，検査

ろ紙の簡易展開処理によって内側に残留した紫色のリン

グの度合と色調にもとづいて行う.また，新たに，試料

スポット部位よりも外側に現われた褐色系のリングの濃

さは，被検体の尿の濃度を反映しているものであり，そ

の濃淡をも参考にして，検査の成績判定に利用すること

カずできる.

光学機器による計測

光学測定機器としては，島津二波長クロマトスキャ

ナーCS-910型に，同社の卓上型自動平衡記録計U-235

型を接続し，反射法にもとづいて吸光度を記録した.ま

た，この時の，クロマトスキャナーのステージの移動お

よび記録計の記録紙の送りは， 40mm/minの等速度で

行い， Response はSlowに設定し，感度は 5倍で測定記

録した.

なお，この吸光度測定に際して，実験用の発色ろ紙は，

傷のない二枚の薄層クロマトグラフィー用のかラス板の

間に密着させ，スポットセンターの目印が光路の中央を

移動するように固定した.

さらに，実験用ろ紙上の発色スポットの吸光度測定は，

Gitlowら3)がVMAアゾ化合物の最大吸収波長として

報告しているところの， 550nmの波長にもとつ、いて行っ

た.

結果および考察

標準液および各尿試料をスポットした実験用ろ紙を，

すでに記した方法にもとづいて発色し，自然に乾燥した

のちに，前記の要領に従って記録した吸収曲線を図1.に

示す.この吸収曲線の試料ごとのピークは，標準 VMA

および尿試料のスポットの辺縁の位置である.すなわち，

各試料の二つの吸収ピークの間隔は，個々のスポットの

直径を示している.

図1.の吸収曲線から明らかなように，標準液および尿

試料の全てのスポット内部にも，吸収のあることが認め

られるが，尿試料の場合に，健康な成人の尿に比べて，

患者尿ではスポット内部と辺縁との吸光度の差が， きわ

めて少ないことが明らかである.この患者尿のスポット

辺縁における吸光度を，標準液のスポット辺縁の吸光度

に比較すると， VMAの100μg/ml濃度のそれに匹敵す

ることが認められるとともに，食後尿のそれと同程度で

ある.

なお，この時の液体クロマトグラフィーによる尿中

VMAの定量測定によれば， 空腹時尿3.9μg/ml，食後尿

22.7μg/mlおよび患者尿106μg/mlのそれぞ、れの濃

度であった

次に，図1.と向ーの VMAスポット発色ろ紙につい
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図 1.VMAスポットテスト発色ろ紙の550nm波長における吸収曲線(感度5倍)

て，二波長による吸光度差 (E550- E450) を計測して記録

した吸収曲線を，図2.に示す.

図2.の各吸収曲線について比較すると， VMA標準物

質の全てのスポットおよび、患者尿のスポットではスポッ

ト内部に吸収が認められるのに対し，食後尿ではスポッ

ト内部の吸収がほとんどないうえに，空腹時尿スポット

内部の吸収は450nmの波長に強度に影響されているこ

とが明らかである.また，図2.の全てのスポット辺縁の

吸光度を，図1のそれと対比した場合に，図2.のほうが

約半分の値になっていることが認められるが，これは450

nmの波長にお、ける吸光度を減じたためである.

なお，発色反応、による定性検査の肉眼による色調判断

は，全光線波長における吸収を相加したものであり，図

1.に示した吸光度よりも黒〈感じるのが普通で、ある.

すなわち，特異的な色調を検索する場合には，その吸

収波長以外の吸光色調の部分をできるだけ除外すること

によって，目的とする色調はより鮮明になる.

そこで，図1.および図2.に用いた実験用の VMAス

ポット発色ろ紙を，すでに記した方法にもとづいて，円

形展開処理を行い，自然に乾燥させた後に，前記した吸

収曲線を記録したスポットセンターと同じ位置につい

て， 550nmの波長で計測記録した吸収曲線を図3.に示

す.

図3.に示したそれぞれの吸収曲線のうち，各濃度の

VMA標準液および尿試*'について斜線で示した部分

は， VMAスポットテスト発色部の簡易展開処理によっ

て，展開移動が小さいために残留したアゾ化合物の， 550 

nm 波長における吸収を示している.また，それぞれの吸

収曲線における外側の白い部分の吸収は，すでに記した

展開溶媒によって， VMA発色部から外側に展開移動し

た遊離のパラニトロアニリンあるいは VMA以外の尿

中成分のアゾ化合物の存在を示している.

そこで，この図3.に示した吸収曲線について詳細に観

察したところ，標準液の20μg/ml濃度のスポット内部

は，発色試薬を噴霧したベースラインよりも低し 50

μg/ml 濃度のスポット内部はベースラインと同程度の

吸光度であることが認められ，アゾ VMAのほとんどが

スポット辺縁に集積されたような状態であった.しかし，

100μg/ml濃度の標準液のスポットでは，その内部に吸

収のあることが認められ，多量のアゾ VMAが存在した

場合には，本簡易円形展開方法ではその移動が起り難い

ことが分った.このことは，尿試料のスポットの吸収曲

線において，空腹時および食後の各尿については内部に

ほとんど吸収を認めないが，患者尿では相当多量のアゾ
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図2. VMAスポットテスト発色ろ紙の二波長測光(E550-E450 )における吸収曲線(感度 5倍)
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図3. VMAスポットテスト発色部簡易円形展開後の550nm波長における吸収曲線(感度5倍)

化合物が残存している状況からも観察することができ 図1.に示した簡易円形展開前の吸収曲線に比較すると，

る. 各標準液および尿ともに，簡易円形展開することによっ

さらに，図3.の吸収曲線の斜線部分の吸収の大きさを て，スポット内部の吸収が小さくなり，紫色を呈するア
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ゾ色素部分の吸収が先鋭化され，スポット内部との色調

差が増したことが認められる.

このことは，すで、に記したように，スポットを円形展

開することによって，スポット内部の希薄なアゾVMA
が，アゾ化合物が高濃度に存在するスポットの辺縁部分

で移動が小さくなり，集積される効果も一つの理由と思

われる.

すなわち，本簡易円形展開法の操作は.VMAアゾ色

素の検索を容易にするため，スポットテスト法の成績判

定にとって，効果があることが袋付けられた.

また，図3.に用いた実験用ろ紙について.550nmおよ

び450nmの二波長で計測し，両波長における吸光度の差

の吸収曲線(E550-E45Q)を図4に示す.

この図4.の吸収曲線を，図2.に示した簡易円形展開を

行わなかった時の吸収曲線と比較してみると， とくに成

人尿スポットの辺縁部分における吸収曲線に鋭さがな

く，色素が巾広く存在していることが示唆された.なお，

このことを. VMA標準物質と患者尿の吸収曲線は類似

的であることと対比して考えると，成人尿の発色スポッ

トリング近辺には.VMAアゾ化合物の他に，展開溶媒

によってアゾVMAよりも移動され易い色素の存在が

推察された.

そこで，簡易展開後の実験用ろ紙を肉眼で観察したと
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ころ，展開移動した褐色リングとスポット辺縁の聞に，

サーモンピンク系の色素が存在していることが認められ

た

さらに，本簡易展開法による展開操作によって，アゾ

VMA化合物が展開移動するために，拡散希薄化するこ

とも考えられるので， ノギスを用いて，各吸収曲線の頂

点の聞の距離を測定した.その値を表1.に示す.

表1.の試料をスポットした後に，へアードライヤーを

用いて急激に乾燥したスポットの直径は，自然に乾燥し

たスポットのそれよりも小さいが，本円形展開前後の直

径比にもとづいて，その移動を検討したところ，乾燥方

法の違い己よる有意な差は認められなかった.さらに，

本簡易円形展開を行う場合に，検査材料の乾燥度合の違

いによる差についても調べてみたが，展開前後の比率に

有意な差は認められなかーった.

しかし，標準液と尿試料の場合について比較検討した

ところ，展開前後の比率は尿試料の方が大きかった.こ

のことは，尿中には展開溶媒に溶解する多くの物質が存

在しているために，展開時にそれらの物質によって誘

導的に移動したために生じた差であろうと推察され

た

以上，述べてきたことから，尿中 VMAスポットテス

ト検査における本簡易円形展開法は，展開溶媒飽和下で

l_j ~}\ 
標準液
(20μg/ml) 

標準液
(50μg/ml) 

標 準液 空腹時尿
(100μg/ml) 

食後尿患者尿

図4. VMAスポットテスト発色部簡易円形展開後の二波長淑IJ光(E550-E450 )における吸収曲線(感度5倍)
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表 1.550nm波長における吸収曲線から測定したスポットの直径
(mm) 

料

20μg/ml 

展開前 17.5 

自 然乾燥乾燥 材 料 展 開 展開後 18.4 

B/A 1. 0514 

展開前 13.5 

自 然乾燥湿気 材 料 展 開 展開後 14.4 

B/A 1.0667 

展開前 17.5 

ドライヤー速乾乾燥材料展開 展開後 19.1 

B/A 1.0914 

脚注;A:展開前， B 展開後

7分間上昇展開する永原12)の方法よりも，数十秒間とい

う短い時間で完了するなどの利点などを含めて，効率的

かつ有効的であると結論づけられる.

まとめ

著者は，尿中パニリルマンテ申ル酸スポットテスト法に

もとづいた検査において，その成績の判定方法を改善し，

すでに報告を行った.このたびその判定方法について，

VMA標準物質および尿試料を用い，光学計測機器を導

入して，有効性があるか否かを検討したところ，以下の

ような結果が符られた.

1.原法にもとづいた標準液および尿試料の発色ス

ポ、ソト内部には，強い吸収が認められ， とくに患者尿の

場合に，スポット辺縁との差が小きかった.

2. 1.と同ーの実験材料の発色部を，スポット中心部

から簡易円形展開操作を行ったところ，検査成績の判定

を妨害していた褐色物質が取り除かれて， VMAのアゾ

化合物を主体とした紫色リング部分の吸光が増大した.

3.簡易展開前後のスポットについて， 550nmおよび

450nmの二波長で測定して比較したところ，その吸光度

に大きな変化は認められなかった.

4. スポットテスト法における検査材料作製の際に，

試料をスポットした後，自然に乾燥した材料の方が，へ

アードライヤーを用いて急激に乾燥した材料よりも，ス

ポットの直径は大きいが，簡易円形展開前後における紫

色部分の移動度に，大差は認められなかった.また，本

簡易展開において，検査材料が多少の湿気を含んで、いた

場合でも，その処理操作によって，スポットリングが大

きく移動するようなことはなかった.
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都立衛生研究所における神経芽細胞腫マス・スクリーニング検査の動向(昭和59年度)
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緒言

神経芽細胞腫は，予後不良の腫療であるが，早期に発

見し，加療を施すことにより，完治することができる小

児の固形がんの 1つである 1)

本腫傷は，簡便なスクリーニンクゃ検査によって早期に

発見することが可能で、あるため，多くの自治体が行政的

に対応している.

東京都においても， 多摩および島しょ地区の保健所管

内に居住する乳児を対象として，昭和58年10月から本腫

場のマス・スクリーニンクゃを行っている.この検査は，

尿中に排池されるカテコールアミン代謝終末産物の 1つ

であるパニリルマンデル酸(以下 VMAと略す)を，発色

検出するものであり，当衛生研究所で、行っている.

神経芽細胞腫のマス・スクリーニングを行うにあたっ

ての問題点について，採尿後の時間経過の検査成績にあ

たえる影響や，採尿方法の指導等については，武士俣ら2)

がすでに報告している.

このたび昭和59年度に行った検査成績の動向について

解析を行ったところ，神経芽細胞腫マス・スクリーニン

グ実施における初期の問題点がいくつか明らかになった

ので報告をする.

検査の材料および方法

すでに報告しであるシステムにもとづいて，当衛生研

究所に搬入された尿スポットろ紙を検査した3) また，神

経芽細胞腫のスクリーニングの尿検査としては，佐藤

ら4)が褐色細胞腫のスクリーニングとして行った検査方

法を，沢田5)が応用開発したスポット法6)が，全国の多く

の自治体で用いられている 我々はこのスポット法にも

とづいて，当科において開発した簡易円形展開法7)を用

いて検査成績の判定を行った.この検査成績を集約し，

内容解析を welchの差の検定にもとづいて行った.

成績の集約および考察

昭和59年度に，当所て"行った神経芽細胞腫スクリーニ

ングとしての尿中 VMAスポットテスト検査総数は，再

検査を含めて34，758件であった.このうち，初回検査総

数において，医療機関へ精密、検査の受診を勧めた被検者

は4名(4/31，141= 0.013%)であった.この数字を，沢田

ら引の診祭にもとづいて偽陽性として取り扱った件数

0.079%と比べると約1/6であり，きわめて低い偽陽性率

であった.

次に，昭和59年度に行った尿中 VMAスポットテスト

において，初回の検査で要再検査と判定された被検体の

出現率(以下再検率という)，およびこの再検査被検者に

おいて 2回以上くり返して要再検査と判定された被検体

の出現率(以下再々検率という)を，各月別に年間平均値

と比較した(表1.).その結果， 4月および5月は有意に

高<， 10月， 1月および3月は有意に低かった.

また，再々検率についても，同様な傾向が認められた.

要再検査となる理由には主に 2つあり，その 1つは，

食事制限の不適切(食事の影響によって尿スポットテス

トの呈色反応がVMAと類似の発色をするため，陰性と

判定が不可能)であり，他方は，材料不良(脱脂綿あるい

はオムツなどを検査用ろ紙に押し当てたり，検体尿のj南

下が多いため検査の成績判定が不可能)である.それぞれ

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

ホ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

H 東京都衛生局公衆衛生部母子衛生課
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表1. 月別の再検率と再々検率

再 検率

(%) 

4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 1月 2月 3月全体A)

検査数 3，285 3，396 3，190 2，868 2，849 2，780 2，540 2，587 2，041 2，833 2，883 3，506 34，758 

12ヶ月 平均値 25.92 14.79 9.35 8.26 9.05 8.42 4.49 8.20 10.13 8.83 6.44 6.09 10.02 

平均 標準偏差値 9.60 6.32 6.23 5.11 4.30 4.30 2.38 4.46 4.54 5.59 3.16 2.44 2.45 

Aに対する ... 
有意性

*ホ* *ホ...

再 々 検 率

12ヶ月平均値 28.64 23.49 19.98 14.23 10.71 8.08 7.47 4.45 7.00 5.31 7.32 6.71 11.98 

平均 標準偏差値 14.91 10.05 12.16 17.02 13.78 4.06 6.82 2.81 6.72 3.96 3.39 3.07 4.24 

Aに対する
有意性

•• •• ••• ••• •• 

脚注:有意性; * : P<0.05， * * : P<O.Ol， * * * : P<O.OOl 

表 2. 検査成績の判定理由別再検率(月日1]) (%) 

食事制限不適

4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月 1月 2月 3月全体ω
検査数 3，285 3，396 3，190 2，868 2，849 2，7ω2，540 2，587 2，041 2，833 2，883 3，506 34，758 

12ヶ月平均値 0.50 1.76 0.89 1.16 3.66 4.33 2.23 5.54 5.79 6.16 4.83 4.14 3.35 

平均 標準偏差値 0.70 1.82 0.97 1.38 2.71 2.94 1.84 2.65 3.54 3.67 3.23 2.33 0.86 

Aに対する ... 
有意性

調ド** *** 

キオ 料 不 良

12ヶ月平均値 18.27 9.05 5.74 4.06 3.69 2.64 1.56 1.35 1.63 1.56 1.20 1.12 4.28 

平均 標準偏差値 7.20 4.74 4.79 3.25 2.61 2.18 1.83 1.19 1.66 2，19 1.60 0.97 1.59 

Aに対する ... 
有意性

•• •• *** *車車 事事 * ** **ホ

脚注:有意性; * : P<0.05， * * : P<O.Ol， *本 *:Pく0.001

月ごとに再検率の理由別に検討を行った(表 2.). 

まず，食事制限指導を求めた再検率(材料不良を除く)

についてみると年間平均(3.35%)は，ディップ法による

尿中 VMA7ス・スクリーニングを実施している中田

ら9)(3.4%)，新川ら 10，11)(3.2%/昭和57年， 2.3%/昭和

田年)の要食事制限指導を求めた再検率とほぼ等しかっ

た。このことは，神経芽細胞腫マス・スクリーニングの

検査としての尿中 VMA発色試験の成績判定の基準は，

当所と他の自治体検査機関の聞において，同水準て"ある

と思われた.また，当所においては，本スクリーニング

検査には 2人の技術者が携わっているが，食事制限指導

を求めた再検査判定の比率は， 51.8%対49.2%であり，

検査成績の解析に大きな影響を及ほ、すとは思、われなかっ

た.

さらに，月別に再検率を比べてみると， 10月を除いた

9月以降の各月は，有意に高しそれに対し， 4月， 5 

月， 6月および7月は有意に低かった.

一般に夏季には，ノ〈ニラエッセンスを含んだ食品や，

ジュース類の摂取が多いために，これらの影響が現われ，

再検率が上がると云われているが，今回の検査では，逆

の傾向を示している.このことは，バニラや香辛物質を

含む食事を摂取させた場合において，その前後の尿中

VMA定量値に有意な差異は認められなかったという報

告1引を支持する結果であり，スポットテストによる，

VMA類似呈色反応はバニラエッセンスなどよりも他の

物質による影響が大きいという可能性を示唆するもので

あり，今後の重要な研究課題と思われた.

次に，材料不良による再検率を各月別に比較検討した
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表 3. 保健所別の再検率及び再々検率 (%) 
再 検 率 再 々 検 率

12ヶ月平均 12ヶ月平均

検査件数 平均値 偏標差値準 有意性 平均値 標 準
偏差値 有意性

Tふ o.H.C. 310 8.26 10.79 25.83 26.45 
O.m.H.C. 1，185 5.30 2.93 ••• 6.24 3.78 •• 
I.c.H.C. 799 10.23 7.70 12.02 9.32 
H.j.H.C. 3，497 10.42 5.42 9.96 5.55 
Nふ H.C.B. 266 9.88 6.99 13.11 16.48 
H.o.H.C. 1，784 12.27 8.36 12.11 9.75 
N.m.H.C.B. 1，320 12.51 7.21 14.12 10.45 
I.g.H.C.B. 594 13.08 10.21 13.58 11.40 
M.d.H.C. 2，733 11.92 6.76 14.39 10.35 
T.w.H.C.B. 411 8.84 6.24 12.82 18.66 
F.c.H.C. 2，250 9.57 5.42 11.39 8.58 
M.k.H.C. 1，609 10.56 7.24 12.31 9.23 
T.w.H.C. 1，307 9.12 3.67 13.51 12.65 
M.m.HιB. 548 6.08 6.44 6.37 8.14 
A.m.H.C.B. 1，109 6.45 5.22 7.20 4.20 
K.c.H.C.B. 633 10.01 6.73 9.91 8.05 
M.f.H.C. 1，751 9.04 4.63 9.03 5.04 
K.e.H.C.B. 654 9.43 4.53 11.13 8.33 
K.i.H.C 1，195 12.30 7.45 12.29 9.21 
K.j.H.C.B. 921 14.00 10.91 17.47 18.26 
M.n.H.C 1，281 8.79 2.92 8.42 3.12 
Tふ h.H.C. 1，752 8.32 7.04 10.09 9.77 
K.r.H.C. 1，830 15.90 10.19 19.40 14.25 
H.m.m.H.C. 1，919 13.24 7.20 18.08 12.50 ホ

H.k.m.H.C. 1，686 7.28 3.73 4.86 3.58 ..* 
F.s.H.C. 1，414 8.91 6.27 8.07 7.54 
全体 (A) 34，758 10.30 5.25 11.52 7.29 

脚注 :Aに対する有意性;*: P<O.05， * * : P<O.Ol， * * * : P<O.OOl 

ところ， 4月および5月は有意に高し 10月以降は有意 再検率が有意に高い保健所では再々検率もきわめて高い

ーに低いという結果が得られた.表1.に示した再検率で， 傾向を示している.これらの理由から，保護者への検査

4月および5月に有意に高かったことにおいて，さらに における注意や指導ならびに再検時の連絡内容方法が徹

再検査の理由の内訳について検討したところ，食事制限 底している保健所において，再検率が有意に低いが，連

指導を求めた検体(約 8%)よりも，材料不良によるもの 絡や指導が不十分な保健所では，再検率が有意に高いの

(約80%)がきわめて多かったことにもとづいている.年 ではないかと推察された.

度後半になると食事制限指導を求めた検体が約70%に上 さらに，各保健所の再検査理由別に再検率を検討した

昇したのに対し，材料不良検体は約25%に低下した.こ (表 4.). 

のことは，各保健所における検体作製方法の指導が徹底 まず，食事制限指導を求めた再検率について調べてみ

してきたことを示していると云えよう. ると， T.s.o.およびI.g.の両保健所は，全体の平均値に

また，各保健所別の要再検査判定の出現率に差がある 比べ有意に低いことが認められた.

か否かについて，集約した結果を表 3.に示す.表 3.か また，材料不良についても同様に観察すると， O.m.，

ら明らかなように，再検査の年間平均出現率に比べて， T.w.および H.k.mの各保健所は有意に低い結果が得

K.r.の保健所のそれは有意に高<， O.m.， M.m.， A られた.

m.ならびに H.k.m.の保健所で有意に低かった.なお， ま と め

再々検率についても同様に比較したところ，T.s.o.，K. 昭和59年度東京都下の乳児に対して行った神経芽細胞

r.ならびに H.m.m.の保健所のそれは有意に高<O. 腫マス・スクリーニングの検査結果を集計し，再検率の

m.， M.m.， A.m.ならびに H.k.m.の保健所のそれは 変動を理由別および保健所別に解析を行った.

有意に低い結果であった.このように，再検率が有意に 1.食事市Ij限の不適切による再検率においては，季節

低い保健所では，再々検率もきわめて低しこれに対し， 変動が認められ，夏に低<.冬高い結果であった.これ
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表 4.保健所別の理由日IJ再検ネ

食事制限不適

(%) 

材 料 不 良

12ヶ月平均

検査件数 平均値 標偏差値準

T.s.o.H.C. 310 0.95 1.66 
O.m.H.C. 1，185 2.89 2.35 
l.c.H.C. 799 3.68 2.95 
H.j.H.C. 3，479 2.89 1.72 
Nふ H.C.B. 266 3.31 5.04 
H.o.H.C. 1，784 3.67 2.10 
N.m.H.C.B. 1，320 3.54 3.08 
l.g.H.C.B. 594 1.20 1.81 
M.d.H.C 2，733 3.85 2.85 
T.w.H.C.B. 411 2.89 4.10 
F.c.H.C. 2，250 3.89 2.82 
M.k.H.C. 1，609 4.67 3.28 
T.w.H.C. 1，307 4.89 3.28 
恥1.m.H.C.B. 548 3.12 4.89 
A.m.H.C.B. 1，109 2.69 2.25 
K.c.H.C.B. 633 3.95 3.49 
M.f.H.C. 1，751 3.93 2.58 
K.巴.H.C.B. 654 3.39 4.02 
K.i.H.C. 1，195 3.98 2.37 
KふH.C.B. 921 3.58 3.05 
M.n.H.C. 1， 281 4.36 3.29 
T.s.h.H.C. 1，752 3.04 1.66 
K工 H.C. 1，830 3.83 2.88 
H.m.m.Hι 1，919 3.75 3.15 
H.k.m.H.C. 1，686 3.80 2.74 
F.s.H.C. 1，414 3.13 2.50 
全 体 (ω 34，758 3.57 1. 96 

有意性

キ*

12ヶ月平均

平均値 標偏差値準 有意性

3.60 5.70 
1.84 1.98 
3.88 5.89 
4.77 4.70 
4.05 5.66 
6.02 6.59 
6.02 6.42 
6.19 6.45 
5.40 6.54 
4.24 6.20 
3.58 4.44 
4.00 5.89 
1. 95 2.17 
2.28 5.16 
2.22 3.85 
5.00 7.19 
2.72 3.09 
3.70 3.36 
6.36 6.84 
7.46 9.47 
2.72 2.77 
3.28 4.24 
7.63 8.91 
6.09 6.53 
2.87 1.99 
3.99 4.41 
4.28 4.78 

••• 

脚注 :Aに対する有意性;* : P<O.05， * * : P<O.Ol， * * * : P<O.001 

はバニラエッセンスを含む飲食物以外の飲食物で偽陽性 2 )武士俣邦雄:東京衛研年報， 35， 92， 1984 

になることが多い可能性を示しており，こんご，試験研 3 )武士俣邦雄，鈴木重任:東京衛研年報， 35，101， 1984 

究するうえで重要で、あると思われた. 4)佐藤辰男，吉永 馨，石田 望-最新医学， 16， 371， 

2.再検，再々検の割合は年度当初に比べ漸次低下し 1961 

た.再検の主な理由について検討したところ，初めのこ 5 )沢田 淳，今宿晋作，高田 洋，乾明彦，楠智

ろには材料不良によるものが多かったが，後半になると 一:周産期医学， 5， 62， 1975 

食事制限の不適切によるものが主となってきた.このこ 6 )沢田 淳:癌の臨床， 28， 681， 1982 

とは，各家庭に対する検査材料作製方法の指導が徹底し 7 )武士俣邦雄:東京衛研年報， 35， 92， 1984 

てきたことによると思われる 8)i尺回 j享:小児内手ヰ， 14， 1177， 1982 

3.再検率は保健所により異なり，再検率の高い保健 9 )中田利一，児玉京子，三谷一憲，山中克己ら・名古

所は，再々検率も高<.低い保健所は再々検率も低いと 屋市衛研年報， 23， 70，1976 

云う傾向がみられた.こんご，被検保護者に対する検体 10)新川隆康，黒木俊郎， ?度辺祐子，山井志郎，小原 寧:

作製指導の徹底を，さらに期待したい. 神奈川衛研年報， 32， 48， 1982 

文 献 11)新川隆康，巣木俊郎，渡辺祐子，山井志郎，小原寧:

1 )角田昭夫:神経芽細胞臆マス・スクリーニング:母 神奈川衛研年報， 33， 45， 1983 

子愛育編， 52頁， 1984，大門出版，東京 12)Rayfield.E. :]. A. M. A.， 221， 704， 1972 
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高速液体クロマトグラフィーによるイブプロフェンの定量

鎌田国広ヘ萩原輝彦へ高橋美佐子ヘ上原真ーホ

中山京子 ヘ秋山和幸*

Determination of Ibuprofen in Solid Dosage Forms by 

High-Performance Liquid Chromatography 

KUNIHIRO KAMAT A *， TERUHIKO HAGIW ARA *， MISAKO T AKAHASHI* 

SINICHI UEHARAヘKYOKONAKA YAMA *and KAZUYUKI AKIYAMA * 

A high-performance liquid chromatographic (HPLC) method for the determination of ibuprofen in 

tablets， powders， and granules was studied. The method involves a simple extraction using acetonitrile 

and sonication. Ibuprofen was determined by reverse-phase HPLC on a TSK司GEL410 column using a 

mobile phase of acetonitrile-water-phosphoric acid， UV detector (264 nm) for the detection. The internal 

standard was nゐutylρ-hydroxyb巴nzoate.

The calibration curve was linear in the range of 0.2-1.0 mg/ml of ibuprofen.The HPLC method 

was simple and exhibited good accuracy， reproducibility and selectivity. Th巴 resultsobtained by the 

HPLC and BP methods were compared. 

Keywords: ibuprofen，anti-inflammatory drugs，high-p巴rformanceliquid chromatographic determination. 

緒 宅=吉
区司

イブプロフェン C2一(4一isobutylphenyl) propionic 

acid) (IP)は非ステロイド性の抗炎症および鎮痛下熱薬

としてリウマチ'性関節炎の治療に広〈用いられている.

IPの分析法として，第10改正日本薬局方(日局)けおよ

びイキリス薬局方(BP)21では，IPの有するカルボキシル

基を利用した中和滴定による方法，アメリカ薬局方

(USP)31ではカースクロマトグラフ (GC)法などが用いら

れている.しかし，滴定法では IPと同様にカルキシル基

を有するアスピリン等の類似消炎物質が共存する場合，

分析が困難であり，また GC法では誘導体化して分析を

行うので操作が複雑で、ある.

そこで今回，著者らは前処理操作の簡単な高速液体ク

ロマトグラフィー (HPLC)を用いる方法を検討し，迅速

で精度のよい定量i去を確立したので報告する.

実験方法

1.装置 高速液体クロマトグラフーーポンプ:日本

分光 K.K.製 BIP-1，試料注入装置:レオダイン K.

K.製7125型，検出器:日本分光K.K.製 UVIDEC-100

V型，データー処理装置 島津製作所 K.K.製クロマト

パック C-R3A，超音波発振水槽一一一柴田製作所K.K.

製

2.試薬 IP標準溶液一一日局適合品を乾燥(減圧・

五酸化リン・ 4時間)後， 500mgを精秤し，アセトニト

リルに溶かして正確に100mlとし.IP標準溶液とした.

この標準溶液を必要に応じてアセトニトリルで希釈して

用いた

内部標準溶液一一パラオキシン安息香酸フ干ル(東京

化成)50mgを精秤し，アセトニトリルに溶かして200ml

とした.この溶液 1ml中に内部標準物質(I.S.) 250μg 

を含む.

類似消炎物質一一サリチル酸(日局品)，アスピリン(日

局品)，インドメタシン(日本メルク高有 K.K.)，ケトフ。

ロフェン (SIGMA)，ナフ。ロキセン (SIGMA)，メフェ

ホ東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

ネ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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ナム酸 (SIGMA)およびフルフェナム酸 (Aldrich) を

用いた.

その他の試薬ーーすべて和光純薬 K.K.製試薬特級を

用いた.

3.試料医薬製剤は行政検体として衛生局薬務部よ

り送付された IP錠，散斉IJおよび頼粒剤を用いた.その剤

型が錠斉IJの場合は20錠を，頼粒剤の場合は10g以上をと

り乳鉢でよく研和して均質な粉末としたものを試料とし

た

4.試料溶液の調製 IPの約20-50mgに相当する粉

末を50mlのメスフラスコに精秤し，アセトニトリル30

mlを加えてときどき振り混ぜながら超音波発振水槽で

5分間抽出する.これに内部標準溶液 1mlを正確に加

え，アセトニトリルで50mlとしたのち，この液をろ紙で

ろ過し，初めのろ液10mlを捨てる.つぎのろ液を試料溶

液とする.

5. HPLCによる定性および定量試料溶液および

IP標準溶液のそれぞれ 5μJについて，下記の測定条件

に従って操作し，得られたピークの保持時間より定性を

行う.また， IP標準溶液を希釈してO.2-1.0mg/ml ( 1 . 

S. 5μg/ml 添加)の標準系列をつくり，それぞれの 5

μJについて定性の場合と同様な条件で HPLCを行い，

得られたクロマトグラムのピーク面積による内部標準法

により検量線を作成して試料溶液中の IP含有量を測定

する.

HPLC 測定条件

カラム:TSK-GEL 410， 25cmx4.0mmi.d.，移動

相:60%アセトニトリル・リン酸混液 (PH3)，流速 1

ml/min，検出器:紫外吸光光度計，測定波長:264nm， 

温度:室温

実験結果および考察

1.抽出溶媒および抽出時間について 超音波発振水

槽を用いて抽出操作を行う場合，試料から IPを効率よ

く抽出できる溶媒および、抽出時間について検討した.ま

ず最初にメタノール，エタノールおよびアセトニトリル

のそれぞれを用いて実際試料から20分間抽出操作をおこ

ない抽出率を比較した結果，いずれの溶媒においても抽

出率に差が認められなかった.そこで今回， HPLCの移

動相溶媒に用いるアセトニトリルを抽出溶媒に選んだ.

つぎに，抽出溶媒にアセトニトリルを用いて 0，2.5， 5， 

10分と抽出時間を変化させ各抽出時間における抽出率を

求めた.その結果， 2.5分以上で抽出率は一定となること

が認められた.そこで抽出時間を 5分に設定した.

2. HPLCについて カラム充てん剤および移動相溶

媒について検討した.IPの分析用カラム充てん剤として

一般にオクタデシシルシラン処理を施した逆相系タイプ

の充てん剤が用いられている←11) そこで今回，逆相系充

てん斉IJとして LiChrosorb RP-8 (5μm， 15cmx4.6 

mm i. d. )， LiChrosorb RP-18 ( 7μm， 25cmx4.6mm 

i.d.)， ZorbaxODS(15cmx4.6mm i.d.)，μBondapak 

C'B (30cmx4.0mm i.d.)， ULTORON N-C'B (5μm， 

15cmX4.6mm i.d.)および TSK-GEL410 (25cm x 4.0 

Table 1. Retention Time of Anti-inflammatory Drugs 

Retention time (min) 

LiChrosorb Zorbax ODS ULUTRONμf.1. Bondapak LiChrosorb TSK-GEL 
RP-8(5μm) N-C'8 (5μm) C'B RP-18(7μm) 410 

Compound 

Aspirin 

Salicylic acid 

Ketoprofen 

Naproxen 

Indomethacin 

Ibuprofen 

Flufenamic acid 

Mefenamic acid 

n-Butyl ρ-
hydroxybenzoate 
(I.S.) 

(15cm x 4. 6mm) 
A 

2.08 

2.99 

4.28 

4.36 

7.67 

9.04 

13.57 

12.67 

5.41 

(15cm X4. 6mm) (15cm x 4. 6mm) 
A A 

2.06 2.98 

2.18 3.18 

3.56 5.58 

3.62 5.62 

6.52 10.83 

7.56 11.38 

10.17 17.04 

10.65 17.22 

4.50 7.25 

(30cmX4.0mm) (25cmX4.6mm) (25cm X 4. umm) 
B B C B D 

4.07 2.97 3.48 3.59 3.49 

4.37 3.25 3.85 3.97 4.40 

7.51 4.64 5.81 5.96 5.89 

7.64 4.71 6.98 6.21 7.02 

13.37 7.97 13.98 9.75 12.43 

13.85 8.46 15.46 11.04 13.18 

20.35 10.83 25.42 14.38 19.80 

18.98 11.40 26.30 14.85 21.45 

9.25 5.81 7.81 7.55 7.71 

Mobile Phases A， acetonitril巴ーwater-acetIcacid(50: 49: 1) ; B， acetonitrile-water-acetic acid(60: 39: 1) ; C， 

methanol wat巴r-aceticacid(70 : 29: 1) ; D， methanol-water-acetic acid(75 : 24: 1). 



mm i.d.)の 6種類を，また移動相溶媒としてメタノー

ル・水・酢酸i昆液およびアセトニトリル・水・酢固まi昆液

を用いて IP，1.S.および IPの類似消炎物質であるサリ

チル酸，アスピリン，ケトプロフェン，ナフ。ロキセン，

インドメタシン， メフェナム酸，フルフェナム酸につい

てクロマトグラフィーを行った.その結果は Table1に

示すように，いずれのカラム充てん斉IJを用いても IPと

類似消炎物質とは分離することが認められた.しかし，

IPとインドメタシンとの分離能が悪いカラム充てん剤

があったので，両者の分離度 (Rs) を求めてカラム充て

ん剤の評価を行った.その結果， Table 2に示すように

TSK-GEL410がRs=1.44と最も優れていた.

つぎに，カラムを充てん剤に TSK-GEL410を用いた

場合の移動相溶媒について検討した.すなわち， 75%メ

タノール・リン酸混液 (pH3)，メタノール・水・酢酸(75

24: 1)混液， 60%アセトニトリル・リン酸混液 (pH3)，

アセトニトリル・水・酢酸 (60: 39: 1)混液の 4種類

を用いてクロマトグラフィーを行い IPとインドメタシ

ンの Rsを求めたところ，それぞれ1.00， 1. 07， 1. 54， 1. 44 

であり，メタノール系に比較してアセトニトリル系の移

動相溶媒の Rsが優れていることが認められた.そこで，

Rsの最も優れていた60%アセトニトリル・リン酸混液

(pH3)を用いることとした.なお， Table 3にアセトニ

79 

Table 2. Comparison of Resolution Value for the 

Separation of Ibuprofen and Indomethacin 

on Various Coltimns 

36， 1985 報年研衛)J¥ 東

Mobile 
phase 

Resolution 
value 

TSK-GEL 410 

1.30 

1.09 

0.62 

0.70 

1.29 

1. 09 

1.44 

1.07 

A

A

A

B

B

C

B

D

 

LiChrosorb RP-8 

Zorbax ODS 

UL TRON N -C18 

μ Bondapak C18 

LiChrosorb RP-18 

Column 

Conditions of mobile phase are same as Table 1. 

トリルの濃度と pHの変化による IPおよび1.S.のキャ

パシティーファクター (K')と保持時間を示した.その

結果， IPおよび1.S.ともにアセトニトリルの濃度が増

加するにつれて，また pH値が低くなるにつれて K'が減

少することが認められた.

更に本実験では移動相溶媒の流速を 1ml/min，カラ

ム温度は室温，検出器には紫外部検出器を用い，測定波

長は IPの極大吸収波長264nmに設定した.なお， Fig.1

に上記の設定条件で得られた IP，1.S.および類似消炎物

Effect of Mobile Phase pH and Percent Ac巴tonitrileon the Capacity Facter and Retention Time of 

Ibuprofen and Internal Standard 

Table 3. 

Capacity factor 
(retention .time， min) 

Ibuprofen 
pH Acetonitrile 

(%) 
I.S. 

50 

60 

1.98(9.43) 

1.19(6.50) 

1.20(6.57) 

1.30(7.01) 

1. 44 (7.37) 

0.68(4.65) 

5.61(14.59) 

2.02( 8.95) 

2.04( 9.09) 

2.22( 9.82) 

2.44(10.04) 

1.07( 5.74) 

円
台

υ

η
ノ“

n
t
U
4
4
A
F
h
d
n
t
u
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Comparison of HPLC and BP Methods for the Determination of Ibuprofen in Commercial Tablets Table 4. 

BP method HPLC method Declared 
potency 
(mg/Tab.) 

Number of 
determination 

Sample 
C.V.(%) 

1.64 

1. 32 

1.47 

1. 26 

0.94 

S.D 

1. 52 

1.33 

1.45 

1. 20 

0.92 

Mean(%) 

92.46 

100.83 

98.05 

95.23 

98.04 

C.V.(%) 

1.17 

1.13 

1. 07 

1. 21 

1. 09 

S.D. 

1.09 

1.15 

.1.04 

1.15 

1. 08 

Mean(%) 

93.28 

101.80 

97.45 

95.11 

98.95 

10 

10 

10 

10 

10 

100 

100 

100 

100 

100 

可

i
η
J
U

内

J

A

4

F

h

d



80 Ann. Rψ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

3 

l 
5 

4 
6 

2 
7 

9 

。 5 10 15 

Retention time ( min ) 

Fig. 1. Separation of the Anti-inflammatory Drugs 
Peaks: 1 = aspirin: 2 = salicylic acid ; 3 = 
ketoprofen ; 4 =n~prQxen: 5 =n-butyl ρ-
hydroxybenzoate (1:S.) 6 = indomethacin' : 
7 = ibuprofen : 8 = flufenamic acid; 9 = 
mefenamic acid. 

質のクロマトグラムを示した.

3.検量線および再現性について IP標準溶液を希釈

して0.2-1.0mg/ml(1.S. 5μg/ml，添加)の標準系

列を作り，各 5μJを前記の HPLC測定条件に従って操

作し， ピーク面積による内部標準法により検量線を作成

したところ，はほ原点を通る良好な直線関係(y=0.2497 

x -0 . 0062， n = 3，γ=0.9998; y :濃度(mg/ml)，
.試料のピーク面積

x : i-:s:のピーク面積)が認められた.なお， Fig.2に

IPのクロマトグラムを示した.

IPの0.5および1.0mg/ml(1.S.5μg/ml，添加)の溶

液5μJをとり 7回ずつ HPLCを行い，再現性を検討し

た. 1.S.に対する IPのピーク面積比の平均値および変

b 

a 

。 5 10 15 

Retention time (min) 

Fig.2.IPHbeiugaph krs oPf.巴ernafoa=rnmnd -abInnuctte eyrlLnoaiq-l huSvid tdarnCodhxarvorbd menaz togram of 
yρhydroxybenzoate， b = 

ibuprofen 

Tabl巴5. HPLC Determination of Ibuprofen in Com-

mercial Products 

Sample 
Dosage Declared Found 
form potency (%) 

6 Tablet 100mg/Tab. 97.59 

7 Tablet 100mg/Tab. 92.72 

8 Tablet 100mg/Tab. 97.48 

9 Tablet 100mg/Tab. 97.34 

10 Tablet 100mg/Tab. 93.95 

11 Tablet 100mg/Tab. 93.33 

12 Powder 200mg/g 102.49 

13 Granule 200mg/g 99.59 

14 Granule 200mg/g 101.18 

15 Granule 200mg/g 102.54 

動係数はそれぞれ2.0017(0.91%)， 3.9981 (0.79%)で が，製剤中の IPの定量法について記載がない.製剤中の

あった IPの定量法としては USPおよび、 BPに錠剤中の IPの

4.市販製剤への応用 本法による市販製剤iJ (錠剤， 定量法が記載されている.そこで本法の精度を確認する

散剤および頼粒剤)中の IPの定量結果を Table4， 5に 目的で，日局 IP標準品の定量法と同様の中和滴定法を

示す. 用いている BP法とについて単味製剤中の IPの定量値

日局には IP標準品についての定量法の記載はある の比較を行った (Table4). 本法と BP法との聞に精度
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および含量ともに有意な差は認められなかった (P<
0.05) .しかし，本法は類似消炎物質の分離定量において

BP i去より優れている.

ま とめ

HPLCによる製剤中の IPの定量法について検討し

た.その結果， IPはTSK-GEL410をカラム充てん剤と

し， 60%アセトニトリル・リン酸混液 (pH3)を移動相溶

媒とし，パラオキシ安息香酸ブチルを内部標準とし，

UV264nmを測定波長として定量する.なお，本法は操作

も簡単で，バラツキも少なく精度よく類似消炎物質と分

離定量することが可能であった.また， BP法ともよく一

致することを認めた.
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高橋美佐子ヘ中山京子ヘ上原真ーへ鎌田国広ヘ

萩原輝彦 ぺ秋山手口幸*

Determination of Antiemetics by High-Performance Liquid Chromatography 

MISAKO TAKAHASHI*， KYOKO NAKAYAMA*， SHINICHI UEHARA* 

KUNIHIRO KAMA T AヘTERUHIKOHAGIW ARA * and KAZUYUKI AKIY AMA * 

Keywords ・高速液体クロマトグラフィ- High-Performance Liquid Chromatography，鎮量剤 Antie-

metics，塩酸ピリドキシン Pyridoxine Hydrochloride，ジプロフィリン Diprophylline，カフェイン Caf-

feine，塩酸メクリジン Meclizine Hydrochloride，ブロムワレリル尿素 Bromvaleryl Urea，サリチル酸ジフェ

ンヒドラミン Diphenhydramine Salicylate 

はじめに

鎮掌剤は乗り物酔いの諸症状の緩和または予防を目的

とする内用薬剤，及び乗物酔い薬以外の鎮査を薬(たとえ

ばつわりに用いる内用薬剤)をさし，その有効成分りとし

ては副交感神経遮断薬，抗ヒスタミン薬，鎮痕薬，鎮吐

薬，鎮静薬，強心利尿薬，ビタミン類(特にビタミン B6)

なと守数種類が使われている.このため分析対象の化合物

の種類も多<.性状も水に易溶性成分，難溶性成分，非

常に極性の弱い成分から極性が強〈水溶液中でイオンに

解離する成分まで様々である.従って高速液体クロマト

グラフィー(以下 HPLCと略す.)で分析2)する場合分析

条件を統一することは，なかなか困難で、ある.今回一斉

収去により多量に送付される検体を，能率よく分析する

ために試験法を検討した結果，市販の鎮主主剤に繁用され

ている塩酸ピリドキシン(以下B6と略す.)，ジプロフィ

リン(以下 Diと略す.)，カフェイン(以下 Cfと略す.)， 

塩酸メクリジン(以下 Meと略す.)，ブロムワレリル尿

素(以下 Br.Uと略す.)及ぴサリチル酸ジフェンヒドラ

ミン(以下 S.Dhと略す.)の HPLCによる定量法を確立

した.分析対象に応じて 3種類の分析条件を選択するこ

とにより，迅速かっ高精度に測定できる定量法が得られ

たので報告する.

実験の部

使用機器 HPLC 目立製作所K.K.製目立635型高

速液体クロマトグラフ， UVテゃイテクター:日本精密 K.

K.製 NS-310A，データ処理装置:島津製作所 K.K.製

クロマトパック R1A，超音波発振水槽:柴田製作所 K.

K.製，遠心分離器:久保田製作所 K.K.製 KN-70

標準品 Me:定量値100.1%，水分定量値3.1%のもの

を使用した.Di， Cf， B6' Br.U， S.Dh いずれも次の

条件で乾燥し定量するとき99.0%以上のものを使用し

た. Di (1050， 4時間)， Cf (800， 4時間)， B6 (j成圧，

シリカゲル， 4時間)， Br. U (800， 2時間)， S.Dh (減

圧，シリカゲル， 5時間).

試料 医薬品製剤は行政検体として衛生局薬務部より

送付された鎮量薬(素錠)を用いた.錠剤をそれぞれ10

個以上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，試料とした.

試薬，試液 特に本文{こ記載のないものは日本薬局方

(日局)一般試験法，または日局通則により調製したも

の，および和光純薬 K.K.製試薬特級を用いた.

測定 日局一般試験法第 3項「液体クロマトグラフ法」

の操作法，絶対検量線i去に従い測定する.

1. Di， Cf， B6の定量法(定量法1.)

1.標準溶液の調製 Di標準品約15mg，Cf標準品約

20mg， B6約35mgをそれぞれ精密に量り，水を加えて溶

かし正確に100mlとし標準溶液とする.

2.試料溶液の調製 試料を製剤lの表示から換算して，

標準溶液の Di，Cf， B6にほぼ対応する量を精密に100ml

のかっ色メフフラスコに量り入れ，水を加えて振り混ぜ，

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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正確に100mlとした後， 15分間超音波処理を行い， 5分

間遠心分離 (3000r.p.m.)する.この上澄液をメンブラ

ンフィルター (0.45μm)でろ過し，その液を試料溶液と

する.

3. HPLC 測定条件 HPLCカラム:目立ゲル岸

3020 (22-28μm) 50cm x 2 . 6mml. D.，移動相:0.025M 

リン酸二水素アンモニウム溶液(リン酸で pH3に調

整)・メタノー/レ混液 (95:5)，流速 1. Oml/min.，感

度:O.lA.U.F.S，検出器:紫外吸光光度計(以下 U.V.

と略す.)，測定波長:275nm，温度:室温，注入量:10μf 

II. Meの定量法(定量法II.) 

1.標準溶液の調製 M巴標準品約50mgを精密に量り

メタノールを加えて溶かし正確に100mlとし標準溶液

とする.

2.試料溶液の調製 試料を製剤の表示から換算して

標準溶液の Meにほぼ対応する量を精密に100mlのメ

スフラスコに量り入れ，メタノールを加えて振り混ぜ，

正確に100mlとした後， 15分間超音波処理を行い，以下

定量法1.と同様に操作する.

3. HPLCの測定条件 HPLCカラム:目立ゲル#

3030 (17-23μm) 50cmx2.6mml.D.，移動相・アセト

ニトリル，流速:1. Oml/min，検出器 U.V.，測定波

長:235nm，温度，室温，注入量 5μf

IlI. Br.U. Cf. S.Dhの定量法(定量法IlI.) 

1.標準溶液の調製 Br.U 標準品約150mg，Cf襟準

品約20mg，S.Dh約25mgをそれぞれ精密に量り， 70%メ

タノール溶液(リン酸で pH2に調整)を加えて溶かし正

確に100mlとし標準溶液とする.

2.試料溶液の調製 試料を製剤の表示から換算して

標準溶液の Br.U，Cf， S.Dhにほほ対応する量を精密に

100mlのメスフラスコに量り入れ， 70%メタノール溶液

(リン酸で pH2に調整)を加えて振り混ぜ，正確に100

mlとした後， 15分間超音波処理を行い，以下定量法1.

と同様に操作する.

3. HPLC測定条件 HPLCカラム:目立ゲル岸3010

50cm x 2. 6mml. D.，移動相:70%メタノール溶液(リン

酸で pH2に調整)，流速:1.0ml/min，感度:O.lA.U. 

F.S.，検出器 U.V.，測定波長:245nm，温度:室温，

注入量 5μf

実験結果および考察

鎮畳剤の配合成分の性状は，多種多様なので同一条件

下での分析は困難であった.そこで以下のように 3種の

方法を検討し，適宜，選択適用することとした.定量法

1.による標準混合溶液のクロマトグラムを Fig.l"定

2 

1 

3 

5 15 

Retention Time (min.) 

Fig. 1. Chromatogram of Standard Mixture. 

Peak 1 : Pyridoxine Hydrochloride 
2 : Diprophylline 
3 : Caffeine 

1 

5 10 

Retention Time (min.) 

Fig. 2. Chromatograin of Pharmaceutical Prepara-
tion. 

Peak 1 : Meclizine Hydrochloride 
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Methanol Concentration (V/V%) 

Effect of Methanol Concentration on Reten-
tion Time of Pyridoxine Hydrochloride， Di-
prophylline and Caffeine. 

一園- Caffeine 
-.A.- Diprophylline ・-Pyridoxine Hydrochloride 

但し軟質充てん剤のため圧力80kg/cm2以下で、使用でき

るように移動相，流速に注意が必要で‘あった.

2.カラムの選定 定量法1.の条件で操作するとき

B6， Di， Cfの順で溶出し，Diに対してB6，Cfとも分離

度1.7以上のカラムを用いた.

3.移動相 0.025Mリン酸二水素アンモニウム溶液

(リン酸でpH3に調整)・メタノール混液のメタノール

濃度 0-20%と各 Rtとの関係を Fig.4.に示した.この

結果メタノール 5%混液が良好な分離で，他の成分(Me，

S.Dh， Br.U)との分離，保持時聞が定量に適しているも

のと考えられた. B6はメタノール濃度による Rtの変化

は少ない. pHについては， Di， Cfはあまり影響を受け

ないが， B'6のRtは大きく変化するため，検討したとこ

ろ， pH3に調整した溶離液がDi， Cfとも充分に分離し，

良好な結果であった.

B6を含まない処方であれば， 20%メタノール溶液を移

動相に使うことにより， DiとCfの定量分析は可能で、あ

10 5 

Fig.4. 

5 10 

Retention Time (min.) 

Chromatogram of Pharmaceutical Prepara-
tion. 

Peak 1 : Bromvaleryl Urea 
2 : Caffeine 
3 : Diphenhydramine Salicylate 

Fig.3. 

量法II.による市販製剤のクロマトグラムを Fig.2.，定

量法IIl.による市販製剤のクロマトグラムを Fig.3.に

それぞれ示す.いずれも良好な結果が得られた.

1. Di， Cf， B6の定量法(定量法1.)の検討

1.充てん剤 逆相系で最も一般的な充てん剤である

オクタデシルシリル (ODS)化したシリカゲノレ(Li-

Chrosorb RP-18， merck製)と，これより炭素数の少

ないオクチル基を化学結合したシリカゲル(LiChrosorb

RP-8， merck製)について定量法1.の測定条件で分

析したところ，いずれも B6とCfの分離が不じゅうぶん

で，Diは保持時間 (Rt)20分以降にブロードなピークが

現われる.移動相をメタノールのみ，又はアセトニトリ

ルと0.025Mリン酸二水素アンモニウム溶液(リン酸で

pH3に調整)の混液 (95:5)等に変えても良い結果は得

られなかった.次に極性の低い Cfや水溶性ビタミン，水

溶性医薬品の分析に適している，ポーラスポリマーの中

でも極性の大きなアクリル酸エステル系ゲル(目立ゲル

再3020)を用いて分析した結果，良好な分離が得られた.
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1 2 

5 15 

Reten七ionTime (min.) 

Fig. 5. Chromatogram of Pharmaceutical Prepara-
tion. 

Peak 1 : Diprophylline 
2 : Caffeine 

る.このときの RtはDi3.68分， Cfは7.04分であった.

(Fig. 5) 

4.測定波長吸収極大波長はそれぞれ pH3のとき

B6291nm， Di 273nm， Cf 273nmである.この結果，測

定波長を275nmとした.

5.検量線 B60.05-0.50mg/ml，Di 0.05-0.30 

mg/ml， Cf 0.10-0.6mg/mlの間でそれぞれ 5段階の

標準溶液系列を作製した結果，いずれも相関関係 y=

0.9998以上でほほ、原点を通る良好な直線性を示した.

(B6 Y=13.27X+0.1249 y=0.9999， Di Y=16.985 

X-0.01347 y=0.9999， Cf Y=15.520X+0.09748 

Y=0.9998， X:濃度 mg/mlY :ピーク面積)

11. Meの定量法(定量法11.)の検討

1.充てん剤 Meは極性の低い分子量の大きい化合

ヰ勿なので ODS化したシリカゲル (LiChrosorbRP-18， 

RP-8)を用いて，検討したが， Rtl5分以降でピークも

ブロードであった.

ポーラスポリマーで極性は中程度のポリメチルメタア

クリレートゲル(目立ゲル再3030)で分析した結果，

Rt4.64分でピークもシャープであった.

2.移動相 強アンモニア水・水・メタノール混液

(0.5: 4 : 95.5) (pH約8.5)を移動相として分析した

ところ， Rtl1.42分にややブロードのピークが得られた.

他の成分Di， B6' Cf， S.Dhおよび、臭化水素酸スコポラ

ミン(以下 Scp.と略す)は Rt3.5分以内に検出され影響

はなかった.この移動相を用いても分析は可能でhあるが，

Meを分析目的としたときはアセトニトリルを用いた方

が良い結果が得られた.他の成分， Di， B6' Cf， S.Dh， 

Scp.はRt3分以内，マイレン酸クロルフェニラミンは

Rt6.5分， Br.UはRt7分にそれぞ、れピークが検出され

影響はなかった.

3.検出波長 Meの吸収最大波長である235nmを用

し、fこ.

4.検量線 MeO.12-1.0mg/mlの間で 5段階の標

準溶液系列を作り検量線を作製した結果， Y=1.872X+ 

o . 0263， Y = 0 . 9997で良好な直線性を示した.

III. Br. U， Cf， S.Dhの定量法(定量法III.)の検討

1.充てん剤，移動相 極性の小さなポーラスポリマー

でスチレンージビニルベンセーン共重合体を主とする充て

ん剤(目立ゲル再3010，15-20μm) とこれより粒子の小

さな再3011，10-15μmについて検討した. S.Dhはサリ

チル酸(以下Sと略す)とジフェンヒドラミン(以下 Dh

と略す)に分離するが，移動相が酸性の場合 RtはDhの

方が早い.#3011を用いて95%メタノール溶液をリン酸で

pH 2， 3， 4に調製した移動相で試験した結果， Dhは

いずれも Rt約1.随分で大きな変化は無いが， SはpH

が低くなると Rtは遅くなった. Br.UとCfは液性によ

りRtには大きな影響をうけないがSとの分離がじゅう

ぶんではなかった.移動相をアンモニアアルカリ性にし

た場合 (pH8.5)，Sの RtはDhより早〈約1.7分であっ

た. DhはpHが高くなると Rtは早くなり，またメタ

ノール濃度が低くなるとピークがブロードになり Rtも

退くなる傾向て， Cfとの分離もじゅうぶんではなかっ

た.

再3010について移動相の pHをリン酸で 2に固定しメ

タノール濃度を90，80， 70， 65%で検討した結果， 70% 

メタノール溶液が良好な分離を示した.又，移動相を0.1

N塩酸・メタノールi昆液 (30:70) (pH約2.0)で分析し

た場合， Br.UとCfは，より良好な分離結果を得られた

が，器機の保守のため本法はリン酸を用いた.

2.検量線 Br.U 0.5-2.0mg/ml， Cf 0.1-0.6mg/ 

ml， S.Dh 0.2-0.7mg/mlの問でそれぞれ 5段階の標

準溶液系列を作り，検量線を作製した結果，いずれも相

関係数 Y=0.9997以上でほぼ原点を通る良好な直線性を

示した.

IV.市販製剤の分析鎮畳剤の斉IJ型にはカフ。セル剤，頼

粒剤，丸剤，細粒剤，錠剤及ぴ内用液剤があり，最も製

品数の多い錠剤について，検量線より妥当と思われる濃

度を選ぴ，定量を行った結果は Table1.に示すとおり

である.定量法はそれぞれの成分毎に本文中の番号を付
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Table 1. Determinasions of Components in Commercial Preparations Antiemetics 

Preparation Label(mg/Tab.) Found(%)a) C.V.(%)b) 

TabletA ( 1 ) B6 3.0 100.42 0.79 

( 1 ) Di 14.0 95.7 0.52 

(III)S.Dh 20.0 100.9 0.58 

TabletB ( 1 ) B6 

(1 )Cf 

(II)Me 

Scp 

TabletC ( 1 ) Di 

(III)S.Dh 

Tabl巴tD(1 )Di 

(III) Dh' HCI 

(III) Br.U 

TabletE ( 1 ) Cf 

(III)S.Dh 

Scp 

TabletF (II) Me 

( 1 )Cf 

TabletG (III)Cf 

(III)S.Dh 

(III) Br.U 

TabletH (II) Me 
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99.1 
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0.84 

0.69 

0.77 
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0.97 
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95.9 

99.0 

95.2 

98.9 

95.6 

98.2 

0.77 

0.63 

0.34 

0.56 

0.94 

0.75 

a) Mean value of five determinations. 
b) Coefficient of variation. 

した.変動係数は0.3-0.97%で良好な結果であった.又， 立ゲ、ル再3010，移動相70%メタノール溶液(リン酸で、 pH2

鎮牽剤は混合製剤であるが一般に 1-4種類の成分の処 に調整)により，それぞれ良好な結果が得られた.本法

方が多く，目的定量成分以外の影響は受けずに，上記の は前操作も簡単で、迅速且つ精度よく定量分析ができた.

それぞれの方法で分析が可能で、あった. この結果，一斉収去による行政検体の試験法としてじゅ

臭化水素酸スコポラミンについては HPLC法制)を検 うぶん適用でbきる.また他の剤型についても試料濃度に

討中であるが処方量が少ないので他成分の除去，濃縮な 留意して試験することにより適用できるものと考えられ

どの前処理が必要になる.ガスクロマトグラフィーによ る.

る方法5)は内服液中の Me，ジメンヒドリナート，塩酸ジ

フェンヒドラミン，テオフィリン， Cfの HPLCによる定

量法とともに報告6)済みである.

まとめ

鎮掌剤に配合されている多種の成分のうち，今回は市

販製剤に繁用されている成分の中から Di，Cf， B6' Me， 

Br.U， S.Dhについて HPLCによる分析法の検討を

行った.固定相にはポーラスポリマーを用いた.Di， Cf， 

B6は充てん斉IJに目立ゲル再3020，移動相0.025Mリン酸

二水素アンモニウム溶液・メタノール混液 (95:5) (リ

ン酸で pH=3に調整)， Meは充てん剤目立ゲlレ再3030，

移動相アセトニトリル， Br.U， Cf， S.Dhは充てん剤日
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生薬製剤の品質評価に関する研究(第 2報)

高速液体クロマトグラフィーによる濡下薬中のセンノシド A

およびセンノシド Bの定量

瀬戸隆子へ安田一郎ヘ浜野朋子ヘ秋山手口幸*

Studies on the Evaluation of Preparations of Crude Drugs (11) 

Determination of Sennoside A and Sennoside B in Laxative Preparations 

by High-Performance Liquid Chromatography 

T AKAKO SETO*， ICHIRO Y ASUDAヘTOMOKOHAMANO' and KAZUYUKI AKIY AMA' 

Contents of sennoside A (SA) and sennoside B (SB) from Rhubarb (Rhei Rhizoma) and Senna Leaf 

(Sennae Folium) in various laxative preparatioI1s were determined by two HPLC systems，on ODS 

column or dimethylaminosilica column. The proposed method was applicable to 12 of 13 commercial 

preparations composed of crude drug powders and was found unsuitable for only one sample because of 

the low ratio of Rhubarb content and coexisting inhibitory components. 

SA and SB contents of 4 preparations incIuding Rhubarb as an excIusive source of sennosides were 

in the range of 5.1-6.2 and 1.9-1.1 mg per Ig Rhubarb respectively， and these values were comparable 

to those of raw materiaI Rhubarbs. Thus， it is suggest巴dthat no degradations of SA and SB have 

occurred during manufacturing proc巴ssesof these preparations， although the components have 

decomposed in manufacturing processes of dry extract preparations. 

Keywords : determination， sennoside A， sennoside B， rhubarb， Rhei Rhizoma， senna Ieaf， Sennae Folium ， 

HPLC， preparation， crude drugs 

緒 言 ロマトグラフィー(以下 HPLCと略す)による SAおよ

センノシドA(以下 SAと略す)およびセンノシド B ぴSBの定量法 2種を選ぴ，配合生薬による妨害の有無

(以下 SBと略す)は大黄およびセンナの潟下活性物質で なと1寓下薬への応用の可百について検討を加え，市販潟

ある.筆者らは，漢方処方桃核承気湯製剤中の SA定量法 下薬中の SAおよび SB含量を測定したので報告する.

を開発し，市販の製剤について試験した結果， SA含量は 実験の部

エキス製剤ではエキス製造中に変質して低くなっている 1.装置および機器

ことをすでに報告1却した.大賞およびセンナは潟下薬と HPLC装置:日本分光工業 K.K製 TWINCLE， 

して多くの製剤に配合されて繁用されており，これらの UVIDEC-I00-II.振量抽出器:K.Kイワキ製 KM式

丸剤などの製造工程中には加熱乾燥が行なわれているも 万能シェーカー.遠心分離機 :K.K.久保田製作所製

のもあり，センノシドの損失があれば，品質上問題とな KN-70. 

る.また，従来これら潟下薬中のセンノシドの試験はほ 2.試料

とんと。行なわれていなかったが，現在は潟下有効成分と 生薬大黄およびセンナ 1983年中に入手した市場品各

して製造(輸入)承認3)に当り規格試験が求められ，行政 10検体

上もその試験を行なう必要がある.そこで，高速液体ク 配合される生薬 一般薬日本医薬品集4)および潟下薬

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160 新宿区百人町 3-24-1 

• The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of PubIic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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製造(輸入)承認基準川こより潟下薬として大賞またはセ

ンナと配合される生薬のうち入手できたもの67種.試料

量は原則として，大賞，センナまたはその合計量 1gに

対応する最大の配合量が， 1 gを越えるときは切り上げ

た繋数g数を， 1 g 以下のときは 1gを用いた.以下に

生薬名および試料量を示す.

赤芽柏 2g，亜麻仁 1g，アロエ 2g，菌香 1g，営実

2 g，延命草 2g，黄苓 1g，黄柏 1g，黄連 1g，義蓮

1 g，甘草(東北甘草，新彊甘草)3 g，寒梅粉 1g，只

実 2g，吉草根 2g，杏仁 1g，金銀花 1g，荊芥 1g， 

桂皮 1g，決明子 1g，牽牛子 1g，ゲンチアナ 1g，牛

賞 O.lg，紅花 1g，香附子 1g，厚朴 1g，山帰来 3g， 

山楯子 2g，山奈 1g，地黄 1g，考薬 1g，車前子 1g， 

車前草 1g，十薬 2g，生美 1g，昌蒲根 1g，升麻 1g， 

川考 3g，当薬 1g，蒼7化1g，大菜 1g，茶葉 1g，陳

皮 1g，当帰 1g，冬瓜子 1g，蕃根 1g，桃仁 3g，人

参 1g，忍冬 4g，白桃花 1g，薄荷 1g，繁婆 1g，白

J!己 1g，績榔子 1g，枇杷葉 1g，夜苓 5g，防巳 1g， 

蒲公英根 1g，社丹皮 1g，牡嘱 1g，麻子仁 5g，木通

5 g，木香 1g，慧百七 2g，竜胆 1g，連麹 1g，ロー

トエキスO.lg.

市販製剤 1984年中に市販されていた潟下製剤，丸斉IJ

を中心にA-Mの13種.以下に各製剤の表示成分及び分

量を示す.

A:丸剤， 32粒中大黄0.78g，アロエ0.16g，甘草0.05

g，桂皮0.03g，牽牛子0.23g，ギフトエキス0.10g.

B 錠剤， 6錠中アロエ0.45g，センナ0.75g，大黄0.05

g，桂皮0.15g，香附子0.10g.

C:丸剤， 60粒中アロエ0.5g，センナ1.0g，大賞0.3g，

営実0.3g，ゲンチアナ0.3g，生萎0.3g， R，-メントール

O.Olg，牽牛子0.3g.

D:丸剤， 15粒中大賞0.30g，センナ0.10g，アロエ0.05

g. 

E:丸剤， 90粒中大賞1.2g，営実0.8g，山帰来0.8g，

川考0.5g，甘草0.5g，厚朴0.4g.

F:錠剤J， 12錠中大黄1.0g，営実0.4g，厚朴0.5g，山

帰来0.4g，川考0.2g，甘草0.2g，忍冬0.2g.

G:丸剤， 45粒中大賞 1g，センナ 1g，当薬0.2g，甘

草O.lg，)11考0.2g，夜苓0.5g，営実0.5g，山帰来0.3g，

忍冬0.3g.

H 丸剤， 12粒中大賞0.64g，アロエ0.16g，センノシ

ドカ/レシウム0.024g.

1 丸剤， 30粒中大賞O.lg，センナ0.5g，牽牛子0.4g，

桂皮0.2g，黄苓O.lg，香附子O.lg，川考O.lg，山奈O.lg，

木香O.lg，陳皮0.2g.

J :錠剤， 5錠中大賞0.5g，牽牛子O.lg，アロエO.lg，

センナ0.2g，黄連0.05g，賞苓0.05g，グリチルリチンモ

ノアンモニウム0.005g，ロートエキス散0.03g.

K:丸剤， 100粒中黄連0.75g，大賞1.125g，貫主事0.75

g，アロエ0.375g，川考1.125g，山帰来1.5g，牽牛子0.225

g. 

L:丸剤， 40粒中大賞0.6g，黄苓0.6g，黄連0.3g，セ

ンナ0.45g，寒梅粉0.2g.

M:丸剤， 60粒中大賞0.20g，夜苓0.90g，木通0.60g，

甘草0.60g，山帰来0.60mg，忍冬0.80g，111考0.60g，桃

仁0.60g，麻子仁1.00g.

3. HPLCによる定量法

抽出液の調製 大賞，センナまたはその合計量 1gに

対応する試料粉末を精秤後70%メタノール20mlを加え

10分間振漫抽出し，約2，000Gで5分間遠心分離して上澄

液をとる.本操作を計 5回行ない上澄液を合し， 40'以下

で'15ml以下にj威圧濃縮後，70%メタノールを加えて25

ml にメスア、ソプする.

定量法(1) 抽出液0.2mlをSEP-PAKシリカカート

リッジ(ウォーターズ社製)に付加し，酢酸エチル・メ

タノール (9: 1)混液で、洗った後，逆方向から，メタ

ノール・水・アセトニトリル・酢酸 (100・85: 15: 1) 

混液 5mlを注入洛出させる.溶出液を減圧留去し，残留

物に水・アセトニトリル・酢酸 (70: 30: 1) i昆液0.5ml

を正確に加えて溶解，カラムガード HV4(孔径0.45μm

のメンブランフィルター， 日本ミリポア社製)によりろ

過して HPLC試料溶液とする.ピーク高法により検量線

から SAおよび SB量を求める.

HPLC条イ牛 カラム ODS 5μm， 4.6mmφX25cm 

(TSK -GEL ODS-120T，東洋曹達工業 K.K.製)，移動

相:水・アセトニトリル・酢酸 (81: 19: 1)，流速 1

ml/min，検出器:紫外吸光光度計， iQIJ定波長:340nm， 

検出感度:0.02a.u.f.s.，試料注入量 2-5μl.

定量法(2) SEP-P AK C18カートリッジ(ウォーター

ズ、社製)をメタノール，次いで、水で処理した後，拙出液

0.5mlを付加し，水・アセトニトリル・酢酸 (70:30 : 

1) i昆液で溶出しながら 5mlにメスアップして HPLC

試料溶液とする.ピーク高法により検量線から SAおよ

びSB量を求める.

HPLC条{牛 カラム:ジメチルアミノシリカ NU-

CLEOSIL 5N(CH3)25μm， 4.6mmφx 25cm (セン

シューノマックアクアシル SN-142N，K.K.センシュー干ヰ

学製)，移動相:テトラヒドロフラン・水・酢固ま (160: 
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40: 7)，流速 1ml/min，検出器:紫外吸光光度計，

isIJ定波長 340nm，検出感度:O. 02a . u . f. s . ，試料注入

量 5μl.

検量線 センナより拍出した SAおよび SB標品約 3

mgを精秤し，アンモニア0.02mlと共に70%メタノール

を加えて溶解，25mlにメスアップして原液とする 2，

4， 5および10倍の希釈液を作り，各定量法の HPLC条

件に従いクロマトグラムを得，ピーク高法により検量線

を作製する.

添加回収実験製剤IJGの粉末 3gに対し標品溶液 5

ml (SA 5.04mg; SB 2.00mg)を添加したもの 5検体

について各定量法に従い SAおよび SB含量を測定す

る.別に SAおよび、 SBを添加しないもの 5検体をとり

同様に測定した値の平均値を用いて補正し，添加検体 5

検体各々の SAおよび SB添加回収率を求める.

結果および考察

1.定量法について

HPLC条件定量法(1)は著者らがすでに報告した順

相系の SEP-PAKシリカカートリッジと逆相系の ODS

カラムの組み合わせによる方法1，2)を応用し， ODSカラム

はRP-18を自家充填したものから TSK-GEL ODS-120 

Tに変えたところ洛出時聞が早<.分離も良<，大賞お

よぴセンナ中の SBの定量が可能で、あった.定量法(2)は

大島ら6，7)の用いている逆相系の SEP-PAKC18カート

リッジと順相系のジメチルアミノカラムを組み合わせた

方法であるが，著者らは SEP-PAKカートリッジによる

Rhubarb Senna Leaf 

58 

5A 

5A 5，A 58 

o 10 200 10 20mn 0 10 0 10 20 mln 

Method(l) Method(2) Method(l) Method(2) 

Fig. 1. HPLC Chromatograms of Rhubarb 
and Senna L巴af

精製条件についてさらに検討を加えた.定量法(2)は(1)に

比べ SAとSBの分離度はやや低いが， SBとその他の成

分との分離に良い結果が得られるものであった. Fig. 

1 .に両定量法による大黄および、センナのクロマトグラ

ムを示す.なお，両定量法とも，ほぽ原点を通る良好な

検量線を与えた.

配合生薬成分の影響 大賞やセンナに配合される生薬

のうち入手できたもの67種について，それぞれに含有さ

れている成分による妨害を検討した.その結果，両定量

法において， SA，SBをともに妨害する成分を有し，配合

されれば、定量は困難と思われるものに黄柏があり，定量

法(1)においてのみ妨害するものに忍冬，木通および連麹，

定量法(2)においてのみ妨害するものに黄苓(Fig.2.) と

黄連があった.また，妨害ピークはあっても小さいため，

配合量が少ない場合に無視しうるものとして，定量法(1)

における川考，牽牛子，山梶子，紅花，吉草根，升麻，

E定苓，白桃花，金銀花，枇杷葉，延命草および新彊甘草

が，そして定量法(2)における防己があった.残り47種に

ついては両定量法において全く妨害ピークをみとめな

かった.なお，定量法(2)における黄苓の妨害は，賞苓中

のパイカリンによるものであるが，大島ら6)のデータで

はセンノシドピークとパイカリンピークは分離してお

り，両者の分離度は移動相の酸濃度により変化すると述

べられていることから，移動相の組成を変えることによ

り，妨害はさけ得ると思われる.以上の結果から，多種

類の製剤において，配合生薬の妨害を受けずに SAおよ

Baica1in 

158 

Method (1) Method (2) 

Fig. 2. HPLC Chromatograms of ScuteIlaria Root 
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ぴSBの定量が可能と推定されたので，次に，実際の市販 それぞれ1.7%，2.6%およぴ 2.1%，2.7%といずれも

製剤へ応用した. 良好であった.

市販製剤への応用 エキス化せず，生薬粉末をそのま 市販製剤!について SAおよびSBを定量した結果を

ま練って丸剤とするか又は打錠した市販製剤A-Mの13 Table 1. に示した.定量値は定量法(1)と(2)で大差はな

種について，その表示された成分分量に従い配合成分を いが， SAの定量値は回収率を反映して定量法(2)でやや

混合したモデル製剤と，その大賞およびセンナ非配合の

モデル製剤を調製して分析した.その結果，定量不能で、

あったのは，大賓の配合比率が低ししかも，忍冬，川

考など妨害性生薬の配合比率も高い製剤Mのみであっ

た.黄苓配合の 1，]， KおよびLはFig.3.に製剤Lで

例示したように，定量法(2)では定量不能であったが定量

法(1)では可能であった.その他の製剤AからHまでの 8

種は両定量法で定量可能で、'その例として製剤JGのクロ

マトグラムを Fig.4.に示した.

製剤Gを用いて行った結果，添加回収率は定量法(1)の

SAが86.3%，SBが83.3%，定量法(2)の SAが94.7%，

SBが94.9%となり，シリカカートリッジへの吸着のた

め定量法(1)でやや低い値であったが， CV値 (n= 5)は

Method (1) 

a 

。 10 20 

Method (2) 

a 

SA 

(a) 、、，，，b
 

''t
、

10 20 30 mln. 0 10 20 30 mln 

Fig. 3. HPLC. Chromatograms of Preparation L 
Model (a) and Preparation L Model without 
Rhubarb and Senn-a Leaf (b) by Method (1) 

b C 

SA 
4 

20 。 20 min. 10 

b C 

SA 

。 20 o '1 10 10 20 0 10 20 min 

Fig. 4. HPLC Chromatograms of Preparation G 
a : Model of Preparation G b: Model of Preparation G without 
Rhubarb and Senna Leaf c: Preparation G 
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Table l. SA and SB Contents in Commercial Preparations 

Preparation SA Content* SB Cont巴nt*

Method (1) Method (2) Method (1) Method (2) 

A (Pill) 3.2 3.2 1.4 1.3 

B (Tablet) 

C (Pill) 

D (Pill) 

E (Pill) 

F (Tablet) 

G (Pill) 

H (Pill) 

1 (Pill) 

J (Tablet) 
K (Pill) 

L (Pill) 

M (Pill) 

* mg in 19 of Preparation 

2.0 

2.7 

2.4 

1.3 

1.7 

2.1 

6.0 

2.7 

3.6 

0.9 

2.6 

2.1 3.3 2.9 

2.9 4.1 3.7 

2.6 2.0 1.8 

1.3 0.7 0.7 

1.7 0.6 0.6 

2.1 2.3 2.2 

6.9 4.9 4.6 

2.5 

3.5 3.3 

0.3 

2.7 

高い傾向がみられる.ところが， SBでは反対に定量法(1) 仏大賞，センナ合計 1g当りに換算して SA4.1mg

で高<，特にアロエ配合のものにその傾向が強い.これは -6.6mgという値が得られた.漢方エキス製剤ではエキ

定量法(1)ではアロエの大きなピークとの分離がやや不十 ス製造工程中にセンノシドが変化し，含量が低下してい

分のため， SBの定量値を高めたと思われる.定量法(1)で たが1，2.4)丸剤のような生薬粉末製剤ではエキス剤のよう

は， SBピークの前後にその他の成分のピークが近接し に異常な含量低下はみられず，加熱乾燥などの影響はあ

て出現することが多く，わずかな条件の変動で、分離に影 るとしても些少である.従って生薬粉末製剤の品質はセ

響が出てくる.一方，定量法(2)の場合は SBピークとその ンノシドに関しては原料生薬の品質を直接反映するの

他の成分のピークの分離が良〈実用的で、ある.生薬製剤 で，製剤の品質確保のためには原料のチェックが主要で、

では含有成分が多いので，実施に当り，モデル製剤lによ ある.

り他成分との分離状態をチェックすることが必要で、あ 結 論

る. 市販j寓下製剤中の SAおよび SBの HPLCによる定

以上の結果，両定量法を用い多種の市販潟下製剤中の 量法を検討した結果，多種類の製剤に応用できることが

SAおよび SB含量の測定が可能であることが明らかと 判明した.また，市販製剤中の SAおよび、 SB含量は原料

なった. の生薬中の含量とほぼ同等で、，エキス剤にみられたよう

2.市販製剤中の SAおよび SB含量について な製造工程中の変化による極端な含量低下はみとめられ

各市販製剤中の含量 (Table1.)を1回投与量に換算 なかった.

した SAとSBの合計量は1目 7-10.3mgで，潟下薬製造 (本研究の概要は第21回全国衛生化学技術協議会年会

(輸入)承認基準5)の 1回最大分量16mgを越えていな 1984年 9月で発表した.) 

かった.生薬中の SAおよび SB含量は，大賞の SA2 文 献

-8 mg/ピベ SBは SAの1/2-1/3(1983年の市場品10

検体)，また，センナの SAは 5-6 mg/g， SBは 9-10 

mg/g (1983年の市場品10検体)である.センナを配合せ

ず，大賞のみを含有する製剤IJA，E， FおよびKにおい

て大賞 1gに対応する SA含量は各々5.2mg，5.5mg， 

5.4mgおよび6.2mg，SB含量は2.3mg，3.0mg， 1.9mg 

および2.1mgと生薬大黄中の含量にほぼ見合うもので

あった.その他の大賞とセンナを同時に含有する製剤で

1 )湖、戸隆子，岩崎由美子，安田一郎，奥深昌子，下平

彰男:東京衛研年報， 32， 78， 1981 

2 )瀬戸隆子，岩崎由美子，安田一郎，浜野朋子，秋山

和幸:第11回生薬分析討論会講演要旨集， 37， 1982 

3 )日本公定書明会編:医薬品製造指針， 1984年版， 275， 

薬事日報社

4 )日本医薬情報センタ一編:一般薬日本医薬品集，第

2版， 223， 1979，薬業事報社



92 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

5 )昭和57年 5月17日付，薬発第463号，薬務局長通知

6)Ohshima，Y.and Takahashi，K.，]. 

Chromatogr. ，258， 292， 1983 

7 )大島由喜夫，高橋邦夫，平賀敬夫，柴田承二:生薬，

37， 217， 1983 
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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(第 2報)

香粧品中のローダミン Bの定量法について

伊藤弘ーへ観 照雄ヘ中村義昭ヘ

岸本清子ヘ渡辺四男也*

High Performance Liquid Chromatographic Analysis of Basic Coal-tar Dyes (11) 

Determination of Rhodamine B in Cosmetics and Toiletries 

KorCHI ITO*， TERUO KANヘYOSHIAKINAKAMURA *， 

KIYOKO KISHIMOTO* and YOHYA WATANABE* 

Application of SP-Sephadex to separate Rhodamine B in various cosmetics and its determination 

by high performance liquid chromatography (HPLC) are described_ 

Rhodamine B was extracted from samples with ethanol by the ultrasonicate bath. the extract was 

evaporated. the residue was placed on an SP-Sephadex column and the column was washed with ethanol 

to remove impurities.The dye was eluted from the column with 50% NH40H/ethanol(1:l)and deter-

mined by HPLC on a UNISIL P ACK 5C18-250A column. using acetonitrile-water containing HCI04 and 

naphthalen巴sulfonicacid as an eluting solvent and a 553 nm monitor for detection.A calibration curve 

showed linearity in the range of 0-5 ng of Rhodamine B. and the detection limit was 0.005 ng. 

Average recoveries of Rhodamine B added to samples of skin lotion. milk lotion. vanishing cream. cold 

cream and hair rinse were 97 _ 8% .96.6% .93. 0% .97.8% and 96.6% respectively. and the coefficients of 

variation were 2_96%.3_05%.1.11%.2.27% and 2.48% respectively_The method was successfully 

applied to the analysis of various commercial cosmetic samples. 

Keywords : Rhodamine B. high performance liquid chromatography. cosmetics 

緒言

著者らは，前報1)1こおいて，高速液体クロマトグラ

フィーにより，ローダミン B等5種の塩基性タール色素

について，その分析法を報告した.今回は，種々の化粧

品に配合されているロー夕、ミンBの分析法について検討

を行った.

現在まで報告されたローダミン Bの分析法には，ペー

パーおよび薄層クロマトグラフ法2ーへ吸光光度法ベ赤

外吸収スペクトル法5)および高速液体クロマトグラフ

法的等がある.しかし，これらの報告の多くは，混合色素

よりローダミン Bを分離したもの，又はローダミン B中

の不純物の定性あるいは定量を行ったもので，共存物質

の多い化粧品，医薬部外品等の試料を対象にした報告は

ほとんどみられない.そこで著者らは，これら化粧品，

医薬部外品に含有されるロー夕、、ミン Bの分析法を確立す

るため，セファデックス樹脂を用いたカラムクロマト法

と高速液体クロマトグラフ法(以下 HPLCと略す)との

併用による分析条件を検討したところ，共存する他成分

の障害もなく，精度よく分析することができたので報告

する.

実験方法

1.試薬標準色素:ローダミン B(以下 RH】 Bと略

す) (アルドリッチ)レーザーグレード， 99%を用いた.

色素標準液上記色素10mgを精秤し，エタノールに

溶解し， 100μg/mlの液とする.

ナフタレンスルホン酸 1ーナフタレンスルホン酸(以

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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下 NSAと略す) (東京化成)特級品を用いた.

SP-セフずデ、ックス:SPセファテ*ックス C-25(ファ

ルマシア)を水てい膨j閤させたのち， 1 N塩酸で処理し，

その後樹脂を洗液が酸性を呈さなくなるまで洗浄し，さ

らに95%エタノールにて平衡化を行ったのち使用した.

セライト 545:セライト 545(和光純薬)を塩酸で処理

したのち，洗液が酸性を呈さなくなるまで洗浄する.次

に110。で10時間以上乾燥したのち，粉砕して用いた.

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 TRIROTAR-11型

検出器 日本分光紫外・可視分光光度計 UVIDEC100

11型

自記分光光度計:目立323型

データ処理装置:島津クロマトパック C-1B型

3.試験溶液の調製 各試料における試験溶液の調製

法を Chart1に示した.

3-1.化粧水，乳液，クリーム類，ネイルエナメル，

エナメルリムーパー，コールドパーマネント液，フェイ

スノfック

試料1.0-20.0gをビーカーに取り，エタノール50ml

を加え，超音波パスにて約15分間抽出を行う.抽出液を

ろ過し，ろ液をロータリーエパポレーターを用い， 40。以

下で約 2mlまで濃縮する.ついで、径1.5cm，長さ 15cm

のクロマト管に層長 5cmとなるように SPーセファデッ

クスをエタノールを用いて湿式充填する.作製したカラ

ムに先の濃縮液を付し，エタノーノレ100mlおよび、50%エ

タノール100mlを流し，試料中の共存物質を除く.つい

で50%アンモニア水ーエタノール(l: 1)混液で色素

層を溶出する.ロータリーエパポレーターを用いて溶媒

を留去，残留物にエタノールを加えて正確に 5mlとし，

これを HPLC試験溶液とする.

3-2. シャンプ一

試料0.5gをセライト 545100gと混合し， クロマト管

に乾式充填し，セライトカラムを作成する.カラムをヘ

キサンで洗浄後， 3%酢酸一酢酸エチルi見液でi容出する.

j容出液をロータリーエパポレーターを用いて濃縮乾回

し，残留物にエタノールを加えて溶解し， SP-セファデッ

クスカラムに付し，以後 3-1と同様に操作し， HPLC 

試験溶液を調製する.

3-3. 固型石けん

試料5.0-10.0gをビーカーにとり，7.k100mlを加え，

50"の水浴中で10-60分時々かきまぜながら加温する.次

に温H寺， i農塩酸を用いて PHを1-2に調整する i令後

j戸紙を用いてろ過し， i.戸紙上の残留物を少量の水でi先い，

洗液をろ液と合わせ，ロータリーエパポレーターを用い

て濃縮乾固し，残留物にエタノールを加えて溶解し， SP 

セファテ"ックスカラムに付し，以後 3-1と同様に操作

し， HPLC試験溶液を調製する.

4. HPLCによる定性および定量 RH-B標準溶液お

よび試験溶液のそれぞれ 5μfについて，下記の測定条

件に従い， HPLCを行い，得られたピークの保持時間を

比較して定性を行う.また， RH-Bの標準溶液を希釈し

てo-1.0ppmの標準系列をつくり，定性の場合と同一

条件で HPLCを行い，得られたクロマトグラムのピーク

高と濃度から検量線を作成する.ついで試験溶液 5μJ

について同様に HPLCを行い得られたクロマトグラム

から RH-Bのピーク高を測定し，検量線によって濃度を

求め，試料中の含有量を算出する.

HPLC 測定条件ーカラム:UNISIL PACK， 5 

C18-250A( 5μm， 4.6mmi.d. X250mm) (カ、、スクロ工

業)，移動相:0.005M NSAおよび0.002M過塩素酸を

含むアセトニトリルー水(75:25)の混液，流速 1ml/ 

mm. 

inlJ定波長:553nm，温度:室温

実験結果および考察

1.試料溶液調製の検討 イオン交換樹脂を用いた

タール色素の分析法には，液体アニオン交換樹脂である，

アンバーライト LA-2を用いる方法7)，DEAEーセファ

デックスを用いる方法ト9)があるが，これらはいずれも酸

性色素の分析に使用されている.しかし，塩基性色素で

あるローダミン Bの分析にはこれらの方法は使用できな

い.そこで，本実験においては，カチオン交換樹脂であ

るSPーセファデックスを用いて，試料から得た抽出液の

クリーンアッフ。について検討を行った.

カチオン交換樹脂であるセファデックスには， SP-セ

ファデックスおよび CMーセファデックスがあるが，これ

ら両者を吸着剤として，それぞれに RH-B100μgを添加

した後，エタノールを流し，それらの吸着力の強さを比

較した結果， RH-BはSPーセファデックスのみに吸着さ

れることが認められた.

っさに， クリーンアップのための洗浄溶媒と樹脂に吸

着した RH-Bの溶離溶媒について検討した.すなわち

RH-Bを吸着した樹脂にエタノール100mlおよび50%

エタノール100mlを流しでも RH-Bの溶出は認めら

れず， 50%アンモニア水 エタノール (1: 1)混液に

より ，50ml以内で完全に溶出が認められた.以上のこと

より，洗浄液としてエタノールおよび50%エタノール



Chart 1 Isolation and Identification Method for Rhodamine B in various cosmetics 
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Sample: Skin lotion， Milk lotion， Cream， Nail enamel， Enamel remover， Hair rinse， Cold permanent waving solution， Face pack， 
Sunscreen preparation 

Soak into the 1 N HCl， wash with the distilled water and transfer into the glass tube. 2 ) 
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を用い， i容出液としては， 50%アンモニア水 エタノー

ル(1: 1) を用いることとした.

2. HPLC 測定条件の検討

2 -1.充填剤および移動相 前報1)において， RH-B 

を含む塩基性色素の HPLC測定条件を報告したが，本報

においては， RH-Bのみの分析のため，使用したカラム

及び移動相を一部変更して用いた.すなわち，カラムは

前報と同じく逆相系のカラムである UNISIL P ACK 5 

C18-250Aを用い，移動相には， 0.005M NSAおよび

0.002M過塩素酸を含むアセトニトリル水 (75・25)混

液を用いた.

2 -2. RH-Bの吸収スペクトル エタノールを溶媒

に用いて RH-Bの吸収スペクトルを測定した.その結

果， 553nmに吸収極大波長を示したので，測定波長を553

nmとした.

2-3.検量線 RH-Bの標準溶液をエタノールで希

釈し， 0 -1.0ppmの標準系列を作成し，各溶液 5μJを

前記の HPLC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高 (y)を測定して，検量線

を作成したところ， RH-Bの濃度(X)がo-1.0ppm( 0 

-5 ng)の範囲で，原点を通る y=61.29Xの直線関係が

成り立つことが認められた.また検出限界は0.005ngで

あった.

3.市販化粧品における添加回収実験および分析結果

RH-Bを含まない化粧水，乳液，バニシングクリーム，

コールドクリームおよびへアリンスを試料とし，化粧水

10gにRH-Bを0.5μg，その他各 5gにRH-B， 5μg 

をそれぞれ添加し回収率を求め，結果を Table1に示し

た.その結果， 5 -10回の試験の平均回収率は，化粧水

97.8%，乳液96.6%，バニシングクリーム93.0%，コー

ルドクリーム97.8%およびへアリンス96.6%と良好な回

収率を示した.またそれぞれの回収率における変動係数

を求めたところ， 2.96%， 3.05%， 1.11%， 2.27%およ

び'2.48%であった.

また， Fig.1にRH-Bが配合しである市販化粧品のク

ロマトグラムを示した.RH叩 B付近には妨害ピークが認

められず，他の成分との分離も良好であった.なお，

Table 2に市販化粧品11種について， RH-Bの分析結果

を示した.

結論

化粧品中の RH-Bの分析法の確立を意図して，前処理

法および HPLCの測定条件について検討した.その結

Table 1. Recovery of Rhodamine B added to various cosmetics 

Sample No. of exp. Added(jlg) Range(%) AV.(%) S.D.(s) 

Skin Lotion 10 0.5 92.5-101. 7 97.8 2.89 

Milk Lotion 5 5.0 95.0-100.2 96.6 2.95 

Vanishing cream 5 5.0 91. 7-94.3 93.0 1. 03 

Cold cream 5 5.0 96.0-101.1 97.8 2.22 

Hair Rinse 5 5.0 92.2-107.6 96.6 2.40 

C.V. 目 coefficientof variation 
S.D. standard deviation 

Table 2. Analysis of Rhodamine B in various Commercial Samples 

Sample Content (ppm) 

Skin losion 

Milk lotion 

Gream 

Sunscreen preparation 

Nail enamel 

Enamel remover 

Soap 

Shampoo 

Hair rinse 

Cold permanent waving solution 

Face pack 

0，375， 0.200， 0.080， 0.110， 0.330， 0.100 

0.820， 0.041， 0.22.0 

2.700， 0.550， 0.318， 1. 306， 2.350 

0.124， 0.220 

1.500 

0.015 

0.638， 0.098， 3.875 
3.150， 0.225， 

1.375， 1.625， 0.255， 2.500， 0.120， 2.375 

1.500， 1.000，0， 450，0， 200 

10.16 

C.V.(%) 

2.96 

3.05 

1.11 

2.27 

2.48 
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Skin lotion Milk lotion 

q q 

8 4 0 B 4 0 

Time (min) 

Cream Hair Rinse 

o I Iα 

8 4 。 8 4 。
Time (min) 

Fig. 1. High Performance Liquid Chromatogram of 
Commercial Samples 
(Peak a : Rhodamine B) 
HPLC conditions : column : UNISIL P ACK 
5C18-25OA (4.6mm i.d. Xー250mm) mobile 
phase ; acetonitril-water (75: 25) _cSl!1!ainiJ.?g 
O.002 M Perchloric acid and 0.005 M N aphth-
alen sulfonic acid， flow rate 1m l/min. ， 
detector ; vis. 553nm 

呆， 1) 抽出溶媒としてエタノールを用い，クリーンアッ

プ操作として SP-セファテゃックスを用いたカラムクロ

マト法が手持力であることが認められた.またHPLC用カラム

として逆相系のUNISILPACK5C18-250Aを用い，移動相

として0.002M過塩素酸および0.005MNSA含有の75%アi

セトニトリル/水を用いたところ，満足で、きる結果が得

られた.2) 本法による化粧品からの RH-Bの添加回収

率は，すべて90%以上であり，変動係数も 3%以下であっ

た.また種々の市販化粧品を本法により分析したところ，

本法は十分に実用に適用しうるものと思われる.
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香粧品(固型化粧石けん)中のケイ光X線分析法による酸化チタンの定量法

中村義昭ヘ観 照雄ヘ伊藤弘一*

岸本清子ぺ渡辺四男也*

Quantitative Analysis of Titanium Dioxide in Commercial Toilet Soaps 

by X-ray Fluorescence Spectrometry 

YOSHIAKI NAKAMURAヘ TERUOKANヘ KOICHIITOヘ

KIYOKO KISHIMOTO百ndYOHYA WATANABE* 

Keywords:ヶイ光X線分析法 x-ray fluoresence analysis，酸化チタン titanium dioxide，市販化粧石けん

commercial toilet soap 

緒言

香粧品に使用される顔料のうち，白色顔料としての酸

化チタンは着色カ，隠蔽力に優れているため国型化粧石

けんに使用されることが多い.固型化粧石けん中の酸化

チタンの分析i去については，アルカリ溶融後，生成した

チタンイオンを原子吸光法を用いて定量する方法Hが報

告されている.しかしいまだ酸化チタンそのものを直接

測定する報告は見られない.そこで今回，ケイ光X線を

用いる画変化チタンの定量法を検討したところ，簡便な前

処理で，精度よく定量することが出来たので報告する.

実験方法

1.試料東京都内で昭和54年から58年までの聞に薬

局・化粧品庖・薬庖・テvパートで購入した閏型化粧石け

ん51検体を試料とした.このうち34検体は国産品で，医

薬部外品10検体，透明石けん 6検体である.残り 17検体

は輸入品で医薬部外品 2検体，透明石けん 3検体である.

2.試薬 1)標準酸化チタン・(メルク社製，アナター

ス型，純度99%)1050， 3時間乾燥したものを用いた.2) 

石けん用素地:化粧品原料基準の規格に適合したもの.

3.装置 1) ヶイ光X線分析装置:エネルギ一分散型

ケベックス社0600ウルトラトレースシステム， 2)X線管

球:フィリップス社製モリブデン対陰極管球 3kW， 3) 

データー処理システム:ケベックス社 ユニペツクシス

テム7000， 4)試料ホルダ:プラスチック製液体ホル夕、、

(ケベックス社製25mmφX20mm)に同ホルダ用ポリプ

ロピレン膜(マイラ膜，厚さ 6μm)を底部に均一に張つ

たもの.

4.試料の調製 市販固型佑粧石けんの中心部から，

くさび形の小片をとり，手早くメノウ乳鉢を用いて粉末

としたのち，試料ホルダに入れ，これをケイ光X線分析

用試料とした.

5.ケイ光X線測定条件 1) X線管球電圧25kV，電

流20mA，2)二次ターゲット:ゲルマニウム， 3)エネ

ルギーレンジ o -10KeV， 4)測定時間・測定経過状

態を示す積算時間300秒，ただし補正用のコンブトン散乱

線の測定は30秒とする. 5)データー処理システム:⑦

定性分析;@分析元素 チタン⑥使用モード MLK 

モード， IDEモード@定量分析;@分析元素 チタン

⑥パックグラウンド補正 4.29， 4.75， 5.15KeV ①分

析元素チタン④チャンネル幅 15 @使用モード

LSQ分析モード 6)試料室大気圧

6.試験操作 1)定性:標準酸化チタン 5mgに石け

ん用素地 1gを加え，メノウ乳鉢でよく混和したのち，

試料ホルダに入れたものについて，ケイ光X線分析を行

い，得られたX線スペクトルからデーター処理システムを

用いてチタンの Kι4.51KeVおよび Kβ，4.93KeVの

ピークを求める.次に試料について同様に操作してピー

クを求め，標準酸化チタンのそれと比較して定性を行う.

2)定量 ケイ光X線測定用試料について，はじめに測

定時間として30秒間ケイ光X線分析を行い得られたX線

スペクトルから，二次ターゲットであるゲルマニウムが

示すコンブトン散乱線のうち9.00-9.75KeVの強度

持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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku. Tokyo. 160 ]apan 
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(A)を測定する.つぎに測定時聞を300秒としケイ光X

線分析を行い，チタンの Kaの強度 (B)を測定する.

励起効率を一定にするためAに対する Bの比 (B/A) を

求め，これを試料のX線強度比とし，データー処理システ

ムに入力し，別に作成した検量線から試料中の酸化チタ

ン含有量を自動計算する.

7.検量線の作成標準酸化チタンを石けん用素地で

希釈して， 100gあたり 0.02，0.05， 0.10， 0.20， 0.30， 

0.40および0.50gを含む標準系列をつくり，各々を試料

ホル夕、、に入れ，ケイ光X線分析を行い，データー処理シ

ステムに格納した.

実験結果および考察

1.試料の調製の検討 石けん中の酸化チタンを直接

測定することを目的としたため，試料を粉末としたのち，

①コイン状にプレスする方法，②試料ホル夕、lこ充填する

方法，③溶解後ろ過する方法を比較検討した.

①は試料が有機物のためプレス成形が一定の形状を示

さず，表面が不均一になることなどから，測定値にバラ

ツキが生じた.③は酸化チタンの粒子が微細なため，酸

化チタンをろ別することが悶難であった.これらのこと

から②の試料ホルダ法を用いることとした.

2.添加回収試験 石けんに酸化チタンを0.2%濃度に

添加したときの回収率を求めた.回収率は96.9%から

101.5%，平均値98.5% (n = 8)，変動係数2.17%と良

好な結果が得られた.

3.共存物質の影響 石けんへの使用が考えられ，化

粧品原料基準に収載された白色無機顔料を， 0.2%酸化チ

タン含有の石けんに混和したのち，本法を適用したとこ

ろ，ベントナイト，酸化ジルコニウム，カオリン，酸化

マグネシウム，タルクは 5%濃度まで影響は認められな

かった.

酸化亜鉛は等量濃度では Kα 強度に影響をおよほ、さ

なかった.しかし， 2%濃度以上ではチタンの Kα 強度

に低下が認められたが，通常高濃度で石けんに使用され

ることはないので，問題はないと考えられる.

4.市販品の分析結果 51検体の試料について酸化チ

タンの測定を行い，その結果を Table1に示した.いず

れの試料からも特に妨害ピークは認められず，良好なケ

Table 1. Results of Examination of Titanium dioxide in Commercial Toilet Soaps 

Sample Sample 
Manufac. 

Sample Kind of 
Con. 

Sample Sample Manufac. Samol Kind of 
Con・

turer tain turer ::>~~ple tain 
No. Nam巴 (State) Color Soap (%) No. Name (St';;te) Color Soap (%) 

1. R.G. JR( J) White 0.35 27 S.S.K. 1(E) Red 0.10 
2. T..J目

T(II) 0.30 28. A.B AJ(S) Trs. N.D 
3. P.R. BJ(F) 0.29 29 S.S.P PS(J) Pink 0.28 
4. R.A. T(J) 0.14 30. K.C. NS(II ) 0.10 
5. M.N. Y(II) 0.10 31 T.C. YZ(II) 0.10 
6. S.P T(II) Med 0.09 32 S.V S( 11) 0.09 
7 N.M. M(II) Med. 0.07 33. S.K.P. HK(II) Trs. N.D. 
8. M.S.S. PS(II) Brown 0.37 34 H.S. P(U) Green 0.47 
9. K.S.2 M(II) Med. 0.23 35 I.D. JC(U) Med 0.40 
10. K.S.l M(II) Med 0.17 36 P.S. JC( 11) 0.30 
11. Y.P目

YP(II) 0.10 37. A.H. 1 ( 1 ) 0.28 
12. N.1. N(II) 0.03 38. L.B MC(J) 0.24 
13. 1.S. 1(11) Trs N.D 39. P.S.S. W(W) 0.09 
14. L.S KE(II) Trs.Med. N.D. 40. K.G.l K(J) Med N.D. 
15. D.T. BJ(F) N.D. 41 K.G.2 K(II) Med. N.D. 
16. A.S M(J) N.D. 42. P.Q. SC(II ) Trs. N.D. 
17. K.D. KS(II) Yellow 0.14 43 V.A YZ(II) Trs. N.D 
18. P.Y SK(") 0.13 44 L.G. YT(E) Trs. N.D. 
19. S.S.U. I(E) 0.10 45. B.D. A(J) Blue 0.34 
20. S.R. 1 ( 11 ) 0.10 46. B.G目

A(II) 0.34 
21. V.P. W(W) 0.05 47目 T.J. YZ(II) 0.10 
22. H.S. Z(J) Med N.D 48. S.K I(E) 0.09 
23 M.S.4 PG(" ) Orange Med. 0.05 49. S.K.B. HK(J) Trs N.D 
24. A.P. BJ(F) 0.05 50. M.S.U PS( 11) Violet 0.28 
25 M.S.8 PG(J ) Med. 0.03 51 P.R. W(W) 0.04 
26. J.P. AD(U) Trs.Med. N.D. 

(State) J : Japan， E: England， F: France， 1: Italy， S: Spain， U: U.S.A.， W: West Germany 

(Kind of Soap) Med. : Medicate soap， Trs. : Transparent soap 

N.D. : <0.005% 
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Fig.1. 

KeV 

X -ray Fluorescent Spectrum of Commercial 
Toilet Soap (No.2) 
A:TiKα4.51Kev B: Ti Kβ4.93KeV 
C : Compton scattered peak (Germanium) 

イ光X線スペクトルが得られた.その 1例として試料

NO.2 T.J.のスベクトルを Fig.1に示す.

酸化チタンを検出した試料は51検体中37検体(72.5%)

で，このうち国産品は24検体，輸入品13検体であった.

国産品の中で最も多量の酸化チタンを検出した試料は

NO.8 M.S.S.で0.37%であり，また酸化チタンを検出し

たものの中で最少量の試料は， NO.25 M.S. 8て"'().03%で

あった.また輸入品の中で最も多量を検出した試料は

No.34 H.S.で0.47%であり，最少量の試料はNO.51P.R. 

で0.04%であった.

①透明石けんについて 国産品 6検体，輸入品 3検体

の透明石けんは全て酸化チタンを検出しなかった.それ

はこれらの石けんが透明度を必要とするため，着色は

タール色素のみで行うことを著者らは前報2)において確認

している.

②白色石けん Table 1のNo.1から 7は白色の固型化

粧石けんで，全て酸化チタンを白色顔料として用い，着

色していることが認められた.また含有量は最低0.07%

から最高0.35%で，平均0.19%であった.

③褐色~紫色石けん 44検体で全体の86%であり，酸

化チタンを検出した石けんは30検体で，検出しない石け

んは透明石けん 9検体と化粧石けん 5検体の14検体で

あった.酸化チタン量は0.03%から0.47%であり，平均

値は0.16%(n=30)であった.これは目的とする色調

を作るためにタール色素と混合して石けんに配合されて

いるものと思jつれる.
、。

まとめ

ケイ光X線分析法による市販固型化粧石けん中の酸化

チタンの定量について検討し，次の結果を得た.

1.ケイ光X線分析法による化粧石けん中の酸化チタ

ンの石室認は， 4.51 KeV， 4.93 KeVのチタンのKa，Ks 

のピークを用いることとした.

2.酸化チタンは0.02%から0.50%の濃度でチタンの

Kα のケイ光強度との間に比例関係が認められた.また

検出限界は酸化チタンとして0.05mg/gであった.

3.本法による酸化チタンの回収率は98.5%であった.

4.石けんに使用が考えられる白色無機顔料のうちカ

オリン，酸化ジルコニウム，ベントナイト，タルクおよ

び、酸化マグネシウムの障害は認められなかった.

5.市販固型化粧石けん51検体中酸化チタンを検出し

た試料は37検体(国産品24検体，輸入品13検体)(72.5%) 

であり，その平均含有量は， 0.18%であった.

文献

1 )井上安雄，倉野晃司 フレグランスジャーナル臨時

増干IJ，No. 5， 45， 1984 

2 )中村義昭，観照雄，伊藤弘一，風間成孔:東京衛

研年報， 35， 152， 1984 
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家庭用品の衛生化学的研究(第13報)

TLC， GC， NMRおよび FAB-MSによる

長鎖アルキル第四アンモニウム塩の定性分析について

鈴木助治へ酒井正美ペ池田一夫ヘ森 謙一郎*，

雨宮 敬 ヘ渡辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XIII) 

Qualitative Analysis of Long Chain Alkyl Quaternary Ammonium 

Compounds by TLC.GC.NMR and FAB-MS 

SUKE]I SUZUKIヘMASAMISAKAI*， KAZUO IKEDA*， KENICHIRO MORIヘ
TAKASHI AMEMIYA* and YOHYA WATANABE* 

Various qualitative analyses of some long chain alkyl quaternary ammonium compounds are 

described. Blue coloration with bromphenol blue was useful for the screening test of contained ammo. 

nium compound of which was not indicated on containers or packages these were antistatic or 

antifungal aerosol products. fabric softening agent. wet tissues and textile products. The positive results 

obtained by the coloration test were identified by thin layer chromatography (TLC) on aminopropyl 

bonding silicagel plate developed with ethanol.hexane(75 : 25) and detected with Dragendorff's re. 

agent. The quaternary ammonium compounds of the hydrophilic group having trimethyl. alkyldim巴thyl

or benzyldimethyl group attached to nitrogen or having pyridinium group could be distinguished from 

each other by nuclear magnetic resonance spectroscopy . The homologs of lipophilic straight-chain alkyl 

grOup(C12， C14， C16， C1S' C20， C22 and C24)were qualitatively analyzed by molecular ion peak of the 

polar substance by fast atom bombardment.mass spectrometry and the modified Hofmann degradation 

method established previously in our study ; the degradation method consisted of treatment of the 

substance with potassium tert.butoxide in benzene.Except for alkylpyridinium chloride the quaternary 

ammonium compounds were easily decomposed into corresponding 1-o1efins which were detected by gas 

chromatography or reverse phase RP-18 TLC (solv. : MeOH. detection : 20% H2S04 with heating) . The 

homologous alkyl quaternary ammonium compounds indicated as contained on the containers or 

packages of hair rinses.skin cleansing and disinfection swabs and liquid disinfectant were identified by 

the present qualitative procedures. 

Keywords : qualitative analysis of alkyl quat巴rnaryammonium compound. alkyltrimethylammonium. 

dialkyldimethylammonium. benzalkonium， benzethonium. alkylpyridinium. NMR spectroscopy， FAB.mass 

spectrometry， modified Hofmann degradation 

緒 言

長鎖アルキル第四アンモニウム塩は，親泊基として炭

素鎖がCs一C24のアルキル基と親水基として四級アミ

ノ基を有する陽イオン界面活性剤である.これらは親泊

基と親水基の性質を利用して柔軟加工剤，帯電防止斉IJ，

防腐殺菌剤など広範な用途を有し，主に塩化物として家

*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 

• The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome. Shinjuku.ku. Tokyo.160 ]apan 
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庭用品，化粧品，医薬部外品，医薬品等に使われている.

例えば，塩化アルキルトリメチル第四アンモニウム

(Cw C山 C山 Czo，Czz， CZ4)やジアルキルジメ

チル第四アンモニウム (CI6，C1B)は，衣料用の柔軟仕

上げ剤，帯電防止剤として家庭用品に，また，同様の目

的で頭髪用のリンス剤として化粧品lニ繁用されている.

塩化アルキルベンジルジメチル第四アンモニウム，すな

わち塩化ベンザルコニウム (C1Z，C14， C16， C1B)，ま

たは塩化ベンゼントニウムは，殺菌作用と洗浄作用をも

つことから殺菌消毒薬，清浄綿，i消毒綿，薬用石けん等

に含有され，手指や皮府の消毒，清浄， i青拭に医療用と

して用いられている.また，家庭において特に乳幼児の

食事前後の手足の清浄， i青拭のために，最近，雑貨品と

してぬれティッシュや紙おしぼりが市販されている.こ

れらのなかにも塩佑ベンザルコニウムを含有するものが

ある.

このように長鎖アルキル第四アンモニウム塩は，各種

の市販製品に使用されているが，繊維製品，帯電防止用

エアゾール製品，衣料用柔軟仕上げ剤，ぬれティッシュ

などは，一般の雑貨品に相当して成分表示がなしそれ

らの包装から第四アンモニウム塩の使用は判断できな

い.また，化粧品のへアーリンス剤は，第四アンモニウ

ム塩の種類が表示されているが，アルキル基の炭素鎖に

関しては，それらの混合物であり，同族休の割合は不明

である.これに対して医療用の外用皮府消毒剤や清浄綿

などは，医薬部外品としてその使用基準1)が決められて

おり，当然，第四アンモニウム塩の品名と使用量が表示

されている.このようなことから，市販製品中の第四ア

ンモニウム塩の定性分析を行う場合，包装上表示されて

いる製品は，親油基の同定を行えばそれらの同族体の構

造が明らかになるが，無表示の製品は，第四アンモニウ

ム塩の一斉検索を行い，さらに，親水基および親泊基の

同定を行う必要がある.

そこで，著者らは長鎖アルキル第四アンモニウム塩の

系統的な定性分析を目的としてブロムフェノールブルー

による呈色 (BPB法)，薄層クロマトグラフィー (TLC

法)，核磁気共鳴スペクトル (NMR法)，ファーストア

トムボンパートメントーマススペクトル (FAB-MS

法)およびかスクロマトグラフィー (GC法)について検

討し，合わせて若干の市販製品に適用した.

実験の部

1.試料分析に供した試料は， 1984年10月から1985

年 3月までの聞に都内の小売j古より購入した.その内訳

は，へアーリンス剤，衣料用柔軟仕上げ剤，清浄綿，消

毒綿，ぬれティッシュ，繊維製品，家庭用エアゾール製

品である.

2.試薬塩化アルキルトリメチル第四アンモニウ

ム:アルキル基の炭素数C山 C14，C16， C1B (東京化

成工業製，特級)， C加 C22，Cω(花王石鹸附製，各

純度99.2%，95.7%， 98.7%)，塩化ジアルキルジメチル

第四アンモニウム :C山 C'B (花王石鹸(械製，各純度

94.4%， 95.0%)，塩化ベンザルコニウム C'2(花王石

鹸側製，純度97.6%)，C'4' C'6 (東京化成工業製，特

級)，塩化ベンゼトニウム，塩化アルキルピリジニウム.

C12， C16 (東京化成工業製，特級)，ブロムフェノール

フホルー，カリウム tert-ブトキシド(和光純薬工業製，特

級)，重クロロホルム(メルク社製， 99.7%)，薄層クロ

マトグラフィ-: RP-18F254Sプレート(メルク社製)，

NH-Pプレート(アミノプロピル結合シリカゲル，ガス

クロ工業製)，その他の試薬は特級をそのまま用いた.

3.装置 水素炎検出器付7ゲスクロマトグラフ (FID

-GC) :島津製作所製 GC-4CM'PFE型，核磁気共鳴

装置:日本電子社製 JMN-FX270型， lH269.65 

MHz， 13C67.8MHz，質量分析計 日本電子社製 JMS

D300型.

4.試験溶液の調製水抽出液繊維製品は 3-4

cm2に切ったものを 2g，また，ぬれティッシュは包装

シールを開封してとりだし，その 2gを試料とした.こ

れを 100mlのビーカーにとり，水 50mlを加えてとき

どき振りまぜる.室温に30分間放置後，試料をしぼり水

抽出液を得る.この液を BPB法の試験溶液とする.

エタノール (EtOH)抽出物 BPB陽性のものについ

ては，前述と同様に試料をとり，また，清浄綿や消毒綿

は，包装シールされたものを 5包開封して内容物をとり，

EtOH 50mlを加えて以下水抽出の場合と同様に操作し

て得た EtOH抽出液を濃縮乾固する.

液状試料の濃縮物 液状のへアーリンス剤，衣料用柔

軟仕上げ剤，家庭用エアゾール製品は， 2 gをとって

EtOH 20-30mlを加えて濃縮乾固を 3回くりかえし，

水分を除去して油状残留物を得る.

5.定性分析 第四アンモニウム塩の分析は，適宜，

BPB法， TLC法， FAB-MS 法， GC法を駆使して行う.

試料中に第四アンモニウム塩が含有されているかどうか

は， BPB法あるいは TLC(NH-Pプレート)法で確認

し，その種類は NMR法で判別する.さらに，同族の第

四アンモニウム塩のアルキル碁の判別は， FAB-MS法

あるいはカリウム tertーブトキシド (tert-BuOK)存在下

分解後，生成した 1ーオレフィンを TLC(RP-18F254Sプ
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レート)法，または FID-GC法で確認して向族体を同定

する.

5 -1. BPB法水抽出液10mlを共栓試験管にとり，

10%炭酸ナトリウム溶液0.5ml，0.05%BPB 溶液 7-8

1商を加えて振りまぜ， 1， 2 ジクロロエタン 5mlを加

え強振する.静置後，下層のジクロロエタン層が青色に

着色したとき，第四アンモニウム塩の存在を認める.な

お，衣料用柔軟剤のように水溶液試料は，そのまま試験

を行う.このとき有機層の分離がわるい場合は，塩化ナ

トリウム 2gを加えて有機層の着色をみる.また，エア

ゾール製品はアルコール分を含有しているので，その濃

縮物を水にとかして試験を行う.

5-2. TLC法 EtOH抽出物，または，液状試料の濃

縮物をメタノール (MeOH)に溶かし， NH-Pプレート

にスポットする. EtOHーヘキサン (75: 25)の混合溶媒

で展開し， ドラゲンドルフ試薬を噴霧して第四アンモニ

ウム塩を検出する.この方法でアルキルトリメチル体と

ジアルキルジメチル体，ベンザルコニウム塩の判別がで

きる.

5-3. NMR法 EtOH抽出物，または，液状試料の

濃縮物を重クロロホルムに溶かし，綿栓ろ過後，サンプ

ル管に入れて'H-NMRおよび13C-NMRを測定する.

テトラメチルシランを基準物質として化学シフト

(oppm)を求め， 13C-NMRは完全デカップリング法お

よびオフレゾナンス法でシグナルの観測を行う.四級ア

ミンの窒素原子に結合したメチル基，メチレン基，べン

ジル基あるいはピリジニウム基等の置換基のシグナルよ

り第四アンモニウムの種類を同定する.

5-4. FAB-MS 法 EtOH抽出物，または，液状

試料の濃縮物を MeOHにとかしてグリセリンを付着さ

せたプローブヘッドのステンレス板に塗付する.これを

導入口より入れて測定する.反応、カゃスはキセノンガスを

用い，イオン錠は 6KeVで測定した.スペクトルを解析

し， M+を帰属することにより同族体を同定する.

5-5.1-オレフインの生成による確認法 EtOH抽

出物，または，液状試料の濃縮物をとり ，tert-BuOK100 

mg，ベンゼン (Bz)25mlを加えて30分間水浴中で加熱

還流する.この反応溶液を10%塩化ナトリウム溶液25ml

で振とう洗浄したのち， Bz層を 4-5 mlに濃縮し，つ

いで，シリカゲルカラムクロマトグラフィー(シリカゲ

ル60，2g， 1cmφx 7 cm)に付し，ヘキサン30mlを流し

て1ーオレフィンを溶出する.この 1ーオレフィンを FID

-GCまたは逆相 TLCで検出してアルキル基の識別を

行い，第四アンモニウム塩の同族体を同定する.ヘキサ

ン溶出液は 1-2 mlに濃縮して FID-GCに 5μf注

入し，下記の測定条件で昇温分析を行う.

TLC : RP-18F254Sプレート (0.25mm);展開溶媒，

MeOH;発色， 20%H2S04を噴霧後，加熱する.

FID-GC:カラム， 5 %SE-30 (クロモソルブW

AW-DMCS， 80-100メッシュ)， 3 mmc/> x 2 m;注入

口および検出器温度， 2500 

;カラム温度， 1200→2700，昇

温速度， 60/min;キャリアカゃス， N 2 40ml/min， H2 0.7 

kg/cm2， air 1kg/cm2
• 

結果および考察

長鎖アルキル第四アンモニウム塩は，へアーリンス，

へアートリートメント，消毒薬，清浄綿，消毒綿，口腔

日中薬など化粧品，医薬部外品，医薬品等各種の製品に

含有されているが，皮府や手指，その他の身体部分に直

接適用するため，薬事法により品名あるいはその使用量

が表示されている.従って，これらの製品に関しては，

表示に従い，第四アンモニウム塩の分析を行えばよい.

しかし，一般の雑貨品に属する家庭用品，例えば，紙お

しぼり，ぬれティッシュ，繊維製品，エアゾール製品等

では，そのような表示義務がないため，第四アンモニウ

ム塩の種類や使用量については全く不明で、ある.従って，

Table 1に示す長鎖アルキル第四アンモニウム塩を想定

した場合， Chart 1に示すように検索→親水基の同定→

親泊基の同定→第四アンモニウム塩の確認と系統的な定

性分析を実施する必要がある. Chart 1に示すように

BPB法

示す1c，2a， 3c， 4b， 5のC'6アルキル基を有する第四ア

ンモニウム塩について 1，2ージクロロエタン 5mlを

用いて検討したところ，いずれも検出限界が約 5μgで

あり， きわめて鋭敏な反応を示した.ブランク液に比べ

て有機層が青色に着色すれば， BPB陽性と判定した.こ

の方法を Tabl巴 2の無表示の市販製品に適用した場合，

柔軟仕上げ剤 2種，家庭用エアゾール製品16種中 3種，

ぬれティッシュ11種中 3種が BPB陽性を示した.この

エアゾール製品は，帯電防止剤 2種と抗カビ斉IJ 1種で

あった.このように無表示の製品を多数分析する場合に

BPB法は有効なスクリーニング法である.特に，繊維製

品は，今回， 40種を検索して陽性のものがみられなかっ

たが，ホルムアルデヒドの公定試験法3)で得られる水抽

出液を利用すれば，一斉検査が可能で、ある.

つぎに， TLC法は，第四アンモニウム塩がイオン化合

物であるため，直接シリカゲ、ルベ RP-18逆相シリカゲ

ル，アルミナ等を利用しでもテーリングが大きいか，ス

ポットの分離が困難である.そこで，今回は Fig.1に示
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sample : wet tissue， textile product， 
skin cleansing cotton， 
skin disinfection cotton 

sample : wet tissue， textile product， sample : liquid softening agent， 
skin cleansing cotton， antistatic aerosol product， 

skin disinfection cotton hair rinse， hair仕 回 国ent

extracted with 50ml of H，O for 30 
町Jin.at room temp. 

extracted with 50ml of EtOH 
for 30 min. at room temp. rep飽 ted3 times of 

evaporation with addition 
of 20-30ml of EtOH 

filtrate 
extract (10m l) 

10% Na2C03 0.5ml 
0.05% BPB aq. soln. 7-8 drops 
1 ， 2 -dichloroethane 5ml 
shaked vigorously for 15 sec 
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compound) 
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TLC of NH -P plate(re-identification of 
quaternary ammonium compd. in BPB test 
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NMR(identification of hydrophilic group) 
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FID-GC or TLC of RP-18 Plate(identification 
of homologous alkyl group by programmed temp. 
GC and TLC analysis of 1-o1efins formed by 
modified Hofmann degradation) 

Chart 1. Qualitative Analysis of Quaternary Ammonium Compound 

Table 1. Quaternary Ammonium Compounds 

Compound Cn alkyl group 

Alkyltrimethyl- C12|ad ， C14 Ib， CG 16:|C 
ammomum Cs 1 C20 |民 2 1I 
chloride C242|g a 
Dialkyldimethyl- C6 : 2a， Cs : 2b 
ammomum 
chloride 
Benzalkonium C'2 : 3a， C14， 3b C'6 ・ 3c
chloride 
Alkylpyridinium C'2 : 4a， C'6 4b 
chloride 
Benzethonium 
chloride 

すようにアミノプロピル基で修飾されたシリカゲルプ

レート (NH-P1090)を検討した. 1c， 4b， 5(Rj: 0.3) 

と2a，3c (Rj : 0.55)のスポットの分離がみられ，それ

らの判別が可能となった. Fig.1の 6のへアーリンス剤

は，塩化アルキルトリメチル第四アンモニウムの使用が

表示されているもので， TLCでも Rj:0.3を示した.こ

れに対して Table2の BPB陽性の無表示製品について

は， 8種中 7種が Rj: 0.55のグループに属し，ジアルキ

ルジメチル休か，またはベンザルコニウム塩と推察され

た. Chart 1に示すように，この方法は EtOH抽出物や

液体試料の濃縮物をスポットして直接，第四アンモニウ

Table 2. Positive Frequency of Some Commercial 

Products Tested by BPB Procedure 

Sample n Positive 
cases 

Liquid softening agent 2 2 

Aerosol product 16 3
'
) 

Wet tissue 11 3 

Textile product 40 。
1) Antistatic agent : 2， antifungal agent : 1 

ム塩を検出できることがわかった.

ここに検索された第四アンモニウム塩は，親水基を特

定できれば，その種類を推定できる. Table 1に示した

各種の塩化アルキル第四アンモニウムの NMRデータ

をTable3と4に示す. 'H-NMRおよび13C-NMRに

おいて，窒素原子に結合したメチル基とメチレン基の化

学シフト (oppm)は， 1a-1gと2a，2bの判別に役立つ

と考えられる.3aー3c，4a， 4b， 5に関しては，それらの

シグナルのほかに，当然，ベンジル基やピリジニウム基

等の芳香環に基づくシグナルを指標として判別が可能で、

ある.例えば， Fig.2に示すように前述のへアーリンス

剤は1cのスペクトルと比較してアルキルトリメチル第

四アンモニウム塩と確認できる.同様に帯電防止用エア
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Fig.1. 

Compound 

Thin Layer Chromatogram of Quaternary 
Ammonitim Compounds 

1 : 1c， 2 : 2a， 3 : 3c， 4 : 4b， 5 : 5， 6 : hair rinse， 
7 : antistatic aerosol product， 8 : wet tissue， 
Plate: NH司P1090，aminopropyl bonding silica 
gel (GASUKURO KOGYOf， Solv.: -EtOH-
hexane (75 : 25)， Detection : Drag巴ndorff's
reagent 

ゾール製品とぬれティッシュは， 2a， 3cのスペクトルと

一致するシグナルが観察され，それぞれジアルキルジメ

チル第四アンモニウム塩およびベンザルコニウム塩であ

ることがわかった.また， 13C-NMRは10-20mgの試料

量を必要とし，他の分析法に比べて低感度であるが，製

剤l中の他の成分との混合物であっても，炭素シグナルの

分離がよく，第四アンモニウム塩の種類の識別手段とし

てすぐれている.さらに測定後，試料を MS，TLC， 

Hofmann分解等の他の分析法に利用できる利点を有す

る.

残る親油基，すなわちアルキル基の炭素鎖が特定でき

れは、'同族体の分析が成立し，第四アンモニウム塩の構

造が明らかになる.その方法として，① FAB-MS法，

② Hofmann分解によって生成する l オレフィンの分

析が有効と考えられる.まず， FAB-MS法は，難揮発

性のイオン化合物でも微量の測定が可能で、あり，一般に

M++ 1が観測される.Fig. 3に示すように，第四アンモ

Table 3. lH-NMR Data(o即m)of Quaternary Ammonium Chlorides in CDCl3 

'. ~.. J. ~.， The other -CH3 -(CH2)n- -~-CH2四寸?トCH3I - 0 group 

la-Ig 0.88(3H，t，J=6.6) 1.1-1.5，1.73(2H，m) 3.62(2H，m) 3.47(9H，s) 

2a，2b 0.88(3H，t，J=6.6) 1. 1-1.5，1.68 (2H，m) 3.48(2H，m) 3.40(6H，s) 

3a-3c 

4a，4b 

5 

5.00(2H.s) . 
0.88(3HムJ=6.6)1.115，1.77(2H，m)348(2H，m)3.28(6H，s)7.66(2H，d，J=6)

7.41(2H，d，]=6) ， 
7.41(IH，m) 

0.88(3H，t，J=6.6) 1.1-1.5，2.05(2H，m) 4.97(2H，m) 8.23(2H，brs)， 
8.59(IH，m) 

9.54 (2H， brs) 

O. 70(9H ，s)， 1. 32 (6H ，s)， 1.68 (2H ，s) 3.88 (2H， brs) ，3， 96(2H ，s) ，4 .09(4H， brs) ，3.32 (6H， 
s) ，5.02 (iH，s) ，7 .37(UI，d，J=6) ，7.39 (lH， brs) ，7.66 (2H，d，J=6) ，6. 76(2H ，d，J=8. 6) ， 
7.23 (2H ，d，J=8.6) 
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1) Splitting pattern of the signals q， quartet ; t， triplet; d， doublet; s， singlet. 
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FAB-Mass Spectrum of Quaternary Ammo. 
nium Compounds 

た，帯電防止用エアゾール製品とぬれティッシュも FAB

MS法の同定結果と一致していることがわかり，それぞ、

れC附 C'8ジアルキル第四アンモニュウム塩，C，2， C ，.' 

C'6ベンザルコニウム塩であった.これらの結果は RP
-18の逆相 TLCによっても同様に確認することができ

た.なお， 4a， 4bはこの分解条件で単純に 1-オレフィン

を生成せず， 5はべンジルジメチルアミンの生成を確認

しているが，詳細は不明である.今後，この点に関して

は検討してゆく考えである.

以上の定性分析法によって，今回調査した市販製品の

分析結果を Table5に示す.衣料用柔軟仕上げ剤 2種，

帯電防止用エアゾール製品 1種はC，6，C'8ジアルキルジ

メチル第四アンモニウム塩と同定した.へアーリンス剤

は，6種中 3種は C，.， C，6， C，8， 2種は C，8，C20， C22， 

C 2 •アルキルトリメチル第四アンモニウム塩であり，他

の l種はC，6，C'8
ジアルキルジメチル第四アンモニウム

塩であった.また，抗カビ用エアゾール製品 1種，ぬれ

ティッシュ 3種，消毒剤，消毒綿，清浄綿の各 1種は，

Fig.3. o ppm 

13C_N~R Spectrum of Quaternary Ammo-
nium Compounds in CDCb 

ニウム塩の場合はM+が観測され，ここではそれらの種類

が識別されているので，容易に化合物の推定ができる.

へアーリンス剤は C，8，C20， C22の炭素鎖をもっアルキ

ルトリメチル体，帯電防止用エアゾール製品はC，6，C'8 

のジアルキルジメチル休，ぬれティッシュは C，2，C凶

C'6のベンザルコニウム塩の同族体より成り立っている

ことがわかった.また，4a， 4b， 5についても当然， M+ 

より同定が可能でいある.つぎに，②の方法は，著者ら 5)が

開発した改良 Hofmann分解法である.すなわち，第四ア

ンモニウム塩を Bz中 tert-BuOKの存在下加熱還流す

ると，容易にアルキル基が lーオレフィンに変換されるの

で，これを FID-GCまたは逆相 TLCで検出し，同族体

の分析を行う方法である.前述の市販製品の分析例を

Fig.4に示す.Fig. 4に示すように，へアーリンス剤は，

やはり C，8，C20， C22， C 2 •の l オレフィンのピークが

認められ，これらの炭素鎖を有するアルキルトリメチル

第四アンモニウム塩;の同古突ii$:であることカぜわかった. ま

50 100 

Fig.2. 
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Wet tissue 

C12 

Antistatic heroso1 

produc 

Hair rinse 

C22 C，，，X2 
18 

C， rX2 16 

20 0 

Retention time (min) 

Gas Chromatograms of 1-01efins Formed from Quaternary Ammonium Compounds 

20 10 10 。20 10 。

Column : 5% SE-30/chromosorb WAW-DMCS (80-100 mesh)， 3 mmφx 2 m glass column， 
Column temp.: 1200ー→270'，Programrate : 60

/ min.， Injection and detection temp.: 2500

， 
Detector : FID， Chart speed : 2.5-mm/min 

Fig.4 

レン基あるいは芳香環の化学シフトから判別し，第四ア

ンモニウム塩の種類が推定できる.親泊基のアルキル炭

素鎖は，改良 Hofmann分解により生成する 1ーオレフィ

ンの逆相 TLCあるいは FID-GCの分析で判別し，これ

より同族休が明らかになる.また，同族体の同定は FAB

MS法によっても達成することができる.なお， FID 

GCは FAB-MS法に比べて微量の同族体の同定が

可能である.これらの方法は，市販製品中の第四アンモ

ニウム塩およびその同族体の系統的な定性分析法として

成立する.
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Table 5. Qualitative Analytical Results of Quater-

nary Ammonium Compounds in 

Commercial Products 

Identification 

2a，2b 

2a，2b 

1a，lb， 1c， 1d 

3b 

lb，lc，ld 

ld， 1e， lf， 19 

2a，2b 

3a，3b，3c 

3a，3b，3c 

3a，3b，3c 

3a，3b，3c 

n 

。L
1

i

1

i

1

i

q

J

ワム

1
i
q
d

司
i

1

i

1

i

Antifungal aerosol product 

Hair rinse 

Sample 

Liquid softening agent 

Antistatic aerosol product 

Wet tissue 

Skin cleansing cotton 

Skin disinfection cotton 

Liquid disinfectant 

一郎:界面活性剤の分析

風間敬，

いずれも C12，C14， C16を主体とするベンザルコニウム

塩であった.これらの第四アンモニウム塩の含有量と同

族体の分布については，思Ij報に報告する.

結論

長鎖アルキル第四アンモニウム塩の定性分析法とし

て， BPB法は多数の試料をスクリーニングする方法とし

て有効で、あり， BPB 陽性のものは NH-Pプレートを用

iいた TLCで確認できる.第四アンモニウム塩の親水基

は， NMR法によって窒素原子に結合したメチル基，メチ
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家庭用品の衛生化学的研究(第14報)

ガスクロマ卜グラフィーによるへアーリンス剤，衣料用柔軟仕上剤中の

塩化アルキル卜リメチルおよび塩化ジアルキルジメチル

第四アンモニウムの定量法

酒井正美ヘ池田一夫 ぺ森 謙一郎ヘ雨宮 敬*，

鈴木助治ヘ観 照雄ヘ渡辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XIV) 

Analytical Method of Alkyltrimethyl-and Dialkyldimethylammonium Chlorides in 

Hair Rinse and Liquid Softening Agent for Clothes by Gas Chromatography 

MASAMI SAKAIヘKAZUOIKEDAぺKENICHIROMORIヘTAKASHI AMEMIY A *， 

SUKE]I SUZUKIヘTERUOKANへandYOHYA WATANABEヘ

A useful analytical method for alkyltrimethyl-and dialkyldimethylammonium compounds by gas 

chromatography was established. D巴gradationof the ammonium compounds with potassium tert-

butoxide in benzene-dimethylsulfoxide (8 2) under reflux for 30 minutes was found to giv巴l-olefin

corresponding to alkyl group as well as alkyldimethylamine from dialkyldimethylammonium com-

pound. Alkyldimethylamine thus formed was used to distinguish between alkyltrimethylammonium 

compound and dialkyldimethylammonium compound. The two ammonium compounds were analyzed 

by means of measuring l-olefin by gas chromatography equipped with a flame ionization detector on 5% 

SE-30 column. The present method was applied to determination of the homologous ammonium 

compounds in commercial hair rinses， liquid softening agents and antistatic aerosol products. 

Keywords : alkyltrimethylammonium chloride， dialkyldimethylammonium chloride， hair rinse， softening 

agent， modified Hofmann degradation， gas chromatography 

緒言

アルキルトリメチル第四アンモニウム塩やジアルキル

ジメチル第四アンモニウム塩は，その界面活性剤として

の性質から頭髪や繊維に滑らかな柔軟性をもたせたり，

表面に発生する静電気を除去するために，へアーリンス

剤，衣料用柔軟仕上げ剤，帯電防止剤として使用されて

いる.市販のへアーリンス剤については，薬事法により

容器や包装上にこれらの成分表示がなされているが，使

用量は記載されていない.これに対して家庭用品に属す

る衣料用の柔軟仕上げ斉IJや帯電防止剤は，通常，第四ア

ンモニウム塩の表示は全くなされていない.そこで，今

回，化粧品，家庭用品に配合されている第四アンモニウ

ム塩の定量法を確立し，市販製品の含有量を測定した.

長鎖アルキル第四アンモニウム塩の分析法に関して，

著者らはすでに前報1)においてカゃスクロマトグラフ

(GC)法を報告している.この方法は第四アンモニウム

塩をベンゼン (Bz) ジメチルスルホキシド (DMSO)

の混合溶媒中カリウム tertブトキシド (tert-BuOK)を

塩基として用いて分解し，長鎖アルキル基を 1ーオレ

フィンに変換して GC分析するものである.アルキルト

リメチルおよびジアルキルジメチル第四アンモニウムt.i

が，前述の化粧品や家庭用品に含有される場合には，カ

ラス管に封入して行うような Hofmann分解2)や GC

の注入口温度で熱分解させる方法3)を適用しても，再現

*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

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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性や検体処理の面で困難な点があると考えられる.そこ

で，著者らが開発した GC分析法1)をへアーリンス剤，

柔軟仕上げ剤，帯電防止斉11に適用するため，若干，先の

分析法に検討を加えることにより，これらのアルキlレト

リメチルおよびジアルキルジメチル第四アンモニウム塩;

を簡便に測定することができたので報告する.

実験の部

1.試薬 塩化アルキルトリメチル第四アンモニウ

ム アルキル基の炭素数CI2(la)，C14(lb)， CI6(lc)， 

C18 (ld) (東京化成工業製，特級)， C20 (le)， C22 (lf)， 

C24 (lg) (花王石鹸淋)製，各純度99.0%，98.8%，99.8%)，

塩化ジアルキルジメチル第四アンモニウム:C16 (2a)， 

C18 (2b) (花王石鹸(掬製，各純度95.0%，94.4%)， tert 

-BuOK (和光純薬工業製，特級)，重クロロホルム

(99.7%)およびシリカケソレ60，70-230メッシュ(メル

ク社製)，その他の試薬はすべて特級を用いた.

第四アンモニウム塩標準液:1a-1g，および'2a，2bを

それぞれ100mg精秤し，エタノール (EtOH)に溶かして

100mlとし標準溶液とした.

2.装置 水素炎イオン化検出器付方、スクロマトグラ

フ (FID-GC) 日立製作所製 GC-163型，ガスクロマト

グラフィー質量分析計 (GC-MS):日本電子社製 D

300，核磁気共鳴装置 (IHおよび13C-NMR):日本電

子社製 JEOLFX-270型， 1H269.65MHz， 13C67.8 

MHz. 

3.試料昭和59年10月から昭和60年 2月までの聞に

都内で購入したへアーリンス剤 6検体，衣料用柔軟仕上

げ剤 2検体および帝電防止剤 2検体を試料とした.

4.試験溶液の調製試料 1-lQgをとり， EtOH-Bz 

の混合溶媒を加えて均一な100mlの溶液とする.この10

mlを100mlナス型フラスコにとり，ロータリーエパポ

レーターを用いて浴媒を蒸発乾固させる.ここに Bz

-DMSO (8 : 2)の混合溶媒25ml，tert-BuOK100mg 

を加えて還流冷却器を付して30分間加熱還流する.i令後，

Bzを留去してヘキサン10mlを加え100mlの分液ロー

トに移し，フラスコはヘキサン 5mlで 2回洗って合す

る.このヘキサン層を 5%塩酸20mlで15秒間振とう洗

浄し，ヘキサン層を分取する.っき、に内径 1cm，長さ20

cmのカラム管にシリカゲル 2gをヘキサンに懸濁して

充填し，長さ 6cmのカラムをつくる.ここに先のヘキサ

ン層を流し込み，さらにヘキサン30mlを流して 1ーオ

レフィンを溶出させる.このヘキサン溶液を40。以下で

ロータリーエパポレーターで 1-2 mlまで濃縮し，ヘ

キサンを加えて 5mlとして， GC用の試薬溶液とする.

自家製クリームタイプへアーリンス斉11の調製:セチル

アルコール0.5%，プロピレングリコール 4%，メチルセ

ルロース(再4000) 1 %，香料および着色料適量，精製水

を加え100%とする.

5.定性分析 前述 4の 1ーオレフィンをj容出させた

後のカラムを Bz5 mlで洗い，ついてやメタノール30ml

を流してアルキルジメチルアミンを溶出させる.このメ

タノール溶液を濃縮乾回し，残i査にメタノール 2mlを

加えて FID-GCに 5μJ注入する.このときの GCの

測定条件は次の定量法の項に従いカラム温度は210。で分

析する.

6.定量法 各第四アンモニウム塩標準溶液より 1a 

~1 gおよび 2a， 2 bをそれぞ、れO.5， 1. 0， 2. 0， 3. 0， 

4.0mgとり，以下試験溶液の調製の項に従って操作し，

100， 200， 400， 600， 800ppm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

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アンモニウム塩の濃度を求め

る.

FID-GC の測定条件カラム 5%SE 

-30(Chromosorb W AW-DMCS， 80-100mesh)，内

径 3mmX長さ 2m，注入口混度および検出器温度

250'，カラム温度:130'， 150'， 170'， 210'， 230'， 250'， 

キャリアカ、、ス :N240ml/min， H20.8kg/cm
2， air 2.0 

kg/cm2. 

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 (δppm) を示し

た

結果および考察

1.分解反応の検討 アルキル基の炭素数がC12' C 14' 

C16， C18である塩化トリメチル第四アンモニウムについ

ては，すでに前報1)において Bz-DMSO (8 : 2)の混

合溶媒中，tert-BuOKを塩基として加熱処理すると，親

水基に相当するトリメチルアミンが脱離して C12-C18 

の 1 オレフィンが生成することを報告した.また，市

販のへアーリンス剤には，C20' CωC24等の炭素鎖を

有するアルキルトリメチル第四アンモニウム塩も使用さ

れているので，この点を考慮して再度分解反応を FID

-GCの昇温分析で検討した.1a-1gおよび2a，2bの各

第四アンモニウム塩の 5mgについて，同様の条件で分

解反応を行ったのち，反応溶媒を同量の10%塩化ナトリ

ウム溶液で洗浄し，濃縮後，ヘキサンに溶かして GC分

析を行った.Fig.1に1b，1d， 1fの測定結果を示す.いず
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196 1-tetradecene 

224 1-hexadecene 

252 l】 octadecene

280 1-eicosene 

308 1-docosene 

336 1-tetracosene 

224 1-hexadecen巴

252 1-octadecene 

Table 2. Yield Rate and Reproducibility of 1-0lefin 

and Alkyldimethylamine 

1-0lefin 
Compound Yield rateuc(%.v) -

(%) 

Ib 91. 5 1.2 

Id 95.9 2.5 

If 117.7 1.0 

2a 97.7 1.7 

2b 95.7 0.6 

Alkyldimethyl 
amlne 

Yield rate" C. V. 
(%) (%) 

93.4 2.4 

98.5 0.6 

1) Taken as the average of 3 replicate analyses by 
FID-GC 

れの場合もガスクロマトグラム上， 1つの主ピークが認

められた.これらを 1ーオレフィンの標品と比較すると，

1bのピークは 1ーテトラデセン， ldは 1 オクタデセ

ン， lfは1 ドコセンに一致した.1b， 1d， 1f以外の当

該第四アンモニウム塩についても同様に唯一の主ピーク

を示し， Table 1に示すように GC-MSのM+から，これ

らのピークは長鎖アルキル基に対応する 1 オレフィン

であることを確認した.従って， Chart 1に示すように，

1a-1gのI盆化アルキルトリメチル第四アンモニウムは

容易に分解して 1ーオレワイン 3に変換できることがわ

かった.つぎに， 2a， 2bは， Fig.2に示すように力、スクロ

マトグラム上 2つのピークが認められた.第一のピー

クは，予期した通り GC-MSより 1ーオレフィンで

あった. (Table 1) 第二のピークを検索するため，両

者の反応生成物をカラムクロマトグラフィー(シリカゲ

ル60，2 g， 1 cmφx 6 cm)に付し，ヘキサンで 1 オ

レフィンを溶出させてから，ついでメタノールを流し，

111 

B 

。 5 10 15 
Retention time (min.) 

Fig. 3. Gas Chromatograms of 1-01efins and Alkyl-
dimethylamines Formed from Dialkyldime開

thylammonium Chlorides in Hair Rinse 
A， reaction mixture without any treatment; 
B， hexane fraction obtained from treatment 
with silica gel column; C， methanol fraction 
obtained from silica gel column after elution 
with hexane 
Peaks: 1， 1胴hexadecene;

2， 1・octadecene;
3， hexadecyldimethylamine; 
4， octadecy Idimeth y lamine 

カやスクロマトグラム上相当するピークを示す分画を得

た.このメタノール分画'i，'H-NMR(CDCI3) oO.88(3 

H， t， J =6.6Hz)， 2.21(6H， S)ppm， 13C-NMR 

(CDCI3)δ14.2(q)， 22.8(t)， 27.7(t)， 28.0(t)， 29.6(t)， 

29.9(t)， 32.1(t)， 45.5(q)， 60.1(t)ppmのシグナルを

示し，アルキル基と窒素原子に結合した 2個のメチル基

の存在が認められ，また， MSより m/e 269(M+)， 

297(M+)が観測された.これらのことから Fig.2の 2a，

2bの第二のピークは，それぞれヘキサデシルジメチル

アミンおよびオクタデシルジメチルアミンであることが

明らかになった.従って， 2a， 2bの塩;化ジアルキルジメ

チル第四アンモニウムは， Chart2に示すように，第三ア

ミン 4が脱離して 1ーオレフィン 3を生成することがわ

かった.また Table2に示すように， 1 オレフィンと

アルキルジメチルアミンの生成率はそれぞれ

91.5-117.7%， 93.4-98.5%であり，その変動係数(C.

V.)も小さしこれらの分解反応は定量的に，しかも再
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現性よく進行していることがわかった. なお，へアーリンス斉IJはセタノール，グリセリン，プロ

2.定量法の検討前述の分解反応より生成する l ピレングリコールを 1-5%含有しているものが多い

ーオレブインを GC分析すれば，第四アンモニウム塩の が，これらの影響を検討するため塩化オクタデシルトリ

定量が可能で、ある.そこで分析条件は，前報1)と同様に メチル第四アンモニウム 3mgに同濃度の上記アルコ-

tert-BuOKに反応溶媒として Bz-DMSO(8 : 2)を ル類を添加したところ，いずれも定量的に回収され，ア

用いて行ったが，実試料に適用するためには，若干の前 ルコール類の妨害は認められなかった.また，反応溶液

処理操作が必要で、あった.へアーリンス剤，柔軟仕上げ を直接 5%塩固まで洗浄すると，試料によっては溶液が乳

剤，帯電防止用エアゾール製品は，多量の水分や EtOH 化し，Bi層の分取が困難になる場合があるため，反応終

を含有し分解反応に影響を与えることが予想されたの 了後直ちに Bzを留去し，残液にヘキサンと 5%塩酸を

で，試料を減圧下濃縮を繰り返し，これらを除去した. 加えて振とうし，ヘキサン層に 1ーオレフィンを抽出し

Sample (0.1-1.0g of hair rinse， liquid softening agent and antistatic aerosol 

product in EtOH-Bz soln.) 

evaporate for removal of H20 and EtOH from the sample 

Residue 

add Bz-DMSO(8:2) 25ml and tert -BuOK 100mg 

reflux for 30min. in water bath 

Reaction mixture 

evaporate 

add 5 % HCl 20ml and hexane 20ml 

shake the mixture for 15s巴c.

Hexane layer 

silica gel column chromatography (2g， 1cmφx 6cm) 

elute 1-o1efin with hexane 30ml， and then elute 

alkyldimethylamine with Bz 5ml and methanol 30ml 

Hexane eluate 

evaporate to 'a 1 -2 ml volume 

make up to 5 ml with hexane 

FID-GC analysis 

Methanol eluate 

l 肝eva叩叩伽…p卯阿O町r

Res包idue

dissolve in methanol 

Chart 3. Analytical Method for Alkyltrimethyl-and Dialkyldimethylammonium Chlorides 
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た.しかし，このヘキサン層を濃縮して GC分析しでも，

Fig.3のAに示すように 1ーオレフィンを妨害する

ピークが認められた.そこで，シリカゲルカラムクマト

グラフィーによるクリーンアップを行い，ヘキサンで 1

ーオレフィンを溶出し，妨害ピークを除去した (Fig.3

のB). 以上の結果から定量法を Chart3に示すように

設定した.

3.定性分析 Chart 2に示すように，塩化ジアルキル

ジメチル第四アンモニウム (2a，2b)は1ーオレフイン 2a， 2bをそれぞれ1，2，3mg添加し，Chart3の定量法に

と共にアルキルジメチルアミン 4を生成するので，これ 従って GC分析を行った.その結果'.Table 3に示すよ

を指標としてアルキルトリメチル体との区別が可能で、あ うに回収率は96.3-102.0%であり，そのときの C.V.は

る.すなわち，分解後，シリカゲルカラムクロマトグラ 1.0-3.0%と極めて良好で、あった.従って本法は，定量

フィーで得たメタノール分画を GC分析すると， Fig.3 性，再現性共にすぐれており，実試料に対して十分適用

のCに示すようにアルキルジメチルアミンのピークを確 できることがわかった.

認することができる.なお，第四アンモニウム塩の系統 6.市販製品の分析結果 Table 4に市販のへアーリ

的な定性分析については，別報に詳述した4) ンス剤 6種，衣*'1.用柔軟仕上げ剤 2種，帯電防止用エア

4.検量線 Chart3の定量法に従って la-lgおよ ゾール製品 2種の分析結果を示す.なお，包装に表示の

ぴ 2a，2bの各第四アンモニウム塩を処理し， 1ーオレ ない場合は塩の構成陰イオンは不明であるが，すべて塩

フィンの保持時聞が5分程度になるように，炭素鎖に応 化物として測定した.へアーリンス剤は， 6種中 3種が

じてカラム温度を1300

，1500， 1700

， 1900

， 2100

， 2300， 2500 C 16' C 18のアルキル基を主体とするアルキルトリメチル

に設定して測定した. Fig.4に示すように，検量線はい 体の同族体であり，その総含有量は0.66-0.87%であっ

ずれも 100-800ppmの濃度範囲で良好な直線性を示し た.また， 2種は C20，C22を主体とし，他の 1種はC附

た C18のジアルキルジメチル体の同族体で，それらの総含

5.添加回収実験 「実験の部 4Jに示した処方に従っ 有量は1.36-1.76%であった.衣料用柔軟仕上げ剤は，

て自家製リンス斉IJを作成し，これより第四アンモニウム 2種共にジアルキルジメチル体を含有し，総含有量は

塩の回収率を調べた. リンス剤0.5gに対しlb，ld， lf， 3.85%， 4.08%であった.エアゾール製品については，

20 lb J lc 

〈

E 
G 

ld 

以

.c 
~1O 
.民

u-ωω
白

o 200 400 600 800 0 200 400 600 800 

Concentration (ppm) 

Fig.4. Calibration Curves for Alkyltrimethyl.and 
DialkyldimethylamnlOnium _ct1s:>ri<!es 内

Column teap.:'la，130 ;lb， 150
0

;lc， 2a，170
0

; ld 
2b， 1900

; le，210
0

; 1f 230
0

; Ig， 250
0

;， Range : 
102x32， Chart speed : 5mm/min 
Other conditions were the same as those in 
Fig.l 

lf Table 3. Recovery of Alkyltrimethyl-and Dialkyl. 

dimethylammonium Chloride from Hair 

Rinse Soln. 

le 

Sample Com-Ad(dmegd ) 
Ave. C.V. 

pound 
recovery (%) (n= 3 ) 
%) 

Hair lb 1.0 97.0 2.9 
Rinse1

) 2.0 102.0 1.0 

3.0 97.0 3.0 

ld 1.0 98.1 1.5 

2.0 96.4 1.7 

3.0 96.9 2.0 

1f 1.0 101. 7 1.7 

2.0 98.3 1.0 

3.0 98.3 1.0 

2a 1.0 98.7 1.9 

2.0 96.3 2.7 

3.0 101.6 1.6 

2b 1.0 101.0 1.0 

2.0 100.0 1.4 

3.0 100.0 1.0 

1) The quaternary ammonium chloride were added to 
0.5g of handmade hair rinse soln. The hair rinse 
formula is follows : cetyl alcohol 0.5%， propylene-
glycol 4%，methylcellulose (再4000)l%，colour and per. 
fume q.S. the whole quantity 100% with purified 
water. 
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Table 4. Analytical Results of Alkyltrimethyl. and Dialkyldimethylammonium Chlorides in Commercial Hair 

rinses， Liquid Softening Agents and Antistatic Aerosol Products 

Total 
(%) 

Quaternary ammonium chloride content(%) 

0.69 

0.87 

0.66 

1.36 

1.66 

1. 76 

3.85 

4.08 

0.22 

1.50 

C24 C22 C20 C'6 

0.34 

0.15 

0.57 

C'4 
0.01 

0.01 

0.03 

C'2 C'8 

0.34 

0.71 

0.06 

0.08 

0.11 

1.14 

2.67 

2.80 

0.03 

1.06 

Type of the 
Compound 

0.03 

0.03 

1.02 

1.32 

0.23 

0.20 

0.62 

1.18 

1. 28 

0.02 

0.44 

咽
目
・
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A
B
C
D
E
F
G
H
I
J
 

Sample 

Hair rinse 

Softening agent 

for clothes 

Antistatic 

aerosol product 

0.05 0.12 

キルジメチルアミンを生成するが，これを GC上確認す

れは、それらとアルキルトリメチル体との区別が可能であ

り，定性分析として役立つことがわかった.以上本法は，

長鎖アルキル第四アンモニウム塩およびその同族体の

GC分析法として簡便で実用的な方法である.
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供与いただいた花王石鹸(槻長谷川 章氏に深謝しま
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衣料用帯電防止剤が同様にジアルキルジメチル体を

1.50%含有していた.またプラスチック用の帝電防止斉IJ

はC，2' C，4' C，6' C'8
のアルキルトリメチルイ本で， そ

の総含有量は0.22%であった.以上，本定量法によって，

市販製品中の第四アンモニウム塩の同族体を分析するこ

とができた.本法は，第四アンモニウム塩の定量法とし

て簡便で実用的な方法と考えられる.

結論

塩化アルキルトリメチルおよびジアルキルジメチル第

四アンモニウムは，tert-BuOKによる分解反応によっ

て定量的に 1ーオレフィンを生成する.この 1ーオレ

フィンを FID-GCで測定し，第四アンモニウム塩およ

びその同族休の定量法を確立した.

本法は，市販製品のへヤーリンス剤，衣料用柔軟仕上

げ剤および帯電防止用エアゾール製品に有効に適用する

ことができた.また，塩化ジアルキルジメチル第四アン

モニウムは分解反応によって 1 オレフィンと共にアル
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家庭用品の衛生化学的研究(第15報)

ガスクロマトグラフィーによるぬれティッシュ，清浄綿および

消毒綿中の塩化ベンザルコニウムの定量法について

鈴木助治ヘ酒井正美ヘ池田一夫ヘ森 謙一郎ヘ

雨宮 敬ぺ江j皮戸翠秀ぺ渡辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities(XV) 

Analytical Method of Benzalkonium Chlorides in Disposable Wet Tissues， 

Skin Cleansing Cotton and Skin Disinfection Cotton 

by Gas Chromatography 

SUKE]I SUZUKIヘ MASAMISAKAIヘ KAZUOIKEDAヘ KENICHIROMORIヘ

TAKASHI AMEMIYA*， KIYOHIDE EBATO' and YOHYA WATANABE* 

A simple method for determination of benzalkonium chloride by gas chromatography was devel-

oped. C山 C14 and C l6'alkylbenzyl dimethylammonium chlorides were decomposed with potassium 

lert-butoxide in benzene under reflux for 30 minutes. Gas chromatography of the reaction products 

revealed formation of benzyldimethylamine， alkyldimethylamine and 1-o1efin corresponding to the long 

chain alkyl group of benzalkonium chloride. Using the peak of 1-o1efin separated from the reaction 

products by extraction， benzalkonium chloride was determined with good reproducibility. On the other 

hand， the formed benzyldimethylamine and alkyldimethylamine were useful for identification of 

benzalkonium chloride. The present method was applied to determination of contents and alkyl 

homologous distributions of benzalkonium chlorides'in commercial skin cleansing cotton. skin disinfec-

tion cotton and wet tissues. The contents per package were 0.83-0.89mg， 4.63-5.17mg and 

5.82-29.1mg respectively; distribution was 58.8-63.0% for C 12 homolog， 27.5-36.8% for C 14 

homolog and 4.4-12.7% for C 16 homolog to the total benzalkonium chloride content. The method 

established in this study facilitates detection of benzalkonium chloride at the milligram level by gas 

chromatography. 

Keywords : benzalkonium chloride， 1-o1efin， wet tissue. skin cleansing cotton， skin disinfection cotton， 

gas chromatography. modified Hofman degradation 

緒
4冨吾

日

ベンザルコニウム塩は抗菌作用と洗浄作用を合せもつ

陽イオン界面活性斉IJであり，防腐，殺菌剤として広範囲

に用いられている.これらは一般に塩化物で使われてい

る場合が多し塩化ベンザルコニウム (BC)は日本薬局

方に収載されている. BCは従来より外皮用消毒剤とし

て10%溶液が市販されており，実際には使用時に

0.05-0.2%液に希釈して手指，皮府や医療用具の殺菌消

毒に用いる1)また， 日本薬局方脱脂綿や精製脱脂綿に

0.1%BCを吸収させた消毒綿あるいは0.01%BCを吸

収させた清浄綿は，いわゆる衛生綿類で手指，皮膚，口

腔，乳首などの清浄， i青拭に産院や乳児院において繁用

されており，従ってこれらは医薬部外品として製造基準

が設けられている 2) 最近，家庭用の一般雑貨品として各

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1. Hyakunincho 3 chome， Shinjukuku. Tokyo. 160 ]apan 
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種のぬれティッシュ (wettissu巴)が市販されているが，

これらは紙または綿紙を材質としたものにエタノールや

BCを含浸させたもので，主として食事前後の手指の清

浄， i青拭のために使用されているしかし，市販のぬれ

ティッシュに関しては， BCの使用基準はなく，繁用され

ているにもかかわらず含有量の実態は不明で、あるため，

市販品の BC含有量の調査が必要である.

BCの分析法はベンジル基の紫外部吸収 (254nm)を利

用し，液体クロマトグラフィー (HPLC)で行っているも

のが多い3-6) これに対してカゃスクロマトグラフィー

(GC)による分析は， BCが強極性のイオン化合物であ

り，当然，難揮発性であることから直接行うことはでき

ないが，最近，著者らは前報7，8)においてアルキルトリメ

チル第四アンモニウム塩，ジアルキルジメチル第四アン

モニウム塩の GC分析法を開発している.これは塩基と

してカリウム tert-フp トキシド (lerl-BuOK)を用いて第

四アンモニウム塩を緩和な条件で分解し，長鎖アルキル

基を 1-オレフィンに変換して GC分析する方法であ

る.そこで，今回，著者らはこの方法を炭素数C12，C山

C16のアルキル基を有する BCに適用し， GCによる定

量法を検討した.また，若干の清浄綿，消毒綿，ぬれティッ

シュの BC含有量の測定を実施した.

実験の部

1.試料分析に供した清浄綿 1種，消毒綿 1種，ぬ

れティッシュ11種および消毒液 l種は， 1984年10月から

1985年 3月までの間に都内の小売庖より購入した.包装

シールされた袋づめのものは， 1包中に含まれる全内容

物をとり，また， 1枚づっとりだせるペーパーティッシュ

は， 1-5枚をとって試料とした.このうち材質が紙の

ものは， 3 -4 cm'に切って試料に用いた.

2.試薬 塩化ドデシルベンジルジメチル第四アンモ

ニウム (la):花王石鹸鮒製，純度97.6%，塩化テトラデ

シルベンジルジメチル第四アンモニウム (lb) 東京化

成工業製(特級)，塩化ヘキサデシルベンジルジメチル第

四アンモニウム (lc):東京化成工業製(特級)， 1-ドデ

セン， 1-テトラデセン， 1ーヘキサデセン，lert-BuOK : 

和光純薬工業(特級)，アルキルジメチルアミン (ADMA，

アルキル基:ドデシル，テトラデシル，ヘキサデシル):

ベンジルジメチルアミン (BDMA):東京化成工業製(試

薬一級)，重クロロホルム:メルク社製 (99.7%)，その

他の試薬はすべて特級を用いた.

BC標準溶液:la， lb， lcの100mgを精秤し，それ

ぞ、れベンゼン (Bz)20m!に加温して溶かし， Bzを加え

て100m!とした.

3.装置 水素炎イオン化検出器付ガスクロ7 トグラ

フ (FID-GC):島津製作所製 GC-4CM'PFE型，ガ

スクロマトグラフィー質量分析計 (GC-MS):日本電

子社製 ]MS-D300型，核磁気共鳴装置(1Hおよぴ13C

-NMR) 日本電子社製 ]MN-FX270型， 1 H269.65 

MHz， 13C67.8MHz. 

4.試験溶液の調製

4-1.抽出法 包装シールされた試料は，袋ごと秤

量してから開封し，材質が綿のものはそのまま，また，

i氏のものは 3-4 cm'に切って200m!のナス形フラス

コにとる.袋づめはその内側に BCが残留しているた

め，エタノール (EtOH)で洗い内容物をフラスコに入れ

て全量EtOH100m!とする.この袋は風乾後，秤量し試

*'量をはかる.なお，綿の場合は抽出中に浮上してくる

ため，ピンセットを入れて押える. 1枚づっとりだせる

ティ、ソシュペーパーについては， 1-5枚を 3-4 cm2 

に切って秤量し，薬包紙ごと200m!のナス形フラスコに

とり， EtOH 100m!を加える.これらを水浴中で還流し

ながら30分間，加熱抽出したのち，熱時， G 2 fl7スフィ

ルターを用いて吸引ろ過する.ろ過物は EtOH20m!で

3回押し洗い，ろ過し，ろ液を合せて濃縮乾閏する.

4 -2. tert-BuOKによる分解先に得た残漬に

lert-BuOK 100mg， Bz 25m!を加えて30分間，加熱還流

する i令後，反応溶液を100m!の分液ロートに移し，フ

ラスコを Bz5m!で 2回洗って合する.この Bz層を

5%塩酸 20m!で 2回，ついで、10%塩化ナトリウム溶液

20m!で 1回それぞれ15秒間振とう洗浄する.Bz層を分

取し，これに n-ノナン 1m!を加え， 40"以下で液が 1

2 m!になるまで減圧下濃縮する.この残液を目盛付

試験管に移し，ヘキサンで 5m!とし GC用試験溶液と

する.

5.定性分析 4-2で得られた 5%塩固ま溶液に20%

水酸化ナトリウム溶液を加えて液性をアルカリ性とした

のち，ヘキサン 5m!で振とうする.ヘキサン層を分取

し， 5μfを GCに注入する.GC測定条件に従って昇温

分析を行い， BDMAおよび ADMAのピークを確認す

る.これより BCの同定を行う.

6.定量分析 BC標準溶液よりそれぞ、れ0.5，1， 2， 

3， 4 mgをとり，以下 4-2に従って操作し， 100， 200， 

400， 600， 800ppmの濃度系列を調製し，これらと試験

溶液の 5μfを GCに注入する. GC測定条件に従って

恒温分析し，ピーク高より検量線を作成し試験溶液中の

BCの濃度を求める.

FID-GC 測定条件 カラム:5 %SE-30 (クロモソ



東京衛研年報 36，1985 117 

ルブW AW-DMCS， 80-100メッシュ)， 3mm<，bx 2 

mガラスカラム，試料注入口および検出器温度:250'，カ

ラム温度:アルキル基の炭素数C12 130'， C 14 150'， 

C 16 170'，昇温分析120。→270'， 6 '/min (チャートス

ピード 2. 5mm/min)，キャリア7ゲス:N 2 40 m 1 / min， 

H2 0.7 kg/cmヘair 1 kg/cm2. 

GC-MS 測定条件 カラム:5 %SE-30 (クロモソ

ルブW AW-DMCS，80一一100メッシュ)， 4mmφX 2 

n1，カラム温度:100。→270'，8 '/min，キャリアガス.

N2 40ml/min. 

NMR 試来|を重クロロホルムに溶かし，綿栓ろ過後，

5 mmφ のサンプル管に入れて測定した.テトラメチル

シランを基準物質として化学シフト (δppm)を示した.

実験結果および考察

1.抽出法の検討清浄綿の BC(1包当り 0.80-0.86

mgを含有する)については，植田ら5)がすでに0.05N塩

酸ーメタノール (1: 1)の混合溶媒てやろ過しながら押

し洗いする抽出i去を報告しているが，この方法では溶媒

の濃縮に長時間を要し，且つ塩酸の完全除去が困難なた

め，ここでは EtOHを溶媒とした加熱抽出法を検討し

た.すなわち， BCを含有する市販の消毒綿について，

EtOH 100mlを加えて加熱還流したところ， Fig.1に示す

ように，アルキル基の炭素数がC山 C，4，C'6のいずれ

の BC においても 10分間以上の加熱処理で一定の抽

出率を示した.そこで，抽出法は EtOHを用いて30分間

加熱還流後，吸引ろ過し，濃縮乾聞することにした.こ

の方法は濃縮が短時間ですみ，抽出回数も 1回で十分で、

あった

2.反応条件の検討前報7.B)において Bz-DMSO

(8 : 2)の混合溶媒中 tert-BuOKの存在下で長鎖ア

ルキル第四アンモニウム塩の分解反応を検討し，アルキ

ル基に対応する 1 オレフィンの生成を報告した.アルキ

ルトリメチル体 (C，4，C，B， C22)およびジアルキルジ

メチル体(C，6，C，B)については，定量的に 1ーオレフィ

CH3 
十

tert…BuOK/Bz 

15 
( 

百ο 

、岩-.bHJa 10 j E 

..c: ω 

哲岱ω4 5 

Fig.1. 

x 
x 

• • 

圃 • • • ー

20 40 60 80 

Ref1ux time (min) 

Effect of Reflux Time on the Extraction of 
Benzalkonium Chlorides from Skin Disinfec-
tion Cotton 

The plots show the peak heights of l-olefin 
form巴dby degradation of benzalkonium chlo-
rides:一X-， l-dodecene ;・， l-tetradecene ; -・， l-hexad巴cene. GC conditions of pro-
grammed temperatur巴analysiswere the same 
as those in Chart 2. 

ンが生成することを確認しているが， BC(C，4， C，6)は，

これらに比べてかなり FID-GCの感度がわるし l 

ーオレフィンの生成率が低いことが推察された7) そこ

でV今回，あらためて BCの分解反応、について検討を加

えた. Chart 1に示す1a-1cの各30mgを Bz中 tert

-BuOK (100mg)で分解したのち，反応生成物をカラム

クロマトグラフィー(シリカゲル60， 2 g， 1 cmφX7 

cm)に付し， Bz，ついて"メタノール (MeOH)で溶出し

た. Bz分画は， FID-GCの昇温分析で保持時間(tR) 

4.0，7.3，11.0minのピークとそれらの GC-MSがM+

m/e 168.196，224を示すことから，それぞ、れ 1 ドデセ

ン， 1テトラデセン 1-ヘキサデセンが認められ， 1 

-オレフィン 2の生成を確認した.一方， MeOH分画は，

tR 2.3，9.3，13.1， 16.5min， GC-MSでM+m/e 135， 

213， 241， 269を示し，また，いずれも 1H -NMR (CDC13) 

δ2.21(s)， 3.39(s)， 7.28と0.88(t ，] =6.6Hz)， 2.23(s) 

ppm， 13 C -NMR (CDC13) o46.2 (q)， 65.3 (t)， 127.8(d)， 

CH3" /CH3 
CnHZn+1 -N-CH2C6H51 Cl CH3(CH2)ト 3CH=CH2+ _N-CHzC6H5+CnH2n+l-N 

/ 

CH3 

la : n=12 

lb: n=14 

lc: n=16 

reflux for 30 min. 

2 

Chart 1 

CH3
、

"CH3
3 4 
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129.0 (d)， 129.8 (d)， 139.9 (s)と14.2(q)，45.5(q)， 

60.1(t)ppmにシグナルが認められた.これらのデータ

から， BDMA 3とやはりアルキル基に対応した ADMA

4 (n = 12， 14， 16)が生成していることがわかった.

従って， Chart 1に示すように， 1の分解は脱離反応、と置

換反応、が同時に進行していることになる.ここで，脱離

反応は溶媒の極性と塩基の濃度によって影響を受けるた

め，さらに反応条件を詳細に調べた.まず，tert-BuOK 

の添加量について検討するため， la(5mg)に対して Bz

中 tert-BuOKの添加量を40，80， 120， 160， 200mgと

増加させ，分解後，反応溶液と同量の10%塩化ナトリウ

ム溶液で 1回洗浄し， FID-GCの昇温分析で 1-ドデセ

ン， BDMA，ドデシルジメチルアミンのピークを観察し

たところ，それらの生成率に大きな変化はみられず，tert 

-BuOKの添加量による影響は認められなかった.つぎ

に，溶媒効果について検討するため， la-lcの各 5mg 

に対して tert-BuOK 100mgを加え，Bz-DMSOの混

合比を変えて前述と同様に操作し， 1オレフィン，

BDMAおよび ADMAのピークを観察した.その結

果， Fig.2に示すように DMSO濃度の増加と共に 1-オ

レフィンの生成率が低くなり，これに対して ADMAは

逆に増大することが明らかになった.従って，反応溶媒と

して Bzを用いた方が，反応の選択性が増し， 1ーオレ

10 

5 

，ο ，日、、 10 

、.../

.ふaH b』a 
5 

..s:::: ω 

，.!lω 04 0 

且4

10 

。4 8 12 20 30 

. 

。4 8 12 20 30 

自

フインの生成率がよいことがわかった.しかし，なお 5 

ADMAのピークが若干認められるので，さらに，この分

解反応について検討した.la-lcの各 5mgを前述と同

様の条件下，Bz中で反応させ， 1オレフィン， BDMA， 

ADMAを定量した. Table 1に示すように， 1オレ

フィンの生成率はそれぞれ56.6，56.6， 57.0%であり，

BDMAの生成率とほぼ一致している.変動係数(C.V.)

も1.0-1.5%と小さし一定の条件下で分解すると，き

わめて再現性よく反応が進行することがわかった.以上

の結果から， BCの分解は Bzを反応溶媒とし，tert 

-BuOKの添加量を100mgとして行った.

2.定性分析 分解反応より生成した 1ーオレフィンの

Fig.2. 

o 4 8 12 20 30 

DMSO in Bz (%) 

gffect of Dimethylsulfoxide (DMSO) on the 
F.orn:atioJ1. _o_f_ f:Olefin and Alkyldimeth-
ylamine (ADMA) ・:l-olefin，一×一:alkyldimethylamine 
GC . conditions of programmed' temperature 
analysis were the same as those in Chart 2 

ピークから， BCの判定はできないが， BDMA， ADMA ついて，前報10)に詳述しである.

のアミン類を利用して BCの同定が可能で、ある.Chart 4.定量分析および検量線 以上の検討の結果から，

2に示すように反応溶液を10%塩酸で洗浄したとき，こ Chart 2に示すように定量法を設定した.この際， Bz層

の水層をアルカリ性としヘキサンでアミン類を再抽出し， を濃縮乾回すると， 1-ドデセンや 1-テトラデセンが揮

FID-GCの昇温分析を行うと， BDMAと ADMAの 散するので，あらかじめ Bz層に n-ノナンを添加し，残

ピークから BCを同定することができる.この方法を 液が 1-2 mlになるまで減圧下濃縮を行った.Fig.4に

市販の消毒綿に適用したところ， Fig.3iこ示すように主 本定量法で測定した消毒綿と lbのガスクロマトグラ

として C12，C14の同族休を含有していることがわかっ ムを示す.FID-GCの恒温分析では，特に 1ーオレフィ

た.なお，長鎖アルキル第四アンモニウム塩の同定法に ンのピークに妨害するものは認められない.また，検量
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トクレーブ中1200

，30分間高圧蒸気滅菌した i令後， r実
験の部Jに従って GC分析したところ， Table 2に示す
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線はたて軸にピーク高，よこ軸に濃度をとってプロット

すると， Fig.5に示すように， 1a一1cは 100-800ppm

の濃縮範囲で原点を通る直線が得られた.このときのカ

ラム温度は， 1オレフィンの tR が約 5min ぐらいに

なるように， 1aは1300

，1bは1500，1cは170。に設定し

て測定した.

5.添加回収実験 本定量i去の実試料への適用性を調

べるため，回収実験を行った.すなわち，清浄綿の製造

承認例9)に準じて50mlのビーカーに日本薬局方脱脂綿

l.nをとり， 1aおよび 1bの0.5，1.0， 2.0mgをそれ

ぞれ0.02%水溶液として加え，さらに加水して全量10ml

として吸収させた.これをアルミホイルでおおい，オー

衛庁、東

C16 

Table 1. Yield Rate and Reproducibility of l-Olefin 

and Amines Formed from Benzalkonium 

Chloride 1b (400 ppm) 

ADMN' 

1・tetradeceneC.v. 

ハ則一

3

4
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v Typical Gas Chromatogram of l-Olefins 

from the Skin Disinfection Cotton 
Fig.4. 

Taken as the average of 3 replicate analyses. 1) 

Column temp.: 150
0

， Range : 102 X16 

1b 

1c 
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Concentration (ppm) 

。
Gas Chromatogram of Benzyldimethylamine 
(BDMA) and Alkyldimethylamine (ADMA) 

1 : BDMA， 2 : dodecyldimethylamine， 
3 : tetradecyldimethylamine 
GC conditions were the same as those of pro-
grammed temperature analysis in Chart 2 . 

20 min 10 。
Fig.3. 

Calibration Curves for Benzalkonium 
Chlorides 

Column temp.: 1a， 1300

; lb， 150
0

; lc， 170
0

， 
Range : 102 X16 

Fig.5. 
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sample (the whole substance in a package of 

sanitary cottons and wet tissues) 

refluxed with 100ml of EtOH for 30 min. 

filtrated and evapd. 

residue 

Bz 25ml 

tert-BuOK 100mg 

refluxed for 30 min. 

reaction mixture 

washed the Bz soln. with 20 ml of 5 % HCl 

twice， and then 20ml of 10% NaCl 

Bz layer HCl aq. lay巴r

added 1 ml ofη-nonane and evapd. 

to 1-2ml of residual soln. 

made up to 5ml with hexane 

FID-GC， isothermal analysis 

changed into alkalinity with 20% NaOH 

shaked with 5 ml of hexane 

hexane layer 

evapd. to 0.5-1 m l of residual soln. 

FID-GC， programmed temperature analysis 

GC conditions: 5 % SEすO/chromosorbWAW-DMCS (80-100 mesh)， 3mmφx 2m 

Injection and detection temp.， 250.; Carrier gas， N 240 ml/min.; Sample size， 

5μ1; Range， 102 x 16; Column temp. for isothermal GC analysis : C12， 130.; 

C14， 150.; C16， 170.; Chart speed， 5 mm/min，; Column temp. for programmed 

temperature GC analysis : 120.ー→270.;Program rate， 6. /min.; Chart speed， 

2.5mm/min. 

Chart 2. Analytical Method of Benzalkonium Chloride 

ように回収率は96.2-101.6%，C.V. 3 %以下であった 11種は塩の構成陰イオンが不明であるが， BCとして測

従って， BCは精度よく定量できることがわかった. 定を行った.その結果を Table3に示す.市販製品に含

6.市販製品中の BC含有量本定量法を用いて清浄 有していた BCの同族体は， C12， C14， C'6のアルキル

綿1種，消毒綿1種の BCを測定し，また，ぬれティッシュ ベンジルジメチル第四アンモニウム塩が主体であり，そ
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れらの分布は C'2のものが58.8-63.0%，C'4が

27.5-36.8%， C6が4.4-12.7%であった.この値は中

村ら4)が HPLCで分析した BCの分布とほぼ一致する

ものである.清浄綿の BCは，医薬部外品の製造基準2)

によって0.01%以下の濃度で配合されるが， Table 3に

示すように 1包当りの含有量は， 0.83-0.89mgで横田

ら5)がすでに HPLCで、行った測定結果 (0.80-0.86mg/

l包)とよく一致した.また，消毒綿に関しては，同一

ロットの製品を 5検体測定し，実試料における分析精度

を調べた.その結果， 1包当りの含有量は，平均4.84mg，

Table 2. Recovery of Benzalkonium Chloride from 

Absorbent Cotton 

Sample Couonmd p-

Absor- la 
bent 
c6ftonl) 

Ib 

Added 

(mg) 

0.5 

1.0 

2.0 

0.5 

1.0 

2.0 

Ave. reco-
ve(r%y() n=3) 

99.9 

97.1 

101. 6 

96.2 

98.9 

100.4 

C.V. 

(%) 

1.7 

2.9 

2.1 

2.2 

1.7 

2.6 

1) Benzalkonium chloride in 10 ml of H，O were added to 
absorbent cotton (1. 7g)， and then tr巴atedby autoclave 
at 120' for 30 min. 

C.V.4.1%で若干のバラツキが認められたが， C 12' C'4' 

C'6の BC分布量の C.V.は，それぞれ0.6，1.0， 1.8% 

と変動がきわめて少なし 1包当りの含有量のバラツキ

は，同一ロット内に含有される内容量のちがいに基づく

ものであり，定量法自体の精度はよいものと考えられる.

つぎに，ぬれティッシュについては，いわゆる一般消費

者が生活に供する家庭用品であり，多種多様のものが市

販されているが，現在， BCに関する基準はない.今回，

11種の製品について調査したところ， 3種より BCが検

出された.いずれも清浄綿より含有量が高く，製品Aは

清浄綿の 7倍 Bは11倍， Cは，内容物が約 9gとほぼ

同じ試料量にもかかわらず， 35倍にも達している.これ

らは食事前後のおしぼりとして手足の汚れやおむつの交

換時の肌の清浄，化粧落とし等の用途に使われている.

従って， BC含有のぬれティッシュが現に衛生上の用に

供されるものであるかぎり，清浄綿と同様に使用基準等

何らかの規制!を設ける必要があると考える.

結論

BCは Bz中 ter十BuOKと加熱還流するとき 1

ーオレフィン，ベンジルジメチルアミンおよびアルキルジ

メチルアミンを与え，その生成比率は再現性がよく， 1 

-オレフィンを GC分析することにより BCを精度よ

く定量することができた.また，べンジルジメチルアミ

ンおよびアルキルジメチルアミンは， BCの同定に役立

Table 3. Analytical Results of Commercial Sanitary Cottons and Wet Tissues Contained 

Benzalkonium Chloride 

Net Content Homologous distribution 

Sample we(igg) ht 
(mg/ package) (%) 

C12 C14 C'6 Total C12 C'4 C'6 

Skin cleansing cotton 9.96 0.47 0.27 0.09 0.83 56.7 32.5 10.8 
9.65 0.49 0.26 0.08 0.83 59.0 31. 8 9.7 
9.68 0.51 0.29 0.09 0.89 57.5 32.7 10.1 

Skin disinfection cotton 6.83 2.85 1. 75 0.22 4.82 59.1 36.3 4'.6 
6.65 2.76 1. 66 0.21 4.63 59.6 35.8 4.6 
6.70 2.83 1. 77 0.21 4.82 58.8 36.8 4.4 
7.18 3.07 1.86 0.23 5.17 59.5 36.1 4.5 
7.13 2.83 1.72 0.21 4.76 59.5 36.1 4.5 

Ave. 2.87 1. 75 0.22 4.84 59.3 36.3 4.5 
c.v. 3.8 4.0 4.5 4.1 0.6 1.0 1.8 

Wet tissue A 14.67 3.67 1.72 4.40 5.82 63.0 29.5 7.5 
B 2.32') 5.41 2.49 1.15 9.06 59.8 27.5 12.7 
C 9.05 17.71 8.75 2.64 29.10 60.9 30.1 9.1 

10% benzalkonium chloride 6.022
) 3.642

) l. 072
) 10. 762

) 56.3 33.8 9.9 
soln. for disinfection 

1) A sheet of wet tissue. 
2) Expressed as per cent of benzalkonium chloride content. 
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ち，定性分析として有効で、あった.本定量法をj青j争綿，

消毒綿およびぬれティッシュの分析に適用したところ，

BC含有量は，それぞれ 1包当り 0.&3-0.89mg，4.63 

-5.17mg， 5.82-29.1mgであり，その同族体の分

布は， C'2が58.8-63.0%，C'4が27.5-36.8%，C'6が

4.4-12.7%であった.本法は緩和な条件で BCを分解

することができ，簡便で、実用的な定量法である.
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家庭用品の衛生化学的研究(第16報)

市販衣料品中の抗菌防臭加工剤・イルガサン DP-300

およびチアベンダゾールの溶出試験について

雨宮 帯主*，酒井正美ヘ池田一夫ヘ森

鈴木助治へ渡辺四男也*

謙一郎*，

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XVI) 

Dissolution Test of Irgasan DP-300 and Thiabendazole Used as 

Sanitary Finishing Agent in Commercial Textile Products 

TAKASHI AMEMIYA*， MASAMI SAKAIヘ KAZUOIKEDAヘ KENICHIROMORIヘ

SUKE]I SUZUKI*and YOHYA WATANABE 

Under the condition of extraction at 400C for 60 minutes， dissolution test of Irgasan DP-300 and 

thiabendazole， used as an antimicrobial agent and sanitary finishing agent， was performed on commer-

cial textile products and cotton fabrics experimentally treated with them in the laboratory. 

Irgasan DP-300 and thiabendazole were simultaneously determined by high performance liguid 

chromatography on an octadecyl bonding silica gel column (Finepak SIL C18) with ultraviolet detec-

tion. The amout of Irgasan DP-300 dissolved in acidic artificial perspiration (pH 4.5) ， water (pH 6.6) 

and alkaline artificial perspiration (pH 8.9) increased in the order of the alkalinity of the dissolution 

solution， and varied with the kinds of fabrics. 

Keywords: Irgasan DP-300， thiabendazole， sanitary finishing agent， high performance liquid chromato-

graphy， textile product， dissolution test， artificial perspiration 

緒言

従来，抗菌性の強さから有機水銀化合物，有機スズ化

合物が繊維製品の衛生加工剤として広〈用いられてき

た.しかし，その毒性から昭和48年「有害物質を含有す

る家庭用品の規制に関する法律」によって有機水銀化合

物，有機スズ化合物のうちトリフェニルスズおよびトリ

ブチルスズ化合物の使用が禁止された1) 昭和56年に抗

菌「防臭加工を施じたくつ下が発売されて以来，現在で

は下着，スポーツウエア，寝衣，‘寝具等の繊維製品にも

抗菌・防臭加工が施されている 2) これらの加工剤として

主にイルカ、サン DP-300(DP-300)，チアベンダゾール

(TBZ)および有機シリコーン系第四アンモニウム塩が

用いられている明.著者らは，すでに昭和59年度におい

て高速液体クロマトグラフィー (HPLC)による DP

-300および TBZの定量法を設定し，本定量法を用い

て下着，くつ下等の市販繊維製品の調査を行い， DP-300 

と TBZの含有量を報告した3) これらの加工剤は，水に

対する親和性を有することから，このような衣料品を着

用したとき，当然，汗などによって体表面への移行が考

えられるが，水や人工汗に対する溶出試験の報告例はみ

られず，量的にどの程度移行するものかわかっていない.

人体汗は発汗時と発汗後では pHに変化が認められて

おりへ DP-300と TBZの化学的性質を考えると，特

に日本工業規格で規定されているアルカリ性人工汗液に

対する溶出性に興味がもたれる.

そこで今回は，前述の調査3)において用いた市販繊維

製品について，水，酸性人工汗液およびアルカリ性人工

汗液に対する DP-300および TBZの溶出量を把握

市東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究料 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

• The Tokyo Metroporitan Research Laboratory of Public Health 

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



124 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

する目的で本調査を行い，若干の知見が得られたので報

告する.

実験方法

1.試薬 DP-300標準溶液:bp-300 (チノ〈か、イ

ギ一社製)100mgを精秤し， メタノール (MeOH)に溶

かして全量100mlとする.TBZ標準溶液:TBZ(東京化

成工業製)100mgを精秤し， MeOHに溶かして全量100

mlとする.これらの溶液を MeOHで希釈して100ppm

溶液を調製し，標準溶液として用いる.人工汗液 日本

工業規格(JIS-L -0848 ;汗に対する染色堅ろう度試験

方法のBおよびC法)に従って酸性人工汗液およびアル

カリ性人工汗液を調製する 酸性人工汗液:塩化ナトリ

ウム10g，乳酸 1g， リン固まニナトリウム (12水化物)2.5 

gを水に溶かして全量 1lとする (pH4.5).アルカリ性

人工汗液:塩化ナトリウム10g，炭酸アンモニウム 4g， 

リン酸ニナトリウム(127)<.化物) 2.5gを水に溶かして全量

1 lとする (pH8.9). その他の試薬は全て和光純薬工業

製試薬特級を用いた.

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様

SPD-1， GC-MS:島津製作所製 LKB-9000.

3.試料 昭和58年11月に都内において， r抗菌・防臭

加工」あるいは「衛生加工」の表示のある繊維製品を購

入し，それぞれから約50gをとり， 5 mm2以下に細切し，

十分に混ぜ合せて試料とした.また試料は，ポリエチレ

ン製の袋に入れ，デシケーター中に保存して用いた.

4. DP-300および TBZ含浸加工布の調製 DP

300 80mg， 300mg， TBZ 80mgを各々 MeOH500ml 

に溶かしてそれぞれを 22X6 x21cmの薄層クロマト

グラフィー用のガラス製容器に移す.つぎに DP-300，

TBZとも検出されないことを HPLCで確認した布

(サラシ生地)約 60gをか、ラス製容器に静かに浸せきし，

フタをして一夜放置する.ピンセットを用いて布を取り

出し， MeOHをよく絞って風乾する.これを DP-300

および TBZ含浸加工布とする.含有量は， DP-300が

380ppmおよび、1500ppm，TBZが 280ppmであった.

5.試験溶液の調製 試料1.0gを200ml共栓試験管に

とり， 7.1<，酸性人工汗液およびアルカリ性人工汗液50ml

を別々に加える.つぎに40。の恒温水槽中で60分間放置

し，カ*ラスろ過器 (3G2)を用いて温時ろ過する.ろ液は

100ml分液ロートに移して室温になるまで放置する.こ

の液に塩化ナトリウム 7gを加えて溶かし，ジクロロメ

タン10mlを加えて 5分間しんとうする. 2層に分離後，

下層のジクロロメタン層を100mlナス型フラスコに分

取する.さらにジクロロメタン10mlを加え， 5分間しん

とうして同様に操作し，分取したジクロロメタン層を先

液に合わす.これをロータリーエパポレーターを用いて

ジクロロメタンを留去し，残留物に MeOHを加えて

HPLC分析用の試験溶液とする.

6. HPLCによる定量分析 DP-300標準溶液およ

びTBZ標準溶液を MeOHで希釈して DP-300・5，

10， 20， 40， 60， 80， 100ppm， TBZ : 0.5， 1， 2， 4， 

6， 8， 10ppmの標準系列を作成し， HPLC分析条件に

従って操作して検量線を作成する.また，試験溶液につ

いても同様に操作し，ピーク高から試験溶液中の DP

300および TBZの濃度を求める.

HPLC分析条件カラム:Finepak SIL C 18 (10 

μm，内径4.6mm x 250mm)，移動相:0.05M炭酸アン

モニウムーメタノール(25:75)，流速:1.0ml/min，検

出器:282nm，試料注入量:5μJ 

7. GC-MSによる DP-300の確認試料1.0gを

とり，前報3)に従って MeOH抽出液を得る.これを約40。

で MeOHを減圧下留去して酢酸エチル 3mlを加えて

内容物を溶かし，ジアゾメタン・エーテル溶液で、メチル

化する.反応後，溶媒を留去し，ヘキサン 1mlを加えて

GC-MS測定用試験溶液とする.

GC-MS 測定条件カラム充填斉IJ: 2 % Silicone 

OV -1， Chromosorb W A W DMCS 80-100 mesh， 

カラム:力、ラス製 3mmφX1000mm，カラム温度:

220'，注入口温度:250'，キャリアカ、、ス:He 30ml/min， 

マススペクトルより m/z 302(M)+， 252 (M-50)で DP

-300メチル化体を確認する.

結果および考察

1. DP-300および TBZ含浸加工布について 市

販品中の DP-300，TBZの水，酸性人工汗液およびア

ルカリ性人工汗液に対する溶出量を測定し，その多少を

比較検討するため，まず，加工布を調製して溶出条件の

検討を行った.加工布は，実験方法の DP-300および

TBZ加工布の調製に従った.これについては，前報3)の

試験溶液調製の項に述べた方法を用いて試験溶液を得，

HPLC分析条件に従って操作して DP-300および

TBZの量を求めた.その結果を Table1に示す.すな

わち布60gに DP-30080mgを含浸させた布を 5回く

り返し測定したときの平均値は380ppmであり，その時

の変動係数 (C.v.)は5.1%であった.つぎに DP-300

を 300mg含浸させたものは，平均値 1500ppm，変動係

数7.8%であった.さらに TBZは80mgを布に含浸させ
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Table 1. Dp.300 and TBZ Content in Their Pro-

cessed Cotton Fabrics 

Content in 
processed 
fabrics1l 

(ppm) 

1500 

380 

290 

Added 
(mg) 

Sample 
weight 
(g) 

300 

80 

80 

A
U
A
U
A
U
 

C
O
P
O
P
O
 

Compound 

DP-300 

TBZ 

たもので，平均値290ppm，変動係数2.0%であった.

2.溶出液からの DP-300および TBZの抽出法に

ついて 試験溶液調製後，直接 HPLCに注入したとこ

ろ，溶出量が少なく測定困難な試料がみられたため，溶

媒抽出を行うこととした.まず，溶媒として酢酸エチル

およびベンゼンについて試みたが，強固なエマルジョン

を形成する場合がみられ実用的で、なかった.つぎに，ジ

クロロメタン， クロロホルムについて検討を行ったとこ

ろ， クロロホルムよりジクロロメタンの方が分離が良好

であったので抽出溶媒としてジクロロメタンを採用し

た.しかし，一部の試料にエマルジョン形成がみられた

ため，水層に塩化ナトリウムを加えることとした.まず，

塩化ナトリウムを 1， 2， 3， 4， 5， 6， 7 gと増量

させ，ジクロロメタン10mlを加えて 5分間しんとうし

た.まず， 5 gまでは，いずれの試料においても分離不

能か分離不十分であった.さらに 6，7 gでは分離が良

好であったので，塩化ナトリウムの量を 7gとした.つ

ぎに，ジクロロメタン量および抽出回数について検討を

行った.すなわち， DP-300， TBZを含有しない布の水，

酸性人工汗液，アルカリ性人工汗液の各溶出液50mltこ

DP-300および TBZ各1000μgを添加し，塩化ナトリ

ウム 7gを力日えて1容かし， ジクロロメタン10mlを力日え

て試験溶液調製， HPLC分析条件に従って操作したとこ

ろ， 1回の抽出では DP-300が90%，TBZが87%抽出

できた.さらにジクロロメタン10mlを加え，同様に操作

したところ，両者ともほぼ定量的に抽出された.以上の

検討結果から，添加する塩化ナトリウムの量を 7g，ジク

ロロメタンは10mlずつ 2回抽出することとした.

3.溶出条件の検討

3 -1.溶出温度の影響について 一般に温度が上昇

すると溶解度も上昇するため，温度差による DP-300，

TBZの溶出量の変動について検討を行った.まず， DP 

-300加工布および TBZ加工布1.0gにそれぞれ水，酸

性人工汗液，アルカリ性人工汗液50mlを加え，250

(室

Taken as average in quintuplicate analysis. 

温)， 400， 60。で 1時開放置後，これらを試験溶液調製お

よび HPLC分析条件に従って操作した.Fig. 1 tこ測定

結果を示す.結果はi容出液50ml中の量(μg)であり， Fig. 

1に示すように DP-300加工布 (1500ppm)において，

酸性人工汗液洛出では250，400μg， 400， 430μg， 600， 450 

μgであり，温度による溶出量の差は認められなかった.

また，水溶出では， 250

， 400， 600

における溶出量はそれぞ

れ550μg，670μg， 690μgと多少変動が生じたが， 400

およ

び600

では差が認められなかった.つぎにアルカリ性人工

汗液溶出は，酸性人工汗液および水浴出に比して溶出量

は多いカヘ 200

，1270μg， 400

， 1260μg， 600， 1290μgとほ

とんど差は認められなかった.さらに別の DP-300加

工布 (380ppm)については， DP-300加工布 (1500ppm)

の場合と同様の溶出傾向を示し，やはり，アルカリ性人

工汗液での溶出が最も高い値を与え， 250， 340μg， 400， 
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クから確認を行っている. Table 2に示すように， くつ

下Fは TBZを含有しているが，水(pH6.6)，酸性人工

汗液 (pH4.5)，アルカリ性人工汗液 (pH8.9)における

溶出量は， i答出液50ml中の μgてや示すと26，3幻2，4刊9μgてでで、や、

Fの 1g中の含有量3お85μgに対する i溶容出量の割合をi溶容

出率とすると 7， 8， 13%に相当し，液性のちがいに基

づく大きな差は認められなかった.これに対して DP

-300の溶出傾向は， Table2に示すように試料A-Eの

いずれの場合も特徴的に酸性人工汗液く水〈アルカリ性

人工汗液の順に大きくなっており，液性によって溶出量
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Fig.2. 

330μg， 600， 330μgとほぼ一定であり，温度による影響

は認められなかった.また，水および酸性人工汗液溶出

においても温度による溶出量の差は認められなかった.

TBZ加工布 (290ppm)についても， Fig.1に示すよう

にいずれの溶出液においても温度による溶出量の差は認

められず，ほほ、一定であった.以上の検討結果から，人

体の体温に最も近似していることも考慮に入れ， i容出温

度を40。とした.

3-2 溶出時間の影響について 溶出温度を400と

した時の DP-300加工布 (1500および380ppm)，TBZ 

加工布 (290ppm)の水，酸性人工汗液，アルカリ性人工

汗液に対する洛出時聞の影響について検討を行った.す

なわち，試料1.0gをとり，水，酸性人工汗液およびアル

カリ性人工汗液50mlを別々に加え，溶出時間を20，40， 

60， 80， 100， 120， 240および360分と増加させ，試験溶

液調製， HPLC分析条件に従って操作して得られた結果

を Fig.2に示す. DP-300加工布(1500および380ppm)

においては，どの溶出液に浸せきしても，多少の差異は

あるものの60分で一定となった.さらに TBZ加工布に

ついては，どのJ容出液においても20分で一定となった.

以上の結果から実際試料の溶出時間を60分とした.

4. DP-300および TBZの溶出量について 下着，

シーツ，くつ下の 3種 6検体について400

，60分の条件下

で水，酸性人工汗液およびアルカリ性人工汗液 (50ml)

に対する溶出量 (μg)を測定した.その結果を Table2 

に示す.試料のうちわけは，下着 2 (アンダーシャ、ソ，

ズボン下，材質はともに綿100%，DP-300含有量 A，

560ppm， B， 600ppm)， くつ下 3 (綿一ナイロシ混紡，

綿100%のもの， DP-300含有量:D， 620ppm， E， 590 

ppm，綿ーナイロン混紡， TBZ含有量:F， 385ppm)， 

シーツ 1(ポリエステル65%一綿35%混紡， DP-300含有

量:C， 630ppm)であった.なお，これらの DP-300は

別にメチル化して GC-MSを測定し，分子イオンピー
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Analytical Results of Dissolution Test of Sanitary Finishing Agent in Commercial Fabrics 

Sample 

Content in 50ml of dissolution soln. (μg) 

Alkaline artificial 
perspiration 

333 

342 

81 

174 

196 

49 

Content 
in sample 
(ppm) 

Compound 

Table 2. 

Water 

123 

155 

21 

39 

50 

26 

Acidic artificial 
perspiration 
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に差が認められた.例えば，下着Aでは， i容出量の順に

比較すると 64，123， 333μgて"， Aの 1g中の含有量560

μgに対する溶出率は11，22， 60%であった.下着Bにつ

いても溶出率は11，26， 57%で同様の傾向を示した.こ

のようにアルカリ性人工汗液における溶出率の増大は，

DP-300がフェノール性化合物であり，その化学的性質

に起因してアルカリ性人工汗液によく移行するためと考

えられる.

ところで，前述の DP-300加工布においては，どのよ

うな溶出率を示すか調べてみると， Fig.1のデータから

1500ppm加工布の酸性人工汗液，水，アルカリ性人工汗

液に対する溶出率は，それぞれ30，47， 90%で，また， 380 

ppm加工布では43，53， 93%であり， A，Bと同様のj容出

傾向が認められるが，溶出率そのものはA，Bより大き

い.しかし， Table 2に示すように，シーツCの溶出量

は20，21， 81μgであり， 1 g中の含有量630μgと，下着

A， Bの場合よりも多いにもかかわらず，そのj容出率は

3， 3， 13%と明らかに低いものであった. くつ下Dお

よびEについても， DP-300の含有量が多いわりには，ア

ルカリ性人工汗液で28%(174μg)， 33% (196μg) と溶

出率がかなり低い.このような含有量と溶出量の差は，

製品の材質に対する DP-300の親和性に基づくものと

考えられる.例えば，前述の加工布や試料 A，Bは綿100%

の材質であり，これに対して溶出率の低いCはポリエス

テルを材質としている.Fig.3に示すように，水および、ア

ルカリ性人工汗液で同一試料に対してくりかえし溶出試

験を行った場合，検体AとCでは溶出の挙動がかなり異

なっている.特にアルカリ性人工汗液では，試料Aがj容

出回数を増すごとに溶出量が減少し， 560ppmの含有量

に対する溶出率で示すと43，26， 11， 5， 2 %で，総溶

出率は88%であった.しかし，試料Cは14，10， 8， 7， 

5%と減少傾向は少なく総溶出率は43%とAに比べて半

分である.このように検体の材質が DP-300の溶出に大

きく影響してくることがわかった.また，材質のみなら

ず， DP-300の展着方法によっても溶出がかわってくる

ものと思われる.

DP-300は素材の網状構造に対して空間的，立体的に

配置し，強固に組み込まれているといわれているが，今

回の溶出試験の結果，水のみならず，特にアルカリ性人

工汗液によって DP-300は比較的多しかっすみやかに

溶出してくることがわかった.従って，7)(に対する溶出

は，洗濯等によって脱落していくことを示しており，ま

た， DP-300を含有する衣料品を着用したとき，汗から皮

府への移行が十分考えられる.それがどの程度のものか，
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報年研衛京東

さらに調査が必要であると考える.

まとめ

DP-300および TBZの溶出条件について，それぞれ

の加工布を作成し，温度や溶出時聞の検討を行ったとこ

ろ， 400

， 60分の溶出が妥当な条件であった.この条件下

で DP-300加工布， TBZ加工布および市販衣料品の酸

性人工汗液 (pH4.5)，水 (pH6.6)，アルカリ性人工汗液

(pH8.9)に対する溶出試験を行った.DP-300の溶出傾

向は酸性人工汗液く水〈アルカリ性人工汗液の順で大き

くなり，特に材質が綿の場合は，その傾向が顕著であっ

た.TBZは DP-300ほど液性による溶出量の差は認め

られなかった.今回の溶出試験の結果から DP-300は汗

をかいして体表面への移行がありうると考えられる.

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井藤秀

雄氏ならひ、に大角悦子氏に深謝いたします.



128 Ann. Rψ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

文 献 成干し:東京衛研年報， 35， 133， 1984 

1 )家庭用品規制関係実務便覧 第一法規出版 4 )瀬口和義，萩野孝子:繊消誌， 19， 42， 1978 

2 )小若順一:技術と人間， ]un.， 96， 1983 5 )鈴木助治，酒井正美，森謙一郎，雨宮敬，風間

3 )雨宮敬，酒井正美，森謙一郎，鈴木助治，風間 成孔:東京衛研年報， 35， 138， 1984 



東京衛研年報 Ann.Rゅ• Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 129-131， 1985 

原酸既知濃度血清の作成と測定例

大石向江ヘ蓑輪佳子ペ仲川千種ぺ鈴木重任*

Estimation of Fixed Concentration of Uric Acid in Serum 

HISAE OISHI*， KEIKO MINOW AへCHIGUSANAKAGAWA* and SHIGETOH SUZUKIホ

Keywords 尿酸 uricacid，精度管理調査 controlsurvey 

緒言

都内の衛生検査所を対象とした精度管理調査はすでに

3回を終了したト3) 従来実施されている精度管理調査で

は，東京都での場合も含めて，生化学検査用の試料とし

て凍結乾燥血清を配布していた.しかし，凍結乾燥血清

はその製法，性状などにより溶解時に混濁を生じたり試

薬と適確に反応しないなどの欠点を持ち4-9)，精度管理調

査用の試*，.として必ずしも最良のものであるとは言い難

い.また，絶対値が不明で、あるため結呆の処理を推計学

的手法に頼らざるを得ない.東京都では毎回新しい企画

を盛り込んで、調査を実施しているが，特に第 3回調査で

は生化学検査において， 日常測定する検体により近い状

態での検討を行うために前固までの凍結乾燥血清試料に

加えて独自の試料を使用して結果を検討した.その試料

とは，新鮮なヒト血清から尿酸を一旦除去し，既知量の

尿酸を添加して作成した尿酸既知濃度血清のことであ

り，以下にその詳細を報告する.

材料および方法

実験1. 3名のボランティアより血液を集め，血清を分

離してプールした.松本らの方法10)により，この血清から

尿酸を除去し，尿酸値がO.OOmg/dlであることを目立

705型自動分析装置にて確認した.本血清に6.1mg/dlの

尿酸(シク心マ社製，純度99.0%) を添加した. この血清

における尿酸の回収率を上記の自動分析装置により求め

た.

実験 2.実験1.で作成した血清を 8種の用手法試薬を

用いて反復測定し，変動係数を求めて再現性を比較した.

また，実験1.で作成した血清を昭和59年度東京都衛

生検査所精度管理調査においてブラインド試料として各

検査所に配布し，各施設での再現性を比較した.尚，前

回調査時の成績不良施設に対してはブラインド試料を 2

回投入した.同時に配布した凍結乾燥血清の尿酸の測定

結果と尿酸既知濃度血清の尿酸値の測定結果およぴ当研

究室での結果を比較し今回配布した尿酸既知濃度血清

が精度管理調査に適するものであるかどうかを検討し

た.

結果および考察

結果1.自動分析装置による測定の結果，6.1mg/dlの尿

酸を添加した後の血清の尿酸値は6.11:t0.0839mg/dl 

(変動係数1.37%，N =25)であり，回収率100.2%との

結果を得た.

結果 2. 当研究室で用手法キットにより尿酸値を測定し

た結果を表 1に示す.このうち試薬AとBの測定法は“ 1)

ンタングス.テン酸ナトリウム法・除蛋白する方法"であ

り，試薬A'から Fまでの測定は“ウリカーゼ・ペルオキ

シダーゼ法"で行うものである.この結果をみるとウリ

カーゼ・ペルオキシダーセ。法でのD社による測定値が高

いが，同一メーカーの製造番号の異なる試薬で反復測定

した場合および凍結乾燥血清を測定した場合にも尿酸の

測定値は高くなり，このメーカーのキットで尿酸を測定

する際に注意を要することがわかった.他には試薬A"に

よる測定値が若干高めだった以外はほぼ満足で、きる結果

を得た.

都内の衛生検査所に対して行った精度管理調査での尿

酸の測定結果を表 2に示す.測定結果をヒストグラムに

したものを図 1に示す.これをみると 6.1mg/dlに近い

測定値を報告している施設が多いことがわかる.また，

土 2SDを超える値の報告は 1例あった.各検査所のうち，

用手法で測定していてブラインド調査を実施することが

できたのは 5施設であったが，そのうち本実験で測定す

本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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjukuku， Tokyo， 160Japan 
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表l.尿酸既知濃度血清の反復測定例

方 法 平均{直士SD 変動係数

(mg/dl) (%) 

リンタングステン酸

ナトリウム法

(除蛋白する法)

メーカ-A 6.33:t0.125" 3.4 
B 6.32:t 0 . 175b 2.8 

ウリカーセ守.

ペルオキシターセゃ法

メーカ-A' 6.04士0.232C 3.9 
A" 6.48:t0.3W 4.9 

C 6. 03:t0 .125d 2.1 
D 7.36:t0.400C 5.4 
E 5. 96:t0. 0902d 1.5 
F 6.21:t O. 240c 3.9 

(注)A，A'， A"は同ーメーカーキットで試薬の組成が異な

る。

a:N=5， b:N=6， C:N=9，d:N=10 

表 2. 第 3回東京都衛生検査所精度管理調査における尿

酸の測定結果

iRリ 定 法 施設数 平均値:tSD 変動係数

(mg/dl) (%) 

リンタングステン l 6.10 
酸法(除蛋白する

法)

リンタングステン 2 6. 20:t 0.00 0.0 
酸法(除蛋白しな

い法)

ウリカーセ守・カタ 1 6.60 
ラーセ守法

ウリカーゼ・ペル 42 6.16:t0.310 5.0 
オキシダーセe法

-・..・"・・ーー・・ E・-------_・・・ーーー --・ー・・・--骨胃 --------------------司ーーーーーーー・-----
全 体 46 6.17:t0.304 4.9 

ることができたキットについてみると，メーカ-Bの試

薬による測定例は 1例あった.この測定値は6.1mg/dl

と報告されており，本実験でも変動係数が2.8%と，この

キットによる測定値は良好な再現性を示した.また，メー

カーEの試薬を用いた 1検査施設は6.9mg/dlを報告し

ており，またメーカー Fの試薬を用いた 1検査施設は6.6

mg/dlを報告している.これは本報告での測定値 (E:

5.96:t0.0902mg/dl， F: 6.21:t0.240mg/dl)や，添加

した6.1mg/dlという億よりもいずれも高い結果であ

る.当研究室では配布試料作成後22日目までのうち 7日

を随意に選んで自動分析装置を用いて尿酸値を追跡測定

した.それによると測定値はほとんど変動しない(レン

1 

1 

施
「一「一

設

数 r-

下1
-30 。 一全企

図1.尿酸既知濃度血清の真値 (6.1mg/dl)
に対する相対誤差(A)

一測定値-6.1A(%)一一一一一一一一ーX1006.1 

(悼}

ジ:6.00-6.20mg/dl)ことが確認されており，今回 2施

設から報告された結果はいずれも高目であって，その測

定手段などについて検討する必要があると思われる.

検査所での測定結果を集計すると6.17:t0.0304mg/dl

(変動係数4.9%)であり，当研究室での自動分析装置に

よる結果は6.11:t0.0839mg/dl(変動係数1.4%)であっ

た.検査所での結果は測定手段や使用試薬の異なるもの

をすべてまとめて集計しであるが，当研究室での結果と

比較すると変動係数が大きしノ〈ラつきがより大きいこ

とカサつかった.

今回は従来どおり凍結乾燥血清も試料として配布した

のであるが，今回の調査における凍結乾燥血清 4種類の

尿酸の測定値の変動係数は5.2%，7.5%， 7.6%および

6.4%であった.これらはいずれも既知濃度血清の尿酸測

定値の変動係数0.0839%より大きかった.これは従来よ

く言われていたような凍結乾燥血清の持つ欠点が多少な

りとも除外できたことによるものであると考えられる.

よって，試料としては日常の検査検体により近い性状の

ものを提供すべきであると考える.次回からは尿酸濃度

の異なる血清を数種類用意してその相関をみることも検

討したい.更に他の項目でもこのような試料を作成する

ことを検討していきたい.

要約

新鮮なヒト血清から尿酸を除去し，既知量の尿酸(6.1

mg/dl)を添加して尿酸既知濃度血清を作成した.当研究

室での測定結果は6.11士O.0839mg/dl (変動係数1.37%，
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N=25)で，回!I又率は100.2%であった.異なる 8種のキッ

トでこの血清を反復測定したところ， 1種のキットが常

に高値を示す傾向を持ち，このキットは凍結乾燥血清に

対しでも同じ傾向を示すことがわかった.

この尿酸既知濃度血清を昭和59年度東京都衛生検査所

精度管理調査にて試料として配布し，測定値を集計した

ところ，6.17:t0.304mg/dl(変動係数4.9%，N=46)と

いう，現状ではほぼ満足で、きる結果を得た.

昭和59年度東京都衛生検査所精度管理調査で配布した

4種類の凍結乾燥血清の尿酸測定値の変動係数は5.2%，

.7.5%，7.6%および6.4%であり，既知濃度血清における

尿酸の測定値の変動係数は1.37%であった.これにより，

精度管理調査には日常の検査検体と同じ性状をもっ試料

を使用する方がよりよい精度を得ることができると考え

られる.
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同一試料による精度管理調査結果(生化学検査)

の経年変化について
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Interlaboratory Quality Control by Same Lot of Control 

Material for Three Years 
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経年変化 yearto year precision 

緒 言 した.検査報告書は協力医療機関を経て回収した.調査

最近の臨床検査の施設問精度管理調査は，参加施設数 項目は，カルシウム (Ca)，ナトリウム (Na)，カリウム

1万以上の世界的規模で行われているものから，自主研 (K)， クロール (Cl)， 尿素窒素 (BUN)，尿酸 (UA)，

究会内で数施設の参加てー行われている小規模なものまで クレアチニン (CRE)の 7項目を実施した.同一ロット

多種多様に実施されている.東京都では臨検法改正を機 の試料を用いた調査は，昭和57年度がブラインド方式の

会に，都内衛生検査所を対象とする精度管理調査を昭和 み2回(29施設)，昭和58年度でオープン方式を 1回(48施

57年度から開始し，昭和59年度まで年 1回の割合で 3回 設)，ブラインド方式を 2回 (38施設)，昭和59年度で両

実施された吋). 方式とも 2回ずつ(オープン53施設，ブラインド38施設)

都の精度管理調査の特徴の1つとして，オープン方式 行うことができた.なお，昭和59年度のブラインド調査

とブラインド方式の 2方式をとり，それぞれの方式で同 は9施設について特別に協力医療機関を 2ケ所配置する

ーロットの試料を複数用いたことがあげられる.そのう 措置がとられた.

ち，生化学検査において 3年間にわたり同一ロットの試 3.解析方法 結果は測定方法，試薬メーカー名，標準

料を用いて調査を行った.この結果をもとに 3年間にわ 物質の種類，外注の有無，使用機器に分類して平均値，

たる施設聞の検査精度の変化をとらえることができたの 標準偏差，変動係数を求めた.平均値の差の検定は， Stu-

で報告する.

方 法

1.試料 オープン方式では異常値レベルの市販凍結乾

燥血清を用いた.ブラインド方式では，オープン方式と

同一ロットの凍結乾燥血清を滅菌再留水で無菌的に溶解

し滅菌済の容器に分注したものを用いた.

2.調査方法 オープン方式とブラインド方式を併用し

た.オープン方式では，検査施設に直接試料を配布し，

試料のjplJ定値及び測定方法，試薬メーカー名，標準物質の

種類，外注の有無，使用機器名を回答してもらった.ブ

ラインド方式では，配布前日に作成した試料を協力医療

機関に送付し，数日の間隔をあけて同一試料を 2回に分

けて一般検体と区別できないようにして検査施設に投入

dentの t-testにより行った.また，都調査試料と同一

ロットの試料を用いた大規模な精度管理調査が行われた

ので，この調査結果における 3SDオーバーのデータを

除去した集団の平均値，標準偏差，変動係数を標準参考

値として都調査の結果と比較検討した.

結果及び考察

7項目におけるオーフ。ン，ブラインド方式別に分けた

平均値，標準偏差の 3年聞の変化を図 1に，変動係数の

変化を図 2に示した.図中に参考として標準参考値をA，

Tonksの許容誤差範囲4)をBで表した.

カルシウムにおいて， 3年聞の調査全般にわたり平均

値lこ変化はなし標準参考値との差はみられなかった.

オープン方式での平均値よりブラインド方式での平均値

市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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160， ]apan 
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が0.2mg/dl高かったが有意差は認められなかった.変

動係数については，昭和57年度のブラインド方式で

20.2%と大変バラツキが大きかったが年々減少し，昭和

59年度では11.7%で昭和57年度の半分近い値になった.

また，オープン方式の場合でも変動係数が小さくなる傾

向であった.ブラインド方式における変動係数はオープ

ン方式における変動係数と比較して，各年度とも常に高

いのも特徴である. 3年間におけるオープン，ブライン

ド両方式の変動係数は標準参考値及び Tonksの許容誤

差範囲の値の約 2倍であり，都調査におけるカルシウム

の精密度はよくないといえる.変動係数が大きくなる理

由として，昭和57年度のブラインド方式での測定値を例

にとると，最大値が10.8mg/dl，最小値が4.6mg/dlで，

最大値が最小値の 2倍と大きく解離したためである.標

準参考値における玄 ::!:3SDの範囲外のデータ数は昭和

57年度のブラインド方式で15個と全体の26%も占めたこ

とも変動係数を大きくした原因であった.検体取違え，

単位及び計算まちがえ，カやラス器具等の汚染，オープン

試料での溶解方法なとcが多かったことがデータが大きく

パラついた要因として考えられる.特にカルシウムの場

合，用手法で測定した施設の割合が約40%で他の項目の

用手法の占める率が約20%以下であることと比較して高

いことからもこのようなミスが多くなる可能性が高いと

思われる.

ナトリウムでは，オープン方式での平均値に変化がな

かった.それに対し，ブラインド方式での平均値の変化

は，昭和57年度で.119.9mEq/ lと標準参考値の116.0

mEq/lと比べ 4mEq/ lも高かったが年々下がり，昭和

59年度では標準参考値及び59年度のオープン方式での平

均値に近づいた.変動係数は，オープン，ブラインド両

方式とも年々減少し，昭和59年度では両方式において標

準参考値と同じ値になった.昭和57，58年度でのブライ

ンド方式における最大値はそれぞれ144mEq/l， 145 

mEq/lというように異常低値の試料にもかかわらず正

常値の報告をした施設が存在した.しかし昭和59年度に

おいては正常値の報告及び標準参考値における又 ::!:3SD

の範囲外のデータの報告はなくなった.このようなこと

がブラインド方式における経年変化をおこす要因であ

る. iO1J定法別に集計したところ，平均値の比較で昭和57

年度のブラインド方式と昭和58年度のオープン方式の場

合は炎光光度法が高目に，昭和58年度のブラインド方式

と昭和59年度のオープン及びブラインド方式ではイオン

選択電極法が高目に出て，方法による差は明らかではな

かった.一方，方法別の標準参考値ではイオン選択電極

表 1 ナトリウム・炎光光度法(内部標準法)

における機器別集計

H社炎光光度計 その他の炎光光度計

N Me酒n:tSD' N Mean:tSD本

57年度 ブラインド

58年度 オープン 19 

58年度 ブラインド 15 

59年度 オープン 19 

59年度 ブラインド 17 

* : mEq/ 1 

* * : p<O.05 

114.8:t1.8 17 121.8:t8.3 

114.3土2.2" 18 116.2:t1.9 

116.7:t4.5 15 1l7.3:t4.4 

113.0:t2.0" 20 116.0士1.9
113.8:t2.4" 19 115.6:t1.8 

法の方が炎光光度法と比べ平均値で1.3mEq/l高〈測定

され，平均値の差も有意であった.都調査の3年間にわた

り炎光光度法(内部標準法)を採用した施設が80%を占め

た.その中で使用機器別に集計してみると， H社製の炎

光光度計を使用した施設は，昭和57年度で全体の 1/4，

昭和58，59年度で全体の約 1/2を占めた.その集団の平

均値は他社の炎光光度計を使用した施設での平均値より

低かった(表 1).ただし，昭和57，58年度のブラインド

方式においてはバラツキが大きかったので有意差は認め

られなかった.昭和58，59年度のオープン方式及び昭和

59年度のブラインド方式での全体の平均値は全体の標準

参考値における平均値と比べて有意に低しさらに炎光

光度法における平均値も比較すると都調査の方が有意に

低かった.都調査における平均値が低かったのは，低自

に測定される方法及び機器が原因であることと考えられ

る.

尿素窒素の変動係数の推移は，オープン方式では変化

なしブラインド方式では昭和58年度で前年より 2%上

昇したが昭和59年度でもとにもどっている.これらの値

を標準参考値と比較すると， 2 -3%大きし都調査の

3年間における精密度はよくないと思われる.平均値に

関しては，オープン方式における平均値に変動も標準参

考値との偏りはない.それに対し，ブラインド方式にお

ける平均値は，昭和57，58年度で標準参考値より 1mg/ 

dl高目に偏り，明らかに差があることが認められた.昭

和59年度のブラインド方式では平均値が下がり，オープ

ン方式との差及び標準参考値との差はなくなった.昭和

57， 58年度のブラインド方式での測定値の分布は，他年

度と比べ標準参考値における支十3SDを越えた測定値

が多しかっ最頻値が高目に偏っていた.このようなこ

とが起こる原因はわからなかった.

尿酸の変動係数は年々減少する傾向にあり，昭和59年

度の時点でオープン，ブラインド両方式とも標準参考値



かもしれない.昭和57年度でカリウムのブラインド方式

の変動係数が他と比べて大変大きな値であった.このと

きの最大値は10.8mEq/l，最ノl、f直は3.2mEq/lで標準参

考値における平均値，標準偏差をもとにすると -24SD

から +44SDまで測定値の範囲があることになる.ここ

で用いた試料はカリウムに関し異常高値であるのに，正

常値の報告及びさらに異常に高い測定値の報告を出した

ことにもなる.カリウムで正常値の報告をした施設はナ

トリウムやカルシウムでも正常値又は正常値に近い測定

値を報告し，大きなミスを犯している.昭和59年度では

このような極端に間違った測定値を出した施設はなくな

り，この点では大きな改善をみたといえよう.

まとめ

精密度について:年々変動係数が減少しているが，カ

ルシウム，カリウム， クロール，尿素窒素においては昭

和59年度の時点でも標準参考値の値よりも高い.またカ

リウムを除く 6項目で Tonksの許容誤差範囲と比べ変

動係数は高い.全般的にオープン方式よりブラインド方

式の精密度が惑しブラインド調査の結果がふだんの検

査状況を反映すると仮定すれは¥更に精密度の向上がは

かれると思tつれる.

正確度について:標準参考値と比較した結果 3年間

にわたり偏りもなく経年変化もなかった項目 (Ca，K， 

Cl， CRE)，年々偏りが改善された項目 (Ca，K， Cl， 

CRE) ，経年変化はないが偏りのある項目 (UA)に分類

される.一般に，測定方法によっては測定値に差がある

場合があることが知られており，それが偏りの原因にな

ることが考えられる.また，同一方法の中においても機

器，試薬が偏りの原因となり得ることがこの調査から示

唆された.異常値レベルの試料を用いたにもかかわらず，

正常値の報告をした施設は両方式を通じ年々減少の傾向

にあるが項目によっては昭和59年度の時点でも完全にな

くなってはいない.このような誤りをなくすことが早急

に望まれる次第である.
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尿酸・ウリカーセーペルオキシダーセ。法

における試薬別集計

表 2

D社製

Mean:tSD* 

W社製

Mean:tSD* N 

57年度
58年度

58年度

59年度

59年度

8.38士0.22

8. 50:t0. 20 

8.69:t0.32 
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8.43士0.42
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* : mg/dl 
* * : p<O.05 

を下回り，都調査の精密度はよい状態となったことがい

える.平均値に関しては， 3年間にわたりオープン，ブ

ラインド両方式とも変動はないが標準参考値より

0.2-0.3mg/dl低〈偏った.iQIJ定法別の集計では，ウリ

カーゼ・ペルオキシタゃーゼ法が昭和57年度で72%，昭和

58年度で83%，昭和59年度で94%の割合の施設が採用し，

大多数を占めるようになった.方法別の標準参考値では，

ウリカーゼ・ペルオキシダーゼ法が全参加施設中64%を

占め，平均値は8.36:t O. 59mg/dlであり，全方法の平均

値より O.lmg/dl低かった.このことからウリカーゼ・ペ

ルオキシダーセ、法は他方より低自の測定値を出す傾向が

あるといえる.都調査でのウリカーゼ・ぺルオキシダー

ゼ法における平均値は同方法における標準参考値と比較

しでもさらに0.1-0.2mg/dl低目であった.そこで，こ

の方法の中で試薬メーカー別に集計したところ， 3年間

にわたりW社製の試薬を用いた施設が最も多く，次に多

く用いられたのがD社製の試薬であった.これら 2社の

試薬を使用した場合で比べると，平均値で0.2-0.6mg/

dlW社製の試薬を使用した場合の方が低目であった.平

均値の差は昭和58年度のオープン方式の場合のみ有意差

が認められた(表 2).このことから，測定値の差が試薬

に起因すると，思われる場合があり，全体の集団の平均値

及び変動係数に影響を及ほすことが示唆される.

カリウム， クロール， クレアチニンについては，オー

フ。ン，ブラインド両方式とも平均値に経年変化及び標準

参考値との差はなし正確度の面で良好な結果であった.

変動係数では，ブラインド方式の場合は年々減少してい

るが，オープン方式の場合は，カリウムを除き上昇した.

これらの 3項目の変動係数は全て標準参考値より大き

し都調査における精密度はあまりよくないと思われる.

ただし，カリウムのみが Tonksの許容誤差範囲の値と

比べ，昭和59年度における両方式の変動係数が小さく

なったので都調査のカリウムの精密度は満足で、きるもの
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血液学的検査の精度管理調査結果について(第1報)

一一保存液添加血液試料一一

蓑輪佳子ヘ大石向江ぺ仲川千種ヘ鈴木重任*

Interlaboratory Quality Control in Hematology ( 1 ) 

Evaluation of Preservatives in Control Material-一一

KEIKO MINOWA *， HISAE OISHI*， CHIGUSA NAKAGAWA * and SHIGETOH SUZUKI* 

Keywords:精度管理試料 qualitycontrol material，血液学 hematology，保存液 preservatives

緒 言

昭和57年から，東京都では衛生検査所を対象として年

1回精度管理調査を実施している '-3) 調査時の血液検査

用試料を当衛生研究所で準備し配布している.血液学的

検査における精度管理用試料としては，血球に固定等の

処理を施したコントロール血球を使用するのが通常であ

る.コントロール血球には特定の機器専用に作られてい

るものが多し様々な機種を使用している施設問での調

査を行なう上では問題が生じてくることが多々ある.そ

のため東京都の調査ではルーチン検査の検体と同じヒト

新鮮血を主な試料として使用している.血算用の試料に

用いる抗凝固剤には， EDTA 塩 (2Na， 2 K， 3 K)， 

二重シュウ酸塩， Anticlot/ET，へパリン等がある.赤血

球数，白血球数，ヘモグロビン量の変動が EDTA-2 K添

加血で比較的少ない叫ことをこれまでに報告した.昭和

57年の調査では EDTA-2 Kを抗凝固剤として血液に添

加し試料とした.調査結果2)をみると他の項目に比べて

白血球数，血小板数において施設聞の変動係数が大き

かった.各施設の測定方法，手技上の問題点を考えると

同時に試料配布から各検査所の測定まで、に要した期間

中，試料の安定性が満足のいくものであったかを見直す

必要がある.

今回，血球の保存物質として知られている ACD，

Adenine， Inosine， Phosphoenolpyruvate， Sucrose， 

Prostagrandin E，の添加が，血球数の変化にどのような

影響をおよぼすかを時間の経過と共に観察した.さらに，

昭和58，59年に実施した精度管理調査の結果とその際使

用した血液試料の変化との関係について考察を加えた.

方 土
品

1.成人正常者 2名から Anticlot/ET入り血液バッグに

採血後，血液を20mlずつ分注し各々に表 1のように予

め調製した 5種類 (A-E)の保存液を 3mlずつ添加し

た.保存液無添加の血液を F群とした.転倒i昆和後，小

試験管に 2mlずつ分注し冷蔵保存(4つした 1， 2， 

3， 4， 8日後各群2本ずつを室温に戻した後，赤血球

数(RBC)，白血球数(WBC)，ヘモグロビン量(Hb)，ヘ

マトクリット値(Ht)，血小板数(Plt)を多項目自動血球

計数装置(シスメックス CC-800，東亜医用電子 K.K.)

で測定した.

2.昭和58年度， 59年度東京都衛生検査所精度管理調査

で使用した血液試料の経時変化の観察を調査に並行して

行なった.

58年度試料 1. IIには抗凝固剤として Anticlot/ET20

mlが血液400mlに添加されている.添加後 1，2， 3， 

4， 7日目に多項目自動血球計数装置(同上)で RBC，

WBC， Hb， Ht， Pltを測定した.59年度試料 1. IIには

CPD 保存液が15ml/血液100mlの割合で添加されてい

る.添加後 1， 2， 3， 4， 7， 8日目に多項目自動血

球計数装置 (SPLus-IV，コールター・エレクトロニクス

社)で上記と同項目を測定した.

結果および考察

血液中の赤血球，白血球，血小板は採血後の放置時間

により，機能，形態，血球数が変化していくことは周知

のとうりである.測定値の正確度，精密度が問われる精

度管理調査では採血から検査所で測定するまでの期間，

血球数，形態が不変で、あることが望ましい.抗凝固剤添

*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 

* The Tokyo M巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 

24ーし Hyakunincho3 chome， Shinjuku-Ku， Tokyo， 160 J apan 
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表 1 添加保存液の組成

群 A B C D E F 

ACD*l ACD ACD ACD ACD No add. 

(3ml/Blood) 
20ml 

Adenine Adenine Adenine 

(0.3mM)叫

添加物質 Inosine Inosine Inosine 
(6.5mM)叫

Phosphoenol- Phosphoenol. 

pyruvate(PEP) pyruvate(PEP) 
(26mM)叫

* 1 クエン酸， クエン酸ナトリウム，ブドウ糖

* 2 最終濃度

Sucrose 
(83mM)叫

加のみで1土安定性の保持にも限界があり，それを延長す

るには保存液等の添加を検討する必要がある.輸血用血

液の保存液として1940年代から使用されている ACD液

(クエン酸， クエン酸ナトリウム，ブドウ糖)を基本と

して赤血球中 ATP， 2，3 -Diphosphoglyceride活性の

維持に有効な Adenine6l，Inosine6l， PEpS-9l，赤血球の

膜強化に効果をもっ Sucrose，血小板の形態変化，凝集を

抑える ProstagrandinE110lの添加が各血球数にどのよ

うな影響をおよぼすか検討した.

図 1にRBC，WBC， Hb， Ht， Plt各項目の 8日間の

経時変化を示した. A-F群共に 2名の血液の測定値か

ら平均値を求め， 1日自の測定値を100%としてその後の

変化を示した.RBC， Hbは保存液A-Eいずれの群も 8

日間変化はなく，安定した結果を示した.WBCを採血か

ら4日聞の変化で比較すると保存液無添加F群では32%

減少したが， ACD液が添加されている A-Eでは血球数

の減少が10%前後に抑えられていた. 8日目で比べると

差はより顕著になったが， C， D群の減少は10%以内に

留まった.PEP， Sucrose 添加による赤血求の寿命延長は

報告されているが白血球に対しでも同様の効果を持つと

考えられる. Htは平均赤血球容積(MCV)と赤血球数の

変化に左右され，その MCVはATP活性低下により増

加する.ATP活性の維持に有効で、ある Adenine，Inosine 

添加のB群は 2試料共 MCVが減少(1日目 102μ3→8日

目97μヘ 1日目92μ3→ 8日目87μ3)L，その結果 Htも減

少傾向を示した.PEP， Sucrose， Prostagrandin El 添加

Sucrose 

Prostagrandin El Prostagrandin El 

(500ng/Blood 20m!) 

による効果はほとんど認められなかった. Pltは血小板

凝集による減少，赤血球，白血球の崩壊による細胞片の

混入， isIJ定機器の電気的ノイズによる見せかけの増加等

の影響を受けやすい項目である.血小板凝集，形態変化

を抑制する ProstagrandinElを添加し保存液無添加 F

群の変動と比較すると， 4日間ではその差はなかった.

8日目 F群で10%程度減少したのに対して ACDと

Prostagrandin El添加のE群では Pltの減少が全く認め

られなかった.D群は F群同様10%の減少を示しており，

他の添加物質により ProstagrandinElが影響をうけ，効

果を示さなかったことが考えられる.

オープン調査では試料配布後，ただちに測定するよう

指示をしている事から大半の施設では 2日以内に測定し

ていると推察される.ブラインド調査では，返送されて

きた報告伝票に記載された測定日を調べると90%の施設

で配布後 4日以内に測定し結果を報告していた.そこで

4日聞の変動を RBC，WBC， Hb， Ht， Plt 5項目全体

から見て比較すると， ACD液の添加が血球の安定性に有

効である事がわかった.その他の物質の添加は血球の機

能を維持するには重要な因子となるが，血球数の変動を

おさえる効果は少ないと考えられた.

図2に昭和58年度， 59年度精度管理調査で使用した血

液試料の 8日にわたる経時変化を示した. 1日自の各試

料における15回測定の RBC，Hb， Htの変動係数は 1%

以内， WBC， Pltは2-3%で信頼のある測定値を示し

た. 1日自の測定値を100%として表示した.昭和58年度
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試料は Anticlot/ETを抗凝固斉11として添加した新鮮血

であった. 59年度では，先の実験結果でイ呆存液添加が試

料としての安定性に効果があったことから，保存液 CPD

(クエン酸ナトリウム， クエン酸，ブドウ糖， リン酸二

水素ナトリウム)を添加し試料とした. ACD液と CPD

液の差異は， CPD液中にはリン酸二水素ナトリウムが加
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えられている点である.

58年度試料の WBCは4日目で30%前後減少していた

のに比較し， CPD加血液はブ、ラインド調査で各施設が測

定までに要したと思われる 4日間では安定した測定値を

示した.RBC， Hbの安定性は58，59年度試料で差がほと

んどなく， Htでは CPD加血液の方が安定した測定値を

示す傾向が見受けられた.CPD加血液 Pltの2日聞の変

動は数%だったが3日以降になると 10-20%の減少を示

した.ACD加血液中の Pltは4日目でも 5%程度減少し

たにすぎず，血小板の動態の差は ACD液と CPD液に因

るところが大きいと考えられる.

これらの試料を用いて実施した精度管理調査の結果を

表 2に示した. 58年度， 59年度いずれもオーフ。ン調査に

よる施設問の変動係数である.RBC， WBC， Ht， Pltは

測定法に電気抵抗法を用いた焔設のみを対象とし， Hb 

では全施設を対象として，平均値，標準偏差(S.D.)を求

めた.:t 2 S.D.を越える値を棄却し再び計算した平均

値， S.D.から変動係数を算出した(補正後).

RBC， Hb， Htでは，図 2の 1-4日自の各測定値聞

の変動係数が1.2%以内にあった事と施設聞の変動係数

が昭和57，58年いずれも 2-5%内にあった事を比較し

でもほぼ満足で、きる試料を供給できたと考えられる.

WBCは58年度と 59年度の経時変化の観察からすれば，

もっとも安定性について改善てoきたと思われる項目であ

る.それがどの程度調査結果に反映しているかをみると

58年度の変動係数が12.2%，11.1%を示していたのが，

59年度では8.4%，8.0%までに減少した.安定した試料

の配布のみが施設聞のバラツキの減少の原因とは言えな

いが，要因の一つに挙げることは可能で、あろう.Pltは59

年度の試料中安定性が他項目に比較して悪かったが，実

際の調査でどのように影響したかをみると， 58年度の変

動係数は14.9%，15.7%， 59年度では13.9%，12.4%で

あった.経時変化を示した図 2の3日目では20%近く i成

表 2 昭和58年度， 59年度精度管理調査(血液)

における施設聞の変動係数

項 目
昭和58年度 昭和59年度

試料 I 試料Il 試料 I 試料Il

RBC 3.0%(44)* 3.1%附 2.1%(47) 2.3%側

WBC 12.2 (44) 11.1 (4品 8.4 (45) 8.0 (45) 

Hb 2.0 (45) 2.1 位。 2.5 担問 2.4 (50) 

Ht 3.7 (3日 3.2 (3品 3.8 (3問 4.5 (3的

Plt 14.9 (32) 15.7 mm 13.9 mm 12.4 mn 

*施設数
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図 2 昭和58，59年度精度管理用試料(血液)の
経時変化

0一昭和58年度 試料 I

-・" 試料II
--0 昭和59年度 試料 I

・--- " 試料 II

少していた Pltではあったが，各施設聞の変動係数につ

いては， 59年度で極端に変動係数が大きかったというこ

とはなし試料による影響は認められなかった.Pltは保

存状態が 4。であるか室温であるかにより左右されるし，

さらに保冷の状態から室温に戻し測定するまでに要する

時間等にも影響をうけ(未発表データ)，正確な測定値を

得るのが難かしい項目である.今回報告した当研究所で

の測定結果は 4。で静置した状態て、の比較てψある.

RBC， WBC， Hb， Htについては CPD保存液添加試

*'1-中4日聞の変動係数は士 5%であり適切な試料であっ

たが， 10~20%の減少を示した Plt については安定性に

問題が残った.加えて配布から測定までには，特にブラ

インド調査で輸送による影響，配布容器から検査所の容

器への移しかえによる影響等いくつかの間題が残ってい

る.これらの基礎的な検討を行ない，精度管理調査に参

加した各施設の日常の検査状況を適確に反映したいと考

える.

要 約

安定性が要求される精度管理調査試料としての血液に

血球の保存物質として知られている保存液 ACD，

Adenine， Inosine， Phosphoenolpyruvate， Sucrose， 

ProstagrandinE1を添加し，血球数の変化を経時的に観

察した.ACD液添加血液の RBC， Hb， Pltの4日聞の

変動は 3%以内であった.保存液無添加血液の WBCは

4日目で32%減少したが， ACD液を添加することにより

その減少は12%に留まった.RBC， WBC， Hb， Ht， Plt 

5項目全体からみた比較で，保存液添加が安定性の延長

に有効で、あった.

昭和59年度東京都衛生検査所精度管理調査において，

保存液添加血液を試料として使用した.抗I疑問剤のみ添

加した58年度試料の WBCは4日目で30%前後減少して

いたのに対し， 59年度試料である保存液添加血液は±

5%以内の変動におさまった.精度管理調査の WBCの

施設問変動係数においては， 59年度の 2試や|で12.2%，

11.1%を示したが， 59年度では8.4%，8.0%となりバラ

ツキが減少した.以上の点から，施設問精度管理調査試

料として保存液添加血液は抗凝固剤のみ添加した血液よ

りも安定であると考えられた.
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Mycotoxin産生カビの発育と毒素産生に及ぼす各種食品保存料の影響

諸角 聖?和字慶朝日f:5:--言 広キ

Effects of Preservatives on the Growth and Mycotoxin Production of Toxigenic Fungi 

SA TOSHI MOROZUMIヘTOMOAKIW AUKE* and HIROSHI HITOKOTO* 

A study was conducted to determine the effects of 8 kinds of preservatives on the growth and 

mycotoxin production of Aspergillus flavus， A . ochraceus ， A . versicolor and Fusarium graminearum by 

introducing these substances into culture media 

At the maximum amount legally permitted， dehydroacetic acid (500μg/ml) completely inhibited the 

growth of A. flavus ， A. versicolor and F . graminearum， and partially inhibited the growth and complete. 

ly inhibited the toxin production of A. ochraceus. Sodium dehydroacetic acid (570μg/ml) inhibited the 

growth of A .flavus and A. versicolor ，sorbic acid (2，000μg/ml) inhibited the growth of A .flavus and F. 

graminearum， and potassium sorbate (2，680μg/ml) ，ethyl ρ.hydroxy benzoate (300μg/ml)and sodium 

benzoate (720μg/ m l) inhibited the growth of F. graminerum. Benzoic acid and sodium propionate had 

shown no inhibitory effect of the growth and toxin production of toxigenic fungi. 

Keywords : preservative， mycotoxin-producing fungi， mycotoxin， antifungal effect， food additive. 

緒 言=言
。民司

これまでに食品添加物として各種の保存料，着香料，

漂白剤，着色料等が開発され，法的にも認められて実用

化されてきた.しかし，近年各種の食品添加物の毒性が

詳細に再検討され，それらの一部に種々の毒性が証明さ

れ使用禁止措置がとられるなど，食品添加物が見直され

る傾向にある.また，無添加食品への関心も高まり，食

品添加物の排斥が叫ばれるようになった.しかしながら，

各種食品製造業のうちで GMPや無菌製造設備を導入し

ているのはごく一部にすぎず，いまなお食品添加物は広

範に利用されている.こうした中で，現在我が国で使用

が認められている各種食品保存料の細菌に対する有効性

に関する研究はきわめて多しまた抗真菌効果に関する

研究もすでに高鳥らりおよび和字慶ら2)により詳細に検

討されている.これらの研究において，現在保存料とし

て法的に使用が認められているプロピオン酸ナトリウ

ム，パラヒドロオキシ安息香酸エチル等一部の保存料は

真菌汚染防止を目的とした場合に効果の少ないことが示

されている.しかし， mycotoxin産生菌の発育と毒素産

生に及ぼす保存料の影響については，これまでにソルビ

ン酸，プロピオン酸など一部の物質について検討されて

いるにすぎないト川.

そこで著者らは，各種保存料の mycotoxin汚染防止効

果の有無を把復する目的で，現在我が国で、食品への添加

が許可されている 8種の保存料を対象に， mycotoxin産

生性の Aψergillusflavus， A. ochraceus， A. versicolor 

および Fusariumgraminearumの4菌種の発育と毒素

産生に及ぽす影響について検討した.

材料および方法

l 保存料

Mycotoxin産生菌の発育および毒素産生に及ほ、す保

存料の影響は，食品衛生法により加工食品に使用が許可

されているデヒドロ酢酸(関東化学，東京)，デヒドロ酢

酸ナトリウム，ソルビン酸，ソルピン酸カリウム，プロ

ピオン酸ナトリウム，パラオキシ安息香酸エチル，安息

香酸および安息香酸ナトリウム(以上和光純薬工業，大

阪)の計 8種を用いて検討した.

2 Mycotoxin産生菌

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjyuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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各種保存料の mycotoxin産生菌に対する阻害作用は，

次の 4菌種を用いて検討した.

Aflatoxin (以下 AFと略)産生菌 ;Aspergillusβavus 

A TCC-28539 (そば粉由来).

Ochratoxin (以下 OTと略)産生菌 ;Aspergillus 

ochraceus st A -15 (大気由来株).

Sterigmatocystin (以下 STと略)産生菌 ;Aψergillus

versicolor 1 -20-6 (煮干し由来).

Fusarium毒素 (Diacetoxyscirpenol.T-2 Toxin ; 

以下 DASPおよび T-2と略)産生菌 ;Fusarium 

graminearum F -135 (大豆由来株).

これらの菌株をあらかじめ25"C， 7日間ポテトデキス

トロース寒天(栄研化学，東京)斜面に培養したのち，

形成された分生子を滅菌した 1%Driwel (富士フィル

ム，東京)水溶液に浮遊させた.接種には104/mlの胞子

浮遊液の0.1mlを用いた.

3 各種保存料の mycotoxin産生菌に対する発育お

よぴ毒素産生阻害作用の測定

a) 測定用培地

各種保存料の mycotoxin産生菌に対する阻害作用は

以下の培地を用いて検討した.すなわち，A.flavus接種

用として SL培地11)， A. ochraceus接種用には YES培

地12)，A. versicolor接種用として SSP培地13)および F.

graminearum接種用としては 1%ペプトン加ツアベッ

ク培地である.

供試した 8穏の保存料のうちデヒドロ酢酸ナトリウ

ム，ソルビン酸カリウム，プロピオン酸ナトリウムおよ

び安息香酸ナトリウムはそれぞれ直接上記培地に添加し

た.また，デヒドロ酢酸，ソルビン酸，ノfラオキシ安

息香酸エチルおよび安息香酸は 5%水酸化ナトリウム溶

液にそれぞれ 4mg/mlの濃度に溶解し，培地中に添加

したのち， 1 N塩酸溶液を用いて pH5に調整した.各保

存料の添加濃度はいずれも食品衛生法により定められた

食品添加許容濃度の最大値となるように調整した.この

ように作製した培地を原液として，無添加培地を用いて

2倍希釈系列を作製したのち，試験管にそれぞれ10ml

分注した.これらを， 11O"C， 10分間高圧滅菌後，各菌の

胞子浮遊液を接種した.各被検培地はそれぞれ 5本作製

し，そのうちの2本を菌体重量測定用に， 3本を毒素産生

量測定用に使用した.培養は AFおよびOT産生菌を接

種したものでは 8日間， ST産生菌を接種したものでは

12日間，FusarIl仰毒素 (DASP，T-2)産生菌を接種

したものでは14日間，それぞれ表面積が最大となるよう

斜めに静置し 25"Cで行った.培養終了後，発育および

毒素産生量を以下のようにして測定した.

b) Mycotoxin産生菌の発育度および産生毒素量の

測定

被検菌の発育の程度は，著者らの方法13，15)に従い培養

液からカ、、ラスフィルターを用いてろ別した菌体を50"Cで

48時間乾燥後，シリカゲルを入れたデシケーター中で 7

日間乾燥させたのち重量を計測し，培地10ml当りの乾

燥菌体重量として表示した.

産生毒素量の測定は以下の方法により行った.すなわ

ち，培養終了後各培養液は100"C，10分間加熱殺菌を行っ

た.このうち A・flavus， A . ochraceusおよび A.ver-

sicolorの各培養液についてはそれぞ、れクロロホルム 5

mlを加えて 2回拍出を行った.抽出液は無水硫酸ナト

リウムで、脱水ろ過したのち減圧濃縮した.これら抽出物

について，さらに高速液体クロマトグラフィー(以下

HPLCと略)を用い，標準毒素として用いた各精製毒素

(Macor Chem. Ltd. ，!srael)により作製した検量線と比

較することにより毒素の定量を行った.Fusariumの毒

素は上村ら 16)の方法に従い精製後定量した.すなわち，培

養上清はあらかじめ調整したアンバーライト XAD-4

(東京有機化学工業，東京)を10ml充てんしたカラムを

水100mlで洗浄後，カラム管のコックを開放にしてカラ

ム内の水をできるだけ除去したのち，メタノール100ml

を用いて毒素を溶出させた.得られたメタノールをj威圧

濃縮後，残留物にクロロホルム・メタノール (9: 1) 

溶液を15ml加え溶解した.この溶液をフロリジル(米山

薬品，大阪)10gを湿式充填したカラムに負荷したのち，

クロロホルム・メタノール (9: 1)溶液100mlを用い

て溶出させた.溶出液は減圧下で濃縮乾燥後，シリル化

剤 (N トリメチルシリルイミダ、ゾール・トリメチルク

ロルシラン・クロロホルム， 1 : 0.2: 9) O. 5mlを力日え

たものを試験溶液としてカ、、スクロマトグラフィー(以下

GLCと略)を用いて毒素量の定量を行った.

C) HPLCの条件

AF，OTおよびSTの HPLCによる定量は， Var-

ian4100型高速液体クロマトグラム (Varian，Calfornia) 

および検出器として Jasco100-II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， AFの定量

はWalterl7)の方法に従った.

lカラム;日本分光25cmX4 mm(i.d.)ステンレスカ

ラム.充鎮剤・ Jasco ss-05.測定波長;350nm. i容出

液;メタノール・水(70:30)， pH4.5.流速 1ml/min. 

OTはJosefson and Moller1S
)の方法に従って以下の

条件で、行った.
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カラム;J asco pack ss-05， 50cm x 4 mm  (i. d. )ステ

ンレスカラム.測定波長;332nm. i容出液;メタノール・

水 (70:30)， pH4.5，流速 1ml/min. 

ST は五十畑19)の方法により定量した.

カラム;J asco pack ss-05， 25cm x 4 mm  (i. d. )ステ

ンレスカラム.測定波長;330nm.溶出液;50%酢酸飽和

クロロホルム・ nーヘキサン (1: 1). 流速 1ml/ 

町un.

d) .GLCの条件

Fusarium毒素の定量は，目立603型ガスクロマトグラ

フ(目立製作所，東京)を用い，上村ら '6)の方法に従い以

下の条件で、行った.

カラム 2%OV-17， 1 m x 3 mm(i.d.)ガラスカラ

ム.カラム温度;240.C.キャリア一方、ス;N2 • 流速; 25 

ml/min.検出器;FID. 

実験結果

各種保存料の mycotoxin産生菌に対する抗菌作用

a) デヒドロ酢酸およびデヒドロ酢酸ナトリウムの

阻害効果

毒素産生菌 4菌種のデヒドロ酢酸添加培地における

発育と毒素産生量を Table1に示した.すなわち，デヒ

ドロ酢酸は62.5μg/mlで A.versicolorの， 500μg/mlの

濃度で A.flavusの発育をそれぞれ完全に阻止し， 250 

μg/mlで A.flavusの発育を著しく阻害した (82%). し

かし，食品添加許容濃度の500μg/mlにおいても A.

ochraceusの発育はわずかに認められ， F. graminearum 

の発育も 70%程度阻害されたにすぎなかった.また，本

物質は AFBI産生を250μg/ml，OTAの産生を125μg/

ml， ST産生を62.5μg/ml，DASP産生を125μg/mlお

よびT-2産生を62.5μg/mlの濃度で著しく (80%以

上)阻害し， AF， DASPおよびT-2の産生に対しては，

さらに低い濃度 (7.8μg/ml)においても部分的に阻害し

た.

デヒドロ酢酸ナトリウムは Table2に示したごとし

A. versicolorおよび F.graminearumの発育をそれぞ、

れ71.3μg/mlで完全に阻止した.しかし，A.flavusおよ

びA.ochraceusの発育は570μg/mlの濃度においても

80%程度阻害されたにすぎなかった.また， 8.9μg/mlで

DASPおよびT-2， 35.6μg/mlで ST，142.5μg/ml 

で OTの産生を完全に阻止し， 285μg/mlで AFBIの産

生をそれぞれ約90%阻害した.

b) ソルビン酸およびソルビン酸カリウムの阻害効

果

ソルビン酸は Table3に示したように F.

graminearumに対して最も強い阻害作用を示し，その発

育を62.5μg/mlで，毒素産生を31.3μg/mlでそれぞれ

完全に阻止した.また ，A.flavusの発育を2，000μg/ml

で完全に阻止し，毒素産生を1，000μg/mlで90%以上阻

害した.A. versicolorおよび A. ochraceusの発育に対し

ては2，000μg/mlにおいてもそれぞれ21%および40%阻

害したにすぎなかった. ST産生阻害率は500μg/mlの

濃度において87%であった.しかし， OTAの産生は

A. flavus A. ochraceus 

Table 1. Inhibitory effect of d巴hydroaceticacid on the growth and mycotoxin production of toxigenic fungi 

F. graminearum A. versicolor 

OT A * Mycelium Mycelium AF B， * Mycelium ST* Mycelium DASP* T-2* 

Concentration 01 
dehydroacetic acid 
(μg!ml) 
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※ AF B， : aflatoxin Bぃ OTA : ochratoxin A， ST : sterigmatocystin， DASP : diacetoxyscirpenol， T -2 : 

T-2toxin. 
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のそれとよく一致した. F. graminearumに対して特に

強い抗菌活性を示し， 167.5μg/mlで発育と DASP産生

を， 83.8μg/mlでT-2産生をそれぞれ完全に阻止し

た.また， OTAの産生もソルビン酸の場合と同様にソル

ビン酸カリウム無添加培地より多量に産生される傾向が

見られた.

c) プロピオン酸ナトリウムの阻害効果

146 

2，000μg/mlの濃度でも阻害されず，むしろ，対照に用い

たソルビン酸無添加培地の1.5-21音量の産生が見られ

た.

ソルビン酸カリウムは，ソルビン酸に較べてやや弱い

抗菌活性が認められた.その抗菌パターンは Table4に

示したように， A. ochraceus， A. versicolorの毒素産生お

よび F. graminearumに対する阻害傾向はソルビン酸

Inhibitory effect of sodil1m dehydroacetic acid on the growth and mycotoxin prodl1ction of 

toxigenic fl1ngi 
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sicolorの発育を99%阻害した (Table 6)，さらに， 4.7 

μg/mlの濃度でT-2の， 75μg/mlでDASPの， 300 

μg/mlでSTおよび AFB，の産生をそれぞれ80%以上

阻害した.OTの産生はソルビン酸の場合と同様に

4.7-300μg/mlの濃度においてむしろ増加する傾向を

示した.

巴) 安息香酸および安息香酸ナトリウムの阻害効果

安息香酸添加培地における各菌の発育および毒素産生

フ。ロピオン酸ナトリウムは Table5に示したように，

最大添加許容量の3，250μg/mlにおいてもすべての接種

菌の発育を阻止できなかった.また，毒素産生阻害作用

も弱<， DASPおよぴT-2の産生が1，625μg/mlの濃

度で80%および93%阻害されたにすぎなかった.

d) パラオキシ安息香酸エチルの阻害効果

パラオキシ安息香園長エチルは150μg/mlでF.

graminearumの発育を阻止し， 300μg/mlでA.ver・

Table 4. Inhibitory effect of potassium sorbate on the growth and mycotoxin production of toxigenic fungi 
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Table 5. Inhibitory effect of sodium propionate on the growth and mycotoxin production of toxigenic fungi 

A.fl，ωus A. ochraceus A. versicolor F. graminearum 
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560 (0) 

509 (8) 

546 (1) 

552 

2(53) 

1(64) 

2(53) 

1(66) 

2(50) 

3(14) 

3 (29) 

4 

204 (23) 

223(15) 

213 (19) 

249 (6) 

272 (0) 

265 (0) 

279 (0) 

294 

15(16) 

22 (0) 

20 (0) 

20 (0) 

14 (18) 

16(12) 

21 (0) 
18 

53(82) 

209(28) 

174(40) 

267 (8) 

166 (43) 

200 (31) 

163(44) 

289 

2(98) 

12(80) 

22(63) 

18(70) 

22 (64) 

5(92) 

12(79) 

60 

11(99) 

57(93) 

206(74) 

135(83) 

165 (79) 

12(98) 

11(99) 

784 

3250 

1625 

812.5 

406.3 

203.1 

101.6 

50.8 

Control 
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量を Table7に，安息香酸ナトリウム添加培地における μg/mlの濃度でその発育を阻止した.また， DASPおよ

成績を Table8に示した.安息香酸添加培地においては ぴT-2の産生を11.3μg/mlで80%以上阻害した.

すべての濃度で 4菌種すべての発育が認められ，毒素産 考 察

生も T-2が75μg/mlで， AFB，およびDASPが600 各種加工食品は複雑な工程を経て製造され，極めて多

μg/mlの濃度においてそれぞれ80%以上阻害されたに 様な包装形態で市販されている.このような食品の大部

すぎなかった. 分はすでに多種多様な真菌胞子により汚染されており，

一方，安息香酸ナトリウムは安息香酸に比較して F. mycotoxin産生菌の汚染もしは、しば認められることは

graminearumに対してはやや弱い抗菌活性を示し， 180 著者らのこれまでの調査20-25)からも明らかとなってい

Table 6. Inhibitory effect of ethyl p-hydroxyb巴nzoateon th巴growthand mycotoxin production of 

toxigenic fungi 

A. flavus A. ochraceus A. versicolor F. graminearum 

Mycelium AF B， Mycelium OTA Mycelium ST Mycelium DASP T-2 

日ロ。
XーE剛王 Z日宮ロ言一訳

~。口

F品ミミ書J3Z2き て2冒書』2さ2 

~5  日ロ。 日 g
¥ーE望 亙書畳ロ( ) ぷ

伽 C醐 ation01 gョ( 皇室( ~日Eta Z-ドc制R同・4訳~ 
Eョ(

¥日bミ0;-.1ドz5F司ヨコ訳¥〆
ethyl p hydg/rmoxly)- ご主4 訳

¥bg D む¥。
同訳

benzoate (μ )  ¥E ) 

300 229 (19) 12(88) 330(40) 5 (0) 3(99) 0.1(99) o (11) 0(100) 0(100) 

150 280 (1) 70(30) 597 (0) 5 (0) 247 (7) 17 (6) 0(100) 0(100) 0(100) 

75 297 (0) 73(26) 571 (0) 4 (0) 249 (6) 30 (6) 147 (49) 0(100) 0(100) 

37.5 276 (2) 59 (41) 513 (7) 3(29) 280 (0) 32 (0) 156 (46) 15 (75) 30 (96) 

18.8 267 (5) 62(37) 517 (6) 4 (0) 274 (0) 26 (0) 164 (43) 22 (63) 49 (94) 

9.4 281 (1) 58 (41) 504 (9) 4 (0) 284 (0) 21 (0) 158 (45) 7 (88) 19 (98) 

4.7 297 (0) 73(26) 494 (11) 5 (0) 259 (2) 18 (0) 153 (47) 26 (57) 122 (84) 

Control 282 99 552 4 264 18 289 60 784 

Table 7. Inhibitory effect of benzoic acid on the growth and mycotoxin production of toxigenic fungi 

A. flavus A. ochraceus A. versicolor F. graminearztm 

Mycelium AF B， Mycelium OTA Myceiium ST Mycelium DASP T-2 

5岩(
日 5 ~口。

hEFZ(2535 8 、コ担ロUべJJE旦封ロ2 ロPーf 

日ロ。
¥ーE望L書主ロE渓) 

日 5
ConCEIltrationgo/ f 

¥望回".;書亘目日~ E君.~~ g :.e~ \Ebミ~ :-ャhz・5t戸::唱訳) mbeln) zoic acid (μ ，...;次 ~ :EO'ぞ ~ :Eoぞ
¥b呂g ) ¥bE o ) ¥bE D ) 

600 260(8) 15(85) 489(12) 6(0) 250 (5) 12 (35) 175(39) 0(100) 0(100) 

300 273(3) 38(62) 543 (2) 5 (0) 218 (17) 31 (0) 154 (47) 21 (65) 26 (97) 

150 274(3) 43(57) 581 (0) 6(0) 280 (0) 33 (0) 222 (23) 19 (67) 70 (91) 

75 272(4) 47(53) 525 (5) 4(0) 277 (0) 37 (0) 312 (0) 12 (80) 61 (92) 

37.5 280 (1) 66(34) 524 (5) 8 (0) 270 (0) 33 (0) 164(44) 90 (0) 213 (73) 

18.8 277(2) 74(25) 537 (3) 6(0) 263 (0) 40 (0) 342 (0) 102 (0) 318 (59) 

9.4 281 (1) 77(22) 497(10) 10(0) 259 (2) 25 (0) 378 (0) 38 (36) 234 (70) 

Control 282 99 552 4 264 18 289 60 784 
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る.食品に付着した汚染菌は流通過程で，あるいは消費

者が購入後喫食するまでの聞に増殖し，その食品の変

質・変敗を招くこともまれではない.事実，高良27)は都内

の苦情届出食品の約1/3が真菌の発生によるものであり，

保存料添加食品における真菌発生もしばしばみられると

報告している.

一方，現在我が国で使用の許可されている保存料がそ

の添加許容濃度の範囲で真菌に対して有効で、あるか否か

について，和字慶ら 2)は空中由来真菌68菌種，高鳥ら')は保

存株19菌種を指示菌として用いて検討し，ソルビン酸，

安息香酸およびデヒドロ酢酸ナトリウムは許容濃度以下

で多くのカビに対して有効であったのに対して， Pーヒ

ドロキシ安息香酸エチルおよびプロピオン酸ナトリウム

は弱い抗カビ作用を示したにすき、なかったことを報告し

ている.ソルビン酸の AFB，産生菌に対する抗菌性につ

いてはすでに多くの研究者により調べられており 3ーへ
Elber巴irら.)は1，700μg/mlで， Przybylskiら7)は

500-1，000μg/mlてV坪内ら 6)は， 1，500μg/mlの濃度で

それぞれ発育を完全に阻止したと報告している.

今回著者らも，各種保存料がmycotoxin産生菌に対し

て和字慶ら 2)および高鳥ら1)の報告とよく一致する抗菌

パターンを示すことを明らかにした.また，ソルビン酸

の A.flavusに対する最少発育阻止濃度も Przbylski

ら7)の報告を除きいずれも著者らの成績に近似的な値で

あった.さらに，今回の結果から，デヒドロ酢酸および

デヒドロ酢酸ナトリウムは他の物質に較べ，A. ver. 

sicolorに対して特に強い抗菌作用を示すこと，F. 

graminearumは他の菌種に較べ各種保存料に対する抵

抗性の低いことが明らかとなった.ソルビン酸，安息香

酸，安息香固まナトリウムおよびP ヒドロオキシ安息香

酸エチル添加培地において，低濃度ではむしろ A.

ochraceusの OT産生は増加した.同様の現象はソルビ

ン酸において A. tarasiticus8
)， A. flavusおよび F.

acuminatum28)との組合せにおいても見られることがす

でに報告されている.

Elbereirら4)および Stewartら5)は，ソルビン酸および

プロピオン酸は AF産生菌に対して各々のナトリウムあ

るいはカリウム化合物に比較して強い抗菌活性を示すこ

とを報告している.著者らも，ソルビン酸のみで、なくデ

ヒドロ酢酸とデヒドロ酢酸ナトリウムとの聞にも同様の

{頃向がみられることを明らかにした.

今回の実験結果から，プロピオン酸ナトリウムおよび

安息香酸はいずれも食品への使用基準濃度の範囲内にお

いては 4種の mycotoxin産生菌の発育と毒素産生を阻

止できないことが判明した.しかし，これらの保存料の

食品中における実質的効果については，その活性が食品

成分，水分活性， pH，包装形態など種々の因子の影響に

より左右されると考えられることから，今後さらに実際

に食品を用いて詳細な検討を行ったうえで判断すべきで

あろうと考える.

結論

Mycotoxin産生菌の発育および毒素産生に及ぼす各

種保存料の影響について，人工培地を用いて検討し以下

の結論を得た.

Table 8. Inhibitory effect of sodium benzoat巴 onth巴growthand mycotoxin production of toxigenic fungi 

A. flavus A. ochraceus A. versicolor F. graminearum 

Ml'celium AF B， Ml'celium OTA Mycelium ST Mycelium DASP T-2 

星zJ3g 日弓( 

~5 ~口。
¥三5b〕4a・・+5H H -J f ヘ

互刊 J五主回 ¥~宜Sj呈主Z5 渓) Er岩e( 
¥コ切」ミ之 ~官同一E 石コ沢) ¥三M理Z吉百H b) 受

Concentration 01 
¥切5とえ ;・.石5 5R訳) 

E ョ(
sodium benzoate F4bぞ F4bぞ

司、 J・ドd円ーコ4渓、J

¥E b ¥。 Hbぞ
(μg/m/) ¥智 ) ¥皆 ) '" :.a~ 。E。

720 271(4) 27(73) 503 (9) 5 (0) 228(14) 11(44) 0(100) 0(100) 0(100) 

360 277(2) 43(57) 535 (3) 5 (0) 235(11) 28 (0) 0(100) 0(100) 0(100) 

180 267(5) 62(38) 514 (7) 5 (0) 268 (0) 21 (0) 0(100) 0(100) 0(100) 

90 286(0) 65(35) 515 (7) 5 (0) 280 (0) 22 (0) 227 (21) 0.2(99) 7 (99) 

45 290(0) 92 (7) 494(11) 5 (0) 269 (0) 19 (0) 275 (5) 11 (83) 29 (96) 

22.5 277(2) 105 (0) 499(10) 3(29) 270 (0) 36 (0) 188 (35) 9 (84) 21 (97) 

11.3 291(0) 109 (0) 535 (3) 5 (0) 269 (0) 25 (0) 193 (33) 11 (82) 32 (96) 

Control 282 99 552 4 264 18 289 60 784 
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1 デヒドロ酢酸は A.ochrace附以外の 3菌種の発

育と OTの産生を，デヒドロ酢酸ナトリウムは A.jlavus 

および A.versicolorの発育と OT，DASPおよびT-2

の産生を，ソルビン酸は A.flavusおよびF. graminear-

umの発育を，ソルビン酸カリウム， P-ヒドロオキシ安

息香酸エチルおよび、安息香酸ナトリウムは F.

graminearumの発育をそれぞれ食品への添加許容量の

範囲で完全に阻止した.また，いずれもそれ以下の濃度

で各菌の発育と毒素産生を部分的に阻害した.しかし，

プロピオン酸ナトリウムおよび安息香酸にはわずかな発

育阻害活性が認められたにすぎなかった.

2 デヒドロ酢酸およびデヒドロ酢酸ナトリウムは他

の保存料に較べ， A. versicolorに対して強い発育阻害作

用を示した.

3 F . graminearumは今回供試した 4種 の

mycotoxin産生菌のうちで，各保存料により最も発育お

よび毒素産生を阻害された.
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加熱気化一金アマルガム法による母乳中の総水銀の定量

山野辺秀夫ぺ竹内正博ヘ 水 石 和 子 ヘ 江 波 戸 翠 秀 ぺ

風間成孔叫， 渡 辺 四 男 也 *

Determination of Total Mercury in Human Milk 

by Heating Vaporization-Gold Amalgamation Method 

HIDEO YAMANOBEヘMASAHIROTAKEUCHI*， KAZUKO MIZUISHIヘKIYOHIDEEBATO' 

MASA YOSHI KAZAMA料 'andYOHYA WATANABE* 

The heating vaporization-gold amalgamation method was applied to determination of trace 

amounts of total mercury in human milk. This method eliminated the most s巴riousproblem in determi-

nation by use of additive reagents. The coefficient of variation of the reproducibility was 1. 95% for a 

human milk sample containing mercury. Recoveries of mercury added at the levels of O. 50ng and 1.00 

ng were 97.9% and 102.0% and coefficients of variation 2.80% and 1.96% respectiv巴ly.When this 

method was applied to 153 samples of human milk. the average and standard deviation of 0.99 ppb and 

0.67 ppb were obtained. 

Keywords:加熱気化一金アマル方、ム法 heatingvaporization-gold amalgamation method，総水銀 total

mercury，母乳humanmilk. 

緒 宅=ー
酉

水銀汚染の問題は水俣病の例を引くまでもなく，大き

な社会問題としてここ十数年来注目されており，食品お

よび環境汚染の監視が広〈行なわれている.これまで、水

銀による汚染はそれを使用する特定工場からの廃出が主

要な経路であると考えられ種々の対策が立てられた.と

ころが最近になって，乾電池の廃棄および焼却に伴なう

土壌汚染，大気汚染に強い関心が持たれ，これまでとは

別の新たな経路による汚染の進行も懸念されるように

なった.

このような状況の下に，著者らは魚介類を中心とする

食品中の水銀含有量の調査を行なっているが，今回は人

体の水銀暴露量の指標として母乳中の水銀含有量を測定

することにした.現在主として使用される水銀の定量法

には，酸分解ー還元気化法および加熱気化 金アマルカや

ム法がある.前者は感度が低〈多量の試料を必要とする

が，後者は気化した水銀を金アマルカ府ムとして補集し再

加熱することによって一度に水銀蒸気を遊離させるため

高感度が得られる.したがって，多量の試料を採取する

ことが困難な生体試料中の水銀の定量には，加熱気化

金アマル力、ム法が有効な方法であると考えられる.そ

こで加熱気化 金アマルガム法による母乳中の微量水銀

の定量法を検討したところ，操作も簡便で、，分析精度も

良好な実用性の高い方法であることが認められた.

実験方法

試料昭和59年 4月から12月までの 9か月間に東京都

内在住の産婦から採取して出産後 3-10日目の初乳153

検体である.

試薬 水銀標準液(和光純薬製)1.000ppmを適宜希釈

して用いた.希釈液は Lーシステイン(和光純薬製，特

級)10mgを水に溶かし硝酸(和光純薬製，有害金属測定

用)2 mlを加えて1.000mlとし冷暗所に保存した.試料

測定用添加斉IJとして炭酸ナトリウム・水酸化カルシウム

(1 : 1)混合物(日本インスツルメント社製，添加剤

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

バ同生活科学部食品添加物研究科
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M)および活性アルミナ(同，添加剤B)をそれぞれ700.C

で3時間以上加熱してから用いた.水銀補集剤は塩化金

をクロモソルブ喰に焼き付けたもので，外経 6mmの石英

管に80mg充填して使用した.

装置 理学マーキュリー/SP型(日本インスツルメ

ント株式会社製)を使用した.装置の概略を Fig.1に示

す.本装置は加熱分解部(A，B)，水銀補集部(E，G)， 

検出部 (K，L) から構成されている.試料をあらかじ

め700.Cで 1時間以上加熱した磁製の燃焼ボートに正確

に採り，加熱分解部 (A) に入れる.所定の分解温度，

時間で遊離した水銀は酸化炉 (B) を通り，水洗 (C)

脱水 (D) されて第一水銀補集室 (E)で捕集される.

マルチパス自動バルブ (F)が60.回転して第二補集室

(G) に接続し， Eの急激な加熱によって遊離した水銀

がGにトラップされる.次いで、Fが再び60。回転し流路が

検出部 (K)に接続され， Gが加熱され水銀ヵースがKに

入り原子吸光測定される.

測定条件加熱分解の時間と温度を適切に設定するこ

とは，本装置の機能を十分に発揮させるのに不可欠の要

特-~
L 

Fig. 1. Schematic diagram of apparatus for the 
determination of m巴rcury

A : Heating furnace 
B : Oxidizing fl1rnace 
C : Washing bottle 
D : Condenser 
E : 1st mercury trapping room 
F : Multipass-autobulb 
G : 2nd merCl1ry trapping room 
H : Flow meter 
1 : Activated charcoal 
J : Air pump 
K : Absorption cell 
L : Hg discharge tl1be 
M : Amplifier 
N : Recorder 

素である.加熱温度は Lowモード(最高温度700"C)お

よび、 Hightモード(最高温度900.C)の2通りの設定が可

能であり，また各モードは直線昇温でなく二段昇温方式

を採っている.加熱時間は各ステップ毎に任意に変える

ことが可能で，温度と時聞の組み合せにより種々の加熱

条件を選択できる.今回測定対象とした母乳については，

種々検討の結果最適条件として Table1に示す加熱条

件を設定した.

試料の採取方法 試や|の採取方法および添加剤の使用

方法を Fig.2に示す.母乳は脂質および塩類が多量に含

まれており，そのままでは正確な定量ができないは、かり

ていなし加熱炉をはじめ流路を汚染するため分析が不能

になることが予備試験の結果明らかとなった.そこで，

測定妨害物を抑える目的で添加剤を使用した.添加剤M

は試料の加熱によって生じる酸性カ、スを中和除去するた

めのもの Bは試料全体を均一に加熱するためのもので

あり，試料約0.4gに対してMを約 2g' Bを約 1g使用

した.

結果および考察

検量線の作成 1.000ppm水銀標準液を希釈し0.01

ppm標準溶液を調整した.ついで、マイクロピペ、ソトを使

用して25-200μ1(Hgとして0.25-2.0ng)をFig.2に

示したように採取し，水銀の測定を行なったところ原点
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Fig. 2. Method of packing for sample and additives 

M : Na2C03 : Ca(OH)2= 1 1 
B : activated AI203 

Table 1. Operating conditions for the 

determination mercury 

Mode : Low mode 

Time : 1st step(400. C) 4 min. 

2nd step(700.C) 6 min. 

Calibration: 5 ng 

Recorder : 10m V 

chart speed 600mm/h 



定量を行なった.測定結果を Fig.4 tこ0.25ppbの区聞を

もって作成したヒストグラムで示した.最高は5.39ppb， 

最低は0.05ppb未満，平均0.99ppb，標準偏差は0.67ppb

であった.中央値は0.79ppbで，平均値は中央値よりかな

り右側に片寄っているが，これは2.50ppb以上のデータ

が大きく影響しているためと考えられる.そこで最高値

5.39ppbについて Dixsonの棄却検定を行なったとこ

ろ，明らかに異常値と判定できた.

これまで、母乳中の水銀は，三谷ら1)，および Fujitaら2)

がともに酸分解ー還元気化法で行なっており，それぞれ

2.3ppb (標準偏差1.5ppb) ， 3.6ppb (標準偏差2.2ppb)

という値を報告している.今回の結果はこれらより有意

に低い値となったが，このことは母乳中の水銀が低減傾

向にあるのか，あるいは分析法および母集団の相違に基

づく差であるのか今回結論することができなかったので

今後も本法を用いて継続的に母乳中の水銀調査を実施す

る予定である.

要約

1 加熱気化一金アマル方、ム法による母乳中の総水銀

定量j去を検討したところ，精度および回収率に優れかっ

操作も簡便であり， 臼常分析法として満足で、きる結果が

得られた.

2 本i去を母乳153検体に適用したところ，最高5.39

且

N : 

Range : 0.00同 5.39ppb

Mean : 0.99fO.67ppb 

153 
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を通る直線が得られた.この検量線を Fig.3に示す.こ

のときの定量限界は0.02ngであった.また感度を切換え

ることによって， 0-100ngの広い範囲で良好な直線性

が得られた.

再現性 水銀の含有が認められた母乳約0.4gを精秤

して，繰り返し10回測定した結果，平均は2.17ppb，変動

係数は1.95%であり，分析精度は極めて高いといえる.

添加回収実験母乳0.2gを精秤しそれに水銀0.50

ngおよび1.00ngを添加しそれぞ、れ 5回つ、つ前述の方法

で測定した.Table 2に示すように，水銀0.50ng添加し

たグループでは回収率94.0-102，0%，平均97.9%，変動

係数2.80%，1.00ng 添加したグループでは回収率

100.0-105.0%，平均102.0%，変動係数1.96%であった.

以上の結果から本定量法は，精度および回収率ともに

俊れており，また操作性においてもこれまでの還元気化

法に比べて簡便で、あり母乳中の総水銀の定量法として有

用性が高いことが認められた.

母乳中の総水銀の定量 本i去を用いて母乳中の水銀の

A.V.103.0% 

C.V. 1.96% 

A.V.97.9%， 

C.V.2.80%'， 

得i庁、

Calibration curve for mercury 

東

Recovery (%) 

Mercury (ng) 

102.0 
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94.0 

94.0 
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0.51 

0.51 

0.47 

0.47 

0.47 

1. 01 

1. 00 

1. 03 

1. 01 

1. 05 

Added(ng) 

Fig.3. 

Table 2. 

0.50 

1. 00 

。

，白、

B 10 
.._.，. 

キJ

ぷ
01) 
・H
ω 
」コ
~ m 
ω 
向

6 

2 



154 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

ppb，最低0.05ppb未満，平均および標準偏差は0.99ppb

および0.67ppbの結果が得られた.

(本研究の概要は日本食品衛生学会第48回学術講演会

昭和59年10月で発表した.) 
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母乳中の Mg，Ca， Fe， Cu， Znの含有量について

江j皮戸奉秀ヘ竹内正博ヘ水石和子ヘ山野辺秀夫ヘ

風間成孔叫， {I度辺四男也ヘ鵜沼洋子叫ヘ

IH 保 !'(fi十代叫ヘ中沢秀夫***

Mg， Ca， Fe， Cu and Zn Content in Human Milk 

KIYOHIDE EBATO* ，MASAHIRO TAKEUCHI* . KAZUKO MIZUISHI* . HIDEO Y AMANOBE* 

MASA YOSHI KAZAMA * * . YOHY A W A T AN ABE * ，YOUKO UNUMA *** ， 

SHIZUYO NAN]OU…and HIDEO NAKAZAWA… 
Two-hundred samples of human milk were taken from women residing in Tokyo. 

The content of magnesium， calcium， iron， copper and zinc were determined by flame atomic 

absorption spectrometry. 

The results were as follows : 

1) The average content of the elements in human milk were 30. 3ppm of magnesium. 256ppm of 

calcium， O. 73ppm of iron. O. 51ppm of copper and 4 . 17ppm of zinc. 

2) Zinc and iron decreased with the passage of time after delivery ， but magnesium and calcium did 

not show much variation. 

3) The average magnesium content in samples taken from anemic women except those taken from 

the group 21.60 days after delivery did not show any significant difference compared to those from 

non-anemlc women 

Keywords : humanmilk， magnesium， calcium， iron， copper， zinc， anemia， non.anemia 

諸言

最近，乳幼児の栄養に関してその微量元素の重要性が

指摘されており川，とくに栄養源である母乳について微

量元素の含有量測定が行われるようになってきてい

る3，4，5)

しかし現在， 日本人の食生活は過去に例をみないほど

多様化しており，母乳組成にも影響している可能性が考

えられる.そこで，今回乳幼児の必須多量元素である

Mg， Ca，必須微量元素である Fe，Cu， Znの母乳中含有

量，および出産後の授乳時期による母乳中含有量を測定

し，さらに，妊婦の貧血出現率は約15%といわれている

ことから，貧血のある母親と貧血のない母親の母乳中含

有量も比較検討したので報告する.

実験方法

1 試薬 Mg，Ca， Fe， Cuおよび Zn標準溶液:

1，000ppm原子吸光分析用標準液(和光純薬)，硫酸，硝

酸および過塩素酸:有害金属測定用(和光純薬)，過酸化

水素水:原子吸光分析用(和光純薬)を用いた.

2 装置 原子吸光分析装置:日本ジャーレル・アッ

シュ社製 AA8200型.

3 試料 1984年 4月-1984年12月の 9か月間，都内

の産院で147名の母親より出産後 3日から120日の問， 1 

-2回，母乳を200試料採取した.

母乳採取と同時にアンケート調査を行い，その結果，

*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 

ホ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of public Health 

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

村*同生活科学部食品添加物研究科

M 東京都豊島区長崎保健所
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Table 1. Operating Conditions of astrument 

Element Mg Ca Fe Cu Zn 

Wavelength(nm) 285.2 422.7 248.3 324.7 213.9 

Lamp current(mA) 10 10 10 10 10 

Fuel gas Ckg/cm2-l/min) C2H2 (0.5-2.5) 

Oxdant gas Ckg/cm2-l/min) Air(1.5-8.0) 

Instrument: Nippon Jarrel-Ash Model AA-8200 Type 

Burner head : water-cooled one slot. 

母親の年令構成は20-24オ 7名， 25-29オ47名， 30-34 

才師名， 35-39オ22名， 40オ以上 3名であった.

貧血の有無について，貧血のある人71名，貧血のない

人69名，未回答 7名であり，貧血があると答えた人のう

ち25名は出産時まで，あるいは出産後も増血剤を服用し

ていた.

4 試料溶液の調製母乳は50mlポリエチレン容器

に冷所保存し，分析時水浴上で加温して分離した脂肪分

を溶解して均一な溶液としたのち，その 4-5gを100

mlケルダールフラスコに精秤し，硫酸0.5ml，硝酸 l

ml，過塩素酸0.5mlを加えて常法通り湿式分解を行う

が，分解液が淡黄色に変化したとき過酸化水素水 1ml 

を加えて脂肪分の分解促進と同時に硝酸の除去を行い，

白い泡だちの消えた状態で放冷し， /合後，正確に 5mlと

し原子吸光測定用試料液とする.

5 原子吸光測定条件 原子吸光測定は重水素ランプ

でパックグランド補正を行い， Mgは10倍希釈， Caは50

倍希釈，その他の元素は原子吸光測定用試料液を直接ア

セチレンー空気炎に導入する方法で測定し，その条件は

Table 1に示した.

各元素の検量線濃度範囲は Mgおよび Caは 0-10

μg/ml， Fe， Cuおよび Znは0-5μg/mlであり，バー

ナーヘッドの角度は，各元素のピーク高さが最適の位置

になるよう調整して用いた.

実験結果および考察

母乳中の元素平均含有量は Table2に示した.各元素

の平均含有量は Ca>Mg> Zn> Cu， Feであり，必須微量

元素では ZnがCu，Feに比較して 1桁高い値であった.

Mgの平均値30.3ppmは本邦の従来の報告3，6，7)とほぼ等

しし Caの平均値256ppmは松永ら引の290ppm，四訂日

本食品成分表8)の270ppmより低い値であった. Feの平

均値0.73ppmは松永ら引の0.31ppmと比較して約 2倍

高い値であったが，四訂日本食品成分表8)の 1ppmより

低い値であった. Cuの平均値0.51ppmは四訂日本食品

成分表9)の6.1ppmより 1桁低し従来の費告3.5・7)では出

産後時間の経過とともに Cu含有量が減少する傾向があ

Table 2. Content of Elements in Human Milk 
Element x土SD Range 

Mg 30. 3:t 7.38 (14.5-51.6) 

Ca 256士88 (14.5-472) 

Fe O. 73:t0. 71 (0.28-6.78) 

Cu 0.51士0.17 (0.11-1.07) 

Zn 4.17:t1.72 (0.54-12.9) 

Cppm) 

るため，採乳時の検体数のかたよりなどにより平均値の

変動が予想され，単純な平均値の比較はむずかしいと考

えられた. Znの平均値4.17ppmは松永ら6)の1.16ppm 

の約 4倍高い値であるが， Cuと同様，出産後時聞の経過

とともに Zn含有量が減少することから単純な平均値の

比較はむずかしいと考えられた.

つぎに山本ら引の報告に準じて分娩後の経過日数を 5

群に分類して，各元素の平均値と標準偏差を Table3に

示した.Table 3より Mgの平均値の最大値は21-60日

群の31.6ppm，平均値の最小値は11-20日群の27.2ppm

と出産後の経過日数によって変動は少なく他の報告3.6.7)

と同ーの傾向があった.Caの平均値の最大値は21-60日

群の283ppm，平均値の最小値は11-20日群の209ppmと

大きな変動はみられず，問中ら 7)の報告と一致した. Fe 

は3一 5日群， 6一1叩0群でで、それぞ

でで、あるが， 61-120日群で0.32ppmと半減しており，従来

の報告7)と同様な傾向があった.Cuは3-5日群で0.55

ppm，61-120日群で0.44ppmと20%減少しているが，他

の報告3ム7)にみられる同期間の減少率31-35%よりは小

きかった. Znは3-5日群が4.77ppm，61-120日群で

1.30ppmと約 4倍の濃度差があり，田中ら 7)の7倍，山本

ら3)の2.5倍の中間的な{直であった.

つぎに貧血があると答えた人の各元素の平均含有量と

標準偏差は Table4に示した.Table 4は11-20日群，

60-120日群は例数が少ないため省略した.Mg は21-60

日群で非貧血者群と比較して平均値の差の検定で差がみ

られた他は平均値聞の差はなかった (P<0.05).Caは

3群とも平均値聞に差はなく， Feの平均値は非貧血者群
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Table 3. Content. of Elements in Human Milk(ppm) 

Days after Childbirth Mg Ca Fe Cu 

3-5 30.3:t8.13 253:t90 0.70士0.34 0.55士1.16

6-10 

11-20 

21-60 

61-120 

N : number of samples 

• X:tSD 

30.l:t5.81 259:t89 0.71:t0.340.58:t0.17 

27.2:t6.64 209士90 0.59土0.30 0.54:t0.19 

31.6:t8.09 283:t66 0.86:t1.25 0.44士0.15

29.3:t3.86 240:t103 0.32:t0.20 0.44士0.18

Zn N 

4.77:t 1. 38 67 

4. 84:t 1. 40 60 

4. 06:t 1. 00 11 

3.22:t1.81 56 

1.30:t0.31 6 

Table 4. Content. of Elements in Human Milk of Anemia and Non-Anemia(ppm) 

Days after Childbirth Symptoms Mg Ca Fe Cu Zn 

3-5 Anemia 29 .l:t8. 77 244:t76 O. 65:t0. 29 o. 59:t0 .16 4. 61:t 1. 42 
Non-Anemia 31. 3士7.34 257:t103 0.74土0.39 0.54:t0.16 4.86士1.39

6-10 Anemia 31.2:t4.48 260:t101 0.69:t0.31 0.56:t0.14 4.74:t1.30 
Non-Anemia 29. 2:t 7.07 259士70 O. 72:t0. 38 o. 72:t0. 71 4. 77:t 1. 56 

21-60 Anemia 29.2:t8.25 290:t65 O. 56:t0. 25 0 .42:t 0.02 2. 85:t 1. 20 
Non-Anemia 33. 6:t 7.54 284:t61 1. 19:t1. 70 0.44土0.13 3.50土2.17

• X:tSD 

あるものの平均値の差の検定では差がなかった.

文献
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が若干高い傾向にあるが，平均値の差の検定では差がな

かった.Cuは3群とも平均値聞に差がなく， Znは非貧血

者群の平均値が貧血者群より若干高い傾向があるが，平

均値の差の検定では差がなかった.

つぎに相関関係のみられた元素の組合せは，貧血があ

ると答えた人では出産後 3-5日群では Cu-Fe，Zn 

-Fe， Ca-Zn， Cu-Zn， Cu一Mg，Zn一Mg，6 -10日

群では Cu-Zn，21-60日群では Cu一Zn，貧血がない

と答えた人では 3-5日群では Zn-Fe，Cu-Zn， 6 
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10日群では Cu-Zn，Zn一Mgとなり，出産後早い時期

にCu，Mg， Znなどが相関のある場合が多いことがわ

かった.

結 論

Mg， Caは出産後の含有量の変動は少なし Fe，Znは

出産後時間の経過とともに減少する傾向があった.貧血

のある母親と貧血のない母親の母乳中含有量の比較では
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Yersiniαenterocoli ticaの分離方法の再検討一一

CIN培地とアルカリ処理の併用による各種材料からの分離成績

金子誠二へ丸山 務ヘ神崎政子ヘ小久保粥太郎*

神保勝彦ぺ松本昌雄ヘ竹重都子日

Isolation Methods for Yersini，α enterocoliticαー一一-Result of Y. enterocoliticα Isolation 

from Various Materials by Concurrent Use of CIN Medium and Alkali Treatment 

SEI]IKANEKOへTSUTOMUMARUY AMA *， MASAKO KANZAKI* ，Y A T ARO KOKUBOヘ

KATSUHIKO JINBO*， MASAO MATSUMOTO*and KUNIKO T AKESHIGE叫

In order to reassess methods of isolating Yersinia enterocolitica from several kinds of meat and 

animals，detection and identification rates were compared regarding the following four methods : direct 

plating on CIN medium and MacConkey agar(MAC) after PBS cold enrichment and on these two 

medium treated with alkali (KOH) respectively. A total of 437 specimens obtained from retailed pork， 

beef and chicken as well as swabs of swine carcasses， swine feces， swine cecum contents， bovine 

m巴sentericlymph nodes and bovine feces obtained from ab.attoir were used. 

Detection rates of Y. enterocolitica were 1.6%， 13.7%， 27.2% and 34.7%， respectively， for MAC， 

CIN， KOH-MAC and KOH-CIN .On the other hand， identification rates of Y. enterocoli・ticawith r巴gard

to number of fishing was 6.9%， 23.4%， 50.2% and 67.7%， respectively，for MAC，CIN，KOH-MAC 

and KOH-CIN. Most of the isolates were non pathogenic strains of biotype 1 according to Wauters' 

classification. KOH-CIN showed highest detection rate (4.4%) of pathogenic strains. 

It was thus demonstrated that alkali treatment after PBS cold enrichment is an excellent method 

to isolate Y. enterocolitica from meat and animals and that by using CIN medium in combination， the 

detection rate of Y. enterocolitica can be further improved. 

Keywords: Yersinia enterocolitica ，meat， animal， CIN m巴dium，alkali treatment. 

緒言

食肉や環境材料から Yersiniaenterocoiticaを分離す

る方法は， リン酸緩衝液(PBS)を用いた低温選択増菌法

とマツコンキー寒天や SS寒天などの腸内細菌用培地と

を組み合わせた方法が採用されてきた1-3) しかし，この

方法は糞便で用いられている方法なので，食肉や環境材

料の場合は，これらの主要菌叢である低温細菌も同時に

分離される.このため，分離平板上に多くの爽雑菌が発

育して，爽雑菌と Y.enterocoliticaの集落との鑑別が困

難であり，分離・同定のために数多くの集落を釣菌しな

ければならない.

このような分離・同定上の問題を解決するために，

Aulisioら4)は Y.enterocoliticaおよび区 ρseudotuber-

culosisがアルカリに対して比較的抵抗性のあることを

利用して， PBS低温増菌後に水酸化カリウムを用いたア

ルカリ処理法を開発した.DoyleとHugdahlベDeBoer 

ら6)，Leeら7)， SternとOblinger8
)およびWeissfeldと

Sonnenwirth9)はそれぞれアルカリ処理が食肉や糞便か

ら Y.enterocoliticaを分離する有効な方法であることを

報告している.また Schiemann1
0.11)は，Y. enterocolitica 

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
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Selective Supplementを添加:Oxoid) 

寒天(栄研化学)を用いた.

3. Y. enterocoliticαの分離・同定 食肉，糞便，

盲腸内容物および腸間膜リンパ節は約 1g を10ml

の PBSに加えた.豚校肉ふきとり材料は，肩部100cm2を

カぉーゼでふきとり ，10mlの生理食塩水に洗い出しその

1 mlを10mlの PBSに接種した.これらの接種材料は

4.C， 21日間増菌培養を行なった.分離方法は， CIN培

地およびマツコンキー寒天へ直接塗抹する方法とこれに

それぞれアルカリ処理を組み合わせた計4種類の方法を

用いた.アルカリ処理は，われわれが報告した条件で行

なった 14) すなわち，4.5mlの0.4%水酸化カリウム加

0.5%食塩水に PBS増菌液0.5mlを加え，ボルテック

ス・ミキサーで30秒間激しく混合し，その 1白金耳を分

離培地に塗抹した.

塗抹後， CIN培地は32.Cで24時間，マツコンキー寒天

は25.Cで48時間域養して Yersinia属菌と思われる集落

を釣菌した. Y. enterocoliticaおよびその類縁菌は，

Tabl巴 1に示した各種生化学的性状試験を行ない鑑別し

た15) Y. enterocoliticaと同定された菌株は，市販診断用

抗血清(デンカ生研)を用いたスライド凝集反応により

血清型03，05:27，08および 09の病原株を検索し

fこ

とマツコンキー

36， 1985 報年蕊
八

γ創官
F

と種々の菌株の色素や抗菌剤に対する抵抗性を検討し

て， Cefsulodin.・irgasan-novobiocin(CIN)培地を開発し

た. Harmonら12)とHeadら13)はそれぞれ豚肉とヒトの

糞{更に Y.enterocoliticaを接種し，その回収率を数種類

の培地と比較した.その結果， CIN培地が分離培地とし

て最も優れていることを確認している.

われわれは，アルカリ処理の実際的な条件と CIN培地

の有効性を基礎的に検討したところ， PBS低温増菌後の

アルカリ処理は0.4%水酸化カリウムで30秒間処理し，分

離培地に CIN培地を用いれば Y.enterocoliticaの分離

率を高めることができることを報告した 14)

今回は，アルカリ処理と CIN培地を用いて食肉および

家畜の糞便や盲腸内容物を対象に，従来用いられていた

方法との比較で検討した.また，CIN培地の選択性を検

討するために，発育集落の簡易同定検査も行なった.

材料および方法

1.対象検体 東京都23区内の食肉販売庖より採取し

た豚肉44検体，牛肉29検体および鶏肉68検体，およびと

場で採取した豚枝肉ふきとり材料112検体，豚糞便28検

体，豚盲腸内容物36検体，牛腸間膜リンパ節60検体およ

び牛糞便60検体，合計437検体を対象とした.

2.使用培地増菌培地に PBS(pH7. 6)，分離培地に

CIN 士音I也 (Yersinia Selective Agar Base に Yersinia 

衛尽東

Table 1. Biochemical Characteristics of Yersinia enterocolitica and Other Yersinia 
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Test 

Voges-Proskauer 

Urease 

Indole 
Lysine -Decarboxybse 

Ornithine -Decarboxylase 

β-Galactocidase 

Acid production from 

D-Cellobiose 

Galactose 

Lactose 

D-Melibiose 

L-Rhamnose 

Sucrose 

L-Sorbose 

D-Sorbitor 

Salicin 

Motility (25.C) 

(3TC) 

* V: variable 
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4. CIN培地に発育した集落の同定 アルカリ処理を MAC法， CIN法， KOH-MAC法および KOH-CIN法

した材料を塗抹した CIN培地と無処理の材料を塗抹し を用いた釣菌数に対する Y.enterocoliticaの同定率は，

たCIN培地上に発育した各50株の集落について， ID-テ それぞれ6.9%，23.4%， 50.2%および67.7%であった

スト(日水製薬)を使用して同定した (Table3).これらのうち，病原株は MAC法では豚盲

結 果 腸内容物から 1株， CIN i去では豚肉から 2株と豚盲腸内

1 分離法別 Y.enterocoliticaの検出状況 容物から 5株の計 7株， KOH-MAC法では豚肉から 3

Y. enterocoliticaの各種材料からの 4方法による検出状 株と豚盲腸内容物から 6株の計 9株， KOH-CIN 法で、は

況を Table2に示した"7ッコンキー寒天直接塗抹法 豚肉から 5株，豚糞便から 3株および豚盲腸内容物から

(MAC法)， CIN培地直接塗抹法 (CIN法)，アルカリ 7株の計15株をそれぞれ分離した.すなわち，釣菌数に

処理一マツコンキー寒天塗抹法 (KOH-MAC法)および 対する病原株の同定率は，それぞれ MAC法では0.2%，

アルカリ処理 CIN培地塗抹法 (KOH-CIN法)での Y. CIN法では1.7%， KOH-MAC法では2.9%および

enterocoliticaの検出率は，それぞれ1.6%，13.7%， KOH-CIN i去では4.4%であった.また，Y.ρseudotuber-

27.2%および34.7%であった.これら陽性検体のうち， culosis はKOH-MACi去で分離した l株で，その血清型

病原株と Y.tseudotuberculosisが検出されたのは， はIIIであった.

MAC法では豚盲腸内容物から 1検体， CIN法では豚肉 3. CIN培地に発育した集落の菌種 CIN i去と KOH

から 1検体と豚盲腸内容物から 2検体の計 3検体， KOH -CIN法で分離された Y.enterocolitica様集落の菌種の

MAC法では豚肉から 3検体と豚盲腸内容物から 4検 内訳を Table4に示した.Y. enterocoliticaとその他の

体の計 7検体， KOH-CIN法では豚肉から 4検体，豚糞 Yersinia属菌は CIN法で50株中35株， KOH-CIN法で

便から 1検体必よぴ豚盲腸内容物から 3検体の計8検体 50株中42株であった.Yarsinia属以外の菌種は Enter-

であった.Y.ρseudotuberculosi・sは， KOH-MAC法で豚 obacter属，Serratia属，Citrobacter属，Proteus属およ

盲腸内容物の l検体から検出された. ぴPseudomonas属であった.

2.釣菌数に対する Y.enterocoliticα の同定率 考 察

Table 2. Comparison of Detection Rate of Yersinia enterocolitica from Various 

Materials Using Four Methods 

Swine Bovine 

Isolaton Pork Beef Chicken ~~!_~:_~f Feces ~ecum ~ese~te!，!c Feces Total Methods N o. of Carcases n:;¥..c;" Contents Lymph Nodes 

Samples 44 29 68 112 28 36 60 60 437 

No.of 

MacConkey ~et~ction 3 。。 。 1 1 2 。 7 
aCl.，OnKey 。。。 。 。 1 。 。 1 Pathogenic 

Detection Rate(%) 6.8 0 。 。 3.6 2.8 3.3 。 1.6 
No.of 

CIN Detection 10 7 18 8 8 6 2 60 

Pathogenic l 。。 。 。 2 。 。 3 

Detection Rate(%) 22.724.1 26.5 0.9 28.6 22.2 10.0 3.3 13.7 

No.of 
KOH Detection 20 13 32 20 7 10 17 。119 

MacConkey Pathogenic 3 。。 。 。 4* 。 。 7 
Detection Rate(%) 45.5 44.8 47.1 17.9 25.0 27.8 28.3 。27.2 

No.of 
KOH Detection 31 20 47 16 9 11 14 4 152 

CIN Pathogenic 4 。。 。 1 3 。 。 8 

Detection Rate(%) 70.4 68.9 69.1 14.3 32.1 30.5 23.3 6.7 34.7 

* Including Yersinia pseudotaberculosis 
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Table 3. Comparison of Identification Rate of Yersinia enterocolitica 

from Various Materials Using Four Methods 

Swine Bovine 

Pork Beef Chicken Feces Cecum Mesenteric 

161 

Feces Total 
Methods Contents Lymph Nodes 

No.of 

Fishing 78 52 113 45 18 57 59 422 

MacConkey Positive 14(17.9) 4(7.7) 7(6.2) 1(2.2) 1(5.6) 2(3.5) 。 29(6.9) 

Pathogenic 。 。 。 。 1(5.6) 。 。 1(0.2) 

NO.of 

Fishing 81 56 124 25 47 54 24 411 

CIN Positive 16(19.8) 12(21.4) 23(18.5) 9~36.0) 21(44.7) 12(22.2) 3(12.5) 96(23.4) 

Pathogenic 2(2.5) 。 。 。 5(10.6) 。 。 7(1. 7) 

No.of 
KOH Fishing 86 45 107 24 26 20 l 309 

MacConkey Positive 39(45.3) 20(44.4) 46(43.0) 14(58.3) 19(73.1) 17(85.0) 。155(50.2) 

Pathogenic 3(3.5) 。 。 。 6(23.1)ホ 。 。 9(2.9) 

No.of 
KOH Fishing 83 58 110 18 37 31 7 344 

CIN Positive 52(62.7) 36(62.1) 70(63.6) 16(88.9) 27 26(83.9) 6(85.7) 33(67.7) 

Pathogenic 5(6.0) 。 。 3(16.6) 7(18.9) 。 。 15(4.4) 

Figures in parenthesis indicate the percent. . Includingone strain of Yersinia tseudotuberculosis 

Table 4. Results of Identification of Yersinia enterocolitica -like 

Colony Grown on CIN Medium 

Isolation Methods 
KOH 

Species CIN 

CIN 

Yersinia enterocolitica 32 38 

Yersinia kristensenii 

Yersinia jト'ederiksenii 1 1 

Yersinz;αinteγmedia 2 2 

Enterobacter agglomerans 1 

Enterobacter aerogenes 1 3 

Seγγα託amaγcescens 1 

Serratia liquefaciens 1 1 

Serratia spp. 2 

Citγo加:cteγfγeundii 2 

Proteus spp. 2 

Pseudomonαs spp. 2 

Unidentified 4 3 

Total 50 50 

Figures in table indicate the number of identified strains. 
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Y. enterocoliticaは，動物の腸管内をはじめとして食

肉や環境中に広〈分布していることが知られている 16に

これらの疫学調査に際し，本菌の分離方法は調査材料の

種類に関係なしヒトの糞便を対象にした検査方法をそ

のまま採用してきたのが現状である.このため，本法で

Pseudomonas属菌などの低温細菌が主要菌叢である食

肉等から，Y. enterocoliticaの分離をすると，分離培地上

処理を行ない CIN培地に塗抹する方法が極めて効果的

であることが明らかとなった.しかしながら，本法は

PBSで長期間増菌する必要があるので，日常検査法とし

ては好ましくない.今後は，短期間の選択増菌法を開発

すれば Y.enterocoliticαを迅速に分離・同定できるであ

ろう.

要 約

に多くの爽雑菌や類似集落が発育し，Y. enterocolitica Yersinia enterocoliticaを食肉や家畜の糞{更などから

の分離・同定上の大きな妨げとなっていた. CIN培地川 分離する方法を検討した.対象検体は市販の豚肉，牛肉

はこのような欠点を補い，Y. enterocoliticaとその類縁 および鶏肉，と場より得た豚枝肉ふきとり材料，豚糞便，

菌以外の菌の発育を抑制し，Yersinia属菌は特徴的な集 豚盲腸内容物，牛腸間膜リンパ節および牛糞便で，合計

落形態を示し，その分離を容易にしたものである.また 437検体である.これらを PBS低温増菌後，アルカリ処

低温増菌後のアルカリ処理法4)は Y.enterocoliticaと Y. 理(KOH)したものとしないものについて， CIN培地と

pseudo tuberculosisがアルカリに対して比較的抵抗性で マツコンキー寒天(MAC)に塗抹するという 4つの分離

あることを利用して爽雑菌を排除することを目的として 方法を用いて検出率および同定率を比較した.

開発された Y.enterocoliticaの検出率は MAC法， CIN法， KOH 

われわれは，前報で PBS低温増菌後のアルカリ処理 一MAC法および、 KOH-CIN法でそれぞ、れ1.6%，

とCIN培地の併用が Y.enterocoliticaの分離効果を高 13.7%， 27.2%および34.7%であった.一方，釣菌数に

めることを報告した川.今回，市販食肉や家畜の糞便など 対する Y.enterocoliticaの同定率は MAC法， CIN法，

を対象に， KOH-CIN i去を応用して Y.enterocoliticaの KOH-MAC法およぴ KOH-CIN法でそれぞれ6.9%，

検出率と釣菌数に対する本商の同定率を検討した 23.4%，50.2%および67.7%であった.なお，病原株の

CIN法は確かに検出率，河定率ともに MAC法より優 検出率が最も高かったのは KOH-CIN法の4.4%であつ

れていた.両方法にアルカリ処理を併用した KOH-CIN た.

法， KOH-MAC法は検出率がともに高まり，食肉では これらのことより，食肉や家苗の糞便などからY.

KOH-CIN法を用いた場合特に検出率が高くなった.同 enterocoliticaを分離するには， PBS低温増菌後アルカ

定率でも KOH-MAC法， KOH-CIN法が MAC法， CIN リ処理を併用した CIN培地を使用する方法が高い検出

法より 2倍以上高まることが明らかとなった.このこと 率を示すことがわかった.

は，われわれが以前報告したように，アルカリ処理を行 文 献

なうことでマツコンキー寒天や CIN培地に発育可能な

Y. enterocolitica類似集落が減少した結果である.さら

に病原株である 03，05 :27および09は， KOH-CIN i去
を用いた場合最も検出率が高<.病原株の検索でも本法

か1愛ilていることか、明らかとなった.

一方，アルカリ処理の有無で CIN培地上に発育可能な

菌種の構成がどのように変化するかをみたところ，無処

理の場合は CIN培地上に多くの菌種が出現したが，アル

カリ処理により爽雑菌穏が確実に減少した.CIN培地上

に発育する爽雑菌種のうち，E. agglomeransやS.li-

quefaciens はDevenishとShiemannl7
)によっても報告

されているが，これらの菌種の占める割合はわれわれの

成績ではわずかであり，分離・同定上の問題とはならな

かった.

以上の成績から，食肉や家畜の糞{更などを対象とした

Y. enterocoliticaの分離には， PBS低温増菌後アルカリ
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Yersiniαenterocoliticα血清型 03，生物型 3の年次別検出状況

丸山 務ヘ神崎政子*

Chronological Changes in Detection Ratio of Yersinia enterocoliticαSerotype 03 ; Biotype 3 

TSUTOMU MARUY AMA *and MASAKO KANZAKI* 

Six hundred thirty eight strains of Yersinia enterocolitica serotype 03 (0:3) isolated from men and 

animals were classified by biotypes during the period of 14 years from 1971 to 1984 and distribution of 

biotypes was chronologically studied. The method according to Wauters and Bercovier was slightly 

modified to classify VP positive strain as biotype 4 (B:4) and VP negative strain as biotype 3 (B:3) . B:3 

was further divided into two subtypes of positive and negative strains by sorbose; B:3A and B:3B. 

Of 243 strains derived from sporadic patients， 30 obtained during the period from 1971 to 1972 were 

B:4. However， B:3 which appeared in 1973 for the first time gradually decreased， and 12 out of 15 strains 

(80%)wer巴 B:3in 1983. Initially， B:3 were mainly B:3A， l.ut in 1980s， B:3B came to replace B:3A. 

In other words， in the last 14 y巴arsbiotypes derived from men changed from B:4 to B:3A and then to 

B:3B. Outbreak of 9 cases occurred in ]apan between 1972 and 1981. However， all of these were of 0:3 

classified as B:4. 

The change in biotype noted in human strains is similarly seen in the strains derived from animals 

such as pigs， dogs， cats and rats. B:3 appeared earlier in pig strain than in human strain and the de~ection 

frequency of B:3B was also higher. Of the 283 strains isolated during the period from 1983 to 198'4，66，46 

and 171 were respectively B:4， B:3A and B:3B. 

Keywords : chronological change. Yersinia enterocolitica. s巴rotype.biotye 

Yersinia enterocoliticaの血清型と生物型とは相互に た3)

密接な関係があり，ヒトに病原性のあるものは数種の限 そこで，今回はこれら病原性が同じである 0:3の中で

られた組みあわせで、あることが知られている 1) わが国 B:3に該当する菌がいつ頃から出現し，どのような検出状

も含めて世界各地で患者から病原として最も頻繁に分離 況で推移してきたかをわが国てや本菌がはじめて分離され

されている血清型 0:3(0:3)であり，その生物型は た1971年にまでさかのは、ってヒトおよび動物由来株で検

Wautersの 4(B:4)であるとされてきた.しかしながら 討した.

最近になって 0:3の中で生物型 3(B:3)に該当する菌株 材料および方法

が分離されるようになり，特に病原株の保菌動物である 供試菌株は1971年から1984年までの14年間に当研究所

ブタではその分離率が高いことも報告されてきた2) で分離したもしくは同定型別依頼を受けて 0:3と確認し

私達は早速この 0:3，B:3の菌株の病原性について検討 たヒト由来243，ブタ由来343，イヌ由来42，ネコ由来 5，

したところ， Yersinia胤の病原指際であるカルシウム ネズミ由来 5の計638株である.ヒト由来株はすべて散発

依存性，自己凝集性，マウス腸管定着性などが B:4と同じ 例の主として下痢症患者のふん便から，動物由来株はす

であり，しかもこれら諸性状がいずれも約44Mdのプラ べて健康な個体の腸間膜リンパ節，回盲部内容物または

スミドの支配を受けていることを示唆する成績を得 ふん便から分離されたものである.またブタ由来株は全

*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 

• The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1.Hyakunincho 3 chome.Shinjuku-ku.Tokyo.160 ]apan 
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国のと畜場で，それ以外の由来株は主として東京で分離 年にはじめて出現し，この時の50株中わずか2株(4.0%)

されたものである. であったものが1973-1975年では10%台， 1977年は

血清型の確認は自家調製の家兎免疫因子血清を用いて 45.5%， 1983年には82.1%となった.

スライド凝集反応、によって判定した.生物型別は 供試した638株のうち， B:3と同定された計308株につい

Wauters'lおよび Bercovie刊の記載に従い， 25'Cでの てさらに3Aと3Bの2つの亜型に分類した.ヒト由来株

VP反応陽性， xylose陰性を B:4，25'Cでの VP反応陰 と，ブタ，イヌ，ネコ，ネズミは動物由来株としてまと

性， xylose陽性を B:3とし， B:3はsorbose'ニよってB:3A め，年次別に両亜型の分類を Table3に示した.1972， 

とB:3Bの2つの亜型に分類した 1973の両年はヒト，動物由来ともに B:3の菌株はすべて

成 績 B:3Aであったが， 1974年にはヒト由来の 4株に B:3Bが

供試した638株をヒト，ブタ，イヌおよびネコ，ネズ、ミ はじめて検出された ヒト由来株では1981年まではB:3A

の4種の由来に分け，分離した年次毎にそれぞれを生物 がB:3Bより多いが， 1982年以降B:3Bの割合は高〈

型に分類して Table1に示した. なる.一方，動物由来株では菌株数が少なし特に

供試菌株はすべて B:4または B:3に型別された.由来ご 1978-1982年は菌株が無いのでこの聞の経過は不明で、あ

とに B:3の検出される割合は，ヒト，ブタ，イヌおよび、ネ るが，1983年になるとブタ由来の B:3，84株中76株89%が

コ，ネズミでそれぞれ30.9%，64.7%， 21. 3%， 20.0% B:3Bによって占められていた.

であった.この B:3の出現は，ヒト由来株では1973年に 考 察

なってはじめて18株中 2株にみられ，以後1984年まで毎 Y. enterocoliticaの生物型は，はじめ Nilehn5ltこょっ

年検出された.一方ブタ由来株ではヒトよりも 1年早し て提案され， Wauters'lがこれをより簡略化して 5つの

1972年に30株中 2株，また，イヌおよびネコ，ネズミで 型にまとめたものが現在世界的に広〈用いられている.

は1975年になってそれぞれ12株中 1株， 5株中 l株から これによると， B:4とB:3はlactoseとxyloseの2つの糖

検出された. 分解によって分けられる.一方， Bercovier4lらは環境由

年次別にみた B:3の占める割合は，ヒトおよび、動物由 来株を用いて生物形71IJを行い，基本的には Wautersの分

来株ともに，毎年同様に増加傾向がみられたので，供試 類に従いながらも B:4とB:3はxyloseとVP反応を鑑別

全株をまとめて Table2に示した.すなわち， B:3は1972 点とした.また， B:3の中でsorboseとinositolによって

Table 1. Chronological Distribution of Y. enterocolitica 
03;B4 and 03;B3 Strains Isolated from Various Sources 

Human Pig Dog，Cat Rat 

Number of Number of Number of Number of 

Year 
isolate 

Biotype 

4 3 

1971 10 10 。
1972 20 20 。
1973 18 16 2 

1974 21 17 4 

1975 28 23 5 

1976 43 29 14 

1977 19 12 7 

1978 12 8 4 

1979 12 7 5 

1980 11 6 5 

1981 13 6 7 

1982 17 9 8 

1983 15 3 12 

1984 4 2 2 

Total 243 168 75 

isolate 
Biotype 

isolate 
Biotype 

isolate 
Biotype 

4 3 4 3 4 3 

30 28 2 

30 27 3 

17 17 。
12 11 1 5 4 1 
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株も無かった.従って，著者らは上記生物型別の原法と

は若干異なるが， VP反応陽性株を B:4，陰性株を B:3と

し，この B:3の中で sorbose陽'1生を B:3A，陰性を B:3B

とすることが最も妥当であると考え，この規準に従って

型別を千子った。

わが国における Y.enterocoliticaの最初の分離例は

1971年，下痢症患者から検出された 0:3て。あるが，この菌

株も含めて1971年と 1972年に分離された計30株と， 1972 

年に相ついで、発生した 3例の集団事例はいずれも典型的

な0:3，B:4てやあったことからその後の分離株も十分な検

討がなされないまま 0:3の生物型は 4であるという固定

観念が定着してきたといえよう. しかしながら今回の成

績からも明らかなように，病原株である 0:3には B:4と

B:3とがあり，この B:3の菌はすで"に1972年に本邦に存在

していたことが確認された。

ヒト由来株における B:3は1973年に18株中 2株(11%)

が初めて出現し，その検出率は徐々に増加し， 1980年代

には B:4と同じかこれを上わまる様相に推移している.

動物由来株でも同様の傾向がうかがえるが， B:3の出現と

その検出頻度はヒトのそれよりも早い年代にあらわれて

いる.また，ブタでは 0:3の検出率そのものは1970年代の

はじめと 1980年代では特に差異はみられないが，分離株

の中で B:3の占める割合は1970年代の8.3%から1980年

代では76.6%となっており， B:3の菌がこの保菌動物で広

〈浸透してきたことがうかがわれる.

Ann. Rψ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

3Aと3Bの2つの亜型を設けた .WautersとBercovierの

両分類とも B:4とB:3の鑑別性状には xyloseをあげてい

るが，この糖分解能の判定は遅分解も含めてしばしば困

難な場合があり， VP反応の方がより明瞭な区別が可能

である.また inositol分解能は著者らが今回用いたヒト

および動物由来株には48時間以内に陽性となる菌株は 1

166 

Table 2. Isolation of Y. enterocoliti・ca03 Biotype 4 

and 3 During the Period 1971 Through 1984 

Number of (%) 
Biotype 
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2( 4.0) 
5(10.4) 
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Table 3. Subtypes of Y. enterocolitica 03;B3 Isolated from Human and Animals 

Subtype 

3A 3B 

2 0 

3 0 

ハU
q

J

っ“

76 

97 

178 

QJM 
ヨ
um

 
n
 

A

r

 

児

e
一

計

抗

一

2

3

0

2

3

3

0

0

0

0

0

4

6

一3

m
ぱ
山
一

8
日
一
泊

N

・ぉ一

唱

E
A
n
H
V
噌

Eム

Human 

Subtype 

3A 3B 

2

3

4

8

4

3

3

3

4

3

1

1

一却

n
υ
1ょ

1
ム
ι
u
q
J
U
1
A

つ
ム
ヮ
“

q
d
F
b
t
i
t
A

一ιυ

-
B
E
-
-
n
t
u
 

VA 
ρし、

，
白

-U

J
山

f
試一

0

2

4

5

U

7

4

5

5

7

8

2

2

一5

一

-

一

噌

1
4

円，

d

u

o

d
一

j
u
w
n
o
-

Total 

関
詔
一

0
0
1
1
9
5
1
2
2
3
5
7
8
-
4

m
一

8

9
一I

t

-

-

2

 

・0

一

一

一

h
u一2
5

3

6

8

5

3

3

3

4

3

9

0

一4

一

4
一9

r
A
 

ρ

i

v

-

、J0

・w

一

.川

f
抗一

2

5

4

7

げ

ω

4

5

5

7

8

6

8

一8

E

4

1

一

1

J

1

J

n

y

q

a

-

n

u

u
0
.
ω

一

1
一3

円、

S
一

Year 

1
 

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

一
川

7

7

7

7

7

7

7

7

8

8

8

8

8

一d

Q
u
n
H
Q
d
n
y
n
F
n
u
d
n
u
n
ヨ

n
B
n
3
n
u
n
u
n
u
一、
i

司

Eム
唱

EA
唱

EA
唱

EA
唱

EA
噌

Eム
唱

Eム

1Eム
司

Eム
噌

Eム
噌

Eム
噌

Eム

1Eム
一

司

EA



東京衛研年報 36，1985 167 

B:3の中で亜型の変遷もまた経時的に認められる.すな

わち，ヒト由来株でも動物由来株でも B:3が出現しはじ

めた1970年代の前半は3Aのみであったものが，1974年

にはじめて出現した3Bは年毎に増加し， 1980年代に入る

と3Bが主流を占めるに至った.この現象もまたブタにお

いて顕著で、あり，地域による差もみられない.

すなわち， 1970年-1980年にかけてわが国で分離され

る y.enterocolitica 0:3の生物型は全国的にB:4からB:3A

へ，さらにB:3Bへと推移したといえよう.ただし，今

回この報告に菌株を含めていないが， 1972年から1981年

までに発生した 9例の集団事例は，すべて 0:3で、あるが

その生物11引土典明的なB:4であったことが確認されてい

る.

Y. enterocoliticaの 0:3で B:3が増加してきている現

象は諸外国にはその報告例をみないが，わが国ではこの

他にも最近福島ら 6)は B:4には該当するが， ornithin陰性

あるいは maltose陰性など非定型的性状を示す菌が出

現してきていることを指摘している.0:3てー病原性も同じ

でありながら生物性状の表現型が異なる菌の出現や変遷

を今後も注目してゆく必要があると考える.

要約

1971年から 1984年までの14年間にヒト，動物から分離

した Yersiniaenterocolitica血清型 03，638株について

生物型別を行い，菌型の推移を年次別に観察した.

ヒト散発患者由来の243株のうち， 1971-1972年の30株

はすべて生物型4(B:4)であったが， 1973年に出現した

B:3が以後年々附i}JIIし， 1983年には15株中12株(80%)が

B:3によって占められた. B:3のうち1973年当初は3Aで

あったが1980年代では B:3Bが主流となった.すなわち，

ヒト由来株の生物型はこの14年間で B:4から B:3Aへさ

らに B:3Bへ推移したといえる.

ヒト由来株にみられた菌型の変遷はブタ，イ買，ネコ，

ネズミなどの動物由来株にも同様の傾向がみられた.特

にブタ由来株ではB:3の出現がヒトよリも早く， また

B:3Bの検出IJii[)支も高かった. 1983-1984年に分雌された

283株中 B:4，B:3A， B:3Bの数はそれぞれ66，46， 171で

あった.
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食品中のエリソルビン酸， L-アスコルビン酸の同時分析法及び含有量調査

井部明広ぺ斉藤和夫 ヘ 中 里 光 男 ヘ 菊 地 洋 子 ヘ

藤沼賢司ぺ二島太一郎*

Simultaneous Detection and Determination of Erythorbic Acid and L-Ascorbic Acid 

by Thin Layer Chromatography and High Performance Liquid Chromatography 

and Survey of Their Contents in Commercial Foods 

AKIHIRO IBEへKAZUOSAITO'， MITSUO NAKAZATOヘYOKOKIKUCHI*， 

KEN]I FU]INUMA *and TAICHIRO NISHIMA * 

A method for the simultaneous detection and determination of erythorbic acid (Er A) and L-ascorbic 

acid (AsA) in foods by thin layer chromatography (TLC) and high performance liquid chromatography 

(HPLC)is described. 

ErA and AsA were extracted from the sample with metaphosphoric acid solution and separated on 

a cellulose plate(pre-treated with 1% metaphosphoric acid)with methyl ethyl ketone saturated with 

water as the developing solvent.ErA and AsA were detected as white spots on the purplish-red 

background after being sprayed with 0.03 % indophenol reagent. The detection limit of Er A and AsA 

was 50 ng on the TLC plate. 

ErA and AsA were determined by HPLC on a column of LiChrosorb-NH2 (pre-treated with O.lM 

ammonium phosphate monobasic solution) with a mobile phase of acetonitrile-O. 01M potassium phos-

phate monobasic solution (80:20)mixture at 254 nm. The recoveries of ErA and AsA added to food at 100 

and 500 mg/kg were in the range of 94-103%. The detection limit of ErA and AsA in food was 10 mg/ 

kg. 

Using the prosed method，232 samples of commercial foods were analyzed.ErA was detected 

in 23 samples at tne range of 60-1115 mg/kg.AsA was detected in 115 samples at the range of 10-365000 

mgjkg.Both of Er A and AsA were simultaneously detected in 5 samples. 

Keywords : erythorbic acid. L-ascorbic acid. thin layer chromatography. high performance liquid 

chromatography 

緒 毛主Eト
日 目的で， ErAとAsAの同時分析法，すなわち薄層クロマ

エリソルビン酸(以下 ErAと略す)は酸化防止剤とし トグラフィー(以下 TLCと略す)を用いた定性法及び高

て. L-アスコルビン酸(以下 AsAと略す)は同様の目 速液体クロマトグラフィー(以下 HPLCと略す)を用い

的の他，強化剤としてそれぞれ単独に，あるいは同時に た定量i去について検討を行った.また，本法を用いて市

食品に用いられている.ErAとAsAは共に使用量，対象 販品の含有量調査を行ったので併せて報告する.

食品の制限もなく使用が認められているにもかかわら 実験方法

ず，今まで簡易な同時分析法がなかったため，食品中の 1.試料

ErAとAsAの含有量を同時に分析した報告は見あたら 昭和58年 1月から昭和60年 5月までに都内で市販され

ない.そこで，食品中の ErAとAsAの使用状況を知る ていた清涼飲料水57検体，漬物64検体，食肉製品42検体，

根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 

骨 TheTokyo Metropolitan R巴searchLaboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku. Tokyo.160 ]apan 
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かん詰27検体及ぴその他の食品42検体計232検体を分析

に供した.

2.試薬

1)ErA及びAsA標準溶液:D-イソアスコルビン酸

及び Lーアスコルビン酸(いずれも和光純薬工業側製)を

それぞれ 1%メタリン酸溶液に溶解し，それぞれ10-100

ppmになるように調製した.

2)展開溶媒:水飽和メチルエチルケトン(以下 MEK

と略す)

3)インドフェノール溶液:2，6ジクロロインドフェ

ノールナトリウム(和光純薬工業側製)30mgを水に溶解

し，100mlとした後I戸紙でろ過した.

4)その他の試薬は特級を用いた.

3.装置

1)薄層プレート セルロースプレート(メルク社製)

に 1%メタリン酸溶液を均一に噴霧し，湿潤した後室温

で自然乾燥した.

2)液体クロマトグラフ:日本分光工業側製 TRI

ROTAR-II 

3)検出器:日本分光工業(掬製 UVIDEC-III

4. HPLC 測定条件

カラム:LiChrosorb-N H21 0μm4 . 6mmid x 250mm 

(0.1Mリン酸ーアンモニウムを0.5ml/minで25時間

送液したもの)，移動相:アセトニトリル・0.01Mリン酸

ーカリウム溶液 (80:20)混液，流速:1.2ml/min，測

定波長:254nm，注入量:10μJ 

5.試験溶液の調製

固体試料は40gを秤取し， 10%メタリン酸溶液20ml及

び水40mlを加えて 3-5分間ホモジナイズした後，水

で200mlとした後良〈混和し，i.戸紙でろ過を行い試験溶

液とした.

液体試料は20gを秤取し， 10%メタリン酸溶液10mlを

加え，水で100mlとした後良〈混和し，i.戸紙でろ過を行

い試験溶液とした.

6. TLCによる定性

試験溶液20μJ及び'lOOppmの ErA及び AsA標準溶

液の10μJを薄層プレートに塗布して，約15cm展開した

後，インドフェノール溶液を噴霧し，赤紫色の背景に，白

色スポットの有無を標準品と比較して同定した.

7. HPLCによる定量

試験溶液をメンプランフィルター (0.45μ)でろ過し，

ろ液を 4の条件下で測定し，あらかじめ作成した検量線

から定量値を算出した.

結果及び考察

1. TLC条件の検討

ErAとAsAの定性法は， 1980年版衛生試験法1)にぺー

ノfークロマトグラフィー(以下 PCと略す)による方法が

掲載されていたが現在は削除されている. PCは展開に

5-6時間を要し，検出感度も約 1μgと低い等，多数の

検体を迅速かつ感度良〈検査するには欠点があったが，

PCは同時に多数の検体を同定できる利点があることか

ら，これらの問題点を改良するために TLCの適用につ

いて検討を行った.

プレートはペーパーと物性の似たセルロースプレート

を用いて検討を行った.セルロースプレートは PCの場

合と同様に展開中の ErAとAsAの分解を防ぎ， ま

た，分離を良くする目的でメタリン酸による処理を

行った.その際， PCでは 3%メタリン酸に浸潰して

いるが，セルロースプレートでは固定相の剥離を防

ぐため，メタリン酸溶液を噴霧することにした.そこな

0.1，0.5，1，3，5，10%のメタリン酸溶液で処理したプレー

トを用いて， MEK展開溶媒で展開した際の，メタリン酸

濃度と ErA及ぴ AsAの分離に与える景濯について検討し

た.その結果， 0.1，0.5，1，3%では両者の分離が良<， 

5 %， 10%とメタリン酸の濃度が高くなるに従って両者

の分離が悪くなった.そこで，メタリン酸の濃度は 3%

以下とすることとし，両者の分解を防ぐことも考慮して

1%メタリン酸溶液で処理することにした.この条件で

はErAとAsAの Rf値はそれぞ、れ0.42，0.32であり，検

出感度はそれぞ、れ0.05μgとPCに比較して約20倍増加

した.なお，両者は 1μg以下で良〈分離し， 2μg以上

では接近して分離が悪くなるため， 1μg 以下となるよ

うにスポットすることにした.

展開溶媒については MEKの他に，展開中に ErA，

AsAが酸化されにくいという報告2)のあるアセトニトリ

ル・アセトン・ 10%メタリン酸 (80:5 : 15)について

検討した結果， ErAとAsAの分離及ぴ感度共に MEK

の場合と特に差は見られなかった.しかし， MEKがより

安定な分離を示したため，以後 MEKを用いることにした.

本法を各種の試料に適用したところ， ErAとAsAと

同-Rf値を示しインドフェノールを還元して脱色する

ような妨害物は見られなかったが，濃縮ジュースなど

ショ糖濃度が高いものではテーリングする傾向があった

ため，ショ糖の TLCに与える影響について検討した.

1， 5， 10及び15%のショ糖溶液で ErA，AsAがそれぞ、

れ50ppmになるように調製し， TLC上にスポットし展

開したところ， 10%以上で AsAがテーリングし ErAと

の分離も悪くなったため，試験溶液はショ糖濃度が10%
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以下となるように希釈することにした. 良い一定の保持時聞が得られた.そこでO.lMリン酸ー

2. HPLC条件の検討 アンモニウム溶液を0.5ml/minで25日寺間以上送液したカ

ErAとAsAの HPLCによる分離定量法は，すでに ラムを使用することにした.

Arakawa31ら，Bui-Nguyen41により LiChrosorb-NH2カ また，移動相は Arakawaらが使用したアセトニト 1)

ラムを用いた報告があり，衛生試験法にも採用されてい ル・水・酢酸の溶媒系では両者の保持時聞が短し相互

る51 しかし，これらの条件で食品を分析した場合， ErA， の分離も悪かったため，各種の溶媒系について検討した

AsA共に保持時間が短かいため，試料由来の妨害物質と ところ，アセトニトリル・リン酸ーカリウム溶液の溶媒

の分離， ErAとAsA相互の分離も悪しかっ，保持時間 系を用いた場合，両者の保持時間及ぴ分離共に優れてい

が変動するなどの難点が見られたので， HPLCの測定条 ることがわかった.そこで，移動相にはこの溶媒系を用

件について検討した. いることにして，その混合比について検討した結果，ア

カラム前処理なしの LiChrosorb-NH2カラムを，移動 セトニトリル・ O.OlMリン酸ーカリウム溶液の混合比を

相に Bui-Nguyenの報告したアセトニトリル・ 0.005M 80: 20とした場合， ErA， AsAの保持時間はそれぞれ15

リン酸ーカリウム溶液(75:25)混液を用いて分析したと 分， 19分と分離が良かったためこれを用いることにした.

ころ， ErAとAsAは吸着して溶出しなかった.そこで¥ なお，分析後了後のカラムは，移動相で十分洗浄してそ

Arakawaらが報告した方法に準じて，カラムにあらか のまま保管することにした.その結果，再度使用する際

じめO.lMリン酸ーアンモニウム溶液を送液して，前処理 においても， ErA， AsA両者の保持時間及び分離の再現

を行ったところ， ErA， AsA共に溶出することができた 性は変らず，カラムの劣化も防ぐことができた.

ため，この処理条件について検討した.すなわち， O.lM Fig.2に標準品及び各種試料を本法に適用した時の

リン酸ーアンモニウム溶液を0.5ml/minの速度で送液 クロマトグラムを示した.

した時の送液時間と ErA及ぴ AsAの保持時間について いずれの試料においても，合成保存料，甘味料，着色

検討したところ，その結果は Fig1に示したように送液 料などの食品添加物及ぴその他試料由来の妨害物質の影響

時聞が約20時間までは両者の保持時間は30分以上から約 もなく定量することができた.この条件における試料の

20分までと急激に変化したが，25時間以上では再現性の 定量限界は10mg/kgであった.
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ErA and AsA standards and sample extracts 
1) standard， 2) ham， 3) pickled rad"ish， 
4)carbonated beverage 



ら検出され，そのうち ErA，AsAが同様に検出されたも

のは 3検体であった.また， ErAとAsAを検出したもの

のほとんどはたくあん漬とべったら漬であった.ErAの

検出されたものにはすべて酸化防止斉11の添加表示があっ

たが， AsAのみが検出されたものにはすべて添加表示は

なかった.しかし，天然由来と思われる含量の少ないも

の以外はすべて般化防止を目的として添加されたものと思

われfこ.

食肉製品では，ハム15検体，ソーセージ27検体計42検

体について調査を行ったところ， ErAが15検体， AsAが

13検体から検出され，そのうち ErAとAsAが同時に検

出されたものは魚肉ハムの l検体のみであった. ErA， 

AsAが検出されたもののほとんどは酸化防止剤添加表

示があったが，添加表示のないハム 2検体から AsAが

125及ぴ466mg/kg検出された.いずれも酸化防止剤ある

いは発色の補助;斉11として添加されたものと思われた.

清涼飲料水では57検体について調査した結果， 28検体

から AsAのみが検出された.これはいずれも果実を原

料としたものか， AsAの添加表示のあるものであった.

171 36， 1985 報年研f弱庁、

Table 1. Recoveries of Erythorbic Acid(ErA) 
and L.Ascorbic Acid(AsA) in foods 

Added Rβcovery (%) 

mg/kg ErA AsA 

100 101 98 

500 103 101 

100 98 94 

500 99 100 
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3.添加回収実験

ErAとAsAが添加されていないことを確認したたく

あん漬及ぴハムに ErA，AsAをそれぞれ100mg/kg及び

500mg/kgとなるように添加し，本法に従い回収実験を

行った結果を Table1に示した.その結果， ErAは98%

以上， AsAは94%以上と良好な回収率が得られた.

4.市販食品中の ErA及び AsA含有量調査

本法を用い市販の漬物類，食肉製品，清涼飲料水，か

ん詰など232検体について ErA及び AsAの含有量を調

査し，その結果を Table2に示した.

漬物類では， 64検体中 ErAが7検体， AsAが21検体か

Table 2. Contens of ErA and AsA in Commercial Foods 

ErA AsA 

Range Mean N o.of Range 
mg/kg mg/kg Positive mg/kg 

No. No.of 
posItlve 

Mean 

mg/kg 
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Meat products 

Sausage 

Ham 

B巴verage

Fruit juice 

Carbonated 

(contain juice) 

Conc . fruit juice 

Oolong tea(canned) 

Others 

Beer 

Canned goods 

Fruits 

Vegetable 

Jam 

Frozen fish and vegetable 

Film packaging foods 

Others 
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また， 2検体に酸化防止剤の表示があったにもかかわら

ずErA，AsAは検出されなかった.

ビールでは国産品のもの 4社， 19検体及び輸入品 l検

体について調査した結果，輸入品を除きすべてから AsA

のみが検出された.なお，メーカー別及び「生」か「ラ

カ、、ーjビールかによる AsA含有量の差は特に見られな

かった.

かん詰では，果実かん詰17検体，野菜かん詰10検体につ

いて調査した結果， 25検体から AsAのみが検出され，そ

のうち AsAの添加表示のあるものは果実かん詰で 7検

体，野菜かん詰で 3検体であった.これら添加表示のあっ

たものの AsA含有量の平均値は，果実かん詰で'409mg/

kg，野菜かん詰で'303mg/kgで、あり，添加表示のなかっ

たものの平均値はそれぞれ61及ぴ67mg/kgであり，添加

表示のあるものとないものとでは含有量に顕著な差が見

られた.このことは添加表示のなかったものの AsAは，

天然由来のものと，思われた.

ジャム類ではアンズ 1検体，イチゴ2検体，オレンジ

l検体について調査した結果，いずれからも AsAが

430 -590mg/kgの範囲で検出されたことから，一般に

ジャム類はこのオーダーで添加されているものと思われ

た.なお， AsAの添加表示があったものは l検体であっ

た

冷凍食品では魚、 2検体，グリーンピース 1検体について

調査した結果，グリーンピースから AsAが165mg/kg検

出されたが， AsAの添加表示はなく天然由来のものと思

われfこ.

フィルム包装食品では， 7検体を調査した結果，酸化

防止剤の表示のあったれんこんの水煮 l検体から ErA

が355mg/kg，AsAが34mg/kg同時に検出された.

その他の食品では，いわゆる健康食品として販売され

ていた錠剤形のもの 3検体より 151000，165000及び

365000rng/kgと高濃度の AsAが検出された.

今回の調査結果では， ErA及ぴ AsAの単独使用例が

多く，両者共用されていた食品は 5検体のみであり，こ

れらの含有量を Table3に示した.ハムの場合は両者を

同時に添加したことが考えられるが，たくあん漬やれん

こんの水煮の場合， ErAに比べて AsA量は1/4-1/30と

極めて少ないことから，天然由来の AsAがErAを添加

したことにより残存していたことも考えられた.

5.保存中の安定性

今回検査した検体はほとんどのものが密封された容器

で包装されており，検査に際しては，開封後直ちに分析

に供した.しかし， ErA， AsAの分解は開封直後から始

Table 3. Contents of ErA and AsA 

Determined in Same Sample 

Content (mg/kg) 

Sample ErA AsA 

Pickled radish 1025 152 

838 200 

672 20 

Ham 114 48 

Boiled lotus root 355 34 
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Fig.3. Stability of ErA andAsA in foods -・_:_AsA，-X-ErA 

まると考えられるため，それらの安定性について検討を

行った.

ErAとAsAの検出されたたくあん漬及びハムについ

て，試料を開封後，冷蔵庫内 (40

) に保存した時の ErA

とAsAの含量を経時的に測定し，その結果を Fig.3に

示した.たくあんi責の場合ErAは20日間保存することに

より約 1/2に減少し， 60日目では検出されなかった.

AsAも同様に徐々に減少し26日目で約1/2に， 60日で検

出されなくなった.

ErAとAsAが同時に用いられた場合， ErAがAsAよ

り速く分解されるという報告もある 6) しかし，今回試料

中の ErAとAsAの含有量が極端に異なっていたもの

の， ErAとAsAの減少するパターンはほぼ同様の傾向

を示した.

ノ、ムの場合はたくあんj責に比べ ErAは緩やかに減少

し， 80日目で検出されなくなった.AsAは55日頃までは

ほとんど減少せず， ErAが検出されなくなる60日目頃か

ら減少せず， ErAが検出されなくなる60日目頃から減少

速度を増したが， 80日目でも約1/2が残存していた.ErA 

とAsAの減少パターンがたくあん漬の場合と異なって

いた原因は，切り口以外は包装フィルムでシールされて
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いたことにより空気との接触面が少なかったためと考え

られた.

これらのことから， ErA， AsAは食品の包装形態の違

いにより，食品中における減衰もまた異なってくるので

試料は開封後ただちに検査する必要がある.

まとめ

1. ErA， AsAの同時分析法として TLC及び HPLCに

ついて検討した.

試料はメタリン酸溶液で抽出し，試験溶液とした.こ

れを 1%メタリシ酸溶液で、処理したセルロースプレート

に塗布し，展開溶媒として MEKを用いて展開後，イン

ドフェノール溶液を噴霧し，白色スポットの出現の有無

により定性を行った.

定量法は，カラムはO.lMリン酸ーアンモニウム溶液で

処理した LiChrosorb-NH2，移動相にはアセトニトリル・

O.OlMリン酸ーカリウム溶液 (80:20)混液を用いた

HPLCにより，妨害物質も見られず，かつ ErAとAsA

の分離も良〈正確に定量することができた.

また，本法の回収率は94-103%で，定量限界は10mg/

kgであった.

2.市販食品を調査した結果， ErAは漬物類のうちたく

あん漬より 6検体，べったら漬より 1検体，食肉製品よ

り15検体及びフィルム包装食品のうちれんこんの水煮よ

り1検体の計23検体から検出された.これら ErAの検出

された食品は，すべて酸化防止剤の添加表示のあるもの

に限られていた.これに対して AsAは添加表示の有無

にかかわらず， 232検体中115検体と約半数のものから検

出され，含有量も 10-365000mg/kgと広い範囲にわたっ

ていた.このことは天然由来のもの，酸化防止剤として

使用されたもの，そして強化剤として使用されたものな

ど，その由来や使用目的が種々異なるためである.

3.たくあん漬とハム中に含有する ErA，AsAの保存中

における安定性について検討した.ErA， AsAはいずれ

の試料中でも減少したが，その傾向はたくあん漬とハム

では異なっていた.すなわち，空気と接触面の大きいた

くあん漬では速し包装フィルムで密封されたハムてやは

緩やかであった.これらのことから，食品の包装形態の

違いにより減少パターンが異なっていたとも考えられた

が，たくあん漬では ErAとAsAは同じ割合で減少した

のに対し，ハムでは ErAに比べ AsAの減少が遅<80日

目でも残存していたことから，食品成分の違いによる減

少パターンへの影響の可能性も考えられた.
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はちみつ中のフェノール分析法及びその実態調査

小川仁志ヘ鈴木二郎ヘ落合節子ヘ

西島基弘* ぺ 二 島 太 一 郎 *

Gas Liquid Chromatographic Determination of Phenol in Commercial Honeys 

HITOSHIOGAWA*， ]IRO SUZUKIヘSETSUKOOCHIAIヘ
MOTOHIRO NISHI]IMA叫 andT AICHIRO NISHIMA * 

A method is described for d巴terminingphenol， a bee. repellant， in honey by gas liquid chromato 

graphy(GC)with a flame ionization detector on 2.0m glass-column packed with 5 % THERMON-

1000 at 170
0

C . 

Phenol in honey was separated by steam distillation from samples acidified with tartaric acid. An 

aliqout of the distillate was alkalified by adding 10% sodium hydroxide， evaporated to substantial 

dryness under reduced pressure in a flask， and the residue was dissolved in water and transferred into 

a test tube. This solution was acidified by adding 10% sulfuric acid- Phenol was extracted with a 

small portion of ethyl acetate containing n-docosane as an internal standard and the resulting solution 

was subjected to GLC for the determination of phenol. 

The calibration curves of phenol (2-20μg/ml) showed a straight line. Recovery rates of phenol 

added to honey were 93-95% at 1μg/g and 96-98% at 5μg/ g - The detection limit of phenol in honey 

was 0.2μg/g. Phenol was identified by means of GC-Mass spectrometry. When this method was 

applied to the analysis of phenol in commercial honeys， phenol could be determined without the 

influence of obstructive substances. 

Using this method， 49 samples were analysed. Phenol was detected in 13 samples at the level of 

0.2-4.4 ppm. 

Keywords : bee repellent， phenol， honey， gas liquid chromatography， steam-distillation 

緒 -呈=-E このようにして，フェノールが使用された場合，はちみ

フェノールは，消毒剤として一般には良〈知られてい つにフェノールが混入する可能性は十分に考えられる.

るが， 1930年頃から，北アメリカ及びオーストラリア等 すでに，カナタかの Daharuらは，採取時にフェノールが使

の国々の養蜂業においては，みつばち忌避斉IJとしても使 用されたはちみつ及びみつロウについて，高速液体クロ

用されている.これは，養蜂業者がはちみつを採取する マトグラフィーを行い，はちみつからは0.5-17ppm，み

際に，みつは、ちを巣箱から遠ざけ，又，活動を鎮静化さ つロウからは0.5-27ppmのフェノールを検出したこと

せその作業能率を高める目的で使用されるもので， を報告している 2)

20-50%フェノールを浸み込ませた布を巣箱の屋根等に 我国の市販はちみつの多くは，中国，アルセ。ンチン，

置き，太陽熱で蒸散させる方法がとられている 1)寸)又， カナ夕、，ソ連等の国々からの輸入品によって占められて

フェノールは，みつばちの代表的な病気であるノセマ病 いるが，これら，はちみつ中のフェノール含有量の調査

の予防や治療のために，巣牌に噴霧されることもある 4) 報告例はみられない.そこで著者らは，市販はちみつ中

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

M 同多摩支所
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のフェノール含有量を知るために，力、、スクロマトグラ 4.試験溶液の調製

フィーによる分析法を検討し，本法を用いて市販はちみ はちみつ50gを500mlの二頚フラスコに秤取し，塩化

つ中のフェノール含有量の調査を行ったので，その報告 ナトリウム100g，15%酒石酸10mムシリコン樹脂及び水

をする 100mlを加えた後，水蒸気蒸留を行い，留液200mlを得

実験方法 た.留液100mlを分取しこれに10%水酸化ナトリウム

1.試料 を加えてアルカリ性とした後，減圧下， 50-60
o

Cで濃縮

アカシア， クローパー， レンゲ，オレンジ，みかん， した.濃縮物は， メチルオレンジを指示薬として，氷冷

りんご等をみつ源とする市販はちみつの缶詰及びビン詰 しながら10%硫酸を徐々に加えて酸性とした後，予め塩

計49検体を購入して，実験に供した. 化ナ卜リウム及びぴ、酢酸エチルてでo飽干和日した7水k約1日5mlを用

2ム.試薬 いて， 2お5ml比色管に移して全量を2却Omlとした.これに

1υ)フエノ一ル標準液:特級のフエノ一ル(手和日光純薬工 t塩昆化ナトリウム 3gを追加したf後変'内部標準物質を含む

業糊製)を，7.水k及び、酢酸エチルにi溶容解し，それぞ

mlになるように調製した. た酢酸エチル層を試験溶液とした.操作の概略は図 1に

2 )内部標準液 n-ドコサン(和光純薬工業側製)を 示した.

酢酸エチルに溶解し，O.lmg/mlになるように調製し 5.測定条件:GC;カラム管 2mX 3 mm力、ラス製，

た 5% Thermon-1000 chromosorb W(AW-DMCS) 

3 )ガスクロ用充てん剤 5%Thermon-1000 60-80mesh，カラム温度170
o

C，注入口及び検出器温度

chromosorb W(AW-DMCS)60-80mesh 210
o

C，キャリヤガス流量60ml/min，注入量 2μ1，GC 

4 )試薬は全て，市販特級品を用いた -MS:カラム管1.8mx2.5mmカゃラス製， 5 % Ther-

3.装置 mon-1000 chromosorb W(W-DMCS)60-80mesh，カ

方、スクロマトグラフ (GC): GC-7 AG型 (FID付H槻島 ラム温度170
o
C，キャリヤカ、、ス流量20ml/min，イオン化

津製作所製 電圧70eV.

データ処理.装置:CRすA 側島津製作所製 結果及び考察

カゃスクロマトグラフー質量分析計(GC-MS): GC部 1.分析法

571QA型HewlettPackard社製，MS部 D-300(JMS フェールの分析法を作成するにあたり，水蒸気蒸留及

2000システム付)日本電子側製 ぴGC条件，添加回収実験，妨害物質の検討を行った.

試料 (50g)

NaCl 100g 

15%酒石酸 10ml 

シリコン樹脂適量

水 100ml

水蒸気蒸留

留液 200ml

100ml分取

10% NaOH (アルカリ性)

減圧濃縮 (1-2ml)

濃縮物

10% H2S0. (酸性)

水 (NaCl，酢酸エチル飽和) 5 mlX 3 

NaCl 3 g 

酢酸エチル (n佃ドコサン 50ppm含有)

試験溶液

G. C. 

図 1. フェノールの分析法

2ml 

1)水蒸気蒸留の留液量

予めフェノールを検出しないことを確認したはちみつ

50g に500μgのフェノールを添加し，留出速度毎分10ml

で水蒸気蒸留した場合の，留液量と回収率の関係を図 2

に示した.留液150mlで，ほtJ:100%が回収されることか

ら，留液量は約180mlとし，水を加えて200mlすること

7 
3ι 

J 

111 

(%) 

100 

の 50
回
収
率

。

[-&2. 

50 100 150 200 (m1l 

水蒸気蒸留の留液量

フェノールの回収率
試料量 50g 
添加量 500μz 
留出速度 10m:e7min 
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とした.

2)カ、、スクロ充てん斉IJ及び内部標準の検討

ガスクロ充てん剤は， 5 %bEGS-l %リン酸

chromosorb W(AW-DMCS)60-80mesh， 5 %Ther-

mon-l000 chromosorb W(AW-DMCS)60-80mesh， 

5 %OV-17 Chromosorb W(AW-DMCS)60-80mesh 

及び 5%SE-30 Chromosorb W(AW-DMCS)60-80 

meshを用いて検討した.いずれのカラムを用いても測

定可能で、あったが，感度，ピークの形状及び妨害ピーク

との分離等を考慮、して， 5 %Thermon-l000を用いるこ

ととした.この充てん剤を用いて， クローパーはちみつ

を分析したところ図 3に示した通り，フェノールの保持

時間付近に特に妨害ピークを認めなかった.アカシア，

レンゲ，オレンジ，みかん， りんご，スミレ，ライム等

のみつi原を異にするはちみつにあっても，同様な結果が

得られた.なお，内部標準物質について種々の検討した

ところ， nードコサンを用いるとフェノールとの分離が良

好であった.また，みつ1原を異にする種々のはちみつに

盆つ. 

(A) 

(B) 

。 10 20 

Retentlon tlme ( mln ) 
1213 フェノール及びはちみつ抽出物の

カ、、スクロマトグラム
(A) フェノール
(8) はちみつ抽出物

ピーク 1 フェノール
2 : n-ドコサン(内部標準)

適用したところ， n-ドコサンの保持時間に妨害ピークが

出現しないことから，内部標準として， n-ドコサンを用

いることとした.

3)添加回収実験

予めフェノールを検出しないことを確認したはちみつ

に，フェノールを添加し，各々 3回ずつの添加回収実験

を行った結果を表 1に示した.はちみつ50gにフェノー

ル50μgを添加した場合の回収率の平均は94%，250μgを

添加した場合の回収率の平均は97%と，いずれも良好な

結果が得られた.

2.市販品への応用

本法を用い市販はちみつ中のフェノール含有量の調査

を行った.なお，容器の表示により，みつi原(みつばち

がはちみつを収集した花の種類)及び生産国を分類した.

1 )みつi原別によるフェノール含有量

みつi原別に分類し，はちみつ中のフェノール含有量を

調査した結果を表 2に示した.アカシアはちみつ13検体

中1検体から1.4ppmのフェノールを検出した.クロー

パーはちみっていは 7検体中 4検体から検出し，その含有

量は0.2-4.0ppmの範囲であった.その他，レンゲ，オ

表1. フェノールの添加回収率

添加量 検出量 回収率 平均

(μ，g/50g) (ρg/50g) (%) (%) 

50 47.5 95 

50 47.5 95 94 

50 47.5 93 

250 240 96 

250 240 96 97 

250 245 98 

表2. はちみつ中のフェノール含有量(みつ源別〉

みつ源(花別〉試料数検出数 結果 (ppm)

アカシア 13 1 1. 4 

クローパー 7 4 0.2， 0.5， 0.6， 4.0 

レンゲ 5 1 0.3 

オレンジ 4 2 0.2， 0.6 
ミカン 2 

スミレ 1 

リンゴ 1 

その他※ 4 

不明 12 

計 49

※サンフラワー，

1 0.2 

1 1.8 

1 0.2 

0 

2 0.6， 0.7 

13 0.2. - 0.4 

トチ，マロニエ， ライム
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レンジ，みかん，りんご，スミレ等のはちみつからもフェ

ノールを検出するものがあった.サンフラワー， とち，

マロニエ，ライム等のはちみつは，入手できたのが 1検

体ずつであったが，いずれからもフェノールは検出され

なかった.また，みつ源の表示がないものが12検体あり，

そのうち 2検体から0.6，0.7ppm'のフュノールが検出さ

れた.これらの結果から，スミレ及びりんごはちみつ以

外はフェノールを検出しないものがあることから，はち

みつ中には，成分としてフェノールはないものと考える.

したがって，フェノールが検出されたはちみつはみつば

36， 1985 報年研衛京東

表3. はちみつ中のフェノール含有量(生産国別〉

生産国 試料数検出数 含有量 (ppm)

日本 21 7 0.2， 0.2， 0.2， 0.3， 

0.6， 0.7， 1.4 

0.2， 0.5 

4.0 

1.8 

0.6 

0.6 

02 - 4.0 

ニュージーランド，

中国 7 0 

アルゼンチン 5 2 

ハンガリー 4 0 

カナダ 1 1 

西ドイツ 1 1 

イギリス 1 1 

その他※ 4 0 

不明 5 1 
計 49 13 

※アメリカ， イスラエノレ，

ルーマニア

2 

20 

Retentlon tlme ( mln ) . 
はちみつ抽出物(クローパー)の
ガスクロマトグラム

(A) フェノールを検出したもの
(B) ワェノールを検出しなかったもの

ピーク 1 フェノール
2 : n-ドコサン(内部標準)

10 

凶4.

。

94{門+)(A) 

1000 

k
円
一
戸
目
的

C
ω
一
F
C
H

150 (m/e) 100 50 
。

94{門+)

100 150 (m/e) 

(B) 

叫 L

1000 

。

〉
一
戸
目
的

Zω
一

Fc-

フェノール及ぴはちみつ摘出物のマススペクトル
(A) フェノール
(B) はちみつ抽出物

['R]5. 
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試料(みつ源〉

スミレ

クローパー

不明

表 4.

試料数

2 

3 

5 

5 

l 

2 

はちみつ中のフェノール含有量

(生産国及び輸入年月日別)

含有量 (ppm) 生産国(商社〉

1.8， 2.0 西ドイツ (A)

0.5， 0.6， 0.5 11 (B) 
0.3， 0.3， 0.3， 11 (B) 
0.3， 0.3 

4.0，4.2， 4.1 カナダ

4.2， 4.4 

0.6 イギリス (A)

1.3. 1.2 11 (B) 

輸入年月日

59. 1.20. 

59. 6. 3. 

59. 1. 1. 

58.11.28. 

59. 6.10. 

58.10.14. 

ち忌避剤としてフェノールが使用されたために混入した ルーマニア産のものからは，検出されなかった.

か，あるいは，他の何らかの原因によってフェノールが 輸入品のうちでフェノールが検出された西ドイツ，カ

混入したものと考える. ナ夕、，イギリス産の同銘柄のはちみつを新たに購入して

著者らは，はちみつ中のフェノール検出例は初めてで 調査した.新たに入手したのは，西ドイツ産の 3種， 10 

あるため，ガスクロマトグラム上で，フェノールの保持 検体カナ夕、、産の 1種， 5検体であり，イギリス産のもの

時間に出現したピークについて， GC-MSを用いて確認 は表3で示したはちみつを入手できなかったため， ~IJ に

を行った.フェノールが混入したと思われるカナダ、産の 1種， 2検体を購入した.表 4に表 3の結果とあわせて

クローパーはちみつ抽出物のか、スクロマトグラムを図 4 生産国別に分類し，その結果を示した.

に，フェノール標準品と同じ保持時間のピークのマスス 西ドイツ産のはちみつ 3種類は，同一ロットのものは

ベクトルを図 5に示した.はちみつ抽出物のマススペク ほぽ同程度の含有量を示した.カナダ産のはちみつは，

トルには，フェノールの分子イオン94，及びフェノール 4 -4.4ppmといずれも比較的高い値を示し，かつ同程
や

を確認する上で重要なフラグメントイオンである6白5，6“6 度検出された.なお， 4.4ppmという値は'今回の調査てで

のピ一クが出現したこと 5町)，6必ベ6

のスぺクトルとも一致したことカか、ら，抽出物中の該当 ロ、ツy トは， 1.2， 1.3勾ppmとやや高い値を示した.

ピークがフェノールであることが硲認された. 要 約

2)生産国別によるフェノール含有量 はちみつ中のフェノールの FIDカ、スクロマトグラ

はちみつを生産国別に分類し，表 3に示した.日本産 フィーによる分析法を検討し，本法を用いて，市販はち

のはちみつは， 21検体中 7検体からフェノールが検出さ みつ中のフェノール含有量を調査した.

れ，その含有量は0.2-1.4ppmであった.日本産のもの か、スクロ用充てん剤は， 5 %Thermon-l000が，分離能

からフェノールが検出されたことは国内においてもフェ や感度の面で優れ，比較的短時間で分析できた. みつ源

ノールが使用されている可能性があると考え，その使用 を異にする各種はちみつにフェノールを添加し，回収率

実態について調査した. その結果，外装や容器の表示 を調べたところ94-97%であり，確認限度は，それぞれ

に，生産国として日本，又は国内産と記載されたもので の検体について0.2ppmであった.

あっても，実際には輸入はちみつや輸入はちみつをi昆和 本法を用いて市販のはちみつーアカシア，クローパー，

したものが充てんされている場合があって，これら21検 レンゲ，りんご，スミレ等-49検体について試験を行っ

休中何検体が純国産のはちみつであるかを判別できな たところ， 13検体からフェノールが検出された.その含

かった.又，日本国内でフェノールを使用しているとの 有量は0.2-4.4ppmであった.

確認も，現在のところ得られていない. フェノールの毒性は，比較的弱いことから，この程度

輸入はちみつでは，アルゼンチン，カナダ，西ドイツ， のフェノールが，はちみつに混入していたとしても，そ

イギリス等のものからフェノールを検出した.一方，い れがただちに食品衛生上問題があるとは考えられない.

ずれも例数が少ないため，各国によるフェノールの使用 しかし，フェノールも誤って多量に摂取すると，幅吐，

の有無について推察するまでには至らなかったが，中国， 下痢，昏睡等の中毒症状を起こす他，動物実験では，腎

ハン方、リー，アメリカ，イスラエル，ニュージーランド， 臓や肝臓に障害を起すことも知られており 7)，8にその使用
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には十分注意を払い，不必要な使用は避けるべきである 4 )中野 茂:ミツバチ， 81，1962，農山漁村文化協会

と考える. 5) Budzikiewicz， H. ，Djerassi. C. and W illiams， D. 

(本研究の概要は， 日本食品衛生学会第48回学術講演 H. :有機化合物のマススペクトル，中川有造，池田

会1984年10月で発表した.) 正澄訳， 116，1981，丸善
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高速液体クロマトグラフィーによる食品中のホウ素分析法

落合節子ヘ小川仁志ヘ鈴木二郎ヘ

西島基弘村，二島太一郎*

High-Performance Liquid Chromatographic Determination of Boron in Foods 

SETSUKO OCHIAIへHITOSHIOGA W Aヘ]IROSUZUKI*， 

MOTOHIRO NISHI]IMA付 andT AICHIRO NISHIMA * 

A method for determining boron spectrofluorimetrically with carminic acid in neutral solutions was 

examined by using high-performance liquid chromatography (HPLC). Other ions which form fluores. 

cent complex with carminic acid must be s巴paratedby cation exchange column. Excitation and emission 

were set at 470 nm and 585 nm respectively. 

Sample solutions were prepared as follows. Boron in food was dissolved in water and suitable 

hydrochloric acid， after ashing under alkaline condition. The dissolved solutions were adjusted to pH 7 

to 8 with diluted hydrochloric acid， and filtrated using a membrane filter for measurement by using 

HPLC. 

Recoveries of boron added to food ranged from 91 to 105%. The detection limit of this method was 

0.3 ppm for boron. Boron was detected in 17 of 18 samples at the level of 0.4-204 ppm when determined 

by this method. 

Keywords : foods， boron， carminic acid， fluorescence， high-performance liguid chromatography， cation 

exchange column， membrane filter 

緒言

ホウ素は植物の微量必須元素であるため，農産物ある

いは海産物に含まれることが知られている.食品衛生法

では寒天について規格基準1)があるのみで，食品添加物

として許可されていないが，過去に塩蔵クラゲ，せんぺ

いなどに不正使用された例2)，3)もある.従って食品中から

ホウ素を検出した場合，添加されたものか常在成分であ

るかの判断上，農産物あるいは海産物のパックグラウン

ド値を知る必要がある.しかし，それらについての詳細

な報告例4)は少ない.そこでホウ素のパックグラウンド

値を調査するに先立ち，分析法を検討した.

ホウ素の分析法として従来からクルクミンによる発色

法5)及びその改良法6)が用いられ，他にホウ素錯陰イオン

と陽イオン染料による抽出ー吸光光度法7).8)やクロモト

ロープ酸9)，アゾメチン H10)などの発色試薬による吸光

光度法が報告されている.しかし，これらは一般に操作

が煩雑で、熟練を要し，一定の値を得にくい難点を有して

いる.そこで著者らは，ホウ素がカルミン酸と蛍光体を

生成するという T.Bruceの報告11)に基つ、き高速液体ク

ロマトグラフィー (HPLC)に応用したところ簡便性，感

度の点で良好な結果を得たので報告する.

実験方法

1.試料

市販の殻類，豆類，魚類，野菜・果実類，海草類，噌

好欽料を購入して実験に供した.

2.試薬

1)ホウ素標準原液 ホウ酸ナトリウム.Na2B407・10

H20 (和光純薬工業附製)0.882gを水100mlに溶かし，

ホ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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24ーし Hyakunincho3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 

M 同多摩支所
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ホウ素として1000ppmの原液とした.

2)カルミン酸試薬 カルミン酸(東京化成工業側製)

1，476gを0.1N一水酸化ナトリウム20mlに溶かし， リン

酸二ナトリウム・Na2HPU.(無水)71gとエチレンジア

ミン四酢酸二ナトリウム二水塩18.6gを加え，水で950

mlとし， りん酸で pH7に調査差し 11とした.

3)水は，すべて脱イオン水を用いた.

4)カルミン酸以外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 LC-5A，検出器 RF-530，

データ処理装置C-R3A:いずれも(槻島津製作所製，送

液ポンプ:日本分光工業側製 PG【 350D，pHメーター:

東亜電波工業側製 HM-18ET

4.試験溶液の調製

試料 1-10gをるつぼに秤取し， 1 %水酸化ナトリウ

ムを加えてアルカリ性とし，蒸発乾燥後500
0

Cで灰fじし

た.得られた灰分は，水 3mlに溶かし10mlスピッツ型

遠沈管に移した.残査は20%塩酸数滴と水 3ml 2回で

先の遠沈管に洗い込んだ.合わせた液は，希塩酸で pH7 

-8に調整した後，水を加えて10mlとした.必要に応じ

て遠心分離し上澄液をメンプランフィルターでろ過し

て試験溶液とした.なお試験溶液は，ポリプロピレン製

試験管に移し保存した. (図1.)

5. HPLCによる定量

試験溶液50μfをHPLCに注入し，得られたクロマト

グラムのピーク高さを測定し，予め作製した検量線によ

り定量した.なお検量線は，ホウ素標準原液を水てい希釈

し， 0.5-10ppmの標準溶液を作製し，その50μJを

HPLCに注入して得られたピーク高さと濃度から作製

した。

(HPLC 測定条件〕

カラム:Perisorb KA T (MERCK) 4. 6mmφX250mm 

試料 (1 -10 g ) l Mho-カリ性

灰化

灰 分

水

HClで、pH調整(pH7・8)

遠心分離

メンフーランフィルタ一

試千帥
HPLC 

図1. 食品中のホウ素分析法

移動相:水流速 1ml/min発蛍光試薬 3x 

10-3M カルミン酸試薬 (pH7)流速:0.7ml/min波

長:Ex. 470nm， Em. 585nm 

結果および考察

T.Bruceはホウ酸にカルミン酸を作用させた場合，中

性域ではカルミン酸の蛍光強度は低いが，カルミン酸

ーホウ素錯体の蛍光強度は最も高くなると述べてい

る11) 著者らは，この原理を HPLCに応用した.試験法

の作成にあたり HPLCの条件，灰化条件，試験溶液の調

製，妨害イオンの影響および添加回収試験について検討

を行った.

1) HPLC条件の検討

2価と 3価の陽イオンは発蛍光試薬のカルミン酸と錯

体を生成するため，ホウ素との錯体生成に妨害となる 11)

そこで陽イオン交換カラムに試験溶液を通して，ホウ酸

イオンと陽イオンを分離し，得られたホウ酸イオンをカ

ルミン酸と合わせ，氷水中の反応コイルに導いた後，生

成した蛍光体の蛍光を測定する装置を考案し，移動相な

ど蛍光強度に与える最適条件を検討した.なお装置の概

要図を図 2に示した.

(1) 移動相 陽イオン交換カラムをホウ素の分析に適

用した場合，使用できると考えられる移動相のうち，水，

0.01M-リン酸緩衝液(pH6.8及ぴpH7.0)， Clark-Lubs 

氏緩衝液(pH6.9及ひやpH7.0)について検討した.水によ

る場合，ピーク高さが他の移動相に比較し約 2倍となり，

かつピークのまとまりもよく一定の保持時聞が得られた

ため，水を移動相とすることにした.

(2) 陽イオン交換カラムの温度 カラム部分の温度を

国2. 装置の概要因
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2 -35.Cの範囲で変化させて，蛍光強度に与える影響に (5) 発蛍光試薬濃度 Ognerの報告した 12)カルミン酸

ついて検討したところ，ピークの保持時間および感度に 試薬に基づいて，カルミン酸濃度と蛍光強度の関係を検

影響を与えなかったので以後の実験は，約23.Cの室温で 討し，それぞれの試薬濃度の検量線を図 5に示した.カ

行うことにした. ルミン酸試薬濃度が 3x 10→Mのとき最も高い蛍光強

(3) 反応コイルの長さ 反応コイルの長さは蛍光強度 度が得られたので 3X10-3Mを用いることにした.

に影響を与えることが予想されるため， 4 -23mのコイ 2) 灰化条件の検討

ルを用いて検討したところ，図 3に示す通り 10m以上で ホウ素固定のためのアルカリ剤として水酸化ナトリウ

一定のピーク高さが得られた.そこで、以後の実験は12m ム，炭酸ナトリウム，石灰乳について検討したところ，

コイルを用いることにした. 炭酸ナトリウムの場合，赤外ランプでの蒸発乾燥時に試

(4) 反応槽の温度 反応槽の温度を 1-22.Cの範囲で 料が突沸する難点があり，石灰乳の場合，灰分が多くか

変化させて，蛍光強度に与える影響を検討したところ， つ生成される酸化カルシウムは水に難溶性であるため試

温度が上昇するに伴ない蛍光強度が低くなる傾向が見ら 験溶液の調製に支障をきたした.水酸化ナトリウムは，

れた. (図 4.)そこで比較的低温でかつ一定に保持しや これらの欠点がなく回収率も良好で、あることから以後の

すい氷水を設定した.反応槽に十分な氷を投入すると 2 実験は水酸化ナトリウムを使用することにした.

-3.Cを示し，温度 1.Cの差はピーク高さで 2%の差で 3) 試験溶液の pH

あることから実用上十分使用できるものと考える. カルミン酸試薬の pHが 7の場合，ホウ素の錯体が最

1.0 

(c.) 

10 

蛍

ピ ヲ色

強
ク

高 〆~さ S

度

0.5 

。 10 15 20 (皿}
反応コイルの長さ

図3. 反応コイルの長さと蛍光強度の関係 。 2 3 4 告(IJ.g) 

ホウ素量
(cm) 図5. カルミン酸試薬濃度と蛍光強度の関係
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国4. 反応槽の温度と蛍光強度の関係
['.gj6 試験溶液のpHと蛍光強度の関係
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も強い蛍光強度を示すことから試験溶液の pHが蛍光強

度に与える影響について検討し，図 6に示した. pHが

6.8-8.4でピーク高さが高くかっ一定となったので試験

溶液の pHを 7-8に調整することにした.

4) 妨害イオン

T . Bruceにより CH3COO-，N03-， P04
3一，Cl-， 

SO.z-， A[3+， Cr6+，などはホウ素ーカルミン酸錯体生成

{防

。 4 8 12 (.in) 

に影響しないことが報告されている川が，著者らはその

他の食品中の成分を考慮してホウ素に対し Cu2+，Fe2
ヘ

Fe3

ヘPb2+は101音量， Mg2+は201音量， As2+は500倍量，

Ca2+， KヘNa+は1000倍量を添加し本法に従い測定した

ところ特に影響は見られないことを確認した.

以上の検討事項により作製した試験法による食品中ホ

ウ素の液体クロマトグラムを図 7に示した.保持時間3.2

申ー四ー-ー.J

。 4 8 12 (.in) 

図7. 食品中のホウ素の高速液体クロマトグラム
(A) ホウ素0.1μg (C) かんでん
(B) ブランク (D) ブロッコリー

表1. ホウ素の添加回収試験

品 名 試料 添加量 検出量 回収率 C.V.C%) 

(g) (μg) (μg) (%) n=3 

り ん 」冶回." 5.0 。 8.3 0.6 

5.0 10 17.6 93 1.7 

5.0 20 28.3 100 6.4 

ワ イ ン 10.0 。 42.2 0.5 

10.0 50 92.2 100 7.4 

10.0 100 144 102 3.5 

フ守ロツコリー 5.0 。 15.3 4.2 

5.0 50 65.8 101 1.8 

5.0 100 120 105 1.9 

寒 天 1.0 。 167 0.5 

1.0 500 635 94 6.8 

1.0 1000 1160 99 2.8 

ひ じ き 1.0 。 112 4.4 

1.0 500 568 91 6.9 

1.0 1000 1115 100 2.1 
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表 2. 市販食品中のホウ素含有量

含有量(ppm) 品 名

204 長ねぎ

5.8 にら

112 大根

167 ブロツコリー

0.8 りんご

N.D. いちご

21. 2 オ レ ン シ

10.8 ワイン

1.5 抹茶

名
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ぶ
め
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天
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一

ん
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じ

ら

米

品
一
こ
生
ひ
寒
た

豆

豆

参

大

小

人
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{直が得られた.農産物では大豆が21.2ppmと高<.小豆，

抹茶などに比較的高い値が得られた.
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分にホウ素のピークが得られ，

率は 5%だった.

5) 添加回収試験

りんご，ワイン，ブロッコリー，寒天，およびひじき

にホウ酸をホウ素として10-1000μg添加し，本法に従い

定量したところ回収率は91-105%と良好な結果が得ら

れた. (表1.)

6) 市販品への応用

市販の海産物及び農産物に本法を適用した結果を表2

に示した.こんぶ:が204ppmと最も高しその他寒天が

167ppm，ひじき 112ppmと海草類に高い値が得られた.

農産物では大豆が21.2ppm，小豆10.8ppm，抹茶14.4

ppmと比較的高い値が得られた.

まとめ

高速液体クロマトグラフィーによるホウ素分析法につ

いて検討した.試料を水酸化ナトリウムアルカリ性で灰

化後，水に溶かし塩酸で pH7 -8とした試験溶液50μJ

をHPLCに注入し，励起波長470nm，蛍光波長585nm

で測定した.HPLCカラムは陽イオン交換カラムの Per-

isorb KAT，移動相は水，発蛍光試薬は 3X10-3M カル

ミン酸試薬を用いた.本法による確認限度は0.3ppmで

あった.本法を市販食品に適用したところ，こんぶが204

ppmと最も高〈次いで、寒天，ひじきなどの海草類に高い

くり返し注入による変動
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保存性に関与する物質及び要因の実態調査(第 l報)漬物類について

上田 工ヘ島村保洋ヘ石川ふさ子ヘ二島太一郎*

Survey of Preservatives in Foods( I ) 

Preservative Content of Tsukemono 

KOU UEDAヘYASUHIRO SHIMAMURAヘFUSAKOISHIKA W A *and T AICHIRO NISHIMA事

Keywords:漬物 tsukemono，保存料 preservative，保存効果 preservativeeffect 

緒 百

現在，漬物には合成保存料としてソルビン酸の使用が，

認められている.しかし，近年消費者などから，合成添

加物を使用するこに対し疑義がもたれ，漬物においても

合成保存料を使用していないものが好まれる傾向にあ

る.

また，一般に漬物は高塩分食品の代表と考えられてい

るが，最近は高血圧などの成人病対策として，食生活全

体に低塩化が推奨されておりトペ漬物においても減塩化

が進んでいる.

しかし，この様に漬物において合成保存料の使用を控

えたり，塩化ナトリウムの使用濃度を下げることは，微

生物の活動，増殖をより可能とするため，食品衛生上問

題であると思われる.

そこで，現在市販されている漬物が，その保存性とい

う面でどのような因子が介在しているかを明らかにする

目的で調査をおこなった.すなわち，漬物の保存に関与

すると思われる因子のうち，水分含量，水分活性，食塩，

pH，および合成保存料としてソルビン酸，安息香酸，ま

た現在表示義務がなく使用量の規制もない天然添加物の

アルコール，桂皮固ま，有機酸，遊離アミノ酸(グリシン)

の各項目について，実態調査を行った.

実験 方法

1.試料及び試料区分

1984年 8月から10月の聞に購入した市販漬物70品目を

対象とし，可食部を実験に供した.

2.分析方法

(1) 水分， pH，合成保存料

衛生試験法注解4)に準じた.

(2) 水分活性

コンウェイのユニットを用い，グラフ挿入法5)で測定

した.

(3) 塩:1七ナトリウム

細切した試料 2gを550。の電気炉で灰化後モール法4)

により測定し，塩化ナトリウムとして換算し求めた.

(4) エタノール及びメタノール

細切した試料10g'こ水50mlを加え直火で蒸留し，その

留液についてか、スクロマトグラフィ _4)により測定し

た

(5) 桂皮酸

細切した試料50gを酒石酸々性で、水蒸気蒸留を行な

い，その留液について液体クロマトグラフィーにより測

定した。

(6) 有機酸，遊離アミノ酸

細切した試料10gを約850の温湯で，ホモジナイズしな

がら 2回抽出した.有機酸については，そのろ液をセッ

フ。パックを用いてクリーンアップ後カチオン交換樹脂カ

ラムを用いて液体クロマトグラフィーにより測定した.

遊離アミノ酸については，ろ液をアミノ酸分析計により

測定した.

結果及び考察

試料の表示の違いから，酢漬，たくあん漬， しょう泊

i責，その他の漬物の 4郡に分類し，それらの結果を表 l

に示した.

(1) 水分

酢漬，たくあん漬， しょう油漬，その他の各グループ

聞では水分含有量に特に差は見られなかった.全試料

(n =70)では， 61-94 (83:t7.4)%であった.

ホ東京都立衛生研究所生活科学部食品研究所 160 東京都新宿区百人町3-24-1 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Pulbic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku. Tokyo， 160 ]apan 
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(2) 水分活性

70試料中65件は， 0.90以上であり，更に酢i責は全てが

0.91以上，たくあん漬では全て0.92以上であった.特に

たくあん漬では，水分活性が高いうえに， pHも4.8::!::0.4

と酢i責などに比較して高しまた食塩濃度は， 4.3::!::1.2%

と比較的低〈保存面で不安がある.しかし，たくあん漬

の方が酢漬よりソルビン酸の使用量が多く，桂皮酸の使

用率も多い，またエタノール濃度も高い値を示しエタ

ノール添加の可能性も考えられるなど，保存効呆として

他の因子がはたらいていると思われる.

(3) 塩化ナトリウム

モール法で塩素を，原子吸光法でナトリウムを測定し，

それぞれ塩化ナトリウム量に換算し比較した結果，良〈

一致し， y = 1.08X +0 .00033， r=O. 998で相聞を認めた.

近年減塩目的から塩化ナトリウムの代りに塩化カリウム

などを使用する場合が見られるがへ今回の調査におい

ては， l責:牧1には塩iじナトリウムが使用されていると思わ

れる。

塩化ナトリウム量は，酢i責で1.0-9.5(5.4:t2.6) %， 

たくあん漬で2.9-7.2(4 .3:t 1.2) %， しょう油漬で1.

5-10.8(5.1::!::2.2)%と，特にグループによ傾向は見られ

なかった.

漬物は，年々減塩化が進んで、いる 2訓.今回の調査でも

10%を超えるものは， 70試料中 3件だけであった.また，

70試料の平均は4.9:t2.3%であり， 10年前の平均的塩分

約 7%7)と比較しでも確実に減塩方向にあるといえる.

(4) pH 

酢漬で2.9-4.6(3.7::!::0.02)，たくあん i責で

4.3-5.5(4.7:t0.4)，しょう油i責で3.9-5.4(4 .6:t0 .4)， 

その他の漬物で3.4-5.1(4.5土0.4)であり，酢i責は他の

グループのものり値が低〈有意差があった.

次に，全試料を表示の違いにより下記のA-Dの4つ

に分類し，結果を表 2に示した.

A 酢添加の旨表示のあるもの

B 酸味料添加の旨表示のあるもの

C 酢及び酸味料添加の旨表示のあるもの

D どちらの表示もないもの

酢及び酸味料添加のもの (C)のpHが3.5とかなり低

い値を示し，有意差が認められた。しかし，どちらか一

方だけが添加されているもの (A及ぴB) については，

どちらも使用されていないもの(D)に比較して守寺にちが

いは，見られなかった.

(5) アルコール

エタノールは，酢漬34.1-5770(平均1080)μg/g，た

使用表不

A 酢

B 酸味料
C 酢，酸味料
D その他

表 2.漬物類の pH値

平均値

4.0::!::0.32 
4.7:t 0.25 
3. 5:t0. 44 
4.6::!::0.43 

問一

7
U
8
必

くあん i責495-6780 (2950)μg/g，しょう泊 i責

15.7-17500 (2400)μg/ g，その他の漬物

70.5-51600 (8380)μg/gであり 70試料全てから検出さ

t11.こ.

その他の漬物のうちで，わさぴ漬 (SO-13)は，風味上

かもアルコール添加は予測されるものであった.それ以

外のものについては，保存効果を狙った添加物としての

エタノールと 8)，食品成分としてのエタノールとを区別

することはは川名ら引が述べているように困難ではある

が，同種類の漬物でもエタノールの値の差が大きいこと

に着眼して，著しく大きな値を示した試料については，

添加されていると判断しでも良いと思われる.

メタノールは， 70試料中68件から検出されたが，漬物

という発酵食品の性格上，野菜に含まれるペクチン質が，

分解して生成したものと思われる。

(6) 合成保存料

合成保存料としてソルビン酸を検出した.酢i責では14

試料中 9件から検出され含有量はo.1l-0.55 (0. 28土

0.13)g/kgであった.たくあ漬では14試料中 8件に

o . 23 -O. 78 (0 . 54土0.23)g/kg，しょう油漬では28試料中

21件に0.14-0.88(0. 52:t 0 .18) g/kg，そしてその他の漬

ヰ勿では14試料中10件から0.19-0.76(0. 52::!:: 0 .18) g/kg 

が検出された.

これらの平均値を比較すると，酢i責ではO.28::!::0 . 13g/ 

kgと，たくあん漬，しょう油漬，その他の漬物にくらべ

て明らかに低い値であった。これは酢漬の pHが3.7::!::

0.02と他のグループに比較して酸性が強いため，ソルビ

ン酸の使量が少なくても効果があるためと思われる.な

お， しばワカメ (SU-ll)は， 0.55g/kgを示し，食品衛

生法10)での，酢j貢のソルビン園長使用基準が0.5g/kg以下

であることから違反であった.

1970-1978年ソルビン酸の使用率は，酢i責，たくあん

i責， しょう泊漬で各々88，96，93%であったが，今回の調

査では，酢漬64%，たくあん漬57%，しょう油漬75%と

使用率が低下していた.

(7) 桂皮酸

酢漬で14試料中 1件，たくあんi責でw式料中5件，しよ

う油漬で28試料中 2件から検出された.その中でも，特
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にたくあんi責では4.6-41.3 (26. 2::!: 12. 4)μg/gと使用

量が多しかっ，他のグループに比較して使用頻度も多

かったが，これは，たくあん漬においては，香味付けと

保存性の目的から香辛料抽出物を使用している場合7)が

あるためではないかと思われる.また，これら検出され

た8試料のうち 5件はソルビン酸との併用であった。桂

皮酸は，今回70試料中 8件からだけ検出されたが，香辛

料の抗菌作用が強いことやそれらの保存効果は古くから

知られており，なかでも桂皮酸は， pHの低下に伴い抗菌

活性が増加する7)，11-13)ことから，漬物においても今後使

用率が増加していくものと考えられる.

(8) 有機酸

全体では， リンゴ酸，乳酸，酢酸が比較的多く， クエ

ン酸は予想、に反し少なかった.また，いずれの試料から

もアジピン酸は検出きれなかった.有機酸が添加された

ものであるか否かを判断することは困難であるが，検出

量の非常に多いものや，同グループ内で比較的多く検出

されたものについては，有機自主を使用したと判断しても

良いと思われる。

酢i責では，当然で、はあるが酢酸が多量に検出された.

しかし，酢漬の表示がありながら酢酸が少ないものも見

られた。クエン酸は， 14試料中12件から検出され，他の

グループと比較するとかなり高濃度であった。リンゴ酸

も14試料中12件から検出され特に，すぐき漬(SU-12)は

646mg/100g，あつみかぶ潰 (SU-13)は486mg/100gと

高い値であった。なを，酢i責では，酢の表示と共に酸味

料(有機酸)の表示が見られたものが多かった.

たくあん漬では， リンゴ酸は14試料中 8件から検出さ

れ，そのうち 2件 (TA-3，TA-9)がそれぞれ703mg/100

g，483mg/100gという高い値を示した。フマル酸は14試

料すべてから検出れ，その中の 1件 (SU-3)は217mg/

100gという他試料と比較して極めて高い値を示し，フマ

ル目安カ吋f初日されていると思われる.

しょう油漬では， リンゴ酸が28試料中23件から検出さ

れ，その含有量が多いものも見られた.その中でも特に，

てっぽう j責 (SY-4)は1145mg/100g，きゅうり漬 (SY

14)は1248mg/100gと，どちらも 1%を超えていた.こ

れは，他の試料すべてと比較しでも，明らかにリンゴ酸

が添加されていると思われる.コハク駿は28試料中10件

から検出され，てっぽう i責(SY-4)は231mg/100g，高菜

i責(SY-10)は280mg/100g，日未なす (SY-18) 621mg/100 

gと特に高い値を示した.これら同グループの他の試料

の値と比較して，コハク酸が添加されているということ

が推察される.乳酸は28試料中26件から検出され，含有

量が多いものも見られた.その中でも野沢菜 (SY-l1)は

788mg/100gで約0.8%という高い値を示した.フマル駿

は28試料中26件から検出された.日向漬(SY-18)は74.3

mg/100gと特に高い値を示し，この味なすには，同グ

ループの別の味なす (SY-17)と比較して明らかに添加さ

れているものと思われる.

その他の漬物では，酒石酸は14試料中 7件から検出さ

れ，青しその実 (SO-8)は108mg/100g，味わかめ (SO

-9)は117mg/100g，しいたけ割干 (SO-10)は115mg/

100g，しょうがみそ漬(SO-14)は140mg/100gであった.

70試料すべてで比較しでもこれらの 4試料は高い値であ

り，また先の 3件は同一製造者であることも考え含めて，

酒石酸が添加されていると考えられる.ンゴ酸は14試料

中10件に検出され，特にしいたけ割干 (SO-10)は3484

mg/100gという極めて高い値を示し，明らかに添加され

ていると思われる.乳酸は， 14試料すべてから検出され

た.その中でも朝鮮漬(SO-6 ) 771mg/100g，青うり (SO

7 ) 650mg/100g，そして特にしいたけ割干し (SO-10)，

赤かぶら (SO-ll)が，それぞれ1986mg/100g，2228mg/ 

100gという高い値を示し，この2試料は，添加されている

と思われる.フマル酸は14試料中12件から検出され，朝

鮮漬 (SO-6 ) 15. 4mg/100g， しいたけ割干 (SO-10)18.2 

mg/100g，そして特に青しその実(SO-8)は67.7mg/100

gという高い値を示し，添加されているものと思われる.

しいたけ割干 (SO-10)では， 7種すべての有機酸が高

濃度で検出された.その中でも特にリンコe酸は約3.5%，

乳酸は約2.0%，酢酸は0.65%と含有量が多かった.この

試料の水分 (94%)及び塩分 (5.0%)含有量から水分活

性を考えると予想外に低く (0.88)，これは有機酸が氷分

活性調整剤として作用している 2).14).1川 8)可能性があり，

有機駿も保存に大きな役割を果しているのではないかと

思われる.

(9) 遊離アミノ酸

必須アミノ酸であるグリシンは，近年抗菌作用が認め

られており 13ト 18)，グラム陽性菌，陰性芽胞形成菌に対し，

1-5%で発育阻止が報告されている.また，グリシン

は単独ではなく，他物質との併用により効力が増大する}

ことも知られており，卵白リゾチーム，有機酸(特にク

エン酸ナトリウム)，エタノー/レ，ソルビン酸，低級脂肪

酸モノグリセリド，縮合リン酸塩などとの相乗効果があ

ることが知られ報告されている 13)，15-16)川.

今回調査した試料のうちでは，グリシンが比較的多く

検出されたものも見られた.前述のことも含め考え， 1000

μg/gを目安とし，これを超えて検出されたものについ
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ては添加されたものと考えてよいと思われる.そこで， れた.これら有機酸が添加されている可能性が示唆され

たくあん漬の 2件 (TA-l及び TA-3)，てっぽう漬(SY た.

一4)，にんにくの茎 (SY-24)，青しその実 (SQ-8)な 9. 遊離アミノ酸

どについてはグリシンがエタノールと併用されているも 抗菌作用を有するグリシンを使用していると思われる

のと思われる.その他ソルビン酸と併用されているもの 試料が数件見られ，そのうちいくつかは，他の保存性に

も数件見られた. 関与する物質との併用であった.

要 約 終りに，今回調査した項目の他にも，食品に保存効果

市販漬物類について，水分，水分活性，食塩， pH，ア をもたらす20)低級脂肪酸，グリセリド，縮合リン酸塩，リ

ルコール，合成保存料，桂皮酸，有機酸及ぴ遊離アミノ ゾチーム等も使されている可能性があり，今後調査する

酸について，調査を行なった.

1.水分

61-94 (83:t7 .4) %であり，全体的に含有量は多かっ

た.

2.水分活性

0.83-0.99 (0. 94:t0. 03)で，全体的にかなり高<，この

値で考える限りでは微生的に対し抵抗性がないように思

われた.保存性を高めるために，何らかの手段をこうじて

いるであろうことが示唆された.

3.塩化ナトリウム

平均4.9土2.3%であり，近年の低塩{じ傾向を裏付ける結

果となった.

4. pH 

酢及び酸味料併用の表示がある試料は，それ以外のも

のに比較して pHは低〈有意差が認められた.

5.アルコール

エタノールが， 15.7-51600(3842士6853)μg/gと検出

量に大きなパラッキが見られた.また，漬物の保存料と

して，エタノールが添加されているという可能性が示唆

された.

6.合成保存料

漬物類に許可されているソルビン酸が， 70試料中48件

から検出され，使用率は69%であり使用率の低下が見ら

れた.ソルビン駿が検出された試料の平均値は， 0.48土

0.21であった.

7.桂皮酸

70試料中 8件から検出され，そのうちの 5件はたくあ

んi責であった.

8.有機酸

アジピン酸は，いずれの試料からも検出きれなかった.

リンゴ酸，乳酸，酢酸が含有されている試料が多く見ら

必要があると思われる.
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化学物質及び自然毒による食中毒事件例(第 2報)

一昭和58年~昭和59年一

田村行弘ぺ真木俊夫ヘ観 公 子 ヘ

永山敏腐へ二島太一郎ヘ

Outbreaks of Food Poisoning of Chemical and Naturally Occurring 

Toxicants in Tokyo (II) (1983-1984) 

YUKIHIRO T AMURAぺTOSHIOMAKIヘKIMIKOKAN* 

TOSHIHIRO NAGAYAMA* and TAICHIRO NISHIMA* 

Keywords:食中毒 foodpoisoning，化学性食中毒 chemicalfood poisoning， 自然毒 naturallyoccurring tox-

icants，銅 cupper，界面活性斉IJsurface active agene，ハシリドコロ scopoliajaponi・ca，アトロビン atropine，

エゾボラ ηeptuneaρolycostata，クリイロエゾボラ naptuneaeulimata lamellosa，テトラミン tetramin.

近年の食中毒は，新物質に基因するものよりも，過去 事件 2 昭和59年 1月，田舎から持ち帰った梅砂糖演

に起きた事件のくり返しの形で現われている.特に自然 を職場の仲間と共に喫食したところ，気分が悪くなり病

毒は事件の発生当時，販売者や調理師等に十分に伝達さ 院に入院し，担当の医師から届出された.

れ，常識化されてもう二度と起こることはないと考えら ②食中毒の症状 事件 lでは，同ーの井を食べた母

れるものが，十年も過ぎると忘れきられてしまう.そこ 親と二人の子どもが症状を訴えた.症状は母親食事中か

で類似の事件が再発し改めて驚かされることになる. ら食後にかけて，頭がボーとし，酪歯T感に襲われ，食後

この三年間にも，フグ中毒のテトロドトキシン，アブ 5時間目より黒色系の水様性下痢を 8-10回呈した.ー

ラボウズのワックス，モロコのビタミンA称、中毒，エゾ 方，子供は少量の喫食のためか軽い下痢だけであった.

ボラのテトラミン等の事件が発生している. なお，他のタヌキ井とウドンを食べたものには異常がみ

一方，保存法に問題があると考えられる魚介類のヒス られなかった.

タミン中毒は，毎年数件絶えることなく起っている.又， 事件 2では喫食者 5人中 3人が食後30分頃より，はさ

不注意による家庭用薬剤の混入，あるいは十分な知識を 気， Di@:吐 (2-10回)を激しく呈し，次いで、腹痛，下痢

もたず，図鑑等を頼りに採取し喫食してしまうキノコや (2 -5回)を起こした.患者は40，50， 51オの女性で，

山菜等の有毒植物の事例もあとを絶たない. このうち二人は婦人諸病に用いられる漢方薬を溶かした

著者らは前報において昭和55年~昭和57年に都内で起 湯と共に，又他の一人はコーヒー牛乳と共に喫食したも

きた食中毒事例を報告した 1) 今回は昭和58-59年の事 ので，その喫食量はそれぞ、れ 2， 3， 5個であった.こ

例のうち主なものを報告する. の三名中コーヒー牛乳と共に喫食した者は軽症であっ

1.銅混入による食中毒 た.一方，症状を呈しない二名は日本茶あるいはコーヒー

①事件の概要銅ナベで調理したタヌキ井による食 と共に，それぞ、れ1/4， 3個を喫食していた.

中毒と，着色の目的で銅を使用した梅砂糖漬による食中 ③試料 タヌキ井は残品では具がなく米飯だけで

毒が2件続けて発生した. あり，飯粒はやや緑色を呈していた.又は，同時に収去

事件 1 昭和58年11月，夕食にタヌキ井とウドンを 2 された銅ナベは直径17cm，深さ 1.5cmの片手ナベで，す

ケずつを出前させ喫食したところ，食事中から食後にか でにスズメッキがほとんど剥離し赤銅色を呈していた.

けて気分が悪くなり，間もなく下痢をしたため届けでた. 又，梅砂糖i責は青梅の種子を抜き，砂糖i責にしたもの

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome. Shinjuku-ku. Tokyo. 160 ]apan 
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で鮮やかな緑色を呈しており， 1個15-25gであり，カリ

カリと歯切れはよいが金属昧が感じられた.

④原因物質の検索 両試料ともに銅による汚染が考

えられたので，試料を乾式灰化した後，常法に従い試験

溶液を調製し，原子吸光法及びポーラログラフィーによ

り分析を行った.

タヌキ井の残品からは370ppmの銅が検出された.又

銅ナベについて衛生試験法に従い銅の溶出試験を行った

ところ， 4%酢自主i容出では7.0mg/100ml，水溶出では

0.03mg/lOOmlであった.更に，銅ナベで玉井の具を作

りj容出する銅量について検討を行った.

調理法はスライスした玉ねぎ100gに調味液(だし汁，

しょう油，みりん)100mlを加え， 5分間加熱したのち

溶かし卵で全体をとじ， 30秒後に火を止め試験に供した.

結果は Table1，に示したが，ナべからの溶出量は連続

使用の場合には89ppmと比較的溶出は少なかった.とこ

ろが前日使用し洗浄後一晩放置して，翌朝洗わずに使用

した場合は217ppmと高い溶出量を示した.なお調理場

に常備される漂白剤の次亜塩素酸ソーダの混入が銅溶出

をまねくことも考えられたため少量添加し調理したとこ

ろ，銅i容出量は少ない傾向を示した.

梅砂糖j責の銅含有量は1，500ppmであった.又，このも

.のを作った山形地方では色上げを良くするために，食塩

を鋼板上でよくもみ，その食塩を用いる習慣がある.こ

のような処理をした緑色の食塩が，同時期に参考品とし

て持ち込まれたので銅含有量を測定したところ， 3，160 

ppm検出された.

⑤汚染経路 タヌキ井では調理後のナベの洗浄が不

十分で、あったか，調理後ナベ中に長時間放置したために，

銅の溶出が促進したものと考えられた.

一方，梅砂糖i責では銅片や銅粉が混入した経過はない

が，山形地方の習慣から考えると鋼板上でもんだ食塩の

添加，又は梅の塩もみが銅板上で、行なわれたために銅の

混入をまねいたと推定された.

⑥考察銅による食中毒は古くから知られ2ベ緑

青は特に有害性が高いとされていた. ところが最近の報

告叫では緑青は溶解性が悪いため，それほど毒性が強く

ないと報告されている. しかし，今回のような形で食べ

物に混入した銅による中毒の詳しい報告はないため，本

来の銅中毒量は明らかでない.

今回の結果から，中毒量を推定すると，井中の米飯量

を300gとし，又具の部分には少なくとも 5倍量の銅が含

まれ， 200gの具が入っていたとすると井中には約400mg

の銅が入っていたと推定される.母親はその2/5量，銅160

Table 1. 調理時の銅の溶出

測定条件 検出値

調理後洗浄し，翌日洗浄せずに調理 217ppm 

調理後銅なベ中に 1日放置 362 

連続使用した時の銅なべで調理 89 

5%次亜塩素酸ソーダ0.5ml添加後調理 56 

mgを摂取したと推察された.又，梅ていは60-150mg/人

であると推察された.

金属の食中毒は同時に摂取される食品や，空腹状態に

より症状の程度が異ってくる.これは今回の梅 5個を

コーヒー牛乳と共に食べた婦人が軽い症状であったこと

からも明らかである.両事例ともに銅の形態は明らかで

はないが，銅60-160mg/人を摂取した時に中毒に陥るこ

とは確かなようである.なお，吐剤の硫酸銅は局方で0.2

g/l回用いている.

食中毒の原因となったような銅ナベの使用にあたって

は，調理後ナベ中に食品を放置しないことは当然のこと

であるが，使用前後には十分に洗うことが銅溶出を防ぐ

のに役立つと思われる.なお，スズメッキが争IJ離してい

る銅ナベは，食品衛生法でいは不良品とみなされる.

2，洗剤入サラダドレッシング食中毒

①事件の概要 昭和59年 5月ファミリーレストラン

で主婦 6名が野菜サラダ等を喫食したところ，洋風ド

レッシングをかけ食べた 5名が異常な苦味を感じ，同時

に気分が悪くなり入院した事件で，医師により食中毒と

診断された.

②食中毒の症状 患者は 5名，症状は喫食直後から

15分の聞に，苦味感と口腔内の灼熱感を伴い，悪心，日匡

吐を呈した.なお口腔内の苦味感は長時間消失しなかっ

た.又，下痢はいずれも起こらなかった.

③試料試料には事故ドレッシング，新たに作っ

たドレッシング，洗浄水，洗剤が搬入された.患者がド

レッシングの異常を申し立て，又は当該広の庖長がド

レッシングに洗浄剤の混入した疑いがあることを申し立

てたため，関連品の収去も行なわれた.なお， ドレッシ

ングは食用油，酢，及び香辛料等を混合したものである.

④原因物資の検索 初めに泡立ち試験をしたとこ

ろ，残品に泡立ちが認められた.そこで洗剤について検

索が行なった.

洗剤lの定性試験・試料に 1%水酸化ナトリウム溶液を

加えて中和し試験溶液として，薄層クロマトグラフィー

により試験をト71 分析条件は次のとおりである.

展開溶媒:@ クロロホルム・ O.lN硫酸を 5%含有

メタノール(8: 20)，⑥ 酢酸エチル・アセトン・水(55
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35: 10)， @ 酢固まェチル・メタノール・アンモニア水

(45: 5 : 2.5)， @ nープロパノール・クロロホルム・

メタノール・ 10Nアンモニア水 (10: 10: 5 : 2) 

発色剤:@ ヨウ素蒸気，⑥ ピナクリプトールイエ

ロー・メタノール溶液(アニオン系界面活性剤……UV下

で黄色蛍光)， @ ドラーゲンドルワ変法試薬(カチオン

系界面活性剤……黄色，ノニオン系……縫色)，④ チオ

シアン酸アンモニウム・硝酸コバルト試薬(ノニオン系

・・・青色)

標準品:ポリオキシノニルフェニルエーテル (Nikkol

NP-10)，アルキルフェニルエーテル(リポノックス

NA) ドデシルベンゼンスルホン酸塩(ソフト型)

洗剤の定量試験:1)非イオン界面活性剤の定量，試料

に水を加え20m!とし，チオシアン酸コバルトアンモニ

ウム 5m!，ジクロルメタン20m!を加え，さらに食塩を

飽和量加えて振とうする.ジクロルメタン層を分取，脱

水後， 620nmの吸光度を測定する. 2)ABSの定量;]IS 

規格 陰イオン界面活性剤メチレンブルー法 (K0102)及

ぴ毛利等8)の方法に従い測定した.

定性試験の結果，事故ドレッシングにはポリオキシエ

チレンアルキルフェニルエーテル系非イオン及びアルキ

ベンゼンスルホン酸塩陰イオン界面活性剤が混入してい

ることを確認した.又，これらの定量値を Table2.に

示したが，事故ドレソシングと洗剤が近似値を示すこと

から，わずかに残ったドレッシンクゃの容器の中へ洗剤の

原液を入れたものと推察された.

⑤ 汚染経路

汚染原因は営業終了後，従業員が空になったドレッシ

ング用容器を洗うために，洗剤lの原液を入れ洗い場に放

置しておいたことにある.その後，別の従業員が未だド

レッシンク"が残っているものと思い違いをし，冷蔵庫に

保管した.これが翌日客に提供されてしまったために事

件をまねいた.

⑥考察

本事件は洗剤の混入が原因で、起ったものであった.又，

患者及び庖長の申し出が原因物質を検索する上で大きな

役割をはたした.洗剤lの摂取量はサラダの量にもよるが，

通常 2-10m!のドレッシンク守が使われ，野菜に付着し

摂取されるものはその1/5量とすると，両界面活性斉IJ合わ

せて0.05-0.2gと推定された.

本事件の起こった背景には，庖の従業員の基本的な衛

生教育の不十分さと同時に，アルバイトやパートにまか

せきっている体質がある.異物の混入は不注意からくる

ものがほとんどであり，これを避けるには庖舗における

Table 2. 界面活性剤の分析結果

pl!陰イオン系*非イオン系村

事故ドレ、ソシング 3.7 5.5% 3.9% 

新鮮なドレッシング 3.4 nd nd 

j先 浄 7}( 3.9 0.02 0.01 

j先 剤 8.8 7.9 4.9 

*アルキルベンゼンスルホン酸塩
骨:ポリオキシエチレンアルキルフェニルエーテル類
nd:検出しない。

管理体制の強化と衛生教育以外にはないものと考える.

3.ハシリドコロによる食中毒

①事件の概要 昭和59年 4月都下西多摩郡の雲取山

にて，山菜「ふきのとうJを採取し近所に配り自らも

喫食したところ，喫食者全員が食中毒症状を呈した.

②食中毒の症状患者は喫食者 7名全員である.

Table 3. に喫食状況や症状を示した.発症時聞は早い

人で喫食後15分，遅い人では 2時間であった.症状はい

ずれも重症であり，軽症の場合にみられる口喝，めまい

等より，神経系障害の意識障害，幻覚症状，異常行動等

が強〈現われた. しかし，いずれの患者も24-30時間後

には回復に向かった.

③試料残品は phot.1. に示したように，約 4

-5 cmの若芽で， 7片とも未調理のものであった.

④原因物質の検索 残品を鑑定した結果，いずれも

ハシリドコロ様ナス科植物であることが判明し，ふきの

とうは含まれていなかった.ハシリドコロにはトロパン

アルカロイドのアトロビン，ヒヨスチアミン，スコポラ

ミンが含まれることから検索を行った.

試料 2gにエーテル適量を加え，アンモニアでアルカ

リ性としたのち，ホモジナイズしろ過する.ろ液を脱水，

濃縮，乾国後エタノールを加え試験溶液とする.

a) 薄層法:薄層板にはシリカゲル，展開溶媒にはク

ロロホルム・メタノール・アセトン・アンモニア水 (73: 

15 : 10: 2)，発色剤にはドラーゲンドルフ試薬を用い

る.なお，呈色は桜色である.Rf値はヒヨスチアミン及

ぴスコポラミン，それぞ、れ 0.28と0.67である.又，アト

ロビンは抽出操作中に光学異性体であるヒヨスチアミン

に変換する.

b) カ、スクロ法:FID検出器イ寸か‘スクロマストグラ

フで測定する.測定条件，カラム 3 % OV-17，lmX 

3mm.p，カラム温度 2300

，標準液 ヒヨスチアミン，ス

コポラミンともに200-1000ppmのエタノール溶液.

残品を分析した結果，ヒヨスチアミン及びスコポラミ
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Table 3 ノ、シリドコロによる食中毒

発症
性別 年齢 摂 取 状 況(本 発症時間(分) 症 :1犬

月日 形態量)

4.28 女 49 みそ汁 約 10 15 戦、 f巻、 脱、麻(手)、めまい、 口J易、 日系

下困難、幻覚、錯乱、眼、尿閉

男 56 11 約 10 45 はき気、おう日土、戦、 f巻、脱、麻、眼か

すむ、めまい、口i局、喋下困難

女 82 11 約 10 15 戦、脱、麻(手)、臥床、意識障害、錯乱

4.30 女 60 天ぷら 2 30 戦、{巻、脱、臥床、麻(手)、尿閉、口渇、

幻覚、錯乱、意識不明、限

5. 1 女 67 2-3 90 戦、倦、脱、麻、めまい、意識障害、幻

覚、錯乱、眼、意識不明

男 36 11 12-13 120 戦、脱、麻、めまい、意識障害、幻覚、

錯乱、限、意識不明

女 40 11 4-5 120 戦、{巻、脱、麻、めまい、眼

戦:戦りつ、{巻.倦たい感、脱:脱力感、麻:麻ひ、眼:眼症状

ンの両者が同定され，定量値はそれぞれ570，290ppmで

あった.

⑤考察有害植物による食中毒事件は，都内にお

いても毎年発生しているが，いずれも採取者の知識，経

験が浅く，十分な鑑定ができず目的のものと異なるもの

を採取してしまうケースがほとんどである.本事件はふ

さのとうと思い込み採取したものであった.

患者の喫食状況からトロパンアルカロイドの摂取量を

推定すると， 2 -10mgである.これは若芽 l片が約 1g 

であったことを考慮し算出した.アトロビンまたはスコ

ポラミンの経口による LD50は1-5mg/kgであり，局方

に示される極量は 3mgである.Table 4.にアトロピン

の用量と症状を示す9) 本食中毒では極量をこえて摂取

する人もいたが，幸いなことに死者がでなかった.

4. ツブ貝による食中毒

① 事 件 の 概 要昭和59年12月 小料理屋でツブ員の

サシミ他をビールと共に喫食したところ，約30分後に気

分が悪くなり ，i由汗をかくなどの食中毒症状を呈した.

②食中毒の症 状 患者は48オ，男性一名である.症

状は悪心，血圧低下(40-80)，胸部疹痛，全身発疹，発

熱 (37.1
0

)，四肢けいれん(約 6時間後)，呼吸困難等の

症状を呈した.患者は酒酔のためか，過去の食中毒症例

にみられる視神経の障害である「めまい， 目がかすむ」

等の訴えはなかった.なお，つぶ貝の喫食量は 1-21回
て、、あった.

③試料試料には 残 品 の 巻 貝 1個の外に，購入先

の東久留米市場内より収去したツブ貝の合計 7検体が送

付された.

Table 4. アトロビン用量と症状9)

用量 (mg) 症 状

0.5 弱い口内の乾燥(遅脈〉

0.5-1 口喝

2 散瞳，速脈，制汗

3-5 腕下困難，頭痛，不快，筋無力

7 著しい散瞳，調節困難

8 興予!?，筋の協調不能

10 無感動，幻覚，錯乱，昏睡

④ 原因物質の検索 試料の巻貝について鑑定したと

ころ，残品はクリイロエゾボラ Neptunea eulimata 

Lamellosα，また参考品はエゾボラ Neptuneapolycostata 

が 1件の外はいずれも残品と同一種であった.これらの

巻貝は唾液腺中に四級アミンのテトラミンが局在してい

ることから，これについて分析を行った

摘出した唾液腺に70%エタノールを加え，還流し抽出

しする.ろ過後，残査にはエタノールを加え再ぴ抽出を

くり返えす.得られたろ液を合せ減圧濃縮し，エーテル

で脱脂後，水で一定量とし試験溶液とする.セルロース

系のアビセルws薄層板を用い，展開溶媒:水・イソプ

ロパノール (1: 3)で展開する.発色剤にはドラーゲ

ンドルフ試薬を用いる.

クロマトグラフィーの結果，標品の Rf値0.5-0.55

と一致するテトラミンが残品及び参考品から検出され

た

⑤考察 ツブ貝はエゾパイ科の肉食性の巻貝であ

り，昭和52年 6月にも都内において患者 2名を，又全国

的には過去に 8l'牛， 44名の患者がでている 10) 通常，ツブ
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貝食中毒は一過性で数時間後に回復し，症状の軽い場合

には国自国T感、だけで食中毒と気付かないことが多いようで

ある.今回の事例は眼症状が訴えられておらず，又20個

程度が中毒量と報告11)されていることからも，従来のツ

ブ貝による中毒とは相違がある.

日垂液腺中のテトラミンの含有量は，加納ら 12)が生物学

的手法でヒメエゾボラにおいて3.3-5.9mg/g，エゾボラ

で1.5-2.4mg/gと報告している.又浅野13) 高野ら 1叫は

ヒメエゾボラでそれぞれ 7-9 mg/g，4.5-7.0mg/gと

報告している.なお， P垂液腺は 1-3 g/個て、ある.

昭和52年 7月15日， 52衛環乳第208号においてツブ貝の

取り扱いが通達されている.ツブ貝は殻付き又はむき身

で流通しているが，産地や採取時期によりテトラミン含

有量が変動するため，又その摂取量により中毒量を超え

たテトラミンを摂取してしまう恐れもあることから，販

売に際しては唾液腺の除去を義務づける必要があると考

える.

終 1)に，本報告以外に異物の混入として，ラクト牛乳

中へのキシレン，及び、洋菓子中への殺虫剤の混入の事例

がある.ラクト牛乳は喫食直後にキシレン臭及び異常味

を感じ，はき気を呈したものであった.キシレンはカゃス

クロマトグラフィーとマススペクトル法により同定され

たが，混入の原因は不明で、あった.洋菓子は喫食後直ち

に薬品臭を感じ，さらに口腔内のしびれ感を呈したとい

う訴えであった.種々の状況から農薬の分析を行ったと

ころ， DDVP，フェニトロチオンの有機リン系殺虫剤が

微量検出された.これは調理場を消毒した際に使用した

殺虫剤が洋菓子の生地に付着したことが原因であり，作

業者の不注意によるものであった.

又，明らかにヒスタミンによると考えられた食中毒事

例が4件発生している.いずれも冷蔵庫保存を過信した

ために起きたもので，ヒスタミンの外にカダペリンやプ

トレシンの不揮発性アミン類を検出したイワシもあっ

た.これらのアミン類はヒスタミンの生理作用に関与し，

その作用を強める役割を果している.

一方，近県ではアブラソコムツの食中毒が昭和58年春

に神川県下で発生した.これらワックス含有魚による食

中毒は追去10年間に 6件，'171人の患者10)をだしており，

食品衛生法上販売禁止魚となっている.本事件は悪徳業

者がトロミリン等と高級魚、風の名を付け密売し，これを

幼稚園児が喫食して下痢を起こしたものである.

更に，埼玉県下ではソラニン中毒と推察された事件15)

が起きている.理科の実習に学校でジャイ方、イモを栽培

し，それをゆでて食べた生徒聞で起きた食中毒である.

本事例は栽培法に問題があったもので，土の被覆が十分

でなく，光の当る状態でジャガイモを育てたことに起因

している.これは家庭菜園にもあてはまるもので，新た

な問題を提起したものである.さらに，この事件は前報1)

のニガウリ事件と同様に，一度調理加工してしまうと多

少異臭味を呈しでも，喫食してしまうという点が共通し

ていた.このようなことは今後の事件解明時のカギとし

て，役立つもので記憶に留める必要がある.

本報告では昭和58年から59年にかけて起きた食中毒事

例のうち，異物の混入と動植物性自然毒を各 2例づっ

1.銅混入による食中毒， 2.洗剤l入りサラダドレッ

シング食中毒， 3.ハシリドコロによる食中毒， 4. ツ

ブ貝による食中毒を取り上げ報告した.

謝辞本調査の遂行にあたり，検体採取及び疫学的

調査等の労を取り計られた東京都衛生局環境衛生部食品

衛生課，五日市保健所，荒川区荒川保健所，町田市保健

所，文京区小石川保健所，小平保健所，市場衛生検査所

の職員各位並びにハシリドコロ及ぴツブ貝の鑑定をして

いただいた当所理化学部医薬品研究科及び国立科学博物

館動物研究部松隅明彦氏に深謝いたします.

文献

1 )田村行弘真木俊夫，観 公子ら.東京衛研年報，

34， 141， 1983 

2 )山本俊一:日本食品衛生史(明治編)， p292， 1980， 

中央法規出版

3 )長橋捷:医学のあゆみ， 96， 705， 1976 

4 )降矢強:食品衛生研究， 34， 925， 1984 

5 )石綿肇，渡辺晴美，林敏夫ら:食衛誌， 14，425，

1973 

6 )米勢千鶴男，宍戸 健，金子隆英ら:油化学， 27， 

592， 1978 

7 )下山徳重:東京都消費者センター研究要報 1.27， 

1983 

8 )毛利善一:常盤文克 食衛誌， 13， 141， 1972 

9 )高木敬次郎，小i皐光:薬物学， p180， 1962，南山

堂

10)厚生省環境衛生局，食品衛生課 全国食中毒事件録

11)橋本芳郎魚貝類の毒， p24，1977，学会出版セン

ター

12)加納碩雄:事業概要，昭和53年版， p81， 1979，東京

市場検査所

13) Asano， M. and Itoh. M. : Ann. N. Y. Acad. Sci.， 

90， 674， 1960 

14)高野修，安元健:日本食品衛生学会第35回学



196 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

術構演会要旨集，p41，1978，東京

15)斉藤貢ー，堀江正一，能勢憲英ら:日本食品衛生学

会 第49回学術講演会要旨集， p18， 1985，東京

写真の説明

1.食中毒の原因となった残品のハシリドコロの若芽

2. 食中毒の原因となった残品及ぴ参考品のパイ貝

1) -5) 参考品;クリイロエゾボラ

6 )参考品;エゾボラ

7 )残 品;クリイロエゾボラ
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農作物の残留農薬の実態と動向

-1977-1984-

田村行弘ヘ観 公子ヘ永山敏庚*，

真木俊夫ヘ二 島 太 一 郎 *

Survey and Tendency of Pesticide Residues in Crops 

(1977ー1984)

YUKIHIRO T AMURAヘ KIMIKOKANヘ TOSHIHIRONAGA Y AMAヘ

TOSHIO MAKド andT AICHIRO NISHIMA' 

Keywords:残留農薬 pesticide residues，有機塩素系農薬 organochlorine pesticides，有機リン系農薬 on崎

ganophosprus pesticidts，カルノfメート系農薬 carbamate pesticises， TPN chlorothalonil，カプタホール

captafol，キャブタン captan，野菜 vegetables，果物 fruits，米 rice 

緒 百 残留性の比較的長いもの，収穫間際まで使用できるもの，

都内に流通する農作物の残留農薬の特徴及ぴ存在量か さらに新たに開発許可された農薬を対象として実態調査

ら農薬汚染の動向を明らかにし，さらに食品の安全性 を実施している.今回， 52年度までに実施した結巣を基

評価と対策に役立てるために，筆者らは毎年実態調査を として，農薬の年次推移，検出実態，残留状況等について

行っている 1-5) 検討を加えたので報告する.

現在，農薬は有効成分で約300種，銘柄別で約4，000種 実験の部

許可されている.この内，食品衛生法及び農薬取締法に 1.試料 昭和52年 4月から昭和60年 3月までに都内に

残留基準のある農薬は，それぞれ26種及ぴ125種である. 入荷した玄米，果物等の農産物を試料とした.

これは実際に使用される農薬の半分にも満たないもので 2.調査農薬名 有機塩素系農薬(BHC(a，β，γ，δ 

ある. 体)， DDT (pp'-DDT， pp'-DDD， pp'-DDE)，アルドリ

食品衛生法上の農薬の残留実態は，各方面で明らかに ン，ディルドリン (DLD)，エンドリン (END)，へプタ

なりつつある.しかし農薬取締法に基づくものは，特定 クロルエポキサイド (Hepa.epox.))，有機りン系農薬

のものを除きほとんど明らかにされていない.最近の農 〔食品衛生法に基づくもの ジクロルボス (DDVP)，ジ

薬は残留期聞が短いことから，連続使用や多種類の重複 メトエート，タイアジノン，パラチオン，フェニトロチ

散布も行なわれている.さらに，収穫間際まで散布でき オン，フェンチオン (MPP)，フェントエート (PAP)， 

るものもある.これらは連続収穫をする果菜や葉物にお マラチオン.農薬取締法他:アセフェ-r，イソキサチ

いて特に問題があり，残留したまま出荷されてしまう危 オン，エチオン，エチルチオメトン，クロルピリホス，

険性を含んでいる.又，実験圃場と実際の栽培では環境 クロルピリホスメチル，サリチオン，ジアリホール，チ

や耕作条件等が異なることから，残留状態も違いが生じ オメトン，ピリダブェンチオン，プロチオスホス，プロ

るために実態調査は必須のこととなっている. パホス，ホサロン，ホルモチオン， CVMP， CVP， CYAP， 

このような中で52年度より食品衛生法上基準のある農 CYP， DMTP， ECP， EPBP， IBP， PMP)，カルパメー

薬の外に，効果的に調査するために生産量の多いものや， 卜系農薬〔ジチオカルパメート (ジネブ，マンセ守ブ，マ

*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 

* The Tokyo Metoroporitan Research Labolatory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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52 

農薬は70穏を超えるが，高検出率を示したものを挙げる

と有機塩素系農薬22%，TPN14%，有機リン系農薬 9

-10%である.又，全体では 9%であり，すでに過去の

ものとなり使われていない有機塩素系農薬を除くならば

6.3%である.

一方，発ガン性のある農薬として新聞等に報道されて

きたキャブタン，カプタホールは0.85%と低検出率であ

り，又検出したものもO.lppm以下と低値であった.カル

パメート系農薬のメソミルは58年-59年に東京，埼玉な

どで野犬等の変化を招いた原因物質である.主として稲

の殺虫剤に使われるが，野菜等にも使われることから調

査したがいずれからも検出されなかった.

他方，野菜，果実において残留農薬の検出率の高いも

のは，キゥウリ， トマトの葉菜類が15%で最も高<.次

いで，ホウレンソウ，コマツナの果菜類の12%，呆物の

9%である.最も低いものは根菜類であった.

2-2.年次推移

(1) 有機塩素系農薬 高検出率22%を示した有機塩素

系農薬の年次推移を Table2.に示した.最も検出率の

高い BHCは根菜を除き年々減少の傾向を示し，その検

出濃度もO.OOlppm程度と低くなっている.しかし，根菜

はこの 3年間をみても 9-20%と比較的高し又検出値

もO.Olppmを超えるものもある.この理由に，根菜の成

育期聞が葉菜類と比べ長いため，濃縮割合が高まること

が挙げられる.さらに，ここ数年の新たな傾向は β-BHC

が単独又は α型より高濃度検出されることが挙げられ

る.これは近年の肥料に何らかの変化が起っていること

も考えられるが，原因は明らかでなく，現在追跡調査中

で、ある.

ドリン斉IJでは，時々トマト，キュウリにす寺異的に DLD

E二コ ~O.OOlppm

EZヨ ~0.005

~ ~0.008 

調査検体数各年度 50検体

玄米中BHC残留量の年次推移

百

IJ 
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ンネブ，ジラムについて総量として分析した)，カルパリ

ル (NAC)，メソミル)， そのイ也 CTPN，PCNB， D-D， 

HCB，ジコホール，ピンクロゾリン，フ。ロシミドン，ベ

ンゾエピン，キャフ。タン，カフ。タホール，キノメチオネ-

h クロルピクリン)，除草剤〔玄米のみを対象とした:

CNP，ベンチオカーブ〕

3.機器 カヌクロマトグラフ Cv槻島津製作所製 GC-4

B(検出器 ECD) ，同 G-5A(ECD， FPD)，同 GC-9

A (ECD， FPD， FTD)，同 GC-R1A(FTD))，分光光

度計〔目立製作所 UV-320型)，液体クロマトグラフ

〔日本分光(械 TRIROT AR 11， (蛍光検出器及ぴ紫外

部検出器)) 

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号に準じた.又，キャブタン，カプ

タホールは昭和48年厚生省告示第332号に準じた，さら

に，アセフェート，クロルピクリン，メソミル， TPN等

は農薬取締法に基づく分析法及び残留農薬分析法等6-13)

に従い，あるいは一部改良し分析した.

結果及び考察

200 

1.玄米

都内に搬入された玄米を対象に，毎月定期的に年間50

検体を検査している.調査農薬は合計49種であり，その内

容は有機塩素系農薬 14種CBHC， DDT， ALD， DEL. 

END， Hepta.巴pox.，ジコホール，キャフ。タン，カフ。タ

ホール)，有機リン系農薬 32種，カルパリル l種，除

草剤IJ2種 CCNA，ベンチオカーブ〕である.

昭和52年から昭和59年度までに検査した400検体の結

果を集約すると，検出した農薬は BHC，ダイアジノン，

NACである.ダイアジノンと NACはわずかー検体ずつ

の検出であり，検出値も0.03ppmとtraceであり，いず

れも低値であった.一方， BHCはFig.1に示した年次推

移のように，昭和52年度は68%と高検出率を示し，又

0.008ppmと高値を示したが， 57年度後以降はO.OOlppm

を超えて検出するものではなし年々減少の傾向を示し

ている.

現在分析している方法による玄米からの抽出液では，

ガスクロマストグラム上において未知のピークがほとん

ど認められず，又， NACについて液体クロマトグラ

フィーを検討しているが，現在までのところ未知ピーク

は認められない状態である.

2.野菜及び果物

2 -1.検出状況

過去 8年間に調査した各種残留農薬の検出状況の結果

をまとめ Table1.に示した.現在までに実態調査した
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Table 1.野菜における各種残留農薬の検出率

品 目 有機塩素系 有機リン系農薬

t是 薬 食品衛生法 農薬取締法他

葉 菜 26(54/210) 13(29/219) 11( 8/75) 

結球葉菜 17(37/215) 4( 9/224) 3( 2/75) 

果 菜 21(31/148) 18(33/184) 8( 4/49) 

根菜(根) 10(10/ 97) 3( 3/107) 5( 2/40) 

(葉)24(15/ 63) 9( 6/ 69) 11( 4/36) 

そ の他 16(8/ 50) 2( 1/ 47) 

果 物 29(51/173) 11(21/196) 14(11/79) 

5十 22(206/956) 10(102/1046) 9(31/354) 

口仁口1 目 カノレパメート NAC 
メソミノレ ジチオカノレパメート

葉 莱 0(0/6) 8(2/ 26) 

結球葉菜 0(0/10) 0(0/ 33) 

果 菜 0(0/20) 0(0/ 9) 0(0/ 13) 

根菜(根) 0(0/ 3) 0(0/ 30) 

(葉) 0(0/ 1) 

そ の他

果 物 0(0/13) 0(0/ 8) 0(0/ 43) 

計 0(0/53) 0(0/17) 1(2/145) 

品 日 ジコホール D-D キノメチオ

ネート

葉 菜 0(0/26) 0(0/10) 

結球葉菜 0(0/ 33) 0(0/12) 

果 菜 0(0/13) 0(0/11) 4(3/76) 

根菜(根) 0(0/ 30) 0(0/ 3) 

(葉)

その他

果 物 9(4/45) 0(0/11) 0(0/ 4) 

計 3(4/147) 0(0/47) 4(3/80) 

や ENDが検出される.又， 59年度の新たな傾向として，

根菜類から DLDや ENDが0.005-0.03ppm検出され

たことが挙げ‘られる.又検出数も両者合せて 6検体もあ

る.これは59年度には他の農薬の検出率も高いことから，

天候不順の影響の現われとも考えられる.すなわち，今

だに土壌中に残存するドリシ剤が降水量が少ないために

濃縮係数に変化をきたしたものと推察された.

ジコホールは昭f、日53-55年に果物より特異的に検出さ

れていたが，その後検出されず，再ぴ59年になり検出さ

iL始めた.検出果物はいずれも替であり，検出値は

0.02-0.13ppmと低値であるが， 7検体中 5検体と高検

% (検出数/総数〉

カプタホーノレ TPN PCNB 
キャブタン

0(0/35) 10(10/103) 8(3/39) 

0(0/43) 7( 8/111) 4(2/47) 

4(1/27) 37(53/142) 0(0/19) 

0(0/33) O( 0/ 45) 0(0/33) 

0(0/29) O( 0/ 28) 

1(1/68) 2( 3/102) 2(1/52) 

1(2/235) 14(74/531) 3(6/190) 

アセフェートピンクロ プロシ ベンゾェ

ゾリン ミドン ピ ン

3(1/ 36) 0(0/ 26) 0(0/ 26) 0(0/ 26) 

0(0/ 51) 0(0/ 33) 0(0/ 33) 0(0/ 33) 

0(0/ 23) 23(3/13) 。(0/13) 0(0/ 13) 

0(0/ 24) 0(0/ 30) 0(0/ 30) 0(0/ 30) 

0(0/ 3) 

0(0/ 47) 0(0/ 45) 2(1/ 45) 0(0/ 45) 

0.5(1/184) 2(3/147) 1(1/147) 0(0/147) 

HCB クロノレ 言十

ピクリン

8(3/ 39) 0(0/14) 12(110/ 916) 

4(2/ 47) 0(0/16) 6( 60/1016) 

5(1/ 19) 0(0/13) 16(129/ 805) 

0(0/ 33) 0(0/ 3) 3( 15/ 571) 

11( 25/ 229) 

9( 9/ 97) 

0(0/ 52) 0(0/13) 9( 93/1041) 

3(6/190) 0(0/59) 9(441/4675) 

出率である.今後注目して調査する必要があると考えて

いる.

(2) 有機リン系農薬 過去 3年間における有機リン系

農薬の年次推移と検出率を Table3.に示した.年度毎

に検出率が増加する傾向が葉菜類，果菜類でみられ，又

果物では59年度に急増の傾向がみられた.特に59年度の

特色は過去に検出したことのない農薬，すなわち

CY AP， Cyp， DMTP， IBP，ジリアホール，クロルピ

リホス等多種類が広範囲の農作物から検出されることで

ある.これは59年度春から夏にかけての異常乾燥の影響

で，雨による農薬の流亡がなくクチクラ層へ浸透し，蓄



昭和59年

28 

7% 。。

昭和58年

38 

5% 。。

Table 2.主な野菜中有機塩素系農薬の年次推移と検出率

薬 昭和53年昭和54年 昭 和55年 昭和56年 昭和57年

n=l1 23 25 31 50 

00% ~% ~% M% W% 
18 4 0 0 2 

o 0 4 0 0 
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n=l1 36 

BH C 18 22 

DDT 18 0 

ジコホール 36 17 

n 検査件数 DLD:ディルドリン，

物果

Table 3.過去 3年間における有機リン系農薬の年次推移と検出率

% (検出数/総数)

昭和59年

34種

昭和58年

26種

昭和57年

22種 斗

I
Z--n 

20.5(17/ 83) 

1.1( 1/88) 

23.1( 9/ 39) 

10.4( 5/ 48) 

16.5(16/ 97) 

13.5(48/355) 

28.6( 8/ 28) 

o (0/ 33) 
30.8( 4/ 13) 

10.0( 3/ 30) 

27.5(11/ 40) 

18.1(26/144) 

18.4( 7/ 38) 

3.3( 1/ 33) 

26.3( 5/ 19) 

o (0/ 7) 

7.7( 3/ 39) 

11.8(16/136) 

11.8(2/17) 

o (0/22) 
o (0/ 7) 
18.5(2/11) 

11.1(2/18) 

8.0(6/75) 

検査年度

有機リン検査項目

品目

葉菜

結球葉菜

果菜

根菜

果物

1
 

2
2

ロ

Table 4. 野菜，果物中のTPNの年次推移と検出率

%(検出数/総数〉

昭和59年 計

0(0/ 26) 10(10/103) 

0(0/ 33) 7( 8/111) 

0(0/ 13) 37(53/142) 

0(0/ 30) O( 0/ 45) 

O(0/ 45) 1( 0/102) 

0(0/147) 15(74/503) 

昭和58年

0(0/ 38) 

0(0/ 33) 

16(3/ 19) 

0(0/ 6) 

5(2/ 21) 

6(5/117) 

昭和56年

0(0/ 5) 

0(0/ 3) 
9(1/11) 

0(0/11) 

3(1/30) 

昭和55年

15( 4/ 26) 
14( 5/ 35) 

44(39/ 89) 

O( 0/ 9) 
O( 0/ 5) 

30(48/164) 

昭和54年

75( 6/ 8) 

43( 3/ 7) 

100(10/10) 

10( 2/20) 

47(21/45) 

品目

葉菜

結球葉菜

果菜

根菜

果物

言十
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積した現われと考えられた.このような結果は実験闘場

においてもえにくい結果であり，今後の実態調査を行う

上で大変貴重な資料となった。

(3) TPN 

有機塩素系農薬に続いて高検出率を示した TPNは殺

菌剤lであり，除草剤の PCPとよく似た構造をもち，比較

的残留性の長い農薬である. Table 4.に年次変化を示

したが，検出頻度は54年度をピークとして， }II買次減少し

59年度には検出率がセ、ロとなっている.特に最も頻繁に

使われた果菜では，検出率が急、速に低下して行〈様子が

よく現われている.又 Fig.2に主に検出された野菜の

TPNの濃度分布を示した.検出濃度は農薬取締法の登

録保留基準値lppmを超えるものもあり，特にトマト，

キュウりでは高いレベルにあった。これらのことからも

TPNは分解しにくし銭留性の長い農薬であることは

明かである.

単一の農薬が実態調査の中でこれほど明確に出現し，

キュウリ

トマト

ピーマン

n 0 10 30 

検出率(%)

50 70 

E二コ孟0.01，~壬0.1，~孟 1 ，区三司 l く

Fig.2. TPN残留量

消失する傾向を示したものは極めて希れである.

このような現象は耐薬性等を考慮するならば当然のこと

であるが，実態調査中で捕えることができたのは，いか

lこ一時期多量に使用されたかその様子をうかがい知るも

のである.また， 58年頃より TNPと同属の PCNBが検

出され始じめているが，今後 TPNに変わるものかどう

かその動向に興味がもたれている.

2-3.検出頻度と濃度の高い農薬

有機リン系農薬の中てコ検出頻度と濃度の高いものを

Table 5.に示した.最もよく検出されているものは

EPN，ブェニトロチオンであり，次いで、 DDVPが挙げら

れるが，いずれも殺虫剤である.Table 5.のEPNから

タホイアジノンまでの上位のものは毎年検出されるもので

あるが，プロチオホス，ジアリホール， DMTPなどは近

年検出されはじめた農薬である.

検出濃度は最も高い値を示したものにイソキサチオ

ン，アセフェートがあり，それぞれ11と9ppmであり，

いずれもホウレンソウから検出された.又 1ppmを超え

て検出したものには， EPN，フ。ロチオホス，ジアリホー

ル，ホサロンがあり，これらの中でも EPNは高い頻度で

lppmを超えるものがあった.高濃度の検出値を示した

農作物は，ほとんど葉菜類のホウレンソウやコマツナで

ある.

10ppm前後という残留量は，後藤の提案する方法11)で

算出すると， 50%乳剤液を1000倍に希釈し散布した場合

に相当する量である.すなわち，通常の最高量がそのま

ま残った状態に匹敵するもので，散布後まもなく出荷し

Table 5.検出頻度または濃度の高い有機リン系農薬

炭

1. E PN 

薬 n 検出値

単位:ppm 

基準値

2. フェニトロチオン

21 5.6， 4.8， 4.2， 3.9， 2.8， 2.3， 0.3， 0.18， 0.1(3)ぺ
0.09， 0.05(3)， 0.04(2)， 0.03(2)， 0.01(2) 

21 0.57， 0.15， 0.11， 0.10(2)， 0.07， 0.04(2)， 0.03(4)， 

0.01(5)， 0.005， Tr(3) 

3. DDVP 100.9，0.09，0.04，0.01(3)， Tr(4) 
4. ダイアジノン 6 0.13， 0.02(2)， 0.01(3) 
5. プロチオホス 6 1.0， 0.72， 0.52， 0.22， 0.06， 0.04 
6. ジアリホール 4 2.47， 1.40， 0.34， 0.08 

7. DMT P 4 0.42， 0.11， 0.02(2) 
8. ホサロン 2 1.17， 0.08 

9. C Y P 2 0 . 08， O. 07 
10. イソキサチオン 1 11 
11.アセフェート 1 9 

*: ( ).内の数字は検出件数を示す.

0.1 

0.2 

0.1 
0.1 

0.04 
0.2 

1.0 

0.05 
0.1 
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Table 6.有機リン系農薬の検出頻度の高い野菜

品 目 n 検出率(%) 農 薬 (検出数〉

葉菜ホウレンソウ 124 11 EPN 8，ジアリホール 2，フェニトロチオン 1，C Y P 1 

コマツナ 60 13 EPN 2， 夕、イアジノン 2，カノレノごリノレ 2，フェニトロチオン l

果菜キュウリ 85 9 EPN2， DDVP2，フェニトロチオン 1，ダイアジノン l

トマト 34 18 フェニトロチオン 2，EPN1，フェントエート 1，ホサロン 1，

D恥1TP1 

果物 ナ シ 20 40 フェニトロチオン 8，ダイアジノン 2，クロノレピリホス l

た疑いがある.このようなものは一年にー検体あるかな

いかで、あるが，農薬使用者の不注意から生まれるもので

あり，今後十分な指導をし改善を図らねばならない.

2-4.農作物の検出状況

残留農薬の検出頻度の高い農作物及びその農薬の種類

をTable6.に示した.検出頻度の高い野菜は葉菜のホ

ウレンソウ，コマツナ，果菜のキュウリ， トマト，果物

ではナシが挙げられる.特にナシは40%の高検出率を示

した.しかし，ナシに残留するフェニトロチオンは，基

準値0.2ppmを超えて検出するものが今までになし又

果皮に付着し果肉中からは検出されていない.一方，

EPNは農薬取締法の安全使用基準では，ホウレンソウに

使用できないことになっている. しかしこのように検出

されることは，使用者が基準を守らないことや無知のた

めに起ってくることと考えられる.

2-5.複合汚染

複合汚染は有機塩素系農薬との共存を除くと，比較的

その例は少ない傾向にある.昭和58年， 59年度の例を挙

げると，それぞれ130検体中 3件， 175検体中 4件であり，

検出率は共に2.3%である.その内容は 3者同時検出も

の:甘夏の果皮ーフェントエート，ホサロン及び

DMTP， 2者同時検出したもの ホウレンソウ EPN 

とCYAP;大根の葉 CYPとプロチオホス;トマト

ーフェニトロチオンと TPN;ブドウーTPNとフェニ

トロチオンである.

複合汚染は，今日の農薬が万能型ではなしより特性

をもたせた型になってきていることから考えるならば，

今後進展する可能性もあり，十分注目し監視を怠らない

ようにしなければならない.

まとめ

昭和52-59年度の 8年間にわたる実態調査の結果を集

約し，流通過程にある農作物中の残留農薬の特徴や推移

を明らかにした.

有機塩素系農薬の BHCや DDTのような過去のもの

も今だに検出されるが， 0.001ppm以下の検出値であり，非

常に遅いが土壌中等で分解が進んでいると解された.但

し，乾燥状態が続く気候の折には，農作物への移行も高

まることから注意が必要である.

有機リン系農薬では登録農薬の90%について検査して

いるが， EPN，フェニトロチオン， DDVPなどのように

毎年検出されるものの外に， 59年度には新たな農薬とし

てプロチオホス，ジアリホール， DMTPなどが検出され

はじめた.

農作物別には残留農薬のないもとして米が挙げられ

る.逆に比較的よく残留農薬を検出するものとしては，

野菜ではホウレンソウ，コマツナであり，果物ではナシ

が挙げられる.

農薬の複合汚染は例が少なく 58年， 59年度において，

検出率は2.3%であった.

農薬の使用量は病害虫の発生状態に関係するが， 59年

度のように降雨量の少ない天候の時にもその使用量が増

加し，同時に残留性も高まり検出する種類も増大するこ

とを明らかにした.又， TPNのように生産量が年々急増

するものは，残留実態調査とともに年次的推移も含めて

調べる必要のあることを示した.

謝辞本調査の遂行にあたり，検体の採取及びその

他の労を取り計っていただいた東京都衛生局食品監視課

並びに生活文化局価格流通部米穀課の職員に深謝いたし

ます.

(本研究の概要は当研究所'84衛研セミナー 1984年10

月2日で発表した.) 
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臭化メチルくん蒸米中の残留臭素量とその存在形態

観 公子ヘ田村行弘ヘ真木俊夫*，

永山敏庚ぺ二島太一郎*

Survery of Bromide Residues and The Bromine 

Form in Methyl Bromide Fumigated Rices 

KIMIKO KANヘ YUKIHIROT AMURA *. TOSHIO MAKIぺ
TOSHIHIRO NAGAYAMA* and TAICHIRO NISHIMA 

Keywords:臭化メチル methyl bromide. 臭素 bromine.臭素形態 bromine form. 米 rice.古米 long

-stored rice. i商定法 titration. 検知管法 reaction tube method，比色法 colorimetry. イオンクロマトグラ

フィー ionchromatography，鮮度試験 freshn巴sstest 

緒 '"号日 米の鮮度試験6.7)についても検討し若干の知見を得たの

昭和59年 3月，異常気候による米の不作で主食の米不 で報告する

足が懸念され，食糧庁は長い間貯蔵していた53年産米を 実験方法

主食用として放出した.ところが，害虫駆除のために使 1.試料

われたくん蒸斉IJの残留が問題となり，この米の食品とし 都内搬入米で都内の倉庫より昭和59年 3月から昭和60

ての安全性が提起された. 年 3月の聞に収去した玄米及ぴ精米22検体，都内のスー

これを受けて著者らは都内搬入米についてくん蒸剤の パーから収去した精米 3検体及ぴ消費者から譲り受けた

調査を行ったところ53年産米から臭化メチル， リン化水 自王流通米 1検体，合計26検休を試料とした

素は検出されなかったものの，総臭素が最高68ppm検出 試料の生産年度別はくん蒸を 1-5回受けている53年

された. 産古米 8検体. 53産古米と58年産新米の20対80割合混合

臭素は日常摂取する食品にも含まれており，渡辺ら 1) 米 2検体. 58年産新米 5検体及び59年産新米11検体であ

は通常 1日あたり 10-15mgの臭素を摂取していると報 る.表 3に示した古米及び混合米の精米は各々の玄米を

告している.しかし，臭素は大量に摂取すると悪心. 0医 精白したもので，例えばNO.1とNo.2は同一種類である.

吐，腹痛，麻峰等を起こすとも言われている 2) 2.試薬

すでに臭化メテル由来の総臭素量は FAOパiVHOが穀 臭素イオン標準溶液-臭化カリウム(試薬特級，和光

物について50ppmという国際食品規格を定め，また我国 製)0.149gを精秤して，水に溶かし 100m!とし，さらに

においても同様，小麦で'li50ppmと定めている.又53年 その10m!をとり水で100m!とし標準溶液とした.本液

度産米放出の問題を契機として米については昭和59年 5 1 m!は臭素イオンとしてO.lmgを含有する.

月29日厚生省より環食第29号をもって暫定基準値50ppm フルオレセイン・エタノール溶液 フルオレセイン(和

が定められた. 光製)0.5gをエタノールに溶かして100m!としたものを

若者らは米中の総臭素のiQIJ定に際し. 3種類の試験法 原液とし，遮光して保存した.同時この原液をエタノー

すなわち検知管法ヘ比色法ベ滴定法5). について比較検 ルで20倍希釈して使用した.

討を行い，同時に米中の総臭素実態調査を行った また フルオレセイン・アルカリ溶液 フルオレセイン0.165

臭素残留米については炊飯による臭素の消長や残留臭素 gをO.lN水酸化ナトリウム溶液に溶かして100m!とし

の存在形態を検討した.さらに古米の簡易判別法として たものを原液とし，遮光して保存した.同時この原液を

*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

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Rublic Health 

24-1. Hyakunincho 3 chome. Shinjuku-ku. Tokyo. 160 ]apan 
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水で、50倍に希釈して使用した.

モノエタノールアミン・アルカリ溶液:モ.ノエタノー

ルアミン(和光製)15ml及び水酸化ナトリウム 3gをエ

タノール380mlに溶解した.

酢酸緩衝液 1M酢酸ナトリウム溶液に1M酢酸を

加え， pH5.6に調整した.

i商定i去用メチルレッド指示薬.メチルレッド0.1gを

0.1N水酸化ナトリウム溶液 4mlで溶かし，水で100ml

に希釈した.

混合指示薬原液:メチルレッド0.1gとブロムチモー

ルブルー0.3gをエタノー/レ200mlに溶かし調製した.

混合指示薬 1 用時，混合指示薬原液と水を 1対50の

割合に混合し調製した.

混合指示薬II:用時，混合指示薬原液と水を 1対 4の

害IJ合に混合し， 0.1N水酸化ナトリウム溶液を用い液の

色が黄色となるまで中和し調製した.

その他の試薬はすべて市販特級品を使用した.

3.器具及び装置

イオンクロマトアナライザー:横河北辰電機側製，

1) 総臭素試験用試験溶液の調製

(1)玄米及び精米・試料をよく粉砕し，必要量を秤取し

てモノエタノールアミン・アルカリ溶液25mlを加え一

昼夜放置する.水浴上でエタノールを蒸発乾固し，赤外

ランプで炭化後550。の電気炉で灰{じする.灰分に0.1N水

酸化ナトリウム溶液を25ml加えてよく溶解後，i慮紙で

ろ過し，i，慮液を試験溶液とする.

(2)炊飯米:総臭素の検出された精米について l合(180

ml)を量り重量を測定後，通常の炊飯法に従い電気釜で

炊き， i令後全量を秤量しその20gを秤取して上記(1)に従

い試験溶液を調製する.

2) イオンクロマトグラフィー用試験溶液の調製

(1)透析法.粉砕した玄米及び精米 5gを透析膜に入

れ内外共に水てi荷し，全量を50mlとして時々振り動か

しながら一昼夜透析し，その外液をイオンクロマトグラ

フィーの試験溶液とする.

また，透析内残i査は 3日間流水で充分透析後， 1)一(1)

に従い試験溶液を調製し，検知管法により総臭素を定量

する.

YEW Model IC-500 (2)浸出法:粉砕した玄米及び精米 5gを50mlの水で

分光光度計:目立製作所(械製， HIT ACHI 220A型 撹件後一昼夜浸潰し，遠沈後，上澄液をミリポア (0.4

ポンプ:日本治生産業(械製， Airpump NS-SI型 mμ) を用いろ過し，このj慮液をイオンクロマトグラ

臭素発生装置:図 1に示した. フィーの試験溶液とする.

透析膜:Spccrum Medical Industries Inc.製， 5.定性及び定量

Spectrapor membrane tubing spectra/por 6 wet tubing 1) 総臭素の定性及ぴ定量

MWCO 1000 Diameter 11.5 検知管理法については上村や3)の方法，比色法につい

4.試験溶液の調製 ては百川ら叫の方法滴定法については食品添加物分析

空気 → 
(80m1/min) 

+-B 

検知管法

A:二径フラスコ
B:検 知 管
C:水浴 (50) 

空気→
(200m1 / min) 

間1. 臭素発生装置

<!-B 

C 

上じ色法

A:反応管 (2. 5cmゆXl1cm) 
B:吸収管 (1. 5cmφX 15cm) 
C:ガラスフィルター
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試験溶液(検知 噌'法) 試験溶液(比色法) 試験溶液(滴定法)

水 50%硫酸 4ml 希塩酸(弱般性)

過7 ン'hン椴カリウム0.5g 水(→80ml) 希水酸化ナトリウム溶液

リン園長 5ml f---5 %重クロム峨 (中和，メチルレッド指示薬)

通気(3時間) カリウム溶液2ml リン闘をーナトリウム溶液

呈 色(検知管) 通気 (30分) f-1N次亜塩素酸ナトリウム溶液

l吸収管 沸騰 (1-2分)

フルオレセイン・ ギ酸ナトリウム溶液

アルカリ溶液2ml f-i弗騰(2分)

酢酸緩衝液 1ml 放J令

水(→10m!) モリブテン駿ナトリウム溶液 21商

l吸収液 フッ化カリウム溶液1ml 

ヨウ化カリウム溶液1ml 

比色 iHlJ 定 (500nm) f-6 N硫酸25ml

滴定

O.01Nチオ硫酸ナトリウム溶液

チャート 1 . 総臭素試験法

法5)の方法を準用し，それぞれのフローシートをチャー

ト1に示した.

2) 臭素イオンの定量

透析及び浸i責により得られた試験溶液をそのままイオ

ンアナライザーに注入して臭素イオンの定量を行った.

イオンクロマイトの条件を表 1に示した.

3) 米の鮮度試験(古米，新米の判定法)

(1)溶液法試料 5gに混合指示薬 Iを10ml加え振り

混ぜ 1分後に溶液の呈色の色調で判定する.

(2)米粒染色法:試料20-100粒に混合指示薬IIを10ml

加え， 3 -5分放置する.上i青液を除去し試料を水で

2 -3回洗浄後，ろ紙上で水分を除き，米に着色した色

調で判定する.

結果と考察

1.総臭素の試験法の比較

表1.

機種

プレカラム

分離カラム

溶離液

イオンクロマトグラフの測定条件

YEW Model IC-500 

陰イオン交換樹脂 PAX1-035 

陰イオン交換樹脂 SAXl-205 

4mM 炭酸ナトリウム/4mM

炭酸水素ナトリウム

2ml/min. 

100μ1 

40"C 

量
且
豆
度

入

流

注

温

表2. 総臭素試験法の比較

総臭素量 (ppm)
検出方法

玄米(新米) 玄米(古米) 検出限界

検知管法

比色法

滴定法

1.5 
く5

<10 

'
i
A
U
τ

ワム

O
凸

n
E
0
6

'
i
F
h
d
n
U
 

咽
'
ム

新米及び古米(くん蒸米)を用いて検知管法ベ比色法5) においては毎回検知管を作成するわずらわしさがあった

及び滴定法6)による総臭素の定量を行った結果を表 2に が，誤差は少なく正確な値を出せることが明らかとなっ

示した. た.また検出限界は検知管法が1ppmと一番低い値で

臭素濃度の高いくん蒸米では各試験法問に大きな相違 あった.そこで以後の総臭素量の測定には検知管法を用

はみられなかった.しかし，臭素くん蒸されてない新米 いることとした.

では試験法による差がみられた.特に滴定法はチオ硫酸 2.玄米及び精米中の総臭素量

ナトリウム滴定液 1mlが13ppmに相当するために熟 新米と古米の玄米及び精米中総臭素量は表 3に示した

練者でも終点誤差が生じやすいと考えられた.この誤差 通りであった.新米である58年産精米及び59年産玄米の

を少なくするためには， 10ppm前後の試料では本法のサ いずれからも臭素は検出されなかった.しかし， くん蒸

ンプル量を 3-51音量とる必要がある.一方，比色法は を受けた53年産米からは19-68ppmの臭素を検出した.

硫酸濃度に影響されやすしまた導入管の先の径により くん蒸回数と総臭素量の関係については 1回処理のもの

誤差が生じるために厳密な操作が要求された.検知管法 は19-23ppmであり， 5回処理のものは59-68ppmで
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くん蒸回数

可上

1ム

F

D

R

d

q

υ

の
も
U
F
h
d
F
h
υ

ND** 
ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

。。
。

ND 

ND 

8 

ND* 

ND 

ND 

53 

53 

53 

53 

53 

53 

53 

53 

53/58 
(2 : 8) 

53/58 

(2 : 8) 

58 

58 

類

米

米

米

米

米

米

米

米

米

玄

精

玄

精

玄

精

玄

精

玄

種検体番号

噌

B
A

のノ
u
q
t
u
a
4
A
F
h
d
p
h
u
n

，・
0
バ
U
A
H
d

59 

精米

精米

精米

玄米

10 

11 

12-15 

( 4検体〉

16-26 

(11検体〉

* 1 ppm 以下，

回収率

(%) 
74 

92 

91 

110 

73 

* * : 0.05ppm以下

表 4.精米炊飯時の総臭素の消長

検体 重量 (g) 総臭素量 (ppm)
増加比

番号 炊飯前 炊飯後 炊飯前 炊飯後精米換算

2 145 366 2.5 23 6.8 17 

4 145 408 2.8 64 21 59 

6 144 395 2.7 33 11 30 

8 142 393 2.8 59 23 65 

1o 144 380 2.6 8 2.2 5.8 

備考 炊飯前の精米の重量は 1合カップで秤取した値である.

残存率は73-110%であった.この値から米中の残存臭素

は通常の炊飯では，水洗によるi容出あるいは熱による分

解または揮散は認められず，ほとんど減少することがな

かった

また，実際に食する時の米飯中臭素濃度は最高23ppm

であり，水分は60-64%含まれる.この米飯を 1日600g

摂取したとして臭素摂取量を試算すると約14mgとな

り， 日常食から摂取される臭素量は10-15mgを加算す

ると，合計24-30mg摂取される.この摂取量は臭素の

ADIが1mg/kg(体重)であるから ADI50mg/50kg (体

重)を下回っており，人の健康に影響を及ほ、す量ではな

いと思われる.

4.米中臭素の形態

くん蒸後の残留臭素は穀物ではイオン形または水溶性

化合物の形で存在しているという報告8，9)がある.しか

あった.この結果はくん蒸回数が多いもの程臭素量が高

し従ってこれら米中の臭素は臭化メチルくん蒸に由来

した残留であると考えられた.混合米については，その

残留値から 3回以上くん蒸したものが混ぜられていたと

推察された.新米については全て臭素含量が 1ppm 以下

であることから，これらの値をパックグラウンド値と考

えるならば，これ以上の総臭素が検出された場合にはく

ん蒸処理したものか，あるいはくん蒸米が混合されたも

のと推定される.

3.炊飯時の臭素の消長

米は通常炊飯し，米飯として食する事が多い.そこで

精米を水洗後炊飯した時の臭素の残存量については調査

を行った.

結果は表 4に示した通りである.米飯中の総臭素量を

炊飯前の値に換算し， もとの米中の臭素量と比較すると
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表 5. 浸漬液中の臭素イオン量

検体名 総臭素量 浸漬液中臭素 米中臭素量 回収率

(ppm) イオン量(ppm) 換算値(ppm) (%) 

精米 64 7.2 72 113 

精米 59 6.0 60 102 

玄米 67 6.5 65 97 

玄米 81 7.8 78 96 

玄米 ND ND 

玄米* 100 10.6 106 106 

*臭素イオン量が100ppmになるように添加したもの.

ND : 1 ppm以下

表 6.透析時の臭素イオン量

検体名
総臭素量 (ppm) 臭素イオン量 (ppm) 回収率

透析前 透析後残査 透析外液(50ml) 米中濃度換算 (%) 

玄米 67 ND 5.9 59 88 

玄米 81 ND 7.9 79 97 

精米 64 ND 5.5 55 85 

64 ND 6.8 68 106 

玄米 84 ND 8.3 83 99 

84 ND 8.4 84 100 

精米 59 ND 6.1 61 103 

59 ND 5.8 58 98 

玄米 ND ND ND 
ND ND ND 

玄米(20)* 20 ND 2.1 21 105 

玄米(00)* * 100 ND 8.4 84 84 

ND: 1 ppm 以下， *臭素量20ppmになるように添加したもの.

* * 臭 素量100ppmになるように添加したもの.

し，米についてはその存在形態を明らかにする報文は見 5.鮮度試験

当らない.そこで粉砕した米を水に浸漬し，その浸漬液 新米か古米かを測定するための簡易な鮮度試験法を検

について，また粉砕した米を水で、透析したものについて 討した.米は貯蔵中に酵素作用，酸化，呼吸などが関与

はその透析外液をイオンクロマトグラフィーに付し，存 して米の成分である澱粉，蛋白質，脂肪などが化学的変

在形態を検討した.浸漬液中の臭素イオン量の結果を表 化を受ける 7) その中でもリパーゼによる脂肪の分解が

5に示し，透析外液の臭素イオン量及ぴ流水透析後の残 速やかで、最も起こりやすく，分解してグリセリンと脂肪

i査米中の残留臭素の結果を表 6に示した.またイオンク 酸になる.この遊離脂肪酸は米の水分及び温度が高いと

ロマトグラムを図 2に示した. 増加するので常温倉庫に貯蔵した古米はこの遊離脂肪酸

i透霊析膜にスぺクトラポア分子量l叩00∞0を用いて透析を により酸度の増加がみられる.そのため pHをi視測則リ定する

4行子つた H時寺の i透歪析外液中の臭素イオン量は回収率 ことにより古米と新米の判別を行うことが出来る町

85-10凶6%でで、あ IりJ，浸;漬責液中の臭素イオン量は回収率 こでで、i溶容行液E法と米粒染色法の 2方法を検討した.

97-113%であった.また，透析残i査米からは臭素が検出 結果は写真 I及びIIに示した通りである. 53年産古米

されなかった. は溶液及び米粒共に燈赤色を呈し， 58年度産新米は緑色

この結果から米中の残留臭素は 9割以上が分子量1000 を呈し明らかに区別することが出来た.すなわち溶液法

以下のイオン結合形で存在しており，水溶液中では臭素 では新鮮な米ほとY容液の色調は緑色，古くなるに従い黄

イオンとして存在しているものと推察された. 色を経て積赤色を呈する.米粒染色法では新鮮な米は緑
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色，古くなると櫨赤色を米粒自体が呈色する.新米，古

米の混合されている場合にはそれぞれ該当する米粒が呈

色され，米粒を緑色及び澄赤色に分別することが出来る.

また混合米の場合には米粒そのものに呈色させる方法

がよく，緑色と燈赤色の米粒が混合している状態が明瞭

に見分けられた.これらの米粒をそれぞれ選別すると新

米と古米の割合もとらえることが出来る.米粒法は特に

混合米には有効利用出来ると考えられた.

結論

古米及び新米を用いて 3種の総臭素試験法を検討した

ところ検知管法が感度及ぴ精度の点で最も優れていた.

この検知管法で古米及び新米の総臭素量を測定したとこ

ろ，古米で'19-69ppmを検出し，新米では全て 1ppm以

下であった.古米中臭素の検出量は， くん蒸回数に比例

していたことから臭化メチルに起因するものと考えられ

た.

臭素残留米について炊飯したところ総臭素量の減少は

みられなかった.

米中の残留臭素の化学形態は水浸出液並に透析液につ

いてイオンクロ7 トグラフィーにより検討したところ臭

素の 9割以上がイオン結合形態として存在している事が

判明した.

新米及び古米について pH指示薬による鮮度試験法を

検討したところ新米は緑色，古米は赤褐色を明らかに呈

し，新米と古米の区別の指標とする事ができた.
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高速液体クロマ卜口グラフィーによる天然糊料の分析

中島和雄ヘ広門雅子ヘ高橋 巌ヘ植松洋子ヘ

遠藤英美村，風間成孔ホ

High Performance Liquid Chromatographic Analysis 

of Natural Stabilizing and Thickening Agents 

KAZUO NAKA]IMA*， MASAKO HIROKADOぺIWAOTAKAHASHI*， YOKO UEMATSUヘ
FUSA YOSHI ENDO**and MASA YOSHI KAZAMA * 

Nine component monosaccharides of natural thickening and stabilizing agents were analyzed by 

high performance liquid chromatography (HPLC). These separations were achieved with both the 

column with cation exchange resin in the lead form and the column with cation exchange resin in the 

H+ form. The optimum column temperatures were 800C and 40oC， respectively. 

Twentyfour commercial products were analyzed by the method described above. Five main 

products were carrageenan・locustbean gum' saccharide， carrageenan' saccharide， guar gum . xanthan 

gum. tamarind seed gum' saccharide and tamarind seed gum' gur gum' saccharide. 

Keywards : thickening and stabilizing agents. high performance liguid chromatography. carrageenan. 

locust bean gum. guar gum. xanthan gum. tamarind seed gum 

緒 弓-ー筒

天然食品添加物の使用実態調査の一環として，昭和田

年以降，天然糊料の調査および分析法の検討を行ってき

た.天然糊料は食品添加物として使用量が多いので，そ

の使用実態を調査し，迅速な分析法を検討することは重

要である.前報1)において，呈色反応、，薄層クロマトグラ

フ法およびか‘スクロマトグラフ法 (GC法)の併用による

系統的分析法を報告した.

天然糊料に関する最近の分析法としては， GC法2.3刈3幻)，

キヤピラリ一GCi法去*4ι4.5ベ5
でで、あるが， GC法以外は実用性に乏しい.一方，液体クロ

マトグフ法(HPLC法)による分析は，単糖類9-11)の報告

があるのみで，いまだ天然糊料の構成糖の分析には応用

されていない.そこで今回， Wentyら12)および Pettersen

ら13)がパルフ。加水分解物中のか、ラクトースとマンノース

を含む 5種の単糖の分析を HPLC法て凶行った方法に着

目して，天然糊や|の分析法を検討した.その結果， GC法

のように単糖を誘導体化することなく，迅速で、簡便な天

然糊料の実用分析i去を確立したので報告する.

実験の部

標準品 アラビアヵーム，カラギーナン，ク、、ァ一方、ム，

ローカストヒーンガム，キサンタンガ、ム，カラヤカwム，

トラヵーント力、ム，寒天，およびペクチンはシグマ社製を，

タマリンド種子多糖類は大日本製薬鮒製を用いた.

試料都食品監視課より昭和55年 4月-60年 3月にか

けて当所に送付された天然糊料46検体を用いた.

試薬 すべて試薬特級品を用いた.

装置高速液体クロマトグラフ:日本分光工業製

TRIROT AR-VI，検出器:日本分光工業製紫外可視分光

光度計検出器 UVIDEC100VI，昭和電工製示差屈析計

(RI) SE-51，データ処理装置.島津製作所製クロマト

パ、ソク C-R3A，オートサンプラー:日本分光工業製

AS-L350 

構成糖による HPLCの最適条件の検討構成単糖の

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， HYllkunincho 3 chome. Shinjuku一ku.Tokyo. 160 ]apan 

付帝京短期大学
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Fig. 1. Effect of temperature on relative retention 
times of various monsaccharides 
All retention times are relative to that of 
D-glucose A=Shodex Ionpak C811， 
B=Shodex Sugar SP1010 
l=D-Glucuronic acid; 2 =D-Galacturonic 
acid; 3 =D-Glucose; 4 =D-Mannose; 
5 =D-Xylose; 6 =D -Galactose; 
7 = L -Rhamnose; 8 = L -Ara binose; 
9 =L -Fucose 

標準溶液として 9種，すなわちカーラクツロン酸， グルク

ロン酸， グルコース，マンノース，キシロース，ヵーラク

トース，ラムノース，アラビノースおよびワコース，各々

50mgをとり混合し，水で全量50mlとした.この液をミ

リポアフィルター (0.22mμ)ていろ過し， ろ液10μfについ

4，5，6 

A B 

8 3 
3 

5，8 

i 114.9 

22 2528 10 12 
Retention time (min) 

Fig.2. HPLC Chromatograms of Monosaccharides. 
HPLC conditions : A : Column=Shodex 
Ionpak C 811 8mmφX500mm; Flow rate=0.5 
ml/min; Column Temperature=40.C ; Detec-
tor = RI ; Mo bile p hase = 0 .1 %Phosphoric 
acid. B: Column=Shodex Sugar SP1010 
8mmφX300mm; Flow rate=1.0ml/min; Col-
umn Temperature=80.C ; Detector=RI ， 
Mobile phase=Water. 
Peaks: l=D-Glucronic acid: 
2=D同 Galacturonicacid: 3= D-Gucose ; 
4=D】 Mannose; 5 = D-Xylose ; 
6 = D-Galactose ; 7 = L = Rhamnose ; 
8 = L -Arabinose ; 9 = L -Fucose. 

て HPLCを行った. 性糖は RIを用い分析した.Shodex Ionpak C811カラム

天然糊料の標準品の分析 試験管中に標準品をそれぞ では，溶解液のリン酸濃度を 0-0.1%で検討したが，分

れ100mgと1N硫酸 4mlを加え，窒素で置換した後， 離および保持時間に変化がなかった.しかし 0%に近づ

封管し，加水分解炉中で'l00"C15時間加熱した.その加水 くにしたがいベースラインが下がってきたので， リン固ま

分解液に炭酸カルシウムを加えて中和し，沈でんをろ過 濃度は0，1%とした.次にカラム温度を20"C-60"Cで測定

した後，ろ液を水で、全量25mlとした.この液をミリポア したところ，図 1に示すようにカゃラクツロン酸とグル

フィルター (0.22mμ)でろ過して標準溶液とし HPLCに コースの分離が， 40.Cで最適で、あった. Shodex Sugar 

より，その構成糖を分析した SP1010カラムでは，カラム温度を70"C-85"Cで測定した

硫酸根の定量 前報1)に従い定量した. ところ，アラビノースとマンノースの分離が80"Cで最適

市販品天然糊 料 の 分 析 標 準 品 と 同 様 に 調製し であった. C811とSP1010カラムを用い，最適条件で測

HPLCにより，その構成糖の分析を行い，構成糖から天 定したクロマトグラムを図 2に示した.

然糊料の分析を行った. 標準天然糊料の分析 加水分解液の検討をおこなった

結果と考察 ところ，前報1)で報告した 2Mトリプルオル酢酸溶液て-

HPLCの最適条件の検討 天然糊料の構成糖である. は，酸性糖のところにマイナスピークが現われ確認が困

9穫の糖を含んだ標準溶液により HPLCの分離条件の 雑であったので，今回は 1N硫酸で加水分解を行った.

検討を行った.酸性糖の検出には UV210nmとRIを，中 図2に示されているように，カラム C811では 6種の糖の
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Component Monosaccharides of N atural Thickening and Stabilizing Agents Table 1. 

Guar gum 

Locust bean gum 

Carrageenan 

Agar agar 

Tamarind seed gum 

Xanthan gum 

Gum tragacanth 

Gum arabic 

Karaya gum 

Pectin 

Gal : Galactose Man: Mannose Glc: Glucose Xyl: Xylose 
GlcUA : Glucuronic acid GalUA: Galacturonic acid 

D-
GalUA 

+
+
十
+

+ 

D-
GlcUA 

+ 

+ 
+ 

L-

Fuc 

十

L-
Rha 

十
+
+
一

L-

Ara 

+ 

+ 
+ 

D-
Xyl 

+ 

+ 

D-
Glc 

十
十
+

D -

Man 

+ 
十

+ 

D-
Gal 

+
+
+
+
+
 

Thickening and 
Stabilizirig Agents 

十

+ 
Fuc: Fucose Rha : Rhamnose 

± 

Ara : Arabinose 

+ 

Analytical Results of Commercial N atural Thickening and Stabilizing Agents Table 2. 

Sul. 
fate 

Carrageenan . Locust bean gum . Saccharide 

Carrageenan . Saccharide 

Guar gum . Xanthan gum 

Tamarind seed gum' Guar gum' Saccharide 

Tamarind seed gum . Saccharide 

Others 

+ 
+ 

D-
GlcUA 

+ 

L-

Ara 

+ 
+ 

D-
Xyl 

+ 
十

D-
Glc 

十
+
+
+
+

D-

Man 

+ 

十

+ 

D 
Gal 

+
+
+
+
+
 

N 

弓

t

バ“
z
η
J

っ'u
ワ
u
o
o

Product 

N : N umber of Samples 
These abbreviations are shown in Table 1. 

市販天然糊料への応用 HPLCの分析による構成糖

と硫酸根値より，市販天然糊料46検体の分析を行った.

その結果は単品20検体，製剤24検体であった.製剤の分

析結果を表 2に示した.主な製剤は 5穏であった.その

構成糖は，表 2に示した様に特徴的であるので容易に分

析できた.またその他の製剤 8検体は， 2種の糊料より

なる製剤で，同様の方式により分析できた.残りの 4検

体は複雑な製剤であり，主成分は容易に分析できるが，

含有量の少ない他成分については，前報1)に報告した方

法により分析する必要があった.このように HPLCと硫

酸根値より製剤!の83%が迅速に分析で、きた.

まとめ

天然糊料の構成糖9種，グルクロン酸，ガラクツロン

酸，グルコース， 7ゲラクトース，マンノース，キシロー

ス，ラムノース，アラビノースおよびフコースの HPLC

による分離条件の検討をおこなった. Shodex Ionpak 

C811とShodexSugar SPIOIOの併用により分離分析が

分析ができるが， 3植の糖，すなわちガラクトース，マ

ンノースおよびキシロースの分離ができない.カラム

SPI010では，酸性糖 2種のピークは検出できない.また

中性糖 7穏の中では，カ、ラクトースとラムノース，マン

ノースとフコースの分離が不十分である.カラムC811と

SPI010の分析パターンより，前者で分離しない 3種の糖

が，後者ではよく分離しているので，両者のカラムを併

用することにより，すべての糖の分析が可能となった.

以上の検討結果から，構成糖の差による天然糊料の分析

を行った.なお構成糖の同じグァーガムとローカスト

ビーンガムは，構成糖の構成比から分析した.すなわち

ク、、ァーカゃムは，ガラクトースとマンノースの構成比 1

2から， ローカストビーンカゃムは，構成比 1 4から分

析した.カラギーナンと寒天は，硫酸根の定量値から分

析した.すなわちカラギーナンは18%以上，寒天は 3%

以下から分析した.この方法により天然糊料10種の分析

をおこなった結果を表 lに示す.
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できた.カラム温度の最適条件は，前者が40'Cで後者が

80'Cで、あった.

HPLCと硫酸根値より天然糊料10種，ク、、アーガム，

ローカストビーンカ、ム，カラギーナン，寒天，タマリン

ド種子多糖類， キサンタン方、ム， トラカゃントガム，アラ

ビアガム，カラヤ力、、ム，ペクチンの分析をおこなった.

標準天然糊料の分析結果をもとに，市販品46検体の分

析をおこなった.製剤は24検体であった.主な製剤は，

カラギーナン・ローカストビーンカゃン・糖，カラギーナ

ン・ク申アー力、ム・キサンタンカ、、ム， タマリンド種子多糖

類・糖，タマリンド種子多糖類・糖，およびタマリンド

種子多糖類・ク、、ァーガム・糖の 5種であった.
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テーブルオリーブ中のグルコン酸鉄の定量法

広門雅子ヘ中島和雄ヘ高橋 巌ヘ植松洋子

遠藤英美叫，風間成孔*

Method for Quantitative determination of Ferrous Gluconate in Table Olive 

MASAKO HIROKADOヘ KAZUONAKAJIMA*， IWAO TAKAHASHI*， YOKO UEMATSUヘ
FUSA YOSHI ENDO**and MASA YOSHI KAZAMA * 

As ferrous gluconate consists of gluconic acid and iron. the quantity of this additive in table olive 

can be estimated from the content of gluconic acid or iron in th巴 sample.

The enzymatic analysis with 6-phosphogluconate dehydrogenase and glucokinas巴wasapplied for 

gluconic acid and iron was determined by atomic absorption spectrometry. 

The laboratorial experiment showed that the recoveries of ferrous gluconate estimated from the 

contents of gluconic acid and iron in olive were shown to be 96. 4:t 1. 0% and 100 .1:t2. 6% respectively. 

More than 5 ppm of ferrous gluconate was detectable when the enzymatic analysis for gluconic acid 

was applied and the analysis of iron by atomic absorption spectrometry allowed to detect 1 ppm of this 

additive. 

A sample of commercial table olive showed to contain 10 ppm of gluconic acid and 543 ppm of iron 

which corresponded to 12 ppm and 4688 ppm of ferrous gluconate respectively. 

This discrepancy between ferrous gluconate concentrations in the sample estimated from gluconic 

acid and iron content. together with the fact that the maximum level of iron derived from ferrous 

gluconate in the sample is s巴tt1edat 150 ppm. lead us to conclude that no iron content is applicable to 

estimate ferrous gluconate added in commercial table olive. 

Keywords: ferrous gluconate. table olive， gluconic acid. iron. enzymatic method， atomic absorptiQn 

spectrometry 

緒言

グルコン酸鉄は昭和58年 8月に食品添加物として指定

され，母乳代替品の栄養強化に，またテーブルオリーブ

の黒色安定剤として150mg/kg(鉄として)の使用が許可

された.昭和59年10月に厚生省食品佑学課からの依頼を

受け，テーブルオリーブ中のグルコン酸鉄の分析法を検

討した.

グリコン酸はその構成成分である鉄の一部がテーブル

オリーブ中の色素と結合し遊離するため，グルコン酸鉄

の定量値は真の添加量を示すものとはならない.そこで

まず鉄を定量し，これよりグルコン酸鉄量に換算するこ

とを考えた. しかし我国では栄養強化剤として既に硫酸

第一鉄が使用制限無しで許可され，実際にテーブルオ

リーブに使用されている事実があるため，鉄の定量値か

らだけではグルコン酸鉄の値と断定できない.従ってグ

ルコン酸と鉄の値を測定して総合的に判断する方法を検

討した.

食品中のグルコン酸の定量法は既に「食品中の添加物

分析法l)Jに記載されている.しかし，種々の問題点があ

るのでこれを基に改良を試み，回収率の良い方法を作成

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

* *帝京短期大学
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した.一方鉄の定量は「食品中の添加物分析法2)Jに記載

された方法を用いたところ，操作が簡便で精度の良い方

法であった.そこでこれ等の方法を用いて，小豆島より

入手したテーブルオリーブ中のグルコン酸および鉄の定

量を行ったので報告する.

実験の部

1.試料 1.テーブルオリーブ:香川県小豆郡池田

町の東洋オリーブ側より購入した.なお本品は桜赤色に

熟したオリーブを塩水中で発酵したのち苛性ソーダ液で

渋抜きしながら空気にさらし黒色にし，ついで浄水洗した

のち塩漬したライブオリーブのことである.

II.試薬・試液 1. ATPおよび NADPのi昆液，グ

ルコン酸キナーセ¥懸濁液， 6ーホスホグルコン酸脱水素

酵素:ベーリンガー・マンハイム山之内製の食品分析酵

素試薬Fーキット Dーグルコン酸/Dーグルコノデル

タラクトンの試薬溶液 1， 11， IIIをそれぞれ用いた.

2.オキシン・クロロホルム溶液:オキシン(和光純薬・

午寺級品) 5 gにクロロホルム500mlを加えて溶かした

後，密閉し褐色ビンに入れて保存. 3. グルコン酸標準

液:グルコン酸(和光純薬の50%溶液)約 5gを正確に

とり，水70mlと混和した後さらに水を加えて正確に250

mlとしグルコン酸原液とした.この原液50mlを正確に

はかり酢酸・酢酸ナトリウム緩衝液10mlを加え，さらに

水を加え正確に250mlとし標準液とした.この液 1ml 

はグルコン酸Fmgを含む.別にグルコン酸原液15ml

をとり，食品中の添加物分析法1)1ニ従って標準液の力価

(F)を求めた 4.酢酸・酢酸ナトリウム緩衡液

(pH4.5) :氷酢酸 30gをはかり水を加えて 500mlとし

A液とする.酢酸ナトリウム(3水塩)68gをはかり水を

加えて500mlとし B液とする.A液300mlにB液300ml

を加えた後，さらにA液を加えて pH4.5に調重量. 5. グ

ルコン酸鉄:藤沢薬品製の食品添加物規格適合品を

1050， 4時間乾燥して用いた. 6.鉄標準液:和光純薬の

原子吸光分析用鉄標準液 (Fe1000ppm)を用いた. に

その他の試薬:]IS特級品を用いた.

III.装置 1.分光光度計:島津 UV-240 2.原子

吸光光度計:日本ジャーレル・アッシュ製 AA-1

MARK 11 

IV.操作法

1.試料の調製 テーブルオリーブ60-90個を蒸留水

でよく洗浄し水切りした後，果皮および果肉部を細切し

その約100gをブレンダーで粥状とし，グルコン酸分析用

試料Aとした.残りの約100gを磁製の乳鉢でよくすりつ

ぶして鉄分析用試料Bとした.

2.試料液の調製および測定

1) グルコン酸測定用試料液の調製 試やI.A約10gを

正確にはかり 200mlのコニカルビーカーに採取した.こ

れに10%トリクル酢酸溶液10mlを加え，水80-90mlを

加えて約30分間かきませ、た後ろ過した.容器および残i査

は温湯70-80mlを用いて数回洗い， i先液をろ液に合わ

せた.i令後酢酸ナトリウム (1M)を加えて pH4.51こ調整

した後，300mlの分液ロートに移す.酢酸・酢固まナトリ

ウム緩衝液 5mlおよび少量の水を用いて容器を洗い洗

液を分液ロートに移し，オキシン・クロロホルム溶液30

mlを加えて約 2分間振り混ぜ，約30分間静置した後下

層を除いた.水層にオキシン・クロロホルム溶液30mlを

加え同様に操作し，水層をさらにクロロホルム50mlで

洗った.ついで、水層に水を加えて全量200mlとしこれを

試料液とした.また試料を用いず同様に操作して空試料

液を調製した.

2) 酵素法によるグルコン酸の測定 光路長 1cmの

キュベ、ソト 2本を用意し， A，Bとし，それぞ、れに NADP

およびATP混液 1mlを加えた.Aには試料液を

0.5-2.0mlの範囲てや正確に加え，2.0ml未満の場合は

水を加えて2.0mlとした. Bには試料液のかわりに同量

の空試料液を加え同様に操作した. A， Bに6ーホスホ

グルコン酸脱水素酵素懸濁液0.02mlずつを加え混和

し， 5分間放置した後，それぞれ水を対照として波長340

nmにおける吸光度 Eaおよび Ebを測定した.次にA，

Bにグルコン酸キナーセ、懸i局液0.02mlずつを加え混和

し， 15分後に再び同条件で吸光度を測定し， Eaおよび Eb

とした. EaとEaの差ム Ea，EbとEbの差ム Ebを求

め，ム Eaーム Eb=ムEtを計算した.

一方，用時グルコン酸標準液10mlを正確にはかり，酢

酸・酢酸ナトリウム緩衝液10mlを加え，さらに水を加え

て正確に200mlとした.この液 1，5， 10， 20， 30mlを

それぞれはかり，水を加えて100mlとし検量線用標準液

をつくった(これらの液 1mlはそれぞ、れク。ルコン酸0.5

F， 2.5F， 5 F， 10F， 15Fμgを含む).検量線用標準

液2.0mlずつをそれぞれキュベット Sl> S2' S3' S" 

S5に入れ，試料液の場合と同様に操作した.また空試121

液のかわりに水2.0mlを用い同様に操作し，ム Esぃム

ES2' ム ES3' ムEs" ムES5を求め検量線を作製した.

試料液のム Etと検量線から試料液中のグルコン酸濃

度を求め，分子量比からグルコン酸鉄の量に換算した.

3) 鉄測定用試料液の調製および測定 試料B約 5g 

を100mlの灰化容器に正確に秤取し，食品中の添加物分

析j去に記載された方法叫こ従って乾式灰した後，原子吸
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光法で鉄を測定した.

一方，鉄標準液 5mlを正確にはかり塩酸溶液 (1N)

で、100mlとし，これを測定用標準液とした(この液 1ml 

は鉄50μgを含む).この液 2. 4. 6. 8. 10mlをそれ

ぞれはかり，塩酸溶液(1N)で"100mlとし，それぞれ原子

吸光度を測定して検量線を作成した.

試ギ|液の吸光度と検量線より試料中の鉄濃度を求め，

分子量上じからグルコン酸鉄の量に換算した.

結果および考察

I.グルコン酸の定量法の検討

1.除鉄の検討 グルコン酸は水溶液の状態て、鉄と光

により分解3)する.また水溶液中で一部鉄と安定なキ

レートを作り， グルコン酸の酵素法による測定を妨害す

るので，従来法1)の除蛋白操作に加え除鉄操作を検討し

た.なおグルコン酸の分解を避けるため出来るだけ遮光

して操作した.

1) キレート剤の検討鉄はオキシン，クペロンおよ

びジエチルジチオカルパミン酸等のキレート剤と錯

体を作り有機溶媒に移行することからこれらの 3種

について比較したところ，オキシンおよびクペロン

の鉄錯体はクロロホルムにきわめて易j容であり，除鉄

操作が簡便であった.ついでこの 2種につき酵素阻害作

用を比較したところオキシンの方がクペロンより少な

かったのでオキシンを用いることにした.

2) 除鉄の際の pHの検討酸性溶液にあらかじめオ

キシンを溶かし，ついで、pHを調節した後クロロホルム

を用いて抽出を行う場合は. pH 2以上の広い範囲で鉄

の抽出を完全に行うことが出来るが，オキシン・クロロ

ホルムで抽出を行う場合は，定量的に抽出を行い得る

pHの範囲がきわめて狭いという報告4)がある.酵素測定

時の妨害を出来るだけ少なくするため，オキシンを試料

液の中に溶かさずオキシン・クロロホルム溶液で抽出す

る方法を採用し，歪適 pHを検討したところ.2，0-5.0で

抽出が良好で、特に酸性側では抽出率が高かった.しかし

オキシンは酸性が強くなる程水に移り易くなること，ま

たf後走の酵素測定を pH7.5イ付寸近で

来るだけ中性に近い pH4.5を用いることにした.

3) オキシンの濃度本島4)は鉄3500μgを含む溶液

に 1%オキシン 3mlを加え全量50mlにした溶液を10

mlのクロホルムで l回抽出したところ除鉄が完全で

あったと報告している.これによればオキシンは鉄に対

しモル比で約 5倍量あれば十分といえる.本法では液量

が約200mlでしかもオキシン・クロロホルム溶液を用い

るため. 10f音量の30mlを用いることにした.鉄として

2000μgを含む pH4.5に調整したグルコン酸鉄溶液200

mlをオキシン・クロロホルム溶液30mlで抽出したとこ

ろ. 2回で完全に抽出できた.なお完全に除鉄できたか

どうかは，オキシンー欽錯体が黒色に着色するため， ク

ロロホルム層の黒色度で判定できた.

2.酵素測定法の検討

1) 従来法の改良点 従来法1)では空試料液に水を用

いているが，除鉄した溶液はわずかに溶解しているオキ

シンの影響で吸光度が高くなるため，空試料液には試料

と全く同様に操作した溶液を用いた方が良かった.

また酵素試薬に市販のF.キットグルコン酸/グルコ

ノデルタラクトンを用いたところ従来法より試薬調製操

作が省略でき，測定操作も簡便であった.

検量線は.1キュベット当り 2-60μgの範囲で直線性

を示した.

11.鉄の定量法の検討

1.乾式灰化 テーブルオリーブには水分および油が

多量に含まれ，加熱時激しく飛ぴはねた.飛散を防ぐた

め，ルツボに試料を入れた後，無灰ろ紙をルツボの内側

に入るように四つ折りにし試料の上にかぶせたところ良

好であった.灰化後の残留物に塩酸溶液(1→ 4) 10ml 

を加えて溶かす時，ルツボの器壁に付着した不溶物色

注意して完全に溶かしたところ，回収率が上がった.

2.原子吸光法検量線は 1-5μg/mlの範囲で直

線性を示した.

III.添加回収実験

テーブルオリーブへのグルコン酸鉄の添加量はほぼ使

用基準値(鉄として150ppm. クやルコン酸鉄に換算して

1295ppm) とした.

ライブオリーフ'10gにグルコン酸鉄12734μgを添加し

酵素法(グルコン酸からの定量法)に従って回収率を求

めた結果を Table1.に示した.グルコン酸鉄の回収率

は95.0-97.3%.変動係数1.1%と良好な結果が得られ

た.またグルコン酸を添加したときの回収率も Table

1.に示したとおり良好であった.グルコン駿とグルコ

ン酸鉄の回収率および、精度に差はなく，検量線用標準液

としては含量測定が簡便なグルコン酸を用いてもよいこ

とが判った.定量限界は酵素法で1ま10gの試料を用いた

場合. 50μgまで測定できることから 5ppmであった.

テーブルオリーブ 5gにグルコン酸鉄6565.5μgを

添加し，原子吸光法(鉄からの定量法)に従って回収率

を求めた結果をTable2.に不した. 回収尋けま 96.3

-101.8%.変動係数1.6%と良好な結果が符られた.なお定

量限界は1.0ppmてーあった.
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Table 1. Recoveries of Gluconic Acid and Ferrous Gluconate 

added to Table Olive by the Enzymatic Method 

Compound 
Added Recovery Mean+S.D. 

(%) 

C.V. 

(%) 

量

Gluconic 

Acid 

Ferrous 

Gluconate 

(μg/g) 

515.8 

103.6 
1/ 

1/ 

11 

1/ 

1/ 

1273.4 
1/ 

1/ 

1/ 

1/ 

1/ 

(%) 

94.5 

94.8 

95.9 

96.3 

98.0 

97.3 

96.1 

95.4 

95.0 

97.7 

95.1 

95.8 

97.3 

Ten Grams of Table Olive were used 

IV.市販テーブルオリーブ中のグルコン酸および鉄含

本法を用いて小豆島東洋オリーブ附製のテーブルオ

リーブ中のグルコン酸および鉄含量を測定した.グルコ

ン酸含量10ppm，鉄含量は543ppmであった.4訂日本食

品標準成分表

ppmであり，これと比較すると東洋オリーブ附製のもの

は使用基準値をはるかにこえた異常値であった.しかし

クゃルコン酸含量が低いことからグルコン酸鉄は添加され

ていないことが推定された.メーカーに問い合わせたと

ころ黒色安定剤に硫酸第一鉄を用いたことが判った.

今回は 1メーカーのみのオリーブを分析したが，今後

さらに輸入品などの種々のオリーブについて分析し，グ

ルコン酸の天然分布状態や，ク。ルコン酸欽の使用実態を

調査する必要がある.

まとめ

テーブルオリーブ中のグルコン酸欽をその構成成分で

あるグルコン駿と鉄の両方から定量する方法を検討し

た.

グルコン園長は試料をトリクロル酢酸で、除蛋白し，オキ

シンで除鉄した後， 6ーホスホク申ルコン酸脱水素酵素と

グルコン酸キナーセ守を用いる酵素法で定量し，鉄は試料

を乾式灰化した後，原子吸光法で定量した.

テーブルオリーブへのグルコン酸鉄添加の回収率は，

酵素法が91.1:t1. 0%，変動係数1.1%，定量限界 5ppm 

で¥原子吸光法が回収率100.l:t2.6%，変動係数1.6%，

96. 4:t 1. 0 1.0 

96.l:t 1. 0 1.1 

Table 2. Recovery of Ferrous Gluconate 

added to Table OIive by the 

Atomic Absorption spectrometry 

Recovery Mean:tS.D C.V. 
(%) (%) (%) 

100.6 

96.3 

101.8 100.l:t 2.6 1.6 

100.3 

100.6 

100.6 

Ferrous Gluconate was added to 5g of table 

olive at level of 1313.1 ppm 

定量限界1.0ppmでいずれも良好であった.

本法を用いて小豆島産のテーブルオリーブ中のグルコ

ン酸および鉄含量を測定した結果，グルコン酸含量は10

ppm，鉄含量は543ppmであった.鉄が使用基準値をこえ

た異常に高い値を示したが，グルコン酸含量が少ないこ

とからグルコン酸鉄が添加されたものではないことが推

定された.メーカーに問い合わせたところ硫酸第一鉄の

使用が判明した.
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石綿繊維の経口摂取による生体への影響(第 l報)

ラットにおける血液中への移行について

荻野周三ヘ福森信隆ぺ安野哲子ヘ小関正道*

佐々木美枝子M ，遠藤英美*H，風間成干し*

Biological Effects of Ingested Asbestos Fibers (1) 

Migration to Blood in Rats 

SHUZOOGINOヘNOBUTAKAFUKUMORI*ヘTETSUKOY ASUNOヘMASAMICHIKOSEKIヘ

MIEKO SASAKI*ヘFUSAYOSHIENDO村*and MASA YOSHI KAZAMA * 

Asbestos fibers were investigated in blood of rats previously exposed to asbestos using transmission 

electron microscope. Blood samples (test samples) from 10 rats single gavaged with asbestos fibers at 

the dose level of 17 mg/kg were analyzed. The test samples from rats sacrificed on day 1 or 4 after 

administration showed significantly higher levels of asbestos fibers than control samples. 

Length distribution of asbestos fibers observed in test samples indicated that many longer fibers 

existed in samples from day 1 group compared with day 4 group. This study suggests that it is possible 

for asbestos fibers to penetrate the gastrointestinal wall and migrate into blood. 

Keywords : asbestos fiber， penetration， blood， gastrointestinal wall， transmission electron microscope 

緒言

多量の石綿繊維の吸入が肺癌や中皮腫を生じさせるこ

とは良く知られている 1-4) しかし最近の疫学調査による

と，石綿労働者に消化器系の癌の擢患患、率が高い{傾頃向が認

められ5.6ベ6
いる7円)また近年，石綿鉱山地帯を流下する河川水8.9)や，

石綿セメントパイプを用いて給水される都市水道

水10-12)，さらには石綿をろ過助剤に用いて製造された各

種のアルコール飲料8.13)や食品中14)から多数の石綿繊維

が検出されたことから，石綿繊維の経口摂取による健康

への影響1←26)，特に石綿繊維が消化管壁を貫通し，他臓

器に移行する可能性について大きな関心が寄せられてい

る.著者らは石綿繊維の体内での挙動を解明する目的で

石綿を経口的に強制投与したラットの血液と腎臓，肝臓，

心臓，ひ臓，腸間膜，肺および脳を摘出し，各臓器中の

石綿繊維の数および長さを透過型電子顕微鏡 (TEM)を

用いて分析した.今回は血液についてその結果を報告す

る.

実験方法

動物は 6週令の ]cl: SD系雄性ラット(日本クレア)

を用い，体重が約300gになるまで馴化飼育したのちに使

用した.石綿は UICC(Union Internationale Contre le 

Cancer) クリソタイルAを{要用した.

石綿懸濁液の調製石綿170mgをあらかじめ孔径0.1

μmのメンプランフィルターでろ過した水100mlに加

え，超音波を30秒間かけて分散懸濁させた.

強制投与 20匹の動物を16時間絶食させたのち， 10匹

にネンブタール麻酔下で，内径1.8mmのゾンデを用いて

石綿懸濁液10ml/kg(石綿繊維として17mg/kg)を胃内

へ注入し，投与群とした.残りの10匹には石綿を含まな

い水10ml/kgを同様の方法で投与し，対照群とした.

血液の採.取と TEM用試料の作成投与群は投与後 1

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24ーし Hyakunincho3 chome. Shinjuku-ku. Tokyo. 160 ]apan 

村同毒性部病理研究科

付帯帝京短期大学
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25{聞のグリッド穴を観察し，石綿繊維の数と長さを測定

した.なお石綿繊維の同定はクリソタイル石綿が持つ特

徴的な管状構造の確認によった (Fig. 1， 2). 

結果および考察

Cu叩l江mninghamらν1
ラツトを飼育した結果，大網膜，肺，腎臓および脳から

検出された石綿繊維の数には投与群と対照群の聞で有意

な差があったと報告している また Pate!-Mandlikと

Millette26
)も同様に石綿を添加した飼料で終生期間ラッ

トを飼育し，腎臓皮質について分析した結果，投与群か

らは対照群に比べて有意に多数の石綿繊維が検出された

と報告している.これらの実験では飼料に混和した石綿

繊維が引腔から吸入されて肺に入る可能性があり，その

場合，肺のクリアランス作用によってリンパ系を経由し，

血液中に移行する危険が考えられる 27) したがって著者

らは経口ゾンデによる強制投与法を今回採用した.一方

Grossら16)は経口ゾンデを用いた強制投与実験を行い，

その結果，石綿繊維が消化管壁を貫通した形跡は認めら

36， 1985 報年研

日目および4日目に各 5匹の動物をネンブタール麻酔下

で開腹し，下大静脈より血液2.5mlを採取した.なお対

照群は10匹を同様の方法で処置し，血液を採取した.血

液は乾燥 (70
0

C，20時間)後，低温灰化装置で灰{じ (80

W， 3時間)し，さらにマッフル炉内で完全に灰化

(5WC， 6時間)した. TEMによる観察時に障害とな

る無機塩類を除去するために，残留物にあらかじめ孔径

O.l，umのメンブランフィルターでろ過した 1%酢酸30

mlを加え，超音波を 1分間かけて分散させたのち，孔径

0.2μmのメンブランフィルターでろ過した.フィルター

は乾燥 (70
0C， 6時間)後，先と同様の条件で低温灰化

装置およびマッフル炉を用いて灰化し，残留物に，あら

かじめ孔径0.2μmのフロリナートフィルターでろ過し

たアセトン 3mlを加え，超音波を30秒間かけて分散懸

濁させた.この懸濁液 5μfをフォルムパール支持膜を

g長った銅製200メッシュのグリッド上に滴下し，室温で乾

燥後，カーボンを蒸着し，試料とした.

TEMによる観察加速電圧75kV，倍率10，000倍で計

i話庁、時L

Recovery of Fibers in Bbood of Rats gavag巴da Sing!e Dose of Asbestos Tab!e 1. 

Tota! Numbers of Fibers in 25 Grid Openings 
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Contro! 

* : Animals were gavaged with 17mg/kg asbestos and sacrificed at 1 day after administration. 
* * : Animals were gavaged with 17mg/kg asbestos and sacrificed at 4 days after administration. 
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Table 2. Frequency of Length Distribution of 

Fibers in Blood of gavaged Rats 

Length Per cent fibers 
interval 
(μm) Rat group 

Test 1 Test 2 

0.2-0.5 18.9 43.5 
0.5-1.0 51.4 47.8 
1.0-2.0 29.7 6.5 

2.0< 0.0 2.2 

れなかったが，一部，誤ってゾンデによって食道に穿孔

を生じた場合に限って他の臓器への移行が起きたことを

報告している. したがって著者らは血液の採取を終えた

のちに食道と胃の内壁を肉眼で観察したが，いずれの動

物においてもゾンデによる穿孔はもとより，何らかの障

害を受けた兆候を認めることはなかった.

各動物の血液中から検出された石綿繊維を Table1 

に示した.投与群では投与から屠殺までの経過日数にか

かわらず，すべての動物の血液から 2-12本/25グリッド

穴の石綿繊維が検出されたのに対し，対照群では10匹中

7匹の血液からは検出されず， 3匹からそれぞれ 1本/25

グリッド穴の繊維を検出したことにとどまった.検出し

た繊維数について， WeIchの補正を含む t一検定を行っ

たところ，投与後 1日経過群と対照群の聞で危険率 5%，

また 4日経過群と対照群の間では危険率 1%でそれぞれ

有意差が認められた. ]aurandら28)はクリソタイルの構

成成分の内，マグネシウムは酸'性溶液中てワ容出しやすい

性質があることを報告している.著者らは実験に先立ち，

1%酢酸による処理がクリソタイルの形状に及ぼす影響

について検討を行った.その結果， TEMによる繊維の識

別に支障となるような形状の変化は認められなかった

(Fig. 3).検出された繊維の長さの分布を Table2に示

した.投与後 1日経過群では0.5-1.0μmの長さの繊維

が最も多<.以下1.0-2.0μm，0.2-0.5μmの順であっ

たが，投与後 4日経過群では，1.0-2.0μmの長い繊維が

減少し，逆に0.2-0.5μmの短い繊維が増加する傾向が

認められた.以上の結果，経口的に強制投与した石綿繊

維はその一部が消化管壁を貫通し，血液中に移行する可

能性が高しまた血液中への移行は投与後 1日を経過し

た後もさらに継続するものと考えられる.
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脂肪酸分析法の検討

船山恵市ヘ牛尾房雄ヘ友松俊夫ヘ

道口正雄本

Examination of Analytical Method on Fatty Acid 

KEIICHI FUN A Y AMAヘ FUSAOUSHIOヘ TOSHIOTOMOMA TSU* 

and MASAO DOGUCHI* 

The fatty acids in the fish oil were methylated with boron trifluoride (BF3) ， diazomethane (DAM) 

or sodium methylate (SM) for gas chromatography analysis. 

No statistically significant difference was observed between the analytical values of the fatty acids 

methylated with BF3 and with DAM. 

However. the sample oil treated with SM. with which fatty acids in the form of neutral fat were 

methylated. showed higher values of polyunsaturated fatty acids than those obtained with BF3・

In the case of methylation with BF3・additionof dibutyl hydroxy toluene and pyrogallol during 

saponification increased the analytical values of icosapentaenoic acid (IPA) and docosahexaenoic acid 

(DHA) up to respective 107 and 112% of the values obtained without any addition of such antioxidants. 

This result suggests that some part of polyunsaturated fatty acids such as IPA and DHA in the oil 

are oxidized d¥.lring the saponification and extraction procedures. 

Keywords: analytical method. fish oil. saponification. polyunsaturated fatty acid. icosapentaenoic acid. 

docosahexaenoic acid. dibutyl hydroxy toluene， pyrogallol 

緒 ー百
食生活の欧米化に伴い，血栓形成に起因する，脳・心

臓疾患等の成人病による死亡率が高まってきている 1)

これらの疾患に対し，魚、油中に含まれる高度不飽和脂肪

酸が，その予防および治療に，有効で、あることが明らか

になって以来2). 食品中の脂肪酸組成および含有量が，重

要視されつつある.

従来，脂肪酸の定量法については，多くの報告がある

が，すべての食品に応用できる定量法は，まだ確立され

たとは言いがたい.これらの脂肪酸分析法のうち，三フッ

化ホウ素メタノール法3)(以下 BF3法と略す)は，試薬の

取扱いが容易で，不ケン化物除去の操作過程で，コレス

テロールを同時に分析できることなどから，比較的汎用

されている.しかし，同法では，高度不飽和脂肪酸が副

反応を起こす場合も知られている.また，高度不飽和脂

肪酸を多〈含む魚油の分析に，操作の簡便なナトリウ

ム・メチラート法4) (以下 SM法と略す)も，用いられる

ようになってきた.

そこで，比較的利用度の高い BF3法.SM法およびジア

ゾメタン法4) (以下 DAM法と略す)の比較検討を行っ

た.また.BF3法の改善を試み，若干の知見を得たので報

告する.

実験の部

1. 試料市販ハマチより. Scheme 1に示した抽出

法5)で抽出した油脂，および市販イワシ・サパ抽出油脂を

使用した.

2. 試薬 すべて和光特級品を使用した.また，力、ス

クロ7 トグラフィー用脂肪酸メチルエステル標準品は，

SRL社および SIGMA社製を使用した.

3. 操作脂肪酸分析の基本的操作は， 1)脂質の抽出，

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome. Shinjuku-ku. Tokyo. 160 ]apan 
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2)脂質のケン化および、脂肪酸抽出， 3)エステル化， 4)カ、、

スクロマトグラフィ一分析で，これを Scheme1， 2 6)お

よび3に示した.この基本操作のうち，エステル化に三

フッ化ホウ素メタノールを用いた方法を， BF3法，ジアゾ

メタンを用いた方法を， DAM法とした.また，ナトリウ

ム・メチラートを用いてトランスエステル化を行う方法

を， SM法とした.それぞれの操作を， Scheme 4および

5に示した.

脂肪酸の定量は，へプタデカン酸メチルエステルを用

い，外部標準法により行った.

4. 装置および分析条件装置:島津GC-7A，積分

計:Varian CDS 401，検出器:FID，カラ ム:

Diasolid-ZF(80-100mesh， 1.6mX 3 mmφ)，カラム

温度:193
0

C，注入口温度:2400C，キャリアガス:Nz62 

ml/min， Attenuation: 8， Range: 10z 

Sample containingユ-2 g lipid 

add methanol (100m l) 

regulate the water content to 40 g 

add chloroform (50m l) 

homogenize for 3 min 

add chloroform (50m l) 

homogenize for 30 sec 

add water (50ml) 

homogenize for 30 sec 

centrifuge at 2500rpm for 20 min 
and filtrate 

Residue Filtrate 

extract with 
chloroform (90ml) 

filtrate 

Residue Chloroform soln. 

rinse with chloroform (30ml) 

Residue Chloroform soln. 

Filtrate+Chloroform soln. 

トshake

Lower layer Upper layer 

卜-dehydratewith anhyd. NazSO. 

卜ーfiltrate

トー一concentrate

Crude lipid 

Scheme 1. Extraction of Lipid 

結果および考察

1. BF3法， DAM法，および SM法の比較

Lipid 1 g 

add alcoholic 1N KOH (20ml) 

reflux at 80-90
0 

C for 1 hr 

transfer with hot water (40m l) 
into separatory funnel 

add water (20ml) 

cool to room temp. 

extract unsaponified matter with 
ether (40ml， 20mlX 2 ) 

Ether layer 

ト-wash with water (12m l) 

Acq. layer 

Acq. layer 

add ether (40ml) 

Ether layer 

add 1N HCl until the soln. 
change to pH 2 

shake vigorously 

E~her layer Acq. layer 

トーwashwith water (20ml) to neutral 

卜ーdehydratewith anhyd. NazSO. 

卜ーfiltrate

卜一concentrate

Fatty acid mixture 

Scheme 2. Saponification and Extraction of 

Fatty Acid 

F<:Itty acid mixture 100 mg 

add BF3-methanol (3 ml) 

reflux for 2 min on the 
ca. 95

0 

C water bath 

cool to room temp. 

transfer into separatory funnel 
with pet. ether -( 30m l) 

add saturated NaCl soln. (20ml) 

shake vigorously 

Pyt. ether layer Acq. layer 

卜-dehydratewith anhyd. NazSO. 

ト-filtrate

ト-concentrate 

GC analysis 

Scheme 3. Esterification by Boron Trifluoride 
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ハマチ抽出油脂を用い.BF3法を基準として.DAM法

およぴ SM法との比較を行い，結果を Tabl巴 1に示し

た

BF3法と DAM法で、行った 9種の脂肪酸分析値のう

ち. C'6酸 (P< 0.01)および C'8'C'8・3+C20:，酸 (p< 
0.05) については，統計的には有意、差が認められたが，

全般的には両法の分析値がよく近似していることから，

両分析法問には差がないと言える.

Fatty acid mixture 10 mg 

卜-adddiazomethane-ether soln. (5ml) 

卜-keep. at room temp. for 30 min 

卜-evaporat巴

ト-dissolvewith n-hexane 

GC analysis 

Scheme 4. Est巴rificationby Diazomethane 

Lipid 10-20 mg 

dissolve with benzene (lml) 

add 0.5N sodium methylate (3ml) 

and mix 

keep at room temp. for 30 min 

add 0.5N acetic acid (3ml) 

extract with n-hexane (3ml x 2) 

η四Hexanelayer 

rd 45 g 耐d. Na2S04 +NaHCO 
shake vigorously ( 2 + 1 ) 

stand for 30 min 

filtrate 

GC analysis 

Schem 5. Sodium Methylate Method 

また. BF3法と SM法では，高度不飽和脂肪酸である

C'2:S' C22:6酸に有意差が認められ (p< 0.01). その差

はそれぞれ.+9.6%および+15.9%であった.これは，

BF3法では，両脂肪酸の一部が影響されるのに対して，

SM法では，トランスエステル化のみが行われ，また，操

作工程が少ないことから，影響されにくいためと推測さ

れる.

以上の結果.BF3法では高度不飽和脂肪酸の減少は，ェ

ステル化よりも前の工程で起きたものと考えられる.

2_ BF3~:去における改善の試み

市販イワシ・サパ抽出油脂を用い，光および、アルカリ

濃度の影響について，また，脂肪酸に及ほ、す酸化防止剤

の保護効果について検討した.

1) 光の影響

BF3法の操作工程全域に及ぶものとして，光による影

響を，白色方、ラスおよび褐色力、ラス器具を用いて検討し

た.その結果，両者間には有意差は認められず (p> 
0.05). 光による影響は無視できるものと思われた.

2) ケン化時におけるアルカリ濃度の影響

エステル化工程以前にあるこの工程では，油脂をアル

カリ条件下で空気と接触させるため，油脂が酸化される

可能'生が考えられる.そこで，油脂量(0.5gおよび1.Og) 

と，アルカリ濃度(水酸化カリウム1Nおよび2N)の変

化による影響を検討し，その結果を Table2に示した.

油脂量0.5gの条件では，油脂量1.0gとの聞に有意差

は認められなかった (p> 0.05). しかし，アルカリ濃度

2Nの条件では. C'8:2' C'8:3 +C20:，固ま (P< 0.05)およ

びC山 C20:S'C22:6酸 (pく0.01)に有意差が認められ，

Table 1. Comparison of Boron Trifluoride Method. Diazomethane 

* 

method， and Sodium Methylate Method 

Fatty Acid B F3 (n = 5) D AM  (n = 5) S M (n = 5 ) 

C'4 5.20::tO.10ホ 5.17::tO.05 5.16主0.05

C'6 14. 96::t 0.30 14. 02::tO. 38叫 14.81士0.11

C'6: ， 7.57::tO.18 

C'B 3. 44::t 0.08 

C'8: ， 11. 86 ::t 0 . 28 

C'8: 2 1. 09::t 0.04 
C'8: 3+C20. ， 3. 27::t 0.06 
C20・5 9.02::tO.21 
C22・6 11.32::tO.25 
: Mean::tS.D. (mg/Oil 100mg) 

7.71士0.22 7. 60::t 0.07 
3.32土0.02判 3.44土0.04

12 . 14::t 0 . 39 11 . 93土0.11

1. 20::tO .10 1.11士0.02

3 . 44 ::t 0 . 13判 3.27::t 0.03 

9.20土0.35 9. 89::t 0.09叫

11. 66::t 0 . 47 13 . 12士0.1602 

* 1 : P く0.05

*2 : P く0.01
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C20:5' C22:6酸でLは，定量値がそれぞれ，16%および28% よぴ4に示した.

減少した. BHT単独添加およびピロガロール単独添加共に，

以上の結果，高度不飽和脂肪酸はアルカリ濃度変化の C江 6酸に有意差が認められた (p<0.05). また， BHT' 

影響を受け，同条件下で不安定であることから， BF3法で ピロカ。ロール混合添加では， CI8:2， C20:5酸 (P<0.05)

L 一部が影響を受けているものと推測される. および C22:6酸 (pく0.01)に有意差が認められ， C22:6酸

3) 酸化防止剤の添加による効果 は12%増加した (Table3). 

アルカリ条件下での高度不飽和脂肪酸の減少は，酸化 BHT・ピロガロール混合添加による効果として，

によると思われるので，ケン化操作前での酸化防止剤の C182， C20:5， C22:6酸において，SM法に対する減少率は，

添加を試みた.脂溶性酸化防止剤としてジブチルヒドロ それぞれ 9%→ 5%， 14%→ 8 %， 22%→13%に改善さ

キシトルエン(以下 BHTと略す)を，また水溶性酸化防 れた (Table4). しかし， SM法との聞には，まだ有意

止剤としてピロガロールを，それぞれ単独あるいは混合 差が認められた (p <0.01). 

して添加した.油脂量に対する添加割合は， BHT O. 以上の結果から， BF3法で、は， BHTおよびピロカゃロ-

4%，ピロガロール20%とした.その結果を Table3お ルを混合添加することにより，高度不飽和脂肪酸の減少

Table 2. The Effect of The Hydrolyzing Reagent on Fatty Acid Value 

Fatty Acid Lipid 1. Og O. 5g 1. Og 

K OH  1N (n=3) 1N (n=3) 2N (n=3) 

C14 3.87士0.05ホ 3.85:t0.08 3.87:t0.04 
C16 6.51:t0.01 6.44:t0.14 6. 53:t0. 06 
C16: 1 6.73:t0.08 6.67土0.14 6.74土0.06

C18 0.63土0.00 0.63:t0.01 0.65:t0.01叫

C18: 1 8. 34:t0. 09 8. 3l:t0 .18 8.40士0.09

C18: 2 4.51:t0.04 4.46:t0.14 4.20:t0.19 *1 
C18: 3+C20: 1 3.36:t0.01 3.36土0.03 3.55主0.08*1 

C20・5 15.23:t0.17 14 .86:t0. 64 12. 83:t 0.37 *2 

C22: 6 7.2l:t0.09 6 .83:t0. 39 5.21:t0.32 *2 

* : Mean土S.D (mg/Oil 100mg) 

*1 : P く0.05

*2 : P く0.01

Table 3. The Effect of Antioxidant on Fatty Acid Value during Saponification-1 

B F 3 B H T Pyrogallol B H T 

Fatty Acid Pyrogallol 

(n = 3) (n = 3) (n = 3) (n = 3) 

C14 3.89:t0.09 * 3.85士0.10 3. 85:t 0.09 3.90土0.03

C16 6.55土0.17 6.48土0.16 6.47:t0.14 6.56士0.06

C16・1 6.77土0.17 6. 67:t0 .16 6.68土0.14 6.8l:t0.07 

C18 O. 64:t0. 02 O. 63:t 0.02 0.63土0.01 0.65:t0.01 

C18: 1 8.41士0.24 8.30土0.20 8. 3l:t0 .17 8.50土0.08

C18: 2 4.56士0.12 4.55土0.08 4.59土0.08 4. 76:t0. 06 

C18: 3+C20: 1 3.34:t0.ll 3.32:t0.10 3. 29:t0. 08 3.28:t0.01 
C20' 5 15. 33:t0. 36 15.46士0.32 15.64:t 0.33 16. 39:t0. 28 *1 
C22. 6 7.12:t0.10 7.43士0.10判 7.51:t0.16*1 7.96:t0.23 *2 

* : Mean土S.D. (mg/Oil 100mg) 

* 1 P く0.05

* 2 : P < 0.01 
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Table 4. The Effect of Antioxidant on Fatty Acid Value during Saponification一II

SM  

Fatty Acid 

(n = 3) 
C14 

3. 92:t0. 02骨

C16 6. 64:t0. 02 

C16: 1 6.89:t0.02 

C1B 0.64:t0.Ol 
C18: 1 8. 58:t0. 03 
C1B: 2 5.01土0.02

C1B・3+C20:1 3.24:t0.Ol 
C20: 5 17.84:t 0.07 
C22・6 9.10士0.06

* :恥1ean:tS.D. (mg/Oil 100mg) 

* 1 : P < 0.05 
* 2 : P < 0.01 

が，若干改善されることが明らかとなった.しかし， SM

法との差はまだ大きいことから，高度不飽和脂肪酸の定

量には， SMi:去の使用が好ましいと考えられるが，遊離脂

肪酸およぴアミド結合している脂肪酸を，エステル化て、

きないことを考慮すると， BF3法で、の高度不飽和脂肪酸

の減少防止について，さらに検討が必要で、ある.

要 約

現在脂肪酸分析に使用されている， BF3法， DAMi去，

およびSM法の比較検討を行った.また，比較的汎用さ

れている， BF3i去の改善を試みた.

1. 高度不飽和脂肪酸定量値において， BF3法と

DAM法の間では，有意差は認められなかった.また，

BF3法と SM法の聞では，有意、差が認められた.

2. BF3法において，光の影響は認められなかった.

3. BF3法において，油脂量0.5gの条件では，各脂肪

酸定量値に，有意、差は認められなかった.また，アルカ

リ濃度2Nの条件では，高度不飽和脂肪酸定量値の減少

BHT BF3 

Pyrogallol 

(n = 3) (n = 3) 
3. 90:t 0.03 3. 89:t 0.09 
6. 56:t0. 06 6.55土0.17

6.81士0.07 6.77:t0 .17 

O. 65:t0. 01 0.64:t0.02 
8.50土0.08 8.4l:t0.24 

4. 76:t0. 06叫 4. 56:t 0 .12叫

3.28:t0.Ol *' 3. 34:t 0.11 
16.39士0.2802 15.33土0.36叫

7.96:t0.2302 7.12:t0 .10叫

が認められた.

4. 脂溶性酸化防止剤 (BHT)および水溶性酸化防止

斉IJ (ピロカ、ロール)を，ケン化の際に混合添加すること

により， BF3法における高度不飽和脂肪酸の減少防止に，

わずかながら効果が認められた.
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プレカラム盤光体化法によるチーズ中のチラミンの分析

菊谷典久ヘ山口直子ヘ井口正雄ヘ

友松俊夫ヘ道口正雄*

High Performance Liquid Chromatographic Analysis of Tyramine in Cheese by Precolumn 

Fluorescence Derivatization with 0・Phthalaldehyde 

NORIHISA KIKUTANIぺNAOKOYAMAGUCHIヘMASAOIGUCHIヘ
TOSHIO TOMOMA TSUホ andMASAO DOGUCHI* 

A sensitive， simple and selective high-performance liquid chromatographic method for determina-

tion of tyramine in cheese is described. 

Tyramine extracted with O. 4M HC104 from che巴sewas modified by precolumn derivatization with 

o-phthalaldehyde. Complete separation was achiev巴don a reversed-phase column using mixtures of 

methanol with phosphate buffer as mobile phase. The derivatives were quantitated by their fluor巴scence

intensity at 340 nm (excitation) and 455 nm (emission). The av巴ragerecovery of tyramine standards 

added to cheese samples was 101.5:t5.7 (S.D.)%. 

This method was applied to nine samples of ] apanese processed cheese. The amounts of tyramine 

found ranged between 1.8 and 58. 1μg/g with the average being 22. 7:t19.9 (S.D.)μg/g. 

Keywords:勿ramine，processed cheese， o-phthalaldehyde， preco1umn derivatization 

緒言

チラミン (tyramine，4 -hydroxyphenethylamine)は，

いわゆる間接型の交感神経様薬の範ちゅうに属する生理

活性アミンである.その作用は，交感神経効果器官接合

部に働いて， ノルエビネプリン(以下NEと略す)を NE

ストアよりシナプス間隙に遊離させることにあり，それ

によって交感神経興奮を起こすことが知られている.

神経終末の NEは，モノアミンオキシターゼ(以下

MAOと略す)によって分解を受けるが，ある種の抗うつ

斉IJなど MAO阻害作用を持つ薬物を服用している患者

の間では，心i季充進，頭痛，高血圧等の症状を示す例が

見られ，使用に注意が促されていた 1). 1963年

BlackwelJ2)は， MAO阻害剤服用者に上記の症状が，食

後，とりわけチーズ摂食後に生ずることを報告，同年

Asatoorら3)は，この様なチーズの作用は，その中に含ま

れるチラミンに由来すると考えた.また1964年

Horwitzら4)は，チラミンの経口投与実験を行い， MAO 

阻害剤とチラミンとの相乗作用によって，頭痛および極

度の高血圧発作が発現することを実証し，以来，食品中

のチラミンの存在が注目され始めた.

食品中のチラミンの分析については，チーズ州，ヨー

グルトベビールベワイン4，6)，ココア7.8)，肉製品9)等に関

しての報告がなされており，その分析方法も多様で、ある.

サンドカラムによってチラミンを十由出し， αーニトロ】β

ーナフトールと反応させ，その査畿告光強度を測定する方

法7.冷ベ9

フ(以下 HPLCと岡略各す)-電気化学検出器法8)などがある

が'近年 HPLC-告を光分析の誘導体化法が発展し，そのた

めの試薬が各種開発されてきた.このうち，オルトフタ

ルアルデヒド(以下 OPAと略す)については，反応時間 1

の短さ，経済性などで利点がある反面，カラム分離後に

誘導体化を行うポストカラム法のために，複数の送液ポ

ンプを要するなど，手法の煩雑さの上で難点があったが，

Davisら11)は，プラズマ中の各種生理活性アミンの分析

*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 

ホ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



結果および考察

l チラミンーOPA誘導体の畿光安定性

チラミンーOPA誘導体の，酢酸エチル中での告を光安定

性を調べた.酢酸エチル抽出後， 0 -240分の間， 20"Cに

て放置し， 40分ごとに，その後光強度を測定した. Fig. 

1では， 0分での強度を100%として，その経時変化を示

した.告を光強度は40分後に極大(100.3%)となり，以下，

漸減していった.なお， 80分後でも99.0%の値を示して

おり，定量に際して充分な安定性をもつことが認められ

た.Davisら11)の実験では， 4"C条件下では， 20時間にわ

たり安定であったことを報告している.

2 検量線

本実験における，チラミン標準品による検量線を Fig.

2に示す 2.5-50ngの範闘で，良好な直線性が得られ

た

3 チラミンの分離

Fig.3は，チラミンと他の生理活性アミンーオクトパ

ミン， ドーパミン， ヒスタミンとの分離を示したクロマ

トグラムである.今回の HPLC条件では，オクトノfミン

とヒスタミンの分離に難点はあったが，チラミンと他の

アミンとは良好に分離された.

Fig.4は，プロセスチーズ中のチラミンの分離を示し

たクロマトグラムである.チーズに含まれる遊離アミノ

酸の多くは，チラミンよりも溶出時聞が短いが， しばし

ばチラミンの検出を妨害することがある.今回の実験で

は，塩基性緩衝液を用いた酢酸エチル層の洗浄によって，

その妨害を抑えることができた.

237 36， 1985 報年研

に際し，カラム分離前に誘導体化を府い，良好な成績を

得た.今回，著者らは，この OPAプレカラム法をチー

ズ， とりわけ国内消費の大部分を占めるプロセスチーズ

中のチラミン分析に適用し，若干の知見を得た.以下報

告する.
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Fig. 1. Stability of Tyramine-OP A Derivative in 
Ethyl Acetate 

All results indicated are means士S.D.(n=3). 
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実験方法

I.試料都内において市販されているプロセスチーズ，

5社-9銘柄について分析を行った.これらはすべて国

内生産品であり， A社一長野， B社兵庫， C社一岡山，

D社一神奈川， E社一神奈川の製品である.

11.試薬 チラミン塩酸塩，オクトパミン塩酸塩，ヒス

タミン塩酸塩， ドーパミン塩酸塩(以上シク申マ社製)， オ

ルトフタルアルデヒド(フナコシ薬品 K.K.)を使用.そ

の他の試薬については，和光純薬 K.K.の試薬特級品，同

液体クロマトグラフ用試薬を用いた.

IIl.機器高速ブレンダー:Ultra-Turrax (Janke & 
Kunkel，西独).HPLCシステム:バリアン5，000型液体

クロマトグラフおよび、島津後光モニター・ RF-530.

IV.試薬の調製 1.0PA試薬:OPA40mgを0.5mlの

エタノールに溶解し，その溶液にO.lmlの 2ーメルカプ

トエタノールおよび0.4Mホウ酸緩衝液 (pH10.0，水酸

化カリウムにて調整)を加え，全量50mlとした 2.洗

浄用緩衝液:0.05Mリン酸二ナトリウム水溶液

(pH10.0，水酸化ナトリウムにて調整)を用いた.

V.試料の調製 1.抽出:試料 5gを秤取し， 0.4M過

塩素酸水溶液20mlを加え，高速ブレン夕、ーにて 3分間

磨砕.次に同液10mlを加えて更に 3分間混和し抽出.得

られた試料溶液は，水酸化ナトリウムを加えて中和後，

蒸留水を加えて全量50mlとした.この液を4，000rpm，10 

分間遠沈し，表面のクリーム層を取り除色上清部分を

ろ過し，試験溶液とした. 2. OPA誘導体化:試験溶液

2 mlにOPA試薬0.4mlを加え，混合し 1分間放置.次

に酢酸エチル 3mlで反応生成物を抽出し，洗浄用緩衝

液2.5mlで酢酸エチル層を洗い，最後に無水硫酸ナトリ

ウムを加えて脱水し， HPLC用の試料とした.

VI. HPLCによる分析 しカラム:Unisil Q C1S (5 

μm)， 250X 4 mm 1・D.(力、スクロ工業 K.K.)，プレカラ

ムとして PermaphaseODS (30μm)， 50X 4mmI・D.

(デュポン)を併用した. 2.移動相:0.05Mリン酸ー

ナトリウム緩衝液(pH5.10，水酸化ナトリウムにて調整)

とメタノールを67: 100 (V!V)に混和して使用した 3.

条件:流速0.6ml/min.，圧力170atm，試料注入量30μl.

ピークの検出は，励起波長340nm，後光測定波長455nm

で、行った.



やや高い値が出たが， 6回の試行すべての平均では，

101.5%の回収率であった.

5 市販プロセスチーズ中のチラミン含量

Table 2に市販プロセスチーズ(5メーカー， 9銘柄)

中のチラミン含量を示す.その量は，1.8-58.1，ug/gと

銘柄によって30倍を越す違いがみられた.なお， 9銘柄

すべての平均値は， 22.7μg/gであった.

一般にチーズは，ナチュラルチーズ(エダム，エメン

タール，チェダーなど)と，プロセスチーズに大別され

る.プロセスチーズは，ナチュラルチーズを数種混合し，

加熱処理して作られるため，製品にむらが少なし保存

性が高いという利点がある.

ナチュラルチーズ中のチラミン含量については，各国

で研究がなされている.Antilaら5)は，フィンランド産の

エダム，エメンタールを中心に分析を行い，エダムで平

均 7μg/g，最高90μg/g，エメンタールで同じく 218μg/

g，726μg/gという結果を報告している.米国産チェダー

では， 1，416μg/gという高濃度のものもあるべわが国で

は，福原ら 12)が，チェダーチーズで192.2-629.0μg/gと

いう値を報告している.今回のプロセスチーズに関する

著者らの結果は，上記よりも低い値であった.チーズ中

のチラミンの生成は，微生物によるアミノ酸の脱炭酸作

用に由来するところから，熟成をとめられたプロセス

チーズの方が，ナチュラルチーズよりもチラミン含量は

低くなる傾向があるのではないかと考えられる.

Horwitzら叫によるチラミンの血圧上昇作用に関する

実験では，健常者に対し，チラミン250mg経口一回投与

では収縮期血圧は35mmHg上昇し， MAO阻害剤服用者

では，同じく 6mg投与で'40mmHg上昇という結果を得

AJlI1目 Ret.Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

4 チラミン添加回収率

プロセスチーズ 5gに， 7.6-30.4μgのチラミンを添

加し，抽出， OPA-誘導体化等一連の操作を行い，その回

収率を調べた結果を Table1に示す.7.6μg 添加では，
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Table 1. Re氾overyRate of Tyramine Added to 
Che氾seSample 

Added (μg) Found (μg) Recovery Rate (%) 

7.6 8.2 107.9 

7.6 8.4 110.5 

15.2 14.4 94.7 

15.2 14.8 97.4 

30.4 29.8 98.0 

30.4 30.6 100.7 

Table 2. Tyramine Content in J apanese 

Processed Cheese 

Sample Manufacturer Tyramine (μg/g) 

1 A 22.7 

2 A 57.9 

3 A 58.1 

4 B 11.8 

5 B 11. 9 

6 C 3.3 

7 C 18.9 

8 D 1.8 

9 E 18.2 

ている.今固めサンプルのうち，最高含量 (58.1μg/g)

のものでは，約100g摂食することで，チラミン摂取量は

6 mgに達することになる. MAO阻害作用のある薬物

は，抗うつ剤 (antidepressants)として広〈用いられて

いるところから，それら薬剤!の服用者では，食生活に充

分な配慮が必要と思われる.

(本研究は昭和59年度当研究所調査研究課題「食品に

含まれる微量生理活性物質に関する研究」として実施し

たものである.)
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一滴法を用いた原子吸光分析法およひー炎光光度法の食品への応用

山口直子ヘ菊谷典久*，井口正雄ヘ

友松俊夫ヘ道口正雄*

Application of Une-drop Method in Flame Atomic Absorption and Flame Emission 

Spectrophotometry to Determination of Elements in Foods 

NAOKO YAMAGUCHIヘNORIHISAKIKUT ANIぺMASAOIGUCHIヘ
TOSHIO TOMOMATSU* and MASAO DOGUCHI* 

One-drop method in flame atomic absorption and flame emission spectrophotometry was applied 

to determination of minerals (N a， K， Ca and Mg) in food. A drop of sample solution was taken into 

Teflon funnel with micro-pipet and nebulized into an apparatus. The measurements with smaller 

volume of the standard solution than that of conventional method wer巴carriedout rapidly with fairly 

good reproducibility and linearity of calibration curves. The cont巴ntsof 4 kinds of minerals in 7 

groups of food were measured by the present method with good accuracy. 

One-drop method issimple， time-saving， precise and suitable for routine multielement analysis in 

various food. 

Keywords : flame atomic absorption， flame emission， minerals， one-drop method 

緒言

食品中の金属元素は，生体機能あるいは種々の酵素反

応に関与し，栄養学上，重要な役割を果たしている.し

かし， 多くの金属元素は人体にとってその摂取量により

有害ともなり得るものであり，食事を通じて正しい栄養

指導のもとに適量摂取されることが大切で、ある.それに

は，食品に含まれる金属元素の量を正しく把握する必要

があり，多数の食品あるいは食事献立中の金属元素を精

度よし迅速に定量する試験法が求められる.さらに近

年，加工食品中の栄養成分の表示制度実施への動きがあ

り，特に塩分の過剰摂取防止の観点からナトリウムを中

心に各成分の測定法の確立が急がれているところであ

る.

現在，食品中の金属元素の定量分析には原子吸光分析

法が多く用いられている.また特に食品中のナトリウム，

カリウムについては，比較的大量に存在しているので従

来から主として炎光光度法が用いられている.両法とも

感度はよく，比較的前処理も簡単で、あるが， 1回の注入

に 1-2 mlを噴霧する必要があり，その都度ベースラ

インの安定を待たなければならないため，測定に約 1分

ほど要する.これにより，多数の検体を処理する場合，

多くの試料溶液と時間を要することになる.

これらの難点を改良する方法として，少ない試料溶液

を用いた原子吸光分析法は， 1973年， Sebastianiら1)によ

り，はじめて報告された.その後，検討が加えられてト10)，

わが国でもこの方法は，内田ら 11)により“-1商法"と名づ

けられた.そこで今回，著者らは， -1商法による原子吸

光分析法および、炎光光度法を用いて，この-1商法を複雑

な食品のマトリックスにおいて応用することを検討し，

食品中の主要元素として，ナトリウム，カリウム，マグ

ネシウム，カルシウム(以下それぞれ Na，K， Mg， Ca 

と略す)の分析を行い，良好な結果を得たので報告する.

実験方法

l 試薬 Na， K， Mg， Caの各金属標準液および塩化

ランタン10%溶液は和光純薬製の原子吸光分析用を用い

た.また，塩酸は和光純薬製の精密分析用，水は再蒸留

市東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

キ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo 160 Japan 
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フロン製ろうとを直結し，この中にマイクロピペットを

用いて溶液を注入した.また，測定値への影響を考えて，

測定の後に少量の水を噴霧してろうとの洗浄を行った.

測定条件は次のとおりである.

アセチレン流量:1.8l/min，空気流量:8. Ol/min，ラ

ンプ点燈電流 10mA，試料溶液吸入速度:約3.8ml/

min，測定波長は， Na: 589.0nm， K : 766.5nm， Mg: 

285.2nm， Ca: 422. 7nm. 

また，原子吸光分析法における吸光度および炎光光度

法における発光の強度の測定は，チャート上にあらわれ

F司 -Sミ=三ニ三ニ
:::i _，・
。 。。 。.-4== ('1 ぽ可

。ミ二ーー二。
戸斗

-._-

r-l 
←- 一::::i 。

u"i、

ー

r-l 
。::ぇ
。叫

巨5
一 一

ト・

トーー

36， 1985 報

h
内
川
恒
例

ω
ロωμ
ロ][

年研

水を用いた.

2 装置 原 子 吸 光 一炎光共用分光分析装置

N ippon -J arrel Ash AA845型，原子吸光用ランプ:浜

松ホトニクス製ホローカソードランプ L733.

3 試料マーケットバスケット方式により集めた食品

を下記の主要な 7つの食品群に分類し，各々を均一に混

合した.なお混合比は，昭和57年国民栄養調査成績12)記載

の関東地区の食品群別摂取状況に準じた.

1.穀類米，小麦およびその加工品

2.菓子類 カステラ，ケーキ，せんぺい，チョコレー

ト，その他

3.油脂類植物油，バター，マーガリン，

4.豆類豆腐，みそ，その他

5.魚介類 生魚，魚、肉ねり製品，その他

6. 肉類獣鳥肉およびその加工品

7.乳類牛乳およびその加工品

4 試料の調製 各食品の可食部を家庭用ミキサーで適

宜水を加えて食品群別に均ーとした後，その約10-20g

をビーカーにとり，衛生試験法13)の乾式灰化法に準じて

灰化した.得られた灰分を 1%塩酸により定容して試料

検液とした.なお， Caの測定については他元素の干渉防

止のため塩化ランタンを 1%となるように添加した.

5 測定 従来の原子吸光分析法あるいは炎光光度法に

おいて行われている溶液の連続噴霧(以下従来法と略す)

は，テフロン製キャピラリーの先端を溶液中に入れ，吸

入させて行った. -1商法による噴霧は， Fig.1に示した

ように，原子吸光分析装置のキャピラリー接続部分にテ

衛

その他

)]'， 東

~ignals with Various Sample V olumes of 
5ppm Na in Flame Emission spectro-
photometry 

Fig.2. 
Funnel Teflon Cross Section of Small 

Mounted on Burner 
1. Fig. 
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るピーク高さによった.

結果および考察

l 注入液量とピーク高さとの関係 5 ppmの Na標

準液を液量を変えて注入し，炎光光度法により測定した

結果を Fig.2に示した.液量が少ない場合 (20-200μl)

は，ピークの形状はスパイク状となり，溶液の増加にと

もないピーク高さは高くなったが， 200μf以上ではピー

クの高さは変わらずに，巾のみが増加した.液量が少な

い場合は瞬間的に噴霧が終了し，装置(記録計も含む)

の応答速度が関与して記録計のぺン先が追いつかないた

め，ピーク高きが低くなったものと思われる.

原予吸光分析法および炎光光度法において，同様に注

入液量を変えて測定し，注入液量とピーク高さとの関係

をFig.3に示した.両法とも200μJでほぼ最大ピーク高

さに達し， 200μJ以上の液量で測定した場合は，従来法に

よる場合と変わらないピーク高さが得られた.なお測定

間隔は10秒以下で行うことも可能で、あった.通常，炎光

光度法で測定されている Kについても同様に実験を行っ

たところ， Naと同じくほぼ 200μfで最大ピーク高さに

i童した. 

...... 

...c: 
切

・岡

山
...c1 

~ 

sl 50 
0... 

自

uau 
a

唱-H

ロロ同

。。 炉一ーι--lトーー』ーー十ー_，__

100 200 500 1000 50 

Sample volurne ，μ1 

Fig. 3. Relation between Peak_ Heigtt and Sample 
V olume of 5ppm N a in Flame Atomic Absorp-
tion (・-・rand Flame Emission (0 - 0 ) 
Spectrophotometry 

次に注入液量を変えて検量線を作成し， Fig. 4， Fig. 

5に示した.Fig.4は炎光光度法でKを測定したもので

あるが，液量が最大ピーク高さを与える量でなくても，

ほぽ直線性を示した.これはKを原子吸光分析法で測定

した結果とも一致した.Fig.5はMgを原子吸光分析法

で測定したものである.従来法によれば 4ppm付近で，

すでに検量線はわん曲したが， 10-20μJまでの注入液量

で測定すると， 8 ppmまで、はほ‘直線性を保った.

200μJの液量を用いた場合，炎光光度法で， Naは 0

2 ppm， Kはo-10ppm，原子吸光分析法で， Mgは

0-2 ppm， Caはo-100ppmの範囲で直線性を示し

た.

2 注入液量とピーク高さの再現性 5 ppmのK標準

液を炎光光度法を用いて液量を変え，各10回測定した結

果を Table1に示した.注入液量が増加するのにともな

い変動係数は小さくなり， 100μf以上では 1%以下とい

う結果が得られた.再現性をよくするには，少なくとも，

ろうとに少々とどまるくらいの液量と吸入速度を考慮す

る必要があると思われる.

以上の実験の結果から，実試料の測定にあたっては，

ロロロ

1000μ1 
200μ1 

100μl 

100 

...... z 
b.O 
._ 
U 

250 
同
cl) 

0... 

50μ1 

20μ1 

10μl 

。。 4 s 10 s z 

K ， ppm 

Fig. 4. Calibration Curves of K for Various Sample 
V olumes in Flame Emission Spectro-
photometry 



Na， Kについては炎光光度法，また Mg，Caについては

原子吸光分析法により， 200μJの試料溶液を注入するこ

ととした.なお，特に Mgについては20μJの試料溶液を

用いたときの測定も行った.

3 従来法と-j商法による測定値の比較と添加回収試験

同じ試料を従来法と -j商法とを用いて測定した結果を

比較するため， 7つの食品群の試料溶液を両法を用いて

測定した.Fig. 6は， Naを測定した結果を比較したもの

であるが，いずれの方法で測定しでも変わらない結果が

得られた (tR<0.05%). そこでこの 7群の各試料溶液に，

既知量の 4元素(Na，K， Mg， Ca)を加え，測定を行っ

た結果が Table2である.測定は従来法で3回，一滴法

で5固くりかえし行った結果の平均値であるが，従来法

では平均102.7%，-1商法では平均102.1%の回収率が得

られた.また， Mgにおいては20μJの試料溶液を用いた

にもかかわらず，良い回収率が得られた.これによって，

従来法では検量線のわん曲により測定濃度範囲が， 0 

-2 ppm程度に限られていたが0-8ppm.まで利用で

きた.
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あった.また， Mgについては，従来よりも測定濃度範囲

を広げることもできた.さらに実際の複雑なマトリック

スを含む食品群に応用し，添加回収試験を行ったところ，

平均102.1%と従来法と変わらない回収率が得られた.以

上の結果から， -1商法は食品中のこれらの金属元素の定

量分析において多数の試料を迅速に測定する場合にも非

常に有効な方法であることが判明した.

36， 1985 報年研{者庁、東

Reproducibility for Various Sample V 01. 

umes K: 5ppm(n =10) 

Table 1 

c.v.(%) 

10 

20 

50 

100 

200 

1，000 

3.3 

2.7 

1.6 

0.9 

0.5 

0.4 

peak height 
mean:tS.D. (mm) 

20.3:t0.7 

37.6:t1.0 

80.l:t1. 3 

113.4土1.0

124.7:t0.6 

126.6土0.5

volumes 
(μ1) 

まとめ

-i商法を用いた Ca，Mgの原子吸光分析法および Na，

Kの炎光光度法は，感度も良く，従来法に比べて，約1/

5 -1/10と，はるかに短時間で測定することが可能で、

R=0.999 
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recovery 

% 
100.4 
102.9 
99.4 
107.4 
104.6 
105.7 
103.5 
101. 3 
99.0 
99.0 
101.4 
96.1 
96.8 
96.0 

found 

76.7 
77.2 
300.6 
296.1 
368.1 
400.6 
1090.4 
1090.0 
564.2 
590.6 
271.9 
288.8 
101. 0 
109.2 

①
②
①
②
①
②
①
②
①
②
①
②
①
②
 

samples 

6 

7 

2 

3 

4 

5 

1 

samples found added total found recovery samples found added total found recovery 
mg Ca/100g % mg Mg/100g % 

1 ① 7.4 5 12.2 98.4 1 
① ③ ② 

8.1 3 11.4 102.7 
② 7.4 5 13.2 106.5 7.4 3 10.3 99.0 

2 ① 69.0 30 98.1 99.1 7.3 3 10.3 100.0 

① ② 
69.6 30 101. 2 101. 6 2 ① 37.7 30 72.5 107.1 

3 8.9 5 14.2 102.2 
② ③ 

36.9 30 72.5 107.1 
② 9.2 5 14.6 102.8 34.9 30 67.0 103.2 

4 ① 76.8 50 129.5 102.1 3 ① 1.4 1 2.5 104.2 
② 83.1 50 139.9 105.1 ② 1.4 1 2.5 104.2 

5 
① ② 

39.4 30 68.3 98.4 ③ 1.4 1 2.5 104.2 
39.6 30 74.2 106.6 4 ① 69.6 50 125.2 104.8 

6 ① 25.8 20 47.5 103.7 ② 69.9 50 127.2 106.1 

② ① 
29.4 20 51. 9 105.1 ③ 65.3 50 126.2 109.5 

7 117.3 50 163.4 97.7 5 ① 33.3 30 65.2 103.0 
② 135.6 50 173.0 93.2 

② ③ 
33.3 30 65.9 104.1 
35.0 30 63.9 98.3 

6 ① 18.7 10 30.6 106.6 
① Conventional Method (n = 3 ) 

② ③ 
19.2 10 30.4 104.1 

② Present Method: 200μ1 (n= 5) 19.2 10 29.5 101. 0 
7 ① 11.1 5 17.0 105.6 

③ Present Method: 20μ1 (n= 5) 
② ③ 

11.6 5 17.0 102.5 
11.2 5 16.2 100.0 
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市販食品における天然色素の使用実態調査

荻原 勉ヘ天川映子ヘ 平 田 恵 子 ヘ 野 沢 竹 志 ヘ

大西和・夫ヘ坂井千三*

Survey of Natural Dyes in Commercial Foods 

TSUTOMU OGIW ARA *， EIKO AMAKA W Aヘ KEIKOHIRA T Aヘ TAKESHINOZAWA*， 

KAZUO OHNISHI* and SENZO SAKAI* 

Keywords:水溶性天然色素 watersoluble natural dyes.油溶性天然色素 waterinsoluble natural dyes.加工

食品 processedfood 

緒 ー=ト
田

食品の着色料として古くから天然色素が用いられてい

その結果を報告する.

実験方法

1.試料たが，比較的安価で、'色彩も美ししかっ色調が安定な

酸性タール色素の開発に伴い，天然色素の使用頻度が少

なくなった. しかし，いくつかの酸性タール色素は肝臓

あるいは腎臓に毒性を示すことが明らかにされ，食品衛

生法で不許可となったことから，消費者は酸性タール色

素全体の安全性に対する疑義を抱きその使用を忌避する

傾向が出て来た.反面，天然色素は天然という言葉から

受ける安心感から消費者に好まれ，再ぴ広〈食品の着色

料として使用される傾向が認められる.

試料は昭和56年 4月から昭和59年12月の間に都内にお

いて市販されていた加工食品てコ外観上何らかの色が認

められ，かつ，主として合成着色料添加等の表示のない

合計303件を対象とした.なお，試料は便宜上次に示す 6

食品の添加物として用いられる天然色素は主として植

物あるいは昆虫の抽出物をそのまま使用しているため，

その成分は単一で、なしその多くは成分が不明で、ある.

群に大別して実験に供した.

1) 菓子

清涼飲料水

3) 食肉及び魚介加工品

4) 穀類・豆類及び野菜加工品

5) 油脂類・乳製品及ぴ卵加工品

6) 調味料及ぴ香辛料

天然色素のうちラッカイン酸，カフサンチン，カルミン 2.試薬及び装置

81検体

29検体

94検体

49検体

38検体

12検体

酸，クロシン等はゾウリムシに対し毒性を示し1)，また， いずれも前報ト川こ従った.なお，カロチン類の標準色

サフラワーエロー及びエルダペリー等はサルモネラに対 素として βカロチンを用いた.

して突然変異原性を示す2)報告もあり，天然色素であれ 3.分析方法

ばすべて安全であるとの保障はない. 試ギ|調製については，かまぼこの場合は平田ら引の方

食品添加物として使用されている天然色素の実態調査 法に従い，その他は前報5.7)に準じた.すなわち，試料の

は非常に少ないべまた，同色素の良好な分析法も確立 着色の程度により， 5 -25gを秤取し，液体試料はそのま

されていない. ま，固体試料は細切し，水・エタノール (1: 1) i.昆液

そこで，著者らはまず食品中の天然色素の分析i去を検 50mlを加えてホモジナイズした後， 1 N酢酸及ぴ0.5N

討し，水溶性及び油溶性天然色素5ー7)の分析法を確立し， アンモニア水を用いて， pH 6 -7に調整した.更にエ一

報告してきた. テル50mlを加えて振とう後有機層及ぴ水層をそれぞれ

今回は更に，著者らが確立した分析法を応用して，市 分取し，有機層は高速液体クロマトグラフィー7)て¥水層

販食品における天然色素の使用実態調査を行ったので， は薄層クロマトグラフィ _5)により分析した.なお，カロ

*東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市紫崎町 3-16-25 

• Tama Branch Laboratory. The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

16-25， Shibazakicho 3 chome. Tachikawa. Tokyo. 190 ]apan 



することから， ミョウノ〈ン等の色調安定剤8)を併用して

いることが考えられる.

黄色のあめ10検体のうち，サフラワーエロー及ぴクロ

シンがそれぞれ 5件から検出された.緑色のあめからは，

検出報告例の少ない4)クロシンブルーが検出された.

4芝、リー及ぴゼリービーンス15検体中， 8 l'牛からコチ

ニールが， 3件からラッカイン酸が検出された.ゼリー

は，特に色のあざやかさと透明度を保つことが重要なた

め，比較的透明感があり，かつ安定なこれらの色素が選

択されたと考える.

マシュマロ 9検体のうち桃色の 4検体からベタニン

が，黄色の 5検体からサフラワーエローが検出された.

揚げ菓子 6検体中 4件からパプリカ抽出色素が検出さ

れた.その他， 1検体からクルクミンが，パプリカ抽出

色素及ぴクルクミンの両色素を用いたものが 1検体認め

られた.これらの色素は，いずれも油溶性であり熱に対

して比較的安定9)であることから今後使用が増加するも

のと考える.

その他の菓子では， クレープ，ラムネ菓子，チューイ

ンカ鴫ムからリボフラビン(ビタミン B2) が検出された.

リボフラビンは，醗酵法あるいは合成法で製造されてい

るが10)，わが国で、は佑学的合成品とみなされており，欧米

では天然物として扱われている.今回の調査で検出され

Ann. Rψ Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

チン類のうち βカロチンのみが食品添加物として許可

されている.しかし，天然には ιβ，γ，δが存在し，

これらカロチン類の相E分離が本報の分析条件では困難

なため，食品から検出された場合，食品添加物として加

えたものか成分として食品に存在するのか判別が出来な

い.従って，以後は一括してカロチンとして扱うことと

した.
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結果及び考察

1.菓子

菓子の天然色素の検査結果を表 1に示した.赤色のあ

め 8検体を検査したところ 6件からアントシアン色素が

検出された.他にラッカイン酸単独，ラッカイン酸及ぴ

リボフラビンの両色素が検出されたものがそれぞれ l件

あった.一般にアントシアン色素はアルカリ性で暗藍色

となり，不安定で、あるが，酸性では美ししかっ安定な

赤色を呈するため，あめには適した色素であると考える.

桜色のあめ16検体中 9件からコチニールが検出され

た.また， 4検体からラッカイン酸が検出された.ラッ

カイン酸は酸性で樫色，中性附近で赤色，アルカリ性で

赤紫色を呈するためクエン酸等の酸味料を添加した比較

的酸性の強いあめの色は燈色を示す.しかし，酸性で赤

色を呈しているあめが l検体あった.これは，ラッカイ

ン酸にミョウパンを添加すると酸性溶液中でも赤色を呈

表1.菓子からの天然色素検査結果

色

アントシアン色素(6)，ラッカイン酸(1 )，ラッカイン酸+リポプラビン(1 ) 

コチニール(9)，ラッカイン酸(4)，パプリカ抽出色素(3) 

サフラワーエロー (5)，クロシン (5) 

クロシンブルー(1)

コチニール(8)，アントシアン色素+コチニール(1 ) 

ラッカイン酸(3)，コチニール(1)，カロチン(1 ) 

リボフラビン(1 ) 

ベタニン (4) 

サフラワーエロー (5) 

パプリカ抽出色素(4)，パプリカ抽出色素十クルクミン(1 ) 

ク/レクミン(1 ) 

アントシアン色素(1)，ベタニン(1 )， 

クルクミン+アントシアン色素(1)

ク/レクミン (2) 

クルクミン(1 ) 

コチニール(2) 

カロチン (2) 

コチニール(1)，ラッカイン酸(1 ) 

リボフラビン (3) 
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件からコチニールが検出された.燈色飲料の場合は13検

体中カロチンが検出されたものが9件あり，その他コチ

ニール，ラッカイン酸，サフラワーエローなどが併用あ

るいは単独で、使用されていた.前述のごとし清涼飲料

水から泊溶性のカロチンが検出された.このことは原料

のかんきつ類由来も十分考えられるが，飲料をややi昆濁

させ果j十らしさを出すため，本色素を乳化剤等と併用し

たとも考えられる.

黄色系の飲料のうちオレンジ及ぴレモン飲料の 5検体

を検査したが検出された色素はすべてサフラワーエロー

であった.

3.食肉及び魚介加工品

食肉及び魚介加工品についての検査結果を表 3に示し

た.94検体中79件に何らかの天然色素が使用されていた.

この場合に使用されていた色素の種類は非常に限定され

ており， 53検体にノルビキシンが， 30検体にモナスカス

色素が， 12検体にパプリカ抽出色素が単独あるいは混合

して添加されていた.

36， 1985 報年石汗

たリボフラビンは醗酵法で得られたものか否かは不明で

あるが，ここでは天然色素として扱うこととした.

2.清涼飲料水

清涼飲料水29検体についての検査結果を表 2に示し

た.オレンジ飲料15検体中いずれからも天然色素が検出

された.オレンジ飲料の色調は燈色から黄色で、あり，そ

の液性は弱固ま性である.そこで， コチニー/レ， ラッカイ

ン酸が酸性で燈色を呈することを利用して，これらの色

素が多用されていると思われる.また，コチニールは樫

色，サフラワーエローは黄色で、あるが，両者を併用し独

特な色調を出しているものもみられた.イチコゃ飲料は 6

検体中 4件からアントシアン色素が， 2検体からはコチ

ニールが検出された.グレープ飲料 2検体からはアント

シアン色素が検出された.これはブドウ由来かあるいは

ブドウ果皮抽出物を添加したかいずれかであると考え

る.

これら欽料を色別に分類し，その検出色素をみると，

赤色系の飲料11検休中 6件からアントシアン色素が， 4 

f転庁、L紅

表 2. 清涼飲料水からの天然色素検査結果

索(検出検体数)色出検検体数の
調
一
色

体

一

検
色
一
種

名イ本検

コチニーラッカイン酸(3 )， カロチン (5)，カロチン十コチニール(4)， 
ル+サフラワーエロー(1 ) 

サフラワーエロー (2) 

アントシアン色素(4)，コチニール(2) 

アントシアン色素(2) 

サフラワーエロー (3) 

コチニール(2 )，ラッカイン酸(1 ) 
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食肉及び魚介加工品からの天然色素検査結果表 3.

素(検出検体数)

イカのみそ;責け

マグロの生萎漬け

カニ風かまぽこ

色

パプリカ抽出色素(3)，ノルビキシン十パプリカ抽出色素(1 ) 

パプリカ抽出色素(4)，ノルビキシン+パプリカ抽出色素(1) 

ノルビキシン +R-3(5)

ノlレビキシン +R-3(13) 

ノルビキシン (10)，ノルビキシン+モナスカス色素(2) 

ノルビキシン (2) 

ノルビキシン (3)，ノルビキシン+パプリカ抽出色素 (2) 

ノルビキシン十モナスカス色素(3)， ノルビキシン(1 ) 

モナスカス色素(17)，モナスカス色素+ノルビキシン+ラッカイン酸(5)， 
モナスカス色素+ノルビキシン (2)，ノルビキシン十ラッカイン酸(2)， 
ノルビキシン +R-3(l)

モナスカス色素(1 ) 

パプリカ抽出色素(1 ) 
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Ann. Ret. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

造する際に，かんすいを使用するため，めんの pHは

8.5-9.5となる.その結果，アルカリ性において比較的

安定で，染着性のよい性質12)をそなえたクロシンが使用

されているものと考える.

ソーメン 3検体のうち燈色の 2検体からモナスカス色

素が，黄色の 1検体からクロシンが検出された.

また，近年市販されるようになった冷凍食品あるいは

半調理品のフライのころも部分からノルビキシンが検出

された.本色素は油溶性色素であるにもかかわらず食用

泊にはほとんど溶解しない.また熱にも強〈蛋白質とよ

く結合するため，ころも中の蛋白質に染着し，揚げ上が

りのころもを美味そうなi炎褐色にするなど干重々の利点を

有するため用いられたと考える.

5.油脂類・乳製品及び卵加工品

油脂類・乳製品及び卵加工品についての検査結果を表

5に示した.バターの場合はその全例からカロチンが検

出された.バターの色調は乳牛の飼料中のカロチノイド

量の季節的変動によって影響されることが知られてい

る13) 従って，カロチンのバターへの添加は色調の補色を

目的として使用されていることが推定される.

マーか、リンからは，前述のバターの場合と同様にカロ

チンが高頻度に検出された.なお， ""7-7ゲリンの原料と
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マグロ，イカ，豚肉等のみそ漬39検体中28件から天然

色素が検出され，それらのうち21検体にノルビキシン，

11検体にパプリカ抽出色素， 2検体にモナスカス色素が

単独あるいは併用されていた.なお，一部のみそi責にと

うがらしの細片が観察されたことから，みそi責中のパプ

リカ抽出色素は添加されたものかあるいはトウカボラシ由

来であるかは不明で、ある.

カニ風かまぼこの場合は供試した29検体のうちモナス

カス色素のみ検出されたものが17件と極めて多しその

他ノルピキシン及びラッカイン酸も検出された.特に

ラッカイン酸は蛋白質と結合して暗紫色となるため，黄

色のノルビキシンと混合させてカニ風の色に調整してい

ることが判った.また，ソーセージ及ぴハムはいずれも

ノルビキシンと食用赤色 3号により着色されており，こ

れらの使用方法はおそらく天然色素で着色し色の調整に

酸性タール色素を使用したものと考える.

4.穀類・豆類及び野菜加工品

穀類・豆類及ぴ野菜加工品についての検査結果を表 4

に示した.中華めん33検体中 7件からリボフラビンが，

6件からクロシンが検出された. リボフラビンは鮮やか

な黄色を呈し，ビタミン B2として栄養強化の面もあ

り11)，用いられていると考えられる.また，中華めんを製

表 4.穀類・豆類及ぴ野菜加工品からの天然色素検査結果

素(検出検体数)

リボフラビン(7)， クロシン (6) 

モナスカス色素 (2) 

クロシン(1 ) 

ノルビキシン (3) 

ノルビキシン(3) 

クロシン (2) 

コチニール(1 ) 

クロシン (3) 
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表 5. 油脂類・乳製品及び卵加工品からの天然色素検査結果
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各食品群ごとに検出された色素をまとめて表 6に示し

た. 303検体について検査した結果267検体から14種類の

総計302の色素が検出された.検出検体数と検出色素数の

差は， 2 -3穏の色素が l検体中で併用されていたこと

を示すものである.

菓子では11種の色素が検出され，コチニールが最も多

く用いられていた.また，食肉加工品等では， ノルビキ

シン，モナスカス色素，パプリカ抽出色素及びラッカイ

ン酸の 4種類の色素のみが検出され，各食品群により，

多用されている色素に特徴がみられた.

今回の調査において多く検出された色素は，水溶性色

素では，コチニール，モナスカス色素，ラッカイン酸，

クロシンであり，油溶性色素では， ノルビキシン，カロ

チン及び、パプリカ抽出色素であった.

まとめ

天然色素の添加が予測される市販食品を対象として，

その使用実態調査を行い次の結果を得た.

1.供試食品303検体中267検体からコチニ-jレ，モナ

スカス色素，ラッカイン酸， ノルビキシンなどの14種類

の天然色素が検出された.

2.市販食品を 6群に大別し，検出された天然色素の

種類を検討した結果，各群により使用状況に特徴がみら

れた.特に菓子の場合は11種類と多く・の色素が使用され

ており;それらは，単独で、使用している例が多かった.

食肉及び魚介加工品では， 4種類の限定された色素が

使用され，かっそれらの併用，あるいは酸性タール色素

との併用例が多〈認められた.

3.添加物として食品に用いられている天然色素は，

36， 1985 報年研

なる植物油脂にはカロチノイドが含まれていないので，

人工的に着色しない場合の製品は白色である 14) しかし，

わが国において，マーガリンはバターの代用品として利

用されるため，バターと同様の色が消費者に好まれるこ

とから，カロチンあるいはそれに類似の色素が添加され

ているものと考える.

チーズからもカロチンが高率に検出された.その使用

目的は前述のバターの場合と同様と推定される.その他

カロチンよりやや赤色の強いビキシンを使用し，特徴を

出している銘キ丙もみられた.

アイスクリーム 4検体中，淡黄色のアイスクリーム 2

件からリボフラビンを，イチゴ色アイスクリーム 2件か

らベタニン及ぴラッカイン酸を検出した.ベタニンは，

美しい赤色を呈するが，光及び熱に弱いため，低温で遮

光され保存されるアイスクリーム，氷菓などに適してい

ると考える.

卵加工品ではカロチンが高率に検出されたが，その由

来は卵黄のカロチノイドによるものか，バターと同様に

補色のために添加されたものかは不明で、ある.

6.調味料及び香辛料

マヨネーズ 4検体中いずれからもカロチンが検出され

た.これはおそらく主原料の卵黄由来と思われる.

ドレッシング 6検体中 5件からパプリカ抽出色素が検

出された.これは，着色よりむしろ辛味を目的として加

えられるトウyゲラシ抽出物によるものと考える.即席カ

レーは 2検体中，いずれからも材料のウコンの主成分で

あるクルクミンが検出された.

7.食品群別による天然色素の検出状況

衛京東

食品群別による天然色素の検出状況表 6.
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物理化学的性質も多種多様で、ある.しかし，それらの性 4 )桐ケ谷忠司，小林香代子，宝井辰紀他.横浜衛研年

質が食品の着色に巧みに利用されていることが推察され 報， 22， 117， 1983 

た. 5)荻原 勉，野沢竹志，平田恵子他・食衛誌， 21，207， 

4.すでに毒性があると報告されているラッカイン酸， 1980 

コチニール等が，今回の調査では，種々の食品に使用さ 6 )平田恵子，荻原 勉，天川映子他:食衛誌， 24， 1， 

ていることカず判った 1983

今後，消費者の自然食指向や食品加工技術の開発にと 7 )天川映子，平田恵子，荻原 勉他-分析化学， 33， 

もない，天然色素の種類が更に増加し，より広範囲の食 586， 1984 

品加工に高頻度で使用されることは予測される 8)谷村顕雄，片山 修，遠藤英美他:天然着色料ハン

従って，それらの天然色素の安全性確保のため，その ドフ守ツク， 581， 1979，光琳

基礎資料として，今後も継続して本色素の食品における 9 )谷村顕雄，片山 倫，遠藤英美他:天然着色料ハン

使用実態を十分把握しておくことが必要で、あると考え ドブック， 583， 1979，光琳

る. 10) 谷村顕雄，片山 修，遠藤英美他:天然着色料ハン

(本研究は昭和59年度当研究所調査研究課題「食品中 ドブック， 463， 1979，光琳

の天然色素の使用実態に関する研究jとして実施したも 11)谷村顕雄，片山 倫，遠藤英美他:天然着色料ハン

のである. ドブック， 468， 1979，光琳

文 献 12)神蔵美枝子，加藤三郎，遠藤英美・天然食品添加物，

1 )酒向史代，小林則子，矢部勝昌他:食衛誌， 22， 209， 93， 1976， 日本衛生技術研究会

1981 13)谷村顕雄，片山 倫，遠藤英美他.天然着色料ハン

2 )安井陽子，武田信幸，逸見希子他:食衛誌， 23，86， ドブック， 193， 1979，光琳

1982 14)神蔵美枝子，加藤三郎，遠藤英美:天然食品添加物，

3 )桐ケ谷忠司，小林香代子， 日高利夫他:横浜衛研年 83， 1976， 日本衛生技術研究会

報， 21， 139， 1982 
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肺胞マクロファージの貧食能と

Superoxide Anion産生能に及ぼす N02の影響

鈴木孝人ヘ池田真悟ヘ加納嘉子ヘ溝口 勲*

Effects of Nitrogen Dioxide on Alveolar Macrophage 

Phagocytosis and Superoxide Anion Production 

T AKAHITO SUZUKIヘ SHINGOIKEDA*， TAKAKO KANOH* 

and ISAO MIZOGUCHI* 

Enhanced susceptibility to pulmonary infection has been demonstrated in animals exposed to 

nitrogen dioxide (N02). Mechanisms for this phenomenon have not been clarified yet. It， however， is 

suggested that the antibacterial activity of alveolar macrophages (AM) is reduced in these animals. In 

this report， we investigated the effect of N02 on the phagocytosis and superoxide anion (02) production 

by AM. Rats were exposed to 8 ppm of N02 for 7 days and 4 ppm of N02 for 10 days respectively. Th巴

phagocytic activity of AM was determined by taking yeast particles into the cells. The O2 production 

by AM was determined at rest during phagocytosis of zymosan particles and stimulation with phorbol 

myristate acetate (PMA， a non-phagocytic stimulus of O2 production) -

The suppression of phagocytosis of AM was observed in cells from rats exposed to 8 ppm N02 for 

5 and 7 days. The suppression was also shown in cells from 4 ppm N02-exposed rats for 7 days， and 

it returned to the control level at 10 days of巴xposure.There were remarkable decreases in O2 

production by AM from 8 ppm N02-exposed rat at rest during zymosan phagocytosis and PMA 

stimulation on and after day 3. That by AM from 4 ppm N02-exposed rats at rest and during zymosan 

phagocytosis decreased on days 3， 5 and 10， but remained unchanged on day 7. O2 production by 

PMA-stimulated AM from 4 ppm N02-exposed rats decreased only on day 3_ 

These results suggest that such diminution in O2 production and phagocytosis by AM from 

N02-exposed rats potentially causes bact巴rialinfections. 

Keywords : nitrogen dioxide， rat， alveolar macrophage， phagocytosis， superoxid巴 anionproduction 

緒言

肺の感染防禦機構として主に 2つのメカニズムが考え

られており， 1つは気道の線毛運動による除菌であり，

他はマクロブアージ (AM)による食食，殺菌作用である

ことが知られている.Greenらし2)及ぴRylanderら3)は

32pや35Sなどのアイソトープで標識した種々の細菌を用

いて感染実験を行い，この 2つのメカニズムについて検

討した結果， AMが除菌作用の主役を演じており，細菌

の線毛運動によるクリアランスは20%以下であることを

報告している.AMが食食作用を行う際，ライソゾーム

酵素4)と共に胞体中の食食細菌を融解したり，また，直接

に細菌に作用し，細菌に対し強力な殺菌作用を及ほ、すこ

と5，6)が知られている。一方，比較的高濃度の二酸化窒素

(N02) に暴露後，細菌に感染させた動物が易感染状態

になることは数多くの報告がある 7-17)。また， N02暴露に

より線毛細胞の脱落17)や線毛運動の低下18)，AMの形態

学的変化19.20)，AMの食食能の低下11.21，22)及びインター

フエロン産生能の低下23)などが生じることが確認されて

*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

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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いる。しかし， N02の暴露により易感染状態になるメカ

ニズムとして，主に AMを中心とする食細胞の殺菌能の

障害が示唆されているが14，1へその詳細については必ず

しも明石室にされていない.そこで，我々は 8ppmと4

ppm 濃度の N02をラットに暴露し，AMの食食能，

superoxide anion (02)産生能(殺菌能)及び AMの生

存率に及ぽす影響を検討した結果，対照群と比較し，

N02に暴露された動物に，これらの AMの機能低下を示

す知見が得られたので報告する.

実験方法

(I) 動物の暴露

実験動物は 7週令の雄の F344/DuCrjラット(日本

チヤールスリバー社)を用いて，対照群(空気暴露， 72

匹)と N02暴露群 (8:t0.5ppm， 32匹 4:t0.5ppm， 

40匹)に分け，暴露は既報刊の装置及び条件によって行っ

た.暴露期間は 8ppmの場合は 1， 3， 5及び7日間，

また， 4 ppmの場合はし 3，5， 7及び10日聞の連続

暴露を行った.

(11)検体の調製

気管支一肺胞洗浄液(BALF)の採取は経時的に各群8

匹ずつのラットから既報25)のごとく行った.得られた

BALFは300Xg， 4 'cで10分間遠心し，更に， 2回生理

食塩水で細胞を洗浄後， RPMI 1640培養液 (GIBCO製)

に再浮遊させ，その一部分を計算盤(Burker・Turk社製)

を用いて細胞数をカウントした.

回生存率のiQIJ定

AMの生存率は trypaneblue dye exclusion法で測定

した.

制食食能の測定

細胞の培養は Lab-Tek tissue culture chamber/ 

slides (8チャンパー，マイルス・三共 K.K.) を用い，

各チャンパーに 4x 10.個の細胞を加え，更に総容量0.2

ml になるように RPMI1640を加えて， 37'Cで5%C02 

培養器内にて60分間培養した.その後上清を除き， RPMI 

1640にて 2回洗浄後得られた粘着細胞の食食能を測定し

た.すなわち，あらかじめ100'Cで30分間滅菌処理をした

酵母溶液(和光純薬製，1.66X107個/mlRPMI 1640)の

O.lmlとRPMI1640のO.lmlを各チャンパーに加え，

37'Cで 5%C02培養器内で30分間培養後，食食されてい

ない過剰な酵母粒子を RPMI1640での洗浄によって除

き，スライドに粘着した細胞を Giemsa染色した.光学顕

微鏡下で少くとも 1個の酵母粒子を粘着細胞中に有する

ものを食食陽性細胞とし， 200個の細胞について観察し食

食率Ondex，%)を求めた.また，食食陽性粘着細胞の中

で会食現象の程度を比較するために，酵母粒子を 1個食

食している細胞を score1， 2個のものを score2， 3個

のものを score3， 4個のものを score4， 5個のものを

score 5， 6個以上のものを score6とし，これらを合計

して totalscoreを算定した.

(V) O2産生能の測定

Lab-Tek tissue culture chamber / slides (4チャン

パー)の各チャンパーに 7X 105個の細胞を加え，総容量

0.5mlの RPMI1640中で37'C，30分間， 5 %C02培養器

内で培養後，上清を除き，フェノールレッドを含有して

いない Hanks'Balanced Salt Soln. (HBSS， GIBCO 

製)で粘着細胞を 2回洗浄後， Johnstonら26)の方法に準

じて，粘着細胞の O2産生能を測定した.すなわち，細胞

の休止状態での O2産生能の測定は，各チャンパーに80

μMのFerricytochromeC (Cyt.C，Sigma製)を含有す

るHBSS溶液を1ml加えて37'Cで90分間培養後，その上

清部分を550nmで比色した.また，Zymosan(Sigma製)

を食食時の O2産生能は Cyt.CとZymosan溶液 (7.8x

106個/チャンパー)を加えて培養後，上清をすみやかに

マイクロチューブに取り，氷水中に入れ反応を停止後，

8000X gで約2分間遠心し過剰なZymosanを沈殿させ，

その上清を同様に比色した.なお，ブランクとして，総

容量 1mlの HBSS溶液中に150μgの superoxide dis-

mutase (SOD， Sigma製)を加え，あらかじめ細胞の内

外にある O2をHρ2に変化させ，これらの O2とCyt.C 

との反応を阻止した.次に，この溶液に Cyt.Cを加えて

培養し，その比色値をそれぞれのブランク値として差し

引いた.なお O2産生能は培養中に産生される O2が Cyt.

C (Fe'+)を Cyt.C (.Fe2+) に還元するため，還元され

たCyt.C (Fe3+) の106個細胞あたり及ぴ 1時間培養あ

たりの nanomole数として示した.また，還元された

Cyt.Cの濃度はム E55onm=2.11X10.M-1 cm-1の方

程式によって計算した27)。更に，細胞膜刺激剤である

phorbol myristate acetate (PMA， Sigma製)で細胞

を刺激した時の O2産生能は ，Cyt.Cと各チャンパー濃

度が1.5μgになるように PMA/dimethylsulfoxide 

(DMSO， Sigma製)溶液を添加して培養し，その上清

を比色した.なお， DMSOには若干細胞毒性が認められ

たので，ブランクとして， SOD及び同容量の DMSOを

加え培養したものを PMA刺激時におけるブランク値と

した.

同 AM， リンパ球及び好中球の染色

BALF中の細胞には AMのみならず少数のリンパ球

及び好中球が存在している.また，これらの細胞も食食
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能や 02"産生能を有しているため，測定値に影響を与える

ことが考えられるので，02"産生能の比色測定後の粘着細

胞中のリンパ球，好中球及ぴAMを染色した.すなわち，

Yamら28)の Chloroacetat巴 EsteraseとNonspecific 

Esteraseを染める二重染色法と伊東ら29)のAcidα

N aphtyl Acetate Esterase染色法を用いて染色し，光学

顕微鏡にて AM，リンパ球及び好中球が粘着細胞中に占

める割合を観察した.

実験結果

結果を表 1に示した.図 1-図6には表 1に示した各対

照群を100とした場合の%変化の値を示した.

(1) BALF中の細胞数と細胞生存率の変化

表 1及び図 1と図 2に示すごとく， BALFの mlあた

りの細胞数は 8ppmN02暴露群で1土3日目から対照群

に比べて有意な増加が認められ，4 ppmN02暴露群では

3， 5及び10日目に有意な増加が認められた.また，生

存率の変化は 8及び 4ppmの N02暴露群で暴露期間中

有意な低下が認められた.

(11) 食食能の変化

8 ppmN02暴露群て、は 5日目と 7日目に食食能の

lndex及び Scoreの双方において有意な低下が認められ

たが， 4 ppmN02暴露群てやは 7日目のみに，lndex及ぴ

Scoreの双方に有意な低下が認められた(表 1，図 3，図

4 ). 

UIO 02"産生能の変化

表 1及び図 5と図 6に示すように， 8 ppmN02暴露群

の02"産生能は 3日目から休止時， Zymosan食食時及び

PMA刺激時のいずれの場合にも著しい低下が認めら

れ，特に休止時における低下は暴露関始後 1日目からも

認められた.また， 4 ppmN02暴露群て"は，休止時での

変化は 3， 5及び10日目に有意に低下するが， 7日目で

は有意な差は認められなかった.また， Zymosan食食時

の変化は休止時における変化と相似した低下を示した.

しかし， PMA刺激時の変化は 3日目のみ有意な低下を

示した.

側粘着細胞の染色分類結果

スライドに粘着した細胞の染色状態を図 7，図 8に示

した.二重染色法では AMは赤褐色に染まり，好中球は

青色に染色されている. Acid α.Naphthyl Acetate 

Esterase染色法では AMは細胞質全体がぴまん性に赤

褐色に染色され， リンパ球は赤褐色の l個のスポットま

たは数個のスポットを形成していた.スライドあたり 200

個の細胞について分類を行ったが，;lfラス面に付着残存

した細胞の99%以上は AMであり，リンパ球及び好中球

は 1%以下にすぎなかった.

考察

N02暴露によって AMは破壊されるため，その代償作

用として他の組織から AMが肺胞腔内に遊走してくる

ものと思われる.この現象を確認するため， BALF中の

細胞数と生存率との相関関係を検討してみた. 8 

ppmN02暴露群における両者の相関係数 (r)は-0.614

(n=64， P <0.0001)， 4ppmN02暴露群での相関

係数(r)は一0.571(n=80， P <0.0001)を示し，負の有

意な相関関係が認められた.また，図 lと図 2に示すよ

うに， BALF中の細胞数の変化も 8ppm暴露群では 3

日目以降の細胞数の増加が著しいが 4ppm暴露群の場

合は 3及び5日目には細胞数は増加するが， 7日目以降

は余り増加が認められなかった.これらの結果から，

.N02の濃度に依存して AMの破壊が進み，他組織から

AMの遊走か促進されている可能性が考えられる.

AMなどの食細胞は細菌などの異物を食食すると細

胞内の代謝を克進して，異物を分解処理することが知ら

れている.しかし， N02は AMの食食能を低下させるこ

とが予想されたので， AMによる O2産生能を測定する

際には Zymosan食食時の 02"産生能の他に，休止時及び

細胞膜を刺激し， 02"を産生させる刺激剤の PMAを休止

時に加えて，この時の 02"産生能の変化も検討した.その

結果， 8 ppmN02暴露群の AMによる 02"産生能は休止

時， PMA刺激時において著しい低下が認められた(図

5 ).また， AMの食食能は最高で、も 14%程度の低下(図

3 )を示したが， AMの Zymosan食食時の 02"産生能の

低下は20-32%の低下を示した(図 5).確かに，食食能

の低下は 02"産生の低下を伴うが， N02暴露による AM

の02"産生能の著しい低下は単に AMの食食能の低下に

原因があるとは考えにくい.すなわち，休止時及び PMA

刺激時の O2産生能の低下，また，Zymosan会食時では食

食能の低下以上に 02"産生能が抑制される結果からも，

O2産生の抑制がAMの食食能の低下によるものと判断

することは出来ない.また，4ppmN02暴露群で、の 02"産生

能は 8ppmN02暴露群に比べると，休止時，Zymosan食

食時及び PMA刺激時には全体に AMの 02"産生能への

N02の影響が減弱した結果が得られた(図 6).そこで暴

露期間中における Zymosan食食時の O2産生能と酵母

を用いた食食能の totalscore値の相関関係を検討した

ところ，図 9に示したごとし 02"産生能と食食能の間に

は有意な負の相関関係が認められた(P<O.003).この結果

から， N02
暴露の影響で、 AMの食食能が低下した場合，

O2産生能を含めた細胞内機能が代償的に冗進した可能
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Average Values on Alveolar Macrophage of Rats Exposed to Air or N02 for Various Days 

Exposure Term Cell Number/ Viability Phagocytosis 02 Produetion (n moles/106cells/hr) 

(day) ml BALF( XI05
) (%) lndex(%) Score Resting Zymosan PMA 

control 4.53:t0.80 86. 6:t 1. 2 75.1:t3.1 574:t 63 10 .13:t 1. 70 16. 73:t0. 75 13. 10 :t 1. 34 
1 

N02 4.19士0.46 73.6:t2.8 76.7:t4.8 592:t 98 8.58士1.12 16. 95:t0. 63 14. 98:t 1. 88 

tJE2 O L3 4 L 

control 4. 26:t0. 20 88 .8:t1. 6 80. 2:t5. 5 656:t107 10.67:t 1.12 16 .19:t0. 95 12.76:t1.06 
3 

N02 7.14:t1.25 72.7士2.7 76.6:t7.1 635:t 161 4.39士0.58 12.92:t 1. 45 6. 90:t 1. 00 

control 4.30:t0.73 88. 7:t0. 9 81. 7:t9.3 726:t148 8.91:t3.04 14.53:t2.78 10.99士3.37

E D0 .. 5 
N02 7. 95:t 1.10 75. O:t 1. 4 71.8:t8.5 565:t 116 2. 93:t 1. 26 9.85土2.20 6. 38:t 1. 53 

00 

control 4. 43:t0. 22 89. 5:t 1. 5 81.2:t6.9 695士119 9. 23:t0. 60 17.04士0.70 9. 75:t 1. 30 
7 

N02 6. 37:t0. 78 71.0士3.8 69.7:t9.3 526:t117 3. 95:t0. 62 12 .11:t2. 34 6. 33:t2. 09 

control 4.27士0.82 89.4:t0.7 78. 5:t3.1 519:t 35 11.01:t1.07 16.01士1.44 15. 03:t 1. 57 

1 N0
2 4 .86:t 1. 20 79 .8:t1. 9 80. 6:t5.4 498:t 72 l1.89:t0.94 15.88土0.83 14.17土2.22

control 3 .46:t0. 30 86.5:t1. 7 77.4:t7.5 565:t 138 10.91:t0.95 16. 06:t 1. 39 12. 30:t0. 81 

。ロコ。』. 
3 

N02 6.26士1.08 77.5士1.2 79. 6:t5. 9 651:t 71 5. 67:t 1. 28 12. 45:t2. 29 8.29:t1.19 

control 3. 97:t 0.53 88 .8:t 1. 4 77.2士5.6 55l:t 114 9.75:t1.14 15.01士1.10 10.71:t1.99 
5 

N02 5.70:t1.27 77.l:t 1.2 76.3:t7.8 536:t114 7.00:t1.81 12.9l:t0.77 l1.12:t2.0。
5 0a4 . 

control 4. 80:t0. 69 86. 9:t 1: 0 71.6:t7.8 541士124 9.96:t2.87 14.58:t3.31 10.22:t2.56 
てが

7 N0
2 5.23:t0.76 75.8士1.5 60. 7:t6. 7 344:t 101 7.96士2.03 14 .85:t3. 08 8.10:t3.37 

control 4. 69:t0. 36 89 .1:t 1. 2 73. 6:t6. 8 505:t 103 8.12:t2.11 13. 02:t2. 25 10. 03:t 1. 77 

10 N 5. 77:t0 .96 76. O:t 1. 6 73 .4:t9. 4 426士103 5 .43:t 1. 65 10. 44:t 1. 40 9.17:t1.84 O2 

All results are mean :l:S. D. (n = 8 ) .Index of phagocytosis shows the percentages of positive cells in which one or more yeast 

out of 200 cells tested. Score of phagocytosis is the cumulative number of yeast particle phagocytized by positive cells. 

particles are phagocytized， 

Table 1. 
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Fig.l. Percent C::hanges of Cell Number per ml Broncho-Alveolar Lavage Fluid (BALF) and Viability 
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Fig.2.Percent Changes of Cell Number per ml Broncho-Alveolar LavageFIllId(13ALF)and Viability 
on Alveolar Macrophages of Rats Exposed to 4 ppm N02 against Average Value of Control 
at Various Days 
仁コ:Control， r:ZZJ : N02， 0: P<O.02，・:P<O.Ol， *: P<O.OOl 
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Fig. 3. Percent Changes of Phagocytosis on Alveolar Macrophages of Rats Exposed to 
8 ppm N02 against Average Value of Control at Various Days 
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Fig. 4. Percent Changes of Phagocytosis on Alveolar Macrophage~ of Rats Exposed to 
4 ppm N02 against__Averag巴 Valueof Control at Various Days 
仁コ:Control， 0 : N02， ・:P<O.Ol，女:P<O.005 

↑生が考えられた.すなわち， 4 ppm暴露では 7日自のみ Zymosan食食時の O2産生能と食食能とは有意な相関関

に有意な食食能の低下(図 4)が認められ， O2産生能は 係は認められなかった.このことは，N02のAMに及ぽ

7日目に対照レベルまで戻る現象が認められた(図 6). す影響として， 8 ppmN02暴露群の場合は，4 ppmN02 

また，島田ら 30)は喫煙者では AMの食食能の低下に伴 暴露に比べて，食食能の低下を償う O2産生能の代償的充

い，ある程度 AMの殺菌能を反映すると考えられている 進が起こりにくかったものと思われる.尚， Goldstein 

Nitroblue Tetrazolium (NBT)還元能が上昇し，食食 らl山)は17時間の N02暴露後に感染させたマウスの肺

能と NBT還元能の間には負の相関関係が認められるこ における殺菌能の低下は 7ppm以下の N02濃度て、は有

とを報告している.しかし ，8ppmN02暴 露 群 では 意差が認められないことを報告している.N02の殺菌能
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Fig. 5. Percent Changes of 02 Production on Alveolar Macrophages of Rats Exposed to 
8 ppm' NOz against Average Value of Control at Various Days 
亡コ:Control， E2':2I : NOz， *: P<0.05， .: P<O.Ol， す:P<0.005， *: P<O.OOl 
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Fig.6. Percent Changes of 02 Production on Alveolar Macrophages of Rats Exposed to 
4 ppm NOz against Average Value of Control at Various Days 
亡コ : Control， r22l : NOz， 0: P<0.02， 女:P<0.005， 安 :Pく0.001

の低下をもたらすメカニズムについては良〈分っていな

い.しかし， NOzが細胞膜に作用し過酸化脂質を作るこ

と31→へまた， in vitroの実験ではあるが，その過酸化

脂質と AMを培養して細菌を食食させた場合，細菌の食

食率が著しく低下すること，更に， AM中のグルコース

からの COz産生能の低下及び解糖系のぺントース回路

の酵素活性の低下が生じることが報告されている 34) 一

方， AMによる 0;産生は細胞膜にある NAD(P)H

oxidaseによって行われると考えられており，平井ら35)

は組織化学的な方法を用いて，ラットの AM中の NAD

(p) H oxidaseは主に細胞膜の外面，細胞内の液胞には

内腔面に存在することを確認している.上記の報告例か

ら， NOzが直接に，又は，暴露によって生じた過酸化脂

質が解糖系に作用した場合には，NAD(P)H oxidase 活

性に必須の補酵素 NADPH又は NADHの産生が阻害

されて 0;産生能の低下が生じるだろう.もう一つの可能

性としては，AM中に SODが存在し36)，また， SODはO2

を109M-1 sec-1の早さで HzOzに変換すること37)も知

られており，更に， NOzの暴露によって姉中の SOD活性

が上昇することも報告されていること 38)から .NOzの暴
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露によって AM中の SODも同様に活性化され，培養中

に生じた 0;をすみやかに H202に変換させ，0;の低下を

招いたことも考えられる.それ故， AM中の NAD(P)H

oxidase 活性及ぴSOD活性に及ぽす N02の影響につい

ても検討する必要があろう.最後に ，4ppm 濃度の N02

暴露で AMの生存率，食食能及ぴ0;産生能の低下が認

められたことから考えると，現在の労働衛生上で勧告さ

れている N02濃度の 5ppmでは，易感染状態になり得

る可能性が強いと思われる.
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Explan込tionof Figures 

Fig. 7 Chloroacetate esterase activity is indicated 

by discrete blue granules in the cytoplasm of 

the neutropils and nonspecific esterase is 

indicated by dark red granules in the macro-

phage. (x 1000) 

Fig. 8 The cytoplasm of macrophages is indicated 

on diffused dark red and that of lymphocytes 

is indicated on a few spotty dark red. ( x 

1000) 
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N02と03の長期複合暴露によるラットの病理組織学的変化(第 2報)

一一肺の電子顕微鏡的観察一一

寺田伸枝ヘ池田真悟ぺ福田雅夫へ大津 誠喜ヘ

鈴 木 孝 人 ぺ 溝 口 勲ぺ林 t益t'ド*
kと

Eeffects of Long-Term Exposure to a Mixture of Nitrogen Dioxide and Ozone ( 11 ) 

一一ElectronMicroscopic Study of Pulmonary Alveolus-一一

NOBUE TERADAへSHINGOIKEDA *， MASAO FUKUDA *， MASANOBU OHSAWA *， 

T AKAHITO SUZUKI*， ISAO MIZOGUCHI* and YUT AKA HA YASHI** 

The pulmonary response of rats was observed by electron microscopy after continuous exposure to 

either 0.1 ppm ozone (03) or a mixture of 0.1 ppm 03 and 0.3 ppm nitrogen dioxide (N02) for 1，3，6 

and 18 months 

After 1-month巴xposureto 03 ，hypertrophy and increase of Type 11 cells， increasing permeability of 

capillary endothelial cells were observ巴d.After 3-month exposure a more remarkable edema was 

observed which almost disappeared after longer exposure of 6 and 18 months 

The changes caused by a combined exposure to 03 and N02 at the interstitial connective tissue 

appeared to be somewhat more marked than those caused by exposure to 03 alone. The edema of 

pulmonary connective tissue further progressed as the exposure was prolonged. 

Keywords : mixture nitrogen dioxide， ozone， rats， pulmonary ，electron microscopy， edema， permeability， 

Type 11 

緒
ヰ

百

二酸化窒素 (N02)は，大気汚染物質のひとつとして，

最近とくに重視されているガス状成分であり，その生体

影響に関する研究も数多くなされている.低濃度の N02

への長期暴露による肺の病変として，気管支上皮細胞の

肥大性変化，細胞浸潤を伴う肺胞道壁および肺胞道付近

の肺胞壁の肥厚と細胞増加などがあげられる 1，2ム4，5) ま

た，これらの病変の強さの程度と暴露濃度の聞に量・影

響関係がみられること，低濃度領域における病変の進行

はごく緩徐であり，一旦病変が成立した後，病変が次の

段階に進むまでに，同程度の強さの変化がかなりの期間

持続することが報告されているMベ
一方，オゾン (03) は， N02と同様に主要な大気汚染

物質のひとつであるが，姉の末梢部に至り，そこに主な

障害を起すことが報告されている6，7，8) しかし，低濃度の

03による長期暴露実験の報告は少しその詳細は明らか

ではない.また，N02と03の複合影響に関する研究L
Freemanら9)，Y okoyamaら10)，寺田ら 11.12)の少数の報

告のみである.

本報告は， N02および 03ともに，各々の単独暴露によ

る影響の認められ得る最少有効濃度限界を用いて，長期

複合暴露を行い，複合暴露のラットの肺に及ぼす影響に

ついて病理組織学的に検討したものである.

方法

5週令の F344/DuCrj雄ラ、ソト (日本チヤールス・リ

バー)を用いて， 0.1 ppm濃度の 03に単独暴露した群，

0，3 ppm濃度の N02tこ0.1ppm 濃度の 03を複合して

暴露した群および対照群にわけ，1，3，6，18ヶ月聞の連続

暴露を行った.なお， 03は1日8時間，N02については

終日暴露である.

*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

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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病理学的検索のためには，各群100匹のうちから各観察

時期に無作為に 4匹を選び¥ネンブタール腹腔内注射に

よる深麻酔下で開胸し，気管支から2.5%氷冷グルタール

アルデヒド固定液を注入し，再拡張固定を行った.左肺

中央部から 2片の水平断切片を採取し，透過電顕および

光顕用試料とした.電顕用試料は，常法に従ってオスミ

ウム固ま後固定し， Epon包理，薄切，錯酸鉛・ウラニル重染

色を行って観察した.

結果

1. 0.1 ppm 0，単独暴露群

1) 1ヶ月暴露群光顕的には，肺の病変はきわめて軽

度であり，肺胞領域では細胞の増多と，肺胞壁の不規則

な幅の増加がみられる程度である.

電顕的な観察では，日市胞壁間質に軽度の水腫がみられ

る.すなわち，肺胞壁毛細血管の内皮細胞はやや膨化し，

細胞質に小型の pinocytoticvesiclesが増加している.肺

胞上皮細胞では， 1型細胞の細胞質の一部が乳頭状に膨

出している部分がみられる.また細胞質の小空胞も増加

している.肺胞壁間質に規則正しく配列していた隠原線

維は，部分的に配列が乱れ，疎転化している.また水腫

を起している肺胞竪に遊走細胞が少数みられる.肺胞上

皮の11型細胞は，数を増しており，かつ個々の細胞は腫

大し，細胞質には，多数の増大した層状封入体とミトコ

ンドリアがみられる.また，中間型の細胞，すなわち細

胞質が乏しし核の性状も I型細胞に近い形態を示すが，

層状封入体が不明瞭ながら存在し，微繊毛も少数認めら

れ， 11型細胞の形態が保たれている細胞もみられる.ま

た，ところにより肺胞壁に間質細胞が目立つ.

(Fig.1，2，3.4) 

2) 3ヶ月暴露群光顕的には，肺胞領域では，ぴまん

性に細胞の増多がみられたが，その程度は 1ヶ月暴露群

より軽し肺胞獲の肥厚も軽度かっ散在性である.

電顕的には，肺胞壁間質の水腫は， 1ヶ月暴露群より

著明である.肺胞壁毛細血管の内皮細胞は膨化し，この

ため毛細血管の内腔が狭少化している部分もある.また，

細胞質の pinocytoticvesiclesは数を増し，個々の空胞も

大きくなっている.肺胞上皮 I型細胞の細胞質の小空胞

も大型になっている.これに対応して，肺胞壁間質に水

腫液が貯留し，組織間隙の聞大がみられ，月琴原線維は配

亨IJが乱れ，疎穏化している.水腫を起こしている肺胞壁

には，遊走細胞と，線維芽細胞がみられる場合もある.

(Fig.5.6.7.8) 

3) 6ヶ月暴露群光顕的には， 1， 3ヶ月暴露群にみ

られた肺胞領域における細胞の増多と肺胞壁の肥厚はほ

とんど認められない.

電顕的に仏大部分の肺胞壁は，対照群と同様にきわ

めて薄い air-bloodbarrierの像として認められる.しか

し，部分的に肺胞壁間質の水腫がみられ，これは 3ヶ月

暴露群より進行した変化である.毛細血管内支細胞の細

胞質の pinocytoticvesiclesの数の増加に加えて，空胞の

大小不同がみられる.基底膜と内皮細胞の密な結合が失

われ，空隙様の部分を生じていることもある.肺胞上皮

の11型細胞のみいだされる頻度は低い. (Fig.9.10) 

4) 18ヶ月暴露群光顕的には， 6ヶ月暴露群と同様に

肺胞領域の変化は認められず，対照群との違いは明らか

ではない

電顕的にも，肺胞壁は薄〈伸展した air.bloodbarrier 

を形成していることが多い.また，腕胞上皮の11型細胞

の数や形態にも変化がみられない. しかし，部分的に肺

胞壁の水腫が認められ，これは 6ヶ月暴露群よりさらに

進行した変化である.すなわち，毛細血管内皮細胞の細

胞質が内腔に向って輪状に突出したり，基底膜と内皮細

胞との聞の密な結合が失われ，空隙機部分を生じており，

このため血管内腔が狭少化している場合がみられる.

(Fig.ll.12) 

11. 0.3 ppm N02と0.1ppm 03による複合暴露群

1) 1ヶ月暴露群光顕的には， 03単独暴露群と同様で、，

肺胞領域における細胞の増多と，肺胞壁の不規則な幅の

増加がみられる.

電顕的には，肺胞壁間質に水腫がみられ，これは 03単

独暴露群より著明である.姉胞壁毛細血管の内皮細胞は

膨化し，細胞質の pinocytoticvesiclesの数が増加してい

る. 1型細胞の細胞質の一部が乳頭状に膨出し，細胞質

の小空胞も増加している.水腫液が貯留し，聞大した組

織間隙に遊走細胞が数多く見出され， また，膝原線維の

離関がみられる.肺胞壁に間質細胞の見出される頻度が

高い.部分的に，基底膜と内皮細胞との聞の密な結合が

失われ，空隙様部分を生じている.大型のミトコンドリ

アと層状封入帯を多数有する 11型細胞が増加しており，

また I型と 11型の中間型の細胞もみられる.

(Fig.13.14.15.16) 

2) 3ヶ月暴露群光顕的には肺胞領域の細胞の増多は，

lヶ月暴露群より減弱しているが，局所的に肺胞壁の幅

の増している部分もある.

電顕的には， 1ヶ月暴露群にみられた肺胞壁の水腫はさ

らに著明となり， o市胞壁毛細血管の内皮細胞は膨化し，

膨化した内皮細胞のための血管内腔が狭くなっている部

分もみられる.また細胞質内の pinocytoticvesiclesの数
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が増し，かつ大型化している. 1型肺胞上皮細胞の表面 細胞質の小空胞の増加がみられた.水腫液が貯留し聞大

には，小さい突出が多くみられ，細胞質内の小空胞の数 した組織間隙に遊走細胞と，疎格化した膝原線維がみら

が増し，大型化している.基底膜と内皮細胞の聞の密な れた.間質におけるこのような変化は，光顕的に観察さ

結合が失われ，空隙機の部分がみられる.肺胞壁の穆原 れた肺胞壁の不規則な幅の増加と対応するものと考え

線維は，配列が乱れ，水腫液の貯留によって開大した組 る.しかし，光顕的に，これらの水腫性変化に相当する

織間隙に散在しており，肺胞壁に規則正しく配列してい 肺胞壁の厚さの増加は，肺胞領域全体に均等にみられず，

る謄原線維はほとんどみられない.II型細胞は，大型の 肺胞壁には種々の段階の変化が混在しているものと推定

ミトコンドリアと層状封入体を多数有しており，またそ される.また大きなミトコンドリアと層状封入体を多数

の放出像もみられる. 1型細胞と II型細胞の中間型細胞 有する II型細胞の増加と， 1型と II型の中間裂の細胞が

もみられる. (Fig.17，18，19) みられ，肺胞腔内への肺胞被覆物質の分泌の充進と，損

3) 6ヶ月暴露群光顕的には， 1， 3ヶ月暴露群にみ 傷された I型細胞を修複する機構が働いていると考え

られた肺胞領域における細胞の増多，並びに肺胞壁の肥 る.また，電顕的にみられた II型細胞の増加は，光顕的

厚はほとんど認められず， 03単独暴露群の場合と同様に にみられた肺胞領域の細胞の増多と対応するものと考え

消失する傾向にあった. る.

電顕的には，ij市胞壁間質に， 3ヶ月暴露群より進行し 低濃度の 03による長期暴露実験の報告は少い.7日間

た水腫がみとめられる.毛細血管内皮細胞の膨化は目立 の連続暴露の場合， Plopperらはベ 0.1ppmが，

つものではないが，細胞質の pinocytoticvesiclesの数の Schwartzらは7ヘ 0.2ppmが組織的学変化の検出できる

増加と大小不同に加えて，空胞化した部分がある.基底 濃度限界であるとしている.また， Boormanら8)は，

膜と内皮細胞との閉め密な結合が失われ，空隙様の部分 0.2，0.5，0.8 ppmの 03に20，50，90日聞の暴露を行い，

を生じており，毛細血管を囲んで、空隙様部分がその全周 0.5，0.8 ppmでは全期間とも air-bloodbarrierの平均

にみられる.肺胞上皮細胞のII型細胞の増加は目立つも 肺胞壁厚の増加と，炎症性細胞の移出などの組織学的変

のではなかったが，個々の細胞は大型ミトコンドリアを 化がみられたが， 0.2 ppmでは90日後には対照群と同様

有している.水腫液の貯留によって聞大した組織間隙に， であったことから， 0.2ppmの03て"は順応がみられると

走行の乱れた服原線維と遊走細胞がみられる. 述べている.

(Fig.20，21，22.23) 本実験においても，暴露6，18ヶ月後では，大部分の肺

4) 18ヶ月暴露群光顕的には，肺胞領域の変化は明ら 胞壁は簿〈伸展した air-bloodbarrierの像として認め

かではない. られたが，部分的に進行した水臆がみられ，肺胞壁には微

電顕的には， 1， 3， 6ヶ月暴露群より，また 03単独 弱ながらも常に進行的な変化が起きていると考える.一

暴露群より著明な水腫がみられる.毛細血管内皮細胞の 方，肺胞上皮では，暴露6.18ヶ月後には，暴露1， 3ヶ月

細胞質の pinocytoticvesidesの数の増加，大ノl、不同に加 後に比べ， II型細胞の見出される頻度が低しまた I型

えて，のう胞状のものもみられる.肺胞上皮 I型細胞の とII型の中間型細胞もみられなかった.このことから，

細胞質にものう胞状の空胞がみられる.血管内皮細胞の 0.1 ppm程度の 03の肺胞上皮に及ぼす影響は一過性の

細胞質が内腔に向って輪状に突出していたり，基底膜と ものであり，継続的な変化をひきおこすことはないと考

内皮細胞の密な結合が失われ空隙様部分を生じている. える.

この空隙様部分に遊走細胞と，離関した際原線維がみら 0.3 ppmの N02と0.1ppmの03による複合暴露によ

れる部分もみられる.II型細胞の増加は目立つものでは る変化として，基本的には 03単独暴露群と同様の病変，

ないが個々の細胞は，大型ミトコンドリアと層状封入休 すなわち，肺胞壁間質の水腫と，II型細胞の増加として

を有 しており，またその放出像もみられる. みとめられた.しかし，暴露のいずれの時期においても，

(Fig.24.25，26) 03単独暴露群より顕著で、，広範な水臆がみられ，暴露期

考 察

O.lppm 03単独暴露による変化として，肺胞壁間質の

軽度の水腫がみられた.その主病変として，血管透過性の

冗進と示唆する肺胞壁毛細血管の内皮細胞の膨化と細胞

質の pinocytoticvesiclesの増加と，肺胞上皮 I型細胞の

聞の長期化に伴って進行する変化であった.また，前報

に記した様lこlへ肺胞毛細血管の血流障害等による赤血

球の崩壊を示唆する血鉄細胞が，複合暴露群の18ヶ月後

に多数認められており，病変の進行を裏づけるものと考

える.
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N02と03による複合暴露実験は，ほとんどなされてい

ない.Freemanらは9)，2.5 ppmの N02と0.25ppmの

03に複合暴露されたラットで観察された肺胞道と末梢

気管支の病変は，主に 03によるものであり，暴露 6ヶ月

後には正常に復したことを報告している.寺田らは 11)，

0.5，1.0，2.0 ppmの N02に各々0.1ppmの 03を複合し

て，90日聞の暴露を行い，複合暴露では， .03単独暴露に

比べ，病変が増強され，また一旦成立した病変のより長

期にわたる持続が認められたことを報告している.

一方，低濃度の N02による病変として，河野らはベ 0.5

ppmの N02を19ヶ月間長期連続暴露し，肺胞では II型

細胞の腫大と増加，肺胞壁では 2ヶ月後から毛細血管内

皮細胞の透過性の充進 4ヶ月後から肺胞壁間質の水腫

がみとめられ，この変化はその後も増強し， 19ヶ月後に

も持続していることを報告している.また，竹中らは5>，

0.4 ppmの N02に連続暴露したラットで，電顕的な平均

肺胞壁厚の上昇を，18ヶ月後にみとめたことを報告して

いる.

以上のように，きわめて低濃度の N02によっても，長

期暴露を行うと，肺に変化が生じることが推定される.

本研究の複合暴露群にみられる水臆の増強と，II型細胞

の継続的な変化は，主に 03によるものとはいいきれず，

微弱ながら進行していた N02の影響が，03を複合するこ

とによって強められ，より顕著に表われてきたとも考え

られる.

(本研究は昭和59年度当研究所調査研究課題「複合大

気汚染に係わる健康影響調査に関する研究」として実施

したものである.) 
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Explanation of figures 

Fig.1， 2，3 and 4 show exposed to 03 for 1 month. 

Fig. 1. Slight edema of interstitial connective tisuues 

(*) . 

Wandering cell in alveolar wall (* *) ( x 

9000) . 

Fig. 2. Pinocytotic vesicles in capillary endothelial 

cells ( *) . 

Edema and interstitial cell (* *) (x 9000) . 

Fig. 3. Increas巴dalveolar Type II cells ( * ) ( x 7000) . 

Fig. 4. An alveolar Type Il c巴11resembl巴dto alveolar 

Type 1 cell (microvillies and few lamellar 

bodies) (*) (x 3000) 

Fig. 5， 6， 7 and 8 show exposed to 03 for 3 months. 

Fig. 5. Edema of interstitisl connective tissues ( * ) . 
Pinocytotic vesicles in capillary endothelial 

cells( * *) . 
Blebbing of Type 1 cell (企)(x9000). 

Fig. 6. Edema of interstitial connective tissues. 

Fibroblast ( * ) and wandering cell (* *) ( x 

10000) 

Fig. 7. Increased alveolar Type Il cells(x3000). 

1) Stephens，R.J. ，Freeman，G.and Evans，M.J. Fig. 8. Increased Type Il cells. 

Arch. Environ. Health， 24，160，1972 Edema of int巴rstitialconnective tissues ( * ) 
2) Stephens，R.J. ，Freeman，G. ，Grane，S.C.and (x 3000) 

Furioshi， N . J. : Exp. Mol. pathol. ，14，1，1971 Fig. 9 and 10 show exposed to 03 for 6 months. 

3 )寺田伸枝，鈴木孝人，大沢誠喜，福田雅夫，溝口 Fig. 9. Loose contact of cappilary endothelial cells 

勲，河合i青之.東京衛研年報， 32-1，250，1981 with basement membrane were observed ( * ) 
4 )河野俊彦，林豊:大気汚染学会誌， 16，313，1981 (x3600). 

5 )竹中参二ら.国立公害研究所研究報告， 15，171，1980 Fig.10. No difinite change(x3600). 

6) Plopper， C. G. et al : Arch. Environ， Health， Fig. 11 and 12 show exposed to 03 for 18 months. 

34， 390，1979 Fig. 11. Ring structure projecting into capillary lumen 

7) Schwartz，L.W.et al ・Lab.Invest. ，34，565，1976 (x 2400) . 

8) Boorman，G.A.巴tal : Lab. Invest. ，43 108，1980 Fig. 12. Loose contact of capillary endothelial cells 

9) Freeman， G. ，J uhos， L. T . ，Furioshi， N . J . ， with basement membrane were observed ( x 

Mussenden， R.， Stephens， R. J. and Evans， M. J. : 7000) . 

Arch. Environ. Health， 29，203，1974 Fig. 13， 14，15 and 16 show exposed to a mixture for 1 
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month. 

Fig. 13. Loos巴 contactof capillary endothelial cells 

with basement membrane were observed 

partialy ( X 6000) . 

Fig.14. Interstitial cells( *) (x 1800) . 

Fig. 15. Type II cell with enlarged lamellar bodies ( x 

3000) . 

Fig. 16. Edema of interstitial connective tissues and 

thickened interstitial tissues (*) (x 2400) . 

Fig. 17， 18 and 19 show expos巴dto a mixture for 3 

months. 

Fig.17. Remarkable pinocytotic vesicles in capi1lary 

巴ndothelialcells ( *) (x 10000) 

Fig. 18. Edema of interstitial connective tissues 

Fibroblast ( *) and wandering cell ( * * ) ( x 

3000) . 

Fig. 19. Increased alveolar Type II cells 

Type II cells resembled to Type 1 cell ( * ) 
(x7000). 

Fig. 20， 21， 22 and 23 show exposed to a mixture for 6 

months 

Fig. 20. Edema of interstitial connective tissues 

Remarkable pinocytotic vesicles ( * ) ( x 

12000) . 

Fig. 21. Increased Type II cells resembled to Type 1 

cell (*) (x 6000) . 

Fig. 22. Wandering cell in the edematous alveolar wall 

(*) (x 6000) . 

Fig. 23. Loose contact of capillary endothelial cells 

with basement membrane ( x 6000) . 

Fig. 24， 25 and 26 show exposed to a mixture for 18 

months 

Fig.24. Marked edema， ring structure and pinocytotic 

vesicles (x 4800) 

Fig.25. Loose contact of capillary endothelial cells 

with basement membrane and Type II cell 

with enlarg巴dlamellar bodies( x3600) 

Fig. 26. Marked edema. Vacuolar changes in cyto-

plasm of capi11ary endothelial cells and Type 

1 cells( *) (x 7000) . 
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尿中ノ、ィドロオキシプロリンの測定法の検討

池田異悟ペ鈴木孝人ヘ加納嘉子ヘ溝口 勲*

Improved and Simplified Method for the Spectrophotometric Determination 

of U rinary Hydroxyproline 

SHINGO IKEDAへTAKAHITOSUZUKI*. TAKAKO KANOH* 

and ISAO MIZOGUCHI* 

Urinary excretion of hydroxyproline (HOP) results from the breakdown and metabolism of 

collagen in the lung tissue or skin. Kasuga and his co-workers showed that urinary hydroxyproline 

served as a useful index for the objectionalbe effects on human health caused by air pollution. especially 

through exposure to nitrogen dioxide. 

Many reports have been made concerning optimum conditions for the measurement of urinary HOP 

on the basis of the Kasuga method using both an ion-exchange resin and activated charcoal. We 

developed a simpler manual method for HOP measurement incorporating several modifications. Our 

method did not us巴 anion-exchange resin and activated charcoal because their use occasionally had 

adverse effects on the sensitivity and reproducibility of urinary HOP measurement. 

Our method gave good quantitative recoveri巴s(approximately 97.0-100.0%) and high sensitivity. 

As a further advantage. the presence of amino acids other than HOP in urine had little or no 

adverse effects on the color development. 

Keywords : air pollution. urinary hydroxyproline. nitrogen dioxide 

緒 百

大気汚染，特に窒素酸化物による生体影響調査で健康

障害の指標として，尿中ハイドロオキシプロリン

(Hydroxyproline: HOP)が注目されている.

尿中の HOPの測定は，膝原病，骨腫場および、肺気腫な

ど主に組織損傷に係る疾患の補助診断のーっとして開発

され種々の測定法ト10)が報告されている.最近，春日

ら11，12)は，喫煙および大気汚染(主に窒素酸化物)による

人体影響調査で同じく尿中 HOPを測定している.春日

ら11，12)の方法は，尿を加水分解し，その水解物に活性炭と

樹脂の混合物を加えて，溶液の脱色を行う.次いで，その

上澄液を蒸発乾固し，残i査を希塩酸溶液で溶解してその

溶液中の HOPをBergman5
)らの方法に従いオートアナ

ライザーで分析している.

活性炭，樹脂の添加は，主に尿水解物の着色，および

HOP発色阻害物質を除去し，試料吸光度への影響を少

くするためである.しかし，尿水解物中の HOPは活性炭

に吸着され易い.そこで，活性炭，樹脂を使用せずに尿

水解物の着色による影響を低下させる方法を考案し，こ

れに Bergman5
)らの所用試薬量などに若干の変更を加

えた方法を組み合せて鋭敏性，再現性など良好な結果が

得られる簡便な測定方法を見出した.以下その報告であ

る.

測定方法

1 . 試 薬

1) Oxidant 溶液

@ 酢酸クエン酸緩衝液 (pH6.0)

酢酸ナトリウム(3水塩)57.0g， クエン酸ナトリウム

(2 *~孟) 37.5g， クエン酸5.5gを約500mlの水にj容解

し，更にイソプロパノール385mlおよび水を加えて全量

機東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1

ホ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1.Hyakunincho 3 chome. Shinjuku-ku. Tokyo.160 ]apan 
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IIとした.

⑮ 7%クロラミンT溶液 (w/v)

@と⑮を 4 1の割合にして，良〈混ぜ合せた.

(使用時調整)

2) Ehrlich試薬

70%過塩素酸20.9mlにノfラジメチルアミノベンズア

ルデヒド (p-dimethylaminobenzaldhyde)17. 6gを溶解

し，イソプロパノールを用いて全量100mlとした.(使用

時調製)

3 )ハイドロオキシプロリン標準液

Hydroxy-L-prolin 50mgを0.02規定塩酸溶液50ml

に溶解し，この液を HOP標準液の原液とした.検量線作

成は，この原液をイソプロパノールを用いて，所要濃度

(0，2，5，8，10μg/ml)に希釈調整して用いた.

使用薬品は，いずれも和光純薬工業株式会社製を使用

し， p-dimethylaminobenzaldhydeは生化学用.クロラミ

ンT，イソプロパノール， Hydroxy-L-prolinおよび過塩

素酸は特級品.他の薬品は，アミノ酸自動分析用を使用

した.なお測定方法の検討と実験の項， 4で使用したア

ミノ酸混合液は，アミノ酸混合標準液， AN型を用いた.

2.供試材料

使用した尿は，小学校学童 4年と 5年の早朝尿である.

採尿後，ただちに保冷し，分析時まで 20'Cで保存した.

3. HOPの定量

1 )試料の加水分析

試料尿1.0mlをネジ付試験管 (PYREX)にとり，蒸留

7.k1.0mlと濃塩酸2.0ml添加し試料を110'Cで15時間放

置した.なお尿は最終濃度 6規定塩酸で4倍に希釈され

加水分解された.

2 )中和処理

加水分解した試料を冷却し，その1.0mlを共栓小試験

管に移し， 1.2規定水酸化ナトリウム4.0mlを加えて中

和した。加水分解物は5倍希釈され，中和後の試挙j.pHは

約0.8-1.7の範囲を示した.

3) HOPの比色測定

中和処理済の試料0.5mlを小試験管にとり，次にイソ

ブロパノール1.0mlとOxidant溶液1.0mlを加えて良

〈混合し，約 4-5分室温に放置後， Ehrlich試薬1.0ml

を加える.

更に良く混合して60'Cの水浴中で20分間加熱して流水

で冷却後，分光光度計(島津製作所，UV240型)で波長562

nm， 10mmセルを用いて吸光度を測定した.

試料 Blankは，中和試料0.5mlにイソプロパノール

1.0mlを加え， Ehrlich試薬1.0mlおよび Oxidant溶液

1.0mlの順に順序を変えて添加し，上記の HOP測定方

法と同様に処理して試料 Blank値とした.

4)計算方法

測定日毎に， HOP標準液で検量線を作り，試料吸光度

に相当する HOP量を検量線から求める.更に各々の試

料 Blank値を差し引いた測定値を20倍して，試料 HOP，

μg/mlを求めた

測定法の検討と実験

1.加水分解溶液の中和

尿を加水分解した溶液は，一般に，フェノールフタレ

インを指示薬として水酸化ナトリウム液で中和し，更に

塩酸溶液で至適 pHに調整する.しかし，試料毎に添加す

Table 1. Composition of Amino Acids Standard Solution， 

アミノ酸

o -Phosphoserine 

o -Phophoethanolamine 

Taurine 

Urea 

Hydroxy-L-Proline 

L-Aspartic Acid 

L-Serine 

L-Asparagine 

Sarcosine 

L-Proline 

L-Glutamic Acid 

L-Citrulline 

Glycine 

L-Alanine 

μmollml 

1. 25 

1. 25 

1.25 

50.00 

2.50 

2.50 

2.50 

1. 25 

6.25 

2.50 

2.50 

2.50 

2.50 

2.50 

Type AN ((注〉約O.lNHCl溶液〉

アミノ酸

L-α-Aminoadipic 

DL-αAmino-n-butyric Acid 

L-Valine 

L-Cystine 

L-Cystathionin巴

L-Methionine 

L-Isoleucine 

L-Leucine 

L-Tyrosine 

L-Phenylalanine 

β-Alanine 

L-β-Amino-iso-butyric Acid 

L -Threonine 

μmollml 

1. 25 

1.25 

2.50 

2.50 

1.25 

2.50 

2.50 

2.50 

2.50 

2.50 

2.50 

2.50 

2.50 
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る酸，アルカリ溶液が異なるため，試料の希釈率は同ー

にはならない.春日ら 11，12)はこの繁雑さをさけるため水

解物の一定量を蒸発乾回し，残j査に一定量の塩酸を加え

て試料希釈率を同一にしている.蒸発乾聞には3-4時間

を要しこの聞の試料の飛散や汚染も無視できない.そこ

で先づ尿水解物を中和し至適 pHに調整する水酸化ナト

リウム溶液の濃度およびその量を検討した.

すなわち，加水分解した同一尿の種々の pHを示す溶

液を調整し，それぞれに Oxidant，Ehrlich試薬を加えて

発色させその吸光度を測定した.最高吸光度を示した試

料吸光度を100%として各 pH試料の発色率を求め，この

発色率から至適 pHと，添加水酸化ナトリウム液量およ

び濃度を計測した.

2. Oxidant溶液の作用時間

加水分解された尿中の遊離 HOPは，酸化剤クロラミ

ンTによって酸化され pyrrole.2・carboxylicacidを生

成し，次の操作の加熱で脱炭酸した pyrroleに変換す

る.この pryrroleはEhrich試薬 中 の p.dimethyl.

aminobenzaldehydeと反応して赤色の化合物を作る.

そこで，酸化剤クロラミンTの有効作用時間を Ehr.

lich試薬で発色させた吸光度の変化から検討した.

3. Ehrlich試薬による呈色の安定性

Ehrlich試薬添加後の加熱温度および、反応時間につい

ては，笠原ら 13)の検討報告に従った.しかし，多数検体を

同時処理する場合には，呈色の安定性が要求される.

そこで，尿水解物にイソプロパノール， Oxidant試薬

および Ehrlich試薬を加えて6O"C，20分間加熱した後，た

だちに流水で、試料を冷却した.反応終了後から150分まで

の吸光度を測定し，その変動を調査した.

4. HOPの回収試験および共存するアミノ酸の影響

HOPはアミノ酸の一種であるから尿中に共存する他

のアミノ酸が示す発色過程への影響は無視出来ないもの " 

と思われる.そこで試料尿に HOP標準液1.0ml或はア 日

ミノ酸混合液1.0mlを添加し， HOP測定方法の項に示 ℃ 

した方法で各溶液中の HOP量を測定し HOP回収率か 2 
〉

ら共存アミノ酸の影響を検討した.

5. HOPの測定範囲

濃度の異なる A，B尿の加水分解液に種々の濃度

(0 -25μg)のHOP標準液1.0mlを添加し，上記の

HOP測定方法により，各A，B 溶液中の HOP量を求め

尿を用いた検量線を画いて， HOP 測定値の直線域から

HOP 測定範聞を求めた.

6.試料 Blank値について

尿水解物の着色は吸光度測定に影響し，また操作手順
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を繁雑にする.春日ら 11.12)の方法および Goverde6)，

Nobbsら引の方法では，操作工程にイオン交換樹脂，又は

活性炭処理を加えて脱色を試みている.しかし， HOP含

量が低い試料などその使用量によって測定誤差が生じ易 I

< ，あまり容易な方法ではないと思われる.また，この

操作を省略することは，省力，処理能力を増大させる.

尿水解物の着色を抑える基本的な操作は，原尿を希釈

することである.そこで，本方法では，試料を測定可能

な範囲まで希釈しそこに必要な試薬使用濃度を調整して

試料 Blank値の低下を試みた.

7.本方法と活性炭，および活性炭と樹脂使用方法，

並びに，氷解物の中和工程に試料の蒸発乾固工程を加え

たこれら 3方法の比較

濃度の異なる 3試料尿について，本方法と活性炭およ

び活性炭に樹脂を加えた方法，また中和工程に試料の蒸

発乾固工程を加えた試料中の HOPを測定し， 3方法を

比較し検討した.なお，いずれも同一試料を 3回測定し

た

結果

1.加水分解溶液の中和

図iで明らかなように pHO.7-1.8の範囲の試料が高

い吸光度を示し，アルカリ側に pHが進むほど吸光度の

低下が認められ，中和工程の試料至適 pH域は， 0.7-d.8

で、あった.

2. Oxidant溶液の作用時間

Oxidant 溶液の添加後，約 2-3分後に吸光度は安定

し，その後約20分間は一定値を示した.この結果から

Oxidant 溶液による酸化は約 5分間の作用で充分で、あ

り， Oxidant 溶液添加後20分以内に Ehrlich試薬を加え

ることが必要で、あることがわかった. (図 2) 

. 

a
H
M
 

E
1
u
 

」

o
-
o
u

7 10 
pH 

13 

Fig. 1. Color Yield as a Function of pH 
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3. Ehrlich試薬による呈色度の安定性

Ehrlich試薬を添加して加熱，冷却した後，約20分間で

吸光度は安定し， 150分まで同一吸光度を示した.(図 3) 

4. HOP回収試験および共存アミノ酸の影響

尿に HOP或はアミノ酸混合液を添加し本方法による

添加 HOP回収率を求めた.

標準 HOP溶液の回収 HOP濃度を100%とした場合，

尿からの HOP回収率は97.9%アミノ酸混合液と添加し

たHOP回収率は104.9%であった.また，アミノ酸混合

Fig. 2. Time Course of the Reaction between the 液の回収 HOP濃度を100%とした場合では，尿からの

Oxidant Solution and Free Hydroxyproline. HOP回収率は97.2%，HOP標準液からの HOP回収率

は104.1%といずれも高い回収率が得られた. (表 2) 

更にこれらの結果から本方法は尿中に共存するアミノ

酸の影響をあまりうけないごとが明らかにされた.

5. HOPの測定範囲

図4に示すように本方法による HOP検量線の直線域

0.4 
出

iコ I _.... .一一ー--・一一一一ー一・一一_______.
<( 0.3 1〆.'

0.2 

0.1 

30 60 90 120 150 
πlln. 

Fig. 3. Time Course of Color Development by 
Ehrich Reagent. 

Table 2. Infulence of Urinary Amino Acids 

on Hydroxyproline Recovery (n: 4) 

Recovery 

mean::!::SDμg/mg (%) 

①HOP 24.2::!::0.92 (100 ) 

②MIX 20. 4::!::0 .52 (100 ) 

③URINE 14.5::!::0.25 

④URINE+HOP 38.4::!::0 .17 ( 97.9) 

⑤URINE+MIX 34.5土0.76 ( 97.2)1 

⑥HOP +MIX 45.6土1.77 (104.9) (104.1) 

HOP : Hydroxyproline Standard Solution 

MIX : Amino Acids Standard Solution Type AN 

は， 0 -10μg/3.5mlであった.

6.試料 Blank値について

本方法による試料 Blank値は学童尿では吸光度

0.02-0.09 (HOP1j.1g/3.5ml以下に相当)の範囲で低

値を示した. (図 5) 
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Fig. 4. Effective Range for Hydroxyproline 
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+B Urine. 

4 24 
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7.本方法と活性炭，および活性炭と樹脂使用方法， の31.5 -107.0μg/mlを100%とすると，活性炭添加方

並びに，水解物の中和工程に試料の蒸発乾固工程を加え 法は蒸発乾固工程有無にかかわらず，その HOP測定値

たこれら 3方法の比較 は，約15.5-53.5μg/mlで本方法との一致率は，

表 3が示すように，本方法による各試料 HOP測定値 44.4-62.2%，平均52%と低値を示した.

1..13肉白

1.自白白 Absorbance 
， ， 

， 
/ ， 

W 

68白.白

ち市白.白

nm 

4'"白，白

日

春日ら 11.12}による HOP測定値は，本方法の HOP測定

値と蒸発乾固工程の有無にかかわらず良〈一致し各

HOP値は29.0-101.5μg/mlを示し，本方法との一致

率は， 76.3-98.2%平均89%で高い値を示した.また

HOP 測定値の再現性は本方法の SDは0.5-1.50を示し

たのに比べて，活性炭法は SD1.5-4.5，春日ら 11.12)の方

法は0.0-2.0を示し，本方法と春日ら 11.12)の方法の再現

性は良好で、，また類似した結果を示した.

考、察

尿中 HOPは最近，喫煙および大気汚染の健康影響調

査で健康指標としてその有効性が報告されて以来， HOP 

測定に感心がもたれている.

基本的な測定方法は，尿を加水分解したん白質など尿

中の共存物質との結合を切り離して遊離 HOPとし，呈

色試薬で発色させる比色測定である.

Fig.5. Absorption Spectra of Urine Blank and 
Solution Corresponding 7μg/3.5ml of 
Hydroxyproline. 

HOP比色測定には，大別して加水分解尿にアミノ酸

呈色試薬のニンヒドリンで発色させる場合と本法と同じ

く更に酸化斉IJを添加して， HOPをピロールに転換し

Ehrlich試薬で呈色させ比色する方法がある.前者は，

(一一一Sample 一 一 一 Blank)

Table 3. Comparison of Our Method with Two Existing Method ② and ③ 

sampleA(n: 3) sample B(n: 3) sample C(n: 3) 

mean士SD mean::tSD mean::tSD proportin(%) 

① nothing concentration (μg/ml) 31.5士0.50 75 .5::t 1.00 107.0::t1.00 
(our method) proportion ( % ) 100% 100% 100% 100% 

② charcoal concentration (μg/ml) 16. 5::t2. 50 39 . 5 ::t 1. 50 47.5::t 1. 50 
proportion ( % ) 52 .4::t6. 49% 53. 4::t 0.94% 44. 4::t 1.14% 50.1士4.03%

③ charcoal concentration (μg/ml) 29 . 0 ::t 0 . 00 74.0::t2.00 101.5::t0.50 
+resin proportion ( % ) 92.1士0.00% 98.2::t1.66% 94.9::t0.45% 95.1土2.49%I 

evaporation to dryness 

① nothing concentration (f.l g/ml) 27. 5::t 0.50 59. 5::t 1. 50 85.0士1.00 
(our method) proportion ( % ) 87.8::t0.81% 79.3::t1.63% 82.5士5.08% 83.2::t3.50% 

② charcoal concentration (f.lg/ml) 15 . 5::t 1. 50 46 . 5 ::t 4 . 50 53. 5::t2. 50 
proportion ( % ) 49. 2::t3. 92% 62. 2::t 5 .15% 50. O::t 1. 88% 53. 8::t5. 95% 

③ charcoal concentration (μg/ml) 29. 0::t0. 00 59. 5::t 0.50 82. 3::t0. 94 
十resin proportion ( % ) 92.1土0.00% 79. 3::t0. 50% 76. 3::t0. 92% 82. 6::t6. 85% 

Method② uses activated charcoal and Method ③ uses both ion-exchange r巴sin

and activated charcoal on HOP measurement 
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HOP以外の共存アミノ酸が影響し測定値の変動が大き

く低濃度 HOPの測定には困難なため現在では殆んどが

後者の方法を用いている.しかし，比色測定法を採用す

る場合には測定工程で検討を要する点がいくつかある.

すなわち，測定物質に特異的な呈色で更に高い鋭敏度で

一定時間安定な発色であること，また，発色防害物質や

試料 Blankに着色が認められる場合，前処理により両者

の除去が可能かどうかの点である.そこで本方法につい

てもこれらの点を検討した.本方法に用いたクロラミン

Tを含む酸化斉IJおよびp.dimetylaminobenzaldhydeと

HOPの反応機構については，詳細な報告があり， HOP 

に特異的な化合物が生成・されることが知られている.生

成物の呈色の安定性は， 1:ド方法による検討結果でも長時

間安定で，多数検体を同時処理する場合など非常に良好

であることがわかった.更に本方法は，鋭敏性も高<.

測定範囲も広<，共存するアミノ酸の影響もほとんど認

められなかった.発色防害物質や水解物の着色除去には

他の測定方法ではイオン交換樹脂や活性炭の添加などの

配慮がなされている.しかし，いずれも操作が簡便でな

しこの工程で誤差を招き易い.本方法ではこれらの除

去剤を使用しないで比色測定操作までに原尿の20倍希釈

を試みた.必然的に発色防害物質も着色も希釈され，測

定値への影響が少くなった.試料の高希釈を実施した場

合には HOP測定の鋭敏が問題とされるが同一試料を用

いた春日ら 11.12)の方法との比較試験では，本方法は鋭敏

性，再現性などの点で春日ら山2)の測定値と優るとも劣

らない結果を示した.本方法は単に簡便なばかりでなく，

測定方法の良好性も認められたものと考える.

学童(9オ男女同数145人)の早朝尿について本方法で

尿中 HOP量を測定した結果，その平均値は， 82.3:1:36.0

μg/ml同一尿中クレアチニン測定値で補正した HOP

平均値は， 100:1:21.0μg/mgと得られた.同一尿を用い

た春日ら 11.12)の測定値と比較した結果，両方法は良〈一

致し，尿中 HOP測定に本方法は充分に有効で、あること

カぜjっかっfこ.

今後，公害検診などに本方法による尿中 HOP測定を

組み入れ，健康指標として尿中 HOPの有用性を検討し

たい.

要約

尿中 HOP測定方法の改良および簡便化を試みた.従

来の尿中 HOP測定方法は，その処理工程で加水分解尿

の希釈倍率を一定にするために，蒸発乾因したり，また，

加水分解尿の着色が比色測定時に影響することをさける

ために活性炭やイオン交換樹脂を添加する脱色操作が実

施されている.これらの工程はいずれも操作が簡便では

なしまた，測定誤差が生じ易い上に，処理に長時間を

要する.そこで¥直接，試料尿を所要試薬で希釈する処

理工程を考え，試料尿の使用量，至適試薬濃度とその量，

作用時間およぴ比色可能な時間等について検討した.そ

の結果，従来法と比較して共存するアミノ酸の影響も少

し鋭敏性，再現性ともにすぐれた簡易な測定方法が見

出された.

学童尿を用いて本方法と春日らの方法と比較検討した

結果，本方法はすぐれた結果を示したので，尿中 HOP測

定に充分有用で、あることがわかった.
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東京における呼吸器疾患死亡時系列の検討

牧野国義ヘ溝口 勲*

Time Series Study on Mortality from 

Respiratory Diseases in Tokyo 

KUNIYOSHI MAKINO' and ISAO MIZOGUCHI' 

Time series data of mortality from respiratory diseases， lung cancer， pneumonia-bronchitis and 

asthma， in Tokyo were observed and wer巴 statisticallyanalyzed in ord巴rto investigate their annual 

transition， their monthly variation and death hour variation. 

Lung cailcer mortality rates for both sexes have monotonicly increased during the study period from 

1952 to 1981. It was estimated by multiple regression equation that lung cancer for both sexes would 

show higher mortality rates than gastric canc巴rin 2000 although they were placed in tJote reverse order 

till 1981. 

Monthly pneumonia-bronchitis and asthma mortality rates manifested seasonal variation which 

were high in winter and low in summ巴r，in the study period from 1952 to 1981. However， the mortality 

rate in winter has gradually decreased year by year and the monthly variation has not been great in the 

recent years. In the standardized normal time series data， these mortality rates showed a close associa-

tion with meteorological factors. 

In the period from ] anuary 1980 to December， 1981， there was litt1e difference for sex in the shape 

of the death hour distribution of pneumonia-bronchitis and asthma mortality in those over 70 years of 

age. In addition， the mortality rate from any of these diseases increased at 4 or 5 a. m. 

Keywords : time series study， respiratory disease， lung cancer， pneumonia-bronchitis， asthma 

緒言

我々は東京における呼吸器疾患死亡の risk factorや

confounding factorからの寄与を明らかにするため，先

に上記死亡と大気汚染や社会経済的要因との関連性を検

討して報告した 1，2* その検討の際の観察方法は地域比較

検討 (cross-sectionalstudy)であった.一方，各疾患に

よる死亡は時代により大きく変化し，東京では，昭和27

年の結核死亡率は80.4(10万人対)で死因順位第2位で

あったが，昭和56年には4.7と約17分の lに減少した.ま

た，冬期には多くの疾患による死亡が多発することが知

られている.このように，死亡率は時代，年，季節，月，

時宮IJといった時間に関する変量によっても変動すると考

えられる.したがって，各死亡の時間的変化の検討(time

series studyまたは longitudinalstudy)も各死亡の特徴

を理解するために重要で、ある.そこで，本研究では呼吸

器疾患(肺癌，肺炎・気管支炎，目指息)死亡の年次思1]，

月別1]，時刻別の時系列データを用いて時間的変化を観察

し，統計的性質を検討した.さらに，上記疾患死亡と季

節変化の代表的指標である気象との関連性についても若

干の検討を加えた.

方法

(1) 死亡資料

年次別の時系列データとして東京における昭和27年か

ら56年までの30年聞の肺癌，肺炎，気管支炎，哨息を死

因とする死亡統計資料を利用した.また，月別の時系列

データとして，肺炎・気管支炎死亡については昭和27年

キ東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1

• The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo，160 ]apan 
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から56年までの資料，端息死亡については昭和30年から 年令層別 (40-69才， 70-オ， 0-オ)の死亡の上記時

56年までの資料を利用した.以上は全て東京衛生年報掲 間帯区分によりカイ 2乗検定を行い，死亡と時刻の関係

載の死亡統計資料による(ただし，月別の肺癌死亡資料 を検討した.

は不掲載のため利用できなかった).また，死亡の時刻変

動のデータとして厚生省統計情報部編集の資料を利用 (1) 年次変化

し，昭和55，56年の東京における上記 3疾患死亡について 東京における昭和27年から56年までの性別の姉癌，姉

性~Ij，年令層別 (40-69オ， 70-オ， 0-オ)に分類し 炎・気管支炎，端息の死亡率の年次時系列データを Fig.1

た. に示した.肺癌死亡は男女とも明らかに単調増加のトレ

(2) 解析方法 ンドが認められた.肺炎・気管支炎死亡については，昭

時系列データの統計的性質を解析する場合に，時系列 和41年項まで男女とも減少傾向であったが，以後男は漸 ・

分布図を観察することによって，疎なトレンドを知るこ 増，女も微増のトレンドが認められた.また，哨息死亡

とができる.また，大きなトレンドがあるときの外れ値3) については男女とも漸減傾向からプラトーの状態に変化

は分布図の観察で容易に見分けることができる.した した.しかし，訂正死亡率の年次変化では肺炎・気管支

がって，本研究では，年次別，月別，時刻別の各死亡の時間 炎死亡は必ずしも Fig.lのように増加していない.この

変化を図示し，観察した. 死亡は高令者の割合が高<，近年高令者の人口が増加し

年次別時系列データでは，先ずトレンド曲線を 3次の たことが死亡率増加の主な原因となったと考えられる.

多項式回帰分析(重回帰分析を利用)により求めた.た なお，男の目指息死亡率は昭和28年と32年にピークがある

だい年次別時系列データが粗死亡率の場合には年令構 が，両年にはインフルエンザが大流行しているのでその

成の影響を大きく受ける.そこで，昭和30年の全国人口 影響が窮われる(肺炎・気管支炎死亡率も周年にピーク

を標準人口として訂正死亡率を求め，この時系列データ がある).上記のトレンド(2次式)を 3次の多項式回帰

についても同様にトレンド曲線を求めた.このトレンド 分析により求めて結果を Table1に示した.この回帰式

曲線が単調増加または減少の場合には，疎かで、あるが今 30 

後の死亡予測が可能で、ある.参考までに西暦2000年にお

ける死亡率を予測した.次に，男女の時系列の死亡傾向が

一致しているかどうかを検討した.トレンドが大きい場

合にはその影響も大きいことを考慮し，ここでは年次変

化率により相関分析を行った.

月別時系列データでは，月変化を検討するために年次

のトレンドを除去した(定常時系列化と呼ぶ).つまり，

死亡の月変化が各年とも 3次式で近似できることを考慮

して， 3次の多項式回帰分析を n=12として 1カ月ずつ

ずらして行い，回帰式から得られた中点を結ぶことによ

り年次のトレンド曲線が得られる 4) 時系列データとト

レンドの差をとることにより定常時系列データが得られ

る.この値は相対値であるので，これを標準化した.周

期性の確認のため，ラグタイムを 1月ずつ12カ月まで変

化させてそれぞれの自己相関係数を計算し，コレログラ

ムを作成した.また，この定常時系列データを用いて 5

気象要素(気温，湿度，気圧，蒸気圧，降悶量)との相

関分析を行い，気象の死亡への寄与を検討した.

死亡の時刻変化については，統計学的検討としては多

少の死亡時刻のずれを考慮、して時刻を 3時間毎にまと

め，時間帯を 8区分(0 -2， 3 -5， 6 -8， 9 -11， 

12-14， 15-17，18-20， 21-23時)した各疾患の性別，

結果と考察
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Table 1. Annual Trends of Mortality from Respiratory 

Diseases with Multiple Regression Analysis 

Cause of Mult. Corr. M ult . Reg. Coeff. Mean Square 

Mortality Sex Coeff a。 al a2 of Residual 
Lung cancer m o . 990* * * 4 . 17 0.195 0.0160 0.36 

f 0.972* * * 2.61 0.0815 0.00535 0.30 
Pneumonia' 町1 0.8~5* * * 54.4 3.23 0.0815 15.4 
bronchitis f 0.921キ** 50.1 ー 2.86 0.0692 11.8 

Asthma 町1 0.873* *キ 10.4 0.304 0.00270 1.21 
f 0.915* * * 7.70 0.250 0.00302 0.38 

Mult. Reg. Coeff. : Mortality rate= aO+alt+a2e， t: Year(t=l in 1952) 

* * * : p <0.001 

より単調増加が明らかな肺癌死亡について西崎2000年の

死亡率を求めると，男は97.4(訂正死亡率50.0)，女は

43.7 (悶17.0) とかなりの増加が見込まれた.悪性新生

物の部位別死亡率l順位は，昭和56年には男女とも胃癌が

第1位(男46.0，女28.6)で，肺癌が次いで、いる(男25.9，

女10.2).しかし，胃癌死亡がj斬減傾向であることを考慮

すると，男だけでなく女も早晩肺癌死亡が胃癌死亡を上

回ることが予想される.この肺癌死亡率の増大の原因と

して先ず第一に喫煙が挙げられ，多くの研究者により報

告されているト叫.他の原因として大気汚染，職業暴露な

どが知られているが，死亡率への寄与は必ずしも明らか

でない.ただし，非喫煙者の肺癌死亡の時系列的増大を

示す報告川があり，喫煙以外の原因も軽視できない.男女

間の相関分析結果では，肺癌死亡が-0.32l(p > 0.05)， 

肺炎・気管支炎死亡が0.969(p <0.001)，日揚息死亡が

0.583 (p < 0.001)で，肺炎・気管支炎死亡は 3疾患中

最も相関が高<， Fig.1から推測されるように性差が認

められなかった.この理由は，この疾患の発症，悪化の

原因が性によらないためであると考えられる(肺癌の場

合には喫煙率が男女でかなり異なる).

(2) 月変化

肺炎・気管支炎と目指息の死亡について，調査期間(昭

和27-56年，目指息死亡は同30-56年)の初期と終期それ

ぞれ 5年間と全期間の死亡率月変化を Fig.2に示した.

両疾患とも冬期に死亡率が高<，夏期に低い傾向を示し

ているが，その月変化は期間初期の方が顕著で、，終期に

は変化の小さいことが明らかである.両疾患、死亡につい

て定常時系列を標準化した全期間(定常時系列のため期

間の前後 6カ月ずつが欠損した)の定常時系列データを

Fig.3に示した.この図からも月変化の減少が明らかで

ある.次に，両疾患死亡と 12カ月周期性の高いと考えら

れる気温についてコレログラムを作成し， Fig.4に示し
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た.両死亡についても12カ月周期性が認められる.この

月変化に気象が寄与していることが考えられるのてコ気

温，湿度，大気圧，蒸気圧，降雨量の 5気象要素と定常

時系列の両死亡との相関分析を行い，結果を Table2に

示した.両死亡とも 5気象要素全てと有意の相関を示し，

低温，低湿度，高大気圧，低蒸気圧，小雨の時期に高死

亡となるとの結果を得た.この気象条件は全て冬期に該

当するが，寒冷刺激が気管狭窄や血圧上昇をもたらすな

どの生体影響が大きいことを考慮すると，気象要素中で

は気温の死亡率への寄与が大きいと思われる.この死亡

率の月変化が近年減少したことは，老人体力の増強，温

熱環境の向上，医療施設の整備，予防・治療技術の進歩

などが図られた結果と考えられる.

(3) 時刻変化

呼吸器疾患 3死因による性別の死亡時刻分布を 1年の

死亡率に換算して Fig.5に示した.肺癌死亡は男女とも
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Fig.3. Standardized Monthly Normal Time Series 
Data of Mortality from Respiratory Diseases 
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不規則に変動し，格別の特徴は得られなかった.年令層

別に分けても，死亡率最高時衷IJは， 40-69才で男18時，

女12時， 70-オで男10時，女8時と一致しなかった.ま

た，肺炎・気管支炎死亡では，図のように男女の死亡時

刻分布が類似した.年令層別では70-オで男女とも死亡

率最高時刻は13時であった.しかし， 40-69オでは最高

時刻が男女聞で一致せず，年令層聞でも一致しなかった.

この理由は， 70-オの死亡率が 1年換算で各時安IJとも男

500以上，女300以上であったのに対し， 40-69オではそ

の20分の l以下の低死亡率であったために誤差変動の影

響の大きいことが考えられる.低死亡率の場合に誤差変

動の影響を受け易いことは他の疾患死亡でも同様で、ある
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Table 2. Correlation between Mortality Rat疋 andMeteorological Factor 

Cause of Meteorological factor# 
Mortality Temp. Hum. AP VP 

Pneumonia - * * * * * * * * * * * * 
bronchitis -0.608 -0.622 0.264 -0.567 

報年再
川

T
創
引
ド偉f示東

N RF 

*** 
-0.372 348 

*** *** *** *** *** 
-0.645 -0.667 0.342 -0.631 -0.374 312 

: Temp. = Temperatu問， Hum. = Humidity， AP=Atmospheric pressure 

VP = Vapour pressure， RF = Rainfall 

***pく0.001

Asthma 

社

Asthma 

** 
0.576 

Correlation between Mortality 

Rates for Male and Female 

Cause of Mortality 

Lung Pneumonia-

cancer bronchitis 

Table 3 

Age 
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Table 5に各時間帯別の死亡率とともに表示した.有意

の結果は少なかったが，死亡率の高い70-オでは，肺癌

は男が9-11日寺，女が18-20日寺に，肺炎・気管支炎はと

もに12-14時に，日掃息もともに 3-5時に高い死亡率が

認められた.

死亡時刻を解析した報告は少ないようで，東京につい

ては昭和27年の死亡統計を用いた鈴木の報告川がある

が，肺炎死亡が午后 5-8時に高いとの結果であり，昭

和55，56年資料による上記結果と異なった.この死亡時

刻の特徴については時間生物学的知見，臨床的知見を考

慮し，さらに検討したい.

まとめ

東京における呼吸器疾患(肺癌，肺炎・気管支炎，目指

息)死亡の時間的変化色昭和27年から56年までの死亡

統計資料を用いて年次変化や月変化を検討し，さらに，昭

和55，56年の資料により死亡時刻変化を検討した結果以

下の知見を得た.

1.肺癌死亡率は男女とも明らかな単調増加傾向，肺炎・

気管支炎死亡率は減少傾向から男は漸増，女は微増の傾

向変化，日指息死亡率は男女とも減少傾向からプラトーの

傾向への変化が認められた.ただし，訂正死亡率による

と，肺炎・気管支炎死亡の増加は認められず，近年の高

令者人口の増加により死亡率が増加したと考えられる.
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が，その日掃息死亡の場合には性および年令層間で死亡時

安IJの分布型が比較的類似した.性および年令層間で死亡

の時刻変化を比較するために相関分析を利用し， Table 

3に性別間， Table 4に年令層間の結果を示した.性別

間では肺炎・気管支炎死亡が，年令層間では肺癌や目指息、

の死亡が頻似するとの結果が得られた.また，死亡率最

高時刻は疾患，性，年令層により必ずしも共通していな

かったが，いずれの分布でも午前 4，5時頃に一つのピー

クが認められた.この死亡時刻に差があるかどうかを 8

区分の時間帯に分けてカイ 2乗検定を用いて解析し，
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Table 4. Correlation between Mortality Rates in Three Age Groups 

Cause of Mortality 
Pneumonia-

Lung cancer bronchitis Asthma 

Age groups m f m f m f 

*** ** * 
40-69 & 70- 0.744 0.357 -0.164 -0.097 0.516 0.425 

*** *** *** *** 
40-69 & 0- 0.877 0.930 0.193 0.052 0.745 0.796 

*** *** *** **キ *** *** 
70 - & 0- 0.964 0.661 0.928 0.977 0.927 0.858 

* p <0.05， **pく0.01， * * * p <0.001 

Table 5. Motality Variation in Death Hour Observation 

Cause of Mortality 

Pneumonia- Asthma 

Death Lung cancer bronchitis 

Age Hour 町1 町1 日1 f 

40-69 0-2 39.9 12.2 22.9 10.3 4.5 2.7 

3 -5 41.6 14.3 23.8 11.8 4.9 4.3 

6-8 39.6 15.4 20.5 12.7 5.3 4.6 

9-11 41.2 15.4 20.9 11.0 4.2 4.6 

12-14 38.9 17.2 20.8 9.7 4.2 3.1 

15-17 36.4 15.4 22.2 9.3 4.0 3.0 

18-20 41. 9 13.0 17.5 10.8 4.4 3.4 

21-23 35.1 12.1 21.6 10.8 5.0 4.0 

70- 。-2 303.7 85.1 563.4* 332.1 * 55.8 34.5 

3-5 336.1 84.6 672.2 396.3 77.0 41.6 

6-8 325.6 93.3 656.1 381.1 72.9 40.3 

9-11 350.8 90.2 677.1 405.3 69.2 36.7 

12-14 328.3 94.2 722.0 423.8 59.8 31. 3 

15-17 305.5 95.2 678.6 402.8 51. 0 36.6 

18-20 308.6 96.5 631.2 363.0 62.0 35.2 

21-23 267.3 83.1 595.2 358.8 59.7 29.7 

。~ 。-2 24.0 9.0 30.3 22.9 3.8 3.0 

3-5 25.9 9.8 35.1 26.7 5.1 4.1 

6-8 24.7 10.4 33.6 26.2 4.9 4.0 

9-11 26.3 10.2 34.7 27.3 4.6 3.6 

12-14 24.9 11.2 36.0 28.1 3.8 3.0 

15-17 28.2 10.6 34.5 26.3 3.5 3.3 

18-20 24.7 9.7 31.2 24.1 4.2 3.2 

21-23 21. 2ホ 8.7 31.2 24.2 4.3 3.1 

* p < 0.05， * * p < 0.01 CChi-sqare test) 

また，昭和56年の肺癌死亡率の悪性新生物部位別死亡率 変化を比較すると，両死亡とも初期に月変化が大きく，終

順位は男女とも胃癌に次いで、第 2位であるが，西暦2000 期に小さい結果を示した.この月変化減少，冬期死亡の

年には男だけでなく女も第 l位になると予想される. 減少は近年の体力面，衛生面の向上が寄与したと考えら

2.肺炎・気管支炎と哨息、の死亡はいずれも冬期高死亡， れる.

夏期低死亡の傾向があり， 12カ月周期も認められたが， 3.肺癌死亡の時刻変化は性，年令層 (40-69才， 70-オ)

昭和20年から56年までの期間の初期と終期との死亡率月 により異なり，また，各別死亡について特に高い死亡時
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刻は認められなかった.肺炎・気管支炎死亡については

70-オ， 0-才で男女の死亡時衷IJ分布が類似し，死亡率

最高時刻はともに13時であった.また，目指息死亡は性思1]

間，年令層間で比較的類似した死亡分布を示した.なお，

3疾患死亡の性別，年令層別のいずれの死亡率にも共通

して，午前 4， 5時に，死亡率最高で、はないがピークが。

認められた.
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ビタミンAの二酸化窒素による分解

太田与洋¥鈴木孝人骨，加納亮子骨

Decomposition of Vitamin-A with N02 

TOMOHIRO OHT A *， T AKAHITO SUZUKI* and T AKAKO KANOH* 

Gas-liquid reactions of N02 with retinal and retinol were carri巴dout in test tubes. The concentra-

tions of the reactants were monitored by the UV-VIS absorption for each reactant. Results showed that 

a few ppm of th巴seVitamin A's easily decomposed by bubbling only 17 ppm N02 in N2 at the flow rate 

of 30 ml/min. 

Keywords : retinal， retinol， nitrogen dioxide 

緒言

生体内ではプロビタミンAとして βーカロテン等から

レチナールやレチノールなどの共役二重結合を持つビタ

ミンAが形成されることが知られている.ビタミンAは

網膜ではレチナールの形で，その他の組織ではレチノー

ルの形で、生理作用を持っていると思われるし2) 網膜では

レチナールはオプシンと結合して視物質(ロドプシン)

を形成し，そして，視物質は酵素等の反応回路によって

レチナールとレチノールに互換していることが知られて

いる 3.4) 一方， Shalamberidze5
)によれば，健康人に0.14

mg/m3濃度の N02
暴露てーも日音順応の遅延が生じること

が報告されているまた ，invitroでの気相反応では共役

二重結合を持った化合物と N02との反応速度は，モノオ

レフィン化合物と N02の反応に比べて，1000倍以上の反

応性を持つことへさらに， in vivoでも肺の共役二重結

合を持つ不飽和脂肪酸と N02はよく反応することが知

られている 7，8，9) ここでは， N0
2が生体内のビタミンAへ

及ほ、す影響を検討する第 1歩として，レチナール及びレ

チノールと N02
の反応について調べた結果を報告する.

実験

レチナールとレチノール(シグマ製)を各々，別に，

四塩化炭素(関東化学製)に溶解し，レチナールは14.3

窒素気流中96.0ppmの N02標準ガスをパプリングし，

その適当な時間間隔のサンフ。ルの紫外可視部の吸収スペ

クトルを測定した.結果は，各々，図 lと図 2に示す.

これらの図によるとそれぞれ最大吸収が減少し，他に生

成物と考えられる物質の吸収が増加してくるのがわか

る.

次に1.9ppmのレチナールと 3.5ppmのレチノールに

ついて，液体クロマトグラフを用いて，二酸化窒素によ

る分解の過程を明らかにした.これらの 2つのビタミン

Aは室内光でも簡単に異性化するために，アルミホイル

を用いて完全に遮光した.所定の時開放置した場合，あ

るいは酸素，もしくは窒素を30ml/minの速さで，パフ*

リングした場合，ビタミンAの減少は全〈見られなかっ

た.つぎに， N02の標準ガス (96.0ppm，窒素中)を30

ml/min流した場合，および，この標準か、スを 5ml/ 

min，酸素を25ml/min同時に流したとき(つまり， N02 

が16.7ppm)の分解過程をそれぞれ図 3と図 4に示した.

なお，液イ本クロマトグラフのカラムは ODSであり，アセ

トニトリル100%を移動相として用いた.反応，および分

析は室温で行なった.レチナールは360nm，レチノールは

325nmの吸収により定量を行なった.反応が進むにした

がって，この検出器で，複数の生成物のピークが成長し

ppm，レチノールは13.8ppmの溶液をつくった.その溶 てきた.

液15mlを内径1.6cmのか、ラス管に入れ，素焼カd ラス

フィルター(木下式ボールフィルター， No.4)を用いて，

考 祭

以上の結果から，共役二重結合を持つ，レチナールと

*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 TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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レチノールは，低濃度の N02で、容易に分解されることが

わかった.この濃度は，都市部環境レベルよりも高いが，

3.0 

nL-
-240 300 4∞ 

WAVELENGTH I nm 

Fig. 1. Variation of UV -VIS spectra of retinal 
with bubbling of N02 : (retinal)o=14.3 
ppm in CCI4; (N02)=96.0ppm in N2 
:一一一一， before;一ーーー 一， 10min 
bubbling;一一一一一， 40 min bubbling. 
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Fig. 2. Decomposition of retinal by gas-liquid 
reaction of N02 :ム， no bubbling; 0， 
bubbling of N 2 with flow rat巴 of30ml 
/min;口， 02 with 30m lImin;・， 96.0ppm 
of N02 in N2 with 30mllmin;・， 17 ppm 
of N02 with 5 m l/min of N2 and 25 ml/ 
min of 02・
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さらに，低濃度レベルになっても，ノ〈プリング時聞を長

くすると，分解はすすむであろうと考えられる.

かりに， N02の invivoでの暴露によっても，生体内の

ビタミンAが減少するなら，網膜中の視物質の量が減少

し，日艮のH音順応も平行して減弱することも考えられる.

その意味では， Shalamberidzeの報告5)と一致し，興味あ

る結果である.さらに，ビタミンAは肺胞中隔細胞，胸

膜下結合組織に存在する線維芽細胞，血管周囲や細気管

支周囲に存在する線維芽細胞等に存在することが知られ

ており 10)，肺においてもビタミンA貯蔵細胞と肺胞壁内

の線維化との関連も示唆され川，また，最近では，ビタミ

ンAの抗腫蕩作用についての報告もある 12，13.14).さらに，

血中ビタミンA濃度目)ないし食事の βーカロテンの摂

取16)と発癌リスクとの聞に有意な負相聞が存在するとの

疫学調査が得られている.それ故.N02の生体内ビタミ

ンAへ及ぼす影響について今後は検討する必要があると

1.5 
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Fig. 3. Variation of UV-VIS spectra of retinol 
with bubbling of N02 : (retinol)0 = 13.8 
ppm in CCI4; (N02) =96.0 ppm in N2 : 
一一一一一， before;一一一一， 16min
bubbling;一一ー一， 24 min bubbling. 
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Fig.4. Decomposition of retinol by gas-liquid 
reaction of N02; symbols are the same 
as in Fig.2. 
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都内幹線道路沿道周辺の浮遊粉塵中の多環芳香族

炭化水素濃度と変異原活性について

狩野文雄ヘ加納嘉子ヘ高尾精 -M，溝口 勲*

The Mutagenic Activity~and the Polycyclic Aromatic 

Hydrocarbon Contents of ambient Particulate Matter 

collected near a Main Road in Tokyo 

FUMIO KANOHへTAKAKOKANOH*， SEIICHI TAKAO" 

and ISAO MIZOGUCHI' 

Keywords:浮遊粉塵 airborneparticulate matter，多環芳香族炭化水素 polycyclicaromatic hydrocarbon， 

変異原性 mutagenicity，

緒 = 
百

人の発癌原因として，外的環境因子の係わりが明らか

になりつつあるが1ベ環境中の大気汚染物質の発癌性に

ついては，未だ正確には把握されていない.最近の疫学

調査で，肺癌発生率は統計的に田園地帯に比べて都市部

に高<，大気中の汚染物質の中でも浮遊粒子状物質が正

の相関を持つという報告がある 3) 都市大気中の浮遊粉

塵は，固定および移動発生源に由来しているが，近年，

降下ばいじんや亜硫酸7ゲスが排出規制などの行政施策に

よりかなり減少したのに対して山，浮遊粉塵の都市大気

中濃度はいまだ高い.さらに，最近では燃料効率の高い

ディーゼルエンジン搭載車の急増の結果，窒素酸化物

(NOx)の年平均値は横ばいて二環境庁の58年度調査に

よると，東京をはじめ全国五都府県の自動車排ヵースの影

響を監視する測定局では， NOxの基準の未達成率は

24.1%であった6) 幹線道路沿道周辺は NOx濃度ととも

に，浮遊粉塵量も高いことが予想される.そこで，今回，

都内の幹線道路の浮遊粉塵による汚染実態の把握を試み

た.すなわち，粉塵を沿道からの距離別，粒径別に採取

し，粉塵中の多環芳香族炭化水素 (PAH)濃度を調べ，

合わせて，変異原性試験7)を実施した.さらに，同時に測

定した気象要素，窒素酸化物濃度と比較することにより，

浮遊粉塵による汚染の影響範囲について検討した.

実験方法

1.試料採取

浮遊粉塵試料は， 1984年10月2日より 8日までの連続

7日間，都内の国道17号線(板橋区蓮沼町)沿道周辺に

て採取した.道路の境界から距離om， 20m， 150m地点

を選ぴ，地上高1.2mに5段分粒式アンダーセン・カス

ケードインパクター(日本科学工業製，紀本電子製)を

計 6台設置した. 4段の各ステージと最終のパックアッ

プに石英繊維ろ紙 (Pallflex.AHQ-630，サイズ

40'φ，2500QAST ，8' x 10')を装着して，同時にサンプリ

ングした.なお，パックアップ・フィルターは48時間毎

に交換した.

2.気象要素および窒素酸化物濃度

試料採取地点近傍において，気象庁「地上気象観測法」

に基つ、〈気象要素の測定と， 日本工業規格に定められた

自動計測器 (]ISB7953)による窒素酸化物濃度の測定を

実施した.

3.試料調整

1 )粉塵量測定

採取フィルターを調湿斉IJ (硫酸水素ナトリウム飽和水

溶液)を入れたデシケーター内に48時間放置し，恒湿化し

た後，ただちに，天びんで秤量した8)

2) PAH分析試料

フィルターの一部分，ステージフィルターの 1/4部

分およびパックアップ・フィルターをベルトポンチでく

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1

本 TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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り抜いた直径50mm部分を試料として，ベンゼン・エタ

ノール (3: 1体積比) 8 mlを加えて，超音波抽出し

た叫.遠心後，上清 2mlを取り， 5%水酸化ナトリウム

3 mlを加えて，液液分配した.遠心後，ベンゼン層 1ml 

を取り，減圧乾固し，残i査をジメチルスルホオキシド

(DM50)に溶解して PAH分析試料とした.

3 )変異原性試験試料

フィルターの半分(ステージ，パックアップとも)を，

ベンゼン・エタノール (3: 1体積比)の混合溶媒に入

れ， 20分間，超音波抽出した.その後，抽出液をNo.5Cの

ろ紙でろ過し，ろ液をロータリーエパポレーターで減圧

乾 ~lOY た残 i査を DM50 に溶解し，変異原性試験に

供した.

4.試薬

1 )PAH分析用試薬;アセトニトリル(液クロ用，和

光純薬)，ジメチルスルホオキシド(特級，同仁化学)，

ベンセ、ン，エタノール(残留農薬試験用，和光純薬)

2) PAH標準物質;ベンゾ(同フルオランテン (R.K

chemical)，ベンゾ(a)ピレン(和光純薬)，ベンゾ (ghi)

ペリレン(アルドリッチ社)

上記 3物質をそれぞ、れ0.25μg/ml，O.lμg/ml，0.15

μg/mlの濃度になるように DM50で調整し，混合した

ものを標準物質として用いた.

5. PAH分析装置

高速液体クロマトグラフ(島津 LC-2F，島津製)

分光蛍光光度計 (RF-500，島津製)

6. PAHの分析11.12.13)

距離別，粒径別に採取した粉塵より得られたタール分

をDM50100-500μJに溶解し，高速液体クロマトグラ

フを用いて分析した.分析条件は以下の通りである.

カラム;Finepak 5IL-C，8P(50mmX4.6mm I.D.) 

Finepak 5IL -C'8 (250mm X 4. 6mm 1. D.) 

(日本分光工業製)

カラム温度・ 35'C 流量:1.5ml/min 

移動相，アセトニトリル.水 (80:20体積比)

検出器;励起波長 370nm，蛍光波長 :410nm 

なお，同定は分析目的ピークの保持時間を標準物質の

それと比較することにより行った.さらにピーク高を測

定し，検量線にもとづいて定量した.

7.突然変異原性試験(エームズ法) 14) 

浮遊粉塵中に含まれる変異原活性物質を検索する目的

でエームズ試験を実施した.菌株として，Salmonella 

tYPhimurium T A100 (塩基置換型変異検出株)， TA98(フ

レームシフト型変異検出株)を用いた.

供試量は， 1プレート当たりの濃度を， 100μg-250μg 

になるように， DM50で調整した.陽性対照として， 59

mix無添加の場合は， 2ーニトロフルオレン (2-NF)，

59 mix添加の場合は， 3，4ーベンゾ(a)ピレン (B(a)p)を

用いた.それぞれのプレート当たりの供試量を，1.0-2.5

μgになるように調整した.なお， i容媒対照として，

DM50を用いた.

変異原性試験は，エームズらの原法にもとずくプレ・

インキュベーション法1叫こより行った.代謝活性化に必

要な 59fractionは雄の 5D系ラットに， PCB (アロク

ロール1254)を腹腔内投与し，酵素誘導した肝臓の超遠

心分画(9000XG)を使用した 16) 調整した試料100μJに

O.lMリン酸緩衝液(代謝活性化の場合は 59mix)を500

μl，さらに菌液100μJを加えて， 37'C， 20分間インキュ

ベーションした.その後，ただちにソフトアガー (0.5mM

ヒスチジンと0.5mMビオチン溶液を融解した寒天に 1

対10の割合で加えたもの)2 mlを加えて，混合し，最小

栄養寒天培地上に広げ， 37'C， 48時間培養後，復帰変異コ

ロニー数を計測した.変異原活性値は，後藤らの方法に 10)

より求めた値を吸引空気量当たりに換算して比較検討し

た.

結果および考察

1.天気概況

調査期間中は， 10月3日附から10月4日同にかけて前

線を伴った低気圧の通過があり，一時降雨があったが，

他の日は曇天が多かった.調査地点及び期間中の風配図

を図 1に示した.期間中，風向はN系風 (NNW，N， 

NNE)が最も多しその出現頻度は36.9%である.次い

でE系風(ENE，E， E5E)の31.0%，他の風向の出現は

7.1%であった.従って，調査地点から対象道路へ吹く風

が多かった.なお， calm (静穏:風速が0.4m/s以下)

の出現は，両地点とも皆無で、あった.風速の期間変化は，

10月3日に最も強し 10月5日に最も弱い.風速の日変

化は，昼間に強し夜間に弱い変化であった.期間平均

風速は2.2m/sであった。気温及び湿度の期間平均値は

19.1'C， 63%である.東京管区気象台の10月の平均値

(1951-1980年)17)と比較すると，気温は平年並であり，

湿度は平年より低い.

2.窒素酸化物濃度

表 lに調査期間中の窒素酸化物濃度レベルを示した.

各測定点の N02の最低および最高濃度は， 0 m地点:

0.031-O. 056ppm， 20m地点:0.014-0.037ppm， 150m 

地点:0.014-0.033ppmであり，いずれも N02の環境

基準 (0.06ppm)の93%以下であった.期間平均濃度に
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よる減衰率【1.0-(20mまたは150m地点の濃度÷道路

端の濃度)x 100]は， 20m地点 16-49%， 150m地点:

45-54%であり，各測定値には距離による減衰が認めら

れた.NOの最低，最高濃度は， om地点:0.043-0.132 

ppm， 20m:t也点:0.005-0.021ppm， 150m:t也点:

0.006-0.016ppmで，減衰率は20m:!也点:69-88%， 150 

m地点 89-90%で道路から離れるにつれて急激に減衰

している.NOxについても， NO及ぴ N02と同様，距離

減衰しており，減衰率は20m地点 53-76%， 150m地

点:76-79%であった.

以上の結果より， N02は NOよりも距離による減衰率

が少ないことがわかる.その理由として， NOは自動車よ

り直接排出される一次汚染物質であることから，道路近

傍ほど高い濃度を示す局地汚染であるのに対して， N02 

はNOより排出量は少ないが，大気中の酸性カゃスで酸化

されて生成する NOからの N02が多いため，広域的汚染

Ow溜閉じん ・NOX 合風向調週

事:鞍塾講
，、，
l・2

111_ 

，.. 
""叶'"

u， 
1'''-111‘ '句

'"‘ー'"圃

図1. 調査地点および測定期間中の風配図

を起こしやすいものと考えた.

3 .粉塵量およびタール含量

距離別，粒径別に採取された粉塵量とタール含量を表

2に示した.全体量で見ると，粉塵量は Om地点が最も

高<，次いで20m，150mの順に距離減衰している.ター

ル含量についても同様の減衰が見られた.しかし，ター

ル分が粉塵に含まれる割合(タール分/粉鹿量)は， 150 

mが16.9%と最も高<，次いで20m:15.3%， 0 m : 

13.6%の順となり，粉塵量の距離減衰とは逆の傾向を示

している.次に，図 2， 3に，各地点での粉塵量とター

ル含量の粒径分布を示した.粉塵量は各測定点とも2.0μ

以上の粒子領域の割合が2.0μ 以下の粒子領域に比べて

多いが，粒径分布を見ると， 7.0μ 以上と1.1μ 以下に大き

なピークがあることがわかる.また，タール含量は各地

点とも1.1μ 以下の微細粒子に多しその割合は150m地

点が Om地点とほぼ等しし1.1μ 以下の微細粒子が150

m地点まで運ばれていることが推定された.

4.多環芳香族炭化水素濃度

距離別，粒径別の PAH濃度を表 2に示した.B(k)F， 

B(a)p， B (ghi) Pとも1.1μ 以下の微小粒子域において

濃度が高<，全粉座中の PAH量の84-87%を占めた.各

PAH聞で濃度を比較すると，最も高い濃度を示したの

は， B (ghi) Pであり，次いで"， B(a)p， B(k)Fの)IJ買で

あった.各 PAHの距離減衰率を1.1μ 以下の粉塵につい

て比較すると， B(k)Fは omと20mで大差がなかったが，

B(a)pとB (ghi) Pでは，距離減衰傾向を示し， i成衰率

は20m地点でそれぞ、れ6.3，8.3%， 150m 地点て;'35，4，

32.4%であった.以上の結果より，浮遊粉塵中の PAHは

いずれも1.1μ 以下の粒径域に集中して存在し，距離減衰

傾向が認められた.1.1μ 以下の呼吸域粉塵は肺内沈着率

が極めて高い.Van Cauwenbergheらによれば、18)，粒径

が 7μ 以上の粗大粒子の99%は卯咽頭部で捕捉される

のに対して，呼吸城粒子のおよそ30%が肺内沈着するこ

表1. 窒素酸化物濃度レベル
単位:ppb 

~ 
NO N02 NOx 

期間 日平均 1時間値 期間 日平均 1時間値 期間 日平均 1時間値

平均最高最低最高最低 平 均 最高最低最高最低 平均最局最低最高最低

om 92 132 43 245 13 41 56 31 106 25 134 183 75 285 38 

20m 11 21 5 64 1 21 37 14 69 5 32 58 19 98 6 

150m 9 16 6 54 2 19 33 14 62 5 28 50 20 85 7 

注) 1 ppb= l/l，OOOppm 
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Oml 57.4 136.55 
142.01 '1111).11. 

20m 40.8 
136.01 

150m 36.1 

20 40 60 80 100 -120140 
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)

I 11 111 W B 
(7.0μ以 1:) {7.0 {3.3 (2.0 (1.1μ):(ド}
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図2. 距離別に採取した粉塵の粒径分布

とが報告されている.従って，粉塵量自体の量的把握も

さることながら，住民の健康影響調査では，呼吸域(1.1

μ以下)粉塵を中心としたさらにこまかい把握が重要か

と思われた.

環境中の PAHは，その生成過程で，粒子の表面に吸着

して存在しているものが多いと思われる 19，20). そのため，

体内に吸引された粒子から比較的容易に離れ，体内で作

用する可能性があり，今後，生体内の挙動，分布につい

ても追跡する必要があろう.また， PAHのサンプリング

に際して，各種のアーティファクトの可能性が指摘され

ている刊.今回は，石英ろ紙を用いてサンプリングした

が，試料採取期間が6日間と長期であり，パックアップ

が2日間で交換しているものの，フィルター上での汚染

物質問の反応も考えられ，今後採取方法について検討を

要するものと息われる.次に，距離による減衰率の比較

から， 150m地点でも，PAHがかなりの割合存在し， N02 

のように減衰しないことが確かめられた.B(k)FとB

(ghi) Pは， B(a)pよりも比較的安定であるため，減衰

率が低いものと理解されたが，大気中で容易に分解され

やすい B(a)pが150m地点でも認められたのは，他の発生

源、からの寄与が加わった結果とも考えられた.松下らに

よれば22)，PAHは自動車排気力、スの他にも都市内の固

定発生源から多く排出されている.従って，今回の結果

をそのまま道路からの影響と断定できない.今後さらに，

自動車の走行状態，数や種類などについて調べ，また，

市街地の形状などの立体的調査を行い，よりこまかい環

境影響のデータを作成する必要があると考えた.

5.変異原活性値

12.4 18.6 
{師" i](lO.OI 

20m 10.2 17.4 
1511.61 

1l.4 16.6 
168.71 "凹"

2 4 6 8 10 12 14 16 18 面
タル合焔 (μg/m3)

I 11 111 w B 
(7.0μ以.1:1 17.0 13.3 12.0 (1.1μ以下)

-3.3μ) -2.0μ) -1.1μ) 

tn ( )内のt'dm'ili制uを税す.

図3. 距離別粉塵のタール含量の粒径分布

距離日Ij，粒径別の変異原活性(復帰変異コロニー数)

を表 2に示した.表から明らかなように，各地点とも1.1

μ以下の粒径域に高い活性が見られた.すなわち，全粉塵

の82-91%の活性が1.1μ 以下に集中して認められた.変

異原活性は TA100の方がTA98よりも高<， S9 mixの

添加の有無について比較すると，概ね S9mix添加の方

が高い活性を示した.

次に，距離別に活性を比較してみると， TA100につい

ては概ね減衰が認められた.図 4で見られるように，減

衰率は各菌株及ぴS9mixの有無で一様で、はなかった.

また， S9 mixの添加/無添加の比について見てみると，

TA100では Om地点:1.5， 150m地点:1.6と差がな

かったのに対して， TA98では， Om地点:1.8， 150m地

点:1.2となり，相対的に150m地点の方が S9mix無添

加の活性が高くなる傾向が見られた.この結果より，

TA98S9 mix無添加，すなわち代謝活性化を要しない

直接変異原活性物質の減衰率がより少ないことがわかっ

た. TA100および TA98のS9mix添加，すなわち代謝

活性化を要する変異原活性物質は B(a)pのように，距離

減衰を示したことから，一次汚染物質の中に多く，大気

中で比較的分解されやすいものと思われた.

後藤らは 10)，変異原活性の年間変動調査から，理由は明

らかにされていないが，東京の大気中では， 4月と 10月

に一年間の中で直接変異原物質が特に多いことを指摘し

ている.さらに，都市大気中の浮遊粉鹿は比較的強い直

接変異原活性を持つことが知られ，最近，多くの研究が

行なわれている 23，24) PAHの多くは premutagenであ

り，通常， S9 mixの添加により変異原活性を示すが，
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表 2.距離別，粒径別の粉塵重量， PAH濃度および変異原活性

調査項目 粉塵重量 PAH濃度 変異原活性(+S9/-S9) 

粉塵特性 〔タール含量〉 B (k) F B (a) P B (ghi) P TA100 TA98 

距離 μg/m3 ng/m3 ng/m3 ng/m3 Rev/m3 Rev/m3 

Om 136.6(18.6) 0.89 1.11 2.90 61.9/39.3 32.4/17.5 

全粉塵 20m 113.4(17.4) 58.1/28.7 30.9/15.7 

150m 98.0(16.6) 0.S3 0.74 1.98 38.8/23.5 16.7/13.3 

Om 57.4(2.9) 0.028 0.037 0.110 1.3/0.7 0.5/0.5 

7.0μ 以上 20m 40.8(2.6) 0.7/0.3 0.4/0.4 

150m 36.1(1.9) 0.015 0.019 0.040 0.7/0.5 0.4/0.5 

粉 Om 15.9(1.1) 0.019 0.018 0.040 1. 7/1.0 0.7/0.9 

塵 7.0-3.3μ 20m 4.8(1. 7) 0.8/0.5 0.4/0.6 

粒 150m 14.8(1.2) 0.014 0.013 0.030 0.8/0.5 0.4/0.6 

径 om 12.5(0.9) 0.025 0.027 0.060 1.9/0.9 0.6/0.8 

3.3-2.0μ 20m 11.2(1. 2) 0.023 0.027 0.060 1.3/0.9 0.6/0.5 

150m 8.8(1.1) 0.019 0.023 0.050 1.0/0.7 0.4/0.4 
f司、
、、、 Om 3.3(1.3) 0.068 0.069 0.160 2.9/1.2 1.2/0.9 

ク 2.0-1.1μ 20m 6.0(1. 7) 0.063 0.074 0.160 3.5/0.9 2.0/0.9 

ロ 150m 7.7(1.0) 0.054 0.064 0.150 2.8/1.1 1.4/0.9 

ン Om 47.5(12.4) 0.750 0.960 2.530 54.1/35.5 29.4/14.4 
、、J

1.1μ 以下 20m 50.6(10.2) 0.760 0.900 2.320 51.8/26.1 27.5/13.3 

150m 30.6(11.4) 0.530 0.620 1. 710 33.5/20.7 14.1/10.9 

PAHのニトロイ本やオキシ体などの各種のニトロアレー 60 

ンは S9mixの無添加で変異原活性を示す26，27，28，29) 最・ 回

i!I， 松下らはニトロアレーン類を東京の大気中から検出

している25) 今回の調査の分析では，ニトロアレーン類を

測定していないが， 150m地点でも，直接変異原活性がほ

とんど減衰傾向を示していないことから，発生源に含ま

れる直接変異原活性物質とともに，PAHとN02との大

気光化学反応により，さらに強い直接変異原活性を持つ

ニトロ体が生成している可能性も考えられる.

6. PAHと変異原活性との相関

今回の調査データから PAHと変異原活性との相聞を

計算したものが，表 3である.各 PAH聞での相聞はいず

れも非常に高い.一方， PAHと変異原活性との聞では，

TA100 S9 mix添加と TA98S9 mix 添加が各 PAH

といずれも高い相関を示したが，各 PAHとTA100およ

びTA98のS9mix無添加とは，さほど有意の相聞を示

さなかった.

7.各測定項目の距離減衰率

各測定項目別に見た距離減衰率を1.1μ 以下の粒子に

ついてのみ調べた結果を一括して図 5に示した.粉鹿量

はom， 20mで逆転しているが， 150mではかなり減衰し

ている.一方，タール分は20mよりも 150mのほうが高〈

訂正局面1150m -------OIil2O而 150而 o m 20m 150m. 0 m 2Qm 150m 0 m 20m 150m 

Illii' JlrUL llllir_ JUIlI皿

図4. 距離別に見た粉塵の変異原活性
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表 3. PAHと変異原活性との相関 〔吸引空気量当たり〉

PAH 

B(k)F B(a)P B (ghi) P 

B (k) F 

B (a) P 0.975ホ*

B (ghi) P 0.974*本 0.973本市

TA100 +S9 0.954 * * 0.933キキ 0.970県本

TA100 -S9 0.616 0.666 0.720キ

TA 98十S9 0.941ホ* 0.917本ホ 0.908ホ*

TA 98 -'89 0.841帥 0.764ホ 0.878*移

* * P <0.01， ホ P<0.05 

(単世:河)

o. 
百五・ I 106 I 出 [_1Q1_ J~4 I 92 I 96 I 74 I 94 I 92 
150・J 64 J 92 J 7!__~直j_68 J 62 開 J 48 J 76 

図5. 項目別の距離減衰率(1.1μ以下粒子)

(n = 8) 

変異原活性

TA100 +S9 TA100 -S9 TA98 +S9 TA98-S9 

0.633 
0.837事場 0.666彬

0.886叫 0.585 0.675本

したのに対して， TA98 S9 mix無添加では24.3%とわ

ずかな減衰を示すにとどまった.

4) PAH 濃度と変異原活性値は有意の相関を示した.

なかでも， T A100 S9 mix添加および TA98S9 mix 添

加と各 PAHとの相関が高<， TA100 S9 mix無添加と

の相関は低かった.

(なお，調査の概要については，第74回衛生局学会1985

年 5月で発表した.) 
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衰を示したのに対して，TA98S9 mix無添加の減衰率 6 )環境庁 日本の大気汚染状況， 1984 
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東京湾の環境汚染モニタリング調査(第 3報)

昭和58年度スズキおよびウミネコの調査結果について

瀬戸 博へ加納亮子*

Survey of Chemical Pollutants in Biota from Tokyo Bay (111) 

Residue Levels in Japanese Sea Bass and Gull in 1983 

HIROSHI SETO* and TAKAKO KANOH* 

The levels of 36 chemical polIutants in ]apanese sea bass (Lataolabrax Japonicus) and black-tailed 

gull (Larus crassirostri・sVieillot) collected from Tokyo Bay in 1983 were determined. Ninet巴enchemi-

cals were detected in the fish muscle. Decreasing tendencies were observed during past 6 years (from 

1978 to 1983) on the levels of PCB，α.BHC.dieldrin.p.ρ'-DDT and ρ，ρぺDDEin the fish. It is not巴wor-

thy that dichlorobenzene isomers.chlordanes and related compounds were detected in all of the sam-

ples. Residual concentrations of “chlordane" in the fish muscle on wet weight basis were as follows: 

trans-chlordane (0. 003ppm) . cis-chlordane (0. 007ppm) . trans-nonachlor (0. 012ppm) . cis-nonachlor 

(0.004ppm) and oxychlordan巴 (O.OOlppm).The levels of “chlordane" in the gull except trans-chlordane 

were higher than those in the sea bass: trans-chlordane (O.OOlppm). cis-chlordane (0.013ppm). trans-

nonachlor (0.107ppm). cis-nonachlor (0.029ppm) and oxychlordane (0.036ppm) 

Keywords: pollution， chlorinated hydrocarbon， sea bass， gull， chlordane 

緒
品

百

東京湾の環境汚染モニタリング調査で，スズキ

(Lat，ω'aol，必'abかTα似xJa，αp仰onzたczω4俗ωSω) 中の化学物質濃度の経年変化

およびぴ、特徴を報告してきた 1.2ベ2
機塩素系化合物の組織内1濃農度カが苦高いが， BHC，DDTの各

異性体の蓄積パターンはスズキの場合と異なることを報

告した2)

最近，我国においてもクロルテpン類による環境汚染へ

人体汚染4.5)が問題となった.環境庁が実施した調査6)で

も汚染は全国的に広がっていることが明らかになった.

そのため，あらたに監視をする化学物質として昭和58年

度の環境庁委託生物指標環境汚染測定調査にはクロルデ

ン類 5種が分析項目として加えられた.

前回の調査2)でカモメ類は種によりこれら化学物質の

汚染程度がかなり異なること，同じ種でも個体差が大き

いことがわかった.このことから試料数の確保，データ

の安定性と年令・採取時期の関係を検討したところ，分

析対象としてウミネコの幼鳥ないし若鳥を選び， 5 -6 

月頃に採取するのが良いと結論された.

本報告は昭和58年度に実施した東京湾のスズキおよび

ウミネコの調査結果である.

試料および分析方法

試料 スズキは昭和58年 9月，千葉県富津沖で捕獲され

た25尾を重さの順に 5尾づつまとめ 5検体とした.ウミ

ネコ (Laruscrassirostris Vieillot)は，昭和58年 5月か

ら6月にかけて羽田空港付近で捕獲された35羽を重さの

順に 7羽つつまとめ 5検体とした.鑑定および試料の調

製は前報2)と同様に行った.試料の概要は Table1， 2に

示した.

分析方法 前報2)と同様に行った.クロルデン類の分析

は~Ijに環境庁の指示する方法川こより行った.但し，検出

器には質量分析計を用いた.詳細な操作法，条件は報告

書8)に記載した.

分析した化学物質は前報の31種類の他， クロルデン関

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1

本 TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1. Hyakunincho 3 chome. Shinjuku-ku. Tokyo.160 ]apan 
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n= 5 Table 1. Constitution of the Sample (Sea Bass) and Water and Fat Contents of the Muscle. 

fat (%) 

2.77 

2.30 

2.64 

3.00 

3.08 

water(%) 

76.8 

76.4 

77.1 
76.9 

76.1 

length* (cm) 

31. O:t 0.9 
29.4士0.9

• 29.l:t 1.1 

28.6土0.9

27.9:t0.7 

body weight (g) 

463士28

419:t 5 

402士 4

380:t 7 

359:t 1 

group No. 

1 

2 

3 

4 

5 

2.76 76.7 29.2 404.6 mean 

* : not included the part of tail fin. 

Constitution of the Sample (Black-Tailed Gull) and water and Fat Contents of the Muscle. 

n=7 
Table 2. 

fat (%) 

5.62 

6.83 

6.53 

6.90 

6.85 

Water(%) 

70.4 

69.1 

70.0 

69.8 

70.1 

wing length (cm) 

36.5:t 7 

36.9:t 4 

36.3:t 6 

35.8:t13 

35.6士12*

body weight (g) 

702士41

65l:t 14 

623士 7

577土20

499:t58 

sex 

male 

male 

male 

male 

female 

group No.目

ーょっ臼
n
J
A
A
F
h
υ

6.55 69.9 36.2 610 町lean

市 n=6

連物質(トランス(1トクロルデン，シス(c)ークロルデン，

tーノナクロ/レ，C【ノナクロル，オキシクロルデン)を加

えた計36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，また一部の物質の年次推移を Table4に示す.ス

ズキ中の PCB濃度は昭和53年から昭和57年まで，ほぼ

0.3ppmであった.しかし，今回は平均0.12ppmで例年

の約 1/2を示した.また， α-BHC，デイルドリン， ρ，
p'-DDE，ρ，ρ'ーDDTについても j成少f頃向がうかがわれ

る.一方，塩素化ベンゼン類のうち前年度まで検出され

なかった DCBが高頻度で検出されたのが特記される.

DCB類は有機溶剤，農薬，染料・医薬品等の中間体とし

て，0-体，p一体だけでも約 3万 3千トン (1975)生産

されている.散布・廃棄により環境中へ放出される量は

かなりあるものと考えられる.DCB， 1，2，4-TCBは今後

も環境中から検出される可能性があり，その汚染状況や

汚染径路を調査していく必要がある.

クロルテ、、ン類はすべての検体から検出された.昭和57

年度環境庁精密環境調査6)によれば， クロルデン類は海

水からは検出されず，底質から0.0002-0.021μg/gで

高頻度に検出されている.東京湾におけるその濃度レベ

ルの順序は t-クロルデン>C-クロルデン>t-/.ナクロル〉

cノナクロル>>オキシクロルデンである.この順序はク

ロルデン原休中の各異性体の存在量9)と一致している.

一方，スズキではトノナクロ lレ>Cークロルデン>C-ノナク

ロ/レ>t-クロ/レテ引ン〉オキシクロ/レテーンで、 tークロ/レデン

の順位低下が注目される.

母乳では5)t-ノナクロル・オキシクロルデン>C一ノナク

ロ/レ>Cークロ jレデン・ t-クロ/レテvンで、オキシクロ jレテ。ン

の比率が高<， C-，十クロルデンは低い.日甫乳類ではオ

キシクロルデンは t-，C クロルデンおよび t-ノナクロ

ルの代謝により生成する 10，11) 各生体試料中のクロルデ

ン類の存在比の違いは，種によってクロルデン類の代謝

活性が異なることを示唆している.

クロルデンは主としてシロアリ駆除用として使われて

いる.年間総使用量は昭和50年に約350トンであったが昭

和57年には約1680トンと急速に増加した. クロルデンは

毒性(ADIO. 001mg/kg. day， WHO) iJずあり，難分解性

で生体蓄積性があることから特に注意すべき環境汚染物質

の一つであろう.

ウミネコについて ウミネコは 5月-6月に採取された

若鳥である.前年度の試料は 8月末から10月に捕獲され

た成鳥であった.両者の汚染物質濃度には差があり，本

年度試料は前年度試料に比べて PCB'デイルドリンが約
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Table 3. Concentrations of Pollutants in Muscle Tissues of Sea Bass and Black-Tailed Gull. 

(ppm on wet basis) 

Sea Bass Black-Tailed Gull 

compound range mean range 町lean

PCB 0.08-0.15 0.12 1.2-2.6 1.9 

PCN ndキl nd nd nd 

α-BHC 0.002 0.002 nd nd 

β-BHC 0.001 0.001 0.050-0.103 0.072 

γ-BHC nd nd nd nd 

o-BHC nd nd nd nd 

aldrin nd nd nd nd 

dieldrin 0.001-0.002 0.002 0.019-0.037 0.025 

endrin nd nd nd nd 

0，ρ'-DDT nd nd nd nd 

iう，ρ'-DDT 0.001-0.002 0.001 nd-0.001 

0，ρ'-DDE 0.001 0.001 0.001 0.001 

iう，ρ'-DDE 0.006-0.015 0.009 0.35-0.51 0.41 

0，ρ'ーDDD nd nd nd nd 

Iう，ρ'-DDD 0.003-0.007 0.004 0.001 0.001 

heptachlor nd nd nd nd 

HCE 0.001-0.002 0.001 0.019-0.025 0.022 

f-chlordane 0.002-0.004 0.003 0.001-0.002 0.001 

c-chlordane 0.005同 0.010 0.007 0.009-0.017 0.013 

f-nonachlor 0.009-0.014 0.012 0.094-0.120 0.107 

c-nonachlor 0.003司 0.006 0.004 0.024-0.036 0.029 

oxychlordane 0.001-0.002 0.001 0.029-0.049 0.036 

DnBP ndホ2 nd nd nd 

DEHP nd*2 nd nd nd 

TBP nd*l nd nd nd 

0-DCB 0.03-0.04 0.04 0.02-0.04 0.03 

m-DCB 0.01-0.02 0.02 0.01-0.04 0.02 

ρ-DCB 0.01 0.01 nd nd 

1，2，3-TrCB nd nd nd nd 

1，2，4-TrCB 0.001 0.001 nd-0.001 

1，3，5-TrCB nd nd nd nd 

1，2，3，4-TeCB nd nd nd nd 

lム3，5-TeCB nd nd nd nd 

1，2，4，5-TeCB nd nd nd nd 

PeCB nd nd nd nd 

HCB 0.001 0.001 0.023-0.030 0.026 

nd: <0.001， *1<0.01， *2・<0.1

1/3，ρ，p'-DDEが約1/2である.しかし β-BHCは今年 ン>cノナクロル>c-クロルデン>f-クロルデンの}II員序

度の方が約 7倍も高い.成長過程でこのように汚染物質 である.カモメの種類によってクロルデンの蓄積量がど

の蓄積状態が変化するのであろうか.本種は日本近海に のように異なるかを知るため，前年度に採取した試料中

広〈分布する漂鳥なので東京湾以外の環境で受ける影響 のクロルデンを測定した.結果を Table5に示す.クロ

も大きいと思われる. ルデン， ノナクロル，オキシクロルデンの総和(全クロ

クロルデン類の濃度は f-ノナクロル〉オキシクロルデ ルデン濃度とする)はウミネコ (0.567ppm)>セグロカ
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Table 4. Trends in Chlorinated Hydrocarbon Residues in Sea Bass Collected from Tokyo Bay. 

compound 1978* 1979* 

PCB 0.3 0.4 

HCB 0.002 0.002 

α-BHC 0.006 0.002 

dieldrin 0.007 0.012 

p，ρ'-DDE 0.029 0.037 

p，ρ'-DDT 0.013 0.028 

1，2，4-TrCB 

t -chlordane 

c-chlordane 

t-nonachlor 

c~nonachlor 

侃町y戸凶ch伽1

1980* 1981* 

0.3 0.75 

0.002 nd-0.001 

0.005 0.006 

0.011 nd-0.001 

0.052 0.043 

0.007 nd 

nd-0.001 0.004 

1982* 

0.31 

nd-0.001 

0.004 

0.004 

0.014 

0.002 
nd 

0.003 

0.007 

0.011 

0.004 

1983 

0.12 

0.001 

nd 

0.002 

0.009 

0.001 

0.001 

0.003 

0.007 

0.012 

0.004 

*: data from ref. 6 and 12， but chlordane and related compounds we陀 determinedby this study.ー:not determined. 

Table 5. Chlordane Residues in Muscle Tissues of Gulls (1982) 

compund 

t -chlordane 
c-chlordane 

t -nonachlor 
c-nonachlor 

oxychlordane 

gull A 

0.012( 2) 

0.031( 6) 

0.35 (62) 

0.064 (11) 

0.11 (19) 

gull B 

0.003( 2) 

0.008( 5) 

0.063(43) 

0.020(14) 

0.053(36) 

(ppm on wet weight basis) 

gull C 

0.005( 2) 

0.022( 9) 

0.098(42) 

0.030(13) 

0.079(34) 

Samples were collected in 1982 for biological monitoring.'1 ( ): percentage of the concentration in total concentration 
of chlordane， nonachlor and oxychlordane. gull A : Black.Tailed Gull (Larus cnωsirostris Vieillot). gull B : Kamchatkan 
Black.Headed Gull (Larus ribibundus sibiricus Buturlin). gull C: Vega Herring Gull (Larus argentatus vegae Palman) 

モメ (0.234ppm))ユリカモメ (0.147ppm)である.

セグロカモメ，ユリカモメの中のオキシクロルデン濃度

は全クロルテ*ンの34-36%て。ウミネコ (19%) より高い

比率である.本年度のウミネコの全クロルデン濃度は

0.186ppmで前年度の約1/3だが，オキシクロルデン濃

度は全クロルデンの19%て"変わらない.他のクロルデン

類についてもほぼ同様で、ある.このことは，生体中のク

ロルテ守ン類の濃度比は種によってかなり一定しているの

ではないかと思われる.

謝辞 本調査のため試料採取等御尽力をいただいた衛

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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ラット胎仔および新生仔に対するメチル水銀毒'性

関比呂伸ぺ加納嘉子ぺ田村行弘叫

Toxicological Effects of Methylmercury on the Fetal and Neonatal Rats 

HIRONOBU SEKI*， TAKAKO KANOH* and YUKIHIRO TAMURA** 

We examined the effects of methylmercury on offsprings of two groups， A and B of dams， group A 

being exposed to methylmercury during their pregnancy and group B not exposed to methylmercury. 

The offsprings of the two groups were cross-fostered untiI they were weaned. 

When 13 reproduction indices were checked， significant differences were observed between the two 

groups only in respect to “Mean mortality at parturition" and “Lactating Index". Group A had a mean 

mortaIity at parturition of 43.6:t40.0% and a lactating index of 58.4:t45.6%. The respective values 

for group B were 0.9:t2.7% and 97.8:t4.4%. 

It was therefore concIuded that methylmercury had greater effects on rats during pregnancy than 

during the suckIing period. 

Keywords : methylmercury， reproduction index， cross fost巴ring，fetal and neonatal-rats 

緒 言 ジラ肉添加飼料かっ投与された新生仔 (A群)およびメ

水俣の水銀中毒事件の調査で，胎児性および、先天性水 チル水銀無添加飼料が投与された新生仔 (B群)を出生

俣病患者が見出されト5)，またこの事例は，実験的にも確

認されたことからト9>，母体から胎児への有機水銀の影響

について多くの研究がなされた.

一般に，毒物が妊娠母体に侵入した場合には，毒物の

胎盤通過性が胎児への影響を左右する.有機水銀も胎盤

を容易に通過し 7.8，1ト17)，更に，胎仔に蓄積して Embryo-

toxicityや Feto・toxicityを生じ 18-27)，胎仔の致死率を

高めることが知られている 8.20，25) また，母体に蓄積した

有機水銀は，母乳を介して新生仔に移行し8.9.28-31)，有機

水銀の中毒症状を発症させることもある 9，29，30)

一方，有機水銀の上記のような繁殖毒性に対して，亜

セレンの保護作用が知られている 32，33) 昨年の研究年報

で33)，セレンを比較的高濃度に含有する海産晴乳類(イル

カ・マッコウクジラ)の肉とメチル水銀を飼料に添加し

てラットに投与した結果，肉由来セレンにも亜セレン酸

と同様に，メチル水銀の繁殖毒性に対する保護作用が認

められることを報告した.

本報告では，妊娠期間中に，メチル水銀とマツコウク

時に交換して，以後離乳期まで無添加飼料で飼育した場

合， A， B両群新生f子への水銀曝露の影響程度，更に，

添加したクジラ肉中のセレンの水銀中毒保護作用程度に

ついて前年度の実験結果とも合わせて観察した.

方法・材料

ウィスター系雌性ラット(日本クレア K.K.)18匹(体

重25H18g)を雌雄 1対ずつラット用金網ゲージに入れ

て交配させる.受精の有無は，毎朝ケージ下に落下した

Vaginal Plugの存在で確認する.受精確認日を妊娠 O

-Dayとし， AB 2群に分けて， A群にはメチル水銀20

ppmとマッコウクジラ肉含有飼料を自由摂取させる.B

群はメチル水銀無添加飼料を給飼させる.出産時にA，

B群の新生仔を交換した後は，離乳日(生後21日目とし

た)までB群に投与したメチル水銀無添加飼料で飼育し

た(図 1).飲料水は，水道水を用いた.

両群の基本飼料は， 日本クレア社繁殖用飼料 CA-1

成分より，魚粉・フスマ・小麦を取り除いた飼料で， A

群には，塩化メチル水銀20ppmとマッコウクジラ肉25%

*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

* The Tokyo MetropoIitan Research Laboratory of PubIic Health 
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および除去成分量に合わせて残量をコーンを用いて調製

した飼料， B群のメチル水銀無添加飼料は， A群のマッ

コウクジラ肉の代りにカセ1 ン25%添加した以外はA群

と全て同一成分である.

実験動物飼育室は， 12時間照明・ 12時間暗室として，

温度22:t2 "C，湿度60:t5 %とする.

受精確認後， 4 -5匹をラット用金網ケージに入れそ 6 0 

出産前まで飼育する.そして，各ラットの出産予定日(妊

娠21-Days)の前日より，マウス用ポリカーボネート

ゲージに移して単独飼育にし，離乳時まで母仔を飼育す

る.出産は，朝・昼・夕方の一日 3回確認を行い， A群

とB群の新生仔を交換する (CrossFostering). 

観察項目には，妊娠期間中週一回の体重視IJ定，妊娠率，

出産率，出産仔数，出産時死亡数，卵巣内黄体数および

子宮内着床部位数からの吸収胎仔数および出産した新生

仔数の確認，離乳仔数，離乳率，離乳時体重を用いる.

結果

妊娠期間中の体重増加を図 2に示した.メチル水銀投

与群は，最初の 2週間ではB群より多い体重増加量を示

したが，第三週目には逆転してB群が高<， A群の体重

増加は抑制された.ただし，有意の差が認められたのは

第一週日 (Pく0.01)のみであった.各週毎の体重増加量

と累積体重増加量を図 3に示した.第二週から第三週目 100 

の一週間の体重増加は， B群で有意 (P<0.05)に増加し

ていることが認められた. (A群:44.8:t13.5g， B群

58.0:t12.7g) 8 0 

表 1に各繁殖データを示した.妊娠率，出産率は両群

とも 100%，合計および平均出産仔数は，メチル水銀投与

群の方が少ないがAB群間に有意の差は認められな 6 0 

かった.出産時における新生仔の死亡率は， A群がB群

の約48倍多く，新生{子の平均死亡率によれば有意 (p

<0.02)に差があることが観察された.しかし，吸収胎仔 向。
数は， 8匹対 5匹と両者の間に差は少なかった.
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出産予定日と実際の出産日とのズレは，両群とも予定 ともに今年度の結果が前年度の結果と比較してや、高い

日に出産したラットが44.4%，一日遅れて出産したラッ 数値を示したが，総離乳仔の平均体重では，AB群の平均

トが55.6%で同じ割合を示し，メチル水銀による影響は 体重は前年度のそれとほゾ同等で‘あまり差が認められな

認められなかった.このように，出産予定日とそのズレ かった.

が同率を示したため，新生仔の両群との交換は，出産日

内に行うことができた.

合計離乳仔数において，メチル水銀投与のA群はB群

と比較してB群の約半数と低値を示し，また，平均離乳

仔数でも A群がB群より低値を示した.前者はA群の 3

匹の母親の同腹仔が全て死亡したため，後者はA群一腹

の離乳仔の少数例が認められたためで，一見， AB群間で

有意な現象と思われるが，統計的にも差は認められない.

しかし，出産時生存していた仔が離乳時まで授乳してい

たことを表わす離乳率では，メチル水銀投与群が有意(p

く0.01)に低いことがわかった.離乳時における新生仔の

平均体重はほゾ同等で、'性別による体重差も認められな

かった

A群と B群の結果を妊娠時から離乳時まで全期間水銀

曝露された前年度の実験結果と比較してみると，平均離

乳{子数では， A群:10.0:1:4.3 vs 7.7:1:4.4匹， B群:

13.0士1.0vs11.3:1:3.1匹であった.離乳率では， A群.

58.4:¥:45.6vs49.1:¥:32.9%， B群:97.8:¥:4.4vs88.3:¥: 

17.9%であった.総離乳仔の平均体重では， A群:37.5士

4.0 vs 36.1士9.6g，B群:36.4:¥:5.1 vs 37.5土6.4gを

示した.すなわち，平均離乳仔数および離乳率は， AB群

Table 1. Reproduction indices 

Group 

Fertility lndex (%) 

Gestation lndex (%) 

Total N o. of pups deliver. 
ed 

Mean N o. of pups deliv巴r.
ed 

N o. of dead neonate 

A 

100 

100 

103 

B 

100 

100 

121 

11.4:¥:4.6 

33 

13.4:1:1.4 

2 

hf号anmortality at partu・ 43.6士40. 0 0 . 9 :1: 2 . 7 
nuon 

N o. of absorbed fetus 8 5 

Total No. of implantation 
site 

Mean N o. of implantation 
site 

Total No. weaned pups 

Mean N o. of weaned pups 

Lactating index (%) 

Mean body weight at 
weanling 

* No. of Dams 

115 129 
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E
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様
、
i
ノ
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6

瓜
生

r
l

、
ハり

A
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噌

E
i 14.3:1:1. 7 

117( 9) 

10.0:¥:4.3 13.0:¥:1.0 

58.4:1:45.6 97 .8:¥:4.4 

37 .5:¥:4.0 36.4:1:5.1 

考 察

A群と B群の繁殖データーで著しい差が認められたの

は，出産仔の死亡率であった.A群は43.6%でB群の

0.9%の約48倍も高率で、あった.これは，胎盤通過したメ

チル水銀が胎仔に蓄積10-16)して死亡率を高めた8.肌 25)結

果と考察した.

その他の測定値でA，B群で有意の差が認められたの

は，離乳までの生存率である. B群の離乳までの生存率

が高かったのは，以下の報告からも容易に理解できるよ

うに，母乳移行する水銀量が少なかった結果と推測した.

すなわち， Olson等35)は，今回と類似の実験を試み，新

生仔ラットの臓器水銀蓄積量を測定した結果，胎盤移行

による水銀量は母乳移行水銀量の約 8-251音量であるこ

とを報告している.

また， Spyker等34)は，メチル水銀の曝露期間を変えて

新生仔への水銀の影響について調査した結果，出産前の

方が出産後よりも新生仔へのメチル水銀の影響は約 2倍

大きいと報告している.

メチル水銀毒性は，胎仔期に強〈現われ，出産後にお

いても継続して，メチル水銀の毒性発現力が残っており，

たとえ，授乳期にメチル水銀の曝露がなくても，離乳期

まで生存する能力が低下してしまうと推測される.

更に，これらの報告結果に加えて， クジラ肉由来セレ

ンの影響も考えられる.すなわち，セレンは乳汁中に移

行することが知られているので36，37)， クジラ肉由来セレ

ンの乳汁移行により水銀の毒性が減弱し B群の生存率を

高めたかもしれない.

今後， Spyker等の方法に準じたLittersizeを等しく

する実験をもとに，肉由来セレンを除いた方法およびA

群出産仔臓器と B群離乳仔臓器の水銀量の測定を試みる

必要があると考える.

要約

メチル水銀の毒性が，投与方法によってラットの胎仔お

よび新生仔に対してどのように影響するか， Cross-

Fostering方法を用いて調査した.

ウィスター系雌ラットを妊娠させて，胎仔期間中のみ

メチル水銀投与される A群と母乳を介してのみメチル水

銀を投与される B群に分けて，出産時に両群の新生仔を

互いに交換した.更に，離乳時まで両群ともメチル水銀

無添加飼料で飼育された.
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妊娠率，出産率，出産仔数，出産時死亡数，吸収胎仔

数，離乳f子数，離乳時体重，離乳率を観察した.

その結果， A，B群の出産仔死亡率に大差が認められ，

A群の出産仔死亡率はB群のそれの約48倍を示したこと

から妊娠期間中に受ける水銀毒性の強さが明示された.

また，離乳までの新生仔の生存率においても， A群は

B群より低値を示した.しかし，その他の測定値には有

意差が認められなかった.

これらの結果から，メチル水銀の毒性は，乳j十移行よ

りも胎盤移行による影響が大きいものと考えられた.

(本研究は，昭和57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jとして実施し，その概要

の一部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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Relation Between Feeding Apparatus in Mites and 

Experimentally Induced Lesions on Human Skin 

MIDORI YOSHIKAWA* and KIYOSHI HANAOKA叫

The relation between the structure of the mouthpiece chelicerae in 8 mites and lesion formation on 

human skin was studied and an additional attempt was made to illuminate a mechanism of causing a 

lesion using a scratch test. The ch巴liceralstructure of the mites which caused lesions was the piercing 

type. Mites with piercing chelicerae used were a bird blood sucker Dermanyssus hirundinis. predators 

of insects and mites Blattisocius keegani and Androlaelaps casalis casalis. and a plant parasite Tetrany. 

chus cinnabarinus. They insert their chelicerae first and then inject their salivary fluid into human skin. 

On the other hand. mites with chewing chelicerae such as Glycy，ρhagus domesticus. Aleurogl)φhus ovatus. 

Dermatophagoidesρteronyssinus and Htψlochthonius simplex did not cause any lesion. A scratch test. 

using 3 mites. those which caused and did not cause 1巴sions.showed positive skin reactions on abraded 

skin. Thus mite body fluid which is thought to be high molecular weight protein. was responsible for 

an allergic reaction and resultant papular formation when it penetrated skin. 

Keywords : chelicera. papular urticaria 

Introduction 

Cheyletids.especially an undetermined Chelaca-

ropsis sp. ，were thought to be the mites which caused 

dermatitis on residents of houses with insufficiently 

dried tatami mats in a 1979 surveyl). Ecological 

studies of house dust samples showed that a high 

density of cheyletids on tatami mats increassed the 

incidence of dermatitis among the residents2
). N 0 

papules. however. were found on residents when den-

sities of a cheese mite Tyrophagus仰 trescentiaeor 

house dust mites Dermatophagoides farinae and Der-

matophagoidesρteronyssinus were extremely high2
•3). 

Cheyletids of Chelacaropsis sp. and Cheyletus 

malaccensis were proven experimentally to bite 

humans and induce papular urticaria. using a method 

in which a starved cheyletid was affixed to human 

skin for 24 h4
•
5

). Occurrences of papules induced 

experimentally by living ChelacaroJうsissp. and C. 

malaccensis were 51.9% and 68.0%. respectively. 

The papular formation was a type IV allergic reaction 

(delayed typ巴 hypersensitivity). and the sizes of 

lesions were 2-5 mm in diam in Chelacaropsis sp. and 

5 -7 mm in C. malaccensis5
) • The most sever 

itching occured on the 2nd to 3rd day after removal 

but disappeared on about the 6th day. A blood suck-

ing tropical rat mite Ornithonyssus bacoti also experi-

mentally caused a lesion on a human and caused 

similar but slightly stronger itching and papular for-

mation compared with the cheyletids5
•
6

). On the other 

hand. exposure of a human to T.ρutrescentiae and D. 

farinae for 24 h using the same method did not result 

in any lesions5
). Thus the results from the experimen-

tally induced papular formation on humans agre巴d

with the results of our previous ecological studies. 

Papules induced experimentally by Chelacaropsis 

sp. and C. malaccensis were compared histologically 

to those of O. bacoti5
•
7

). Th巴lesionscaused by these 3 

kinds of mites were acute inflammation involving 

infiltration of eosihophils. Histological observation 

showed that the lesions induced experimentally by the 

2 kinds of cheyletids were similar to those of O. bacoti 

but a little weaker or showing slower papular forma-
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tion. Thus the histological analysis agreed with the 

macroscopic observation of the experimental papular 

formation between th巴 2kinds of cheyletids and O. 

bacoti. 

A scratch test is a method of testing certain 

agents which cause contact dermatitis by applying the 

agents to abraded human skin. The reaction usually 

appears within a few minut巴sbut disappears within 

hours， leaving normal looking skin8
). Protein contact 

dermatitis occured only when high molecular weight 

protein factors were used a，s the test material叫.

The purpose of this study is to check which mites 

that are found in houses bite humans and cause 

lesions， using the method applied to the cheyletids， 

and to discuss how the chelicerae are structurally 

different between the mites which cause and do not 

cause lesions. The scratch test is also performed using 

3 kinds of mites in order to discuss a mechanism of 

papular formation. 

Materials and Methods 

Formation of experimental papules 

Eight kinds of living mites were used for the 

biting tests. They were : an adult blood sucking bird 

mite Dermanyssus hirundinis. free-living female 

gamasids Blattisocius keegani and Androlaelaps casalis 

casalis. an adult spider mite plant parasite Tetrany. 

chus cinnabarinus. adult acaridids Glycyphagus 

domesticus and Aleurog砂hus ovatus. a European 

house dust mite DermatoPhagoides pteronyssinus. and 

an adult oribatid Haplochthonius simPlex. 

Dermanyssus hirundinis. T. cinnabarinus and 

H . simplex were collected from sparrow nests， carna-

tions and tatami mats in a tatami factory， respective-

ly. Blattisocius keegani and A. casal;ゐ casaliswere 

reared at about 20 'c and 75-80% RH feeding on T. 

仰 trescentiae・ GlyC)少hagusdomesticus. A. ovatus and 

D.ρteronyssinus were reared under the same condi-

tions as above. feeding on mouse lab chow powder 

which contained a tonic Ebios for A. ovatus and 

pieces of dried bonito for G. domesticus and D.ρter-

onyssinus. All the mites were placed individually in 

specimen bottles and starved for 1-2 days at about 

20 'c and 75-80% RH on the assumption that they 

would bite humans if no other food sources were 

available and also that they would not usually release 

feces on the human skin surface. 

The method of caging a mite and affixing it to 

human skin followed the methods of Yoshikawa←6) 

The number of mites affixed to volunteers were : 2 

mites with 1 control for each person on 2 volunteers 

for D. hirundinis ; 14-22 mites of B. keegani with 2 

controls on 2 volunteers ; 16 mites of A. casalis casa佑

with 2 controls on 1 volunteers ; 14 mites of T. cin. 

nabarinus with 2 controls on 3 volunteers ; and 12-13 

mites with 2 controls on 6 volunteers for D.ρteronys-

sinus. on 2 volunteers for G. domesticus and H. sim-

ρlex. and on 1 volunteer for A. ovatus. 

After a 24 h fixation period. the mites were 

removed from the human skin and cheked to see if the 

mite was still alive and whether a papule was present. 

Observation of lesion formation or absence. and of 

subsidence of papules was performed for 3-4 weeks. 

Scratch test 

Three circles of about 20 mm in diam were drawn 

softly by a pen on the left forearm of a male volun-

teer. The skin surface of each circle was softly abrad-

ed by a sterilized injection needle about 5 mm in 

length and thinner than the basallayer of epidermis in 

depth. 

About 100 living mites of ChelacaroJうsissp.， T 

ρutrescentiae and D. farinae were washed in sterile 

water. One kind of mite was placed on the abraded 

skin surface of each circle and was flattened by the 

backside of a washed spoon in order to cause mite 

body fluid to penetrate human skin. 

The reaction was observed 15 minutes later. The 

reaction is judged both by the size of the wheal and 

that of the erythma， multiplying the length of the 

vertical axis by that of the horizontal axis of both 

wheal and erythma. The reaction is positive when the 

size of wheal/ the size of erythma is larger than that 

of control noted below. 

As a control， the skin was abraded without 

flattening mites on the left arm in order to check for 

reaction from the needle alone. And on the right arm. 

the skin inside of each circle was not abraded and the 

3 kinds of mites used above were flattened on the 

unabraded skin surface. 
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Results 

Among the 8 mites tested， D. hirundinis， B. 

heegani， A. casalis casalis and T'. cinnabarinus bit 

volunteers and caused lesions， whereas G. domesticus， 

A. ovatus， D. pteronyssinus and H . simPlex neither bit 

the volunteers nor caused lesions (Table 1， Pphotos 

1-4) . 

Dermanyssus hirundinis showed a 100% occur-

rence of lesions against the affixed mites but no 

lesions in controls (Photo 1). Most of papules were 

observed at the moment of removal of the mites after 

a 24 h fixation period. The average size of the papules 

was 5-10 mm in diam， ranging from 3-15 mm. Itch-

ing was severe from the 1st day after the mite removal 

and continued for 6-14 days until no irritation was 

felt. Lesions subsided in 10-20 days but pigmented 

relics were in evidence for more than a month. 

Occurrences of papules against mites affixed 

were 9.7% and 28.6% on average for living females of 

B. keegani and A. casalis casalis， respectively (Tables 

2-3， Photos 2-3). The average size of the lesions 

was 1-2 mm， ranging from 1-3 mm. The pale red 

papul巴shad already been observed when removing the 

mites from the skin. V olunteers noticed light pain， 

like a needle prick， when these mites bit. Itching was 

not felt and the lesions had almost disappeared within 

24 h after removal. 

Tetranychus cinnabarinus showed a 15.0% occur-

rence of papules against living mites after removal 

(Table 4， Photo 4). No papules appeared in the 

controls. Papules were observed 24 h after removal 

and the average size was 2-3 mm in diam， ranging 

from 1-4 mm. Itching was not severe and disappear-

ed in 2-3 days after removal. Lesions subsided in 6 

days and pigmented relics did not remain. 

No papules appeared during a 7-day observation 

period when G. domesticus ，A . ovatus， D. pteronys-

sinus and H. sim戸た'xwere affixed to volunteers 

(Table 1). 

Results of the scratch test were 10x9/38x42 

mm in ChelacarOjう'sissp.， 4x6/28x28 mm in T. 

ρutrescentiae， 10 x 8/40 x 37 mm in D. farinae and 

OXO/OXO mm in control (only abraded) on the left 

arm (Phote 5) ， so all 3 kinds of mites caused a posi-

tive reaction. N 0 reaction appeared at 15 minutes 

after the test in the controls of the right arm (Photo 

5) . 

Discussion 

Chelicerae in mites are generally adapted for 

piercing， sucking and chewing. Modifications in the 

chelicerae have occured in correlation with feeding 

habits. Karg (1961) noted that there was a correlation 

b巴tweencheliceral structure and the typ巴 offood 

chos巴nby free-living Gamasida10
). In the same way， 

cheliceral modification in phytophagous or parasitic 

mites or in highly specialized predatory groups often 

involves fusion of the fixed digits into a stylophore 

and development of movable digits into stylet or 

spines for piercing plant or animal tissue川 .

In the cheliceral structure of Cheyletus caca-

h仰 mゆensisthe right and left basal segments are 

completly fused together to form a stylophore， which 

is integrated with the fused coxal segments of the 

pedipalps. Cheliceral stylets lie above the baccual 

cavity， where the pharynx lies. The pharyngial pump， 

immediately anterior to the pharynx， serves as a 

suction pump for ingested food materials. Muscles 

which control the pump co-operate with muscles 

which control the movement of the chelicerae and 

palpiI2
). The piercing thrust of the axial chelicerae of 

cheyletids is ascribable to protractile movements of 

the cheliceral stylets. Cheyletids suck body fluid of 

preys after inserting their chelic巴raeby protractile 

movements， and they may also introduce their sali-

vary fluid through the baccual cavity into the skin 

wound of the preys， as seen in a bat tick Ornithodoros 

kelleyi13
). The salivary fluid of cheyletids anesthetizes 

prey and may destroy the tissue thus making it easier 

to ingest. 

To cause a lesion on a human a cheyletid pi巴rces

and inserts its chelicerae into the skin and then injects 

its salivary fluid through the skin wound. Allergic 

reaction occurs against the penetrated salivary fluid 

and other mite body fluid which are assumed to con-

sist of high molecular weight protein factors as seen in 

protein contact dermatitis9
). The results of the 

scratch tests proved that all 3 kinds of Chelacaroρ'sis 

sp.， T.ρutrescentiae and D. farinae caused positive 



Table 1. The presence of skin lesions induced experimentally by mites collected from houses. 

no. of volunteer / no. of 

with lesions / volunteers tested 

mite lesions structure of chelicerae 

and food source induced speC1es suborder 

6/6 yes long， phercing type ; animal blood Ornithonyssus bαcoti 

2/2 yes whipped， piercing type ; bird blood 

long， piercing type ; predation of 

Dermanyssus hirundinis 

2/2 yes 
insects and mites 

Bla抗~isocius keegani Gamasida 

1/1 yes same as above Aγzdrolaelα争scasalis casalis 
淘}

'ouf 
type; 

p
3
 

ρ且」切ιa 
.
l
 

昭

川

.
i
1
t
 

℃

n
 

?
A

笥

u

E
 

・1

5
p

d

 

ρしQ
U
 n

 

--
E
A
 

G
 

n
 

o
 

--
&
L
 a

 

d
 

ρ
L
 

rA P
 

needle.shaped， 
主者6/6 yes Chelaca:γ0争sisst. 

主日

+社
3/4 yes same as above Cheyletus malaccensis Actinedida 

重吉2/3 yes 
plant type plercmg whipped， 

parasite 
Tetγa旬 chuscin加 barinus

ω
m
w
]戸
由
市
山
町

short， round， chewing type ; mold， 
0/2 no 

food， dead insects and mites 
Glyc.ゆhag拙 domesticus

0/6 no same as abowe Tヲγo悼哩us抑tγescentiae

0/1 no same as above 

short， round， chewing type ; dan. 

druff， mold， food 

Aleurogl)φhus ovatus Acaridida 

0/6 no . Dermato.争，hagoidesfariγzae 

0/6 no same as above Dermatophagoidesρteronyssinus 

ω]{】
j

0/2 

note mites used in previous experiments were included. 

no short， round， chewing typε; mold Hゆlochthoniussimplex Oribatida 
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Table 2. Occurrence of papules experimentally induced by Blattisocius keegani. 

volunteer 
A B X 

Occurrence of papules induced by all mites(%)' 2/22(2) 1 /14( 2) 

9.1 7.1 8.1 

Occurrence of papules induced by living mites (%)叫 1/12 1/9 

8.3 11.1 9.7 

キ No. papules induced by aJl mites/no. cages attached on skin excluding controls (no. controls in parentheses). 
* * No. papules induced by living mites/no. cages in which mites were alive. 

Table 3. Occurrence of papules experimentally induced by Androlaelaps casalis casali・s.

Occurrence of papules induc巴dby all mites (%). 

Occurrence of papules induced by living mites (%)日

*.&*ヰ Sameas Table 2 . 

volunteer 

3 /16( 2) 
18.8 

2/7 
28.6 

Table 4. Occurrence of papules experimentally induced by Tetranychus cinnabarinus 

volunteer 
A B C x 

Occurrence of papules induced 2 /14( 2 ) 1 /14( 2 ) o /14( 2 ) 

by all mites (%). 14.3 

Occurrence of papules induced 1/4 

by living mites (%)叫 25.0 

*&ネ*Same as Table 2. 

reactions (Phote 5). Of the 3 kinds of mites， only 

Chelacaropsis sp. induced lesions experimentally ; T. 

putrescentiae and D. j匂rinaedid not in our previous 

tests (Photos 6一7).The results of the scratch tests 

apparently disagreed with the results of the biting 

tests except for Chelacaropsis sp. But this phenome-

non is explained by the fact that high molecular 

weight protein factors can cause lesions when they 

penetrate human skin.ηrophagus putrescentiae and 

D. farinae could experimentally induce lesions on a 

human if their chelicerae were of a piercing structure. 

The abraded skin， the skin with stratum corneum 

removed， sweat duct openings， apocrine openings and 

pilo-sebaceous opeings are ready to react with any 

high molecular weight protein factors. We hav巴

learned from our previous test that living unstarved 

mites of T.ρutrescentiae and D. farinae， when many 

mites are caged together， can cause lesions on 

humans since their feces， that are also high molecular 

weight protein， penetrat巴theskin through sweat and 

7.1 。 7.1 

1/5 0/2 

20.0 。 15.0 

other openings. Unstarved mites more often release 

feces than the starved mites. So， in this test all mites 

used in the experiment were starved and only one mite 

was housed in each cage. 

Starved G. domesticus， A. ovatus， Dρteronyssinus 

and H. simPlex did not induce any lesions on a human. 

Since their chelicerae are chewing structures which 

are adapted for feeding on mold， dandruff， pieces of 

food or dead insects and mites， they can not abrade 

human skin (Table 1， Phtos 8-11). These mites had 

never caused papular urticaria or dermatitis on resi-

dents in houses where they were found in high 

density61. On the other hand， mites with piercing 

chelicerae such as D . hirundinis， B. keegani， A. 

casalis casalis and T. cinnabarinus caused lesions 

(Table 1， Photos 1-4， 12-15) . They are a bird blood 

sucker， predators of insects and mites， and a plant 

parasite. Their chelicerae are structurally adapted for 

piercing or abrading the surface of animals or plants. 

So， it is easy for them to pierce and abrade the human 
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skin surface， given their feeding habits. Thus the tion) appeared on the volunteers using all mites which 

results of the exp巴rimentallyinduced papular forma- caused lesions. But the response time for papular 

tion on humans using these 8 kinds of mites agreed formation induced by Chelararopsis sp.， C. malaccen-

with the results from our previous ecological surveys， sis and T α:'nnabarinus was more delayed than that 

in addition to the agreement noted in the introduction. induced by O. bacoti， D. hirundinis， B . keegani and 

The mechanism of inducing lesions on humans ty A. c，ωαlis casalお.This results agreed with histological 

these mites seems to be the same as that of the observation of the cheyletids and O. bacoti 5.7). Two 

cheyletids described above. However， the occur- reasons might be responsible for this phenomenon : the 

rences of papules are quite different among species. length of chelicerae affects the response time as the 

Of the Dermanyssus hirundinゐ mitesaffixed， 100% chelicerae oUh巴 4gamasids in Table 1 were longer 

induced papules， whereas living mites of B. keegani， than those of the cheyletids but were shorter or the 

A. casalis casalis and T. cinnabarinus caused same as those of T. cinnabarinus ; and secondly， the 

9.7-28.6% formation， which is lower than the occur町 salivaryfluid for anesthetizing animals is stronger to 

rences by Chelacaropsis sp. and C. malaccensis as a human than the fluid for parasitizing plants. The 

mentioned in the intoduction (Table 2-4). The dif- weak pale papules induced by B. keegani and A. 

fernce seems to come from 3 factors : aggressive casalis casalis might be due to the fact that an insuffi-

behavior， native structural adaptation for piercing cient amount of salivary fiuid was injected for an 

human skin surface and adaptation to the high tem- allergic response to occur. 

perature on human skin. Dermanyssus hirundinis References 

sucks human blood normally， so it was not surprising 1) Yoshikawa， M. : Toかかお EikenNenpo， 31-1， 

that it caused 100% occurrence of papules. The sec- 253， 1980 

ond highest occurrence of papules after D . hirundini・s 2) Y oshikawa， M. House and Household Insect 

was from the cheyletids， Chelacaropsis sp. and C. Pests， 12， 62， 1982 

malaccensis. It is due to strong aggressive behavior 3) Nagoya City Report : ]. Yakuen， 298， 27， 1983 

since they even attack a brush brought close to them 4) Yoshikawa， M. : Tokyo-to Eiken Nenpo， 34， 264， 

while D . hirundinis escapes. Blattisocius keegani， A. 1983 

casalis casalis and T. cinnabarinus seem to be less 5) Yoshikawa， M. :]. Med. Ent.， 22， 115， 1985 

aggressive than the cheyletids since they also escape 6) Yoshikawa， M. : ]. Environ. Cont. Tech.， 3， 4， 

from the brush ; and also B. keegani and A. casalis 1985 

casalis are less well adapted for piercing human skin 7) Y oshikawa， M. : ]ap. ]. Pub. Health， 30， 254， 

as the width of chelicerae in B . keegani and A. casalis 1983 

casalis is 20-30μm， whereas that of C. malaccensis is 8) Stone，].: Dermatology Immunology and Allergy， 

about 3μm (Photo 16) and of D. hirundinis about 5 362， 1984， The C. V. Mosby Company， St. Louis 

μm and of O. bacoti about 12μm (Photo 17). So， the 9) Hjorth， N. & Roed-Peterson，].: Contact Dermati二

volunteers felt itchy when B. keegani and A. casalis 前， 2，28，1976

casalis p巴netratedtheir skin with their chelicerae. 10) Karg， W. : Pedobiologia， 1，53，1961 

Tetranychus cin仰 barinusmight be weakened by the 11) Kranz， G. W.: A Manual 0/ Acarology， 2nd Ed.， 

high temperature of 32-34 'c on human skin surface， 16， 1978， Oregon State Univ. Book Stores， Inc. 

so that the occurrence of papules by living mites 12) Summers， F. M. & Witt， R. 1. : Proc. Ent. 50c. 

became lower than from the cheyletids or D. hiruηー Wash.，73， 158， 1971 

dinis. 13) Sonenshine， D. & Gregson，]. D.:]. Med. Ent.， 7， 

Delayed hypersensitivity (type IV allergic reac- 46， 1970 
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実験的に皮疹を発症したタゃニと口器鉄角の構造

古川 翠ヘ花岡 目皐叫

一般家屋内て"見つかる 8種類のダニが被験者に対し実

験的に皮疹を発症させるか否かを調べ，発症夕、ニと無発

症タwニの口器鉄角の形態を比較した.また，別の 3種類

を用いてスクラッチテストを試みた.皮疹を発症したダ

ニはすべてさし込み型の鉄角を有するダニで，それらは

吸血性スズメサシタゃニ，捕食性タンカンマヨイ夕、、ニとホ

ソゲチトゲ夕、、ニ，植物苦手生性ニセナミハ夕、、ニで、あった.

これらのダニは被験者に対しまず鉄角を皮膚内にさし込

み，そのさし込み口から唾液を注入する.被験者は高分

子蛋自の唾液に対してアレルギ一反応、を起こすと考えら

れた.一方， イエニクタボニ，ムギコナタゃニ，ヤケヒョウ

ヒダニ，イエササラダニは皮疹を発症せず，これらのダ

ニの鉄角は，人間の皮府に傷をつけるのが不可能な噛み

Photo. 1. A papule experimentally induced by Der-

manyssus hirundinis (the day after 

removal of the mite). 

Photo: 2. A papule (N o. 1) experimentally induced 

by Blattisocius keegani (the day after 

removal). 

Photo. 3. Lesions(No. 3 & 6 )experimentally induced 

by Androlaelaps casalis casalis (pale red 

papules on the 2nd day after removal). 

Photo.4. Papules(No. 3 & 4 )experimentally induced 

by Tetranychus cinnabarinus (on the 2nd 

day after removal). 

Photo. 5. Positive allergic reactions in scratch tests. 

Chelacaropsis sp. was flattened on abrad-

ed skin (a) and unabraded skin (e)， 

Dermaω，phagoides farinae flattened on 

abraded skin (b) and unabraded skin (f)， 

ηroPhagus 仰 trescent勿e flatt巴ned on 

abraded skin (c) and unabraded (g) and 

only abraded skin (d). 

Photo. 6 . Papular urticaria experimentally induced by 

Chelacaropsis sp. (a) and no papules by 

TyroPhagusρutrescentiae (b). 

砕き型であった.

スクラッチテストでは，前実験で被験者に皮疹を発症

させたケラカロプシスと，無発症のコナヒョウヒダニと

ケナ方、コナ夕、、ニを用いた.被験者の左腕 3か所に軽〈注

射針で傷をつけ，その上から生きたこれら 3種類のダニ

をそれぞれつぶすといずれも陽性反応を示したが，傷を

つけない右腕では同様な方法を用いても何の反応も現わ

れなかった. これらのことから，高分子蛋自のタゃニイ本液

が人聞の皮府の中に入り込めば，アレルギー性の皮府'炎

を起こすので，ダニが皮疹を発症させうるか否かは，被

験者の表皮に傷をつけうる鋲角を有するか否かにかかっ

ていると判明した.

Photo. 7 . Papular urticaria experimentally induced by 

Cheyletus malaccensis (α) and no papules 

by Dermatophagoides farinae (b). 

Photo. 8. Chelicerae of Glyc.沙hagus domesticus 

(Glycyphagidae) 

Photo. 9. Ch巴liceraeof AleurogzゅhU$ovatus (Acar-

idae). 

Photo.l0. Chelicerae of DermatoPhagoidesρteronys回

sinus (Pyroglyphyidae). 

Photo.l1. Chelicerae of HaPlochthonius simplex (Ha-

plochthoniidae) . 

Photo.12. Chelicerae of Dermanyssus hirundinis 

(Dermanyssidae) . 

Photo.13. Chelicerae of Blattisocius keegani (Ascidae) . 

Photo.14. Chelicerae of Androlaelaps casalis casalis 

(Laelapidae) . 

Photo.15. Chelicerae of Tetranychus cinnabarin出

(Tetranychidae) . 

Photo.16. Chelicerae of Cheyletus malaccensis (Ch-

eyletidae) . 

Photo.17. Chelicerae of Ornithonysst俗的coti(Ma-

chronyssidae) . 
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東京のツツガムシ相(第 1報)

式根島のツツガムシ病流行期 (1983年秋)の鼠寄生ツツガムシ類

大野正彦*

Trombiculid Mites of Tokyo ( 1 ) 

Trombiculid Mites Found on Rats in Shikinejima Island during 

An Outbreak of Tsutsugamushi Disease in 1983 

MASAHlKO OHNOネ

Trombiculid larvae found as parasites on rats in Shikinejima Island which belongs to Izu Islands 

during an outbreak of tsutsugamushi disease in N ovember ，1983 were studied. The numbers of larvae 

collected from 2 brown rats captured there were 1649 and 1795 respectively. Those larvae were 

Leptotrombidium scutellare， L. pallidum ，L. kitasatoi and Neotrombicula nagayoi， which has not been 

reported from Izu Islands previously， with more than 99% being L. scutellare . Thus the trombiculid 

larvae which carried the tsutsugamushi disease to residents on this island were assumed to be L. 

scutellare. 

Keywords:trombiculid mite， tsutsugamushi disease， brown rat 

緒言

1.はじめに

伊豆諸島において1951-53年に多発したツツカ。ムシ病

(七島熱)ト叫は一時終息したかに見えたが，最近再び急増

し，毎年数十名の患者がでている 5) 大島，式根島で特に

患者の発生が著しし 10月から 1月に集中する.

1950年代の七島熱はタテツツガ、ムシ Leptotrom.

bidium scutellareの媒介によるものと推定されている

が1-4.6-10ヘ現在の伊豆諸島のツツガムシ病媒介種は，三

宅島でタテツツ 7ゲムシが疑われている 11)以外，明らかで

ない.そこで，今回，式根島においてツツガムシ病流行

期の鼠に寄生するツツカゃムシ幼虫を調べたので報告す

る.

2.調査方法

1983年11月下旬，式根島の民家近くの甘藷(サツマイ

モ)畑を中心に20の調査地点を選び，各調査地点に鼠捕

獲用金網製生どり箆，及ぴシャーマン式トラップをそれ

ぞれ 1台づっ計40台設置した.捕獲用の餌としてサ、ソマ

アゲ，ソーセージなどを用いた.設置後，毎日，捕獲器

を見回り，鼠が捕れてないか調べた.

捕れた鼠は直ちに， リケッチア分離のため採血し，内

臓を摘出した.処理後，次の方法でツツカ"ムシ幼虫を調

査した.ツツガムシ幼虫は鼠の耳介に多いため両耳介部

をその基部から切除し，それらを70%エチルアルコール

に浸し保存した.耳介切除後の鼠本体は 5%ホjレマリン

溶液に入れ保存した.

これら耳介部，耳介を除く鼠本体を実験室に持ち帰り，

筆，針，ピンセット，ブラシなどでツツガ、ムシ幼虫を丁

寧に取り外した.ツツカ、、ムシをよく水洗いし，スライド

グラス上にとり，ネオシカ。ラール(志賀昆虫普及社製)

で封入し，標本を作った.顕微鏡下で種を同定し，各種

個体数を調べた.

3.結果及び考察

11月20，21日に金網製生どり簡でドブネズミ Rattus

norvegicus各1頭ずつ(計 2頭)捕獲した (Fig.1， Tabl巴

1) .以下， 20日捕獲の鼠を鼠 1，21日の鼠を鼠2と呼ぶ

ことにする.鼠 1， 2に寄生していたツツカ拘ムシ幼虫は

それぞれ1649，1795個体で，以前の七島熱関係の報

ホ東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1

ホ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Species and N umbers of Trombiculid Larvae Collected from 2 Brown Rats Captured on Shikinejima 

Island in N ovember 1983. 

rat( 1 )* rat( 2 )叫

specles 
larvae col. larvae col. larvae collected 

f~~;;th~V~'~~;~U le~ted from the lected from the 
larvae col. 
lected from the 
other parts 

Leptotrombidium scutellare 

L.ρallidum 
L. kitasatoi 

Neotrombicula nagayoi 

total 

* Rickettia tsutsugamushi was isolated. 

1557 

2 

10 

other parts 巴ars

79 

1649 

1738 

4 

5 

48 

1795 

* * Negative to R. tsutsugamushi，but positive to antibody titer against R. tsutsugamushi. 

よ

cfsOOo 

。
Fig. 1. Location of Cages Set up to 

capture Rats. 

lkm 

・:place where rat was captured. 

告1，26-8)に比べかなり多かった.その大部分は耳介に付い

Table 2. Ratio of Each Trombiculid Larval 

Sp巴ciesto Total Larvae Collected 

speC1es rat rat 
( 1 ) ( 2 ) 

Leptotrombidium scutellare 99.2% 99.5% 
L.ρ'allidum 0.2 0.2 
L. kitasatoi 0.6 
Neotrombicula nagayoi 0.3 

ガムシ病の媒介種として知られているのはタテツツガム

シとフトゲツツカゃムシで9.10)，特にタテツツガムシの個体

数が多かった.以上のことから，調査時 (1983年)の式

根島のツツガムシ病は30年前の七島熱と同様，タテツツ

カ、、ムシが媒介している可能性が高いと思われる.

謝辞 様々な御助言を賜わり，ナガヨツツガムシの同

定をしていただいた国立科学博物館動物研究部前部長浅

沼靖博士に深謝いたします.また，調査を行なうに当り，

御協力，御配慮を賜った都衛生局公衆衛生部防疫結核課，

島しょ保健所，新島本村役場，式根島診療所，帝京大学

救命救急部の皆様，及び当所微生物部ウイルス研究科の

ていた. 諸氏に深謝いたします.

今回の調査では 4種のツツガムシ幼虫が見られた.中 文 献

でもタテツツカ"ムシ L. scutellareが鼠 1， 2とも全体の 1) 東京都衛生局予防課編 七島熱の研究， 1952，東京

99%以上を占めた (Table2).フトゲツツカ。ムシ L.ρal. 都刊

lidumは両者に少数付いていた.キタサトツツ方、ムシ L. 2) 東京都衛生局予防課編:七島熱の研究第 2編， 1953，

kitasatoiは鼠 1に， ナカゃヨツツカゃムシ Neotrombi，αtla 東京都刊

nagayoi (伊豆諸島から今まで報告されていなかった)は 3) 東京都衛生局予防課編:七島熱の研究第 3編， 1954，

鼠2にそれぞれ少数付いていた. 東京都刊

伊藤ら 12)が報じたように，このツツカゃムシ病流行期に 4) 東京都衛生局予防諜編 七島熱の研究総括編， 1958，

捕獲した鼠 1からツツガムシ病リケッチアが分離され 東京都刊

た.一方，鼠 2は陰性であったが， Karp株に対し高い抗 5) 東京都衛生局:伝染病統計年報速報， 1984 

体価を有していた.採取したツツカ、、ムシ 4種の中でツツ 6) 佐々学 惹虫と慈虫病， 473， 1956，医学書院，東京，
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大阪

7) 上野康治:衛生動物， 7， 231， 1956 

8) Tamiya， T. :Recent Advances in Studies 01 Tsu四

tsugamushi Disease in Japan， 210，1962， Medical 

Culture Inc.， Tokyo 

9) 浅沼靖:自然科学と博物館， 37， 19，1970 

10)浅沼靖 第31回日本感染症学会東日本地方総会・第

29回日本化学療法学会東日本支部総会合同学会プロ

グラム抄録集， 16，1982 

11)村田道里ほか-感染症学雑誌， 54，235，1980 

12)伊藤忠彦ほか 東京衛研年報， 35，61，1984 
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トリハ口メタンの生成抑制に関する検討

ークロラミ・ン転化処理による THM生成抑制ー

笹野英雄ヘ西垣 進*

A Study on Controlling Trihalomethane Formation in Drinking Water 

一一ControllingTrihalomethane Formation with chlorine transformed to chloramine一

HlDEO SASANO本 andSUSU恥1uNISHIGAKI* 

Keywords:トリハロメタン trihalomethane， クロラミン処理 chloraminetreatment 

はじめに

水道水の塩素処理過程で，発癌性のあるトリハロメタ

ン(以下 THM)が生成されること 1)が明らかになって以

来，その低減化が検討されるようになった.現在， THM 

生成抑制の実用的な方法として， THM前駆物質の除

去2-6)，生成した THMの除去刊現行の塩素剤に代る代

替消毒剤の使用8，9)等が考えられている.著者らは，前

報10)で粉末活性炭処理，中塩素処理，凝集沈でん処理，逆

浸透膜処理による THMの低減化を検討し，総合的見地

から粉末活性炭処理がTHM前駆物質の多い原水の処

理に有効で、あると報告した. しかし，粉末活性炭処理に

もランニングコストや作業操作上の汚泥処理等若干の問

題が残された.そこで著者らは， THMが次亜塩素酸によ

るフミン質等の前駆物質の塩素化によって起こること，

水中にアンモニアが存在すると次亜塩素酸はアンモニア

と反応して速やかにクロラミンになり，このクロラミン

は次亜塩素酸に比べて著しく反応、が弱<THMの生成

が抑制されること，さらに，現行の水道法ではクロラミ

ン処理施行に問題のないこと等を考慮し，本報では次亜

塩素酸をクロラミンに転化させるクロラミン処理法を検

討することにした.

実験方法

1.試料

原水:小笠原村(父島，母島)のダム水

処理水:原水をポリ塩化アルミニウム150mg/l濃度

で凝集沈でん処理した上澄液

2.試薬

1) THM分析用混合標準溶液(関東化学製)， 2)食

品添加物用10%次亜塩素酸ソーダ(和光純薬製)， 4)特

級亜硫酸ナトリウム(岩井化学製)， 5)N，Nージエチル

-Pーフエニレンジアミン硫酸塩 (DPD)試薬及ぴリン

酸緩衝液 (1978年版上水試験方法により調製したもの)

3. THM分析方法

ヘッドスペース・ガスクロマトグラフ法11)

4. THM分析機器

ECD付7ゲスクロマトグラフィー(島津 GC-5A)

5.残留塩素測定宅手

DPD法(比色法)

6. クロラミン処理方法

クロラミンは殺菌力が弱いので，試料に遊離塩素を30

分間接触させた後にアンモニアを加え， クロラミンに転

化させる方法を採用した.
30分間接触

試料+遊離塩素一一一一一一+アンモニア(クロラミ
25'C， 37'C 

ンへ転化)一定時開放置 THM測定

実験結果及び考察

1.遊離塩素とアンモニアの混合比(HClO: NH3)の検

討

クロラミン転化の最適条件を設定するために，遊離塩

素とアンモニアの混合比を検討した.その結果を表 1に

示す.

測定結果からは， 30分後にO.lmg/lの遊離残留塩素

が認められたが， HClO: NH3 = 4 : 1比のものが痕跡

であり， DPD法の精度から考えて総ての混合比でクロラ

ミンへの転化が終了しているものと思われる.

2. 250Cにおけるクロラミン転化処理による THM生成

量の経時変化

キ東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1

ホ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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クロラミンへの転化による THM生成抑制効果を確

認するために， THM生成量の経時変化を検討した.その

結果を表 2に示す.

の約1/3量)を加え，クロラミンに転化し以後1，3，6，24，48

時間後の THM生成量と遊離塩素処理だけの THM生

成量との比較を行った.

試料に4.5mg//の遊離塩素を25'Cで30分作用させた

後，直ちにアンモニアを 1mg/ /(30分接触後の残留塩素

その結果，クロラミン転化処理試料は， 24，48時間後の

THM生成量が約50%抑制されることが認められた.な

表 1 クロラミン転化条件の検討

i昆 メ口〉、 比 30分接触後の残留塩素濃度 (ml/l)

遊離塩素 ア ン モ ニ ア 総残留塩素 遊離残留塩素 結合残留塩素

l l 1.8 0.1 1.7 

1 1/2 1.8 0.1 1.7 

1 1/3 1.8 0.1 1.7 

1 1/4 1.8 痕跡 1.8 

l 1/5 1.8 0.1 1.7 

実験条件:2.0mg/ 1遊離塩素含有蒸留水にアンモニア(硫酸アンモニウム)を添加した。

表 2 25'Cにおけるクロラミン処理による THM生成量の経時変化

トリハロメタン生成条件 クロロホルム
フやロモジク ジブロモク ブロモ 総トリハロ
ロロメタン ロロメタン ホルム メタン

(塩rng/素/ ) 
アンモニア

経 過時間 rng/ / 低率減% rng/ 1 低率減% rng/ / 低減 rng/ 1 低率減% rng/ / 低率減% (rng/ /) 率%

。 1時間 0.028 0.013 0.014 0.000 0.055 

1 11 0.028 010.013 010.014 01 0.000 o I 0.055 。
。 3時間 0.028 0.013 0.014 0.002 0.057 

1 11 0.028 010.013 010.014 o I 0.002 010.057 。
。 6時間 0.028 0.024 0.020 0.002 0.074 

1 11 0.028 010.014 41.7 0.020 01 0.002 01 0.064 13.5 

。 24日寺間 0.050 0.045 0.045 0.002 0.142 

1 11 0.038 24.0 0.013 71.1 0.024 46.7 0.002 01 0.077 45.8 

。 48時間 0.065 0.048 0.045 0.002 0.160 
4.5 

1 11 0.038 41.5 0.016 66.7 0.022 51.1 0.002 01 0.078 51. 3 

。 塩素消去後 1時間 0.028 0.013 0.014 0.000 0.055 

l 11 11 0.028 01 0.013 010.014 o I 0.000 01 0.055 。
。 11 3時間 0.028 0.013 0.014 0.002 0.057 

1 11 11 0.028 010.013 010.014 o I 0.002 010.057 。
。 11 6時間 0.028 0.013 0.014 0.002 0.057 

1 11 11 0.028 010.013 010.014 o I 0.002 010.057 。
。

" 24時間 0.034 0.015 0.016 0.002 0.067 

1 11 11 0.034 010.013 13.3 0.012 25.0 0.002 o I 0.061 9.0 

。 11 48時間 0.035 0.019 0.016 0.002 0.072 

1 11 11 0.035 01 0.016 18.8 0.013 18.8 0.002 o I 0.067 6.9 

※経過時聞は遊離塩素30分接触後の時間，試料は処理水
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お，低濃度のブロモホルムを除くと各成分にわたり抑制 夏期に水道水の水温が上昇した時や亜熱帯地域の小笠原

効果がみられた. 村等の水道事情を想定し， 37'Cの水温時におけるクロラ

さらに，遊離塩素30分接触で生成された THM中間生 ミン転化処理の THM生成抑制効果を検討した.その結

成体が亜硫酸ナトリウムで残留塩素を中和後 THMに 果を表 3ーし表 3-2に示す.

移行する可能性の検討を併せて行った. 表 3-1はクロラミン転化処理による THM生成低

その結果，①遊離塩素30分接触後に残留塩素を中和し 減率を示したもので，浄水に相当する PAC処理水は24

た試料，②遊離塩素30分接触後にアンモニア(硫酸アン 時間で58.6%，48時間で78.4%低減効果が得られた.そ

モニウム使用)を加え，クロラミンに転化後残留境素を こで，クロラミン転化処理による THM濃度の経時変化

中和した試料についての THM生成量は， 48時間生成能 を知るために， 24時間の聞に増加する THM生成量を

で両試料共大きな増加が認められなかった.以上から， 25'C， 37'C条件下で遊離塩素処理だけのものと比較検討

遊離塩素30分間接触では THM中間生成体が大量に生 してみた.その結果は表 3-2の通りで， 25'C， 37'Cと

成されることはないように思われる. も1桁低い増加率を示し，この面でもクロラミン転化処

3. 37'Cにおけるク口ラミン転化処理による THM生成 理は， THM濃度の低減化に有効であることが示された.

抑制効果 4.遊離塩素とアンモニアの混合比別 THM生成抑制効

THM生成促進因子の一つに水温上昇がある.そこで， 果の検討

表 3-1 37'Cにおけるクロラミン処理の THM生成抑制効果

トリハロメタン生成条件
クロロ フやロモジク ジフゃロモク フロモ 総トリハロ
ホルム ロロメタン ロロメタン ホルム メタン

試料水 温度 時間 (rn塩g/素l) 
アンモニア

rng/ 1 率低減% rng/ 1 低率j% 成 rng/ 1 低率j% 成 rng/ 1 低減
rng/ 1 低率減% (rng/ 1 ) 率%

。 0.018 0.018 0.020 0.014 0.070 
24 38.9 61.1 50 85.7 58.6 

PAC 1 0.011 0.007 0.010 0.002 0.029 

処理水 37'C 卜一一一一 4.5 。 0.067 0.036 0.032 0.032 0.167 
48 79.1 72.2 68.8 93.8 78.4 

1 0.014 0.010 0.010 0.002 0.036 

。 0.095 0.050 0.032 0.002 0.179 
9.0 80 70 62.5 。 73.2 

2 0.019 0.015 0.012 0.002 0.048 
原 水 24 
(ダム水)

。 0.100 0.055 0.030 0.002 0.187 
37'C 18.0 79 70.9 66.7 。 73.8 

4 0.021 0.016 0.010 0.002 0.049 

。 0.135 0.065 0.032 0.002 0.234 
9.0 78.5 76.9 62.5 。 78.6 

2 0.021 0.015 0.012 0.002 0.050 
48 。 0.135 0.070 0.032 0.002 0.239 

18.0 79.3 64.3 31.3 。 67.8 
4 0.028 0.025 0.022 0.002 0.077 

表 3-2 経時による THM増加率

水('C温) 塩(素rng添/加l)物
アンモニア

24時間 THM生成量 48時間 THM生成量 24時間後から48時間ま
試 料

添(rng加/1) 物 (rng/l ) (rng/ l) での THM(%増)加率

。 0.142 0.160 12.7 
25 4.5 

PAC 1 0.077 0.078 1.3 

処理水 。 0.070 0.167 138.6 
37 4.5 

1 0.029 0.036 24.1 
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表 4 遊離塩素とアンモニアの混合比別 THM生成抑制効果

混合比 反応 クロロホ/レム
ブ、ロモジク ジフゃロモク

ブロモホルム
総トリハロ

ロロメタン ロロメタン メタン
試 料 名

低率減% HCIO: NH3 時間 mg/ 1 低率減% mg/ 1 mg/ 1 低率減% mg/ 1 
低減 mg/l 低率減% 
率 %

原水(ダム水) 1 0 24 0.130 0.100 0.050 0.006 0.286 

PAC処理水 1:' 0 0.019 o I 0.026 o I 0.038 01 0.008 010.091 。
11 1 : 1/2 0.010 47.4 0.012 53.8 0.018 52.6 0.008 o I 0.048 48.0 

24 
11 1 : 1/3 0.008 57.9 0.013 50.0 0.018 52.6 0.007 12.5 0.046 49.5 

11 1 : 1/4 0.010 47.4 0.011 57.7 0.016 57.9 0.008 o I 0.045 50.5 

11 1 0 0.019 o I 0.027 o I 0.038 o I 0.008 01 0.092 。
11 1 : 1/2 0.010 47.4 0.012 55.6 0.018 52.6 0.008 o I 0.048 47.8 

48 
11 1 : 1/3 0.010 47.4 0.011 59.3 0.018 52.6 0.008 o I 0.049 46.7 

11 1 : 1/4 0.010 47.4 0.011 59.3 0.017 55.3 0.008 o I 0.046 50.0 

※反応温度25
0

C，遊離塩素添加量:原水9.Omg/ 1，処理水 4.5mg/l

将来， クロラミン転化処理が実用化されることを想定

し，表 lのクロラミン生成条件の検討結果を基に THM

生成量からみた遊離塩素とアンモニアの混合比を検討し

た.その結果を表 4に示す.

検討した混合濃度比は， HC10: NH3= 1・1/2，1・

1/3， 1: 1/4である.いずれの混合比も25
0

C，24時間接

触，48時間接触で遊離塩素単独処理にくらべて THM低

減率は45-50%であり，混合比の違いによる差を認めな

かった.この結果を AllenL. Langeらの報告13)やアンモ

ニアのブレークポイントなどを考慮して適用混合比を設

定すると， HC10: NH3= 1 : 1/3又は 1: 1/4が笑用に

適する条件と忠、われる.

まとめ

本実験では， クロラミンが遊離塩素にくらべ殺菌力が

弱い点を考慮し，アンモニアを加える前に遊離塩素を30

分間接触させる方法を採用し THMの低減化を検討し

た.その結果は次の通りであった.従来の遊離塩素処理

とくらべて① THM生成量の低減効果が高い，②時間経

過にともなう THMの増加率が l桁低い，③水温上昇に

よる THMの増加も著しく低い.

以上の結果から，クロラミン転化処理法は THM低減

化に有効な方法であることを確認した.

建設課並びに東京都水道局浄水課の各位に深謝いたしま

す.
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糞便汚染指標細菌としての大腸菌群に関する検討(第 2報)

古畑勝目iJヘ松本淳彦*

Studies on Fecal Coliforms as the Indicator Bacteria for Fecal Contamination ( II ) 

KA TSUNORI FURUHA T A' and A TSUHIKO MA TSUMOTOホ

Keywords:糞便性大腸菌群 fecalcoliforms，糞便指標細菌 indicatorbact巴riafor fecal contamination，M-FC 

寒天培地 M司FCagar medium 

緒 百 色集落を糞便性の大腸菌群とするものである.この試験

飲料水や排水，公共水域等の水質評価を細菌学的に判 法に採用された M.FC寒天培地については，従来，大腸

断する一つに，腸管系病原微生物の共存の指標とする大 菌群検出に用いられている種々培地と比較したところ，

腸菌群の項目がある.法規的には水道j去の水質基準，下 最も良好な発育を示す培地であった 12) 一方，水質分野で

水道法の放流水水質基準，水質汚濁防止法の排水基準， 対象とされる大腸菌群のなかで， 44.5'Cの温度条件で増

公害対策基本i去の環境基準等があり，それぞれに基準値 殖を示すのは， E. coli (1型)のみであるといわれてき

が定められ，試験法も異なる.水質試験でいう大腸菌群 た1) しかし実際に，排水や河川水等を M-FC培地で培養

は，乳糖を分解して酸およびかスを・産生するグラム陰性 すると ，E.coliばかりでなく Klebsiella pneumoniaeや

の無芽胞梓菌(好気性，通性嫌気性)を総称し，これに K. oxytoca， Enferobacter cloacae， E. agglomerans等が

はEscherichiaco li ( 1， II ， III型)をはじめ Citrobacler 増殖してくることがある 12) そして集落の色調も定型的

freundii・(1， II型)， Klebsiella aerogenes (1， II型) 青色集落のほかに種々な色調のものが多数出現する. と

等がこの範ちゅうに含まれている 1) しかし， E. coli ( 1 ころがこれら形態が違う集落がすべて乳糖を分解する腸

型)以外は，元来，水中や土壌中を生息場所としている 内細菌，すなわち大腸菌群であるか百かが明らかになつ

ものであり，糞便汚染とは直接関係がないことが以前か ていない.そこで，ヒトの糞{更を培養して，集落の色調

ら指摘されていた2-6) そのため，糞便由来の大腸菌群の と大腸菌群の種構成を明らかにし，これをもとに，排水，

みを対象として，糞便汚染の指標性をより高めようとす 河川水を培養したときに増殖してくる集落の性状とそれ

る考えが強くなってきている 7-9) この試験方法は，従来 ぞれの菌種について若干の検討を試みた.

の培養温度35-37'Cを44.5'Cの高温にするもので，この 材料および方法

温度条件で増殖可能な大腸菌群を糞便由来と考えるもの 1.材料 1 )糞便;健康成人の糞便， 30試料. 2) 

である.この基礎的な考え方は1904年に Eijkmanが推奨 団地排水;住宅団地の浄化槽放流水， 10試料. 3)河川

したといわれへ現在では ECTest，FC Testとして上水 水;都内の荒川，江戸川，墨田川，多摩川の下流域から

試験方法'>'Standard Methods (15版)'0) に記載されて 採取した河川水， 7試料.

いるが，水質検査においては，これまで日常的には用い 2.方法 糞便はおよそ 1gを生理食塩水 9ml中で

られていなかった. 均一化した.これを10倍段階で希釈した各 1mlについ

1983年 8月，環境庁より水浴場を対象とした水質環境 て， M.FC寒天培地(1 1中のg トリプトース10.0，プ

基準と試験法の改定が通達され11)，汚染の指標細菌を従 ロテオーゼペプトン5.0，酵母エキス3.0，塩化ナトリウ

来の大腸菌群から糞便性大腸菌群とすることになった. ム5.0，乳糖12.5，胆汁酸塩1.5，アニリンブルー0.1，寒

これは，メンプランフィルタ一法により M-FC培地上で 天15)を用いてj昆釈し， 36:t 1 'cおよび44.5:t O.5'Cの両

44.5:t0.2'C， 24時間培養し，フィルター上に出現した青 温度で24時間培養して菌数を測定した.また5枚の M-FC

キ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

• The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1. Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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平板培地に試料O.lmlを塗抹して44.5:tOSCで培養

し，平板上に発育した集洛を色調別に 4グループに分け

て釣菌した.すなわちAクゃルーフ。は濃青色集落， Bグルー

プは淡青色集落， Cクゃルーフ。は青白色集落， Dグループ

は白色ないしクリーム色の集落とした.このグループ分

けでそれぞれ405株， 162株， 19株， 64株の計650株を分離

した.これら釣菌した各集落は新たに M-FC寒天平板上

に画線培養し，独立した集落を形成させて純化したのち，

BGLB培地に移植し，36
0Cで48時間培養してガス産生に

よる乳糖分解を調べた.次いで、オキシダーゼ試験，OF試

験を行い，さらに腸内細菌同定用キット(バイオテスト 1

号‘栄研，)を使用して21項目の生化学的性状により同定

し，それぞれの菌種の構成とその比率を調べた.

排水および河川水については，菌数を測定した後，

44.50Cで発育した集落をそれぞ、れ177株(79，35， 22， 41 

株)， 64株 (52， 3， 0， 9株)を分離して同様に同定を

行った.

結果

1.糞便中の菌数および集落の色調と菌種の関係

糞便を M-FC寒天培地により 36
0

Cおよび44SCの温

度で24時間混釈培養し，発育したすべての集落を計数し

た.36
0

Cの場合は1.3XI06-4.7XI08/g，44SCの場合

では1.0x 106-4.5 X 108
/ gであり，両培養温度におけ

る菌数には差がみられなかった.また色調別集落の出現

割合もほぼ同様で、あったので，これらを糞便由来大腸菌

群とみなして，44SC培養条件で発育してくる集落につ

いて比較を行った.

集落の色調の違いによって分離した菌株について同定

した結果を表 1. にまとめた.これによると定型的濃青

色集落は， 405株中90%(364株)が E.coliであった.ま

た5% (22株)が K. pneumoniaeで，その他 3% (12株)

がE. agglomerans， 1 % ( 4株)がE.cloacae， 0.7% (3 

株)が C.freundiiであり，これらも濃青色の集落を形成

した.淡青色集落では， E. coliの占める比率は下がり，

162株中64%(104株)となり ，K.ρneumoniaeが31%(50 

株)と高くなった.しかし青白色を呈する集落は糞便中

には少なし 30試料中 1試料のみにみられた.この19株

中79%(15株)が K.ρneumoniaeであり，他には E.coli， 

E. agglomeransが低率ながら分離された.青味のないク

リーム色集落では，意外に E.coliと同定されたものが

かなり存在したが，乳糖を分解するものは18%にすぎな

かった.他には K.pneumoniae(17%) ， E. cloacae (11%) 

が低率ながら分離された.これら濃青色から青白色を呈

する分離株はすべて BGLB培地でカゃス産生を認めた.

表 2. には糞便30試料中無作為に選んだ10試料から検

出された大腸菌群の種構成を示した.試料によってかな

り違いがみられたが， E. coliの占める割合は57-100%

であった.次いで K.ρneumonzae.が 2-23%の割合で

あった.他に E.cloacaeが10-14%，E .agglomeransが

6 -10%ほどみとめられた.

このように糞便から M-FC培地上に44SCで増殖し

てくる菌種には E.coliおよび K.ρneumoniaeが多し

その他のものとして E.agglomerans， E. cloacae， C. 

/トeundii等も低率で、はあるが発育可能で、あり，これらを

糞便性大腸菌群とみなすことができる.E. coliと同定さ

れたものの集落の色調は， 93.6% (500株中468株)が濃

青色一淡青色を呈するものであった.しかし，K. 

pneumoniaeの色調は， i農青色では22.4%の低い比率で

あるが， i炎青色一青白色を呈するものに多くみられ，

66.3% (98株中65株)がこれに該当していた.

2.排水，河川中の菌数および集落の色調と菌種の関

係

排水は36
0

Cの培養で1.9X 102-4.1 X 10s/ml.44. 5
0

C 

では3.1X 10-2.8 X 103/mlの菌数であり，高温培養する

と36
0

C培養における菌数の0.4-30.8%，平均10.6%が発

育を示した.

表1. 糞便中の色調別大腸菌群の構成 (M-FC寒天培地，44SC， 24時間培養)

~集落の色調 i農青色 j炎青色 青白色 クリーム色

菌種 株数(割合%) 株数(割合%) 株数(割合%) 株数(割合%)

分離株数 405 (100) 162 (100) 19 (100) 64 (100) 

Escherichi，αcoli 364 (89.9) 104 (64.2) 2 (10.5) 30 (46.9) 

Klebsiellaρneumoniae 22 (5.4) 50 (30.9) 15 (79.0) 11 (17.2) 

Ente:γ'obacteγcloacae 4 (1.0) 2 (1. 2) 7 (10.9) 

E. agglomerans 12 (3.0) 2 (10.5) 

Citγobacteγ freundii 3 (0.7) 

その他 6 (3.7) 16 (25.0) 
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これら高温培養で出現した集落を色調別に同定した結 た.その他， E. cloacae， E. agglomerans， C.jヤ'eundiiが

果を表 3.に示した.釣菌した79株のj農青色集落は91.1% 5-7%と低率ながら検出された.

(72株)がE.coliであり，残り 8.9% (7株)は K. 次に，河川水の菌数は， 36
0

Cで2.7x 102-3.6x 10</ 

ρneumoniaeであった.淡青色集落の35株は68.5%(24 ml，44.5'Cでは0.6x 10-3.9 x lu2/mlであり， 36
0

Cでの

株)が E.coli，25.7% (9株)が K.ρneumoniaeであっ 0.3-6.8%，平均2.2%が44.5'Cで検出された.このよう

た.青白色を呈する集落は22株と少なくなるが， E. coli， に，河川水では36
0

C培養で、の菌数に対する44.5'C培養で

K.ρneumoniaeとも同率の36.4%にみられ，その他E. の菌数の割合は非常に低かった.

cloacae， E・agglomerans，C.jシ'eundiiが13.6-4.5%と 44.5'Cの温度条件で発育した集落を，色調別に分離し

低率ながら検出されるようになった.これら分離した136 て同定し表 5. に示した i.農青色を呈した集落52株のう

株は82%以上が乳糖を分解した.排水から E.coliと同 ち69.2%(36株)が E.coliであり， 21. 2% (11株)が K.

定されたA-Dク、、ルーフ。の122株のうち .78.7%の96株が ρneumoniaeであった i炎青色を呈する集落は 3株と非

濃青色あるいは淡青色の集落を形成した.また，K. 常に少なし河川水はほとんどこの両菌種によって占め

pneumoniaeと同定された26株で，定型的青色を呈する られていた.これら55株のうち87%が乳糖を分解するも

ものは26.9%と少なし淡青色ないしは青白色のグルー のであった.

プに属するものが65.4% (17株)と多くなり，これは糞 表 6. には河川水 7試料から分離された糞便性大腸菌

便中の割合と同じような傾向がみられた. 群の種構成を示したが， 4菌種が同定され， 43-100%が

表 4. には排水10試料から検出された糞便性大腸菌群 E. coliであった.また K.ρneumonzaeが 8-40%で

の種構成を示してみた各試料からの釣菌数は15-20株 あった.

であるが， E. coliが40-90%ともっとも多く，次いでい 以上のように，劃更をM-FC培地により 44.5
0

Cで培養した

K.ρneumoniaeが 5-40%を占めていることがわかっ 場合に増殖してくる菌種には，Escherichia coli， Kleb-

表2. ヒト糞便中の大腸菌群の構成
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青白色

株数(割合%)

22 (100) 

(36.4) 

(36.4) 

(13.6) 

(9.1) 

(4.5) 

数字は株数を示し， ( 
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41 (100) 

(44.0) 
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i炎青色

株数(割合%)

35 (100) 

(68.5) 

(25.7) 

24 

9 

濃青色

株数(割合%)

79 (100) 

(91.1) 

(8.9) 

72 

7 

分離株数

¥ 集洛の色調

種 ¥

Escherichi，αcoli 

Klebsielle 争制~umoniae

Eηteγobαcleγcloαcae 
E. agglome:γans 

Citγobaclem fiγeu:汎dii

その他

表3.

菌

(46.3 ) 19 

(2.9) 

(2.9) 

1 

1 
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表4. 排水中の糞便性大腸菌群の構成

菌穏~
試料No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

分離株数 20 20 20 20 20 18 15 15 15 15 

Escherichi，α coli 8 18 15 14 15 15 10 8 8 11 

(40) (90) (75) (70) (75) (83) (67) (52) (53) (73) 

Klebsiella 争制~umoniae 8 l 4 2 2 l 。 1 5 2 

(40) (5 ) (20) (10) (10) (6 ) (7 ) (33) (13) 

E冗~teγo加ιteγ c/oacae 1 。。。。。。 l 1 1 

(5 ) (7 ) (7 ) (7) 

E. agglomerans 1 。。。。。。 1 1 。
(5 ) (7 ) (7 ) 

Citγobacteγfreundii 。。。。。。 1 1 。。
(7) (7 ) 

その他 2 l 1 4 3 2 4 3 。 l 

(10) (5 ) (5 ) (20) (15) (11) (26) (20) (7) 

数字は株数を示し， )内はその割合(%)

表5. 河川水中の色調別大腸菌群の構成(M-FC寒天培地，44SC， 24日寺間培養)

~集落の色調 濃青色 淡青色 青白色

株数(割合%) 株数(割合%) 株数(割合%)

分離株数 52 (100) 3 (100) 

菌穏

Escherichia coli 36 (69.2) l (33.3) 

Klebsielt.α争悦eumoniae 11 (21.2) 2 (66.7) 

Enterobacter C/Oαcae l (1. 9) 

E. agglomerans 
その他 4 (7.7) 

表6. 河川水中の糞便性大腸菌群の構成

種~
試料No. 1 2 3 4 5 

菌 分離株数 15 12 10 8 7 

Escherichia coli 10 5 6 5 5 

(67) (43) (60) (63) (72) 

Klbsiellaρneumoniae 2 1 4 3 l 

(13) (8 ) (40) (37) (14) 

Enterobacteγc/oacae 。 l 。 。 。
(8 ) 

E. agglomerans 。 l 。 。 。
(8 ) 

その他 3 4 。 。 1 

(20) (33) (14) 

数字は株数を示し， ( )内はその割合(%)

クリーム色

株数(割合%)

9 (100) 

3 (33.3) 

1 (11.1) 

5 (55.6) 

6 7 

6 6 

6 3 

(100) (50) 。 2 

(33) 。 。
。 。
。 l 

(17) 
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siellaρneumoniae， Enterobacfer agglomerans， E. 

cloacaeおよび Citrobacferjトeundiiの5菌種があり，こ

れらを糞便性大腸腫群と称することができる.そして排

水や河川水からも同様に検出されるため，糞便汚染の指

標細菌として有効なものと考えられた.主要菌種は E.

coli， K . pneumoniaeの2菌種であるが，この純培養した

ものと両者を混合培養したもの，および実際に河川水を

培養して出現した集落を写真に示した.

考察

細菌学的な水質検査における大腸菌群の試験法には乳糖

ブイヨン， BGLBブイヨン培地を使用する液体培養法

と，デソキシコレート寒天培地を使用する寒天平板培養

法とが採用されている.いずれも培養温度が35-37'Cで

あるため，この条件では糞便汚染とは直接関係がないと

いわれる Citrobacferfreundii， Klebsiella (現在は Enter-

obacter) aerogenes等も同時に増殖してくる.そこでこの

培養温度を44.5"Cに高くするとこれらの大腸菌群は発育

が抑制されることを Eijkmanが提唱した.このことにつ

いては，著者らも保存菌株である E.coli ( 1， II型)， C. 

freundii (1， II型)， K. aerogenes (1， II型)の 6菌

種を44.5"Cで培養すると，やはり E.coli 1型のみが増

殖を示したことからもうなずけることであった川.

一方で、は，糞便汚染の指標性を高めるための高温培養

法を推奨する反面，糞便由来の乳糖分解腸内細菌，すな

わち糞便性大腸菌群の種的構成が明らかにされておら

ず， E. coliのみであるのか，あるいはこの他にも存在す

るのかについての議論が水質分野では少ないのが実状で

ある.従来は IMViC分類体系によって糞便性，非糞便性

を区別していたが，この方法では菌種が異なっても同じ

性状を示すものがあって十分ではない. Standard 

methods(15版， 1980) 10)てもKたbsiella属と Enterobacfer

属を一つのグルーフ。に含めているが，これらを区別する

には運動性の有無を確認しなければならない.

著者らは，高温培養によって M-FC培地上に発育する

集落を色調によって 4グループに分け，これらについて

IMViC系列と 21項目の生化学的性状試験を並行して

行ってみた.ヒトの糞便を36'Cと44.5'Cの岡温度で培養

しでも菌数間に差はみられないが，排水や河川水等の環

境水を同条件で培養すると44.5"Cで発育するものは明ら

かに少ない.しかし，菌種の構成は既述したように E.

coli， K.ρneumoniae， E. cloacae， E. agglomeransそし

て C.freundii等の共通性があるため，これらの 5菌種

を糞便性大腸菌群と称することができると考える.これ

ら菌種を M-FC培地上の集落の色調から区別すること

は困難で、あるが，あえて{憂占種2種を比較してみると，

写真に示したように， i，農青色からi炎青色を呈する集落で

あれは、95%ほどは E.coli・であると思われる.また淡青

色ないし青白色と薄い青色を呈する集落はほぼ65%が

K . pneumoniaeに該当するであろうと考えられた.Gel-

dreichらは，いろいろな自然環境水を同様に培養し，色

調について論じているが，青色集落であれば93%は糞便

性大腸菌群であり，青味のないクリーム色ではおよそ

12%がこれに該当するにすぎないと述べている 13) 集落

の青色度合の濃淡は大腸菌によって酸の産生量が異なる

ためであり，事実， E. coliの方が K.ρneumoniaeに比べ

て液体培地の pHが低くなる傾向が認められている.

これらのことから実際に海水や河川水等の水浴場水を

検査した場合に， M-FC培地上に発育する集落は濃青色

のものばかりでなく，淡青色ないし青白色を呈するもの

も糞便性大腸菌群として計数する必要がある.

要約

水浴場の細菌学的水質環境基準，試験法が改定された

機に，糞便性大腸菌群について検討を行い，次の知見を

得た.

1 )ヒトの糞便を M・FC培地によって44.5"C温度条件

で培養し，発育してくる集落を色調別に分けて菌種構成

を調べ，排水，河川水からのそれと比較した.

2 )糞便性大腸菌群と称されるものには，Escherichia 

coli， Klebsiella pneumoniae， Enterobacfer agglomer-

ans， E. cloacae， Citorobacfer freundiiの5菌種があっ

た.なかでも前二者が主要種で，環境水からも高率に検

出され，糞便汚染の指標細菌となることが示唆された.

3) M開FC培地上で濃青色-)炎青色を呈する集落は

E. coli， )炎青色一青白色の集落は K.ρneumoniaeに高

い比率で該当した.
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Light Scattering (光散乱)法による溶血検査

市川久次ヘ小林博義*

Hemolysis Test by Light Scattering Method 

HISA TSUGU ICHIKA W A * and HIROYOSHI KOBA Y ASHI本

Keywords:溶血検査 hemolysistest，光散乱法 lightscattering method 

現在最も広く，一般的に使われている溶血検査法は原 ベクトル (Fig.1)に影響されない波長である700nmを

理的には溶血検査用血液サンフ。ルを調整した後被検物質 用いて，赤血球サンプルの吸光度 (A700)を経時的に測

と反応させ，反応時間終了後直ちに遠心し，その上清中 定し溶血曲線を作製し， i容血を検討する.

に含まれる赤血球より漏出したヘモグロビン量を測定 2.試薬

し， i容血の程度の大小を検討する遠心法によっている i容血毒として用いた無機水銀 (Hg2
+，塩{じ第二水銀)

しかしながら，この方法には①赤血球を分離するための は和光純薬製(試薬特級 LotNo. P] 1110) を使用し，

遠心分離操作中の溶血②反応終了後からヘモグロビン量 他の試薬はすべて ]IS特級を使用した.

測定までの時間というこつの因子が溶血反応以外の因子 3.保存用赤血球サンプルの調整

として加わっている.このため，この方法では直接薬物 健康な成人男子より得た新鮮なへパリン加静脈血を遠

等と赤血球との反応のみによる真の溶血を検討すること 心 (2000rpm， 5 min)し赤血球を分離する.遠心分離に

はできず，加えて同一サンプルによる経時的変化を追跡 より得た赤血球を 2-3倍のリン酸緩衝液加生理食塩

し動力学的解析を行うことならびに他の薬物等の途中添

加による影響を検討することは不可能で、ある.そこでよ

り簡便で、，使用血液量が少なしさらに直接溶血を測定

できる方法として，最近 Brown')によりヒト赤血球を用

いて，正常の赤血球は光を透過せず散乱させ，溶血が進

行するにつれて赤血球サンプルの透過度が増す(吸光度

が減少する)という原理に基づく溶血検査法が考案され，

放射線による溶血の検討に応用されている.そこで今回，

本法を毒性試験研究の一環としての血液毒性(溶血毒性)

の検討への導入，応用を目的とし，材料としてヒト赤血

球， i容血毒としてよく知られている無機水銀 (Hg2+)を

用いて検査方法としての基礎的検討を行い，その方法を

確立したので報告する.

実験材料ならびに方法

1.原理

本法は正常の赤血球は光を透過せず散乱させ，赤血球

の崩壊(ゴース化を含む)が進むにつれて赤血球サンプ

ルの透化度が増加(吸光度の減少)する現象を根本原理

とし，さらに赤血球より漏出するヘモグロビンの吸収ス

Table 1. Effect of Days Elasped on Times for 50% 

Hemolysis by 0.4 ppm Hg2+ in 0.03% 

Hematocrits (Human) 

Dayafter 50% Hemolysis Time l(tYz， min) 

Collection D1 D2 

。 55.50:t 0.501)(3)2) 67.57:t0.60 (3) 

1 59.95:t3.66 (4) 67.17士0.76(3) 

2 56.10:t2.77 (5) 67.50土0.50(3) 

3 52. 66:t 1. 61*(5) 65. 33:t 0.76*(3) 
4 53.57:t2.69 (3) 64.83土3.25(3) 

5 51.17:t 1. 89*(3) 63.43:t3.86 (3) 

6 47.67士0.29*(3) 64.33:t 0.29*(3) 
7 44. 33:t 0.76*(3) 61.00:t0.87ペ3)
10 43.07:t 0.60*(3) 58.43士0.51*(3)

1) mean:tSD 
2) N o. of determinations 
* significantly different from the 0 day's value at p< 
0.05.H巴molysiswas observed slightly in control sam. 
ples. 

本東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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液， pH7.4 (148mM NaCl， 6 mM  KCl， 10mMリン酸

緩衝液， pH7.4:以下 PBSと略)にて 3回洗浄した後，

PBSを用いて 1%へマトクリット (Hct)赤血球液を調

整し， 4"Cで保存し使用時 PBSにて必要濃度に希釈し

実験に供した.

4.溶血の測定方法ならびに50%溶血時間 (t1/2)の求

め方

実験方法 3で得た 1%Hct赤血球液90μ1，被検物質

(PBSに溶解していることが望ましい)必要量をテフロ

ン栓付吸光度測定用キュベットにとり PBSを加えて全

量3.0mlとし，3TCで incubateしながら経時的に分光

光度計 (Cary17)で、700nmにおける吸光度を測定し溶血

曲線を得る，例として0.4ppmHg2+による溶血曲線を示

した (Fig.2.)，グラフ上にて吸光度の最高値ならびに

最低値より 50%溶血値を求め，その時の経過時間をグラ

フ上にて求め50%溶血時間 (tl/2，min) とする.

実験結果

1.赤血球濃度 (Hct値)と吸光度の関係

本法はj容血の進行により赤血球サンフ。ルの吸光度が減

少するという原理に基つ、いているが，実験精度上の必須

条件として，吸光度の減少は即 Hct値の減少を示すとい

Fig.1. 
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う条件，すなわち吸光度と Hct値が直線的比例関係にあ

ることが要求されるそこで，その直線的比例関係の範囲

を求めた.その結果 Fig.3. に示した如く少なくとも

Hct値 0-0.04%までは吸光度との聞に直線関係が認め

られたので，実験には0.03%Hct値を使用することにし

た

2. PBS中における 1%Hct (ヒト)赤血球液の経時

的安定性

実験材料として用いた健康な成人男子二人 (Du D2) 

より得た 1%Hct赤血球液の安定性を0.4ppmの Hg2+

による50%溶血時間 (t1!2)を指標として採血後の 0-10

日間にわたって経時的に検討した.その結果， Table 1 

に示した如く両者の赤血球ともに採血後 3日目に50%溶血

時間 (t，/2)の低下 (pく0.05)がみられたが採血後 4日

目には差はなくなり， D1の方は採血後 5日目以後， D2 

は採血後 6日目以後有意 (pく0.05)な低下が認められ，

さらに時聞の経過につれ50%溶血時間 (t，/2)が短かく

なって行くことが認められた。この結果より，本溶血検

査においては実験材料として採血後4日目までは実験に

供するに良好なものとし，以後本実験においては採血後

4日目までのものを実験に供した.

337 

3. ヒト 0.03%へマトリット赤血球液の溶血に対する

無機水銀 (Hg2+)の濃度の影響

本実験法の実用性の可否を検討する目的で溶血毒とし

て良〈知られている無機水銀 (Hg2+)0， 0.1， 0.4， 4 

ppmを加えて3TCにて incubateし，ヒト 0.03%Hct赤

血球液の溶血に対する影響を検討した.その結果， Table 

2， Fig.4に示した如く controlは17時間以上経過しで

も吸光度の低下はほとんど起らず溶血は起きなかったが

無機水銀 Hg2+の濃度をo.1ppm (t，/2 =405.5::!:15.55 

Table 2. Effect of Various Concentrations of 

Mercury (Hg2+) on Times for 50% 

Hemolysis in 0.03% Hematocrits 

(Human) 
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Examples of Hemolysis Curve in Various Hg2+ Concentrations 
Control 0 0.1 ppm・0.4ppm企 4.0ppm口

min)， 0.4ppm(tl/2=54.4:t2.80min)， 4 ppm(t1l2 = る. したがって，この両者には直線的比例関係が必須で、

45.5:t0.71min)と増加させると50%溶血時間 (tl/2 )は ある.その範囲を求めたところ Fig.3に示した如〈

減少するという用量 反応関係が認められた. 0.04%Hct値までは直線的関係が認められたので，吸光

考 察 度との関連性も加味し0.03%Hctを使用することにし

より直接的に毒物(環境化学物質，食品添加物，医薬 た.また， 50%溶血時間の求め方については吸光度の最

品等)の溶血毒性の検討を可能にする lightscattering 高，最低値より 50%溶血点を求めグラフ(溶血曲線)よ

(光散乱)法による溶血検査法の毒性試験研究への導入， り50%溶血時間を算出したが，これは動力学的解析の定

応用を目的とし， 1容血毒として良〈知られている無機水 法としてよく用いられているので特に問題はないと考え

銀 (Hg2+)を用いて基礎的検討を行った.本法は原理の る.実験材料として使用した健康成人男子より得た赤血

ところにおいても述べたが， 700nmにおける吸光度の減 球サンプルの安定性については，実験結果のところで述

少を溶血の指標としているので，赤血球サンプルの溶血 べたように， 0.4ppmHg2+を加えたその50%溶血時聞の

の進行により漏出したヘモグロビンの吸収(スペクトル) 経時変化より採血後 4日目までは安定なものと考え，実

による妨害が問題になることが予想されたので， 0.lppm 験材料として使用する期間をを採血後 4日目までとし

Hg2+を加えて18日寺問37'Cで反応させ溶血完了後のサン た.

プルの吸収スペクトルをとったが Fig.1に示した如く， 本溶血検査法を毒性試験研究への導入，応用を行った

その吸収は700nmにはなく，溶血により漏出するへモグ 場合の実用性について無機水銀 (Hg2+)を用いて検討を

ロビンによる妨害はないことが明らかとなった.次に 加えたところ Table2， Fig.4に示した如く Hg2+の濃

Hct値と吸光度の関係であるが実験値として測定される 度の増加により 50%i容血時間 (tl/2 )が短縮されるという

のは吸光度であり，溶血を表わす値としては Hct値であ 用量一反応関係のある結果が得られた.以上のことより
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Fig.4. 
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本法は毒物の溶血検査法としてのみだけでなく，毒物の

溶血作用に対する動力学的解析法としての実用性につい

ての可能性も十分あるものと考える.今回はヒト赤血球

を用いて検討を行ったが，今後は犬，サル等の赤血球を

用いての検討を加えつつ，毒性試験研究への導入，応用

を進めて行く予定である.

要
t::福
田

ヒト赤血球を用いて，より直接的に毒物の溶血毒性の

検討を可能にする lightscattering (光散乱)法の毒性試

験研究への導入，応用を目的とし，溶血毒としてよく知

られている無機水銀 (Hg2+)を用いて，実験方法の基礎

的検討を行い，実験方法を確立した.

文献

1 ) Brown. M. A.. : Radiation Research. 95. 303. 1983 
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Slc : Wistarラットの核型について

田 山 F寿美子ヘ田山邦昭*ヘ平賀興

Karyotype of Slc : Wistar Rats 

互王***
仁コ

SUMIKO TAYAMA*. KUNIAKI TAYAMA**and K:OGO HIRAGA叫*

Keywords : Slc : Wistarラ、ソト Slc : Wistar rats，核型分析 Karyotype analysis. C-banding 

はじめに 放置して作った.

Slc : Wistarラットは，各 Wistar系の中では小型で 3. bandingおよび染色

扱い易いなどの理由で，これまで癌原性或は毒性試験な Gゐanding: KatoとYoshida7
)が開発した尿素法を以

どに用いられて来た.当部でも F344ラットが導入される 下のように改変して行った. 8 M尿素水溶液を原液と

以前にはこの系統を用いていた経緯がある.しかし し，使用時に1/15Mリン酸緩衝液 pH6.8をし尿素を 3

Slc : Wistarは，その各種飼育成績が F344のそれと非常 の割合で混和して用いた.処理は室温で数秒-4， 5分

によく似ており，さらに腫蕩移植，皮膚移植が両系の間 行い，水道水でよく洗った後， 1/100 Mリン酸緩衝液てが

で成立するなどの，両系の由来の同一性を推測させるよ 2%に希釈したギムザ液で染色した. bandingが足りな

うな成績が得られている 1，2ベ2
方法はい〈つカか、あるが'その一つに核型分析カがミある.ラツ カパ一10∞0倍対物レンズを用いて検鏡し'写真f撮最影した.

トにおいては種々の系統間でで、性4性|性生染色体或は常染色体の一 C-b加anding:G-ba叩n吋凶dωin昭1沼gを施しい'写真撮影した標本を

部に多型が見られることが報告3-叫6引}されており， C-band 5叩0%酢駿で脱染色した後， Sumner8)の BSG法を一部変

法により分染される構造的異質染色質も系統聞で異なる 更して行った.60。の0.5%水酸化バリウム中に標本を数

ことが見い出されている 5，6) そこでわれわれは， Slc: 秒-1分浸し，充分に水洗した後， 60。の2XSSC液(塩化

Wistarラットについてその染色体の形態を調べ，さらに ナトリウム0.3M，クエン酸ナトリウム0.03Mの水溶液)

C-band法も試み，すでに報告のある F344ラットの染色 中で30分処理し，水洗後 3%のギムザ液で20-30分染色

体と比較検討したので報告する. し，検鏡後写真撮影した.

材料および方法 4.核型標本の作成 標準核型作成委員会9)で示され

1.動物 Slc: Wistarラット，静岡県実験動物農業協 たラ、ソト G-bandパターンより，各々の染色体 No.を決定

同組合より 4週令で購入した.雌雄各 3匹について し，その C-bandとともに並べて作成した.

10-16週令で実験に供した. 結 果

2.骨髄染色体標本の作成 ラットにコルヒチン0.1% ラット (Rattusnorvegicus)の標準後型は標準核型作成

液を 1mg/kgで腹腔内投与し， 2時間後エーテル麻酔 委員会9)により示されているが，それによるとそれら

下で断頭屠殺して大腿骨を切り出し， 37。の生理食塩液で は常染色体 Nos.1 -12の端部(telo-，tと略す，および

骨髄細胞を洗い出した後， 0.075 M塩化カリウム液で37' acro-)或は次端部 (subtelo-.stと略す)動原体染色体の

20分低張処理を施した.固定はメタノール 3:酢酸 l容 グループと，常染色体 Nos.13-20の次中部 (submeta-)

の冷カルノア液で 2時間，途中 2， 3度液換えして行つ または中部 (meta-)動原体染色体のグループ，およびX

た.標本は，この細胞浮遊液を， i令50%メタノール液に とYの大小の端部動原体染色体に大別されるグループか

浸しておいたスライドグラス上に滴下し，そのまま室温 ら成る.この中で Nos.3， 12の染色体←6)および性染色

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24ーし Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku. Tokyo. 160 Japan 

M 同毒性部病理研究科

. .ホ東京都八王子保健所予防課
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Fig. 1. Metaphase plate of a female Slc: Wistar rat， showing a remarkable short arm and 
/or satellites classified into subtelocentric type on Nos. 3 (→) and 12 (一..)autosomes 
and the X (→) chromosome. 

体X3)tこ!i，系統聞でしばしば多型が見られることが知

られ，マーカー染色体となっている.調べられた Slc: 

Wistarラットの核板および核型は， Fig.1および2に示

したが， Nos.3，12およびX染色体はすべて st型であっ

た.また C.band法によりラットでは普通動原休部に濃

染して現われる構造的異質染色質も，常染色体 Nos.4， 

5， 7， 9においてその有無に系統によりいくつかのパ

ターンがあることが示されている附.Slc: Wistarでは

Fig.2に示したように， C.band は Nos.4， 6および8

-11， 13-18の常染色体で明瞭で、あり， Nos. 1 -3， 5， 

7， 12， 19， 20の常染色体およびX染色体には弱いか或

は殆んど認められず，雄のY染色体は全体がj農染した.

考察

Slc: Wistarラットはその性状がF344ラットと極め

て近似しており，両系ラット聞で組織適合性抗原の一致

を示す腹蕩移植，皮膚移植も成立している 1，2)ところか

ら， Slc : WistarはF344由来であろうと推察される.そ

こで核型の上から両系ラットの遺伝的性状を検討しよう

と，まだ報告のない Slc: Wistarラットについて，今回

その核型およびC.band像を調べ， Nos. 3， 12およびX

の各マーカー染色体はすべて st型，また C.bandマー

カーの Nos.4， 5， 7， 9染色体の各bandパターン

は+ 一+という結果を得た.これに対し，F344ラット

の核型或はマーカー染色体は， YoshidaとAmano4
)，

Millerら10)およびSasakiら引により報告されており，

No.3st，Xtである.No.12は2型が示されており，前二

者は st型， f:走者は t型としている.C.bandマーカーは

Sasakiら6)が， N os. 4， 5， 7， 9のマーカー染色体に

ついて，それぞれ十一 +の成績を示している.

われわれは日本チヤールス・リバー欄より購入の

F344/DuCrjについて，その核型およびC.band像を調

べてみた.結果は，染色体形態における 3つのマーカー

および4つの C.bandマーカーのすべてがSlc: Wistar 

のそれらと一致した.これら 7つの染色体マーカーにつ
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Fig.2. Karyotype of a female Slc: Wistar rat， showing G-bands (upper) and C-bands 
(lower). Bracket shows sex chromosome pair ffom male metaphase. In the marker 
chromosomes， Nos. 5 and 7 are C-band negative， while Nos. 4 and 9 are positive. 

いては，異なる系統聞でも同じ組み合わせを取るものも

あり6"これらの一致が必ずしも遺伝的由来の同一性を

示すものではないが，酵素型，血液型，組織適合性抗原

および毛色遺伝子など他の検索法と組み合わせることに・

より，系統聞の遺伝的差異の判定の 1つの重要な指標と

なり得ると考えられる.今回示された Slc: Wistarと

F344/DuCrjの核型の一致は，両系の聞での腫蕩移植，

皮府移植の成立を考える時， Slc: Wistarが F344/

DuCrjに遺伝的に極めて近いと判断される.ただ， Slc : 

Wistarはクローズドコロニーとして販売されており，山

田ら川は生化学的遺伝子座の検索から，かなり均一性が

高いコロニーであるとしているが，コロニーとしての核

型を述べるには更に多くの個体についての検索が必要で、

あるかもしれない.

近交系である F344については，はからずも今回X染色

イ本についてこれまでと異なるは型が示され，また No.12
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染色体についても st型と t型との 2つの呉なる報告が

為されている.これらの相違は F344の亜系聞における遺

伝的差異であるかとも考えられるが，生化学的遺伝子座

や免疫学的遺伝子座などの他の遺伝的品質検査法問で

は，それらの間に明確な変異は見られていない.F344の

亜系聞の核型については，更に詳細な検索が必要で、ある

と思われる.

要 ヒ'"日

Slc: Wistarラットは， F344由来であることを示唆す

る各種成績が示されているところから，今回その核型に

ついて調べた.系統聞で多型が見られるマーカー染色体

については， Nos. 3， 12およびX染色体はすべて次端部

着糸 (st)型， また C-bandはNos.4， 9で(+)， Nos. 5， 

7では(ー)であった.これらの結果は， F344についての他

の報告と比較すると， X染色体の形態に相違が見られた.

しかしわれわれが調べた F344/DuCrjとは，これらマー

カー染色体において一致が見られた.F344の核型につい

ては更に詳細な検討が必要で、あると考えられた.
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酵素免疫測定法における模擬実験

深野駿一*

Simulation of Enzyme Immunoassay 

SHUNICHI FUKANO. 

Keywords 酵素免疫測定法 enzyme immunoassay，理論式 theoreticalequation，模擬実験 simulation， 

競合反応 competitive reaction 

はじめに

生体内に毒物が取り込まれた場合，特定の酵素量の変

化がしばしば観察される.この酵素の変化量を知る目的

で酵素免疫測定法の利用を試みている.酵素免疫測定法

の中で競合反応を利用する定量法は，抗原(ここでは定

量を目的とする酵素)量の変化と発色量との聞に比例関

係が成立しない.そこでこの関係を知るために理論式を

誘導し，さらにこの理論式が正しいかを検証する目的で

マイクロコンビューターによる模擬実験を試みた.従来

生化学分野では理論式又は実験式をコンビューターによ

り計算しシュミレートすることは一般化されている. し

かし反応を分子同志のランダムな衝突と考えコンビュー

ター内で実験し結果を予測する例は少い.コンビュー

ターによるシュミレーションは多くの分野で利用されて

おり実験の効率化，精度の向上，経費の節減等に役立っ

ている.今回はその一つの事例として報告する.

理論式の誘導

競合法による抗原量測定の原理

1.カ、ラスビーズ(5mm)に抗原(定量しようとする降

素)を結合させる.

2. このガラスビーズを試験管にとり被検液を加える.

3.特異抗体を含んだ IgGフラクションを加え(ビーズ

に結合した抗原と被検液中の抗原とで競合反応を行

わせる.)反応終了後ビーズを洗浄する.

4. これに酵素標識抗体を加え反応後ビーズを同様に洗

浄する.

5.酵素基質を加え発色させ，ビーズに結合した抗体量

を測定する.

本法はすでに一般化されているが1)理論式誘導の根拠

となるため原理を示した.

理論式の誘導

抗原量を測定するためには抗原添加量と発色量との関

係を示す検量線が必要で、ある.この検量線がどのような

曲線となるか知る目的で理論式を導いてみた.

ガラスビーズに結合している抗原量を Xo，反応後のそ

れをXとする.同様に被検液中の抗原量を xo，反応、後の

それを x，加えた抗体量を Bo，反応後のそれを Bとする

と，

x+B~y 

X+B~Y 
K1=XB/y ・H ・H ・..①

K
2
=XB/Y ...・ H ・..②

xo- x = y ・・ H ・H ・-③

Xo-X=Y ...・H ・..④

Bo-B=y+y ……⑤ 

の関係が成立する.ここで、Kl' K2はそれぞれ解離定数

を， y， Yはそれぞれ抗原抗体複合体の濃度を示す.カ、、

ラスビーズに結合した抗原と被検液中の抗原、とが同様に

反応すると考えると，

K1=K2 -・・⑥

となる.

まず抗体量B。と複合体量 y，Yの関係を求める.反応、

は同一溶液系であるから次の関係が成り立つ.

x+X=A， y+Y=C.…・・⑦

とすると

K1=AB/C ……⑧ 

ここで反応前の抗原，抗体量をAo，B。とすると

Ao-A=C， Bo-B=C 

*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 

市 TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku. Tokyo. 160 ]apan 
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これを⑧式に代入し変形すると

C2ー C (Ao+Bo+Kl)+AoBo= 0 

Cの根を求めると

C= ((A。+Bo+KJ

士、I(Ao + Bo+ Kl)2 -4 AoBoJ/ 2 

ここでKlは1O-9mo1前後ていあるから Ao，Bo} Kl.で省略

することができる.

2C= (Ao+Bo)士、I(Ao-Bo) 2 

よって C=A。 又はC=B。

これは複合体量Cは抗原量A。又は抗体量B。の値と一致

することを示している.ガラスビーズにおける競合反応

においては抗体が抗原量以上あってはビーズと結合して

いる抗原が無制限に複合体を形成し定量できない.従っ

てBoくA。て引実験する必要がある.よって C= Boであ

る.これを⑦式に代入すると，

Bo= Y + Y …・・⑨

次にガラスビーズ上の複合体量Yと被検液の抗体量xの

関係を求める.

①，②，⑥式より

Y=Xy/x・H ・H ・..…⑪

⑨式を代入すると，

Y=X (Bo-Y)/x……⑪ 

ここで③，④式を⑪式に代入すると，

x/X=(Xo-x)/(Xo-X) 

x/X= Xo/X。
これを⑪式に代入すると，

Y= (Bo-Y) XO/XO 

Y= BoXo/ (XO+XO) 

である.ここでBo，X。は定数であるからこの理論式は抗

原x。とビーズに結合した複合体の濃度Yとの関係にお

いて双曲線であることを示している.

模擬実験法

前提条件としてカラスビーズに結合した抗原と被検液

中の抗原が抗体とランダムに結合するものとする.

まずガラスビーズに結合した抗原量 (AGO:プログラ

ム中で使用している記号)と被検液中の抗原量 (NGO

(i) )とを各々一定の数値範囲に割りふる.乱数を発生さ

せてその数値がガラスビーズ側の範囲の数値の場合はガ

ラスビーズの抗原と抗体が結合したものとする.被検液

1則の数値の場合は被検液側の抗原と抗体が結合したもの

とみなす.このようにして抗体のある限り乱数発生をく

りかえす.例えば AGOを2000n(分子の数とする.)とし，

これを 0-1999の範囲 (NCG)に割りふる. NGO(i)の値

を500nとした場合これを2000-2499の範囲とする.乱数

を発生させ数値が10の場合はかラスビーズの抗原と結合

したものとする.乱数が2001の場合は被検液中の抗原と

結合したものとみなす. 2500以上の数値は反応しなかっ

たものとみなす.このようにして抗体がある限り乱数の

発生をくりかえす.抗体量 (NABO)が2000nの場合は

2000回これをくりかえす. 2000固くりかえした後の O

-1999の範囲内に乱数が発生した数 (NCG(j))がかラス

ビーズ上の抗原と結合した抗体量となる.この複合体量

は発色量と比例するものとする.

プログラムの説明

1000-1050 :初期設定

1060 :乱数のシードの設定

1070-1090 :データのファイルネームの設定

1100 :ディメンションの設定

1110-1130 :抗体量の設定

1140 :実験試行の開始

1150-1180 :初期設定

1190 :実験の試行回数

1200 :被検液の抗原量の設定

1220-1230 ;乱数のシードを与える.

1240 :実験の開始

1250 :乱数発生

1260 :カホラスビーズの抗原と結合する抗体数の蓄

積

1270-1470 :被検液中の抗原と結合する抗体数の蓄積

(抗原濃度を20段階に分けて蓄積)

1490-1510 :抗体量又はカ、、ラスビーズの抗原量以上に複

合体が生成したかを判断し，その時点の複

合体数を記憶させる.

1520 :抗原と抗体との反応をくりかえす

1530-1550 :結果の表示

1560-1570 :試行を10回くりかえす.

1590 :時聞の計算

1600-1640 :結果をディスクに記憶させる.

結果と考察

実験例として抗体量1500n，カヲスビーズに結合して

いる抗原量2000nの場合のカwラスビーズ上に形成された

複合体量を表1に示した.最左段は被検液中の抗原量を

Oから400おきに8000まで変化させて試行したことを示

し，横列は試行回数を示した.Averageは試行10回の平

均値を， T.V.は理論値を示した.抗原量を変化させた時

の複合体生成量の平均値と理論式より求めた理論値とは

よく一致した値となった.またこの表をグラフ化し図 1

に示した.図 2に抗体量を1000-4000まで変化させ他の
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Fig. 2. The Simulation of Competitive Immunoassay 
at the Different Concentrations of Antibody 
(1 : 4000n， 2 : 3000n， 3 : 2000n， 4 : 1000n 
conc. of antibody) 

条件は表 1と同ーの場合の結果を示した.このように模

擬実験値と理論値はよく一致し誘導された理論式がまち

がいていないことを示している この理論式を実際の実験

結果に応用した例が図 3である.これは抗原として (J-

aminolevulinic acid dehydratase (ALAD)を使用し，抗

体として RabbitIgGを使用した場合の結果である.実

際の実験では吸光度を全体に増加させる因子があるため

Yに定数を加えた理論式を利用した.図 3に示したよう

に理論曲線とO印で示した実験値とはよく一致した.こ

のことは理論式を導いた仮定通り実際の反応も進行して

いることを裏付けている.

ラジオイムノアセーにおいては実験値を各種の変換に

より直線化する試みがなされている.Taliedalらは

logit plot引を初め 6つの直線近似式を検討しているが

l/(y-C)=ax+bが最も近似が良いと報告してい

る.この式を変形すると今回求めた理論式と一致し，カや

ラスビーズ法においてもラジオイムノアッセイと同様，

ビーズ上の抗原と被検液中の抗原が競合反応を均一に

行っていることを示している.今回求めた理論式は抗原

と抗体が互に一価であると仮定して導かれたものである

3.40 

_ 2.55 
z 
z 
N 
m 
守

.85 。

.16 .33 .50 .66 .83 1.0 

ALAD (μG/8EAD) 

Fig. 3. Experimental Values of Competitive 
Immunoassay for ALAD(Enzyme) 

が，実際の反応、は一価とは限らない.モノクローナル抗

体でない限り 2価， 3価の抗原、が存在し互に異なる抗体

同志が干渉し合っている.また非特異的吸着，タンパク

質の変成も加わり実際にはもっと複雑な反応、が進行して

いるものと考えられる.このような場合にも模擬実験に

おいてはこのような因子を導入することは容易で、あり，

これらの因子の重みを適当に変えて実験結果を予測する

ことができる.今後この基本プログラムを利用して反応

因子の解明，阻害剤の効果，反応時聞の推定等を行いた

いと考えている.

まとめ

競合反応を利用した酵素免疫測定法における標準曲線

を求めるために理論式を誘導した.この理論式はマイク

ロコンビューターにおける模擬実験結果，又実際の実験

結果ともよく一致し，式の誘導が正しいことが示された.

この理論式及び模擬実験を利用することにより実験を効

率化し精度を上げることができるものと考える.

謝辞理論式の誘導に当り御助言頂いた当研究所ウイ

ルス研究科，酵素免疫測定法について御指導頂いた細菌

第一研究科の諸氏，並びに貴重な酵素及ぴ抗体を提供し

て頂いた順天堂大学千葉百子，藤本暢子両氏及び、ロック

フエラー研究所佐々 茂氏に心から感謝致します.
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キノホルムの代謝(第 1報)

キノホルムの化学イオン化法によるマススペクトル

深野駿ーへ牛山慶子ヘ長井二三子ヘ中川敦子*

加納いつヘ中尾順子**

Metabolism of Chinoform ( 1 ) 

Chemical Ionization Mass Spectrum of Chinoform 

SHUNICHI FUKANO*， KEIKO USHIYAMA*， FUMIKO NAGAI* 

A TSUKO N AKAGA W A *， ITSU KANO* and TOSHIKO N AKAO叫

Keywords:キノホルム Chinoform，質量スペクトル massspectra，化学イオン化法 Chemicalionization， 

TMS化誘導体 TMS-derivatives

キノホルムはスモンの原因物質であることが明らかに

されているが，その代謝及び発症機構については完全に

解明されていない.現在代謝物としてグルクロン酸胞合

体及び硫酸胞合体が確認されており，さらに我々は肝薬

物代謝酵素であるチトクローム P-450類によりキノホル

ムが代謝されることを推定して invitroで実験してい

る.これらのP-450代謝物がさらに強い毒性を示す場合

もあり，代謝物の化学構造を明らかにすることは毒性発

現機構を知る上で必須で、ある.代謝物の同定法の一手段

として我々はマススペクトルを利用しているがすでに報

告のあるエレクトロンインパクトイオン化法(以下回

法と略す)では分子量を決定するために必要な分子イオ

ンピークをほとんど検出することができない.そこで温

和な条件でイオン化できる化学イオン化法(以下 CI法

と略す)を利用したところ充分実用となる結果が得られ

たので報告する.また分子式を推定するために必要な高

分解能マススペクトルも測定したので合わせて報告す

る.

実験方法

ミクロソームによる代謝実験:フェノパルビタール誘導

のラット肝ミクロソーム分画と，キノホルムを常法1)に

より反応させた.反応条件は NADPH 0.5mM， G6 

PDHase 1 unit， G6P 8mM， MgC12 5mM，EDTA 100 

μMの最終濃度になるようにO.lMリン酸緩衝液10ml

で希釈し，これにマイクロソーム(タレパク質含量10mg)

及びキノホルム (0.5mg/0.5mlDMSO)を加えしゃ光下

で3TC，20hr反応させた.

代謝物の抽出:ベンゼン27mlとピリジン 3mlのi昆液

により抽出し，窒素方、ス中で濃縮乾回した.

シリル化:キノホルムは熱不安定であるため熱安定性と

揮発性を増すために以下の方法により TMS化した.拍

出物をベンゼン 1mlに溶解し N.O・Bis(Trimethyl-

silyl) trifluoroacetamide (BSTFA) 1 mlを加え70.C，

20minで反応させ直接方、スクロマトグラフに供した.

ガスクロマトグラフィー質量分析 (GC・MS):質量分析

計は日本電子]MS-D300を，データ処理は日本電子 ]MA

同 2000データ処理システムを使用した.その他の条件は図

中に示した.

結果及び考察

図 1にTMS化した試料の ECD(Electron Capture 

Detector)カ、スクロマトグラムと RIC(R巴constructed

Ion Current)力向スクロマトグラムを示した. ピーク 3が

キノホルムの TMS誘導イ本のピークで，キノホルムはハ

ロゲン元素 Cl，1を含むため ECD方、スクロマトグラム

においてするどい山がみられた. 3以外のピークは①キ

ノホルムを含まないミクロソーム代誠実験において同様

のピークが見られること，②ECDガスクロマトグラム

にピークが見られないこと，③マススペクトル分析の結

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

本*東京女子医科大学生化学教室
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果等からキノホルムの代謝物以外の物質と思われる. れは Cl1HlON101CllI1Si1であることが確認された.ま

3のピークの EI及び CIマススペクトルをそれぞれ た実視IJ質量と理論値との差は 5m mass以内であり充

図2，図3に示した EI?ススペクトルでは質量数370以 分実用に耐える値であった.

上で強度を10倍に上げているため分子イオンピーク まとめ

(MJ+イオンが観察されている.しかしメチル基が解離 従来，キノホルムの質量分析法で、は分子イオンピーク

したベースイオンピーク (M-15J+イオンとの強度比で を検出することが困難であったが，キノホルムを TMS

は1/20以下で実際上分子イオンピークを見のがしてしま 誘導体とし CI法によりイオン化することにより，分子

う恐れがある.Kotakiら2)はキノホルムをアセチル化し イオンピーク(但し (M+1 J +)がベースピークとなり

EIスペクトルをとっているがその強度比は1/160でほと 分子量の推定が容易になった.さらに高分解能マススペ

んど分子イオンピークを検出していない.キノホルムを クトルにより質量を測定したところ理論値との差は 5

TMS化し，さらに CI法によりイオン{じしたところ図 m mass以内にあり充分実用になる値であった.これら

3. に見られるように分子イオンピークがベースピーク の質量分析法は今後キノホルムの代謝物推定の一助とな

となりスベクトル解析が容易となった.但しこのピーク るものと考える.

はプロトン化された (M+1J +イオンであり TMS化さ

れた物質を CI法によってマススペクトルをとるとごく

一般に見られるピークである剖.

高分解能マススペクトルを測定した結果，キノホルム

のTMS誘導体の CI法による (M+1J +イオン及び EI

法による (M-15J+イオンの平均の質量はそれぞれ

377.9622及び 361.9277であった.この値からデータ処理

システムにより分子式を推定した結果を表 lに示した.

表よりキノホルムの TMS誘導体の (M+1J +イオンの

分午式は C12H14N1 OlCl1 I1Siυ(M-15J +イオンのそ
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キノホルムの肝チ卜クローム P-450に対する影響

牛山慶子ぺ長井二三子ぺ中 川 敦 子 ぺ 佐 藤 か な 子 * ，

深野駿ーへ加納い っぺ中尾順子**

Effect of Chinoform on Hepatic Cytochrome P幽 450Content 

KEIKO USHIYAMA*， FUMIKO NAGAI*， ATSUKO NAKAGAWAホ，

KANAKO SATOH*， SHUNICHI FUKANO*， ITSU KANO* 

and TOSHlKO NAKAO** 

Keywords:キノホルム chinoform，チトクローム P-450 cytochrome P-450， 3ーメチルコラントレン

3 -methylcholanthrene 

緒言

キノホルムは，スモンの原因物質といわれているが1)，

その作用機序については，まだ明らかではない.また，

投与された場合の体内での代謝は，グルクロン酸抱合体

になり尿中に排池されることが報告されている 2) それ

以外の代謝についての報告はなし体内での挙動および

肝薬物代謝系に対する影響については，解明されていな

~、

肝臓の異物代謝には，酸化反応，還元反応，抱合反応

などがある.これらに関与する酵素は，肝ミクロソーム

に存在し， NADPHと酸素を必要としている.チトク

ローム P-450は，この薬物代謝酵素の本体といわれてい

る.チトクロームは，細胞や微生物に存在するへムタン

ノマク質のうち，生理的にへムが， Fe2+工三Fe'++eの反

応を行なって，電子伝達系の構成成分をなすもので P-

450は，還元型で一酸化炭素と結合して450nm付近に極

大吸収をもつため，この名前がある.この450nmの吸収

で，量を測定する 3) 催眠斉IJであるフェノパルビタールの

投与は，肝チトクローム P-450量を著しく上昇し，種々の

薬物代謝酵素活性も上昇させる.また発力、ン物質として

肝ミクロソーム中のチトクローム P;450を測定し，検討

した.

実験方法

動物は，マウス C57BL!6NCrj 6週令を用いた.キノ

ホルム(食品薬品安全センター提供)は，コーンオイル

に溶かし， 50mg/kg， 100mg/kgを腹腔内投与，これを

隔日 4回行ない，最終投与後 2日で肝臓を摘出した.

3-メチルコラントレンは，コーンオイルに溶かし， 40 

mg/kgを腹腔内投与した.

マウスを断頭屠殺後，肝臓を摘出し， 250mM su-

crose，10mM Tris-HCl緩衝液 (pH.7.4) を加えて10倍

量とし，ポッター型テフロンホモジナイザーでホモジナ

イズ後， 9000X g， 20分間遠心分離し，その上清を

105，000 X g， 60分遠心分離して，その沈殿をミクロソー

ム分画として測定に使用した.

チトクローム P-450は，このミクロソーム分画をタン

ノfク濃度 1-2 mg/mlになるように， 0.lMリン酸緩衝

液 (pH.7.0)で希釈し，これに，ジチオナイトを少量加

え，一酸化炭素を約20秒間吹きこみ，一酸化炭素処理し

ていないものを対照として， 450nmの差スペクトルを測

知られている 3ーメチルコラントレンもチトクローム P- 定した3)

450を増加させるが，極大吸収の位置は448nmにシフト 結 果

し，フェノパルヒ、タールとは異なるものを誘導する叫. 図 1に示したのは，チトクローム P-450の極大吸収で，

キノホルムもこのような薬物代謝系に影響を与えるの 破線は一酸化炭素を吹きこむ前のベースラインである.

ではないかと考え，キノホルムをマウスに腹腔投与し， この450nmと490nmでの吸光度の差を extinction co-

中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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

ホホ東京女子医科大学生化学教室
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が， 100mg/kg投与で 7%上昇した.

図 3は，チトクローム P.450量である.キノホルム単独

投与では， 50mg/kg投与で16%上昇し， 100mg/kgでは

反対に33%減少していた.3 ~メチルコラントレン単独投

与では， 52%上昇していた.また， 3【メチルコラントレ

ン前処理でキノホルムを投与したものは，両薬物とも投

与していないものを100%とすると， 50mg/kg投与は

65%上昇し， 3 ~メチルコラントレンのみの場合より，

13%上昇していた. 100mg/kgでは， 15%上昇していた

が， 3 ~メチルコラントレン単独と較べると上昇は37%抑

えられていた

354 

efficient 91cαm一'mM【 1で

極大吸収の位置は， 3 ~メチルコラントレンでは， 448 

nmであったが，キノホルム投与で、は450nmで， 3 メチ

/レコラントレンとは異っていた.

図 2は，肝臓の重量を体重100gに対して計算したもの

である.キノホルム投与では， 50mg/kgでは変化はない

450 ， ， ， 490 
L申ム-L-.L

o 50 100 

3司 methylcholanthrene

645  

100 0

0

6

 

5

n

t

 

+' 
0 
H 
a 

宮、、
，..; 
0 

a 0.5 
} 

μ 
回
0 
.j.J 

ロo 
o 
D 
u、
申

向。
Chinoform 
preteatment 

number of mice 6 

P-450 

一一-ー・・"'------ー-ーーー・一一銅山・ー~・_.baseline 、

4 

キノホルム投与量による肝チトクロームP.450
の変化
右側はキノホルム投与前に 3ーメチルコラン
トレンを投与したもの

図3.肝ミクロソームP.450，CO差スペクトル
実線は，ジチオナイト添加後，一酸化炭素

を吹き込んだもの

図1.

~ 
O 
H 
0. 

o 
信、、
同

0 

a 0.25 
、-

5.0 

F
C
O

匹、F
M
μ
z
h
v判
ω
h
p
h咽
O
A

、H
ω
h
v
H
J
[

100 

のF

凪
時

o
-
5
M
m
 

M
M

問

'

D
r

時
匹

ム

H

3

一

'

関

口

匹

時

ク

5
川
町

ト

間

チ

時

匹

肝

6

3

の

'

間

後

匹

時

与

5
却

投

開
ム

時

匹

ル

0

4

ホ

は

間

匹

ノ
化
物
時

3

キ
変
動
担
問

50 

(hr. ) time 

10 
。o

m司
l
向

図 4.

100 0 50 100 

3~methylcholanthrene 
4 6 4 5 

キノホルム投与量による肝重量の変化
右側はキノホルム投与前に 3ーメチル

コラントレンを投与したもの

50 

no 
6 

。
6 

O 

Chinoform 

pretreatment 

number of mice 

図 2.



東京衛研 年報 36，1985 355 

図4は，キノホルム100mg/kgをl回腹腔投与後，時間

を追って肝臓を摘出し，チトクローム P-450を測定した

ものである. 6時間で， 20%低下し，その後は徐々に上

昇し， 96時間では 5%の低下になった.

考察

チトクローム P-450の極大吸収の位置は，発ガン物質

である 3-メチルコラントレン，ベンツピレンなどは， 448

nmにシフトしベフェノパルビタールで誘導されたもの

とは異なっている.キノホルム投与の場合の極大吸収は

450nmにあり， 3 メチルコラントレンとは，明らかに違

う性質である.

フェノパルビタール等，チトクローム P-450誘導剤で

は，肝重量の増加は顕著で、ある 5) キノホルム投与では，

50mg/kg投与のとき，肝重量はほとんど変化がなかっ

た.チトクローム P-450量はこのとき増加していた.100 

mg/kg投与では，チトクローム P-450は著しく減少し

た 3-メチルコラントレンで前処理を行なうと， 3-メ

チルコラントレンによるチトクローム P-450の増加は

認められ，キノホルムと 3ーメチルコラントレンの影響は

相加的であった.少量では，キノホルムはチトクローム

P-450をわずか誘導する.しかし，大量投与では，生体が

夕、メージをうけ，チトクローム P-450を低下させると考

えられる.このチトクローム P-450の低下は，へム生成系

(アミノレプリン酸シンターゼ)の阻害か，また，分解

系(へムオキシゲナーゼ)の促進が考えられる.有機ス

ズのラットへの投与により，チトクローム P-450が低下

したという報告がありへこれには，へム生成系には影響

はないが，へムオキシゲナーセヴ舌性が著しく高くなって

おり，そのためチトクローム P-450が低下したと，してい

る.

また，キノホルムは鉄とキレートして，体外に排出さ

れるという報告がある 1) このため，チトクローム P-450

の構成成分であるへムの Feをキノホルムがキレート

し，チトクローム P-450の合成を抑制したとも考えられ

る.
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キノホルム投与によるベンツピレンおよび

ビフェニル水酸化酵素系の誘導

中川敦子ヘ深野駿ー へ 長 井 二 三 子 ヘ 佐 藤 か な 子 ヘ

牛山慶子ヘ加納いつヘ中尾)11員子M

Induction of Benzo (a) pyrene and Biphenyl Hydroxylation System 

by Chinoform in Mouse Liver Microsomes 

ATSUKO NAKAGAWA，SHUNICHI FUKANO， FUMIKO NAGAI 

KANAKO SATOH，KEIKO USHIYA乱1A，ITSUKANO 

and TOSHIKO NAKAO 

Keywords キノホルム chinoform，ビフェニル 4 ヒドロキシラーゼ biphenyl 4 -hydroxylase，ビフェニル

2-ヒドロキシラーセ、 biphenyl 2 -hydroxylase，アリルヒドロカーボンヒドロキシラーゼ arylhydrocarbon 

hydroxylase 

緒 言

キノホルム (CF)は整腸剤として広〈使用されてきた

が，長期間の連続投与によりスモン発症の原因物質であ

ることが明らかとなった. CFの生体内移動については

腸管からグルクロン酸抱合体として吸収され円かなり

の速度で糞尿中に排池される 2)こと，吸収された CFは末

梢神経，後根神経節，脊髄神経根，網膜など主要病変部

に一致して分布する 2)こと，更に分子レベルの反応とし

ては CFは invitroで Ca2+カルモジュリン依存性ホス

ホジエステラーゼ活性3)および細胞膜酵素である

Ca2+ -Mg2+ A TPase 活性4)，Na+ ，K九ATPase活性4)，ア

テゃニレートシクラーセ、活性5)を阻害することが報告され

ている. CFの生体内における作用機作を明らかにする

ためには CF代謝の分子レベルでの検討が更に必要と考

え，肝薬物代謝酵素系に対する CFの影響を観察した.こ

こでは酵素系のなかのベンツピレンおよびビフェニル水

酸化反応の CFによる誘導について検討した.

実験方法

試薬:CFは食品薬品安全センター秦野研究所より提

供されたものを{吏用した.ビフェニル， p-ヒドロキシビ

フェニルは東京化成工業， 0-ヒドロキシビフェニルは関

東化学， NADPH， NADH， 3-メチルコラントレン(3 

-MC)， n-へブタン，コハク酸は和光純薬のものを使用

した.

肝薬物代謝酵素系の誘導:C57BL!6NCrjマウス(6週

令)の雄を 3群に分け一群を 5匹にして使用した.対照

群はコーンオイルのみを， CF投与群は CFをコージオイ

ルに溶解し50mg/kgあるいは100mg/kgになるように

腹腔内投与した.3-MC投与群は 3-MCをコーンオイル

に溶解し40mg/kgを腹腔内に投与した.

肝ミクロソームの調製:断頭屠殺後肝を摘出し， 9倍

量の0.25M庶糖を含も‘10mMTris-HCl緩衝液 (pH7.4)

を加えテフロンホモゲナイザ、ーでホモジェネートとし，

10，000g20分間遠心した上清を105.000g1時間遠心し，

沈澱部分をミクロソーム画分として酵素活性の測定に使

用した.

酵素活性の測定 ビフェニル水酸化反応、の測定はビ

フェニルをアセトンに溶かした以外は Atlas等の方法6)

に従い，生成物である 4-ヒドロキシビフェニルおよび2

ヒドロキシビワェニルをそれぞれ Ex275nmEm338nm 

およびEx295nmEm415nmの蛍光で測定した.ベンツピ

レンの水酸化反応 (AHH活性)は Nebert等の方法7)で

測定した.

タンパクの測定は BSAを標準として Lowry法B)に

従った.

本東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

ホ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
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キノホルム投与量のちがいによる
biphenyl hydroxylase活性への影響
キノホルムを腹腔内に投与し， 24時間経過後

肝を摘出し酵素活性を測定した.
仁コ biphenyl 4・hydroxy!ase
EZa biphenyl 2・hydroxylase

。

図2

96 

キノホルム投与によるbiphenylhydroxylase 
活性およびAHH活性の時間経過
キノホルムは100mg/kg腹腔内に投与した.

図の値は 0，6，14時間が5匹， 24，96時間が3
匹， 30，48時間が2匹の平均値で表わした.

0-0  biphenyl 2占ydroxylase，・・ AHH，
0---0 biphenyl 4・hydroxylase

72 48 

(hr. ) 
24 

Time 

。

図 1. 

なかったことから，以後の実験では CFを隔日に 4回腹

腔内投与して酵素活性の誘導を検討した.ふMCは第 1

回目の CF投与時にのみ腹腔内に投与した.表 lにCF

および、 CFと3・MCを同時投与した時の AHH活性，

biphenyl 2・hydroxylase活性および biphenyl4-

hydroxylase活性誘導の結果を示した. CF単独投与の

場合， AHH 活性および biphenyl2・hydroxylase活性は

100mg/kgCFにより約150%に誘導された.これに対し，

図 lに100mg/kgCF投与後の薬物代謝酵素活性の時

間経過を示した. biphenyl 2-hydroxylase活性以外は投

与後 6時間で活性が低下し，その後次第に回復した.し

かし96時間以内に強い酵素活性の誘導はみられなかっ

た.図 2にCF投与量による酵素活性の変動を示した.25

mg/kgから100mg/kgCF投与で活性の誘導はみられな

かった.

CFによる薬物代謝酵素活性の誘導を得るためには

100mg/kg 1回投与で4日間以内に充分な結果が得られ

キノホルム投与の biphenylhydroxylase 活性および AHH活性に対する影響表 l

AHH 
(pmo!/mg/min) 

biphenyl 
2-hydroxylase 
(nmo!/mg;min) 

58.9土 16.0
(100%) 

59.3士 17.4
(101%) 

85.6:t 29.3 
(145%) 

182.1土 44.4
(309%) 

203. 6:t 115.6 
(346%) 

394 . 4 :t 135. 7 
(670%) 

群

o . 265 :t 0 . 008 
(100%) 

O. 257:t0. 063 
( 97%) 

O. 395:t0. 018 
(149%) 

3-MC (40mg/kg)投与群

1. 18 :t 0 . 622 
(445%) 

1.59 :t0.920 
(600%) 

1.96土0.409
(739%) 

biphenyl 
4-hydroxylase 
(nmo!/mg;min) 

キノホルム投与量
(mg/kg) 

日召対

1. 75:t0.184 
(100%) 

1.6l:t0.214 
( 92%) 

1.95:t0.181 
(l1i%) 

。
50 

100 

4. 69:t0. 498 
(268%) 

4.70:t0.895 
(268%) 

4 . 90 :t 0 . 956 
(280%) 

。
50 

100 

値は 5匹のマウスの平均値±標準偏差で示した.

キノホルムは隔日 4図腹腔内投与した.

3-MCは第 l回自のキノホルム投与時にのみ腹腔内投与した.
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biphenyl 4-hydroxylase 活性の誘導は弱かった. CFと 要 約

3-MCを同時投与した時の AHH活性およびbiphenyl 1. CFを100mg/kg腹腔内に 4回隔日投与することに

2・hydroxylase活性の誘導は強<. CFと3・MCの作用 より， AHH 活性および biphenyl2-hydroxylase活性が

は相乗的であった.一方 biphenyl4-hydroxylase活性は 150%に誘導された.

相加的であった.なお， ミクロソームから持込まれる反 2. CFをふMCと同時投与することにより AHH活

応液中の CF量は酵素反応には影響を与えない量であ 性および、 biphenyl2・hydroxylase活性は相乗的に誘導

る. された.

考 察

CFを100mg/kg連続腹腔内投与することにより

AHH活性およびbiphenyl2・hydroxylase活性は対照群

に比べ約150%誘導されたが， biphenyl4・hydroxylase活

性の誘導は弱<， p-nitroanisol O-demethylaseおよび

aminopyrine N -demethylase活性の誘導と同程度で

あった.") 3-MCは肝ミクロソームの薬物代謝系のなか

の AHH活性， biphenyl 2-hydroxylase活性および P-

448含量の誘導剤である.CFを3-MCと同時投与した場

合には AHHおよびbiphenyl2・hydroxylase活性が相

乗的に誘導されたのに対し， biphenyl4-hydroxylase活

性の誘導は p-nitroanisol O-demethy lase9
)お よび

aminopyrine N -demethylas巴活性9)の誘導と同じく相加

的な誘導であった.これらのことから CFは P-448誘導

剤に類似の作用を有すると推測された.

薬物代謝酵素系の活性と P-450含量は一般に相関関係

があると考えられている.今回行った高濃度 CF投与条

件下では薬物代謝酵素活性が誘導されるにもかかわらず

P-450含量は非常に低下していた川.このことから CFは

P-450の合成阻害あるいは分解の促進を通して P-450量

を低下させる一方，かなり特異的に CFで誘導される薬

物代謝活性を誘導する作用があると推測された.
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キノホルム投与による肝薬物代謝系(アミノピリン N・デメチラーゼ，

p-ニトロアニソール0-デメチラーゼ)の誘導

長井二三子ヘ佐藤かな子ヘ中川敦子ぺ牛山慶子*，

深野駿ーヘ加納いつヘ中尾順子..

Induction of Hepatic Drug Metabolizig enzymes (Aminopyrine N -demethylase 

and p-Nitroanisole 0・demethylase) by Chinoform 

FUMIKO NAGAI*， KANAKO SATOHへATSUKONAKAGAWA'. 

KEIKO USHIY AMA'. SHUNICHI FUKANO'. ITSU KANO' 

and TOSHIKO NAKAO" 

Keywords:キノホルム chinoform，メチルコラントレン methylcholanthrene，チトクローム P-450 Cyto-

chrome P-450，アミノピリンN-デメチラーセ" aminopyrine N -demethylase， P -ニトロアニソール0-デメチ

ラーゼ p-nitroanisole O-demethylase. 

緒 言

スモンはキノホルムの長期連用によって生ずることが

明らかになっている.しかし，その発症機序については

いまだ解明されているとはいえない.著者らは前年キノ

ホルムがCa2+依存'性ホスホジエステラーゼ活性を特異

ルムによる薬物代謝酵素系の誘導について検討し

たり)本報告においてはアミノピリンN・デメチラーゼお

よびp-ニトロアニソール0-デメチラーゼの活性につい

ての結果を示す.

方 法

的に阻害することを報告1.2)したが，キノホルムの毒性に キノホルムは食品薬品安全センター秦野研究所より供

ついて分子レベルでの解明を進めるためには，生体内で 与されたものを用いた.メチルコラントレンは和光純薬

のキノホルムの変化について詳しい研究が必要で、あると 製を用いた."7ウスは， 日本チャールズリバー鮒より

考えた.キノホルムは疎水性の強い物質であり，生体内 C57BL/6NCrj.6週令を購入した.

での変化についてはグルクロン酸抱合体，硫酸抱合体の 投与方法マウスを一群5匹に別け，キノホルムを50

形成がしられているがへ薬物代謝酵素の誘導に関して mg/kgおよび:'100mg/kgになるようにコーンオイルに

は詳しい検討は行われていない. 溶解し，隔日に 4回腹腔投与した.メチルコラントレン

動物に種々の薬物を投与すると肝ミクロソーム P-450 とキノホルム同時投与についてはコーンオイルに溶解し

が増加し，薬物代謝活性が允進する.肝ミクロソームの たメチルコラントレンを40mg/kgになるように第一回

主要な機能は広〈脂溶性物質のモノオキシゲナーゼ型酸 自のキノホルム投与時にのみ腹腔投与し. 2回目以後は

化を触媒していることにあるが，近年肝ミクロソームに キノホルムのみを隔日に腹腔投与した.

はフェノパルビタールとメチルコラントレンで誘導され 肝ミクロソームの調製 マウスを断頭屠殺後，肝を摘

たP-450の基質特異性が違うことなどが示され，分子種 出し，重量を測定したのち， 9倍量の0.25M蕉糖， 10mM

の異なる数種の P-450が存在することが明らかになって TrisHCl (pH7 . 4)緩衡液を加えてポッター型テフロンホ

いる. モンジナイザーによりホモジネートとし， 10.000x g， 

そこでoマウスにキノホルムを投与し肝チトクローム 20分間遠心した上清を105，000Xg， 60分間遠心し，沈殿

P-450および薬物代謝活性を測定することにより，キノホ 部分をミクロソーム分画とした.

ホ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

• The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

叫東京女子医科大学生化学教室
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アミノピリンN-デメチラーセ、活性の測定4) NADPH 

生成系 (0.8mMNADP， 4 mMグルコースー 6 リン酸，

5 mM  MgC12， 0.3ユニットグルコース白 6-リン酸脱水

素酵素)を含む50mMTrisHCl (pH7. 4)にミクロソーム

懸濁液 (400-500μg)を加えて3TC予備加温したあとア

ミノピリンを 3mMになるように加えて反応液を0.5

ml にし，3TC， 5分間振とうインキュベートし， 10% 

TCA 0.5mlを加えて，反応、を停止した. 10分後に 4.C，

3.000rpm，10分間違心し，上清を0.75mlとって， 0.75ml 

の Nash試薬(酢酸 3ml，アセチルアセトン 2ml/水 1

1)を加え60.C，30分間で発色し， 415nmの吸光度を測定

することにより，生成したホルムアルデヒドを測定した.

p-ニトロアニソール 0・デメチラ--1ざ活性の測定4) 1 

mM  P-ニトロアニソール，ミクロソーム懸濁液

(400-500μg)， 50mMリン酸緩衡液(pH7.2)を混和し，

3TC， 5分間予備加温したあと， NADPH生成系 (0.5

mM NADP， 5 mMグルコース 6 リン酸， 5 mM 

MgC12，1.5ユニットグリルコース-6リン峻脱水素酵素)を加

えて0.5mlにし3TC，10分間振とう，インキュベート

し， 15% TCAを0.5ml加えて10分間放置後， 4.C， 

2.800 rpm， 15分間遠心し，上清を0.8mlとり， 1Nの

NaOHを0.5ml加えて生成した p-ニトロフェノールを

410nmで測定した.たんぱく質は Lowry法により測定

した6)

結 果

キノホルムをマウスに単独投与した場合，アミノピリ

ンNーデメチラーセ。活性は表 1に示したように， 50mg/kg

投与で怯無投与に比べ， 108%. 100mg/kg投与で122%と

表 1 肝薬物代謝活性におよぽすキノホルムの影響

Chinoform * 3-nitroanis批 aN mdmEompeWthInye lase 
(mg/kg) 同deoI/IImEtihny/lmasge) 

(nm (nmoI/min/mg) 。 2. 55:t 0.10 6. Ol:t 0.53 
(100%) (100%) 

50 2. 70:t0. 26 6.48土0.67
(105%) (108%) 

100 2.96:t0.20 7.33土0.68
(116%) (122%) 

MC (40mg/kg) * * 。 5.23士0.28 9. 42:t 1. 67 
(205%) (157%) 

50 5.79土0.99 8.85土1.09
(227%) (147%) 

100 7.19士1.28 9. 72:t 1. 77 
(282%) (162%) 

5匹のマウスの平均値士標準偏差で示した.

※ キノホルムは1日おきに4回投与し， 2日後に断頭屠殺し

て，肝を摘出した.

※※3-メチルコラントレンは一回目のキノホルム投与時にの

み投与した.

N-デメチラーセコ p-ニトロアニソール 0-デメチラーゼ

活性ともに投与 6時間では減少し，その後は無投与群に

近い値に回復した. しかし100mg/kg1回投与では活性

の上昇をみることはできなかった.

次にキノホルムの投与量を変えて 1回投与し，肝ミク

ロソームアミノピリン N-デメチラーセ守およびp-ニトロ

アニソール0-デメチラーゼ活性を測定した.両酵素とも

25mg/kg投与でやや上昇， 75mg/kg投与ではやや減少

した. 50mg/kg， 100mg/kg投与では無投与群に対して

やや上昇傾向にあった.メチルコラントレン投与はアミ 有意の差はみられなかった.

ノピリンNーデメチラーゼ活性を無投与群に比べ， 157% 考 察

に上昇させた.メチルコラントレン，キノホルム同時投

与時のキノホルムによる影響についてはキノホルム単独

投与に対して相加的な上昇傾向を示した.

p-ニトロアニソール0-デメチラーゼについてはキノ

ホルム単独投与では 50町宮/kgの場合 105.0%， 100mg/kg 

の場合は116.0%とやや上昇した.またメチルコラントレ

ン投与により， p句ニトロアニソールOーデメチラーゼ活

性は無投与群の約 2倍に上昇した.さらにメチルコラン

トレン，キノホルム同時投与においては，キノホルム単

独投与に比べて，上昇率が高くなっていた.

次にキノホルム100mg/kg， 1回投与後の肝薬物代謝

活性を時間を追って測定し，投与後の時間経過とアミノ

ピリン N-デメチラーセ、および p-ニトロアニソール 0-デ

メチラーセヴ舌性との関係を図 1に示した.アミノピリン

アミノピリンN田デメチラーゼ活性はキノホルム単独

投与によってやや上昇傾向を示した.しかし P-448誘導

斉IJだと言われているメチルコラントレンとキノホルムの

同時投与による影響についてはメチルコラントレン投与

による上昇にキノホルムの効果が加算されただけであ

り， メチルコラントレン投与による活性上昇を抑制する

ことはなかった.この結果は中川らの報告5)した P-450誘

導剤によって誘導されると言われているビフェニル 4

→、イドロロキシラーゼ活性に対する影響と類似してい

た. p-ニトロアニソール0-デメチラーゼ活性について

メチルコラントレンとキノホルムの同時投与時の上昇率

が，単独投与時よりも高くなっていた.中川らが報告5)し

たP-448誘導剤によって誘導されると言われているア

リルハイドロカーボンハイドロキシラーゼ (AHH)活性



361 

およびビフェニール 2ーハイドロキシラーセヴ舌性の結果

に近い傾向を示したことは興味深い.

キノホルム投与後の時間経過および投与量に関しては

動物のキノホルムに対する感受性の違いなどがあり，顕

著な結果を得ることができなかった.キノホルムの投与

量を感じた連続投与などを試みてキノホルムの薬物代謝

活性への影響をさらにくわしく検討したいと考えてい

る.

36， 1985 報年研衛f孔東
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要約

1.7 ウス (C57BL!6Ncrj)へのキノホルムの投与は肝ミ

クロソーム アミノピリン N-デメチラーゼ活f企およ

び、p-ニトロアニソール0-デメチラーセ、活性を上昇さ

6 

4 

せた.

2.メチルコラントレンとキノホルムの同時投与によるア

ミノピリン N-デメチラーセゴ舌性は単独投与に比し，相

加的な上昇傾向しか示さなかったが， p-ニトロアニ

ソールOーデメチラーセサ舌性の上昇率はキノホルム単

独投与より高い傾向を示した.
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キノホルム投与による肝ミクロソームアミノピリ
ンN-デメチラーゼおよびp-ニトロアニソール0-
デメチラーゼ活性の経時変化
キノホルムは100mg/kgを投与した.

縦軸は酵素活性，横車由は投与後の時間を示した.
0-- アミノピリンN-デメチラーセ九-・-p・ニトロアニソール0・デメチラーゼ

0， 6， 14時間後の値については 5匹の動物の平
均値土標準偏差，その後の値は 3匹の動物の平均
値土標準偏差で示した.

72 48 

(hr.l 

24 

Tirne 

6 
。

図 l

p-nitroanisole 
Q-demethylase 
(nmol/ min/ mg) 

3. 53:t 0.52(5) 
3.6l:t0.38(5) 

3.29:t0.95(5) 
1. 94:t0. 69 (5) 
3.29士0.29(3)

キノホルム投与量と肝薬物代謝活性について

キノホ/レム
投与量
(mg/kg) 

ammopynne 
N -demethylase 
(nmoI/min/mg) 

表2

5) 

6) 

1l.38:t 1.54(5) 

13.65:t 2.40(5) 

1l.83:t 3.71(5) 

8.03:t 1.84(5) 

12.90:t 4.74(3) 

0 

25 

50 

75 

100 7) 

肝を摘出した.

( )内はマウスの匹数

キノホルム投与数24時間で断頭屠殺し，
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キノホルム投与によるラット肝P-450および薬物代謝酵素活性の変化

加納いつヘ牛山慶子ヘ長井二三子ヘ中川敦子*

佐藤かな子ヘ深野駿ーへ中尾順子村

Effect of Chinoform on Rat Hepatic Cytochrome P-450 

and Activities of Drug Metabolizing Enzymes 

ITSU KANOへKEIKOUSHIYAMA*， FUMIKO NAGAI*， ATSUKO NAKAGAWA*， 

KANAKO SATOH*， SHUNICHI FUKANO*and TOSHIKO NAKAO*' 

Effect of chinoform (CF) on hepatic cytochrome P.450 content and drug metabolizing enzymes 

was examined in F344 rats in vivo. Chinoform suspended in olive oil was administered to rats p・0・at

700 mg/kg body weight daily. P.450 content increased about twofo1d in rats treated for 5 days and 

sacrificed a day after the 1ast treatment. On the other hand， body weight 10ss and decreases of both liver 

weight/body weight and P.450 content were prominent in rats sacrificed on the 8th day after 7.day 

treatment. In microsomes with decreased P.450 content， p.nitroanisole O.demethylase and biphenyl 

4.hydroxylase activities increased. Aminopyrine N.demethylase， biphenyl2.hydroxylase and arylhydro. 

carbon hydroxylase (AHH) activities decreased. SDS.polyacrylamide gel electrophoresis showed 

minute increases of 46 kilodalton and 52 kilodalton bands in the microsomes of CF廿 eatedrats as 

compared to the control. 

Keywords: chinoform， cytochrome P.450， p.nitroanisole O.demethy1ase， aminopyrine N・demethylase，

AHH， biphenyl 4.hydroxylase， biphenyl 2七

緒言

キノホルムは腸疾患の治療に使用されていたが，スモ

ンの原因物質であることが判明し現在は使われていな

い.疾患の発症機構解明のアプローチとして，薬物が細

胞の外側から作用するとすればまず細胞膜に何らかの影

響を及ぼすと考えられることから，キノホルムによる赤

血球膜 Na，K.ATPase， Ca，Mg.ATPaseに対する阻

害円アデニレートシクラーセゃに対する阻害ヘホスホジ

エステラーゼの阻害3)等膜酵素活性の invitroでの変化

について検討されている.キノホルムは鉄が共存すると

キレート化合物をつくることがわかっているが，単独でト

生体に及ぼす影響とくに生化学的変化についてまだ詳細

な研究は行われていない.キノホルムが薬物代謝系に及

ぼす影響について P.450の定量およびP.450関連のいく

つかの酵素活性を測定して検討を行った.

実験方法

試薬:キノホルムは食品薬品安全センター秦野研究所

より供与されたものを，エタノールで再結晶して実験に

用いた.

肝ミクロソームの調製:F344ラットは日本チヤール

スリバーより購入した.体重65-75gの4週令ラットに

100mg/mlの濃度でオリーブオイルに懸濁したキノホ

ルムを700mg/kg体重，経口ゾンデで投与した.対照群は

同容量のオリーブオイルを投与した.比較のため，生理

食塩水リン酸緩衝液に溶かしたフェノパルビタールを40

mg/kg体重，一群に投与した.1日1回投与を 5日間(実

験 1)あるいは 7日間(実験 2)連続で行い，最終投与

から24時間後に肝臓を摘出した.0.25Mショ糖， 1 mM  

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

ホ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

叫東京女子医科大学生化学教室
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表 1 ラット肝重量とチトクローム P-450量

exp.1 

exp. 2 

contro'l 

chinoform 

control 

n 

4 

7 

7 

Iiver/bodv weight 
(%) -

3.99 

3.43 

4. 30:t 0.17 

~ytochrome p-450 
(Il. mol/mg prot.) 

0.329 

0.708 

0.500士0.063

chinoform 8 3.89土0.42 0.417:t0.071 

phenobarbital 6 5.57:t 0 .13 1. 008:t 0.020 

キノホルム700mg/kgを，実験 lは5時間毎日投与し 6日目に，実験2は7日間投与し 8日目に肝ミクロソームを調製した.実

験1は各群の肝臓を混合一指したミクロソームで測定し，実験 2では個々のラットについて測定した。。は一群のラットの数を

示す.

表 2 ラット肝ミクロソームの酵素活性

n-nitroanisole 
O-dem巴thylase

biphenyl 
4-hydroxylase 

biphenyl 
2-hydroxylase AHH 

ammopynne 
N -demethylase 

control 2. 80:t 0.50 0.260士0.007 2.25士0.25 178.4士45.7 7.18士0.64

chinoform 3.52:t 0 . 52 0.340土0.025 1.96:t0.28 41.5士37.5 5. 83:t0. 86 
phenobarbital 5.29:t0.22 0.668:t0.120 6.75:t0.78 359.3:t70.4 20.18士1.43

各酵素活性は，表 l実験 2と同ーのラット肝ミクロソームを用いて測定した活性の単位は AHH以外は nmol/mg prot./min 

AHHはpmol/mg prot./min 

EDTAを含む10mMトリス緩衝液 (pH7.4) を用い

0-4
0

Cで12，000xg 20分遠心した上清をさらに105，000

xg 60分間遠心し沈澱画分をミクロソームとした.

測定法・チトクローム P.450はOmuraらの方法4)で

定量， p-ニトロアニソー/レO脱メチル活性およびアミノ

ピリンN脱メチル活性は佐藤らの報告5)に従い，ベンツ

ピレン水酸化活性 (AHH)は Nebertの方法ベビフェニ

ル2および4水酸化活性は Creavenらの方法7)により測

定した.タンバクは Lowryらの方法8)で測定した.

電気泳動:SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動は

Laemmliの方法9)により行った.

結果

フェノパルビタールは体重当りの肝重量を増加させる

のに対し，キノホルムの連続投与によりラットの体重増

加が阻止され，体重当りの肝重量も対照群よりや冶小さ

い値を示した(表 1).チトクローム P司450量は実験 1で

は約 2倍に増加したが実験 2では約20%低下した.両実

験の差異はキノホルムの投与期聞の相違である.ラット

は7日頃より急激に個体差を伴って一見して明らかな位

衰弱をはじめた.キノホルム投与により衰弱したラット

(実験 2)では P-450量低下が肝重量減少とほゾ比例し

ていた.

フェノパルビタール投与はチトクローム P-450のみで

なく，測定を行った 5種の薬物代謝酵素活性をすべて上

昇させた(表 2).キノホルム 7日間投与のラットでは p.

450量の低下にもか、わらず P-ニトロアニソ-JレO脱メ

チル活性およびビフェニル4水酸佑活性は上昇した.ビ

フェニル2水酸化活性，アミノピリンN脱メチル活性は

低下を示し，特に AHHの低下は顕著で、あった.

肝ミクロソームの SDSポリアクリルアミドゲル電気

泳動の結果対照と比較して，フエノパルビタール投与で

は主に47KD(キロ夕、ルトン)(E)， 49KD(C)， 52KD(A) 

のバンドが著しく増加した(図 1).キノホルム投与では

変化は顕著ではないが， P-450領域(およそ46-57KD)

以外のバンドを基準にとってデンシトメトリー上のピー

ク高を比較すると，図 lに示すように46KD(F)， 52KD 

(A)のノ〈ンドがわずかに増加していた.これはキノホル

ム投与を行ったすべてのラット肝ミクロソームに共通し

た傾向であり，実験 1で P-450が増加した場合でも同様

であった.

考察

ミクロソームに含まれるチトクローム P-450は多成分

から成り薬物の酸素添加反応に関与している.メチルコ

ラントレン，フェノパルビタール等の誘導剤は P-450量，

薬物代謝酵素活性を増加させ，特定の分子種の著しい増

加を示す10) キノホルムでは電気泳動で認められる変化

が非常にわずかで、あり，酵素活性においても顕著な上昇

はないので解釈は簡単で、はない.モノオキシゲナーゼの

阻害剤であるクロトリマゾールは invivoでモノオキシ

ゲナーゼの誘導と阻害を同時にひき起していると考えら
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成分の低下を明確に結論づけることができるであろう.

スモン患者ではキノホルムと鉄が一緒に投与された時

緑色舌苔，緑色便，尿中沈澱物を生じることが見出され，

この緑色物質はキノホルムが3価鉄イオンとキレート{じ

合物をつくっているものであることが証明されてい

る問.また過酸化脂質の増量が認められた日}ことから，鉄

とキレート結合したキノホルムが脂質の過酸化を通じて

細胞内構造および機能を障害すると推測されている lへ
フ。リマキンおよびクロロキンはキノホルムと同じキノ

リン骨格をもっ抗マラリア剤である.両物質はラット肝

において P-450を低下させ，アミノピリンN脱メチル活

性を下げる 15) クロロキンはイミダゾールNメチル転移

酵素，アルコール脱水素酵素， コハク酸脱水素酵素，

P-ニトロアニソールO脱メチル酵素，グルクロン酸転移酵

素活性を阻害する 16-19)ことが知られている. P-450の代

謝を直接しらべた例では， 3-アミノ 1，2，4トリアゾー

ル20)，酢酸， 21)コバルト 22)などはへムの生合成を阻害する

ことにより，へムタンパクであるチトクローム P-450を

CONTROL 低下させる.コバルト 23)あるいは水酸化トリヘキシ

CHINOFORM 

図 1. ラット肝ミクロソームのSDS-ポリアクリル
アミドゲル電気泳動

表 L 実験包のラット肝ミクロソーム各1例ずつのパ
ターンを示した.上音問主電気泳動ゲルの写真.矢印はj永

動の方向を示す. 1 :分子量標準試科， 94k(キロダ
ルトンの略):ホスホリラーゼb，67k:牛血清アルブ
ミン， 43k:オボアルブミン 2 フェノパルビター

ル投与， 3 キノホルム投与， 4 対照.下部はゲル
をデンシトメーターでスキャンし，枠て示した部分
を中心に拡大したもの.様式図で示したA-Fのバン
ドはそれぞれ52KD，50.5KD， 49KD， 48KD， 47KD， 
46KDの分子量に相当する.

ルチン24)はへムオキシゲナーセコ舌性を促進してへムの分

解を進める.四塩化炭素2

て阻害することなどが報告されている.キノホルムがへ

ムの生合成を抑制するのか分解を促進するのか，あるい

はへムではなくアポタンパクの代謝に影響を及ぼしてい

るのか今後検討を行う必要があると思われる.

要約

キノホルムはラット肝ミクロソームのチトクローム

P-450を， 5日間投与で約 2倍に上昇させ， 7日間投与で

約20%低下させた.肝重量の低下は肝障害を示唆してい

る. 7日間投与のラット肝ミクロソームにおいて P-ニト

ロアニソールO脱メチル活性とビフェニル4位水酸化活

性は上昇したが， AHH，ビフェニル 2位水酸化活性，ア

ミノピリン N脱メチル活性は低下した.電気泳動で46

KD， 52KDの成分の増加が認められた.
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馬腎 Na，K・ATPaseのモノクローナル抗体

佐藤かな 子ぺ中尾順子村

Monoclonal Antibodies to Horse Kidney Na，K-ATPase 

KANAKO SATOH* and TOSHIKO NAKAO** 

Keywords : Na，K-ATPase，モノクローナル抗体 monoc1onalantibody 

緒 言

1975年， KohlerとMilsteinは，抗原で感作したマウス

牌臓細胞とマウス骨髄腫細胞を細胞融合させることによ

り，抗原特異性の明らかなモノクローナル抗体を産生す

る雑種細胞 (hybridoma，hybrid myeloma)の作製に成

功した1同.彼らの成功によって，免疫学の領域に新しい

きわめて強力な突破口が聞かれた.例えば，マウスにお

いては， 1個体当り血清中に 1-5 X 107種類もの抗体が

存在することが知られている.また，ある 1つの抗原決

定基に対応して出現してくる抗体は1000-8000種類に及

ぶと考えられる.ところが，実際に得られたマウス抗血

清を調べてみると，ある 1つの抗原決定基に対応するの

は5-10種類位の抗体しか区別されない.マウス以外の

動物細胞でマウスを免疫した場合を考えてみると，細胞

膜表面上には10-100種類の抗原性を持った蛋白質が

あって，それぞれの抗原は大体5個位の主要な抗原決定

基を持っていると思われる. 1匹のマウスは少くとも 5

種類の異なる抗体を産生してくるので，血清中には抗細

胞抗体は， 250-2500種類あるという計算となり，他の 1

匹は異なった250-2500種類の抗体を産生することにな

る.このことは，抗体を reagentsとして用いる場合，抗

血清から調製された reagentsは厳密な意味においてす

べてロット毎に異なった抗体の集合であることを意味す

る.適当な吸収作用を行うことによって抗血清の heter-

ogeneityによる影響を少くすることができたとしても，

抗血清より調製された reagentsには次の 4つの欠点が

ある.1)抗体価が低い.2)抗原特異性は同一で、あっても，

heterogenousである.3)供給面に限りがある.4)全〈同

ーな reagentsを再生産することができない.細胞融合法

はこれらの問題点を完壁に解決した.

最近，ホルモンや薬物，毒物の受容体が細胞膜に存在

するという証拠が蓄積されつつあり，毒物が細胞膜に作

用することによって障害が発現することも示されてい

るへ細胞膜に存在する代表的な酵素で，細胞膜内外の

Na+とK+の能動輸送をおこなっている Na，K-ATPase

に対して，毒物の作用から毒物の細胞膜障害を推定する

ことは毒性発現機序解明のために有用な方法であると考

える.現在迄，我々は馬の腎臓髄質外帯より高純度に

Na.K-ATPaseを精製し，それに対する各種の薬物

(ウアパイン4)5)，ジギタリス6)7))，有機水銀化合物8)叫 10)， 

洗剤11)，有機塩素剤11)，抗酸化剤11)，有機フッ素化合物12)，

dibutylhydroxytoluene (BHT) 13>，フロリジン 14)，

showdomycinI5
)16)17) ，オルトフェニルフェノール

(OPp) 18)の作用を報告してきた.これらの作用を細胞膜

障害という観点からより明らかにするため，馬腎髄質外

帯 Na.K-ATPaseに対するモノクローナル抗体の作

製に着手し，成功したので報告する.

方法

Na， K-ATPaseの精製 馬腎臓の髄質外帯より，長井

等19)の方法により得たミクロゾーム分画を，更に

Jφrgensen20
)等の方法にて調製した.

免疫方法 7週齢の雌， BALB/ cマウスを用いて，比

活性約1000μmol/mg/hの Na.K-ATPase(50μg)と等

量の Freund'sadjuvantとを混合してエマルジョンを作

り腹腔及び皮下に， 2 -3週間の間隔で 3回注射した.

ハイブリドーマの作成 Kohler1
)等の方法に従った.

上記の方法で免疫したマウスに，同量の抗原を生理食塩

水に懸濁させて追加免疫をし， 3日後に牌臓を摘出した.

その牌臓細胞(約 1X 108
) と，マウスミエローマ細胞P

3 -X63-Ag8-Ul (約 2x 107)とをポリエチレングリ

コールを用いて細胞融合をおこなった.融合させた細胞

を， RPMI-1640培地にて 2X 106cell/mlに希釈して， 96 

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

キ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

M 東京女子医科大学生化学教室
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もしくは24ウェルのプレートに播種した.翌日 hypox N a， K -A TPase with adjuvant to BALB/ c mouse 

anthine/ aminopterin/thymidine (HA T)培地を加え，細

胞が充分増殖してき た10日から 14日後より徐々に

hypoxanthin/ thymidine (HT)培地に交換していき，下

記の方法で抗体価を測定した.抗体価を有するものを更

に増殖させ，細胞を凍結保存すると同時に限界希釈法を

もちいて， リクローニングをおこない，目的とするモノ

クローナル抗体を得た.抗体を産生する細胞を凍結保存

すると同時に，マウスの腹水にて増殖させた. (図 1) 

抗体価測定方法 図 2に従っておこなった. Na，K-

ATPaseを10mM-Tris-0.25mMEDATAで1ウェル当り

lμg/20μfとなる様に希釈し，96穴の塩化ビニル製のマ

イクロタイタープレート(三光純薬)に分注した.風乾

させた後， 1 %牛血清アルブミン (BSA)を加え，室温

で 1時間放置後， リン酸緩衝液 (PBS)で洗浄し，培養

上清もしくは希釈した血清40μJを加え，3TCで 1時間反

応させた.1) Radioimmuno Assay(RIA)では， 1 %BSA 

を含む PBSで1500倍希釈した，抗マウス IgG(Nordic)， 

IgAとIgM(MBL)50μJを加えて，室温で 1時間反応さ

せ， PBSで洗浄した.1251 -ProteinA (20， OOOcpm/well) 

を加え，室温で30分反応後，各ウェルを切り取り， γ・カ

ウンターを用いてその放射能を測定した.2) Enzymeim-
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↓ 
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Recl<;ming 
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Ascites 
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図 1. モノクローナル抗体の作製(文献2を改図)

Antigen immobilization in 96-well microtiter plate 1μg/20μl/well 

↓ 

Dry rapidly at R. T. 

↓ 

1 % BSA blocking into each well at R. T. for 1 hr. 

↓ 

PBS washx 5 
↓ 

Hybridoma culture supernatant at 3T C for 1 hr. 

↓ 

〆

PBS washX 5 
¥当

Anti-mouse Ig A， G， M 

in 1 %BSA at R. T. for 1 hr. 

↓ 

PBS washX 5 
↓ 

125I-ProteinA at R. T. for 30min. 

↓ 

PBS washX 5 
↓ 

Cut each well and count with r-counter 

Anti-mouse Ig一β-galactosidase

at 3TC for 1 hr 

↓ 

PBS washX 5 

↓ 

Substrate at 3T C for 1 hr. 
↓ 

Stop the reaction 

↓ 

Read OD 405 nm 

図2. ハイブリドーマの抗体価測定方法
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muno Assay (EIA)では， PBS-Tween 20で50倍希釈し

た抗マウス Ig・βーガラクトシダーゼ (NEN)を50μJ加え

て3TCで 1時間反応させた. PBSで、洗った後， 10mM 

MgC12を含むトリス緩衝液で20倍に希釈した 0-ニトロ

フェニル，β-Dーガラクトピラノシド (NEN)50μJを加え，

37'Cで 1時間反応後0.1Mグリシン (pH10.3)液で反応

を止め，その吸光度をマイクロプレート分光光度計をも

ちいて405nmで測定した.

結果と考察

方法の項で述べた免疫スケジュールに従っておこなっ

た結果，すべてのマウスに抗体価の上昇が見られた.

細胞融合後のクローン出現率は最近の 4回で140/588，

196/432， 181/432， 212/528ウェルであった.しかし抗体

価の上昇が見られたのは， 4ウェルのみで， うち 3ウェ

ルはリクローニングの段階で抗体価は消失した.残り 1

ウェルのものをリクローニングを繰り返し，現在迄 5個

の安定したハイブリドーマを得ている.

免疫したマウスより牌臓を摘出する直前に採血した血

清と，非免疫のマウス血清を RIAとEIAによって測定

した結果を図 3に示す. RIAによる測定と EIAのそれ

は，一致した結果を得， 1000倍希釈迄抗体価は低下しな

かった.又，非免疫血清については，両方法とも結合は

見られなかった.

ハイブリドーマ (M45-80)と抗体結合を有しないもの

0.06 

0.05 
0.3 

0.04 
〈軍

0.03 0.2 

0.02 
J 
0.1 。 。

。 10-1 10-2 10-3 

Culture Supernatant Dilution Ratio 

図4. ハイブリドーマの培養上清による希釈曲線

-・-ハイブリドーマM45-80，
-0ー:抗体結合価(一)のハイブリドーマ

の細胞培養上清の希釈曲線を図 4に示す.EIAで測定し

た結果，この培養上清は 8倍希釈より抗体価が低下し始

め， 250倍でフ。ラトーとなった.

要旨

馬腎臓の髄質外帯由来の Na，K-ATPaseに対するモ

ノクローナル抗体の作製に成功した. RIA及び EIAの

技術を利用することによって，この抗体の抗体価を測定

する方法を確立した.この方法により，免疫したマウス

の血清及びハイブリドーマの培養上清の力価を測定する

ことカずできた.
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妊娠マウスにおける生体高分子へのチアベンダゾール (TBZ) の不可逆結合

米山允子ヘ小勝昭夫村，藤谷知子ぺ安藤 ~1、村

久 保 喜 一日，市川久次*

Irreversible Binding in vivo of Thiabendazole to 

Macromolecules in Pregnant Mice 

MASAKO YONEYAMA'，AKIO OGATA"，TOMOKO FU]ITANド，HIROSHIANDO" ， 

YOSHlKAZU KUBO" and HISA TSUGU ICHIKA W A • 

Keywords:催奇性物質 teratogen，不可逆結合 irreversiblebinding，生体高分子化合物 macromolecules，

妊娠マウス pregnantmice 

緒言

チアベンダゾール (TBZ)は，かんきつ類，バナナの

防カビ剤として食品添加物に許可され，また，動物の駆

虫剤としても広〈使用されている.当部において小限ら

は1}，マウスを用いた催奇形試験において TBZのj懸濁媒

体の違いについて報告している.すなわち， TBZをオ

リーブ泊に懸濁して経口投与した場合とアラビアゴムに

懸濁して投与した場合では，前者に有意に胎仔奇形が発

現する.我々は21両懸濁媒体による催奇形頻度の差が

TBZの生体への吸収量，及び， ij台盤通過量，胎仔への吸

収量の差であることを報告した.経口的に生体に吸収さ

れた TBZは，全身に分布し， 1週間後には97%が尿糞へ

排池される3) 少量の TBZは，肝，胎盤，胎仔を含む主

要臓器の高分子化合物と不可逆結合し，長期間，各組織

に貯留し，生体からの排池を抑制している 4) 今回，我々

は，組織細胞内における TBZの挙動を検討するために，

催奇形を発現する濃度と高分子化合物への結合量との関

係および高分子化合物を更に分画し，蛋白，核酸(DNA，

RNA)への TBZの結合量を検討したので報告する.

実験材料と方法

(実験動物) ]CL: ICRマウス雌雄を日本クレア k.

kより 4週令時に購入し， 8週令に達した発育良好なも

のを選び交配させた.交配方法は，雌雄 1 1終夜同居

により翌朝，腔栓の確認されたものを妊娠動物とみなし，

その日を妊娠 O日とした.使用匹数は 1群 3匹とした.

(試薬) CU_14CJ一TBZ(Specific activity 4. 68mCi/ 

mmole)は， N ew England N uclearから購入した.純

度は， TLC上で99%であった.

(生体高分子への結合) 14C-TBZとキャリアーとし

て催奇形を発現する量200，800， 1600mg/kgの TBZを

オリーブ油に懸濁した.各投与量の比放射能活性は，

各々 ， 0.124， 0.029， 0.004μCi/μmoleであった.各懸i局

液を妊娠13日目マウスに経口投与し，投与後 6時間目に

断頭し，母親の肝，胎仔を摘出した.肝は， O. 25Msucrose 

中でホモジネイトし， 10%ホモジネイト液とし，胎仔は，

母体当り全胎仔を10%ホモジネイト液とした.ホモジネ

イト 1mlに対し， 3 ml 冷10%TCAを加え，高分子化

合物を沈澱させ前報の方法4)で非結合性 TBZを除去し

た.

(蛋白，核酸への結合) 14C-TBZと1000mg/kgの

TBZをオリーブ油に懸濁した.比放射活性は， 0.124 

μCi/μmolであった.懸j萄液を妊娠13日目マウスに経口

投与し， 6時間自に断頭し，肝，胎仔を摘出した.肝は，

J令6% sodium p-aminosalicylate中でホモジネイトし，

10%ホモジネイト液とし， phenol: cresol 混液で抽出

し， Irvingの法5)に従って， DNA，RNAを分離精製した.

蛋白は， phenol : cresol i昆液に methanolを加え，遠心分

離により沈澱させ，分離精製し， 5 %TCAで煮沸するこ

とにより核酸を除いた.胎仔は， lmM magnesium ac巴"

tateを含む0.25Msucrose中でホモジネイトし， Murthy 

らの法6)に従って蛋白， DNA，RNAを分画し， Irvingの

法5)を用いて精製した.

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

仲間病理研究科
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Fig. 1. Comparison of the binding of 14 C-TBZ to Macromolecules 
of Liver and Embryo in t巴ratogenicdose. 
Each value represents mean of three mice. 

• mother 

(測定法) 放射能活性は，液体シンチレーションカ

ウンター (BeckmanLS355)で測定し，シンチレーター

は， Aquasol II (NEN社製)を用いた.蛋白は，牛血

清アルブミンを標準物質として Lowryらの法7)で定量

した.DNA， RNAは，紫外部吸収260mμ で定量した.

結果と考察

経口投与された TBZと各組織内高分子化合物の不可

逆結合の最大結合量は，投与後， 6 -24日寺問自に認めら

れる 4) 従って，以下の実験結果は，投与後 6時間自の組

織について行った. Fig.1に肝，胎{子の高分子化合物へ

の結合量を示した.投与量200，800， 1600mg/kgは骨格

融合を発現する濃度である.その頻度は，各々母体当た

り16，50， 70%である 1) 肝において，結合量は， 69.6， 

151. 9， 1009nmol/ g tissueを示し濃度の増加とともに結

合量も増加した.胎仔でも肝と同様な傾向を示した.

Toccoら8)は，羊を用いた TBZの吸収，排j世の実験に

おいて，吸収量のほとんどが代謝され， 5 -hydroxy-TBZ 

の形で尿中に排池されることを報告している.これらの

結果は， TBZが生体内で酸化的代謝経路を介して代謝さ

れることを意味している.本実験で示された高濃度 TBZ

における高分子化合物への結合量の急激な増加は， TBZ 

代謝経路における抱合機構が飽和されることにより過剰

の代謝活性中間体が高分子化合物へ結合することにより

生じるものと考えられる.胎仔では，出生直前まで薬物

代謝活性は非常に低いと報告されている9) 胎仔内での

かもしれない.この問題は，胎盤の機能と合せて今後，

検討していきたい.高分子化合物を蛋白と DNA，RNA 

に分画し，各分画への結合量を検討した. (Table 1). 

DNA， RNAへの結合は検出されず蛋白への結合が認め

られた.化学物質による組織傷害の原因の 1っとして高

分子化合物への不可逆結合が述べられている 10) 蛋白に

不可逆結合することにより肝及び腎の細胞死を生じるア

セトアミノフェンは良く知られた例である.TBZでも餌

に混和し13週間摂取させたラットの肝に細胞死が認めら

れlh又，経口投与した妊娠マウスの腎にも細胞死が認め

られている.これらの細胞死は恐らく TBZが蛋白に不

可逆結合した結果によるものであろう.Scottら1

形発現の原原、因として胎仔組織における細胞死の程度を述

べている.奇形を発現する TBZの各濃度における胎仔

高分子化合物への結合量と 1胎仔当りの骨格奇形数に相

関性のあることは，前報に述べた4) 以上の事から妊娠マ

ウスに経口投与された TBZは，胎盤を通過し胎仔に移

行し蛋白に不可逆結合することにより細胞分裂を阻害

Table 1. Binding of 14C-TBZ to DNA， RNA and 

Protein of Liver and Embryo at 6hr 

after oral administration 

DNA RNA Protein 

nmole/g nmole乍 nmole/g 

Liver * N_D. N.D- 6.68:t0.98 
Embryo N.D. N. D. O. 97:t0 .15 

高分子化合物への結合は，母体で代謝された TBZによ Each value is the mean土SEof three mic巴.

るものか，あるいは，胎仔内での他の代謝系によるもの * mother 
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し，細胞死を生じその結果奇形を発現するのではないか

と推測される.今後，薬物代謝酵素と不可逆結合能との

関係を invitro. in vivoにおいて検討する必要があると

考えられる.
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妊娠マウス尿中のチアベンダゾール (TBZ)および

その代謝物の分析
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はじめに

チアベンダゾール ThiabendazoleC 2一 (4'-thi. 

azolyl) -benzimidazoleJ (以下， TBZと略す) (図 1) 

は，かんきつ類・バナナの防カビ剤ならびに家畜の駆虫

剤として用いられている.一方，小勝らは， ICRマウス

を用いた催奇形性試験で，オリーブ泊に懸濁した TBZ

を妊娠9日に一回経口投与すると高頻度で胎児奇形をお

こすことを報告している 1) 米山らは，妊娠9日のマウス

に14C-TBZを投与すると大部分が尿中に排池されるこ

とを報告している 2) さらに，生体内での代謝・分布・排

j世については，羊3)・牛・山羊・豚4)・犬・ラット・人引で

報告があり，主な代謝物は 5 水酸化チアベンダゾール

(以下， 5-水酸化 TBZと略す) (図 1)およびそのグル

クロン峻抱合体と硫峻抱合体て、あることがわかっている.

しかし，妊娠中マウスによるTBZの代謝に関する報告は

ないので，今回，尿中添加lしたTBZおよび 5-水般化

TBZの抽出方法ならびに高速液体クロマトグラフィ

ーによる分析方法を検討し， さらに，妊娠9日マウスに投

与したTBZの尿中代謝物の分析を行った結果を報告する.

実験材料と方法

実験動物 ]CL: ICRマウス雌雄を日本クレア側より 4

週令時に購入し， 8週令に達した発育良好なものを選ぴ

交配させた.交配は雌雄 1 1終夜間居により翌朝腔栓

の確認されたものを妊娠動物とみなし，その日を妊娠0

日とした.

投与と尿採取 TBZは MerckSharp & Dohme Inter-

national社製(純度98.5%)を， 日本薬局オリーブ油(岩

城製薬社製)に懸濁し，妊娠9日のマウス(各群5匹)

に1000mg/10ml/kg体重となるように一回強制経口投

与した.対照群には，オリーブ油 (10ml/kg体重)を同

様に投与した.投与後， 3日間，マウスを個別に代謝ケー

ジにて飼育した， 24時間毎に尿を集め，さらにケージ内

壁を約 3mlの蒸留水で、洗い j先液を尿と合せて遠心分

離し，上j青(以下，尿溶液と記す)を分析するまで-800

で凍結保存した.

試薬 TBZ (M巴rckSharp & Dohme International社

製)は熱メタノールから再結晶したものを標準物質とし

て用いた 5-水酸化 TBZは和光純薬鮒から購入した.

n-ブタノール， iso-ブタノール，酢酸は和光純薬酬の特級，

酢般エチルは関東化学絡めの高速液体クロマトグラフィー

用を用いた，s-グルクロニダーセ'TypeB・3およびTyp巴H-2

は， Sigma社製G-0376をそれぞれ用いた.

チアベンダゾール 5-水酸化チアベンダ、ゾール

(TBZ) (5-水酸化TBZ)

(SIl ß~ r(SII 川、〆'trOH
Nー__JJ，_ー-( L 11 N__JLイ I 11 

-N .......... 、ν'" '"N ...... 刷、〆
H H 

図 1. チアベンダゾール(TBZ)および5一水酸化チア

ベンダゾール(5一水酸化TBZ)の構造式

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

本 TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

H 同病理研究科
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抽出前処理 TBZおよびその代謝物のそれぞれの分析

に合せて次のような前処理を行った.

1) 未変化 TBZおよび遊離の 5】水酸化 TBZの分析に

は，尿溶液0.5mlに1Mリン酸緩衝液 (pH7.0)0.05ml 

を加えて試料とし抽出，高速液体クロマトグラフィーに

て分析した.

2) グルクロン酸抱合体の分析には，尿溶液0.5mlにl

M酢酸緩衡液 (pH5.5)0.2ml，蒸留水 4ml，βーク、、ルク

ロニダーゼ TypeB-3 5. OOOunitを加え， 37。約42時間反

応後 1Mリン酸緩衡液 (pH7.0)0.4mlを加えて凍結乾

燥後，蒸留水0.5mlに溶解して試料とし， 1)と同様に抽

出・分析し， 1)との差をグルクロン酸抱合体量とした.

3) 硫酸抱合体の分析には，尿溶液0.5mlに1M酢酸緩

衡液 (pH5.5)0.2ml，蒸留水 4ml，βーグルクロニ夕、ー

ゼ TypeH・2，5， 550unitを加え， 370

約42時間反応後， 1 

Mリン酸緩衡液 (pH7.0)0.4mlを加えて凍結乾燥後，

蒸留水0.5mlに溶解して試料とし， 1)と同様に抽出・分

析し， 2)との差を硫酸抱合体量とした.

抽出方法前処理1)2)3)の各試料に，iso-フ。タノール:

酢酸エチル 1 1を水飽和させた溶液1.0mlを加えて，

i昆和後，遠心分離し，有機層に抽出された化合物を，高

速液体クロマトグラフィーにて分析した.化合物濃度が

低かった場合には 2-5倍に濃縮し，高かった場合には

2-5倍に希釈して分析した.

高速液体クロマトグラフィ一分析 ポンプは Varian

System4200を用いた.カラムは， Zorbax TMS (デュポ

ン社製)内径4.6mm x 250mmカラムを用い，移動相とし

て， n_ブタノール:酢酸:水 4 1 1溶液を流速60

ml/hrで流し， i容出化合物は紫外部吸収計(波長280nm)

で検出し，島津クロマトパ、ソク RC1-Aで記録した.

結果と考察

TBZおよび 5-水酸化 TBZの分析法の検討

高速液体クロマトグラフィーによる定量:神谷らが試験

飼料中の TBZの分析に ZorbaxTMSカラムを用いて

いること 6)と， Toccoらがペーパークロマトグラフィー

による TBZおよび代謝物の分析で n・ブタノール酢

酸:水 4 1 1 溶液を展開溶媒に用いているこ

と3)から， Zorbax TMSカラムと移動相として n-ブタ

ノール:酢酸:水 4 1 1 溶液を用いて TBZと

5 -水酸化 TBZの同時定量を検討した.図 2-Aに示した

ように，標準溶液中の TBZおよび 5一水酸化 TBZが妨

害ピークなく分離分析でき，検量線は，両化合物とも良

好な直線性を示した(図 3).また，尿からの抽出液中の

TBZおよび 5-水酸化 TBZも妨害ピークなく分離分析

でき(図 2-B， C)，抽出液を希釈して作成した検量線

は，両化合物とも良好な直線性を示した(データは示し

ていない).

抽出溶媒の検討:Toccoらが生体試料からの抽出に

用いている酢酸エチノレ3)一日の他に，種々の溶媒を用いて

TBZおよび 5-水酸化 TBZの溶解度について検討した

ところ，iso-フゃタノール:酢酸エチル 1 1溶液が両化

合物の溶解性にすぐれていたのでこれを抽出溶媒とし

た.尿溶液の前処理1)2) 3)による抽出回収率への影響を

検討するため，対照群(オリーブ油のみ投与)の尿溶液

図 2.

A 
TBZ 

5水酸化TBZ

o 10 20 
保持時間(分)

TBZおよび5-水酸化TBZの高速液体クロマト
グラム
A:標準溶液
B: TBZ投与群の尿からの抽出液
C:対象群の尿からの抽出液
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に.TBZおよび 5-水酸化 TBZを添加して前処理・抽出

を行った.前処理1)2) 3)とも，図 4に示したように.TBZ 

および5一水酸化 TBZの回収量は添加量に比例し，回収

率は TBZて"99%. 5-水酸化 TBZで84%であった.

以上の結果から，尿中の TBZおよび 5-水酸化 TBZ

の分析には，抽出溶媒に 150-フゃタノール.酢酸エチル

1 : 1 (水飽和)を用い. Zorbax TMSカラムと移動相

50寸 /ρ 

/ 0 / 

， ノ

れJ

恨 25
そ¥

:υ 

o 10 20 30 40 50 
濃度(μg/ml)

図3， TBZおよび5一水酸化TBZの高速液体クロマト
グラフィ一分析による検量線
一一0一一:TBZ 
一一・一一 :5一水酸化TBZ
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ll-ブタノール:酢酸:水 4 1 1 溶液による高

速液体クロマトグラフィーを用いることとした.この方

法は，酢酸エチル抽出後さらに塩酸水溶液に逆抽出して

告を光光度法で分析する方法叫こ比べて，操作が簡便であ

る.

尿中に排j世される TBZおよびその代謝物

妊娠 9日のマウスにオリーブ油に懸濁した TBZ(1000

mg/kg体重)を一回経口投与後 3日聞の尿を高速液体ク

ロマトグラフィーで分析したところ， TBZ(未変化)， 5 

-水酸化 TBZ(遊離)， 5-水酸化 TBZのグルクロン酸抱

合体および硫酸抱合体が検出された.オリーブ油のみ投

与の対照群からは，これら化合物は検出されなかった.

投与後 3日間で尿中に排池される TBZおよびその代謝

物の量を表 lに示した.3日間で尿中に排i世される TBZ

およびその代謝物の合計量のうち， TBZそのままで排地

される量は10分の l以下であり，ほとんどが体内で代謝

されて 5-水酸化 TBZとなって排池されている. 5-水

酸化 TBZは，抱合されていない遊離休はごくわずかで，

グルクロン酸抱合体が合計排池量の52%，硫酸抱合体が

合計排i世量の38%であり，牛4)・人・ラット 5)と同様に，

グルクロン酸抱合体が硫酸抱合体より多い傾向を示し

た.また，合計排池量。約50%が投与後 1日目に，約95%

が2日目までに排池された. 3日目には排池量は明らか

に減少し， Toccoらの報告3ト5)にある他の動物種におけ

る結果や，米山らの報告2)している妊娠マウスにおけ

る14C-TBZの排池の結果ともよく一致している.未変化

の TBZの排池は投与後 1日目が最も多しその後，日数

にともなって排池量が減少しているが， 5-水酸化 TBZ

は，遊離体，グルクロン酸抱合体，硫酸抱合体，ならび

にそれら三者の合計いずれも， 3日自の排池量は明らか

に減少しているものの， 1日目の排t世量と 2日自の排i世

量に明らかな差がなかった.これは，水酸化および抱合

という過程を経るために未変化体 (TBZ)よりも排池が

やや遅れる結果と考えられる.

以上の結果から， TBZは妊娠マウスにおいても比較的

すみやかに代謝され，主に 5-水酸化 TBZのグルクロン

酸抱合体および硫酸抱合体として排池されると考えられ

る.しかし，今回分析した， TBZ， 5-水酸化 TBZおよ

びそのグルクロン酸抱合体・硫酸抱合体の合計排池量は，

米山らの14C-TBZの尿中排池量2)よりも低い値を示して

添加したTBZ(μg) 添加した5-水峻化TBZ(μg) いる.また， Toccoらも，牛・人・ラット・犬の尿で化

図4. TBZおよび5水酸化TBZの抽出回収量

学分析によるこれら代謝物の合計値が，アイソトープを

用いた分析値よりも低くなることを報告している 4)5) さ

らに， Toccoらが行ったペーパークロマトグラフィーに
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表1. TB Zおよびその代謝物の尿中排池量(%投与量， TBZ換算〉

投与後

TBZ 

5一水酸化TBZ

遊離

グノレクロン酸抱合

硫酸抱合

合計

1 日

(0-24時間〉

1. 72::1:0.49 

11.30::1:4.54 

0.14::1:0.07 

5.46::1:2.14 

5.71土2.47

13.03::1:4.75 

数値は5匹のマウスの平均値::1:S.D.

よる羊の尿の代謝物分析において，これら代謝物の他に

未知の代謝物が微量ながら検出されている3)ことは無視

できない.一般に，妊娠動物では肝臓の代謝機能が低下

すると言われている他，胎盤・胎児による代謝など，非

妊娠動物とは異なる条件が考えられるので，今回分析し

た以外の代謝物の存在についても検討する必要がある.

また， TBZおよび、その代謝物の体内分布も興味ある点で

あり，特に催奇形性との関連を考える上で，胎盤通過な

ども含めて引き続き検討することが大切で、あると考えて

いる.
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チアベンダゾール (TBZ)のラットを用いた慢性毒性試験

林田志信ヘ三栗谷 久敏ぺ神谷信行ヘ

佐 々 木 美 枝 子ヘ平賀興吾川

Chronic Toxicity on Rats Fed Thiabendazole(TBZ) for 104 Weeks 

SHlNOBU HA Y ASHIDA'， HlSATOSHI MIKURIY AへNOBUYUKIKAMIY A * ， 

MIEKO SASAKI様 andKOGO HIRAGA" 

A chronic toxicological study of thiabendazole (TBZ) ， a fungicide， was conducted in F344/DuCrj 

rats. TBZ was given as pelleted diets at dietary levels of O(control)， 0.05， 0.1， 0.2or 0.4% to 

groups of 30 rats of each sex for 104 weeks. The mean intakes of TBZ at 0.05， 0.1， 0.2 or 0.04% 

dietary levels were 21， 43， 90 or 207 mg/kg body weight/ day respectively in the males， and 26， 53， 

112 or 237 mg/kg body weight/ day in the females. 

Mean body weights of 0 .4% group of both sexes were significantly lower throughout the study than 

that of the control. 

At the termination of study， RBC count， serum GOT and serum GPT values were significantly 

lower in 0.4 % female group than in the contro!. The weight of urinary bladder of 0.4 % groups of巴ach

sex was significantly higher than that of the control. 

These findings suggest that TBZ may cause an anemia and hepatopathy and may somewhat affect 

the urinary bladder in F344/DuCrj rats. Further studies of hematology and pathology for these animals 

have been conducted， and wi1l be publish巴din the near future. 

Keywords : Thiabendazole， Fungicide， F344/DuCrj Rat. Chronic Toxicity 

緒 言 よる104週間摂取試験の結果のうち，体重変動，飼料摂取

防カビ剤であるチアベンダゾール(以下 TBZと略す) 量，飲水量，血液学検査，血清生化学検査，器官重量に

は，我国で1978年に食品添加物として認可され，柑きつ， ついて報告する.

バナナなどに使用されている. TBZの毒性については 実験材料および方法

Robinsonらは数種の動物を用いた短期・長期毒性試験 検体:チアベンダγールは MerckSharp & Dohme 

を行ない，顕著な害作用が認められないと報告してい International Co.製 thiabendazole microfine MSD 

る1) しかしながら，当部で、行ったマウスによる催奇形性 (Lot. No. BZA.539，純度98.5%)を使用し，粉末飼料

試験において小鯨らは， TBZに奇形誘発作用を認めて報 CE.2 (日本クレア)にそれぞれ 0%(対照群)， 0.05%， 

告しており 2ベTBZの毒性は発がん性の有無を含めさ 0.1%，0.2%，0.4%の割合で添加し国型化したものを試

らに詳細な検討が必要となった.当部では TBZの安全 験飼料とした.

性試験の一環としてラットを用いた経口毒性試験を企画 試験動物:F 344/DuCrj (日本チヤールス・リバー社)

し，すでに急性・亜急性毒性試験の結果については報告 ラット雌雄を 4週齢で購入し， 1週間予備飼育後，発育

してきた←6) 本報では， TBZ長期連続投与によるラット 良好なものを試験に用いた.

に対する影響を調べるために行なった TBZ添加飼料に 飼育条件:室温25:tγ，湿度55:t5 %，換気回数毎日寺

*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 

ホ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

*市東京都八王子保健所予防課
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10回，照明 6時より 18日寺に制御されたバリア式飼育室に

おいて，前面および底面が網目のステンレス製の個別

ケージに動物を収容し，自動給水装置(細菌ろ過器経由)

付のベルト式飼育架台にて飼育した.

試験方法:TBZ添加濃度は o(対照)， 0.05， 0.1， 0.2 

および0.4%の5段階とし，各々標準粉末飼料に添加し国

型化したものを試験飼料として動物に摂取させた.ラッ

トは各濃度の試験飼料に雌雄それぞれ30匹をあて，これ

をランダムに飼育架台に配置した.試験期間は104週間と

し，ラットが 5週齢になった時点で試験飼料の摂取を開

始した.飼料は細菌ろ過器を経由した水道水とともに自

由摂取させた.

動物の一般状態の観察は毎日 9時より 10時頃までの問

に行ない，生死の判別は午前と午後の 2回行なった.体

重は全試験期間毎週 1回測定した.飼料摂取量および飲

水量は試験開始後4週間は毎週 1回，その後 2ヶ月間は

2週間に 1回測定し，以後は試験終了まで4週間に 1回

測定を行なった.試験終了時には動物を屠殺し，血液学

検査，血清生化学検査および主要器官重量測定を行なっ

た.

検査方法:飼料摂取量，飲水量は雌雄各群10匹につい

て既報5)に準じて測定した.血液学検査および血清生化

学検査は動物の屠殺時，大腿動静脈切断により放出する

血液を採取し行なった.

血液学検査:約0.5mlの血液を EDTA.2K処理試験

管に採取し， Coulter Counter Model S (Coulter Electric 

Co.)を用いて，赤血球数(RBC)，ヘモグロビン量(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 (MCH)，平均赤血球へモク"ロビン濃

度 (MCHC)および白血球数 (WBC)の各項目について

測定した.

血清生化学検査 5mlの血液を遠心管に採取し，常

法に従って血清を分離し， Automatic Analyzer 705 (目

立)を用いて，グルタミン酸オキザロ酢酸トランスアミ

ナーゼ活性(GOT)，グルタミン酸ヒ。ルビン酸トランスア

ミナーセe活性 (GPT)，総タンパク量 (TP)，アルカリホ

スファターゼ活性 (ALP)，尿素窒素 (UN)およびアル

ブミン量 (Alb)について測定した.

器官重量・解剖時に主要器官を摘出し，その重量を測

定した.心，肝，腎，牌，脳，副腎，胸腺，精巣，前立腺，

子宮については摘出直後に湿重量を測定し，また勝脱に

ついては，注射筒を用いて残留尿を採取した後に10%緩

衝ホルマリン液0.5mlを注入し膨張させて内尿道附近

を結殺して固定させ，そのまま 1週間閏定後に測定した.

体重および検査結果の処理にあたっては，当部で開発し

た毒性試験データー解析システム (TOXI-STUDY)B)を

用いた.

結果および考察

1. 一般状態:TBZO.4%群に全試験期間を通じて雌

雄ともに“痩せ"がみられた他は，被毛の状態，動物の

行動などは対照群と投与群との聞に認めるべき差異はな

かった.

2. 体重:Table 1， 2および Fig.1，2に体重増加の

推移を示した.対照群と比べ，雄0.2%群および、0.4%群，

その後雌0.1%群， 0.2%群および0.4%群では全試験期間

を通じて体重が有意に小さしまた，雄0.1%群でも， 54 

週および、58週を除くと全期間有意に小さかった.0.4%群

雌雄には試験開始20週目頃から強い体重増加の抑制がみ

られ，雌では試験終了時までわずかに体重が増加する傾

向がみられたが，雄では66週頃からさらに体重が減少す

る傾向がみられた. 0.05%群雄では試験70週日頃までは

対照群と同等あるいはやや大きし以後は対照群より小

さい値を示した.また0.05%群雌は対照群より小さい傾

向を示した.

3. 飼料摂取量:Table3， 4に飼料摂取量を示した.

0.2%および0.4%群に，投与開始直後に摂取量の低下が

みられ，特に0.4%群では対照群に対し1/3に落ちた.ラッ

ト1日当りの摂取量は雌雄とも0.4%群で全期間を通じ

て有意に少なし 0.05%群を除〈他の投与群でも少ない

傾向を示した.また体重比摂取量は0.2%群および0.4%

群雄で試験2週，雌で試験4週頃までは対照群と比べて

少なし以後は有意に多いか，多い傾向を示した.試験

群にみられた体重増加抑制は飼料摂取量の少ないことが

原因と思われるが， 0.2%および0.4%群雌雄では，体重

比摂取量が対照群に比べて多いことおよび雄の各投与群

では試験後半にそれまでと変わらぬ飼料摂取量を示して

いるにもかかわらず体重が減少する傾向がみられたこと

などから， TBZが体重増加抑制に何らかの影響を与えて

いる可能性も考えられる.

4. 飲水量:Table 4，5に飲水量を示した.ラット 1

日当りの飲水量は， 0.2%群および0.4%群雌雄で，試験

O週に低下したことを除けば"全試験期間を通じて対照

群より有意に多いか，多い傾向を示した.他の投与群で

も，飲水量は対照群と同等，あるいはやや多い傾向を示

した.また，体重比飲水量で、は，試験 O週を除き， 0.1% 

群以上の各投与群で雌雄ともに投与量にともなった増加

傾向がみられた.一般に飲水量は飼料摂取量に連動して

増加するが， 0.2および0.4%群では飼料摂取量に比し飲
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Table 1. Body Weights of Male Rats Fed TBZ for 104 Weeks 

Week on 

study 

Dietary 1eve1 of TBZ (も}

。 0.05 0.1 0.2 0.4 

102 

n
U

司

4

q

J

h

90.5士 3.91

(100.0:!: 0.0) 2 

119.2:!: 5.7 
(131.7:!: 3.8) 
143.6:!: 8.7 
(158.7:!: 7.0) 
167.5:!:13.6 
(185. 2:!:13. 7) 
189.5:!:17.3 
(209. 5:!:18. 2) 
222.7:!:21.1 

(246.3:!:23.2) 
251. 4:!: 21. 3 
(278.l:!:23.4) 
267.3:!:22.4 
(295.6:!:24.8) 
287.4:!:23.0 

(317.9:!:25.5) 
297.9:!:22.4 
(329.4:!:25.2) 

322.0:!:23.2 
(356.2:!:26.0) 
337.2:!:23.8 
(372.9:!:27.6) 
354.6:!:24.6 

(392.4:!:29.4) 
365.l:!:24.6 
(403. 8:!:30. 0) 
369.0:!:25.0 
(408.4:!:31.1) 
378.2:!:26.4 
(418.4:!:32.1) 
383.2:!:27.1 
(424.0:!:32.7) 
389.l:!:28.6 
(430. 6:!:34. 9) 
393.5:!:30.6 
(435.5:!:37.7) 
396.4:1:33.7 
(438.7:!:39.9) 

396.9士36.0
(439.2:1:42.2) 
400.7:!:28.9 
(443.9:!:34.6) 
408.5:!:30.7 
(452.7:!:37.3) 
417.2:!:25.4 
(462.8:!:32.0) 
421.l:!:26.5 
(467.6:!:34.1) 
422.6:!:28.9 
(469.2:!:38.3) 
429. 4:!:31. 4 
(476.9:!:40.6) 
433.4:!:36.1 
(481. 4:!:46. 5) 
438.4:!:49.8 
(487. 4:!:63. 2) 
436.5:!:59.0 
(485.0:!:74.2) 

436.0:!:91.5 
(483. 5:!:111. 0) 
446. 6:!:l23. 4 
(495. 5:!:l49. 8) 

91. 6土 4.4
(100.0:!: 0.0) 
121.l:!: 7.5 
(132.2:!: 3.8) 
145.9:!:l0.7 
(159.l:!: 7.2) 
168.6:!:13.7 
(183.9:!:10.4) 
188.9:!:15.0 
(206.1:!:12.2) 
222.9:!:l7.9 

(243.4:!:l6.3) 
252.5:!:16.5 

(275.7:!:15.4) 
269.8:!:15.3 
(294.8:!:14.8) 
291. 2:!:l3. 9 

(318.l:!:13.'7) 
301.8:!:13.5 
(329.9:!:14.0) 

326.4:!:l3.8 
(356.8:!:15.7) 
342.4:!:13.6 
(374.3土工6.1)
358. 7:!:l5. 5 
(392.l:!:18.7) 
368.5:!:l5.7 
(402. 8:!:l9. 3) 
371. 9:!:l3.1 
(406. 6:!:l9. 3) 
379. 7:!:l4. 7 
(415. 2:!:22. 0) 
385.l:!:14.0 
(421.l:!:22.5) 
392.9:!:l4.9 
(429.7:!:23.7) 
394.9:!:l8.4 

(431.8:!:24.4) 
396.7:!:24.3 
(433.7:!:30.9) 

396.l:!:27.3 
(433 .l:!:33. 8) 
401.6:!:l5.0 
(438. 9:!:21. 4) 
409.5:!:17.6 
(447.4:!:22.1) 
411. 5:!:15. 9 

(451.5:!:22.0) 
414.1:!:l6.3 

(454.4:!:23.3) 
416.9:!:15.9 
(457.5:!:23.9) 
420.8:!:l5.4 
(461.9:!:23.9) 
421.9:!:l5.0 
(463.l:!:24.3) 
420.9:!:19.7 
(462.2士30.9)
407.0:!:27.7* 
(446.7:!:37.7)* 

407 .l:!:44. 5 
(447.8:!:50.4) 
411. 9:!:50. 7 
(452.9:!:54.7) 

90.2:!: 4.9 
(100.0士 0.0)
115.7:!: 7.4* 
(128.4:!: 4.6)* 
137. 9:!:l1. 0* 
(153.0:!: 8.3)* 
156.工:!:14.0*
(173. 0:!:11. 2) * 
174.7:!:17.6* 
(193.7:!:l6.0)* 
204.1:!:22.0* 

(226.5:!:22.4)合

231. 7:!:22. 3* 
(257.3:!:24.7)* 
247.0:!:21.8* 
(274.5:!:25.2)安

267. 3:!:21. 2* 
(297.0:!:25.6)* 
277. 8:!:22. 5* 
(308.7:!:27.9)合

304.0:!:24.0* 
(337.9:!:30.2)* 
319.0:!:25.6* 
(354. 6:!:33. 5) * 
335.5:!:29.7* 
(372. 9:!:37. 7) * 
348.8:!:22.8* 
(388.0:!:33.1) 
353.5:!:22.7* 

(393.3:!:32.6) 
362.5:!:24.自*

(403.3:!:35.6) 
367.9:!:26.0* 
(408.3:!:35.6) 
374.5士25.7*
(416.6士36.1)
378.6:!:24.8* 

(421.2:!:35.7) 
382.9:!:25.8 
(426. 0:!:36. 9) 

384.0:!:25.6 
(427.3:!:38.0) 
382.8士25.2官

(425.9:!:36.6) 
390.2:!:26.7* 
(434.3:!:40.7) 
392.1:!:26.7* 
(436.5:!:41.0) * 
395.0:!:26.3* 

(439.7土40.9)*
396.8:!:25.日*

(441.9土43.1)*
397.2:!:26.4* 
(442.4:1:44.2)* 
397.5:!:28.0* 
(442.9:1:46.0)* 
397 .l:!:30. 2* 

(442.4:!:47.6)脅

389.3士37.6*
(435.7:!:53.3)* 

384.0:!:37.7* 
(428.日:!:55.0)*
379.3:!:25.1* 
(424.l:!:42.1)* 
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* significantly different from control， p < 0.05 
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Table 2. Body Weights of Female Rats Fed TBZ for 104 Weeks 

Week on Dietary 1eve1 of TBZ (亀)

study 。 0.05 0.1 0.2 0.4 

。 80.9土 2.9 1 80.9:!: 2.0 81.2:!: 2.7 81.1:!: 2.9 
(100.0:!: 0.0) 2 (100.0:!: 0.0) (1DO.0:!: 0.0) (100.0:!: 0.0) (100.0:!: 0.0) 

l 98.7:!: 4.3 97.4:!: 3.8 95.7土 3.2* 91.4:!: 3.4* 83.1:!: 3.4* 
(122.0:!: 2.6) (120.5:!: 3.0)* (117.8土 2.3)* (112.6:!: 2.2)* (102.4土 2.0)*

2 111.6:!: 5.2 110.l:!: 4.3 107.2:!: 4.3* 101.3:!: 4.4* 89.8:!: 4.6* 
(137.9:!: 4.3) (136.2:!: 3.4) '(131.8士 3.7)* (124.9:!: 4.5)* (110.7:!: 3.3)* 

3 122.0:!: 6.2 120.2:!: 5.4 115.7:!: 4.8* 108.8:!: 5.7* 94.9士 5.2*
(150.8:!: 5.3) (148.8:!: 5.3) (142.3士 4.8)* (134.2:!: 6.6)* (116.9:!: 4.2)* 

4 130.0:!: 7.3 127.7:!: 6.4 122.8:!: 5.4* 114.7:!: 5.8* 99.5:!: 6.0* 
(160.7:!: 6.9) (158.0士 5.9) (151.0:!: 6.2)* (141.4:!: 7.2)* (122.5:!: 5.6)* 

6 141. 5:!: 9.6 138.5:!: 8.2 131. 9:!: 7.6* 122.6:!: 8.6* 107.2:!: 8.1* 
(174.9士 9.1) (171.3:!: 9.1) (162.2:!:l0.2)* (151. 3:!:l1. 4) * (132.l:!: 8.6)* 

8 153.8士 9.5 150.7:!: 8.1 143.5:!: 9.1* 135.0:!: 9.5* 117.8:!: 9.7* 
(190.l:!: 8.8) (186.5:!: 9.3) (176. 5:!:l2 .1)台 (166.4:!:l2.8)* (145.1:!:l0.0)* 

工0 159.2:!: 9.2 156.6:!: 8.3 149.2:!: 8.5* 141.l:!: 8.5* 122.5:!: 9.7* 
(196.9:!: 8.7) (193.7:!: 9.6) (183. 6:!:11. 3) * (174.l:!:11.6) * (150.9:!:l0.1)* 

12 168.2:!: 9.0 165.l:!: 8.7 158.5:!: 8.4* 149.5:!: 8.2* 130.4:!: 9.7* 
(207.8士 8.6) (204.3:!:l0.0) (194.9士11.0)* (184. 3:!:l1. 6) * (160.7土工0.1)*

14 174.7:!: 9.8 171.3:!: 8.9 165.0:!: 9.1* 154.7:!: 8.4* 134.4:!: 9.8* 
(216.0士 9.9) (211. 9:!:10. 8) (202. 9:!:l1. 6) * (190.8:!:l2.0)* (165.7:!:l0.7)* 

18 185. 9:!:11. 6 182.3:!:l0.0 175.0:!: 9.2* 165.2:!: 8.9* 140.8:!: 8.6* 
(229.8:!:11.4) (225. 5:!:l1. 8) (215.3:!:l1.3) * (203.8:!:l2.4) * (173.5:!: 9.6)* 

22 193. 4:!:l1. 9 189. 4:!:l0. 6 181.l:!: 8.4* 171.8:!: 9.4* 143.0:!: 8.1* 
(239.l:!:12.7) (234.4:!:l2.9) (222.7:t:工0.3)* (211. 9:!:11. 9) * (176.3:!: 8.5)* 

26 203. 4:!:l2.1 198.5:!:11.1 189.5:!: 9.5* 178.6:!: 8.5* 146.5:!: 8.1* 
(251.4:!:12.1) (245.6:!:l3.5) (233 .1:!:l1. 5) * (220.3:!:11.3)* (180.7:!: 9.0)* 

30 209. 5:!:l2. 5 203.8:!:11.3 195.2:!:10.2* 184.2:!: 8.1* 149.2:!: 8.2* 
(259.0:!:l2.9) (252.2:!:l5.2) (240.l:!:12.1) * (227.1:!:l0.9)* (183.9:!: 9.1)* 

34 214.0:!:13.5 207.0:!:l1.8* 197.3:!:10.8* 185.3:!: 9.3* 149.3:!: 8.1* 
(264. 6:!:l4. 2) (256.3:!:15.9)* (242.7:!:l3.0)* (228.5:!:l2.5)* (184.l:!: 8.8)* 

38 219.8:!:14.3 212.7:!:l8.6 202.3:!:12.0* 189.4:!:10.0* 151.3:!: 8.2* 
(271.8:!:l5.7) (263.4:!:23.4) (248.8:!:14.5)* (233.6:!:l3.0)* (186.6士 9.1)*

42 225. 4:!:l5.1 218. 6:!:l5. 3 205.8:!:12.4* 192. 3:!:l0. 6* 153.9:!: 7.9* 
(278.7:!:16.1) (270.5:!:19.7) (253.2:!:l5.1)* (237.l:!:14.0)* (189.8:!: 8.5)* 

46 229. 9:!:l5. 8 223.7:!:l4.5 210. 3:!:l2. 7* 195.7:!:l0.0* 157.2:!: 8.7* 
(284.2:!:17.1) (276.8:!:l8.4) (258. 7:!:l5. 6) * (241.4:!:l3.5)* (193.8:!: 9.2)* 

50 234.8:!:16.4 226.4:!:15.8* 213.2:!:l3.1* 199. 6:!:l1. 0* 160.1:!: 8.9* 
(290.4:!:l8.0) (280.3:!:20.8)* (261. 7:!:l5. 9) * (246.1士14.6)* (197.3:!:l0.3)* 

54 240.6士16.9 230.7士17.8* 219. 9:!:l5. 6* 201. 7:!:l1.1* 161.2:!: 9.1* 
(297.5土18.2) (285.5:1:23.2)* (269.9:1:19.0) * (248.7:!:l4.3)* (198.7:!: 9.7)* 

58 242 .l:!:19. 2 232.l:!:18.1* 223.0:!:22.6* 203. 4:!:l1. 0* 163.8:!: 9.0* 
(299.3:1:21. 5) (287.4:!:23.9)* (273.9:!:27.9)* (250.7:!:14.5)* (201.9:!: 9.8)* 

62 243.4:!:28.2 235.7:!:l8.9 223.3:!:l7.0* 204 .0:!:l2 .1* 163.8:!: 9.8* 
(301.l:!:31.4) (291.9:!:25.6) (273. 9:!:l9 .1) * (251.3士15.9)* (201. 9:!:l0. 7) * 

66 257.6:!:23.6 245.l:!:20.5* 231. 3:!:19. 3* 209.5:!:13.4* 169 .1:!:l0. 3女

(319.0:!:27.8) (303.5:!:27.8)* (283.8士22.8)* (258.l:!:17.5)* (208.4士11.0) * 
70 265.8:!:26.5 250.5:!:21.1* 236.8:!:21.3* 212. 8:!:l4. 0* 170.5:!:13.3* 

(329.2:!:31.9) (310 .l:!:28. 2) * (290.2:!:25. 7) * (262.l:!:18.6) * (210.l:!:14.4)* 
74 270.3:!:30.6 256.8:!:21.7* 245.4:!:l9.6* 218.2:!:l4.9* 170.5:!:l0.0* 

(334.8:!:36.7) (317.9:!:28.9) (301. 0:!:24 .1)安 (269.2:!:19.8)* (210.3:!:l1.2)* 
78 285 .l:!:26. 8 265.9:!:22.2* 254.6:!:20.7* 223.9:!:l7.0* 172.2:!:l0.7* 

(353.0:!:33.工} (329.3土30.0)* (312.2:!:25.1)* (276.l:!:22.5)* (212. 3:!:l1. 5) * 
82 295.0:!:27.8 272.5:!:23.1* 263.0:!:22.7* 231.2:!:l7.9* 173.7士10.6*

(365.3:!:34.2) (337. 4:!:31. 0) * (322. 4:!:27. 3) * (285.0:!:23.2)* (214.2士12.1)*
86 300.8:!:30.6 279.0:!:22.5* 268.4:!:22.2* 233.6:!:l8.6* 173.2:!:l1.4* 

(372.3:!:37.2) (345.4:!:30.1)* (329.2:!:27.5)* (288.2士24.6)* (213.7:!:12.7)* 
90 305.3:!:32.4 280.9:!:22.5* 273.8:!:22.0* 238. 7:!:l7. 8* 174.l:!:12.3* 

(378.3:!:39.2) (347.8:!:30.5)* (334.9:!:27.6)* (294.4:!:23.2)* (214.8:!:l3.7)* 
94 308 .l:!:33. 8 283.5:!:22.7* 274.0:!:29.2* 240. 9:!:l8. 8* 175.4:!:11.4* 

(381. 4:!:40. 0) (351. 0:!:31. 2) * (335.0:!:35.5)* (297.2:!:24.8)* (216.5:!:l2.6)* 

98 304.2:!:39.1 280.2:!:29.7* 277.8:!:l8.9* 241.6:!:l5.4* 174.5:1:11. 6* 
(376.4:!:46.1) (346.9:!:39.3)* (339.8:!:25.9)* (298.0:!:21.3) * (215.3:!:l2.8) * 

102 299.5:!:43.2 284.l:!:23.3 273.8士20.1* 240. 6:!:l5. 0* 183.3:!:28.5* 
(370.0:!:51.2) (351. 6:!:31. 9) (335.0土27.3)脅 (297.3:!:21.4)* (225.8:!:34.5)* 

1) mean:!::SD(g) 2) mean of growth rates:!::SD 

* siqnificantly different from control， p < 0.05 
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Table 3. Food Intake of Male Rats Fed TBZ for 104 Weeks 

Week on Dietary 1eve1 of TBZ (も)

study 。 0.05 0.1 0.2 0.4 

。 9.6:!: 0.8' 9.5:!: 0.6 8.5:!: 0.7* 7.0:!: 0.5* 3.5:!: 0.7* 
(106.5:!: 8.2.)2 (105.9:!: 7.0) (96.0:!: 8.3)* (76.9:!: 4.9)* (38.0士 9.0)*

1 11.5:!: 1.0 11.6:!: 0.5 11.4:!: 1.2 11.0:!: 0.7 8.7:!: 1. 0合

(97.6:!: 8.8) (99.3士 3.9) (97.5:!: 5.6) (97.1:1: 6.4) (88.6士11.4)
2 12.9:!: 1.3 12.4:!: 0.9 13.0:!: 1.5 12.3:!: 1.4 10.3:!: 0.8* 

(90.9:!: 5.9) (88.7:!: 4.8) (91.1:1: 3.6) (90.0:!: 5.8) (91.2:!: 6.1) 
3 12.3:!: 2.1 11.9:!: 0.9 12.4:!: 2.1 11.9:!: 1.3 10.1:1: 1.3* 

(73.9:!: 7.3) (74.0:!: 3.5) (76.1:1: 7.3) (75.7:!: 5.2) (78.4:!: 7.0) 
4 13.2:!: 2.0 13.2:!: 1.1 13 .2:!: 1. 9 13.1:!: 1.2 11.0:!: 1.2* 

(70.7:!: 3.1) (73.0:!: 3.9) (72.1:1: 5.4) (73.9:!: 6.0) (76.2:!: 7.8) 
6 12.9:!: 1.8 13.2:!: 1.2 13.2:!: 1.2 12.9:!: 1.3 11.5:!: 1.5 

(58.8士 3.7) (61.6:!: 2.1) (61.5:!: 4.0) (61. 9土 5.1) (66.2:!: 3.4)* 
9 14.2:!: 1.4 14.4:!: 0.6 14.1:1: 1.0 14.0:!: 1.0 12.6:!: 1.0* 

(55.9:!: 4.9) (56.6士 2.1) (55.7土 2.0) (57.5:!: 2.5) (61.8:!: 3.1)* 
11 14.8:!: 1.6 14.7:!: 0.7 14.4:!: 1.0 14.2:!: 1.0 13.2:!: 0.9* 

(54.3:!: 4.1) (53.5士 2.8) (53.0:!: 4.3) (54.6:!: 3.5) (60.7士 3.1)*
14 14.0:!: 1.3 14.1:1: 0.6 13.8:!: 1.1 13.4:!: 0.9 12.4:!: 0.9* 

(47.5:!: 3.1) (47.3:!: 2.5) (46.8:!: 3.7) (47.8:!: 3.2) (53.l:!: 2.3)* 
18 14.6:!: 1.3 14.8:!: 1. 0 14.8:!: 1.0 14.2:!: 1.0 13.4:!: 0.8* 

(45.4:!: 2.7) (45.8:!: 2.7) (46.1:1: 3.1) (46.9:!: 2.9) (53.6:!: 2.4)* 

22 15.3:!: 1.1 15.4:!: 0.6 14.8:!: 1.5 15.0:!: 1.0 13.7:!: 0.6* 
(45.3:!: 2.2) (45.0:!: 2.1) (43.7:!: 2.8) (47.5:!: 2.2)* (52.7士1.2)* 

26 14.8:!: 1.4 14.1:1: 0.8 15.1:1: 1.2 14.5:!: 1.0 13.3:!: 0.7* 
(41.5:!: 4.1) (39.6:!: 1.9') (42.3:!: 2.0) (44.2:!: 1.9)* (49.3:!: 2.5)* 

30 15.3:!: 0.7 15.4:!: 0.6 14.8:!: 0.9 14.9:!: 0.9 13.7:!: 0.5* 
(41.6:1: 2.2) (41.8:1: 1.9) (40.4:!: 2.1) (44.3士 3.3)* (49.5:!: 1.8)* 

35 15.0:!: 1.2 14.6:!: 0.8 14.3:!: 0.9 14.3:!: 1.1 13.6:!: 1.0* 
(39.7士 2.1) (38.8:!: 1.3) (38.6:!: 1.3) (41.8士 2.5) (48.0:!: 1.9)* 

39 15.3:!: 0.8 15.5:!: 0.8 15.1:1: 1.0 14.3士1.4 14.1:1: 0.8* 
(39.6:!: 2.2) (40.5:!: 2.3) (39.6士1.8) (40.9:!: 2.4) (49.6:!: 1.9) * 

42 工5.0:!: 1.0 15.3:!: 0.4 14.9:!: 0.8 14.8:!: 1.3 13.8:!: 0.7* 
(38.5:!: 2.2) (39.2:!: 1.4) (38.6士1.9) (41.7:!: 2.4)* (47.5:!: 1.1)* 

47 16.0:!: 0.6 15.5:!: 0.5 16.2士 0.9 16.0:!: 0.7 14.8:!: 0.4* 
(40.2:!: 2.6) (38.8:!: 1.5) (40.9:!: 1.8) (44.2:!: 1.6)* (50.5:!: 3.0)* 

53 15.5:!: 0.9 15.5:!: 0.7 15.4:!: 0.8 14.6:!: 2.2 14.4:!: 0.5* 
(38.4:!: 3.6) (38.6士1.9) (39.3:!: 2.2) (40.0:!: 6.1) (48.4土1.9)* 

57 15.5:!: 1.5 15.2:!: 0.8 15.7:!: 0.8 15.4:!: 1.2 14.l:!: 0.6* 
(38.4:!: 3.7) (37.8:!: 2.1) (39.0:!: 1.9) (41.9士1.8) * (48.0:!: 3.5)* 

66 16.7:!: 1.6 工6.8:!: 1.4 16.9土 0.9 16.4士1.1 14.9:!: 0.8* 
(40.l:!: 2.5) (40.8:!: 4.6) (41.l:!: 1.7) (43.7:!: 2.7)* (49.6:!: 2.0)* 

70 16.9:!: 1.4 16.1:!: 0.6 15.8:!: 0.7官 15.8:!: 0.8* 14.1士 0.6*
(40.3:!: 4.1) (38.8:!: 1. 7) (38.2:!: 2.2) (41.9:!: 2.2) (46.8:!: 2.4)安

74 15.7:!: 4.4 16.l:!: 1.7 16.5土1.2 15.7:!: 0.9 14.0:!: 1.9 
(36.8:!:10.6) (38.7:!: 3.8) (39.5:!: 2.2) (41.2:!: 2.1) (46.8:!: 6.2)* 

78 工6.8:!: 1. 4 15.2:!: 0.8* 16.4:!: 1.4 15.8:!: 1.1 14.3:!: 0.6* 
(39.4:!: 4.1) (36.3:!: 2.0) (39.3:!: 2.4) (41.6:!: 1.8) (48.5:!: 1.7)* 

82 16.9:!: 0.9 15.8士 0.5* 16.0:!: 1.1 15.6:!: 1.2* 14.0:!: 0.7* 
(39.5:!: 4.2) (37.6:!: 1.4) (38.3:!: 1.2) (40.6:!: 2.5) (48.4士 3.4)安

86 16.4:!: 1.3 15.1:!: 1. 8 15.6:!: 1.0 14.9:!: 1.4* 13.5:!: 0.7* 
(37.9士 4.8) (35.6:!: 4.0) (37.4:!: 2.1) (39.l:!: 2.6) (46.6:!: 2.7)* 

90 14.9:!: 3.8 工4.2:!: 2.3 15.0:!: 1.1 13.9:!: 1.5 12.5:!: 2.2 
(33.6:!: 8.6) (33.l:!: 6.1) (35.9:!: 1.7) (36.8:!: 2.8) (44.0:!: 8.6)* 

94 16.3:!: 5.7 15.1:!: 0.8 15.6:!: 1.5 工3.9:!: 1.6 13.3:!: 0.9 
(35.7士12.0) (36.0:!: 2.2) (37.9:!: 4.4) (37.5:!: 2.3) (48.0:!: 4.4)* 

99 18.4:!: 3.5 16.5士1.4 15.5:!: 1.6 15.2:!: 1. 7* 14.2:!: 1.0* 
(40.3:!:l0.2) (39.0:!: 3.0) (3自.7土 4.1) (41.6士 2.4) (52.7:!: 5.2)* 

1) mean土SD(g/rat/day) 2) mean:tSD (g/kg body weight/day) 

* Significantly different from control， p < 0.05 
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Table 4. Food Intake of Female Rats Fed TBZ for 104 Weeks 

Week on Dietary 1eve1 of TBZ (も)

study 。 0.05 0.1 0.2 0.4 

。 7.9士 0.51 7.5:!: 0.9 7.0:!: 0.7* 4.7:!: 0.6* 2.2:!: 0.7* 
(97.3:!: 6.4) 2 (94.4:!:l2.4) (86.9:!: 8.1)* (58.0:!: 6.4)* (26.6:!: 8.9)* 

1 9.5:!: 0.8 9.5土 0.6 9.4:!: 0.7 8.5:!: 0.5* 6.9:!: 1.1* 
(95.7:!: 8.4) (99.7:!: 6.8) (97.9:!: 7.3) (92.9:!: 5.6) (83.9:!:12.8)* 

2 10.3:!: 0.8 10.0:!: 0.8 10.1:!: 0.6 9.1:!: 0.7* 7.8:!: 0.7* 
(91.6:!: 6.0) (92.8:!: 7.8) (93.9士 5.9) (90.8士 7.4) (87.6:!: 6.8) 

3 8.9:!: 1.1 8.4:!: 0.9 8.8:!: 0.8 7.9:!: 0.9* 6.6土 0.8*
(72.9士 6.1) (70.8:!: 7.9) (75.6:!: 7.6) (73.0:!: 6.8) (70.2:!: 6.1) 

4 9.9:!: 0.9 9.7:!: 0.7 9.6:!: 0.9 8.4:!: 0.9* 7.3:!: 0.7* 
(75.5:!: 5.0) (77 .3:!: 3.9) (77 .O:!: 6.6) (74.1:!: 7.0) (75.0:!: 3.7) 

6 8.7士1.3 8.9:!: 1.1 8.5:!: 1.1 7.5:!: 1. 3 6.6:!: 0.8* 
(61.4士 7.0) (65.7:!: 5.3) (64.4:!: 7.1) (62.5:!: 8.5) (64.0士 4.2)

9 9.4:!: 0.9 9.5:!: 0.9 9.4士 0.9 8.5:!: 1.0* 7.5:!: 0.8* 
(59.8士 4.5) (62.6:!: 4.0) (64.3:!: 5.8) (62.9:!: 4.9) (64 .3:!: 2.7) * 

11 9.4:!: 0.7 9.6:!: 0.7 9.4:!: 0.8 8.8:!: 0.6 7.6:!: 0.8合

(56.9:!: 2.8) (60.3:!: 3.5)* (61.0:!: 4.4)* (61.8:!: 2.7)* (62.0:!: 4.5) * 
14 9.5:!: 1.0 9.8:!: 0.9 9.3:!: 0.5 8.6:!: 1.0 7.9士 0.9*

(54.l:!: 4.0) (57.7:!: 3.8) (56.6:!: 1.8) (56.4:!: 4.6) (60.0:!: 6.2) * 
18 10.2:!: 1.0 10.0士 0.8 9.4:!: 0.7 9.2:!: 0.7* 8.1:!: 0.7* 

(54.4:!: 3.9) (55.6:!: 2.9) (54.6:!: 4.2) (56.7:!: 2.9) (57.3:!: 4.0) 

22 10.3:!: 0.7 10.4:!: 1.0 9.7:!: 0.8 9.6:!: 0.8 8.0:!: 0.7* 
(52.3:!: 3.3) (55.4:!: 4.6) (53.6士 3.3) (57.1:!: 3.6) (54.9:!: 4.4) 

26 10.4:!: 1.1 9.8:!: 0.8 9.7:!: 0.7 9.3:!: 0.6* 7.8:!: 0.8* 
(50.6:!: 4.8) (49.3土 3.2) (51. 3:!: 3.5) (53.!:!: 2.0) (52.6士 4.4)

30 10.4:!: 0.6 10.9:!: 0.6 10.3士 0.7 10.5:!: 0.5 8.9:!: 0.8* 
(48.6:!: 2.3) (53 .3:!: 2.9) * (52.5:!: 3.1)* (58 .2:!: 2.4) * (59 .2:!: 2.8) * 

35 工o.6:!: 0.9 10.7:!: 0.6 工o.O:!: 0.7 10.3:!: 1.0 8.4:!: 0.7* 
(48.2:!: 3.6) (51.3士 2.8)* (50.7:!: 2.7) (56.1:!: 4.6)官 (55.3士 3.0)*

39 11. 4:!: 0.7 11.2:!: 1.1 11.2:!: 0.8* 10.9:!: 1.0* 9.3:!: 0.7* 
(50.4士 3.9) (51.6:!: 4.2) (55.!:!: 3.6)* (58.1土 4.3)* (60.9:!: 4.1)* 

42 11.3:!: 0.8 11.0士1.0 10.7士 0.7 11.0:!: 1.3 8.8:!: 0.7* 
(48.8:!: 3.7) (49.7:!: 3.5) (51.8:!: 2.9) (57.5:!: 4.9) * (56.1士 3.6)*

47 11.7士1.1 12.0:!: 0.9 11.2:!: 0.4 11.5:!: 1.3 9.6:!: 0.6* 
(49.4:!: 4.7) (53.3士 2.9)* (53 .4:!: ..3.1) * (59.2:!: 5.1)* (59;8:!: 3.1)* 

53 11. 7:!: 0.9 11.3:!: 0.8 11.4:!: 0.7 10.5士 0.8* 9.7士 0.9*
(47.6:!: 3.0) (48.5:!: 3.3) (53.0:!: 3.9) * (52.9:!: 4.2)* (59.8士 4.6)*

57 11.4:!: 1.4 11.5:!: 0.9 10.9:!: 0.9 10.9:!: 0.7 9.4:!: 0.7* 
(45.9:!: 5.5) (49.1土 2.9) (50.9:!: 2.4)* (54.2:!: 3.1)* (56.6士 5.2)*

66 13.l:!: 1.4 12.8:!: 1.1 12.0:!: 1.2 11. 3:!: 0.9* 10.l:t 0.5* 
(49.4士 4.0) (50.7土 3.9) (53.l:!: 3.5) (54.7:!: 3.6)* (58.5:!: 2.4)* 

70 12.2:!: 1.4 11.6:!: 1.1 12.l:!: 1.4 11.0:!: 0.9* 9.4:!: 0.7合

(4L5士 5.2) (44.9:!: 3.3) (52.2:!: 3.7)* (52.5:!: 3.1)* (54.9:!: 4.1)* 
74 12.7:!: 3.1 12.6士 0.9 12.1土工 .5 12.1:!: 3.1 10.3:!: 1.0 

(45.0:!:11.2) (47.9:!: 3.8) (50.1土 4.4) (56.4:!:13.8) (59.8:!: 5.2)* 
78 11.8:!: 3.9 11.8:!: 1.0 11.8:!: 1.4 11.4:!: 1.0 9.9:!: 0.8 

(39.5:!: 12.5) (43.2士 4.1) (47.8士 4.1) (52.3:!: 3.9)* (56.7:!: 3.2) * 
82 12.9:!: 1.1 12.7:!: 1.2 11.9:!: 1.5 11.8:!: 0.7* 10.4士 0.7*

(42.1土 4.0) (45.5:!: 3.5) (46.7:!: 4.1) * (52.3:!: 2.9) (59.0:!: 3.8)* 
86 13.4士1.1 12.6:!: 1.0 12.0士1.3* 11.2:!: 2.0* 10.6士 0.6*

(42.9:!: 2.6) (44.0:!: 2.4) (45.6:!: 3.8) (48.7:!: 8.8) (57.0:!: 3.4)* 
90 12.1土 3.1 12.5:土1.6 11.4:!: 1.0 11.5士 0.5 9.5:!: 0.9* 

(38.2:!: 9.5) (43.0士 5.4) (42.8:!: 2.8) (48.7:!: 2.4)* (54.2:!: 5.5)* 
94 12.9:!: 1.3 工2.3:士1.4 12.5:!: 1.1 11.1土1.0* 10.1土1.1*

(40.5士 2.8) (42.3土 4.1) (48.4:!: 8.2)脅 (46.4:1: 4.4)* (56.6士 6.0)*
99 12.2:1: 3.5 12.5:!: 1.4 12.2:1: 1.1 11.7:士 0.9 10.2:!: 1.1 

(38.4:!: 9.6) (42.9:1: 4.3) (44.4:1: 3.4) (48.2:!: 3.1)* (57.0土 6.1)*

1) mean :tSD (g/rat/day) 2) mean :tSD (g/kg body weight/day) 

* Significantly different from control， p < 0.05 
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Table 5. Water Intake of Male Rats Fed TBZ for 104 Weeks 

Week on Dietary 1eve1 of TBZ (も}

study 。 0.05 0.1 0.2 0.4 

。 16.3:!: 1.21 16.5:!: 1. 7 15.9土 2.5 15.6:!: 0.8 12.6:!: 4.5合

(181.2土工4.0)2 (184.1:!:21.4) (179.0:!:27.5) (170.7:!: 9.1) (137.6:!:48.4)* 
l 15.7:!: 1.5 16.0:!: 0.9 16.8:!: 2.5 17.6:!: 1.6* 17.1:!: 2.4 

(工33.1士14.2) (136.8:!: 8.6) (143.4:!:16.1) (155.9:!:l2.7)* (174.7:!:26.4)* 
2 17.l:!: 1.6 16.6:!: 0.8 18.0:!: 2.5 20.2:!: 3.8* 18.3:!: 2.4 

(120.2士 8.7) (119.1:!: 8.7) (126.0:!: 6.7) (149.l:!:33.6)* (161.1士19.8)*
3 16.6:!: 1.8 工7.8:!: 3.8 17.7:!: 3.0 18.0:!: 1.6 17.9:!: 2.6 

(100.4:!: 5.4) (111.7:!:30.7) (109 • 1:!:l1. 5) * (114.4:!: 9.1)* (139.1:!:工6.4)*
4 17.6:!: 2.9 17.5:!: 2.0 18.4:!: 3.3 18.7:!: 1.8 17.3:!: 2.8 

(94.l:!: 5.5) (96.9:!: 7.0) (99.6:!:10.1) (105.6:!: 3.2)* (119.6:!:13.5)* 
6 17.6:!: 3.5 19.0士 2.7 19.1:!: 2.5 19.8:!: 2.1 18.9:!: 3.3 

(79.5:!: 8.5) (88.3士 8.5)* (88.2:!: 5.4)* (95.l:!: 8.1)* (108.6:!: 9.3)* 
9 19.5:!: 2.2 21.1:!: 2.6 20.6:!: 2.7 21. 7:!: 2.3* 20.4:!: 3.4 

(76.7:!: 5.9) (83.2:!:l4.6) (80.9士 7.8) (89.0士 5.9)* (99.3:!: 9.0)安

11 19.7:!: 2.5 22.3:!: 4.7 20.9:!: 2.7 21.3:!: 2.0 21.6:!: 3.0 
(72.3:!: 8.2) (81.8:!:21.8) (76.9:!: 6.5) (82.1:!: 4.7)* (98.4:!: 7.0)* 

14 20.2:!: 2.1 21.3:!: 2.2 20.7士 3.8 21. 7:!: 2.2 23.l:!: 4.2 
(68.5士 6.9) (71.9:!:l0.0) (69.8:!: 8.1) (77 .5土 6.9)* (97.2:!:l3.2)* 

18 19.3:!: 1.9 21.5:!: 2.5* 22.3:!: 4.4 21.6:!: 2.0* 23.6:!: 3.6* 
(59.9:!: 6.1) (66.8:!: 8.7) (68.6:1: 8.7)* (71.4:!: 6.3)* (93.8:1: 9.4)* 

22 18.6:1: 1.2 19.5:1: 1.6 20.3:1: 3.2 21.6:1: 1.9* 22.9:1: 3.4* 
(55.3:1: 4.7) (57.l:!: 4.4) (59.6:1: 5.8) (68.4士 5.8)* (88.0:1: 9.2)* 

26 18.6:!: 1.6 19.9:1: 3.2 21.6:1: 3.7* 21. 4:1: 1. 8* 22.9:1: 2.5* 
(52.2:1: 4.7) (55.9:1:10.0) (60.4:1: 7.0)* (65.4:1: 5.7)* (84.7士 6.6)*

30 19.3:1: 1.2 20.9:1: 2.0* 20.7:1: 3.1 21.6:1: 1.5* 24.6:1: 3.0* 
(52.5土 5.0) (56.8:1: 5.9) (56.2土 5.6) (64.2:1: 3.7) * (89.4:1: 9.5)* 

35 19.4士 2.0 19.5:1: 1.5 20.4:1: 2.6 21.6士1.6* 25.3:1: 3.5* 
(51.7:1: 4.8) (51.9士 3.2) (54.9:1: 4.1) (63.6:1: 4.9)* (89.7:1: 8.9)* 

39 17.7:1: 0.8 21.0士 3.6* 21.5:1: 4.0* 22.5:1: 2.7* 25.9:1: 3.1* 
(46.9:1: 4.5) (54.8:1:10.4)* (56.3:1: 7.1)* (64.5:1: 5.8)* (91.2:1: 9.6)'" 

42 18.l:!: 1.6 20.7:1: 2.3* 21. 5士 3.8* 22.8士 2.5* 26.l:!: 2.8* 
(46.6土 4.3) (53.1:1: 6.6)* (55.3:1: 6.0)* (64.4:1: 5.0)* (90.l:!: 8.3)* 

47 19.9:1: 2.5 20.4:1: 1.8 22.9:1: 4.2 24.4:1: 1. 7* 27.7:1: 2.0* 
(49.9士 5.6) (51.2:1: 5.3) (57.6:1: 8.0)* (67.7:!: 4.9)* (94.5:!: 7.7)* 

53 21.8:!: 2.5 21.2士 2.4 24.1:1: 4.1 25.7:!: 2.0* 31.6:!: 2.4* 
(54.3:1: 8.7) (52.9:1: 6.6) (61.6:!:12.4) (70.1:!: 4.1)* (106.5:!: 9.0)* 

57 22.2:1: 4.7 22.2:!: 2.4 24.4:!: 2.1 28.0士 3.4* 32.1士 3.7*
(54.8:1:11. 0) (55.3:1: 5.4) (60.9:!: 5.8) (76.1士 6.0)* (工08.8:1:11.1)*

66 23.3士 3.7 24.9士 3.1 28.7:1: 4.9* 30.8:1: 3.4* 36.0:1: 2.5* 
(55.2:!: 9.1) (60.4:1: 8.0) (69.3:!: 8.8)* (82.1:!: 7.3)* (119.9:1: 8.8)* 

70 24.8:!: 3.7 26.0:!: 3.0 28.6:!: 4.2* 31.3:!: 3.6* 36.l:!: 3.4* 
(59.0:1: 9.6) (62.6:!: 6.8) (68.7:1: 7.0)* (83.0:1: 7.3)* (工20.6:1:11.1)* 

74 26.3:1: 6.9 26.4:1: 4.8 30.3:!: 4.4 30.8:1: 4.0 36.7:!: 5.3* 
(61.8:!:l8.2) (63.6:1:12.0) (72.4:!: 7.2) (81.0:1:10.4)* (工22.5士工7.6)*

78 28.3:!: 8.5 25.7:!: 2.1 30.0:!: 7.3 30.4:!: 5.2 36.l:!: 6.5* 
(67.0:!:23.5) (61.4:1: 4.9) (71. 5:1:15 .2) (79.7士13.1) (122.8士25.7)*

82 29.0:1:10.0 25.2:1: 2.1 31.2:1: 7.1 31.4士 6.4 36.9:1: 7.5 
(68.1:!:27.9) (60.1:!: 5.6) (74.3:!:13.6) (81.2:!:15.0) (128.2:!:33.7)* 

86 28.5:!:l0.0 24.8:!: 3.3 30.2:1: 6.0 29.0士 8.2 33.3:!: 3.6 
(66.8:!:29.2) (58.5:!: 7.4) (72.0:!:工0.6) (76.0:!:20.3) (115.3:!:13.6)* 

90 28.4:1: 7.6 24.7:!: 3.5 30.0:!: 7.2 32.0:!: 8.3 34.3:!: 6.9 
(66.4:!:24.1) (57.7:1: 9.4) (71. 7士15.3) (84.2:1:19.7) (120.5:1:25.3)* 

94 30.0:!: 8.6 27.4:!: 3.1 28.5:1: 4.7 29.7:1:11.5 34.0:1: 6.5 
(66. 0:!:16 .1) (65.4:!: 8.9) (70.9:1: 7.8) (80.5:1:30.3) (122.9:!:24.3)* 

99 35.9士 8.5 29.6:1: 3.5 32.1:!: 6.9 33.5:!: 5.9 40.0:!: 5.9 
(78.2:1:19.7) (70.2:!:11.2) (80.2:!:l7.0) (92.4:1:13.3) (148.7:!:23.3)官

1) mean:tSD (g/rat/day) 2) mean:tSD (g/kg body weight/day) 

* Significantly different from control， p < 0.05 
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Table 6. Water Intake of Female Rats Fed TBZ for 104 Weeks 
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1) mean:tSD (g/rat/day) 2) mean:tSD (g/kg body weight/day) 
* Significantly different from control， p < 0.05 
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水量がかなり多い傾向がみられ， TBZの摂取が飲水の必

要性を高めているものと考えられる.

5. TBZ摂取量:104週間におけるラット当りの総摂

取量およびラット体重 kg当りの平均1日摂取量は，雄

では0.05%群5442mg. 21mg / kg B. W. / day， 0.1 % 

群は10892mg. 43mg/kg B. W . / day， 0.2%群21175mg・

90mg/kg B.W./day， 0.4%群39180mg. 207mg/kg B. 

W./day，また雌では0.05%群4030mg'26mg/kg B. W . / 

day， 0.1%群7766mg・53mg/kgB.W./day， 0.2%群

15035mg. 112mg/kg B. W . / day， 0.4%群25960mg・237

mg/kgB.W./dayであった.なお， TBZ摂取量は飼料

摂取量より求めた.

6. 生存率(死亡率): Fig. 3に生存率(死亡率)の

推移を示した.試験動物の最初の死亡は雌雄ともに0.1%

群にみられ， 27週目に雄， 38週日に雌各 1匹が死亡した.

対照群では雌雄ともに試験60週に最初の死亡がみられ，

以後死亡の増加が目立った.全体的に生存率は雌に比べ

て雄が低<，投与群に比べて対照群の方が低かった.し

かしながら雌雄ともに投与群と対照群との間には，推計

学的な有意差は認められなかった.死亡発生の時期，生

存率の推移には投与量との相関は認められなかった.各

群の最終生存率は，対照群雄63.3%，雌73.3%，0.05% 

群雄70%，雌93.3%，0.1%群雄80%，雌76.7%，0.2% 

群雄83.3%，雌90%，0.4%群雄80%，雌93.3%であった.

7. 血液学検査:Table 7に結果を示した.0.4%群雌

雄に RBC，Hb， Htに有意な減少が認められ， MVCの

増加がみられた.このことは， 0.4%群ラットが貧血の状

態にあると考えられる.また， 0.2%群雄にも同様の傾向

がみられた.これらの変化は亜急J性毒性試験結果とも一

致する5) 雌の各群投与では WBCが減少する傾向がみ

られた.

8. 血清生化学検査:Table 8に結果を示した.雌の

GOT値に TBZ投与量に相関するとみられる減少が認

められ，特に0.2%および0.4%群では対照群と比べ有意

に低下していた.また，雌の0.4%，0.2%群では GPT値

も有意に低下し， ALP値も有意で、はないが増加してい

た.以上のような変化から0.4%群の雌での肝障害が予想

された.

9. 器官重量:Table 9，10に絶対重量および体重100

g当りの相対重量を示した.雄の肺，雌の卵巣および勝

脱では， TBZ投与量の増加にともなって絶対重量，体重

比重量がともに大きくなる傾向を示し，勝脱重量は雌の

o . 1， 0 . 2， 0 . 4 %群，雄の0.4%群で対照群と比較して有

意、の増加を示した.腎臓重量は投与群において絶対重量

の減少，相対重量の増加の傾向を示し， 0.2および0.4%

群では雌雄ともに，この傾向が目立った.これら高濃度

投与群では，この他に肝臓，心臓，副腎などの体重比重

量が増加した.これら器官重量の変化と TBZの組織毒

性との関連については検討中である.

要旨

1. チアベンダゾール (TBZ)0.4%， 0.2%， 0.1%， 

0.05%添加飼料による F344/DuCrjラット雌雄を用いた

104週間投与毒性試験を行なった.

2. 0.4%TBZ投与動物に顕著な体重増加の抑制が認

められた.

3. 血液学検査により， 0.4%投与群雌雄に有意な赤血

Table 7. Hematological Study of Male and Female Rats Fed TBZ for 104 Weeks 

Dietaroy f No. RBC Hb Ht MCV MCH MCHC WBC level of (x 106/μl) (g/dl) (%) (μ3) (μμg) (%) ( x1O"/μl) TBZ閲 rats 

Male 。 19 8.17土1.461) 17.0:t2.8 42.7:t6.4 52 .6:t3. 3 20.9土1.2 39.7:t1.4 8.6:t3.8 

0.05 21 7.87:t 0.94 16.l:t1.9 41.l:t4.5 52.3土1.9 20.5:t0.7 39.2:t1.1 7.6:t1.7 

0.1 23 7. 90:t 1.17 16.3:t2.0 41.4士4.8 52.9:t4.5 20.8士1.3 39 . 3:t 1. 4 8.l:t6.0 

0.2 25 7.50:t0.65 15. 5:t 1. 2* 39.7士3.1 53. O:t 1. 5 20.7:t 0.7 39.1士1.2 7.0:t2.0 

0.4 24 6.54士0.45* 14.0士0.7ホ 36. 3:t 1. 8* 55. 7:t2. 4 * 21.5:t1.0 38.5:t1.0* 7.0:t1.3 

Female 。 20 7.36土0.93 15.9士1.6 40. O:t 3. 2 54. 8:t 5.1 21. 7:t1.4 39.7:t1.3 7.0:t5.1 

0.05 27 7.83土0.39* 16.5:t1. 7 41.7:t2.1* 53.2:t 1. 4 21.l:t2.2 39.6:t3.9 5.0:t1.5 

0.1 21 7.70土0.47 16.2士1.2 40.9:t1.8 53.2士2.1 21.l:t1.7 39.6士2.9 4.8:t1.3 

0.2 27 7. 25:t0. 40 15.1土1.6 39.l:t 2.5 53. 9:t 1. 4 20.8:t2.0 38.8士4.0 6.7士6.6

0.4 26 6 .19:t 0.53* 13.4土1.0* 34. 6:t 2.6ホ 56 .1:t2. 3 21.8:t0.7 38.8士1.2* 5.6士2.0

1) Mean:t SD 
* Significantly different from control， p < 0.05 
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Table 8. Serum Biochemical Study of Male and Female Rats Fed TBZ for 104 Weeks 

Dietaroy f No. GOT GPT UN TP ALB ALP level of (IU/ l) (IU/ l) (mg/dl) (g/dl) (g/dl) (IU/ l) TBZ(%) rats 

Male 。 20 79.6士24.2') 28.0:t 6.8 24.2:t6.7 7.27土0.78 3. 00:t 0.41 343.7土115.4
0.05 21 85.1土16.9 29.5:t 7.4 23. 4:t 5.3 7.8l:t1.17 3.27:t0.41* 361. 3:t 86.0 
0.1 20 74.9土15.9 28.1土6.2 23.8:t6.8 7 .16:t0. 39 3.07:t0.27 378.6:t 55.0 
0.2 23 99. 7:t52. 6 32. O:t 17.3 23.1:t3.8 7. 39:t0. 93 3.21土0.43 355.8:t 66.0 
0.4 24 69. 5:t 18.3 25.7:t 5.3 24.3:t5.7 6 . 86 :t 0 . 48 * 3.01:t0.32 341. 8:t 55.6 

Female 。 20 151. 8 :t 56 . 2 49.8:t17.5 21.5:t5.3 8.6l:t1.27 3.96:t0.72 319.7:t 94.3 
0.05 26 146.8:t56.。59.4:t19.6 20 .5:t 3.1 9. Ol:t 1. 60 4.38:t0.79 368.2:t 49.0* 
0.1 22 129.1士42.4 50.8:t16.4 20.1士4.1 8. 69:t 1. 36 4.27士0.61 330.0士 47.0
0.2 26 95 . 2:t 24 . 6 * 37.5:t 10.2 * 21.9:t3.1 8. 70:t 1.43 4.29:t0.78 345.9:t 49.4 
0.4 27 82. 0:t20. 7* 34.0:t 7.5* 24.7:t2.1* 8.15:t0.91 3. 96:t0 .43 360.7:t 77.5 

1) Mean:t SD 
* Significantly different from control， p < 0.05 

Table 9. Organ Weights of Male Rats Fed TBZ for 104 Weeks 

TBZ Brain Heart Lung Liver Sphlege) n Kidney.R Kimdgn) ey-L 
CONC(%) (mg) (mg) (mg) (g) (mg) (mg 

。 2175土55') 1139:t86 1276:t99 15. 27:t2. 20 1221土319 1435:t 143 1469士138

506士77') 267:t41 299士40 3.57:t0.65 29l:t68 333士59 341:t60 
0.05 2168:t 37 1123:t75 1328:t68 14. 53:t 1. 56 1485:t 1327 1368:t96 1384:t95* 

532:t45 276:t28 327:t28* 3.57:t0.47 364:t331 336士34 340土32

0.10 2159H2 1098:t73 1469:t712 14.33:t2.48 1810:t2360 1341:t139* 1388:t 185 
570:t31* 290:t22事 389土201* 3. 79:t0. 71 485:t654 354:t40 367:t54 

0.20 2176士27 1065土88本 1407:t244* 13.92:t1.76* 1180:t738 1355士109* 1372士111*
626土35ホ 306士19* 404:t71* 4.00:t0.5ド 340:t223 389:t28* 394土30*

0.40 2133:t50* 1003:t65ホ 138l:t 141ホ 13.39土1.41* 821:t 135* 1356:t205 1402士227

809:t47* 380:t27* 523:t57キ 5.10:t0.77* 312士58 516:t98* 533:t 105* 

TBZ Adrenal.R Adrenal.L Testis.R Testis.L Prostate 
Bla(mdRd: er 

CONC(%) (nig) (mg) (mg) (mg) (mg) 

。 30.1士3.7 35.4士5.8 2612:t2191 260l:t 1272 203士66 127土37

7.0士1.2 8.3:t1. 7 624:t540 635:t360 47:t17 30士8
0.05 28. 8:t4. 4 32.0士4.4* 2325:t1013 2499:t 1093 208:t88 135士37

7.1士1.0 7.9:t1.1 582士258 628士280 50土21 34土9
0.10 28.3:t3.1 31.0:t3.3* 2402士926 2258:t959 196:t72 130土26

7.5:t0.8 8.2:t0.9 632:t241 598士266 52:t 18 34:t6 

0.20 27.6土4.9 42.4:t 53.8 259l:t 999 2444:t975 209:t73 125土42

7.9:t1.2* 12.0士14.4 751:t296 70l:t273 60:t19* 36土12

0.40 25. 9:t3. 4* 29.4土4.8* 2026:t 1210 2161士1169 216:t 102 155土46*

9.9:t1. 7* 11.2:t2.2本 780:t504 809:t434 8l:t38* 59土20*

1) mean:tSD 2) mean of relative:tSD (/lOOg body weight) 
* Significantly different from control， p < 0.05 
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Table 10. Organ Weights of Female Rats Fed TBZ for 104 Weeks 
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球数の減少が認められ，貧血傾向が示された Fd.Chem . Toxic. ，22-7， 509， 1984 

4. 血清生化学検査において， 0.2%および0.4%投与 4) 三栗谷久敏，林田志信，高橋 博，平賀興吾:東京

群雌雄に GOT，GPT値の有意な減少がみられた. 衛研年報， 31-2， 20， 1980 

5. 音寺官重量では， 0.4%群雌雄に勝脱重量の増加が認 5) 三栗谷久敏，林田志信，高橋 博，井口重孝，平賀

められた.
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チアベンダゾール (TBZ)のマウスにおける長期投与優性致死試験

小勝昭夫ヘ安藤 弘ヘ久保喜一ヘ藤井 孝*，

佐々木美 枝子*，平賀興吾件

Dominant Lethal Tests in BDF， Mice Fed with 
Thiabendazole (TBZ) in Diets for 14 Weeks 

AKIO OGA T A *， HIROSHI ANDO*， YOSHIKAZU KUBOへTAKASHIFU]II*. 

MIEKO SASAKI* and KOGO HlRAGA * * 

Keywords:チアベンダゾール thiabendazole，防かぴ剤 fungicide，マウス mouse，長期投与 longterm admin-

istration， f憂性致死 dominantlethal 

はじめに

先に，われわれは防かぴ剤チアベンダゾール (TBZ)

の優性致死作用を検討するために，オリーブ油に懸濁し

たTBZの単回大量投与による優性致死試験を行なっ

た.この結果， j副生致死誘発の重要な指標となる早期死

目玉数に有意な増加は認められなかったが，第 4週での{憂

性致死誘発率に未受精卵および未着床卵の噌加を窺わせ

るやや高い値が認められ，また同時に検索した精巣の病

理組織学的所見では，精細胞の軽度な退行性変性像がみ

られた1)

今回， TBZ添加飼料を長期にわたって摂取させた雄マ

ウスでの優性致死試験を行なったので，その成績を報告

する.なお，本法は当部によって開発されたもので，従

来の優性致死試験法に較べ，検体の体内での代謝や蓄積

性が加味され，さらに検出感度も高められたものであ

る2-5)

試験材料ならびに方法

1.試料 チアベンダ、ゾール (TBZ)は， Merck 

Sharp & Dohme International社製 LotNo. BZA-539， 

純度98.5%を使用した.

2. 実験動物 マウスは鮒日本チヤールス・リバー社

生育の Crj: BDF，を使用した.雌雄とも 4週齢時に購

入， 9週齢に達した発育良好な雄に， 23週齢まで14週間

TBZ添加飼料を摂取させた.摂取開始6週間後，雄と同

齢 (15週齢)の雌と第 1回目の交配を行ない，さらに 8

週間後， 8週齢の雌と第 2回自の交配を行なった.

3. 飼育条件動物は温度25土 10

，湿度55:!:5 %，照

明午前 6時~午後 6時，換気毎時10回 (HEPAフィル

ター経由)の飼育室にて，雌雄とも試験開始時までアル

ミケージ (225x 325 x 110mmヘチップ床敷)に10匹飼い

とし， 日本クレア欄国型飼料 CE-2および、水道水を自由

に摂取させた.雄は TBZ添加飼料摂取開始時より，また

雌は交配後，夫々プラスチックケージ (180x 305 x 110 
mmヘチップ床敷)にて 1匹飼いとした.

4. 実験群の設定 TBZ添加量群の設定に関しては，

当部，三栗谷ら 6)の報告した TBZ添加飼料による13週間

のラット飼育試験の結果を参考にした.すなはち三栗谷

らは TBZO.8%，0.4%， 0.2%， 0.1%および、0.05%の添

加飼料を雌雄ラットに摂取させ，体重の増加抑制，血液

学的および血清生化学的検査などから0.4%以上を中毒

量と推定している.われわれが行なった TBZの臨界期

連続投与催奇形性試験によれば，マウスはラットに較べ，

TBZ大量投与に耐えられることから，本試験での TBZ

添加量群はラットでの中毒量0.4%を最大量とし，以下

0.2%， 0.1%， 0 % (対照)群とした.

5. TBZ添加飼料と投与方法 TBZは日本クレア(掬

粉末飼料 CE-2(水分7.8，組蛋白23.6，粗脂肪4.4，粗繊

維4.9，粗灰分6.6，可溶性無窒素物52.7%，344. 8Cal/l00 

g)に夫々 o(対照)， 0.1， 0.2および0.4%の割合で添加

し，固型化したものを試験飼料とした.雌雄とも飼料，

水道水を自由摂取させた.雄には 9週齢時より試験終了

時まで14週間 TBZ添加飼料を与え，雌は全期間を通じ

*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 TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

川東京都八王子保健所予防課
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無添加飼料を与えた.なお交配時雌雄同居期間は雄も無

添加飼料を摂取させた.

6. 体重および飼料摂取量 TBZ添加飼料を摂取さ

せた雄マウスの体重，飼料摂取量を測定する為，各群 5

匹の雄をランダムに選別し， 5連金網ケージ(1区画

145X205X 150mm3
) にて飼育した.

7. 交配方法雌雄 1・1のマウスを 4日間同居さ

せ，その問毎朝睦栓の線認を行なった. ~室栓の確認され

たものを妊娠動物とみなし，その日を妊娠 O日とした.

1室栓の確認されたマウスはすぐにプラスチックケージに

移し，また 4日間腹栓の確認されなかった動物について

も交配最終日後プラスチックケージにて 1匹飼いとし，

解剖日に屠殺開腹，妊娠の有無を確かめた.

8. 観察方法妊娠12・13日の母獣を頚椎脱臼により

屠殺開腹し，卵巣と子宮を摘出した.卵巣については黄体

数を，子宮については着床数，生存腔子数，早・後期死

肢数を調べ，常法に7-9)従い統計処理した.また添加飼料

摂取14週間後の交配終了時にランダムに各群5匹の雄マ

ウスを屠殺し，精巣を摘出，重量測定後，中性緩衝ホル

マリンにて固定し，病理組織学的検索に供した.組織は

固定後定法に従ってノfラフィン切片を作製，へマトキシ

リン・エオジン重染色を施し鏡検した.

結果および考察

使用した動物数を表 1に示した.

Table 1. Experimental Design 

D-Number of Number of Number of 
leIEvtealrs yma1leIPI・cemale mice female mice 
of fed dlet USEd used for 

TBZ%cotTaBinZ ing for mating 
mating 1st 2nd 

o (Cont.) 27 27 27 27 

0.1 26 26 26 26 

0.2 26 261) 26 25 

0.4 26 26 26 26 

1) one male mouse was killed before 2nd mating 

Table 2. Body Weights of Male Mice 

Days Dietary levels of TBZ 

on Study 0% 0.1% 0.2% 0.4% 

。 26.1:t1.8') 24.9:t1. 7 23.5士1.2 24. 2:t 1. 5 

(100.0:t0.0)2) (100.0:t0.0) (100.0:t0.0) (100.0:t0.0) 

3 25. 3:t 1. 2 24.8士1.0 23.5士1.2 23.l:t1. 7 

( 97.0:t3.4) ( 99.7:t3.0) ( 99.9:t1.9) ( 95.3:t1.4) 

6 25. 3:t 1. 5 25.2士1.0 23.5士1.1 23.5士1.4

( 97.2:t2.8) (101.6:t3.2) (100.1:t1. 7) ( 97.0:t0.8) 

10 25.3:t0.9 25. 6:t 1. 3 24.l:t 0.8 23. 9:t 1. 3 

( 97.4:t4.5) (102.9:t3.3) (102.5:t2.7) ( 98.6:t1.0) 

13 25. 4:t 1. 0 25.4:t 0.9 23. 9:t 1.1 23. 7:t 1.1 

( 97.5士3.7) (102.1士4.1) (102.0:t3.4) ( 98.0:t1.9) 

17 25.6士1.0 26.4士1.1 24.7士0.9 23.7:t1.5 

( 99.8:t5.2) (106.0士3.5) (105.2士4.3) ( 97.9士2.0)

21 26 .1:t 1. 0 26. 9:t0. 7 25 .4:t0.6 24. 8:t 1. 4 

(100.5士5.1) (108.1:t4.4) (108.2:t4.3) (102.2:t1.5) 

24 26.0:t1.1 27 .1:t 1.1 25. 2:t 1. 0 24.7土1.6

(100.2:t4.7) (108.9:t3.7) (107. 6:t 3.6) (102.l:t 1. 0) 

28 26. 7:t 1. 0 27. 2:t 1. 2 25. 7:t 1.2 25. 4:t 1. 5 

(102.5:t6.0) (109.6:t4.1) (109.4:t4.1) (104.7士2.1)

31 27.l:t 1.1 28.2士1.5 25. 9:t 1. 0 25. 4:t 1.1 

(104.0:t5.1) (113.l:t4.4) (110.6:t4.6) (104.9:t3.8) 

35 27. 5:t 1.1 28.1士1.3 26.4士1.2 25. 8:t 1. 4 

(105.6:t6.2) (113.0:t4.2) (112.4:t4.1) (106.4:t3.0) 

90 35.8士4.4 31.2:t2.5 28.0:t1. 7 27.9:t1.8 

(137.0士8.7) (126.l:t16.8) (119.l:t2.3)“ (115. O:t 3 .1) ••• 

1) Body weight (gm):t SD 
2) Increasing rate of body weight= (B.W.!B.w.of day 0 on study) x100叫 p<0.01川、<0.001



392 Ann. Rψ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 36， 1985 

1. 体重，飼料およびTBZ摂取量

ランダムに選択した各群 5匹の雄マウスでの平均体

重，飼料摂取量および、 TBZ摂取量の経時的変化を表 2・

3・4に示した.摂取開始より 1カ月間の体重では，対

照 (0%)群と較べ，処置群での増加抑制は認められな

かった. しかし摂取開始より 3か月後の体重には，用量

に伴う処置群での増加抑制がみられ， 0.2および、0.4群で

は対照群に較べ，推計学的に有意な抑制であった(表 2). 

TBZ添加飼料摂取量では， 0.4%群が摂取開始より 3

日聞は対照群に較べ減少したが，その後回復し，以後は

いずれの処置群とも対照群に較べ有意な添加飼料摂取量

の減少はみられなかった(表 3). 

添加飼料摂取量より求めた TBZ摂取量は表 4に示す

とおりで， 1か月聞のマウス当りの TBZ総摂取量は，

0.1%群146.1mg，0.2%群275.9mg，0.4%群515.1mgと

なった.

2. 母体および1台児に係わる所見

(1) 交配率および妊娠率 TBZ添加飼料を摂取させ

た雄マウスに試験期間中の死亡はみられず，一般状態に

も顕著な変化はみられなかった為，総て雌と交配させた.

第 1回目交配 (TBZ添加飼料摂取 6週間後)および、第

2回目交配(摂取14週間後)時， 4日間同居での交配率

は，夫々 0%(対照)群 1回目27/27(100%)， 2回目27/

27 (100%)， 0.1%群25/26(96.2%)， 26/26 (100%)， 

0.2%群25/26(96.2%)， 25/25 (100%)， 0.4%群26/

26 (100%)， 25/26 (96.2%)で，対照群に較べ処置群で

の有意な低下はみられなかった.

妊娠率では，第 l回目対照群25/27(92.6%) に対し，

0.1%21/25 (84%)， 0.2%群21/25(84%)， 0.4群18/

26 (69.2%)と処置群での低下がみられ，特に0.4%群で

は対照群に較べ推計学的に有意な低下であった.第 2回

目では対照群24/27(88.9%)， 0.1%群25/26(96.2%)， 

0.2%群22/25(88%)，0.4%群21/25(84%)の値で， 0.2%

群および0.4%群に低下の傾向が窺えるが，対照群での値

も低〈推計学的有意差を認めなかった(表 5). 

(2) 黄体数，着床数，生存腔子数，死服数第 I回目お

よび2回目交配の結果共に，黄体(排卵)数，着床数，

未着床数，生児数，後期死目玉数のいずれも対照群と較べ，

処置群での推計学的に有意な増減を認めなかった.しか

し1回目交配では，処置群に着床数減少およびそれに伴

Table 3. Food Intakes 

on DSatyus dy 
Dietary levels of TBZ 

0% 0.1% 0.2% 0.4% 

3 2.37:t0.451) 2. 45:t O. 40 2.17:t0.19 1. 67:t0. 24 
92.02:t 23.482) 98.99:t19.11 92.40:t7.93 69 .16:t9. 96 

6 3. 42:t0 .15 4. 05:t0 .13 3.54士0.24 3.41士0.51

135. Ol:t 11.11 163.51士9.14 150.91士4.88 146.97:t14.43 

10 2.76:t1.15 4.59士0.46 4.06士0.28 3. 78:t0 .19 

109. 96:t47. 23 182. 28:t20. 24 172. 88:t9. 59 161. 08:t5. 82 
13 4. 84:t2. 29 4. 37:t0. 56 4.46土0.40 3. 88:t0. 28 

193.58:t100.17 171. 69士28.33 185.17:t 14.52 162. 65:t 12.39 
17 4. 09:t 0.32 4. 60:t0. 21 4. 46:t0. 26 4.10:t0.26 

161.43:t14.17 181. 40:t 11. 50 186. 23:t 9.80 172. 62:t4. 36 
21 4.00:t0.23 4. 46:t0. 28 4.2l:t0.31 4. 06:t 0 .16 

156.62土9.53 169. 72:t 16.95 170.70:t 13.13 171.52:t8.77 
24 3. 3l:t0. 29 3. 62:t 0.28 3.57士0.39 3.54士0.24

126.88:t 11. 23 134.78:t10.97 140.73士15.21 143.15:t 9.21 
28 3. 93:t0. 32 4.21土0.30 3. 99:t0. 26 3. 92:t0. 34 

151. 60士12.84 155. 97:t 13 .10 158 .13:t6. 65 158. 45:t 7.04 
31 4.17:t0.20 4. 62:t 0.24 4.36:t0.16 4.02:t0.27 

156. 44:t 5. 55 169.13:t13.51 169.93士7.40 158. 5l:t 5.87 

35 4. 00:t0. 38 4 .32:t0. 27 4. 26:t0. 27 3.91士0.23

147. 58:t 11. 27 153.87:t 14.83 164.11:t9.01 154. 44:t 11. 82 

1 )・ Mean(g/mouse/day)士SD
2) Mean (g/kg/day)土SD
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Table 4. lntakes of TBZ 

Days Dietary levels of TBZ 

on Study 0.1% 0.2% 0.4% 

3 2.5士0.41) 4.3:t0.4 6.7士1.0

99.0:::!::19.P) 184 .8:::!:: 15.8 276.7:::!::39.8 

6 4.0土0.1 7.l:t0.5 13.6:t2.1 

163. 5:::!::9.1 301.8:::!::9.8 587. 9:::!::57. 7 

10 4.6士0.5 8.1士0.6 15.1士0.7

182. 3:::!::20. 2 345.8士19.2 644.3士23.3

13 4.4:::!::0.6 8.9:::!::0.8 15.5:::!:: 1. 1 

171. 7士28.3 370.3:t29.0 650.6:::!::49.5 

17 4.6:::!::0.2 8.9:::!::0.5 16.4士1.0

181.4:::!::11.5 372.5土19.6 690. 5:::!::49. 5 

21 4.5:::!::0.3 8.4:::!::0.6 16. 3:::!::0. 6 

169. 7:::!::16. 9 341.4:::!::26.3 686.l:t 35.1 

24 3.6土0.3 7.l:t0.8 ¥4.2士0.9

134.8:::!::11.。 281. 5士30.4 572.6:::!::36.9 

28 4.2:::!::0.3 8.0:::!::0.5 15. 7:::!:: 1. 3 

156. O:::!:: 13.1 316.2:::!::13.3 633.8土28.2

31 4.6:::!::0.2 8. 7:::!::0. 3 16. 1:::!:: 1. 1 

169 .1:::!:: 13.5 339.9:::!::14.8 634. O:::!:: 23. 5 

35 4.3:::!::0.3 8.5:::!::0.5 15， 7:::!::0. 9 

153.9:::!::14.8 328.2:::!:: 18.。 617.8:::!::47.3 

1) Mean (mg/mouse/day)土SD
2) Mean (mg/kg/day) :::!::SD 

6W 

14W 

Dietary N o. of N o. of 
levels female preg 
of mice nant 
TBZ mated mice 

o % 27 25 

0.1% 25 21 

0.2% 25 21 

0.4% 26 18* 

o % 27 24 

0.1% 26 25 
0.2% 25 22 

0.4% 25 21 

Table 5. Effects of TBZ on Dams and Fetuses 

No.of ，，'- _， H r ， ，.， lnduced 
No of No of p陀 im 時of No. of embryo death dominant 

JZ去D dtぷ誌 M思D dきDMe出sDMZEsDlでli寸t

10.6士2.7 10.0:::!::3.0 0.7:::!::0.8 9.2土2.8 0.4:::!::0.6 0.4:::!::0.6 

11.1士1.5 9. 3:::!::3. 3 1.8土2.5 9.1士3.3 0.l:t0.5 0.1:::!::0.3 -5.5 10.3 

11.2士1.4 9. 7:::!::2. 7 1.5:::!::2.4 9.1:::!::2.8 0.2:::!::0.4 0.3:::!::0.5 -2.4 9.8 

10 .1:::!:: 1. 3 8. 5:::!::2-. 7 1. 5:::!::2. 5 7.9:::!::2.6 0.4:::!::0.6 0.2:::!::0.4 -0.5 35.4 
10.7土1.4 9. 5:::!:: 1. 6 1.3:::!::1.6 8.9:::!::1.6 0.2士0.4 0.4士0.6
10.0::!::2.1 8.7土2.7 1.4:t1.7 8.3:::!::2.6 0.1:::!::0.3 0.3士0.5 -1.7 -0.9 
9.9::!::1.9 8.9::!::2.0 1. O:::!:: 1. 1 8.4:::!::2.1 0.2::!::0.4 0.3::!::0.6 -0.1 6.2 

9.7::!::2.1 8.8:t2.2 0.9:t1.0 8.1土2.3 0.2士0.5 0.4:t0.7 0.9 6.2 

# J = [1一(No.of live fetuses/tota! implants) ( (treatment)/ (No. of live fetuses/tota! imp!ants) (contro!)] x100 
J '= [1一(No. of live fetuses/N o. of mice mated) (treatment) / (N o. of live fetuses/N o. of mice mated) (control) ] X 100 
p<0.05 

う未着床数増加の傾向がみられ， 2回目交配では，処置 での有意なまた用量に関連した増加はみられなかった.

群での黄体数に減少傾向がみられた. その際， Rohrbornの提示9)した 2式(Jおよび J'(表 5

{憂性致死現象の重要な指標となる早期死目玉数では， 注))で優性致死誘発率を求めたところ， 1回目交配の

1・2回目の交配結果共に，夫々の対照群に較べ処置群 0.4%群がJ'式で不妊雌増加に伴う高値 (35.4%)を示し
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Table 6. Effecis of TBZ on Male Mice 

Dietary 
levals NO.of Body weiDgh(gts ) 
of male mice Mean::tS 

TBZ 

。% 5 31. 4::t5. 6 

0.1% 5 29.9土1.1

0.2% 5 26. O::t 1. 6 

0.4% 5 26. 5::t 1. 2 

1) absolute 2) relative; mg/100g body weight 

た.その傾向は他の処置群， 0.1%群(10.3%)，0.2%群

(9.8%)でも窺われたが， 2回目交配結果の J'式では，

0.1%群(一0.9%)，0.2%群 (6.2%)，0.4%群 (6.2%)

といずれの処置群も低値であった.

3. 病理組織学的所見

2回目交配終了時，ランダムに選択した各群5匹の雄

マウスの精巣を摘出，重量測定後ホルマリン固定し，病

理組織学的検索に供した.各群の平均体重および左右平

均精巣重量を表 6に示した.処置群に，体重増加抑制に

伴う左右精巣の絶対重量減の傾向がみられたが，相対重

量での減少は認められなかった.

精巣の縦断面の病理組織学的所見では， 1回大量投与

優性致死試験でみられた精細胞の退行性変性および巨細

胞の出現による精巣の萎縮を窺わせる変化1)は，今回全

く認められなかった.

以上，本試験の結果， TBZ添加飼料摂取 6週間後交配

により，未受精および未着床を考慮した優性致死誘発率

が0.4%群で35.4%と高値を示し，また他の処置群におい

てもやや高い値を示した.今回行なった長期投与優性致

死試験では， 1-憂性致死誘発の検出感度は高まるが，薬物

が精子形成段階のどの日寺期に作用しているかを推測する

ことはむずかしい.しかしながら先にわれわれが報告し

た単回大量投与優性致死試験においても， TBZは第 4週

交配での優性致死誘発率に未受精および未着床の増加を

窺わせる結果を得ている.このことは TBZがマウス精

子形成段階の比較的早い時期，すなはち精母細胞期に何

らかの影響を与えていることが示唆された.

TBZの殺菌および殺寄生虫作用の機序については不

明であるが， Davidse10
)らは，同じベンズイミダゾール化

合物であるべノミルやメベンダゾール等の殺菌・殺寄生

虫作用はおそらく細胞質の微小管に関与しているのであ

ろうと述べている.微小管は細胞分裂の際に形成される

Testicular weight(mg) Mean::tSD 

L R 

1) 126 . 6::t 12 . 5 
2)407 .1::t 33.7 

123.4::t 18 . 3 
412.0::t53.5 
109.8::t13.7 
422. 6::t 50.4 
110.4::t18.0 
415.8土54.。

132.2士16.2
424. 6::t 39. 9 

123. 6::t 16.8 
412.7士48.0

111.0::t17.2 
427.0::t64.0 
113.6::t10.6 
428.8士31.4

紡鍾{本の主要な構成要素となるばかりでなく，染色体の

動原体と結びついて，染色体の移動に必須の構造である.

石舘11)は.in vitroでの培養細胞を用いて行なった染

色体試験で， TBZが染色体の数的異常を誘発することを

報告しており，この所見は TBZが他のベンズイミダ

ゾール化合物と同様に，その作用が微小管に関与してい

ることを示唆する.

精母細胞は， 2回の減数分裂を経て精細胞へと移行す

る.TBZはおそらくこの時期，減数分裂を阻害し，その

後の精子形成に何らかの影響(例えば精子数の減少)を

与え，今回の優性致死試験でみられた不妊雌増加の一因

になっているのではないかと推測された.

今後，問題の時期について改めて，未受精卵増加の有

無を検索し， TBZの優性致死誘発作用の有無を確認す

る.

要 1::ー
日

チアベンダゾール (TBZ)を飼料に添加，長期摂取さ

せたマウスに対する優性致死誘発性を検討した，優性致

死誘発の重要な指標となる早期死肱数の増加はみられな

かったが，妊娠率低下の傾向がみられた.
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カルベンダゾール (CBZ)の細胞遺伝学的研究

吉田誠二ヘ佐々木美枝子*，

Cytogenetic Studies of Carbendazole 

SEI]I YOSHIDA' and MIEKO SASAKI* 

Keywords:カルベンダゾール Carbendazole，染色体分析 ChromosomeAnalysis，チャイニーズノ¥ムスター

Chinese hamster 

緒言

化学物質の突然変異誘発性を調べる方法としては，細

菌から晴乳動物にいたるまで種々の方法が考案され盛ん

に4子われている 1)

我々は invivo染色体試験を行っているが，これは

ラットやマウスなどに被検物質を投与し，その骨髄細胞

を調べる方法であり， p甫乳動物の系の中では最も繁用さ

れている.この方法が推される理由は投与した被検物質

それ自身， もしくはその代謝物の染色体に対する作用を

比較的簡単に調べることが出来る点にある.また，変異

房、のほとんどは遺伝子突然変異を誘発すると同時に染色

体異常も誘発することが明らかにされており，このこと

からも本試験法の有用性は高い.

今回，小府:らト2)によって催奇形性が明らかになったチ

アベンダゾールと同じくイミダゾール系化合物であるカ

ルベンダゾールの染色体異常誘発性の有無をチャイニー

ズハムスターを用いて調べた.また，溶媒による染色体

異常発現の差異についても検討したので報告する.

材料および方法

1.試験物質・ Carbendazole(以下 CBZと略す)は和

光純薬工業社製で LotN o. WK] 7082のものを用いた.

2. in vivo.染色体試験・本実験に使用したチャイニー

ズハムスターは当部動物室において繁殖させたものを用

いた.ラン夕、ム交配により得られた雄チャイニーズハム

スターを 4週令で母獣より分離し， 12週令の時点で以下

の実験に供した. CBZをOliveoilもしくは Dimethyl.

sulfoxide (以下 DMSOと略す)に溶解し種々濃度の

CBZ 溶液を作成した.投与方法は胃ゾンデによる経口投

与とし，投与容量は全て10ml/kgとした.なお，陽性対

照には既知変異原物質5.6)である Ethylnitrosourea(以下

ENUと略す)を用いた. ENU は生王里食塩水でb溶解し

種々濃度の ENU溶液を作成し，10ml/kgの投与容量てい

腹腔内投与を行った.一方，陰性対照は Oliveoilもしく

はDMSOのみを前述の容量で経口投与を行ったものと

した.本実験に用いた動物数は CBZ各濃度群では一群

4匹，陽性対照および陰性対照は一群 2匹とした.CBZ 

および ENU投与後24ないし48時間目に各群の動物を放

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

を作製した.標本の染色は通常の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.

結果および考察

Olive oilを溶媒として用いた CBZの染色体分析の結

果を Table1に示す.

CBZ 400および'200mg/kg投与群の24時間処理におい

て顕著な染色体異常細胞の増加が認められた.誘発され

た異常細胞は gapおよび breakを主とする切断型異常

とringないしは exchangeなどの交換型異常で、あった.

また， 100mg/kg投与群でも染色体異常誘発頻度は上記

高濃度投与群の頻度よりも低いが， breakを主とする異

常細胞が200細胞中11例見られており CBZによる影響

と思われる結果であった.一方， 50， 25mg/kgおよび

Olive oilのみを投与した陰性対照群では染色体異常細

胞の増加はいずれの群においても認められなかった.

48時間処理においても24時間処理と同様に CBZ400 

および'200mg/kg投与群で染色体異常細胞の増加が見ら

れた.しかし，誘発された異常細胞のほとんどが切断型

であり 24日寺関処理において観察された交換型異常は一例

も見られなかった.また， 100mg/kg投与群では gapを

キ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 

キ TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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陰性対照群より高<， CBZの作用によるものと思われ

た.一方， 50， 25mg/kg投与群および、 DMSOのみを投

与した陰性対照群ではいずれにおいても染色体異常細胞

の増加は認められなかった.

CBZ48時間処理においても24日寺問処理同様に400およ

び'200mg/kg投与群で染色体異常細胞の増加を認めた.

誘発された異常のほとんと守がgap，breakで、あるがCBZ400

mg/kg投与郡で200細胞中6例，200mg/kg投与郡で、3例の

倍霊長体が観察された.一方， 50および'25mg/kg投与群で‘は

いずれにおいても染色体異常細胞の増加は認められなか

った

36， 1985 報年研

主とする異常が200細胞中 9例見られており，その頻度は

低いが24時間処理の同用量と同じく CBZによる影響が

うかがわれた.一方， 50および 25mg/kg投与群の染色

体異常誘発頻度は陰性対照群の誘発頻度と同程度であり

50mg/kg 以下の投与量では染色体異常の誘発は認めら

れなかった.

次に DMSOを溶媒として用いた CBZの染色体分析

の結果を Table2 Jこ示す.

CBZ 400および 200mg/kgの投与群の24時間処理に

おいて切断型異常を主とする染色体異常細胞の増加が認

められた.また， 100mg/kg投与群でも異常細胞の頻度が
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Polyploidy 3) Fragment 2) Ring 1) 
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認められ，カルベン夕、、ゾールの染色体異常誘発性が明ら

かになった.また，各用量群における染色体異常誘発頻

度はどちらの溶媒を用いた場合にも非常に近以しており

溶媒における差異は全〈見られなかった.カルベンダ

ゾール24および48時間処理における400ないし200mg/

kgの用量で異常細胞の顕著な増加を認めるとともに，誘

発された異常細胞の分布は gap.break， exchange等の

構造異常および倍数体に代表される数的異常と極めて多

岐にわたっていた.

チアベンダゾールとカルベンダゾールはいずれもイミ

ダゾール系化合物であり，小限らは TBZ2

ーへ CBZ7)の両

者に催奇形性誘発を認める実験結果を得ている.また，

DelatourB)もCBZの催奇形性を報告している.しかしな

がら，我々の行った染色体異常誘発試験では， CBZは本

報で示したように染色体異常誘発性が認められたが

TBZには invitro，in vivo染色体試験および、小核試験同

等の各試験系において同様の作用は認められなかった.

染色体異常誘発性と催奇形性の関連を考えると，生殖

細胞の存在が重要なポイントとなる.この生殖細胞に突

然変異が誘発され受精した場合には異常発生の確率も上

昇する.また，胎児細胞であっても奇形の一因となり得

る.しかし，生体における突然変異の自然修複，受精機

会の減少，ならぴに受精した場合においても発生の初期

に胎児が死滅してしまう場合等があり，突然変異が必ず

しも奇形とは結びつかない.また，突然変異の成立が

DNAの変化に帰結されるのに対し奇形の発生は胎児も

しくは胎児組織の機能変性および酵素活性の阻害等極め

て多岐にわたる誘因がある.故に，変異原性を示す物質は

催奇形性を誘起する一因にはなりうるが直接の要因と結

論することは出来ない.
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次に陽性対照として用いた ENUの結果を Table 3 

に示す.

ENU24時間処理における200および100mg/kg投与群

で顕著な染色体異常細胞の増加を認めた.とりわけ， 200 

mg/kg投与群における染色体異常細胞はー細胞に一例

以上の異常細胞が見られており， ENUの強い作用を示

す結果であった.また， 48時間処理における ENUの200

mg/kg投与群においても 100細胞中に 8例の異常細胞が

見られており， ENUによる影響と思われる結果であっ

た.

通常，我々の行っている仇 vivo染色体試験は動物に

供試検体を投与し，その骨髄細胞の染色体を調べるとい

うものであり，用いた供試検体の水溶性が大，もしくは

検体自身が液体である場合には溶媒に関する問題は少な

い.しかし，検体が非水溶性の場合には充分な考慮を必

要とする.我々は非水溶性検体の場合には溶媒もしくは

懸濁基質として Oliveoil. DMSOおよび Propylene

glycol等を用いており，これらの溶媒を使用して経口お

よび、腹腔内投与を行う場合には10ml/kg以内の投与用

量を原則としている.これは上記三種の溶媒自身を投与

した場合における被検動物の毒性症状および骨髄細胞に

与へる作用， とりわけ細胞の分裂頻度への影響を検討し

た結果，10ml/kgの用量では影響が全く見られない事を

確認している.また，これらの溶媒自身による染色体異

常誘発頻度も無処理動物の自然異常誘発頻度のパックグ

ランド値 1-2%と同程度であり染色体への影響も認め

られなかった.

今回，カルベン夕、、ゾールの染色体異常誘発試験を

Olive oilとDMSOの二種の溶媒を用いて行い，いずれ

の溶媒を用いた場合においても染色体異常細胞の増加が

Frequency of Chromosome Aberrations lnduced by Ethylnitrosourea 
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オルトフェニルフェノール (opp)によるラット腎原細管の微細構造変化

福森信隆ヘ佐々木美枝子*

Ultrastructural Alterations of the Proxirnal Tubules induced 

by 0・Phenylphenol(OPP) in the Rat Kidney 

NOBUTAKA FUKUMORI* and MIEKO SASAKI* 

Nephrotoxicity induced by o-phenylphenol (OPP) in the proximal tubules of male Jcl:SD rats 

was observed using transmission electron microscopy ultrastructurally. Animals were administer-

ed orally at the dose levels of 0 or 1500 mg/kg/day OPP dissolved in olive oil for 3 days. A 

group of animals were killed at the 24th hr after the last administration of OPP. The other 

group of animals were given control diet for additional 7 days after 3-day administration of 

OPP. 

A marked swelling of mitochondria in the cytoplasm of proximal tubules was partly seen ac-

companying the disruption of cristae and mitochondrial membrane. Moreover， the arrangement of 

basal intussusception on the side of basement membrane was disturbed. The brush border in the 

lumen became progressively shorter. and the disappearance of the brush border was often noted. 

When rats were fed control diet after the administration of OPP. the degenerative changes of 

tubules were restored owing to the restoration of fine structure. It is suggested that the ne-

phropathy induced by acute oral administration of OPP is a reversible change of the proximal 

tubules. 

Keywords : o-phenylphenol， ultrastructural alteration. proximal tubule. rat kidney 

緒言

オルトフェニルフェノール (OPP)は呆実，特に柑き

つ類の真菌による腐敗を抑制する目的で防ばい剤として

使用されている.OPPの腎臓に対する影響は， 1952年に

Hodgeらによるラットへの 2%OPPの2年間経口摂取

で1)，また当部て柄行った Fischer系ラットでの91週間の

オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)の 4%

濃度で腎孟腎炎を認める報告がみられる 2) 一方，近年化

学物質，薬剤，代謝産物による中毒性腎症が増加してい

るがその発症機序は明らかでない場合が多く 3)，生体異

物の排j世能を有する腎臓での毒作用の検索は毒性学的意

義が大きい.今回， OPPの腎臓への作用を検討する一環

として，腎皮質部近位尿細管の微細構造の初期変化を透

過型電子顕微鏡を用いて観察したので報告する.

実験方法

動物は 6週齢の Jcl:SD系雄性ラット(日本クレア)を

使用し，飼育用普通飼料(日本クレア， CE-2)で馴化飼

育を行った後，体重約300g前後の成熟動物を実験に供し

た.飼育条件は，室温25:t1 "湿度50:t5 %，照明時間

12時間の環境下で 1群 3匹ずつステンレスケージに収容

し，ろ過水道水を自由に摂取させた.投与群は， Opp(東

京化成， Lot No. AT01)を日本薬局方オリーブ油(宮沢

薬品)に溶解し1500mg/kg量で100g体重当たり 1mlの

割り合いで経口ゾンデを用い 3日聞の強制投与を行っ

た.対照群は同様な方法でオリーブ油のみを与えた.ま

た回復試験として 3日間 OPPを与えた後投与を行わ

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



東京衛研年報 36，1985 401 

ず，普通飼料 (CE-2)で7日間飼育した動物を回復群と

設定した.はじめに項背部の皮下注射によりネンブター

ル麻酔を行った後開腹して，左右の腎動脈の分校する部

の腹大動脈を結紫した.結殺した腹大動脈へ 3%パラホ

ルムアルデヒド前固定液 (O.lMリン酸緩衝液， pH7.4) 

を注入して腎動脈を経て腎臓に至る潅流固定を行った.

さらに腎臓を摘出した後浸せき固定を行い，皮質部を細

切して電顕用試*"とした.一晩， O.lMリン酸緩衝液で洗

浄した後， 1 %オ又ミウム酸 (O.lMリン酸緩衝液，

pH7.4)で1.5時間の後間定を実施した.間定後，エタノー

ル系列で脱水を充分に行い n-ブチルグリシジルエーテ

ルでエタノールを置換し Epon樹脂に包埋した.重合用

恒温槽で樹脂を完全に重合させた後，厚さ約 lμmの準

超薄切片を作製しトルイジン青で染色を施して光顕的観

察を行った.再トリミングをし小片とした後， Porter-

Blum MT-1型ミクロトームで超薄切片を作製し酢酸

ウラン，クエン酸鉛で二重染色を施して目立 HU-12A型

透過電子顕微鏡で、観察を行った.

実験結果

光顕的所見 連続 3日間投与群の腎臓は肉眼的に表面

が茶白色を呈し腫大傾向を示した.近位尿細管の上皮細

胞は， トルイジン青染色で細胞により濃淡の染色性の差

異がみられ，全体に細胞の背高が低い状態であった.さ

らに尿細管腔が拡張し，管腔内に無構造な蛋白様物質の

蓄積が認められた.刷子縁側は短小{じし欠損する部がみ

られた.細胞質内では，大小の空胞が多く散在しいわゆ

る吸収空胞とは異なった空胞形成が認められ，また核の

形状も不整形を呈し chromatinの減少が観察された. 3 

日間投与した後 7日間普通飼料を与えた回復群では，尿

細管上皮の背高が伸長して上皮細胞の一部が管腔内に突

出して不規則な形を呈した.管腔内の拡張は軽度となり，

蛋白様物質の蓄積が減少して核の形状の変化も正常に近

かった.しかし，障害の程度が顕著でないものの対照群

と比較すると刷子縁側の整列は若干不整を呈した.

電顕的所見 対照群の近位尿細管は，長〈伸びた刷子

縁が並列して尿細管腔内に張り出して，刷子縁側の細胞

質に幾らかの吸収空胞が散見された.糸粒体は比較的長

形が多〈時には円形も存在しており，基底膜の陥入が糸

粒体の聞に認められた.基底細胞膜の陥入が少ない上皮

細胞では，糸粒体の数が多くその聞に microbody，

lysosome，小胞体などの細胞小器官が分布して脂肪滴も

時折認められた.核は円形を保持し豊富な chromatinが

核膜周囲，核質内にみられた (Fig.1).刷子縁は細〈伸

長した微細繊毛で管腔内を寝い，起始部では電子密度の

高い terminalwebとともに小胞状の短い長形をした突

起が集合をなしていた (Fig.2).投与群では，尿細管上

皮の壊死はみられなかったが核膜が不整となり萎縮傾向

の像が多く観察された.細胞質の糸粒体は，膨化して

cristaeが崩壊し基質の淡明化がみられた.著しく膨化し

た糸粒休は空胞化を呈し，細胞質内に多く散見された.

これに伴って基底細胞膜の陥入が乱れ基底膜側でソj、胞状

を形成した.Microbody， lysosomeは，若干の増加傾向

を示した (Fig.3).糸粒イ本の膨化による崩壊が中等度の

部の刷子縁は多く残存していたが，伸長がやや低下して

いた (Fig.4).崩壊の顕著な糸粒体は大きな空胞を形成

して細胞質成分の乱れがみられ，この部の刷子縁は恭Ij離，

脱落傾向(矢印)にあり (Fig.5)，管腔内に細胞成分の

残j査がみられた.刷子縁の剥離は先端部が小胞状となり

短小化し，整列の乱れが初期変化として観察された

(Fig.6).またノl、胞体の大ノj、の拡張竪示す細胞が散見さ

れた.回復群では，糸粒体の膨{じが若干残存するものの

cristaeの崩壊，糸粒体膜の断裂がほとんどみられず対照

群に近い糸粒体像を示した.従って小空胞の形成も散見

するにとどまり，基底細胞膜の陥入が細胞質内に深〈入

り込み正常像に近い形態を示した (Fig.7).核の形状は，

円形を呈するものが多く萎縮傾向が認められなかった.

Microbody， lysosomeはやや増加傾向を示し，また mi-

crobodyと思われる基質の電子密度が中等度な大型の頼

粒(矢印)が散見された.刷子縁は細胞により伸長の程

度に差があるが，全体的に長〈伸ぴ，対照群でみられた

刷子縁の起始部の短い小胞状の集合が認められた

(Fig.8). 

考 察

近年，腎不全を伴う中毒性腎症が薬剤，化学物質によ

り多く発症しその解明が急がれているが作用機序の明ら

かでない場合が少なくない.特に尿細管障害時には再吸

収の機能不全が起こり尿の生成に与える影響は大きい.

oppの腎障害で， Hodgeらは 2%濃度の oppを2年間

摂取させたラットで、尿細管の拡張や変性を伴った腎孟腎

炎を認めているが， 500mg/kgのoppを週 5日聞の割で

6ヶ月間強制経口投与させた時，あるいは 2%濃度の 1

opp 添加飼料を 3ヶ月間摂取させた時には腎重量が若

干増加するのみで光顕で組織的変化がみられなかったと

報告している1)今回設定した1500mg/kgの用量は，

oppの LD50値のおよそ半分量で，当部で、行った13週間

の毒性試験の2.5%濃度時での平均 1日摂取量に該当す

る4) この試験では，腎重量の増加，機能障害などは認め

られなかったが， oppの初期変化を検索する目的でこの
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濃度の oppを3日間強制経口投与したところ，投与後

3日で明らかに尿細管の変性が認められた.また代謝過

程で oppに変化するというジフェニルでは，腎障害が

0.5%濃度で60日聞の摂取で始まり， 120日間では赤血球

を取り込んだ拡張した尿細管がみられ，その周囲の尿細

管は萎縮する傾向が皮質内帯に多く認められた.これら

の変化は，添加飼料を普通飼料に切りかえて飼育すると

軽減し腎組織は正常像に近くなることから，可逆的な毒

性であると Boothらは報告している 5) 本実験において

もoppを3日間投与した後 7日間普通飼料を与えた回

復群で同様に障害が軽減され尿細管の微細構造の修復が

なされていることから，ジフェニルと同傾向の作用と推

察される.さらに13週間の 4%OPP-Naで尿細管上皮の

周平化，管腔の拡張，白血球の浸潤を伴った腎孟腎炎が

報告されていることからへこれらの化学物質の腎臓へ

の共通した毒性が示唆される.

oppによる近位尿細管での微細構造の初期変化は，顕

著な糸粒体の膨化とそれに続く cristaeおよび糸粒体膜

の崩壊であった.これらの膨化の著しいものは，基質が

淡明化し空胞形成へと移行がみられた.糸粒体の傷害は，

エネルギー産生の抑制を伴うために能動輸送を介する近

位尿細管の特異機能である糖，無機塩，水分の再吸収機

の死亡がみられたことから，これらの動物は腎障害によ

り死亡した可能性が推察される.腎孟腎炎は長期間摂取

で発症していることと，今回の実験では髄質，乳頭部も

含め炎症性細胞の浸潤の増加が認められなかったことか

ら，尿細管障害が oppの腎臓に対する初期作用と考え

られるが，腎障害の発生機序は複雑多岐で今後 nephron

の機能をも含め検討する必要がある.
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構の低下が考えられる.糸粒体の膨化，崩壊は水銀，鉛 Explanation of Figures 

化合物などの重金属，ある種の抗生物質などで早くから Fig. 1. A proximal tubule of kidney cortex from 

知られており 6.7)，尿細管の変性の初期変化と思われる.

糸粒体の間に位置する基底細胞膜の陥入は糸粒体の変化

に従って乱れ，陥入が浅くなり基底膜側で小胞状を形成

した.また管腔側の刷子縁は，短小化し剥離，脱落する

細胞が多かった.これらの変化は，尿細管上皮細胞の壊

死に至らなくとも再吸収の機能を著しく低下させ重大な

障害を与えていると思われる.

一方， OPPの3日間投与後 7日間普通飼料を摂取する

と投与群でみられたこれらの変化が軽減され，光顕的に

the control rat treated with olive oil. A 

number of long or round-shaped mitochon-

dria (M) are seen in the cytoplasm 

between basement membrane (Bm) and 

lumen. The basal intussusception (arrows) 

among mitochondria lengthens toward the 

brush border(Bb). There are absorption 

vacuol巴s(V)，microbody(Mb) and lysosome 

(Ly). x10，000 

観察された管腔内への凹凸の突出は電顕的にみると再生 Fig. 2. A portion of the brush border in the 

されて伸長した刷子縁の像と解される.尿細管は傷害の

原因を除去すると再生力が顕著なためすみやかに修復さ

れるといわれていることから 3日間投与では糸粒体の

崩壊，核の萎縮にかかわらず尿細管上皮細胞の壊死に至

proximal tubule from the control rat. The 

arrangement of brush border(Bb) appeares 

as a regular position， surrounding by the 

terminal web shown high density. x12， 500 

らないで修復されたと思われる Fig.3. A proximal tubule of kidney cortex from 

近位尿細管の初期変化として認められた糸粒体の崩 the rat administered with 1500mg/kg/day 

壊，小胞体の拡張や刷子縁の減少などは， OPPに向尿細 opp for 3 days. A marked swelling and 

管上皮毒性のあることを明らかに示しており，投与の継

続でさらに上皮細胞の壊死に至ると考えられる.先に

行った実験で高用量の 1週間の連続投与では， 3割程度

vacuolation of mitochondria (M) are often 

seen. Th巴 brushborder(Bb) in the lumen 

containing cellular debds becomes shorter. 
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x4，500 cristae are seen in numerous mitochondria 

Fig.4. A portion of the proximal tubule after (M). x12， 000 

the administration of OPP for 3 days. Fig. 7. A proximal tubule of kidney cortex from 

The disruption of cristae and vacuolation the rat fed the control diet for 7 days 

of substrate in mitochondria (M) are after the administration of 1500mg/kg/day 

severe changes. The basal intussusception 

is disturbed. The external form of nucl巴us

(N) shows irregular shape. x8，500 

Fig.5. A portion of the proximal tubule after 

the administration of OPP for 3 days 

The brush border in the lumen tends to 

tear and disappear (arrows). xlO， 000 

Fig. 6. A portion of the brush border in the 

lumen . after the administration of OPP for 

3 days. The slight damages of brush bor-

der (Bb) are found the distortion of 

arrangement and the decrease of terminal 

web. The swelling and disappearance of 

opp for 3 days. There are no changes in 

the form of mitochondria (M) and basal 

intussusception. The restoration of or-

ganelles is made rapidly in the cell. The 

arrangement of brush border(Bb) shows a 

regular alignment. x 8，000 

Fig . 8 . A portion of the 1 umen . side in the prox幽

imal tubule of the rat feeding the control 

diet after the administration of OPP. The 

terminal web around the brush border(Bb) 

is present.There are some large 

microbody-like granules (arrow heads). 

xll，OOO 
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オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)の

ラットを用いた慢性毒性試験

一血液検索ー
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Hematological Studies of Rats Fed with 

Sodium o-Phenylphenate(OPP-Na) 

for 104 Weeks 

YUKIE TADA*， SHINOBU HAYASHIDAヘSHIGETAKA IGUCHI*， KUNIAKI T A Y AMAヘ

MIEKO SASAKI* and KOGO HIRAGA ** 

Keywords:血液検索 hematological study，オルトフェニルフェノールナトリウム sodium o-phenyl 

phenate(OPP-Na)， F344 ラット F344 rat 

緒
品

百

当部ではかんきつ類のかぴ防止剤として使用されてい

るオルトフェニルフェノール(以下 OPPと略す)および

そのナトリウム塩(以下 OPP-Naと略す)の安全性を各

方面より検討しており，急性および亜急性試験の結果を

すでに報告している 1-6) 今回 OPP-Naの長期摂取によ

る影響を知るため， F344ラットの雌雄を用い， OPP-Na 

添加飼料による 104週間投与試験を試みた.本報で血液検

索結果を報告する.

実験方法

検体 OPP-Na (Dow Chemical Co. ，Dowicide A: 

Lot No.1044)を用いた.

実験動物および飼育環境 日本チヤールスリバー(伸生

育の F344/DuCrjラットを 4週齢で購入， 1週間馴化飼

育後の 5週齢時より試験に用いた.ラットはベルト式飼

育架台に配置した前・底面が鍋のステンレスケージ(幅

22X奥行20X高さ 16cm)に個別飼いとし，室温25:t10， 

湿度50-60%，照明11日寺間，換気回数毎時10回のバリア

飼育室で飼育した.

投与および検索方法 OPP-Naを粉末飼料 CE-2に添

加，固型飼料とし，細菌ろ過器を経由した水道水ととも

に自由に摂取させた.投与検体の濃度は当部での亜急J生

試験の結果を参考としベ雄 0，0.7， 2.0%，雌 0，0.5， 

1.0%とした.各群50匹のラットに 5週齢時より 104週間

添加飼料を与え，その後2週間基礎飼料を与えた.対照群

(OPP-Na 0 %)には基礎飼料(CE-2)を与えた.

試験期間終了後，ラットの大腿動脈および大腿静脈を

無麻酔下に切開し，流出する血液を EDTA-2K処理した

小試験管に採取した.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) を

Coulter Counter Model S (Coulter Electric INC)を

用いて測定した.同時に血液塗抹標本を作製し， May-

Grunwald Giemsa染色後，光顕的に赤血球および白血

球の形態，白血球百分比を観察した.血液採取後ラット

を解音1]，組織標本を作製し光顕的に観察した.

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

試験終了時に生存したラット数は，雄 0%群34，雄

0.7%群44，雄2.0%群10，雌 0%群42，雌0.5%群40，雌

*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 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

叫東京都八王子保健所予防課
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Table 1. Hematological Values of Rats Fed with OPP-N a for 104 Weeks 

Dietaroy f No.ofl) 
RBC /μ 日b Ht MCV MCH MCHC Level Rats X106/ul g/dl % μ3 μμg % OPP-Na(%) 

Male 
o (Cont.) 33 8.09士1.062) 16.9土2.2 42.0土5.5 52. O:t 1. 4 20. 9:t0. 8 40.3:t1. 7 

0.7 43 7.87士1.57 16.4:t3.2 40.6:t7.4 52.0士3.5 20.8土1.2 40. 2:t2. 3 

2.0 7 7 .03:t0 .58 13.3士2.3 33.l:t4.6 47.0:t4.4* 18. 9:t2. 6 39. 9:t 1. 9 

FeOm(Caloe 
nt.) 41 7 .48:t0 .66 16. O:t 1. 2 39.9:t2.9 53. 5:t 1. 5 21.4:t0.6 40.l:t0.9 

0.5 37 7.34:t0.91 15.7:t1.6 38.3:t5.3 53.4:t6.3 21. 6:t 1. 2 41.3:t8.7 

1.0 38 7.44士0.59 15. 9:t 1. 0 39.5士2.5 53. 2:t 1. 7 21.4:t0.7 40. 3:t 1.1 

Percentages of 

×W10B3/C μl 
Neutro- Lymphocytes 恥1onocytes Eosino- Basophils 
phils phils 

Male 
o (Cont.) 33 7.9:t4.6 29. 8:t 12.8 68.0士11.9 0.9:t0.9 1.2士1.4 。
0.7 43 9.0:t6.7 32..3土14.5 65.7:t14.5 0.9:t0.9 0.8:t1.0 。
2.0 7 9.2土2.3 33.7:t 9.6 64.l:t 9.7 0.5:t0.5 0.8:t0.6 。

Female 
o (Cont.) 41 5.6:t2.2 27.0:t10.2 71.2土10.3 0.7土0.8 1.0:t1.1 。
0.5 37 7.0:t7.5 30.2士10.9 68.0土11.2 0.7:t0.8 0.9士0.9 。
1.0 38 5.7:t1.0 27.2:t11.3 71.5:tll.8 0.5:t0.7 0.8:t1.1 。

1) Number of examined rats(Except rats having abnormal cells in peripheral blood) 
2) Mean土SD

* : pく0.05 in comparison with control value 

Table 2. Hematological Findings of Rats Fed with OPP-N a for 104 Weeks 

Dietaroy 
f 

Alterations of Erythrocytes Polychr Orthochromatic 
No.ofl1 olvchromat1c 

Polychromasia E~ryt1h0r~ob2 last Erythroblast Level Anisocy
十
t
十
osis Poikilocytosis 

OPP-Na(%) Rats 一+附2) 一十件附2) 一十件十件2) 0 -10 -20over3) 。-10-20over3)

Mal(巴
C 。ont.) 33 254) 8 31 2 30 3 一一 32 1 24 9 一一

0.7 43 34 8 1 - 38 5 36 4 1 2 39 4 28 15一一

2.0 7 3 4 一一 3 3 1 一 5 2 7 - 4 3一一

Female 
o (Cont.) 41 37 3 1 - 39 - 35 6 41 - 28 13一一

0.5 37 34 3 一一 37 ー 35 1 1 - 35 1 1 - 23 14一一

1.0 38 34 4 一一 36 2 33 5 36 2 17 21一一

1) N umber of examined rats (Except rats having abnormal cells in peripheral blood) 

2) Grade of changes : -None， +Slight，廿 Moderate，十ttMarked 
3) Number of erythroblasts/100 WBC count 
4) Number of rats 

1.0%群42であった.OPP-Naが勝脱腫蕩を誘発するこ

とはすでに報告されており 7) 今回の試験で雄2.0%群に

生存例が少なかったのは，勝脱腫蕩による死亡例が試験

途中に多発したためである.試験終了時に生存したラ、y

トの平均体重:tSDは，雄 0%群413.5:t37.4(g)，雄

0.7%群419.0士46.9，雄2.0%群394.6士46.1，雌 0%群

298. 9:t42. 4，雌0.5%群295.7:t43.6，雌1.0%群292.6士

50.1であった.

Table 1， Table 2に血液所見を， Table 3に白血病

の発生例数を示した.血球数では，対照群と比較し雄



東京衛研年報 36. 1985 411 

Table 3. Incidence of Leukemia 

D iet El aorf y 
N umber of Leukemia 

Leve 
OPP-Na No.of Died1

) SaS!"i~iced2) Total 
(%) Rats Rats Rats 

Male 。 50 03) 3 3 

0.7 50 。 2 2 

2.0 50 1 。 1 

Female 。 50 l 。 l 

0.5 50 。 1 l 

1.0 50 。 1 1 

1) Died rats for study 
2) Sacrificed rats at termination of study 

3) Number of rats 

2.0%群の RBCおよび MCVに有意な減少がみられ

(P<0.05).同群の Hb.Htに減少傾向が認められた.ま

た雄0.7%群および古住2.0%群の WBCに有意差は会いが

増加傾向が認められた.雌では血球数における変化はみ

られなかった.白血球百分比では雄・雌ともに投与群で

の変化はみられなかった.赤血球の観察では，各群に軽

度の赤血球大小不同および破砕赤血球がみられる個体が

散見された.特に雄2.0%群ではこれらの変化を呈する個

イ本が多〈認められた.

白血病の検索は，試験途中に死亡した個体については

組織標本により行い(血液採取が不可能なため)，試験終

了時に屠殺・解剖した個体については，血球数，血液塗

抹，組織標本により行った.末梢血に異常細胞が観察さ

れたが肝臓，牌臓，骨髄， リンパ節，肺など組織での反

応が軽度で、あった個体(雄2.0%群 1例，雌0.5%群 1例，

雌1.0%群 2例)については白血病より除外した.白血病

は雄 0%群に 3例，雄0.7%群に 2例，その他の各群に 1

例ずつ認められ，いずれも mononuclearcell leukemia 

(単核細胞白血病)であった.

考察

井口らはラットの OPP-Na13週間投与試験で0.5%以

上の高濃度投与群の雌に貧血がみられたと報告しベ中

村らは OPPの13週間投与試験で雄の2.5%群に RBC，

Hbの低下がみられたと報告している 5) これに対し

Hodgeらは OPPの 2年間投与試験で2.0%群のラット

の血液に変化がみられなかったと報告へ中村らも OPP

の91週間投与試験では1.25，2.5%群ともに変化がみられ

なかったと報告している 6) 今回の試験では雄2.0%群に

RBC， MCVの有意な減少が認められた.前述した OPP

の13週間投与試験で，中村ら5)はOPP2.5%群にみられた

貧血が尿路系からの出血に帰因するのではないかとの考

察をしているが，今凹の試験においても雄2.0%群では試

験終了時に生存した10匹中の 9例に勝脱腫療が認められ

た.他の各群では自然発生腫療が数例に認められた.一

般に腫蕩を有する個体では貧血を示す例が多く，赤血球

の形態の変化が軽度で、あった点，雄0.7%群および雌の各

投与群で貧血傾向がみられなかった点を考慮すると，雄

2.0%群にみられた貧血傾向は腫蕩の発現などにより二

次的に発生した現象であり， OPP-Naによる直接作用で

はないものと考えられる.

今回観察された mononuclearcell leukemia (単核細

胞白血病)は F344ラットおよびWistarFurthラットに

好発する自然発生1重傷として知られている 9-11)

Colemanらは白血病の出現率を 2年間飼育ラットで

16%，終生飼育ラットで20%と報告しているが，今回の

104週間投与試験(ラットの生後週齢は111週)では雄 0%

群で 6%，雄0.7%群で 4%，その他の各群で 2%の出現

率を示した.雄2.0%群では勝脱腫蕩により早い時期に死

亡した個体が多く，本来の白血病出現率が不明で、あり，

OPP-Naの白血病に及ぼす影響を知ることはできな

かった.また今回の白血病出現率は Colemanらの報告

した出現率と比較しかなり低い値を示しているが，

mononuclear cell leukemiaは発生原因，細胞の帰属，

細胞の増殖の場などに不明な点が多く，今回の低い出現

率が何に帰国するかは明らかでなかった.今後の毒性試

験で基礎データを集積するとともに，白血病細胞の帰属

など不明な点の検討を進めていきたい.

まとめ

OPP-Naの長期摂取による影響を知るため F344ラッ

トの雌雄を用い， OPP-Na添加飼料による 104週間投与

試験を行った.

血液検索の結果，雄の高濃度群 (2.0%)に貧血傾向が

認められた.これは OPP-Naの直接作用によるものでな

く勝脱腫療の誘発により二次的に発生した現象であると

考えられた.
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Sαlmonellα typhimurium TA97a， TAI02を用いた

酸化防止剤およひ。かひか防止剤の変異原性試験

藤田 博ヘ小嶋昭江ヘ佐々木美枝子ヘ平賀興 ヨ王**
Eコ

Mutagenicity Test of Antioxidants and Fungicides with 

Sαlmonella typhimurium TA97a， TA102 

日IROSHIFU]ITA*， AKIE KO]IMAヘ MIEKOSASAKI*and KOGO HIRAGA ** 

Keywords 変異原性 mutagenicity，酸化防止斉IJ antioxidants，かぴ防止剤 fungicides，Salmonella 

ち少himuriumT A97a， S.σlmonella typhimurium T A102 

化学物質の変異原性試験には， Amesらにより開発さ

れた SalmonellatyphimuriumT A株ト31が広〈利用され

ている.これまでは TA98I1および TA10011が主に用いら

れてきた.最近 Amesらは， TA9741および TA1025 •61 を開

発し，TA98および TA100を加えた 4株を試験に用いる

ことを提案している31

新しい株の特長は， TA97がフレームシフト型の突然

変異を誘起する変異原によく反応し，これまで用いられ

てきた TA153721に比べて感受性が数倍高い41 また

TA102は，これまでの株ではほとんど検出できなかった

過酸化水素， ストレプトニグリン，ホルムアルデヒドな

どの変異原性を検出することができる刷.

われわれは TA98，TA100を用いて食品添加物などの

変異原性の検索を行ってきたが，最近 TA97a，TA102を

導入し， T A98， T A100において陰性であった化合物の再

検索を始めた.本報告では，酸化防止剤およびかび防止

斉IJ各4援について試験を行った結果を述べる.

実験材料および方法

試料酸化防止剤 アスコルビン酸(和光純薬， Lot 

No. WAF4686)，ブチルヒドロキシアニソール (BHA，

和光純薬， Lot N o. TC]1058)，ジブチルヒドロキシトル

エン (BHT和光純薬， Lot N o. KIK5562)， DL-αートコ

フエロール(和光純薬， Lot N o. TCI2020).かび防止斉IJ

ジフェニール(東京化成， Lot N o. AR01)，オルトフェ

ニルフェノール(Opp，東京化成， Lot No. FB101)，パ

ラヒドロキシ安息香酸ブチル (PHBB，和光純薬， Lot 

No. KI02284)，チアベンダゾール(TBZ，東京化成， Lot 

No. AI01).陽性物質:2-アミノアントラセン (2-AA，

和光純薬)， 9ーアミノアクリジン (9-AA，東京化成)，

2 アセチルアミノフルオレン (AAF，東京化成)， 2ーア

ミノフルオレン (AF，ALDRICH)，フリルフラマイド

(AF-2，上野製薬)，ベンソ。(a)ピレン (BaP，和光純薬)，

ジメチルニトロソアミン (DMN，和光純薬)，ホルムア

ルデヒド(和光純薬)，過酸化水素(関東化学)， ?イト

マイシン C(MMC，協和発酵)， Nーメチル司N'ーニトロ N

-ニトロソグアニジン (MNNG，ALDRICH)， 2-ニトロ

フルオレン (NF，ALDRICH)， 4ーニトロキノリン-N

オキシド (4NQO，岩井化学)，トリプ-P-1(T-P-1， 

和光純薬).アスコルビン酸， DMN，ホルムアルデヒド，

過酸化水素および MNNGは蒸留水に，他の化合物はジ

メチルスルホキシド(和光純薬，吸収スペクトル用)に

溶解し用いた.

菌株 Salmonella ty)りhimuriumT A97a (his01242， 

hおD6610，ム uvrB，rfa， pKM101) 41， TA102 (hi・:S G 

428=pAQ1，尤fa，pKM101) 51， TA98 (hisD3052，ム uvrB，

吃払 pKM101)IIおよび TA100(hisG46，ム uvrB，1プa，

pKM101)IIをブロス (OXOID，Nutrient broth No. 2) 

で一夜培養し用いた.これらの株は， B.N.Ames教授(カ

リフォルニア大)より分与を受けた.

Mutation test Ames法31の変法であるプレイン

キュベーション法制により行った.代謝活性化には，ア

ロクロール1254(三菱モンサント化成)により薬物代謝

*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 

* The Tokyo Metropolitan Res巴archLaboratory of Public Health 

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

川東京都八王子保健所予防課
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酵素を誘導した SD系ラット(日本クレア)雄の肝臓ホモ

ジネートから得た S93)を用いた. S9mix3，7)中の S9量は

10% (50μ1/フ。レート)とした.

試料溶液O.lmlを小試験管に入れ， S9mix 0.5ml，代

謝活性化しない場合にはリン酸緩衝液 (pH7.4)0.5ml 

および菌液O.lmlを加え. 370

で20分間の前培養を行っ

た.これに450に保温した軟寒天3)2 mlを加え混合後，最

少グルコース寒天培地3)に重層した.370

で2日間培養後，

プレートに生じた復帰コロニーを計数した.なお，各用

量は，プレート 3枚を用い結果は平均値で示した.さら

にMooreら8)のプログラムにより回帰分析を行った.

結果

1.既知変異原に対する反応性の比較

分与を受けた新しい株の変異原に対する反応性を確認

するとともに，これまで用いてきた TA98，TA100との

反応性の比較を行った. 14種類の変異原による結果を表

1に示した.TA102はホルムアルデヒド，過酸fじ水素お

よび MMCなどの変異原性を検出できるだけではなし

多くの変異原にも比較的良〈反応することがわかる.特

長としては，他の株に比べて塩基置換型の変異原である

MNNG. DMNに良ヒ反応する.一方， AAF. AF. NF 

および T-P-1のようなフレームシフト型の変異原に対

しでも反応するが. TA98. TA100の方が感受性は高い

ようである.ただし. TA98株では検出できなかったフ

レームシフト型の変異原である9-AAの検出ができる.

TA97aは， 9-AAに最も良く反応するが，他のフレーム

シフト型の変異原に対しては TA98.TA100に比べて必

ずしも高い感受性を持っているとは言えないようであ

る.両株は，調べた変異原のすべてに対して必ずしも高

感受性ではないが.TA98. TA100で検出できなかった変

異原の検出ができることから，これまで陰性であった化

合物の再検察に用いることは有効で、あると考えられる.

2.酸化防止剤およびかび防止剤の mutationtest 

酸化防止剤のアスコルビン酸.BHA. BHT， DL一αート

コブエロールおよびかぴ防止剤のジフェニール.OPP.

PHBB. TBZは，陰性の結果が報告されているト11) こ

れらの化合物について TA97a， T A102を用いた muta-

tion testを行った(表 2，3. 図 1).その結果，アスコ

ルビン酸は代謝活性化なしの TA97a.. T A102の場合に，

OPPおよび TBZは代謝活性化した TA102の場合に用

量相聞を持って復帰コロニー数が増加した.ただし，

OPP は50μg以上では致死性のため直線からはずれる.

TBZ は1.000μg以上ではプレート中に化合物が析出し

てコロニ一計数を正しく行うことができなかった.他の

化合物では実験用量内では変化が見られないか，致死に

よるわずかの減少が見られた.

増加が見られた化合物の直線的に増加している用量で

の増加量を計算すると(図1)，アスコルビン酸は.TA97a 

表1. テスト株の既知変異原に対する反応性の比較

変異原 S9 
用 量

TA97a TA102 TA98 TA100 μg/フ。レート

2-AA + 5 7861) 825 1，072 1.820 

9-AA 50 1，179 759 12 171 

AAF + 10 250 478 406 319 

AF + 10 1，757 702 3，930 2，828 

AF-2 0.05 243 397 21 321 

BaP + 5 747 1，665 189 867 

DMN + 1，000 179 707 32 166 

ホルムアルデヒド 50 264 591 26 238 

過酸化水素 100 335 724 21 318 

MMC 0.5 ー_2) 4，379 

MNNG 2 507 14，597 15 2，876 

NF 10 563 431 2，110 3，137 

4NQO 0.5 644 1，339 268 1，600 

T-P-1 十 5 7，743 2，187 13，243 612 

Control + 。 154 367 24 170 。 140 262 17 140 

1 )復帰コロニー数/プレート 2) MMCの致死性により計数できない。
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表2. 酸化防止剤の TA97a，TA102を用いた mutationtest 

用 軍国 TA97a TA102 
試 料 μg/フ。レート

+S9 +S9 

アスコルビン酸 10，000 200 214 404 436 

5，000 182 202 384 465 

1，000 156 225 344 435 

500 166 213 336 448 

100 157 227 319 456 。 146 206 316 444 

陽性対照1) 298 1，008 5，423 628 

BHA 200 120 154 (58)2) (345) 

100 129 183 209 475 

50 136 173 278 514 

10 141 191 309 505 

5 130 188 320 524 。 146 208 315 464 

陽性対照 252 1，283 3，910 735 

BHT 1，000 148 157 275 391 

500 137 154 289 447 

100 142 182 276 452 

50 137 188 256 498 

10 148 218 286 482 。 129 206 280 469 

陽性対照 260 1，290 5，191 921 

DL-αートコフエロール 10，000 135 156 287 435 

5，000 135 160 297 422 

1，000 131 166 306 423 

500 134 158 292 474 

100 115 162 270 478 。 123 197 283 465 

陽性対照 306 964 4，060 822 

1) TA97a: -=9-AA 20μg， +S9=2-AA 5μg， TA102:一=MMC 0.5μg， +S9=2-AA 5μg 

2 )致死性により直線からはずれる値

ではコントロールの1.4倍， 0.00086復帰コロニー/ を示す化合物を陽性と判断する方法13)に従うならば，

nmole， T A102では1.3倍， 0.0015/nmole， OPPでは1.1 TA97a， TA102が自然復帰コロニー数が高い点から条件

倍， 1.018/ nmole， TBZは1.3倍， 0.053/ nmoleであっ はきぴしくなり，これらの増加はすべて陰性と判断され

た る.

考 察 TA97a， TA102を用いた試験の報告は少ない.DeFlo-

アスコルビン酸， oppおよびぴ、 TBZは復帰コロニ一数 r悶aら1

に増加カが古見られたが' その増加量lは土' いずれも非常にわ 1，5-21倍音の増加を示すことを報告しており，現段階でで、は

ずカかミでで、あつた.カか、つて Ame白sらによつて提案された復帰 陽性とてで"きないながらも再現性があることカか通ら(:t)の判

コロニ一数かが‘nmoleあた Iり)0.0旧1を越える化合物を変異 定を与えている.本報告で増加が見られた化合物の場合

原陽性と判断する方法12)によるとアスコルビン酸は陰性 も増加は非常に少ないが，用量相闘が見られ，再現性が

と判断される.また，自然復帰コロニー数の 2倍の増加 あるという点では類似の結果であり，現段階では疑陽性
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表3. かび防止剤の TA97a，TA102を用いた mutationtest 

料
用 豆回 TA97a TA102 

2式 μg/フ。レート
+S9 +S9 

ジフェニール 500 131 193 (178)2) (257) 

100 156 193 227 420 

50 155 205 250 436 

10 153 171 293 439 

5 150 195 314 465 。 144 186 293 440 

陽性対照1) 257 986 3，959 677 

opp 100 148 167 287 (464) 

50 143 166 340 (533) 

10 158 184 325 530 

5 143 186 311 516 

1 141 205 321 477 。 148 209 320 476 

陽性対照 197 1，117 5，032 1，088 

PHBB 500 (0) 174 (0) (145) 

100 85 148 195 397 

50 98 165 206 383 

10 104 164 211 406 

5 90 167 219 437 。 95 154 242 373 

陽性対照 183 1，334 2，944 921 

TBZ 1，000 127 195 255 (516) 

500 135 213 279 559 

100 137 197 262 452 

50 138 217 259 453 

10 156 204 264 422 。 139 222 250 428 

陽性対照 220 1，805 5，002 773 

1) TA97a:一=9-AA 20μg， +S9=2-AA 5μg， TA102:一=MMC 0.5μg， +S9=2-AA 5μg 

2 )致死性により直線からはずれる値

(土)であると考える. の増加が抑制されている.TBZの場合は難i容のため培地

アスコルビン駿， oppおよび TBZは， T A98， T A100 中に析出し，変異原性が十分に発現できない可能性が考

では変異原性は陰性であるが， TBZとアスコルビン酸あ えられる.復帰コロニー数の増加量を高める方法の試み

るいは TBZとoppを混合すると TA98に対し弱い変 を含め，これらの化合物については様々な角度から検討

異原性が認められている 9，10) 今回， TA97a， TA102にお を加えている.TA97a， TA102の試験結果の報告は少な

いて復帰コロニー数がわずかではあるが増加したのは， いが， DeFloraのデータ 14)と合わせて復帰コロニー数の

これらの化合物が持つ混合によって検出された変異原性 増加が少なく疑陽性と判断された化合物が 7種見られ

が菌株の感受性の違いにより TA97a，TA102では単独 る.今後，データが蓄積されて行くことにより弱い変異

でも検出されたのかもしれない. OPP， TBZについて 原に対する判断が確立されて行くと思われる.

は，復帰コロニー数がわずかしか増加しない原因として， 導入した新しい株には，使用上問題となる点があった.

oPPで1ま50μg以上で強い致死性があり，復帰コロニ- TA102は微小な復帰コロニーが出現し，計数が困難で、
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あった.さらに，両株とも自然復帰コロニー数が高〈分

散が大きい.特に TA102にS9を添加した場合には約400

であった.この対策として S9量を下げること，ブロス中

には変異原が存在する 3)が，今のところ OXOIDNo.2が

良い3)とされている.これに代わる自然復帰コロニー数

の少ないブロスを探すことなどを検討している.

要旨

4種の酸化防止剤および4種のかぴ防止剤について

Amesの新しいテスト株 TA97a，TA102を用いて変異原

性試験を行った.その結果，アスコルビン酸は代謝活性

化なしの TA97a，TA102てコオルトフェニルフェノール

およびチアベンダゾールは代謝活性化した TA102の場

合に復帰コロニー数が増加した.増加量が非常にわずか

であることから疑陽性(:t)と判断した.
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ブチルヒドロキシアニソール (BHA)，ジプチルヒドロキシ卜ルエン (BHT)，

tert・ブチルヒドロキノン (TBHQ)のラッ卜肺におよぽす影響

坂本義光へ高橋 省*

Effects of Butylated Hydroxyanisole (BHA). Butylated Hydroxytoluene (BHT) 

and tert-Butylhydroquinone (TBHQ) on Rat Lung 

YOSHIMITU SAKAMOTO* and OSAMU T AKAHASHI* 

Butylated hyaroxyanisole (BHA) . butylated hydroxytoluene (BHT) and tert-butylhydroquinone 

(TBHQ) .phenolic antioxidant. were examined for their effects on the rat lung by intraperitoneal 

administration. ]cl・SDrats were given 250.400 mg/kg/day BHA.640.1024 mg/kg BHT or 98.156 

mg/kg TBHQ by i. p. injection once a day for 7 days. Rats were kill巴d24 hours after the last 

injection. At the termination mean body weight of all the dosed groups was signiiicantly lower 

than that of control group. Body weight of 400 mg/kg BHA group was smallest in all the 

group. Dose related increase of the lung weight was observed only in BHA groups. Plasma 

prothrombin indices were depressed significantly in 400 mg/kg BHA and 640 and 1024 mg/kg 

BHT groups. Histologically. BHA caused congestion of capi1laries and small vessels. perivascular 

edema.hemorrhage.cellular proliferation and enlargement in alveolar walls with large lipid dro-

plets accumulation. Severity of these lesions was related to doses of BHA. In BHT groups. con-

gestion and edema were observed. but these were slight changes without relation to dose. In 156 

mg/kg TBHQ group .lipid droplets in alveolar wall were observed. but these were markedly smal-

ler and less than those of BHA groups in size and quantity. Of three antioxidants tested in this 

experiments.it is found that BHA caused marked lesions to the rat lung. 

Keywords : butylated hydroxyanisole. butylated hydroxytoluene. tert-butylhydroquinone， rat. lung. 

histopathological changes 

緒 言 取された BHAが小腸壁で代謝されることにより不活性

ブチルヒドロキシアニソール(BHA)，ジブチルヒドロ 化されることを報告した.この報告にもとづき高橋6)は

キシトルエン (BHT)およびtert-フoチルヒドロキノン BHAをラットに腹腔内投与したところ，肺に出血を伴

(TBHQ)はいずれも食品，油服等の酸化防止剤として なう障害を起すことを観察した.従来， BHAのラットに

広〈用いられている.このうち TBHQは現在米国で使 よる腹腔内投与実験の例は少ないが，この事は， BHTや

用されているものである日.これらの酸化防止剤のうち TBHQについても同様で、ある.とくに BHTはマウスに

BHA， BHTの生体におよぽす影響について当部で行 肺障害を起こすことが知られているにもかかわらず，

なった添加飼料摂取実験2-4)では， BHTに腎，肝への障 ラットを用いた実験はほとんどその例を見ない.本報で

害作用や，致死性の出血作用がみられたのに対し， BHA は， BHAを含めこれらの酸化防止剤をラットに腹腔内

にはこの様な作用はほとんど認められなかった. BHA 投与し， BHAによる肺障害の組織学的な成り立ち，

の毒性の低いことに関して， Sgaragli5
)らは，経口的に摂 BHTおよび、TBHQによる肺への作用の有無について

*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

• The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome.Shinjuku-ku. Tokyo.160 ]apan 
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得られた結果を述べる.

実験材料および方法

動物は Jcl: SD系，雄ラット， 4週令を日本クレアよ

り購入し， 1週間予備飼育した後実験に用いた.実験は

l群 6匹として， BHA250， 400， BHT640， 1024， TBHQ 

98， 156 mg/kg体重を 1日1回， 7日関連続して腹腔内

に注射した.なお試料はすべて大豆油に溶かしたものを

用い，対照群は大豆油のみを投与した.飼料は予備飼育

期間中は日本クレア製 CE-2，投与期間中は精製飼料9)を

各々水道水とともに自由に摂取させた.動物は最終回投

与24日寺間後エーテル麻酔下，プロトロンビン時間測定の

ため後大静脈より採血し，脱血死させた.採取した血液

について Quickら10)の方法により血紫プロトロンビン

時間を測定した.本報では，その値をプロトロンビン指

数(%)9)として示した.肺は気管とともに摘出し，秤量

し，気管より 10%緩衝ホルマリンを注入再膨張させた後，

気管を切り離し固定した.肺重量は切除した気管重量を

減じて求めた.固定後，肺の各葉について常法によりパ

ラフィン切片を作製， HE， Azan， P AS染色を行なった.

さらに凍結切片により Sudan黒B染色を行なった.なお

本実験で用いた試料の投与量は， BHA は前実験6)の結果

を参考にし， BHTおよび TBHQは， Krasavage引の報告

を参考にした.

結 果

投与期間中の死亡例は各群6匹中， BHA250mg/kg投

与群で 1例で， 400mg/kg群で 1例， TBHQ156mg/kg群

で2例であった.

体重 各群の投与期間中の平均体重の増加推移を Fig.

1に，屠殺時体重を Table1に示した.BHA群では， 250

419 

mg/kgおよび400mg/kg群とも投与開始後 1日目に減

少し，その後4日目までは対照群と同様の増加傾向を示

した.さらに 5日目より 250mg群では増加抑制]， 400mg 

群では減少を示した.最終回投与時およぴ終了時では，

400mg群が低値を示した. BHT群では， BHA群と同

様，投与開始後 1日目に， 640mg/kg群および1024mg/kg
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Fig.l. Changes of Body Weight. Control : (0) 
BHA : 250mg/kg (口)， 400mg/kg (・)

BHT : 640mg/kg (マ)， 1024mg/kg (...) 
TBHQ: 98mg/kg (ム)， 156mg/kg (企)

Table 1. Effects of BHA， BHT and TBHQ on Terminal Body and Lung Weight. 

Lung weight 

Com(mpogu/ndk/gD) ose No. of rats 
Terminal body wAebigsohltu(tge ) Relative wweeiigghhtt ) 

weight(g) (% Body 

Control 6 178:t 9 1. 123:t 0 . 03 o .632:t0. 022 
BHA 5 143:t 8* 1. 492:t0.147* 1. 040:t 0.095* 250 

400 5 134士山* 2.234士0.299* 1.566土0.310*

BHT 6 153士20* 1. 009:t 0.060 O. 703:t 0.015* 640 

1024 6 145:t 14ホ 1. 082:t 0.067 o . 692:t 0.031* 

TB9H8 Q 6 160:t少 1.057士0.079 0.657:t0.036 

156 4 169土 5本 1.025土0.021 O. 640:t 0.019 

: values in figure represent mean:tSD 
* : Statistically different from control (p <0.05) 
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Table 2. Effects of BHA， BHT and TBHQ on Plasma 

Prothrombin Activity. 

Com(mpogu/ndk/gD) ose Number Prothrombin 
of rats lndex(%) 

Control 6 103:t 8 

BHA 5 80:t 16 
250 

400 5 58土 6*

BHT 6 42:t 12* 
640 

1024 6 40:t 8ホ

TB9H8 Q 6 90土10

156 4 100:t 6 

Values in figure represent mean:tSD. 
*目 Statisticallydifferent from control. (pく0.05)

群で， ともに減少した.その後両群ともほぼ直線的に増

加したが，その割合は，対照群に比べ小さかった.また，

投与開始後のすべての期間で、1024mg/kg群が低い値を

示した .TBHQ群では， 98および156mg/kg群ともに投

与開始後よりほぼ直線的な増加を示すが，その増加率は

徐々に減少する傾向を示した.TBHQ群では両群の値は

投与期間を通しでほぼ同値であった.各投与群の終了時

体重はいずれも対照群に比べ有意に小さかった.

肺重量 Table 1に示すように， BHA250および'400mg/

kg群でのみ絶対重量と体重比重量の有意な増加がみら

れた.その割合は用量に比例したものであった.

プロトロンピン指数 Table 2に示すように， BHA250 

mg/kg群では対照と差がなかったが， 400mg/kg群では

有意な減少を示した.BHT群では640および1024mg/kg

群で，ともに有意な減少を示した.TBHQ群では，対照

群と差はみられなかった.

肉眼的所見 解剖時各群からのラットの肺に見られた変

化は次の様であった.BHA250mg/kg群では，各葉の表

面にゴマ粒~米粒大の赤黒色点が散在しており，一部互

いに融合し斑点状になっているものも見られた.これら

の変化は各葉の辺縁に多くみられた.400mg/kg群では，

表面の黒赤色部分が多くなっていて，顕著な例では，ひ

とつの葉の中央の一部分以外はすべて黒赤色を呈してい

た.また BHA群の肺は，明らかに他の群のものに比べ大

きかった.BHT群では，表面にケシ粒大の黒赤色が数個

存在しているのが見られた.この変化の見られるラット

は1024mg/kg群で多かったが，変化の程度は640mg/kg

群と明らかな差はなかった.TBHQ群では，表面が部分

的に暗赤色を呈している肺がみられたが， 98mg/kg群と

156mg/kgで，程度や例数に差はなかった.

病理組織所見肺の組織学的観察は各群の終了時生存例

についてのみ行なった.対照群の肺は典型的な正常構造

を示し，血管および気管周囲の単核細胞の浸潤などの炎

症性変化の徴候は見られなかった (Photo1). BHA250 

mg/kg投与群では，小血管およびその周辺の肺胞壁毛細

血管のうっ血が組織全体に亘って部分的またはほぼぴま

ん性に見られた (Photo2).変化を示す部分では， s市胞

壁は血液の貯留によりじゅず状を呈していた.さらに充

血を見る部位またはその周辺で軽度な肺胞内出血が散見

された.その他，中~大血管では周聞の間質に軽~中等

度の浮腫を見る例が多かった.肺胞壁は組織の所々で肥

厚していてた.程度は柿胞腔が認められているものから，

小塊状になり肺胞腔の認められないものまで存在した.

これらの変化は柿胞壁における細胞数の増加や細胞の腫

大によるものであった.これらの細胞は通常の大形の肺

胞上皮と同様な大きさで，好塩基性が強い核を有してい

るものと，やや大きく，細頼粒状の明るい核質の核を有

しているものとがあった (Photo3). 細胞境界は不明瞭

であるが，細胞質は細かい泡沫状のものが多かった.ま

た肺胞壁に沿って様々な大きさの空胞の存在が見られ，

大きなものは肺胞の1/4-1/3大のものもあった (Photo

3 ).これらの空胞は，小さなものが肺胞壁に存在する細

胞の細胞質に見られることから，肺胞壁で増生，腫大し

ている細胞の細胞質に由来すると思われた.その他，肺

胞壁では，壁を構成する細胞または間質が部分的にエオ

ジン淡染の均質な物質に変化していたり，好中球，好酸

球などの炎症性細胞の浸潤も散見された.これらの変化

はとくに出血や，肺胞壁の変化の程度の強い例で見られ

た.400mg/kg投与群では， 250mg/kg群で見られた変化

の程度が強くなった.そのうち出血はとくに顕著で、，巣

状散在性またはほぼぴまん性に，より広い範囲に見られ，

それらの部位では，肺胞の多くは，赤血球で満たされて

いた.出血の程度はとくに組織の辺縁で、強<，肉眼所見

と一致していた.充血のみられる肺胞壁も見られたが，

出血や肺胞壁の変化の程度が強いために見分け難くなっ

ていた.またより多くの血管でその周囲の間質の浮腫が

みられ，その部分に炎症性細胞や線維芽細胞の存在する

例も認められた.出血部位の周囲では柿胞内水腫を見る

例も散見された.肺胞壁は，細胞数の増加，細胞の腫大，

空胞の大きさや数量などからみて，いずれもその程度は

強くなっていた.それらの結果として，肺胞壁は， 250mg/

kg投与群に比べ，形が不規則で，より大きな小塊状また

は小結節状を呈し，肺胞構造の認められないものも多
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かった.また，空胞が特に多く存在する部分では，ちょ

うど蓮根の切り口の様に見えた.組織全体にEってこの

様な小巣が点在していた (Photo4);これらの肺胞壁に

存している細胞は，大きな長円形またはだ円形の核を有

しているものが多くみられた.それらの核質は細頼粒状

または胞状で大きな核小体が存在し，まれに分裂像もみ

られた (Photo5).これらの細胞は肺胞と接している小

血管周囲にも見られ，その部分では，血管外膜より由来

した線維芽細胞のように見えた (Photo5).変化の見ら

れた肺胞壁で、の線維の増生に注目し，アザン染色を行な

い観察したが，いずれの部位にも線維の増生は認められ

なかった.また肺胞壁が部分的にエオジン淡染の均質物

質様に変化しているものも，より多くの部位で見られた.

細胞の増生や腫大によって肥厚した姉胞壁の他に，同時

に細胞成分が少なし線維状に細くなったものも多く見

られた.肺胞腔内や上位の気道内には，エオジン淡染均

質物質など変性剥離した壁成分の残i査，赤血球，大食細

胞などが多く見られた (Photo6).肺内の各気管支では，

出血や肺胞壁の変化の程度に応じて，粘膜上皮細胞の腫

大，増生が認められた.

BHT投与群では640および1024mg/kg群でともに小

血管および毛細血管のうっ血や血管周囲間質の浮腫を見

る例が散見されたが，いずれも軽度で、あり，その発生頻

度に用量との相関はなかった (Photo7). 

TBHQ群では98mg/kg群では対照と同様であった

が， 156mg/kg群では肺胞壁に空胞が見られた.その大き

さや数量は BHA群に比べ，はるかに小さしまた少ない

ものであった (Photo8).その他は対照に比べ，特に変

化は見られなかった.

次に BHA，TBHQ群で観察された空胞の性状につい

て， クリオスタット切片を作製しズダン黒による脂肪染

色を行なった結果を示す.対照群では，肺胞壁に沿って，

微細頼粒状の脂肪i商の存在が，認められた (Photo9). 

BHA群では，様々な大きさの脂肪滴の存在が認められ

た.これらは肺胞壁の肥厚した部位に多くみられ， HE切

片で見られた空胞と一致していた (Photo10).BHT群で

は，対照と同様でL 特に大きな脂肪滴の存在はなかった

(Photo 11). TBHQ群では156mg/kg群で HE切片で

見られた空胞に一致した脂肪滴の存在がみられた

(Photo 12). 
考察

酸化防止剤である BHA，BHTおよびTBHQの腹腔

投与によるラット肺への障害作用を観察した. BHAの

みが，肺にうっ血，浮腫，出血，肺胞壁での細胞増生お

よび脂肪滴の蓄積などからなる強い作用を示した.除草

剤であるパラコートによるラット肺障害では，散在性の

巣状出血，肺胞壁での細胞増生および線維化なとーが主に

観察され，また BHTによるマウス肺障害では，毛細血管

の充血および血管間質の浮腫，肺胞上皮細胞の増生など

が認められている 7.11，12) このうち BHTによる肺胞細胞

の増生は，肺胞壁の損傷に対する修復反応と考えられて

いる.脂肪滴の蓄積については，パラコートや BHTによ

る肺障害では，報告されていないが，肺の脂質の存在に

関して，肺胞上皮細胞よりホスファチジルコリンなどの

リン脂質からなる肺胞表面活性物質が分泌されることが

知られている川. Valdvial4
)らは四塩化炭素を投与した

モルモットで肺胞壁の脂肪滴の形成を観察し，この変化

が肝細胞の脂肪変性と同様，脂質の分泌抑制の結果生じ

ることを報告した.BHAによる変化でも，脂肪滴が細胞

質に生じたものと考えられたが，その性状については，

今後の分析により明らかにしたい.今回観察された

BHAによる一連の変化は BHTやバラコートによる肺

障害で見られる変化と同様な性質のものと思われるが，

その成り立ちについては，さらに時間的経過を追った観

察や，電顕を用いた観察が必要である.

BHT投与ラットの姉では，用量との相関はなかった

が， うっ血と浮腫がみられた.またプロトロンビン指数

の低下も見られた.この血液性状の変化と組織変化との

関係が考えられたが， BHA250mg/kg投与群では，顕著

な変化を見るにもかかわらず血液性状の変化は見られ

ず，これがうっ血や浮腫の原因ではないものと考えた.

TBHQ群では156mg/kg投与群で BHAに比べ非に

軽度であるが肺胞壁での脂肪滴の形成がみられた.

TBHQのラット肺への作用については， BHT同様，報

告例がないが，マウス肺については， Krasavagel5
)の報告

があり，これによればTBHQによる作用は認められて

いない.脂肪滴の形成に関して BHAと同様の作用が考

えられるが， BHTで見られた充血などの変化と同様，大

変軽度なものであり，再度実験を行ない確認したい

BHAとBHTの肺への作用について，今回得られた

結果と既知の結果とをまとめると次のようである.腹腔

内注射によって BHAはラットに肺障害を起こすが

BHTは起さなかった.マウスに対しては BHAは前実

験的で示したように作用はみられなかったが， BHTは強

い肺の障害作用を起こすことが知られている 7，11)また経

口的に投与された BHAおよび BHTは，ともにラット

肺に対して作用はみられなかった2) 以上のことから

BHAの肺に対する作用には投与経路や動物種による明
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らかな差があることが示された.

腹腔内投与された酸化防止剤のうち BHAが最も強い

作用を示した.しかし，体重の変化のうち，実験後半の

肺障害による減少傾向を除くと，その変化の傾向は，

BHTのそれと同fJ.長であった.またフ。ロトロンビン活'性

に対する作用も BHA，BHTともにみられた.さらに

BHTがマウス肺に同様な変化を起すことから，種差は

あるものの，生体への作用のしかたはよく似ているもの

と思われる.TBHQは， BHAと同様な肺の変化を起す

可能性はあるが，体重の変化の傾向は BHAおよび

BHTとは異っていた.またプロトロンビン活性に対す

る作用がなかったこと，さらに LD50値8)が特に低いこと

などから，その生体への作用のしかたは， BHAとBHT

とは異なった性質を有するものと思われた.
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Explanation of plates 

Photo 1 --8. Photomicrographs were prepared 

from paraffin sections stained with 

hematoxiline and eosin. 

Photo 1. Lung section with normal alveolar struc-

tur巴 fromcontrol rat. X 100 

Photo 2. Section from rat given 250 mg/kg BHA. 

Congestion of capillaries and small ves-

sels，p巴rivascularedema and thickened 

alveolar wall in several places. X 100 

Photo 3. Higher magnification of section in photo 

2. Enlarged cells and various size of 

vacuoles in thickened alveolar wall. X 

200 

Photo 4. Section from rat given 400 mg/kg BHA. 

Alveolar hemorrhage and marked 

changes of alveolar wall. X 100 

Photo 5. Higher magnification of secion in photo 4 

Enlarged cells with large nuclei and mitotic 

figure in thickened alveolar wall. X 200 

Photo 6. Same section of photo 5. Pink stained 

materials in air spaces. X 200 

Photo 7. Section from rat given 1024 mg/kg BHT. 

Slight congestion of capillaries and small 

vessels. X 100 

Photo 8. Section from rat given 156 mg/kg TBHQ. 

Small vacuoles in alveolar wall. X 200 

Photo 9 --12. Photomicrographs were prepared 

from cryostat section stained with 

sudan black B. 

Photo 9. Section from control rat. Fine glanular 

lipid droplets in alveolar wall. X 200 

Photo 10. Section from rat given 400 mg/kg BHA. 

Large lipid droplets in thickened alveo-

lar walls. X 200 

Photo 11. Section from rat given、1024mg/kg 

BHT. Same figure as control rat in 

photo 9. 

Photo 12. Section from rat given 156 mg/kg 

TBHQ. Small lipid droplet in alveolar 

wall. X200 









他誌発表

PAPERS IN OTHER PUBLICA TIONS 

(1984. 7--1985. 6) 



原著論文

ヒトおよび各種動物から分離された Campylobαcter

jejuniおよび Campylobactercoliの抗生物質感受性

の比較

伊藤 武，高橋正樹，甲斐明美，高野伊知郎，斎藤香

彦，大橋誠:感染症学雑誌， 58 (11)， 1206， 1984 

Transferable Resistance to the Vibriostatic Agent 

429 

C.V.Broome : J.Clin.Microbiol， 21 (4)， 553， 1985 

寝たきり老人の異常精神疲状発現の要因一一知カ低下

と介護者との人間関係一一

大井 玄，深山智代，甲斐一郎，武長修行，山崎信行，

市川伸一，鈴木重任，中川正宣，柄沢昭秀，山本俊一:

老人社会科学， 6， 2，124， 1984 

2， 4-Diamino-6. 7-Diisopropyl-Pteridine ( 0/129 )in 農村地域における長谷川式簡易知的機能評価スケール

Vibrio cholerae の適用可能性一一・東京都と沖縄県における比較検討より

Shigeru Matsushita， Yasuo Kudoh and Makoto 

Ohashi : Microbiology and Immunology， 28 (10)， 1159， 甲斐一郎，大井 玄，鈴木重任，深山智代，市川伸一，

1984 武長倫行，山崎信行，名嘉幸一，山本俊一:老人精神医

Staphylocoagulase-Biding Region in Human 

Prothrombin 

Shun-ichiro Kawabata. Takashi Morita. Sadaaki 

Iwanaga. Hideo Igarashi : ]. Biochem， 97 (1)，325， 1985 

Difference in enzymatic properties between 

α・thrombin-Staphylocoagulasecomplex and free 

α・thrombin

Shun-ichiro Kawabata. Takashi Morita，Sadaaki 

Iwanaga.Hideo Igarashi: ].Biochem， 97(4)， 1073， 

1985 

TSS(Toxic shock syndrome)に類似した黄色ブドウ

球菌性敗血症の 3例

田中秀治，中江純夫，和田貴子，前村 達，松岡博青，

善養寺 浩，五十嵐英夫，赤嶺郁子:日本救急医学会関

東地方会雑誌， 6 (1)， 15， 1985 

ニワトリにおけるカンピロパクターの保菌状況ならび

に本菌の排菌推移および養鶏場の環境における本菌汚染

4犬;兄について

伊藤 武，高橋正樹，斎藤香彦，高野伊知郎，甲斐明

美，大橋誠，福山正文，上村知雄.感染症学雑誌， 59(2)，

86， 1985 

学， 12， 2， 293， 1985 

ボケ老人の奥常精神症状発現率一4 色域環境指標たり

うるか・一一

大井 玄，鈴木重任，山本俊一，深山智代，甲斐一郎，

武長倫行，山崎信行，市川伸一，原 実，中川正宣，

佐藤弘明，名嘉幸一:日本公衆衛生雑説， 31， 569， 1984 

虚弱老人のための介護者・患者関係アセスメントの試

み

市川伸一，中川正宣，大井 玄，鈴木重任，深山智代，

武長倫行，甲斐一郎，山崎信行，山本俊一，柄沢昭秀，

名嘉幸一，首山富士子:日本公衆衛生雑読， 32， 5， 1985 

5月末に集団発生をみた B型インフルエンザ

坂井富士子:病原微生物検出情報， (54)， 2， 1984 

下水中のウイルスの消長とその不活化に関する研究.

第 1報下水のウイルス学的実態調査

矢野一好，林志直，薮内 清，田口文章:用水と廃

水， 27 (5)， 489， 1985 

抗原決定基の構造とモノクローナル抗体利用の展望

安東民衛:組織培養， 11 (5)， 186， 1985 

インフルヱンザ流行の時間差に関する研究.平均気温，

Thermophilic Bacteria : a New Couse of Human 平均相対湿度を中心として

Disease 薩田清明，乗木秀夫，坂井富士子，薮内 清:感染症

C.S.Rabkin， E.I.Galaid. DιHollis， R.E.Weaver， 学雑誌， 59(4)， 355， 1985 

S.B.Dees， A.Kai， C.W.Moss， K.K.Sandhu and 



430 

下水中のウイルスの消長とその不活化に関する研究.

第2報紫外線によるポリオウイルスの不活化

矢野一好，薮内 清，田口文章:用水と廃水， 27(6)， 

596， 1985 

高速液体ク口マトグラフィーによる化粧品中のグアイ

アズレンの定量法

鎌田国広，観照雄，原田裕文:衛生化学， 30 (3)， 144， 

1984 

High-Performance Liquid Chromatographic 

Determination of Estradiol Benzoate in Cosmetics 

K.Kamata，H.Harada:衛生化学， 30(5)， 313， 1984 

高速液体クロマトグラフィーによる乳液，クリーム中

の没食子酸プロピルの定量法

鎌田国広，風間成孔:衛生化学， 30 (6)， 390， 1984 

Separation of Methyl-Substituted Benz CcJ 

acridines by Gas-Liquid Chromatography and High-

・PerformanceLiquid Chromatography 

Characterization and pathogenicity of Yersinia 

pseudotuberculosis isolated from swine and other 

animals 

Misao Tsubokura. Koichi Otsuki. Yoshihiro 

Kawaoka and Tsutomu Maruyama: J . Clin. Mi-

crobio1.19(6) ， 1984 

Virulence-associated plasmids of Yersiniαenterか

coliticαisolated in Japan 

Mayumi Tanaka.Masayuki Nakamura.Osamu Ito. 

Tsutomu Maruyama and Masuo Ogawa : Jpn.J. Vet. 

Sci.46(6)， 954， 1984 

Pathogenicity of Erysipelothrix rhusiopathiαe 

strains of serovars la， 3， 5， 6， 8， 11， 21， and Type N 

isolated from slaughter pigs affected with chronic 

erysipelas 

Toshio Takahashi. Takuo Sawada.Kenji Seto. 

Masatake Muramatsu. Tsutomu Maruyama and 

Masako Kanzaki: Jpn.J.Vet.Sci.47(1)， 1， 1985 

K. Kamata. N . Motohashi : J. Chromatogr.， 319， いわゆる健康食品の衛生学的調査(1 ) 

331， 1985 安田和男，西島基弘，斉藤和夫，上村 尚，井部明広，

永山敏庚，牛山博文，田端節子，松本幸子，直井家寿太，

日本薬局法エナン卜酸テストステロン注射液.プロゲ 二島太一郎:食品衛生学雑誌， 26 (4)， 371， 1984 

ステロン注射液，プロピオン酸テストステロン注射液の

定量法 市販穀類の汚染実態調査及び汚染粒の出現率

重岡捨身，宮武ノリヱ，秋山手口幸，原田裕文:医薬品 上村 尚:マイコトキシン， 19， 12， 1984 

研究， 16 (1)， 151， 1985 

The Organ Distribution of Tin and The effect of 

医薬品製剤lの定量法に関する研究.局方製剤l中の微量 Tin on Concentrations of Several Essential Ele-

カプサイシノイドの定量 ments in Rabbit 

風間成孔，寺島 潔，高橋利恵子，安田一郎，秋山和 Momoko Chiba.Kazuko Ogihara. Yutaka Inaba. 

幸，原田裕文:医薬品研究， 16(1)， 155， 1985 Taichiro Nishima and Masakazu Kikuchi : Toxico-

logy.31， 23， 1984 

河川水中の発熱性物質と細菌汚染の比較

正木宏幸，徳丸雅一，宇佐美博幸，岩崎久夫:日獣会

誌， 38， 27， 1985 

食肉からの Yersiniαenterocoliticaの分離方法の再

検討一-CIN培地の選択性とアルカリ処理効果

金子誠二，神保勝彦，小久保繭太郎，松本昌雄，丸山

努:食品衛生学雑誌， 25(5)， 424， 1984 

高速液体クロマトグラフィーによる食品中のオクラト

キシンA及びBの分析法

井部明広，西島基弘，安田和男，斉藤和夫，上村 尚，

永山敏!黄，牛山博文，直井家存太，二島太一郎:食品衛

生学雑誌， 25(4)， 334， 1984 

酵素法によるシアン配糖体の分析(第一報)

βーグルコシダーゼによるシアン配糖体の加水分解



431 

冠政光，直井家存太，字回 裕，伊藤智子:衛生化 高速液体クロマ卜グラフィーによる食品中の油溶性天

学， 30 (5)， 291， 1984 然色素の定量

天川映子，平田恵子，荻原勉，大西和夫:分析化学，

ICP発光分光分析法によるヒ卜血液の多元素同時分 33 (11)， 586， 1984 

析

二島太一郎:病態生理， 30 (10)， 828， 1984 On the Mechanism of Butylated Hydroxytoluene-

食品中のアスバルテーム分析法

井部明広，斉藤和夫，中里光男，菊地洋子，藤沼賢司，

直井君主主等太， 二島太一郎:食品衛生学雑誌， 26(1)， 1， 

1985 

Aflatoxicol汚染飼料用コーンから分離した糸状菌に

よる AflatoxinB 1から Aflatoxicolへの変換について

中里光男，斉藤和夫，菊地洋子，井部明広，藤沼賢司，

西島基弘，直井家存太，二島太一郎，諸角 聖，和字慶

朝昭，一言 広:食品衛生学雑誌， 26 (1)， 33， 1985 

Simple. Rapid Cleanup Method for Analysis of 

Aflatoxins and Comparison with Various Methods 

Induced Hepatic Toxicity in Rats 

Y.Nakagawa.K.Tayama. T.Nakao and K. Hiraga 

: Biochem. Pharmac. .33， 2669， 1984 

The Maternal-Foetal Distribution of Thiabenda-

zole Administered in Two Different Vehicles to Pre-

gnant Mice 

M. Yoneyama. A. Ogata. T. Fujii and K. Hiraga : 

Fd Chem.Toxic. .22(9)， 731， 1984. 

Effects of Di-2-ethylhexyl Phthalate on Lipid 

Compositions of Serum and Testis in Rats 

S.Oishi: Toxico!.Lett. .23(1)， 67， 1984 

Hisashi Kamimura. Motohiro N ishijima. Kazuo Introduction of Chromosome Aberrations and 

Yasuda.Hirofumi Ushiyama.Setsuko Tabata.Sachi- Sister-Chromatid Exchanges in CHO-K1 Cells by 

ko Matsumoto and Taichiro Nishima: ].Assoc.Off. 0・Phenylphenol

Ana!. Chem. .68 (3)， 458， 1985 S. Tayama. S. Yoshida. T . N akao and K. Hiraga : 

東京都区部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(1)

牧野国義，溝口 勲・日本公衆衛生雑誌， 31 (7)， 297， 

1984 

Furan ring formation in OH-initiated photooxida-

tion of 1， 3-butadiene and cis-l， 3-pentadiene 

T.Ohta: Bul!.Chem.Soc.]pn. .57， 960， 1984 

Rate constants for the reactions of OH radicals 

with alkyl substituted olefins 

T . Ohta : Int.]. Chem. Kinetics .16， 879， 1984 

Reactivity of allylic hydrogen in cyclohexadiene 

towards OH 

T .ohta : Int.] .Chem.Kinetics.16， 1495， 1984 

大規模食中毒の起因菌とその疫学

坂井千三-食品衛生研究， 34 (7)， 709， 1984 

Mutation Res. .141， 95， 1984 

Reversibility of Testicular Atrophy Induced by Di 

(2四 ethylhexyl)Phthalate 

S.Oishi : Enviton. Res. .36 (1) ， 160， 1985 

Effect of Cobaltous Chloride on Butylated 

Hydroxytoluene-Induced Hepatic Necrosis in Rats 

Y.Nakagawa.K.Tayama. T.Nakao and K.Hiraga 

Toxico!. Lett. .24， 85， 1985 

Differences in the Haemorrhagic Toxicity of 

Aspirin between Rats and Mice 

O. Takahashi and K. Hiraga : Acta. Pharmac. 

Tox. .56(1)， 6， 1985 

Orthophenylphenol Mutagenicity in a Human Cell 

Strain 

H. Suzuki. N . Suzuki. M. Sasaki and K. Hiraga 

Mutation Research， 156， 123， 1985 



432 

Induction of tumours of the urinary bladder in 

F344 rats by dietary administration of o-phenyl-

phenol 

K.Hiraga and T.Fujii : Fd Ch巴m.Toxic.，22(11)， 

865， 1984 

Carcinogenicity testing of acetaminophen in F344 

rats 

K. Hiraga and T. Fuj ii. : J pn. J . Cancer Res. 

(Gann) ，76(2)， 79， 1985 

Teratogenicity of thiabendazole in ICR mice 

A.Ogata，H.Ando，Y.Kubo and K.Hiraga: Fd 

Chem.Toxic.，22(7)， 509， 1984 

総説・解説

トキシック・ショック・シンドローム

五十嵐英夫，藤川 浩，宇佐美博幸:医学のあゆみ，

131 (13)， 945， 1984 

大腸菌による下痢症

工藤泰雄:医学のあゆみ， 131(13)， 853， 1984 

細菌性輸入腸管感染症その現状と対策

大橋誠:医学のあゆみ， 131 (13)， 858， 1984 

ブドウ球菌食中毒

寺山武:Medico， 15(7)， 15， 1984 

ウエルシュ菌食中毒

寺山武 Medico，15(7)， 22， 1984 

輸入感染性下痢症

工藤泰雄:Medico， 15(7)， 25， 1984 

昨今のコレラ事情

大橋誠:Medical Tribune， 17(32)， 18， 1984 

食中毒

大橋誠:Current Concepts in Infectious Diseases 

今日の感染症， 4(2)， 9， 1985 

ブドウ球菌による ToxicShock Syndrome 

五十嵐英夫，藤川 i告，宇佐美博幸:小児科診療，

48 (4)， 94， 1985 

サルモネラ食中毒とその予防

寺山武:食品衛生， (5)， 28， 1985 

Cαmpylobαcter jejuniおよび Cαmpylobαcter

coliの検査法

伊藤 武，高橋正樹，甲斐明美:メディアサークル，

30(4)， 14， 1985 

冷蔵肉の細菌叢について

小久保粥太郎:肉の科学， 25 (1)， 1， 1984 

食品の微生物学的基準をめぐる諸問題一一基本構想へ

のアプローチ・検査対象微生物およびそれらの菌数限度

について

小久保弼太郎:食品と微生物， 1'(1)， 93， 1984 

Yersiniαenterocoliticαの病原性

丸山 務:メディアサークル， 29(8)， 346， 1984 

空調ダクト内堆積塵の性状-6ビルの調査結果よりー

佐藤泰仁:ビルメンテナンス， 5 (20)， 46， 1985 

著書

感染症の変貌とその対策

腸内細菌科 (FamilyEnterobacteriaceae)分類の歩 五十嵐英夫(分担執筆):メデイカル・ジャーナル社，

み 1985

寺山武:Clinical Laboratory， summer ，13， 1984 

食品微生物検査の簡易化，自動化，迅速化

下痢症からの Aeromonas属および Plesiomonas属 五十嵐英夫(分担執筆):サイエンスフォーラム， 1985 

の分離・同定

伊藤武:Medical Technology， 12 (8)， 799， 1984 Current Status of Bacterial Diarrheal Diseases in 

Japan 
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Y . Kudoh and S. Sakai : Bacterial Diarrheal Dis- Y . Kudoh， S. Matsushita， S. Yamada， M. Tsuno， K. 

eases， CEdsJ ，Y.Takeda and T.Miwatani，83， Mar- Ohta，S.Sakai and M.Ohashi: Adovances in 

tinus Nijhoff Pub!. ，Boston， 1985 Research on Cholera and Related Diarrheas， CEds) 

S. Kuwahara and N. F. Pierce， 261， Martinus N ijhoff 

Biochemical and Serological Characteristics and Publ. ， Boston， 1985 

Fatty Acid Composition of Thermophilic Cam-

pylobacter Data-Exchange Project on Infection Diseases 

M. Ohashi， S. Sakai， T . Itoh， K. Saito， A. Kai and Y. SEAMIC 

Yanagawa: CEds) Y. Takeda and T. Miwatani， 241， M.Ohashi : In Proceedings of the 12th SEAMIC 

Martinus N ijhoff Pub!. ， Boston， 1985 W orkshop 

countries" Edited by Chamlong Harinasuta and 

Etiological Survey on Diarrheal Diseases in a Denisec Reynolds，5，SEAMIC/IMF]，Tokyo，1985 

Rural Area in Thailand， Chan thaburi 

M. Tsuno， K. Ohta， S. Matsushita， S. Yamada， Y. 単クローン抗体ハンドブック

Kudoh， S. Sakai， M . Ohashi ，D. Bhanthunkosol and R. 安東民衛，富山朔二(分担執筆):講談社サイエンティ

Ran-Vrai : Adovances in Research on Cholera and フィク， 1985 

Related Diarrheas， CEds) S. Kuwahara and N. F. 

Pierce， 41， Martinus Nijhoff Publ. ，Boston， 1985 最近の製剤技術とその応用11

宇佐美博幸(分担執筆):医薬ジャーナル社， 1985 

Antibiotic Resistance of Vibrio Cholerae Recent-

ly Isolated from Human Sources in Japan and Other 食品微生物検査の簡易化，自動化，迅速化

Countries 小久保禰太郎(分担執筆):サイエンスフォーラム，

S. Matsushita， K. Ohta ，M . Tsuno， S . Yamada ， Y . 1985 

Kudoh， S. Sakai and M .Ohashi : Adovances in 

Research on Cholera and Related Diarrheas， CEds) 

S. Kuwahara and ，N. F . Pierce， 173， Martinus N ijhoff 

Publ. ，Boston， 1985 

Simplified Method for Identification of Entero-

toxigenic Escherichia coli 

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 5) 

樋口育子，坂本朋子，中川順一，西垣 進-昭和59年

度地震予知に関する調査研究報告書(東京都総務局災害

対策部企画課)， 1985 
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藤川 j告，五十嵐英夫，植田忠彦:月経処理用タンポ 憲樹:黄色ブドウ球菌ToxicShock toxinのウサギ生

ン中における黄色ブドウ球菌Toxicshock toxinの産生 体に及ぼす影響

性 第31回毒素シンポジウム (1984. 9) 

第57回日本細菌学会総会 (1984.7)

M.Ohashi : Antibiotic Resistance in Enteric Path-

五十嵐英夫，宇佐美博幸，藤川 浩，田村弘志，問中 ogens in Southeast Asia and Japan 

重則:合成発色基質を用いたりムルステストによる黄色 International Task Forces and Symposium on The 

ブドウ球菌 Toxic-shock toxin投与ウサギの血中エン Use of Antibiotics W orldwide (1984. 9) 

ドトキシンの挙動について

第57回日本細菌学会総会 (1984. 7) 川畑俊一郎，森田隆司，宮田敏行，岩永貞昭，五十嵐

英夫:スタフィロコアグラーゼの機能ドメインとその l

柳川義勢，伊藤武，斎藤香彦，大橋誠，藤原徹， 次構造解析

中村明子，鈴木健之，栗原金治 Cαmpylobαcter jejuni 第35回タンパク質構造討論会 (1984.10) 

の病原性に関する研究 3 )サルにおける胃内投与によ

る感染実験 藤川 j告，五十嵐英夫，川畑俊一郎，森田隆司:Toxic-

第57回日本細菌学会総会 (1984.7) Shock Syndrome患者由来黄色ブドウ球菌の康生する

Toxic Shock Toxinの精製と性状

松下 秀，工藤泰雄，山田澄夫，津野正朗，大橋 誠: 第 2回診断クロマトグラフィシンポジウム (1984.11) 

Vibrio-static agent 0/129耐性 V.choleraeについて

第57回日本細菌学会総会 (1984.7) 五十嵐英夫，川畑俊一郎，森田隆司，岩永貞昭:ウシ・

プロ卜ロビン-Sepharoseアフィニティーカラムを用い

工藤泰雄:大腸菌による腸管感染症 たブドウ球菌コアグラーゼの精製

第57回日本細菌学会総会(1984.7 ) 第2回診断クロマトグラフィシンポジウム (1984. 11) 

M.Ohashi: Data-Exchange Project on Infectious A.Kai， M.A.Lambert and C.W.Moss: Cellular 

Diseases fatty acid composition and isoprenoid quinone con・

The 12th SEAMIC W orkshop“Problem of Malaria tent of Vibrio cholerαe and related vibrios 

in SEAMIC countries" (1984. 8) The 20th Joint Conference Cholera. US.Japan Coo. 

perative.M巴dicalScience Program. Cholera Panel 

潮田弘，五十嵐英夫，新垣正夫，藤川浩，寺山武 (1984.11) 

ブドウ球菌食中毒原因菌型の推移

第29回ブドウ球菌研究会 (1984. 9) S. Yamada. S. Matsushita. Y. Kudoh and M .Oha-

shi : Purification and characterization of hemolysin 

五十嵐英夫，新垣正夫， i朝田 弘，藤川浩，寺山武， produced by Vibrio fluvialis 

河野潤ー，清水晃:St，α:phylococcus aureusおよび The 20th Joint Conference Cholera. US-Japan Coo-

Staphylococcus intermediusの産生するコアグラ- perative Medical Science Program. Cholera Panel 

ゼの免疫学的相違性について (1984. 11) 

第29回ブドウ球菌研究会 (1984. 9) 

五十嵐英夫.トキシックシンドローム

第29回ブドウ球菌研究会 (1984. 9) 

Y.Kudoh.S.Matsushita and M.Ohashi: 0/129 

resistance and R. plasmids in Vibrio cholerae 0-1 

isolated from human sources 

Th巴 20thJ oint Conference Cholera. US-J apan coop-

五十嵐英夫，藤川 浩，宇佐美博幸，星野忠夫，長尾 erative Medical Science Program. Cholera panel 
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(1984. 11) 

松下真理，生方公子，山下直子，紺野昌俊，五十嵐英

ブドウ球菌食中毒原因菌のコアグラーゼ型の推移

第58回日本細菌学会総会 (1985. 3) 

夫.外来患者由来の臆分泌物から分離した黄色ブドウ球 相川直樹，鈴木啓一郎，奥野星二郎，五十嵐英夫，石

菌のヱンテロトキシン産生状況とコアグラーゼ型， 引久弥，阿部令彦:外科臨床分離菌における黄色ブドウ

ファージ裂との関係について 球菌の分離頻度の増加とその臨床的意義

第33回日本感染症学会東日本地方会総会 (1984.11) 第85回日本科学会総会 (1985. 3) 

高野伊知郎，伊藤武，高橋正樹，斎藤香彦，富岡芳 若井真理子，鎌形有祐，内山竹彦，吉岡守正，五十嵐

彦，高橋栄一:食品中におけるカンピロパクターの生存 英夫，藤川 浩:ブドウ球菌の産生する外毒素 (TSST

および増殖に関する研究. 2.真空包装およびガス置換 -1 )によるマウスマクロファージのインターロイキ

包装した生肉中の本菌の生存について ンー 1(IL-1 )産生

食品衛生微生物研究会第 5回学術講演会 (1984.11) 第58回日本細菌学会総会 (1985. 3) 

山田澄夫:輸入食品の検疫，海外帰国者の病原菌保菌 五十嵐英夫，藤川 浩，宇佐美博幸，星野忠夫，長野

者の現状 憲樹:Toxic-Shock Syndrome毒素のウサギ生体に及

食品衛生微生物研究会第 5回学術講演会 (1984.11) ぼす影響

第58回日本細菌学会総会 (1985. 3) 

高橋正樹，斎藤香彦，甲斐明美，稲葉美佐子，柳川義

勢，伊藤武，高野伊知郎:食品中におけるカンピロパ 柳川義勢，伊藤武，高橋正樹，甲斐明美，斎藤香彦，

クターの生存および増殖に関する研究. 3.野菜・惣菜 大橋誠，中村明子，武藤健，鈴木健之 ウサギから

中の本菌の生存 検出されたカンピロパクターの性状について

食品衛生微生物研究会第 5回学術講演会 (1984.11) 第58回日本細菌学会総会 (1985. 3) 

斎藤香彦，高野伊知郎，高橋正樹，伊藤武，大橋誠 伊藤武，甲斐明美，斎藤香彦，柳川義勢，稲葉美佐

Campylobαcter coliの血清型別とヒトおよび舎種動物 子，高橋正樹，高野伊知郎，工藤泰雄，松下秀，大橋

由来菌株の裂別状況 誠:集団下痢症事例から検出された Escherichiα coli

第52回日本細菌学会関東支部総会 (1984.11) 0145 : Hーの病原性に関する検討

第58回日本細菌学会総会 (1985. 3) 

甲斐明美， M.A.Lambert.C・patton.C.W.Moss:ヵ

ンピロパクター属のイソプレノイドと菌体脂肪酸組成の 山田澄夫，工藤泰雄，松下秀，大橋誠 V.fluvialis 

分析 の産生する溶血毒素についてーその安定性及び他ビブリ

第52回日本細菌学会関東支部総会 (1984.11) オ溶血毒素との免疫学的関連性一

第58回日本細菌学会総会 (1985. 3) 

M. Ohashi : A new Horizon for Cholera Control 

Robert Koch Memorial Symposium on Cholera 津野正朗，工藤泰雄，大橋 誠:感染症サーベイラン

(1984. 11) ス領域におけるラボラトリーコンビュータの導入

三原純司，朝倉斌，森内正人，小島弘之，牧正裕，

斎藤頴，白土寿長，五十嵐英夫:救命し得た toxic

shock syndrome(TSS)のl例

第344回日本内科学会関東地方会例会 (1985. 2) 

潮田 弘，新垣正夫，五十嵐英夫，藤川 j告，寺山武:

第2回日本マイコンクラブ研究会 (1985. 3) 

)11畑俊一郎，海田茂典，森田隆司，宮田敏行，岩永貞

昭，五十嵐英夫:スタフィロコアグラーゼのプロスロン

ビン結合部位の構造解析

昭和60年度日本生佑学会九州支部例会 (1985. 4) 
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伊藤武，高橋正樹，高野伊知郎，斎藤香彦，甲斐明 京と沖縄における在宅高齢者の比較より

美，柳川義勢，稲葉美佐子，大橋誠.市販食肉および 第55回日本衛生学会総会 (1985. 4) 

食鳥処理場の環境におけるカンピロパクターの汚染およ

び分離菌株の血清型別状況について 山間和枝，大井玄，矢野栄二，甲斐一郎，武長倫行，

第59回日本感染症学会総会 (1985. 5) 深山智代，鈴木重任，木内とき子，大塚はな:虚弱老人

松下秀，工藤泰雄，山田澄夫，津野正朗，大橋誠

近年分離されたヒト由来下痢原性ビプリオ(V.cholerae 

における介護負担度

第55回日本衛生学会総会 (1985. 4) 

0-1， non 0-1， V. pαrahaemolyticus， V. fluvialis) 鈴木重任，甲斐一郎，大井 玄老人病院における入

の薬剤耐性と保有伝達性Rプラスミッド 退院の適応

第59回日本感染症学会総会 (1985. 5) 第55回日本衛生学会総会 (1985. 4) 

工藤泰雄，山田澄夫，松下 秀，津野正朗，大橋誠: 児玉博英，徳満尚子，刑部陽宅，柏木義勝.寓山県に

ヒト下痢症・環境由来 Aeromonasの性状と病原性 おける臨床材料由来溶血レンサ球菌について

第59回日本感染症学会総会 (1985. 5) 第59回日本感染症学会総会 (1985. 5) 

M. Ohashi. Y . Kudoh. S. Matsushita. A. N akamura 柏木義勝，植田忠彦，土屋悦輝，風間成干し，林 勝宏，

: Antibiotic resistance in enteric pathogens in 石井敏夫，二木鋭雄，中川茂男.オゾンガスによる滅菌

Japan に関する検討

14th International Congress of Chemotherapy (1985. 第60回日本医科器械学会大会 (1985. 5) 

6 ) 

植田忠彦，柏木義勝，土屋|覚輝，風間成孔，林勝宏，

工藤泰雄東京都における微生物検査情報システム 石井敏夫，二木鋭雄，中川茂男:ガスク口マトグラフィ

衛生微生物技術協議会第 6回研究会 (1985. 6) による残留オゾンの分析法について

第60回日本医科器械学会大会 (1985. 5) 

伊藤武 :Escherichiαcoli 0145: Hーによる食中

毒例 柴田実，安部昭子:ELISA法による百日咳抗体調

衛生微生物技術協議会第 6回研究会 (1985. 6) 査

衛生微生物技術協議会第 6回研究会 (1985. 6) 

工藤泰雄:赤痢菌の分類について

衛生微生物技術協議会第 6回研究会 (1985. 6) 伊藤忠彦，坂井富士子，山崎清，中村清純，薮内 清，

大橋 誠:最近の伊豆七島におけるツツガ虫病(七島熱)

寺山武:ブドウ球菌の分類について の調査研究.式根島を中心とした実態調査

衛生微生物技術協議会第 6回研究会 (1985. 6) 第32回日本ウイルス学会総会 (1984. 7) 

深山智代，山本俊一，大井玄，甲斐一郎，鈴木重任， 川本尋義，渡辺豊，林志直，矢野一好，薮内 清:

市川伸一，名嘉幸一，嘗山富士子，山内弘子，豊里芳子， 急性出血性結膜炎 (AHC)ウイルスの血清学的研究.第

大田邦子，知花真悠美，松田重信，池原博盛・寝たきり 7報非許容温度増殖株の性状とその抗原性について

老人における異常精神症状の要因一知力低下と環境中ス 第32回日本ウイルス学会総会 (1984. 7) 

トレス，沖縄県読谷村の調査からー

第43回日本公衆衛生学会総会 (1984.11) 

甲斐一郎，大井 玄，武長倫行，矢野栄二，鈴木重任，

深山智代，市川伸一，名嘉幸一:老人ボケと社会適応ー東

伊藤忠彦:腎症候性出血熱研究の現状.我が国の野外

における感染現状

第5回衛生微生物技術協議会 (1984. 7) 
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伊藤忠彦:最近急増しているツツガ虫病について(七 第21回全国衛生化学技術協議会年会 (1984， 9) 

島熱を中心として)

第3回東京都微生物技術協議会 (1984， 9) 安田一郎，浜野朋子，瀬戸隆子，秋山和幸:細辛の品

質評価(第 2報)非精油成分によるウスパサイシン近縁

林績，上回隆司，林田 陽，丸山倫，伊藤忠彦， 植物のケモタキソノミー的考察

坂井富士子，山崎清，中村j青純，薮内 清，大橋誠， 日本生薬学会第31回年会 (1984，10) 

大野正彦，吉川 翠，石館敬三，山本正，前田正吉，

前回旨子:最近の伊豆七島におけるツツガ虫病(七島熱) 浜野朋子，安田一郎，瀬戸隆子，秋山和幸:紫雲膏の

の調査研究.式根島T実施したアンケー卜調査 薬剤学的研究(第 2報)紫雲膏の酸化成績体について

第73回東京都衛生局学会 (1984，11) 日本生薬学会第31回年回 (1984.10) 

渡辺悌吉，石原祐，大久保さっき，小野正恵，薮内 田中孝治，田中博，鈴木幸子，吉沢政夫，秋山手口幸，

清，吉田靖子，関根整治，林志直，矢野一好:急性気 安田一郎:各地のオウレンの有効成分の含量の比較につ

道感染症を中心とした症例からのウイルス分離成績(続 いて

報) 第73聞東京都衛生局学会 (1984，11) 

第15四日本小児ウイルス病研究会 (1984，11) 

鈴木助治，酒井正美，森謙一郎，雨宮 敬，風間成孔:

伊藤忠彦他:伊豆七島におけるツツガ虫病(七島熱) ガスクロマトグラフィーによる長鎖アルキル第四級アン

の調査研究.式根島を中心とした実態調査(第3報) モニウム塩の分析法

第74回東京都衛生局学会 (1985， 5) 第21回全国衛生化学技術協議会年会 (1984， 9) 

薩田清明，坂井富士子，蔽内清:1983年-1984年に 伊藤弘一，観照雄，中村義昭，岸本清子，風間成孔

かけての東京地域におけるインフルヱンザの流行につい 香粧品中のグリコール類およびグリセリンのガスクロマ

て.異常気象を中心としての解析 ・ トグラフィーによる定量法について

第59回日本感染症学会総会 (1985， 5) 第21回全国衛生化学技術協議会年会 (1984， 9) 

1. Yasuda. T . Hamano. T. Seto. K. Akiyama and H. 雨宮 敬，酒井正美，森謙一郎，鈴木助治，風間成孔:

Itokawa : The Structures of Pungent Principles 高速液体タロマトグラフィーによる衣料用衛生加工剤チ

Belonging to Unsaturated Aliphatic Acid Amide in アベンダゾールおよびイルガサン DP-300の定量法

Some Crude Drugs 第21回全国衛生化学技術協議会年会 (1984， 9) 

The 5th Asian Symposium on Medical Plants and 

Spices (1984， 8) 中村義昭，観照雄，伊藤弘一，岸本清子，風間成孔:

市販固形化粧石けん中のタール色素の調査報告

岩崎由美子，中山京子，高橋美佐子，秋山和幸:HPLC， 第21回全国衛生化学技術協議会年会 (1984， 9) 

GCによる鎮畳剤の定量法

第21回全国衛生化学技術協議会年会 (1984， 9) 竹内正博，水石和子，山野辺秀夫，江波戸皐秀，風間

成孔:ゴム製町議乳用具中の揮発性N-ニトロソアミンの

瀬戸隆子，安田一郎，浜野朋子，秋山手口幸:HPLCに 定量

よるセンノシド A・Bの定置法ー潟下剤への応用につい 第48回日本食品衛生学会 (1984，10) 

てー

第21回全国衛生化学技術協議会年会 (1984， 9) 山野辺秀夫，竹内正博，水石和子， i.工波戸奉秀，風間

成孔:加熱気化ー金アマルガム法による母乳中の総水銀

萩原輝彦，上原真一，鎌田国広，高橋美佐子，中山京 の定量

子，秋山和幸:HPLCによるラナトシドCの微量定量法 第48回日本食品衛生学会 (1984，10) 
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酒井正美，鈴木助治，悶宮 敬，森謙一郎，風間成孔， 植田忠彦，柏木義勝，土屋悦輝，風間成孔，林勝宏，

浅井 葵，井藤秀雄，大角悦子，土屋正康・市販衣料品 石井敏夫，二木鋭雄，中川茂男:ガスクロマ卜グラフィー

中の防臭抗菌剤の使用実態調査 による残留オゾンの分析法について

第73回東京都衛生局学会 (1984.11) 第60回日本医科器械学会 (1985. 5) 

観照雄，中村義昭，伊藤弘一，風間成孔ガスクロ 柏木義勝，植田忠彦，土屋悦輝，風間成孔，林勝宏，

マトグラフィー質量分析法による化粧品中のエデト酸お 石井敏夫，二木鋭雄，中川茂男.オゾンによる滅菌に関

よびその塩類の分離定量 する検討

日本薬学会第105年会 (1985. 4) 第60回日本医科器械学会 (1985. 5) 

原田裕文，木嶋敬二，風間成孔，観照雄，永山富雄， 小久保粥太郎・食品の微生物学的安全性をめぐる諸問

岩倉良平，沢村邦夫，西島 靖，平松功，広田 博， 題一食中毒予防からみた各種危害要因:食中毒発生頻度

藤山喜雄:香粧品試験法シノキサート の面から

日本薬学会第105年会 (1985. 4) 第5回衛生微生物技術協議会研究会 (1984. 7) 

原田裕文，木嶋敬二，風間成孔，観照雄，永山富雄， 金子誠二，丸山 務，金子賢一 Yersiniaenteroco・

岩倉良平，沢村邦夫，西島靖，平松功，広田 博， litica 03，生物型3のプラスミド保有と病原性因子との

藤山喜雄 香粧品試験法パラフヱノールスルフォン酸E 関係

鉛 第98回日本獣医学会 (1984.10) 

日本薬学会第105年会 (1985. 4) 

岡崎留美，小泉清明，田中豊隆，池沢聖明，宇井昌生，

伊藤弘一，中村義昭，観照雄，風間成孔:高速液体 高橋宗和，早野剛，神崎政子，丸山務，松本昌雄:

クロマトグラフ法による化粧品中の塩基性タール色素， 水槽で飼育する愛玩用カメのサルモネラ汚染実態と二次

特にローダミン Bの分離定量法 汚染防止対策の一考察

日本薬学会第105年会 (1985. 4) 第73回東京都衛生局学会 (1984.10) 

酒井正美，森謙一郎，雨宮敬，鈴木助治，風間成孔 金子誠二，丸山務，中村政幸 Yersinia enteroco・

ガスクロマトグラフィーによる柔軟加工剤・長鎖アルキ liticα血清型 03の保有するプラスミドと生物型との関

ルトリメチルおよびジメチルアンモニウム塩の定量法 係について

日本薬学会第105年会 (1985. 4) 第52回日本細菌学会関東支部総会 (1984.11) 

竹内正博，水石和子，山野辺秀夫，江波戸懇秀，風間 梅木富士郎，神崎政子，丸山務，松本昌雄:MCA 

成孔:魚介類中のトリプチル錫化合物の分析 -LS法の動物レプトスピラ症への応用

第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 第22回レプトスピラシンポジウム (1985. 3) 

江波戸惑秀，竹内正博，水石和子，山野辺秀夫，風間 金子誠二，丸山務:病原性 Yersiniα enterocoli-

成孔:母乳中の Mg，Ca， Fe， Cu， Znの含有量につい ticaの保有する血清型固有プラスミドの比較

て 第99回日本獣医学会 (1985. 4) 

第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 

丸山務，神崎政子 Yersiniaenterocoliticα血清

水石和子，竹内正博，山野辺秀夫，江波戸奉秀，風間 .型 03:生物型3の年次別検出状況

成孔:母乳中の揮発性Nーニトロソアミンの分析

第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 

第99回日本獣医学会 (1985. 4) 
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沢田拓士，川本英一，丸山 務，中井豊次，久米勝己: 第43回日本公衆衛生学会 (1984.10) 

我が園で分離された豚由来 Pasteurellamultocidαの

血清型と壊死毒素産生能 熊江隆，菅原和夫，町田和彦，大下喜子，島岡章，

第99回日本獣医学会 (1985. 4) 二島太一郎:NaClとKClのラットに及ぼす影響(4)体毛

中必須金属レベルの検討

竹重都子，長谷川徹，宮田 耕，高橋宗和，斉藤維雅， 第43回日本公衆衛生学会 (1984.10) 

丸山 務，神崎政子:東京都内における犬及び猫からの

Pasteurella multocid，αの検出状況 真木俊夫，高橋邦夫，柴田承二:半夏の鎮吐作用成分

第74回東京都衛生局学会 (1985. 5) 第105回日本薬学会年会 (1985. 4) 

小久保嫡太郎，松本昌雄，寺田厚，斉藤真，品川 冠政光，勝木康隆，中沢久美子，二島太一郎，字国

邦汎，小沼博隆，倉田 j告:加熱食肉製品中の Clostri- 裕:食品中のシアン化合物に関する研究(2 )シソ中の

dium属汚染について シアン配糖体について

第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 第105回日本薬学会年会 (1985. 4) 

神保勝彦，桐谷礼子，竹葉和江，松本昌雄:食肉中の 上村 尚，西島基弘，田端節子，安田和男，牛山博文，

残留 TC系抗生物質の簡易細菌学的検査法について 松本幸子，二島太一郎:食用油のマイコトキシン汚染実

第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 態及び製造工程による消長

第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 

竹葉和江，村上文子，松本昌雄:食肉中の残留肝姪駆

除剤の検出法について 落合節子，小川仁志，鈴木二郎，西島基弘，二島太一

第49四日本食品衛生学会 (1985. 5) 郎:高速液体クロマトグラフィーによる食品中のホウ素

分析法

上村 尚，西島基弘，安田和男，片山博文，田端節子， 第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 

松本幸子，二島太一郎:麦類及び豆類の Zearalenone

汚染 田端節子，西島基弘，上村尚，安田和男，牛山博文，

第48回日本食品衛生学会 (1984.10) 松本幸子，二島太一郎:各種食品添加物によるアフラト

牛山博文，西島基弘，安田和男，上村 尚，回端節子，

松本幸子，二島太一郎.食用油脂中のクヱン酸イソプロ

キシンの分解

第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 

ピル分析法 中里光男，斉藤和夫，菊地洋子，井部明広，藤沼謙司，

第48回日本食品衛生学会 (1984.10) 二島太一郎:かんきつ類及びバナナ中のジフェニル，オ

ルトフェニルフェノール及びチアベンダゾールの同時分

小川仁志，鈴木二郎，落合節子，西島基弘，二島太一 析法

郎:はちみつ中のフェノール分析法 第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 

第48回日本食品衛生学会 (1984.10) 

冠政光，勝木康隆，中沢久美子，二島太一郎食品

真木俊夫，高橋邦夫，柴田承二:クサウラベニタケ中 中のシアン化合物に閲する研究(3 )食品中のシアン化

の毒成分 合物含有量

第31回日本生薬学会年会 (1984.10) 第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 

熊江 隆，菅原和夫，町田和彦，大下喜子，島岡 章， 石川ふさ子，嶋村保i羊，上田 工，二島太一郎:高速

二島太一郎:NaClとKClのラットに及ぼす影響 (3) 液体クロマトグラフィーによる食品中のピマリシンの分

各種臓器中必須金属レベルの検討 析法
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第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 第43回日本公衆衛生学会 (1984.11) 

K. Makino and 1. Mizoguchi : Relationship of res. H. Seto. T . Takesue and T. Ikemura : Reaction of 

piratory disease mortality and air Pollution or social malonaldehyde With nucleic acid， 2) Formation of 

indices in Tokyo Metropolis f1uorescent pyrimido 0， 2-a) purin -10 (3H) 

The 12th International Biometric Conference (1984.. -one5' .nucleotide 

9 ) The 1984 International chemical Congress of Pacific 

Basin Societies (1984. 12) 

杉森文夫，成末雅恵，関比呂伸，成島|覚雄:ドバトの

飢餓実験， 1)栄養診断 狩野文雄，加納嘉子，溝口勲:幹線道路沿道周辺の

1984年度日本鳥学会 (1984. 9) 浮遊粉塵中の多環芳香族炭化水素滋度と変異原活性につ

いて

成島悦雄，斉藤勝、杉森文夫，関比呂伸，ド、パトの 第74回東京都衛生局学会 (1985. 5) 

飢餓実験， 2)血中の生化学的性状の動態

1984年度目本鳥学会 (1984. 9) 太田与洋，名倉広明，大山敏郎，鈴木伸，溝口 勲:

ppmレベルでのオレフィン類の N02に対する反応性

大津誠喜，池田真↑吾，福田雅夫，牧野国義，関比巴伸， 第25回大気汚染学会 (1984.11) 

鈴木孝人，加納嘉子，溝口 勲東京都における降下ば

いじん量の推移(昭和44-昭和58年) 太田与洋，大山敏郎，名倉広明，溝口 勲:芳香族類

第73回東京都衛生局学会 (1984. 11) のOHに対する反応性

第25回大気汚染学会 (1984.11) 

遠藤圭子，鈴木孝人，池田真悟，溝口 勲，ラットに

おけるメトヘモグロビン形成とその還元機構におよぼす 太田与洋，名倉広明，大山敏郎，鈴木伸，溝口 勲:

N02暴露の影響 N02とジオレフィン類の反応速度定数

第25回大気汚染学会 (1984.11) 第1固化学反応討論会 (1984.11) 

鈴木孝人，寺田伸枝，池田真悟，大津誠喜，遠藤圭子， 松本淳彦:藍藻によるカビ臭

溝口 勲:N02の肺 中 Angiotensin Converting 第21回日本水処理生物学会，水道水のカビ臭に関する

Enzyme 活性へおよぽす影響 シンポジウム (1984.11) 

第25回大気汚染学会 (1984.11) 

高橋保雄，笹野英雄・ヘキサン抽出による水道水中の

狩野文雄，佐藤泰仁，多国字宏:空調器ダクト内堆積 有機物

粉じんの多環芳香族炭化水素の分析と変異原性 第43回日本公衆衛生学会 (1984. 10) 

第25回大気汚染学会 (1984.11) 

土屋悦輝:イオンクロマ卜グラフィーによる水中ヨウ

牧野国義，溝口 勲:健康指標と大気汚染指標，社会 素イオンの微量定量

指標との関連性の検討 (II) 第105回日本薬学会 (1985. 4) 

第25回大気汚染学会 (1984.11) 

土屋悦輝，安藤正典，梶野勝司，佐藤孝:水質試験

関比呂伸，加納嘉子，田村行弘:メチル水銀毒性に対 法・臭気物質

する食物繊維の影響 第105回日本薬学会 (1985. 4) 

第43回日本公衆衛生学会 (1984. 11) 

佐藤泰仁:空調ダクト内堆積粉じんの性状(第 2報)

平田一郎，池島伸至，神真知子，入倉善久，新井輝義，

太田建爾，坂井千三:生食用アジおよびアサリの病原ビ
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プリオ汚染 8 ) 

第18回腸炎ビブリオシンポジウム (1984.10) 

佐藤かな子，浦山 修，長宗秀明，加納いつ，中尾順

矢口久美子，渡辺学:東京都多摩地区地下水中の塩 子，中尾真:馬腎 Na.K-ATPaseのモノクローナル

素系有機溶剤に関する調査目 抗体(第二報)

第43回日本公衆衛生学会 (1984.10) 第57回日本生化学会大会 (1984.10) 

太田建爾，川田浩子，平田一郎，坂井千三，山田澄夫， 中尾順子，加納いつ，長井二三子，佐藤かな子，牛山

松下秀，津野正朗，工藤泰雄，大橋誠-海外旅行者 慶子，中川敦子，中尾真:Na. K-ATPaseの精製法の

下痢症より分離された Shigellasonneiのコリシン型 改良標品

と薬剤感受性 第57回日本生化学会大会 (1984.10) 

第59回日本感染症学会 (1985. 5) 

長宗秀明，浦山修，原諭吉，中尾真，佐藤かな

太田建爾，平田一郎，池島伸至，神真知子，新井輝義， 子，中尾順子 プタ腎 Na+.KヘATPaseに対するモノ

入倉善久，坂井千三:生食用アジおよびアサリの病原ビ クローナル抗体の作用

プリオ汚染 第57回日本生化学会大会 (1984.10) 

第59回日本感染症学会 (1985. 5) 

能勢征子，風戸実香，坂井千三:腸炎ピプリオの増殖

に及ぼす有機酸とコール酸ナトリウムの影響

第49回日本食品衛生学会 (1985. 5) 

米山允子，小勝昭夫，中尾順子，平賀興吾:Thiaben-

dazoleの妊娠マウスにおける生体高分子への不可逆結

合について

第11回日本毒科学会学術年会 (1984. 7) 

O. Takahashi and K. Hiraga : Metabolism and 

Haemorrhagic Toxicity of Phenolic Compounds 

IUPHAR 9th International Congress of Pharmaco-

logy (1984. 7) 

S. Oishi: Testicular Atrophy Induced by Di-2-

ethylhexyl Phthalate 

IUPHAR 9th International Congress of Pharmaco-

logy (1984. 7) 

T . N akao， K. Satoh. 1. Kano， M. N akao : Sodium 

and Potassium lon-Dependent Change in Oligomer-

ization of Na.K-ATPase in C12Es Detected by 

Low-Angle Laser Light Scattering Technique in 

Combination with High Performance Porous Silica-

Gel Chromatography 

4th International Congress on Na. K-ATPase (1984. 

長井二三子，樺島l順一郎，中川敦子，加納いつ，中尾順

子，中島 章赤血球ゴーストおよび Ca-ATPaseに対

するクロロキンの作用

第57回日本生化学会大会 (1984.10) 

牛山慶子，深野駿一，樺島)11員一郎，長井二三子，加納

いつ，中尾順子:代謝酵素存在下の OPPとDNAの結

合

第57回日本生化学会大会 (1984. 10) 

高橋 省，坂本義光，平賀興吾:ラットとマウスの肺

に対するプチルヒドロキシアニソール (BHA)の効果の

差異

日本薬理学会第71団関東部会 (1984.10) 

大石真之，渡辺真利代，平賀輿吾:監藻 Microcystis 

aeruginasaの急性毒性とその心臓血管系への影響

第58回日本薬理学会総会 (1985. 3) 

高橋省，平賀興吾・ジプチルヒドキシトルエン

(BHT)の出血致死効果(続報)

第58回日本薬理学会総会 (1985. 3) 

中川好男，田山邦昭，中尾順子，平賀輿吾:ジブチル

ヒドロキシトルエン (BHT)によるラット肝障害

日本薬学会第105年会 (1985. 4) 
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T. N akao， K. Satoh， F . N agai， I.Kano， O. U rayama 平賀興吾，藤井 孝，井口重孝，田山邦昭:オルトフ z

and M.Nakao : A Monoclonal Anti.Horse Kidney ニルフヱノールナトリウムの F344/DuCrjラットによ

Na+，KヘATPaseAntibody Inhibiting ATP Hydroly. る発痛性試験

sis and Rb+ Transport and Activating K+.pNPPase 第43回日本癌学会総会 (1984.10) 

Activity 

The 11th Yamada Conference on Energy Transduc- 回山邦昭，井口重孝，藤井 孝，平賀興吾:オル卜フェ

tion in A TPase (1985. 5) ニルフェノールナトリウムにより誘発されたラッ卜腸脱

題携の移植性について

藤井孝，井口重孝，田山邦昭，平賀興吾サッカリ 第43回日本癌学会総会 (1984.10) 

ンナトリウムのラット勝脱発癒に対するオルトフェニル

フェノールおよびオル卜フェニルフヱノールナトリウム M . Sasaki : Enhancing effect of acetaminophen 

前処理の影響 on mutagenesis 

第43回日本癌学会総会 (1984.10) 4th International Conference on Environmental 

Mutagens (1985. 6) 
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