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昭和56年 3月臨床検査技師，衛生検査技師等に関する法律の一部が改正され，登録衛生検査

所における試験検査についての精度管理事業が都道府県ごとに実施されることとなりました。

これにともなって，都道府県衛生研究所等，公的試験研究機関の今後の責務と役割が問われる

こととなります。都立衛生研究所では，すでに都衛生局，都医師会，学識経験者などからなる

精度管理委員会の一員として参加し，積極的に精度管理事業の役割の一端を担ってきましたが，

今後は全国の地方衛生研究所相互間での内部精度管理を推進し，技術の研鎖，情報の交換等を

通じ期待に応えてゆかなければなりません。又，自然食品や新しい感染症lの問題など，衛生行

政の動向をふまえ，それらに応えられるよう，新しい試験検査法の確立にも心がけなければな

りません。更に，国の感染症サーベランス事業の拡大に伴う，検査情報の速かな提供や，情報

のネットワーク化についても，地方衛生研究所の立場と役割を明確にして行く必要があります。

財団法人，ヒューマンサイエンス振興財団が新しく設立され，国立試験研究機関と提携して，

企業及ぴ民間研究機関等との共同研究事業が発足しようとしていますが，学際的共同研究のあ

り方として，一日も早く軌道に乗って，多くの成果があがることを期待するものであり，地方

衛生研究所においても，将来関連分野における課題に積極的に参加してゆきたいものでありま

す。

東京都立衛生研究所， r研究年報」第37号を発刊いたします。今回は81編の論文を報告いた

します。各研究報告にたいし，御意見，御助言を賜われば幸いと存じます。

昭和61年12月

東京都立衛生研究所長 長崎 護
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報文 I

感染症等に関する調査研究

REPORTS 1 

PAPERS CONCERNING ON INFECTIOUS AND OTHERS 



東京衛研年報 A附• Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 37，ト 7，1986 

パーソナルコンビュータを用いた海外旅行者下痢症の

細菌検査成績処理システムの開発(第3報)

訪問国パターン別赤痢菌およびサルモネラ検出状況

解析システム

津野正朗へ工藤泰雄*，大橋 誠*

Development of a Computerized Data Base System for Processing Results 

of Bacteriological Examination of Overseas Travellers' Diarrhea (111) 

A System for Analyzing Salmonella-and Shigella圃 detectedCases 

by Patterns of Countries Visited 

MASAAKI TSUNO*， YASUO KUDOH* and MAKOTO OHASHI* 

区eywords:データベース database，ノfーソナルコンビュータ personalcomputer，海外旅行者下痢症 overseas

travellers' diarrhea，ノfターンアナリシス patternanalysis 

我々は1983年以後，パーソナルコンピュータを用いた

海外旅行者下痢症の細菌検査成績処理システム

(MRFC) 1，2)および同システムのサポート用として検査

成績解析システム (MDAシリーズ)3，4)の開発を行い，

海外旅行者検便業務に係わる情報の管理・処理に活用し

てきた.後者の MRFC用サポートシステムの内，特に

訪問国パターン別検査成績解析システム (MDAシリー

ズ・ 010，110およびその後追加開発した120，130) の利

用によって，手作業によっては多大の時間と労力を要す

る海外渡航者の訪問国パターン(訪問 1-5ヶ国の組み

合わせ)別病原菌検出状況の解析が必要に応じて随時行

えるようになった.対象とした海外旅行者下痢症患者は，

各々が多彩な国々に渡航歴を有するばかりでなく， 2ヶ

国以上を歴訪した者も多く，いずれの固に旅行するとど

んな疾患に擢患し易いかを推定することは必ずしも容易

でない.上記の各システムは，これをいわば散発事例の

集合であると考えて，当該下痢症例の細菌学的検査成績

を大量に累積して分析することによって，訪問国別の病

原菌検出傾向を推定するという手法を採用した解析シス

テムであった.

それらのシステムを用いた解析の結果，コレラ菌，非

0.1ピブリオ・コレレ，ピブリオ・フルビアリス，腸炎

ピブリオ，赤痢菌，病原大腸菌・血清型 (EPEC)，毒素

原性大腸菌 (ETEC)，プレジオモナスなどは渡航者の

訪問国パターンによって検出状況が大きく左右されるが，

サルモネラおよびカンピロパクターはこれに関係なく比

較的平均して検出される傾向など，海外旅行者下痢症の

疫学的考察に有用な情報を得ることができるようになっ

た3，4) また赤痢菌については，検出菌の血清型には，

訪問国パターンによる特徴が認められることが明らかに

なっ.た3)

そこで我々は，海外渡航者の訪問国別病原菌検出状況

についてさらに詳細な解析を行うために，訪問国パター

ン別の赤痢菌種・菌型別およびサルモネラ 0群別検出状

況解析システムを開発した.以下にその概要を述べる.

システムの開発手順

システム開発当初に採用したパーソナルコンピュータ

の主要ハードウエアおよびディスク・オペレーション・

システム(いわゆる DOS) は， NEC (日本電気株式会

干士)の PC80S31 (5 Dタイフ。のデPュアル・デFィスクド

ライパ)および PC8024 (ドットプリンタ)装備の

PC8001 mk n (64 Kバイト仕様)，および， NEC PC-

8001BASIC Ver 1. 3 Copyright 1979 (C) by Microsoft 

(いわゆる N-Basic版)である.またシステム開発途

上において同社製の PC-9800Fおよび PC9800VMライ

ンが導入され，これらには DOSとして NECN-BASIC 

*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 3-24一l

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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(86) Version 1.0 Copyright (c) 1983 by NEC Corpora-

tion/Microsoft Corp.を採用した.

試験解析用には， MRFC1
)の運用によって蓄積された，

1980-1984年の 5ヶ年分のデータを供試した.解析時に

参照した主要収録情報は，被検者区分(下痢現症者・既

往者・健康者の別)，旅行国，検出菌株数および検出病

原菌である.

訪問国パターン別赤痢菌およびサルモネラ検出状況解

析システムの開発にあたっては，まず， MDAシリー

ズ・ 010および110を用いて供試データにおける出現訪問

国パターン数の測定を行い， MRFCの Activity15および

16 1 • 2 ) によって赤痢菌の菌型別およびサルモネラの O群

別出現傾向を把握して，分類集計処理の所要取扱情報量

を推定した.これらを基礎資料として，両システム開発

に対する詳細な請求要件(いわゆる Requirment) を得

た.

またソフトウエアのデザインに際しては，訪問国コー

ドの取り扱い，基本的なデータ処理アルゴリズム，プロ

グラミング言語など， MDAシリーズ・ 1103
.
4
)のそれら

を踏襲した.

各々のシステム完成後， 1980-1985年の 6ヶ年分の検

査成績を用いて，実務運用における評価を行った.

供試データの試験解析結果

1980-1984年の各年に認められた海外渡航者の訪問国

パターンは，それぞれ， 213， 192， 220， 212および219

種であり， 5年間の累積では542種であった.

赤痢菌の出現菌型数は，各年で 8-15菌型， 5年間の

累積で23菌型であり，また，サルモネラの出現0群数は，

各年で11-15群(ただし，チフス菌，パラチフスA菌，

パラチフス B菌を別途に取り扱い， B-Lの各O群およ

び，その他のO群をまとめて 1つのO群とみなした)， 

5年累積では17群であった.

訪問国パターン別赤痢菌およびサルモネラ検出状況

解析システムの概要

上述の試験解析結果を基礎資料として，各々のシステ

ム開発に対する詳細な請求要件を得，ソフトウエアのデ

ザインおよびプログラミングを行った.完成した訪問国

別赤痢菌およびサルモネラ検出状況解析システムは各々，

MDAシリーズ・ 220および MDAシリーズ・ 320と名付

けた.両システムの情報処理手順は図 1に示すとおりで

ある.なお対象病原菌のコード番号は，赤痢菌の菌型別

コードおよびサルモネラの0群別コード共に， MRFCの

ものをそのまま使用し，分類集計に際してはそれらを変

数配列に適応させるために独自に設定した一連のシフト

コード番号に変換して利用する方式とした.

取扱訪問国パターン数の上限は，過去の実績に基づい

た推察から， 20年分以上のデータの累積解析ができるよ

うに充分な余裕を見積もって， 1000と設定した. また出

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

分類集計結果の記憶方法については， MDAシリーズ・

110と同様に，前者をパーソナルコンピュータ本体のメ

モリー上に内部記憶し，後者をフロッピーディスク上に

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，データ処理を行う

方式とした.“:Temp:"ファイルのデータフォーマッ

トは， MDAシリーズ・ 110とほぼ同様に行った.すな

わち，訪問国パターン別の該当検査件数および赤痢菌あ

るいはサルモネラ検出例数に続いて，各菌型あるいはO

群別の検出菌株数をシフトコード番号順に配列し，最後

の10バイトに訪問国パターンを納めて， 1パターン分の

検出状況の記憶に256バイトを割り当てた.

各々の解析は，被検者区分を指定して行うことができ

る.すなわち，下痢現症者 (pと略)，下痢既往者 (G)， 

健康者 (H)の単一指定，下痢有症者群として， (p + 
G)の指定，採使時に下痢がなかった者として， (G + 
H)の指定，および，被検渡航者の合計として， (p十

G+H)の指定をすることができる.

ハードコピーの出力様式は，基本的に MDA・110の

それを踏襲し，“:Temp:"ファイルに記憶した訪問国

パターン別の分類集計結果をそのままの数値と順序で出

力するプルーフイング・リスト，および，解析結果を直

接視覚に訴えるための検出状況グラフイック表示を含む

ものとを用意した.後者の様式は，それぞれ訪問国パ

ターン別印字の，上段に各検出状況の実数を出力し，下

段にグラフイック印字を行う.下段のグラフは，各検出

菌型あるいはO群ごとに，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

M未満，?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するものである.この様式を

出力する場合には，まず，“ :TEInp:"ファイルから全

ての収録訪問国パターンを読み出し，これらを訪問国

コード番号順に並べ換え (swapping) を行う.プリン

ターへの出力は，その後，該当被検者の下限指定 (1-

250の任意の値を指定可)に従って行われる.また陽性

者数の下限指定もそれぞれのシステムにおいて可能であ

る.

各々のシステムにおける分類集計処理および解析結果
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図 1.訪問国パターン別赤痢菌およびサルモネラ検出状況解析システムの情報処理フロー
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ハードコピーの出力は， E 3群を除いて行う.新しいサ

ルモネラ分類への対応については，後述する.

実務運用における評価

両システムは，ディスク・ドライパのドライブ 1にシ

ステムディスク， ドライブ 2にMRFCデータディスク

を各々装填した後，システムのメインスイッチまたは本

体のリセットボタン操作によって自動的に起動する.起

動後オペレータが手作業を要するのは，検索条件の設定

および年次毎に行うデータディスクの入れ替え程度であ

る.データ処理作業は，データディスク上の記憶情報を

収録順に従って 1件ずつ読み出して検索指定条件に該当

するレコードを識別する，リニアサーチ方式で，自動的

に実行される(図 1参照) 累年処理が終了すると，分

4 

のハードコピーの出力は次のような項目分類で行う.

すなわち，訪問国パターン別赤痢菌検出状況解析シス

テム (MDAシリーズ・ 220) の場合，訪問国パターン別

の集計は A群10~! (A1-AlO)， B群11型(1 a， 1 

b， 1 c， 2 a， 2 b， 3 a， 3 b， 3 c， 4， 5， 6)， C群

15型 (C1一C15)， D群， A-C各群の型別不能株等

(各々 (AJ，(BJ， (CJ と略記)に分類して行う.た

だしハードコピーの出力は，検出された菌型のみ行う.

また，訪問国別サルモネラ検出状況解析システム

(MDAシリーズ・ 320) の場合，訪問国パターン別の集

計は，チフス菌 (Typ.)，パラチフス A菌 (P.A.)，パラ

チフス B菌 (P.B .) ， B - 1， KおよびLの160群，お

よび，その他の O群 (Otr.)に分類して行う.ただし

ー-
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類集計結果は“ :TEII1p:" ファイルに記憶されて，

パーソナルコンピュータ本体のメモリーはクリアされる.

その後に，必要な様式を指定してハードコピーを得るこ

とができる.“:Temp:"ファイルは必要に応じて何時

までも保存できるようになっているので，以後何度でも

ハードコピーの出力が可能で、ある.

1980-1985年の被検渡航者合計15，233名分の蓄積情報

について， PC9800シリーズ用の両システムを用いて累

年処理を行って得たハードコピーの出力例を図 2-5に

5 

示す.対象とした 6年間における出現訪問国パターンの

総数は611であった.図 2および 3は，“:Temp : 

ファイルに記憶した訪問国パターン別の分類集計結果を

そのままの数値と }IJ買序で出力したプルーフィング・リス

トであり，前者が赤痢菌用，後者がサルモネラ用のシス

テムによって得られた例である.

図4および 5は，同じく“:Temp:" ファイルに記

憶・保存された訪問国パターン別の分類集計結果を読み

出し，これらを訪問国コード番号順に並べ換え，検出状
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図4. 訪問国パターン別赤痢菌検出状況解析システム (MDAシリーズ・ 220)

によって得た菌型別検出状況のハードコピー出力例

パターン別被検者数が100以上で，かつ，その内の赤痢菌陽性例が

3件以上の訪問国パターンのみ限定出力した.
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中食言すができる.

図 4は，赤痢菌用の解析システム (MDAシリーズ・

220) によって，該当被検者数が100名以上でかつ，その

内の赤痢菌陽性例数が 3件以上のパターンを限定出力し

て，得られたハードコピーの出力例である.例示した各

訪問国パターンにおいて， r韓国 (Kore)jおよび「イ

ンド (Indi)j の 各 1ヶ国渡航例，および， rタイ

(Thai) ・インドj，rタイ・ネパール (Nepl)j， rイン

ド・ネパールj，rタイ・インド・ネパール」の各複数国

歴訪例における赤痢菌の検出率は， 7.4-9.3%と他に比

6 

況を検出菌株数(上段)にグラフイック表示(下段)を

添えてプリンタに出力したものである.下段のグラフは，

前に述べたとおり，赤痢菌の検出菌型ごと(図 4)ある

いはサルモネラのO群(図 5)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の比較

において，横型棒グラフの巾を段階的に太くして表示し

である.従って，上段の数値を横に通覧することによっ

て各訪問国パターンにおける検出菌型あるいはO群の頻

度を比較することができ，グラフ表示を縦に観察するこ

とによって各訪問国パターン聞における検出状況の比較
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図 5. 訪問国パターン別サルモネラ検出状況解析システム (MDAシリーズ・ 320)

によって得たO群別検出状況のハードコピー出力例

ノTターン別被検者数が100以上の例のみを限定出力した.

35 15 37 93 20 o 293 45 2 446 307 235 TotaI ( 611 patterns) 15，233 1，429 



東京衛研年報 37，1986 7 

較して高く，グラフ巾が各々同程度に広く表示されてい

る. しかしこれらを検出菌型別に観察すると，例えば，

それらの内で高頻度に検出された(グラフ巾が広い)菌

型では，韓国渡航例においてはフレキシネル 1bおよび

2aの2菌型であるが，インドやネパール渡航を含む各

パターンの例においては 7-11菌型と多彩であり，前者

と当該菌検出率および陽性数が近似する「タイ・ネパー

ル」および「タイ・インド・ネパール」歴訪パターンと

比較した場合においても同様の傾向がうかがえる.この

ような解析結果のハードコピーを観察することにより，

海外旅行者の渡航先の如何によって催患し易い菌型の傾

向を推察することができた.

図5には，サルモネラ用の解析システム (MDAシ

リーズ・ 320) によって，該当被検者数100名以上の訪問

国パターンのみ(陽性例数の下限指定なし)を限定して，

得られたハードコピーの出力例を示した.サルモネラの

検出率は，訪問国パターン別に見ると韓国 1ヶ国の渡航

例および「タイ・インド・ネパールJ3ヶ国辰訪例では

他に比較してやや低い(グラフの巾が小さい)が，その

他の例では互いに大差なかった.これらを O群別に観祭

すると，例えばB群や C1群は訪問国パターン間におけ

るグラフ巾に大差が認められないが， C 2群においては

「シンガポール (Sinp)J 1ヶ国訪問および「シンガ

ボール・マレーシア (Mals)J歴訪パターンのグラフ巾

が広く表示されており，これらのグラフ巾の差異を観察

することによって，訪問国パターン別の検出傾向を容易

に比較・検討することができる.

考察

上述の両検査成績解析システムは，先に開発した

MDA • 010， 1103.~) や 120 ， 130等と同様に MRFCI.2)の

サポート用として開発された.これらのシステムの完成

によって，手作業によっては多大の時間と労力とを要す

る訪問国パターン別赤痢菌あるいはサルモネラ検出状況

を各々菌型別あるいはO群別に分類集計して解析する作

業が自動化され，必要に応じて随時処理ができるように

なった.またそれらの成績を直接的に視覚に訴える様式

でプリントアウトできるようにシステムをデザインした

ことによって，当該業務担当者以外にも理解し易い資料

を提:1:共しf専るようになった.これらのシステムによって

得られる解析結果を， MDA. 110や120など，すべての

病原菌を対象とした検査成績解析システムによって得ら

れる結果と併わせて検討することにより，さらに詳細な

訪問国別の病原菌擢患状況を推察できるようになったと

考える.

なお，赤痢菌の検出率はサルモネラのそれに比較して

低く， 6年間の累積では，特に該当被検者数が少ない訪

問国パターンあるいは菌型については，検出傾向を充分

に把握でき得ない. したがってさらに詳細な検出状況の

分析を行うためには，解析主旨に応じて，累積年数を重

ね検出例数の総数を大きくして解析を行うか，あるいは，

MDAシリーズ・ 110で実施したと同様に，各訪問国側別

の延べ被検者数を待て検出状況を推定する解析手法1.2)

を試みることが望まれよう.

また，システム開発後，赤痢菌の血清型，サルモネラ

のO群分類表示に追加あるいは変更があったので，分類

集計の項目については適切な変更を行いたいと考えてい

る.
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パーソナルコンヒ。ュータを用いた腸チフス

およびパラチフス情報管理システムの開発

津 野 正 朗 * 大 橋 誠*中村明子**

A Data Base for the Typhoid and Paratyphoid Fever Surveillance 

by Using Personal Computer 

MASAAKI TSUNO*， MAKOTO OHASHI* and AKIKO NAKAMURA * * 

Keywords:データベース database，パーソナルコンピュータ personalcomputer，感染症サーベイランス infec.

tious disease surveillance，腸チフス Typhoidfever，パラチフス Paratyphoidfever 

法定伝染病の 1つである腸チフスおよびパラチフスに

対しては，伝染病予防法の定めるところにより対策がと

られているところであるが，これに加えて1966 (昭和

41)年11月には厚生省公衆衛生局長通知「腸チフス対策

の推進について」が発行されて，別途全国的なサーベイ

ランスシステムが組織され，対策の強化が計られてい

る1) このシステムでは，厚生省へ集められる腸チフ

ス・パラチフス患者の発生情報と国立予防衛生研究所に

おいて実施されている分離菌株のファージ型別試験成績

とが活用され，これらを指標として流行解析が行われて

いる(図 1参照).同疾患の疫学的解析におけるファー

ジ型別成績の利用価値は高しこれを応用して，広域的

に催患者が分布していて認識が困難であるような流行事

例の確認，感染経路や感染源、の追究などに多大の実績を

おさめてきている2，3) 本事業発足当初と比較すると，

腸チフス・パラチフス患者の発生は多少の減少傾向を示

しているが，現在でもなお年間300例余が報告されてお

り，毎年数件の流行も認められる.また近年における海

外旅行者の増加により，輸入事例が年々増加しつつある.

したがって今後も本サーベイランスシステムの維持が必

要である.

このシステム中で著者らは，検査室由来情報を生産す

る立場で事業に参画してきた.本事業に係わる情報管理

は，従来，検査室由来情報および関係行政担当者[S署など

からの患者・保菌者情報をマークシートに集約し，カー

ドセレクタ(タナック)の使用によって，検索・分類・

集計等の処理作業を実施してきた. しかし，より詳細な

分類集計，流行の分析などを行う上でなお不便な点が

あったので，情報処理をさらに迅速化し，必要に応じて

随時多様な資料を行政担当者に提供できるようにするた

め，パーソナルコンピュータを導入して，専用データ

ベースの自家開発を行った.開発したシステムには，

“Typhoid and Paratyphoid Fever Surveillance， Japan" 

に由来して“TF S J"の略称を与えた.以下にこれを

紹介する.

なお，本システムによって取り扱われる情報には，個

人的な情報が含まれており，その秘密厳守に万全を期す

べき要がある. したがって本報では感染症サーベイラン

ス領域におけるパーソナルコンピュータの活用例として

同システムを紹介するにとどめ，患者・保菌者の個人的

な内容に触れることを避けた.

パーソナルコンビュータシステム開発の基本方針

著者らがこれまで，感染症サーベイランス領域におけ

るパーソナルコンピュータシステムの開発~-7) を行うに

あたって採用した手順をシステムのライフサイクルとし

て表 1に示した.今回のシステム開発においても，検査

室由来情報の生産者であるラボワーカー自らが，ユー

ザーとして請求要件 (Requirment) をまとめ上げ，シス

テムデザイナー，システムエンジニアおよびプログラ

マーの役をも果たした.

腸チフス・パラチフスサーベイランス事業の目的は全

国的によく徹底しており，関連情報の収集率もこの数年

*東京都立衛生研究所微生物部制lI1hli第一研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* Th巴TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo，l60 ]apan 

* *国立予防衛生研究所中lll1'ii部
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l腸チフス中央委員会|

全国的な流行の解析

図 1.腸チフス・サーベイランス・システムと情報の流れ

間90%をはるかに上回っている.さらに従来からカード

セレクタが使用されていた経緯もあり，パーソナルコン

ピュータシステム開発に対する請求要件の把握が容易で

あった.そこでまず従来のシステムにおける諸情報の取

り扱い方をおおむねそのままの方式で継承し，必要に応

じて新たな Activityの追加を行うという基本方針に基

づいて開発を進めた.

本事業においては，収録情報の処理結果は，中央ある

いは地方における対策会議での検討資料として用いられ

ることが多いため，専ら紙上へのハードコピーとして出

力する必要がある. したがって分類集計処理用の各

Activityには，当該処理用の本体プログラムに加えて各

様式のハードコピー出力用プログラムを組み込んだ.出

力様式のデザインに対する請求要件としては，従来手作

業によって作成・使用されてきた，検査室における情報

管理用の個票(マークシート)と，個票中の基本的な情

報のみを 1件当て I行に記載・並列したいわゆる大福帳，

ならびに行政側への報告用として用いられてきた図・表

など，合計20種を参考とした.中でも前二者は利用頻度

が高く，疫学情報解析用の資料としてしばしば利用され

てきた. したがってハードコピーの様式も，従来のもの

を出来るだけそのままの形で継承した.また，隠れた流

行事例の発見や，遠隔地で発生した関連事例の選出など

が本サーベイランスシステムの最も重要な狙いであるこ

とに鑑み，これらを容易にするために集団・流行・再発

事例検索支援用のリストを新たに追加した.

また検査室の担当職員自らがシステムのオペレーショ

ンに当たるため，比較的簡易に運用できるように配慮し

た.特に各ハードコピー出力 Activityは，数回以内の

簡単なキー操作によって実行できるようにプログラムデ

ザインを行った.

なお対象疾患は，患者が回復後長期保菌者に移行し，

これが新しい流行の原因となる場合がある伝染病であり，

その対策には広域かっ長期にわたる患者・保菌者の管理

が要求される. したがって，当面は各年単位の情報処理

用としてシステムの開発を行うが，累年解析を要するよ

うな Activityについては，将来，これらを累年処理用

に改造できるように配慮した.

システムの概要

以下に TF S J (腸チフス・パラチフス情報管理シス

テム)の主な仕様を述べる.

1.使用ハードウエア

システム開発に使用したパーソナルコンピュータの主

要ハードウエアは， NEC (日本電気株式会社)の

PC8001mk II (64 Kバイト仕様)， PC80 S 31 (5 Dタイ

プのデュアル・ディスクドライパ)，および， PC8024 

(ドットプリンタ)である.またディスクオペレーショ

ンシステム (DOS) には NEC PC -8001 BASIC 

Ver1.3 Copyright 1979 (C) by Microsoft (いわゆる N

Basic版)を使用した.なお実務運用には，同ハードウ

エアを用いたシステム (TFSJ) のほか，同系の上位機

種 PC9801F用に変換した iTFSJ98Jシステムも合わせ

て開発した.後者の場合， DOSは， NEC N -BASIC 

(86) Version 1.0 Copyright (C) 1983 by NEC Cor-

poration / Microsoft Corp および NECN -88 BASIC 

(86) Version 2.0 Copyright (C) 1983 by NEC Cor-

poration/Microsoft Corp.を採用した.

2.入・出力データおよびその取り級い

データファイルの入・出力データは，合計36事項76項

目である(表 2参照).この中には，事務管理用の諸情

報をはじめ，流行調査等に利用するための個人特性情報，

臨床情報，分離菌株情報および疫学情報などが包含され

る.

これらの取り扱いデータのうち，年・月・日・週日，

日数，年齢および番号については各々の笑数をそのまま

の形で入力する.ただし週日， 日数および年齢の入力に

は，原則としてキー操作を要さず，関連入力情報および

データディスク上に自動的に開設される簡易カレンダー

を利用して自動的に算定・入力されるように工夫した.

所轄都道府県および、同保健所名，患者・保菌者の性別，

診定方法，検出菌種(チフス菌，パラチフス A菌，パラ

チフス B菌)，検査材料，患者/保菌者別，薬剤感受性

試験成績(最少発育阻止濃度;M. 1. C.)，菌株・発生報

告や管理カードの有無については，それぞれにコード番
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表 1 コンビュータ・システムのライフサイクル

STEPS (開発の段階)

↑ ↓r(新規)

!R印 U削附(請求要件を得る)

t SYSTEM DESIGN 

↑ (システムデザイン)

よ ↓
良 PROGRAMING

追 (プログラミング)

! TRACE RUNNING 
i TEST RUNNING(試験運用)

t OPERAT剛(実務運用)

L二

FACTORS (内容)

necessity， needs 

analysis， detaile 

description 

confermation 

documentation 

hard ware 

soft ware 

1叩 ut/Ol岬 utdata 

file design 

record design 

(format design) 

display design 

printing d巴slgn

program design 

programing language 

algorithm 

mam routme 

sub-routine 

fool-proofing 

system-up 

operation 

detection of error 

detection of bugs 

check for fool-proofing 

proof listing 

recording data 

reading out the data 

display 

printing out 

searching 

differencial count 

analysis 

PART (役割分担)

USER(ユーザー)

SYSTEM DESIGNER 

(システムデザイナー)

SYSTEM ENGINEER 

(システムエンジニア)

PROGRAMER 

(プログラマー)

PROGRAMER 

(OPERATOR) 

OPERATOR 

(USER) 

号化を行って，入力所要時間およびデータ収録所要バイ

ト数の節j成を言十った.

3.データファイルの仕様

入力データの収録には，年単位で 1枚のデータ専用

ディスクを使用した.同ディスク上には，上述の各入力

データを4又S表するメインファイル(ファイル名=“TFS

J -f')をはじめ，割当西暦年号および制御システム名

識別用サブファイル(ファイル名=“C-YEAR") およ

び，当該年の週目算定用として簡易型カレンダーを記憶

するサブファイル(ファイル名=“Week-N")，合計

3本のランダムアクセス型ファイルを開設した.

残る各項目は，カナ(またはローマ字)による文字入

力をするが，入力文字数を最少限にとどめて誤入力を少

なくするために，薬剤l感受性試験薬剤名，推定感染地域

および同国名にはそれぞれ略号を割り当てた.さらに，

職業，推定感染地域については，テンキーまたはファン

クションキーの 1回操作によって必要な入力ができるよ

うに省力化を計った.また備考欄には10文字分の領域を

配分した. メインファイルにおいては 1件分に256バイトを割



取扱事項

患者(保菌者)診定年次

患者(保菌者)番号

分離菌株番号
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表 2 TFSJの入力情報一覧

入力情報

西暦年号

年別の連続番号

年別の連続番号

割当桁数(文字数)

4桁

4桁

4桁

取扱都・道・府・県 都道府県コード番号 3桁

取扱保健所 保健所コード番号 2桁

流行調査に利用するための |カナ・英文字 45文字+15文字X2

患者・保菌者個人特性情報 |実数 8桁 (4+2+2)+2桁

(性・年齢・職業等， 6事項)コード番号 1桁

患者の発病年月日・週 西暦年号十月日+週目 10桁 (4+2十2+2)

患者の診定月日・週 月日+週日 6桁 (2+2+2)

患者の発病診定日数 発病から診定までの所要日数 2桁

患者(保菌者)診定方法 診定法別コード番号 1桁

検出菌種名 菌種別コード番号 1桁

菌分離年月日 西暦年十月日 6桁 (2+2+2)

検査材料 検査材料別コード番号 1桁

菌株受理年月日 西暦年号+月日 8桁 (4+2+2)

初発時患者番号 西暦年号+初発時患者番号 6桁 (2+2+2)

推定感染地 エリア別略号 3文字

患者・保菌者の別 患者・保菌者別コード番号 1桁

集団発生事例番号 集発番号+患者枚番号 5桁 (2+3)

分離菌のファージ型 英文字 5文字

ファージ型別成績報告年月日 西暦年号+月日 8桁 (4+2+2)

感受性試験薬剤名 薬剤名略号 24文字(3X8)

薬剤感受性試験成績 M. 1. c.コード番号 30桁 (2X15)

病院収容月日 月日 4桁 (2+2)

転帰 転帰区分コード番号 l桁

転帰年月日 西暦年号+月日 6桁 (2+2+2)

入院日数 入院から退院までの所要日数 3桁

菌株受理(未・済) 未・済別コード番号 1桁

発生報告カード受理(未・済) 未・済別コード番号 l桁

管理カード受理(未・済) 未・済別コード番号 1桁

備考 例外性状，推定感染国名等 10文字

11 

り当てて lセクタ単位でこれを利用する，標準的なデー

タフォーマットを採用した.本ファイルには 5インチ

20タイプのディスクを使用した場合で約1，000件， 2 

00タイプのものを用いた場合で約2，000件分の入力が

可能で、ある.他のサフ守ファイルはいずれも，データディ

スクの初期化に付随して，自動的に開設される.

ンダーの出力に際しては，今後も長期間に渡って使用で

きることを配慮し， 400年， 100年および'4年に 1回の閏

年補正を行った.

“Week-N" ファイルの収録情報は，システムディ

スク上の万年カレンダープログラムによって与えられ，

各週始めの月日が記憶される.この週目算定用簡易カレ

4 .ハードコピーの出力様式

ハードコピーの出力 Activityは，検査室における収

録情報の管理用，行政側への報告用および疫学解析用な

ど，各々の目的に合わせて多数の様式が出力できるよう

にした(表 3参照).

1件分の入力内容を一覧できる倒表の様式は，入力
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表 3 TFSJのActivity一覧

Activity 

No. 
Activityの内容

プリント

Fo了mNo. 

11 

12 

1 データディスクのフォーマット，サブファイルの開設

2 データの入力および訂正

q九
υ
A
4
A
F
h
u
n
h
U

デ、ータデyイスクのノfックアップ

個表(レコード番号により一部分の指定出力可)

大大福帳(原型の Form2他;輸入事例の限定指定可)

Illegals' list (Form 3 A)のプリントアウト

1 

2，2・，6

3A 

7 データファイルの(患者番号順に)清書，および

Illegals' 1叫の出力 3B 

8 

9 

簡易カレンダー (Week-No.リスト)

内表紙(パインダー用の内表紙)

(Calender) 

(Cover) 

都道府県別リスト(大福帳スタイル，項目名はカナ表示)

大病因別リスト(大福帳スタイル;輸入事例の限定指定可)

4 

2' .6 

13 jた集団・流行・再発事例チェック用リスト 1(大福帳スタイル) 5 

〔主要参照情報は，ファージ型別成績および所轄都道府県〕

14 1:¥集団・流行・再発事例チェック用リスト2(大福帳スタイル) 7 

〔主要参照情報は，診定週およびファージ型別成績〕

15 1:¥発生報告カード，管理カードおよび分離菌株の受理状況 T-1 

大発生事例数およぴファージ型別供試菌株数 T-2 

大年齢別性別発生状況 T -3，4，5 

16 大診定方法別件数および菌株のファージ型別試験供試状況

大診定方法別，発症一診定所要日数分布

検査材料別診定状況

T-6 

T-7 

T-8 

17 大ファージ型分布 T-9，10，11 

18 大薬剤感受性試験のM.I. C分布 T -12 

19 大患者由来株の診定週別ファージ型分布 T -13-18 

21 大患者由来株の診定月別ファージ型分布(輸入事例再掲) T -19，20，21 

22 大患者および保菌者由来株の診定月別ファージ型分布(向上) T -22，23，24 

23 大患者由来株の所轄都道府県別ファージ型分布(輸入事例再掲) T -25，26，27 

24 大患者および保菌者由来株の都道府県別ファージ型分布(向上) T -28，29，30 

25 大輸入事例由来株の診定月別ファージ型分布 T -31，32，33 

26 大輸入事例リスト(大福帳スタイル) 6 

27 ハードコピー出力フォームリスト (Form !ist) 

Activity 2以外の各 Activityは専ら，極く単純なテンキー操作のみによって実行できる.
大:チフス菌，パラチフス A菌，パラチフス B菌用にそれぞれ別表として，あるいは限定指定してハードコピー

の出力ができる.

データの確認およぴ訂正作業時の参照用として兼用する

ことを配慮、し，データの訂正時 (Activity2 )における

CRT表示と同様の項目配置とした(図 2).一方大福帳

は，ほほ従来のそれと同じ様式で， Form 2として再現

された(図 3).この Form2の出力用プログラムを母

体とし，分離菌の種類(チフス菌，パラチフス A菌，同

B菌)に従ってそれぞ、れに，都道府県別，輸入事例限定

出力機能を加えた各 Activity (Form 2'， 4， 6，合計

9種のハードコピーを出力)を開発した.

さらにこれらを応用して，分離菌の種類，分離菌株の

ファージ型，所轄都道府県，発病週日などの組み合わせ

によって，該当レコードの必要項目を本体のメモリー上
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4~ TFSJ ( Thphoid ~ Paratyphoid Fever Surveil lance， Japan ) (Record四 No.= ]・

1. 茸シンティ 12固 Strain-No.= 13.Patient-No岡= 14. 15田 HC-No・=

障 問 日ウマレ :8回 '.t，( :9. ) 1 11 ・ 513?"'~ ョウ E

(1!亭イ買51:

13.ハツヒ輪ヨウ t 犀 月 臼(14. 51.1ゥ〆) 1 15 • シン予イ: .I'l 臼(16回 ねウメ)117・川ピヨウーシン予イ 2 日

18回シンテイホウ:廿イキン 1 19. t~ ョウゲン干ン: (20岡キン・7輸ンリ: 11: 月 日〉

〈 23. シヨ lì'リシ崎・カン51~ 1>・ No 困 Z

(26.シユウli'リ・No岡昌

21. '.t~イリョワ: 122闘干ン.ウ判ヲ卜リ E 障 R 目

2剖4.A，(予刊イ.:1)ι叫L

27. ア'7 -51~柚力輸苧: (28聞Jホ1れ=ウコデ: I証E 周 日〉 目 34悶 Remarks: 〈力ンtンf=・

《.81 CP 1 TC 1剖|州|附 1SA 1 T門 1FO門ICEX 1 CEZ 1 ST 1 

M1 C 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

29.51.1ウヨウ: 周 回 I 30.ラン干: (31. 11: 周 回) 1 32回ニユウイン・打J:J: B 

33. [ 中ンカフ輸: ， I可りtィ，力ート輸. ， カンリ・力ート輸: .]  

( TFSJ Form-l / Phage Typing Laboratory， NIH ) 

図 2.TFSJ周個票のハードコピー出力様式

TFSJ  ( Tγphoid 8.ιPa.ra.tγphoid Fever Surveilla.nce. Ja.pa.n ) 

Palj- Prefeclure 
HcN o.Cde • Pat leN nt'E Palienl/Carrier Oale Card Slrain i;olaled 

eNn 0. s H 'med (Sex /向ge) donl se charge 0， OIIIe addrre;; ag・ fol1倒 received I i;o laled I ;ource IPhag. Iyp Irepor led No， 

840001 Tokyo P I 24 ー・・・・・ ( H /33) Palienl / / (19) 84/ 1/18 84/ 1/14 Slool S，lyphi 

••••••••••••• 84/ 1/18 (I~) 02 / / 

840002 Kagawa P I 5 ー・・・・・ ( H / 49 ) Palienl 84/ 1/ 2 (行) 84/ 1/25 84/ 1/14 8100d S，para，A 2 

-・・・・・・・・・・・・ 84/ 1/14 (]リ)
. 旧 / / 

P 1 0 l'・・・・・ ( H / 1~イ，，~ ) -............ 
PI 18 l' ••• •• ( H / 81 ) ••••••••••••• 
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( TFSJ For問-2/Phage Typlng Laboralory， NIH ) 

図 3. TFSJ用大福帳のハードコピー出力様式

1頁当たり 20件を出力する。

の配列変数に読み込み，比較および並べ換え処理

(Swapping) し，集団・流行に属することが疑われる

事例や再度届出事例をー箇所に集めて出力してその発見

を促す.集団・流行・再発事例チェック用リスト

(Form 5， 7によって各 3菌種，合計 6種)の出力プ

ログラムを開発した.

そのほか各種集計処理結果の出力様式としては， 1985 

年末までに Table1 -33を用意した.

また上述の各ハードコピー出力とは目的を異にするが，

TFSJにおいて取り扱う情報は多彩であり入力忘れや入

力ミスをそれと気付かずに見逃す懸念があるので，不合

理データあるいは欠損データの類を検出して訂正・追加

入力等を促すため，一覧表形式のIllegals'list (Form 3 

A， 3 B) を出力する Activityを設けた(図 4参11百).

実務運用における評価

TFSJの実務運用は， 1985年から，国立予防衛生研究

所・細菌部・ファージ型別室にシステムを設置して，開

始した.同システムの実務運用を担当する者にはパーソ

ナルコンピュータの操作経歴を有さないものもあったが，

簡易操作を配慮したプログラムデザインおよび添付され

た運用マニュアルによって，いずれも数日以内に同シス

テムの運用法を修得することができた.また 1レコー

ドの入力所要時間は，当初は20分以上を要したが，慣れ

るに従い10分以内(時に数分台)にまで短縮された.

また， Illegals' list (Form 3 A， 3 B) の参照によっ

て，本来入力されるべき情報の欠煩あるいは入力ミスな

どが埋められまたは訂正されるようになり，収録情報の

質が高まりつつあることは，大きな成果であった.
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T FS J  ILLEGALS' LIST (A  list 千orde"tec"ted  illegal da"ta ) 

R寸lo. Note 

19 

[ X 1 = Terrible ( refer卜1)， [/1 = W剖lted ( TFSJ Forll-3由/Phage Typing Laboratory， NIH ) 

T F S J  ILLEGALS' LIST (A  lis"t千orde"tec"ted  illegal da"ta ) 

州 0・Iq 21314ISI617181911011l1!21!31!41!SI!61!71!81!9120121j22I2312412SI26127128129130 131j32 133134/34 1附如何I Note 

84000! I I I I I I I 
8400唱2

[ X 1 = Terrible ( refer [・1)， [/ 1 = Wanted ( TFSJ Form-3B / Phage Typing Laboratory， NIH ) 

図4. TFSJ ILLEGALS' LlSTの出力例

l頁当たり 35件分を出力する。

Form-3B (下段)はActivity7によって得られ削除レコードも< >印付きで表示する。

上記のような TFSJの多彩なハードコピー出力用の

Activityは，それぞれの目的に応じて有効に活用されて

きている.特に， Activity 13，14によって得られる集

団・流行・再発事例チェック用リスト (Form5， 7) 

の参照によって，見逃されていた集団・流行事例あるい

は保菌者としての再度届出例などの発見・確認が容易に

なった.このような事例検索は，一般的には個人の氏名

や住所を頼りにして行われるべき処理のように思われが

ちであるが，検査室由来情報の 1つである分離菌株の

ファージ型と所轄都道府県などの組み合わせによる並べ

換え処理のみによって，充分な効果をあげていることは

注目に値する.

また蓄積情報量が増加し，その処理結果のハードコ

ピー出力の観察を重ねるに伴い，累年処理による情報解

析のための請求要件も見出されるようになってきている.

それらは今後，本システムの充実を計る上で有用な基礎

資料となるであろう.

著者らは，これまでに感染症サーベイランス領域にお

けるパーソナルコンピュータシステムの開発を幾っか手

掛けてきた~-7) が，本 TFSJ システムの開発は比較的円

滑に進行した.請求要件の検討から主要 Activityの試

験運用に主るまでの所要日数も 1ヶ月と短期であった.

これには詳細かっ適切な請求要件の提示に負うところが

多い.また実務運用において上述のような良好な成果が

得られたのは，入力すべき諸情報の収集率が高かったた

めであると推察する.言い換えれば，このサーベイラン

スシステムそのものが専門的知見に基づいて充分に練り

あげられた上に発足し，その後20年間にも及ぶ長期間の

運用の実績をもつものであったからであると考える.
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アジ由来病原ビブリオの薬剤感受性試験

平田-JS!r¥*， 新 井 輝 義*，池島伸至*入倉善久へ

神真知子*，楠くみ子*太田建爾*山田 i登夫**

坂井千=*

Antimicrobial Agents Susceptibility of Pathogenic Vibrios 

Isolated from Horse Mackerel 

ICHIRO HIRA T A *， TERUYOSHI ARAI *， NOBUYUKI IKEJIMA *， YOSHIHISA IRIKURA *， 

MACHIKO JIN *， KUMIKO KUSUNOKI *， KENJI OHTA *， SUMIO Y AMADA * * and 

SENZO SAKAI * 

The antimicrobial agents susceptibility of 6 species of pathogenic vibrios， Vibrio parahae叩 olyticus，non 

01 Vibrio choleγω， Vibrio mi叩 ic叫s，Vibrio fluvi乱lis，Vibrio vulnificus and Vibrio dωnsela isolated from horse 

mackerel was examined. 

Minimal inhibitory concentration (MIC) of 7 antimicrobial agents used， Chloramphenicol (CP) ， Tetracy-

clir肘 (TC)上， Streptomycin (SM) ， Kana町 cin (KM) ， A町 icillin (ABPC)， Nalidixic acid (NA) and Trimetho-

pri恥 sulfamethoxazole(SXT) ， against all the test strains was determined accordi時 tothe standard agar dil u-

tion method using Mueller-Hinton Medium (BBL) 

V. paγahaemolyticus， V目 fluvialisand V. vulnificus were highly sensitive to CP， TC， NA and SXT respec 

tively， while they were less sensitive or resistant to SM， KM and ABPC respectively. 

Most strains of non-01 V. cholerae and V 叫 i刑 icuswere sensitive to ail antimicrobial agents， however， 

one resistance strain to SM and 2 resistance strains to ABPC were detected 

In V. dωnsela， one resistance strain to TC was detected. 

It was assumed that antibiotic sensitivity patterns of V. parahaemolyticus did not change during the past 

20 years 

Keywords Pathogenic vibrios， Vibrio parahae問。lyticus，non-01 Vibrio cholerae， Vibrio mi間 tCUS，日briofluvialis， 

Vibrioむulnificus，Vibrio damsela， antimicrobial agent susceptibility 

緒面

細菌性感染症の治療には，諸種の化学療法剤が使用さ

れ，その治療効果に大きな成果をあげてきた. しかし，

その反面それらの薬剤に対する耐性菌の出現が，ブドウ

球菌感染症や赤痢菌，チフス菌等に起因する腸管感染症

で問題となっている 1.2) また，同じ腸管感染症である

コレラでは，これまで耐性菌はあまり問題とされていな

かったが，最近 01V. choleraeにおいても耐性菌の存在

が知られるようになった3，4)

ヒトに対するピブリオ感染症としては，コレラおよび

腸炎ビブリオ食中毒が知られていたが，近年さらに

non-01 V. cholerae， V. mimicusおよび V.fl叫vialis等によ

る下痢症， また V.vulnificusによる敗血症，V. damsela 

による日和見感染等が大いに注目されるようになった.

当然のことながら，これらのビブリオ感染症の治療に

おいても抗生物質が使用されており，耐性菌の問題を考

*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 

本TamaBranch Laboratory， The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 Japan 

**東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研
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慮すべきであろう.これまで，ピブリオ属の薬剤感受性

試験に関する報告例は少なく，特に最近注目されている

non-01 V. choleraeをはじめとする病原ビブリオ等につ

いての報告はほとんど見られない.

そこで我々は，主に自然界に分布する病原ビブリオに

ついて常用抗生物質に対する感受性を検討したので，そ

の結果を報告する.

実験材料および方法

供試菌株:供試菌株は， 1985年4月-9月にかけて当

研究室において，自然界における病原ピブリオの分布調

査のー還として生食用アジから分離収集した V.para 

haemolytic叫s214株， non-Ol V. cholerae36 t朱 V.mimi-

cus23株，V. flωialis73株(うち V.fumissii25株)， V 

vulnificus27株および V.damsela35株，合計408株である.

なお比較する意味で当研究所微生物部細菌第一研究科

において， 1985年に分離したヒト由来の V.parahaemoly 

ticus60株， non-01 V. cholerae30株および V.fl叫vialis30株

も併せて供試した.

供試薬剤:使用した薬剤は Chloramphenicol (以下 CP

と略す)， Tetracycline (以下 TCと|略す)， Streptomycin 

(以下 SMとl略す)， Kanamycine (以下 KMと略す)， 

Ampicillin (以下 ABPCと略す)， Nalidは icacid (以下

NAと略す)および Sulfamethoxazole-trimethoprim合成

剤(以下 SXTと略す)の 7薬剤である.

薬剤感受性試験:日本化学療法学会の標準法5)に準拠

し以下の方法で行った.すなわち，供試菌株をそれぞれ

2 % 1、laCl加 Trypticasesoy broth (BBL) に接種し，

37
0

C 18時間培養した菌液を，新鮮な同培地で約100倍に

希釈し， 1音数希釈系列の薬剤寒天平板に接種し， 37
0

C 18 

時間培養後，発育の有無を観察して，最小発育阻止濃度

(以下 MICと略す)を求めた.

薬剤寒天の基礎培地は， 2 % NaCl加 MuellerHinton 

NO.2 (BBL)を使用した.なお今回は， MIC100μg/ml以

上の菌株を耐性菌とした.

成績

1. V.pαrahaemolyticus 

V.μrahaemolyticus (アジ由来214株， ヒト由来60株)

の薬剤感受性試験の成績を Table1に示した.

アジ由来の V.μrahaemolyticusはCP，TC， NAおよ

びSXTに対して全ての菌株が感受性を示した.これら

薬剤の MICはCPおよび TCでは1.56μg/mlをピーク

に， 0.78-3.12μg/ml， NAは1.56μg/mlをピークに

0.78-6.25μ g/ml， SXTは3.12μ g/mlをピークに

0.78-12.5μg/mlであった.

アミノグリコシド系薬剤の SMおよび KMに対する

MIC分布は， SMでは50μg/mlをピークに12.5-200

Table 1. Susceptibility of Vibrio parahaemolytic叫sfrom horse mackerel and human 

MIC (μg/ml) 
Antibiotics 

3200 1600 800 400 200 100 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39 0.19 

2 135 77 
CP 

52 8 

TC 
12 124 78 

2 58 

SM 
7 23 77 66 41 

3 14 42 

KM 
1 15 53 107 38 

8 45 7 

ABPC 
2 5 5 36 116 44 5 

1 5 2 12 26 14 

NA 
3 23 136 52 

2 26 31 

17 50 134 12 1 
SXT 

5 23 29 3 

Upper row : 214 organisms from horse mackerel 

Down row : 60 organisms from human 
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μg/ml， KM は 12.5μgン/ml をピークに6.25~100μg 

/mlであり，それぞれ耐性菌が30株 (14.0%)， 1株

(0.5%) 詰!められた. ABPCに対しては SM，KMと同

様に高い MIC を示す菌株が多く，その MIC は 12.5~

3200μg/mlと幅広く，ピークは50μg/mlであった.

このうち耐性菌は491':米 (22.9%)認められた.

ヒト由来の Vρaraha仰 wlyticusにおいても CP，TC， 

NAおよび SXTに対し，アジ由来株と同様に全ての菌

株が感受性を示し，それぞれの MICもほとんど同様の

成績であった.さらに SM，KM および~ ABPCにおける

MICは，アジ由来株とほぼ同様で、あったが， SMで 3株

(5.0% )， ABPCで 8株 (13.3%)の耐性菌が認められ

た.

2. Non-Ol V. choler，αe 

non-01 V. cho.lerae (アジ由来36株，ヒト由来30株)の

薬剤感受性試験の成績を Table2に示した.

アジ由来 non-01V. choleraeは CP，TC， KM， NAお

よび SXTに対して全ての菌株が感受性を示した.それ

ぞれの MICは， CP では0.78~ 1. 56μ g/ml ， TCは0.39

~0.78μ g/ml ， KMは他の薬剤に比してやや高い値で

あり 6.25~25μ g/ml ， また SXT では1.56μg/mlを

ピークにO.78~25μ g/ml と幅広い分布であった.

ABPC に対する MIC はほとんどの菌株が3.12~6.25

μg/mlと，感受性であったが 2株 (5.6%) の耐性

菌が認められ， MICはそれぞれ400μg/ml，100μg/ 

mlであった. また SMに対する MICは25μ g/mlを

ピークに 12.5~100μ g/ml であり，耐性菌が 1 株

(2.8%)認(められた.

ヒト由来株においても，各薬剤ともアジ由来の菌株と

ほぼ同様の傾向を示したが， SM， ABPC， NAおよび

SXTに対して耐性を示す菌株が少数認められ，特に NA

に対しては1，600μg/mlという高い MICを有する菌株

が認められた.

3. V. mimicus 

V. mi叩 cus23株の薬剤感受性 (Table3) は使用した

7種の薬剤全てに対して感受性を示した.それぞれの

MICは， CPでは全ての菌株が0.78μg/ml，TCは0.39

~0.78μ g/ml ， SM は 25~50μ g/ml ， KM は 12.5~50

μg/ml， ABPC は 3.12~12.5μ g/ml ， NAは0.39μg

/ml以下， SXT は1. 56~6.25μ g/ml であった.

4. V. Iluvialis 

V.fl仰 ialis (アジ由来73株， ヒト由来30株)の薬剤j感

受性試験の成績を Table4に示した.

なお前述のごとく供試したアジ由来73株中には25株の

V.fumissiiが含まれている.

アジ由来の V.fluvialis は CP，TC， KM， NAおよび

Table 2. Susceptibility of non-01 Vibrio cholerae from horse mackerel and human 

MIC (μg/ml) 
Antibiotics 

3200 1600 800 400 200 100 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39 0.19 

8 28 
CP 

2 19 7 

4 32 
TC 

23 4 

1 6 22 7 
SM 

2 25 2 

4 15 17 
KM 

1 1 2 23 3 

14 20 
ABPC 

2 13 14 

NA 
14 22 

1 29 

2 2 6 8 12 6 
SXT 

1 2 2 23 

U pper row : 36 organisms from horse mackerel 

Down row : 30 organisms from human 
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SXTに対して全ての菌株が感受性を示した.それぞれの

MICは， CPでは0.78-25μg/mlであり，そのピーク

は25μg/mlと0.78μg/mlの2濃度に認められ， 2峰

性を示した. また， TCは3.12μg/mlをピークに1.56

-50μg/ml， KMは6.25μg/mlをピークに6.25-50

μg/ml， NAは0.39-3.12μg/ml，SXTは1.56μg/

mlをピークに0.78-12.5μg/mlであった.

SMに対する MICは，ほとんどの株が12.5μg/mlを

ピークに6.25-50μ g/mlの感受性域にあったが，

MIC800μg/mlを示す耐性菌が 1株(1.4%)認められ

た.また， ABPCにおける MICは25μg/mlをピークに

3.12-200μg/mlを示し，耐性菌は20株であった.

ヒト由来の V.fluvialisにおける MICは， CPが0.78

μg/mlをピークに0.78-3.12μg/mlと2峰性を示さ

なかったのを除き，残りの 6薬剤においては，いずれの

薬剤もアジ由来株とほとんど同様の成績であったが，

SM， KM， ABPCおよび NAに対する耐性菌がそれぞれ

1株 (3.3%)ずつ認められた.

5. V. vulnificus 

V. vulnific叫s(アジ由来27株)の薬剤j感受性 (Tabl巴

Table 3. Susceptibility of Vibrio隅 imicusfrom horse mackerel 

Antibiotics 
MIC (μg/ml) 

32001600 800 400 200 100 50 25 12.56.253.12 1.560.780.390.19 

23 

6 17 

CP 

TC 

SM 

KM 

ABPC 

NA 

SXT 

n =23 

15 8 

7 13 3 

1 20 2 

8 15 

l 22 

Table 4. Susceptibility of Vibrio fluvialis from horse mackerel and human 

MIC (μg/ml) 
Antibiotics 

3200 1600 800 400 200 100 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39 0.19 

CP 
1 

TC 

SM 
1 

1 

KM 

22 3 

4 

R
U
η
t
 

n
r
μ
1
1田直

0
0
η
L

ハ
U

句

i
1
4
n
t
U

1
E
4

噌

E
A

η
J
 

ヴ

t

7 21 2 

6 24 30 12 

1 1 19 8 

4 8 25 36 

1 4 11 13 1 

ABPC 
8 12 13 18 17 

1 4 16 9 

4 

NA 
1 

SXT 

4 15 18 36 

5 6 16 2 

9 2 16 41 

1 9 19 

5 

Upper row : 73 organisms from horse mackerel 

Down row : 30 organisms from human 
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5 )は CP，TC， KM， NAおよび SXTに対して全ての

菌株が感受性であった.これら薬剤の MICは， CP， TC 

および NAはいずれの薬剤も0.39-3.12μg/mlであり，

KMは12.5-50μg/ml，また SXTは0.78-12.5μg/

mlであった.

SMの MICは50μg/mlをピークに25-200μg/mlで，

そのうち耐性菌は 6株 (22.2%)認められた.

一方 ABPCに対する MICは，今回供試した病原ピブ

リオのうち最も高く， 12.5-3200μg/mlと幅広い分布

であった.耐性菌は供試した27株中 6株が MIC3200μg

/mlを示したのをはじめとして20株 (74.0%) であっ

た.

6. V. damsela 

V. damsela (アジ由来35株)の薬剤感受性 (Table6) 

は， CP， KM， NAおよび SXTに対して全ての菌株が感

受性であり，これら薬剤の MICは， CPでは0.78-1.56

μg/ml， KMは12.5μg/mlをピークに1.56-50μg/

ml， NAは全てが1.56μg/ml以下， SXTは6.25μg/

mlあたりをピークに0.39-25μg/mlと幅広く分布し

ていた.

TCにおいてはほとんどの菌株が0.39-0.78μg/ml

の MICであったが， 100μ g/mlを示す耐性菌が 1株

(2.9%)言忍められた. また， SMおよび ABPCの MIC

はそれぞれ， 25μg/mlをピークとして3.12-100μg/

ml， 12.5μg/mlをピークに0.78-100μg/meで，耐性

菌はおのおの 1株 (2.9%)であった.

7.薬剤耐性パターン

各菌種の薬剤耐性パターンを Table7に示した.アジ

由来の V.parahaemolyticusは214*朱中60株 (28.0%) が

SM， KM， ABPCのいずれかの薬剤lに耐性であった.そ

の耐性パターンは ABPC単剤耐性が29株 (13.6%)と

最も多く，次いで SM・ABPC2剤耐性19株 (8.9%)，

SM単剤耐性11株 (5.1%)， KM' ABPC 2剤耐性 1株

(0.5%)の}II買であった.

Table 5. Susceptibility of Vibrio vulnificus from horse mackerel 

MIC (μg/ml) 
Antibiotics 

3200 1600 800 400 200 100 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39 0.19 

CP 2 11 11 3 

TC 1 2 15 9 

SM 1 5 15 6 

KM 2 20 5 

ABPC 6 6 3 3 3 2 2 

NA 14 11 1 

SXT 3 9 9 5 1 

n =27 

Table 6. Susceptibility of Vibrio damsela from horse mackerel 

MIC (μg/me) 
Antibiotics 

3200 1600 800 400 200 100 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39 0.19 

CP 21 14 

TC 1 20 14 

SM 6 20 5 2 

KM 3 19 8 3 1 

ABPC 1 2 11 7 7 4 2 

NA 1 4 27 3 

SXT 3 8 8 8 6 1 

n =35 
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Table 7. Resistance pattern of pathogenic vibrios from horse mackerel 

Resistance pattern 

Organisms 
TC SM ABPC 

11 29 
v. parahaemolyticus 

1 6 

Non.01 V. cholerae 
1 2 

2 

V. mimicus 

20 
V. fluvialis 

1 

2 16 
V.叩 l抗.ifiωs

1 1 1 
V. damsela 

Upper row : from horse mackerel 

Down row : from human 

一方，ヒト由来の V.parahae隅 olyticusは供試した60株

中9株 (15.0%) が SM，ABPCのいずれかの薬剤に耐

性を示し， ABPC単剤耐性6株 (10.0%)，SM単剤耐性

1株(1.7%) およぴSM'ABPC 2剤耐性 2株 (3.3%)

であった.

non.01 V. choleraeはアジ由来株では供試36株中 2株

(5.6%) が ABPC単剤耐性， 1株 (2.8%) が SM単剤

耐性であったのに対し，ヒト由来株は 30株中 6株

(20.0%) が SM，KM， ABPC， NAおよび SXTのいず

れかに耐性を示した.そのうちわけは， SM' KM' NA 

3剤耐性および、 SM.ABPC 2剤耐性がそれぞれ 1株

(3.3%)， ABPC単剤耐性が 2株 (6.7%)，SMおよび

SXT単剤耐性がそれぞれ 1株 (3.3%)であった.

V. fluvialisは，アジ由来では供試した73株のうち20株

(28.8%) が ABPC単剤耐性， 1株(1.4%) が SM単

剤耐性であった.

なお今回は， Tableには示していないが，V. fluvialis 

とV.furnissiiを比較してみると，前者では10.4%が耐

性菌であったのに対して，後者では約 6倍の64.0%の菌

株が耐性を示した.

また，ヒト由来株では SM. KM . NA 3剤耐性，

ABPC単剤耐性菌がそれぞれ 1株 (3.3%)認められた.

V. t叫lnific叫Sは他の病原ビブリオに対して耐性菌の割

合が高く，供試した27株中22株 (81.4%) が SMおよび

SXT 
SM Sensi. 

Total SM KM 
KM 

Sub. tive 
ABPC ABPC 

NA 
total 

19 1 60 154 214 

2 9 51 60 

3 33 36 

1 1 6 24 30 

23 23 

21 52 73 

1 2 28 30 

4 22 5 27 

3 32 35 

ABPCのいずれかに耐性を示した.そのパターンは

ABPC単剤耐性 16株 (59.3%)，SM単剤耐性 2株

(7.4%) および SM'ABPC 2剤耐性4株 (14.8%) で

あった.

V. damselaはTC，SMおよび ABPC単剤耐性菌がそ

れぞれ 1株 (2.9%) ずつ認められた.

考察

抗生物質の本来の目的は，ヒトや動物の感染症治療に

用いられるものであるが，近年ではさらに農産，水産お

よび畜産等の食料供給産業にまで広汎に使用され，その

効果は人類の発展に大きく寄与してきた.

しかし，その反面，耐性菌の出現や増加は社会的問題

として取りあげられ，耐性菌による感染症の治療に大き

な影響をおよぼしている.

本報では，自然界に分布する，特にアジ由来の 6種の

病原ピブリオとヒト由来の 3種の病原ピブリオを対象と

して，常用抗生物質である 7薬剤について感受性試験を

行った.

その結果，V. parahaemolyticusはアジ由来およぴヒト

由来の両者とも， CP， TC， NAおよび SXTに感受性を

示したが，アミノグリコシド系抗生物質の SM，KMお

よびペニシリン系の ABPCには比較的耐性を示し，本

菌の由来別による薬剤j感受性の差異は認められなかった.

これまでに V.para加 6問。lyticusの各種薬剤に対する感
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受性試験は，斉藤ら6)，善養寺ら7)および新井ら8)に

よって報告されているが， CP， TC， NAに対する MIC

分布は著者らの成績も含め，同じ結果であり，本菌はこ

れら 3薬剤には感受性であることが確認された.

一方， SM， KM， ABPCに対する MIC分布は，前述

のそれぞれの報告によって，多少の異りが見られるもの

の，いずれの報告においても中程度あるいは高度耐性で

あると述べている.次に SXTに対する V.parahaemoかti-

cusの感受性試験の報告はほとんど見られないが，柳沢

ら9)は各種サルファ剤について感受性試験を行った結果，

本剤に対する MICは25μg/ml以下であると報告して

おり，今回得られた著者らの成績は，サルファ剤との合

成剤であるが，その MICはほぼ同様であった.

non-01 V. cholerae および V. 間~m~c叫S の ABPC に士すす

る MIC は大部分の菌株が3.12~6.25μ g/ml であり，

他の 4菌種に比較して低い傾向であった.

Matsushitaら10)は海外旅行者下痢症由来の non-01V 

choleraeについて常用抗生物質に対する MICを検討して

いるが，その成績においても本薬剤に対する MICは

3.12μg/ml前後にあり，著者らの成績ーと一致し， non-

01 V. choleraeや V.mimicusの有する ABPCに対する特

性と考えられた.

V.fl:叫官ialis，V.叩 lnifiωsおよび V.damselaの薬剤感

受性に関する報告は皆無といってよいぐらいで，わずか

に V.fl仰 ωlisについて深見ら 11)がセファロスポリン系

薬剤を中心に検討した成績が見られるのみである. した

がって，これら病原ビブリオのこれまでの常用抗生物質

に対する態度をうかがうことはできない.

著者らの成績では，これらの病原ビブリオの各種薬剤

に対する感受性は，V. parahaemolyt化財とほぼ同様な結

果であったが，V. vulnificusのABPCに対する態度が他

の病原ビブリオと異なり ，i共試株中約50%が MIC800

μg/ml以上であることが特徴的であった.

一般にピブリオ属はアミノグリコシド系およびペニシ

リン系抗生物質に対して，自然耐性菌が多いと言われて

いる.著者らの成績でも non-01V. choleraeおよび V.

制 imicusを除いた病原ピブリオが SM，KM， ABPCに比

較的耐性を示し，他の薬剤に比し耐性菌も多く認められ

た.これに対して， CP， TC， NAおよび SXTに対して

はほとんどの菌株が感受性を示したが，わずかに non・

01 V. cholerae (ヒト由来)に NAおよび SXT耐性菌が

それぞれ 1株，V.fl仰 ialis (ヒト由来)に NA耐性菌が

1株，また V.damsela (アジ由来)に TC耐性菌が 1株

確認された.

CPに対しては供試した全てのピブリオが感受性を示

し，耐性菌は認められなかった. Matsushitaら10)はヒ

ト由来の 01V. choleraeにおいて CPに対する耐性菌の

存在を報告しており，今後 CPをはじめ TC，NAあるい

はSXT等の抗生物質に対する耐性菌の出現は増加する

ものと推測される.

Kuwahara12)や Matsushitaら10)は， 01 V. choleraeの，

また青木13)は海水産ピブリオ属の Rプラスミドによる

耐性伝達を確認しており，前述の non-01V. choleraeの

SXT耐性菌や V.damselaの TC耐性菌も 01V. cholerae 

と同様に Rプラスミドによる耐性であるか否か，今後検

討が必要である.

なお，V. parahamolyticusのみについてみると，善養

寺ら7)の報告以降約20年間，本菌の各種薬剤に対する感

受性値には大きな変化が認められず，引き続き CP，TC， 

NAに感受性であった.

また，今回用いた SXT (ST合剤)は病原ピブリオに

対しても抗菌作用は高く，今後の治療に使用した場合，

大きな効果が期待される.

結論

アジ由来の病原ビブリオ 6種について， CP， TC， SM， 

KM， ABPC， NAおよび SXTに対する薬剤感受性試験

を行い以下の成績を得た.

1. V. parahaemolyticus， V. fl叫vialisおよび V.vuln~μ 

cusは CP，TC， NA， SXTに感受性を示した.また，

SM.， KM， ABPCには中程度あるいは高度耐性であった.

2. non-01 V. choleraeおよび V.m間 tic叫sは SMおよ

び ABPCに対し，一部耐性菌が認められたが，その他

の薬剤に対しては感受性であった.

3. V. damselaにTC耐性菌が 1株認められた.

4. V. parahaemolyticusは，過去20年間，耐性菌の増

加はないと推測された.
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東京都で冬季に集団発生した非細菌性急性胃腸炎の

ウイルス学的検索

安東民衛*，林 志 直*関根整治*，薮内 清*，

寺山 武*，大橋 誠*，岡田正次郎*

Winter-Outbreaks of Acute Nonbacterial Gastroenteritis 

in Tokyo Associated with Small Round Virus 

TAMIE ANDO*， YUKINAO HAYASHI*， SEUI SEKINE*， KIYOSHI YABUUCHI*， 

T AKESHI TERA Y AMA *， MAKOTO OHASHI * and SHOJIRO OKADA * 

Keywords:非細菌性急性胃腸炎 nonbacterial acute gastroenteritis，小型球形ウイルス smallround virus 

はじめに

Kapikianらが1972年に初めて冬季恒吐症の原因ウイ

ルスとして Norwalkウイルスを報告1)して以来，米国，

オーストラリア，英国などでは Norwalkウイルスをは

じめ， Astroウイルス2) Caliciウイルス3.4)，Snow 

Mountain因子5)，Montgomery County因子6)，Hawaii因

子7)なと守直径30nm前後の様々な小型ウイルスが非細菌

性急性胃腸炎の病因ウイルスとして注目されてきた. し

かし，これらのウイルスを培養細胞や実験動物中で増殖

させる試みが未だに成功していないため，ウイルスの性

状はほとんど解明されておらず，それらの分類学上の位

置づけも行われていない.そのため，これらのウイルス

は電子顕微鏡により患者糞便中に観察されるウイルス粒

子の形態の特徴に基づいて smallround virus (SRVと

略す)と総称されている.我国でも，北海道，宮城県，

千葉県，大阪府，鳥取県，岡山県などで集団発生した非

細菌性急性胃腸炎患者の糞便から様々な SRVが検出さ

れている8.9) 我々もまた， 1983年 1月から 1985年 4月

までの主として冬季に東京都で発生した非細菌性胃腸炎

のうち，カキ(牡臓)が原因食品として推定される事件

の約半数が， SRV感染症に起因した可能性が高いこと

を前報10)で明らかにした. しかし， SRVに関して今ま

でに発表された報告例はいずれも特定の事件を対象とし

た研究であり，一年間に発生する急性胃腸炎事件全体の

中で SRV感染症がどのように位置づけられるかという

点を明らかにした報告はない.今回我々は， 1984年12月

から1986年3月までの 2冬季聞に東京都で発生した主要

な急性胃腸炎事件のうち，従来原因不明とされてきた事

件における患者糞便中の SRV検索を行った.検索対象

には，カキ関連事件はもとより，食品との関係が不明確

な事件も含まれ，事件数では原因不明事件全体の約50%，

患者数では約90%が含まれた.これにより，東京都で発

生する急性胃腸炎事件全体における SRV感染症の位置

づけが基本的に可能となる結果が得られたので報告する.

材料および方法

対象:1984年12月から1985年4月までと 1985年11月か

ら1986年3月までの 2冬季聞に，東京都衛生局に報告さ

れた食中毒事件(他府県で喫食した患者が都内で発症し

た事件を含む)および患者 5名以上の有症苦情事件で，

原因物質が解明されなかった91事件，患者3，910名のう

ち，電子顕微鏡によるウイルス検索に適した糞使材料が

入手できた50事件(食中毒事件33件，有症苦情事件17

件)，患者315名(食中毒事件164名，有症苦情事件151

名)を対象とした.当然のことながら，これらの患者糞

便からは既知腸管系病原菌は検出されなかった.検索対

象とした病原菌は，腸炎ビブリオ，コレラ菌，非01ピブ

リオコレレ， ビブリオ・ミミカス， ピフゃリオ・フルビア

リス，エロモナス・ヒドロフィラ，エロモナス・ソブリ

ア，プレシオモナス・シゲロイデス，赤痢菌，サルモネ

ラ，腸管病原性大腸菌(毒素原性大腸菌，組織侵入性大

腸菌，病原大腸菌血清型)，エルシニア・エンテロコリ

チカ，カンピロパクター・ジェジュニおよびカンピロパ

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

本 TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku. Tokyo. 160 ]apan 
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図l 急性胃腸炎患者のふん便中に観察される SRVの

電子顕微鏡像:ウイルス粒子の直径は約30nm

クター・コリー，セレウス菌，ウエルッシュ菌，黄色ブ

ドウ球菌である. (これらの細菌学的検査は当研究所細

菌第一研究科食中毒研究室において実施されたものであ

る.) 

材料:主として 5病日以内に採取された患者糞便を用

いてウイルス検索を行った.細菌学的検査を先行させた

ため，糞便材料は採取後約 2日間 4'cで保存された.そ

の後ウイルス検索実施まで糞便材料は-20'Cに凍結保存

された.

ウイルス分離試験:既報10)の方法に従って実施した.

ウイルス分離に使用した細胞は FL細胞， Hep 2細胞，

Vero細胞および BGM細胞の 4種類である.検体を接種

した細胞を 7日間隔で 3代継代しでも細胞変性が認めら

れない場合はウイルス分離陰性と判定した.ウイルス分

離試験は50事件の患者544名の糞便について実施した.

ロタウイルス抗原の検出: rロタ・セル」キット(日

水製薬)を使用した.本検査は476名の患者糞便につい

て実施した.

電子顕微鏡によるウイルス検索:前報10)の方法に

従って実施した.表面にカプソメア様の特徴的な構造を

有する直径30nm前後の球状粒子(図 1)が数個確認さ

れた場合に SRV陽性と判定した. 1視野に 5分以上か

けて少なくとも 3視野を観祭し検査対象 1件あたりこの

操作を独立に 2回繰り返しでも上記粒子が観祭されない

場合に SRV陰性と判定した.

成績

1.原因不明急性胃腸炎事件の発生状況 図2に1981

年4月から1986年3月までに東京都衛生局に報告された

急性胃腸炎事件の発生状況を示す11) これらの事件に

は食中毒事件(他府県で!契食した患者が都内で発症した

事件を含む)と患者 5名以上の有症苦情事件が含まれる.

毎年170-250事件が発生し，患者総数は3，000-6，000人

に達する.その70-80%は食中毒事件として報告されて

いる.急性胃腸炎事件の60-75%は各種細菌に， 0.2-

5%は化学物質に起因したことが明らかにされているが，

残り 25-40%の事件の原因物質は細菌学的検査および化

学的検査では解明されていなかった.細菌性急J性胃腸炎

事件の場合には，事件数の85-90%，患者数の75-90%

が5月から10月までの期間に発生した.これに対し，原

因不明の急J性胃腸炎事件は，事件数の50-75%，患者数

の45-95%が11月から 3月までの冬季に発生した.今回

ウイルス検索を実施した1984年12月から1985年4月まで

と1985年11月から 1986年 3月までの 2冬季開には患者

3，814名を含む78件の原因不明急性胃腸炎事件が発生し

た.これは， 1984年12月から1986年3月までの全期間に

発生した原因不明事件数の85.7%，患者数の97.5%に相

当する(表 1) .上記 2冬季聞に発生した原因不明事件

の64.1%に相当する50事件を対象に患者糞便中のウイル

ス検索を実施した.

2. ウイルス分離試験 上記50事件の患者544名につ

いてウイルス分離試験を実施した.このうち， 1986年2

月に発生した 1事件の患者88名中の 2名(検出率2.3%)

からアデノウイルス 5型が， 3月に発生した 1事件の患

者8名中 1名(検出率12.5%)からアデノウイルス 1型

が，また，同月に発生した 1事件の患者10名中 2名(検

出率20.0%)からコクサツキーウイルス B群 4型が分離

された.これ以外の539名の患者は全て陰性であった.

アデノウイルスやコクサツキーウイルスが患者の 1部か

ら分離されてはいるが，これらのウイルスはその集団発

生事件の原因ではなく，単に随伴因子として検出された

にすぎないと考えられる.

3. ロタウイルス抗原の検出 ウイルス分離に用いた

糞便のうち， 476名の患者糞便に対してロタウイルス抗

原の検索を試みたが結果は全て陰性であった.

4.電子顕微鏡によるウイルス検索 ロタウイルス抗

原検出に用いた糞便のうち，電子顕微鏡によるウイルス

検索に適した糞便が入手できた315名について SRV検索

を実施した.その結果を表 2に示す. 50事件315名の，患

者のうち41事件 (82.0%)，164名 (52.1%) から SRV
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表 1 1984年12月一1986年 3月に東京都で発生した急性胃腸炎事件の概要

行政における扱い区分

原因物質 食中毒事件 有症苦情事件*3
事件合計

事件数*1(%) 患者数*2(%) 事件数(%) 患者数(%) 事件数(%) 患者数(%)

細 菌 139 (67.8) 2.888(63.3) 19(40.4) 564 (20.0) 158 (62.7) 3452 (46.8) 

化学物質 3 ( l. 5) 18( 0.4) o (0 ) o (0 ) 3( l.2) 18 ( 0.2) 

不 明 63(30.7) 1，659(36.3) 28 (59.6) 2251 (80.0) 91 (36.1) 3910 (53.0) 

i口込 計 205 ( 100) 4，565( 100) 47 ( 100) 2，815( 100) 252 ( 100) 7，380( 100) 

* 1 食中毒統計表に示されている事件数と異なり，都外で喫食した患者が都内で発症した事件を含む.

* 2 発生施設が都外の事件のうち，都内で発症した患者を含む.

* 3 患者 5名以上の事件.

表 2 原因不明急性胃腸炎事件における SRV検出状況

(1984年12月一1985年4月および1985年11月一1986年 3月，東京都)

カキ喫食との関係 i陽性事件新検査対象事件数 陽性患者数/検査対象患者数

あ り I 26/32 (8l. 3 %) 75/130 (57 . 7 %) 

な

ぷ込
口

し

計

15/18(83.3%) 

41/50(82.0%) 

89/185 (48.1 %) 

164/315 (52.1 %) 

が検出された. SRV検出率は，カキ喫食との関係が有

り，無しいずれの場合にも，事件数の上では約80%，患

者数では約50%となった.カキ喫食との関係がない事件

には仕出し弁当喫食による 1事件(患者総数835名)や

学校給食が疑われる 1事件(患者総数1，047名)など食

品を介して発生したと推定される大規模な事件のほか，

小学校で大規模に集団発生し，食品との関係が明らかに

されていない 1事件(患者総数575名)も含まれる.上

記 3事件における SRV検出率は，それぞれ86.4% (22 

名中19名)， 50.0% (24名中12名)および28.5% (28名

中8名)であった.なお，これら事件のうち 2番目の事

件の患者 2名からアデノウイルス 5型が分離されたが，

前述のとおり，その検出率は2.3% (88名中 2名)にす

ぎなかった.

異なる事件から検出された SRVの形態は互いによく

類似しており，ウイルス粒子は直径約30nmの球状で，

辺縁に突起あるいはカプソメア様の構造物が認められた.

SRVは主として 5病日以内に採取された糞便から検出

され 7病日以降に採取された糞便を用いた場合は検出

率が著しく低下した.

考察

1984年12月から 1986年 3月までの期間に患者7，380人

を含む252事件の急性胃腸炎集団発生が東京都衛生局に

報告された.その63%は各種細菌に起因し， l.2%は化

学物質に起因することが明らかにされたが，残り 36%に

相当する91事件，患者3，910人 (53.0%) の原因が解明

されていなかった(表 1).これら原因不明事件のうち，

事件数のうえでは85.7% (91件中78件)，患者数では

97.5% (3，910人中3，814人)が冬季に発生した(図 3). 

今回 SRV検索を実施した50事件は上記期間中に発生し

た原因不明事件全体の事件数91件の54.9%に過ぎないが，

そこに含まれる患者総数は3，587人であり，不明事件全

体の患者数3，910人の実に9l.7%にも達する.このよう

に，今回の調査では，不明事件の主たる発生季節である

冬期が2年連続で対象とされ， しかも不明事件全体の患

者の大部分を含む事件が対象とされている. したがって，

今回の調査により，東京都で発生する急性胃腸炎全体に

おける SRV感染症の位置づけが基本的に可能となると

考えられる.

SRVは，電子顕微鏡による検索を実施した50事件の

患者 315人のうち 41事件 (82.0%) の 患 者 164人

(52.1%) から検出された. SRVが検出された41事件

に含まれる患者総数は3，465人に達し，検索対象事件全

体に含まれる患者総数3，587人の96.6%を占める(表 3). 

この事実から，従来原因不明とされてきた急性胃腸炎事

件全体に含まれる患者の大部分は SRV感染により発病
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原因不明急性胃腸炎事件における SRV陽性事件の発生状況図3

1984年12月一1986年3月に東京都で発生した原因不明急性

胃腸炎事件と SRVの関係

行政における扱い区分
不明事件合計

SRV検索結果 食中毒事件*1 有症苦情事件*2

事件数(%) 患者数(%) 事件数(%) 患者数(%) 事件数(%) 患者数(%)

{キ 人 件 人 件 人

SRV陽性 26(41.3) 1448 (87 .3) 15(53.6) 2，017 (89.6) 41(45.1) 3，465(88.6) 

カキ関連 19 368 7 61 26 429 

カキ非関連 7 1，080 8 1.956 15 3036 

SRV陰性 7 (11.1) 69 ( 4.2) 2 ( 7.1) 53( 2.4) 9 ( 9.9) 122( 3.1) 

カキ関連 5 46 1 13 6 59 

カキ非関連 2 23 40 3 63 

SRV未検査 30(47.6) 142( 8.6) 11 (39.3) 181 ( 8.0) 41(45.1) 323 ( 8.3) 

合計 63 (100) 1，659 (100) 28 (100) 2，251 (100) 91 (100) 3，910(100) 

表3

食中毒統計表に示されている事件数と異なり，発生場所が都外で患者が都民の事件も含まれる.

患者 5名以上の事件.
* 1 

* 2 

る事件は主として SRV感染に起因する可能性が高いと

考えることができる.

SRV陽性事件の行政上の扱い区分をみると，事件数

した可能性が高いと考えられる. したがって，東京都で

発生する主要な急性胃腸炎事件のうち，夏季に発生する

事件は主として細菌に起因するのに対し，冬季に発生す
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では食中毒事件が有症苦情事件の1.7倍となるが，患者

数ではこの関係が逆転し，有症苦情事件の患者数は食中

毒事件の患者数の1.4倍となる.また， SRV陽性事件と

カキ喫食との関係を見ると，事件数ではカキ関連事件は

SRV陽性事件の63%を占めるが，カキ関連事件の患者

数は SRV陽性事件全体の患者数の14%を占めるにすぎ

ない(表 3).さらに， SRV陽性事件の発生状況を月別

にみると 2月， 3月の患者数が著しく高いことが明ら

かになる(図 2).これは，この時期に数百人から千人

以上の患者を含む大規模な事件が発生したためである.

すでに述べたように，これらの事件には仕出し弁当や小

学校の給食などカキ以外の食品を介して発生したと考え

られる事件だけでなく，食品との関係が明らかにされて

いない事件も含まれた.この食品との関係が不明確な事

件は小学校で発生した事件で，前報で報告したカキ関連

SRV陽性事件の場合と同様，患者の主症状は恒気 n匝

吐，腹痛，下痢であった.

東京都では SRV感染症に対する関心がようやく高ま

りつつあるが，現在のところそれに関する注意は主とし

て食品，特にカキ，を介して発生した急性胃腸炎事件に

限定される傾向があると言わざるを得ない. しかも，

SRV感染症と疑われる事件の発生時期はインフルエン

ザウイルスの流行時期と重なることが多く，両疾病には

下痢，腹痛，微熱など類似の症状が含まれる.そのため，

上記の事件のように，食品との関係が不明確な急性胃腸

炎は「カゼ」と診断されることが少なくないと考えられ

る.このような事件の中にも SRV感染に起因する事件

が含まれる可能性が高いことが示唆された.今後は，単

に食品衛生の観点からだけでなく，より幅広い公衆衛生

の観点からも SRV感染症について検討する必要がある

と考えられる.

要約

1984年12月から1986年 3月までの 2冬季に東京都で発

生した原因不明急性胃腸炎の集団発生事件のうち，電子

顕微鏡によるウイルス検索に適した検査材料が得られた

50事件の患者315人の糞使に対して SRV検索を実施した

その結果， 41事件 (82.0%) の患者164人 (52.3%)か

らSRVが検出された.検出されたウイルス粒子は直径

約30nmの球状で，表面にカプソメア様の構造を有した.

SRV陽性事件は，事件数では不明事件全体の事件数91

件の45.1%にしか過ぎないが患者数では不明事件の患

者総数3，910人の88.6%に相当する3，465人にも達する.

この事実から，今回の調査により，従来原因不明とされ

てきた急性胃腸炎事件の主要な部分は SRV感染に起因

した可能性が強く示唆された. したがって，一年間に東

京都で発生する急性胃腸炎事件のうち，細菌に起因する

事件は主として夏季に発生するのに対し，冬季に発生す

る事件は主として SRVに起因する可能性が高いと考え

られる. SRV感染症が疑われる事件には，様々な食品

を介して発生した事件はもとより，小学校で大規模に集

団発生し，食品との関係が不明確とされた急性胃腸炎事

件も含まれた. したがって，今後は食中毒の観点ばかり

でなく，幅広い公衆衛生の観点からも SRV感染症に対

する監視を行う必要があると考えられる.
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緒 E司

1981年に開始された厚生省の感染症サーベイランス事

業は，多種類のウイルス感染症を対象として全国的な患

者発生状況およぴウイルス分離状況を集計し，都道府県

へ情報を提供することにより広域的に感染症の防疫対策

に活用されることを意図したものである.東京都では検

査定点の対象疾患として無菌性髄膜炎などの中枢神経系

疾患や眼科領域の疾患について調査を行っているが，毎

年流行を繰り返しているヘルパンギーナや手足口病など

の小児の感染症に関する情報が不足している.

著者らは1977年から上気道炎を主とした小児科受診患

児についてウイルス検索を行い，病原ウイルスの変遷に

ついて報告してきたト3) 本報では1984年 1月から1985

年12月末までのウイルス分離成績とそれに基づく疫学的

考察について報告する.

材料と方法

調査対象 1984年 1月から1985年12月までに，主とし

て上気道症状を呈して東京逓信病院小児科で受診した，

617名の患児についてウイルス検索を行った.患児から

咽頭ぬぐい液を採取し， -80"Cに保存した.

ウイルス分離試験検体の処理方法は既報3.4)に準じ

た.ウイルス分離に使用した培養細胞は FL，Hep 2， 

MDCK (大日本製薬)，石川県衛生公害研究所より分与

された Vero細胞である.ウイルスの検出は細胞培養法

で細胞変性効果を指標に三代継代した.ヘルパンギーナ，

手足口病などを呈した患児の材料は，手しのみマウスにも

接種した.分離ウイルスの同定は既報3，4)に準じた.

結果

臨床症状と検出ウイルス Tab. 1に示したようにウ

イルス分離を試みた617例の咽頭ぬぐい液のうち，陽性

となったのは150例 (24.3%)であった. もっとも多く

検出されたのはコクサツキー A群ウイルス (CA) の51

例であり，全陽性数の34.0%を占めた.次いで，インフ

ルエンザウイルス (INF) 43例 (28.7%)，アデノウイ

ルス (AD)41例 (27.3%) であった.その他に分離さ

れたのはコクサツキー B群ウイルス12例 (8.0%)，単純

ヘルペスウイルス 5例 (3.3%)，エコーウイルス 3例

(2.0%)，ポリオウイルス 1例 (0.7%)であった.

臨床症状別にウイルス分離状況をみると，インフルエ

ンザ様疾患，ヘルパンギーナ，咽頭口内炎などの上気道

炎と不明発疹症，手足口病などの発疹症状を呈した患、児

からのウイルス分離率が高く，それぞれ379例中113例

(29.8%)， 80例中26例 (32.5%) であった.上気道炎

患児からは分離例113例のうち INFが40例 (35.4%) と

*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 Japan 

* *東京逓信病院小児科
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Table.1 Isolation Frequency of Viruses from Pediatric Outpatients 

by Clinical Symptoms 

NO.of NO.of No. of Isolation 
Diagnosis Specimens Positive 

Cases (%) Adeno Inf. Cox. A Cox. B Echo Polio Herpes 

Upper 

Respiratory 
379 113 29.8 33 40 31 7 3 1 4 

Infection 

Lower 
59 5 8.5 3 2 

Respiratory 
Infectio日

ExantheII¥a 80 26 32.5 2 20 3 

Gastroenteritis 24 2 8.3 1 

Fever 19 2 10.5 2 

Others 56 2 3.6 1 1 

Total 617 150 24.3 41 43 51 12 3 1 5 

Table.2 Isolation of Viruses from Pediatric Outpatients with Upper 

Respiratory Infection and Exanthema 

Adeno Influ Coxsackie Echo Polio Herpes 

Diagnosis 
NO.of 

tested 
A A groupA groupB 
H H 一一一一一一

1 2 3 4 5 1 3 B 2 4 5 6 10 16 4 5 6 7 11 2 

Upper 
Respiratory 
Infectio日

379 9 1 12 1 3 3 9 28 8 5 14 1 3 2 2 2 1 4 

Exanthema 80 

最も多く，次いで ADが33例 (29.2%)，CAが31例

(27.4%)であった.発疹症状を呈した患児では分離例

26例中 CAが20例 (76.9%) を占め，その他のウイルス

の検出例は少なかった.

分離例数の多かった上気道炎と発疹からの検出ウイル

スを血清型別にみると， Tab.2のように 6種目血清型と

3種 9血清型のウイルスがそれぞれ分離問定された.上

気道炎患、児では INFBが28例， CA 5が14例， AD3が12

例の!I[i'!に多く検出された.発疹を呈した患児では CA16

がもっとも多く 12例検出された. CAは上気道炎，発疹

症から高率に検出されたが，血清型別では検出状況が異

なった.すなわち CA2はへルパンギーナなどの上気道

炎から， CAlO・ 16は手足口病などの発疹症から，

CA4・ 5・6は両疾患から検出された.

検出ウイルスの季節消長 2年間の月別ウイルス分離

成績を Fig.1に示した.各月の検索例数は12-41例で

1 3 2 1 12 1 2 

あった.夏季と冬季にウイルス検出例が多く，ウイルス

分離率も 1984年 6-8月， 1985年 1-2月， 7 -8月に

は36.6-58.3%を示した.エンテロウイルス (EV) は

夏季に検出例が多く，上記期間中の全分離例数74例のう

ち55例 (74.3%) を占めた.一方冬季は29例のうち27例

(93.1 %)が INFであった. ADは特にはっきりとした

季節消長はみられなかった.

検出ウイルスを血清型からみると，年次的変化が認め

られた. 1984年にヘルパンギーナ患者から多く検出され

たCA5にかわって1985年は CA2が主流となった. AD 

についても 1984年は AD3が全 AD分離例27例中12例

(44.4%) であったのに対し， 1985年は 14例中 2例

(14.3%) であった. INFは1984年 1月に INFAH 1， 

1984年 5月および1985年 1月と 2月に INFB， 1985年 7

月， 11月と 12月に INFAH 3が主に検出されており，短

期間で血清EJ!の変化が認められた.流行閑期である1984
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Fig.1. Monthly Distribution of Pediatric Outpatients Associated 

with Viruses of Respiratory Pathogenes 

Table.3 Isolation Frequency of Viruses from Pediatric Outpatients by Age 

Adeno Influ. Coxsackie Echo 

No目。f
NO.of 

groupA groupB 
Age positive A A tested 

cases(%) N H H N 
1 2 3 4 5 T 1 3 B 2 4 5 6 10 16 T 4 5 6 7 11 

Polio Herpes 

2 

く1

1-3 

4-6 

7【 9

10-17 

74 16 21.6 4 2 1 1 1 2 1 1 2 1 1

1

n

L

1

4

 

173 52 30.1 6 1 2 4 2 3 5 3 2 8 1 1 5 3 2 2 2 

170 44 25.9 3 4 1 1 2 2 4 8 2 3 7 1 1 1 2 2 

114 18 15.8 

86 20 23.3 

6 

2 

1 1 4 1 2 1 

2 11 

3 

2 

1 

l 1 

年 5月に検出された INFBおよび1985年 7月に検出さ 別にみるとほとんどのウイルスは 6歳以下で検出例が多

れた INFAH 3は，次の流行期の検出ウイルスと一致し く， 7歳以上の年齢層からの検出例は減少する傾向が認

ていた. められた. しかし AD3とINFBは高年齢層からの検出

患児の年齢と検出ウイルス 患児の年齢別のウイルス がめだった. 6歳以下と 7歳以上にわけで検出率を比較

分離成績を Tab.3に示した.患児の年齢は生後 4日か すると AD3は1.4%に対して4.0%，INF Bは3.4%に

ら17歳までに分布していた.ウイルス分離率は 1-3歳 対して7.5%であり， 7歳以上の児童からの検出率の方

児からがもっとも高く 30.1%，次いで 4- 6歳児は が高かった.

25.9%， 10歳以上は23.3%であった.検出ウイルスを種
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考察

小児の上気道疾患についてのウイルス検索はこれまで

にも広く行われ，病原ウイルスとして 8種以上のものが

知られている 5) 著者らも 1977年から都内の小児科を定

点とした調査を行い，検出ウイルスは多岐にわたりその

血清型は毎年変化していること，患児の年齢層によって

症状や検出ウイルスに違いが認められることなどを報

告ト3)してきた.

松本らが盛岡市において行った1973年 9月から 1983年

12月までの約10年間の小児呼吸器ウイルス感染症の調

査6)では，患児4，337名のうち919名 (21.2 %)からウイ

ルスが検出され，ライノウイルス (RHINO) 295例， RS 

ウイルス (RS) 143例， EV130例， AD116例， INF103例

の順に多く，上気道疾患では RHINO，INF， AD，下気

道疾患では RS，RHINOが重要なウイルスであったとし

ている.また1983年 1月から1984年10月までのわが国に

おける呼吸器感染症からのウイルス検出情報7)では INF，

AD， EVが全分離例の83.4%を占めていた.

今回われわれが1984年 1月から1985年12月にかけて小

児の上気道疾患について行った検索結果では， 617例中

150例 (24.3%) からウイルスが検出された.松本らの

成績5)と比較しでも検出率はほぼ同じであり，ウイルス

検出例も EV，AD， INFは同程度であった.これらのウ

イルスについては夏季に EV，冬季に INFが流行し，

ADには季節消長が認められないことも一致していた.

われわれの調査は上気道疾患を主体にしたこと，検体搬

入まで咽頭ぬぐい液を凍結保存したこと，ウイルス分離

試験に使用した細胞の種類の違いなどから，松本らの成

績6)と異なり RHINO，RSの検出例がなかったものと考

えられる.

夏季に流行するウイルス疾患としてヘルパンギーナと

手足口病があげられる.両疾患とも毎年流行を繰返し，

いずれも EVによること 8.9)が明らかにされている.ヘ

ルパンギーナは例年 6月から流行が始まり， 7 -8月に

ピークを示す.感染症サーベイランス情報10)によると，

1984年は前年に比べて 2倍以上の患者発生が記録され，

起因ウイルスは CA4， 5， 10であり， CA4とCA5が

東日本を中心に流行していた.全国的にみると CA10の

検出例がもっとも多かったが，東京都では CA5， CA4 

の順に多かった.ヘルパンギーナは数種類のウイルスに

よる混合流行像を示し， しかもその血清型は毎年変化し

ていた10) 1981年には CA5， 6， 10， 1982年に CA3， 

4， 1983年に CA2， 6の流行のあと 1984年の大流行へ

主つながった.

かつては手足口病の起因ウイルスとしては CA161l)と

EV711
)がほとんどで，両ウイルスによる流行が数年ご

とに繰り返されていた13) しかし近年手足口病は毎年

流行している. 1982年から1985年までの手足口病からの

ウイルス分離成績14)によれば， CA16とEV71が流行の

中心であったことは明らかであるカミそのイ也のウイルス

による手足口病症例の報告もされている 14.15) 板垣ら

の報告16)では 1981年に手足口病患者の水癌内容から

CA10が分離され，中和抗体価の有意上昇が認められた

という.また1984年には CA10によるヘルパンギーナの

大流行とともに，同ウイルスによる手足口病の発生も全

国から報告された.鳥取，島根では特に CA10による症

例が多い14) われわれの調査では CA10による症例は 1

例認められたにすぎないが，今後は手足口病の症例にお

いては CA16とEV71以外のウイルスについても検索を

積み重ねていく必要があると考えられる.

結論

1984年 1月から1985年12月までに都内の急性上気道炎

を中心とした患児についてウイルス検索を行った結果，

617名中150名 (24.3%) からウイルスが検出された.夏

季には CA2， 4， 5， 16による上気道炎，発疹性疾患

が多く，冬季には INFAH 1， AH 3， Bの流行が認め

られた. AD感染症はほぼ年聞を通じて発生し， AD 3 

の検出例が多かった.小児の呼吸器疾患では一般的に低

年齢層からのウイルス検出率が高かったが， AD 3と

INF Bだけは高年齢層からの検出率が高かった.
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伊豆七島におけるツツガ虫病の研究(第三報)

式根島における既往者の発病後 2年間の抗体価推移

中村清純*，伊藤忠彦へ山崎 j青*，坂井富士子*，

誠*薮内 j青*，大橋

Studies on Tsutsugamushi Disease in Izu Islands (111) 

Two Years' Follow・upStudy on Changes in Antibody Level of 

the Residents in Shikine Island with the History of 

Scrub Typhus 

KIYOSUMI N AKAMURA *， T ADAHlKO ITO *， KIYOSHI Y AMAZAKI *， FUJIKO SAKAI本，

KIYOSHI Y ABUUCHI * and MAKOTO OHASHI * 

The etiological and serological survey was conducted in every November from 1983 through 1985 in the 

Isle of Shikine where a local type of scrub typhus， so-called Shichito fever， is endemic. From 6 of 9 out-

patients with fever and initial skin lesion， Rickettsia tsutsug，日間叫shiwas isolated when the blood specimens 

obtained from them before tetracycline (TC) administration were intraperitoneally injected into mice. Every 

effort was made to collect as many sera as possibl巴 fromthe islander-patients. Significant rises in the anti-

body titer against the pathogen were observed for 30 of 31 cases examined by the complement fixation (CF) 

test of acute and convalescent sera. 

One year follow-up of 5 patients with history of the disease treated with TC showed that their CF anti-

body titers to this microorganism were preserved at the level of 32-fold. As to two year follow-up of 12 pa-

tients， the antibodies remained in titers at 16-fold level. 

w巴 alsoencountered a case who suffered twice from the disease with one year int巴rvaland was di-

agnosed as with the rickettsial re-infection confirmed by CF and indirect immunofluorescent antibody tests 

The role of antibody titer on prevention of infection by R. tsutsugamushi is discussed on the basis of serolo-

gical data thus obtained. 

Keywords : tsutsugamushi disease， Shichito fever， Rickettsia tsutsugamushi， follow田upstudy， serological test， 

human re-infection， tetracycline 

緒己

東京都衛生局では，伊豆七島におけるツツガ虫病(以

下，七島熱という)患者の多発傾向が続いていたため，

1983年より 3年計画で，擢患、率の最も高い新島本村式根

島を主たる調査対象地域に選び，実態調査を実施してき

た.第 1回調査 (1983年11月)，第 2回調査 (1984年 2

月)および第 3回調査 (1984年11月)に関する成績につ

いては，既報1.2)で報告した.本報では， 1985年11月に

行った第 5回調査につき，七島熱患者からのリケッチア

分離あるいは，過去の流行期に催患した患者における血

中抗体の推移を検討した結果などについて報告する.な

お，第 4回調査 (1985年 6月)は，流行閑期の野鼠につ

いて調査したもので，その成績は別途報告する.

調査対象および方法

調査期間および患者:式根島を主たる実態調査地域

に選定し，前年，前々年度の患者発生状況から本年度の

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

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1 ，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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流行時期を予測し， 1985年11月 18 日 ~26 日の 9 日間を第

5回調査期間として，現地に赴いた.その問，向島唯一

の医療機関である国保新島本村式根島診療所(以下，式

根島診療所と略す)で受診した急性期患者を問診し，血

液を採取してリケッチア分離試験および血清学的試験に

供した. また，第 5回調査に赴く以前に発症した今流行

期の患者で承諾の得られた人については，その回復期血

液を採取した.さらに， 1983年11月より 1985年 1月まで

の前々流行期および前流行期の患者についても，追跡調

査のため，本調査期間中に重ねて採血した.

リケッチア分離同定試験:前報2)に準じた.すなわち，

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全血液を，

ただちに 4匹のマウス腹腔内に0.25ml宛接種した.な

お，その半数のマウスには前処置として， Cyclophos-

phamide (注射用エンドキサン)の腹腔内投与による免

疫抑制処置を行った.継代はマウスの外見的発症が極期

に達した日に行った.外見的発症のみられなかったもの

については，接種後17日で盲継代した.一つの被検血液

について， 2代まで継代してすべてのマウスで開腹時の

特異所見がみられなかったものは，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て，約 4~5 週

後に採血し，その血清中のリケッチアツツカ、、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，分離同定試験では， 5 ~ 8週令の ddY

系マウスを使用した.

血清学的検査:患者血清は，第 1回ないし第 3回およ

び第 5回調査中に採取した血清以外にも，式根島診療所

および国保新島本村診療所(以下，新島診療所と略す)

において採取した急性期または回復期血清を郵送により

入手して検査に供した.また既往患者の一部の血清は，

日本赤十字社による島民の献血液採取時の検査用血液の

残余を入手して使用した.なお，両診療所を受診して七

島熱と臨床診断された患者，すなわち本報の血清学的検

査対象のすべては，その後 3~5 日間のテトラサイクリ

ン系抗生剤の投与を受けている.

補体結合反応 (CF)は，市販の Rt標準 3型， Karp型，

Gilliam型および Kato型(デンカ生研製)と，第 1回調

査で七島熱患、者 (Table4に示した患者No.6) より分

離した Shikine四S株の自家作製した抗原を用いて行っ

た2)

結 巣

1.都内の患者発生状況 1980年以降の全国および東

京都にお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， 1985年は前年に比べやや患者数が減少した. しか

し地域的には，町田市で初めて l名の患者の感染が確認

Table 1. Numb巴rof Patients Registered by Year of Tsutsugamushi Disease in Tokyo Metr. and 

Sum of Those in Japan 

Number of Patients by Year 
Area 

1980 81 82 83 84 85 

Tokyo Metr 4 49 32 66 27 23 

Oshima ls. 4 16 4 29 7 11 

Niijima 1s 8 

Shikine 1s. 22 20 21 5 10 

Kozu 1s 

Miyake 1s 10 8 3 5 

Mikura 1s 4 1 1 

Tokyo in 
1* 8* 1* 

J apan proper 

Sum of Japan 212 388 508 672 948 882 

This table is cited from “1nformation for Prevention of 1nfectious Disease" by MHW of Japan and 

from “Annual Report of Tokyo Metr. Public Health Bureau" 

*assumably infected outer site of Tokyo 
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された.また，催患率では式根島が人口千対13.7と5年

連続して断然高かった.

rr. 1985年秋の発病患者に関する調査 式根島では今

流行期は，過去 2年に比して早く始まり， 10月末から患

者発生がみられ，式根島診療所およぴ新島診療所で受診

した成人患者は 7名で，全員の血液または血清が得られ

た (Table2). 

1 )患者の症状患者の多くは，発熱を主訴とし，発

病から初診までの日数は明示されたもので 2-9日で

あった.臨床所見では，発熱および刺し口は 7名全例に

みられた.また，初診時のリンパ節腫脹およぴ発疹は，

l例を除いて 6例に認められた.しかし，この 1例から

はRtが分離されている(後述).式根島での七島熱患者

の自覚症状には共通性がみられ，それは，発熱をはじめ

として全身倦怠，頭痛，違和感などが，朝から昼前まで

は軽度で軽作業が可能な程であるが，午後になると悪感

がはじまり自覚症状が悪化して夜半まで続くというもの

であった.

2 )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 6名の CF検査

成績を Table2に示す.回復期に 4倍以上の抗体上昇を

示したのは， Shikine-S株およびGilliam株抗原に対して

は6名全例であったが， Karp株および Kato株抗原に対

しては 6名中 3例であり，ほとんどの回復期血清が，式

根島患者由来の Shikine-S株抗原に対してより強い上昇

を示した.

3 )リケッチア分離伺定試験結果 第 5回調査期間中

に，患者 2名が式根島診療所で受診した (Table2). 

2名の患者より採取した血液を， cyclophosphamide処

置，同無処置マウスに接種した結果，その 1名の材料を

接種したマウスがいずれの群においても発症し，それよ

りRtが分離された.他の 1検体では，初代および二代

目マウスのすべてが発症せず，また剖検所見も正常であ

り， Rt分離陰性とした.発症マウスの牌乳剤で免疫し

たモルモットおよびマウス血清が，前述の 4株の Rt抗

原に対して CF陽性を示し，特に Karp株および Shi-

kine-S株抗原に対して強く反応したので，今回のヒト由

来分離株は， RtのKarp型近縁株と同定・型別された.

皿. 1 ~2 年聞にわたる既往患者の血中抗体追跡調査

成績 1984年秋からの流行期に七島熱に，罷患した 7名に

Table 2. Serological Findings of Some of th巴 Patientswith Tsutsugamushi Disease in Izu Islands 

before and after Tetracycline Administratio日

Name of Patient Days after CF Titer by Antigenic Type of R. tsutsugamushi 

Island No. Onset Karp Gilliam 

1 
4 * * 8 8 

18 64 128 

2 
8* * <8 <8 

22 8 16 

Shikine 
3 

4** <8 <8 

17 8 16 

4* 
7* * <8 32 

5* 
3* * <8 8 

48 8 64 

6 
10* * <8 8 

Niijima 22 256 128 

7 
7* * <8 8 

21 32 128 

*Isolation of R. tsutsugamushi was attempted and successful in patient No. 5. 

* *TC administration (per os) started soon after blood sample was taken. 

Kato Shikine-S * * * 

8 16 

64 256 

<8 8 

8 128 

<8 <8 

8 64 

<8 8 

<8 8 

16 32 

<8 64 

32 512 

<8 8 

64 256 

* * *Shikine-S antigen for complement fixation (CF) test was a local strain of R. tsutsugamushi isolated from the 

patient No. 6 in Table 4，1983. 
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ついて，その後 1年間の抗体価の推移を検討した結果を

Table 3に示した.このうち，血清が得られた 5名全例

が発病約 1年後でも， Shikine-S株と Gilliam株抗原のい

ずれか一方に対して32倍以上の CF抗体価を保持してい

た. NO.7の患者は， Table 4に示した患者NO.2と同一

人であり，再感染後の抗体価は，初感染後のように低下

せず，他の 4名と同じく l年後でも32倍を保持していた.

1983年秋からの流行期に，罷思した13名について 2年間

の抗体価の推移を Table4に示した.発病より 700日以

上を経過しでも， 13例全例が， Shikine-S株と Gilliam株

抗原の一方あるいは双方に対して16倍以上の CF抗体価

を保持していた. しかし，このうち NO.2の患者は，

1983年11月に初感染を受け，ついで1985年 1月に再感染

を認めた症例で，初感染の際には，ペア血清についての

検査で Gilliam株抗原に対して著明な抗体価上昇が認め

られ， 95日後の検査でもそのレベルが保持されていたが，

約430日後の再感染急性期には，前述 4株抗原に対して

すべて 8倍以下の初感染前のレベルまで低下していた.

しかし，その時点で再感染を受けて抗体の再上昇があっ

たことが確認された2)

N.急性期患者からの Rtの分離と血中抗体価の検討

1983年11月， 1984年11月と 1985年11月の 3流行期におけ

る調査期間中に，式根島診療所で受診した急性期患者は

計 8名で，その血液について有毛マウスによる Rt分離

試験を行い， 6名より Rtが分離された.そのうち，順

調に継代可能であった 5株は，いずれも L929細胞での

培養が可能であった.また式根島，新島および三宅島在

住の七島熱患者で，血清の得られた患者は延べ36名に及

び，そのうち急性期血清とその後の血清が得られた者は

延べ31名であった.さらに，急性期血清に較べてその後

Table 3. Serological Findings in Some Patients with Tsutsugamushi Disease in a Year after Onset 

in Izu Islands 

Name of Patient Days after CF Titer by Antigenic Type of R. tsutsugam叫shi

Island No. Onset Karp Gilliam Kato 

6* * <8 8 く8
1* Convalescent serum was not obtained 

343 く8 32 く8

2** く8 く8 く8
2* 14 64 128 128 

2** く8 く8 く8
3* 22 64 128 128 

367 16 16 8 

6** く8 く8 く8

Shikine 4 Convalescent serum was not obtained 

365 8 8 く8

8* * 32 32 64 

5 22 128 128 128 

347 く8 8 く8

7* * く8 く8 く8

6 21 128 128 128 

2* * く8 8 <8 
7* * * 52 8 16 8 

313 く8 16 く8

* Isolation of R. tsutsugamushi was attempted and successful in patient No. 2 and No. 3 . 

* *TC administration (per os) started soon after blood sample was taken. 

* * * This patient is also presented in Table 4 as patient No. 2 . 

Shikine-S 

く8

16 

く8

128 

く8

256 

32 

く8

32 

64 

256 

32 

く8

256 

く8

32 

32 
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Table 4. Time Course of CF Titer in Patients of Tsutsugamushi Disease in Shikine Island 

Patient Days after CF Titer by Antigenic Type of R. tsutsugamushi 

No. Onset Karp Gilliam Kato Shikine-S 

4* 8 く8 8 16 
18 128 64 128 128 
100 16 16 16 32 
707 く8 く8 く8 16 
737 く8 く8 く8 16 
8* く8 く8 く8 く8

22 く8 32 く8 く8

2 
95 く8 32 く8 く8

434: * * く8 8 く8 く8
484 8 16 8 32 
746 く8 16 く8 32 
6* く8 く8 く8 く8

3 
20 32 32 64 128 
102 8 8 8 128 
743 く8 8 く8 16 

5* く8 く8 く8 く8
4** 21 く8 64 16 16 

100 8 32 8 8 
4* く8 32 く8 く8

5* * 17 16 32 16 16 
94 32 64 32 128 

736 8 32 8 16 
8* く8 く8 く8 く8

6* * 22 64 32 64 64 
101 32 16 32 64 
740 8 16 8 16 
13* 32 32 64 128 

7 
29 256 256 512 512 
104 8 32 16 64 
744 く8 32 く8 32 

5* く8 く8 く8 く8

8 
19 16 256 32 8 
97 く8 32 く8 8 

736 く8 16 く8 8 
1 3* く8 8 く8 8 

9 
17 16 32 32 128 
84 8 32 16 64 
724 く8 32 く8 16 
5* く8 8 く8 く8

10 97 8 64 8 8 
734 く8 16 く8 く8
8* く8 8 く8 8 

11 84 8 32 16 32 
723 く8 8 く8 16 

8* く8 8 く8 く8
12 18 64 64 128 64 

704 く8 16 く8 8 

13 
16* く8 く8 く8 8 

747 く8 く8 く8 16 

14 
2* く8 く8 く8 8 

713 16 32 8 64 

* TC administration (per os) started soon after blood sample was taken 
* *Isolation of R. tsutsugamushi was attempted and positive in result. 

* * *This patient had again the clinical signs of fever and initial skin lesion at that period. 
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の血中抗体価が，前述の 4株抗原のいず、れか一つ以上に 経年変化が，本報で述べたような抗生剤治療を受けた患

対して 4倍以上の有意上昇が認められたものは，延べ30 者における CF抗体価のそれと異なった態度をとるのか

名であった.

考 察

1983， 84年の七島熱の流行期に，式根島における野鼠

(ほとんどがRattusnorvegicus)のRt汚染調査を行った結

果，その汚染率が85%にも達していることが明らかにさ

れた2) このことから，向島には有毒ツツガムシがかな

りの頻度で分布すると推察される.また向島の地形的条

件から民家と畑地が隣接しており，住民がツツガムシの

侵襲を受ける機会はかなり多いと考えられる.これらの

ことより，向島において七島熱が，毎年擢患率 1%を超

えて流行していることも当然、の結果といえよう. 1985年

秋の流行時期が前年までのそれよりも 2週間程早かった

ため，今回の調査では急性期患者からの Rt分離試験は

2例にしか実施できなかったが，そのうち 1例から有毛

マウスを用いて Rtが分離された.前年，前々年の流行

期調査と今回の調査を合せて 6株の Rtがヒトから分離

された. Rt分離が成功したのは，いずれも比較的病日

が早く，発疹が出現する以前に血液を採取できた症例で

あった.このように式根島での七島熱リケッチアの分離

成功率は，検査病日に左右され，発病初期の血液を供試

することが望ましいと思われる.

既往患者の抗体保有状況を経時的に追跡して評価する

にあたっては，投与された抗生剤の影響も無視できない.

式根島住民は，七島熱に関心が高く，毎年晩秋からの流

行期には比較的早期に受診する傾向にある.また，式板

島診療所での臨床診断の精度は高く，直ちにテトラサイ

クリン(アクロマイシン錠または同シロップ)を 3-5日

間投与することにより，外来治療のみで早期に治癒させ

ている.感染発病後早期に，このように抗生剤投与を受

けた七島熱既往者については， Rtの4株抗原に対する

最高 CF抗体価をとってみると 1年で32倍程度 2年

後には16倍程度の抗体価が残存していた. CFでみるか

ぎり，残存抗体価が Shikine-S株抗原に対して高いのは

当然としても，そのほか Gilliam株抗原に高く，一方，

分離 Rt免疫マウスおよびモルモット血清の CF反応態

度より近縁であるとみられた Karp株抗原に対しては，

より早い時期に抗体価が低下していることは，論理的に

矛盾していた.その解釈には，抗生斉IJ治療の影響，種に

よる免疫応答の差などが考えられるが，ここでは速断は

避けたい.

七島熱は概して軽症であり， 1 -2週間程度で自然治

癒するとみられる3) 自然治癒した既往患者の抗体価の

どうかが，きわめて注目されるところである.近い将来，

伊豆七島における一般健康人の CF抗体保有状況を調査

する予定であるが，島ごとの住民感染率， とくに不顕性

感染率を求めるに際して，本報のデータは陽性，陰性の

判定基準の設定に役立つものと考えられる.

保有抗体レベルと再感染・発病阻止との関係について

は， Shiraiら1)がマウスを用いた動物実験を報告してい

る.ヒトについては，宍戸らのが，少数例ながら推定感

染 1年後， 20-80倍の CF価が残っていた例と感染2年

後に10-20倍の CF価が残存していた例を報告している.

しかし，それらの症例は急性期血清についての調査が行

われておらず，感染も臨床症状のみで診断されたもので

ある.本報の症例においては，感染後約 1年を経過した

時点での CF抗体価 (Table3) は，再感染症例以外の

5名全例がいずれかの抗原に対して32倍を保持していた

のに較べて，再感染の確認された症例 (Table4におけ

る患者No.2) では， 1年後にすでに 8倍に下降してい

た. CF抗体価の低下と感染防御能の低下が関連してい

るために，次の流行期に再び感染発病したという可能性

が示唆される.二度目の感染では自覚症状は比較的軽度

であったという 2)が，このことは弱いながらも初感染に

おける免疫の影響と考えられる.再感染 1年後の保有抗

体価はその他の既往患者のそれと同程度の下降にとど

まっており，再感染における免疫は初感染時よりも強く

生じたものといえよう.一方， 1983年度の患者NO.14

(Table 4)は， 2年後においても Shikine-S株抗原に対

して64倍の抗体価を保持していた.この症例においては，

回復期および l年後の CF抗体価の測定を行っていない

ため推測しかできないが，あるいは患者NO.2のように

再感染をうけていた可能性も考えられる.

東京都のツツガ虫病は，永らく伊豆七島に限局されて

きたが， 1984年末(届出は翌年に入ってから)には都市

部に近い町田市において同病に感染した患者が発見され，

患者が本病流行地への旅行などをしていなかったことと

付近の野鼠から Rtが分離されたことから，当該地区で

の感染と断定された.これにより，多摩地区も Rtに汚

染されていることが確認された6) また，関東各県では，

患者数の多寡に差はあるものの，いずれの県においても

複数の患者発生をみている.このような状況にかんがみ，

東京都では，都内での発生に対して医療機関の診断を補

助するため，間接蛍光抗体j去による確定診断を衛生研究

所で実施すべく行政措置がとられることとなった.
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東京都における日本脳炎の流行予測調査成績

(1984~1985年)
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Keywords:疫学 epidemiology，日本脳炎ウイルス japaneseencephalitis virus，ブタ swme，予測 forecast

緒 日

1954年にわが国で，はじめてヒトに対する日本脳炎

(以下， 日脳と略す)予防ワクチンの接種が行われるよ

うになってから，日脳患者の発生数や本病の流行に関与

する蚊やブタにおける日脳ウイルスの出現・消長には，

著しい変化がみられてきた.最近数年間における全国の

患者数は毎年20-30名に減少し，日脳の予防対策の成果

が反映されてきてはいるものの，流行の根源である日脳

ウイルスは毎年夏季に媒介蚊であるコガタアカイエカや

増幅動物であるブタから検出されているト3) したがっ

て現在でも日脳ウイルス感染の機会がなくなったわけで

はなく，今後とも日脳の予防対策はゆるがせにできない

公衆衛生上の重要な問題といえよう.

われわれは，都内における日脳ウイルスの汚染状況を

知る目的で，感染源調査としてブタの日脳ウイルス HI

抗体保有状況，コカヲアカイエカの消長，ブタおよび蚊

からのウイルス分離，おとりウサギの抗体応答を調査し

た. また感受性調査として健康都民における日脳 HI抗

体，中和抗体の保有状況を検討した.

日脳流行期前にその年の日脳の流行を予測することは，

防疫上意義が深い.過去の都下飼育ブタの調査データを

数値論的に分析し，ブタにおける日脳の感染流行予測を

試;みた.

材料と方法

ブタ血清 1984年 1月から1985年12月までの聞に，都

下多摩地区で飼育されたブタから血液を採取し，実験に

供した. 1回の被検血清は50件で総数は2，598件である.

健康都民血清 1984年 6月27日から 12月13日までと

1985年 6月14日から11月 7日までに，都内に居住する生

後 7か月から85才までの健康都民から採取した686件の

血清である.

HI試験常法4)に準じ，マイクロタイタ一法により

HI試験を実施した.日脳ウイルス HA抗原は，市販品

のJaGAr01株抗原を 4HA単位に調整して使用した.

日脳ウイルスに対する 2-mercapto ethanol感受性抗

体の測定法 2 -mercapto ethanol (2 -ME)処理による

簡便法的を用いた.抗体価の測定法は常法4)によった.

中和試験 鶏胎児繊維芽細胞上のプラック減少測定法

を用い，中和抗体価は50%プラック減少率から算定し

た4) イ史用したt克原は， JaGAr 011:朱である.

コガタアカイエカの捕集 1984年 6月19日から10月23

日の聞に，都区内の 3定点にライトトラップを設置し32

*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 Japan 

* *東京都多摩食肉衛生検査所

* * *衛生局公衆衛生部防疫結核課
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回にわたって，また都下の豚舎に 8月28日から10月23日

に8回にわたって蚊を捕集した. 1985年は 6月17日から

10月22日の聞に，都区内の 3定点および都下の l定点に

ライトトラップを設置し18回にわたって蚊を捕集した.

ウイルス分離試験 1 )ブタ血清からの分離:日脳ウ

イルスに対する HI価が10倍以下のブタ血清を，生後48

時間以内の乳のみマウスの脳内に0.02mlずつ接種し，

10日間観察した.発症したマウスは放血して殺し，直ち

に脳を摘出した.これより 10%脳乳剤を作成し，本乳剤

中の日脳ウイルスを抗日脳ウサギ血清による HI試験に

より同定した. 2)蚊からの分離:捕集した雌コガタア

カイエカからのウイルス分離試験は，ヒトスジシマカの

培養細胞C6/36 (長崎大学熱帯医学研究所，五十嵐章

教授から分与)を用いて行った6)

数値論的解析 と場の食肉用ブタは生後 5か月から 8

か月であり， 2回以上の日脳流行期を経験することがな

い.このブタにおける日脳ウイルスに対する抗体陽性率

は，その年度の一定期間内における日脳の感染像を反映

していると考えることができる.このことを前提として，

毎年のブタにおける日脳流行開始時点のブタのウイルス

保有率と日脳ウイルスの伝播係数(感染流行の拡大の強

さ)から，ブタ集団における日脳ウイルスの感染流行の

違いを数値論的に解析した.一定期間内に新たに感染す

ると考えられるブタの感染率を Yi，集団内の感染源と

なるブタの比率を Yjー 1，当該時点における未感染ブタ

の比率を 1100-(YO+Y1+…+Yjー 1)/ とする.そして

伝播係数(流行中は感染流行が終息するまで一定の値を

とると考えられる)を Kとすると， Yi=Yjー 1 1100-(Yo 

+Y1+…+Yjー 1)/ Kの式で表現されると考えた7)

結 果

都下飼育ブタの日脳 HI抗体保有状況 1984年 1月か

ら1985年12月にかけて，都下多摩地区で飼育されたフヲ

から採取した血清2598件について，日脳ウイルスに対す

るHI抗体価を測定した結果を Table1に示した.

1984年 1月から 4月までの調査では， HI抗体保有状

況は月別に各々56，48， 32， 16 %と高い陽性率を示して

いるとともに，高い HI抗体価をもっているものが多く

認められた. しかし， 2-ME感受性抗体陽性を示すプ

タの存在がないことから，日脳ウイルスの伝播は同時期

にはなかったものと推定される.この時期におけるブタ

の日脳ウイルスに対する高い抗体陽性率ならびに高い抗

体の存在は， 1983年において日脳ウイルスの伝播が高率

であったことの影響と考えられる.また1985年 1月から

4月においても同様に，高い抗体|場性率と高い抗体価を

示すものが多く認められており，これは1984年の流行期

における感染の影響と考えられる.

1984年には， 8月21日以降の血清において HI価640

倍と高い値で，かつ 2-ME感受性抗体陽性のブタがみ

られた. 9月中における HI抗体陽性率は流行経過を

追って14-28%の範囲で上昇し， 2 -ME感受性抗体を

保有するブタの出現も各聞の被検血清数に対して 4-

14%の比率でみられた. 10月に入ると，第一週日に58%

を示し，その後10月16日には84年度の最高値64%を示し

た. 2 -ME感受性抗体は 10月30日に10%みられたの

を最後にそれ以降はみられなくなった.

1985年においては， 8月26日に採取したブタ血清の中

に高い HI抗体価をもつものがみられ，かつ 2【 ME感受

性抗体陽性ブタも存在していた.その後抗体陽性率はi斬

次上昇し， 10月8日と22日には85年度の最高値70%を示

した. 10月29日以降12月 9日においても46-62%の陽性

率を示し，ブタ聞における日脳ウイルスの感染流行が活

発であったことが示唆される. 日脳流行予測調査の一環

として実施しているブタにおける日脳ウイルスに対する

HI抗体測定結果にもとづき，東京都は1983年以降 3年

関連続して日脳ウイルス汚染地区に指定された.

2-ME感受性抗体陽性率でみると， 1985年は 8月26

日にはじめて陽性率が認められてから， 9月10日には

22%の最高値を示した.その後は 4-10%の範囲で10月

22日まで出現した.HI抗体陽性率の最高値は10月中旬

にみられたが，ブタ聞における日脳ウイルスの伝播が盛

んだったのは 9月中旬頃であったことが示唆された.

ウイルス分離に関しては， 84年度は凹抗体陽性率が

上昇しはじめた 9月11日に 1件と HI抗体陽性率が最高

値を示した次の週の10月23日に 2件の計3件から分離さ

れた. 10月下旬に日脳ウイルスがブタ血清から分離され

たことは，ブタがウイルス血症を起していたことを示し，

この時期においても日脳の感染流行が持続していたこと

を示唆している. 85年においては， HI抗体陽性率の急

上昇期である 9月3日に採取したブタ血清 2件と 9月17

日に採取したブタ血清 l件の計 3件から分離された.

ブタにおける日脳流行の数値論的解析 ブタにおける

日脳ウイルスの感染流行の拡大の数値論的想定式 Yi=

Yjー11100一(YO+Y1+… +Yjー1)/ Kを用いて解析し

た7) ブタ集団における日脳ウイルスの感染流行の開始

時に感染源となりうるブタの比率 YOを設定することに

よって，実測した印抗体陽性率にもとづき想定式から

最小二乗法により伝播係数Kが求められる.流行経過期

間(当該年度において新たな感染が生じたとみられる時
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Table 1. Seropositivity rate of swine for HI antibody and 2 .ME sensitive antibody to JE virus in Tokyo. 
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期)の 7月 1日から各調査時点までの実測 HI抗体陽性

率を代入して，想定式から求めた KとYOより感染率引

を求めた.累積感染率の理論値と HI抗体陽性率の実測

値を比較し， Table 2に示した.

日脳感染における拡大の数値論的解析法において，拡

大の早さは YOの値により大きく影響することがわかっ

た7)

1984年において 8月14日以降 HI抗体陽性率の上昇が

みられること，また1985年は 8月初日以降であることか

ら， Kを一定にし YOを変化させて累積感染率の急上昇

期が第13-15単位時間(1単位時間はブタがウイルス血

症を起している期間で約3.5日とする7))時点に相当す

る値を示すのは， Yo=O.OOlのときであった7) 両年と

もYo=O.OO1に設定すると，理論的に求めた累積感染率

は実測 HI抗体|湯性率の急上昇期とよく一致していた.

1984年において，ブタ聞における日脳の感染流行が終

息したと思われる 11月20日までの19回分の実測 HI抗体

陽性率を想定式に代入し，最小二乗法により誤差平方和

の平均値の小さいときの伝播係数K=kX10-3を求める

と，K = 15.08 X 10-3であった.あらかじめ設定して

あった Yo=O，OOlと求めた K=15.08XlO-3を再び想定

式に代入することによって理論的に累積感染率が求めら

れる.理論的感染率の最高値は62.24%で，実測した HI

抗体陽性率の最高値は64%であり両者は近似の値を示し

た. 19回の実測 HI抗体陽性率と実測した月日に対応す

る累積感染率を比較すると，相関係数0.9584となり，両

者は正の強い相関性を示した.同様にして， 10月23日ま

での17回分の実測値を想定式に代入して求めた伝橋係数

はK=15.15X10-3となり，さらに10月2日までの14回

分のときは K=15.27X10-3， 9月11日までの11回分の

Table 2. Forecast for Japanese encephalitis epidemic in swine by inductive theoretical analysis 

Values calculated 

Values Period of Peak Correlation 
observed values observed 

Transmission 
infection coefficient 

from 
coefficient 

rate(%) (b) to 

1984 July 3 Aug.21 k =7.59(a) 77.36 0.7953* * 

July 3 Aug.28 16.18 69.78 0.9514 * * 

Peak positivity July 3 Sept.4 16.24 70.12 0.9495*ネ

rate for HI July 3 Sept.11 15.90 68.04 0.9596* * 

antibody July 3 Sept.18 15.51 65.40 0.9653* * 

Oct.16 July 3 Oct.2 15.27 63.72 0.9636* * 

64.0% July 3 Oct.16 15.22 63.29 0.9625 * * 

July 3 Oct.23 15.15 62.73 0.9605 * * 

July 3 Nov.20 15.08 62.24 0.9584 * * 

1985 July 2 Aug.26 16.74 73.01 0.9420* * 

July 2 Sept.3 16.46 71.42 0.9467* * 

Peak positivity July 2 Sept.10 16.66 72.52 0.9435* * 

rate for HI July 2 Sept.24 15.72 66.84 0.9550** 

antibody July 2 Oct.8 15.58 65.88 0.9555* * 

Oct.8 July 2 Oct.15 15.55 65.72 0.9555 * * 

70.0% July 2 Oct.22 15.57 65.83 0.9555* * 

July 2 Oct.29 15.56 65.79 0.9556* * 

(a) Transmission coefficient (K) :K = k XlO-3 

(b) Correlation between values observed and values calculated. 

* * : Significant at 0.01 level 
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ときは K=15.90X 10一三 8月28日までの 9回分のとき

はK=16.18X10-3， 8月21日までの 8回分のときは K

=17.59X10-3となった.各々の調査時点での実測値を

代入して求めたKとYo=O.OO1から求めた累積感染率は，

それぞれ 62.73%， 63.72%， 68.04%， 69.78%， 

77 .36%となり， HI抗体陽性率の最高値と近似の{直を示

した.理論値と実測値の相関性をみると相関係数0.9605，

0.9636， 0.9596， 0.9514， 0.7953を示し， 1 %の危険率

で有意性が認められた.

一方， 1985年の調査結果についても84年と同様の解析

を行うと，日脳の感染流行が終息したと思われる 10月29

日までの17回分の実測値を想定式に代入して求めた伝播

係数は K=15.56X10-3となり，各々実測した回数分の

HI抗体陽性率を代入して求めた伝橋係数は K=15.55X 

10-3-16. 74X 10-3の範囲にあり，また累積感染率は

65.72-73.01%となり， 85年度における最高 HI抗体陽

性率であった10月8日の70%と比較すると近似の値を示

していた.各流行経過時点における累積感染率と実測値

の問には，相関係数0.9420-0.9556の強い正の相関性が

認められた.

以上のことより，日脳流行が終息したと恩われる時期

までの実測 HI抗体陽性率を想定式に代入して最小二乗

法から求めた累積感染率と，始めてブタの HI抗体陽性

率がみられた時点から求めた累積感染率は非常に近似の

値を示しており，ブタにおける日脳流行の感染拡大規模

を， 日脳感染のごく初期の段階(当該年度にはじめて 2

-ME感受性抗体が観察された時期)で予測できるもの

と考えられる.

コガタアカイエカの消長とウイルス分離 1984年 6月

19日から10月23日にかけて32回， 1985年 6月17日から10

月22日にかけて18回， 4定点にライトトラップを設置し

蚊を捕集し，雌コガタアカイエカの消長およびウイルス

分離を試みた.

1984年は都区内の 3定点において捕集した雌コガタア

カイエカは116匹(吸血蚊37匹，未吸血蚊79匹)その他

の雌蚊1543匹であった.調査開始後，はじめて雌コガタ

アカイエカが捕集されたのは 7月 3日であり，それ以後

10月16日まで継続的に捕集された. 3定点ともに雌コガ

タアカイエカが捕集されたのは 9月中旬であり，例年に

比して，時期的に 1か月遅くなっており，また捕集数も

少なかった.一方，都下の豚舎において 8月28日から10

月23日に 8固にわたって蚊の捕集を試みた結果，雌コガ

タアカイエカ 140匹(吸血蚊133匹，未吸血蚊 7匹)，そ

の他の雌蚊814匹が捕集された.雌コガタアカイエカが

捕集されたのは，調査開始当初より 10月2日までであり，

9月10日に捕集数のピークがみられた.

1985年においては，都区内の 3定点で18固にわたって

捕集した雌コガタアカイエカは26匹(吸血蚊 8匹，未吸

血蚊18匹)，その他の雌蚊は610匹であり，雌コ方、タアカ

イエカの捕集数は激減していた.同時期に都下の豚舎に

おける雌コガタアカイエカの消長をみると， 8月20日か

ら10月8日にみられ，捕集数は125匹(吸血蚊104匹，未

吸血蚊21匹)，その他の雌蚊611匹であり， 9月24日に雌

コガタアカイエカ捕集数のピーク(吸血蚊35匹，未吸血

蚊 9匹計44匹)がみられた.

両年とも，捕集された蚊の中から雌コガタアカイエカ

を捕集月日，定点別に吸血蚊，未吸血蚊にわけ，ヒトス

ジシマカの培養細胞C6/36を用いてのウイルス分離試

験を行った.検体接種後， C 6/36細胞の CPEと，培

養細胞液のガチョウ血球液を用いての赤血球凝集反応に

より日脳ウイルス分離を判定した. 1984年は51プール材

料， 1985年は30プール材料で，全例とも培養細胞におけ

るウ千ルス分離は陰性であった.

健康都民における日脳抗体保有状況 1984年 6月27日

から12月13日の間の生後 7か月から74才まで，また1985

年 6月14日から11月7日の問の生後 7か月から85才まで

の，都内に居住する健康者340名と 346名の計686名から

採取した血清について，日脳抗体調査を実施した.その

結果を Table3とTable4に示した.

1984年の抗体保有状況は， JaGAr 01株抗原に対する

HI抗体保有率でみると， 5才以下の年令層が一番低く

19.2%であり，次いで17-30才の年令層の33.3%であっ

た. しかし，平均抗体価でみると 5才以下の年令層で 5

X 23
.∞と一番高い値を示しており，これは 3-5才に

おいてワクチン接種を受けた比率が他の年令層にくらべ

て高かったためと推定される.一方，日脳ウイルス中和

抗体保有率でみると，各年令層ともに41.7-100%の範

囲であるが， HI抗体保有率と同様に 5才以下の年令層

が一番低かった. 17才以上の年令層においては，Hl抗

体保有率にみられたような低い抗体価のみの保有状況と

は違って，高い抗体価をもっ比率も高くなり，平均抗体

価は31-59才で 5X 23
.
22と一番高く，次いで 6-12才

の5X 23
.
02であった.

1985年においても， HI抗体保有率でみると 5才以

下の年令層が一番低く 22.2%であり，次いで、31-59才の

年令層で53.2%であった. しかし，平均抗体価でみると

むしろ 57.5%の HI抗体保有率を示した 17-30才，

77.8%の保有率を示した60才以上の年令階層が 5X 
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Table 3. Distribution of JE antibody in healthy human sera in 1984. 
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NO.of 
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21.78， 5 X 21.61と低い値を示していた.

各年令層における中和抗体保有状況をみると 5才以

下が33.3% であった以外は他の 5 階層で90.4~100% と

高い抗体保有率を示した 平均抗体価でみると，中和抗

体保有率が一番低かった 5才以下でも 5X 22
.
55を示し

ており，ワクチン接種の影響が大きかったものと推定さ

れる.他の 5階層でも 5X 22.10~ 5 X 23.73の範囲で平

均中和抗体価でみるかぎりでは17~30才の階層が低かっ

た.

考 察

戸

b

一1
i
q
J

ワ
ω

2 

日脳ウイルスの浸淫は，ここ数年来希薄になっていたこ

とは事実であるが，ヒトにおける患者発生数には関係な

し毎年確実に存在していることがブタからのウイルス

分離ならびに抗体測定の結果から明らかにされてい

る3，8) 1983年，日脳流行予測調査の一環として実施し

てきたブタの血中抗体測定の結果， HI抗体陽性率の上

昇が認められたことにより東京都が11年ぶりに日脳ウイ

ルス汚染地区に指定され，以来 3年連続して指定されて

いる J)

1968年以降都内では日脳ウイルス感染の確認された真

最近のように日脳真性患者の発生が極端に減少してく 性患者の発生こそないが， 1982年以降千葉県，茨城県，

ると，ただ単に患者数だけをみていたのではあたかもそ 埼玉県存住者が日脳にり患したり J) 本調査でも示され

の地域にはもはや日脳ウイルスが存在しないのではない たようにブタにおける HI抗体陽性率の上昇さらに日脳

かという錯覚におちいる危険がある.東京地区における 感染流行拡大地域が東北地方まで広範囲にわたっている

つ
臼
つ
μ
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4 1 2 
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Table 4. Distribution of JE antibody in healthy human in 1985. 
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tested Method * < 1 
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*， * * See the leg巴ndtable 3. 

という感染流行の様式の変化に伴ない1)，日脳ウイルス

感染の危険性は過ぎ去ったとはいえない.

日脳流行の減少の原因を的確に指摘するのは困難であ

るが，多くの研究者は媒介蚊の減少を主要因としてい

る9，10) コガタアカイエカの減少は農薬の散布によると

されているが，最近の上村ら 11)の報告によると，コガ

タアカイエカの有機燐剤およびカーパメイト剤に対して

高い抵抗性を持っていることが発表され，全国規模でこ

れら薬剤の抵抗性の調査が行われた結果，予想以上に抵

抗性の蚊が増加していることがわかった12) これらの

抵抗性の蚊が増加すれば，今後の日脳流行に何らかの影

響を与える可能性が考えられる.

本症の疫学からいって，この他にも気温，湿度，雨量

などの気象条件やその他の種々の要因が複雑にからみ

あっているので，今後における日脳患者発生数を予測す

ることは非常に困難である 13) そこで，ブタ集団にお

ける日脳の感染流行の拡大規模をより早い時期に予測す

ることによって，間接的にヒトへの感染機会を推定する

試みとして数値論解析を行って，満足される結果を得て

きた7，14) 今回の調査でもこの理論が正しいことが，理

論値と実浪Jj値の高い相関性により証明された. 日脳患者

の症状は，非常に重篤であり，かっ現在有効な治療方法

もないことから，ワクチン接種により個人および集団の

免疫を高め，また媒介蚊に対する対策をおこたらず，流

行の発生，発病を予防することが今後とも重要である.

結論

1984， 1985年の東京都における日脳ウイルスの汚染状

況を知る目的で，感染源調査として都下飼育ブタの抗体

保有調査およびウイルス分離 コガタアカイエカの出現

消長とウイルス分離，おとりウサギの抗体獲得調査を，

感受性調査として健康都民の抗体保有調査を実施し，次

の結果を得た.

1 )都下飼育ブタの日脳 HI抗体陽性率は， 1984年に

おける最高値は64%，1985年は70%を示した.
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2) 1984年におけるブタ血清からの日脳ウイルス分離

結果は， HI抗体陽性率が上昇しはじめた 9月中旬に l

件，ブタにおける HI抗体陽性率が最高値を示した次の

週である 10月下旬に Z件計 3件から検出された.この時

期にブタから本ウイルスが分離されたことは，ブタがウ

イルス血症を起していたことを示し，日脳の感染流行が

持続していたことを示している. 1985年においては HI

抗体陽性率の急上昇期に採取したブタ血清 3件から本ウ

イルスが検出された.

3 )ブタにおける日脳流行の数値論的解析により，ブ

タ集団の日脳流行の感染拡大規模をより早い時期に予測

することができた.

4)都区内 3件，都区外 1件の計4定点でコガタアカ

イエカが捕集された時期は， 1984， 1985年とも例年より

1か月位遅く，また捕集数も減少していた.

5 )健康都民血清における日脳 HI抗体保有率は，

1984， 1985年とも 5才以下の年令層で19.2%と22.2%と

一番低かったが，平均抗体価でみると 5x 23∞， 5 X 

22.56を示し，他の年令層より高い価であった.これは

3-5才においてワクチン接種を受けた比率が他の年令

層にくらべて高かったためと推定される.

6 )健康都民血清における中和抗体保有率でみると，

両年とも 5才以下の年令層で41.7%， 33.3%と低い率で

あったが，他の年令層においては高い保有率を示してお

り，年令層聞における顕著な差はみられなかった.
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河川水からのウイルス検出方法の改良

矢野一好*，吉田 靖 子 * 薮 内 清*

Improved Method for Isolation of Viruses in River Water 

KAZUYOSHl Y ANO *， Y ASUKO YOSHIDA * and KIYOSHI Y ABUUCHI * 

区eywords:河川水 river water，濃縮 concentration，腸管系ウイルス enteric virus 

緒 ち三T
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欧米先進諸国では，水系感染症の予防を目的としてヒ

トの生活環境を取り巻く水系のウイルス検査が早くから

タープラスフィルターのウイルス捕集能力が DEAEセ

ルロースで補強され，この組合せにより河川水中のポリ

オウイルスが効果的に検出されることがわかったので報

取り入れられていたが，わが国では， 1985年に至りょう 告する.

ゃく上水試験方法に水中ウイルスの検査法が取り上げら

れるようになった1)

ヒトにおける水系ウイルス感染症としては，肝炎の原

因である A型肝炎ウイルスや胃腸炎の原因ウイルスであ

るノルウオークウイルスが注目されている2-5) しかし，

これらの因果関係については，ウイルスの検出方法がむ

ずかしいこと，感染の機会が水系以外にも多数あること

等が原因して，実証が非常に困難で、あるといわれている.

一方，生カキが原因食品と推定される急性胃腸炎事例

からノルウオークウイルス様粒子が検出されている6)事

実から考えると，水中に混入している微量のウイルスを

魚介類が蓄積し，ヒトへの感染源となりうることが示唆

される.

筆者らは，このような観点から，河川水等の水中に混

入するウイルスを不活化させるためのモデル実験として，

下水中に混入しているポリオウイルスに対する紫外線7)

塩素B)，オゾン9)の効果を検討してきた. また，水中に

混入している微量なウイルスを検出するには，ゼーター

プラスフィルターが有効であることも報告した10) し

かし，その後のf食言すによりこのフィルターによるウイル

スの濃縮法は，試料水の水質によりその効果に大きな差

があり，本法を実用化するにはそれぞれの水質に合わせ

た方法の改良が必要と思われた.

そこで，実際の河川水からウイルスを検出することを

意図して，実験的にポリオウイルスを添加した河川水を

用いてウイルスの検出方法を検討した.その結果，ゼー

材料と方法

ウイルス 夏季の一時期を除いてポリオ生ワクチン由

来のウイルスが下水から高率に検出されていること 11)，

および、バイオハザードの面からも取扱いが容易であるこ

とから，実験の指標ウイルスとして弱毒ポリオウイルス

1型 (Lsc， 2 ab株)を用いた.ウイルスの培養は，

BGM細胞を用い常法12)に従って行った.供試ウイルス

液の感染価は109.8TCID50/ mlであった.

フィルタ一 実験にはゼータープラス電位を持った直

径90mmのフィルター(以下，フィルターと略記する)を

用いた.このフィルターは，ゼーター電位により水中ウ

イルスを吸着させるようにしたもので， AMF社から

「ヴァイロゾーブ 1 MDS， 64085-01-1 MDSJ とし

て市販されているものである.フィルターホルダーには

11容量の「東洋 KG-90Jを用いた.

DEAEセルロース 実験には Brown社製 DEAEセル

ロース(以下セルロースと略記する)を， O.lN NaOH 

とO.lNHClを用いて活性化し，蒸留水でゲル状にした

ものを用いた.保存はゲル状のまま冷蔵， もしくは，凍

結乾燥によった.

河川水都内を流れる 2つの河川から201のポリエチ

レン製容器に河川水を採取し，実験室に搬入後すみやか

に実験に供した.それぞれの河川水の水質は表 1に示し

たとおりである.

ウイルスの定量試料中のウイルス量は， BGM細胞

を用いたプラック形成法により測定し， PFU単位で表

*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 

キTheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuktトku，Tokyo， 160 Japan 
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表1.実験に供した河川水の水質分析結果

採取月 4月

j可 )11 A B A 

j旬 度 8.2 26 8.8 

色 度 8 44 9 

pH 7.1 7.3 6.9 

アルカリ度 25.5 137 16.0 

電気伝導率 211 597 128 

KMn04消費量 6.5 74 5.5 

アンモニア性窒素 0.24 9.5 0.21 

陰イオン界面活性剤 0.06 4.8 0.03 

臭気濃度 7 60 

示した.プラックの形成は 6穴のプラスチックプレー

ト (Costar社)を使用し，試料を 1穴あたり 1mlずつ

接種して， 37
0

C炭酸ガス培養器中で90分間ウイルスの吸

着を行った後，常法12)に準じて実施した.

ウイルスの回収実験 試料水に一定量のウイルスを添

加し，よくかくはんした.ウイルスのフィルターへの吸

着は，フィルターホルダーにフィルターをセットし， p.式

料水を吸引ろ過することにより行った.セルロースはあ

らかじめ試料水に一定量を添加し，よくかくはんしてお

き，フィルターでろ過して回収した.ウイルスの誘出は，

フィルターおよびセルロースをプラスチックシャーレに

移し，誘出液を約 8ml 添加しでもみほぐした後， しぼ

り取ることにより行った.誘出i夜は，ただちに抗生物質

混合液11)を添加後， 1 N HClで pHを7.0に補正し全容

量をリン酸緩衝食塩液で10mlに統ーした.誘出液とし

ては， O.lM炭酸緩衝液 (pH8， 1 %NaCl 添加)を用

いた.誘出i夜の検討については別に報告した10)

結 果

セルロースの保存状態とウイルスの回収率 セルロー

スを手軽に使用できるようにすることと，試料水に添加

する量を統ーできるようにする目的で，セルロースを凍

結乾燥させてウイルスの吸着効果に変化があるかどうか

を検討した.結果は表 2に示したとおりで，蒸留水に懸

濁させ冷蔵保存しておいた場合は，ウイルスの回収率が

67.4%であった.同じく凍結乾燥させた場合は57.0%で

あり 10%程度の低下がみられた. しかし，その他の利点

を考慮して以下の実験には，凍結乾燥させたセルロース

を用いた.セルロースの試料水への添加量は，乾燥重量

20 

5月 6月 7月

B A B A B 

19 7.5 14 73 13 

40 14 48 18 32 

7.1 7.4 7.2 7.0 7.1 

140 37.5 137 24.0 117 

520 241 554 168 424 

29 11 45 10 27 

8.2 0.44 8.2 0.09 4.7 

2.0 0.09 3.1 0.02 2.2 

200 10 200 4 200 

表 2.DEAEセルロースの保存状態とウイルスの回収

率

保存状態

対照

PFU(総量)

2，640 

回収率(%)

蒸留水に懸濁 1，780 67.4 

凍結乾燥 1，504 57.0 

蒸留水500mlにポリオウイルスを添加し10mlに濃縮

した.

誘出液はO.lM炭酸緩衝液 (pH8， 1 %NaCl 添加)

を用いた.

DEAEセルロースの添加量は乾燥4犬態で 3gとした.

で調節した.

ウイルスの回収に及ぼすセルロースの効果実際の河

川水に添加したポリオウイルスを効率よく回収する方法

を検討した.実験は500mlの河川水に 1-50PFU/ml 

の割合でウイルスを添加し，フィルターのみの場合のウ

イルスの回収率と，セルロースを添加した場合の回収率

を比較した.結果は表3に示したとおりで，フィルター

のみによるウイルスの回収率は，河川 Aで7.7%から

11.7%，河川 Bで14.5%から32.6%の章包囲となり，河川

水の採取月よりも河川 ABの聞の差が大きくなった.一

方，セルロースを併用した場合のウイルスの回収率は，

河川 Aで14.3%から26.1%，河川 Bで37.1%から68.7%

の範囲になり，セルロースを併用するとウイルスの回収.

率は両河川ともほぽ2倍に上昇した.このことから，

フィルター単独よりもセルロースを併用することが河川

水からのウイルスの検出に有効で、あることがわかった.
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表 3. ゼータープラスフィルターによる河川水からのウイルスの回収と DEAEセルロースの効果

PFU (総 量)

河川 採取月 処理 1回目 2回目 3回目 平 均 回収率(%)

対照 500 750 625 625 

A 4月 AMF 70 65 85 73 11. 7 

DEAE 140 160 190 163 26.1 

対照 520 480 630 543 

B 4月 AMF 120 190 160 157 28.9 

DEAE 380 430 310 373 68.7 

対照 15，800 12，600 10，900 13，100 

A 5月 AMF 995 763 1，250 1，003 7.7 

DEAE 1，516 1，926 2，160 1，867 14.3 

対照 11，400 9，200 13，700 11，433 

B 5月 AMF 1，430 1，650 1，900 1，660 14.5 

DEAE 3，000 3，750 5，980 4.243 37.1 

対照 2，000 1，650 3，500 2，383 

A 6月 AMF 240 302 270 271 11.4 

DEAE 360 575 440 458 19.2 

対照 1，820 1，600 2，350 1.923 

B 6月 AMF 420 710 630 587 30.5 

DEAE 770 585 1250 868 45.1 

対照 3，360 2，700 2，270 2，777 

A 7月 AMF 290 160 335 262 9.4 

DEAE 420 765 660 615 22.1 

対照 2，850 3，740 4，050 3，547 

B 7月 AMF 680 1，046 1，740 1，155 32.6 

DEAE 1，050 2，340 3，210 2，200 62.0 

500mlの河川水にポリオウイルスを添加し90mm併のゼータープラスフィルターでろ過して10mlに濃縮した.
誘出液はO.lM炭酸緩衝液 (pH8， 1 %NaCl 添加)を用いた.
対照:河川l水に添加したウイルスの総量
AMF ゼータープラスフィルターのみを使用して，濃縮した時の回収ウイルス量
DEAE: DEAEセルロース 3gを添加して濃縮した時の回収ウイルス量

フィルターによる河川水のろ過限界実験に用いた

フィルターは，試料水の電位の変化によりウイルスを吸

着，あるいは誘出させる原理を利用したものであるため，

フィルターの能力は，日ずまりよりも試料水の電位によ

り差が生じると思われる.実験は，一定量のウイルスを

添加した河川水のろ過容量を変化させ，ろ過量ごとのウ

イルスの回収率を指標にして行った.結果は表4に示し

たとおりで，ろ過容量ごとの回収率をみると，河川 Aで

は500mlから 11のろ過容量で最大 (20.4-20. 9 %)と

なり，河川 Bでは100mlで最大 (61.7%) となった.こ

のことから，直径90mmのフィルターではろ過容量が 11

を超えるとウイルスの捕集能力が低下することがわかっ

た.

フィルターを重ねた時の効果 フィルターのウイルス

捕集能を増強させるために，フィルターを 2枚重ねにし

て，上部のフィルターに吸着しなかったウイルスを下部

のフィルターが捕集できるかどうかを検討した.実験は

フィルターホルダーにフィルターを 2重にセットし 11

の試料水をろ過し，各々のフィルターから別々にウイル

スを回収することにより行った.結果は表 5に示したと

おりで， 1枚目のフィルターでの回収率は 10.9から

28.5%であったのに立すし， 2枚:目のフィルターでは1.3

から3.3%となった.このことから，フィルターを 2枚;

重ねにしても，下部のフィルターが上部のフィルターを

補強する効果はないことがわかった.
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表 4.ゼータープラスフィルターによる河川水のろ過容量とウイルスの回収率

河 川 採取月 ろ過容量
PFU (総量)

1回目 2回目 平均/1

対照 2，640 3，340 2，970 

100ml 26 18 220 

500ml 296 310 606 
A 6月

11 520 720 620 

21 824 996 455 

31 614 502 186 

対照 2，210 2，994 2，575 

100ml 192 126 1，590 

500ml 286 410 696 
B 6月

11 760 912 836 

21 924 1，120 511 

回収率(%)

7.4 

20.4 

20.9 

15.3 

6.3 

61.7 

27.0 

32.5 

19.8 

31 1，152 1，784 489 19.0 

一定のポリオウイルスを添加した河川水101をあらかじめ調製しておき，各実験容量の河川水を90mmoのゼー

タープラスフィルターでろ過し10mlに濃縮した.

対照の PFUは河川水 11当りのプラック数で表示した.実験系の PFUは各実験容量において回収したウイル

スの総量であり， PFUの平均値は検水 11当りに換算して表示したものである.

誘出液はO.lM炭酸緩衝液 (pH8， 1 %NaCl 添加)を用いた.

表 5.ゼータプラスフィルターを重ねて使用した時の回収率

河川 採取月 方 法 PFU (総量)回収率(%)

対照 2，300 

A 7月
1枚使用 220 9.6 

2枚重ねの上 250 10.9 

2枚重ねの下 30 1.3 

対照 2，500 

B 7月
1枚使用 550 22.0 

2枚重ねの上 712 28.5 

2枚重ねの下 82 3.3 

河川水 11にポリオウイルスを添加し90mmoのゼータープラスフィルターでろ

過して10mlに濃縮した.

誘出i夜はO.lM炭酸緩衝液 (pH8， 1 %r、laCl添加)を用いた.

考 察

セルロースの凍結乾燥保存は，化学的安定性から考え

ると決してよい方法とはいえない. しかし，水中ウイル

スの吸着に使用する場合は，今回の実験でも蒸留水

500mlに対して2，640PFU添加したウイルスの回収率が

57%あったことから，それほどその活性に影響しないと

思われる.さらに，凍結乾燥によるセルロースの保存は，

長期間保存できるため一度にまとめてセルロースの活性

化処理ができる.試料水に添加するセルロースの量を容

易にコントロールできる等の利点がある.
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フィルターによる河川水からのウイルスの回収率は，

試料水の違いによって差が認められたが，同ーの河川で

あれば採取月が異っても比較的バラツキは小さいものと

思われる.つまり，水質の違いによってウイルスの回収

率は変化したが，同一河川である限り大きな変化はな

かった.

セルロースの併用は，フィルター単独でウイルスを回

収するよりも，回収率を 2倍程度増加させる効果があっ

た.このことから，セルロースはj可)117.kからのフィル

ターによるウイルスの回収において，試料水に含まれて

いるウイルス吸着妨害物質の影響を抑える効果があるも

のと思われる.

試料水の水質とウイルスの回収率の相関は，両河川と

もはっきりしなかった.むしろ，水質そのものは河川 B

の方がAよりはるかに悪いのに，ウイルスの回収率は B

の方がよい，という結果になった.この点に関しては今

後の検討課題として残された.

直径90mmのフィルターを使用して河川水中のウイルス

を検出する場合，その試料水の容量は 11以下がよいこ

とがわかった.この容量を通常のウイルス検査に使用す

るカートリッジタイプのフィルターに換算すると 1381

となる.すなわち，直径90mmのフィルターの場合その有

効ろ過面積が約50cn!となり，カートリッジフィルターは

長さ 300cm幅23cmであるので6900cn!となる.従って，

6900/50=138倍となり ，138/以下がカートリッジタイ

プのフィルターにおけるろ過容量の限界となることが推

定される.

今回検討したセルロースによる河川水中のウイルス検

出方法について，その実用的な利点をあげてみると，①

誘出液量が少なくてすむので二次濃縮の必要がない.②

ウイルスの回収率が上昇する.③コストが安い.④操作

が容易である等が考えられる.

結 E命

2か所の異なる河川から河川水を採取しポリオウイル

スを添加して，添加ウイルスを回収する実用的な方法に

ついて検討し，以下の結果を得た.

1 )ゼータープラスフィルター (AMF干土:ヴァイロ

ゾーブ 1 MDS) で河川水に添加したウイルスを回収

すると，回収率は河川によって差があり，河川 Aでは

7.7%ー11.7%，河川 Bでは14.5%一32.6%となった.

2)ゼータープラスフィルターのウイルス捕集能を

DEAEセルロースで補強すると，添加ウイルスの回収率

は， i可川 Aで14.3-26.1%，河川 Bで37.1-68.7%とな

り，フィルターのみの場合に比べて 2倍程度上昇した.

3 )河川水中のウイルスは，試料水が500mlから 11

の範囲であれば，試料水に DEAEセルロースを 3g添加

しかくはん後，直径90mmのゼータープラスフィルターで

ろ過してウイルスをフィルターに吸着させ，吸着したウ

イルスをO.lM炭酸緩衝液 (pH8， 1 % NaCl 添加)で

10mlに誘出すれば効率よく検出できることがわかった.
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各種動物における Chlamydiαpsitt，αciの
抗体保有状況

神|崎政子へ丸山 務*，

高島郁夫*水，橋本信夫**萩原敏且***

Seroepidemiological Survey on Chlamydia psittaci Infection 

in Various Animals and Birds 

MASAKO KANZAKI *， TSUTOMU MARUY AMAへ
IKUO T AKASHIMA * *， NOBUO HASHlMOTO * * and TOSHIKA TSU HAGIW ARA * * * 

During period from 1978 to 1985， a total of 1，810 animal and bird sera was studied for the incidence of 

Chlamydia tsittaci complement-fixing antibody by the use of tissue culture antigen. Animals sera studied were 

dogs obtained from and cats collected from all over the country， pigeons captured at five places in Tokyo and 

20 species of animals being kept at two zoos in Tokyo. In this survey， the specimens which had 1:8 or higher 

titer were regarded as positive. 

Consequently， the sera from 116 (28.9%) out of 401 pet dogs， 124 (32.0%) of 387 stray dogs， 27 

(5.9%) of 460 pet cats and 21 (6.4%) of 329 stray cats showed positive results respectively. As for feral 

pigeons，94 (52.2%) of 180 were found to be positive. Of 53 animals of 20 species of the zoos， 18 animals of 

11 species were positive. The animals studied were mainly sheep， monkeys， an elephant， etc. 

Keywords : serological survey， Chlamydia tsittaci， complement fixing antibody， dog， cat， pigeon 

緒 日

オウム病は古くから知られている人畜共通感染症の 1

つであり，世界各国で主に愛がん鳥からヒトへの感染例

が数多く報告されている 1-6) わが国でも最近のペット

ブームを反映して本症が増加の傾向にあり，死亡例も発

生していることから社会的関心が寄せられている.この

ような背景から愛がん鳥を中心に鳥類については

Chla榔ydωtsin日Ctの分離，血中抗体価のiM定など疫学的

調査が積極的に進められ，鳥類における感染実態はかな

り正確に浮彫りにされてきた7，8)

一方，オウム病の病原体 C，tsittaciは元来鳥類を感染

宿主としているが，ヒトをはじめ晴乳動物一般にも感染

性があり，各種動物におけるオウム病の症例あるいはそ

れらからのヒトへの感染例も知られている9-12)

そこで著者らは愛がん鳥以外で人の生活に最も密接な

ペット動物における C.tsitωciの感染実態を把握する目

的で，今回はイヌおよびネコにおける血中抗体価を測定

して血清疫学的調査を行った.同時に鳥類ではオウム・

インコ類に次いで重要な感染源、であるといわれる市街地

に生息するドバトについて，また都内の動物園で飼育，

展示されている動物についても同様の調査を行ったので

併せて報告する.

材料および方法

被検血清

イヌおよびネコの血清:1983年に日本獣医師会が厚生

省依託研究事業として実施した人畜共通伝染病感染動物

に関する実態調査の際に全国11都道府県の開業獣医師の

協力のもとに収集されたもので，対象動物は飼育中とい

*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 Japan 

**北海道大学獣医学部

***国立予防衛生研究所獣疫部
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うことからこれを飼育犬および飼育猫と仮称した.いず

れも 1983年10月から12月の 3ヶ月間に採取されたもので，

飼育犬が401，飼育猫が460検体である.また1978年から

1985年の 8年間に東京都動物管理事務所に引き取られま

たは収容されたものを収容犬および収容猫と仮称し，そ

れぞれから採取した387，329検体で合計イヌが788，ネ

コが789検体である.

ハトの血清:1985年 1月から 1986年 3月までに都内 4

ケ所の動物園を含む公園内および1ケ所の神社境内で捕

獲したドバトより採取した計180検体である.

動物園で飼育されている動物の血清:都内 2ケ所の動

物園で飼育，展示されている動物より採取した20種目検

体である.

抗体価測定

C. tsitωCtに対する抗体価の視Jj定は補体結合反応(CF)

により行った. CF試験は50%溶血法によるマイクロ

法13)によった.

抗原はセキセイインコ由来 C.tsin日ciIzawa一l株を L

929細胞で増殖させβ プロピオラクトンで不活化後，

分画遠心し部分精製したもの14)を使用した.

被検血清の非働化は56
0

C30分で行い，抗補体作用のあ

るものはトリプシンを0.05%の割合で加え，再度56
0

C30

分間加温し，抗補体作用を除いて試験に供した.

CF価は血清希釈 1: 8を|場性限界とし，すべての血

清はまず 1: 8でスクリーニングを行い，陽性のものに

ついては直ちに定量を行って抗体価を測定した.

成績

イヌおよびネコにおける C.psitt，αciの抗体保有状況

飼育犬については全国11都道府県から集められた401

検体を県別に供試数，陽性数， I湯性例の抗体価を Table

1に示した.地域別の陽性率は6.9-53.7%とかなりの

l隔がみられたが，平均で28.9%であった.全国の陽性数

116t食f本のうち， 1: 8 - 1 :16の低;い CF11西を示すもの

が107例，陽性例全体の92.2%を占め，最も高いもので

も1:64にとどまった.

同様全国の飼育猫についての成績を Teble2に示した.

11都道府県の地域別 CF抗体陽性率は 0-13.3%であっ

たが，全国の総計では460検体中27例，平均で5.9%で

あった.陽性例27の抗体価の内訳は21例までが 1: 8で

あり， 1 :16が6例で， 1 :32以上はみられなかった.

|湯性率の高かった飼育犬について，表には示さなかっ

たが， I湯性例の年令分布を調べてみると供試数に対する

陽性数の割合は 3才以下では30%以上で低年令の方が高

く，加令に従って低くなる傾向がみられた.

その他雌雄別，飼育形態別に分類を試みてみたが，い

ずれも有意の差はみられなかった.

Table 1. Distribution of Complement Fixing Antibody Titers against Chlamydia tsittaci in Pet Dogs in 

Japan 

Prefec NO.of NO.of Antibody titers 
sera positive * 

tures examined sera (%) < 1 : 8 1 : 8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 ;::;; 1 : 128 

Hokkaido 43 13 (30.2) 30 9 2 。
Miyagi 29 2( 6.9) 27 2 。 。 。 。
Saitama 43 11 (25.6) 32 6 4 。 。
Tokyo 27 6 (22.2) 21 5 。 。 。
Kanagawa 35 12(34.3) 23 8 4 。 。 。
Niigata 47 10 (21. 3) 37 6 2 2 。 。
Aichi 34 9(26.5) 25 2 7 。 。 。
Hyogo 32 12 (37.5) 20 11 。 1 。 。
Hiroshima 33 6 ( 8.2) 27 4 2 。 。 。
Kagawa 41 22 (53. 7) 19 13 6 1 2 。
Fukuoka 37 13 (35.1) 24 11 2 。 。 。

ーーーーー--ーーーーーーーーーーーーーーーーーー回目----_ー『ーーーーーー司 H 帽ーーーーーーーーーーー----ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-_--ーーーーーーーー「凹ーーーーーーー司自ーーーーーーーーーーー----ーーーーーーーーーーーーー

Total 401 116(28.9) 285 77 30 6 3 。
* Titersミ1: 8 are regarded as positive 
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Table 2. Distribution of Complement Fixing Antibody Titers against Chlamydia psittaci in Pet Cats in 

Japan 

Pr巴fec
NO.of NO.of Antibody titers 
sera positiveキ

tures 
examined sera (%) < 1 : 8 1 : 8 1 : 16 ミ1: 32 

Hokkaido 48 2 ( 4.2) 46 2 。 。
Miyagi 38 。 38 。 。 。
Saitama 45 2 ( 4.4) 43 。 2 。
Tokyo 40 1 ( 2.5) 39 。 1 。
Kanagawa 44 3 ( 6.8) 41 2 l 。
Niigata 46 6 (13.3) 40 6 。 。
Aichi 24 2( 8.3) 22 1 1 。
Hyogo 55 4 ( 7.3) 51 4 。 。
Hiroshima 27 1 ( 3.7) 26 1 。 。
Kagawa 50 4( 8.0) 46 3 。
Fukuoka 43 2 ( 4.7) 41 2 。 。

ーーーーーーーーーーー『ーーーーーーーー“-----------ーーー----ーーーーー品伊ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー----------ーーーーーー『ーーーーーー幽ーーーーーー司 F ーーーーー--ーーーー----ーーーー---ーーーーー----ーーーーーー回 F ーーーー

Total 460 27( 5.9) 

* Titersと 1: 8 are regarded as positi ve 

飼育猫についても同様の検討を行ったが，陽性例の特

徴を見出すことはできなかった.

一方， 1978年から 1985年の 8年間に東京都の収容犬

387検体について同様の調査を行った成績を Teble3に

示した.陽性数は124例，平均|湯性率32.0%であった.

この陽性率は1978年の20.2%が，年代とともに漸次増加

し， 1985年では52.6%となった.陽'1:1例の抗:f本イ面は

1 : 8が|湯性例全体の67.7%， 1 :16が27.4%，1:32が

4.8%であった.

また，東京都の収容猫については， 1982年から1985年

までの 4年間の成績を年次ごとに分けて Table4に示し

た.計329検体中陽性は21例，陽性率6.4%であり，年ご

との|陽性率は3.3~8.1% の変動がみられた.陽性例の抗

体価は21例の半数以上が 1:8であったが， 1 :32以上

が7例あり，最高値 1:256を示したものが 2例みられ

た.

ハトにおける C.psittaci抗体保有状況

調査対象とした 4ケ所の公園のうち 1ケ所 (Park1 ) 

は1985年 1月から1986年3月までに 3回にわたって，他

の3ケ所の公園 1ケ所の神社は各 1回ずつドバトを計

180羽補獲し，それぞれ調査時期ごとに検体数， I場性数，

|湯性例の抗体価を分けて Table5に示した. I湯性率は場

所によって21.4%から69.6%まで，また|司一場所でも採

433 21 6 。

取時期によって28.6%から59.8%までの差がみられた.

平均では計180検体中94例 (52.2%)が陽性であった.

陽性94例の中で， 1 :32以上の抗体価を示すものが31例

あり， 1 :64と1:128が各々 5例ずつみられた.

動物園に飼育されている動物における C.psitt，αci抗

体保有状況

動物園に飼育，展示されている動物20種目検体の成績

をTable6に示した.

陽性であった動物種はコンゴウインコ Scarletmacaw 

をはじめサル Patasmonkey等，ゾウ lndianel巴phantな

ど20種中11種であった. 1 :32の高い抗体価を示したも

のはヒツジであった.

考 察

C. psittaciは鳥類を自然宿主とし，ヒトのオウム病も

そのほとんどが鳥類，特に愛がん鳥からの感染のため，

当然のことながらその血清疫学的調査も鳥類を中心に進

められてきた.最近になって，愛がん動物であるイヌや

ネコにも感染例が報告され9.15-18)，これらの動物から

ヒトへの感染が示唆されるようになり 9) オウム病の予

防対策が鳥類、ばかりでなく少くとも哨乳愛がん動物にま

で拡大しなければならないすう勢にある.

しかしなカfらイヌやネコにおけるクラミジアに関する

調査研究は極めて乏しく，特に我国における血清疫学的
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Tabl巴 3. Incidence of Complement Fixing Antibody Titers against Chlamydia tsittaci in Stray Dogs in 

Tokyo during 1978 through 1985 

No.of No.of Antibody titers 
Year sera positive * 

examined sera(%) <1 :8 1 : 8 1 : 16 1 : 32 ミ1: 64 

1978 173 35 (20.2) 138 27 8 。 。
1979 4 1 (25.2) 3 1 。 。 。
1982 97 35(36.1) 62 25 8 2 。
1984 94 43 (45.7) 51 24 15 4 。
1985 19 10 (52.6) 9 7 3 。 。

57 

ーーーーー---同再開『ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー】圃値』ー-ーー幽同国 H ・・幽ーー・ー園田ー骨骨四四ー再開---ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー』ー・ーー』ーーー』ーーーーー】幽』ーー』ーーーーーーーーー

Total 387 124(32.0) 263 84 34 6 

* Titersミ1: 8 are regarded as positive 

Year 

Table 4. Incidence of Complement Fixing Antibody Titers against Chlamydia tsittaci 

in Stray Cats in Tokyo during 1982 through 1985 

No.of No.of Antibody titers 

。

sera positive * 
examined sera (%) < 1 8 1 : 8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 ミ1: 256 

1982 146 9 (6.2) 137 7 1 。 。 。
1983 42 2 (4.8) 40 1 。 。 1 。 。
1984 111 9 (8.1) 102 3 1 1 2 。 2 

1985 30 1 (3.3) 29 。 。 。 。 。
- - ー ー ー ー 一 品 目 ー ー ー 園 田 ー - - - - ー ー ーーーーーーーーーーーー・ーーー回国ーーーーーーーー園田骨圃・目----ーーーーーーーーーー一一ー ー 回 世 世 ・ ・ ・ ー ー 田 園 田 F ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー・・』ーーー晶ーー骨-----ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー

Total 329 21(6.4) 308 12 2 1 3 2 

* Titersミ1: 8 are regarded as positive 

Table 5. Incidence of Complement Fixing Antibody Titers against Chlamydia tsittaci 

in Feral Pigeons Inhabited at Five parks in Tokyo 

Date of No.of NO.of Antibody titers 
Places sera posi ti ve * 

examined examined sera (%) < 1 : 8 1:8 1 : 16 1 : 32 1 : 64 1 : 128 ミ1: 256 

Park 1 Jan.-Apr.，1985 10 5 (50.0) 5 l 。 2 。
Park 1 J uly -Sept.，1985 14 4 (28.6) 10 l 2 。 。 。
Park 2 Oct.，1985 14 3 (21.4) 11 1 。 。 。
Shrine 1 D巴c.，1985 18 6(33.3) 12 4 。 。 。
Park 1 Mar.，1986 82 49(59.8) 33 11 23 12 2 。
Park 3 Mar.，1986 23 16(69.6) 7 3 10 3 。 。 。
Park4 Mar.，1986 19 11(57.9) 8 4 3 2 。
-・ R 司ーーーーーー喧ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー』ーーーー』ー--幽帽同四四ー伺再F ーーーーーーーーー----再--ーー--伺ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー圃ー晶---------ー・輔副陪町田再開 F ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー・・ F 四ーーーーーーーーーーーーーー-

Total 180 94 (52.2) 86 22 41 21 5 5 。
* Titersミ1: 8 are regarded as positive 
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Table 6. Distribution of Complement Fixing Antibody Titers against 

Chlamydia psittaci in Various Animals in Two Zoos 

Species of animals 

Pig.tailed macaque Macaca nemestrina 

atas monkey Erythrocebus patas 

Hamadryas baboon PaPio hω刊日dryas

Sheep Ovis aries 

Goat Capra hiγC叫S

White.tailed deer Odocoileus virginianus 

lndian elephant Elephas maxim叫S

Black panther p，ω1thera pard叫S

Chinese leopard Panthera pardus jゆonensis

Tigar Pantheγ'a tigris 

Puma Felis concolor 

Ocelot Felis pardalis 

Linx Felis linx 

Wolf Canis luμtS 

Dhole Cuon alpinus 

Fox VulPes vulPes 

No. of sera 

examined positive * 
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Sea lion Zalophus califoγnianus 1 1 0 0 

Koala Phascolaγc tos cinerus 5 0 5 0 

Scarlet macaw Ara macao 2 1 1 1 

Blue and yellow macaw Ara rauna 1 0 1 0 

Total 53 18 35 11 

* Titers三1: 8 are regarded as positive 

調査は Fukushiら19) 田村18)の報告のみである.この

ような背景から愛がん動物における C.psittaciの感染実

態を把握しておくことは予防対策上も重要である.

今回，著者らが行った C.psittaciに対する各種動物で

の抗体保有調査結果から，まず， 1983年に全国の家庭で

飼育中のイヌでは地域によって多少の差異はあるが，そ

の陽性率は平均で28.9%であり，飼育猫では5.9%で

あった. また，東京都の動物管理事務所に1978年から

1985年までの問に収容された犬では32.0%，同様に猫で

は6.4%で，これらの陽性率はいずれも Fukushiら19)の

報告よりも高い値であった. しかしながらイヌでの抗体

陽性率がネコのそれに対し約 5倍であったことは一致し

た成績であった.一方，抗体価をみるとイヌでは 1: 16 

以下の低い値がそのほとんどを占め，飼育犬，収容犬あ

わせて 1: 8以上の陽性例 240例中 225例， 94%で，

1 :32倍以上は15例， 6 %に過き、ない.これに対し，ネ

コでは陽性例48例のうち 1:32以上が 7例， 15%で， し

かも 1: 128 ~ 1 : 256の高い CF価を示すものが 3例も

あった.つまり，イヌでは陽性率そのものは高いがその

1: 32 ミ1: 64 
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抗体価は低く，ネコでは陽性率は低いが，陽性例のもの

ではその抗体価は概して高いという成績であった.この

ことはイヌよりネコでの症例報告9.16-18)が多いことと

照らしあわせて興味深い.

ハト，特に市街地に生息するドバトは C.psittaciの感

染率が愛がん烏であるオウム・インコ類に次いで、高いこ

とは我国でもしばしば指摘され20-22)，ハトからと思わ

れるヒトへの感染症例も報告されている2.5) 今回，

1985年から1986年にかけて東京都内 5ケ所の公園や神社

で捕獲されたドバト 180羽の抗体陽性率は52.2%であり，

抗体価も 1:32以上が陽性例の33.0%を占めていたこと

から， ドバトにおける C.psittaciの感染率の高いことが

再確認された.愛がん鳥のほとんどは家庭内で飼育され

ているので，家庭内では濃厚に接触するものの，その人

数は限られるのに対し， ドバトは公園，動物園，神社仏

閣等多数の人の集まる場所で広範囲に排池物を散布する

ので直接ヒト，その他の動物への影響ばかりでなく， ド

バトの行動から病原体の拡散の役目を担い，公衆衛生学

的にはより重要な存在といえよう.
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C. psittaciは鳥類ばかりでなく晴乳動物にも広く感染

性のあることは古くから知られている事実であるが，動

物園で飼育されている各種動物における抗体保有状況を

調査した報告はこれまでにない.今回の調査対象とした

動物種は本研究のために計画的に選択されたものではな

く，さまざまな理由によって収集された血清ではあるが，

陽性例は11種目検体におよび C.psittaciの感染域の広さ

を示している.これらの動物で比較的高い抗体価を示し

ているヒツジから陰性であったコアラにいたるまで，何

らオウム病を疑わせる症状は確認できなかった.なお，

コアラについてはオーストラリアで結膜炎等のクラミジ

ア性疾患が問題となっているが， 1985年から1986年に輸

入された 3個体から 2固にわたって採取されたものを含

めて計5検体供試したが，いずれも陰性であった.動物

園内の動物問での感染の広がりは，陽性個体との接触も

あり得るが，圏内に生息するドバトを含めた野生鳥類の

存在も無視できない.

結論

各種動物における Chlamydiapsittaciの感染状況を知

る目的で，組織培養抗原を用いた補体結合反応 (CF)

による血清疫学的調査を行った.

CF価 1: 8以上の陽性は，イヌでは1983年に全国か

ら集められた飼育犬401検体中116例 (28.9%)，1978-

1985年の東京都の収容犬387検体中124例 (32.0%) で

あった.ネコでは1983年に集められた全国の飼育猫460

検体中27例 (5.9%)，1982-1985年の東京都の収容猫で

は329検体中21例 (6.4%) が陽性であった.一方， 1985 

-1986年にかけて，東京都内の 5カ所の公園および神社

で捕獲されたドバト 180検体中94例 (52.2%) が陽性で

あった.また，都内の動物園で飼育されている動物20種

目検体のうち11種目検体が陽性であり，その主な動物穫

はヒツジ，サル，ゾウなどであった司

謝辞本研究にあたり動物血清の採取に御協力いた

だいた当研究所環境保健部関 比呂伸研究員，東京都動

物管理事務所動物愛護センター，恩賜上野動物園，多摩

動物公園の関係各位ならびに日本獣医師会に深謝いたし

ます. (本研究の一部は第101回日本獣医学会総会，昭和

61年4月で発表した.) 
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スポット法に基づいた神経芽細胞腫のマス・スクリーニング検査成績

武士俣邦雄*，高野弘紀*大橋 誠ホ

l峰 岸 正 子 * * 石 塚 実**長岡常雄**

Results of Mass-screening to Detect Neuroblastoma by 

Means of a Spot Test for Urinary Vanillylmandelic Acid 

KUNIO BUSHIMATA *， HIROKI TAKANO*， MAKOTO OHASHIへ
MASAKO MINEGISHI * *， MINORU ISHIZUKA * * and TSUNEO NAGAOKA * * 

Keywords:神経芽細胞腫 neuroblastoma，尿中バニリルマンデリン酸 urinaryvanillylmandelic acid，スポット

法spottest 

われわれは，昭和58年10月から，小児固形ガンの 1つ

である神経芽細胞腿のマス・スクリーニング検査を，多

摩および島しょ地区に居住する乳児を対象に，担当の保

健所ならび保健相談所を窓口にした行政事業として行っ

ている.また，当所においては， 23特別区のうち，新宿

区および文京区についても，同区の要請にもとづいて同

検査を行っている.

この腫場は，予後がきわめて不良で1)悲惨であるが，

早期に発見して加療することによって，完治することが

期待できると云われている 2) また，その催患率は，ほ

かの難治性小児疾患のそれに比べると比較的高く 3) 約

2万人に l例であると報告りされていた しかし，厚生

省の全国規模のマス・スクリーニング検査の結果によれ

ば，最近では15，000人の小児に対して 1例の割合で発見

されていると云われている.なお，厚生省「神経芽細胞

腫マス・スクリーニング研究班」による発見症例の調査

表の集計によれば，地域的には関西や北海道(札幌市)か

らの報告が多いことが認められている.

前記の，東京都におけるスクリーニングの結果，昭和

61年 1月に 1症例を発見したので，昭和61年 3月末日ま

でに当所で行った検査成績の解析結果と合わせて報告す

る.

研 究 方 法

1.検査の対象および、材料:すでに報告した様式にも

とづいて，当所に搬入される尿検体ろ紙を材料として，

検査を行つため.対象は前記地域内に居住する 6ヶ月児

である.

2.検査方法:本腫蕩においては，カテコールアミン

の代謝が尤進されるものが多いことから，その終末代謝

産物の尿中排出量の増加が有るか否かの検査にもとづい

て，患児の検索を行う.すなわち，カテコールアミン代

謝終末産物のうちのパニリルマンデリン酸を，化学的に

ジアゾ化合物として発色させて検出する方法のうち，

Studnitzら7)の発色試薬を用いるスポット法8)に従って

成績の判定を行った.なお，検査成績の判定が困難ある

いは腫療が疑われるような被検体については，著者が開

発したペーパー円形展開処理的を発色部に施し，呈色の

鮮明化を計ってから判定する方法10)をとった.

結果および考察

1.検査の実施状況

本事業を開始して以来，昭和61年 3月末日までの 2年

半の聞に， 76，578人(行政事業としての多摩および島

しょ地区の70，443人ならびに受託検査である新宿区の

4司019人および文京区の2，116人)の乳児について検査を

実施した.各年度における月別の検査申請人数および検

査成績の内容ならびに医療機関における精密検査の受診

を必要とした被検者数などの推移を，図l.およぴ図2.に

示す.

*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 

**東京都衛生局公衆衛生部母子衛生謀
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図1.に示したように，多摩および島しょ地区の検査動

態において，各年度ともに12月の検査実施人数が減少し

ているのに対して 1月に増加しているのは，年末年始の

休暇にともなう受け付け業務の一時停止にもとづいた検

体の滞留による現象である.

また， この図1.に示した多摩および島しょ地区におけ

る年度別の初回検査申請人数は，昭和58年度は第 4四半

期が主イ本である9，351人にとどまったが，年間を通じて

検査を行うようになった昭和59年度の31，141人に対し，

昭和60年度は前年度よりも 1，190人少ない29，951人で

あった.なお，多摩および島しょ地区における本検査の

受検該当乳児5)に対するろ紙の配布数は，昭和59年度分

39，360枚および昭和60年度分40，545枚であった.この検

査用ろ紙の配布枚数および前述の初回検査申請人数にも

とづ、いて，両年度における受検率を算出すると，昭和59

年度の79.12%に対し，昭和60年度の73.87%は前年度よ

りも 5.25%も低かった.この両年度における初回検査受

検率の5.25%という差は，前述した初回検査申請乳児人

数の両年度の差である 1，190人のほぼ2倍に相当するも

のであった.このように検査申請人数が急激に減少した

理由は不明であるが，今後保護者に対して本検査の意義

の説明を強化し，意識の高揚を計り，受検をうながすな

ど広報活動の必要性を認識させられたところである.

2.再検査の理由およびその頻度

初回検査で要再検査として判定された検体数およびそ

れらの被検者のくり返し受検状況ならびに検査終結率を

表1.に示す.

多摩および鳥しょ地区の初回検査における要再検率は，

年度を経るに従って急激に低下していることがうかがわ

れる. しかし，その率が最も低かった昭和60年度の

6.46%でさえ，新宿区の昭和60年度の2.65%に比べると，

約2.5倍も高いものであった.

そこで，初回検査において要再検査として判定した理

由について分析を行った.まず，再検査を必要とした理

由を，食べ物の制限が不完全なために偽陽性反応が現わ

れて判定が出来なかった検体群(以下食事情Ij限不良検体

と記す)および検体ろ紙の作製にあたって，検査用のろ

d氏に脱脂綿あるいはオムツなどを押し当てたり，ろキ氏を

オムツと一緒に当てたために検査に適した尿スポットが

得られていないもの，尿滴下量の過少過多，希薄尿，尿

j商下後長期経過したもの，さらにはろ紙に香料を散布し

たものなどの検体群(以下検体不良と記す)に大別した.

それぞれの理由による件数は比率化して，図1.および図

2.の右側に半径分割グラフにして示した.図1.の多摩お

よぴ島しょ地区のグラフでは，検査を開始してから月を

経るに従って，破線の内側(検体不良)が渦状に減少して

ゆくのに対し，図2.の新宿区および文京区のそれは不規

則な突起状を示して推移している.

多摩および島しょ地区の初回検査における要再検査検

体の出現率が，年度を径るに従って急激に低下したのは，

図1.に示したように検体不良による検体の比率の低下に

よる.この変化を検体数として観察すると，検体不良に

よる要再検査検体は，昭和59年度に1，938件であったも

のが，昭和60年度には約1/4の561件に減少している.こ

れに反し，食事制限の不良による検体は，昭和59年度の

1，257件が昭和60年度には1，373件あり， 116件増加して

いる.すなわち，多摩および島しょ地区においては，検

体作製方法の指導は効果をあげているものの，食べ物の

制限に関する説明および指導が不足していることを示唆

している.

昭和60年度における要再検査検体のうち，偽陽性検体

の出現率をみると，多摩および島しょ地区では4.5%な

のに，新宿区の2.32%および文京区の2.67%は半分以下

の低率であった.偽陽性反応は多くの場合，尿採取直前

の食べ物によるので，多摩および島しょ地区においては，

食べ物の制限に関する指導に改善の余地のあることが認

められた.ちなみに，初回検査における要再検査検体の

出現率が最も低い新宿区においては，すでに報告別した

ように，検査に関する指導方法などについて，検査担当

者を交えた協議を数回実施している.

表1.に示したように，多摩および島しょ地区は新宿区

および文京区に比べて， くり返し検査の回数が多い.た

だし，多摩および島しょ地区においても，昭和60年度に

はくり返し検査の回数および件数ともに減少している.

このことは，疑わしい結果を得た場合には，医療機関の

診断に委ねるように方針を転換したためである.また，

表1.に示したように，昭和60年度の要精密検査と判定し

た検体数が急増していることも，この理由による.

なお，医療機関において精査を受けた被検者の96%が

陰性と判定されたことから考えると，要再検査の原因は，

食べ物の制限の不撤底あるいは代謝成分の尿中排出時間

に個体差があるためではないかと推察する.

また，要再検査あるいはくり返し検査は，神経芽細胞

腫の疑いを想定させ，被検児の保護者に不安を抱かせて

いることも事実である.このような再検査ゃくり返し検

査をなくするためには，液体クロマトグラフィーによる

定量分析など，精度の高い判定方法の導入が必要である

と考える.
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図3.保健(相談)所別の要再検査検体の理由別出現率およびそのくり返し検査頻度
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ついで， くり返し検査の多い多摩および島しょ地区に

ついて，各保健所および保健相談所別にその出現状態を

調べた.その結果を図3.に示す.

この図3.で，昭和58年度から昭和60年度までの 3年間

を通じて，初回検査における要再検査検体の理由別出現

率が，全体のそれよりも高い保健(相談)所を調べた.食

事制限不良(上段)では H.o.，F. C.， M. k.， T. W.， K. c. b.， K. 

i.， K. j. b.，および M.n.などがあり，検体不良(下段)はI.

C.， N. m. b.， M. d.およびH目 m.mなどで，両方を兼ねて

いる所はなかった.また， 3年度共にくり返し検査の回

数が多かった保健(相談)所としては， H. j.， H. 0.， M. d.， 

F. C.， M. f.， K. i.， K. rおよび H.m.mなどがあげられる.

これらには，食事制限不良検体の多かった所が3ケ所，

肢体不良検体の多かったところが2ケ所含まれていた.

また，昭和60年度に要精密検査と判定された被検者が

3人以上出ている所について検討してみると， T. W.， K. 

i.， M. n.， H. k. m.およびF.s.の5ケ所であったが， H. k 

m.および F.s.の2ケ所は，前記の要再検査検体が多い，

あるいはくり返し検査回数が多い保健所群には含まれて

いない所であった.

以上のように，再検査を必要とする不良検体が，特定

の保健(相談)所に偏っている傾向については，すでに報

告5，11)したところであるが，保健所によってその指導の

姿勢に違いがあることを示唆しているものと考える.

3.検査終結率

初回検査における要再検査被検者の検査終結率につい

ては表1.に示した.多摩および島しょ地区では，昭和58，

59， 60の各年度のそれはそれぞれ93.0%，95.2%および

94.8%であった. しかし，新宿区の昭和59年度87.3%，

昭和60年度74.6%および文京区の昭和59年度92.3%，昭

和60年度78.7%は，多摩および島しょ地区のそれよりも

低かった.

4.患児の発見

図2.に示したように，文京区において昭和59年度に患

児が 1例発見された.この患児の検査経緯について検討

したところ，初回検査の疑陽性判定から再検査を実施す

るまでに 1ヶ月を費していることが分かった.再検査の

結果，強い陽性反応が認められたために，ただちに所轄

の保健所と連絡をとり，臨床精密検査の必要性を伝達し

た. しかし，保護者が入院させることを渋ったために，

時間が経過し，大学病院において末期的な第町病期であ

るとの診断が下されたのはさらに20日後であった12)

ただし，この患児は，その後の治療によって寛解してい

る模様である.この例に見るように，本腰蕩の増殖進行

はきわめて速いことがうかがわれる.従って，今後のマ

ス・スクリーニングにおける要再検被検者検体の取り扱

いを，迅速化することについて，改めて検討する必要性

を強く感じさせられた.

図1.および図3.に示してある昭和61年 1月に発見され

た症例は， T. W 保健所管内に居住する乳児であって，

初回検査において尿中パニリルマンデリン酸の濃度が，

要臨床精密検査と判定する対照基準の15μg/ml以下で

あったが，シャープなスポット輪郭と比較的明瞭な辺縁

の色相が観察されたため，精査を要望する決定を行った.

このことを直ちに，保健所および母子衛生課に連絡をし

た.この患児は，保健所の受診勧奨指導に従って，速に

都立八王子小児病院で診察を受けた.その結果，腫癌が

触知されたために入院・手術が行われ，その後は副腎機

能低下に対する治療を受けながら，経過観察中である.

この症例は，早期発見というマス・スクリーニングの意

義を，再認識させるものであった.

5.今後の対応

以上のように，われわれは，神経芽細胞腫のマス・ス

クリーニング検査を開始してから，昭和61年 3月末日ま

でに76，578人の乳児について検査を行い， 2人の患児を

発見した.

東京都予防医学協会は，都内の足立，墨田，江戸川，

葛飾，江東，台東，豊島，千代田および荒川の 9区の同

検査を受託して39，902人の乳児の全てにつうて，液体ク

ロマトグラフィーを用いた定量検査を行い， 8人の患児

を発見し，定量検査にもとづいたスクリーニングの有効

性を報じている 13) しかしながら，われわれはスポッ

ト法による検査のみでスクリーニングを実施して来てい

るので，検査結果が陰性であったにもかかわらず，その

後発症した被検者が居るか否かを検討してみる必要性を

感じた.そこで，悪性新生物に対する医療費助成の資料

にもとづいて，これを調べたところ，現段階では該当す

る乳児は 1人もいなかった.

このことからわれわれは，その検査精度の信頼性にも

とづいて，現行法を今後も継続する方針を確認した.ま

た，液体クロマトグラフィーによるスクリーニングは理

想的ではあるが，多数の検体を処理するには能力に限界

もあって，直ちには導入し難い.そこで，要再検査検体

で検体不良でないものについて，定量検査を実施するな

どの方法を導入する方向で検討を開始した.このような

方法論については，コストベネフィットの観点からも考

慮しなければならないことであろう.
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まとめ

われわれは，スポット法によって，多摩および島しょ

地区，新宿区および文京区の乳児について，神経芽細胞

腫のマス・スクリーニング検査を実施した.昭和58年度

後半から昭和61年3月末日までに76，578人の乳児につい

て検査した結果 2人の患児が発見された.このうちの

1患児はスクリーニングの目的とする早期発見にはや冶

反して，第百病期での診断であったが，他方は第I病期

で発見されており，スクリーニングの意義を再認識させ

るものであった.

また，これらの検査成績について検討し，以下のよう

な知見を得た.

1 )初回検査において要再検査と判定された検体の占

める割合は，多摩およぴ島しょ地区で高率であった.こ

の率は，年度を経るに従って改善されたが，昭和60年度

のそれでも新宿区および文京区の約2.5倍であった.

2 )多摩および烏しょ地区の初回検査において，要再

検査となった検体の理由別内訳の 3年間における推移を

みると，検体不良によるものの占める率は1/10に低下し

た.

3 )多摩および島しょ地区の初回検査において，要再

検査となった検体の占める割合は，特定の保健(相談)所

において高い傾向が見られた.ただし，食事制限不良に

よる要再検およぴ検体不良による要再検共に高率の保健

(相談)所は認められなかった.

4 )多摩および島しょ地区で， 3年度を通じてくり返

し検査回数の多い保健(相談)所は 8ケ所あったが，この

中には食事制限不良の多い所が3ケ所，検体不良の多い

所が2ケ所含まれていた.

5 )初回検査において要再検査となった被検乳児の検

査終結率は，新宿区および文京区よりも，多摩および島

しょ地区の方が高かった.

以上のことから，それぞれの保健(相談)所における，

神経芽細胞腫マス・スクリーニング事業に対する取り組

みの姿勢に，多少の相違があることが推察された.

6 )患児の早期発見の見地から，適正な検査材料の採

取および作製の方法についての指導の徹底が望まれるが，

再検検体の一部については，定量法の導入も考慮する必

要がある.

本稿の概要は，第76回東京都衛生局学会(昭和61年 5

月21日)に於いて発表した.
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パニリルマンデル酸スポットテスト法の反応生成色素

高橋利恵子へ安田- 1'!~*，奥本千代美*，

秋山和幸へ鈴木重任**

Colored Substance Produced in Spot Test 

of Vanillylmandelic Acid 

RIEKO T AKAHASHI *， ICHIRO Y ASUDA *， CHIYOMI OKUMOTO * ， 

KAZUYUKI AKIY AMA * and SHIGETO SUZUKI * * 

The mechanism of vanillylmandelic acid (VMA) spot test for the screening of neuroblastoma was 

elucidated. Diazotized p.nitroaniline coupled with VMA in an alkaline solution as well as in the spot test was 

conducted to afford a colored substance as a sole pigment. From 1H.NMR， 13c.NMR， MS and UV data， the 

structure of the colored substance was determined as 4 .hydroxy. 3 .methoxy. 4 '.nitroazobenzene. This com. 

pound had an absorption at 395 nm in methanol， and at 517 nm in alkaline methanol respectively. 

VMA was shown to be diazotized with release of the carboxylic side.chain. Therefore， after diazotiza 

tion， VMA can not be distinguished from guaiacol derivatives with different side.chains which produce the 

same pigment in the spot test. 

Keywords : neuroblastoma， spot test， vanillylmandelic acid， 4・hydroxy.3 .methoxy. 4 'ーnitroazobenzene，MS， 

NMR 

緒日

神経芽細胞腹は小児悪性月重傷の一割を占めている.こ

のマススクリーニングには，パニリルマンデル酸(以下

VMAとl略す)スポットテスト法が広く使われている.

この方法は，神経芽細胞腫がカテコールアミン産生艇

場であることから，カテコールアミンの終末代謝産物の

一つである VMAのジアゾカップリング反応によるアゾ

色素の発色をその診断，発見に利用したものである. し

かし，この pニトロフェニルジアゾニウム塩による方

法では，偽陽性が 2-4%出現することが問題となって

いる 1) これは，食品由来の尿中物質がジアゾカップリ

ング反応により， VMAと同様の紫色を呈すること，す

なわちこの反応の選択性(基質特異性)が低いことが主

な理由と考えられている.偽陽性物質の検索を行うにあ

たり，まずこの方法の反応機構について，検討した.

この反応は， VMAとジアゾ化されたρニトロアニリ

ンのジアゾカップリング反応と考えられているが2)，

VMAのカップリングの起こる位置については少なくと

も四つの可能性が考えられる. Fig.1のように生成物 1

-3は，水酸基またはメトキシル基のパラ位，またはオ

ルト位が置換される通常の反応であるが， 4は側鎖の

ーCH-(OH) COOHが脱離し置換が起こる異常ジアゾカッ

プリング反応である. Gitlowら3)は生成物 1の存在を推

定し， Vauquelinら4)はアルカリ性の条件で 4が，また

酸性の条件で 1と4が生成すると考察しているが，その

根拠は， 1H.NMRスペクトルによる検討にとどまり構造

等，解析が不充分である.そこで，われわれは，通常ス

クリーニングに用いられているスポットテストの条件下

でモデル実験を行い，得られた成績体を単離後， MS， 

1H.NMR， 13c.NMRスペクトルの解析により構造を明ら

かにしたので報告する.またその可視，紫外吸収につい

ても若干の検討を加えた.

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

**東京都八王子保健所



Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lαb. P.H.， 37， 1986 

HO蕊 R

ArN2Cl 
-一一一一一『直接

K2CO， :O~-@- ~H-ωOH 

70 

R4 

H 

H 

-N = N-Ar 

R3 

CH(OH)COOH 

CH(OH)COOH 

CH(OH)COOH 

【 N= N-Ar 

R2 

H 

Rl 

-N = N-Ar 
N = N-Ar 

H 

H 

H 

2 

3 

4 H H H 

Ar = p-nitrophenyl 

Fig. 1. Expected Structures of the Pigment 

Produced in Spot Test of VMA 

5 TLCによる確認

液相条件における反応生成物とスポットテスト発色物

質の TLCによる確認試験は Kieselgel60 F 254 (Merk) 

を用い，下記の条件により行った. 1)展開溶媒，クロ

ロホルム 2) エタノール :n-アミルアルコール:ア

ンモニア (10: 10 : 1) 3 )酢酸エチル:メタノール

:強アンモニア水 (45: 10 : 10) 

結果および考察

スポットテストおよびそれに準じた液相中アルカリ性

の条件では紫色の同ーの生成物が検出され，実験の部に

記載した三種の TLC条件では， TLC上に他の色素は認

められなかった (1) RfO.58， 2) RfO.57， 3) Rf 

O'N~N~~: 

273 (M勺

300 

m/z 
250 

Fig目 2. The 70e V Direct Inret Mass 

Spectrum of the Pigment 

151 

200 150 

実験の部

1 標準品および試薬

VMA として東京化成特級品 dl-4 -hydroxy-3 -

methoxymandelic acidを，他は全て和光純薬特級品を用

いた.

2 装置

融点:矢沢 BY-1微量融点測定器(未補正).可視部

紫外部吸収スペクトル:目立320自記分光光度計. lH_ 

NMR (270 MHz) ， !3C-NMR (67.5 MHz) 日本電子

FX-270，共に重クロロホルム中 TMSを内部標準として

測定した. MS:日本電子(JMS) D -300 (70eV)，高分

解能測定は直接導入法により行った.

3 スポットテスト発色物質の抽出

VMA2.0mgを約 1mlの0.01N塩酸溶液に溶かし，東

洋ろ紙 NO.2に滴下した. 0.1 %p-ニトロアニリン/

2%塩酸溶液， 0.2%亜硝酸ナトリウム溶液， 10%炭酸

カリウム溶液を約 5'cに冷却後， 1 : 1 : 2の割合で順

に混合し前述のろ紙に噴霧した.紫色に発色した部分を

切り取り，クロロホルムで抽出し，減圧濃縮した.

4 反応生成物の合成

VMA (1.778g) の0.01N塩酸溶液91.2mlと10%炭酸

カリウム溶液2，500mlを氷水中で混合し，別に0.1%p-

ニトロアニリン/2%塩酸溶液1，250mlと0.2%亜硝酸

ナトリウム1，250mlを氷水中で混合し，前述の混i夜に滴

下混合した.反応後に酢酸を加え， pH7にし，クロロホ

ルムで抽出し，溶媒を減圧，留去した.残留物をメタ

ノールから再結晶し， 4 -hydroxy-3 -methoxy-4 '-nitro-

azobenzeneの赤褐色針状晶 1.03 gを得た. (収率

41%)， mp172 ~ 173.5"C (ref. 171.5 ~ 173.5"C5
)， 

150'C4
)， 125~135'C6)). 
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Table 1. High Resolution Mass Spectrum of the Pigment 

Selected Observed Error 
Assignment 

ion (m/z) (m/z) (mmu) 

273 273.0753 0.3 C 13 H 11 N 3 04 

151 151.0510 0.2 C7 H7 N z Oz 

123 123.0439 -0.5 C7 H7 Oz 

た (Fig.3). 融点の文献値が種々異なるのは結晶多型

のためと考えられる.反応機構としては Vauquelinら4)

が指摘しているように電子供与性の側鎖のつけねの C1

炭素への親電子反応と考えることができるが，またラジ

カル反応機構の可能性もある.

単離された色素 4は溶媒の種類，液性により異なった

色調を示す.すなわちメタノール中，酸性，中性では黄

色，アルカリ性では赤紫色を示す.この呈色はエタノー

ル，アミルアルコール等，他のアルコールでも同様であ

る.アセトン，ピリジン中では深色効果が認められ

(Table 3)，酸性，中性溶液中の吸収は母核のトラン

スーアゾベンゼン Amax320nm (e max21 ，500) 7)とよく対

応している.この pH変化に伴う変色はアゾ型とヒドラ

ゾン型の互変異性に基くものと考えられている.

0.47) .この物質は MSスペクトル及び13C_NMRスペク

トルより，分子量273が明らかとなり，ーCH-(OH)COOH 

部分の脱離した成績体4 (Fig. 1 )が推定され， 1 -3 

は否定された. Fig.2及び Table1の MSスペクトルに

おいて組成式 C7H70Zを示すm/z123を基準ピークに

認め，組成式 C7H7NZOZを示す m/z151に特徴的な

ピークが出現している.これはこの構造が正しいことを

支持するものであり， lH-NMRスペクトルにおいては

プロトン 3個分のシグナルが7.67，7.51， 7.09ppmに現

われ，三置換ベンゼンの存在が，またプロトン 4個分の

シグナルが8.35，7.97ppmに現れ，二置換ベンゼンの

存在が明らかとなった (Table2). そして， 13C -NMR 

スペクトルに現れる各炭素シグナルの帰属も矛盾なく説

明される (Table2) ことから，成績体は 4と決定され

MQNZNGOH 

Table 2. 1 H and 13 C NMR Data of the Pigment in CDCh 

1 H Chemical Shifts (ppm/TMS) 

and Coupling Constants (Hz) 

lH d (ppm) 

13 C Chemical Shifts * 
(ppm/TMS) 

13C d )
 

m
 

p
 

nv 
(
 

H3'， Hs' 

Hz'， H6' 

H6 

Hz 

Hs 
OH 

OCH3 

s
s
s
s
s
J
U
A
U
A
U
A
U
J
u
q
 

156.0 

150.3 

148.3 

147.3 

146.8 

124.7 

123.2 

123.1 

114.5 

101.8 

56.2 

Carbon atm 

C1' 

C; 
C1枠

C3非

C4# 
C3'， C5' 

C6 

C z'， C6' 

C5 

Cz 
OCH3 

(1=2.4， 8.8) 

(1=2.4) 

り=8.8)

8.35， m， 2 H 

7.97， m， 2 H 

7.67， dd， 1 H 

7.51， d， 1 H 

7.09， d， 1 H 

6.12， s， 1 H 

4.00， s， 3 H 

Hydrogen atom 

* : The assignments were confirmed by off-resonance and proton-carbon selective decoupling experiments 

# : Intercha昭 eableassignme 
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Table 3. UV.VIS Spectra of the Pigment 

λmax (nm) E A max (nm) E 

Solvent 
(alkaline soln.) 

Methanol 395 23，900 517* 37，600* 

Aceton 394 23，400 605* 64，000* 

Pyridine 412 22，700 615# 64，000# 

* : To a solution (50ml) was added 25 % NaOH O. 5ml. 
# : To a solution (50ml) was added 25 % NaOH 2. Oml. 

以上まとめると，スポットテストではジアゾカップリ

ング反応が起こる際，倶IJ鎖が切断され呈色物質の形成が

行われることが確認された.p-ニトロフェニルジアゾニ

ウム塩とカップリングして色素 4を生ずる化合物は

VMAの他にも存在するので，反応が行われた後では，

成績体の色素を分析しでも，これらの物質を識別するこ

とができない.

すなわちスポット法の疑陽性検体について，そのよう

な色素を分離する試みは，尿中に共存する物質による不

鮮明さを除く目的には適するが，グアヤコール核を持ち，

同じような反応を起こす物質2.4)とVMAを識別するこ

とはできないことが明らかとなった.

結論

VMAスポットテストの生成色素は一物質より成り，

これを単離した.この構造は種々のスペクトルデータよ

り4-hydroxy-3 -methoxy-4 'ーnitroazobenzeneと決定し

た.本テストの化学反応は VMAの側鎖が失われる異常

ジアゾカップリングによるものであり，生成された色素

の分析から VMAを同定することは不可能で、ある.
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ガスク口マトグラフィーによる生薬牛黄中のコール酸類の定量

高野伊知郎*，安田一郎*，瀬戸隆子へ

浜野朋子へ秋山和幸*

Determination of Bile Acids 

in Crude Drugs， Oriental Bezoar by Gas Chromatography 

ICHIRO TAKANO*， ICHIRO YASUDA *， TAKAKO SETO*， 

TOMOKO HAMANO* and KAZUYUKI AKIYAMA * 

For the purpose of evaluating crude drugs. Oriental Bezoar (OB) samples were analyzed for bile acids. 

Bile acids were identified by means of capillary GC and GC-MS. With and without preceding hydrolysis. 

bile acids were extracted. derived with 1，1，1，3，3， 3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) and trifluoroacetic anhyd-

ride (TF AA). and then determined by FID-GC on 2 % QF-1/Uniport HP column. 

The calibration curves of deoxycholic acid (DC) . chenodeoxycholic acid (CDC) . hyodeoxycholic acid 

(HDC) and cholic acid (C) showed straight lines. Recovery rate of taurocholic acids (TC) added to crude drug 

was 89.9 % (CV 3.8 %). and this method was successfully applied to OB without interference 

Using this method. 58 natural samples and an artificial one were analyzed. In the naturally obtained 

samples. DC. CDC and C were contained at the levels of 22.7， 3.5， 56. 3mg/ g respectiv巴ly.and HDC was not 

detectable 

The total bile acid contents of OB varied from 32.5 to 98. 6mg/ g by the place of origin or by the lot. The 

artificial sample called “Gosei-Goou" had a characteristic distribution of bile acids. such as DC 24.0， CDC 

24.9， C 127. O. HDC 49.7 and total 225. 6mg/ g 

Keywords crude drugs， Oriental Bezoar， Bezoar Bovis， on the market， bile acids， determination， capillary GC. 

GC， GC-MS 

緒昌

牛黄 BezoaγBωtSはウシ Bostau仰 sLinne var. dometi-

C叫sGmelin (Bωidae) の胆のうまたは胆管中に生じた結

石で，強心，利胆，鎮静，鎮けい，解熱，解毒などの目

的で古くから六神丸，救命丸などの家庭薬に配合されて

いる数少ない動物性生薬の一つである.日本薬局方によ

る牛黄の品質規格には，ピリルピンおよび灰分の含量基

準1)が記載されており，その他は主に経験にもとづく外

観性状による鑑別試験がある.今回，合成牛黄と呼ばれ

る粉末品を入手する機会を得たが，日局試験結果からこ

の生薬の品質の良否を評価することはできない.牛黄の

薬効の主なものは含有するデオキシコール酸やコール酸

などのコール酸類 (Fig.1)，あるいはペプチド性の物質

によるものとの報告2-8)がある.コール酸類は胆汁や各

種動物胆の形で，また精製されたコール酸類として，か

ぜ薬，滋養強壮剤などにも多く配合されているが，ウル

ソデオキシコール酸，デオキシコール酸のように強い鎮

けい作用を持つものもあれば，ケノデオキシコール酸の

ように肝臓毒性を発現しやすいものもあり，それぞれ薬

理作用が異なっている.そこで，牛黄中のこれらのコー

ル酸類の種類，含有量を正確に把握しておくことが必要

であると考え，精度の良い分析法の検討を行うことにし

た.一般的なコール酸の分析については薄層クロマトグ

ラフィー (TLC)9)，液体クロマトグラフィー (HPLC)10) 

*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 Japan 



74 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 37， 1986 

およびガスクロマトグラフィー (GC)11)が報告されてい

るが，個々のコール酸類の分離精度の点で TLC法およ

び HPLC法には問題がある. GC法については加水分解

処理を行う必要があり，その際多少の定量誤差を生じや

すい欠点が指摘されている. しかし，生薬製剤，漢方製

剤など多種成分配合の試料への適用を考えると，妨害成

分が出現しにくいなどその汎用性に富む利点が考えられ

た.そこで今回，生薬牛黄について胆汁試料の誘導体化

法12)を応用し，各種コール酸類の GCによる分析を試み

た.

H 

HOや

Rl RZ R3 R4 

cholic acid C H OH 日 OH 

deoxycholic acid DC H H H OH 

chenodeoxycholic acid CDC H OH H 日

ursodeoxycholic acid UDC H 日 OH H 

hyodeoxycholic acid HDC OH H 日 H 

Fig. 1. Chemical Structures of Bile Acids 

実験の部

1.装置

水素炎イオン化検出器付きガスクロマトグラフイー

(FID-GC) :島津製作所製 GC-7A型，HewlettPackard社

製 GC-5790A型(キャピラリー仕様)

ガスクロマトグラフィー質量分析計 (GC-MS)

Hewlett Packard社製 GC-5710型に日本電子社製

JEOL D-300およびJMA-2000データ処理システムを接続

したもの.

2.標準品および標準溶液

標準品:デオキシコール酸 (DC):和光純薬製をアセ

トンおよびエタノールから再結晶純度 97.8%

(FID-GCにおける面積百分率で表す.以下同様)，コー

ル酸(C):ミクニ化学製をエタノールから再結晶 純度

98.0%，ケノデオキシコール酸(CDC):東京化成製をシ

リカゲルカラムで精製した後，エタノールから再結晶

純度 99.7%，ヒオデオキシコール酸 (HDC):東京化成

製をアセトンから再結晶 純度 98.9%，ウルソデオキ

シコール酸 (UDC):東京化成製を酢酸エチルから再結

晶 純度 99.0%，タウロコール酸(TC):ガスクロ工業

製 GC用標準品をそのまま用いた.

標準溶液:各標準品を48時間減圧下乾燥し，約100mg

を正確にとり，エタノール100mlにとかし各標準溶液と

した.

GC定量用内部標準物質 d.1-αートコフェロールオク

タン酸エステル (IS):東京化成製 d，l一α一トコフエロー

ル2.6gをピリジン 2mlに溶かした後，無水オクタン酸

4 mlを加え，約50'Cで30分間加熱し，エステル化を

行った.反応液を氷水に移し，さらにエーテJレ100mlを

加えた後，エーテル層を分取.エーテル留去後，残さを

シリカゲルカラムクロマトにかけ，クロロホルム溶出画

分から d，l-αートコフェロールオクタン酸エステル2.1g

を得，これをこのまま内部標準物質とした.

内部標準溶液:IS 160mgを正確にとり，酢酸エチル

200mlにとかし， IS溶液とした.

3.試料

牛黄(天然品):オーストラリア産，ブラジル産，北ア

メリカ産，メキシコ産，スイス産およびインド産の各全

形生薬の中から適当に約20gを採取し，さらに形状，色，

つや，大きさの異なるものを 2-10個ずつ選んだ.なお

ブラジル産のものについては流通経路が互いに異なるも

の2種を選び試料とした.

牛黄(人工品):中国広西省南寧市において“合成牛

黄"の名称、で販売されていた淡黄色の粉末を試料とした.

4.試薬

誘導体調製試薬:1，1，1，3，3，3ヘキサフルオロー 2-プ

ロパノール (HFIP)，無水トリフルオロ酢酸(TFAA)は

和光純薬製，ニトロソメチル尿素は ICPPharmaceutical 

社製.

その他の試薬はすべて和光純薬特級を用いた.

5.牛黄エキスの調製

ヒトの胆石分析法13)に準じてエキスの調製を行った.

すなわち，各産地牛黄を乳鉢中で粉末とし，その50mg

をとり，クロロホルム・メタノール (1 : 1)混液20ml

を加えて，水浴上で 1時間加熱還流した後，ろ過.残さ

についてはさらにエタノール20mlを加え， 2時間還流

抽出を行い，両抽出液を合わせ，約15mlになるまで溶

媒留去し，エタノールで正確に25mlとし，牛黄エキス

とした.
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6. GC用試料溶液の調製

試料溶液A(総コール酸類含量測定用):牛黄エキス 5

mlを正確にとり，テフロン製ねじ口びんに移し，溶媒

を留去. 4N NaOH 10mlを加え，オートクレーブ中，

120.C 4時間加熱し，加水分解を行った.冷後， 6N HCl 

を加え， pH 3以下とし，エーテル30mlで 2回抽出を

行った.エーテル層に無水硫酸ナトリウムを加え乾燥，

一夜放置後ろ過し，ろ液を試料溶液Aとした.

試料溶液B(遊離コール酸類含量測定用):牛黄エキス

5 mlを正確にとり，加水分解操作は行わず、に，HCl酸

性下，エーテル30mlで 2回抽出を行い，以下，試料溶

液Aと同様に処理した.

7.誘導体化

a)メチル化:各コール酸標準溶液および試料溶液A

は，常法に従い，ジアゾメタン含有エーテル溶液で処理

し，各コール酸メチル誘導体を得た.

b) HFIP トリプルオロアセチル (TFA)化:各コール

酸標準溶液および試料溶液A，BにIS1 mlを加え，i威
圧下濃縮した後，少量のエタノールを用いて 2ml容量

のサンプル管に移した. N2気流下，溶媒を完全に留去

し，HFIP 0.2mlおよび TFAA0.4mlを加え， 40.C 30分

間加温して誘導体化を行い，各コール酸 HFIP-TFA誘

導体を得た.

a) ，b)両者については過剰の誘導体調製試薬を留

去後，酢酸エチル 2mlにとかし，その4μlをGCに供

した.

8. GC， GC-MSによる定性

各コール酸標準溶液および試料溶液Aのメチル誘導体

ならびに HFIP-TFA誘導体を GCカラムに注入し，

ピークの保持時間 (tR)およびマススペクトルの比較によ

り化合物の同定を行った.

9. GCによる定量

各コール酸標準溶液から O.01-l. 50mgの標準系列を

つくり，先の誘導体化法により得た HFIP-TFA誘導体

溶液4μlをGCカラムに注入し，得られたクロマトグラ

ムにおける ISとのピーク面積比から各検量線を作成し

た.試料溶液Aを総コール酸類， Bを遊離コール酸類，

両者の差を抱合コール酸類とし，生薬中の各コール酸類

含量を求めた.

含量算出式

面積比を検量線に代入して得た値を x(mg) ，生薬

19中の含有量を y (mg/g) とすると，

y = x X 5 x1000/s Xj/100 

s 試料採取量 (mg)

j :標準品純度(%)

で求められる.

10. GCの条件

GC分析条件は Table1に示したとおりである.

結果および考察

1.各コール酸類の定性

QF-1 (Condition 2 )による DC，CDC， Cの各標準

品のピークの分離は良好で、あったが， HDCとUDCの分

離はできなかった.そこで両者のメチル誘導体を ov-
114) (Condition 3 )および HP-1 (Condition 4 )を使って

識別した.試料溶液A中のコール酸類のクロマトグラム

をFig.2に，標準品との tRの比較を Table2に， HFIP-. 

TFA誘導体のマススペクトルを Table3に示した.天然

品には 3個，人工品には 4個のコール酸類に由来すると

思われるピークが出現した.ピーク 1はいずれの GC条

件においても DC標準品の tRと一致し，またマススペ

クトルも標準品同様 m/z369 (M+一CJQHJQ04F9) を基準

ピークとし， m/Z 620 (M+ーC202F3)， 507 (M+ -

C4H04F6)， 255 (M+一C12H1l06F12)などに特徴的なフラ

グメントイオンが観察されることから， DCと同定した.

他のピークについても標準品との tRおよびマススペク

A (Condition 1) 

10 20 

A (Condition 4) 

4 

10 20 

B (Condition 1) 

10 

B (Condition 4) 

4 

10 

20 min 

20 min 

Fig. 2. Gas Chromatograms of Derivatives of Bile Acids 

in Oriental Bezoar under Conditions 1 and 4 

A : N atural B: Artificial 1: DC 2: CDC 

3 : HDC 4: C 5: IS (d， 1】 α【 tocopheryloctanoate) 
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Table 1. GC Conditions for Qualitative and Quantitative Analysis of Bile Acids 

Condition 1 * 2 * 3 * * 4 * * 

2%QF-1 2%QF四 1 2%OV同 1 HP-1 

UniportHP UniportHP GaschromQ Fused silica 

80/100 80/100 80/100 0.33μm 

3mmX1m 3mmX1m 3mmX1m 0.20mmX25m 

230'C 230'C 250'C 310'C 

He 45ml/min Nz 30ml/min Nz 45ml/min Nz 0.48ml/min 

FID EI-MS FID FID 

(20eV，50μA) 

Column 

Oven 

Carrier 

Detector 

*Hexafluoroisopropyl ester-trifluoroacetyl (HFIP-TFA) derivatives 

* *Methyl esters 

Table 2. Retention Times of Derivatives of Bile Acids 

Condition* 3 4 

tR (tR'* *) min tR(tR'**) tR(tR'**) 

Standard DC 6.60 (1. 00) 9.45 (1. 00) 10.40(1.00) 

CDC 8.42 (1. 27) 10.56 (1.12) 11.03 (1. 06) 

HDC 9.50(1.44) 11. 23 (1.19) 11. 71 (1.13) 

UDC 9.50(1.44) 10.14 (1. 07) 10.85 (1. 04) 

C 14.00(2.12) 15.61 (1. 65) 14.49 (1.39) 

2

3

4

 

6.60 (1.00) 

8.43(1.28) 

9.50 (1.44) 

14.00 (2.12) 

9.46 (1. 00) 

10.48(1.11) 

11.33 (1. 20) 

15.76 (1. 67) 

10.30 (1. 00) 

10.95 (1. 06) 

11. 52 (1.12) 

14.48 (1. 41) 

Sample peak 1 

*These conditions are shown in Table 1 . 

* *Ret巴日tiontimes r巴lativeto the corresponding derivative of deoxycholic acid 

Table 3. Mass Spectra of HFIP-TFA Derivatives of Bile Acids 

C m/z(%) 

621 (M+ー113，22.0) ，620(59.9) ，507(13.5) ，370(24.8) ，369(100.0) ，290(39.8) ，255 

(27.4) 

734(M+， 2.3) ，620(100.0) ，507(17.2) ，506(18.0) ，369(16.9) ，342(25.5) ，328(27.4) ，327 

(16.6) 

734(M+， 13.6) ，620(100.0) ，507(17.2) ，506(16.7) ，491(11.4) ，369(17.3) ，342(27.7) ，328 

(55.5) ，327(45.6) 

732(M+ー114，4.2) ，619(34.1) ，618(70.7) ，367(74.7) ，290(100.0) ，253(25.8) 

DC m/z(%) 

CDC m/z (%) 

HDC m/z (%) 

トルの比較からピーク 2をCDC，ピーク 3を HDC，

ピーク 4をCと同定した.

2.各コール酸類の定量

1) GC条件の設定:ピークの分離，再現性および誘

導体化の操作性を考慮し，今回は HFIP-TFA誘導体を

選ぴ， QF-1を充てん剤としたパックドカラムで定量を

行うことにした (Condition1 ) . 

2 )検量線:各標準品による検量線は下記のようにい
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ずれもほぼ原点を通る直線であった.

D C'"・H ・..Y =0. 704X -0.008 (r =1.000) 

CDC……Y =0.652X一0.004(r =0.999) 

HDC……Y =0.619X十0.064(r =0.991) 

c・・ H ・H ・-… Y=0.607X -0.014 (r =1.000) 

Y : ISとのピーク面積比

X:標準品量 (mg)

3 )繰り返し精度:実際試料の分析において ISピー

クとの面積比は， CV 1. 7-4.2% (各 n= 5)で精度は

良好であった.

4 )添加回収実験:TCおよび Cの添加回収率を

Tabl巴4に示した.遊離体(C)の回収率はほぼ満足すべ

きものであった.一方，抱合体(TC)の添加回収実験で

全処理工程における TC回収率は90%程度であることが

わかった.そこで標準品 TCのみをいくつかの異なる条

件で加水分解処理し GC分析を行ったところ，クロマト

グラム上に明らかに分解副生成物に由来するピークを認

めた.これは加水分解処理工程が回収率にかなり影響す

ることを示唆している.

5 )試料の分析:牛黄(天然品)7産地58件および合成

牛黄(人工品)1件，計59件について各コール酸類の含量

Table 4. Recoveries of Cholic Acid and Taurocholic 

Acid Add巴dto Oriental Bezoar 50mg* 

Runs 

5 

5 

Added 

C 2mg 

TC2 

Recovery CV 

97.1% 4.2% 

89.9 3.8 

* Each contained 3. 3mg of cholic acid 

を調査した結果を Table5にまとめた.天然品には DC，

CDC， Cの 3種が認められ，その平均含量はそれぞれ

22.7， 56.3， 3. 5mg/ g (総コール酸類含量は生薬全体の

8 -10%)であった.同一産地内での個体差，ロット差

もあるが，インド産の生薬は明らかに含量が低い傾向に

あった.人工品においては， DCは天然品と同等， Cは

2倍， CDCは 7倍の高い値を示した.また天然品中に

は検出されなかった HDCも49.7mg/g含んでおり，総

コール酸類含量も生薬全体の23%を占め，天然品に比べ

かなり高い分析値となった. HDCはブタ胆汁中のコー

ル酸類の主成分であり 15)，特異的に多く含まれること

から合成牛黄の原料にブタ胆汁が使用されていることが

推察される.

コール酸類の一部は生体内でタウリンやグリシンと抱

合体を形成して存在しているといわれている.そこで牛

黄中のコール酸類の存在形態について考察した. Fig.3 

に遊離体と抱合体の存在比を示した.天然品ではその大

半が抱合体を多く含む形で存在していたのに対し，人工

品では100%遊離体であった.午黄の平i骨筋に対する鎮

けい作用は主に DCの抱合体に由来するとの報告2)もあ

り，コール酸類の分析結果からみる限り，“合成牛黄"

は天然品とは異なる品質のものとして，区別して用いる

のが適当であろうと考える.

結論

GCによる胆汁の分析法を応用し，牛黄中のコール酸

類の定量法を検討した.各コール酸類の分離は良好で，

検量線も直線性を示した.繰り返し精度は CV1. 7-

Table 5. The Contents of Bile Acids in Oriental Bezoar (mg/g) 

(n) DC C CDC HDC TOTAL 

Natural 

Australia (10) 30.6土13.9* 63.6::I::15.8 4.4:t 2.4 n.d.** 98.6土27.6

Brazil-A (10) 25.4土 4.3 54.6:t12.0 3.1土1.1 n.d. 83.1土23.3

Brazil-B ( 8) 26.9:t 9.1 62.3土 9.3 3.4:t 1.1 n.d. 92.6土12.0

North America (10) 25.0:t 8.3 56.3:t15.2 3.9:t 1.3 n.d. 85. 2:t 15.3 

Mexico (10) 19.5土 4.5 72 .4:t 10.1 4.7:t 2.3 n.d. 96.6:t14.5 

Switzerland ( 8) 22.8土 7.3 62.9:t13.8 3.3:t 1.5 n.d. 89. O:t 19.4 

India ( 2) 8.5:t 2.9 22.2:t 6.7 1.8:t 0.4 n.d. 32.5:t10.1 

AVE (58) 22.7土 7.2 56. 3:t 11.8 3.5:t 1.4 n.d. 82. 5:t 17.5 

Artificial ( 1) 24.0 127.0 24.9 49.7 225.6 

* mean土SD * * not detected 
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Natural 
Australia 。 50 

No. 1 
2 

3 

ω 4 
同 5

s 
9 
10 

North America 

Artificial 

(% ) 
100 。 Brazil・A

50 

Mexico 

100 0 
Brazil-B 

50 

Switzerland 

lndia 

100 

Fig. 3. Ratio of Conjugated and Non-conjugated Total Bile Acids in Oriental Bezoar 

~ means Conjugated Bile Acids 
仁二コ meansNon-conjugated Bile Acids 

4.2%，遊離体(C)の添加回収率は約97%，抱合体(TC)

の添加回収率は約90%であった.

この方法により市場品牛黄の分析を行ったところ，天

然の牛黄では各コール酸類含量の平均値は DC22.7， 

CDC 3.5， C 56. 3mg/g，すなわち，組成比は 7: 1 : 16であ

り，総コール酸類含量は82.5mg/gであった.また，産

地，ロットによって差があり， 32.5-98.6mg/gとぱら

つきを認めた.一方，今回入手した合成牛黄(人工品)で

はDC24.0，CDC 24.9，C 127.0，HDC 49.7mg/g，組成比

1 : 1 : 5 : 2 ，総コール酸類含量 225.6mg/gで，天然品

とは明らかにコール酸類の組成，含量が異なっていた.
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シアン測定システムへのパーソナルコンビュータの導入

奥本千代美*，高橋利恵子*岩崎由美子へ秋山和幸*

Application of Personal Computer to Analysis 

of Cyanide in Waste Water from Metal Plating Process 

CHIYOMI OKUMOTO *， RIEKO T AKAHASHI *， YUMIKO IW ASAKI * 

and KAZUYUKI AKIY AMA * 

A computer司aidedanalysis system was developed and successfully applied to the determination of cyanide 

in waste water from metal plating process. 

Many samples were treated in parallel with microdiffusion units. and the resulting cleaned-up sample 

solutions were subjected to cyanide ion-selective electrode analysis. The potential signals from 24 electrodes 

were accepted by a personal computer via a multiplexer and an A/  D converter， and automatically trans-

formed into the corr巴spondingconcentration data with this system目 Thedata processing was carried out in 6 

seconds， and the data were displayed， printed and stored on a floppy disk. 

This system can also fu日ctionas a computer-aided data acquisition and editor system. 

Keyword : determination of cyanide， waste water from metal plating process， personal computer 

我々はメッキ廃水中のシアン化合物の簡易測定法とし

て，微量拡散法とシアン化物イオン電極法を組み合わせ

る方法を検討し1)，表面に24組の拡散ユニットを 6行×

4列に配列した拡散板を開発した.拡散後のシアン濃度

の測定は l試料ずつシアンメーターを用いて行ってきた

が，今回は，このシアン簡易測定にパーソナルコン

ピュータを導入し，検体の受付，試験依頼書に記載され

た情報の記録， 1枚の拡散板上の24試料同時測定および

測定値の記録，集計などの作業の自動化を検討したので

報告する.

装置

シアン化物イオン電極:前法1)と同規格のイオン電極

研究所製 LT一08-SF型，感応而はフラット状，外径

8 mmの電極を24本使用.電極ホルダー:厚さ 5mmのアク

リル板に，拡散板上のアルカリ吸収室の位置に合わせて，

電極を差し込む穴を開けたものを使用.拡散板2) .材質

は前報1)のポリエチレン製から磁製に，また，試料室お

よび吸収室の深さを 15mmに変更した(西村工業製). 

ノfーソナルコンピュータ:NEC PC-9801F， CRTテ守イ

スフ。レイ:NEC PC-KD551K，フ。リンター:NEC PC-

PR201. CU nr :マルチプレクサー，メインアンプ， A/ 

Dコンパータ， PC用インターフェイス(飯尾電機製). 

増幅変換ユニット:電極中継コネクタ一部，バッファー

アンプ(飯尾電機製).

システムの概要

電極ホルダーにセットされた24本の電極を，増幅変換

ユニット部の各々の電極受けに差し込む.シアン化物イ

オン電極で生じた起電力は，各電極毎に設けられたパッ

ファーアンプを用いて安定化された後，マルチプレク

サーに入力される.入力されたデータは，マイクロコン

ピュータの制御を受け指定されたチャンネル毎に切り換

えられ，メインアンプにより 0-5Vに増幅された後，

デジタル信号に変換され， RS232 Cインターフェイスに

より，パーソナルコンピュータに転送され，所定のプロ

グラムにより演算処理され，受付情報と共に整理され，

ディスケットに格納される. (図 1， 2) 

ソフトウエアーの構成

本プログラムは，①イオン電極による測定信号 (mV)

*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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を，オンラインで取込み，自動的にシアシイオン濃度

(μg/ml) に演算処理しディスケットに記憶する部分

と，②検体の受付および成績表の作成等の，編集，整理，

記憶を行う部分から成り立つ.使用中，プログラムの変

更，追加，修正などが簡単に行えるように，プログラミ

ング言語は BASICを用いた.

システムを起動させると画面にメニュー表が表示され

るので，当日の作業にあったメニュ一番号を選ぶ. (表

図1.装置概略図およびブロックダイヤグラム

比色値の
入力か

51三口5

1.シアン含有量の定量

シアン化物イオン電極の起電力は， 0 --250mVと

小さくまた不安定であるため，先のバッファーアンプを

用いた.本システムで採用した複合シアン化物イオン電

極は，感応、電極の起電力を，内蔵する参照電極(銀一塩

化銀電極)との電位差で取り出し，増幅，測定する.イ

オン電極法3)では，測定電位とシアンイオン濃度との聞

に次式の関係があるが，一般的に，シアン化物イオン電

極は，製品問の完全な互換性を持たせること，すなわち，

実際の電極常数A，Bの各々を，全電極同一の値に保つ

ことは困難である.そこで使用電極毎に各々の電極固有

の常数を測定し，これを用いなければ正しいイオン濃度

の測定はできない.

E=AX ln (C) +B  

E:測定電位

C:シアンイオンi農度

A， B :常数

濃度既知の 2種類の標準液を使用すれば，測定電位から

各電極毎の常数AおよびBを求めることができる.本プ

ログラムでは，常数A，Bの測定をイオンデンキョクノ

ヒョウジュンコウセイ(メニュー 2)で行い，そのデー

タ，すなわち常数A，Bは，電極常数ファイル“COR"

に記憶され， (センサ別補正係数表〕としてプリントア

ウトされる.表 2の数字は上段から，電極端子番号 A

およびBを表す.

① 

図2. シアン測定のフローチャート
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表l.初期画面

[メニュウ]

(1)ケンエキノ ウケツケセイリ

(2) イオンデンキョク ノ ヒョウジュン コウセイ

(3) ケンエキ ノ ソクテイ

(4) ヒショクチ ノ input 

(5) セイセキショ ノ print 

(6) DATA ノ テイセイ

(7) アタラシイ ディスケット ニホセイヒョウ ヲ ウツシカエ

ジッコウシタイパンゴウヲキーイン?

表 2. ヒョウジュンコウセイで得られる電極常数

13 : 02 [センサ別補正係数表]

No 1 No 2 No 3 No 4 No 5 No 6 
30.778 30.184 30.457 30.184 31.864 29.190 
110.380 112.380 118.880 116.130 115.000 118.000 

No 7 No 8 No 9 NolO No11 No12 
28.503 31.378 30.726 32.681 30.127 30.674 
115.380 117.750 127.380 114.130 114.500 121. 250 

No13 No14 No15 No16 No17 No18 
35.612 31.595 33.441 28.772 30.996 30.127 
117.630 119.750 109.63"U 110.630 112.880 107.750 

No19 No20 No21 No22 No23 Na24 
30.835 33.658 29.801 29.749 30.349 32.194 
118.750 113.250 113.880 109.130 111.630 114.000 

数字:上段から順に電極端子番号，常数AおよびB

電極常数ファイルのデータ・フォーマット

測定月日 口口/口口 5バイト

A 口口口・口口口 (単精度)4バイト

B 口口口・口口口 (単精度)4バイト

従って，電極30本分のデータと測定月日(合計 245バ

イト)が 1セクターに収納されている.

A， Bの測定は電極の劣化，破損などにより電極を補

充した場合は必ず行う.また， A， Bの値は，測定条件

あるいは使用にともなう劣化等により変動するため，検

体の測定に先だって，そのつど， Iヒョウジュンコウセ

イ」を実行した方が，精度の良い測定ができる.補正に

使用する標準液の濃度は任意に選べるが，当研究室では，

Iおよび10μg/mlを使用している.常数は，測定のつ

ど入換えられる.また，必要に応じて常数の一部のみを

入換える事ができる.

2. シアン検体の処理

1 )検体の受付け

メニュー表の 1を選ぶ.

検体を月毎のファイル:口口SN(口口は受付月)に

まとめ， 6桁の研究室番号を付けてこの番号順に，送り

先，送付番号，検体番号などの，検体送付名簿に記載さ

れた情報と共にディスクに収納する.研究室番号は，検

体整理のため当研究室で付けたもので，初めの 2桁が受

付月でファイル名の口口，後の 4桁がその月中に受付た

検体の通し番号を表す.

検体の受付月，ブロック番号，検体数，最初の研究室

番号等を入力する.始めに指定した検体数の処理が終わ

れば受付表がプリントアウトされる. (表 3) 

検体ファイルのデータ・フォーマット

受付年月日 口口/口口/口口 8バイト

ブロックの検体数日口口口(整数) 2バイト
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表3.検体受付画面とプリントアウトされた表

1 

1 50001 H 41 セイリ No ，ヨシテスト ，キタガワシキ? 2 ， ，0 

2 50002 H 42 セイリ No ，ヨシテスト ，キタガワシキ? 6 ， ，0 

3 50003 H 43 セイリ No ，ヨシテスト ，キタガワシキ?

2 

コードNo ケンキュウシツNo B. No 月 ソウフNo セイリNo ヨシテスト キ夕方、ワシキ

1 50001 H 4 1 2 0.00 

2 50002 H 4 2 6 0.00 

3 50003 H 4 3 8 0.00 

テイセイガアリマスカ y/n?
3 

[シアン濃度試験検体受付表] 受付年月日 61/05/27 

[研究室番号] [整理番号] [B. No] [月] [送付番号] [ヨシテスト] [北川式]

50001 2 H 4 1 0.00 

50002 6 H 4 2 0.00 

50003 8 H 4 3 0.00 

1 :受付作業中の闘面， 2 作業終了時の画面， 3 作業終了時に得られる受付結果表

試験年月日 口口/口口/口口

小計

メッキ廃水 1検体

8バイト

18バイト

(1) 研究室No 口口口口口口 6バイト

(2) ブロック別検体の通しNo 口口口口(整数)

(3) 整理No 口口口口(整数)

(4) ブロックNo 口口(文字)

(5) 採水月 口口(整数)

(6) 送付No 口口口(整数)

2バイト

2ノfイト

2バイト

2バイト

2ノTイト

(7) ヨシテスト 口口口口口口(文字) 6バイト

(8) 北川式口口口.口口口(単精度) 4バイト

(9) シアン測定値口口口口口口(単精度)

4バイト

(則判定 口 1バイト

同比色値口口口.口口口(単精度) 4バイト

(12) 報告値口口口.口口口(単精度) 4バイト

予備 11バイト

小計 50ノTイト

従って， 1セクターに 4検体のデータ (50X4十18=

218バイト)が格納される.

データファイルは，電極常数ファイル“COR" と検体

ファイル“口口SN"がランダムファイルで作成されて

いる.電極常数ファイルのデータはそのつど書換えるの

で1セクターだけで良く，検体に使用できるセクター数

は， 2496 (5インチ両面倍密倍トラックのディスケット

のセクター数) -1 =2495セクターとなり， 4 X2495= 

9980の検体のデータが， 1枚のディスケットに収納可能

である.月別にファイルを作成しているので多少のロス

が生じるが，安全をみても 1年間の検体に対応できる.

2)検体のシアン濃度測定

メニュー表の 3を選ぶ.

このメニューの実行に先だってメニュー 1の受付処理

が行われている事が必要条件で、ある.その日試験する予

定の，検体受付月，検体数，最初に測定する検体の研究

室番号，使用する電極の本数すなわち 1度に測定する検

体の数，電極の使用端子の最初の番号等をキー入力する

と，必要な検体ファイルと電極常数ファイルがロードさ

れる.

拡散処理が終了した拡散板のシールを取り去り，電極

の位置を検液の上にセットし，マルチサンプラー2)を操

作して電極の上下および左右移動を行い，シアン濃度の

測定を開始する.先の操作により使用する電極の常数が

電極ファイルからロードされており，検体の測定電位か

ら濃度が演算され，同時にその値が所定のデータファイ

ルに格納される.測定の終了は，先に設定した試験本数

分の測定が終わるとともに自動的に行われ，終了と同時

に測定結果がプリントアウトされる(表 5-1，2). 

結果は，必要に応じて全部あるいは任意に設定した範囲

で取り出せる.
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表4.測定中の画面

13 : 29 : 40 データトリコミチュウ 1 5 

[センサーベツソクテイチ (ppm)] 

No 1 No 2 No 3 No 4 No 5 No 6 

1.01 1.00 1.01 1.03 1.01 1.01 

No 7 No 8 No 9 No10 Noll No12 

1.01 1.01 0.98 1.03 1.01 1.03 

No13 No14 No15 No16 No17 No18 

1.00 1.01 1.01 1.03 1.02 1.01 

No19 No20 No21 No22 No23 No24 

1.01 1.02 0.98 1.01 1.01 1.03 

試験液:シアン標準i夜1μg/ml

表 5...シアン濃度試験成績書

[シアン濃度試験成績書] 試験年月日 61/06/02 

[研究室番号] [整理番号] [B] [月] [送番] [ヨシテスト] [北川式] [ppm] [判定] [比色値] [報告値]

50001 2 H 4 0.00 0.00 0.0 

50002 6 H 4 2 0.00 0.00 0.0 

50003 8 H 4 3 0.00 0.00 0.0 

2 

[シアン濃度試験成績書] 試験年月日 61/06/02 

[研究室番号] [整理番号] [B] [月] [送番] [ヨシテスト] [北川式] [ppm] [判定] [比色値] [報告値]

50001 2 H 4 1 0.00 0.21 0.0 

50002 6 H 4 2 0.00 0.17 0.0 

50003 8 H 4 3 0.00 0.30 * 0.0 

3 

[シアン濃度試験成績書] 試験年月日 61/06/02 

[研究室番号] [整理番号] [B] [月] [送番] [ヨシテスト] [北川式] [ppm] [判定] [比色値] [報告値]

50001 2 H 4 1 0.00 0.21 0.01 0.0 

50002 6 H 4 2 0.00 0.17 0.00 0.0 

50003 8 H 4 3 0.00 0.30 * 0.25 0.3 

1 電極測定実行前， 2 測定終了時 3 比色値入力後に得られる試験結果表

検体24本の測定時間は見かけ上 6秒である.すなわち

測定中，画面には電極端子番号と測定値が表示されてい

るが，右上に24本の電極毎の測定値の取込み状態が示さ

れ，電極端子 1番から24番まで 1巡するのに 6秒かかる

比色値入力予定検体の，研究室番号の範囲を指定し，

研究室番号順に，比色値，試験年月日をキ一入力する

(比色値は，公定法的に従って操作して得られたシアン

濃度).比色値を入力すると，この値がデータファイル

に収納され，同時に，比色値の小数点以下 2桁の数字を

自動的に四捨五入した値が，報告値(最終的な試験報告

値)として先のファイルに収納される.拡散試験のみ終

了した時点では，表 5-2のように比色値および報告値

(表 4).各電極で， 1回目の測定値の取込みが終了す

れば2回目の取込みに入り，次の画面に移る.

3)比色値の入力

メニュー表の 4を選ぶ.
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は一一一および0.00となっているが，比色値の入力が終

了すると，表 5-3のような成績書が得られる.

4 )成績書のプリントアウト

メニュー表の 5を選ぶ.

シアン濃度測定時には，試験終了時に自動的に成績書

が得られるが，このメニューにより，測定と独立して，

以前に測定の終了している検体の成績書をプリントアウ

トすることができる.成績書の必要な検体の受付月数を

キ一入力すると，該当する検体ファイルがロードされ，

最初の研究室番号と最後の研究室番号を入力して，必要

な範囲を指定すれば，成績書がプリントアウトされる.

(表 5-1， 2， 3) 

5 )データの訂正

メニュー表の 6を選ぶ.

ファイルに記憶されている内容を訂正したい場合は，

研究室番号でファイルから呼び出し，必要な項目を選ぴ，

正しい値を入力する.測定値を訂正したい時には，改め

て測定し直せば，後から測定した値が，前の値と書換え

られて収納される.

6)補正表の移し換え

メニュー表の 7を選ぶ.

年度の変更等によりディスケットの交換が必要になっ

た場合，電極常数を新しいディスケットに移す作業をす

る.

7 )システムのチェック

測定が正常に行われているかどうかをチェックするた

めに，毎浪IJ定時，検体に引き続いて，シアンイオン標準

液(1μg/ml)の測定を実施するようにしている.す

なわち，測定値が， 0.90-1.10の範囲にあり， 24本の電

極問および測定日間の標準偏差が，いずれも 0.03以下と

なる場合にはシステムが正常であると判断し，使用する.

測定値が上記の範囲を越える場合には，電極の劣化，接

続部位の異常などが生じていると判断し，適正なシステ

ムの修正を行ってから使用することとする.

結果および考察

当研究室が扱うメッキ廃水中のシアン定量用検体は，

その数が極めて多いため，パーソナルコンピュータを導

入した簡易測定の自動化システムを開発した.

本研究では，使用中のプログラムの変更，修正，追加

など書換えが簡単なように，言語は BASICを用いた.

微量拡散ーイオン電極によるシアン測定にコンピュー

タを導入することにより，拡散板上の24本の検体を 1度

に測定し，結果をプリントアウト出来るようになった.

これにより，従来行っていた 1検体ずつシアン濃度を測

定し，測定値を読み取り，書き写すという操作が自動化

され処理能率が上がった.

システムのチェック方法として採用した標準試料によ

る方法は，実用面で適切に機能することが確かめられて

きた.表4の例では，シアン標準液(1μg/ml) を用

いて測定した場合の， 24本の電極聞の平均値およぴ標準

偏差が， 1.01:1:0.01 (CV 1.3%) となっておりシステ

ムは正常である.

また，データファイルには，依頼書に記載された各情

報，比色値および報告値などが収納されているため，測

定済みの多数の検体データから，違反検体を取出したり，

各データを照合する事が容易になった.

謝辞実験にご協力いただいた折井健氏に深謝いた

します.

(本研究は，昭和60年度当研究所調査研究課題「シアン

測定法のf食言す」として実施したものである.) 
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微量拡散分析用多試料サンプラーの開発

高 橋 利 恵 子 * 奥 本 千 代 美*岩崎由美子*，秋山和幸*

Multi-sampler for Microdiffusion Analysis 

RIEKO T AKAHASHI *， CHIYOMI OKUMOTOへYUMIKOIWASAKI* 

and KAZUYUKI AKIY AMA * 

A multi-sampler was developed for application to microdiffusion analysis of cyanide in the waste water 

samples. 

The sampler system consists of sampling， dispensing and washing processes. The operation unit con-

sists of a programmable controller which controls the functions of the operation processes with limit switches. 

Samples or reag巴ntsare drawn into macropipette tips connected to glass syringes and disp巴nsedinto diffusion 

units. Twentyfour glass syringes are actuated by electric motor cylinders. To transfer between sample bot-

tles， a reagent reservoir.， diffusion units and a washing solvent container， the sampling dispenser unit on a 

rail is actuated by a reversible motor. 

Precision of the multi-sampler was not more than 1.3%C. V. for 2ml and about the same as that of the 

conventional one. 

The multi-sampler permitted rapid and effective sampling and dispensing for microdiffusion analysis. 

Keywords : multi-sampler， microdiffusion analysis， cyanide， waste water 

緒 日

著者等は，メッキ廃水中シアンの測定の能率化，自動

化の一環として，簡易測定法としての微量拡散分析法1)

を開発し，また本法の電極測定システムの自動化につい

て前報2)で報告した.今回，シアン化物イオン電極によ

る測定の前段階である，微量拡散処理における，試料と

試薬の分注作業の省力化のため，多試料同時サンプリン

グ法について試行し，装置を試作，実用化を行ったので

報告する.

既製品の多試料同時サンプリング装置には，数種類の

容積計量方式のものがある.パルスモーターやエアーシ

リンダーによるプランジャー駆動のもの，空気圧と時間

とノズルの口径により調節するもの等である. しかし，

それらは同一試料の多点分注に限られていたり，試料数

や分注の位置間隔が固定されている等の点から採用でき

なかった.そのため，著者等は，シアンの微量拡散分析

法に適用するように，多種試料と同一試薬の分注が共に

できる方式で装置を試作した.

実 験 の 部

1 多試料サンプラーの概要

装置の構成を図 1に示す.吸収液と試料を各々24本の

シリンジに同時吸入計量し，拡散板に分注する.電動シ

リンダーによるプランジャー駆動の容積計量方式で，水

平移動を組み合わせ，分注，洗係操作を自動的に行う.

2 構成

2-1 サンプラ一部

24本のガラスシリンジ (2ml )にマクロピットの

チップ (5ml用)をチューブジョイントで接続したも

ので，シリンジとプランジャーはアクリル製支持板に固

定されている.支持板の四|塙にリニアボールベアリング

4個をつけ，電動シリンダーにより上下動を行い，試料

等を吸入吐出する.

*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 R巴searchLaboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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イオン電極支持板

位置決めガイド用トレイ

l吸収液梢

チップ及び電磁水洗用洗係糟

拡散板 (48ユニット)

試料ピン (24本)

拡散板吸収室

拡散板試料室
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電動シリンダー(シリンジ支持板用)

電動シリンダー(プランジャー支持板用)

リニアボールベアリング (8個)

プランジャー

シリンジ
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プログラマブルコントローラ

ギアモーター

ボールネジシャフト

ボールネジ事Ii受

リニアモーションベアリング

軌道台

リミットスイッチ(水平移動検出用 5側)

リミットスイッチ(誤動作検出用 2個)

リミットスイッチ(垂直移動検出用 4個)
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図1.多試料サンプラー

ジャー支持板用シリンダー(同 LAM5005S) はスト

ローク50mmのものを使用する. リミットスイッチで位

置の検出を行う.位置はシリンジとプランジャーの上下

各二カ所の計四カ所である.

2-3 制御部

工程歩進型プログラマブルコントローラ (OMRON

SCYPO) がリミットスイッチを介して，サンプラーの

水平，垂直移動を自動的に行う.動作フローチャート

(図 2)に従い入力したプログラムにより歩進動作を行

う.ステップ数24，自動運転の分注と洗僚の 1工程は 2

分である.電極測定時は手動運転に切り換える.

2-4 イオン電極支持板

アクリル製，シリンジ支持板に固定してあり，拡散終

了後に，ここにイオン電極を固定し前報2)のようにイオ

2-2 駆動部

a 水平駆動

'電~~ブレーキイ寸ギアモーター (National 8RH25GB) 

およぴボールネジによって，軌道台上のサンプラーを水

平駆動する(回転数300RPM/min，速度23mm/sec). 

リミットスイッチ (OMROND4MC) で位置の検出を行

う.位置は七カ所で吸収液槽，洗f傑槽，拡散板の吸収室，

試料室，試料ビンの五カ所と誤動作検出用に両端に二カ

所である.

b 垂直駆動

電動シリンダー(推力 5kg，速度25mm/s巴c) により

シリンジ支持板とプランジャー支持板を垂直移動させる.

シリンジ支持板用シリンダー (SUZUKISEIMITU 

K.IKAI CO. LAM 50l0S) はストローク 100mm，プラン
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図 2.多試料サンプラー自動運転の動作フローチャート

とテフロンチューブ (O.5mm世x20cm) を接続し，

チューフ、、先端は試料ビ、ン(6行x471J)の中心点に合わ

せて位置決めをする.プラスチック製の箱に 11闘のマク

ロピペット (25ml用)を接続し， 24本同時に吸入，吐

出する方式とした(図 3). 

5 分注精度

水の重量測定により分注精度を求めた.多試料サンプ

ラーは自動運転を 5回行い，分注量 2mlの時の，全体

の変動係数 (C.V.)値，繰り返し精度，シリンジ間バラ

ツキ，絶対誤差を求めた.手動分注の場合は，吸収液は

リビューレット(ニチリョー，印刷用)に接続した

ン濃度の測定を行う.

3 操作手順

1 )吸収液槽，洗候槽，拡散板，試料箱を位置決めガ

イド用トレイに沿ってセットする.吸収液はO.15N水酸

化ナトリウム溶液.吸収液と試料は各々 100mlのポリピ

ン24本に入っており，塩ピ製の箱に24本を 6行 X4列に

並べる.拡散板は 1枚に48ユニットで， 2回分注分を

セットする.洗{燦槽には蒸留水を4.51入れる.

2 )多~ït~ヰサンプラーの自動運転で，吸収i夜と試料を

各々 2ml分注し，チップの洗僚を行う.

3) 1回分注ごとに試料箱を交換し 2回分注ごとに

拡散板を交換する. 2回目の分注目寺には拡散板を 1ユ

ニット分，手前に移動して分注する.

4)分注後の拡散板試料室にiJT<硫酸O.lmlを添加し，

フィルムでシールして，一夜放置する.

5 )イオン電極を支持板にセットし，手動運転で，拡

散板吸収室の吸収液に捕集したシアンイオン濃度を測定

する.

4 タコ足分注器の試作

プラスチァク製の箱(容量42ml) に241聞の突起口を

つけ，その先端にマクロピペット用チップ (1ml用)
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ニ一ドルディスペンサー(リコオ. 6本針)で. 1 mt' 

を6本同時分注し，試料はエッペンドルフピペット

(4700) で. 1 ml分注した.手動分注は60回分注目寺の

精度を求め，それらを比較した.

結果と考察

まず最初にオートサンプラーにどのような機能が必要

か，またそのために必要な機構，機材構成を検討した.

その結果，処理能力は一日当たり数百から一千検体とし，

サンプリング部分は少なくともマクロピペットと同程度

の精度，耐久性があることを条件に，迅速化，自動化を

はかり，また装置の信頼性，経費の面から，できるだけ

市販の機材を活用することにした.次ぎに細部について

述べる.

1 サンプラ一部(吸入，吐出部)

作業条件，拡散板，検体容器，装置の機構などを考慮

して. i夜に接する吸入吐出部は. 6行X4列の24試料同

時処理型とした.容積計量方式は 1本の大容量のシリン

ジの先端部を分岐する方式(タコ足分注器)と小容量の

シリンジをそれぞれの接液部に直結する方式(シリンジ

方式)について検討した.

試作したタコ足分注器は 6本分11皮のニ一ドルディス

ペンサーの場合とは異なり，わずかの衝撃で，吸入され

た液が保持されずに滴下しはじめることがあり，容積計

量とi夜の保持を. 24本もの多数まとめて行う，今回のタ

コ足方式は実用に適さないことが判明した.

シリンジ方式の場合，シリンジの材質は，ポリプロピ

レン製とガラス製で比較すると，ポリプロピレン製は破

損しにくいという利点はあるが，プランジャーの上下動

に要する力はガラス製の約10倍であり，プランジャ一部

のゴムの劣化により，連続使用に適さないことから，ガ

ラス製を使用した.また，プランジャーの上下動の潤滑

剤として，シリコン KF96 (信越化学)を塗布すること

により，良い結果が得られた.

採用した市販品カ、、ラスシリンジ、のバラツキをみると，

2 mlを分注した時のシリンジ聞のバラツキは. C.V 

0.37% (n=24) であった.多数を並列配置し，プラン

ジャーの上下動を同時に行うように自動化した場合，シ

リンジ聞のバラツキは 1%以下を保持できると推定され

たため，この方式を採用した.

2 垂直駆動部

エアーシリンダーは動きが滑らかであるが，空気の配

管とコンプレッサーが必要なため，より簡便な電動シリ

表 1 分注精度の比較

吸 JIJ( 液 試 料

多試料サンプラー 多試料サンプラー タコ足分注器

分注量(ml) 2 2 1 

日 24本X5回=120 24本X5回=120 24本X5回=120

X(ml) 1.8900 1.8915 1.0104 

MIN 1.8456 1.8490 0.9682 

MAX 1.9423 1.9259 1.0421 

絶対誤差(%) -7.7--2.9 7.6--3.7 -3.2-+4.2 

C.V目(%) 1.3 1.1 1.7 

繰り返し精度 1.2-1.5 1.0-1.3 0.1-0.7 

(%， n =5) 

シリンジ問のノfラツキ 0.2-0.6 0.3 1.6-1.7 

(%， n =24) (チューブ間バラツキ)

手動分注 手動分注

ニ一ドルディスペンサー エッペンドルフ4700

(リコオ)6本針

分?主量(ml) 1 l 

n 60 60 

X(ml) 0.9961 0.9822 

MIN 0.9732 0.9713 

MAX 1.0209 0.9991 

絶対誤差(%) -2.7-十2.1 -2.9--0.1 

C.V.(%) l.0 0.7 
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ンダーを採用した.

3 水平駆動部

ステッピングモーターは精度が良いが，価格の点でギ、

アモーターを採用した.

4 制御部

ステップ数が 5個以上の場合はリレーよりシークエン

スプログラムのほうが低価格であり，プログラムの変更

が容易で、ある点から，プログラマブルコントローラを採

用した.

5 分注精度

試作した多試料サンプラーなどの分注精度を表 lに示

す.吸収液，試料共に，多試料サンプラーは従来の手動

分注やタコ足分注器の場合と比較し，全体のバラツキで，

ほほ同じ分注精度が得られた.なお，分注量は電極測定

の便宜上， 1 mlから 2mlに変更した.多試料サンプ

ラーの場合に，絶対誤差がマイナス側に偏っているのは，

プランジャーの動きを 2mlまで上げると，プラン

ジャーのぶれを大きくし，シリンジが破損し易くなると

いう機械の構造上の問題から，吸入量を低めに設定した

ためである.しかし，吸収液と試料の対応でみると，試

料に対する吸収液の比は97.6-102.7%と，良好な精度

で，測定上問題はない.

6 処理能力

多試料サンプラーでは， 1サイクル24試料の分注時間

が2分で，従来の 1/3に短縮，自動化され，特に処理

件数の多いシアン廃水の測定には有効であった.

結論

多試料サンプラーの試作，実用化を行った.分注精度

は従来の手動分注と同程度のものが得られたので，これ

を廃水中シアンの微量拡散分析法に適用することにより，

作業を省力化し，時間を短縮することができた.

謝辞 実験にご協力いただいた，阿部洋二氏と寺沢秀

美氏に深謝致します.

(本研究は昭和60年度当研究所調査研究課題「シアン測

定法の検討」として実施したものである.)
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緑色204号(ピラニンコンク)中のピレンの

高速液体ク口マトグラフィーによる分離定量

伊藤弘ーへ観

岸本清子へ中村

照雄*中村義昭*

弘*渡辺四男也*

Determination of Pyrene in Green No. 204 (Pyranine conc， D & C Green No. 8) 

by High-Performance Liquid Chromatography 

KOICHI ITO*， TERUO KAN*， YOSHIAKI NAKAMURA *， KIYOKO KISHIMOTO*， 

HIROSHI NAKAMURA* and YOHYA WATANABE* 

Determination of Pyrene remaining in Green No. 204 (Pyranine conc， trisodium salt of 1 -hydroxy-

3，6，8-pyrenetrisulfonic acid， Colour lndex No. 59040， D&C Green No. 8) by high performance liquid chro-

matography (HPLC) is described. 

Pyrene is a starting mat巴rialof Green No. 204， and its amount is limited to 0.2 % by weight of the dyes-

tuff in the Code of Federal Regulations (CFR) of USA. Pyrene was extracted from the dyestuff with chlor-

oform using a Soxhlet apparatus. The chloroform layer was washed with cold water until washings were col-

orless and filtered through Whatman 1 PS and evaporated with a rotary evaporator. The r巴siduewas dis 

solved in chloroform and determined by HPLC on Lichrosorb RP -18 column， using acetonitrile-water (70: 

30) as an eluting solvent and the fJuorescent monitor (Excitation 334 nm， Emission 384 nm) for detection. A 

calibration curve showed linearity in the range of 0.02 -2ng. Average r巴coveriesof pyrene add巴din amount 

of 0.5 and 1.0 ppm to the dyestuff were 88.13 and 101.50 %， and both of the co巴fficientsvariations wer巴

2.64%目 Fifteensamples of Green No目 204produced domestically and abroad were analyzed according to the 

proposed procedure. Pyrene was quantitatively analyzed for all samples and its amount ranged from 0.06 to 

1.82 ppm. This procedure can be successfully applied to the analysis of pyren巴 inGreen No. 204. 

Keywords : Pyrene， Green No. 204， D & C Green No. 8， high-performance liquid chromatography 

緒面 i=¥ H03S j=ヘ S03H
緑 色 204号(ピラニンコンク， Colour lndex No. 

59040) (以下 PCと略す)は我国の薬事法において，そ

の使用が外用の医薬品，医薬部外品および化粧品用色素

として定められており，種々の規格が設けられている 1)

また，米国においても本色素は， D&C Green No.8とい

う名称で，我固と同様に種々の規格が定められている2)

¥ひO 出ひ。

PCは， Fig. 1. に示すような経路により合成されて

いるため本色素中には爽雑物として未反応のピレン(以

下 PYと11治す)が含有される可能性がある.そして PY

¥ェノ H03S 、=1 '503H 
(A) 

HO I ¥ S03Na 

NaOH ... tf、J、
Na03S' ¥一/ ""S03Na 

( B) 
Fig. 1. Preparatwn of Green No.204 

(A)Pyrene (B)Green No.204 

*東京都立衛生研究所現化学者11微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metroplitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Tabl巴 1. Recoveries of Ryrene from Green No. 204 by Various Extract Methods 

Spiked Added 
Method 

sample (g) (μg) 

Liquid-liquid ext 5 20 

Ultrasonicate ext. 5 20 

Reflux ext. 5 20 

Soxhlet ext. 5 20 

No. of experiment 5 

は新生物発現作用物質としてその毒性が認められてい

る3) 我国においては PC中の PYおよびその他の有機

爽雑物の含有量は個々にではなく，クロロホルムエキス

量として規定されているため， PYの含有量の規制はな

されていない.

そこで著者らは，現在国内において流通している PC

中の PY含有量を調査する目的で，高速液体クロマトグ

ラフ(以下 HPLCと略す)法を用いて，国内および、国外

で製造された市販 PCについて分析したところ，精度よ

く確認および定量を行うことができたので報告する.

実 験 方 法

1.試薬 PY標準液:PY (東京化成)試薬特級，約

10mgを精秤し，クロロホルムに溶して， 100μg/mlの

溶液とした.

その他の試薬:すべて試薬特級を用い， HPLC分析に

は， HPLC用試薬を用いた.

2. 器具および装置 HPLC:日本分光 TWINCLE

検出器:目立F1000後光モニター

データ処理装置:島津クロマトノfック C-R1A

方、スクロマトグラフー質量分析装置 (GC-MS) : GC 

部;Hewlett Packard杜製5710A型， MS部，日本電子D

300型(JMS2000システム付)

3. HPLC条件カラム:メルク HibarLichrosorb RP 

-18 (7μm) 4 i.d. X 250mm 

i容離液:アセトニトリル/水 (70:30) 

is.IJ定波長:励起波長334nm，後光波長384nm

温度:室温

4. GC-MS条件カラム 2%OV-1 (chromosorb 

W A W -DMCS， 60 -80mesh 3feet) カラム温度:170
0 

注入口，検出器，セバレーター温度 :2500 

イオン化電

圧 :70ev 

5. 定量法試料約 5gを精秤し，クロロホルム200ml

を用い，ソックスレー抽出器を用いて 6時間抽出を行う.

得られたクロロホルム層を冷水を用い，水層が着色しな

Range (%) 

93-105 

85-90 

80-90 

98-100 

100 

~ ao 

。
_ 60 

ド・

<( 4日

q二

20 

Recovery 

Av(%) 

97.75 

87.30 

88.13 

98.75 

2目

S. D C. V.(%) 

5.85 

2.06 

2.32 

0.96 

4.目 6.目

T 1M E (H.J 

5.98 

2.35 

2.63 

0.97 

S日

Fig. 2. Effect of Time on the Extraction Ratio of 

the Soxhlet Extraction Method 

くなるまで洗浄する.水層をすて，クロロホルム層を

ワットマン 1PSろ紙を用いてろ過後，ロータリーエパ

ポレータにより，減圧留去する.残留物にクロロホルム

1 mlを加え，その 2μlをHPLCに注入する. PYの定

量はピーク高により， PY標準液を希釈して得た0.01-

1.00ppmの検量線を用いて行う.

実験結果および考察

1.抽出方法の検討

クロロホルムを抽出j容媒として用い， PYの種々の1'，11

出方法について検討を行い，結果を Table1 .に示した.

抽出方法として液一液抽出法，超音波抽出法，還流抽出

法およびソ 7クスレー抽出法を行ったところ，ソ 7クス

レー抽出法が，平均回収率98.75%，変動率0.97%と最

も良好な値を示したため，ソックスレ-1'，11出法を用いる

こととした.

2圃抽出時間の検討

ソックスレー抽出における抽出時間と抽出率について

検討を行い，結果を Fig.2. に示した.抽出時間， 15分

より 8時間まで検討を行なったところ， 6 [l寺問で抽出率

は100%となったため，州出時間は 6時間とした.
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Table 2. Recoveries of Pyrene added to Green No.204 

Recovery 

C.V. (%) S.D. Av(%) Range (%) 
No. of exp. Addition (ppm) 

2.32 88.13 85.0-90.5 5 0.5 2.64 

2μlをHPLCに注入し，得られたクロマトグラムより

ピーク高 (y) を測定し検量線を作成したところ， py 

の濃度 (X) が0.01-1.OOppm (0.02-2. OOng) の範囲

で，ほほ原点を通る Y=393X -2.2の直線関係が成り立

つことが認められた.

4.市販色素における添加回収実験および分析結果

試料約 5gを精秤し， pyを5μgおよび100μgそれ

ぞれ添加し回収率を求め，結果を Table2. に示した.

0.5および1.Oppmの添加量に対し，平均回収率は

88.13%および101.50%と良好な値を示し，それぞれの

回収率における変動係数もいずれも 2.64%であった.ま

たFig.3. に試料の HPLCクロマトグラムを示し，そし

てクロマトグラム上のピレン相当ピークのGC-MSスペ

クトルを Fig.4. に示した. py付近には妨害ピーちは

認められず，他成分との分離も良好であった.またマス

スペクトルにおいて M+が202であることにより，本

ピークが pyであることを確認した.次に Table3. に

国内および圏外で生産された市販色素の分析結果を示し

た.国産および外国産の両色素中の pyの含有量には差

がみられず， pyの含有量は0.06-1.82ppmであった.

なおこの値は米国の規格値2)2000ppmを大巾に下まわる

ものであった.

2.64 

3. HPLC測定条件の検討

3 -1.充填剤および移動相 Amos目は多環芳香族炭

化水素の分析用 HPLCカラムについて検討を行っている

が4)，著者らは本報告に基づき種々の HPLCカラムを検

討したところ，逆相系のカラムである HibarLichrosorb 

RP-18 (7μm)が最適と認められたことにより，本カ

ラムを用いることとした.また溶剤t液を検討したところ，

アセトニトリル/水 (70: 30) が良好な分離を示したた

め，移動相にはこの溶離液を用いた.

3 -2. 測定波長 pyの検出波長を検討したところ，

Obana等5)が用いた励起波長334nm，後光波長384nmの

後光測定法が最も感度が良好であったため，この波長を

用いて測定を行なった.

3 -3. 検量線 pyの標準溶液をクロロホルムにて

希釈し， 0.01-1.00ppmの標準系列を作成し，各溶液

2.68 101.50 98.5-104.0 5 1.0 

202(M+ ) 

〉
ト
一
的

Z
U
ト

Z
一12 min 8 h 。

m/z 

Fig. 4. EI Mass Spectra of the Peak a from HPLC 

Chromatogram of Commercial Sample 

。"50 1∞ 
Fig目 3. H P L C chromatogram of commercial sample 

HPLC conditions ; column : Hibar Lichrosorb 

RP-18 (7μm， 4 i. d. X250mm) ，mobile phase : 

acetonitri1-water (70: 30) ，flow rate: 1 ml/ min. 

FL detection wave length : EX. 334 nm， Em. 384 nm 

Peak a : Pyrene 
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Table 3. Determination of Pyrene in 

Commercial Samples 

Sample found (ppm) Sample found (ppm) 

1* 0.190 

2 0.074 

3* 0.069 

4 0.059 

5* 0.069 

6 0.120 

7* 0.097 

8* 0.065 

*) foreign-made articles 

結 号'"ト
白岡

9 

10 

11* 

12* 

13 

14 * 

15 

0.074 

0.079 

0.063 

0.084 

1.152 

1.824 

0.192 

PC 中の PY の分析を意図し，前処理法および~ HPLC 

の測定条件について検討を行った.揃出溶媒として，ク

ロロホルムを用い，ソックスレー抽出法を用いて抽出を

行ったところ， PYは PCより定量的に抽出できること

が認められた.また HPLC用カラムとして逆相系の

Hibar Lichrosorb RP-18 (7μm) を用い，溶離液とし

て，アセトニトリル/水 (70:30) を用いたところ，満

足すべき結果が得られた.本法による PCからの PYの

添加回収率は，添加量0.5ppmにおいて88.13%，1.0 

ppmにおいて 101.50%であり，変動係数もいずれも

2.64%であった.また囲内および圏外で生産された市販

色素15種について， PYの含有量を調査したところ，含

有量は0.06-1.82ppmであった.この値は米国の規格

値である2000ppmをすべて下まわっていた.
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家庭用品の衛生化学的研究(第17報)

ポリエステルおよびその混紡衣料品中の染色キャリヤーの残留量について

雨宮 敬*，酒井正美 *，池田一夫*森

鈴木助治へ渡辺四男也*

謙一郎*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XVII) 

Residues of Some Carriers Used for Dyeing Proccess in Polyester and Its Mixed Textile Products 

T AKASHI AMEMIY A本， MASAMI SAKAI *， KAZUO IKEDA *， KENICHIRO MORI *， 

SUKEJI SUZUKI* and YOHYA WATANABE* 

Trichlorobenzene， methylnaphthalene， biphenyl， dimethylnaphthalene， orthophenylphenol and benzyl-

benzoate mainly used as carriers in the dyeing process for polyester and polyester blended textile products 

were analysed by programmed temperature gas chromatography with a flame ionization detector. 

The conditions for gas chromatography were as foliows; column: 3 mm i. d. x 1 m， 5 % SE-30 (Uniport 

HP) ，column temperature: 100→250
0
C， rate of column temperature increase: 5 Oc / min， injection and detec-

tor temperature目 250
0

C，detector: FID， carrier gas flow rate: N2 40ml/ min， sample size: 5μl 

Seventy samples of commercial textile products were analysed; trichlorobenzene， biphenyl and benzyl-

benzoate were detected from pajamas and girdles for women (trichlorobenzene: 130 ppm， biphenyl: 300 ppm， 

benzylbenzoate: 500 ppm) ，benzylbenzoate and biphenyl from pajamas for children (benzylbenzoate: 470 

ppm， biphenyl: 130 ppm) ， methylnaphthalene and biphenyl from pajamas and underwears for babies 

(methylnaphthalene: 80 ppm， biphenyl: 200 ppm， biphenyl: 130 ppm) . 

Keywords polyester textile product， carrier， trichlorobenzene， methylnaphthalene， biphenyl， dimethylnaph回

thalene， orthophenylphenol， benzylbenzoate， gas chromatography， 

緒 Eコ

ポリエチレンテレフタレートを主鎖とするポリエステ

ル繊維は，繊維構造がきわめてち密なため，一種の日f[染

性繊維となり，染着性を向上させる措置が講じられてい

る.ポリエステル繊維は，通常，加圧下において120

130
0

の高温で染色される. しかし，このような加熱を伴

う染色によって繊維の寸法安定性が失われたり，染色竪

ろう度等がそこなわれる場合，染色キャリヤーと称する

助斉IJを使用して100
0

以下の温度で染色する方法が用いら

れる 1.2) 染色キャリヤーとしては，芳香族炭化水素，

芳香族塩素化炭化水素等のうち揮発性化合物が用いられ

る.これらは繊維内に吸収されて繊維分子関の結合をゆ

るめ，染料分子の繊維への浸透，拡散を符易にし，染着

性を高める作用を有する.

染色キャリヤーは，染色仕上げ工程において150-

160
0

の加熱処理により，大部分除去されるが，本来，

キャリヤー染色法が繊維の高熱処理を避ける目的で使用

されること，染色浴中の染色キャリヤーの濃度が 3

5 g /11
.
2
)と高いことを考慮すると，染色仕上げ後にお

いてもかなりの染色キャリヤーが製品に残留することが

考えられる.このため，キャリヤー残留衣料品を着用し

た場合，皮府への影響が懸念される.

染色キャリヤーに関する報文は，原料としての染色

キャリヤー剤3，4)および市販布5.6)について二，三みられ

るが，市販衣料品についての報告はみられない.

そこで今回，ポリエステル繊維およぴその混紡衣料品

*1RJ;r者[1立j!i\J~ミ研究所型1\化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyaku日incho3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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40ml/min，注入
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器:FID，キャリヤーガス流量:N2 

量 :5μl 

報年耳
川

T
t
i
 

詐I京東

結果および考察

1 試験溶液調製の検討

抽出溶媒について 試料から染色キャリヤーを効率よ

く抽出できるi容媒について検討を行った.すなわち，細

切したサラシ布地1.0gに染色キャリヤーをそれぞれ500

μg 添加し，抽出溶媒としてヘキサン，ベンゼン，メタ

ノールおよびエタノールを用いて試験溶液調製および

FID-GC測定条件に従って操作した.その結果を Fig.

1に示す.横軸には各染色キャリヤーの名称を示し，縦

軸は抽出率を表した.まずアルコール系のメタノールお

よびエタノールを抽出溶媒として用いた場合， TRCB， 

MNの抽出率はともに悪く 50-60%程度であり，他の染

色キャリヤーの抽出率も70-85%であった.つぎにヘキ

サンでは， TRCB， MN， BPおよび DMNは90%以上の

抽出率を示したが， OPP， BZBは70%程度であった.こ

れに対してベンゼンを用いた場合は，いずれの染色キャ

リヤーも95%前後抽出することができた.これはポリエ

ステル繊維の染色には，主に分散染料が用いられること

からも抽出溶媒としてベンゼンを用いることが妥当で、あ

る.

ー-0-ー: benzen巴

一→←一:hexane 

-fr-ー: methano1 

-{壬ー: ethano1 

Dye carriers 

Fig. 1. Effect of solvents on extraction of dye carriers 

実験方法

1 試薬染色キャリヤー混合標準溶液:TRCB， MN， 

BP， DMN， OPPおよび BZB (和光純薬)の各標準品をそ

れぞれ約500mgを精秤してアセトンに溶かし全量100ml

とする.この溶液を必要に応じてアセトンで希釈して用

いる.フロリジール:和光純薬， 60-80メッシュ，内部

標準溶液:ミリスチン酸イソプロピルをアセ Fンに溶か

して250μg/mlの溶液を調製する.

2 装置 ガスクロマトグラフ:島津製作所製 GC-

4CM，ガスクロマトグラフー質量分析計:島津製作所

製 LKB-9000

3 試料 昭和60年10月都内において，ポリエステル

繊維あるいはポリエステル混紡衣料品を購入して試料と

した.市販衣料品の総検体数は70検体であり，その内訳

は，生後24ヶ月以内の乳幼児が着用する衣料品20検体，

子供用20検体，婦人用20検体および紳士用10検体である.

4 試験溶液調製細切した試料1.0gを100mlナス

型フラスコにとり，ベンゼン50mlを加えて60分加熱還

流した後，ガラスろ過器 (G2)で混時ろ過する.ろi夜

をロータリーエパポレーターを用いて減圧留去し，つい

で残留物に 2%酢酸エチル・ヘキサン混合溶液を加えて

溶かす.つぎに内径10mm，長さ300mmのガラス製カラム

管にフロリジール3.5gをヘキサンに懸濁させて充てん

し，さらに無水硫酸ナトリウム 19を積層したカラムを

調製する.さきに溶かした残留物をカラム柱に静かに注

ぎ込み， 2 %酢酸エチル・ヘキサン混合溶液100mlを流

して染色キャリヤーを溶出する.溶出液を減圧乾回して

内部標準溶液 1mlを加えて FID-GC用試験溶液とする.

5 F旧-GCによる定量染色キャリヤー混合標準

溶液をアセトンで希釈して標準系列を調製し， FID-GC 

測定条件に従って操作を行い，内音目標準物質に対する

ピーク高比から検量線を作成する.試験溶液についても

同様に操作して試料中の染色キャリヤーの含有量を求め

る.

BZB opp DMN 

J デ

BP 阻4TRCB 

について染色キャリヤーの残留量調査をガスクロマトグ

ラフィーにより行ったので報告する.

なお，調査対象は使用頻度の高いトリクロロベンゼン

(TRCB) ， αーメチルナフタリン (MN)，ビフェニル

(BP) ，ジメチルナフタリン (DMN)，オルトフェニル

フェノール (OPp) およぴ安息香酸ベンジル (BZB) と

した.

100 

50 

(
J
C
hい
国
〉
O
U
U
出

抽出時間について ベンゼンによる抽出時間について

検討を行った.すなわち，抽出溶媒の検討の項と同様に

細切したサラシ布地1.0gに染色キャリヤーをそれぞ、れ

500μg 添加して，時間を10，20， 30， 40， 50および60

分とし，さらに120，240分まで、抽出を行った.その結果

FID-GC測定条件 カ ラ ム 5% SE -30 (Uniport 

HP， 60-80メッシュ) 3 mm世X1 m，カラムj昆度:100 

-2500，昇温速度 5
0

/min，注入口温度:250
0

，検出
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Fig. 2. Effect of reflux time on extraction of dye carriers目

をFig.2に示す.いずれの染色キャリヤーも 50分でほぼ

定量的に抽出された.以上のことから抽出時間を60分と

した.

クリーンアップの検討 市販衣料品中に残留している

染色キャリヤーをベンゼンで抽出する際，抽出液が染料

により赤，青，黄等に着色する場合が多いので，これを

除去するためカラムクロマトグラフィーによるクリーン

アップについて検討を行った.まず吸着剤としてシリカ

ゲル，アルミナ，フロリジールを選ぴ，ヘキサンを用い

て湿式法でカラムを調製した.溶媒としてヘキサンを用

いて検討したところ，シリカゲルでは色素がカラムに吸

着せず溶出液が着色した.またアルミナでは溶出に長時

間を要した.フロリジールでは溶出液は着色せず， しか

も溶出時聞が短縮されたことから吸着剤としてフロジー

ルを用いることとした.つぎにフロリジールカラムから

染色キャリヤーのみを効率よく溶出できる溶媒について

検討を行った.溶媒として①ヘキサン，②クロロホルム，

③酢酸エチル，④メタノールを用いたところ，①では色

素との分離は良好であったが OPP，BZBのフロリジー

ルカラムからの溶出は悪かった.また②，③および④に

おいては，色素がカラムから溶出してしまうことから用

いることができなかった.そこで，ヘキサン・酢酸エチ

ル混合溶液を用いたところ，カラムからの染色キャリ

ヤーの溶出が良好であったので，つぎにその比率の検討

を行った.その結果， 2 %酢酸エチル・ヘキサン混合溶

液が最も有効であった.なお酢酸エチルの混合比を}II買次

増加させ， 4 %をこえると色素の溶出がみられた.つぎ

2 3 
5 

1 
6 I. S. 

4 

o 2 4 6 10 12 14 

Retention time (min) 

Fig. 3. Gas Chromatogram of Carriers 

1 : trichlorobenzene (TRCB) 

2 : methylnaphthalene (MN) 

3 : biphenyl (BP) 

4 : dimethylnaphthalene (DMN) 

5 : orthophenylphenol (OPp) 

6 : benzylbenzoate (BZB) 

I.S.・Isopropylmyristate 

に溶出溶液の液量について検討を行った.すなわち，

2%酢酸エチル・ヘキサン混合溶液を用い，フロリジー

ルカラムに各染色キャリヤーをそれぞれ500μg，1000μ 

g 添加した.その結果，液量40-80mlで95%以上溶出

したので溶出液の液量を100mlとした.

2 FID-GC測定条件の検討各染色キャリヤーの

昇温ガスクロマトグラフィーに適したカラム充てん剤を

選択するため， 2 %OV-1， 2 %OV-7， 2 %OV-

11， 2 %OV-17， 2 %OV-101および 5%SE-30の6

種類の液相について検討を行った. OV -1， 17， 101で

は各ピークは若干テーリングしており， OV一7，11で

は BPとDMNのピークの分離が悪かった. 5 %SE-30 

を用いると他の 5種類の液相に比して各ピークの分離お

よびプロフィルとも良好であった.これらの結果より，

カラム充てん剤として 5%SE-30 (Uniport HP) を用

いることとした. Fig.3には染色キャリヤー混合標準溶

液の昇温ガスクロマトグラムを示した. FID-GC測定

条件では TRCB，MN， BP， DMN， OPP， BZBの順に

ピークが出現した.

3 検量線および添加回収実験 まず検量線について

は，染色キャリヤー混合標準溶液をアセトンで希釈して
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Table 1. Recoveries of dye carriers from cotton fabrics 

Sample TRCB MN BP 
Added 

Sample weight 
(μg) Recovery C.V Recovery C.V. Recovery C.V. 

(g) (%) (%) (%) (%) (%) (%) 

Cotton 100 91.1 4.0 91. 7 1.4 96.1 2.1 

fabrics 1.0 500 90.3 2.3 94.1 1.5 94.5 2.8 

(bleached) 1000 91.1 2.9 90.5 1.7 93.5 2.0 

DMN opp BZB 

Recov巴ry C.V. R巴covery C.V. Recovery C.V‘ 

(%) (%) (%) (%) (%) (%) 

Cotton 100 95.2 4.9 99.5 2.4 97.4 3.7 

fabrics 1.0 500 93.8 5.0 97.0 1.9 98.4 2.1 

(bleached) 1000 94.0 3.8 98.5 2.1 98.9 2.5 

average valu巴 intriplicate 

Table 2. Analytical results of dye carriers from commercial textile products 

Sample Materials Colors 

Intermediate Po : 40 Co : 60 Light blue 

garment 

(for babies) 

Pajamas Po : 50 Co : 50 Blue， Grey 

(for babies) 

Pajamas Po : 70 Co : 30 Yellow 

(for children 

Pajamas Po : 40 Co : 60 Blue 

(for children) 

Pajamas Po : 55 Co : 45 Dark green 

(for women) 

Underwear Po : 50 Co : 50 Belge 

(for women) 

Po : polyester Co: cotton 

25， 50， 100， 200， 300， 400および500ppmの標準系列

を調製し，各溶液を FID-GC測定条件に従って操作し

て作成した.各染色キャリヤーとも良好な直線性が得ら

れた.

つぎに添加回収実験については，細切したサラシ布地

1.0gに各染色キャリヤーをそれぞれ100，500および

1000μgの濃度段階を設けて添加し，本法による添加回

収率を求めた.その結果を Table1に示す.結果はいず

れも 3凹の繰り返しであり，各濃度段階において90%以

上の回収率示した.また変動係数も 5%以下であり，ほ

Dye carriers (ppm) 

MN 80 BP 200 

BP 130 

BZB 470 

BP 130 

BP 300 TRCB 130 

BZB 500 

ほ守定量的に回収された.

4 市販衣料品の分析結果 本法を用いて市販衣料品

70検体について染色キャリヤーの残留量を測定し，その

結果を Table2に示す.検体はいずれもポリエステルを

素材としたもの，あるいはポリエステル・綿混紡の衣料

品を選んで行った.

まず，乳幼児用衣料品については，Table2に示すよう

に中衣(トレーナー)から MN80ppmおよび~BP200ppm を

検出した.さらにパジャマからも BP130ppmを検出し

た.染色キャリヤーを検出した検体については，試験溶
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液を GC-MSに付し，分子イオンピークにより確認を

行った.つぎに子供用衣料品については， 2検体から

BP130ppm， BZB470ppmが検出され，婦人用パジャマか

らBP300ppmおよび TRCB130ppmが検:出された.さら

に婦人用下着(ガードル)からも BZB500ppmを検出し

た.

今回の調査において，染色キャリヤーを検出した衣料

品は70検体中 6検体であった.これらはいずれも材質が

ポリエステル・綿混紡であり，ポリエステル100%のも

のからは検:出されなかった.

今回の調査において染色キャリヤーの残留が6検体に

認められたが，これらがただちに皮膚へ影響するかどう

かは明らかでない. しかし， 6検体のうち乳児用および

子供用衣料品からそれぞれ 2検体ずつ検出されたことは，

BP， OPP， BZBに皮膚刺激性の疑いがもたれている報

告7-9)があることからも決して望ましいことではない.

今回調査対象とした染色キャリヤーは，その代表的な

ものであるが，これら以外の染色キャリヤーも使用され

る場合があることから，今後も市販衣料品の広範な調査

が必要であると考える.

まとめ

1 ガスクロマトグラフィーを用いて，ポリエステル

およびその混紡衣料品中の染色キャリヤーの残留量を調

査した.

2 染色キャリヤーとして比較的使用頻度の高いトリ

クロロベンゼン (TRCB)， αーメチルナフタリン (MN)， 

ピフェニル (BP)，ジメチルナフタリン (DMN)，オルト

フェニルフェノール (OPp) および安息香酸ベンジル

(BZB) の6種類を選んだ.

3 試料をベンゼンで抽出後，フロリジールカラムに

付して染料を吸着後， 2 %酢酸エチル・ヘキサン混合溶

液で染色キャリヤーを溶出して FID-GCによって分析

を行った.

4 ガスクロマトグラフィーは，充てん剤として 5%

SE-30 (Uniport HP) を用い，カラム温度を100。から毎

分 50の割合で2500まで昇温して分析したところ，各染

色キャリヤーとも良好なピークが得られた.

5 本法を市販衣料品に適用したところ，70検体のう

ち6検体から TRCB，MN， BPおよび BZBを検出した.

謝辞本研究を行うにあたり，御便宜，御協力いた

だいた東京都衛生局薬務部薬事衛生課家庭用品担当井藤

秀雄氏ならびに石田佳子氏に深謝いたします.
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家庭用品の衛生化学的研究(第18報)

塩化アルキル第四アンモニウムの水素化リチウムアルミニウムによる

第三アミンへの誘導化とガスク口マトグラフィーによる定量法

酒井正美へ池田一夫へ 森 謙一郎*，雨宮 敬*，

鈴木助治へ渡辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XVIII) 

Derivertization of Alkyl Quaternary Ammonium Chlorides to Tertiaryamine 

with LiAIH4 and Analytical Method of the Ammonium 

Compounds by Gas Chromatography 

MASAMI SAKAIキ， KAZUO IKEDA *， KENICHIRO MORI *， T AKASHI AMEMIY A * ， 

SUKEJI SUZUKI* and YOHYA WATANABE* 

Hexadecyl-and octadecyltrimethylammonium chlorides and dihexadecyl-， hexadecyloctadecyl-and dioc-

tadecyldimethylammonium chlorides were converted into hexadecyldimethylamine， octadecyldimethylamine， 

dihexadecylmethylamine， hexadecyloctadecylmethylamine and dioctadecylmethylamine， respectively， by means 

of demethylation with lithium aluminium hydride in dioxane by heating in oil bath. For the analysis of their 

ammonium compounds， tertiary amines obtained were measured on 2 % OV -17 column by programmed-

t巴mperaturegas chromatography with a hydrogen flame ionization detector. By this method， it was possible to 

distinguish between homologs of alkyl quaternary ammonium compound possessing hexadecyl group and 

octadecyl group. The present method was applied to the homologous analysis of their ammonium compounds in 

commercial household fabric softeners and hair rinses. 

Keywords : stearyltrimethylammonium chloride， distearyldimethylammonium chloride， tertiaryamine， lithium 

aluminum hydride， demethylation， fabric softener， hair rinse 

緒員

塩化ステアリルトリメチル第四アンモニウムおよび塩

化ジステアリルジメチル第四アンモニウムは，陽イオン

界面活性剤のうちでも特に繊維や人毛に対して柔軟効果

や帯電防止効果がすぐれているため，衣料用柔軟仕上げ

剤やヘアーリンス剤として広範に使用されている 1.2)

これらの市販製品中の第四アンモニウム塩は，通常，オ

クタデシル基のほかにヘキサデ?シル基のものを混合して

いるものがほとんどである.製品に塩化ジステアリルジ

メチル第四アンモニウムを使用している場合はさらに複

雑で，ジヘキサデシル基のもの，ヘキサデシル基とオク

タデシル基のもの，ジオクタデシル基のものと 3種類の

同族体を含有している. しかし，市販製品に含まれる同

族体の分布に関しては，今までのところ，ほとんど報告

がなされていないのが現状である.

長鎖アルキル第四アンモニウム塩の分析法については，

液体クロマトグラフ法3，4) ガスクロマトグラフ法5-7)な

に若干報告されているが，液体クロマトグラフ法は可

視部検出器を装着してポストラベル法をとるなど，比較

的操作が煩雑なため簡易な分析法とはいえない.これに

対してガスクロマトグラフ法は，第四アンモニウム塩を

一度ガスクロマトグラフィー (GC) に有利な揮発性物

質に誘導する必要があるが，この点を克服できるなら有

望な方法である.著者らは，前報8，9)においてホフマン

*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 Japan 
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分解と GC分析を組み合せた方法を報告した.これはホ

フマン分解によりアルキル基を，対応する 1ーオレフイ

ンに誘導するものであるが，同族体が混合して存在する

ときは分析が不可能となり，その適用に限界がある.そ

こで，今回は第四アンモニウム塩を還元的に脱メチル化

してヘキサデシル基やオクタデシル基を保持した第三ア

ミンへの誘導化を考えた.この脱メチル化法は小島ら 5)

がすでに無水溶媒中水素化リチウムアルミニウム

(LiAlH4) を還元剤として用い，その還元成績体の GC

について報告している. しかし，この方法を直接ルーチ

ン分析に適用することは操作性などに若干の改良が必要

であり，以下の(1)一(3)について検討を行った.すなわち，

(1)小島らは，塩化ジステアリルジメチル第四アンモニウ

ムに関しては同族体の混合物を用い， GCのみで確認を

行っているので，まず， Fig.1に示す各第四アンモニウ

ム塩の単体を用いて反応を行い，それぞれの還元成績体

の単離同定を行う. (2)無水の反応溶媒や冷却器付の反応

容器を用いるなど，煩雑な操作を必要とするので簡素化

する. (3)製品分析への応用を示していないので，分析精

度を含め実試料への応用を意図した分析j去を求める.今

回これらの点に留意して塩化アルキル第四アンモニウム

のGC分析法を設定し，合せて若干の市販製品の分析を

行ったので報告する.

実 験 の 部

1.試薬塩化ヘキサデシルトリメチル第四アンモニ

ウム (HTA)，塩化オクタデシルトリメチル第四アンモ

ニウム (OTA) :東京化成工業製(特級)，塩化ジヘキ

サデシルジメチル第四アンモニウム (DHDA)，塩化ジ

オクタデシルジメチル第四アンモニウム (DODA)

花王石鹸(槻(各純度95.0%，94.4 %)，水素化リチウム

アルミニウム (LiAlH4) 和光純薬工業製，重クロロホ

ルム (99.7%)およびシリカゲル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.

塩化ヘキサデシルオクタデシルジメチル第四アンモニ

ウム (HODA) の調製 オクタデシルジメチルアミン

1. 5g (5 mmol) と塩化ヘキサデシル1.3g (5 mmol) を

ジメチルホルムアミド10mlに溶かし， 6時間加熱還流

する.冷後，反応、物をアルミナカラム(7 g， 1. 5cm o x 

7.5cm) に付し，ベンゼン，ついで酢酸エチルを流して

未反応のアミンを除去してからメタノールで第四アンモ

ニウム塩を溶出する.この操作を繰り返し行い，得られ

たメタノール分画を留去する.アセトンー酢酸エチルよ

り再結品を行い無定形の無色結晶を得る.収率27%，こ

れを分析法に従って GC分析し，ピークの面積比より求

めると HODA86.3%，DHDA4.4%， DODA3.5%，未

反応アミン5.8%であった.

第四アンモニウム塩標準溶液:HTA， OTA， DHDA， 

HODA，および DODAをそれぞれ約100mg精秤し，エ

タノールに溶かして100mlとし標準溶液とした.

2.装置 水素炎イオン化検出器付ガスクロマトグラ

フ (FID-GC) :目立製作所製 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(lHおよび13C-NMR) 日

本電子社製 JEOLFX-270型， 1 H 269.65MHz， 13C 

67.8MHz 

3.試料昭和59年10月から昭和60年12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検体をiljt1斗とした.

4.試験溶液の調製試料 4~10g をとり，エタノー

ルおよびベンゼンを加えて溶かし100mlとする.この 5

mlを目盛付共せん試験管 (25ml，内径15mmx長さ

180mm) にとり，ロータリーエパポレーターを用いて濃

縮乾回し，エタノールや水分を除去する.これにジオキ

サン 5ml， LiAlH450mgを加えて105
0

の油浴中 2時間加

熱する.冷後，10%水酸化ナトリウム溶液10mlを加え

て過剰の LiA1H4を分解し，50ml共せん付遠沈管に移す.

ここにジエチルエーテルlOmlを加えて 2分間振とう抽

出し， 3000rpmで10分間遠心分離してエーテル層を分取

する.再度抽出を繰り返したのち，エーテル層を合せて

蒸留水lOmlで振とう洗浄する.このエーテル層にセラ

イト 1gを加えて蒸発乾回し吸着させる.このセライト

を粉砕し，内径1.5cm，長さ 30cmのガラス管にシリカゲ

ル 2gをベンゼン ジエチルエーテル (9: 1)の混合

溶媒を用いて充填した長さ約 6cmのカラムに重積する.

これにベンゼン ジエチルエーテル (9: 1) 40mlを

流して爽雑物を除去したのち，つぎにクロロホルムーメ

タノールー10%酢酸 (5: 3 : 1) 40mlを流して第三

アミンを溶出する.この洛出i夜をロータリーエパポレー

ターを用いて濃縮乾固したのち，メタノール 5mlを加

えて試験溶液とする.

添加回収実験用のクリームタイプヘアーリンス剤の調

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 (#4000) 1 %，香料および着

色料適量，精製水を加えて100%とする.

5. 定量法各第四アンモニウム塩標準溶液より

HTA， OTA， DHDA， HODAおよびDODAをそれぞ

れ0.5， 1， 2， 3， 4， 5mlをとり，以下試験溶液の

調製の項に従って操作し， 100， 200， 400， 600， 800， 
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Fig.1. R=CH3， R'=CI6H33 : hexadecyltrimethylammonium chloride (HTA) 

R=CH3， R'=CI8H37 : octadecyltrimethylammonium chloride (OTA) 

R=R'=CI6H33 : dih巴xadecyldimetlポammoniumchloride (DHDA) 

R =CI6H33， R' =C18H37 : hexadecyloctadecyldimethylammonium chloride (HODA) 

R=R'=CI8H37 : d'ioctadecyldimethylammonium chloride (DODA) 

1000ppmの濃度系列をつくり，これらと試験溶液の 5

μl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 2% OV - 17 

(Chromosorb W A W  DMCS， 80-100mesh) 内径 3mmX 

長さ 500mm，注入口温度および検出器温度:330
0

，カラ

ム温度:130
0
→300

0 

(昇温速度7.5
0

/ min.) ，キャリアガ

ス N260ml/min.， H21. 5kg/ cnl， Air2. Okg/ cnl 

NMR 試料を重クロロホルムにとかし，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 (sppm) を示した.

結果および考察

1.脱メチル化反応の検討 Fig.1に示すように，ア

ルキル基が C16とC18を有する第四アンモニウム塩につ

いて 25mlの目盛付共せん試験管(内径 15mmX長さ

180mm) を用い，ジオキサン中 LiAIH4を加えて開放系で

加熱して還元し，その還元成績体について同定を行った.

HTA，OTA，DHDA，HODAおよびDODAの各50mgを

25mlの試験管にとり，ジオキサンと LiAIH4100mgを加

えて油浴中で加熱し，溶媒が突沸したり蒸発が激しくな

らないように静かに反応させた.反応、後，水酸化ナトリ

ウム溶液で過剰のLiAlfむを分解してエーテル抽出し，

還元成績体を GCで昇温分析した. Fig.2に示すように，

いずれの第四アンモニウム塩もガスクロマトグラム上 1

本の主ピークが認められた.そこで，これらをシリカゲ

ルカラムクロマトグラフィー(シリカゲル60， 2 g， 

1.5cm o X 3 cm) に付しピーク 1- 5に相当する還元成

績体を単離した. HTAおよび OTAの還元成績体は，

GC-MSより m/ z279 (M+)， 297 (M+) を示し，

NMRデータより -CH2-Nこ [H1-NMR (CDCI3) s : 

2.23 (2 H， t) ppm， 13C -NMR (CDCI3)δ: 60.1 

2 

5 10 15 20 

Tim<?(min) 

Fig. 2. Gas Chromatograms of Tertiaryamines Formed 

from Alkyltrimethyl.and Dialkyldimethylammo-

nium Chlorides 

Conditions: 2% OV-17/Chromosorb W AW-

DMCS (80-100mesh) ， 3 mm o x 500mm， Col-

umn temp. 130
0
→300

0

， Program rate : 7.5
0 

/min.， 

Carrier gas : 60ml/ min 

Peaks: 1. hexadecyldimethylamine， 

2. octadecyldimethylamine. 

3. dihexadecylmethylamine. 

4. hexadecyloctadecylmethylamine. 

5. dioctadecylmethylamine 
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Fig. 3. Effect of Reaction temp巴rature.Amount of LiAlH4 and Reaction tim巴 onthe Forma-

tio日 ofTertiaryamine from OTA and DODA 

(t) ppmJ および-N::::.8~; [2.21 (6 H， s) 45.5 (q)J 

が認められるため，ピーク 1はヘキサデシルジメチルア

ミン，ピーク 2はオクタデシルジメチルアミンと同定し

た. また， DHDA， HODAおよび DODAは午/z479，

507， 535に M+を示し，それぞれーCH2-N一CH2一

[2.27 (4 H， t)， 2.31 (4 H， t)， 2.28 (4 H， t)， 

58.0 (t)， 57.9 (t)， 58.0 (t)J および:>N一CH3 [2.20 

(3 H， s)， 2.22 (3 H， s)， 2.19 (3 H， s)， 42.3 

(q)， 42.3 (q)， 42.4 (q)J が認められることから，

ピーク 3はジヘキサデシルメチルアミン，ピーク 4はヘ

キサデシルオクタデシルメチルアミン，ピーク 5はジオ

クタデシルメチルアミンと同定した.従って， Fig.1に

示すようにいずれの第四アンモニウム塩においても，

LiAlH4の脱メチル化反応によりジオキサン中で第三アミ

ンを生成することが確認できた.小島らの結果と同様に

この反応は優先的にメチル基を脱離することがわかった.

そこで，つぎにこれらの反応条件について検討を行った.

2. 反応条件の検討反応温度 OTA，DODAの各

5 mgをジオキサン中，反応温度(油浴温度)を65
0

，

85
0

， 105"に変えて反応させ，生成したオクタデシルジ

メチルアミン，ジオクタデシルメチルアミンを FID-

GCのピーク高で観察した. Fig.3のAに示すように，

85
0

以上で第三アミンの生成率が一定となったので，今

回は反応温度を105
0

に設定した.

LiAlH4の添加量 OTA，DODAの各 5mgに対し反

応温度105
0
の条件下で LiAllしの添加量を Fig.3のBに

示すように10mgから60mgまで増加させて反応させたと

ころ， LiAlH4は10mgでも反応は十分進行することがわ

かった. LiAlH4の添加量は50mgに設定した.

反応時間 OTA， DODAの各 5mgに対しジオキサン

中， LiAlH450mgを加えて 105
0

で反応時間を 30分から

180分に変えて反応させたところ， Fig目 3のCに示すよ

うに120分でほぼ生成率が一定となったので反応時間を

120分に設定した.

3.妨害物質の除去 前述の設定した分析条件を市販

のヘアーリンス剤に適用して脱メチル化反応を行ったの

ち，エーテル抽出し，そのエーテル層を GC分析すると

Fig.4のAに示すように目標の第三アミンを妨害する

ピークが認められた.これらは GC-MSの脱水ピーク

より Fig.4のAに示した高級アルコール類であることが

わかった.そこで，シリカゲルカラムクロマトグラ

フィーによるクリーンアップを行い，ベンゼンージエチ

ルエーテル (9: 1)で高級アルコール類を含む爽雑物

を除去したのち，クロロホルムーメタノールー10%酢酸

(5 : 3 : 1)で第三アミンを溶出した. (Fig.4のB)

なお，ヘアーリンス剤はセタノールやプロピレングリ

コールを 1-5%含有しているものが多いが，これらの

脱メチル化反応に対する影響を調べるため OTA5mgに
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C16H330H 

ピ/ピ~ C1BH370H 

C2d"l410H A 
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Time (min) 

Fig. 4. Gas Chromatograms of Tertiaryamines Derived 

from Alkyltrimethyl回andDialkyldimethylammo 

nium Chlorides in Hair Rinse 

Peak 1，2，3，4 and 5 are showed in Fig. 1 . 

セタノールやプロピレングリコールをそれぞ、れ 2%およ

び5%に相当するj農度を添加して反応させたところいず

れも妨害は認められなかった.

4. 検量線試験溶液の調製に従って HTA，OTA， 

DHDA， HODAおよび DODAの各第四アンモニウム

塩を処理し， GCのカラム温度を130
0

から3000まで昇温

して測定した. Fig.5に示すように検量線はいずれも

100-1000ppmの濃度範囲で良好な直線性を示した.

5.添加回収実験試験溶液の調製に示した処方に

従って調製したリンス剤に第四アンモニウム塩を加えて

回収率を求めた. リンス剤0.5gに対し HTA，OTA， 

DHDA， HODAおよび DODAをそれぞれ lおよび 3

mg 添加し，定量法に従って GC分析を行った. Table 1 

に示すように回収率は91.2-104.3%，c. vは1.7-

4.5%であった.

6. 市販製品の分析結果 Table 2に市販のへアーリ

ンス剤 6種，衣料用柔軟仕上げ剤 2種類の分析結果を示

す. Aから Eまでのヘアーリンス剤は「塩化ステアリル

トリメチルアンモニウム，塩化ジステアリルジメチルア

ンモニウム」の含有を表示されているもので，これらは

15 

( 

E 
仁J

) 

- 10 .s:: 
01 

ω 
五二

.1 rω u 

a.. 

.- HTA 

)' ノ OTA

// DHDA 

タラ HODA

// グデ/ DODA 

200 600 1000 

Quaternary ammonium chloride 

(ppm) 

Fig. 5. Calibration Curves for Alkyltrimethyl.and Di・

alkyldimethylammonium Chlorides 

Table 1. Recovery Test for Alkyltrimethyl.and 

Dialkyldimethylammonium Chlorides from 

Hair Rinse 

Compound 
Added Average recovery (n = 3) C. V. 

(mg) (%) (%) 

HTA 1 91. 7 1.9 

3 98.9 2.2 

OTA 92.7 3.6 

3 92.7 2.3 

DHDA 96.7 4.5 

3 99.2 1.7 

HODA 97.7 1.9 

3 93.3 2.5 

DODA 104.3 4.5 

3 91.2 3.4 

The quaternary ammonium chlorides were added to O. 5g 
。fhandmade rinse solution. The rinse formula is as fol. 

lows ; propyleneglycol 2%， polyoxyethylene stearylether 

1.5%， polyoxyethylene oleylehter 5 %， colour and per. 

fume q. S.， the whole quantity 100% with purified water. 
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Table 2. Analytical Results of Alkyltrimethyl.and Dialkyldimethylammonium Chlorides in Commercial Hair Rinses 

and Liquid Softening Agents 

Quaternary ammonium chloride content (%) 
Total (%) Sample 

Hair rinse 

Softening agent 

for clothes 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

HTA 

0.14 

0.09 

0.15 

0.12 

0.59 

いずれも HTA，OTA， DHDA， HODAおよび DODA

の混合物であり，総含有量は1.06-3.26%であった.ま

た， Fは「塩化ジステアリルジメチルアンモニウム」と

表示されているもので DHDA，HODAおよび DODA

の混合物で総合有量は2.13%であった.衣料用柔軟仕上

げ剤は 2種類で陽イオン系界面活性剤と表示されており，

これらは DHDA，HODAおよび DODAの混合物で総

合有量は4.06%と4.35%であった.以上，本定量法によ

り，市販製品中の第四アンモニウム塩の同族体を精度良

く分析することができた.

結論

ヘキサデシル基とオクタデシル基を有する塩化アルキ

ルトリメチル第四アンモニウム塩と塩化ジアルキルジメ

チル第四アンモニウム塩について LiAHむを還元剤とし

て脱メチル化反応を検討し，ジオキサン中でそれぞれア

ルキルジメチルアミンとジアルキルメチルアミンに誘導

した.これらの第三アミンは FID-GCの昇温ガスクロ

マトグラフィーで ItiJ族休の分自f~が認められた.特に，ジ

ヘキサデシルメチルアミン，ヘキサデシルオクタデシル

OTA DHDA HODA DODA 

0.68 0.20 0.51 0.56 2.09 

0.32 0.23 0.60 0.68 1.92 

0.67 0.19 0.44 0.50 1. 95 

0.57 0.06 0.15 0.16 1.06 

1.60 0.16 0.44 0.47 3.26 

0.30 0.87 0.96 2.13 

0.51 1.67 1.88 4.06 

0.62 1. 74 1.99 4.35 

メチルアミンおよびジオクタデシルメチルアミンのピー

クより塩化ジアルキルメチル第四アンモニウムの同族体

の識別が可能であった.また，本分析法を市販のへアー

リンス剤や衣料用柔軟仕上げ剤の第四アンモニウム塩の

分析に適用することができた.
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家庭用品の衛生化学的研究(第19報)

ガスク口マ卜グラフィーによる塩化ベ‘ンゼトニウムの定量法

池田一夫へ酒井正美へ森 謙一郎*，雨宮 敬*，

鈴木助治 へ渡辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XIX) 

Gas Chromatographic Method for the Determination of Benzethonium Chloride 

KAZUO IKEDA *， MASAMI SAKAI*， KENICHIRO MORIへ TAKASHI AMEMIY A * ， 

SUKE]I SUZUKI* and YOHYA WATANABE* 

A simpl巴 methodfor the determination of benzethonium chloride (1) by gas chromatography is described 

Benz巴thoniumchloride was easily decomposed with potassium t -butoxide in benzene at 40.C for 30 minute. 

The reaction products were identified as 2 - 12一[p-(1， 1， 3， 3一t巴tramethylbutyl) phenoxy] ethoxyl 

ethylene (2)， benzyldimethylamine (3) and p一(1，1，3，3一tetramethylbutyl)phenol (4) by mass spectrometry 

and nuclear magnetic resonance spectroscopy， and the compounds (2) and (4) were measur巴don 5 % SE-30 

column with a hydrogen flame ionization detector. Using the peak (2) on the gas chromatogram， (1) was deter阻

mined in th巴 rangeof 1 -10mg with good precision below 5 % of coefficient variation. The present method is 

useful for the routin巴 analysisof (1) in commerc凶 disinfectants.

Keywords : benzethonium chloride， gas chromatography， NMR spectroscopy， mass spectrometry， disinfectant， 

modified Hofmann degradation目

緒 員

塩化ベンゼトニウムは，塩化ベンザルコニウムと同様

に強い殺菌力があり，表面張力を低下させる作用，清浄

作用，角質溶解作用，乳化作用，防臭作用を有するため，

医療用殺菌消毒剤，制汗剤，化粧品等に使用されている.

塩化ベンゼトニウムの分析法として，分光光度法14)，

j商定法5)，ガスクロマトグラフ (GC) 法67)，高速液体

クロマトグラフ (HPLC)法7)など数多くの報告がある.

しかし，分光光度法および滴定法は，いずれも第四アン

モニウム塩類一般の分析法であり，これらの成分と塩化

ベンゼトニウムとが混合して配合された場合その分別定

量は不可能でおある. また， GC法および HPLC法は，試

料の前処理が比較的煩雑であるという欠点を有している

が，これを改良することができれば，塩化ベンゼトニウ

ムを分離分析するためにきわめて有望な手段である.

著者らは，前報において， Hofmann分解を利用した

一連の第四アンモニウム塩の GC分析法を報告してい

る8-10) この方法は，不揮発性の第四アンモニウム塩を

GC分析に有利な揮発性の誘導体に化学変換するもので

あり，脱メチル化反応により第三アミンに誘導して行う

方法とは異なる分析方法である.すなわち，第四アンモ

ニウム塩をベンゼンージメチルスルホキシド混合溶媒中

または単にベンゼン中で，塩基としてカリウム tーブト

キシドを用いて分解し，長鎖アルキル基を対応する lー

オレフィンに変換し， GC分析するものである.この分

析法は前処理が簡便であり，定量分析の精度も良好であ

る.そこで今回は，第四アンモニウム塩ののなかでも特

異な構造を有する塩化ベンゼトニウム(1)にこの分析法を

適用し，生成したオレフイン 2のGC分析より，満足す

べき結果を得たので報告する.

実 験 の 部

1.試薬塩化ベンゼトニウム(東京化成工業製，

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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[CH31J伊叩CH40|;1

benzethonium chloride (1) 

CH3;H3) 

CH3i吋九〆
OCH

2
CH

2
0CH=CH

2

CH
3 

CH
3 

2 

TCI-EP)，カリウム tーブトキシド (t-BuOK) (和光

純薬工業製，特級)，重クロロホルム (99.7%， Merck)， 

その他の試薬はすべて特級を使用した.

塩化ベンゼトニウム標準溶液:塩化ベンゼトニウムを

約100mg精秤し，エタノールに溶解し100mlとし標準溶

i夜とした.

2.装置 水素炎イオン化検出器付ガスクロマトグラ

フ (FID-GC) :島津製作所製 GC-4 CM' 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D-300，核磁気共鳴装置 eHおよび13C-NMR)

:日本電子社製 JEOLFX -270型， lH269. 65MHz， 

13C67 . 8MHz. 

3.試料 昭和60年度中に都内で購入した消毒剤 3検

体 (A，B， C) を試料とした.

4.試験溶液の調製 100mlの3角フラスコに塩化ベ

ンゼトニウムを一定量 (1-10mg)採取し，水分やエ

タノールを除去するためにロータリーエパポレータを用

い40
0

Cで試料を蒸発乾回する.これに，ベンゼン (Bz)

20ml， t-BuOK100mgを添加して，密栓し， 40
0

Cで30分

間インキュベートする.冷後，反応、溶液を100mlの分i夜

ロートに移し，フラスコは Bz5 mlで 2回洗浄し分液

ロートに合わせる.この Bz層を10%塩化ナトリウム溶

液20mlで15秒間振とうすることにより 1回洗浄する.

Bz層を 100mlのナス 121フラスコに移し，日一ノナン

0.5ml 添加しロータリーエパポレータを用い40
0

Cでがn
mlまで濃縮する.濃縮した溶液をアセトンを用い目盛

り付き共栓試験管に移し，アセトンを加え全量を 5ml 

とする.これを GC用試験i容液とする.

5.分析操作 塩化ベンゼトニウム標準溶液より塩化

t-BuOK / Bz 

40 "c. 30min. 
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Fig.1. 

ベンゼトニウムをそれぞ、れ 1-10mgまで 1mg間隔で採

取し，以下試験溶液の調製の項に従って操作し，これら

と試験溶液の 5μlをGCに注入する.下記の GC測定

条件に従い測定し，得られたピーク高より検量線を作成

し，試験溶液中の塩化ベンゼトニウムの濃度を求める.

FID-GC測定条件カラム 5% SE -30 (Chromo. 

sorb W A W DMCS， 80 -100mesh) ，内径 3mm X長さ

2 m，注入口j昆度:250
o

C，カラムj且度:210
o

C，キャリ

ヤーガス:Nz 40ml/ min， Hz O. 7kg/ cnl， air 1 kg 

/cnl. 

GC-MS 測定条件カラム 2% OV -17 (Chromo. 

sorb W A W DMCS， 80 -100mesh) ，内径 2mmX長さ O.

5 m，注入口温度:250
o
C，カラム温度:60→250

0

C 

10
o

C/min.，キャリヤーガス:Nz 20ml / min. 

NMR:試料を重クロロホルムに溶解し，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，化学シフト (8ppm) を測定し

た.

実験結果および考察

1.分解反応の検討

著者らは，すでに塩化アルキルトリメチル第四アンモ

ニウムを Bz ジメチルスルホキシド中，t-BuOKの存

在下加熱還流した場合，および塩化ベンザルコニウムを

Bz中，t-BuOKの存在下加熱還流した場合，いずれも

対応する 1ーオレフィンが生成することを報告した10)

そこで，第四アンモニウム塩のなかでも特異な構造を有

する塩化ベンゼトニウムを同様に処理した場合， どのよ

うな分解物が生成するかを検討した.塩化ベンゼトニウ

ム (500mg) をBz中，t-BuOKの存在下40
0

Cで30分間
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Table 1. MS and NMR Spectral Data of the Degradation Products 

2 

MS m/z 276(M+) 

1H-NMR 0.71(9H，s) ，1.34(6H，s) ，1.70(2H，s) 

0' ppm 4.04 (2H， q ，J = 2，7) ，4.18 (2H， q，] = 5，7) 

4 

206 (M+) 

0.71(9H，s) ，1.33(6H，s) ，1.69(2H，s) 

4.77 (IH， brs) 

(CDCI3) 4.23(2H，q，]=2，12) ，6.53(lH，q，]=4，12) 

6.83 (2H， d ，]=9) ，7.26 (2H ，d ，]=9) 

6.74 (2H， d，]=9) ，7.22 (2H，d，]=9) 

13C_ NMR 31. 7 (q) ，31. 8 (q) ，32.4 (s) ，38.0 (s) ，57.1 (t) 31.7(q) ，31.8(q) ，32.3(s) ，38.0(s) ， 57.1~) 

114.5(d) ，127.2(d) ，142.3(s) ，153.1(s) 0' ppm 66.4 (t) ，66.6 (t) ，87.0 (t) ，151.7 (d) 

(CDCb) 113.9(d) ，127.1(d) ，142.7(s) ，156.3(s) 

処理し，反応物を濃縮後， TLC (シリカゲ、ル60Fz54，展

開溶媒:ヘキサンー酢酸エチル=9 1，検出:

UV254nm) を行ったところ，Rf1i直0.65，0.21， 0.02の

3つのスポットが観察された.そこで，これらをシリカ

ゲルカラムクロマトグラフィー(シリカゲル60 70 

230mesh， Merck，内径10mmX長さ 10cm) に付しヘキサ

ンー酢酸エチル (99: 1)で溶出し化合物 2，4を単離

し，ついでメタノールで化合物 3を溶出単離した.

Table 1に2， 4のマススペクトルおよび NMRのデー

タを示す.

2は，マススペクトルで， m/z276 (M+) を示した.

また， Table 1において1H-NMR:0'0.71 (9H， s)， 

1.34 (6 H， s)， 1. 70 (2 H， s) ppm，叱-NMR:0' 

31.7 (q)， 31.8 (q)， 32.4 (s)， 38.0 (s)， 57.1 (t) 

ppmよりメチル基 5個，メチレン基 1個， 4級炭素 2

個が認められることから，テトラメチルブチル基を有す

ることがわかった.また， 0' 6.83 (2 H， d， J = 9)， 

7.26 (2H， d， J=9) ppm， 0'113.9 (d)， 127.1 (d)， 

142.7 (s)， 156.3 (s) ppmより 2置換ベンゼン環が，

さらに 0'4.04(2H， q， J=2， 7)， 4.18 (2H， q， J 

= 5， 7) ppm， 0' 66.4 (t)， 66.6 (t) ppmに酸素原

子に結合したほぼ等価なメチレン基2個が認められた.

また 0'4.23(2H， q， J=2， 12)，6.53 (lH， q， J= 

4， 12) ppm， 0' 87.0 (t)， 151. 7 (d) ppmには酸素原

子に結合した二重結合に特徴的なシグナルが認められ，

エノール型の末端ピニル基の存在がわかった. したがっ

て，この化合物は，2-12一[p一(1，1，3，3ーtetramethy1-

butyl) phenoxy] ethoxyl ethyleneと同定した.

3は，マススペクトルで， m /  z135 (M+) を示し，

NMRスペクトルより，窒素原子に結合したメチル基 2

個，メチレン基 1個，フェニル基 1個が認められること

から， benzyldimethylamineと同定した.

4は，マススペクトルで， m/  z206 (M+) を示し

Table 1に示すように，化合物 2と同様に，テトラメチ

ルブチル基に対応するシグナル， 2置換ベンゼン環に対

応するシグナル，および， 1H-NMRにおいて 0'4.77

( 1 H， brs) ppmに水酸基のプロトンに対応するシグ

ナルを示した. したがって，この物質は，p一(1，1，3，3

-tetramethylbutyl) phenolと同定した.

以上の結果より，塩化ベンゼトニウムは，窒素原子に

結合したオキシエチル基の位置でF一脱離反応を起こし，

オレフイン 2を生成することがわかった. 2からフェ

ノール4が生成しないことから 4は塩化ベンゼトニウ

ムが直接加水分解を受けて生成したものと考えられる.

なお 2と4の生成率は，それぞれ46%と35%であった.

そこで，つぎにガスクロマトグラム上のオレフインの

ピークを利用して反応条件の検討を行った.

2.分析条件の検討

反応温度 Hofmann分解による反応生成物の生成比

率は温度依存性が高いため，まずこの点について検討し

た.塩化ベンゼトニウム 4mgに対し，t-BuOKを

100mg 添加し， Fig.2に示すように温度を30-80'Cまで

変化させ， 1時間反応を行った.その結果，オレフイン

2の生成量は反応温度が高くなるにつれ減少した.ベン

ゼンの沸点である温度80'Cでは，逆に加水分解物である

フェノール4の生成が増加していた. したがって，オレ

フィン 2の生成率が高く，温度をコントロールしやすい

40'Cに反応温度を設定した.

BuOKの添加量反応温度40'Cで，塩化ベンゼトニ

ウム 4mgに対し Fig.3に示すように t-BuOKの添加量

を10-200mgと増加して反応させたところ，オレフイン

2の生成は，t-BuOKの添加量とともに増加し， 80 

200mgの範囲で一定となった.そこで，t-BuOKの添

加量を100mgに設定した.
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Fig. 2. Influence of the Reaction Temperature 

on the Formation of Olefin 2 
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Fig. 3. Influence of the Amount of t-BuOK 
on the Olefin 2 

反応時間塩化ベンゼトニウム 4mgに対して t-

BuOKを100mg添加し， 40'Cで， Fig.4に示すように反

応時間を 2-60分と変化させ反応させたところ，オレ

フィン 2の生成は，約10分以上で一定となった.そこで，

反応時間を30分と設定した.

3.分析法および検量線

反応条件の検討より，分析j去を実験の部に示すように

設定した. FID-GC 測定条件に従い，作成した検量線

が Fig.5である.塩化ベンゼトニウム量として 1-

10mgの範囲できれいな直線が得られた.また，この検

量線の再現性も良好で各波度においての 3回繰り返しの

変動係数は， 3 -4 %であった.

4.添加回収実験

塩化ベンゼトニウムを含む市販の消毒剤lを使用し，塩

化ベンゼトニウムの添加回収実験を行った.塩化ベンゼ
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Fig.4. Influence of the Reaction Time on the Olefin 2 
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Fig. 5. Calibration Graph for Benzethonium Chloride 

Benzethonium Chloride ( mg ) 

トニウム (O.lw/v%)，塩酸ジブカイン (O.lw/v%)， 

塩酸ナファゾリン (O.lw/v%)，マレイン酸クロル

フェニラミン (0.2w/v%) を含有する消毒剤Cを2ml 

採取し，これに塩化ベンゼトニウムを1，2，3mg添加し，

その回収率を検討した.その結果， Table 2に示すよう

に回収率は96-99%，変動係数は 1-2.6%で定量性が

よいことカfわかった.
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Fig. 6. Typical Gas Chromatograms of Olefin 2 d巴rivedfrom Benzethonium Chloride in Commercial Disinfectants 

Peak 1 : phenol 4， Peak 2 : olefin 2 

Table 2. Recoveries of Benzethonium Chloride from a 

Commercial Disinfectant 

Sample 
Added Found Recovery CV 

(mg) (mg) (%) (%) 

Disinfectant -C 1.00 0.96 96.0 2.6 

2.00 1. 95 97.5 1.0 

3.00 2.98 99.3 1.9 

n= 3， Sample size: 2 ml 

Disinfectant -C目 benzethoniumchloride (0.1w/v%) 

dibucaine hydrochloride (0.1 w/v %)， 

naphazoline hydrochloride (0.1 w / v %) ， 

chlorpheniramine maleate (0. 2w / v %) . 

5.市販製品の分析結果

この方法による市販の消毒剤 3種のガスクロマトグラ

ムを Fig.6に， また，その分析結果を Tabl巴 3に示す.

消毒剤Aは，塩化ベンゼトニウムのみを10%含有する試

料，消毒剤Bは，塩化ベンゼトニウムとアルキルアリル

ポリエーテルアルコールをそれぞれ10%含有する試料，

消毒剤Cは，塩化ベンゼトニウム0.1%のほかに，塩酸

ジブカイン，塩酸ナファゾリン，マレイン酸クロルフェ

ニラミンを含有する試料である. Fig.7に示すように，

Table 3. Analytical Results of Commercial Disinfectant 

n= 5 

Sample 

Disinfectant -A 

Disinfectant-B 

Disinfectant -C 

Benzethonium Chloride 

Content (%) cv (%) 
10.2 4.8 

10.1 3.9 

0.10 4.6 

Disinfectant-A : benzethonium chloride (lOw/v%) 

Disinfectant-B : benzethonium chloride (10w/v %)， 

alkyl allyl polyether alcohol 

(lOw/v%) . 

Disinfectant-C : the same as those in Table 2. 

いずれもガスクロマトグラム上，オレフイン 2を妨害す

るピークはみられず，塩化ベンゼトニウムの分析を行う

ことができた.

消毒剤IJA， B， Cの塩化ベンゼトニウム含有量は

Table 3に示すように，おのおの10.2，10.1， 0.10%で

ありラベル上に表示された含有量とよく一致した.また，

その変動係数は， 4.8， 3.9， 4.6%と良好で、あった.

結論

塩化ベンゼトニウム(1)は， Bz中t-BuOKの存在下
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Cで30分間反応すると，容易に脱離反応、を起こし，そ

の反応生成物は， 2 - ¥2 - [p - (1，1，3，3 

tetramethylbutyl) phenoxy] ethoxyl ethylene (2)， benzyl-

dimethylamine (3)， p一(1，1，3，3-tetramethylbutyl) phe-

nol (4)であった.反応生成物のカ、、スクロマトグラフィー

において，オレフィン 2のピークを利用することにより，

1 -10mgの範囲で 1の定量を精度よく行うことができ

た.この分析法は，再現性も良く簡便であるため，ルー

チン分析として有効である.
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東京都では検査精度の向上を図ることを目的として，

都内衛生検査所を対象とする精度管理調査を昭和57年度

から毎年実施し， 60年度までに 4回の調査が行われ

た1-4) 昭和59年度まではルーチン検査項目を中心に調

査を実施してきたが，特殊検査や二次委託検査の精度管

理調査が普及していないことから，昭和60年度(第 4

回)の調査では肝癌の指標である αーフェトプロテイン

(AFP) が新たに実施項目の中に加えられた.そのため

に当研究科では精度管理用試料として既知濃度の試料の

作製を試み，本調査に使用した.本報告は第 4回調査に

おける AFP用試料についての検討および AFPの精度管

理調査結果についての解析を行った.

材料友び方法

調査方法調査方式として直接試料を検査所に配付す

るオープン方式と，検査所に感知されないよう協力医療

機関を通じて試料を検査所に配付するブラインド方式の

2方式を併用し，オープン方式とブラインド方式をほぼ

同一期間内に実施した.オープン方式では調査試料を直

接検査所に配付し，検査結果，測定法，使用キット名，

二次委託先等を回答させた.調査対象は都内衛生検査所

で参加数は48施設であった.そのうち37施設にはブライ

ンド方式もあわせて実施した.なお，ブラインド調査対

象施設のうち 9施設は 2か所の協力医療機関を通じて同

一試料を配付した.

試料 日本バイオテスト研究所 (NBL) 製の AFP標

準液5)4種類(濃度0，1000， 4000， 16000ng/ ml ) を

それぞれ酵素免疫測定法 (EIA) で AFP陰性であるこ

とを確認した正常ヒトプール血清で正確に10倍希釈しパ

イアルに 1mlずつ分注し，これらを試料 1，2，3，4と

した.オープン調査には試料 1と試料4を，ブラインド

調査には試料 2と試料 3を用いた.各試料は冷蔵状態で

配布した.

試料作製に関する検討 AFP標準液 (NBL) および

調査試料を EIA (イムノテック AFP，第一化学)で反

復測定した.また， AFP標準液 (NBL) の希釈に用い

る希釈液として生理食撮水， 2.5%ウシ血清アルブミン

(BSA) 溶液 (pH7.4のリン酸緩衝液で溶解)，正常ヒ

トプール血清，ウマ血清の 4種類を用いて AFP標準液

を10倍希釈したものを 1日冷蔵保存後 EIA (AFP' EIA 

「アボットJ，ダイナボット社)で測定し，希釈i夜によ

る測定の影響を調べた.なお，これらの希釈液はあらか

じめ AFP陰性であることを確認した. AFP 濃度が

300ng/ml以上の試料の測定の際，標準曲線の影響を避

けるため，測定時に試料をあらかじめ100ng/ml前後に

なるようにキット添付の希釈液で希釈してから測定した.

結果と考察

精度管理では，対象施設において実施している測定法

についても調査がなされたが，これによればオープン調

査で 9施設が逆受身赤血球凝集反応法 (RPHA)，32施

設がラジオイムノアッセイ (RIA)， 7施設が EIAで測

定していた. RPHAは希釈倍数から換算した離散量の定

量値を出す半定量法であるので集計から除外し，連続量

の定量値が得られる RIAとEIAのみを集計の対象とし

た.その結果を測定方法別，測定試薬キット別，施設別

にTable1. に示した.

*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 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

**東京都八王子保健所



112 Ann. Rep. To砂oMetr. Res. Lαb. P.H.， 37， )986 

Table 1. Quality Control Survey Data of AFP Measured by RIA and EIA 

Sample 1 (Open) Sample 2 (Blind) Sample 3 (Blind) Sample 4 (Open) 

Method Laboratory N Mean N Mean土S.D. N Mean土S.D. N Mean土S.D. 

(Kit) (ng/叫) (ng/ml) (ng/ml) (昭/ml)

RIA (all) 33 く5 32 103土12
a
) 33 319::t36a

) 32 1143::t 138 a) 

EIA (all) 7 く5 11 124::t 13 a) 11 390::t 39 a) 7 1439土333a) 

RIA(A) 9 く5 9 113土 5b) 9 343::t 8 9 1259土 95b) 

RIA(B) 20 く5 18 97土12b) 19 308土38 20 1117::t123b
) 

RIA (etc.) 3 く5 5 104土 8b) 5 320土44 3 969土 15b) 

RIA(B) a 4 5 3 109::t 1 3 289::t 10 4 1077::t 17 

b 5 2 4 105::t 10 4 345土17 5 1060土55

c 4 く5 4 93土17 5 309::t33 4 1337土19c) 

d 4 4 4 91土 8 4 296 ::t63 4 1100::t 0 

a) Significant difference between RIA and EIA (pく0.01)

b) Significant difference between RIA Kits (pく0.05)

c) Significant difference from other kits (pく0.01)

AFP (ng/ml) 

1400 

1000 

500 

400 

300 

200 

100 

( 2 ) ( 3 ) ( 4 ) 

Sample 

Fig. 1. Means of Sample 2，3，4 Measured by EIA and 

RIA Kits in Control Survey 

A一一一企 EIA .一一.RIA (Kit A) 。一一。 RIA(Kit B) 

.一一 圃 RIA (Other kits) 

期待値Ong/mlの試料 1では 1施設で'14ng/mlとい

う報告を除いて 5ng/ml以下の結果を報告し，おおむ

ね良好な結果であった. RIAまたは EIAで測定した全

施設の平均値と標準偏差は，試料 2では108土15ng/ml

であり 100ng/ml付近の結果を大部分の施設が報告した

が，試料 3では337::t 48ng/ mlで期待値の84%，試料4

では1196土215ng/mlで期待値の75%という結果であっ

た.

試料 2，3，4における方法別平均値では t検定で 1%

の危険率で RIAより EIAによる測定法のほうが有意に

高値に出ることが認められた. RIAにおいては複数の

キットが使用されたのでキット聞の測定値の差の有無を

みるために，キット A，キット B，その他のキットの 3

グループに分類して一元配置分散分析を行った.その結

果，試料 2と試料4で 5%の危険率でキットによる測定

値の差がみられた.このような測定値の差を図式化する

ために，試料 2，3，4のキット別平均値をプロットして

Fig.1. に示した.この図から， 4種類のキットすべて

においでほぼ直線上に平均値が分布し，直線性は良好で

あることがわかった.また，それぞれの線がEいに平行

であることからキット聞に系統誤差があることも同時に

認められた.この原因はキット添付の検量線用標準液の

濃度差によるものと考えられる.新発田ら7)によれば標

準物質の統ーによりキット間差が少なくなることが報告

されている.本調査結果からもキ、y ト聞の系統誤差の改

善は統ーされた標準品の使用により可能であることが示

唆された.

この調査に参加した48施設のうち半分のM施設では他

施設に検査を委託している.その委託先は都内衛生検査
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所が4施設，他県の衛生検査所が4施設であった. RIA 

のうち複数の施設で使用されていたのは B社のキットだ

けであった.これを使用した 4施設 (a，b，c，d) の

測定値の比較を Table1. に示した.これについて一元

配置分散分析を行ったところ，試料4において施設 cの

平均値が他の 3施設の平均値より有意に高いことが認め

られた.このように同一キットを使用した場合において

も，試料の二次委託先までの運搬条件，施設問誤差等の

要因によって測定値に差が現れる場合があることがわ

かった.

以上のような調査結果から，調査試料の測定成績が期

待値どおりにならなかったので，調査試料とその原料で

ある AFP標準液の検討を行った.

AFP標準液および調査試料を反復測定した結果を

Table 2. に示した.1000ng/mlの標準液は表示値の

118 %， 4000ng/ mlの標準液は表示値の92%， 16000ng 

/mlの標準液は表示値の73%という実視IJ値が得られ，

高濃度の標準液ほど実測値が低く出る傾向が認められた.

また，これらの標準液を正常ヒト血清で10倍希釈して作

製した調査試料の実測値は，試料 2では120%，試料 3

では92%，試料4では78%であり， AFP標準液そのも

のの実測値と同じ傾向が認められた.

RIAまたは EIAによる測定の上限は300-800ng/ ml 

であるためそれより高濃度の検体の測定には希釈が必要

である.測定時の検体希釈に用いる希釈液の違い，ヒト

血清中の何らかの成分による AFPへの影響等が期待値

から離れた調査試料の実視IJ結果となった要因と思われた.

このような影響をみるためにキット添付の検体希釈液と

して使用される BSA溶液，生理食塩水，ウマ血清，正

常ヒト血清の 4種を選ぴ， AFP標準液をこれらで10倍

希釈したものの測定値の差をみた.

AFP標準液の希釈に使用する希釈液の検討結果を

Table 3. に示した. 4種類いずれの希釈液においても

濃度に差がみられず，1000ng/mlの標準液の場合は回

収率が約110%であるが， 4000ng/ ml， 16000ng/ mlの

場合では回収率が60-80%となった.表示値の 1/10の

濃度にはならなかったが，標準液を実測したときの 1/

10の濃度に近い値が得られた.これらの実験からヒト血

清成分が AFPの測定に影響を与えることは考えられな

し¥

東京都以外でも AFPの精度管理調査は，主に RIAを

中心に日本アイソトープ協会6) 試薬メーカー7)等の主

催で実施されている.これらの調査で用いられている試

料は我々の試料作製方法，材料と同様で、濃度が200ng/

ml以下のものを使用し，調査結果においてはどの試料

も平均値がほぼ期待値どおりの測定成績が得られていた.

東京都の調査において高濃度の試料では期待値より低い

成績が得られる傾向が認められたのには，高濃度の試料

作製になんらかの問題があると考えられる. Wuら8)に

よれば，精製された AFP溶液は 4'cでは安定であるが，

20'C， -60'Cの凍結状態で、保存した場合は 2-3日で

AFP値が下がり，高濃度の精製された AFP溶液をリン

酸緩衝液等で希釈した場合の AFPの活性に損失がみら

れると報告されている.我々は 4濃度の AFP標準液を

試料作製前まで凍結保存したが，1000ng/mlの標準液

中の AFP実測値は表示値に近かったので凍結保存によ

る影響は確認されなかった. AFP標準液の最初の希釈

による損失が期待値どおりの測定値が得られなかった原

Table 2. AFP Concentrations in AFP Standards (NBL) and Survey Sampl巴S

AFP Standards (NBL) 

Survey Samples 

*時Iml

Table 3. 

diluent 

Normal Human Serum 

Horse Serum 

0.9% 1、~aCl

2.5% BSA in PBS 

*時Iml，N= 4 

Sample 1 Sample 2 Sample 3 

N Mean* Mean土S目 D* Mean::!::S. D.* 

9 く5 1176::!::126 3679土241

8 く5 120::!::9 369土16

Effect of Dilution on AFP Standards (NBL) Cor町川raion

Standard 1 Standard 2 Standard 3 

Mean* Mean土S目 D.* Mean::!::S. D.* 

く2 116土 4 248::!::40 

く2 109土11 295::!::50 

く2 108::!:: 9 261土45

く2 109::!:: 11 247土29

Sample 4 

Mean::!::S. D.* 

11629土582

1252::!::74 

Standard 4 

Mean土S.D目*

961::!:: 75 

1295士152

913::!:: 89 

1164::!::314 
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因である可能性があり，今後の検討課題としたい.

要約

我々 は， AFPの精度管理調査用試料として，正常ヒ

ト血清に AFP標準液を加える方法で 4種類の濃度の既

知濃度試料を作製し，昭和60年度東京都衛生検査所精度

管理調査に用いた.その結果，低濃度試料 2種類 (Ong

/ml， 100ng/ml) は全施設の平均値が期待値に近い値

であったが，高濃度試料 (400ng/ml， 1600ng/ ml)で

は全施設の平均値が期待値より 2-3割低い結果となり，

当研究科での調査試料の測定値とも一致した.

試料の測定成績が期待値から離れた原因をっきとめる

ため， AFP標準液の希釈に用いる希釈液として，生理

食塩水， BSA溶液，正常ヒト血清，ウマ血清の 4種類

を用いて希釈液による AFPの測定値に与える影響を検

討した.いずれの場合においても測定値に差はなく，低

濃度標準液2種類は期待値 (0ng/ml， 100ng/ml) に

近い値であったが，高濃度標準i夜では期待値 (400ng/

ml， 1600ng/ ml )より 2-4割低い測定結果であり，

また希釈液による測定値の差は認められなかった.この

原因として検体希釈による AFPの損失が推測された.

精度管理調査の集計結果において，測定試薬キット別

の平均値に系統誤差が認められた.また，二次委託先別

集計で施設による測定値の差が 1試料でみられ，運搬条

件，施設問誤差による測定値の差が現れる可能性がある

ことカfわかった.
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血液学的検査の精度管理調査結果について(第2報)

一一白血球像検査一一

蓑輪佳子*，大石向江*，仲川千種へ鈴木重任**

Intωerlabor叫 orηyQuality Control in Hematology (11) 

一一一LeukocyteDifferential Counting-一一
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Keywords:精度管理調査 qualitycontrol survey，白血球像 leukocytedifferential counting， WBCヒストグラム

WBC histogram 

緒昌

血液学的検査の一つである血液像は血球算定や凝固検

査と異なり，標準物質がなく各検査所で白血球の分類の

判定基準に差異がありその作業は概して主観的なもので

ある. したがって，その検査成績のバラツキが大きい事

が従来から懸念されていた.そこで昭和60年度の東京都

精度管理調査では項目に白血球像を新たに加え，調査を

実施した1)

昭和57年より当科では調査時の試料を準備し配付して

おり，その際の試料の安定性等についても検討を行って

いる2，3) 今回は，白血球の形態が抗凝固剤，試料の保

存状態および測定までに要する時間によりどのように変

化するか観察した.本報告では，白血球の大きさによっ

て分類を行う全自動血球計数装置で求められる WBCヒ

ストグラムを用いて観察した.

方法

1.抗凝固剤による影響成人健康者2名 (A，B)か

ら採血を行い，各血液を 4群に分け，血液10mlに対し

て保存液 ACD (クエン酸ナトリウム，クエン酸，ブド

ウ糖)を1.5ml，保存液 CPD(クエン酸ナトリウム，ク

エン酸， リン酸二水素ナトリウム，ブドウ糖)を1.4ml，

EDTA-2 Kを10mgあるいは Anticlot/ETを10滴(約

0.3ml)添加し混和した.小試験管に 1mlずつ分注後，

冷蔵保存 (4.C) した. 30分， 2，4，7時間， 1，2，3 

日後各血液を室温に戻した後，多項目自動血球計数装置

(コールターカウンター SPLUS一IV，コールター・エ

レクトロニクス社)で 2回測定した.

2.保存条件による影響 昭和60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を用い，保存状態を変

えた場合の WBCヒストグラムの経時変化を観察した.

試料 Iは成人正常者の血液，試料Eはステロイド剤(デ

キサメサゾン 1mg)投与を受けた成人の血液で白血球

数が増加した血液 (9800/mm3) である.試料1， nに

は保存液 ACDを30ml/血液200mlの割合で添加した.

採血当日 (0日)， 1， 2 ， 3日目にコールターカウン

ターで各試料を 3回以上測定した.採血から測定までの

保存条件を以下のように設定した.

1) 4.C 

2)室温 (20-23.C)

3) 1日のうち 9時間は室温，残り 15時間は 4.C

結果および考察

1.抗凝固剤の WBCヒストグラムに及ぼす影響

コールターカウンターによる白血球分類は顕微鏡下の

形態観察に比べ，詳細な変化を検討するには多少問題が

残る. しかし，精密性，正確性，感度等において高い評

価を得ている4) 加えて測定者の主観，塗抹標本作成時

のバラツキが入らない，能率的である等の特長をもっ.

コールターカウンターでは添加された溶血斉IJが細胞膜

と細胞質に作用し白血球を収縮させ，その収縮度の違い

で血球をリンパ球，頼粒球，単核細胞の 3種類に分類す

る.そのため WBCヒストグラムに表示される血球分布

サイズは，血球の大きさというよりは核等の内部構造の

*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 

20-1 ，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160， ]apan 

**八王子保健所
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図1.抗凝固剤添加血液における WBCヒストグラム

の経時変化

大きさを投影していると考えられる.

図 1に，抗凝固剤として添加した保存液 ACD，CPD， 

EDTA-2 Kおよび Anticlot/ETのWBCヒストグラム

に対する影響を示した.試料Aと試料Bは同一傾向を示

したので，図には試料AのWBCヒストグラムを示した.

ACD 添加血液について，採血後30分以内に測定した試

料の WBCヒストグラムを基準にして他のヒストグラム

を比較してみると， 2時間目のヒストグラムではほとん

ど変化していなかった. しかし， 4時間目になると 160

μ3以上にある頼粒球のピーク(図中の矢印)が左方移

動しているのが認められた.この左方移動は 1日後，よ

り顕著になった. 30分以内の測定では350μ3以上に及ん

でいた頼粒球が 1日後， 250μ3まで血球が収縮した. 2 

日目以降，血球の内部構造は変化せず 1日目と同じヒス

.トグラムを示した.他の抗凝固剤添加血液は， ACD 添

加血液における変化と同ーの変化を示し，抗凝固剤によ

る差は認められなかった.今回，検討した抗凝固剤の中

では血球に与える影響に差が認められないため，白血球，

血小板の血球数の安定性に効果が認められている 3)保存

液 ACDを血液に添加し，昭和60年度の調査試料として

{吏用した.

2.保存条件の WBCヒストグラムに浸ぼす影響

精度管理調査の実施にあたっては各検査所に対し，試

料は冷蔵保存に努めるよう指導するが，ブラインド調査

(協力医療機関を通して試料を各検査所へ配付する方

式)では，医療機関での試料提出までの保存状態は明ら

かではない.そこで， 3種の保存状態を想定し保存状態

の遠いが白血球像にどのように影響するか WBCヒスト

グラムで観察した.すなわち試料配付から測定まで，

4
0

Cで保存した場合，試料配付後室温で放置した場合，

冷蔵と室温放置を 3回繰り返した場合の 3種類を想定し

た.

試料1， nの3日間のヒストグラムを図 2に，ヒスト

グラムから求めたリンパ球，単核細胞領域にある細胞の

比率を表 1に示した.採血当日，試料Iではリンパ球

(36-90μ3) 40.1 %，頼粒球 (160μ3以上) 54.5%， 

単核細胞 (90-160μ3) 5.4%，試料 Hはリンパ球

14.9%，頼粒球83.8%，単核細胞1.3%であった.これ

らの試料を目算法で測定すると，試料 Iはリンパ球

39.5%，穎粒球(粁状核球，分節核球を合計したもの)

54.0%，単球5.4%，試料Hはリンパ球12.5%，頼粒球

84.5%，単球3.0%であり良く一致した.

4
0

C保存でのヒストグラムの変化をみると，実験1と

同様に穎粒球のピークが 1日目には左方移動しているの

が認められた.保存条件による細胞の内部構造の変化は

室温放置で著明に現れた.試料Hでは 1日目』こ160μ3以

上にある血球の比率が40.2%に減少し，それに伴い90-

160μ3にある血球が37.4%に増加した.試料Iでも同じ

傾向が認められたが，gt七科Hのように急激な変化ではな

く緩やかな変化を示した.これは，試料Eがステロイド

剤を投与した成人から得た血液で，リンパ球に比べ経時

的に変化しやすい頼粒球が異常に高い試料であるためと

考えられる.他の原因としてステロイド斉IJにより増加し

た頼粒球では正常血液の頼粒球よりも温度等の外的要因

の影響を受けやすいことが推察される.

2日目， 3日目のヒストグラムは 1日目のヒストグラ

ムに類似していた.すなわち頼粒球中で生じる内部構造

特に核形の変化は初期に起き，その後に内部構造が変化

する割合は少ないと考えられた.

3種の保存条件を比較すると，血球の形態が最もよく

保たれたのは 4
0

Cで保存した場合であった.室温で放置

した場合， 160μ3以上にある血球の左方移動が顕著と
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表1.昭和60年度精度管理調査試料における白血球像の経時変化

(コールターカウンターによる白血球分類，平均値土標準偏差)

4 'c 室 温 4 'c一室温

、 36-90μ390-160μ3160μ3 36-90μ390-160μ3 160μ3 36-90μ390-160μ3 160μ3 
血球サイズ (リンパ球活) (単球%) (穎粒球%) (リンパ球完) (単球%) (頼粒球気) (リンパ球対) (単球%) (頼粒球%)

0日 40.1士0.75.4土1.454.5土1.2
式

ヰ

I

三
一
ロ
岨
克
汁

1日 42.7:1:0.5 (1. 8) * 

2日 43.9::!::1.3 (1.6) * 

(56.1) * 44.9::!::0.7 12.3::!::1.5 42.8土1.543.3::!::1.3 5.5::!::2.0 51.2土3.0

(54.7) * 48.9::!::0.5 23.0::!:: 1.6 28.1::!:: 1.5 46.3::!::0.5 8.8土1.444.9土1.6

3日 44.4土1.7 2 .1::!:: 1. 1 53. 6土2.553.2土0.627.0土1.419.8::!::0.9 51. 7土1.114.6::!:: 0.7 33.7土0.7

0日 14.9土0.31.3士0.683.8::!::0.6 
試

1日 15.1::!::0.5 ** ** 22.4 ::!:: 1. 4 37.4土1.140.2土0.618.0土0.526.4::!::0.9 55.6土1.0
料

32.6土3.931.7::!::4.3 36.6土1.831.1::!::5.0 (25.5) * (36.5) * 2日 14.9土0.3 ** ** H 
35.5::!::3.7 32.7:1:3.9 32.1::!::2.3 (40.1) * (33.3) * 26.7土1.63日 14.7::!::0.3 ** ** 

* 測定回数 I回

** 算出不能

ODay 
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表 2. 昭和60年度白血球像検査の精度管理調査結果

(オープン調査における測定日別平均値±標準偏差)

試 料 I iえ 料 H 

測 定 日 リンパ球 頼粒球 リ ン パ 球 頼粒球

(%) (%) (%) (%) 

1日** 45.3土 7.8(24) * 48.2::1: 7.9 (24) 18.5::1: 5.0 (24) 78.2::1: 5.4(24) 

2日 48.5::1: 13. 5 (14) 43.2::1:13.1 (14) 22.7::1:11.4(13) 73.1土10.8(13)

3日 52.5::1:10.5( 3) 42.2::1:13.7( 3) 30.2土23.6(3) 66.0土24.8(3) 

* 施設数

** 試料作製後測定までの日数

なった.この理由としては血球中の代謝が進み，核およ 変動原因の検索，安定した試料の作製などが今後の検討

ぴ膜の変化が起きやすいことなどが考えられる. 4
0

Cと 課題であると考える.

室温の保存を繰り返した場合も変化は著しく，一度室温 要 約

に放置すれば，その影響が大きく現れる事が示された.

3. 白血球像の精度管理調査成績

昭和60年度精度管理調査における結果をリンパ球と頼

粒球(粁状核球と分節核球を合計したもの)についてま

とめ表2に示した.対象施設43のうち，配付日(試料作

製後 1日)に試料を測定した施設が24施設， 2日後が14

施設， 3日後が3施設あった. 2施設では細胞崩壊のた

め算定不能として結果が報告されなかった.結果を報告

した41施設中 9施設は細胞崩壊とのコメント付きで報告

された.

測定結果は他の血液学的検査の項目(赤血球数，ヘモ

グロピン濃度等)の変動係数が 5%以下1)であるのに比

べ，施設問のバラツキの大きいのが目立った.次に測定

日別に比較すると測定日が遅くなるにつれてリンパ球は

高値を，頼粒球は低値を示す傾向がみられた.この傾向

は試料Eの方が大きく，前述の保存条件の検討結果と同

じ傾向を示した.対象41施設中37施設 (90%)では用手

法(目算法)を使用しており，測定者の判定基準の差が，

測定値の変動の一因として考えられる.他の原因として

は前述のように試料は保存状態，放置時間により，形態

変化の程度を異にする事が挙げ、られ，これが結果のバラ

ツキをより大きくしたと考える.

血液像の判定基準を含め各作業行程の標準化が

NCCLS (National Cammittee foγ Clinical Laboratory 

5t仰 dards) では進められている5.6)が，日本ではまだ確

固たる基準等は作成されていないのが現状である.これ

らの標準化も含め，検査精度を上げるために有効な精度

管理調査の方法にも幾つかの問題点が残っている.施設

の日常の検査状況を的確に反映する調査を行うために，

昭和60年度東京都精度管理調査には新たに白血球像検

査が項目に加えられた.そこで，抗凝固剤，試料の保存

状態及び測定までに要する時間による白血球の形態変化

を観察した.血球の変化は全自動血球計数装置(コール

ターカウンター SPLUS-IV) で測定される WBCヒス

トグラムを用いて観察し，以下のような知見を得た.

抗凝固剤として添加した保存液 ACD，CPD， EDT A 

2Kおよび Antinlot/ETの白血球に及ぼす影響の差異

はWBCヒストグラムから認められなかった.経時変化

は頼粒球領域にあったピークの左方移動が4時間後です

でに現れ始め， 24時間後に最大となりその後 2日間の変

化は初期に比べ少なかった.

保存状態による差は明確に認められ， 4
0

Cで保存した

場合に比較して，室温保存， 4
0

Cと室温の保存を繰り返

した場合には160μ3以上にあった頼粒球の左方移動が顕

著となり血球の形態変化が大きいことが認められた.
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消毒剤や熱処理によるカンピ口パケターの消毒効果ならびに

調理器具・器材中からの本菌の除菌効果について

伊藤 武へ斉藤香彦*高橋正樹へ柳川義勢*，
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Effects of Disinfectants， Heating， and Drying for Killing 
Campylobacter Organisms on Cooking Utensils 

T AKESHI ITOH *， KAHIKO SAITOへ MASAKITAKAHASHI*， YOSHITOKI YANAGAWAへ

AKEMI KAI* and MISAKO INABA * 

Keywords :カンピロノfクター Campylobacter，消毒剤 disinfectant，除菌 eliminationof organism，加熱殺菌 heat

sterilization，調理器具・器材 cookingutensil 

緒昌

急性胃腸炎や食中毒の原因菌である Campylobacterje-

JUn1や Campylobactercoliは各種の家畜・家禽および野生

の動物の腸管に保菌されるため，これら保菌動物のし尿

によって汚染された食肉や牛乳あるいは飲料水がヒトへ

の感染源として重要なことが指摘されてきた1，2) 著者

ら3)もこれまで東京都内で発生したカンピロパクターに

よる集団食中毒の疫学調査において，鶏肉(バーベ

キュー)を直接原因とする事例を 1例認めたほか，原因

食を特定できなかった食中毒事例のなかにも鶏肉や豚肉

から二次的に汚染された調理食品が原因と考えられる事

例を多く認めている.

さらに著者らは食肉庖舗のまな板，包丁，冷蔵庫内な

どの環境から多数のカンピロパクターを検出し，これら

の器具・器材を介して他の食品がカンピロパクターで汚

染される危険性を指摘してきた4)

本稿では，本菌食中毒の具体的な予防対策に資する基

礎資料を得る目的で，C.jの'叫n1あるいは C.coliに対する

各種消毒剤や物理的処理による殺菌・消毒効果を実験室

レベルで検討した. また，調理器具・器材ーからのカンピ

ロパクター除菌方法についても検討を行ったのでこれら

の成績についても併せて報告する.

材料および方法

供試菌株: 本実験には東京都内で発生した集団食中

毒例の患者ふん便から検出した C.jeJ附 iCF 1， C. jej仰 t

CF256， C. jejuni CF 82-403株を用いた.さらにヒトの

散発下痢症より検出された C.coli HP1755株およびブタ

ふん使由来の C.coli CF82-368とCF395株を供試した.

これらの菌株は分離後 Brain heart infusion broth 

(BHIブイヨン:Difco) で培養し， 15%にグリセリン

を加えて凍結保存していたものである.本菌株を解凍し，

純培養後，中試験管に 5ml分注された BHIブイヨンに

接種し， 025%， C0215%， N280%の微好気培養用混

合ガスを本試験管に噴入後直ちにゴム栓で密封した.こ

の試験管を37
0

C，18-24時間振とう培養した菌液を実験

に用いた.

なお対照として SalmonellatYPhimurium 84-207株と

enterotoxigenic Escherichia coli 06:NM 83-389株を用いた.

湿潤条件: 薬剤感受性ろ紙 (6M/M:東洋製作

所)に被検菌の一定菌量をそれぞれ0.1mlずつ接種し，

湿潤箱に入れて密封した. 4t， 15tおよび25tの各温

度条件下で一定時間保存した.

乾燥条件: 細菌ろ過用ろ紙を円形(直径 6mm) に切

断し，本ろ紙に C.jり.附iおよび C.coliの濃厚菌液の 2

μlを接種し，五酸化リンを入れた容器におさめ，真空

ポンプで10分間吸引した.乾燥したろ紙を25
0C条件下に

一定時間保存した.

加熱処理 0.1%ペプトン加生理食塩液で'105個/ml

に調製した C.jejuniおよび C.coli菌液を38X12mmの小

チューブ (Nunc) に 1ml接種し，密封後55t，60t， 

*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 Japan 
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65
0

C， 70
0

C， 80
0

Cおよび 98
0

Cの各温度の湯槽の深部に

この小チューブを沈め，一定時間放置した.

消毒剤: アルコール(無水エタノール，局方)，次

亜塩素酸ナトリウム(ピューラック，オーヤラック)，

塩化ベンザルコニウム液(トリゾン液，岩城製薬KK)，

中性洗剤(ライポン，ライオン油脂KK)，およびエタ

ノール殺菌スプレー(アロクリン，イカリ消毒KK) を

用いた.消毒剤の希釈には滅菌生理食塩液を使用した.

食品: 鶏肉，ささ身，牛肉は市販Ifjiを購入し，それ

ぞれ所定の重さや大きさに揃えて使用した.

カンピロパクターの生菌数測定法: 消毒剤lゃ各種物

理的処理によるカンピロパクターの死滅状況や除菌効果

は生残菌数を算定して判定した.すなわち，各試料を

0.1%ペプトン加生理食塩液で10倍段階希釈液をつくり，

各希釈列菌液の0.05mlを血液寒天平板培地に接種し，

コンラージ棒で塗抹した.本培地を嫌気培養ジャーにお

さめ，内部の空気を前記の微好気用混合ガスで置換し，

42
0

C 2日間微好気培養後，出現したカンピロパクターの

集落数を算出した.ただし，カンピロパクター以外の細

菌汚染がみられる調理器具や食肉中のカンピロパクター

の生残菌数算定には血液寒天のかわりに Skirrowの寒天

平板培地を用いた.

なお，サルモネラと大腸菌の生残菌数算定には DHL

寒天を用い，上記と同様にコンラージ棒で塗抹し， 37
0

C 

18-24時間培養後出現した集落数を算定した.

成績

， .湿潤および乾燥条件下でのカンピロパクターの生

残

調理器具・器材の表面に付着した C.jej抑 uや C.coli 

の生残性を把握するために，湿潤した環境と乾燥した環

境中での本菌の生残性を検討した.

湿潤条件下での生残: ろ紙に付義させた C.jej附 i

および C.coliをそれぞれ湿潤箱(湿度87%) に入れ，

ろ紙の乾燥を防いで， 4
0

C， 15
0

Cおよび 25
0

Cの各温度

条件下に一定時間保存後，生残したカンピロパクター菌

数を測定した.

表 1に示すごとく， C. jejuni CF1株の場合， 4
0

C保存

では105個接種で 3日後でも 103個が生残した.15
0

C保存

ではやや生菌数の減少がはげしく 1日後で103個 2

日後で102個， 3日後で101個の生残菌数であった.25
0

C 

の保存条件下では早期に生残菌数の減少が認められた.

すなわち 1日で既に10位1，2日以降では陰性であった.

C. coliの場合は， C. jejuniに比し菌数の減少が早く

40Cおよび15
0

Cの温度条件下でも 2日保存で菌陰性と

なった. また 25
0

Cでは 8時間後で103個認められたが，

1日後ですでに菌陰性となった.

表には示さなかったが，対照として用いた品1m問。lla

とE.coliについても同様の実験を行った.両菌種のl易

合は25
0

C3日間の保存でもほとんど菌数の減少は認めら

れなかった.

乾燥条件下での生残: ろ紙当り約10
71間接種した被

検各菌株の経時的生残性を図 1に示した C.jej附 tとC.

coliは，乾燥直後でも 103101であった C.jり叫仰は 3時間

保存後， C. coliは1時間の保存後ですでに菌陰性となり，

実験的に接種したカンピロパクターはすべて死滅した.

他方，対照とした SalmonellaとE.coliでは長期間の菌

の生残が認められ， 15日間保存でも 10
2個のレベルで

あった.

2.加熱処理によるカンピ口パクターの殺菌効果

0.1%ペプトン加生理食塩液に C.jejuni 3菌株および、

C. coli 3菌株をそれぞれ105位I/mlに浮遊させ，小

チューブにう3'i主し， 55
0

C， 60
0

C， 65
0

C， 70
0

C， 80
0

C， 

表1.湿潤条件下における C.jejuniおよびC.coliの生存

供試菌株 接種菌量/ml
保存 Campylobocterの生菌数/ml

温度 1時間 3時間 6時間 8時間 1日 2日 3日

4
0

C 1.5X104 1. 7 X 104 1. 6 X 104 4.5X103 1. 5 X 104 4.1 X 103 1. 7X 103 

C.jeju:似
4.1 X 105 

15
0

C 1.5 X 104 1.2X 104 1.4 X 104 1.1 X 104 1.1X103 8.1X102 2.1X101 

CF1 

25
0

C 1.2X 104 1.5X104 1.1 X 104 1.0 X 104 5.1X101 。 。
4

0

C 1.4X 104 6 .2X 103 1.8X 103 1.8X103 2.4X101 。 NT* 
C. coli 

1.1X105 
15

0

C 1.1 X 104 5.2X103 6.3X103 4.9X103 2.4X102 。 NT 
CF395 

25
0

C 1.1X104 1.2X104 9.1X103 5.4X103 。 。 NT 

*tfri~'J せず
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図1.乾燥状態での c.jejuni， C. coli， E. coliおよび Salmonellaの生存
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98'Cの各温度条件の湯槽に入れ，一定時間ごとに生残し

ている菌数を測定した.

55'C 5分間の加熱処理では供試した C.jej附 i3菌株，

C. coli 3菌株とも 105個/mlの菌数が101-102個/mlに

減少した.55'C 10分間の作用ではすべての菌株は死滅し

た.60'C以上の温度条件下ではいずれの条件でも 1分間

の作用ですべての菌株が死滅する結果であった.なお，

60'Cや 70'C30秒間の作用では少数菌が生残した.

3.各種消毒剤によるカンピ口パクターの殺菌効果

次亜塩素酸ナトリウム 0.2ppm，O. 5ppm， 2 ppm， 

5 ppmの各濃度に希釈した次亜塩素酸ナトリウム溶液

にC.jejuniおよび C.coliをそれぞれ1041回/ml接種し，

一定時間作用後カンピロパクターの生残性を調べた.

表 2に示すごとく， 0.2ppm 5分間および10分間の作

用ではf共試した 6菌株とも生残し，殺菌効果が認められ

なかった. 0.5ppmでも 5分間の処理では菌数の減少は

みられたが，完全に殺菌されなかった. 2 ppmでは 1

分間の作用で一部の菌株が生残したが 5分間の作用で

はすべ、て死滅した. 5 ppmでは 1分間の作用で C.coli 

HP1755株が101個/ml生残したが，他の11/;j株はすべて死

減した. 5分間の作用では C.coli HP1755株も完全に死

j成した.

塩化ベンザルコニウム液: 塩化ベンザルコニウム液

の0.02%，0.05%， 0.1%， 0.2%， 0.5%の各濃度液に

C.何聞tおよび C.coliをそれぞれ105個/ml接種し，本

薬剤による殺菌効果を調べた.

本剤0.05%以上の濃度では 1分間以上の作用で C.je・

juni 3株， C. coli 3株ともすべて死滅した.濃度が

0.02%の場合 1分間の作用では C.jejuni 3株中 1株，

C. coli 3株中 1株が完全に殺菌されず，少数菌が生残し

た. 5分間および10分間の作用では C.coli HP1755株以

外の菌株はすべて殺菌された. C. coli HP1755株は10分

間の作用でも少数菌が生残した.

アルコール: アルコールの30%，50%， 75%， 90%， 

99%の各濃度溶液に106個の C.jej叫仰と C.coliを接種し，

l分 3分， 5分， 10分， 30分， 60分間作用させた.

30%濃度では， 10分間の作用で少数菌が生残したが， 30 

分以上の作用ではすべての菌数が死滅した.アルコール

濃度50%以上では 1分間の作用によって供試した C.je-

juni 3菌株， C. coli 3菌株のいずれもが死滅した.
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表 2.次亜塩素酸ナトリウムによる Campylobacterの消毒効果

次亜塩素酸
Caηtpylobacterの生菌数/ml

ナトリウム 作用時間 C. jejuni C. coli 
の濃度

CF1 CF256 CF82-403 CF82-368 CF395 HP1755 

未処理 4.5X104 2.2X104 1.8X104 3.1X104 1.8X104 2.5X104 

5分 1.4X104 1.0X104 3.9X103 1.8X104 9.8X103 9.4X103 

0.2ppm 
10分1.1X104 4.4X103 2.7X103 1.5X104 1.1X104 1.9X104 

1分 4.0X101 0 4.5X101 1.2X101 1.0X101 1.0X101 

2.0ppm 

5.0ppm 

5分

1分

5分

。
0 

0 

。
。
。

。
0 

0 

。
0 

0 

。
。
。

。
4.4X101 

0 

表 3.各種処理による包丁表面からの Campylobacterの除菌

処理方 法 C. jejuni 

CF1 

士す 照(未処理) 3.6X103 

水 道 水 1.6X 101 

中 性洗剤 5.6X101 

70'C 1昆 水 。
ア ルコール 1.0X101 

次亜塩素酸ナトリウム

30秒 1.6X101 

1分 2.0X101 

塩化ベンザルコニウム

30秒 7 .2X 101 

1分 9.6X101 

4.調理器具・器材表面のカンピ口パクターの除菌

C何.附ZあるいはC.coliを接種した鶏肉乳剤を包丁，

ステンレス板，ホーロー板，まな板，ざるおよび軍手に

それぞれ塗布した後，次の各処理を行い，カンピロパク

ターに対する除菌効果を検討した.

①水道水による水洗 (20秒間)②中性洗剤による水洗

(20秒間)③70'C熱湯中で 1分間作用 ④アルコール殺

菌スプレーによる噴霧 ⑤200ppm次亜塩素酸ナトリウ

ム溶液の30秒および 1分間作用 ⑤0.1%逆性石けん液

の30秒および 1分間作用 の各処理を行った.処理後，

器具・器材の表面を滅菌ガーゼでよく拭き取り，生残し

生残菌数/ml

C. coli 

CF82-403 CF82-368 CF395 

5.6X103 2.7X103 4.0X103 

9.5X101 5.0X101 4.5X101 

2.1X101 1.0X101 2.6X101 

。 。 。
1.8X101 。 4.0X101 

1.4X101 。 2.3X101 

4.0X101 。 2.2X 101 

1.1X101 。 5.7X102 

1.1X101 。 4.8X102 

たカンピロパクターの生菌数を測定した.軍手の場合に

は、滅菌生理食塩液を50ml加え，ストマッカーによっ

て布中の菌を洗い出した.なお，次亜塩素酸ナトリウム

と塩化ベンザルコニウム液により処理したものは，残存

する薬剤lの影響を避けるため，処理後軽く水洗した.

包丁: 表3に示すごとく，包丁表面のカンピロパク

ターは70'Cの熱湯処理によって完全に殺菌ないし除菌さ

れた.アルコール噴霧では少数菌が生残する場合もあっ

た.次亜塩素酸ナトリウムや塩化ベンザルコニウム液処

理では水道水や中性洗剤による水洗とほぼ同程度の菌量

が生残した.
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表 4. 各種処理によるステンレス板表面からの Campylobacterの除菌

生残菌数/ml

処理方法 C.jej叫札{ C. coli 

CF1 CF82-403 CF82-368 CF395 

立す 照(未処理) 8.1X103 1.4X102 3.0X103 4.4X103 

水 道 水 5.2X102 く101 5.0X101 4.1X102 

中 性洗剤 4.3X102 3.0X101 3.3X101 1.6X102 

70
0

C i昆 水 。 。 。 。
ア ルコール 4.0X101 2.0X101 1.4X101 1.2X102 

次亜塩素酸ナトリウム

30秒 。 。 。 。
l分 。 。 。 。

塩化ベンザルコニウム

30秒 3.9X101 。 。 。
1分 。 。 。 。

表 5.各種処理によるホーロー板表面からの Campylobacteγの除菌

処理方法 C.jejuni 

CF1 

対 照(未処理) 8.0X103 

水 道 水 1.4X102 

中性洗剤 3.5X101 

70
0

C 1昆 水 。
アルコール 。
次亜塩素酸ナトリウム

30秒 。
1分 。

塩化ベンザルコニウム

30秒 。
l分 。

ステンレス板: ステンレスパットの表面 100crn2に

カンピロパクターと鶏肉乳剤とを塗布し，各処理を行っ

た後，生残菌数を測定した.熱湯処理では供試カンピロ

パクターはいずれも完全に除菌できたが，水道水や中性

洗剤による水洗いでは完全に除菌ができず，アルコール

の噴霧でも一部のカンピロパクターが生残した(表 4). 

生残菌数/ml

C. coli 

CF82-403 CF82-368 CF395 

4.9X103 3.5X103 8.0X103 

1.3X102 1.3XI01 4.6X101 

9.0X101 2.6X101 5.4X101 

。 。 。
3.0X101 。 。
。 。 。
。 。 。
。 。 。
。 。 。

次亜塩素酸ナトリウムや塩化ベンザルコニウム液による

処理ではほとんどのカンピロパクターが除菌された.

ホ一口一板: ステンレス板と同様にホーローノfット

の表面100crn2に菌と鶏肉乳剤を塗布した.表 5に示すご

とく，上記のステンレス板に比して容易に各処理によっ

て除菌できた.すなわち，熱湯，次亜塩素酸ナトリウム，
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表 6. 各種処理によるポリエチレン製まな板表面からの Camtylobacterの除菌

生残菌数/ml

処理方 法 C. jejuni C. coli 

CF1 CF82-403 CF82-368 CF395 

対 日程(未処理) 1.0X 104 9.5X103 2.7X103 7 .6X 103 

水 道 水 3.2X102 4.9X102 1.6X 102 3.6X102 

中 性洗剤 1.8X 102 1.5X102 1.0X102 3.6X 102 

70
0

C 1昆 水 1.0X101 。 。 6.0X 101 

アルコール 1.0X101 。 2.0X101 1.9X101 

次亜塩素酸ナトリウム

30秒 1. 5X 102 5.0X 102 8.0X101 8.4X102 

1分 3.0X101 4.3X 102 1.2X102 5.0X102 

塩化ベンザルコニウム

30秒 6.8X102 7.1X102 1.2X102 8.3X102 

1分 1.4X102 2.1 X 102 8.0X 101 4.2X102 

表 7. 各種処理による木製まな板表面からの C日制抑lobacteγの除菌

生残菌数/ml

処理方 法 C. jejuni C. coli 

CF1 CF82-403 CF82-368 CF395 

対 照(未処理) 3.3X103 9.0X 102 4.1 X 103 4.8X103 

水 道 水 6.4X102 5.3X102 8.6X102 7.6 X 102 

中性洗剤 3.8X102 2.4X102 1.9X102 2.0X102 

70
0

C 7昆 水 。 。 。 8.0X101 

アルコール 1.0X101 1.5X101 。 2.9X101 

次亜塩素酸ナトリウム

30秒 1.3 X 102 1.0X101 4.2X102 3.6X102 

lノJJ、 1. 5X 102 。 3.7X101 1.3X102 

塩化ベンザルコニウム

30秒 2.3X102 8.1 X 102 2.6 X 102 5.6X102 

1 ノヘJ 7.1 X 102 8.0X101 1.9X102 2.3X102 

塩化ベンザルコニウム液による処理ですべて除菌された 6) .その他の各処理の場合もほとんど除菌効果はな

し，アルコール噴霧でもほとんど除菌された.ただし， かった.

水道水や中性洗剤による水洗いでは101-102個/mlのカ 木製まな板: 使用済みの木製まな板の場合も上記ポ

ンピロパクターが生残した. リエチレン製まな板と同様に熱湯処理によってほとんど

ポリエチレン製まな板: 包丁傷のある使用済みのポ の菌が除菌できたが，少数生残する場合もみられた(表

リエチレン製まな板表面100cm2fこカンピロパクターと鶏 7) .各種消毒剤ではほとんど除菌できなかった.

肉乳剤を塗布し，各処理を行った.本まな板では， 70
0

C ざる: ざる表面からのカンピロパクターの除菌は熱

の熱湯処理でも一部のカンピロパクターが生残した(表 湯による処理が最も効果があった.アルコールによる噴
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表 8. 各種処理によるざる表面からの Campylobacterの|徐菌

生残菌数/ml

処理方 法 C. feJ叫札1 C. coli 

CF1 CF82-403 CF82-368 CF395 

立す 照(未処理) 2.4X104 8.1 X 103 1.1 X 10" 7.0X103 

水 道 7]( 2. 7X 102 2.7X102 2.2X101 7.4X101 

中 性洗剤 2.0X102 6.0X101 1.0X101 9.2X101 

70
0

C i昆 7]( 。 。 。 。
アルコール 。 。 9.4X102 2.2X101 

次亜塩素酸ナトリウム

30秒 1.6X102 4.0X101 1.0X103 7 .OX 102 

l分 2.6X103 7.9X102 1.9X101 。
塩化ベンザルコニウム

30秒 6.0X102 2.1 X 102 7.6 X 102 8.0X 102 

1分 1.3X 103 6.6X102 3.1 X103 1. 9X 102 

表 9. とりの唐揚げおよび焼肉調理における C日間抑lobacterの生残

Ca制点ylobacterが生残した件数/供試件数

調理方法
調理

C. fefu叫i
時間

CF1 CF256 

とり肉から揚げ
l分 1/4 0/4 

(温度180
0

C)

接種菌量:103-104/ g 3分 0/4 0/4 

焼 肉(温度160
0

C)

A接種菌量:103-104/ g 5秒 4/4 4/4 

10秒 2/4 0/4 

B接種菌量:102/ g 5秒 3/4 4/4 

10秒 0/4 1/4 

* 検討せず

霧でも一部除菌できたが，生残する場合もみられた.次

亜塩素酸ナトリウムや塩化ベンザルコニウム液では生残

菌数が多くみられ，あまり除菌効果がなかった(表 8). 

軍手: 食烏処理所で解体作業者が軍手を使用するこ

とがあるので，軍手からのカンピロパクターの除菌につ

いて同様に検討した.この場合も熱湯処理が最も効果が

あった.水道水や中性洗剤による洗浄ではほとんど除菌

できず，次亜塩素酸ナトリウムによる 5分間の処理でも

生残菌が認められた.本薬剤10分間の処理でも一部のカ

ンピロパクターが生残した.

C. coli 

CF82-403 CF82-368 CF395 Hp1755 

2/4 0/4 1/4 3/4 

0/4 0/4 0/4 1/4 

NT* 4/4 4/4 NT 

NT 4/4 4/4 NT 

NT 2/4 3/4 NT 

NT 0/4 1/4 NT 

5.加熱調理過程における c.jejuniおよび C.coli 

の消長

60
0

C， 1分間以上の加熱処理によってカンピロパク

ターは死滅したが，実際の加熱調理食品中でのカンピロ

パクターの生残について実験的に検討じた.

唐揚げ調理: 鶏肉lOgの中心部に C.fefuniおよびC

coliをそれぞれ103-10"個/g接種し， 180
0

Cの油で一定

時間唐揚げし，生残菌数を測定した成績を表 9に示す.

1分間の唐揚げでは C.jef附 tiCF 1株で試料4件中11'1二，

C. fejuni CF 82-403株で 4iLIニ中 2件. C. coli CF395株で 4
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表10. ささみの湯通し処理過程における Ca間pylobacterの生残

Cam紗lobacterが生残した件数/供試件数

調理温度 調理時間 C. jejuni C. coli 

98
0C 

80
0

C 

70
0

C 

接種菌量:102個/g

1秒

3秒

5秒、

l秒

3秒

5秒

1f少

3秒

5秒

CF1 

4/4 

3/4 

3/4 

3/4 

4/4 

4/4 

4/4 

4/4 

4/4 

件中 1件， C. coli HP1755株で 4件中 3件にカンピロパ

クターの生残が認められた. 3分間の唐揚げではいずれ

のサンプルでもカンピロパクターは検出されなかった

(表 9).なお，油の温度が180
0

Cでも唐揚げ物の中心部

の温度は低く，唐揚げ開始後30秒で70
0

C， 1分後でも

90
0

Cであった.

焼肉調理: 牛肉10gの表面に C.jejuniおよび C.coli 

をそれぞれ103~ 104個/gあるいは 102個/g接種し，

ホットプレート(温度120t)で 5秒間および10秒間調

理した.

表 9に示すごとく 5秒間の処理ではほとんどのカン

ピロパクターが生残したし，接種菌量が多い場合では，

10秒間の調理でもカンピロパクターは死滅しなかった.

接種菌量が102個/gの場合， 10秒間の調理では一部に

カンピロパクターが生残したが，ほとんどのサンプルで

本菌は死滅した.

ささ身の湯通し: 鶏肉のささ身表面に C.jejuniあ

るいは C.coliをそれぞれ102個/g付着させ，98
0

C， 

800C， 70
0

Cの各熱湯中で 1秒 3秒 5秒間処理した.

表10に示すごとく， 98
0

C， 80o
C， 70

0

Cの各温度で 5秒間

処理しでもささ身表面のカンピロパクターはほとんど生

残し，この程度の処理ではカンピロパクターは死滅しな

かった.

考 察

C. jejuniやC.coliは好気的条件では発育できず，むし

ろ死滅する微好気性細菌であり，発育温度も 31~460C と

CF82-403 

2/4 

4/4 

4/4 

4/4 

0/4 

0/4 

4/4 

4/4 

3/4 

CF82-368 

4/4 

4/4 

2/4 

4/4 

2/4 

0/4 

4/4 

4/4 

3/4 

CF395 

3/4 

3/4 

3/4 

3/4 

3/4 

4/4 

4/4 

4/4 

4/4 

高温度であって，食品中や環境中の本菌の生存あるいは

増殖態度は従来のサルモネラなどの食中毒起因細菌とは

著しく異なっていることが考えられる.著者ら5)は， C. 

1句側tや C.coliは生肉中での生存が環境の温度条件に

よって大きく影響されることを報告した.すなわち，生

肉中のカンピロパクターは 25
0

Cや 37
0

Cでは 1日以内に

死滅するが4
0

Cの低温条件では 3日以上生存した.また，

酸素に対する抵抗性も低く，真空包装食品中のカンピロ

パクターは長期間生存するが， O2とCO2によるガス充填

包装では 4
0

Cの低温保存でも短期間に死滅することを報

告してきた6)

本菌の発育可能温度が31
0

C以上であることから，食品

中でカンピロパクターが増殖できる機会は極めて少ない

と考えられる. Blackら7)の人体投与実験では C.jej附 1

800個の投与で 10名中 5名が発病しているし，

Robinson8)の投与実験でも 500個で発症しており，極め

て少量菌の感染で発症するものと推察される.従って，

本菌食中毒の予防の要点は食品中での本菌の増殖を抑制

する対策も必要であるが，まず第一に食品にカンピロパ

クターを汚染させないことが重要で、あろう.

食品への病原菌汚染過程で，包丁やまな板などの調理

器具・器材からの二次汚染防止が大切であるので，これ

らの環境からのカンピロパクターの除菌方法について検

討を進めた.

今回の実験成績より，器具・器材表面のカンピロパク

ターの生存性は環境の温度条件の他に表面の水分含量も
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大きな影響を与えることを明らかにした.すなわち，湿

潤した環境では長期間本菌が生存したが，乾燥条件下で

は数時間内で、死滅した. Oosteromら9)はタイル表面に

C. jej側 tを付着させ実験を行ったところ，急速に乾燥さ

せた場合30分以内で本菌が死滅し，徐々に乾燥させた場

合には 7時間後でも本菌が生存することを報告した.ま

た豚と体表面の C.jej叫仰も急速な換気によって早期に

本菌が死滅していくことを観察し， C. jejuniは乾燥に弱

いことを指摘している 10)

器具や手指の消毒に用いられている次亜塩素酸ナトリ

ウム，塩化ベンザルコニウム液およぴアルコールによる

カンピロパクターの殺菌力は大腸菌などの腸内細菌の場

合もほぼ同じであった.次亜塩素酸ナトリウムでは， 2 

ppm 5分以上で本菌は死滅したし， 0.05%塩化ベンザ

ルコニウム液で 1分の作用， 75%アルコールでは l分以

内に菌が死滅した.ただし，包丁やまな板などの器具・

器材表面で，食肉などの有機物が含まれている場合には

所定の濃度によっても十分に消毒されなかった.

Wangら11)は塩素剤による殺菌は大腸菌の場合と同程

度あるいはそれ以下の濃度で十分に効果があること，

フェノールやグルタルアルデヒド，あるいはエタノール

による殺菌も通常の濃度で効果があることを報告してい

る.ただし，食鳥処理所では高濃度の残留塩素存在下で

あっても，鶏と体表面のカンピロパクターの消毒にはほ

とんど効果がみられていない.

包丁，まな板，ざるなど調理器具・器材表面のカンピ

ロパクターの除菌は各種の消毒剤lでは十分に除菌ができ

なかった. 70'C以上の熱湯による処理は最も効果のある

除菌方法であった.

C. jej叫仰や C.coliは加熱によっても容易に殺菌された.

55'C10分， 60'C 5分以上の加熱で菌がすべて死滅した.

70'Cでは 1分間で菌は死滅するが， 30秒の処理では生残

することがあるので，調理器具・器材の消毒には70'C以

上の熱湯で 1分間以上作用させる必要がある.

カンピロパクター汚染の高い食肉を対象に加熱調理過

程での C.jejuniや C.coliの死滅状況を観察した結果，

鶏肉唐揚げでは 1分間の加熱処理ではまだ菌が生残する

ことがあったし，焼肉では10秒間の調理でも菌が生残し

ており，深部に熱が通るまで十分に加熱することが必要

であった.湯通しでも，通常行われている熱湯で数秒間

の処理ではほとんど菌が死滅せず，感染源として危険性

の高い食品であると言える.

調理器具・器材からのカンピロパクターの除菌は，従

来より指導されている熱湯処理が最も効果が高かったし，

本菌が乾燥に極めて弱いことから，器具・器材の乾燥も

大切である.カンピロパクター食中毒予防としては二次

汚染防止対策と併せて，家畜・家禽の解体時のと体への

カンピロパクター汚染防止対策が重要である.特に食鳥

処理所でのと体の解体作業あるいは消毒についての改善

が望まれる.

結論

カンピロパクター食中毒の予防対策に必要な基礎資料

を得るために各種消毒剤や物理的処理による本菌の殺

菌・消毒効果について検討した.また，カンピロパク

ター汚染率の高い食肉を対象に加熱調理過程と本菌の死

滅状況についても検討を行った結果，以下の成績を得た.

1. C. jejuniおよびC.coliは湿潤な環境では好気的条

件下でも長期間生存した.ただし，環境の温度が本菌生

存に影響を与え， 4 'cと15'Cでは 3日以上生存したが，

25'Cでは 2日間で死滅した.

2. C. jのiuniとC.coliは55'C10分間の加熱， 60'C 1 

分間の加熱処理で死滅した.

3.次亜塩素酸ナトリウムは 2ppmの濃度で 1分間，

塩化ベンザルコニウムは0.05%濃度で 1分間，エチルア

ルコールは50%濃度で 1分間の作用で C.jejuniやC.coli 

は死滅した.

4.包丁，ステンレス板，ホーロー板，ポリエチレン

製まな板，木製まな板，ざるの各表面に付着させたカン

ピロパクターは70'C1分間の熱湯処理によって除菌でき

た.アルコール，次亜塩素酸ナトリウム，塩化ベンザル

コニウムの消毒剤では，菌数の減少を認めたが，完全に

除菌することはできなかった.軍手に付着したカンピロ

パクターも 70'Cの熱湯処理が最も除菌効果が高かった.

5. 鶏肉10gの中心部に C.jej叫仰および C.coliを接種

し，唐揚げを行った結果， 1分間調理では本菌が生残し，

3分間処理では死滅した. 5秒間や10秒間の焼肉調理で

は肉表面に付着させたカンピロパクターは死滅しなかっ

た.ささ身の湯通しでも， 98'C 5秒間程度の処理では本

菌は死滅しなかった.
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食鳥処理場および市販鶏肉の

カンピ口パクター・ジェジ、ュニー汚染状況

神保勝彦*小久保繭太郎*，金子誠二*，桐谷礼子*，

松 本昌雄*

Incidence of Campylobαcter jejuni in Poultry Process Plant and 

Commercial Chicken Meat 

KATSUHIKO J]NBO *， Y A T ARO KOKUBOキ， SEijI KANEKO *， REIKO KIRIT ANI * 

and MASAO MATSUMOTO* 

Keywords:食鳥処理場 poultryprocess plant，市販鶏肉 commercialchicken meat，カンピロパクター・ジ、ェジュ

ニー ca:相似lobacteγjej叫似

緒 日

近年，カンピロパクター・ジ、ェジュニーによる食中毒

の発生が漸増しl)，その原因食品としては鶏肉2)が特に

重要視されている.鶏のカンピロパクタ一保菌状況や鶏

肉およびその肝臓などの汚染実態調査については数多く

報告3-8)され，食鳥肉等のカンピロパクター汚染は解体

時に起ると言われている. しかし，これらの食鳥処理場

における汚染調査6-9)はと体解体のみの処理場を対象と

したもので，生鶏から食肉になるまでの系統的な汚染調

査は少ない.

そこで，著者らは解体処理方式の異なる代表的な食烏

処理場を対象に，鶏から食肉に至るまでの処理工程につ

いて汚染調査し比較検討した.また，併せて東京都内で

販売されている鶏肉およびその内臓などについても，同

様に汚染実態調査を行ったので報告する.

材料および方法

1.供試鶏肉

1984年 6月から 9月の聞にかけて，東京都内で採取し

た市販鶏肉61，鶏肝臓などの内臓51，鶏皮 6の計118検

体である.

2.調査対象食鳥処理場

1日の処理数が約6000羽の中抜き方式のA社と外むき

方式の B社，および処理数が約3000羽の外むき方式の C

社の 3処理場である.各処理場の処理工程を図 1に示し

た.

3.試料の調製

各検体10gに滅菌リン酸緩衝生理食塩液90mlを加え，

ストマッカーで混合均一化したものを試料原液とした.

ふき取り試料は， 100crr!を拭い取ったガーゼに滅菌リン

酸緩衝生理食塩液 9mlを加え振盤したものを試料原液

とした.

4.細菌学的検査

1 )カンピロパクター・ジェジュニー(以下，カンピ

ロパクター) a)定性試験試料原液 1mlを改良B-

FBP-AM培地10)に接種， 42
0Cで24時間微好気培養した.

その後，スキロー寒天培地に塗抹し， 42
0Cで48時間微好

気培養後，定型的集落は常法11)により確認した. b) 

定量試験改良 B-FBP-AM培地を用いて 3本法によ

るMPN法で行った.以下，定性試験と同様に行った.

2 )サルモネラ a) 定性試験試料原液 1mlを

EEMブイヨンに接種， 35
0

Cで18時間培養後，そのO.lml

をセレナイト培地に接種し35
0

Cで18時間培養した.その

後， DHL寒天培地に塗抹培養し，定型的集落について

は常法により確認した. b)定量試験 EEMブイヨン

を用いて 3本法による MPN法で行った.以下，定性試

験と同様に行った.

3) その他の食中毒起因菌 黄色ブドウ球菌，ウェル

シュ菌およびエルシニア・エンテロコリチカ(以下，エ

ルシニア)の検査は，それぞれの常法12，13)に従って

行った.

*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 Reseach Labolatory of Public Health 

24-1 ，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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図1.食鳥処理場における処理工程

4 )汚染指標菌 細菌数および大腸菌群の検査は，そ

れぞれの常法に従って行った.

調査成績および考察

1.市販鶏肉およびその内臓などのカンピロパクター

汚染状況

市販の鶏肉および、その内臓など118検体を対象にして

調べたカンピロパクターおよびサルモネラの検出成績は，

表1に示した.カンピロパクターは42検体 (35.6%)か

ら検出され，とくに肝臓は35検体中17検体 (48.6%)と

高い検出率を示した.一方，サルモネラは 10検体

(8.5%)から検出されたが，カンピロパクターに比べて

検出率は低かった.

このように肝臓はカンピロパクターによる汚染が比較

的高いことが判明したので，市販の肝臓18検体を対象に，

細菌汚染状況を調べ，その成績は表2に示した.カンピ

ロパクターは13検体から検出され，その菌数は100g当

り102-104の範囲であり，そのうち 1検体が105個レベ

ルと高い菌数のものがあった.サルモネラは 1検体から

検出され，その菌数は100g当り 103個レベルであった.

黄色ブドウ球菌は 4検体，ウェルシュ菌は12検体から検

出され，それらの菌数はそれぞれO.lg当り 102以下， 1 

g当り 102以下であった.また，エルシニアは11検体か

ら検出された.細菌数は 1g当り 104-107の範囲，大腸

菌群数は 19当り 102-104の範囲であった.

鶏肉におけるカンピロパクターの汚染は，食中毒起因

菌のうちで最も高く，その汚染菌数も多いことが判明し

た.これは，カンピロパクターは鶏の腸管に高率に分布

していることから，解体処理工程で鶏肉などが汚染され

表 1.市販鶏肉およびその内臓からのカンピ口

パクターとサルモネラの検出状況

陽性検体数(%)

検体名 検体数 カンピロ

パクター
サルモネラ

肉 36 9(25.0) 5(13.9) 

ささみ 8 2(25.0) 1 (12.5) 

もも肉 9 3(33.3) 。
手羽肉 8 3(37.5) 。

皮 6 2(33.3) 。
肝臓 35 17(48.6) 1 ( 2.7) 

砂肝 11 4(36.4) 2 (18.2 

も つ 5 2 (40. 0) 1 (20.0) 

言十 118 42(35.6) 10( 8.5) 

るものと考えられる.一方，解体処理方法には中抜き法

と外むき法などがあり，さらにそれらの方法は解体処理

場によって異なることから，汚染にも差があるものと考

えられる.そこで，処理場によってカンピロパクターの

汚染に違いがあるかどうかを比較検討した.その成績を

表3に示した.

処理場D，E，H，L，Mなどから採取した検体は半数以

上がカンピロパクターに汚染されており，これに対して，

処理場G，J ， Kなどから採取した検体は全く汚染されて

いなかった.このように，鶏肉のカンピロパクター汚染

は処理場によって明らかに異なるものと考えられる.
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表2.市販鶏肝臓における細菌検査成績

カンピ口 、一 黄 色 ウェル エルシニア・
サルモネフ

パクター ブドウ球菌
(MPN/I00g) 

検体 細菌数 大腸菌群

No (lg当り) (lg当り)
シュ菌 エンテロコリチカ

(M附/100g) ¥"" "，"vVI" (0 .1g当り) (lg当り) (定性)

1 81 X 103 48X10 14 X 104 23X10乙 10 20 

2 79X 103 49X10 43X102 50 + 
3 86X 103 66X102 36X10 5 十

4 94X 104 56X 102 36X10 12 + 
5 26X104 50X102 30 4 

6 58X103 11 X 103 36X10 7 + 
7 11 X106 54X103 + 
8 15 X 104 34X10 24X 103 25 

9 47X105 88X 102 24X 103 70 45 

10 10 X 105 62X102 73X10 + 
11 14X104 34X102 

12 80X103 74X10 36X10 19 + 

13 14 X 105 94X102 23X102 10 2 + 
14 54X103 11 X102 

3 + 

15 19 X 104 96X10 

16 19 X 103 30X10 91X10 一一一 十

17 15 X 105 62X10 91X10 一一 + 

18 19 X 103 61X10 

2.食鳥処理場の細菌汚染状況

1 )中抜き方式A社

24X103 

A社は 1日の処理数が約6000羽の中抜き法の処理場で

ある.その処理工程を系統的に調査し，その成績を表4

に示した.

検査当日搬入された鶏の糞 5検体を対象に調べたとこ

ろ，カンピロパクターは全てから検出され，その中で

100g当り 105以上の菌数を示すものもあった.

サルモネラは 1検体から検出され，その菌数は，100g 

当り 105以上であった.また，ウェルシュ菌は 4検体か

ら検出されたが，黄色ブドウ球菌およびエルシニアは検

出されなかった.なお，羽根2からはカンピロハ、クターお

よびサルモネラは検出されなかった.

処理工程では，最初に湯漬工程の漬水，次に脱羽機，

そして脱羽後と体表面の汚染が認められた.これらの汚

染は保菌鶏の糞によるものと思われる.脱羽後と体表面

からはカンピロパクターが5検体中 2検体，サルモネラ

17 

表3. 食鳥処理場別鶏肉からのカンピロパクターの

検出状況

カンピロ

処理場名 検体数 ノすクター

陽 性 数

D 8 5 

E 7 4 

F 6 2 

G 6 。
H 5 3 

5 1 

5 。
K 5 。
L 4 3 

M 3 3 
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表4.A社の処理工程における細菌検出状況

細菌数
行Xl0' 69Xl05 l1Xl0' 10Xl03 80Xl0 38Xl0 

(l g ， ml ，cnI当~) 

大腸菌群
>10' 51 X 102 68X 10 14 X 10' 

(lg，ml，m'当り)

カンピロノすクター 5/5 。/4 2/3 2/3 2/5 。/5
(MPN/l00ιml，cil) ひ14Xl0') (ー) (36) (43Xl0) (91) (一)

サルモネラ 1/5 0/4 1/3 1/3 1/5 。/5
(MPN/lOOg，叫，cil) ()14Xl0') (ー) (一) (ー) (-) (一)

黄色ブドウ球菌 。/5 。/4 。1/3 。1/3 。/5 。/5
ウエJレンュ菌 4/5 4/4 1/3 2/3 。1/5 。/5
エルシニ7・ 。/5 。/4 。/3 。/3 。/5 。/5
エンテロコリチカ

は1検体から検出された.次の洗浄工程ではと体表面の

汚染菌量は少なくなる傾向が見られ，カンピロパクター

およびサルモネラは検出されなかった. しかしながら，

穿孔工程で再び汚染菌量が増える傾向が見られ，細菌数

は1桁高くなった. しかし，カンピロパクターとサルモ

ネラは検出されなかった.さらに，内臓除去工程で汚染

は急激に増大した.すなわち，肝臓 5検体中 4検体から

カンピロパクターが検出され，その菌数は100g当り 105

以上であった.細菌数は 1g当り 105個レベル，大腸菌

群数は 1g当り 103個レベルであった.["すなぎも」でも

同様の汚染傾向が見られた.この汚染は内臓除去時の腸

管損傷によるものと考えられる.そして，この影響は内

臓除去後のと体表面にも見られ，カンピロパクターは 5

検体中 5検体，サルモネラは 1検体から検出された.

冷却，塩素水洗浄へと工程が進むと汚染菌量は次第に

減少した.塩素水洗浄後と体表面 1検体からカンピロパ

クターが検出されたが，細菌数は 1cnl当り 10以下であっ

た一方，内臓除去されたと体の一部は， ["もも肉j，

「胸肉j，["ささみjなどに解体され，この工程の最終製

品である「ささみj 5検体中 2検体からカンピロパク

ターが検出された.この汚染は塩素水洗浄工程で，塩素

水がと体内陸まで十分に噴射されなかったため，菌が残

存したものと思われる.

2 )外むき方式B杜

B社は 1日の処理数が約6000羽の外むき法の処理場で

ある.その処理工程を系統的に調査し，その成績を表 5

に示した.

検査当日搬入された鶏の糞 5検体を対象にして調べた

ζζろ，カンピロパクターは全ての検体から検出され，

。/2
。/2
。/2
0/2 

0/2 

25Xl0' <10 21Xl0 <10 83Xl0' 

16Xl0 46Xl0' 41Xl0 

2/3 。/5 4/5 5/5 4/5 5/5 。/3 3/5 1/5 
(一) ()14Xl0') (おXl0) (一) (-) (-) (ー)

ν3 0/5 。/5 1/5 0/5 1/5 。/3 。/5 。/5 。/5
(ー) (ー) (-) (-) (ー) (ー) (ー)

1/3 。/5 。1/5 。/5 1/5 。/5 。/3 。/5 。/5 0/5 

3/3 2/5 5/5 3/5 3/5 4/5 1/3 。/5 。/5 。/5

。/3 。/5 。/5 。/5 0/5 。/5 。/3 。/5 。/5 日1/5

その中の 1検体について菌数を調べた結果， 100g当り

105以上であった.ウェルシュ菌は 4検体から検出され

たが，サルモネラ，黄色ブドウ球菌およびエルシニアは

検出されなかった.羽根でも同様の汚染傾向が見られた.

処理工程ではA社と同様に，保菌鶏の糞により湯漬工程

の漬水，脱羽工程の脱羽機が汚染をうけたものと思われ

る.脱羽後と体表面 5検体全てからカンピロパクターが

検出され，その菌数は 1cm当り 103個レベルであった.

また，ウェルシュ菌も 2検体から検出された.冷却工程

ではと体表面汚染は若干希釈される傾向を示し，大腸菌

群，ウェルシュ菌は検出されなかった. しかし，カンピ

ロパクターは残存し 2検体から検出された.

と体の一部はそのまま製品として出荷され，残りのと

体は冷蔵庫へ保管される.冷蔵保管されたと体表面から

は，保管前は検出されなかった黄色ブドウ球菌とエルシ

ニアが検出された.これはと体収納龍，冷蔵庫壁からの

汚染と思われる.

貯水槽浸漬工程で汚染菌量は急増し，浸j責後と体表面

5検体中 4検体からカンピロパクターが検出され，黄色

ブドウ球菌，ウェルシュ菌も各 1検体から検出された.

また，細菌数も 1桁高くなった.なお，使用中の漬水の

細菌数は 1ml当り 105個レベル，大腸菌群数は 1ml当り

102個レベル，カンピロパクター数は100ml当り 104以上

であった.このように，貯水槽での汚染が著しいことか

ら，i責水を常時溢流させるとか，塩素水を加えるなどの

対策が必要でLあると思われる.

解体工程に入ると汚染は拡大され，各工程での作業員

手指，器具等からはカンピロパクター，黄色ブドウ球菌，

ウェルシュ菌，エルシニアなどが検出された.さらに，
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表 5. B社の処理工程における細菌検出状況

誕

細菌数
(1ιml，cnl当り)

大腸菌群
(1ι ml ， cnl当~) 

カンヒ.ロパクター

(MPN/l∞ι叫、cnl)

サルモネラ
(MPN/I00g ， ml ， c~) 

黄色ブドウ珠曲

17XI0S 39XI0' 34XlO' 10Xlゲ50XlO' 69XI0' 92XlO 12XI03 12XI0 12XlO 34XI0' 10X102 

)1ゲ 24XI0'

25X107 日XlO'

)10' )1ゲ

5/5 4/5 
1>14XIO') 陥Xl的

。/5 0/5 
(ー) (ー)

0/5 0/5 

4/5 2/5 

。/1 1/1 5/5 1/3 2/5 0/5 1/1 4/5 
(ー) (43XlO) 146Xl的 (91) (ー) (-) 1>14Xl的(93XI0)

0/1 0/1 0/5 0/3 0/5 0/5 0/1 0/5 
(ー) (一) (一) (ー) H H (一) H 

0/1 0/1 0/5 1/3 0/5 1/5 1/1 1/5 

1/1 1/1 2/5 2/3 0/5 0/5 1/1 1/5 

)1ゲ )1げ27 日 一 叩XIO 3 

1/2 1/2 1/2 1/2 3/5 1/1 4/5 4/5 2/5 1/5 
仰XlO) I田Xl0') 143XIO可ト)

0/2 0/2 0/2 0/5 0/1 0/5 0/5 0/5 0/5 
(ー) (ー) (ー) (ー) (ー)

2/2 2/2 2/2 5/5 0/1 1/5 1/5 2/5 1/5 

1/2 1/2 0/2 5/5 1/1 3/5 3/5 5/5 4/5 

1/2 0/2 1/2 1/5 1/1 2/5 1/5 1/5 2/5 

ウエルシュ菌

エルシニ7・
エンテロコリチカ

。/2
2/2 

2/2 

。/5 0/5 0/1 0/1 0/5 0/3 0/5 1/5 0/1 0/5 2
 

W
M
 

解体された「胸肉j，rもも肉」などの汚染菌量は著しく，

これらの肉 5検体中 3検体からカンピロパクター， 5検

体全てから黄色ブドウ球菌およびウェルシュ菌が検出さ

れ，エルシニアは 1検体から検出された.細菌数は 1g 

当り 106
個レベルと多かった.一方，内臓除去工程でも

汚染は著しく ，rささみj 5検体中 4検体からカンピロ

パクターが検出され，その菌数は100g当り 103個レベル

であった.黄色ブドウ球菌は l検体，ウェルシュ菌は 3

検体，エルシニアは 2検体からそれぞれ検出された.ま

た，細菌数は 1g当り 105個レベルであった.これらの

汚染の原因は，不慣れな解体作業員が腸管を損傷し，そ

の腸内容物の漏出によるものと考えられる.

内臓除去後も汚染菌量は減少せず，肝臓 5検体中 4検

体からカンピロパクターが検出され，その菌数は100g

当り 103個レベルであった.黄色ブドウ球菌は l検体，

ウェルシュ菌は 3検体，エルシニアは 1検体から検出さ

れた.細菌数は 19当り 105個レベル，大腸菌群数は 1g 

当り 103個レベルであった.rすなぎも」でも同様の汚染

傾向が見られた。

3 )外むき方式C社

C社は 1日の処理数が約3000羽の外むき法の処理場で

ある.その処理工程を系統的に調査し，その成績を表6

に示した.

検査当日搬入された鶏の糞および羽根各 5検体からは

カンピロパクター，サルモネラ，黄色ブドウ球菌，エル

シニアは検出されなかった.さらに，処理工程および、解

体された「ささみj，肝臓などからも，これらの菌種は

検出されなかった. しかしながら，処理工程ではA社，

B社と同様に鶏の糞により湯漬工程のj責水，脱羽工程の

脱羽機そして脱羽後と体表面が汚染された.冷却工程で

と体表面の汚染菌量は急激に減少し，細菌数は 1cnf当り

10個レベルと少なく，大腸菌群およびウェルシュ菌は検

出されなかった.これらのことは冷却水が2.Cと低いた

め，鶏の旺門からの糞の漏出が少なかったことによるも

のと考えられる.

解体工程に入ると汚染菌量は次第に増え， rささみ」

の細菌数は 19当り 104個レベル，大腸菌群数は 19当り

10個レベルであった.ウェルシュ菌は 5検体中 2検体か

ら検出された. しかし，同じ外むき法の B社に比べて汚

染菌量は少なく，解体工程における作業員手指，まな板

などの器具の汚染も少なかった.また，内臓除去後の肝

臓， rすなぎもJなどの汚染菌量も B杜のそれらに比べ

て 1桁低かった.これは，解体作業が熟練者によって行

われており，腸管などの損傷による汚染が少なかったも

のと考えられる.

3.食鳥処理場における細菌汚染箇所

処理方式および処理数の異なる処理場を対象にして調

査した結果，それぞれの細菌汚染箇所は表7に示したよ

うな箇所であることが判明した.

今回調査した 3処理場の汚染状況は脱羽工程まではほ

ぼ同様であり，その汚染は鶏の糞によるものと考えられ

る.汚染はA社では洗浄工程， B社， c社では冷却工程

で希釈拡大され，特に C社では冷却水の温度が他の 2社

に比べて 2.Cと低く，汚染菌量は急激に減少した.

解体工程では 3処理場ともに汚染菌量は次第に増加し

た.すなわち A社では内臓除去工程が最も著しい汚染
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表 6. C社の処理工程における細菌検出状況

細菌数
15Xl0' 46Xl0' 62Xl02 45Xl0 30XlO <10 34 15Xl0' 40XlO 10Xlポ43Xlゲ 15Xlが

(lg.ml，cnl当り)

大腸菌群
>1が >1が 18 初 15Xl0 llXl0 61Xl0 

(lg，ml，cnl当り)

カンピロパクター 。1/5 。1/5 。/2 。1/1 。/5 0/3 。/5 。1/3 。/3 。/5 0/2 。/3 0/3 。/5 。1/5 0/2 。1/3 0/3 
(MPN/l00ιml，cnI) 

サルモネラ 。/5 。/5 。/2 。/1 。1/5 0/3 。/5 。1/3 。/3 。/5 0/2 。/3 0/3 。/5 日/5 0/2 。1/3 0/3 
(MPN/l00g、ml.cnl)

黄色ブドウ球菌 。/5 。/5 。/2 。1/1 。/5 。/3 。/5 。/3 。/3 。/5 0/2 。/3 0/3 。/5 。/5 0/2 。/3 0/3 

ウエルシュ苗 5/5 3/5 2/2 。/1 1/5 0/3 。/5 。/3 2/5 0/2 。/3 0/3 4/5 4/5 1/2 1/3 2/3 

エルシニ7・ 。/5 。/5 。/2 。/1 。/5 。/3 。/5 。/3 。1/3 。/5 0/2 。/3 0/3 。/5 。1/5 0/2 。/3 0/3 
テンテロコリチカ

表 7.食鳥処理工程における細菌汚染の問題箇所

処理場名 検査項目
内臓除去*

(と体)
冷却

(と体)
塩素水 解体*

(肝臓) (漬水) (と体) (ささみ)

細菌数
24X104 25X 102 

く10 21X10 く10 83X 102 

(lg， ml， cnl当り)

中抜き方式 大腸菌群
46X 102 41X10 1 

A社 (lg， ml， cnl当り)

カンビロノfクター 4/5 5/5 0/3 3/5 1/5 2/5 
(MPN/100g， ml， cnl) (>14X 104) (23 X 10) (一) (一) (一) (一)

処理場名 検査項目
冷却

(と体)
貯水槽*

(と体)
解体* 内臓除去*

(漬水) (漬水) (ささみ) (肝臓)

細菌数 12X103 12X10 34X104 10 X 102 34X 104 10X104 

(lg， ml， cnl当り)
外むき方式 大腸菌群

53 30X10 3 >10
4 

>10
4 

B社 (lg， ml， cnl当り)

カンビロノてクター 1/3 2/5 1/1 4/5 4/5 1/5 
(MPN/100g， ml， cnl) (91) (一) (>14X 103) (93X10) (23 X 102) (一)

処理場名 検査項目
冷却

(と体)
解体* 内臓除去*

(i責水) (ささみ) (肝臓)

細菌数
く10 34 15 X 103 10 X 103 

(lg， ml， cnl当り)

外むき方式 大腸菌群
30 15X10 

C社 (lg， ml， cnl当り)

カンピロノfクター
0/3 0/5 0/5 0/5 (MPN/100g， ml， cnl) 

*問題箇所
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箇所であり，この工程で汚染は最高値に達した.これは

内臓を摘出する際の腸管損傷によるもので，この工程で

と体表面およびと体内部がともに著しく汚染されるもの

と思われる.と体表面の汚染菌量は冷却工程，塩素水洗

浄工程で減少するが，最後に解体される「ささみ」から

カンピロパクターが検出されたことは，内臓除去工程で

の汚染菌が残存したものと考えられる.

B杜では 1晩冷蔵庫へ保管したと体を貯水槽へ浸漬し

てから解体する方式で，その貯水槽が前述のごとく 105

個レベルと高度に細菌汚染されている箇所の一つであっ

た. したがって，この工程でと体表面は急激に汚染され

た.さらに，解体工程で腸管が損傷され汚染菌量は最高

となり，その汚染は内臓除去後まで認められた.

C社では解体，内臓除去工程での汚染が著しかったが，

A社，B社に比べて汚染菌量は少ない傾向であった.こ

れは処理場内の衛生管理が良好であると共に解体作業員

が熟練者であったことなどによるものと考えられる.

以上，今回の調査から食鳥肉の細菌汚染は，中抜き方

式では内臓除去工程，外むき方式では解体および内臓除

去工程で著しく，その原因は腸管の損傷により糞便が漏

出しておこることが判明した.今後，各処理場それぞれ

に適した改善策，およびいずれの処理方式の処理場でも

内臓除去工程での汚染が最も著しいので，それに対する

改善策を立て食鳥肉の細菌汚染を最少限に防止する必要

があると考える.

要 約

1984年 6月から 9月の聞に，東京都内で採取した市販

鶏肉およびその内臓など計118検体を対象に，カンピロ

パクター汚染実態調査を行った.

また，食鳥肉がどのように細菌に汚染されていくのか，

カンピロパクターを中心として，解体処理方式の異なる

代表的な食鳥処理場を対象に，各処理工程を追って調査

を行い，次の結果を得た.

1 )調査した市販鶏肉およびその内臓など118検体中

42検体 (35.6%)からカンピロパクターが検出され，と

くに肝臓は48.6%と最も検出率が高かった.サルモネラ

は10検体 (8.5%) から検出された.

2)鶏肝臓のカンピロパクター汚染菌数は100g当り

102_104範囲であり ，105個レベル検出されたものも

あった.サルモネラの汚染菌数は100g当り 103個レベル.

あった.

3 )市販鶏肉のカンピロパクター汚染度は処理場によ

り差が認められ，半数以上が汚染を受けているもの， ま

た，全く汚染を受けていないものがあった.

4 )処理方式が異なっていても，脱羽工程までの汚染

は同様の傾向であり，その汚染は鶏の糞によるもので

あった.

5)脱羽後と体表面の汚染菌量は，洗浄工程あるいは

冷却工程で滅少した.なお，冷却水の温度が低いほど汚

染菌量は少なかった.

6) B社で採用しているような外むき方式では，解体

前にと体を漬ける貯水槽でのと体表面の汚染が著しかっ

た.

7)鶏肉の細菌汚染は，解体および内臓除去工程で最

も著しく，腸管の損傷によるものであった.

8) A社で採用しているような中抜き方式では，内臓

除去後のと体表面汚染菌量は冷却工程，塩素水洗浄工程

で減少したが，と体内部の汚染菌量は減少しなかった.
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市販豚肉における Yersiniαenterocolitica

およびその他の Yersiniα属菌の分布

金子誠二へ丸山 務*，小久保粥太郎*，神保勝彦*

松 本昌雄*

Distribution of Yersinia enterrocoliticαand 

Other Yersiniaeαin Retailed Pork 

SEl]I KANEKO *， TSUTOMU MARUY AMA *， Y AT ARO KOKUBO *， KATSUHIKO J[NBO * ， 

and MASAO MATSUMOTO* 

A total of 206 samples of retailed pork was collected in summer and winter and examined for distribution 

of Yersinia enterocolitica and related species. Y. enterocolitica， Y. frederiksenii， Y. intermedia and Y. kristensenii 

detected were 45.6 %， 21. 4 %， 31.1 %， and 5.8 % respectively目 Pathogenicstrains of Y. e将terocoliticawere de-

tected in two samples which were collected in winter. Both of these strains were serotype 03 and biotype 4 

(Wa¥山rs).Detection rates of Y. enterocolitica and related species were similar in summer and winter. None of 

other pathogenic Y. enterocolitica strains such as serotype 05・27，08 and 09 and Y田知ωdotuberculosiswas de-

tected from all the samples 

Virulence associated properties of the presence of 44 megadalton plasmid， calcium dependent growth at 

3TC， autoagglutination activity at 3TC and congo red absorption were studied for these isolates. Two strains 

of Y. enterocolitica serotype 03 were positive for these four virulence associated properties. However， Y. inter-

media， Y. frederiksenii and Y. kristennsenii had approximately 44 megadalton plasmid， and th巴seplasmids were 

different from virulence plasmid analyzed by restriction endonuclease digestion patterns. 

Keywords : Yersinia e叫erocolitica，pork， distribution， pathogenicity 

緒言

Yersinia e1巾 rocoliticaは家畜，愛がん動物，野生動物

や河川などの自然環境にも広く分布し，食肉や魚介類か

らも分離されることが報告されている 1-3) このうち病

原株が最も高頻度に分離されるのはブタであり，健康ブ

タにおける病原株保菌が感染源として最も重要な役割を

t 旦っていることが指J商されている4-7) したがって， ヒ

トへの感染を予防する上で豚肉の Y.enterocolitica 汚染実

態を明らかにすることは重要である.ところで，Y. en-

terocoliticaの病原株は40-50メガダルトン (Md)のプラス

ミドを保有しB)，このプラスミド保有がカルシウム依存

性的や自己凝集性10)などの性状と密接な関係にあること

が知られている.これまでに報告された環境およぴ食肉

由来株の多くは Wautersの分類による生物型 1の非病

原性株であるとされている 11) しかし，これら菌株に

ついて，実際に病原性状を検討した報告例はほとんどな

し，

そこで，今回は流通過程の末端にある市販豚肉を対象

に Y.enterocoliticaの分布を夏季と冬季の 2固に分けて調

査し，さらに分離株についてはプラスミドをはじめとし

た病原性状9-12)を検討した.併せて，その他の Yersinia

属菌についても同様の検討を行ったので報告する.

材料および方法

1.調査材料東京都23区の食肉販売庖で市販されて

いる豚肉を調査材料とした.検体数は， 1985年の夏季の

7月から 8月に103，同年の冬季の11月から12月に103の

*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 Japan 
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合計206検体である.

2. 使用培地増菌培地に Sorbitor-BileSalt-Pepto-

nel3) (SBP: NazHP04 8.23g， NaHzP04・HzO1.2g， NaCl 

5g， D-Sorbitor10g， Bile salts NO.3 1.5g， peptone 5 g， 

蒸留水1，000ml，pH7. 6) を用い，分離培地に Cefsulo-

din-irgasan司novobiocin(CIN:Yersinia Sel巴ctiveAgar Base 

に YersiniaSelective Supplementを添加:Oxoid) 培地

を用いた.

3. Y. enterocoliticaの分離同定 Y. enterocoliticaと

その他の Yersinia属菌の分離同定法は Fig.1に示した方

法で行った14，15) すなわち，豚肉約 1gを10mlの SBP

に接種し 4
0

Cで21日間低温増菌培養を行った.低温増菌

培養後， SBP増菌液0.5mlを4.5mlの0.4%水酸化カリ

ウム加0.5%食塩水に加え，ボルテックス・ミキサーで

30秒間激しく混合してアルカリ処理を行い，その 1白金

耳を CIN培地に塗抹し32
0

C，24時間培養した後 Yersinia

属菌と疑われる集落を一平板当り 5個釣菌した.また，

Y. pseudoωberculosisはCIN培地では発育が遅いのでさ

らに24日寺間培養し，疑わしい集落を釣菌した.

Y. enterocoliticaおよびその類縁菌の鑑別は著者らの報

Sarnoles 

EIi?とhment SBP 40C for 3-4 Weeks 

AITTlinureGtmnt 0.HZ KOH for30seconds 

p黒ng C印刷ium320C for 24 hrs ... 
Fishing Red Colony 

4・Biochemicol Characteristics 

4・TSI
LIM 

OxYdase 

Urease 

Voges-Proskauer 

Ornithine Decarboxylase 

Esculine 

Acid Production from; 

D-Xylose 

L-Rhamnose 

D-Melibiose 

Lecithinase rY， enterocolitica 

... ~ï ， ~udotub巴 rculosLs

Identi fication-一一一卜y，fred巴riksenUー トヱ.担旦盟国辺
Biotyping トy，kri stensen i i 

(Waut巴rs) Iー

司... L Others 
Serotyping 

(03， 05:27， 08 and 09) 

Fig. 1. Isolation and Identification of Yersinia enterncolitica 

and Related Sp巴cies

告15)した方法で、行った.y， enterocoliticaと同定された菌

株は，市販の診断用抗血清(デンカ生研)を用い，スラ

イド凝集反応法により血清型別を行った.

4.分離菌株の病原性試験 プラスミドの分離と確認

は， KadoとLiuの方法16)および BirnboimとDolyの方

法17)を合わせ，さらに改良を加えた著者らの方法18)を

用いた.

カルシウム依存性については HiguchiとSmithの方

法19)を用いた.自己凝集性は LairdとCavanaughの方

法10)にしたがい，本報では BrainHeart Infusion Broth 

(Difco)を用いて判定した.またコンゴーレッド吸着能

はPrpicらの方法1Z)にしたがい，一部改良を加えた.す

なわち，カザミノ酸を除き，これに替えて HeartInfu 

sion Broth (Difco) を基礎培地1，000ml当たりlOg加え

たコンゴーレッド寒天を用いた.

結果

1. Y. enterocoliticaおよびその他の Yersiniα属菌

の分離状況市販豚肉における Yersinia属菌の季節別分

離状況を Table1に示した.Yeγsinia属菌の分離頻度は，

夏季，冬季いずれの季節でも差はなくほぼ同様の結果で

あった.すなわち，Y. enterocolitica， Y. frederiksωii， y， 

intermadiaおよび Y.kristenseniiが夏季にはそれぞれ

45.6%， 20.4%， 32.0%およぴ8.7%で，また冬季には

それぞれ45.6%，22.3%， 30.1%および2.9%の割合で

検出された.このうち Y.enterocoliticaの病原株としては

血清型03のみが冬季の 2検体から検出された.その他

すべての Y.enterocoliticaは生物型 1の非病原株であった.

Y. pseudotuberculosisは検出されなかった.

Table 1. Incidence of Y. enterocolitica and Related Spe-

cies in Pork 

No. of Detected 

Species Summer Winter Total 
(n =103) (n =103) (n =206) 

Y. enterocolitica 

pathogenic (03) 。 2 ( 1. 9) 2( 1.0) 

others 47(45.6) 45(43.7) 92 (44. 7) 

Y. frederiks側，ii 21(20.4) 23(22.3) 44(21.4) 

Y回日~termedia 33(32.0) 31 (30.1) 64 (31.1) 

Y. kris tensenii 9 ( 8.7) 3 ( 2.9) 12( 5.8) 

Y. pseudot叫berculosis 。 。 。
Note: Figures in the table indicate the number of de. 

tected and figures in parenthesis indicate precent 
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Table 2. Virulence Associated Prop巴rtiesof Y. enterocolitica and R巴latedSpecies Isolated from R巴tailedPork 

Species Biotype1 CAD2 

Y. enterocolitica 03 (Te 664) 4 + 
Y. e叫terocolitica 0 3 4 + 
Y. enteγocolitica 03 4 + 
Y. enterocolitica 1 

Y. enterocolitica 1 

Y. frederiksenii l 

Y. frederiksenii 1 

Y. iηteγmedia 1 

Y. i叫te門nedia 1 

Y. kristensenii 1 

Y. kristensenii 1 

AGG3 

+ 

+ 

+ 

CRA4 

+ 

+ 

+ 

Plasmid5 

十

+

+

+ + + 

+ 

+ 
十

lAccording to Wauters' biotypes. 2Calcium dependent growth at 37'C 

3 Autoagglutination activity at 37"1む 4Congored absorption. 

5Presence of approximately 44 megadalton plasmid. 

2.分離株の病原性試験分離された Y.enterocolitica 

血清型03，Y. enterocolitica生物型 1，Y. frederiksenii， Y. 

intermediaおよび Y.kristenseniiから各 2株を選ぴ，これ

ら10株について病原性の指標性状とされているカルシウ

ム依存性，自己凝集性，コンゴーレッドの吸着能および

約44Mdのプラスミド保有について，Y. enterocolitica血

清型o3Te664株(イヌ由来)を対照に比較検討した.そ

の結果を Table2，および，これらの菌株が保有するプ

ラスミドのアガロースゲル電気泳動の結果を Fig.2にそ

れぞれ示した.

供試した11菌株のうち上記の病原性指標性状がすべて

陽性であったものは対照菌株と Y.enterocolitica血清型0

3の2株だけであった.

Y. enterocolitica血清型03以外の供試菌株は，すべて

カルシウム非依存性であった.また，自己凝集性を示す

菌株が Y.frederikseniiで 1株認められた.

コンゴーレッド吸着能陽性株が Y.fγederiksωiiと Y.

kristense叫iiに各 1株ずつ認められたが，これらの菌株の

集落形態は Y.enterocolitica血清型03に比較して大きく

偏平であった.

約44Mdのプラスミドは Y.enterocolitica血清型03以

外に Y.frederikse附， Y. intermedia，および Y.kristense仰

の各 1株ずつに認められた.しかし，Y. intermed旬以外

の菌4未は約44Mdプラスミドのイ也に 1-4個のプラスミ

ドを保有していた. また，Y. enterocolitica生物型 lの2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of plasmid DNA 

from Yersinia strains. lane 1. reference strain 

(Te 664) ; lane 2， 3. Y. enterocolitica 03; lane 

4， 5. Y. enterocolitica biotype 1; lane 6， 7. Y 

frederiksenii; lane 8， 9目 Y.intermedia; lane 10， 

11. Y. kriste托senii.
The arrow indicate 44 megadalton plasmid. 

株は44Md以下の様々な大きさのプラスミドを保有して

いることが確認された.そこで，これらのプラスミドを

制限酵素で切断して病原株である Y.enterocolitica血清型

03， 05: 27， 08および09の保有するプラスミドと比
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較したところ明らかに異なった切断パターンを示した.

考察

市販豚肉における Yersinia属菌汚染調査についてはこ

れまでにいくつかの報告があり ，Y. enterocoliticaの病原

株の検出頻度は対象とした食肉の種類や検査法により多

少の違いはあるものの，その検出率は 0~2%である 1)

今回著者らが行った調査では206検体中 2検体(1.0%)

から Y.enterocoliticaの病原株が検出された.この検出率

は現在最も確実な Yersinia属菌検査法であるとされてい

るアルカリ処理と CIN培地を組み合わせた方法を用い

たこと，および Leeらの報告1)とも照らし合わせた結果

この数値は市販豚肉の汚染実態をほぼ正確に捉えている

ものと考えられる.今回，検出された 2例はいずれも冬

季に採取された検体由来で，夏期の検体では検出されな

かった.この傾向は，ブタからの検出率が夏季より冬季

に高いという Tsubokuraらの報告7)ともよく一致してい

る.

わが国で Y.enterocolitica腸炎患者から分離される病原

株およびブタが保菌する病原株の血清型はいずれも95%

以上が03であり生物型は 4である.今回豚肉から分離

された菌株もこれまでにわが国で発生した10例の Y.en. 

terocolitica集団食中毒の起因菌と同一型であった.

市販豚肉における非病原性の Y.enterocolitica， Y 

frederikseniiおよび Y.intermediaの汚染率はきわめて高

く，本研究においても上記 3菌種のいずれかが検出され

たものは206検体中152例， 73.7%であった.

一方， Fukushima20)は豚肉中では Y.enterocoliticaの非

病原株が病原株に比してより旺盛に増殖することを実験

的に確認し，豚肉の検査においては低温増菌した後には

生物型 1の Y.enterocoliticaが多く検出されることを裏づ

けた.このようなことから，市販豚肉においては低温流

通過程中の菌の発育態度の差により非病原性の Y.en. 

terocoliticaやその他の Yersinia属菌の分布が濃厚になる

ものと考えられる.

Y. enterocoliticaの病原株は 03や08など特定の血清型

にかたよっているが，これ以外の血清型菌についても諸

種の病原性指標性状について検討することは疫学的意味

付けからも重要である.そこで，今回分離された菌株の

中から Y.enterocolitica血清型o3， Y. enterocolitica生物

型 1，Y. frederiksenii， Y. intermediaおよび Y.kristensenii 

を各々 2株選ぴ，計10株について44Mdプラスミドとこ

れに関連した 3種の病原性指標性状を検査した結果，す

べての性状が陽性であったのは Y.enterocolitica血清型0

3の菌株のみであった. しかしその他一部の菌株でも

44Mdプラスミド保有株が認められたが，制限酵素切断

パターンから病原性プラスミドとは異なるものであるこ

とが確認された.また，Y. frederikseniiとY.kristωsenn 

の一部の菌株に自己凝集性やコンゴーレッド吸着能が陽

性である菌株がみられたが，これらの性状は病原性プラ

スミドとは関係のない染色体性の性状であると思われた.

今回の調査で，市販豚肉のほほ半数から Y.enterocoli 

ticaが分離されたが，病原性指襟性状を有する菌株はき

わめて少なかった. しかし，健康ブタの腸管における病

原株保菌は多くの研究者が指摘するようにきわめて高

い6)ことを考慮すると，ブタがと殺され食肉となり，そ

の後の流通過程で病原株と非病原株がどの様な消長を示

すかを解明する必要があろう.また，今回は豚肉からは

分離されなかったが，ブタが保菌し，最近わが国で、もそ

の感染症が注目されている Y.pseudotuberculosisについ

ても検査法などをさらに検討して，その汚染実態を明ら

かにしていくことが必要で、あろう.

要約

東京都内で市販されている豚肉を夏季に103検体，冬

季に103検体合計206検体を採取して Y.enterocoliticaとそ

の他の Yeγsinia属菌の分布を調査した.その結果，Y. 

enterocolitica， Y. f:γ'ederiksenii， Y. inte間 tediaおよび Y.kris 

tenseniiが全検体からそれぞれ45.6%，21.4%， 31.1 % 

および5.8%検出された.夏季と冬季とでその分離頻度

に差は認められなかった.これらのうち，Y. enterocoliti田

caの病原株は冬季の 2検体から検出され，いずれも血

清型03生物型4であった.

これら分離株について病原性の指標として44Mdのプ

ラスミド保有，カルシウム依存性，自己凝集性およびコ

ンゴーレッド吸着能について検討した.その結果，すべ

ての性状が陽性を示したのは，Y. enterocolitica血清型0

3の菌株だけであった.
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Bioautographyによる動物性食品中の

残留ボリエーテル・イオノフォア抗生物質の検出法

竹葉手日江*，村上文子*，神保勝彦*桐谷礼子*，

松本昌雄*

Determination for Polyether-Ionophore Antibiotics Residues 

in Eggs and Animal Tissues by Bioautography 

KAZUE T AKEBA *， FUMIKO MURAKAMI *， KA TSUHIKO ZINBO *， REIKO KIRIT ANI * 

and MASAO MA TSUMOTO * 

Keywords:抗コクシジウム剤 anticoccidialagent，モネンジン monensm，サリノマイシン salinomycin，バイオ

オートグラフィ-bioautography，枯草菌Bacillussubtilis， Batillus calidolactis 

緒 国

鶏のコクシジウム症の予防や治療用に，現在10種類以

上の抗コクシジウム剤が使用されている.この中でポリ

エーテル・イオノフォア抗生物質に属するモネンシン

(MN)およびサリノマイシン (SL)は，他の抗コクシジウ

ム剤とくらべ，免疫阻害が少ないことや耐性株が出現し

ないことなどから，最近多く使用されるようになり特に

わが国で開発された SLの使用量は急速に増加してい

る1)

また，これらの抗生物質は抗コクシジウム作用だけで

なく，牛や豚の成長促進効果があることから，肥育牛に

対しでも使用され，その残留が問題となっている.

動物性食品中に残留する MNおよび SLの公定検査

法2)によると，これらは化学的に同系統の抗生物質であ

りながら，検査法は異なっている.すなわち，試料から

の抽出法，分離精製法，試験菌，培地等がそれぞれ異

なっているため，多数の検体を同時処理する日常検査法

としては，操作が煩雑で時聞がかかるなどの難点がある.

そこで今回， MNおよび SLを同時に検出する方法を

開発する目的で，公定法の改良を試みたので，これらの

結果について報告する.

実 験 方 法

1.試薬

a) MNおよび SLの標準溶液:MNナトリウム(武田

薬品工業製)， SLナトリウム(科研化学製)をそれぞれメ

タノールで溶解し，適宜希釈したものを使用した.

b)試験菌:Bacillus subtilis ATCC6633 (B. subtilis)およ

び Bacillusstearothermophilus var. B. calidolactis C -953 

(B. caliclolactis)を用いた.

c)培地:継代保存用，増殖用，基層および種層用等の

培地は公定法2)Iこ従った.

d) シリカゲルカラム:シリカゲル(メルク製，シリカ

ゲル60，35-70メッシュ)を120.C，60分間加熱し，デシ

ケーターで冷却後 3gを内径 1cmのカラム管に nーヘキ

サンで充てんし，その上部に無水硫酸ナトリウム 2gを

充てんしたものを用いた.

e) アルミナカラム:活性アルミナ(和光純薬製， 30 

メッシュ)を120.C，60分間加熱し，デシケーターで冷却

後 5gを1cmのカラム管に90%メタノールで充てんした

ものを用いた.

f)シリカゲル薄層板:シリカゲル60アルミシート(メ

ルク製， 20X 5 cm， 0.2mm)を用いた.

g)展開溶媒:酢酸エチルを用いた.

h) INT試薬 3-(P -Iodophenyl) -2一(P-nitro. 

phenyl) -5 -phenyl-2 H-tetrazolium chloride (同仁化学

製)の0.05%水溶液を用いた.

その他の試薬，有機溶媒はすべて特級品を用いた.

2.試験溶液の調製法

試料10gにメタノール20ml加えてホモゲナイザーで

*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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Fig. 1. Analytical Procedure of Monensin and Salinomycin 

Eggs and Animal Tissues 

均質にした後遠心分離し，その上清を分離した.さらに

遠心管内の残溢にメタノール 3ml加えよく振り遠心分

雌した後，上清液を先の上清液に合わせた.これに四塩

化炭素80ml加え10分間振とうした後，四塩化炭素層を

分取した.この抽出操作をさらに 1回繰返して四塩化炭

素層を合わせ， 40
0Cで減圧乾回した.この乾因物に n-

ヘキサン20mlを加えて溶解し，これをシリカゲルカラ

ムに移してクロロホルム100ml(流速0.6ml/min)で洗浄

した後，クロロホルム+メタノール (95+5 )40mlでi容

出した.このi容出液を40
0Cて、減圧乾固し， 90%メタノー

ル20mlを加えて溶解した.これをアルミナカラムに移

して流し， さらに90%メタノール10mlでi容出し i容出

液を40
0Cで減圧乾回した.これにメタノール0.5mlを加

えて溶解したものを試験溶液とした.この方法を Fig.1

に示した.

3.試験方法

試験溶液を20μlシリカゲルアルミシートにスポット

し，展開溶媒で'10crn展開した.この薄層板を風乾後，滅

菌角型シャーレに収納し，この表面に55
0Cに保温したM

-19号培地を均一に吹きつけた後， 55
0Cに保温した試験

菌混合培地を薄層板上に50ml注入し，水平に保持して

凝固させた.その後，B. subtilis混合寒天平板の場合は

37"(;， B. caliclolactis 混合寒天平板の場合は55
0

Cで17土

1時間培養した.培養後寒天平板上に INT試薬を 10ml

流して発色させた後阻止円を測定した.

結果および考察

1.検量線および試験菌の選択

MNおよび SLの段階希釈液をシリカゲル薄層板にス

ポットし，酢酸エチルで展開した.B. subtilis混合平板

および B目 caliclolactis混合平板による bioautographyの

阻止円の直径から検量線を作成したものを Fig.2に示し

た.

MNは，試験菌が B.calidolactisの場合， 0.01-1.0 

(μg)の範囲で，試験菌が B.subtilisの場合は0.1-5.0

の範囲で直線性を示した. SLは，試験菌がB.calidolac. 

tisの場合， 0.005-0.1の範囲で，試験菌がB.subtilisの

場合， 0.05-5.0の範囲で直線性を示した.

阻止円は， MNおよび SLともに B.subtilis混合平板

の方が鮮明で判定は容易であったが，感受性においては

Fig.2からも明らかのように， MNおよび、 SLともに B.

calidolactis混合平板の方が B.subtilis混合平板にくらべ

10数倍高かった. したがって試験菌は感受性の高い B.

calidolactisを使用した.

2.展開溶媒の検討

Golab3)および Martin巴Z1)らが， MNの分析で報告した

4種類の溶媒系とその混合比を変えたものについて，

MNおよび SLを同時に展開し，それぞれの Rf値を調べ

た.その結果，いずれも MNとSLとの分離および再現

性が十分でなかった. MNの公定法に使用されている酢

酸エチルは， MNの Rf値は0.33，SLは0.54と両者の分

離がよく，また再現性も良好で，展開時間も早いことな

どから，酢酸エチルを展開溶媒として使用した. Tabl巴

1にこの結果を示した.

3.再抽出周囲塩化炭素量の検討

試料にメタノールを加え均質化したのち，公定法では

MNの場合は四塩化炭素10mlで 3回抽出し， SLの場合

は80mlで 3回抽出することになっている.今回，同時

に抽出のための四塩化炭素量について調べた結果を

Table 2に示した. MNは80mlで 1回抽出で十分であっ

たが， SLは 2回抽出まで必要で、あった. したがって，
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Tabl巴 1. Rf Values of Monensin and Salinomycin with Various Developing Solv巴凶 Systems

Developing Solvent System 
Rf Value 

Monensin Salinomycin 

Carbon tetrachloride-Methanol (95 + 5) 

Ethyl acetate-Methanol (95+5) 

Benzene-Methanol (95+5) 

Methyl巴nechloride-Methanol (90+ 10) 

Ethyl acetate 

0.23 

0.59 

0.11 

0.26 

0.33 

0.38 

0.67 

0.17 

0.28 

0.54 

Table 2. Carbon tetrachloride Volume on the Recovery of Monensin and Salinomycin 

Total Volume of Carbon 

tetrachloride (ml ) 

Times of 

Extract 

Recovery (%) 

Monensin Salinomycin 

80 

160 

1 

2 

100.0 

nd* 

89.6 

100.0 

、* not detected 

四塩化炭素の抽出は80mlで2回とした.

4. シリカゲルカラムおよびアルミナカラムにおける溶

出液量の検討

シリカゲルカラムにおける溶出液クロロホルム+メタ

ノール (95+5)の溶出量について調べた結果を Table3 

に示した. MNの溶出には30ml，SLの溶出には40ml必

要であった.公定法では， MNは35ml，SLは30ml使用

しているが，この実験結果から溶出液量は40mlとした.
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Table 3. Effect of the Elution Volume on Silicagel 

Column Chromatography 

Elution 
Solvent * 
(ml) 

Recovery (%) 

Monensin 

30 100.0 

40 nd* 

* chloroform: methanol (95 : 5) 

* * not detected 

Salinomycin 

90.6 

100.0 

Table 4. Effect of the Elution Volume on Alumina 

Column Chromatography 

Elution 
Solvent* 
(ml) 

20 

30 

* 90 % methanol 

Recovery (%) 

Monensin 

80.0 

100.0 

Salinomycin 

89.7 

100.0 

Table 5. Recovery of Monensin and Salinomycin added to Egg Yolk. Muscle and Liver of Chicken 

Added Recovery (%) * 
Antibiotics 

(μg/g) Muscle Liver Egg Yolk 

Monensin 0.1 86.8::!:7.5 90.8::!:4.8 88.3::!:7.3 

Salinomycin 0.1 84.6土9.3 79.2::!:4.5 85.6土4.5

* mean士 S.D. of five determinations 

アルミナカラムについても同様にして， ~.容出液90% メ

タノールの溶出液量について調べた結果を Table4に示

した. MNおよび SLともに， 90%メタノール20mlの試

料溶液を溶出した後の溶出液量は，lOmlで十分であっ

た.

5.動物性食品からのMNおよびSLの回収実験

添加物を含まない飼料で飼育した鶏のもも肉，肝臓お

よび卵それぞれ10gにMNおよび SLを0.1μg/gになる

ように添加し回収実験を行い，その結果を Table5に示

した.なお，卵については予備実験の結果， MNおよび

SLは卵黄に移行残留することがわかったので，卵黄に

ついて回収実験を行った.

MNおよび SLの添加回収率は，それぞれ鶏もも肉

86.8(%)土7.5，84.6土9.3，肝臓90.8士4.8，79.2土4.5，

卵黄88.3::!:7 .3， 85 .6::!:4. 5であった.

本検出法による検出限界は， MNおよび SLともに

0.05μg/gであった.

6.各種抗菌性物質による妨害作用

汎用されている17種類の抗生物質および合成抗菌剤が，

本検出法で試験菌の発育を阻止する妨害があるかどうか

を調べた.使用した抗菌性物質は， Amprolium. Ethopa 

bate. Clopidol， Decoquinate， Nicarbazine， Zoalene， Sulfa-

monomethoxine Sulfadimethoxine， Penicillin G， Ampici-

llin， Oxytetracycline， Chlortetracycline， Tyrosin， Spir-

amycin， Bacitracin， Virginiamycinおよび Chlorampheni-

colである.その結果，いずれの抗生物質および合成抗

菌剤も試料中10μgで阻止円の形成は認められず，これ

らの抗菌性物質が共存していても検査結果に影響はない

ことカfわかった.

結論

動物性食品中の残留 MNおよび SLの公定検査法は，

それぞれ異なる検査法となっている.今回，公定法の改

良を試み， bioautographyによる同時検出法を検討し，

以下の結論を得た.

l.試験溶液は，試料にメタノールを加え均質化した

のち，四塩化炭素で抽出し，これをシリカゲルカラムお

よび「アルミナカラムでクリンナップして調製した.薄層

板は，シリカゲルアルミシートを使用し，酢酸エチルで

展開した.試験菌は，B. calidolactisを使用した.

2. 本検出法を用いて MNおよぴSLを0.1μg/gにな

るように添加した時の回収率は，鶏もも肉86.8(%)土

7.5， 84.6士9.3，肝臓90.8:::1:4.8，79.2土4.5および卵黄

88.3::!:7.3， 85.6::!:4.5であった.

本検出法の検出限界は， 0.05μg/gであった.
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ゴム製ほ乳用具に関する衛生化学的調査

乳首，おしゃぶりについての材質試験および溶出試験

水石 和 子 へ 竹 内 正 1専へ山野辺秀夫へ渡辺四男也キ

Hygienic Chemical Survey on Rubber Nursing Products 

Migrating and Material Test for Nipples and Pacifiers 

KAZUKO MIZUISHI*， MASAHIRO TAKEUCHI*， HIDEO YAMANOBE* and YOHYA WATANABE* 

Commercially available rubber nipples (38 samples of nipples and pacifiers purchased in Tokyo during 

1984 -1985) were examined according to the methods author田 dby the Food Sa日出tionLaw目 Theresults 

showed that formaldehyde， heavy metals and arsenic migrating from samples， and cadmium and lead contained 

in samples were all less than their regulatory levels or not detected. Some values of residue on巴vaporation

were above the regulatory level (40 ppm) ， and some values of potassium permanganate consumption were also 

high (more than 20ppm). Migrating nitrosamine levels of rubber nipples were determined. N-nitrosodimethyl-

amine was detected in the range of 0.6-14.2 ppb in 7 samples and N-nitrosodiethylamine of 1.3-11.2 ppb 

in 4 samples. N -nitrosodibutylamine was detected 8.6 and 28.2 ppb in 2 samples. The levels of migrating 

nitrosamine seemed to have been reduced in 1985 compared to 1984. Natural rubber products had a tendency 

to show high level of residue on evaporation， potassium permanganate consumption and migrating nitrosa-

mmes. 

区eywords: rubber nipple， cadmium， lead， formaldehyde， heavy metals， arsenic， residue on evaporation， potassium 

p巴rmanganatecomsumption， N-nitrosamines 

緒 同

ゴム製品のほ乳用乳首については，これまで食品衛生

法で「鉛または亜鉛を含むゴムをもって製造しではなら

ないJとのみ規制されていた.近年，乳幼児の健康を考

慮し実態に即した規格基準の設定が望まれていたが，厚

生省は昭和61年4月 1日付けの告示第85号により，食品

衛生法の規定に基づく食品，添加物等の規格基準の一部

改正を行い1)，器具および容器包装の部にゴム製ほ乳器

具の項を設け，乳首およびおしゃぶりに関して衛生化学

的見地から材質試験及び溶出試験の規制措置を行った.

これらの規制項目は，材質試験としてカドミウムおよび

鉛，i:容出試験としてフェノール，ホルムアルデヒド，亜

鉛，重金属および蒸発残留物であり，それぞれの規格基

準値は Table1の通りである.

著者らはこれまでゴム製のほ乳用具中のNーニトロソ

アミンに関する調査研究を行っており，その衛生化学的

安全性について報告してきた2，3) 今回は Nーニトロソ

アミンの調査に加え，法の改正に先立つて市販のゴム製

乳首およびおしゃぶりについて，材質試験としてカドミ

ウムおよび鉛，また溶出試験としてホルムアルデヒド，

亜鉛，重金属，蒸発残留物並びに今回の改正では削除さ

れた過マンガン酸カリウム消費量およびヒ素の検査を

行った.以下，その結果について報告し若干の知見を述

べる.なお，フェノールは改正原案においては規制項目

になかったので検査は実施しなかった.

実験

1.試料

試料は昭和59年(1984年)7月から11月および昭和60年

(1985年)7月から12月にかけて，都内で購入したゴム製

の乳首およぴおしゃぶり， 38検体である.内訳は天然ゴ

*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 japan 
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Table 1. Restrictions for Rubber Nipples 

Cd 

Pb 

Phenol 

ltems 

Formaldehyde 

Zn 

Heavy metals 

Residue on evaporation 

Regulatory leve 

less than 10ppm 

Iess than 10ppm 

ND 

ND 

lees than 1ppm 

less than 1ppm 

lees than 40ppm 

ム製が18種 (59年 7種， 60年11種)，イソプレンゴム製が

13種(59年 7種， 60年 6種)，スチレンブタジエンゴム製

4種 (59年 2種， 60年 2種)，シリコンゴム製 3種(59年

2種， 60年 1種)であり，その内国産が25種(59年13種，

60年12種)，外国製(西ドイツおよびアメリカ)13種(59年

5種， 60年 8種)である.

2.試験法

食品衛生法の食品，添加物等の規格基準中，器具およ

び容器包装，並ぴにおもちゃの試験法に準じて行った4)

(1) 材質試験

試料 1gを乾式灰化し，原子吸光光度法によりカドミ

ウムおよび鉛の試験を行った.

(2) 溶出試験

試料を水でよく洗い，表面積 1cn!につき 2mlの割合

で水を加え40'Cに保ちながら24時間放置し，この浸出液

をホルムアルデヒド，亜鉛，蒸発残留物，過マンガン酸

カリウム消費量およびヒ素の試験溶液とした.また，

4%酢酸溶液を用いて同様に調製し，重金属の試験溶液

とした.

なお， Nーニトロソアミンの試験は既報に従って行っ

た2，3)

結果および考察

1.材質試験について

カドミウム，鈴は全試料とも規格基準値以下であった.

2.溶出試験について

ホルムアルレヒド，亜鉛，重金属およびヒ素:全試料

ともホルムアルデヒドは検出されず，また亜鉛，重金属

はいずれも規格基準値以下であった.また，今回の改正

では規制項目からはずされたが，ヒ素は 1ppm以下で

あった.

蒸発残留物および過マンガン酸カリウム消費量:蒸発

強留物は Table2に示すように 59年の試料では10一

Table 2. Results of Residu巴onEvaporation (A) and 

Potassium Permanaganate Comsumption (8) 

for Rubber Nipples in '84 and '85 

ppm 

'84 '85 

Sample (A) (8) Sample (A) (8) 

1 SID 18 5.4 1 SI 3 1.0 

2 SI 19 3.2 2 IP 12 5.5 

3 Ip2) 10 4.3 3 IP 1 4.9 

4 IP 16 4.3 4 IP 1 3.0 

5 IP 19 2.2 5 IP 4 3.0 

6 IP 14 2.2 6 IP 3 2.0 

7 IP 29 2.8 7 IP 4 17.0 

8 IP 47 1. 7 8 NR 10 8.8 

9 IP 45 0.4 9 NR 36 18.4 

10 NR3) 19 3.2 10 NR 12 15.0 

11 NR 12 5.4 11 SB 5 1.9 

12 SB4
) 17 1.1 12 SB 2 7.0 

13 SB 18 0.4 13 NR 7 13.3 

14 NR 22 3.7 14 NR 1 6.8 

15 NR 29 27.0 15 NR 29 48.0 

16 NR 32 29.1 16 NR 28 55.6 

17 NR 85 28.5 17 NR 49 33.0 

18 NR 50 19.4 18 NR 72 17.0 

19 NR 75 22.0 

2o NR 55 39.0 

1) Silicone， 2) lsoprene， 3) N atural， 

4) Styrene B¥山 diece

Samples of 14-18 in '84 and 13-20 in '85 were made 

in U. S. A， or West Germanny. 

85ppm， 60年の試料では 1一75ppmで基準値(40ppm)を

越えたものがそれぞ、れ 4および3検体あった.基準値を

越えていたものは59年のイソプレンゴム製のもの 2検体

を除いて，他は天然ゴム製のものであった.過マンガン

酸カリウム消費量については改正原案では基準値が

20ppm以下と定められていたが今回の規格からは削除

され，今後の検討課題となった.調査した結果では59年

は0.4-28.5ppm，60年は1.0-55.6ppmであり，原案の

基準値20ppmを越えたものがそれぞれ 3および4検体
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Table 3. N-nitrosamines Migrated from Rubber 

Nipples in '84 

ppb 

Sample1) 
Concentration 

NDMA2) NDEA3) NDBA4) 

1 IP 1.3 

2 IP 1.5 1.7 

3 NR 0.6 8.6 

4 NR 28.2 

5 NR 14.2 3.3 

6 NR 2.7 

7 NR 1.6 

1) Eighteen samples were examined. N-nitrosamines 

detected in 7 samples are showed. IP and NR are 

same as those in Table 1. 2) NDMA: N-nitrosodime-

thylamine， 3) NDEA: N-nitrosodiethylamine， 4) 

NDBA: N-nitrosodibutylamine 

あり，それらは全て天然ゴム製であった.以上の結果か

ら蒸発残留物，過マンガン酸カリウム消費量に関しては，

天然ゴム製のものが高い値を示し，特に外国製にその傾

向が認められた.ゴム製の乳首およびおしゃぶりは製造

に際し架橋剤，加硫促進剤，老化防止剤等多数の配合剤

が使用されているため，配合剤そのもの，あるいはそれ

らの分解生成物が溶出する可能性が極めて高い.今回の

調査結果はこれを裏付けるものであり，過マンガン酸カ

リウム消費量の試験は，蒸発残留物の試験と同様にゴム

製の乳首類の品質に関する安全性の面において必要な試

験項目であると考えられる.

N-ニトロソアミン:ゴム製の乳首およびおしゃぶり

中の加硫促進剤に由来すると考えられる Nーニトロソア

ミンについては既に報告している2，3)

59年の調査では， Table 3に示すように18検体中 6検

体から N-ニトロソジメチルアミン (NDMA)が0.6-

14.2ppb， 2検体から Nーニトロソジエチルアミン

(NDEA)が1.7ppb，および2検体から Nーニトロソジブ

チルアミン (NDBA)が8.6-28.2ppb検出された. 60年

の調査では， Table 4に示すように22検体中 1検体から

NDMAが0.6ppb，2検体からNDEAが1.3-11.2ppb検出

された. N ニトロソアミンを検出した試料を素材別に
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Table 4. N-Nitrosamines and Nitrosatable 

Compounds Migrated from Rubber 

Nipples in '85 

ppb 

Sample1
) 

Concentration 

NDMA NDEA NABA 

1 IP (25.6)2) 

2 IP (44.2) 

3 IP ( 2.5) 

4 IP ( 2.5) ( 2.5) 

5 NR ( 4.3) 

6 NR ( 3.4) 

7 NR ( 3.4) 

8 NR ( 9.7) (19.0) 

9 NR ( 2.8) 1. 3 (602 ) (542) 

10 NR ( 7.5) 

11 NR (10.0) 11. 2 (27.5) 

12 NR ( 2.5) 

13 NR ( 5.0) 

14 NR 0.6 (17.5) (17.5) 

1) Twenty samples were examined. N-Nitrosamines 

or Nitrosatable Compounds detected in 14 samples are 

showed. 

2) Values in brackets show nitrosatable compounds. 

年の調査では，西ドイツの規格基準(溶出Nーニトロソ

アミンとして10ppb)5)を越えるものが 1検体あったが，

59年の調査と比較すると Nーニトロソアミンの検出率，

検出量とも減少傾向がみられ，品質の改善がなされてい

ることが推測される.しかし， 60年の試料についてニト

ロソ化可能物質を測定したところ， NDMAが13検体か

ら2.5-44.2ppb，NDEAが 6検体から 2.5-602ppb， 

NDBAが 1検体から542ppb検出され，西ドイツの規格

基準 (200ppb)5)を越えるものが 1検体みられた (Table

4) .これらの結果は乳首類の製造に Nーニトロソアミ

ンの生成の原因となる加硫促進剤が依然として使用され

ていることを示すものである.

結 語

みると 59年のイソプレンゴム製 2検体を除き全て天然ゴ 今回の食品 添加物規格基準の一部改正に伴なうゴム

ム製で，シリコンゴム製，スチレンブタジエンゴム製の 製乳首およびおしゃぶりの規制は，一般のゴム製器具ま

詩科からは Nーニトロソアミンは検出されなかった. 60 たは容器包装に関するものとほぽ同様の内容であり，数
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年来懸案となっているゴム製乳首類中の Nーニトロソア

ミンおよびその原因物質については将来の検討事項とさ

れた. しかし，今回の調査結果から明らかなように各種

のゴム配合剤の溶出に関しではなんらかの規制lが必要で

あると考えられる.従って，今後乳幼児の健康の安全性

の面から必要とされる試験項目について適切な規格基準

が設定されることが望ましいと思われる.

謝辞 本調査を実施するにあたり，御協力を頂いた衛

生局食品監視課の皆様に深謝いたします.
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水素化物加熱原子吸光分析法による

魚介類中のセレンの定量

山野辺秀夫へ竹内正博へ水石和子*

渡 辺四男也*

Determination of Selenium in Fish and Shellfish 

by Hydrogen Selenide Evolution-Electrothermal Atomic Absorption Method 

HIDEO Y AMANOBE *， MASAHIRO T AKEUCHI *， KAZUKO MIZUISHI * 

and YOHYA WATANABE* 

A method of the determination for selenium in fish was investigated by atomic absorption spectropho. 

tometry combined with hydride generation method. One gram of samples w巴redecomposed with 5 -10ml of 

nitric acid and 2ml of perchloric acid， and adjusted to 20ml with water. The sample solutions were introduced 

into the apparatus with a hydrochloric acid (1 : 1) and 1 % sodium borohydride一0.5%sodium hydroxide 

solution. The calibration curve was linear in the concentration from 0 to 100 ng/ ml and the detection limit 

was 2 ng/ml in the sample solution. The recoveries of selenium added to 19 of sea-bass were 103.4% for the 

level of 100ng and 102.3 % for the level of 200ng， and th巴 coefficientsof variations were 3.2 % and 3.4 % re-

spectively. The selenium content of 30 samples of sea-bass， berycoid fish， ]apanese bluefish， Spanish mackerel， 

etc. were determined. The results were ranged from O. 25ppm to 1. 34ppm and the average was O. 70ppm. 

Keywords determination of selenium， hydrogen s巴lenide，evolution-electrothermal atomic absorption， fish and 

sheIIfish 

緒昌

セレンが無機のカドミウム，水銀等に対して措抗作用

を示すことは良く知られているが，有機水銀の一種であ

るメチル水銀に対しでもモル比 1 1で毒性軽減作用を

示すことがラットを用いた動物実験で証明されている 1)

従って，マグロ等の高メチル水銀濃度の魚介類を多食し

でもメチル水銀中毒にならないのは多量のセレンが共存

するためであると言われている 2)

著者らはこれまで食品衛生および環境監視の立場から

魚介類中の水銀含有量を調査し報告してきたが3)，共存

セレンの含有量を同時に測定し両者の相関性を考察する

ことを今後の課題として，今回は先ず魚介類中のセレン

の定量法を検討した.

魚介類中のセレンの定量法としては，蛍光試薬をキ

レート剤とする蛍光光度法4)およびガスクロマトグラフ

法5)等がある. しかし，前者は操作が煩雑で長時間を要

し，後者は感度に若干難点がある.そこで，最近開発さ

れた水素化ホウ素ナトリウムを還元剤とするセレンの水

素化物加熱原子吸光法6)について，魚介類試料への適応

性を検討したところ操作も簡便で感度，精度とも良好な

結果が得られたので報告する.

実験

1.試料

本実験に使用した魚介類は比較的高濃度のメチル水銀

を含有するもので，スズキ，キンメダイ，クロムツ，ギ

ンサワラ，アカアマダイ，カツオ，カマス，アイリッ

シュクラブ，ニタリクジラ，ボラの10種， 30検体である.

これらの可食部をホモジナイズし， -20
o
Cで保存した.

2.試薬

1 )セレン標準溶液:和光純薬製1000ppm標準溶液

*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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川
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AAS(AA-8200) 

D 

A: 1. O%NaB~ /0. 5%NaOH 801. 

B: ( 1: 1) HC 1 801. 

C:H20 

D: Sample 801. 

Fig. 1. Schematic diagram of apparatus for selenium d巴termination

日本ジャーレルアッシュ社製原子吸光分析装置 AA-

8200型に，同社製水素化物発生装置 HYD-1および加熱

原子化装置 HYD-2を連結して使用した.装置の概略を

Fig.1に示す.本装置は A，B， C内に個別に貯蔵され 0.2 

た水素化ホウ素ナトリウム・水酸化ナトリウム溶液，塩

酸，および水をポンプで吸い上げ， Dから吸入される試

料溶液と混合することによって水素化物を発生させるこ

とを特徴としている.操作条件を Table1に示す.

4.試験溶液の調製

試料1.0gをケルダールフラスコに採り，硝酸 5-

10mlを加え約10分穏やかに加熱した.次いで，過塩素

酸 2mlを加え溶液が淡黄色透明になり，さらに過塩素

酸の白煙が生ずるまで加熱した.冷後水で20mlとし試

験溶液とした.

を水で順次希釈して使用した. 2)水素化ホウ素ナトリ

ウム溶液:和光純薬製原子吸光用水素化ホウ素ナトリウ

ム10.0gおよび特級和光純薬製水酸化ナトリウム5.0gを

水に溶かし1000mlとした.本溶液は用時調製した. 3) 

塩酸:水で 1: 1とした.

その他，硝酸，過塩素酸は和光純薬製原子吸光用を使

用した.

3.装置

結果および考察

1.水素化セレンの発生条件

水素化ホウ素ナトリウム溶液濃度:水素化セレン発生

の至適条件を決定するため水素化ホウ素ナトリウムの濃

Table 1. Operating conditions 

AAS (AA -8200) 

Wave length 

Lamp current 

HYD-1 

Carri巴rgas (Ar) 1 

2 

196 nm 

20 mA 

Pump control 

HYD-2 

0.1 l/min 

1.0 l/min 

8 

Cell temp. 1000 "C 

ω 
リ

ロ
.2 0.1 
H 
O 
ul 
.白

〈

Se:100ppb 

HC 1: ( 1: 1) 

。 1.0 2.0 3.0 4.0 

NaBH， in 0.5%NaOH solution (%) 

Fig. 2. Effect of concentration of sodium borohydride on 
hydrogen selenide 
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~ 0.1 
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』
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HC1 : H20 

1. 1 : 10 

2. 1 5 

3. 1 3 

4. 1 2 

5. 1 1 

6. 2 l 

7. 3 : 1 

ーーーー目ーー-'-

5 6 7 

Se:100ppb 

NaBH.， 801. : 1. 0% 
(in' 0.5%NaOH 801.) 

。
2 3 4 
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酸・水(1 : 1 )を用いることにした.

2.検量線

セレン標準溶液10-100ppbを用いて検量線を作成し

たところ Fig.4に示すように良好な直線が得られ，この

時の定量限界は 2ppb (S/N = 2) であった.なお，装

置の感度を切り替えることによって， 1 -10ppbの範囲

でも直線性の良好な検量線が得られた.

3.共存元素の影響

実際試料中に共存が予想される各種元素の水素化セレ

ン発生に及ぼす影響を検討した.セレン濃度10ppbに対

Table 2. Recoveries of selenium determination in the 

Fig. 3. Effect of concentration of hydrochloric acid on coexistence巴lements
hydrogen selenide 

0.2 

ω 
u 
口

Jl 0.1 
H 。
凹

A 
4 

。 20 40 60 80 100 
Se1enium (ppb) 

Fig. 4. Calibration curve for selenium 

度を検討した.すなわち， Fig.2に示すように，塩酸濃

度を(1 : 1 )に固定し，水素化ホウ素ナトリウム溶液

の濃度を変えて100ppbセレン標準溶液の吸光度を測定

したところ， 1 %付近で吸光度は最大値を示した.なお，

水素化ホウ素ナトリウム溶液はアルカリ性とした場合に

安定であったので， 0.5%水酸化ナトリウム溶液として

調製した.

塩酸濃度:水素化ホウ素ナトリウム溶液を 1%に固定

し，塩酸濃度を変えて先と同様100ppbセレン標準溶液

の吸光度を測定したところ， Fig.3に示すように濃度の

増加と共に吸光度が少しずつ増加する傾向が認められた.

従って，本実験においては取り扱い易さも考慮して，塩

Element Added (μg) 
Recovery (%) 

I E 

26 38 

39 63 

66 103 

60 61 

66 83 

73 100 

19 28 

65 83 

87 100 

42 84 

65 106 

84 106 
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1 : in aqueous solution 
n : in 10 % HC104 solution 
Se : 0.2μg 

Table 3. Recoveries of seleniun added to fish (SUZI出)

Added (ng) Found (ng) Recovery (%) 

106.4 106.4 

100.4 100.4 

100.。 100.4 100.4 A.V.103.4% 

100.4 100.4 C.V. 3.2% 

106.4 106.4 

214.4 107.2 

204.6 102.3 

200.0 194.6 97.3 A.V.102.3% 

204.6 102.3 C.V. 3.4% 

204.6 102.3 
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Table 4. Concentration of selenium in fish 

Sample 

Suzuki (sea-bass， Lataolabrax japonicus) 

Kinmedai (berycoid fish， Beryx stlendens) 

Kuromutsu (Japanese bluefish， Scobrots gilberti) 

Ginsawara (Span凶 mackerel，Scombe引omyusnithonius) 

Akaamadai (Japanes巴tiJefish，Branchiostegus jatonic叫s)

Katuo (bonito， Katsuwonus telamis) 

Kamasu (barracuda， Sthyra開削 jatonicus)

lrish crab 

Nitaril叫 ira(whale， Balaenoptera edeni) 

Bora(gray mullet， Mi叫gilcep加 l叫s)

Total 

N

一8
6

4

3

2

2

2

Ra昭 e(ppm

0.25-0.39 

0.76-1.31 

0.55-1.17 

0.72-0.88 

0.63-0.67 

0.89-1.34 

0.36-0.69 

Average (ppm) 

0.29 

0.93 

0.86 

0.80 

0.65 

1.11 

0.53 

1.28 

0.36 

0.41 

0.70 0.25-1.34 

N : number of samples 

して Na，K， Znは50001音， Ca， Mg， Pb， Cdは500倍，

Ni， Feは250倍， Cr は100倍存在しでも全く影響が認め

られなかった. しかし， Cu， As， Sb， Sn の場合は

Table 2に示すようにいずれの場合も 50倍の濃度でセレ

ンの回収率に負の影響を及ぼした.これらのうち， Cu 

以外はセレンと同様水素化物を作るのでその影響と考え

られるが，これらの元素の影響は過塩素酸が共存する場

合は抑制されることが明らかとなった.すなわち，実際

の試験溶液中には過塩素酸が10%程度存在するので，そ

の条件で回収率を求めたところ， Table 2に示したよう

にCu，As， Sb， Snは50倍程度までは存在しでもセレン

は定量的に回収された.従って，実際試料である魚介類

中のそれぞれの元素含有量を考慮すれば， Cu， As， Sb， 

Snのセレンに対する干渉はほとんど無視できるものと

考えられる.

4.硝酸の影響

本法の前処理は過塩素酸一硝酸分解によって行うので，

試験溶液中の残留硝酸について検討したが，セレンの測

定にまったく影響を及ぼさなかった.

5.再現性

スズキ1.0gを採り，本法に従って10回繰り返しセレ

ンを測定したところ，平均14.4ppb，変動係数4.4%で

あった.

6.添加回収実験

スズキ1.0gにセレン100または200ngを添加し，それ

ぞれ 5回ずつ測定した.結果を Table3に示す.

7.実際試料の測定

本法を用いて10種， 30検体の魚介類中のセレンを測定

した. Table 4に示すように最高はカツオの1.34ppm，

最低はスズキの0.25ppmであり平均は0.70ppmであっ

た.

高吉 語

セレンは水銀含有量の多い魚介類に蓄積されると言わ

れており，マグロ類および深海性の魚介類等についてセ

レンとの関連における調査結果が一部報告7-8)されてい

るが，報告例は極めて少ない.これは魚介類中のセレン

の簡便な分析法が確立していなかったことにも一因があ

る.今回水素化物加熱原子吸光法を用いるセレンの分析

法について満足すべき結果が得られたので，今後は本法

を用いてセレンの分析を行い，水銀含有量との相関性に

ついて検討する予定である.

謝辞本研究を行うにあたり，御協力いただいた東

京都衛生局環境衛生部食品監視課の方々に深謝致します.

(本研究の概要は日本食品衛生学会第50回学術講演会，

昭和60年10月，新潟で発表した)
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ビス(卜リブチルスズ)オキシド (TBTO)

による魚介類の汚染実態について(第I報)

東京湾産スズキおよびアサリ中の TBTO含有量

竹内正博*，水石和子へ山野辺秀夫*，渡辺四男也ネ

Survey of Pollution with Bis (tributyltin) oxide (TBTO) in 

Fish and Shellfish (1) 

Content of TBTO in Sea-Bass and Shorl-necked Clam Collected from Tokyo Bay 

MASAHIRO T AKEUCHI *， KAZUKO MIZUISHI *， HIDEO Y AMANOBE * 

and YOHYA WATANABE* 

To monitor the pollution with bis (tribl町 ltin)oxide (TBTO) in fish and shellfish， 30 samples of sea-bass 

and 15 samples of short-necked clam were collected in Tokyo Bay from July in 1984 to January in 1985 

The samples were homogenized and acidified with dilute hydrochloric acid， by which TBTO in the sam-

ples was converted into tributyltin chloride. Extracted with n-hexane • ethyl ether (3 1)， cleaned up by a 

florisil column and concentrat巴dby a rotary evaporator， TBTO was determin巴dby injecting 5μ 1 aliquot of 

the sample solution along with 1μ1 of 0.01 N hydrochloric acid ・acetonesolution into a gas chromatograph 

equipped with an electron capture detector. The recoveries and the coefficients of variations for TBTO added 

to sea-bass and short-necked clam were 96.3% and 2.4%， 95.4% and 3.1%， respectively. The average con-

tent of TBTO in the samples were 32. 6ppb for sea-bass and 28. 5ppb for short-necked clams， and the stan-

dard deviations of them were 29. 9ppb and 35. 3ppb， respectively. 

Kewords : bis (tributyltin) oxide， Tokyo Bay， fish and shellfish， sea-bass， short-necked clam， electron capture de-

tector， gas chromatography 

緒 t 
E司

養殖漁業において漁網防汚剤として使用されているビ

ストリブチルスズオキシド (TBTO)が一部の養殖魚介

類から検出され， TBTOの養殖魚介類への移行および、蓄

積がここ数年来問題となっている 1) これについて厚生

省は「食品中の TBTOの安全性評価検討委員会」を設

置し， TBTOの残留する魚介類の食品としての安全性に

ついて検討を行なった結果，許容摂取量を暫定的に1.6

μg/kg/日とすることが妥当であり，かつ，現状にお

ける魚介類中の TBTOは比較的低レベルであるので，

食品衛生上直ちに問題にすべき量ではないとの見解を発

表している 2) しかし，いずれにしても TBTOの養殖魚

介類への移行および残留は望ましいことではないので，

養殖漁業における使用基準および残留防止対策を早急に

検討する必要がある.

一方， TBTOによる魚介類の汚染は養殖魚介類に留ま

らず養殖地域に隣接する海域内の魚介類にも及ぶことが

懸念される. TBTOは防汚剤として船底塗料中にも使用

されているので，それに基づく環境汚染および魚介類に

よる生物濃縮の可能性も十分考えられる.これについて

は環境庁が一部調査を開始したが3.4) 現段階では調査

例数が少なく TBTO汚染実態、の把握には不十分である

ため，今後の広範な調査が望まれる.

そこで，著者らは既に開発した TBTOの分析法5)の東

京湾産スズキおよびアサリへの適応性を検討すると共に

東京湾の TBTO汚染の実態を把握することを目的とし

*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， 3hinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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て本研究を行った.以下，得られた若干の知見について

報告する.

実験

1.試料

1 )スズキ:東京湾内富津沖において1984年7月， 11

月及び1985年 1月の 3回に渡って10検体ず、つ合計30検体

採取したものを試料とした.体長および体重を測定して

から体側筋をホモジナイザーで均一化し，ポリエチレン

製容器に入れて-20
0Cで冷凍保存した.

2) アサリ:採取地として神奈川県金沢八景(野島公

園)，大井埠頭(京浜島)，葛西沖(三枚ナ1'1)，千葉県行

徳海岸，千葉県富津(富津公園)の 5定点を設定し，定

点毎に1984年 5月， 7月及ぴ9月に各 1回ずつ計3回，

いずれも約 1kg採取した.各定点の位置を Fig.1に示

す.アサリは採取後20-24時間 3%食塩水に浸して砂出

しを行ってから可食部を取り出し，十分水切りをしてか

らホモジナイザーで均一化した.スズキの場合と同様ポ

リエチレン製容器に入れ-20
0Cで冷凍保存した.

2.試薬

1 ) トリブチルスズクロライド (TBTC)標準溶液:

N 

Fig. 1. Sampling Points of Short-nacked Clam 

和光純薬側製 TBTC (純度99%) 100.0mgをnーヘキサ

ン100mlに溶解して 1mg/mlの標準原液を調製した後，

n ヘキサンで適宜希釈して調製した.

2) ピス(トリブチルスズ)オキシド (TBTO)標準溶

液:和光純薬鮒製TBTO(純度96%)100mgをメタノー

ル100mlに溶解し， 1 mg/mlの標準原液を調製した後，

メタノールで適宜希釈して調製した.本溶液は添加回収

実験に使用した.

3) フロージールカラム:Floridin Co.製フロリジー

ル PR3 gをn-ヘキサンに懸濁させて，内径 1cm，長さ

30cmの活栓付きガラスカラムに充填し，さらに無水硫酸

ナトリウム 2gを積層させた.

4 )塩酸・アセトン溶液:和光純薬(械製精密分析用塩

酸O.lmlを同社製残留農薬分析用アセトン100mlで希釈

した.本溶液は用時調製した.

その他， n-ヘキサン，エチルエーテルは和光純薬株)

製残留農薬分析用，また酢酸は同社製精密分析用を使用

した.

3.装置

1 )ホモジナイザー:日本精機側製エクセル・オート

DX型を使用した.

2) ガスクロマトグラフ (GC): ~槻島津製作所製

GC-7 A型(定電流型 ECD1すき)を Table1の条件で

使用した.

4.分析法5)

1) GC用分離カラムのコンディショニング:分離カ

ラムを250
0

Cで'15-20時間空焼きした後 GCに取り付け，

所定の条件に保持した.次いで， GCが安定してから塩

酸・アセトン溶液を数分おきに 7-8μlず、つ，通常は

10-15回，必要ならばさらに繰り返し注入した.

2)試験溶液の調製:試料10gを遠沈管に採り，メタ

ノール 4mlを加えてからガラス棒を用いて十分に混和

した.次いで， 0.3 N塩酸40ml及び n-ヘキサン・エチ

ルエーテル (3: 1)混液70mlを加え， 10分間激しく

振とうした後遠心分離してから有機層をナス型フラスコ

に分取した. さらに， nーヘキサン・エチルエーテル

Table 1. Conditions of Gas Chromatography 

Column 10% Thermon-HG， Chromosorb W 

(A W -DMCS)， 80-100mesh (Shimadzu) 

3.2mm 1. D. X2.6m (glass) 

Temp. Column 170
o
C， ECD 250

o
C， Injection 

250
0

C 

Carrier Gas N 2 50ml/ min 
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Table 2. Recoveries of TBTO added to Samples 

Sample add巴d(μg) found (μg) recovery (%) C.V.(%)* 

Suzuki 。 0.86 2.8 

(Sea-Bass) 1.0 1.80 95.2 3.2 

Asari 。 0.80 2.9 

(Short-necked Clam) 1.0 1. 75 96.5 2.7 

* Coefficients of variation 

(3 : 1)混液70mlを加え先と同様に再抽出および遠

心分離した後分取した有機層を合わせてロータリーエパ

ボレーターで約50mlまで濃縮した.濃縮液をフロリ

ジールカラムに注入し， 5 ml/minの速度で滴下させて

から，初めアセトン50mlを，次いで n ヘキサン・エチ

ルエーテル・酢酸 (75: 25 : 1)混液30mlをそれぞ、れ

5 ml/ min， 2 ml/ minの速度で流した n-ヘキサン・

エチルエーテル・酢酸30mlの函分を捕集し，ロータ

リーエパポレーター(浴温， 30
0

C以下)で濃縮後， n-

ヘキサンで 3mlに調整した.

3)試験溶液の注入法:TBTC標準溶液または試験溶

液 5μlと塩酸・アセトン溶液 1μlを空気 1μlを介し

てマイクロシリンジに採取し， GCに注入した.すなわ

ち， TBTC標準溶液または試験溶液 5μlをマイクロシ

リンジに採り，次いでプランジャーをヲ|いて空気 1μl

を吸い込んでから，さらに塩酸・アセトン 1μlを吸い

込んだ後全量を GCに注入した.

4 )検量線:試験溶液の場合と同様に TBTC標準溶

液を注入し， 0 -1 .Oppm (0 -5 ng) の範囲で検量線

を作成したところ原点を通る良好な直線が得られた.

5)定量限界:本試験法の定量限界は 2ppb (S /N  

= 2)であった.

結果および考察

1.添加回収実験

スズキおよびアサリ 10gを遠沈管に採り， TBTOを1

μg (lμg/mlメタノール溶液， 1 ml) を添加した後，

メタノール 1mlを加えてガラス棒で十分混和してから，

以下前述の方法に従って TBTOの回収実験をそれぞ、れ

5回繰り返した. Table 2に示すようにスズキおよびア

サリとも95%以上の高回収率が得られ，その時の変動係

数はスズキの場合が3.2%，アサリの場合が2.7%であっ

た.従って，本法は回収率および分析精度とも良好であ

ると言える.また，無添加時の測定値の変動係数はスズ

キ2.8%，アサリ 2.9%であり，いずれの試料の場合も添

加時と無添加時における分析精度の有意差は認められな

かった. i追って， 1:恭力目した TBTOはマトリックス中に

Table 3. Analytical Results of TBTO in Sea-Bass (ppb) 

Sample No. '84/ Apr. '84/Nov. '85/Jan. 

1 4 8 18 

2 10 8 139 

3 21 21 15 

4 13 24 82 

5 30 49 6 

6 24 54 92 

7 22 61 13 

8 27 61 nd* 

9 18 25 32 

10 34 27 24 

Range 4-34 8-61 nd-139 

Mean 20.3 33.8 42.1 

S.D.* * 9.3 20.6 46.1 

*nd: less than 2ppb 

* *Standard deviation 

Total 

nd-139 

32.4 

29.9 

完全に溶け込み，初めから試料中に存在する TBTOと

一体になっており，添加回収実験の目的が達成されてい

ると考えられる.

2.実際試料の分析

スズキについて得られた結果を Tabl巴 3に示す.今回

分析した30検体のうち百年 1月に採取した 1検体を除

く全検体から TBTOが検出された. '84年 7月， '84年11

月および'85年 1月と平均値は見かけ上高くなったので，

増加傾向が推定されたが，それぞれの平均値に有意差は

認められなかった.なお，全30検体の平均値は32.4ppb，

標準偏差は29.9ppbであった.

次に，アサ?ハこついて得られた結果を Table4に示す.

全15検体中13検体から TBTOが検出された. '84年 5月，

7月および9月における平均値は 9月が最も高くなって

いるが， 5月およぴ7月と比較して有意差は認められな

かった.一方，採取地別の平均値は採取回数が少ないた

めに統計的には結論できないが，金沢八景および富津が

高く，大井がこれに続き，行徳、及ぴ三枚州は低い傾向を

示した.なお，全15検体の平均値は28.3ppb，標準偏差
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Table 4. Analytical Results of TBTO in Short同necked アップおよび溶媒濃縮後 ECD-GCで定量する方法によ

Clam(ppb) り，東京湾で採取したスズキおよびアサリ中の TBTO

Sampling point '84/May July Sept. Total Mean忘D.** を分析した.スズキは平均32.4ppb，標準偏差29.9ppb，

Kanazawa-hakkei 27 28 74 43.0 26.9 

Ohi 22 26 12 20.0 7.2 
Sanmaizu 7 nd* 12 6.3 6.0 
Gyoutoku 12 nd* 14 8.7 7.6 
Futtsu 37 16 138 63.7 65.2 

Mean 21.0 14.0 50.0 28.3 
S.D.** 12.0 13.6 55.9 35.3 

*nd : less than 2ppb 
ホ *Standard deviation 

は35.3ppbであった.

以上，スズキおよびアサリの結果について述べたが，

これらの試料の TBTO汚染は東京湾における漁業の実

態から判断して養殖漁業で使用される漁網防汚剤由来と

は考えにくい. また，これまでに行われた東京湾の汚染

調査によれば，例えば重金属， PCB等による汚染は大

井付近が最も高く，富津付近が最も低いことが定説化し

ておりト10)今回得られた TBTO汚染はこれらの汚染傾

向とは異なるものと考えられる.従って， TBTOによる

東京湾内のスズキおよびアサリの汚染は，漁網防汚斉IJ以

外の TBTOの重要な用途である船底塗料に由来する汚

染であり，船の航行，あるいは船底の補修等に伴う汚染

であることが推測される.

まとめ

試料中の TBTOを塩酸酸性で TBTCに変換してから

溶媒抽出し，次いで、フロリジールカラムによるクリーン

アサリは平均28.3ppb，標準偏差35.3ppbであった.東

京湾内では漁網防汚剤由来の TBTOは考えにくいので，

汚染の原因は船底塗料に由来するものと考えられる. 5 

定点の分析結果から TBTO汚染は富津，金沢八景等湾

の入口部分が高く，大井付近がこれに続き，三枚州，行

徳は低い値であることが推側された.

謝辞 本調査を実施するにあたり御協力頂いた東京都

衛生局環境衛生部食品監視課の各位に深謝いたします.
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東京都における PCB汚染の実態について(第14報)

食品および器具，容器類中の PCB含有量

植田忠彦*，竹内正博*，水石和子*
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Concentrations of Polychlorinated Biphenyl in Foods， Tablewares and 医itchenwares
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kitchenwares，食器 tablewares

はじめに

昭和47年に PCBの製造ならぴに使用が禁止されたが，

食物連鎖等を通じて，今だ汚染は続いている.

著者らは，都民の食生活の安全性を確保することを目

的とし， PCBの暫定規制1)に基づいて，都内に流通する

魚介類を中心に，食品ならびにこれらと接触する器具類

等について， PCBの含有量調査を行うと共に，東京湾

のPCB汚染についても調査を行ってきている 2)

近年，都内に流通する魚介類には圏内出荷魚介類の他

に，市場外流通の輸入魚介をはじめ，市場に入荷する魚

介の中にも外国で捕獲された，いわゆる，外国産魚介が

増加して来ている.本報では昭和59年度中に行った食品，

調理器具および食器中の PCB調査結果について報告す

る.

調査方法

(1) 調査試料昭和59年4月より 60年3月の問に東京都

中央卸売市場で買い上げた市場入荷魚介類69稜， 148検

体，東京湾産スズキ30検体，市場外流通の輸入魚介類13

種， 31検体，水産加工品40検体，食肉 6種30検体，鶏卵

20検体，食用油脂2種， 20検体，ベビーフード20検体，

乳製品 6種， 22検体，育児用粉乳10検体，牛乳20検体，

調理用器具類20検体の合計411検体である.

(2) 定量操作厚生省環境衛生局 PCB分析研究班によ

る統一分析法3)に基づいて行った.

結果および考察

Table 1. は市場入荷魚介類の可食部の PCB含有量

を示す.測定値は少数点以下 3桁目を四捨五入した値で

ある.海水産の国内出荷魚介類中，コノシロの1.25ppm

が最高値であり，次いでスズキ0.27ppm，クロムツ，サ

ワラ0.23ppm，キンメダイの0.21ppmのJII買である.これ

らは他と比較して高い値を示す魚種であるJ特に，コノ

シロの平均値は0.49ppm(n = 6 )であり，他の魚種の

平均値，スズキ0.27ppm (n = 1)，クロムツ0.13ppm

(n=2)，サワラ 0.10ppm (n = 3)，キンメダイ

O.l1ppm (n = 5) と比べても高濃度の汚染が認められ

る.また， O.Olppm以上の PCB検出魚介は海水産圏内

出荷魚介110検体中83検体 (75.5%)であり，平均値は

0.05ppmであった.次に，海水産の外国産魚介24検体

中最高値はニシンの0.14ppmであり，また O.01ppm

以上の検出魚介は10検体 (41.7%)，平均値はO.Olppm

であった.一方，囲内出荷淡水魚は13検体であり，最高

値はコイのO，09ppmであった.外国産魚、のチカ(オン

タリオ湖産)は0.06ppmであり，また， O.Olppm以上

検出魚は 7検体 (50.0%)，平均値は0.02ppmであった.

以上のことから，囲内出荷魚介の PCB汚染は外国産

魚介に比べて高く，また，養殖魚、と考えられる淡水魚の

汚染は比較的低いが，一部のコイに飼料からの食物連鎖

汚染と思われるものが認められた.

今回調査した東京湾産のスズキは体長75.0::t4.4cm，

*東京都立衛生研究所理化学部微一量分析研究科 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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Table 1. Concentrations of PCB in Fishes 

samples 

Marine fish 

Aj i (horse -mackerel， Trachurus trachrus) 

Akaei (Dasyatis 。同ei)

Amadai(bla叫 uillos，Branchios tegidas) 

Agemate-gai (Si即日ωaωlac仰 st昨 ta)

Bora (gray mullet， MI叫gilcePhal叫s)

Buri (yellow tail， Seriola quinqueradiat，品)

Himeji (goatfish， Upeneus be叫sasi)

Hotalu一ika(Watasenia scintillaus) 

Isaki (grunt， Parapristψ棚 atrilineatu刑)

Itoyori (Ne刑制erusvirgatus) 

Iwashi (sardine， Sardinos間 elanos tic ta) 

Kagami -dai (mirror perch， Zenopsis nebulosa) 

Kamasu (barracuda， Sphyraena japonicus) 

Katsuo (bonito， Katsuωonus pelamis) 

Kichiji (Sebastolob附 macrochir)

Kinme-dai (alfoncino， Beryx sPleηdens) 

Kochi (bartail fisthead， Pla砂cePhalusind ic叫s)

Konoshiro (gizzard shad， Cl坤側odontunctat叫s)

Kurogarei (Reinhardtius hippoglossoides) 

Kuromaguro (tuna， Thu閉山 thy抑制s)

Kuromutsu (Sc卿 bゆ sgilberti) 

Madara (codfish， Gadus macrocephalω) 

Mahaze (Acanthogobius flavi間側叫s)

Managatsuo (harvest fish， Pam仰 sargente叫s)

Mebaru (gopher， Sebastes inerumis) 

Men此 e(rockfish， Sebastes matsubarai) 

Nitari -kujira (Balaenoptera edeni) 

Ohyo (halibut， Hippogloss叫sstenoleJね)

Saba (mackerel， P日6仰叫刑0ωtoψ，phrO!仰~s ja，ψto側日化u附s)

Sa制ak叫s鈎叫a討l凶mo叩肌n凡1，0伽n町附t叱仰Cω仰or，仇hy邦刊ch仰u附sk舵制'eteωEり) 

Sanma (mackerel pike， Cololsbis saira) 

Sawara (Scomberomorus niphonius) 

Shiba -ebi (Metapenaeus joyneri) 

Shirauo (wh巾 fish，Salangichthys microdon) 

N range (ppm) average (ppm) 

8 0.00-0.02 

1 

1 

1 

2 0.07-0.17 

4 0.01-0.05 

1 

1 

1 

2 

8 0.02-0.18 

1 

4 0.01-0.08 

4 0.00-0.01 

7 0.00-0.04 

5 0.03-0.21 

1 

6 0.07-1.25 

1 

1 

Z 0.03-0.23 

1 

1 

2 0.00-0.07 

3 0.00-0.01 

2 0.02-0.05 

1 

7 0.01-0.05 

1 

10 0.01-0.02 

3 0.02-0.23 

1 

1 

0.01 

0.02 

0.00 

0.04 

0.12 

0.03 

0.00 

0.02 

0.01 

0.00 

0.07 

0.01 

0.04 

0.01 

0.02 

0.11 

0.05 

0.49 

0.00 

0.01 

0.13 

0.00 

0.08 

0.04 

0.00 

0.04 

0.17 

0.00 

0.02 

0.00 

0.01 

0.10 

0.00 

0.00 
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Suma (little tuna， Euthy抑制saffinis) 1 0.02 

Surume -ika (saguttated calamary， Todarades pacific叫s) 5 0.00-0.01 0.00 

Suzuki (perch， Lataolabrax japonicus) 1 0.27 

Tachiuo (hairtail， Trichiurus lept叫rus) 3 0.01-0.12 0.06 

Tobiuo (flyi昭 fish，Pγognichthys agoo) 3 0.00 

Umeiro (Paracaesio tumid山) l 0.00 

total 110 0.05 

Suzuki (perch， Lataolabrax japonicus) * 30 0.03-1.66 0.49 

Marine fish trawled 

Aji (horse-mackerel， Trach叫rustrachrus) 1 0.00 

Angorarenko-dai (Dentex仰 golensis) 2 0.00-0.02 0.01 

Asahi -dai (Pegell削 bllottii) 1 0.00 

Gin -zame (shark， Chimaera phantasma) 1 0.00 

Hiraaji (king fish， Caranx e仰叫la) 1 0.02 

Hirame (flounder， Paralichthys olivaceus) 1 0.00 

Isaki (grunt， Parapristispoma trilineatu刑) 0.00 

Kinme-dai (alfoncino， Beryx splendens) 0.01 

Kogane-garei (Li刑仰daaspera) 1 0.00 

Matou -dai (black oleo dory) 1 0.02 

Me-dai (bream， HyperoglYPhe antarctica) 0.00 

Minami -ainame 1 0.00 

Mongo -ika (5ψia esc叫lenta) 0.00 

Naga-dai 1 0.02 

New Zealand mutsu 0.01 

Nishin (herring，α坤'eapallasi 1 0.14 

Obiredachi (frostfi札 L刷d脚仰向加) 1 0.00 

Roco-gai (Concholepas peruv 1 0.00 

Saba (atlantic mackerel， Sconber scombrus) 1 0.06 

Silver (silver warehou， Seriolella mac叫lata) 1 0.00 

European -madai (Pagrus pagrus) 3 0.00-0.01 0.00 

total 24 0.00-0.14 0.01 

Limnetic fish 

Ayu (ayu sweetfish， Plecogloss叫saltivelis) 1 0.00 

Bero (elegant sculpin， Bero elegans) 1 0.00 

Iwana (char， Salvelius tluvius) 2 0.00-0.01 0.01 

Koi (carp， Cyprinus car;〆0) 5 0.00-0.09 0.01 

Nijimasu (rainbow trout， Salmo gairdnerii irideus) 2 0.00-0.05 0.01 
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0.06 

0.05 

1 

1 
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Chica(めIpomesusjaponicus) 

Unagi (eel， A時 uillajaponica) 

Yatsumeunagi (Lωnpetra japonica) 0.07 1 

0.02 0.00-0.09 14 total 

N : number of samples 

* collected from the Tokyo -bay 

Table 3. Concentrations of PCB in Dairy Products Table 2. Concentrations of PCB in Marine Products， 

Meats and Others 
range (ppm) average (ppm) 

0.00-0.01 0.00 

0.00-0.09 0.03 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.0。

N 

8

7

2

3

1

1

m

m

 

samples 

Butter 

Chees巴

Powd巴redmilk 

Yoghurt 

Fresh cream 

Ice cream 

Formulated milk 

Milk 

N : number of samples 

average (ppm) 

するならば，本年はやや低い値となっている.

Table 2. に市場外流通輸入魚介類，水産加工品等の

PCB含有量を示した.輸入魚介類は13種31検体であっ

たが，紅ザケの0.22ppmが最高値であり，次いで赤魚、

のO.lOppmであった.冷凍エビ，貝類，キスなどから

はいずれも検出されなかった. また， O.Olppm以上の

検出魚介は 9検体 (29.0%)，平均値は0.02ppmと低い

値であったが，紅ザケなどは国内出荷魚に匹適する値を

示した.

水産加工品40検体中，ボラの卵巣より製造されたカラ

スミより 4.47ppmの高い値が検出された.次いで，ヒ

シコイワシの酢漬(ままかり)の0.33ppmが高く，干

物類はやや高い値を示したが，カニ，貝類の缶詰，練製

品は共に低濃度であった.肉類は牛，豚，鶏について，

各々肉および肝臓各 5検体を調べた結果，牛肉，牛肝臓

各々 3検体より，いずれも O.Olppmを検出した.これ

は豚肉の0.03ppmおよびO.Olppmの 2検体，鶏肉の

O.Olppm 1検体と比較して，牛からの検出率が高いこ

とを示している.鶏卵からは0.02ppmおよびO.Olppm

のものが各 1検体認められた.精製食用油脂(ラード)

および生豚脂からは検出されなかったが，生牛脂より

O.Olppmが検出された.

ベビーフードは肉あるいは野菜と混合したピン詰15検

体および肉あるいは，魚と野菜を混合し，乾燥，頼粒状

としたもの 5検体の合計20検体について調べたが，いず

0.01 

0.00 

0.01 

0.01 

0.00 

0.0。

体重3.6土0.4kgのもの 30検体であった.最高値は

1. 66ppmであり，平均値は0.49ppmであった.本年の

国内出荷魚スズキが 1検体と少ないため十分な比較はで

きないが，前年度の値(囲内出荷魚スズキ平均0.17ppm，

n =4，東京湾産スズ、キ平均0.71ppm，n =60) と比較

ハU

ハU

ハU
η
L
n
h
u
n
L
n
J
n
u
n
u
n
L

ハU

q

J

n
U

ハU

A

U

1
ム
ハ
U
A
U
A
U
A
U

ハU
A
U

ハU

1

4

n
U
ハ
U
A
U
A
U
A
U
ハ
U
n
u
n
U
A
U
A
U
A
U
n
U

0.00 

0.00 

0.0。

range(ppm) 

0.00-0.01 

0.02-0.22 

0.02-0.10 

0.00 

0.01 

0.01-0.02 

0.00-4.47 

0.00-0.03 

0.00-0.01 

0.00-0.02 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

N 

8

4

4

2

2

1

1

3

1

2

3

却

F
h
d
p
h
d
p
h
u
p
h
d
F「
υ

F「
υ

18 

2 

ハU
n
u
n
U

2

2

2

 

samples 

Imported fish 

shrimp 

cattle fish 

shell fish 

red-salmon 

pacific ocean perch 

silver codfish 

butter fish 

sillago 

whitebait 

conger eel 

others 

Processed marine 

product 

Meat 

pork 

pig liver 

beef 

cow liver 

chicken 

chicken liver 

Edible fat 

lard 

tallow 

Egg 

hen 

Infant food 

Tableware and 

kitchenware 

N : number of sampl巴S
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れからも検出されなかった.また，調理用具および合成

樹脂製の食品用容器など20検体について調べたが，全て

検出されなかった.

乳および乳製品の調査結果を Table3. に示した.ナ

チュラルチーズから0.09ppmおよぴ0.08ppmのものが

各 l検体検出された.また， O.Olppm以上が検出され

たものはチーズ 7検体中 4検体 (57.1%) で，平均値は

0.03ppmと比較的高い値であった.

他に，バター 8検体中 2検体および生クリーム 1検体

より各々O.Olppmを検出した.

育児用粉乳10検体および牛乳20検体からはいずれも検

出されなかった.

まとめ

昭和59年度中に東京都において入手した，魚介類，水

産加工品，食肉，鶏卵，食用油脂，ベビーフード，調理

用具類および乳製品について， PCBの含有量調査を

行った.結果は，いずれからも暫定基準値を越えるもの

は5Eめられなかった.

謝辞本調査にご協力いただいた東京都衛生局食品

監視課の方々に深謝いたします.

文献

1 )昭和47年 8月24日付環食第442号厚生省環境衛生局

長通知「食品中に残留する PCBの規制について」

2)岸本清子，竹内正博，風間成孔:東京衛研年報，

35，175-178，1984 

3)厚生省環境衛生局 PCB分析研究班:分析方法に関

する研究 (1972年 1月)
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化学物質友び自然毒による食中毒事件例(第3報)

一昭和60年一

真木俊夫へ観 公子へ永山敏庚*，

飯田 真 美へ二島太一郎*

Outbreaks of Food Poisoning of Chemical and 

Naturally Occurring Toxicants in Tokyo (III) (1985) 

TOSHIO MAKI *， KIMIKO KAN *， TOSHIHRO N AG A Y AMA * ， 

MAMI IIDA *， and T AICHIRO NISHIMA * 

Keywords:化学性食中毒 chemicalfood poisoning，ヒスタミン histamine，おにぎり ricebalt，ピベリデン

biperiden，プロメタジン promethazine，レボメプロマジン levomepromazine，ホウレン草 spinach，灯油

kerosene，ウーロン茶 oolongtea，タンニン鉄 tanninblack 

現在，人類が手にし得る化学物質は約600万種類とい

われ，このうち中毒を起こす可能性のあるものは約 6万

と言われている 1) この膨大な数の化合物の中から原因

物質 1種を探し出すことは，現代の科学技術を駆使しで

も時には不可能に近いこともある. しかし，今日の食生

活においてわれわれはこれまで以上に化学物質を食物か

ら摂取する機会が多くなっていると言われ，毎年繰り返

し発生している食中毒の原因物質は，この約 6万種類の

化合物のうちの僅かな化合物と予想されるが，中毒の発

生状況を調べてみると複雑多様化の傾向にある.すなわ

ち，食品中の天然成分2，3)や常在成分の化学変化4)等が

原因で食中毒が発生している.

著者らは前報5，6)において，都内で起きた食中毒事例

を報告してきた.今回は昭和60年の化学性食中毒事例の

うち主なものを報告する.

1.オキサワラ様切り身による食中毒

①事件の概要 昭和60年7月某会社社員及ぴアルバイ

ト職員26名がオキサワラ様のショウガ焼きと称する定食

を喫食したところ，そのうち20名位が発症した.医師に

より食中毒と診断された.

②食中毒の症状喫食後30分から 1時間にかけて20名

が発疹，顔面紅潮，口のまわりのシピレ，血圧上昇，吐

気及び恒吐を呈し，ヒスタミン様症状を呈した.

③試料飲食庖に残っていた残品と同一ロットのオキ

サワラ様切り身 l検体が搬入された.

④原因物質の検索 中毒症状はヒスタミン様と疑われ

たのでヒスタミン及ぴ不揮発性アミン(カダペリン，チ

ラミン，スペルミジン及ぴプトレシン)について薄層ク

ロマトグラフィー及ぴ液体クロマトグラフィー法を用い

て分析を行った.その結果，ヒスタミン210mg%，カダ

ペリン33mg%を検出した.

⑤考察一般にヒスタミンは100mg%以上存在すれば

中毒症状が起きると言われているが，今回はそれをはる

かに上回る量であった.特にカダペリンやアグマチンの

存在はヒスタミン作用を相対的に増強させると言われて

いる.従ってヒスタミン量の少ない場合でも食中毒を起

こすことが予想される7) 今回の試料は，すでにやや腐

敗臭を認め，ヒスタミンのみならずカダペリンの生成が

認められ，オキサワラ様切り身の鮮度が極めて悪かった

事が判明した. しかし，その後の調査で，この販売仕入

先は市場からシイラを仕入れ，飲食店にオキサワラと間

違えて販売をしたらしい.飲食庖での保存法に問題が

あってヒスタミン中毒を起こした一例と考えられる.

2.おにぎりによる有症苦情

①事件の概要 昭和60年10月午前 9時30分頃女性 1名

が都内の勤務先で自家製のシャケ入りおにぎりを喫食し，

20分後に植気，脱力感，言語障害等の症状を呈し救急車

で病院に運ばれた.担当医師から食中毒の疑いとして保

*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， Hyakunin-cho 3-chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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健所に届けられた.

②食中毒の症状届出された患者は 1名だが他県に同

居している母親もシャケ入りおにぎりを喫食して同様の

症状を呈していた.喫食後20から30分で悪心，倦怠感，

脱力感，舌の麻痔，運動及ぴ言語障害等を呈した.

③試料 シャケ入りおにぎりは患者が弁当に持参した

2個のうちの 1個がそのまま残っていたもので，おにぎ

りには小さなノリが巻いてあった.

④原因物質の検索患者が中毒症状を呈し始めた直後

に，おにぎりは少し苦く，化粧品の様な臭と味があった

と訴えた.そこで農薬の混入を疑い残留農薬分析法に従

い有機リン系，イオウ系及びカーバイト系農薬について

分析を行った. FID， FPD及ぴ FTD検出器付ガスクロ

マトグラフィー(以下 GCと略す)で 3本のピークが得

られたものの数十種類の既知農薬に相当するものはな

かった.

この事件は患者が母親と同居している他県にまたがっ

ているため，極めて限られた情報しか得られなかった.

その後患者の住む家庭内で，その事件の前日の夜に殺虫

剤を使用したという情報が得られたので，その成分に従

いピレスロイド系農薬についても同時に分析を試みたが

検出するにいたらなかった.そこでこの GCで得られた

ピークを指標にして動物試験を併用することにした.ま

ず試料を酢酸エチルで抽出した後，マウスに腹腔内控与

したところ， 15分程から動作が鈍く行動範囲が狭くなっ

ていった.さらに前後脚で身体を支えることが出来ず，

腹を床にべったり着け，物音や刺激に反応を示さなく

なっていった.ヒゲのみを動かし，いかにも脱力及び倦

怠に落ち入っている様子でヒトによる中毒症状に酷似し

ていた.マウスのこの状態は数時間持続したが死亡する

ことはなかった.又，この症状はおにぎりの外側でも真

中からでも観察された.ノリは僅かながら認められたが，

シャケからの毒性は観察されなかった.従って米飯の時

点で何らかの化合物が混入したものと推定した. しかし，

マウスが死亡しなかったのは，農薬や毒物でなく鎮静薬

の様な薬物混入ではないかと疑い，カラムクロマトを用

いて分画，精製を試みた.まず試料を酢酸エチルで抽出

した後，半分をシリカゲルカラムに負荷し，ベンゼン:

アセトン (1 : 1)混合溶液で分画③が溶出し始め，ア

セトンで大部分の分画③を溶出させた.この使用済みの

シリカゲルをアセトンで撹祥抽出し，分画②を得た.一

方，残りの半分をフロリジルカラムに負荷し， 5 %アセ

トン・ヘキサン混合溶液で分画①を得た.それぞれの分

画について動物試験を試みたところ，分画前の動物試験

3 

2 
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Fig. 1. Chromatogram of extract of rice ball (unigiri) 

Column : 3 % UV -172m， column temp. 240
0

， N2 

50ml/min 
1. biperiden 2. promethazine 

3. levomepromazine 

の結果とよく一致することが判明した.おにぎりから抽

出した時のガスクロマトグラムを Fig.1. に示した.

ピーク①，②及ぴ③の精製画分について GC-MS及ぴ

FT-GC-IRで測定し，ピーク①はピベリデン，②はプ

ロメタジン，③はレボメプロマジンと推定し，それぞれ

の標品と一致し，確認，同定した.又，標品の動物試験

ともよく一致した.これらはいづれもうつ病薬として使

われるもので GCから定量したところ①は50ppm，②は

240ppm③は1，000ppm含有していることが判明した.

⑤考察 本事例は自家製のシャケ入りおにぎりに混入

したうつ病薬が原因であった.このおにぎりは，患者が

母親と同居している他県の家で朝作られたもので，都内

の勤務先でおにぎりを喫食して食中毒を呈したという複

雑なケースである.最初は勤務先で朝食が取れるという

状況が不可思議で，お茶とかコーヒ一等の飲料水に毒物

の混入があったのではないかと疑った.又，先の理由か

ら情報は極めて限られた範囲内で結論を出すまでにはか

なり難航した.幸い， FID， FPD及ぴFTD検出器付 GC

で得られたピークがそれぞれ動物試験で異常を示したこ

と， GC-MS， FT-GC一IRの検索から確率の高い情報

が得られ，原因物質を明らかにすることができた. しか
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し，何故，いつ，どこで，この種の医薬品がおにぎりに

混入したかは全く不明である.

3.ホウレン草の石油臭苦情

①事件の概要 昭和60年12月学校給食に用いられたホ

ウレン草とそのホウレン草を用いて調理したソティーか

ら石油臭を認める苦情がほぼ同時に 2校から寄せられた.

②試料 石油臭が認められたホウレン草，その根及ぴ

ホウレン草のソティーである.

③原因物質の検索試料はいずれもビニール袋に入れ

られて搬入され，複数のヒトで臭いをかいでみたところ，

ホウレン草にはかなり強い石油臭が認められた. しかし，

ソティーは調理に用いられた醤油，食用油等で石油臭が

消されて認めるまでにはいたらなかった.そこで試料を

nーヘキサンで抽出脱水後，クーデルナー・ダーニッ

シュ器を用いて緩和な条件で溶媒を一定量まで留去し，

FID付 GCによるパターン分析を試みた.苦情品，市販

のホウレン草及ぴ溶媒濃縮液から得られたガスクロマト

グラムのパターンを種々比較検討したところ，苦情品の

みに異なるパターンが得られ市販の灯油を標準品とした

パターンとよく一致することが判明した.

④考察 学校給食用に仕入れたホウレン草であったた

め，一般から同様の苦情はなかった.運搬には小型ト

ラックが使われたのでその周辺の調査が進められたが，

灯油類に汚染される状況は見い出せなかった. しかし，

幸運にも調査はこのホウレン草の生産した農家までさか

のぼることができた.このホウレン草はビニールハウス

内で栽培され，冬の時期であることから石油ストーブで

暖房していることが判明した.従ってピニールハウス内

で，灯油を継ぎ足す時等の取扱い不注意でホウレン草に

汚染したことが推察された.

4. ウーロン茶の黒変色有症苦情

①事件の概要 昭和60年3月女性 1名が昼食用の弁当

とウーロン茶(冷ショーケース内に陳列)を購入し，昼

食をとりながらウーロン茶を一気に半分飲んで缶を置い

たところ，蓋の周辺に残ったウーロン茶が黒変している

のに気づいた.残りの半分をコップにあけて見たところ

黒色に近い液であった.

②食中毒の症状 食後15分程で胃があっくなり気持ち

が悪くなった.自ら水を飲んで、眠吐を 2-3回繰り返し

た.

③試料残品と同製品ー缶が送付された.

④原因物質の検索残品は黒に近い溶液であった.

pHは6.3で，参考品は6.1と大差なかった.恐らしこ

の溶液の色はウーロン茶由来のタンニンと容器由来の鉄

が反応してタンニン鉄が生成したものと推定した.そこ

でこの試料につき oーフェナントロリンによる比色法で

鉄の定量を行ったところ40ppm含有していた.参考品

は0.2ppmで， 200倍程度の違いがあった.さらにこの

缶詰の内装については，保健所からメーカ側への原因調

査依頼でコーテイングミスであることが判明した.

⑤考察 鉄の含有量にかなりの差が認められたのは容

器由来と推定した.通常，この種の缶の内側はコーテイ

ングが確実になされているが，参考品の缶と比較すると

巻き締部分が多少異なる様に見られた.鉄の含有量から

も電子顕微鏡調査からも推定した通りコーテイングミス

であった.この部分から少量づっ鉄が溶出しタンニンと

反応したものと思われる.事故品のロット番号から製造

工場の其の時の状況を調査したところ，停電と恩われる

アクシデントが発生していた.そのため，コーティング

ミスが生じたものと推定した.今回，得られた40ppm

の鉄から生成したタンニン鉄では，本中毒症状を起こさ

ないと思われ，ウーロン茶が黒色を呈していた等外観の

異常によると思われる.

本報告では昭和60年に起きた化学性食中毒事例のうち

1 .ヒスタミン中毒 2.おにぎり有症苦情 3.ホウレ

ン草石油臭有症苦情 4.ウーロン茶有症苦情の 4件を

取り上げた.これらの調査は衛生局環境衛生部食品衛生

課，各関連の保健所と協力して実施したものである.

謝辞貴重な医薬品の標品を提供していただきまし

た塩野義製薬側並びに吉富製薬(械に深謝いたします.
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緑茶，ウー口ン茶およびコーヒ一浸出液中の元素量

観 公子へ真木俊夫へ永山敏庚*

飯田真美へ二島太一郎*

Contents of Trace Element in Green Tea， Oolong Tea and Coffee 

KIMIKO KAN*， TOSHIO MAKI*， TOSHIHIRO NAGAYAMA*， 

MAMI IIDA本 andT AICHIRO NISHIMA * 

Keywords:緑茶 greentea，ウーロン茶 oolongtea，コーヒー coffe巴，微量元素 trace巴lement，フレームレス原

子 吸 光 法 flamelessatomic absorption spectrophotometry，直接定量 directdetermination，必須元素 essential

elements，欠乏症 deficiencydisease，浸出率 exudateratio 

緒
士

日

近年，生体内での微量元素の生理作用が数多く研究さ

れてきて，栄養学的にいままで必須とみられてきた鉄や

銅はもとより，かつては有毒金属とされていた鉛，ヒ素

およびクロムのほかマンガン，亜鉛，コバルト，ニッケ

ルも必須栄養成分であることが解明されて，微量元素に

高い関心が集まっている.

これら微量元素の人における欠乏症例を挙げると鉄欠

乏症は貧血，クロム欠乏症は糖尿病，高脂血症，亜鉛欠

乏症は皮膚異常，腸炎症状，小人症，銅欠乏症は貧血，

毛髪異常，白血球減少，未熟児，コバルト欠乏症は食欲

滅退，悪性貧血，マンガン欠乏症は成長障害，神経異常

があり，他の微量元素についてもビタミンや体内の酵素

又はホルモン等にかかわっていて，これらが欠乏するこ

とにより，生命維持発育等に障害を起こすと言われてい

る1ー 7) これらの理由などから正常な人が代謝機能を営

むために必須な元素は現在16種類(フッ素，ケイ素，パ

ナジウム，クロム，マンガン， ~失，コノ{)レト，ニッケル，

銅，亜鉛，ヒ素，セレン，モリブデン，スズ，ヨウ素，

鉛)であることが明らかにされてきた8)

しかし，最近は食生活の中に精製された加工食品が多

種利用され，鉄，銅，マンガン等のミネラル摂取量が減

少し， ミネラル不足におちいるのではないかと懸念され

はじめている.そこで著者等は日常広く飲用されている

緑茶，ウーロン茶およびコーヒーを通常の飲用状態で浸

出しその浸出液についてマンガン，鉄，銅，亜鉛，ニッ

ケル，コバルト，クロム，鉛，ヒ素，水銀，カドミウム

および臭素の12元素の含有量を測定し，さらに浸出を数

回繰り返したときの各元素の浸出度等を検討し，これが

人のミネル源になるかどうかを考察した.

実 験 方 法

1.試料

ウ←ロン茶は中国および台湾産のもので花茶も含めた

半発酵茶9検体，緑茶は福岡，静岡，宇治および狭山地

方で栽培加工されたもので煎茶，玉露およびほうじ茶を

含み12検体，コーヒーはメキシコ，ジャマイカ，ブラジ

ル，コロンピア，タンザニア，エチオピア，コートジボ

アール，カメルーンおよびハワイ産の熔妙豆各 1種ずつ

9検体，合計30検体を試料とした.

2.試薬

金属標準溶液:各金属標準溶液は和光純薬製の原子吸

光分析用標準液1，000ppmを用い適宜希釈して使用した.

臭素イオン標準溶液:臭化カリウム(試薬特級，和光

純製薬) 0.149gを精秤して水にとかし，100mlとした

後臭素イオンとして100ppmの溶液に希釈して使用した.

その他の試薬は精密分析用を用い，水は再蒸留水を用

いた.

3.機械友ぴ器具

原子吸光光度計:Varian製， AA -975series GT A -

95graphite atmizer 

水銀分析計:島津製作所製，島津 UV-201

凍結真空乾燥機:Vir Tis社製， Uni Top 600SL 

*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 H巴alth

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， lokyo， 160 Japan 
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分解瓶:ガスクロ工業(掬製， Tuf一TainerVials 

4.試験溶液の調製

1 )緑茶およびウーロン茶:試料 5gをビーカーに秤

取し，熱i易 (950
) 300mlを加え，日寺々撹J宇しながら 5

分間経過後，東洋ろ紙No目 5Cのろ紙でろ過し，ろ液は

1回目の浸出液とした.残盗にはさらに300mlの熱湯を

加え，同様操作を 2回繰り返し，ろ液を 2回目および3

回目の浸出液とした.各々の浸出液を試験溶液とした.

又，残j査は乾式分解後0.5%硝酸溶液10.0mlに溶かし試

験i容液とした.

2 )コーヒー:コーヒー豆挽器で普通挽した試料lOg

をピーカーに秤取し，熱湯 (950

) 180mlを加え，時々

撹狩しながら 5分間経過後，東洋ろ紙No.5 Cのろ紙で

ろ過し，ろ液は 1回目の浸出液とした.残透にはさらに

180mlの熱湯を加え，同様操作を 2回繰り返し，ろ液を

2回目および3回目の浸出液とした.各々の浸出液を試

験溶液とした.又，残i査は乾式分解後0.5%の硝酸溶液

10.0mlにi容かし試験j容液とした.

5.分析方法

1 )マンガン，鉄，銅，ニッケル，クロム，コバルト

カドミウムおよび鉛:試験溶液をそのまま，又濃度の高

いものについては0.5%の硝酸溶液で適宜希釈後，フ

レームレス原子吸光法により分析した.

2 )亜鉛:試験溶液をそのまま，又濃度の高いものに

ついては適宜0.5%の硝酸溶液で、希釈し，そのままフ

レーム原子吸光法により分析した.

3) ヒ素:緑茶およびウーロン茶の試験溶液は60ml，

コーヒーの試験溶液は18mlを各々分取し，湿式分解を

行い分解液は 7Nの塩酸溶液になるようにして10mlと

し，さらにそのうちの 1mlを分取して 7N塩酸溶液で

8mlとした後，還元気化原子吸光法により分析した.

4 )水銀:試験溶液20mlを分解瓶に分取し，凍結乾

燥後，残i査に硫酸 1滴と硝酸 1mlを加え密栓して， 110 

~1200で 2 時間加熱分解した9) 分解後20%硫酸で10ml

とし，そのうちの 5ml又は全量を分取し，田村らの方

法に従い，ヘッドスペース法により水銀測定器で、分析し

fこ10)

5 )臭素:緑茶，ウーロン茶の試験溶液は 100ml，

コーヒーの試験溶液は90mlを分取し，モノエタノール

アミン・アルカリ溶液を加え濃縮乾国後，乾式分解した.

分解物は水を加えよく溶かし20mlとした.このうちの

10ml又は全量を分取し，検知管法により分析した11)

結果と考察

1.ウーロン茶，緑茶およびコーヒー浸出液中の元素量

晴好飲料として飲用率の高い緑茶，さらにコーヒーお

よびウーロン茶について，試験溶液の調製で述べた様な

ほぼ通常飲用する条件で浸出した. 1回目の浸出液につ

いて， 12元素の含有量を測定し，その結果を表 1に示し

た.

必須元素については元素の種類の分布状況をみると，

ウーロン茶ではマンガンが最も多く次いで鉄，亜鉛，

ニッケル，銅，クロムの順に，緑茶ではマンガン，亜鉛，

ニッケル，鉄，銅，クロム，コバルトのjll買に，コーヒー

ではマンガン，鉄，亜鉛，銅，ニッケル，ヒ素，クロム，

コバルトの順に多く含有されていた.次に個々の元素に

ついて比較してみた.

マンガンは茶類に最も多く含有されていたが，これは

ツバキ科植物の特徴であることがすでに知られてい

る12) 特にマンガンを最も多く含有していたのは宇治

の玉露茶の5，600ppbで，次に福岡八女および静岡の玉

露茶の4，400ppbであった.マンガンは茶樹の葉位にお

ける上位葉より下位葉に多く含まれており，下位葉で加

工された下級茶程多くマンガンが浸出されるという報

告13ー 16)もある. しかし，高級茶の玉露茶から多くのマ

ンガンが検出されたことは，他の茶に比べて玉露茶中の

マンガ、ンの浸出性が高い性質によるのか，又は玉露の栽

培方法からくる種特異性によるのかとも思われる.又

ウーロン茶No.3の砕茶のマンガンが他の茶類に比較し

て少ない事は茶葉を半発酵した後，固めた特殊製法17)

のため，浸出液中に出にくいからと思われる.一方，

コーヒー中のマンガンは400~1， 900ppbで，ウーロン茶

および緑茶より低い傾向にあった.

鉄の含有量はウーロン茶が92~190ppb (平均131ppb)， 

緑茶が62~ 140ppb (平均 101ppb)，コーヒーが80~

200ppb (平均152ppb) とウーロン茶，緑茶およびコー

ヒーではほぼ同じような値であった.

亜鉛の含有量は緑茶に多く最高は300ppbの福岡八女

の玉露茶であった.又，ウーロン茶およびコーヒーはほ

ぼ同じような値であった.

ニッケルは緑茶に多いのが特徴的で，特に静岡産のも

のに多く含まれ，最高360ppbで，コーヒーおよびウー

ロン茶では緑茶に比べて含有量は少なかった.最低は台

湾産のウーロン茶鉄観音lOppbであった.

銅はウーロン茶の花茶に特徴的に多く， 68~110ppb 

であった.コーヒーにも他のウーロン茶および緑茶に比

べ比較的多く含有されていた.花茶に銅の含有量が多
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コーヒー浸出液中の元素量表1.ウーロン茶，緑茶，
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産の36ppbであった.ウーロン茶およぴ緑茶では全て検

出限界以下であった.

元素の取り込みは植物により片寄りがあることは知ら

れているが，産地別に元素含量の片寄りが認められたこ

とは，土質，肥料，土壊改良剤，散布農薬等に大きく影

響されているものと思われる 18)

以上，微量元素の含有量について述べてきたが，必須

微量元素の推定必要量はマンガン 2mg/day，鉄10mg/

day，鉛10mg/day，銅 2mg/day，クロムO.05mg/ day， 

ニッケルO.lmg/dayを参考値引とし，これらをウーロ

かったことは，後でも述べるように，花の成分中にi容出

銅が多く含有されていたためと考える.

クロムは全般に含有量が少なく緑茶は 2ppb以下，

ウーロン茶およぴコーヒーでは 1-4 ppbであった.

コバルトはウーロン茶，緑茶からはほとんど検出され

ず，僅かにコーヒーに 2-3 ppb含有するものがあり，

全般的に含有量の低い元素であった.

鉛はウーロン茶，緑茶およびコーヒーでは全て検出限

界以下であった.

ヒ素はコーヒーに比較的多く含有され，最高がハワイ
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ン茶，緑茶およびコーヒー飲料からだけ摂取するとして

計算してみると，おおよそマンガンは 11，鉄は1001，

亜鉛は501，ニッケルは緑茶で 11，ウーロン茶，コー

ヒーでは101，銅は101，クロムは201以上摂取しなけれ

ばならないこととなる.一方，人間は食生活において微

量元素，鉄，亜鉛，マンガン，銅，クロム，ニッケル鉛

などを穀物類，野菜，魚介類等から日常多量に摂取して

いるが通常の食生活のなかで，今回の調査より茶類，

コーヒーの飲料は，マンガンを初め数種の元素の補給源

としての寄与は，小さいことが認められた.

その他の元素については，水銀は全て検出限界以下，

カドミウムはコーヒー 4検体に 1ppb含有されるものが

あったが問題はないとおもわれる.臭素は福岡八女茶 3

件と宇治玉露茶 1件に0.1-0.2ppm含有されていたが，

これは緑茶栽培中の土壌燥蒸等に由来したものと考える.

又コーヒーに0.2-2.8ppm含有していたがこれは輸入

又は貯蔵時の燥蒸剤由来によるものと考える. しかし，

これら臭素の値は ADI50mg/50kg/ dayを下回ってい

る.ちなみに最高に含有されていた2.8ppmのコーヒー

では，約100杯 (181)飲むと ADIの値とほぽ同じ値に

なり，人の健康に影響を及ぽす量ではないとおもわれる.

2.ウーロン茶，緑茶およびコーヒーの浸出回数による

元素量と浸出率

次にこれらの晴好飲料は通常 2-3回は煎出させて飲

用されるので，浸出を 3回行い，各浸出液中の微量元素

含有量について検討した.検体は新たにウーロン茶，緑

茶およびコーヒーから各々 3種類選ぴ，浸出試験を行い

比較的多く含有されていたマンガン，亜鉛，銅，鉄，ク

ロムについて検討した.含有イ直は浸出液中の含有量を茶

葉およびコーヒー立 1gあたりに換算し，総量から各浸

出液中の浸出率およぴ残溢中の残存率を求めたので各元

素別に報告する.

1 )マンガン

ウーロン茶，緑茶およびコーヒーの浸出回数によるマ

ンガン量と浸出率の結果を表2に示した.

1回目の浸出ではウーロン茶及ぴ緑茶は26-40%，

コーヒーは40-44%の浸出率であった.茶類とコーヒー

ではやや浸出率に差が見られるが，これはコーヒーの試

料が粉砕されており表面積が多く，抽出されやすい形状

のためとも思われる.総量からみると 2回目の浸出率は

7 -17%， 3回目の浸出率は 2-8%で当然のことなが

ら浸出率は底下してきたが3回目の浸出でも，まだ含有

されていた.なお残造中の残存率は37-57%であった.

全体的に約半分のマンガンが浸出されることがわかった.

2) gJ!鉛

ウーロン茶，緑茶およびコーヒーの浸出回数によるE

鉛量と浸出率の結果を表 3に示した.

l回目の浸出ではウーロン茶で15-37%，緑茶で45-

46%コーヒーで24-43%であった. 3回目の浸出で亜鉛

はほとんど浸出しなくなり残溢中の残存率は平均約50%

表 2. ウーロン茶，緑茶，コーヒーの浸出回数によるマンガン量と浸出率

1回目 2回目 3回目
残澄*残存率 総量*

No 口口口 名 浸出量* 浸出率 浸出量* 浸出率 浸出量安不 浸出率

(μg/g) (%) (μ;;;J (%) (μ;;;J (%) (μg/g) (%) (μg/g) 

1 ウーロン茶 167 26 108 17 53 8 310 49 638 

5 ウーロン茶 161 40 61 15 28 7 149 38 399 

7 ウーロン茶(花) 193 36 66 12 17 3 269 49 545 

10 緑茶 223 39 48 8 11 2 289 51 571 

13 緑茶 197 36 46 9 11 2 290 53 544 

17 緑茶 203 34 42 7 12 2 340 57 597 

24 コーヒー 27 44 5 8 2 3 28 45 62 

26 コーヒー 10 40 3 12 2 8 10 40 25 

29 コーヒー 25 43 9 15 3 5 22 37 59 

*試料 1gに換算した値である.
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表 3. ウーロン茶，緑茶，コーヒーの浸出回数による亜鉛量と浸出率

1回目 2回目 3回目
残 i査*残存率 総量*

No. ロロ口 名 浸出量* 浸出率 浸出量堂* 浸出率 浸出量*不 浸出率

(μg/g) (%) (μ;;;) (%) (μ;M (%) (μg/g) (%) (μg/g) 

1 ウーロン茶 7.1 25 3.5 12 1.7 6 16 57 28.3 

5 ウーロン茶 3.3 15 1.5 7 0.4 2 17 76 22.2 

7 ウーロン茶(花) 12.7 37 4.3 13 1.0 3 16 47 34.0 

10 緑茶 15 45 3.3 10 <0.4 <1 15 45 33.7 

13 緑茶 12.7 45 3.2 11 <0.4 1 12 43 28.3 

17 緑茶 13.9 46 3.5 12 0.7 2 12 40 30.1 

24 コーヒー 1.4 24 0.2 3 <0.1 2 4.2 71 5.9 

26 コーヒー 2.9 43 0.7 10 <0.1 1 3.1 46 6.8 

29 コーヒー 3.5 41 0.9 10 <0.1 1 4.1 48 8.6 

* 試 料 19に換算した値である.

表 4. ウーロン茶，緑茶，コーヒーの浸出回数による銅量と浸出率

1回目 2回目 3回目
残溢*残存率 総 量*

No. 口口口 名 浸出量* 浸出率 浸出量来* 浸出率 浸出量* 浸出率

(μg/g) (%) (μg/g) (%) (μg/g) (%) (μg/g) (%) (μg/g) 

1 ウーロン茶 0.52 3 0.31 2 0.12 <1 18.4 95 19.35 

5 ウーロン茶 1.20 11 0.40 4 0.11 1 9.2 84 10.91 

7 ウーロン茶(花) 6.54 43 2.10 14 0.46 3 6.2 41 15.27 

10 緑茶 1.88 19 1.20 12 0.10 1 6.6 68 9.78 

13 緑茶 1.88 23 0.52 6 0.08 1 5.8 70 8.28 

17 緑茶 1.88 21 0.52 6 0.17 2 6.3 71 8.87 

24 コーヒー 0.88 6 0.27 2 0.04 <1 14.4 92 15.59 

26 コーヒー 1.28 15 0.35 4 0.08 1 6.8 80 8.51 

29 コーヒー 1.06 14 0.29 4 0.05 6.0 81 7.40 

*試料 19に換算した値である.

であった. と考える.

3 )銅 他のウーロン茶，緑茶およびコーヒーでは銅の浸出率

ウーロン茶，緑茶およぴコーヒーの浸出回数による銅 は1回目の浸出で 3-23%と悪く，又 3回目の浸出では

量と浸出率の結果を表4に示した. ほとんどなく，残注中の残存率は68-95%で銅はほとん

花を含有しているウーロン茶からの銅の浸出が 1回目 ど浸出されてこない.一方，花に含まれている銅は茶葉

の浸出率43%と他の飲料に比べ顕著に多い.残存率も少 中等の銅と結合状態が違い溶出しやすい形で存在してい

なく，花茶においては花部からの銅の溶出が容易である るものと考える.いずれにしても花茶を除いて最も浸出
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表 5. ウーロン茶，緑茶，コーヒーの浸出回数による鉄量と浸出率

1回目 2回目 3回目
残溢*残存率 総量*

No. 口口口 名 浸出量* 浸出率 浸出量*全浸出率 浸出量生* 浸出率

(μg/g) (%) (μ;M (%) (μ;;~ (%) (μg/g) (%) (μg/g) 

1 ウーロン茶 7.5 9 6.6 8 5.4 6 65.0 77 84.5 

5 ウーロン茶 6.3 15 4.5 10 1.8 4 31.0 71 43.6 

7 ウーロン茶(花) 6.6 9 4.8 7 2.7 4 57.0 80 71.1 

10 緑茶 6.3 12 3.3 6 0.9 2 44.0 81 54.5 

13 緑茶 5.1 14 2.7 7 0.9 3 28.0 76 36.7 

17 緑茶 5.1 18 2.1 8 1.2 4 19.6 70 28.0 

24 コーヒー 1.58 11 0.22 2 0.06 <1 12.0 87 13.86 

26 コーヒー 0.65 5 0.11 1 0.05 <1 12.2 94 13.01 

29 コーヒー 1.06 8 0.14 1 0.05 <1 11.6 90 12.85 

*試料 19に換算した値である.

表 6. ウーロン茶，緑茶，コーヒーの浸出回数によるクロム量と浸出率

l回目 2回目 3回目
残澄*残存率 総量 *

No. 日回日 名 浸出量* 浸出率 浸出量* 浸出率 浸出量史* 浸出率

(μg/g) (%) (μ;M (%) (μ;;~ (%) (μg/g) (%) (μg/g) 

1 ウーロン茶 75 9 53 6 29 4 680 81 837 

5 ウーロン茶 82 22 29 8 12 3 255 67 378 

7 ウーロン茶(花) 106 26 55 14 34 8 209 52 404 

10 緑茶 50 24 17 8 7 3 136 65 210 

13 緑茶 20 15 14 11 5 4 90 70 129 

17 緑茶 24 23 10 9 9 8 65 60 108 

24 コーヒー 36 39 9 10 6 6 42 45 93 

26 コーヒー 24 35 4 6 2 3 38 56 68 

29 コーヒー 22 37 6 10 1 2 30 51 59 

* 試 料 19に換算した値である.

率の低い元素であった. 5 )クロム

4 )鉄 ウーロン茶，緑茶およびコーヒーの浸出回数によるク

ウーロン茶，緑茶および、コーヒーの浸出回数による鉄 ロム量と浸出率の結果を表6に示した.

量と浸出率の結果を表 5に示した. 残存率は約60%前後で，やや浸出の悪い元素であるが

鉄の残盗中の残存率は70-94%であり，銅と同様，浸 3回目の浸出液までi容出されていた.クロムは徐々にi容

出率が大変悪い.この原因は恐らく，天然成分と強固に 出されてくる傾向であった.

結合しているためと考える. 以上の結果からまとめてみると，ウーロン茶，緑茶お
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よぴコーヒーからの各元素の溶出は全ての元素について

半分又は半分以下の量しか浸出されず，亜鉛，鉛，鉄お

よび銅の様に 1回目の浸出でほとんど浸出してしまうも

の，あるいはクロムやマンガンの様に後の浸出でも比較

的浸出されてくるものの 2タイプがあった.

植物の表面組織の成分と結合している元素は比較的初

回に浸出されるだろうし，中心の組織成分と結合してい

る元素は浸出されにくいと推定される.又，鉄の様に不

溶成分と結合しているものは浸出されないし，水溶性成

分と結合しているものは溶出が容易であると考える.

又，金属のイオン化傾向は大きい順にマンガン，亜鉛，

鉄，銅であり，銅及び鉄の浸出が大変悪いのはイオン化

傾向によるものと考えられる.

要約

日常飲用されているウーロン茶，緑茶およびコーヒー

の浸出液についてマンガン，鉄，銅，亜鉛，ニッケル，

コバルト，クロム，鉛，ヒ素，水銀，カドミウムおよび

臭素の計12種の元素の含有量を調査した.

1.ウーロン茶浸出液のマンガンは1，100-4，100ppb，

鉄は92-190ppb，亜鉛は80-250ppb，ニッケルは10-

51ppb，銅は 9-110ppb，クロムは 1-3 ppb含有され

ておりコバルト，カドミウム，鉛，水銀，ヒ素および臭

素は全て検出限界以下であった.

2. 緑茶浸出液のマンガンは2，800-5，600ppb，鉄は

62 -140ppb亜鉛は 110-250ppb，ニッケルは 55-

360ppb，銅は13-26ppb，クロムは<1 -3 ppbおよぴ

臭素は<0.1-0.2ppb，含有されており，コバルト，カ

ドミウム，鉛，水銀およびヒ素は全て検出限界以下で

あった.

3. コーヒー浸出液のマンガンは400-1900ppb，鉄

は80-200ppb，亜鉛は85-180ppb，ニッケルは 12-

29ppb，銅は41-61ppb，クロムは 2-4 ppb，コバルト

は<2 -3 ppb，カドミウムは<1 - 1 ppb，ヒ素は<

10-36ppbおよび臭素<0.1-2.8ppm含有されており鉛，

水銀は全て検出限界以下であった.

4. ウーロン茶，緑茶およびコーヒー中のマンガン，

亜鉛，鉄，銅およびクロムの浸出率は 3回の浸出で各元

素は浸出率が半分又は半分以下であった.鉄と銅は特に

浸出率が悪く花茶を除きおおよそ20%以下であった.

5. ウーロン茶，緑茶およびコーヒー浸出液中の各元

素の含有量は，他の食品類と比較して相対的に少なく，

日常のミネラル摂取への寄与は少ない.
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野菜・果実類中の残留農薬実態調査(昭和59・60年度)

永 山 敏 贋 * ， 真 木俊夫*，観 公子*，

飯田真美*二島太一郎*

Survey of Pesticide Residues in Vegetables and Fruits 

(1984.4~1986.3) 

TOSHIHIRO N AG A Y AMA *， TOSHIO MAKI *， KIMIKO KAN * ， 

MAMI IIDA * and T AICHIRO NISHIMA * 

Keywords 残留農薬 Pesticideresidues，野菜 vegetables，果実 Fru山，有機リン系農薬 organophosphorus

pesticides，有機塩素系農薬 organochlorinepesticides，殺虫剤 insecticides，殺菌剤 fungicides

緒昌

野菜・果実類中の残留農薬については，食品衛生法に

より残留基準が設けられ，厳しく規制されている.また，

農薬取締法により安全使用基準や登録保留基準が設けら

れ，その使用方法や使用時期等の適正化が計られている.

しかし，t，去に基づき検査される残留基準を有する農薬は

26種の成分のみであり，現在使用されている約300種の

農薬成分の l割にも満たない.

著者らは，残留基準の設定された農薬を中心に，その

他生産量の多い農薬，残効性を有する農薬，収穫間際ま

で使用される農薬等についても毎年実態調査を行ってい

る1-6) 今回， 59年度及び60年度における残留実態の調

査結果を報告する.

実験の部

1.試料

1984年 4月から1986年 3月にかけて東京都内に入荷し

た野菜・果実類360検体について調査した.

2.調査農薬名

(1) 有機リン系農薬:EPN，クロルピリホス，クロル

フェンピンホス (CVP-E，ーz)，ジクロルボス (DDVP)，

ジメトエート，ダイアジノン，パラチオン，フェニトロ

チオン (MEP)，フェンチオン (MPP)，フェントエー

ト (PAP)，ホサロン，マラチオン， トリクロルホン

(DEP) ，サリチオン，エチルチオメトン(ジスルホト

ン)，ジクロフェンチオン (ECP)，シアノホス (CYAP)，

クロルピリホスメチル，ホルモチオン，プロチオホス，

メチダチオン (DMTP)，テトラクロルビンホス

(CVMP)，プロパホス， EPBP，エチオン，イソキサチ

オン，チオメトン，シアノフェンホス (CYP)，ホス

メット (PMP)，ピリダフェンチオン，ジアリホール，

IBP，アセフェート 計34f重

(2) 有機塩素系農薬:総 BHC (α ー，s -， Y一，(J 

-BHC) ， 総 DDT (pp'ーDDT， pp'ーDDE， pp'-DDD)， 

op'ーDDT，デイルドリン，エンドリン，アルドリン，へ

プタクロルエポキサイド，ジコホール(ケルセン)，ベ

ンゾエピン (α 一， s-ベンゾエピン)，クロロタロニル

(TPN) ， PCNB，プロシミドン，ピンクロゾリン，キャ

ブタン，カプタホル(ダイホルタン) 計21種

(3) カーパメイト系農薬:カルパリル (NAC) 1 

種

総計56種

3.機器

(1) ガスクロマトグラフ:¥槻島津製作所製 GC-5A

(検出器 ECD)，同 GC-9A (検出器 ECD，FPD， 

FTD) 

(2) 液体クロマトグラフ:~掬日本分光製 TRIROTAR

II (検出器 UV)，~株)島津製作所製 LC-5A (検出器

UV) 

4.分析方法

昭和48年厚生省告示第 2号，第332号及び残留農薬分

析法7)，残留農薬分析法 Draft8)等に従い，あるいは一部

改良して分析した.

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



Table 1. Contents of Organophosphorus Pesticides1
) in Vegetables and Fruits (1984.4-1985.3) 

Spinach 

Chinese cabbage (KQMA TSUN AJ 

Crown daisy (SHUNGIKUJ 
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(root) 

(leaf) 

Turnip 

(root) 

(leaf) 
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J apanese pear 
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Japanese persimmon (KAKI] 

Mandarin orange 

(flesh) 

Summer orange 

(flesh) 

(peel) 
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(flesh) 

]
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寸
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H
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Tr2) (CYAP) 

0.05 (chlorpyrifos) 

Tr (DDVP)， Tr (MEP) 

0.10(PAP) ，0.08 (phosalone) 
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4 
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(AMANATSUJ 

0.35 (p AP) ，1. 2 (phosalone) 

5 0 

Total 175 26 0.03-0.50 0.08-2.5 0.02-0.42 0.04-0.52 Tr-3.8 

1) EPN， chlorpyrifos， CVP， DDVP， dimethoate， diazinon， MEP， MPP， PAP， phosalone， malathion， DEP， salithion， disulfoton， ECP， CYAP， chlorpyr出 smethyl，

formothion， prothiofos， DMTP， CVMP， propaphos， EPBP， ethion isoxathion， thiometon， CYP， PMP， pyridaphenthion， dialifor and IBP are investigated 

2) Tr: below O.Olppm 

0.02，0.11，0.42 
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結果友び考察

1.昭和59年度における調査結果

(1)有機リン系農薬

昭和59年度 (1984，4-1985.3) における野菜・果実類

175検体の有機リン系農薬33種の検出検体数とその検出

量を， Table 1に示した.

有機リン系農薬のうち，食品衛生法による残留基準の

あるものは， EPN (ホウ νンソウ，ダイコンの葉)， 

MEP (キュウリ，ナシ)の 2種類が 7検体(検出率:

4 %)から干食出された.そのうち，ホウレンソウから検:

出された EPNは残留基準値O.lppmを超えるものが2検

体あった.また， EPNは農薬安全使用基準によりホウ

レンソウに使用してはならないと指導されているにもか

かわらず，前回と同様， しばしばホウレンソウから検出

されており 33.6.9)，その残留量も比較的高い.今後尚一

層の農薬使用者に対するその使用方法の指導が望まれる.

一方，ダイコンの葉中の EPNは1981年度の調査でも残

留基準値O.lppmを超えて0.2ppm検出されており 9)，

EPNは葉菜類に比較的多く残留する傾向が見られた.

環境庁の定めた登録保留基準のある農薬では，ジアリ

ホール(ホウレンソウ，イチゴ)， DMTP (イチゴ，ア

マナツの外果皮)，プロチオホス(ダイコンの葉，イチ

ゴ)， DDVP (イチゴ，アマナツの外果皮)， PAP (トマ

ト，アマナツの外果皮)，ホサロン(トマト，アマナツ

の外果皮)， CYP (ダイコンの葉)及ぴクロルピリホス

(リンゴ)の 8種類が18検体から検出された.そのうち，

ホウレンソウ及びイチゴから検出されたジアリホール，

アマナツの外果皮から検出された DMTP，ダイコンの

葉及びイチゴから検出されたプロチオホス，ダイコンの

葉から検出された CYP，アマナツの外果皮から検出さ

れた PAP及びホサロンは，それぞれの登録保留基準値

を超えていた.特に，ホウレンソウ中のジアリホール，

ダイコンの葉中の CYP及びアマナツの外果皮中のホサ

ロンは，いずれも 1ppmを超えて残留していた.これ

らの基準値はジアリホールO.Olppm，CYPO.05ppm，ホ

サロン1.0ppmであり，特に，ジアリホールの残留量は

その140及ぴ250倍， CYPでは75倍と非常に高いレベル

であった.一方，ジアリホール及び CYPは加熱調理後

もその60%以上が残存し110)，そのまま摂取される. し

かも，ジアリホールは毒物， CYPは劇物に指定されて

おり，それぞれの 1日当りの摂取許容量 (ADI) はジア

リホール0.0002mg/kg，CYPO. 0026mg/kgと比較的低

く設定されている.従って， 2.5ppmのジアリホールを

検出したホウレンソウ150g以上，あるいは0.34ppmを

検出したイチゴ600g以上を 1日で喫食した場合 ADIを

超える危険性がある.生産者に十分な注意が望まれる問

題であり，消費者の健康を守る上から，今後このような

ものの出回らない様生産者じ対する十分な指導が行われ，

同時に残留実態調査等による監視が必要と思われる.

(2) 殺虫剤

昭和59年度における有機塩素系殺虫剤15種，アセ

フェート及びカルパリル (NAC) の検出検体数とその

検出量を Table2に示した.

有機塩素系殺虫剤のうち残留基準のあるものは総

BHC (α ー，s -， Y 及びd-BHCの総和;ホウレンソウ，

コマツナ，ダイコンの根及び葉，カブの根及び葉)，総

DDT (pp'ーDDT，pp'ーDDE，pp'-DDDの総和;ダイコン

の葉)，エンドリン(ダイコンの根及び葉)，ジコホール

(イチゴ，アマナツの外果皮)の 4種類が26検体(検出

率:15%) から検出された.そのうち残留基準が NDと

設定されているエンドリンがダイコンの根及び葉から

0.007ppmと非常に低レベルであるが検出された.また，

コマツナ，ダイコン及ぴカブから検出された総 BHCは

ほとんどがs-BHCであった.その原因として， BHCは

昭和46年に使用が禁止されたこと，また，日本で過去に

使用された BHCはα-BHC70%，Y -BHC10-13%， d 

-BHC 8 %， βBHC 5 %の混合物であり，植物性食品で

は α-BHCの残留が比較的多いこと，さらに，s-BHC 

は動物性食品に多く見出されることなどから 11)，今回

検出された BHCは輸入された動物性肥料等から移行し

たβ-BHCに由来するものと考えられる.

低毒性の有機塩素系殺ダニ斉IJであるジコホールはイナ

ゴからの検出率が44% (4/9) と高く，他はアマナツ

の外果皮 1検体から検出されたのみであった. しかし，

ジコホールを検出したイチゴ4検体のうち 2検体には有

機リン系殺ダニ剤であるジアリホールが同時に含まれて

いた.このことは，同ーの効果を有する農薬を，相乗効

果を期待して 2種以上混用したとも考えられる.新しい

ケースなので今後さらに監視の必要があると思われる.

有機リン系殺虫剤のひとつであるアセフェートの検出

率は0.8% (1/124) と低かったが，検出されたホウレ

ンソウ中での残留量は9.0ppmと非常に高かった.アセ

フェートは昭和48年に登録された比較的新しい農薬で，

その毒性は ADIO.02mg/kgと比較的低く，普通物の扱

いを受けている.従って，今回の残留量では喫食上問題

はないと思われる. しかし，このような高レベルの残留

は農薬使用者の不注意な使用法によるところが大きいと

考えられ6) 農薬の使用方法やその使用時期等の早急な
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Table 3. Contents of Fungicides in Vegetables and Fruits(1984.4-1985.3) 

Detectable residue(ppm) 

Vinclozolin 

No.of 

positive Captafol Captan 

Spinach 
Chinese cabbage 
Crown daisy 
Cabbage 
White rape 
Lettuce 
Cucumber 
Tomato 
Radish 

(root) 
(leaf) 

Turnip 
(root) 
(1巴af)

Potato 
Japanese pear 
Apple 
Strawberry 
Grape 
Japanese p巴rsimmon
Mandarin orange 

(f1esh) 
Summer orange 

(f1esh) 
(peel) 

lyokan 
(flesh) 5 0 一一 一 一

Total 175 6 - 0.005 0.04 0.01-0.21 0.08 

1) This sample is containd Tr(below O.OOlppm)of HCB， was inpurities of PCNB fungicide， sim山 a田 ously

0.08 

0.01，0.07，0.21 

Procymidone 

0.04 

PCNB 

0.0051
) 

TPN 

ハ
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U
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1
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。
0 
0 

No.of 

sample 

19 
7 
2 
18 
12 
3 
7 
6 

19 
18 
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υ
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句

a
A
噌

E
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5 

4 
3 

Sample 

未満検出された.

2. 昭和60年度における調査結果

(1) 有機リン系農薬

昭和60年度 (1985.4-1986.3) における有機リン系農

薬の検出検体数とその検出量を Table4に示した.

残留基準のあるものは EPN (ダイコンの葉)，マラチ

オン(セロリ)， MEP (温州ミカンの果肉)の 3種類が

6検体(検出率:3 %)から検出されたが，いずれも残

留基準値の 1/10以下であった.

登録保留基準のある農薬ではジアリホール(アマナツ

の外果皮)， DMTP (ホウレンソウ，アマナツ及びイヨ

カンの外果皮)，プロチオホス(ホウレンソウ，ダイコ

ンの葉)，クロルピリホスメチル(レタス，セロリ)， 

DDVP (イチゴ)の 5種類が15検体(検出率:8.1%) 

から検出された.そのうちアマナツの外果皮から検出さ

れたジアリホール及びホウレンソウから検出されたプロ

チオホスはそれぞれの基準値0.04ppm及ぴO.lppmを超

えており，特にホウレンソウ中のプロチオホスはその10

改善が望まれる.

カーパメイト系農薬のうち野菜・果実類に使用される

NACは，コマツナ 2検体から検出されたものの(検出

率:1.4%)，その残留量は0.05ppm以下と低かった.

(3) 殺菌剤

昭和59年度における TPN，PCNB，プロシミドン，ピ

ンクロゾリン，キャブタン及びカプタホルの検出検体数

とその検出量を Table3に示した.

殺菌剤の検出は3.4% (6/175) と低く，そのうち残

留基準のあるものはカプタホル(リンゴ)のみで(検出

率:0.6%)，残留量も残留基準値5.0ppmの1/60以下

であった.また，登録保留基準のある農薬ではプロシミ

ドン(イチゴ)及びピンクロゾリン(トマト)の 2種類

が4検体から0.01-0.21ppmの範囲で検出された. ト

マトの検出率が50% (3/6) と高かったが，検出量は

いずれも基準値の 1/20以下であった.

その他， PCNBがレタス 1検体から0.005ppm検出さ

れ，同検体から PCNBの不純物である HCBがO.OOlppm
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Table 4. Contents of Organophosphorus P巴sticides1

)in Vegetables and Fruits (1985.4-1986.3) 

Detectable residue (pprn) NO.of 

positive 

No.of 

sarnple Dialifol Others 

0.01 (chlorpyrifosrnethyl) 

0.01 (rnalathion) 

0.01，0.01，0.04 (chlorpyrifosrnethyl) 

Prothiofos 

0.81，1.3 
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0.03 
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Chinese cabbage 

Crown daisy 

Cabbage 

White rape 

Lettuce 

Celery 

Welsh onion 

Cucurnber 

Tornato 

Radish 

(root) 

(leaf) 

}apanese pear 

Strawberry 

Grape 

Melon 

Peach 

Mandarin orange 

(flesh) 

Surnrner orange 

(flesh) 

(peel) 

Iyokan 

(flesh) 3 0 

(peel) 3 3 - 0.09，0.14，0.18 

Total 185 21 Tr-0.01 0.19 0.03-0.18 0.02-1.3 0.01-0.03 

1) EPN， chlorpyrifos， CVP， DDVP， dirnethoate， diazinon， parathion， MEP， MPP， PAP， phosalone， rnalathion， DEP， salithion， disulfon， ECP， CYAP， 

chlorpyrifosrnethyl， forrnothion， prothiofos， DMTP， CVMP， propaphos， EPBP， ethion， isoxathion， thiorneton， CYP， PMP， pyridaphenthion， dialifor 

and IBP are investigated. 
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Table 5. Contents of Ins目 ticidesin Vegetables and Fruits (1985.5-1986.3) 

Organochlorine Pesticides!! 
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0.008 (heptachlor epoxide) 

NO.of 
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0 
1 
0 
0 
0 
0 
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NO.of 
sample 

6 
1 
4 
37 
21 
9 
9 

Sample 

Spinach 
Chinese cabbage 
Crown daisy 
Cabbage 
White rape 
Lettuce 
Celery 

。。1 

16 

。。1 
16 

0.001 (T-BHC) 
Tr2J (β-benzoepin) 

0.010 (dieldrin) 
0.02(β-b巴nzoepin
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。Total 
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Table 6. Contents of Fungicides in Veg巴tablesand Fruits (1985 .4~ 1986.3) 

Detectable residu巴(ppm)NO.of 

positive Captafol Captan 

Tr1) 
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ハ
U
ハu
n
u
n
u
n
u
-
-
A
U
n
U
A
U
A
U

日

u
n
u
n
u
n
U
ハ
u
n
u
n
u

。
。。
日

U
ハ
U
一1
i

O

L

-

-

E

A

B

E

t

-

0
1
P
一

i
z
b
1
i
A
U
τ

弓

t
t
i
q
u
Q
U
2
1
c
u
-
-

l

E

一

宮

u

つゐ

1
ょ

1
i

M
M
M
一

戸

k
d
a
4
1
i
p
O
「

D

ヮ“

F
b

t
E
4

句
E
A

8 

Sample 

Spinach 
Chinese cabbage 
Crown daisy 
Cabbage 
White rape 

Lettuce 
Celery 
Welsh onion 
Cucumber 
Tomato 
Radish 

(root) 
(leaf) 

Japanese pear 
Strawberry 
Grape 
Melon 
Peach 
Mandarin orange 

(flesh) 
Summer orange 

(flesh) 
(peel) 

lyokan 
(flesh) 3 
(peel) 3 

Total 185 

1) Tr: below O. 005ppm 

4 
4 

取される量は非常に少ないと考えられる.

(2) 殺虫剤

昭和60年度における有機塩素系殺虫剤，アセフェート

及び NACについて調査した結果を Table5に示した.

59年度と同様，コマツナ，ダイコンの根及び葉等から

s-BHCやエンドリン等が検出された. しかし，いずれ

も低レベルであり，殺虫剤として使用されたものではな

く，土壌あるいは肥料等から移行したものと考えられる.

一方，セロリ及ぴキュウリから βーベンゾエピンが痕跡

及び、0.02ppm検出されたが，いずれも登録保留基準値

0.5ppmの 1/25以下であった. NACはキャベツ及びダ

イコンの根から痕跡ー0.04ppm検出された.また，モ

モから0.22ppmと比較的多く検出されたが，残留基準値

1.0ppmを超えるものはなかった. しかし，モモで検出

された NACは外果皮及び核を除いた果肉部に残留して

いたものであり，このことから外果皮には多量残留して

いたと推察される.農薬安全使用基準による NACの使

用方法は，収穫前日まで使用できるため，高濃度の

倍以上の 1ppmを超えて残留していた.プロチオホス

は加熱調理後もそのほとんどが残存するため12)，残留

したプロチオホスはそのまま摂取されると考えられる.

プロチオホスは低毒性の普通物であり，今回の残留量で

は喫食上問題はないと思われるが，比較的残留性が大き

く5A3)，今後とも注意深く監視する必要があると考え

る.そのf也，セロリから0.04ppm検:出されたクロルピ

リホスメチルが基準値0.03ppmを超えていたものの，

クロルピリホスメチルの ADIはO.Olmg/kgであり，そ

のまま生食しでも問題はないと思われる.また， DMTP 

がアマナツ及びイヨカンの外果皮から 0.07~0.18ppm

検出され，昭和59年度と同様，その検出率は86% (6/ 

7 )と非常に高かった. DMTPは劇物であり ADIも

0.005mg/kgと比較的低く設定されている. しかし，い

ずれも基準値以下であり，また，マーマレード等を作製

した場合，加熱調理により外果皮中の DMTPの大部分

は排水中に移行し，あるいは分解，揮散されて大きく減

少し(喫食時における残存率:1 %未満10))，実際に摂
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Table 7. Contents of Disulfoton Sulfone in Vegetables 

and Fruits (1984.4-1986.3) 

No.of No.of 
Detectable 

Sample 
sample positive 

residue 

(ppm) 

Spinach 25 1 Tr1) 

Radish 

(root) 34 1 Tr 

(leaf) 32 3 0.01，0.u1，0.02 

Turnip 

(leaf) 10 1 0.03 

Strawberry 15 1 0.01 

Others 244 。
Total 360 7 Tr-0.03 

1) Tr: below O. 01ppm 

NACが付着していた可能性も考えられる.

(3) 殺菌剤

昭和60年度における有機塩素系殺菌剤 6種の調査結果

をTable6に示した.

レタス 1検体からキャブタンが0.005ppm未満検出さ

れたのみで，他は全く検出されなかった.昭和59年度に

比較し，殺菌剤がほとんど検出されなかった理由として，

気象条件等が考えられる.すなわち，昭和59年度は天候

が不順であったため，日照り続きで散布された農薬がそ

のまま作物に残留濃縮され，あるいは，長雨で作物が傷

みやすくより多種類の農薬が多量に散布されたことによ

ると考えられる.

3.代謝物

エチルチオメトンの酸化代謝物であるジスルホトンス

ルホンについての調査結果を Table7に示した.

ジスルホトンスルホンは昭和58年度の調査でもコマツ

ナから0.25ppm検出された5) 今回の調査でもホウレン

ソウ，ダイコンの根及ぴ葉，カブの葉及びイチゴから痕

跡ー0.03ppmの範囲で検出されたが，いずれからも原

体であるエチルチオメトンは検出されなかった.この原

因は，土壊処理剤であるエチルチオメトンが土壌中です

でにジスルホトンスルホンに酸化された後13)，植物体

の根から吸収され，あるいはガス化して植物体に吸着さ

れた後，速やかに酸化代謝される 14)ことによると思わ

れる.

4.複合汚染

同一検体から 2種類以上の農薬 (BHC，DDT等の使

用禁止の農薬を除く)を検出したものを Table8に示し

た.

複合汚染はホウレンソウ，ダイコンの葉，セロリ，イ

チゴ，リンゴ及びアマナツの外果皮等14検体(検出率:

3.9%) に見られた.ホウレンソウ及ぴダイコンの葉等

の葉菜類には有機リン系殺中期lのみの組合わせによる，

また，イチゴ及びアマナツの外果皮等の果実類には有機

リン系殺虫剤と殺ダニ剤あるいは殺菌剤等の他の種類と

の組合わせによる農薬の多種成分残留の傾向が見られた.

農薬を検出した検体数は調査した360検体中68検体

(検出率:19%)あったが，そのうち14検体(検出検体

に対する割合:21%) と比較的多くの検体に 2種類以上

の農薬が残留しており 3種類の農薬を同時に検出した

ものも 3検体あった.このような傾向は，最近の農薬は

比較的殺虫スベクトルが狭く，様々な病虫害に対しそれ

ぞれに効果のある農薬を使用した結果とも考えられるが，

その他，病虫害の予防のためあるいは 1. (2)で述べたよ

うな相乗効果を期待して，多種類の農薬を使用した結果

とも考えられる.いずれにしても，複合汚染は今後益々

進展する可能性があり，十分注意して監視を続ける必要

がある.

まとめ

1984年 4月から 1986年3月までに都内に入荷した野

菜・果実類360検体について，残留農薬の実態調査を

行った.

有機リン系農薬は， EPN，ジアリホール， DMTP，プ

ロチオホス， DDVP， MEP， PAP，クロルピリホス，ホ

サロン及びアセフェート等の殺虫剤15種類が47検体から

痕跡-9.0ppmの範囲で，また， IBP (殺菌剤)が 1検

体からO.Olppm検出された.そのうち，ホウレンソウ

2検体から残留基準を超えて EPNが検出された.また，

ホウレンソウ，セロリ，ダイコンの葉，イチゴ及びアマ

ナツの外果皮等13検体からジアリホール， DMTP，プロ

チオホス，クロルピリホスメチル， CYP， PAP，ホサロ

ン等が検出された.

有機塩素系殺虫剤及ぴ殺菌剤では，ダ.イコンの根及ぴ

葉 8検体からエンドリンが痕跡-0.007ppmの範囲で検

出された.また，ダイコンやカフ、、等から検出された

BHCはβBHCが主であり，輸入肥料に由来する可能性

が考えられた.その他，イチゴからジコホールが， トマ

トからはピンクロゾリンが検出された.

ホウレンソウ，イチゴ，アマナツの外果皮で 2種類以
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Sample 
NO.of 

sample 

NO.of 

Table 8. Species and Items of the Samples Contain巴dSome Kinds of Pesticides (1984.4-1986.3) 

Pesticide res凶No. 
positive 

Spinach 25 

Celery 

Radish 

9 

)
 

r
E
A
 

9
u
 

ρし
ー(
 

32 

Apple 

Strawberry 

5 

15 

Summ巴rorange 

(peel) 7 

1 EPN(0.50)， CYAP(Tr1
)) 

2 EPN(0.18)， Acephate(9.0) 

3 DMTP(0.03)， Prothiofos(1.3) 

1 Chlorpyrifosmethyl (0.04)， s -Benzoepin (Tr) 

7 

4 

1 EPN(O.01)， Prothionfos(0.02) 

2 Prothiofos(0.22)， CYP(3.8) 

1 Chlorpyrifos (0.02)， Captafol (0.08) 

1 Diarifol (0.34)， Dicofol (0.13)， Disulfoton sulfon巴(0.01)2)

2 Prothiofos(0.52)， IBP(O.01)， Dicofol(0.02) 

3 DDVP (0.01)， Procymidone (0 .04) 

4 Diarifol(0.08)， Dicofol(0.04) 

8 

8 

1 DMTP(0.42)， PAP(0.35)， Phosalone(1.2) 

2 DMTP(0.08) ， Diarifol(0.19) 

3 DMTP(0.02)， Dicofol(0.08) 

6 

1) Tr: below O. 01ppm 

2) A metabolite of ethylthiometon. 

EPN， DMTP， Prothiofos， CYAP， acephate， chlorpyrifosmethyl， CYP， chlorpyrifos， DDVP， PAP and phosalon巴 are

organophosphorus insecticides. s -B巴凹oepinis organochlori町 insecticides.

Diarifol is organophosphorus acaricides. Dicofol is organochlorine acaricides. 

IBP is organophosphorus fungicides. Captafol and procymidone are organochlorine fungicides. 

上の農薬を残留したものが多く見られた.葉菜類では有

機リン系殺虫剤の，また，果実類では有機リン系殺虫剤

と他の殺虫・殺菌剤との混在が見られ， 3種類以上を同

時に検出したものがイチゴで 2検体，アマナツの外果皮

で1検体あった.

残留農薬は年々多種多様化しており，農薬使用者の不

注意等によると思われる多量の農薬の残留や，複合汚染

も増加する傾向が見られる.今後尚一層農薬使用者に対

す7る十分な指導と，緊密な監視体制を続ける必要がある

と考える.

なお，本調査は東京都衛生局食品監視課と協同で行っ

たものである.
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食品中のアジピン酸の分析法

島村保洋*，石川ふさ子*，小川仁

西島基弘*，二島太一郎*

τ七*
パ:与、，

Determination of Adipic Acid in Foods 

Y ASUHIRO SHIMAMURAへFUSAKOISHlKA W AへHITOSHIOGAWA * 

MOTOHIRO NISHUIMA * * and T AICHIRO NISHlMA * 

Keywords:アジピン酸 adipicacid，食品添加物 foodadditive，高速液体クロマトグラフィー highperformance 

liquid chromatography 

まえがき

アジピン酸は諸外国において，チーズ，キャンディー，

ゼリー等の酸味料， pH調整剤として，あるいはアル

コール飲料，インスタントプリン等の香味増進剤として

利用されている。日本では昭和58年に食品添加物として

許可され，清涼飲料水，冷果，ゼリー等の酸味料として

使用される。

食品中のアジピン酸の分析法としては，キャンディー

およぴ清涼飲料水について， i夜々抽出後メチル化し，ガ

スクロマトグラフィーによる分析法1)が報告されている。

著者らは，イオン交換樹脂カラムでクリーンアップし，

高速液体クロマトグラフィー (HPLC) を用い，アジピ

ン酸を誘導体とすることなく，簡便に定量できる分析法

について検討したところ，良好な結果が得られたので報

告する。

実験方法

1.試料

市販の清涼飲料水，ジャム，ゼリーを試料とした。

2. 試薬

アジピン酸標準液:アジピン酸100mgを水に溶解して

100mlとした。

リン酸緩衝液:0.01 M NazHP04と0.01M KHzI:04を

混合し， pHメーターを用い pH6.30に調製した。

イオン交換樹脂:アンバーライト CG400 (オルガ、ノ

製).塩酸で CI型とし，内径 1cmのクロマト管に高さ

5 cmとなるように湿式で充填した.

3.装置

高速液体クロマトグラフ:島津製作所製 LC-5 A型，

検出器:SPD-2 A型紫外分光光度計

4.試験溶液の調製

1 )液状食品

試料 5gを採取し，試料が酸性の場合は希アンモニア

水を用いて中和した.これをあらかじめ調製したイオン

交換カラムに負荷し，水ーアセトン (1 : 1) 混液

100mlでカラムを洗i争後，アジピン酸を0.2N塩酸ーア

セトン (1: 1)混液20mlで溶出した.r容出液は減圧

下で濃縮乾回した.残留物にリン酸緩衝液 5mlを加え

てj容解し，試験i容i夜とした.

2 )固形食品

細切した試料 5gをとり，水に溶解し，不溶物のある

場合は水溶上で加熱し，ろ紙でろ過した.以下1)と同様

に操作した。

5. HPLCの測定条件

カラム Partisil10 SAX (Whatman社製) 4 o x 

250mm，移動相 0.01M リン酸緩衝液 (pH6.30)，流

速1.0ml/min，温度:室温，測定波長:210nm 

結果友ぴ考察

1. HPLC条件の検討

1 )移動相の pH アジビン酸および他の酸味料とし

て用いられる有機酸(乳酸，酢酸，コハク酸， リンゴ酸，

酒石酸，フマル酸)について， リン酸緩衝液の pHを

5.7-6.4に変化させて，その分離能を検討した。その結

*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， Sinjuku-ku，Tokyo， 160 Japan 

水*同多摩支所
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1，2 

。 20 40 分
保持時間

図 1 移動相の pHによる分離能への影響

A: pH6.4， B: pH6.3， C: pH6.1， 

D : pH5.9， E: pH5.7 
1 乳酸， 2 酢酸 3 アジピン酸， 4 コハ

ク酸， 5 リンゴ酸， 6 酒石酸， 7 フマル酸

4，5 

(A) 

10 20 30 

保持時間

分

図2 移動相の濃度による分離能への影響

A : 0.02 M， B : 0.01 M， C: 0.005 M 

1 乳酸， 2 酢酸， 3 アジピン酸， 4 コハ
ク酸， 5 リンゴ酸， 6 酒石酸， 7 フマル酸

呆を図 1に示した。 pHはアジピン酸の保持時間および

他の有機酸との分離に大きな影響を与えた.そこで共存

物質との分離およびアジピン酸のピークの形状等を考慮、

して移動相の pHは6.3とした。

2 )移動相の濃度 pHを6.3とし，リン酸緩衝液の

濃度を0.005M， 0.01 M， 0.02 Mにしたときの結果を図

185 

% 

100 

nu 

回

収

率

5

o 10 20 30 
溶出量 m1 

図3 前処理カラムからの溶出パターン

(A) 

(B) 

(C) 

(C) 10 20 
保持時間

図4 クリーンアップの効果

30分。

A:オレンジジュース， B: Aをカラム処理，

C:アジピン酸標準液

2に示した。 0.01Mの場合が共存物質との分離，およ

びアジピン酸のピークの形状が良好であることから， リ

ン酸緩衝液の濃度は0.01M とした.

なお， HPLCによるアジピン酸の定量限界は50ngで

あった.

2. クリーンアップの検討

一般に，有機酸のクリーンアップには，陰イオン交換

樹脂，陽イオン交換樹脂，あるいは陽イオン交換樹脂を

通した後，陰イオン交換樹脂を通すもの2)-4)などがあ
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表 1 添加回収率 に， 1000μg/gとなるようにアジピン酸水溶液を添加し

添加量(μg)検出量(μg)回収率(%) 回収実験を行った結果を表 1に示した.回収率はすべて

オレンジジュース

キャンディー

ゼリー

500 

500 

5000 

500 

513 

492 

4840 

487 

103 

98 

97 

97 

る.そこで，カラムによるクリーンアップを種々検討し

たところ，強塩基性アニオン交換樹脂であるアンバーラ

イト CG-400を用い，塩酸とアセトンの混液で溶離さ

せることにより，良好な結果が得られた.

ほとんどの食品の pHは弱酸性から酸性の範囲にある

ため，このままアニオン交換樹脂カラムに負荷するとア

ジピン酸は吸着されないので，アンモニア水を用いて中

和しカラムに負荷することとした.

また，塩酸ーアセトン混液の塩酸濃度を0.01-1.0N 

の範囲で変化させた場合，溶出パターンの変化はみられ

なかった.そこで操作性，およぴその後の除去処理の点

から，塩酸ーアセトン混液中の塩酸濃度は0.1Nとした.

図 3にアジピン酸の溶出パターンを示したが，20ml以

内に負荷量の99%以上が溶出できた.

次に，オレンジジュースについて以上の測定条件を用

いて分析した場合と，直接オレンジジュースを HPLCに

注入した場合のクロマトグラムを図 4に示した.本法に

よりクリーンアップした場合，アジピン酸の保持時間の

位置に特に妨害もなく，良好なクロマトグラムが得られ

た.

3.添加回収実験

あらかじめアジピン酸が検出されないことを確認した

オレンジジュース，キャンディー，およびゼリー各 5g

にアジピン酸が100μg/g，キャンディーについてはさら

97-103%の範囲にあり，良好な結果が得られた.

なお，本試験法による試料当りの定量限界は 5μg/g

であった.

4.市販品への応用

市販の清涼飲料水，ジャム及びゼリーなど53件につい

て本法を適用した結果，いずれからもアジピン酸は検出

されなかった.これは，アジピン酸が食品添加物として

の許可後まだ日が浅いためと思われる.

要約

前処理にイオン交換樹脂カラムを用いた HPLC法によ

るアジピン酸の分析法を検討した.

1.カラムとして Partisil10 SAXを，移動相として

0.01 M， pH 6.3のリン酸緩衝液を用いた HPLCにより，

特に妨害物質も見られず，良好な結果が得られた.

2. 試料の前処理法はアンバーライト CG-400に負

荷して水洗後， 0.2 N塩酸アセトン混液 (1: 1) 20ml 

で溶出させた.

3，オレンジジュース，キャンデイー，ゼリーについ

て，本法を応用したときの回収率は， 97-103%であっ

た。

なお，本報の要旨は，日本食品衛生学会第47回学術講

演会(昭和59年 5月，東京)において発表した.
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れた.

食品の流通が国際化し，我が国の輸入量が増大する中

で起きた本事件は，食品衛生の今後の方向について貴重

な教訓を残したと受け止められている.

そこで，本報はワイン事件の経緯，当所で、行った

DEGの分析法，ワインの検査結果，その他の得られた

情報なども含めて報告し，今後の参考に供することとし

た.

事件の経緯

11. IDEGの課税に配慮を」とオーストリ

アのアイゼンシュタットで，ワイン販売業者が税務

署を訪れる.オーストリア当局，直ちに DEGの検

査開始.

1985 4. オーストリア当局， 1983年産のブルゲン

ランド産 DEG混入ワインを摘発， 1978， 1979年産

1984 

はじめに

「西ドイツで有毒ワイン騒ぎJ，I不凍液入りワイン」

などの見出しで，昭和60年 7月中旬に続けて報道された

ジエチレングリコール混入ワイン事件は，西ドイツ，

オーストリアに留まらず，日本にも上陸し，大きな社会

問題に発展した.健康被害の未然防止のために，東京都

衛生局食品監視謀，都衛研当研究科をはじめ諸機関の協

力により，ワインの緊急監視，試験検査等を行い本事件

の収拾にあたった.

本事件は，オーストリアのワイン業者が低級ワインを

高級ワインに仕立てるために，ジエチレングリコール

(以下 DEGと略す)を混入したことが発端であった.

西ドイツ，オーストリア政府が DEG混入の疑惑ワイン

のリストを発表したが，その数は1，005銘柄におよび，

国際間に膨大な違反品が流通していることが明らかにさ

*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 Japan 
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のものにも疑惑.

1985 7. 9 西ドイツで DEG混入ワインが出回って

いることが報道される.

1985 7. 16 西ドイツ保健省，自国産モーゼルワイン

より DEG検出，ワイン騒動大きく発展する.

1985 7. 23 オーストリア当局，白ワイン日本にも輸

出事実を認める.

1985 7. 24 厚生省(衛食第105号)，健康被害の未然

防止の観点から関係業者に対し販売等の自粛を指導，

都などへ収去検査の実施を要請.

DEG混入ワイン，日本国内で発見(白ワイン5.43g

/1). 

1985 7. 25 オーストリアで、最高量48g/1の白ワイ

ン発見.厚生省 rDEG混入の疑惑ワインJ1，005銘

柄(オーストリア政府公表分 350銘柄，西ドイツ

政府分655銘柄)のリストを都道府県へ送付.

都，特別区，緊急監視開始，回収に乗りだす.

1985 7. 26 厚生省(衛食第106号)白ワインに加え

て，赤及びロゼワインについても販売等の自粛を指

導.都は輸入業者90杜を対象に一斉立入り検査.

1985 7. 29 都， 2銘柄より DEGを検出(白ワイン

5.16， 0.44g/1). 

1985 7. 30 厚生省，オーストリア及び西ドイツ産ワ

インの「緯買い」のものについて検査強化を指示.

1985 7. 31 次々に混入ワイン発見，全国で 9銘柄確

認.厚生省はリスト外のワインが発見されたことか

ら， rリスト収載銘柄は安全性の判断の決め手とな

らず」として，自主検査を業界に指導.

西ドイツでハンガリー産からも検出.

1985 8. 1 都，初めて赤ワインから DEGを検出.

オーストリア政府，グレープジュースより DEGを

検出.

1985 8. 3 厚生省， r囲内産ワインほほ安全J，r樟
ワイン」輸入10工場“シロ判定"を発表.

イタリア産ワインから DEG検出(業者の自主検査). 

1985 8. 5 厚生省，新たにイタリア産ワインを監視

対象に加える.

1985 8. 9 者正オーストリア産フルーツワイン 3銘

柄から DEG検出.

1985 8. 20 都，高濃度 DEG混入ワイン発見 (13.9g

/1). 

1985 8. 28 国内産たばこ 44銘柄に保湿剤として

DEG使用の事実が発覚，使用中止へ.

1985 8. 29 国内産 M社製貴腐，氷呆ワインより

DEG検出，オーストリア ハーレ一社製樟ワイン

をブレンド.

1985 8. 30 囲内産ワインメーカー全社を調査.

厚生省，オーストリア産ワインのブレンド銘柄販売

中止の緊急措置.

1985 9. 3 M社製42銘柄のうち 6銘柄から検出， M

社製合計7銘柄となる.他の国産10社不検出.

1985 9. 6 都， DEG混入ワインを産業廃棄物とし

て， 126，300本を処分.

1985 9. 7 厚生省，囲内発見分の DEG混入ワイン

のリスト発表， rDEG不混入ワインの確認及ぴその

明示等に関する実施要領」を通知(衛食第125号)， 

安全シール貼付による販売再開を認める.

1985 10. 都，安全シール貼付ワインの緊急監視.

1985 11-12 都，ワインの一斉監視，安全を確認.

DEGと中毒事例

DEGl-4
)は無色，無臭，透明の粘綱な吸湿性液体，分

子式 C4HlQ03，分子量106.12，融点-6.5
0

，沸点244-

245
0

，比重1.118 (20
0

/20
0

)，水，アルコール，アセト

ン，エーテルに可溶，ベンゼン，四塩化炭素に不溶，甘

味と苦味を有する.

DEGは「不凍液に使用」と報道されたが， 日本国内

では，主に化成品の溶剤，石灰岩の粉砕助剤，プラス

チックなどの軟質化剤として使われている.

経口投与における LD50Z-4)は1g/kgヒト， 3g/kg/ 

ネコ， 9g/kg/イヌ， 20. 76g/kg/ラットである.静

脈内投与では LD502 ml/kg/ウサギ，皮下投与では 5

ml/kg/マウスである.

生体内では，一部がシュウ酸に分解され排他される.

多量摂取の場合，代謝性アシドーシス，多尿症を起こす

という動物実験の結果がある5)

DEGによる中毒事例は過去に大きなものが2件ある.

1. 1937年，アメリカ南部諸州で，溶血性連鎖球菌感染

症の患者105名が死亡した6.7) 原因は72%DEG 溶液中

に10%スルファニルアミドを含むエリキシル剤であり，

4時間毎に1.5-6オンス (45-180ml) を患者が服用

し， 24日寺間以内に初発症状を呈し， 2-7日後に死亡し

ている.

症状は胸やけに始まり，悪心，不快感， 0玄最， n匝吐，

腹痛，下痢を併発し，腰及び背中の疹痛を訴え，乏尿，

無尿症に陥いる.次いで、意識混濁から死に至る.剖検的

には，腎尿細管上皮に強い空胞性変性，肝臓には中心性

空胞性変性が見られる.

2. 1969年に南アフリカのケープタウンで平均生後14ヶ
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40 g 

50 oc以下

アセトンで 20 mlとする

FID-GCIこ3μE注入

[ G Cの条件 ] 
:カラム: 20%PEG-20M 

(Chromosorb '11) 
20部FFAP(UniportB) 

5-10部 Thermon3000 
1f7Aカ7A3mm X 1.5-2m 

温度 : ト カ 180-200 oc 
注入口 230-250oc 
検出器 230-250oc 

ね流量: 30 -40 ml / min 

Fig.l. ワイン中ジエチレングリコールの分析法

水で 10 mlとする

工机トレJL1-ト 20的A(Merck製)
15分間放置

エーテル:エタノーJレ(4: 1 ) 

120mlを採取し， 5ml以下に濃縮

メタノーリレで 5mlとする

FID-GCに3μt注入

月の子供 7名が死亡した8) 原因は鎮痛剤の Pronapま

たは Plaximのi容剤として DEGをf吏用したことにあった.

症状は前例と似ており，目匝吐，無尿症，下痢等があり，

ほかに脱水症状，肝臓の浮腫，腎)臓の疹痛なども起こし

ている.

以上のほかにも，誤飲や誤用による中毒事例の報告2)

はあるが詳細について明らかにされていない.

実 験 方 法

1.試 料

昭和60年 7月から12月末までに搬入された，白，赤，

ロゼ，発泡及ぴフルーツワイン，グレープジュースの 6

種，合計648検体を分析に供した.ワインの産出国は，

オーストリア，西ドイツ，イタリア，フランス，日本，

ハンガリー，アメリカ，スペイン，キプロス，ユーゴス

ラビア，オーストラリア，エジプト，南アフリカの13カ

国である.

2.試 薬

DEG:東京化成(鮒社製，純度98%以上

DEG標準溶液:DEG 100mgをメタノールに溶解して

100mlとし標準原液 (Img/ml) とし，さらにメタ

ノールで、適宜希釈して用いた.

エキストレルートカラム(以下 Extカラムと略す)

Extrelut 20カラム， Merck社製 (Art.11737). 

その他の試薬:試薬特級.

3.装 置

ガスクロマトグラフ(以下 GCと略す) : V械島津製作

所製， GC. 7 A， GC・5A，(検出器 FID).

インテグレータ:V附島津製作所製， C-R3 A. 

GC-質量分析計(以下 GC-MSと略す) :日本電子(械

製， JMS-D300. 

4.分析法

Fig.lに示したカラム法および直接法によった.また，

定量値は DEGのピーク面積による絶対検量線法により

算出した.

結果と考察

1.分析法

ワイン中の DEG分析法は，本事件発生以前には報告

例がなく，発生後に多数の報告がある.すなわち，

Lehmann G.等9)はExt目カラムとシリカゲル薄層板によ

り分離精製後，比色法で測定している.キャピラリーカ

ラム -GC法では，前処理にイオン交換樹脂カラムによ

る精製法10)，セライトを用いたパッチ法で精製後シリ

ル化する方法11)，酢酸エチル抽出法12) ワインの濃縮

液にアセトンを加え遠心分離する方法13)などがある.

また，パックドカラム -GC法では，テトラエチレング

リコールジメチルテーテル，エタノール，無水硫酸ナト

リウムを組合せ抽出する方法14)，アルミナカラム

法15.16)，Extカラム法17)などがある.一方，厚生省は事

件発生後直ちにワイン中の DEG分析法(事務連絡， 60. 

7.27，及び60.8.20) を都道府県等に連絡している.

ワイン中には，アルコール，有機酸，グリセリン等の

多価アルコールのほか， 100種以上の香味成分が含まれ

る18，19) 分析上，特に 1%前後含まれるグリコール

類18，20)は， DEGと類似の挙動をするため，種々の前処
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Fig. 2. ジエチレングリコールとワインのガスクロマトグラム

A) DEG標準溶液， B) DEG不検出白ワイン(直接法処理)， C) DEG混入白ワイン (Bと同じ)， D) 

C)の20倍希釈ワイン(処理せず)， E) DEG 混入ワイン(カラム法処理)， F) DEG不検出貴腐ワイン

(Bと同じ)， G)DEG不検出貴腐ワイン (Eと同じ)， (GC用カラム:20% PEG-20M，カラムj昆度:180'CJ 

( F) 

。 10 

(G) 
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Table 1. ガスクロマトグラフにおける保持時間及び面積値に対する溶媒の影響

1、A谷. 液 保持時間主土S.D.min (C.V.) 面積値文:!:S.D.(C.V.) 

メ タノール溶液 9.36土 0.0081) (0.09%) 9832 :!: 2021) (2. 1 %) 

.I. タ ノ Jレ 9.32:!: 0.016 (0.17 ) 10464土 317 (3.0 ) 

ア セ ト ン 9.32土 0.013 (0.14 ) 10538 :!: 620 (5.9 ) 

10%メタノール j容i夜
10%エタ ノ ー ル 溶 液

水
、占

I合 液

9.56 

9.81 

9.34 

10.13 

10.77 

10.08土0.72

5535 

5805 

4368 

2420 3785:!: 1120 

4494 

1 )各々100mg/1溶液 3μlを5回繰り返し注入した.

理が行なわれる.

本法ではワインを濃縮した後， Extカラムで精製又は

単にアセトンで希釈し試験溶液とし， GC法で測定した.

1) GC用充媛カラム

ワインの成分と DEGの分離がよく，再現性にも優れ

た GC用充填剤について検討したところ， 20% PEG. 

20M，20% FFAPの 2種類が{憂れ，さらに昇温した後の安

全性もよく，測定時間の短縮にもつながることが明らか

になった.また， 10 % Thermon 3000 (Shimalite TP A) ， 

10% PEG 6000 (Chromosorb W) は分離は良いが，カラ

ム温度を上げられないため測定に長時間を要した.一方，

Chromosorb 101， TENAX， SE-30， OV-17等は再現性や

分離能が悪く，利用できなかった.

Fig.2に20%PEG-20Mのクロマトグラムを示した.

本カラムでワインを分析した場合，保持時間(以下 Rt

と略す) 27分と45分附近にグリコール類の大きなピーク

が認められ，次の測定を妨害するが， DEG検出後にカ

ラムオーブンを昇温することで測定時間の短縮を計った.

ワインでは Fig.2に示すように，クロマトグラム上に

多数のピークが現われる. しかし，糖分の低いワインに

おいては B)，C) に示すように，直接法でも DEGの単

一ピークが得られ測定が可能であった.一方， 5 %以上

の糖分を含む甘口の貴腐やアイスワイン等では，定性的

には直接法でも測定が可能であったが，定量にはカラム

法の適用が必要であった.

2 )標準溶液友ぴ試験溶液の溶媒の検討

GC法により，測定する時の溶媒による影響を調べる

ために，水， 10%メタノール及ぴ10%エタノール溶液，

メタノール，エタノール，アセトンで各々 100ppmの

DEG 溶液を調製し， 20% PEG-20Mのカラムで検討した.

その結果を Table1. に示したが，水溶液は測定毎に

DEGの Rtが次第に遅れる傾向を示し，ピーク面積につ

いても満足な再現性が得られなかった.また， 10%メタ

ノール及ぴ10%エタノ}ル溶液は，水溶液の場合より

Rtが遅れる程度は少ないが，メタノール単独の溶液と

比べると60%と低い面積値を示した.さらにエタノール

溶液はワインの種類により，試験溶液がわずかに濁るこ

とがあるため用いないこととした.一方，メタノール及

びアセトン溶液は Rt及びピーク面積の変動係数が，そ

れぞれ (0.09，2.1%)， (0.14， 5.9%) であり，いずれ

も再現性に優れていた.但し，標準溶液には沸点の高い

メタノールを用いた.

3) GC法による繰り返し精度

標準溶液及び白ワインをカラム法で処理した試験溶液

について， 3μlずつを GCで繰り返し定し，精度を求

めたところ， Tabl巴 2. の結果を得た.

DEG標準溶液の50，100ppm及ぴワイン 1， 2におけ

る変動係数はそれぞれ2.6，2.2， 1.6， 5.8%であり，バ

ラツキも少なく良好な精度が得られた.

4 )回収率

DEGを検出しないことを確認したワイン 1mlについ

て，各々20，200， 2000μgの DEGを添加して，カラム

法による回収率の検討を行った.

Table 3. に結果を示すように，いずれの場合も高い

回収率が得られ，その変動係数は1.0%であり良好な結

果であった.なお， No. 1に見られる回収率の低下は，

エキストレルートカラム精製後の濃縮過程で，蒸発乾回

したことが原因であった.このように DEGが低濃度で

更に精製された状態のものは，たとえ低温下で濃縮した

場合でも，溶媒のない条件下で留去を続けると，揮散す

る恐れがあり，溶媒留去には十分な注意が必要である.

また，エキストレルートカラムを使用する場合，負荷

する液量は 5ml以下にすることが望ましく，これが妨

害物の流出を最少限とする条件である.
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1000 Table 2. ガスクロマトグラフィーにおける

繰り返し精度
(A) 

ワインの試験溶液液I容準標
〉
ト
目
的

Z
凶
ト
Z
H

2 

6475 

7069 

7241 

7231 

7424 

7440 

100mg/l 

9534 

9498 

9537 

9111 

50mg/l 

41821) 

4348 

4439 

4401 (阿!E)150 100 50 

1000 

X::I:S.D. 4343土1139420土2077365::1: 116 6928 ::1:402 

(C.V目) (2.6%) (2.2%) (1.6%) (5.8%) 

1 )数値は面積値，注入量は 3μl.
(B) 

〉
ト
目
的

Z
凶
↑

Z
H

Table 3. カラム法処理における回収率

率収回検出量添加量

X土S.D目 (C.V.)% 

86.51
) 

95.1、

98.6' 

mg/l mg/l 

(刊!E)150 100 50 17.3 

19.0 

19.7 

20 1
1
q
L
q
a
 

カラム:20% 

Fig. 3. ワイン中ジエチレングリコールのマススペクト
jレ

ガスクロマトグラフィー条件

PEG-20M，カラム温度:200
0

C 

質量分析計条件 イオン化電圧:70eV， 

化電流:30μA 

A) DEG標準溶液，

96.9 

A
斗

&

戸

h
υ
ρ
h
v

99.0 

98.1 

97.。
198 

196 

194 

200 

イオン

97.9::1: 1.0 

(1.0%) 

検査した件数は648件であり，都で実施した総件数1119

件の58%にあたる.検査したワイン等の産出国は，オー

ストリア，西ドイツ，イタリア，フランス，ハンガリー，

アメリカ，スペイン，キプロス，ユーゴスラピア，エジ

プト，オーストラリア，南アフリカ，日本の13カ国であ

る.

1) DEG混入ワインの産出国

DEG混入ワインの産出国と検出数及び混入量を Table

4. に示した.

今回確認した DEG混入ワインは95検体であり，銘柄

数では76銘柄 (750mlと250mlの内容量に違いがあるだ

けのものは同一銘柄とすると68銘柄である.)であった.

DEG混入ワインの産出国はオーストリア，西ドイツ，

イタリアの 3カ国と日本のM社であった.海外で報道さ

れたハンガリー産については，日本では発見されなかっ

た.

検出数の最も多かった国は西ドイツであり，中でも

オーストリア産/西ドイツピン詰の DEG混入ワインが

全体の31%を占めた.13.9g/lの最大混入量を示した

アイスワインは，産地及びピン詰地ともにオーストリア

B) DEG混入ワイン
100.4::1:1.0 

(1.0%) 

100.0 

101.5 

99.5 

2000 

2030 

1990 

2000 7
0
0
Q
U
 

なお，本法における検出限界はワイン中で、O.Olg/l

であった.

5) GC-MSによる同定

アイスワインや貴腐ワインのような甘口のもので， し

かも DEG混入量が0.05g/l以下のものは， GC-MSによ

る同定か， GCによる複数カラムを用いた同定が必要で

ある.特に GC-MSによる同定は信頼性が高く有効で

あった.

Fig. 3. にDEGの標準溶液と DEG混入ワインのマス

スペクトルを示した. DEGの分子イオンピークは両者

ともにみられないが， M/E 75， 76，及び45に特徴ある

ピークが現われ，両者はよく一致することが確認された.

なお， DEGが低濃度のワインは濃縮並びにカラム法

による精製が必要であった.

また，本法における確認限界はO.01g/lである.

2. ワインの検査結果について

ワイン事件が起きた1985年7月から12月までに当所で

1 )蒸発乾固のため回収率が低い.
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Table 4. ジエチレングリコール混入ワインの産地と検出量 単位 :g/l 

産 地 ピン詰 銘柄数/検出数 最大値 最小値 X:tS.D. 

オーストリア オーストリア1) 14/16 

オーストリア 西 ド イ ツ 26/28 

西ドイツ 西ドイツ 15/16 

イタリア イタリア 14/23 

オーストリア 日 本 6/11 
オーストリア (バルク) 1/1 

i口』 76/95 

1 )フルーツワイン 3検体を含む.

であり，次いで8.87，5.92g/1のものは，いずれも

オーストリア産/西ドイツビン詰であった.なお，西ド

イツでは49g/1のDEG混入ワインが発見されているが，

日本国内では先の13.9g/1が他の機関の検査結果も含

めて最高値であった.

また， 日本のM社製のワインは Table5. に示したよ

うにいずれも資腐または氷果であり，最高値2.7g/1，

最低値1.22g/1であり，いずれも 19/1を超えていた.

後日の調査で，オーストリア産バルクワインを一部ブレ

ンドし， ピン註;したことカf明らかとなった.

日本国内で発見された DEG混入ワインは，厚生省発

表のリスト(衛食第125号)によると，外国産74銘柄，

囲内産 7銘柄であるが，このうち当科で判明したものが

全体の84%を占め古いた.また，これらの中には西ドイ

ツ，オーストリア政府が発表したリストに記載されてな

いものが多数あった.これについてはリストが急造のも

のであり，また DEGが0.lg/1以下のものは危険性が

ないと判断し除外されたという報道もあったことから，

リストに漏れたものが発見されたと考えられた.いずれ

にしても混乱の中での集計であったため，詳細は不明の

ままとなっている.

2) DEGの混入濃度

外国産のものについて，.DEGの混入濃度と検出数の

関係をFig.4. に示した.検出数の多いものは0.01~

0.05g/1 で 39検体，全体の47% であり，次いで1.0~

5.0g/1が16検体， 19%であった.また，5g/1以上が

5検体， 6 %であった.

1.0g/1以上の高い混入量を示したワインは全体の

25%であり，このように高頻度に高濃度のものが検出さ

れたことは，甘口の高級ワインを仕立てるために， DEG 

を混入したということを証明している.ワインは風味，

まろやかさや厚みなどを調和するためにブレンドするが，

今回の結果から元の原酒中にいかに多量の DEGが混入

13.9 0.02 1.83土3.49
8.87 0.02 2.04:t 2 .15 

5.17 0.01 0.43:t 1. 32 
0.04 0.01 0.01士0.01

2.71 1.22 1. 98:t0. 60 
1.61 1.61 

Table 5.国産ワインの混入量

銘柄 収穫年 内容量 混入量(g/l)

貴腐ワイン (M) 1978年 720ml 1.80 
1979 180 1.98，2.50 
1980 180 2.65，2.68，2.71 

氷果ワイン (M) 1980 180 1. 22，1.22 
1981 180 1. 66，2.06 

氷果ワイン 1981 180 1.26 

していたか想像される.また同時に，西ドイツで伝えら

れた49g/1のものがあっても不思議ではないと考えら

れた.

一方， 0.01 ~0.05g/1 のものは，イタリア産の 23検

体が全て含まれている.これは西ドイツやオーストリア

の場合と違った傾向であり，使用目的に相違があると考

えられる.すなわち，ワインの樽の乾燥防止用，あるい

はコルク栓を湿潤させピンと馴ませるために使われたと

考えられる.しかし，現在までのところ実状は不明であ

る.

3 )同一銘柄における DEG混入量の違い

同一銘柄のワインで， DEG混入量が違うものを Table

6. に示した. No. 1 ~ 6は外国産， No. 7 ~1Oは日本の

M社製であるが， NO.5は1.7倍， NO.6は4倍と同一銘

柄でありながら， DEG混入量に大きな差があるものが

見つかった.

通常，ワインは何種類かの原酒をブレンドし，味や香

り等の調和を計っている.今回の結果はロットの標示が

明確でなく，ロット差があったのか確認できなかったが，

恐らくその相違が DEG混入量の差に現われたと考えら

れる.いずれにしても，特定銘柄のもつ特有な風味は一

部人為的要素が加わることは明らかであり，ワインの神

秘性に対して疑問を投げかける結果となった.



Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.丘， 37，1986194 

Table 6. 同一銘柄におけるジエチレングリコールの

検出量

(件)数出検

DEG混入量

銘

1
1
つ
白

n

J

A
告

に
J
V

(g/l) 

2 

3.52 

1.80 

1.80 

2.50 

2.68 

検出量

1 

0.88 

1.24 

1.66 

1.98 

2.65 

柄

ハ
り
ヴ
t
o
o
o
d
n
v

噌
h
A

(g/l) 

2 

0.02 

0.03 

0.08 

0.38 

0.86 

検出量

1 

0.01 

0.02 

0.04 

0.37 

0.52 

柄銘0，01 ~ 

0，1壬

1.0 ~ 

5，0 豆

No. 1 -No. 6 外国産， No. 7 -No.10 :日本産

西ドイツ政府のリストは， 1977年を除き 1976年から

1984年まで，オーストリア政府のものは， 1981年から

1984年までのものが挙げられている.また，西ドイツ分

では1983年産が最も多数挙げられているが，今回の結果

も同じ傾向を示した. 1977年産の西ドイツワインは天候

不順で良質ブドウが収穫できず，ワイン業者間では品質

が低く評価されている21.22) このことから， 1977年産

は高頻度に DEG混入ワインが検出されると推察された

が，今回の結果ゃ先のリストでも発見されず不思議に思

われた. しかしこれらの原因については明らかにされて

いない.

5 )ワインの種類及び等級と検出数

DEG混入ワインを種類別に分けると，白ワイン59銘

柄，赤ワイン13銘柄，発泡ワイン 1銘柄，フルーツワイ

ン3銘柄であった.このうち，白ワインではイタリア産

1銘柄以外はオーストリア，西ドイツ，日本産であった.

また赤ワインではオーストリア産 1銘柄以外は，すべて

イタリア産であった.発泡ワインではイタリア産，

10 

(g/I) 

Fig.4.外国産ジエチレングリコール混入ワインの濃度

別検出数

4 )収穫年と検出数

DEG混入ワインを収穫年代別に分けたものを Table

7. に示した.

年代別では， 1977年を除き1976年から1984年まで毎年

検出されており，いかに長年にわたり DEGの混入が行

なわれてきたかを，うかがい知ることができた.また，

最も検出数の多いものは，オーストリア，西ドイツ産の

もので1983年産17銘柄，次いで、1982，1981， 1979年産の

)11買であった.

最も古い1976年産は，西ドイツの生産，ピン詰された

ワインで， DEGの混入量は0.21，0.49g/1と比較的低

濃度であった.また，高濃度13.9，8.87g/1のものは，

1979， 1978年産であった. 1 g/l以上の混入ワインは

1983年産 5件， 1981年産 4件， 1982年産 2件と 1981-

1983年産に集中していた. フ

Table 7. ジエチレングリコール混入ワインの年代と検出数

計オーストリア

/日本

イタリア

/イタリア

西ドイツ

/西ドイツ

オーストリア

/西ドイツ

オーストリア1)

/オーストリア収穫年

ワ
u
n
u
ι
u
o
o
n
z
t
1
ょっ
ω

A
せ

ワ
ω
a
U
1

市

i
1
A
n
L

ー
i

1

ム
ワ
ω
η
L

2 

1
i
1
i
q
L
η
t
 

2 

4 

つ

白

内

J

q

J

1

1

-
E
4

句
E

4

4

A
宅

p
h
u
n《
リ

ハ

H
V

噌

E
4

-Eム

2 

2 

4 

4 

1976 

1977 

1978 

1979 

1980 

1981 

1982 

1983 

1984 

不明 1 

1 )産地/ピン詰地，同一銘柄のワインは除く.

3 
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に1
口口 名

トロッケンベーレン
アウスレーゼ

ベーレンアウス
レーゼ

アイスワイン

アウスレーゼ

スペートレーゼ

カビネット

Q .b.A. 

テーブJレワイン

不明

検 出 数

10 

~O.Ol~ 
図O.1壬

口1.0 ~ (g/l) 

(件〉

Fig. 5. オーストリア，西ドイツ産ワインの等級とジエチレングリコールの濃度別検出数

ルーツワインではいずれもオーストリア産であった.

ドイツワインは原料ブドウの糖含量等から，厳密に格

付されている 18，22) すなわち大別するとターフェルワ

イン(普級酒)とクアリテーツワイン(高級酒)に分け

られ，また後者は指定栽培地域ワイン (QbA)，肩書き

付きワイン (QmP) に分けられる. QmPはブドウのつ

るものであった.また，輸入食品などの安全性に対して，

消費者の不安を募らせ，同時にブドウだけで丹念に味を

整え，年代や地方がことのほか大切にされてきたワイン

の信頼性を失なわせる結果となった.一方，厳重な検査

体制の維持と新たな検査方法(パターン分析など)の確

立の必要性，並ぴに多方面からの情報収集の重要性など

む時期や熟度により①カピネット，②シュペートレーゼ， が指摘された.

③アウスレーゼ，④アイスワイン，⑤ベーレンアウス

レーゼ，⑥トロッケンベーレンアウスレーゼの 6段階に

分けられる.③一⑥は食後などに，ゆっくりと楽しむ甘

口のデザートワインである.

そこで，これらの等級に従って，西ドイツ，オースト

リア産の DEG混入ワインを分類したところ， Fig. 5. 

に示す結果となった.

アイスワイン及ぴベーレンアウスレーゼが銘柄の中で

は最も多く，次いでトロッケンベーレンアウスレーゼで

あり，いずれも極甘口に相当する銘柄であった.また，

19/1以上の DEG混入ワインが多数みつかったのは，

最高級の極甘口のトロッケンベーレンアウスレーゼで

あった.

DEGは単昧では 5%以上の水溶液で，初めの甘味と

その後の苦味を感じるが，今回の結果の最高混入量

13.9g/1 (1.39%) をワインに加え味覚試験を試みた場

合には，その効果を認めることができなかった

終りに，今回の事件は今だに予期しない化学物質の混

入した食品が，市場に出回る可能性のあることを示唆す

まとめ

昭和60年 7月から約 2ヶ月におよび国内を騒然、とさせ

たDEG混入ワイン事件について，その概要をまとめ報

告した.

1. DEGの分析法について

エキストレルートカラムで精製後， GC法で測定する

方法を検討した. GC用充填カラムは20%PEG 20M， 

20% FFAPが分離及び再現性ともに良好であった.回

収率は20，200， 2000μg/mlの DEGの添加で， 96.9， 

97.9， 100.4%であった.本法の検出限界は0.01g/1で

あった.

2. DEGj~入ワインについて

疑惑ワイン648検体中95検体から DEGが検出した.銘

柄数は76，産出国はオーストリア，西ドイツ，イタリア，

日本 (M社)であり，その中でもオーストリア産/西ド

イツピン詰のものが全体の31%を占めた.最大混入量は

13.9g/I，次いで8.87，5.92g/1であり，いずれも極甘l

口の白ワインであった.

1 g/l以上の混入のものは21銘柄25%，0.01-0.05g 
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/1のものが39銘柄47%であった.イタリア産はいずれ

も0.01-0.05g/1であった.収穫年別では最も古いも

のは， 1976年であり， 1981-1983年産に多数集中してい

た.

日本のM社製ワインはいずれも貴腐または氷果の銘柄

で， 6銘柄11検体から DEGが検出され，その混入量は

1.22-2.71g/1であった.
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ワイン中の多価アルコール類の分析

野沢竹志*，大石充男へ平田恵子*大西和夫*

西島基弘*坂井千三*

Analytical Methods for Polyalcohol in Wine 

T AKESHI NOZA W A *， MITSUO OHISHI *， KEIKO HIRAT A *， KAZUO OHNISHI *， 

MOTOHIRO NISHUIMA * and SENZO SAKAI* 

Keywords:多価アルコール polyalcohol，ワイン wine，ジエチレングリコール diethyleneglycol，エチレングリコー

ル ethyleneglycol， 2 ， 3ーブタンジオール 2， 3 -butanediol，グリセリン glycerin，ガスクロマトグラフィ-gas 

chromatography，薄層クロマトグラフィー thinlayer chromatography. 

緒 自

1985年 7月，オーストリア産ワインから，食品衛生法

で不許可のジエチレングリコール (DEG)が検出される

可能性があるとの情報が入札著者らはその分析法の開

発に着手した.

DEGは多価アルコールの一種であり，多量に摂取す

ると腎臓障害などの毒性を有することが知られている 1)

この DEGと味や毒性で類似したものにエチレングリ

コール (EG)がある.

また，ワインには 2，3ーブタンジオール (2，3-

BD)， 2ーフェニルエタノール (2-PE)及びグリセ

リン (GL) などの多価アルコール類が存在し2-4)，香

りやとろみなど，風味に大きく関与している.

そこで，著者らはワイン中の DEGの他に， EG， 2， 

3 -BD， 2 -PE，及び GLについて系統的分析法の検

討を行うとともに，これらの含有量を調査し，若干の知

見を得たので報告する.

実 験 方 法

1.試料 試料は昭和60年に東京都多摩地区で販売さ

れていた白ワイン155検体，赤ワイン24検体及びロゼワ

イン12検体の合計191検体を用いた.

2.試薬 2，3-BD，過ヨウ素酸ナトリウム及びパ

ラアミノジメチルアニリンは市販一級品を用い，その他

の試薬は市販特級品を用いた.

多価アルコール標準原液:DEG， EG， 2，3 -BD， 

2 -PE及び GLの標準品をそれぞれ500mg精秤し，水

で、50mlとした.

ガスクロマトグラフィー (GC)用標準溶液:標準原

液をそれぞれ水で適宜希釈して一定量とした.なお，

EGの定量分析を行う場合は80%アセトンー水溶液で、希

釈した.

簿層クロマトグラフィー (TLC)用標準溶液:EG， 

2，3 -BD及ぴ GLは標準原液をそれぞれ水で希釈し，

濃度が0.3g/1となるように調製した. DEGは標準原液

をそのまま用いた.

セファデックスカラムの調製:DEAEーセファデック

スA-25(ファルマシア社製)を0.5%アンモニア水に

一昼夜浸漬した後，洗液が中性になるまで水で洗浄した.

セファデックスを内径1.8cmX高さ30cmのクロマト管に

高さが4cmとなるように充てんした.

TLC用発色試薬:A)ベンジジン2.8gをエタノール

80mlで溶解後，水70ml，アセトン30ml及び 1N塩酸

1.5mlを順次加えた5) B)パラアミノジメチルアニリ

ン0.34g及ぴ塩化第一スズ0.76gを100mlのエタノール

に溶解した6) TLC用展開溶媒:クロロホルム・アセト

ン・メタノール (4:1:1) を用いた. TLC板:

HPTLCーキーゼルゲル60(10cm X 10cm，メルク社製)

を用いた.

3.装置 水素炎イオン化検出器付ガスクロマトグラ

フ:島津製作所 K.K.製 GC-7 AG型(ガラスインサー

ト使用)，ガスクロマトグラフー質量分析計 (GC-MS)

:日本電子 K.K.製JMS-D300型，インテグレーター:日

*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 Metoropolitan Research Laboratory of Public Health 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 Japan 
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本分光K.K.製 DP.L220型

4. ガスクロマトグラフ条件

〔カラム1] 充てん剤:25%PEG-20M (Uniport HP， 

60-80メッシュ，ガスクロ工業 K.K製)，カラム管:内

径 3mmX長さ 2m，カラム温度 :170'C (EG， 2， 3 -

BDを対象とする場合)， 200'C (2 -PE， DEG) ， 220'C 

(GL) ，注入口及ぴ検出器温度 :250'C，キャリヤーガ

ス N2， 50ml/ min，注入量:2μl 

〔カラム 2J 充てん剤:lO%FF AP (Chromosorb W A W ， 

60-80メッシュ，ガスクロ工業K.K.製)，カラム温度:

170'C (DEG) ，その他の条件はカラム 1と同様に行っ

た.

5.ガスク口マ卜グラフー質量分析条件 キャリャー

ガス:He， 35ml/ min，イオン化電圧:70eV，イオン化

電流50μA，その他の条件はカラム 2と同様に行った.

6. GC周試験溶液の調製 ワインはそのまま，また

は水で適宜一定量に希釈したものを試験溶液とした.

EGの存在が疑われる場合は，試料10mlを採り， 2 % 

水酸化ナトリウム溶液で PH7.0とした後，あらかじめ

作成した DEAEーセファデックスカラムに注入した.流

出液をとり，さらに水30mlを流し，流出液をさきの溶

液と合わせ，これにO.OlMリン酸溶液を加えて， PH7.0 

とした後45'Cで約 2mlまで減圧濃縮した.濃縮液にア

セトンを加え10mlとした.約30分放置し，上澄液を GC

用試験溶液とした.

7. GCによる定量同時に作成した検量線から，

ピーク面積法により定量した.

8. TLCによる確認 ワイン及ぴTLC用標準溶液10

μlをTLC板に塗布し，約 7cmまで展開した後，乾燥し，

以下の発色法A及びBにより発色させた.

発色法A:石川ら5)の方法に準拠し， 0.1%過ヨウ素

酸ナトリウム溶液を噴霧し，乾燥した後ベンジジン試薬

を噴霧した.

発色法B : Zweigらめの方法に準拠し，パラアミノジ

メチルアニリン試薬を噴霧した後120'Cで約 1時間加熱

した.

それぞれの Rf値及ぴ色調は標準品と比較し，同定し

た.

結果及び考察

1. GC条件の検討検査対象とした多価アルコール

類を分析するために，クロモソルブ1012
)，10%Ucon oil 

LB 550X3)，テナックス GC，10%FFAP及び25%PEG-

20Mなど，多価アルコール類の分析に適していると考

えられる充てん剤を検討した.クロモソルブ101，10% 

Ucon oil LB 550X及びテナックス GCは DEGとEGと

も，ワイン中の成分との分離，感度あるいはテーリング

の点で不適当であった.

また， 10%FFAPでは， DEGはワインの成分と良く

分離されるが， EGのピークがブロードとなった. した

がって， FFAPはワイン中の DEGのみを対象とする場

合は良好な充てん剤であった.

25%PEG-20Mは今回対象とした，いずれの多価アル

コールもピークの形，感度及び相互分離の点で良好な結

果を示した.なお，液相は 5%に比較して， 25%が分離

の点でf憂れていた.

25%PEG-20Mを用いた場合，対象とした多価アル

コールの沸点に大きな差があるため，一定のカラム温度

では， 5種類の多価アルコールを同時に分析できなかっ

た.昇温分析が適していると考えたが，昇温分析は保持

時間の再現性及ぴベースラインの安定性に問題があった.

そこで， EG及ぴ 2，3-BDを測定する場合は170'C，

2 -PE及び DEGは200'C，GLは220'Cで測定すること

とした.それぞれのクロマトグラムは図 1-3に示す通

スタ Y ダード

。 4 8 (mln) 

図1.白ワインの 2，3ーブタンジオール及びエチレン

グリコールのガスクロマトグラム

a) 2， 3ーブタンジオール b) エチレングリ

コール充てん剤:25%PEG-20M，カラム温度:

170'C 
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。 5 10 15 (皿1n)

図2. 白ワインの 2ーフェニルエタノール及びジエチレ

ングリコールのガスクロマトグラム

。

c) 2ーフェニルエタノール d) ジエチレング

リコール充てん剤:25%PEG.20M，カラム温度:

200
0

C 

10 20 (m1n) 

図3. 白ワイン及びグリセリンのガスクロマトグラム

充てん剤:25%PEG.20M，カラムj昆度:2200C 

。 4 8 12 (阻1n)

図4. 白ワイン及びジエチレングリコールのガスクロマ

トグラム充てん剤:10%FFAP (ChromosorbWAW)， 

カラム温度:1700C 

2) 

o A 8 12 (m1n) 

図5.DEAE セファデックスカラムによるワイン中の

妨害物質の除去

1 )未処理のワインのガスクロマトグラム

2)セファデックスカラム処理をしたワインのガ

スクロマトグラム" はエチレングリコール

の位置を示す
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り，良好な結果が得られた.また， 10%FFAPを用いた 1.0 

場合のクロマトグラムを図 4に示した.

なお， EGを25%PEG-20Mで定量する場合，分離及

びテーリングなどの点で，ロットによる差がみられたの

で，あらかじめそれらの点を確認しておく必要があった.

また，試料を直接 GCに注入すると，ゴーストピークが

出現したが，試料を80%アセトン溶液とすることにより，

ゴーストピークは消失した.

試験溶液を直接 GCに注入する場合，注入口部分に糖

が炭化して黒く付着するので，カラム保持のため，ガラ

スインサートを用いることとした.

2. ワイン中の妨害物質の除去 EGの保持時間の付

近に妨害物質の小さなピークが観察される場合があった.

その妨害物質を除去するため，有機溶媒による抽出，

フロリジル，ポリアミド， DEAEーセファデ、ックス A

25，ダウエックス WGR及びダウエックス50Wなど，

種々の吸着剤及びイオン交換樹脂による処理方法を検討

した.

その結果， DEAEーセファデックス A-25カラムを通

すことにより，図 5に示すように，妨害ピークを除去す

ることができた.

EGをワインに50ppm及び、300ppmとなるように添加

し，本法により分析した結果，回収率は96-106%と良

好な結果を示した.

3.検量線友び検出限度 2 -PEは0.005-0.13g/1，

DEGは0.01-0.4g/1，EGは0.02-0.4g/1， 2， 3 -

BD及び GLは0.1-1.2g/1の範囲でいずれも直線性を

示した.

また， 2，3 -BD は異性体があり 2) PEG-20Mでは

2つのピークに分離した.そこで， 2つのピークの和を

2，3 -BDの量とした.

検出限度は 2-PEが0.003g/1，DEGがO.Olg/l，

EGが0.02g/1， 2，3 -BD及び GLが0.05g/1であっ

た.

4. TLCによる確認 GCの他に， TLCによる確認を

行った. TLC板には， HPTLCーキーゼルゲル60を用い，

展開溶媒としてはクロロホルム，アセトン，酢酸エチル，

メタノールなどを用いて，それらの混合比を種々検討し

た.

その結果，クロロホルム・アセトン・メタノールの比

を4 1: 1としたものを用いたところ，図 6に示すよ

うに 4種類の多価アルコールを短時間で相互分離するこ

とができた.発色法Aを用いると， GLは青色のパック

に黄色のスポソト，他の多価アルコール類は白色のス

坦0・5""

包

。
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o 

。

， ， I 

a b c 

。
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.、a・・:)一‘ c:〉
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図 6. ワイン及び多価アルコール類の薄層クロマトグラ

ム

a)エチレングリコール

b) 2，3 ブタンジオール

c )グリセリン

d) ジエチレングリコール

W 1) ワイン

W 2) ワイン(ジエチレングリコール検出)

TLC板:メルク社製 HPTLCーキーゼルゲル60，

展開溶t某:クロロホルム・アセトン・メタノール

(4:1:1)，発色法A:ベンジジン 過ヨウ素

酸試薬

ポットが得られた. GL， EG， DEG及び 2，3-BDの

Rf値はそれぞれ0.26，0.48， 0.55及び0.68であった.

確認限度は EG， 2，3 -BD及び GLが0.03g/1，

DEGが5.0g/1であった. DEGの感度が低いので，発

色法Bを用いたところ， DEGは赤紫色のパックに白色

のスポットが得られた.確認限度は0.lg/1と良好で

あった. DEG以外の多価アルコールでは発色法Aの方

が発色法Bより， 10倍以上高感度であった. 2 -PEは

発色法A，Bいずれを用いても発色しなかった.

5. ワイン中の多価アルコールの分析結果 ワイン中

の多価アルコールの含有量を表 1に示した. 2 -PEは

白ワインに， 2，3 -BDとGLは赤ワインにそれぞれ比

較的多く含まれていた.これらの結果は，篠原ら2)の報

告とほぼ一致した.また， DEGは白ワイン155検体中 4

4食{本からキ食出された.

PEG-20Mカラムで DEGを検出したワインについて

は，厚生省の事務連絡による方法7)により，試験を行っ

たところ，ほぽ一致した値を得た.さらに GC-MSに
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表1.ワインの多価アルコール類の分析結果(g/l)

2-フェニルエタノール

範囲(平均値)

n =13 

0.01-0.13(0.07) 

n =12 

0.02-0.04(0.03) 

n =10 

0.03-0.05(0.04) 

1 ) 

2 ) 

20 

2，3ーブタンジオール

範囲(平均値)

n =13 

0.17-0.66(0.4ο) 

n =12 

0.16-0.56(0.36) 

n =10 

0.41-0.83(0.59) 

45 

45 

40 60 

グリセリン

範囲(平均値)

n =13 

4.31-11.68(7.87) 

n =12 

5.51-8.80(6.43) 

n =10 

8.03-11.04 (9 .15) 

75 

75 

80 

201 

ジエチレングリコール

測定値

n =155 

0.16 0.44 1.80 2.60 

n =12 

ND 

n =24 

ND 

1 0 0 (m/e) 

図 7. ジエチレングリコールのマススペクトル

1 )ワイン中のジエチレングリコール 2 )ジエチレングリコール

より確認した結果，図 7に示すように， DEGのスタン

ダードのマススペクトルとよく一致した.

1) GCによる分析充てん剤として， 25%PEG-20 

Mを用い， 3段階のカラム温度で行うことにより，対象

とした多価アルコール類のすべてを分離することができ

た.ワインを直接 GCに注入して分析し， EGが混入し

ている疑いのある場合は，妨害物を除去するために

DEAEーセファデックスカラム処理を行う必要がある.

また，いずれの検体からも， EGは検出されなかった.

まとめ

ワイン中の DEG，EG， 2，3 -BD， 2 -PE及ぴ GL

などの多価アルコール類の分析法を検討した.さらに，

その分析法を市販ワインの検査に応用し，次の結果を得

た.

2) TLCによる確認 TLC板は HPTLCーキーゼルゲ

ン60，展開溶媒はクロロホルム・アセトン・メタノール
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(4 : 1 : 1) を用いることにより， 4種の多価アル

コールを分離できた.発色剤として，ベンジジン一過ヨ

ウ素酸試薬及びパラアミノジメチルアニリン一塩化第一

スズ試薬を用いることにより， EG， 2，3 -BD及ぴGL

は0.03g/1，DEGは0.lg/1まで確認が可能でーあった.

3)検査結果 ワイン35検体を検査したところ， 2-

PEは0.01-0.13g/1， 2，3 -BD は 0.16~0.83g/1 ，

GLは4.31-11.68g/1含有されていた. DEG は191検体

中4検体より ，0.16~2.6g/1 の範囲で検出された.ま

た， EGはいずれの検体からも検出されなかった.

(本研究の概要は日本食品衛生学会第50回学術講演会

1985年10月で発表した.)
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タウ口コール酸のぺクチンへの吸着

小関正道*，安野哲子へ荻野周三*風間成孔*

Binding of Taurochlate to Pectin 

MASAMICHI KOSEI *， TETSUKO Y ASUNO本

SHUZO OGINO* and MASAYOSHI KAZAMA 

The cholesterol lowering activity of pectin is described as due to binding of bile acids to pectin.We stu-

died whether pectin-Ca complex could bind taurocholate in vitro， and found that 1 g of pectin could bind only 

about 3 mg of sodium taurocholate. Since its adsorption was as little as that of fibers in vegetables， taurocho 

late binding cannot be considered to bring about the main hypocholesterolemic effect of pectin. 

Keywords cholesterol， pectin， bile acids， binding 

E者 自

ダイエッタリーファイパーに，血清コレステロールを

低下させる作用があることは，良く知られている 1) な

かでもペクチンやグアーガム等の水溶性ファイパーに，

コレステロール低下力の強いものが多い.これらの作用

機構として考えられているものには，胆汁酸のファイ

パーへの吸着，脂質の吸収阻害，消化酵素の作用阻害な

どがあげられる.

ペクチンについては，その胆汁酸吸着能に関心が持た

れ，桐山らによってタウロコール酸の吸着実験がなされ

たが，吸着能なしという結果であった2) しかしその

後， Nagyvaryらが動物実験の結果から，ペクチン・ア

ルミニウムコンプレックスが，胆汁酸を吸着するという

仮説を提唱し3)話題となった. しかし日常の食事から相

当量のアルミニウムを摂ることはむずかしく，コレステ

ロールの低下をアルミニウムに期待することは実際的で

はない. しかしカルシウムならば，牛乳等から十分に摂

取することが可能であることから，陽イオンとしてカル

シウムを用い，またペクチンも陽イオンとの結果部位の

多い LowMetoxylペクチンを用いて，ベクチンーカル

シウム系がタウロコール酸を吸着できるかどうか，in 

vitroの実験を行った.

実 験

試薬 タウロコール酸ナトリウム(以下 TCと略す)

は，半井化学附製. Low Metoxylペクチン(以下 LMペ

クチンと l絡す) (GE-NU PECTIN Type LM-104 AS De 

gree of esterification 28 %)は附富士商事から恵与さ

れたものを， 72%エタノールで 5回洗浄し，エーテルで

1回洗浄後に，真空・ 50
0

Cで一夜乾燥し，単糖・少糖を

含有していないことを TCLで確認した.その他の試薬

は和光純薬製.バッファー KrebsRinger溶液から

CaCl2とMgSo4を除いて PM7.3に調製した. TC 溶液:

バッファーに TCを溶かし0.1%に調製した.カルシウ

ム溶液:乳酸カルシウム (C6HlQ06Ca・5HzO) をパッ

ファーに溶かし， 0.5-2.5%に調製した(この液2.5m!

はカルシウム16.25-81.25mgを含有する).ペクチン溶

液 LMペクチンをパッファーに溶かし 1-4%濃度

に調製した.

装置 自記分光光度計:島津製作所(株)製 UV-240

方法 100m!溶共栓付エルレンマイヤーフラスコに長

さ45mmの回転子を入れ， TC 溶液2.5m!，ペクチン溶液

25mlを入れて，マグネチックスターラーで30秒間高速

で混合する.これにカルシウム溶液25mlを加え 2分間

高速で混合する(この系を TCの反応系とするにこれ

をN05Aのろ紙又は JISG 3のガラスろ過器によりろ過

し，ろi夜中の TCを Erwinらの方法4)により吸光度法で

定量し，ペクチンに吸着されずに残った TC量を求めた.

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku，Tokyo，160 ]apan 
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Table 1. Effect of gelling time 01) TC binding to pectiin 

gelling time TC concentration in the filtrate(mgj ml)a 

before TC adding 0.0120::!: 0.0004 

after Tc adding 0.0115土0.002

a. Exp巴rimentswer巴runfive times 

b. TC concentration of control was 0.019 mg/ml. 
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Fig. 1. Effect of Ca concentration in the reaction 
mixture on TC binding to pectin.The binding 

reaction and the TC assay were carried out as 

described in Experimental. TC in the filtrate not 

bound to pectin after the reaction was measured. 

1.0 
THE 

o 0.5 
PECTIN CONCENTRATION IN 
REACTION M 1 XTURE (句。)

Fig. 2. Effect of pectin concentration on TC binding.TC 

bound to pectin was calculated as a difference 
between the TC residual in the filtrate and 
that of control.TC (mg) binding to 1 g of 
pectin was shown in the blanket 

/100mlの範囲において，ほほ一定であった.同時にこ

の範聞では，ベクチンはすべてゲル化していた.なお

TC吸着量が一定であったので，以下の実験からはカル

シウム濃度を32.5mg /100mlに回定して実験を行った.

2 ペクチンのゲル化と TC吸着量

人がペクチンを多量に摂るには，ゼリーとなっている

ことが望ましい.従ってゲル化後にも TC吸着能がある

か否かが問題となる.そこでペクチンにカルシウムを加

えてゲル化する時期を， TCを加える前後両方に設定し，

TCの吸着量に差があるか否かを調べた. Table.1に示

すようにゲル化時期によるTCの吸着には差が見られず，

ペクチンゼリーを食べた場合にも，小腸内で TC吸着が

生じる可能性がある.

3 ぺクチン濃度と TC吸着量

ペクチンに対する TCの吸着量は， Fig.2に示す通り，

反応溶液中のペクチン濃度0.25-1.0%の範囲で直線的

に増大じている. Fig.2の ( )内に示すようにペクチ

1 TC吸着に及ぼすカルシウム濃度の影響

2%ペクチン溶液を使用し，反応系のカルシウム濃度

を16.25-81.28mg/100mlとし，カルシウム濃度が TC

のペクチンへの吸着に及ぼす影響を調べた.

2 ペクチンのゲル化時期と TC吸着量

ペクチン溶液に，一定濃度範囲でカルシウムを加える

と，ペクチンはゲル化する.従ってゲル化してから TC

を加える場合とゲル化前に TCを加える場合，すなわち

ペクチン溶液にカルシウムを加えてから TCを加える場

合と TCを加えてからカルシウムを加える場合とでの，

ペクチンの TC吸着量を比較した.

3 ペクチン量の変化と TC吸着量

反応、系溶液100ml中のペクチン濃度を0.25-1.0%

(添加するペクチン溶液濃度 1-4%に相当)とし吸着

実験を行い，ろ液の量とその TC濃度から，ペクチンに

吸着された TC量を求めた.

4 反応時間と TC吸着量

反応系での反応を振とうしながら，3TC・0-6hr 

の範囲に保ち，ペクチンへの TC吸着量の時間による変

化を調べた。

結果と考察

TC吸着に友ぼすカルシウム濃度の影響

ペクチンへの TC吸着に及ぽすカルシウム濃度の影響

Fig.lに示す通り，カルシウムが16.25-81.25ml は，



汁酸吸着力の強いコレスチラミンを服用する方が，コレ

ステロール低下の目的にふさわしい.そこで今回アルミ

ニウムではなく，カルシウムを用いた実験を行った.す

なわちカルシウムならば牛乳から多量に摂取できること，

また LMペクチンとカルシウムからデザートゼリーなど

が作られていることから，アルミニウムよりカルシウム

の方が望ましいと考えられるからである.さらにペクチ

ンも Nagyvaryらは HM (High Metoxyl) を用いたが，

ここでは LMを用いた.それはイオンの配位を考えた場

合， LMの方が配位部位が多いことによっている.

従って今回の実験と Nagyvaryらの実験との直接の比

較はできないが，ペクチンカルシウム系のタウロコール

酸吸着力が小さいことから，アルミニウムを添加しない

通常の食事を考える場合，ペクチンによるコレステロー

ル低下の主因を，胆汁酸の吸着に求めることは，無理で

あろう.

ペクチンの血清コレステロール低下作用の様式は，胆

汁酸の吸着というよりも， unstired water layerの安定

化，消化酵素作用の阻害，脂質ミセルの安定化による酵

素作用からの保護等，多くの因子の複合作用であろう.

その中で特に効果の高い因子を探し出すことが，他の

ファイパーの効果，食事の摂り方などを考える上で重要

と言える.
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ン19当たりの TC吸着量は，ペクチン濃度0.25%の場

合には 3mgとなっている.この量は海老原ら5)によっ

て求められた，野菜のダイエッタリーフナイパーの吸着

量と同程度である.野菜のファイパーにはコレステロー

ル低下力がほとんどないことが報告されている5.6)こと

から，ペクチンのコレステロール低下作用の主効果とし

て，胆汁酸の吸着を考えることには無理がある.

4 反応時間・温度と TC吸着量

小腸とファイパーなどが混合されている時間は 2時間

程度なので，反応溶液を 6時間インキュベートして，時

間による TC吸着の変化を見たが， TC吸着量には変化

がなかった (Fig.3). この結果は Eastwoodら7)が行っ

た，非水溶性ダイエッタリーファイパーの TC吸着が，

時間と共に増大していった結果と異っており，彼らが

hydrophobicな吸着と判断したものとは異なる吸着様式

ではないかと考える.また Nagyvaryらの主張するよう

なイオン吸着でもないということになるのではなかろう

か.

Nagyvaryらはペクチンがアルミニウムと配位した場

合の陰イオン吸着性に着目し，動物実験の結果から，ベ

クチン金属配位体の胆汁酸吸着力が，ペクチンのコレス

テロール低下作用であるという仮説を提唱した. しかし

人が日常の食事から摂るアルミニウムの量が多いとは考

えられず，わざわざアルミニウムを摂るぐらいなら， s.E! 
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着香料中のジエチレングリコールモノ工チルエーテル(カルビ卜ール)の含量調査
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緒 E司

昨年 7月ワインのジエチレングリコール(以後 DEGと

略す)混入事件がおこり，輸入食品の安全性が疑問視さ

れていた最中に，西独でイタリア製アイスフリーム用香

料からジエチレングリコールモノエチルエーテル(カル

ピトール)が検出されたとの報道があった.

イタリアおよびオランダにおいては許可されているが，

わが国では許可されていない溶剤である.カルピトール

の致死量 (LD50)は6.5g/kg(経ロ，ラァト)1)， 0.9g/kg 

(静脈，ウサギ)1)であり， DEGの LD50の14.8g/kg(経

口，ラット)1)， 2g/kg(静脈，ウサギ)1→2)と比較する

と急性毒性の強さは DEG以上である.また DEGの

FAO/WHO (JECF A)における毒性評価3)はCリスト(使

用すべきではない)に分類され，カルピトールの毒性評

価3)はいまだ終了していない.

厚生省および都衛生局で輸入業者を割出し調査した結

果，イタリアからの輸入香料に最高数%入っていること

が判明した.その後，イタリア製品以外の香料からも検

出されたことが判り，東京都では特別区と協同して，都

内の輸入，製造および販売業者の特別監視を実施するこ

とになり，著者らは収去された27社の着香料109検体中

のカルピトール含量を分析することとなった.

カルピトールの香料溶剤としての効果が認められる量

を最低 1%と考え，多種の香料で調合される調合香料や

食品添加物等で希釈される香料製剤を考慮、し， 1/100の

安全率を乗じた値， 100 ppmを混入量の限度と設定し，

100 ppm以上確認された試料について定量を行ったので

この結果について報告する.

実験の部

1.試料昭和60年10月から61年 2月の聞に食品監視

課および特別区から当所に送付された着香料109検体で，

その内訳は，チョコレート系21検体，レモン系11検体，

オレンジ系10検体，バニラ系 8検体，ココアおよびコー

ヒ一系それぞれ 7検体， ミルク系 5検体，ストロペリー，

メロンおよびグレープフルーツ系それぞれ H食イ本，ノす

タ一系 3検体，パイナップル，アップル，ピーナッツお

よび、ココナッツ系それぞれ 2検体，その他17種17検体で

あった.

1 試薬 1.カルピトール東京化成純度98%以

上 2. カルピトール標準溶液 A カルビトールを100

mgとりジクロルメタンに溶かし全量100m!とし標準原

液とした.この原液をさらにジクロルメタンで希釈し，

20μg/m!の濃度とした. 3. カルピトール標準溶液 B

カルピトールを100mgとり水で溶かし全量100m!とし標

準原液とした.この原液をさらに水で希釈し， 20μg/ 

m!の濃度とした. 4. その他の試薬 J[S特級品を用い

た.

田.装置および測定条件

1.ガスクロマトグラフ (GC):島律 GC-7Aおよび、

GC-9 A(検出器 FID);カラム， 20% PEG 20 M/Uniport 

HP，80-100メッシュ， 3mmX3m;カラム温度， 140
0

;注

入口温度， 200
0

; N2流量，32m!

*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 
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2. 高速液体クロマトグラフ (HPLC) :日本分光

TRIROT AR -vl ;カラム， Shodex Ionpack C-811， 8 mm 

X50cm;移動相， 0.1%リン酸;流速， 0.5ml/min;検出

器 ShodexRI SE-51 

3. GC-マススペクトロメーター (GC-MS):ヒューレ

ットパッカード5710A型 日本電子JMS D-300;カラ

ム， 20% PEG 20 M/Uniport HP， 80-100メッシュ，

2mmX2m;カラム温度， 140
0

;注入口温度， 250
0

;イオ

ンj原温度， 250
0

;イオン化， EI 70 e V ; He， 30ml/ min 

N.操作法

1.定性法 (1)第一法(スクリーニングテスト) エッ

センスおよびフレーパ一等の水溶性試料は 19をとりメ

タノールに溶解し，必要あればろ過したのち，メタノー

ルで全量 5mlとし試料液(w)とした.オイルおよびオ

レオレジン等の油溶性試料は 19をとりジクロルメタン

に溶解し，必要あればろ過したのち，ジク、ロルメタンで

全量 5mlとしこれを試料液(0)とした. HPLC用は油溶

性試料 19をとり水 5mlを加えてよく振とうしたのち，

水層を分離して用いた.

各試料液および標準溶液 Aそれぞ、れ 5μlずつを GC

に，各試料液および標準溶液 Bそれぞれ50μlずつを

HPLCに注入し，試料液のカルビトールのピーク高を標

準液のそれと比較した. (2)第二法水溶性試料は 19を

とり水24mlに溶解し，一方油溶性試料は 1gをとり nー

ヘキサン100mlに溶解したのち，それぞFれ300mlの分液

ロートに移し，前者の場合は，分液ロートに rヘキサ

ン100mlを加え，後者の場合は水25mlを加えて約 3分

間振り混ぜ，約30分間静置したのち水層を分取した.各

水層を塩化ナトリウム (NaCl)約 9gで飽和したのちジク

ロルメタン60mlを加えて約 3分間振とう抽出し，約30

分間静置したのちジクロルメタン層を分取した.水層に

ジクロルメタン60mlを加え同様に操作し，ジクロルメ

タン層を前の抽出液に合わせた.なお抽出の際に分液

ロートの口および栓に付着した NaClは出来るだけ少量

の水(10ml以下)で洗い込み， NaClをさらに追加して水

層を飽和させて抽出した.またエマルジョンを生じた時

は遠心分離を行った.合わせたジクロルメタン抽出液を

無水硫酸ナトリウムで脱水したのち，乾固させないよう

40
0

以下で滅圧濃縮したのちジクロルメタンで 5mlとし，

これを試料液(E)とし第一法と同様にGC測定を行った.

HPLCの場合は乾固寸前まで濃縮したのちメタノールで

5mlとしこれを試料液(E)とし第一法と同様に測定した.

(3)GC-MSによる同定 第一法および第二法により 100

ppm以上確認された三諸外液について GC-MSにより同定

を行った.

2. 定量法スクリーニングテストで GCおよび

HPLC上に妨害ピークがなく 100ppm以上のカルピトー

ルが確認された試料は，約 19を正確にとり試料液(w)

または (0)と同様に調製し，妨害が認められた試料は，

約 1gを正確にとり試料液(E)と同様に調製したのち，

カルピトールの濃度が GC 用には 50~500μ g/ml ，

GC-MS 用には20~100μ g/ml になるようジクロルメタ

ンで希釈し， HPLC 用には20~500μ g/ml になるよう

メタノールで希釈し定量用試料液とした.

定量用試料液 5μlをGCまたはGC-MSに， 50μlを

HPLCに注入した.

検量線用標準溶液は定量用試料i夜中のカルピトールの

濃度に合わせて標準原液を適宣希釈したのち，試料i夜と

同様に GC，GC-MSまたは HPLCで測定し，その面積ま

たはピーク高からそれぞれ検量線を作成し試料中のカル

ビトールの含量を求めた.なお GC-MSの場合は，フラ

グメントイオンのm/z72とm/z104を用いマスフラグメ

ントグラフィを行った.

結果および考察

1.香料中のカルビトールの検出レベルの設定

輸入香料にカルビトールが使用されたとすると，溶剤!

として効果が認められる量は少くとも 1%以上であると

考え，輸入後他の香料や溶剤等でかなり希釈されたとし

ても，希釈倍率は100倍以下であると考え， 1%の1/100倍

量の100ppmをカルピトールの混入限度とし定性の検出

レベルを100ppmと定めた.

なお香料をアイスクリーム等の食品に使用する際には

さらに100倍以上に希釈して用いるとのことから，食品

中では 1ppmよりはるかに低くなると考えられる.食

品中からの検出限界が10ppmであることから，この限

度は妥当であると考えた.

ll.定性(第一法:スクリーニングテスト)に友ぼす

溶剤の影響

スクリーニングテストでは試料を溶解したのち直接

GCまたは HPLC測定を行うため，香料の常用溶剤とし

て使用されるエタノール，プロピレングリコール (PG)

およびグリセリン等の妨害が考えられた. 3種の溶剤jお

よびカルピトールについて GC測定を行ったところ，沸

点および極性が類以している PG4)のピークがカルピ

トールのピークの保持時間に最も近かった (Fig.1).カ

ルピトールの確認を妨害する PGの濃度はカルピトール

が100ppmのとき 50，000ppm(5 %)以上であった.従っ

て PGが主溶剤 (5%以上)のフレーパ一類等の測定には
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GCは適さないと言えた.一方， HPLCのクロマトグラ

ム上には PGの妨害はなかったが，エタノールの妨害が

認められ (Fig.2)，エタノールが主溶剤のエッセンス類

の測定には HPLCは適さなかった.従って GCとHPLC

を組み合わせてスクリーニングテストを行う必要があっ

た.

。

PG 

Corbitol 

。 10 20 30 40 50min 

Fig. 1. GC Chromatogram of Carbitol and Propyrene 

Glycol 

Gly 

10 20 

EtOH 
Carbitol 

/' 

40 50 min 

Fig. 2. HPLC Chromatogram of Calbitol and Other Sol 

v巴nts

Gly : Glycerine， EtOH : Ethanol 

PG : Propyrene Glycol 

m.定性(第二法)における抽出溶媒の検討

スクリーニングテストで妨害が認められた検体につい

ては前処理を行う必要があり，溶媒抽出法を検討した.

昭和60年9月 3日付の厚生省事務連絡報「アイスクリー

ム原料食品中のジエチレングリコールモノエチルエーテ

ルの検査法」では，加水分解した後，ジクロルメタン抽

出を行っているが，操作が繁雑なので神奈川県衛生研究

所の nヘキサンで脱脂した後，ジクロルメタン抽出を

行う方法を採用した.抽出溶媒としてカルピトールに極

性が近い酢酸エチルも良いのではないかと考え，ジクロ

ルメタンと酢酸エチルの比較を行った.

食塩で飽和した水溶液15，25， 30， 35mlにそれぞれ

カルピトール100μgを添加し，ジクロルメタンおよび

酢酸エチル60mlで抽出した時の抽出率を比較したとこ

ろ，ジクロルメタンの場合は， 15， 25mlの水層からほ

ほ'100%，30， 35mlの水層から78%抽出できた.酢酸エ

チルの場合は15mlの水層からほぼ100%抽出できたが，

25mlで85%，30および35mlでは67%と低下した.試料

を溶かし分液ロートに移す時，水が最低25ml必要であ

ることから，水層25mlからの抽出率がほぼ100%であっ

たジクロルメタンの方が良好であることが判った.

次に PGがカルビトールの抽出に影響を及ぼすかどう

かを検討した.カルビトール100μgを含む飽和食塩水

24mlに PG1 mg/ml 溶液 1ml (カルピトールの10倍量

に相当)および10mg/ml溶液 1ml (カルピトールの100

倍量に相当)をそれぞれ加え，ジクロルメタン60mlで2

回抽出した時のカルピトールの抽出率は， PG 10倍添加

では91.9，90.7， 90.2% (平均93.3%)，100倍添加では

87.6， 72，1， 84.7% (平均81.5%)であり PGの大きな影

響はなかった.また PGのジクロルメタンへの移行率は

低い程よいが， 10倍量の 1mg 添加では2.2-2.4%， 100 

倍量の10mg添加でも1.3-2.0%であり， PGはジクロ

ルメタンへは移行しにくいことが判明した. したがって

カルピトールの抽出溶媒としてジクロルメタンが良好で

あることが判明した.

N.添加回収実験

前処理を必要とする試料の中からレモンオイル(油溶

性)とココアフレーパー(水溶性)を選ぴ，それぞれ 19

をとりカルピトール100ppmを添加し，第二法に従って

試料液を調製したのち，ジクロルメタンで全量 5mlと

し， GC-MSで定量し回収率を求めた結果を Table1. 

に示した. レモンオイルへの添加回収率(%)と標準偏差

は99.3::!:0. 75でバラツキも少なく良好な結果が得られた.

ココアレーパーの添加回収実験では抽出時にエマルジョ



たフレーパー表示のものは34検体中26検体が100ppm以

下であることが確認できた. 7検体のオイル類(マロン，

ライム各 1検体，レモン 2検体，オレンジ 3検体)すべ

てに GC上の妨害ピークが確認されたが， HPLCでは妨

害がなくすべて100ppm以下であることが確認できた.

その他 GC上で香料成分の妨害が認められたレモン，オ

レンジ，バニラ，ペパーミントおよびスペアミント等に

おいても HPLCでは妨害がなかった.オレンジオイルや

ココアプレーパーなどのように前処理を行っても GC上

の妨害ピークが除去できないものがあったが， GC-MS 

測定には全く影響がなかった. GC-MSによる同定の結

果， Fig.3のカルピトールの標準品のマススペクトル

と一致した検体は，チョコレートフレーパー 1検体，レ

モンエッセンス 1検体およびレモンオイル 1検体の合計

3検体であった.

次にカルピトールが確認された 3検体について定量操

作を行った.チョコレートフレーパーおよびレモンエッ

センスはスクリーニングテストで妨害が確認されたので，

第二法により前処理を行い，また妨害が認められなかっ

たレモンオイルはジクロルメタンに溶かし，それぞれ

GC-MSで定量を行った結果，カルピトール含量は，

チョコレートフレーパー 6.0%， レモンエッセンス

0.05% および レモンオイル 2.0%であった.

チョコレートフレーパーには自社製造との記載のみで

輸入先の記載がなかった.レモンオイルには英国企業か

ら輸入との記載があり，またレモンエッセンスにはレモ

ンオイルの輸入業者と同じ名称、で自社製造と書かれてい

たこと，レモンオイルの方のカルピトール含量が高かっ

たことなどから， レモンオイルが英国から輸入され，こ
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ンを生じたので遠心分離操作を行ったが，

88.2%と良好であった.

V.市販香料中のカルビトールの分析結果

都内の香料メーカー27社から収去された32種類109検

体についてカルビトールの検出を試みた.検査した香料

のうち輸入先の記載のあったものは，アメリカ16検体，

スイス12検体，フランス 2検体，イギリス 2検体，イタ

リア，オランダおよび、ベルギー各 1検:イ本であった.

最初に収去された11検体は，溶媒に溶解したのち直接

GC-MSで100ppm以下であることを確認したが，他の

98検体は，先ずスクリーニングテストを行い，妨害が認

められた場合は第二法を行い， 100 ppm以上確認された

ものについて最終的に GC-MSによる同定を行った.

98検体のうちスクリーニングテストで100ppm以下が

確認できた検体は68検体で全体の68%に相当した.エッ

センスの表示のものは18検体中17検体とほとんどが，ま

回収率は

衛京

Table 1. Recovery of Carbitol added to Lemon Oil and 

Cocoa Flavour by GC-MS Method 

Mean土S.D

(%) 

99.3::t0.75 

88.2土1.31

Recovery 

(%) 

98.3 

89.8 

100.1 

99.5 

88.3 

86.6 

Added 

(μg/g) 

100 

~ 

イシ

~ 

~ 

イシ

Lemon Oil 

Cocoa Flavour 

Compound 

官C2H50CH2CH20CH2CH20H 45 1000 

0.0白

日「
49 

L
'

↑】印
Zω

↑
z- 了つ Is.OO

150円ノE100 

Fig. 3. Mass Spectrum of Carbitol 
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れをもとにレモンエッセンスが製造されたと考えられる.

検出された検体については，この程度の量では可溶化

溶剤として使用されたことが特定できなく，また香料製

造時の抽出溶媒として使用され残留していたもの，つま

りキャリーオーパーの添加物であるとも考えられるため，

食品衛生法違反の行政処分は行われなかった.

今回，検出された検体が3検体と少なかったのは，収

去開始時期が事件発生後既に 2ヶ月経過していたため，

業者が自主的に検査し対処したためではないかと考える.

まとめ

昭和60年10月一61年2月の間に特別監視により当所に

送付された着香料109検体中のカルビトール含量を測定

した.

まずスクリーニングテストを行い，妨害が認められた

場合は前処理を行ったのち， GC および~HPLC で測定し，

100 ppm以上検出されたものについて GC-MSで同定し

たのち，定量を行った.

スクリーニングテストでは， GC上に PGの妨害が，

HPLC上にエタノールの妨害が認められたが，両者を組

み合わせることにより 68%の検体の確認が可能であった.

前処理法として nーヘキサンで脱脂したのちジクロル

メタンで抽出する方法を採用した.カルピトール100

ppmの添加回収実験における回収率は， レモンオイル

99.3% およびココアプレーノ~'-88.2% と良女子であった.

GC-MSによりカルピトールが確認された検体は，

チョコレートフレーパー，レモンエッセンスおよびレモ

ンオイルの 3検体であり，それらのカルピトール含量は

それぞれ6.0%，0.05%， 2.0%であった.

検出された検体については，含量から考えて，可溶化

溶剤として使用されたことが特定できなかった.

謝 辞試料収集に当り御協力いただいた東京都衛生

局環境衛生部食品監視謀ならびに都および特別区食品機

動監視班各位に深謝いたします.
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高速液体クロマトグラフィーによる天然糊料の分析(第2報)

中島和雄へ広門 雅 子 * ， 高 橋 巌*

植松洋子*，松井敬子*，風間成孔*

High Performance Liquid Chromatographic Analysis of 

Natural Thickening and Stabilizing Agents (11) 

KAZUO NAKAJIMA *， MASAKO HIROKADOへ IWAO T AKAHASHI * ， 

YOKO UEMATSU *， KEIKO MATSUI * and MASA YOSHI KAZAMA * 

Keywords:糊キヰ thickeningand stabilizing agents，グァ一方、ム Guargum，ローカストビーンガム Locustbean 

gum，カラギーナン Carrageenan，タマリンド種子多糖類 Tamarindseed gum，キサンタンガム Xanthangum，ト

ラガントガム Gumtragacanth，アラビアガム Gumarabic，カラヤガム Karayagum，ペクチン Pectin

緒白

天然糊料は，増粘剤，ゲル化剤，安定剤の用途で食品

添加物として使用されている.さらに低カロリー食品と

して注目され，食品中に広く使用されている.

天然糊料の分析法としては，ガスクロマトグラフ法

(GC法) 1-3)が一般に用いられている. GC法では，天

然糊料の加水分解で得られた単糖を誘導体化して分析す

るので，操作が複雑で、ある.著者ら4，5)は，これまで GC

法および高速液体クロマトグラフ法 (HPLC法)による

分析法の検討を行ってきた.今回，前報5)にひきつづき，

加水分解物を直接分析できる HPLCによる検討を行い，

分析法を改善したので報告する.

実験の部

標準品 アラピアガム，カラギーナン，グァーガム，

ローカストピーンガム，キサンタンガム，カラヤガム，

トラガントガム，およびペクチンはすべてシグマ社製を，

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:昭和電工製示差屈析計 SE-51， 

データ処理装置:島津製作所製クロマトパック C-R3 

A，オートサンプラー:日本分光工業製 AS-L350 

HPLCによる構成単糖の分析構成単糖の標準溶液

として 7干重，すなわちグルコース，マンノース，キシ

ロース，ガラクトース，ラムノース，アラピノースおよ

ぴフコース，各々50mgをとり混合し，水で全量50mlと

した.このi夜をミリポアフィルター (0.22μm) でろ過

し，ろ液10μlについて HPLCを行った.

HPLCの条件:ガラム ShodexIonpak C-811 8mm日×

500mmとAminexHPX-87 P 7. 8mmo X 300mmを連結して用

いた，流速0.5ml/min，溶離液水，カラム温度 70.C，

検出器示差屈析計 (RI)感度 2X 

天然糊料の分析 試験管中に，天然糊料の標準品 9種

を，各々 200mgとり， 2 Nトリフルオロ酢酸 4mlを加

。 20 40 mln 

Fig. 1. HPLC Chromatogram of Monosaccharides 

Peaks 1， D-Glucose 2， D.Xylose 3， D.Galactose 

4， L.Rhamnose 5， D.Mannose 6， L-Arabinose 

7，L-Fucose 

*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 

*Th巴TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku，Tokyo，160 Japan 
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Gum tragacanth T amarind seed gum Xanthan gum 
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Guar gum Locust bean gum Carrageenan 

5 

3 

3 

Pectin Gum arabic Karaya gum 

3 

~ 一_JL一一___L。 20 40 。 20 40 。 20 40 

MINUTES 

Fig. 2. HPLC Chromatograms of Typical Nutral Monosaccharide Obtained from Hydrolysed Thickening and Stabi. 

lizing Agents 

Peaks 1，D.Glucose 2，D.Xylose 3，D-Galactose 4， L-Rhamnose 5，D-Mannose 6，L-Arabinose 

7，L-Fucose 
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え，窒素で置換した後，封管し，加水分解炉中で100'C

で8時間加熱した.その加水分解液を水酸化ナトリウム

で中和し，水で、全量50mlとした.この液をミリポア

フィルター (0.22μm) でろ過し，ろ液10μlについて

HPLCを行った.

結果と考察

構成単糖の分析 天然糊料の 7つの中性構成単糖は，

前報5)では， HPLCによっては一本のカラムで分離する

ことができなかったので， Shodex C. 811および Shodex

SP 1010で，各々分析した結果を併用して， 7つの糖の

分析を行った.

今回，二つのカラムを連結して分析する方法を，二種

類の連結カラムで検討した.第ーに ShodexSP 1010と

Aminex HPX. 87 Pを連結したカラムで分析した.その

結果は ShodexSP 1010のカラムで分析したと同様に，

ガラクトースとラムノース，マンノースとフコースの分

離は良くなかったが，他の 5つの単糖の分離はさらによ

くなった.これは 5つの単糖の分析を連絡したカラムで

分析した Wentl)の報告に似ていた.

次に ShodexC-811とAminexHPX回 87Pを連結したカ

ラムで分析した.その結果は，図 1に示したように 7つ

の中性糖がよく分離した.その時のカラム温度は70'Cが

最適であった.

天然糊料の分析 天然糊料の加水分解中の中性糖は上

記の結果から， Shodex C-811とAminexHPX-87 Pを連

結したカラムで分析した.検出器は RIを用いた.この

結果からの構成糖の特徴的なパターンから， 9種の天然

糊料の分析が行えることがわかった.この天然糊料の加

水分解中の中性糖のパターンを示す HPLCのクロマトグ

ラムを図 2に示した.この図からわかるように単一の糊

料の分析は容易である.また二つ以上の糊料を含む添加

物製剤の分析にも適用することができたが，これらの製

剤分析の詳細および定量法については，別に報告する予

定である.

まとめ

天然糊料の分析j去を HPLCによって検討した.天然糊

料の加水分解物中の 7つの中性構成単糖の分析は，

Shodex C-811とAminexHPX-87 Pを連結したカラムで

分析が可能であった.その時のカラム温度は70'Cが最適

であった.この分析条件で 7つの中性糖がよく分離した.

9種の天然糊料，すなわちアラピノース，カラギーナン，

グァーガム，ローカストビーンガム，キサンタンガム，

カラヤガム， トラガントガム，ペクチン，およぴタマリ

ンド種子多糖類の分析を行った結果，それぞれ特微的な

構成単糖のパターンが得られた.
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クエン酸の定量に及ぼすアルミニウムイオンの影響

高橋 厳*，小関正道*，広門雅子へ安野哲子*，

荻野周三へ中島 和 雄 * ， 植 松 洋 子 へ

松井敬子へ風間成孔*

Effect of Aluminum Ion on the Determination of Citric Acid 

IWAO TAKAHASHI*， MASAMICHI KOSEKI*， MASAKO HIROKADO*， TETSUKO YASUNOへ

SHUZO OGINO*， KAZUO NAKAJIMAへYOKOUEMATSUへ
KEIKO MA TSUI * and MASA YOSHI KAZAMA * 

Keywords:クエン酸 CitricAcid， ミョウノfンAlum，アルミニウムイオン AluminumIon，キレート Chelate，実

験計画法 Designof Experiments，高速液体クロマトグラフィー High-PerformanceLiquid Chromatography，酵素

法 EnzymaticMethod 

緒 日

クエン酸は酸味料として単独あるいは甘味料，保存料，

着色料など他の食品添加物との混合製剤の型で多くの食

品に利用されている 1，2)

混合製剤中のクエン酸は，高速液体クロマトグラ

フィー (HPLC) 3)，酵素法4)により定量されている. し

かし，混合製剤の中にはクエン酸の定量値が配合量を大

きく下回るものがある.この時，他の配合成分の定量値

は配合量と一致していることから，クエン酸の定量に対

して他の配合成分が影響していると考えられる.そこで，

実験計画法5) を用いてクエン酸の定量に影響を及ぽす

成分を明らかにし，合わせてクエン酸の定量法を検討し

たので報告する.

実 験 方 法

1.試薬 クエン酸分解酵素，リンゴ酸脱水素酵素，

乳酸脱水素酵素，ニコチン酸アミドアデニンジヌクレオ

チド・還元型 (NADH) はベーリンガー・マンハイム社

製，その他の試薬はすべて試薬特級を用いた.

2.装置 自記分光光度計一島津製作所製 uv-
240，高速液体クロマトグラフ ポンプ:日本分光工業

製 BIP-1，検出器:日本分光工業製 UVIDEC-100V型，

データ処理装置:島津製作所製クロマトパック C-R2 

AX 

3.影響を及ぼす成分の検索実験

混合製剤中のクエン酸の定量に影響を及ぼす成分を明

らかにするため，クエン酸の定量に影響がみられた混合

製剤の配合(表 1に示す)を基に，表2に示す因子と水

準を選んで、実験を行った.各水準はクエン酸(結品)に

対する重量倍率とした.実験は表 3に示すように L27

( 313) に割付けて行った.

4.定量操作

試験i容液の調製:クエン酸(結晶)および各因子を

各々，別に，水に溶かして25mg/mlの溶液とした.次

に，クエン酸(結晶)溶液 1mlに対し，表 3の割付け

表に従い，各因子の溶液を各水準量(水準 1はoml， 

水準 2は 1ml，水準 3は3ml) 加えた後，さらに水を

加えて100mlとし，これを試験溶液とした.

HPLC:各試験溶液を次の条件で測定した.

カラム Nucleosil7 C18 30cm x 4 mm i.d.，移動相:

2 % KH2P04 (pH 2 . 4 ) ，流速:1.0ml/min，検出波長

: UV210nm 

酵素法:各試験溶液を Daglel)の方法に従って測定し

た.

結果および考察

1.影響を及ぼす成分の検索

クエン酸の定量に対する各因子の効果を分散分析表と

*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 
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表1.クエン酸混合製剤の配合例

クエン酸(結晶)

ミョウノTン

d一酒石酸ナトリウム

炭酸ナトリウム

リン酸ーナトリウム

天然物

割付けた
A B 

要 因

列番
2 

No 

1 1 1 

2 1 1 

3 1 1 

4 1 2 

5 1 2 

6 2 

7 3 

8 3 

9 3 

10 2 1 

11 2 

12 2 

13 2 2 

14 2 2 

15 2 2 

16 2 3 

17 2 3 

18 2 3 

19 3 1 

20 3 1 

21 3 

22 3 2 

23 3 2 

24 3 2 

25 3 3 

26 3 3 

A 

B 

3 

1 

1 

1 

2 

2 

2 

3 

3 

3 

2 

2 

2 

3 

3 

2 

1 

3 

3 

3 

1 

1 

1 

2 

2 

27 3 3 2 

表 2.因子と水準

因 子 水準 1

A:ミョウノfン 。
B : d 酒石酸ナトリウム 。
c:炭酸ナトリウム 。
D:リン酸ナトリウム 。

表 3.要因 の割付け

A A A B 誤 吾ロF，ロ" B 
C 

B C C C 差 差 C 

4 5 6 7 8 9 10 11 

1 1 1 1 1 1 

1 2 2 2 2 2 2 2 

1 3 3 3 3 3 3 3 

2 1 1 2 2 2 3 

2 2 2 2 3 3 3 

2 3 3 3 1 1 2 

3 1 1 3 3 3 2 

3 2 2 2 1 1 3 

3 3 3 3 2 2 2 1 

3 1 2 3 1 2 3 1 

3 2 3 2 3 1 2 

3 3 2 3 1 2 3 

1 1 2 3 2 3 1 3 

1 2 3 3 2 1 

1 3 1 2 1 2 3 2 

2 2 3 3 1 2 2 

2 2 3 1 1 2 3 3 

2 3 1 2 2 3 1 

2 1 3 2 3 2 1 

2 2 3 2 3 2 

2 3 2 3 2 1 3 

3 1 3 2 2 1 3 3 

3 2 1 3 3 2 

3 3 2 1 3 2 2 

3 2 3 2 1 2 

2 1 3 1 3 2 3 

3 2 1 2 1 3 1 

215 

水準 2 水準 3

1 3 

1 3 

1 3 

1 3 

言具
D 

差

12 13 

1 

2 2 

3 3 

3 3 

1 1 

2 2 

2 2 

3 3 

1 1 

2 3 

3 1 

1 2 

1 2 

2 3 

3 1 

3 1 

1 2 

2 3 

3 2 

3 

2 1 

2 

3 2 

3 

3 

2 

3 2 
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表4.分散分析表

(1) HPLC 

要因 S 持 V 

A 314.63 2 157.32 

B 22.46 2 11.23 

C 179.44 2 89.72 

D 11.30 2 5.65 

AXB 17.69 4 4.42 

AXC 348.21 4 87.05 

BXC 8.03 4 2.01 

誤 差 21.11 6 3.51 

計 922.87 26 

(2) 酵素法

要 因 S + V 

A 489.38 2 244.69 

B 1.80 2 0.90 

C 139.44 2 69.62 

D 0.21 2 0.11 

AXB 30.42 4 7.61 

AXC 378.13 4 94.53 

BXC 36.34 4 9.09 

誤 差 35.79 6 8.95 

計 1111.30 26 

*… 1 %危険率で有意差あり

して表4に示した.解析の結果， HPLC，酵素法ともに，

ミョウパンと炭酸ナトリウムの交互作用により，クエン

酸の定量に影響を及ぼすことが認められた.この影響は，

ミョウパンのアルミニウムイオン (AI3+) がクエン酸

とキレートを形成するためと考えられる7)

2.炭酸ナトリウムの影響

炭酸ナトリウムの影響が単に混合剤のpHを調整する

点にあるのかを調べるために，炭酸ナトリウムに代えて

水酸化ナトリウムを用い， ミョウパンと水酸化ナトリウ

ムによる二元配置法案験(表 5に示す)を行い，クエン

酸の定量に対する影響を調べた.表 6に実験結果の分散

分析表を示した.解析の結果， HPLC，酵素法ともに，

水酸化ナトリウムは炭酸ナトリウムと同様に， ミョウパ

ンとの交互作用によりクエン酸の定量に対して影響を及

F。 プール Fo' 

44.69 54.06* 

3.19 3.86 

25.49 30.83* 

1.61 1.94 

1.26 1.52 

24.73 29.91 * 

<PE'=10 

Fo プール Fo' 

27.34 42.12* 

7.78 11. 98 * 

V E'=5.81 

世E'=18

10.56 16.27* 

1.02 

ぼすことが認められた.このことから，炭酸ナトリウム

は，クエン酸と A13+のキレート形成時において， pH調

整剤の役割を果しているものと考えられる.

3.各 pHにおける AI3+の影響

炭酸ナトリウムの影響が pHの調整にあることから，

pHの違いによる A13+のクエン酸測定への影響を調べた.

すなわち，クエン酸・ミョウパン・炭酸ナトリウムの混

合液を塩酸で pH1 -5に調整し，各 pHの溶液中のク

エン酸を定量して，その回収率を求めた.各 pHにおけ

るクエン酸の回収率を図 1に示した.

HPLC，酵素法ともに， pH 3 -5では明らかに AI3+

の影響がみられたが;pH 1 -2では良好な回収率が得

られた.この結果，試験溶液を pH2に調整することに

より，クエン酸の定量に対するミョウパンと炭酸ナトリ
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表 5. ミョウパンと NaOHによる二元配置法実験

因子

ミョウノfン

NaOH 

水準3

3 

3 

表 6.二元配置法実験の分散分析表

(1) HPLC 

要 因 S + V Fo 

ミョウノtン 123.42 2 61.71 8815.7* 

NaOH 144.08 2 72.04 10291 * 

交互作用 261.35 4 65.34 9334.3* 

級 間 528.85 8 

目兵 差 0.06 9 0.007 

全変動 528.91 17 

(2) 酵素法

要 因 S + V Fo 

ミョウノTン 122.33 2 61.17 191.16 * 

NaOH 95.04 2 47.52 148.50* 

交互作用 235.72 4 58.93 184.16* 

級 間 453.09 8 

誤 差 2.87 9 0.32 

全 変動 455.96 17 

*… 1 %危険率で有意差あり

100 

50 

。 2 3 4 5 pH 
図1.各 pHにおけるクエン酸の回収率

口一一口 HPLC 
0-0  酵素法

表 7.市販混合製剤中のクエン酸含量

試料調整
品 名

I 

1 18.8% 

2 4.9 

3 36.1 

4 14.9 

1 : pH 2に調整

]J:無調整

E 

3.6% 

1.3 

19.0 

1.9 

配合量

19.3% 

5.0 

35.7 

14.3 

ウムの交互作用による影響を除去できることが判った.

4.市販製剤への応用

本法による市販製剤 4種中のクエン酸の定量結果を表

7に示した.また，試験溶液の pHを調整せずに定量し

た結果も合わせて示した.本法による定量値は配合量に

対してそれぞれ97.4，98.0，101.0，104.2%と良好な結果

であった.

結論

今回の実験で，混合製剤中のクエン酸の定量に対する

影響はクエン酸と Al3十のキレート形成によるものであ

り，また，このキレート形成は pH調整により防ぐこと

ができることが判った.

しかし，クエン酸以外の有機酸にも A13+とキレート

を形成するものがある.さらに，有機酸と金属イオンの

キレート形成も多く存在していることから，クエン酸を

はじめ有機酸の定量に際して，この点を十分考慮する必

要があると考える.
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油脂に対する酸化防止剤の加熱劣化抑制効果

植松洋子*，高橋 巌*，広門雅子*，中島和維*

松 井 敬 子 *，風間成孔*

Retarding Effect of Antioxidants on the Thermal Deterioration of Oils 

YOKO UEMA TSUへIWAOTAKAHASHI*， MASAKO HIROKADO*， KAZUO NAKA]IMA * 

KEIKO MATSUI * and MASA YOSHI KAZAMA * 

Retarding effect of antioxidants and silicone oil on the thermal deterioration of frying oils was studied by 

determination of the carbonyl valu巴 (Cov) of substrates and the residual amount of antioxidants in the sub-

strates. 

BHA，α-tocopherol and a mixture of tocopherols were used as antioxidants. Two lots of rapeseed oil and 

lard were used as substrates respectively目Itwas found that the tendency of deterioration of oils was remark 

ably different between two substrates of the same kind of oils. 

Antioxidants were effective on one lot of rapeseed oil and lard respectively，both of which had a tendency 

not to be easily deteriorated. 

Antioxidants tended to decr巴asein the order of BHA >α-tocopherol ~ mixture of tocoph巴rols.Th巴re

was a significant negative correlation between COV of the substrates and the residual amount of tocopherol in 

the su bstrates. 

Silicone oil effectively retarded the thermal deterioration of the substrates which rapidly deteriorated 

when silicone oil was not added. It also retarded the consumption of antioxidants 

I玉eywords retarding effect， tocopherol， BHA. silicone oil， thermal deterioration， rapeseed oil， lard， antioxidant， 

COV 

諸 一七日

油脂を揚物の場合のように高温で加熱すると，熱酸化

を主とする種々の反応により劣化する.この加熱劣化油

は，風味も劣るが毒性もあるといわれている 1) 油脂の

酸化防止剤としては， BHA (ブチルヒドロキシアニ

ソール)等が認められているが， BHAの安全性に対し

て疑いがもたれているため これに代わりトコフェロー

ルが多く使用されている. トコフェロールについては，

ラードの加熱劣化を抑制するという報告がある 2)が，一

般に天然の抗酸化剤の含まれている植物油に対しては無

効であるといわれているの.そこで，食品監視機動班の

先行調査との関連でこれらの酸化防止剤の油脂に対する

加熱劣化抑制効果を比較検討した.基質としてナタネ油，

ラードを用い，それぞれにトコフエロール， BHAをiZE
加して加熱し，カルボニル価 (COV) および酸化防止

剤の残存量の測定を行い，その効果を検討した.また，

消泡斉IJとして使用されるシリコーンオイル(シリコーン

樹脂)が油脂の加熱劣化抑制に有効であるといわれてい

る4)-6)ため，シリコーンオイルを添加したものについ

ても同様に検討したところ，若干の知見を得たので報告

する.

実 験 の 部

1 試料ナタネ油(1， 2)およびラード(1， 2) 

は，日本油脂側に添加物を加えていないものを調製して

もらった. (ナタネ油 1，ラードー 1は実験 1に使用，

ナタネ油ー 2，ラードー 2は実験 2に使用した.) 

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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トコフェロール類(以下， Tocと略記，実験 1に使用)

α-Toc イーストマンコダック(械製，純度78.6%

mix-Toc-1 純度63.1% 組成 α:s : Y :δ=13.2 

: 1. 3 : 34. 9 : 50. 6 エーザイ側製

mix-Toc-2 純度63.0% 組成 α:s : Y : (J =13.5 

: 1.6 : 56.8 : 28.1 理研ビタミン(槻製

mix-Toc-3 :純度96.4% 組成 α:s : Y :δ=1.0 : 

O. 1 : 2. 5 : 96.4 

mix-Toc-4 純度74.5% 組成 α:s : Y : (J = 23 . 1 

: 1. 2 : 37.9 : 37.8 

mix-Toc司 5:純度92.6% 組成 α:β Y δ=50.6

: 1.4 : 24.6 : 23.4以上，エーザイ(械

製

dl-αToc 理研ビタミン側製，食品添加物規格 Toc

類(実験2に使用)

mix-Toc 純度72.3% 組成α:β :Y δ=11.5

: 0.7 : 39.8 : 48.0 エーザイ側製

dl-αーToc 実験 1と同じ

BHA 和光純薬製，シリコーンオイル:東芝シリコー

ン(械製，食品添加物規格 を用いた.

2 試薬 Toc標準品 :α 一，s-， Y-， (J-Tocの標準品

をエーザイ(栂より入手した.内部標準:2，2，5，7，8ーペ

ンタメチル-6ーヒドロキシクロマン ビタミン E定量

用， nーヘキサン:液体クロマトグラフ用，イソプロピ

ルエーテル:GR 10%硫酸， 10%水酸化ナトリウム溶

液で、洗った後，蒸留し bp68
0

C以上の留分を使用した.

カルボニル価測定用の試薬:基準油脂分析試験法記載の

もの ただし，ベンゼンは油脂カルボニル価測定用，そ

の他の試薬:特にことわりのないかぎり， JIS規格特級

品を用いた.

3 装置高速液体クロマトグラフ:日本分光工業製

TRIROT AR -VI，検出器:日立製作所製分光蛍光光度

計 F1000，オートサンプラー:日本分光工業製 AS一L

350，データ処理装置:島津製作所製クロマトパック C-

R 3 A，ガスクロマトグラフ:島津製作所製 GC-9 A 

(FIDっき)，自記分光光度計:島津製作所製 UV-240

4 高速液体クロマトグラフ測定条件 カラム Nuc1

eosil 5 NH2 (4mm由X300mm)，移動相:イソプロピルエー

テル n-ヘキサン (8: 92)，流速:コ2.0mlν/mi泊n

:蛍光分光光度計(但Exι29悌8m凹nm，Em3詑25nm)検量線は，

標準品の一定j濃農度と内部標準とのピ一ク薗積比カか、ら作成

した.試料の各 Toc含量は，試料を内部標準の一定量

とともに直接 nーヘキサンに溶かして高速液体クロマト

グラフに注入し，検量線からその含量を求めた.

219 

5 ガスク口マトグラフ測定条件 カラム:5 % OV-

17 (3mm日X2 m)，カラム温度:175
0

C，注入口温度:

200
0

C，キャリヤーガス N2，キャリヤーガス流量:

25ml/min，検出器 :FID

6 操作法 1 )試料液の調製(実験 1)油脂(ナタネ

油，ラード)に dl-α-Toc，αーToc，mix-Tocをそれぞれ

Toc量として0.05%添加した. BHAは0.02%添加した.

60 

〉

O
U

40 

20 

3 
Time(h) 

6 

Fig. 1. Change in Carbonyl Value of Rapeseed Oil-1 
during the Course of Heating at 180

0

C 

.一一.no addition 
A一一-..... dl-a -Toc added 
ム一一一ム α-Toc added 

圃一一.mix-Toc-1 added 
・闘 mix-Toc-2added ....・...mix-Toc-3 added 
口一一一口 mix-Toc-4 added 
口一一口 mix-Toc-5 added 
..... 一一-..... BHA aded 
Toc : Tocopherol 
Composition of Tocopherols (α: s : Y : (J) 

mix-Toc-1 : 13.2 : 1.3 : 34.9 : 50.6 
mix-Toc-2 : 13.5 : 1.6 : 56.8: 28.1 
mix-Toc-3 : 1.0 : 0.1 : 2.5 : 96.4 
mix-Toc-4 : 23.1: 1.2: 37.9: 37.8 
mix-Toc-5 : 50.6 : 1.4 : 2.6 : 23.4 



220 An何回 Rep.Tokyo Metr. Res. Lαb. P.H.. 37. 1986 

80 

〉

O
υ

20 

3 12 18 6 
Time(h) 

℃
 

ハUoo a
 

σb 
-
m
d
d
d
 

+

L

O
且

M

O

L

a

L

Q
U
J
U
J
U
J
U
 

K
A
u
d
d
 

引

E
a
a
a

，叶

H
q
ο
A
q
に
U
A
U

日

p
n
v
c
k

v

H

O

O

O

M

 

n
T
T
T
J
 

聞

は

ほ

ぼ

叩

七

c
m
u
m
m
 

O
L
 川

・
口
口

v

m
…
一
一
一

d
園
口
口

v

句
E
4-Au a

 

T
L
 

O
 

O
L
 u

 
a
 

v
 

V
J
I
-
-
G
J
u
 

-

-

i

j

F

L

O

E

ν

O

L

 

M

岡

d

d

L
閣

は

山

J

U

J

U

J

U

凶

n
M
お

a
a

G
・m
c
.
u
d
3

l

・t
-

O

E

C

C

E

1

r

2

0

0

 

.
刈
出

J
A
O
T
T
l

昭
一
司

1
1
川
町
昨

m

日

出

町

ω
α
E
U
K

五

P

J

・
A
ム
圃
・

m

2

一
一
一
一
一

T

y
r
-
-

一一一

c

m・
企
ム
圃
・
h

これらの油脂を一試料あたり 5個の内径26.7mmのガラス

製ビーカーに 4gずつ入れ，オイルパスを用いて180.C

:!:: 2.Cで加熱した.加熱開始後， 1，3，6. 12， 18時間毎に

ビーカーを 1つずつ取り出し試料液とした.加熱は 6時

間ずつ連続して行い，加熱時以外はビーカー毎冷凍庫に

保存した. (実験 2)実験 1とは異なるロットのナタネ

油，ラードを用い，それぞれに dlー αーToc，mix-Toc. 

BHAを実験 1と同量ずつ添加したもの，およびこれら

の酸化防止剤を添加した上にシリコーンオイルを l

ppm 添加したものを一試料あたり 9個のビーカー(実

験 1と同じもの)に入れ実験 1と同様に加熱し， 1， 3， 

6時間毎に 3個ずつビーカー毎取り出し試料液とした.

2 )カルボニル価(以下covと略記)の測定および

Toc， BHA含量の測定 実験1および実験2で得られた
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Fig. 3. Change in Calbonyl Value of Rapeseed Oil. 2 
during the Course of Heating at 180.C 
antioxidant not added 
dl.α.Toc added 
BHA added 
mix.Toc added 
silicon oil not added 
silicon oil added 

6 

Fig. 4. Change in Calbonyl Value of Lard-2 during the 
Course of Heating at 180.C 
antioxidant not added 
dl-αToc added 
BHA added 
mix-Toc added 
silicon oil not added 
silicon oil added 

であってもロットにより異なった傾向を示した.なお，

同時に 3個加熱したものの COVの標準偏差はナタネ油

-2については加熱 1時間で0.1-1.4， 3時間で0.1-

1.3， 6時間で0.3-3.0，ラードー 2については 1時間で

0.2-1.4， 3時間で0.4-2.8，6時間で0.3-2.3であっ

た.

また，油脂そのものの COVの増加もかなり異なって

おり，同じ種類の泊目旨でも約 2倍の開きがあった.

2 シリコーンオイルの加熱劣化抑制効果

上記の 4つの基質にシリコーンオイルを 1ppm 添加

して力日熱したところ， Fig.5のように，ナタネ油-1 ， 

ラードー 2についてはっきりとした抑制効果がみられ，

ナタネ油-2についてはわずかに抑制，ラード目 1につい

3 
Time(h) 

試料液について， COVの測定は，日本油化学協会編，

基準油脂分析試験法に従って行った. Toc含量の測定は

液体クロマトグラフ法， BHA含料の測定は，ガスクロ

マトグラフ法を用いて行った.

結果

1 酸化防止剤の加熱劣化抑制効果

ナタネ油ー 1に対しては，添加した酸化防止剤のいず

れも，加熱劣化抑制効果を示さなかった (Fig.1 ). 

ラードー 1に対しては，添加したすべての酸化防止剤が

加熱劣化を抑制した. 6時間加熱した場合の COVが無

添加のもので27.6であったのに対し， αーToc，BHAをi添

加したものでは22-23，mix-Tocを添加したものでは18

-19であり， mix-Tocが最も劣化を抑制した. しかし，

mix-Tocの種類によるちがいはみられなかった.また，

さらに加熱時聞が長い場合には，加熱6時間までにみら

れたような酸化防止剤の種類による影響はみられなかっ

た (Fig.2). 

ナタネ油-2の場合は 6時間加熱した場合の COV

が無添加，dlーαーToc添加のものでは24-5であったの

に対し， mix-Toc， BHAを添加したものでは14-5と差

がみられた (Fig.3). 一方，ラードー 2ではほとんど酸

化防止剤の効果がみられなかった (Fig.4). このよう

に酸化防止剤の加熱劣化抑制効果は，油脂の種類が同じ
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Fig. 6. Change in Residual Amount of Tocopherol in 
Rapeseed Oil. 1 during the Course of Heating at 
180'C 

.一一. no addition 
企一一一企 dlαーTocadded 
ムーーム αーTocadded 
圏一一. mix.Toc-l added 

.--.  mix-Toc-2 added ....・...mix-Toc-3 added 
口一一口 mix-Toc-4 added 
口一一口 mix-Toc-5 added 
V一一-T BHA aded 

4 TocおよびBHA残存量

ナタネ油田 1とナタネ油 2とを比較すると COV増加

の著しいナタネ油 1の方が Tocの減少も速かった

(Fig.6， 8). また，ラードー 1とラード-2の聞にも同様

の関係がみられた (Fig.7，9). 同時に 3個加熱したもの

の Toc残存量の標準偏差は，ナタネ油ー 2については加

熱 1時間で0.7-11.8， 3時間では1.2-6.3， 6時間で

Fig. 5. Change in Calbonyl Value of Rapeseed Oil and 
Lard during the Course of Heating at 180'C 
rapeseed oil-1 
lard-1 
rapes巴巴doil-2 
lard-2 
silicon oil not added 
silicon oil added 

てはほとんど抑制効果がみられなかった.

3 シリコーンオイルを添加した場合の酸化防止剤添加

の効果

シリコーンオインを添加することによって全体的に加

熱劣化が抑制されるが，その場合の酸化防止剤の効果は

シリコーンオイルを添加しない場合とは異なった傾向を

示した.ナタネ油-2の場合は，シリコーンオイルを添

加すると酸化防止剤の添加による COVの差がみられな

くなった (Fig.3). ラードー 2の場合は，シリコーンオ

イルを添加しないH寺はほとんと、酸化防止斉IJの効果がみら

れなかったが，シリコーンオイルを添加した場合の

COVは無添加>BHA添加 >dl-αーToc添加， mix-Toc 

添力日の目1ftであり，抑制効果がみられた (Fig.4). 
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Fig. 7. Change in Residual Amount of Tocopherol in 
Lard苧 1during the Course of Heating at 180

0

C 
企一一一企 dl.α-Toc added 
ム一一ーム αーTocadd吋
園一一. mix-Toc-1 added 

.--. mix-Toc-2 added ....・...mix-Toc-3 added 
口一一一口 mix-Toc-4 added 
口一一口 mix-Toc-5 added 

0.7-10.7，ラードー 2については， 1時間で0-3.4， 3 

時間で0.7-3.2，6時間で0.2-1.5であった.

一方， BHAの減少の速さは，ラードー 2，ナタネ油-

1，ラードー 1，ナタネ油 2の順であり，ほほCOVの

高い)11質であった (Fig.10).シリコーンオイルを添加し

た場合は， Toc， BHAともに減少が抑制された (Fig.6，

-10). また， αToc， mix-Toc， BHAの聞の Tocの減少

の速さを比較すると， BHA>α ーToc孟 mix-Tocの順で

あった. αTocとY-， (J -Tocあるいは mix-Tocの減少

速度については， α-Tocが消失しやすいとする報告

7-9)とα-Tocの方が残存するという報告10)があるが，

今回の α守 ocとmix-Toc(Y -， (J -Tocを多く含有)を

用いた実験における減少速度は，どの基質の場合も α

-Toc主主 mix-Tocであった.

考察

1 酸化防止剤の添加と加熱劣化抑制効果

天然に Tocのほとんど含まれていないラードの場合，

加熱劣化の著しいラードー 2については，酸化防止剤は

ほとんど有効でなかった.これは，加熱 1時間で添加し

たToc，BHAがともにほとんど消失してしまったためで

はないかと考えられる (Fig.9，10) .一方，ラード-1は

比較的劣化しにくかったが，加熱 1時間で添加した Toc
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Fig. 8. Change in Residual Amount of Tocopherol in 
Rapeseed Oil-2 during the Course of Heating at 
180

0

C 
• 0 antioxidant not added 
企ム dl-α-Tocadded 
V マ BHAadded 
圃 口 mix-Tocadded 

silicon oil not added 
silicon oil added 

の約28-47%が残存していた (Fig.7). このため，

ラードー 1に比べ酸化防止剤の効果が認められたと推察

される.酸化防止剤は加熱6時間でほ，;r消失し，加熱12

-18時間の COVには酸化防止剤の種類，添加の有無と

の関連があまりみられなかった.このことから，酸化防

止剤による加熱劣化の抑制は消失後一定時間しか持続し

ないものと思われる.ラードー2についても，シリコーン

オイルを添加した場合には dl αTocは加熱 3時間で

31.2%，加熱 6時間でも 16.4%が残存， BHAについて

も加熱 1時間で23%が残存していた.このため酸化防止

剤が有効に作用したものと考えられる (Fig.9，10). 

ナタネ油-2の場合，加熱3時間まではほとんど酸化
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T lard-1 ・orapeseed oil. 2 
・口 lard-2 

silicon oil not added 
silicon oil added 

ナタネ泊 1とナタネ油-2とでは，ナタネ油ー 1の方が

Tocの含有量が多いにもかかわらず COVが著しく上昇

した.加熱劣化しやすい油脂に対してシリコーンオイル

を添加すると劣化が抑制されるのに対し，比較的加熱劣

化しにくい油脂に対してはシリコーンオイルの添加によ

る効果はあまりみられなかった.一般に，油脂の加熱劣

化を抑制するのにシリコーンオイルの添加が有効である

といわれているが，今回の実験では基質により有効なも

のとそれほどではないものとがあった.湯木ら 11)らは，

シリコーンオイルの添加効果のみられない油脂中に微量

のシリコーンオイルが含まれていると報告している.今

回の実験でシリコーンオイルの添加効果のみられなかっ

た油脂中にも微量のシリコーンオイルが含まれている可

能性があり，現在その分析を検討中である.

3 COVとToc残存量

COVとToc残存量の関係を図にあらわすと Fig.ll-

Fig. 9. Change in Residual Amount of Tocopherol in 
Lard.2 during the Course of Heating at 180.C 
dl.α-Toc added 
mix-Toc added 
silicon oil not added 
silicon oil added 

防止剤の効果がみられなかったが，加熱6時間で無添加

のものと dl-α-Toc添加のものの COVが著しく上昇し

た (Fig.3). これらのサンプルについては残存 Toc量

も著しく減少しており (Fig. 8 )， Toc減少によって加熱

劣化が促進されたと推察される. BHAは加熱 3時間で

ほぼ消失してしまったが (Fig.5) BHAを添加したサン

プルの場合加熱 6時間でもまだ Tocが残存しており，

そのため無添加のものに比べて劣化が抑制されたと考え

られる.小沢ら紛は， AOM試験(活性酸素法， Active 

Oxygen Method) 下で iTocの消失とともに POV (過

酸化物価)の急な上昇がみられた.Jと報告している.

今回の実験結果から，熱酸化時における COVについて

も同様の傾向がうかがわれる. しかし， Toc消失後も

COVの測定を行った他の基質について， COVの上昇速

度が Toc消失後速くなるような傾向はみられず， COV 

の急速な上昇は AOM試験下における POVと異なり一

時的なものではないかと思われる.一方，シリコーンオ

イルを添加した場合には加熱6時間でもすべてのサンプ

ルに Tocが残存しており (Fig.8)，そのため BHA，Toc 

等の酸化防止剤添加による差がみられなかったと考えら

れる.

2 基質による加熱劣化傾向のちがい

油脂の加熱劣化傾向は，同じ種類の油脂であっても

ロットにより大きく異なっており，その差は酸化防止剤

の添加による差よりもはるかに大きかった (Fig.5). 

企ム

・口
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14のようになり，負の相関関係がみられた.ナタネ油の

場合，もともと Tocが含まれているため相関図の上でも

Tocを添加しないもの(無添加， BHA 添加)と Tocを

添加したものの 2つのグループに分けられる. COVと

Toc残存量との関係は Tocが一定量以上ある場合はほぼ

直線的であったが， Tocが消失しでも COVは上昇する

ため， Tocがほとんど消失した状態では，ほIfx軸上に

点が分布する.ナタネ油-1 ，ラードー 1では加熱6時間

のもの，ナタネ油-2では酸化防止剤，シリコーンオイ

ルともに無添加の加熱 6時間のもの，ラードー 2ではシ

リコーンオイル無添加の加熱 3，6時間のものがこのよ

うな傾向を示した.そこで，これらの点を除いて回帰式

......60 
百t良n 

E 
) 

CI> 
Zニ
c. 。20
o 。
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ロ
ロ

β企口
d •• c旨ロ
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を計算したところ Table1のようになり，良い直線関係

が得られた.

Tocの初期値が異なる場合，回帰直線の傾きを比較す

ることはあまり意味がないので，初期値のほぼ同じもの

を比較検討した.まず，基質によるちがいを検討したと

ころ，ナタネ油 1とナタネ油 2 (シリコーンオイル無

添加)の回帰直線の傾きは，無添加， BHA 添加の場合

はほとんど同じであったが， Toc 添加の場合は，ナタネ

油-1の方が急であった(回帰直線の傾きの差の検定，

P <0.01). ラード 1とラードー 2では，ラードー 1の方

が急であった (P<0.01). シリコーンオイル添加の有

無によるちがいは，ナタネ油ー 2，ラード 2ともみられ

• 一一ー』ーー_...
30 40 50 60 

cov 

Fig.14. Correlation between Carbonyl Value and Residual Amount of Tocopherol in Lard. 2 
... dl.α.Toc added ム dl.αーToc，silicone oil added 
• mix-Toc added 口 mix-Toc，silicone oil added 

Table 1 _ Correlation Coefficient and Expression of Regression Line between Carbonyl Value and Residual 

Amount of Tocopherol (Toc) in Rapeseed Oil and Lard 

Substrate 
Addition of Addition of Correlation Expression of 

Antioxidant Silicone oil Coefficient Regression line 

Rapeseed oil-1 no addition.BHA -0.981 y =-3.37x十73.52

'" d卜 αー， α-，mix-Toc -0.994 y =-5.69x+133.99 

Lard-1 d卜α一， αー，mix-Toc -0.946 y = -6.23x +73.36 

Rapeseed oil-2 no additition，BHA 一0.989 y = -3.48x +58.30 

'" '" 十 -0.987 y =-3.57x十60.22

4シ αー，mix-Toc -0.976 y =-4.60x十108.98

イシ ク + -0.988 y =-5.20x+115.10 

Lard-2 αー，mix-Toc -0.994 y=-4.26x+63.01 

イシ '" + -0.961 y =-3.86x十58.07
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Table 2. Corr巴lationCoefficient and Expression of Regression Line between Carbonyl Value and Residual 

Amou日tof Tocopherol in Rapeseed Oil and Lard 

Substrate 
Addition of 

Antioxidant 

Rapeseed oil-2 no addition 

イシ 今

'-' BHA 

今 今

今 dl-α 一Toc

今 イ〉

砂 mix-Toc 

'-' 今

Lard-2 dl-α 一Toc

'-' // 

'-' mix-Toc 

'-' 砂

なかった.無添加と BHA添加，dlー α-Toc添加と mlx

-Toc 添加の聞にはっきりしたちがいはみられなかった

(Table 2) 

まとめ

1.油脂の劣化の速さは同じ種類の油脂であっても，

ロットによりかなりのちがいがみられた.

2. ラードの場合，急速な加熱劣化により酸化防止剤

が短時間のうちに消失してしまう基質では酸化防止剤の

効果がみられなかったが，酸化防止剤が残存している基

質では効果がみられた. しかし，酸化防止剤による加熱

劣化の抑制は，酸化防止剤消失後一定時間までしか持続

しなかった.

3. ナタネ油の場合も，劣化しやすい基質では効果が

みられなかったが，劣化しにくい基質では Tocの消失

したもの(無添加，dl αToc 添加)の COVが，残存

しているものに比べ上昇した.

4. 同じ種類の基質 2ロットの聞では， COVの上昇

の速い方が BHAやTocの減少も速かった.また基質の

種類にかかわらず，酸化防止剤の減少速度は BHA>α

-Tocミmix-Tocの}II買であった.

5. シリコーンオイルは一般に油脂の劣化を抑制する

といわれているが，今回の実験では同じ種類の油脂でも

有効なものとそれほどではないものがあり，劣化の著し

い油脂に対して有効であった.シリコーンオイルを添加

Addition of Correlation Expression of 

Silicone oil Coefficient Regression line 

-0.985 y = -3 . 80 x + 58 . 85 

+ -0.996 y =-3.24x+57.65 

0.996 y =-3.51x +59.70 

+ -0.988 y =-3.93x+62.86 

-0.982 y =-4.11x+104.43 

十 -0.985 y =-5.00x+113.48 

-0.997 y =-5.73x+118.56 

+ -0.994 y =-5.48x+117.10 

-0.996 y = -4.29x +63.04 

+ -0.968 y =-4.04x+57.70 

-0.992 y =-4.21x +62.87 

+ -0.969 y = -3.66x +58.31 

すると Toc，BHAの減少も抑制された.

6. COV はToc残存量と良い負への相関を示した.

謝 辞試料収集にあたり御協力いただいた東京都食

品監視機動班ならぴに，データの統計的解析にあたり御

指導，御協力いただいた当研究所環境衛生研究科牧野国

義主任研究員に深謝いたします.
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食品用ボリ塩化ビニル製フィルム中の可塑剤の分析

佐藤憲ーへ渡辺悠二へ吉田令子*風間成孔*

Analysis of Plasticizers in Polyvinyl Chloride Films for Food 

KENICHI SA TOへYUJIWAT ANABE *， REIKO YOSHIDA * and MASA YOSHI KAZAMA * 

Examination of plasticizers in polyvinyl chloride films on the market was carried out. An analysis of 21 

samples (8 makers in ]apan) identified 5 plasticizers (o-acetyl tributyl citrate， dialkyl adipate， di -i -nonyl 

adipate， di-n-alkyl adipate， diacetyl lauryl glyceride). 

Quantitative analysis was very difficult if plasticizers were blended， and their amounts were calculated 

by the area proportional allotment method. Their amounts in polyvinyl chloride films were 15.2 -25.8 % 

(W /W). They met standards set by the Positive List of ]apan Hygienic PVC Association 

Keywords : Plasticizer， Polyvinyl chloride， o-acetyl tributyl citrate， dialkyl adipate， di-i-nonyl adipate， di-n-alkyl 

adipate， diacetyl lauryl gryceride 

はじめに

食品用ポリ塩化ビニル(以下 PVCと略す)製フィル

ムには柔軟性を持たせるため，可塑剤の添加が必要不可

欠である. PVC用可塑剤として以前はフタル酸エステル

類が使用されていたが1) 毒性・環境汚染などの問題か

ら主にアジピン酸ジ-2ーエチルヘキシル(以下 DOA

と略す)が使用されるように寄った. しかし DOAにつ

いても， 1981年米国で発ガン性の疑いがあるとの指摘2)

があってから他の可塑剤へ変更され今日に至っている.

しかしその代替可塑請JJについては，現在一部ト5)を除い

て明らかにされていない.また食品用 PVC製フィルム

には可塑斉JJが多量に添加されており，食品への移行性も

問題となることからへ可塑剤の使用実態を明らかにし

ておく必要がある.そこで食品用 PVC製フィルム中の

可塑剤の分析法を検討し，その使用実態について調査を

行ったので報告する.

実験の部

試料 昭和59年4月から昭和61年 3月までに都内で収

去した業務用 PVC製フィルム 8社21検体を用いた.な

お囲内で食品用 PVC製フィルムを製造しているのは，

現在この 8社だけである.

試薬 1.クロロホルム(和光純薬工業製，液体クロ

マトグラフィー用) 2. 0.5 Nアルコール性水酸化カリ

ウム溶液(食品添加物公定書7)により調製) 3. 三フッ

化ホウ素メタノール試液(ガスクロ工業製) 4 標準試

薬oーアセチルクエン酸トリブチル(東京化成製，以下

ATBCと略す)アジピン酸ジアルキル(三菱化成ビニル

製，以下7・9Aと略す)アジピン酸ジ-tーノニル(三

建化工製，大日本インキ化学製，以下 DINAと略す)ア

ジピン酸ジ一向ーアルキル(三建化工製，以下6・10A

と略す)ジアセチルラウリルグリセライド(理研ビタミ

ン製，以下 DALGと略す)刊ーブタノール，n ヘキサ

ノール，叫 ヘプタノール，叫ーオクタノール，n ノナ

ノール，n デカノール，0ーアセチルクエン酸トリメチ

ル，アジピン酸ジメチル，ラウリン酸メチル(東京化成

製)オキソアルコール(三菱化成ピニル製，炭素数7と

9を主体としたアルコール)iーノニルアルコール(三

建化工製) 5.標準溶液 上記4の各標準試薬をクロロ

ホルムに溶かしてそれぞれ O.lW/V%溶液に調製し

た.

装置 ガスクロマトグラフ(以下GCと略す) : 1. 

島津 GC9 A型 FID検出器付 n. 日立 GC163型 TCD

検出器付赤外分光光度計(以下 IRと略す) :日本分

光製A-3型ビームコンデンサー付 記録計:島津クロ

*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， ]apan 
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マトノfック C-R1B

GC条件 1.島津 GC9 A， 3 %シリコン E-301/

Uniport HP 60-80 mesh， 3 mm X 2 mガラスカラム，カ

ラム温度1800-3000 (1 o/min)，注入口温度310
0

，キャ

リャーガス N260ml/min，注入量 2μ1 II. 5 % PEG 

HP，カラム温度70
0
-200

0

(WO!min) その他の条件は I

と同じ 圃.目立 GC163， 8 mm X 1 m分取用ステンレス

カラム，キャリャーガス He，注入量50μlその他の条件

はIと同じ

分析方法試料O.lgにクロロホルム20mlを加え一昼

夜放置して試験溶液とし， GC条件 Iでガスクロマトグ

ラムを得た.また試料 5gにクロロホルム100mlを加え，

一昼夜放置して得た抽出液をロータリーエパポレーター

で濃縮し，衛生試験法的に準じてシリカゲルカラムクロ

マトグラフィーで精製し，クロロホルムで 5mlとして

GC条件Eで各ピークを分取した.このピーク分取溶液

をK13rミクロ錠剤の液膜法で IRスペクトルを測定した.

また分取溶液を常法に従ってアルコール性 KOH溶液で

ケン化し， GC条件Hでガスクロマトグラフィーを行い

アルコール成分の検索を行った.さらにこのケン化溶液

に三フッ化ホウ素メタノール試液を 1ml加えてメチル

エステル化し5)，上澄液を GC条件Eでカ、、スクロマトグ

ラフィーを行い，メチルエステル化合物の検索を行った.

結果と考察

可塑剤の同定 IRスペクトルから各分取溶液はすべ

てエステル結合を有することがわかった.またベンゼン

環は存在せず脂肪酸のエステルと考えられた.そこで分

取溶液をケン化して GCでアルコール成分の検索を行っ

たところ，叫 ブタノール，nーヘキサノール，n へプ

タノール，日ーオクタノール，n ノナノール，nーデカ

ノールの 6種類のアルコールを検出した. しかし残りの

アルコール成分については，市販の種々のアルコールと

比較したが GCのリテンションタイムで該当するものは

見出せなかった.そこでオキソ法により合成される工業

用アルコールではないかと考え，オキソアルコール及び

tーノニルアルコールと比較したところ GCにおいて

ピークのリテンションタイムが一致した. しかし l分取

成分については GCにおいてアルコール成分は検出され

ず，グリコールあるいはグリセリン系化合物ではないか

と考えられた.

各分取溶液のケン化溶液をメチルエステル化して脂肪

酸成分の検索を行ったところ，アジピン酸ジメチル o

アセチルクエン酸トリメチル，ラウリン酸メチルが検

出された.そこでアルコール成分との関係から分取成分

。 10 

Fig. 1. Gas Chromatogram of No. 1 

2 

3 

20 
(mln.) 

o 10 20 
(min.) 

Fig. 2. Gas Chromatogram of 7・9A

はATBC，7・9A， D1NA， 6・10Aであることが判明し，

標準溶液と比較したところ GCで各成分とも一致した.

なお各可塑剤の特徴として， 7・9Aはピークが 9本，

DINAは幅広い山形のピーク， 6・lOAはピークが5本出

現する.これはエステルの構成アルコールが同族体化合

物の集合体であることによる.さらに DINAについては

原料アルコールの組成の違いにより 2種類あることが

判明した.またアルコール成分が検出されなかった分取

溶液はメチルエステル化でラウリン酸メチルが検出され

たことから，グリセリンの脂肪酸エステルではないかと

考え， DALG比較したところ GCで一致し，主成分の
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DALGの他に副成分として数本のピークを伴っていた.

可塑剤の定量今回検出した ATBC，7・9A，6・10A，

DALGの5種類の可塑剤において，それぞれが単独使用

されているかあるいは単一ピークとなる ATBCについ

ては，標準溶液から GCにより定量することができる.

しかし7・9A，6・10A，DALGについては混合使用され

ている場合，複数のピークが重なるため直接定量するこ

とは困難である.そこで可塑剤標準試薬と配合可塑剤の

組成が同じであると仮定し，ピーク面積から比例計算に

より定量を行った.

Fig. 3. Gas Chromatogram of DINA 

検体 No.1については計算例を以下に示した. Fig.1 

は検体 No.1， Fig.2は7・9Aの0.1%標準溶液， Fig目 3

はDINAの0.1%標準溶液の方、スクロマトグラムである.

ここで Fig.1における 1-4のピーク面積を A，Fig.1 

における全ピーク面積を B，Fig.2における全ピーク面

Table 1. Contents of Plasticizers in PVC Films 

Manufacturer ATBC 7・9A DINA 6・10A DALG Total 

A 4.1 20.5 24.6 

6.0 14.8 20.8 

5.9 14.7 20.6 

3.8 18.2 22，0 

B 18.4 5.9 24.3 

C 13.4 11.6 25.0 

15.7 4，3 20.0 

D 22.7 22.7 

19.6 19.6 

17.5 17.5 

E 1.2 20.0 4.6 25.8 

1.5 15.5 5.4 22.4 

8.0 9.1 17.1 

F 4.7 14.2 18.9 

6.2 10.8 17.0 

5.8 9.9 15.7 

3.8 11.4 15.2 

G 3，6 16.0 19.6 

6.5 10.7 17.2 

3.1 14.9 18.0 

H 12.3 10.3 22，6 

(%) 

ATBC : o-acetyl tributyl citrate， 7・9A: dialkyl adipate， DINA : di-i.nonyl adipate， 6 . 10A : di-n-alkyl adipate， 

DALG : diacetyl lauryl glyceride 
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積中の 1-4のピーク面積比率を Cとすると， Fig.1に

おける7・9Aのピーク面積はA/C，DlNAのピーク面

積は B-A/Cとなる.このようなピーク面積を比例配

分する方法で Fig.1の7・9A， DlNAの量をあらかじめ

作成しておいた検量線により算出した.

可塑剤の使用実態食品用 PVC製フィルム 8社21検

体の可塑剤の分析結果を Table1に示した.使用可塑剤

はATBC，7・9A，DlNA， 6・10A，DALGの5種類であっ

た. 21検体中 DALGは1検体， ATBCは2検体に使用

されていただけであるが， 7・9Aが11検体， DlNAが18

検体， 6・10Aが9検体に使用されており，この 3種類

のアジピン酸エステルが DOAの代替可塑剤となってい

ることがわかった.単独使用はD社の6・10Aが3検体，

3種類使用がE社の 2検体で，残り 16検体は 2種類の混

合使用であった.そのうち7・9AとDlNAの組合せが11

検体で可塑剤配合の主力となっていた.検体数が少ない

が，各社によって使用可塑剤の組合せは一定しているよ

うであった.可塑斉IJの添加量は 15.2-25.8% (平均

20.3%) であった.

全検体とも業界の自主規格である塩ピ食品衛生協議会

のポジティブリスト 9)に従って使用されていた.なお今

回検出した 5種類の可塑剤のうち DALGについては，

ポジテイブリストの可塑剤の項に収載されていない.こ

の件について塩ビ食品衛生協議会に問い合せたところ，

DALGは食品添加物収載品(グリセリン脂肪酸エステ

ル)に該当し，用途については規制していないとのこと

であった.

まとめ

1.食品用 PVC製フィルム中の可塑剤の定性・定量

j去を検討し，囲内 8社21検体について分析を行った.

2. 定性法として抽出可塑剤を TCD分取ガスクロマ

トグラフィーで各ピークを分取し，ケン化・メチルエス

テル化の方法により構成アルコール及ぴ脂肪酸の検索を

行い， ATBC， 7・9A，DlNA， 6 . 10A， DALGの 5種類の

可塑剤を検出した.

3.定量法として可塑剤標準品と配合可塑剤の組成が

同じと仮定し，ピーク面積比例分配方式で、行ったところ，

可塑剤の添加量は15.2-25.8% (平均20.3%)であった.

4.今回分析した可塑剤については，塩ピ食品衛生協

議会のポジティブリストに従って使用されていた.

謝辞本研究にあたり可塑剤標準品を提供‘していた

だいた，三菱化成ビ、ニル側，三建化工(枇大日本インキ

化学株')，理研ビタミン側，の各社に深謝し、たします.
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高速液体ク口マトグラフィーによる粉乳中のビタミン 86の定量

笠原利英へ井口正t.tt*，友松俊夫へ道口正雄*

Determination of Vitamin B6 in Milk Powder 

by High-Performance Liquid Chromatography 

TOSHIHIDE KASAHARA *， MASAO IGUCI-II *， TOSHIO TOMOMATSU * and MASAO DOGUCHI * 

A reverse-phase high-performance liquid chromatography (HPLC) with fluorometric detection was ap 

plied to the det巴rminationof vitamin B6 in milk powder. Samples were extracted with 0.2M potassium acetate 

buffer (pH 4.8) and extracts wer巴 analysedby HPLC. Four vitamin B6 compounds (PMP， PM， PL and 

PN) in extracts wer巴wellseparat巴dfrom each other with 0.033M potassium phosphate buffer (pH 3.0) as 

mobile phase and were highly recovered. There was a good correlation between total vitamin B6 content deter-

mined by HPLC and by microbiological assay using Saccharomyces carlsbergensis (y =一0.056+ 1.023x， r = 

0.984). These results showed that the HPLC method was available for the d巴terminationof vitamin B6 in 

milk powder. 

Keywords : vitamin B6， milk powder， high-performance liquid chromatography 

緒 区コ

食品および生体試料中のビタミン B6 (以下 B6と略

す)の定量については，構造的に類似した 6種の B6化

合物が存在することならびにそれらの含有量が低いこと

により，様々な分離法と定量法が考え出されてきた1)

従来，食品中のB6の定量には，総B6量の定量で、充分で、あ

ることおよび測定感度が高いことから微生物学的定量法

が一般的に使われているが，食品中には微生物の生育を

阻害あるいは促進する成分が混在し測定値に影響を与え

る2.3)ことも考えられる.このような観点からここ十数

年来，高速液体クロマトグラフィー(以下 HPLCと11硲

す)を食品中のB6化合物の分離定量に適用した例が幾っ

か報告されている1-8) J.F.Gregoryはビタミン強化をし

た朝食穀類中のB6 (ピリドキシン)の定量について，

HPLCによる簡便な定量法を報告している 8) 今回，著

者らは動物性食品である粉乳について， HPLCによる B6

の分離定量を検討し，微生物学的定量法と比較したとこ

ろ，粉乳中の B6の定量において HPLCが有用な方法で

あることを示す結果を得たので報告する.

実験方法

試薬 ピリドキサミン(以下 PMと略す)，ピリドキ

サール (PL)，ピリドキシン (PN)，ピリドキサミン 5' 

ーリン酸 (PMP)，ピリドキサール 5'ーリン酸 (PLP)， 

4 '-デオキシピリドキシン (DPN) および酸性ホスファ

ターゼ (EC3 . 1 . 3 . 2 . ，ジャガイモ起源)はSigma社

製を用いた. PNについては国立衛生試験所標準品(日

本薬局方標準品)も用いた.微生物学的定量法で用いた

Saccharomyces carlsbeγgensis strain 4228 A TCC 9080およ

び麦芽寒天培地と B6定量用基礎培地は日水製薬 K.K製

を用いた.その他の試薬はすべて特級品を用いた.

試料市販の乳児用調製粉乳 5種 (No.1 - 5) およ

び妊産婦・授乳婦用粉乳 2種 (No.6 - 7) の 7種類を

用いた.

HPLC装置および条件ポンプ:バリアン LC-

5000，検出器:分光蛍光スベクトロモニター RF-530

(島i幸)，インテグレーター:クロマトパック C-R3A

(島i辛)，カラム:Unisil NQ C18 (5μm， 4.6mmi.d.X 

250mm，ガスクロ工業)，ガードカラム:Unisil Q C18 

(10μm， 4.0mmi.d. X 10mm，ガスクロ工業)，移動相:

*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 ，Hyaku日incho3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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0.033M リン酸カリウム緩衝液 (pH3.0)，流速:

1.0ml/min，カラム温度:室温，試料注入量:50μ 1， 

検出波長:励起波長295nm，蛍光波長390nm.なお，計

算にはピーク高を用いた.

HPLC法による 86の定量試料からの B6の抽出およ

び HPLC条件はJ.F.Gregoryの方法的を改変した.すな

わち，約 2gの粉乳試料を50ml容遠沈管(キャップ付)

に正確にはかりとり， 0.2M酢酸カリウム緩衝液

(pH4.8) 20mlを加えて15分間振とう後2500rpmで20

分間遠心分離した.その上清を 2部(各2.0ml) に分け，

一方はそのまま酢酸カリウム緩衝液0.5mlおよび30%

(W!V) トリクロロ酢酸 (TCA) 0.5mlを加えて除蛋

白した.他方には酸性ホスファターゼ溶液0.5ml (2 

u)を加えて 3TCで 2時間作用させた後， 30% TCA 

0.5mlで反応停止，除蛋白をした.両者とも 30分間室温

に放置した後2500rpmで15分間遠心分離し，その上清

を0.45μmのメンブランフィルター(日本ミリポアリミ

テッド)に通して HPLC用検液とした.なお，内部標準

A-

ωο
ロ
ωοmωhHO
ロ，[川明

ω〉
刊
』
吋
同

ω凶
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Retention time 

20 
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として各遠沈管毎に DPN100μg (塩酸態として)

力日した.

微生物学的定量法による総 B6の定量検定菌として

S. carlsbergensisを用いる濁度測定法的によった.すなわ

ち，約 19の粉乳試料を300ml容三角フラスコに正確に

はかりとり， 0.055 N塩酸180mlを加えて121
0

Cで4時間

加圧分解後， pH 5.0に調整し，定容，ろ過したろ液を希

釈して検j夜とした. B6の定量値は，この検液を0.5，1.0

およびr2.0mlずつ培養試験管に添加した 3段階の濃度に

おいて得られた値を平均して算出した.接種菌液の調製，

測定操作，培養および計算は常法10)にしたがった.

結果および考察

標準 B6化合物および粉乳の酢酸カリウム抽出液のク

ロマトグラムを Fig.1. に示した. 5種類のB6化合物お

よび内部標準である DPNは30分以内に完全に分離した.

なお，後述するように，粉乳中にはピリドキシンリン酸

(PNP) は存在しないものと思われたので PNPについ

ては考慮しなかった.各 B6化合物に対ーする検量線につ

をi33

“品。

。5 35 10 20 15 25 30 

Retention time ( min 

Fig. 1. HPLC Chromatograms of Vitamin B6 Standard (A) and Extract from Milk Powder (8) 

Abbreviations and amounts of standard per 50μ 1 injection: PMP，pyridoxamine 5' -phosphate，2.09 ng; 

PM，pyridoxamine，1.67 ng; PLP，pyridoxal 5' -phosphate， 150 ng; PL，pyridoxal，9. 85 ng; PN ，pyridoxine， 9.88 

ng; DPN，4' -deoxypyridoxine，121 ng 
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標準物質を添加した時のスパイキングおよびクロマトi容

出液の蛍光スペクトルの一致によって確認した.調製粉

乳の B6の主成分で、ある PNの蛍光スペクトルを Fig.2. 

に示した.

酢酸カリウム緩衝液による粉乳からの B6の抽出量と

試料重量との関係を Fig.3. に示した. PMP， PMおよ

びPNについては試料重量が 4gまでは定量的に抽出さ

れるが， PLについては 2g以上で抽出効率が低下して

いることが示された.従って以下の測定では試料重量を

2gとした.

粉乳に既知量の B6化合物を添加した場合の回収率を

Table 1. に示した. PLPの添加回収率が59%と低い値

であることは， PLP溶液について試料と同様に処理し

た場合の回収率が85%であり酸性ホスファターゼによる

PLPの分解率と一致していたことから考えて，酸性ホ

Table 1. Recovery of Vitamin B6 Compounds Added to 

Milk Powder Prior to Extraction and HPLC 

PMP 

amount addeda
) recovery， % b) 

95.7士3.1

compund 

いても良好な直線性が得られた.各 B6化合物の検出限

界は， PMPとPMが約0.2ng，PLPが約10ng，PLとPN

が約 1ngであった.これらの値を試料あたりに換算す

ると， PMPと PMが約 6μg/100g，PLPが約300μ

g/lOOg， PLとPNが約30μg/100gで、ある.これに対し

て微生物学的定量法における検出限界は総B6量として 6

-10μg/100g (試料採取量 1gのとき)である.このよ

うに HPLCにおける検出限界は微生物学的定量法におけ

る値と比較して，同等か若干大きい程度(数倍)であり，

HPLCによる粉乳中の B6の定量が充分可能で、あること

が示された.粉乳抽出液のクロマトグラムは，妨害ピー

クもなく各民化合物が良好に分離していることを示して

いる.また35分以降には何らピークが出現しなかった.

PLPのピークは認められなかったが，このことは上記

の検出限界と粉乳中のPLP含量から考えて当然である.

そこで PLP量については，酸性ホスファターゼによる

PLPの分解を行い， PLの増加量から算出した.酸性ホ

スファターゼによる PLPの分解率は 2時間で85%で

あった.また酸性ホスファターゼ作用前後の PN量には

有意差が認められなかったので，粉乳中にはピリドキシ

ンリン酸は存在しないものと思われる.粉乳抽出i夜の

HPLCにおける各 B6化合物の同定は，保持時間の一致，
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Table 2. Content of Vitamin 86 in Milk Powder Determined by HPLC and Microbiological 

Assay a) 

Milk powder HPLC M8A* 

No. b) PMP PM PLP PL PN Total 86 Total 86 

1 0.24 0.17 0.19 0.82 4.3 5.7 5.6 

2 0.30 0.16 0.15 0.41 2.9 3.9 4.4 

3 0.35 0.31 0.09 0.67 2.6 4.0 4.1 

4 0.23 0.16 0.20 0.67 3.8 5.1 4.7 

5 0.42 0.35 0.12 0.88 2.8 4.5 4.1 

6 0.21 0.27 0.19 1.27 5.5 7.4 7.3 

7 0.16 0.24 0.10 0.98 ND 1.5 1.5 
ーー---ーーーーー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー - - - ー 『 ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー 』 ー ー 曲 岨 値 目 四 四 戸ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー』ーー

mean 0.27 0.24 0.15 0.81 

SD 0.09 0.08 0.05 0.27 

本 M8A， Microbiological assay 

a) Values are given inμg/ g milk powder as pyridoxin巴equivalent.ND， not detected 

Each value represents mean of duplicat巴 analysesexcept that HPLC value of No. 1 

represents mean of six analyses 

b) No. 1 -5 ， modified milk powder for infant 

NO.6一7， milk powder for pregnant and lactating woman 

スファターゼによる PLPの分解が粉乳試料共存下では

低下していることを示すものと思われる. PLPの添加

回収率は低かったが，総86量に占める PLPの割合から

考えて影響は小さいものとして，回収率による補正は行

わなかった. PLP以外の86化合物については高い回収

率が得られた.

HPLCおよび微生物学的定量法によって測定された粉

乳試料中の 86含量の結果を Table2. に示した.粉乳

No. 1において 6回の分析による HPLCでの変動係数を

調べたところ， PMP 4.8 %， PM 2.7 %， PLP 8.0 %， PL 

1. 7 %， PN 6.6 % ，総 86で4.6%であり， ほぽ良立子で

あった. PLPについては先に示した中美に添加回収率が

低いことおよび酸性ホスファターゼ作用による PL増加

量からの計算値であることが関係して大きな変動係数に

なったものと，息われる.

総 86量について HPLCによる値 (y) と微生物学的定

量法による{直 (x) とを比較すると， y = -0.059 + 
1.023x (r=0.984) という関係が待られ，両測定法によ

る値はよく一致していることが示された.また HPLCの

利点の一つは各 86成分が測定可能なことである.粉乳

No. 1 - 5は乳児用調製粉乳であり PNが添加されてい

るのに対して. No. 6 ~ 7の妊産婦・授乳婦用粉乳にお

いてはNo.6では PNが添加されているが， No. 7では

PNが認められず86強化がされていないことが示された

このNO.7の場合も， HPLCによる値と微生物学的定量

法による値がよく一致したことは，原料乳由来の 8dヒ
合物もよく抽出されていることを示している. Table 2. 

には PN以外の 86化合物についてその平均値が示され

ているが，それらの値を J.F.Gregoryら7)がスルホサリ

チル酸で抽出しイオンペア HPLCで分析した牛乳の 86

成分の分析値と比較してみると ，PLPの含有量割合は

約 1/2であるが，他の 86成分の合有量割合はよく一致

していた.

本実験で用いられた 86抽出条何二および逆相 HPLCに

よる 86の分析は，最初に J.F.Gregorl)がビタミン 86

(ピリドキシン)を強化した朝食穀類の分析で良好な結

果を得たものであるが，本報告ではさらに，動物性食品

である粉乳についても，ビタミン 86強化の有無に関係

なく HPLCが適用でき，回収率，変動係数，微生物学的

定量法との一致， さらには手)1頂の簡便さ，多数試料処理

の可能性からみて充分有用で、あることが示された.

要約

乳児用調製粉乳および妊産婦・授乳婦用粉乳中のビタ

ミン 86の定量に逆相 HPLCを適用した. 0.2M酢酸カリ
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ウム緩衝液 (pH4.8) による粉乳抽出液中の各 B6化合

物 (PMP，PM， PLおよび PN) は0.033Mリン酸カリウム

緩衝液 (pH3.0) を移動相とする HPLCにより，妨害

ピークもなく完全に分離し，添加回収率，変動係数も良

好であった.また HPLCによって定量した総B6量の値

は，微生物学的定量法による値とよく一致しており (y 

= -0.056十1.023x， r = 0.984) ，動物性食品で、ある粉乳

中の B6の定量についても HPLCが適用でき，充分有用

な方法であることが示された.
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小笠原産シカクマメ「ウリズンjのビタミン分析

菊谷典久*佐藤直子へ 笠原利英*，井口正雄*

友松俊夫*，道口 正 雄 * ， 浦 野 元 幸 * *

山下三雄***，小沢 聖****

Studies on Vitamin Contents of the Winged Bean 

(Psophocarpus tetr，α:gonolobus) ，‘Urizun" in Ugasawara Islands 

NORIHISA KIKUTANI*， NAOKO SATO*， TOSHIHIDE KASAHARA *， MASAO IGUCHI*， 

TOSHIO TOMOMATSU*， MASAO DOGUCHI*， MOTOYUKI URANO**， 

MITSUO Y AMASHIT A * * * and KIYOSHI OZA W A * * * * 

Analyses of vitamins were made on immature pods of the winged bean (Psophocarpus telragonolobω) 

“U rizun" harvested in Ogasawara Islands. 

The winged bean “Urizun"， a new breed selected from tropical species M-13-1 ， is experimentally grown 

to supply its immature pods in summer season to cover shortage of vegetables in subtropical areas of Japan 

Samples of immature pods were divided into six groups according to weight and subject巴dto analyses of 

vitamin A， B1， Bz， C and niacin. A medium size gro叩 (7_ 3g / pod) suitable for serving as vegetables was 

found to' contain 620μg carotene， O. 34mg B1， 0 _ 09mg Bz， lOmg C and 0 _7mg niacin per 100g respectively. 

Vitamin B1 content in immature pods of the winged bean was significantly higher than those of other legumi 

nous plants. The composition of other vitamins in immatur巴 podsof the winged bean was similar to that of 

kidney beans. These results suggest that the winged bean “Urizun" may play an important role as a summer 

vegetable in subtropical areas of J apan. 

Keywords : winged bean， PsoPhoca1Jか{stetragonolobus， Urizun， summer vegetable， vitamin content 

緒面

シカクマメ (wingedbean，ρsophoca1J仰 stetragonolobus) 

は，熱帯地方原産のつる性の多年生マメ科植物で，過去，

パプアニューギニア，あるいは東南アジアの一部地域に

おいて，栽培されてきた1) その爽の形が，四稜になっ

ており，切り口が四角に見えるところから，シカクマメ

の名がある.食用部位は，若爽，葉，若校，花，種子，

塊根なとうほぽ植物全体に及んでおり，特に熟した豆は，

タンパク質を多く含んでいる.

近年，熱帯地方における食糧の不足，住民の栄養不良

の深刻化に伴い，有用な植物資源が求められている折，

高温多湿の気候条件のもとで良く生育するシカクマメが

新しい熱帯作物として注目され始めた.

わが国では，沖縄や小笠原といった亜熱帯地域におい

て，夏期の野菜不足がはなはだしいところから，その対

策として，シカクマメの若爽を利用することが検討され

ている.夏野菜として若爽を用いるには，夏期の長日条

件下でも，開花，結爽可能な極早生の品種を開発するこ

とが必要であり，現在，農林水産省熱帯農業研究セン

ター，東京都小笠原亜熱帯農業センターなどにおいて，

*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 Japan 

**東京都衛生局島しょ保健所

***東京都立神経病院栄養科

****東京都小笠原亜熱帯農業センター
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栽培条件，品種改良等の研究が進められている.このう

ち， 1982年に西オーストラリア農務局より導入されたシ

カクマメ・ M-13-1号から選抜された新品種「ウリズ

ン」は，春まき栽培で， 7 -8月の盛夏期に安定して若

爽が収穫でき， しかも収量も多いところから，亜熱帯地

域での夏野菜としての利用が，有望視されている.

今回，著者らは，このシカクマメ「ウリズンJの栄養

成分評価の一環として，若爽中のビタミン A，B1' Bz， 

C，ナイアシンの分析調査を行った.以下報告する.

試料および実験方法

1.試料 シカクマメ「ウリズンJ:東京都小笠原亜熱

帯農業センターにおいて，春まき栽培され， 10月に収穫

された若爽を試料とした. (本種子は，農林水産省熱帯

農業研究センターより，現地適応性検定試験のために，

供与されたものである.)若爽は重量別に第 1群(平均

重量4.3g/爽)，第 2群(同5.9g/爽)，第 3群 (1司7.3g

/爽)，第 4群(同9.6g/爽)，第 5群(同11.7g/爽)，

第6群(同16.0g/爽)の 6種に分けた.なお，この 6

群の中では，第 3群，第 4群のものが，食味あるいは生

産効率などの面からみて，食用に最適な大きさである.

これら各群について，約20-30爽を細切し，以下の各分

析に供した.分析項目は，ビタミン A (レチノール，カ

ロチン)， B1， Bz， C，ナイアシンである.

1 ビタミン Aの分析 ①レチノール:試料10gを秤取

し，衛生試験法z)に準じ，試験溶液を調製し，高速液体

クロマトグラフィー(以下 HPLCと略す)により定量し

た. HPLC条件については，著者らがマーガリン中のレ

チノール定量に用いた方法3)によった.

カラム:逆相型， Unisil QC18 (5μm)， 4. 6mm I. D. X 

250mm (ガスクロ工業K.K.)，プレカラム:Unisil QC18 

(10μm)， 4.0mmI.D.X10mm，カラム温度:30
0

C， i容離u夜
:メタノールー水 (91: 9)，流速:1.0ml/min，後光

検出:励起波長340nm，検出波長460nm. 標準品として

シグマ社製レチノールアセテート， 1mの詰t薬については，

試薬特級品を用いた.②カロチン:試料 5gをとり，

Yen.Pingの方法4)に準じて試験溶液を調製し， αおよび

P カロチンを HPLCにより定量した. HPLC条件は，

カラム:レチノールの項と luj様 i容出lt液:クロロホルム

アセトニトリル (8: 92)，流速:1.5ml/min， 'pI視

帝11検/Jl: 436nm，感度0.05AUFSであった.標準品とし

てシグマ社製 α カロチン，sーカロチンを使用した.

またクロロホルム，アセトニトリルについては HPLC用，

その他の試薬については，試薬特級品を用いた.なお，

カロチンのビタミン A効力値換算方法は，四訂日本食品

標準成分表(科学技術庁・資源調査会編)によった.

皿.ビタミン 81の分析 衛生試験法5)に準じ，チオ

クローム後光法により定量を行った.試料10gを磨砕後，

塩酸酸性の条件下， ì~~騰水浴中で加熱抽出し，次にジア

スターゼを加え，3TCにて一夜放置し，結合型チアミン

の酵素分解を行った.得られた試料溶液は，パームチッ

トカラムを用いて精製した.チアミンの酸化には，フェ

リシアンイヒカリウムを用い，生成したチオクロームをイ

ソブチルアルコールで抽出し，その後光強度を，励起波

長375nm，検出波長420nmにて測定した.なお，標準と

して国立衛生試験所標準品(以下街試標準品と l略す)， 

ジアスターゼは iV.B1定量用タカジアスターゼ BJ (三
共K.K.)，パームチットは iV.B1定量用活性ピタチェン

ジJ(和光純薬K.K.)，他の試薬類は，試薬特級品を用

いた.

N. ビタミン 82の分析衛生試験法的に準じ，ルミフ

ラピン後光法により定量を行った.試料10gを磨砕後，

塩酸酸性の条件下， i弗騰水浴中で加熱抽出した.抽出i夜

は，盲後光を除去するため，同容量のクロロホルムを加

え 3回予浸を行った.試料溶液は，終濃度0.5NNaOH 

として 1時間光分解し，生成したルミフラピンをクロロ

ホルムで抽出し，その後光強度を，励起波長430nm，検

出波長530nmにて測定した.標準には衛試標準品，他

の試薬については，試薬特級品を用いた.

V. ビタミン Cの分析衛生試験法7)に準じ，インド

フェノール滴定法により定量を行った.試料 7gを秤取

し，メタリン酸を加え，乳鉢にて磨砕し，粥状とした.

次に遠心分自lf.を行い，上i登液を取り，試験溶液とした.

ビタミン C標準品により，力価を検定したインドフェ

ノール溶液を，試験溶液で滴定し，その値より試験溶液

中のビタミン C量を算出した.標準には衛試標準品，他

の試薬については，試薬特級品を用いた.

VI.ナイアシンの分析微生物学的定量i去によった.試

料 2gを秤取し 1N硫酸を加えてホモゲナイザーにて

均質化した後， 121
0

Cで30分間分解を行った.冷後，水

酸化ナトリウムを加えて pH6.8とし，定容後ろ過した.

このろi夜を適宜希釈して検液とした.検定菌としては，

Lactobacillus arabinosus 17 - 5 A TCC 8014を用いた.菌

の接種と培養，並びに濃度測定と計算法は，常法8)に

従った.標準として衛試標準品を用いた.また乳酸菌保

存培地及ぴ、ニコチン酸定量用基礎培地は， 日水製薬K.K

製を，他の試薬については，試薬特級品を用いた.

結果および考察

Table 1に，シカクマメ若爽中の各ビタミン含有量を
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示す.

ビタミンAについては，レチノールの存在は認められ

なかった.カロチンは，最軽量の第 I群に最も多く含ま

れ (790μg/100g)，逆に第 6群では最少値となり，第

1群の約65%にすぎなかった.

ピタミン Bjは，ビタミン Aと似た存在分布を示した.

第 1群が0.4mg/100gで最高含有量となる一方，第 2群，

第6群が低く，それらは第 1群の60-65%程度であった.

ビタミン Bzについては，第 1群がo. 12mg/100gでや

や高い値であった他，各群に大きな差は見出せなかった.

ビタミン Cについては，今回はインドフェノール滴定

法により，還元型のものを測定した.第 4群が 6mg/

100gと低い値であった他，各群とも，ほぽ同レベルの

値を示した.

ナイアシンは，各群とも 0.6-0.8mg/100gの範囲に

あり，それぞれ大きな差はみられなかった.

若爽を食用とする野菜には，サヤエンドウ (Garden

Peas) ，サヤインゲン (Kidn巴yBeans)，オクラ (Okra)

などがある.これらの野菜類と，シカクマメとのビタミ

ン含有量を比較した表が， Table 2である.なお，シカ

クマメについては，第 3群のものを，食用としての最適

性から，その代表値としてあげた.他の野菜については，

四訂日本食品標準成分表(科学技術庁・資源調査会編)

の値である.ビタミンAは，ほほサヤエンドウと同程度

であり，サヤインゲンやオクラよりも多い.ビタミン

Bjは，著しく高く，サヤエンドウの約 2倍，サヤイン

ゲンの約 3倍であった.逆に，ビタミン Bz，Cについ

ては，ややfEi;ぃ{直であった.ナイアシンは，シカクマメ，

サヤエンドウ，サヤインゲン，オクラとも，ほぽ同程度

であった.

わが国の亜熱帯地域 沖縄，小笠原等では， 8-10月

が野菜生産の端境期となり，その生産量は激減する.こ

のために，本土より多量の野菜が，この時期に出荷され

ているが，それにはいくつかの問題点が存在する.輸送

コストなどの経済性，また流通過程における品質低下な

どである.これらの解決には，現地において，適当な夏

野菜を生産する以外に方法は無い.

今回，分析を行ったシカクマメ「ウリズン」は，熱帯

農業研究センター沖縄支所が，西オーストラリア農務局

より導入したシカクマメ・ M-13-1号(マレーシア原

産)を，亜熱帯の条件下，夏野菜として若爽を利用でき

るように選抜育成し，昭和61年に新品種として登録した

ものである.

小笠原亜熱帯農業センターの試験では，このシカクマ

メは，①非常に高収量の成績で，商品化率が100%近い

こと，②栽培が比較的容易であること， .③室温保存が可

能であること，④多種の料理に利用でき，食味が良いこ

と，などのメリットをあげている9)

今回，著者らが行ったビタミン分析では，サヤエンド

ウ，サヤインゲン，オクラなど，同類の野菜に比し，遜

色の無い結果を示した.このシカクマメ「ウリズン」の

現地生産が本格化することにより，亜熱帯地域での夏野

菜不足が解消されるとともに，夏期において不足になり

がちなピタミンの補給源として，地域住民の健康の保持，

増進にも大いに役立つことが期待される.

Table 1. Vitamin Content in Immatur巴 Podsof the Winged Bean 

Sample 

1 2 3 4 5 6 

A verage weight 
4.3 5.9 7.3 9.6 11.7 16.0 

per pod (g) 

Vitamin A (IU/100g) 440 320 340 310 350 290 

retinol (μg/100g) 。 。 。 。 。 。
carotene (μg/100g) 790 570 620 560 630 520 

Vitamin B j (mg/100g) 0.40 0.24 0.34 0.29 0.28 0.26 

Vitamin B z (mg/100g) 0.12 0.08 0.09 0.09 0.09 0.10 

Vitamin C (mg/100g) 9 10 10 6 11 10 

Niacin (mg/100g) 0.8 0.7 0.7 0.6 0.7 0.7 

All values are巴xpressedon fresh weight basis. 
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Table 2. Comparison of Vitamin Contents in Immature Pods of the Winged Bean， Garden Peas， Kidney Beans 

and Okra 

Winged Bean Garden Peas * Kidney Beans * Okra* 

Vitamin A (IU/100g) 340 350 270 190 

Vitamin B 1 (mg/100g) 0.34 0.15 0.11 0.13 

Vitamin B 2 (mg/100g) 0.09 0.13 0.13 0.10 

Vitamin C (mg/100g) 10 55 9 16 

Niacin (mg/100g) 0.7 0.9 0.6 0.8 

*Standard Tables of ]apanese Food Composition， 4th ed. (1982) 
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食品中の灰分および金属元素の測定におけるアルミはくカップの利用(第 1報)

粉乳中のナトリウム，カリウムの定量

佐藤直子*，菊谷典久へ井口正雄*

友松俊夫*道口正雄*

Application of Aluminum Foil Cup in Dry Ashing 

to Determination of Ash and Mineral Contents in Foods (1) 

Determination of Sodium and Potassium in Modified Milk Powder 

NAOKO SATO矢NORlHISAKIKUTANI*， MASAO IGUCHI*， 

TOSHIO TOMOMATSU* and MASAO DOGUCHI* 

Keywords : sodium， potassium， ash content， aluminum foil 

緒 日

食品の一般成分試験における灰分測定の際の灰化容器

としては，一般に磁製蒸発皿，磁製るつぼあるいは，ホ

ウケイ酸ガラス製ビーカ一等を用い，これらを強熱し，

デシケーター内で室温まで放冷して秤量する.この際，

容器を放冷して室温まで下げるのに要する時間は，容器

の大きさ，デシケーター内に入れる個数にもよるが， 30 

分一 1時間以上かかるのが普通である.また，灰分が比

較的少なし加熱により膨張する試料を測定する場合，

大型の容器を必要とするので，放冷するのにかなり長時

間を要する.さらに測定誤差も大きくなり，正確な測定

が困難になる.これらの点を解決するため，灰化容器に

アルミはくカップを利用して灰分の測定を行う方法が提

案されている 1，2)

一般成分試験においては，灰分の測定とあわせて，そ

の灰を利用して金属元素の定量を同時に行うことが多い.

そこで著者らは，灰化容器にこのアルミはくカップを利

用し，灰分の測定のみならず，金属成分のうちのナトリ

ウムおよびカリウム(以下それぞれ Na，Kと略す)を

測定する方法を検討したので，以下報告する.

実 験 方 法

1.試薬 Na標準液およびK標準液:原子吸光分析用

(和光純薬製)， NaClおよぴ KC1:試薬特級(和光純薬

製)，塩酸:精密分析用20%塩酸(和光純薬製)，水は再

蒸留水を用いた.

2.装置 電気炉:トリオサイエンス社製電気マッフル

炉，原子吸光分析装置:Nippon-Jarr巴1Ash AA845型，

原子吸光分析用ランプ:浜松ホトニクス製ホローカソー

ドランプL733 

3. 器具 ガラスピーカー:PYREX製ホウケイ酸ガラ

スピーカー，アルミはくカップ:アルミはく (JIS規格

においては，アルミニウム約99.3%，その他不純物とし

て，鉄，マンガン，銅等を含むとされている)は，三菱

アルミニウム製， I隔30cmX長さ25mX厚さ 15ミクロンを

用い，これを直径15cm前後の円型に切り，詰切ヰの容量に

応じた大きさ(今回は50mlビーカー程度)に成型した

ものを自製した.アルミはくを予め600
0

C (アルミニウ

ムの融点は660.2
0

C) で 2-3時間，加熱すると，表面

に酸化アルミニウムの被膜ができ，その重量は約0.25%

増加する.更に加熱時間を増やしても，これ以上， !曽加

が認められなかったことから成型したカップを600
0

Cで

3時間加熱後，放冷して使用した.なお，加熱後の平均

重量は約O.7gであった.

4.試料市販の乳児用調整粉乳 (w社製)

5.試料検液の調製 衛生試験法3)に準じて実施したが，

予備炭化した後の試料の灰化条件は500
0

Cで16時間行っ

た.アルミはくカップを用いた場合は灰分秤量後， jjljの

ビーカーにその灰分とカップの洗液とを合わせ，蒸発乾

固させた後塩酸処理を行った.他の容器を用いた場合は

そのまま塩酸処理を行った.ついでこれらを 1%塩酸溶

*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 Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo 160 Japan 
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Table 1. Ash Content of Modified Milk Powder ashed in Various Cups 

in th巴 alr
time 

Al PYREX 

。 2.6 

30min 2.5 2.4 

60min 2.5 2.9 

24hr 2.5 3.1 

Pt : Platinum Dish 

Al : Aluminum Foil Cup 

液を用いて定容して試料検液とした.

結果および考察

1.灰分の測定について 恒量とした白金皿，アルミは

くカップ，磁製るつぼおよびガラスピーカーにそれぞれ

試料約 2gをとり，予備炭化の後，灰化を行った.なお，

アルミはくカップを用いた灰分の波IJ定では，灰化終了後，

直ちに上部を折りまげて密封した.灰分の測定結果を

Table 1. に示した.放置時間 Oは，電気炉よりとり出

した直後の時間を示すが，アルミはくカップ以外の容器

は，秤量が不可能であった.容器による吸湿性の比較を

検討したところ，アルミはくカップを用いた場合は，デ

シケーター外の放置および、デシケーター内の放置のいず

れの場合も，吸湿は殆んど認められなかった.アルミは

くカップ以外の容器においては，デシケーター内に放置

した場合でも，放置時間の経過とともに吸湿が認められ

た.アルミはくカップは，電気炉よりとり出した後，急

速に温度が下がり，秤量可能となり，また，デシケー

ター外でも容器の中の灰の吸湿性が殆んど認められな

かったことから，灰分測定に適した容器であることが認

められた.

2. Na， Kの測定について 磁製るつぼ，ガラスピー

カーで試料を強熱すると，灰の組成によっては容器表面

Table 2. Na and K Contents of Modified Milk Powd巴r

ashed in Various Cups 

(mg/100 g) 

cups Na (%) K (%) 

Pt 166.6 567.5 

Al 165.7 ( 99.5) 569.9 (100.4) 

Crucible 178.4(107.1) 508.1( 89.5) 

PYREX 202.0(121.2) 525.6( 92.6) 

Pt 

2.4 

2.5 

2.6 

(g/100 g) 

in the desiccator 

Al Crucible PYREX 

2.3 

2.3 2.4 2.5 

2.3 2.5 2.6 

2.3 2.7 2.8 

が浸され， Naの溶出およびKの吸着損失を生ずること

が報告されている4) したがって，金属元素の定量分析

の前処理として乾式灰化を行う場合は，白金皿を用いる

ことがのぞましい.しかし，多くの検体を処理する場合，

多数の白金皿を準備するのは困難である.そこで，アル

ミはくカップを用いた灰化後の試料について， Naおよ

びKの定量が可能であるかどうかを，白金皿，磁製るつ

ti"，カ、、ラスビーカーを用いた場合と比較検討し，その結

果を Tabl巴 2. に示した. Naの定量においては，アル

ミはくカップを用いた場合は，白金皿を用いた場合の値

に最も近い値が得られ，磁製るつほおよびガラスビー

カーを用いた場合の値は，白金皿を用いた場合と比較し

て，やや高かった. Kの定量においては，やはり，アル

ミはくカップを用いた場合の値が白金皿を用いた場合の

値に最も近かったが， Naの定量とは逆に，磁製るつぽ

およびガラスピーカーを用いた場合の値は，白金皿を用

いた場合の値に比べ，やや低かった.これらの事実は，

磁製るつぼおよぴガラスピーカーを用いて試料を灰化し

た場合， Naの溶出およぴKの吸着が起こっている可能

性を示すものであり，アルミはくカップを用いた場合は，

試料の中の NaおよびKが正確に回収できたと考えられ

る.アルミはくカップで，粉乳の灰化を行うと，終了後，

カップの底が，若干変形しているのが観察されたが，灰

化前との容器の重量の差はみられなかった.

3. Na， Kの添加回収試験灰化容器にアルミはく

カップを用いた場合の NaおよびKの測定精度を確認す

るため，添加回収試験を行い，同時に，白金皿を用いた

場合と比較した.試料約 2gをとり， NaCl および KCl

の水溶液を一定量加えたものについて NaおよびKの測

定を行い，結果を Table3. に示した.アルミはくカッ

プを用いた場合， 94.9%以上の回収率が得られ，これは

白金皿を用いた場合の回収率とほぼ同レベルであった.
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Table 3. Recovery of Na and K added to Samples 

found added total found recovery found added total found recovery 
cups 

mgNa/100 g % 

Pt 166.6 150 311.1 98.3 

AI 165.7 150 303.0 96.0 

以上の実験により，アルミはくカップは，灰化容器と

して用いた場合，灰分測定時間は短かし測定誤差も少

ないことが確かめられた.また，灰分測定後の灰を用い

てNa，Kの測定を行ったところ，粉乳中の含量および

添加回収試験の回収率ともに白金皿に匹敵する値が得ら

れた.さらにアルミはくカップは，大きさ，形などを自

由に決められ，非常に手軽に用いることができるので，

今後の一般成分試験および金属元素の定量にあたって大

いに有用な容器であると考えられる.

今回は，試料として，乳児用調整粉乳を対象に，実験

を行ったが，あらゆる食品について，また他の金属につ

いても，アルミはくカップの有用性を検討する必要があ

る.さらにアルミはくカップは灰を入れたまま塩酸処理

を行うことが困難であるので，今後の改善の余地がある

と考えられる.

要約

1.アルミはくカップを，粉乳の灰化容器として用い

mgK/100 g % 

567.5 500 1073.3 100.3 

569.9 500 1015.2 94.9 

たところ，灰分測定時間が短縮され，吸湿も認められず，

非常に精度良く測定することができた.

2. アルミはくカップを用いて灰化した粉乳中の Na

およびKを定量したところ，粉乳中の含量および添加回

収試験の回収率とも，白金皿とほぼ変わらない結果が得

られ，磁製るつぼおよびガラスビーカーで観察された

Naの溶出およびKの吸着損失は認められなかった.
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健康食品の栄養成分調査
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Amounts of Nutritional Components in Nutrient Supplementary Foods 
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Keywords:健康食品 nutrientsupplementar・yfoods，蛋白質 prot巴in，脂質 lipid，繊維 fiber，灰分 ash，無機質

minerals， ビタミン vitamins，アミノ酸 aminoacids， トコフエロール tocopherols，脂肪酸 fattyacids 

緒 区コ

近年，国民の健康志向の高揚によりいわゆる健康食品

が各種生産販売され，その消費量も急激に増加している.

現在，健康食品の市場には大手メーカーの参入が相い次

いでおり，その市場はさらに増大することが予想される.

しかし，一方ではこれら食品の安全性，内容成分，効用

などについて，消費者からの苦情が行政機関に多数寄せ

られている.

栄養素の補助，補給を諮っているこれら食品について，

栄養成分を検討した報告は少なく，数報1.2)あるのみで

ある.

本報では，いわゆる健康食品の内，貝類等動物性加工

食品，海草加工食品およぴビタミン E，F補給食品とし

てその消費量が高い植物性油脂加工食品について，栄養

成分を分析し，これら食品の栄養学的検討を行った.

実 験 方 法

試料:昭和58年から59年にかけ，東京都内デパートお

よび健康食品専門応より購入した.

試料の内容は動物性加工食品ではシジミ加工食品10試

料，カキ加工食品 4試料，スッポン加工食品および牛肝

臓加工食品各 l試料，合計16試料である.また海藻加工

食品 2試料についても行った.植物性油脂加工食品は15

試料を用いた.

動物性加工食品の形状は一様でなく，粉末状9例(シ

ジミ加工食品 8例，表-1における試料No.2， No. 4 -

10，牛肝臓加工食品)，錠剤状 4例(シジミ加工食品試

料No.1，カキ加工食品 3例，試料No.11-13)，液状は

シジミ加工食品の 1例(試料No.3 )であった.またカ

キ加工食品の 1例(試料No.16) およびスッポン加工食

品(試料No.17) は植物性油脂とともにカプセルに入っ

ているものであった.海藻加工食品は 2例とも粉末状で

あった.植物性油脂加工食品は全てカプセル状であった.

分析方法:動物性加工食品および海藻加工食品におけ

る試験項目は水分，蛋白質，脂質，灰分等一般成分，カ

ルシウム，リン，鉄，ナトリウム，カリウム，マグネシ

ウム，塩素，カドミニウムについて行った.またピタミ

ンB6，B 12，ナイアシン，アミノ酸についても分析し

た.植物性油脂加工食品では 4種トコフエロール，脂肪

酸について分析した.

各々の試験項目について用いた方法を下記に示した.

水分:常圧加熱乾燥法

蛋白質:ケルダール法

脂質:ソックスレー抽出法

繊維:へンネベルグ・ストーマン改良法

炭水化物:水分，蛋白質，脂質，繊維および灰分の合計

量を100gから差しヲ|いて求めた.

カルシウム:EDTA 滴定法

リン:ゴモリ -j去

鉄:オルトフェナントロリン法

ナイリウムおよぴカリウム:炎光光度法

塩素:モール法

マグネシウムおよびカドミニウム:原子吸光法

*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 Japan 

**昭和女子大学
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表 1 一般成分およびミネラル測定結果

No. 水分蛋白質脂質炭水化物繊維灰分酸不溶性灰分 Ca P Fe Na K Mg Cl Cd 

単位g/100g 単位mg/l00g

シジミ加工食品

4.4 5.5 0.4 71.1 1. 7 16.9 9.5 2342 70 13 125 196 317 220 N.D目

2 9 . 1 9 . 3 0 . 1 78 . 6 0.2 2.7 0.1 397 153 16 411 215 43 241 N.D. 

3 34.0 18.5 0.2 29.5 0.1 17.7 0.2 976 332 48 5308 1664 442 8390 N.D. 

4 6.0 26.3 9.1 42.2 2.4 14.0 0.03 337 355 21 3442 1268 306 8066 N.D. 

5 4 .4 6 . 9 2 . 5 83 . 3 0.5 2.4 0.06 361 120 17 386 212 44 429 N.D. 

6 2.6 7.5 0.1 85.3 N.D. 4.5 0.28 593 140 8 742 435 123 924 N.D 

7 3.5 3.0 0.1 91.8 N.D. 1.6 0.20 200 53 13 210 239 33 264 N.D 

8 2.9 6.8 0.1 86.1 N.D. 4.1 0.26 399 140 12 571 880 102 951 N.D. 

9 3.3 6.7 3.5 84.0 0.4 2.1 0.06 301 110 10 413 141 33 343 N.D. 

10 3.0 8.1 0.1 82.4 0.2 6.2 0.46 544 163 20 611 1391 136 1660 N.D. 

カキ加工食品

11 3.9 8.0 0.8 85.3 N.D. 11.0 4.04 162 619 10 1076 757 227 2005 N.D. 

12 7.4 10.2 1.0 54.7 0.2 26.5 11.7 4006 287 32 784 660 2097 1338 N.D 

13 5.4 10.3 1.2 66.4 5.4 11.3 0.39 1731 389 15 1394 1046 162 2428 N.D 

14 4.5 22.1 58.8 13.7 N.D. 0.9 0.03 25 32 7 279 33 14 369 N.D 

海草加工食品

15 3.5 6.6 2.7 54.2 16.7 16.3 0.21 1213 300 19 1721 6418 330 5092 N.D 

16 5.4 11.1 1.6 57.0 7.917.0 0.56 1467 114 3321586546 6032332 N.D. 

スッポン加工食品

17 4.5 34.1 48.1 8.7 N.D. 4.6 0.06 1821 862 7 211 153 47 146 N.D. 

牛肝臓加工食品

18 3.934.67.1 53.2 N.D. 1.2 0.22 

N.D.:不検出

ビタミン 86，ビタミン 812，ナイアシン:微生物学的

試験法

アミノ酸:トリプトファン以外のアミノ酸は塩酸加水分

解し， トリプトファンは水酸化ナトリウム加水分解を行

い，各々アミノ酸分析計により測定した.なおシスチン，

メチオニンについては塩酸加水分解の際，十分脱気を行

えば影響を受けないことを確認したので塩酸加水分解か

らf与られた値:を用いた.

トコフェロール:蛍光光度計による高速液体クロマトグ

ラフにより測定した.

脂肪酸:ナトリウム・メトキシド法によりメチルエステ

43 343 8 121 169 6 49 N.D 

ル化した後，ガスクロマトグラフにより測定した.

結果および考察

1.動物性加工食品および海草加工食品

表 1に一般成分およびミネラルの測定結果を示した.

一般成分では炭水化物含有量の高い試料が多く， 18例

中14例において50g/100g以上を示していた.蛋白質で

は牛肝臓加工食品が全試料中最高値34.6g/100gを示し

た.脂質はカプセル状の 2試料以外は10g/100g未満で

あり，特にシジミ加工食品は10例中 7例が 1g/100g未

満の数値であった.一般成分で特徴的なものは灰分合有

量であり，シジミ加工食品，カキ加工食品の各 3例およ
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ぴ海草加工食品において10%以上の値を示した. しかも

シジミ加工食品 1例，カキ加工食品 2例においては，こ

の灰分の50%前後は酸不溶性灰分であった.なおこの酸

不溶性灰分については主成分がケイ素であることを確認

している.灰分含有量の高いこれら試料では当然のこと

ながら数種のミネラルが高い値を示し，シジミ加工食品，

カキ加工食品ではナトリウム，カルシウム，塩素，海藻

加工食品ではカリウム，カルシウム，塩素がパーセント

オーダーで含まれていた.なお貝類に比較的高濃度で、存

在することが知られ， しかも加工過程で濃縮されること

が推測されたカドミニウムはシジミ加工食品，カキ加工

食品いず、れの試料からも検出されなかった.海草加工食

品では粗繊維量が著しく高く，食物繊維ではさらに高い

値となることがうかがわせた.

表-2 アミノ酸測定結果

単位:mg/g 

NO. ILU LEU LYS MET CYS PHE TYR THR TRP V AL ARG HlS ALA ASP GLU GLY PRO SER TAU 

シジミ加工食品

1.4 2.9 2.9 1.2 0.2 1.5 1.5 2.4 0.4 1.8 2.8 1.3 3.2 4.7 7.0 3.5 2.1 2.2 0.1 

2 1.9 3.8 4.1 1.5 0.3 2.0 2.1 3.2 0.7 2.0 3.8 2.0 3.9 6.7 9.4 5.3 3.3 3.0 0.1 

3 1.5 2.7 3.2 1.0 0.3 1.3 1.7 2.4 0.7 1.6 2.9 1.4 13.7 5.5 9.8 3.5 3.5 2.0 6.4 

4 8.1 17.5 12.1 3.3 1.5 11.0 8.2 9.6 2.8 8.4 15.5 5.6 15.3 24.242.4 10.5 13.6 12.5 3.8 

5 0.9 2.0 2.4 0.8 0.4 1.1 1.0 1.9 0.4 1.0 2.2 1.9 2.9 3.9 5.5 2.7 1.4 1.9 0.1 

6 1.5 2.5 3.2 1.0 0.3 1.5 1.4 2.5 0.4 2.0 2.7 1.5 5.0 4.5 6.5 3.6 3.3 2.5 0.1 

7 0.4 0.8 1.0 0.4 0.3 0.5 0.5 0.8 N.D. 0.6 1.0 0.5 2.6 1.5 2.6 1.0 1.7 0.7 0.1 

8 1.3 2.2 2.7 0.8 0.6 1.3 1.2 2.1 0.4 1.5 2.3 1.0 3.6 3.7 5.4 2.9 2.3 1.9 N.D. 

9 1.0 1.9 2.2 0.8 0.4 1.0 0.8 1.7 0.3 1.4 2.5 0.8 4.0 3.4 4.7 4.2 2.9 1.7 0.3 

10 1.1 2.7 3.3 1.1 0.4 1.5 1.5 2.4 0.3 1.6 3.0 1.7 3.5 5.4 7.3 4.1 2.8 2.5 0.1 

カキ加工食品

11 0.6 1.0 1.2 0.3 0.3 0.7 0.5 1.4 N.D. 0.8 2.0 0.7 4.1 2.6 7.5 4.1 5.2 1.5 19.8 

12 1.4 2.5 2.1 1.3 0.7 1.3 1.3 2.2 0.4 2.0 3.0 1.4 3.9 4.5 10.4 4.1 5.5 1.8 18.2 

13 1.2 2.0 2.1 0.5 0.5 1.4 1.0 2.6 0.3 1.5 2.8 1.2 5.9 4.8 11.8 4.8 6.9 2.3 25.3 

14 0.5 1.0 1.0 0.1 0.1 0.6 0.3 0.9 0.1 0.6 1.1 0.3 0.9 1.3 4.1 0.8 1.2 0.7 1.7 

海草加工食品

15 1.2 2.6 1.9 0.7 0.3 1.5 1.1 2.0 0.4 1.9 2.0 0.6 11.7 7.0 6.1 2.9 2.3 2.2 2.6 

16 3.4 6.8 2.9 1.4 0.3 4.0 2.6 4.7 1.2 4.4 4.1 1.1 7.3 8.4 12.9 4.9 5.0 4.5 0.1 

スッポン加工食品

17 4.3 8.8 7.9 0.4 0.8 5.6 2.7 7.1 0.2 4.8 9.9 3.0 9.4 9.7 15.2 14.3 12.6 6.7 0.3 

牛肝臓加工食品

18 14.235.0 23.0 9.6 3.0 19.7 15.4 17.8 4.8 18.1 19.6 8.3 19.5 29.5 44.2 17.4 20.4 19.7 0.4 

N.D. :検出せず

必須アミノ酸

ILE:イソロイシン LEU:ロイシン LYS:リジン MET:メチオニン CYS:シスチン

PHE:フェニルアラニン TYR:チロシン THR:スレオニン TRP:トリプトファン VAL:ノTリン

その他のアミノ酸

ARG:アルギニン HIS:ヒスチジン ALA:アラニン ASP:アスパラギン酸 GLU:グルタミン酸

GLY:グリシン PRO:フロリン SER:セリン TAU:タウリン
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表-2にアミノ酸の測定結果を示した.

今回のこれら食品の容器および包装には含有成分名が

記載されており，カルシウム等ミネラルとともにタウリ

ン，アルギ、ニン，メチオニンなどもほとんどのi式i件に言己

載されていた.タウリンはカキ加工食品の 3例，シジミ

食品 2例，海草加工食品 1例に高い値が認められた.特

にカキ加工食品では20mg/g前後の値であり，グルタミ

ン酸量の約 2倍に相当した.メチオニン，アルギニンお

よびその他のアミノ酸含有量は高蛋白質量であったシジ

ミ加工食品の 1例，牛肝臓加工食品を除き，日本食品ア

ミノ酸組成表3)に記載されていたシジミ，カキ，海藻の

アミノ酸含有量より若干低いかほぽ同レベルであった.

シジミ加工食品の 1例，牛肝臓加工食品では上記アミノ

酸組成表3)のシジミ，牛肝臓のアミノ酸濃度の約 2倍に

相当する値であった.

表 3にビタミン測定結果を示す.

ニコチン酸では 4-6 mg/100gの値を示した試料が

多く，各食品群聞に大きい差が見られなかった.ピタミ

ンB6はシジミ加工食品が0.1-0.3mg/100gの値であっ

たのに対し，その他食品ではカキ加工食品の 1例(試料

No .14) を除き， 0.lmg/100g以下となっている.試料

NO.14のカキ加工食品は180mg/100gという通常の食品

には見られない高濃度のビタミン B6が検出され，ビタ

ミン B6の添加が推測された.なおこのビタミン B6濃度

は，高速液体クロマトグラフにより確認を行っている.

ビタミン B12は通常，動物性食品には検出されるが，植

物性食品には検出されないことが知られている.今回用

いた試料においても，海草加工食品には微量しか検出さ

れなかったが，シジミ加工食品，カキ加工食品，牛肝臓

加工食品には28-110μg/100g検出された.

以上のようにこれら健康食品試料の中には通常の食品

の数倍から10倍の濃度で，ある種のミネラル，ビタミン，

アミノ酸を含んでいるものがあった. しかしこれら食品

の容器，包装等に記載されている用量，または予想され

る用量から計算されるミネラル，ビタミン，アミノ酸の

摂取量は通常の食品から得られる量に比較し多いとは言

えない.例えばシジミ加工食品の 1例 (No.2) は1回

分大匙 3-6杯(7 -15gになる)と記載されており，

この用量ではカルシウム摂取量は多く見積って約60mg程

度，牛乳1/3本分のカルシウム摂取量となる. また高タ

ウリン含有量であったカキ加工食品から摂取されるタウ

リン量は50mg弱と推察されるが，小沢らの報告1)によ

るとアジ，カツオ，ニシン等の魚類には 1-2 mg /g 

のタウリンを含有しており，これら魚類を通常の量を食

表-3 ビタミン測定結果

ニコチン酸ビタミン B6ビタミン B12 

No. 
mg/100g mg/100g μg/100g 

シジミ加工食品

3.7 0.06 51 

2 6.2 0.16 66 

3 10.8 0.13 110 

4 2.9 0.13 8.3 

5 4.2 0.12 83 

6 6.4 0.29 39 

7 4.3 0.06 31 

8 6.6 0.26 62 

9 2.0 0.13 110 

10 6.1 0.21 50 

カキ加工食品

11 4.2 0.04 45 

12 4.3 0.03 4.7 

13 6.5 0.06 36 

14 0.4 180 2.0 

海草加工食品

15 8.8 0.04 N.D. 

16 2.4 0.01 0.2 

スッポン加工食品

17 1.5 0.02 1.2 

牛肝臓加工食品

18 4.5 0.09 28 

N.D. :検出せず

すれば50-100mg程度のタウリンが摂取出来ることにな

る.以上概観すれば，これら食品は栄養補助剤として必

須であるとは認めがたいものがあると判断された.

2.槌物性油脂加工食品

表-4にトコフェロール，脂肪酸測定結果を示す.

総トコブエロール量は 2-375mg/gと試料により大

差を示した.最小値 2mg/gを示したものは玄米肱芽泊1

であった.検出されたトコフェロール(以下 Tocと略

す)同族体は最小値 2mg/gを示した例を除き 2種類

以上の異性体が検出されていた.その内， α.Tocが

70%以上であった試料が 6例， αTocが約50%， y. 
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表-4 植物性油脂加工食品の脂肪酸およぴトコフェロール測定結果

)J旨 肪 官俊 トコフェロール (Toc)

No. 原、 材 ギ↓
C 14 C 16 C 18 C18: 1 C18: 2 C18: 3山 csToc YToc oToc総Toc寺f霊?;中

1 濃縮小麦粧芽泊 3 58 9 83 208 33 182 32 80 41 335 200 

2 濃縮小麦粧芽油 6 140 18 135 407 6 128 7 13 7 155 131 

3 小麦目玉芽泊 1 110 9 140 405 52 119 14 6 140 121 

4 小麦目玉芽油，天然ビタミン E 1 114 8 142 407 60 57 9 27 14 107 63 

5 小麦目玉芽油 1 130 7 157 440 63 30 3 15 9 57 32 

6 小麦目玉芽油 N.D. 90 14 192 486 23 34 N.D. 1 N.D. 35 34 

7 小麦佐芽油，天然ピタミン E 1 130 5 141 483 73 7 16 7 31 9 

8 濃縮粧芽iBl.紅花油，小麦~f芽油 2 35 13 67 295 14 189 26 86 41 342 206 

9 濃縮目玉芽油，小麦!距芽油，大豆レシチン 2 63 12 94 257 35 367 6 2 N.D. 375 369 

10 小麦)J杢芽油，大豆油，サフラワ-iRl.レシチン 1 67 17 104 307 26 174 6 44 22 246 180 

11 大豆油，小麦佐芽油，サフラワー油 1 47 16 87 522 3 15 3 120 63 201 29 

12 大豆油，紅花?Rl 1 53 19 99 590 4 7 2 62 33 104 14 

13 玄米!任芽油，ビタミン E 2 143 16 310 326 16 27 5 16 7 55 30 

14 玄米匹芽iAl.ビタミン E 2 130 12 320 300 15 55 1 N.D. N.D. 56 55 

15 玄米距芽油 1 155 18 279 356 14 2 N.D. N.D. N.D 2 2 

脂肪酸名 C 14..'ミリスチン酸 C 16…パルミチン酸 C 18…ステアリン酸 C 18: 1…オレイン酸

C 18: 2…リノール酸 C 18: 3…リノレン酸

単位:mg/g N.D.: 0.5未満

*α ーTocの生物活性を100としたとき ，s目 Toc30，Y -Toc10， O -Toc 2として換算

Tocが約25%の構成比を示した試料が 5例であった.こ

れら αーTocの比率が高い試料は小麦駈芽泊を主原料と

しているものであった. Y.Tocの比率が50%以上の試

料は 3例あったが，この内 2例は大豆油を原料としてい

る.各 Toc同族体の生物活性はiP'IJ定方法，測定者に

よって異なるが， Bieriらの報告51によると， α.Tocを

100とした場合，s .Tocは30，Y.Tocは10，δ.Tocは2

とされている. この係数に基づいて計算すると， α回Toc

以外の異性体を多く含むものほどビタミン E (以下V.E

と略す)効果が低いことになる.

脂肪酸ではパルミチン酸，オレイン酸，リノール酸が

主要なものであった.特に玄米)Jf来油加工食品以外では

リノール酸が50-80%を示していた.玄米匹芽泊加工食

品はオレイン酸， リノール般がほぼ|司量の比率で含まれ

ていた.なおリノレン酸は全試料とも 10%未満であった.

以上のように，今回供試した植物性油脂加工食品はト

コフェロールの量，質において製品によりかなり異なる

ことが明らかになった.

V.Eは生体内における抗酸化作用および生体)J莫の安定

化に寄与すると推測され，生体内脂質過酸化が一因と言

われる老化，動脈硬化症等の成人病に対して予防効果が

期待されている. しかし日本においてはいまだ V.E所

要量は決定されておらず，米国では15IU/日 (α.Toc

として10mg/日)とされているが61 それに対する異論

もないわけではない. 日本人の日常食からの αーToc摂

取量は 6-7 mg/日ほどと推定されているが， V.E欠

乏症はほとんど認められないとのことである.ビタミン

E， Fの補給を目的としているこれら植物性油脂系健康

食品は老化防止，成人病予防効果をうたっているが，

V.Eの多量摂取にそのような効果があるという確証はな

く，また V.Eの過剰症も報告されている.さらに日本

人の平均的食事の脂肪のエネルギー供給比率は 20

数%101，その脂肪酸組成をみると飽和脂肪酸，モノ不

飽和脂肪酸，ポリ不飽和脂肪酸の比率は約 3: 4 : 3で
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あることなどから1J.12) 特に必須不飽和脂肪酸摂取量

を増加させる必要性は認められない.

以上のように健康食品の科学的必要性，有効性につい

ては現在のところ明らかではない. もし健康食品が健康

保持もしくは増進に寄与しているという他人があれば，

それは個人のある種の栄養素必要量が異常に高いか，ま

たは食生活に欠陥があるためと解釈されよう.健康食品

は特定の栄養素を抽出，濃縮したものが多く，長期間摂

食すればむしろ過剰症の発現の可能性すら考えられる.

このような食品については内容成分表示とともに 1日摂

取量，有効期限等についての表示を義務づけるべきであ

ろっ.

まとめ

いわゆる健康食品の内，シジミ加工食品等動物性食品，

海草加工食品および植物性油脂加工食品について栄養成

分分析を行った.

(1) シジミ加工食品，カキ加工食品，スッポン加工食品，

牛肝臓加工食品，海草加工食品について一般成分， ミネ

ラル，アミノ酸類，ナイアシン，ビタミン B6，ビタミ

ンBI2の分析を行った.その結果，シジミ，カキ，海草

加工食品には10%以上の灰分を含む試料が見られた.こ

れら高い灰分量を示した試料の内，シジミ加工食品の 1

例，カキ加工食品の 2例ではこの灰分の約50%が酸不溶

灰分であった.また高灰分量の5む阿はナトリウム，カリ

ウム，カルシウム，塩素が多かった.カキ加工食品はタ

ウリン含量も高く， 4例中 3例は約20mg/gであった.

さらにカキ加工食品の 1例には180mg/100gのビタミン

B6を含む試料が見られた.以上のように，今回供試し

た動物性加工食品，海草加工食品の中にはカルシウム等

ミネラル，アミノ酸，ビタミンが高濃度で含まれるもの

があった.

(2) 植物性油脂加工食品ではトコフエロールと脂肪酸を

分析した.その結果，総トコフェロール含量は 2-

375mg/gと試料による差が大きかった.脂肪酸では全

試料において，パルミチン酸，オレイン酸， リノール酸

が主要なものであった.

謝辞 本調査を遂行するにあたり，試料収集に御協力

いただいた衛生局環境衛生部食品環視諜ならびに公衆衛

生部保健栄養課各位に深謝いたします.
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走査型電子顕微鏡によるコ口モジラミの形態学的観察法の検討
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緒昌

コロモジラミはヒトの血液を吸い生活するため，肌着

などに好んで棲息する有害見虫として知られ，特に終戦

後の昭和20年にはおckettsiaprowaze耐を保有したコロモ

ジラミによる発疹チフスが発生し，社会的問題となった.

しかしながら戦後の復興による生活環境の向上は，コロ

モジラミの分布に影響を与え，その数は激減し，現在で

は珍しい存在となった.

昭和58年，冬，偶然当研究所で患者由来のコロモジラ

ミを入手できたのを機会に 走査型電子顕微鏡(以下

SEM) による形態観察を企だて，以下の実験を試みた.

すなわち①しらみを SEM観察するために試料作製中最

も成否が懸念される臨界点乾燥)-2) (以下CPD) の検討，

②吸血機構解明の手掛かりとなる口器およびほとんど退

化したと思われる複眼の微細構造の観察，および③SEM

と光学系マクロ写真との比較である.

実験材料および方法

供試しらみは発疹チフス患者のメリヤス肌着から採取

したコロモジラミ(以下しらみ)である.合計9匹を採

取し， 4匹をマクロ撮影用に， 5匹を SEMによる形態

観察に供した.

1.マクロ撮影

マクロ写真3)は農林水産省家畜衛生試験場，写真室，

伊藤道男技官に撮影依頼した.家畜衛試では，供試しら

みは光学系低倍率専用撮影装置マルチフォト(日本光学

KK製)を用い，斜光照明撮影と，通常の封入剤による

病理標本撮影の 2通りを実施し，いずれもカラースライ

ドに記録した.なおマクロ写真とは，絞りを備えた専用

マクロレンズ一個のみを撮影用として用い，等倍から30

倍以下の光学系拡大写真を得る技法を指していう写真用

語である.絞りの効果で，通常の対物レンズを用いた光

学顕微鏡像よりも，より深い焦点深度をもっ像が得られ

る特長がある.

当研究所では簡易マクロ装置(約 4倍)として，複写

台，ニコン F3，専用ベローズ FB-6および光顕用光

源 2台等からなる組立セットを作り， CPD処理済みし

らみと対照しらみの撮影に用いた.その装置を図 1に示

した.

2. 走査型電子顕微鏡 (SEM)

1 )試料作製法

SEM観察用しらみの試料作製法は CPDのみで行った.

固定から CPDまでの処理条件は以下の通りである.

固定液として 2%グルタール加カコジール緩衝液を用

い， 1時間固定を行った.脱水溶液としてアセトン (50，

70， 100%)系列を用いて30分ずつ脱水し，次に置換液

として酷酸イソアミルを用いた.以下常法により回転式

渉透器を用い処理を行い，次で目立製 HCP-1を用い

て CPDを行った. CPD 済みのしらみは， ASID (後述)

専用の試料台上に両面テープで接着し，サンユー電子製

イオンスバッターで導電処理を行った.

2 )機種と操作法

使用した SEMは当研究所所属の ]EM-100B(日本電

子製透過型電顕)付属の EM-ASID (走査像観察装置，

以下 ASID) および東京大学総合試験所に設置された目

立製 S-520の両機種である. ASIDは昭和48年製の古

い型で，その機能は加速電圧20kV，最低倍率300倍およ

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

*Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

**東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

***東京大学工学部総合試験所
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ぴ試料は単傾斜(::1::600

) 可能で，回転が不可能である.

これに対して S-520はSEM専用機で，使用加速電圧

10kV，最低倍率20倍および万能型試料ステージを備え，

分解能も60A保証の機種である.

観察結果

( 1 )マクロ写真での観察

図2，3は家畜衛試で撮影されたカラー写真で，可視

光線による虫体の色調の識別，高い透過性の特長がよく

示され SEM写真の対照として用いられた.図 2は生き

たままの状態のしらみが、斜光照明により撮影された写

真で， 2対の黒い塊りのうち下側に見える大きな黒い部

分が眼の存在部位である.水分を含むため，頭部と胸部

がみずみずしく表現されている.撮影は直接倍率25倍で，

マクロ専用レンズの絞り効果にも拘らず，焦点深度の不

足が目立ち，脚部など不鮮明である.図 3は封入剤を用

いた病理標本写真で， しらみは乾燥し扇平状態になって

いる.腹部に卵が入っているのが透視されたことから，

この虫体は雌と判別された.

た.図16，17に示す如く試料Aについては，高倍率(最

高6，000倍)による口器の撮影を行った. ASIDは試料

回転がきかないため，口器の前面からの観察ができず，

傾斜を40
0

つけた角度からの観察が限度であった.内部

からのかぎのような突起物の他に，口器内側に小さい爪

の形をした突起物の存在も観察された.

一方 ASIDによる低倍率撮影は，最低60倍 (CRT画面

上)を試みたが，本機の機構に無理があり，画面中央部

に明るい光斑を生じて， しらみの全体像は出せないこと

が判った.そこでむらの出ているネガから，いったん大

キャビネサイズの印画紙上で，階調を整えて修正焼付を

行い，通常の方法で複写して第 2 原板を作製し，図12~

15を得た.

試料 B，C， Dは， CPDの途中で液体 COzがストッ

プしたため，その影響による張力を受け，頭部，胴体部

および脚部等にかなり収縮が認められる. しかし胴体部

の横縞の模機は平行が保たれており，形態の崩れ方は比

較的少ない.一方，対照Eでは胴体部の横縞は極端な崩

図 1に示す拡大接写装置 (TTLオート撮影が可能) れ方をみせており B，C， Dに比べ，甚しい差違があ

を用い， SEM観察用のしらみとして， CPDを終了した ることが判った.

直後の段階を図 4 に示した.図 4 中の~ít料 A は固定処理 考 察

操作から最終の CPDまで，試料作製に成功した雌の大 (1)試料の作製について

型しらみである.さらに図 4中の試料 s，CおよびDは，

試料 Aと同一条件で CPD処理を行ったが，途中で液体

COzガスの供給がとだえ，その結果 CPDが完全に行わ

れなかったしらみである.この段階で，すでに虫体に異

常な収縮が観察された.試料 Eは対照として，グルター

ル固定後，脱水，置換操作を行わず自然乾燥したしらみ

である.虫体は著しい収縮を生じ，もろくなっており，

撮影の際整列させるため用いた楊子の軽い衝撃で，一体

の)仰が脱落した.

(2) SEM (S -520)での観察

CPDに成功した試料Aについてのみ観察を行った.

撮影条件として①全体像，②正面像，③側面像，④斜方

向からの拡大像とし，特に口器と眼の構造の観察に重点

をおいた.観察結果を図 5~11 に示した.これらの写真

は大キャビネサイズに拡大した結果，詳細な構造を観察

することが可能になり，その結果多くの知見が得られた.

以下それらのポイントを列記する.図 7において胴体部

の背中部に，体長と直角方向に微細な縞模様が観察され

た.図10では複眼，腕lの関節の細かいひだ構造，さらに

図 9~1lでは口器の微細構造がよく観察される.

(3) SEM (ASID)による観察

試料A~E の 5 匹について， ASIDによる観察を試み

しらみは軟かい表面組織をもつので，固定，脱水から

CPDまで，試料作製を規定通り正確に行う必要があっ

た.例えばCPDの操作時に液体 COzの不足により，虫

体の表面構造に人工的変化が生じた.さらに対照例との

比較において，形態変化に明らかな差違がみられた.何

故このような変化や差違が生じたか，CPDの理論に基

づいて考察を加えてみた.

試料 B，C， Dは液体COzガスの不足により，試料室

の加温の際に，試料を COzの界面(液体とガス)が通り

抜けたので，その界面張力によって表面構造に変化を生

じたことが判った. しかしながら COzの界面張力は，

1.18ダイン/cm(200C)で，水の70.6に比較して格段に

小さい.また試料 B，C， Dは固定処理済みで，対照E

は無固定であり，これらのことが形態の差違となって現

れたことが推察される.

CPDの処理が良好であった試料Aは，胸部の背中に

著明な背板孔の凹みが見出された.光学像に比べ凹みの

程度が極端なのは，この部分の構造がぜ、い弱なためと推

祭された.この点に関しては実験例数が少ないので，今

後の課題としたいと考えている.

(II) SEM 観察について

今回の笑験では ASIDを多用した. ASIDは高解像機
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種の性格を持つが，本機の欠点として，①試料サイズが

2 (W) X 11 (L) X 2 (H) mmと小さく制限される.

②試料の回転ができない，③最低倍率が約300倍と高い

ことがあげられる. したがって， しらみの観察用として

は不適当な機種であった. しかし数百倍，数千倍のレベ

ルでは， しらみの平面像，傾斜像が高いコントラストで

観察できて有用であった.例えば平面像では，限の膨ら

(rn )マクロf象について

生きたしらみの斜光照明によるマクロ写真では，虫体

の色彩や透明感の観察が可能であった(図 2).モノク

ロームの SEM像では明確に観察できなかった恨の退化

像や背板孔も観察できた.短所としては焦点深度の浅い

ことである.図 3の病理標本写真は，可視光線本来の透

過能力を十分に発揮した照明法による作例で，体内の卵

みの緩いカーブが撮影されている.しらみの全体像では まで解f象できた.

掲載写真にみるように，覆い焼きと複写の写真技術を駆

便すれば， 50倍の超低倍写真も作成できた. しかし，第

2原板まで、作って写真製作にかかわるのは煩雑で非能率

的である. ASIDの高倍率観察では，口器の三次元構造

が把握できない欠陥があった.

そこで次の段階として， ASIDの欠陥をおぎない，高

解像情報を得る目的で， CPD処理に成功した試料Aを

対象に， S -520による撮影を行った.試料は， ASID 

用試料台上のしらみの移し替えを行う必要もなく， S-

520で観察可能と判り，撮影成功へつながった.図 5-

11はその成果である.図11で僅かにチャージアップの横

縞が見られたが，他には何のトラブルも認められず，像

の解{象性は優れ，階調は豊富である. S -520では焦点

合せ，非点補正および像の明るさとコントラスト調整が，

コンピュータ制御で自動化され便利になっている.具体

例として，図 9の前面からの撮影像で，口器下方に割れ

目の存在が確かめられた.このことから，これまで不明

であった ASIDによる口器の像が，どの方向から見たも

のであるか解釈が可能となった.また図10で退化した限

の輪廓が丸くとらえられており，表面が円滑で、あること

も判った. ASIDの観察像から眼のふくらみ具合がわか

り，両者の知見から眼の立体構造が観察できた.その他

S -520が深い焦点深度や高い解像性を持っているため，

触角やl聞の関節部の粒状構造帯まで解像できた.

まとめ

臨界点乾燥処理を行ったコロモジラミについて， SEM 

による観察を試み，以下の結果を得た.

① 固定，脱水， CPD処理過程を通じ，理想的状態

に近い標本作製に成功した.

② 上記標本について，眼，口器を中心にして微細構

造の観察をすることができた.コロモジラミは眼の表面

が平滑で、，ゆるい曲面をしていることが確認された.ま

た口器は，内側に円錐状の鈎が数個みられた.

③ 光学系マクロ像では，カラーおよび透過力による

限，卵等の識別能力が優れ， SEM像では高い解像力と

深い焦点深度により，虫体表面構造の解析にすぐれてい

た.
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図1.簡易マクロ装置

図2.マクロ写真によるコロモ

ンフミ

図3.封入剤による病理標本

図4.CPD処理後の標本

'苧



図5-11. SEM (S -520) によるコロモジラミ



図12-17. SEM (EM.ASID) によるコロモジラミ
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東京のツツガムシ相(第2報)

式根島のツツガムシ病流行期 (1984年11月)と

流行閑期 (1985年 6月)のネズミ寄生ツツガムシ類

大野正彦*

Trombiculid Mites of Tokyo (11) 

Trombiculid Mites Found on Rodents in Shikinejima Island during an Outbreak 

(November 1984) and Absence (June 1985) of Tsutsugamushi Disease 

Masahiko Ohno * 

Trombiculid larvae found as parasites on rodents on Shikinejima Island were investigated during the 

periods of an outbreak and an absence of tsutsugamushi disease. 

During an outbreak of the disease in November 1984，12 Norway rats (Rattus norvegicus) and 1 roof rat 

(R. ratt:ω) were captured. Estimated ages of the N orway rats by eye lens weight were 1. 0 -8.6 months old. 

The average number of larvae collected from the Norway rats was 436， ranging from 36 to 2454 in 1 rat. On 

the other hand， 175 larvae were collected from 1 roof rat. The dominant species collected from both rats was 

Leptotr01叫bidiu隅 sc叫tellare，followed by L. pallid仰叫，L. kitasatoi， Neotrmnbicula叫agayoiand GahrliePia saduski 

During an absence of the disease in June 1985，46 Norway rats， 6 roof rats and 11 Japanese wood mice 

(Apodemus sp.) were captured. Estimated ag巴sof the Norway rats and Japanese wood mice were 1.0-22.4 

months old and 30-94 days old respectively. The mean of larvae coll巴ctedfrom the N orway rats was 0.6， an 

average of 25 larvae of L. kitasatoi on 13 rats， 1 and 3 larva巴 ofL. scutellare from each of 2 Norway rats. On 

the other hand， no larvae were found on the roof rats but 1 larva of G. saduski was found on a Japan巴sewood 

mouse. 

L. sc叫tellarewas thought to be the species which carried tsutsugamushi disease to the residents on this is 

land， because 1) it was the dominant larva during the outbreak of the disease， and 2) Rickettia tsuts昭 a-

mushi was isolated from the infant Norway rats during the outbreak of the disease. 

Keywords : trombiculid mite， Leptotr01叫bidiumscutellare， rodent， tsutsugamushi disease 

緒己

筆者は前報1)で伊豆諸島式根島のツツガムシ病流行期

('83年11月.晩秋から冬にかけて患者が発生する)の

ネズミに寄生するツツガムシ相を述べ， タテツツフゲムシ

(Leptotr，棚 bid似刑 scutellare)がツツガムシ病の媒介種で

あると推測した.媒介種をより明らかにするため，翌年

の流行期と，翌々年の，患者が発生してない流行閑期に

調査を行なった.以下，その結果を報告する.

調査方法

流行期 ('84年11月下旬)に甘藷(サツマイモ)畑を

中心に13地点 (A，B， C， D， F， J， P， Q， R， 

S， T， V， W) に金網製生どり龍150台，シャーマン

式トラップ20台をそれぞれ 5，2日開設置した.

流行閑期 ('85年 6月下旬)には16地点 (A-1， K 

-0， S， u)で金網製生どり龍150台，シャーマン式

トラップ60台を 5日開設置した.各調査地点の位置と概

要は図 1，表 1の通りである.捕獲用の餌として食用油

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生科 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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2.流行閑期

ドブネズミ 46~ (地点A，B， C， D， E， F， G， 

H， 1， K)，クマネズミ 6匹(同H，L， M， N， 0) 

アカネズミの一種 (Apodem叫ssp.) 11匹(同 C，G， H， 

0)，計63匹を捕獲した(表 3， 4). ドブネズミの月令

は1.0-22.4ヶ月で， 1 -4ヶ月の個体が過半数を占め

Table 3. Larval Trombiculid Mites Collect巴dfrom Ratt叫snovegicus Captur巴don Shikinejima Island during an Ab 

sence of Tsutsugamushi Disease (June 1985) 

R. norvegicus Date 
Trapping 

Age in Months * * Sex 
Trombiculid Mites * * * 

Point from R.抗日rvegic附

NO.47 20 June '85 A 1.0 M 

74 21 A 1.1 M 

28 19 G 1.1 F 

23 19 A 1.2 F 

24 19 A 1.2 M 

51 20 A 1.2 M 

70 21 C 1.5 F 

54 20 F 1.7 F 

75 21 F 1.9 M 

45 19 E 2.0 M L. kitasatoi (2) 
32 19 C 2.1 M 

65 20 C 2.3 M 

71 21 C 2.3 F 

56 20 2.3 F L. kitasatoi (2) 
63 20 C 2.3 F 

55 20 2.6 M 

73 21 K 2.9 M 

64 20 C 3.0 M 

20 18 F 3.0 F 

76 21 E 3.1 F L. kitasatoi (1) 

44 19 F 3.1 F 

38 19 D 3.6 F 

49 20 A 3.6 F 

48 20 A 3.6 M L. kitasatoi (3) 

57 20 4.0 M L. kitasatoi (1) 

46 19 E 4.0 M L. kitasatoi (3) 

31 19 C 4.1 M 

66 20 C 5.1 M 

25 19 A 5.2 F L. scutellaγe (1)，L. kitasatoi (6) 

39 19 D 5.7 M L. kitasatoi (1) 

18 18 H 5.9 F 

50 20 A 5.9 F 

34 * 19 C 6.7 M 

41 19 H 6.7 M 

62 20 E 7.9 F L. kitasatoi (2) 
52* 20 A 8.9 M 

72 21 C 9.0 M L. kitasatoi (1) 
42 19 日 9.8 M L. kitasatoi (1) 

33 19 C 10.7 F 

26* 19 A 10.7 M 

37 19 D 11.1 F 

19 18 A 11.8 M 

77 21 B 12.8 F L. kitasatoi (1) 

53 20 F 15.6 F L. kitasatoi (1) 
40 19 21.0 M 

22* 18 E 22.4 M L. scutellare (3) 

*， * * : same as Tabl巴 2
* * * : Figures in parenthese indicate numbers of trombiculid mites collected. 
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た.アカネズミの一種は日令が30-94日で， ドブネズミ

に比べ若く，民家がほとんど無い，島の中央から西の地

域(図 1)で捕獲された.

ドブネズミ 46匹の内， 13匹にキタサトツツガムシが総

計25個体(1匹当り 1- 6個体)みられた.また，

No.22， 25のドブネズミにタテツツガムシがそれぞれし

3個体みられ(表 3)，この調査時のドブネズミのツツ

ガムシ指数は0.6であった.クマネズミにはツツガムシ

がみられず，アカネズミの一種の 1匹にサダスクガー

リェプツツガムシが 1個イ本みられた(表 4). 

各地点で捕獲したネズミの数と，そのうちツツガムシ

幼虫が付いていたネズミの数を表 5に示した. E地点

(林の中で，式根島には珍しく井戸がある)で、捕ったド

ブネズミ 5匹すべてにツツガムシ幼虫がみられ，その中

の1匹からタテツツガムシが採集された.他の地点に比

べE地点のネズミにツツガムシがよくイ寸く{頃向にあった.

以上述べたように，ツツガムシ病流行閑期のネズミ寄

生ツツガムシ幼虫の個体数は，前報1)や前述した '84年

の流行期に比べ少なかった. しかし，前報でツツガムシ

病媒介種と推測したタテツツガムシが極めて少数ながら

幼虫の状態で発生していることもわかった.

Table 4. Larval Trombiculid Mites Col!ected from Rattus rattus and Aρodemus sp. Captured on Shikinejima Island 

during an Absence of the Disease (June 1985) 

Trapping 
Ey巴Lens*

Ages in * * Trombiculid Mites * * * 
Rodents Date Weight Sex 

Point 
(mg) 

Days from Rodents 

Rattusγattus 

NO.78 21 June '85 N 11.8 M 

79 21 M 13.2 M 

43 19 H 21.0 F 

17 18 H 27.3 F 

36 19 。 28.4 F 

21 18 L 29.1 F 

Aρode隅 ussp. 

NO.68 21 June '85 C 4.2 30 F 

27 19 G 4.7 34 F 

61 20 H 5.3 41 F 

67 21 H 6.2 53 F 

29 19 G 6.4 57 F 

30 19 G 6.4 57 F 

60 20 G 6.5 58 M 

69 21 C 6.7 61 M 

58 20 G 7.2 71 M 

59 20 G 7.5 78 M 

35 19 。 8.2 94 M G. saduski (1) 

* : Mean dry-weight of paired lenses 

* * : Ages of Apode刑制 sp目 wereestimated from eye lens weight according to Takada's (1982) method. 

* * * : same as Table 3 
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Table 5. Numbers of Captured Rodents and Those Infested with Larval Trombiculid Mites at Each Trapping Point in 

the Survey (June 1985) 

Trapping No. Captured Rodents No目 Rodents No. Rodents 

Rn1) Rr2) As3) 
with with 

Point Total Trombiculid Mites L. scutellare 

A 12 。 。 12 2 1 

B 。 。 1 1 。
C 11 。 2 13 1 。
D 3 。 。 3 1 。
E 5 。 。 5 5 1 

F 5 。 。 5 1 。
G 。 6 7 。 。
H 3 2 2 7 1 。

4 。 。 4 2 。
K 1 。 。 1 。 。
L 。 1 。 1 。 。
M 。 1 。 1 。 。
N 。 1 。 1 。 。
。 。 1 1 2 。

Total 46 6 11 63 15 2 

1) Rattus no仰 egicus，2) Rattus ratt叫s，3) Apodemus sp. 

考 察

式根島のツツガムシ病媒介するツツガムシの種を寄生

していたツツガムシと，宿主のネズミに分けて以下考察

する.

1950年代には伊豆諸島でツツガムシ病の調査が頻繁に

行なわれ，七島熱調査報告書4)，大島における年間を通

した調査5)および Sasa6)の詳細な考察などから，これら

の島々のツツガムシ病はタテツツガムシの媒介によるも

のと考えられてきた.最近では，村田ら7)が三宅島を調

べ，患者発生時期に最も一致するのはタテツツガムシで

あると報じている.現在，患者が多発している式根

島8，9)でも同様のことが言える.すなわち，前報1)や今

回述べた患者発生期(ツツガムシ病流行期)にタテツツ

ガムシ幼虫が多数発生し，患者のみられない時期(流行

閑期)には個体数が極めて少なかった.ツツガムシ相か

らみてタテツツガムシが媒介種と思われる.

次に捕獲したネズミから媒介種を考察する.ツツガム

シ病流行期のツツガムシ調査と同時に行なわれたネズミ

からのツツガムシ病リケッチア分離成績9)によると，表

2に示したようにタテツツガムシの優占するネズミ 13匹

中8匹からリケッチアが分離された.このリケッチア分

離陽性のネズミの中には生後まもないドブネズミ No.9 

(月令1.0ヶ月)， No. 7 (同1.1ヶ月)， No. 8 (同1.1ヶ

月)などが含まれていた.これら若いNo.7， 8， 9の

ネズミは捕獲時からそう遠くない時期に有毒ツツガムシ

幼虫(リケッチアをf呆有しているツツガムシ)からリ

ケッチアの感染を受けていたことがわかる.

ツツガムシ病流行関期のネズミでは， ドブネズミ

NO.34 (月令6.7ヶ月)， No. 52 (同8.9ヶ月)， No.26 (同

10.7ヶ月)， No. 22 (同22.4ヶ月)がリケッチア分離陽性

で，生存期間の長いドブネズミ (月令4ヶ月以上)に抗

体価が高かったという 10) リケッチア分離陽性のネズ

ミは晩秋から冬にかけてのツツガムシ病流行期を経験し

たものであった. また，アカネズミの一種(日令30-94

日)11匹中 8匹でリケッチア分離を試みたがすべて陰性

であった10) アカネズミの一種は推定した日令からみ

て流行期を経験してない個体であろう.ネズミにツツカ、、

ムシ病リケッチアが長期に保有されること 11-13)，高い
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抗体価が長期間続くこと 11，14)を考えると， No.34， 52， 

26， 22のネズミ，および抗体価の高い大多数のネズミが

有毒ツツガムシ幼虫からリケッチア感染を受けたのは，

調査時 ('85年 6月)ではなく，それよりも前のツツガ

ムシ病流行期であろう.式根島のツツガムシ病媒介種は，

晩秋から冬にかけてその幼虫が多数発生する種と考えて

間違いなさそうである.

以上述べたように，ツツ方、ムシ，ネズミの調査結果，

および同時に行なわれたリケッチア分離成績9，10)などか

ら，式根島のツツガムシ病は主にタテツツガムシの媒介

によるものと言えよう.

この媒介種と考えられるタテツツガムシ幼虫の出現期

は1-5月， 9 -12月で，夏にはみられない15)という.

しかし，前述したように，今回の 6月の調査で 2匹のド

ブネズミからタテツツガムシを少数ながら採集した.こ

れには以下の理由が考えられる.

①多数のネズミ (63匹)を捕獲し，前報1)同様ネズミ

の体をブラシでよく擦ってツツガムシを落とし，丹念に

調べたのでタテツツガムシを採集できた.

②式根島は民家，畑，薮が混在し(図 3A)，林に隣

接している民家も多い(図 3B). ツツガムシ，特に

Leptotr，側 bidiu刑属がよく発生するような人為的に撹乱

された環境16)と思われる.最盛期には多数のタテツツ

ガムシが発生し1) 6月まで続いたその残りを採集した.

③佐々 17)の報告によると，七島熱調査時の大島のタ

テツツ力、ムシは，その発生の最盛期にはかなり広く分布

するが，最盛期を外れると山林の中の沢などに限局され

るという.式根島の E地点は湿った場所で，そこで調査

したためタテツツガムシを採集した.

流行閑期にもタテツツガムシ幼虫が出現することから，

この時期にも患者が発生しないとは限らない. しかし，

タテツツ方、ムシ幼虫の個体数が少ないこと，リケッチア

の分離陽性率(有毒率)が低いこと (5000個体に 1個体

程度) 18)，その最盛期を外れると式根島でも発生場所

が限局すると予想されること，以上の事柄からこの時期

のタテツツカ、、ムシはあまり大きな問題にならないように

思われる.

要約

1.伊豆諸島式根島においてツツガムシ病流行期

('84年11月)と流行閑期 ('85年 6月)にネズミを捕獲

し，寄生しているツツカホムシ幼虫を調べた.

2. 流行期にドブネズミ 12匹，クマネズミ l匹を捕獲

した.各ネズミに36-2454個体のツツガムシ幼虫が寄生

していた. ドブネズミ 1匹当り平均436個体寄生してい

た.タテツツガムシカ;'{憂占し，その(也，フトゲツツガム

シ，キタサトツツガムシ，ナガヨツツガムシ，サダスク

ガーリェプツツガムシもみられた.

3. 流行閑期にドブネズミ 46匹，クマネズミ 6匹，ア

カネズミの一種目匹を捕獲した. ドフ守、ズミ 46匹中13匹

に総計25個体のキタサトツツガムシがみられ， 2匹にタ

テツツカ、、ムシカマ芯言十41岡イ本みられ， ドブネズミ 1匹当り

のツツガムシ平均寄生数は0.6であった.クマネズミに

はツツ方、ムシがみられず，アカネズミの一種の 1匹にサ

ダスクガーリェプツツカ、、ムシカq 個4本みられた.

4. ツツカ、、ムシの種類，捕獲したネズミの生後経過日

数(推定値)および、ネズミからのリケッチア分離成績な

どから，式根鳥のツツガムシ病は主にタテツツガムシの

媒介によるものと考察した.
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Prevention of Breeding of Cheyletid Mites by Treatment of Insecticids 

on Tatami-mats in Concrete Apartment Buildings (1) 

MIDORI YOSHIKA W A * 

Four types of insecticides， A， B， C and D， were applied to the bottom of and underneath tatami-mats at 17 

homes from May through Septemb巴r1985， in order to determine whether insecticdes can prevent the presence 

of cheyletid mites which bite humans and cause lesions， and which insecticides work effeftively. 

Examinations were performed by checking mit巴 fauna in September compared to May， skin lesion 

appearances， and questionnaire answers of r巴sidentsin the homes treated by insecticides. 

The best results were found in homes treated by ins巴cticideA. The best combinations of 2 items 

among the 3 items above， namely， no lesions appeared and cheyeltids decreased in September， or no lesions 

appeared and residents thought the insecticides were eff巴ctive，or cheyletids decreased in September and resi-

dents thought the itsecticides were effective， were found more often in these homes than in those treated with 

the other 3 types of insecticides. However， the best results were found in only 1 / 3 of the total number 

of combinations of valid results， omitting cases of no answers， no decision or no data， while 1 / 3 of the 

combinations showed the worst results in which there were combinations of 2 items among the 3 such as le-

sions and an increase in chey letids， or lesions and th巴 residentsdid not find the insecticides effective. The 

remaining 1 / 3 of the combinations showed inconclusive results such as appearance of lesions but decrease 

in ch巴yl巴tids，or an increase in cheyletids when residents thought th巴 insecticideswere effective. From these 

results， it is difficult to conclude that insecticides are useful for preventive control against cheyletids which 

breed in tatami-mats 

Keywords : preventive control， insecticide， dermatitis， lesion， cheyletid mite 

Introduction dermatitis and discomfort in residents6ー
7) The best 

Cheyletid mite-bites have been found on residents of method for controlling these mites is to dry the mats by 

new houses in urban areas since 1979
1
-
3
). Residents heating them in a drying machine. If th巴 matsare he-

have been especially troubled with itching dermatitis in ated to 90 -100'C for 2 hours and the inside of the 

August through September in 2 - 3 year old concrete mats are kept at 50'C for at least 30 minutes， all the 

apartment-hous巴swith tatami-rooms4). The surrounding mites inside the mats are killed8
)目

concrete walls release moistened air， which affects the However， for preventing the appearance of mites， it 

tatami-mats set into the rooms. The mats absord humid- is easier to treat the surfaces of the mats with insecti 

ity from the moistened air and consequently， the amount cides than to heat them. So it is necessary to determine 

of water content of the mats increase). Mold and mites what types of insecticides are useful for controlling the 

then breed inside these moist mats. mites， including those which hide inside. 

Cheyletid mites which bite humans， or those which The porpose of this study is to examine whether in-

feed on mold and appear in large numbers cause itching secticides are useful for preventive control against the 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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cheyletid mites of tatami-mats， and what kinds of insecti- buildings only the tatami rooms were used for this 

cides are more useful， as determined by the following 3 investigation. The tatami-mats in some homes were co-

points: 1) whether skin lesions appear on residents in vered by carpets or mats， which were removed before 

summer after insecticides are used; 2) whether the this test 

number of cheyletid mites on the tatami-mats decreases 

after treatment with insecticides; and 3) whether the Period for test 

residents admit the effectiv巴ness of insecticides， by Mite fauna was investigated on the souface of tata-

answering on questionnaires that they do not have any mi-mats of 1 tatami room in each home in the middle of 

itching lesions during the test period. May in 1985 and again at the beginning of September. 

Materials and Methods 

Outline of procedure 

Outline of the test procedure is: 1) dust samples 

were collected at 20 homes in May and water content of 

tatami-mats was also measured at this time in rooms 

where dust samples were collected; 2) insecticides were 

applied to the bottom of tatami-mats and to the floor 

under the mats; 3) bodies of the residents were checked 

by us to see whether skin lesions appeared at the begin-

ning of September; 4) dust samples were collected in 

September from the same rooms as in May; 5) lesion 

appearance and mite fauna from dust samples were com 

pared between May and Sept巴mber，and answers on 

questionnaires were calculated. The details are as fol-

lows 

Location and household 

Two tall concrete apartment buildings were selected 

for the tests. One house faces south (building A) and 

the other south-east (building B). Both of them were 

built along the Sumida River to the west. Building A 

has 11 stories and B has 10， and both were built 3 

years ago 

In building A， the 10 apartments tested have same 

room arrangement: 2 rooms of 6 tatami-mats each， 

facing south and a wooden floored kitchen north of the 

tatami rooms， and 1 room of 4.5 tatami-mats， a wash 

room， a bath room and an entrance in the northest part 

Each apartment has a floor area of about 60m2
• In 

building B， the 10 apartments have the same arrange-

ment of rooms with a total area of about 45m2
• In both 

The residens of the homes followed their ordinary 

routines through both periods of mite fauna examinations 

in May and in September. 

Insecticide 

Four types of insecticides were used for this test， 

each on巴 appliedin 5 homes， several from building A 

and the others from B. The 4 types of insecticides 

were organophosphorus ins巴cticide A， B and C， and 

carbamate insecitide D. The main ingredients of these 

insecticides are phoxim in organophosphorus， insecticide 

A， fenitrothion in organophosphorus， B and C， propoxur 

in carbamate， D. Approximately 100ml/ m' of each in-

secticide was applied to the bottom of a mat and the floor 

under the mat， so that 0.7 - 2 grams of raw material in 

each insecticide were applied per m'. Differing amounts 

of material per m' was due to different concentrations in 

each insecticide. When treating with insecticides， 

tatami-mats and furniture were moved. 

Sample collection 

Dust was collected into a small paper bag using a 

vacuum cleaner in order to investigate mite fauna9)目

Dust samples were collected from the surfaces of tatami-

mats， spending 1 minute sweeping 1 mat 

surface. Furniture， pianos and other heavy objects 

were not removed and areas covered by these items were 

not subject to dust collection. A dust sample was col-

lected from 1 tatami room at each home in May before 

starting insecticide treament. In September， a sample 

was collected in the same tatami room at the same rate of 

sweeping time as in May. 

Mites and insects were extracted from the dust sam-

pl巴s using a centrifuging method 10) . N um bers of 

tarsonemids， cheyletids， pyroglyphids， haplochthoniids 
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and other mites were compared in May and in September. Amounts of water content of tatami-mats were mea-

Numbers of Psocoptera were also compared as Psocop- sured at several points in 1 tatami room where mites 

tera was almost always found with cheyletids. were collected， and then averaged. The average values 

were over 10% in all 5 homes (Table 1) 

Skin lesion Each family of mite such as Tarsonemidae， Cheyleti 

Most of the residents were check巴dfor skin lesions dae， Pyroglyphidae， Haplochthoniidae and others and an 

on their bodies b巴fore dust sample collections in order of insect， Psocoptera， were compared in number 

September. The residents also responded to us through before and after the application of insecticides (Fig. 1 ) . 

questionnaires， whehter or not felt itching or found le- In Psocoptera and all families of mites except 

sions on their bodies. Pyroglyphidae， th巴 numberscollected in September were 

lower than in May， using geometric means (Fig. 1) . 

Others 

On questionnaires， information was asked about Organophosphorus insecticide B 

family members and pets; date of moving in; when new Skin lesions were found on the residents in 2 out of 

tatami-mats w巴reused; use of carpets or other floor 3 homes; the other 2 homes refused to join the inves-

coverings， thickness of curtains; how often the residents tigation during the test period (Table 2). Lesions 

stay at home， previous skin lesions from mites in the appeared on backs or legs of some residents， and the re-

home， on which parts of bodies skin lesions appeared sidents also answered as not-effective in 2 homes. In 

and their size， how long itching lesions lasted; names of addition， cheyletid mites increased in number in 2 

insecticides previously used， effectiveness of those hom巴s，and in the 3rd home mite numbers decreased 

insecticides， names of pest control companies if hired for slightly. The water content of the tatami-mats was 

spraying insecticides; skin lesions appearing duri昭 our slightly higher in this group (Table 2) . 

tests; and the judgement of the effectiveness of our In the September survey， only tarsonemids had de 

treatment. Water contents of tatami-mats were also creased in number and haplochthoniids had not changed 

checked in the rooms where mite fauna was investigated， when compared to the May survey. The other mite 

before treating with insecticides in May. families， total number of mites and insect Psocoptera in-

creased in number in September compared to May， using 

geometric means (Fig. 2) . 

Results Organophosphorus insecticide C 

Four out of 5 homes participated in our 

Organophosphorus insecticide A investigatio日目 Skin lesions could be found on the resi守

Skin lesions did not appear in any of the 5 homes dents in 3 homes but not in the other (Table 3). 

during the test period when organophoshorus insecticide Thus only 1 home admitted the effectiveness of the 

A was used as a preventiv巴 control (Table 1). treatment with insecticide C， while the others found the 

However， the questionnaires showed that only 1 home treatment to only slightly， or not at all effective 

thought the insecticide was effectiv巴 1 home did not Cheyletids decreased in September in homes which felt 

think the treatment was effective， since the residents felt the insecticide was effective. (Table 3)ー Thewater 

itching although no lesions could be found on their content of tatami-mats was from 10 to 15 %. 

bodies; and 1 home could not decide on the effective- Geometric means of mite numbers in September 

ness of the treatment. Questionnaires were not returned showed a decrease in Haplochthoniidae， other kind and 

from the other 2 homes (Table 1) . total m山 s，while the number of Tarsonemidae increased 

Cheyletid mite numbers decreased after the treat- and that of Cheyletidae， Pyroglyphidae and Psocoptera 

ment except in home II (Table 1) . had not changed (Fig. 3 ) . 
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Table 1. Effectiveness of organophosphorus insecticide A applied to the bottom of and under tatami-mats 

V 

Presence or absence 

of skin lesions 

(checked by us) 

Resident's decision 

on q uestionnaire 

Cheyletid mite number 

in Sept. compared 

with May 

Average water content 

of tatami-mats in 

May(%) 

I E 皿 百

absence absence absence absenc巴 absence 

no decisio日* not effective effective 

slightly 

decreased 

increased slightly 

decreased 

decreased decreased 

10 10 10 10.5 11 

Note 1) Residents of home II covered the tatami-mats wich used to check mite fauna with a carpet after treating 

with insecticide A in May. Mite fauna in September were checked on the surface of the tatami-mats 

under the carpet. 

2) Tatami-mats used to check mite fauna had been covered by a carpet in home V before this test started 

Investigation was performed after removing the carpet. No carpet has been used in the room since ap回

plication of insecticide A in May. 

3) * : no decision means that the residents could not decide the effectiveness. 

Tarsonemidae 

Chey letidae 

Pyroglyphidae 

Haplochthoniidae 

Others 

Total mites 

Psocoplera 

mites/tatami-mat 

60 70 

亡コ beforetreatment 

_ after treatment 

Fig. 1. Geometric means of mites collected from tatami.mast at 5 homes before (in May) and after (in September) 

application of organophosphorus insecticide A. 
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Table 2. Effectiveness of organophosphorus insecticide B applied to the bottom of and under tatami.mats. 

Presence or absence 

of skin lesions 

(checked by us) 

Resident' s decision 

on questionnaire 

Cheyleted mite number 

in Sept. compared 

with May 

Average water content 

of tatami.mats in 

May(%) 

VI 

presence 

increased 

9.5 

w 

presence 

not effective 

slightly 

decreased 

12 

Note 1) Homes IX and X refused to participate during the test period， so were omitted. 

珊

not effective 

increased 

13 

273 

2) The top cover of the tatami.mats used to check mite fauna in home VIII were turned over in August dur. 

ing the test period 

mites/tatami-mat 

。 10 20 30 40 50 60 70 

Tarsonemidae 

Ch巴yletidae
仁コ b出 retreatment 

_ after treatm印 t

Pyroglyphidae 

Haplochthoniidae 

Others 

Total mites 

Psocoptera 

Fig. 2. Geometric means of mites collected from tatami.mats at 3 homes before (in May) and aft巴r(in September) 

application of organophosphorus insecticide B. 
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Table 3. Effectiveness of organophosphorus insecticide C applied to the bottom of and under tatami.mats. 

Presence or absence 

of skin lesions 

(checked by us) 

Resident's decision 

on questionnaire 

Cheyletid mite number 

in Sept. compared 

with May 

Average water content 

of tatami.mats in 

May(%) 

XI 

abs巴nce

effective 

decredsed 

11.5 

XII 

presence 

not effective 

increased 

10 

XIII 

presence 

not effective 

15 

XIV 

presence 

slightly 

effective 

decreased 

11. 5 

Not巴 1) Home XV refused to participat巴duringthe test period， so was omitted目

2) Dust sample of home XIII in May was lost. 

。 10 

Tarsonemidae 

Cheyletidae 

Pyroglyphidae 

Haplochthoniidae 

Others 

Total mites 

Psocoptera 

mites/tatami-mat 

20 30 40 50 60 

仁コ beforetreatment 

.a伽 tr巴atm印 t

Fig. 3. Geometric means of mites collected from tatami.mats at 4 homes before (in May) and after (in September) 

application of organophosphorus insecticide C. 
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Carbamate insecticide D 

In all 5 homes， lesions appeared on the residents 

(Table 4). But 2 homes felt the treatment was slight 

ly effective， while the other 3 homes gave no answers 

or no decision. Cheyletids decreased in September in 1 

home and did not change in 2 homes， but increased in 

2 homes. Percentages of water content of tatami-mats 

were 11.5 -13 % and higher than in the homes treated 

by the other 3 types of insecticides 

Geometric means of mite numbers in September 

showed a decrease or no change in all kinds except 

Cheyletidae and Pyroglyphidae， and Psocoptera also de-

creased (Fig. 4) . 

The results of Y oshida are thought to indicate that a 

chance for cheyletid to touch a human occurs when a hu-

man sits on a 1 m' tatami-mat where a cheyletid walks 

on the surface， since a cheyletid bites a human when it 

touches him_ AIso， lesion appear在日ces increase when 

more than 5 cheyletids are found on 1 m' of tatami-mat 

There were only 10 homes among 17 in which all 3 

it巴ms，skin lesion appearances， mite fauna in September 

compared to May， and completed questionnaires of 

resid巴nts，could be used as results (Tables 1 -4 ) . Of 

these， 2 homes out of the 10 gave no decisions on the 

questionnaires， and the results from 4 homes contra-

dicted each other. Thus only the results from 4 homes 

could be used. Therefore， combinations of 2 items in-

stead of 3 were used to determine the effectiveness of 

insecticides applied (Tables 1 -4) . 

Discussion From the relationship between lesion appearance 

In September， the presence or absence of skin le- and insecticide effectiveness indicated on the 

sions was confirmed by us early in the morning before qu巴stionnaires，2 homes where insecticides A ( 1 

most of the residents left home， and before dust samples home) and C (1) were used belonged to the best combina-

were collected目 Almostall the residents' bodies， hands tion and the best tr巴atmentas group i (Table 5). In 

and legs were checked. Judgment of whether a lesion these 2 homes no lesions were found and the residents 

was caused by a mite-bite was performed according to admitted the effectiveness of the insecticide. On the 

the data of Yoshikawa6
•
11

). From the data， the charac回 contrary，3 homes treated by insecticides B (1) and C (2) 

teristics of a lesion caused by a cheyletid are: 1) a 3 - belonged to the worst combination and ineffective treat 

7 mm clear red papule which turns pale after 1 - 2 ment of group ii. So， lesions appeared among the resi-

weeks， 2) pierced wounds by needle-like chelicerae are dents who did not feel the insecticide was effective 

sometimes found， 3) itching continues for about 1 Homes treated by insecticides A (1)， C (1) and D (2) be-

week， 4) lesions are scattered around the back， legs， longed to groups iii and iv which wer巴 inconclusiveas 

buttocks and inn巴rthighs. the results contradicted each other when lesions did not 

The number of lesions increased in proportion to appear but the residents did not find the insecticide 

cheyletids collected from 1 tatami-mat， such as 0 % effective (Table 5). This result is thought to be 

appearance of lesions in homes where insecticide A was caused by the fact that a carpet used during the test 

used and 4 _17 cheyletids were collected from 1 tatami- period after treatment increased the number of 

mats (Table 1 ， Fig. 1)， 75 % appearance of lesions in cheyletids; or the residents were bitten but lesions did 

homes treated by insecticide C and 7 _ 29 cheyletids from not appear since a lesion occurs from an allergic reaction 

1 tatami-mat (Table 3， Fig. 3)， 100% appearances in due to cheyletid saliva; or the residents answered on the 

homes treated by B and D with 15.18 and 10.20 cheyle- questionnaires that the treatment was only slightly effec-

tids from 1 tatami-mat， respectively (Table 2 ，4 ， Fig. tive because they felt that itching lesions appeared less 

2，4). In the September survey， lesions did not appear often than in the last year when they suffered serious 

when 4 _14 cheyletids were found on 1 tatami-mat， while itching dermatitis (Table 1，3 and 4) 13) 

7.29 cheyletids / mat showed lesion appearances. This The best combination concerning lesion appearance 

is similar to the results of Yoshida who found that le- and ~heyletid number occurred in 5 homes， 4 out of 5 

sions start appearing at 1 cheyletid per 1 m' surfaceI2
). treated by insecticide A and 1 by C (Tables 1 - 4 . 
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Table 4. Effectiveness of carbamate insecticide D applied to the bottom of and under tatami.mats目

Home No 

Effectiveness 

Presence or absence 

of skin lesions 

(checked by us) 

Resident's decision 

on questlOnnmre 

Ch巴yletidmite number 

in Sept. compared 

with May 

Average water content 

of tatami-mats in 

May(%) 

XVI 

presence 

increased 

11. 5 

XVII 

presence 

slightly 

eff巴ctIve

increased 

13 

Note 1) Ho間 XVIIwas closed for about 10 days in August. 

XVIII XIX XX 

presence presence presence 

slightly 

no d巴C1SlO日* effective 

no change no change decreased 

11. 5 12 11.5 

2) Other insecticides which were not used by us were treated aft巴rturning the outside cover over in August 

in the room used to check mite fauna 

3) *: the same as Table 1 . 

。 10 20 

Tarsonemidae 

Cheyletidae 

Pyroglyphidae 

Haplochthoniidae 

Others 

Total mites 

Psocoptera 

30 

mites/tatami -mat 

50 60 

仁コ beforetreatment 

_ after treatment 

70 

Fig. 4. Geometric means of m巾 scollected from tatami-mats at 5 homes before (in May) and after (in September) 

application of carbamate insecticide D. 
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6). Insecticides A (1) and C (1) decreased the number numbers still remained around 10/ mat in September; or 

of cheyletids so that lesions did not appear. But the some residents wer巴 sensitiveto mite.bites (Table 1 -

worst COl山 inationwas found in 4 homes treated by in. 4). 

secticides B (1)， C (1) and D (2). InconcJusive combina. The best combination of insecticide effectiv巴nessand 

tions were found in 4 homes tr巴atedby insecticides A cheyletid mite number was from 4 homes treated by in. 

(1)， B (1)， C (1) and D (1). This was because cheyletid secticides A (1)， C (2) and D (1) (Tables 1 -4 ，7) . In 

Table 5. Relation between lesion appearance and insecticide effectiveness answered on questionnaires at 17 homes. 

Group 11 111 1V V V1 

best worst inconcJusive 

combination combination combinatio日

Relation between Lesion absent Lesion present Lesion absent Lesion present Others， Total 

lesion appearance and and but but incJuding 

and insecticide Insecticide Insecticide Insecticide Insecticide no answer， 

effectiveness effective not effectiv巴 not effective 日ffective no decisio日

No. of homes 2 3 1 3 8 17 

(treated with (A+C) (B+2C) (A) (C+2D) 

insecticide) 

Note: Slightly effective in Table 1 -4 is incJuded in effective. 

Table 6. Relation between lesion appearance and increase or decrease of cheyletids at 17 homes. 

Group 11 111 1V V V1 

best worst inconcJusive 

combinatio日 combination combination 

Relation between Lesion absent Lesion present Lesion absent Lesion present Others， Total 

lesion appearance and and but but incJuding 

and increase or Cheyletids Cheyletids Cheyletids Cheyletids no answer， 

decreas巴of decreased increased increased decreased no decition 

cheyletid mites no change 

No. of homes 5 4 1 3 4 17 

(treated with (4A+C) (B+C+2D) (A) (B+C+D) 

insecticide) 

Note目 Slightlydecreased in Table 1 -4 is incJuded in decreased 
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these homes， the r巴sidentsadmitted that the insecticides 

W巴reuseful and the cheyletids decreased. But in 3 

homes treated by insecticides A (1)， B (1) and C (1)， they 

found no effect and the cheyletids increased， so these 3 

homes belonged to the worst group for treatment. The 

results from groups III and iv at 2 homes contradicted 

each other (Table 7) . 

Groups i and ii， which showed conclusive 

combinations， make up 68 % of the 31 valid combinations 

of groups i -iv of Tables 5一7， excluding such results 

as no answers， no decision， no change and no opportun-

ity to check from all 51 combinations (= 17 homes multi-

plied by 3)目 So，these results might indicate whether 

an insecticide is useful for mite control and which insec-

ticides are effective for the preventive control of 

cheyletids. The best combinations were shown in group 

i numberi昭 11 (6 of A， 4 of C and 1 of D). These 

11 combinations equal 22% of the best combination 

group when divided by the 51 total combinations， while 

they equal 35% when divided by the 31. However， the 

worst combinations in group ii were found in 20% among 

the 51 and 32% among the valid 31. From these results， 

it is difficult to conclude that insecticides are useful for 

prevention of cheyletids. 

Of the 4 types of insecitcides used， A was the most 

effective， showing 19% effectiveness among the valid re-

sults 31; followed by 13 % of insecticide C; 3 % of insec-

ticide D and 0 % insecticide B. On the contrary， 13 % ， 

10%， 6 % and 3 % of combinations belonged to the 

worst group treated by insecticides C， B， D and A， 

respectively. 

Each mite family except Pyroglyphidae and insect 

number decreased or did not change from May to 

September in the homes treated by insecticide A， while 

Psocoptera and all mites exc巴ptCheyletidae and Pyrog-

lyphidae decreased in the homes treated by D (Fig. 1 

and 4). Haplochthoniidae， others and total mites de-

creased in homes treated by C， while only Tarsonemidae 

decreased in homes treated by insecticide B (Fig. 2 -

3 ). Thus， by calculating the increase or decrease of 

mite families and Psocoptera， insecticide A was found to 

be th巴 mostuseful of the 4 kinds tested 

However， if insecticide A is found to be less useful 

than other insecticides B， C and D in a future survey， 

water content must be considered. As the average 

amount of water cont巴ntin the homes treated by insecti-

Table 7. Relation between lesion appearance and insecticide effectiveness answered on questionnaires at 17 homes. 

Group 1I III lV V Vl 

best worst inconclusive 

combination combinatio日 combinatio日

Relation between lnsecticide lnsecticide lnsecticide lnsecticide Others， Total 

insecticide effectiv巴 not effectiv巴 effective not effective including 

effectiveness and and but but no answer， 

and increase or Cheyletids Cheyletids Cheyletids Cheyletids no decision， 

decrease of decreased increased increased decreased no change 

cheyletid mites 

No. of homes 4 3 l 1 8 17 

(treated with (A+2C+D) (A+B十C) (D) (B) 

insecticide) 

Note: Slightly decreased in Tables 1 -4 is included in decreased. 
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cide A was 10.3 % while the averages treated by the 5) Kenzai Test Center : An effeciency Test of Tatami-

other 3 insecticides wer巴 1l.5-12%，perhaps an insec- 明。ts，1982 

ticide works more effectively when used in a home in 6) Yoshikawa， M. and K. Hanaoka Tokyo-to Ei加 t

which there is a small amount of moisture in the tatami- Nenpo， 36，308，1985 

mats. 7) Maeda， T. and K. Aekohji : Rinsho-hifi叫灼， 38，883， 
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殺虫剤によるツメダニの予防効果(1)

吉川

4種類の殺虫剤A，B， C， Dを， 17世帯の畳裏面と，

畳の下の床面にまき，人を刺すツメダニの発生が予防で

きるかを調べた.ツメダニの発生予防的効果は， 3つの

調査項目，すなわち，皮疹発症の有無， 5月と 9月の時

点、でのツメダニ数の増減，殺虫剤を散布した世帝でのア

ンケート結果から推察した.調査は， 1985年5月から 9

月の聞に行っている.

上記 3項目のうち，殺虫剤の有効性を認めるような項

目の組合わせ，例えば，皮疹無発症と 9月時のツメダニ

数の減少，皮疹無発症とアンケート調査での居住者側の

有効を認める判定，ツメダニ数の減少とアンケート調査

での有効判定などを考えると，殺虫剤Aを散布した世帯

翠*

でこの傾向が一番多く見られた. しかし，この有効性を

認めるような組合わせは， 4種類の殺虫剤効果を合計し

でも全体の%にしかならない.他の%は，殺虫剤効果の

無効性を指する項目の組合わせ(例えば，皮疹発症とツ

メダ・ニ数の増加)に含まれた.残りの%は，皮疹は無発

症だが9月時のツメダニ数は増加をしたとか，ツメダニ

数は増加したのにアンケートでは効果ありと判定したと

いう逆判定を指す結果となっている.

以上のことから，ツメダニの発生を予防する目的で散

布した 4種類の殺虫剤のうち，殺虫剤Aが一番有効で

あったが，殺虫剤のみによるツメダニの予防効果は有効

率が低いといえる.

*東京都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 
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毛髪および母乳中の元素について

一一一Mg，Ca， Fe， CU， Zn， Hg一一一

江波戸奉秀*，竹内正 1専へ水石和子*，山野辺秀夫へ

渡辺四男也*鵜沼洋子**南保静 代* *山 梨靖 夫* *

Mg， Ca， Fe， Cu， Zn and Hg Content in Hair and Human Milk 

KIYOHIDE EBATO *， MASAHIRO T AKEUCHI *， KAZUKO MIZUISHI *， HIDEO Y AMANOBE * ， 

YOHY A W AT AN ABE *， YOUKO UNUMA * *， SHIZUYO N ANJOU * * and Y ASUO Y AMAN ASHI * * 

One hundred twenty seven samples of human milk and hair were taken from mothers residing in Tokyo 

Magnesium， calcium， iron， copper and zinc concentrations w巴redetermined by inductively coupled argon 

plasma atomic emission spectrometry (ICP) and mercury by the heati昭 vaporization-goldamalgamation 

method. 

The results were as follows : 

(1) The average concentration of the elements in human milk were 30. Oppm of magnesium， 253ppm of 

calcium， 0.69ppm of iron， 0.56ppm of copper， 4.67ppm of zinc and 1.02ppb of mercury respectively 

(2) The average concentrations of the elements in hair were 76 .1ppm of magnesium， 1052ppm of calcium， 

9.71ppm of iron， 162ppm of copper， 175ppm of zinc and 3. 02ppm of mercury respectively. 

(3) Concentrations of elem巴ntsin 111 samples of hair and human milk of moth巴rsobtained between 3 

days to 10 days after parturition were measured. There were no differences in the average concentration of 

elements or the correlation coefficient in samples of mothers in their twenties and thirties. 

Keywords : human milk， hair， magnesium， calcium， iron， copper， zinc， mercury 

緒 日

環境汚染調査の一環としてヒトの金属暴露量を検討す

る場合，指標のひとつとして利用される毛髪は排せっ器

官の一種と考えられ，排せっされた金属と毛髪に多量に

含まれる硫黄が-SH， S-S等の架橋をつくるため，

血液と比較して毛髪の金属含有量が多くなるといわれて

いる.さらに，血液のように恒常性がなく，一般にヒト

の金属の暴露量の変化をより敏感に反映すると考えられ，

また，母乳も人体金属暴露量の指標として考えられる.

著者らは，前報1.2)で母乳中の Hg測定方法及ぴ含有量，

Mg， Ca， Fe， Cuおよび Znの含有量を測定し，授乳期

別の含有量の変動，また，貧血のある母親とない母親の

各元素量を比較検討した.今回，さらに，前報の母乳採

取時に同時に採取した母親の毛髪中の前記の各元素量を

測定し，その母乳と毛髪の元素含有量の相関性を検討し

たので報告する.

実 験 方 法

1.試薬 Mg， Ca， Fe， Cu， ZnおよびHg標準液:

1.000ppm原子吸光分析用標準液(和光純薬)，硝酸お

よび過塩素酸:有害金属測定用(和光純薬)，水銀分析

用添加剤:炭酸ナトリウム+水酸化カルシウム(1十

1) (Mと略す)および活性アルミナ (Bと略す) (日本

インスツルメント)を用いた.

2.装置 高周波誘導結合アルゴンプラズマ発光分光

分析装置 (ICP) :ジョパン・イヴオン杜製JY48P型

水銀分析装置:日本インスツルメント製理学マーキュ

*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 Japan 

ホ*東京都豊島区長崎保健所
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Table 1. Mother's age and days after childbirth 

Mother's age N Days after childbirth N 

20-29 54 3-5 19 

6-10 30 

11-20 2 

21-60 2 

61-120 1 

30-39 90 3-5 47 

6-10 30 

11-20 7 

21-60 4 

61-120 1 

120 l 

N : Number of sample 

Table 2. Operating conditions for determination of iron， 

magnesium， copper， calcium and zinc 

Wave length 

Mg 279.55nm 

Ca 422.67nm 

Fe 259.94nm 

Cu 324.75nm 

Zn 213.86nm 

lncident Power 1.7kW 

Reflect Power O.OkW 

Coolant Gas 15.0L/min 3.5kg/cnl 

Plasma Gas O.OL/min 

Nebulizer Gas 0.5L/min 2.1kg/cnl 

Observation Height 16mm above coil 

Apparatus ; Jobin ybon inductively coupled argon plasma 

atomic emmission spectrometer : JY 48P 

リー SP型

3.試料 1984年 4月一1984年12月の 9ヶ月間，都内

の産院で147名の母親より出産後3日から120日の間， 1 

-2回，母乳を採取したが同時に毛髪が採取できた127

例について検討した.その際，年齢および授乳期調査を

行い，その結果を Table1. に示した.

4. 測定用試料および測定母乳中の Mg，Ca， Fe， 

Cu， Zn，および Hgの値は，前報1，2)の試料中，毛髪が

同時に採取できた試料の測定値を用いた.毛髪は 1%中

性洗剤で 5分間振とう後，水で十分すすいだ後 IAEAの

方法3)で洗浄後乾燥し分析時までデシケーターに保管し

た.毛髪の Hg測定は，試料 1- 2 mgを正確に秤取し

直接分解ボートにとり，金アマル力、ム測定法により測定

した.毛髪の Mg，Ca， Fe， CuおよびZnの測定は毛髪

0.4gを小試験管に秤取し，硝酸，過塩素酸を加えホッ

トプレート上で湿式分解を行い蒸発乾回した後， 0.5規

定塩酸を加えて ICP用試料溶液とし測定した.

5. 測定条件 ICP測定条件は Table2. に示した.

Hg 測定条件は前報1)に準じ， LOW MODE， 4分

(400.C)， 6分 (700.C) で気化し，毛髪は分解ボート

に水銀添加剤M，試料，水銀添加剤M，B， Mの順序で

積層し分析した.

実験結果および考察

同時に採取した母乳および毛髪中の元素平均含有量は

Table 3. に示した.母乳中の各元素の平均含有量は

Table 3. Elements concentration in human milk or hair 

(ppm) 

Human milk Hair 

Arithm. mean Arithm. mean 

::!::S. D. 土S.D. 

Mg 30.01::!::7.45 76.1士57.9

Ca 253.3::!::84.7 1052::!::735 

Fe 0.69::!::0.35 9. 78::!:: 11.1 

Cu 0.56土0.17 16.2::!::17.5 

Zn 4.67::!::1.41 175::!::96 

Hg 0.00102::!:: 0.00070 3. 02::!:: 1. 34 

Ca>Mg>Zn>Fe>Cu>Hgであり，毛髪中の元素の平

均含有量は Ca>Zn>Mg>Cu>Fe>Hgの順であった.

毛髪に対する母乳の含有量の倍率を比較してみると，

Mg : 2.51音， Ca: 4倍， Fe: 14倍， Cu: 29倍， Zn: 37 

倍， Hg: 2960倍といずれも毛髪の含有量が高く，特に

有害元素である Hgの蓄積量が高かった.今回の母乳の

測定値は毛髪と同時に採取した母乳のみの結果をもちい

たので，前報1，2)の平均含有量と若干数値の異なるもの

があったが，大きな相違は見られなかった.母乳の金属

含有量の考察は前報1，2)に記載したので今回は，毛髪に

ついて考察する.毛髪の Mgの平均値は76.1ppmで寺岡

らめの190ppmより低値であったが大森ら6)の57ppmよ

り高値であった.
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Table 4. Elements concentration in human milk and hair according to the classfication of 

the twenties and thirties of age (ppm) 

20-29Age 30-39Age 

Human milk Hair Human milk Hair 

Cu 0.56:1:0.16 15.2土8.2 0.57:1:0.18 14.3:1:6.1 

Zn 4.72:1:1.42 186:1:88 4.76:1:1.43 158:1:51 

Fe 0.85:1: 1.07 12.2:1:18.1 0.86土1.22 8.49土3.10

Mg 30.9:1:8.0 82.2:1:53.2 30.1土7.3 78.2土64.2

Ca 238:1:94 1201:1:726 268土78 1026土769

Hg 0.00099:1: 0.00083 2.73:1:1.06 o . 001 OH  0 . 00065 3.1土1.43

Caの平均値1052ppmは明石ら 7)の946ppmより高値で

あるが，寺岡ら4)の2800ppmより低値であった. しかし，

今井ら5)がパーマネントについて処理毛で 1298

1839ppm，無処理毛で579-1148ppmと報告しているよ

うにパーマネント処理によって大幅に Caの測定値が変

動するが，今回の毛髪試料はパーマネント処理毛と無処

理毛が混在しているが，測定値は既報の範囲内に含まれ

ていた. Feの平均値9.78ppmは寺岡4)らの47ppm，高木

ら9)の15.1ppmより低値であった. Cuの平均値16.2ppm

は高木らめの10.7ppm，寺岡ら4)の31ppmの中間的値で

あった. Hgの平均値3.02ppmは芳賀ら 10)の1.92ppm，

高橋ら 11)の5.5ppm，三谷ら 12)の2.57ppmの中間的値で

あった.つぎに母乳と毛髪の金属の関係を検討するため，

Table 1. に記載した母親の年齢構成20代， 30代につい

て，授乳期 3-5日， 6-10日をまとめて授乳期 3-10 

日の母乳とし， 114名， 127例を試料として検討した.

Table 4. に20代， 30代の母乳と毛髪の元素含有量を

示した.各年代の母乳と毛髪の含有量の平均値はほとん

ど変わらず，平均値の差の検定を行ったところ差はな

かった.また，母乳と毛髪の相関係数を検討したところ

相関関係はみられなかった.
会土
lIi口

;:.6. 
員同

20代 30代の母親の毛髪と母乳の Mg，Ca， Fe， Cu， 

Znおよび Hgを測定したところ，平均値で Feが既報に

比較して低値を示した他はすべて中間的な値であった.

母親の年齢を20代， 30代の年代別に分類し，上記の元素

を測定したところ両年代の含有量の平均値に差はなく，

また，相関関4系もみられなかった.
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卜リプ卜ファン代謝産物の原中排漉量に友ぽす N02暴露の影響

鈴木孝人*加納亮子*溝口 勲*

Effect of N02 Exposure on Urinary Excretion of Tryptophan MetaboIites 

T AKAHITO SUZUKI *， T AKAKO KANOH * and ISAO MIZOGUCHI * 

Rats were exposed to 5 ppm nitrogen dioxide (N02) for 2 and 4 weeks. Changes in urinary excretion 

of xanthurenic acid and kynurenic acid of tryptophan metabolites were studied. The activity levels of 

kynureninase， which is a key enzyme in tryptophan metabolism， in the liver were also examined. 

The increases of xanthurenic acid and kynurenic acid in urine and the decrease of kynureninase activity 

in the liver were observed at week 2， and they returned to the control levels at week 4. 

These results suggest that the incl巴asedtryptophan metabolites in urine at week 2 was due to the in. 

hibinion of kynureninase activity by N02 exposure. 

Keywords : nitrogen dioxide， urinary xanthurenic acid， urinary kynurenic acid， kynureninase， rat 

緒昌

NizhegorodovとMarkhotskii1)は五二酸化窒素 (N205，

1.3ppm) に 104~113 日間暴露されたラットではトリプ

トファンの代謝産物である xanthurenicacid (XA) の尿

中排池量の増加， ビタミンB6の代謝産物である 4-

pyridoxic acidの尿中排i世量と組織中のビタミンB6含ー星手

の減少が生じることを報告し，さらに，彼等は二酸化窒

素 (N02，1.lppm)，一酸化炭素(18.3ppm) とアンモ

ニアガス (23ppm) の混合物に 139~149 日間暴露された

ラットでも 4-pyridoxic acidの尿中排池量と組織中の

ビタミンB6合ー量の減少が生じることも報告している2)

上記の報告はこれらの大気汚染物質の暴露によって組織

中のビタミンB6が減少することを示している.また，尿

中の XA含量の増加は，図 1のごとく， I時乳動物のトリ

プトファンは主に代謝されるので，ビタミンB6群のひと

つである pyridoxalphosphate (PALP) の減少によって，

この PALPを必須の補酵素とする kynureninaseに活性

阻害が生じたためと推測される.一方，ビタミンB6依存

性のアミノ酸代謝異常症も以前から報告されていた3)

そこで，我々はトリプトファン代謝に及ぼす N02の影響

を把握するために，N02を暴露したラットのトリプト

尿中への排池量及ぴ肝臓の kynureninase活性の変化に

ついて検討を行った結果， XAと KAの含量及び

kynureninase 活性の変動が認められたので報告する.

実験方法

(1) 動物の暴露

実験動物は 5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， 16 

匹)と N02群 (5::!::0.5ppm， 16匹)に分け，既報4)の装

置及び条件において 2週間または 4週間の暴露を行った.

( II ) 尿中のトリプトファン代謝産物の分析

各暴露期間の終了後にラットをガラス製の代謝ケージ

(杉山元医理器)に移し，自由に水と飼料 (NMF飼料，

オリエンタル酵母)を摂取させながら，尿を24時間採取

した.尿中のわずかな混入飼料片を遠心によって除去し

たのち，上澄を分析時まで-20
0

Cで保存した. トリプト

ファンの代謝産物である XAとKAの尿中含量の分析は

SatohとPrice5)の方法に準じて実施した.すなわち，高

純度に精製された Dowex50型の AGイオン交換樹脂

(H+型，架橋度12%，200~400メッシュ，商品名:ム

ロマック，室町化学工業)を 1mlつめたミニカラム

(5 X50mm，室町化学工業)に脱イオン水で、 5倍希釈し

ファン代謝産物である XAとkynurenicacid (KA) の た 2mlの希釈尿に0.5mlのO.lNHClを添加し，この

*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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L一一一一-Kynureninase
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Xanthurenic acid 

Fig. 1. Main Pathway of Tryptophan Degradation 
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Fig. 2. Changes of Body Weight. Liver Weight and Protein Content in Liver of Rats Exposed to 5 ppm NOz or 
Air. Data are expressed as the mean :!: S. D目 (n=8). 
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KAの測定は常法5)に従って実施した.なお，希釈尿へ

の標準品の XAとKAを添加した回収実験の結果は，

XAの場合は95-100%，KAの場合は90-93%であった.

(W) 肝臓の kynureninase活性の分析

採尿後，ラットをネンブタール麻酔下で放血により屠

2.5mlをペリスタミニポンプ (SJ-1211H型，アトーK.

K.)で流速を 1ml/minでチャージした.その後，2ml 

/minの流速で、順次17mlの0.2NHC1， 34mlの0.5NHC1， 

6 mlの脱イオン水でカラムを洗い，さらに，132mlの

脱イオン水で XAとKAを溶出した.溶出i夜中の XAと
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殺して肝臓を採取した. JJj州政の一部分に氷冷した0.25M

sucrose一0.2MKCl (pH7.4)を 9情容加えてから， Pot-

ter・Elvehj巴m型のホモジナイザーを用いてホモジナイズ

後，まず，冷却l遠心機を用いて3，300Xgで10分間遠心

をし，その上清をさらに15，000Xgで60分間遠心した.

また，その上清を透析jJ史(8/32烈，三光純楽)に入れ，

外液に0.2mMTris -HCl (pH8. 0) を用いて， 24時間冷

蔵庫内で透析した.透析後の試料は分析時まで 20
0

Cで

保存した. kynureninase 活性の分析は Knoxの方法6)を

用いて実施した.なお，この酵素は補酵素に PALPを

必要とするので，分析する際には反応液に添加する

PALP 濃度の影響についても検討ーを行った. タンパク含

量の測定には Lowryらの方法7)を用いた.

実験 結 果

図 2に示すように，対!!自群に比較して NOz群の体重は

2週日で有意な減少が認められ，また，体重補正したJJF

臓重量も 2週目で有意な減少が認められたが，それらは

4週日ではそれぞ、れの対照レベルに戻った.一方，肝臓

のgあたりの組織タンパク含量は NOz群で、は 2週日では

減少傾向 (P<0.10) を示したが 4週目では有意な増

加が認められた.

24時間中に排il止された尿中の XAとKA含量はkg体

重で補正をした. NOz群のラット尿中の XAとKAの含

量は 2週日では増加を示したが 4週目では有意差は認

められなかった(図 3). 

図 4に示すように，肝臓の kynureninase活性の変化

は 2週日の N02{洋で、は， PALP無添加Iと20μgの PALP

添加の;場合に有意な低下が認められたが， 100μgの多

量の PALPを添加した場合は低下傾向 (P<0.10) を

示した. しかし，有意な差は認められなかった.また，

4週日では PALP添加の有無にかかわりなく対照群に

上ヒベ有意な差は認められなかった.

考察

N02に暴露されたラットの 2週日における XAとKA

の尿中排池量の増加の原因は，肝臓の kynureninaseが

2週日で活性が低下した結果から考えると，主にこの酵

素の活性阻害によって生じたものと思われる N02暴露

による kynureninas巴の活性阻害は，①この酵素は

PALPを補酵素としているので，肝臓中の PALP含量の

減少による活性低下，②この酵素と PALPの結合阻害

による活性低下，および，③この酵素自体の阻害などが

考えられる.すなわち， NizhegorodovとMarkhotskii1. z) 

は N02や N205などが暴露されたラットでは組織中のビ

タミン86含量が減少することを報告しているので 5

ppm NOzによっても肝臓中の PALP合室が減少する可能

性も考えられる.すなわち，肝臓の PALP含量の減少

が kynureninase活性の低下を惹起したのかも主uれない.

しかし， knapP8)によって報告されたビタミン86依存

引のトリプトファン代謝異常症の患者では XAや KAな

どが多量に!求中に排il!1:され，この患者にビタミン86{洋の

ひとつである pyridoxin巴を大量投与すると XAや KAの

尿中排池量が著明に減少することが確認されている 9)

さらに，本症患者では肝臓の ky日uremnase活性が著し

く低下しており，活性測定の際に反応液に多量の PALP

を添加するとこの酵素活性値が正常レベルに戻ることか

ら，本症患者ではこの kynureninaseとPALPの結合に

障害が生じていると考えられている 10) 我々も 2週日

の kynureninas巴活性の分析の際に PALPを添加した場

合について検討したところ，図 4に示すように， 20μg 

の PALP添加の場合には活性の回復は認められなかっ

たが，多量 (100μg)の PALP添加の場合には対照群と

比べてやや低下傾向ではあるが対照レベルにまで回復が

認められた N02を暴露した場合においても kynureni-

naseとPALPの結合性が減弱した可能性が考えられた.

一方，呼吸器を介して吸入された N02はN02ーとして

血液やリンパ液などの循環系を通じて肝臓中に存在し，

また，肝臓中の脂質過酸化物が増加傾向を示すという報

告11.12) および， kynureninaseが SH試薬によって阻害

されること 13)などから，この酵素は SH酵素と考えられ

るので， NOzーや脂質過酸化物によって kynureninase自

体が阻害された可能性も考えられる.なお， N02暴露に

よる kynur巴ninase活性の低下の原因は，恐らく，単51;
ではなく推測した複数の原因が組み合わさって生じたも

のではなかろうか.

NOz暴露群の XAとKAの尿中含量が4週日で対照レ

ベルにまで戻る現象については肝臓の kynureninaseが

4週日に回復したことが主因と思われる.この酵素活性

が4週目に回復した理由は，図 2に示すように 2週目

におけるJJ干重量の減少が4週日で回復したこと，同様に，

4週目では肝臓中のタンパク含量が地加した結果と考え

合わせると 4週日では肝臓でのタンパク合成が允進し，

それに伴って kynureninaseの生合成も活発化したため

と推測した.

現在， N02などの大気汚染物質による人間の健康に及

ぼす影響を把握する有効な指標の開発が切望されている

ことから， トリプトファンの代謝産物の尿中含量がより

低濃度の N02暴露によって，どの様な変動を示すか今後

検討して行きたい.
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(本研究は昭和60年度当研究所調査研究課題「複合大

気汚染に係る健康影響調査に関する研究」として実施し

たものである.)

文 献

1) Nizhegorodov， V. M. and Markhotskii， Ya. L. : Hig. 

Sanit.， 34，272，1969 

2) Nizl時 orodov，V. M. and Markl川 skii，Ya目L.: Hig. 

Sanit.， 36，137，1971 

3 )吉田稔男:代謝， 8巻，2号，1168，昭和46年

4 )鈴木孝人，大沢誠喜， d+野文雄，福田雅夫，笠原利

英，寺田伸枝，溝口 勲:東京衛研年報， 32-1， 

238，1981 

5) Satoh， K. and Price， ]. M. :]. Biol. Chem.， 230， 781， 

1958 

6) Knox， W. E. : Biochem.].， 53，379，1953 

7) Lowry， O. H.， Rosebrough， N. J.， Farr， A. L. and Rarト

dall， R. J. :]. Biol. Chem.， 193，265，1951 

8) Knapp， A.目 Clin.Chi叩 .Acta， 5，6 ，1960 

9) Tada， K.， Yokoyama， Y.， Nakagawa， H.， Yoshida， T 

and Aral王awa，T. : Tohoku]. Exp. Med.， 93，115，1967 

10) Tada， K.， Yokoyama， Y.， Nakagawa， H. and Arakawa， 

T.・Toho陶工 Exp. Med.， 95，107，1968 

11) Goldst巴in，E.， Peek， N. F.， Parks， N. J.， Hine， H. H.， 

Steffey， E. P. and Tarkington， B. : Am. Rev. Resp. Dis.， 

115，404，1977 

12)市川 勇，横山栄二:第22回大気汚染学会講演要旨

集， 384頁， 1981 

13) Moriguchi， M.， Yamamoto， T. and Soda， K. : Bioche. 

mistry， 12，2969，1973 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 37， 288-292， 1986 

大気汚染と尿中のヒド口キシプ口リン，ケレアチニン比

一一都内 3地区に居住する学童原を用いて一一

池田虞悟へ鈴木孝人*，加納秀子ぺ溝口 勲*

Air Pollution and Urinary Hydroxyproline : Creatinine Ratio. 

一一一UsingUrine of Schoolchildren Living in Three Areas in Tokyo-ーー

SHlNGO IKEDA *， T AKAHITO SUZUKI *， T AKAKO KANOH * and ISAO MIZOGUCHI * 

We studied the usefulness of urinary hydroxyproline (HOP)目 creatinine (CRE) ratio as a new bioche 

mical index for the adverse effects on human h巴althcaused by air opllution， especially through exposure to 

nitrogen oxides (NOx) and nitrogen dioxide (N02). The urinary HOP : CRE ratios of 739 healthy schoolchil-

dren aged 11-12 living in three regions (Nakano-ku， Chuo-ku and Oume city) in Tokyo producing different 

concentrations of air pollutants were examined in June， 1984 when heaters were not used for heating rooms 

and in January 1985 when heaters were used. 

The children living in Oume city where the N02 concentrations were lower than in Chuo-ku and Nakano 

ku showed lower HOP : CRE ratios. The urinary HOP : CRE ratio showed a significant positive correlation 

both with N02 concentration (r=0.221， P<O.01) and with Nox concentration (r=0.195， P<O.Ol). The 

urinary HOP : CRE ratios of the boys living in Chuo-ku and Oume city were significantly high in winter， but 

no seasonal variation was observed in the HOP : CRE ratios of girls 

These results show that the ratio is useful as an index for monitoring air pollution caused by nitrogen 

dioxide and other NOx. 

Keywords : urinary hydrxyproline at schoolchildr巴n，nitrogen oxides， nitrogen dioxide， air pollution 

緒 日

大気汚染物質による健康影響調査には，一般に，肺機

能や呼吸器疾患，躍患率および死亡率などが健康障害の指

標として用いられている. しかし，これらの指標は特異

性に欠けるため，大気汚染物質，特に窒素酸化物に対し

て特異的で，さらに客観性を示す生化学的な指標の探求

が望まれている.

最近，春日らは1.2.3)大気中の窒素酸化物は，肺結合

組織を損傷して，肺組織中のコラーゲン構成成分である

ヒドロキシロプリン (Hydroxyproline:HOP)の尿中排池

量を増加させると報告し，さらに，この尿中 HOPを尿

中クレアチニン (Creatinine:CRE) で補正した値 (HOP

/CRE) は，家庭内の喫煙者の有無，および暖房用石油

ストーブの種類等の影響をうけて変化することも報告し

ている.笠原らは4) N02の動物(ラット)暴露実験で

尿中日OP排池量を調査し， N02暴露群では尿中排池量

の増加が認められるが，その後徐々に再び尿中 HOP排

池量はコントロール群と同じ値に戻ること，さらに，尿

中HOP排池量の増加する時期は N02濃度に依存し，濃

度が高いほど早期におこることを報告している.この尿

中の HOP量の変動は， N02が肺組織を刺激，または，

損傷して肺組織のコラーゲンの代謝回転を充進させた結

果であろうと推測している.

これらの結果から尿中日OP量は大気汚染物質，特に

N02暴露による健康障害の指標として有効であろうと考

え，実際に大気窒素酸化物濃度の異なる地域に居住する

小学生を対象にして，その尿中 HOP量を測定し，その

有用性の検討を試みた.以下その報告である.

*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 Pulic Health 

24 -1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Urinary Hydroxyproline to Creatinine Ratio oe Schoolchildrem Living in Three Areas 

HOP/CRE(μg/mg) HOP(μg/ml) CRE(mg/dl) 

Area Time Sex Number mean土 SD mean土 SD mean土 SD

(range) (range) (raen土 SD)

M，F 140 106.6:1: 24.4 98.6士47.3 96 . 2:!: 40 . 1 

(63.2-176.9) ( 18-274) ( 20-258) 
00寸0、4 

M 69 96.2:1: 20.5 84.7:1: 35.2 90.6:1:40.0 ~→ 

ドロロー、
(63.2-155.9) ( 18-198) ( 26-212) 

，国ロ F 71 112.9土25.0 112.1:1: 53.3 101.6:1:48.9 

zぷロロ司ro ‘ 

(65.1-176.9) ( 20-274) ( 20-258) 

M， F 133 107.1:1:19.8 120.2:1:47.4 114.8:1:46.8 

(57.1-157.4) ( 20-246) ( 16-256) 

00U0 3 、 M 64 101.9土18.2 113.7:1:46.2 113.7土47.2
，...; 

(57.1-157.4) ( 45-239) ( 40-256) 
hロ~ 、

F 69 112.0:1:19.9 126.3土47.6 115.7土46.4

(76.5-156.4) ( 20-246) ( 16-220) 

M，F 83 99 .1:1: 22 .4 110.5:1:49.9 114.8:1:44.7 

(73.5-169.6) ( 26-247) ( 22-246) 
、O0dO3 H 

，...; 
M 42 87.4:1:12.1 98.9:1:28.4 116.3:1: 34.6 

ドロロー、
(73.5-114.6) ( 36-178) ( 46-178) 

F 41 111.0:1:24.2 122.3士56.3 113.3土53.1

""ロd (74.1-169.6) ( 26-247) ( 22-246) 

ι」。ロ3 M， F 78 107.9:1:19.9 117.5:1:47.5 110.6:1:43.3 

(74.1-161.9) ( 37-250) ( 26-204) 

自Cu己t3 〉 M 40 104.1:1:20.6 107.2:1:47.4 104.9:1:45.4 
，...; 

( 37-236) ( 30-196) 
ドロcーq、

F 38 111.8:1:18.2 128.5士45.0 116.5土39.9

(80.7-161.9) ( 39-250) ( 26-204) 

M，F 158 93.9:1: 22.6 99.8:1:49.5 108.6:1: 51. 8 

(43.8-158.8) ( 19-281) ( 24-324) 

5C5 3 M 71 83.3:1:21.9 90.6:1:48.9 103.9土49.1，...; 

ドロ= ー、
(43.8-144.1) ( 24-281) ( 26-264) 

F 87 98.4:1:22.0 107.3土48.7 112.4:1:53.7 
.~ー、 (52.7-158.8) ( 19-241) ( 24-324) 
にJ

。QロロJ M， F 147 95.4:1: 21. 0 91.1:1: 42.6 98.6士48.4

(54.8-170.6) ( 27-219) ( 22-238) 

U0σ0 3 》 M 66 91.9土18.7 87.0:1:43.2 96.6土49.1
，...; 

(54.8-140.9) ( 27-219) ( 22-238) 
ドロcーq、

F 81 98.2土22.3 94.4:1:41.2 100.3 :1:47.6 

(64.5-170.6) ( 27-190) ( 30-218) 
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調査方法

1.検査材料

被検者は，中野区M小学校，中央区T小学校および青

梅市0小学校の五年生 (739名)を対象に同一学童を室

内暖房非使用期 (59年 6月)と使用期 (60年 1月)に区

分して調査した.調査方法はこれらの学童の早朝j尿

10mlを採取し，広口共栓ポリ容器 (20ml) に保管，分

析時まで-20
0

Cで保存した.

Table 2. Av巴rageConcentrations of Nitrogen Oxides 

in Three Areas (ppb) 

Jun. 1984 Jan. 1985 

NOz NOx NOz NOx 

Nakano-ku 25 34 37 75 

Chuo-ku 25 43 37 69 

Oume city 15 25 25 40 

Table 3. Statistical Comparision by Area on Averaged Hydroxyproline to Creatinine Ratio of Schoolchildren 

Nakano.ku 

Chuo.ku 

Oume city 

HOP/CRE 

μg/町

100 

50 

Jun. 1984 

Nakano.ku 

~ 
N. S 

P <0.01 

Jan. 1985 

male十female

Chuo.ku Oume city 

P <0.05 P <0.01 

~ N. S 

P <0.01 ~ 

male 

Nakano.ku Chuo.ku Oume city Nakano.ku 

~ P <0.02 P <0.01 ~ 
N.S ~ N. S N.S 

P <0.01 P <0.01 ~ P <0.01 

Nakano-ku Oume city Nakano-ku Chuo-ku 

Jun. 1984 Jan. 1985 

仁二二二二コ HOP!CREratio of rnale schoolchildren 
E喜三三三三喜 HOP!CREratio of fernale schoolch工ldren
低空亙歪霊宝司・ Averaged concentてationsof nitrogen oxides in amb工entair 
広三~~: Averaged concentrations of n工trogendioxide in ambient air 

female 

Chuo・ku Oume city 

N. S P <0.01 

~ P <0.01 

P <0.01 ~ 
(N. S: no s叩耐ant)

NOx 
NO， 
(ppb) 

100 

50 

Fig. 1. Averaged Urinary Hydroxyproline to Creatinine Ratio of Schoolchildren and Averaged Concentra. 

tions of Nitrogen Oxides in Three Areas 

2.測定方法

1) HOPの測定

試料尿を 6 規定:tSw~酸下， 1l0oCで15時間加水分解後，

1.2規定水酸化ナトリウムで 5倍希釈した.このサンプ

ルを60年東京都衛研年報5)に登載した測定方法により，

島津自記分光光度計 UV-240型を用いて測定した.
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2) CREの測定

尿中への HOPの排池量は，食事内容や健康状態，特

に腎l臓における尿の濃縮程度で大きな影響を受けるので，

一般には，この影響の補正を CREで、行っている. CRE 

の測定は尿を20倍希釈し，目立705型自動分析装置で，

第一化学薬品株式会社のオートセラ CRE試薬を使用し，

Jaffi法的で測定した.

3 )大気中窒素酸化物平均濃度

大気中窒素酸化物濃度は，東京都環境保全局大気保全

部測定の，大気汚染常時測定局測定結果報告によった.

結果および考察

大気中窒素酸化物濃度の異なる中野，中央，青梅の三

地区の学童尿中 HOP/CRE値を調査した結果，大気中

窒素酸化物濃度の低い青梅地区に比べ，大気中窒素酸化

物濃度の高い中野および中央地区の学童尿中 HOP/

CRE値は高い値を示した(表 1. 2 . 3，図 1) . 

N02濃度と HOP/CRE値の相関は相関係数0.221で有

意な正の相関関係 (Pく0.01)を示し， NOx濃度との問

においても相関係数は0.195で，問じく有意な相関関係

(Pく0.01)を示した.

尿中 HOP/CRE値の季節変動は，女性では季節によ

る差は認められないが，男性の場合は，中央と青梅地区

において， HOP/CRE値が夏期より冬期に明確な増加

が認められた(表 1. 4，図 1) .この結果から，冬期の

尿中 HOP/CRE値には大気中の N02，NOx量の場加lに

加えて，石油ストーブ等の室内暖房器具から発生する

N02の影響も考えられる.

性差の比較では，どの地区でも HOP/CRE値は，女

性の測定値が男性の測定値より高い傾向を示し，特に夏

期(6月)の測定値では明確な性差が認められ，冬期で

は中野区のみで女性の方が高かった(表4.5，図 1) . 

米山は7)四年生から五年生までの学童尿中 HOP/CRE

値を比較しているが，この年令の HOP/CRE値は身長

の増加量と有意な正の相関関係を示し，五年生の初期

Table 4. Statistical Comparison by Season on Averaged 

Hydroxyproline Creatinine Ratio of Scoolchild 

ren in Each Area 

Nakano.ku Chuo.ku Oume city 

HOP/CRE HOP/CRE HOP/CRE 

male + female N. S P <0.01 N. S 

male N.S P <0.01 P <0.02 

female N.S N. S N. S 

N. S : no significant 

( 9月)までは女性の平均身長増加率が高いことから，

男性より女性の方が HOP/CRE値が高くなることを報

告している.この結果は我々の成績とも良く一致してい

る.すなわち，我々の結果でも HOP/CRE値の男女間

の差は夏期(6月)ではいずれの地区でも女性の方が男

性の値より高い値を示した.さらに，米山は8)4月又は

5月の時期における三年生から六年生までの学童につい

ても検討し， HOP/CRE値は三年生から五年生までは

女性の方が高いが，六年生では差が認められなかったこ

とを報告している.この結来も，五年生の冬期(1月)

では中野区でのみ女性が男性の HOP/CRE値を有意に

うわまっているが，青梅市および中央区では有意な差が

認められなかった我々の成績とほぼ一致したものと思わ

れる.

尿中への HOP排計IJ:量は発育期の子供の場合には成長

ホルモンの関与も報告されており 9.10) また，米山

の7.8)報告から考えると，成長や年令によって変動する

ので，大気汚染 I喫煙および暖房器具等による健康影響

を， HOP/CRE値を指標として検討する際には同一年

令，同時期における比較が必要であろう. しかし，今回

の調査結果および春日ら 1，2.3)の結果から考えると，尿

中HOP排池量は暖房器具等による影響も受けると考え

られるが， しかし，大気中窒素酸化物濃度に依存して増

加すること，また，尿中 HOP/CRE値は健康指標とし

て，大気汚染による公害検診には非常に有用であること

カfわかった.

要約

都内大気中窒素酸化物濃度の異なる，中野区，中央区

および青梅市三地区の小学五年生を対象に，夏期(6 

月)と冬期(1月)に同一学童の尿中 HOPを測定した.

青梅市は，尿中 HOP/CRE値と大気中窒素酸化物濃

度共に，中野，中央地区に比べ低い値を示し，大気中

NOx， N02濃度と尿中日OP/CRE値との聞には，共に正

の相関 (Pく0.01)が認められた.

Table 5. Statistical Comparison by Sex on A vereged 

Hydroxyproline Creatinine Ratio of School 

children in Each Area 

Nakano.ku Chuo.ku Oume city 

HOP/CRE HOP/CRE HOP/CRE 

Ju日 1984 P <0.01 P <0.01 

Jan. 1985 P <0.01 N. S N. S 

N. S : no significant 
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尿中日OP/CRE値の性差は，三地区で夏期，冬期と

もに男性より女性の方が高い値を示した.

夏期と冬期の HOP/CRE値を比較すると，女性では

季節による差は認められないが，男性は冬期の方が高い

値を示した.

尿中 HOP排池量浪Jj定は，試料の採取が容易なこと，

さらに，我々の改良した測定方法により比較的簡便に測

定可能なことから大気汚染，特に窒素酸化物による健康

障害の指標として非常に有効な方法である.

謝辞 試料収集にあたり，御協力していただいた東京

都衛生局公害保健課職員並びに教育委員会はじめ担当先

生方に深謝いたします.

(本研究は昭和60年度当研究所調査研究課題「複合大

気汚染に係る健康影響調査に関する研究」として実施し

たものである.) 
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N02， 03および802による長期複合暴露のラットの肺におよぼす影響

渡辺伸枝へ池田真悟*，大沢誠喜へ鈴木孝人*

溝口 勲*，林 豊**

Pulmonary Effects in Rats Induced by Prolonged Exposure 

to N02， 03 and 802 

NOBUE WATANABE*， SHINGO IKEDA*， MASANOBU OHSAWAへ TAKAHlTO SUZUKI * ， 

ISAO MIZOGUCHI * and YUT AKA HA Y ASHI * * 

The pathological pulmonary r巴sponseof rats observed by light and electron microscopies，and gaseous ex 

change measured using a blood pH/ gas analyzer after continuous exposure to 0.3 ppm NOz. 0.08 ppm 03 and 

0.1 ppm SOz， for 19 months were studied. 

In the group exposed to the mixture of NOz. 03 and SOz. there was a marked enlargement of capillary ves-

sel，vacuolar degeneration of endothelial cells with edema of interstitial connective tissues and thickened alveo-

lar walls. Cells and collagen bundles of the interstitium were sparsely present in the edematous spaces. When 

the lesions were 1巴ssevident， loosened contact between the capillary endothelial cells and basement m巴mbrane

and edematous fluid accumulation in the subendothelium were detected. 

The changes caused by the combined exposure to 03 and SOz at the capillary vessel appeared to be some-

what lighter than those caused by exposure to the mixture of NOz. 03 and SOz. 

Arterial blood oxygen tension (PaOz) was significa凶 ylower in the rats of either of the exposed 

groups than that of the control. Thes巴 findingssuggest that persistent edema may affect pulmonary functions 

and change the gaseous exchange in the lung 

Keywords : Pulmonary ettects， prolonged exposure， rats， NOz， 03， SOz， vacuolar deg巴neration， endothelial 

cells， PaOz 

緒 昌

大気汚染物質の中でも，二酸化窒素 (NOz)と，オゾ

ン (03) は，酸化性の強い物質として注目され，その

生体影響に関する研究が進められている。動物実験も，

長期吸入実験を含めて少なくないがl，Z)，暴露量と病変

の進展を長期間にわたって系統的に検討した実験は稀で

ある.

著者らは，低濃度領域における NOz，03各々の単独

暴露およぴ NOzと03の複合暴露実験を実施し，NOzあ

るいは 03によっても暴露期間の長期化に伴って，肺胞

壁間質の水腫を主病変とした変化が認められたこと，ま

た，このような変化は， NOzと03を複合暴露すること

によって増強されたことを報告した3.4.5，6)

一方，二酸化硫黄 (SOz) は，気道に対する最も重要

な慢性刺激物質であるといわれており
7)，呼吸器疾患と

の関係が問題となっている.

本報告は， NOzと03に，さらに SOzを複合して長期

暴露実験を行い，その結果得られたラットの肺の病理組

織学的変化および肺の刀、ス交換能について検討したもの

である.

方法

5週令の F344/DuCrj雄ラット(日本チヤールス・リ

*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 

**千葉大学医学部肺癌研究施設病理研究部
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パー)を用いて， NOz (0.3ppm)， 03 (0.08ppm)および

SOz (0.1 ppm)を複合して暴露した群， 03 (0.08ppm)と

SOz(O.lppm)を複合して暴露した群および対照群の 3群

にわけ， 19ヶ月間の連続暴露を行った. 03は 1日8時

間，NOzとSOzは終日暴露であり，暴露実験に用いら

れた吸入装置および実験条件は，前報8)と同様である.

動物は，全面がステンレスのケージに10匹づっ収容し，

飼;jq.は国型飼料(オリエンタル酵母 NMF) を，飲料水

は水道水を自由に摂取させた.

肺のガス交換能を検査する為，各群100匹の中から無

作為に 6匹を選ぴ，ウレタン腹腔注射(0.25g/100g)に

よる浅麻酔を行い，開腹後， )J長大動脈から採血し，動脈

血酸素分圧を，血液 PH/ガス分析器 (Corning170， 

Medfield)を使用して測定した.

病理組織学的検索の為には，血液採取後， )1見血，関胸

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.左肺中央音防、ら 2片

の水平断切片を採取し，透過型電子顕微鏡(電顕)およ

び光学顕微鏡(光顕)用試料とした.電顕用試料は，常

法に従ってオスミウム酸で後固定し， Epon包埋，薄切，

酢酸鉛・ウラニル重染色を行って観察した.光顕用試料

は，上記の他の各葉から採取し，パラフィン包埋切片を

作成し，ヘマトキシリン・エオジン染色を行って観察し

た.

結 果

1. N02， 03および802による複合暴露群

光顕的には，気管支系および肺胞領域の変化は明らか

ではなかった.

電顕的には，肺胞の毛細血管に顕著な変化が認められ

た.すなわち，毛細血管内膝が著しく拡張し，血管内皮

細胞は浮腫性膨化像を呈しており，細胞質の水腫あるい

は空胞がみられ，空胞が巨大化して血管内腔に突出して

いるもの (Fig.1)，内皮細胞が基底膜から剥離してい

るもの (Fig.2) がみられた.血管周囲の結合織は，水

腫i夜の貯留によって組織間隙が関大し，その為に肺胞壁

がその巾を増して認められた (Fig.3，4). 開大した肺

胞壁間質には，配列の不規則なあるいは離関している修

原線維 (Fig.3)，細長い突起をだした線維芽細胞とそ

の近辺に修原線維の束が認められた (Fig.4). このよ

うな著しい変化の認められる血管および周囲結合織に隣

接した毛細血管では，血管内膝がやや拡張しているが，

内皮細胞の変性が明瞭ではないもの，内陸の拡張はみら

れず，内皮細胞と基底!肢の聞の密な結合が失われ，空隙

様部分を生じているもの，内皮細胞の細胞質が腫張し内

粧が狭少となっているもの，あるいは変化のほとんど認

められないものなどが観察され (Fig.5)，これら種々

の段階の変化が混在していた.

上記の様な著しい変化のみられない部位では，毛細血

管内皮細胞と基底膜に間の密な結合が失われ，空隙様部

分を生じたり，さらに肺胞壁間質の軽度の浮肢によって

部分的な肺胞壁の肥厚が認められる場合もあった (Fig.

6) . 

肺胞上皮I型細胞およびE型細胞には，変性像や，細

胞数の増加などの明瞭な変化は認められず，また， 1型

とE型の中間型細胞の形成も明らかではなかった.

動脈血の酸素ガスの分析を行った結果，対照群との聞

に有意な差が認められた (Table1). 心拍数，呼吸数

には差が認められなかった.

2. 03と802による複合暴露群

NOzを複合した暴露群と同様の変化が観察されたが，

変化の程度は弱いものであった.すなわち，血管内皮細

胞の浮腫性膨化像と，内皮下及び肺胞壁間質の軽度の浮

腫による部分的な肺胞壁の肥厚が主たる変化であり，

NOzを複合した群にみられたような，内!庄が著しく拡張

した毛細血管や，血管周囲結合織の顕著な水腫を認める

ことは少なかった (Fig.7，8). 

動脈血の酸素ガス分析を行った結果，対照群との聞に

有意な差が認められた (Table1). 心拍数，呼吸数に

は差が認められなかった.

考察

NOZ，03および SOzによる長期複合暴露実験を行った

結果，日市胞領域の毛細血管に顕著な水腔|企変化が認めら

れ，この変化は，各個体から無作為に選んだ各試料に

各々観察されたことから，肺の全域に生じていることが

推測された. 03とSOzによる複合暴露群においても，

NOzを加えた群と同様の変化が認められたが，著しく変

化した毛細血管が見出される頻度は少なしむしろその

前段階の変化と考えられる内皮細胞の浮腫性膨化像が多

Table 1. Changes of arterial blood POz and PCOz 

Exposure group POz PCOz 

NOZ+03+SOZ 76.00土5.62* 41.00::!::2.76 

03+S0Z 77 . 33 ::!:: 3. 78 * 40.00土2.83

control 84.00土6.13 39.50::!::0.84 

* : P<0.05 

POz : arterial blood oxygen tension 

PCOz : arterial blood carbon dioxide tension 
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く N02を複合した場合より病変の程度は弱いものと考

えられた.

低濃度の S02の長期暴露肺に及ぽす影響については，

ほとんど研究がなされていないが，未梢気管支および肺

胞における病理組織学的変化の発生については否定的で

ある9) その理由として， S02は易溶性ガスであり，上

気道壁による摂取率がきわめて高く，下気道に達する量

が， N02，03などに比較して少ない為とされている 10)

しかし一方， S02吸入時の時異な変化として，気管支系

の変化が軽微な場合でも，肺胞毛細血管系の障害に由来

する水腫性病変が形成され11) これは，ガスの直接的

な作用と 12) 上部気道より吸収された S02が血管を経

て肺胞内に再びガスとして排池される深部気管支暴露機

構13)との相乗作用による11)とする報告もある. N02， 03 

および S02と，あるいは 03とS02を複合暴露した場合

の変化は， NOz (0.3ppm)と， 03 (O.lppm)の複合暴露お

よび 03(0 .1ppm)の単独暴露の場合には，部分的な肺胞

壁間質の水腫が主たる変化であった6)のに比べ，明らか

に強く，より進行した病変であった.毛細血管系の変化

の増強が， N02，03およぴ SOzあるいは， 03とSOzを

複合して暴露したための相加・相乗作用によるものか，

あるいは S02の特異的な作用によるものなのか明らか

ではない.低濃度の S02の暴露が肺におよぽす影響に

ついて，より詳細な研究が必要と考える.

また，本研究において，いずれの複合暴露群において

も，動脈血酸素分圧が対照群に比べ有意に低下していた，

換気能の変化については，単独暴露の場合では，

O.4ppm NOzの 9ヶ月暴露14)，0.05ppm 03の18ヶ月暴

露15) 複合暴露の場合では， O.4ppm， NOzと0.4ppm，

03の 4週間暴露16)，O. 4ppm， NOzと0.05ppm，03の

18ヶ月間暴露間によって，動脈血の酸素分圧が有意に

低下したとの報告がある.換気能の低下は，病理組織学

的などのような変化と対応するものから必ずしも明らか

ではないが，肺の広汎な部分に生じていると推測された

毛細血管を中心とする air-bloodbarrierの水腫性肥厚

もその一因と考えられる.

一方，低酸素状態、に暴露された場合， alveoar-capil-

lary membran巴の水腫性変化の後，細動脈にも変化がお

よび，内皮細胞，線維芽細胞，平滑筋細胞などの過形成

が起り，内IJ莫の肥厚によって血管内膝が狭窄すること，

毛細血管周囲にもエラスチンが増加することが報告され

ている 17) 本研究ではこのような変化は認められな

かったが，低酸素状態が持続すると，さらに進展した病

変が生じることも充分考えられる.

以上のことから，きわめて低濃度の大気汚染ガスでは

あっても，複合暴露されることによって，直接的あるい

は間接的な影響がおよび，病変の増強が生じることに留

意すべきと考える.また，現在まで、行ってきた NOzを

中心とする一連の実験の結果から，低濃度の大気汚染物

質の暴露は，病理組織学的には肺の微弱な変化を引き起

すものの，臨床的には，明確な異常が認められない状態

であり，この異常状態をいかにして知り，また評価する

かが，大きな謀題と考える.

(本研究は昭和60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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染学会講演要旨集， 822，1983 Fig.4. Thickened alvE'olar walls with edematous inters-

17) Meyrick，B.and Reid，L. : Lab. Invest. 38，188，1978 titial connective tissue. Fibroblast and collagen 

Explanation of figures bundles were detected 

Fig. 1. Marked vacuolar degeneration of endothelial Fb : Fibroblast， Ep : Epithelial cell， A : Alveolus 

cells (↑) of rats exposed to a mixture of 0.3 Fig. 5. Capillary vess巴lsin the edematous interstitial 

ppm N02，0.08ppm 03 and O.lppm S02 for 19 connective tissue. Loose contact of capillary en 

-month. Cp目 Capillaryvessel， Ed : Endothelial dothelial cells with basement membrane were 

cell. IT : Interstitial tissue observed partialy. Changes of endothelial cells 

Fig. 2. The endothelium is separated from the basement were not remarkable. 

membrane (↑). BM:Basement membrane Fig. 6. Loose contact of capillary endothel凶 cellswith 

Fig. 3. Vacuolar degeneration of endothelial cells (↑) basement 附 mbrane(↑) . 

and edema of alveolar interstitial connective tis- Fig. 7 ， 8. After 19-month exposure to a mixture of 

sues. Cells and collagen bundles of the intersti- 0.08 ppm 03 and O.lppm S02・Vacuolarde-

tium were sparsely present in the edematous generation of endothel凶 cells (↑) • Edema 

spaces. of interstitial connective tissues was not re-

CF:Collagen bundles markable目
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N02暴露したピレン投与マウスの原および糞便の変異原性

福田雅夫*，加納発子 * 溝 口 勲*

Urinary and Feces Mutagenicity in Pyrene同treatedMice under Exposure to N02 

MASAO FUKUDA *. TAKAKO KANOH* and ISAO MIZOGUCHI* 

Keywords:変異原性 mutagenicity，二酸化窒素 N02，ピレン pyrene，マウス mouse，尿 urme，糞便 feces

緒 日

人の肺癌発生には，喫煙が重要な要因で、あることは広

く認められているが，大都市における肺癌の増加傾向か

ら，最近ディーゼル車排出ガス中のニトロピレンや種々

の変異原が新たにその要因のーっとして疑われている.

特に，ディーゼル車排出ガス中の1，8ージニトピレンは，

現在最も強い変異原性物質に属すると考えられている.

Pittsら1)は，ベンゾ(a)ピレンをろ紙に塗布した後，

N02に暴露させるとニトロベンゾ(a)ピレンが生成するこ

とを報告している.松下2)や常盤ら3)は，ろ紙に塗布し

たピレンを N02に暴露させると 1ーニトロピレンが生成

することを報告している.一方生体内に取り込まれた

N02は，肺胞において硝酸イオンと亜硝酸イオンの形で

血液中に入札体内を循環した後尿中に排池ーされること

が知られている4.5)

これらのことから，我々は無作用量の変異原性物質あ

るいは非変異原性物質でも大気中の汚染ガス N02と共に

生体内に取り込まれた時には，生体内で何らかの作用を

受けて強い変異原性物質に変換されたりあるいはニトロ

化される可能性もあるのではないかと考えた.

今回は， N02吸入マウスに変異原性がないと考えられ

ているピレンを投与し，その尿および糞便に変異原性物

質が生成されるか否かについて検討した.

方法

1 )実験動物

ICRマウス(日本チヤールス・リバー) 5週令，雄，

体重26-30gを用いた.各群12匹使用した.

2 )暴露方法

次の 5群に分けて実験を行った.

1 )コントロール群 2) Solvent (1 %界面活性剤

含有の生理食塩水)投与群 3) 20 ppm N02 4日間暴

露群 4) ピレン (400mg/kgbody weight) 投与群

5) N02暴露ピレン投与群:20 ppm N02を3日間吸入さ

せたマウスの腹腔内にピレン (400mg/kgbody weight) 

を投与した後，さらに N02を暴露しながら24時間尿(氷

冷下)と糞便を採取した.

尿および糞便は各群12匹分をプールし実験まで-20
0

C

で保存した.腹腔投与したピレンは 1%界面活性剤

(Pluronic F 68)含有の生理食塩水にけん濁した.

3 )尿から変異原の抽出6)と濃縮

プール尿の14mlを塩酸にて pH6.0に調整した後，

0.45μmフィルターでろ過した.ろ過尿を 1，000ユニッ

トの βーグルクロニダーゼを用いて3TC24時間処理した

後，塩酸を用いて PH3.0に調整した.次いで尿中ヒス

チジン除去および変異原性物質の分離抽出を目的として，

Sep Pack C18カートリッジ (WatersAssoc.) を用い，試

料尿をカートリッジに通して吸着させ 2mlの水で洗い

ヒスチジンを除去した.次いで 5mlのメタノールで

カートリッジに吸着している物質を溶出させた.溶出i夜

はエパポレータで濃縮し，残法をジメチルスルホオキサ

イド (DMSO)で 2mlに調整して Ames試験に供した.

4 )糞便から変異原の抽出と濃縮

プールした糞使1.5gをメタノール15mlに加え超音波

抽出し，遠心後その上清液をエパポレータで濃縮した.

残留物は DMSOで 2mlに調整し，これを Ames試験の

試料とした.

5) Ames試験7)

Salmonellaか仲間uriumTA 98および TA100株を用い

プレインキューベーション法で実験:した.なお S9 mix 

は， PCB処理ラット肝臓より精製した S9分画の 4%濃

*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 Reseach Laboratory of Public Health 

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



1 )変異原性

1 )尿について

Ames試験による尿の変異原性を表 1に示した.コン

トロール群と Solvent投与群が示した TA98， TA 100株

の復帰変異コロニー数は，両試料開で差がみられず，溶

媒対照の DMSOが示した数値とほぼ同等であった. 20 

ppm N024日間暴露群およびピレン投与群の復帰変異コ

ロニー数は，コントロール群と比較して TA100株でわ

ずかな増加傾向がみられたものの TA98株では差が認め

られなかった.一方， N02暴露ピレン投与群は，TA 

98，TA 100両株で S9 mixの添加の有無にかかわらず復

帰変異コロニー数の増加が認められた.特に， TA 98株

の S9 mix 添加の場合はコントロール群の復帰変異コ

ロニー数51に比べて約28倍の1402と顕著な増加を示した.

なお，この試料の添加量は他の群の添加量のす量すなわ

ち25μl/plateで最も多い復帰変異コロニー数を示した.

(図 2)

2 )糞便について

表 2に示した様に，コントロール群と Solvent投与群

の糞便が示した変異原性は，尿の結果と同様に両試料開

で差がみられなかった. N02暴露群の糞便は，コント

ロール群と比較して TA98，TA 100両株の S9 mix非添

加で若干の増加傾向がみられたものの， S 9 mix 添加の

場合では差がみられなかった.ピレン投与群では， TA 

98株の S9 mix非添加のみ若干の増加傾向がみられた.

N02暴露ピレン投与群は，尿の結果と同様 TA98，TA 

100両株で S9 mixの添加の有無にかかわらず顕著な復

帰変異コロニー数の増加が認められた.特に糞便の場合

は， T A 981* S 9 mix非添加において顕著な増加が認め

られた.

2 )原中変異原性物質(ニトロピレン，ピレン)の分析

標準 1四ニトロピレンのマススペクトル(図 3A) に

みられるフラグメントイオンは， 247' 217・201・189で

あった. Ames試験で変異原性を示したN02暴露ピレン

投与群(図 1B) の 1 ニトロピレン相当分画からえた

マスクロマトグラム(図 4A) をみると，標準 lーニト

ロピレンが示したすべてのフラグメントイオンが同一保

持時間で認められた.なおこの尿には，保持時聞がわず

かに異なるフラグメントイオン218の物質が比較的多量

に含まれていた， (図 4ピーク C) この物質はヒドロキ

シピレンではないかと推定している.次にピレン相当分

画からえたマスクロマトグラム(図 4B) のフラグメン

トイオンは202を示し，標準ピレンのマススペクトル(図

果結
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度を使用した.

6 )尿中変異原物質(ニトロピレン，ピレン)の分析

方法 3) と同様に抽出・濃縮を行ない，残i査を DMSO

200μlおよびメタノール500μlで溶解して分析用試料

とした.高速液体クロマトグラフィーで標準物質の 1ー

ニトロピレン (RKChemical Co.) ，ピレン (Sigma

Chemcal Co.) の下記条件下における各々の保持H時間を

定めた後，分析試料の 1ーニトロピレン，ピレンに相当

する保持時間分画を分別した.(図 1) 分別したゑt料を

濃縮し，そのマススベクトルを標準物質と比較して分析

した.

高速液体クロマトグラフィーの分析条件

装置:島津高速液体クロマトグラフィー LC-6 A， 

SPD-6 A 

カラム ShimPack CLC一ODS6.Omm ~ x 15cm 

カラム温度:45
0

C 移動層:メタノール，水 (8: 2) 

流速:1.5ml/min 波長:254 nm 

ガスクロマトグラフィー質量分析の分析条件

装置:島津GCMC-QP1，000 

カラム:OY-101 (FQカラム)

カラムj昆度:1 ニトロピレン200'C，ピレン160
0

C

注入口温度:270'C セバレータj昆度:280'C 

イオン源温度:250'C イオン化電圧:70 eY 
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図l.高速液体クロマトグラム

(A) 標準 1ーニトロピレンとピレン

(8) N02暴露ピレン投与マウス尿
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表l.実験各群における尿中変異原性

TA 100 TA 98 Urine 

十S9mix -S9 mix 十S9mix -S9 mix μl/Plate 
Treatment 

116 107 42 34 100 DMSO 

120 120 51 38 100 Untreated mice 

118 129 51 36 100 Solvent-treated mice 

152 178 56 47 100 NOz exposed mice 

154 169 54 45 100 Pyrene-treated mice 

596 209 1，402 163 25 NOz exposed pyrene 

treated mice 

The values represent the mean number of revertants of 2 plates 

3 B)のそれと一致した.このことから，この試料尿に

ニトロピレン並ぴにピレンの存在が認められた.

考察

NOz暴露群，ピレン投与群の糞尿中には変異原性はみ

られなかったが，NOz暴露ピレン投与群の糞尿中には明

らかな変異原性が認められた.特に TA98株 S9 mix 

非添加でも強い変異原性が認められたので，直接変異原

物質として知られているニトロアレーンの生体内生成の

可能性が示唆された.そしてこの群の尿分析から微量の

ニトロピレンが検出された. しかしニトロピレンの含有

量が微量であることから，この試料尿が示した復帰変異

コロニー数への寄与は少ないものと思われる.また試料

尿にはニトロピレン以外の変異原性物質及びこれらの代

謝産物が存在していると考えられる.ニトロピレンの生

体内代謝の研究で， Ballら8)はラット腹腔内にニトロピ

レンを投与した場合，その初期尿には 1ニトロ3/8-ヒ

ドロキシピレンが多く，後期になると 1 アセチルアミ

ノ司6/8ーヒドロキシピレンが多くお阿世されたと報告して

いる.大西ら9)はラットにニトロピレンを経口投与する

と，尿から 1-アセチルアミノ 6/8ーヒドロキシピレンを，

糞便からはこれに加えて素通りの 1ーニトロピレン， 1 -

アミノピレン， 1アセチルアミノ 3ーヒドロキシピレン

を検出したと報告している.

日常生活を通じて生物は大気から，また食品からニト

ロピレンを直接体内に取り入れる.さらに環境中にはピ

レンや NOz等も共存することから，生物は摂取したニト

ロピレンは勿論，生体内で生成される変異原性物質およ

ぴその代謝産物によってより大きな影響を受けるものと

考えられる.今後ピレンの投与量によるニトロピレン生

成の程度，ニトロピレン生成経路および代謝産物の同定

100 

図2.NOz暴露ピレン投与マウス尿の添加量と変異原性

との関係
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表2.実験各群における糞便中の変異原性

TA 100 TA 98 F巴ces

+S9 mix S9 mix +S9 mix S9 mix μl/Plate 
Treatment 

149 134 28 26 100 DMSO 

131 116 47 28 100 Untreated mice 

135 112 46 26 100 Solvent-treated mice 

138 144 54 45 100 NOz exposed mice 

134 102 55 54 100 Pyrene-treat巴dmice 

309 304 1，065 987 100 NOz exposed pyrene 

treated mice 

B 

The values represent the mean number of revertans of 2 plates. 
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等の検討を行なう予定である.

要約

大気中に共存するピレン， NOzが生体内に侵入した場

合，生体内で変異原性物質が生成されるか否かについて

生体試料の糞尿を用いて実験を行った.

1) 20 ppmNOz 4日間暴露ピレン投与群の糞尿試料が

示した SalmoneUaり仲間uriumTA 98，TA 100株の復帰変

異コロニー数は， S 9 mixの有無にかかわらずコント

ロール群の糞尿のそれと比べて顕著な増如を示した.こ

の結果からこの糞尿中に変異原性物質が生成されたこと

を推測した.

2 )高速液体クロマトグラフィーを用いて， NOz暴露

ピレン投与マウスの尿をニトロピレン及ぴピレン相当の

分画に分別し，各分画を GC-MCで分析した.その結

果この試料尿にはニトロピレンおよぴピレンの存在が認
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められた.

(本研究は昭和60年度当研究所調査研究課題「複合大気

汚染に係る健康影響調査に関する研究」として実施し，

その概要は大気汚染学会第26回大会1985年11月で発表し

た.)
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回帰モデルを用いた亜急性症状の量・反応関係に関する考察

牧野国義へ溝口 勲*

A Study on Dose-response Relation for Subacute Symptoms 

by Using Regression Models 

KUNIYOSHI MAKINO*， and ISAO MIZOGUCHI本

Statistical methods using some models were examined in order to study the dose-response relation of 7 

subacute symptoms and 10 factors for air pollution or weather conditions for 47 days in the summer of 1977目

In the present study， regr巴ssionmodels or multiple regression models usually utilized， logistic regression 

models and AR models on the residual item of the regression were employed for comparison of estimations. 

According to the results obtained from the regression models conducted usually， many symptoms cor-

related significantly with weather factors. Although multiple regression models were closely associated with 

various factors at significance levels of less than 0 _1 percent， the confidence level of these models decreased 

because of high correlation between those factors. In addition， it seemed that the logistic regression models 

worked more effectively at high average incidences of the symptoms or large sample. On the other hand， the 

AR models for sore throat， cough， sputum and hoarseness caused less relative errors and more significant cor-

relation of the observed values and the estimated values from the models than the other models. 

Furthermore， the serial correlations and the estimation by AR models revealed that respiratory incidences of 

cough， sputum， sore throat and hoarseness were greatly affected not only by the factors on one day but also 

by the factors on the previous day. These results indicated that the dose-response relation should be ex-

amined by using statistical methods such as the AR models. 

Keywords : Dose-response relation， Regression model， Logistic regression， AR model， Subacute symptom 

緒言

大気汚染などによる急性または亜急性症状発現の定量

的検討のためにいくつかの手法が応用されており，従来

からの最も一般的手法は寄与因子を説明変数とした線形

回帰分析であるト1) 寄与因子が複数の場合にはこれを

一次結合の形で表わし，複合指標とした報告もある 5.6)

しかし，実際の量・反応関係は必ずしも線形回帰モデル

では充分表現し得ず，近似手法として hockey-stick法7)

turning point法8)などが利用されたが，これらの手法は

経験的で，論理的整合性に欠ける難点がある.また，高

次の多項式回帰モデルは，良好的な近似を得ることはで

きるが，普遍性に乏しく，結果の解釈が困難となる.一

方，近年には整合性，近似性を充たす手法が検討され，

あるいは疫学分野に応用されて， probit回帰モデルベ

log凶 lC回帰モデル10) time lagモデル11)，横断的時系

列モデル12) 相対危険回帰モデル13)，誤差の時間依存

性を考慮した AR (自己回帰)モデル11)などが利用され

るようになった.これらのモデルは必ずしも汎用的でな

いので，ここでは自覚症状有訴率と大気汚染物質，気象

要素との関係を調べるために有効と考えられる線形モデ

ル， logistic回帰モデル，誤差項に ARモデルを適用し

た回帰モデルについて検討した.

方法

1.調査データ

利用したデータは，昭和52年度に調査されたN高校男

子139人の夏季 (6， 7月)47日間の自覚症状有訴率と

*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 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1唱Hyakunincho3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo 160 Japan 
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同校に設置された大気汚染物質測定局で観測した大気汚

染物質および気象条件である.対象自覚症状は 7穫の急

性または亜急性症状(眼の痛み，のどの痛み，頭痛，だ

るい，咳，疾，声がれ)で，有訴率が2%以下の症状，

原因が明らかに大気汚染や気象条件でないと考えられる

症状を除いた.一方，寄与因子として，オキシダント

(OX) ，亜硫酸ガス (S02)，二酸化窒素 (N02)，一酸

化炭素 (CO)，炭化水素 (HC)，浮遊粒子状物質

(SPM) の 6大気汚染物質および気温 (Temp)，湿度

(Hum) ，風速 (WV)，紫外線量 (UV) の4気象条件

を用いた.これらの基礎統計量を Table1に示した.

2.解析方法

まず，量・反応関係を検討するために多く利用される

線形回帰モデルを次式により仮定する.

Y = aO+alx十九， ca-N(O，σ/) (1) 

y = bo+土1b1X1十 Cb，cb-N(O，σb
2
) (2) 

は繁雑さを避けるため m=lとする.

さらに， (1)式において残差 Caが時間依存性を有する

場合，つまり，誤差項の系列相関が有意で，(1)式の右式

の仮定が成立しない場合に，次式のモデルを仮定する.

y = ao+ajx十円 (5 - 1) 

C t =do十jFldJEt-J+E《い cd-N(0， (] /) (5 - 2) 

ここで mの決定のために通常 AIC (Akaike Informa-

tion Criterion) が利用され， AICが最小となるモデルが

最適と考えられている.この場合m 目前までの情報が必

要となるが，調査データは47日分のみで， m日分は欠測

となる.よって，ここでは mを最小に留め (m=.l)， 

残差 εtは前日の残差 C，ー 1により説明される場合に限

定する.

以上で得られた回帰モデルの精度については各モデル

における推定値と観測値(実際の有訴率)との相関係数

および推定値の相対誤差(平均2乗誤差/平均値)によ

ここで， a， bは回帰係数 Cは残差で，右式は残差が り比較する.

正規分布に従うことを意味し， (2)式の kは，各症状が有

意の相関を示した寄与因子の数がkoのとき， 2;;三k;;三ko

で， kを変化させて stepwlse重相関分析(相関の高い寄

与因子順に説明変数に加えていく)を行う.説明変数を

増加させれば残差は減少するが，効果の低い変数を加え

ることは意味がないので，自由度修正済み重相関分析で

説明変数増加の寄与を検討する.この自由度修正済み重

相関係数R*は，重相関係数Rと標本数 n，説明変数の

数mにより次式で表わされる.

結果および考察

Table 1のように 7自覚症状の平均有訴率は， 2.02 

-5.48%と比較的低率で，平均有訴者数も2.8-7.6と少

数であるため偶然変動の影響が考えられ，必ずしも理想

的な調査データではなかった.

まず，線形回帰モデルを仮定したときの自覚症状と寄

与因子との相関分析結果を Table2に示した.大気汚染

物質の中では亜硫酸ガスと一酸化炭素がのどの痛み，咳，

疾と有意の相関を示したが，それよりも気象要素の湿度

が多くの症状と比較的高い相関を示したことがこの結果

ド 2=l-tt了(1-R 2) (3) の特徴である.大気汚染物質と一般に低相関を示した原

次に，有訴率は doseの増加により S字型の成長曲線

を描く場合が考えられる.このモデルは次式で表わすこ

とカfできる.

y
ー1=1十四p(-X) (4 -1) 

ここで， X をlogitと呼ぴ，これが説明変数の 1次式ま

たは 1次結合で次式のように表わせるとき，

m 

X=Co+ 2: CjXj (4 -2) 

このモデルを logistic回帰モデル (mが複数のとき多重

logistic回帰モデル)と呼ぶ. (4-1)， (4-2)式は

次のように書き改めることができる.

log(Y/(1-Y))=co+ZIC内 (4 -3) 

説明変数の数mは最尤法を用いて決定されるが，ここで

因は，調査期間が夏季であったにもかかわらずオキシダ

ント濃度などは余り上昇せず，低汚染レベルであったこ

とが一因と考えられた.(1)式の回帰モデルによる呼吸器

症状と非呼吸器症状に分けた相対誤差，平均 2乗誤差は

Fig.1の通りであった.すべての相対誤差が50%を越え，

精度からみて良好と云えない.また， 10寄与因子間では，

湿度がほとんどの症状について最小相対誤差を示したが，

その変動は相関の高さの変動と必ずしも一致しなかった.

次に，有意の相関を示した寄与因子が2以上ある症状に

ついて(2)式のモデルを仮定したときの stepwise重相関

分析結果を Table3に示した.眼の痛み，のどの痛み，

咳，疾の 4症状について全て危険率0.1%以下の水準で

有意であった.これに自由度修正済重相関係数を計算し

たところ，この重相関係数が最大となったときの説明変

数の数は，それぞれ 2，3，3，4であった. これは Fig
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Table 1. Summary of Symptoms， Air Pollutants and Weath巴rFactors 

Symptom(%) Mean::!::SD 
Air Pollutant or 

Mean土SD
Weather Factor 

Eye Irritation 2.95土2.05 Ox (pphm) 7 .00::!::2. 77 

Sore Throat 4.76::!::2.76 SOz(pphm) 1. 56::!:: 0 . 69 

Headache 4 .12::!:: 2.08 NOz(pphm) 5.35::!:: 1. 90 

Lethargy 3.96土2.14 CO(ppm) 1. 80::!::0. 61 

Cough 4.98::!::3.24 HC(ppm) 1. 35::!:: 1. 04 

Sputum 5 .48::!:: 3.42 SPM (mg/100m3) 6.73土2.38

Hoarseness 2.02土1.09 Temp(OC) 23.0土2.77

Hum(%) 61.4 ::!::16.0 

WV(m/s巴c) 3.96::!:: 1.19 

UV(la昭 ley) 3. 71::!:: 1.57 

Table 2. Correlation between Symptoms and Air Pollutants or Weather Factors 

Air Polluthant or Weath巴rFactor 

Symptom Ox SOz NOz CO HC SPM Temp Hum WV  UV 

Eye Irrit. .196 .255 一.062 .044 .094 .317* .117 .581*** .441** .343* 

Sore 
.240 .410* * .347 .430* *一 .095 .097 066 一.421* * .186 .361 * 

Throat 

Headache .280 .150 .115 .206 .194 一.081 .155 .279 .057 .257 

Lethargy .129 .255 .114 .034 .097 .033 .178 一.231 .155 .164 

Cough .397* * .522* * * .239 .416**-.164 .073 .005 .621 *ネ* .400* * .466* * 

Sputum .212 .420* * .323* .446* * -.248 .015 一.047 一.497** * .302* .374 * * 

Hoarse. .219 .204 .143 .149 ness 

* : P <0.05， * * : P <0.01， * * * P <0.001 

2に示した(2)式の回帰モデルにおける相対誤差， 2乗平

均誤差の減少勾配からも推察することができる.このモ

デルで，推定値と観測l値との相関係数(重相関係数と一

致)，相対誤差とも(1)式のモデルに比べかなり良好な精

度が得られた(上記説明変数時の相関はそれぞ、れ， .639， 

.567， .701， .658，また，相対誤差はそれぞれ， 41.9， 

39.4， 38.1， 38.0). ただし，多説明変数の回帰モデル

は調査データ固有のモデルであることがあり，良好な予

測値を得る普遍性は保証されない.ここでは標本数や期

間の限定でその検討が行えなかった

さらに， (4 - 1)ー(4-3)式の logistic回帰モデ

ルを仮定した場合に， (4 - 3) 式の有訴率項(左辺)

と寄与因子との相関分析を行い，結果を Table4に示し

た.この結果は(1)式の回帰モデルを仮定した結果

.053 .032 一.054 -.305* .180 .249 

(Table 2) とほぼ同程度であった.このモデルは，寄

与因子に対して有訴率がS字型の成長曲線を描く場合に

は効果的であるが，このデータ (Table1) のような低

有訴率，小標本数では偶然変動が影響して S字型が得ら

れず，結果として線形回帰モデルと差が生じないことが

考えられた.よって，以下の解析ではこのモデルについ

ては省略した.

以上で利用した回帰モデルでは誤差(残差)の特徴に

ついて正規分布に従うことを仮定し，いわゆるホワイト

ノイズであるとの前提に立った. しかし，もし誤差の系

列相関が有意でH守問依存性を有することが示された場合

にはこの前提は成立しない.そこで， (1)式の線形回帰モ

デルについて誤差項の 1階の系列相関分析を行い，結果

をTabl巴 5に示した.眼の痛み，頭痛，だるいの非呼吸



309 

1.3 

D 

37， 1986 報年研

Tabl巴 3. Multiple Correlation of Each Symptom on Ex. 

planatory Variables which correlated signifi. 
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式による推定値と観測値(有訴率)との相関は Table6 

のようである. 4症状はどの寄与因子とも高い相関を示

したが，これらの因子問にも高い相関I14J係(例えば，オ

キシダントと湿度はー0.658，二酸化窒素と一酸化炭素

.659* * * 

器 3症状についてはどの寄与因子とも有意の相関を示さ

なかった.特に，後 2症状については有訴率自身も有意

の相関がなく (Table 2)，この 2症状の発現に，ここ

で用いた寄与因子は寄与しないことが推察された.一方，

呼吸器4症状の系列相関は多くの場合に有意で，特に咳

について，他症状よりも高い相関が顕著に認められた.

呼吸器症状と非呼吸器症状とのこのような相違は他のモ

デルでは得られなかった点である. (5-1)， (5-2) 

6.40 

***P<O.OOl 

CO， Hum， SOz， 

Ox， NOz UV 

* : p <0.05， * * : p <0.01， 



は0.649など)が認められ，この因子の非独立性が影響

していると考えられる.上記4症状についての推定値の

相対誤差，平均 2釆誤差を Fig.3に示した.どの症状の

相対誤差も30%以上ではあるが，呼吸器4症状について

は相関係数，相対誤差ともこのモデルの中で最良の結果

が得られた.その症状と寄与因子との組み合わせは，の

どの痛みが一酸化炭素，咳が気温，疾が浮遊粒子状物質，

声がれが風速であった. (5-1)， (5-2)式のモデ

ルによるこの組み合わせの推定値を観測値とともに Fig.

4に示した.推定値の変動は観測値以上だが，一応の近

似が得られた.

以上の結果，症状別に検討すると，急性症状の限の痛

みは光化学スモッグの代表的被害症状であるが，調査期

間中のオキシダント濃度が全体に低かったために，オキ
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Fig. 3. Relative Errors and Mean Square Residuals by 

Regression Adjusted according to AR Models 

[ A加一

Table 4. Corr巴lationbelween Observed Incidences and Estimated Values by Logistic Regression 

Air Polluthant or Weather Factor 

UV WV Hum Temp SPM HC CO NOz SOz Ox Symptom 

.330* .572*** .425** .114 .337* 一.081.056 一.055.261 .216 Eye Irrit. 

Sore 
Throat 

Headache 

.359* .194 一.428** .065 .092 .431 * *一 .120.237 .428* * .252 

.259 .061 一.294* .157 一.092一.188.203 .108 .159 .283 

.155 .154 .240 .187 .016 .094 .048 .098 .252 .138 Lethargy 

.427* * .626 * * * .395 * * .021 .062 . 407 * * -. 177 .230 .519*** .395 * * Cough 

.378* * -.508* * * .311 * 一.034.002 .436* *一 .254.320* .422* * .230 Sputum 

Hoarse 
ness 

* : p <0.05， 

.241 .185 一.303*一.052.031 .066 .141 .151 .212 .215 

**:P<O.Ol， ***:P<O.OO1 

Table 5. Serial Correlation between Residuals in One Day and in The Following Day by Linear Regression 

Air Polluthant or Weather Factor 

uv WV  Hum Temp SPM 日CCO N02 S02 Ox Symptom 

018 .000 -.129 .136 .220 .141 .130 .161 .115 061 Eye Irrit 

295* .284 201 430キ本.434 * * .453ホ*.316* .375 * * .310本315* Sore Throat 

.111 185 .102 .200 .199 191 .152 163 153 .075 Headache 

一.068063 一.094一.035一.005048 一.006-.009 -.008 -.054 Lethargy 

463* * 498* * * .314 * .680* * * .668ホ**.620*** 520* * * .634 * * * .470* *本.519*** Cough 

.571 * * * .571*** .526*本*381 * * .527*本*.380* * .458 * * .355* .495*ホ*265 Sputum 

.257 

*: P<0.05， **: P<0.01， **本: P <0.001 

.297* 204 .358* .343キ.352* 303キ.278 298* .294 * Hoarseness 
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Table 6. Correlation between Observed lncidences and Estimated Values by Regression 

appli巴dAR Model on The Residual 

Air Polluthant or Weather Factor 
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示唆した.特に，慢性症状として取り扱われることのあ

る咳や疾は，誤差項に ARモデルを適用した回帰モデル

で推定したとき，観測値との間に高い有意の相関が認め

られた.このように，亜急性や慢性の(特に呼吸器)症

状については，寄与因子との線形回帰モデルだけでなく，

症状の分布や誤差の性質に応じて， ARモデルや logistic

回帰モデルをも検討する必要がある.なお，重回帰モデ

ルを適用した 4症状でも推定値と観測値との聞にかなり

高い相関が認められた. しかし，前述したように，説明

変数の寄与因子間に密接な関連があり，ある因子は関連

した因子に影響されることになるので，その図子を説明

変数のーっとした重回帰モデルの安定性は低下する(こ

の性質を多重共線性と呼ぶ). したがって， ここで得ら

れた重回帰モデルが普遍的であるためにはさらに検討が

必要となる.また，この研究では各手法の比較に主眼を

置いたので， 1階の ARモデルのみに記述を留めたが，

階数を増加させたときのいくつかの症状の推定は観測値

にさらに近似した.このことは誤差の原因の追求が一層

重要であることを示している.

結論

大気汚染などにより発現した亜急性症状の量・反応関

係を検討するため，急性症状を含めた夏季の自覚症状調

査データを用いて，一般的線形回帰モデル， logistic回

帰モデル，誤差項の時間依存性を考慮した ARモデルを

利用してf食言すした.

従来一般的に利用されている線形回帰モデルによると，

7自覚症状のうち頭痛とだるいの 2症状は 6大気汚染物

質と 4気象要素の10寄与因子との間に有意の相関が認め

られず，他の 5症状については気象要素特に湿度との問

に高い相関が認められた.また 2寄与因子以上と有意

の相関を示した症状について，その因子を説明変数とす

る重回帰モデルを仮定したとき，単回帰モデルに比べ，

**:P<O.Ol， ***:P<O.OOl 

Fig. 4. Observed lncidences (Solid line) and Estimated 

Values by Using AR Models (Dotted Line) 

Hoarseness 
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シダントの寄与は余り認められず，むしろその日の湿度

と浮遊粒子状物質が寄与すると推察された.頭痛やだる

いはこの研究で用いた大気汚染物質や気象要素には依存

しない(少なくとも期間中の濃度レベル，気象条件下で

は)と思われる.これら非呼吸器3症状と異なり，呼吸

器4症状はその日の doseの影響が翌日にも及ぶことを
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相対誤差，推定値と観測値との相関ともに良好な結果が

得られたが，説明変数聞の相関が高いため多重共線性が

問題となった.次に， logistic回帰モデルを利用した場

合，この調査データでは線形回帰モデルとほぼ同様の結

果であった.標本数が少なく，低有訴率であったために

偶点変動が影響したことに起因すると思われる.一方，

線形回帰モデルの誤差項の 1階の系列相関によると，呼

吸器4症状に有意の相関が認められ，誤差に時間依存性

のあることが示された. したがって，これら 4症状は寄

与因子の影響が翌日の有訴率にも及ぶことが推察される.

この誤差に ARモデルを適用し，得られた推定値は他の

モデルよりも観測値により近似した.ただし，その相対

誤差がどの症状についても 30%を越え，小標本調査の欠

点がここにも現われた.以上の検討の結果，大気汚染な

どによる症状の量・反応関係を追求する場合，線形回帰

モデルだけでなく，症状の分布ゃ誤差の性質に応じて

ARモデルなど他の統計学的手法をも利用すべきである

ことが示唆された.
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メチル水銀暴露時期がラットの繁殖におよぼす影響

関比呂仲*加納尭子*，田村行弘**

The Effects of Methylmercury Exposure Time Schedules to Reproduction of Rats 

HIRONOBU SEKI *， T AKAKO KANOH * and YUKIHIRO T AMURA * * 

The effects of m巴thylmercuryon the rat reproduction by the exposure time schedule of m巴thylmercury

were examined. 

明Tistarstrain. virgin female rats were fed the diet containing 20 ppm methylmercury during thr巴eweeks 

before and after mating. 

While 15 reproduction indices were checked. weight gain showed a tendency to decrease in the late stage 

of pregnancy. and significant differences were 0 bserved in “Mean mortality at parturition" and “Lactating 

index" between D. E. G groups and other groups. 

It was suggested that methylmercury had far greater effects on rats during the late stage of pregnancy 

than in the earlier stage. 

Keywords : methylmercury. reproduction index. exposure time schedule 

緒 t 

E司

水俣地方に発生した有機水銀中毒事件において，胎児

性および先天性水俣病患者が見出され1~5)，またこの事

例は，実験的にも確認された6-9)

有機水銀は，母体から胎盤を容易に通過して7.8.10ー 17)，

胎仔に蓄積し， Embryotoxicityゃれtotoxicity を生

じlト 27)，胎仔の致死率を高めることが知られてい

る8，20，25)

我々は，前回の実験において28)，妊娠・授乳期間を

通してメチル水銀20ppm含有飼料をラットに投与した

時，体重増加の抑制，出産率や離乳率の低下を観察した.

さらに，メチル水銀を用いてラットの離乳率を検討する

実験においては，メチル水銀の投与濃度は， 20ppmが

限界濃度であることがわかった.

一方，森山は7)，メチル水銀化合物の投与量を変え，

あるいは，メチル水銀の投与期間をいくつか組合せて繁

殖影響を観察しており，胎仔の異常(例えば死産や奇形

など)は投与量の増加，または，投与期間を延長した場

合に多発することを示した.

今回の実験では，ラットの繁殖・離乳率におよぼすメ

チル水銀の投与時期について検討した.すなわち，交配

の前後 3週間を 1週間ずつ区切り，前回28)と同ーのメ

チル水銀濃度含有飼料を合計3週間投与した場合と，さ

らに，妊娠期の前半 3分の 2と後半の 3分の 2に分けて

投与した場合の繁殖影響について観察した.

方法・材料

ウイスター系，未経産雌性ラット(日本クレア K.K.)

51匹(体重213::1:22g) 11週令を 8群に分け， 1群 6-8

匹とし，図 1のように A-Fの6群は計 3週間， G Hの

2群は計 2週間，塩化メチル水銀20ppm含有飼料を投

与した.その他の期間は，メチル水銀無添加の基本飼料

を与えた.

飲料水は，水道水を自由に摂取させた.

実験動物飼育室は， 12日寺間照明・ 12時間暗室として，

温度22土2'C，湿度60::1:5%とした.

交配は，雌雄 1対ずつラット用金網ケージに同居させ

て行った.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日

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo M巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 

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

**同生活科学部食品研究科
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Fig. 1. Exposur巴timeschedule 

closed square exposure week 

目とした.

交配前および受精確認後， 3 -4匹をラット用金網

ケージに入れて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日目)の前日より，マウス用ポリ

カーボネートケージに移して単独飼育とし，出産後は商~

乳時(出産後21日日)まで母仔を同一ケージ内で飼育し

た.

出産の確認は，朝・昼・夕方の一日 3回行う.

観察項目には，妊娠期間中週一回の体重測定，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.

統計処理は， Welchの方法およびカイ 2乗検定を用い

た.

結果

妊娠期間中の体重増加を図 2に示した.各群の各妊娠

期間(妊娠I期 :0-7日目，妊娠E期:8 -14日目，

妊娠皿期:15-21日目とする)における体重増加量は，

各々異っていることが認められた.メチル水銀を合計 3

週間投与した 6群の中で， A' B・C.D群では，妊娠

皿期にメチル水銀を摂取したD群が一番少ない増加量を

示したが 4群間には，増加量に大差がみられなかった.

しかし，これら 4群は， E Fの2群よりも増加量は有意

に (P<0.05-0.001)多かった.一方， 2週間のみメ

チル水銀を摂取させた GH群は，他の群より増加量が多

く，妊娠I-JI期投与のH群は，妊娠JI-皿期投与のG
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Fig. 2. Body weight gains of each gestational period 

Column : lower (1 st week) 

middle (2 nd week) 

upper (3 rd week) 

群よりも多く増加していた.

表 1に各繁殖データーを示した.妊娠率は各群ともに

100%であったが，出産率では100%のA・D.E群を除

いて，他の群で l匹ずつ流産していた.

平均出産仔数において， D' E・G群はB群を除いた

他の群と比較すると有意に少ないが，着床数から計算し

た平均出産仔数で比較すると有意な差は認められない.

出産時における新生仔の死亡数は， D群が最も多く 42匹，

ついでE群25匹， B群 7匹， F' G群各 4匹およびA群

3匹であった.さらに，新生仔の死産および出産直後に

死亡し母親に食べられた可能性がある仔数(その形跡が

確認された)などを考慮して，着床数からみた死亡数お

よび死亡率を計算すると D群92匹85.2%， E群65匹

72.2%の2群が極めて有意に高く， G群28匹34.6%，B 

群15匹20.8%，F群12匹16.4%， C群10匹13.0%，H群

11匹12.0%，A群 5匹7.6%と}II買次減少していた.



Table 1. Reproduction indices 

Group 

H G F E D C B A 

100 100 100 100 100 100 100 100 Fertility index (%) 

86 86 83 100 100 83 86 100 Gestation index (%) 

81 (6) 57 (6) 65 (5) 50(6) 58(7) 67 (5) 64(6) 64 (5) * Total No. of pups 
delivered 

13.5士2.0
H3 

9.5:1:1.9 
Gl 

13.0士3.1
FIH2 

8.3土2.6
FIH2 

8.3:1:3.。D2E2G2 

13.4士0.910.7:1:3.3 
DIFl 

12.8士3.3** 
Mean No. of pups 
delivered 

。4 4 25 42 。7 3 
Total No. of dead 
neonates 

淘l

調ト
1.8士3.14.7土2.72.4土3.8

FIGIH2 

10.8:1:5.。F3G2H2 

13.1土4.1
D3E2 

2.0:1:1.6 
D3E2 

2.5:1:3.7 
D3E2Gl 

1.0:1:1.2 
Mean No. of dead 
neonates 

王者6 3 1 3 2 8 1 
Total No. of 
absorbed fetuses 

主主

悼
相

98 84 74 93 109 79 80 67 
Total No. of 
implantation site 

書吉15.3:1:3.6 13.5士1.914.6士3.615.0士2.615.4士2.715.4士1.9
Dl 

12.0:1:3.0 13.2:1:3.0 
Mean No. of 
implantation site 

ωU〆一{山田∞∞

76(6) 42(5) 61 (5) 17 (2) 。66 (5) 53(5) 59 (5)本
Total No. of weaned 
pups 

12.7士1.9
H2 

8.4:1:2.1 12.2:1:3.3 8.5:1:4.9 。G2 

13.2土0.810.6:1:4.0 11.8:1:3.6 
Mean No. of weaned 
pups 

93.8 
H3 

79.3 
G3 

100 
F3H3 

68 
E3F3G3H3 

0 
D3E3G3 

98.5 
CID3E2F2 

93 
D3E3FIGI 

96.7 Lactating index 

39.4:1:4.4 
Hl 

42.1:1:6.7 
G3H3 

34.6土9.9
G2H2 

36.0::!:5.1 。E3F3HI 

40.9士3.1

D3E3G3 

13.0 

E2F3HI 

42.6:1:8.1 

D3E3GI 

20.8 

B2CIF2GI 

38.7土6.1

BID3E3G3 

7.6 

Mean body weight 
at weanling 

Mortal均 atbirth (%) 
(No. of deathlNo. of 
implantation site) 12.0 

H3 

34.6 
G2 

16.4 
F3G3H3 

72.2 
EIF3G3H3 

85.2 

H3 

48.2 
G3 

16.4 
F3G3H3 

81.1 
E3F3G3H3 

100 
D3E3G3 

14.3 
D3E3G3 

26.8 
BID3E3G3 

10.6 

Mortality at weanling 
(No. of death/No. of 
implantanion site) 

ω回
目

17.4 

*No. of dams 
* *Mean :1: S.D 
S¥明 rscriptsmean significant difference (1: P <0.05， 2: P<O.01， 3: P <0.001) 
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平均離乳仔数では， C. H群は G群より有意 (P<

0.01) に多い値を示した. D群の仔は，出産後 6日目ま

でに全匹死亡した.また，同腹H-が全て死亡した母親数

は E群 4匹で， B' G群 l匹ずつであった.

出f[乳率(出産時の生存仔数/離乳仔数)では D群

0%， E群68%，G群79%と有意にfEi;く，そのイ也の群は

90%以上を示していた.

離乳時における仔の体重は， E' F群が少なく，他の

群(ただし E群と A群問には差がみられなかった)と有

意な差が認められた.

考察

今回の結果から，妊娠期間中の体重増加が少ないのは，

メチル水銀を計3週間投与した群において観察された.

森山は7) メチル水銀投与量の微量 (0.2mg/100g/

日)と中等量 (0.5mg/100g/日)，または投与期間の

差による体重増加に違いはなかったとしているが，微量

よりは中等量，妊娠前期よりは後期の方が体重増加の少

ない傾向を示していた.今回の結果では， B' C • Dの

3群で比較すると妊娠I期より H期， II期より町期まで

投与した方が有意ではないが体重増加が少なくなる傾向

を示した.

繁殖データーでは， D . E . G群が他の群よりも劣る

結果を示した.これら 3群に共通していることは，妊娠

のH期と皿期の 2週間連続してメチル水銀の暴露を受け

ていたことである.

メチル水銀の繁殖毒性に関する報告はいくつかなされ

ているが，メチル水銀が妊娠期間中のどの時期に投与さ

れると最も強い影響を示すのかあまり良く知られていな

い.その中で，松本は27) ネズミに水俣病々変を起さ

しめる量 (10mg/100g) より少ない量のメチル水銀を経

口投与し，妊娠前半投与より後半投与の方が生命保持に

対する障害(胎仔死亡数を指すと思われる)がつよい傾

向を示したとしている.また，森山は7)，メチル水銀投

与を受胎目前日まで，臨界期(妊娠8日固までとした)

まで，および分娩までに分け投与量もかえて観察したが，

対照群と比べ胎仔数，仔体重で減少傾向はみられるが，

有意差が認められないと報告している.さらに，ラット

胎仔の異常は投与量の増加，または投与期間の延長，特

に，妊娠後半期に大量，中等量を投与した場合に多発す

る傾向があると報告している.一方，布谷は10)，メチ

ル水銀(投与水銀総量は8.56-11.76mg/kg) をラット

に皮下注射し，投与終了後交配して繁殖影響を観察して

いるが，交配前に比較的微量のメチル水銀を投与すると

妊娠率の低下をきたし，妊娠中の体重増加へ影響をおよ

ぼす. しかし，早産・死産なく，かつ，産仔数・生下時

体重に差は認められなかったと報告している.

以上のことから，妊娠の前半期よりも後半期において

母体にメチル水銀が暴露されると，胎仔に強い惑影響を

およぼすものと考えられる.

尚，今回のD群と同じタイムスケジュール(妊娠I期

から匝期投与)の前回の結果と比較すると，ほぽ同程度

かもしくは前回以上のメチル水銀毒性を示したことが観

察された.

要. 約

メチル水銀の暴露時期が，ラットの繁殖にどのような

影響をおよ lますか調査した.

ウィスター系雌ラットに交配日の前後 3週間に，メチ

ル水銀含有飼料を与えた.

妊娠中の体重変化，妊娠率，出産率，出産仔数，出産

時死亡数，離乳仔数，離乳時体重，離乳率を観察した.

その結果，暴露時期が妊娠後期に進むにつれて体重増

加が少なくなる傾向がみられた.また，繁殖データーで

は， D' E • Gの3群は，出産時死亡数および離乳率が，

他の群よりも劣る結果を示した.

これら 3群に共通する因子には，妊娠の ll-皿期にメ

チル水銀が暴露されていることから繁殖毒性は妊娠の前

期よりも後期の方に強く影響すると考えた.

(本研究は，昭和58年度当研究所調査研究課題「重金属

汚染の生体影響に関する研究」として実施し，その概要

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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大気浮遊粉塵中の重金属について

多摩地域の濃度特性(第 2報)

佐藤泰仁へ多国字宏*，溝口 勲*

本間慶一**山本英一**

多摩地区環境衛生監視員一同

Heavy Metals in Suspended Particulate Matters of Atmosphere 

Feature in Tama District of Tokyo (11) 

Y ASUHITO SATO *， T AKAHIRO T ADA *， ISAO MIZOGUCHI * ， 

KEIICHI HOMMA * *， EIICHI Y AMAMOTO * * and 

ALL INSPECTER OF ENVIRONMENT AL HYGENE AT T AMA DISTRICT 

Analysis of heavy metals in the Tama district of Tokyo was carried out following the previously reported 

methods us巴din 1978 through 1980. Studies were p巴rformedat 18 points， with 2 more points in the central 

area of Tokyo added to the previously tested points : one in the metropolitan government office building and 

the other in our research office building. 

The average amount of suspended particulate matters was nearly equal to the amount found previously in 

1978 through 1980， but the average amounts of Pb， Zn and Fe increased according to this study. Most of the 

areas in the Tama district are in a worsened stage of air pollution， and only in such low-traffic areas as 

Ohme， Itsukaichi and Higashimurayama there is clean air. 

Keywords : Heavy metals， regional pollution， Fluorescence X-ray analysis 

は じめに

昭和53年，衛生局公害保健課の「大気汚染に係る生活

環境調査」の一環として大気浮遊粉塵中の重金属のモニ

タリングを開始して 8年余になる.その問，当初よりの

3年間のデータについては第一報で報告1)を行なった.

今回はその後の 3年間(昭和57年より昭和59年)の

データについて前回同様，地域特性を中心に解析を行

なったので，その結果について報告する.

測定場所忍び試料採取

浮遊粒子状物質の採取場所は前報1)と同じであるが，

昭和57年4月より都心の都庁内にある衛生局庁舎屋上，

新宿区にある当所屋上でもサンプリングを開始したので，

18ポイントで行なっている.採取方法は変らないが，採

塵用フィルターは前固までの結果を考慮し，フィルター

中の元素含有量(パックグランド)の少ないメンプラン

製(東洋炉紙 TM-80，47 ~)のものに統ーした.

浪IJ定項目友び分析方法

対象測定項目は総粉塵量 (TotalDust)，鉛 (Pb)，ヒ

素 (As)，亜鉛 (Zn)，銅 (Cu)，鉄 (Fe)，マンガン

(Mn)，クロム (Cr)及びパナジウム (V) である.

総粉塵量については前報と同じ方法により秤量し重量

を求めた.

重金属類の分析は，昭和59年 9月分の試料より従来実

施してきた波長分散裂後光X線分析法(以下 WD法と

記す)からエネルギ一分散型後光X線分析法(以下 ED

法と記す)に変った.各元素の定量方法は， As及びV

についてはあらかじめ標準液をろ紙に滴下し，乾燥させ

た後の試料の後光X線強度を，また Pb，Zn， Cu， Fe， 

*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 

**東京都衛生局医療福祉部公害保健課
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Mn， Crについては，あらかじめ採塵したろ紙の各種重

金属について後光X線強度を測定しておき，次にこのろ

紙を湿式灰化処理を行ない，フレームレス原子吸光法で

各種重金属濃度を定量した.さらにこの定量値の後光X

線強度を使用して，自動分析のためのデータ処理装置の

検量線とした.今回の方法と従来法が示す測定値の変動

を検討するため，以前に WD法で分析した13試料を任

意に選ぴ， Pb， Zn， Cu， Fe， Mnについて ED法による

数値を求めた.

両方法による回帰式及び相関係数を Table1. に示す.

その結果， Fe， Mn， Znについてはほぼ 1 1の関係

(r =0.99)がみられ，他の 2元素についても良好な対

応関係が認められたので，昭和59年度の試料(7ヶ月

分)については補正を行なわず， ED法の結果を使用し

た.

Table 1. Comparison of ED (X) and WD method (y) 

for five elements in Particulate matters 

element regression line 
correlation 

coefficient 

Pb Y =1.16X +0.80 r =0.96 

Zn Y =1.08X +0.91 r =0.99 

Cu Y =0.68X +1.39 r =0.97 

Fe Y =0.85X十1.16 r =0.99 

Mn Y = 0 .89 X + 1 .11 r =0.99 

装置:エネルギ一分散型後光X線分析装置(株)理学電

機工業製，ウルトラトレースシステム0600型にデータ処

理システム7077型を組み合わせたもの)

測定条件:管球:モリブデン. 2次ターゲット:Ge 

(V， Fe， Cu， Cr， Mn)， Mo (Pb， Zn， As). 後光X

線スペクトル:As， Zn， Cu， Mn， Cr， VはKα線， Fe 

はKs線， PbはLβ線. X線発生装置の電圧，電流及

び測定時間:40KV， 25mA， 200秒 (Ge)， 40KV， 60mA， 

300秒 (Mo). チャンネル幅:10KeV (Ge) ， 20KeV 

(Mo) . 

結果及び考察

昭和57年度から昭和59年度の18測定点における総粉塵

量及び各重金属の平均濃度，最低濃度，最高濃度を

Table 2. に示した.総粉塵量 (T.D.) は16保健所での

平均値は38.8μg/m3で，前回の平均値44.4μg/m3よりや

や減少した.

平均値を越えている地区は 9ヶ所あり，前報と同様，

川崎などの工業地域に隣接している八王子及び町田保健

所と都区部に近い武蔵野保健所などの多摩地区東部であ

り，多少の変化はあるが傾向としては変っていない.

各元素毎の濃度をみると， Pbについては16保健所の

平均値は0.090μg/ばで，前回報告平均値0.058μg/ばに

比べ若干増加している.同様に Asは0.014μg/ば(前

回値0.008μg/m3) で， Pb同様増加傾向がみられている.

また， Pb及び Asとも平均濃度以上を示した地区は

前回の結果と同じく 9保健所で， T.D.で平均濃度以上

を示した保健所と全く同一であった.このことは Pb及

びAs濃度と T.D.聞の高い相関性を意味していると考え

る.

人為発生源からの寄与が大きいとされる Znについて

もその平均濃度が0.217μg/ば(前回値0.179μg/ば)と

やや高くなっている. しかし，前回高濃度を示した八王

子，東久留米保健所は，今回は両保健所とも平均濃度を

若干上廻った程度であった.

Cuについては平均濃度が0.021μg/ばで，前回値

0.030μg/ばより低く，測定金属の中で前回より測定値

が減少した唯一の金属であった.表からもわかるように

各保健所聞の値も同校度であり，平均値の差の検定でも

有意差がみられないことから， Cuの地域特性はないも

のと判断される.

自然発生源(土壌等)からの寄与が高い F巴は，平均

濃度が0.591μg/ばと前回値0.469μg/ばよりも高くなっ

ている.この平均濃度以上を示したのは回無など 8つの

保健所で，その保健所数は前回と変らないが，今回は小

金井，立川，武蔵野保健所が加わっている.前回，最高

濃度を示していた武蔵調布保健所は平均をや冶下廻った

値を示した. Feについては平均値で最大を示した武蔵

野保健所と最小の五日市保健所では，約3.4倍の濃度差

がみられることから，同じ多摩地域でも都区内に近い場

所と都心から約40km離れた場所で、は，自然および人為的

発生の違いに寄因する影響がでているものと考える.

Mnは平均濃度が0.026μg/m3で，前回値0.023μg/m3

と変りがないが，平均濃度以上を示した保健所は前回の

約 2倍の 9ヶ所であった.今回，平均で濃度が一番高い

値を示したのは武蔵野保健所 (0.035μg/m3) で，逆に

一番低い値は東村山保健所 (0.015μg/m3) であった.

Mnは自然および人為的発生源の寄与が50%ずつの元素

と考えられているため，前回報告から今固までの間に，

測定点周辺の環境に大きな変化がなかったものと考えら

れた.

Cr および~V については，平均値が0.010μg/m3 ，

0.009μg/ばを示し，前回値がそれぞれ0.009μg/m3，
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 Table 2. Average， Minimum and Maximum concentration of heavy metals and total dust in 18 points in Tokyo in 1981 through 1983 
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0.007 0.007 
(O.ω2 -0.014) (0.001>-0.012) 

O.∞8 0.008 
(O.ω1 -0.020) (0.001>-0.016) 

0.014 0.007 
(O.ω1 -0.083) (0.003 -0.013) 

0.010 0.0ω 
(0.002 -0.017) (0.001>-0.018) 

0.010 0.007 
(0.001 -0.043) (0.001>-0.015) 

0.014 0.008 
(0.001 -0.042) (0.001>-0.0幻)

0.0ω0.01l 
(0.001 -0.021) (0.001>-0.027) 

0.008 O.∞9 
(0.001 -0.017) (0.001>-0.024) 

0.008 O.∞9 
(0.ω1 -0.016) (0.∞1>-0.028) 

0 . 0 ω O .∞9 
(0.ω1 -0目。18) (0.∞1>-0.021) 

。目。11 0.012 
(0.001 -0.024) (0.∞1>-0.022) 

0.010 0.0ω 
(0.001 -0.016) (0.ω1>-0.021) 

O.ω9 0.009 
(0.002 -0.016) (0.ω1>-0.026) 

0.010 0.010 
(0.001 -0.016) (0ω1 -0.026) 

O.ω9 0.006 
(0.001 -0.014) (0.001 -0.017) 

0.007 0.009 
(0.001 -0.015) (0.ω5-0.014) 

0.003 0.013 
(0.001< -0.018) (0.011 -0.026) 

0.004 0.011 
(0.001く-0.046) (0.∞1< -0.030) 

V Cr Mn 

0.017 
(0.00ト0.098)

0.027 
(0.012-0.050) 

0.019 
(0.008-0.041) 

0.025 
(0.012-0.047) 

0.021 
(0.00ト0.035)

0.028 
(0.007-0目065)

0.032 
(0.01l-0.105) 

0.030 
(0.005-0.066) 

0.030 
(0.0ω-0.072) 

0.027 
(0.01l-0.056) 

0.035 
(0.008-0.085) 

0.025 
(0.004-0.079) 

0.034 
(0.Ql8-0.082) 

0.029 
(0.01l-0.070) 

0.022 
(0.∞8-0.074) 

0.015 
(0.ω1-0.040) 

0.060 
(0.026-0.224) 

0.045 
(0.01l-0.200) 

Fe 

0.276 
(0.116-0.628) 

O.ω3 
(0.259-1.381) 

0.270 
(0.07ト0.742)

0.562 
(0.163-1.143) 

0.554 
(0.162-0.936) 

0.698 
(0.170-2目817)

0.659 
(0.179-2.012) 

0.562 
(0.182-1.292) 
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(0.234-2.845) 

0.721 
(0.201-2.030) 

0.908 
(0.109-2.333) 

0.499 
(0.046-1.078) 

0.863 
(0.254-2.551) 

0.885 
(0.256-2.828) 

0.423 
(0.102-1.453) 

0.291 
(0.030-1.036) 

1.∞9 
(0.562-1.690) 

0.718 
(0.258-1.493) 

Cu 

0.014 
(0.ω1-0.025) 

0.019 
(0.01l-0.048) 

0.014 
(0.ω2-0.026) 

0.025 
(0.012-0.043) 

0.021 
(0.012-0.044) 

0.025 
(0.013-0.039) 

0.021 
(0.009-0.037) 

0.023 
(0.012-0.046) 

0.021 
(0.012-0.041) 

0.022 
(0.008-0.045) 

0.025 
(0.007-0.093) 
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(0.003-0.054) 
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(0.0ω-0.052) 
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(0.Ql2-0.029) 

O目013
(0∞3-0.031) 

0.039 
(0.013-0.077) 

0.029 
(0.ω1 < -0.098) 

Zn 

0.102 
(0.024-0.341) 

0.171 
(0.087-0.311) 

0.100 
(0.015-0.240) 

0.219 
(0.1l3-0.414) 

0.174 
(0.035-0.301) 

0.205 
(0.062-0.459) 

0.260 
(0.115-0.629) 

0.285 
(0.075-0.899) 

0.284 
(0.105-0.788) 

0.197 
(0.106-0.490) 

0.297 
(0.050-0目747)

0.311 
(0.061-0.815) 

0.296 
(0.135-0.590) 

0.244 
(0.103-0.589) 

0.224 
(0.035-0.740) 

0.104 
(0.020-0.250) 

0.445 
(0.131-1.244) 

0.447 
(0.1∞-0.962) 

As 

0.007 
(0.003-0.014) 

0.017 
(0.010-0.034) 

O.∞9 
(0.ω4-0.017) 

0.016 
(0.007-0.028) 

0.012 
(0.003-0.025) 

0.014 
(0.00ト0.039)

0.015 
(0.008-0.042) 

0.014 
(0.002-0.045) 

0.016 
(0.001-0.033) 

0.015 
(0.008-0.030) 

0.017 
(0.002-0.048) 

0.016 
(0.004-0.106) 

0.017 
(0.008-0.042) 

0.013 
(0.∞5-0.025) 

0.015 
(0.∞1-0.188) 

0.007 
(0.∞1-0.022) 

0.015 
り.001-0.038)

0.014 
(0.ω1< -0.037) 
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0.053 
(0.019-0.119) 

O.lll 
(0.017-0.261) 

0.067 
(0.0お-0.191)

0.112 
(0.042-0.253) 

0.080 
(0.026-0.198) 

0.094 
(0.042-0.269) 

0.096 
(0.031-0.328) 

0.097 
(0.024-0.345) 

0.103 
(0.038-0.182) 

0.102 
(0.041-0.209) 

0.120 
(0.007-0.369) 

0.088 
(0.025-0.281) 

0.114 
(0.050-0.348) 

0.093 
(0.040-0.183) 

0.066 
(0.01ト0.291)

0.051 
(0.009-0.205) 

0.113 
(0.043-0.308) 

O.lll 
(0.00ト0.272)

T.Dust 

23.2 
( 2.3-51.3) 

38.1 
( 8.2-66.4) 

23.5 
( 6.0-50.8) 

42.0 
(19.4-76.7) 

31.2 
( 8.4-52.0) 

51.2 
( 5.0-120.4) 

42.6 
(10.2-106.9) 

46.9 
(51. 5-120.1) 

42.4 
(15.4-92.6) 

39.8 
(18.1-71.8) 

52.1 
(17.2-127.1) 

35.8 
( 9.4-78.3) 

56.4 
(20.0-126.8) 

44.9 
(20.3-93.3) 

26.7 
( 6.1-111.9) 

24.0 
( 5.7-55.3) 

44.1 
( 5.5-88.3) 

43.6 
( 19.3-87.9) 

Health Center 

@ lTUKAICHI 

@ MACHIDA 

@ HACHIOJI 

⑦FUCHYU 

①FUSSA 

①OHME 

@ HINO 

@ MUSASHICHOFU 

@ KOGANEI 

⑩TACHIKAWA 

。MUSASHINO

⑫MITAKA 

⑬TANASHI 

⑬HIGASHIKURUME 

⑬KODAIRA 

⑬HIGASHIMURAYAMA 

⑪EISEIKYOKU 

⑬EISEIKENKYUJO 



0.011μg/m3であることから，

元素であると言える.

Crについては町田保健所の0.014μg/ばが平均で一番

高い値であった 前回報告でも同保健所が高い値を示し

ていたので，同保健所周辺に関連する発生源 (Cr等を

取り扱う業種)があると推測して調査を行なったが，特

にそれらしきものはなかった. Cr は Fe，Mnに次いで

多い土壌成分でもあり，同保健所周辺は未だ小高い山や

田畑が多くみられることから，土壌よりの影響と判断さ

れた.

V1i直は武蔵野保健所の0.012μg/ばが最も高く，低く

ても青梅保健所等の0.007μg/m3と各保健所開での差異

は少ないが，平均濃度以上を示したのは八王子保健所を

除くと，前回報告同様，多摩地域東部に集中している.

今回より新たに対象地区として加えた，都衛生局庁舎

および当研究所のデータを Table2. の⑪，⑬に示した

が， Crを除く 8測定項目が多摩地域の平均値を上廻っ

ており，都心と郊外の濃度差がでているものと判断され

た.

今回は総粉塵量も含め，全ての元素が平均濃度以上を

示しているのは武蔵野保健所のみであり，粉塵量および

Cr量を除く他の項目で最も高い値を示していた. Znに

ついては前回も含め高濃度を示していたことから，何ら

かの発生源のあることが考えられた.その結果，同保健

所の南東約300m程に大規模な電機工場の存在が判明し

たため，測定当初よりの高値はこの工場よりの影響を受

けているものと推察した.

測定対象元素が平均濃度以下で、かつ最低濃度を示して

いるのは， T.D.， As， Crについては青梅保健所， Zn， 

h については五日市保健所， Pb， As， Cu， Mn， Crに

ついては東村山保健所である.前回，東村山保健所は

Cuのみが最低値を示していたが，今回は他の元素も低

濃度を示していたことから，北多摩の一部地域が従来か

らの西多摩地域に加わって，多摩地域での清浄地区と判

断された.

Table 2. より多摩地域16保健所の総粉塵量に占める

各元素の割合を求めてみる.尚， ( )内は前回値を示

す.

まず Pbについては 0.23% (0.13%)， As 0.04% 

(0.02%)， Zn 0.56% (0.39%)， Cu 0.05% (0.07%)， 

Fe 1.52% (1.04%)， Mn 0.07% (0.05%)， Cr 0.03% 

(0.02%)， V 0.02% (0.03%) となり，今回は Pb，Zn， 

Feが占める割合の増加が目立っている.前述したよう

にこれらの元素は，自然界の活動 (Fe) や人為的活動

321 

(Pbおよび Zn) により生ずる元素であることから，毎

年の自然現象の変化や産業活動に寄因し変動していると

判断した.ちなみに都心地区を同様な方法で求めてみる

とPbが0.26%，Zn カ~1. 02% ， Feが1.97%とさらにそ

の割合が大きくなり，産業活動との関連が裏づけられる.

また，総粉塵量と各元素の相関性をみると Pb，Zn， 

Cu， Fe， Mnについては，相関係数がそれぞれ0.87，

0.76， 0.86， 0.90， 0.93と0.1%の危険率においても有

意性を示した.このことは，粉塵量の高低がそれに含ま

れる元素濃度の高低に，とりわけ前述の Pb，Zn， Fe 濃

度の増加につながっているものと思われた.

最後に総浮遊粉塵量の平均値を経年的にみてみると，

昭和56年度が32.7μg/m3，昭和57年度が43.3μg/m3，昭

和58年度が40.1μg/凶?となり，前回のデータをも含めて

みるとi斬滅する{頃向が鈍っているように思われる.

保健所における浮遊粉塵量および各金属成分の分布状

態を，前回と同じ五日市，町田，三鷹，東村山の 4つの

保健所および都心地区の衛生局庁舎での各年次毎の濃度

をプロットし Fig.1 ~ 5. に示した.前回同様 Cu，Cr， 

Vについてのサンプル数は他の元素に比べ少ないが，こ

れは今回の分析条件での検出限界(それぞれ0.02μg，
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0.09μg， 0.04μg) の値以下を示したことによる.

全土 圭五
'"ロ ロロ

今回の解析の結果，浮遊粉塵中重金属の動向は大要次

の如くである.

(1)総粉塵量は40μg/m3前後にあり，経年的には漸減

傾向よりむしろ横パイ状態である.

(2) 全ての測定項目が平均濃度以上を示した保健所が，

前回は 2ヶ所で、あったが，今回は，前回と同じ回無保健

所を含め 5ヶ所で，年々汚染が進行していることが推察

された.

(3) 各測定項目が最も低い値を示しているのは，青梅，

五日市，東村山保健所であり，この地域が比較的清浄な

場所と考える.

(4) 武蔵野保健所は総粉塵量， Cr量を除く他の測定

項目において全て高い値を示している.このことは近く

の発生源(大規模電機工場)の影響と思われた.

(5) Pb， Zn， Feの粉塵中に占める割合が高くなって

いることは，都市化現象が進んでいることを示すものと

考える.

文献

1 )佐藤泰仁他:大気浮遊粉塵中の重金属について， -

多摩地域の濃度特性(第一報)，都衛研年報， 32-

1 ，218-222，1981 
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室内浮遊粉塵の質に関する調査

一一ビル空調系における汚染質の動態一一

佐藤泰仁*，狩野文雄へ多田宇宏*加納一亮子*

細井 潔**菱山 仁***

A survey of Suspended Particulate Matters in Room Air Dynamics of 

Polluted Particles Circulating through Air Ducts in Building 

YASUHITO SATO *， FUMIO KANO *， T AKAHIRO T ADA *， T AKAKO KANO * ， 

KIYOSHI HOSOI * * and HITOSHI HISHIY AMA * * * 

The use of r巴cycledair， or the air of a room which has been filtered， is increasing today in order to de-

crease introduction of the outside air in summer and winter and to reduce energy needed for air conditioning 

and heating目 Pollutantsin the recyci巴dair， inciuding suspended particles， heavy metals， mutagens and polycy-

clic aromatic hydrocarbons (PAH) ，were compared simultaneously with those in the outside air and the sup-

plied air which was circulated in 2 office building in summer and winter 

Suspended particles and heavy metals in the recycied air were removed by air filt巴rs，but the values of 

mutagenic activity and carcinogenic benzo (a) pyrene contained in P AH increased in the recycied air compared 

with those of the other two kinds of air 

This phenomenon may be due to accumulation of the materials contained in th巴 airof a room such as 

tabaco smoke. 

Keywords : lndoor pollution， Suspended-Particulate Matter， Mutagen activity， Polycyciic-aromatic hydrocarbons 

はじめに

ピル室内の空気環境については， ["建築物環境衛生管

理基準」及び「事務所衛生基準規則」によって，居室及

び室内に供給する空気の基準が示されており 1.2) その

中で浮遊粉塵については0.15mg/ば以下にするように

量的評価の基準が示されている.

通称、，ピル管理法が制定されて16年が経過しているが，

東京都における実態調査3)をみると，当初60%台を示し

た浮遊粉塵の基準値に対する不適率は，現在では10%台

と顕著な低下をみせており，粉塵に対する量的問題とし

ては改善されてきている.

しかし最近のピルは夏季や冬季には省エネルギーの観

点から，外気導入量を減らし浄化した再循環空気で空調

を行っているのが実状である.そのため空気調和機によ

り有害物質等の除去が充分に行われない場合は，還気循

環による有害物質の濃縮が考えられ，居住者の健康に影

響を与えるものと思われる.

そこで今回我々は，浮遊粉塵を主に室内空気汚染の実

態把握及び空気調和機による有害物質の除去効果等，質

的評価を行った.検討方法は，冷暖房期における事務所

ピルの空調運転時に，空調系統毎(外気，還気，給気)

の浮遊粉塵を採取し，その中の汚染質(粉塵量及び重金

属，変質原活性，多環芳香族炭化水素(以下 PAHと記

す)量を調査したので，その結果について述べる.

*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 

**東京都八王子保健所衛生課

***東京都衛生局環境衛生部環境衛生課
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調査概要

1.調査期日

A ビル昭和58年 8 月 2 日 ~8 月 8 日(冷房期)

Bピル 昭和60年2月18日一 2月22日(暖房期)

2.調査項目及び分析方法

1 )外気，還気，給気中浮遊粉塵量:ローボリューム

エアサンプラー及ぴハイボリュームエアサンプラー

2)浮遊粉塵中重金属:エネルギ一分散型畿光X線分

析装置(2次ターゲット励起方式)

3)居室者の喫煙者率:目測法

4)変異原活性値:ェームズ等の原法に基づくプレイ

ンキュベーション法的

5) PAH 濃度:高速液体クロマトグラフ(鳥津 LC-

2型)

3 )採塵方法

両ビルともほぼ同じ採慶方法であるのでAビルでの方

法を図-1に示す.外気及び還気については空調機室内

にハイボリュームエアサンプラー(吸引流量約1.2m3/

min) を設置し，給気については室内のアネモ型吹出し

口に B型ローボリュームエアサンプラー(吸引流量30l

/min) を設置した。そして、午前 8時より午後 5時ま

での空調機運転時に、石英製フィルター(パールフレッ

クス QAST2500) を用いて同時採塵を行なった。

4 .試験方法

採塵後，フィルターを50%湿度のデシケータ内に一昼

夜放置し，恒湿化を行なった後秤量し，採塵前のフィル

ター重量を差しヲ|いて，粉塵の絶対重量を求めた.秤量

したフィルターはアルミホイルで密封し，他の分析試験

に供するまで 20'Cに保存した.

吸引空気量については，ハイホ、リュームサンプラーの

SA 仁C

場合は，採取前後の流量計の値から求めた平均流量と吸

引時間を積算して求めた.ローボリュームサンプラーに

ついては乾式ガスメーターの採取前後の値から求めた

4-2 浮遊粉塵中重金属

今回対象とした元素について，あらかじめ採座したろ

紙の各元素の後光X線強度を測定し，このろ紙を湿式灰

化後，フレームレス原子吸光法で各種重金属を定量し，

この定量値の後光X線強度を使用して検量線を作成し計

算した.

4-3 居室者の喫煙者率

調査期間中任意に 2~3 日を選び，午前 (10時頃)及

び午後 (15時頃)に各フロアの各部室の喫煙者数を目測

し，在室者数で除して喫煙者率とした.

4-4 変異原'性試験

変異原活性はエームズ試験法5)を用いて測定した.こ

の試験法は，ヒスチジン合成酵素の遺伝子に突然変異が

起ったサルモネラ菌を用いて，試料中の変異原物質が作

用すると，ヒスチジン合成能が回復する原理を利用した

方法である.試料を添加したプレート上に発育する復帰

変異コロニー数を計数して，試料の変異原活性を評価す

る.

超音波抽出法により採塵フィルターからの抽出液を供

試株 TA100株(塩基置換型突然変異検出株)と TA98株

(フレームシフト型突然変異検出株)に作用させ，さら

に代謝活性化を必要とする変異原性物質を検出するため

に， S 9ミックスを加えた場合と，加えない場合につい

て試験を行った.

4 -5 PAH 濃度

試料中に含まれているベンソ'''(a)ピレン(以下 B(a) P 

と記す)及び同時分析が可能なベンゾ(k)フルオランテ

代 ー ー ー 珂

t、〆1
1 、/ ' 
i x: ! 
1// "，; 
1<____:.1 

&ぷA

図1.試料の採取方法

SA:給気

(左)外気及び還気 (右)給気

OA:外気

RA:還気

C. C :冷却コイル

A.F:空気清海用フィルター

F:送風機

H. V :ハイボリュームエアサンプラー

L. V :ローボリュームエアサンプラ-

B H : B~!ホルダー(フィルター装填)
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ン(以下 B(k) Fthと記す)，ベンゾ (ghi) ベリレン

(以下 B (ghi) Pと記す)の 3成分を，松下らの方

法6)に基づいて同定，定量を行った.すなわち採塵フィ

ルターの一定量を細片化し，エタノール，ベンゼン溶液

(1 : 3) に入れ超音波抽出を行った.その後遠心分離

を行い，上清液に水酸化ナトリウム溶液を加え撹持後，

上層(ベンゼン層)を減圧濃縮し，その残J査を分析用試

料とした.

同定は標準物質の保持時間と比較し，定量はピーク高

を測定した標準物質の検量線より求めた.

結果忍び考察

(1) Aビルについて

当ピルは都心の交通量頻発な街路より 50m程入りこん

だ 7階建(延面積5500m') の雑居ビルで，築後25年以上

を経ている.空調設備は中央管理方式で，不織布使用の

ユニット型パネルフィルターを用いていた.

浮遊粉塵量についてみると，表-1に示すように外気

濃度が0.08mg/爪遠気濃度が0.l1mg/m3，給気濃度

が0，10mg/ばであった.外気に比べて，還気給気の

方がや、高い傾向が見られたが， 3系統の間に大きな差

はみられず，基準値 (0.15mg/ば)以下であった.粉

塵中の元素分析については，重金属用のフィルターが

再々破損してしまったため，採塵できず欠測とした.先

の方法により当ピルの喫煙者率は日によっての変動は少

なく，平均5.1%という結果であった.東京都のビル衛

生検査班は都内の事務所ピルについて同様な方法による

事務所ビルの喫煙者率を報告7)しているが，それによる

と平均6.3土1.8% (最低4.1%，最高10.7%) である.

したがってこのピルの場合は，喫煙の程度は平均的と考

えられる.

変異原活性は，各系統から得られた浮遊粉塵11111:H物に

ついて，試料濃度と復帰変異コロニー数の関係を求めて

みた.その結果，量一反応関係が認められたので試料濃

度と復帰変異コロニー数について，二次回帰分析を行な

い，試料濃度200μg当りの復帰変異コロニー数を求め，

表 1. Aビルの浮遊粉塵量及び吸引空気量

外 気
絵 気

還気
No. 1 NO.2 

全粉塵量 (mg) 111.9 153.1 9.19 8.35 

吸引空気量 (m3) 1316.4 1411.2 96.3 95.1 

浮遊粉塵量(mg/m3) 0.08 0.11 0.10 0.09 

その値より試料 1mg当たりに換算し，最終的に吸引空

気 1m
3当たりの数として示した(表-2). なお，給気

については試料量が少なかったので欠測とした.

表-2から明らかなように，復帰変異コロニー数は還

気>外気>給気の}II買に活性値が高く，給気は外気の約 1

/10，還気の約 1/20-1/40を示した.外気では TA100

株と TA98株の復帰変異コロニー数は，ほぽ等しい値を

示し，両菌株とも代謝活性化を行った場合に高い値を示

す傾向がみられた.

還気は TA100株よりも TA98株の方が高い値を示し，

また，代謝活性化を行なった場合では， TA100株は高い

値を示したが， TA98株は変化がなかった.これらのこ

とより還気中には，室内発生源由来の汚染物質が再循環

空調により蓄積されており，その中には代謝活性化を要

する汚染質が多いことが推測された.また，還気に比べ

て給気中の復帰変異コロニー数が少ないことから，空調

機は汚染質の除去機能をもっと考えられた.

最後に各系統別空気から採取した浮遊粉塵中の PAH

濃度について表-3に示す.外気では B(a) PとB(k) 

Fthの濃度に比べて B(ghi) Pの濃度が約 4倍程高くみ

られ，還気中では B(k)Fthが0.24ng/m3 と低く，

B (a) PとB(ghi) Pの濃度差は外気と比べて大きな差は

みられなかった.

給気中では，また， PAHのうち B(a)P以外は，外気

>還気>給気の}II買に濃度関係がみられた.還気中の B(a)

Pは外気と大きな差はなかったが，量的に多い傾向であ

ることが指差された

表 2. Aピルの系統別変異原活性

(ふ
S 9 復帰変異コロニー数(個)

菌株
の有無 吸引空気量 1m3当り

15 
T A100 

+ 22 
外気

16 
T A 98 

+ 20 

41 
T A100 

+ 53 
:JA 忍ヌkプL 

59 
T A 98 

+ 59 

1.3 
給 気 T A 98 

+ 2.5 
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各粉塵中の 3つの PAHの構成比をみると，給気と還

気は同一パターンを示しており，さらに 3物質とも給気

は還気の約 1/3に減少していることから，これらの発

生源は同ーのものと考えられ，かっ空調機による除去効

果があるものと考えられた.

表 3. Aピルの系統別多環芳香族炭化水素濃度

系統

外気

還気

給気

B (k )Fth 

B (a) P 

B (ghi) P 

多環芳香族炭化水素(ng/m3)

B (k ) Fth B(a)p 

0.55 0.53 

0.24 0.73 

0.09 0.25 

:ベンゾ(k)フルオランテン

:ベンゾ(a)ピレン

:ベンソ、、(ghi) ペリレン

B (ghi) P 

1. 96 

0.96 

0.36 

(2) Bビルについて

当ビルは都内の商業地域に近い住宅地の一角にある自

社ピルで，築後20年以上を経過しており 4階建(延面積

5500m') に220人前後が勤務している.空調方式はAビ

ルと同じであるが，調査時は冬季の温度コントロールの

ため，外気取入口を合板によりほとんど遮幣してあった.

また，当ピルでの外気採塵は空調機内での捕集が困難で

あったため 3階の外気取入口側の屋上にハイボリュー

ムサンプラーを設置して行った.

当ビルの各系統別の浮遊粉塵量を表 4に示す.今回

の調査では浮遊粉塵量は外気>還気>給気の}II買に濃度関

係がみられている.特に外気濃度は，同一時期の大気濃

度に比べ高い値を示した.この原因の 1っとして当ビル

の立地環境の影響(私鉄線軌道の近接，隣接ビルの焼却

用煙道口の近接)が関与しているものと思われた.

なお，表中試料No.1 は前半期(2月18日午前 8時よ

り20日午前10時まで)のものであり，試料NO.2は後半

期(2月20日午前10時より 22日午後 5時まで)のもの，

試料NO.3は調査期間を通して採取した試料で、ある.

浮遊粉塵中の重金属成分の濃度について表-5に示す.

表中 T.Dは総粉塵量を示し，前述したように外気>遼

気>給気の順に多かった.また，その各種重金属も|司じ

傾向を示した.外気において Fe以外の元素は，都内の

大気環境の濃度とほぼ同等であったが， Feは高濃度を

示し，先に述べた原因を裏づけたものと思われる.つま

り当ピルの隣接直下にある私鉄軌道のレール等摩耗粉塵

が捕集されたため，高濃度になったものと判断される.

喫煙者率をみると Aピルとは異なり，午前の平均が

表 5. Bピルの粉塵中重金属成分濃度

μg/m3(*mg/ば)

系統 *T.D. Fe Ni Cr Mn Pb Zn 

外 気 0.16 2.30 0.08 0.03 0.07 0.17 0.25 

還気 0.12 0.79 0.05 0.02 0.03 0.08 0.26 

給気 0.08 0.35 0.04 0.02 0.02 0.07 0.18 

*T目D.tatal dust 

5.6%，午後の平均が1.6%と時間帯により大きな違いが

みられた. Bビルは営業活動が主であるため，午前は在

席者(喫煙者含む)も多いが，午後は少なかったためと

考えられた.

変異原活性を Aビルと同様に表 6に示した.表中

No. 1は前半期， NO.2は後半期の結果であるが，前半期

は雨天であったためか，後半期に比べ数値が低くなって

いる. TA100株及び TA98株の S9ミックスを加えた場

合では，粉塵量とは傾向を異にして還気>給気>外気の

順位を示した.外気よりも還気，給気が高い活性を示し

たことは，先の Aピル同様，主に室内発生源由来の汚染

物質が，再循環空調により畜積されている結果と考える.

また，代謝活性化を必要とする復帰変更コロニー数

(S 9 +)と必要としない復帰変異コロニー数 (S9 

-)で比較すると，前者では給気の測定値は外気よりも

高かったが，後者の給気は外気及び還気よりもfほかった.

このことは再循環空調による還気に畜積された変異原

性物質は，主に代謝活性化を要する汚染質が多いことを

示していると考えた.

表 4. Bピルの浮遊粉塵量及び吸引空気量

タト Xι¥ 主豆 気 J小ι口 気

NO.1 NO.2 No.1 NO.2 NO.1 NO.2 NO.3 

全粉塵量(mg) 150.7 146.5 116.9 167.8 3.10 3.49 8.16 

吸引空気量(m3) 941 916 949 1522 37.79 51.42 90.64 

浮遊粉塵量(mg/m3) 0.16 0.16 0.12 0.11 0.08 0.07 0.09 
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表 6. Bピルの系統別変異原活性

ふ
S 9 復帰変異コロニー数(個)

菌 株 の 吸引空気量 1m3当り

有無 NO.1 NO.2 

+ 70.2 80.0 
TA100 

57.8 91.2 
外 気

十 32.9 89.6 
TA 98 

26.9 48.3 

+ 92.6 152.2 
TA100 

100.4 97.2 
怠、問王 X日 L 

十 130.6 171.1 
TA 98 

25.7 27.5 

+ 75.6 98.0 
TA100 

41.4 58.5 
給気

+ 88.2 138.6 
TA 98 

14.0 16.5 

復帰変異コロニー数で測定した空調機の汚染質除去値

は，代謝活性化を要する汚染質には低かった.つまり給

気中には，粒子状物質としては少量ではあるが代謝活性

化を要する強い変異原性汚染質が残存したこと，言いか

えれば，空調機では除去されにくい，かつ今回測定した

3種類の PAH以外の代謝活性化を要する汚染質が存在

したものと考えられる.

各系統別 PAH濃度について表 7に示す.変異原活

性の項でも述べたように，前半期 (No.1) は雨天で

あったため，後半期 (No.2) と比較すると，外気及び

還気では 3成分とも 5倍前後の濃度差が認められた.

試料NO.2の給気中の各成分濃度は，平均して外気濃

度の約1/4，還気濃度のが)1/3量を示している.これらの

表 7. Bピルの系統別多環芳香族炭化水素濃度

多環芳香族炭化水素 (ng/ば)

トB (k) Fth I B ( a ) P B (ghi) P 

No. 1 I No. 2 I No. 1 I No . 2 I No. 1 I No . 2 

外気 1.87 7.02 2.89 11.47 5.43 

主豆 気 0.99 5.06 1.82 13.50 3.63 

給気 0.98 1. 34 2.32 3.91 3.31 

B (k)Fth ベンゾ(k)フルオランテン

B (a) P ベンゾ(a )ピレン

B (ghi) P ベンゾ(ghi)ベリレン

19.17 

17.72 

5.95 

値を空調機による PAH汚染質の除去値と考えると， B 

ピル空調機の汚染質除去値は，先のAピルとほぼ同等で

あった. しかし，各汚染質の濃度はAビルの時と比較し

て非常に高濃度で、あった.この原因の 1っとして季節に

よる大気中 PAH濃度の違いが考えられた.菅ら 8)は大

気中の PAHは冬季の方が夏季よりも 8倍程度濃度が高

いと報告している. したがって調査時期が冬季であった

今回は，外気濃度の関与が大きいと考えた.

また，隣接ビルの焼却炉用排気口が外気サンプリング

地点に近接していたことも，相当影響したものと考えら

れた.

最後に個々に述べてきた汚染質について，外気j良度を

100とした時の還気，給気の割合を図-2に示した.

粉)l，[f量及び PAH量には外気>還気>給気の濃度差が

みられることから，程度の差はあるが現在使用の空調機

フィルター(パネル型不織布)により汚染質は捕集，除

去されていると判断した.変異原活性は特に TA100株

及び TA98株で S9ミ 7クスを加えた場合に，還気にお

いて活性が高くなっていることが示されており，

B (a) P以外の変異原性の強い汚染質の存在が指差され

た.

まとめ

今回の 2つのビルでの実態調査の結果をまとめてみる

と次のようなことがあげられる.

1 )取り入れ外気の浮遊粉塵量は，ピルの立地環境に

左右され，特に Bピルでは高濃度であったが，現在の空

調設備でも十分に捕集，除去されており給気口での濃度

は Aビルと|司じく基準値 (0.15mg/m3) を越えるこ

とはなかった.

2) Bビルの浮遊粉塵量には，近接鉄道レール摩耗粉

塵が影響し，元素分析の結果，高濃度の Feが測定され

た.

3 )喫煙者率は両ピルで差異がみられれたが，汚染質

との関係については言及できなかった.

4 )変異原活性はA，Bビ、ルとも還気中の活性値が高

く， また S9ミックスを加えた場合の方が，加えない場

合よりも高い値を示した.このことは，主に再循環空調

による代謝活性化を必要とする変異原性物質の蓄積，及

ぴこれらの汚染質に対する空調機の機能による結果と考

えられた.

5 )窓内空気の PAH濃度は季節及ぴ立地環境を受け，

なかでも B(a) Pは還気中の濃度がA，Bピルとも他系

統に比べ高かった.これは案内由来の発生源(例えばタ

バコの仰ーなど)の影響があるものと推察された. また，
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図2. Bピルにおける空調系統別の各項目割合

(上段試料 No.1，下段目ェt料No.2，ーは欠測)

給気中 PAHは還気中の1/3-1/4にj成少しており，フイ (本研究は昭和60年度当研究所調査研究課題「大気中の

ルターによる除去効果と考えた. 浮遊粉塵に関する調査研究」の一部として実施し，概要

謝辞今回の調査に際し，対象ピルの選定等に御尽力 は日本公衆衛生学会第44回大会1985年10月で発表した)

いただ、いた東京都f!~r生局環境衛生課ビ、ル衛生検査班の長

良健次氏及び、下山勇氏並び、に同検査班各位に深謝いたし

ます.
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東京湾の環境汚染モニタリング調査(第4報)

昭和59年度スズキおよびウミネコの調査結果について

瀬戸 博へ加納莞子*

Survey of Chemical Pollutants in Biota from Tokyo Bay (IV) 

Residue Levels in Japanese Sea Bass and Gull in 1984 

HIROSHI SETO *， and T AKAKO KANOH * 

The levels of 36 chemical pollutants in japanese sea bass (Lataolabrax jaPonicus) and black-tailed gull 

(Larus crassiorostris Vieillot) collected from Tokyo Bay in 1984 were determined. Fifteen chemicals were de-

tected in the fish muscle. During the investigation period (1978-1984)， decreasing tendencies on the levels of 

PCB， BHCs， DDTs， heptachlorepoxide and HCB in the fish muscle were apparent. On the other hand， the levels 

of “chlordan巴s"and chlorobenzenes showed almost the same height as previously observed (1983). 

CR was defi町 das the ratio of concentration of certain pollutants in the gull to the sea bass. s -BHC， 

HCB， PCB， dieldrin and nonachlor were highly accumulated in the gull compared with the sea bass (CR 7 -

72) . In contrast， low CR values were obtained for chlordane， p， p' -DDT，α-BHC， 1 ，2，4 -TrCB and 

DCB (CR 0.3-2) . Although the CR value is a simple index， it is useful to estimate the tender町 ofaccu 

mulation of a pollutant 

Keywords : pollution， chlorinated hydrocarbon， sea bass， gull 

環境中における化学物質の安全性を点検することは保

健対策上重要である. 1978年以来，東京湾の環境汚染モ

ニタリング調査が実施され，スズキ (Lataorabrax

japonicus) およびウミネコ (L且ruscrassirostris Vieillot) 

中の化学物質濃度の経年変化および特徴を報告してき
た1-3)

それによると，スズキでは1978年から1983年までの 6

年間で PCB，BHC類， DDT類，デイルドリンは減少傾

向を示し，使用禁止措置の効果が認められた.一方，最

近汚染が憂慮されているクロルデン類はすべての検体か

ら検出された.クロルデン類の1982，1983年両年度の蓄

積濃度はほぼ同程度で PCBを除けば汚染物質の中で最

も高いレベルにあることが判明した.また， 1~也水域の魚

類からはほとんど検出されていない塩素化ベンゼン類

(ジクロロベンゼン， 1， 2， 4ートリクロロベンゼ

ン)が東京湾のスズキからは高い頻度 (5/5)で検出

された.

このように，東京湾の環境汚染状況は変化しつつある

ので，新しい環境汚染へ対応し，健康への影響を未然、に

防止するために本調査内容を充実し，継続的に監視して

いく必要がある.

本報告は昭和59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59年 9月，千葉県富津沖で捕獲され

た25尾を重量の}IJ真に 5尾ずつまとめ 5検体とした.ウミ

ネコは，昭和59年 5月から 8月にかけて羽田空港付近で

捕獲された若鳥を重量の順に 6-7羽ずつまとめ 5検体

とした.鑑定および試料の調製は既報2)と同様に行った.

試料の概要は Table1， 2に示した.

分析方法環境庁で定めた分析法4)により行った.詳細

な操作法，分析条件は報告書5)に記載した.

分析した化学物質は36種類である.使用した略号は既

報1，2)と同様である.

*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 Japan 
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Table 1. Constitution of the Sample (Sea Bass) and Water and Fat Contents of the Muscle. (n = 5 ) 

group No. body weight (g) lenghtキ (cm) water (%) fat (%) 

1 458:f:: 8 30.4士1.1 76.4 1.94 

2 436土 8 29.6土0.4 76.5 2.44 

3 413土 6 28.8:f::0.6 76.8 2.46 

4 381:f:: 17 28. 6:f:: 1.1 77.1 2.71 

5 339:f::14 26 . 9:f:: 1. 1 76.9 2.20 

mean 405.0 28.9 76.7 2.35 

* : not included the part of tail fin. 

Table 2. Constitution of the Sample (Black.Tailed Gull) and Water and Fat Contents of the Muscle. (n = 7) 

group No. Sex body weight (g) 

1* male 668土28

2 male 639:f:: 6 

3 male 614土 8

4 male 572:f::10 

5* female 522土40

mean 603.0 

* n=6 

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.

PCB 濃度は， O.l1ppmで前年とほぼ同様だが，この

数年間をみると漸減傾向が認められる.昭和59年度の環

境庁の調査結果的をもとに，他水域のスズキと比較する

と濃度の順位は1.瀬戸内海 (0.68)， 2. 大阪湾

(0.58)， 3. 四万十川河口 (0.28)， 4. 山 陰 沖

(0.13)， 5. 東 京湾 (0.11)， 6. 薩摩半島西岸

(0.04) ( )内平均値ppmマ，東京湾は 5番目であっ

た.デイルドリン， DDT類も減少しており 5年前の

1/4 -1/20程度となった. HCB，α-BHC，へプタ

クロルエボキシド (HCE) は検出されなかった.

一方，ジクロロベンゼン， 1，2，4ートリクロロベン

ゼンは前年同様すべての検体から検出された.その濃度

は前年とほぼ同程度であった.また，クロルデン類もひ

きつづき比較的高いレベルにある.検出例数の多い t--

ノナクロルについて他水域のスズキ6)と比較すると濃度

}II真に1.大阪湾 (0.064)，2. 山陰沖 (0.020)，3. 四

wing lenght * (cm) water (%) fat (%) 

36.7土0.7 65.1 6.40 

35 . 9:f:: 2 . 0 68.4 6.52 

36.6土0.8 67.8 6.38 

35 .3:f:: 1.1 69.5 6.20 

34.4:f::0.6 65.9 7.37 

35.8 67.3 6.57 

万十川河口 (0.016)，4.東京湾 (0.010)， 5. 薩摩半

島西岸 (0.006)， 6. 瀬戸内海 (0.005)，( )平均値

ppm，であった.瀬戸内海を除けば， PCBの順序とほぼ

共通している.クロルデンは農薬としては使用禁止され，

主としてシロアリ駆除用に輸入，使用されている(昭和

57年， 1680トン).毒性の強さから本物質の環境汚染に

は特に注憲する必要があると思われる.また，塩素化ベ

ンゼン類についても，現在のところ他水域の魚介類から

はほとんど検出されていない6)が継続的な監視が必要で

あろう.

ウミネコについて s-BHCは昨年 (O.072ppm) の半

分程度に下がったが，他の汚染物質は同程度か増加した.

クロルデン類の濃度レベルはウミネコにおいても高く

PCBに次ぐ汚染物質である (DDEはDDTの代謝分解物

であり除く).また，本年初めてペンタクロロベンゼ、ン

が検出された(検出率 4/5).1，2，4ートリクロロ

ベンゼンの検出頻度も前年より高くなった (1/5→ 5

/5). 

ウミネコは昆虫，カエル，イカ，小魚を食べ7)，食物

連鎖のうえで魚類よりも高次の捕食者である.そのため，

化学物質の蓄積程度は一般に魚類よりも高い.スズキも
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Table 3. Concentrations of Pollutants in Muscle Tissues of Sea Bass and Black-Tailed Gull. 
(ppm on wet weight basis) 

compound 
Sea Bass Black-Tail巴dGull 

range mean range mean 

PCB 0.07-0.15 0.11 1.6-2.3 2.0 

PCN nd*l nd nd nd 
αBHC 日d nd nd nd 
β-BHC nd nd 0.033-0.055 0.043 

Y-BHC nd nd nd nd 
() -BHC nd nd nd nd 

aldrin nd nd nd nd 

dieldrin 0.001 0.001 0.022-0.037 0.029 

endrin nd nd nd nd 

o，p'-DDT nd nd nd nd 

p，p'一DDT 0.001-0.002 0.002 nd nd 

o，p'-DDE 0.001 0.001 0.001 0.001 

p，p'一DDE 0.008-0.011 0.009 0.43-0.58 0.48 
o，p'-DDD nd nd nd nd 

p〆一DDD 0.003-0.005 0.004 nd nd 

heptachlor nd nd nd nd 

HCE nd nd 0.018-0.026 0.021 

t-chlordane 0.002-0.004 0.003 0.001 0.001 

c-chlordane 0.005-0.008 0.007 0.007-0.010 0.008 

t-nonachlor 0.008-0.011 0.010 0.13-0.20 0.17 

c -nonachlor 0.003-0.005 0.004 0.035-0.057 0.041 

oxychlordane 0.001 0.001 0.023-0.049 0.038 
DnBP nd*2 nd nd nd 
DEHP nd *2 nd nd nd 
TBP nd*l nd nd nd 
。-DCB 0.02-0.07 0.04 0.03-0.07 0.05 
m-DCB 0.02-0.09 0.04 0.03-0.08 0.05 
p-DCB nd-0.01 nd-0.01 
1，2，3-TrCB nd nd nd nd 
1，2，4-TrCB 0.001-0.006 0.002 0.002-0.005 0.004 
1，3，5-TrCB nd nd nd nd 

1，2，3，4-TeCB nd nd nd nd 
1，2，3，5-TeCB nd nd nd nd 
1，2，4，5-TeCB nd nd nd nd 
PeCB nd nd nd-0.001 

HCB nd nd 0.010-0.014 0.012 

nd: <0.001， * 1 <0.01， * 2 <0.1 

肉食性で小魚類を食べている8) したがって両者の化学

物質濃度を比較すれば，生体内での安定性，すなわち蓄

積性に関する指標を得ることができると考えられた.

Table 5に両者の化学物質濃度比 (CR)を示した.その

数値は巾があり，大きく 3つのクラスに分けることがで

きる. CRが 1程度，すなわち両者の濃度にあまり差が

ないもの(8)を中心に，ウミネコで濃度が高いもの(A)と逆

に低いもの(c)である.

CRは前年と比べあまり変動しない.s -BHC， HCB， 

ヘフ。タクロルエポキシド等はウミネコでよく蓄積される.

クロルデン類のうちノナクロルもかなり蓄積性があるこ

とがわかる. しかし，クロルデン，特に tークロルデン
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Table 4. Trends in Chlorinated Hydrocarbon Residues in Sea Bass Collect巴dfrom Tokyo Bay (ppm) 

compound 1979* 1980* 1981 * 1982* 1983* 1984 

PCB 0.4 0.3 0.75 0.31 0.12 0.11 

HCB 0.002 0.002 nd-0.001 nd-0.001 0.001 nd 

α-BHC 0.002 0.005 0.006 0.004 nd nd 

dieldrin 0.012 0.011 nd-0.001 0.004 0.002 0.001 

p，p'一DDE 0.037 0.052 0.043 0.014 0.009 0.009 

p〆DDT 0.028 0.007 nd 0.002 0.001 0.002 

DCBs nd nd nd 0.07 0.08 

1，2，4-TrCB nd-0.001 0.004 nd 0.001 0.002 

t-chlordane 0.003 0.003 0.003 

c-chlordane 0.007 0.007 0.007 

t-nonachlor 0.011 0.012 0.010 

c -nonachlor 0.004 0.004 0.004 

oxychlordane 0.004 0.001 0.001 

* : data from ref. 3 and 9. 一:not determined. 

Table 5. Concentration ratios of poll utants. 

class A (孟5) class B(0.8-4.9) class C (孟0.7)

compound '83 '84 compound '83 '84 compound '83 '84 

s-BHC 72 >43 c -chlordane 1.9 1.1 t-chlordane 0.3 0.3 

p〆-DDE 46 53 1，2，4-TrCB 1.0 2.0 p，p'-DDD 0.3 <0.3 

oxychlordane 36 38 。〆 DDE 1.0 1.0 p，p'一DDT <1.0 <0.5 

HCB 26 >12 m-DCB 1.0 1.1 αBHC <0.5 

HCE 22 >21 p-DCB <1.0 1.0 

PCB 16 18 。-DCB 0.8 1.1 

dieldrin 13 29 

t-nonachlor 9 17 

c -nonachlor 7 10 

Concentration ratio is defined as ; ratio of concentration of pollutant in gull to that in sea bass. 

のCRは0.3程度でウミネコ体内では分解されやすいこ

とを示している.代謝産物であるオキシクロルデン濃度

が高いことがこれを裏付けている.同様のことがt，p'-
DDT， p，p'-DDD， p，p'一DDEの関{系についてもいえる.

このように CRは簡単に求められる数値でありながら，

生体内での分解性，蓄積性を知る指標として非常に有用

である. CRを用いれば，未同定の蓄積性物質を検索す

る際にも効率的である.今後は人体への蓄積についても，

この考え方を進め，検討していきたいと考えている.

謝辞 本調査のため試料採取等御尽力いただいた衛生

局医療福祉部公害保健課各位に感謝いたします.
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N02と03の長期複合曝露がラットにおよぼす|生化学的影響

大津誠喜*，鈴木孝人へ池田真悟へ渡辺伸校*

加納秀子*溝口 勲

Biochemical Findings of Tissues of Rats Exposed to N02 and 03 

MASANOBU OHSA W Aへ TAKAHITO SUZUKI *， SHINGO IKEDAへ NOBUEWATANABEへ

TAKAKO KANOH* and ISAO MIZOGUHI* 

Rats were exposed to 0.1 ppm ozone (03) only， to a mixture of 0.1 ppm 03 and 0.3 ppm nitrogen diox. 

ide (NOz) ，to a mixture of 0.1 ppm 03 and 0.15 ppm NOz and to 0.15 ppm NOz only for 3， 12 and 24 

months. Biochemical chang巴sof the lung， liver and serum of these rats were examined. 

In the lung， the increases of activity levels of glutathio田 peroxidase (GP) ，glt巾 thionered uctas巴 (GR)

， glycogen phosphorylase (GPase) ， s -glucuronidase (s -Gl) and amylase were observed. On the other 

hand， glucose. 6 .phosphate dehydrogenase (G - 6 -PD) fluctuated and phosphoglucomutase (PGM) and 

lactate dehydrogenase (LDH) remained unchanged during the period of exposuse. In the liver， the increases 

of activity levels of PGM， s -Gl and amylase and the decreases of activity levels of GR and G -6 -PD were 

observed， and GP， GPase and LDH were unchanged. In the serum， the activity levels of alkaline phosphatase 

(ALP) and the content of glucose (Glu) increased. The decreases of activity levels of glutamic oxaloacetate 

transaminase (GOT) ，glt山 micpyruvic transaminase (GPT) ，amylase and 1巴1山田 aminopeptidase (LAP) 

were observed. These significant changes decreased in th巴 orderof (0.1 ppm 03+0.3 ppm NOz) > (0.1 
ppm 03 + 0.15 ppm NOz) > (0.1 ppm 03) > (0.15 ppm NOz). These results suggest that exposure to 03 

and/or NOz affects the glycometabolic enzymes in the lung and liver， and that the variation of activity lev巴ls

in s巴rumis suspected to be the result of the disturbance of the liver function 

Keywords : nitrogen dioxide， ozone， glutathione peroxidase， glutathion reductase， glucose-6 -phosphate dehyd. 

rogenase， glycogen phosphorylase， phosphoglucomutase， lactate dehydrogenase， s -gluconidase，. 

緒 自

二酸化窒素 (NOz)とオゾン (03) は主要な大気汚染

物質であり，それらの大気環境濃度は都市部において長

期にわたって横ばい傾向が続いている.

NOzと03の単独曝露による生体影響についての報告

は数多くなされているが， NOzと03の複合作用を検討

したものは比較的少なししかも，それらの報告は比較

的高濃度での短期曝露実験である.

前回，著者らは，NOz単独 (0.3，0.5， O.lppm)の長

期曝露実験(18ヶ月)を行った
1) その結果， NOz濃度が

0.5ppm以上で肺臓，肝臓，および血清中の各種酵素活

性に変動が認められたので，今回はこれらの酵素活性を

指標として，NOz(0.15， O. 3ppm)と03(O.lppm)の長期

|爆露の影響を調査し， NOz単独l爆露による影響とは若干

異なる知見が得られたので報告する.

実験方法

実験動物は F344/DuCrjラット(合， 5週令)を用い，

O.lppm 03単独群 (A群)， 0.30ppmNOz+0.1ppm 03複合

群 (B群)， 0.15ppmNOz+0.1ppm 03複合群 (C群)，

0.15ppm NOz単独群 (D群)，および対照群 (E群)に分け，

既報1)の装置を用いて 2年間にわたる曝露を行った.な

お， 03は昼間の 8時間/日 ，NOzは24時間/日のi曝露を

*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 M巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 

24-1 ，Hyakunincho 3白 chome，Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Glucose - 6 -phosphate (G - 6 -PD， A - C群)と

Gpase(A -C群)であった.一方有意な活性低下が認め

られたのは， 3ヶ月自の G-6 -PD(A群と B群)であ

り， Phosphoglucomutase (PGM) と Lactate Dehyd 

rogenaseには有意な、活性変化は認められなかった.

肝臓における酵素活性の変化を図 3と図 4に示した.

対照群と比較して有意な活性上昇を示したのは 3ヶ月

目では PGM (B群)と Amylase (A群と B群)であり，

I年目では PGM (A群と B群)， β Gl (A群)， Amy-

lase (A-D群)である.また 2年目では β-Gl (A 

-D群)と Amylase (C群)であった.一方，有意な活

性低下が認められたのは， 1年目の GR (A群)と 2年

目の GR (A-C群)，およびG-6 -PD (A群と B群)

であった.また， JJ干J臓の GP，LDH，および、 GPaseには

有意な活性変化は認められなかった.

さらに，血清での変化を図 5に示した.対照群と比較

37， 1986 報年研

した.

動物は， I曝露 3ヶ月日， 1年目，および 2年目に各群

より無作為に 8匹を選ぴ，屠殺し，組織を採取，前報に

準じて試料を調製，測定した.

結果と考察

曝露ラットの体重，肺臓，肝臓，副腎，および心臓の

臓器重量には対照群と比較して有意な差はみられなかっ

た.また，肝臓，および肝臓の蛋白質含量にも有意な差

は認められなかった.

肺臓における各酵素活性の変化を図 1と図 2に示した.

対照群と比較して有意な酵素活性上昇がみられたのは，

3ヶ月目では， Glutathione Peroxidas巴(GP， C群と D

群)， 1年目では， Glt山 thioneReductase (GR， A - D 

群)， Glycogen Phosphorylase (GPase， B群と D群)， β

-glucuronidase (β-Gl， B群)，および Amylase(C群

とD群)であった. また， 2年目では， GP(A -C群)
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して有意な上昇を示したのは， 1年目では Alkaline

Phosphatase (ALP， D群)と Glucose(Glu， C群と D群)

であり，一方，有意な低下を示したのは 1年目で

Glutamic Oxaloacetate Transaminase (GOT， A群と B群)，

Glutamic Pyruvic Transaminase (GPT， A群)， Amylase 

(B群)であった.また 2年目では GOT(B群)， GPT 

(B群)と， Leucine Aminopeptidas巴(LAP， B群と C群)

であった.

これらの肺臓，肝臓，および血清における変化は，特

に， B群において有意な変化を示す項目が認められ，そ

の変化は B群>C群キ A群>D群の順であった.また，

03や NOzによる影響の寄与度については，03とNOzの

複合曝露による相加的作用が認められる項目には，

GPase (肺)，β-Gl(肺)と LAP(血清)があげられる.

一方， 03の作用による影響が主であると思われるも

のは，GP(肺)， GR(肺と肝)， G - 6 -PD(姉と肝)， 

PGM(肝)， s -Gl (肝)， Amylase (肝)， GOT(血清)と

GPT(血清)で，総体的に判断すると， NOzによる影響

よりも 03による影響の方が大きかった.

このことから，混合曝露の場合の各種酵素活性に与え

る影響は，03濃度 (O.lppm)とNOz濃度 (0.15，0.3ppm) 

では， 03の作用の方が強いものと考えられる.

前回の NOz(0.3， 0.5， .Oppm) の単独での曝露実験

で，各酵素活性に有意な変動が認められた最低 NOz濃度

は0.5ppmであったが，今回は0.15ppmNOz単独曝露群

(D群)で， GP (肺)， GR(肺)， GPase (肺)， Amylase (肺

と肝)， s -Gl (肝)， Glu (血清)と ALP(血清)に有意な

変化が認められた.その変化は殆んど曝露後 1年以降に

現われることから，これらの結果には動物の加令による

影響も考慮する必要があろう. しかし， O.lppmNOzを

6ヶ月間|曝露されたマウスの肺に形態学的変化が認めら

れるという報告2)
，さらに， 0.04ppm NOz曝露のラット

で 9ヶ月日以降に呼気中のエタン産出量と血清中の

Glu含量の増加を示す報告
3，4)から考えると， 0.15ppm 

NOzi農度の曝露によって影響を受けることも充分に考え

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

気汚染に係る健康影響調査に関する研究Jとして実施し

たものである.)
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緒 日

大腸菌群は糞便汚染の指標細菌として重要な意義を

持っている.飲料水から大腸菌群が検出されることは，

その水が恒温動物の糞便により汚染され，同時に消化器

系伝染病の病原菌が混在している可能性があることを意

味している.このため水道法水質基準では大腸菌群は

“検:出されないこと"となっている.

水質試験でいう大腸菌群は，乳糖を分解して酸とガス

を産生するグラム陰性の無芽胞梓菌(好気性または通性

嫌気性)を総称しているが，この定義では Escherichia

属をはじめ，Citrobac teγ， Klebsiella， Enterobacter等の腸内

細菌や，Aer，側 onas属，Plesiomonas属，V:巾 !o属などの

広範囲の細菌類まで含まれることになる. しかし，

Escherichia coli (1型)を除くと他のほとんどは，元来，

土壌中や水中を生息場所としている菌種であるため，糞

便汚染とは直接関係がない場合が多い1，2) このため，

糞便由来の大腸菌群のみを汚染の指標細菌とする考えが

強くなっている3.4) 反面，飲料水に関してはこの考え

方を危険視する向きもあり， WHOの飲料水水質ガイド

ライン (1984) では大腸菌群と糞便性大腸菌群の両者を

水質基準に採用している 5)

ピル，マンション等多くの中高層建築物における飲料

水は，受水槽，高置水槽を経由したいわゆる簡易専用水

道水(以下，“タンク水"と称す)である.このような

給水施設は1984年の統計で，全国におよそ61万ケ所ある

と言われている6) これら給水施設の衛生的維持管理に

ついては， 1970年に“建築物における衛生的環境の確保

に関する法律(通称ビル管理法)"が制定されている.

また， 1977年には水道法の一部が改正され，受水槽の有

効容量が20立方メートルを越えるものを簡易専用水道と

して，その設置者に衛生的管理が義務付けられた7) さ

らに， 1986年11月からは10立方メートルを越えるものも

対象とされ，法的規制の範囲が拡大されることになっ

た6) 以前からこれら様々な給水施設における衛生管理

の不備がしばしば問題視されてきたが810)，小規模の

ものほど実態が明らかになっていない.

これらのタンク水は細菌学的な安全性の面から，給水

栓の末端でO.lmg/l以上の遊離残留塩素が保持されて

いなければならず11)，水質基準には一般細菌と大腸菌

群が試験項目に定められている 12)

ところで， 日常の検査において，これらのタンク水か

ら大腸菌群がしばしば検出され，水質基準に不適合とな

る場合がみられている.そこで，東京都内のタンク水を

対象に細菌学的検査を実施し，大腸菌群の汚染状況を調

査するとともに，検出された大腸菌群の菌種を調べ，タ

ンク水の汚染経路について考察を行った.また，残留塩

素が存在しているタンク水から検出された大腸菌群は，

糞便由来の大腸菌群とは塩素に対する抵抗性が異なるこ

とも推察されたので，分離菌株の塩素抵抗性について若

干の検討を行った.

材料および方法

1.材料 1 )供試水 1985年4月から 1986年3月に

かけて，水道法水質基準試験のため当研究室に搬入され

たタンク水， 3，240試料について調査を実施した.これ

らの試料は，水を十分流してから給水栓を火炎滅菌した

のち，チオ硫酸ナトリウム入滅菌ポリエチレン符器

*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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(100ml容)に採水されたものである.なお，採水時に

オルトトリジン法により残留塩素濃度を測定した.

2 )供試 菌株タンク水から分離した Klebsiella

pne叫moniae，K. oxytoca， Enterobacter cloacae， E. interme-

dium， Serratω liquefaciens，および糞便からの分離株

Escherichia coliの各 1株，計 6t未を用いた.

2.方法 1 )大腸菌群の分離同定 大腸菌群の検査

法は上水試験方法11)~こ従った.なお，確定試験で|湯性

となった BGLB発酵管から 1白金耳量を EMB培地に画

線塗抹して， 37"C， 24時間培養し，平板上に形成された

形態の異なる集落について完全試験を行った.大腸菌群

と確認された菌株は OF試験を行い，発酵的に糖を分解

したものをブドウ糖発酵性梓菌同定用キット (IDテス

ト， EB-20， 日水)により菌種の同定を行った.また，

それぞれの分離菌株について EC試験を行った.すなわ

ち， EC培地を用いて44.5"Cで24時間培養しガス産生を

調べた.

2 )塩素抵抗性試験 各供試菌 6株を標準寒天培地で

37"C， 20時間培養し，これを集菌して滅菌生理食塩水に

浮遊させた.内容300mlコルベンに蒸留水200mlを入れ

て常法により高圧蒸気滅菌した. これに上記の菌液を希

釈して加え，菌数が105/mlになるように調整した.次

に，次亜塩素酸ナトリウム溶液を滅菌蒸留水で希釈して

残留塩素濃度がO.lmg/lになるように添加した. I随時

視枠しながら室温 (25土 1"C) にて一定時間接触させた

のち，直ちに 1mlをシャーレに取って標準寒天培地で

混釈した. 37"Cで24時間培養後の生菌数を求めた 同時

にオルトトリジン法により残留塩素濃度を測定した.対

照として次亜塩素酸ナトリウム溶液無添加のものを用い

て同様に行った.なお，各菌株について 2回試験を実施

し，その平均値を測定値とした.

3 )熱抵抗性試験 上記と同様な方法により滅菌蒸留

水1，000mlに105/mlの菌数になるように菌液を添加し，

ガスバーナー上で加熱した.随時撹狩しながら50，60， 

70"Cに達したとき，直ちに，それぞれの 1mlを取って

標準寒天培地により生菌数を測定した.同時に，各温度

に達するまでの所要時間を計った.なお，室温 (25:!: 

1 "C) に放置したものを対照とした.試験は各菌株につ

いて 2回ずつ行った.

結 果

1. タンク水の残留塩素濃度 調査したタンク水の残

留塩素を表 1に示した.すべての試料に残留塩素が存在

し，0.1-1.0mg/lの濃度範囲内にあった.全体の41%

の試料は0.5-0.6mg/lであった.

表1.タンク水の残留塩素濃度と大腸菌群検出状況

残留塩素濃度 大腸菌群 検出率
検査試料数

(mg/l) 検出試料数 (%) 

0.1-0.2 124 5 4.0 

0.3-0.4 871 13 1.5 

0.5-0.6 1.327 13 1.0 

0.7-0.8 715 12 1.7 

0.9-1.0 203 9 4.4 

合 計 3，240 52 1.6 

2. 大腸菌群の検出状況大腸菌群は3，240試料中，

52試料(1.6%) から検出された(表 1).これを残留塩

素量と対比すると ，0.1-0.2mg/lと0.9-1.0mg/lの

濃度範囲のタンク水から比較的高率に検出され，それぞ

れの検出率は4.0，4.4%とやや高かった. 0.3-0.4， 

0.5-0.6， 0.7-0.8mg/lにおいては，いずれも1.0-

l.7%の検出率であった.

試料50mlを10mlずつ 5本の試験管で培養した結果，

確定試験の陽性管数は (1+)が52試料中 30試料

(57.7%) と最も多く，次に(2十)と (5+)がそれ

ぞれ 7試料(13.5%)， (3 +)が6試料 (11.5%)，(4 

+)が 2試料 (3.8%) であった.これを最確数表から

菌数に換算すると，タンク水100ml中に 2-16倒の大腸

菌群が存在していることになった.

表 2. 月別大腸菌群検出状況

年・月 検査試料数
大腸菌群 検出率

検出試料数 (%) 

1985. 4 271 10 3.7 

5 275 6 2.2 

6 272 6 2.2 

7 275 8 2.9 

8 271 5 1.8 

9 268 4 1.5 

10 274 0.4 

11 248 7 2.8 

12 272 2 0.7 

1986. 1 266 。 。
2 269 2 0.7 

3 279 0.4 

合計 3，240 52 1.6 
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表 3. タンク水から分離された大腸菌群の菌種

菌 種
分離 EC試験

株数 陽性株数

Klebsiella戸M叫moniae 26 2 

K.oxytoca 11 。
Klebsiella sp. 2 。
Enterobacteγc/oacae 15 。
E. intermedi叫m 7 。
E. sakazakii 1 。
Serr.品tiιliquefaciens 9 。
Kluyveγa cryocγescens 2 。
K. ascorbιta 1 。
Citrobac ter flγeund仏 1 。
C. a制 alonaticus 。
Escherichia adecarboxylata 1 。

ム口、 計 77 2 

大腸菌群の検出状況を月別に表2に示した. 1月の検

査では検出されなかったが，毎月0.4-3.7%の割合で検

出され，特に水温の上昇する季節に高頻度に検出される

傾向はみられなかった.

3.検出された大腸菌群の菌種 52試料のタンク水か

345 

ら分離された77株の大腸菌群は，表 3に示したように 6

属 12種に分類された • Klebsiella属が最も多く，なかで

もK.抑制問onweが26株， 66.7%で，次に K.oxytocaが11

株， 28.2%であった.Enterobacteγ属は30%を占め，こ

のうち E.c/oacaeが65.2%，E.仇termediu怖 が30.4%で

あった. また Serratialiquefaciensが11.7%，その他，

Kluyvera cryocrescens， K. ascorbata， Citrobacter fre叫ndii，C 

amalonaticus， Escherichia adecarboxylataが1.3-2.6%と

低率ながら分離された. しかし，糞便中の俊占構成菌種

である E.coliは1株も分離されなかった.

これら大腸菌群の検出状況と残留塩素濃度との関係を

表4に示した.K.かleumonlaeは0.1-1.0mg/lまでの広

範囲に渡って検出されているが，ことに0.3-0.8mg/l

で検出率が高かった.この傾向は K.oxytocaについても

同様で、あった.E. c/oacaeとE.intermediumは， 0.5mg/ 

l以上の濃度の試料から多く検出される傾向があった.

また， S. liquefaciensは0.7mg/l以上の試料から多く検

出された.このように残留塩素が十分存在しているにも

かかわらず，様々な大腸菌群が検出された.

同一タンク水から 1菌種のみならず多種類の菌種が同

時に検出されるものもあった.表 5に示したように， 1 

菌種のみが検出された試料が32と最も多く 61.5%であっ

た.なかでも K.pneumoniaeであるものが11試料あった.

K. oxytocaあるいは S.liquefaciensのみ検出されたものが

表4. タンク水から分離された大腸菌群の菌種と残留塩素濃度

種
残留塩素濃度 (mg/l) 

菌
0.1-0.2 0.3-0.4 0.5-0.6 0.7-0.8 0.9-1.0 

Klebsiella ti比側帆oniae 2 7 4 8 5 

K.oxytoca 1 4 3 2 

Klebsiella sp 。 。 1 1 。
Enterobacter cloacae 2 3 l 5 4 

E. inte門nedi叫刑
。 1 3 2 

E. sakazakii 。 。 。 。 1 

Serratia liquefaciens 1 1 3 3 

Kluyvera cryocrescens 。 。 。
K. ascorbata 。 。 1 。 。
Citrobacteγfγeundii 。 1 。 。 。
C. amalon品tic叫E 。 。 。 。
Escherichia adecaγboxylata 。 1 。 。 。

合計株 数 6 18 15 23 15 

合計

日

一

部

日

2

日

7

1

9

2

77 
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それぞれ 5試料あった.次に 2菌穏が検出されたタンク 仰抑制問iae，E. cloacae， 5. liquefaciensであった. 5菌種

水は17試料， 32.7%であった. これらは K.pne叫刑ontae

とE.cloacaeの共存が6試料，K. pneu制側weとK.oxytoca

であるものが 2試料あった.その他，K.p目eumoniaeと

5. liquefaciens， K. pneum仰taeとE 切te昨日edium等の共存

であった. 3菌種が検出されたのは 2試料で，これらは

K.仰仰桝側ωe，E. cloacae， E目 intermediumおよび K

表 5. タンク水 1試料中から分離された大腸菌群の

菌種構成

菌 種 試料数

I 1菌種 32 

K.t注目昌弘悦oniae 11 

K.oxytoca 5 

5.l叫叫efiιciens 5 

E. cloacae 4 

E. intermedi叫間 4 

K. ascorbata 

E. adecarboxylata 1 

Klebsiella sp. 1 

E 2菌種 17 

K.抑制moniae，E. cloacae 6 

K目 pneumoniae，K. oxytoca 2 

K. pneumoniae， 5. liquefacie別 1 

K.仰tiiUmoniae，E. intermedium 1 

K.かteum仰iae，C. freundii 1 

K.仰eumoniae，E. sakazakii 

K. oxytoca， E. cloacae 

K. oxytoca， 5. 1 ique f aciens 1 

K. oxytoca， E. intermedi叫刑 1 

K. oxytoca， K. cryocresce机S 1 

E. cloacae 5. liquefaciens 

皿 3菌種 2 

K.仰teumoniae，E. cloacae， E. inte円nedi叫m 1 

K. pneumoniae， E. cloacae， 5. liquefacie別 1 

W 5菌種

K. pneumoniae， E. cloacae， K. cryocresce日s，

C. amalonaticus， Klebsiella sp. 

ムロ 言十 52 

(K. pneumoniae， E. cloacae， K. cηocrescens， C.ω耳目lonati・

cus， Klebsiella sp.) が同時に検出されたものが 1試料

あった.

これらの結果をみると，残留塩素が存在するタンク水

の多くから K.pneumoniaeが頻繁に検出されており，単

独であったり，他の大腸菌と共存していることもあり，

検出率の高い菌種であった.

4.糞便性大腸菌群試験 (EC試験) 分離された77

株の大腸菌群を EC培地により 44.5"Cで培養したところ，

K.pn仰刑ontaeの 2株のみ (2.6%) がガスを産生し，糞

便性大腸蘭群であった(表 3). 

5.大腸菌群の塩素抵抗性 タンク水から分離された

K かte叫m仰 iae，E目 cloacae，K. oxytoca， 5. liquefιciens， E.例-

te門nediumのそれぞれ 1菌株について塩素に対する抵抗

性を調べた結果，これらの大腸菌群は糞便由来の E.coli 

に比べて塩素に対する抵抗性が強いことがわかった(図

1 ) .すなわち，遊離残留塩素O.lmg/l濃度において，

E. coliが100%死滅するまでの時間はわずかに 1分間で

あったが，タンク水分離株はいずれもこれより長時間を

要した.なかでも 5.liquefaciensが最も強い抵抗性を示

し， 100%死滅するまでに15分もの時間を必要とした.

次いで E.intermediumが 5分間，K.抑制隅仰iae，E. 

cloacae， K. oxytocaが3分間で死滅した.

対照として使用した塩素無添加の実験水では20分経過

しでも菌数の変動は認められなかった.なお，添加した

O.lmg/lの残留塩素は試験終了まで残存していた.

6.大腸菌群の熱抵抗性塩素抵抗性試験に供試した

菌種について熱抵抗性を調べた.

タンク水からの分離菌株と比較菌として用いた E.coli 

はいずれも類似した傾向を示した.すなわち，室混

(25
0

C) から 50
0

Cまではほとんど菌数に変化はなく，

105/mlであったが， 60
0

Cになると急激に減少 (99.9%

以上死滅)し， 70
0

Cに達するとすべて死滅した.なかで

もK仰eu制 oniaeとE.inte何日edi叫怖は60
0

Cで100%死滅し，

とくに後者は50
0

Cで99%以上が死滅した.

室温 (25
0

C) に放置した場合け刊のは菌数の変化は

みられなかった.なお，これらの実験水が50，60， 700C 

に達するまでの所要時間はおよそ 7， 9 .11分であった.

考察

残留塩素が存在するタンク水(簡易専用水道)から時

折大腸菌群が検出されたため，これらの種構成と塩素耐

性について若干の検討を行った.

試験したタンク水は，すべて水道法により規制を受け
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も26株のうち 2株のみ (7.7%) であった. したがって，

タンク水が糞便によって汚染されていることは非常にま

れなことであると思われ，むしろこれらの大腸菌群は，

土壌などの自然環境に由来する場合がほとんどを占めて

いると考えられた.

これら残留塩素が存在するタンク水から検出された大

腸菌群の塩素に対する抵抗性をみたところ，水道法に定

められている最下限のO.lmg/1濃度では，糞便由来の

E. coliよりやや抵抗性を示したものの 3分から 5分で殺

菌された.ところがS.liquefaciensのみは15分間と長く，

塩素耐性が強かった.

ReillyとKippinは24)，残留塩素が存在する水道水か

ら分離される大腸菌群には爽膜が形成されており，これ

によって塩素耐性を示すものと考えた.彼らは実際に爽

膜を形成している K.pneumoniaeやE.cloacaeを分離し，

耐塩素性について実験を行っている.その結果，遊離残

留塩素が1.2mg/1ある水道水中でも 4時間は生存可能

であることを明らかにした.また， Ptakら13)や Goshko

ら16)は，K. pneumoniaeが菌体表面に粘液層を形成し，

給水施設のスライムや沈殿物に付着あるいは侵入するた

め，水道水中でも長時間生存できるのであろうと推察し

ている.

このことに関して，著者らもタンク水からの分離菌株

ている簡易専用水道であり，いずれも O.lmg/1以上の

残留塩素が存在していたため，消毒効果は十分であろう

と思われた. ところが，これらのタンク水からも低率

(1. 6 %)ながら大腸菌群が検出された.菌数は100ml

中に 2-16個と少なかったが，種構成はやや複雑であり，

6属12種に分類することができた.すなわち Klebsiella

属，Enterobacter属がそれぞれ 3種，Citrobacter属と

Kluyvera属が 2種ず、つ，Serratia属，Escherichia属が各

1種であった.なかでも最も検出頻度が高かったのは

K. pneumoniaeであり， 26~式料のタンク水から検出され

た.次いで E.cloacaeの検出率が高く， 15試料であった.

この検出率が高かった 2菌種については，すでに Ptak

ら13) (1973)， Seidlerら14) (1977)， Talbotら15) (1979)， 

Goshkoら16) (1983) も残留塩素の存在する水道水中か

らしばしば検出されることを報告している.

K. pneumoniaeとE.cloacaeは， ともにヒトの糞便中に

も存在する菌穫である 17) 糞便から分離されるこれら

の菌株の多くは，44.5'Cの高温培養で良好に増殖するこ

とが知られている 18.19) 一方，自然環境から分離され

る菌株には，同じ温度条件で増殖を示すものが非常に少

ないといわれている 18.20-23) 今回，タンク水から分離

された菌株のうち，44.5'C培養において，乳糖を分解し

ガスを産生したものは K.pneumoniaeだけであり， しか
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77株について人工培地で培養し，爽膜の有無を調べてみ

たが，いずれの菌株にも爽膜は確認できなかった. しか

し，爽膜の形成は培地の組成や培養条件等に影響を受け

ることが知られており，塩素の存在するタンク水の自然

環境とは異なることが推測される.今後，生息環境等の

変化による大腸菌群の爽膜形成と耐塩素性について検討

する予定である.

要約

残留塩素が存在する簡易専用水道水から検出された大

腸菌群について検討を行った.

1 )大腸菌群は3，240試料中52試料(1.6%) から検出

されたが，その菌数は 2-16個/100mlと非常に少な

かった.また，残留塩素が0.1-0.2mg/1および0.9-

1.0mg/1の濃度範囲から4.0%，4.4%とやや高率に検

出された.

2 )分離された77株の大腸菌群は，Klebsiella属と En-

terobacter属が大半を占めた.なかでも ，K. pne叫間oniae，

E. cloacaeの検出頻度が高かった.他に K.oxytoca， S. li 

quefaciens， E. intermedωmなども多く，合計 6属12種に

分類された.

3) EC培地による44.5"Cの培養でガス産生が認めら

れたものは K.pneu刑 ontaeの21朱のみ (2.6%) であった.

4 )分離菌株の塩素抵抗性は糞便由来の E.coliより

もやや強かった.遊離残留塩素O.lmg/l，pH7.5， 25'C 

の条件における 100%死滅時間は，E. coliの 1分に対し

て， S. liquefaciensが15分，E. intermediumは 5分，K目

pneumoniae， E. cloacae， K目 oxytocaは3分であった.

5 )実名に対する:tsCj:克性はいずれも E.coliと同才長に弱

かった_ 60
0

Cに加温されると急激に殺菌され， 70
0

Cで

100%死滅することが確認された.
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Comparative Study on Trace Elements Levels in Drinking Water 

of Jos in Nigeria and Several Japanese Areas 

YOSHITERU TSUCHIY A *， GREGORY. A. UBOM * *， CHIYOICHI NODA * * *， HIDEO SASANO * 

and ISAO MIZOGUCHI* 

Distribution of trace elements was determined in the water samples from water works (raw， treated and 

tap water)， surface water and underground water in Jos ar巴aof Plateau Stat巴目 Concentrationsof the dissolved 

species were compared with water qualities of several Japanese surface and underground waters. Values of 

trace elements such as Cu(0.001-0.009mg/I)， Cd(O.OOlmg/l) and Pb(trace一0.006mg/l)detected in 

tap water of Jos area were similar to those of Tokyo metropolis. 

Diagrams of water characteristics were drawn by plotting the figures of concentrations of Na， K，' S04， Cl， 

N03， Si02， Ca and Mg in surface water. The diagram of Jos was extremely small compared with the diagram of 

Tokyo metropolis and average value of world river water. It was noted that most elements in the surface wa-

ter of Jos area were dissolved at very low concentrations. On the other hand， the diagram of well water in Jos 

area showed a different pattern from that of surface water ; that is， each element in well water was detected at 

a high concentration. Especially， N03 ion was detected higher than in Japanese well water. 

Though Plateau State has many mines， r巴sultof this examination indicates that they have no effect on the 

water quality since Sn， Cd， Pb and Cu were not detected in surface and underground waters. 

Keywords : drinking water， surface water， underguound water， trace element， iodide， water quality 

Introduction same area. In Nigeria containing Plateau State， there have 

Trace element levels of surface and underground been incidences of endemic goiter due to some environ-

waters which are used for drinking in Jos， Plateau State m巴ntalfactors such as diet， quality of drinking water and 

were examined. There are relatively few published stu- geological formation. It has been said that the distribu-

dies about the water quality of surface and underground tion of endemic goiter was associated with deficiency of 

waters in Africa. It is interesting limnologically to know iodide in water. Therefore， we were interested in the be-

the water characteristics of w巴stern African surface havior of iodid巴 indrinking water of J os area. 

(lake， river， spring and reservoir) and underground The distribution of the elements ; 12 cations， 6 an-

waters because the composition of dissolved elements ions， PH， turbidity， color， surfactant， coliform and fecal 

varies with the nature of soil. coliform， were determined in sources of drinking water 

Plateau State， especially around jos area， has many around Jos such as lake， river， spring， reservoir and well 

tin mines producing cassuterite (Sno2)， tin pyrites water. For the evaluation of wat巴rquality of drinking 

(Cu2SnFeS4) etc as ores. It is likely that Sn is to dissolve water in Jos area， the comparison with water quality of 

in surface and underground waters. Besides， Cu， Mn， Cd， Japanese drinking water collected around Tokyo metro-

Pb etc may have some effects on water qualities in the polis was attempted. 

ネTheTokyo Metropolitan Research Laboratory of public Health. 

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

* *Faculty of Medical Sciences， University of Jos 

* * *Institute for Agricultural and Biological Sciences Okayama Univ巴rsity
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Table 1. The Result of Physiochemical Analysis of the Water on JOS， PLATEAU STATE 
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16 2.0 0.19 0.3 

40 97.2 0.47 29.9 

48 2.9 0.37 3.2 

120 - 0.28 14.9 

40 0.3 0.24 1.8 

50 7.9 0.42 3.7 

32 2.0 0.35 12.8 
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6.7 

6.7 
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6.9 

6.9 

6.8 

tr: trace 

Lake 1. 

2. 

River 1 

2. 

Well 1. 

2 

3 

4 

5 

6 

7. 

BASSA. BINCH1 Area 

River 

Spring 

Well 1. 

2 

3. 

4. 

5. 

6. 

7. 

Measurements are in rng/l. 1 is in ug/l 
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Jos city has four water purification plants ; Shen， 

Vom， Lamingo and Liberty. Shen， Lamingo and Liberty 

water purification plants use surface water of reservoirs 

as water sources and Vom purification plant uses the 

river water as a water sourc巴.Water samples were col-

lected during Octob巴r1985 from four water purification 

plants (raw， treated and tap water) ， rivers and wells 

around Jos city. Furthermore， samples were also col 

lected from a river and wells at Binch in Bassa Local 

Government area where has an incidence of endmic goi-

ter. Water samples were collected in acid washed 

polyethylene bottles for physicochemical analyses. Water 

samples collected in sterile polyethylene bottles were 

used for biological examination. Cations in water samples 

were analyzed with atomic absorption spectrometry and 

anions were with ion chromatographic analyzer. Other 

physicochemical analyses were done according to a text 

book named Standard method examination of water.l) 

Instru飢餓t

For the analyses of Fe， Mn， Cu， Cd， Pb and Sn， a Va-

rian flameless AAS instrument model AA -875 equipped 

with CRA -90 carbon rod atomizer was employed. The 

determination of N a， K， Ca， Mg， Zn and As were carried 

out by employing a Jarrell-Ash AAS mod巴1AA-845. 

For the analyses of N03， F， Cl， S04 and 1， a Yokokawa 

ion chromatographic analyzing instrument model IC -100 

equipped with conductivity detector and ultraviolet de-

tector was employed. Determination of 1 was used 10ml 

loop for sample injection， which could detect more than 

0_1μg/l. 

Results and Discussion 

Concentrations of cations， anions， surfactant and 

numbers of coliform organisms and faecal coliforms in 

the water samples of Jos area and Binchi， Bassa area are 

presented in Table 1 _ 

Water quality 0/ water works 

Water purification plants of J os area use floculla 

tion， filtration and chlorination systems to treat water. 

As regards water qualiy of each plant， treated water of 

Shen and Vom water purification plants decreased the 

concentrations of turbidity， color， Fe etc compared with 

raw water with appropriate treatments. Lamingo water 

衛尽東

Experiment 
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purification plant employed only sandfiltration. As a re 

sult of this examination， it was clear that turbidity and 

color of raw water were removed by sandfiltration but 

Fe and 1 were increased through th巴 filtration目 AtLiber-

ty purification plant， concentrations of turbidity， color 

and Fe in treated wat巴rwere almost not changed com 

pared with raw water even though it had passed through 

the treatment system. It seems that water purification 

systems of Lamingo and Lib巴rtywere not been driving 

under optimum conditions 

Table 2 shows th wat巴rqualities of raw， treated 

and tap water from five water purification plants in 

Tokyo metropolis，Z) underground water at Chiba prefe-

cture) near Tokyo metropolis and surface and well wa-

ters in Ogasawara island.4) This island is located on the 

Pacific ocean about 1，OOOkm south from Tokyo. Accord 

ing to water quality of water purification plants Tokyo 

metropolis， it noted that turbidity， color and Fe of tre-

ated water were almost removed by treatment systems目

As regards tap water in JOS，5) the amounts of Cu， Cd 

and Pb detected in several tap water were 0.001-0.009， 

0.001， tr一0.006mg/l，respectively. Since these three 

metals were not detected in raw water and water just af-

Mg 

Ca 

Si02 

み比7(mg/l) 

//11叩叫)

/|i ，K 

N03 

Surface Water(Jos) 

River Water(World) 

Surface Water(Tokyo) 

Surface Water(Ogasawara) 

Fig. 1. Physiochemical Charecteristics of the Surface 

Water 

ter treatment. It indicates that contamination was occur- were used to make cl巴arthe characteristics of surface 

red through the distribution system. In tap water Fe， Mn waters in Jos area. The result is shown in Fig. 1 . Bars in 

and Zn were also increased， which was also regarded as the diagram indicate the concentration of each element， 

an effect of distribution system. On the other hand， Cu and a full scale of bar corresponds 30mg / 1 . The data 

(0.003一0.01mg/l)and Pb(0.002mg/l) were also de- of raw water from water purification plants， lake and 

tected in several tap water of Tokyo metropolis. This river were plotted to show the surface water of Jos area. 

fact has been found in tap water of USA.6
) As a result of Figures of raw water in Tokyo metropolis， average 

inquiry in 26 States in USA， Fe， Mn， Cu and Zn were de- values of the data of world river and surface water of 

tected 30， 29， 0.6 and 0.07 %， respectively， from full dis- Ogasawara island were also plotted. Fig. 1 reveals clear-

tribution systems. In raw water of Jos water purification Iy that in surface water of Jos area， each element was 

plants， coliform organisms and faecal coliforms (MPN) dissolved in water at a much lower concentration than 

were detected 45 -89 and 0 -79， while in raw water other water samples while K was dissolved at the same 

from water purification plants in Tokyo metropolis， col- concentration. On the surface water in Tokyo metropolis， 

iform was detected from 1，100 to 78，000 and faecal col- concentration of each elem巴ntwas a little higher than 

iform was from 1，940 to 70，000. It seems to be caused that of world river， but the plotted pattern was similar 

by using river water as a wat巴rsource at water purifica- Surface water a small island like Ogasawara were 

tion plants in Tokyo metropolis. It is considered that riv- affected by sea water， so that concentrations of Na and 

ers are contaminated with living drainage by human as CI were found high in water. Sinc巴thestratum of Plateau 

their branch streams flow in towns. Howev巴r，the surface State is old and composed of granite belt of Pre -cam. 

waters in Jos area were not affected by human life. brian period， elution of each element seems a little be 

Eight elements， Na， K， S04， CI， N03， SiOz， Ca and Mg， cause of having been weathered. Na， K. Ca， Mg and CI 
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are needed as fundamental elements for human bodies目It

is necessary to know the effect of intake of low concen 

tration el巴mentsfor a long term through the human life 

ω叫 lity0/叫ell叫乱teγ

According to the measurement of water quality of 

fourte巴nwells， element concentrations showed noticeable 

variations at different wells except heavy metals such as 

Cd， Pb， As and Sn. The various concentrations seem to 

show that those wells have been affected by human be-

cause this zone includes high population areas. Differ巴nt

geologic strata can also be considered as a reason be-

cause they affect the concentrations and compositions of 

elements when water pass through in. Wells detected a 

rather high concentration of Na also contained high con-

centrations of Cl， N03 and Ca， and especially， the surfac-

tant was detected in those wells. It suggests that wells 

including high concentration elements have been con-

taminated by human life. The bacteriological examination 

also proved the contamination by human life because of 

existence of coliform and faecal coloform. Water quality 

data of Japanese well water as shown in Table 2 are 

average values at 64 samples from Chiba prefecture near 

Tokyo metropolis. To make clear the water characteris 

tics of well water in Jos， the diagram of Na， K， S04， Cl， 

N03， Si02， Ca and Mg were drawn (Fig. 2) . 

Na(30mg/l) 

K 

Ca 804 

Cl 

N03 

Well Water(Jos) 

Well Water(Chiba Pref.) 

Fig. 2. Physiochemical Characteristics of the Well 

Water 

Diagram of well water in Jos area has a different 

pattern compared with that of surface water. Each ele. 

ment in the w巴IIwater was detected at a high concentra. 

tion and N03 ion was found high compared with Japanese 

well water. Underground water of Ogasawara island was 

more affected than surface water by sea water but K and 

N03 were detected at almost the same levels 

Iodide and fl叫orideions in即日ter

10dide in water samples from Jos area (22 stations) 

and from Binchi， Bassa area (9 stations) was analyzed 

1n Jos area iodide was detected from 0.6 to 7.6μg/I in 

eight sampl巴s.However， no iodide was found in river， 

spring and well waters at Binchi where the endemic goi-

ter was pr巴valent.Ekpechi7
) showed that distribution of 

endemic goiter was associated with samples of low iodide 

content 0.6-0.7μg/I from Pre-cambrian granites. It 

was noted that at Binchi， distributed endemic goiter area， 

iodide content in water was 1巴ssthan 0.1μg/l. 10dide 

in raw and treated waters of Tokyo metropolis were also 

analyzed. As a result， iodide was detected from 0.6 to 

5.8μg/I， but not found in all the treated water 

It seems that iodide is oxidized by chlorination such 

as 1ー→ 12→ 10-3目 1nthe case of treated water in Jos， 

treated water of Shen water purification plant contained 

chlorine residue of O. 8mg /1， so that iodide was not de 

tected. Treated water of Lamingo was not detected the 

chlorine residue and iodide content increased through the 

filtration system. Though iodide was found in treated wa. 

ter of Liberty which contained trace chlorine residue， the 

amount was decreased from 2.4 to 0.8μg / 1 during 

purification system. Regarding the fluoride ion， surface 

and underground waters in J os area contented almost the 

same concentration levels from 0.1 to 0 .4mg / l. 1n sur 

face and underground waters of Japan， lower concentra 

tion of fluoride was detected than in samples of Jos 

Heavy metals 

The mines near Jos8) had been producing cassiterite 

(Sn02)， tin pyrites (Cu2SnFeS4) etc as ores. According to 

our examination， Sn was not detected from any of water 

'samples in Jos area. 1t might have been caused by the 

s巴nsitivityof instruments because detection limit of Sn is 

20μg/I by means of flameless AAS， which is much low 

er than that of other heavy metals such as Cu， Cd， Pb 

and As which can measure more than 1μg/ l. The 



354 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 37， 1986 

Table 3. Concentration of Cd， Pb and Zn in the Water 

PH Cd(mg/I) Pb(，昭/1) Zn(mg/I) 

Mine Water 2.7 0.140 0.157 9.52 

Deposition Pond 10.3 0.011 0.002 0.76 

River 1 7.3 0.000 0.002 0.04 

(upper stream of min 

2 7.1 0.004 0.004 0.23 

3 7.2 0.003 0.001 0.21 

4 7.1 0.003 0.003 0.20 

5 6.8 0.003 0.001 0.20 

(6km down stream) 

6 7.1 0.000 0.001 0.30 

7 7.2 0.000 0.000 0.04 

(16km down stream) 

8 7.3 0.000 0.000 0.02 

9 7.4 0.000 0.000 0.03 

10 7.3 0.000 0.000 0.02 

(20km down stream) 

other heavy metals， Cr， Cd， Pb and As， were not detected tively. As regards the influence of tin mining to river， 

as show in Table 1. However， these data show only river water has not been affected at about 6 km down 

average val ues of several tim巴smeasurements. As the re- stream. 

sult of examination， Cu ; 0.001一O.02mg/ 1 in four sur- As the result of this investigation， drinking water of 

face water and 0.001-0.03mg/1 in eight well water， Cd Jos area are not affected by heavy metals such as Cu， Cd， 

; O. 001mg/ 1 in a river water and 0.001一O.002mg/ 1 in Pb， As and Sn. 

three well water and Pb; 0.001-0.008mg/1 in two sur- Acknowledgement 

face water and 0.001一0.005mg/1in eleven well water， This work was supported by the Japanese Interna-
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我国とナイジエリア・ジヨス市における飲料水中の微量元素レベルの比較検討

土屋悦輝*， G. A. Ubom * * ，野田千代ー***

笹野英雄*，溝口 勲*

ナイジ、エリア，プラトー州ジヨス市の水道水，表流水，

地下水中の微量元素について調査を行った.この結果を

日本の水道水，表流水，地下水の水質と比較検討した.

ジヨス市の給水栓水から配管に由来する Cu (0.001-

0.009mg/I)， • Cd (O.OO1mg/I)， Pb (tr-0.006mg/l) 

を検出した東京の給水栓水からも Cu，Pbを検出して

いる.表流水の水質特性を見るために Na，K， S04， Cl， 

N03， Si02， Ca， Mgの各イオン濃度をプロットしてダ

イアグラムを作成した.ジヨス市のダイアグラムは東京

の表流水，世界河川水の平均値よりも極端に小さい.こ

のことからジヨス市の表流水では殆んどのイオンは非常

に低い濃度であることが明らかである.一方ジヨス市の

井戸水のダイアグラムは表流水と異ったパターンを示し，

各イオンが高濃度に検出した.特に N03イオンが日本の

井戸水と比較して高濃度に検出された.プラトー州、|は多

くの鉱山を有しているが，Sn， Cd， Pb， Cuなどの重金

属類の調査からはいづれも表流水，地下水から検出せず

水質に影響を及ぼしていないと考えられる.

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究所 新宿区百人町 3-24-1 

* *Faculty of Medical Sciences， University of Jos 

***岡山大学農業生物研究所
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多摩地区における飲料水中の卜リハ口メタン調査

大橋則雄* ，矢 口久 美子 へ関山 登へ渡辺 学*

西島基弘*，坂井千三*

Survey of Trihalomethanes in Drinking Water in Tama District 

NORIO OHHASHl *， KUMIKO Y AGUCHl *， NOBORU SEKIY AMAへ SATORUWATANABE水

MOTOHIRO NISHIJIMA * and SENZO SAKAI * 
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は じめに

クロロホルムが飲料水の塩素消毒により生成される 1)

ことや，水道水中の有機物質と発癌との関係が否定でき

ないとの報告2)を受けて，米国の EPA(環境保護庁)は

水道水の安全性を確認するため，水道水中の有機物質に

関する汚染実態調査3)を行い， トリハロメタン (THM)

が多くの水道水に検出されることを明らかにした.現在，

米国をはじめ各国は水道水中の総 THM (TTHM)濃度

の規制値を設けている4) わが国もその制御目標値100

μg/15)を維持するために，各水道事業体は定期的な検

査を実施している.

著者らは，東京都多摩地区の専用水道及び街易水道に

ついて THM検査を毎年 1回実施している.これらの水

源は表流水(山間部の河川水)，地下水，地下水と都水

道水の混合水(混合水と略す)に分類されることに着目

して， 1981年から1985年までの検査結果を用い，水源別

による THMの生成特性を検討した.また，表流水と地

下水について高速液体クロマトグラフィー (HPLC) に

よる紫外部吸収測定を行い，その紫外部吸収の強度(主

として有機成分)と THM生成能との関連を検討したの

でその結果を報告する.

測定 方 法

1 試料

行政または依頼により各水道の末端給水栓から採取さ

れた水を試料とした.なお，試料は表i泥水58件，地下水

372件，混合水112件であった.

2 THMの測定

THM (クロロホルム (CHCI3)，ブロモジクロロメタ

ン (CHCI2Br)，ジブロモクロロメタン (CHClBr2)，ブ

ロモホルム(CHBr3))の測定は，ヘッドスペース・ガ

スクロマトグラフ法3)で行った.

3 試薬

THMはTHM分析用混合標準溶液，次亜塩素酸ナト

リウム溶液は食品添加物用，その他の試薬はいずれも市

販特級品を用いた.

4 分析装置

1 )カ、、スクロマトグラフ:側島津製作所製 GC-7A 

型(電子捕獲検出器付)

2)恒温循環水槽:小松エレクトロニクス(械製クール

ニクス CTE-220型， CTR-220型

3) イオンクロマトグラフ:Dion自社製2010i型(電

気伝導度検出器付)

4) 高速液体クロマトグラフ:日本分光工業側製

TWINCLE型(検出器:日本分光工業(槻製 UVIDEC-

100-VI型，昭和電工側製 ShodexRI Model-ll型付)

5 )データ処理装置:附島津製作所製クロマトパック

C-R3A型

6 )記録計:側目立製作所製056型

5 THM生成能の測定

試料に遊離残留塩素が0.6mg/lになるように次亜塩

素酸ナトリウム溶液を加えた後，上水試験方法に従って

測定した.

6 臭素イオン濃度の測定

イオンクロマトグラフ法8)に準じた.
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水源別による水道水の THM検査結果

年度 水 源 表 流 水 地 下 水 混 1ロ込 水

成分 n TTHM CHC13 CHC12Br CHClBr2 CHBr3 n TTHM CHC13 CHC12Br CHClBr2 CHBr3 n TTHM CHC13 CHC12Br CHClBr2 CHBr3 

平均値 3 3 ND ND ND ND ND ND ND ND 7 3 3 1 ND 

1981 15 45 19 

範 囲 ND-16 ND-16 ND-1 ND ND ND-6 ND-6 ND-2 ND-2 ND 5-29 ND-14 ND-11 ND-4 ND-2 

平均値 5 5 ND ND ND 1 1 ND ND ND 8 3 3 2 ND 

1982 11 50 20 

範 囲 ND-18 ND-17 ND-1 ND ND ND-23 ND-6 ND-2 ND-5 ND-17 3-20 1-7 ND-7 ND-6 ND 

平均値 5 5 ND ND ND 1 1 ND ND ND 7 3 2 2 ND 

1983 22 87 18 

範 囲 ND-40 ND-37 ND-3 ND ND ND-9 ND-5 ND-1 ND-4 ND-5 4-21 ND-7 ND-8 ND-6 ND-2 

平均値 6 5 ND ND ND ND ND ND ND ND 6 3 2 1 ND 

1984 8 121 28 

範囲 ND-11 ND-9 ND-3 ND ND ND-26 ND-7 ND-9 ND-9 ND-4 3-20 ND-30 ND-14 ND-5 ND 

平均値 3 3 ND ND ND ND ND ND ND ND 10 5 3 2 ND 

1985 2 69 27 

範 囲 2-6 2-5 ND ND ND ND-8 ND-4 ND-1 ND-4 ND-2 ND-47 ND-34 ND-12 ND-8 ND-1 

表 l

ω印
寸

nは試料数μg/l， NDは 1μg/l未満，単位
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イオンクロマトグラフイ一条件

検出器:電気伝導度検出器，分離カラム Dionex

HPIC-AG4A 4X50mm+HPIC-AS4A 4X250mm， 

除去カラム:陰イオンファイパーサプレッサー， i容離液

3 mM NaHC03/2.4mM NaZC03， i容自，fU液流速:1.0ml 

/min，検出器感度 1μS

7 水中有機成分の測定

試験溶液の調製

0.45μmメンプランフィルターでろ過した試料 11を，

ロータリーエパポレーターで10-15mlに濃縮した.濃

縮i夜に精製水を加えて，全量20mlとしたものを HPLC

用試験溶液とした.

HPLC条件

カラム:Shodex OHpak B-800P+B-803 (8mm世×

500mm) ，検出波長:260nm，移動相:0.05M NaCI 水

溶液，流速:1.0ml/min，カラム温度 20
0

，検量線用

標準物質:Shodex ST ANDARD P -82 (分子量5，800，

12，200)，ポリエチレングリコール(分子量1，000，

4，000) 

結果友び考察

試料は表流水を水源とする上水道と簡易水道，地下水

を水源とする上水道と専用水道及び、混合水に分類し，各

年度の試料数， TTHM 濃度， CHCI3， CHClzBr， 

CHCLBrz， CHBr3の各平均値と濃度範聞を水源別に表 1

に示した.

1 水源別による水道水の THM検査結果

， )表流水を水源とする上水道と簡易水道

各年度の TTHM濃度の平均値は 3-6μg/lであり，

経年的な増減の傾向はみられなかった.

表流水から検出された THMはCHC13が大半で、あり，

CHCl Brz， CHBr3は検出されなかった.

1983年の夏期に TTHM濃度が40μg/lと高い値を示

した試料がみられた.この試料は屋外の高架水槽に長時

間滞留し，日光の影響で水温が上昇したため THM生成

能が高くなり 9) 他の試料に比較して高い値が得られた

ものと考える.

多摩地区の西部は山間部の表流水を水道水の水源とし

ている 10) これらの地域は廃水などの人為的汚濁は少

なく，水源かん養林や林業の目的で，スギ，ヒノキ(常

緑針葉樹)，カラマツ(落葉針葉樹)等を植林している.

表流水の周辺にはフサザクラ・タマアジサイ群集やコナ

ラ・クリ群落などの落葉広葉樹が植生している.これら

のことから，表流水中の THMは山林の腐葉土1Z)や藻

類13.1<1)から溶出した成分が前駆物質となったものと推

察される.

2 )地下水を水源とする上水道と専用水道

各年度の TTHM濃度の平均値は ND-1μg/lと非

常に低かった.検出される THMは水源によって異なり，

CHClzBr， CHCI Brz， CHBr3が検出されるものがあった.

3 )混合水

各年度の TTHM濃度の平均値は 6-10μg/lであっ

た. 57年度10月において多摩地区に分水している都水道

水の TTHM濃度は20-30μg/115)であり，前述のよう

に地下水の TTHM濃度は低いことから，混合水の

TTHM 濃度は都水道水の混合比が大きく関与している

ことが推測される. THMは都水道水と同様に CHCI3，

CHClzBr及び CHCIBrzが同時に検出されるものが多く

みられた.

4 )水源別による水道水の THMの比較

水源別に TTHMi農度の高いものからそれぞれ 5件の

試料を選びそれらの THMを表 2に示した.

表流水では TTHMの大部分が CHCl3で、占め，CHClzBr 

は少なかった.なお，CHCI Brz及び、 CHBr3は全く検出さ

れなかった.

地下水を水源とする水道水で THM が検出された ~Jt料

は，臭素を含む THMが検出され，CHCI3， CHClzBr， 

CHCI Brz及ぴCHBr3の濃度比が試料により異なっていた.

混合水は，CHCl3の濃度が最も高く次いで CHClzBr，

CHCI Brzの}I[:r!で、あった.このように水源により検出され

るTHMの成分に特徴がみられた.

表 2. 水源別による水道水の THM検出例

水源、No.TTHM CHCl3 CHClzBr CHCLBrz . CHBr3 

表流水 1 40 37 3 ND ND 

2 29 27 2 ND ND 

3 18 17 ND ND 

4 9 9 ND ND ND 

5 8 7 1 ND ND 

地下水 1 26 7 9 9 l 

2 23 1 1 4 17 

3 15 5 6 4 ND 

4 10 2 4 4 ND 

5 8 1 4 2 

混合水 1 47 34 12 1 ND 

2 29 14 11 4 ND 

3 21 7 8 6 ND 

4 20 7 7 6 ND 

5 20 8 7 5 ND 

単位は μg/l，NDは1μg/l未満
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2 臭素イオン濃度と THM生成パターン

表流水及ぴ地下水の原水について臭素イオン濃度を測

定したところ， 20-50μg/l及ぴ15-40μg/lであっ

た.これらの値は大沼ら 16)が行った愛知県下の河川水，

地下水の臭素イオン濃度の調査結果とほぼ同程度であっ

た. THMの生成は，水中に溶存している有機物と臭素

イオンの濃度比により変化することが報告されてい

る17，18) そこで，表流水と地下水について原水の臭素

イオン濃度と THM生成の関係を検討した.

1 )表流水

臭素イオンを30μg/l含む表流水に臭化イオン濃度

が30-520μg/lになるように臭素カリウムを添加し，

24時間放置後の THM生成量を測定した.その結果は図

lに示したとおりで，CHCl3の生成量は原水で、18μg/l

検出されたが，臭素イオン濃度の上昇に伴い減少した.

それに対し，CHClzBr及び CHCIBrzの生成量は臭素イ

オン濃度の上昇に伴い増加したが，CHClzBrは臭素イオ

ンi農度110μg/l，CHCI Brzは360μg/lで生成量が最も

高くなり以後は減少する傾向を示した.臭素イオン濃度

520μ g/lでは CHBr3が最も多く，次いで CHCIBrz， 

CHClzBr， CHBr3の順であった.今回試料とした表流水

40 
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は，臭素イオン濃度が20-50μg/lであったことから

CHClzBrが生成される可能性があるものの CHCIBrz， 

CHBr3は生成されにくいことが推測された.

2 )地下水

福島ら 19)らは，地下水を水源とする水道水から

CHBr3が検出されることを報告している.今回の調査で

は，前述のように多摩地区の地下水を水源とする水道水

の大半は THMが検出されなかった. しかし，対象とし

た試料のうち最も高濃度に臭素を含む THMが検出され

た例として，CHCI3， CHClzBr， CHCI Brz及び CHBr3が

それぞれ 1， 1， 4及ぴ17μg/lが検出されたものが

あった.この地下水は，原水中に臭素イオン370μg/l

検出されたことから， CHBr3が多く生成されたと推測さ

れる.

3 表流水と地下水の有機成分及び THM生成能

1 )有機成分

丹保らZO)は， THM生成能は河川水や廃水中の有機物

に占める紫外部吸光度の比と相関関係があることを報告

している.そこで，表流水と地下水についても同様の関

係があるかを調査するために，それらり原水の濃縮液に

ついて HPLCを行い，得られたクロマトグラムを図 2に

y目

o oA  

360 520 

臭素イオン濃度 (μg/l) 

図 1. 表流水への臭素添加による THM生成パターンの変化

A : CHCl3 B : CHClzBr C : CHCI Brz D : CHBr3 
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示差屈折計

表流水

表流水

地下水
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保持時間保持時間

図 2:表流水と地下水の高速液体クロマトグラム

紫外部吸収を示す官能基が遊離塩素と反応し，吸収が弱

くなったこと等が考えられる.

なお，地下水の紫外部吸収は遊離塩素の添加により変

化しなかった.

2) THM生成能

表流水の原水を分画分子量限界1，000及び10，000の限

外ろ過膜により分画しそれぞれの THM生成能を測定し

た結果を表 3に示した.分子量10，000以上については有

機物が存在するか否かは明らかではないが， THMは生

成されなかった. 1，000 -10，000の画分の THM生成能

は全生成量の80-90%であり， 1，000以下の画分は10-

20%であった.また図 3に示したように，表流水の紫外

部吸収は遊離塩素の添加により減少することから，紫外

部吸収を示す有機成分は表流水中の THM前駆物質であ

ると推測される.

試料とした地下水原水の有機成分の紫外部吸収は全て

弱く， THM生成能も極めて低かった.

まとめ

1 1981年から1985年までの東京都多摩地区における

水道水の THM検査の結果，表流水，地下水，混合水を

示した.検出器は紫外部検出器を用い，同時に紫外部吸

収を示さない有機物の存在を知るために示差屈折計21)

を紫外部検出器に連結した.

示差屈折計により得られた表流水と地下水のクロマト

グラムの I及ぴHのピークは保持時聞がいずれも 13.9分

であり，示差屈折計により得られた検量線によると1，

Eのピークは分子量約4，000で分子量的に同一物質であ

ることが推祭される.紫外部検出器により得られたクロ

マトグラムから，表流水は 2つのピークの合成波と推定

される固， Nのピークを認めた.IIIのピークは分子量約

6，000， N及びVのピークはいずれも分子量約4，000で

あった.

表流水の濃縮i夜に遊離塩素を添加し24日寺間放置した後，

HPLCを行い得られたクロマトグラムを図 3に示した.

示差屈折のクロマトグラムから得られたピーク Iは，塩

素添加後も特に変化はみられなかった. しかし，紫外部

検出器で得られたピーク皿， Nは塩素添加後は弱いピー

クVI，VHに変化した.このことから，示差屈折計で得ら

れたピーク Iと紫外部検出器で得られたピークNは異な

る物質であるか，あるいは同一物質であるが，分子内の
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図3.表流水の濃縮水への遊離塩素添加

遊離塩素は20mg/1となるように添加した

約4，000にピークが認められた.このピークは遊離塩素

の添加により弱くなることから THM前駆物質と推定さ

れる.また，地下水は分子量約4，000にピークを示し，

THM生成能は低かった.

謝辞本研究にあたり資料を提供された奥多摩町，

昭島市の水道課，水道局水源林事務所計画課，労働経済
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(本研究の概要は第44回日本公衆衛生学会1985年10月

で発表した.)

表 3.表流水のトリハロメタン生成能

限外ろ過膜による分子量分布 生成率引%)

>10，000 0 

1， OOO~ 10， 000 80~90 

<1 ，000 1O~20 

※表流水の総トリハロメタン生成能を100としたときの

割合
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飲料水中の揮発性有機塩素化合物の家庭での除去方法

矢口久美子へ渡辺 学へ関山 登へ大橋則雄*

池島伸至*，西島基弘*，坂井千三*

Removal of Volatile Chlorinated Organic Compounds 

in Drinking Water in Home 

KUMIKO YAGUCHI*， SATORU WATANABEへNOBORUSEKIY AMAへNORIOOHASHI * ， 

NOBUYUKI IKEJIMA *， MOTOHIRO NISHUIMA * and SENZO SAKAI * 

Keywords 飲料水 drinkingwater， トリクロロエチレン trichloroethylene，テトラクロロエチレン

tetrachloroethylene， 1，1"，トトリクロロエタン1， 1 ， 1 -trichloroethane 

緒
t 

E司

トリクロロエチレン (TCE)，テトラクロロエチレン

(PCE) ， 1，1，1-トリクロロエタン (l，l，l-TCE) など

の揮発性有機塩素化合物 (VolatileChlorinated Organic 

Compounds :.以後 TCE，PCE， 1，1， 1-TCEの三化合物

を総称して VCOCと略す)が金属材料，機械部品等の

脱脂洗浄やドライクリーニング用洗浄剤として多量にか

っ広く利用されている.

近年，これらの化合物の地下水汚染が世界各地の工業

国で確認されている 1) 特に TCEとPCEは発癌性が疑

われ2)，かつ環境中で分解されにくい物質であることな

どから公衆衛生上問題となっている.

わが国においては1982年に環境庁が全国15都市の地下

水汚染実態調査を行い3) VCOCによる汚染が広範囲に

及んでいる事を報告し，注目された.

著者らは前報4)で東京都多摩地区の地下水の汚染調査

を行い，特に家庭での利用の多い浅層地下水の汚染が広

がっていることを報告した.

現在， VCOCの除去方法は海水場や工場等多量の水を

処理する施設においては，曝気による方法などが実用化

されている5，6) 一方，家庭の井戸水の場合は VCOCの

除去方法として煮沸が提唱されている 7)

著者らはこれまで、の調査で、井戸水からの検出例の多い

TCE， PCE， 1，1， 1-TCEを対象に，家庭で簡易に行える

方法として市販の家庭用浄水器(以後，浄水器と略す)， 

加熱およびくみ置きによる除去効果を比較検討したので

報告する.

実験方法

1.供試井戸水

あらかじめ TCE，PCE， 1，1， 1-TCEに汚染されてい

ることを確認した東京都小平市の井戸水を用いた.なお，

実験期間中 (1985年 6月一1986年4月まで)の井戸水中

の各化合物の濃度は， TCEが30-153μg/l (平均88μg

/1， PCEが13-31μg/l (21μg/l)， 1，1，1-TCEが5

-11μg/l (8μg/l) である.

2.調製試料

高濃度の VCOCが水中に含まれる場合の除去効果を

検討するために，調製試料を作製した.すなわち精製水

11にTCE，PCEおよび1，1，1-TCEの各標準物質(いず

れも和光純薬工業側社製試薬特級)を lμl加え，溶

解したものを調製試料原液とした.用時，精製水で適宜

希釈して次の調製試料を作製した.

1) TCE 濃度が84μg/l，PCE55μg/l， 1，1，1-TCE 

55μg/lの水溶液.

2) TCE 濃度が470μ g/l，PCE320μ g/l， 1，1，1 

TCE， 270μg/lの水溶液.

3) TCE 濃度が280μg/l，PCE200μg/l， 1，1，1-T-

CE140μg/lの水溶液.

3.装置

ガスクロマトグラフ:前報4)に従った，イオンクロマ

トグラフ:ダイオネックス社製 モデル2010i型，オー

トサンプラー:協和精密(株)製 KMT-60A型，インテ

*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 Metropolitane Reserch Laboratory of Public Health 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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表1.実験に供した家庭用浄水器の仕様

使用上の注意ろ過斉IJの交換
ろ過流速

(l/min) 

ろ過剤の種類

および重量 (g)* 浄水器

2日以上使用しなかった時は

コップ 1杯分の水を流す

銀処理

粒状活性炭

30g 

毎朝使用始めに最大流速で 2~

3分流す

約 3か月不明

粒状活性炭

550g 

I 

約 1年2 E 

使用始めに数秒間流す
1 日使用量 6~

81で約 1年
3~4 

セラミック

不明

*各ろ過剤の重量は実際に測定した

市
山

i采さllcm

4.検査項目及び分析方法

検査項目は①揮発性有機塩素化合物として TCE，

PCE， 1，1，1 -TCE，②水道法の毎月一回の定期水質検査

項目(以後，定期水質検査項目と略す)は，すなわち

pH，塩素イオン，過マンガン酸カリウム消費量，硝酸

グレーター:(株)島津製作所製 C -R3A，浄水器:表 1

に示した，加熱実験の使用器具:三角フラスコ 容量

1，100ml 関口部の内径 4cm，やかん ステンレス製

容量 21， くみ置き実験の使用器具:ポリエチレン製容

器容量2，400ml 直径11.5cm 高さ 24cm 関口部の直

径7.5cm，鍋ステンレス製容量4，200ml 直径22cm

トリクロロエチレ y

トリクロロエチレ yトリクロロエチレ Y

150 

度

nu 
R
d
 

(ヴ
l
)

テトラクロロエチレ Yテトラクロロエチレ yテトラクロロエチレ y

21 

濃

度
(
ヴ
l
)

1，1，ト卜りクロロエタン1，1，トトリクロロエタ Y

濃

度

(

ク

I
)

)
 

-(
 

ろ過水量

浄水器温浄水器耳

図1.浄水器による井戸水中の揮発性有機塩素化合物の除去効果

0--0ろ過前の濃度 ・-eろ過後の濃度

ー ー厚生省通達による水道水中の暫定的な水質基準値

浄水器工
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及び亜硝酸性窒素，濁度，色度，臭気，残留塩素，一般

細菌および大腸菌群である.

分析方法は前述の①については既報4)のECDt去に従っ

た.②のうちの塩素イオン，硝酸及び亜硝酸性窒素はイ

オンクロマトグラフィーによる方法的に準じ，試料50μl

を直接イオンクロマトグラフに注入して測定した.その

他の項目は上水試験方法的に従った. pHはガラス電極

法，残留塩素はオルト・トリジン法で測定した.

このうち水温， pH，臭気，残留塩素は採水時に現場

で測定した. VCOC用は250ml褐色ガラス瓶に空気を入

れないように採水後，密栓した.定期水質検査用は

250mlポリエチレン容器に採水した.なお，浄水器ろ過

水の細菌用の試料水は，ろ過始めの水 21を棄てた後，

滅菌容器に採水した.

5.実験操作

1 )浄水器による除去

三種類の浄水器をそれぞれ供試井戸水を利用している

家庭の蛇口に取り付け，また積算流量計を併設してろ過

水量を確認した.

ろ過前後の水について， VCOC及び定期水質検査項目

を測定した.

2 )加熱による除去

(i) 煮沸

調製試料 1)および 2)の2種類の試料について実験

した i弗騰水を経時的にパイアルに秤取し，ただちに密

封した後，室温で放冷し，その後20
0

Cの恒温水槽に 1時

間静置後測定した.

(ii) 沸騰後放置

供試井戸水および調製試料 3) を容量1，100ml三角フ

ラスコに1，000ml秤取し，ガスバーナー上で沸騰させた

後，約25
0

Cの室温に放置した.

。ii) 家庭用瞬間湯沸かし器(以後，湯沸かし器と記

す)での加熱

供試井戸水が導かれている家庭の湯沸かし器から最高

温度の湯を空気を入れないように採水後，ただちに密栓

した.

3 )くみ置きによる除去

水と空気との接触面積が異なる次の 2種類の容器を用

いて実験した.①容量2，400mlのポリエチレン容器に供

試井戸水1，500mlを入れ，ゆるくふたをしたもの.②容

量4，200mlの鍋に供試井戸水2，500mlを入れふたをした

もの，についてそれぞれ実験室内に放置した.その日寺の

気温は約25
0

Cであった.

結果友び考察

1.浄水器による vcocの除去

浄水器はろ過剤の種類および量により，性能が大きく

異なることが予測される.そこで，一般的には粒状活性

炭を使用しているものが多いことから，活性炭の銀処理

の有無，重量，粒径の大きさの異なるもの 2種類および

セラミックによるもの 1種類について VCOC除去効果

を検討した.供試井戸水を1985年 6月一1986年 3月まで

10か月間，家庭で使用するように流速 21/minで毎日

約301ろ過し，定期的に採水し分析した(以後間歓ろ過

実験と記すにまた，浄水器IとHについては，供試井

戸水を短期間に連続でろ過し除去効果を検討した.

1 )間観;ろ過実験

供試井戸水を間駄ろ過した場合の各浄水器の VCOC

の除去効果および持続性を図 1に示した.

浄水器Iの場合，使用初期には良好な除去効果を示し

た.

また， 1983年度厚生省通達による暫定水質基準値

(TCE : 30μg/l， PCE: 10μg/l， 1，1，1-TCE: 300μ 

表 2.井戸水の浄水器ろ過前後の水質

浄水器供試水 残留塩素
塩素イオン 硝酸性窒素 KMn04消費量 一般細菌(件) 大腸菌群(件)

(mg/l) 
pH 

(mg/l) (mg/l) (mg/l) 三五100 >100 陰性 陽性

ろ過前 0.2土O 6.5士0.09 23.2:1::1.4 9.2土0.5 0.5土0.4 26 。 26 。
I 

ろ過後 0.0土O 6.5士0.09 23.2:1::1.4 9.1:1::0.7 0.4:1::0.1 24 2 26 。
ろ過前 0.2:1::0 6.5 :1::0. 07 23.4:1:: 1. 3 9.1土0.4 0.7土0.3 30 。 30 。

H 
ろ過後 0.0:1::0 6.5土0.09 23.5土1.4 9.1土0.6 0.7土0.4 28 2 30 。

皿
ろ過前 0.2土O 6 . 5 :1:: 0 . 07 23. 1 :1:: 1. 7 9.2:1::0.5 0.5:1::0.3 19 。 19 。
ろ過後 0.0士O 6.5土0.09 23.1土1.4 9.2土0.4 0.9:1::0.4 15 4 19 。

注)細菌検査用の供試水は初流 21を廃棄後採水した
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表3.浄水器ろ過水量の一般細菌への影響

ろ過開始後 一般細菌が101コ以上/mlの件数

の水量* 浄水器1(n =8) 浄水器II(n=10)

ろ過始め 2 

11 0 

21 0 

31 0 

*試料として100ml採水

日
V
A
U
A
U
A
U

g/I)以下まで， VCOC除去効果が持続したろ過水量は

図 1に示すとおりであった.すなわち TCEは約3，2001

(約100日間に相当)まで除去効果が持続し，約5，0001

で消失した. PCEは実験期間中，総ろ過水量7，2001 (約

240日間)の時点においても除去効果が認められた. 1， 

1，1-TCEはろ過前の濃度がすでに基準値内であったが

約5，0001で除去効果が消失した.

1oo~・ーーーーlも、
。品、、

除 I u 0、、
。 0(5l.~

;mlO¥、;
ZlJ¥  

、

テトラクロロエチレ y

除

去

50 
率

% 

100~ 

除

去

率

% 

1，1，トトりクロロエタ y

100 言語函

吸着量(mg) 

浄水器 Z

浄水器Eの場合は， 1に比較して使用初期から除去効

果が悪く，また，ろ過水量に対する変化が不規則で変動

も大きかった.特にろ過前の供試井戸水中の濃度の高

かった TCEじついては，暫定水質基準値以下まで除去

できない場合があった.

浄水器阻は仕様書にトリハロメタン等の有機物を除去

できると表示されているが，今回の実験では VCOCの

除去効果がほとんど認められなかった.その理由はセラ

ミック自体に除去効果がないのか明らかではない.

次に供試井戸水の各浄水器でのろ過後について，定期

水質検査項目の検討をした.表2に示すように，その結

果は一般細菌を除く各項目には浄水器ろ過前とろ過後に

差異は認められなかった.なお，表2には示さなかった

が濁度，色度および臭気もすべて差異は認められなかっ

た.一般細菌についてはろ過前に比較してろ過後の方が

多い場合があった.この現象に関連した，浄水器のろ過
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図 2. 浄水器の揮発性有機塩素化合物の活性炭吸着量と除去率
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図3.煮沸による揮発性有機塩素化合物の除去
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1.1，1-トリクロロエタン
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やかん使用 :.-.トリクロロエチレン

剤の中で細菌が増殖することはすでに問題にされてい

る10)

そこで著者らも，水のろ過量による一般細菌の変化を

検討し，表3にその結果を示した.本実験では一般細菌

が基準値を上まわるものがみられたが，それらは 11流

すことによって，いずれも基準値を下まわるようになっ

た.

なお，浄水器Iには細菌の増殖を防ぐ目的で活性炭に

銀処理がほどこされている. しかし浄水器IとHの細菌

の成績には大きな差異はみられなかった.

2)連続ろ過実験

活性炭の吸着効果は，空気との接触によりその効力が

低下することや，微生物の増殖により影響を受けること

も考えられる.そこで前述の問歓ろ過実験の再現性を確

367 
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認する目的で， VCOCの除去効果が認められた浄水器I

とEについて連続ろ過を行った.

なお活性炭の除去効果をろ過前の供試井戸中の VCOC

濃度に影響されることなく検討するために，活性炭への

VCOC総吸着量を次式により求めた.

L
U
 

9
u
 +

 

'nU 
9
u
 

"
Tム『叶一一σ

。μ
 

量着吸制
加

X (Vj-Vjー1)/2

向:i固め採水時のろ過前の VCOC濃度(μg)

bj : i固め採水時のろ過後の VCOC濃度(μg)

Vj : i固め採水時の積算ろ過水量(1) 

使用始めの VCOC除去効果は図 2に示すように，浄

水器Iの場合，間歓ろ過と同様に除去率95%以上であっ

た.浄水器Hについても除去率は95%以上で，その変動

も小さく，問歓ろ過実験の結果より良好であった.

浄水器Eにおける間欺ろ過実験と連続ろ過実験の除去

効果に差異がみられた原因は明らかではない.

次に海水器 IとHの除去効果の持続性をそれぞれ

TCEと1，1，1-TCEの総吸着量で比較した結果，図 2に

示すようにHはIの約13倍であった.活性炭の量は， n 
はIの約18倍であり， 1の方がEに比較して活性炭の単
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表 4.瞬間湯沸かし器の揮発性有機塩素化合物への影響

温度* 1，1，1-トリクロロエタン テトラクロロエチレントリクロロエチレン

湯沸かし器
("C) 湯沸かし前湯沸かし水残存率湯沸かし前湯i弗かし水残存率湯沸かし前湯沸かし水残存率

(μg/l) (μg/l) (%) (μg/l) (μg/l) (%) (μg/l) (μg/l) (%) 

77，5 11.4 9.5 83 47 40 85 24 20.5 85 

2 62.0 11.3 10.1 89 47 43 91 24 22 91 

3 63.0 11.6 10.5 91 47 44 94 25 23 93 

4 53.5 9.6 8.7 91 44 41 93 21 19 92 

5 66.0 12 12 100 46 43 93 25 25 100 

*使用湯沸かし器の最高温度

表5. くみ置き水の揮発性有機塩素化合物の残存率

放置日数 残存率(%) 残留塩素

(日) 1，1，1-トリクロロエタン トリクロロエチレンテトラクロロエチレン (mg/l)

1 60 68 50 0.3 

2 60 59 50 0.3 

3 53 50 44 0.2 

6 29 32 25 0.1 
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放置前の井戸水中の各化合物の濃度:1，1，1ートリクロロエタン 7μg/l， トリクロロエチレン 21μg/l， 

テトラクロロエチレン 8μg/l，残留塩素 0.4mg/l 

位重量あたりの吸着量が多かった.これは Iの活性炭が

Eより細かい粒子であったためと考えられる.

また TCE，PCE， l，l，l-TCEの三化合物の中で活性

炭に一番よく吸着されたのは PCEで，ついで TCE，1， 

l，l-TCEの順であった. PCEが一番多かった理由のー

っとして，一般に水溶液の状態で活性炭と接触する場合，

水に対する溶解度の小さい物質の方が，より活性炭に吸

着されやすい11)といわれており， PCEの水に対する溶

解度が他の 2種と比較して約1/7と小さいためであると

考えられる.

間駄ろ過と連続ろ過の VCOCの除去効果を浄水器I

について比較検討した.その成績は図 2に示すように，

PCEとl，l，l-TCEの場合は除去率と吸着量の関係が連

続および問歎ろ過の両者とも同じような傾向を示した.

従って間駄に使用した場合も活性炭の吸着能力に影響は

与えないと考えられる. しかし TCEについては連続ろ

過における総吸着量が約175mgであるのに対し，間駄ろ

過の場合は約300mgで後者の方が吸着能力が大きかった.

この違いは TCEの場合，間歌ろ過実験中のろ過前の濃

度が，連続実験中の濃ー度と比較して 2-3倍高かったこ

とによることも考えられる.

2.加熱による vcocの除去

VCOCはいずれも水との共沸点が90.C以下と低い.

従って加熱することにより容易に除去されることが予測

される.そこで一般に家庭で行っている煮沸， i弗騰後の

放置および加熱が容易で、ある湯沸かし器による除去効果

について検討した.

1 )煮沸による場合

前報4)の東京都多摩地区の井戸水における VCOCの汚

染実態を参考にして調製試料 1)を，また高濃度に汚染

されている場合も想定して調製試料 2) について検討し

た.
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(1) 三角フラスコによる加熱

調製試料 1)および 2)をそれぞれ 11三角フラスコ

に秤取し加熱した.沸騰し始めから経時的に VCOCを

測定した成績を図 3に示した.

調製試料 1)の場合は， TCEは約 1分， PCEは約 2

分で暫定的水質基準値以下に減少した.調製試料 2) の

場合， TCEが基準値以下になるまでにがj8分， PCEは

約10分の煮沸が必要であった.

(2) やかんによる加熱

家庭での除去方法を考え， TCE220μ g/l， 1，1，1 

TCE38μg/lに汚染されている井戸水1.51をやかんに

入れ，煮沸して除去効果を調査したところ，いずれも 2

分後には検出限界以下であった.多摩地区の井戸水の

VCOCによる汚染は，その大半が100μ g/l以下であ

る~)ので，一般的にはやかんを用い約 2 分間の煮沸で，

VCOC は除去できると思われる.

2)沸騰後放置した場合

供試井戸水および調製dit;j斗3) を三角フラスコにそれ

ぞ、れ1，000ml秤取しバーナー上で加熱沸騰後，室温に放

置して，経時的に VCOCの濃度を測定した.図 4に示

すように供試井戸水および調製試料 3)の両者共， 30分

間放置後も 50%以上の VCOCが残存した.

3)湯沸かし器で加熱した場合

供試井戸水を湯沸かし器で加熱した場合の VCOC濃

度の変化を表 4に示した.

湯沸かし器による VCOCの濃度変化は，加熱j昆度が

高くなるに伴い，残存率がやや低くなる傾向がみられた

が，実用上はほとんど除去効果がないと思われる.これ

は湯沸かし器の構造が閉鎖性であるため，加熱されても

VCOCが揮散する空間がないこと，加熱が短時間でしか

も温度が低いためであると考えられる.

3. くみ置きによる vcocの減少

供試井戸水をポリエチレン製広口瓶および鍋に入れ，

室内に放置した場合の VCOCの変化を表 5に示した.

VCOCの残存率がポリエチレン製広口瓶の場合は 6日後

でも 25%以上残存し，鍋の場合は 3日後には 3-7%に

減少した.

また，放置により細菌の増殖が懸念されるので，残留

塩素についても調査した.供試井戸水の残留塩素が調査

開始時に減少していたため次亜塩素酸ナトリウム液を数

滴加え，残留塩素濃度をO.4mg/lとして調査した.

ポリエチレン梨容器の場合は 6日後でも O.lmg/lの

残留塩素を認めたが，鍋の場合はすみやかに減少し 1日

後にはすでに検:出されなかった.

これらの結果から，除去効果をあわせて考えた場合，

くみ置きは有効な方法とは考えられない.

まとめ

家庭における VCOCの除去方法として， 1. 浄水器

による方法， 2.加熱による方法， 3. くみ置きによる

方法について検討し，次の結果を得た.

l.ろ過剤に粒状活性炭を使った浄水器では，使用開

始時には VCOCの除去効果が95%以上と良好であった.

しかし，除々にその効果は低下する事がわかった.また

間歓的に使用した場合，ろ過始めの水から水質基準を上

まわる一般細菌が検出されたが，11のろ過水を棄てる

ことにより，基準値以下となった.

セラミックを使った浄水器では除去効果はみられな

かった.

2.加熱による除去方法は，やかんで 2分間以上沸騰

により効率よく除去できる事が判明した. しかし，沸騰

後放置および瞬間湯沸かし:器での加熱では十分な効果は

f尋られなかった.

3. くみ置による方法は，除去効果も低く，細菌の増

殖の懸念があることから適切な方法ではない.
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オル卜フ工ニルフェノール・ナトリウム (OPP-Na)の
肝薬物代謝酵素系におよぼす影響

牛山慶子 へ 佐 藤 か な 子 * ，長井二三子へ中川敦子*

加納いつ*，市川久次*，中尾順子**

Effects of OPP-Na on Hepatic Drug Metabolizing Enzyme System 

KEIKO USHIYAMA *， KANAKO SATOHへ FUMIKONAGAI*， ATSUKO NAKAGAWAへ

ITSU KANO*， HISATSUGU ICHIKAWAへandTOSHIKO NAKAO* * 

Keywords:オルトフェニルフェノール 0-Phenylphenol，薬物代謝酵素 Drugmetabolizing enzyme，チトクロー

ムP-450 Cytochrome P-450 

緒日

オルトフェニルフェノール・ナトリウム (OPP-Na)

は防カピ剤として，柑橘類に使用されている. OPP-Na 

の経口投与で， F 344ラットに勝脱ガンの発生が報告さ

れた1) これは，雄ラットに特に発生が多いこと，他の

低濃度の添加飼料の投与に較べ， 2 %添加で，著しくガ

ンの発生が多いことが指摘されている.

尿中代謝物の分析をした結果， OPPグルクロン酸抱

合体の他に，水酸化された2.5-ジハイドロキシジフェニ

ルグルクロン酸抱合体を同定した2) この代謝物の尿中

濃度は，メスに較べオスの方が50%程高いことを示した.

また， OPP-Naの飼料中添加量による，この代謝物の尿

中濃度は，他の低濃度添加に較べ， 2 %で高くなってい

た3) このことは，この代謝物の尿中濃度と勝脱ガンの

発生とは相関性があり，発ガンは，この代謝と関連して

いることを示唆している.そこで， OPP-Na投与による

代謝の変化をみるため，肝薬物代謝酵素系の検討を行っ

た.

方法

F 344/DuCrjラットのオス 5週令にコントロール飼

料(クレア CE-2)， 1 % OPP-Na 添加飼料， 2 % 

OPP-Na 添加飼料を 1群 6匹を使用し，自由摂取させた.

1週間飼育後，断頭屠殺し，肝を摘出，重量を測定した.

肝 重量の 9倍量の 0.25M ショ糖， 10mM Tris-HCl 

(pH7.4)緩衝液を加え， Potter型テフロンホモジナイ

ザ、ーにより，ホモジネートとした. 10，000Xg， 20分間

遠心分離した上清を105，000Xg， 60分間遠心分離し，そ

の沈殿をミクロソーム分画として使用した.

チトクローム P-450は，このミクロソーム分画をタン

パク濃度 1-2 mg/mlの濃度にO.lMリン酸緩衝液

(pH7.0) で希釈し，これに，ハイドロサルファイト・

ナトリウム(Na2S204) を少量加え，一酸化炭素を20秒

間吹きこんだ.一酸化炭素処理していないものを対照と

して， 450nm 付近の差スペクトルを測定した4)

ビフェニル水酸化酵素の活性の測定は， Atlasらの方

法5)に従い，生成物である 4-ハイドロキシピフェニル，

2同ハイドロキシビフェニルを蛍光分光光度計で分別，

測定した.

ベンツピレン水酸化反応 (AHH活性)は， Nebertら

の方法的で測定した.

タンパク濃度の測定は，牛血清アルブミンを標準とし

て， Lowry法7)で行った.

結果と考察

肝重量と体重の比は， OPP-Naの飼料中添加量に従っ

て増加した.

薬物代謝酵素の本体といわれる8)チトクローム P-450 

は， OPP-Na 1 %， 2 %添加とも，約35%上昇がみられ

た.フェノノ〈ルピタールや 3-メチルコラントレンのよ

うな著しい誘導剤9)ほどではないが， OPP-Naも肝薬物

代謝酵素系を誘導する.

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyaku日incho3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 

**東京女子医科大学生化学教室
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表l.肝重量比と肝薬物代謝酵素活性

飼料中の 肝重量/体重
チトクローム

OPP-Na濃度 (g/100g) 
P -450量

(nmol/ mg prot) 

。 3.4l::!::0.128 0.436::1::0.090 

1% 3.77::1::0.202* *キ 0.583::1::0.076* 

2% 3.97::1::0.219*** 0.588士0.064* 

* P<O，05 

** P<0.02 

* * *P<O.Ol 

AHH 活性は， OPP-Na 1 %添加では，変化はないが，

2%では，コントロールに較べて 2倍の上昇があった.

3四メチルコラントレンでは， F344ラットのオスで，こ

の活性は， 40倍上昇する. OPP-NaもAHH活性を 2

倍増加させた.

ピフェニル水酸化酵素活性は， 4位水酸化酵素で、は変

化はないが， 2位水酸化酵素活性は， OPP-Naの飼料中

添加量に応じた活性の上昇がみられた.特に 2位水酸化

酵素が誘導される薬物には，チトクローム P-450の誘導

斉IJである 3-メチルコラントレン， s-ナフトフラボン，

TCDDのような9)発ガン剤が多く，チトクローム P-450 

の誘導剤であっても，フェノパルピタールでは，この酵

素は，ほとんど誘導されない. しかし， OPP-Naは，こ

れらの発ガン剤のような著しい誘導ではなししかも，

4位水酸化酵素の誘導はない. また， OPP-Naにより誘

導されるチトクローム P-450の CO差スペクトルの極大

ピークは， 450nmにあり， 3-メチルコラントレンのよ

うな448nmではない.

このように， OPP-Naの)j干薬物代謝酵素系の変化は，

顕著ではないが，いずれかのチトロクローム P-450成分

が変化していることは明らかである.どのような成分に

起因しているか，さらに詳細に検討を加える必要がある.

AHH 活性
ピフェニル ブフェニル

(pmol/ mg prot/ :nin) 
2位水酸化酵素 4位水酸化酵素

(nmo] % mg prot/ min) (nmol/ mg prot/ min 

45.2::1::14.3 0.2265土0.004 1. 973::1::0.323 

31.6土7.07 0，2504::1: 0.031 1. 989::1:0.254 

90. 2::1:: 30 . 3 * * * 0.2816土0.029** 1. 718::1:: 0 .122 

まとめ

OPP-NaをF344/DuCrjラットに経口投与した結果，

肝ミクロソーム画分の，チトクローム P-450量， AHH 

活性，ビフェニル 2位水酸化酵素活性の上昇がみられた.
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経口投与によるオルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)の

ラット乳汁への排池の可能性についての検討(第2報)

小林博義*，神谷信 行*，市川久次*

Possibility of Excretion of Sodium 0-Phenylphenate (OPP-Na) 

into milk by Oral Admimistr叫 ionto Mother Ret (11) 

HIROYOSHI KOBA Y ASHI *， NOBUYUKI KAMIY A * and HISATSUGU ICHIKA W A * 

Keywords:乳汁 milk，オルトフェニルフェノールナトリウム sodium0-Phenylphenate，幼若ラット infantand 

young rat 

緒員

オルトフェニルフェノール(以下 OPp) ならびにオ

ルトフェニルフェノルナトリウム(以下 OPP-Na) は，

当部での毒性試験の結果，勝脱腫蕩の発生が認められ

た1) さらに体内分布，排j世2) 酵素3)ならびに核酸関

連物質への影響4)，代謝物の分析等5)について検討が加

えられて来た.動物の幼若期は代謝およぴ各種器官機能

が著しく変化，成長する時期であり， したがって毒物に

よる影響もうけやすい.加えてこの時期に受けた障害は

以後の発育に多大な影響を与えるといわれており，幼若

期における毒物の各器官に対する生理学的影響を検討す

ることは意義あるものと考えられる.このような観点よ

り我々は OPP-Na (2 %)を分娩直後の母ラットに投

与し乳汁への移行を確認する目的で，薄層クロマトグラ

フィ一法により仔ラット胃内乳汁中の OPPの分析を

行ったが，これを証明，するに至らなかった6) 今回前

報と同様の実験をくりかえし，さらに分析精度の良い高

速液体クロマトグラフ法を用いて検討を行ったところ，

乳汁への移行が確認で、きた，また肝臓，牌臓重量におよ

ほす影響について検討を加えた.

実験材料ならびに方法

1.使用動物

日本チヤールス・リバー側生産の F344/DuCrjラッ

トを妊娠8日目で購入し， 1母体当り 8-10匹の仔を出

産した母仔を用いた.実験使用動物数は，対照群母ラッ

ト5匹仔ラット雌15匹雄25匹，投与群母ラット 5匹仔雌

25匹雄18匹を用いた.動物は，室温25土 1'c，湿度55::!:

5 %，照明時間午前 6時一午後 5時にて，母仔をプラス

チックケージに滅菌カンナクズ，水は給水ビンより自由

に飲水させた.

2. OPP投与方法

OPPは， OPP-Naをラット用粉末飼料(日本クレア

附製) CE-2に 2%の割合で (OPP-Naは DowChe-

mical社製の DowicideA Lot MM8208017 B )混合調整後

整型乾燥したものを分娩直後より 14日間母ラットに連続

投与した.対照群には， CE-2粉末を整型乾燥したも

のを同様に14日間投与した.

3.体重，飼料摂取量ならびに臓器重量の測定

体重は母仔体重を毎日午前 9時一10時の間に測定し，

同時に飼料摂取量をも測定した.なお，飼料摂取量はコ

ボン量も含む量とした.さらに実験終了時屠殺後，肝臓

牌臓を摘出し秤量した.

4.試料

OPP標準品は東京化成(械製 (LotNo FBPO 2 )， PHQ 

(フェニルヒドロキノン)は東京化成(附製 (LotNo 

FCR03超高純度試薬)を用い，その他の試薬は JIS特級

を使用した.

5.乳汁の採取ならびに高速液体ク口マトグラフィーに

よる乳汁中の OPPの分析法

実験終了時(投与14日目)仔ラットの胃内乳汁を胃に

入ったまま噴門および幽門部にて切断摘出し，バキュー

ムパイアル(キャップゴム付， 日電理化硝子株式会社

製)に入れ-80'にて保存し，分析時に胃内乳汁を切り

出し，その 1gを精秤し，メタノール 1mlを加え混和，

*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 
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抽出した後不溶物を遠心 (2000rpm，10min) 分離し，

得た上清について高速液体クロマトグラフィー (CPLC)

法(カラムには Unisi)QC184 X 250mmを用い，移動相と

してはアセトニトリル:水 (1 : 1) をpH3に調整し

たものを用い，流速0.8ml/mmで流し， 254nmにおける

吸光度を測定にて OPPの分析を行った.

実験結果ならびに考察

1.一般状態の変化

生後10-14日目にかけて，体温低下をともない急な体

重減少をもって死ぬものが，対照群，投与群とも一部に

みられたが BHT投与時にみられた母ラットの哨乳のぎ

こちなさはみられなかった7)

3.臓器重量

分娩直後より 14日間 2% OPP-Na含有飼料を投与した

母仔ラットの肝臓，牌臓重量におよぽす影響を検討した

ところ，表 1に示したごとく， 2%OPP-Na投与群仔

ラット雌雄の肝臓，牌l臓の重量が有意に減少したことが

認められた.この結果は，母ラットに投与した OPP

Naあるいはその代謝物が乳汁中に移行し肝臓ならびに

牌臓に作用した結果重量の減少したものと推察された.

4.飼料摂取量

対照群，投与群との問に差はなかった.

5.乳汁

仔ラット乳汁量は，対照群，投与群とも 240-300mg

/仔ラットで両群聞の乳汁量，色調等の差はみられな

かった.

Table 1. Effect of OPP -Na Admimistration to Mother Rat on Liver and Spleen 

Weight of Mother and Infant Rat 

2.体重の変化

No of 

Animals 
Liver Spleen 

Control 5 
10.26土0.5711

) 484.29::!:: 38.5293) 

4.67土0.1872) 220. 32::!:: 14 .6384) 

Mother Rat 11. 50::!::0. 893 496.60::!::33.351 
OPP-Na 5 

5.37士0.291 232.29土14.753

632.82::!:: 102.3513) 65.67土14.175
Control 15 3024.61土183.973

4)
313.05 ::!::41. 912 

Male 

OPP=Na 25 
504 . 57::!:: 64 . 348 * * 48.31::!::8.211 **5) 

2772.08土230.855 265.03土31.993 
Infant Rat 

642.43土103.906 64.23土13.873
Control 25 

3239.80土214.030 323.53土52.686

Femal 

OPP-Na 18 
508. 21::!:: 103. 769本* 46.66土10.063** 

2810，02土432.845 258. 36::!::45. 714 

Mean十S.D l)g 2)g/100gB.W 3)mg 4)mg/100gB.W 5)**P<0.01 

6.乳汁中に含まれる oppの高速液体ク口マトグラ

フィによる分析

OPP-Na投与群の母ラットは，増加率で実験開始早

期に，抑制傾向がみられたが， 12-14日目には，対照群

に近づいた.対照群219.6g (119.45%増加) OPP-Na 

群213.8g (118.12%増加)，仔体重も OPP-Na投与群

全期間にわたって抑制傾向がみられ，雄対照群， 15匹，

(1)検量線 2. 5. lOppmの OPP標準液(メタ

ノール液)を調整し，高速液体クロマトグラフィにより

OPP 濃度と 245nmにおける吸光度(ピークの高さ)と

の関係をプロットし検量線を作成したところ，その結果

図1に示したように良好な直線性を示した.

20.84g (培加率 404%) OPP -Na群 25匹， 18.21g 

(354.6%)，雌，対照群25匹. 19.8g (396.9%) OPP-

Na群18匹. 18.06g (380.4%) であった.

(2) 分析結果 図2に示したように生後14日目の胃内

仔乳汁中に OPPが2.8ppmの濃度で、含有することが検出

できた.先に報告した薄層クロマトグラフ法による仔乳
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汁中OPP-Naは促えられなかったが，高速液体クロマ

トグラフィ法により， OPP-Naが乳汁を介して，仔に

とりこまれていることが示された.図 2に示した OPP

ピークの前にある小さいピークは(矢印で示す)OPP-

Na 溶液の長期保存時にみられる分析ピークに類似して

いた8) このピークについては OPPの代謝物なのかあ

るいは保存中に変化したもの等であるのかを今後の研究

によって明らかにしたいと考えている.

添加回収実験対照群乳汁に OPP標品および PHQ標

品を添加し，前述の分析方法に従って回収実験を行なっ

た.その結果回収率は93%の結果が得られほほ良好な

回収率と考えられ，参考までに，添加飼料中の OPP回

収率は98%以上と報告されている9) 乳汁中からの回収

率もほぼ良好なるものと推察される.

20 

15 

~ 10 
m 
，叶

出

'" <u 
ω 
向
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2 

375 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Fig. 2. HPLC Separation of OPP in Young rat milk 

A : OPP standard 

O-Pheny1phenate ( ppm ) B : Admimistration 

C : Control 

Fig. 1. Linearity of Detection for OPP Standard 

ま と め 2)市川久次，小林博義，中尾順子:東京衛研年報33-

F 344/DuCrj母ラットへ 2%オルトフェニルフェ 2，451，1982 

ノールナトリウム (OPP-Na) を14日関連続経口投与 3 )長井二三子，中尾順子:東京衛研年報33-2，458，

したところ，晴乳中の仔ラット胃内乳汁中に OPP2.8 1982 

ppmが検出された 4)大槻慶子，樺島順一郎，中尾順子:東京衛研年報32

前報の Wistar系ラットを用いた実験系で投与 OPPの -2，51，1981 

証明ができなかったことは検出方法の感度によるものと 5)藤谷和正，牛山慶子，中尾順子:東京衛研年報33ー

思われた. しかし，岡実験系でみられた体重および臓器 2，470，1982 

重量の違いは動物の系統による感受性の差も推察された 6)小林博義，中尾順子:東京衛研年報34-2，302，1983
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1) Hiraga， K and Fujii， T : Food and Cosmetic Toxicolu. 8)神谷信行:私信
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アセ卜アミノフ工ンの変異原性増強効果について(第 2報)

化学構造と活性の関係について

藤谷和正*佐々木美枝子**

Promoting Effect of Acetaminophen on Mutagenicity (11) 

Relation of the Chemical Structures and the Activities 

KAZUMASA FUJITANI* and MIEKO SASAKI* 

Keywords 変異原性 Mut也氏nicity，アセトアミノフェン Acetaminophen，アセトアミドフェノール

Acetamidophenol， N-メチルーN'ニトローN四ニトロソグアニデ?ン N-methyl-N' -nitro-N -nitrosoguanidine， CHO一K1

cell 

緒 日

アニリン系鎮痛解熱剤として広く用いられているフェ

ナセチン(pーアセトアミドフェネトール)およびアセト

アミノフェンヤーアセトアミドフェノール)の発癌性，

発癌プロモーター活性および染色体異常誘発性について

はいくつかの報告がある 1-6) このうちアセトアミノ

フェンは培養細胞および実験動物に染色体異常を誘発

し4) また強力な変異原物質である N-methyl-N'-ni-

tro -N -nitrosoguanidine (以後 MNNGと略す)によっ

てひき起こされる突然変異および染色体異常を増強させ

る効果のあること 6-9)アセトアミノフェンのこの変異原

活性増強作用は化学変異原による突然変異だけでなく紫

外線による突然変異にもおよぶこと 9)がすでに報告され

ている.

今回我々はアセトアミドフェノールの三異性体，すな

わち 0-acetamidophenol， m -acetamidophenolおよび，p 

-acetamidophenol (acetaminophen) (以後，それぞれ o

-AAP，間一AAPおよびp-AAPと略す)の細胞毒性お

よび MNNGによって誘発されるウアパイン耐性突然変

異に対する増強作用について化学構造と活性の関係を検

討したので報告する.

材料と方法

細胞は当部で継代維持されている CHO-K1細胞

(チャイニーズ、ハムスター卵巣由来株化細胞)を用いた.

試薬:o-AAP (和光純薬工業 010一00182)，mー

AAP (Aldrich A一720-5)，戸-AAP (和光純薬工業

017 - 00192 97 %)， MNNG (Aldrich 12，994 - 1 

97%)，ジメチルスルホキシド(以後 DMSOと略す 和

光純薬工業 045 -07215 試薬特級)， ouabain octahy-

drate (Sigma 0 -3125) ，ハム F-12培地ニッスイ(日

水製薬 05910) ，炭酸水素ナトリウム(和光純薬工業

191-01305 試薬特級)，結晶ペニシリン Gカリウム明

治(明治製菓)，硫酸ストレプトマイシン明治(明治製

菓)， Calf Bovine Serum (Flow Laboratries， Australia 29 

-131-54) 

。ー，mー，およびt-AAPは使用直前に， 10μlDMSO 

/4 ml mediumとなるように DMSOに溶解した. MNNG 

は200μg/mlの水溶液を 20
0

Cに保存し用時解凍して

用いた.ウアパインは1.0gを100mlのリン酸緩衡生理

食塩水 (PBS) に溶解し，メンブランフィルターでろ過

滅菌し遮光保存した.培地はハム F-12培地ニッスイ

(粉末) 10.6 gを再留水で 11とし，炭酸水素ナトリウ

ム1.5gを溶解した後ペニシリン10万単位/1，硫酸スト

レプトマイシン 1mg/Iを添加し，メンプランフィル

ターでろ過滅菌して 4
0

Cで保存，用時に仔牛血清を10%

(v/v) となるように加えたものを正常培地とした

(以後F-12+10%CSと略す). 

1) 0ー，m- およびp-AAPの毒性比較試験:直径

60mm (培養直径50mm) の滅菌済シャーレに培地 4mlを

*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 Japan 

**問・病理研究科
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入れ，37'C， 5 % CO2インキュベーターで温度および

pHを一定にしておく. CHO-K 1細胞を0.25%トリプ

シンで処理して浮遊液とし1.0X 1Q2cells/ dishになるよ

うに播種した.翌日，三異性体の各濃度の DMSO溶液

10μlを0，25，100，200および400μgAAP / ml mediumと

なるように添加して培養を続け，播種の 7日後に細胞を

0.05%ゲンチアナバイオレット/メタノールで固定・染

色し，コロニーを数えた.

2) MNNGの変異原性に対する0-，間一および，t-

AAPの効果:培養フラスコ TD-40 5本に， 2 X 

106cells/TD-40のCHO一K1細胞を播き(第 O日とす

る)一晩培養した.翌日0.3または0.5μgMNNG/mlを

含み，血清を含まない F-12培地で 2時間培養し，その

後正常培地で洗候・培地交換して一晩培養した.

① 生存率試験:第 2日にトリプシン処理により浮遊

液とした細胞を60mmシャーレ(5枚/群)に2.0X1Q2_

1.0 X 103cells/ dishになるように橋種した.第 3日にo

，mー，およびt-AAPの各濃度の DMSO溶液または

DMSOを10μlづっ添加して 2時間培養し，その後正常

培地に交換して培養を続けた.第 9日に固定・染色して

コロニーを数えた.
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Table 1. Effect of 0 -，隅-.and T -AAP on the Mutagenicity of MNNG 

MNNG AAP P.E M.F 

(μg/ml) (μg/ml) (%) (oua' /I06survivor) 

cont 0.3 。 37.0 88.3 
E 

o-AAP 0.3 150 37.6 77.8 X 
P m-AAP 0.3 300 37.2 85.3 
1 

t-AAP 0.3 75 37.8 95.2 

cont 0.3 。 27.7 62.8 
E 

o-AAP 0.3 100 24.5 73.5 X 
P 

制 -AAP 0.3 100 24.8 76.6 
2 

t-AAP 0.3 100 20.8 64.4 

cont 0.5 。 7.24 190 
E 

o-AAP 0.5 100 5.27 279 X 
P m-AAP 0.5 100 5.00 356 
3 

t-AAP 0.5 100 4.07 353 

E o-AAP 0.5 100 13.4 364 

X 
間 -AAP 0.5 100 15.3 314 P 

4 t-AAP 0.5 100 14.2 304 

P.E. : plating efficiency M.F. : mutation frequency 



結果および考察

AAPの三異性体の CHO一K1細胞に対する毒性比較

の結果を図 1に示す.コロニー形成率で見る限り，毒性

の強さはp-AAP(アセトアミノフェン) >o-AAP>隅

-AAPの順となった. また CHO-K1細胞に対する

LD50はおよそρ-AAP75μg/ml， o-AAP 150μg/ml， 

m-AAP 300μg/mlであった.

AAPの三異性体が MNNGの変異原性に及ぽす効果を

調べるために行なった試験の結果を表 1に示す. MNNG 

処理濃度は実験 1と2では CHO一K1細胞に対する

LD506)にあたる0.3μg/ml，実験3と4ではそれよりい

くらか毒性の強い0.5μg/mlとした. AAPによる後処

理濃度は実験 1では CHO-K1細胞に対する LD50にあ

たる各濃度とし，実験 2， 3および4では一定の100μg

/mlとした. MNNG 0.3μg/mlの処理では AAP後処

理群と無処理群 (MNNG処理のみ)との聞にも ，0ー，m

ー，およびp-AAP聞にもウアパイン耐性突然変異誘発

率の差は見られなかった. MNNG 0.5μg/mlの処理で

はウアパイン耐性は AAP処理によって増加したが，

AAP三異性体問には差がなかった.すなわち，比較的

Ann. Rep目 TokyoMetγRes. Lαb. P.H.， 37， 1986 

② ウアパイン耐性試験:第 2日に同じ細胞浮遊液を

60mmシャーレ(5枚/群)に約1.0X 10
6
cells/ dishにな

るように播L干重した.第 3日に o-，mー，およびp-AAP

の各濃度の DMSO溶液または DMSOを10μlづっ添加

して 2時間培養し，その後正常培地に交換して培養を続

けた.第 4日に 1mM ouabainを含む F-12+10%CS 

に培地を交換した.途中 2回培地交換して，第 9日に固

定・染色してウアパイン耐性細胞のコロニーを数えた.

コロニー形成率(生存率)および突然変異率は次の式

により求めた.
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された0.3μg/mIMNNG処理と0.5μg/mIMNNG処理

との差，すなわち前者(実験 1， 2)では AAPの後処

理の効果が殆んど見られないのに対し，後者(実験 3，

4 )では AAPの後処理により MNNG単独処理の場合の

2倍近い突然変異率が見られたことは，この点を再現し

ている.さらに MNNGの濃度を変えて実験を行なう予

定である.

本実験の目的であった AAPの三異性体聞の活性の差

は少なくとも MNNGの突然変異原性に対する増強効果

という点では oー，m およびp-AAPいずれもほぼ同等

であった.
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高濃度の MNNG (0.5μg/ml)によって処理した場合

はAAPの後処理によって MNNGによるウアパイン耐性

突然変異が増強されたが，低濃度の MNNG処理では

AAPの効果は見出せなかった.0-， mーおよびρ-

AAPの活性差はこの条件下では見出せなかった.図 2

-①②③に細胞生存率と突然変異誘発率の関係を相対

値で示した.

アセトアミノフェン(P-AAP) の変異原性増強効果

が，比較的高濃度の MNNG処理した場合の方が，低濃

度 (sub-mutagenic dose) の MNNGの場合よりも有効

に発現されることはすでに報告している7) 本実験で示
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赤血球形態変化および赤血球膜 Ca2+， Mg2+ -ATPaseに対する

ク口口キンのイ乍用

長井二三子*，牛山慶子へ中川敦子*

加 納 い つ * 中尾順子**

Shape Change of Erythrocyte Ghosts and Inhibition of Calmodulin 

stimulated Ca2+， Mtf+ -ATPase by Chloroquine 

FUMIKO NAGAI*， KEIKO USHIYAMAへATSUKONAKAGAWAへ
ITSU KANO* and TOSHIKO NAKAO* * 

Keywords:クロロキン Chloroquine，カルモデュリン calmodulin，Ca2+， Mg2+ -ATPase 

緒己

抗マラリヤ斉IJのクロロキンは副作用として網膜症をひ

きおこすことが知られているが，その発症機序は未だ明

らかではない.著者らは膜のモデルとして赤血球膜を用

いてクロロキンの作用を検討することにより，網膜変性

発生の機序解明を試みた.クロロキンの赤血球におよ lま

す影響については，村山らによって赤血球形態変化，浸

透圧溶血抵抗，赤血球膜酵素への影響および赤血球膜表

面荷電の変化などについて報告されている 1-3)

最近，骨格構造タンパク質についての研究が進み，ス

一定の条件下では，無傷赤血球の性質をかなり残してお

り，膜の構築および機能の研究材料として数多く使われ

ている.またカルモデュリンによって活性化され，細胞

内のカルシウムおよび ATPレベルを調節すると言われ

ている Ca2+，Mg2十一ATPase，7)についてクロロキンの

阻害作用をしらべ，クロロキンがカルモデュリンの掠抗

阻害剤である可能性を見いだした.またこの酵素活性阻

害作用とゴーストの形態変化との関連についても討論し

た. さらにアテ守ニルシクラーゼ， Na+ ，K+-ATPaseな

どの細胞膜酵素についてもクロロキンによる阻害作用を

ペクトリンなどの裏打ち構造タンパク質が赤血球の形態 しらぺた.

変化に関与しているという報告が数多く出されている4) 実験材料および方法

さらに，広く細胞内に存在するカルシウム調節タンパク 材料

質のカルモデュリンがスペクトリンと結合すること，カ

ルモデュリン阻害斉IJであるトリフルオロペラジン，プロ

メタジン，クロルプロマジン等が赤血球を内方陥没させ

る作用があることなどが報告されており，カルモデュリ

ンは赤血球の正常な形態の維持に骨格構造タンパク質へ

の作用を介して関与していると推定される証拠4，5)が提

出されている.クロロキンが赤血球の形態を内方陥没さ

せることは村山らの報告2)に示されているが，クロロキ

ンの濃度が15，6mMと高い.そこで，著者らはクロロ

キンによる形態変化を赤血球の可溶性分画であるヘモグ

ロビンを除き，純粋な形質膜(ゴースト)を調製して，

ゴーストに対する作用で観察した.赤血球のゴーストは

クロロキンは Sigma社のクロロキンリン酸塩を Bio'

Rad AGI-X8を用いてクロロキンアセテートに車対集して

使用した.カルモデュリンは Goparakrishnaの方法的に

より牛脳より精製した.

方法

赤血球ゴーストの形態観察

赤血球ゴーストは Jinbuらの方法的に従って，採血後

3 -5日の CPD保存血を用いて調製し， 50%グリセリ

ン含有懸濁液にして液体窒素中に保存した.形態の観察

は 2mM MgCl2または 2mM MgCl2および 2mM ATPを

含む0.154MNaClにクロロキンを加えて Zeissフォトマ

イクロスコープ困を用いて暗干見野法により1Tった.

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

**東京女子医科大学生化学教室



赤血球膜ci+， Mg2+ -A TPase活性の測定

赤血球膜標品は上記の CPD保存血を生理食塩水で 3

回洗浄し， Jarrettらの方法10)に従い， 20倍量の 1mM 

EDT A， 28 mM Tris. HCI (pH7.4)を用いて溶血させる

方法で調製した.酵素反応は 3mM ATP， 5 mM MgCI2， 

140 mM NaCI， 14 mM KCI， 0.5 mM EGTA， 0.8 mM 

CaCI2， 0.1 mMウアノτイン， 30 mM imidazole HCI 

(pH7.4)を含む液0.5ml中に10-200μgの酵素標品，

0-10μgのカルモデュリン， 0-lXlO-2Mのクロロ

キンを加えて，3TC， 45分間インキュベートして行った.

40%トリクロロ酢酸0.1mlを加えて反応を停止し，さ

らに DOWEX50W-X4懸濁液0.1mlを加えて激しく撹

狩し，無機リン酸測定時に発色を妨害するクロロキンを

吸着させた. 3，000 rpm， 15分間遠心により除タンパク

と樹脂の除去を行ったあと， Fiske， Subbarou 法ll)によ

り遊離した無機リン酸を測定した.タンパク質は Low

ry法12)により測定した.

アデニルシクラーゼは，ラット脳より酵素標品を調製

し， C12Es (オクタエチレングリコールモノドデシル

エーテル)により可溶化し，可溶化酵素として用いた.

測定は salmonnの方法13)に従って， α_32p-ATPを基

質に用いて測定した.

Na+ ，K+-ATPaseは馬髄質外帯より精製した SDS酵

素(比活性:約1，000μmoIPi/ mg. Pr./hr) を用い，

Nakaoらの方法14)に従って測定した.

結果

赤血球ゴーストを用いて形態観察を行った結果を図 1

に示した.図 I一(A)は2mM MgCI2を含んだ等張液中で

のクロロキンの添加によるゴ}ストの形の変化を示した

ものである.赤血球ゴーストの形は 2mM MgCI2を含ん

だ等張液中では echinocyteまたは spherocyteであるが，

0.1 mMクロロキン添加により練を持った内方陥没の形

に変形した. 0.5 mMクロロキン添加においても同じ結

果が得られた. 2 mM MgCI2， 2 mM ATP含有等張i夜中

ではゴーストの形は ATPレベルを保った無傷赤血球の

場合とおなじように discocyteであったが，この懸濁i夜

に0.1mMクロロキンを添加すると，ゴーストは内方に

陥没し，カップ型に変形した. 0.5mMクロロキン添加

はさらに典型的なカップ型に変形した[図 1ー(B)].ま

たゴーストの直径は0.1mMおよび0.5mMクロロキン

の添加では変化しなかったが， 1.0 mMクロロキンでは

有意に減少した(表 1). 

図2はカルモデュリン存在下および非存在下でのクロ

ロキンの Ca2+，MI+-ATPase 活性に対する阻害作用を
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表1.クロロキン処理赤血球ゴーストの直径

報年石河衛
占
口
小東

2mM Mg-ATP， 

0.154 M NaCI 

diameter 

2 mM MgCI2， 

0.154 M NaCI 

Chloroquine 

μm 

8.18:1:0.61 (90) 

8.28:1:0.49(40) 

7.90土0.30(50) 

7.50:1:0.39 (50) 

7.86:1:0.61(110) 

7 . 35 :1: 0 . 38 (50) 

6.44土0.28(120) 

6.71:1:0.76(50) 
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図2. 赤血球膜 Ca2+，Mg2+ -ATPas巴活性に対するク

ロロキンの阻害
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図3. 赤血球膜カルモデュリン依存性 Ca2+，Mg2十一

ATPase活性に対するクロロキンの阻害
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示したものである.図 2はカルモデュリン存在下での活

性から非存在下での活性を差し引くことによってカルモ

デュリン依存性 Ca2+， Mg2+ -ATPaseに対するクロロキ



ンの阻害を示したものである.カルモデュリンを添加し

ないときの活性すなわちカルモデュリン非依存性活性は

1 X 10-4 Mのクロロキンでほとんど阻害されず

1 XlO-3Mクロロキンの存在下でも 90%以上の活性を

保持していた.カルモデュリン依存性活性は図 3に示し

たようにクロロキンによって特異的に阻害され，

1 XlO-7Mの濃度でも弱い阻害を示し，その半田害濃

度は約 2XlO-4Mであった.図 4にクロロキン0.3mM，

1.0mM存在下での Ca2+，Mg2+ -ATPase活性に対する

添加したカルモデュリン量の影響について示した.クロ

ロキン0.3mMによって阻害された活性はカルモデュリ

k 0.2 
』、、
国
臣、、
.... 
0. 

む1

to 

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.. 37， 1986 

ンの量を増すことによってほぼ完全にクロロキン無添加

の場合と同じ活性を示すまでに回復した. しかしクロロ

キン1.0mMによって阻害されたカルモデュリン依存性

Ca2+， Mg2十 一ATPase活性はカルモデュリンの量を増

やしても完全には回復しなかった.さらにクロロキンの

阻害作用を動力学的に解析するためにクロロキン OmM，

0.3 mM， 1 mM存在下でカルモデュリンの量を変えて

cl+ ，Mg2+ -ATPase 活性を測定し，結果を両逆数プ

ロットであらわした(図 5).この図より 0.1mMのク

ロロキンはカルモデュリンの Ca2+， Ml+ -A TPaseに対

382 
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図 5.ヒト赤血球Ca2+，Mg2+ -ATPase活性のクロロキン

による阻害とカルモデュリン量との関係(両逆数プ

ロット)
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するkrn1i直をl.7倍， 0.3mMクロロキンは2.5倍増し，カ

ルモデュリンの Ca2+，Mg2+ -A TPaseに対する親和性を

下げた.また最大活性値を示す Y軸との切片は，クロロ

キン無添加および0.1mM， 0.3 mM 添加共に同一点に

あった.すなわち，クロロキンがカルモデュリンの

Ca2+ ，Mg2+ -ATPaseに対する活性化作用を措抗的に阻

害したことを示したものである.

つぎに細胞膜酵素であり，膜障害の指標としてよく使

われる Na+，K+-ATPaseおよびアデニルシクラーゼ活

性についてもクロロキンによる阻害をしらべたが，カル

モテゃユリン依存性 Ca2+，MI+ -A TPaseの場合のような

特異的な阻害は見られなかった(図 6). 

考察

村山ら 2)は無傷赤血球を用いてクロロキンによる形態

変化を観察し，内方陥没を引き起こすことを報告した.

著者らはさらに詳しくクロロキンの形態変化作用をし

らべるため純粋な赤血球膜として調製したゴーストを用

いて観察した.赤血球ゴーストは0.1mMのクロロキン

の添加により内胞陥没し，無傷赤血球の場合の15.6mM

で内方陥没が見られたという結果にくらべてかなり低濃

度であった.また赤血球膜 Ca2+，MI+-ATPase活性の

クロロキンによる阻害作用は少なく， 15.5 mMのクロ

ロキンで， 52.6%阻害したと報告2)しているが，著者ら

の実験でもカルモデュリン無添加の反応系では，クロロ

キンによる阻害は12.0mMで約50%阻害とほぼ同じ結

果を得た. しかし，カルモデュリンにより活性化された

Ca2+ ，MI+ -ATPase 活性は図 3に示したように

1 X10一7Mの低濃度から徐々に阻害し，半阻害濃度は

約 2XlO-4Mであった.この濃度は形態変化を引き起

こす濃度に近い値であり， Nelsonらの報告4)と一致する

結果であった. またクロロキンはカルモデュリンの

Ca2+， Mg2+-ATPaseに対する活性化を措抗的に阻害

することも明らかになった.クロロキンは種々のカルモ

デュリン阻害剤の場合15-18)と同じように，カルモデュ

リンと特異的に結合することにより，その結合タンパク

質との親和性を低下したものと推定した.

ま とめ

(1) クロロキン0.1mMを含む生理食塩水中で，ヒト赤

血球ゴーストは内方陥没の形に変形することを暗視野像

により証明した.

(2) クロロキンは，赤血球膜 Ca2+，Mg2+ -ATPaseのカ

ルモデュリンによる活性化を措抗的に阻害した.その半

阻害濃度は約0.2mMであった.

(3) クロロキンのカルモデュリン依存性 Ca2 + ，Mg2十一

ATPas巴に対する半阻害濃度とゴーストを変形する濃度

は，相関していた.

(4) Na+ ，K十一 ATPase，アデニルシクラーゼについて

はクロロキンによる特異的な阻害は見られなかった.

文献

1 )村山季美枝，進藤典子，堀米京子，中島 章，昭和

52年厚生省依託研究「医薬品の視覚障害に関する研

究J，P9，1978 

2)村山季美枝，進藤典子，中島 章，昭和53年厚生省

依託研究「医薬品の視覚障害に関する研究J，P9， 

1979 

3)村山季美枝，進藤典子，中島 章，昭和54年厚生省

依託研究「医薬品の視覚障害に関する研究J，P6， 

1980 

4) Nelson. G. A.， Andrews， M. L.， and M. J. Karnovsky， : 

J. Cell. Biol. 96，730，1983 

5 )神部芳則，佐藤真吾，中尾真，蛋白質，核酸，

酵素， 28，531，1983 

6) Gopinat R. M. and Vincenzi F. V.， : Bioche刑 Biophys.

Res. Cor.月間叫n.，77，1203，1977 

7) Jarret， H. W. and Penniston， T.， : Biochem. Biophys 

Res. Comm開.77，1210，1977 

8) Gopalakrishna， R. and Anderson， W. B.， : Biochem. 

Bionhys. Res. C仰 tmun.，104，830，1982 

9) Jinbu. Y.. Sato. S.. Nakao. M. and Tsukita， S.. : Exp. 

Cell Res.， 151，160，1984 

10) Jarret， H. W. and Penniston， J. T.， : Biochi閉 .Biophys 

Acta. 448，314，1976 

11) Fiske， C. H. and Subbarow， Y. J.. :]. Biol. Chem.， 66， 

375，1925 

12) Lowry， O. H.， Rosebrough. N. J.. Farr. A. L. and Ran-

dal!， R.J.ぃ].Biol. Chem.， 193，265，1951 

13) Salmon， Y.， Lodos， C. and Rodb巴l!， M.. ・Anal

Biochem.， 58，541，1974 

14) Nakao. T.， Nakao仏， M.叶， Mi包zuno

Fu町I巧jit匂a，M目， :]. Biochem.， 73，609，1973 

15) 日高弘義，蛋白質，核酸，酵素， 27，2393，1982 

16) Tanaka. T.. and H. Hidaka. H.. : Biochem. Biophys. 

Res. C抑制un.101，447，1981 

17) Hing-Yat. P.し.: Bioche隅 Biophys.Res. C卿 mun.118，

27，1984 

18) Kubo. K.. Matsuda. Y. and Yamada. K.. : Biochem. Bio-

phys. Res. Commun. 124，315，1984 



SHAPE CHANGE OF ERYTHROCYTE GHOSTS BY CHLOROOUINE 

10).1ID -一一ー

1 o 11m 

( 2 mM MgC12' 0.154ト:NaC1 ) 

10).1m 10}lm 

o mM 0.1 mM 

CHLORoaUINE 

SHAPE CHANGE OF ERYTHROCYTE GHOSTS BY CHLOROQUINE 

( 2 mM Mg-ATP. 0.154 M NaC1 ) 

1011m _ 

o mM 0.1 mM 

図1.ヒト赤血球ゴーストのクロロキンによる形態変化

1011m 

A 

0.5 mM 

B 

0.5 mM 



東京衛研年報 A附• Rep. Tokyo Metγ Res. Lab. P.H.， 37， 387-390， 1986 

Na-NMRによる赤血球のナトリウム輸送の測定

深 野 駿一*

The Measurement of the Sodium Efflux in Red Blood Cells by Na-NMR 

SHUNICHI FUKANO* 

Keywords:核磁気共鳴吸収 NMR，ナトリウム sodium，ナトリウムポンプ sodiumpump，赤血球 red

blood cell，ディスプロシウム・トリポリリン酸塩 dysprosium (田)tripolyphosphate， A TPアーゼ ATPase 

はじめに

重金属である水銀又はカドミウムの毒性として，中枢

神経あるいは腎への毒性が良く知られている.これらの

組織での Na+，K+-ATPase活性は非常に強くこの酵素

への阻害が毒性の一部を説明しているのではないかと考

えられている. Na+ ，K+-ATPaseは細胞内外の Na+，

K+バランスを維持している酵素であり，人の赤血球の

場合 Na+濃度は細胞内では8.7mM，細胞外では 140

mMと大きな差がある.この濃度差はこの酵素の Na+を

細胞外へ汲み出すポンプ作用によるものであり，この作

用に対する阻害の程度を知ることは，化学物質の毒性を

知る一つの指標になるものと考えられる.従来ポンプ作

用を測定する方法として Na又は Rbの放射性物質を使

用し，遠心分離により細胞と外液を分離して，その金属

の移動量を測定していた1) この方法は放射性物質を使

用するため問題も多く，遠心分離を行なうなど操作が煩

雑で多量の試料を検査する上で適していない.また一つ

の試料に対し連続的に Na+ポンプ作用を測定すること

はできない.

最近，核磁気共鳴吸収(以下 NMRと略す)装置の進

歩により容易に C-13，H-1以外の元素を測定できるよ

うになった.特に Na-23はNMRとしての検出感度も高

く天然に100%存在するためインタクトな生体試料を，

そのままの状態で短時間で測定できる利点を持っている.

しかしながら生体試料を測定すると， Naのピークはー

っとなり細胞内外の Naを区別することができない. Na 

核の緩和時間の差を利用することも可能であるが精度と

測定時間の点で問題が多い.近年 Gupta等2)の努力によ

り常磁性シフト試薬が開発され，細胞内外の Na+を分

離して直接測定できるようになった.シフト試薬とは目

的とする元素と弱い錯体を形成し，共鳴位置をずらす試

薬であり，これを数滴生体試料に添加し NMRで測定す

れば数分で結果を得ることができる.この測定法を利用

して赤血球中の Na十，K+-ATPase活性の簡易測定法を

開発したので報告する.

実験方法

ヒト赤血球及び反応液の調製

材料は扱いが容易な赤血球細胞を利用した.新鮮なヒ

ト赤血球濃厚液を 3倍量の生理的食塩水に拡散させ6000

rpm， 10分間遠心し得られた赤血球を同様にしてさらに

2回洗浄した.最後に赤血球を 4倍量の反応液 (NaCl

40 mM， sucrose 50 mM， imidazol 20 mM， EDT AO.1 mM， 

glucose 0.2 mM， KCl40 mM， inosine 30 mM， adenine 6 

mM， pyruvic acid Nasalt 14 mM 濃度溶液)に拡散し，

15時間以上 4
0

C保存し細胞内外の Na+濃度を均一にし

た.この赤血球を6000rpm， 10分間遠心し得られた赤血

球を目的に応じて適当量の反応液を加えた. この赤血球

浮遊液 3mlをNMR用試験管にとり ，3TC一定時間反応

後 Gupta等の見い出したシフト試薬 dysprosium(田)tri. 

polyphosphate 53 mM 溶液40μlを入れ，すばやく撹枠

しNMR測定した.

NMR測定条件

装置は JEOL社製 JMN-FX270型 NMR装置 (H-1; 

270MHz) を用い，3TC恒温状態で以下の条件により Na

核を測定した. Observe frequency 71.30 MHz， Pulse 

width 20μsec， Pulse interval 1 sec， Pulse delay 300 

msec， Scans 50， Spectral width 3000 Hz， Acquisition 

time 341 msec， Obserre set 48.97 KHz， Temparature 

*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， Shinjuk.ku， Tokyo， 160 Japan 
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37"C， Sample spinning 0 rpm， Sample tube 10 mm， Lock 

no lock 

実験結果友び考察

モデル実験

はじめに Gupta等と同様にしてモデル実験を試み，

結果を Fig.1に示した.生理的食塩水 (0.9%NaClを含

む重水溶液)を 5mm及び'-10mm直経の NMR用試験管にそ

れぞれ 1ml， 3 mlとり， 10 mm管中に 5mm管を入れる.

これにより 5mm管中の液は細胞内を， 10 mm管と 5mm管

との聞の液は細胞外液と見なすこととする.この細胞外

i夜に 53mM dysprosium液 40μlを加え得られた

Na-NMRスペクトルを Fig.1の1に示した.次に外液に

dysprosium 液 20μlを加え同様にして測定し，順次こ

れをくりかえし合計 dysprosium量 200μlまでを加え，

結果を Fig.1の以下のチャートに示した.このモデル実

験の結果から細胞内外の Na+を充分分離して測定する

には 1mM程度の dysprosium濃度(約 3ppmシフトす

る)で良いことがわかった.従って実際の実験では血球

浮遊i夜3mlに約40μlのdysprosium液を加え Na+ポン

プ作用を測定した.

連続観測による Naポンプ作用の測定

Fig. 1. N a Chemical Shifts by the Paramagnetic Shift 

Reagent， Dysprosium (皿)tripolyphosphate 

遠心分離した赤血球液 3mlを10mm NMR用試験管に

とり反応液 0.5ml及ぴ dysprosium液40μlを加え3TC

で連続的に NMR測定し，結果を Fig.2に示した. (連

続測定のため測定中に赤血球が沈降する.これを防ぐた

め濃い赤血球濃度とした.)図より明らかなように細胞

内の Na+ピークは時間と供に減少し続けていることが

観測された.図に示された時間以上に観測し続けると 3

時間後には最初のピーク高の半分以下に減少した.この

間 dysprosium塩は細胞内に入ることなく細胞外のピー

IN ; Na-NMR peaks of 0.9%NaCl in a 5 mm 

o.d. NMR tube inside a 10mm o.d. NMR 

tube 

OUT ; NMR peaks (1， 2，…… 9) of 0.9% 

NaCl in annular space between the inner 

and outer NMR tubes containing 0.70， 

1.04，1.38，1.71，2.04，2.36，2.68，3.00， 

3.31 mM dysprosium (皿)-tripolyphos-

phate respectively 
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Fig. 2. Na-NMR spectra of the Sodium Efflux from Human Red Blood Cells IN ; Na-NMR peak (→) in red blood cells 

OUT; Na-NMR peak in reaction medium The spectra were obtained continuously in NMR prob巴 at3TC. 



クは分離して観測された.このピークの減少は次のよう

に説明することができる.赤血球を低温に放置すること

により Na+，K+-ATPase作用は停止し，粒子の小さい

Na+は細胞膜を自由に透過し細胞内外の Na+濃度は平衡

に達する.この赤血球を体温と同じ3TCに加温すると

Na+，K九 ATPaseが活性化し， Na +;fンプが活動し細胞

内の Na+を汲み出すため細胞内の Na+ピークが減少し

続けるものと思われる. しかしこの Na+の減少は細胞

外の Na+が dysprosium塩と錯体を形成することにより

実質的に濃度が低下し，平衡を維持するために順次減少

していることも考えられる.また dysprosium塩が酵素

を阻害又は活性化していることも考えられる.そこでこ

れを検証する目的で以下の実験を試みた.

シフト試薬無添加による Na+ポンプ作用の測定

まず dysprosium塩が観測時間中常に含まれている実

験を行なった.遠心して得られた赤血球 2mlを氷冷中

の NMR用試験管にとり反応液 1ml及び dysprosium液

40μlを加え撹祥し恒温槽に入れ反応させる.この試験

管を約16分毎に恒温槽より取り出し撹排して NMRiftlJ定

を行い，結果を Fig.3に示した.測定時間は撹件，

NMR装置セット，浪IJ定を含め 2分以内で行なった.一、

方 NMR用試験管10本を用意し同様にして赤血球及ぴ反

応液を入れ同時に恒温槽に入れた.この内の試験管 l本

を約16分後に取り出し，今回は取り出した時点で dys-

proslUm液40μlを加えすばやく撹枠し， NMR測定を行

なった.同様にして別の試験管を 32分後に取り出し

NMR 測定を行い，順次これをくりかえした.この実験

では NMR測定の寸前まで dysprosium液を加えておら

ず，この間 dysprosium塩の影響を受けることなく Na+

ポンプ作用が働いていたことになる.この 2つの実験を

比較し Fig.4に示した.図中の 1， 2 ， 3の直線は dys-

prosium 液を含んだ反応系であり 4の直線は NMR測

定寸前に dysprosium液を加え測定した結果である.回

帰直線の値は

1 は y= -3.82 (S.D. 0.164) x+ 100 (S.D. 0.86) 

2 は y=-3.59(S.D. 0.256)x+100(S.D.1.40) 

3 は Y=-3.89(S.D. 0.307)x+100(S.D.1.68) 

4 は y=-4.14(S.D.0.406)x+100(S目0.2.16)

であった. 4の直線と他の直線を welch-Aspinの方法

により検定すると危険率 5%で両者間lこ有意差が認めら

れなかった. このことは dysprosium塩が Na十ポンプ作

用に対しほとんど影響を与えていないことを示している.

また ATPas巴の特異的阻害剤であるウワパインを

0.14mM濃度になるよう添加し Fig.2とI¥iJーの実験条件
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Fig. 3. The Sodium Efflux from Human Red Blood Cells 
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下で測定した結果を Fig.5に示した.図に示すように赤

血球内の Na+濃度はほとんど変化せず Na十， K+【 AT-

Paseが完全に阻害され，細胞中の Na+の減少はこの酵

素作用によることを示している.以上の結果よりシフト

試薬を使用する本方法はインタクトな生体試料中の

Na+輸送を測定するすぐれた方法となり得ると思われる.

まとめ

赤血球浮遊液にシフト試薬である dysprosium(皿)tri 

polyphosphateを加え Na-NMRiP'IJ定をした結果，細胞内

外の Nピ濃度を 2分以内で測定することができた.シ

フト試薬添加により赤血球膜の Na+ポンプは阻害され

ることなく作用した.またこのポンプ作用は ATPaseの

特異的阻害斉IJであるウワパインにより完全に停止した.

これらの実験結果より本測定法は細胞膜の Na+ポンプ

作用を測定するきわめて簡便な精度の良い測定法であり，

細胞膜に変化を与える水銀，カドミウムを初めとする重

金属類又はその他の化合物の毒性検査法として今後広く

利用されていくものと思われる.

文献

1) Garraham， P. J. and Glynn， 1. M. : ]. Physiol.， 192， 

159，1967 

2) Gupta， R. K. and Gupta， P. : ]. Mag. Res.， 47， 344， 

1982 
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Light Scattering (光散乱)法による溶血検査(rr ) 
ウサギ血液を用いて

市川久次へ小林博義*

Hemolysis Test by Light Scattering Method (11) Using Rabbit Blood 

HISATSUGU ICHIKA W A * and HIROYOSHI KOBA Y ASHI * 

Keywords:溶血 hemolysis，光散乱法 lightscattering method，ウサギ rabbit

我々は前報1)において，ヒト血液を用いて，より簡便

で使用血液量が少なく，さらに即時的かつ直接的に溶血

を測定できる lightscattering (光散乱)法による溶血試

験の毒性試験研究への応、用を企図し，基礎的検討を行い，

その方法の実用性について十分なることを報告した.今

回は材料としてウサギの血液を用いて実用に供するため

の基礎的検討を行ったところ，ヒト血液との差異を認め

たので報告する.

実験材料ならびに方法

1.使用動物

最近継続的に SPF動物として供給が可能になった北

山ラベス KK生産のウサギ (KBL:JW系)雄を用いた.

生後17週令にて購入し，ベルト式飼育架台用吊下式アル

ミ製ケージ(日本クレア KK製)に一匹づっ入れ， 6週

間予備飼育後，体重増加，一般状態に異状のないものを

実験に供した. (実験開始時平均体重3.75kg，8羽)

2.飼育条件

室温21土 1'c，湿度50土10%に調整された飼育室内に

て，ベルト式架台を使用し飼育した.飼料は船橋農場製

(GBW-1) ウサギ周囲型飼料を与え，水は自由飲水

とした.

3.試薬1)

溶血毒として用いた無機水銀 (Hg2+，塩化第二水銀)

は和光純薬製(試薬特級 LotNo.PJlllO) を使用し，採

血時血液凝固防止斉IJとして局方ヘパリンナトリウム液

(持田製薬)を使用した.その他の試薬はすべて JIS試

薬特級を使用した.

4.保存用赤血球液 (1% Hct)の調製

ウサギ耳静脈よりあらかじめ0.2mlのへパリンナトリ

ウム液を入れた 5mlのディスポーザブルシリンジ(テ

ルモ製)を用いて採血し，直ちに遠心 (2000rpm，

10min， 4 'C) し赤血球を分離する.遠心分離により得

た赤血球を 2-3倍のリン酸緩衝液加生理食塩液， ph 

7.42
) (154mM NaCl， 20mMリン酸緩衝液， ph7.4，以

下 PBS-Rbt.と略)にて 3回洗浄した後， PBS-Rbt.を

用いて 1% Hct赤血球液を調製し， 4 'cで保存し使用時

PBS-Rbt.にて必要濃度に希釈し実験に供した.

5. 溶血の測定方法ならびに50%溶血時間(t 1/2) の

求め方

市川ら 1)の方法に従って行った.

実験結果

1.赤血球濃度 (Hct値)と吸光度 (A700)の関係

本法は原理的には Hct値と吸光度 (A700 :ヘモグロ

ビン自身による吸光度は o(Fig. 1 .))の間には直線的

比例関係があるということに基づいている. ヒトの新鮮

血液を用いた場合には少なくとも 0-0.04%のHct値に

おいては吸光度 (A700) との閑に直経的比例関係が

あった1)そこで本実験において用いたウサギ新鮮血に

おける Hct値と吸光度 (A700) の直線的比例関係の成

立つ範囲を求めた.その結果 Fig.2. に示したごとく少

なくとも Hct値 0-0.04%までは吸光度 (A700) との

間に直線的比例関係が認められた.実験には吸光度 (A

700) の値も考慮し，ヒトの場合と同様0.03%Hct値の

赤血球液を実験に供することにした.

2. PBS-Rbt.中における 1%Hct赤血球保存液の

経時的安定性

実験材料として用いたウサギより得た 1% Hct赤血球

液の 4'cにおける経時的安定性を0.04ppmのHg2+によ

*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 ceome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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0.04ppm (tl/2 = 68. 7::1: 11. 33min)， O.lppm (t1/2 = 27.7 
::1:3. 18min) と増加すると 50%溶血時間(I!/2) は短縮す

るという用量一反応関係が認められた. しかしながら，

0.02ppm Hg2+を添加した場合はその溶血速度は非常に

遅く controlとほぼ同様な溶血曲線を示し，その溶血を

起す力は非常に弱かった.

考察

本報は前報1)にヲ|き続き実験材料としてウサギ血液を

用いて， light scattering (光散乱)法による溶血試験法

の実用性について基礎的検討を加えたものである.まず，

原理的に問題になる700nmにおける吸光度の減少を溶

血の指標にすることにおいては Fig.1に示したごとく，

ヘモグロビンの吸収による妨害はないことが明らかで

あった.次に実験値として測定される吸光度 (A700) 

w.四国可也 (....1

Fig. 1. Hemoglobin Spectrum from Sample in Complete 

Hemolysis (t = 22 hrs) by O. 02ppm Hg2十

(Rabbit) 

750 700 650 500 

Table 1. Effect of Days Elasped on Times for 50% 

Hemolysis by O. 04ppm Hg2+ in 0.03 % Hema. 

tocrits (Rabb比)

50 % Hemolysis Time 

2 

significantly different from 0 day's value 

*p<0.05 * * *p<O.OOl 

Values in parenthes巴sindicate number of determina. 

tions 

(11) 

136.2土 24.87**水(6) 

( 5) 

68.7土 11.33

239.2::1:149.94 * 

Day after 

collection 

。

る50%溶血時間 (t1/2) を指標として毎日測定し検討し

た.その結果 Table1に示したごとく 1日経過すると

50%溶血時聞が有意に長くなり， 2日後になるとさらに

長くなることが認められた.この結果より，ウサギの血

液を用いて本法により溶血試験を行う場合には実験材料

として，採血後直ちに赤血球液を調製し実験に供さなけ

ればならないことが明らかとなった.

3. ウサギ0.03%Hct赤血球液の溶血に対する無機

水銀 (Hg2+)の濃度の影響

ウサギの血液を用いて，本実験j去の実用性の可否なら

びにヒト血液との比較検討を目的とし， i容血毒として無

機水銀 (Hg2+) 0.02， 0.03， 0.04， O.lppmを加えて

37
0

Cにて incubateし，ウサギ0.03%Hct赤血球液の溶

血に対する影響を検討した.その結呆 Table2， Fig. 3 

に示したごとく，ヒトの赤血球液の場合と異なり，ウサ

ギの赤血球i夜の場合は incubation時間が180分以上にな

ると controlの吸光度の低下が著しく， controlの赤血球

自身の状態が反応開始時点と著しく異なってしまうこと

が認められた.この結果を考慮して，実験データの採用

にあたっては incubatio日 時間180分においでほぼ溶血が

完了しているものを採用した.この条件において，

Hg
2
+の濃度を 0.03ppm (t1/2 = 112.6::1: 10.50min)， 
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Table 2. Effect of Various Concentrations of lnorganic 実験材料として使用したウサギ (SPF，KB-]W系)

Mercury (Hg2+) on Times for 50% Hemolysis より得た赤血球液の安定性は悪く， 0.04ppm Hg2+を加

in 0.03 % Hematocrits えて50%溶血時間 (tl!2) の経時的変動を検討したとこ

ろ，リン酸緩衝液の濃度を高め，緩衝性を高くしたにも

かかわらず，ヒトの赤血球液(採血後4日目まで安定)

とは異なり，採血後 1日， 2日と日経るにつれて tl!2は

有意に長くなることが認められ， PBS-Rbt.中でウサギ

赤血球を保存している間に，変化が生じたものと考えら

れる.この結果より実験材料としてウサギ赤血球液を実

験に供するのを採血日だけのものとした.

light scattering (光散乱)法による溶血試験法の毒性

試験研究への導入，応用を目的として，今回ウサギ血液

を用いて，その実用性について無機水銀 (Hg2+) を用

いて検討を加えたところ， Table 2， Fig. 3に示したご

とく incubation時間180分以内において Hg2十の濃度の増

加により 50%溶血時間 (tI/2) が短縮されるという逆比

例関係の用量一反応関係のある結果が得られた.以上の

、
、
1 、、、、、

0.. 
、¥、-0-.一ーー句ー

120 

Concentration 50% NO.of 

Hemolysis 

of Hg2+ (ppm) Time(t山) Determinations 

0.1 27.7I_ 3.18 6 

0.04 68.7土11.33 11 

0.03 112.6I10.50 5 

0.02 6 

a) Slow hen叫 ysisas well as control was observed. 

と実際の赤血球量を示す値，ヘマトクリット値 (Hct)

の関係は，前報でヒトの赤血球液において待られたのと

同様少なくとも0.04%Hct 値以下においては両者の聞に

直線的比例関係が認められた.

0.45 

0.40 

0.35 

0.30 

_ 0.25 

ロ
ロ
ト

..: 0.20 

0.15 

0.10 

0.05 

60 

Time ( min ) 

393 

~、、~"--.，

180 240 

Fig. 3. Examples of Hemolysis Curve in Various Hg2十Concentrations

Contrl. O.lppmム 0.04ppm口 0.03ppmu O. 02ppm x 
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ことより，本法を用いて，ウサギの血液を材料として用

いる時には，採血当日に実験を行い， incubation時間

180分以内においてほぽ溶血が完結するよう実験を行う

ことが必要で、あることが明らかとなった. しかしながら

今回の実験において PBS中における 1% Hct赤血球液

の 4"Cでの経時間的安定性がヒト 1)とウサギでは著しく

異なることが明らかになったが，この点については今後

の検討課題であると考えている.

要点

ウサギ赤血球液を用いて， light scattering (光散乱)

j去による溶血試験法の毒性試験研究への導入，応用を目

的として，その実用性について基礎的検討を行ったとこ

ろ，採血当日に実験を行い， incubatio日時間180分以内

にほぼ溶血が完結するよう行うことが必要であることが

明らかとなった.
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細胞膜酵素(馬腎Na，K-ATPase)のモノク口一ナル抗体(第 2報)

佐 藤かな子へ長井二三子へ牛山慶子*，中川敦子へ

加納いつ*，市川久次*，中尾目|買子**

Monoclonal Antibody to Horse Kidney Na， K-ATPase (11) 

KAN AKO SA TOHへFUMIKONAGAI*， KEIKO USHIYAMA*， ATSUKO NAKAGAWAへ
ITSU KANO*， HISATSUGU ICHIKAWA* and TOSHIKO NAKAO*キ

Keywords : Na， K-ATPase，モノクローナル抗体 monoclonalantibody，免疫グロプリン Immunoglobulin 

緒 日

薬物，毒物やホルモン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あきらかにされてい

る1) 細胞膜に存在する代表的な酵素で，細胞内外のナ

トリウムとカリウムの能動輸送をおこなっている Na，

K -ATPaseに対して，毒物の作用からその細胞膜障害

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，我々は上記の考えに基づい

て馬腎髄質外帯より Na，K-ATPaseを高純度に精製2)

し，それに対して各種の薬物の作用を，細胞膜障害とい

う観点から報告してきた3ー 13) これら毒性発現機序を

細胞膜障害という点から，より明らかにするためにはさ

らに微細な障害を検出しなければならない.そのために

は，アイソトープを用いたり，抗原抗体反応を利用した

検出方法を開発しなければならないと考えた.そこで，

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，成功したことはすでに報告し

た14) 今回，我々は，このモノクローナル抗体のグロ

プリンのサブクラスの決定，およびハイブリドーマ培養

上清からの効率的な精製方法を検討したので，その結果

について報告する.

方 法

イムノグ口プリンサブクラスの決定前報14)による

方法で作製した. Na， K -ATPaseのモノクローナル抗

体 (M45-80) を産生するハイブリドーマ培養上清を用

いた.ハイブリドーマ細胞が，培養皿の底面に一面に増

殖した時期(培養 5-7日目)の培養上清を採取し，

1，200rpmで10分間遠心し，その上清を集めた.集めた

培養上清を， 10mMトリス緩衝液 (TB)， pH7.5の外液

にて 4
0

Cで 1日透析後， 10，000 X g (ソーパル SS-34

ローター)で遠心し，得られた沈殿を 10mMTB

o . 15MNaCl (pH7. 2) で溶解し， Ouchterlony 法15)にて

イムノグロプリンのサブクラスの決定をした.アガロー

スME (Marin Colloids. Inc.) を10mMTB一0.15MNaCl

(pH7.2) に 1%濃度で溶解し，スライドグラス上でア

ガロース平板を作製した.ゲルパンチ(ゲルマン社)を

もちいて，アガロース平板に穴を開け，中央の穴に，培

養上清を透析することにより得た沈殿を10μl加えた.

周辺の穴には，抗マウス IgA，IgM (LBM社)， IgG1， 

IgG2a， IgG2bとIgG3 (Nordic社)血清を各10μl加えた.

40Cで4日間反応させ，生じた沈降線を判定した.さら

に，アガロース平板を生理食塩水に 4
0

Cで 1週間浸洗し，

続いて蒸留水に 1時間浸した.その後，各穴に蒸留水を

満たし，蒸留水で濡らしたろ紙をアガロース平板に乗せ，

ドライヤーをもちいて乾燥させた. 1 %アミドブラック

にて10分間染色し，メタノール:酢酸:水 (9: 2 : 

9 )混液にて脱色し，標本とした.

培養上清よりモノク口ーナル抗体の精製 上記方法

にて集めた培養上清に，撹祥しながら 40Cで等量の冷硫

酸アンモニウム(硫安)飽和溶液， pH7.4，をゆっくり

滴加した(最終濃度50%). 30分間 40Cで混和後，

10，OOOXgで30分間 4
0

Cで遠心することにより得た沈殿

を， 50%硫安一O.lMリン酸緩衝液 (PB) にて洗い，さ

*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 Metrop~litan Research Labaratory of Public Health 

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

**東京女子医科大学生化学教室



/可視モニター (1SCO杜， Model UA-5) をもちいて

吸光度280nmでその蛋白を検出した.蛋白の吸収を有

する部分40μlを，前報14)に従って，s ガラクトシ

ダーゼによる EnzymeimmunoAssay (E1A) 法によって

その抗体価を測定した.そして抗体価を有する部分を集

めて，外液10mMTB (pH7. 5) にて， 4
0

Cで 1日透析を

おこなった.生じた沈殿を， 10，000Xg， 4
0

Cで30分間

遠心し， TBで 2度洗った後遠心し集めた.ここで得た

抗体は， Bradfordl7
)の方法で蛋白量を測定し， 1 mg/ 

mlの濃度に10mMTB-0.25mMEDTA (pH7.2) で希釈

し， -80
o
Cに保存した.

SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-

PAGE) 上記 2種のゲル炉過担体をもちいて行った

ゲル炉過によって，精製された抗体の純度を次の方法で

比較した. Laemmlil8)の方法をもちいて， SDS-PAGE 

をポリアクリルアミドゲ?ル濃度10%でおこなった.コン

トロールの 19Mとして，マウスミエローマ 19M (Miels 

社)をもちいた.

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 37， 1986 

らに10，000Xgで遠心した.沈殿をできる限り少量の

0.lMTB-0.5MNaCl， pH8.0 (=溶出緩衝液)で溶解し，

次の操作にもちいた.以後のモノクローナル抗体の精製

操作は， Parhaml6
)の方法に準じてゲルj戸過をおこなっ

た.ゲル担体として， Sephacryl S-300とSepharoseCL 

6 B (Farmacia F. C社)を選択し比較検討を行った.

カラム (2.5X 100cm) にゲルを充填し，上記溶出緩衝液

にてカラムを平衡化した後，硫安を処理して得た培養上

清の沈殿溶液を添加し，分離溶出させた. ~容出液は紫外

396 

結果と考察

ハイブリドーマ細胞の培養上清より精製した，馬腎臓

Na， K -ATPaseのモノクローナル抗体 (M45-80) の

イムノグロプリンのサブクラスの決定を行った.その結

果，図 1に示したように 19Mに明らかな沈降線を認め

た.

(B) 

0.5 

Fig 1. モノクローナル抗体 (M45-80) と免疫グロブ

リンとのオクタロニー法によるゲル内沈降反応

80 :モノクローナル抗体 (M45-80)

19G]， 19Gza， 19Gzb， 19G3， 19A， 19M:抗マウス

血清
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Fig. 2. 培養上清からモノクローナル抗体のゲル炉過による精製・一o280mmで、の吸光度，O-Os ガラクトシダーゼを用いた E1A法による， 405nmでの吸光度

(A)Sephacryl S -300 (B)Sepharose CL -6 B 矢印はマーカー蛋自の流出部位を示す a ブルーデキ

ストラン b，サイログロプリン c，アルブミン;d， ATP 
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(A) (B) 

1 2 1 2 3 

Fig.3. ハイブリドーマ細胞の培養上清より精製したモノクローナル抗体 (M45-80)のSDSーポ

リアクリルアミドゲル電気泳動

(3 A) 1 ;分子量標準試料， 94.0 (キロダルトン) :ホスホリラーゼ b，67.0:牛血清ア

ルブミン， 43，0:オブアルブミン， 30.0:カルボニックアンハイドラーゼ， 20.1:トリプ

シンインヒビター， 14.4:α ーラクトアルブミン 2 ; Sephacryl S-300より流出して得た

抗体

(3 B) 1 ;分子量標準試料 2 ;マウスミエローマ !gM 3; Sepharose CL-6 Bより流出

して得た抗体

!gMは分子量が約90万と大きな蛋白のため，分子量約

16万の !gGと較べると，一般的にその分離精製が困難で

ある.イムノグロブリンのサブクラスが !gGであるモノ

クローナル抗体に関しては，その分離精製方法の報告や

成書は数多くあり，またそれ専用のゲル炉過用支持担体

や，高速液体クロマトグラフィー用のカラムも各社から

発売されている.しかし， !gM分離精製に関しての報

告16，19，20)に用いられている担体は， Sephadex G -200で、

ある.これは，耐圧性が低く，流圧が充分に上げられな

いなど取り扱いにくい上，精製可能な容量，純度の点で

満足が得られていない.我々はゲル炉過にもちいる担体

として， Sephacryl S -300とSepharoseCL -6 Bを選ぴ

比較検討した.その結果を図 2に示す.溶出i夜中の蛋白

の吸光度を280nmで示し， E!A法にて測定した抗体価の

吸光度を405nmで示した.図 2Aで示した SephacrylS 

-300による分離精製抗体の流出部位と， voidの部位の

分離ができなかった.次に抗体価の有する部位を集めて，

10% Lammli18
)の方法を用いた SDS-PAGEにてその精

製純度を比較した結果を図 3に示ず.この結果より図 3

Bに示した， Sepharose CL -6 Bをもちいての精製の方

が，ゲルi戸過による分離パターン(図 2B)の結果とも

考え合せて， Sephacyl S -300 (図 3A) をもちいるよ

り，抗体の純化精製に適することがわかった.以後の精

製は SepharoseCL - 6 Bをもちいて行っているが， 25 

x 100cmのカラムにおいて，培養液1000ml，カラム流速

50cm/hで同様の結果を得ている.最終的に得られた抗

体の蛋白量は，ハイブリドーマ培養上清100ml当り， 64 

-306mgであった.

現在迄，ハイブリドーマ培養上清よりモノクローナル

抗体を調製しているが，ハイブリドーマ細胞は，その培

養液に血清を添加して増殖させている.そのため，図 2

より明らかなように，アルブミンのフラクションを多量



398 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lαb. P.H.， 37， 1986 

に含み，その分離精製能を悪くしている.又，培養上清

より得られるこのモノクローナル抗体は，イムノグロプ

リンのサブフラクションが IgMのこともあり，得られ

る量が少い.今後，この抗体をもちいて，毒性発現機序

を細胞膜障害という観点から，より明らかにするために

は，その性質も含めて検討する必要があり，それを効率

的により多く得なくてはならない.そこで今後，ハイブ

リドーマ細胞をマウスの腹腔内で増殖させ，多量の腹水

を作らせ，目的とする抗体を量産する方法を検討してい

きたい.

要 "'" 日
前報14)で報告した，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 (M45-80) の

イムノグロプリンのサブクラスは， IgMであった.この

モノクローナル抗体をハイブリドーマ培養上清から，

Sepharose CL -6 Bを用いたゲル炉過により純化精製す

ることカfできた.
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オルトフ工ニルフェノール (OPP)腎障害としょ糖

ネフ口一ゼにおける腎原細管の微細構造変化の比較

福森信隆*，佐々木美枝子*

Comparison of Ultrastructural Changes between 0-Phenylphenol 

(OPP)-Kidney Damage and Sucrose-Nephrosis in the Rat Proximal Tubules 

NOBUT AKA FUKUMORI * and MIEKO SASAKI * 

N巴phropathyinduced by 0 - phe町 lphenol (Opp) and the osmotic nephrosis by sucrose were compared 

on the ultrastructural changes of renal proximal tubules of male ]c1 : SD rats by the method using the trans-

mission electron microscopy. The animals received oral administration of 1，500 mg/kg B. W. / day OPP dis-

solved in olive oil for 3 successive days， or given daily i. p. injection of a 50% sucrose solution (1 ml/100g 

B. W.) dissolved in the distilled water for injection for 3 days 

A marked change induced by OPP was the detachment of brush border accompanied by the dilatation of 

tubular lumen. The swelling of mitochondria， the disruption of cristae in mitochondria and the small vacuola-

tion of rough endoplasmic reticulum were also observed in the cytoplasm. An alteration of mitochondria was 

not noted in the renal proximal tubules of sucrose treated animals， whereas a hydropic d巴generationand swol-

len cytoplasm forming the vacuoles were observed. In both groups， the disappearance of basal intussusception 

at the side of basement membrane and the disturbance of terminal web around the brush bordεr were 

observed. These findings of cellular ultrastructure in the rat kidney suggest that the alterations of renal 

tubul日sinduced by OPP may be different from those of osmotic n巴phrosisby a hypertonic sucrose solution. 

Keywords : o-phenylphenol， sucrose， ultrastructural change， proximal tubule， rat kidney 

緒扇

防ばい剤オルトフェニルフェノール (OPp) は，柑き

つ類等の果実の腐敗を防ぐ目的で使用されている.先に，

1，500 mg/kgのOPP濃度でラット腎臓に対する OPPの

初期変化を観察したところ，近位尿細管部で刷子縁の短

小化， microvilliの剥離，糸粒体の崩壊が認められ，向

尿細管上皮毒性があることを報告した1) この時用いた

OPP濃度は，当部で行った経口摂取試験の2.5%濃度の

平均 1日摂取量に相当した2) 一方，腎臓は複雑な生理

機能を持ち，腎障害の発生機序に関して種々の原因が明

らかにされているが3)，医薬品以外の化学物質の毒作用

の機作については明らかでない.

本報は OPPの腎臓に対する作用を検討する一環とし

て，先に行った近位尿細管での変化が比較的高用量の

OPP 濃度であったため特異的な変化であるかについて

検討を加えた.また今回，高i参透圧による細胞障害を惹

起させるといわれているしょ糖4，5)を用いて，ラット腎

皮質部での微細構造の初期変化を透過型電子顕微鏡で比

較観察したので報告する.

実験方法

動物はJcl: SD系雄性ラット(日本クレア)を 6週齢

で購入し，飼育用回型飼料(日本クレア， CE-2) を

与え恩11化飼育した後，体重300g前後の成熟動物を実験

に供した.飼育条件は，室温24-26
0

，平均湿度50-

60%，照明時間12時間の環境下で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. OPP群および

しょ糖群は，各 3匹ずつのラットを設定し 3日間の連続

投与を行った.

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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opp (東京化成， LotNo.AT01) は日本薬局方オリーブ

油(宮沢薬品)に溶解し，ラットの体重100g当たり 1

mlの割り合いで opp濃度1，500mg/kg量を強制経口投

与により与えた. また， しょ糖(和光純薬)は温浴にて

注射用蒸留水に溶解した50%水溶液を体重100g当たり

1 mlの割で腹腔内投与を行った.連続 3日間の投与終

了後，動物は大腿動静脈の切断により放血屠殺を行い，

すみやかに腎臓を摘出した.腎臓は，冷 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) 中

で細切し，さらに数時間の浸せき固定を実施した.一晩，

O.lMリン酸緩衝液でアルデヒド固定液を洗浄後，腎皮

質部を細片とし 1%オスミウム酸 (O.lMリン酸緩衝液，

pH7.4) で1.5時間の後固定を行った.二重固定後，低

濃度からのエタノール系列で脱水を充分に行ド，n ブ

チルグリシジルエーテルでエタノールと置換し， Epon 

樹脂を用いてゼラチンカプセルに包理した.重合用恒温

槽で段階的に加熱を加え樹脂を完全に重合させた後，厚

さ約 1μmの準超薄切片を作製し， トルイジン青で染色

を行い光顕用観察試料とした.さらに実体顕微鏡下で再

トリミングを正確に行い， Porter -Blum MT - 1型ミク

ロトームでガ、ラスナイフを用いて超薄切片を作製した.

グリッドに載せた切片は，酢酸ウラン，クエン酸鉛二重

染色を施し，洗浄乾燥後目立 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 opp群では，腎臓は 3例中 2例で顕著

な腹大傾向がみられ，肉眼的に表面が茶白色の濃淡を呈

した. 1例の腎臓は，茶白色を認めたが腫大の程度が軽

度であった. トルイジン青染色による光顕的観察で，腫

大の著しい腎臓では近位尿細管の上皮細胞は，管腔が拡

張して細胞の背高が低く，この部の刷子縁は短小化し:剥

離傾向がみられた.管佐内には無構造物質の貯留や赤血

球の存在が散見された.また，細胞質内に大小の空胞形

(Fig.1b) .両群とも，尿細管上皮の壊死像は確認され

なかった.

電顕的所見 opp群での近位尿細管における微細構

造の初期変化は，刷子縁の短小化， microvilliの脱落が

顕著で (Fig.2矢印)管腔内には脱落した細胞残i査がみ

られた.刷子縁起始部では，電子密度が高い terminal

W巴bの減少，消失傾向がみられ，刷子縁の不整が認めら

れた (Fig.2， 3， 4) .また，基底部の基底細胞膜の

陥入が乱れ減少し，著しい部では消失がみられた (Fig.

2， 3). 一方これらの変化に対し細胞質成分では，障

害の強い尿細管上皮で糸粒体の膨化，外膜の変形とそれ

に伴う cristaeの崩壊，糸粒体基質の小空胞化が認めら

れた (Fig.3， 4). 糸粒体の膨化の顕著な細胞では，

粗面小胞体が集合し拡張する傾向がみられた (Fig.3， 

4). Ribosomeの多くは遊離して細胞質内に存在し

(Fig. 2， 3)，細胞質の軽度な水腫様変化を呈する部

では curlingを伴った (Fig.4). また，拡張し扇平化し

た逮位尿細管の細胞質にミエリン像が散見された.障害

の軽度な細胞では，刷子縁の伸長の低下が認められるが

microvilliの脱落はなく，糸粒体の変化も一部基質の小

空胞化がみられたが少なかった. しかし，基底細胞膜の

陥入は乱れ，また刷子縁起始部の terminalwebの配列

が不明瞭を呈した (Fig.5). 

しょ糖群では，光顕的観察で細胞質の腫脹が認められ，

その部の電顕像は明らかに細胞質の著しい水腫性変化が

みられ細胞小器官の疎な分散を示した (Fig.6， 7). 

基底細胞膜の陥入は，ほとんど認められず，糸粒体の聞

に粗面小胞体が散見するにすぎなかった.糸粒体は，ほ

ほ正常像を示し膨化がみられず cristaeの崩壊も認めら

れなかった (Fig.6， 7， 8 ) .水腫性変化の少ない糸

粒体の集合した部では，細胞質内に膜性の小空胞が観察

された.また，核は外形が不整となり核膜の消失が多く

みられ (Fig.7， 8)，核周囲では淡明化し細胞質の水

成がみられ，一部細胞質の淡明化も認められた.他に遠 腫性変化が強く認められた.

位尿細管，集合管での管肢の拡張，扇平化が著明であっ 考 察

た (Fig.1a).軽度な障害部{立では，管)庄の拡張，刷子

縁の剥離は比較的少なく，近位尿細管上皮細胞の淡明化

と小空胞形成を認めた.

しょ糖群の腎臓では，全体的に軽度な腫大を示したが，

肉眼的に他の変化はみられなかった.近位尿細管の上皮

細胞は，細胞質の膨化が著しく核周聞の淡染と細胞質の

染色性の濃淡が大きかった.管膝側の刷子縁は短小化し

て凹凸の突起状を呈したが，管院の拡張は少なかった.

また，逮位尿細管，集合管の拡張も著しくはなかった

腎臓は機能と形態が密接に関連した臓器で，生体の恒

常性保持のため水分，電解質の組成を保ち尿の生成に関

与する重要な器官である.特に近年，化学物質によりそ

れらの機能に障害を与える例が多く，毒作用の解明がな

されているにもかかわらず腎障害の発生機序が多彩なた

め原因の明らかでない場合が多い6) このような観点か

ら検索方法として電子顕微鏡を用い化学物質による微細

構造の初期変化像を細胞形態的に把握した.これまで

oppの腎臓への影響について， LD50値のおよそ半分量
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の1，500mg/kg 濃度で刷子縁の脱落，糸粒体の崩壊，

小胞体の拡張，基底細胞膜陥入の消失などの変化を観祭

した1) しかし，腎臓は複雑な機能を持ち，また予備実

験において腎皮質部の血管内で赤血球の変形がみられた

ことから 1，500mg/kgの濃度が高用量となり l青機能へ

i参透圧の影響が示唆されるため，本来i参透圧による腎障

害を起こすと報告されているしょ糖を用いて4.5)微細構

造の初期変化を比較し， しょ糖と同作用であるか検討を

加えた.

しょ糖で近位尿細管の腫脹は，光顕，電顕的観察とも

顕著に認められ，核周囲で特に著しかった.その結果，

細胞小器官は分散し，さらに基底細胞膜の陥入が乱れ消

失しており，明らかにi参透圧の影響で細胞質内に水腫性

変化が生じ体液成分の貯留が起こっていることが確認さ

れた.また刷子縁は短小化がみられるが完全な剥離は少

なく，細胞質内では空胞形成が認められた.これらの変

化はしょ糖ネフローゼの特徴を示していると考えられる.

oppとしょ糖を比較すると，近位尿細管の腫11長は

しょ糖が強く， OPPではむしろ刷子縁の剥離， microvil-

liの脱落が強度で尿細管上皮の扇平化傾向がみられた.

また遠位尿細管，集合管の拡張はしょ糖でほとんどみら

れないのに対し， OPPでは著しかった.また糸粒体の

変化は，今回の oppの実験で前回1)と同投与量にもか

かわらず若干弱くみられたが，同様に糸粒体の膨化，変

形を伴う cristaeの崩壊，空胞化が認められた.この変

化は，尿細管の障害あるいは刷子縁の脱落の程度により

異なるが，糸粒体の cristaeの崩壊が oppによる初期変

化であると推察される 糸粒体の変化は，しょ糖でほと

んど認められず，細胞質の水腫性変化が著しいにもかか

わらず糸粒体が正常像を示したことは， しょ糖が細胞質

の基質でi参透圧による高張性変化を引き起こし他の細胞

小器官への影響を少なくしたと考えられる.

oppでみられた管腔側刷子縁の脱落と糸粒体の膨化，

基質の崩壊は，腎毒性物質の多くで認められる.セファ

ロリジンの家兎への筋注で、刷子縁の microvilliの欠如が

先行して，その後基底細胞膜の崩壊，糸粒体の膨化が起

こると報告されている 7) また，糸粒体の変化は，生化

学的に腎皮質部の糸粒体でコハク酸に関与する呼吸作用

を抑制する報告がある8) OPPで刷子縁の脱落の顕著な

障害部で糸粒体の膨化， cristaeの崩壊が認められたこ

とは，糸粒体の損傷が刷子縁の脱落に関与していると思

われ，糸粒体の変化が近位尿細管の刷子縁の短小化，

microvilliの脱落よりも早期に起こると考えられる.刷

子縁に関して，虚血性障害を起こしたラットで一度剥離

脱落した刷子縁が再生される時，近位尿細管の部位によ

り再生されない部が認められるという興味深い報告があ

る9) 刷子縁の障害部位，脱落再生過程の機序など解明

されていないところが多く，今後検討が必要であると思

われる.

高用量の oppで認められた腎尿細管の変化は，細胞

質の水腫様状態，糸粒イ本の崩壊，遠位尿細管，集合管の

拡張などから高張i参透庄の作用とは異なり，糸粒体の障

害に基づく尿細管での刷子縁の剥離，脱落による細胞残

』査の閉塞性変化に起因すると思われる.また初期から基

底細胞膜の陥入が乱れ膜成分が消失することから尿細管

の機能に重大な影響を与えていると推察される.今後，

さらに oppの低濃度量とも比較して障害が発生する機

序を解明したい.
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Explanation of Figures 

Fig.1. Light micrographs of the semi-thin sections 

stained with toluidine blue in the ra杭tkidney c∞or 
t伐ex.x20∞o a) Kidney cortex of the rat adm即mn山m凶s

t附e肘re吋dw叩it凶h1，50∞o mg/k均E沼g/day OPP for 3 d白ay戸S 

Most 0ぱftubu叫!lesare dωilat伐ed. b) Kidney cortex 

Oぱfthe rat injected with 50% sucrose solution for 

3 days. The cytoplasms of proximal tubules are 

swollen 

Fig. 2. Electron micrograph from the proximal tubule of 

kidney cortex in the rat administered with 1，500 

mg/kg / day OPP for 3 days. The brush border 

(Bb) at the side of lumen becomes shorter and is 

disappeared partly (arrow). xlO， 500 
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Fig. 3. A portion of the proximal tubule after the admi- mitochondria (M) show norn叫 .shapedf叩 lres，

nistration of OPP for 3 days. The remarkable but the disturbance of basal intussusception and 

swelling and the vacuolation (V) of substrate in terminal web is seen. x10， 500 

mitochondria (M) are observed. And also， rough Fig. 6. 7. A portion of the proximal tubule from the 

endoplasmic reticulum (RER) is dilated. The dis- rat injected intraperitoneally with 50 % sucrose 

appearance of basal intussusception in the巴xter- for 3 days. The marked sw巴lIingof cytoplasm 

nal basement membrane (Bm) and the decrease and the disappearance 01 basal intussusception 

of terminal web (arrows) around distorted (arrows) are seen in a large portion of the cell. 

brush border (Bb) are severe changes. x13， 000 There are no changes in the form of m山 chon-

Fig. 4. A portion of the proximal tubule after OPP dria (M). Fig. 6， x10， 000， Fig. 7. x14， 000 

administration. There are some swollen Fig. 8. A portion of slight swelling in the proximal 

mitochondria (M) and curled ribosomes in th巴 tubularc巴11aft巴rsucrose inj ection. The vacuoles 

slight enlarged cytoplasm. Numerous cristae of (V) surrounding with membrane are observed 

m山 chondria tend to disappear (arrows) . scatteredly. The nucleus (N) shows irregular 

x12，500 shape and nuclear membrane is disordered. 

Fig. 5. A portion of slight damag巴 in the proximal x12， 500 

tubule after OPP administration. Most of 

J 
選
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オルトフェニルフ工ノールナトリウムによるラット腸脱発がんにおける

チアベンダゾールの用量に伴う増強効果の検討

三栗谷久敏*藤井 孝*，林田志信*

神谷信行*平賀興吾**

Examination of Dose-Related Enhancing Effects of Thiabendazole 

on Urinary Bladder Carcinogenesis by Sodium o-Phenylphenate in Rats 

HISATOSHI MIKURIY A *， T AKASHI FUJII *， SHINOBU HA Y ASHIDA * ， 

NOBUYUKI KAMIYA *and KOGO HIRAGA *ホ

Thiabendazole (TBZ) had the e山 ancI昭 effectson urinary bladder carcinogenesis induced by sodium 

o-ph巴町phenate(OPP-Na) in rats. 

The present study was performed to examine whether the effects of TBZ occurred with dose.related in. 

crease or not. Groups of 25 male F344/DuCrj rats were fed the basal diet (group 1)， diet containing 1 % 

OPP白 Na (group 2)， 0.1% TBZ (group 3)， 0.2% TBZ (group 4)， 0.1% TBZ plus 1 % OPP-Na 

(group 5) or 0.2% TBZ plus 1 % OPP -Na (group 6) for 13 weeks. Urinary bladder tumors， 

papillomas， occurred in 8/25 (32 %) of group 5 and 8/24 (33 %) of group 6， but not in the remain 

ing groups. Transitional cell hyperplasia appeared in 9/25 (36%) of group 2， 14/25 (56%) of group 

5 and 13/24 (54 %) of group 6. Thus， TBZ also enhanced the carcinogenesis induced by OPP-Na in the 

rat urinary bladder， but its ennhancing effects was not dose.related in the present test conditions 

Keywords thiabendazol巴， sodium o.phenylphenate， F344 / DuCrj rat， urinary bladder，巴nhancementof carci. 

nogenecity 

緒 t 
E司

オルトフェニルフェノール (OPp) とそのナトリウム

塩 (OPP-Na) およびチアベンダゾール (TBZ) はかん

きつ類やバナナの防カビ剤として用いられている.とこ

ろが，当部では OPP1)，OPP-Na2)にラット勝脱発がん

作用を， TBZにマウスに対する催奇形作用3)を認め，報

告した.一方，市場調査4)によるとこれらはオレンジや

グレープフルーツなどの輸入かんきつ類，バナナに 2な

いし 3種類同時に使用される傾向となっている.

このようなことから，われわれは OPP-NaとTBZを

ラットに同時投与する試験を行い， TBZがOPP-Naの勝

脱発がんを増強することを明らかにした5)

本試験は， OPP-Naのラット勝脱発がんにおよほす

TBZの増強効果を詳細に検討する目的の一環として，

TBZ 濃度の差異がその増強効果へ与える影響について

検討したものである.

試験材料および方法

検体:チアベンダゾール (TBZ) はMerckSharp and 

Dohme lnternational， N]， USAのthiabendazolemicrofine 

MSD (Lot No.BZA -539，純度98.5%) を，オルトフェ

ニルフェノールナトリウム (OPP-Na) はDowChemical 

Co.， MI， USAの DowicideA (Lot No. MM 01044，純度

95.5%) を使用した.

試験動物と飼育条件:日本チヤールスリバー(械社生育

のF344/DuCrjラット雄を 4週齢にて購入した.動物

は室温24-25
0

，湿度50-60%，換気効率99.9%HEPA 

*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 

**東京都武蔵調布保健所
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フィルター経由オールフレッシュ空気毎時10回，照明午 300 

前 6時から午後 6時に制御したバリア飼育室において，

前面および床面が綱のステンレス製ケージ(縦22，横20，

高さ 16cm) に個別に収容，自動給水装置(細菌ろ過器経

由水道水)付ベルト式飼育架台にて飼育した.飼料は基

本飼料として日本クレア側 CE-2固型飼料を用い，水と

ともに自由に与えた.

投与群の設定:検体の添加濃度の設定にあたっては前

報5)の結果を参考にした.すなわち，雄ラットにl.0%

または 2.0% OPP-Naと0.2%TBZを13週間時投与す

ることにより， l.0% OPP-Na+0.2% TBZ群ではl.0%

OPP-Na単独群より腫蕩の発生数が多く， 2.0% 

OPP-Na+0.2% TBZ群は2.0%OPP-Na単独群と腫蕩の

発生数は同程度だが，悪性度が高くなっていた.このこ

とより，本試験では1.0%OPP-Naと0.2%TBZの同時

投与で腫場の発生数が多くなることに注目し， OPP-Na 

の濃度を1.0%とした. TBZは上述の試験で用いた

0.2%と，亜急性毒性試験6)で0.4%以上はラットに摂餌

拒否がみられ，強い体重増加抑制が起ることから0.2%

より↑民い0.1%とした

以上より，本試験の投与群は 0% (第 1群，対照群)， 

1.0% OPP刑 a(第 2群)， 0.1% TBZ (第 3群)， 0.2% 

TBZ (第 4群)， 0.1% TBZ+1.0% OPP-Na(第 5群)お

よび0.2%TBZ+1.0% OPP-Na(第6群)群と設定した.

試験方法:試験飼料は日本クレア(槻 CE-2粉末飼料に

0%， 1.0% OPP-Na， 0.1% TBZ， 0.2% TBZ， 0.1% 

TBZおよび 1.0%OPP→h， 0.2% TBZおよび1.0%

OPP-Naの濃度で、添加し固型化したものを用いた.

使用動物数は各群25匹とした.動物はほぼ同体重の 6

匹づつのグループを作り，架台に横に配列し，各グルー

プの動物に各試験飼料をランダムに割り当てた.

投与期間は13週間とし，動物が5週齢になった時点で

基本飼料から試験飼料に切換え，投与を開始した.

250 

~ 

，4Ed 1J R 200 

日
選

150 

100 

80 

- Control 
・・・・ 1.0・OPP-"_
......... 0.1・'1'81...，___. 0.2‘'l'al 
←~ 0.11咽 1+1• 0¥ OPP-N. 
tr-聞‘ 0.2‘守田+1.0・oPP-... ・

o 2 4 6 8 10 12 13 

Time during study (weeks) 
Fig目 1. Changes of Mean Body Weight 

内尿道口付近を結繋，固定した. )閥抗は 1週間固定後，

正中線で 2分し，粘膜面の観察および重量の測定を行っ

た.固定後の勝)J光，主要器官・組織は定法に従ってパラ

フイン切片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン重染色

を行い光顕的に観察した. J閥抗の組織検索にあたっては，

変化を単純性過形成，乳頭状あるいは結節性過形成

(PN過形成)および乳頭)J重に分類した8)

結果の推計学的検討において，体重および勝!比重量は

Student't-test用い，対照群と各投与群， OPP-Naまたは

TBZ単独投与群とこれらの同時投与群について比較し

動物の一般状態は毎日午前，午後の 2回観察した.体 た.危険率は 5%に置いた.

重は毎週 1回全動物を測定した.摂餌量は試験開始 3週 結 果

まで毎週，以後 4過に 1回各群10匹について測定した.

薬物摂取量は摂餌量より求めた.

試験日週に尿検査を行った.動物を捕捉の際に放出す

る尿について， BTB (Brom-thymol-blu巴) pH試験紙

(東洋液紙株式会社)を用いて pHを測定した.

投与期間終了後，動物を放血致死せしめた.解剖，肉

眼的ii見祭後，主要器官・組織7)を摘出し， 10%緩衝ホル

マリン液で固定した. ，傍!坑は注射筒を用い残留尿を除去

した後， 10%緩衝ホルマリン液O.5mlを注入し膨張させ

全動物とも試験期間中，行動，被毛や眼粘膜の状態な

どに特に変化を認めなかった.死亡動物はなかったが.

試験開始直後事故のため第 4群および第 6群の各 1匹を

試験動物から除外した.

体重増加の推移を Fig.1に示した.対照群と比較して

第 2，第 3群を除く各投与群とも全期間を通じ有意に小

さかった.第 2群に比べ第 6群，第 3群に比べ第 5群は

試験2週より試験終了まで有意に小さかった.第 2群に

比べ第 5群，第 4群に比べ第 6群はそれぞれ試験 5週よ
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Table 1. Values of Body Weight， Food lntake and Chemical Intake 

NO.of Initial Final Mean food Mean chemical 
~'~ts-- b~'ci;.weight b~d;. weight . -i~t~k~-- intake Smg/kg/ day) Group Treatment 

evaluated
a
) (g) ~ (g) ~ (g /kg /day) TBZ OPP-Na 

1 Control 25 93::1::5b) 30l::!::20 77 。 。
2 1.0%OPP-Na 25 92::1::5 300::1::19 76 。 758 

3 0.1 %TBZ 25 94::1::5 294土14 77 77 。
4 0.2%TBZ 24 93::1::6 277土13C

) 73 146 。
5 0.1 %TBZ+ 1.0%OPP-Na 25 92土6 282::1:: 16c，d，e) 77 77 767 

6 0.2%TBZ+ 1.0%OPP.Na 24 93土4 265土15C
:
d，f) 68 136 678 

a) Number of rats survived more than 1 week目

b) Mean土SD.

c) Significant by Student's t-test as compared to value of group 1 (control) at P< 0.05. 

d) Significant by Student's t-test as compared to value of group 2 (l.O%OPP】 Na) at P<0.05. 

e) Significant by Student's t-test as compared to value of group 3 (O.l%TBZ) at P<0.05. 

f) Significant by Student's t-test as compared to value of group 4 (0.2%TBZ) at P<0.05. 

り試験終了時まで有意に小さかった.対照群と第 3，第

4群間，また対照群と第 2，第 5，第 6群聞で投与量増

加に伴う体重増加抑制が認められた.

体重kg，1日当りの平均摂餌量は Table1に示すよう

に，対照群と比べ第4群がやや少なく，第 6群は著明に

少なかった.他の投与群は対照群と大差なかった.

原検査による各群の平均 pH値は対照群6.5，第 2群

6.9，第 3群6.4，第 4群6.4，第 5群6.9および第 6群

6.7であった.

Table 2に勝脱重量を示した.対照群と比較して第 3

群を除く各投与群は絶対重量および体重比重量とも有意

に大きかった.第 3群に比べ第 5群，第4群に比べ第 6

群および第 2群に比べ第 5，第 6群は絶対重量，体重比

重量ドずれも有意に大きかった.対照群と第 2，第 5，

第6群聞に絶対および体重比重量とも投与量の増加に関

連した増加がみられた.

勝脱上皮の組織学的所見をTable2に記載した.乳頭

腫の発生は第 5群 8/25 (32%)，第 6群 8/24 (33%) 

とほぼ同じであり，対照群および第 2，第 3，第 4群で

は発生しなかった.乳頭状あるいは結節性過形成 (PN

過形成)の発生は第 2群 3/25 (12%)，第 5群11/25

(44%)，第 6群 8/25 (32%) であった.第 5群およ

び第 6群は第 2群に比べ著明に多かった.他の群に発生

はなかった.

主要器官・組織の組織学的検索において，非臆傷性変

化のうち投与群のみに発生したのは腎臓の炎症性変化で

あった.変化は局所性に起り，遠位尿細管および集合管

上皮細胞が扇平化あるいは壊死を示し，管膝は拡張して

いた.これらの管およびボーマン嚢の基底膜は肥厚し，

周囲には白血球浸潤も認められた.変化は第 2群 1例，

第5群 3例，第 6群 2例の発生で，これらの例での勝JJ光

上皮の変化は第 2群変化なし，第 5群全例 PN過形成，

第6群単純性過形成 1例， PN過形成 1例であった.

考察

OPP-Naのラット勝』光発がんに対る TBZの増強効果

について検討した.

TBZはラットの体重増加を抑制することが前固までの

試験で明らかになっている 6，9) 今回の試験においても

第3，第4群は対照群と比べ投与量増加に伴った体重増

加抑制がみられた.第 2群は体重増加の推移が対照群と

ほぼ同様だったのに対し，第 5，第 6群は投与量増加に

伴って体重増加が抑制されていた.これは併用によって，

TBZの体重増加抑制作用が反映されたためと思われる.

さらに第 3群に比べ第 5群，第 4群に比べ第 6群は有意

な差をもって体重増加抑制がみられたことから，

OPP-NaとTBZの併用はいわゆる相乗的に体重増加抑制

効果を高めたとも考えられる.第 4群および第 6群は他

の群と比べ摂餌量が少なかった.体重は通常摂餌量に比

例して増減することが多く，第 4，第 6群の体重増加抑

制は摂餌量が少ないことも考慮する必要があろう.

勝!此』重傷(乳頭腫)の発生率は第 2群 (0%)に対し，

第 5群 (32%)，第 6群 (33%) にみられた如く

OPP-Naおよび TBZを同時投与した群に高く， TBZは

OPP-Naによる勝脱腫蕩発生を明らかに増強した.また
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NO.of No. of rats with 

Table 2. Histological Appearances and Mean Weight of Urinary Bladder 

rats No Hyperplasia Papilloma 

Group examinda) change Sb) PW) 

1

2

3

4

5

6
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125:1: 12 

159土18d)

122土12

139:1: 17d) 

182土26d，e，f)

184土30d，e，g)

a) Number of rats exami田 dhistologically. 

b) Simple hyperplasia， 

c) Papillary or nodular hyperplasia. 

d) Significant by Student's t-uest as compared to value of group 1 (control) at P<0.05. 

e) Siginificant by Stud巴nt'st-test as compared to value of group 2 (1.0%OPP-Na) at P<0.05. 

f) Significant by Student's t-test as compared to value of group 3 (O，l%TBZ) at P<0.05. 

g) Significant by Student's t-test as compared to value of group 4 (0.2%TBZ) at P<0.05. 

第 2群では単純性過形成が前がん状態と言われる PN過

形成より多いのに比べ，第 5，第 6群では PN過形成が

単純性過形成より多く発生しており，これも TBZの増

強効果によるものと考えられる. しかし，乳頭腫， PN 

過形成および単純性過形成とも第 5，第 6群問でその発

生に大差なく， 0.1%と0.2%聞の TBZ濃度差では，そ

の増強効果に差異を与えないものと思われる.あるいは

第6群の摂餌量が第 5群よりかなり少ないことから，摂

取した薬物量とくに OPP-Na量が少なく，このため勝

脱上皮への影響が弱かったのかもしれない.

勝IJ光重量は第 2，第 4，第 5および第 6群で増加して

おり，第 2，第 5，第 6群の増加は組織変化を反映した

ものと思われる 第4群は組織変化がなく，組織液など

上皮細胞以外の増加によるものと考えられるが，今後の

検討が必要である.

腎臓の炎症性変化は前報2)でも述べた如く， OPP-Na 

によって惹起されるものであり，顕著な例では乳頭壊死

を伴う腎孟腎炎の像を呈する.今回は投与期間が短かく，

濃度も比較的低いためいずれも軽度な変化を示し， TBZ 

併用による増悪も明らかではなかった.また TBZの濃

度段階による変化程度の差異は勝脱の変化と同様に認め

られなかった

尿の pH1i直は第 2，第 5，第 6群といずれも組織変化

があった群に高かった. しかし，これら各群の pH値に

大差がないことから， TBZが OPP-Naの!傍!比H重傷発生

におよぼす増強効果に尿の pHは関与しなかった考えら

れる.

以上， OPP-NaとTBZのラットへの同時投与におい

て. TBZ 濃度の差異は OPP-Naの勝脱発がんに対する

TBZの増強効果に，本試験条件下では影響を与えな

かった. しかし， TBZの勝目光発がん増強効果は明らか

に認められ，この効果に再現性のあることが確認された.
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オルトフェニルフ工ノールナトリウムの低濃度暴露ラットにおける

膜脱発癌に友ぼすチアベンダゾールの増強効果

藤 井 孝*三栗谷久敏*，林田志信*平賀興吾**

Enhancing Effects of Thiabendazole on Urinary Bladder Carcinogenesis in Rats 

Fed Diet Containing Low・Doseof Sodium o-Phenylphenate for 13 Week 

T AKASHI FU]II *， HISATOSHI MIKURIY A *， SHINOBU HA Y ASHIDA * and KOGO HIRAG A * * 

Thiabendazole (TBZ) had the enhancing effects on urinary bladder carcinogenesis induced by sodium 

。-phenylphenate(OPP-Na) in rats. The present study was performed to examine the effects of TBZ in induc-

tion of bladder tumors of rats treated with low dose of OPP-Na. G白ro叩u叩p戸s0ぱf2部5male F 344/Du凶CrηJr悶at匂sw附er陀e 

adm即I1nJS

(1 %SO)， 0.5%OPP-Na plus 0.2%TBZ (ω0.5%SO-T)， O. 7%OPP-Na plus 0.2%TBZ (ω0.7%SO一T)or 1 % 

OP仰P-Napμlu凶s0.2% TB回Z(ω1 %SO仕【T甘)for 13 weeks目 Urinary bladder tumors， papillomas， occurred in 3 /25 

(12%) of the 1 %SO-T， but not in the remaining qroups. Transitional cell hyperplasia appeared in 2/25 

(8 %) of 1 %SO， 1/25 (4 %) of 0.5%SO-T， 2/25 (8 %) of O. 7%SO-T and 14/25 (56%) of 1 % 

SO-T groups. Thus， the incidences of proliferative lesions showed a dose-related increase in the epithelial 

cells of rat urinary bladder. Consequently， TBZ also enhanced the bladder carcinogenesis in rats treated with 

low dose of OPP-Na. 

Keywords : thiabendazole， sodium o-phenyphenate， rat urinary bladder， enhancement of carcinogenesis 

緒 日

我々はこれまで防カピ剤オルトフェニルフェノール

(OPp) およびそのナトリウム塩 (OPP-Na) がラット

勝脱に対し癌原性を有することを明らかにしてきた1，2)

さらに最近 OPP-Naの勝脱発癌が同じ防カピ剤である

チアベンダゾール (TBZ) との併用によって増強される

ことを報告した3) 今回はこの増強効果を確認するため

TBZと発癌量以下の OPP-Naとをラットに同時投与し，

勝脱上皮の病理学的変化を観察した.

試験方法および材料

被験物質 OPP-Naは DowChemical Co. (米国)の

Dowicide A， TBZは MerckSharp and Dohme Interna-

tional (米国)のものをそれぞれ用いた.

実験動物 日本チヤールス・リバー社の F344/ 

DuCrjラット雄を 4週齢で購入し，ベルト式飼育架台

(自動給水装置付)のステンレス製ケージに収容した.

動物室はバリアー飼育施設内にあり，温度24-25'C，湿

度50-60%，換気 1時間に10回，照明6:00-18:00に

それぞれ制御されている.水(ろ過滅菌器経由水道水)

および飼料(日本クレア社， CE-2) はラットに自由に

摂取させた.

試験方法粉末飼料 (CE-2) に被験物質を添加し固

型化したものを試験飼料とした.ラットは l群25匹ずつ，

0.2% TBZ 添加飼料摂取群 (T群)， 0.5， 0.7および

1 % OPP-Na 添加飼料摂取群 (0.5，0.7および 1% SO 

群)， 0.5， 0.7および 1% OPP-Naにそれぞれ0.2%

TBZを加えた添加飼料摂取群 (0.5，0.7および 1% 

SO-T群，基礎飼料摂取群(対照群)の 8群とし合計

200匹用いた.試験飼料はラットが 5週齢になった時点

から13週間摂取させた.

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health， 

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

**東京都武蔵調布保健所
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Table 2. Histological Findings and Mean Weights of the Urinary Bladder 

No.of rats No. of rats with transitional cell lesions目 NO.of Mean bladder weights 

examined Hyperplasia rats Absolute Relative 

Group histologically Simple JtEZPapilloma weighed (mg) (mg/100gB.W.) 

Control 25 。 。
T 25 。 。
O，5%SO 25 。 。
0.7%SO 25 。 。
l%SO 25 1 1 

0.5%SO-T 25 1 。
O，7%SO-T 25 。 2 

l%SO-T 25 3 112.4) 

1) Mean土S目D.

2) Significantly different from the control at P< 0.05. 

3) Significantly different from 0.5 % SO group at P< 0.05. 

4) Significantly different from 1 %SO group at P<O，05. 

に起因しているとの結果を得た10) 本試験では尿の pH

が OPP-Na単独群より併用群で低く.アルカリ化ない

しは酸塩基平衡障害による増強とは認め難い.

ヒトは多種，多数の化学物質に暴露されているが，そ

れらの「相加・相乗作用」が及ぼす生体への影響の有無

はその多くが明らかにされていない.そこで，この「作

用」を検討する一助として TBZとOPP-Naとの併用で

みられた発癌に対する増強効果の発現機序を解明するた

めの実験を重ね，知見を蓄積する必要があると考えてい

る.
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アカゲザルを用いた TBZの催奇形性に関する予備試験

井口重孝*，米山允子*，小勝昭夫*，多田幸 恵、*，

安藤 弘*，久保喜ーへ佐々木美枝子*

Preliminary Studies for Teratogenicity of Thiabendazole in Rhesus Monkey 

SHIGETAKA IGUCHI*， MASAKO YONEYAMA *， AKIO OGATA *， YUKIE TADA *， 

HIROSHI ANDO *， YOSHIKAZU KUBO * and MIEKO SASAKI * 

Keywords:チアベンダゾール thiabendazole，防かび剤 fungicide，予備試験 preliminary study，催奇形性

teratogenicity，アカゲザル rhesus monkey 

当部では防かぴ剤チアベンダゾール (TBZ) の催奇形

'性をマウスを用いて明らかにしてきた1) しかしながら

使用する動物種のすべてが与えられた催奇形因子に同じ

ように感受性があるわけでなく，催奇性に関するヒトへ

の安全性を評価する際には，少なくとも 2種類またはそ

れ以上の動物種を用いて試験を行なう 2-4)ことが適切と

考えられている.当部ではマウスでみられた TBZの催

奇形性がラットではどのように発現するかあるいはしな

いのか現在検討しておりラットでの結果の一部を報告別

した.一方，近年霊長類を化学物質や薬の催奇形性試験

に使用することが勧められており 6-8)，この論理は系統

発生的にサルがヒトに近似しているという根拠の上に

立っている.げっ歯類の胎盤と異なり，霊長類はヒトと

同様な械毛尿膜胎盤を有し，両種間には胎芽発生につい

て解剖学的および時間的類似性がある9，10) またサルは

他の動物種よりも薬物代謝経路や毒性学的性質がヒトに

よく似ているという報告11，12)もある.

今回， TBZのマウスでの催奇形性試験での結果を踏

まえて国立予防衛生研究所筑波医学実験用霊長類セン

ターとの協同研究の機会を得，サルを用いた TBZの催

奇形性試験を行うにあたり， TBZ投与量決定のための

予備試験を当部飼育のサルを用いて行うことになった.

本報告はその予備試験より得られた結果である.

試験材料ならびに方法

1.実験動物動物:雌アカゲザル (Macacamulatta 

以下サルと略す)は，人畜共通伝染病(結核，細菌性赤

痢，寄生虫等)について厳重な検疫を実施した後， 日本

クレア(紛より購入した 6匹で 捕獲地はインドおよび中

国，購入時推定年齢4-5才，当部において 7-12年飼

育しているものを使用した.試験使用時推定年齢11-17

才(表 1)，体重は3.8-5.8kgの範囲であった.

表 1 個体表

サル
TBZ 

入荷時 現 在
投与量 産地

No. 
mg/kg 

推定年齢推定年齢

4 。 インド 4-5 16-17 

25 。中 国 4-5 11-12 

22 400 中 国 4-5 11-12 

23 400 中 国 4-5 11-12 

13 800 中 国 4-5 15-16 

21 800 中 国 4-5 11-12 

2.飼育条件動物は，温度26士 10，湿度60::!:5 %， 

換気効率的.9%のHEPAフィルター経由オールフレッ

シュ空気毎時10回，照明午前 7時~午後 7時の飼育室

にて，ステンレス製個別ケージ(関口650X奥行630X高

さ750mm') にて飼育した.

飼料としては，オリエンタル酵母(械製サル用乾パン

(AB) (水 7，粗タン白質26.5，粗脂肪6.8，粗灰分4.6，

粗繊維1.5，可溶性無窒素物56.3g，381. 2 Cal./100g) 

およびバナナを 1日量夫々 100g与え，水(細菌ろ過器

経由)は自動給水ノズルにより自由に摂取させた.

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku，Tokyo.l60 ]apan 



416 Atも抗.Ret. Tokyo Metγ. Res. Lab. P.H.、37.1986 

3. 試料および投与方法 TBZは， Merck Sharp & 
Dohme International社製 LotNo.BZA-539.*is度98.5%を

{吏用し， i容t菜としてオリーブ油(局方)を{吏用した.

TBZはオリーブ油にj騒濁し，ゾンデ、を用いて胃内に

経口投与した.

4. 投与量の設定 TBZをヒトの駆虫薬として用い

る際の 1日最大量 3g/ personl3
)を参考にし. TBZを

800， 400mg/ 8 mlオリーフ、抽/kg/dayおよび Omg/

8mlオリーフマ由/kg/day付相官)の 3群を設け，各群

2匹の雌ザルに1毎日定時(午前日寺)の 3日間連続投与

とした. しかしながら， TBZの影響と思われる瀕死の

サルが出た場合には，その時点で投与は中止することと

した.

5.観察投与開始日を O日とし，試験期間は 1ヶ月

間とした. 一般症状:対照群および TBZ投与群のサ

ルを投与期間中 (0日から 3日朝まで)は午前 7時30分

から午後 6時まで 1時間毎に，以後試験終了日まで午前

と午後の 1日2回の観察とした.

体重:0日から10日まで毎日，以後週 l回の測定とし

fこ・

摂餌量:摂餌量=給餌量一残餌量とし， 0日から18日

まで24日寺間給餌として毎日， 18日以後 1時間給餌として

週 1回の測定とした.

6. 検査方法 TBZの血中濃度検索 1回目投与後

1， 3， 6， 9， 12および24時間日，また 2回目以降の

投与では，投与後 6，24時間目の血液を摂取し，さらに

l回目投与後 7日目にも伏在静脈より採血し，藤谷

ら14)，の方法にしたがって，血清から TBZを抽出し，

高速液体クロマトグラフィー(ヴアリアン， LC-4200) 

で未変化体の TBZ量を測定した.

血液学的検索:TBZ投与群およびオリーブ油のみの

(対照)群の全個体について投与 3日前および 1回投与

後 1，.2， 3， 7日後の血液を伏在静脈より採血した.

血液学的検査用血液では，塗沫標本を作製するとともに，

Coulter Counter Model Sにより赤血球数 (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

均赤血球ヘモグロピン濃度 (MCHC)，白血球 (WBC)

の測定をした.塗沫標本は May-Grunwald -Giemsa染

色後光顕的に観察した.血清生化学検査用血液では血清

を分離後，目立705型自動分析装置でトランスアミナー

ゼ (GOT，GPT)，アルカリホスファターゼ (ALP)， y 

ーグルタミルトランスペプチターゼ (GTP)，総コレス

テロール (CHO)，尿素窒素 (UN)，総タンパク (TP)

を測定した.

試験結果と考察

一般症状幅吐:結果を表 2に示した.対照群(オ

リーブ油投与)のNO.4で 1例 1回目投与後翌日の午

前 7時30分に恒吐しているのを発見した. TBZ投与群

では 4匹中 3匹のサルが 1回目投与後12時間以内に恒吐

した.投与後早く恒吐したサルは比較的元気な様子をみ

せたが， 12時間以上恒吐しない時にはケージ内にうずく

まっていることが多かった. 400mg投与群:No.23， 

800mg投与群:No.13のサルでは最終投与日の翌日の朝

に恒吐しているのが観察された.この結果， TBZには

副作用として催吐作用があることが観察されたが用量に

よる差は認められなかった.この症状は Foodand Drug 

Directoratel3)の報告と同じであった.

糞:表3に投与後の糞の状態を示した. 1回目投与後

1日以内に下痢および軟便を呈したサルが2匹(対照群

: No. 4， 800mg群:No.13) みられた.対照群の No.

4は投与開始より投与終了後 1日までに常に下痢あるい

は軟便を呈したが， No.25は投与期間中も正常な糞の排

池であった. TBZ 400mg投与群のサル 2匹は投与期間

中は正常な使を呈したが，投与終了後 1日を経てから 2

匹とも下痢を呈した. 800mg投与群の No.13では軟便，

下痢を呈したが， No.21は 1日糞の排池をみない日の

あった他は投与期間中もすべて正常の糞であった.

その他 TBZ800mg投与群のサル 2匹に，投与終了

後 5日目より全身に赤味をi帯び，消失後フケのような落

屑、が観察された.この症状には Foodand Drug Directo 

ratel3
)の報告と同じでであった.

体重結果を表4に示した.対-照群および TBZ投与

群ともに体重に大きな変動は認められなかった.

摂餌量結果を表 5に示した・対照群， TBZ投与群

共に投与期間中の摂餌は少なく，主としてバナナに集中

している傾向がみられた.投与終了後の摂餌量の回復は

速く， TBZ投与群での用量に相関した回復時間の差は

みられなかった.

血中 TBZ濃度検査結果を表 6に示す. TBZ 400mg 

投与群の No.22では投与後12時間目で最大値 (13.2μg

/ml) を示し 2回目， 3回目の投与後 6時間目では

l回目投与後の同時間目の値より低い数値を示した.

No.23は投与後 6-9時間目に最大値 (24.4μg/ml)

を示し， 2回目， 3回目の投与後 6時間では 1回目投与

後の 6時間目の値より低い数値を示した. 800mg投与群

の No.l3では披与後 9時間目に最大値 (38.2μg/ml)

を示し， 2回目投与後 6時間目では 1回目投与後の 6時
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表 2 一般症状 (s匝吐)

サル TBZ 時 間 経 過 (日)

No 
投与量

0↓ l↓ 2↓ mg/kg 3 4 6 7 8 10 11 

4 。一一1)
7: 302) 

25 。
22 400 

7 : 30 7: 30 

19 : 20 13: 00 

23 400 
13: 20 7: 30 7 : 30 

17 : 20 13: 00 

13 800 
7: 30 7: 30 8: 30 

17: 30 

7: 30 7: 30 
21 800 11 : 00 

13: 00 14: 00 

1 )胆吐なし 2)順吐発見時刻 ↓: TBZ(9: 00)投与

表 3 一般症状(糞)

サル TBZ 日寺 間 経 過 (日)

No. 
投与量

O↓ 2↓ mg/kg 1↓ 3 4 6 7 8 10 11 

4 。下痢1) 下痢 軟 下痢 正 正 正 正 正 正

25 。正 正 正 正 正 正 正 正 正 正

22 400 正 正 正 下痢 正 正 正 正 正 正

23 400 正 正 正 下痢 正 正 正 正 正 正

13 800 軟 一一2) 下痢 正 正 正 正 正 正

21 800 正 正 正 正 正 正 正 正 正

1 )糞の性状 2) なし ↓: TBZ投与

表4 体重の継続的変化

サル TBZ 時 間 f圭 過 (日)

No 
投与量

O↓ 2↓ mg/kg 3 4 6 7 8 10 17 24 31 

4 。3.91) 4.0 4.3 4.0 4.0 4.1 4.0 4.2 4.2 4.2 4.2 4.2 

25 。3.4 3.9 3.9 3.8 4.0 3.8 4.0 4.0 3.9 3.9 3.9 3.9 

22 400 5.2 5.5 5.4 5.3 5.5 5.2 5.4 5.4 5.2 5.5 5.6 5.4 

23 400 4.0 4.0 3.9 3.6 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.2 4.1 

13 800 5.8 5.6 5.4 5.4 5.3 5.3 5.5 5.5 5.5 5.6 5.6 5.8 

21 800 4.5 4.6 4.6 4.4 4.6 4.7 4.7 4.8 4.8 4.8 4.8 4.8 

1) kg ↓ TBZ投与
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表 5 摂餌料の経過的変化

サル TBZ 試験前1) 時 間 経 過 (日)
投与量

173) 243) 313) No. ~-gíkg 摂取量 O↓-1 1↓-2 2↓-3 3-4 5-6 6-7 7-8 9-10 10-11 12-13 

4 o 56/1002) 50/1∞ 0/100 0/70 36/100 92/100 94/1ω94/100 96/100 92/100 85/100 69/100 100/100 80/100 

25 o 35/100 23/100 17/80 24/100 48/100 36/100 60/100 46/100 16/100 57/100 92/100 95/100 26/100 23/100 

22 400 94/100 36/60 0/80 8/100 86/100 96/100 96/100 94/100 96/100 90/100 96/100 96/100 95/100 

23 400 77/100 2/0 0/60 24/100 56/1∞98/100 100/100 98/100 96/100 94/100 95/1∞94/100 96/100 

13 800 85/100 21/30 0/0 6/30 6/20 30/100 71/100 95/100 100/100 100/100 96/100 100/100 96/100 96/100 

21 800 72/100 2/60 21/0 12/40 78/100 94/100 88/100 100/100 100/100 100/100 100/100 98/100 54/100 82/100 

1 )試験前 1週間の 1日平均摂取量 (g) 2)乾ノTン/ノfナナ (g) 3) 1時間給餌 ↓ TBZ投与

表6 TBZ血中濃度変化

TBZ 十支
サル

投与量 。
No. 

mg/kg ↓11) 3 6 9 

22 400 1.62) 7.7 12.3 11.9 

23 400 16.5 18.6 24.4 24.2 

13 800 4.4 15.6 23.3 38.2 

21 800 2.0 4.8 17.3 14.6 

1 )投与後の時間を示す 2 )μg/ml ↓: TBZ投与

問自の値と同程度の値を示し， 3回目投与後では 1，2 

回投与後の値より高い数値 (39.6μg/ml) を示した.

No.21では投与後12時間自に最大値 (31.9μg/ml) を

示し， 2回目投与後 6時間目では 1回目投与の2.8倍の

数値 (49.8μg/ml) を示し， 3回目投与後にも同程度

の値を示した.以上の結果から400mg投与群では，マウ

スにおける催奇形発現を生じる血清 TBZ濃度 (40μg/

ml) 15)に達せず， 800mg投与群ではほぼ同程度の濃度

に達した.

血液検査および血清生化学検査血液検査:結果を表

7に示す.対照群と比較し， TBZ投与群では投与後 1

日のサルで， WBCの増加がみられ，投与後 7日のサル

で， RBC， Hb， Htの減少が認められた.特に，表には示

さなかったが赤血球および白血球形態には変化がみられ

なかった.

血清生化学検査:結果を表 8に示す. GPT， ALP， 

GTPについては特に変動は認められなかった. GOTで

与

12 

13.2 

16.3 

15.9 

31.9 

後 日 数

2 3 7 

24 ↓6 48 ↓6 72 168 

7.8 8.8 3.1 8.4 2.9 N.D 

3.3 12.1 N.D. 9.0 2.0 N.D. 

9.5 21.6 14.9 39.6 16.4 N.D 

4.9 49.8 3.3 15.1 N.D. N.D. 

は対照群が投与前に比べ投与後わずかな変動を示したの

に対し， TBZ投与群では投与前に比べ 1回投与後24時

間目で高い活性を示し， 2回目， 3回目では減少の傾向

を示し， 7日目では投与前より低いかあるいは同レベル

の活性になった. UNでは対照群は投与前もその後の変

化はなかったが， TBZ投与群では投与を重ねるごとに，

UN量が増加する傾向になり， 7日目では投与前の量に

もどった.GOTもUNもTBZ濃度による差は認められ

なかった. GOTの活性上昇から肝臓機能障害が推測さ

れる， しかし， No.23， No.13にみられるように投与前

の活性が他のサルの活性より高い値を示している等個体

聞のバラツキが多い.投与前の高い活性は飼育条件なら

ぴに環境因子等の変化によるストレスによるためと考え

られる. UNの増加は腎機能障害を意味しているが，こ

れらの変化がTBZそれ自体によるものかストレスに起

因するのかを確認するためには個体数を多くしたり，採

血時の環境に事前に慣しておく等再検討する必要がある.
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表 7 血液検査結果

TBZ投与量mg/kg

日1)

サル No.

RBC (X 106/mm3) 

Hb (g/dl) 

Ht(財)
MCV(μ3) 

MCH(ρ問)

MCHC(%) 

WBC(X103/mm3) 

-3 1 

0 

2 

800 

2 

No.13 

_2) 4. 7 5 . 2 5 . 2 5 . 3 5 . 7 4 . 4 

10.5 12.5 12.6 12.8 13.1 10.1 

33.0 38.0 38.4 38.6 40.6 31.0 

70.0 72.0 73.0 72.0 71.0 70.0 

22.2 23.6 23.9 23.8 22.8 22.7 

31.8 32.8 32.8 33.1 32.2 32.5 

3.9 4.0 14.8 6.6 7.9 7.4 

400 

2 7 -3 1 3 7 -3 1 3 7 3 

N0.4 No.22 

5.9 5.8 5.7 6.0 5.8 5.0 4.4 4.6 

10.9 10.8 10.6 10.8 10.4 11.7 10.5 11.0 

35.9 35.1 33.8 35.5 34.9 35.1 30.9 33.0 

60.0 60.0 59.0 59.0 60.0 69.0 70.0 71.0 

18.1 18.1 18.4 17.9 17.8 22.9 23.7 23.6 

30.3 30.3 31.3 30.4 29.7 33.3 33.9 33.3 

10.6 6.6 4.9 11.8 4.5 3.6 4.8 7.8 

サル NoNO.25 N0.23 No.21 

RBC(X106/mm3) 5.85.65.45.55.25.54.95.1 5.34.6 6.26.06.36.45.6 

Hb(g/dl) 7.8 7.3 7.1 7.2 7.0 12.0 10.8 11.1 11.1 10.4 13.4 13.3 13.7 13.6 11.9 

Ht(%) 27.9 27.3 25.5 26.2 24.9 37.4 33.9 34.6 36.1 31.8 42.7 41.6 43.1 43.1 37.7 

MCV(μ2) 48.0 48.0 47.0 47.0 48.0 68.0 68.0 68.0 68.0 68.0 69.0 69.0 68.0 67.0 67.0 

MCH(μμg) 13.3 12.8 13.1 12.8 13.4 21.8 21.6 21.7 20.9 22.1 21.6 22.0 21.5 21.1 21.0 

MCHC(%) 27.9 26.7 28.0 27.0 28.1 32.0 31.8 32.0 30.7 32.7 31.3 31.9 31.7 31.5 31.5 

WBC(X103/mm3) 8.0 5.8 7.3 6.6 5.1 5.3 13.0 13.0 17.0 5.6 4.7 10.6 7.8 7.3 5.5 

1) TBZ投与 3日前 (-3)および投与後の時間経過を示す 2 )凝血

表8 血清生化学検査結果

TBZ投与量 mg/kg

日1)

サル No

GOT(I.Ull) 

GPT(I.Ull) 

ALP (I.UI1) 

GTP(I.Ull) 

CHO(mg/dl) 

UN(mg/dl) 

TP (g/dl) 

tEA 
q
a
 

0 

2 7 

400 

2 

800 

2 

No.13 

3 7 -3 3 7 -3 3 

NO.4 

17.0 28.0 25.0 21. 0 _2) 

7.0 14.0 12.0 11.0 

240.0 278.0 259.0 257.0 

33.7 33.3 32.1 30.9 

137.0 133.0 131.0 143.0 

13.5 13.6 19.2 16.8 

7.3 7.6 7.7 7.4 

No.22 
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サル No目 No.25 NO.23 

GOT(I.U/l) 21.0 28.0 23.0 17.0 - 72.0 151.0 88.0 97.0 26.0 23.0 74.0 52.0 30.0 18.0 

GPT(I.UI1) 6.0 9.0 13.0 7.0 - 26.0 30.0 23.0 10.0 17.0 6.0 13.0 8.0 9.0 8.0 

ALP(I.Ull) 365.0402.0 408.0 406.0 - 203.0 257.0 253.0 312.0 329.0 176.0 194.0 182.0 175.0 232.0 

GTP(I.UI1) 30.730.328.626.6 - 42.846.741.645.842.738.134.536.035.134.5 

CHO(mg/dl) 127.0 109.0 103.0 120.0 - 115.0 115.0 86.0 81.0 110.0 139.0 108.0 113.0 128.0 115.0 

UN(mg/dl) 23.6 19.7 21.6 22.4 - 18.7 52.0 40.2 47.0 22.1 19.1 33.6 36.1 40.2 17.9 

TP(g/dl) 7.27.06.87.0 - 6.87.46.87.57.07.77.37.7 7.9 7.5 

1) TBZ投与 3日前 (-3)および投与後の時間経過を示す 2)測定せず
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まとめ 賀興吾:東京衛研年報， 37，421，1986 

防かぴ剤チアベンダゾール (TBZ) のアカゲザ、ルにお

ける催奇形作用の予備試験を 3日連続経口投与により試

E食した.

TBZ 800， 400およびomg/ 8 mlオリーフ、袖/kgを投

与し一般症状，血液学的および、血中濃度を検索した.

800mg/ 8 mlオリーフソ由kg投与ではマウスにおける

催奇形発現を生じる TBZ濃度 (40μg/ml) と同程度

の血中 TBZ濃度を得た.以上の成績から，アカゲザル

はTBZ催奇形試験において，使用可能であることが示

H変された.
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チアベンダゾール (TBZ)のラットを用いた催奇形性試験

小豚昭夫*安藤 弘*久保喜 * 
佐々木美枝子へ 平賀興吾**

Teratologigal Studies of Thiabendazole (TBZ) in Rats 

AKIO OG AT A *， HIROSHI ANDO *， YOSHIKAZU KUBO * ， 

MIEKO SASAKI* and KOGO HIRAGA * * 

Thiabendazole (TBZ) ， widely used as food additive， preservative， pesticide or anthelmintic， was tested 

for teratogenicity using SD rats. TBZ suspended in olive oil was given orally to pregeant rats in a stage of 

organogenesis. All foetuses were removed from the uterus on day 20 of gestation， and were examined for ex-

ternal and skeletal anomalies. 

(1) Rats were given daily doses of 296，444， 667 or 1， OOOmg TBZ/kg body weight from days 8 -15 of 

gestation. Repeated treatment with TBZ during 8 -15 of gestation significantly increased the incidence of re-

sorbed foetuses and significantly decreased the number of live foetuses and foetal weight in a dose-dependent 

manner. The incidence of external anomalies， mainly edema， was also increased by TBZ ingestion in a dose-

dependent fashion 

(2) Rats were given a single dose of 1， OOOmg TBZ/kg body weight on one day during days 8-15 of gesta 

tion. Th巴foetuseswith edema was not observed in the groups treated with TBZ on any one of days 8 -15 of 

gestation. However， the foetuses with reduction deformity of limbs and short or absent tail were found in the 

groups treated with TBZ on day 10， 11 or 13 of gestation，though the incidence was not so high. Such mal-

formations had also been previously observed in mice treated with TBZ. 

These results may indicate that TBZ has teratogenic effect on the rat foetuses 

Keywords:チアベンダゾール thiabendazole，防かぴ剤 fungicide，ラット rat，催奇形性 teratogenicity 

は じめに

われわれは，防かぴ剤チアベンダゾール (TBZ) のマ

ウスにおける催奇形性を明らかにしてきた1，2)が，その

成績は TBZをオリブ油に懸濁経口投与して得たもので

ある.オリブ油で懸濁経口投与したと同じ TBZ量を

0.5%アラビアゴム水溶液に懸濁し，マウスに経口投与

した催奇形性試験では TBZの催奇形性を明確に出来な

かった3)

両!怪濁媒体によるマウスで認められた TBZでの奇形

発現の差については， e~cJ TBZを用い，両懸濁媒体

での吸収・分布・排池について比較検討した米山らの実

験により考察がなされている日)すなわち (11cJ 

TBZをオリブ捕に懸濁し，妊娠マウスに経口投与した

場合の各臓器での TBZ放射活性は，アラビアゴム水溶

液に懸濁経口投与した場合でのそれと較べ血液，胎盤，

匹子などのいずれにおいても4-7倍の高値を示した.両

者での奇形発生の差は TBZの吸収速度の差による肱子

内での TBZ濃度差に起因するものと推測される.

一方， TBZのラットを用いた生殖学的および催奇形

学的実験がいくつか報告6.7)されている. TBZを飼料中

に添加し，ラットに摂取させた実験では陰性結果6)が認

められており，蒸留水に懸濁して経口投与した実験では

*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，l60 ]apan 

**東京都武蔵調布保健所
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明確な成績が得られていない7)

著者らは TBZのラ 7トに対する催奇形性を明らかに

するため，これまでマウスで得られた成績を参考にして

実験を行ない， TBZがマウス同様，ラット胎児にも催

奇形性効果のあることが示唆されたので報告する.

試験材料ならびに方法

1.実験動物 牒内に精子の存在を確認した日を妊娠

0日として起算し，妊娠 2日に 8週齢の CD (SD) ラッ

ト雌を日本チャールズ・リパ一社より購入，試験に供し

た.

2. 飼 育 条件温度25::1::1
0
，温度55::1::5%，照明午前

6時一午後 6時，換気毎時10回 (HEPAフィルター経

由)の飼育室にて日本クレア製国型飼料 CE.2および、水

道水を自由に与え，プラスチックケージ (265X425 X 

150m m3，チップ床敷)にて 1匹飼いとした.

3. 試料および投与方法 チアベンダゾール (TBZ)

は MerckSharp & Dohme International社製 LotNO.BZA 

-539，純度98.5%を使用し，局方のオリブ泊に懸濁し

て経口投与した.

臨界期連続投与試験では TBZ1，000 mg/10 mlオリブ

油/kgを最高に667mg，444mg， 296mg (公比1.5) お

よびomg/10mlオリフマ由/kg (対照) を妊娠 8-10日

まで 1日1固定時に胃ゾンデにより投与した.

|鼠界期単一投与試験では TBZ1，000mg/10mlオリブ

油/kgを妊娠 8日より 15日までの各妊娠日に 1回のみ

胃ゾンデにより投与した.

4.観察方法体重測定およぴ一般状態の観察を毎日

行ない，妊娠20日にエーテルにより麻酔屠殺し，次の検

索を行なった.屠殺後直ちに開腹，子宮を開き着床痕，

早.後期死亡児，生児数を記録した.次いで母体主要臓

器の重量測定と肉眼的異常の有無を検索し，卵巣の黄体

数を数えた.生児については体重測定，性の判別，外表

異常の観察を行なった後， 95%エチルアルコールで固定

し，アリザリンレッド Sで骨格染色を行ない骨格異常の

有無を調べた.

5.結果のまとめ方西村の報告9)に準拠して行なっ

た.

結果

臨界期連続投与試験

図表には示さなかったが，母体重は対照群に較べ処置

群で投与期間中 TBZ用量に関連して有意に増加が抑制

され，解剖時の母臓器重量ではIJ干・心・牌臓で TBZ用

量に相関して有意な絶対および相対重量の減少がみられ

た.途中死亡例は TBZ投与の全ての群で観察され

1，000mg/kg群14例中 8例， 667mg/kg群23例中 6例，

444mg/kg群25例中 6例， 296mg/kg群25例中 4例で

あった.対照(オリブ油)群に死亡はみられなかった

(表 1).妊娠成立雌数は1，000mg/kg投与群で有意に

減少し，生児の認められた母体数も 1，000mgおよび、

667mg/kg投与群で有意な減少がみられ， 1， OOOmg/kg 

Table 1. Effects of 296 -1000mg thiabendazole (TBZ) /kg body weight/ day given orally to pregnant rats on 

days 8-15 of gestation 

Reproductive 

pararneter 

Felna1es ma ted十

Fema1es dェed'1' 

Fema1es gestated 9 

Fema1es wi th予 11ive foetus 

Corpora 1utea / 1itter非

工mp1antations/ 1itter普

Resorption of foetuses ( 宅 )善明

Ear1y 

Late 

Live foetuses / 1itter非

Body wt of 1工ve王oetuses(g)井

Ma1e 

Fema1e 

十No.wiせ1vagina1 p1ug. 
'1' No.世百七 died before schedu1ed kill on day 20. 
9 No. wユせ1imp1田匂tionsi担 s.

Number， percentage or weight observed 

τ'BZ 1000昭次q

14 
B骨骨骨

3* 

1* 

14 

14 

14.3 

21.3 

9 

1.48 

1.56 

667均六q 444 n可パ匂 296mgパくq o (olive oil) 

23 25 25 28 

6 * 6* 4 

15 18 • 19 28 

11 ** 17 19 28 

15.6~2.1 15.8土2.3 15.1土1.5 15.7H.4 

1 1. 6~3.1* 14.1H.5 14.0H.4 13.7H.9 

50.5~29.6*大安 27.8土 29.9**女 8.0~12.4 2.9~5.4 

8.H12.9 合 3.5~12.9 0 0.2~1.3 

4.5~2.9女** 9.7土4.4*世会 12.9~2.3 13.3~2.0 

1. 75~0.26*** 2.22土0.6:t!'** 3.07tO.3l!'** 3.92~0.42 

1. 74土0.16州安 2..16~0. 52'** 2. 89~0. 3伊**3 .68~0 .4<2 

非Va1uesgiv田 asmeanHSD for litters havir可 oneor rnore li ve王 国tuses.
明'Eo¥工1y'defined as cases showing四1p1田tedsi恒S 釦 d副町悼叩sger叫且almass，・1a恒， def釦 ed田 casessh聞な可世18b田4田d1おlbs.
Values for per c田 tresorption and f'国匂llxコヨyweight were by av'町 agむ可せ1eva1ue for each 1it包詑.

vaiues marked wiせ1asterisks are sil伊lificantlydエfferentf:回 n仕1eco:口出pondingcontro1 va1ue (*P<0.05; **P<0.01;叫*P<0.001)
as de七百刻印edby出 efollowing statistica1 tests : chi-square test(f自国1esnated， died， gestated or havir可￥ lli，尼 foetus); 
t test(corpora 1u也 a，おlPl田tatio田， live fl但包lSes即 d王町三国1body weight); rank surn test(resorption) • 
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投与群では 1例のみとなった.死亡児頻度は用量に伴っ

て上昇し，平均生児数も用量に伴って減少し667mgおよ

び、444mg/kg投与群ではいずれも有意な増減であった.

平均生児体重は雌雄ともに用量相関をもって低下がみら

れた(表 1) . 

骨格の観察では化骨進行度において用量相関をもって

抑制がみられた以外，特に意味のある変化はみられな

かった(表 3). 

臨界期単一投与試験

胎児の外表観察では，奇形児は全くみられなかったが，

異常として全身性浮腫胎児が用量相関をもって発現した.

浮腫胎児をもった母体の発現頻度は1，000mg/kg投与群

1/1 (100%)， 667mg/kg投与群8/11 (72.7%)， 

TBZ 1，000mg/kgを臨界期における各妊娠日に 1回

投与した結果，妊娠11日から 13日と 15日投与群に途中死

亡例がみられた.死亡例を除き全群全例妊娠が成立し，

全例生児が認められた.平均生児数および平均生児体重

も群聞に大差は認められなかった(表 4). 

444mg/kg投与群3/17 (17.7%)， 296mg/kg投与群1

/19 (5.3%)，対照0/28 (0 %)となった(表 2). 

胎児の外表観察では，奇形児として外脳症が妊娠10日

投与群に l例，開眼が妊娠12日投与群に 1例，脊椎裂が

Table 2. lncidence of anomalies in fo巴tusesof rats given 296 -1000mg TBZ/kg body weight/ day orally on 

days 8-15 of gestatio日

Observation 

No. 1正反函可証面記.ar旧工ぬ亘
f目包括es/ no.間部叫ned
- (も)

如、司阻lies(も)非
No. an司r阻10usfoe匂JSes

/口o.自由mined
No. of f，間切seswiせ1: 

回目阻(口o.d田 18;% ) 

Bent tai1 
allbcutaneous herrorrhage 

'lBZ 1000 rrq/kg 

工/1

(100) 
66.7 

6/9 

6(1;100)合女。。

Incid官官eof ana阻 1ies

667rrqバ<g 444珂/匂 296rrqパミq o (o1ive oil) 

日/11 5/17 2/19 3/28 

(72.7) (29.4) (10.5) .(10.7) 
63.lf47.7 12.8:1:26.9 0.6土1.9 0.9:1:2.7 

26/48 23/163 2/290 4/373 

23(8;72.7) *会* 18(3;17.7) 1(1;5.3) 。。 。 。 1 
3 5 工 3 

非cal白ほ1a七.edby averagingせleperceritage知 each1it.七町 (iιno.of田明日lies/no.of f，但tuses)， and sh伽 1
as mean :!: 1SD. 
ぬ 1uesmarked wi泣1as七.eriは sare si，伊rific却はydiffer四七位置11<sum tes七:) fran世le∞rrespon必且9con也 01val田
(**p< 0.01 ;帥今p<0.001). 

Table 3. lncidence of skeletal malformation，variation or ossification in foetuses of rats given 296-1000mg/kg 

body weight/ day orally on days 8-15 of gestation 

Observation 'lBZ 1000rrqパミq 667 rnヨバ匂 444 rrqパ匂 296 rrqパ匂 。(oliveoil) 

~of litters由《司nined l 11 17 工9 28 
No. of foetuses自国四日ned 9 48 163 290 373 
Malfom日tion
No. of 1i七七世swiせ1malfon陪 d

f但 tuses-(主) 。(0) 1(9.1) 1(5.9) 。(0) 1(3.6) 
Percent rna1foロ国士山n士1SD非 。 5.0:1:15.8 0.5土1.9 。 0.3土1.5
No. of foetuses wi th: 

Fusion of vertebra1 arches 。 1 l 。 。
Fusion of ribs 。 。 。 。 1 

variati∞井

且CSeFrvmiEctaqlrro1b f ste工nebrae十
。 。 5.8:!:l0.1 3.1:1:6.7 0.3:!:1.6 。 。 。 0.4土1.9 0.2:!:1.3 

Lurnbar rib ， 。 。 。 1.2土3.7 10.8士16.1
且bn司沼田lities in nurnber 。

of pre-sacra1 vertebrae ~ 
。 0.8土3.3 。

Ossification 
Maan nurnber of ossified 

foEe Elr加0わ.刊が出1al.田)/12]15D 
[( 
L 。 。 0.002:1:0.010 0.14土0.35
R 。 。 0.003:1:0.012 0.14:!:0.37 

Ma国1nurnber of ossif工ed

hind Elhrorb --岨phdal.抑止1釦
[(Pro.+Mid.) /2] 
L 。 。 。 。 0.02:!:0.07 
R 。 。 。 。 0.02:!:0.06 

b佐世1nurnber of ossified 
post 1urnber ve此ebrae土1SD 1.89 3.07:!:l.51女合* 5.32:1:2.30*** 7.45:1:0;50*** 8.14土0.60

持Calcuratedby daveenraagtuiogn 世leperc由主agein each litter， and sh四四 asmean 1SD. 
十 cases sh四 ingdeviation 0"官Z bl/as2e0dfon l田k守お出町Eolfa聞泊記wmi1msons出(~口U巳百zla nuc1e国 between 1eft and right n田 1ei.， [巳fむlitionof l'四b誼 rib was based on K:imne1 and Wilson ("世U巳田zarta口c1k勾Y田，dBh，3b09a-r 3v1e6r，七519br7a3e). 
市 cases sh叩 kEqwdim出on国田1te1taysh sun of nuゆersof cervi田 1，thoracic and 1umbar vertebrae. 
Va1ues四球:edwi th asterisks are signifi但 ntlydifer古田七(t-test)fr，剖 corresf口ndingcontr01 va1ue (仙台p<0.00工).
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妊娠10日投与群に 1例(この胎児は外脳症の I例と同一

個体)，四肢減形成が妊娠11日投与群に 1例，短尾が妊

娠10日に，無尾が妊娠13日投与群に各 1例みられたのみ

であった(表 5).その他の異常としては皮下出血が妊

娠13日と 15日投与群に各 1例みられたのみで，全身性浮

腫の発生はなかった.

骨格の観察では骨格癒合奇形児が妊娠8日投与群にの

みみられ，各母体単位での値を平均した発生頻度は

2，6%，奇形児をもった母体の発生頻度は 3/12

(25，0%)であった(表 5).その他の観祭項目で妊娠日

別投与群聞に意味ありとみられる差はなかった.

考察

今回行なったラットでの臨界期連続および単一投与試

験の結果を先に行なったマウスでの結果2)と比較した.

l臨界期連続投与試験での TBZがおよぽすマウス・

ラットに対する生児数・死目玉数・雌雄生児体重への影響

は同様な傾向を示した.すなわちマウス・ラット共に生

児数の減少，死脹数の増加がみられ，雌雄生児体重の減

少が観察された. しかしながら外表異常の観察ではマウ

スに口蓋裂をもった奇形児が用量相関をもってみられた

Table 4. Effects of 1000mg thiabendazole/kg body weiqht given orally to pregnant rats on one days 8-15 of 

gestation 

Number I percen士ageor weight observed 
Reprc:ducti ve 
para立eter 8day 9day 10 day 11day 12day 13day 14day 15day 

Fa田lesma七.ed十 12 12 12 11 11 13 12 12 

E世田1edied ~ 。 。 。 。

Fa田lesges七a七.ed! 12 12 12 12 12 

E回naleswi.廿1~与 1 live foe也ユs 12 12 12 12 12 

Corpora lu七:ea/工工tter時 16.6'1.7 15.4i1.9 17 .Oi2.3 15.3土1.7 17.0H.5 15.6i1.5 15.2H.5 15.3i1. 7 

E甲l田 ta七ions/ li七七er非 13.7土1.7 13.8H.5 14.2i2.0 13.6士1.2 15.6'1.6 14.3H.3 12.3i3.3 13.9'1.5 

Resorption of foe担坦es(も)井市

Ear1y 9.8土18.0 5.5i5.3 11.li14.8 7.6i9.5 2.4i3.4 6.3i5.7 自.8'12.0 3.0i3.6 

Late 0.6土1.9 。 。 。 。 。 。 。

Live f.白色沼田 /li七回ど非 12.4i3.1 13.0土1.7 12.7土2.5 12.7土1.9 15.3'1.7 13.5'1.4 11.3土3.5 13.4i1.2 

Bodyw七oflive f(克也ses(9 )普

配包1e 3.35iO.32 3.48iO.28 3.19土0.19 3.25iO.17 3.21土0.26 3.24iO.26 3.11iO.29 3.15iO.31 

E園田1e 3.10iO.24 3.25土0.16 3.00iO.21 3.10iO.20 3.05iO.25 3.03iO.25 2.95iO.24 3.01土0.27

十No.wi仕1vdaigedb旧be工foplxe ugs-d15dulE1 
~ No.廿1atdied before scheduled ki11 on day 20. 

q書5VNV-aEa0lal.ruuwleeyis s 仕-qf1odJLVer2官frpR白1lr司a吋stcn国ea巴tni副t皿c首自a1s15eS由エDs 七工pfeshosu即r.onl訂i正七qZ七1deurpfs 目lh田a出vtelId可kSXoL1yntee明so田rエョnhdD七Xae拠田弓l出iホvhe叩yfs oagvezbenusa叫eqnsma.lg 阻 55，I工.ate'defin剖 as C田essh叩担gせlehead and 1おri:>s.

せlevalue foどeachli七七百.

Table 5. lncidence of malformations in foetuses of rats given 1000mg thiabendazole/kg orally on of days 8-L5 

。fgestatio日

工ncidenceof malforrnation 

Observation 8day 9day 10 day llday 12day 13day 14day 15.day 

ExteTnal malformations 

No. litters w，ム廿1ffi3.1fonred 
。/12 。/12 2/12 1/9 1/8 1/12 。/工2 。/9

foetuses / no. examined 
ー(も) (0) (口) (16.7) (11.1) (12.5) (8.3) (0) (0) 

地 lfon間七ions(も)非 。 。 1. 7i4.0 0.9i2.6 O.7:t2.1 0.7土2.4 。 。

No. malfon田dfoett坦es
。/149 。/156 2/150 1/112 1/122 1/160 。/135 。/121

/ no.田 armn吋
No. of foetuses wi廿1

bRs吋hceonurc七cetpoihoxnaaldbla esefonn七乱七atTllOE lh由s
l 
。

l 

。sp戸Un1a ebFeLf1l1dds a 
。

1 

Skeletal malformations 

肋.li七出どswiせ1malfom凶
3/12 。/12 。/12 。/9 。/8 。/12 。/12 。/9f国包沼田/no.出a世ned

ー(も) (25.0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0) 
出 lfo四atio田{も)脅 2.6'5.3 。 。 。 。 。 。 。

No. malforr陪 dfoetuses 4/149 。/156 日/150 。/112 。/122 日/160 。/135 日/121
/ no.由自国ned

No. of f.出七usesw土世1
町田onof vertebra1 ar曲 目 2 。

F¥lsion of ribs 3 。

非白l田正a七ed.by averag主可出e戸目白出.gein each 1エt出r(i.e. no. of malf.∞nati∞1/ no. of fl田 tuses) 置 ldsh四四国間阻む由
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のに対し，ラットでは口葉裂の発現は全くみられず，か

わって全身性浮腫胎児が用量相関をもって観察された.

また骨格奇形の観察ではマウスに骨格癒合奇形児の発現

が多くみられ用量相関も伺われたのに対し，ラットでは

667mgおよび、444mg/kg投与群に各 l例を観察したのみ

であった. Kheraら7)は Wistarラットの妊娠 6-15日

(精子存在確認日を妊娠 1日として起算)に TBZ

500mg/kgを投与した群において156匹の観察胎児中 2

例の小胎児と 7例の胸骨核化骨遅延胎児を報告している.

Kheraらのいう小胎児 (runtedfoetus) がどのような状

態を差しているかは不明だが，本実験においても TBZ

用量に相関した発育遅延胎児がみられ，それに伴う化骨

遅延も認められている.

臨界期単一投与試験の結果では，マウスの妊娠11日お

よび13日投与群に連続投与試験でみられた口蓋裂奇形児

の発現がみられたのに対し，ラットでは連続投与でみら

れた全身性浮腫胎児はいずれの投与日群でも発現しな

かった.またマウスの妊娠9日投与群に多く発現した四

肢減形成および、短・無尾奇形児はラットでは妊娠10日

(短尾)， 11日(四肢減形成)， 12日(無尾)投与群に

夫々 1例ずつ発現した.骨格奇形ではマウス妊娠 7-9

日投与群に多く発現した骨格癒合奇形児は，ラットでは

妊娠8日投与群に 4例みられたのみで他の投与日群には

観察されなかった.

以上， TBZの催奇形性はラットにおいてはマウスの

場合ほど明確ではなかった.しかしながら，一般にマウ

スは催奇形因子に感受性が高く，ラットでは低いといわ

れており，われわれの試験結果はそれをよくあらわして

いるといえる.むしろ発現例数は少ないが臨界期単一投

与試験において，マウスでみられた四肢減形成および

短・無尾奇形児がラットにおいても発現したことは

TBZの影響を示唆していると考えられる.

一方，臨界期連続投与試験のラットで発現した用量相

関のある全身性浮腫胎児については，臨界期単一投与試

験で発現しなかったことを考慮し，それが真に TBZの

影響によるものかあるいは妊娠母体への TBZ大量投与

による損傷からくる二次的作用によるものか否か，現在

検討中である.

今後さらに例数を増し，投与時期などを考慮しながら

TBZのラットでの催奇形性の有無を明らかにしたい.

要旨

チアベンダゾール (TBZ) のラットを用いた催奇形性

言語\.~~を 1T なった. TBZ 1， OOOmg， 667mg， 444mgおよび

296mg/kgをオリブ油に懸濁，妊娠8-15日に毎日 l団

連続経口投与した.用量に相関した全身性浮腫胎児が発

現した. TBZ 1， OOOmg/kgを妊娠8-15日の各妊娠日に

1回のみ経口投与した試験では全身性浮腫)J台児の発現は

みられなかったが，マウスで発現したと同様な四肢減形

成および短・無尾奇形児が発現し， TBZの影響が示唆

された.
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クロム鉱さい粉じんのラットによる 2年間持続吸入実験(第3報)

臓器中クロムの分析

神谷信行へ坂本義光へ佐々木美枝子*

Inhalation Experiment of Chromite Ore Residue Dust to Rats for 2 Years (I1I) 

Analysis of Chromium in Rat Tissuses 

NOBUYUKI KAMIY A *， YOSHIMITSU SAKAMOTO * and MIEKO SASAKI * 

区eywor由:クロム chromium，クロム鉱さい chromiteor巴 residue，粉じん dust，吸入毒性 inhalationtoxicity， 

ラット rat

緒日

粉じんとして経気道により摂取されるクロム鉱さいの

生体におよぽす影響を観察する目的で吸入実験装置1)を

用いたラットによる 7日間， 1か月間 3か月間吸入実

験および 1か月間吸入後終生飼育実験を行いその結果は

すでに報告した2-5) 前実験において鉱さい粉じんを曝

露したラットの臓器中クロム濃度は，肺，腎臓，牌臓で

特に高い値を示し，次いで肝臓，血液で高い値を示し

た2-4) また臓器中クロム濃度は曝露を中止することに

より減少したが，日暴露停止 l年目で肺にはH暴露終了時の

30%，腎l蹴，牌IJ蔵には11%のクロムがなお残留してお

り5) これら臓器に対しクロムが蓄積することが示され

た.本報ではより長い|爆露期間における変化を観察する

ため 2年間にわたって吸入曝露した際の肺，脳，肝臓，

腎臓，牌!臓および血液中のクロム濃度について報告する.

実験材料および方法

動物 F 344/DuCrjラットの雄を 4週令で購入し 1

週間予備飼育した後実験に用いた.実験開始時の体重は

82-83gであった.

粉体 クロム鉱さい粉じんは鉱さい塊をボールミル

(Alfrad Fritsch Co.)で約 8時間粉砕後，分節して調製

した.原粉体の比重は2.97，平均粒径は3.3μmであっ

た.粉体の組成は Table1に示すようにカルシウムが最

も多く，クロムは水溶性のものが1.2%，不溶性のもの

が1.6%の割合であった.

吸入実験 実験は 1群20匹としてクロム鉱さい粉じん

の0.2mg/m3， 1 mg/m3の粉じんH暴露群と実験室内空気の

みの対照群の 3群を設定し，昼夜連続で105週間行った.

実験に用いた装置の詳細は前報1)に示した.

実験期間中の各群の粉じん濃度は設定濃度に対して±

10%以内の変動帽に保たれていた.また粉じんの粒径分

布は Table2に示したように両群とも4.7μm以下の粒

子 が90%，また 2μm以下は 0.2mg/m3で56.5%， 1 

mg/ばで45%の割合であった.

実験期間中動物は吸入チャンパー内の 2個のステンレ

ス製金網ケージに等分に収容し，飼料は CE-2 (日本

クレア)を，飲料水は水道水をそれぞれ自由に摂取させ

た.

チャンパー内飼育条件は，温度23-250
，湿度40-

50%，換気回数12-14RPHで，照明時間は実験室内と

同様午前 6時より午後 6時までとした.

i曝露終了後，各群それぞれ 7例の動物を大腿部動静脈

の切断により採血し，屠殺後，肺，脳，肝臓，腎臓，牌

臓の各臓器を摘出，秤量後これら臓器および血液中のク

ロム濃度を原子吸光法で測定した.

分析方法摘出臓器および血液は洗浄済ビーカ _3)に

入れ，ホットプレート上約900

で乾燥，放冷後硝酸を加

えて 1日放置したのち，硝酸，過酸化水素水で分解した.

分解終了後さらに加熱して乾固し，0.1 N硝酸で一定量

として試験溶液とした.別に試薬のみを用いて同様に操

作した空試験溶液を調製し，これら試験溶液中のクロム

を原子吸光法で測定した.測定条件および機器は Table

3に示した.

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Composition of Chromite 

Ore Residue Dust 

(%) 

Ca 21.2 

Fe 6.1 

Cr 2.8 (1. 2) * 

Si 2.4 

Al 1.8 

Na 0.4 

Ni 0.3 

Mn 0.08 

Ti 0.04 

Zn 0.03 

Sr 0.005 

) * : Water solubl，e Cr 

Atomic Absorption Spectrophotometry 

Table 3. Analytical Condition for Chromium by 

Atomic Absorption Spectrophotometry 

Instrument 

PERKIN-ELMER AA-4000 

Graphite Furnace HGA -400 

Instrumental Parameters 

Wavelength 357.9 nm 

Spectral 8andwidth 0.7 nm 

Light Source Hollow Cathode Lamp 

Lamp Current 10 mA 

8ackground Correction W Lamp 

HGA Parameters 

Step DRY CHAR ATOM 

Temp 110 1100 2300 

Ramp(sec) 40 30 。
Hold(sec) 10 20 6 

Gas Flow(ml/min) 300 300 60 

結果と考察

Table 4に臓器および血液中の湿重量あたりのクロム

濃度を示した.ただし肺は μg/g，脳，肝臓，腎臓，牌

!臓，血液は ng/gで示した.肺，肝臓，腎臓，牌の各臓

器は対照群と比較して， 0.2mg/m3群， 1 mg/ば群ともに

高い値を示し，両曝露群との聞にも明かな差が認められ

た.

Table 2. Particle Size Distribution i日

Inhalation Chamber 

Sampler Diameter Weight p巴rcent

Stage μm 0.2mg/凶? 1 mg/m3 

。 >11.0 。 。
1 11.0 - 7.0 。 0.4 

2 7.0 - 4.7 2.0 2.8 

3 4.7 - 3.3 9.3 15.9 

4 3.3 - 2.1 31.2 35.9 

5 2.1 - 1.1 42.7 31. 7 

6 1.1 - 0.65 13.8 11.7 

7 0.65-0.43 。 1.6 

8* 0.43> 。 。
8* : Filter 

特に肺は直接曝露をうけるため他の臓器に比べて非常

に高い値で， 0.2mg/m3群で6.2μg/g， 1 mg/m3群で87.7

μg/gに達した.腎臓は279.2ng/g，1780ng/g，牌l織は

56.9ng/g， 382.9ng/gで、肝臓はこれら臓器より比較的少

なく 8.9ng/g，35.4ng/gで以上 4つの臓器は血液濃度以

上であった.血液は0.2mg/m3群で、8.5ng/g， 1 mg/m3群

で15.1ng/g，脳は4.3ng/g，5.1ng/gと対照群に比べ高

い傾向を示したが，血液 1mg/ば群をのぞいて有意な差

は言忠められなかった.

一般に経気道により摂取された粉じんの肺内への進入

は，粒子径によって大きく影響される.本実験における

粒度分布は Table2に示したが，肺胞内まで達する粒子

は2μm以下といわれており 6)，0.2mg/ば群で56.5%が，

1 mg/ば群で45%が肺内まで達したと考えられる.ただ

し昼夜連続の全身曝露であるため，体外部や飼育ケージ

に附着した粉じんがある程度経口摂取された可能性があ

り，その点を考慮する必要がある.

本実験の結果のうち 1mg/ば群の臓器，血液中クロム

濃度にすでに行った 1か月間およぴ3か月間持続吸入

実験で 1mg/ばの鉱さい粉じん濃度で行った実験の結

果3，4)をまとめて Fig.1に示した. H市，腎)臓，牌臓，肝

臓でクロム濃度が増加する傾向を示し，これらの中では

腎臓が最も高い増加割合を示し 2年目で 1か月目の約

25倍となり，次いで牌臓，肺がそれぞれ8.3倍， 7.2倍で，

肝臓は3.5倍であった.脳，血液では 1か月目から 2年

目にかけて差がなかった.

腎臓中のクロム濃度の増加はクロムが主に尿へ排池さ
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Table 4. Chromium Concentration in Lung， Liver， Kidney， Spleen， Brain and Blood of 

the Rats exposed to Chromite Ore Residue Dust at 0 .1mg/ m3 and 1 mg/ m3 

jlg/g 

100 

10 

ng/g 

1000 

100 

10 

for 2 Years 

Control 

Lung 0.0017::1:0.005 

Liver 4.1土3.2

Kidney 14.5::1:5.8 

Spleen 12.1土5.7

Blain 3.8::1:2.3 

Blood 5.0土2.7

mean土SD 時 /g(lung μg/g) 

子~ー+ ----JI守

1 3 months 24 

Fig. 1. Chromium Concentration in Lung， Liver， Kidney， 

Spleen， Brain and Blood of the Rats exposed to 

Chromite Ore Residue Dust at 1 mg/m for 2 

Years 

0-0 Lung， e-e Liver， 企一企 Spleen，

.... -.... Blain，圃-・ Kidney，+--+ Blood 

0.2mg/m3 1 mg/m3 

6.2::1:6.2 87.7::1:7.4 

8.9土2.4 35.4土6.7

279.2 ::1:46.3 1780土320

56.9土15.1 382.9 ::1:68.9 

4.3土2.5 5.1::1:2.4 

8.5土4.7 15.1::1:5.5 

れることからその排池経路として理解されるが，犬の場

合血中クロムは糸球体でろ過され，その63%が尿細管で

再吸収されるという報告があり 7) ラットについても同

様に糸球体でろ過された血中クロムはその一部が尿細管

で再吸収され腎臓に蓄積されるものと思われる.また腎

臓の病変に関しては，クロム化合物が尿細管の病変をお

こすことが知られており 83)，すでに報告したクロム鉱

さい20mg/m3， 1か月間持続吸入実験10)では臓器中クロ

ム濃度は857ng/gで腎障害の程度が強く現われたラット

の例が対照群より多くみられたが，本実験の 1mg/m3群

では1780ng/gと約 2倍の濃度で、あるにもかかわらず，

特に鉱さい曝露群に特徴的な変化はみられず， 1曝露濃度

およぴH暴露期間と病理組織学的変化との関連については

今後の検討が必要である.

経気道摂取により肺内へ吸入された粉じん粒子は大食

細胞に食食された状態で肺胞内に存在しているほか，肺

内リンパ組織，気管支および血管周囲の結合組織内に大

量に存在しており 11)，鉱さい中の不溶性クロム化合物

が他の臓器へほとんど移行することなく蓄積されたと考

えられる.鉱さい中の不溶性のクロム化合物はおもに酸

化第二クロム (Cr203) である 12)が，この生物学的半減

期は200日以上といわれている 13)

牌臓は腎臓に次いで高い増加割合であったが，これは

赤血球の破壊による血球成分の残留や，網内皮系の食作

用による蓄積のためと考えられる. しかしクロムの蓄積

によると思われる病理組織学的変化は肝臓とともに認め

られなかった1)

まとめ

クロム鉱さい粉じんを0.2mg/m3および 1mg/m3の濃度

で，ラットに昼夜連続で 2年間曝露し，クロム鉱さい粉
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じんの低濃度，長期間の吸入|曝露による生体への影響を

調べる目的で臓器および血液中のクロム濃度について検

討した.臓器では肺，腎!臓，牌)臓，肝臓で高い値を示し，

脳が最も低く，対照群と差がなかった.血液は 1mg/m3 

で対照群より高い値を示したが，0.lmg/m3群では差が

なかった.
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F344ラットの加齢に伴う血液性状の変化

多国幸恵*佐々木。美枝子*

Changes of Hematological Findings with the Aging in F344 Rats 

YUKIE TADA * and MIEKO SASAKI* 

区eywords: F 344ラット F344 rat，加齢 Aging，血液性状H巴matologicalFinding 

緒日

Fisch巴rラットは小型で扱い易いなどの理由で，近年，

NCI (National Cancer Institute) および我国の発がん性

試験に多用されている.当所においても，毒性試験およ

び発がん性試験に Fischerラットを用いており，試験と

併行して， Fischerラットの平均寿命，体重の推移，血

液性状，組織性状などを観察し，背景データの集積を進

めている.血液性状に関しては著者らが初期の経時的な

変化を観察し，バリア飼育と一般飼育，個別飼育と集団

飼育，雄と雌とにおける比較を行い結果を報告したJ)

今回は， Fischerラットを当所のバリア飼育施設に終

生飼育し，経時的に採血し，加齢に伴う血液性状の変化

を観察した.

実 験方法

実験動物 日本チヤールスリバー(鮒生育の F344/ 

DuCrjラット(以下 F344ラットと略す)雌雄各10匹を

生後 4週齢で購入(平均体重土SD:雄61.0土3.0g，雌

58 . 0 ::!: 1. 6g) ， 1週間馴化飼育後実験に用いた.前・底

面が網のステンレスケージ(幅28X奥行40X高17cm) を

ベルト式飼育架台に設置し，ラットを 1ケージに 5匹づ

っ入れ，室温22-25
0
，湿度50-60%，照明12時間，換

気回数毎時10回のバリア飼育室で飼育した.飼育用固型

飼料は CE-2 (日本クレア:水分 8%，粗蛋白質

24.5%，粗脂肪4.5%，粗線維4%，粗灰分6.6%，可溶

性無窒素物52.4%，348.1CaI/100g) を用い，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.体重測

定を週一度午前 9:00-10:00に行った.

血液学的検索 5週齢より 15週齢までは 2週間ごと，

それ以降は 4週間ごとに採血し，血液検索を行った.

採血日の午前 9: 30-10 : 30にラットをプラスチック

製ホルダーに入れ，尾を微温湯であたため，鋭利なカミ

ソリを軽くあて2)，尾静脈より湧出する血液約0.3mlを，

EDTA-2 Kを分注し蒸発乾固させた小試験管に採取し

た. Coult巴rCounter Model S (Coulter Electric INC) を

用い，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) を測定した.精度管理

には 4C⑮ NORMAL (コールターカウンター用血球コ

ントロール)を用いた. また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

白血球像を観察した.

結果および考察

平均体重の推移を Fig.1に，血液性状の推移を Table

lおよび Table2に，白血球百分比の推移を Table3 

に示した.

体重および平均寿命平均体重は雌雄ともに，当所で

以前，毒性試験に供した F344ラットの無処置群3)と同

様の推移を示した.平均寿命は雄が114-145週齢(平均

122週齢)，雌が105-147週齢(平均129週齢)で当所に

おける F344ラットの無処置群4)とほぼ同じであった.

くり返し採血がラットに与える影響を懸念したが，体

重の推移および平均寿命からはその影響は認められな

かった.

血液学的検索

WBC 雄では100週齢まで加齢に伴った変化がみられ

ず9.5-13.1X103/mm3の範囲で、増減をくり返し，100週

齢以降増加した.

雌では 5週齢より 52週齢まで増減をくり返しながら

徐々に減少し， 60週齢以降は7.3-8.8X103/mm3の値を

*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 
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Fig. 1. Changes of Mean Body Weight in F 344/DuCrj Rats 

示し， 100遇齢以降徐々に増加した.雌雄差が11週齢よ

りみられ雄は雌よりも高い値を示した.

RBC 雄では19週齢まで増加し，以降72週齢まで8.5

~9.0X106/mm3の値を示し， 76遇齢以降個体聞のバラ

ツキが大になり徐々に減少した.雌では11週齢まで増加

し以降100週齢まで8.0X106/mm3前後の値を示した.

100週齢以降減少した.雌雄差が13週齢よりみられ，雄

は雌よりも 0.6~1.0X106/mm3高い値を示した.76週齢

以降，この差は減少し0.3~0.6X106/ mm3となった.

Hb 雌雄とも 19週齢まで増加し，以降76週齢までほ

ぼ一定の値を示し，以降徐々に減少した.雌雄差は認め

られなかった.

Ht 測定時によりバラツキがみられたが雌雄とも 19

週齢まで増加し，以降41~45% の値を示した.雌雄差は

認められなかった.

MCV 雄では15週齢まで減少し，以降48週齢まで51

μ3前後の値を示した. 52週齢より 72週齢までは49μ3と

やや低い値を示し， 76週齢以降個体聞のバラツキが大と

なり徐々に増加した.雌では15週齢まで減少し，以降48

週齢まで55μ3前後の値， 52週齢より 72週齢までは52~

53μ3とやや低い値を示し， 96週齢以降徐々に増加した.

雌雄差が 9 週齢よりみられ，雌は雄より 3~4μ3高い

値を示した. RBCと同様雌雄差は76週齢以降減少した.

RBCとMCVの推移を併せて Fig.2に示した.雄では

431 

RBCの増加が19週齢まで， MCVの減少が15週齢までみ

られ，以降安定期を経て， RBCの減少および MCVの増

加が76週齢より認められた.雌では RBCの増加および

MCVの減少が11週齢までみられ，雄と同様安定期を経

た後， RBCの減少が100週齢より， MCVの増加が96週

齢より認められた.以上のように RBCとMCVの変化

する時期はほぼ一致しており，血球の数と大きさの調整

により血液中のヘモグロビン濃度の恒常性が保たれるよ

うな機構が働らいていると考えられた.

MCH 雌雄とも 23週齢まで減少し，以降ほぽ一定の

値を示した.11週齢より雌雄差がみられ，雌が 1~2μμg

高い値を示した.

ラットの成熟期は 7~9 週齢，閉経期は65~77週齢で

あり 5) 血液性状に雌雄差が出現および減少する時期は

成熟期および閉経期にほぼ一致し， RBC， MCV， MCH 

にみられた雌雄差は， 76週齢以降減少した.ヒトでは月

経開始時より女性の RBC，Hbに低下がみられ性差が出

現し，閉経期以後差が消滅するとされている6) しかし

ラットでは72週齢以降血球値に変化がみられたのは雄の

方で，雌は11週齢以降ほぽ一定の値を示しており，血球

値における性差発現の機構がヒトとラット同一であるか

否か明らかでなかった.

MCHC iM定時によりバラツキがみられたが，遡齢

に伴った変化および雌雄差はみられなかった.

赤血球および白血球像赤血球像および白血球像には

週齢に伴った変化がみられなかった.白血球百分比では，

雌雄とも週齢に伴い好中球の比率が増加し， リンパ球の

比率が減少した.単球および好酸球の比率には変化がみ

られなかった.

104週 齢 (2年間)経過後，白血病が雄に10匹中 4例，

雌に10匹中 5例みられた.白血病はいずれも F344ラッ

トに好発する Mononuclearcell leukemia (単核細胞白血

病) 7.8)であった.

老齢期の血球値を個体別に観察すると，ほとんどの

ラットで，雄は76週齢以降，雌は100週齢以降に WBC'

MCVの増加および、RBC'Hbの減少が認められた.

これらは加齢に伴う生理的な変動であると思われる.こ

の変化にひき続き貧血，白血球増多症，白血病細胞の出

現など，疾病に起因すると思われる血液性状の変化が，

個体により観察された.

実験動物の血液性状に関しては多数の報告がされてい

る9-22) Gordonらは Fischerラットの血液性状を検討し，

雌では週齢に伴った MCVの変化がみられなかったと報

告11)，Vondluskaらは CDラットで雄の MCVが雌の
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Table 1. Changes of Hematological Values with the Aging in F 344/DuCrj Rats1
) 

-Mal巴一

Age2
) No.of3) WBC RBC Hb Ht MCV MCH MCHC 

(weeks) Rats X103/mm3 X106/mm3 g/dl % μ3μμg  % 
5 9 10.4::!: 1.74) 6.77::!:0.31 15.0土0.6 39.9土 2.1 59.0土 0.8 22.1土0.2 37 .5::!:0. 7 

7 10 10.8土 0.87.34土0.29 15.8::!:0.5 41.5::!: 1.6 56.6土 0.7 21.5::!:0.3 38.1土0.7

9 10 11.9土 0.9 7.82::!:0.27 16.4::!:0.4 42.0土1.7 53.8::!: 0.7 21.1土0.5 39.2::!: 1.1 

11 10 11.1土 0.7 8.02::!:0.29 16.1::!:0.6 41.3::!: 1.6 51.6士 0.7 20.1::!: 0.3 39 .1::!: 1. 0 

13 9 11.0土1.0 8.19士0.32 16.5土0.3 41.9土1.8 51.2土 0.4 20.2::!:0.8 39 .4::!: 1. 7 

15 9 11.9::!: 0.9 8.37::!:0.30 16.2::!:0.3 41.8::!: 1.6 50.0::!: 0.5 19.4土o. 4 38 . 9 ::!: 0 . 8 

19 9 13.0::!: 1.1 8.93::!:0.33 17.2土0.4 45.7::!: 1.7 51.2::!: 0.4 19.3土o. 3 37 . 8 ::!: 0 . 8 

23 9 11.7::!: 1.5 8.74::!:0.2416.4土0.5 44.6::!: 1.1 51.1土 0.6 18.8土O.6 36. 9::!: 1. 3 

27 10 12.2土1.4 8.75::!: 0.23 17.0::!: 0.2 44.6士1.1 51.0土 0.6 19. 4::!:0. 3 38 .1::!:0. 6 

32 10 13.1土1.4 8.67土0.37 16.9::!:0.5 44.5::!: 2.0 51.4土 0.5 19.5土o. 4 38 . 0 ::!: 0 . 9 

36 9 12.0土 0.9 8.72::!:0.29 16.8::!:0.3 44.6::!: 1.8 51.1::!: 0.6 19.3土0.4 37.8土1.3

40 10 10.6::!: 2.0 8.67土0.37 16.8::!:0.3 44.1土 2.1 50.9土 0.7 19.4土0.8 38.2::!:1.9 

44 9 9.5土 0.7 8.88::!:0.31 17.2土0.3 45.8::!: 1.8 50.8土 0.7 19.4::!:0.6 38.1土1.2

48 10 11.4::!: 1.4 8.83土0.32 17.0土0.4 44 . 9 ::!: 1. 7 50 . 9土 0.5 19.3::!:0.7 37.9土1.2

52 10 11.0::!: 1.3 8.89::!:0.29 16.5::!:0.4 43.0::!: 1.7 49.2::!: 0.7 18.6土0.3 37.8土0.7

56 9 11.3::!: 1.5 8.60::!:0.30 16.5::!:0.3 42.7::!: 1.6 49.6::!: 0.7 19.2::!:0.4 38.8::!:0.8 

60 10 1O.7::!: 1.3 9.00::!:0.47 17.0士o. 4 43. 7::!: 2. 1 48 . 6土 0.7 18.9土0.6 38. 9::!: 1. 2 

64 10 11.2土1.3 8.77::!:0.33 16.8土O.4 43. 1::!: 1. 6 49 . 2::!: 1. 1 19 . 1土0.3 39.0::!:0.9 

68 10 11.3土 0.9 8.98土0.33 16.9::!:0.5 44.0土1.5 49.1土1.1 18.8土0.3 38.3::!:0.4 

72 10 11.4土1.4 8.88土0.38 16.9::!:0.4 43.7土1.2 49.3土1.6 19.1::!:0.5 38.7土0.6

76 8 10.1::!: 1.5 8.25::!:0.48 16.3土0.3 41.5::!: 1.2 50.5::!: 1.9 19.8土1.1 39.2土1.1

80 10 12.1::!: 1.3 8.64::!:0.51 16.0土1.143.3土1.7 50.3::!: 1.8 18.6::!: 1.1 37.0::!:2.5 

84 10 11.8::!: 1.4 8.59::!:0.50 16.1土0.7 43.0::!: 1.9 50.2::!: 1.6 18.8土0.5 37.5土0.8

88 10 12.4土 2.0 8.39土0.63 17.2土0.8 42.7土 2.5 51.0土1.5 20.6土O.6 40 . 5 ::!: 1. 0 

92 10 12.5::!: 3.0 8.42土0.78 16.6土1.2 44. 2::!: 3.2 52.6::!: 1.1 19.7土0.5 37.5土0.5

96 10 12.4::!: 4.0 8.52::!:0.73 16.2::!:1.2 44.5::!: 3.0 52.4::!: 1.3 19.0土0.4 36.3::!:0.3 

100 9 16.3::!: 3.7 8.24土1.20 15 . 5 ::!: 1. 7 43 . 1土 5.0 52.5土 2.0 18.9土1.0 35.9土0.9

104 9 16.8::!: 3.8 8.12::!:1.19 15.4土2.3 42.0土 5.9 51.8::!: 2.4 18.9::!:0.9 36.6土0.8

108 9 15.4::!: 5.1 8.15::!:0.94 15.5士1.9 41.6土 4.7 51.1::!: 2.2 19.0土0.9 37.3土1.1

112 9 17.4土 5.9 7.90::!:1.68 14.7::!:2.5 41.2::!: 7.4 52.5::!: 2.718.8土1.1 35.8土1.8

116 6 17.0::!: 4.8 7.31::!:1.86 13.9土3.2 38.9土 8.5 53.6::!: 2.5 19.1土o. 8 35 . 6 ::!: 1. 2 

120 4 16.3::!: 6.2 7.06::!:2.80 13.3土5.2 37.5士13.4 54.2::!: 3.4 18.8土0.4 34.8土2.1

124 4 20.7::!: 5.3 7.09::!:1.75 13.7土7.2 39.4士 5.2 57.2::!: 9.1 19.8土2.6 34.7土1.2

129 3 25 . 7::!: 16 . 9 6 . 24土2.28 11.9土3.3 34.9土 7.8 59.3土15.5 19.8::!:3.8 33.7::1::2.2 

1) Blood were collected from tail vein without a問 sthesia

2) Age of rat 

3) Number of examined rats (Except rats havi昭 leukemiccells in peripheral blood) 

4) Mean::!:SD 
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Table 2. Changes of Hematological Values with the Aging in F 344/DuCrj Ratsl) 

Female 

Age) No. oe) WBC RBC Hb Ht MCV MCH MCHC 

(weeks) Rats XI03/mm3 XI06/mm3 g/d1 % μ3μμg  % 

5 9 10.3土1.34)7.24:1::0.24 15.9:1::0.7 42.0土1.6 58.0:1:: 0.7 22.0:1:: 0.5 37.9:1:: 1. 0 

7 10 11.0:1:: 1.1 7.47:1::0.37 16.4:1::0.6 42.0土1.7 56.3:1::0.6 21. 9土0.6 39.0:1::1.0 

9 9 11. 5:1:: 0.9 7.82土0.27 16.9土0.4 43.5:1:: 1.4 55.6:1::0.7 21.6土0.4 38.8:1::0.8 

11 10 10.8:1:: 1.0 8.03土0.30 16.6:1::0.5 43.6土1.5 54 . 3 :1:: 0 . 4 20 . 7:1:: 0 . 4 38 . 2 :1:: 0 . 9 

13 10 9.4:1:: 1.0 7.87土0.18 16.6士0.3 43.0:1:: 1. 7 54.7:1:: 1.5 21.1土0.3 38.7土1.3

15 9 10.8土1.1 7.90:1::0.13 16.6土0.4 42.6:1::0.8 54.0土0.5 21.0土0.3 39.0土0.6

19 10 10.0土1.6 8.10:1::0.24 17.2土0.4 44.5土1.3 55.0:1:: 0 21.2:1::0.2 38.6土0.4

23 9 9. 3:!:: 1. 6 8.19土0.27 16.6土0.144.8:1::1.754.6土0.5 20.2土0.6 37 .1:!:: 1. 4 

27 9 10.1:!:: 3.5 7.98士0.26 16.9土0.4 44.2土1.3 55.4:1::0.5 21.1:!::0.6 38.2土1.0

32 9 9.3土1.8 7.88:1::0.14 16.6:1::0.2 43.4 :1::0. 7 55 .1:!::0. 6 21.1:!::0.4 38.4:1::0.5 

36 10 9.4:1:: 2.3 8.12土0.34 17.0土0.6 45.0:1::1.8 55.5土0.721.0:1::0.4 37.9土0.7

40 9 8.6土 2.1 7.84:1::0.24 16.8:1::0.5 42.9土1.154.7:1::0.421.4:1::0.839.1士1.3

44 9 7 .4:1:: 1. 8 8. 11 :1:: 0 . 22 17. 1土0.2 44.6:1::0.9 55.0:1::0.7 21.1土0.5 38.4土0.9

48 9 8.1土 0.7 8.05土0.32 17.2土o.4 43 .8:1:: 1. 7 54 .4土0.7 21.4:1::0.9 39.3土1.9

52 10 7.8:1:: 1.2 8.07:1::0.2316.6土0.5 43.4:1:: 1. 3 53.8:1::0.6 20.6 :1::0. 2 38.3:1::0.6 

56 10 10.0土 3.4 7.89:1::0.2516.7:1::0.4 42.2土1.4 53.5土0.5 21.1:!:: 0.2 39.6土0.6

60 9 7.3土 0.5 8.13土0.20 17.2土0.2 42.6土1.1 52.4士0.5 21.0土0.3 40.0土0.8

64 9 7.9土 0.6 8.06土0.22 16.8:1::0.3 44.2:1::1.3 52.4士o. 7 20 .8:1:: 0 . 5 39 . 8士1.1

68 9 8 . 6 :1:: 1. 1 8.40土0.23 16.8:1::0.3 44.2:1::1.0 52.6土o. 7 20. 1 :1:: 0 . 4 38. 1土0.8

72 9 8.8土1.0 8.11土0.29 16.9:1::0.3 42.4土1.2 52.3土0.7 20.9土0.5 39.9土0.7

76 8 7.6:1:: 0.9 7.82:1::0.28 16.7土0.4 41.6土1.1 53.2土0.7 21.4:1::0.4 40.2:1::0.7 

80 10 8.7:1:: 0.3 8.21土0.28 16.7:1::0.5 43.4土1.3 52.9:1::0.3 20.4:1::0.2 38.6:1:: 0.3 

84 10 8.5土1.3 8.07:1::0.20 16.4:1::0.4 42.5土0.9 52.7土0.6 20.3:1::0.3 38.6土0.6

88 10 7 . 5:1:: O. 6 7 . 97 :1:: 0 . 28 17.8土0.5 42.9土1.2 53.9土0.8 22.3:1::0.5 41.4:1::0.3 

92 9 8.1:!:: 1.4 7.93:1::0.23 16.3土0.3 42.8:1:: 1. 1 54.1:!:: 0.7 20.6:1:: 0.3 38.0士0.4

96 10 7.9土1.9 7. 83 :1:: 0 . 28 15 . 9土0.4 42.6土1.4 54.5:1::0.7 20.4:1::0.2 37.4:1::0.4 

100 9 8.5土1.8 7.85土0.25 16.2土0.4 42.8土1.6 54.5:1::0.8 20.6:1::0.3 37.8土0.7

104 9 9.4:1:: 2.1 7.75:1::0.85 16.2:1::1.2 42.4:1::3.1 55.0:1::3.0 21.0土0.8 38.2土0.9

108 9 9.3:1:: 2.6 7.60:1::0.82 15.6:1::1.4 40.8土3.3 54.0土2. 0 20. 5 :1:: 0 . 5 38 . 1:!:: 0 . 7 

112 7 10.5土 5.1 7.42土1.04 15.0土2.0 40.5:1::4.4 54.8:1::2.3 20.3土0.5 37.1土1.6

116 8 8.7:1:: 3.0 7.23土1.55 14.6土3.3 39 . 0 :1:: 7 . 3 54. 3土2.5 20. 1:!:: 0.8 37. 1 :1:: 2 . 5 

120 8 18.2土17.7 6.67土1.56 13.7土3.2 37.6土7.0 57.2:!::4. 5 20.6:1:: 0.9 36. 1 :1:: 2.7 

124 6 14.0:1:: 4.0 5.54土0.69 14.7士1.1 41. 6 :1:: 3 . 1 55 . 3 :1:: 1. 2 19 . 6:1:: 0 . 4 35 . 4 :1:: 0 . 3 

129 5 14.7:1:: 6.9 6.51土1.67 13.6:1::3.0 37.3土6.8 58.8土6.9 21. 2:1:: 1. 3 36.2:1:: 1. 9 

1) Blood were collected from tail vein without a町 sthesia

2) Age of Rat 

3) Number of Examin巴drats (Except rats having le山 emiccells in peripheral blood) 

4) Mean土SD
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Fig. 2. Changes of Red Blood Cell Counts and Mean Corpuscular Volume with the Aging in F 344/DuCrj 
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Table 3. Changes of Differential Leukocyte Distribution with the Aging in F 344/DuCry Rats1
) 

No.ofZ) 

Rats 

Perc巴ntagesof 

Monocytes Basophils 

日

U
A
U
A
U
n
u
n
u
n
u
n
u

Eosinophils 

0.1土 0.3

0.8:1: 0.8 

1.4土1.6

2.1土 0.7

1.3::1: 1.3 

1.1:1: 1. 3 

1.0:1: 0 

0.3:1: 0.5 

0.2士 0.4

0.8:1: 1.0 

0.9土 0.9

1.5::1: 1.1 

1.8土1.7

0.5:1: 0.7 

Lymphocytes 

90.1士 4.0

84.3:1: 7.1 

77.6士 9.7

66.7:1: 9.3 

68.4土 8.2

51. 2土10.8

35.5土 9.1

Neutrophils 

9.5土 3.73)

15.7:1: 7.0 

20.2土 9.1

30.3:1: 8.9 

28.8土 7.0

45.9土11.7

63.0:1: 8.4 

n日
ハ

U
n
U
A
U
R
u
n
y
n
L

噌
E
よ

噌

E
i

噌
E
i

n
u
n
u
n
U
A
U
n
u
n
u
n
U
 

0.4土 0.7

0.6::1: 0.7 

1.6:1: 1.0 

2.1土1.7

2.0土1.4

0.9土 0.9

1.7:1: 1.7 

0.9土1.0

0.1土 0.3

0.6:1: 0.7 

0.9:1: 0.9 

1.9土1.5

1.0士1.1

0.2士 0.5

89.9:1: 3.4 

85.2土 4.1

76.9士 8.5

66.7土 9.3

62.6土 6.8

56.2土10.4

64.2士 9.7
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MCVより高かったと報告している21) また Kozmaらは

Long Evanラットで週齢・性による差がなかったと報告

している 14) これらは今回の著者らの実験結果とは異

なった報告である.一方週齢による血液性状の変化，

WBCおよび MCVにおける性差の出現など今回の結果

と同様の報告も多数みられる.ラットでは系統による差

異はあまりないとされているが，各々の報告聞にはかな

りの相違が認められた.これらは，実験動物の供給源の

相違により生じたものか，各研究室における飼育環境，

飼料，採血法および測定法などの相違により生じたもの

と考えられる.

ま とめ

F 344ラットの加齢に伴う血液性状の変化を知るため，

当所のバリア飼育施設に雌雄ラットを終生飼育し，経時

的に血液検索した.

RBC， Hb， Htは加齢に伴い増加， MCV， MCHは加齢

に伴い減少し，以降老齢期における変動がみられるまで

ほぼ一定値を示した. MCHCは加齢に伴った変化を示

さなかった.

老齢期における生理的な変動として， RBC' Hbの減

少およびWBC'MCVの増加が認められた.

若齢期における RBCの増加と MCVの減少，老齢期

における RBCの減少と MCVの増加は，ほぽ同週齢に

認められた.

白血球百分比では，加齢に伴い好中球の比率が増加し，

リンパ球の比率が減少した.

雌雄差が， RBCで13週齢， MCVで 9週齢よりみられ，

76週齢以降減少した. MCHで11週齢， WBCで13週齢

よりみられた雌雄差は老齢期まで継続した.
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SPFウサギ KBL:JWに関する基礎生理学研究(第 1報)

体重増加，摂餌量，血液学および血清生化学データの週令変化について

林田志信*，小林博義**，井口重孝へ市川久次**

Studies on the Physiological Parameters of the SPF Rabbit (KBL : JW) (1) 

Body Weight Gain，Food Intake and Blood Components in 7-10 Weeks of age. 

SHINOBU HA Y ASHIDA *， HIROYOSHI KOBA Y ASHI * * 

SHIGET AKA IGUCHI * and HISATSUGU ICHIKA W A * * 

Keywords : SPFウサギSPFRabbit，生理学的所見 Physiologicalfindings 

緒昌

毒性試験の施行には実験動物の外的および内的環境が

試験結果に大きな影響を及ぼす.このため動物飼育室は

温湿度，究気，給餌，給水など飼育育条件の恒常化や，

験音，細菌汚染の防御など，外的環境が厳しくチェック

され，また動物の側からは，遺伝的要因を一定にするた

めの純系動物や，微生物感染症による影響を除外するた

めの SPF (Specific Pathog巴nfree) 動物の使用が要求さ

れる. ウサギは実験動物として広く用いられているに

もかかわらず，マウス，ラットなどの小動物に比べ

SPF化が遅れていたが，最近，近交系 SPFウサギの供

給が行われるようになった.ウサギを用いた毒性試験の

基礎資料として利用するために， SPFウサギの基礎生

理学的なデーターを集積し，雌雄の SPFウサギの当部

動物飼育室の飼育条件での体重増加，摂餌量，経時的な

血液学および血清生化学検査について調べているが， 7 

-10週令までの途中経過について報告する.

使用動物ならびに方法

動物:SPFウサギ KBL: JW，雌雄各 5匹を 7週令で

北山ラベス附より購入した.

KBL : JWウサギはクローズコロニーとした日本白色

ウサギから帝王切開により無菌的に仔をとり出し，人工

哨育することにより SPF化されたものでl}，Pasteurella 

multoci釦 ，Boγ'deγtella bγ側 chiseptica，Salmonlla spp.， Sta. 

phylococc叫sae叫γeus，MycoPla幻na初umonis，HVJ， Rabbit 

pex， Eimeria spp.， Earcanken， Body Man-ge，のう虫等が

保有されていないものである.

動物は同一飼育室において限定された実験者により飼

育管理した.飼育室の環境条件は，温度2l:t1 'c，湿度

50:1:5%，換気毎時10回 (HEPAフィルター経由清浄空

気)，照明午前6時から午後 6時までの12時間である.

前面および床面が網目のアルミ製ウサギ用ケージ (W

35X D50X H50cm) に動物を個別に収容し，ベルト式自

動飼育架台に配置した.

飼料はオリエンタル酵母(械製 ORC-4固型飼料を与

え，水は自動給水装置により細菌ろ過器経由の水道水を

与えた.飼料および水は自由摂取させた.ベルト式自動

飼育架台は 6時間毎に 3分間自動洗機運動させ，ケージ

交換は 2週間に 1回行った.

方法:体重測定は毎日午前 8時30分から 9時までの聞

に行った.体重測定と同時に動物の一般状態の観察も

行った.摂餌量の測定は，週 2回， 300gの固型飼料を

各動物に与え，翌日その残量を測定し， 300gから残餌

量を減じた量を一日当りの摂餌量とした.採血は週 l回，

耳静脈より 1.5mlの血液を採取し，直ちに2500rpm 10分

間遠心して血清分離を行った.血清はアナライザーによ

る分析を行なうまで-80'Cディープフリザーに凍結保存

した.また血液学検査用の血液は，耳静脈より採血後に

湧出する血液を50μlのピペットに採取し，アイソトン

H液lOmlに直ちに混入して希釈した.

血液学検査は CoulterCounter model S (Coulter Elec-

tric Co.) を用いて行ない，白血球数 (WBC)，赤血球数

*東京都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 Rasearch Laboratory of Public Health 

241， Hyakunincho 3 Chome，Shinjuku一ku.Tokyo，l60Japan 

**同薬理研究科
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(RBC) ，ヘモグロビン量 (Hb)，ヘマトクリット値

(Ht) ，平均赤血球ヘモグロビン量 (MCH)，平均赤血

球容積 (MCV)，および平均赤血球ヘモグロビン濃度

(MCHC)，を測定した.血清生化学検査は， Automatic 

Analyzer 705 (目立)を用いて行い，グルタミン酸ピル

ビン酸トランスアミナーゼ活性 (GPT)，グルタミン酸

オキザロ酢酸トランスアミナーゼ活性 (GOT)，アルカ

リフォスファターゼ (ALP)，総コレステロール量

(CHO)，尿素窒素 (UN)，総タンパク量 (TP)，アル

ブミン量 (ALB)，A/G比およびグルコース量 (GLU)，

について測定した.

結果および考察

一般観察:動物はすべて良好な健康状態で入荷し，搬

入後の飼育室およぴ給餌，給水器具への馴化も順調で

あった. 一般症状観察では，毛並は良好で，眼，耳，鼻，

口腔，皮膚および生殖器，排池器に異常および外傷もな

く，経過観察中に，せき，鼻汁，眼脂およぴ下痢などの

異常所見はまったく見られず，食欲も旺盛であった.

体重:搬入時 (7週令)の体重は雄1.5土0.04(l.40 

::!: l. 60) kg，雌1.53土0.01 (l.49土l.56) kgであった

が，各個とも順調な体重の伸ぴを見せた. 1ヶ月後の11

ケ週令にはそれぞれ2.41::!:O.10kg(雄)， 2.69:!: O. 06kg 

(雌)となった.

個体別および雌雄別の体重増加を図 1-3に示す.雄

では個体差が週令とともに増す傾向がみられたが，雌で

は個体聞のばらつきも少なく，体重の伸ぴは雄よりも良

好であった.

今回の測定では雌ウサギの平均体重が雄ウサギのそれ

を上まっているが，これは10週令頃より雄の体重が雌よ

りも大きくなる SPFでない一般飼育ウサギでの所見と

異なっている.例数も少なく，観察週令もまだわずかで

あるが，この傾向が持続するものなのか，さらに経過観

察中である.

摂餌量:個体別および雌雄群別の摂餌量を図 4-6に

示した.餌の摂餌量は搬入直後 (7週令)の雄118.2g/

day (体重あたり摂餌量72.0g/kg/day)，雌1l6.4g/

day (体重あたり 68.5g/kg/ day)からいくらかのばら

つきはあるがしだいに増加し， 11週令では，それぞ、れ

145.5/ day (雄)， 173.8/day (雌)， となった.体重

あたりの摂餌量は 8-9週令頃に最大となった.これは

飼育環境への瑚11化と成長時期とが関係すると思われる.

雄 NO.2の個体は餌の摂餌量も他の 4匹に比べて少なく，

体重も低いが体重増加は順調で，一般症状にも変化はな

かった.雌ウサギの方が餌の摂餌量は多く，雌雄群別の

摂餌量では雌雄差が明らかとなった.餌の摂取の差が雌

雄の体重の原因と思われるが，これは餌箱の不備など人

為的なものではないことは確認している.

血液学検査:7， 8， 9， 10週令時の 4回，経時的に

採血して行った血液学検査の結果を表 7に示す.雌雄と

も成長に従って白血球数 (WBC)がいくらか減少する

傾向がみられるが，変化はわずかであり，さらに週令を

追って検討を続けたい.すべての検査結果に異常値はな

しまた個体問のばらつきも少なかった.

血清生化学検査:7， 8および9週令時に行った検査

の結果を表 8に示す. GOTおよび GPT値は週令が進む

につれてわずかに増加する傾向がみられ，また，雌の測

定値は常に雄よりも高かった. ALP値については，一

般飼育ウサギのそれよりも異常に高い値を示したが，こ

の原因については，未だ判明していないので，以後さら

に検討を続けてゆきたい.その他の検査結果については，

測定値，雌雄差，個体問差いずれも顕著なものはなかっ

た.

実験用ウサギは長い間，家畜ウサギは長い間，家畜ウ

サギが転用され，遺伝的制御，微生物学的制御がほとん

ど行われていない状態であったが，近年になっていくつ

かの系統が確立されるようになり，世界で数十系統の群

が維持されているいると思われる 2，3)

KBL : JW系は1972年，平沢らによって SPF化が成功

しl)，現在試験研究機関への供給が行われている.

本報告は，当部で飼育管理をはじめてごく初期の結果

であるが，さらに経時的な観察を続け， SPFウサギの

基礎生理学検査のパックデーターとしたい.
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表7.血液学検査成積表

MCHC 
(%) 

MCH 
(μμg) 

MCV 
(μ3) 

Ht 

(%) 
Hb 

(g/dl) 
RBC 

(x 1Q6/mm) 

WBC 

(X103/mm) 

6.56土0.692)

Weeks 

29.90土0.2518.58土0.2537.34::1:1.08 57.2土0.3714.58::1:0.48 5.69土0.1671) 

29.16::1:0.37 18.96土0.2541.18::1:2.17 58.0土0.3214.06::1:0.94 6.34土0.336.90土1.048 

30.62土0.3019.02::1:0.25 37.46::1:0.43 57.4::1:0.40 13.08::1:0.26 6.11土0.066.32::1: 0.27 9 

30.39::1:0.15 18.90土0.2137.02土1.6557.4土0.4012.62土0.545.94土0.295.60::1:0.32 10 

29.34::1:0.21 18.02::1: 0.68 37.94::1: 0.31 56.4::1:0.68 12.52土0.106.19土0.077.52::1:0.54 7 

29.18::1:0.21 18.52土0.2241.18土0.5856.4::1:0.68 13.46::1:0.20 6.50土0.107.20土0.298 

30.04::1:0.15 18.26::1:0.22 38.18::1:1.46 56.0土0.5513.02::1:0.41 6.28::1: 0.27 6.72土0.209 

30.44::1:0.10 18.48::1:0.22 37.48土1.12 56.4::1:0.51 12.84土0.436.16土0.076.38::1:0.31 

:生後週令

: 5匹平均::I:SE

10 



Weeks 
GOT 

(IU/I) 

GPT 

(IU/I) 
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表 8.血 清 生 化 学検査成積表

ALP 

(IU/I) 

CHO 

(mg/d/) 

UN 

(mg/d/) 

TP 

(g/d/) 

ALB 

(g/d/) 
A/G 

441 

GLU 

(mg/d/) 

M 16.4:1:2.272
) 17.6:1:1.69 506.4土53.97 43.0土2.45 18.74:1:1.67 5.16:1:0.38 2.38土0.16 0.85土0.02 141.6:1:7.75 

71) 

F 18.2:1: 1.43 22.4:1: 2.14 562.0土53.68 50.8:1:6.13 18.43土1.28 5.40士0.20 2.48:1:0.13 0.84:1:0.05 130.8土5.19

M 13.6:1:1.63 19.2土1.93 499.4:1:42.31 31.8:1:1.99 16.90:1:0.83 4.76土0.14 2.20:1:0.08 0.85土0.02 117.4:1:3.08 
8 

F 19.3:1:2.46 23.5:1:2.33 538.8:1:46.75 47.3士7.74 21.15:1:1.92 5.20:1:0.20 2.40土0.11 0.85:1:0.02 125.5:1:3.10 

M 17.0土0.95 21.6土1.89 519.4土49.14 27.4土1.72 19.64:1:0.81 5.18土0.19 2.40士0.08 0.86:1:0.03 129.0土0.50
9 

F 22.4土3.42 26.6:1:0.88 503.3:1:46.16 38.8:1:4.91 21.92土0.74 4.88士0.08 2.28:1:0.05 0.87土0.02 121.8:1:4.87 

1) :生後週令

2) : 5匹平均土SE
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Diethylene Glycolの変異原性試験

吉田誠二*，藤田 博 へ 佐 々 木 美 枝 子 *

Mutagenicity Tests of Diethylene Glycol 

SEIJI YOSHIDA *， HIROSHI FUJITA *and MlEKO SASAKI* 

ノ Keywords: Diethylene Glycol.染色体分析 ChromosomeAnalysis.変異原性試験MutagenicityTests 

緒 日

近年， Diethylene glycolが国産・外国産の両ワインに

相当量の添加がなされていると言う事実が本研究所にお

いて報告されて以来，その安全性が問題となった.

この， Diethyl巴neglycolは無色・無臭の粘調な液体で

あり甘味を有する.我が国においては，セロファン柔軟

剤およびブレーキ泊の不凍液として工業界では頻繁に用

いられているものである 1)

一方， Diethylene glycol等の工業界で用いられている

ものについての毒性に関する資料は少なく，今回の Die.

thylene glycolについても，マウス・ラットの急性毒性

試験より得られる LD50値の報告2)等があるぐらいであ

る.

しかし，その中で Diethyleneglycolの人に対する毒性

で，事故例ではあるが， Diethylene glycolの大量摂取に

よる死亡例の報告3)もある. また，当然の事ながら大量

摂取ではないにしても本物質の少量を長期間摂取し，そ

の影響をうけた場合の危険性に関する毒性資料は全くな

く， Dietylene glycolが無害であるという充分な確信は

ほとんど持てない.

これらの事を考え，我々は問題となった Diethylene

glycolの毒性の検討を急務と考え毒性試験の一環である

変異原性試験をサルモネラを用いた変異原性試験と崎乳

動物の染色体異常誘発性試験の二種の試験系で行い，

Di巴thyleneglycolの変異原性の有無を検討したので報告

する.

材料及び方法

1.試験物質:Diethylene glycol (以下 DGと略す)

は関東化学社製の純度95%以上のもので， LotNo. 004 R 

1162を用いた.

2.急性試験:動物は当部動物舎において繁殖させた

チャイニーズハムスターの雄 (16週令)を用いた

DGを蒸留水にて溶解し種々濃度のDG溶液を作製した.

投与用量は全て10ml/kgとし，経口投与及び腹腔内注

射をそれぞれ一回行った.各実験群のいずれも 4匹の動

物を用いた.

3. 連続投与試験:動物は前述の実験 2.と同じ Lot

のものを用いた.

DGを水道水にて溶解し種々濃度の DG溶液を作製し

て吸水瓶に分注し，日本クレア製の国型飼料 CE-2と

ともに自由摂取させた.

4.サルモネラを用いた mut，αtiontest 

菌4米は，Salmonellaか'phim叫riumTA 97a.TA 98.TA 

100，及ぴTAI0Z4)を用いた・

これらの菌株は， B.N.Ames教授(カルフォルニア大)

より分与を受けたものである.

隅 utationtestは， Ames法4)の変法である，プレイン

キュベーション法5，6)により行った.

代謝活性化には， Arochrol 1254 (三菱モンサント)

により薬物代謝酵素を誘導した SD系の雄ラット(日本

クレア)の肝ホモジネートから得た S94)を用いた.

S9mixのS9量は10%(50μl/plate) とした.

DGの各用量につき， 3枚の plateを用いた.この際

の陽性対照として既知変異原物質である， 9 -Ami. 

noacridine (東京化成)， 2 -Aminoanthracene (和光純

薬)， Mytomycin C (協和発酵)， 4 -Nitroquinoline-1 

-oxid巴(岩井化学)を用いた.一方，陰性対照は溶媒

である蒸留水のみである.

結果は， 3枚の Plateの平均値で示し，その統計処理

として， Kruskall -Wallis検定7)およびMoor巴ら8)のプ

*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 Japn 
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ログラムによる回帰分析を行った.

5.染色体試験:1回投与試験

動物は前述の実験2. と同じ Lotのものを用いた.

DGを蒸留水にて溶解し，種々濃度の DG溶液を作製

した.投与用量は全て10ml /kgとし，経口投与及び腹

腔内注射をそれぞれ一回行った.なお，陰性対照は溶媒

である蒸留水のみを同用量投与したものとした.投与後，

6，24，48時間目に動物を屠殺し，常法により染色体標本

を作製した.染色体分析は実験群・陰性対照群とも 1群

2匹の動物について行い， 1匹について50個のよく拡

がった中期細胞を調べた.

6.染色体試験:飲水による連続投与試験

DGを水道水にて溶解し，種々濃度の DG溶液を作製

して吸水瓶に分注し，日本クレア製閤型飼料CE-2とと

もに自由摂取させた.なお，陰性対照は水道水のみを上

記飼料とともに自由摂取させたものとした.投与後，

1，2，3週間自に動物を屠殺し，染色体標本を作製した。

染色体分析及び分析に用いた動物数は上記 5. と同様で

ある.

7.染色体試験:添加飼料による連続投与試験

DGを日本クレア製粉末飼料に混ぜ，種々濃度の DG

添加飼料を作製した.これを水道水とともに自由摂取さ

せた.なお，陰性対照は日本クレア製の国型飼料CE

2のみを水道水とともに自由摂取させたものとした.摂

取後， 4，8，12週間自に動物を屠殺し染色体標本を作製

した。染色体分析及ぴ染色体分析に用した動物数は上記

5. と同様である.

Table 1. Acute Toxicity of DG in Chinese 

hamsters 

Dose Route 

(mg/kg) P.O l.p 

7500 1/4 * N.D** 

5000 0/4 0/4 

2500 0/4 0/4 

1250 0/4 0/4 

612.5 0/4 0/4 

306.3 N.D 0/4 

* dead/treated 
** Not Done 

Table 2. Subacute Toxicity of DG in Chinese 

hamsters 

Dose Exp. Exp. 

(%) 1 2 

5 4/4 4/5 

4 N.D 3/5 

3 N.D 3/5 

2 0/4 N.D 

1 0/4 N.D 

Table 3. Mutagenicity Test of DG in Sal間 onella

Chemical 
Dose TA 97 a TA98 TA100 TA102 

mg +2) + + + 

DG 100 1473) 211 16 24 140 175 317 468 

10 154 250 15 22 159 193 356 470 

165 249 18 24 153 163 358 494 

0.1 178 261 21 24 163 167 384 509 

0.01 167 267 14 22 172 187 403 464 

Control 。 182 251 18 25 175 185 387 505 

9 -Aminoacridine 20μg 274 

2 -Aminoanthracene 5 μg 1，399 2，697 3，132 834 

Mytomycin C 0.5μg 5.597 

4-Nitroquinoline-1-oxide 0.5μg 452 2.697 

1) : Without S 9 2) : With S 9 3) : NO.of revertants 



444 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 37， 1986 

Table 4. Frequ巴ncyof Chromosome Aberrations In 

duced by Diethylεne Glycol. 6h.Treatment. 

Dose 

(mg/kg) 

7500 

7500 
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Table 5. Frequency of Chromosome Aberrations In. 
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結果友び考察

DGの経口投与及び腹腔内 1回投与における死亡率を

Table 1に示す.

経口投与群における最高濃度7500mg/kgで一匹が投

与後20時間目に死亡したが，他の群での死亡は一例も見

られなかった.

次に，飲水による連続投与試験の結果を Table2に示

す.

1回目の実験では， 5 %， 2.5%， 1.25%の3種の実

験群を設けた.

DG摂取後48時間目に 5%群で 4匹中 3匹が死亡した.

また，残りの一匹についても， 120時間目に死亡した.

しかし， 2.5%と1.25%の両群での死亡は一例も見られ

なかった.

この結果をもとに， 2回目の実験では， 5 %， 4 %， 

3%の実験群を設け，一群の動物数を 5匹に増やして

行った. DG摂取後48時間目に 5%群で 4匹， 4 %群で

一匹が死亡した.次いで， 72時間目に 4%群が一匹，さ

らに， 120時間目に一匹が死亡した.また， 144時間目に

5%群の一匹も死亡した. しかし， 3 %群での死亡は一

例も見られなかった.

次に，サルモネラを用いた mutatumtestの結果を

Table 3に示す.

TA 97 a， TA 100， TA 102の代謝活性化しない場合及

びTA97 aの代謝活性化した場合に高濃度で、復帰コロ

ニー数が減少した.これは， DGによる致死作用と考え

られる.よって，これ以上の高濃度での実験は行なわな

かった.

これらの事を考えると，本実験条件下では，復帰コロ

ニー数に増加が見られないことから， DGのサルモネラ

に対する変異原性は陰性であると考えられた.

次に， DG 6時間処理の染色体分析の結果を Table4 

に示す.

経口投与群の会てにおける染色体異常細胞の頻度は陰

性対照に比し，増加を認めなかった.

一方，腹腔内投与群の最高濃度5000mg/kgにおいて，

gapを主とする異常細胞が， 100細胞に 7例見られた.

しかし，以下の2500-312.5mg/kgにおいては陰性対

照群の自然誘発異常の頻度と同様であった.

次に， DG24時間処理の結果を Table5に示す.

経口投与群の全てにおいて異常は見られなかった.

方，腹腔内投与群で， 5000-1250 mg/kg間で，それぞ

れ， 5 %， 7 %， 6 %の異常細胞が見られた.

次に， 48時間処理の結果を Table6に示す.
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Table 6. Frequency of Chromosome Aberrations ln. Table 8. Frequency of Chromosome Aberrations In-
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次に，飲水による連続投与の結果を Table7に示す.

2 % -0.5%の聞に 3群を設け，それぞれ， 1 -3週

間の処理を行ったが，いずれの群においても染色体異常

細胞の増加は見られなかった.

次に， DG 添加飼料による長期摂取試験の結果を

Table 8に示す.

添加飼料 5%ー1.25%で4:i堅から12週間の処理を行っ

た.結果は，いずれの群においても染色体異常細胞の増

加は認められなかった.

毒性試験を行うには被検物質の大量を一回あるいは少

量を，ある期関連続して動物に投与した場合に，どの様

な生物反応を誘起するかどうかと言う一般毒性試験と変

異原性及び催奇形性の検索等を目的とする特殊毒性試験

の二通りがあるが，我々は変異原性試験を中心に行い，

DGの変異原性を検討した.

まず，tn vwo染色体試験の用量設定を検討するため

に行った， DG一回投与の結果で，経口投与において最

高濃度7500mg/kgで一匹が死亡した以外は全て生存し

た. しかし， DGを飲料水に混じて連続投与した試験の

結果では顕著な毒性が認められた.すなわち， DG 5 % 
で80-100%， 4 %・ 3%の両者で60%の死亡が見られ

ており， DGの低濃度連続投与における危険性を示唆す

る結果であった.

これらの結果をふまえ，経口及び腹腔内一回投与及び

飲水・添加飼料による連続投与を行い，腹腔内投与の 6
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，24，48時間の高濃度処理において染色体異常細胞におい

ては， 5000-1250 mg/kg間で増加していた.

一般的には陽性の指標を10%以上の異常頻度としてい

るが， 'fえ々は，これまで，チャイニーズハムスターを用

いて多くの物質の試験を行って来たが，いずれにおいて

も溶媒単独処理の陰性対照を設けており，その自然誘発

異常頻度のパックグランド値は， 0 -2 %と低く安定し

ており，今回の DGが誘発した 7%の頻度は染色体異常

誘発性有りと考えられる. しかし，他の投与ルート，つ

まり経口一回，飲水及び添加飼料による連続投与のいず

れにおいても異常細胞の増加を認めていない事を考える

とDGは生体内濃度の最も高い条件においてのみ陽性で

あるので，その染色体異常誘発性は弱いものと考えられ

る.

一方， 4種のサルモネラ菌を用いて行った mutation

testの結果で， DG高濃度処理において致死作用と思わ

れる復帰コロニー数の減少を認めたが，いずれにおいて

も変異原性を示す指標である復帰コロニー数の有意な増

加はなく， DGの変異原性は無いものと思える.

今回，我々の行った試験項目は，サルモネラを用いた

mutation testとinvivo染色体試験の組み合わせであり，

化学物質の変異原性を決定するためには有効なセットで

あるが， DGの安全性の評価にあたっては，なるべく多

くの， しかも，指標の異なった試験系を追加させ，信頼

性のあるデータを蓄積させての総合判断が必要であると

思われる.
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Salmonella typhimurium TA97a， TAI02を用いた食品添加物の変異原性試験(第 1報)

藤田 博へ佐々木美枝子*

Mutagenicity Test of Food Additives with Salmonella typhimurium TA97a and TAI02 (1) 

HIROSHI FUJITA * and MIEKO SASAKI* 

Mutagenicity of seventeen food additives， including 4 preservatives， 4 sweeteners and 9 dietary supple 

ments were examined in Ames' s new tester strains， Salmonella tYPhimurium T A 97 a and T A 102. These che-

micals had been reported to be negative in the test using old tester strains， T A 98 and T A 100. The mutation 

test was carried out by the preincubation procedur described by Ames et al. The test chemicals were preincu・

bated with S9mix or phosphate buffer (pH 7.4) for 20 min. Weak mutagenic activities were detected with 

pyridoxine hydrochloride in TA 97a with and without S9， nicotinamide in TA 102 without S9 and ribofrabin 

in TA 102 wih S9. The other 14 chemicals were not mutagenic in the new tester strains. 

Keywords mutagenicity， food additives， preservatives， sweetners， dietary supplements， Salmonella tYPhimur似m

TA 97a， SalmonellaりIphi刑 un叫mTA 102 

食品添加物の変異原性試験には， Amesらにより開発

されたSalmonellaりPhim叫riumTA株1-3)が広く利用され

ている.これまでは TA98および TA1001
)が主に用い

られ，いくつかの食品添加物で陽性の報告がある4，5)

1983年に Amesらは，フレームシフト型の変異原によく

反応する TA976)および過酸化物にも反応する TA

1027，8)を発表し， TA 98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3)

新しい株は，これまでの TA98および、 TA100では変

異原性陰性であった化合物の変異原性が検出できるト9)

ことから， TA 98およびTA100 などを用いた llíl:.~実にお

いて陰性であった食品添加物について， TA 97aおよび

TA 102を用いた再検索を計画した.本報告では，保存

剤 (4種)，甘味料 (4種)および強化剤 (9種)，計17

種の食品添加物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 以下の試料のうち製造所の記載のない化合物は，

和光純薬製である.保存剤:安息香酸 (LotNo. SPROS 

18) ，ソルビン酸カリウム (LotNo. EPL6795)，デヒド

ロ酢酸カリウム (LotNo. EPM2420)，プロピオン酸ナ

トリウム (LotNo. EPP6136). 甘味料 :0 キシロース

(Lot No. STL4245)，グリチルリチン酸アンモニウム

(Lot No. STP7370)，サッカリンナトリウム(育和化学工

業， Lot No. 23021)， 0-ソルピトール (LotNo. EPH 

5784) ，強化剤:塩酸チアミン (LotNo. STM6600)，塩酸

ピリドキシン (Lot.No. STK0472)，ニコチン酸 (LotNo. 

EPM6645) ，ニコチン酸アミド (LotNo. EPM6614)，パ

ントテン酸ナトリウム (LotNo. STM6648)，ビタミン A

アセテート(油性) (Lot No. STM6556)，ピロリン酸第

二鉄(LotNo. STP1513)，葉酸(LotNo目 STH0813)， リボ

フラピン (LotNo. COE7573). 

陽性対照物質 2 アミノアントラセン (2-AAと略

す)， 9-アミノアクリジン (9-AAと略す)，マイトマ

イシン C (MMCと略す，協和発酵).試料は，その溶解

性によって蒸留水(以下OWと略す)またはジメチルス

ルホキシド (OMSOと略す，吸収スペクトル用)に溶解

した.どちらを用いたかは，表中に記載した.

菌 株 Salmonellatyph仰叫riumTA 97a6)および TA

1027.8)を普通ブイヨン (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

(カルフォルニア大)より分与を受けた.

変異原性試験 Amesi;去の変法であるプレインキュ

*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， Sinjuku-ku， Tokyo. 160 Japan 
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Table 1. Results of Mutation Test with Preservatives 

Dose 
N o. of revertants 

Chemical Solvent 
mg/plate TA97a TA102 

-S9 +S9 -S9 十S9

Benzoic acid DMSO 10 2 1 19 1 

5 8 120 134 246 

1 120 168 246 354 

0.5 124 200 270 409 

0.1 147 191 285 421 。 143 214 266 426 

Positive controla
) 223 2，219 3，770 1，305 

Potassium sorbate DW 10 4 7 76 229 

5 5 119 238 380 

1 134 202 326 430 

0.5 154 224 316 432 

0.1 148 212 335 449 。 164 227 348 453 

Positive control 260 1，581 6.293 740 

Sodium dehydroacetate DW 10 。 。 6 90 

5 。 98 26 329 

1 135 210 160 401 

0.5 146 205 191 438 

0.1 141 222 312 442 。 169 240 359 453 

Positive control 264 1，559 4，988 921 

Sodium propionate DW 10 144 173 151 235 

5 126 197 219 334 

1 136 195 277 400 

0.5 140 201 304 442 

0.1 137 210 325 443 。 154 220 329 473 

Positive control 294 1，160 4，200 834 

a) TA 97a : -S9= 9 -AA 20μg， +S9= 2 -AA 5μg， TA 102: -S9=MMC 0.5μg， +S9=2-AA 5μg 

ベーション法3.10)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. S9 mix3 • 1O)中の S9量

は， 10% (50μl/フ。レート)とした.

試料溶i夜O.lmlを小試験管に入れ， S9mix O. 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， 37。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.

一濃度にプレート 3枚を用い，結果は，平均値で示し

た.統計解析は，Kruskal.Wallis検定11)を行い，有意の

場合は Dunnett型の順位和検定12)により対照との比較を

ffった.さらに， Mooreら13)のプログラムにより回帰分

析を行った.

結果および考察

17種の食品添加物の TA97aおよび TA102を用いた変

異原性試験の結果は，保存剤(4種)，甘味料 (4種)

および強化剤(9種)の用途別に Table1， 2および3

に示した. 4種の保存剤 (Table1) は，いずれも 5mg 

/プレート以上の濃度で致死性による復帰コロニー数の



Chemical 

Glycyrrhizic acid 

monoammonium salt 

Sacchrin sodium 

D-Sorbitol 

D-Xylose 

東京衛研年報 37，1986 

Table 2. Results of Mutation Test with Sweetners 

Solvent 
Dose 

No. of revertants 

mg/plate TA97a TA102 

-S9 +S9 -S9 

DW 1 130 180 282 

0.5 118 186 282 

0.1 131 196 281 

0.05 119 182 265 

0.01 123 192 289 。 127 206 293 

Positive controla
) 197 1，117 3，480 

DW 50 109 120 248 

10 184 237 285 

5 198 260 310 

1 195 257 347 

0.5 208 245 330 。 196 247 342 

Positive control 334 1，885 4，582 

DW 50 150 216 346 

10 140 198 314 

5 126 202 321 

1 155 201 311 

0.5 145 193 317 。 144 206 314 

Positive control 386 1，269 2.987 

DW 50 150 194 275 

10 139 183 285 

5 156 196 282 

137 186 272 

0.5 139 194 268 。 137 210 289 

Positive control 288 1，421 3，132 

a) TA 97a : -S9= 9 -AA 20μg，十S9=2 -AA 5μg， TA 102 : -S9=MMC 0.5μg，十S9=2-AA5μg 

合物では，対照と比べほとんど変化がなかった.

449 

+S9 

393 

403 

414 

424 

422 

416 

514 

317 

418 

443 

430 

438 

444 

913 

422 

463 

437 

445 

418 

455 

786 

440 

441 

389 

397 

381 

399 

592 

減少が見られた.これ以下の濃度では対照に比べ変化は

見られなかった.次に， 4種の甘味料 (Table2) では，

サッカリンナトリウムが50mg/プレートで致死性によ

る復帰コロニー数の減少が見られた場合を除き，これ以

下の濃度および他の 3化合物では復帰コロニー数は，対

照に比べ最高濃度までほとんど変化がなかった.さらに，

9種の強化剤 (Table3) では，塩酸ピリドキシンの

TA97a， -S9および十S9において，ニコチン酸アミドの

TA 102， -S9において，およびリボ、フラビンの TA

102， +S9において復帰コロニー数が有意に増加し，い

ずれも，その増加は，用量相関をもっていた.他の 6化

化合物の変異原性を判断する方法としては， Amesら

により提案された，復帰コロニー数が化合物 nmoleあた

り0.01を越えた場合14)，あるいは自然復帰コロニー数

(対照)の 2倍以上に増加した場合15)陽性とする一種の

経験的判断が用いられてきた.一方では，復帰コロニー

数の用量相関を統計学的理論を元に様々な回帰式によっ

て推定する試みもなされている 13.16-18) そこで結果の

判断の統計解析の一つの試みとして，今回の試験結果に

対しては， Mooreらの TA系株を用いた変異原性試験

データの回帰分析プログラム13)を利用すると共に，
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Table 3. Results of Mutation Test with Dietary Supplements 

Dose 
No. of revertants 

Chemical Solvent 
I昭 /plate TA97a TA102 

-S9 十S9 -S9 十S9

Folic acid DMSO 1 110 160 198 344 

0.5 116 159 202 328 

0.1 98 173 201 321 

0.05 111 173 211 332 

0.01 113 187 206 346 。 118 172 212 374 

Positive controla) 296 1，399 3，292 560 

Iron (皿)pyrophosphate DW 10 144 218 325 465 

5 172 237 334 472 

1 155 211 343 441 

0.5 147 212 351 418 

0.1 160 204 326 433 。 141 227 318 468 

Positive control 206 1，175 4，075 773 

Nicotinamide DW 10 138 176 412 474 

5 163 207 423** 511 

1 155 215 420 475 

0.5 160 219 386 453 

0.1 173 199 367 448 。 155 209 318b) 440 

Positive control 323 1，276 4，930 734 

Nicotinic acid DMSO 10 113 124 279 393 

5 124 171 299 444 

1 143 198 296 397 

0.5 148 177 289 396 

0.1 142 194 293 419 。 125 194 259 532 

Positive control 295 2，218 3，828 

Pyridoxine hydrochloride DW 10 202 298* * 321 508 

5 191 258* 331 500 

1 151 224 280 493 

0.5 158 232 290 492 

0.1 144 235 293 459 。 140b) 213b) 276 447 

Positive control 219 1，552 3，132 870 

Ribof!avin DW 5 147 173 242 497 
1 151 175 274 542* 

0.5 137 176 263 525* 

0.1 143 194 265 470 

0.05 140 219 264 416 。 143 191 263 389b) 

Positive control 181 1，929 4，843 1，039 

Continued on 
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Table 3. Continu巴d

Chemical Solvent 
Dose 

No. of revertants 

mg/plate TA97a TA102 

-S9 +S9 -S9 +S9 

Sodium pantothenate DW 10 105 185 262 403 

5 113 193 267 358 

116 185 298 368 

0.5 111 174 269 402 

0.1 111 194 276 444 。 140 170 251 421 

Positi ve control a) 182 1，700 3，400 770 

Thiamine hydrochloride DW 10 102 174 195 310 

5 97 147 178 361 

86 152 208 312 

0.5 96 161 183 327 

0.1 95 163 185 322 。 96 156 200 338 

Positive control 266 1，010 2，400 652 

Vitamin A acetate， in oil DMSO 10 143 182 263 468 

5 145 165 320 539 

1 123 174 321 510 

0.5 140 159 306 478 

0.1 131 178 315 495 。 135 204 309 447 

Positive control 267 1，573 3，045 725 

a) TA 97a : -S9= 9 -AA 20μg， +S9= 2 -AA 5μg， TA 102: -S9=MMC 0.5μg， +S9=2-AA 5μg 

b) Statisically signnificant defference by Kruskal-Wallis test (P<0.05) and dose-related incleasing by regreesio日

analysis (P<O.Ol) 

*， * * : Significantly d巴fferentfrom control (Dunnett's test with runk sum， * ;P<0.05， * * ;P<O.Ol) 

データの分布型を問わないノンパラメトリック法の中か

らKruskal-Wallis検定11)と多重比較をするための Dun-

nett型の順位和検定12)を採用した.その結果，塩酸ピリ

ドキシン，ニコチン酸アミドおよびリボフラビンで用量

相関をもった増加が確認された.さらに，いずれの化合

物においても増加に再現性が見られることから，これら

の化合物の TA97aあるいは TA102に対する変異原性

は，陽性であると判断した.ただし，多くの変異原との

比較および増加に要する濃度が高いことから，これらの

化合物の変異原性は，非常に弱いものであると考えられ

る.

変異原性試験には，いくつかの方法があるが， TA系

株を用いた試験と染色体異常試験がよく対比される.デ

ヒドロ酢酸ナトリウム，サッカリンナトリウム，ニコチ

ン酸アミドおよびリボフラピンについては，これまでの

TA系株での試験では陰性4.5)に対し， CHL細胞を用い

た染色体異常試験では陽性4.5)であり，同試験による結

果が一致していない.本試験において，ニコチン酸アミ

ドおよびリボフラピンは， TA 102に対する変異原性が

見られ，両試験法による結果が一致した. しかし，デヒ

ドロ酢酸ナトリウムおよびサッカリンナトリウムについ

ては，新しい TA株を用いてもなお陽性の結果は見られ

なかった.一方，塩酸ピリドキシンは， TA系株による

試験および染色体異常試験共に陰性である日)が，本試

験において， TA 97aに対する変異原性が見られ，染色

体異常試験との不一致が生じた.試験方法の改良も行い

つつ試験をくり返すことによって両試験の結果は一致す

るものなのか， しないとしたらその原因まで含めた検討

が必要であると考えられる.

塩酸ピリドキシン，ニコチン酸アミドおよびリボフラ
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ピンに見られた TA97aあるいは TA102に対する変異原

性は，非常に弱いものであった.新しい株の高い感受性

によって検出されたものと思われる.より高い反応の出

現する忌t験条件を検討すると共に，弱い変異原性を判断

する方法を確立して行きたい.また，その様な弱い変異

原性の意味するところを明らかにして行くためにも，よ

り多くの化合物について，より多くの試験方法での検索

を続けて行くことが良いと思われる.

要旨

17種の食品添加物について Amesの新しい試験株 TA

97a， TA 102を用いて変異原性試験を行った.その結果，

塩酸ピリドキシン，ニコチン酸アミドおよびリボフラピ

ンで復帰コロニーが増加した.再現性はあるが，増加量

がわずかであり，高濃度を必要とするところから非常に

弱い変異原性であると考えられる.
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天然、酸化防止剤の Ames試験における変異原性について

小 11鳴昭江へ藤田 |専へ佐々木美枝子*

Mutagenicity of Natural Antioxidants in the Ames Test 

AKIE KOJIMA *， HIROSHI FUJIT A * and MIEKO SASAKI * 

Keywords:変異原性 mutagenicity，天然酸化防止剤 naturalantioxidants 

はじめに

近年，ブチルヒドロキシアニソール (BHA)，ジブチ

ルヒドロキシトルエン (BHT)などの合成酸化防!と斉IJの安

全性の見なおしが行われ， BHAについては，発がん性

があることから使用禁止となった.また包装食品に合成

添加物を使用する場合には，使用の表示が義務づけられ

るようになった.その結果，合成酸化防止剤に代って，

天然酸化防止剤の使用が増大しつつある. しかし，天然、

の添加物のほとんどに対して，成分規格も使用基準も定

められておらず，安全性についても不明の部分が多い.

当毒性部においては， BHTその他の合成酸化防止斉IJ

の安全性について検討を行ってきたが，天然酸化防止剤

についても検討をはじめた.今回，東京都食品監視課が

収去した天然酸化防止剤 6種について，サルモネラ菌を

用いて変異原性を試験したのでその結果を報告する.

実験材料および方法

試料 1983年に東京都食品衛生監視謀が収去した市販の

天然酸化防止剤である '1-オリザノール，没食子酸 2種，

タンニン酸，クェルセチンおよびルチンを用いた.試料

が水溶性の場合は滅菌精製水に溶解し，水に難i容の場合

はジメチルスルホキシド (DMSO)に溶解して試験に用い

た.

試験菌株 Salm仰 ellatythimuri叫隅 TA1001
)， T A981

)お

よび Amesらが近年開発した TA97a2)とTA1023)の4種

の菌株を使用した.

Mutation test A mesの原法的に20分間のプレインキュ

ベーションを加えた方法的で変異原試験を行った.代議I

活性化に用いる肝 S9は， Jcl-SDラットの 5週令の雄を

用いて調製した5) 薬物代謝酵素誘導剤は，ポリ塩化ビ

フェニール (PCB，500mg/kgを腹腔内に投与)， または，

フェノパタビタール (PB，飲水中に 1%溶解して投与)

を用いた. S9の濃度は， PCB-S9については50μ1/プ

レートとした. PB-S9の濃度は， TAlOOおよび TA98の

場合は150μl/プレート， TA97aおよぴ TA102の場合

は50μl/プレートとした.

試料の用量は，予備実験の結果から致死性がわずかに

認められる用量を最高濃度にしてその10倍希釈の 4段階

とした.各用量についてプレート 3枚を用いて試験を行

い，結果は平均値で示した.得られた結果について，

Kruskal. W allisの検定的を行い，有意な差を認めた場合

には， Dunnett型の順位和検定7)を行った. また，用量

相関についての検定8)も行った.

結果および考察

表 1に TA100，TA98， TA97aおよびTA102を用いて

6種の天然酸化防止剤の変異原性試験を行った結果を示

した. '1 オリザ、ノールおよびタンニン酸は代謝活性化

の有無にかかわらず，全菌株で変異原性は認められな

かった.

クェルセチンおよびルチンは，使用した合菌株で代謝

活性化の有無にかかわらず，変異原性が認められた.両

者による復帰変異体数は TA98を用いて S9で代謝活性化

した場合において一番多く，クェルセチン;300μg 

(PCB-S9)が5，538，ルチン;10mg (PB-S9)が 1，539で

あった.

クェルセチンは植物中に存在するフラボノイドの一種

であり， TA989.10，11)， TA1009，lO)で変異原性は陽性であ

ると報告されている.今回の試験では， TA98， TA100 

に加えて TA97a，TA102でも陽↑生であった.ルチンは

クェルセチンとルチノーズが結合した構造を持ち，

TA9810，]])， TA10010)で陽性であるという報告がある.

*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 
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図 1 TA102を用いた没食子酸の用量一復帰変異体数の

関係

Hardigreell
)は精製したルチンは S9ーでは陰性で， S9を

加えた場合は弱い陽性を示し，このルチンの変異原性は

S9中の酵素の作用により糖との結合が切れて，クェル

セチンが遊離したためであると報告している.今回用い

たルチンは精製されていないため， 2 %以下のクェルセ

チンを含んでいる(私信).そのため S9ーでも変異原性

陽性の結果を示したと考えられる. TA98， S9 におけ

るnmoleあたりの復帰変異体数は，クェルセチン (30μ

g)が3.89，ルチン (1mg)が0.05であった.このルチン

の復帰変具体数の増加がクェルセチンによるものとすれ

ば，クェルセチン15μgに相当する. PCB-S9を添加し

た場合の nmoleあたりの復帰変異体数は，クェルセチン

については10.02で S9ーの場合の2.5倍であり，ルチン

については0.20で S9ーの場合の 4倍であり， S9添加に

よる効果はルチンの方が大きかった.これは不純物の

クェルセチンに， S9によって遊離したクェルセチンが

加わったためであろう.

没食子酸は TA100，TA98， TA97aでは変異原性は陰

性であった. TA102を用いた場合，有意ではないが2種

とも 1mg/プレートで増加傾向が認められたため，用

量を細かくとって再度試験を行った.図 1に結果を示し

た.対照に対する復帰変異体の増加の程度は低く，没食

子酸 1は， S9 で1.67倍 (200μg)，S9 +で1.19倍

(500μg)，没食子酸-2は， S9ーで1.45倍 (lmg)， S 9 

+で1.22倍 (500μg)であった. Dunnett型の順位和検定

で両没食子酸とも S9の有無にかかわらず有意であり，

没食子酸-2， S9ーの場合を除いて用量相関について

も認められた.これらの検定の結呆から判断して，没食

455 

A 

子酸は変異原活性は弱いが変異原性陽性であると考えら

れる. Amesら12)はnmoleあたりの誘発復帰変異体数が

0.01を越える化合物は，変異原性陽性と判断する方法を

示している.用量相関の傾きからもとめた nmoleあたり

の復帰変異体数は，没食子酸一 1の場合， S9ーで0.15，

S9+で0.03であり，没食子酸-2の場合， S9十で0.03

であった.なお S9ーの場合は直線性が認められなかっ

たので， 500μgにおける復帰変異体数を用いて算定す

ると 0.04であった.これらの結果からも没食子酸は弱い

変異原物質であると考えられた.

没食子酸の誘導体である没食子酸プロピルについては，

54-57年度厚生省食品化学課による遺伝毒性と発がん性

スクリーニング試験において， Rec.assayおよび染色体

異常試験の結果は陽性で， Ames試験の結果は陰性とさ

れているが，この試験では TA102は用いられていない.

TA102は過酸化水素，ホルムアルデヒドなどのこれまで

の菌株では検出できなかった化合物の変異原性を検出で

きる8) 没食子酸も TA102を使用した場合にのみ変異原

性が検出される化合物の 1つであると考えられる.

要約

天然酸化防止剤である y-オリザノール，没食子酸，

タンニン酸，クェルセチンおよびルチンの変異原性を

Salmonella typhi隅 uriumTA100， TA98， TA97aおよび

TA102を用いて試験した.その結果，クェルセチンおよ

びルチンは使用した合菌株で陽性であった.また，没食

子酸は TA102を用いた場合，弱い変異原性を示した.
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Ames試験における増菌用液体培地の検討

--Nutrient brothと合成液体培地の比較

小 I~時昭江へ藤田 I専へ佐々木美枝子*

Studies on the Liquid Medium for Bacterial Growth in the Ames Test 

Comparison of Nutrient Broth with Synthetic Liquid Medium -一一

AKIE KOJIMA *， HIROSHI FUJITA * and M1EKO SASAKI* 

Keywords:変異原性 mutagenicty，Ames試験 Amestest，普通ブイヨン nutrientbroth，液体培地 liquidmedium 

はじめに

Ames試験に用いる試験菌液は，試験日前日に保存菌

液少量を液体培地に接種して一夜増殖させることによっ

て作成する.この増菌用液体培地としては，通常，市販

のブロースが使用されている.

Amesらの初期の報告1.2)によれば，この増菌用液体

培地として， Difco製の nutrientbrothが使用されてい

た.その後， Difco製のブロース中に変異原物質が存在

し，これが肉エキスに由来することが報告された3，4)た

め， Amesらは Difco製のブロースに代えて，自然復帰

変異体数の少い Oxoid製の nutrientbroth No. 2の使用

を推奨している5)

アミノ酸や蛋白を加熱処理することにより変異原性を

持つ化合物が生じることが報告されている6) 市販のほ

とんどのブロースには加熱調製した肉エキスが使用され

ているため， Difco製以外のブロースにも変異原が含ま

れている可能性がある.そこで，われわれはブロースの

代りに肉エキスを含まない合成培地を使用することに

よって，変異原の混入を防ぐことでできると考え，現在

広く使用されている Oxoid製の nutrientbroth No. 2と

合成液体培地を用いて Ames試験を行い，菌の増殖程度，

自然復帰変異体数および変異原を加えた場合の復帰変異

体数を比較する実験を行ったので報告する.

実験材料および方法

ブロース 1. nutrient broth No. 2 (以下OX-2とする.

Oxoid Limited) 

2. 合成液体培地 syntheticliquid medium (以下，

SLMとする)Ames試験に用いる最少培地から寒天を除

いた組成で調製した. 11中に硫酸アンモニウム 1g， 

リン酸二水素カリウム10g，硫酸マグネシウムO.lg，ク

エン酸ナトリウム0.5g，水酸化カリウム適量 (pH7.0に

調整)，グルコース20g，ヒスチジン 100mg，ピオチン

100mgを含む，グルコース，ヒスチジンおよびビオチン

は，別に滅菌後，混合した.

変異原物質 2-アミノフルオレン (2AF)，N-メチル

-N'-ニトロ-Nーニトロソグアニジン (MNNG)，ニトロフ

ルオレン (NF)はArdrichchemical製， 2-アミノアント

ラセン (2AA)，ベンツ (a)ピレン (BP)，ジエチルニト

ロソアミン (DEN)，ジメチルニトロソアミン (DMN)， 

トリプ P-1は，和光純薬工業製，マイトマイシン C

(MMC)は生化学工業製， 4-ニトロキノリンーN-オキシ

ド(4NQO)は岩井化学薬品製， 9-アミノアクリジン (9

AA)は東京化成工業製， AF-2は上野製薬製，過酸化水

素は関東化学製を用いた.

試験菌株 SalmonellatYPhimurium T A 1001
)， T A 981) ， 

TA 97a7) ， TA 1028)およびTA1048)を用いた.

Mutation test Amesの原法5)に20分間のプレインキュ

ベーションを加えた方法的で行った.代謝活性化に用い

る肝 S9は，フェノパルピタール (PB)あるいはポリ塩化

ピフェニール (PCB)で薬物代謝酵素を誘導した Jcl: SD 

ラット雄(5週令)より調製した. S 9の濃度は50μl/フ。

レートとした.

800

に凍結保存した保存菌液 (OX-2で調製)約

0.05mlを10mlの OX-2あるいは SLMに接種し，一夜

(約18時間)37
0で振とう培養を行い，試験菌液を調製し

た.被験物質O.lmlを入れた小試験管に，緩衝液あるい

*東京都立衛生研究所病理研究科 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 
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はS9 -Mix 0.5mlおよび試験菌液O.lmlを加え. 20分間

3rでプレインキューベーションを行った後，軟寒天 2

mlを加え，最少培地に重層した.37
0

で48時間培養後，

復帰変異体数を計数した.各用量について 3枚のプレー

トを用いて試験を行い，結果は平均値で示した.

結果

1. SLM中のヒスチジン量の決定

SLM中に加えるヒスチジンの濃度について検討を

行った.図 1にTA100， TA 98および TA102を用いて，

SLM 1 ml中のヒスチジンを 1μgから 1mgに変えて変

異原性試験を行った結果を示した.自然復帰変異体数は

いずれの菌株においても，ヒスチジン 1μgから200μg

/mlの聞でほとんど差は認められなかった.変異原を

加えた場合の復帰変異体数は MNNG(TA 100)， MMC 

(TA 102)については，ヒスチジン10μg/mlから500μg

/mlの問でほぼ一定であったが， NF (TA 98)の場合は

ヒスチジン100μg/ml以上で急激な上昇を示した.生

菌数については図に示さなかったが，各々の菌株につい

てヒスチジン10μg-lmg/mlの問でほぼ一定であった.

TA 98において NFによる復帰変異体数が，ヒスチジン

100μg/ml以上で上昇したが，ヒスチジン100μg/ml

における NFの復帰変異体数がOX-2を使用した場合の

復帰変異体数に匹敵すること，およびMNNG.MMCの結

果から，以下の実験では SLM1 ml中のヒスチジンの濃

度は， 100μg/mlとした.

TA100 TA98 

80 80 

MNNG 1μq 

zw ¥ a5同a 60 
60 

l 
CH 3 

× 

40卜

企ーー 04.:-
l 10 100 1000 l 10 

2. Ames試験における増菌培地としての SLMと

OX-2の比較

SLMとOX-2で調製した試験菌液を用いて Ames試

験を行い，菌数，自然復帰変異体数および既知変異原を

加えた場合の復帰変異体数の比較を行った.菌数につい

ては，各菌株とも SLMを用いた場合， OX-2に比較し

て3-4倍高く，自然復帰変異体数については，同等か

あるいはわずかに SLMを用いた場合の方が高かった

(データには示していない). 2 AA， 9 AA， 2 AF， 

AF-2， BP， DEN， DMN，過酸化水素， MMC， MNNG， 

NF， 4 NQOおよびトリプ P-1を用いて行った試験の結

果を表 1に示した.その結果， DEN， DMNおよび過酸

化水素を除いた変異原による復帰変異体数については，

SLM， OX-2培養による差はほとんど見られなかった.

SLMとOX-2で復帰変異体数に差の見られたDMNの

変異原性について， T A100， T A102および TA104を用

い， SLMとOX-2の詳細な比較を行った結果を図 2に

示した. DMNによる復帰変異体数はいずれの菌株を用

いた場合にも， SLMの方が高く，特に TA100において

差が著しかった.また， DENについても同様の結果が

得られた.

さらに，過酸化水素の変異原性について， TA102を用

い， SLMとOX-2の比較を行ったが，この場合も SLM

の方が復帰変異体数が高かった(図 3).過酸化水素によ

る復帰変異体数は， 10-20μgの濃度で最高となり，

TA102 

/ 10 

~ れJ21ご!
CONTROL 

ャ-4 。
100 1000 l 10 100 

H工ST工DINEμg/m1

図1 変異原による復帰変異体数および自然復帰変異体数と合成液体培地中のヒスチジン量との関係
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表 1 合成液体培地(SLM)とOxoidnutrient broth NO.2 OX-2の場合の最高値は20μgで526，SLMの場合は10

μgで1，700であった. Ames8)らによれば， TA102を用

いて検出される過酸化水素による復帰変異体数は， 100 

μgで745と報告されているが，今回の実験において，

低い濃度(10μg)で高い復帰変具体数が得られた.

(OX-2)を用いた Ames試験における復帰変異体

数の比較

変異原(μg/フ。レート) 菌株

2AA( 2μg) a) TA 100 

TA 98 

9 AA (20μg) TA97a 
2AF(2μg) a) TA 100 

TA 98 

AF-2 (0.05μg) TA 100 

TA98 
BP(5μg) b) TA 100 

TA 98 

TA 97a 
DEN (5 mg) b) TA 100 

TA 102 
DMN(5mg) b) TA 100 

(2 mg) b) TA 104 

TA 102 

過酸化水素水(10μg) TA 102 

MMC(0.5μg) TA 102 

MNNG(2μg) TA 100 

TA 102 

NF(10μg) TA 100 

TA 98 

4 NQO(0.5μg) TA 100 
トリプP-1 ( 1μg) b) TA 100 

TA98 

TA 102 

a) PB-S 9 50μ1/フ。レート

レート

肉E¥ 悶置問拘 40 qEMO O 

SLM 

同o 
/ 

x 

/ 

川ノ

復帰変異体/プレート

SLM OX-2 

1，851 1，254 

1，810 6，158 

401 272 

1，825 1，828 
3，949 3，345 

1，765 1，576 

275 273 

1，079 853 

261 236 

928 905 

684 264 

5，229 3，538 

4，640 650 

2，006 1，240 

3，635 1，054 

1，700 522 

4，809 4，302 

8，173 8，777 

8，120 8，773 

3，384 4，041 

2，555 2，359 

1，895 1，697 

673 524 

6，327 5，128 

460 432 

b) PCB-S 9 50μ1/プ

50 
TA102 

/ 40 

30 

20 

10 

3. SLMとOX-2を用いた試験における DMNの変

異原性の差についての検討

SLMを使用した場合に DMNによって高い復帰変異体

数が得られた原因について， TA100を用いて検討を試み

た. SLMによって調製した菌液の菌数は， OX-2に比

較して 3-4倍高いため，菌数の違いが復帰変異体数に

影響をおよぼしている可能性が考えられる.そこで，

SLMとOX-2菌液の菌数をほぽ同数となるように調製

し， DMNの実験を行った.表 2に結果を示した. SLM 

菌液と OX-2菌液の菌数の差を少なくすることにより，

両菌液に見られた DMNでの復帰変異体数の差は，図 2

に示した実験の場合より少なくなった.従って，両菌液

に見られた差は少くとも菌数の差が原因となっていると

考えられる. しかしながら，菌液調製時とプレインキュ

ベーション時に SLMを使用した場合の DMNの復帰変

異体数が932であるのに対し， OX-2の場合は336と約

1/3であり，まだ差があると考えられた.またプレイン

キュベーション時に OX-2を使用した場合の DMNによ

る復帰変異体数は， SLMの場合のそれぞれ60%，66% 

に減少した.この結果から， DMNによる復帰変異体数

の差は，主に菌数の差によるが，菌液調製時およびプレ

インキュベーション時の培地の違いも復帰変異体数の減

少に関与していると考えられた.

TA104 

20 

〆
SLM 

10 

k 一一一一一一一色
0 0 0 

o 1 5 o 0.5 1 o 1 5 

DMN mg/PLATE 

図 2 ジメチルニトロソアミン (DMN)の量と復帰変異体数の関係一合成液体培地 (SLM)とOxoidnutrient broth 
No.Z (OX-2)の比較

代謝活性化のために， PCB-S 9 50μ1/フ。レートを加えた.
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図 3 TA 102を用いた過酸化水素の量と復帰変異体数の

関係一合成液体培地(SLM)とOxoidnutrient broth 

No.2 (OX-2)の比較

表 2 DMNの変異原性におよぼす菌液調整時および

プレインキュベーション中の液体培地の影響

液体培地の種類 復帰変異体/プレート
菌数Iml

菌i夜調製プレインキュベーション control DMN 5 mg 

SLM SLM 1.8X108 179 932 

OX-2 1.7X108 180 566 

OX-2 SLM 1.1 X 108 173 336 

OX-2 1.1X108 159 222 

次に，プレインキュベーション時に OX-2を添加し，

DMNによる復帰変異体数に対する OX-2の影響を調べ

る実験を行った. SLMで培養した菌液に，菌培養後ろ

過除菌した OX-2培養液を加え，プレインキュベー

ションを行った.結果を表 3に示した. SLM単独の場

合の DMNによる復帰変異体数が4，046であるのに対し，

OX-2の培養液0.025mlを加えた場合は2，700で68%に，

O.lmlを加えた場合は2，195で54%に減少した.これら

の結果から， OX-2培養液は DMNの変異原性を減少さ

せる効果を持っていると考えられる.

Negishi10lらは，Ames試験における DMNの変異原性

はプレインキュベーション中の pHによって影響を受け，

pH 5.2~6.2の問では高く， pH 7.2以上では非常に低い

表 3 SLMを用いた Ames試験における DMNの変異原

性におよぽす OX-2添加の影響

菌i夜調製に OX-2添加量 復帰変異体/プレート

用いた培地 (ml) control DMN 5 mg 

SLM 。 224 4，046 

SLM 0.025 268 2，270 

SLM 0.1 297 2，195 

OX-2 。 193 267 

ことを報告している. SLMとOX-2の培養菌液および

S 9-mixを加えたインキュベーション混合液の pHを測

定した結果，培養菌液の pHはSLMの場合5.14，OX-

2の場合は8.03であった.インキュベーション混合液の

pHは， SLMの場合7.19，OX-2の場合は7.43であった.

インキュベーション中の pHが OX-2の場合， SLMよ

りわずかに高いことが， DMNによる復帰変異体数の減

少に関与している可能性が考えられる.

考察

液体培地の良否は，一般的には，菌の増殖の程度と一

定の増殖までに要する時間によって判定される. Ames 

試験に用いる液体培地の条件としては，その他に，自然

復帰変異体数が少いこと，変異原を加えた場合の誘発復

帰変異体数が高いことなどがあげられる.

Ames試験に用いる増菌用液体培地には，通常，肉エ

キスを含む市販のブロースが使用されている. しかし，

ほとんどのブロースには，加熱調製した肉エキスが含ま

れているため，蛋白やアミノ酸の加熱処理によって生じ

る変異原物質を含んでいる可能性がある.ただし， Ox 

oid製の nutrientbrothには冷浸出した肉エキスが用い

られているため，変異原性物質が含まれている可能性は

少い. OX-2を用いた場合，自然復帰変異体数が少ない

のはこのためであると考えられる.

また，蛋白やアミノ酸の熱分解産物中には，ハルマン，

ノルハルマンなど変異原性を増強する物質が存在するこ

とが知られている.加熱調製した肉エキスを含むブロー

スを用いて Ames試験を行う場合，自然復帰変異体数が

増加するだけではなく，このような物質が，被験物質の

変異原性に影響を与える可能性がある.これらの点から，

Ames試験に肉エキスを含まない合成液体培地を使用す

ることにより，より良い試験結果が得られると考えられ

る.

今回， 13種の変異原を用いて OX-2とSLMを比較す

る実験を行った結果，増殖菌数は SLMが高く，自然復

帰変異体数は同程度か SLMの方がわずかに高かった.
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10種の変異原による復帰変異体数は同程度であったが，

DMN， DENおよび過酸化水素については， SLMを用い

た方が高い復帰変異体数が得られた.この結果から，

Ames試験における増菌用液体培地として，合成液体崎

地が十分使用できると考えられる.

なお， SLMを用いた場合， OX-2に比べて DMNによ

る復帰変異体数が高い原因について検討した結果， SLM 

菌液の菌数が OX-2に比べ 3-4倍高いことが主な原

因であることが判明した. しかし，菌数だけでは説明で

きない復帰変異体数の差が残ったこと， OX-2培養液を

加えることにより， DMNの復帰変異体数が減少するこ

とから， OX-2培養液が DMNの変異原性を減少させる

作用を持っていると考えられる.この減少作用について

は， OX-2菌液でのインキュベーション中の pHが SLM

よりわずかに高いことから pHが関与している可能性，

あるいは OX-2培養液中に DMNの変異原性を減少させ

る物質が存在する可能性が考えられる.

要約

Ames試験においては，液体培地で一夜増殖させた菌

液を用いて試験を行う.この増菌用の液体培地の検討を

行った. Oxoid製のnutrientbroth No. 2と合成液体培地

を用いて調製した菌液で Ames試験を行い，菌数，自然

復帰変異体数および変異原を加えた場合の復帰変異体数

を比較した.その結果，菌数は合成液体培地で高く，自

然復帰変異体数は同等か合成液体培地でわずかに高かっ

た. 2-アミノアントラセン， 9-アミノアクリジン， 2 

アミノフルオレン， AF-2，ベンツ(a)ピレン，マイト

マイシン C，NーメチルーN'ーニトローN-ニトロソグアニジ

ン，ニトロフルオレン， 4-ニトロキノリン N オキシ

ドおよびトリプP-1を加えた場合の復帰変異体数は，

ほぽ同等で、あった.ジメチルニトロソアミン，ジエチル

ニトロソアミンおよぴ過酸化水素による復帰変異体数は，

合成液体培地を用いた場合に高い結果が得られた.

文献

1) Ames， B.N.， Durston， W.E.， Yamasaki， E. and Lee 

F.D. : Proc. Natl. Acad， Sci. USA， 70，2281，1973 

2) Ames， B.N.， McCann， J. and Yamasaki， E. : Mutatum 

Res.， 31，347，1975 

3) Vithayathil， A. ].， Commoner， B.， Nair. S. and 

Madyastha， P目:Toxicol. Envimn Health， 4，189，1978 

4) Maron， D目， Katzenellenbogen， J. and Ames， B.N. 

Mutatio叫 Res.，88，343，1981 

5) Maron， D.M. and Ames， B.N. Mutati仰 Res.，113， 

173，1983 

6) Sugimura， T.， Kawachi， T.， Nagao， M.， Yahagi， T. and 

Seino， Y. : Proc. Jpn. Acad.， 53，58，1977 

7) Levin， D.E.， Yamasaki， E. and Ames， B.N. : M叫tati仰

Res.， 94，315，1982 

8) Levin， D目E.，Hollstein， M.， Chritman， M.F.， Schwiers， 

E.A. and Ames， B.N. : Proc. Natl. Acad. Sci. USA， 79， 

7445.1982 

9 )矢作多貴江:蛋白質核酸酵素， 20，1178，1975 

10) Negishi， T. and Hayatsu， H. : Mutatio日 Res.，79，223， 

1980 

11) Nagao， M.， Yahagi， T.， Kawachi. T.， Sugimura， T. 

針。cJpn Acad.， 53，95，1977 



山
出4

1
 

三土
日IC' 発表

PAPERS IN OTHER PUBLICA TIONS 

(1985.7-1986.6) 



原著論 文

St，αrphylococcus aureus産生Toxicshock toxinの生

理周タンポン内における産生性

藤川 浩，五十嵐英夫:感染症学雑誌， 59 (7)， 674， 

1985 

Detection of Staphylococcal enterotoxins in food 

poisoning outbreaks by reversed passive latex agglu-

tination 

Hideo Igarashi， Masao Shingaki， Hiroshi Fujikawa， 

Hiroshi Ushioda， Takeshi Terayama Zbl.Bakt，Micro-

biol.Hyg.， Suppl. 14， 255， 1985 

Immunological differentiation of staphylocoagu-

lase produced by Staphylococcus aureus and St，αrphy・

463 
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i羽田弘:Medical Technology ，13 (11) ，1204，1985 

コレラの発生状況と今後の対策

大橋誠:公衆衛生， 49(11) ，761，1985 

腸災ビブリオ

工藤泰雄，太田建閣:公衆衛生， 49(11) ，845，1985 

感染症サーベイランス情報，赤痢

大橋誠:医学のあゆみ， 133(9) ，624，1985 

カンピ口パクター腸災の発生状況

伊藤武:医学のあゆみ， 135(12，13) ，1072，1985 

健康保菌者検索により発見されたサルモネラ陽性者の

健康状態アンケート調査成績

小野川尊，天野祐次，市瀬正之，稲葉恵子，小林淑子，

黒沢大介，松江|隆之，岡田尚子，平石浩，斎藤誠，

村上勝美，岡田義治，福田ジュン，寺山 武:予防医学

ジャーナル， 198号， 30，1985 

ボツリヌス中毒とその予防

坂井千三:予防医学， 173号， 3，1985 

カンピロパクター食中毒とその疫学

ボツリヌス食中毒の予防

伊藤武，坂井千三:微生物， 1 (2) ，31，1985 

セレウス菌食中毒とその予防

寺山武:食品衛生， No.9， 10，1985 

毒素性ショック症候群

五十嵐英夫:臨床医， 11，増刊号， 470，1985 

最近認識された病原ビブリオによる下痢症

工藤泰雄:臨床と微生物， 12，251，1985 

ヒトの下痢症の原因として問題となるビブリオとその

検査について

工藤泰雄:モダンメディア， 31，555，1985 

食べ物と食中毒菌

寺山 武:東京都予防医学協会年報， 72，1986 

カビの食品汚染一食品汚染力ビの検査

一言広;{;般生物， 2(3) ，32，1986 

細菌の型別法(2)ブドウ球菌

寺山武:検査と技術， 14(2)，141，1986

カンピロパクター感染症に関する研究のその後の発展，

第3回カンピ口パクタ一国際学会について

伊藤武:モダンメディア， 32(2) ，62，1986 

トキシックショック症候群

五十嵐英夫:Medio，3(l) ，16，1986 



細菌性食中毒の現状

工藤泰雄 MedfcalTribune，19 (24) ，24，1986 

ブドウ球菌食中毒

五十嵐英夫 MedicalTribune，19 (24) ，27，1986 

ブドウ球菌食中毒の近況について

五十嵐英夫 Medicalcorner，77 (2) ，7，1986 

感染症サーベライン領域におけるラボラトリー・コン

ビュータの導入/海外旅行者の訪問国パターン別病原菌

検出状況解析システム

津里子正朗，工藤泰雄，大橋 誠:マイコンサーキュ

ラー， 11 (3) ，2，1986 

高速液体クロマトグラフィーによる化粧品分析

鎌田国広 LCFamily， 21 (2) ，1，1986 

成形パップ剤のサリチル酸エステルの安定性

風間成孔 TherapeuticReserch，3 (6) ，974，1985 

著書

海外で健康にくらすための手引(第二版)

渡辺義一，大橋誠:近代出版， 1985 
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腸管系病原菌の検査法

普養寺浩，坂井千三，寺山武，工藤泰雄，伊藤武
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坂井千三，太田建爾，寺山武，工藤泰雄，伊藤武
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スーパークリーンテクノロジーマニュアル先端技術

産業をささえる超純水・超清浄空気一

宇佐見博幸(分担執筆):環境技術研究会， 1986 

生活と微生物

丸山務(分担執筆):南山堂， 1985 

血液・原化学検査・免疫学的検査，その数値をどう読

むか

二島太一郎(分担執筆) :日本臨床社， 1985 
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Antibiotic Resistance in Enteric Pathogen in Toshiko Nakao， Makoto Nakao， Itsu Kano and Kanako 

Japan Sato [Eds) Ian Glynn and Clive Ellory，The Com・

M.Ohashi， Y.Kudoh， S.Matsushita and A.Nakamura pany of Biologists Ltd.，l985 
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Enhancing Effect of Acetaminophen on 
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第32回毒素シンポジウム (1985.7) ターの汚染状況について
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xic Escherichia coli 0145 : NM 
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能勢征子，風戸実香，坂井千三:食品の腐敗細菌に友
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菌検査成績処理・解析システムの開発
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殖に友ぼす各種天然甘昧料の影響

第6回食品衛生微生物研究会 (1985.11) 
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松下秀，工藤泰雄，山田澄夫，大橋誠:近年分離

されたコレラ菌の諸性状について

第19回腸炎ピブリオシンポジウム (1985.12) 

第59回日本細菌学会総会 (1986.3) 

斎藤香彦，高橋正樹，新垣正夫，楠 淳，伊藤武，

大橋 誠:カンピ口パクターの血清型別に関する研究:

津野正朗，大橋誠，中村明子:感染症サーベイラン 都衛研型別システムと Liorらの型別システムとの比較

ス領域におけるパーソナルコンビュータの活用/腸チフ 検討

スおよびパラチフス情報管理システム 第59回日本細菌学会総会 (1986.3) 

第3回日本マイコン研究発表会 (1986.3) 

i朝団弘，五十嵐英夫，藤川浩，寺山武:食品衛

生における大腸菌に関する研究一一回市販食品および健康

人ふん便由来大腸菌の各種性状について一一

第59回日本細菌学会総会 (1986.3) 

鎌形有祐，内山竹彦，河野雅子，若井真理子，吉岡守

正，藤川浩，五十嵐英夫:Toxic shock syndrome 

toxin-1 (TSST-1 )のマウスにおける作用機序の解

明

第59回日本細菌学会総会 (1986.3) 

吉沢幸夫，五十嵐英夫:黄色ブドウ球菌コアグラーゼ

遺伝子のク口一二ングとその大腸菌での発現

第59回日本細菌学会総会 (1986.3) 

藤川 浩，宇佐美博幸，五十嵐英夫:Toxic shock 

syndrome toxin-1の発熱および Endotoxin致死増強

作用の機序解明の試み

第四回日本細菌学会総会(1986.3) 

甲斐明美，伊藤武，相1I川義勢，稲葉美佐子，寺山

松下秀，山田澄夫，津野正朗，工藤泰雄，大橋誠，

渡辺治雄，伊藤健一郎，中村明子:組織侵入性大腸菌の

同定一一組織侵入能と病原プラスミド，血清型，性状と

の関連一一

第59回日本細菌学会総会 (1986.3) 

伊藤健一郎，中村明子，渡辺治雄，松下 秀，工藤泰

雄，大橋誠:酵素抗体法 (ELISA)を用いた組織侵

入性大腸菌の同定について

第59回日本細菌学会総会 (1986.3) 

柳川義勢，伊藤武，稲葉美佐子，高橋正樹，寺山

武 ， 大 橋 誠 :Cαmpylobαcterjejuniの病原性に関す

る研究4)マウスにおける本菌の腸管定着性の検討

第101回日本獣医学会 (1986.4) 

五十嵐英夫，藤川浩.i朝団弘，寺山武:我が固

における Toxicshock syndrome (TSS)および TSS

様患者の発生状況とこれらの患者由来黄色ブドウ球菌の

毒素産生性とコアグラーゼ型について

第60回日本感染症学会総会 (1986.4) 

武，大橋誠，深井孝治:Cytotoxin産生性 Escher- 伊藤武，柳川義勢，新垣正夫，高橋正樹，甲斐明美，

ichia coli 0145 : NMの下痢原性に関する感染実験 稲葉美佐子，楠 淳，寺山武，大橋誠:ヒト胃粘

第四回日本細菌学会総会 (1986.3) 膜から検出された Cαmpylobacterpyloridi・8の細菌学的

特徴について

堀内三吉，後藤延一，中谷林太郎，伊藤 武，高橋正

樹，大橋誠:ヒ卜由来サルモネラのプラスミドと薬剤

耐性性

第60回日本感染症学会総会 (1986.4) 

伊藤 武，斎藤香彦，柳川義勢，高橋正樹，甲斐明美，



新垣正夫，稲葉美佐子，大橋 誠:カンピ口パクターに

よる集団下痢患者および散発下痢患者の血中抗体に関す

る検討

第60回日本感染症学会総会 (1986.4) 

松下秀，山田澄夫，津野正朗，工藤泰雄，大橋誠

:新血清製赤痢菌の検出された輸入下痢症例

第60四日本感染症学会総会 (1986.4) 

津野正朗，山田澄夫，松下秀，工藤泰雄，大橋誠

:海外旅行者下痢症の病因検索成績 (1980-1984年)

第60回日本感染症学会総会 (1986.4) 

福見秀雄，平石浩，今川八束，加藤貞治，松原義雄，

中村明子，乗木秀夫，大橋誠，斎藤誠，善養寺浩，

津野正朗:腸チフス・サーベイランス・システムの20年

の歩み 1.情報管理システムについて

第60回日本感染症学会総会 (1986.4) 

福見秀雄，平石浩，今川八束，加藤貞治，松原義雄，

中村明子，乗木秀夫，大橋誠，斎藤誠，善養寺浩，

伊藤健一郎:腸チフス・サーベイランス・システムの20

年の歩み 2.分離蘭のファージ型および薬剤感受性

第60回日本感染症学会総会 (1986.4) 

福見秀雄，平石 浩，今川八束，加藤貞治，松原義雄，

中村明子，乗木秀夫，大橋誠，斎藤誠，善養寺浩:
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稲葉美佐子，伊藤武，寺山 武:水産加工食品の保

存温度条件とボツリヌス毒素の産生について

第51回日本食品衛生学会 (1986.5) 

諸角 聖，和字慶草月昭，上原真一，一言広，鈴木輝

康，星野健雄:本邦食品の糸状菌汚染に関する研究柑橘

類果皮中の抗真菌物質について

第51回日本食品衛生学会 (1986.5) 

能勢征子，風戸実香，坂井千三:腸炎ビブリオの酸損

傷からの回復増殖に及ぼす胆汁酸とク工ン酸の影響

第51回日本食品衛生学会 (1986.5) 

遠藤美代子，柏木義勝，光岡ルミ，鈴木重任:1984~ 

1985年分離A群れんさ球菌の薬剤感受性と菌型について

第60回日本感染症学会総会 (1986.4) 

柏木義勝，鈴木重任，大橋 誠:サンドイツチが原因

と推定された A群れんさ球菌咽頭炎の集団発生

第60回日本感染症学会総会 (1986.4) 

柏木義勝，植田忠彦，土屋悦輝，市川久次，風間成孔，

林勝宏，石井敏夫，二木鋭雄，中川茂男:オゾンガス

による滅菌に関する検討(第2報)

第61回日本医科器械学会大会 (1986.5) 

腸チフス・サーベイランス・システムの20年の歩み 3. 柴田 実，安部昭子，鈴木重任:先天性副腎皮質過形

流行事例の解析 成の ELLSAによるスクリーニングの検討

第60回日本感染症学会総会 (1986.4) 第75回東京都衛生局学会 (1985.11) 

楠 i享，伊藤武，斎藤香彦，寺山武:食肉から 武士俣邦雄，植田忠彦:カテコールアミン代謝産物の

のサルモネラ検出のための増菌培地の再検討，特に ジアゾ反応性とその化合物

Rappaport培地， Rappaport-V assiliadis培地，スト口 第22回関東甲信臨床衛生検査学会 (1985.9) 

ンチラム培地およびセレナイト培地の増蘭効果の比較

第51回日本食品衛生学会 (1986.5) 

村田以和夫: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成績
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第45回日本寄生虫学会東日本支部大会 (1985.10) 渡辺悌吉，石原 祐，大久保さっき，小野正恵，関根

整治，林志直，矢野一好，吉田靖子，安東民l~.J，薮内

清:小児の急性気道感染症を中心とした症例からのウイ

村田以和夫，近藤聡，浦野元幸:1984年・小笠原諸 ルス分離成績

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 第60回日本感染症学会総会 (1986.4) 

調査研究

第75回東京都衛生局学会 (1985.11) 

安東民衛:プ口テインデザインにおけるモノク口ーナ

ル抗体

武士俣邦雄，高野弘紀，鈴木重任，大橋誠，峰岸正 昭和61年度繊維学会第 1回バイオテクノロジーに関す

子，石塚実，丸山修:神経芽細胞腫マス・スクリー るシンポジウム (1986.5) 

ニングの検査成績と発見例

第76回東京都衛生局学会 (1986.5) 

山之内淳，横尾俊憲，安部勇三，田崎達明，森 清，

安東民衛，関根整治，林志直， 11家内清，伊藤武，

小杉真紗人，戸田正和，丸山 惰:ウイルスに起因する

と推定される食中毒事例について

昭和60年度東京都食品衛生監視員協議会研究発表会

(1985. 7) 

山之内淳，横尾俊憲，安部勇三，田崎達明，森 清，

安東民衛，関根整治，林志直，薮内清，伊藤武，

小杉真紗人，戸田正和，丸山 惰:ウイルスに起因する

山之内淳，横尾俊憲，安部勇三，田IU奇透明，花浮孝悌，

安東民衛，関根整治，林志直，薮内清，伊藤武，

小杉真紗人，戸田正和，村田三紗子:ウイルスに起因す

ると推定される食中毒事例について

第76回東京都衛生局学会 (1986.5) 

林志直，関根整治，安東民衛，薮内 i青，大橋誠，

岡田正次郎:非細菌性胃腸炎患者から検出された small

round virusの抗原性について

第27回日本臨床ウイルス学会総会 (1986.6) 

と推定される食中毒事例について 萩原輝彦，上原真一，鎌田国広，高橋美佐子，中山京

第25回全国食品衛生監視員協議会関東ブロック大会研 子，秋山和幸:HPLCによるジゴキシン製剤中のギ卜

修会 (1985.8) キシンの定量法

関根整j台，林志直，安東民衛，薮内清，大橋誠，

岡田正次郎:都内において集団発生した非細菌性急性胃

腸炎のウイルス学的検索

第33回日本ウイルス学会総会 (1985.11) 

山之内淳，横尾俊憲，安部勇三，岡崎達明，森 清，

安東民衛，関根整治，林志直，薮内清，伊藤武，

小杉真紗人，戸田正和，丸山 惰:ウイルスに起因する

と推定される食中毒事例について

第25回全国食品衛生監視員協議会研修会 (1985.11) 

第22回全国衛生化学技術協議会年会 (1985.10) 

安田一郎，浜野朋子，高野伊知郎，瀬戸隆子，秋山和

幸:医薬品製剤中のベルベリンの定量

第22回全国衛生化学技術協議会年会 (1985.10) 

浜野朋子，安田一郎，高野伊知郎，瀬戸!登子，秋山和

幸:紫雲膏の変質について

第22回全国衛生化学技術協議会年会 (1985.10) 

安田一郎，上原真一，浜野朋子，高野伊知郎，瀬戸隆

子，秋山和幸，竹谷孝一，糸川秀治:南米産生薬ミルオ



ンブレのリグナンについて

日本生薬学会第32周年会 (1985.10) 

飯田 修，佐竹元青，浜野朋子，安田一郎，秋山手口幸

:ムラサキの栽培における寒冷紗の被覆効果とシコニン

類含量

日本生薬学会第32回年会(1985.10) 

正木宏幸，徳丸雅一，岩崎久夫，宇佐美博幸，村田元

秀:河川水中の発熱性物質と細菌数およびBODとの関

連性

第101回日本獣医学会 (1986.4) 
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池田一夫，酒井正美，森謙一郎，雨宮敬，鈴木助治，

渡辺四男也ガスク口マトグラフィーによる塩化ベンゼ

トニウムの定量法

日本薬学会第106年会 (1986.4) 

酒井正美，池田一夫，森謙一郎，雨宮 敬，鈴木助治，

渡辺四男也:GCによる塩化オクタデシル卜リメチルお

よびジオクタデシルジメチル第四アンモニウム塩の定量

法

日本薬学会第106年会 (1986.4) 

雨宮 敬，酒井正義，池田一夫，森謙一郎，鈴木助治，

渡辺四男也:ポリエステルおよびその混紡衣料品中の

キャリアの残留量について

高野伊知郎，安田一郎，浜野朋子，瀬戸隆子，秋山和 日本薬学会第106年会 (1986.4) 

幸:各産地牛黄の成分比較について

日本薬学会第106年会 (1986.4) 

鎌田国広，萩原輝彦，高橋美佐子，上原真一，中山京

子，秋山手口幸:電気化学的検出器付高速液体ク口マ卜グ

ラフィーによる複合ビタミン製剤中のビオチンの定量法

日本薬学会第106年会 (1986.4) 

上原真一，安田一郎，秋山手口幸，森田博史，竹谷孝一，

糸川秀治:インドネシア産、生薬 TemuLawakの成分

研究(皿)一一ジアリルヘプタノイドの構造につい

伊藤弘一，岸本清子，中村義昭，観照雄，中村弘，

渡辺四男也:HPLCによる緑色204号(ピラニンコン

ク)中のピレンの分離定量

日本薬学会第106年会(1986.4) 

江波戸泰秀，福島一郎:酢酸カドミウム経口投与によ

る臓器中カドミウムの蓄積と体毛への排池

第56回日本衛生学会総会 (1986.4) 

て一一回 植田忠彦，柏木義勝，土屋悦輝，風間成孔，市川久次，

日本薬学会第106年会 (1986.4) 林 勝宏，石井敏夫，二木鋭雄，中川茂男:水溶解オゾ

山野辺秀夫，竹内正博，水石和子，渡辺四男也:水素

化物発生法による魚介類中のセレンの分析

第50回日本食品衛生学会 (1985.10) 

水石和子，竹内正博，山野辺秀夫，渡辺凹男也:ゴム

製晴乳用具中の揮発性 Nーニトロソアミンの溶出試

験一一測定値の変動要因について一一

第50回日本食品衛生学会 (1985.10) 

ンによる殺菌効果

第61回日本医科器械学会大会 (1986.5) 

神崎政子，丸山務，今泉清:イヌ，ネコにおける

Pasteurella multocid，αの保有実態

昭和60年度日本臨床獣医学会 (1985.7) 

丸山 務，神111奇政子，川本英一，沢田拓士:イヌ，ネ

コ由来Pasteurellamultocidaの生物性状と血清型

第100回日本獣医学会総会 (1985.8) 
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金 子 誠 二，丸山務 Yersiniαenterocoliticoの

Congo Red吸着能と病原性との関係

第100回日本獣医学会 (1985.8) 

Y.Kokubo， M.Matsumoto， A.Terada， M.Saito， K.Shinaga 

wa， H.Konuma， H.Kurata : Incidence of Clostridium in 

cooked meat product in Japan 

Th巴 9thInternational Symposium on W orld Associa-

tion of Veterinary Food Hygienists (1985. 8) 

S.Kaneko， Y.Kokubo， K.Jinbo， M.Matsumoto， T.Mar-

uyama， K.Takeshige : Isolation of Yersinia enterocoli-

tica and related species from swine and meats in 

Japan 

The 9th International Symposium on World Associa-

tion of Veterinary Food Hygienists (1985. 8) 

山本陽子，中II[鳥誠，塩見久章，高木裕，龍田桂音，

石本博夫，荻原孝三，秋山陽，畑野逸興，丸山務，

小久保禰太郎，松本昌雄:と畜場における食肉の細菌汚

染調 査 第2報牛の細菌汚染実態調査

第75回東京都衛生局学会 (1985.10) 

小久保粥太郎:カラシレンコンによるボツリヌス食中

毒事件一一包装食品における嫌気性菌検査の必要性

第6回食品衛生微生物研究会学術講演会(1985.11) 

大塩正子，佐藤節子，森本薫，池村謙吾，丸山務

:急性腸炎からの Yersiniαenterocolitica08の分離例

について

第34回日本感染症学会東日本地方会総会 (1985.11) 

梅木富士郎，丸山務，神崎政子，松本昌雄，関 昌

明，波多野裕通，木下茂信，佐藤幸弘，新島恭樹:ワン

桐谷礼子，神保勝彦，松本昌雄:バイオアッセーによ ポイン卜 MCA-LS法の動物レプトスピラ症への応用

る食肉中の残留抗生物質の系統別推定法 第23回レプトスピラシンポジウム (1986.3) 

第50回日本食品衛生学会学術講演会 (1985.10) 

神保勝彦，小久保嫡太郎，金子誠二，桐谷礼子，松本

昌雄:食鳥処理場および市販鶏肉のカンピロバクター・

ジェジ‘ュ二汚染状況

第50回日本食品衛生学会学術講演会 (1985.10) 

小久保禰太郎，丸山 務，金子誠二，神崎政子，松本

昌雄，増井光子，田代和治:上野不忍池で発生したC型

ボツリヌス菌による水禽類の集団へい死例について

第101回日本獣医学会 (1986.4) 

丸山 務，神崎政子，高島郁夫，橋本信夫，萩原敏且

竹葉和江，村上文子，桐谷礼子，松本昌雄:バイオ :わが国のイヌ，ネコにおける Chlamydiapsitt<αciの

オートグラフィーによる鶏肉中の残留ポリエーテル系抗 抗体保有状況

生物質の簡易検出法について 第101回日本獣医学会 (1986.4) 

第50回日本食品衛生学会 (1985.10) 

神崎政子，丸山務，高島郁夫，橋本信夫:市販の

高木裕，中嶋誠，塩見久章，龍田桂音，山本陽子， Chlamydiαpsitt<αci抗原および CFキットによるオウ

伊藤英夫，荻原孝三，秋山 陽，畑野逸輿，丸山 務， ム病の血清学的診断法の比較検討

小久保粥太郎，松本昌雄:と畜場における食肉の細菌汚 第101回日本獣医学会 (1986.4) 

染 調査第 1報豚の細菌汚染実態調査

第75回東京都衛生局学会 (1985.10) 

丸山務:わが国における Yersiniaenterocolitica 

感染症の発生状況と本菌の動物保菌の実態について
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斉藤和夫，西島基弘，宮崎利夫:真菌多糖の研

究一一レイシのアルカリ抽出水溶性多糖，酸性画分につ

いて

T.Maruyma Yersinia enterocolitica infection in 日本薬学会第106年会 (1986.4) 

human and isolation of the oroanisms from pias in 

Japan 

4 th International Symposium on Yersinia (1986. 5) 

長沢冬樹，坂上正人，中西弘，中村仁，梅木富士

郎，井草京子，松本昌雄:ナチュラルチーズの衛生学的

永山敏康，真木俊夫，観公子，飯田真美，二島太一

郎:加工調理における有機リン系農薬の消長

第51回日本食品衛生学会(1986.5) 

調査 永山敏庚，真木俊夫，飯田真美，観公子，二島太一

第76回東京都衛生局学会 (1986.5) 郎:高速液体ク口マトグラフィーによるカーパメイ卜系

梅木富士郎，井草京子，松本昌雄:ナチュラルチーズ

の細菌汚染について

第51回日本食品衛生学会 (1986.5) 

上回 工，島村保洋，石川ふさ子，二島太一郎:つけ

ものの保存性に関与する物質友び要因の実態調査

第22回全国衛生化学技術協議会 (1985.10) 

農薬の一斉分析法

冠 政光，勝木康隆，中沢久美子，二島太一郎:食品

中のシアン化合物に関する研究(4)梅核製品中の杏仁につ

いて

第51回日本食品衛生学会 (1986.5) 

井部明広，斉藤和夫，中里光男，菊地洋子，藤沼賢司，

二島太一郎:食品中のアミン類の一斉分析一一ワインに

ついて一一

観公子，田村行弘，真木俊夫，永山敏庚，二烏太一 第51回日本食品衛生学会 (1986.5) 

郎:臭化メチルくん蒸米中の残留臭素量とその存在形態

第22回全国衛生化学技術協議会 (1985.10) 

中沢久美子，勝木康隆，冠 政光，二島太一郎:市販

食用油脂および油脂製食品中のエルカ酸含有量

第22回全国衛生化学技術協議会 (1985.10) 

二島太一郎，森本敬三，羽里幸彦:各種元素のヒト胎

盤透過性についてーーその 3一一

第44回日本公衆衛生学会 (1985.10) 

永山敏庚，田村行弘，真木俊夫，観公子，飯田真美，

二島太一郎:日本茶中の残留農薬実態調査

第50回日本食品衛生学会 (1985.10) 

藤沼賢司，斉藤和夫，中里光男，菊地洋子，井部明広，

二島太一郎:食品中のグリチルリチン酸の分析

第51回日本食品衛生学会 (1986.5) 

上村 尚:アフラトキシンの簡易分析法友ぴ食用油製

造工程におけるアフラトキシンの挙動

第20回UJNR有毒微生物専門部会

中里光男:市販食品中のアフラトキシコールの汚染調

査友びその汚染原因について

第20回UJNR有毒微生物専門部会

牛尾房雄，道口正雄:人血液中の PCT，PCB， DDE 
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濃度の推移 第44回，日本公衆衛生学会 (1985.10) 

第44回日本公衆衛生学会 (1985.10) 

福田雅夫，加納秀子，溝口 勲:N02暴露したピレ

川島満春美，友松俊夫，道口正雄:献立栄養量の計算 ン投与マウスの原中変異原性

値と実測備の比較検討 第26回，大気汚染学会 (1985.11) 

第75回東京都衛生局学会 (1985.10) 

矢口久美子，大橋則夫，渡辺学:FID圃 GCによる

井口正雄，道口正雄:イシナギ肝臓中のビタミン A長 飲料水中の低沸点有機塩素化合物

鎖脂肪酸工ステルについて 第44回日本公衆衛生学会 (1985.10) 

昭和61年度日本水産学会春季大会 (1986.4) 

大橋則夫，矢口久美子，渡辺 学:緩速ろ過処理によ

鈴木孝人，池田真悟，加納莞子，溝口 勲:N02の るフミン酸の除去効果

肺胞マク口ファージの SuperoxideAmion産生能と貧 第44回日本公衆衛生学会 (1985.10) 

食能に友ぼす影響

第26回，大気汚染学会 (1985.11) 

狩野文雄，加納亮子，溝口 勲:都内幹線道路周辺の

浮遊粉塵中の多環芳香族炭化水素濃度と変異原活性

第26回，大気汚染学会 (1985.11) 

野沢竹志，大石充男，平田恵子，大西和夫，西島基弘，

坂井千三:ワイン中の多価アルコール類の分析

第50回日本食品衛生学会 (1985.10) 

田口信夫，平田恵子，天川映子，大西和夫，西島基弘，

坂井千三:イオンク口マトグラフィーによる食品中の総

小山勉良，狩野文雄，佐藤泰仁，多国字宏，加納莞子， 臭素分析法

溝口 勲:ビル空調系粉塵の変異原活性と多環芳香族炭 第50回日本食品衛生学会(1985.10) 

化水素濃度

第26回，大気汚染学会(1985.11) 

栃本博，有賀孝成，押田裕子:河川の重金属汚染指

標としてのヒゲナガカワ卜ビケラに関する研究(第 2

佐藤泰仁，加納亮子:室内浮遊粉塵の質に関する調査 報)カドミウムの取り込みと排池

(空調系における汚染質の動態) 第50回日本陸水学会 (1985.10) 

第44回， 日本公衆衛生学会 (1985.10) 

太田建爾，平田一郎，池島伸至，神真知子，新井輝義，

牧野田義，溝口 勲:東京都における呼吸器疾患死t 入倉善久，楠くみ子，坂井千三:生食用アジの病原ビブ

時系列の検討 リオ汚染

第44回，日本公衆衛生学会 (1985.10) 第19回腸炎ビブリオシンポジウム (1985.12) 

関比呂伸，加納莞子，田村行弘:メチル水銀毒性に対 天川映子，大西和夫，西島基弘，坂井千三:高速液体

する食物性繊維の影響(第 2報) 繊維源およびAg- ク口マトグラフィーによる食品中の有機酸分析法

ingの違い 第51回日本食品衛生学会 (1986. 5) 



479 

渡辺真利代，大石真之，渡辺真之:Microcystisの毒 高橋省:ジブチルヒドロキシトル工ン (BHT)の

性一一有毒株と無毒株E一一 単一投与によるラット血紫血液凝固第n(プ口卜口ンビ

第50回陸水学会大会 (1985.10) ン)，第四，第Eおよび第X因子の低下

渡辺真利代，大石真之，渡辺真之:藍藻Microcystis

属と毒性

61年度水産学会大会 (1986.4) 

F.Nagai and T.Nakao ・ SHAPE CHANGE OF 

ERYTHROCYTES GHOSTS AND INHITION OF 

CALMODULIN STIMULATED Ca2+ -ATPase BY 

CHLOROQUINE 

13th International Congress of Biochemistry， August25 

-30， 1985 Amst巴rdumThe Netherlands 

佐藤かな子，長井二三子，加納いつ，中尾順子，浦山

修，中尾真:馬腎 Na.K-ATPaseのモノク口ーナル抗

第四回日本薬理学会総会 (1986.4) 

坂本義光，高橋省:ブチルヒドロキシアニソール

(BHA)，ジブチルヒドロキシトル工ン (BHT)およ

びtーブチルヒド口キノン (TBHQ)のラット肺におよ

ぼす影響

第12回日本毒科学会学術年会 (1985.7) 

小!係昭夫，安藤 弘，久保喜一，藤谷和子，米山允子，

佐々木美枝子，平賀興吾:チアベンタゾール (TBZ)

のマウスにおける催奇形性に友ぼす SKF-525および

フ工ノパルビタール (PB)の影響について

第25回日本先天異常学会学術集会 (1985.7) 

体(第 3報) 藤井 孝，三栗谷久敏，神谷信行，平賀興吾:オル卜

第58回日本生化学会大会 (1985.9) フェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)のラット腸

脱発癌に対するチアベンダゾール (TBZ)の増強効果

について

加納いつ，牛山慶子，長井二三子，中川敦子，佐藤か 第44回日本癌学会総会 (1985.10) 

な子，深野駿一，中尾順子，中島 章:キノホルム投与

による肝P-450と薬物代謝酵素活性化の変化

第58回日本生化学会大会 (1985.9) 神谷信行，坂本義光，佐々木美枝子，平賀興吾:ク口

ム鉱さい粉じんのラットによる吸入実験

第12回環境汚染物質とそのトキシコロジーシンポジウ

長井二三子，牛山慶子，中川敦子，加納いつ，中尾順 ム (1985.10) 

子，中島 章:カルモデュリン依存性ホスジエステラー

ゼ活性に対するク口口キンの阻害作用

第58回日本生化学会大会 (1985.9) 

市川久次， M.Hicks， J.M.Gebicki :無機ならびにメチル

水銀による溶血への酸素ならびに脂質過酸化の関与

第58回日本生化学会大会 (1985.9) 

大石真之:ジ-2ー工チルヘキシルフタレー卜による

精巣毒性の生化学的指標としての精巣酵素活性

第59回日本薬理学会総会 (1986.4) 
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