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当研究所が設立されたのは昭和24年 3月のことで，人に例えれば，そろそろ不惑の年齢を迎

えようとしています。この間の記録をひもといてみますと，昭和43年には立川出張所が充実さ

れ多摩支所と改称，昭和45年には毒性研究部が新設されたことなど，いろいろと組織上の変遷

を経てきております。また，年齢だけでなく実質的にも，今や，東京都における衛生行政を科

学的，技術的に支える試験研究機関として不惑の存在でなくてはならない時期にきているよう

に思います。

言うまでもなく，過去における組織上の変遷はそれぞれの時代の衛生行政の緊急対策課題に

即応しての業務内容の充実，強化のためでありましたが，業務の在り方の変遺としてこれを術

服してみますと，検査主体の受け身の体制から，先行調査や基礎的研究をも重視する積極的な

体質への脱皮であったと言えるようです。公衆衛生そのものの在り方の変遷と軌をーにしてい

ます。

しかし，保健問題を取り巻く社会事情は従来にも増して急激に変化しつつあります。科学技

術の急速な進歩，人口の高齢化に伴う疾病構造の変化，人や物資の圏内・国際間流動の頻繁化・

迅速化，食生活や食品産業構造の変化，環境汚染問題の複雑化，きめ細かい保健サービスを求

める都民の期待の拡大など，数え上げれば限りがないようです。これらに即応するため，衛生

研究所の在り方として，今迄以上に先見性と柔軟さが求められるに遣いありません。

特に，最近の保健医療分野における技術の進歩は各種検査の複雑化をもたらしました。それ

に伴って検査がいろいろな機関で分散して実施される傾向も強くなってきております。検査の

標準化と精度管理の問題がいよいよ重要になり，衛生研究所における研修指導業務の強化と拡

大の必要性が痛感されるところであります。このことはまた，広域監視体制，公衆衛生情報組

織の整備の問題とも密接に関係しております。そして，研修指導業務をつつがなく遂行するた

めには，検査における経験の累積のみではなく，調査研究を通じての見識の向上が不可欠であ

ります。

調査研究，試験検査，研修指導，情報活動の四つの機能をバランス良く備えたレファレンス・

サービス・センターとして，流動して止まない保健行政並ぴに社会需要に応えるべく，今後も

一層の研錯を重ねて行きたいと考えております。本研究年報に収録した論文は，職員一同がそ

れぞれの分掌分野において，上述のような意識をもって努力したきた成果のー断面であります。

忌俸のない御批判，御助言を賜われば幸であります。今後の精進の糧と致したいと存じます。

昭和62年12月

東京都立衛生研究所長 大 橋 誠
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報文 I

感染症等に関する調査研究

REPORTS 1 

PAPERS CONCERNING ON INFECTIOUS DISEASES AND OTHERS 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo MetγRes. Lab. P.H.， 38， 1 -12， 1987 

パーソナルコンビュータを用いた腸管感染症検査室

情報処理・解析システムの開発

津野正朗*工藤泰雄*大橋 誠*

Development of a Computerized Data-processing System 

for Southeast Asian Medical Information Center 

MASAAKI TSUNO*， YASUO KUDOH* and MAKOTO OHASHl* 

keywords:情報処理システム informationsystem，感染症 inf巴ctiousdiseases，パーソナルコンピューター per-

sonal computer，データベース database 

我が国では各種の国際協力事業が行われているが，財

団法人日本国際医療団においては， 1971年以降，その事

業の一環として，東南アジア主として ASEAN諸国(イ

ンドネシア，マレーシア，フィリピン，シンガポール，

タイ)および日本の聞で保健医療に関する情報を交換す

ることによって，それぞれの固における保健医療計画の

向上に役立てようとする，東南アジア医療情報センター

(SOUTHEAST ASIAN MEDICAL INFORMATION CEN-

TER; ["SEAMICJ と略)活動が行われている.この

SEAMICは， ["物」いわゆるハードウエアを通じての二

国間協力或いは援助ではなく，保健医療に関する情報，

すなわちソフトウエアを通じての他国間国際協力をめざ

すものである.保健医療には基礎から応用まで多彩な

テーマが包含されるが， SEAMICにおいてはその活動を

できるだけ効率的に行うために，現在のところいくつか

のテーマを重点的に取り挙げている.その一つが，感染

症，特に腸管感染症である.そして，感染症防疫対策に

は患者発生情報に加えて，患者から分離される病原体に

関する精密な検査室由来情報が不可欠であるという考え

方から，関係各国間でこれに係わるデータを交換し利用

し合おうという事業を実施してきた.すなわち Data

Exchange Program on Infectious Diseases， SEAMICであ

る.

本事業は1978年に開始され，収集されたデータは年報

としてまとめられてきたところであるが，このたびこの

事業を更に円滑に実施するため，またこの事業で取り扱

う情報を参加各国内でより有効に効率よく使用するため

に，分離病原体情報管理用データベースを開発すること

になった。以下にそのシステムの概要を記載する.開発

したシステムは，事業の名称、を略して ["DEPIDsJ と称

される.

請求要件 (Requirments)

["DEPIDsJの開発にあたって呈示された主な請求要

件は，次のとおりである.

・本システムは，感染症(主に腸管感染症)由来の分離

病原体(菌株)情報管理用のデータベースとし，専ら

SEAMIC事業参加各国のカウンターパート・ラボラト

リーにおいて使用する.主要取扱情報は，分離病原体

の同定成績(菌種・菌型等)および薬剤(抗菌剤)感

受性試験成績である.

・使用するハードウエアは，検査室内に設置して使用で

きる程度のサイズのもので，日本および加盟各国にお

いて入手可能なものとする.

・収録予定件数は，各カウンターパート・ラボラトリー

によって年間約200-10，000件とまちまちであるので，

最大収録件数を 5桁に設定する.

・将来のパージョンアップを配慮し，システムはハード

およびソフトウエア共に各国において共通のものを使

用することを原則とし，データファイルの構造および

データフォーマット(カラム構成)も同一デザインと

する。ただし，収集情報が参加各国それぞ、れによって

多少異なるという事情を配慮し，入力作業時の余分な

手聞をできるだけ省けるよう対策を講ずる.

・プリントフォームの出力は，各国において使用する台

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo 160 ]apan 
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帳類の他に，収録されたデータを SEAMIC出版物と

して記録に止めるための年報作成用集計フォームを用

意する.

・本システムは専ら検査担当者自身の手によって操作・

運用される予定であるので コンピュータに関する専

門的な知識や技術の研修・習得を要さずに運用できる

ようにすると共に，できるだけ平易な用語で書かれた

英文マニュアルを添付する.

ハードウエア

本システムの開発には，取り扱い情報の量などの面か

ら検討した結果，ハードウエアは， NECのPC9800vm2 

クラス相当機種と決定した.

しかし機種の選定は以下のような事情により難行した.

国際的な感染症サーベイランスの分野では， WHO 

(世界保健機構)関係プロジ、ェクトにおいては IBM社

製のハードウエアが使われている背景もあり，同社系製

品が最有力候補であった.すなわち当初は， IBMの

5540あるいは5550などが候補に挙げられた.また IBM

データコンパチブル機ということで， NECのAPC皿な

ども挙げられた. しかし，前者はコストの点で，また後

者は(俗に il8M コンパチブルな98J とも呼ばれたこ

とがある機種ではあるが)他機種とのコンパチピリティ

が乏しい点で，それぞれ最終選定には至らなかった.こ

れらに代わって選ばれた機種は， NECの PC9801vm2E

(いわゆる「海外向仕様の PC9801vm2J)である.問機

は， IBMコンパチブル機ではないが， SEAMIC事業参加

各国で比較的容易かつ安価に購入出来， しかも，圏内向

PC9801vm2と比較して，わずかな機能の差異は認められ

るものの，ほぽ完全にコンパチブルな仕様となっている.

このため，著者らが過去に関連領域で開発した各システ

ムのアプリケーションプログラムのアルゴリズムやサー

ブルーチンを利用できる点において有利であった.

その他に必要な周辺機は，高解{象のカラーディスプレ

イと24ピンタイプのドットマトリクスプリンタである.

著者らがシステム開発に使用した主要ハードウエアは，

NECの PC9801vm2 (640K RAM搭載;圏内向仕様機)

である.

ソフトウエアの開発方法

本システムの開発に使用した DOS(ディスク・オペ

レーション・システム)は，国内向 MS-DOS (NEC/ 

Microsoft) Ver 3. 1，および， NEC海外コンピュータ事

業推進本部販売促進部の御好意により拝借した英語版

MS.DOS Ver 3.1である.

著者らはこれまでに，感染症サーベイランス領域にお

ける各種の情報管理・処理システムの開発を行ってきた

が，これらのシステムは，各々対象事業，取扱情報，あ

るいは性格，規模を異にする諸情報を対象として開発さ

れたものである.そして，それらの各専用ソフトウエア

の開発を通じて，同領域における情報管理システムの代

表的なモデル(情報の入出力および処理等に関する基本

的な考え方)をひと通り体験することとなった. した

がって本システムの開発においては，それらの各システ

ム用ソフトウエアの開発を通じて蓄積されたアルゴリズ

ムやサブルーチン，さらには，コード番号や略号などを

できるだけ応用または流用することができた.それらを

列記すれば以下のとおりである.

1. MRFC (1983年)1) :海外渡航者下痢症例を対象とし

た本所微生物部担当業務の 1つ「海外旅行者健康診

断」に係わる検査材料および被検者情報ならぴに検査

成績の管理用データベース.検査材料単位で情報を取

り扱うシステムであり，各々の検査結果の陽・陰性を

間わず各被検者の詳細な情報の収録を行う.

2. IRFC (1984年，未発表) :海外渡航者由来分離菌

株情報管理用データベース.分離菌株単位で菌株情報

およびその附帯情報の管理を行う.主要情報源、は

iMRFCJ用のデータディスクであり，同ディスクか

ら自動的に病原菌陽性例を検索し，これを検出菌種別

に分類して各々の菌株ファイルを作成する.各ファイ

ルには既に， iMRFCJ用のデータディスクから転送

された諸情報が収録されており，これに各菌株ごとに，

型別，抗菌剤感受性およびその他の試験成績を追加入

力することによって取扱情報が満たされる.

3. MDAシリーズ (1984年以降)2): iMRFCJ用デー

タ解析システム.主に海外渡航者の訪問国別病原菌検

出状況などを詳細に解析する.

4. MERT (1985年)3):東京都・特別区の保健所および

関係検査機関における微生物検出状況を月・年報とし

て集約する「東京都微生物検出情報J用のデータベー

ス.月別・検査機関別の検査総件数および、病原微生物

の検出例数(種別，群別，菌型別等の検出例数)を取

り扱うもので，個別の情報は入力されない.

5. TFSJ (1985年)4):腸チフス・パラチフス発生情報

管理用データベース.全国における同疾患の発生状況

を患者あるいは保菌者に関する情報を報告例単位で管

理するもので，集団発生・流行事例・再発事例などに

ついての検索・解析が可能である.患者あるいは保菌

者の個人的特性情報が入力されることを特徴とする.

DEPIDsの開発は，これらの各システム開発と同様に，
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前記データ交換事業専用のソフトウエアを開発するとい

う方針で行った.

各プログラムの開発は，まず MS-DOS上の N88BASIC

インタプリタ(“N88BASIC.EXE")を利用してソースプ

ログラム(ファイル名:“.......N88")を作成

し，これを N88BASICコンノfイラ(“BASICC.COM") 

でコンパイル処理してオブジェクトプログラム(ファイ

ル名:“.......EXE")を得るという手順で、行っ

た.その際，必要に応じて，前述のような既存自家製ソ

フトウエア中で用いた略号，コード番号，サブルーチン

等の一部を利用した.なお，得られたオフ、ジ、ェクトプロ

グラムの実行に際しては， N88BASICラン・タイム・サ

ボーター(“N88BASIC.LIB")を用いた.

てデザインし，システム専用ディスク (DEPIDsシステ

ムディスク)および取扱情報の記憶専用ディスク

(DEPIDsデータディスク)を各々別途に作成した.

前者のシステムディスク(各国共通)は， MS・DOSの

IFORMAT B : /sJ命令によるシステムファイル(“IO.

SYS"，“MSDOS. SYS"および“COMMAND.COM"の各ファ

イル)付きのフォーマットを施したフロッピーデ、イスク

を用い，これに各アプリケーションプログラム(オブ

ジ、ェクトプログラム)を収録して得た.

システムおよびファイルデザイン

一方，後者のデータディスクは， IFORMAT B :J命

令によるフォーマット処理(システムファイルなし)を

施したフロッピーディスクを使用した.記憶用メディア

としては， 5インチ 2HD (Double-side， High-density， 

Dou ble-track)タイプのフロッピーディスクをJ采用した.

本システムは，基本的にはランダムデータベースとし システムディスクは，専らアプリケーションのみを利

表1.メインデータファイルの入力情報一覧

入力事項 項目割当 内 n廿-
割当バイト数

菌株番号等 年 号 西暦年号の下 2桁

番 号 年別菌株番号(1-999999，自動ナンバリング方式)

菌種別等 菌種番号 コード番号(1-95) 〔表2参照〕

菌種名 菌種名等を文字入力 〔表2参照〕

菌 型 等 特性等 (必要な菌種についてのみ) 〔表3参照〕

菌型(血清型)等 (向上) 〔表4参照〕

薬剤感受性 薬剤名 4文字以下の略号(TC，SMなど)

試験成績 M. 1. C. コード番号(TFSJ98M用コードを流用)

(15剤) 阻止円径 直径の実測値(mm単位)

分離年月日 分離年 西暦年号 4桁(1601-3199)

分 離 月 月番号(1-12，不明=13)

分 離 日 日付(1-31，不明=32)

検 査材料 材料別 由来:ヒト，動物，食品，環境 〔表 5参照〕

被検者・氏名 氏 名 氏名(ヒト以外の場合は材料名等)

被検者区分 患者・保菌者等の別 2文字の略号(Pa，Pc，Hcなど)

被検者・年齢 年 齢 満年齢(0-97，98以上=98，不明・無=99)

被検者・性別 '性 別 男女の略号(男=M，女=F，不明=?) 

地 域 地域番号(1) 各国で任意に割り当て(Region等)

地域番号(2) 向上(District等，ただし必要な場合のみ利用)

混合感染ー印 菌株番号 最初に登録した同時検出菌株の番号

輸入事例一印 メ モ “OvS"の文字(または，地域あるいは国名の略号入力可)

集団事件ー印 事件名 “Outbreak"の文字(または，集団事件名の文字)

注:割当バイト数の内訳表示は， INJが数値， I AJが文字情報であることを示す.

* : Record-No.と共通の値であるので，データディスクには収録しない.

(内訳)

11(4N) 

(6N) 

16( 2N) 

(14A) 

37(12A) 

(25A) 

120( 4A X 15) 

(2NX15) 

(2NX15) 

8(4N) 

(2N) 

(2N) 

7(7A) 

25(25A) 

2(2A) 

2(2N) 

l(1A) 

8(4N) 

(4N) 

6(6N) 

5(5A) 

10(lOA) 

変数割当

YE (1) 

NW(l)* 

NW(2) 

AW(1) 

AW(2，3) 

AW(4) 

AA(1-15) 

NM(1-15) 

ND(1-15) 

NW(5) 

NW(4) 

NW(3) 

AW(5) 

AW(6) 

AW(10) 

NW(6) 

AW(7) 

NW(7) 

NW(8) 

NW(9) 

AW(8) 

AW(9) 
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用するユーザーを配慮して，自動実行パッチファイル

(“AUTOEXEC. BAT") を設け，システムブート時の

パッチ処理による自動起動化を計った.各アプリケー

ションフ。ログラムはメインメニューフ。ログラム

(“MENU01. EXE") と iCHAINJコマンドで相互に連

結し，起動後のシステムがメインメニューを中心に円滑

に運用できる構造とした.ただし，ディスクの初期化や

パックアップを行うユーテイリティーは， MS.DOSのコ

表2.取扱病原体および割当コード番号一覧

Salmonella (コード番号=01) P. shigelloides (コード番号=21)

S. dysenteriae (コード番号=02) C. jejuni (コード番号=22)

S. frexnerii (コード番号=03) C. coli (コード番号=23)

S. boydii (コード番号=04) Campylo. spp (コード番号=24)

S. sonnei (コード番号=05) S. aureus (コード番号=25)

E. coli (コード番号=06) C. perfringens (コード番号=26)

Y. enterocol. (コード番号=07) C. botulinum (コード番号=27)

Y. pseudotuber. (コード番号=08) B. cereus (コード番号=28)

Yersinia spp. (コード番号=09) ".・H ・".(予備コード番号=29-50)

V. cholerae 0-1 (コード番号=10) E. histolytica (コード番号=51)

V. cholerae NAG (コード番号=11) G.lamblia (コード番号=52)

V. mimicus (コード番号=12) Cryptosporid (コード番号=53)

V. fulviaris (コード番号=13) C. philippine. (コード番号=54)

V. furnissii (コード番号=14). ".・H ・.(予備コード番号=55-60)

V. parahaemoly. (コード番号=15) Rota virus (コード番号=61)

V. vulnificus (コード番号=16) …・(予備コード番号=62-93)

Vibrio spp (コード番号=17)

A. hydrophila (コード番号=18)

A. soburia (コード番号=19)

Aeromonas spp. (コード番号=20)

注:上に挙げた各病原体名の情報は，オペレーターが該当コード番号を入力し，データファイルにコード番号(2 

桁)および病原体名(14文字以内)が同時に収録される方式で取り扱い，オペレーターの労力の削減を計る。

ただし，コード番号の割り当てがなされていない病原体名の入力を要する場合は， 14文字以内の直接文字

入力を許す.

V. vulnificusは，下痢症を起こす病原菌ではないが，その他の下痢原性病原ピブリオとの鑑別を要する細菌

であるので，取扱病原体の中に加えた.

表 3.菌型等特性情報の入力内容

菌 種 入 力内容(文字変数;5A+7A) 

Salmonella 0群 (A，B，Cj"・;Subspecies-lは文字，他は Subspecies番号のみ)*

E. coli 病原性分類 (EPEC，EIEC，ETEC， EHEC，OTHERを文字で)

病原因子試験項目・成績 (EIECの組織侵入性“Inv"を i+J.i-Jで)*本

(ETECの毒素産生性1

(EHECの細胞毒性“Cyt"を i+J. i-Jで)* * 

V. cholerae 0寸 生物型 (eltor.cholerae， Unknown)* 

V. parahaemoly. 耐熱性溶血毒素産生性(耐熱性i容血毒産生性“Hem"を i+J.i-Jで)* * 

C. botulinum 毒素型 (A，B，C.D.E.F.G)*

S. aureus 毒素型 (A，B.C.D.E)*

* : N ot testedは iNTJ， Untypableは iUTJと入力する.

* * : Not testedはト」と入力する.
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表4.菌型情報の特性等入力内容

菌 種 入力 内容(文字変数;25A) 

Shigella 血清型(文字および番号)*

Salmonella 血清型(Subspecies.1のみ)*

(S. typhiについては， H抗原“266"の有無を i+J， i-Jで)* * 
(S. typhi， S. paratyphi-A， -8については，ファージ型をけ

E. coli 血清型 (O，H，Kおよび番号)*

V. cholerae 0-1 血清型(Inaba，Ogawa) * 
V. parahaemoly. 血清型 (O，Kおよぴ番号)*

* : Not testedは iNTJ， Untypableは iUTJ と入力する.

* * : Not testedは「・」と入力する.

表 5.検査材料別情報の入力内容

材料別 入力内容(文字)

ヒ ト Stool， Blood， Urine， Pus， Marrow， Gallの文字

動 物 Animalの文字

食 日口日 Foodの文字

環 境 Environの文字

不 明 Unknownの文字

注:上に挙げた各材料別情報は，オペレーターが該当コード番号を入力し，それぞれ

の内容が文字で収録される.ただし，その他の場合は， 7文字以内の直接文字入

力を許す.

例:Tissue (Tissue) 

C.S.F. (cerebrospinal f!uid， CS f!uid) 

Sputa (S叩 uta)

表 6.サブファイルの入力情報一覧

入力事項 項目割当 内 d廿y・ 割当バイト数

(内訳)

ディスクの 国 名 英語の国名 15(15A) 

識 別情報 割当年次 西暦年号4桁(1601-3199) 4( 4N) 

ボリューム番号 当該 No. 1-99の数値 4( 2N) 

(Vol.-No.) 最終 No. 1-99の数値 ( 2N) 

情報入力時 下記の各情報の「入力(=1)/パス(=O)J指定 20 

の環境設定 分離菌株の特性に関する情報: (lNX20) 

ノfラメータ 大腸菌の病原因子(EIECの Inv，ETECの Lおよび S，

EHECの Hem)

腸炎ピブリオの病原因子および型(Hemおよび0，K) 

黄色ブドウ球菌の毒素型，ボツリヌス菌の毒素型，

腸チフスおよぴパラチフスのファージ型

薬剤感受性試験成績:MIC(最小発育阻止濃度)，発育阻止

ゾーン径

その他:氏名，年齢，性別，所轄サブコード番号

5 

変数割当

A 1 (1) 

YE (1) 

NV 

CV 

AE(1)一

AE(20) 
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マンドモードから外部コマンドを直接利用する方式とし

た.

データディスクは，上述のフォーマット処理を行った

後，さらに DEPlDsに使用するための専用化処理(使用

年次の限定を含む)を要する.この処理は DEPlDsシス

テムデ?イスクに~:Z~表されたアプリケーションプログラム

の1つを呼び出して行う.その際，データディスク上に

i は，以下に述べる複数のデータファイルの内，サブファ

イルのみが開設される.すなわち，データディスク上に

は，メインおよぴサブ，合計2種のデータファイルを開

設した.

メインファイル(ファイル名:句Ep.F1 . BAS") は，

専ら分離病原体およびその他の関連情報を記憶するファ

イルとし，分離株単位で各株(1件)用に256バイトを

割り当てて，これを 1レコードとした.データディスク

の記憶容量は， 1枚のディスク当たり 3，000レコードに

制限した.ただし，年間の入力件数が3，000件を越える

毎に，次のボリュームのデータディスクを追加開設でき

る方式とした.この方式によるボリュームの追加限度は

99であり，これを記憶容量に換算すると，年間合計

297，000件までの入力が許容されることになる.

メインファイルの取扱情報は，表 1のとおりである.

これらの内，病原体コード番号，年月日，年齢，薬剤感

受性試験における発育阻止円の直径，地域コード番号な

どの入力情報については，キー入力した数値をそのまま

の形でデータファイルに記憶する. しかし，病原体名，

由来，被検材料，患者の性別，薬剤感受性試験における

供試薬剤(略号)および各々の薬剤lに対する最少発育阻

止濃度などの入力は，同様のキー操作によって行うが，

各コード番号は入力作業の簡素化のために割り当てられ

たものであり，データファイルに記憶されるのは該当す

る文字情報のみである.

ファイルの記憶情報を文字にすることによって，一方

で情報の検索能率等の低下を招くが，他方，コード番号

の割り当てがなされていない情報(例えば新しい病原イ本

など)入力の必要が生じた場合には，即座にかつ柔軟に

対応できる点で有利である.本システムにおいては，で

きる限りこの利点を優先してファイルデザインを行った.

また，特性等(表 3)および菌型等(表 4)情報収録

用に割当られた各カラムは，病原体の種類に応じてその

分割状況や入力内容が変化する，いわゆるフレキシブ

ル・カラムとしてデザインした.例えば，入力する病原

体がチフス菌であった場合，菌種名は ISalmonellaJと

収録されて，特性等のカラムにはサルモネラのO群 109

(D 1 )J，菌型等のカラムには血清型 Ibios~r Typhij 

に加えて鞭毛抗原 Z66の有無およびファージ型別成績が

それぞれ記憶される.また，これに対して病原体が赤痢

菌の場合には，後者のカラムにその血清型が入力される

だけで，前者は使用されない.また，病原体が大腸菌で

ある場合は，前者に病原性からみた分類のみならず各々

の病原因子の試験項目と成績が入力でき，後者には血清

型 (0:，K:， H:)が，それぞれ入力される.

サブファイル(ファイル名:“DEP.lD.BAS") には，

システム名，国名，年次，入力環境設定用のパラメー

ター，ディスクのボリューム管理番号等を収録した.サ

ブファイルに記憶される情報は表6のとおりである.こ

のサブファイルは上に述べたデータディスクの専用化処

理に際して自動的に開設される.

プリントフォームのデザイン

プリントフォームの出力は，各国において使用する台

帳類 3種 (Form.A-C)，および， SEAMIC東京へ年報

編集のため送付する年報作成用集計フォーム 14種

(Table 1 -14)を，それぞれ用意した.

台帳用の各フォーム(出力例 1参照)は，データディ

スク単位で出力する.同一ディスクに収録された情報に

ついては，その全部または一部分を指定し，あるいは，

限定出力用のパラメータによって(同時に複数の条件を

設定可)に該当するレコードのみを出力することもでき

る.限定指定は，病原体の菌種・特性・菌型等別，分離

月別，検査材料別，患者・保菌者別，年齢階層別，性別，

エリアコード番号別，輸入事例，集団事例，混合感染事

例に対して可能である.ただし，台帳類の出力は，デー

タディスク単位で行うので， 2枚以上のディスク(2つ

以上rrボリューム)に収録された情報を連続出力するこ

とはできない.

これに対して，集計フォーム (Table)は，何れも年

次単位で集計結果を出力する.すなわち，同一年次の情

報が2枚以上のディスクに収録されている場合は，オペ

レータにデータディスクの入れ替えを順次促しながら集

計作業が進行し，同作業終了後に Tableフォームを出力

する.この際にも，台帳類の出力の場合と同様に，限定

出力用のパラメータに従って，特定条件(同時に複数の

条件を設定可)に該当するレコードのみを集計すること

ができる.出力フォームの例を図 1-5に示した.

オペレーション

DEPlDsシステムディスクには自動起動化処理が施さ

れており，システムの起動は極めて簡単で、ある.

まず， ドライブA (または 1)に IDEPlDsシステム
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DEPIDs ( DATA EXCHANGE PROGRAM ON INFECTIOUS DISEASES， SEAMIC ) 

1 

〉l
 

(
 

41E.coll EI~ Inv:+ O:28ac H:NT K:73 I~I~I旦|盟民性一一一-_1--…一一一一一

) 11t円借412i!キhEf日lf|-t1414|苦|荘一一一一一一一一一

5出;;134FP71111lf|鞘1-:1二仁仁仁ヒヒ仁仁仁

91S. dysenter iae 

4/ 1119871 105・
Stool IPal ( 

2 

.々R. Davis 

DEPIDs ( DATA EXCHANGE PROGRAM ON INFECTIOUS DISEASES. SEAMIC ) 

Pathogen 
( type and other data ) 

Ogawa 

ω<DD 

4!E. coll EI配 Inv:+0:28剖 H:肝 K:73

5Ip.州 山idωes

661s銚hiほtμ判e“山l

7叶!E.cω。l口i E町I配 In附v:汁+ 0仇:28a郁cH:町 K恥:7η3 

0則的 bioser Paratyphi-A (J) 

04 (8) Schrarzengrund 

ω(DD 

09(DD 

図 1 Activity-3によるプリントフォーム出力例 (Form-Aおよび-B)

いずれも試験運用用のサンプルデータディスク(日本用， 1987年， VoL 1 )を用いて出力した.

・1ページ当たりの出力件数は， Form-Aで12件， Form-Bで30件である.

・各ページ毎に，出力年月日，システム名，フォーム名，および用いたデータディスクの種類(国名，年次，

ボリューム番号)が印字される.限定出力用パラメーターが入力された場合は，同じ行の端にくSelected>

と印字される。ただし上の例はいずれも限定なしの出力である.

• St-No. (菌株番号) 4， 5および22，23は混合感染例， St-No_ 4， 5， 7は同一集団事例由来， St-No_22， 23 
は，海外輸入例由来である.
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ディスク」を， ドライブ B (または 2)に IDEPIDs

データディスクJを，それぞれ装填し，電源スイッチま

たはリセットボタンを操作する. MS.DOSシステムの起

動後は，自動実行パッチファイル(“AUTOEXEC

BATつを参照し，アプリケーションプログラム“CAX-

UNI"によるシンボル画面の表示を経て，本システムの

メインメニュー (ActivityMenu) に至る.

システムのオペレーションは，このメインメニューを

中心に行う.各 Activityへの分岐後は，ファンクショ

ンを指定し，必要に応じて各種パラメーターを入力して，

目的の作業を行う.このような一連のオペレーションは，

専ら，オペレーターとシステムの CRT画面表示との対

話形式で行われ，指定された作業が終了すると，再び元

のメインメニュー表示に戻る.この際，オペレーターは，

0-9のテンキーおよびリターンキーの操作によって，

極一部(文字キー操作を要する患者氏名の入力等)の例

外を除き，大旨目的を果たすことができる.以下，本シ

ステムにおける各 Activityの主要ファンクションにつ

いて述べる.

Activity-l は，情報の入力/訂正を行う.入力作業は

段階的に行われるが，次に述べる Activity-2によって入

力環境設定用パラメーターが Iskip(=O)Jと設定され

た項目については入力ステップは省略される.ただし，

感染症サーベイランスに利用するために欠くべからざる

情報の入力については，この入力環境設定によって省略

(Skip)することができない.環境設定用の各パラメー

ターは，訂正のファンクションにおいても有効である.

また，本 Activity開始時には，入力情報の確認を各

項目毎に行うか，あるいは， 1レコード分の入力完了後

にまとめて行うか，何れかの方法を選択することができ

る.前者の確認法は入力作業に未だ慣れていない初心者

のために，後者はベテランオペレータのためにデザイン

されたものであり，これらを適切に選択することにより，

能率的に入力作業を行うことができる.この選択は，本

Activityの終了まで有効である.

Activity-2は， Activity-1用の入力環境設定を行う.

各環境設定用パラメーターは，データディスク上のサブ

ファイルに記憶され，本 Activityによるパラメーター

DEPJDs ( DATA EXCHANGE PROGRAM ON INFECTIOUS DISEASES， SEAMIC ) 

St-No. 1・Pa t h 0 g e n ( type and other data ) I _. . ~e~~lts ~r. ~p~iotics ~ns.i tivity Test 
一一一ー一 一一一一一一一一ー一一一一一一-1 Dia・eteror deflnlt Inhibition zone (闘}・・・・・(upper 1 ine ) 

81・ 1 Date iso 1. IArea No.1 Nale ( Age .Sex ) I Resistant(R) 1 S叩sit ive (ー〉 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ( lower i ine ) 

(Code) I Source 1IPa・Pcl1 (OvS・0川 r叫 )1 Mixed infect. I 01 I 
J ISallone Ila ω(DI) 

)
 

-{
 Blood IPal (IOvSl・Abott-inn) refer: 

I1ISallonella 02(A) bioser Paratyphi-A (!) CP TC SM ABPC ST KM 
一 一 一5/ 1119871 108・ IB. K. Morris (110M 18 10 10 15 17 16 

( 1) 一一 一一 一Blood IPcl ( refer: R R 

12 Sa11onella 04(8) Schwarzengrund CP TC SM AB陀 ST KM 
一 一

( 1) 
5/ 1/1987/107・ IB.J. Martin (27・M 7 18 17 16 17 18 

一 一 一一Stool IPcl (・) refer: R 

311Sallonella 09(01) 

129/ 1/19871 23・/
( 1) I 

Fnv iron lUkl (・) refer: 

Printed叫 ton 18/05/1987 削除'Forl-{; (Data-disk: Japan ， 1987， Vol. 1 ) < Selected > 

図2 Activity-3によるプリントフォーム出力例 (Form-C)

試験運用用のサンプルデータディスク(日本用， 1987年， Vo1.1) を用いて出力した0

• 1ページ当たりの出力件数は12件である.

・基本的には Form-Aと同じである.ただし，薬剤感受性試験成績が，最少発育阻止濃度または発育阻止ゾー

ン径のいずれか一方を選択することによって，各々の値と耐性/感受性判定結果と共に出力される点におい

て異なる.

・サルモネラの限定出力を行ったので，最終行にくSelected>の文字が印字された.サルモネラを限定指定す

る場合，さらにO群あるいは血清型までの限定出力が可能である.
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あり，入力情報の確認用としても利用できる. Form-B 

は，分離病原体毎の主要情報のみを出力するが，それぞ

れが一行に印字されるので，これを一覧して，特定の病

原体検出例や集団あるいは混合感染例(同ーの検査材料

から複数の病原体が検出された例)を検討したい場合な

どにも利用できる. Form-Cは， Form-Aに類似するが，

薬剤感受性試験成績が耐性 (R)および感受性(一)の

判定結果と共に出力される点において相違する.同試験

結果に特に興味を示す臨床担当者等にとっても有用な台

帳フォームである.なお，各フォームの出力時には，上

に述べた限定出力用パラメータの入力が可能である.

Activity-4は，由来別病原体検出状況を集計して 7種

類の Tableフォームを出力する.いずれのフォームも，

全ての由来を網羅した集計およびヒト由来限定集計の両

38， 1987 報年耳
バ7r

，
 

の変更が再ぴ行われるまでは，たとえシステムの停止お

よび起動を繰り返しでも，そのままの条件で有効で、ある.

この環境設定は，組織侵入性大腸菌 (EIEC) の組織侵

入性試験成績，毒素原性大腸菌 (ETEC)の各毒素 (LT

およぴ ST) 産生性試験成績，出血性大腸菌 (EHEC)

の出血因子試験成績，腸炎ピブリオの耐熱性溶血毒産生

性およぴ血清型別 (0およびK型別)試験成績，黄色ブ

ドウ球菌およびボツリヌス菌の毒素型別成績，チフス菌

およびパラチフス菌 (AおよびB)のファージ型別成績，

薬剤感受性試験の最少発育阻止濃度および発育阻止円の

直径，氏名，年齢，性別，および，担当地区サブコード

番号の入力に対して各々に行うことができる.

Activity.・3は，台帳フォーム類の出力を行う. Form-

Aは，各レコード毎の全収録情報を出力するフォームで

衛JJ¥ 東

by SOURCES 

H UNAN SOURCES 
PHAGE TYPE .. -.. .... ---.. --- ANIMAL FOOD 側V1 RON. UNKNO刷

STOOL B凶>D URI限 PU唱 MAR酬 GA比 OTH郎

TYPHI， S. PHAGE TYPE DISTRIBUTION OF FORM 2 

TOTAL 

1 

1 

2 

1 ・ 2

C7 

m 
NT 

53-1 

UVSI 

UVS3 

Vi-

附

TOTAL 

( Data-disk : Japan ， 1987 ) DEPIDs' For・-2Pr inted out on 19/05/1987 

by SOURCES 

HUMAN SOURCES 
PHAGE TYPE 

STOOL BLOOD URINE PUS NARROW GA仏 師百四S TOf札(") 

TYPHI， S. PHAGE TYPE DISTRIBUTION OF FORM 2 

1 - - ーーー 1 (20.ω 

1 - ーー-ー 1 (20.ω 

四 l 国 ー・ーー 1 (20.ω 

1 - - - ーーー 1 (20.ω 

創 ー l(20.ω

C7 

E3 

53-1 

UVSI 

Vi-

5 ( 100 ) TO刊L

DFPIDs' For・-2 (Data寸Isk: Japan • 1987) 

図3 Activity-4によるプリントフオームの出力例 (Form-2)

試験運用用のサンプルデータディスク(日本用， 1987年， VoLl)を用いて出力した.

.限定指定なしに得たチフス菌の由来別ファージ型分布である.

・全ての由来別(上)およびヒト由来のみ(下)の集計結果が連続して出される.

Printed out on 19/05/1987 
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結果が一組として自動的に出力される.本 Activityの

各ファンクションによって得られる Tableは，病原菌

(取扱対象となっている全ての病原菌)検出状況

(Form-1 )，ファージ型別チフス菌検出状況 (Form-

2 )，同パラチフス A菌検出状況 (Form-3 )，同パラチ

フス B菌検出状況 (Form-4 )，血清型別赤痢菌検出状

況 (Form-5 )，生物型・血清型別コレラ菌検出状況

(Form-6 )および， 0群別・血清型別サルモネラ検出

状況 (Form.7)である.これら各フォームの出力に際

して，上述の Activityの場合と同様に限定出力用パラ

メーターの入力が可能であるので，月別，年令階層別な

どを指定してプリントフォームを得，さらに詳細な病原

体検出状況の比較検討を行うこともできる.

Activity-5は，主要な病原菌(すなわち，チフス菌，

パラチフスA菌，その他のサルモネラ，赤痢菌，大腸菌，

コレラ菌，およぴ非0-1ピ、ブリオ・コレレ)の各々に

ついて，薬剤l感受性試験成績を耐性パターンとして分析

し，集計結果を感受性菌，単剤耐性菌から多剤耐性菌へ

と}II買に分類して出力する.この分析法を手作業によって

行うことは，供試薬剤の種類，対象となる株数が多けれ

ば多い程困難であり集計に多大の時間と手間を要したと

ころであったので，その利用価値は極めて高い.

また，限定出力機能を利用して，地域別，由来別，

等々，それぞれに指定して，耐性菌の出現状況や分布傾

向等の詳細な検討を行うための比較検討用資料を得るこ

とカfできる.

Activity-6は，新年次用データディスクの専用化処理

および次ボリューム用データディスクの追加開設を行う

ためのファンクションを含む.いずれの場合も，フォー

マット済みのディスクが必要である.

前者のファンクションは，新年次用データディスクの

作成の場合にのみ用いる.これによって 2枚以上のデー

タディスクの専用化処理を行った場合，たとえそれらの

年次指定が同じであっても， Activity-6による連続分

析・集計処理はできない.

したがって，同一年次におけるデータディスクのボ

FORM 7 SALMONELLA SEROBARS ISOLATED， by SOURCES 

G附UP S邸OVAR
H UNAN SOURCES 

S干胤 BLOOD UR 1 NE PUS NAR酬 GA比 OTHERS TOTAL (耳 } 

l)~(~) 

bioser Paralyphi-A 3 (27.3) 

SUBTOTAL 1 1 1 - -ー- 3 (27.3) 

04(B) 
Schwarzengrund 1 - - - - - - 1 (9. 1> 
Paratyphi-B - 1 -ーーーー 1(9.1> 
He iderberg 1 ー喝ー- -白 1(9.1> 

SlJBTOTAL 3 (27.3) 

08(C2-C3) 
Bobvi只ー・nrvifir....ans. 

1 (9.1> 

SUBTOTAL 1 (9.1) 

018(K) 
Cerro 1 (9.1> 

SUBTOTAL 1 (9.1) 

TOTAL 11 (100) 

< Selected > Pr inted out on 19/05/1987 DEPIDs・ror・寸 ( Data-d isk : Japan ， 1987 ) 

図4 Activity-4によるプリントフォーム出力例 (Form-7)

試験運用用のサンプルデータディスク(日本用， 1987年， Vol. 1 )を用いて出力した(一部省略). 

・分離月を 1月と限定指定して得た Form-7(Form司 2の場合と同様に 2種出力される，本文参照)の内，ヒト

由来分離株の集計結果である.

・集計結果はO群順に整理され，複数の菌型が同一のO群に属する場合はこれを検出頻度の高い順に並べなお

して出力する.
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リューム増設は，後者のファンクションを指定して行わ

なければならない.

後者のファンクションによって次ボリューム用データ

ディスクの追加開設を行った場合，データディスクの増

設ばかりでなく，既存の各データディスク(同年次用)

上のサブファイルに記憶されている最終ボリューム番号

の更新が行われる. Activity.6を指定して年単位の分

析・集計を行う場合は，この最終ボリューム番号を参照

することによって，ボリューム 1から最終ボリュームま

での全ボリュームを一括処理することができる.

上に述べた各 Activityの他に，ディスクのフォー

マットやパックアップを行うために使用する，ディスク

ユーティリティープログラムも用意されている.これら

は， rStopj キー操作によって，システムを一旦 MS.

DOS のコマンドモードにした1~，ファンクションキー

で外部コマンドを呼ぴ出して実行する.終了後は，ファ

ンクションキー操作によって， DEPIDsのシステムを再

起動することができる.

なお，本システムのオペレーションについては，英文

マニュアル rUser'sHandbook for the “DEPIDs"j中に，

要所に CRT画面ダンプを添えて詳しく解説した.

システムの実務運用性について

本システムの実務運用は未だ開始されていないが，

1987年 3月に東京で開催された第14回 SEAMICワーク

ショップ rTechnicalMeeting of Counterparts on SEA-

MIC Data Exchange Program on Infectious Diseasesj に

加盟各国のカウンターパート・ラボラトリーの代表を招

き，各自による体験オペレーションの機会を設けること

ができたので，その際に得た各体験者および著者らの感

想に基づいて以下にシステムの実務運用性について評価

をしておく.

参加者の多くはコンピュータに関する専門的な知識や

技術を持合せておらず，中にはパーソナルコンピュータ

に触れた経験がない者も含まれていた.体験オベレー

FORM 10 FREQUENCY APPEARANCE OF ANTIBIOTIC RESISTANCE IN 
OTHER SALMONELLA BY THEIR RESISTANCE PATTERN 

RESISTNAT TO : 
ANTI B IOTI C RIlSISTANCE PA TfERN NO. OF 

(%) TOTAL (~) 
~ a ~ ~ ~ K D I~邸

1 ANTIBIO干IC

2 ANTlBIOTICS 

R 1 (16.7) 1 (16.7) 

R R - - 1 (16.7) 

R 目 1 (16.7) 

R R 1 (16.1) 3 (50.0) 

5 ANTlBIOTlCS R R R R R 1 (16.1) 1 <16.1) 

6 ANTl B IOTI CS R R R R R 1 <16.1) 1 (16.1) 

一一一一一
T 0 T AL 6 (100) 

< Se lected > Printed out on 18/05/1987 DEPIDs' For.-IO (Data-disk: Japan ， 1987 ) 

A NTIBIOTICS 

ABPC CP GN KN SN 干C ST 

NO. OF ISO凶官STESTED 

NO. OF 1細川路 RESIST，釧TTO:

FRFllU即CYAPPIlARANCE OF RESISTA附S 33. 3 ~ 50. 0 ~ O. 0 ~ 60.0" 83.3" 66. 7 ~ 16.1" 

図 5 Activity・5のプリントフオーム出力例 (Form-10)

試験運用用のサンプルデータディスク(日本用， 1987年， Vol.l)を用いて出力した.

・患者由来株を限定指定し，発育阻止ゾーン径による分析を行った結果である.

・耐性パターンを表わす記号は， iRJが Resistant(耐性)を，「ー」が Sensitive(感受性)を，空欄が Not

tested， Laboratory accidentなど成績が入力されていない場合を，それぞれ意味する.
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ションは， 1時間程度のシステム紹介とオペレーション

についての解説の後に行われた.

1人当たり 30-40分程度の体験オベレーションの間に，

コンピュータのキー操作に馴染みがないために発生した

と推察される事故が何例か認められたが，各自に，情報

の入力をはじめ，プリントフォームの出力，入力環境設

定の変更など，システムの主要な Activityを一通り体

験してもらうことができた.さらに，翌日の会議におい

て，近い将来に同システムを各国に供与して実務運用に

備える旨の合意が得られた.

したがって，今回著者らが開発した DEPIDsは，上述

の各国代表者による体験オペレーションを通じて，海外

の複数固において実務運用に供され得る道が開けたもの

と判断する.

ンライン)交換を行うことも可能である.

著者らは，本システムの開発にあたっても，これまで

の感染症サーベイランス領域における各システム開発の

場合と同様に，対象事業専用ソフトウエアをめざした.

このような場合，システムの開発担当者は，その後の

ノfージョンアップやデソfッギ、ングなど，アフタケアをも

担当せざるを得ないことが予想される.このシステム開

発においては前述のように国内向けとコンパチブルな海

外向仕様機を選定した.このことによって，システムソ

フトウエアのアフタケアが容易となり，さらにはこれま

で我々が開発してきた各種のソフトウエアの応用や流用

も可能である.

謝辞 本システム開発の機会を与えられた日本国際医療

団および東南アジア医療情報センターの関係各位に感謝

本システムが各国のカウンターパート・ラボラトリー の意を表する.

に設置された場合，実務運用の第一段階として，各国で

同一システムを運用し，同一フォームを用いて各々の情

報集計をし，これを SEAMIC東京で収集して年報を作

成，還元されることとなる.本システムは，この段階で

既に，各国における情報管理の合理化ばかりでなく，取

扱情報の質的向上あるいは標準化にも貢献することが予

想される.また他方， SEAMICにおいては，年報の作成

作業に要する時間と労力の削減が叶えられるはずである.

なお，技術的には，近い将来，情報の電送(あるいはオ
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北海道産スケトウダラ Teragrachalcogrammα， 

千葉県産マサパPneumatophorusjαrponicus japonicus由来Anisαkis1型幼虫の

保存温度，薬昧，調昧料および香辛料に対する抵抗性

村田以和夫*，宮沢貞雄へ図 守 利 * * ， 中 嶋 陽 一 * *

渋谷智晃**，中西 弘***

Inhibitory Effects of Parlial Freezing， Several Kinds of Condiments， Spices and Seasonings on 
The Activity of Anisakisτ'ype 1 Larvae Collected from The Codfishes and Mackerels 

IWAO MURAT A *， SADAO MIYAZA W A *， MORITOSHl KUNI * *， YOICHI NAKAJIMA * * 
TOMOAKI SHIBUYA * * and HIROSHI NAKANISHl* * * 

Keywords:アニサキス I型幼虫AnisakisType 1 larvae，活動抑制効果 Inhibitoryeffect on activity，氷温 Par-

tial fr巴ezing，調味料Condiments，香辛料 Seasonings

はじめに

Anisakis亜科幼線虫による人体症例は，これまでに

1，500例以上も我国で報告1)されており， 1型幼虫によ

るものが極めて多く，次いで近縁種である Terranovaに

よる症例も北海道では比較的多く報告1)されている.東

京においても 1985年に筆者2)らが，急性Anisakis症の原

因食と推定される生ザケのマリネ残物より本虫の I型幼

虫を発見し得た事例がある.本症多発の原因としては，

海産晴乳動物を終宿主とする Anisakis亜科幼線虫の第

2中間宿主であるスケトーダラ，サパ，アジ，サンマ，

スルメイカ，サケおよび、マス等大衆魚介類に本虫が高率

に寄生しており，また，近年魚介類の鮮度を保つ輸送方

法が発達して来たため，これら大衆魚介類の生食傾向が

強まっていることなどが指摘される.一方，魚介類の寄

生虫に関する各種の報道がなされたことなどから消費者

の寄生虫に向けられる関心が高まりつつある.市販の魚

介類とその加工品の寄生虫に関する苦情受付け件数は，

衛生局の集計3)で昭和58年(1983)23件， 59年(1984) 

28件， 60年(1985)13件あって，異物混入苦情受件数

(1800-1900件)の 3-5%台を占めるに至っている.

苦情受付けの窓口は保健所にあるが，直接電話により当

研究所で対応する場合もあり，寄生虫の生死鑑別のほか，

冷凍・冷蔵等，保存温度と寄生虫の人体影響および塩引

き，酢じめなど家庭での調理法に対する寄生虫の抵抗性

についての問い合わせも多い. しかしながら，各種寄生

虫の保存温度抵抗性や各種の香辛料およぴ調味料に対す

る抵抗性に関する文献1，4，5，6)は，我国においてごく一部

について散見されるにすぎない. 1968年，東京都市場衛

生検査所の加藤5)らは「東京中央市場にみられる海産魚

介類のアニサキス亜科線虫に関する調査研究jの中で，

食酢，粉末ワサビおよび食塩の本虫殺滅効果について一

部報告している。この報告書によると食酢原液中で 4日

間本幼虫の生存を認め，粉末ワサビでは， 10-5 %溶液

浸漬により 10分後運動を停止し， 2時間で本虫殺減効果

を認めている. また， 20%以上の食塩水中で24時間，

10%以下の食塩水中では48時間間浸漬により本虫殺滅効

果があるとしているが，実際の調理・食用の段階では完

全な予防効果は期待できないと結論付けている.そこで，

より効果的な本虫殺減効果を探るため，保存温度と各種

調味料や香辛科等に対する Anisakis1型幼虫の抵抗性

について，同時間一条件下で検討した結果，いくつかの

実用性のある知見が得られたので報告する.

材科および方法

材料:昭和62年度食品監視謀の先行調査として，東京

*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 

**東京都衛生局環境衛生部食品監視課下谷機動班

**キ東京都衛生局環境衛生部食品監視課
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中央卸売市場足立分場より購入した北海道産スケトウダ

ラ Theragrachalcogramma 44尾，千葉県産マサパ

Pneumatophorus japonic叫sjaponicus 67尾の内臓および腹

壁(膝)より摘出した Anisakis1型幼虫のうち，魚介

類用生理食塩水 (0.4%NaCe水)中で活発な自発的個

有運動を示すものを選別して，保存温度，各種調味料お

よぴ香辛料に対する抵抗性試験に供した.

方法:1 )保存温度抵抗試験 ;Anisakis 1型幼虫が多

数寄生するスケトウダラの内臓を 1群 5腹ずつビニール

袋に分包し，家庭用冷蔵庫の冷凍室 (-20'C)，冷蔵室

(+4'C)および，氷と水および食塩混合により -1-

-3'Cに調整した発泡スチロール製容器にビニール袋ご

と納め，長期間温度を一定に保つため，このスチロール

製容器を大型冷蔵庫内に保管した.内臓の一部を経時

(日)的に分取りして得られた虫体のうち，Anisakis 1 

型幼虫のみを選別後， 0.4% NaCe水中での活動性を肉

眼および実体顕微鏡下で観察した.活動性の尺度は，活

発な前進運動を示すものを付+十)，自発的個有運動を

示すものを(-t十)，微弱な巻き込み運動を示すもの

(+)および眼科用ピンセット刺戟しでも動きのないも

のを(一)として，それぞれ表に示した.

2 )調味料，香辛料の被検濃度;15%， 7.5%， 3.75% 

の食塩水を調製， しょうゆ(食塩濃度15%)と減塩しょ

うゆ(食塩濃度 7%)は原液および蒸留水で1/2，1/4 

の2倍希釈したものをシャーレに分注し，それぞれに活

発な個有運動を示す虫体を 5虫ずつ入れて経時(日)的

に運動性の変化を観察した.同様に，氷酢酸の4.2%，

2.1 %， 1.05%液を調整し，食酢(穀物酢，酸度4.2%) 

の原液およぴ1/2，1/4希釈液との比較試験に供した.

また，市販のチューブ入り「ねりわさびj⑮， rねりから

しJ@，rおろししょうが戸は，それぞれ0.4%NaCe水

20ml当り， 2 g， 1 g， O. 5gず、つ混合して試験に用いた.

市販の「一味唐がらしPは，乾燥重量 1g， 0.5g， 

0.25gを0.4%NaCe 水20mlに混合して用いた.生わさ

び，生しょうが，生にんにく，生玉ねぎは，おろし金で

おろし，それぞれ 2g， 1 g， 0.5gを0.4%NaCe 20ml 

と混合して，それぞれのシャーレに Anisakis1型幼虫

5虫を投入，経時(日)的に活動性の消長を観察した.さ

らに生の本わさぴ， しょうが，にんにく，玉ねぎのしぼ

り汁それぞれ 1容と 0.4%NaCe水， rさしみしょう

ゆJ@原液，食酢原液各 1容ずつの混液を調整し， Ani-

sakis 1型幼虫に対する相乗的活動抑制効果を検討した.

成績

1.保存温度抵抗性:表 1に示されるように， -200

Cで

凍結保存された Anisakis1型幼虫は， 24時間で活動性

が麻癒状態となり， 48時間後は全虫体の運動性が停止さ

れた.一方，パーシャル・チルド，または氷温と庖頭表

示される各家電メーカーの冷蔵庫の新温度域(+l
O

C一

一 3OC)および+4
0

Cの冷蔵温度では全虫体が(+十)

以上の活動性を14日間にわたり保持し得た.確かに新型

家庭用冷凍冷蔵庫に設定された魚肉類の鮮度を保つため

の新温度域では，保存臓器の自己融解も少なく， 1週後

も腐敗臭も認められない状態であったが，反面Anisakis

I型幼虫に対する殺虫効果は期待できないことが明らか

表1.スケトウダラ由来 Anisakis1 M幼虫の保存温度抵抗性

保存温度活動性
経 過時間 日 数

{賄 考
24時間 48時間 72時間 4日 7日 14日

(十十)

-20oC 
(+ ) 冷凍

(土) 5/5 (-200C) 

(一) ⑧/⑧ ⑤/⑤ ⑤/⑤ ⑤/⑤ ⑤/⑤ 

(判+) 7/7 
新温度域

-30C- (→+) 3/3 5/5 5/5 5/5 5/5 
o OC (+ ) 

氷温域 ( 0 OC) 

(一)
パーシャル温度(-30C)

(件十)

+ 4
0

C 
(++ ) 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 冷蔵

(+ ) (+40C) 

(一)
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スケトウダラ由来 Aniskis1型幼虫の調味料に対する抵抗性

時間

(日数)

度 15%(原液) 7.5%(1/2) 3.75%(1/4) 

活動性 (t十+)(朴)(+) (一)(t朴)(件)(+) (一)(t仲)(件)(+) (一)

濃検

虫イ本数

被

表2.
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日 5 
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今

今
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被
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2
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7

H
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F
h
υ
r
h
j
u
a
4
A
 

-
⑤
⑤
 

① 

(生理食塩水で数次洗浄後)

(判t) (tt) (+) (一)

スケトウダラ内臓体液混入度濃検被

今

'" 
時間
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経過Bs 立す

(10) 

(10) 

(10) 

(3) 

100 

100 

100 治
的

，目、咽
E
i

--
(
 

欄

ク

日

夕

n
H
H
 2

M

3

4

7

H

 

0.4% 

生 理食塩水 (1) 
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(6) 100 
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(2) 

50 

60 

今

// 40 

Naceでは， 3日浸j責後に， また7.5%NaCeでは 7日浸

漬後に完全な活動性の消失が認められた. しかし3.75%

Naceでは対照の0.4%NaCeと同様の活動性を示した.

食塩濃度による死滅虫体の形態学変化は，活動停止後，

胃食道部の崩壊としょうゆによる褐色染，次いで脱水に

よる外皮クチクラのシワが深くなると共に，ガラス様に

虫体全体の透過性が増すことが観察された.

3.食酢および氷酢酸に対する抵抗性:市販の食酢の酸

度は，酢酸濃度に換算して4.2%と規定されているため，

原液と 1/2，1/4希釈液および等濃度氷酢酸液に本虫を

投入し，活動性を調べた.表3に示すように，食酢と氷

酢酸に対する本虫の抵抗性はかなり強く，全て活動性が

となった.Anisaki・s1型幼虫の低温域での殺虫効果は，

-20.C以下で24時間以上の感作を必要とする.

2.調昧料に対する抵抗性:しょうゆ原液の食塩濃度は

15%，減塩しょうゆは 7%に規定されている.そこで，

先ず食塩低抗性を調べるために， しょうゆ原液に合わせ

2倍希釈法で15%， 7.5 %， 3.75 %の食塩水を調製し，

0.4% NaCeを対照として，Anisakis 1型幼虫の活動性

の変化を比較した.表 2に示されるように，対照のスケ

トウダラ内臓，イ本液混入0.4%Naceおよび無混入0.4%

Nace中では，ほとんどの活動性が 7日浸漬後もなお持

続されたのに対し， しょうゆ原液，減塩しょうゆ原液共

に18時間浸潰後には全て活動性が消失した.一方， 15% 
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スケトウダラ由来 Anisakis1型幼虫の食酢(穀物酢)および酢酸に対する抵抗性

時間 濃度 4.2%(原液) 2.1%(1/2) 1.05%(1/4) 

活動性(時)(件)(+) (一)(時)(朴)(十)(一)(t仲)(十十)(+) (一)
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スケトウダラ由来 Anisakis1型幼虫の市販香辛料(製品)に対する抵抗性
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示し，最低濃度 (O.5g/20ml) 2時間浸漬によって，

全虫が活動を停止した.一方， ["おろししょうがJ@は，

最高濃度(2 g/20ml)で4日浸漬により会虫の運動停

止が認められた.また， ["一味唐がらしFではO.5g/

20ml濃度以上14日浸漬でほとんど活動が停止されるな

ど，わさぴとからしと比較して活動抑止効果は弱いこと

が明らかとなった.

5.市販の生香辛料に対する抵抗性:市販のわさびとか

らしねり製品で著効を示した本虫活動抑制効果について，

生しょうが，生本わさぴ，生にんにくおよび生玉ねぎの

おろしを用いて実験を行った.表5に示されるように

マサパ由来の Anisakis1型幼虫は，おろし本わさぴ 2g

38， 1987 報年研

停止し得たのは， 4.2%氷酢酸浸漬14日後のみであった.

死滅虫体の構造的変化は，内部構造の全体的崩壊が

序々に進行すると共に，外皮クチクラ層がシース状に膨

隆剥離することが観察された.

4.市販香辛料(製品)に対する抵抗性:わさぴ，から

しのチューブ入りねり製品とともに， しょうがのおろし

製品もチューブ入りで市販されている.一方，乾燥唐が

らしは粉砕されたものが「一味唐がらし」⑮として市販

されており，これら香辛料に対する Anisakis1型幼虫

の抵抗性について比較検討した.表4に示すとおり，西

洋わさびを主原料とする「ねりわさぴ」⑩と黒からしの

種子を主原料とする「和風ねりからしJ@は共に著効を

衛京東

マサパ由来 Anisakis1型幼虫の市販香辛料(生おろし)に対する抵抗性

時間 使用g/20ml 2 g 1 g O.5g 

活動性(朴)(件)(+) (一)付制(朴)(+) (一)(冊)(朴)(+) (一)

検

虫体数

被
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/20ml 濃度 1時間浸漬により全虫の活動性が停止され

た.一方おろししょうがでは，全虫の活動停止まで，最

高濃度で17時間を要し，おろしにんにくとおろし玉ねぎ

では，いずれも浸漬4日後でも完全な本虫活動停止には

至らなかった.生おろししょうがとチューブ入り「おろ

ししょうがJ<Iilとの比較では，生の方がやや，運動抑制

効果が高いようであるが，一方，おろし本わさびと西洋

「ねりわさび」⑮の本虫活動抑制効果は，スケトウダラ

とマサパという宿主の違いを越えて，ほほ同等であると

推定された.

6.各種香辛料と調昧料の組み合せによる相乗的活動抑

制効果:生しょうが，生本わさび，生にんにくおよび，

生玉ねぎのガーゼ 2枚を用いたしぼり汁 1容に対し，さ

しみしょうゆ， 0.4% Nace ，食酢のそれぞれ 1容を加

えた混合液に本虫を 5-6個体浸i責し，経時(日)的に

活動性を観察した.対照として0.4%NaCeおよび人工

胃液(塩酸 7ml，ペプシン 1: 5000 2 g，蒸留水

1，000ml) を調製して，被検虫体をそれぞれ20， 6 -7， 

15個体を投入浸漬後，経時(日)的に観察した.その結

果を表6と7に示す.生の本わさび汁と生にんにく汁 1

容に対して「さしみしょうゆjと0.4%NaCe水のそれ

ぞれ 1容を加えた混i夜浸漬後7時間で本虫の活動抑制効

果が認められた.玉ねぎ汁ときしみしょうゆの等量混液

浸漬では 8時間経過後，生にんにくと食酢の等量混液浸

演では， 24日寺閉経過後に全虫体の運動停止が認められた.

各種香辛料と調味料の組み合せによる顕著な相乗効果は，

食塩濃度が希釈され，また有形物除去による有効成分の

持続的溶出が阻害されるなどの要因もあって認められな

かった.一方，対照の0.4%Nace水と人工胃液では，

前者で浸漬14日，後者で浸j責4日後まで被検虫体の約半

数が活動性を持続しえた.各種香辛料による死滅虫体の

形態学的変化は， 1ねりしょうがJで虫体頭部の変形，

外皮クチクラの膨隆が認められたほか，内部構造の全体

的崩壊が観察された.

考察

我国の食習慣である魚介類の生食晴好は，鮮魚流通機

構の発達とあいまって，タイ，マグロ等高級魚のみなら

ず，イワシ，サパなど大衆魚介類にまで及ぶ様になって

来た.イワシ，タラ，サパ，スルメイカ等は，クジラ，

イルカ，アザラシ等海産哨乳動物を終宿主とする Ani苧

sakis亜科線虫類の主要な中間宿主である.これら中間

宿主の本虫寄生率は，今回著者らが行った調査では，北

表 6.マサパ由来 Anisakis1型幼虫に対する香辛料・調味料の相乗的活動抑制効果(その 1) 

香辛料
活動性 被検

経過時間・日 数
1 調味料 1

(しぼり汁) 虫体数 30分 1 時間 2時間 4時間 17時間 2日目 5日目

(+ト) 7 1 

しょうが汁:さしみしょうゆ (+ ) 7 6 4 4 

(一) ③ ③ ⑦ ⑦ ⑦ 

( -1+ ) 6 

しょうが汁:0.4% Nace (+ ) 6-7 6 7 4 

(一) ③ ⑦ ⑦ ⑦ 

(+十)

本わさび汁:さしみしょうゆ
(+ ) 

6 
6 3 

( :!: ) 3 5 1 

(一) ⑤ ⑥ ⑥ ⑥ 

(+十)

本わさぴ汁:0.4% Nace 
(十)

6 
6 3 

( :!: ) 3 6 

(一) ⑥ ⑥ ⑥ ⑥ 

(十十) 2 2 1 1 

対照 0.4% Nace 
(+ ) 

20 
18 18 19 19 14 20 16 

(土) 5 

(一) ④ 



東京衛研年報 38，1987 

表 7.マサパ由来 Anisakis1型幼虫に対する香辛料・調味料の相乗的活動抑制効果(その 2) 

香辛料 被検 経過時間・日数
1 :調味料1 活動性

(しぼり汁) 虫体数 30分 1時間 2時間 4時間 8時間 M時間 4日 7日 14日

(十十)

にんにく j十:さしみしょうゆ (+ ) 
(一)

5 

19 

5 5 5 

⑤⑤ ⑤ ⑤  

5 5 5 

(十十)

にんにく汁:0.4% NaCe (十)

(一)

(-t+ ) 

にんにく汁:食酢(穀物酢) (+) 

(一)

(-t+ ) 

玉ねぎ汁:さしみしょうゆ (十)

(一)

(+ト)
玉ねぎ汁:0.4 % NaCe ( + ) 

(一)

(十十)

玉ねぎ汁:食酢(穀物酢) (+) 

(一)

5 

5 

5 

5 

5 

10 
5 

人工胃液

/塩酸7ml，ペプシン 2g '¥ 

¥蒸留水 1，000ml ) 
対照

魚介類用生理食塩水

(0.4% NaCe ) 

(十十)

(+ ) 

(一)

(+十)
(+ ) 
(一)

6-7 

15 

海道産スケトウダラ100%(44/44)，マダラ100%(3/ 

3)およぴ千葉県産マサパで82.1%(55/67)と高率で

あった.氷詰め鮮魚として市販される大衆魚においては，

比較的安価な冷凍魚と比べ，生食または生食に近い塩じ

めまたは酢じめ等簡単な自家製調理法で食卓に供される

傾向にある.近年，パーシャルまたは氷温と称する新温

度域を設定した家庭用冷蔵庫が普及しつつあるが，魚肉

の鮮度を保つという目的のほかに，ある種の寄生虫に対

する損傷効果も知られている.影井7)ら(1978)は，ア

ユの体表に寄生する横川吸虫 Meta昭g仰 t仰n隅附?昨附tωsyok.初'og.伊G仰u開叩~a

(Ka瓜tsurada1912)の幼虫 Metac巴rcaria前eはアユを 30C 

でで、3日問保存処理することにより， 99%の幼虫の運動が

不活発となり，本幼虫投与による犬への感染が成立しな

かったと報告している.そこで著者らは， 0--30Cの

新温度域を中心に -200

Cと+4
0

Cの低温保存による

⑤⑤ ⑤ ⑤  

5 

④④ ⑤ ⑤  

5 

2 

3 

2 

3 5 5 

2 

3 

2 
3 

⑤⑤⑤  

5 5 5 

1 

4 

1 

4 

213  
34 25 5  

8 

7 

10 
5 2 

⑬ 

10 
5 

10 
5 

5

4
⑥
 

2

5
③
 

2

5

@

 

7 7 

③ 

6 6 7 

① 

4 

② 

4 

② 

Anisakis 1型幼虫の活動性の変化を検討した.本虫感染

には好適な実験動物がないため，室温でシャーレ内の

0.4% NaCe水における活動性を検討した.その結果，

新温度帯で Anisakis1型幼虫は14日間にわたり，冷蔵

温度と同様，自発的個有運動を維持し， 0--30C保存

では虫体に対し致死的損傷は見られなかった.また，本

虫の致死的低温限界は-200

C以下で48時間以上を要する

ことが明らかとなった.

次に，塩じめ，塩漬またはしょうゆ漬け等の調理方法

のうち， しめサパは先ず軽く塩をふってしめ，次いで食

酢でしめるという手順で作られる. また，小笠原で供さ

れる島ずしは，サワラの切身を半日ばかりしょうゆ漬け

にし，ねりからしを付してにぎられる.そこで今回は，

魚肉への食塩の浸透度合いは，切身の厚さと処理時間に

よって影響されるため，摘出虫体を裸で浸演する方法で
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食塩に対する抵抗性を検討した.その結果， しょうゆと

滅塩しょうゆの原液に浸漬18時間で本虫の活動が停止さ

れた.一方0.4%NaC~ 水で数次にわたり洗浄した群と

サパの内臓体液混入群の本虫の半数以上は共に，室温で

浸漬14日後も活動性を維持し得た.また，食酢に対する

本虫の抵抗性は加藤5)らの成績より強く，原液(酸度

4.2%)で 7日浸漬までほとんどの虫体は活動性を持続

することがわかった. したがって 2-4時間程度の酢じ

め，塩じめ，およびしょうゆ漬けでは活動抑制効果がな

いと推定される.食酢浸j責で本虫が一時的に活動性を増

強するがその機序はまだ判明していない.本虫の神経系

および代謝系に与える酸の影響については寄生虫生理学

としての興味ある課題を残すこととなった.また，激症

型胃アニサキス症における本虫と胃酸 pHの影響につい

ても興味がもたれるため，人工胃液浸漬による本虫の活

動性についても検討を加えた.人工胃液中の本虫の活動

性は，対照の0.4%NaC~ 中と比較して，極めて自発的

個有運動が強く 8時間に及ぶ.また本虫の活動性は 1-

7日後まで，約半数に認められ，浸漬14日後にはほとん

ど活動性を停止することが明らかとなった.人体に感染

した Anisakis1型幼虫の生存期間は明らかでないが，

人体で本虫が成熟虫体とはなり得ないため，常識的に 4

-5日と推定されている.今回の実験成績から，筆者は

本虫の生存期間は 1週間以上に及ぶものと推定している.

次に香辛料についてみると，魚介類の「さしみJおよび

「すしJには古来よりわさびが添えられるが，今回実験

に供した香辛料のうち，市販のチューブ入り「ねりわさ

ぴJ@，rねりからしJ@の本虫活動抑制効果が特筆され

る.また，生おろし本わさびの本虫活動抑制効果も，ね

り製品と同様 2g/20ml混液浸漬 1-2時間後に，本虫

の活動性を完全に停止できることが明らかとなった.生

活の知恵として， rわさびjと「からしJが伝統的に香

辛料に取り入れられて来たが，食生活の晴好性はともか

く，殺菌，殺虫効果についても興味がもたれる. H. 

G0I8)et al (1985)， H. HITOKOT09) et al (1980)の防カ

ビ効果に関する 報 告 の ほ か ， 川 島11) ら， F 

HAMAJIMAI2) et alの Anisakisに対する isothiocyanate

の殺虫効果についての報告もある.わさびと，からしの

辛味成分10)は共に isothiocyanateの誘導体であるとされ

ている.そこで今後は，純品としての isothiocyanateお

よびその他の有効成分の解明に努め，寄生虫生理とのか

かわりについて研究を進める必要がある.生しょうが，

生にんにく，生玉ねぎおよび一味唐がらしは本わさび，

「ねりわさび，からしj⑮に比べ，本虫に対する殺虫効

果が極めて低く，これら香辛料としょうゆ，および食酢

との相乗的活動抑制効果はそれ程期待できない. した

がって，玉ねぎと食酢で漬け込む生ザケのマリネ程度で

は本虫の感染防止効果は期待できないと考えられる.さ

らに，辛さで定評のある「一味唐がらしJ@も単味では

本虫に対する殺虫効果はあまり期待できないので，甘塩

の即製めんたいこ等では，本虫の人体感染もありうると

思われる.本虫は魚の内臓およぴ，腹壁筋肉内に多く見

出されることから，生食にあたっては充分な注意がはら

われるべきと思われる.

まとめ

北海道産スケトウダラおよび千葉県産マサパより多数

のAnisakis1型幼虫を得て，保存温度ならびに各種調

味料，香辛料の本虫活動性抑制効果について種々の検討

を行った.その結果，現在急速に普及しつつある新温度

帯(+1.C一一 3.C)付家庭用冷蔵庫のパーシャルフ

リージング(氷温)ルーム内保存では，本虫の活動性に

全く影響を与えないことが明らかとなった.本虫死滅低

温域は-20.C以下で， 48時間以上の処理を必要とすると

考察した.一方，本虫の食塩， しょうゆ，食酢等調味料

に対する抵抗性は， 15% NaC~ 浸漬で 3 日， しょうゆ原

液および減坂しょうゆでそれぞれ18時間まで持続する.

また食酢に対する抵抗性は強く， 7 -14日浸漬によって

もかなりのものが活動性を維持することが明らかとなっ

た.香辛料では，市販のチューブ入りねり製品のうち

「ねりわさぴj⑮と「私風ねりからし」⑮の本虫活動性抑

制効果は強く 2g/20ml， 2時間没漬で全ての虫体活動

性が消失した. rおろししょうが戸と「一味唐がら

し」⑮では全ての虫体活動性が停止されるのに 4-7日

を要した.これらの成績に基づいて，生の本わさぴ，生

しょうが，生にんにく，生玉ねぎのおろし (2g/ 

20ml)に対する本虫の抵抗性を検討した.その結果，

生本わさびでは， 30分浸i責で本虫の運動麻揮が開始され，

1時間浸漬により被検虫体の全てが活動性を失なった.

一方，生しょうがでは，全虫体の活動性が消失するのに

17時間を要し，生にんにし生玉ねぎのおろしでは， 14 

日間も本虫の活動性が持続することが明らかとなった.

各種香辛料のしぼり汁と「さしみしょうゆ戸および食

酢との等量混液では，食塩濃度の希釈および有形物除去

により，有効成分の持続的溶出阻害の要因もあって，本

虫に対する顕著な相乗的活動抑制効果は認められなかっ

た.

(本研究は昭和61年度当所課題研究およぴ衛生局環境

衛生部食品監祝課の先行調査の一環として実施したもの
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で，本研究の一部は昭和62年度東京都食品衛生監視員協

議会の研究発表会昭和62年7月で発表した)
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オゾンガスによる殺菌・滅菌に関する検討

柏木義勝へ植田 忠 彦 へ 土 屋 悦 輝 *

市川久次*，風間成孔*

Studies on Sterilization with Ozone Gas 

YOSHIKATSU KASHIWAGI*， TADAHIKO UETAへ YOSHITERUTSUCHIY A * 

HISATSUGU ICHIKA W A * and MASA YOSHI KAZAMA * 

Keywords:オゾンガス Ozonegas，細菌 Bacteria，滅菌 Sterilization

緒 日

オゾンの酸化力は自然界ではフッ素に次いで強く，殺

菌，脱臭，脱色などにすぐれた効果を発揮することで知

られている.

オゾンの利用は今世紀初期より，フランスを中心とし

たヨーロッパで，主として上水処理に用いられてきたが，

近年になって次第にその利用法が注目され，水処理分野

だけではなく，食品分野，工業分野，医療分野など多方

面にわたって応用されはじめている.

過去におけるオゾン殺菌に関する研究は，そのほとん

どが，オゾンガスの babblingによる水中微生物の殺菌

を試みたものであり 1-4)，オゾンガスによる気相での抗

微生物作用のデーターはきわめて少ないのが現状である.

今回，われわれは，低濃度のオゾンガスを用いて，食

品分野及び環境分野におけるフィールドでの殺菌効果試

験を行う機会を得たので，その内容について報告すると

ともに，高濃度のオゾンガスを用いて滅菌に関する検討

も行ったので，併せて報告する.

実 験 の 部

実験 I 

実験装置:紫外線方式オゾンランプ (3W) と小型

ファンが内蔵された装置

オゾン濃度計:比色分析方式オゾン濃度測定機， 724-

5型， MAST Development Corp.，米国

供試菌株:Aspergillus niger N-1株(当衛生研究所保

存株)， Escherichia coli JC-2株，Staphylococcus 仰 re叫S

IFO【 12732t朱

供試菌の使用条件:プラスチックチューブ(~ 12mm 

X 100mm)の内面に，各供試菌液を一定量 (A.niger胞

子:4.5X104個，E. coli : 1.3X104個，S. aureus : 1.2X 

105個)ずつ塗沫し，4 'cで乾燥したもの

作用条件:オゾン濃度0.05ppm，温度20'Cー25'C，相

対湿度40-50%，作用時間:E. coliは 6-72時間，

S.仰 reusは3-15日間，A. niger胞子は 5-40日間

効果の判定:実験装置の各ガス吹出口に，各供試菌を

塗沫したプラスチックチューブをそれぞれ接続し，オゾ

ンガスを常時送風し作用させた.作用後，菌塗沫面を滅

菌綿棒で充分に拭い，生理的食塩水で菌浮遊液を作成し

た後，さらに10倍段階希釈を行い，各希釈液について，

A. nigerはサブロー寒天培地による菌塗沫法で25'C7日

間培養，E. coliはDHL寒天培地， S. aur，ωsはマンニッ

ト食塩培地による混釈法で，それぞれ37'C48時間培養し

た後，発育した集落数を算定し，対照(オゾンガス非作

用のもの)との比により，各作用時点における生残率を

算出した.

実験 E 

実験装置:紫外線方式オゾンランプ (30W及ぴ100W)

各 2本が内蔵されたピル用空調機

オゾン濃度計:実験Iと同じ

供試菌株 A. niger N-1株，Bacillus subtilis 

ATCC-6633株，E. coli JC-2株，Legionella仰ω問。phila

ATCC-33154株

供試菌の使用条件:供試菌液を寒天平板培地に，それ

ぞれ一定量ずつ塗沫したもの (A.niger胞子はサブロー

寒天培地に1.6X102個，B. subtilis芽胞はトリプトソイ

寒天培地に2.3X102個，E. coliはDHL寒天培地に4.2X

*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 Japan 



102個，L.仰仰moPhilaはWYO培地に7.6X102個)

作用条件:オゾン濃度0.5ppm，温度12'C，相対湿度

55%，作用時間 1-9時間

効果の判定:実験装置を連続運転しておき，そのコイ

ルボックス内に各菌塗沫平板をそれぞれセットし，オゾ

ンガスを作用させた.作用後，A. nigerは25'Cで 7日間，

B. subtilis及び E.coliは37'C48時間，L. tneumothilaは

37'C 7日間それぞれ培養した後，発育した集落数を算定

し，各作用時点における生残率を算出した.

実験 E 

オゾナイザー:無声放電方式オゾン発生装置(出力

7.5KV， 10KHz) 

オゾンガスの採取:純酸素をオゾンナイザーに流し

(流量 11/min.)，発生したオゾンガス(11 ， OOOppm ) 

をテフロンバッグに採取し さらに設定濃度にするため

に，純酸素により希釈を行った.

オゾン濃度計:紫外線吸収方式オゾン濃度計，

1006-A町型，ダイレック株式会社，日本

供試菌株 :B. subtilis ATCC-6633株，B. stearothermo. 

philus ATCC-7953株， A. niger N -1株

供試菌の使用条件:供試菌の各濃度別浮遊液を市販の

抗生物質検定用 disc(o 8 mm X 1. 5mm)に菌量が104個，

105個および106個になるようにそれぞれ吸着させ，4 'c 
で乾燥したもの

作用条件:オゾン濃度6，000ppm，温度:4 'C， 15'C， 

25'C， 50'C，相対湿度(水添加量): Dry (水不添加，

く10%)，25% (0.12ml)， 50% (0.21ml)， 80% (0.33ml)，飽

和 (1.0ml)

効果の判定 51容量のデシケーター内を実験の場と

して用いた.加湿は設定相対湿度に相当する水量を器内

の底に敷いたグラスファイパーろ紙に添加し，菌吸着

discは分函シャーレに入れ，器内の中板上にセットした.

閉蓋した後，真空ポンプにより器内を20mmHgまで脱気

し， 10分間，設定温度条件下に放置し，内部湿度を急速

に高めた後，オゾンガスを導入し作用させた.作用後の

discは液体培地 (B.subtilis及びB.stearothermothilusは

トリプトソイブイヨン， A. nigerはブドウ糖ペプトン培

地)中にそれぞれ投入し，B. subtilisは37'C48時間，B

stearothermophil叫Sは55'C72時間，A. nigerは25'C7日間

培養した後，菌の発育の有無により殺菌効果を判定した.

結果友ぴ考察

実験 I 

この実験は，フィールドにおける試験であり，食品導

入管ともいうべきプラスチックチューブに，労働衛生基

23 
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・:St. aureus ・:E. co1i 
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Fig. 1. Effect of 03 gas exposure time on survival ratio 

of micro-organisms 

Experimental conditions : 03 gas conc. = O. 05ppm， 

R. H. =40-50%， temp.=20-25'C 
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準5)以下の濃度のオゾンガスを用いて，管内部を清浄化

する目的で行ったものである.

このきわめて低濃度 (0.05ppm)のオゾンガスを用い

て行った実験結果は Fig.1に示すごとく ，E. coliは3日

間， S. a叫reusは15日間で死滅しており，かつて Elford

ら6)が空気殺菌にオゾンガスを利用し， 0.05ppm程度で

も栄養型菌に対して有効であると報告した結果と同様の

結果を得た.また，A. niger胞子に対しでも，緩やかで

はあるが効果が現われており，作用40日目では生残率は

12%まで減少している.

オゾンガス殺菌における相対湿度の効果については，

実験皿の項で詳述するが，この実験は冬期に行ったもの

であり，相対湿度が低かったために殺菌効果も比較的遅

く現われたとも考えられる. しかし， 0.05ppmという

低濃度でのオゾンガスの殺菌性が認められたことは，今

後のオゾンガス利用の蘭から，極めて有意義なことと思

われる.すなわち，この濃度は労働衛生基準以下である

とともに，食品に限らず多くの基質に対して，ほとんど

変質させることなし緩やかではあるが確実に殺菌を行

えるという利点があり，今後，多方面にわたって利用度

の拡大が期待される.

実験 E 

実験Hもフィールドにおけるオゾンガスの殺菌作用を

みたものであり，実験に用いた装置は，ピル用空調機に

オゾン発生機を装着したもので，空調のほかに空気浄化

を目的に考案されたものである.

試験を行った空調機のコイルボックス内のオゾン濃度

は0.5ppmであり，その殺菌効果は Fig.2に示した.
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対湿度と温度について検討した.

相対湿度の測定は，51容量のデシケーター内で行い，

温度50'Cの条件下での水添加量と相対湿度の関係を検討

した.水添加後，器内を20mmHgまで脱気し， 10分間の

放置により急速に内部湿度を高めた後，器内にガスを導

入した.その経時変化を Fig.3に示した.また，各相

対湿度条件下におけるオゾン濃度(初期濃度:

6，OOOppm)の経時変化を Fig.4に示した.湿度の高い
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Fig. 2. Effect of 03 ga5 exposure time on survival ratio 
of micro.organisms on plate agar medium 

Experimental conditions : 03 gas conc. = O. 5ppm， 

temp.=12'C 
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Fig. 3. Relationship between water volume and relative 

humidity by time 

Experimental conditions : capacity of experimental 

box=5liters，temp.=50'C，water volume add巴d=(A)

0.33ml， (8) 0.21ml， (C) 0.12ml 

Water was added into a experimental box 

warmed at 50'C and the box was immediately 

decompressed until 20mmHg by vacuum pump. 

After warming in incubator at 50'C for 10min.， 

03 gas in a teflon bag was introduced to the box 

through a silicon tube. 
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Fig. 4. Decay curves of 03 gas concentration at different 

R. H. by time 
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栄養型菌の L.pneumophilaは作用時間 2時間で，すで

に死滅し，E. coliも6時間後には98%の死滅率を示した.

9時間後における A.niger胞子の生残率は25.6%，B. 

subtilis (芽胞)の生残率は36.5%であり，真菌胞子よ

り細菌芽胞の方にやや強い抵抗性が認められた.

Fig. 1及ぴ Fig.2に示したように，低濃度のオゾン

ガスに対し，栄養型菌では作用の初期に死滅率が高く現

われ，その後は緩やかな減少傾向を示す.この早期に死

滅する現象が菌本来の感受性であり，徐々に死滅してい

くのは，何らかの原因で，オゾンとの反応がブロックさ

れるためではないかと考えられる.細菌芽胞及ぴ真菌胞

子の場合は栄養型菌とは異なり，初期効果は認められず，

緩やかな減少傾向を示した.

実験田

近年，医療用具などの滅菌にはエチレンオキサイドフゲ

ス (EOG) が広く用いられているが，滅菌後の残留

EOGの毒性や二次化合物による環境汚染の問題がク

ローズアップされてきており，早急にこれに代るものの

出現が望まれている.

われわれは， EOGに代るものとして，オゾンの殺菌

力に注目し，これまでにもオゾンガスによる滅菌に関す

る検討を行ってきた.その結果，作用時間:3時間以内

で滅菌を行うには，オゾン濃度は約6，000ppm以上を必

要とすることを明らかにすることができた7) したがっ

て今回は6，OOOppmを基本濃度として実験を行った.特

にオゾンガスの殺菌効果に影響を及ぼすと考えられる相
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した.実験条件はオゾンガス初期濃度:6，000ppm，温

度:50.Cであり， f共試菌には EOGに対し最も抵抗性の

ある B.subtilis (芽胞)と高圧蒸気滅菌の指標菌である

B. ste仰 thermophil叫s(芽胞)を用いた.

実験の結果は Table1に示したが，滅菌レベルといわ

れる 10-6まで殺菌することができた条件は，相対湿度

38， 1987 報年研

程，オゾンの減衰率が少ないという結果が得られ，これ

は，水の分子がオゾン分子を遮断し，その反応を遅らせ

るためではないかと推察された.

オゾンカ、スによる滅菌に関する検討では，初めの実験

として，各相対湿度 (Dry，25 %， 50%， 80%及ぴ飽

和)のオゾンガスの殺菌効果に及ぼす影響について検討

衛
{
口
小東

Table 1. Relationship between R. H. and Sterilizing effect of 03 gas 

Exposure time 

(min.) 

B. subtilis 

(vegetative cells) 

104 105 106 

B. stearo 

(spores) 

105 

B. subtilis 

(spores) 
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+
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十
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Saturation 

- : death of micro-organisms 

03 conc. : 6，000ppm， Temp.: 50.C 

+ : survival of micro-organisms， 
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Table 2. Relationship between Temperature and Sterilizing effect of 03 gas 

Exposure time 
B. subtilis B. stearo. A. niger 

R. H. 
(min) 

Temp. (spores) (spores) (spores) 

104 105 106 104 105 106 104 105 106 

4'C + + + + + + 十 + + 
30 15'C + + + 十 + + + + + 

25'C + + + 十 + + + + + 
Saturation 

4'C + + 十 + + + 十 + + 
90 15'C + 十 + + + + 

25'C + + 十 + 
03 conc.: 6，000 ppm 

+ : survival of micro-organisms， -: death of micro-organisms 

80%以上で，作用時間は120分以上を要した.表に示す

如く，相対湿度のオゾンガスの殺菌効果に及ぼす影響は

顕著であり，オゾンガス殺菌には欠くことのできない要

因であることが明らかになった.

次に，オゾンガス殺菌に及ぽす温度の影響について検

討を行った.実験条件は，オゾンガス初期濃度:

6，000ppm，湿度:飽和状態で，作用温度は 4'c， 15'C 

及び25'Cの3段階について検討した.その結果は Tab-

le. 2に示したが，温度の上昇により殺菌効果も上る傾

向がみられ，温度もオゾンガス殺菌を行う上の重要な因

子であることが明らかになった.

とはいえ，内藤ら8)は，水にオゾンガ、スを吹き込んで

殺菌を行う場合には，低水温ほどオゾンの殺菌効果は増

加すると報告しており，その理由として，水温低下は気

液分配係数を増大させることになり，オゾン濃度が増加

するためであると説明している.また， 0'Donowan9)， 

Yangら10)も低水温ほどオゾン濃度が上昇することを報

告している.これらの報告は，オゾンガスの吹き込みの

際，低水温ほどオゾン濃度を高めることができるので，

その結果として殺菌効果も上るということであり，気相

における温度上昇により，オゾンガスの殺菌効果が上る

こととは，次元の異なることであると考える.

オゾンに対し強い抵抗性を有する菌として，内藤ら8)

は，B. coagulans (芽胞)および B.s加 rothermophilus

(芽胞)を挙げているが，今回のわれわれの実験では，

そのうちの B.stearothermophil叫s(芽胞)を 10-6まで殺

菌することができたので，オゾンガスによる滅菌も可能

であると考えられる. しかし，高濃度のオゾンガスを用

いて滅菌を行う場合には，滅菌対象物のオゾンによる材

質の変化あるいは品質の劣化など，常に配慮せねばなら

ない問題がある.今後さらに菌体とオゾンの反応を高め

る因子を明らかにし，可能な限り低濃度のオゾンガスで

短時間の滅菌を行いうる条件を設定することが，今後の

課題であると考える.

結論

L 紫外線方式オゾンランプを用いて発生させた

0.05ppm 濃度のオゾンガスによる殺菌効果を検討

した結果，栄養型菌の E.coliは3日間で， S. aureus 

は15日間で死滅し，A. niger胞子に対しでも，作用

40日後には生残率12%まで減少させており，効果が

認められた.

2. 紫外線方式オゾンランプを用いて発生させた

0.5ppm濃度のオゾンガスの殺菌効果は，L.

抑制moPhilaは 2時間で100%， E. coliは6時間で

98%， A. niger胞子は 9時間で74.4%， B. subtilis 

(芽胞)は 9時間で63.5%の各死滅率を示し，比較

的短時間での効果が認められた.

3.密閉容器内で，高濃度のオゾンガスを用いて，滅菌

に関する検討を行った結果，B. stearothermophilω 

(芽胞)を 10-6レベルまで殺菌できた条件は，オ

ゾンガス初期濃度6，000ppm，温度50'C，相対湿度

80%以上で，作用時間120分以上を要した.特に相

対湿度の上昇による殺菌効果に及ぼす影響は顕著で

あり，オゾンガス殺菌には欠くことのできない要因

であることが明らかになった.また，温度の上昇に

よっても殺菌効果の上昇がみられ，温度もオゾンガ

スの殺菌効果を上げる因子の 1つであることが認め

られた.
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都内健康小児の酵素抗体法 (ELISA)による百日咳抗体保有調査

(1979--1986) 

安 部 昭 子 へ 柴 田 実*，大橋 誠*

Incidence of Antibodies agaist Bordetella pertussis among Healty Children 

in Tokyo by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELlSA) 

(l979~ 1986) 

AKIKO ABE *， MINORU SHIBA T A * and MAKOTO OHAHI * 

Keywords 酵素抗体法， enzyme-linked immunosorbent assay，百日咳 Bordetellapertussis，疫学調査

epidemiological sarvay. 

緒扇

百日咳は近年になり，その発生が激減した伝染病の一

つである， これには抗生剤等の治療の進歩や生活環境の

変化によるものと考えられるが，何よりも予防接種によ

る予防接種効果に大きく依存していると思われる.

一方，百日咳予防接種は副作用事故が問題となり，

1975年に一時中断した(東京都では 9月一11月の間)，

その後接種開始年令を集団接種では 0才から 2オに引き

上げ再開した. しかし，予防接種率の著しい低下をまね

き，そのため患者発生は1975年頃より徐々に増加し，流

行のきざしがみえた. (表 1) 

1981年10月には，副作用軽減とワクチン効果を高める

ため，従来の百日咳死菌体ワクチン(旧ワクチンと略

す)から菌体成分の精製分函を用いた沈降精製ワクチン

(新ワクチンと略す)が用いられるようになり，接種率

の回復にともない届出数から推察する患者発生は，現在

では減少の傾向にある.

この新ワクチンの主成分であり，感染防御抗原と考え

られている繊維状赤血球凝集素 FilamentousHemaggluti 

nin (F・HA) と白血球増多因子 LeukocytosisPromoting 

Factohemagglutinin (LPF -HA)を，抗原とする酵素抗体

法 (ELISA)が開発され，百日咳抗体の測定は，従来の

凝集素価測定法からこの方法に移行してゆくものと思わ

れる.東京都では， 1983年よりこの ELISA法を用いて

抗体調査を行うようになった.

そこで，百日咳の流行状況と，新，旧ワクチンの免疫

状況を知る目的で予防接種歴の明らかな保存血清を用い

て1979年から1986年までの 8年間の抗体保有状況を調査

したので報告する.

表1.百日咳の届出患者数

年 次 東 京 ノゴ¥ユ 国

1974 5 386 

1975 35 1，064 

1976 52 2，508 

1977 106 5，420 

1978 152 9，626 

1979 114 13，105 

1980 28 5，033 

1981 33 3，368 

1982 52 2，832 

1983 50 2，459 

1984 19 1，112 

1985 30 938 

(衛生年報No38 61年版)

材料および方法

材料:1979年から1986年までの都内の 0-11才の健康

小児血清994件を被検血清とした.調査対象とした被検

血清の検体数，年令，予防接種歴を年度別に分類して表

2に示した.

方法:ELISA抗体価の測定

厚生省公衆衛生局保健情報課編「伝染病流行予測調査

*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 Japan 
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表 2.調査対象数

年度検査数
年

。 2 3 4 5 6 

1979 131 30 17 9 7 19 9 9 

1980 99 14 15 7 2 9 9 12 

1981 118 16 20 10 14 10 10 11 

1982 116 8 27 14 13 17 8 11 

1983 110 4 19 5 20 11 17 8 

1984 117 3 22 15 15 13 15 4 

1985 150 4 26 12 19 18 15 8 

1986 153 5 22 21 10 23 8 6 

合計 994 84 168 93 100 120 91 69 

術式(昭和61年 5月)J (術式と略す)に準じた 1)

百日咳 ELISA用抗原(予研から分与)F・HA，LPF. 

HA (Lot-86-1)を抗原被覆用緩衝液で，各々500倍に希

釈したもの (400ng/ml)を，マイクロプレート(ダイ

ナティック社，サブストレートプレート，品番655070，

M1294A)の各ウェルに50μlずつ分注し，一夜 40Cに

保存後抗原感作プレートとして使用した.

被検血清は，別のプレートで， 10倍から 2倍段階希釈

し，標準ヒト血清(予研から分与)は， 100倍から 2倍

段階希釈し同ーの感作プレートに分注して使用した.

結果の算出の項は，術式では標準血清から作成した直

線と平行性の認められた被検血清について算出する方法

であるが，被検血清の抗体価の高低により一回の測定で

は平行性が求めにくいことと，標準直線から得られる傾

斜角度により誤差が生じやすいため，本検査では一定の

吸光度を終末点として求める下記の方法によった.

すなわち，標準血清のO.lu/ml濃度の吸光度を求め

Aとする.次に被検血清は10倍から 2倍段階希釈してA

の吸光度に最も近い値を示した希釈倍数を求めて，これ

をBとする.

Bの希釈倍数XO.1を被検血清の ELISAu/mlとした.

なお， Aを求める際に，プレート自体による反応の差が

あるため 3点以上の段階希釈が必要であり，本検査では

200倍から 2倍段階希釈し，両対数方眼紙の横軸に希釈

倍数を，従軸に吸光度をプロットし，O.lu/mlの吸光

度を各プレート毎に求めた.

成績と考察

1.年令別，年次別抗体保有状況

感染防御抗体価は現在ではまだ決定されていないが，

抗 F.HA，抗 LPF-HA抗体はおよそ，それぞれ 10，

20ELISA u/ mlであろうと推定されているので本調査で

4入3 

7 

3 

6 

7 

7 

6 

8 

10 

48 

予防接種歴 接種率

8 9 10孟 。
1(1) 1(2) 1(3) E (% ) 

4 。24 53 1 9 21 47 59.5 

2 10 13 38 3 4 11 43 61.6 

10 5 5 41 1 4 18 54 65.2 

2 4 5 51 4 5 19 37 56.0 

9 11 。31 3 2 27 47 71. 8 

11 4 7 36 2 4 21 54 69.2 

9 10 28 37 1 8 20 84 75.3 

5 11 32 41 3 5 17 87 73.2 

52 55 114 328 18 41 154 453 67.0 

は両抗体価共 8u/ml以上の抗体保有率について主に検

討した.

8年間の 8u/ml以上の抗体保有状況を年令別と年次

別にそれぞれ図 1と図 2に示した.

年令別に抗体保有状況をみると， 0 -1才では 8u/

ml以上の抗体価を示すものは，両抗体共20%前後であ

るが， 2才では F-HA，LPF-HA抗体が各々 51.6，43% 

と上昇し 3才では64.71%と LPF一HA抗体の上昇が著し

く， 4才では逆に78.3，61.6%とF-HA抗体が急激に上

昇している.その後，高年令では年令による明らかな差

はなく 3，4才で得た免疫をそのま、保持し，予防接種

免疫期間の長いことが推察される.

年次別に抗体保有状況をみると，全国的に流行のあっ

た79年では， 5才以上で阿抗体共75%以上の高い保有率

を示し， 81年も同様に高年令で90%以上の値を示した.

82年では，年令による差の少ない高い値を示した. 83 

年と84年の 4， 5才は， 50%前後の低い値であった.

2.予防接種歴別抗体保有状況

予防接種歴別による累績抗体保有率を表3に示した.

LPF-HA抗体の 8u/ml以上の保有率をみると，ワクチ

ン接種では23.5%， 1期 1回44%， 1期 2回54%， 1期

3回64%，2期追加免疫完了では70%と接種回数が増え

るに従って，保有率も増加している. F-HA抗体につい

ては， 1期 1回ではほとんど一致した保有状況で， 1期

2回以上では， LPFより全体に 8-9%高い保有率を

示す同様の傾向であり，非接種では 8u/ml以上の抗体

価の保有率に逆は低い値であった.

3.予防接種群と非接種群との保有率の比較

年次別に予防接種群と非接種群に分け，抗体価の分布

を表4に示し，これを年次別に両群の 8u/ml以上の保

有率を図 3に示した.なお， 1期 1回接種児は予防接種
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図1.百日咳 ELISA抗体保有状況の年次推移
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図2. 年令による百日咳 ELISA抗体保有状況の年度別変動

この81年と82年の非接種群に高い抗体保有率を示すこ

とは，ワクチン株に対する凝集素価保有率においても同

様で， 1982年に結果を報告してきた2)

一方， 2才児と 3才児の接種率をみると， 82年では

28.6% (4/14)， 61.5% (8/13)で， 83年の 2才児

では40%(2/5)と他の年より低率で、あった.これは

ワクチン切り変え時期による見合わせと，接種不可能な

原因が存在したと推察される.

以上のことから， 81年に顕性又は不顕性の感染があり

続いて82年の非接種群に移行したと思われる.又，感染

症定点観測調査による82年の都内の百日咳様疾患の報告

効果がないものとし接種群より除いた.図 3から明らか

なように，予防接種群では，当然非接種群より高い値を

示し，8u/ml以上の F.HA抗体保有率は83年で61.8%

とやや低値を示したのを除くと他の年では， 70-80%の

抗体を保有し， LPF-HAでも F-HAより 10%程度低い同

様の傾向を示しているが81年に際立った保有率の上昇が

見られた.

非接種群についてみると LPF-HAでは他の年が10%

前後であるのに比べ， 81年と82年では各々41.5%(17/ 

41)， 70.6% (36/51) と高い保有率を示しこの年に限

りF-HAより保有率が高い逆の現象を示している.
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表 3.百日咳予防接種歴別抗体保有状況(1979-1986) 

抗 LPF-HA抗体価(u/mZ) 抗 F・HA抗体価 (u/mZ)予防接
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た. 8u/ml以上の LPF-MA抗体保有率では，新ワクチ

ン群が62%，旧ワクチン群が63%で， F-HAではそれぞ

れ72.4%，70.3%の保有率を示した.又各抗件価レベル

で比較すると新ワクチン群の保有率は，旧ワクチン群よ

りも高く，旧ワクチン群では F-HAとLPF-HAの抗体保

有率の差が少いが，新ワクチン群では明らかな保有率の

差が見られた.

数は24，782( 1定点当り年間12.6)と他の年より高値の

報告がされている3)

しかし，全国的にも患者届出数から発生状況を推察す

る限りでは表 1のように82年頃に患者の増加した形跡は

みられない.このことから，抗生物質等による早期治療

と，予防接種効果により，爆発的流行は防ぐことが可能

になったためと考えられる.

4.新ワクチン接種群と旧ワクチン接種群との抗体保有

率の比較

1981年 9月より新ワクチンに切り変わっているため，

新，旧ワクチン接種児が混在する可能性のある81年の対

象児を除き， 82年以後の接種対象児を新ワクチン群

(214件)とし， 81年以前を旧ワクチン群 (528件)とし

た.図 4は両ワクチン接種児群の累積抗体保有率を示し



表4.年次別の百日咳予防接種群と非接種群の抗体価の分布
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結論

感染防御抗原であり沈降精製ワクチンの主成分である

F一HAとLPF・HAを抗原とする酵素抗体法 (ELISA)に

より， 1979年から 8年間の百日咳の自然感染状況とワク

チン接種効果を調査し，その結果次の結論が得られた.

(1) LPF-HA抗体は， F勾HA抗体に比べ全体に低い保

有率であるが，感染初期には逆に高い値を示した.

(2) 1981年から82年にかけて，百日咳に感受性の高い

0-1才児を 7割以上含むワクチン非接種児群に著明な

抗体保有率 (8u/ml以上の F-HA抗体保有率66.7%

LPF-HA70.6%)の高値が認められた.

(3) LPF-HA抗体は 3才児に， F-HA抗体は 4才児に

高い保有率を示した.

(4) ワクチン接種回数が増えるに従って，抗体保有率

も増加した.

(5) 沈降精製ワクチン接種群は，死菌体ワクチン接種

群より F-HA，LPF-HA抗体ともに保有率が高く，新ワ

クチンの有効性が確認された.

謝辞 本調査のため，血清採取等御協力をいただいた

衛生局公衆衛生部防疫結核課，保健所関係各位に感謝致
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東京都におけるポリオ流行予測調査

1982......1986年の 5年間の調査成積
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Epidemiological Survey of Poliomyelitis 
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緒 国

我が国においては1960年に5，606名のポリオ患者が発

生し大きな社会問題となったが，これを契機として翌年

から生ワクチン一斉投与が行われたため患者の発生は劇

的に減少し11それ以後圏内に野生株は存在しないと考

えられるまでになった2) しかし世界的にみると，予防

接種が普及していない国では依然としてポリオ患者が多

発しており， 1984年の集計によれば東南アジア，西太平

洋地域を中心として麻埠型ポリオは， 24，775例が報告さ

れている3) したがって国際交流が増加している現在で

は，これらの野生型強毒株が国内に持込まれる危険性は

常に存在している.

ポリオ流行予測調査は，感染源であるポリオウイルス

の浸淫状況や本ウイルスに対する抗体保有状況を把握す

るため1962年に開始され，全国の地方衛生研究所におい

て実施されている.東京都における1981年までの調査成

績は既に報告した4.5) 今回は1982-1986年までの成績

について報告する.また，感受性調査では1984年から攻

撃ウイルスの変更があり，これが測定値に及ぼす影響に

ついても考察した.

材料と方法

1.感染源調査

健康児糞便:1982年から1986年にかけて毎年 5月から

10月の聞に三多摩地区 3ブロックと23区内 5ブロックの

合計8ブロックを選定し，当該地区のポリオ生ワクチン

投与日から 2か月以上経過した時点で 0-6歳の健康小

児から糞便を採取した.糞便は，イーグル MEM(日水

製薬)に牛胎児血清 (GeneralScientific Laboratories) 

1 %， L-グルタミン(大日本製薬) 2 mM， ampicillin 

(明治製菓)300μg/ ml， streptomycinと Kanamycin

(明治製薬)各400μg/ml， amikacin (ブリストル寓

有)10μg/ml， NaHC030.12%を加えた細胞維持液で

10%乳剤として凍結した.融解後に3，000rpm10分間の

遠心により沈査を除き，上清に ampicillin1. 5mg/ ml， 

streptomycin と Kanamycin各 2mg / ml， amikacin 

0.05mg/mlを加えた.凍結融解以後の操作を再度くり

返し，ウイルス分離材料とした.材料は試験までー20.C

じ凍結保存した.

ウイルス分離試験:糞便からのウイルス分離試験は流

行予測事業急性灰白髄炎検査術式6)に準拠した.試験に

使用した細胞は FL，Hep2， BGM (大日本製薬)， Vero 

細胞(デンカ生研)の 4種類である.イーグル MEMに

牛胎児血清 5%， L グルタミン 2mM， ampicillin300 

μg/ml， str巴ptomycinとkanamycin各400μg/ml，ami-

kacinlOμg/ml， NaHC030.12%を加えて細胞増殖液と

した. 24穴プラスティックプレート (Nunc) に細胞を

単層培養し，細胞維持液に交換した後，材料を接種した.

ウイルス分離は， CO2濃度を 5%に調整した37"C炭酸ガ

ス培養装置内で行い，細胞変性効果を指標に三代継代し

た.分離したウイルスの同定は中和試験7)で行い，市販

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

**同多摩支所
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釈し， 100TCID5o/25μlに調製した各ウイルスと混和し，

37.C 1時間反応させた後，細胞維持液に交換した BGM

細胞に接種した.被検血清の中和抗体価は，感染価が

1 00TCID5o/ 25μlのウイルスを中和できる最高血清希釈

倍数で表示した.

巣

1.感染源調査

1 )年次別ウイルス分離成績:表 1に示したように

1982 -1986年の 5年間に合計591検体から 102株

(17.3%)のウイルスが分離された.検出ウイルスには

ポリオウイルス 4株が含まれた.それ以外の検出ウイル

スでは，コクサツキー B群，アデノウイルスが多く，そ

れぞれ全分離株の53.7%， 32.4 %を占めた.検出された

ウイルスの型別は16種類と多彩であり，ポリオウイルス

2型(1株)， 3型(3株)，コクサツキーB群 1型(2 

株)， 2型(4株)， 3型(17株)， 4現 (20株)， 5型

( 7株)， 6型 (8株)，エコー 7型 (1株)， 9型 (2 

結

のエンテロウイルス抗血清(デンカ生研)，アデノウイ

ルス抗血清(Ismunit)を20-100単位に調製し，試験に

用いた.

2.感受性調査

健康都民血清:感染源調査と同時期に 0-1， 2-3， 

4 -' 6， 7 -9， 10-14， 15-19， 20歳以上の 7区分の

年齢層にわけて，一般健康都民から採血した.血清分離

を行った後，検査まで-20.C凍結保存した.

中和抗体価測定:流行予測事業急性灰白髄炎検査術

式6)に準拠し，マイクロ法7)で行った.攻撃ウイルスは，

調査期間中に変更された.すなわち1982，1983年はポリ

オウイルス l型 Mahoney株， 2型 MEF-1株， 3型

Saukett株を使用したが， 1984年からは各血清型とも

Sabin生ワクチン株である Lsc2 ab， P712 ch 2ab， Leon 

12aj b株を使用した.細胞は BGM細胞を使用し， 96穴

マイクロプレート (Nunc)に倍養した.被検血清はト

ランスファープレート (DynatechLaboratories)内で希
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表1.年次別感染源調査成績(1982-1986年)
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ヶ月以上経過した時点』をはずれたものであり，調査の

主旨にそぐわなかった. しかし， 1982年に分離された 3

型 1株については，国立予防衛生研究所に送付して rct

/40マーカー試験8)，血清学的型内鑑別試験8) (Wecker 

変法， McBride法)を依頼したところ， rctマーカーは

(土)，血清学的にはワクチン様株と判定された.

38， 1987 報年研

株)， 24型(4株)，アデノ 1型 (14株)， 2型(5株)， 

3型(3株)， 5型(6株)， 6型(5株)であった.年

次別の分離率は1983年には5.9%と低かったが，他の 4

年の成績は17.1-24.3%であった.

検出されたポリオウイルスの採取時期は，いずれも検

査材料採取基準の『当該地区の生ワクチン投与日から 2

衛京東

表3. 感受性調査成績 (1982，1983年)
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表4.感受性調査成績(1984-1986年)
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図1.ポリオウイルス中和抗体陽性率(l: 4 <) 

* : 1982， 1983年は強毒株， 1984， 1985， 1986年は弱毒株を使用

2 )年齢別ウイルス分離成績:年齢別のウイルス分離

成績を表2に示した.ポリオウイルスは生ワクチン投与

年齢層である 0-1歳から 2型 1株と 3型 1株が検出さ

れたほか， 2歳児と 5歳児から 3型 l株ずつが検出され

た.年齢別の分離率は l歳の26.3%が最も高く， 2歳と

5歳においても 20%程度の値を示した.その他の年齢層

は1歳以下の10.8%から 3歳の13.6%までに分布してい

た.コクサツキー B群ウイルスとアデノウイルスはどの

年齢層においても分離されたが， 1歳以下の年齢層にお

いてコクサツキー B群ウイルスの検出頻度は低かった.

2.感受性調査

1 )年齢別抗体保有率:ポリオウイルス中和抗体測定

結果を表 3，表4に集計し， 1 : 4以上の年齢別抗体保

有率を図 1に示した.これらの成績から，いずれの型に

ついても生ワクチン投与の終了する 2歳までに高い抗体

保有率を得ていることが明らかにされた. 2 -3歳の年

齢層における抗体保有率は， 2型において最も高く調査

期間中94.7-97.1%を示し，ついで 1型， 3型の順にそ

れぞれ80.7-100%，62.8-84.2%であった.さらに 2

型は 2歳以上の年齢層において， 1982年と 1984年の 2年

分の成績では異なるが，ほかの調査年度では90%以上の

高い抗体保有率を維持していた.これに対し 1型と 3型

では年齢層により抗体保有率の変動が認められた. 1型

は7-9歳と 15-19歳の年齢層において， 3型は10-14

歳の年齢層において抗体保有率が低下していたことが多

かった.

2型抗体保有率は，攻撃ウイルスが強毒株から弱毒ワ

クチン株に変更されてもほとんど変化なく高い値を示し

た. しかし 1型と 3型では20歳以下の年齢層において，

生ワクチン株を使用した1984年と 1986年の抗体保有率は

他の年次の成績よりも高くなっていた.

2 )年齢別幾何平均抗体価:1 : 4以上の抗体保有者

について年齢別に求めた幾何平均抗体価を図 2に示した.

抗体保有率の解析結果と同様に，平均抗体価は 2型が最

も高く，ついで 1型， 3型の順であった. 2型は加齢に

伴う平均抗体価の低下は比較的少なかったが， 1型はワ

クチン投与直後に 2型と同程度の高い平均抗体価を示し

たものの，加齢とともに急激に低下していた. 3型はワ
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図2.年齢別幾何平均中和抗体価

* : 1982， 1983年は強毒株， 1984， 1985， 1986年は弱毒株を使用

クチン投与直後でも平均抗体価は l型， 2型よりも低く，

どの年齢層においても幾何平均値が5.0以上となること

はきわめて少なかった.

攻撃ウイルスが変更されても， 3型の平均抗体価はほ

とんど変化しなかった. しかし 1型は10歳以下の年齢層

において大きく変化し，弱毒株を用いた1984年と 1986年

の平均抗体価は他の年次の成績よりも高くなっていた.

2型は全年齢層において， 1984年と 1986年の成績は他の

年次のそれより高くなっていた.

考察

今回の感染源調査においてポリオウイルス 2型 1株，

3型3株が都内に居住する健康小児から検出された. し

かし，いずれの場合も採取時期が当該地区の生ワクチン

投与日から 2ヶ月以内であり，これらの分離株は生ワク

チン由来と推測された.事実，国立予防衛生研究所にお

いて行われた血清学的試験の結果，生ワクチン様株と判

定された. したがって，都内では依然としてポリオウイ

ルス野生株の存在しない安全な環境が維持されているも

のと考えられる. しかし， 1981年に成田において東南ア

ジアからの国際線航空機の尿尿汚水から野生型ポリオウ

イルス 1型が検出されたこと 9)，囲内にも僅かながら定

形ポリオ患者の発生が認められ，これらの患者から野生

株が分離されていること 10)などから，今後も綿密な調

査を継続する必要があると考えられる.

年次別ウイルス分離率は5.9~24.3%，平均17.3% で

あり前回報告5) した 1972~1981年の分離率5.4~16.7% ，

平均11.4%を上回った.微生物検査情報11)によれば，

近年無菌性髄膜炎などのエンテロウイルス感染症の流行

が報告されており，これに伴って不顕性感染者の増加も

当然予想される.このためウイルス分離率が上昇したの

かもしれない.

感受性調査によりポリオウイルス 2型に対する抗体は

保有率，平均抗体価ともに高く，既報5)と同様に良好な

免疫状態を維持していることが明らかにされた. しかし，

1型と 3型には抗体保有率の低い年齢層の存在が示され

た.これは図 3に示した1981年， 1984年の全国的な感受

性調査成績12.13)においても同じ傾向を示した.全国調

査成績において抗体保有率を比較すると，生ワクチン投

与による免疫獲得が悪かった集団は，その後も抗体保有

率が低いまま経過している.このような抗体保有率が低
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い年齢層をなくすには高いワクチン接種率を維持すると

ともに，諸外国のように追加免疫14)や不活化ワクチン

の併用15)などワクチン投与法を検討することも必要と

考えられる.

今回の感受性調査では，調査期間中に攻撃ウイルスが

変更された.図 3に示した全国調査成績によれば， 2型

の抗体保有率は攻撃ウイルスの変更前後で差が認められ

ず， 1型と 3型において上昇した.平均抗体価は 3型に

おいてほとんど変化がなく， 1型と 2型は上昇を示し，

特に若年層における 1型の変化は著しかった.東京都に

おける調査でも同様の結果が得られた.攻撃ウイルスの

変更に先立って，同一血清について強毒株とワクチン株

に対する中和抗体価を比較した調査成績13)によれば，

両ウイルスの抗原性が異なるため 1: 4よりも高い抗体

価を基準とした保有率や平均抗体価を攻撃ウイルス変更

前後で直接比較することはできないという. したがって

今後，調査成績を集計するにあたって，この点を考慮す

る必要がある.

以上のようにポリオにかかわる状況は，多くの問題を

l 抱えている.国際交流の増加に伴い圏内へ野生株が持込

まれる危険性，抗体陰性者が海外のポリオ流行地におい

て感染発症する危険性は常に存在している.このため，

流行予測事業のみならずポリオに関する疫学調査の重要

性はより高まっているといえよう.
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Pαsteurella multocid，αの選択分離法

丸山 務権，神崎政子* ，宇佐見俊彦**，水谷 町二l:**
t口

Two Selective Isolation Methods for Pasteurella multocida 

from Contaminated Materials 

TSUTOMU MURUY AMA *， MASAKO KANZAKI *， TOSHIHIKO USAMI * * 

ahd HIROSHI MIZUT ANI * * 

Summary 

Two methods were devised to selectively isolated P.刑 ultocidafrom contaminated specimens such as oral 

cavity of animals or human trauma 

One is a passage through mouse utilizing high lethal toxicity of P.刑 ultocidafor the animal. LD50 of mice 

intraperitoneally innoculated with strains derived from cat is 1.1 X 101 
- 3.3 X 102 cells. When intraperi-

toneally innoculated with the specimen， P. multocida undergoes s巴lectiveenrichment and it was recoverable as 

pure culture from blood of the heart of mice which died within 48 hours 

The other method utilizes the fact that P. multocida is highly resistent to vancomycin and clindamycin and 

a selective isolation medium (VC.2 medium) was devised which was added with 25μg/ml and 1μg/mlof 

these antibiotics respectively in blood agar. The detection rate for P. multocida with this medium was higher 

than that with the other selective media， and detection of strains derived from dogs for which mice lethal 

toxicity was low was particularly efficient. 

By using these two methods， an attempt was made to isolate P. multocida from oral cavities of domestic 

dogs (92) and cats (324) from all over Japan， and 75.0% and 97.8% of the animals were respectively con-

firmed positive. 

Keywords : selective isolation method， Pasteurella multocida， lethal toxicity， vancomycin， clindamycin 

緒面

家畜の出血性敗血症や家禽コレラの起因菌である

Paste叫rllam叫ltocidaは，一方ではその非出血性敗血症型

の菌がウシやブタの呼吸器疾患やウサギのスナッフル，

あるいはヒトにも創傷感染や気道感染をおこすことが知

られている1)この非出血性敗血症型菌は健康な動物の

口腔や上部気道に広く分布しているといわれているが2)

適当な選択分離培地がないために，複雑な細菌叢を形成

する動物のこれら局所から本菌を分離することがきわめ

て困難であった.したがって ヒトにおけるパスツレラ

症の多くがイヌやネコの岐・掻傷に起因することが推定

されながら感染源としてのこれら動物の保菌状態につい

ては正確な調査が行われていないのが現状である 3-5)

著者らは，非出血性敗血症型P.multocidaを人畜共通

感染症の起因菌としてとらえ，その疫学的背景を明らか

にするには本菌の選択分離法の確立が先決であると考え，

本菌の動物に対する高い致死毒性に着目したマウス腹腔

内接腫による菌の回収方法(マウス通過法)と抗生物質

を選択物質として添加した選択分離培地の開発について

検討した.

*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 Research Laboratory of Public Health 

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

**東京都動物管理事務所



材料および方法
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m
 1.供試菌株

P.制叫ltocidaのマウスに対する LD50値の測定に用いた

菌株はネコ口腔由来 5株，イヌ口膝由来 5株で，いずれ

も継代培養を重ねない新鮮株である.

2. LD50司直の測定

ICR系6-8週令雌マウスを用いた.

上記菌株を Dextrosestarch agar (DSA， Difco)平板

に塗抹.37"C. 18時間培養したものをかき取り，滅菌生

理食塩水で100_108個Imlに階段希釈し，各希釈列の

0.2mlずつをマウス腹腔内に接種した. 1希釈列 5匹の

マウスを用い，その生死を 5日間観察して記録した.

LD50値の計算は Reed& Munchの法によった.

3.接種菌の回収

菌接種後死亡したマウスは死後できるだけ早い時間に，

死亡しなかったマウスは 2日後と 5日後にその心血を採 Tab!e 1. Letha! Toxicity of P. 1側 ltocidafor Mice by 

取し，血液寒天平板に塗抹して3TC.48時間培養した 1ntraperitonea!Challenge 

発育した疑わしい集落を釣菌し，各種性状を調べて接種

菌と同一で、あることを確認した.

4.ネコおよびイヌの口腔内ふき取り材料

東京都動物管理事務所に収容されたネコおよびイヌと

全国の獣医科医院に種々の理由で来診したネコ，イヌを

対象とした.これらの動物の口腔内全体，特に歯肉部分

を滅菌綿棒で強く拭い取った.直ちに分離培養のできな

い場合は，この綿棒をキャリーブレイヤー培地に埋没し

て室温に保存した.

5.ふき取り材料からのP.multocidsの分離

口腔内ふき取り綿棒を約 2mlの滅菌生理食塩水で振

り出し，その0.2mlをマウス腹腔内に接種した.材料接

種後48時間観察して死亡したマウスはできるだけ死亡直

後，生存マウスは観察終了時点でその心血を採取し，上

記「接種菌の回収」と同様な操作を行い P固 刑ultocidaを

分離した.

6.薬剤感受性試験

ネコ口腔由来株30株を用いて ampicillin，c1indamycin， 

vancomycin 3薬剤の MIC値を血液寒天平板で測定した.

7.選択分離培地の組成

MICの測定値から Trypticasesoy agar (Oxoid) を基

礎とした 5%ウマ血液寒天に vancomyclllとc!indamycin

を添加した下記 5種類の培地を試作した.

V (vancomycin 50μ g/ml) ，VC.1 (vancomycin 50μg 

/ ml， c1indamycin 2μg/ ml) ， VC.2 (vancomycin 25μg 

/ ml， c!indamycin 1μg/ ml) ， VC.3 (vancomycin 10μg 

/ ml， c1indamycin 1μg/ ml) ，C (c1indamycin 2μg/ 
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成 績

1.ネコ・イヌ由来P.multocidaのマウスに対する

致死毒性

ネコ口腔由来株の103個以上を接種されたマウスは 5

株とも全例24時間以内に死亡した. 100-102個接種群で

も多くは24時間以内に死亡したが48時間以上経過して死

亡するものはなかった.その LD50値は !og1.06-2.52で

あった.一方，イヌ由来株のマウスに対する致死毒性は

菌株によって差が大きく，マウスを全例死亡させる菌量

が107個以上の菌株もあった.この菌株では105-106個

接種群で48-72時間で死亡するマウスもみられた.供試

した10株のマウス死亡数から計算した LD50値を Tab!e

1に示した.

Source 
LD50 

Strain !og(nu帥

81同 291 Cat， mouth 1.62 

81-295 Cat， mouth 1.06 

81-415 Cat. mouth 1.36 

81-602 Cat， mouth 1.95 

83-97 Cat， mouth 2.52 

82-138 Dog， mouth 2.26 

82-623 Dog， mouth 2.53 

82-765 Dog， mouth 1.82 

83-731 Dog， mouth 4，61 

83-802 Dog， mouth 7，00 

2.接種菌の回収

死亡したマウスの心血からは血液寒天平板の直媛培養

で全例 P.11ωltocidaが分離され，それぞれの分離株は接

種菌と同一性状を示した.心血から回収された菌量は

102-105個Imlであった.菌接種後48時間経過しでも生

存したマウスの心血からは接種菌は 1例も検出されな

かった.

3.ネコ口腔からの P.multocidaの分離

ふき取り材料の採取時期を 3回に分け，計45検体をマ

ウス通過法と血液寒天平板直接塗抹法の 2法によって

P. multocidaの分離を試み，その成績を Tab!e2にまと

めた.
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Table 2. Isolation Ratio of P. multocida from Oral Swab 

of Cats by Mouse Passage Method and Direct 

Plating Method 

Test 

No. 

II 

III 

Total 

(%) 

Number 
of 

tested 

25 

10 

10 

45 

Number 
of 

positive 

22 

9 

10 

41 

(91.1) * 

Isolation method 

Animal 
Direct passage 

11 21 

9 

3 10 

15 40 

(33.3) (88.9) 

*note : parenthesis indicates percent positives 

45検体中マウス通過法では40検体から P.multocidaが

分離されたのに対し，直接塗抹法では15検体のみ陽性で

あった.直接法陽性でマウス法陰性が 1例あったが，直

接法陰性でマウス法陽性が24例みられた.マウス法が陰

性であった 5例のうち 4例は分離平板上に集落の発育が

認められなかったものであり，残りの 1例は上記直接j去

による陽性の検体で，材料接種後48時間で死亡せず，そ

の心血からは Proteus菌が回収された例である.

マウス法で分離培地上に発育す了る集落は上記 Proteus

菌が分離された 1例を除いてすべて純培養状であり，釣

菌した集落の100%がP.multocidaと同定された.一方，

直接塗抹法では疑わしい集落を各10ケ釣菌しでも陽性率

は33.3%であった.

4. P. multocidaの薬剤感受性試験

ネコ口腔由来の30株について， vancomycin対する

MICはほとんどの菌株が100μ g/ml以上で，同様に

clindamycinに対する MICは6.3-12.5μg/mlであった.

vancomycinでは50μg/ml以下，clindamycinでは3.1μg

/ml以下で全株が耐性を示し，また ampicillinに対す

るMICは全株が0.2μg/ml以下であった (Table3). 

5.試作選択分離培地塗抹法とマウス通過法との比較

ネコ口腔内ふき取りスワブ25検体を 5種類の試作選択

分離培地を用いて P.multocidaの分離を試みた.対照と

してマウス通過法および血液寒天平板直接塗抹法を同時

に行った.

25検体中マウス通過法により P.multocidaが分離され

たものは20例で，残り 5例は他の方法でもいずれも陰性

であった.このマウス通過法で陽性であった20検体につ

いて 5種類の選択培地と血液寒天平板からの陽性数，疑

わしい集落が出現した平板の数および疑わしい集落から

の同定数を Table4に示した.試作選択培地のうちで

検出率の高かったのは V培地 (90.0%)と VC-2培地

(85.0% )で， VC-1， VC-3， C培地では陽性率はそれ

ぞれ65.0%，65.0%， 55.0%であった.また対照の血液

寒天では25.0%であった.選択培地のうち V，VC-3， 

Cの3培地の平板上ではすべての検体から P.multocida 

を疑わせる集落が出現した.それに対して VC-1では 3

検体， VC-2では 1検体，血液寒天では 7検体に釣菌す

べき疑わしい集落の出現は認められなかった.疑わしい

集落の出現した平板から 2-6ケの集落を釣菌し，その

Table 3. Antibiotic Susceptibilities on 30 Strains of P. multocida Isolated from Healthy Cats 

Concentsr(aμtiogn/om f 
No. of susceptibles against 

ant出 otics(fJ.g/ml) Ampicillin Clindamycin Vancomycin 

孟100 30 30 1 

50 30 30 。
25 30 30 。
12.5 30 25 。
6.3 30 8 。
3.1 30 。 。
1.5 30 。 。
0.7 30 。 。
0.4 30 。 。
0.2 30 。 。
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Table 4. Comparative Study of Five Selective Media for Isolation of P. multocida 

Method Number Number 
。f of of 

isolation tested positive( %) 

Mouse passage 20 20(100.0) 

Blood agar plat巴
20 5( 25.0) 

directly 

Selective media 

V 20 18( 90.0) 

VC-1 20 13( 65.0) 

VC-2 20 17( 85.0) 

VC-3 20 ll( 55.0) 

C 20 13( 65.0) 

同定率を求めると，確率の高いものはV培地の78.8%と

VC-2培地の75.9%で，他の 3培地では43.1-50.9%で

あり，非選択性の血液寒天では13.7%であった.マウス

通過法で心血の血液寒天平板塗抹による分離では非選択

性培地にもかかわらず P.multocidaは純培養状に発育し，

釣菌する集落からの同定率は100%であった.

なお， V培地と VC-2培地のうち V培地は P隅叫ltocida

の集落が小さく，また VC-2培地の方が爽雑菌をよく抑

制していた.

6.試作培地と従来からの選択培地との比較

試作培地のうち VC-2培地とこれまでに報告されてい

る選択培地のうち村田・波岡の Byp.KB培地8)および

Garlinghouse et al.の clindamycin培地 (GC)9)の 3種

類を比較した.ネコ口腔内ふき取りスワブ74検体を用い

てマウス通過法を対照においたそれぞれの P.間 ultocida

の検出率を Table5に示した. 74検体のうち陽性数は

マウス法で66，VC-2が58，GCが39，BYP-KBが40であっ

た.マウス法が陰性で他の方法で陽性のものは 1例もな

Number of Number of Number of 
plates colonies colonies 

suspected fish巴d co凶 rmed(%) 

20 40 40(100.0) 

13 73 1O( 13.7) 

20 52 41( 78.8) 

17 53 27( 50.9) 

19 54 41( 75.9) 

20 65 28( 43.1) 

20 86 39( 45.3) 

かったのでこの陽性検体66に対する陽性率は VC-2が

87.9%， GCが59.1%，BYP-KBが60.6%であった.また，

釣菌した集落からの同定率は VC-2が61.1%，GCが

33.2%， BYP-KBカ'28.8%であった.

7. イヌおよびネコの内腔内における P.multocida 

の保有実態

全国13都道府県の開業獣医師の協力のもとに，飼犬92

例，飼猫324例について口腔内ふき取りスワブを採取し，

マウス通過法と VC-2培地塗抹法を併用して P.慨 叫ltocida

の検出を行った (Table6). 陽性率はイヌで75.0%，

ネコでは97.8%であった. 2方法のうち 1方法のみから

検出された例がイヌではマウス法のみが 9例， VC-2培

地のみが21例で， VC-2培地のみの割合が高く，全体と

しては69例中30例 (43.5%)であった.ネコでは 1方法

のみの陽性率は11.3%(317例中36例)で， VC-2培地の

みよりマウス法のみの陽性率が高かった.

考察

P. multocidaはその菌名の由来が意味するように多く

Table 5. Isolation of P. multocida from Cats Using Mouse Passage Method and Three Selective Media 

Number Number of plates Number of colonies 
Methods of 

co凶 rmed(%) confirmed ( % ) tested suspected fished 

Mouse passage 74 67 66( 98.5) 136 133( 98.5) 

Selective media 

VC-2 74 70 58( 82.9) 208 127( 61.1) 

GC 74 74 39( 52.7) 223 74( 33.2) 

BYP-KB 74 73 40( 54.7) 285 82( 28.8) 
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Table 6. Carrier State of P.刑 ultocidain Dog and Cat 

Animal Number 
of 

tested 

Dog 92 69 

(75.0) 

Cat 324 317 

(97.8) 

の動物に対して強い病原性を示し，特に家畜の出血性敗

血症を起こす型ではマウスに対しては高い致死毒性のあ

ることが知られている6) 今回著者らの実験で非出血性

敗血症型であるネコ由来株も腹腔接種法でその LD50値

はlog1.06-2.52であり，菌株によってはわずか数10個

の菌でマウスを敗血症死させることが明らかにされた.

菌量の多い場合には12時間以内に，また致死量限界菌量

でもほとんどの場合48時間以内にマウスを倒し，死亡マ

ウスの心血から大量の接種菌を回収できることも確認さ

れた.イヌ由来株のマウスに対する病原性はネコ株のそ

れに比較して一般に弱く，菌株によっては LDso値は1.0

X 107個のものもあった. しかし，イヌ株でもマウスを

死亡させる時間は菌接種後48時間以内で， 48時間経過し

て生存したマウスから接種菌が回収された事例はきわめ

て少なく， したがってイヌ，ネコ株とも接種菌の回収は

マウスの死亡時か，生存した場合も48時間後とするのが

適当と思われる.

P. multocidaがマウス腹腔接種によってきわめて少量

の菌でもマウス体内で増殖し，その心血から回収される

ことは実際の検体であるネコおよびイヌの口腔内ふき取

りスワブを用いても証明することができた.さらにこの

マウス通過法が高い選択性のあることも確認された.血

液寒天平板の直接塗抹法に比較してマウス通過法が優れ

ていることは今回の実験から明らかであり，前者では口

腔内の各種好気性，通性嫌気性菌が発育して，これらと

P.間叫ltocidaとを鑑別することは困難で、，同定のために

数多くの集落を釣菌する必要がある.また，スウォーミ

ングの性質のある菌の混在もあり， 1検体につき数枚の

平板を準備する必要も生ずる.これに対し，マウス法で

は心血を血液寒天平板を用いて分離培養した場合，出現

する集落はほとんどの場合，P.隅叫ltocidaが純培養状に

発育し同定操作が単純，簡便である. したがって，マウ

Number of positive( %) 

Isolation method 

VC-2 

+ VC-2 

mouse 

39 21 

281 12 

mouse 

9 

24 

ス法はその高い致死毒性と相まって優れた選択増菌の効

果のある方法といえる.

P.刑 ultocidaの選択分離培地についてはこれまでに

Morisの培地7)をはじめとしていくつかの試みはあ

る8-10) しかし，これらはいずれも市販製品は無く，ま

た培地組成の入手が困難であったり，調製が複雑で実用

性に欠けるなどの欠点を否定できない.

P. multocidaはpenicillinをはじめ多くの抗生物質に感

受性であるが vancomycinとclindamycinに比較的耐性

であることがヒト由来株で知られているが11)，今回ネ

コ由来株でも同様の成績であることを確認した.また両

抗生物質は P. 間ultocida の MIC~直の量で口腔内常在菌の

多くを抑制しうることを見出したので，これら薬剤をウ

マ血液寒天に添加した培地を 5種試作した.中でも

vancomycin 25μg/mlとclindamycin1μg/mlを添加

した VC-2培地が最も実用性の高い培地であると思われ

た.ネコ口腔内ふき取り材料からの検出率ではV培地の

方が陽性率が高かったが，混在する他菌種の抑制，P. 

multocida集落の見やすさ等の理由から選択分離培地と

しては VC-2培地の方が優れていると結論される.最近，

Garlinghouseら9)もclindamycinを添加した培地 (GC)

を発表し，その有効性を報告しており，また古くは

Byp.KB培地8)もあるが，この両者と VC-2培地との比

較をネコ口腔内ふき取り材料で行った結果では VC-2培

地が最も陽性率が高く，選択分離培地としての有用性が

確認された.なお， GC培地は著者らが試作した C培地

とclindamycinの添加量が同じ培地である.

P. multocidaの選択分離法としてはマウス接種法と

VC-2培地塗抹法が優れていることが結論されたので，

さらに数多くのイヌおよびネコ口腔内ふき取り材料につ

いて本菌の分離を行ったところその有効性を確認するこ

とができた.全国の開業獣医師から送付されたイヌ92検
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体，ネコ326検体からの陽性数はそれぞれ69(75.0%)， 

317 (97.8%)であったが，この陽性数のうち，ネコ材

キヰではマウス法で陽↑生のものが307例 (96.2%)に士すし，

イヌ材料ではマウス法陽性が48例 (69.6%)で， VC-2 

培地塗抹法陽性の60例 (87.0%)より低かった.すなわ

ち，ネコ材料ではマウス法が VC-2培地塗抹法より，逆

にイヌ材料では VC-2培地塗抹法がマウス法より優れて

いるといえる.この差は菌株の由来によってマウスに対

する致死毒性の違いがあらわれているものと思われる.

これまでにイヌの保菌は12_55%12-14)，ネコでは60

_90%15-16)と研究者によって成績が著しく異なり，ま

た著者らの成績より低率であることは分離方法に問題が

あったと推定される.今回のマウス法， VC-2培地塗抹

法の両法を併用すれば，ネコではほぼ100%，イヌでも

それに近い率で本菌がこれら動物に保菌されていると結

論できる.

結 論

動物の口腔や上部気道あるいは人の創傷局所など爽雑

菌の多い材料から P.multocidaを分離する目的で， 2つ

の選択分離法を考案した.

1つは P.multocidaの動物に対する高い致死毒性を利

用したマウス通過法である.検査材料をマウスの腹腔内

へ接種し，マウス体内で選択増菌された本菌を48時間以

内にその心血から回収する方法で，特にネコ材料に有効

であった.

他の 1つはvancomycin25μg/mlとclindamycin1μg 

/mlを血液寒天に添加した選択分離培地 (VC-2培地)

に検査材料を直接塗抹する方法で，特にマウスに対する

致死毒性の低い菌が分布するイヌ材料に優れていた.

これらマウス通過法と VC-2培地を用いて全国の飼犬

92例，飼猫326例についてその口腔内保菌を調査した結

果イヌでは75.0%，ネコでは97.8%であった.
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血算値に及ぼす抗凝固剤と保存温度の影響

蓑輪佳子*，大石向江へ小林千種*

Effects of Anticoagulants and Storage Temperature 

on Counting B100d Cells 

KEIKO MINOW A *， HISAE OISHI *， CHIGUSA KOBA Y ASHI * 

Keywords:血算値 countingblood cells，抗凝固剤 anticoagulants，保存温度 storagetemperature 

緒言

身体のあらゆる部分を流れている血液は，貧血，感染

症その他多くの疾患の場合に，重要な診断情報を提供す

るものである.そこで的確な診断・治療を行うためには，

血液から得られる検査結果が精度の優れたものでなくて

はならない.精度の向上には測定方法，手技上の問題点

を解決していくと共に，検体としての血液の取扱方法も

大きく影響するものである.その中には，採血から測定

までの保存温度，保存時間，検体輸送における振動等そ

の要因は多い.

今回は，それらの中で血球数に及ぼす抗凝固剤

(EDTA-2K， ACD， CPD) と保存温度 (4
0

C，13
0

C， 

22
0

C， 28
0

C)の影響を検討したので報告する.

方法

成人健康者 4名から約35mlづっ採血を行い，同一人

の血液を等分し，それぞれを抗凝固剤である EDTA-2K，

ACD (クエン酸ナトリウム2.20g，クエン酸0.80g，ブ

ドウ糖2.20gに注射用蒸留水を加え100mlとする)， CPD 

(クエン酸ナトリウム2.63g，クエン酸0.327g，リン酸

ーナトリウム0.251g，ブドウ糖2.32gに注射用蒸留水を

加え100mlとする)と混和した.すなわち血液10mlに

士すして EDTA -2K 10mg， ACD 1. 5mlあるいは CPD1.4 

mlを添力日しょく混和した.それぞ、れをシリコンコート

処理済みの小試験管(テルモ VT一032P，容積 3ml)に

1 mlづっ分注後， 4
0

C (冷蔵庫)， 13
0

C (ふ卵器)，

22t (ふ卵器)， 28t (ふ卵器)の 4段階の温度で保存

した.採血当日， 1日， 2日， 3日， 4日後に各血液を

取り出し，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 SPLUSIV，コールターエレク

トロニクス社，アメリカ)で 2回測定し，平均値を測定

結果とした.なお採血当日の結果は採血後 1-2時間以

内に室温 (25
0

C)で測定したものである.

指標として白血球数 (WBC)，血小板数 (Plt)，平均

赤血球容積 (MCV)，平均血小板容積 (MPV)，赤血球

数 (RBC)，ヘモグロピン量 (Hb)の6項目を用いた.

結果および考察

4人から得た試料の採血当日の測定結果を表 lに示し

た. EDTA-2K 添加血液に比べ， ACD， CPD添加血液で

は血液が希釈され WBC，Plt， RBC， Hbで10-20%低い

値を示した.平均赤血球容積 (MCV)はEDTA-2K添

加と ACD，CPD添加との簡に差はなかったが，平均血

小板容積 (MPV)では EDTA-2K添加に比べ ACD，

CPD添加血液で15-20%収縮しているのが認められた.

コールターカウンターによる測定は 4日関連続して

行った.なお，その聞の機器の精度はコントロール血球

を用いて確認した.その結果，いずれも変動係数は 5%

以内におさまり満足できる状態であった.

小試験管に分注された血液はゴム栓で密栓したが，検

体蒸発の有無を確認するために毎回重量を測定した. 4 

日間の変動はいずれの保存温度でも土0.3%以内におさ

まり，検体の蒸発は認められなかった.

図 1-4はそれぞれの採血当日の測定結果を100%と

して，その後の測定値を換算し 4名から平均値と標準偏

差を求めたものである.

以下，各項目における変化について述べる.

1.白血球数 (WBC)一図 1

EDTA-2Kを使用した場合，保存温度の違いによる著

しい変動は認められなかった.同様に ACD，CPD 添加

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160， ]apan 
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表1.採血当日の測定結果

49 

抗凝固剤
WBC Plt 

(X103/mm3) (X 104/mm3) 

5.4 26.3 

MCV 
(μ3) 

84.6 

92.3 

97.5 

91.3 

検体

EDTA-2K A

B

C

D

 

3.7 

4.6 

4.4 

21.4 

23.0 

26.3 

ACD 

X:I:S.D. 4.5:1:0.7 

A 4.4 

B 3.1 

C 4.0 

D 4.0 

X土 S.D. 3.9:1:0.6 

A 4.9 

24.3士2.5 91.4:1:5.3 

19.9 85.1 

18.2 92.6 

18.0 98.2 

23.7 91.5 

20.0土2.6 91.9:1:5.4 

22.1 85.1 CPD 

B

C

D

 

17.3 

18.9 

20.。
3.2 

4.2 

3.5 

92.1 

98.6 

91.3 

MPV 
(μ3) 

8.8 

8.2 

8.6 

7.6 

8.3:1:0.5 

7.7 

6.7 

6.9 

6.3 

6.9土0.6

7.7 

7.1 

7.1 

6.5 

RBC 

(X104/mm3
) 

480 

456 

457 

446 

460:1: 14 

424 

406 

404 

395 

407土12

431 

406 

409 

398 

Hb 

(g/dl) 

13.5 

14.1 

15.0 

13.6 

14.1:!:0.7 

11.9 

12.5 

13.3 

12.0 

12.4土0.6

12.1 

12.5 

13.4 

12.2 

X土 S.D. 4.0:1:0.8 19.6土2.0 91.8土5.5 7.1土0.5 411土14 12.6:1:0.6 

試料の場合でも，保存温度の違いによる差は明らかでは

なかった.しかし ACD，CPD添加血液が EDTA-2K添

加血液と異なる点は検体により WBCの増減傾向が異な

り，バラツキが大きくなった点である.それは特に 4.C

保存の時に顕著であった.例えば CPD添加検体(検体

A-D) の4日目で比較すると検体 B，DのWBCは

3.3 X 103/mm3， 4.1 X 103/mm3を示し，採血当日と比べる

と3.0%増， 2.4%増であり変動はほとんど認められな

かった.一方，検体Aでは3.6X 103/mm3と採血当日の

26.5%減， Cでは1.9 X 103/mm3と54.8%減少し，検体問

(%) 
EDTA'2K ACD 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

。

CPD 

o 1 2 3 4 0 1 234  0 1 2 3 4 (日)

図1.白血球数に及ぼす抗凝固剤と保存温度の影響
一0- 4.C ・トー 13.C ー壬壬- 22.C ___ 28.C 
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(%) 

EDTA'2K ACD CPD 

120 

100 

80 

60 

40 

20 

。
o 1 234  o 1 2 3 4 o 1 2 3 4 (日)

図2.血小板数に及ぽす抗凝固剤と保存温度の影響

一0- 4
0

C -tトー 13'C -D- 22
0

C 一圃1- 28
0

C 

により傾向が著しく異なる事が認められた.

頼粒球濃厚液 (buffycoat)保存における抗凝固剤

(CPD vs ACD) と温度 (22'Cvs 4 OC)の影響を検討

した例では，頼粒球の数と細胞機能は ACDより CPDで，

低温より室温で良く保たれた1)との報告がある.しかし，

ここでは全血保存で WBCの変化を観察したためか先の

報告のような明瞭な差は認められなかった.

2.血小板数 (Plt)一図 2

ACD， CPD添加血液を 4'cで保存すると Pltは1日目

で74%，47%までに減少し，変化は顕著であった.これ

は血小板が集塊を形成あるいは破壊によって減少したた

めと考えられる. EDTA-2K 添加血液では 4
0

Cで他の温

度より 4日目で低い傾向を示したが，有意の差は認めら

れなかった. 13
0

Cで保存した場合に 4日間の変動が最も

少なかった. 22
0

C， 28
0

Cで保存した場合10%程度逆に

Pltが増加したが，この現象は赤血球の破壊などにより

生じた砕片を誤って計数したためと思われる.このよう

にPltは温度により大きく影響を受けることが認められ

た.

液状保存の最適温度は血小板機能を維持させる場合，

生体内生存時間を延長させる場合等により異なる 2.3)

現在では，抗凝固剤として EDTA-2Kは血小板に有害作

用があるため4)ACDかCPDを使用し，室温 (20-22
0

C)

で保存するのが良いとされている5) しかし，血小板数

の精度管理調査用試料として血液を用いる場合は，血小

板の機能よりは数の安定性が問題とされる.そこで検体

輸送の際に温度管理を適切に行える場合は， ACDある

いは CPD使用も可能であろうが，温度管理を正確に行

うことが難しい状況下では， EDTA-2K 添加血液を用い

る方が，配布試料として適切と考える.

3.平均赤血球容積 (MCV)ー図 3

MCVの変化率のバラツキは各群共に非常に少なかっ

た. 3種類の抗凝固剤はいずれも保存温度が13
0

C，22
0

C， 

28
0

Cと高くなるにつれ MCVが増加し，さらにこれは保

存期聞が長くなるにつれ顕著となった.その中でも

EDTA-2K 添加血液を28'Cで保存した場合の変化が著し

く4日目で12.5%増加していた.

4
0

C保存では観察期間中ほとんど MCVの変化は認め

られなかった.これは 4
0

Cでは体謝系をある程度停止さ

せておく 6)ことができたためと考えられる.温度が上昇

するにつれて，エネルギー代謝速度が進み ATPが減少

する.その結果赤血球は正常の凹円形から球形に変化5)

し， MCVの増加が起きることになる.これが温度に依

存している事が今回の結果から明らかになった. ACD， 

CPDはブドウ糖が添加されているため ATPの減少が少

なく61赤血球の膨張度は EDTA-2K添加群に比べ低

かった.

4.平均血小板容積 (MPV)一図 4

EDTA-2K 添加血液を 4
0

Cで保存すると経時的に

MPVが増加することはこれまでに述べてきたが7)，今
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OID 
EDTA'2K ACD CPD 

130 

120 

110 

100 =ナす司三ヨ ー----.---==仁ゴ
90 

80 

70 

o 1 2 3 4 o 1 234  012  3 4 (日)

図3.平均赤血球容積に及ぽす抗凝固剤と保存温度の影響

一{)- 4.C -4・-13.C 一王壬ー 22.C ・1-28.C 

回は温度条件，抗凝固剤の種類を変えて観察した. ぽ同じ MPV(8.6士0.4μ3)となった.

EDTA-2K 添加血液の MPVの変動をみると 13.Cで保

存した場合に膨張がもっとも大きく， 4日目では18.5%

の増加を示した.次いで， 4.C保存で MPVの増加が認

められた.22.Cでは期間中の変動は少なく，採血当日の

MPVと同一であった.28.Cでは 1，2日目には血小板

の収縮が起こりその後膨張し， 4日目には採血当日とほ

OID 
EDTA.2K ACD 

130 

120 

110 

100 

90 

80 

70 

ACD， CPDでも同様の傾向を示したが， 4.C， 28.C 

保存の場合， WBCと同様に検体聞により変動に差がみ

られバラツキが大きくなった.これは MPVの変動は検

体によりその傾向が異なる8)との報告と一致するもので

ある.

13.Cで保存した場合，血小板数はいずれの抗凝閤剤を

CPD 

。1 2 3 4 o 1 234  o 1 2 3 4 (日)

図4.平均血小板容積に及ぼす抗凝固剤と保存温度の影響

一{)- 4.C -4・-13.C ---[壬ー 22.C ー圃十一 28.C 
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用いても安定であったが，その時の血小板の形態は他群

に比べ膨張度が大きい事が示された.

5.赤血球数 (RBC)，ヘモグロビン量 (Hb)

抗凝固剤として EDTA -2K， ACD， CPDのいずれを使

用しでも，保存温度を変えても，採血当日と 4日目の測

定結果に有意の差は認められなかった.

要約

成人健康者4名の白血球数，血小板数，平均赤血球容

積，平均血小板容積，赤血球数，ヘモグロピン量の 6項

目における抗凝固剤 (EDTA-2K，ACD， CPD)，保存温

度 (4
0

C，13
0

C， 22
0

C， 28
0

C)の影響を 4日間観察した.

各項目の測定には自動血球計数装置(コールターカウン

ター SPLUSIV)を使用した.その結果以下の知見を得

た.

1. 白血球数 (WBC): EDTA-2K， ACD， CPDのいず

れを使用しでも，保存温度による差は認められなかった.

4
0

C保存の際，検体問で変動の傾向が異なりバラツキが

大きくなった.

2. 血小板数 (Plt): ACD， CPDを添加し 4
0

Cで保存す

ると血小板凝集を生じ，血小板数が著滅する. EDTA-

2Kでは 4
0

C保存を行うと，他の温度より 4日目で低値

傾向を示したが，有意の差は認められなかった.

3. 平均赤血球容積 (MCV): 3種類の抗凝固剤いずれ

も保存温度が13
0

C，22
0

C， 28
0

Cと高くなるにつれて

MCVが増加し，さらにこれは保存期間が長くなるにつ

れ顕著となった. 4
0

C保存では観察期間中ほとんど

MCVの変化は認められなかった.

4. 平均血小板容積 (MPV): EDTA-2K 添加血液では

13
0

Cで保存した場合に膨張がもっとも大きく，次いで

4
0

C保存で MPVの増加が認められた. 22
0

Cでは期間中

の変動は少なく，採血当日の MPVと同ーであった.

ACD，CPDでも同様の傾向を示した.

5. 赤血球数 (RBC)，ヘモグロビン量 (Hb):いずれ

の抗凝固剤を使用しでも，保存温度による差は認められ

ず，採血当日と 4日目の測定結果に有意の差は認められ

なかった.
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各種コントロール血清における原酸の測定例

小林千種へ大石向江*，蓑輪佳子*

Estimation of Control Sera for 

Quality Control of Uric Acid 
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Keywords:精度管理 qualitycontrol，コントロール血清 controlsera，尿酸 uricacid 

緒扇

臨床生化学領域の各検査項目においては測定方法の標

準化がなされておらず，各検査機関は数種類の測定方法

の中から選択して検査を実施するため，検査機関聞にお

ける測定方法の統ーがなされていないのが現状である.

精度管理調査実施時に，調査用試料の性質が原因とみら

れる測定方法問の測定値の議離という現象がしばしば報

告されている 1，2) 昭和60年度に実施された都区保健衛

生連絡協議会主催の生化学精度管理調査においても，尿

酸の測定方法別にみた測定値の平均値で低値に測定され

た方法と高値に測定された方法との聞に1.5-2.0倍の差

が生じたことが報告されている.この原因として試料中

の成分が尿酸測定時に尿酸と同ーの反応を起こして高い

測定値を示したことが推測された.精度管理調査を実施

する上でこのような測定方法問でかけ離れた測定値を生

ずることは不都合である.このような測定方法問で大き

な測定値の差異を生ずる原因を解明するため，尿酸の精

度管理調査用試料としての市販コントロール血清の適否

について検討した.すなわち， 16種類の市販コントロー

ル血清中の尿酸値を 2種類の測定方法を用いて検討を

行った.

材料友ぴ方法

試料検討に用いた試料として市販コントロール血清16

種類を用い，その性状，材料を表 1に示した.

尿酸の測定方法 昭和60年度に行われた都区保健衛生連

絡協議会の生化学精度管理調査で参加者が用いた測定方

法であるリンタングステン酸法(除蛋白する方法)とウ

リカーゼ・ POD法の 2法を選んだ.これらの測定に用

いた試薬，標準物質，機器を表 2に示した.なお， リン

タングステン酸法による測定では， 6濃度の市販標準液

(2.0， 4.0， 6.0， 8.0， 10.0， 12.0mg/dl)を使用して

検量線を求めた.また，ウリカーゼ・ POD法にて，上

記の 6濃度の標準液を測定したところいずれも表示値と

同ーの測定値が得られたことを確認している.

実験方法表 1に示した16種類の市販コントロール血清

中の尿酸をリンタングステン酸法及びウリカーゼ.POD 

法の 2法で同一日に 1試料につき 5回同時測定した.凍

結乾燥血清は測定日に溶解した.得られた測定値につい

て，測定方法問での差の有無を Studentの t検定を用い

て検定を行った.

結果友ぴ考察

リンタングステン酸法及ぴウリカーゼ・ POD法によ

る16種類の市販コントロール血清の尿酸測定結果を表3

に示した.リンタングステン酸法による測定値の方が高

かったものは， NO.10とNo.16の2血清のみあった.さら

に両血清とも 2方法問の平均値の差が他の14種類のコン

トロール血清の場合に比べ極端に大きくなっている.

No.10とNO.16を除いたものについては，いずれもウリ

カーゼ・ POD法による測定値の方が高かった.最も 2

方法問の測定値が少なかったのは， NO.12で差の大きさ

は0.24mg/dl，次に少なかったのはNo.2及びNO.9で差

の大きさはいずれも0.46mg/dlであった. t検定を用い

て 2方法聞の測定値の差の有無を検定したところ，

No.12のみが危険率 5%で有意差は認められず， No. 2， 

No. 4， NO.8の3種類は 5%，残り 12種類は 1%以下の

危険率で有意な差が認められた.

調査用試料として市販コントロール血清を用いた精度

管理調査の例として，昭和60年度に実施された都区保健

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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表1.尿酸測定の検討に用いたコントロール血清

No. コントロール血清 性状 材料

1 H社製 LevelI 凍結乾燥血清 ヒトプール血清

2 '切 Level n 。
'" 

3 イシ LevelI イシ (溶解液付) '" 
4 4シ Level n 。 今 ゐ

5 O社製 Normal 。 今

6 イシ Abnoramal イシ イシ

7 B社製 Normal 。 イシ

8 イシ Abnormal 今 イシ

9 D社製 Level 1 イシ '" 
10 ，シ Level n '" ゐ

11 N社製 Normal 砂 '" 
12 '" Abnormal 今 " 
13 K社製 Level 1 液状血清(冷蔵保存)

'ー

14 '" Level n 。 イシ ゐ

15 M社製 Levell 。(凍結保存) 牛血清

16 。 Level3 砂 '" 
砂

表 2.尿酸の測定方法

測定原理

試薬

標準物質

リンタングステン酸法

(除蛋白する方法)

市販用手法キット (C社製)

市販標準液(B社製)

( 6濃度:2.0-12.0mg/dl) 

ウリカーゼ・ POD法

市販自動分析用試薬(A社製)

市販標準液(A社製)

(20.01昭 Idl)

機器 目立220A型分光光度計(用手法) 日立705型自動分析装置

(自動分析法)

衛生連絡協議会による生化学精度管理調査における尿酸

の集計結果を表4に示した.測定方法別に集計したとこ

ろ，ウリカーゼ・ POD法で測定したグループの平均値

と比較して，リンタングステン酸法で測定したグループ

の平均値は試料 1で2.18mg/dl，試料 2で8.13mg/dlも

高い結果であった.なお，この調査用試料はヒトプール

血清を原料として市販の凍結乾燥血清で，表 1に示され

たものとは異なる製品である.

以上のことから，市販コントロール血清を用いて尿酸

の精度管理を行う場合，測定方法が異なると測定値に差

が生ずる場合が見られ，測定値の差の大きさはコント

ロール血清により異なることが明らかになった.リンタ

ングステン酸法においては，還元性物質が試料中に爽雑

物として含まれるときは正の誤差に，ウリカーゼ・ POD

法では負の誤差となること，また，ウリカーゼ・ POD

法は乳ぴ血清のにごりより正の誤差になることが知られ

ている3) 市販コントロール血清中には未知の爽雑物が

含まれているため，測定方法により影響をうける場合が

あると考えられる.試料中に還元性物質が含まれている

場合はリンタングステン酸法では高値に，ウリカーゼ・

POD法では低値に測定されるため， 2法の測定値聞で

差が大きくなる可能性がある.リンタングステン酸法に
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表 3. 2方法によるコントロール血清中の尿酸値の比較

尿酸値文士 SD(mg/dl)

hv 
j

守

)
-

一

仏

一

ロ
N
一

0

1

2

3

4

5

6

一

9
u
q
u
a
a
z
p
b

白
u

n

i

R

U

Q

M

I

L

-

L

l

L

I

L

t

一

l
L

ト

主

同

一

1

1

1

1

1

1

1

U

耐

リンタング

ステン酸法(A)

3.38士0.18

8.14土0.30

2.88土0.08

8.50士0.37

3.28土0.08

7.38土0.24

3.68土0.04

7.70土0.31

4.54土0.05

14.02::t:0.08 

2.22土0.08

10.18士0.11

3.16::t:0.09 

8.28士0.08

1.62::t:0.08 

11. 12::t:0.95 

ウリカーゼ

POD法(8)

4.68::t:0.04 

8.60土0.00

4.28土0.04

9.28::t:0.04 

4.52土0.04

8.48土0.04

4.58士0.04

8.38土0.04

5.00土0.07

9.18土0.04

3.54士0.05

10.42::t:0.08 

4.78::t:0.04 

9.12土0.04

3.08::t:0.04 

7.90::t:0.0。

2法の平均値の差

(A)一(8)

-1.30** 

0.46* 

-1.40** 

-0.78* 

-1.24** 

-1.10* * 

-0.90* * 

-0.68* 

-0.46** 

+4.84** 

-1.32* * 

-0.24 

-1.62* * 

-0.84** 

-1.46* * 

+3.22* * 

N = 5 * : p <0.05 * * : p <0.01 

表4.昭和60年度都区保健衛生連絡協議会による生化学 て，市販コントロール血清を用いる場合，あらかじめ数

精度管理調査の集計結果 種類の測定方法を用いてチェックし，測定方法聞の測定

測定方法
川
一

2

9
b
一

『

ι
l

m
一
伽
字

削
一
試

pa
一

土
一

-
V
A

一

値
一
料

酸
一
試

尿一
N
 

リンタングステン酸法 4 6.75士0.31 16.15土0.70

(除蛋白する方法)

ウリカーゼ・ POD法 22 4.57土0.35 8.02土0.55

よる測定値が高い値を示すコントロール血清は還元性物

質を含んでいることが考えられ，前記の精度管理調査の

結果も試料が原因で測定方法問の測定値の差が大きく

なったものと推測された.

精度管理調査では日常用いている測定方法を用いて参

加者が試料の測定を行うため，方法問で測定値の差がな

い試料を用いることにより，別の測定方法を用いた場合

にも参加者間でクロスチェックを行うことが可能となり，

施設問精度管理に有用である.精度管理調査用試料とし

値の差の極力少ないものを選択することが望ましいと思

われる.

要約

昭和60年度の都区保健衛生連絡協議会による生化学精

度管理調査において，尿酸の測定方法別平均値に大きな

差が現われ，調査用試料に用いた市販凍結乾燥血清に問

題があると推測された.市販コントロール血清が尿酸の

精度管理調査朋試料として適当であるかを調べるために

16種類の市販コントロール血清中の尿酸値をリンタング

ステン酸法とウリカーゼ・ POD法の 2法で測定した.

2 法の測定値の差は0.24~4.84mg/dl の聞に分布し， 2 

法の測定値問に有意差が認められなかったのはわずかに

1種類の血清のみであった. 14種類の血清はウリカー

ゼ・ PODt去の測定値の方が高かった.他の 2種類の血

清はリンタングステン酸法の測定値の方が高<，測定債

の差は， 3.22， 4.84mg/dlで他よりも大きかった.血清
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の種類により測定方法聞の測定値の差の大きさが異なる

ことが認められ，その原因として血清中の還元性物質等

の爽雑物が測定方法により別々の影響を与えることが推

測された.精度管理調査用試料として市販コントロール

血清を用いる場合は測定方法問で測定値の差が極力少な

いものを選択することが望ましい.

文 献

1 )東京都:昭和58年度(第2回)東京都衛生検査所精

度管理調査結果報告書， 1984. 

2 )日本医師会:昭和56年度(第15回)臨床検査精度管

理調査結果報告書， 1982. 

3 )北村元仕，仁科甫啓:実践臨床化学(増補版)， 

258-276， 1984，医歯薬出版.
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神経芽細胞腫のマス・スクリーニングに関する検討(第4報)

尿中パニリルマンデリン酸スポットテスト成績に友ぼす

食餌の影響に関する統計的観察

武士俣邦雄*，高野弘紀*，一言 広*，峰岸正子**

長田英春**，長岡常雄**

Studies on Mass-screening Methods for the Neuroblastome (lV) 

Statistical Observations of Influence by Diet upon the Reading 

of Urinary Vanillylmandelic Acid Spot Test 

KUNIO BUSHIMAT A *， HIROKI T AKANO *， HIROSHI HITOKOTO * 

MASAKO MINEGISHI* *， HIDEHARU OSADA * * and TSUNEO NAGAOKA 

Keywords:神経芽細胞腫 neuroblastoma，判定障害 readingtrouble，尿中パニリルマンデリン酸 urinary

vani11ylmandelic acid，スポットテスト spottest，資料解析 materialanalysis 

著者らは，昭和58年度後半から，カテコールアミン代

謝充進'性の神経芽細胞腫のマス・スクリーニングを，尿

中パニリルマンデリン酸(以後 VMAと記す)を定性的に

検出するスポットテスト法1)に基づいて実施し，昭和60

年度までに行った検査成績の解析結果については，すで

に報告2)した.その中において，事業開始当初は，初回

検査で再検査と判定されるおよそ20%の検体のうち，検

査材料を作製する時に，検査用ろ紙上に尿を 1滴締り務

すべきところを，尿の浸みた脱脂綿をろ紙に押し当てた

り，オムツと一緒に当てたもの或は尿滴下量の多少など 1

の色々な理由で，検査の成績判定が不能であった検査材

料が約80%を占めていた。しかし，その後初回検査で再

検査となる検体の出現率は 5-8%台で推移し，理由別

には，食べ物の制限が不完全なために偽似的な反応の現

われた検体が60-80%台で，その率は検査材料の作製が

悪い場合と入れ代っている.すなわち，検査材料作製方

法についての保護者に対する指導効果は著明であったが，

食べ物の制限に対する改善は認められなかった.

そこで，この事が如何なる理由に基づいているのかを

解明する端緒にするため，検体およびそれと同時に提供

された食べ物等に関する資料を集計して検討したところ，

興味ある事象が認められたので報告をする.

研究方法

1.検査の対象および材料:すでに報告3)した様式に

基づいて，当所に搬入される尿検体ろ紙を材料として，

検査を行った.なお，対象は多摩および島しょ地区なら

ぴ23特別区のうち新宿区および文京区に居住する生後 6

ヶ月の乳児である.

2.検査方法:カテコールアミンの代謝充進性の本腫

蕩においては，その終末代謝産物の尿中排出量の増加の

有無を調べる検査に基づいて，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 VMAを，

化学的にジアゾ化合物として発色検出する方法のうち，

Studnitz4)らの発色試薬を用いるスポット法1)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

は腫傷が疑われるような被検体については，著者が開発

したペーパー簡易円形展開処理5)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6)を用いた.

3.食餌に関する資料の収集:大まかな食事に関する

資料は，新宿区の検査用ろ紙に印刷されている“ミルク，

母乳，離乳食"の選択記入欄から抜粋して集計した.ま

た，食べ物および治療薬品の具体的内容については，初

回の検査を受ける際に，検体に同封されて来たメモ類を

集約した.さらに，食生活の相違に基づいて，本検査で

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究料 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課
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図1.受検者数の推移と初回検査における再検被検体の理由別出現動態

偽陽性に反応する因子を調査するために，韓国人と思わ

れる氏名を選別し，残りの氏名との関における再検査検

体の出現の差異について検討を行った.

結果および考察

1.初回検査の件数および再検査検体の動向

昭和58年10月に本事業を開始して以来，昭和62年3月

末日までに109，010人(行政事業としての多摩および島

しょ地区の99，585人ならぴ受託検査である新宿区の

6，115人および文京区の3，310人)の乳児について検査を

実施した.これらの初回検査の受検を申請した人数およ

ぴ再検査検体の出現を，各年度の四半期毎に集計した結

果を図1.に示す.

図1.に示したように，本事業を開始した当初は，初

回検査で再検査となる概ね20%の被検体のうち，約80%

は検査材料の作製が悪い3)などのために，検査の成績判

定が不能な検体であった. しかし，その後の再検査検体

の出現率は，図1.の件数から明らかなように 5-8%

台で推移しているが，その内訳は折れ線グラフが示すよ

うに，食餌制限不良による偽似反応の出現している検体

が60-80%台を示している.すなわち，すでに報告2)し

た後においても，食べ物の制限に対する指導に関しては，

余り効果が認められていない。

2 .食事と再検査に関する検討

すでに述べたように，初回検査で食べ物の制限が悪い

と思しき被検体が減少していないので，食餌制限不良に

よる再検査被検児の食事について調査を行った.すなわ

ち，新宿区の検盗用ろ紙に印刷された食事の種類(ミル

ク，母乳，離乳食およびそれらの組合せ)を保護者が選

択したものに基づいて，その種類における食餌制限不良

検体の出現状況に関して集計した結果を表1.に示す.

表1.から明らかなように，偽似反応の出現する危険

性は離乳食の 6%が最も高く，次いで離乳食が関与した

組合せであり， ミルクおよび母乳を単独に与えた場合は

低率であった. しかし，食餌制限不良とした検体の件数

から観察すると，母乳またはミルクと離乳食の組合せに

次いで， ミルク単独の場合に多く見受けられた.すなわ

表1.食事と食餌制限不良判定被検体の出現関係

食事内容

ミルク(M)母乳(B)離乳食(R) M+B M十 R B十 R M+B+R 不明 合計

検査人数 1，410 520 67 304 1，732 1，259 708 122 6，115 

食餌制限不良検体数 30 8 4 5 48 34 21 3 153 

偽似反応性(%) 2.13 1.54 6.0 1.65 2.8 2.7 3.0 2.5 2.5 

食事内容別出現率(%) 19.6 5.2 2.6 3.3 31.4 22.2 13.7 2.0 100.0 
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表 2. 食餌制限不良判定被検児の食事内容例

ミルク

牛乳

卵

白子

ヨーグルト

豆腐

鳥肉

茶わん蒸し

ミートソース

にlまし

かつお節

H.A. 

0 
M.U. 

0 
K.I. 

。
。

パナナ 。
オレンジ

りんご

イチゴ

フレンチトースト

ペースト

ご飯

おかゆ
p、γ
じゃカfいも

かぼちゃ

さつまいも

にんじん

ほうれん草

大根

きゅうり

トマト

しいたけ

。
。。

ち， ミルク或いは母乳を単独で与えた場合においても，

l回の検査で陰性と確定されないものが相当数存在する

事が認められた.

3.食べ物と再検査の関係

すでに記したように，離乳食の場合に本検査では偽似

反応が現われるために，再検盗になる傾向の高い事が認

められたが， ミルクまたは母乳を与えた場合においても，

必ずしも初回検査で陰性と判定されていない.そこで，

検体に同封されていた食餌の内容に関する93件のメモ類

を集約し，偽似反応が現われた 9件の具体的種類を表 2.

に示す。

表 2.に示したように，初回検査で食餌の制限が惑い

ために再検査になった被検児 9人のうち，バナナを食べ

被 検

げ

0
0
0
0

。。

者

H.H. 

0 
R.T 

O 
T.I. U.U. 

0 
M.H. 

。 。。
。 。

0
0
0
 

。
。。 。。

。 0

0

0

0

 

。 。
。 。。

。。 。 。。 。。。。

ていた 1人を除いた食べ物の平均は5.88種類であった。

これに対し，初回検査で陰性と確定した84人の乳児では，

ミルクまたは牛乳と離乳食を与えていた36人の場合は平

均9.28種類であったが，離乳食だけを与えたいた場合は

平均3.26種類と少ない結果であると共に，母乳だけとい

うのが2例あった.このミルクまたは牛乳と離乳食を与

えていた場合には，ご飯や麺類などの炭水化物を共通し

て摂取している事から考えると，これらを主食として与

えていたものと推察された.また，この場合のタンパク

質系について調べたところ，平均3.14種類であったが，

離乳食だけを与えていた場合のそれは0.89種類と少な

かった。

さらに，食餌制限不良と判定されて，検査を繰り返し
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表 3.各種治療薬品と検査成績

偽似反応

弛緩剤，エピオス，ビタミン(A，C，E)

心臓疾患(ジゴキシン，ラシックス)

副腎皮質ホルモン

B.M. 。
被

M.H. 

。

検 児

T.K. R.I. U.U目

。
川崎病治療薬(フロゲン，ジピリダモール，ユベラニュチネート)

整腸剤

。
。

陰性判定被検者の治療薬品(重複を含む， ( )内例数)

ジゴキシン(8)， 強心剤(5)， 川崎病治療薬(5)， ラシックス(4)， アスピリン(4)，

デパゲン(4)， 風邪薬(3)， 利尿剤(2)， 抗けいれん剤(2)， 慢性心疾患治療薬(2)，

ポポン S(2)， ビタミン C(2)， 字津救命丸(1)， チョコラ D(l)， カルシウム(1)，

ルミナール(1)， パンピタン(1)， ポリオ生ワクチン(1)， 三種混合ワクチン(1)，

ヨクイニン(1)， 硫酸アトロピン(1)， フェノパール(1)， アルフアロール(1)，

イユクレミン(1)， フェノパールエリキシル(1)， アトピー性皮膚炎治療薬(1)，

ネオフィリン(1)， ベネドリン(1)， エレンタール(1)， ワーファリン(1)，

ケフラールドライシロップ'(1)， ボンタールシロップ(1)， フェノパルメタール(1)，

心室中摘欠損治療薬(1)， フアロー四徴治療薬(1)， 乳蛋白質消化特殊粉末(1)，

気管支炎治療薬(1)， 貧血治療薬(1)， イノリン(1)， ピソルボン(1)， ネオトイン S(1)， 

タベジールシロップ(1)， イノリンシロップ(1)， メジコンシロッフ0(1)， レフトーゼ(1)，

抗癌剤(1)， ペリアクチル(1)， 目薬(1)

て受ける被検児の中には， ミルク，牛乳，卵，豆腐や魚

などしか与えていないと云う母親もいた。そのうえ，各

窓口3)を通じて，“食餌の制限を守り， ミルクまたは母

乳しか飲ませていないのに，なぜ、食餌制限不良による再

検査になっているのか"と云う問合せも多かった.

以上の事から， ミルクおよび母乳を含めて，タンパク

質を偏食或は過剰に摂取した場合には，本検査の成績判

定を紛わしくする事が推察された.この事は，離乳する

と色々な食べ物を摂取するために，偽陽性の例が増える

ので，離乳する前に検査する事が望ましい，という厚生

省の研修指導内容7)とは，趣を異にする結果であった.

また，本腫傷で長男を失った家庭の子供 2人について追

跡検査を行っているが， 2歳および3歳になった現在の

方が，授乳中よりも成績の判定が容易になった.すなわ

ち，本検査は， ミルクや母乳を与えるよりも，適正な離

乳食を指導して行う事によって，食餌制限不良による再

検査検体の減少する事が期待される.

4.治療薬品と検査成績

各種の治療薬品が，本検査に及ぼす影響を調べるため

に，前項と同様に，検体に同封されて来た60枚のメモ類

を集計した.すなわち，この60例について，再検査と判

定した 5被検体および48種類の治療薬品の重複使用を含

めた服用例数について集計した結果を表 3.に示す.

表 3.から明らかなように，偽似反応、が現われていた

5件の治療薬の中には，例えば川崎病治療のように，そ

の多くが陰性に判定されているものもあるうえ，例数も

少いので，直接的な影響の有無についての判断は出来な

かった.これに対し，陰性に判定した検体の中に，発色

反応を妨害する薬品などが含まれている場合には，見落

しの原因になるので，今後検討する必要がある.

5.喫食の相異と検査成績

本検査は，食べ物に含まれる成分およびその代謝産物

によって影響を受けるので，日常の喫食例の関係から調

べるために，偽似反応検体の出現差について検討を行っ

た.すなわち，食餌制限不良と判定した検体を，日本人

名と韓国人名と思われる乳児の二群に分け，両群の出現

数の集計結果を，表4.に示す.

食餌制限不良による再検査と判定した検体は，日本人

名よりも韓国人名の乳児の方が約 2割多い事が認められ

た.この事から，偽似的反応の出現に関与している因子
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表 4. 日本名およぴ韓国名の乳児の初回検査における偽似反応の出現

多摩・島しょ地区

検査人数 99，424 

日本名乳児 偽似反応者数 4，410 

出現率(%) 4.44 

検査人数 161 

韓国名乳児 偽似反応者数 10 

出現率(%) 6.21 

として，両国民の日常の食事の質的差異が原因している

ものと考えられ，今後追究する必要がある.

6. その他の観察事象

昭和58年の10月から開始した神経芽細胞腫のスポット

テストにおいて，日常の検査で尿スポット部分全体また

は辺縁が，経色に呈色する検体も比較的多く見受けられ

た.この事については，偽陰性反応との因果関係を明確

にするために，今後追究する必要のある事が認められた.

また，われわれは，昭和61年度末までに本腫蕩の患児

を2名発見したが，これは他の自治体における発見

率ト10)に比べて，極めて低い結果となっている.そこ

で，現在までの受検者のその後を，悪性新生物に対する

医療費助成の資料に基づいて調べたところ，本検査を受

けてから10ヶ月後に診断された 1例およびコリナージッ

ク型のために発見する事の出来なかった l例の 2件が確

認された.このように，擢患者の発見が少ないのは，日

頃の母子衛生に関する保健指導が有効に作用しているか，

或は医療機関が発展しているために，本スクリーニング

検査を受ける以前に発見されている事も，その理由とし

て想定された.

しかし，スポットテスト法では，神経芽細胞腫の60%

以上を見落す危険があるという報告11)もあるので，少

くとも偽似反応が現われている検体については，液体ク

ロマトグラフィーを用いる精度の高い検査法の導入も必

要である.

まとめ

カテコールアミン代謝充進性の神経芽細胞腫のマス・

スクリーニングスポットテストにおいて，食餌制限の指

導を厳しくするよう窓口にお願いして来たにもかかわら

ず，偽似反応による再検査被検体が減少しなかった.そ

こで，その理由を究明するために，食餌などとの関連性

について，統計的に検討したところ，次のような事が判

明した.

新宿区 文京区 i口L 計

6，082 3，313 108，819 

144 100 4，654 

2.37 3.02 4.28 

40 21 222 

2 。 12 

5.00 0.00 5.41 

1.食事を，“ミルク・母乳・離乳食および?それらの

組合せ群"に区分し，偽似反応による再検査被検体の出

現率を調べたところ，偽似反応、が現われ易いのは離乳食

であった. しかし，各食事群における出現率では， ミル

クと離乳食・母乳と離乳食に次いでミルクだけを与えて

いる場合の順に高かった.

2.食べ物の種類と偽似反応の出現について検討した

ところ，再検査と判定された被検児の食べ、物は平均5.88

種類であった. しかし，陰性と確定した被検児では， ミ

ルク或は牛乳と離乳食の場合は平均9.28種類と多いが，

ご飯やおかゆなどが全体に認められた.また，離乳食だ

けの場合は平均3.26種類と少ないうえ，おかゆなどの炭

水化物が主体であった.

3.各種の治療薬品による検査反応について調べたと

ころ，偽陽性に反応している具体的な例は確認出来な

かった.なお，治療薬と偽陰性反応の関係については，

具体的に検討する必要のある事が認められた.

4.食べ物による偽似反応の出現を，食生活の異なる

日本人名と韓国人名に区分して比較したところ，韓国人

名の方が約20%高かった.

本稿の概要は，第78回東京都衛生局学会(昭和62年 5

月19日)に於いて発表した.
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神経芽細胞腫のマス・スクリーニングに関する検討(第5報)

原中パニリルマンデリン酸スポットテストを偽似的に妨害する例

武士俣邦雄*，高野弘紀*，一言 広*

Studies on Mass-screening Methods for the Neuroblastoma (V) 

Few Instances of False Positive Interference with the Detection 

of Urinary Vanillylmandelic Acid by Spot Test 

KUNIO BUSHIMAT A * ，日IROKIT AKANO * and HIROSHI HITOKOTO 

Keywords:神経芽細胞腫 neuroblastoma，偽似反応例 falsepositive instances，尿中パニリルマンデリン酸

urinary vanillylmandelic acid，スポットテスト spottest 

著者らは先に，カテコールアミン代謝充進性の神経芽

細胞腫マス・スクリーニングのスポットテスト 1)におい

て，偽似的反応が出現する被検体が多く見受けられる事

実について，報告2)を行った.

また，この原因を究明するために，資料に基づいて統

計的に検討したところ， ミルクや牛乳を含め，タンパク

質を偏食あるいは過食すると，偽似的反応が現われる傾

向のある事が認められた.さらに，日本人名よりも韓国

人名の乳児の方が，偽似的反応の現われる率が約 2割も

高い事も判明した3)

そこで，これらの事に基づいて，食事と偽似反応に関

する基礎的実験を試みたところ，興味ある結果が得られ

たので報告する.

研究方法

1.実験材料:飲用実験用のミルクとしては，タウリ

ン，アルギニンおよびオリゴ糖(ガラクトシルラクトー

ス)を配合しである乳児用調製粉乳(雪印ネオミルク Lu)

を使用した.また，韓国人名乳児の方が日本人名乳児よ

りも偽似反応の出現率が高かった事から，食事上の特徴

に基づいてキムチを想定し，一味唐辛子について実験を

行った.

2. ミルク飲用実験の原材料

前記ミルク約65gを，体重60kgの成人が飲用する前後

における尿を，それぞれ 1時間毎に飯用 3時間後まで追

跡採取し，パニリルマンデリン酸(以後 VMAと記す)お

よびホモパニリン酸(以後HVAと記す)の定性および定

量の各種試験・検査に供した.

3.各種の検査および試験の試薬類

1) 検査用薬品:VMAおよび HVAの標準物質はシ

グマ社(米国)製を，その他のパラニトロアニリン，無水

炭酸カリウム，亜硝酸ナトリウム，水酸化ナトリウム，

酒石酸(以上特級品)，酢酸エチル，アセトニトリル(以

上液体クロマトグラフィー用)は，全て和光純薬の各等

級品を使用した.

2) 調製試薬 :VMA呈色検査用の発色試薬は， Stud-

nitzら4)の方法に従って調製保冷し，使用時に調整JII&で

比率混合した.また，液体クロマトグラフィー(以後

HPLCと記す)用の移動相を作製するための酒石酸水溶

液(0.05M，pH=3.0)は，酒石酸の一定量を予め適当量

の純水で溶解し， 4 Nの水酸化ナトリウムを加えて pH

を調整したのち，酒石酸の濃度が最終的に0.05Mになる

ように，純水で標量して調製した.さらに， HPLCに使

用する移動相は，この酒石酸水溶液とアセトニトリルを，

移動相(A)は90:10および移動相(8)は85:15の割合で混合

し，再生セルローズ膜でろ過したのち，ヘリウムガスで

脱気してから使用した.

なお，尿中クレアチニンの定量分析は， Folin-Wuの

方法5)に基づいた試薬を調製して行った.

3) 原中 VMAおよび HVA定量試料の調整: 尿100

μlに飽和塩化ナトリウム900μlを加え，2mlの酢酸エ

チルで振渥抽出後， 2，000回転で 5分間遠心分離した上

清を， Vパイアルピンに 1ml分取し，アルミブロック

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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恒温槽(40'C)で加温しながら窒素ガスを噴入乾回してか

ら，移動相(A)液を 100μl加えて溶解した.また，標準

溶液についても， 5μg/ml相当濃度となるように，尿

と同様に処理した.

4) 唐辛子の処理操作:一味唐辛子の純水による水溶

性蘭分を，さらに酢酸エチルで抽出し，その濃縮液につ

いて呈色およびHPLCによる分離試験を行った.なお，

呈色i夜は混濁したため，ゲルマンディスポーザブルフィ

ルター (0.45μm)でろ過して，吸光試験を行った.

4.測定装置関連

HPLCの各装置としては，ポンプ本体(LC-4A)，カ

ラム恒温槽(CTO-2 AS)およびデータ処理装置 (C-R 3 

A;いづれも島津製)と，電気化学検出器(VMD-501，

柳本製)を組合せて使用した.なお，分析カラムは，ュ

ニシルQC18の充填カラム(10μm，4.6mm併， 25cm，ガ

スクロ工業製)を用い，流量 1ml/即日の速度で，移動

相(A)から移動相(B )へ15分間直線グラジェントで展開

し，その後25分まで移動相(B)で固定展開した.

また，尿中クレアチニンの定量分析および一味唐辛子

の抽出物質のアゾ呈色液の吸収曲線測定は，ダブルビー

ム分光光度計200-20形(目立製)に同社の卓上記録計

200形を接続して，測光記録した.

5.尿試料中の VMA定性検査

ミルク飲用実験時間尿の VMA定性検査は， Studnitz 

らの発色試薬を用いる佐藤ら1)のスポットテスト法に

従って発色させ，成績判定は沢田6)の指導要領に基づい

て行った.なお，この時に尿をスポットするためのろ紙

は，研修指導7)に習って，東洋ろ紙のNO.2を用いた.

結果および考察

1.ミルク飲用実験

成人におけるミルク飲用実験の各時間尿の検査成績を，

表1.に示す.

表1.から明らかなように， VMAスポットテストの成

績は， ミルク飲用後の 2時間目および3時間目に採取し

た時間尿で，疑陽性の判定がなされている. しかし，そ

の時の VMAの濃度は， ミルク飲用前のそれぞれ1/4あ

るいは2/3程度の低い値であった.

一般に尿の検査成績は，その時の尿の濃度による影響

を大きく受けるために，尿中排j世量が比較的一定である

クレアチニンの濃度を，濃淡指標として参考にする.こ

の事に基づいて， ミルク飲用実験の飲用前後における尿

の濃淡を比較したところ，尿中 VMAスポットテストが

疑陽性である飲用後 2時間目および3時間目の方が，飲

用前のクレアチニン濃度よりも低かった.すなわち，尿

中VMAスポットテストが疑陽性に呈色しているのは，

VMAの増量または濃厚尿による発色物の多量排出の影

響ではなく，飲用ミルクに由来する偽似反応物質が尿中

に出現したためと考える.

なお，神経芽細胞腫マス・スクリーニング検査におい

て， ミルクあるいは母乳を与えて検査を受けるようにと

いう指導にもかかわらず，偽似的反応のために再検査と

なる被検体が減少しなかったのは， ミルク等の継続的授

乳なども lつの影響因子として関与している事がうかが

われた.

3.ー昧唐辛子抽出物のアゾ呈色性

一味唐辛子の純水溶出液を，尿中 VMAスポットテス

ト1)と同様に，ろ紙にスポットして呈色試験を行ったと

ころ，アゾVMAと極めて類似した呈色が認められた.

さらに，一味唐辛子の酢酸エチル抽出画分と， Stud-

nitzら4)のジアゾカップリング試薬との反応呈色液の吸

収曲線を，図1.に示す.

図1.の標準 VMAのアゾ色素(実線)には，尿中 VMA

の純化比色定量法的で使用している510nmに最大吸収の

ある事が認められる.これに対し，波線で示した一味唐

辛子の酢酸エチル函分のアゾ化合物の吸収曲線には 2つ

のピークがあるが，長波長仮IjのピークはアゾVMA色素

の最大吸収波長に極めて近い504nm付近にある事が認

められた.

この事は，すでに報告3)した韓国人名乳児は日本人名

乳児よりも，食餌制限が不完全な事に起因すると思われ

る再検査被検体が， 20%も多く認められた事の理由のー

っとして理解される.なぜ、ならば，韓国には唐辛子を多

量に用いる食品，キムチがあり，母親がこれを摂取した

ために，その中の唐辛子の成分が母乳を介して乳児に移

表1. ミルク飲用実験時間尿の各種検査成績

飲用前 1時間百 2時間目 3時間目

VMAスポットテスト 土 士

分析ー「卜E~クVMレAAア((μμヲg/ml) 
12.9 4.1 3.1 8 

定量 g/ml) 43.1 32.9 13.9 13.1 

チニン(mg/dl) 129.2 97.7 62.5 79.4 
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行っている.その中において，食餌の制限が不完全な事

によると思われる再検査被検体が極めて多いので，その

原因を究明するための基礎的な検討を行ったところ，次

のような知見が得られた.

1. 成人が，乳児用調製粉乳を体重 kg当り約 1gの

割合で飲用して，その前後の時間尿について各種の検査

を行って検討したところ，飲用前には尿中 VMAスポッ

トテストが陰性であったのに対し，飲用後の 2時間目お

よび 3時間目のそれは， VMAおよび、クレアチニンのi農

度が低いにも係わらず¥疑陽性程度の呈色が認められた.

2. 本検査において，韓国人名乳児は日本人名乳児に

比べ，食餌制限が不完全な事によると思われる再検査被

検体が多い事から，その食べ物から想定した唐辛子の抽

出画分について，ジアゾ発色試験および HPLC分析パ

ターンの検討を行った.

その結果，唐辛子の酢酸エチル抽出画分のジアゾカッ

プリング反応液には，標準 VMAのアゾ色素の最大吸収

波長510nmに極めて近い504nm付近に吸収のある事が

認められた.また，同抽出函分のHPLC分析パターンに

ついて検討したところ， VMAと同ーの保持時間の所に

ごく小さなピークと， HVAのそこに極めて大きなピー

図1.標準 VMAのアゾ色素(実線)および一味唐辛子抽 クのある事が認められた.

出物のアゾ呈色i夜の吸収曲線 文 献

行し，最終的に乳児の尿中に現われて類似的に発色して

いる事が推察される.

従って，韓国など唐辛子を多食するような固において，

本神経芽細胞腫のマス・スクリーニング検査を正確に行

うためには，母乳ではなく，充分に配慮をした離乳食を

与えて行う事が望ましい.

さらに，唐辛子の酢酸エチル画分を HPLCで分離検出

したところ，標準 VMAと同じ保持時間の物質のピーク

は小さなものであったのに対し，標準 HVAと同ーの保

持時間のそれは極めて大きかった.

このように，唐辛子の中に HVAと同じ保持時間で検

出される物質が含まれている事は，同様の食品の摂取を

含めて，本腫蕩の約20%位存在すると云われている

HVA分泌型9)のそれを，検査精度が高いと思われてい

るHPLCで定量して検索する際に，偽陽性に判定する危

険性のある事が認められた.
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高速液体ク口マトグラフィーによる鎮咳去疲薬中の

南天実成分 0・Methyldomesticineの定量

瀬戸隆子*，安田- f，!~*，浜野朋子*，高野伊知郎*，

秋山和幸*

Determination of NANDINAE FURUCTUS Component O-Methyldomesticine 

in Cough Medicine and Expectorant Preparations 

by High-Performance Liquid Chromatography 

T AKAKO SETO *， ICHIRO Y ASUDA *， TOMOKO HAMANO * ， 

ICHIRO TAKANO* and KAZUYUKI AKIYAMA * 

O-Methyldomesticine (OMD) ， one of the components of NANDINAE FRUCTUS， originating from N，側 dina

domestica and/or Nandina d01叫esticaforma leucocarpa， together with chlorpheniramine maleate and tipepidine 

citrate in cough medicines and expectorant preparations were successfully determined by high performance 

liquid chromatography after clean.up on disposable column with ion exchange carboxylic acid silane bonded 

silica gel. 

Determinations by the proposed method revealed that in five preparations A to E OMD values of 0.07-

0.38 mg (average 0.19 mg) per 1 g of NANDINAE FRUCTUS were very low compared to OMD contents of 2.7-

4.6 mg (average 3.7mg) in eight commercial NANDINAE FRUCTUS A to H， and 1.94 mg in decoction of NANDINAE 

FRUCTUS A. 

OMD was considered not to be efficientIy extracted from NANDINAE FRUCTUS in the process of manufactur-

ing preparations. It is necessary to improve the manufacturing method and the standard including OMD 

content. 

Keywords : NANDINAE FRUCTUS， Nandina dω叫estica，O-methyldomesticine， HPLC， cough medicine preparation， 

expectorant preparation， determination， chlorpheniramine maleate， tipepidine citrat巴

緒 扇

日本薬局方外生薬規格集1)に収載される南天実は，シ

ロナンテン Nand仰 domesticaTHUNB目 formale叫cocarta

MAKINO又はナンテン N仰 dinadomestica THUNBの呆突を

乾燥したもので，古くから瑞息，百日咳などの鎮咳薬と

して用いられている.現在，厚生省の一般用かぜ薬およ

び鎮咳去疾薬の製造(輸入)承認基準2)にも取り入れら

れ，鎮咳用シロップ剤などに配合されて市販されている.

南天実の成分3)としては， O-methyldomesticine (以下

OMDと略す)， protopine， isocorydineの他数種のアボル

フイン型アルカロイドが知られており，主アルカロイド

のOMDには知覚神経と運動神経の麻埠作用4)および鳥

型結核菌とブドウ球菌に対する抗菌力5)が認められてい

る.

OMDの定量法としては，持田ら6)の薄層クロマトグ

ラフィーーデンシトメトリー(以下 TLC-DMと略す)

による方法，稲葉ら7)の電気j商法およぴガスクロマトグ

ラフィー(以下 GCと略す)による方法が報告されてい

るが，製剤には塩酸メチルエフェドリン，リン酸ジヒド

ロコデイン，マレイン酸クロルフェニラミン(以下 CM

と略す)，クエン酸チペピジン(以下 TCと略す)のよ

うな塩基性成分が配合されるため電気滴定法は応用でき

*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 MetropoJitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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CH30 

Fig. 1. Chemical Structure of O-Methyldomesticine 
(OMD) 

ない.持田ら6)も稲葉ら7)も共に TLC-DMおよび GCの

試料を分配法により精製しているが，鎮咳去疾薬にはシ

ロップ剤が多く，高速液体クロマトグラフィー(以下

HPLCと略す)による方法は試料調製の点で利便性があ

ると考えられたので検討した.その結果，簡単な前処理

により， CM， TCとともに，精度良く，簡便，迅速に

OMDを定量する方法を確立したので報告する.

実 験 の 部

1.機器および装置

日PLC装置:日本分光工業 JASCO880-PU，検出器

875-UV，島i孝インテグレーター C-R3A，カラム A

LiChrosorb RP-18， 5μm， 4 X250mm (Merck. Hibar)， 

カラム BTSKgel ODS-120T， 5μm， 4.6 X 250mm (東

洋曹達).分取 HPLC装置:東洋曹達 HLC-837，波長可

変 UV検出器，カラム TSKgelODS-120T， 10μm， 

2.15X30cm (東洋曹達)，プレカラム 2.15X10cm.

2.試薬

THF:和光純薬工業 HPLC用.カラム用シリカゲル:

Kieselgel 60 0 . 04 -0 . 063mm (Merck) .その他は JIS特

級.

3.標準品および試料

OMD (Fig.l . )標準品市販南天実300gを粉砕器で

砕き，アンモニア水ーメタノール(1 : 9)混液500ml

tこ一夜浸漬後ろ過する.残漬を更に 2回メタノールで抽

出し，抽出液を全て合わせ減圧濃縮した後， 1 N塩酸お

よびエーテルを加えて振り，水層を分取する.アンモニ

ア水を加えてアルカリ性とした後クロロホルムで抽出，

残留物を減圧濃縮しシリカゲルカラムに付す.クロロホ

ルムーメタノール (9 : 1)で溶出する OMD画分を

エーテルより再結晶を繰返し，無色針状晶80mgを得る.

mp137 -138
0 [α)57+109.90 

(C =0.00267 CHCI3) [文

献値8)mp 135 -1360 [α 〕も+97.60 (CHCI3)]. UV 

A ~~~H nm : 282， $07. 元素分析計算値C2oH21N04: C， 

70. 78; H， 6.25; N， 4.13，実測値:C， 70 . 80; H， 

6.2 4; N， 4.13. MSm/z (%) : 339 (M+， 90) 338 

(100)， 324 (39)， 308 (34)， 296 (25)， 281 (20)， 

265 (23). 1 H -NMR(CDCI3) 8 : 2.52 (3 H， S， NMe)， 

2.43ー2.69(3 H， m)， 2.93-3.20 (4 H， m)， 3.66， 

3.87 (each 3H， s， OMe)， 5.95， 5.96 (each 1 H， 

s， OCHO， 6.59， 6.75， 7.93 (each 1 H， s. Ar 

H) (TMS， 270 MHz). 13 C -NMR (CDCI3) 8 : 29.24 

( t)， 35.20 (t)， 43.95 (q)， 53.22 ( t)， 55.84 

(q)， 60.12 (q)， 62.47 (d)， 100.78 ( t)， 108.21 

( d)， 108.86 (d)， 110.74 (d)， 125.56 (s)， 

126.94 ( s)， 127.47 (s)， 128.61 (s)， 130.85 (s )， 

144.56 (s)， 146.32 ( s)， 146.46 ( s)， 151.95 ( s ) 

(TMS， 67.8 MHz). 

CM 日本薬局方適合品， TC 日本薬局方外医薬品

規格適合品.それぞれ105。で 4時間乾燥して定量に用

いる.

市場品南天実 A:南天実1976年市場品. B:南天実

1976年市場品(奈良県産). C:白南天1976年市場品.

D:南天実1985年市場品. E:南天実1987年市場品. F 

:南天実1987年市場品. G :自南天1987年市場品. H: 

南天実1987年市場品.

市販製剤成分・分量表示 A : 1日量30ml中 リン

駿ジヒドロコデイン30mg，dl-塩酸メチルエフェドリン

75mg， CM12mg，南天実流エキス1.8ml(南天実として

1800mg)，カンゾウエキス 300mg，キキョウエキス

200mg. B 1日量60ml中 リン酸ジヒドロコデイン

30mg， dl-塩酸メチルエフェドリン75mg，CM12mg，南

天実流エキス1.8ml (南天実として1800mg)，カンゾウ

エキス300mg(カンゾウとして1200mg)，キキヨウエキ

ス200mg(キキョウとして800mg). C : 1日量30ml中

リン酸ジヒドロコデイン30mg，dl-:塩酸メチルエフェド

リン75mg，CM12mg，グアヤコールスルホン酸カリウム

270mg，キキョウエキス105mg，南天実流エキス1.05ml，

オウヒエキス16.8mg，セネガエキス42mg，無水カフェ

イン62.5mg. DおよびE: 1日量40ml中南天実抽出

液 5ml (南天実として1.333g)，キキョウ抽出液 5ml 

(キキョウとして0.667g)，ソウハクヒ抽出液12ml(ソ

ウハクヒとして1.333g)， TC40mg， dl-塩酸メチルエ

フェドリン50mg.

4.配合生薬HPLC試料の調製 日本薬局方に適合

するカンゾウ，キキョウ，オウヒ，セネガ，ソウハクヒ
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の各粉未およびカンゾウエキス 19を取り， HPLC移動

相0.015Mリン酸ーカリウム (pH2.5)ーアセトニトリル

(3 : 1) 30mlを加え20分間振とう抽出し遠心分離し

て得た上澄液を0.45μmのフィルターでろ過して HPLC

試料液とする.注入量 20μl.

5.定量法

試料液の調製 南天実:南天実の粉末約 5gを精密に

量り，ソックスレー抽出器に入れ，アンモニア水ーメタ

ノール (1 : 10)混液33mlを加え一夜浸潰した後， 4 

時間抽出する.抽出i夜を減圧濃縮した後メタノールを加

えて正確に100mlとする.この 5mlを正確にとり 50ml

にメスアップし試料液とする.製剤:製剤 5mlを正確

にとり水で50mlにメスアップして試料液とする.南天

実煎出i夜:南天実の粗切 5gに水300mlを加え30分間弱

火で煎じ，温時ろ取して得た煎出液95mlをそのまま試

料液とする.

ディスポーザブルカラムによる前処理試料液 2ml 

を3mlのディスポーザブル Carboxylicacidカラム(以

下 COOHカラムと略す，エキストラクションカラム，

ベーカー)に付加し水 2ml，次いでメタノール 2mlで

洗った後 5mlメスフラスコで受けながら 4%リン酸メ

タノール溶液で溶出させ正確に 5mlとし， HPLC試料

液とする.

HPLC条件カラム:TSKgel ODS-120 T 5μm， 4.6 

X250mm (東洋曹達).移動相:0.015Mリン酸ーカリウ

ム (4%リン酸で pH2.5に調製)ーアセトニトリル (67

: 33)， 1 ml/min. 検出:UV280nm， 0.04 a.u.f.s.. 

検量線乾燥した標準品 OMD(CZOHZ1N04 : 339.39) 

20mg， CM20mg， TC50mgを精密に量り，メタノールに

溶解し正確に100mlとしたものを原液とし各種濃度の希

釈液を作り HPLCにより得られた各標準品のピークの高

さ (mV) と注入量 (μg)から検量線を求める.

結果及び考察

1.定量法の検討

最も簡便な試料調製法として，シロップ剤を水で希釈

しただけの試料液を用い， HPLC条件を検討した.OMD

が塩基性物質であるところから，まず，カウンターイオ

ン法で行った. ODSカラム(カラム A) に移動相は水

ーアセトニトリルーリン酸ーラウリル硫酸ナトリウム混

液あるいは水ーメタノールーリン駿一ラウリル硫酸ナト

リウム混液とし，その組成比率を種々変えて検討したが，

好結果は得られなかった.そこで，リン酸緩衝液とアセ

トニトリルあるいはテトラヒドロフランの混液で検討し

たところ， ODSカラム(カラム B)に移動相 (A)

CM 

I 

OMD 

G 

。 20 40 60 min 

CM 

11 
OMD 

。 20 40 60 min 

Fig. 2. Chromatograms of Preparation A 

1 : No Treatment. n: after Clean.up by Car. 
boxilic Acid (COOH) Column. 

CM : Chlorpheniramine Maleate OMD: 0-

Methyldomesticine G: Glycyrrhizin 

HPLC conditions : column， TSKgel ODS-120T， 

mobile phase， 0.015 M phosphate buffer 

(pH2. 5) 

-acetonitrile (3: 1)， flow rate， 1ml/min， 

detection's wavelength， 280nm 

0.015Mリン酸ーカリウム (pH2.5)ーアセトニトリル

(3 : 1)を用いるとき， OMDピークが保持時間(以

下 tRと略す)18分に前後のピークとの分離度がそれぞれ

2.0および2.1の完全に分離したピークとして得られ

(Fig. 2. -1 )，また，移動相 (B)0.05Mリン酸ーカ

リウム (pH2.7)ーテトラヒドロフラン (9 : 1 )を用

いても tR36分に完全な分離ピークとして得られた.

これら前記2種の条件下では，製剤に南天実と同時に

配合されるリン酸ジヒドロコデイン，dl-塩酸メチルエ

フェドリン，無水カフェイン， CM， TC，グアヤコール

スルホン酸カリウム，カンゾウ，キキョウ，オウヒ，セ

ネガ，ソウハクのうち，リン酸ジヒドロコデイン，dl-

塩酸メチルエフェドリン，無水カフェインはフロントに，

CMがtR13分と 17分に， TCが25分と47分にそれぞれ溶
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Fig. 3. Effect of the Ratio of 0.015 M Phosphate Buffer 

(pH2. 5) and Acetonitrile in the Mobile Phase on 

the Retention of O.Methyldomesticine (OMD)， 

Chlorpheniramine Maleate (CM) and Tipepi. 

dine Citrate (TC) 

出する他，生薬成分の多数のピークが現れるが，いずれ

からも，妨害するピークは検出されなかった.更に，南

天実のメタノールエキスについて，分取 HPLCを行い分

取した OMDピークについて，前記 2種の条件で分析し

たがいずれも，単一ピークを示し，ピーク純度には問題

がなかった.従って，本条件で OMDの分析は可能であ

る.しかしながら， TCのtRがそれぞれ25分と47分，カ

ンゾウ中のグリチルリチンのピークが60分前後に出現す

るため多大な分析時間を要し，また，配合成分の CMも

tR13分でーあるにもかかわらず，爽雑物のため，同時測定

できない.移動相 (A)でアセトニトリル比率を高めて

いくと OMD，CMおよび TCの tRは Fig.3. のように

変化するが，爽雑物が OMDピークに重なってしまう.

移動相(B )でも同様であり，迅速化には，試料の前処

理が必要で、あると考えた.

試料前処理法の検討鎮咳去疾シロップは，通例，

pH 3 -5の水溶液で，有効成分と共に多量の糖の他エ

タノール，香料，可i容化剤等を含む.一般に用いられる

分配法による精製は操作が繁雑で有機溶媒を多く必要と

するので，操作が簡便で小規模に行えるカートリッジカ

ラムの利用を試みた.目的成分が塩基であることに着目

して，官能基 COOHのイオン交換作用を一次作用とし

て持つカルボン酸シラン結合型シリカを詰めた COOH

カラムを用いて実験した.メタノールに次いで水で調整

OMD OMD 

I 11 

TC 

111 1V 

CM 

。 10 min 10 0 

Fig. 4. Chromatograms of NANDINAE FRUCTUS and Prepa-

ration Samples after Clean-up by Carboxylic 

Acid Column 

1 : NANDINAE FRUCTUS G n: NANDINAE FRUC. 
TUS H 皿:Preparation A N: Preparation B 

CM : Chlorpheniramine Maleate OMD: 0-
Methyldomesticine TC : Tipepidine Citrate 

HPLC conditions : column， TSKgel ODS-120T， 

mobile phase， 0.015 M phosphate buffer 

(pH2.5)剖 etonitrile(67 : 33) ，flow rate， 

1ml/min， detection's wavelength 280nm 

した COOHカラムに試料液 2mlを付加すると， OMDは

保持され，水，メタノールおよび4%リン酸では溶出せ

ず，アンモニア水メタノール溶液および4%リン酸メタ

ノール溶液によって溶出する. したがって，試料液を付

加し，水およびメタノールで洗った後， HPLCカラムを

損傷しにくい 4%リン酸メタノール溶液で溶出させるこ

とにした.この結果， Fig.2. nに示す HPLC図のよう

に，遅く溶出するグリチルリチンその他の爽雑物も除去

された.従って，移動相 (A)のアセトニトリル比率を
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上げることができ， 33%にすると Fig.4. に例示したよ

うに OMDが tR6.9分， CMが tR5.7分， TCが tR9.2分

に溶出し，大幅に分析時間の短縮が可能になった.そこ

で，次に定量性の検討を行った.

検量線 OMDO.01-0.35μg，CM 0.02-1.0μg， TC 

0.02-0.6μgの範囲内で注入量 (μg，x) とピーク高

さ (mV，y)の聞に次に示すほぽ原点を通る良好な直線

関係が認められた.

OMD : y =61.5x +0.04(γ=1.000， n = 7 ) 

CM : y =8.10x +0.01(γ=1.000， n = 7 ) 

TC : y =50.7x +0.16(r=1.000， n = 7) 

回収率製剤AにOMDO.1mg，CM 2 mg， TC 5 mgを

加えて求めた添加回収率は Table1. の通りであった.

OMDとTCは回収率， C.V.値共に良好であったが， CM 

の回収率はやや低かった.

以上の結果から，本法は，シロップ剤中の OMDおよ

びTCの定量法として簡便，迅速で精度の良い方法であ

り，また， CMについても呂的に応じて適用することが

できる.

2.定量結果について

実際に，市販の南天実 8検体と南天実含有製剤 5検体

およぴ南天実Aを用いて自製した煎液について OMD含

量を測定した結果は Table2. の知くであった.南天実

中の OMD含量は，持田ら6)の TLC.DMによる値 0.35

-0.45% (祝=3，平均0.40%)および稲葉ら7)の GC

による値 0.15-0.50%(n =11，平均0.37%)とほぼ

同等であり，生薬南天実中の OMD含量として一般的な

ものと思われる.製剤では，南天実としての表示量から

Table 1. Recovery of O-Methyldomesticine， Chlorphe-

niramine Maleate and Tipepidine Citrate 

Added to 5 ml of Preparation A 

Added Material Runs Recovery C.V. 

0・Methyldomesticine
(OME) 0.1mg 5 98.8% 1.6% 

Chlorpheniramine 
2 

Maleate (CM) 
5 92.7 2.5 

Tipepidine Citrate 

(TC) 
5 5 98.1 0.8 

Table 2. Contents of O-Methyldomesticine in Commercial Crude Drugs 

NANDINAE FRUCTUS and Preparations 

Sample Content per 1 g Crude Drugs 

NANDINAE FRUCTUS A 0.34 % 3.4 mg 

B 0.27 2.7 

C 0.33 3.3 

D 0.38 3.8 

E 0.46 4.6 

F 0.39 3.9 

G 0.43 4.3 

H 0.33 3.3 

Average 0.37 3.7 

Preparatio日 A 0.0023 0.38 

B 0.00043 0.15 

C 0.00093 0.28 

D 0.0026 0.08 

E 0.0024 0.07 

Average 0.19 

Decoction of 

NANDINAE FRUCTUS A 
0.01 1.94 
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換算して南天実 19に対応する OMDは，南天実のおよ

そ 1割以下で大変低い.鎮咳去疲薬としての歴史的用法

として漢方的で、は一日 5-10gを煎用しているので，南

天実 5gから常法により煎液を製して定量したところ，

煎液中には南天実中の約 6割の OMDが溶出されており，

これと比べても製剤の値は大変低い。持田ら6)も製剤中

のOMD含量が低いことを指摘し，抽出液製造時に南天

実からアルカロイド成分が十分に抽出されていないため

と推定している.以上のことから，製剤および製剤製造

用製剤である「抽出液Jあるいは「流エキス」などにつ

いて， OMD含量も含む製法・規格の検討が必要と思わ

れる.

結 論

鎮咳去療薬中の南天実成分OMDをHPLCを用いて定

量する方法を検討した結果，ディスポーザブル COOH

カラム前処理により，精度良く，簡便，迅速に OMDを

定量する方法を確立した.また，本法により， CMおよ

びTCも同時定量が可能である.

製剤 5検体の南天実 1g当りの OMD含量は市場生薬

南天実に比べ低く (Table2. )，製造方法，規格の検討

が必要である.

謝辞 OMDの元素分析をして戴いた東京薬科大学

中央分析センターの諸氏に深謝致します.

(本研究は61年度当研究所調査研究課題「生薬および

生薬製剤!の試験法に関する研究」として実施したもので

ある.) 
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高速液体ク口マトグラフィーによる

アカメガシワ含有無承認無許可医薬品中のベルゲニンの定量

浜 野朋子*，安田- e~*，瀬戸隆子*，高野伊知郎*

秋 山和幸*

High Performance Liquid Chromatographic Determination of Bergenin 

in the Pharmaceutical Preparations without Official Approvals 

containing Mallotus japonicus 

TOMOKO HAMANO *， ICHIRO Y ASUDA *， T AKAKO SETO *， ICHIRO T AKANO * 

and KAZUYUKI AKIY AMA * 

The quantitative analysis of bergenin in the pharmaceutical preparations without official approvals con-

taini昭 Mallot:叫sjaponicus (THUNB.) MUELL. ARG. was investigated. By hiqh performance liquid chroma-

tography (HPLC)， bergenin was determined without interfering on the ODS column endcapped silanol residue 

(LiChrospher RP-18e) using 8% aceto凶 rileas the mobile phase. When the test solution for HPLC was 

prepared by shaking with the mobile phase repeated 3 times， bergenin was extracted efficiently. The peaks 

with the same retention time as bergenin in the preparations were isolated by preparative HPLC on the 

endcapped ODS column (TSKgel ODS-120T) using 13% acetonitrile， and then the substances were determined 

as bergenin by 13C_NMR spectra. The proposed method by HPLC permitted the qualitative and quantitative 

analysis of bergenin in the pharmaceutical preparations with accuracy. 

Furthermore， bergenin reference standard changes in weight by about 5% depending on whether it con-

tains one molecule of crystal water or not. Therefore， the reference standard known of its composition 

must be used for d巴termination.

Keywords bergenin， Mallotus japonicus， quantitative 'analysis， HPLC， preparative HPLC， endcapped ODS， 13C_ 

NMR， crystal water 

緒昌

ベルゲニンは， トウダイグサ科EuPhorbiaceaeのアカ

メガシワ Mallotusjaponicus (THUNB. )MUELL. ARG.の樹皮

から単離された苦味物質で13)，ユキノシタ科 Saxifra-

gaceaeのヤグルマソウ RodgersiapodoPhylla A， -CRAY，マ

ンサク科Ha間amelidaceaeのトサミズキ CorylopsissPicata 

SIEB. et Zucc. 等にも含有される成分である3) この物

質は，胃分泌、抑制作用を有するほか，著明な抗潰場作用

を示し4.5)，また，高用量では，フェニルブタゾンと同

等の抗炎症活性を発現することが報告されている6) ア

カメガシワが，古来から胃炎，胃潰蕩等胃腸病の民間薬

として用いられてきたのは，このベルゲニンの薬理作用

に由来するものと考えられる.

近年，胃腸薬としてアカメガシワ含有製剤が製造され

ているが，一方，健康への関心が高まるなかで，アカメ

ガシワを配合した，いわゆる健康食品も時として見受け

られるようになった. しかし，その薬理作用から，アカ

メガシワは「専ら医薬品として使用されるものjに該当

し7)，これを含有するいわゆる健康食品は無承認無許可

医薬品とされる.

そこで，今回，著者らはアカメガシワの配合された無

承認無許可医薬品をとりあげ，その薬効成分であるベル

*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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ゲニンを高速液体クロマトグラフィー (HPLC)により

定量する方法について検討を行った.

実 験 の 部

1.装置および測定条件

(1)分析用 HPLC装置:日本精密科学 NSLC.100A，波長

可変uv検出器付.

(2)分析用 HPLC条件:

カラム リクロカート LiChrospher RP-18e， 5μm， 

0.4X25cm， (メルク)

移動相 水・アセトニトリル(92: 8)混液

流速 1.0ml/min 

検出 UV 272nm 

温度室温

注入量 2.0-4.0μl 

(3)分取用 HPLC装置:東洋曹達 HLC-837，波長可変 UV

検出器およびRI検出器付.

(4)分取用 HPLC条件:

カラム TSKgelODS四120T，10μm， 2.15X30cm， 

(東洋曹達)

ブPレカラム TSKgel ODS-120T， 10μm， 2.15X10cm， 

(東洋曹達)

移動相 水・アセトニトリル(87:13)混液

流速 7.0ml/min 

検出 UV 272nm 

温度 300 

注入量 7.5ml 

(5)核磁気共鳴(NMR)装置:日本電子FX-270

(6)NMR条件:重ピリジンを測定溶媒とし，内標準物質

にテトラメチルシランを用いて， J3C-NMRを測定する.

2.ベルゲニン標品

アカメガシワ(東京市場品，刻み)115gを粉末とし，

これにメタノール 11を加え， 24時間放置して抽出する.

再度この操作を繰返し，全抽出液を合して減圧濃縮する.

得られたメタノール抽出エキス30gは，水に懸濁した後

クロロホルムで脱脂し，水飽和ブタノールで分配する.

ブタノール層を分取，濃縮し，残留物をシリカゲルドラ

イカラム (300g，ICN)に付し，クロロホルム・メタ

ノール(10: 1)， (3: 1)， (1: 1)各500mlで順次溶出

させる.クロロホルム・メタノール (3: 1)で溶出した

ベルゲニン画分を濃縮し，エキス6.2gを得る.これを，

分取用 HPLCの移動相と同一組成の水・アセトニトリル

(87 : 13)混液600mlにj容かした後， 0.45μmのフィル

ターを通し，分取用 HPLCに付加.繰返し分取を行った

後濃縮して粗ベルゲニンを得，さらにアセトニトリルか

ら再結晶し，ベルゲニン標品を得る (Fig.1 ). 

3.試料

いわゆる健康食品として都内で入手した，生薬の刻み

(中切~粗切)から成る茶剤 2種(試料AおよびB) を

用いた.これらの表示成分は，以下の通りである.

試料A:コフキ，キコブタケ，フジノコブ，サンズコン，

ハトムギ，ハマヂシャ，ピワ葉

試料B:アカガシ，ハトムギ

4.標準液および試料液の調製

(1)標準液:単離精製したベルゲニン標品 (C14H1609: 

328.27)約25mgを精秤し，メタノールに溶かして正確

に50mlとした液を標準液とする(0.5μg/μ1). 

(2)試料液:粉末とした試料約1.0gを精秤し， 8%アセト

ニトリル溶液40mlを加え， 15分間振とうする.遠心分

離後上澄を分別し，残透には，さらに8%アセトニトリ

ル溶液20mlを加え，同様の操作を 2回繰返す.上澄を

合し，正確に100mlとした後 0.45μmのフィルターを通

した液を試料液とする.

5. HPLCによる定性および定量

ベルゲニン標準液を， 8 %アセトニトリル溶液で適宜

希釈して， 0.05-0.25μg/μlの標準系列をつくる.そ

の2.0μlをHPLCカラムに注入し，得られたクロマト

グラムのピーク高さと濃度から検量線を作製する.

試料i夜のクロマトグラムからベルゲニンのピーク高さ

を求め，検量線によりベルゲニン含量を算出する.同時

に，ピークの保持時間(tR)を比較し，ベルゲニンの同定

を行う.

結果および考察

1.ベルゲニン標品

分取 HPLCを行ったクロマトグラムを Fig.2に示した.

(a)はUV，(b)はRIにより検出したもので，ベルゲニン

のピークは29分後に出現し，その純度は(a)では約70%，

(b)では約30%であった.

CH30 

HO 。
Fig. 1. Chemical Structure of Bergenin 
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当該ピークを25回繰返し分取し(l回注入量 7.5mZ)，

粗ベルゲニン515mgを得，さらにアセトニトリルで再結

晶し，無色針状結晶約400mgを得た.物理恒数および各

種スペクトルデータは，以下の通りである.

I 

(a) 

(b) 

〔α)50:-36.70， À~;，oxH (Iogε) : 220(4.41)，276nm 

(3.91) 

ν~~~ : 3500-3200， 1710， 1615， 1355， 1090， 990， 

960cm-1 

制 /z: 328 (M+)， 208 (base peak)， 180， 179， 151 

これらのデータが，すべて文献値3).8-11)と一致した

ことから，この物質をベルゲニン C14H1S09と同定した.

一方，水，アセトニトリルから再結晶した無色柱状結

晶を成すベルゲニンは結晶水を有し，融点は131-1330

であった(室温，減圧乾燥， 6 hr). これを加熱乾燥

(1500，減圧乾燥， 6 hr)した後，再ぴ融点を測定したと

ころ， 234-236。を示し，このとき， 5.32%の重量の減

少を認めた.元素分析を行った結果，加熱乾燥によって，

ベルゲニンは当初含有していた 1モルの結晶水を喪失し，

これが重量差5.2%に相当することが明らかになった

(Table 1 ).このことから，正確な定量値を得るために

は，用いる標品について，純度のほか結晶水の有無にも

留意しなければならないことが考察される.今回の定量

は，結品水を含有しないベルゲニンを用いて行った.

2. HPLC条件の検討

既に，ベルゲニンの分析法として，固定相に逆相系カ

ラム，移動相に水・メタノール・テトラヒドロフラン・

氷酢酸混液を用いた HPLC法が報告12)されているが，

繁雑な溶媒組成であること，酢酸によるカラムの劣化を

。 30 60 min 招くことなどを考慮し，移動相について検討を行った.

Fig. 2. Chromatograms of 8ergenin Fraction by Prepa-

rative HPLC 

1: bergenin 
HPLC conditions column， TSKgel ODS-120T， mobile 

phase， 13% a{;etonitrile solution， flow rate， 7.0mZ/min， 

detection， (a) RI， (b) UV 272nm 

逆相系カラムとして，残存シラノール基をトリメチル

シリル基で処理した無シラノール型のカラム (LiChros-

pher RP-18e， 5μm，メルク)を用い，移動相を水・アセ

トニトリル混液としたところ，テーリングの無い良好な

クロマトグラム(テーリング係数T=0.95)が得られた.

すなわち，ベルゲニンは，適切なカラムを選択すること

Table 1. Ultimate Analysis and Melting Point of 8ergenin Reference Standards 

Reference Drying 

Standards Conditions 

I 

H 

25
0

，3mmHg， 

6hr 

150
0， 3mmHg， 

6hr 

Ultimate Analysis 

C14HlS09・日20

C14HI609 

found : C 48.42% 

H 5.26 

calcd : C 48.55 

H 5.23 

found : C 51.03 

H 4.74 

calcd : C 51.22 

H 4.91 

* Weight loss(%) : 100X(WeightI-Weightrr)/WeightI 

Weight Loss * 

found : 5.32% 

calcd: 5.20 

m.p 

131-1330 

130-135叫

226-2280 

22402) 

236-23809
) 
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4.抽出条件の検討

抽出溶媒の検討 Table2に示した 9種の溶媒を用い，

各々の抽出効率を検討した.その結果， HPLC移動相と

同一組成の溶媒である 8%アセトニトリルを用いた場合

に，最も良い結果が得られた.

抽出方法の検討抽出時間を15分間とし，振とう抽出，

超音波抽出および還流抽出による抽出効率を比較したと

ころ，いずれの方法においてもほぼ同等の結果が得られ

た(Table3 ).操作性を考慮し，抽出は振とうによる方

法とした.

抽出回数の検討繰返し振とう抽出を行い，各国毎の

抽出率を求めた(Fig.4). 2回目でほとんどが抽出され，

3回目にはすべてのベルゲニンが抽出された.

以上の結果から， 8 %アセトニトリルを抽出溶媒とし，

振とう抽出を 3回繰返して試料液の調製を行った.

Table 2. Effect * of Various Solvents on Extraction of 

Bergenin 

Extraction of 

Bergenin 

によって，簡単な溶媒組成の移動相で充分に分離可能で

あった.次に，アセトニトリル濃度(%)と保持比(グ)の

関係について考察した. Fig.3に示したように，アセト

ニトリル濃度が5-10%の範囲で、logk'との聞に直線関係

が認められ，ベルゲニンの保持時聞がアセトニトリル濃

度に依存することが明らかとなった.そこで，tRが10分

前後になるように，移動相の組成を水・アセトニトリル

(92 : 8)と決定した.

また，分取用 HPLCについても，分析用 HPLCと同様，

無シラノール型のカラム(TSKgelODS.120T，10μm，東

洋曹達)を用い，移動相を水・アセトニトリル混液とし

た.アセトニトリル濃度と logk'との聞には，アセトニ

トリル濃度 8-15%の範囲でほぼ直線関係が認められ

(Fig.3 )，分取に適当と思われる tRを選択し，水・アセ

トニトリル(87: 13)混液を移動相として用いることにし

た.

3.検量線

ベルゲニン0.1-0.5μgの範囲で，注入量(μg)とピー

ク高さ (mm)の聞にほぼ原点を通る直線関係が得られ，

相関係数は r=0.99998(n = 5 )と良好であった.

76 

Solvents 

100.0% 

48.2 

3.5 

88.3 

18.7 

80.5 

91.1 

Water 

0.05N Ammonia Water 

8% Acetonitrile * * 

50 % Methanol 

50% Ethanol 

Acetonitrile 

Methanol 

Ethanol 

1.1 

76.3 

*The maximum value is indicated as 100 per cents 
* *8% acetonitrile is the mobile phase for HPLC on 

LiChrospher RP.18e 

1.00 

ωロ
刊
田
町
〉

-
U州

ω
O
H

0.05N Acetic Acid 0.50 

Table 3. Effect * of Various Methods on Extraction of 

Bergenin 
0.00 

Z 15 13 10 8 5 6 
Extraction of Bergenin Methods 

** a 98.2% 

*The maximum value is indicated as 100 per cents. 
* *Each methods are as follows ; a， shaking， b， ultra 

sonication， c， refluxing 

96.5 

100.。
b** 

** c 

(克)

Fig. 3. Dependence of logk' Value on Acetonitrile Con-

centration for Bergenin ・・:LiChrospher RP-18e Column 

( o 4mm) 
0-0 : TSKgel ODS-120T Column 

( o 21.5mm) 

CH
3
CN 
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5.繰返し精度および添加回収実験

試料Aについて繰返し HPLCを行った結果，ピーク高

さの CVは1.60%(n=5)で，精度は良好であった.

また，添加回収実験の結果得られた回収率は，平均

96.1%(n = 5， CV 2.03%)と，満足できる値であった

(Table 4 ). 

6.試料AおよびBの分析

試料AおよびBについて HPLCを行ったところ，いず

れも，そのクロマトグラム中に tRがベルゲニンと一致

(tR 10.2分)するピークを認めた(Fig.5 ).このピークが

ベルゲニン由来のものであることを確認するため，ベル

ゲニン標品の分取と同様の方法により，メタノールエキ

スを調製.脱脂後，ブタノールに転i容.シリカゲルカラ

ムクロマトグラフィーによる前処理を行い，溶出したベ

ルゲニン含有画分をさらに分取用 HPLCに付加し，ベル

Z 

100 

50 

。
l 2 3 4 

Times 

Fig. 4. Extraction Curve of Bergenin with 8 % Acetonit-

rile Solution 

Table 4. Recoveries of Bergenin added to Pharmaceutical 

Preparation 

Runs Recovery CV 

1 93.8% 

2 97.9 

3 95.6 2.03% 

4 98.3 

5 94.8 

X 96.1 

* Bergenin was added 8. 99mg to sample A con-

taining 8. 25mg as bergenin. 

ゲニンと同一のtRに出現するピークを繰返し分取した結

果，ベルゲニン様物質を得た.これらの物質について

13C-NMRを測定したところ， 164.3ppmにカルボニル炭

素， 152.7， 149.3， 141.9ppmの低磁場領域に 3本のオ

レフイン炭素， 119.4， 116.5ppmの高磁場領域に 2本

のオレフイン炭素およぴ111.1ppmにオフリゾナンスデ

カップリング実験で二重線に分校するオレフイン炭素シ

グナルを認めた.また， .83.4，81.2， 75.5， 73.9， 

72.1ppmに5本のメチン炭素， 62.6ppmに l本のメチ

レン炭素ならび、に60.3ppmに1本のメチル炭素シグナ

ルが観測され，これら14本の炭素シグナルは，それぞれ

ベルゲニン標品由来のシグナルと完全に一致し(Fig.6)， 

Fig.1の構造式をよく支持した8)，13，14) 以上から，単離

した物質を，ベルゲニンと同定した.試料AおよびBは，

いずれもアカメガシワを表示成分として記載していない

もので，外部形態による生薬鑑別試験を行った結果，そ

の配合が推定されたものであるが，日PLCを行うことに

よって，その薬効成分であるベルゲニンを精度良く検出

し，定量することができた.また， 13C-NMRを併用す

ることにより，この方法が他成分の妨害を受けないこと

が確認された.

なお， HPLCで得られたクロマトグラムのピーク高さ

から求めたベルゲニン含量は，試料A0.55%，試料B

I 

(A) (B) 

I 

。 10 。 10 min 

Fig. 5. Chromatograms of Sample A and B 

1 : bergenin 
HPLC conditions : column， LiChrospher RP-18e， mobile 

phase， 8% acetonitrile solutio日， flow rate， 1.0ml/min， de-

tection， UV 272nm 
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b 
TMS 

a 

TMS 

XE5 

150 100 50 o ppm 
Fig. 6. 13C-NMR Spectra of Bergenin in Pyridine-d5 

a : standard b: isolated from sample A 

XE 5 means to expand the abscissa by five times. 

1.15%であった.定量値を評価するにあたっては，アカ

メガシワにおける通常のベルゲニン含量の調査が必要で

あるが，これについては今後の検討課題と考えている.

結論

アカメガシワを含有する無承認、無認可医薬品中のベル

ゲニンの定量法について検討した.固定相を無シラノー

ル型の逆相系カラム(LiChrospherRP-18e)とし，移動相

を水・アセトニトリル(92: 8)混液とした HPLC法を用

いることにより，テーリングの無い良好なクロマトグラ

ムが得られた.試料は，移動相で 3回振とう抽出を繰返

した後 HPLCに供したが，ベルゲニンと同ーのtRに出現

したピークは，分取後測定した13C-NMRのスペクトル

データからベルゲニンと同定された. HPLCを用いた本

定量法は，多種類の生薬が配合された製剤についても，

妨害を受けることなく，精度良くベルゲニンの定性，定

量を行うことが可能であったことから，一般的な方法と

して広く適用できる方法と考えられる. しかし，生薬分

析においては，常に配合成分による妨害を考えなければ

ならず，ベルゲニンの定性については， 13C-NMRを併

用するなどの配慮をすることが望ましい.

なお，ベルゲニンは結晶水の有無により約 5%の重量

差を生ずるため，用いる標品の組成には十分留意する必

要がある.
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イカリソウの試験法に関する研究

フラボノイド配糖体イカリインの分析

高野伊知郎*，安田- ~~*， i:兵野朋子*，

瀬戸隆子へ秋山和幸*

Studies on Examination Method of Epimedii Folium 

Analysis of Flavonol Glycoside， Icariin 
by High Performance Liquid Chromatography 

ICHIRO TAKANO*， ICHIRO YASUDA *， TOMOKO HAMANO*， 

T AKAKO SETO * and KAZUYUKI AKIY AMA * 

A high performance liquid chromatographic (HPLC) method on an octadecyl sililated (ODS) silica col-

umn was developed for the determination of icariin (ICA) in preparation of crude drugs. The reference starト

dard ICA， specific flavonol glycoside of Epimedii Folium (EF) was isolated as yellow needles at 0.1 % yield us-

ing preparative HPLC. Samples were analyzed by HPLC on a silanol free ODS silica column (LiChrospher 

RP.18e. 10μm， 4mm i.d. X 25cm) using 26% acetonitrile/10 mM phosphate buffer (pH 3川 asthe elu山I

solvent with UV detection a杭t270 nm. The calibration curve showed a straight line in the range of 30-

450昭・ Averagerecovery of ICA from crude drugs was 99.1% and the coefficient of variations (CV) was 

2.3% (n = 6). Using this method， 12 lots of crude drugs on the market and 5 plants of E. sempervirens and 

E. grandifloru隅 wereanalyzed. ICA was detected in all samples， but the contents varied between 1.70 and 

9. 92mg / g in crude drugs. Chemical components of plants were different from each other between aerial 

parts and underground parts. 

Keywords : crude drugs， Et話例ediiFolium. icariin， preparative HPLC. HPLC， determination. plants. on the market 

緒 日

イカリソウはメギ科 (Berberidaceae)Epi刑 edi叫隅属の

多年草1，2)で，地上部を採取し，乾燥させたものを淫羊

葎1)と称し，古くから強精，強壮薬として用いられてき

た.現在，イカリソウはドリンク剤をはじめとする多く

の医薬品に配合されているが，いわゆる健康食品と称す

る無承認無許可医薬品にも混入される可能性のある生薬

のひとつである.イカリソウは成分として糖，脂肪酸類，

アルカロイドの他，フラボノイド配糖体を多く含有して

いる 3-16)薬理的には制糖効果17) (ラット)，尿分泌促

進及び抑制作用18) (ウサギ)，男性ホルモン様作用19)

(マウス)，精液分1必促進作用20) (イヌ)などの報告が

ある.これらの薬効成分はいまだに明らかではないが，

活性画分を加水分解すると糖が析出し，同時に精液分泌

作用も消失することなどから配糖体分画と推定されてい

る 20)イカリソウの品質評価のための理化学試験では簿

層クロマトグラフイー (TLC)法を実施しているが，類

似の構造を持つフラボノイド配糖体が数多く存在するた

め， TLC上で単一のスポットが得られず，幅広いバン

ドとして観察されるために判定しにくいのが現状である.

そこでより迅速でかつ正確な分析手段の開発が急務であ

る.今回，イカリソウ中の特徴的な化学構造を持つフラ

ボノイド配糖体，イカリイン(以下 ICAと略す)を指

標物質に選ぴ，生薬からの抽出，単離，精製および液体

クロマトグラフィーによる分析法について検討した.ま

た，東京市場に流通している生薬，および採集したイカ

*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 
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リソウ属植物に含まれる ICAの分析を試みた.

実験の部

1.器具，装置

TLC シリカゲル 60F 254 (メルク)， HPLC: 

TWINCLE， UVIDEC100 n (日本分光工業)，分取

HPLC : HLC837型(東洋曹達工業)， NMR: JEOL FX270 

型(日本電子)，融点測定器:BY-1型(矢揮科学器械

工業)， IR: EPI-G 3型(日立)， UV: 320型(目立)，旋

光度測定器:JASCO DIP-181型(日本分光工業)

2.試薬および標準品

試薬はすべて和光純薬特級を用いた. ICA標準品:東

京市場品生薬120gから抽出，液-i夜分配の後，分取液体

クロマトグラフィーで単離，精製した (Fig.1 ).分取

条件は以下の通り.

プレカラム:TSKgel ODS・120T (10μm)， 2.15cm 

i.d. X 10cm，カラム:TSKgel ODS-120T (10μm)， 

2.15cm i.d. X 30cm，移動相:33%アセトニトリル/

lOmMリン酸緩衝液 (pH3.0)，流速 :7.0ml/分，測定

波長:270nm，温度:30
0

， 1サイクル85分，繰り返し

回数:25回，分取時間:32.0-34.9分

水ーピリジン混i夜から再結晶し，黄色針状品120mgを

得た.各種スペクトルデータと文献値13)との比較から

ICAと同定した.

HPLC用標準溶液:ICA (Si02，減圧下48時間乾燥)

15mgをとり， HPLC分析用移動相に溶かし，正確に

500mlとした. (30μg/ml) 

3.試料

(1)東京市場品生薬:都内の生薬取扱業者7庖からそれ

ぞれ異なる12ロットを集めた.すべて輸入品で産地は中

国，北朝鮮であった.

(2)イカリソウ属植物:1987年4月に採集した石川県産

2件および福井県産 1件，滋賀県産 1件の野生品トキワ

イカリソウ E.se拙tervireni)4件ならびに東京都内で移

植栽培したイカリソウ E.grandifloru慨 2)1件のあわせて

5件について地上部，地下部に分けて乾燥，調製して用

いた.

4. HPLC用試料溶液の調製

各生薬を均一な粉末 (32号ふるいを通す)とし，その

100mgを正確にはかり ，50ml用遠心管に移し， 50%メ

タノール/lOmMリン酸緩衝液 (pH3.0)30mlを加え，

10分間振とう， 10分間遠心し，上清をとった.同様の操

作をさらに 2回繰り返し，会上清i夜を集め，抽出溶媒で

希釈し，正確に100mlとし，その一部を0.45μmのフィ

ルターでろ過して HPLC用試料溶液とした.

Epirnedii Foliurn 

MeOH extr. 

」竺dH20 

H勺olayer 
二L三笠f二withChloroforrn 

H勺olayer 一ι叫n-BuOH layer 

n田 BuOHextr. 

Si0
2
col時ωrofor同州

preparatiヤe-HPLC(condition is 
I shown in Fig.2・)

icariin 

Fig. 1. Isolation Procedure of Icariin 

5. HPLCによる分析

標準溶液および試料溶液の 1-40μlを以下の分析条

件に従って HPLCに注入し，ピーク高さ法により ICA

含量を算出した.

HPLC条件カラム:LiChrospher RP-18e (10μm) 

4mm i.d. X 25cm，移動相:26%アセトニトリル/10mM

リン酸緩衝液 (pH3.0)，流速:1.0ml/分，測定波長:

270nm，温度:室温

E 

。 20 40 60 rnin 

Fig. 2. Preparative HPLC Chromatograms of Icariin 

Fraction using 33 % Acetonitrile/lOmM 

Phosphate Bufffer (pH3. 0) 

1 : icariin 

- : preparative start time (32. Omin) 

・:preparative end time (34. 9min) 
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OH 

ye~~ow need1es (H
2
0司 C5H5

N)，mp 244・246'
22 

同 D・92・(C-O.73， C5H5N~ 
Ana1.Ca1cd. C33H40015・1ちH20

: C，56.32; H，6.15 
Found: C，56.55; H，6.12 

IR v~:cm-1: 3400・3000(OH)，1650(conjugated 
机岨^ C-O)， 1600，1500(aro阻 ticC-C) 
EtOH Wλ阻~ßnm(log&):271(4.29)， 316(4.04) 

13 
C-NMR 8ppm(C

5
D
5
N): 18・1，18.3， 22.5， 

25.7， 55.5， 62.3， 71.1， 71.9， 72.1， 
72.5， 73.2， 74.9， 78.6， 79.0， 99.3， 

102.6， 103.9， 107.0， 109.4， 114.5， 
123.9， 131.2， 131.5， 136.2， 154.0， 
157.7， 160.6， 161.8， 162.2， 179.5 

(tetramethy1si1ane， 67.8M11z) 

Fig. 3. Chemical Structure of lcariin 

結果および考察

1. ICAの単離

逆相系の分取 HPLCを用いることにより，良好な分離

が達成できた (Fig.2 ).この方法は一度条件を設定す

れば，比較的簡単に再現性よく分取が行える点で優れて

いる.また製剤中の生薬成分を分析する際にも，前処理

(クリーンアップ)法として応用できるものと考えられ

る.なおイカリソウ120gからの ICA収量は120mg(収率

0.1%)であった. Fig.3にICAの構造ならびに物理恒

数を示した.

2. HPLC条件の検討

ICAは極性が高く，順相系のカラムでは吸着やテーリ

ングを起こしやすいと思われたので分析はカラムに逆相

系，移動相にアセトニトリル/水を用いて検討した.

また，若干のテーリングがみられたので適当な酸または

塩基を加えて改善をはかった (Table 1). その結果，

ピークの形状(テーリング係数， T)， ピーク保持比

(logk')， pHおよびベースラインの安定性等から26%ア

セトニトリル/10mMリン酸緩衝液 (pH3.0)が最も適

当と思われた (Fig.4).カラムはオクタデシル基にエ

ンドキャップを施した粒状シリカ型の製品が分離能に優

れていた.測定波長に関しては最も検出感度の高かった

270nmをf吏用することとした.

3. HPLC用試料溶液の抽出

抽出は繰作が簡便であることから振とう法で行うこと

にした.抽出溶媒および回数について検討した結果，

ICA抽出率は50%メタノール/10mMリン酸緩衝液

(pH3.0)が最もよく， 100mg程度の試料量であれば，

Table 1. Effect of Acid or Base in Mobile phase on 

Chromatograms of lcariin 

acid and base pH* log k' T 

acetic acid 3.4 1.07 7.25 

phosphate buffer 3.0 1.05 1.01 

tartaric acid 2.5 1.06 1.14 

phosphoric acid 2.2 1.02 1.04 

oxalic acid 1.9 1.03 1.12 

ammonium carbonate 8.9 0.69 5.88 

* pH of the mobile phase 

log k' 

1.2 

1.0 

0.8 

24 25 26 27 28 (%) 

Acetonitrile Concentration 

Fig. 4. Dependence of log k' on Acetonitrile 
Concentration for Icariin on LiChrospher 
RP.18e using 10mM Phosphate Buffer(pH3.0) 

3回の抽出でほぼ完全に回収されることがわかった.

(Table 2， Fig. 5 ). 

4.検量線

標準溶液の 1， 5， 10， 15μ1 (3かー450ng)について

先の HPLC条件によりピーク高さを測定し，検量線を作

成したところ，ほぽ原点を通る直線が得られた.

Y(mm)=0.4050 X (ng) +0.6667 (γ=0.99999) 

5.添加回収実験および繰り返し精度

生薬粉末100mgに ICA300μgを添加し，定量法に

従って回収実験を行った.本法における回収率は99.1%，

変動係数は2.3%(n =6)であった.



Table 2. Effect of Solvent on Extraction Efficiency 
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solvent relative ratio * 

water 52( %) 

53 

28 

acid 

base 

MeOH 

EtOH 

n

u

n

u

o

D

 

p
n
v
F
h
υ
F町
υacetonitrile 

~%M~H 00 

50%MeOH/phosphate buffer 100 

40% 

30% 

~ 99 

90 イシ

*Each value is calculated from relative 

peak height to the maximum value. 

Ratio 

(%) 

100 

90 

80 

l 2 4 3 

Times 

Fig. 5. Effect of Times on Extraction of Icariin from 

Crude Drugs 

6.試料の分析

分析の結果，東京市場品12件の生薬いずれにも ICA

を検出した. しかし，その定量値に関してはメーカーあ

るいはロットごとに大きな差が認められた， (Table 3， 

Fig. 6). イカリソウ属植物を分析した結果，地上部に

は痕跡程度のピークを認めたのみであった.一方，地下

部のクロマトパターンは地上部と異なっており， 4件す

Table 3. Icariin Contents of Crude Drugs 

in Different Dealers A← -G 

dealer contents (mg/g) 

A 3.84 3.69 3.88 

B 9.50 

C 1. 70 

D 6.86 2.82 

E 7.77 3.17 4.28 

F 5.00 

G 9.92 

I 

a) b) 

I 

。 20 min 0 20 min 

Fig. 6. Chromatograms of Crude Drugs by HPLC on 

LiChrospher RP-18e using 26 % Acetonitrile/ 

10mM Phosphate Buffer(pH3.0) 

a : sample of dealer B， b : sample of dealer C 

1 : icariin 

べてに ICAを検出した.合量は地上部の数倍から数十

倍であった (Table4， Fig. 7 ).相楽らは数種のイカ

リソウ栽培品について成分を検討している 14)が，フラ

ボノイド配糖体に関しては著者らと同様，含量に差があ

ることを指摘している.以上のことから ICAはイカリ

ソウ定性試験の指標物質として有用であるが，定量値で

イカリソウの品質を評価することは，現時点では妥当で、

ないと思われる. ICA含量については槌物側の要因(品

種，産地，採集時期など)および二次的な要因(生薬の

調製法，保存状態などによる生薬成分の変化)等の影響
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Table 4. Icariin Contents * of Epimedium spp. 

aerial underground 

part part 

E. sempervirens O.l1(mg!g) 13.30(mg!g) 

0.72 2.94 

0.19 1.83 

0.02 

E. grandiflorum trace 1.60 

*icariin!powder of dried plant 

I 

c) 1111 d) 

。 20 min 0 20 min 

Fig. 7. Chromatograms of E. sempervirens by HPLC on 
LiChrospher RP.18e using 26 % Acetonitrile/ 

10mM Phosphate B凶 er(pH3.0)

c : aerial patt. d : underground part 

1 : icariin 

をあわせて考慮する必要があり，本定量法を使って，今

後さらに検討していく予定である.

結論

生薬製剤中のイカリソウを分析する目的で，特徴的な

フラボノイド配糖体のひとつである ICAに着目した.

分取 HPLCを用いて精製を行い，イカリソウから ICA

の黄色針状晶を0.1%の収率で単離した.定性，定量は

HPLC法によった.検量線は原点を通る直線を示し，

ICAの生薬からの添加回収率は99.1%，変動係数 (CV)

は2.3%(n = 6)であった.本法を用いて市場品生薬

および基源植物の分析をより迅速かっ正確に行うことが

できた.その結果， ICAは市場品生薬のいずれにも検出

され，イカリソウ確認のための充分な指標物質となり得

ると思われた.一方，量的には個体差が大きく現れるこ

とから ICAの定量値をそのままイカリソウの品質に結

びつけることはできないと考えている.また植物に関し

ては地上部と地下部におけるクロマトパターンが異なり，

ICA含量も後者が著しく高い傾向にあった.

謝辞 ICAの元素分析をしていただいた東京薬科大学

中央分析センターの諸氏に深謝いたします.
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FTD検出器付ガスク口マトグラフィーによる

外皮用薬中のノニル酸ワニリルアミドの定量

宮武ノリヱへ重岡捨身へ寺島 潔へ

長嶋真知子へ秋 山和 幸*

Determination of Nonanoic Acid Vanillylamide 

in External Applications by Flame Thermionic 

Detector Gas Chromatography 

NORIE MIY A T AKEへSUTEMISHIGEOKA *， KIYOSI TERASHIMA * ， 

MACHIKO NAGASHIMA * and KAZUYUKI AKIYAMA * 

A method is described for the separation and quantitative analysis of Nonanoic Acid Vanillylamide 

(NVA) in external applications such as liniments' and plasters by using flame thermionic detector gas chro-

matography (FTD-GC). FTD-GC analysis of NVA showed good sensitivity by almost 20-fold than that of 

flame ionization detector (FID-GC). 

With or without the clean目upprocess， methanol extract of a sample was subjected to gas chromatography 

on 2% Thermon-3000 (3mm I.D. X 0_5m) at 2400
• 

The calibration curve based on peak height was linear in the range of 0.03-0.07mg/ml of NVA and 

the recovery of NVA added to a liniment was 100.4% (n =3， C.V. =1.08%). The present method is useful 

for the analysis of small quantitatives of NV A in commercial products. 

Keywords Nonanoic acid vanillylamide， gas chromatography， flame thermionic detector， external applications， 

liniments， plasters 

緒 = 
国

ノニル酸ワニリルアミド(以下 NVAと略す)は， ト

ウガラシチンキ1)の主成分であるカプサイシンやジヒド

ロカプサイシンと類似の構造をもっ化学的合成品で，皮

膚刺激薬として，外用液剤，パップ剤，硬膏(プラス

ター)剤，軟膏剤に配合されている.

一般に市販されている外皮用薬の消炎鎮痛剤には，冷

感タイプと温感タイプがある.冷感タイプは，局所刺激

作用を持つ dl-カンフル，ハッカ油あるいは 1-メントー

ルと，経皮吸収されて消炎鎮痛作用を現すサリチル酸誘

導体が主成分を構成し，急性炎症期の疾患に広く使用さ

れている.一方，さらに NVAを含有する製剤は，皮膚

の温感点を刺激するところから，温感タイプと呼ばれ慢

性疾患あるいは腫張寛解後の炎症性疾患に使用されてい

る.

NVAは，わずかな量でその効力を発揮することから，

他の薬効成分に比べてその配合量が， 1 /100-1 /500 

と非常に微量である.このために今までは定量が困難と

されており，製剤中の NVAの分析を報告したものは極

めて少ない2) そこで今回，著者らは，共存する他の成

分の影響を受けにくく，高感度で簡便な方法であるアル

カリ熱イオン化検出器付ガスクロマトグラフィー (GC-

FTD)による方法について検討し，さらに市販製剤中の

NVAの定量に応用し，成果を収めたので報告する.

実 験 の 部

1.試料行政検体として衛生局薬務部より送付された

外皮用消炎鎮痛薬のうち， NVAを含有する液剤(リニ

メント剤)およびプラスター剤を試料とした.

*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 ]apan 
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2. 試薬 NVA標準品:mp57.8
0
合成品(東洋ファル

マ一社製)を用いた.純度96.6% (GC測定)

NVA標準液:NVA標準品を乾燥(減圧，シリカゲル，

5時間)後，その50mgを精秤し，無水エタノールを加

えて溶かし，正確に50mlとし， NVA標準液とした.

内標準溶液:塩酸パパペリン25mgを秤取し，水 5ml 

を加えて溶かした後，水酸化ナトリウム試液(1 N) 1 

mlを加え，エーテル30mlを加えて10分間振とうする.

エーテjレ層を分取し，水 5mlで洗った後減圧留去する.

残留物にメタノール (MeOH)50mlを加えて溶かし，こ

れを内標準原液 (ISj) とした. ISjをMeOHで正確に10

倍希釈したものを内標準液 (ISz) とした.

その他は試薬特級を用いた.

3.装置 カヌクロマトグラフ:水素炎イオン化検出器

(FID)及びアルカリ熱イオン化検出器 (FTD) を装備

した島津 GC-9 AM型.インテグレーター:島津C-R

3 A型データ処理装置.超音波洗浄器:BRANSONIC 

MODEL 220. 

4. GC条件 カラム 3mmI.D.XO.5mのガラスカラム

に 2% Thermon-3000 (Chromosorb W，AW-DMCS， 80 

-100mesh) を充填したもの.温度:カラム240
0

，注入

部及び検出器2700• 検出器: FTD. キャリアーガス:He 

50ml/min. Hz 3.5ml/min. Air 155ml/min. 感度:

lQzX 4. 注入量:1μl. 

5.定量法

1 )検量線の作成 NVA標準液の 5mlを正確に量り

MeOHを加えて正確に50mlとする.その 3ml， 5 ml， 

7mlをそれぞれ正確に量り， ISj 1 mlを正確に加えた後，

MeOHを加えて正確に10mlとする.よく振りまぜたの

ち，その 1μlをGCに注入する.ピーク高さによる内

標準法により検量線を作成する.

2 )試料溶液の調整

a. i夜剤:NVA 0.5mgに対応する容量を10mlメス

フラスコに正確にはかり， ISj 1 mlを正確に量って加え

た後 MeOHを加えて10mlとし，振りまぜ、たのち試料液

とする.

b. プラスター剤(1) : NV A O. 05mgに対応する

面積を正確に測り，幅 1cmほどに細切しライナーを剥し，

100mlの広口ナシ型コルベンに入れる. MeOH 60mlを加

え，更にISz1 mlを正確に量って加えた後，還流冷却管

を付け水浴上で 6時間加温抽出する.冷後 MeOH層を

別のナシ型コルベンに分取し，冷却管及ぴコルベンを

MeOH 10mlで 3回洗い，洗i夜を先の MeOHと合し，

MeOH減圧留去する.残留物に MeOH1 mlを加えて溶

かし，試料、液とする.

C. プラスター剤 (2) : NVA 0.05mgに対応する

面積を正確に測り，幅 1cmほどに細切しライナーをおjし，

コニカルビーカーに入れる.クロロホルム70mlを加え

15分間超音波洗浄器にかける.クロロホルム層を遠沈し，

上澄を200mlナシ型コルベンに分取する.更にクロロホ

ルム40ml，20mlで同操作を行う.全クロロホルム抽出

液に ISz1 mlを正確に量って加え溶媒が約30mlになる

まで減圧留去する.冷後 MeOH約30mlを加え，よく振

とうしゴム質を分離させたのち綿栓ろ過する.ろi夜をi威

圧留去した後 MeOH1 mlを加えて溶かし，試料液とす

る.

3 )定量試料液 1μlにつき，先の条件で GCに注

入し， ISのピーク高さに対する NVAのピーク高さの比

を求め検量線により試料中の NVAの量を求める.

結果と考察

1.カラムの検討検出器に FIDを用いて NVA定量可

能なカラムの検討を行った. Sagara等3)の報告を参考に，

3 % Apiezone grease L; 1 m， 2 % OV - 1 ; 2 m， 5 % 

SE-30; 1 m， 5 % OV-17; 2 m， 2 % OV-17; 1 m， 

10% SE -52;1.5m， 5 % SE -52; 1 m， 10% FFAP; 

1 m， 2 % Thermon-3000;0.5mの 9種類を検討したと

ころ， 2 % OV【 1が最も良好であった. しかし，試料

中の NVAの含量は液剤の場合80-120μg/ml，プラス

ター剤は30-60μg/l枚(プラスター斉IJ1枚 =24-

40cnl)であり， FIDでは感度を最大に上げても，クリー

ンアップ及び濃縮などの前処理を行わなければ定量出来

ない.そこで NVAの窒素に着目し，検出器を FTDに

したところ，感度が20倍以上上昇し，液剤でそのまま定

量するのに充分たえうる感度が得られることが判明した.

しかし，カラムに OV-1を用いると他の共存成分の影

響が大きく，溶媒のテーリングも大きいことから，再度

カラムを検討した結果， 2 % Thermon-3000が良好で、

あった. Thermon-3000は溶媒の影響はほとんど無く，

また他の共存成分の影響も比較的受けずに定量が可能で

あった.標準液のクロマトグラムを Fig.1に示す.

2. 検量線 NVA標準液を MeOHで希釈し， 30μg/ 

ml-70μg/ml (IS 50μg/ml 添加)の標準系列 (n= 

3 )をつくり， GC条件に従って操作し， ISに対する

NVAのピーク高さ比及ぴピーク面積比を求め，検量線

の作成を行ったところ共にほぼ原点を通る良好な直線が

得られた. (相関係数:ピーク高さ比法=0.9996，ピー

ク面積比法=0.9990). しかし， NVAのピークが多少

テーリングするため，ピークの大きさによっては裾野で
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101.9-106.3%であった.

5. 市販製剤への応用 市販製剤の定量結果は Tabl巴2

に示したとおりである.液剤は， 7種いずれも規格値内

であった.プラスター剤は 1種は規格値内であったが，

他の 2種はいずれの抽出法で行っても規格値以下であっ

た.なお，プラスター剤の抽出法は，ひき続き検討中で

ある.

38， 1987 報年研待?
十
回
小東

結論

GCにより， リニメント剤とプラスター剤中のf放量の

NVAの定量法を検討した.その結果， 2 % Ther-
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重なり合う危険性を考慮して，定量はピーク高さ法によ

ることにした.

3. 再現性 NVA 50μg/mlの溶液を用いて再現性の

検討を行った. 7回の測定から得たピーク高さ比は，

0.90765 -0.89439で平均0.90145 (C.V. = 0.62%) で

あった.

4. 添加回収試薬友ぴ抽出法市販製剤に NVAを添加

して，その回収実験を試みた.使用した液剤及びプラス

ター剤の処方を Table1に示す.この組成は，多少の

相違はあるものの他の製品に共通した成分である.

1 )液剤液剤2.5mlを正確にはかり， NVA100μgl 

mlの無水エタノール溶液2.5mlを正確に量って加え，

lSI 1 mlを正確に加えた後， MeOHで正確に10mlとし試

料液として回収率を求めたところ， 100.4% (n=3， 

C.V.=1.08% )であった.製剤のクロマトグラムの例と

して液剤のクロマトグラムを Fig.2に示す.

2 )プラスター剤 NVA標準液を MeOHで希釈し50

μg/mlの溶液を用いて，定量法 2)試料溶液の調製 b.

プラスター剤(1)の方法に準じて試験を行い，その回

収率を求めたところ99.0% (n = 3， C.V.=1.43%)で

あった.市販製剤についても同様に回収試験を行った結

果，回収率は96.0-103.7%であり，製剤聞のパラつき

が多少みられた.これはプラスター剤の基剤の組成の違

いによるものと思われる.そこで，値の低いものや，

MeOHで還流抽出すると基剤が硬化して塊になるもの等

については， C プラスター剤(2 )の方法で抽出を

行った.つまりクロロホルムで基剤を分散し抽出したの

ち， MeOHを加えてゴム質を固まらせて分離し，溶液を

濃縮して試料とする方法で、行った.同方法での回収率は

由
曲

z
o
a帥
由
民

v
-
d
H
U
L

19 

Retention Time (min.) 

Fig. 2. Gas Chromatogram of NV A in Commercial 

Product 

Peak 1 : NV A， 2 : I.S. 

18 

Retention Time (剛in.) 

Fig. 1. Gas Chromatogram of Nonanoic Acid Vanillyla-

mide (NVA) and Papaveri恥(I.S.)

Peak 1目 NVA，2: I.S. 
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Table 1. Formula of lmproved Products 

Liniment Plaster 

(mg/ml) (mg/40cm2) 

lngredients 

Methyl Salicylate 50 36 

I.Menthol 52 18 

dl.Camphor 52 7.2 

Thymol 7 

Chlorpheniramine 

Maleate 1 

Diphenhydramine 1.6 

Tocopherol Acetate 2 

NVA 0.1 0.04 

チルが妨害になり，クリーンアップの前処理をしなくて

は定量できない. しかし，本法で行えばそれらの妨害は

なく，特に液剤の場合には前処理をせず，試料を MeOH

で希釈してそのまま GCの試料として定量することがで

きる.

本法は操作が簡単で感度も十分な分析法であり，市販

製剤にも適用しうることから，行政検体の迅速分析法と

して，また表示成分の品質保証の方法として有用である.

文献

1 )日本公定書協会，第十一改正日本薬局方解説書，

D-657 -658， 1986，広川書庖.

2 ) J urenitsch， J. : Sci. Pha仰t.， 47， 31-36， 1979. 

大西重樹，米谷融，原昭二:薬学雑誌， 103(2) 

236-239， 1983. 

3) Sagara， K.， Kakizawa， S.， Kasuya， K.， Misaki， T. and 

Table 2. Analytical Results of Commercial Product 

Sample 
Dosage Declared Found Extration 

Form Potency (% ) Method 

1 Liniment 0.1 mg/ml 90.7 a※ 

2 Liniment 0.1 94.3 a 

3 Liniment 0.12 96.2 a 

4 Liniment 0.1 87.7 a 

5 Liniment 0.1 90.3 a 

6 Liniment 0.1 96.7 a 

7 Liniment 0.08 97.3 a 

8 Adhesive Plaster o . 04 mg/40cni 89.1 b※ 

9 Adhesive Plaster 0.032mg/39cni 34.1 b 

31.5 c※ 

10 Plaster 0.06 mg/24cni 24.0 b 

28.5 c 

※Extraction methods of a， b and c are described in Experimental 5-2) Procedure of Sample Solution. 

mon-3000をカラム充填剤とし，検出器に FTDを用い，

内部標準物質にパパペリンを用いて定量する方法を確立

した.

NVAの定量には液体クロマイトグラフで行う方法も

報告されている4) その一般的条件は， ODS系の逆相カ

ラムを用い，アセトニトリル:水:酢酸を移動相に，

UV280nmで検出する方法であるが，この方法で定量分

析を行うには，共存物質であるカンフルやサリチル酸メ

Yosizawa， H. : Chem. Pharm. Bull.， 28(9)， 2796-2799， 

1980. 

4) Sticher，O.， Soldati， F. and Joshi， R.K. :]. Chrl倒的'gr.，

166， 221-231， 1978. 

Jurenitsch，1.. Eingler， E.， Becker， H. and kubelka， W. 

: Planta. medica.， 36， 54-60， 1979. 

Jurentisch， J. and Kampelmuller， 1. : ]. Chr，側 atogr.，

193， 101-101， 1980 
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ガスク口マトグラフィーによる鎮量剤中の

臭化水素酸スコポラミンの定量法

高橋美佐子*，中山 京子*，上原真一*

鎌田国広へ萩原輝彦へ秋山和幸*

Determination of Scopolamine Hydrobromide 

in Antiemetics by Gas Chromatography 

M1SAKO TAKAHASH1*， KYOKO NAKAYAMA *， 

SH1N .1CH1 UEHARA *， KUN1H1RO KAMAT A * ， 

TERUH1KO HAG1W ARA * and KAZUYUK1 AK1YAMA * 

Keywords:鎮霊剤 antiemetics，ガスクロマトグラフィー gaschromatography，臭化水素酸スコポラミン scopo.

lamine hydrobromide， 

はじめに

鎮震剤中に配合される医薬品としては副交感神経遮断

薬，抗ヒスタミン薬，鎮痩薬，鎮吐薬，強心利尿薬，ビ

タミン類などがある.これらの一部医薬品の分析法につ

いては報告1.2)済みであるので今回は臭化水素酸スコポ

ラミン (Scop.)について検討した.

Scop.は副交感神経遮断作用，中枢抑制作用をもち，

乗物酔を防止するのに有効な薬の原形として古くから繁

用されている.その作用は強力で，製剤中の処方量3)は

微量であるため感度の高い分析法が必要である.一方，

配合量も他成分に比較して非常に少いため，例えばサリ

チル酸ジフェンヒドラミン (S.Dh) と240: 1，テオ

フィリン (Te.) と400:1，塩酸メクリジンと200:し

などその分析は困難である.

Scop. の定量分析法としては，電位差j商定法4)，比色

法5)，後光法6)，ガスクロマトグラフィー7) (GC)，高速

液体クロマトグラフィー8) (HPLC)など数多く報告さ

れている.前 3者は量及び選択性の面で鎮量剤には適用

し難く， GC法ではアセチル化， TMS化などの前処理が

必要であり繁雑である.そこで，今回著者らは製剤中の

Scop.の簡便な GCによる直接分析法について検討した

結果，アセチル化， TMS化などの前処理を行うことな

く，迅速かっ高精度に測定できる定量法が得られたので

報告する.

実験の部

装置 GC:日立製作所K.K.製目立163型ガスクロマ

トグラフ，データ処理装置:島津製作所K.K.製クロマ

トパック RIA，超音波発振水槽:ヤマト科学K.K.製プ

ランソン12型，振とう器:大洋化学工業K.K.製レシプ

ロシェーカー SR-II，遠心分離器:久保田製作所K.K.

製 KN-70，

試薬，試液友び標準品特に本文に記載のないものは

日本薬局方(日局)一般試験法， または日局通則により

調整したもの，および和光純薬K.K.製試薬特級を用い

た.内標準 (1ふ)溶液:フタル酸ジシクロヘキシル

20田gをとりクロロホルム200mlに溶かし，これを内標

準溶液とする Scop. 定量値99.8%，水分定量値

4.03%のものを使用した. Te， S. Dh.， V. B6，カフェイ

ン (Cf.)，ジメンヒドリナート (Dm.)，dlーマレイン酸

クロルフェニラミン (Cp.)，アミノ安息香酸エチル

(E.Am.) :いずれも次の条件で乾燥し定量するとき

99.0%以上のものを使用した. Te (1050

， 4時間)，

S.Dh. (減圧，シリカゲル， 5時間)， V.B6 (減圧，シリ

カゲル， 4時間)， Cf. (80
0

， 4時間)， Dm (減圧，五酸

化リン， 24時間)， Cp. (105
0

， 3時間)， E.Am. (シリカ

ゲル， 3時間)

試料 医薬品製剤は行政検体として衛生局薬務部よ

り送付された市販の鎮霊薬(素錠，糖衣錠，カプセル

*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 
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剤)を用いた.それぞれ10個以上とりその平均重量を算

出し乳鉢でよく研和して均質な粉末とし，試料とした.

測定 日局一般試験法第 6項「ガスクロマトグラフ

法」の定量(1)内標準法に従い測定する.

1. GC法

1.標準溶液の調製 Scop.標準品約25mgを精密に量

り， 0.2N酢酸溶液を加えて溶かし正確に100mlとする.

この液 4mlを正確に量り，水20ml塩化ナトリウム 3g

およびアンモニア試液 1mlを加え，クロロホルム20ml

ずつで 3回抽出する.全クロロホルム抽出液を合わせ無

水硫酸ナトリウム5gを加え脱水した後，ろ過する.硫

酸ナトリウムはクロロホルム5mlずつで 2回洗い，洗液

は先のろ液に合わせた後，ロータリーエパポレーターを

用いて40
0

以下で溶媒を留去する.残留物はデシケー

ター(シリカゲル)で乾燥し，これに内標準溶液 2ml 

を正確に加えて溶かし標準溶液とする.

2. 試料溶液の調製 Scop約1.0mgに対する試料を

精密に量り， 0.2N酢酸溶液30mlを加え10分間振り混ぜ

さらに10分間超音波処理を行った後，遠心分離し，上澄

液を分取する.残留物は0.2N酢酸溶液20mlずつで 2回

同様に操作する.全上澄液を合わせ，クロロホルム

30mlずつで 2回洗い，洗液は捨てて水層に塩化ナトリ

ウム 6gおよびアンモニア試液 8mlを加え，クロロホ

、ノi
 

r
、
nH 

mm 
H
U
 

-nv 

F
し

の
4

4
E
A
 

1 

ルム40mlずつで 3回抽出する.全クロロホルム抽出液

を合わせ，以下標準溶液と同様に操作し試料溶液とする.

3. GC 測定条件 GCカラム 3%OV-101/Unip-

ort HP (67-80mesh)を内径 3mmX長さ1.0mのガラス

カラムに充てんして用いる.検出器:水素炎イオン化検

出器，温度:カラム (C.T. ) 180
0
，注入口(I.T. ) 

2300，感度:16X102，キャリヤーガス:N 230ml/ min. 

実験結果および考察

1. GC法の検討

し測定条件充てん剤は次の 5種類について比較検

討した.極性が低い方から記すと， i) 5 % silicone 

GE SE 30/ChromosorbW (80-100 mesh) 1.0m ii) 

3 % silicone OV-101/Uniport HP (60-80mesh) 1.0m 

iii) 3 %silicone OV-17/GaschromQ (80-100mesh) 

1.0m 町) 5 % Silicone DC-QF 1 + 0.1 % Poly A 103/ 

gaschrom Q (80 -100 mesh) 1. 0 m V) 2 % Silicone 

OV -225/ Chromosorb W (80 -100 mesh) 1. 5 m，いず

れも内径 3mm，である.その結果，カラム i) ii)につ

いては実験の部1. GC法のとおりでシャープなピーク

が得られた. iii) はややブロードなピークであった.

町)V)は誘導体化せずに直接分析するには不適当であ

り， N.O-bis (trimethylsilyl) acetamide (BSA)で trime-

thylsilyl (TMS)化した試料を用いた場合に良好なクロ

Column( i i) 

2 

Column(i i i) 

5 15 

Retention Time (min.) 

5 15 5 15 

Fig. 1. Chromatograms of Standard Solution. 

Peak 1 : Scopolamine Hydrobromide 2: Dicyclohexyl Phthalate (I.S.) 
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マトグラムが得られることがわかった.固定相 i) ii) 

iii)のクロマトグラムを Fig.1に示した. i) ii)は

いずれも満足な結果であったが， 1.S. に対する分離度

が i)は2.5ii)は3.3であったので本報では ii)を用い

て以下の検討を行った.

カラムの長さは1.0mと2.0mについて実験したが，

2.0mでは著しく分離度が高くなることはなく， 1.0mで

も他の配合成分による妨害もなく良好なクロマトグラム

が得られた.

温度については C.T. 1500-2300 (1.T.はC.T.+Wと

する)の範囲内でピーク高の安定性と1.S.，他の配合成

分との分離度などを検討した.その結果 C.T. 180
0

， 1.T. 

230
0のとき Scop.の保持時間 (tR.)5.2min.， Iふの tR・

9.1 min.となり分離も良くピーク高も一定であったので

この条件とした.

2.検量線 Scop.の標準品を用いて0.25-0.75mg/

1. S. 1 mlの間で 5段階の標準溶液系列から検量線を作

製した.回帰式は y= 2. 2223X -0.0687 (r=0.9998) 

2 
1 

4 

3 

5 15 

Retent10n Time (m1n.) 

Fig. 2. Chromatogram of Pharmaceutical Preparation. 

Peak 1: Caffein 

2 : Chlorpheniramine Maleate 

3 : Scopolamine Hydrobromide 

4 : Dicyclohexyl Phthalate (Iふ)

(X :濃度mg/ml，Y : Scop. のピーク面積/1.S.の

ピーク面積)でほぼ原点を通る良好な直線性を示した.

再現精度も変動係数0.36% (n=3) と良好な結果で

あった.

3. 他成分の影響鎮畳剤は混合製剤なので Scop.以

外の成分の影響を標準品を用いたモデル処方により検討

した. S. Dh.， V. B6， Dm， E. Amについては，前処理にク

ロロホルム洗浄やアンモニアアルカリ性によるクロロホ

ルム抽出などにより除去できた Scop.と殆ど同じ分配

挙動を示す Te，Cf， Cp.のうち Cf，CP，はtRがいずれも

Scop.より早いため分析に影響はなかった.市販製剤に

より検討したクロマトグラムを Fig.2に示す. Teにつ

いては tR5.3min.となり， Scop.のtR.5.2min.と重なる為

検討中である.

4.市販製剤の分析鎮畳剤の剤型にはカプセル判，

頼粒剤，丸剤，細粒剤，錠斉IJ(素錠，糖衣錠)およぴ内

用液剤がある.本報では錠剤とカプセル剤について定量

分析を行った.その結果は Table1. に示すとおりであ

る.同時配合成分はそれぞれ前報2)で報告した方法で分

析した.変動係数は0.06-1.49%と良好な結果であった.

まとめ

鎮牽剤中の Scop.の分析を GC法により検討した. 5 

種類の固定相について実験したとき，無極性の 3% Sili-

cone OV-101/Uniport HP (60-80 mesh)内径3.0mm，

長さ1.0mのカラムを用いて良好な結果が得られた.又，

5 % Silicone GE-SE 30/Chromosorb W (80-100 mesh) 

内径3.0mm，長さ1.0mのカラムを用いたときも殆ど同等

の分析結果だった.本法は配合量の微量な Scopについ

てアセチル化も TMS化も行わず簡単な前操作で，迅速

且つ精度よく定量分析ができた.この結果，一斉収去に

よる行政検体の試験法として， じゅうぶん適用できるも

のと考える.
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Table 1. Determination of Anti巴meticlngredients in Commercial Preparations. 

C.V.( % )a) Preparation * Label (mg/Tab弘.心ap)
* *Found( %) 

(n =5) 

A (Tablet) Scop. 0.066 100.1 1.27 

Dm. 16.5 ( 98.3) 

Cf. 10.0 (103.2) 

B (Tablet) Scop. 0.12 94.9 1.05 
S.Dh. 15.0 ( 92.3) 

Cf. 13.0 (104.0) 

C (Tablet) Scop. 0.075 97.2 1.05 
Dm. 25.0 (100.8) 

Cf. 20.0 ( 95.9) 

D (Tablet) Scop. 0.05 97.9 1.49 

Cf. 10.0 (101.1) 
V.B6 5.0 ( 99.5) 

Me. 12.5 (100.4) 

E (Capsule) Scop 0.2 99.5 0.06 
Cp. 30.0 (103.6) 
E.Am. 50.0 (101.2) 

Cf. 20.0 (100.9) 

V.B6 5.0 (104.5) 

*Scop. : Scopolamine Hydrobromide Dm.: Dimenhydrinate Cf.: Caffeine 

S. Dh. : Diphenhydramine Salicylate Te.: Theophylline 

V. B6 : Pyridoxine Hydrochloride Cp.: Chlorpheniramine Maleate 

Me. : Meclizine Hydrochloride E. Am. : Ethyl Aminobenzoate 

* *The results in parentheses were obtained by the method described in the preceding paper2). 

a)Coefficient of Variation. 
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HMPAによるジメチルアミノ化とリン酸工ステル誘導体の生成

高橋利恵子へ瀬戸 ↑専**，塩川恵美子***，秋山手日幸*

Dimethylamination and Formation of Phosphate Derivatives 

with Hexamethylphosphoric Triamide 

RIEKO T AKAHASH1 * ，日1ROSH1SETO * * ， 

EM1KO SH10KA W A * * * and KAZUYUK1 AK1Y AMA * 

Dimethylamination and formation of phosphate derivatives were observed when some aromatic com-

pounds were heated in hexamethylphosphoric triamide (HMPA). 

Alkylphenols gave bis( dimethylamino )phosphate， diphenoxyphosphate， triphenoxyphosphate and tris-

(dimethy lamino )pyrophosphate. 

Nitrophenols and p-cyanophenol， having electron-withdrawing groups， gave the corresponding N，N -

dimethylanilines. The reaction rates were in the following order ; trinitro-> dinitro-> mononitrophenol. 
Anilines and thiophenols gave bis(dimethylamino)phosphate， diphenoxyphosphate and tris-

(di附 thylamino)pyrophosphateand the introduction of nitro groups suppressed the reaction. 

The phosphorylation appeared to proceed by the SN2 (P) mechanism， namely， the nucleophilic attack on 

P atom. 

1n the case of nitrophenols， it was assumed that the protonation of HMP A occurred due to the acidity of 

nitrophenols_ 

Keywords : HMPA， dimethylamination， phosphate ester， nucleophilic substitution 

緒
壬芸ト
日

ヘキサメチルリン酸トリアミド(以下 HMPAと略す)

は極性非プロトン溶媒として， SN2， E 2， SRN反応

等に広く使われているl)，その構造的特徴，物性につい

ては次の通りである2) HMPAには，三 P= 0 (p-d) 

π系が存在しており，この 2原子 π系に電子供与性のグ

ループ N(CH3)2が結合している.また構成要素である

(CH3)2N-P =0についての Huckel計算による電荷分

布は， Fig_ 1のように，塩基性あるいは求核性が，酸素

原子に集中していることを示しており， HMPAがカチ

オンだけを強く溶媒和し，一方アニオンは，ほとんど

裸のままで存在しているため，アニオンの反応性が高く

なることとよく対応している.また， HMPAは化学的

にも非常に安定であり，特に塩基，求核試薬に対して安

定である.

先にわれわれは， Fig.2のようにポリクロロジフェニ

ルエーテル(3 )を得る目的で， トリクロロフェノール

( 1 )とテトラクロロベンゼン(2 )をHMPA中水素

化ナトリウムの存在下で反応を試みたところ，目的の

エーテル(3 )の他に，ビス(ジメチルアミノ)ホス

フェート(4 )，ポリクロロピフェニル(5 )，およびテ

トラクロロジベンゾ -t-ジオキシン(6 )が得られた.

これは，活性化されていない芳香族塩素の置換が，

HMPA中でもかなり困難であり，フェノレートの二分

子問縮合および溶媒によるリン酸化をうけたものと解釈

される.そこで，このように HMPAが反応試薬として

*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 

**同環境保健部環境衛生研究科

***北里大学衛生学部化学科
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(ー0.94)0

Fig. 1. Calculated Charge fo HMP A 
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Fig. 2. Synthesis of Polychlorinated Diphenyl Ether 

〉

H〈
V
L可知γ

Hハ
V
l『

q
J
h
 

N
d
h
Y
N
 

m

ハUY
x
X: No， ，CI，Br，OH，OMe 

N.lshlkawa A.Ohla 

q協汚LJ⑬九JbMez
E. B. Pedersen 

Fig. 3. Dimethylamination with HMPA 

関与する反応における，芳香族の基質について，脱離基，

置換基等の検討を試みた.

HMPAよるジメチルアミノ化の例を Fig.3に示す.

石川ら3)はクロロニトロベンゼン類からニトロジメチル

アニリンカマ尋られることを， Ohtaら4)はピラジンやイソ

キノリンなど窒素異項環の塩素がジメチルアミノ基で置

換されることを報告している.更に Pedersenら5)はこ

の反応が Meisenheimercompl巴xを経由して，ピス(ジ

メチルアミノ)ホスフェートに転移し，最終的には加熱

により，ジメチルアニリン誘導体を生成する機構を示唆

している.ジメチルアミノ化に対する別の説明として，

HMPA中に混在するか， もしくは加熱等によって生成

するジメチルアミンが反応する可能性も考えられる，そ

こで，以下の基質について行った反応の生成物を精査し

た.

実験の部

1 試薬

溶媒は， HMPA (半井薬品)をモレキュラーシーブ 5

Aで乾燥し，使用した.

基質は，フェノール，p.メチルフェノール，p-エチル

フェノール，p目isoプロピルフェノール，p-tertブチル

フェノール，p-メトキシフェノール，p-シアノフェノー

ル，p (及びm，0)ーニトロフェノール， 2，4-ジニト

ロフェノール， 2，6-ジニトロフェノール， 2，4，6-

トリニトロフェノール，チオフェノール，p-トルエンチ

オール，p-ニトロベンゼンチオール，アニリン，p-ニト

ロアニリン， 2，4 ジニトロアニリンで，東京化成の特

級，またはそれに準ずるものを使用した.

2 装置と測定条件

FID-GC:島津製作所製 GC-5A型，カラム， 2 % Sili-

cone OV-17 Gaschrom Q 80/100 mesh 3 mmoX 2 m; 

カラム温度， 150-260.C， 6 .C/min;キャリヤーガス，

N2 50ml/min 

GC-MS:島津製作所製 LKB-9000型，カラム， 2 % 

Silicone OV-17 Gaschrom Q 80/100mesh 3 mm日X2m

(または 1m) ;カラム温度， 150-240.C， 6.C / min ; 

キャリヤーガス， He 30ml/ min ;イオン化電圧， 70 eV 

3 反応と生成物の定性定量

基質の0.5M溶液100ml(基質が少量の場合は50ml)

を撹搾しながら，油浴195.C(または126.Cまたは5TC)

で加熱する.加熱開始後， 15， 30， 45， 60， 90， 120， 

180， 240， 300， 360minに0.5mlをサンプリングする.

サンプリング液1μlを，そのまま GCで定量し，各ピー

クの成分をGC-MSで確認する.

ROXY器 tJObi-川
NM~ NMe~ 

、。，_y幽ιλ:占_~M.._ R~NMe， ~Me2 
+ [ U"占-d .-..._~ + L:"" ~ -+ HNM~ + YX-e-NMe， 
百 〆 、 v " 0 

(V) (明}

R = H，alkyl，OMe.CN.(NO，)n 
XY= OH，NH"SH 

Fig. 4. Reaction of Substrate with HMP A 
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Table 1. Product Distribution from Reaction of Substrate with HMP A for 6 hr 

Substrate React. Substrate !?中L2 -N門e2
te田p.

〈可~) (%)書 (X) (%) (X) (X) m 

phenol 195 92.7 1.0 0.4 1.5 4.4 0.0 

p-cresol 195 76.5 8.6 0.2 0.9 12.2 0.0 

p-ethylphenol 195 91.0 3.9 0.9 0.0 4.2 0.0 

p-iso-propylphenol 195 95.0 2.4 0.7 0.0 1.4 0.0 

p-tert・加tylphenol 195 87.8 5.7 2.0 0.0 3.8 0.0 

p-岡ethoxyphenol 195 95.0 3.9 0.7 0.0 0.2 0.0 

ani I i関 195 77.3 22.1 0.0 0.0 0.4 0.0 

p-nitroani I ine 195 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

2，4・dinitroaniline 195 100.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

thiophenol 195 H門PA= 6.2 0.2 0.0 0.2 0.0 
100.0事

p-toluenethiol 195 HMPA= 10.6 0.3 0.0 0.2 0.0 
100.0章

p-nitrobenzenethiol 195 附PA= 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 
100.0事

p-n i tropheno I 195 6.7 2.5 0.0 0.0 0.0 90.8 

126 98.3 1.7 0.0 0.0 0.0 0.0 

圃-nitrophenol 126 99.7 0.3 0.0 0.0 0.0 0.0 

0・nitrophenol 126 99.5 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 

2，4-dinitrophenol 195 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 

126 28.6 2.1 0.0 0.0 0.0 69.3 

57 82.6 17.4 0.0 0.0 0.0 0.0 

2，6-dinitrophenol 195 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 100.0 

126 68;7 30.6 0.0 0.0 0.0 0.2 

57 95.0 5.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

2，4，6-trinitrophenol 126 14.8 0.0 0.0 0.0 0.0 60.0 

57 12.9 0.0 0.0 0.0 0.0 60.6 

p-cyanophenol 195 28.7 40.1 0.0 0.0 14.2 14.8 

:1* ; Calculated from the peak areas in the GC spectra. 

* ; 8ased on HMPA as substrate was converted into dimer. 
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結果

反応生成物の解析から，この反応は Fig.4のように

表すことができる.各基質をグループ別に分類した結果

を下記に示す.また，各項に記載した生成物は，特に記

したものの他は単離は行わず，構造の確認は GC-MS

のデータによる. 6時間反応後の生成物の分布を Table

lに示す.

1 t-アルキルフェノール類

反応はあまり進んで、いない.これらの基質の中で，最

も反応が進んでいる t-クレゾールの反応の時間的推移

をFig.5に，ガスクロマトグラムを Fig.6に示す.

唱。

A 

H 

0.1 

。

刷。OH

G"">. ~M..~M .. 
蜘て_""0・~-O-~-NMo，

- 0 0 

胸〈〉ojh句

ト0女ih

ト-O~2・3

2 3 4 5 ・
R・・ctlon11m・( hr】

Fig. 5. Progress of Reaction of t-Cresol with HMP A 

M・-OOH

Me{.ー〉ー0・0!な0!131句

(Me-O~J-ð 。e-OえiMez ↓

生成物はエステル体が主で，モノ，ジエステル体およ

びピロリン酸エステル体である. 6時間後の反応率では

p-CH3> p-t-C4Hg > p-CzHs> H > p-i-C3H7 - p-CH30の}II買

となっており ，p-CH30もアルキルと同様である.クレ

ゾールの場合は更に反応が進み， トリエステル(トリク

レジルホスフェート)が生成する.これらの基質では，

ジメチルアニリン体は生成しない.

2 アニリン類

アニリンではモノエステル体と極少量のピロリン酸エ

ステル体を生成するが，ニトロ基を導入すると全く反応

は進まない.アニリンの反応の時間的推移を Fig.7に，

ガスクロマトグラムを Fig.8に示す.

100 

-H 

。

。NH，

2 3 4 5 IS 

R・・cllontlme (hrl 

Fig. 7. Progress of Reaction of Aniline with HMP A 

。ザ
~ NMe，NMe， 
fべNH十吋-NMe，
""""' 0 0 

。 10 20 30 40 50 min 0 10 20 30mln 

Fig. 6. Gas Chromatogram of Reaction Products of p-
Cresol with HMP A 

Fig. 8. Gas Chromatogram of Reaction Products of 

Aniline with HMP A 
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3 チオフェノール類

チオフェノール類の基質は，反応中にダイマーに変化

したため， Table 1の生成物の割合は HMPAを100とし

た時の%で示す.チオフェノールと ρ トルエンチオー

ルはモノ，ジエステル体とビロリン酸エステル体を生成

する.反応性は t- トルエンチオールの方が高い.ρ ニ

トロベンゼンチオールの場合は反応液中にダイマー以外

のピークは検出されず， HMPAとの反応性は低い.ま

た，アルキルフェノール類，アニリン類と同様にジメチ

ルアニリン体は生成しない.チオフェノールの反応の時

間的推移を Fig.9に，ガスクロマトグラムを Fig.10に

示す.

100 

10 

【
世
》

。s-iL

。(04f 

Fig. 9. Progress of Reaction of Thiophenol with HMP A 

0.1 

。唱 2 3 4 11 ・
Re.ctlon tlm・(hr】

HMPA 0-5-5-0 

。spiL
。 20 

(ott h 

30 40ml" ，。

Fig .10. Gas Chromtogram of Reaction Products of 

Thiophenol with HMP A 

97 

4 ニトロフェノール類

ニトロフェノール類は他の基質に比べ反応が速いため

に加熱温度は195
0

Cの他， 126
0

Cと57
0

Cで反応を行った.

5TC加熱の前後で反応は進んでいないが， 126
0

Cになる

とエステル体とジメチルアニリン体を生成する. 2，4， 

6-トリニトロフェノールについてみると， 6時間後は

アニリン体のみであり， 2， 6-ジニトロフェノールでは

エステル体の割合が多くなる.モノニトロフェノールで

は少量のエステル体が得られただけである. 195
0

Cでは

更に反応が進み，アニリン体が圧倒的となる.

反応性は 2，4，6-トリニトロ>2，4-ジこトロ>2. 

6 -ジニトロ>t-ニトロ>m-ニトロー 0・ニトロの}II買で

A 

H 

qNQoph 

--- Dlm・thylamlneadc凶

0.1 

o 1 2 34  5 8 

Reactlon tlm・(hr)

Fig .11. Progress of Reaction of 2，4-Dinitrophenol with 

HMPA 

HMPA 

。 10 20 

Fig .12. Gas Chromatogram of Reaction Products of 

2.4-Dinitrophenol with HMP A 



減少する.

代表的な基質として 2，4-ジニトロフェノールの

126'Cでの反応の時間的推移を Fig.llに，ガスクロマト

グラムを Fig.12に示す.反応の時間的推移では，初期

にエステル体生成のピークがあり，アニリン体の増加と

ともに徐々に減少している.このアニリン体生成につい

ては，反応系から生じるジメチルアミンが直接寄与する

可能性もある.そのため， Fig.llに点線で、示した通り，

ジメチルアミンを反応液中に通気，添加して反応を行っ

た.結果は，わずかのアニリン体を生成したが，ジメチ

ルアミンを添加しない場合と比べ，はるかに少ない.

従って，反応中に生成するジメチルアミンがアニリン体

を形成するという可能性は極めて少ない. 2，4-ジニト

ロフェノールと t-ニトロフェノールの反応生成物の確

認は GC-MS以外に下記のように処理し，それぞれ， 2， 

4 ジ、ニトローN，N-ジメチルアニリン (a) とt-ニトロ-

N，N-ジメチルアニリン (b)を分離し，確認した.

4-1 2，4-ジニトロフェノールの反応生成物

0.5M反応液.(原料4.08g)を水溶液にじ，エーテル抽

出する.得られた粗結晶 (5.50g)をエタノールから再

結晶 (3.38g) し， (a)， mp 76-77'Cを得た.これと 2，

4-ジ、ニトロクロロベンゼン反応液を同様に処理して得

た標品で混融試験を行い，融点降下は認められなかった.

4 -2 t-ニトロフェノールの反応生成物

0.5M反応液(原料6.95g )を上記と同様に処理して

エタノールから再結品 (4.09g )し， (b)は， mp170-

171'Cであった. (ref.165'C5
)) 

5 t-シアノフェノール

ρシアノフェノールはモノエステル体，ピロリン酸エ

ステル体とアニリン体を生成する.ほとんどアニリン体

のみ生成するニトロフェノ.ール類とエステル体のみ生成

するアルキルフェノール類との中間的傾向にある.t-シ

アノフェノールの反応の時間的推移を Fig.13に，ガス

クロマトグラムを Fig.14に示す.

6 まとめ

t-アルキルフェノール類，t-メトキシフェノールは反

応性が低く，リン酸エステル体を生成する. しかし，ニ

トロ基が導入されると反応性は非常に高まり，エステJレ

体よりもアニリン体を形成する傾向がある.

チオフェノール類，アニリン類はρーアルキルフェノー

ル類と同様にリン酸エステル体を生成するが，いずれも，

ニトロ基が導入されると反応が進行しなくなり，ニトロ

フェノール類と対照的である.
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Fig.14. Gas Chromatogram of Reaction Products of 
かCyanopheno!with HMP A 

考 察

Fig.4のように，フェノール類と HMPAによる反応

では，ピス(ジメチルアミノ)ホスフェート(ll)，ジ

フエノキシホスフェート(皿)， トリフエノキシホス

フェート (N)， トリス(ジメチルアミノ)ピロホス

フェート (V)およぴジメチルアニリン体(羽)の各種

の化合物を生成する.特に(V)が生成することは，本

研究で初めて明かとなった.またアニリン類，チオフェ

ノール類についても(ll:)， (ill)， (V)のタイプの化合

物を生成することが認められた.

これらの反応、を生成物の分布から， リン酸エステル体

(ll)ー (V)の生成とジメチルアニリン体(羽)の生
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成の二点に分けて考えてみる.

各基質について，リン酸エステル体の生成は普遍的で

あり，ニトロフェノール類やρシアノフェノールのよ

うに置換基が電子吸引性の場合には更にジメチルアニリ

ン体が生成する.

リン酸エステル体生成の反応速度をまとめると

(1) R-C6H4-OH; R =(N02)n， CNの場合

2 ，4 ， 6 -(N02)3> 2 ，4同 (N02)2>2 ， 6 -(N02)2> 

ρN02> m-N02-o-N02> t-CN > > H 

(2) R-C6H4-OH; R =アルキルの場合

t-CH3> t-t-C4H9> t-C2H5> H > t-i-C3H7-t-CH30 

(3) R-C6H4-NH2; R =H， (N02)nの場合

H > t-N02- 2 ， 4 -(N02)z 

(4) R-C6H4-XY; R = H， XY = NH2， OHの場合

NH2> OH 

ニトロフェノール類の場合，置換基の電子吸引性が大

きい程反応は速い. しかしアルキルフェノール類におい

ても，ニトロフェノール類に比ぺ，はるかに反応性は低

いカ{， t-CH3> t-t-C4H9 > ρC2H5> H > t-i-C3H7 -t-

CH30でエステル体を生成し，エステル化は電子供与性

の場合にもある程度促進される.

炭素に結合したジメチルアミノ基は非常に脱離しがた

いとされているが6)，HMPAのリンに結合した場合は，

結果的に一個のジメチルアミノ基が脱離基となるものと

思われる.

また通常のリン酸エステル化剤(ホスフォリルハライ

ド，芳香族エステル，および無水物)の反応では，正電

荷の局在するリン原子に対する求核試薬の攻撃一逆に言

えば，求核試薬 (R-NH2，R-OH等)に対するリンの親

電子的置換ーであり， SN 2 (P)機構が一般的である

が， SN 1 (P)機構もあり得るとされている 7) 更に

HMPAの場合にも，おそらく SN2 (p)機構であろうと

推定される.その機構を Fig.15に示す.

次にリン酸エステル化反応を，ベンゾイル化反応と類

以の反応として考えてみる.置換アニリンのベンゾイル

z z (。、
Y3A4→Y去+XSINUたNM叶 [SN2(円]
町民 R， Rz ~ MezN NMez ) 

害 z日@害，、
R-P-1<→ R・p:4→R-トy lSN1(P)1 
時 A AID -

B 

Fig .15. Mechanism of Phosphorylatio日

化は，ハメット則 (p=-2.694，ベンゼン中250C)8)が

成立し，アニリンに電子吸引性置換基を導入すると反応

は抑制されることが報告されている.これから類推する

と，置換アニリンのリン酸エステル化はトリニトロアニ

リンが最も反応しにくく，アニリンが最も反応し易いこ

とになる.実験ではアニリンにニトロ基が導入され，ア

ミノ窒素の電子密度が低くなり，求核性，塩基性が低下

するに従って反応は進まなくなり，予想と一致した.こ

のことはアルキルフェノールの場合にも同様に考えるこ

とができる. しかし，上記のようにニトロフェノールの

場合は傾向が逆になる.これについては， HMPAなど

のホスフォルアミド類が，酸性で速やかに加水分解され

るという事実9)から考えて，基質の酸強度が，かなり高

いことと関係があると思われる. 2，4，6-トリニトロ

フェノール， 2，6 ジニトロフェノール， 2，4-ジニト

ロフェノール，t司ニトロフェノールの pKaはそれぞれ，

0.708， 3.706， 4.110， 7.149である10) つまりニトロ

フ ェ ノ ー ル で は ， プ ロ ト ン が 付 加 し た 化 学 種

(Me2N)3P+OHが反応に関与していると考える.更に

NR2よりも -N+R3の方が脱離基として離れやすい事

実11)が，プロトン化機構を考える推論の一つの根拠に

なると思われる.以上のことを Fig.16に示す.

ジメチルアミノイヒについてみると，ジメチルアミンを

添加して行った実験で，ほとんど反応が進まなかったこ

とから，混在するか，もしくは反応中に生じるジメチル

アミンが反応に関与する可能性は否定された.そこでジ

メチルアミノ化の置換基効果をみると，ニトロフェノー

ルのリン酸エステル化と同じ傾向が認められる. (2， 4 

R-Ph・OHi=三 R-Ph-09+トP

守@
M町N-~-NHMe2

NMe2 
1L 
QH .9 

.!! ..__ '. s) ~ __ .. !..Gl..__ O--Ph-R ___ ... E Me2N十NMe，+ H"'\=三 M同N・~--NMe2 一一→ (M町NhP・O-Ph-R + HNMe， 
NM~ NMe2 

Acldlty 2，4，6・(No，h> 2.4'(NO，>， > 2.6'(NO，~ > P.NO， 
pKa 0.706 4.110 3.706 7.149 

Fig .16. Protonation Mechanism of N itrophenol 

CNH +:. 
Fig.17. Reaction of Substituted 2-Nitrobromobenzen巴

with Piperidine 
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， 6 -(NOzhc6HzOH > 2 ， 4 -(NOz)z.C6H30H > 2 ， 6由

(NOZ)Z-C6H30H > p-NOZ-C6H40H > C6H50H)更にこの

傾向は， Fig.17に示すように，ピペリジンと 2-ニトロー

4-置換ブロムベンゼンの反応の置換基効果1Z)とも一致

することが認められた.

(本研究の概要は日本薬学会第21回関東支部大会1977

年10月で発表した.) 
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高速液体ク口マトグラフ法による香粧品中の塩化ベンザルコニウム

および塩化ベンゼトニウムの分離定量法

池田一夫*，雨宮 敬へ伊藤弘ーへ観 照雄*，

中村 弘*，渡辺四男也*

Determination of Benzalkonium Chloride and 

Benzethonium Chloride in Cosmetics 

by High-Performance Liquid Chromatography 

KAZUO IKEDA *， TAKASHl AMEMIYA *， KOICHI ITO*， 

TERUO KANへHIROSHINAKAMURA * and YOHYA WATANABE* 

A simple method for the determination of benzalkonium chloride (BzAC) and benzethonium chloride 

(BzEC) in cosmetics by high-performance liquid chromatography is described. EtOH (20ml) and 2-PrOH 

( 1 ml) were added to the sample (0.1-1. Og) and the solution was evaporated to dryness under reduced 

pressure at 40'C. CHC13 (5ml) was added to the residue and the solution was passed through SEP-PAK Sili-

ca cartridge. After washing the cartridge with acetone (20ml)， the BzAC and BzEC were eluted with 5% 

H3P04 in MeOH (5ml). The eluate was made up to 5ml with MeOH and injected on the ULTRON CN column 

by using a mixture of MeOH-H20-85%H3P04 (60 : 40 : 0.2) as a mobile phase. The effluent was monitored 

with a UV detector at a wavelength of 215nm. 

The standard concentration curves for BzAC and BzEC were linear in the range of 1四 400μ g/ml.Re-

coveries of BzAC (CI2， C14， C16) and BzEC were 96-105% (CV=0.6-11%， n =3) and 100% (CV = 

0.5%， n=3)， respectively. The concentration of BzAC or BzEC in cosmetice were 0.005-0.225% 

Keywords : benzalkonium chloride， benzethoIi.ium chloride， cosmetics， SEP-PAK Silica， disinfectant， 

high-performance liquid chromatography (HPLC) 

緒扇

薬事法により容器等に表示することが義務づけられて

いる塩化ベンザルコニウム (BzAC)および塩化ペンゼ

トニウム (BzEC)(Fig. 1 )は，殺菌，防臭を目的とし

て，シャンプー，リンス，制汗剤などの化粧品に配合さ

れている.この成分の分析法として，分光光度法141
滴定法5)，ガスクロマトグラフ法 (GC)6-10)，高速液体

クロマトグラフ法 (HPLC)10-16)，レーザー質量分光光

度法17)，化学イオン化質量分光光度法18)など数多くの

報告がある.これらの報告のほとんどは単品もしくは医

薬品の分析法であり，文献16のみが化粧品の分析法であ

る.化粧品には種々の剤型があり配合成分も多様なため，

目薬のように単純な組成の医薬品や標準品の分析法をそ

のまま適用することはできない.化粧品を分析するため

には，多くの場合，これら妨害物質を除くための前処理

が必要である.文献16はその前処理法としてクロロホル

ムによる溶媒抽出法を行っている. しかし，多量の界面

活性剤を含むシャンプーなどの化粧品にこの方法を適用

した場合，エマルジョンが形成され抽出が困難な場合が

想起される.

BzACは，窒素原子に結合した長鎖アルキル基の炭素

数が8から18より成る化合物の混合物であり，その主成

分は炭素数12，14， 16のものである.これらの化合物の

うちで殺菌カの一番強いものは C14で、あり， C16， C 12が

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Sinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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それに続くとされている 19) 化粧品原料基準では，

BzACの確認試験を分光光度法で，定量を滴定法により

行っている(この際， BzACはC12とC14の一対一混合

物であると仮定して計算を行う ).化粧品原料基準の定

量法では，これらの組成を正確に測定することはできず，

殺菌性の蘭から問題を提起している. BzACの組成分析

をHPLCで行う場合， BzACと同様な第四アンモニウム

塩であるBzECも同時に分析することが可能である.

今回，著者らは，省資源，省力化の面から有利な

SEP-PAKシリカを用いる化粧品の前処理法を開発した.

さらに， HPLCの測定条件を詳細に検討することにより，

BzACの組成分析，定量分析および BzECの定量分析も

可能な測定条件を設定し，市販化粧品に適用できる分離

定量法を確立したので報告する.

実験の部

1.試薬塩化ドデシルベンジルジメチル第四アンモ

ニウム(C 12) (花王株式会社製，純度97.6%)，塩化テ

トラデシルベンジルジメチル第四アンモニウム (C14)

(東京化成工業製，純度95%以上)，塩化ヘキサデシル

ベンジルジメチル第四アンモニウム(C 16) (東京化成

工業製，純度95%以上)，塩化ベンゼトニウム (BzEC)

(東京化成工業製，純度96%以上)， SEP-PAKシリカ

カートリッジ (Waters社製)，シリカゲル60F 254プレ、ー

ト (Merck社製)，その他の試薬はすべて特級または液

体クロマトグラフ用を使用した.

C12標準洛液 C12を約100mg精秤し，エタノ}ルに

溶解し正確に100mlとし標準溶液とした.

C 14， C 16， BzEC各標準溶液も同様にして調製した.

2. 装置高速液体クロマトグラフ:日立製作所製

665A-12型，波長可変 UVモニタ:日立製作所製665A

-21型，データ処理装置:日立製作所製833A型.

3. 試 料 昭 和60，61年に都内で購入した化粧品27検

体を試料とした.

4. 試験溶液の調整試料0.1-1.0g(BzAC・BzECと

して約0.25mg) を正確に秤量し，100mlの丸底フラスコ

に移し，エタノール20mlおよび 2ープロパノール 1ml 

を加え，ロータリーエパポレータを用い40'Cで蒸発乾回

する.これをクロロホルム5mlに溶解し， SEP-PAKシ

リカに流下し， BzAC・BzECを吸着させる.アセトン

20mlで SEP-PAKシリカを洗浄する.ついで， 5 %リ

ン酸メタノール溶液 5mlで SEP-PAKシリカから

BzAC' BzECを溶出する(流速はすべて 1ml/min). 

メタノールで全量を5.0mlとし，これを HPLC用試験溶

液とする.

5. HPLCによる定性・定量 C 12， C 14， C 16混合

標準溶液または BzEC標準溶液 (25，50， 75， 100mg/ 

l)および試験溶液をそれぞれ 5μl注入し，下記の条件

により HPLCに供する.両者から得られた保持時間およ

びピーク高さ(またはピーク面績)により定性・定量を

行う.なお， BzACの定量値は C12， C 14， C 16の合計と

する.

HPLC 測定条件カラム:ULTRON CN (7μm， 

4.6mm i.d_ X 25cm，クロマトパッキングスセンター，

信和化工株式会社)，移動相:メタノール一水-85%リ

ン酸 (60: 40 : 0.2)，流速:1.5ml/min，測定温度:

室温，測定波長:UV 215nm，検出感度:0.04 a_ u_ f. s. 

実験結果および考察

1. HPLC測定条件の検討

HPLCによる BzAC' BzECの分析法は分離に使用す

るカラムにより 3種に分類することができる.すなわち，

スチレン・ジピ、ニルベンゼン共重合体よりなるポーラス

ポリマー充填剤を使用する方法11)，シリカゲルにオク

タデシル(C 18)基を化学結合させた充填剤を使用する

方法
13)，シリカゲルにシアノプロピル (CN)基を化学

結合させた充填剤を使用する方法10，12，14-15)の 3穫であ

る.スチレン・ジビルベンゼン共重合体充填剤で分析す

る場合は， 0.5M過塩素酸酸性メタノールという非常に

酸性度の強い移動相を使用するが，この高濃度の酸は

HPLC測定装置系に悪影響も及ぽす可能性が推察される.

オクタデシル(C 18)基を化学結合させた充填剤で分析

する場合は，移動相に多量の無機塩類を添加する必要が

ある.また， CN系のカラムで分析する場合は，解離し

ている BzAC・BzECとイオン対を形成する化合物を添

加する必要がある. Mayerl2
)は酢酸ナトリウムと酢酸
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を， AbidilO)は過塩素酸， 1ーペンタンスルホン酸ナト

リウムおよびリン酸 2ナトリウムを， Marshら14)はプ

ロピオン酸ナトリウムを，佐藤ら15)は1ーペンタンス

ルホン酸の酢酸溶液を添加して分析を行っている.

著者らは，単純な移動相組成で分析を行うことができ

るシアノプロピル (CN)基を化学結合させた充填剤を

使用する分析法を検討した. CN系のカラムとして，

ULTRON CN， Nucleosil CN (10μm.4 .Omm X 25cm)，μ 

BONDASPHERE 5μCN-100A (3.9mmX15cm) を検討

した結果，カラムとして ULTRONCNを，移動相溶媒

としてメタノールー水 85%リン酸 (60: 40 : 0.2) を

用い，分析を行ったところ約15分で BzACの分析を，約

10分で BzECの分析を行うことができた.また， μ

BONDASPHERE 5μCN-100Aでもほとんど類以の結果

を得ることができた.

そこで， 1 -400μg/mlの BzACおよび BzEC標準

系列 (n=4)を作成し， HPLC測定条件に従い，検量線

を作成したところ，原点を通る直線関係が成り立つこと

が認められた (Fig.2 ). 

2. 試料の SEP-PAKシリカ処理の検討

試料の前処理としては，最も一般的な有機溶媒抽出法

が考えられる. しかし，有機溶媒抽出法は，化粧品の種

類によってはエマジョンを形成しやすく操作が煩雑であ

110 

圃 8 

ー
A 

8 90 ロ
。，
a: 

80 

70 
Chloroform Acelone Methyl Wαter 
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Solvents 

Fig. 3. Influence of Solvent on Adsorption of Benzalko-

nium Chloride and Benzethonium Chloride on 

SEP-PAK Silica Cartridge 

(Symbols are the same as in Fig. 2. ) 

りルーチン分析として使用するには困難が伴うことが多

い. Marshら14)はBzACとメチルオレンジより成る錯体

が 1，2ージクロロエタンに抽出されるということを利

用し，医薬品中の BzACの定量分析を行っている.この

方法を実際の化粧品分析に応用してみたところ，エマル

ジョンが形成され抽出の困難な検体が存在した.また，

文献16ではエマルジョンの形成を抑制するために塩化ナ

トリウムを添加し，クロロホルムで BzACを抽出してい

る.この方法は試料 5gに対して塩化ナトリウムを50g

添加し，クロロホルムで 3回抽出するという非常に煩雑

な方法である.そこで，多様な種類の試料の前処理に利

用されている SEP-PAKシリカを試料の前処理に利用す

ることを検討した.

2. 1 BzAC' BzEC吸着溶媒の検討

化粧品を SEP-PAKシリカで前処理する場合，最初に

BzAC' BzECをSEP-PAKに吸着させる必要がある.そ

こで， BzAC' BzECを吸着させるために最適な溶媒を検

討・した. BzAC' BzECは， クロロホルム，アセトン，

メタノール，水にかなり良く溶けることが知られている.

そこで，この 4種類の溶媒による BzAC・BzECの SEP-

PAKシリカ上の吸着率について検討した (Fig.3). メ

タノールを除き他の 3種類の溶媒では BzAC・BzECが

ほぼ100%保持された.以上の結果より，極性の低いク

ロロホルムを BzAC. BzEC吸着溶媒とした.

2. 2 BzAC' BzEC洗浄溶媒の検討

次ぎに， SEP-PAKに吸着している爽雑物を除去する

ための洗浄溶液の検討をした.

BzAC・BzECを定量する場合，妨害となる物質とし
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(Symbols are the same as in Fig. 2. ) 

ては，シャンプ}に配合されているヤシ油脂肪酸ジエタ

ノールアミドが考えられる.この物質は，あわの安定，

増粘，起j包，洗浄性をたかめる目的で配合されている.

BzAC・BzECとヤシ油脂肪酸ジ、ェタノールアミドの溶

媒に対する挙動を調べるために，シリカゲル60F 254フ。

レートを用いる薄層クロマトグラフィーを行った.その

結果，展開溶媒としてアセトンを用いることにより，ヤ

シ油脂肪酸ジエタノールアミドが BzAC'BzECと完全

に分離された. BzAC・BzECを吸着させた SEp.PAKシ

リカをアセトン等20mlで洗浄したところ Fig.4の結果

が得られた.これよりアセトンで洗浄した場合 BzAC'

BzECは溶出しないことが確認できた. TLCの結果を考

慮し，洗浄溶液としてアセトンを使用することにした.

さらに，クロロホルム，水，アンモニア性水溶液いずれ

で洗浄を行った場合にも BzAC'BzECは溶出しなかっ

た.

2. 3 BzAC' BzEC 溶出溶液の検討

SEP.PAKをアセトンで洗浄し，爽雑物を除去した後，

BzAC・BzECをi容出させるための，i:容出液について市食

言すした.

SEp.PAKに吸着した BzAC・BzECは， Fig.3および

4で示されるように，メタノールで多少は溶出される.

しかし，その溶出量は微量で溶出溶媒とはなりえない.

そこで，リン酸酸性メタノールで溶出することを検討し

た i容出液の液量を 5mlに固定し，メタノール中のリ

ン酸濃度を 1，2， 5 %と変化させ，おのおのの濃度で

のBzAC'BzECの回収率を検討した.その結果， BzAC 

C." .C.，. C 12'''14'''16 
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Fig. 5. Influence of Concentration of H3P04 on the 

Recoveries of Benzalkonium Chloride and 

Benzethonium Chloride on SEp.P AK Silica 

Cartridge 
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Fig. 6. Elution Profile of Benzalkonium Chloride and 

Benzethonium Chloride on SEP-PAK Silica 

Cartr・idgeeluted with 5% H3P04 in MeOH 

o : Benzalkonium Chloride 

• : Benzethonium Chloride 

は1%から 5%まで，いずれの場合においても，ほとん

ど100%の回収率を与えた. しかし， BzECの場合，

100%の回収率を得るには， 5 %以上の濃度を必要とし

た (Fig.5 ).そこで，溶出溶液のリン酸濃度を 5%と

した. リン酸濃度を 5%としたときの SEP.PAKシリカ

からの BzAC・BzECの溶出プロフィールを Fig.6に示

す.
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1 : Benzalkonium Chloride 

2 : Body Shampoo without SEP-PAK Silica Treatment 

3 : Body Shampoo with SEP-PAK Silica Treatment 

4 : Benzethonium Chloride 

Table 1. Recoveries of Benzalkonium Chloride and Benzethonium Chloride from Commercial Cosmetics 

C12 Benzalkonium Chloride 

Sample 
Weight Added Found Recovery CV 

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

Aftershaving lotion 1.0 0.250 0.248 99.1 0.71 
Antiperspirant 0.5 0.250 0.250 99.8 0.93 
Hair tonic 1.0 0.250 0.249 99.5 0.30 
Hair rinse 1.0 0.250 0.243 97.3 1.20 
Body shampoo 0.2 0.125 0.124 99.3 2.50 

0.2 0.250 0.245 98.1 1.50 

0.2 0.500 0.508 101.6 2.50 

No_ of experiment =3 

C 14 Benzalkonium Chloride 

Sample 
Weight Added Found Recovery CV 

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

Aftershaving lotion 1.0 0.250 0.251 100.7 0.90 

Antiperspirant 0.5 0.250 0.244 97.4 0.69 

Hair tonic 1.0 0.250 0.250 99.9 1.20 

Hair rinse 1.0 0.250 0.248 99.1 1.40 

Body shampoo 0.2 0.125 0.122 97.2 4.20 

0.2 0.250 0.259 103.4 2.50 

0.2 0.500 0.517 103.4 3.20 

No_ of experiment =3 

105 
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Sample 
Weight Added Found Recovery CV 

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

1.0 0.250 0.251 100.4 1.54 

0.5 0.250 0.250 99.8 0.97 

1.0 0.250 0.247 98.9 1.90 

1.0 0.250 0.247 98.6 1.20 

0.2 0.125 0.123 98.4 11.0 

0.2 0.250 0.241 96.4 7.90 

0.2 0.500 0.526 105.3 5.50 

Aftershaving lotion 

Antiperspirant 

Hair tonic 

Hair rinse 

Body shampoo 

No. of experiment =3 

Benzethonium Chloride 

Sample 

Lotion 

Weight 

(g) 

1.0 

.刈

1
ノ一

O

L

k

u

b
一
目
J
山

・・似

m

一2

A

(

一O

CV 

(% ) 

0.49 

Ju

、lp
一ハ
U

m
!
g
一
氾

ω

m
一
J

F
f
t
一
O

Recovery 

(% ) 

100.1 

No. of experiment =3 

3.添加回収実験

BzAC・BzECを含む市販の化粧品を使用し， BzAC' 

BzECの添加回収実験を行った. BzAC・BzECの量が約

0.25mgとなるように各試料を秤量し，そこに約同量の

BzAC・BzECを添加し，その回収率を求めた(ボ

ディーシャンプーの場合， BzAC 添加量を0.125，0.250， 

0.500 mgと変化させた).その結果， Table 1に示す

ように， BzAC (C 12， C 14， C 16) の回収率は 96-

105%，変動係数は0.6-11%，BzECのそれはそれぞれ

100%， 0.5% (3回繰り返し実験の結果)であった.

4.市販製品の分析結果

1) BzAC標準溶液， 2) SEp.PAKシリカ処理を行わ

ない場合のボディーシャンプー， 3) SEP.PAKシリカ

処理を行った場合のボディーシャンプーおよぴ 4) 

BzEC標準溶液のクロマトグラムを Fig.7に示すFig.7

より明らかなように，この HPLC測定条件を用いること

により C12， C 14， C 16各 BzACおよびBzECを分離分析

する、ことができた.さらに， BzACの20倍程度ヤシ油脂

肪酸ジエタノールアミドを含有する試料の分析を行うこ

とができた.

本分析法を用い，市販の化粧品27検体の分析を行った.

市販化粧品の分析結果を Table2に示す.測定を 3回

行って得た変動係数は， 0.6-4.2%であった.分析を

行った27検体のうち BzACまたは BzECを検出したもの

は， 10検体であった. BzAC' BzECは制汗剤，パーマ

ネントウェーブ用剤，臆洗浄剤，アフターシェーブロー

ション，化粧水，ヘアートニック，へアーリンスおよび

ボディーシャンプー等多種の医薬部外品および化粧品に

配合されており，その含有量は0.005%-0.225%であっ

た. BzACは化粧品品質基準(昭和42年8月 8日 厚生

省告示第321号)により使用後直ちに洗い落とす化粧品

(石けん，シャンプ一等)以外への配合量は0.05%以下

と規定されている.今回，この基準を超える不適品は検

出されなかった.また，表示違反の検体もなかった.さ

らに，医薬部外品の場合 BzAC・BzECの含有量が各社

の医薬部外品製造承認書に明記されているが，これに該

当する制汗剤，パーマネントウェーブ用剤，陸洗剤中の

BzAC含有量はいずれも規格値に適合した.

結論

HPLCによる化粧品中の塩化ベンザルコニウム

(BzAC)および塩化ベンゼトニウム (BzEC)の分離定

量法を確立した.試料0.1-1.0gを秤量し，エタノール

20ml および~2 ープロノT ノール 1 mlを力日え， ロータリー

エパポレータを用い40'Cで蒸発乾固する.これをクロロ

ホルム 5mlに溶解し， SEp.PAKシリカに流下する.ア

セトン20mlで SEp.PAKシリカを洗浄する. 5 %リン酸

メタノール溶液 5mlでSEp.PAKシリカから BzAC'

BzECを溶出する(流速はすべて1ml/min). メタノー

ルで試料の全量を 5mlとする.カラムとして ULTRON

CN.移動相溶媒としてメタノールー水-85%リン酸 (60

: 40: 0.2)，検出波長215nmを用い，上記試料を 5μl

注入し， HPLC分析を行う.検量線は 1-400μ g/ml 
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Table 2. Analytical Results of Commercial Cosmetics 

Benzalkonium chloride content (%) Benzethonium 
Sample 

Total C12 

Antiperspirant.A 0.1037 0.0616 

.B 。

.C 。
Permanent waving soln. 0.0087 0.0071 

Vagina cleaning lotion 9.63 6.61 

Aftershaving lotion.A 0.0341 0.0021 

.B 。
ーC 。

Lotion.A 。
.B 0.0047 0.0028 

.C 。
ーD 。
.E 。
ーF 。

Hair tonic.A 0.0438 0.0390 

ーB 0.0461 0.0013 
.C 。
ーD 。
ーE 。

Hair rinse.A 0.0302 0.0178 

ーB 。
ーC 。
ーD 。

Body shampoo.A 0.225 0.126 

.B 。
ーC 。
ーD 。

n =3 

CV =0.6-4.2 

の範囲で原点を通る直線関係を得られた.本分析法の定

量性・再現性はともに良好で， BzAC (C 12. C 14， C 16) 

の回収率は96-105%，変動係数は0.6-11%，BzECの

それはそれぞれ100%，0.5% (3回繰り返し実験の結

果)であった.さらに，市販化粧品の分析を行ったとこ

ろ， BzAC・BzECの含有量は0.005-0.225%であった.

(本研究の概要は日本薬学会第107年会昭和62年4月で

発表した.) 
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家庭用品の衛生化学的研究(第20報)

ガスク口マトグラフィーによる塩化ベンザルコニウムの定量法

中村義昭へ酒井正美へ森謙一郎*，鈴木助治*，

渡辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XX) 

A Method for the Determination of Benzalkonium Chloride 

by Gas Chromatography 

YOSHIAKI NAKAMURA *， MASAMI SAKAI*， KEN'ICHRO MORI*， 

SUKEJI SUZUKI * and YOHY A W A T AN ABE * 

A method for the determination of benzalkonium chloride by gas chromatography was investigated. 

Benzalkonium chloride， C12， C14， C16 and C18 alkylbenzyldimethylammonium chloride， was readily decom. 

posed by potassium tert-butoxide in benzene-dimethylsulfoxide (8 2) to yield alkyldimethylamine and 

1-olefin. The decomposition reaction was pronouncedly aftected by reaction temperatures to give alkyl-

dimethyl-amine as major product by debenzylation at 0-40
0

C. But， under reflux at 80-90
0

C 1-olefin was prod-

uced by s -elimination of alkyl carbon chain of benzalkonium chloride. Thus， alkyldimethylamine derived 

from benzalkonium chloride at room temperature was d巴terminedby temperature-programmed gas chromato-

graphy on a column of 5% SE-30. This method could be applied to the determination of benzalkonium chloride 

in wet wipers. 

Keywords : benzalkonium chloride， alkylbenzyldimethylammonium chloride， Hofmann degradation with potassium 

tert-butoxide， alkyldimethylamine， 1-olefin， debenzylation， gas chromatography， wet wiper 

緒 言

日本薬局方塩化ベンザ、ルコニウム(1)は，塩化アルキ

ルベンジルジメチル第四アンモニウム (C6H5CH2N

(CH3) 2R+J CI の R (アルキル基)が叫ーC8HI7-n-

C18H37のもので，主として n-C12H25とn-C14H29からなる

混合物である.その分布比は C12が40%以上， C14が

20%以上で両者合せて70%以上を含むとされている1)

これまで報告されている 1の分析は，アルキル基の分布

比を測定する同族体分析が主体である2-5) この同族体

分析をガスクロマトグラフィー (GC)を用いて行う場

合， 1を種々の方法で分解し，その反応生成物であるア

ルキルジメチルアミンを対象に GC測定するものである.

例えば， GCの注入口加熱装置内で直接熱分解する方

法2，68)，ナトリウムメトキシドの存在下 Hofmann分解

する方法的，還元的に脱ベンジル化する方法3.10，11)など

である.

著者らは，前報12)において 1をベンゼン (Bz)中塩

基としてカリウム teγt-ブトキシド (tert-BuOK)を用い

て加熱処理を行うと，主として 1ーオレフインが生成す

ることを報告した. しかし，この分解反応は一般に極性

溶媒や温度による影響を受けることが考えられるので，

今回は Bzージメチルスルホキシド (DMSO)系の溶媒

効果と反応温度に関して詳細に検討した.その結果，本

反応の温度依存性は極めて高く， 800C以上の高温では，

前報12)と同様に 1ーオレフイン(3)を生成したが，室温

( 0 -400C)では優先的に脱ベンジル化反応が進行し，

アルキルジメチルアミン (2)を生成することを見い出し

た。そこで， 2をGC分析することにより 1の定量法を

*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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確立し，本j去をぬれティシュ中の 1の分析へ適用するた

め，実試料からの抽出法を検討し良好な定量結果を得た

ので報告する.

実験の部

1.試薬塩化ドデシルベンジルジメチル第四アンモ

ニウム(1 a) :花王石鹸(械製，純度97.6%，塩化テト

ラデシルベンジルジメチル第四アンモニウム(1 b) 

東京化成工業製 (TCI-Ep)，塩化ヘキサデシルベンジル

ジメチル第四アンモニウム(1 c) :東京化成工業製

(TCI-Ep)，塩化オクタデシルベンジルジメチル第四ア

ンモニウム(1 d) : Aldrich社製純度90%，tert-

BuOK 和光純薬工業(特級)，重クロロホルム

(CDCI3) : Merck社製 (99.7%)，その他の試薬はす

べて特級を用いた.

塩化ベンザルコニウム標準溶液:1 a， 1 b， 1 c， 1 

dの各100mgを精秤し，それぞれ DMS020mlに溶解後，

Bzを力日えて100ml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-15 A . PF型，ガスク

ロマトグラフィー質量分析計 (GC-MS) : HEWLETT 

PACKARD 5710型一日本電子社製JMS-D300型，核磁気

共鳴装置(lHおよび13C_NMR) 日本電子社製JMN-FX

270型， 1 H 269.65 MHz， 13C 67. 8MHz. 

FID.GC測定条件カラム 5% SE-30 (Chromosorb 

W AW-DMCS， 80四 100メッシュ)， 3 mm i. d. X 2 mガ

ラスカラム，試料注入口温度:2500C，カラム温度:

140
0
→230

0

C，昇温速度 50C/min，キャリアガス:N2 

60 ml/min，ぬ 0.5kg/cm2，AirO.5kg/cm2， Range: 

102XO.32. 

GC-MS測定条件カラム 5% SE-30 (Chromosorb 

W AW-DMCS， 80-100メッシュ)， 4 mm i.d.X 2 m，カ

ラム温度110
0

→2WC，昇温速度 80C/min，キャリア

ガス:N 240 ml/ min. 

NMR 試料を CDC13に溶かし，綿栓ろ過後， 5 mm 

i.d. のサンプル管に入れて測定した.テトラメチルシ

ランを基準物質として化学シフト(() ppm)を示した.

薄層クロマトグラフィー (TLC) プレート:シリカ

ゲル60F254，Merck社，展開溶媒:クロロホルム メタ

ノールー10%酢酸 (5: 3 : 1)，発色:ドラーゲンド

ルフ試薬または20%硫酸噴霧後加熱.

3.試料都内の小売庖より購入した消毒綿を試料に

用いた.

4.試験溶液の調整

4 -1.抽出法 ぬれティシュ，清浄綿，消毒綿を分

析対象につぎのように抽出を行った。袋状にシールされ

た試料は，袋ごと秤量してから開封し，その材質が綿の

ものはそのまま，また，紙のものは 3-4 cm2に切って

200mlのナス型フラスコにとる.袋状の場合，その内側

に塩化ベンザ、ルコニウムが残留するため，エタノール

(EtOH) 5 mlで2回洗い内容物をフラスコに入れる.

さらにフラスコに EtOHを加えて全量約100mlで抽出す

る。空袋は風乾後，秤量してその差を試料量とする.

また， 1枚づっ取り出せるティッシュペーパー状の試

料は， 1 -5枚を 3-4 cm2に切って秤量し，薬包紙ご

と200mlのナス型フラスコにとり， EtOH 100mlを加え

て抽出する.抽出操作は，試料が抽出中に浮上してくる

のを防ぐため，フラスコ中にピンセットを入れて押え，

30分間水浴中で還流しながら加熱抽出を行う.つぎに G

2のガラスフィルターを用いて抽出液を熱時吸引ろ過す

る.ろ過物は EtOH20mlで押し洗いしてろ過し，これ

を2回繰り返したのち，ろ過i夜を合せる.ロータリーエ

パポレーターを用いてろ液を濃縮乾固する.

4 -2. tert-BuOKによる分解 4 -1で得た残留物

にBz-DMSO(8 : 2) 25mlを加えて溶解する.これに

tert-BuOK約100mgを加え，密栓して直ちに15秒間激し

く振とう後，室温に10分間放置する.放置後，反応溶液

を100mlの分液ロートに移し，フラスコを Bz5 mlで2

回洗浄，先の分液ロートに合せる.これに10%塩化ナト

リウム溶液20mlを加えて15秒間振とう洗浄する. Bz層

を分取し，ロータリーエパポレーターを用いて濃縮乾固

する.残留物をアセトン 5mlに溶かし，試験溶液とす

る.

5.定量操作標準溶液より 1a， 1 b， 1 cおよび 1

dをそれぞれ 2，4， 6， 8， 10 mgとり，以下 4-2

に従って操作し， 400， 800， 1200， 1600， 2000 ppmの

標準系列を調整する.これらと試験溶液の 5μlをGC

に注入する. GC測定条件に従って昇温分析を行い，

ピーク高より検量線を作成し試験溶液中の 1の濃度を求

める.

実験結果および考察

1. Hofmann分解の検討著者らは，前報12)におい

て塩化ベンザルコニウムを Bz中，tert-BuOKの存在下

加熱還流すると，主分解物としてアルキル基に対応する

1ーオレフィンが生成することを見い出した.今回，さ

らにこの分解反応を知らべるため， Fig.1に示す化合物

(1)について詳細に検討した. 1 a， 1 b， 1 cおよび 1d 

の約60mgをtert-BuoK存在下加熱処理(反応温度600C)

し， Bz抽出後，分解生成物の TLCを行ったところ，い
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ずれも RfO.97と0.77に2個の主スポットが認められた.

そこで，これらをシリカゲルカラムクロマトグラフイー

(シリカゲル60，Merck社， 3 g， 1.5cmi. d. X3.5 cm/ 

Bz) に付し， Bz，ついでメタノールで溶出し，それぞ

れTLC上各 Rf値に相当する分解生成物を分取した. Bz 

で溶出する RfO.97の生成物は， GC-MSにおいて分子イ

オンピークがm/z168， 196，224，252に観測されること

から，これらはそれぞれ 1a-l dの長鎖アルキル基に

対応する 1ードデセン， 1ーテトラデセン， 1ーヘキサ

デセンおよび 1ーオクタデセンであることを確認できた.

また，メタノールで溶出する RfO.77の生成物は，同様

にGC-MSで分子イオンピークが m/z 213， 241， 269， 

297に認められ，さらに， IH-NMR (CDCI3)は， 80.88 

( (3 H， t， J = 6.6 (Hz)， CH3CHz一J， 82.21 ((6 

H，S) ，-N(CH3)zJ， 13C-NMR (CDCI3)はδ14.1((q)， 

CH3CHz-J， 845.4 ((q) ，-N(CH3)zJ， 860.1 ((t)， 

)N-CHz一〕を示すことから， 1 a一 1dのアンモニウ

ム部位に対応するドデシルジメチルアミン，テトラデシ

ルジメチルアミン，ヘキサデシルジメチルアミンおよび

オクタデPシルジメチルアミンであることカfわかった.ま

たこれら分解物の生成率は，反応温度によって強く影響

を受けるが，その変化を Fig.2に示した. Fig. 2の B

のガ、スクロマトグラムは， 1 aをWCで処理したときの

もので，そのときの 1ードデセンとドデシルジメチルア

ミンの生成比は20:80であった.また 1aをWC(還流

温度， Fig.2の C)で処理すると，その比は98:2と1

ードデセンの生成比率が高くなる.これに対して200C

(室温， Fig.2のA)で反応を行った場合には， 1 : 99 

と完全に逆転し，高選択的にドデシルジメチルアミンが

111 

生成した.以上のように本反応がきわめて高い温度依存

性をもつことが判明したので，つぎに 1a-l dについ

て，反応温度の影響を検討した.

2.反応条件の検討

反応温度 1 a， 1 b， 1 c， 1 dに対して反応温度を

0
0
， 50， 10

0
， 20

0
， 40

0
， W ， 800， 90

0
C (還流温度)

に変えて tert-BuOKの存在下分解反応を行い， Bz抽出

後，分解生成物を FID-GCで確認した.その結果を Fig.

3とFig.4に示す.なお， GCの測定条件は Fig.2に示

すとおりである. Fig. 3， Fig.4に示すようにアルキル

ジメメチルアミン(2)とlーオレフィン(3)の生成率は反

応温度によって影響を受け 1 a一 1dのいずれも 0-

40
0C程度では 2の生成が極めて高く， 3はわずかしか

生成していない. 60
0
C付近では 2と3の生成率が接近

し， 70
0

Cを越えると逆転が起こり ，80-WCの高温で

は2が減少して 3の生成率が高くなる.従って Fig.1

に示すように，本反応は低温 (00-400C)で脱ベンジ

ル化反応が優先し，選択的に 2を生成する.これに対し

てW C以上の高温ではF位水素の脱離反応が起こり 3

を主成績体として与えることがわかった.すなわち， 1 

a-1 dの各10mgを用いて20-220Cの反応温度で分解

を行うと， 2の生成率(昨=3 )は 1aで、平均81.0%

(σ=1.2%)， lbで89% (σ=0.9%)， 1 cで82%

(σ=2.5%)， 1 dで79% (σ=0.5% )であった.こ

のとき 3の生成は 1%以下であり，またアルキルベンジ

ルメチルアミンはガスクロマトグラム上ほとんどピーク

を認めなかった.以上の結果から本反応を室温で行うこ

とにより，分解生成した 2を対象にして GC分析法を作

成した.
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ついて検討を行ったところ，tert.BuOKが60mg以上で

一定となることがわかったので，前報10)と同様に tert.

BuOK 100mgを添加することにした.

反応時間室温下で Bz.DMSO(8 : 2)中tert.BuOK

100 mgを添加し， Fig.7に示す如く反応時間を変えて

検討したところ，短時間に反応が完了することがわかっ

た.従って，tert.BuOKを添加後直ちに激しく振とうし，

室温に10分間静置することにした.

3.定量法および検量線以上，検討した反応条件に
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反応溶媒前報10)では反応溶媒として Bzを用いて加

熱処理するとき， DMSOの添加量を増加すると 2の生成

が増大する傾向が認められた.そこで，今回は室温で

Bz中の DMSO濃度を 0，10， 20， 30， 40%と増加して

反応を行い， 2の生成に及ぼす影響をみた.その結果，

Fig. 5に示すように DMSO濃度が10%以上のとき 3が

減少して 2が増加し，その生成率が一定になった.従っ

てDMSOの濃度は20%に設定した.

反応試薬 Fig.6に示すように試薬の添加量は 1aに
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7 

今
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from la 

Reaction temperature: A=20'C， B=60'C， C= 

90'C. 

Peaks: 1 = benzyldimethylamine， 2= 1-dodecene， 

3 = dodecyldimethylamine. 

Conditions of GC: column， 5% SE-30/chromo. 

sorb W AW.DMCS (3mm i.d.X2m); 

column temp.， 110→230'C， 5'C/min; 

injection temp.， 250'C， N2 60ml/min; 

range， 102 X 0.32. 
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4.塩化ベンザルコニウム含有製品からの抽出法の検

討今回検討した定量法をぬれティッシュ，使い捨てお

しぼり，お手ふき等の市販ウェットワイパー類に応用す

るため， 1を0.1%含有する市販消毒綿を試料として抽

出法の検討を行った.先に植田ら 13)が清浄綿中の 1の

定量に用いた0.1N塩酸ーメタノール(1 : 4)混合溶

媒による抽出法 (A法)と前報10)のEtOHを用いて加熱

還流する抽出法 (B法)を比較した. Talbe 1に示すよ

うに， 1 aと 1bの分析値に大差はないが， A法に比し

B法が若干抽出率がよい.また，tert-BuOKは，残留す

る塩酸および水分で不活性化を受ける可能性を考慮する

時， A法より B法が優位であると思われる.従って，実

試料からの 1の抽出は， EtOHで加熱抽出する B法に

よって行った.

5.添加回収実験 本定量、法の実試料への適用性を調

べるため，回収実験を行った.すなわち，清浄綿の製造

承認書14)に準じて50mlのビーカーに日本薬局方脱脂綿

1. 7 gをとる. 1 a， 1 b， 1 c， 1 dをそれぞれ 4および

8mgをとり，加水して全量を10mlとしたものを先の脱

脂綿に吸収させる.これをアルミホイルでおおい，オー

トクレーブ中120
0

，30分間高圧蒸気滅菌する.冷後，

「実験の部」に従って GC分析したところ， Talbe 2に

示すように平均回収率は92.4-104.2%，C.V.4.5%以下

で塩化ベンザルコニウムを精度よく定量できた.

結果

塩化ベンザルコニウムは tert-BuOK存在下 Hofmann分

解を行うと，分解生成物として lーオレフィンとアルキ

ルジメチルアミンを同時に生成するが，本反応は反応温

113 38， 1987 報年研

基づいて定量j去を「実験の部」の如く設定した. 1 a-

1 dを本法のように処理し， GC分析すると， 1ーオレ

フインのピークはほとんど認められず， 2のガスクロマ

トグラム (Fig.8 )が得られた.そこで， 1 a， 1 b， 

1 c， 1 dの各 2，4， 6， 8， 10mgの標準系列を本法

によって処理し， 2のピーク高より検量線を作成したと

ころ， Fig.9に示すようにいずれも良好な直線関係が得

られた.これより試験溶液中の 1a-l dの濃度を得，

その総和で 1の含有量を求めた.

。
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度に強く影響を受け， 0 -40
o
Cの低温下では選択的に

脱ベンジル化反応が起り，アルキルジメチルアミンを生

成した.一方， 800C以上の高温ではアルキル鎖の s-
脱離反応が優先し 1ーオレフインを生成することが明ら

かになった.従って，今回は室温下 tert勾BuOK添加後10

分間で反応を完了させ，生成したアルキルジメチルアミ

ンを GCにより測定した.この種の分解法としては操作

が極めて簡便であり，本法により塩化ベンザルコニウム

を効率よく定量することができた.

10 8 6 4 2 。1 

Amount of benzalkonium ch10ride (略)

Fig. 9. Calibration curves for la， Ib， Ic and Id 

Column temp.:140→230.C， 5.C/min. 

Symbols are the same as Fig. 3 and Fig. 4. 

Table 1. Extract of benzalkonium chloride， 1 a and 1 

b form disposable moistened medical cotton 

for skin disinfection with a mixture of HCL 

and methanol， and ethanol. 

1a 

2 

ω
凶
ロ
。
品
由

ω
H
H
ω
咽
H
0
0
ω
凶

L
M
 

1
 

1 a 
20 15 10 5 。

S.D.3) 
Content 

(mg) 
3) S.D. 

Content 

(mg) 

Method 

1.29 0.08 2.93 A1) Time (min) 0.12 

1 ) Extracted 1 a and 1 b by filtration with 100ml of 

o .1N HC1-methanol (2 8) solvent system at 

room temperature. 

2) Extracted 1 a and 1 b with 100 ml of ethanol under 

refux. 

3) n = 3 

0.09 1.54 0.14 3.11 B2) 

Fig. 8. Gas chromatograms of alkyldimethylamine 

derived from 1 a， 1 b， 1 c and 1 d 

Peaks: 1 =dodecyldimethylamine， 

2 = tetradecyldimethy lamine， 

3 = hexadecyldimethylamine， 

4 = octadecyldimethylamine. 

Column temp. : 140→230.C， 5.C/min. 

Other conditions of GC are the same as Fig. 2. 

1 a-1 d: 6皿g.
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Table 2. Recoveries of C12， C14， C16 and C18 benzalkonium chloride 

Benzalkonium chloride1) 
Added2l Recovery Average C.V 

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

1 a 4 102.5 95.0 97.5 98.3 3.88 

8 105.0 101.3 103.8 103.4 1.88 

1 b 4 105.0 102.5 105.0 104.2 1.39 

8 101.3 103.8 101.3 102.1 1.41 

1 c 4 95.0 97.5 97.5 96.7 1.49 

8 95.0 93.1 89.0 92.4 3.32 

1 d 4 100.0 100.0 95.0 98.3 2.94 

8 93.8 93.8 101.3 96.3 4.50 

1 ) Benzalkonium chlorides ( 1 a， 1 b， 1 c and 1 d) were dissolved in 10ml of water， added to 1.7 g of absorbent 

cotton (Japanese pharmacopoeia)， and then autoclaved at 120
0

C for 30 minutes. 

2) Benzalkonium chloride was not detected from the abstorbeht cotton. 
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家庭用品の衛生化学的研究(第21報)

LiAIH4還元により誘導したアルキルベンジルメチルアミンの

ガスク口マトグラフィーによる塩化ベンザルコニウムの分析

鈴木助治へ酒井正美*，森謙一郎*，

中村義昭へ渡辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities(XXI) 

Analysis of Benzalkonium Chloride by Gas Chromatography 

of Alkylbenzylmethylamine Derived by Reduction with LiAlH4 

SUKEJI SUZUKIへMASAMI$AKAI*， KEN'ICHIRO MORI*， 

YOSHIAKI NAKAMURA 
*、
andYOHYA WATANABE* 

Benzalkonium chloride， C12， C14， C16 and C18 alkylbenzyldimethylammonium chloride， yielded both alkyl. 

dimethylamine and alkylbenzylmethylamine as reduction products at the ratio 6 5 by heating with lithium 

aluminum hydride in dioxane. The reduction products were identified by gas chromatography.mass spec. 

trometry， 1H and 13C.NMR spectroscopy. The resuliing alkylbenzylmethylamine corresponding to the alkyl 

chain of benzalkonium chloride was determined by temp巴rature.programmedgas chromatography on 2 % OV. 

17 column(3mm i.d. X 50 cm) with the oven temp巴ratureranging between 150
0 

and 240
0

C at the rate of 10
0

C/ 

min. This method was applied to analysis of homologue composition of commercial aqu巴ousbenzalkonium 

chloride solution. 

Keywords ; benzalkonium chloride， alkylbenzyldimethylammonium chloride， alkylbenzylmethylamine， 

lithium aluminum hydride， disinfectant， gas chromatography 

緒昌

塩化ベンザルコニウムは，炭素鎖が C8-C18のアルキ

ル基を有する塩化アルキルベンジルジメチル第四アンモ

ニウムの混合物であり，炭素鎖の大きさによりその殺菌

力に相違が認められている
1) 特に C12とC14のアルキル

基を有する同族体が重要であり，混合物全体に対するそ

れらの比率は，各々40%，20%以上で両者合せて70%以

上の含有量が求められる 2) 従って，塩化ベンザルコニ

ウムの分析は，アルキル基の炭素鎖を識別し，同族体の

分布比を精査する分離分析が主として行われている3，4)

ガスクロマトグラフィー (GC)による塩化ベンザル

コニウムの分析は，難揮発性の第四アンモニウム構造を

長鎖アルキル基が残存した第三アミンに化学変換し，こ

れを測定する方法がとられている.通常は，塩化ベンザ

ルコニウムを脱ベンジル化反応によりアルキルジメチル

アミンに誘導する.この方法としては， GCの注入口加

熱ブロックを利用した熱分解法
44)，ナトリウムメトキ

シドやカリウム tert-ブトキシドの塩基存在下で行うホ

フマン分解法10ー12)，水素化ホウ素ナトリウムや水素化

リチウムアルミニウムを用いた還元的脱ベンジル化

法
13-16)が報告されている.

水素化リチウムアルミニウム (LiAIH4) 還元法は，反

応、溶媒として通常，無水ジエチルエーテルやテトラヒド

ロフランが用いられるが，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の還元的脱メチル化反応

に，反応溶媒として1.4-ジオキサンを用いてアルキルジ

メチルアミンに変換する方法を報告した
17) 本法はジ

エチルエーテルの場合と異なり，ジオキサンを無水物に

*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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精製することなく，直接，脱メチル化反応に用いること

ができる.そこで，今回は，本法を C12， C 14， C 16， 

C 18の長鎖アルキル基を有する塩化ベンザルコニウム

(1)に適用したところ，脱ベンジン化反応と脱メチル化

反応が同時に進行していることがわかり，前述の各種誘

導化法に比べて特に 1の構造的特徴を保持したアルキル

ベンジルメチルアミンが生成し，この分解生成物を対象

にして 1の GC分析法を作成することができたので報告

する.

実験の部

1.試薬塩化ドデシルベンジンジメチル第四アンモ

ニウム(花王石鹸(械製，純度97.6%， 1 a)，塩化テト

ラデシルベンジルジメチル第四アンモニウム(東京化成

工業製， TCI.EP， 1 b)，塩化ヘキサデシルベンジルジ

メチル第四アンモニウム(東京化成工業製 TCI-EP， 1 

c)，塩化オクタデシルベンジルジメチル第四アンモニウ

ム (Aldrich社製，純度90%， 1 d)， 1.4ージオキサン

(和光純薬工業製，特級)，水素化リチウムアルミニウム

(和光純薬工業製)，重クロロホルム (Merck社製，

99.7%， CDCI3)，その他の試薬はすべて特級を使用し

た.

塩化ベンザルコニウム標準溶液:1 a， 1 b， 1 c， 1 d 

の約200mgをそれぞれ精秤し，ジオキサンに溶解して

全量100mlとする.

2.装置 水素炎イオン化検出器付方、スクロマトグ

ラフ (FID-GC):島津製作所 GC-15A • PF型，ガスク

ロマトグラフィー質量分析計 (GC-MS): HEWLETT 

PACKARD社製5710型一日本電子社製D-300型，核磁気

共鳴装置 eHおよび13C回NMR):日本電子社製 ]EOL

FX-270型， IH269.65MHz，13C67.8MHz. 

3.試験溶液の調製 25mlの目盛付共栓試験管(内

-司ムハし

+
 、11

1
1
1
1
1
E
J

E

M

 

H
口ro 

F
U
 

勺

ι

u
u
 

円

J

F

M

内

J

H
口

-
n
n

p
u
a
e
M
U
a
E
F
U
 

守

a-h+
 

n
 

q
L
 

U
U
 n

 

p
u
 

/
'
t
'
E
I
l
t
B
I
l
k
 

ム

ム
斗
-
'

H
E
E
 

T
ム

-
n

A
-
a
 

・
1
-
x

L
-
o
 

d
 

Benzalkomium chloride ( 1 ) 

n =12 1 a 2a 3a 

n =14 1 b 2b 3b 

n =16 1 c 2c 3c 

n =18 1 d 2d 3d 

Fig.1. 

117 

径15mmX長さ 180mm)に塩化ベンザルコニウム (1-

lOmg) をとり，ジオキサン 5mlを加えて溶解する.こ

れに LiAIH4約50mgを加え，アルミニウム製ヒーテイン

グブロック中に入れて加熱する.このときヒーテイング

ブロックのj昆度は，125-1300Cの範囲内に{呆ち， LiAIH4 

が激しく発泡する状態で30分間加熱する.冷後，反応、溶

液に 2%水酸化ナトリウム溶液10mlを徐々に加え，急

激な発泡に十分注意して LiAIH4を分解後，100mlの分液

ロートに移す.さらに試験管に 2%水酸化ナトリウム溶

液10mlを加えて内容物を分液ロートに合せる.これを

ジエチルエーテル20mlで30秒間激しく振とうし，還元

成績体を抽出する.静置後，下層を除去，エーテル層を

水20mlで15秒間振とう洗浄する.上層を分取，ロータ

リーエパポレーターを用いて濃縮乾回し，残i査をエチル

アルコール 5mlに溶解して試験溶液とする.

4.分析操作塩化ベンザルコニウム標準溶液より塩

化ベンザルコニウム 2， 4， 6， 8， 10mgをとり，前

述の試験溶液の項に従って操作し，標準濃度系列を調製

する.これと先の試験溶液の 5μlをガスクロマトグラ

フに注入し，下記の FID-GC測定条件でアルキルベンジ

ルメチルアミン(2 a， 2 b， 2 c， 2 d) を測定する.

標準系列のピーク高より検量線を作成し，試験溶液中の

塩化ベンザルコニウムの濃度を求める.

FID-GC測定条件カラム 2% OV -17 (Chromosorb 

W A W DMCS， 80-100 メ、yシュ)，内径 3mmX長さ50

cm，注入口温度:2500C，カラム温度:150→2400C，昇

温速度:10
0

C/min，キャリアガス:N2 60ml/ min， 

H2 0.6kg/ cm
2， Air 0.5kg/ cm2， Range: 102M n， 

0.64V. 

GC-MS測定条件カラム 2% OV -17 (Chromosorb 

W AW  DMCS， 80-100メッシュ)，内径 2mmX長さ50cm，

F
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289(M+) 317(M+) 345(M+) 373(M+) 

0.88(3H，tj=6. 9Hz)， 2 .18(3H，s)， 2. 36(2H，tj=7. 5Hz)， 3 .47 

(2H，s)，7 .20-7 .40(5H，m) 

14.1(q)，22.7(t)，27.4(t)，27.5(t)，29.4(t)，29.7(t)，31.9(t)， 

42. 3(q)， 57. 6( t)， 62. 3( t)， 126 .8(d)， 128.1 (d) X 2， 

129.1(d)， X2， 139.2(s) 

Table 1. Physical data of 2 

MS 

2d 2c 2b 2a 

m/z 

lH.NMR(270 Mz， CDCI3) 。ppm

Compound 

13C.NMR(68 Mz，CDCh) 。ppm

Fig. 2. Gas chromatograms of reduction products 

derived from 1 a， 1 b， 1 c and 1 d1d 

Peaks: 1=3a， 2=3b， 3=3c， 4=3d， 

5=2a， 6=2b， 7=2c， 8=2d 

Conditions of GC: 2% OV-17/Chromosorb W 

AW  DMCS (80-100 mesh)，3mm i.d. x 50cm， 

Injection temp.: 250'C， Column temp.: 120→ 

250'C， Programmed temp. rate: 10'C/min， 
Carrier gas:N2 60ml/min， H2:O.6Kg/cnl，Air: 
0.5Kg/cnl， Range: 102 MD  ，0.32V 

16 

1a 

12 

6 

Time(min) 

5 

8 

2 

4 

l 

。

ωω

ロ。山田
ω
h
H
H
ω
唱

H
O
O
ω
出

ラデシルベンジルメチルアミン(2 b)，ヘキサデシル

ベンジルメチルアミン(2 c)，オクタデシルベンジルメ

チルアミン(2 d)であることが判明した.一方，これ

に対してピーク 1， 2， 3， 4の GC.MSは，m/z 

213，241，269，297 (M+) を示し， lHおよび13C.NMRの

データが前報12)と一致することから各々ドデシルジメ

注入口温度:250
0

C，カラム温度:120→2400C，昇温速

度 80C/min，キャリアカ、、ス:He 15ml/ min，イオン

化電圧:70eV. 

NMR 試料を CDC13に溶解し，線栓ろ過後，内径 5

mmのサンプル管に入れて測定した.化学シフト (δ

ppm)はテトラメチルシランを基準物質にして求めた.

実験結果および考察

1.還元成績体の分離同定

著者らは，すでに塩化アルキルトリメチル第四アンモ

ニウムのジオキサン中 LiA1H4還元によって脱メチル化

体が生成することを報告した17) そこで， Fig.1の

C12-C18アルキル基を有する塩化ベンザルコニウム (1 ) 

についても同様に処理し，生成した還元成績体の同定を

行った. 1 a， 1 b， 1 c， 1 d (30mg) をジオキサン中

LiA1H4還元後，エーテル抽出し，還元成績体を GC分析

したところ， Fig.2に示すように， 1 a-l dはガスクロ

マトグラム上いずれも 2個の主ピークが認められた.そ

こで，エーテル抽出物をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー(シリカゲル60，Merck， 70-230メッシュ， 3 g， 

内径 2cmX長さ 2cm/酢酸エチル)に付し，酢酸エチ

ルーメタノール (9: 1)，ついでメタノールで溶出し

て還元成績体の分離を行った.酢酸エチルーメタノール

分画より Fig.2のピーク 5， 6， 7， 8に，また，メタ

ノール分画よりピーク 1，2， 3， 4に相当する還元成

績体を得た.ピーク 5， 6， 7， 8は， GC-MSにおいて

分子イオンピークがそれぞれ m/z289，317， 345， 373 

に現われ，さらにいずれの化合物も m/z134 (CH2N 

(CH3)CH2C6H♂つに基準ピークが確認された.また，

Table 1に示すように lH.NMRは d0.88 (CH3.CH2.)， 

2.18 (N.CH3)， 2.36 (N.CH2)， 3.47 (N.CH2.C6HS)， 

7.20-7.40 (C6Hs.) ppm， 13C.NMRは d14.1 (CH3.CH2.)， 

42.3 (N.CH3)， 57.6 (N.CH2)， 62.3 (N.CH2.C6Hs)， 

126.8， 128.1， 129.1， 139.2 (ーC6H5) ppmを示すこと

から各々ドデシルベンジルメチルアミン(2 a)，テト
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Fig. 5. Effect of reaction time on the formation of 2 

from 1 a， 1 b， 1 c and 1 d 

1 a-1 d : 5 mg， LiA1H4・50mg， Reaction 

temp. 125
0

-130
o
C (heating aluminum block) 

Heating b10ck temperature(OC) 

Fig. 3. Effect of reaction temperature on formation of 

2 from 1 a， 1 b， 1 c and 1 d 

1 a-l d: 5mg， LiA1H4・50皿g，Reaction time: 

30 min. 
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Fig. 4. Effect of amount of LiA1H4 on the formatio日

of 2 from 1 a， 1 b， 1 c and 1 d 

1 a-1 d: 5皿g，Reaction temp ・:1250-130
o
C 

(heating aluminum block) ，Reaction tirr附I

30 min 
Fig. 6. Calibration curv巴 for1 

時に進行し，化合物 2と3が 5: 6 (面積比)の比率で，

1の骨格構造によく対応した脱メチル化体(2)が生成す

ることを確認した.そこで，以下 2を対象にして分析法

の作成を工夫した.

2.反応条件の検討

反応温度 1a， 1 b， 1 c， 1 dに対してジオキサン中

LiAlH450mgを加え，ヒーティングブロックの温度を

100
0

， 105
0

， 110
0

， 115"， 120
0

， 125
0

， 130
0

Cに変えて 3

の生成率を観察したところ， Fig.3に示すように 3はブ

ロックの温度が120
0

C以上で一定の生成率を示した. ま

た，温度が125
0

C以上では， LiAIH4が激しく連続的に発

泡するところから，特にこの状態を反応の指標にしてブ

チルアミン (3 a)，テトラデシルジメチルアミン(3 b)， 

eヘキサデシルジメチルアミン(3 c)，オクタデシルジメ

チルアミン(3 d)であることカfわかった.

以上の結果から 1はジオキサン中 LiAlH4還元によっ

て 2と3を生成することが明らかになった (Fig.1 ). 

すでに， IJ、島ら14)は 1のテトラヒドロフラン中 LiAlH4

還元により主として 3の生成を報告しているが， 2の副

生については詳述していない. また，水素化トリエチル

ホウ素リチウム，水素化ホウ素ナトリウムやパラジウム

炭素による還元でも脱ベンジル化反応が進行し 3の生

成が報告されている13.15，16) 今回，著者らの反応条件

では， 1は脱ベンジル化のみならず脱メチル化反応も同
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Table 2. Recovery test for 1 a， 1 b， and 1 c from a 

commercial aqueous benzalkonium chloride 

solution 

120 

l 

Added Recoveries ( % ) ， n = 5 

C.V Mean 

2.0 

4.1 

(mg) 
Sample 

99.3 

104.9 

2 

4 

1 a Aq.benzalkonium 

chloride sol.(10% )1) 

A 2 

4.2 99.6 6 

2.3 103.6 2 L
M
 

1
 

2.6 99.1 4 

4.2 

2.8 

1.7 

94.6 

95.3 

97.3 

6 

2 

4 

1 c 

B 

ω
回
同
O
島
田

ω
H
h
H
ω
目

UhHOUω
出

4.6 

1 ) The sample was diluted to 0.2 % solution with etha-

nol. and taken 2ml of the diluted solution for recov-

巴rytest. The contents of 1 a， 1 b and 1 c in the 

sample were 6.42 %， 3.58 % and 0.81 %， respec-

tively as result obtained by the proposed method. 

ずれも 2-10mgの範囲において良好な直線関係が得られ

た.

4.塩化ベンザルコニウム含有消毒薬の分析例

1を10%濃度で含有する日本薬局方・塩化ベンザルコ

ニウム液に本法を適用し，添加回収実験と分析精度の検

討を行った.消毒薬10gを精秤し，エタノールに溶解し

て 1の濃度を 2mg/mlに調製した.その 2mlを所定の

試験管にとり，ロータリーエパポレーターを用いてエタ

ノールを除去後， Table 2に示すように 1a， 1 b， 1 c 

をそれぞれ 2， 4， 6 mg 添加し，回収実験を行った.

その結果，各レベルにおける平均回収率は， 95.3-103.6， 

97.3-104.9， 94.6-99.6%と定量性が確認された.また，

消毒薬の希釈溶液を 5mlとり， 5回の繰り返し分析に

よる再現性をみたところ， Fig.7に示すようにガスクロ

マトグラム上 1dは確認されず， 1 a， 1 b， 1 cが検出

され，それらの含有量はそれぞれ6.4% (標準偏差 σ=

0.37%)， 3.6% (σ=0.17%)， 0.8% (IJ =0.04%)で，

総合有量は10.8%であった.また， 1 a， 1 b， 1 cの分

布比は， 59.3% (σ=0.51)， 33.3% (σ=0.30% )， 

7.4% (σ=0.26% )であり， 1 aと1bの分布量は全体

の92.6%であった.以上の如く，本法は市販消毒薬中の

塩化ベンザルコニウムの分析に充分適用することができ

97.6 6 

8 

Fig. 7. Gas chromatograms of alkylbenzylmethylamines 

obtained from commerciral aqueous benzalkoni 

um chloride solution 

A=a mixture of 1 a， 1 b and 1 c， 

B=disinfectant (10%) 

Peaks目 1= 2 a， 2= 2 b， 3= 2 c . 

Column temp.: 150→240
0

C (10
o
C/min). 

Other conditions of GC are the same as Fig. 2 

4 

Time(min) 

。

ロックの温度を125
0

Cから130
0

Cの範囲に保ち還元反応を

行った.

LiAlH4の添加量 反応温度を125-130
0

Cの範囲に保ち，

LiAlH4の添加量を10，20， 40， 60， 80mgに増加させた

ところ， Fig.4に示すように LiAlH4が20mg以上で 3が

一定の生成率を示したので， LiA旧4の添加量を50mgに

設定した.

反応時間 反応時間および、LiAlH4の添加量を先に求め

た条件に設定し，反応時間を 5，10， 15， 20， 25， 30分

と変えて検討したところ， Fig.5に示すように20分以上

で反応が完了することがわかった.従って，反応時間を

30分とした.

3.定量法および検量線

以上の検討結果から設定した反応条件により，定量j去

を「実験の部Jに示す如く作成した.本法に従って検量

線を作成したところ， Fig.6に示すように 1a-l bのい
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た.

結論

塩化ベンザルコニウムは，従来， LiAIH4還元において

は脱ベンジル化反応が注目され，分析法に利用されてき

たが，今回，ジオキサン中での LiAIH4還元によって脱

ベンジル化反応以外に脱メチル化反応も認められて，還

元成積体としてアルキルジメチルアミンとアルキルベン

ジルメチルアミンが 6: 5 (面積比)の割合で得られた.

アルキルジメチルアミンを分析上の対象とした場合，他

の塩化アルキルトリメチル第四アンモニウムも同アミン

を生成するが，アルキルベンジルメチルアミンの場合に

は，メチル基 1個が脱離した構造で，塩化ベンザルコニ

ウムの化学構造を適切に反映しているため，分析法の確

実性を高めるものと考えられる.そこで，本法では，こ

の還元成績体を対象にして GC分析法を作成した.さら

に，本法で市販消毒薬を分析し，製品分析への適用が可

能であることを示した.
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家庭用品の衛生化学的研究(第22報)

市販ぬれティシュ類中のエタノールおよび塩化ベンザルコニウムの含有量

鈴木 助治 *， 酒井 正美*，森謙- ~~*，中村義昭*，

渡辺四男也へ森 由子**谷 賢志**

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XXII) 

Contents of Ethanol and Benzalkonium Chloride Used as Antiseptic Agent 

in Commercial Wet Wipers 

SUKEJI SUZUKI *， MASAMI SAKAI *， KEN'ICHIRO MORI * ， 

YOSHIAKI NAKAMURA*， YOHYA WATANABEへ
YOSHIKO MORI**and KENJI TANI** 

Keywords : benzalkonium chloride， ethanol， wet wiper， wet tissue 

緒 日

ぬれティシュ，使い捨ておしぼり，お手ふきは，紙，

脱脂綿，不織布等に水，アルコール，殺菌消毒剤や香料

を含浸させたものであり，食事前後の手，指，口もとの

清浄，i青拭あるいは顔などの皮膚の汚れ落とし，化粧落

とし，化粧直しに繁用されている.

最近，弁当類に添付された紙おしぼりに高度に微生物

汚染されたものが見っかり，衛生上の問題となったI，Z)

そのため，これを契機にしてぬれティシュ類の安全と衛

生性を確保し，品質の向上を図る目的で，昭和61年 7月

にぬれティシュ類の安全衛生自主基準が制定されたZ)

本基準には大腸菌群，一般生菌類，変色異臭，けい光，

ホルムアルデヒドの微生物試験や化学試験が定められて

いる.また，殺菌消毒剤については，主としてぬれティ

シュ類自体を殺菌し微生物汚染を防ぐために製品に添加

されるのであるが，本基準では日本薬局方収載品目で，

その濃度は保健衛生上支障のない範囲内にとどめるよう

に指示している.医薬部外品としての清浄綿3)では，乳

幼児や粘膜へ使用するために用途，効能，殺菌消毒剤の

配合濃度を規制しているが，ぬれティシュ類については，

日用雑貨品として塩化ベンザルコニウム等の殺菌消毒剤

の配合濃度およぴそれらの表示に関する規定はなされて

いない.現在，ぬれティシュ類に使用される殺菌消毒

剤1)は塩化ベンザルコニウム，塩化ベンゼトニウム，グ

ルコン酸クロルヘキシジンなどがあるとされているが，

実際には殺菌消毒剤の種類やその含有量などに不明な点

が多いので，実態調査が必要であると考えられる.

われわれは，すでに東京都内に市販されているぬれ

ティシュ類について，それらに配合されている殺菌消毒

剤の含有量を知るために調査を行い，その 1部を報告4)

しているが，今回，さらに塩化ベンザルコニウムをはじ

め，けい光，ホルムアルデヒド，メタノール，エタノー

ル，イソプロパノール，グルコン酸クロルヘキシジンに

ついて調査を行ったので報告する.

実 験 方 法

1.試料調査したぬれティシュ36種，清浄綿 3種，消

毒綿 1種は， 1986年9月から11月までの聞に都内の小売

庖より購入した.

2.試薬 ホルムアルデヒド:和光純薬工業製， 35%ホ

ルマリン溶液，グルコン酸クロルヘキシジン:和光純薬

工業製， 20%溶液，塩化ベンザルコニウム:RN 

( CH3)zCHzC6H5のR=作 C1zHz5(C1Z)， n-C14Hz9 (CI4)， 

叫ーC16H33(CI6)，作C1sH37(C1S)を有する同族体につい

ては，前報5)と同様のものを使用した.その他の試薬は

すべて特級を用いた.

3.装置 水素炎イオン化検出器付ガスクロマトグラフ

*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 

**東京都衛生局薬務部薬事衛生課
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表1.ぬれティシュの分析結果1)

5え 料
メタノール エタノール クロルヘキシジン 塩化ベンザルコニウム

(% ) (%) ppm ppm 

ぬれティシュ 1 ND2) ND ND ND 

2 。 // q 。
3 q // q 。
4 q // // イシ

5 。 q // // 

6 今 q イシ 。
7 0.8 // 。 150 

8 ND 3.7 q ND 

9 イシ 4.7 ク // 

10 イシ 7.5 q 。
11 イシ 5.0 4シ 。
12 q 10.1 イシ ク

13 4シ 2.5 今 q 

14 イシ 5.6 イシ イシ

15 4シ 3.2 イシ イシ

16 // 5.0 q 。
17 。 4.2 か イシ

18 今 7.7 ク q 

19 ぞ少 1.5 q q 

20 今 2.8 4シ // 

21 イシ 3.7 砂 今

22 今 7.7 // q 

23 イシ 1.8 // 今

24 イシ 2.0 今 。
25 q 5.2 // 180 

26 今 ND 120 ND 

27 イシ ク ND 630 

28 今 4シ か 1130 

29 今 q // 720 

30 今 // // 2820 

31 今 q q 975 

32 イシ q q 1260 

33 イシ q // 1000 

34 今 。 イシ 1260 

35 q q q 1420 

36 イシ q // 1690 

清浄綿 1 73 

2 63 

3 95 

消毒綿 665 

1 )けい光，ホルムアルデヒドおよびイソプロパヌγ ルは全試料について検出しない. 2) ND:不検出.

(FID.GC) :島津製作所 GC-15A型，液体クロマト 4. 試験法

グラフ:日本分光製 TWINCLEHPLC PUMP 7152型，紫 けい光:マナスルライト (365nm) を用いて試料に紫外

外部吸収検出器:島津製作所 SPD-1型 /線を直接照射し，確認する.
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家庭用品の衛生化学的研究(第23報)

衣料用衛生加工剤・塩酸n・ドデシルグアニジンの定量法

酒井正美*，森謙一郎*，中村義昭*，鈴木助治*，

渡 辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XXIII) 

Analysis of n・DodecylguanidineHydrochloride Used as Sanitary 

Finishing Agent in Textile Goods by Gas Chromatography 

MASAMI SAKAI*， KEN'ICHIRO MORIへYOSHIAKINAKAMURA *， 

SUKEJI SUZUKI* and YOHYA WATANABE* 

A method for the determination of n.dodecylguanidine hydrochloride used as sanitary finishing agent in 

textile goods was developed. The n-dodecylguanidine hydrochloride was converted to nィiodecylguanidineby 

treatment with sodium hydroxide and then to 2-n-dodecylamino-4， 6-dimethylpyrimidine by refluxing with 

acetylacetone in toluene. The dimethylpyrimidine derivative was measured by gas chromatography with a 

hydrogen flame ionization detector on a column of 5% DEGS as stationary phase. A total of 10 samples of 

textile goods， commercially available socks， were analyz巴dby this method and 托-dodecylguanidinehydrochlor-

ide was detected at 1. 2 and 1. 4% in 2 samples. 

区eywords: n-dodecylguanidine hydrochloride， 2司n-dodecylamino-4，6-dimethylpyrimidine， acetylacetone， gas chro-

matography， sanitary finishing agent， textile goods 

緒 日

衣料品等の繊維製品は，実用的な機能や美的感覚を付

与するなど，品質の向上を目的として各種の化学的な処

理加工が施されている.それらの処理剤には，防縮加工

剤，防水剤，帯電防止剤，衛生加工剤，防炎加工剤，染

色剤，染色キャリアー，界面活性剤等多種多様であり，

これに使用される化学物質の中には時に皮膚障害を疑念

されるものも含まれる. しかし，市場に流通する衣料品

に関して，これら処理剤の使用実態は明らかにされてい

ないのが現状である.著者らは，すでに染色キャリアー

をはじめ，各種の処理剤の実態調査を行っている 1)-3)

最近，中山ら4)は衣料品処理剤の皮膚毒性，特に接触ア

レルギーについて臨床的な立場から調査を行い，その結

果抗菌抗カビ作用を有し， Biocheck60と称される衛生加

工剤に強い陽性反応を認めている.その報告によると，

この処理剤は一種のグアニジン系化合物であり，製品の

純度が低いことからアレルギーを惹起する化学物質を明

確に特定していないが，極めて可能性の高い物質として

nードデシルグアニジンを提示している.

ドデシルグアニジンは，諸外国ではその酢酸塩が

“dodine"という名称、で果樹の病害用殺菌剤として使用

されている5) これに対してその塩酸塩は，最近， くつ

下，下着等の繊維製品に抗菌防臭剤として使用されてい

る6) しかし，現在，これに対して市販製品中の含有量

などその実態については全く不明であり，また，本物質

が皮膚障害の原因物質として推察されていることから，

塩酸ドデシルグアニジンの分析法を確立し，市販製品に

ついて調査を行うことは意義あるものと考えられ，本研

究を行った.

ドデシルグアニジンの分析法としては， i商定法7) ガ

スクロマトグラフ (GC)法8.9)が報告されているが，こ

れらはいずれも果物に残留する微量の dodineを分析す

*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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るのに用いられる. GC法は，フッ素をもっアシル化剤

やケトン試薬を反応させてフッ素化合物に誘導し，電子

捕獲型検出器付き GCを用いてドデシルグアニジンを測

定するものである. しかし，この方法を比較的含有量の

高い繊維製品へ直接準用することは，得策ではない.そ

こでより操作性の簡便な FID.GCで測定する改良法を検

討し，塩酸nードデシルグアニジン(1 )をアセトルア

セトンと反応させてピリミジンへ誘導した後， GC分析

する方法を設定した.また，併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 アセチルアセトン(特級)，硫酸 Sーメチル

イソチオ尿素(特級)， 1 アミノドデカン(一級)

和光純薬工業製，その他の試薬はすべて特級を用いた.

0.5%水酸化ナトリウム溶液水酸化ナトリウム2.5gを

20%含水メタノールに溶かして500mlとし，これを繊維

製品からの抽出溶媒に用いる.

2.装置 水素炎イオン化検出器付きガスクロマトグラ

フ (FID.GC) :島津製作所製 GC.4CM• PFE，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13CNMR) 日本電

子社製 JEOLFX.270型;1 H ， 269. 65MHz ; 13 C， 

67.8MHz， 

3.塩酸nードデシルグアニジンの合成 1ーアミノド

デカン4.6g(25mmol) を無水エタノール10mlに溶かし，

ここに硫酸 Sーメチルイソチオ尿素3.5g(12.5mmol) 

を加え，油浴中で 7時間，加熱還流を行う.次いで，室

温で一晩放置し，析出した結晶をろ取する.これをメタ

ノールーエタノールより再結晶して硫酸n-ドデシルグ

アニジン 5.63g (収率82%)を得る10) 更にこれを

0.55g (lmmol) とり，クロロホルム30mlに溶かし，

2%水酸化ナトリウム溶液30mlを加えて振とうして，

遊離型の nードデシルグアニジンを含むクロロホルム層

を分取し，ロータリーエパポレーターを用いて溶媒を留

去する.ここに塩酸0.3mlを加えて塩酸塩とし，適宜，

エタノールを加えて濃縮乾回して水分を除く.残留物を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー(lOg，内径 2cm 

×長さ 7cm/nープロピルアルコール)に付し，純一プ

ロピルアルコール100mlでi容出する.nープロピルアル

コールを濃縮乾囲後，メタノールーエーテルより再結晶

して塩酸nードデシルグアニジン0.43g(全行程の収率

67% )を得る.本合成品は北興化学工業株式会社のドデ

シルグアニジン塩酸塩溶液のものと薄層クロマトグラ

フィー (TLC)および NMRデータが一致したので以下

標準品として用いる. 1H回NMR (C0300) :δ0.89 

(3H， t， J=6.8Hz)， 1.1-1.6 (20H)， 3.14 (2H， 

t， J = 7.8Hz) ppm， 13 C .NMR (C0300)δ14.4 

(q)， 23.7 (t)， 27.7 (t)， 29.9 (t)， 30.3 (t)， 30.4 

(t)， 30.6 (t)， 30.7 (t)， 33.0 (t)， 42.5 (t)， 158.6 

(s) ppm 

塩酸n ドデシルグアニジン標準溶液 塩酸nードデ

シルグアニジン約40mgを精秤し，メタノールに溶かし

て100mlとし標準溶液とした.

4.試料 昭和61年7月から昭和62年1月までの聞に都

内で購入したくつ下10検体を試料とした.

5.試験溶液の調製

繊維製品中の塩酸nードデシルク‘アニジン(1 )の抽

出試料を細切し，その1.0gを100mlのナス型フラス

コに正確に量り採り， 0.5%水酸化ナトリウム溶液30ml

を加えて 1時間加熱還流し， 1を抽出する.抽出液はガ

ラスろ過器 (G2)で温時ろ過し，ろ液にメタノールを

加えて全量50mlにする.この 5-10mlをとり以下の分

析を行う.

アセチルアセトン誘導体の調製 繊維製品からの抽出

液を50mlの共栓付き遠沈管にとり，これにクロロホル

ム20ml， 2 %水酸化ナトリウム溶液10mlを加えて 5分

間振とうし， 3000rpmで10分間遠心分離を行い，上層を

除去する.更に 2%水酸化ナトリウム溶液10ml，次い

で水10mlで同様に処理する.上層を除去した後，クロ

ロホルム層はロータリーエパポレーターを用いて濃縮乾

固し，遊離のドデシルグアニジンを得る.これにトルエ

ン20ml，アセチルアセトン50μlを加えて約120
0

Cの砂

浴中で 1時間，加熱還流する.反応後，ロータリーエパ

ポレーターを用いてトルエンを濃縮乾回し，ここに得ら

れた 2-n ドデシルアミノ -4，6ージメチルピリミジ

ンをエタノール 5mlに溶かして試験溶液とする.

6. 定性坂口反応11)試験溶液に0.02%α ーナフトー

ル (20%エタノール水溶液) 1 ml， 2 %水酸化ナトリ

ウム溶液 5mlを加え，氷冷しながら次亜臭素酸ナトリ

ウム溶液を2，3i商加える.グアニジン類が存在するとき

赤色を呈する.

TLC 1. シリカゲル60F 254 (Merck)， 0.25mm，展

開i容媒:担ープロピルアルコール， 2. 中性アルミナ60

F 254 (Merck)， O. 25mm，展開溶媒:メタノール，発色

:ドラーゲンドルフ試薬，nードデシルグアニジンの塩

酸塩，酢酸塩，硫酸塩の Rf値は，条件 1のときは0.69，

0.29， 0で，条件 2のときは0.51，0.45， 0であった.

7.定量塩酸叫ードデシルグアニジン標準溶液より
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NH 

C12H 25回 NH-C-NH2・HCI

1) NaQH 

円、4
N

N
A
 

2) acetylacetone I toluene 

n-dodecylguanidine 

hydrochloride (1) 

0.4， 0.8， 1.2， 1.6， 2.0mg相当量をとり，ロータリー

エパポレーターを用いてメタノールを留去後，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 5

μlをGCに注入する.下記の GC条件に従って測定し，

2 -nードデシルアミノ-4， 6ージメチルピリミジン

のピーク高より検量線を作成して試験溶液中の 1の濃度

を求める.

FID.GC の測定条件カラム: 5 % DEGS 

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

1 m，カラム温度:180.C，注入口および検出器温度:

250.C，キャリアーガス:N2 40ml/ min.， H2 O. 7kg/ cm， 

Air 1. 5kg/ cm 

GC-MS の測定条件カラム 2% OV - 17 

(Chromosorb W AW  DMCS， 80-100mesh)，内径 2mm 

×長さ 0.5m，カラム温度:150→250.C，昇温速度:

8.C/min.，注入口温度:250.C，キャリアーガス:He 

20ml/min. 

NMR 試料を重クロロホルムおよび重メタノールに

溶かし，綿栓ろ過後，内径 5mmのサンプル管に入れて測

定した.テトラメチルシランを基準物質にして化学シフ

ト (a ppm)を求めた.

実験結果および考察

1.市販繊維製品中のドデシルク‘アニジンの同定 ドデ

シルグアニジンは酢酸塩，塩酸塩，リン酸塩等各種の塩

として用いられている.そこで，まず市販繊維製品に含

有されているドデシルグアニジンの塩の同定を行った.

試料(くつ下)にメタノールを加えて， 1時間加熱還流

して抽出後，溶媒を留去し，アルミナカラムクロマトグ

ラフィー(塩基性アルミナ活性皮 1，Woelm，内径15mm

×長さ 6cm/クロロホルム)に付し，クロロホルム:メ

タノール (10:1)，次いでメタノールで溶出した.こ

のメタノール分画について坂口反応を行ったところ，赤

色を呈し，グアニジン類の存在が確認された.更に， ド

デシルグアニジンの塩の形を決定するため， TLCを

行ったところ，定性の項に示した条件 1では RfO.69，

条件 2では RfO.51にスポットが認められ，これらは塩

2 

Fig. 1. 
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0.88( 3 H， t ，] =6.4Hz) ，1.2-1.6(20H)， 

2.27( 6 H ，s) ，3.39( 2 H， td，j =5. 7Hz)， 

4.96( 1 H，br.)6.27( 1 H，s) 

14 . 1 ( q) ， 22 . 7 ( t) ， 23 . 9 ( q ) X 2 ， 27 . 0 ( t) ， 

29.4(t)X 3， 29.6(t)X 3 ，29.8(t)，31.9 

(t)，41.3(t)，109.4(d)，162.5(s)，167.3(s) 

X2 

酸塩の Rf値に一致した.以上のことから，市販の繊維

製品には塩酸叫 ドデシルグアニジン(1 )が用いられ

ていることが判明した.そこで， 1について分析法の検

討を行った.

2. アセチルアセトン誘導体の分離同定 dodine (酢酸

純一ドデシルグアニジン)の分析法としては，ヘキサフ

ロロアセチルアセトン8)やトリフロロ酢酸9)を反応させ

てフッ素化合物に誘導し，電子捕獲型検出器付き GCに

よって高感度分析する方法が報告されている. しかし，

繊維製品中には相当多量に含有されているため， FID-

GCレベルで検出できる分析法を検討し，ヘキサフロロ

アセチルアセトンの代わりにアセチルアセトンを反応試

薬として用いた.化合物 1 (50mg) を水酸化ナトリウ

ムで遊離型とし， トルエン中でアセチルアセトンと反応

させ，その誘導体を TLC(シリカゲル60F 254，展開溶

媒:酢酸エチル，検出:UV254， ドラーゲンドルフ試

薬)で観察したところ，単一のスポット (RfO.82)が確

言悪されたので， これ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

15mmX長さ10cm)に付し，酢酸エチルで溶出して誘導体

2を単離した. 2はMSで m/z 291 (M+) を示し，

Table 1に示すように， lH-NMRより a0.88ppmにアル

キル鎖の末端メチル基が認められた.a 4.96 (br.) 
ppmは重水添加によりシグナルが消失し，同時に δ

3.39ppmの分裂パターンが qualtettypeの tripletdoub-

letから tripletに変化することからメチレン鎖に結合し

た2級アミノ基が存在し， ドデシルアミノ基が確認され
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た.このことは13C-NMRでメチル基 1個，メチレン基

10個，窒素原子に結合したメチレン基 (d 41.3ppm) 1 

個が存在することからも明らかである.またJlH-及

び13C-NMRに見られる d2 _ 27 (6 H ， s) ppmと 8

23_9 (q) ppmより 2個の等価なメチル基が存在し，

さらに 4個のオレフイン炭素のうち，d 167.3 (s) 

ppmより窒素原子に結合した等価な 4級炭素が 2個認

められることから，アセチルアセトンとグアニジノ基の

縮環構造は対称性をもっジメチルピリミジン骨格である

ことがわかった.残る d162.5 (s ) ppmの4級炭素は

ドデシルアミノ基に結合したオレフィン炭素である.以

上のデータからこの化合物は 2-nードデシルアミノ-

4， 6 ジメチルピリミジン(2 )であることが確認さ

れた.従って Fig.1に示すように nードデシルグアニジ

ンとアセチルアセトンを反応させると 2が生成すること

がわかった.

3.反応条件の検討反応温度 1 (2 mg) に対して

アセチルアセトンを適量加え，温度を40
0

，60
0

， 800， 

100
0

， 120
0

Cに変えて 1時間反応させた. Fig.2に示す

ように 2の生成は80
0

C以上で一定となったので，今回は

砂浴中(l20
0

C)で加熱還流を行うことにした.

アセチルアセトンの添加量 アセチルアセトンの添加

量を20，40， 60， 80， 100μlに変えて 1時間加熱還流

したところ， Fig.3に示すように40μl以上で反応が十

分進行することがわかったので，アセチルアセトンの添

加量を50μlとした.

反応時間 アセチルアセトンを50μlに設定し，反応

時聞を20，40， 60， 80， 100分と変えて加熱還流したと

ころ， Fig.4に示すように40分以上で 2の生成は一定と

なったので，反応時間を60分とした.

4.検量線前述の反応条件をもとに， ["実験の部」に

示した分析法を設定した.本法に従って操作し， GCで

測定したところ， Fig.5に示すように 1が0.4-2.0mg

の範囲で良好な直線関係を示した.

5. 添加回収綿布 1gに1をそれぞれ 3， 5， 7mg

添加して回収実験を行った.綿布を「実験の部」の試験

溶液の調製の項に従って0.5%水酸化ナトリウム溶液で

抽出し，抽出液をメタノールで全量50mlにし，その

10mlを分析に供した. Table 2に示すように回収率は

91.6-98.6%，変動係数3.7-4.2%であり，綿布から定

量的に回収できることがわかった.

6.市販製品の分析結果 市販のくつ下10検体について

本法を適用したところ， Fig.6に示すように男性用くつ

下2検体から塩酸叫ードデシルグアニジン(1 )を検出

E 
ぎ10
ζ 

0'1 
ω 
ζ 

~ι 

g5 
a.. 

o 40 60 80 100 120 

Reaction temperature (OC) 

Fig. 2. The Influence of the Reaction Temperature on 

the Yield of 2 

E 
u 
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0'1 
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Aι 
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Fig. 3. The Influence of Amount of Acetylacetone on 

the Yield of 2 

E 
苦10
ζ 
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ε 

き 5
a 

o 20 40 60 80 100 

Reaction time (min ) 

Fig. 4. The Influence of the Reaction Time on the Yield 

of 2 
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Table 2. Recoveries of n-Dodecylguanidine Hydrochloride from Cotton Fabrics 

c. V.(%) 
Ave. recoveries( n = 5 ) 

(% ) 
Added(mg) Sampl巴

4.2 

3.7 

3.9 

97.9 

98.6 

91.6 

3.0 

5.0 

7.0 

Cotton fabrics1) 

標品を供与して頂いた北海道立衛生研究所兼松明夫氏に

深謝します.

1 ) The cotton fabrics were used 1 g of diaper on the market for recovery test. 

し，その含有量は，それぞれ1.2%，1.4%であった.な

お， くつ下の足底や甲部分で含有量に大きな差はなく，

ほほの均一であった.

日用品成分による皮膚障害の研

文献

1 )雨宮敬，酒井正美，森謙一郎，鈴木助治，風間

成孔:東京衛研年報， 35， 133-137， 1984. 

2 )鈴木助治，酒井正美，森謙一郎，雨宮敬，風間
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結論

衛生加工剤として繊維製品に用いられている塩酸nー

ドデシルグアニジンの分析法を確立した.塩酸n ドデ

シルグアニジンを水酸化ナトリウムで処理して遊離の日

ードデシルグアニジンを得，これをアセチルアセトンと

反応させて 2-nードデシルアミノ-4， 6ージメチル

ピリミジンに誘導し， FID.GCで測定した.検量線は塩

酸nードデシルグアニジン0.4-2.0mgの範囲で直線性

が得られ，回収率も良好であった.市販のくつ下10検体

に適用したところ， 2検体より1.2%，1.4%の塩酸時一

ドデシルグアニジンを検出した.
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食品衛生細菌に関する研究

一一般食品(複合調理済食品)の細菌学的検査成績について一

潮田 弘 へ 五 十 嵐 英 夫へ藤川 i告へ工藤泰雄*

Bacteriological Survey of Various Commercial Foods in Tokyo 

HIROSHI USHIODA *， HIDEO IGARASHI*， HIROSHI FUJIKAWA * 

and Y ASUO KUDOH * 

A total of 10，053 prepared food and vegetable samples sold in Tokyo were examined bacteriologically for 

the period from 1979 through 1985. The investigations brought the conclusions as follows : 

1. Standard plate count and coli.form bacteria as indicator organisms were detected in various kinds of 

food. Especially， vegetables， unsweetened bean paste， and prepared foods such as bean curd， salad， sand. 

wich， luncheon with rice， and rice ball were heavily contaminated by those bacteria. Escherichia coli was also 

found in those foods， but it was detected at a low rate except unsweetened bean paste. 

2. Stathylococc叫saureus was detected relatively highly in rice ball， Japanese cake， sandwich， luncheon with 

rice， while Bacillus cere叫swas highly found in bean curd， vegetable， dried and powdered foods， and salad. 

Stathylococcus eμde門叫idiswas detected in nearly similar foods as Stathylococcus aureus. 

Keywords bacterial contamination， commercial foods， Escherichia coli， Stathylococcus eμdennidis， Stathylococcus 

a叫re叫s，Bacillus cere叫S

緒員

食品の細菌学的安全性の評価には，現在，細菌数およ

び大腸菌群(数)，さらにふん使汚染の指標としての大

腸菌検査が広く実施されており，これら汚染指標菌に対

して規格・基準のある食品類については，その細菌学的

安全性がかなり制御されるようになった. しかし，食品

によってはまだ規格・基準のないものも多く，そのまま

喫食する機会が多く，細菌性食中毒対策上も問題となる

調理済食品や半製品食品などでは，その安全性がまだ十

分確保されていない面がある.特に近年では，食品原材

料を輸入品にたよることも多く，また食品の調理・加工

法なども大きく変貌しつつある.

一方，食品添加物，なかでも殺菌剤や保存料などの規

制強化1)などもあって，これらの複合調理済食品を安全

に保つことは容易でなく，その対策が種々検討されてき

ている2-10)

この種の食品の安全性についての対策を講ずるに当っ

ては，当然、のことながら，まずその細菌汚染の実態把握

が基礎をなすものであり，これまでにも種々検討されて

きているが，まだ必ずしも十分なものとは言い難い.

そこで，本報では，食品の安全性対策上問題となる，

規格・基準のない複合調理済食品，半製品食品を主対象

に，その細菌汚染の実態を汚染指標菌および食中毒起因

菌の面から調査した.以下にその成績を報告する.

材料および方法

1.調査対象食品

昭和54年1月一昭和60年12月の 7年間に当研究所に送

付された東京都内で市販されている複合調理済食品，半

製品食品および生野菜類などを細菌汚染調査の対象とし

た.すなわち，そう菜類1，897件，調理パン1，330件，仕

出し弁当類1，178件，豆腐1，150件，洋菓子1，040件，和

菓子695件，生あん667件，サラダ665件，粉末・乾燥食

品592件，生野菜類442件およびにぎりめし397件，計

10，053f牛である.

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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2. 細菌数測定法

標準寒天培地を用い，食品衛生検査指針11)に従って

行なった.

3.大腸菌群(数)および大腸菌検査法

1 )大腸菌群数測定:デソキシコレート寒天培地を用

い食品衛生検査指針11)Iこ従って行った.

2 )大腸菌群検出法:BGLB培地で35
0

C48時間培養後，

ラクトース分解によるガス産生を判定し，ガス産生，非

産生とも EMB寒天平板に分離培養を行った.ついで平

板上の発育旺盛な集落で形状の異なるもの全てについて，

クリグラー寒天斜面培地， LIM培地およびシモンズ・ク

エン酸塩培地で確認培養し，この 3種の培地の性状によ

り大腸菌群の同定とその構成菌種(属)を決定した.

3 )大腸菌同定法:上記の確認培養試験で大腸菌群と

同定されたもののうち，クエン酸ナトリウムの利用性が

なく，インドールを産生するものを対象に，尿素， VP， 

マロン酸塩培地による二次確認培養を行い，尿素分解性，

アセトイン産生性およびマロン酸塩利用性陰性のものを

E. coilと同定した.

3. ブドウ球菌検査法

1 )表皮ブドウ球菌検出法:食品の10%乳剤のO.lml

を3%卵黄加マンニット食塩培地(以下 MSEY寒天平

板)12)の表面全面に塗抹し， 35"(; 48時間培養後，発育

集落を観察，卵黄反応、陰性で，マンニット非分解，白色

光沢ある中等度の大きさの集落を S.ePidennidisとして

扱った.非典型的な集落については，必要に応じ，コア

グラーゼ産生性，ブドウ糖発酵能， DNase産生性あるい

はTween80分解'性などを試験した.

2 )黄色ブドウ球菌検出法:MSEY寒天平板を用いた

直接培養法13)と， 7.5%食塩加ブイヨン(倍濃度)によ

る増菌培養法13)の2法を併用した.

即ち，直接培養法では食品の 10%乳剤のO.lmlを

MSEY寒天平板に全面塗抹し， 35
0

C48時間培養後，卵黄

反応陽性で，マンニットを分解し，光沢ある隆起した中

等度の集落は黄色色素の産生の有無にかかわらず全て

S.制 reusとして扱った.

増菌培養法の場合は10%食品乳剤10mlを7.5%食塩加

ブイヨン(倍濃度)10mlに注加し， 35
0

C48時間培養後，

Table 1. Standard Plate Counts of Various Commercial Foods 

Foods 
Number 
tested 
(%) <10 101 

Standard plate counts/ g 

1~ 1~ 1~ 1~ 
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MSEY寒天平板に分離培養し，前記同様の集落形状をも

つものを S側 reusと同定した.なお，疑わしい集落に

ついては，コアグラーゼ産生性，ブドウ糖発酵能，

DNase産生性などを試験した.

4.セレウス菌検査法

食品の10%乳剤のO.lmlをマンニット卵黄ポリミキシ

ン寒天培地(以下 MYP寒天平板)14)に全面塗抹し，

35'C20時間培養後，レシチナーゼ反応が著明で，マン

ニット非分解，光沢がなく，灰色， R型の発育旺盛な集

落を B.cereusとした.なお，疑わしい集落については，

ブドウ糖の嫌気的分解性，アセトイン産生性，ゲラチン

およびデンプン分解性などを試験した.

5.サルモネラ検査法

倍濃度のラパポート培地30mlに10%食品乳剤30mlを

注加し， 35'C 24時間培養後， DHL寒天平板に分離培養

を行い，発育したサルモネラの疑われる集落について常

法により同定した14)

135 

成 績

1.細菌数

1979-1985年の 7年間に調査した各種市販食品の細菌

数測定成績を食品別にまとめて Table 1. に示した.

各食品別の細菌数は調査した時期や季節によっても多

少の違いはあるが，一部のものを除き，総体的に高い数

値であった.特に，生野菜，調理パン，豆腐，にぎりめ

し，サラダなどの汚染度は高く， 104/g以上の汚染を

示したものが70%前後におよんだ.

粉末・乾燥食品ゃそう菜類での汚染は比較的少ないも

のであった.ただ，そう菜類の汚染の場合はこの範鴎に

分類された食品の種類によってかなり様相を異にする結

果であった.すなわち，検討した食品のうち天ぷら，煮

豆，つくだ煮類などでの細菌数は少なかったのに対し，

野菜煮物，おから，卵焼などのそう菜類では菌数の多い

ものがかなりの割合を占めた.

なお，東京都において食品別に設定されている食品衛

生措置基準の数値を越えるものはごく一部の食品のみで

Table 2. Coli-form Counts of various Commercial Foods 

Foods 
Number 
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(% ) 。<10 

。

Coli-form counts/ g 

101 102 103 104 

。
八

v

q

ベ
υ

ハ

H

V

戸

hυ

1

4

2

5

 

司
自
よ

)
 

n

L

I

A

R

υ

n

U

F

h

d

 

η
t

細
川

T

P

O

ワ
U
A
A
τ

n
L
J
f
k
t
i
 

)

)

 

aaτ

ワ
ω

R

υ

p

o

q

J

o

d

瓜
斗

A

n

'

'

a

a

A

の
λ
u
n
r
u
-
-ム

1

1

q

a

r

t

‘、ヮ
μ
/
t
、、

)

)

)

)

 

A
を
つ
ム

d
a
A
A
-
0
0
η
t
n
i
1ょ

η
L
の
L

A
日

1
i

ヮ“

1
i
a
q
n
L

η
L
/
t
、

/
1
、
η
L
J
l
‘
、
。
ム
〆
f
‘、

)

)

)

 

q
u
R
υ
F
U
O
O
A告
巧

t

目
U

R
U

つ
d
Q
d

つ
ω

ヮ
'

n

u

つ白

q
a
J
t
、
1
i
J
l
、、
1

i

q

a

r

t

、、

)

)

 

a生

1
i
n
L
q
d
n
U

ハU

唱

l
q
r
u
q
a
η
0
4
A官
。

凸

2

f

t

、
2

/

1

1

1

4

)

)

)

)

 

A
H
V
A
H
v
-
k
υ
ハ
H
V
A
H
V
A
H
v
n
x
U
A
H
V

A
せ

ハ

U
n
y
A
U
q
a
Aリ
ヴ

d

n

u

nHV
噌

E
A
p
n
v
t『
ム

内

ペ

U
1
Eム
噌

Eム

tEA

'

(

(

，

(

，

(

 

噌

E4

噌

EEA

司
自
ムρ-M 

FL 
I
 

V--

c

d

L

H

 

O

L

&

E

-

L

u

a

-

-

泊

u

c

d

u

n

n

L

A

C

 

しい

'

H

n

M凡

P

L

A

V

E

-

-

3

 

s

日

w

h

e

u

d

C

 

1

m

-

n

n

 

1

1

a

u

 

F

し

L

u

u

n

b

τ

L

U

Nigirimeshi 

(rice ball) 

397 62 125 69 

(100) (16) (32) (17) 

60 31 

)
 

Q
d

ヮ，
Q
U

巳
υ

1

i

F

b

n

i

F

h

υ

η

λ

M

1

1

4

1

1

4

q

ベ
u

n

べ
υ

噌

t
ム
〆
l
¥)

 

つ白

A

u

n

u

c

u

-

-

η

4

0

0

つ
ω

月

i

つ

ム

に

d

ι

u

p

h

u

司

自

ム

噌

Ei

，tt
、

)

)

)

 

ヮ“

n

u

q

u

n

v

η

t

司
d
Q
U

に
d

の
d

n

u

r

D

n

L

R

υ

o

o

-

-

1

i

t

i

 

9

u

1

よ

/

L

1
よ

/
1
1
i
/
t
-、

)

)

)

 

ヴ

t

q

O

F

b

o

D

η

J

n

U

の
4

0

0

q

a

4

1

7

6

2

1

4

/

1

5

1

 

η

L

J

t

¥

η

L

〆
f
k

唱

i

)

)

)

)

)

 

Q
U

ワ
ω

つ
d

弓

d

ワ白

0
0

つ
d

目
U
ヴ

t
R
d
A
U

n
u

つ白

F

b

0

0

8

せ

司

u

ワ白

η
4
1
ょ
っ
d

つ
ω

A告

/
t
、、

A
せ

r
l
‘、
T
4
/
t
、

/
t
、
，
i
/
t
、

)

)

)

)

)

 

a
q
a
a
τ
n
u
n
E
F
D
R
υ
a
A
τ
P
O
η
L
n
u
n
u
 

q
u
A
せっ
μ

氏
U
1
i
q
u
n
i
o
d

ワ
ω
n
u

つd

o
O
/
t
、

1
1
/
f
k

凋生〆
t

¥

/

t

‘、
n
L

〆l
‘、

)

)

)

)

)

)

 

弓

t
A
U
R
υ
n
u
n
U
A
U
q
L
A
U
η
L
n
u
η
t
A
U

A
Y
A
H
V
P
O
ハ
U
R
υ
ハ
U
Q
U
ハ
U
A
τ
n
u
p
o
n
u

o
o
-
-
ι
υ
1
i
唱

1
1
i
r
D
1
i
a
4
1
i
p
o
-
-

，

(

{

，

(

(

(

(

 

噌

E

A

4

E

i

A
U
 

陀

n

ρ

L

9

u

 

I

n

u

O

L

 

w

b

 

n

v

A

U

 

‘‘，

n

v

e

 

m

白

色

d

m

m

L

r

E

l

l

-

北

U

M

b

e

-

u

s

e

-

‘

a

e

 

d

J

U

日

d

s

d

民

同

M

閃

d

g

S

5

岨

」

封

印

r

o

e

n

M

g

円以

B

D

お

V

U

W

105 106 107 

5 2 

13 4 1 

45 11 1 

18 3 。
27 16 6 

21 3 。
52 9 。
6 。 。
。 。 。
27 。 。
9 。 。

(1979-1985 ) 



136 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 38， 1987 

あった.

2.大腸菌群(数)および大腸菌汚染状況

各食品別の大腸菌群数測定成績を Table 2. に示し

た.

大腸菌群汚染は検討した食品全体の約半数に認められ

たが，その菌数は当然のことながら，細菌数に比べて少

なく， 104
/ g以上の高度汚染を示したものの割合も低

率であった.各食品のうち比較的汚染率の高かったもの

は，サラダ，生野菜類，にぎりめし，調理パンなどで，

これらの食品では細菌数の汚染も平行して高い食品で

あった. しかし，細菌数の多かった豆腐，生あんなど食

品によっては必ずしも大腸菌群汚染と細菌数が平行しな

いものも認められた.

一方，ふん便汚染指標としてより重要とされる E.coli 

の検出状況を Table 3. に示した.表にみられるごと

く，大腸菌の汚染も大腸菌群の場合と同様食品によって

かなりの差がみられたが，大腸菌群以上の汚染を示す食

品は 1件も認められなかった.検討した食品の中では，

生あん，豆腐，生野菜類，仕出し弁当，にぎりめしなど

の汚染が比較的高い傾向にあったが，これらの食品は生

あんを除くと大腸菌群汚染もほぼ平行して高いものであ

り，両者の汚染はEいによく一致する結果であった.

3.黄色ブドウ球菌および表皮ブドウ球菌の汚染状況

各食品からの S.aureusおよびS.epidermidisの検出状

況を Table 4. に示した.

S. a叫re叫sはにぎりめし，和菓子，調理パン，仕出し

弁当，サラダ，洋菓子など，いずれも比較的素手で取扱

うことの多い調理済食品からの検出率が高く，直接手の

触れることの少ない粉末・乾燥食品，生あん，生野菜な

どでは極めて低率であった.

手指の汚染指標菌として同時に調査した S.捌dermι

disの検出率も S.a叫reusのそれと大差ない傾向で，同様

ににぎりめし，サラダ，仕出し弁当，調理パンなどから

の検出が高率であった.なお，検討した食品の中で，特

に洋菓子では S.epidermidisの検出率がS.日叫re仰のそれ

に比して低率であったが，これは前者では直接分離培養

Table 3. Detection of Eschericha coli from Commercial Foods 

Foods Number tested No. of positives( %) 

Unsweetened bean paste 580 76 (13.1) 
Bean curds 339 25 ( 7.4) 
Vegetables 289 17 ( 5.9) 
Luncheon with rice 538 27 ( 5.0) 
Nigirimeshi (rice ball) 119 5 ( 4.2) 
Salads I 187 7 ( 3.7) 
Sidedishes 937 32 ( 3.4) 
Cakes 327 6 ( 1.8) 
Sandwiches 437 7 ( 1.6) 
Dried and powdered foods 187 1 ( 0.5) 
Japanese cakes 293 o (0 ) 

(1982-1985) 

Table 4. Detection of StaPhylococcus aure叫sand StaPhylococc叫sepidermidis from Commercial Foods 

Foods Number tested 
No. of positives( %) 

S.a叫re叫S S. epidermidis 

Nigirimeshi (rice ball) 397 71 (17.9) 67 (16.9) 
Japanese cakes 695 106 (15.3) 58 ( 8.3) 
Sandwiches 1，330 189 (14.2) 134 (10.1) 
Luncheon with rice 1，178 157 (13.3) 149 (12.6) 
Salads 665 88 (13.2) 99 (14.9) 
Cakes 1，040 127 (12.2) 17 ( 1.6) 
Bean curds 1，150 95 ( 8.3) 10 ( 0.9) 
Sidedishes 1，897 121 ( 6.4) 129 ( 6.4) 
Vegetables 442 13 ( 2.9) 4 ( 0.9) 
Unsweetened bean paste 667 12 ( 1.8) 1 ( 0.1) 
Dried and powdered foods 592 4 ( 0.7) 4 ( 0.7) 

(1979-1985) 
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しか実施しなかったのに対し，後者では増菌培養も併用

したことによる.

4.セレウス菌の汚染状況

各食品における B.cereω の検出状況を Table 5. に

示した.本菌の食品中の分布は閉じ食中毒菌である S.

aureusとはかなりその様相を異にするものであった.

すなわち，本商は S.a叫re仰が比較的低率あるいはほ

とんど検出されなかった豆腐，生あん，生野菜類や粉

末・乾燥食品に高率に認められ，それはすでに著者らな

ど15-18)により高度汚染が指摘されている豆腐で特に顕

著であった.これに対し， S.側 re叫Sの検出率が高率で

あったにぎりめし，和菓子，調理パンなどからの本菌の

検出率はいずれも低率に止まり，食中毒の原因19)とし

て多いチャーハン，ピラフ，スパゲッティなをからの検

出も極めて低いものであった.なお，今回の調査では，

S. aureusとB.cereusと併せ，Sal隅 cmellaの検索も実施し

たが，検討した食品の全てが陰性であった.

考察

著者らは市販食品における細菌汚染状況を把握するた

め，これまで主に複合調理済食品，半製品食品および生

野菜を対象に汚染指標である細菌数，大腸菌群(数)，

E. coliのほか， S. aureus， S. etidermidisとB.cereusの分

布について検討を加えてきた.

本報は過去7年間に実施した調査成績をまとめたもの

であるが，既述のように汚染指標として検討した細菌数

および大腸菌群(数)は対象各食品に広く分布し，その

Table 5. Detection of Bacillus cereus from Commercial Foods 

Foods 

Bean curds 

Unsweetened bean paste 

Vegetables 

Dried and powdered foods 

Salads 

N igirimeshi (rice ball) 

Luncheon with rice 

Sandwiches 

Cakes 

Sidedishes 

Japanese cakes 

菌数も粉末・乾燥食品や一部のそう菜類を除くと，概し

て多いことが確認された.すなわち，この種の市販食品

では原料あるいはその製造工程での細菌汚染の避けがた

いことを強く示唆する結果であった. しかし，ふん便汚

染をより反映するとされる E.coliについてみると，そ

の検出率は生あんを除くと数%程度に止まっており，特

に問題視するほど汚染率の高い食品は認められなかった.

生あんでは，E. coliの検出率は13%強と最も高率で，

原料あるいは製造工程での汚染の高いことが示されたが，

最終製品である和菓子からの検出は皆無で，その点から

みれば，それ程大きな問題はないと思われる.

一方，汚染指標菌と平行して検討した S.仰reus，B 

cereusや Salmcmellaの各食中毒菌についてみると ，Sal. 

mcmellaの検出された食品は皆無で、あったが， S. aureus 

とB.cereusの阿者は食品によっては E.coli以上に広く

Number tested No. of positives( %) 

1，150 747 (65.0) 

667 295 (44.2) 
442 159 (36.0) 
592 160 (27.0) 

578 74 (12.8) 
397 50 (12.6) 

1，178 125 (10.6) 

1，330 120 ( 9.0) 

1，040 91 ( 8.8) 

1，897 143 ( 7.5) 

695 37 ( 5.3) 

(1979-1985) 

分布し，またその分布は概して E.coli陽性食品に高い

傾向が認められた.B. cereusによる食中毒の発生は，わ

が国ではチャーハン，ピラフ，スパゲティなどを原因食

品19)とすることが多いが，今回の調査ではこれら食品

からの本菌の検出は極めてまれで，むしろ，直接食中毒

とは関係しない豆腐，生あんなど，他の食品に高い結果

であった.これに対し， S.側 re仰の場合は，にぎりめ

し，和菓子など比較的食中毒の原因として多い食品から

の検出率が高く，これらの食品が食中毒の原因となり易

いことが示唆された.ただ， S. aure叫Sの検出率の高い

食品であっても，直接それが食中毒の発生原因に結びっ

くほど菌数の多いものは極めてまれであった.

周知のように， S. aureusやB.cereusの食中毒はエンテ

ロトキシンに起因するものであり，その発生には菌の食

品中での増殖と毒素の産生が必須である.食中毒発生防
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止の面からいえば，菌の分布以上に食品中での菌の増殖

と毒素産生を防ぐ，製造から消費までの食品の適正な温

度管理などが対策上より重要なものといえる.

以上，今回の調査で，調理済食品，半製品食品や生野

菜など，各種市販食品の細菌汚染の実態をほぼ把握する

ことができた.この穫の食品の細菌汚染は汚染指標菌に

止まらず，食中毒菌にまでおよぶ広範囲にわたるもので

あったが，これらの細菌汚染が主にどの段階で起るのか，

今回の調査では十分明らかにするまでには至らなかった.

今後，これらの点についても併せて検討し，まだ細菌学

的安全性が十分でない，これらの食品に対するわが国の

実状にあった規格・基準の設定や検査法の確立を計らね

ばならないと考える.

結論

昭和54年一60年の 7年間に，東京都で市販されていた

複合調理済食品，半製品食品および生野菜類など，合計

10，053検体の細菌汚染の実態調査を行なった結果，次の

結論を得た.

1.汚染指標菌である細菌数，大腸菌群(数)は各食品

に広く認められたが，特に生野菜，生あんのほか，豆腐，

調理パン，サラダ，仕出し弁当，にぎりめしなど，調理

済食品に高度汚染のものが多い結果であった.E. coliの

検出もほぽこの成績と平行したが，その検出率は生あん

を除き極めて低率であった.

2. 食中毒菌である S目側reus，B. cereusは食品によって

かなりその分布を異にし，前者ではにぎりめし，和菓子，

調理パン，仕出し弁当などに高頻度に認められたのに対

し，後者では豆腐，生野菜，粉末・乾燥食品，サラダな

どからの検出が高率であった.なお，これらの食中毒菌

と併せて検討した S.eμdermidisの分布も S.aureusのそ

れと大差ない成績であった.

謝辞 本調査を実施するにあたり，御協力を頂いた衛

生局食品監視謀および特別区保健所衛生課の各職員に心

から謝意を表します.
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食肉からのサルモネラ検出のための

ラパポート変法培地と他の増菌培地の比較検討

楠 淳*伊藤 武*

Comparative Studies of Modified Rappaport Medium 

and Other Enrichment Media for 

Detection of Salmonella from Row Meat 

JUN KUSUNOKI* and TAKESHI ITOH* 

Keywords:サルモネラ Salmonella，増菌培地 enrichimentmedium，ラパポート変法培地 modifiedRappaport 

medium 

緒 日

食品のサルモネラ汚染は，一般的にその菌数が少ない

ことから，本菌の食品からの検出にあたっては，選択性

培地などによる増菌手段を構ずる必要がある.この種の

目的にはこれまでセレナイト培地，ハーナのテトラチオ

ン酸塩培地，ラパボート培地，セレナイトブリリアント

グリーン培地，セレナイトシスチン培地など各種の増菌

培地が開発・利用されてきたが，これらの増菌培地はそ

れぞれ一長一短があり，食品の種類，培養温度，培養時

間などによりその選択増菌効果の異なることが知られて

いる 1，2)

最近， Vassiliadisらめは Rappaport培地の組成の一部

を改良した， Rappaport. Vassiliadis25培地(以下 RV-25

培地と略す)および Rappaport.Vassiliadis 10培地(以

下 RV-10培地と略す)を開発，従来の培地以上に選択

増菌効果のすぐれていることを報告した.また Alcaide

ら4)は，多くのサルモネラがノボビオシンに耐性のこと

から RV-10培地にさらに，ノボピオシンを添加した培

地(以下 NB-RV培地と略す)を開発，その有用性を報

告した.そこで，著者らは，これら改良ラパポート培地

の有用性を知るため，その選択増菌効果につきこれまで

汎用されてきた，セレナイト培地，原法ラパポート培地，

塩化ストロンチウム培地(以下 ST培地と略す)との比

較の上から検討を加えた.以下その成績について報告す

る.

材料及び方法

1.供試菌株

当所においてふん使から分離したサルモネラ (S.

typhimuriu伽 84-454)および大腸菌 (E.coli E 83221， 

055 : K 59)各 1株を使用した.

2.食肉

食肉庖舗で市販されていた鶏肉，鶏の内臓，牛およぴ

豚のひき肉等計100件を供試した.その内訳は，鶏の手

羽10件，ささみ11件，手羽元10件，とり皮12件，とりも

つ13件，肝12件，砂肝13件，ひき肉13件，豚ひき肉 3件

および牛ひき肉 3件である.

3.使用培地

前培養用培地:EEMブイヨン(栄研)を用いた.

増菌培地:セレナイト培地(日水)とラパポート培地

(栄研)はそれぞれ市販品を使用した. RV-25培地お

よび RV-10培地は Vassiliadisら3)の処方に従いそれぞれ

自家調製した.即ち， Bacto・Tryptone(Difco) 5. Og，リ

ン酸二水素カリウム(和光)1.6gおよび塩化ナトリウ

ム(大塚)8.0gを蒸留水1，000mlに溶解したものを基

礎培地とし， RV-25培地ではこの基礎培地1，000mlに対

し40%塩化マグネシウム水溶液(和光)100mlと0.4%

マラカイトグリーン水溶液(和光) 25mlを，また

RV-10培地では40%塩化マグネシウム水溶液100mlと

0.4%マラカイトグリーン水溶液10mlをそれぞれ加え作

成した. NB-RV培地は Alcaideら4)の処方に従い，

RV-10培地1，000mlにノボピオシン (Sigma)40mgを添

*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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表1.供試したサルモネラ増菌用培地の組成

組 成
ラパポート RY-25a

) RY-10b
) NB司 RYC

) ストロンチウム d)

培地 培 地 培地 培 地 培 地

基礎培地

Bacto tryptone 5.0g 5.0g 5.0g '5.0g 5.0g 

リン酸2水素カリウム 1.6g 1.6g 1.6g 1.6g 1.0g 

塩化ナトリウム 8.0g 8.0g 8.0g 8.0g 8.0g 

蒸留水 1，000ml 1，000ml 1，000ml 1，000ml 1，000ml 
40%塩化マグネシウム 100ml 100ml 100ml 100ml 

水溶液

60%塩化ストロンチウム 60ml 

水溶液

0.4%マラカイトグリーン 30ml 25ml lOml 10ml 10ml 

水溶液

ノボピオシン 40mg 

a) Rappaport.Yassiliadis 25 (Yassiliadisら1976)

b) Rappaport.Yassiliadis 10 (Yassiliadisら1676)

c ) Noboviocin.Rappaport. Yassiliadis (Alcaideら1982)

d) Strontium.chloride enrichiment broth (lvesonら1969)

材料:鶏肉およびその臓機 (30g) 

前場養 :EEMブイヨン (270ml)
I 37"C， 20時間

増菌培養 (0.5ml按種)
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分離埼養 :DHL寒天・ MLCB寒天
37"C18-24時間

確認培養

血清型別

図1.実験方法
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加調製した. ST培地は Iveson5)の処方に従い， Bacto 

Tryptone 5. Og，リン酸二水素カリウム1.0g，塩化ナト

リウム8.0g，60%塩化ストロンチウム水溶液(和光)

60mlと0.4%マラカイトグリーン水溶液10mlを蒸留水

1，000mlに加え作成した(表 1)，なお， RV-lO培地は

その後市販品 (uxoid)が入手できたので，この市販品

も一部供試した.

それぞれの増菌培地は加温溶解後，10mlずつ中試験

管 (18mm手)に分注し使用した.

分離用培地:サルモネラの分離は DHL寒天(日水)

およびMLCB寒天(日水)の併用によった.

4.食肉からのサルモネラの検出法

食肉30gを細切し， EEMブイヨン270mlとともに滅菌

ポリエチレンバッグに入れ十分に混和したのち37
0C，20 

時間前培養を行った.その0.5mlをそれぞれの各供試増

菌培地に接種し，3TCおよび、43
0Cで24時間およぴ48時間

培養後 DHL寒天培地およぴ MLCB寒天培地に分離培養

を行った.3TCで20時間培養後，平板上に出現した集落

について常法に従いTSI培地(日水)， 11M培地(日水)

で性状を確認し，サルモネラと同定されたものについて

血清型別を行った(図 1). 

成績

1.各種増菌培中におけるサルモネラの発育態度

a )サルモネラ単独培養の場合

予め普通ブイヨンで3TC，18時間純培養した S.typhi. 

m叫rium85-454の菌液を用い，セレナイト培地，ラパ

ポート培地， RV-25培地， RV-10培地， NB.RV培地およ

びST培地に10ml当りそれぞれ1.7X102個，1. 7X10個

および1.7個になるように接種し，各増菌培地中でのサ

ルモネラの発育に及ti"す培養温度や培養時間の影響を検

討した.

表2にその成績を示すごとく ，3TC培養ではラパポー

ト培地以外の増菌培地ではいずれも少量菌接種でも 1日

間で充分に菌の増殖が観察された.これに対しラパポー

ト培地では1.7個以下接種 1日間培養ではサルモネラの

発育が認められず， 2日間培養ではじめてサルモネラの

増殖が確認された.

一方43
0C培養の場合，セレナイト培地， RV-10培地，

NB.RV培地の 3者は37"(;と同様の成績であったが，

RV-25培地では1.7個で，またラパポート培地では，い

ずれの接種においても 2日間培養でサルモネラの増殖が

認められなかった. ST培地でも 1日間培養ではいずれ

の接種菌量でも発育が観察されなかったが， 2日間培養

では1.7X 10個以上のところでサルモネラの増殖を認め

た.

b)サルモネラと大腸菌を混合培養した場合

次に大腸菌共在時におけるサルモネラの発育態度につ

いて検討した.E.coliを増菌培地あたり 106個，105個，

104個および103個を各増菌培地にそれぞれ接種し，これ

にS.typh仰 urium84-454株を1.7X10個となるように接

種， 37
0

Cおよび43
0

Cで培養後，大腸菌およびサルモネラ

の発育を観察した.

表 2.各種増菌培地中でのサルモネラの発育態度

1 )サルモネラを単独に接種した場合

培養温度 増菌培地 培養時間
サルモネラの接種菌量*/培地

1.7X102 1. 7X10 1.7 

セレ ナイト培地 + + + 
ラパ ポート培地 + 十 一(+) 

37"C S T 培 地 1日 + + + 
RV-25 培 地 十 + + 
RV-10 培 地 + + + 
NB-RV 培 地 + + + 
セレナイト培地 + + + 
ラパポート培地 一(一) 一(一) 一(一)

43
0

C S T 培 地 1日 一(+) 一(+) 一(一)

RV-25 培 地 + + 一(一)

RV-10 培 地 + 十 + 
NB-RV 培 地 十 + + 

*使用菌株:S. typh伽 un叫隅 84-454，+=サルモネラ検出( ) 2日間培養の成績
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表 3.各種増菌培地中でのサルモネラの発育態度

2 )サルモネラと大腸菌を接種した場合

培養温度 増菌培地 培養時間
大腸菌の接種菌量/培地lOml

106 105 

セレナイト培地 + + 
ラパポート培地 -(一) 一(一)

3TC S T 培 地 1日 +* 十* 
RV-25 培 地 一(十) + 
RV-10 培 地 + + 
NB-RV 培 地 + + 
セレナイト培地 + 十

ラパポート培地 -(一) -(一)

43
0

C S T 培 地 1日 +* + 
RV-25 培 地 十* +* 
RV-10 培 地 + + 
NB-RV 培 地 + + 

供試菌株:S. tYPhimurium 84-454， E. coli E 83221 (接種菌量は1.7X10/培地10ml)

+=サルモネラ検出， ( ) 2日間培養の成績，

*DHL寒天平板上に E.coliが優勢に発育

104 

十

一(一)

+* 
+ 
+ 
+ 
十

一(一)

+ 
一(一)

十

+ 

表4.f共試各増菌培地による食肉からのサルモネラ検出数の比較

培 地 培養温度
サルモネラ検出数*

1日間培養 2日間培養

セレナイト培地 3TC 26 31 
43

0

C 28 27 

ラパポート培地 3TC 21 15 
43

0

C 25 25 

ST 培 地 3TC 20 24 

43
0

C 17 17 

RV-25 培 地 37't; 16 9 

43
0

C 22 13 

RV-10 培 地 37
0

C 14 7 

43
0

C 21 10 

NB-RV 培 地 3TC 13 4 
43'C 17 16 

*検査対象55件

* * 1日間あるいは 2日間培養のいずれかで菌陽性であったものの合計

103 

+ 
-(一)
十*

一(+) 

+ 
+ 

+ 
一(一)

一(+) 

一(一)

十

十

計事*

33(60.0% ) 
32(58.2%) 

23(41.8% ) 
28(50.9% ) 

26(47.3%) 
23(41.8% ) 

17(30.9% ) 
23(41.8% ) 

16(29.1%) 
21(38.1%) 

14(25.4% ) 
19(34.5% ) 

3TC培養の場合セレナイト培地， RV-10培地，および

NB-RV培地では，大腸菌の106個接種においても大腸

菌の発育が抑制され，サルモネラが純培養状に検出され

た(表 3). 

ST培地では大腸菌の発育抑制が不十分で， DHL寒天

平板上で大腸菌の発育が優勢であったが，サルモネラの

分離は可能であった.これに対し， RV-25培地では大腸

菌106個および103個接種時，また原法ラパポート培地で

はいずれの接種時においても大腸菌だけでなくサルモネ

ラの発育も抑制され，検出できなかった.43'C培養では
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3TCの成績とほぼ同様な傾向を示し，ラパポート培地で

は大腸菌およびサルモネラとも発育が抑制された.

RV-25培地や ST培地ではサルモネラを検出しでも大腸

菌が優勢に発育する場合が多かった.

2.生食肉からのサルモネラ検出における各種増菌培地

の増菌効果

表 4に市販鶏肉，とり皮，とり臓器等計55件を対象に

実施した各供試増菌培地別のサルモネラ検出成績を示し

た.増菌培地別にみたサルモネラの検出率は，セレナイ

ト培地が最も高く，ついで原法ラパボート培地， ST培

地の順であり，改良ラパポート培地である RV-25培地，

RV-10培地と NB-RV培地ではいずれも前 3者に比べそ

の検出率は低率に止まった.

培養温度，培養時間との関係からサルモネラの検出率

をみると，セレナイト培地は検討したいずれの培養条件

でも安定した結果が得られたが，なかでも3TC，2日間

培養が最も高率であった.これに対し，原法ラパポート

培地では43'C， 1 -2日間培養， ST培地では37'C2日

間培養がよく，また変法ラパポート培地ではいずれも

43'C 1日間培養が秀れている結果であった.

3. 市販 RV-l0培地 (Oxoid)のサルモネラ増菌効果

表 5に食肉等45件を対象に実施した市販 RV-10培地

とセレナイト培地からのサルモネラ検出状況を示す.

表から明らかなように， RV-10培地のサルモネラ検出

数は計31件で，対象として用いたセレナイト培地のそれ

(32件)と大差ない成績であった.ただ，本実験で検討

した培養温度と前培養液からの増菌培地への接種量の点

からみると，両培地聞にかなりの違いがみられた.すな

わち， RV-10培地での検出率は，培養温度が， 37'Cより

も43'Cで，特に接種量0.5mlの場合に高率であった.他

の条件下の培養はいずれもその検出率は低率に止まった.

これに対しセレナイト培地の場合は，培養温度による差

がなかったが，接種量では RV-10培地と逆に0.05mlの

ときが最も高率で接種量の増加するにしたがい検出率は

反対に低下する結果であった.

考察

食品からのサルモネラ検索には，非選択培地で前培養

し，ついで選択性のある増菌培地で培養する 2段階の増

菌培養法がよいとされ，これまで欧米では緩衝ペプトン

水とテトラチオン酸塩培地，また我国では EEMブイヨ

ンとセレナイト培地あるいはラパポート培地の組合せに

よる培養法がひろく推奨されてきた.

しかし，最近 Vassiliadisら3)や Alcaideら4)は，これ

ら従来の培養法に変わる新しいサルモネラ検出法として，

表 5. RV-10培地(市販)とセレナイト培地による食肉からのサルモネラ検出比較

増菌培地 培養温度 前培養液からの接種量 サルモネラ検出数*

RV-10培地 3TC 0.05ml 15 

0.1 ml 7 

0.5 ml 6 

計 16(35.5% ) 

43'C 0.05ml 6 

0.1 ml 12 

0.5 ml 29 

計 31(68.8% ) 

セレナイト培地 3TC 0.05ml 29 

0.1 ml 20 

0.5 ml 8 

計 31(68.8% ) 

43'C 0.05ml 31 

O.lml 25 

0.5ml 8 

計 32(71.1 %) 

*検査対象45件

**接種条件のいずれかで菌陽性であったものの合計
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緩衝ペプトン水とラパポート培地を改良した RV-25培 反映されたものと言えよう.

地， RV-I0培地あるいは NB.RV培地による培養法のす 結 論

ぐれていることを報告した.

著者らはこれら新たに開発された改良ラパポート培地

のサルモネラ増菌効果を知る目的で，今回純培養菌と実

際の食肉を対象に検討した結果，既述のように少なくと

も純培養菌を用いた場合には，それらの性能は既存のセ

レナイト培地などに遜色なく，大腸菌に対する抑制効果

も充分あることが確認された. しかし，実際の食肉から

のサルモネラ検出に応用した成績では，いずれの改良ラ

パポート培地とも，これまでに報告されていると同様

37"Cに比し43
0

C培養での増菌効果の高いことが示された

ものの，検出率の点からみると市販の RV-10培地を除

いて既存の培地以上にすぐれているものは認められな

かった.

改良ラパポート培地としてその有用性が報告された

RV-25培地 RV-10培地及ぴNB-RV培地を評価する目的

で，そのサルモネラ増菌効果を既存のセレナイト培地，

ST培地を対象に検討した.

改良ラパポート培地は，純培養菌を用いた場合はいず

れも既存の増菌培地と変わらない性能を持つものであっ

たが，食肉からのサルモネラ検出に応用した場合は，検

討したいずれの培養条件下でも，既存の増菌培地に比べ

すぐれていることを示す成績は得られなかった.

RV-10培地については市販品につき，食肉を対象に前

培養液の接種量の影響も加味して検討した結果，接種量

による検出率に差は認められるものの，全体としては既

存の培地と同等の性能を有するものであり，十分実用性

選択増菌培地におけるサルモネラの増菌効果は食品中 があるものと結論された.

に共在する競合細菌と密接に関係して培養温度や時間だ 文 献

けでなく，前培養液からの増菌培地への接種量の影響も

大きいとされている.著者らの今回の検討では，この接

種量を市販 RV-10培地を除いてはいずれも Vassi1iadis

ら6)のO.lmlにたいして0.5mlを用いており，この前培

養液の接種量の遠いが今回低率に止まった検出成績に影

響を及ぽした可能性も否定できない. しかし，市販

RV-10培地での接種量の検討では，0.5ml接種， 43'C培

養でサルモネラ検出率が最もよい結果であり，その点か

らみると，接種量よりもむしろ供試した食肉材料そのも

のの違いや，また増菌培養後に用いた分離用培地の違い

など他の要因による影響が大きかったと思われる.

今回供試した市販の RV-10培地は，既存のセレナイ

ト培地と比較しでも十分実用性の高いことが確認された.

この市販培地は原法の RV-10培地のペプトンを Tryp-

toneから Soypeptoneに代えただけのものであるが，食

肉からのサルモネラの検出率は Tryptoneを用いた原法

培地に比して数段すぐれているものであった.このこと

は既に McGibbonら7)も報告しているように，サルモネ

ラの増菌にはペプトンの種類も重要であることをよく支

持するものであり，そのことが今回の検出成績にもよく

1 ) Poelma， P. L.， Andrews， W. H. and Silliker， J. H. 

Salmonella， In Speck， M. L. (ed) ， C棚 tediu桝 of

Methods for the Microbiological Examination of Foods， 

2nd ed.， 286-319， 1984， American Public Health 

Association， Washington， D. C. 

2) Vasお凶s討ili均ad爪 P.， Mavrom即Ima

Cαhro叩nas，G. and Efお加s針t廿ra抗叫tiωou仏1，M. :J. 均砂Igι.，95，139-147， 

1985. 

3) Vassiliadis， P.， Pateraki， E.， Papaiconomou， N.， Para-

dakis， J. A. and Trichopoi1os， D. : Annales de Micro・

仇・ologie，127 B， 195-200， 1976. 

4) Alcaide， E.， Martinez-Germes， J. P. and Garay E. 

I・Appl.Bacteriol.， 53， 143-146， 1982. 

5) Iveson， J. B. and Mackay-Scollay， E. M. :]. Hyg.， 67， 

457-464， 1969. 

6) Vassiliadis， P.， Trichopoulos， D.， Papoutsakis， G. 

and Pallandiou， E. :]. A仲1.Bacteriol 46， 567】 569，

1979. 

7) McGibbon， 1.， Quqil， E. and Fricker， C. R. : lnt. ]. 

Food Microbiol.， 1， 171-177， 1984. 
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緒 扇

ブドウ球菌は細菌性食中毒の起因菌として，腸炎ピブ

リオについで重要であり，本菌に起因する食中毒は，例

年細菌性食中毒の約30%を占めている.また各種食品の

細菌学的検査においても，検出頻度の高い病原細菌の一

つであり，食品衛生上重要な細菌として注目されている.

本菌食中毒の予防には，各種食品における本菌の汚染

実態を把握することは勿論，それら食品の製造流通過程

に直接携わっている人々における本菌の保菌実態も把握

しておくことが肝要であろう.

これまで，健康人を対象とした本菌の保菌状況につい

ての報告1-3)は散見されるが，食品取り扱い者を業種別

に調査した報告はほとんど見られない.そこで我々は，

黄色ブドウ球菌(以下黄色ブ菌と略す)食中毒予防の一

環として，食品取り扱い者の本菌保菌状況を業種別に調

査するとともに，本菌食中毒との関連性を知るために，

分離した菌株のコアグラーゼ型(以下コ型と略す)およ

びエンテロトキシン(以下回tと略す)産生性を検討し

たので報告する.

材料と方法

1 )調査対象

調査期間は1985年7月から1986年 7月までの約 1年間

である.調査対象は，東京都立川保健所管内における学

校給食施設従事者325名，弁当そう菜調理人103名，すし

調理人197名，食肉販売業者269名，生鮮魚介類販売業者

136名，和菓子製造業者156名，洋生菓子製造業者124名，

豆腐製造業者104名の合計1，414名である.調査時点で鼻

前庭あるいは手指のいずれかに化膿巣や皮膚創傷を持つ

ものはその対象から除外した.

2 )分離方法

調査部位は鼻前庭および同一人の手指であり，各々ス

ワブを採取して検査材料とした.鼻前庭は滅菌綿棒でふ

きとり，手指は生理食塩水をふくませた滅菌ガーゼでふ

きとったものである.その各々を 3%卵黄加マンニット

食塩培地に直接塗抹し， 37.C48時間培養後，マンニット

分解性及び卵黄反応陽性の集落を釣菌し確認試験を行い，

そのうち DNaseおよびコアグラーゼ陽性のものを黄色

ブ菌とし，陽性者1名より 1株を選ぴ以下の試験に供し

た.

3 )コアグラーゼ型別試験

分離した黄色ブ菌を， BHI broth (Difco) 5 mlに接種

し，3TCで3日間培養後， 3，000rpm， 15分間遠心分離

し，その上清を試料とし，デンカ生研製の型別血清によ

り，潮回ら4)の方法に準じて型別を行った.

4 )エンテ口トキシン産生性および型別試験

分離した黄色ブ菌を， BHI broth (Difco) 5 mlに接種

して，3TCで 2日間振とう培養(120回/分)後，

3，000rpm， 15分間遠心分離した上清を，さらに

10，000rpm， 20分間遠沈して，その上清を ent産生性お

よび型別試験の試料とした. ent産生性および型別試験

*東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25 

*Tama Branch Laboratory， The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo 190 ]apan 
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表1.業種別食品取り扱い者の鼻前庭からの黄色ブドウ

球菌検出

業 種 被検者数陽性者数検出率(財)

弁当そう菜調理人 103 34 33.0 

学校給食施設従事者 325 84 25.8 

洋生菓子製造業者 124 32 25.8 

すし調理人 197 46 22.8 

食肉販売業者 269 51 19.0 

豆腐製造業者 104 16 15.4 

生鮮魚介類販売業者 136 20 14.7 

和菓子製造業者 156 17 10.9 

計 1，414 300 21.1 

は，試料の1，000倍希釈液を用いて，新垣ら5)の RPLA

法(デンカ生研製キット)により行った.

成績

1 )現前庭および手指からの黄色ブドウ球菌検出成績

鼻前庭からの黄色ブ菌の検出率を表 1に示した.

鼻前庭スワブ1，414検体中， 300検体より黄色ブ菌が検

出され，その検出率は21.1%であった.これを業種別に

みると，弁当そう莱調理人で， 33.0%と最も高い検出率

を示した.次いで学校給食施設従事者 (25.8%)，洋生

菓子製造業者 (25.8%)，すし調理人 (22.8%)，食肉販

売業者(19.0%)，豆腐製造業者(15.4%)，生鮮魚介類

販売業者(14.7%)，和菓子製造業者 (10.9%)の順で

あった.

次に手指からの検出率をみると，表2に示すごとく，

1，414検体中，黄色ブ菌が検出されたものは242検体

(17.1%)で，鼻前庭よりやや低い検出率であった.業

種別には前述の鼻前庭と異なり，生鮮魚介類販売業者の

保菌が35.3%と最も高く，次いで食肉販売業者

(20.0% )，すし調理人(19.7%)，弁当そう菜調理人

(19.4%)，豆腐製造業者(15.4%)，洋生菓子製造業者

表2.業種別食品取り扱い者の手指からの黄色ブドウ球

菌検出

業 種 被検者数陽性者数検出率(お)

弁当そう菜調理人 103 20 19.4 

学校給食施設従事者 325 42 12.9 

洋生菓子製造業者 124 17 13.7 

すし調理人 197 39 19.7 

食肉販売業者 269 54 20.0 

豆腐製造業者 104 16 15.4 

生鮮魚介類販売業者 136 48 35.3 

和菓子製造業者 156 6 3.8 

計 1，414 242 17.1 

(13.7% )，学校給食施設従事者(12.9%)，和菓子製造

業者 (3.8%)であった.

2 )コアグラーゼ製別

分離した黄色ブ菌のコ型別の成績を表3に示した.鼻

前庭由来黄色ブ菌のコ型は，供試した300株のうち131株

(43.6% )が祖型で最も多く，次いで圃型 97株

(32.3 %)， II型31株 (10.3%)，1型13株 (4.3%)，v 
型11株 (3.6%)，N型8株 (2.6%)百型 7株 (2.3%)， 

W型2株 (0.6%)の}II買であった.

手指由来の黄色ブ菌も表3に示すように，前述の鼻前

庭由来黄色ブ菌とほとんど同様の傾向を示した.四型が

109株 (45.0%)と最も多く，皿型86株 (35.5%)，II型

32株 (13.2%)，VI型 5株 (2.1%)，1，町およびV型

がそれぞれ 3株(1.2%)，VIII型 1株 (0.4%)であった.

3 )工ンテロトキシン産生性およびその型別

分離した黄色ブ菌の ent産生性およびその型別成績を

表4に示した.鼻前庭由来黄色ブ菌の ent産生株は，供

試300株中195株 (65.0%)であり，その ent型は， entA 

が80株 (26.7%)と最も多く，次いで entA十 B41株

(13.7%)， entB 29株 (9.7%)，entC 21株 (7.0%)，

表 3.鼻前庭および手指由来黄色ブドウ球菌のコアグラーゼ型

由来供試菌株数
コアグラーゼ型別菌株数(%) 

I E 皿 町 V VI 四 四

鼻前庭 300 13 31 97 8 11 7 131 2 

(100.0) 4.3) ( 10.3) ( 32.3) ( 43.6) 

手 指 242 3 32 86 3 3 5 109 l 

(100.0) ( 13.2) ( 35.5) ( 45.0) 

計 542 16 63 183 11 14 12 240 3 

(100.0) ( 11.6) ( 33.8) ( 44.3) 
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表4.鼻前庭および手指由来黄色ブドウ球菌のエンテロトキシン産生

非産生

菌株数

エンテロトキシン型別菌株数(%) 産生

菌株数
供試菌株数来由

鼻前庭 105 

(35.0) 

97 

(40.1) 

A+D 

( 0.7) 

( 0.0) 

A+B十C

6 

( 2.0) 

4 

( 1.6) 

A+C 

16 

( 5.3) 

9 

( 3.7) 

A+B 

41 

(13.7) 

27 

(11.1) 

D 

0 

( 0.0) 

( 0.4) 

C 

( 7.0) 

( 4.9) 

B 

( 9.7) 

( 8.4) 

A 

80 

(26.7) 

71 

(29.3) 

(65.0) 

145 

(59.9) 

300 

(100.0) 

242 

(100.0) 

指手

202 

(37.3) ( 0.4) ( 1. 8) ( 4.6) (12.5 ) ( 0.2) ( 6.1) ( 9.2) 

151 

(27.8) 

340 

(62.7) 

542 

(100.0) 

言十

表 5.鼻前庭由来黄色ブドウ球菌のコアグラーゼ型とエンテロトキシン型

コアグラーゼ型別菌株数

A 

B 

C 

D 

A+B 

A十 C

A+B+C 

A+D 

非産生

80 

29 

21 

0 

41 

16 

6 

2 

105 

珊

1 

1 

7
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b
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q
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1
1
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1

i

VJI 百

3 
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4 

H 

Q
u
a
a
τ
1
1
 

0
0
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i
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i
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6 

2 

エンテロトキシン型

1 

40 41 

計 300 2 131 

2 

7 

9 

11 

2 

8 97 31 

5 

13 

entC， A + C， A + B + C及びA+Dがそれぞれ l株ず

つあった.またVI型菌では， 7株中 5株が entを産生し，

その ent型はA，A+B， A+Cであった.

表6に手指由来黄色ブ菌のコ型と ent型の関係を示し

た.コ VJI型菌は109株のうち73株 (66.9%)が ent産生

性を示し，田型菌では86株中39株 (45.3%)， II型菌で

は31株中22株 (68.7%)，VI型菌 5株中 4株が ent産生

株であった.その ent型は，いずれのコ型においても，

前述の鼻前庭由来株とほとんど同様な成績であった.

考察

我が国の細菌性食中毒のなかで，腸炎ビブリオ食中毒

に次いで多いブドウ球菌食中毒は，毎年20M午前後の集

団発生事例が認められている.

一方，本食中毒の起因菌である黄色ブ菌は，ヒトや動

物をはじめとして自然界に広く分布しており，本菌の食

品への汚染防止は，食中毒予防上重要な課題である.

我々は，本菌食中毒予防の一環として， 8業種，

1，414名の食品取り扱い者を対象に，本菌の保菌状況を

entA+ C 16株 (5.3%)， entA + B + C 6株 (2.0%)，

entA+ D 2株 (0.7%)であった.

手指由来黄色ブ菌は， 242株中145株 (59.9%)が ent

産生株であり，その ent型は，前述の鼻前庭由来株の場

合とほとんど同じ傾向であり， entA 71株， entA+ B27 

株， entB 21株， entC 12株， entA+ C 9株， entA+ B + 

C4株， entD 1株であった.

4 )コアグラーゼ型と工ンテ口トキシン型

鼻前庭由来黄色ブ菌のコ型と ent型の関係を表 5に示

した.分離菌株中，最も多く認められた，コ VJI型菌131

株では， 90株 (68.7%)が ent産生性を示し，その ent

型は， entA 27株， entA+ B 21株， entB 15株， entC 12 

株， entA + C 10株， entA + B + C 5株であった.コ皿

型菌では， 97株中57株 (58.8%)が ent産生株で， VJI型

菌と同様に entAが30株と最も多く，以下 entB10株，

entCおよび entA+Bがそれぞ、れ 6株， entA十 C4株，

entA+ D 1株であった. II型菌は， 25株 (80.6%)が

ent産生株であり， entA 9株， entA+ B 8株， entB 4株，
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表 6.手指由来黄色ブドウ球菌のコアグラーゼ型とエンテロトキシン型

コアグラーゼ型別菌株数
エンテロトキシン型

I H 皿

A 3 11 16 

B 5 8 

C 1 

D 

A十 B 1 4 10 

A+C 1 4 

A十 B+C

A+D 

非産生 9 47 

計 4 31 86 

調査した.その結果，全体的に見ると，黄色ブ菌の検出

率は，鼻前庭で21.1%，手指では17.1%であり，健康人

を対象とした菊地ら6)，善養寺，寺山ら 1，7，8)の報告とほ

とんど同様の成績であった.

業種別にみると，鼻前庭では弁当・そう菜調理人の検

出率が33.0%と最も高率で、，残りの 7業種では10.9%-

25.8%の問に分布していた.これに対して，手指では生

鮮魚介類販売業者の35.3%を最高に3.8%ー35.3%の聞

に分布していた.また，各業種について検査部位別の黄

色ブ菌検出状況をみると，弁当・そう菜調理人，豆腐製

造業者，洋生菓子製造業者等，主に加熱処理食品を扱う

業種では鼻前庭から，生鮮魚介類販売業者および食肉販

売業者等のように生ものを直接取り扱う業種では，手指

から黄色ブ菌が高率に検出された.

これまでに，食品取り扱い者を業種別に調査した報告

は見られないが，本調査結果から，業種により黄色ブ菌

の検出率にバラツキがあること，また，加熱処理食品を

取り扱う業種では，鼻前庭で優位に検出され，生ものを

取り扱う業種では，手指の汚染度が高いことが示された.

1983年一1985年に東京都内で発生した本菌食中毒の原

因食品は，にぎりめし，仕出し弁当，いなりずし，サン

ドイツチなどであり，数年前までは原因食品として比較

的多かった洋菓子，和菓子は大幅に減少している.最近

におけるブドウ球菌食中毒の原因食品と本調査の成績を

照らし合わせて，本菌食中毒との係わりを考察してみる

と，業種別の検出率が密接に関連していることが推察さ

れる.すなわち，弁当・そう菜調理人から黄色ブ菌が高

率に検出され，逆に和菓子製造業者からの検出が低率で

あったことは，最近発生しているブドウ球菌食中毒の原

因食品における黄色ブ菌の汚染源の一因として，食品取

町

1 

2 

3 

V 百 vn 珊
計

l 1 37 1 71 
1 7 21 

2 9 12 

1 

12 27 

4 9 

4 4 。
2 36 97 

3 5 109 1 242 

り扱い者が関連したものであることといえよう.また，

生鮮魚介類販売業者の手指が高率に汚染されているにも

かかわらず，生鮮魚介類による本菌食中毒事例がみられ

ないのは，それらの食品が低温で保存されなくてはなら

ない性質のものであるため，本菌の増殖機会がないこと

によるものと推察される.

ブドウ球菌食中毒の起因菌とコ型の関係は，善養寺

ら1.9)の疫学調査等ですでに明らかにされており， n， 

lll， VIおよび咽型に限られており，まれに町， V型によ

る食中毒事例が報告されている 10，11) 近年の東京都内

で発生したブドウ球菌食中毒でも，この 4 コ ~lかみら

れず，さらにそのなかでも n，lll， vn型による事例が

90%以上となっている.特にvn型による事例は60%を占

めている.

著者らが今回分離した黄色ブ菌は，業種別および由来

別に関係なく， 1-珊型までのすべてのコ型菌が認めら

れた. しかし，そのうち唖型が44%と最も多く，これに

n， IIIおよびVI型を加えると90%以上であり，食品取り

扱い者は食中毒事例の起因菌と同じコ型の黄色ブ菌を高

率に保菌していた.

本菌食中毒の重要な病原因子である entは，現在A-

Eの5型が認められており，食中毒由来株では， entA 

産生菌が60-80%を占めている.これに対し，寺山らは

食中毒に関係ない材料由来株では，約64%菌株が entを

産生し， entC (33%)， entA (28%) お よ び entD

(15%)の3ent型が多く認められたと報告している8)

著者らの成績では，供試542株中300株 (63%)が ent産

生性を示し，その ent型は複合型も含めて entAが47%

と多く，次いで entBが23%，entCが12%，entDはわず

かに0.1%であり，寺山ら8)の成績に比して entCおよび
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Dの産生菌が少ない傾向にあった.なお，コ型と ent産 課の諸氏に深謝します.

生性および ent型との間には何んら関連性は認められな 文 献

かった.

今回の調査で，食品取り扱い者はいずれの業種でも，

ブドウ球菌食中毒事例の起因菌と同じコ型およびent型

の黄色ブ菌を保菌していることが明らかとなった.今後

の本菌食中毒予防対策のひとつとして，食品取り扱い者

への衛生教育を徹底させ，自らが汚染源となる可能性の

高いことを認識させる必要があろう.

結論

1985年 7月より 1986年 7月の聞に，業種別の食品取り

扱い者の鼻前庭および手指を対象として，黄色ブ菌の保

菌状況を調査し以下の結果を得た.

1.鼻前庭からの黄色ブ菌検出率は平均21.1%で，業

種別にみると弁当そう菜調理人が高率 (33.0%)であっ

たのに対し，和菓子製造業者は10.9%と低かった.

2.手指からの黄色ブ菌検出率は平均17.1%で，特に

生鮮魚介類販売業者からの検出率が35.3%と高率であっ

た.

3.検出された黄色ブ菌のコ型は， 1-珊型までのす

べての型が認められ，そのうち食中毒関連の刊型は

44.3%，皿型は33.8%，II型は11.6%，VI型は2.2%で

あった.

4.検出された黄色ブ菌の ent産生性は， 61.5%の菌

株に認められ，その ent型は複合型も含めてAが47%，

Bカ'23%，Cカ'12%，Dカ'0.1%であった.
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Trace Analysis of Volatile N-Nitrosamines in Human Milk 

KAZUKO MlZUISHI *， MASAHIRO T AKEUCHIへHlDEOY AMANOBEへ
YOHYA WATANABE*， YOHKO UNUMA * * and YASUO YAMANASHI* * 

A survey of volatile N.nitrosoamines (NAS) in human milk obtained from women living in Tokyo was 

casrried out.. The samples were distilled under an alkaline condition， then NAs were extracted with dichlor-

omethane from the distillate. The extract was concentrated with a Kuderna.Danish evaporator in a water 

bath at 70'C under atmospheric pressure. The concentrate was submitted to gas chromatography with a 

thermal energy analyzer for the determination of volatile N As. The recovery efficiency and the coefficient of 

variation for N.nitrosodim巴thylamine(NDMA)， which was the only NA detected in human milk， were 97.1 

and 2.0%， respectively. From 82.1 % of 67 samples offered by women living in Tokyo area， NDMA was 

found in the range from trace to 1.8 ng/ g. The daily change of NDMA level was confirmed by the mesur. 

ment of daily samples from a same woman. It was suggested that NAs in human milk varied by the influence 

of daily lives of individuals. 

Keywords : N.nitrosamines， N-nitrosodimethylamine， huinan milk， thermal energy analyzer， gas chromatography 

Introduction Experimental 

Among many carcinogenic compounds， have been Materials. N.nitrosodimethylamine (NDMA) and 

placed great importance on N.nitrosamines (NAs)， since N.n凶1

they have pote叩ntcarcinogenic property and are so wide Kasei Co.， Ltd. (Tokyo)， and N'I引引n凶litrosodipropylamine

spread in the hu叩lma悶an enVlげro叩n凹1I山lme叩nt. They have been (NDPA) from Kanto Chemical Co.， Ltd. (Tokyo). All 

found in many different foods1l， and can be formed en. other chemicals wer巴ofanalytical reagent grade. 

dogenously from ordinary dietary components. Amines Instrumental. Determination was p巴rformedby a 

or amides are the precursors of NAs， which are frequent. Shimadzu gas chromatograph Model GC.6A (Shimadzu， 

ly present as the constit.悶Itsof foods and / or metabo- Kyoto) equipped with a Thermal Energy Analyzer Model 

lites of organisms， and nitr巾 is another precursor， TEA-502 (Thermo Electron Corp.， U.S.A). Chromaω-

which is easily formed from nitrate contained in graphic conditions used were as follows ; column， a 2.6m 

foods.2
，3，4l These compounds and their reaction pro- X 3. 2mm 1. D. glass column packed with 10% PEG-20 M 

ducts， NAs， have been detected in human blood，5，6l +5% KOH on 100-200 mesh Chromosorb W HP; column 

urine7l and faces.8l It may be possible that the ingested temp.， 170'C ; injection port temp.， 200'C ; argon gas flow 

or in vivo formed NAs in blood can translocated into hu. rate， 50ml/ min. 

man milk. Samples. S.ixty seven human milk samples were 

Recently， Lakritz et al.9l reported that more than obtained from 25-39 years nursing women living in 

0.2ng/ g of N.nitorosodimethyamine (NDMA) was de. Tokyo from April in 1984 to March in 1985. These sam. 

tected from 23.5 % of human milk examined. This pa- ples consist of 33 fore milk (colostrum) of 1-7 days 

per are reporting the content of volatile NAs in human post partum， 28 mature milk of more than 2 weeks post 

milk offered by women living in Tokyo. partum (25 samples ; 25】 38days， and 3 samples ; 3-10 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

* *Toshima-ku Nagasaki Health center 
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months) and 6 intermidiary milk of 8 days-2 weeks post 

partum. All samples were stored at -25
0

C. 

Procedure. Volatile NAs in human milk were 

analyzed by a modified method of Lakritz and 

Pensabene's.9) The sample (15-30g) was weighed in a 

round. bottom flask. To the flask an internal standard 

(1.0ml of 0.2μg/ml NDPA)， 50ml of 5N N aOH aq.， 8g 

of Ba( OH)2 aq. and 25ml of water were added， followed 

by the disti1lation of N As. To the distillate was added 

15g of NaCl， and then extracted three times with each 

100ml of dichloromethane目 The combined extract 

washed with 100ml of 2% NaCl aq.， was dehydrated by 

passage through a funnel packed with 10g of anhydrous 

Na2S04・ Tothe extract 2ml of ethylalcohol and several 

grains of carborandam (特 16)were added， and the ex-

tract was concentrated to ca. 5ml with a Kuderna-Danish 

(K-D) evaporator in a water bath at 70
0

C under ato-

mospheric pressure. The concentrate tube was detached 

from the K-D evaporator and attached directly to a Snyd-

er column (3 bulbs) ， then the solution was further 

cencentrated to 1 ml in a water bath 50-55
0

C under 

atmospheric pressure. NAs were determined by gas-

liquid chromatography with a Thermal Energy Analyzer. 

Results 

Recovery. The recovery efficiency of NDMA from 

human milk was measured using 20g of human milk 

spiked a known amount of NDMA (O.lppm， 1ml). 

Determination of N As was performed by the internal 

standard method in which NDP A (0. 2ppm， 1ml) could 

b巴 utilizedas the internal standard because of the ab-

sence in human milk. The mean recovery and the co・

巴fficientof variation of NDMA in 5 runs repeated were 

97.1 and 2.0 %， respectively. 

Detection Iimit. The minimum detectable level of 

NDMA in human milk (by the NAPA internal standard 

method) was approximately 0 .1ng / g when 8μ 1 of a 

sample solution was injected into the gas chromatograph. 

The chromatograms of NDMA， NDEA and NDP A were 

shown in Fig. 1. The calibration curve of NDMA was 

linear in the range from 0-1. 2ng. 

Confirmation. The level of NDMA in human milk 

was not so high as the identification by mass spec-

torometry could be carried out. Therefore， the con-

firmation of NDMA d巴tectedin sampies was performed 

一_J__Standard二二」トー一ーー一 -，- Sample>:: 日
NDMA 

NDEA 

NDPA亡二に

ー:NDPAτ仁= ( 

亡二
) _..__ 

トーーート

NDMA 
トー

ト一一トー

""'" 

ー一一一」

Fig. 1. TEA-GC Chromatograms of Volatile N 

Nitrosamines in Human Milk 

Column : 10%PEG-20M+5%KOH/Chromo-

sorb W HP (100-120mesh) 

2.6mX3.2mm i.d.. 170
0

C 

Detector : Thermal Energy Analyzer Model 502 

NDMA: N悶Nitrosodimethylamine

NDEA : N-Nitrosodiethylamine 

NDPA : N-Nitrosodipropylamine (Internal 

Standard) 

by ultraviolet photolysis at 254nm for 10-60 min.IO
) 

Artefact formation. It seemed to be possible that 

NAs were being formed during the storage and/or the 

analytical procedure of samples. Therefore， the aitefact 

formation of NAs in the storage process and the analyti-

cal process of samples was examined. 

Six samples were stored in a refrigerator at 4
0

C or 

at-250C for 10 or 20 days with or without ascorbic acid 

(0.5mg) which reduces the formation of NAs目 Toa 

sample， moreover， 19 of dimethylamine (DMA) was 

added in order to ascertain whether the formation of 

NDMA occ.ured during analysis or not. 

As shown in Table 1， the artefact formation was not 

observed. The content of NAs (actually only NDMA) 

in the samples stored at -25
0

C (A-C) and at 4
0

C 

(D-F) were almost same as those of untreated controls， 

日oeffect of ascorbic acid added to samples was observed， 
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Table 1. Comparison of NDMA in Samples before and after Storage under Various Conditions 

NDMA Concentration 
Condition 

A

B

C

D

E

F

G

 

10days. -25
0

C. added V.C 

20days. -25
0

C. added V.C 

10days. -25
0

C 

10days. OoC. added V.C 

10days. OoC 

20days. OoC 

added dimethylamine (lppm. 1ml) 

II 

0.39* 

0.24 

0.22 

0.40 

0.55 

0.39 

0.29 

0.40* 

0.21 

0.24 

0.40 

0.61 

0.40 

0.29 

Sample 

*ng/g 

Sample A.F (stored for 10-20days at OoC or -25
0

C) 

1 : before storage 

II : after storage 

A. B. D were added ascorbic acid (V.C.).50mg. 

Sample G (added dimethylamine and analyzed for NDMA) 

1 : before addition 

II : after addition 

NDMA had been 1.1 ng/ g. 

The level of NDMA in this survey was seemed to be 

slightly higher than that reported by them.9l NDMA 

was not detected (<O.lng/g) in the 17.9% samples 

and more than O. 2ng / g was detected in the 79.1 % 

samples. The most samples were th巴rein the level of 

0.4-0.6ng/ g (25.4% ). 

Yamamoto et a1.6l have reported about NAs content 

in blood of Japanese that NDMA had been detected from 

all samples. 32 blood samples from eight donor， in the 

range from trace to 1. 3ng / g. Their results also has 

showed that the level of NDMA in blood of Japanese was 

higher than that of U. S. A. reported by Fine et a1.5l (the 

maximum level : O. 8ng / g). They discussed that the 

high level of NAs had been related to the daily intake of 

J apanese diet containing high con ten t of nitrate and 

secondary amines. 

It was also reported that the level of NDMA in blood 

or human milk was not directly and significantly altered 

by ingestion of a high nitrate.nitrite diet.9l However. it 

is possible to consider that the long term dietary habit of 

Japanese causes the high level of NDMA in human milk. 

Table 3 shows the content of NDMA in the samples 

of fore milk and mature milk. NDMA content in fore 

milk (I) ranged from non detectable (6 samples. 

18.2%) to 1. 8ng/ g. and the average and the standard 

Table 2. NDMA Content in Human Milk 

No.of Samples cf. * 

12(17.9) (68.6) 

2( 3.0) ( 7.8) 

11(16.4) ( 9.8) 

10(14.9) ( 5.9) 

17(25.4) ( 3.9) 

9(13.4) ( 2.0) 

6( 8.9) ( 2.0) 

n=67， (%) n=51， (%) 

*from L.Lakritz，'s data 

below 0.1 

0.1 -0.2 

0.2 -0.3 

0.3 - 0.4 

0.4 -0.6 

0.6 - 1.0 

1.0 -

(ng/g) 

Range 

and no artefactory NDMA was detected in the spiking 

sample (G) of DMA. From these results. it was re. 

vealed that no artefact formation occurred during the 

storage and the analytical procedure of human milk. 

Content of NAs in human milk. Table 2 shows 

the level of volatile NAs found in human milk samples. 

Only NDMA was detected in 82.1% of the 67 samples at 

the level ranging from trace to 1. 8 ng/ ml. NDEA was 

less than the detection limit (0.2ng/g). 

The presence of NDMA in human milk was reported 

previously by Lakritz et a1.9l They have described that 

NDMA had not been detected (< 0.1 ng/ g) in 68.6 % 

。ftotal 51 samples analyzed. more than 0.2 ng / g had 

been found in the 23.6 % samples. and the maximum of 
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Table 4. Content of NDMA in Fore Milk and Mature 

Milk from 7 W omen 

38， 1987 報年耳
A

7
訓引
F衛

Table 3. Frequency in Each Range of NDMA Content 

in Fore Milk and Mature Milk 

京東

Content(ng/ g) Number of Sample 
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1 ; 3-7 day (Fore Milk)， II ; 8-14 days 

III ; after 2 weeks (Mature Milk) 

Min. -Max. 

X 

SD 

1 

10 day 

Fig. 3. Change of NDMA Concentration in Human Milk 

of Single Nursing Woman for 10 days 

that there were differences of NDMA content among indi-

viduals 

The daily change of NDMA content in mature milk 

was observed for 10 days by using the samples collected 

from a same woman， 3 months post partum. The content 

did not extremely changed but varied slightly in the 

range of 0.2-0.6ppb from day to day， as shown Fig.3. 

It is possible to conclude that the NAs content in hu-

man milk was generally affected by daily life， living en-

vironment and individual differences. It is important to 

elucidate what is the sourc巴 ofvariations of NAs content 

in human milk. 
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母乳中の揮発性N・ニトロソアミンの定量

水石和子*，竹内正博*，山野辺秀夫へ渡辺四男也*，

鵜沼洋子** 山梨 靖夫 **

要 出句

都内在住の産婦より得られた母乳中の揮発性N-ニト

ロソアミンの定量を行った.試料を蒸留フラスコに採取

し，アルカリ性で水蒸気蒸留を行い，得られた蒸留液を

ジクロルメタンで抽出し，抽出液を KD濃縮器を用いて

70'Cの水浴上で常圧下濃縮した.濃縮液について熱エネ

ルギー検出器付ガスクロマトグラフィーにより，揮発性

N-ニトロソアミンの測定を行った.その結果， N-ニト

ロソジメチルアミン (NDMA)のみが検出された.母乳

からの NDMAの回収率は97%，検出限界はO.lng/gで

あった.測定を行った試料のうち82%から痕跡ー1.8ng

/gの NDMAが検出された.母乳中の NDMA量は日に

よってわずかに変化する傾向がみられた.

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

**豊島区長崎保健所
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ビス(トリブチルスズ)オキシド (TBTO)
による魚介類の汚染実態について(第E報)

養殖魚介類友び近海魚介類中の TBTO含有量

竹内正博へ水石和子へ山 野 辺 秀 夫 へ 渡 辺 四 男 也 *

Survey of Pollution with Bis(tributyltin)oxide (TBTO) 

in Fish and Shellfish (11) 

TBTO Content in Cultured and Inshore fishes and Shellfishes 

MASAHIRO T AKEUCHI *， KAZUKO MIZUISHI * ， 

HIDEO YAMANOBE* and YOHYA WATANABE* 

A survey of the pollution with bis(tributyltin)oxide (TBTO) used as antifouling agents for fishery nets 

or bottom of ships has been carried out. Forty four kinds of fish and shellfishes (226 samples) consisting 

of 10 kinds of cultured fishes and shellfishes (39 samples) and 38 kinds of bay or inshore fishes and shell. 

fishes (187 samples) were obtain巴dfrom the Tokyo Central Market during the period from September in 

1984 to February in 1986. TBTO in samples was determined as tributyltin chloride by electron capture de. 

tection gas chromatography. In the case of cultured fishes， O. 34ppm， 0 . 16ppm and O. 22ppm of TBTO (mean 

values) or叩 natedin antifouling for fishery nets were detected from Simaaji (Preudcarantex yessoensis) ， 

Madai (sea bream) and Hamachi (yellow tail) respectively and the maximum value of content was 0.66ppm 

in a Simaaji. Even in the case of the bay or inshore fishes which have no relations with culture fishery， more 

than O.lppm of TBTO (mean values) was detected from Maiwashi (sardin)， Sawara (Japanese Spanish 

mackerel)， Suzuki (sea.bass) and Tachiuwo (hairtail). This reveals that relatively high level of TBTO 

pollution originated from the antifouling agent for the bottom of ships has spreaded over the wide area in th巴

sea. 

Keywords : monitoring， pollution， tributyltin compound， bis(tributyltin)oxide， TBTO， cultured fish and shellfish， 

inshore fish and shellfish 

緒昌

かねてより危倶されていた養殖用漁網防汚剤及び船底

塗料として使用されるピス(トリブチルスズ)オキシド

(TBTO)の魚介類への移行及び、蓄積が，環境庁1，2)の調

査で明らにされ，ここ数年来魚介類及び環境の TBTO

汚染が社会的関心を呼んでいる.このため，昭和田年 9

月厚生省は食品衛生上の観点から TBTOの安全性を検

討するために「食品中の TBTOに関する安全性評価検

討委員会jを設置し，魚介類の安全性について検討した

結果， 60年4月 TBTOの暫定許容量を定めると共に3)，

今後の安全対策の検討及ぴ汚染実態の把握について関係

各方面に要請を行った4) これを契機として，全国漁業

協同組合連合会は養殖魚の TBTO汚染について検討し

た結果， 62年 4月漁網防汚剤としての TBTOの使用を

全面規制する旨を発表した.これによって，養殖魚の

TBTOの汚染は解決へのステップを踏み出すこととなっ

たが， 1)現段階においては TBTOに替わる漁網防汚

剤が未開発であること，また 2)TBTOの難分解性及び

蓄積性から考えて，既にかなり広範囲の海域及ぴ魚介類

の汚染が予想されること，更に 3)漁網防汚剤と並行し

*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， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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て船底塗料に由来する TBTO汚染が進行している兆侯

が認められること等いくつかの問題点が指摘される.

著者らは，このような事態を予想して昭和59年度より

TBTO汚染に関する調査を開始し，既に魚介類中の

TBTOの迅速分析法の開発及ぴ魚介類の TBTO汚染の

実態調査を行っているの.前報6)では東京湾産魚介類の

TBTO汚染について報告したので，本報では引き続き

行った養殖魚介類及ぴ市場流通の多い内湾及び近海産天

然魚介類の調査結果について報告する.

実験

1.試料

1984年(昭和60年) 9月から1986年(昭和62年) 2月

の聞に東京都中央卸売市場に入荷した出荷地の明らかな

養殖魚介類 5種目検体，並ぴに内湾及ぴ近海産魚介類43

種207検体，計44種226検体を調査対象とした.これらの

試料は昭和47年10月 7日付け厚生省通達「食品中に残留

する PCBの暫定的規制値設定に伴う食品等の検査等に

ついてJ7)において定められた魚介類のサンプリング法

を参考にして，大型漁，中型漁，小型漁，貝類及び甲殻

類の 5種類に分類し，以下の方法によって，検体を調製

した.

1 )大型漁:ハマチ，マダイ，スズキ等体長30cm以上

の試料は 1匹を 1検体とし，可食部(頭，内臓，皮，背

骨等を除いた筋肉部)を均一化後その約150gを秤取し

た.

2 )中型漁:カレイ，サパ，アナゴ等体長15cm以上

30cm未満の試料は 3匹 1検体とし，それぞれの可食部を

混合均一化後その約150gを秤取した.

3 )小型漁:アジ，コノシロ，マイワシ等体長15cm未

満の試料は 5匹 1検体とし，それぞれの可食部を混合均

一化後その約150gを秤取した.

4 )貝類:カラ付きの試料から可食部約150gを取り

出し，均一化後約150gを秤取した.

5 )甲殻類:本調査で対象としたクルマエピは10匹を

l検体とし，それぞれ可食部を混合均一化後その約150g

を採取した.

2.分析法

既報5)に従って，試料中のトルブチルスズ化合物を塩

酸酸性下において， トリブチルスズクロリド (TBTC)

としてヘキサン:ジエチルエーテル (3:1，v/v)混液

で抽出した.次いで，抽出液をフロリジールカラムに注

入し，アセトンで洗浄後ヘキサン:エーテル:酢酸(75: 

25: 1， v/v/v)混液で TBTCを溶出した.溶出液を濃

縮後，ピーク高絶体検量線法による電子捕獲検出ガスク

ロマトグラフィーで定量し， TBTCとして得られた値を

TBTOに換算して数値化した.

結果及び考察

1.養殖魚介類中の TBTO含有量と安全性

Table 1 A) に漁網を使用して養殖される魚類の

TBTO含有量を示す.これらの中ではシマアジ，マダイ，

ハマチが高く，平均値はそれぞれ0.34，0.16及び

0.22ppmで，最高値はそれぞれ0.66，0.39及び0.49ppm

であった.シマアジ，マダイ及びハマチ類は TBTOを

塗布した漁網を用いてイケス中で養殖されるので，

TBTOが多量に魚体に移行蓄積したものと考えられる。

しかし，シマアジは別として，マダイ及ぴハマチの場合

はTBTO含有量がかなり低いものもあり，これらの養

殖魚、の全てが高濃度汚染しているわけではない.以上の

ことは TBTOを使用しない養殖法あるいは TBTOの使

用を最小限に抑えた養殖法が成り立つ可能性があること

を意味しており，今後の養殖漁業のあり方を検討する上

でー考に値すると考えられる.

一方，イシガレイ及びヒラメも漁網を使用して養殖さ

れる魚種であるが，この場合は先の 3魚種と養殖法が全

く異なり TBTOを使用する必要がないため，共に低値

であった.ただし，今回の調査はそれぞれ 1検体ずつで

あるので，さらに調査する必要がある.

次に，内湾で養殖される魚介類中の TBTO含有量を

Table 1 B)に示す.カキ，アカガイ，ホタテガイ，タ

イラガイ等の員類及ぴクルマエビは内湾で養殖されるが，

漁網使用の養殖イケスを必要としないので TBTO濃度

は低い値となることが予想されたが，今回の調査におい

てはカキ及びホタテガイがO.lppmを越える平均値を示

した.また，カキ及びホタテガイ各 1検体から0.30ppm

及ぴ0.22ppmと比較的高い TBTOが検出された.この

ことは， TBTOによる海水あるいは底質の汚染が進行し

ていることを示すものであり，後述するように食品衛生

より環境汚染の観点からの問題提起となる.

厚生省「食品中の TBTOの安全性評価検討委員会」

はElsea8)，Schweinfurth9)，作永10)，榎本11)及ぴ大谷12)

らのデータから TBTOの 1日許容摂取量を推定し，暫

定許容摂取量を1.6μg/kg/日とした.この値を体重

50kgの成人に適用すると，暫定的 1日許容摂取量は1.6

μgX50kg=80μgと計算される.一方，昭和57年度の

国民栄養調査によれば日本人の魚介類の平均最大摂取量

は1l0.9gである.従って，魚介類の全量を今回の調査に

おいて最高値を示した養殖シマアジ (0.66ppm)から摂

取したと仮定すると， TBTOの摂取量は1l0.9XO.66=
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73.2μgと計算され，暫定的 1日許容摂取量 (80μg)

より低くなる.従って，今回の調査結果は， rいずれの

養殖魚介類についても食品衛生上直ちに問題が生ずるこ

とはない」とする厚生省の見解を支持するものである.

しかし， 0.66ppmの養殖シマアジから摂取される TBTO

量 (73.2μg)は暫定許容量 (80μg)にかなり近いので，

これ以上の蓄積は許されない.従って，今後は関係機関

による指導及び監視体制を早急に確立することが重要で

ある.

2.内湾及び近海産魚介類の TBTO含有量と環境汚

染

Table 1 C)及ぴ D)に内湾または内海産魚介類中の

TBTO含有量を示す.これらのうちO.lppm以上を示し

たものはスズキ，サワラ，タチウオ，アサリ及びアゲマ

キの 5種であり，サワラを除いて他は湾内回遊性の魚類

及ぴ定着性の貝類である.これらの魚種は TBTO使用

による養殖とは直接は関係ないので，比較的狭い棲息海

域の TBTO汚染を反映しているものと推測される.

従って，各地の内湾及び内海が TBTOでかなり汚染し

ていることを示している.このことは漁網用 TBTOと

は本来無関係の内湾養殖魚介類 (Table1 A)及ぴ前

報6)において調査した東京湾産魚介類から TBTOが検出

されることも明らかである.

次に，日本近海産魚類中の TBTO含有量を Table1 

E)に示す.今回調査したいずれの魚種からも TBTO

が検出されたが，その中でマイワシは特に高く，平均

0.27ppm，最高0.47ppmを示した.マイワシ中に TBTO

が高濃度に蓄積する理由は明らかでないが，本結果は

TBTOによる汚染が内湾及び内海から近海へと広がって

いることを裏付けるものである.先に指摘した内湾及ぴ

内海の汚染はこれまでの環境庁の調査1，2)でも明らかで

あるが，このように近海魚からかなり高濃度の TBTO

が検出されたことは，環境中に放出された TBTOによ

る汚染がかなり進行していることを示すものであり，今

後の推移を監視することが極めて重要である.

ところで，養殖魚、中の TBTOは漁網防汚剤由来であ

ることは明白であるが，天然魚中の TBTO汚染は漁網

防汚剤由来と船底塗料由来の二経路が考えられる. Fig 

lに今回調査した魚種のうちで， TBTO含有量及ぴ調

査例数の比較的多いマイワシ，サワラ，スズキ及びタチ

ウオについて出荷地と TBTO含有量を示した.いずれ

の魚種も調査例数はそれほど多くなく， また出荷地と漁

獲場所は必ずしも一致するとは限らないので，即断はで

きないが，マイワシの TBTO含有量は東京湾及ぴ瀬戸

内海沿岸の出荷地が他に比べて高い値となっている.こ

のことから， 日本沿岸の TBTO汚染は船底塗料を汚染

源、とする東京湾を中心とする海域と漁網防汚斉IJを汚染源

とする瀬戸内海を中心とする海域に広がっていることが

推定される.このことはサワラ及びスズキについてもほ

ぼ当てはまる.現在のところ， TBTO汚染は漁l網防汚剤

由来のみが強調されているが，船底塗料由来も無視でき

ない.通産省の公表によれば，わが国の TBTOの年間

消費量は約1200tで，そのうち船底塗料として800t，養

殖用漁網防汚剤としては300t程度が使用されている.

従って，漁網防汚剤と同時に船底塗料に対しでも何らか

の措置をとることが必要であると考えられる.

船底塗料由来の TBTO汚染は日本だけの問題でなく

グローパルな問題である.また， TBTO汚染は養殖漁業

が日本程盛んで、ないアメリカ及びヨーロッパにおいては

それほど問題になっていない. しかし，最近フランスに

おいて養殖用カキの稚貝が船底塗料由来の TBTOで死

滅する事故が起き，カキ養殖の保護の立場から湾奥に係

留してあるヨット及びモーターボートへの TBTO含有

塗料の使用を禁止する動きが出ている.また，アメリカ

においても船舶用 TBTO含有塗料を規制する必要性が

論議されている.このようなヨーロッパ及ぴアメリカと

共に，わが国も TBTO汚染の防止のために適切な措置

を採ることが望まれる.

まとめ

1984年(昭和60年) 9月から1986年(昭和田年) 2月

の聞に東京都中央卸売市場に入荷した出荷地の明らかな

養殖魚介類5種目検体並ぴに市場流通の多い内湾及び近

海産天然魚介類43種207検体，言十44種226検体を対象とし

て， TBTO含有量を調査した.シマアジ，マダイ及ぴハ

マチ等の養殖魚の平均値はそれぞれ0.34ppm，0.16ppm 

及び、0.22ppmで，最高値はシマアジの0.66ppmであっ

た.これらの養殖魚中の TBTO含有量は「食品中の

TBTOの安全性評価検討委員会jの提言した暫定許容摂

取量から考えて，食品衛生上直ちに問題となる値ではな

かった.なお，これらの養殖魚の場合において， TBTO 

含有量が非常に低い値を示すものもあり， TBTOを使用

しない養殖あるいは最小限に抑えた養殖の可能性が示唆

された.一方，本来漁網防汚剤としての TBTOとは無

関係なはずの内湾あるいは内海産の天然魚介類及び近海

産の天然魚介類の TBTO汚染が認められた.これは既

に使用された漁網防汚剤及ぴ現在使用されている船底塗

料由来の TBTOによる環境汚染の結果として生じたも

のである.特に，近海にまで至る汚染の拡大は船底塗料
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Table 1. TBTO content in various kinds of fishes and shellfishes carried into the Tokyo Central Market during 

the period from Sept. in 1984 to Fed. in 1986. 

A) Hamachi (yellow tail， Siriola quinqueradiata) 
Hira附(f1ounder，Paralichthys 01ωacωs) 
Ishigarei (stone f1ounder， Kareius bicoloraωs) 
Madai (sea bream， Chr)四件rys)
Simaaji (Pseudcaranx dentex) 

B) Ak昭 ai(Andara (Sω:Pharca) b伽 ghtonii)
Hotategai (Patinopecten yessoensis) 
Kaki (oyster， Crassotrea gigas) 
Kurumaebi (Peraeus japonicus) 
Tairagai (A trina (Servatrina)μ棚 a)

C) Ainame (greenling， Hexagrammos 0仰kii)
Akaamadai (bla叫 uillos，Branchios tegidω) 
Akagarei (f1athead f1ounder， Hippoglωsides d叫icus)
Anago (conger eel， As的 conger問 lriaster)
Bora (grey mullet， Mugil cePhal叫s)
Isaki (grunt， ParapristiPoma t行lineatu隅)
Isigarei (st刀nef1ounder， Karei叫sbicol加atus)
Kisu (sillago， Sillago siha隅a)
Konosiro (gizzard shad， Cl坤仰odonpuncωωs) 
Kuromutu (Sc卿 bゆ sgilberti) 
Madai (sea bream， Chη叩帥rys刑 ajor)
Magoti (bartail f1athead， Plalycψhalus indicus) 
Makogarei (marbled sole， Limanda yokohιmae) 
Mebaru (gopher， Sebastes仰 rmis)
Sawara (J apanese spanish mackerel， Scomberomrus niphonius) 
Suzuki (sea.bass， Lataolabrax japonicus) 
Tachiuwo (hairtail， Trichiurus lepωrus) 
Torahugu (ocellate puffer， Takifugu rubripes) 

D) Hamagl凶 (Meretrixlusoria) 
Agemaki (Sino仰官。c叫lac仰 stricta)
Aoyagi (Mactra chinensis) 
Asari (short-necked clam， Tapes (A制:yg出 la)japonica) 
Siromirugai (Tresus keenae) 
Tairagai (A trina (Servatrina) penna) 

E) Aji (horse.mackerel， Trachurus trachurus) 
Hirame (f1ounder， paral化hthysoliωC側 s)
Kamasu (barracuda， Sphyrae加 ]aponicus)
Katuo (bonito， Katsuwo岡山pel仰 ω)
Kichiji (bighand thornyhead， Sebastolobus macrochir) 
Madara (codfish， Gad叫smacrocephalus) 
Maiwasi (sardin， Sardinos melanosticω) 
Managatuo (harvest fish， Pam仰 sargenteus) 
Masaba (mackerel， Pneumophrus japoniωs) 
Nishin (herring， Clupea pallasi) 
San聞ma【
S釦um凶H凶ii比ka(Setμ話a(Plωa砂setμ話Gω)eSClωu山lμe仰ηtωa)
Surumeika (saquttated calamary， Tod酬 adespacificus) 
Tobiuwo (flying fish， prognichthys agoo) 

A) Fishes cult町 edin the sea surrounded with net 
B) Fishes and shellfishes cultured in the sea without net 
C) F町isぬhe邸sand s油h叫ell凶f白l凶s
D) Shellfish collected in bays 
E) Fishes collected in inshore areas 
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Fig. 1. TBTO content of Maiwashi (sardin ・)， Sawara (Japanese Spanish mackerel 0)， Suzuki (sea-bass .A.) 
and Tachiuwo (hairtail ム)， carried into the Tokyo Central Market from different fishing ports 

The values are on ppm 

による部分が大きいので，これについても漁網防汚剤と

同様適切な措置を構ずることの必要性が認められた.
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ビス(トリブチルスズ)オキシド (TBTO)
による魚介類の汚染実態について(第皿報)

東京湾の汚染調査

竹内正博へ水石和子*，山野辺秀夫へ渡辺四男也*

Survey of Pollution with Bis(tributyltin)oxide (TBTO) 

in Fish and Shellfish (111) 

Monitoring of TBTO Pollution in Tokyo Bay 

MASAHIRO TAKEUCHI*， KAZUKO MIZUISHI*， 

HIDEO YAMANOBE*司nd'YOHYAWATANABE* 

To monitor the pol1ution with bis (tributyltin) oxide (TBTO) as antifouling agents for fishery nets and 

bottom of ships， two kinds of sall¥ples were analysed. One is a set of samples consisting of short.necked clam 

(1)， sediment (II) and sea water (III) col1ected at five fixed sampling points in Tokyo Bay (A; Kanazawa. 

hakkei， B; Ohi， C; Sanmaizu， D; Gyoutoku， E; Futtsu) during the period from May to September in 1985， The 

other is fish or shel1fish carried into the Tokyo Central Market from fishing ports near or in the bay of 

Tokyo during the period from September in 1984 to February in 1986. The ranges and the mean values of 

TBTO detected were 11-167ppb (57.5ppb) in 1， ND-10.0ppb (3.1ppb) in II and ND-0.14ppb (0.023 ppb) 

in III respectively. Correlations between 1 and II， 1 and III and II and III were recognized at the significant 

levels of p<O.OOl， p<O.Ol and p<0.05. The concentration ratio of TBTO calculated from the mean values 

was about 20 times (from II to 1) and 2500 times (from III to 1) respectively. The mean value of 1 at A， B 

and F were significant!y higher than that at C and D (p<0.05). Among the samples obtained from the 

Tokyo Central Market， relatively high TBTO contents were detected in Maiwashi (sardin); 0.47ppm， Sawara 

(Japanese Spanish mackerel); 0.43ppm， Suzuki (sea.bass); 0.35ppm， Asari (short.necked clam); 0.32ppm， 

and Tachiuwo (hairtail); 0.50ppm. 

Keywords : monitoring， pol1ution， tributyltin compounds， bis(tributyltin)oxide， TBTO， Tokyo bay， fish and shell. 

fish， sediment， sea water 

緒 日

養殖漁業において漁網防汚染剤として使用されている

ピス(トリブチルスズ)オキシド (TBTO)の養殖魚介

類への移行及び蓄積が，ここ数年来食品衛生上の問題と

なっている 1) 一方， TBTOは防汚斉IJとじて船底塗料に

も多量に使用されていることから，内海及ぴ内湾の環境

汚染及びそれに餅う生物濃縮が懸念されており，汚染防

止の立場から長期的モニタリングが必要となってい

る2.3) この様な状況から，著者らは TBTOによる東京

湾の汚染調査を開始し，既報4)において東京湾の汚染実

態について一部報告した.本報ではヲ|き続き，東京湾の

汚染動向を調査すると同時に，湾内及ぴその周辺で漁獲

された魚介類中の TBTOの含有量を調査したので報告

する.

実験

1 試料

1. 1 汚染モニタリング用環境試料

採取地点の TBTO汚染を直接反映していると考えら

*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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れる底質，海水及ぴ指標生物として比較的採取の容易な

アサリを試料とした.採取地点としては， (A)神奈川県金

沢八景(野島公園)， (8)大井埠頭， (c)葛西沖(三枚洲)，

(D)千葉県行徳海岸及削E)千葉県富津(富i季公園)の 5定

点を設定した.試料の採取は1985年 5月， 7月及び9月

に各 1図ずつ計 3回行った.各定点の位置を Fig.1に

示す.

アサリは約 1kg採取し， 10-15時間 3%食塩水に浸し

て砂出しを行った.次いで，可食部を取り出し，水を十

分切ってから均一化した後，ポリプロピレン製容器に入

れー30'Cで冷凍保存した.底質はアサリ採取地点におい

て約500gずつ 5カ所から採取し混合した.ブフナー

ロートを用いて吸引ろ過し水分を除去した後，ポリプロ

ピレン製容器に入れ， 5 'cの低温室に保存した.海水は

31のガラス瓶に採取し， 5 'cの低温室に保存した.

1. 2 東京湾及び周辺海域産の魚介類試料

1984年(昭和60年) 9月から1986年(昭和62年) 2月

の聞に東京都中央卸売市場に入荷したもので， Fig.1に

示した東京湾沿岸及びその周辺の漁港から出荷された魚

介類22種50検体を調査対象とした.本試料は前報5)と同

様大型魚、，中型魚，小型魚，貝類及び甲殻類の 5種類に

区分してサンプリングした.試料は均一化後ポリプロピ

か Ara入river

と二字

Yokohama 0. 

レン製容器に採取し， -30'Cで冷凍保存した.

2 測定法

2. 1 試薬友び装置

既報6)と同様に行った.

2. 2 試験溶液の調製

1 )魚介類試料 5gを遠沈管に採り，メタノール 2

mlを加えてからガラス棒を用いて十分に混和した.次

いで，塩化ナトリウム 5g， 0.3 N塩酸40ml及びヘキサ

ン・ジエチルエーテル (3:1，v/v)混液70mlを加え，

10分間激しく振とうした後3000rpmで遠心分離した.水

相にヘキサン・ジエチルエーテル混液70mlを加え，先

と同様に再抽出及ぴ遠心分離した後分取した有機相を合

わせてフロリジールカラムに注入し， 5 ml/minの速度

で滴下した.次いで，アセトン50mlを5ml/minの流速

で流してカラムを洗浄した後，ヘキサン・ジエチルエー

テル・酢酸 (75:25: 1， v / v / v )混液30mlを2ml/min 

の速度で流した.ヘキサン・ジエチルエーテル・酢酸混

液の函分を50mlのナシ型フラスコに補集し，浴温20'C

以下においてロータリーエパポレーターで 1ml程度ま

で濃縮した.濃縮液をパスツールピペットを用いて目盛

り付試験管に移し，ヘキサンで定容とした後試験溶液と

した.

Choshi O 

Katsuurao， 

Fig. 1. Sampling points (・)and fishing ports (0) in and near Tokyo 8ay 
(A) : Kanazawa-hakkei， (8) : Ohi， (C) : Sanmaizu， (D) : Gyoutoku， (E) : Futtsu 
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2 )底 質試 料30gを遠沈管に採り， 0.3N HCl 40ml 

及ぴヘキサン・ジエチルエーテル (3:1)混液70mlを加

え，以下魚介類の場合と同様に処理した.

3 )海水試料1000mlを分液ロートに採り，塩酸

25ml及びヘキサン・ジエチルエーテル (3:1)混液を加

え，以下魚介類の場合と同様に処理した.ただし，抽出

用のヘキサン・ジエチルエーテル (3:1)混液は各

100ml 使用した.

2. 3 定量法

既報6)と同様に，分離カラムに 10%Thermon HG 

(AW.DMCS)を使用する電子捕獲検出ガスクロマトグ

ラフィーでトリブチルスズクロリドを定量し，得られた

値を TBTOに換算した.

結果友ぴ考案

1 添加回収実験友ぴ検出限界

魚介類試料(スズキ及びアサリ)，底質及ぴ海水につ

いてそれぞれ添加回収実験を 5回繰り返した. Table 1 

に示したようにいずれの試料ともほぼ95%以上の高回収

率が得られ，その時の変動係数はスズキが3.8%，アサ

リが3.2%，底質が2.7%，海水が3.9%であった.また，

本法の定量限界 (SjN=2)は，魚介類 2ppb，底質

アサリは15検体全てから 11-167ppbの範囲で TBTO

が検出され，平均含有量は 57.5ppb，標準偏差は

44.2ppbであった.底質は NDから最高10.0ppbの範囲

で検出され，平均含有量は3.1ppb，標準偏差は3.1ppb

であった.海水は NDから最高0.137ppbの範囲で検出

され，平均含有量0.023ppb，標準偏差は0.02ppbであっ

た.

これらの結果を用いて，先ず TBTO含有量の試料聞

における相関性(アサリー底質，アサリー海水，底質一

海水)を検討した. Fig.4にそれぞれの散布図を，また

Table 5に相関係数を示す.アサリと底質問，アサリと

海水間及ぴ底質と海水間にはそれぞれ p<0.001， p < 

0.01及びp<0.05において相関性が認められた.以上の

ことから，アサリによって底質及ぴ海水中の TBTOが

濃縮されていることが裏付けられたので，濃縮率をアサ

リ，底質，及び海水の平均含有量から求めたところアサ

(A) (B) (c) 

0.3ppb，海水0.005ppbであった.以上から，本法は回 m 1 

収率及ぴ分析精度とも良好で，また感度も高くかなり低

濃度まで定量可能であるので， TBTOによる環境汚染の

モニタリング用分析法として使用可能であることが確認

された.

2 実際試料の分析

1 )汚染モニタリング用環境試料

各定点から採取したアサリ，底質及び海水の分析結果

をTable 2， 3及び4に示す.また，それぞれの試料

のガスクロマトグラムを Fig.2に，確認のために測定

したマススベクトルを Fig.3に示す.

2 

Fig. 2. Gas chromatograms of the extracts from short-

necked clam (A)， sedi耐 nt(B) and sea water (C) 

Peak 1 : Tributyltin chloride (Rt: 9. 2min) 

Peak 2 : Bibutyltin dichloride (Rt : 26.2min) 

Table 1. Recoveries of TBTO added to fish and shellfish， sediment and sea water 

Samples Taken added(昭) Found(ug) Recoveries( %) C.V.*(%) 

Sea-bass 5(g) 。 0.395 

5(g) 2.0 2.32 96.3 3.8 

Short-necked clam 5(g) 。 0.032 

5(g) 2.0 2.00 98.7 3.2 

Sediment 30(g) 。 0.003 

30(g) 2.0 1.89 94.5 2.7 

Sea water 1000(ml) 。 0.000 

1000(ml) 0.2 0.192 96.0 3.9 

* Number of repetition : n =5 
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リの底質からの濃縮率は約20倍，

は約2500倍であった.

次ぎに，各定点のアサリの平均含有量について t検定

した結果を Table 6に示す.これらの検定結果から，

1 )金沢八景(A)，大井(8)及ぴ富津(E)の3点問並ぴに三枚

洲(c)及び行徳(0)の2点聞には有意差は認められないこと，

2) A， B， Eグループは C，Dグループより有意に高

いことが明らかとなった.すなわち，東京湾内の TBTO

汚染は湾口部及ぴ東京側が高く，湾奥部千葉県倶ijが比較

的低い傾向を示している.このような汚染の海域格差は

既に1984年(昭和59年度)に行った調査でも認められて

いたが4)，今回の調査で一層明確になったといえる.

最後に，採取時期による TBTO含有量の差を検定し

たところ，有意、差は認められなかった.

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等による汚染度は，湾奥部，特に大井

付近が最も高く，湾入口付近が最も低い傾向を示してい

る5-9) 今回得られた結果は，これらとは明らかに異

なった汚染傾向を示しており，汚染河川水の流入に由来

する汚染機構とは異なることが推測される.また，東京

湾の漁業の実態から判断して，漁網防汚弗j由来とも考え

にくい.従って，漁網防汚剤以外の 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.

2 )東京湾内及びその周辺海域産の魚介類

東京湾及びその周辺海域で漁獲された種々の魚介類の

TBTO含有量を Table 7に示す.今回調査した魚種の

中で TBTO含有量が比較的高かったものは，アサリ

(0.32ppm) ，サワラ (0.20ppm，0.43ppm)，スズキ

(0.29ppm，0.21ppm，0.35ppm) ，タチウオ(0.50ppm)，マ

イワシ(0.47ppm)等で、あった.これらの含有量は厚生省

の暫定許容摂取量1.6μg/kg/日及ぴ国民栄養調査に基づ

く平均量最大魚介類摂取量110.9gから考えて食品衛生

上は当面は問題とならないと考えられる 1) 従って，

TBTOによる汚染がこれ以上進行しなければ，東京湾産

魚介類の安全性に問題はない. しかし，前報においても

Fig. 3. Mass spectrum of tributyltin chloride extracted from short-necked clam 

また海水からの濃縮率Table 2. Analytical results of TBTO in short-necked 

clam collected from Tokyo Bay in 1985 
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Table 3. Analytical results of TBTO in sediment 

collected from Tokyo Bay in 1985 
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Table 4. Analytical results of TBTO in sea water 

collected from Tokyo Bay in 1985 

Sampling time 

Mean 

0.009 0.006 0.055 0.023 

0.006 ND 0.027 0.011 

ND ND ND ND 

ND ND ND ND 
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Fig. 4. Correlation among TBTO content in short.necked clam， sediment and sea water 

( A) X : sediment， Y : short.necked clam 

( B) X : sea water， Y : short.necked clam 

( C) X : sea water， Y : sediment 

Tabl巴 5. Correlation coefficients among TBTO content in short.necked clam， sediment and 

sea water 

Samples 

( A )Short.necked clam 

( B )Sediment 

(C )Sea water 

(B) 

0.9022* * * 

***p<O.OOl， **p<O.Ol， *p<0.05，日 =15

(C) 

0.7401** 

0.5269* 

Table 6. t.Test for mean TBTO content in short.necked clam col!ected at each 

sampling point 

Sampling points ( B ) 

(A )Kanazawa.hakkei 1. 090 

(B )Ohi 

( C )Sanmaizu 

( D )Gyoutoku 

( E )Futtsu 

** p <0.01， * p <0.05 

(C) (D) (E) 

4.548** 4.452* 1.438 

5.641 * * 5.218** 1.839 

0.119 3.018* 

3.034 * 

は疑いの余地がないので楽観は許されない.

まとめ

0.2 

指摘したように TBTOの汚染には養殖漁業において使

用する防汚剤としての TBTO及ぴ船舶の船底塗料とし

て使用される TBTOの二通りの経路が考えられ，前者

は全漁連によってその使用が全面的に自主規制されたの

で，これに由来する汚染は低減化の方向を辿るものと推

測できる. しかし，後者については現在のところ全く規

制されていない.従って，船底塗料由来の TBTO汚染

は今後さらに拡大する可能性がある.東京湾の TBTO

汚染は漁網防汚剤でなく船底塗料の TBTOであること

東京湾内に設定した 5定点から採取した底質，海水及

びアサリ，並びに東京湾沿岸及びその周辺の漁港から出

荷された市場流通の魚介類25種目検体を調査対象として，

東京湾の TBTO汚染の実熊を調査した.

アサリは15検体全てから 11-168ppbの範囲で TBTO

が検出され，平均含有量は 57.5ppb，標準偏差は

44.2ppbであった.底質は NDから最高10.0ppbの範囲
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Table 7. TBTO content in fishes and shellfishes collected in or near Tokyo Bay 

during the period from May in 1985 to Feb. in 1986 

Samples 

1 ) Ainame (greenling， Hexagram1仰 sotakii) 
2) Asari (short-necked clam， Tapes (Amygdala) japonica) 

3) Aoyagi (Mactra chinensis) 

4) Akagai (Anadara (Scapharca) bTi仰 ghtonii)
5) Anago (conger， eel，Astrocongermyriaster) 
6) Kamasu (barracuda， Sphyraena japonicus) 

7) Katuo (bonito， Kats叫ωonuspelamis) 
8) Kisu (sillago， Sillago sihama 

9) Konosiro (gizzard shad， Clupanodon仰向ctstus)

10) Sanma (mackerel pike， Cololabis saira) 
11) Sawara (]apanese spanish mackerel， Scomberomrus niphonius) 

12) Surumeika (saquttated calamary， Todarades pacificus) 

13) Sumiika (Sepia (Platysepia) esc叫le悦t品)
14) Suzuki (sea-bass， Lataolabrax jap仰 icus)

15) Tachiuwo (hairtail， Trichiurus lept:叫rus)
16) Hamaguri (Meretrix lusoria) 
17) Hirame (fiounder， Paralich加 olivaces)
18) Bora (grey mullet， M昭 "ilcep加 lus)

19) Makogarei (marbled sole， Limanda yokohamae) 

20) Maiwasi (sardin， Sardinos melanostict'a) 

21) Magochi (bartail fiathead， PlalycePhal叫sindicus) 

22) Mebaru (gopher， Sebastes inermis) 

165 

Fishing ports Content 

Futtsu 0.04 
Kisarazu 0.11 

0.09 
0.32 

Futtsu 0.04 
Urayasu 0.05 
Chiba 0.14 

0.11 
Funabasi 0.04 
Yokohama 0.04 
Iwai 0.06 
Miura 0.13 

0.03 
Katsuura 0.01 
Futtsu 0.01 

0.06 
Chigasaki 0.03 
Edo river 0.04 
Kyonan 0.04 
Futtsu 0.01 
Chiba 0.11 
Choshi 0.01 
Miura 0.20 
Tateyama 0.43 
Katsuura 0.03 

0.08 
Funabashi 0.05 
Futtsu 0.29 
Miura 0.21 
Chiba 0.35 
Futtsu 0.50 
Choshi 0.02 
Chikura 0.03 
Futtsu 0.13 
Urayasu 0.02 
Futtsu 0.03 

0.01 
0.05 

Chiba 0.02 
Urayasu 0.03 
Tokyo Bay 0.05 
Yokosuka 0.03 
Yokohama 0.08 
Yokosuka 0.29 
Funabashi 0.47 

0.21 
Yokohama 0.07 
Futtsu 0.02 
Yokosuka 0.12 
Futtsu 0.26 
Chiba 0.07 
Kanagawa 0.05 

(ppm) 
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で検出され，平均含有量は3.1ppb，標準偏差は3.1ppb

であった.海水は NDから最高の0.137ppbの範囲で検

出され，平均含有量0.023ppb，標準偏差は0.02ppbで

あった.アサリと底質問，アサリと海水間及び底質と海

水聞にはそれぞれ p<0.001， p <0.01及び p<0.05に

おいて相関性が認められた.TBTOの濃縮率は底質から

アサリが約20倍，また海水からアサリが約2500倍であっ

た.各定点のアサリの平均含有量は 1)金沢八景，大井

及ぴ富津の 3点が三枚洲及び行徳の 2点より有意に高い

結果となった.

東京湾及びその周辺から出荷された魚介類で TBTO

含有量が比較的高かったものは，アサリ (0.32ppm)，

サワラ (0.43ppm)，スズキ (0.29ppm，0.21 ppm， 

0.35ppm)，タチウオ (0.50ppm)，マイワシ (0.47ppm)

等であった.現状では食品衛生上は問題とならないが，

東京湾において船底塗料由来の TBTO汚染は今後さら

に拡大する可能性があるので，長期的に監視する必要が

ある.

謝辞 本調査を実施するに当たり，御協力頂いた衛生

局環境保健部食品監視課及び市場衛生検査所の各位に深

謝致します.
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魚介類中の水銀およびセレン含有量について

山野 辺 秀 夫 へ 竹 内 正 博 へ水石和子へ渡辺間男也*

Content of Mercury and Selenium in Fish and Shellfish 

HIDEO YAMANOBE*， MASAHIRO TAKEUCHI*， 

KAZUKO MIZUISHI * and YOHY A W A T AN ABE * 

The correlation between total mercury and total selenium contents in fish and shellfish was investigated 

by using 166 samples obtained from the Tokyo central market. Total mercury was determined by airation 

and gold amalgamation atomic absorption method. and selenium by hydrogen selenide evolution-electrothermal 

atomic absorption method. Total mercury content ranged from O. OOppm to 1. 06ppm and the average and its 

standard deviation wer巴 0.15ppmand 0.20ppm respectively. Total selenium content ranged from 0.20ppm 

to 1. 35ppm and the average and its standard deviation were O. 62ppm and O. 25ppm respectively. Each 

element was distributed on logrithmic normal curves. Correlation coefficient between total mercury and total 

selenium in fish and shellfish was r =0.4010. This result showed a significantly positive correlation (p < 
0.001). 

Keywords : total mercury. selenium， determination， correlation. fish and shellfish 

緒昌

セレンは生体にとって欠くことのできない必須元素と

して，また水銀を初めとする重金属に対して毒性軽減作

用を有する元素として注目されている 1，2) 既に動物実

験によってセレンは無機及ぴメチル水銀の毒性を軽減す

ることが明らかにされており，生体内で重金属に対して

措抗物質として働いていることが指摘されている3-5)

このことから，メチル水銀を高濃度に含むマグロを多食

する漁船員及び仲買業者6)が，血液及び毛髪中の水銀レ

ベルが高いにもかかわらず健康障害を起こさないのは，

このセレンの括抗作用による毒性軽減作用と考えられて

いる.マグロは高濃度のメチル水銀を蓄積しているが，

一方でセレンも高濃度に蓄積しているので，マグロ中で

メチル水銀が無毒化されているか，あるいは毒性の発現

が抑制されるためと推定されている3，7) このことはマ

グロ以外の高水銀蓄積性の深海性魚介類及ぴイルカ等の

一部ほ乳類8)の場合も同様に考えられている.

ところで，高水銀蓄積性魚介類の場合セレン濃度が特

異的に高くなる理由は明らかでない.しかし，セレンは

単独では著しい体内濃度の上昇は認められないので，蓄

積は単なる食物連鎖ではなく，水銀濃度の増加に伴って

生じたものと考えられている.その根拠として高水銀蓄

積性魚介類について，体内の水銀とセレン濃度の相関性

を確認した報告例があるト12) しかし，水銀濃度のあ

まり高くない魚介類については調査例は皆無であり，こ

のような水銀とセレンの相関性が，いわゆる高水銀蓄積

性生物に特異的な関係であるか，それとも魚介類一般に

ついて認められるかは明らかでない.

そこで，著者らは魚介類全体についてセレンと水銀の

相関性を確認することを目的として本調査を行った.す

なわち，魚介類全体を母集団として多種類の魚介類を対

象として総水銀及ぴ総セレン含有量を測定し，魚介類全

体のパックグランドレベルを把握するとともに，両元素

の体内濃度の相関性について検討した.

実験

1.試料

本調査に使用した魚介類は，昭和61年1月から 6月の

聞に東京中央卸売市場に入荷した魚介類57種， 166検体

*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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1. Iwashi (sardine， Sardinos mel側 osticta)
2. Aji (horse-mackerel， Tγ'achur:削 trachurus)
3. Hamachi (yellow tail， Siriola quinqueradiata) 
4. Amadai (blanquillos， Branchios tegidas) 
5. Surumeika (saquttated calamary， Todarades pacificus) 
6. Matoudai (john dory， Z，ωs japonic山)
7. Tachi 叩 (ha 川 ail， Tr行附i化chω 7削 lμtψ.ptur:附~nη1附) 

8. Sanma (mackerel pike， Cololabis saira) 
9. Kaki (oyster， Crassotrea gigas) 
10. Shimaaji (Pseudocara叫xdentex) 
11. Kurumaebi (Peraeus japonicus) 
12. Kamasu (barracuda， Sphyraena japonicus) 
13. Sawara (Japanese Spanish mackerel， Scomberomorus niphonius) 
14. Kisu (sillago， Sillago sihama) 
15. Bakagai (Mactra chin抑制)
16. Kichiji (bighand thornyhead， Sebastolobus macrochir) 
17. Hotategai (Patinopecten yessoensis) 
18. Ishigarei (stone flounder， Kareius bicoloratus) 
19. Medai (J apanese butterfish， HyperoglYPhe japonica) 
20. Karasugarei (black halibut， Reinhardt似shippoglossoides) 
21. Bora (grey mullet， M叫が1cePhahω) 
22. Kuromutu (Scombゆ sgilberti) 
23. Madai (sea bream， Chηsophηs major) 
24. Managatuo (harvest fish， Pam仰 sargenteus) 
25. Makogarei (marbled sole， Limanda yokohamae) 
26. Kinm巴 (alfoncino，Beη'x splendens) 
27. Anago (conger eel， Astrocongeγmyriasteγ) 
28. Hirame (flounder， Paralichthys olivaceus) 
29. Shiruba (silver warehou， Seriolella maculata) 
30. Katuo (bonito， Katsuωonus pela仰 s)
31. Hotaruika (Watasenia scintillans) 
32. Suzuki (sea-bass， Lataolabrax japonicus) 
33. Mirukui (Tresus keenae) 
34. Konoshiro (gizzard shad， Clu仰向odon仰 nctatus)
35. Asari (short-necked clam， Tapes (Amygdala) japonica) 
36. Akagai (A仰 dara(Scψ加 rca)br，仰 ghtonii)
37. Houbou (gurnard， Chelidonichthys kumn) 
38. Okihirasu (Seriolella bra問。)
39. Isaki (grunt， p，向G仰7仰a阿st巾i伊p卿 a t削7門tωl伽t白仰?叫neωatω叫附m叫t
40. Tobiuo (flying fish， Prognichthys agoo) 
41. Namigai (Panope japonica) 
42. Mebaru (gopher， Sebastes inermω 
43. Agemaki (S仰onωaωlaconstricta) 
44. Kochi (bartail flathead， PlalycePhalus indicus) 
45. Tubodai (仇i叫quariusjaponiωs) 
46. Okibin (Allothun伽 stallai) 
4幻7. Hamagt凶 (Mere削'i!t釘ri伐x1ωu附Sωor:削tωG
48. Nishin (herring， Cl叫peapallasi ) 
49. Gindara (black cod， AnoPlゆ抑afimbria) 
50. Mebachi (tuna， Th叫附!usobesus) 
51. Madara (codfish， Gadus macγ'ocePhal叫s)
52. Ara (sawedged perch， Niphon spi叫osus)
53. Ainame (greenling， Hexagra隅隅osotakii) 
54. Saba (mackerel， PneumoPhorus japωticus) 
55. Maguro (tuna， Thunnus albacares) 
56. Monkouika (Sepia (Ac仰 thosepion)subac叫leata)
57. Sumiika (Sepia (Platysepia) esculenta) 

Sample 

166 Total 

N : number of sample 
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Table 2. Recoveries of Mercury and Selenium Added to Samples 

C.V.( %) recovery ( % ) found(ng) added(昭)
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Amount of sample (Sea.bass) Hg: 5.0g(n : 5) 

Se : 1. Og( n : 5) 
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Fig. 1. Histogram of Total Mercury Contents in Fish 

and Shellfish 
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0.15ppmであった. また， 0.00-0 .10ppmの範囲に全体

の62%に相当する103検体が含まれていた.

このヒストグラムは，裾が長く伸びた非対称形である

ことから対数正規分布であることが推定されるので，そ

の測定値を対数変換後正規確率紙にプロットした.その

結果 Fig.2に示したように良好な直線が得られたので，

魚介類中の総水銀の測定値は対数正規分布をしていると

考えられる.このときの幾何平均は0.07ppm，標準偏差

0.03ppmであった.

3.魚介類中のセレン含有量

セレンの定量結果を， Fig.3にヒストグラムで示した.

最高はキンメダイの1.35ppm，最低はアナゴ，"の0.20ppm，

平均0.62ppmであった.このヒストグラムから対数正

である. Table 1に魚種及びそれぞれの検査件数を示す.

魚類については頭，内臓及ぴ骨を除いた筋肉部を，貝

類については内臓を除いた可食部をホモジナイザーで均

一化したものを試料とした.

2.試験法

1 )水銀試料5.0gを採り，硫酸硝酸還流法によっ

て湿式分解した.分解終了後水で、50mlとし，その一定

量を正確に採取し，塩化第一スズ溶液を用いて還元気化

一金アマルガム法で総水銀を測定した.

2 )セレン 前報13)に従って，試料1.0gを採り，硝

酸過塩素酸分解後，水で、20mlとし，試験溶液とした.

測定は還元剤として水素化ホウ素ナトリウム溶液を用い

る水素化物加熱原子吸光分析法で総セレンを測定した.

3.装置

水銀分析装置:日本インスツルメント株式会社製リガ

クマーキュリーSPに還元気化装置を取り付けて使用し

た.

原子吸光装置:日本ジャーレルアッシュ株式会社製

AA-8200型に水素化物発生装置 HYD-1及び水素化物加

熱原子化装置 HYD-2を連結したものを使用した.

結果及び考察

1.添加回収実験

試料にスズキを用い，水銀及ぴセレンについて添加回

収実験を行った.水銀の場合は試料5.0gに500ng及び

1000ngを，セレンの場合は試料1.0gに100ng及び200ng

を添加し，それぞれ 5回ずつ測定した.結果を Table

2に示す.水銀，セレンとも良好な回収率が得られ，そ

のときの変動係数も 5%以下であった.従って，両試験

法とも今回の調査に十分適用可能で、あると考えられる.

2.魚介類中の総水銀含有量

今回調査対象とした全魚介類中の総水銀の定量結果を，

Fig. 1にヒストグラムで示した.最高はクロムツ

1.06ppm，最低はボラのO.Olppm以下であり，平均
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規分布していると考えられるので測定値を対数変換し，

正規確率紙にプロットした. Fig.4に示したように良好

な直線が得られ，対数正規分布であることが確認された.

このときの幾何平均は0.57ppm，標準偏差0.02ppmで

あった.

4.相関性について

魚介類中の総水銀及びセレン含有量は既にそれぞれ対

数正規分布が確認されているので，対数変換した値につ

いて散布図を作成した. Fig.5に示したように，この散

布図からは直線傾向が認められ，相関係数に r=0.4010 

(n=166)，回帰直線 logy =0.14日ogx -0.083が得ら

れた.相関分析の結果， rはp<0.001において有意で、

あった.

魚介類中の総水銀及びセレンの相関性は比較的水銀含

有量の高いカジキ，マグロ等においてのみ報告例9ー 12)

があるが，以上の結果から，魚介類全体を母集団とした

Fig. 2. Frequency of Total Mercury Concentration in Fish and Shellfish 

n: 166 

Range:0.20司 1.35ppm
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Fig. 4. Frequency of Selenium Concentration in Fish and Shellfish 

場合にも水銀及びセレン含有量聞には正の相関性がある

と考えられた.

要約

1.一般魚介類57稜166検体について，総水銀及びセ

レンの含有量を測定した結果，それぞれ対数正規分布を

示した.

2. 総水銀の算術平均は0.15ppm，標準偏差0.20ppm，

また幾何平均は0.07ppm，標準偏差0.03ppmであった.

3. セレンの算術平均は0.62ppm，標準偏差0.25ppm，

また幾何平均は0.57ppm，標準偏差0.02ppmであった.

4.総水銀，セレンの相関を調べたところ，相関係数

r =0.4010 (p <0.001)，回帰直線 logy =0. 14110g x 

-0.083で有意に正の相関を認める結果を得た.

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謀の方々に深謝致します.
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(本研究の概要は日本食品衛生学会第52回学術講演会，

昭和61年11月，高知で発表した.) 
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東京都における PCB汚染の実態について(第15報)

食品および器具，容器類中の PCB含有量

植田忠彦へ竹内正博*，水石和子*，

山野辺秀夫へ 渡 辺 四 男 也 *

Survey of Pollution with Polychlorinated Biphenyls in Tokyo (XV) 

Concentrations of Polychlorinated Biphenyl in Foods， 
Tablewares and Kitchinwares 

T ADAHlKO UET A *， MASAHIRO T AKEUCHI * ， 

KAZUKO MIZUISHI *， HIDEO YAMANOBE * and YOHY A W AT AN ABE * 

Keywords ポリ塩化ピフェニール PolychlorinatedBiphenyls，汚染 pollution，食品 foods，調理器具

kitchenwares，食器 tablewares

はじめに

昭和47年，食品中に残留する PCBの規制1)が実施さ

れたが，以来，著者らは PCBの汚染実態を把握するこ

とを目的として，東京都内に流通する魚介類を中心とす

る食品ならびに器具類について調査を行っている2)

近年，新しい水産資源を対象とする新漁場の開発が進

み，世界の様々の海域で捕獲された魚介類が市場に広く

流通している. PCB 汚染がヨーロッパ，アメリカ等を

始めとする広範な地域で、起った過去の経緯を考えるなら

ばこれらの魚介の調査も重要と思われる.

本報では昭和60年度中に行った魚介類，各種食品なら

びに調理用器具類の PCB含有量の調査結果を報告する.

調査方法

調査試料 昭和60年 4月より 61年 3月の聞に東京都中

央卸売市場で買い上げた市場入荷魚介類60種145検体，

市場外流通の輸入魚介類17種30検体，水産加工品41検体，

食肉 6種30検体，卵 2種21検体，食用油脂 3種20検体，

牛乳20検体，乳製品 7種20検体，ベビーフード19検体，

育児用粉乳10検体，調理用器具類20検体および東京湾汚

染モニタリング用として東京湾捕獲スズキ30検体の合計

406検体である.

定量法厚生省環境衛生局 PCB分析研究班による統

一分析法3)に基づいて行った.測定値は小数点以下 3桁

目を四捨五入した値である.

結果および考察

調査品目ならびに検体数は前年度2)とほぼ同じである.

Table 1に市場入荷魚介類の可食部の PCB含有量を示

す.魚介類の名称、は流通商品名にほぽ従い，英名，学名

は日本産魚名大辞典4)，原色日本大型甲殻類図鑑5)，新

日本動物図鑑6)，新顔の魚7)等を参考とした.

日本近海で捕獲された，国産魚介類の中では最高値が

コノシロの0.67ppm(n = 3， x=0.25ppm)，次いでタ

チウオ 0.44ppm (n = 2， x = 0.42ppm)，アナゴ

0.41ppm (n = 1)，カマス 0.20ppm (n = 5， x = 

0.06ppm)，サノ¥0.20ppm(n = 6， x=0.06ppm)の}II買

であった.例年，コノシロおよびタチウオの PCB含有

量は高く，アナゴ一例の0.41ppmという比較的高い値

が見られた以外，今年度も新しい傾向はなかった.

海水産，国産魚介97検体中O.Olppm以上の PCB検出

魚介は81検体 (83.5%)であり，平均値は0.07ppmで

あった.これらはいずれも前年度の検出率および平均値

を8.0%，0.02ppm上回る値であるが，この差は調査魚

種の相違により生じたものであり，汚染の進行とは考え

られない.

次に，新しく水産資源を求めて開発されたニュージー

ランド，インド，アフリカ，アルゼンチン，アイルラン

ド，ノルウエ一等の海域の漁場において，主として， ト

ロール漁法により捕獲され，市場に入荷する，いわゆる

*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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Table 1. Concentrations of PCB in Fishes 

N 

(marine fish) 
Ainame(greenling， Hexagra酬明OSotlαkii) 
Aji(horse.mackerel， Trachurus trach叩 s)
Anago(conger ell， Astroko担geγmyriaster)
Anko (angler， Lophiomus setigerus) 
Bora(gray mullet， M:叫gilcephαlus) 
Hamachi(yellow tail， Seriola qui日querad叩 ta)
Isaki(grunt， ParapristiPoma t門 lineat叫m)
Iwashi(sardine， Sard仰 os隅 elanosticta)
Kaki (oyster， Crassotrea gigas) 
Kamasu (barracuda， Sphyrae叩 jap側仰s)
Katsuo(bonito， Kats叫w抑制 pela畑 is)
Kichji (Sebastolobus macrochir) 
Kinme.dai (alfoncino， Beryxゆlendens)
Kisu (sillago， Sillago sihama) 
Konoshiro(gizzard shad， Clupanod側 tunctatus)
Madara (codfish， Gadus macrocephalus) 
Mebaru(gopher， Sebαstes抑 制s)
Namigai 
Nishin(herring， Cl叫teαPαllasi)
Nitari.kujira(Balae悼opteγα eden包)
Saba( mackerel， Pne叫問。tothr，側 sjαP仰 icus)
Sanma(mackerel pike， Cololsbis saira) 
Sawara(Scomberomorus nψh叩仰s)
Shiir:a(common dOlphin， CoηIphαena nip仰材us)
Surume.ika(saguttated calamary， Todarades pacific叫s)
Tachiuo(hairtail， Tγichiurus lep抑制s)
Tobiuo (flying fish， Prognichthys agoo) 

total 
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Suzuki(perch， Lαtaolabrax Jψ抑 icus)ホ

(mαrine fish trawled) 
Aji (horse.mackerel， T叩 churustrachrus) 
Ara(sawedged perch， Niton spi'叫osus)
Aohirasu 
Arotsunasu = Okibin (Allothunnus tall仰)
Angorarenko.dai (Dentexαngol側 sis)
Akauo(pacific ocean perch， Sebastesαlutus) 
Ebi(tiger) 
European-madai(P，αg叩 stagrus) 
Gin-sawara 
Gin-dara(black cod， A叫oplo_ψomαfi隅 b円α)
Houbou(gurnard， Chelidonω.thys) 
Hirame (flounder， Paralichthys olivaceus) 
Ishigani (Charybdis jap仰 ica)
Kamasu(barracuda， Sphyra仰 αjap側 ic叫s)
Koori-kamasu (Champsocephal叫sg叫時時ari)
Kuromutsu(Scombrops gilberti) 
Kurome回dai
Kusakaritsubo-dai (Pentaceros richαrds仰 i)
Managatsuo (harvest fish， Pa刑戸.sargenten叫 s)
Matou-dai (black oleo dory) 
Matsu-ika 
Me-dai (bream， Hyperogか'pheα四tarcticα)
Mongo-ika(Sepia esculent，α) 
Nishin (herring， Cl叫teαpallasi)
Saba(atlantic mackerel， Sc仰 beγscomb叩 s)
Tacl吋uo(hairtail， Trich加問sletturus) 
Tsubodai (Quinquar仰 sJψ仰 icus)

total 

0.01 
0.00 
0.01 
0.02 
0_01 

0.00-0.01 

0.00-0.12 

。

ρ
1
i
a品
言
。
白
白

U

(L包mneticβsh)
Ayu (ayu sweetfish， Plecogloss叫Sαltivelis)
Koi(carp， Cyp抑制scarpio) 
Nijimasu(rainbow trout， Salmo gaiγ'dnerii iγideus) 
Unagi(eel， Ang削 llajap倒的)

total 

0.00-0.01 

0.00-0.02 

N : number of samples 
* collected from the Tokyo-bay 
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外国産魚介類が増加してきている.今回28類39検体につ

いて測定したところ，最高値はアイルランド沖のイシガ

レイ0.12pprn，次いでノルウエー沖のニシンo.10pprnで

あった.また O.Olpprn以上の検出魚介類は 7検 体

(17.9%)，平均値はO.Olpprnであった.これらの外国

産魚種のうち，日本近海においても良く見受けられるタ

チウオ(ニュージーランド沖O.OOpprn，セネガル沖

O.OOpprn，ケープタウン沖O.Olpprn)，カマス(セネガ

ル沖O.OOpprn)，アジ(ニュージーランド沖O.OOpprn)

の PCB含有量は圏内産同魚種と比較して明らかに低い

値である.

これらの事から，日本近海の PCB汚染はこれらの海

域と比較して高いことが推察される.

一方，淡水魚はいずれも圏内産養殖魚である.最高値

はウナギ、の0.02pprn(n = 2， x = O. 02pprn)であり，

O.Olpprn以上の検出魚は 9検体中 7検体 (77.8%)で

あった.

従って，淡水養殖魚の検出率はやや高いが汚染は低い.

東京湾の汚染調査を目的として，湾内で捕獲したスズ

キ(体長73.8土5.0cm，体重3.3土0.5kg，n =30) 30検

体について調査した.最高値は2.67pprn(n =30， x:::!:: 

S.D. =0.64:::!:: 0.62pprn)であった. これは今回行った調

査魚介類中最も高い値であり，東京湾の PCB汚染の高

さを示唆している.

Table 2は市場外流通の輸入魚介，水産加工品，肉類

等の PCB含有量を示す.市場外流通魚介類はエピ，貝

を中心とする10種30検体であり，いずれも冷凍品であっ

た.エビの産地は主にタイ，インドネシア，台湾などの

Table 2. Concentrations of PCB in Fishes Irnported， Marine Products， Meats and Others 

sarnples N range (pprn ) average (pprn) 

Irnported fish 
shrirnp 10 0.00-0.02 0.00 
shell fish 9 0.00-0.02 0.00 
crab 3 0.00-0.01 0.00 
cattle-fish 2 0.00 
conger eel 1 0.01 
red-salrnon 1 0.01 
cornrnon brackish goby 1 0.00 
whitebait 1 0.00 
half beak 1 0.00 
salrnon roe 1 0.01 

total 30 0.00-0.01 0.00 
Processed rnarine product 41 0.00-2.17 0.17 
Meat 

pork 5 0.00 
pig liver 5 0.00 
beef 5 0.00 
cow liver 5 0.00 
chicken 5 0.00-0.01 0.01 
chicken liver 5 0.00-0.01 0.00 

total 30 0.00-0.01 0.00 
Edible fat 

lard 18 0.00-0.01 0.00 
tallow 2 0.00 

total 20 0.00-0.01 0.00 
Egg 

quail l 0.00 
hen 20 0.00-0.01 0.00 

total 21 0.00-0.01 0.00 
Infant food 19 0.00 
Tableware and kitchenware 20 0.00-0.01 0.00 

N : nurnber of sarnples 
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Table 3. Concentrations of PCB in Dairy Products 

samples N 

Butter 6 

Cheese 6 

Powdered milk l 

Yoghurt 

Fresh cream 2 

Ice cream 4 

Formulated milk 10 

Milk 20 

total 40 

N : )J.umber of samples 

東南アジアであり，貝，カニはチリー，カナダ，アメリ

カ，中国，ニュージーランド産が多く，産地は広範であ

る.測定結果はノルウエー産赤エピ，チリー産アサリ

(剥き身)の 0.02ppmが最高値であり， 30検体中

O.Olppm以上検出魚介類は 8検体 (26.7%)，平均値は

ra昭 e(ppm)

0.00-0.01 

0.00-0.05 

0.00-0.05 

average(ppm) 

0.01 

0.02 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.0。

ターチーズより O.Olppmを検出した.

一方，バター 6検体中 4検体 (66.7%)より O.01ppm

を検:出したカえアイスクリーム，生クリームなどからは

検出しなかった.

育児用粉乳10検体および牛乳20検体からはいずれも検

O.Olppm以下と低い値であった. 出しなかった.

水産加工品には比較的高い値を示すものが認められる

が，今回の調査結果ではアンコウの肝臓水煮缶詰の2.17，

1.70， 0.49ppm (x=1.45ppm)，ボラの卵巣より製造し

たカラスミ 0.88ppm，鮒寿し0.71ppm，ヒシコイワシの

酢漬(ままかり)0.23， 0.17ppm (i =0.20ppm)など

が高い値であり，カマボコ等の練製品，干物およびカニ，

貝類のピンあるいは缶詰は共に低く，水産加工品の平均

値は0.17ppmであった.

肉類は牛，豚，鶏の肉および肝臓各々 5検体について

調査したが鶏肉 3検体，鶏肝臓 1検体より，食用油脂

(ラード，生牛脂，生豚脂)からはラード 1検体より，

また卵からは 2検体よりいずれもO.Olppmを検出した.

ベビーフードは肉，肝臓，魚、などと野菜，米などを煮

てピン詰したものあるいはこれらを凍結乾燥しパッキン

グしたものが多種類出廻っている.今回19検体について

調査したがいずれからも検出しなかった.

調理用器具類14種20検体中，紙ナプキン l検体より

O.Olppmを検出したが，ストロー，紙皿，ケーキペー

パー，ポリプロピレン製ファッション箱等からは検出し

なかった.

Table 3に乳および乳製品の調査結果を示す.乳製品

の中では輸入ナチュラルチーズから例年比較的高い値

(0. 13ppm8
)， 0.08ppm， 0.09ppm2

)) で検出されたが，

今回の調査では 6検体中 1検体より 0.05ppm，他にパ

まとめ

昭和60年度中に東京都において入手した魚介類，水産

加工品，食肉類，卵，食用油脂，ベビーフード，乳およ

び乳製品，調理用器具類について PCBの汚染調査を

行った.調査の結果，いずれからも暫定規制値を越える

ものは認められなかった.

謝辞本調査にご協力いただいた東京都衛生局食品

監視課の方々に深謝いたします.
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残留抗生物質の微生物学的検査法の基礎的検討

桐谷礼子*，神保勝彦*，松本昌雄*

Basic Studies on Biological Detection of 

Residual Antibiotics in Food 

REIKO KIRITANI*， KATSUHIKO JINBO* and MASAO MATSUMOTO* 

Keywords:残留抗生物質 residualantibiotics，ディスク法 paperdisk method 

動物性食品中に残留する抗生物質の検査法としては，

厚生省が通知した「畜水産食品中の残留物質検査法」

(以下，公定法と略す)がある.このうち，第 1集1)は，

残留抗生物質の個別検査法(以下，個別検査法と略す)

であり，目的とする抗生物質により試験法，試験菌，培

地，抽出方法などが異なる.このため，不明の残留物質

を検査するには，きわめて繁雑で実用性に乏しいと言わ

れている.一方，不明の残留物質の検査法としては第 1

集の 5の食肉の抗菌性物質簡易検査法2) (以下，簡易検

査法と略す)がある.この方法は，試験菌 2種類，抗生

物質検出用培地 1種類を用い，試験操作が非常に簡易で

あるが，目的とする抗生物質によっては検出感度が低い

という欠点を有するため，日常検査法として用いるには

まだ難点がある.

そこで著者らは，個別検査法と同程度の検出感度を示

し， しかも簡易検査法に近い試験操作で、行える方法があ

れば，日常検査法として採用可能であると考え検討を重

ねてきた.今回，動物用医薬品として汎用されている抗

生物質14種類を対象に，試験法，試験菌，抗生物質検出

用培地を整理，統合するために，個別検査法および簡易

検査法をもとに基礎的検討を行った.その結果，試験法

1種類， 3試験菌および検出用培地 1種類で対象の抗生

物質を，ほぽ満足できる感度で検出できる方法を確立し

たので報告する.

実験材料および方法

1.供試菌株

Bacillus cereus var. mycoides A TCC 11778， Bacillus 

subtilis ATCC 6633， Micrococcus luteus ATCC 9341， 

Staphylococcus e，戸dermidis A TCC 12228， Bacillus 

stearothen叫ophil叫svar. B. calidolactis C-953および Esche-

richia coli NIHJの計 6株である- (以下，それぞれ B.

cereus， B. subtilis， S. eμdermidis， M. luteus， s_ 

stea仰 thermophilus，E_ coliと略す)

2.使用培地

1 )増殖用培地:M. luteus， S. epidermidisおよび E.

coli は感受性測定用ブイヨン(日水)を，B_ stearother-

mophilusは公定法第 1集の 23
)に記載されている M-18

培地を用いた.

2 )抗生物質検出用培地 Antibioticmedium 1， 2 

(Difco)および感性ディスク用培地 N (日水)を用い

た- (以下それぞれ AM1培地， AM2培地， SD培地と

略す)なお， AM 1培地， AM2培地は個別検査法に記

載されている M-8培地およびM-10培地と同じ組成であ

り， SD培地は，簡易検査法で使用されているものであ

る.

これら以外の培地はすべて個別検資法に記載されてい

るものを用いた.

3.器具

1 )ペトリ皿:合成樹脂製で，内径86mmのものを用い

た.

2 )パルプディスク:東洋ろ紙(株)製の直径10mm，

厚さ1.5mm(吸水量0_08土O_Olml)のパルプディスクを

121'C 15分間高圧蒸気滅菌後，十分乾燥させて用いた.

3 )円筒:外径 8mm，内径 6mm，高さ10mmで、ステンレ

ススチール製の円筒を，乾熱滅菌して用いた.

4.抗生物質標準品

実験に供した抗生物質は，テトラサイクリン系

(TCs)はオキシテトラサイクリン (OTC) とクロルテ

*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ー 1，Hyakunin-cho 3 chome， Shinjuku-ku Tokyo. 160 Japan 
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トラサイクリン (CTC)の2剤，アミノグリコシッド系

(AGs) はストレプトマイシン (SM)，カナマイシン

(KM)，フラジオマイシン (FM)の3剤，マクロライ

ド系 (MLs)はタイロシン (TS)，オレアンドマイシン

(OM)，キタサマイシン (KT)およびエリスロマイシ

ン (EM)，スピラマイシン (SP)の 5剤，ペニシリン

系 (PCs) はペニシリン G (PCG) とアンピシリン

(ABPC)の2剤，その他にノボピオシン (NB)，クロ

ラムフェニコール (Cp)の合計 6系統14種類で，いず

れも製薬会社から分与された純品である.

5.試験菌液の調製

B. cereusおよび、B.subtilisの芽胞浮遊液は公定法にし

たがって調製し，これを試験菌液とした.M. luteus， S. 

ゆdermidis，B. s抑 制hermoPhilusおよびE.coliの4株は

公定法にしたがって増殖用培地で継代を行い，その 3代

目の培養原液を試験菌液とした.

6.抗生物質検出周平板の作成

1 )二層培地:個別検査法にしたがって作成した.す

なわち，ペトリ皿に検出用培地20mlを注入し，これを

凝固させて基層とし，基層培地上に試験菌液を混和した

培地 4mlを均一にひろげ固めて種層とした.なお，培

地に混和する試験菌液の量は公定法にしたがった.

2 )単層培地:簡易検査法にしたがって作成した.す

なわち，試験菌液を視和した培地 8mlをペトリ皿に注

入し，水平に保って凝固させた.

7.試験法

1 )二層培地・円筒法:二層培地平板に 4個の円筒を

それぞれ正方形の各頂点となるように配置し，円筒に抗

生物質の溶液を満たした.B. cere叫sとM.luteusの平板

については30土 1.C， S. eμdermidisは33士 1.C，B. s叫b-

tilisおよびE.coliは36土 1'C， B. stearothermothilusは55

:1: 1 .Cで，それぞれ18土 1時間培養した.円筒周辺に出

現した阻止円の直径をノギスを用いて測定し，その直径

が10mm以上のものを陽性と判定した.

2 )単層培地・ディスク法:単層培地平板に抗生物質

の溶液中に浸せきしたパルプディスクを置いた.培養お

よび判定は円筒法と同様に行い，阻止円の直径が12mm以

上のものを陽性と判定した.

実験結果および考察

1.二層培地・円筒法と単層培地・ディスク法の比較

二層培地・円筒法と単層培地・ディスク法を比較し，

その結果を表 1に示した. OTC， SM， TS， KT， PCG， 

CPの6剤は単層培地・ディスク法が良好な感度を示し，

CTC， FM， OM， EM， SPの5剤は両者が同じ感度を示

表1.ニ層培地・円筒法と単層培地・テsィスク法の比較

検出感度(ru，μg/ml)

抗生物質 二層培地 単層培地・

-円筒法 ディスク法

TCs 
OTC 0.5 0.25 

CTC 0.05 0.05 

SM 0.5 0.25 

AGs KM 0.25 0.5 

FM 0.5 0.5 

TS 0.5 0.25 

OM 0.1 0.1 

MLs KT 1.0 0.5 

EM 0.05 0.05 

SP 0.5 0.5 

PCs 
PCG 0.1 * 0.01 * 

ABPC NT*キ 0.005 

NB NT 0.5 

CP 5.0 2.5 

* :ru/ml 

* * : Not Tested 

した. KMでは二層培地・円筒法の方が感度が良好で

あったが，その値は0.25μg/mlと0.5μg/mlであり

差はほとんど認められなかった.

以上の結果から，単層培地・ディスク法は二層培地・

円筒法と同等もしくはそれ以上の検出感度を示すことが

判明した.また，単層培地・ディスク法の試験操作は，

二層培地・円筒法に比べて簡易であることからも，実用

的な方法であると考える.

2.試験菌の比較

個別検査法では，今回対象とした14種類の抗生物質に

対して 6試験菌が使用されているが，抗生物質に対する

菌株の感受性4-5)をもとに，これらの整理を行った.そ

の結果，簡易検査法で用いている B.subtilisおよびM.

luteusの2試験菌に B.cereusを加えた 3菌株を試験菌と

することを試み，各菌株の感受性を調べた.その結果を

表 2に示した. FMはB.subtilisで0.5μg/ml，NBは

M. luteusで 0.5μ g/ml，CPは B.cereusおよび M.

l叫teusで2.5μg/mlであり，個別検査法で用いられてい

る試験商とほぼ同じ感受性を示した.

ABPCはB.stearothermψhilusの検出感度0.005μg/

mlに比べて 3試験菌とも悪かったが，M. luteusの検出

感度は0.01μg/mlであり，一般にいわれている残留抗
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表 2. 各抗生物質に対する試験菌の感受性

検出感度(Iu，μg/ml)

B. cereus B. subtilis M.luteus 公定法(試験菌)

0.25 1.0 2.5 0.25 (B. cere叫s)

0.05 0.5 1.0 0.05 (B. cereus) 

1.0 0.25 2.5 0.25 (B. s叫btilis)

5.0 0.5 25 0.5 (B. subtilis) 

10 0.5 25 0.5 (S.eμde押nidis)

2.5 1.0 0.25 0.25 (M. luteus) 

1.0 1.0 0.1 0.1 (M.l叫teus)

5.0 2.5 0.5 0.5 (M.luteω) 

0.25 0.1 0.05 0.05 (M. luteus) 

5.0 2.5 0.5 0.5 (M.luteus) 

>1.0* 0.05* 0.01 * 0.01 * (M. luteus) 

>1.0 0.05 0.01 0.005 (B. stearothennothilus) 

5.0 5.0 0.5 0.5 (S.eμdennidis) 

2.5 10 2.5 2.5 (E. coli) 

抗生 物質

TCs 
F
U
F
L
-

q

T
一M

C

C

一S
AGs KM 

M

一S
M

P
I
一

中

i
n
u

MLs KT 

PCs 
C
一

間
町
一
郎
服
一
間
一
白

* : IU/ml 

生物質の検出感度としては十分満足できる値であること

から， FM， NB， ABPC， CPの4剤の試験菌は B.sub-

tilisあるいは M.luteusで代替できると考える.

なお，今回選択した 3試験菌のうち，B. cere叫S とB.

subtilisは芽胞浮遊液を用いるので，その試験菌液は，

凍結保存しであり，常時使用可能であることから，日常

検査に用いる試験菌としては扱い易いと考える.

3.抗生物質検出用培地の検討

個別検査法で今回対象とした14種類の抗生物質を検査

するには，組成および pHの異なる培地10種類を必要と

する.そこで培地組成等から考慮して，個別検査法およ

び簡易検査法の中から 3種類の培地を選択して，これら

の比較検討を行った.その結果は表3に示した. OTC， 

CTC， OM， KT， EM， ABPC， NB， CPは3培地聞に検

出感度の差は認められなかった. TSはAM1培地と SO

培地が AM2培地に比べ 2倍高い検出感度を示し， SP 

とPCGはSD培地が AM1培地， AM2培地に比べ， 2 

倍高い検出感度を示した. SM， KM， FMはAM1培地，

AM2培地で検出感度が高く， SO培地に比べ SMは10倍，

KMは5倍， FMでは 5倍であった.

この結果から， AM 1培地およぴ AM2培地は TCs，

AGs， NB， CPの検出に， SO培地は TCs，MLs， PCs， 

NB， CPの検出に適していることが判明した.さらに，

AM2培地は AM1培地に比べて， TCsおよび AGsの阻

止円が明瞭であった.また， TS， SPおよび PCGのAM

2培地における感度は， SO培地に比べて低かったが，

その値は個別検査法におけるこれらの薬剤の感度と同程

度であった.これらのことから， AM2培地が残留抗生

物質検出用培地として適当であると考える.

一方，ある種の抗生物質はその抗菌カが pHの影響を

受けることが知られている6) そこで，培地の pHを6.0，

7.0および8.0に調整し，検出感度の差を検討した.その

結果を表 4に示した. OTC， CTC， SM， TS， PCG， 

ABPC， CPの7剤は培地 pHによる抗菌力の差は認めら

れなかった. しかし， TCs， PCsは pH6.0で， SMは

pH8.0で明瞭な阻止円を形成した. KM， FM， OM， KT， 

EM， SPの6剤はいずれも pH8.0で， NBはpH6.0で高

い検出感度を示した. したがって，検出用培地の pH6.0，

7.0， 8.0のうち， AGsとMLsはpH8.0，TCs， PCs， 

NBはpH6.0が適当であると考える.CPはpH6.0-8.0の

いずれでも良いと考える.

4.改良法と公定法の比較

以上の基礎的検討結果から，改良法として次の検査法

を考案した.すなわち， jiェ対倹法として単盾培地・ディス

ク法を用い，試験菌は B.cereus， B. s叫btilis，M. lute仰

を用い，検出用培地は AM2培地とし，その pHはTCs，

PCsおよび NBでpH6.0，その他は pH8.0とする方法で

ある.この改良法と，個別検査法および簡易検査法にお
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表 3.各培地における検出感度の比較

抗生物質 試験菌
検出感度(IU，μg/ml)

AM1培地 AM2培地 SD培地

TCs 

AGs 

MLs 

PCs 
C
一

花
町
一

M

M

M

一S
M

T

M

P

一
∞
即
一

B

一P

一
S

K

F
一
T

O

K

E

S
一
P

A
一
一

0.25 

0.05 

0.25 

0.5 

0.5 

0.25 

0.25 

0.25 

0.05 

0.25 

0.5 

0.5 

0.5 

0.25 

0.5 

0.05 

0.5 

0.025* 

0.01 

1.0 

2.5 

0.25 

0.05 

2.5 

2.5 

2.5 

0.25 

0.25 

0.5 

0.05 

0.25 

0.01 * 

0.01 

1.0 

2.5 

* : IU/ml 

B. cere叫S

B. s叫btilis

M.luteus 0.5 

0.05 

M.lute叫S

0.5 

0.025* 

0.01 

1.0 

2.5 

M.l叫teus

M.luteus 

表4.培地の pHによる検出感度の比較

抗生物質

TCs 

AGs 

MLs 

PCs 

試験菌
山
一
日
一
山
川
口
一
日

M

M

M
川
市
川
一
日
一
日

:

「

U

一

m-
町
一

M

M

M
一
S

M

T

M

P

一
∞
即
一

B

一P
A

c
e
-
S
K
F
一
T
A
C
K
B
S
一
P

A
一
N
一
C

B. cereus 

B. subtilis 

M.luteus 

M.l叫te叫S

M.lute叫S

M.luteus 

m
一

/一σ。一μ'
一

F
，一ハ
U

一

-

*

F

T

」
一
・
一

F
h
d
R
υ

一
r
D

「

D

1

4

1

4

一

則
一
同
一

M

M
一
M

M

M
一
M

M

M

U

M
一
ωω
一
日
一
日

感一出一検一

pH8.0 

0.25 

0.05 

0.25 

0.5 

0.5 

0.5 

0.25 

0.5 

0.05 

0.5 

0.01 * 

0.01 

1.0 

2.5 

* : IU/ml 

ける検出感度を調べ，その結果を表 5に示した.

改良法の検出感度は CTC，FM， TS， EM， SP， NB 

では個別検査法と同程度であり， OTC， SM， KT， PCG， 

CPでは個別検査法より高かった. KM， OM， ABPCは

逆に個別検査法の約1/2の感度であったが， MLsと

PCsについては， AM2培地のかわりに SD培地を使用

することにより検出感度を高くすることが可能であると

考える.
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表 5. 改良法と公定法の比較

検出感度(IU，μg/ml)

抗生物 質 公定法
改良法

第1集1) 第l集の 52)

TCs 
OTC 0.25 0.5 1.0 

CTC 0.05 0.05 0.5 

SM 0.25 0.5 1.0 

AGs KM 0.5 0.25 2.5 

FM 0.5 0.5 2.5 

TS 0.5 0.5 0.25 

OM 0.25 0.1 0.5 

MLs KT 0.5 1.0 0.5 

EM 0.05 0.05 0.25 

SP 0.5 0.5 0.5 

PCs 
PCG 0.013) 0.13) 0.0253) 

ABPC 0.01 0.005 0.01 

NB 0.5 0.5 2.5 

CP 2.5 5.0 5.0 

1) :個別検査法

2) :簡易検査法

3) : IU/ml 

簡易検査法との比較では，改良法が TS以外の抗生物

質で高い感度を示した.特に TCsでは OTCが 4倍，

CTCカ河川音であり， AGsでは SMで4倍， KMで 51音，

FMで 5傍であった.この原因として，簡易検査法の試

験菌は B.subtilisとM.luteusの 2菌株で， TCsに最も

感受性の高い B.cere仰を用いていないこと，また検出

用培地が AGsでは感度の低い SD培地であることが考

えられる.

一方，個別検査法の試験操作は日常検査で用いるには

非常に繁雑であるが，改良法の試験操作は簡易検査法と

ほぼ同じである. したがって，改良法は検出感度もほぼ

満足できるものであり，試験操作も簡易であることから，

日常検査法として実用性が高いと考えられる.

結論

動物性食品中の残留抗生物質の個別検査法の改良を目

的に，その微生物学的検査法の基礎的検討を行った.対

象とした抗生物質は，動物用医薬品として汎用されてい

る14種類であり，これらについて試験法，試験菌，抗生

物質検出用培地などを整理し，次の結果を得た.

1 )単層培地・ディスク法は二層培地・円筒法に比べ

て検出感度は同等もしくは高く，試験操作も簡易であっ

た.

2 ) B. cereus， B. subtilisおよびM.luteusの3試験菌

は，そのいずれかが個別検査法に用いられている試験菌

とほぽ同等の感度を示した.

3) AM 1培地， AM 2培地および SD培地は TCs，

MLs， PCs， NB， CPの検出感度に大差なかったが， SD 

培地は前 2者に比べて AGsの検出感度が低かった. AM 

2培地は AM1培地に比べて TCs，AGsの阻止円が明瞭

であった.

4 )検出感度は検出用培地の pH値により異なった.

すなわち， pH6.0で， TCs， PCs， NBカ" pH8.0で AGs，

MLsがより高い感度を示した. CPは pHの変動により

検出感度に差は認められなかった.

5 )著者らが考案した改良法，すなわち B.cereus， B. 

subtilis， M. luteusの3試験菌を用い， AM2培地を検出

用培地として単層培地・ディスク法で行う方法は，試験

操作が簡易であり，検出感度は個別検査法と同等もしく

はそれ以上であった.
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高速液体ク口マトグラフィーによるウナギ中のオキソリン酸，

ナリジクス酸，ピ口ミド酸の同時定量法

堀井昭三*，門 間千枝*，松本昌雄*

High-performance Liquid Chromatographic Method for the 

Simultaneous Determination of Oxolinic， Nalidixic and 
Piromidic Acids in Eel 

SHOZO HORII*， CHIE MONMA * and MASAO MATSUMOTO* 

Oxolinic acid (OA)， nalidixic acid (NA) and pirorr刈 icacid (PA) are synthetic antibacterial agents 

widely used in human and piscine medicine. We h'ave improved a simple， rapid and accurate analytical 

method for the residual contents of these compounds in eels using a cartridge clean-up column. The recove-

ries of OA， NA and PA from eels spiked at a level of 0.2 ppm were 81.8， 82.5 and 77.8% respctively， with 

coefficients of variation of 2.1 -4.8 %. And those at a level of 1. 0 ppm were 93.4， 89.8 and 79.4 % respec-

tively， with coefficients of variation of 1. 2-2.1 %. The method has been successfully applied to the analysis of 

commercial eels. 

Keywords : oxolinic acid， nalidixic acid， piromidic acid， quinolones， eel， high-performance liquid chromatography 

オキソリン酸 (OA)，ナリジクス酸 (NA)，ピロミド

酸 (PA)はいずれも活性中心に 4・pyridone-3-carboxylic

acidの部分構造を持ち，ピリドンカルボン酸系もしく

はキノロン系抗菌剤(キノロン剤)1)と言われている合

成抗菌剤である.これらキノロン斉IJは，ヒトのグラム陰

性菌感染症の治療に用いられるほか，水産用医薬品とし

て，ウナギのひれ赤病，マス類のピブリオ症等の治療に

用いられている.

ウナギやマス等に残留するキノロン剤の分析法につい

ては，厚生省通知の「畜水産食品中の残留物質検査法」

第2集の 52)と73
)(公定法)に示されているほか多く

の報告4-6)があるが，いずれも個別分析法であるため，

三種のキノロン剤を定量する場合には，操作も煩雑であ

りかっ時間も要する. しかし，これまでこれら三剤の同

時定量法は，春日ら7)の報告をみるに過ぎなかったため，

著者らは先に同時定量法を確立し，報告した8) 今回抽

出精製操作を簡略化すると共に，改良をほどこし，さら

にこの方法を市販の活鰻の残留分析に適用した.

実験材料および方法

1 試薬および標準品 OA， NA， PAはそれぞれ田辺，

第一，大日本の各製薬会社から分与されたもの，その他

の試薬はいずれも市販の特級品を使用した.

2 装置 ホモジナイザーはウルトラトラックス IKA 

WERK社を，高速液体クロマトグラフィー (HPLC)は

本体 TRIROTAR VI，紫外検出器 UVIDEC 100VI， 

オートサンプラー AS-L350以上日本分光工業.デー

ター処理装置 CR-3A島津製作所を用いた.

3 HPLC測 定 条 件 カ ラ ム NucleosilC 18 5μ 

(4.6mm手X250mm)カラム温度35
0

C 流速0.8ml/min

移動相0.02Mクエン酸 (O.OlM臭化テトラブチルアンモ

ニウム含有) :アセトニトリル=6:4 測定波長

254nm (0 -10min)， 280nm (10 -15m川 0.02a.u.f.s

注入量10μlで行った.

4 分析方法細切した試料 5gを沸騰水浴上 5分間加

熱後アセトニトリル20mlを加えホモジナイズし，

3000rpm 5分間遠心した.沈澱物はさらに同様な操作を

もう 1度くり返し，上清を合せた後，突i弗防止のため 1

*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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ープロパノール10mlを加え，溶媒を留去した.残溢を

1%トリクロル酢酸溶液10mlに溶解させ，ボンドエ

ルート C18 (200mg)カートリッジカラム (B.E) に保

持させ，水 5ml， 10%アセトニトリル 2mlでカラムを

洗浄後，アセトニトリル 5mlで溶出させ，溶媒留去後，

残i査を移動相 1mlに溶かし HPLC試料とした (Fig.

1. ). 

5 添加回収実験 キノロン剤不含のウナギ筋肉 5gを

細切したものに，キノロン剤を各々 1μg(0.2ppm 添

加)及ぴ 5μg( 1 ppm 添加)を加えた後，前述分析方

法により操作を行った.

6 試料 1986年7月都内の活魚、庖で購入した養殖ウナ

ギ 7検体を分析に供した.

結果と考察

B.E カラムからの溶出 OA， NAはアセトニトリ

ル 3mlにより， PAは 4mlで溶出が完了するところか

ら溶出にはアセトニトリル 5mlを使用した (Fig.2.).

検量線 OA， NA 5 -25ng， PA 1O-50ngを用いて検

量線を作成したところ，ほぽ原点を通る直線が得られた

(Fig. 3.). (r =0.99， n = 7 )検出限界はいずれも

0.5ng (0. 0025a. u.fふ)であった.

38， 1987 報年研

evaporate to dryness 

Residue 

dissolve (1もTCA10ml) 

pass through Bond Elut C18(200mg) cartridge 

wash (water 5ml，10もMeCN2ml) 

elute (MeCN 5ml) 

evaporate to dryness 

dissolve (mobile phase 1ml) 

HPLC 

Fig. 1. Analytical Method for OA， NA and PA in Eel 
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Fig. 3. Calibration Curves for OA， NA and PA 

添加回収率添 加回収率は 0.2ppm添加の場合，

OA81.8， NA82.5， PA77.8 (%)であり，変動係数は

4.8， 2.2， 2.1 (%)であった.一方， 1.0ppm添加で

はそれぞれ， 93.4，89.8; 79.4 (%)，1.2，2.0，2.1 

(% )であった (Table 1.). 

Table 1. Recovery of OA， NA and PA from Eel 

Recoveries (mean， %)， c. v. ( % ) 

)
-
g
b

一
/一σb-μ

一
Z

O

-

-

-

ボ一

0

1

a
L
-

A
u
-

A
U

一
A
一

OA NA PA 

81.8，4.8 82.5，2.2 77.8，2.1 

93.4，1.2 89.8，2.0 79.4，2.1 

n = 5， C. V.; coeffici巴ntof variation 

HPLC条件の検討移動相におけるクエン酸濃度や

クエン酸溶液とアセトニトリルの割合および、カラム温度

について検討した結果，前述測定条件において再現性，

ピーク形状等が最適であった.

養殖魚への適用 本法を実験材料で述べた試料に適用

したところ，いずれの検体からもキノロン剤は検出され

なかった.

公定法では OAとNAはHPLCで定量するのに，発ガ

ン性や爆発性のあるジアゾメタンを用いてメチル化を

行っているが，人体に有害な試薬を使用するのは問題で

ある.又， PAはメチル化はしないが，操作が煩雑であ

る. OA， NA は254nm付近にPAは280nm付近に強い吸

収があるため，同一波長で測定した場合感度が悪い.堀

江ら 9)はUV検出器に蛍光検出器を直列につなぎ蛍光測

定も合せて行うことにより，春日ら7)は試料量と注入量

を多くすることにより感度不足を補っている.本法は，

前報8)同様タイムプログラム法を行うことにより，多量

の試料を用いることもなく，又他の検出器を併用するこ

ともなく，感度および再現性よく分析可能であった.

今回著者らは，先に報告した方法の抽出精製操作を簡

略化すると共に HPLCカラムおよび移動相についても検

討を加え，全操作に要する時間を前報に比較し約1/3に

短縮した.この理由は抽出精製のさい，液々分配をくり

返す代りに B.E カートリッジカラムを使用したことに

よる.カートリッジカラムについても干重々の製品を主食討

したが， B.E C18 (200mg)が回収率，再現性とも良好

であった.

公定法の回収率は OAが80-90% (0.4ppm 添加)， 

NAが80% (0.4ppm添加)， PAが87.1% (1 ppm 添加)

であり，今回著者らが報告した方法は十分実用化可能で

あると思われる.

なお，本法を用いて，実態調査も合せて行ったが， 1 

例の残留も認められなかった.これは検体数および対象

魚種が少なかった為と思われるので，今後は魚種，検体

数共増加させて検討したい.

謝辞 本実験を行うにあたり，試料買上に御尽力いた

だいた東京都衛生局食品監視課の各位および標準品を分

与された田辺，第一，大日本の各製薬会社に深謝致しま

す.
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Micrococcus luteus突然変異株による抗生物質検出系の開発

金西信次*，神保勝彦 * * ， 橋 本 常 生 * * *

An Improvement on the Antibiotic Bio-assay Systems by Segregation of 

Micrococcus luteus Mutants， 

NOBUJI KANANISHI*， KATSUHIKOJINBO**and TSUNEO HASHIMOTO*** 

Keywords : Micrococcus luteus，突然変異株 mutant，バイオアッセイ bioassay，ペニシリン penicillin，エリスロ

マイシン erythromycin.

畜水産食品中に残留する抗生物質を分別同定するには，

厚生省が通知した「畜水産食品中の残留物質検査法 第

1集の 3Jに収載される方法1)があるが，操作法が繁雑

である.桐谷らは Micrococcusluteus A TCC 9341 (A TCC 

9341と略)， B日cill附 subtilisA TCC 6633， Bacillus cereus 

var. mycoides ATCC 11778の各寒天平板上に，抗生物質

をしみ込ませたパルプディスクを載せて培養し，試験菌

株の感受性パターン，並びに試料溶液の pHの差による

抗菌力の変動パターンから，単剤の抗生物質を系統別に

推定する検査法を開発した2)

さらに神保らはこ剤以上が混合している場合における，

マクロライド系，テトラサイクリン系，およびアミノグ

リコシド系の抗生物質を分別推定する検査法を開発し

た3) すなわち (1)クロロホルム抽出によりサルファ剤，

マクロライド系を分離し， (2) SEP-PAK ClOカートリッ 1

ジ吸着，メタノール溶出によりテトラサイクリン系，ペ

ニシリン系を分離後，さらに (3)ベーカー10SEPカラム

COOH型に吸着，リン酸緩衝液溶出によりアミノグリコ

シド系抗生物質をそれぞれ分離し，桐谷らの方法と組み

合わせる事によって分別推定した.

これらの方法に関して，次の点が問題となった. (1) 

桐谷らの検査法の中で， ATCC 9341はペニシリン系およ

びマクロライド系抗生物質に共に感受性を示し，この方

法のみでは識別できない. (2)神保らの方法によって分

離検出することが可能であるが，多数の検体を同時に処

理する必要性から，より簡便な方法の開発が望まれる.

今回我々は， ATCC 9341からペニシリン抵抗性，お

よびエリスロマイシン抵抗性の突然変異株を分離し，ペ

ニシリン系とマクロライド系抗生物質を分離操作を行わ

ずに，直接バイオアッセイ法によって単剤ならびに混合

剤を識別し得る系を開発した.

なお， ATCC 9341は，紫外線， N.methyl.N' -nitro-N-

nitrosoguanidine (MNNGと略)等の突然変異誘発剤に

より突然変異を誘起させることは困難であった.この菌

は，Esc heric h ia col i等で報告されている SOS修復系によ

る突然変異誘発機構4)を欠いているものと考えられる.

そこで我々は， ATCC 9341に対して抗生物質の濃度を

徐々に増加させて培養し，これを MNNGで処理するこ

とによって突然変異株を分離した.

実験方法

試薬 penicillin-G (1595U / mg， Sigma， PCGと略)，

erythromycin (936μg/mg，大日本製薬， EMと略)， 

spiramycin (1007μg/mg，協和発酵工業， SPと略)， 

kitasamycin (980μg/mg，東洋醸造， KTと略)，

oleandomycin (850μg/mg，台糖ファイザー， OMと

略)， ampicillin (Sigma， ABPCと略)， MNNG (岩井化

学薬品)

培養条件 Micrococcω luteusATCC 9341および分離し

た突然変異株は，感受性測定用ブイヨン(日水製薬，

STB培地と略)，感受性試験用感性ディスク用培地 N

(日水製薬， SDAN平板培地と略)を用いて， 30'Cで静

置培養，あるいは L字管を用いて振鼓培養した.

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3一24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

**同生活科学部乳肉衛生研究科

***現同生活科学部乳肉衛生研究科
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突然変異株の分離 ATCC9341はL字管を用いて

STB培地で培養.増殖を抑制しない濃度の PCGを添加.

0.01から0.05U/mlまで徐々に PCG濃度を上げながら

培養した. 0.05 U/mlのPCGの中で増殖する菌をリン

酸緩衝液で洗浄， 0.4 ml (約108個)の菌液に 1mg/ml 

のMNNG，0.1 mlを加え， 30分間室温で静置した.希

釈・遠心分離により MNNGを除き， STB培地で菌数が

10倍以上になるまで培養， 0.05 U/mlの PCGを含む

SDAN平板培地の上に接種した.生じたコロニーを分離

し， PCG無添加培地で培養後，さらに PCGに抵抗性で

あることを確かめるために，最小発育問止濃度 (MIC

と略)を測定し， MIC値の大きい株を PCG抵抗性突然

変異株とした.

EMについても同様に0.01から0.05μg/mlの濃度で

培養後， MNNG処理.その後コロニーを分離し， MIC 

値の大きい株を EM抵抗性突然変異株とした.

増殖曲線 L字管を用いて STB培地に適当な濃度の

抗生物質を添加して培養し，経時的に660nmの波長の

光で濁度を測定した.

最小発育阻止濃度の測定 MICの測定は日本化学療

法学会の方法的に準拠して次の二法を用いた.

(1)寒天平板希釈法:2倍希釈法で濃度を調整した抗

生物質 (PCG0 -1.0 U/ml， EM 0 -10μg/ml)を添

加した SDAN平板培地に， 37.C， 20時間静置培養した

新鮮培養菌を生理食塩水で100倍希釈し，その菌液を

multi-inoculatorで接種した. 36時間培養し，菌の増殖
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が阻止された平板の抗生物質の最小濃度を MICとした.

(2)ディスク法:121.C， 15分間高圧滅菌し， 50.Cに保

温した SDAN培地に， 1夜静置培養した菌液を混ぜ，

8 mlずつシャーレに分注し，平板を作る.菌は最終濃

度約106個〆ml. 平板上に適度な濃度の抗生物質を 2倍

希釈法で希釈し，浸み込ませた一連のパルプディスク

(径10mm)を載せて培養し，菌の増殖が阻止された径

12 mm以上の阻止円を観測し MICとした.

結巣

突然変異株の分離 (1)PCG抵抗性株:増殖中の

ATCC 9341株に，紫外線並ぴに MNNG等の突然変異誘

発斉IJを用いて突然変異を誘起させ， PCG抵抗性株の分

離を試みたが， PCG抵抗性株は得られなかった.自然

突然変異による PCG抵抗性株も分離できなかった.

そこで培養液に PCGを加えて培養し， PCGの濃度を

徐々に高めて培養した.その場合の菌は0.05U/mlの

PCGが添加されていても増嫡することができるが，一

度 PCG無添加培地で培養すると，最初の感受性に戻っ

てしまう.この0.05U/mlの PCG中で増殖する菌に

MNNGを作用させることによって，初めて PCG添加平

板培地上に増殖するコロニーを得ることが出来た.

分離したコロニーの菌株は， PCG無添加培地で培養

し， MIC浪IJ定法により菌株の PCG発育限止濃度を測定

し， PCG発育阻止濃度の高い菌株4種を PCG抵抗性突

然変異株とした (PCR6， 7， 12， 15). 

(2)EM抵抗性株:同様な操作によって 6穫の菌株を得

b 
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図 1.a) ATCC 9341株ならびに， b) PCG抵抗性突然変異株 PCR7に対する PCGの増殖阻害効果

図中の数字は PCG濃度 (U/ml)
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図2. a) ATCC 9341株にならびに， b) EM抵抗性突然変異株EMR8対する EMの増殖阻害効果

性株PCR7のPCG添加時の増殖曲線である.0.05 U/ 

mlのPCGでも増殖することが出来た.

図 2a)， b)はPCGと同様にして得た EM添加時の

ATCC 9341とEM抵抗性株EMR8の増殖曲線である.

ATCC 9341株が増殖することが出来ない EM濃度0.1μ
g/mlで，抵抗性株EMR8は増殖することが出来た.

図3は図 1a)， b) およびその他の PCG抵抗性突然

変異株の増殖曲線から得たデーターから作図したもので

ある.各々の株の PCG無添加時の濁度が10倍になるの

に要した時間と同じ時間，種々の濃度の PCGを添加培

養した時の増加倍数を，その濃度に対してプロットした

た (EMR4， 8， 14， 30， 67， 109). 
なお，これらの抵抗性株は，抗生物質無添加培地で，

10回以上の継代培養を行っているが，この間，抵抗性は

失われず安定であった.

抗生物質による増殖能阻害の測定種々の濃度の

PCGをSTB培地に添加， L字管で権養，濁度を測定し

て増殖曲線を描いた.図 1a)には ATCC9341の場合を

示す.接種した時の濁度を 1として相対的な濁度で示し

である.0.05U/mlのPCGを加えて培養したときは，

濁度は 2倍になる.すなわち菌は 1回は分裂する. しか

しそれ以上の分裂は出来ない.図 1b) は， PCG抵抗

内
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図4.ATCC 9341株及びEM抵抗性突然変異株に対する

EMの増殖阻害効果，図中の数字は EM抵抗性突

然変異株の番号

図3.ATCC 9341株及びPCG抵抗性突然変異株に対す

るPCGの増殖阻害効果
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ものである.すなわち ATCC9341株と 4つの突然変異

株との増殖に対する PCG抵抗性の程度を比較すること

が出来る. PCG抵抗性突然変異株は， ATCC 9341株に

比べ明らかに PCG抵抗性を示す.

図4は同様にして図 2a)， b) およびその他の EM抵

抗性突然変異株の増殖曲線から得たものであり， ATCC 

9341株と 6つの突然変異株との EM抵抗性の程度を比較

したものである.図 3における傾向と同様;に， EM抵t克I

性突然変異株は， ATCC 9341株に比べ明らかに EMに対

する抵抗性を示す.

突然変異株の PCGとEMに対する感受性の比較 図

5は，寒天平板希釈j去により， ATCC 9341と4種の

PCR系の株， 6種の EMR系の株の， PCGとEMに対す

る MICを調べたものである. ATCC 9341は， PCGと

EMの双方に対して感受性である. PCR系の株は， PCG 

に抵抗性であるが， EMには ATCC9341と同様に感受性

である.一方 EMR系の株は， EMに抵抗性であるが，

PCGについては， ATCC 9341と同様に感受性である.

突然変異株の抗生物質感受性スペクトル 図6はATCC

9341とPCR系の株 PCR7， EMR系の株 EMR8につい

て， 6つの抗生物質に対する感受性スペクトルを，ディ

スク法で調べたもので， MICにより各々の株の抗生物

質に対する感受性を比較した.現在，食肉，水産食品に

多用されている抗生物質的のうち，ペニシリン系として

PCGとABPCを，マクロライド系として EM，SP， KT， 

OMを各々用いた.

ATCC 9341株は，用いたペニシリン系，マクロライド

系の全ての抗生物質に感受性であった. PCR 7株は

PCGとABPCに抵抗性を示し， EM， SP， KT， OMには

感受性であった. EMR 8株は EM，SP， KT， OMに抵

図5. PCGならびに EMに対する ATCC9341株及び突

然変異株の MICの比較

抗性を示し， PCGとABPCには感受性であった.他の

PCR系及び， EMR系の突然変異株は，各々 PCR7， 

EMR 8と同様の感受性スベクトルを示した.

PCG， EMおよびその混合物の検出 MICディスク法

により PCG，EMあるいはその混合物を検出し，その結

果を図 9の写真に示し，表 1の上段に要約した.すなわ

ち検体の中に PCGのみが入っていれば，野性株 ATCC

9341は感受性であるので，阻止円が形成され検出される.

そして EMR8株も， PCGに対しては感受性であるから，

ATCC 9341と同様に PCGを検出することが出来る. し

かし PCR7は検出できない. EMに対しては， ATCC 

9341とPCR7が感受性を示し， EMR 8株は感受性を示

さない.さらに PCGとEMの両者が混入されていれば，

ATCC9341， PCR 7とEMR8の三種の株に阻止円が検

出される.すなわち，ペニシリン系とマクロライド系，

あるいはこの 2系統の抗生物質が混合されているか否か

も識別することが可能である.

考察

バイオアッセイ系について 我々が分離した PCGあ

るいは EM抵抗性の株と ATCC9341の3種の株を使う

ことによって，表 1上段の検出パターンより，ペニシリ

ン系とマクロライド系をそれぞれ識別することが出来，

さらにペニシリン系とマクロライド系が混合しているか

否かも判定することが可能である.

一方我々の方法とは異なって，感受性株を分離する方

法も考えられる.表 1の下段に示すように，抵抗性突然

変異株を用いた場合と同様に各々を識別することが出来

る. しかし感受性株は分離が一層困難であると共に，復

帰突然変異が起きたり，汚染等により抵抗性株が混入し

た時には，抗生物質の識別が困難になってしまう.

2日
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図6.MICによる ATCC9341株及び突然変異株 PCR7 

ならびに EMR8の抗生物質感受性スペクトル

PCG : 1.6μg/ml， ABPC: 1μg/ml， 
EM: 20μg/ ml， SP: 100μg/ml， 
KT: 50μg/ml， OM: 50μg/ml 
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図7. PCG， EMおよびその混合物の検出

その点 M.luteus A TCC 9341は，ペニシリン系とマク

ロライド系抗生物質に感受性でありながら，これらの物

質に抵抗性の自然突然変異はほとんど起こらず，紫外線，

MNNG等の突然変異誘発剤により突然変異を誘起させ

ることも困難で，極めて安定な株である.またこれから

分離したペニシリン系並ぴにマクロライド系にそれぞれ

抵抗性の突然変異株をもちいたバイオアッセイ系は，た

とえ復帰突然変異，あるいは汚染により感受性菌が一部

に混入しでも，抗生物質の識別には支障をきたさない.

その混合した菌の中から抵抗性株を分離することも容易

である.また感受性株 ATCC9341に我々が分離した抵

抗性株が混入しても，全ての株は ATCC9341株より増

殖速度は遅いことから感受性株を再分離することも可能

である.このことは，この菌の取扱にそれほど習熟して

いない場合でも，このバイオアッセイ系を実際の検査に

応用することが出来ることを意味し，感受性株を使用す

るような他の系より一層良好な系といえる.

また我々の系では， まず第 1の段階で ATCC9341を

用いてペニシリン系並ぴにマクロライド系が入っている

か否かを検査し，入っていれば第 2の段階で PCR系及

びEMR系の菌を用いて検出すればよい.表 1下段の系

の場合は， 2種の菌の使用のみでよいが，初めから感受

性株 PCG(s) とEM(s)の2種の株を用いなければな

らない.食品検査等において，混入している抗生物質に

ついて予想がついている場合はよいが，抗生物質の予想、

がつかない多くの検体を処理する場合には， 2段階で調

べたほうがより確実な結果が得られるものと考えられる.

図 6， 7において PCR7， EMR 8のデーターを示し

たが，他の抵抗性株も同様に使用することが出来る.

突然変異誘発について 我々は増殖中の M.luteusに

は，紫外線，並びに MNNG処理により突然変異を誘起き

表 1. PCG， EMおよびその混合物の検出

wild(s) 

(ATCC 9341) 

PCG(r) 

(PCR 7 ) 

EM(r) 

(EMR 8 ) 

wild(r) 

PCG(s) 

EM(s) 

PCG PCG + EM EM 

+ + + 

+ + 

+ + 

+ + 
+ 十

本文参照. +は阻止円の検出をあらわす.

せることが出来なかった.これはこの菌 PCG耐性にな

るような遺伝子，例えばs-ラクタマーゼの産生遺伝子

等が，本質的に欠けているか，あるいは M.radiodurans7，8)

や HemoPhilusinflueηzae9)と同様に， E. coli等で報告さ

れているような sos修復系による突然変異誘発機構4)を

欠いているものと考えられる.これらの菌は組換えに

よって突然変異を起こすと考えられている.そこで前

もって抗生物質を添加して培養し，一時的な抗生物質耐

性の状態を作ってから， MNNG処理をして突然変異株

を分離した.この場合，菌体内に R因子様の物質が蓄積

し，その物質が DNAを含んでいれば，この DNAと菌

の染色体 DNAとの問で組換えを起こして，抗生物質耐

性突然変異株が得られたものと考えられる.

要約

畜水産食品中に残留する抗生物質を分別同定するため

に，Micrococc削 luteusATCC 9341株より PCGとEMに

抵抗性の突然変異株を分離した.このバイオアッセイ系

を使うことによって，ペニシリン系とマクロライド系を

それぞれ識別することが出来，さらにペニシリン系とマ

クロライド系が混合しているか否かも判定することが可

能である.

謝辞 論文執筆にあたり討論に加わって戴いた都立ア

イソトープ研究所渡部真博士に深謝致します.
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で一定量とし試験溶液とした.

5. GC測定条件

①10% SE.30.GaschromQ 80 -100mesh 

3.2mmX1.5m 

温度:カラム240。注入口，検出器270。

N2流量 :60ml/min 

②Diasolid ZF. 1 80-100mesh 3. 2mm X 1. 5m 

温度:カラム2W 注入口，検出器2400

N2流量 :40ml/min 

③10%FFAP-GaschromQ 80-100mesh 

3.2mmX2.1m 

温度:カラム220。 注入口，検出器2500

N2流量 :50ml/min 

試験溶液の脂肪酸組成を前記の条件で測定し，標準脂

肪酸の保持時間と比較して同定した.定量値はピーク面

積法により同時に作成した0.1-1.0mg/gの検量線から

求めた.

結果及び考察

1.分析法の検討

1) GCカラム充填剤 GCによる脂肪酸の分離は，

エルカ酸を中心に炭素数16以上の脂肪酸も同時に測定で

きる条件を検討した.

10%SE-30では18:1， 18: 2， 18: 3は重なり測定

不能で、あったが，エルカ酸は22:0， 22: 5と良く分離

し他の脂肪酸とも重なり合わなかった. したがってエル

カ酸のみを目的とした場合は10%SE-30で測定可能で

あった(図 1). Diasolid ZFでは18: 3と20:1，エル

カ酸と 20: 4は重なったが他の脂肪酸の分離は良好で

あった. 10%FFAPでは18:0と18:1， 22: 0とエル

カ酸の飽和脂肪酸とモノエンは分離不能であったが， 18 

: 3， 20: 4， 20: 5， 22: 5， 22: 6及ぴ 24: 0の

分離は良好であった.他に 5%OV-17も検討したが飽和

と不飽和脂肪酸が分離不能であった. したがって10%

SE・30，Diasolid ZF及び10%FFAPを使用した.なおエ

ルカ酸の分析に BHA，BHT及び αートコフェロールは

妨害しなかった.

2 )メチル化硫酸・ベンゼン・メタノール溶液の比

率は基準油脂分析試験法的にしたがった.少量試料の分

析のため硫酸・ベンゼン・メタノール溶液の使用量を検

討した.油脂 0.5gを取り硫酸・ベンゼン・メタノール

溶液を 1O-50ml加え各々メチル化し，本法により分析

したところ，30mlで最大の回収率を得た.これは30ml

未満ではメチル化率が悪く ，40ml以上ではメタノール

量が多くなるため，石油エーテル抽出時の回収率が悪く

'
D
C
，G
 

a 

e 

f g 
i J k 

。 16 24 

保持時間 (分)

32 8 

図1.脂肪酸メチルエステルのガスクロマトグラム

a=16:0 b=18:1 c=18:2 d=18:3 
e = 18 : 0 f = 20 : 5 g = 20 : 1 h = 20 : 0 

i = 22 : 5 j = 22 : 1 k = 22 : 0 

充填剤:10%SE-30-Gaschrom Q 

なったものと思われる. したがって30mlでメチル化を

行うこととした.

メチル化時間は0.5-2.5時間まで30分ごとのメチル化

率を検討したところ， 1. 5時間以上で100%に達したため

2時間を採用した

3 )添加回収実験大豆油にエルカ酸を 5，20， 50% 

となるように添加し，それぞれ 3回繰り返して回収実験

を行ったときの平均回収率は92-94%であった.

2.エルカ酸含有量

1 )食用植物油 60年に市販されていた国産菜種油，

外国産菜種油，からしな油，大豆油，綿実油，オリーブ

油， とうもろこし油，ごま油，サフラワー油，米油，椿

油及び調合油合計49体，また61年に市販されていた国産

菜種油，外国産菜種油及ぴ調合油合計14検体，総数63検

体を調べた.

(1) 菜種油 菜種油中のエルカ酸含有量は表1に示し

たとおりであり，全ての検体から検出した.国産菜種泊

中のエルカ酸は60年度については10検体から0.6-57%

平均30%，61年度は 7検体から30-48%平均39%と高濃

度で検出した. 17検体中15検体が20%以上であり 60年 2

月に提示された日本油脂協会の自主基準をはるかに上ま

わるものを検出し，自主基準の提示された一年後もエル



東京衛研年報 38.1987 193 

表1.菜種油中のエルカ酸含有量

試 料 調査年度検体数 ND-1 -2 -5 -10-20-3ο-40 -50 -60%平均(%)最高(%) 

国産菜種油 1 1 4 1 2  

133  

57 

48 

7.4 

14 

n
u
t
i
n
u
-
-

p
n
v
p
n
v

内

h
u
p
n
v

日
U

ワ

t

ハ
り
つ
ム

噌
E
E
A

外国産菜種油 2 1 2 

1 30 

39 

2.7 

13 

ND: 0.1%未満

2 

カ酸含有量に変化はみられなかった.国産菜種油は改良

されない従来の品種の菜種を用いているためと思われる.

一方外国産菜種油については60年度に 6検体から0.7-

7.4%平均2.7%. 61年度には 2検体から 11%と14%検

出した.国産品に比較して含有量の少ないものが多いが，

5%を上回るものもみられた.これは近年カナダ，欧州、|

共同体 (EC)等で低エルカ酸菜種が栽培されるように

なったためであり，またエルカ酸が比較的高濃度で検出

されたものは，規制のない固から菜種油が輸入されてお

り10)，それが品種改良されていないものであったため

と推察される.

また10%以上のエルカ酸を検出した菜種油は，健康食

品コーナーでビタミン Eが多いため成人病予防に良いな

どとして売られていたものである.この高エルカ酸菜種

油の脂肪酸組成の一例を示すと 16:0 3.8%. 18: 1 

17.4 %. 18: 2 14.6 %. 18 : 3 8.1 %. 20: 1 

11. 4 %. 22: 1 44.7 %であった.このような高濃度の

エルカ酸含有菜種油が日常の食用油として使用された場

合，エルカ酸を過剰に摂取する危険性がある.

(2) 菜種調合油 菜種調合油のエルカ酸含有量を表 2

に示した.菜稜袖含有表示のあるサラダ油では. 60年度

に13検体から0.1-6.0%平均0.8%のエルカ酸を検出し

た.そのうち 1検体は6.0%と比較的高い値を示した.

61年度には 5検体から0.4-0.9%平均0.6%検出した.

菜種油含有表示のある天ぷら泊は 3検体から ND-

0.2%平均0.1%であった.なおエルカ酸含有量0.1%未

満を NDとした.菜種油の表示による混合割合が高いほ

どエルカ酸含有量は多い傾向を示した.

(3) その他の食用植物油 菜種と同じ十字花科植物の

からしなの油 1検体検査したところ3.8%であった.ま

た菜種油含有表示のないサラダ泊及びその他の植物油か

らはすべて検出しなかった.

2 )油脂製食品 油脂製食品中の油脂含有量及ぴ油脂

中のエルカ酸含有量を表 3に示した.とうふ油揚げは60

年度に16検体から ND-10%平均1.1%検出し. 1検体

のみ10%と高い値を示した.この検体は揚げ油に国産菜

種油を使用していた. 61年度には33検体から ND-

3.8%平均0.4%検出した.パイ，ビスケット 12検体か

ら0.1-5.5%平均1.6%検出した.このうち 9検体は18

: 2. 18: 3が少なく 20:5. 22: 5. 22: 6があるこ

とから部分水添魚油と推察され. 1検体から5.5%の比

較的高い値が得られた.スナック菓子45検体から ND-

3.3%平均0.2%検出した.揚げせんぺい22検体，かり

んとう 5検体，即席めん 9検体，食ノTン2検体，フライ，

コロッケ 3検体， ドレッシング19検体及ぴカレールウ15

検体のそれぞれの平均値は0.1-0.4%であった.マ一方、

リン19検体から ND-2.2%平均0.4%検出し，このう

ち2.2%. 1.6%の2検体は部分水添魚油と推察された.

まとめ

1.国産菜種油には，エルカ酸含有量の非常に高いも

のが多く，日本油脂協会自主基準の 5%を超えるものが

17検体中15検体もみられた.ことに健康にょいとして健

康食品庖で売られていた菜種油には，エルカ酸含有量が

57%のものもみられた.外国産菜種油は国産菜種油に比

表 2.菜種調合泊中のエルカ酸含有量

試 料 調査年度 検体数 ND -1 -2 -5 -10%平均(%)最高(%) 

サラダ油 1 0.8 

0.6 

0.1 

6.0 

0.9 

0.2 

60 

61 

天ぷら油 60 

ND: 0.1%未満

q

a

F

D

q

J

 

1
E
4
 

12 
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1 2 
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表 3.油脂製食品の油脂中のエルカ酸含有量

試 料 検体数 ND -1 -2 -5 

とうふ油揚げ(60年度) 16 1 14 

(61年度) 33 4 28 

ノfイ，ビスケット 12 7 2 

スナック菓子 45 33 11 

揚げせんぺい 22 20 1 

かりんとう 5 1 4 

即席めん 9 9 

食パン 2 2 

フライ，コロッケ 3 3 

ドレッシング 19 3 15 1 

カレールウ 15 13 2 

マーガリン 19 12 4 2 

ND : 0.1%未満

較しエルカ酸含有量は少ないが，自主基準を超えるもの

が8検体中 3検体あった.また菜種調合油からも6.0%

と比較的高い値を示すものがあった.エルカ酸は心臓障

害をはじめとして種々の臓器に影響を及ぼすといわれて

いることから，菜種油及ぴ調合油については公的な基準

を設定する必要があると考える.

2.油脂製食品中のドコセン酸には，菜種油由来のエ

ルカ酸と部分水添魚油由来のものとがある.その中でと

うふ油揚げ1検体から自主基準を超える10.0%のエルカ

酸を検出し，またパイ 1検体からカナダの規格基準を超

える5.5%のドコセン酸を検出した.このように子供が

多量に食べる菓子類の中から比較的高濃度でドコセン酸

が検出されたことは問題であり，菜種油のみならず二次

加工品中のドコセン酸の基準も設定する必要があると思

われる.

(本研究の概要は第22回全国衛生化学技術協議会1985

年10月で発表した.) 
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食品中の桂皮酸及び合成保存料の同時分析法

嶋村保洋*，石川ふさ子へ小川仁志*，二島太一郎*

Simultaneous Determination of Cinnamic Acid and Preservatives in Food 

by High Performance Liquid Chromatography 

Y ASUHIRO SHIMAMURAへFUSAKOISHIKA W A * 

HITOSHI OGA W A * andT AICHIRO NISHIMA * 

Keywords:桂皮酸 cinnamicacid，高速液体クロマトグラフィー highperformanc巴 liquidchromatography，保存

料 preservatives，ソルピン酸 sorbicacid，安息香酸 benzoicacid，パラオキシ安息香酸エステル p-hidro-

xybenzoate esters，デヒドロ酢酸 dehydroaceticacid 

まえがき

近年，食品添加物は，合成品から使用表示義務の無い

天然物質系へと移り変わってきていると言われてい

る1)-3) 保存性を高めるための物質についても，ソルピ

ン酸 (SOA)，安息香酸 (BA)，パラオキシ安息香酸エ

ステル類 (PHBA-Es)やデヒドロ酢酸 (DHA)等のい

わゆる合成保存料から，抗微生物作用を有するある種の

有機酸4)，アミノ酸5)や香辛料等6).7)に変化してきてい

る.桂皮酸は香辛料として使用される桂皮の主成分であ

るが，保存効果を持っていることが知られ6)ている.こ

の桂皮酸 (CA)は保存料の分析を行う際に検出される

場合があった.

食品中の CAの分析法は，紫外部吸収 (uv)及びガ

スクロマトグラフイー (GC)が一般的に用いられてい

る.また，食品中の合成保存料 (SOA，BA， PHBA-Es， 

DHA)の分析法についてもuv8
)，GC8).9)及び高速液体

クロマトグラフ10) (HPLC)法等の報告がある. しかし，

CA及ぴ各合成保存料の簡便な同時分析についての報告

が見当らない.そこで，これら CA及ぴ合成保存料等を

同時に分析する方法として，簡便かっ迅速性を備えた

HPLC法を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

市販のみそ， しょう油，漬物，つくだ煮，ソース，清

涼飲料水を試料とした.

2. 試薬

標準溶液の調製:桂皮酸，ソルビン酸，安息香酸，パ

ラオキシ安息香酸各エステル，デヒドロ酢酸各々100mg

を精秤し，水に溶解して100mlとしたものを標準原液と

した.標準原液を水又は0.1%りん酸溶液で適宜希釈し

たものを標準溶液とした.

試薬はいずれも市販特級品を用いた.

3. 装置

高速液体クロマトグラフ:島津製作所製 LC-5A型，

検出器:同社製 SPD-2 A型紫外分光光度計

4. 試験溶液の調製

衛生試験法注解8)の保存料の項に準じて，水蒸気蒸留

を行い，留液を0.45μmのメンブランフィルターでろ過，

ろ液を HPLC用試験溶液とした.

5. HPLCの測定条件

カラム:MCI GEL CK08S (塩酸で遊離酸型とした)

三菱化成工業製4.6φX250mm，移動相:0.1%りん酸，

流速1.0ml/min，温度:60.C (水溶中)，測定波長:

250nm 

結果および考察

1. HPLC条件の検討

1 ) 移動相の濃度

移動相のりん酸濃度を0.05-1%に変化させたところ，

いずれも CA，SOA， BA， PHBA-Es及びDHA相互の分

離は特に変化がみられなかった.そこで，カラムの劣化

防止及ぴ試薬の作り易さを考え0.1%りん酸を用いるこ

*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 Reseach Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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図1.カラム温度の違いによるクロマトグラム

A : 70'C. B: 60'C， C : 50'C， D : 40'C 
1 :ソルピン酸， 2 安息香酸， 3 デヒドロ酢酸， 4 

:桂皮酸， 5 パラオキシ安息香酸エチル， 6 パラオ

キシ安息香酸イソプロピル， 7 パラオキシ安息香酸ブ

チル， 8 パラオキシ安息香酸プロピル， 9 パラオキ

シ安息香酸イソブチル

吸

光

度

200 250 300 

波長 (nm)

図2. 各保存料の紫外部吸収スペクトル

1 一・ー ソルビン酸 ( 5μg/ml) 
2 一一安息香酸 (100μg/ml) 
3 一一 デヒドロ酢酸 (10μg/ml) 
4 一 一 桂 皮 酸 (10μg/ml) 
5 一一一 パラオキシ安息香酸エステル類(10μg/ml)

ととした.

2 ) カラム温度

カラムの温度を40-70'Cまで変化させた時の CA及び

各保存料の分離能を検討し図 1に示した.温度を上げる

に従い保持時間は早くなるが， CA及び各保存料相互の

分離には大きな影響はみられなかった.また，一定流量

を維持したときには，温度が高くなるに伴いカラム圧は

低くなることから，水浴の温度コントロールがしやすい

60'Cを選んだ.

表1.添加回収率

添加量 PHBA 

( g /kg) CA SOA BA 
.Et ーisoPr ーnBu -nPr -isoBu 

み そ 100 96.2 102.8 101.0 99.2 96.0 99.4 94.3 94.1 

1000 96.7 102.1 99.9 98.0 95.9 97.3 96.5 95.8 

つくだ煮 100 96.8 100.5 98.9 101.8 99.8 96.0 98.4 100.2 

1000 98.6 94.0 101.3 94.2 101.7 98.6 100.7 94.3 

清涼飲料水 100 94.5 102.7 97.5 99.4 95.1 96.3 97.3 99.2 

1000 101.1 94.0 100.7 95.0 97.2 98.0 95.1 96.0 

漬 物 100 98.4 102.6 101.8 96.5 94.3 94.3 97.4 95.1 

1000 97.2 94.3 98.5 95.2 95.8 96.9 101.5 96.7 

(単位:%， n=5) 
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図3.検出波長の違いによるクロマトグラム

A : 250nm， B: 260nm， C: 270nm， D: 280nm 

1 :ソルビン酸， 2 安息香酸， 3 デヒドロ酢酸， 4 

:桂皮酸， 5 パラオキシ安息香酸エチル， 6 パラオ

キシ安息香酸イソプロピル， 7 パラオキシ安息香酸ブ

チル， 8 パラオキシ安息香酸プロピル， 9 パラオキ

シ安息香酸イソブチル

3 ) 測定波長

CA及び各保存料標準溶液の0.1%りん酸溶液での紫

外部吸収スペクトルを図 2に示した.また，波長を250

から280nmまで種々変化させたときのクロマトグラム

を図 3に示した.図 2及び図 3より， CA及ぴ各保存料

の同時分析を行うときは，いずれの保存料に対しても良

好な感度が得られる250nmを，また CAのみを対象にす

るときは CAの極大吸収波長である275nmを用いること

とした.さらに本操作で適宜最適な波長を選ぶことによ

り，各保存料を選択的に高感度で分析できた.

2. 添加回収

あらかじめ，各保存料が検出されないことを確認した

食品に，各保存料を100mg/kg，1000mg/kgとなるよ

うに添加し，本法により添加回収実験をおこない，その

結果を表 1に示した.

3. 市販品への応、用

本j去を用いて市販品70種について， CA及び保存料を

分析したところ，漬物 8種から CAが，漬物及ぴつくだ

煮18種から SOAが，清涼飲料水 6種から BA， 5種か

らPHBA-Esが検出され， PHBA-Esはすべて BAとの併

用であった.また，特に妨害物質は認められなかった.

要約

前処理に水蒸気蒸留法を用い， HPLCによる桂皮酸を

含む各種合成保存料の分析法を検討した.

カラムに MCIGEL CK08S，移動相に0.1%りん酸溶液

を用い，水蒸気蒸留した留液を直接注入することにより，

特に妨害も認められず定量できた.

また，みそ，つくだ煮，清涼飲料水，j青物等に桂皮酸

及ぴ各保存料を100mg/kg，1000mg/kgになるように

添加した場合の回収率はいずれも94%以上であった.本

法による桂皮酸及ぴ各保存料の定量限界は，それぞ、れ

5 mg/kg， HPLCに要する分析時間は約40分であり，本

法は実用上十分適用できるものと考えられる.
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高速液体ク口マトグラフィーによる保存料の同時分析について
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Simultaneous Determination of Preservatives 

by High Performance Liquid Chromatography 
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Keyword:安息香酸 benzoicacid ，ソルピン酸 sorbicacid，デヒドロ酢酸 dehydroaceticacid，パラオキシ安息香

酸エステル p.hydroxy benzoate-ester，馬尿酸 hippuricacid，フルフラール furfural，ベンズアルデヒド benzaldehy-

de，ケイ皮酸 cinnamicacid，パニリン vanillin

緒 日

食品中の保存料は，従来より衛生試験法1)に基づく紫

外部吸収スペクトル法 (UV)，ガスクロマトグラフィー

(GC)によって分析が行われているが，これらの操作

法は多量のエーテル使用による引火等の危険，液々抽出

による分離精製等の繁雑な操作，その操作過程に長時間

を要すること等の難点がある.

近年，高速液体クロマトグラフイー (HPLC)による

簡便な分析法が種々報告されている2)3)4)5) 著者らは食

品中の保存料の検査を行ってきた中で共存物質による妨

害のために同定の難しいいくつかの例に遭遇してきた.

それらとの分離をできる限り可能にして更に簡便で多数

の食品の検査を可能にする方法として HPLCの応用を検

討した.その結果，グラデイエント法を採用することに

よって保存料のうち安息香酸 (BA)，ソルピル酸

(SOA)，デヒドロ酢酸 (DHA)，パラオキシ安息香酸

エステル類 (PHBA-Es類)の 8種の保存料が同時分析

できる良好な分析法が得られたので報告する・

実 験 方 法

1.試料

市販のワイン，清涼飲料水，漬物，味噌，チョコレー

トベーストを用いた.

2.試薬

1) BA， SOA， DHA， PHBA田Es類，フルフラール，

ベンズアルデヒド，ケイ皮酸:和光純薬工業側製試薬特

級

その他の試薬はすべて試薬特級を用いた.

2 ) 標準溶液の調製:BA， SOA， DHA， PHBA-Es 

類の各100mgを精秤し， 70%メタノール溶液でそれぞれ

溶解して100mlとした(各1000μg/ml).標準原液を適

宜水で希釈したものを標準溶液とした.

3 )クエン酸緩衝液:峯らの方法的に従ってクエン酸

6.94gとクエン酸ナトリウム6.18gを水に溶解し 11とし

た (PH4 ). 

3.装置

高速液体クロマトグラフ:日本分光 TRIROTAR-VI， 

検出器:日本分光 UVIDEC-100-VI，データ処理:島津

クロマトパック C-R3A，オートサンプラー:日本分光

AS-L 350 

4. HPLC操作条件

カラム:Finepak SIL C18 4. 6mm X 25cm (日本分光)， 

移動相A クエン酸緩衝液ーメタノールー水 (5: 40 : 

55v/v)，移動相B メタノール，グラディエント:15分

まで移動相A，15分から45分まで移動相A100%→70%，

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24ー 1

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

Auto 
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時間 0 15 19.5 45 55 70 分

U V 230 270 230 nm 

Fig.1. グラデイエントと検出波長のプログラム設定条

件

移動相A:クエン酸緩衝液ーメタノール 水

(5 : 40 : 55) 

B:メタノーJレ

移動相 BO%→30%，45分から55分まで移動相A70%，

移動相 B30%，流速:1. Oml/ min，カラム温度:室温，

検出波長:UV 230nm (0分→ 19.5分)， UV 270nm 

(19.5分→55分)，感度:32 X 10-2 AUFS，注入量:10 

μl 

グラデイエント条件と検出波長のプログラムの設定略

図を Fig.1に示した.

5.試験溶液の調製と測定

衛生試験法1)に基づいた水蒸気蒸留法に準じ，試料

50gを秤取し，塩化ナトリウム約80gおよびシリコン樹

脂適量を加えて15%酒石酸溶液で酸性としたのち，全量

を水で150-200mlとして水蒸気蒸留を行い留液を500ml

とした。その留液を十分に振とう混和後ろ紙ろ過し，ろ

液を HPLC用試験溶液とした.試験溶液を HPLCに注入

し同時に作成した検量線により定量した.

6.検量線の作成

BA， SOA， DHA， パラオキシ安息香酸エチル

(PHBA.Et)，パラオキ ツ安息香酸イソプロピル

(PHBA.iso.Pr )，パラオキシ安息香酸プロピル (PHBA.

n-pr )，パラオキシ安息香酸イソブチル (PHBA-iso・Bu)，

パラオキシ安息香酸ブチル (PHBA-n-Bu)について各々

2.5μg/ml， 5μg/ml， 10μg/ml， 25μg/ml， 50μ 

g/mlをHPLCで測定し，ピーク面積により検量線を作

成した.

実験結果および考察

1. HPLCの測定条件の検討

BA， SOA， DHA， PHBA-Es類のクロマトグラムを

Fig.2に示した.

分析に際しては，試料中の共存物質と各保存料の相互

2 

。 10 20 30 40 50 分

保持 11在 1m

Fig. 2. 保存料標準品の高速液体クロマトグラム

1 安息香酸 (BA) 2 :ソルピン酸 (SOA)

3 :デヒドロ酢酸 (DHA)

4 :パラオキシ安息香酸エチル (PHBA-Et)

5 パラオキシ安息香酸イソプロピル (PHBA-

iso-Pr) 

6 :パラオキシ安息香酸プロピル (PHBA-n-Pr)

7 パラオキシ安息香酸イソブチル (PHBA-

iso-Bu) 

8 :パラオキシ安息香酸ブチル(PHBA-n-Bu) 

各 10μg/ml

の分離が良く短時間内で測定することができ高感度に定

量できることが望まれる・そこでそれらの点を留意して

移動相，グラデイエントの条件，検出波長について検討

しfこ.

1 )移動相

BA及ぴSOAは，クエン酸緩衝液ーメタノールー水

(1:4:5v/v)で良好な RT，分離が得られることが

報告されている6) PHBA.Es類は，メタノールを増加し

ていくことによって良好な RT，分離が得られることか

ら，この 2種類の移動相を用いて BA，SOAとPHBA-

Es類を別々に分析していく方法を行っていた. しかし，

この方法は分析する目的物質が異なる度に別の移動相に

変えることになり，カラムの安定性等に問題が残されて

いた.この点を解決し， 8種の保存料の有無が同時に確

認できる手段としてグラディエント法が有効であると考

え，移動相の条件を検討した.

移動相Aについては， RT 5分以内に共存する種々の

'極性物質のピークが多数出現することから， BAのピー

クとの分離を考慮する必要があるため， BAのRTが8

-9分台になるようにした.またグラデイエントによっ

てメタノール量が噌加していく過程でクエン酸ナトリウ

ムの析出の危険が考えられたため，移動相A中のクエン

酸緩衝液の量を減少させた.すなわち，移動相Aの混合

比をクエン酸緩衝液 メタノールー水 (5 : 40 : 
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55v/v) とした.

移動相Bについては，当初メタノールー水 (5: 5) 

混合液を用いたところ，グラデイエント開始後10数分の

位置からベースラインが不安定となった.そこで移動相

Bはメタノールのみとすることにより安定したベースラ

インを得ることができた.ベースラインが不安定になる

原因は，メタノールの粘性に関係し，水との混和状態が

一定とならないことにあると考えられる7)

2 )グラディエントの条件

Fig.1で示したように移動相は 0分から15分までを移

動相A単独とし， 15分後から移動相Bを加えてグラデイ

エントを開始し， 45分までに移動相Aと移動相Bの%比

が70%と30%となるようにし，その後10分間その状態を

持続させるように設定した.

このグラデイエント法では，最後にクロマトグラム上

に出現する PHBA.n.Buの RTが50分近くになる. RT 

を短くするには，グラデイエント時間を短縮すること，

移動相Bの最終濃度を大きくすること等が考えられる.

しかし，いずれもベースラインの上昇が見られ，定量の

精度に影響をあたえることからベースラインが最も安定

する本グラデイエント条件を選択した.

3 )検出波長

BA， SOAについては，ほほ同じ感度で測定できる

230nmを検出波長とした6) DHAについては，吸収波長

が310nm及ぴ230nm付近にあるが， BAとSOAとの同

時分析を目的として，やや感度は下がるものの同じ

230nmを検出波長とした. PHBA-Es類については，主

な吸収波長が253nm付近にあるが，グラデイエント開

始後に253nmではベースラインが安定しないため，安

定なベースラインを保つ270nmを検出波長とした.な

お，検出波長を230nmから 270nmに切替える時点は，

ケイ皮酸ピークが出現した後とした.

すなわち， Fig.1に示したように O分から19.5分まで

を230nmとし， 19.5分以降を270nmに切替えるように

設定した.

以上のことから本条件では同時分析の所要時間は70分

を要するが， 8種の保存料の相互の分離は良く，特に

PHBA-Es類の分離はきわめて良好であった.

2.検量線

BA， SOA， DHA， PHBA-Et， PHBA-iso-Pr， PHBA-n-

Pr， PHBA.iso-Bu， PHBA-n-Buについて検量線を作成し

たが，いずれも原点を通る直線を示した. RTの変動係

数は0.12%から0.50%までであり，定量値の変動係数は

0.50%から3.73%と良女子であった.

Table 1.各測定法による定量値の比較

単位 μg/g 

試 料 保存料 uv GC HPLC 

清涼飲料水 BA 0.19 0.21 0.21 

BA 0.10 0.12 0.11 

BA 0.35 0.41 0.37 

PHBA 0.03 0.03 0.02 

ワイン SOA 0.09 0.09 0.09 

み そ SOA 0.48 0.48 0.48 

j責 物 BA 0.10 0.12 0.11 

SOA 0.62 0.60 0.60 

uv:紫外部吸収法， GC:ガスクロマトグラフ法

HPLC:高速液体クロマトグラフ法， BA:安息香酸

PHBA:パラオキシ安息香酸エステル類

SOA:ソルビン酸

12 

13 

。 10 20 30 40 50 7子

保持時間

Fig. 3. 保存料標準品と主な共存物質の高速液体クロ

マトグラム

1 フルフラール 2 : BA 3: SOA 

4 :ベンズアルデヒド 5 : DHA 

6 :ケイ皮酸

7 : PHBA-Et 8: PHBA-iso-Pr 

9 : PHBA-n-Pr 10: PHBA-iso-Bu 

11 : PHBA-n-Bu 12:ノfニリン

13 :エチルパニリン

各 10μg/ml
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3. UV法bZび GC法との比較

本 HPLC及び UVとGCとの各測定結果を Table1に

示した.市販食品の清涼飲料水，ワイン，味噌，漬物に

ついて含有保存料の定量値を比較したところ各測定値と

もよく一致した値が得られた.

4.妨害物の検討

これまでに多くの食品の検査を行ってきた中で， UV 

法では保存料の検出に妨害をあたえることが明らかな共

存物質について HPLCで検討し，そのクロマトグラムを

Fig.3に示した.本 HPLC法ではパニリン以外は共存物

質と分別でき，各保存料とも影響を受けることはなかっ

た.

1 )ケイ皮酸友びベンズアルデヒド

近年，ケイ皮酸は漬物等に合成保存料の代替として多

く使用され8)，またベンズアルデヒドは杏仁豆腐等に含

まれている.それらを衛生試験法に準じて過マンガン酸

カリウム (KMn04)により分解すると BAになり， BA 

添加と誤認される危険性がある.

ケイ皮酸については，実例として，たくあん漬の場合

に KMn04分解による UV法で BAとしてO.Olg/kg，

O.02g/kg検出されたが， HPLC法ではいずれも BAは

検出されずにケイ皮酸が検出された例が2件あった.

なお，ベンズアルデヒドは保存中に BAに分解するこ

とがあり，食品中にベンズアルデヒドが存在する場合に

は注意が必要で、ある.

2 )フルフラール

フルフラールはカラメルやビスケット等に含まれ，ま

た糖分を多く含む食品は水蒸気蒸留の際に生成され留液

に含まれる.フルフラールは270nm付近に極大波長が

あるため UV法による定性試験では BA，SOA及び

PHBA-Es類の存在を見逃してしまうことがある.本法

ではフルフラールと各保存料を明確に区別することがで

きた.

3 )パニリン

食品の香料として使用されるパニリンは，その UV吸

収波長が DHAと近似しているため，よく誤認される.

食品添加物として使用されているものはパニリンとエチ

ルパニリンで，これまでに食品中より検出したのはパニ

リンのみであった.パニリンの RTはFig.3に示したと

おり本条件で BAに近接しているのでパニリン含有食品

については UV吸収スペクトルによる定性試験の併用が

必要であった.

5.市販食品の応用について

UV吸収スペクトル法で定性不可能なもので本法で

分析できた例を Fig.4， 5， 6に示した.

1) BA及ぴ SOAを検出する漬物の例を Fig.4に示

した. UV法では SOAのスペクトルに BAが隠れてし

まい BAが検出できないが，本法では両者が分離でき分

析が可能となっている.

2 )清涼飲料水中に BA及び PHBA-n-Buが使用され

ている例を Fig.5に示した. PHBA-n-Buの含有が少量

であるために， UV法では定性不可能となるが本法では

PHBA-n-Buの定量が可能であった.

3 )チョコレートペーストにパニリンが含有された例

をFig.6に示した. UV吸収スペクトルでは一見 DHA

の存在が疑われるが，本法によれば DHAが存在しない

ことが直ちに判明する.なお， UVi去では，液々拍出i去

による分離精製を行ってもパニリンは DHAと同じ挙動

を示すために分離が不可能となり， DHAと誤認されや

すいので注意が必要である.

4 )その他の食品:くさゃなどは UV法で BAに類似

した吸収スペクトルを示すことがあるので，その際は

HPLCでの分析が確認手段として有効で、ある.

以上の食品以外に醤油，漬物，菓子，ソース，佃煮，

そう菜等多数の市販食品について検討したが，本 HPLC

SOA 

sA 

o 10 20 30 40 50 分

保持時間

Fig. 4. 安息香酸とソルピン酸含有漬物の高速液体ク

ロマトグラムと UV吸収スペクトル



法では妨害もなく良好な結果が得られた.

まとめ

BA， SOA， DHA， PHBA-Et， PHBA-iso苧Pr，PHBA-n・

Pr， PHBA-iso-Bu及ぴ PHBA-n-Buの8種類の保存料に

ついてjグラデイエント法による HPLCの同時分析法を

作成した.

1.本法は 8種類の保存料の相互の分離が良く精度，

正確さともに良好であった.

2. カラムは FinepakSIL C18，移動相はクエン酸緩衝

i夜ーメタノールー水 (5: 40 : 55v / v )で， 15分後から

メタノールとのグラディエント法を行った.検出波長は

230 nm (0分→19.5分)から270nm (19.5分→55分)

へと移動した.

3. ケイ皮酸，ベンズアルデヒド及ぴフルフラールの

共存物質との分離についても良好な結果が得られた.

4.各種市販食品について本法と uv法及ぴ GC法と

比較したところ，それらの定量値と良く一致した.そし

て多数の市販食品に適用できた.
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清涼飲料水中の過酸化水素について

菊地洋子へ斉藤和夫*，中里光男*，

藤 沼 賢 司 へ二島太一郎*

Determination of Hydrogen Peroxide in 80ft Drinks Containing 

L-Ascorbic Acid by Using a 8ensitive uxygen Electrode 

YOKO KIKUCHI*， KAZUO SAITO本， MITSUO NAKAZATOへ
KENJI FUJINUMA * and T A~CHIRO NISHIMA * 

A simple and reliable method was developed for d巴terminationof hydrogen peroxide in soft drinks con-

taining L-ascorbic acid by using ORITECTOR⑮ MODEL-III. 

The real sample (1ml) was added directly into the sample celJ with 1ml of 0.2 M phosphate buffer (pH 

7)， and residual hydrog巴nperoxide was determined under the given set of the operating conditions. The buf-

fer used contained 0.5% KBr03 and was previously bubbled with nitrogen gas to decrease the oxygen con-

tent. 

The detection limit of hydrogen peroxide in soft drinks was 0.1μg/ml. 

Sixty five samples of commercial soft drinks containing L-ascorbic acid were analyzed by the proposed 

method. Hydrogen peroxide was detected in 9 samples; 4 oolong tea in the range of 0.1-0.2μ g/ml and 5 

lemon tea in the range of 1. 4-2.2μg/ml. 

Keywords hydrogen peroxide， L-ascorbic acid， method using a sensitive oxygen electrode， ORITECTORiIi> 

MODEL-皿， soft drinks 

緒 昌

最近，清涼飲料水においては，果汁の褐変防止，色素

やフレーパーの安定化，ビタミン Cの栄養強化などの目

的で L-アスコルビン酸が使用されている 1-4) また消費

者の，いわゆる健康食品志向により， Iスポーツ飲料」

等のレアスコルビン酸含有清涼飲料水が多種類販売され

ている.

従来からアスコルビン酸については，還元型が酸化さ

れると過酸化水素が生成される 1.4-6)ことが知られてい

るが，食品におけるしアスコルビン酸由来の過酸化水素

についての報告はみられない. しかし， 1986年10月に L-

アスコルビン酸を添加した清涼飲料水中に過酸化水素が

検出されたという報告7.8)があり，一部地域の新聞にも

とりあげられた.

一方， 1980年 2月に過酸化水素の使用基準が改正さ

れ9)，I最終食品の完成前に分解または除去しなければ

ならないJと定められ，使用にあたっては規制が加えら

れている・

以上のような経過から， L-アスコルビン酸使用の表示

がある清涼飲料水について，過酸化水素生成の実態を知

る目的で，分析条件の検討を行うと共に市販品の調査を

行った.

実験方法

1.装置 過酸化水素微量測定装置(以下酸素電極装

置と略す) :オリエンタル電気附製 ORITECTOR@

MODEL-皿，高速液体クロマトグラフ:日本分光工業側

製 TRIROT AR -VI，検出器:日本分光工業(械製

UVIDEC-100-VI，データー処理装置:側島津製作所製

クロマトパック C-R 3 A， pHメーター:東亜電波工業

(械製 HM-18E

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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図1.酸素電極法におけるカタラーゼの至適 pH

カタラーゼ注入量:20μl 

過酸化水素 : 1μg 
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表l.試験溶液の pH

リン酸緩衝液

混和後の pH*
pH 

果汁入り清涼飲料

炭酸飲料

ドリンク剤類似飲料

茶類飲料

スポーツ飲料

2. 試薬過酸化水素標準溶液:30%過酸化水素水

(特級) 1.0mlをとり冷水で100mlとし，この溶液を

0.02 Nチオ硫酸ナトリウム溶液で標定し，標準原液

(3.33mg/ml) とする.標準原液を必要に応じてリン

酸緩衝液で0.1-1.0μg/mlになるように，用時希釈し

たものを標準溶液として用いた.

アスコルビン酸標準溶液:L.アスコルビン酸(和光純

薬工業側製特級)を 1%メタリン酸溶液に溶解し10-

100μg/mlになるように調製し用いた.

リン酸緩衝液:リン酸ーカリウム(特級)27.2gを水

で溶かし 11としたものと，リン酸二ナトリウム (12水

塩，特級)71.6gを水で溶かし 11としたものとを， 3 

: 5の割合で混合し， pHを7.0に調整する.この混液に

0.5%となるように臭素酸カリウム(特級)を加え溶解

した後，氷冷下で 1時間以上窒素ガスを通気したものを

用いた.

カタラーゼ試液:オリエンタル酵母工業側製オリテク

ター皿型用カタラーゼを用いた.

その他の試薬:特にことわりのないかぎり試薬は特級

を用いた.

3. 試料 1986年11月一12月に都内で販売されていた

L'アスコルビン酸使用表示のある市販清涼飲料水65検体

を用いた.

4.過酸化水素の測定 酸素電極装置の試料セル内に，

リン酸緩衝液1.0mlをとり，直ちに試料1.0mlを入れ密

栓し，試料が泡立つ場合には消泡斉1]10μlを加え，ス

ターラーで試料セル内を撹持しながら窒素ガスを流し，

以下は酸素電極装置の操作手順10)に従って測定した.

別に過酸化水素標準溶液0.1-1.0μg/mlを同様に測定

し，得られたピーク高さと濃度から検量線を作成し，試

料中の過酸化水素量を定量した.

5.レアスコルビン酸の定量既報11)に準じて測定し

た.

204 

2.9 6.6 

2.4 6.5 

2.9 6.4 

6.2 7.1 

3.6 6.8 

*試料+リン酸緩衝液 (pH7.0) ; ( 1 + 1 ) 

叶干
d
宮
川
!

5式

酸緩衝液 1mlの割合で混和した場合，試験溶液は pH6 

-7となるため，リン酸緩衝液の添加量は試料と同量の

添加で十分であった.

2 )リン酸緩衝液の混和方法について 試料とリン酸

緩衝液の混和方法について， Lアスコルビン酸が添加さ

れている清涼飲料水を用いて検討した.すなわち，酸素

電極装置の試料セル内でリン酸緩衝液 1mlと試料 1ml 

を混和するセル内混和法 (A法)， 20mlの共栓試験管に

リン酸緩衝液10ml及び、試料10mlを加え30秒間激しく振

とう混和するセル外混和法・ 1 (B -1法)， 20mlの共

栓試験管にリン酸緩衝液18mlと試料 2mlを加え30秒間

激しく振とう混和するセル外混和法・ 2 (B -2法)に

ついて検討した.

結果友ぴ考察

1.過酸化水素の測定条件の検討

1 )試験溶液の pHについて 酸素電極法10，12)は，試

験溶液中の過酸化水素をカタラーゼで分解し，その際に

生じた酸素による電位をピーク高さとして測定する分析

法10，12-14)である.カタラーゼの至適 pHについて調べた

結果，図 1に示すように pH6 -8であった. しかし，

清涼飲料水の多くのものは，表 1に示したように pHが

酸性であったため，試料をそのまま測定することができ

なかった.そこでリン酸緩衝液を用いて pH6ー7に調

整し測定することとした.なお，試料 1mlに対しリン
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表 2. 混和方法と放置時間による過酸化水素量の変化

過酸化水素 (μg/ml)

放置時間(分)

試 キヰ 混和方法 。 5 10 30 

果汁入り清涼飲料 (1) A ND 

8-1 ND ND 0.1 0.2 

8-2 ND 0.2 0.5 1.1 

(2) A ND 

8-1 ND ND 0.1 0.4 
8-2 ND ND ND 0.7 

炭酸飲料 (1) A ND 

8-1 ND 0.1 0.1 1.3 

8-2 ND 2.1 3.7 9.9 

(2) A ND 

8-1 ND 0.1 0.3 1.4 

8-2 ND 2.5 2.8 4.7 

ドリンク剤類似飲キヰ(1) A ND 

8-1 ND 1.3 2.7 9.5 

8-2 ND 1.7 3.1 12.3 

(2) A ND 

8-1 ND 0.6 1.7 7.4 

8-2 0.9 4.7 8.6 18.8 

茶類飲料

煎 茶 A ND 

8-1 ND 0.2 0.4 1.4 

8-2 ND ND ND 1.0 

ウーロン茶 A 0.1 

8-1 0.3 1.1 1.8 5.9 

8-2 ND 0.8 1.5 4.3 

紅茶(レモン果汁入り) A 2.2 

8-1 3.2 8.6 11.6 15.7 

8-2 3.1 7.2 11.0 29.3 

ス ポー飲料(1) A ND 

8-1 ND 0.5 0.9 1.9 

8-2 0.2 2.8 5.2 22.9 

(2) A ND 

8-1 ND ND ND ND 

8-2 ND 3.6 6.2 17.1 

L-アスコルビン酸無添加 A ND 

炭酸飲料 8-1 ND ND ND ND 

8-2 ND ND ND ND 

N D : 0.1μg/ml未満
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なお， A法， B -1法及びB-21去についてはいずれ

も混和後直ちに測定した.また， B-1法及びB-2i:去に

ついては混和後数分間放置されることも考えられるので，

これらについては，混和後 5-30分間室温で放置した場

合の過酸化水素量も測定した.これらの結果については

表2に併せて示した.

3.市販清涼飲料水の調査結果 L・アスコルビン酸の

添加が表示されている市販清涼飲料水65検体について，

過酸化水素含量， L-アスコルビン酸含量及び pHを測定

し，その結果を表 3に示した.

レアスコルビン酸を1.91g/kgと多量に含有するもの

でも， pH 2 -3である清涼飲料水からはいずれも過酸

化水素は検出されなかった.また， L.アスコルピン酸含

量が0.09-0.13g/kgと比較的少量であっても， pH 6 

付近のウーロン茶飲料からは0.1-0.2μg/mlの過酸化

水素が検出された.これらの結果は" L~ アスコルピン

酸が pH約 4以下では比較的安定であるが， pH4以上

では酸化反応が起こりやすく過酸化水素が生成されやす

いという報告1，4)とよく一致した.

混和直後の測定では， ドリンク剤類似飲料，スポーツ

飲料及び茶類飲料の一部を除いて， A法， B-1法， B 

-2法のいずれの方法でも過酸化水素は検出されなかっ

たが， B-1法及びB-2法では混和後5分以上放置す

ると果汁入り清涼飲料の一部を除きすべてのものから過

酸化水素が検出された.すなわち， L.アスコルビン酸を

含有する清涼飲料水は液性を pH6-7に調整するとそ

の溶液中に過酸化水素が生成され，時間の経過とともに

増加する傾向を示した.従って，清涼飲料水中の過酸化

水素の測定には， pH調整後直ちに測定が可能な A法を

用いることとした.なお， A法で過酸化水素が検出され

たウーロン茶飲料及び紅茶飲料については，試料開缶時

すでに過酸化水素が含有されていたものと考えられる.

2. 添加実験清涼飲料水に過酸化水素を0.5μg/

mlになるように添加し本法に従って測定した.その結

果， 0.44-0.47μg/mlの過酸化水素が検出され，添加

量に対し平均回収率90.8%と良好な値を示した.なお，

本法の定量限界は試料濃度として0.1μg/mlであった.

また， pH4.2-4.3と弱酸性ではあったが， L-アスコ

ルビン酸を0.74-0.75g/kg検出したレモン果汁入り紅

茶飲料から， 1.4-2.2μg/mlの過酸化水素が検出され

た.この原因については，レモン果汁により弱酸性とな

る以前にすでに過酸化水素が紅茶中に含まれていたこと，

あるいは，レモン果汁添加後の弱酸性溶液中で過酸化水

素が生成されたことなどが考えられ，今後検討する予定

である.

4.試料開封後の過酸化水素量の変化について 茶類

飲料の一部を除き多くの清涼飲料水から，開封(あるい

は開缶)直後に過酸化水素は検出されなかった.従って，

表 3.市販清涼飲料水の調査結果

試 キヰ 試料数 pH 
過酸化水素 L-アスコルビン酸

(μg/ml) (g/kg) 

果汁入り清涼飲料 11 2.6-3.1 ND* 0.10-0.53 

希釈用果汁入り清涼飲料 1 2.9 ND 0.55 

果肉飲料 l 3.4 ND 0.28 

炭酸飲料

無果汁 4 2.7-3.2 ND 0.02-0.21 

果汁入り 5 2.6-3.2 ND N D **ー0.58

ドリンク剤類似飲料

炭酸飲料 5 2.9-3.2 ND 0.05-1.91 

非炭酸飲料 1 3.9 ND ND 

茶類飲料

煎茶 2 6.4， 6.5 ND 0.51， 0.53 

はと麦茶 2 6.4， 6.6 ND ND 

ウーロン茶 4 6.3-6.4 0.1-0.2 0.09-0.13 

紅茶(レモン果汁入り) 5 4.2-4.3 1.4-2.2 0.74-0.75 

スポーツ飲料 20 3.0-3.7 ND 0.14-0.99 

ビール類似飲料 4 4.3-4.4 ND N D -0.44 

ND* :0.1μg/ml未満， ND**:O.Olg/kg未満
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表4.試料開封後の過酸化水素量の変化

過酸化水素 (μg/ml)

試 料 pH 
Lアスコルビン酸

開封経過時間(分)

果汁入り清涼飲料 (1) 2.8 

(2) 3.4 

炭酸飲料 2.7 

ドリンク剤類似飲料 2.9 

茶類飲料

はと麦茶 6.4 

ウーロン茶 6.4 

紅茶(レモン果汁入り) 4.2 

スポーツ飲料 (1) 3.6 

(2) 3.0 

(3) 3.4 

ピール類似飲料 4.3 

L-アスコルビン酸無添加炭酸飲料 2.9 

ND* :0.1μg/ml未満， ND** :O.Olg/kg未満

清涼飲料水を開封後すぐに飲用すれば過酸化水素が摂取

されることはほとんどないが，開封後時間をかけて飲用

される場合も考えられることから， L-アスコルピン酸含

有清涼飲料水を用いて，開封後30-120分間室温で放置

した際の過酸化水素量の変化について検討した.

その結果は表4に示したように， L-アスコルビン酸が

添加された， pH 2 -3の果汁入り清涼飲料，炭酸飲料

及びスポーツ飲料からは， 120分間室温で放置しでも過

酸化水素は検出されなかった.また，茶類飲料では時間

の経過とともに増加する傾向を示し， 120分後では，

ウーロン茶飲料で4.9μg/ml，紅茶飲料(レモン果汁

入り)で2.4μg/mlの過酸化水素を検出した. しかし，

pH 3と酸性であったにもかかわらずドリンク剤類似飲

料から， 30分後に0.3μg/mlの過酸化水素が検出され，

以後徐々に増加した.この過酸化水素が生成する原因に

ついては検討中である.

なお， L-アスコルビン酸が添加されていない清涼飲料

水についても同様に放置したが過酸化水素は検出されな

かった.

以上の結果から， L-アスコルピン酸含有清涼飲料水を

普通に飲用する場合には過酸化水素が摂取される心配は

ほとんどないことがわかった. しかし，ウーロン茶飲料

及ぴ紅茶飲料ではわずかながら過酸化水素が検出された

ことから，その生成原因について今後の検討が必要であ

る.

(g/kg) 。 30 60 120 

0.51 N D * ND ND ND 

0.28 ND ND ND ND 

0.18 ND ND ND ND 

0.05 ND 0.3 0.4 0.8 

N D** ND ND ND 0.2 

0.13 0.1 0.9 1.9 4.9 

0.74 1.4 1.9 2.4 2.4 

0.48 ND ND ND ND 

0.27 ND ND ND ND 

0.89 ND ND ND ND 

0.04 ND ND ND ND 

ND ND ND ND ND 

まとめ

酸素電極法による過酸化水素の分析法を清涼飲料水に

適用するためにいくつかの条件について検討したところ，

酸素電極装置の試料セル内で試料とリン酸緩衝液を直接

混和させる簡便な方法により良好な結果が得られた.

本法により， Lアスコルビン酸が添加された市販清涼

飲料水65検体について調査した結果， 56検体からは過酸

化水素が検出されなかったが，ウーロン茶飲料4検体よ

り0.1-0.2μg/ml及ぴレモン果汁入り紅茶飲料 5検体

より1.4-2.2μg/mlの過酸化水素が検出された.

なお， pH 2 -3を示すほとんどの清涼飲料水からは，

開封後室温で 2時間放置しでも過酸化水素は検出されな

かった.
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輸入即席麺の粉末スープ，調味料，香辛料，

天然色素中のポリソルベー卜の分析法と実態調査
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Detection and Survey of Polysorbate in Imported 

Chinese Noodle Soup，Seasonings，Spices and Natural Colors 
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Keywords:ポリソルベート polysorbate，ツィーン tween，即席麺 chinesenoodle，粉末ス}プ chines巴 noodle

soup，パフ。リカオレオレジン paprikaoleoresin，天然色素 naturalcolors，調味料 seasonings，香辛料 spices，薄

層クロマトグラフイーthinlayer chromatography 

をエステル化させ，さらに酸化エチレンを付加重合して

合成する.その毒性はLD501790mg/kg，ivn.ratであ

り1)， FAO/WHO食品添加物リストの分類は A(1)ラン

クに指定され， ADI (1日許容摂取量)は25mg/kgと

評価されている.

PSの分析法は，食品を対象としたものではアルミ

ナ2)やシリカゲルカラム3)により精製後，薄層クロマト

グラフィー(以下 TLCと略す)を用いる方法， TLCの

二段展開により油脂類分離後同定する方法ベケン化し

て得たポリオールとリンモリブデン酸との化合物の重量

をはかる方法5)などがある. TLCの検出にはチオシアン

酸コバルト試薬またはドラーゲンドルフ試薬が使われる.

また，洗剤などの混合乳化剤では液々分配法6)，シリカ

ゲル7)などのカラム精製法と重量法7)や比色法8)を組み

合わせた報告がある.

今回対象となった粉末スープには，泊溶性色素や香辛

料が多量に含まれるため，従来からの方法で PSを同定

することは困難であった.そこで，シリカゲルカラム法

緒 言

激辛ブームに乗って輸入された韓国製即席麺の添付

スープに，指定外添加物が使用されていることが問題と

なった.昭和61年11月，大阪検疫所が明らかにしたもの

で， A社の即席麺に添付された粉末スープの中からポリ

ソルベート(以下回と略す)が検出され，輸入予定の

約16万食が廃棄処分となった.厚生省では国内にすでに

販売されているものの中にも， PSの混入したものがあ

るとみて，都道府県に対し抜き取り検査を行うように指

示した.

PSは，我が国では不許可の食品添加物であるが，欧

米や日本薬局方では許可されている.別名ツィーンとも

呼ばれる非イオン系界面活性剤で，乳化剤，分散剤，洗

浄剤などとして広く使われている.欧米の食品ではパン，

ケーキミックス，サラダドレッシング，ジュースなどに

添加されている.食品添加物として使用されるものには，

PS 20， 40， 60， 65， 80， 85の6種類がある.

PSはソルピットを加熱脱水したソルピタンに脂肪酸

*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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並びにエーテル洗浄法により精製後， TLCで色素を分離

し，チオシアン酸コバルト試薬あるいはドラーゲンドル

フ試薬を噴霧し，ポリオキシエチレン基あるいはグリ

コール2.9)を確認する方法を検討し良好な結果を得たの

で報告する.また，実態調査の結果並びに粉末スープに

使用された PSについて，得られた知見を加えて報告す

る.

実 験 方 法

1.試料，試薬および装置

1 )試料昭和62年1月から 3月までに，東京都衛生

局食品監視課及ぴ食品機動監視班から搬入された市販の

韓国製即席麺12種36検体，韓国K社の使用したパプリカ

オレオレジン他香辛料 5種 5検体，輸入香辛料及ぴ調味

料 6種6検体の計23種47検体.

2 )試薬①PS標準液:PS 80 (半井化学薬品(槻)

100mgをジクロルメタンに溶かし100mlとした. ②PS 

20， 40， 60 (半井化学薬品(槻)，ポリエチレングリコー

ル200，400， 600， 1000 (関東化学(欄) ③発色試薬:

(1)チオシアン酸コバルト試薬;チオシアン酸アンモニ

ウム17.5g及び硝酸コバルト・ 6水塩2.8gを水に溶かし

て100mlとした. (n)ドラーゲンドルフ試薬 A液同塩基

性硝酸ビスマス 4BiN03(OH)2BiO(OH)0.85gに氷酢酸

10mlを加えて溶かし，水40mlを加える.Bj夜ーヨウ化

カリウム 8g~こ水を加えて溶かす. Ai夜及びBi夜はしゃ

光して保存する.用時にA液， Bi夜及ぴ氷酢酸の等容量

を混合して用いた. ④ジクロルメタン・エタノール混

液:ジクロルメタン及びエタノールの等容量混液. ⑤ 

シリカゲFルカラム:Kieselgel 60 (70-230mesh， MercK社

製)10gにクロロホルムを加え，ガラスカラム(内径

1.5cm，高さ30cm)に充填した後，上部に少量の硫酸ナ

トリウムを積層する. ⑥TLC用プレート:Kieselgel 

60 (Merck社製). ⑦展開溶媒:i)ジクロルメタン・

メタノール・アセトン・水 (55:20: 15 : 4v/v)， ii) 

クロロホルム・メタノール・ 0.1N硫酸 (80:19 : 1v/ 

v)， iii) クロロホルム・イソプロパノール・メタノー

ル・ 28%アンモニア水 (80:10: 10: 2v/v)， iv)ク

ロロホルム・メタノール・氷酢酸・水 (68: 12 : 12 : 

3v/v). 

3 )装置超音波洗浄器:YS-150H (ヤマト科学社

製)，分光光度計 DoubleBeam Spectrophotometer 

UY-240 (島津製作所製)，赤外分光光度計:目立285

(日立製作所製)，キャピラリーガスクロマトグラフ:

GCー 7Aキャピラリー使用(島津製作所製). 

2.操作

1 )抽出及び精製

①抽出法粉末スープは 5g，香辛料及び調味料は0.1

- 5 gを量り取り，ジクロルメタン・エタノール混液

30mlを加え超音波洗i争器で 3分間抽出後，ろ過する.

この操作をさらに 2回繰り返して，ろ液を合わせ減圧濃

縮する.濃縮物に少量のクロロホルムを加え再ぴ、減圧濃

縮して，残ったエタノールを除去する.この濃縮物にク

ロロホルム30mlを加えて溶かしたのちろ過し，残査を

少量のクロロホルムで洗い，先のろ液と合わせシリカゲ

ルカラム法用抽出液とする.また，この抽出液の半量を

とりクロロホルムを留去後，残査に水20mlを加えてス

クリーニング法抽出液とする.

②スクリーニング法抽出液をエーテル30mlで 2回

洗浄する.エマルジョンを形成するときには遠心分離を

する.洗浄した水層を減圧濃縮して，残査にジクロルメ

タン0.5mlを加えて溶かし試験溶液とする.

③シリカゲルカラム法抽出液をシリカゲルカラムに

充填し，はじめにクロロホルム70ml，ついでクロロホ

ルム・エーテル(1 1 v / v) 70ml及びクロロホル

ム・アセトン(1 1 v / v) 70mlで洗浄後，クロロホ

ルム・メタノール (4 1v/v) 100mlで溶出する.溶

出液を減圧濃縮し，残査にジクロルメタン0.5mlを加え

溶かして試験溶液とする.

2) TLC 試験溶液10-20μl及ぴ標準溶液 5μl

をプレートに塗布し，展開溶媒 i)，ii)， iii)，及び、iv)

を用いて展開する.展開終了後，溶媒を揮散させたのち

発色試薬(1)または(n )を噴霧し，青色またはオレ

ンジ色のスポットを確認する.

3 ) 脂肪酸の分析試料をシリカゲルカラムで精製

後， TLCで展開溶媒 i)を用いて展開し，各スポット

をかきとりジクロルメタンで抽出後，それぞれを衛生試

験法，食品成分試験法(7)脂肪酸の項のナトリウムメトキ

サイド試薬を用いる方法で， トランスメチレーション処

理をし，脂肪酸の分析をした.キャピラリーガスクロマ

トグラフィーの条件:キャビラリーカラム(Hicap，CBP 

1 -M25-025，島津製作所製)，カラム温度 (180-300。

昇温， 50/min). 

4) PSの定量 Danielsら3)のチオシアン酸コバル

トによる比色法に準じた.

結果友び考察

1 .抽出溶媒

PSは水，メタノール，エタノールなどの極性溶媒に

よく溶けることから抽出溶媒の検討を行った.メタノー
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ル，エタノール，ジクロルメタン，ジクロルメタン・メ

タノール (1:1v/v)，ジクロルメタン・エタノール

(1:1v/v)を用いて，粉末スーフ。10gからの抽出物

量を調べたところ，それぞれ2.54g，0.90g， 0.63g， 

1. 44g， 0.85gであった.メタノール系で抽出される多

量の極性物質は，その後の精製過程でも除去できず，

PSと挙動をともにし影響を及ぼした.またジクロルメ

タン単独では PSの抽出効率はよいが，油溶性色素が多

量に移行してきた.石綿ら4)もジクロルメタン・エタ

ノール等量混合溶媒が最も良い抽出率を示したと報告し

ている.これらのことから，ジクロルメタン・エタノー

ル混合溶媒を試料からの抽出溶媒とすることとした.

2.精製法

粉末スープ，香辛料，調味料には多量の油脂類，天然

色素などが含まれ，抽出溶液をそのまま TLCに用いる

とPSの確認が困難になる.そこでそれらを除くために，

エーテル洗掃によるスクリーニング用精製とシリカゲル

カラムによる精製について検討した.

1 )スクリーニング法 本法では抽出溶液中の色素は

エーテルにより完全に除去されるが，回収率は75%とや

や低い値であった.また水を留去した後残査に少量の水

を加え薄層板上に塗布するとのり様のものが残るが，残

査をジクロルメタンで溶かすと全く残ることがなかった.

本法はやや回収率に難があるが，多量の溶媒を必要とせ

ず，簡便に短時間で処理できるためスクリーニング法と

してf更利である.

2 )シリカゲルカラム法粉末スープではクロロホル

ム及びクロロホルム・エーテルでほとんどの色素は溶出

してしまうが，若干黄色系色素が残る. しかしながら，

油脂類は完全に取り除かれた.一方， Rosen7)はソルピ

タン脂肪酸エステルはクロロホルム・エーテル混合溶液

中に，また酸化エチレンの付加モル数が10モル以下の界

面活性剤では，クロロホルム・アセトン混合溶液中に溶

出すると報告している.

このシリカゲルカラムによる PSの回収率を Table1 

に示した.クロロホルム及び粉末スープの抽出溶液に

PS80， 300mgを加えたものについて調べた結果，いず

れもクロロホルム・メタノール (19: 1)で約80%が溶

出し，その残りもクロロホルム・メタノール (4: 1) 

でほとんど溶出した.そこで，クロロホルム・メタノー

ル(19:1)では完全に PSが溶出しないため， PSの溶

出にはクロロホルム・メタノール (4: 1) 100mlを用

いることとした.

3. PSの確認

1) TLC 

チオシアン酸コバルト試薬及びドラーゲンドルフ試薬

はポリオキシエチレン基及ぴグリコール2.9)との呈色反

応に基ずくもので，非イオン界面活性剤の確認に広く汎

用されている. しかし，両者共に特異性が乏しいことか

ら，より確実性を期すために TLCを行った.

PS，ポリエチレングリコール，粉末スープ及ぴパプ

リカオレオレジンなどを各展開溶媒で検討したところ，

PSはPS20，40， 60， 80いずれも同じ挙動を示した.す

なわち，展開溶媒 i)ーiii)では PSは4種のスポット

が得られ，その Rf値は展開溶媒 i)で0.5，0.6， 0.7， 

0.8であり，ポリエチレングリコール200，400， 600， 

Table 1. シリカゲルカラムからのポリソルベート回収率

PS 80 粉末スープ+PS80

溶出溶媒 (添加量300mg) (添加量300mg)

回収量 回収率 回収量 回収率

1)CHCI3 70ml 。 。 。 。
2 )CHCI3 : Et20(1 : 1) 70 (0.9mg) (0.3% ) (1.3mg) (0.5% ) 

3)CHCI3 : Acet.(1 : 1) 70 (0.5 ) (0.5 ) 

4)CHCI3 : MeOH(19 : 1) 70 241 86.0 264 88.0 

5)CHCI3 : MeOH(4 : 1) 70 23 7.7 24 8.0 

6)CHCI3 : MeOH(1 : 1) 70 (0.5 ) (1.4 (0.5 ) 

7)MeOH 70 (0.3 ) (0.8 (0.3 ) 

計 264mg 93.7% 288mg 96.0% 

PS 80 :ポリソルベート80，CHCIs:クロロホルム， Et20:ジエチルエーテル，

Acet. :アセトン， MeOH:メタノール

水溶性パプリカオレオレジンは PS80が検出されたもので， 128mgを本試験に供した.

水溶性パプリカ

オレオレジ、ン

回収量 回収率

1.6mg 2.7% 

1.0 1.7 

1.3 1.9 

49.1 82.8 

7.6 12.8 。 。
。 。
56.7mg 100% 
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1000はいずれも Rf値0.6付近に，またiv)では PS及び

ポリエチレングリコール共に Rf値0.9付近に 1種のス

ポットが得られ，吸湿した薄層板をつかうと PSで 2-

3種のスポットに分かれる.粉末スープ及ぴパプリカオ

レオレジンなど色素を含有するものでは，シリカゲルカ

ラム法で処理した後にも淡黄色系色素が残るが，いずれ

も溶媒先端に移動する.またこの色素は多量に存在する

と発色試薬で呈色するが，展開溶媒 i)ーiii)では Rf

値が異なるため誤認することはなかった.

チオシアン酸コバルト試薬では， Rf値0.7，0.8のス

ポットが，またドラーゲンドルフ試薬では， Rf値0.5，

0.6のスポットが明りように確認された.なお， PS量が

少なく 4種のスポットが確認できない場合には始めに前

者を，ついで後者を噴霧すると良い結果が得られた.ま

たRf値0.6のスポットはドラーゲンドルフ試薬では，ほ

かのスポットがオレンジ色であるのに対してピンク色を

呈し，ポリエチレングリコールの呈色と一致した.この

傾向は PS20， 40， 60， 80ともに同じであった.いずれ

の発色試薬とも確認限度は薄層板上で 2μgである.

粉末スープ及び水溶性パプリカオレオレジンから抽出

されたものは， PSと同じ Rf値を示し，発色傾向も一致

した.

2 )赤外吸収スペク卜ルの測定

試料中に検出された PSをTLCの展開溶媒 i)で展

開して各スポットに分間した後，薄膜法で赤外吸収スペ

クトルを測定した. Fig.lに粉末スープの測定結果を示

したが，いずれの画分のものもポリエチレン基のエーテ

ル結合にもとずく 1100cm-1付近の吸収が認められた.

また Rf値0.7及び0.8のものでは，脂肪酸多価アルコー

ルエステルにもとずく 1720cm-1付近の吸収が認められ

た. しかし，Rf値が0.5及び0.6のものではわずかにし

か認められなかった.なお，分画前のものあるいは PS

80はRf値0.7のスペクトルグラムとよく一致していた.

3 )脂肪酸の確認

2 )と同様に分間したものをアルカリ性下でトランス

メチレーションし，脂肪酸のメチルエステルを得た.

Fig.2に結果を示したが， Rf値0.7及び0.8のものから

はオレイン酸メチルエステルが検出された. しかし Rf

値0.5及ぴ0.6のものからはわずかしか検出されなかった.

PS 80及び PS20においては，それぞれオレイン酸及び

ラウリン酸のメチルエステルが検出された.

4 )ソルビタン誘導体の確認

粉末スープ及ぴパプリカオレオレジンより抽出，精製

した PSの脱脂肪酸画分を LH-20で脱塩し，試験溶液と

百つ寸I雨明冒石 両 幽 岨ム ム ム】白ムムーー炉問|

Fig.l.粉末スープ中ポリソルベートの

赤外吸収スペクトルグラム

①，②，③，④: TLCの展開溶媒ジクロルメタン・

メタノール・アセトン・水 (55: 20 : 15 : 4)に

より展開し，得られた各画分

①: Rf値0.5，②:Rf値0.6，③:Rf値0.7，

④: Rf値0.8

した. TLCの展開溶媒 i)，iv)で展開し，発色試薬

(1)， (II)及ぴ重クロム酸カリウム・硫酸混i夜で確認

したところ，同様に処理した PS80のポリエチレン・ソ

ルビタン残基の Rf値と一致し，同様の呈色反応を示し

た.

以上のことから，韓国製即席麺の粉末スープ及びそれ

に添加した水溶性パプリカオレオレジンに使用された界

面活性剤は，脂肪酸組成などから PS80であると考えら

れた.また，検出された PSや今回標準品に使用した PS

80には，赤外吸収スペクトルグラムや GCのクロマトグ

ラムなどから，ポリエチレングリコール系化合物が混存

していると考えられた. Danielsら3)はPS60について

TLCの結果から同様のことを推定している.

4.韓国製即席麺の粉末スープの検査結果

市販品の韓国製即席麺の粉末スープ， K社使用のパプ

リカオレオレジンなどの香辛料，輸入品の香辛料及ぴ調

味料についての検査結果を Table2に示した. PSを検

出した粉末スープは12品目中 7品目， 36検体中17検体で

あり，いずれも製造者はK杜か SE社であった.検出し
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Fig.2. 粉末スープ中ポリソルベートの脂肪酸のキャピラリーガスクロマトグラム

(1)， (2)， (3)， (4): TLCの展開溶媒ジクロルメタン・メタノール・アセトン・水， (55: 20 : 15 : 4)によ

る展開し得られた各画分(1): Rf値0.5，(2) : Rf値0.6，(3) : Rf値0.7，(4): Rf値0.8をトランスメチレーショ

ンしたもの， (5)， (6):ポリソルベート80及ぴ20をトランスメチレーションしたもの. (7):標準脂肪酸のメ

チル化物 Lau:メチルラウレート， Myl:メチルミリスチレート， Pal:メチルパルミテート， Ole:メチ

ルオレエート， Ste;メチルステアレート

Table 2.韓国産即席麺の粉末スープ中ポリソルベートの分析結果

口口口 名 輸入者 製 造 者 形 宵，也E、 検出数/検査数

1 スナック麺 MI社 SA社 カップ詰 0/5 

2 即席中華麹 MI社 SA社 袋 詰 0/2 

3 即席中華麺 MU杜 ワ 袋 詰 0/ 2 

4 即席中華麺(ビーフ味) C 社 K 社 袋 詰 4/12 

5 スナック麺(ビーフ味) C 社 K 社 カップ詰 2/ 2 

6 即席中華麺 C 社 K 社 袋 言吉 3/ 3 

7 スナック麺 T 社 S E社 カップ詰 1/ 1 

8 スナック麺 KO社 S E社 カップ詰 2/ 2 

9 スナック麹 KA社 SE社 カップ詰 1/ 1 

10 スナック麺 E 社 S E社 カップ詰 4/4 

11 即席中華麺 S 社 ワ 袋 5古 0/ 1 

12 即席中華麺 N 社 N 社 袋 三ロ士ロ 0/ 1 

計 17/36 
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たPSはいずれも PS80であり，その添加量は約1500μg

/gと500μg/gの2種あった.また K社の袋詰即席麺

の粉末スープでは Table3に示したように，製造ロット

により検出されるものとされないものがあり，品質管理

のずさんさを暴露したものであった.

一方， Table 4に示したように香辛料，調味料，天然

色素， 11品目11検体からは， K社が粉末スープに使用し

ていた水溶性パプリカオレオレジンの 1種から PS80が

検出され，その含有量は46.3%であった.

その後の調査で， K社の粉末スープには 2種あり，水

溶性パプリカオレオレジンの配合割合が0.38%と0.13%

であったことが明らかにされた.またこのパプリカオレ

オレジンはスペイン産で水溶性にするために PSを加え

たものであった.

以上のことから， PSが混入した原因は水溶性パプリ

Table 3. K社製聞席中華麺の製造年月日と

ポリソルベートの分析結果

不検出のもの 検出のもの

即席中華麺 61.10.17.1 61.11. 22.5 

61.10.20.3 61.12. 6.3 

61.10.30.3 61.12. 6.5 

61.11. 9.5 61.12. 6.5 

61.11. 9.5 

61.11. 22 

61.11.22.3 

61.12. 7.5 

カオレオレジンを使ったことにあり，その配合割合と粉

末スープの定量値との結果からも明らかであった.

まとめ

韓国製即席麺の粉末スープにポリソルベート (PS)

が添加されていることが明らかになったことから， PS 

の分析法について検討し，同時に市販品について実態調

査をし，以下の結果を得た.

1. PSの分析法は，試料からの抽出にジクロルメタ

ン・エタノール混液(1 : 1 v/v) を用い，精製は

エーテル洗浄法あるいはシリカゲルカラム法で行い，確

認は TLCで分離後チオシアン酸コバルト試薬及びド

ラーゲンドルフ試薬を使うことにより良好な結果が得ら

れた.

2. 本法による PSの検出限界は薄層板上で 2μg，

試料中では20μg/gであった.

3.韓国製即席麹の粉末スープの実態調査の結果， 12 

品目中 7品目， 36検体中17検体から PSが検出された.

その添加量は約1500μg/gと500μg/gであった.また，

これら検出されたものはいずれも韓国のK社と SE社が

製造したものであった.

香辛料，調味料，天然色素， 11品目11検体からは， K 

杜が粉末スープに使用していた水溶性パプリカオレオレ

ジン 1検体からのみ PSを検出し，その添加量は46.3%

であった.

4.検出した PSは， TLC，赤外吸収スペクトルグラ

ム，脂肪酸及ぴソルピタン誘導体などの結果から PS80 

であると推定した.また，使用した標準品も含めてポリ

エチレングリコール系化合物の混在が認められた.

Table 4.調味料，香辛料及び天然色素中のポリソルベートの分析結果

ロロ口 名 内 向廿、. 汗3 宵uE、 産 地 結果

1.サラダドレッシング ニンニク，オニオン，砂糖他 粉末 アメリカ

2.サラダドレッシング パプリカ，乾燥野菜，粉乳他 粉末 アメリカ

3.タコミックス スノfイス，オニオン，ニンニク 粉末 アメリカ

4.ソースミックス スパイス，タマネギ，澱粉他 粉末 アメリカ

5.フレンチミックス スパイス，ガーリック他 粉末 アメリカ

6.トーストオニオン スノTイス，オニオン，チーズ 粉末 アメリカ

7.レッドペッパ一泊 液体 スペイン

8.レッドベッパー末 枯草粉 粉末 韓 国

9.ばい煎レッドペッパー レッドペッパー，ペッパ一泊 粉末 韓 国

10.パプリカオレオレジン 油溶性 液体 スペイン

l1./"{フロリカオレオレジン 水溶性 液体 スペイン 46.3% 

1~6 調味料， 7 ~ 9 :香辛料， 10， 11:天然色素.

7~11 は K社が韓国産即席麺の粉末スープに使用していたもの.
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生鮮野菜等に使用されるリン酸の分析法とその実態調査
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Analytical Method and Survey of the Use of Phosphate 

in Vegetables and Potatoes 

AKIHIRO IBE *， YUKIHIRO T AMURA *， HISASHI KAMIMURA *， YOSHIKO NISHIY AMA * ， 

SETSUKO TABATA *， HIDEKI HASHIMOTO*， KAZUO SAITO*， MITSUO NAKAZATO*， 

YOKO KIKUCHI * KENJI FUJINUMA *， Y ASUT AKA KATSUKI *， MASAMITSU KAMMURI *， 
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Keywords:生鮮野菜等 vegetablesand potatoes，リン酸及びその塩類 phosphoricacid and phosphate，リン phos.

phorus，オルトリン酸 orthophosphoricacid，メタリン酸 metaphosphoricacid，ピロリン酸 pyrophosphoricacid，ト

リポリリン酸tripolyphosphoricacid，比色定量 colorimetricmethod 

トリン酸に加え，使用される可能性のあるメタ及びポリ

リン酸にも適用できる分析法を検討した.この方法を用

い，リン酸無処理の各種生鮮野菜等からi容出するリン量

を求め，その値を基にしてリン酸使用の有無を判定する

基準値を設定した.さらに市販品について使用実態調査

を行い，若干の知見が得られたので報告する.

実験方法

1.試料

1 )使用判定基準値の設定には，リン酸無添加の野菜

等(さつまいも，里いも，ながいも，やまといも，れん

こん，根しょうが，ごぼう，にんじん，豆もやし) 9種

類57検体を用いた.

2 )使用実態調査には，昭和61年 6月， 7月及び12月

に東京都内で市販されていた野菜等( 1) と同種類及

び切りごぼう，切りにんじん)250検4本を用いた.

2.試薬

リン酸標準溶液:リン酸ーカリウム(和光純薬工業(械

製試薬特級)439.0mgを水に溶解して100mlとし(リン

として1，000μg/ml)，これを適宜希釈して用いた.

緒言

生鮮野菜等にその鮮度保持等の目的で，リン酸系添加

物が使用されてきたことが最近問題となった.

厚生省は消費者保護の立場から，昭和61年 6月生鮮野

菜等に発色や漂白を目的として， リン酸及びその塩類

(以下リン酸と略す)を使用しないよう行政指導に乗り

だした.そこで，リン酸の使用実態を調査するため，試

験法の検討を行なった.

従来，生鮮野菜等に使用されたリン酸の定性試験法は，

東京都市場衛生検査所1)あるいは吉田ら2)の報告がある.

しかし，適用できる野菜等が限定されていること，天然

成分のリンの影響を受けやすいこと，オルトリン酸以外

には適用しにくいこと，使用判定の基準が不明確などの

問題が残されていた.また，米沢ら3)はさつまいもにつ

いてふきとり方式によりリン量を測定し，定量的にリン

酸の有無を判定しているが，他の野菜への応用面に難点

があった.

そこで，著者らは各種の生鮮野菜等に適用でき，天然

成分のリンの溶出の少ない抽出法を検討し，さらにオル

*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 R巴searchLaboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160]apan 
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モリブデン酸アンモニウム溶液:モリブデン酸アンモ

ニウム(和光純薬工業側製試薬特級)1. 92gを水に溶か

して200mlとした.

アスコルビン酸溶液:しアスコルピン酸(和光純薬工

業側製試薬特級)10gを水に溶かして100mlとした.

酒石酸アンチモニルカリウム溶液:酒石酸アンチモニ

ルカリウム(和光純薬工業側製試薬特級)0.267gを水

に溶;かして100mlとした.

混合試薬:アスコルビン酸溶液と酒石酸アンチモニル

カリウム溶液の等容量混液

処理試験用リン酸液:1液 ダイワミン LK(大和興業

側製・ 85%リン酸35%，カリミョウパン20%，クエン酸

5 %，天然物 35%)の 1% (v/v) 水溶液， II i夜

【 TAIYOポリゴールド SF(太洋化学工業側製・メタリ

ン酸ナトリウム40%，ポリリン酸ナトリウム 6%， ミョ

ウパン 8%，クエン酸 6%，天然物40%)の 1% (v/ 

v)水溶液.

メタリン酸:和光純薬工業(栂製試薬一級

ピロリン酸ナトリウム及びトリポリリン酸ナトリウム

:小宗化学薬品(掬製

その他の試薬は試薬特級を用いた.

3.装置

自記分光光度計:日立製作所側製 220A型

pHメーター:堀場製作所(械製 M-8AD型

ι試験溶液の調製

試料をそのまま，あるいは泥などが付着していたもの

は水洗した後，重量を測り，ビニール袋 (32x 38cm) 

に入れ，同量の水(きざみ野菜，豆もやしについては 3

倍量の水)を加え，全体を水に浸潰した. 30分間放置し

た後，浸i責液をろ紙でろ過し，ろi夜を試験溶液とした.

5. リンの定量

リンの定量は，衛生試験法のモリブデン酸による定量

法4)に準拠した.試験溶液lOmlを50ml比色管に取り，

4 N硫酸 5ml及びモリブデン酸アンモニウム溶液 5ml 

を加えて混和し，沸とう水浴中に20分間加熱後，ただち

に混合試薬 4mlを加え， 20分開放置後水で、30mlとし，

880nmで吸光度を測定した.同時にリン駿標準溶液

(リンとして 5-60μg) についても同様に操作して，

検量線を作成した.

測定値は試験溶液中のリン量を，試料 19当りに換算

して表わした.

6. pHの測定

試験溶液をそのまま pHメーターで測定した.

結果と考察

1.試験法の検討

1 )抽出方法 リン酸塩で処理された野菜等のリンは

ろ紙法1)，水洗法2)，ふきとり法3)などによる抽出操作

が行われている. しかし，いずれの方法も天然成分のリ

ン等の溶出による影響は避けられないことから，著者ら

は簡易で，形態の異なる野菜にも適用でき， しかも常に

一定の結果が得られる方法として，ビニール袋中で水に

洗い出す方法を採用し，浸出時間を制限することにより，

天然成分のリン等の影響をできるだけ少くした.浸す水

の量は試料の重量と同量の水を用いることにより，ほと

んどの野菜等を浸すことができたが，豆もやし，切りご

ぼう，切りにんじんについては同量の水では不足のため，

3倍量の水を用いた.

図1にリン酸を使用していないごぼう，切りごぼうと，

食添用のリン酸で処理したごぼう，切りごぼうを本法に

従って水に浸したときのリンの溶出量を示した.

リン酸で処理していないごぼうでは， 120分後でも天

然成分のリンの溶出はほとんどみられないが，切りごぽ

うでは，わずかながら時間の経過とともにリンの溶出が

認められた.一方，リン酸処理のごぼう，切りごぼうで

は30分経過でほぼリンの溶出が一定となった.

この傾向は他の野菜等にも認められたことから，天然

成分のリンの溶出が少なししかも使用されたリン酸の

ほとんどが溶出される30分間を浸漬時間とした.

2 )呈色条件衛生試験法のリンモリブデン酸の比色

定量法を，添加物として使用頻度の高いメタリン酸，ピ

ロリン酸， トリポリリン酸に応用したところ，いずれも

ほとんど呈色しなかった.

そこで，硫酸々性下でモリブデン酸アンモニウム溶液

とともに加熱する操作を新たに加えて呈色させたところ，

溶

出 280

母 40

}ユノ 1 

g/g J 

. 切りとぼう
(リン酉拠理)

とぼう
(リン酸処理)

AJ 

札.・-------一一一十一一一---一一・切りとぼう
酔'二 ー ーーーーーーーーーーーーーーーー司 h CIまう

10 30 60 120 

浸出時間(分)

図1.リン酸の溶出パターン
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これらのリン酸はオルトリン酸と同様の呈色をすること

がわかった.そこで加熱時間について検討を行いi その

結果を図 2に示した.

各種リン酸溶液(リンとして約20μg)10mlに4N硫

酸，モリブデン酸アンモニウム溶液各 5ml加え，加熱

時間を変えてその吸光度を調べた.

いずれのリン酸類も 15分以上の加熱で一定の呈色が得

られたことから，加熱時間は20分間とした.

なお，試験溶液に混合試薬を加えて呈色させる際，試

験溶液が冷えているといずれのリン酸も呈色はするが，

定量的に安定な呈色を示すまでに60分以上の時間を要し

た.そこで，加熱直後試薬を加えることにより， 20分後

には安定した呈色が得られたことから，混合試薬は加熱

直後に加え呈色させることにした.

3 )畷収スペクトル 呈色させた各種リン酸類の吸収

スペクトルを図 3に示した.

いずれも 880nmに極大吸収を示したので，測定波長

5 10 20 40 

加 熱時間[分)

図2.加熱時間と発色の関係

1.0 

殴 オルトリン酸

メ芦リン酸

先 0.5
トリポリリン酸

ピロリン酸

度

o ..._-一~ ーー

600 700 800 880 910 

波長(nm ) 

図 3.各種リン酸類の吸収スペクトル

は880nmとした.

しかし，切りごぼうや豆もやしにおいては，極大吸収

が低波長側にシフトする傾向がみられた.この原因は天

然のリン等の溶出が多く，それら由来の呈色物質がスペ

クトルに影響し，合成波となって現われることによると

考えられた.そこで，より真のリン酸を測るために，こ

の場合も880nmで測定することにした.

2.使用判定基準値の設定

各種野菜等におけるリン酸使用の有無を知るためには，

本法での野菜等の天然成分としてのリンの溶出量をつか

み，その値を基にリン酸使用の有無の基準とした.そこ

で， リン酸無添加の野菜等 9種類11品目のリンの溶出量

を調べ，それぞれの判定基準を設定し，表 1に示した.

リンの溶出量は，切りごぼう，切りにんじん及び豆も

やしを除くと，すべて 1μg/g以下で，平均値は0.5

μg/g以下であった.

一方，切りごぼうは平均値で5.0，切りにんじん1.3，

豆もやしは8.2μg/gと天然のリンの溶出量がかなり大

きい結果が得られた.

そこで，これらの値から，天然由来のリン溶出量のバ

ラツキを考慮して，それぞれの最高値の約 2倍，平均値

の約 4倍を判定基準として設定した.

すなわち，切りごぼう 20μg/g，切りにんじん 5μg

/g，豆もやし30μg/g，それら以外のものは 1μg/g

とした.

以後，この基準値以上のリンが検出されたものは，リ

表1.野菜等における天然リンの溶出量と使用判定基準

{直

(μg/g) 

品 目 検体数範 囲 平均 値判 定基 準値

さつまいも 5 <0.5-0.8 <0.5 1 

ながいも 4 <0.5 <0.5 1 

やまといも 5 <0.5 <0.5 1 

洗い里いも 6 <0.5-0.9 <0.5 1 

れんこん 5 <0.5-0.6 <0.5 1 

根しょうが 5 <0.5 <0.5 1 

ごt;tう 6 <0.5 <0.5 1 

切りごぼう 6 1.6-12 5.0 20 

にんじん 5 <0.5 <0.5 1 

切りにんじん 5 0.8-1.8 1.3 5 

豆もやし 5 <0.5-16 8;2 30 
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ン酸使用の疑いのあるものと判定することとした.

3. リン酸処理と洗浄試験

本報で設定した基準値の妥当性を知るため，実際に使

用されていた食添用のリン酸液に野菜等を浸漬し，さら

にそれらを水洗し，リン量をそれぞれ測定した.

すなわち，オルトリン酸を主体とした I液(リンとし

て1，240μg/mlを含む)，メタリン酸及ぴポリリン酸を

主体とした E液(リンとして1，870μg/ml含む)に，

1時間漬けて室温で乾燥したものを用いて実験し，結果

を表2に示した.

リン酸処理後の値は，表面積の大きな切りごぼう，切

口
口口 日 リン酸液

I 

H 

<0.5 5.1 0.8 15.7 

<0.5 10.0 0.9 9.0 

<0.5 14.0 1.1 7.9 

さつまいも

ながいも -

E

I

H

H

I

H

-

-

H

I

E

-

H

I

H

I

E

-

H

 

<0.5 

<0.5 

<0.5 

<0.5 

<0.5 

<0.5 

<0.5 

<0.5 

<0.5 

<0.5 

<0.5 

12 

37 

<0.5 

<0.5 

0.8 

1.5 

やまといも

洗い里いも

れんこん

根しょうが

ごぽう

切りごぽう

にんじん

切りにんじん
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りにんじん，豆もやしが190~566μg/g で，その他の

ものの5.1~43μg/g と比べ高い値を示した.これらは

5分間の水洗後も高い値を示した.一方，残存率では，

30%以上を示したものは，洗い里いも，根しょうが，ご

lまう，切りにんじんであったことから，水洗による洗浄

効果は形態ばかりでなく，野菜の種類によっても異なる

ことがわかった.

また，残存率について I液， 11液を比べてみると，い

ずれの野菜等でもほとんど同じ挙動を示し，使用したリ

ン酸の種類による差はみられなかった.

以上の結果より，リン酸処理後及び水洗後もほとんど

6.4 

21.0 

20.0 

23.0 

26.0 

19.0 

43.0 

33.0 

28.0 

38.2 

35.5 

372 

566 

7.5 

18.0 

250 

330 

1.2 

1.8 

2.8 

7.2 

9.8 

4.8 

2.3 

12.2 

11.0 

15.8 

29.0 

98.0 

174 

1.2 

8.7 

82.0 

150 

18.8 

8.6 

14.0 

31.3 

37.7 

25.3 

5.3 

37.0 

39.3 

41.4 

81.7 

23.9 

25.9 

16.0 

48.3 

32.6 

45.2 

表 2. リン酸処理の試験結果

リン量 (μg/g)

処理前 処理後*1 水洗後*2 残存率(%) 

立もやし 1 5.8 190 36.0 16.4 

E<0.5  360 66.0 18.3 

* 1 リン酸液I液 (1240μgP/ml)， 11 液 (1870μgP/ml)に1時間浸漬後，自然乾燥

* 2 流水 5分間洗浄後，自然乾燥
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表 3.市販品のリン酸使用実態調査結果

口口口 日 検体数 範聞 (μg/g)

さつまいも 30 <0.5-6.1 

ながいも 4 <0.5 

やまといも 21 <0.5 

洗い里いも 32 <0.5-27 

れんこん 21 <0.5-10 

根しょうが 35 <0.5-21 

ごぼう 30 <0.5-0.6 

切りごぼう 24 <0.5-67 

にんじん 11 <0.5 

切りにんじん 6 <0.5-8.9 

豆もやし 36 1.4-85 

計 250 

の野菜等でリン量が著者らの提案した判定基準値を超え

ていることから，リン酸使用の有無を判定する本基準値

は十分実用に供せられるものと考えられた.

さらに， pHがリン酸使用の有無の判定基準になるか

否かを調査した.その結果，すべての野菜において pH

は，処理前が5.2-7.2であり，処理後が2.9-4.2と差が

みられたことから， pH 値もほぼ5以下であればリン酸

処理について判定上参考になると考えられた.

4.市販品の使用実態調査

昭和61年 6月， 7月及び12月に都内で市販されていた

野菜等250検体について調査を行い，その結果を表 3に

示した.

今回設定した基準値を超えたものの検体数を基準値

オーバー数とし，そのものについてさらに生産地に問い

合わせをし，使用しているとの回答が得られたものの数

を使用確認数とした.

11品目中，すべてが基準値以下のものは，ながいも，

やまといも，ごぼう，にんじんの 4品目であった.

基準値を超えた品目の中で，特に割合の高かったのは，

根しょうがの60.0%，洗い里いもの37.5%であった.

リン酸使用の疑いがもたれた基準値を超えたものは

250検体中45検体(18.0%)であり，そのうち，リン酸

使用の回答があったものは37検体， 82%と豆もやしの

25%を除いていずれも使用の事実の結果とよく一致した.

また，問い合わせに対して回答のなかったものもあった

昭和61年6，7， 12月

基準値オーパー数 使用確認、数

2(6.7%) 1(50%) 

。
。
12(37.5) 10(83) 

4(19.9) 3(75) 

21(60.0) 20(95) 

。
1(4.2) 1 (100) 

。
1(16.7) 1 (100) 

4(11.1) 1(25) 

45(18.0) 37(82) 

表 4.基準値を超えた品目の調査結果

品目 昭和61年6，7月昭和61年12月

さつまいも 7.1%(1/14) 6.3%(1/16) 

れんこん 11 % (1/9) 25% (3/12) 

根しょうが

洗い里いも

切りごぼう

豆もやし

全体

65% (11/17) 

56% (9/16) 

7.1%( 1/14) 

15% (2/13) 

55% (10/18) 

19% (3/16) 

0% (0/10) 

8.7%(2/23) 

30% (25/83) 20% (19/95) 

(基準値オーバー数/検体数)

ことから，本法の判定基準は十分使用できるものと考え

られた.

5.基準値を超えた検体の調査

実態調査で基準値を超えた検体があった品目について，

厚生省の指導通知直後の 6， 7月と半年経過後の12月に

わけで，基準値オーバー数の割合を比較し表4に示した.

さつまいも，れんこん，根しょうがは12月になっても，

依然としてリン酸が使用されていた.

一方，洗い里いも，切りごぼう，豆もやしは，明らか

に6， 7月に比べて12月では減少し，特に切りごぼうで

はまったくf史用されなくなった.

全検体でのリン酸の使用の割合は， 30%から20%と
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10%の減少を示し，指導の効果が認められた.しかし，

れんこんなどは使用率が高くなっていることから，今後

とも監視を継続する必要があると考える.

まとめ

生鮮野菜等に使用されるリン酸の分析法の検討と使用

実態を把握した.

野菜からのリン酸の抽出は，水で30分間浸i責し，その

浸出液を試験溶液とした.試験溶液は硫酸存在下，モリ

ブデン酸アンモニウムと20分間加熱した後，還元し呈色

させることにより，オルト，メタ，ピロ， トリポリリン

酸を同時に比色定量することを可能とした.

本法を用い，リン酸無処理の野菜のリン溶出量を求め，

その値から 9種11品目の野菜等について，リン酸を使用

しているか否かの判定基準値を設定した.

さらに，市販品の使用実態調査を行ったところ， 250 

検体中，基準値を超えたものは18%で，そのうちの82%

は問い合わせに対して，使用との回答があったことから，

本法の信頼性は高いと思われる.

以上のことから，今回提案した分析法及ぴ判定基準値

は， リン酸使用の有無を判定する方法として，十分実用

に供せられるものと考えられた.

謝辞 試料の収集，生産地への問い合わせ等，多大な

る御協力をいただいた東京都食品監視課及び機動班の各

位に深謝いたします.

(本研究の概要は日本食品衛生学会第53回学術講演会

昭和62年 5月で発表した.) 
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緒 国

野菜・果実類に残留する農薬については，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. し

かし，毎年新しい農薬が登録され，使用されることから，

近年残留基準の設定されていない農薬が検出されること

も多い1-6) そこで，食品の安全性を確保する上から，

残留基準の設定されていない農薬も含めた種々農薬の食

品中残留実態調査の必要性が唱えられている.

著者らは，生鮮野菜・果実類中の残留農薬について，

毎年実態調査を続けている1ー7) 今回， 61年度における

調査結果をまとめ，報告する.

実験の部

1.試料 1986年 4月から1987年 3月にかけて東京都

内に入荷した野菜・果実類等150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，-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)，テトラクロルピンホ 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，

エデイフェンホス (EDDP)，IBP 計34種

(2)有機塩素系農薬:T-BHC (α ， s -， r-， d -BHC)， 

T-DDT (pp'-DDT， pp'-DDE， pp'-DDD)， op'-DDT， 

デイルドリン，エンドリン，アルドリン，ヘプタクロル，

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，

キャプタン，カプタホル(ダイホルタン) 計22種

(3)カーパメイト系農薬:カルパリル (NAC) 1種

総計57種

3.機器

(1)ガスクロマトグラフ:V槻島津製作所製 GC-9A(検

出器 ECD，FPD， FTD) 

(2)液体クロマトグラフ:V株)島津製作所製 LC-5 A (検

出器 UV)

4.分析方法

前報6)に従った.

結果友ぴ考察

1.有機リン系農薬

野菜類114検体について，有機リン系殺虫剤32種及ぴ

有機リン系殺菌剤 2種，計34種の農薬を分析し，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， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1 Contents of Organophosphorus Pesticides in Vegetables 

NO.of No.of Insecticides (ppm) 
Sample 

Sample Positive EPN MEP Malathion DMTP Prothiofos Others11 

Fungicides (ppm) 

EDDP IBP 

Spinach 

KOMATSUNA 

Pot herb mustard 

Cabbage 

Lettuce 

[KYONA] 

Japanese honeywort 

[MITSUBA] 

Parsley 

KAIW AREDAIKON 

Broccoli 

CaulifJower 

Celery 

Cucumber 

Tomato 

Radish 

(r∞t) 

(Ieaf) 

Turnip 

(root) 

(Ieaf) 

Carrot 

Garden pea(imn叫 ure)

[SAYAENDO] 

Kidney bean(immature) 

[SAYAINGEN] 

Pumpkin 

15 0.06 
Tr2) 

23 10 0.04 0.02.0.03 

10 

11 

11 

。目。4

3 0.02.0.09 ー

4 0.03.0.450.05.0.05 0.17 

0.04 

Tr 

0.03.0.10，。目15(diazinon) 

0.02(ph田 alone)

0.01.0.02，0.02(chlorpyrif田 methyl)

0.19.0.22.0.24，0.43，0.50，1.3(salithion) 
0.07(CYAP) 

0.15 0.19(diarifol) 

Total 114 23 Tr-0.45 0.05 0.02-0.17 Tr-0.15 0.01-1.3 

1 ) Chlorpyrifos， CVP， DDVP， dimethoate， diazinon， MPP， PAP， phosalone， DEP， salithion， disulfoton， ECP， CY AP， chlorpyrifos.methyl， formothion， CVMP， CVMP，propaphos， 
EPBP， ethion， isoxathion， thiometon， CYP，PMP， pyridaphenthion and dialifor are investigated 

2) Tr : below 0.01 ppm 

果を Table1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 (検出作物名:レタス，キュウリ，ダ

イコンの葉)及びマラチオン(セルリー)の 2種類が6

検体(検出率:5.3%，以下同様)から検出されたが，

いずれも基準値を超えるものはなかった. しかし， EPN 

は農薬取締法・農薬安全使用基準により，レタス及び

キュウリ(施設栽培)には使用しではならないと指導さ

れている.今回 EPNを検出したキュウリは施設栽培の

ものであり，レタス同様，農薬使用者に対し農薬取締法

遵守等の注意を促す必要がある.

環境庁の定めた登録保留基準のある農薬では，プロチ

オホス(レタス，ダイコンの業及び根)，ダイアジノン

(セルリー)，ホサロン(セルリー)，クロルピリホスメ

チル(セルリー)及ぴジアリホール(ダイコンの葉)の

5種類が11検体 (9.6%)から検出された.そのうち，

セルリーから検出されたダイアジノン及ぴダイコンの葉

から検出されたジアリホールは，それぞれの登録保留基

準値O.lppm及び0.01ppmを超えていた.特に，ジアリ

ホールの残留量は基準値の約20倍であった.ジアリホー

ルは昭和59，60年度の調査でも基準値を超えるものが見

出されており 6)，その残留量も比較的高い.毒物に指定

されている農薬のひとつであり， 1日当りの摂取許容量

(ADI) も0.0002mg/kgと低レベルであることから，

生産者に対し，使用方法や使用時期に充分注意を払い，

その残留を極力抑えられるよう適切な指導が望まれる.

また，ダイアジノンも ADIが0.002mg/kgの劇物

(1 %以下普通物)であり，その残留にも充分留意する

必要がある.

一方，基準値の設定されていない農薬では， EPN (ミ

ツバ，セルリー，サヤエンドウ)， MEP (サヤエンド

ウ)，マラチオン(サヤエンドウ)，サリチオン(セル

リー)及ぴ CYAP (セルリー)の 5種 類 が 11検体

(9.6% )から検出された.セルリーから検出されたサ



224 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 38， 1987 

リチオンは 1ppmを超えるものがあった.また， EPN 

はナツミカンの外果皮を除きO.lppmと残留基準が定め

られている.サヤエンドウについての基準値はないが，

0.45ppmと比較的多量の EPNを残留するものがあった.

サリチオンは劇物に， また， EPNは毒物(1.5%以下劇

物)に指定されていることから，これら農薬が多量に残

留することは食品衛生上好ましくないと考えられ，早急

な基準値の設定が望まれる.

セルリーから種々の有機リン系殺虫剤が検出されたが，

クロルピリホスメチル及ぴマラチオンは 8月，サリチオ

ンは10月に購入したセルリーのみから検出されており，

季節により残留農薬の種類の異なる傾向が見られた.

次に，果実類及び穀類36検体についての調査結果を

Table 2に示した.

残留基準のあるものは MEP (カキ)の 1種類， 1検

体 (2.8%)から検出されたのみであり，その残留量も

基準値の 1/4と少量であった.

登録保留基準のあるものでは， MEP (アマナツの外

果皮)， DMTP (リンゴ，アマナツの外果皮)，プロチオ

ホス(イチゴ)，クロルピリホス(リンゴ)， Cyp (リン

ゴ)及ぴ PAP(アマナツの外果皮)の 6種類が 8検体

(22% )から検出された.特に，リンゴからクロルピリ

ホスが，アマナツの外果皮から DMTPがそれぞれ 3/

6 (50%)， 3/5 (60%) と高い割合で検出されたが，

残留量はいずれも O.lppm以下と低かった. しかし，野

菜類の場合と同様，いずれの基準値も定められていない

アマナツの外果皮中に MEPが0.26ppmと比較的多く残

留していた.

2.有機塩素系農薬

野菜類中の有機塩素系殺虫剤15種，有機塩素系殺菌剤

6種及ぴ有機塩素系除草剤 1種計22種の調査結果を

Table 3に示した.

残留基準のあるものでは，登録の抹消された殺虫剤で

あるデイルドリン(コマツナ)及ぴエンドリン{キュウ

リ)が検出された.これらは基準値 NDを超えていたが，

残留量は低レベルであり，喫食上問題はないと考える.

登録保留基準のあるものでは，殺菌剤である TPNの

検出率が19%と非常に高く，特にミツバ 2/2 (100%)， 

セルリー14/23 (61 %)及びレタス 5/15 (33%) の検

出率が高かった. ミツバは本年度初めて，また，セル

リーは昨年度から検査し始めた作物である. TPNは，

昭和58年度の調査で検出したキュウリ， トマト等からは

検出されなかったことから，使用対象作物の変化が推察

される.さらに，基準値1.0ppmを超えて残留していた

ものも多く， ミツバで8.9ppm，セルリーでも 6.3ppm

と高レベルのものも見出された， TPNの ADIは

0.015mg/kgであり，ミツバ85g以上あるいはセルリー

120g以上を 1日で喫食した場合 ADIを超える危険性が

ある. しかし，野菜中の TPNは流水による洗浄により

74-97%除去されるとの報告があり B3)，生食の場合で

も喫食時における残存量は少ないと推察される.ビンク

ロゾリンは検出率は3.5%と低かったが， ミツバの検出

率が 2/2 (100%) と高く，そのうち 1検体から

37pprnと異常に高い残留が認められた.ピンクロゾリ

Table 2. Contens of Organophosphorus Pesticides in Fruits and Cereals 

Sample 

Apple 

Strawberry 

Watermelon 

J apanese persimmon 
[KAKI) 

]apanese summer orange 

[AMANATSU) 

(f1esh) 5 0 

(peel) 5 4 

Corn 6 0 

0.26 

Insecticides (ppm) 

DMTP Prothiofos Others11 

0.01 - Tr'l ，0.01 ，0.04， (chlorpyrifos) 

0.01 (CYP) 

0.01 (CYAP) 

0.03 

0.04，0.05，0.10 ー 0.06 (PAP) 

Total 36 9 - 0.05-0.26 - 0.01-0.10 0.03 Tr-0.06 

Fu昭 icides(ppm)

EDDP IBP 

1) Chlorpyrifos， CVP， DDVP， dimethoate， diazinon， MPP， PAP， phosalone， DEP， salithion， disulfoton， ECP， CYAP， chlorpyrifos-methyl， for 
mothion， CVMP， propaphos， EPBP， ethion， isoxathion， thiometon， CYP， PMP， pyridaphention and dialifor are investigated. 

2) Tr: below 0.01 ppm 
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TPN Vinclozolin Oth町 s" CNP 
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Table 3. Contens of Organochlorine Pestides in Vegetables 

No. of No. of 1nsecticides (ppm) 一
Sample Positive T.BHCI

) Dieldrin Endrin s .benzo叩 ID

1 0 一 一 一
1 1 0.006 

2 0 

報

Otherszl 

年研衛京東

SampJe 

Spinach 

KOMATSUNA 

Pot herb mustard 
(KYONA) 

Cabbage 

Lettuse 

0.005，37 

0.009，0.015，0.025， 
0.025，0.074 

0.005，8.9 

Tr41 

Tr5) 6 

5 

15 

0.02 

Tr61 0.010，0.064，0.078， 
0.24，0.45，0.48，0.73， 
0.77，0.87， 1. 4，1. 5， 
2.0，2.2，6.3 

Tr61(hep. ep) ー

Tr， Tr 

Tr 

2 

2

0

0

0

U

 

2 

2

1

2

2

n

 

]apanese honey 

wort 
(MITSUBA) 

ParsJey 

KAIW AREDAIKON 

Broccoli 

CauJifIower 

CeJery 

Cucumber 

Tomato 

Radish 
(root) 

(Ieaf) 

Turnip 
(root) 

(Jeaf) 

Carrot 

Garden pea 
(immature) 

(SAYAENDO) 

Kindney bean 
(immature) 

(SAYAINGEN) 

Pumpkin 5 1 0.008 0.008 

TotaJ 114 35 Tト 0.009 Tr-O.側 Tr-O.1lll

T-BHC:α ーBHC，β-BHC，r -BHC， a -BHC 
Total-DDTσ-DDT:pp'-DDT，pp'-DDE，pp'-DDD)， op'-DDT， aldrin， heptachJor， heptachlor epoxide(hep.ep.)， dicofol and αbenzoepin a四 in.

vestigated 
PCNB， procymidone， captan and captafoJ are investigated. 
Tr: beJow O.Olppm 

Tr: beJow O.OOlpp岨
Tr : beJow O. 005ppm 

0.02 

0.007 

Tr-37 

0.064 

0.009-6.3 

Tr. Tr. Tr， Tr Tr(hep. ep.) 

0.006(hep. ep) 

Tr41(T.DDT) 

T出盟三El.
Tr-O.ω6 

0.03 

Tr-0.03 

Tr61 Tr61，0.1lll 

Tr 

Tr 

Tr，O.Oω 

0.007 

2 

0 

6 

3 

o
o
-
-

。

5 

10 

11 

11 

2 

)
)
)
)
 

q
o
A
-
R
U
F
O
 

(13%)から検出されたが，いずれも検出量は少なく痕

跡程度であった.これらの農薬は昭和50年以前に使用さ

れたものであり，その残留性が長いことから，土壌由来

と考えられた.

3.カーパメイ卜系農薬

カーパメイト系農薬のうち NACについて調査し，

の結果を Table5に示した.

リンゴ 1検体からO.Olppm検出されたのみであり，

残留基準値1.0ppmの 1/100であった.

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 Table6に示し

た.

そ

ンは LD5010，000mg/kg(ラット，経口)の普通物であ

り，喫食上特に問題はないと思われるが， 10ppmを超

ある農薬の残留は，通常の使用方法では考えにくく 5)，

農薬使用者の不注意な使用によるものと思われ，厳重な

注意，指導が望まれる.

有機塩素系除草剤である CNPを今年度初めて検査し

たが， ミツバ 1検体から検出されたのみであった.残留

量は0.02ppmであり，基準値O.lppmの 1/5であった.

果実類及ぴ穀類についての調査検果は Table4に示し

たが，残留量はいずれも低レベルであり，残留基準値及

ぴ登録保留基準値を大きく下回っていた.

有機塩素系農薬は150検体中43検体 (29%)から検出

された. BHC， DDT等の使用禁止の農薬は， 20検体
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Table 4. Contens of Organochlorine Pesticides in Fruits and Cereals 

Sample NO.ol NO.ol Insecticides (ppm) Fungicides (ppm) Herbicid田(ppm)

CNP 

Tr') Apple 

Sample Positive T -BHCI) Dieldrin Endrin s -benzoepin Others2
) TPN Vi町 lozolin 0出 町S3)

6 3 一一 一 一 0.005 ー Tr4)(ca仰 (01)

Strawberry 4 2 Tr4)(T-DDT) ー Tr 

Watermelon 5 0 

r
 

小

ar
 

T
 

5
 r
 

小

i

n
u
q
u
 

に
d

p

h

d

ahv 
oe 

n
 

a
 

r
 

0

1

J

 

町
山

m

T

 

m

A

 

川

N
i

A

 

e
'
l

、，，
S

M

h
パリ

e
u即
時

出

a
r
L
H
m
v
 

n

v

r

l

、，
l

、

a
 

J
 

CMn 6 0 

Total 36 8 Tr Tr 0.005 Tr Tr 

1) T-BHCα ーBHC.βBHC，r -BHC， 8 -BHC 
2) Total-DDT(T-DDT:pp'ーDDT，pp'ーDDE，pp'-DDD)，op'一DDT.aldr，in， heptachlor， heptachlor epoxide(hep.ep.)， d日0101and αbenzoepin are in 

vestigated. 
3) PCNB， procymidone， captan and captalol are investigated 
4) Tr: below O.Olppm 
5) Tr: below O，OOlppm 

Table 5. Contents of Carbamate Insecticide in Vegetables， Fruits and Cereals 

Sample NO.of NO.of NAC Sample No，of NO.of NAC 

Sample Positive (ppm) Sample Positive (ppm) 

Spinach 。 Carrot 5 。
KOMATSUNA 1 。 Garden pea(immature) 7 。
Pot herb mustard 2 。 (SAYAENDOJ 2 。

(KYONAJ Kidney bean (immature) 

Cabbage 5 。 (SAYAINGENJ 5 。
Lettuce 15 。 Pumpkin 

Japanese honeywort 2 。
(MITSUBAJ 

Parsley 2 。 Apple 6 1 0.01 

KAIW AREDAIKON 1 。 Strawberry 4 。
Broccoli 2 。 Watermelon 5 。
Cauliflower 2 。 Japanese persimmon 5 。
Celery 23 。 (KAKI] 

Cucumber 5 。 Japanese summer orange 

Tomato 10 。 (AMANATSUJ 

Radish (flesh) 5 。
(root) 11 。 (peel) 5 。
(lea。 11 。

Turnip 

(root) 1 。 Corn 6 。
(leaf) 。

Total 150 1 0.01 
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Table 6. Species and Items of the Samples Contained Some Kinds of Pesticides 

Sample NO.of NO.of No. Pesticide residue(ppm) 

sample positive1
) 

Japanese honeywort 2 2 1 EPN(Tr2))， TPN(0.050)， Vinclozolin(0.005)， 0.02(CNP) 

2 TPN(8.9)， Vinclozolin(37) 

Celery 23 16 1 Diazinon( 0.03)， Salithion( 0.22)， CYAP( 0.07)， TPN( 0.24) 

2 EPN(0.04)， Salithion(0.50)， TPN(2.2) 

3 Malathion (0.02)， Cl山 rpyrifos-methy1(0.02)，TPN(6.3) 

4 Malathion( 0.03)， Chlorpyrifos-methy1 (0.01)， TPN(O .48) 

5 Diazinon(O.lO)， Salithion(0.19)， TPN(1.4) 

6 Phosalone (0.02)， Chlorpyrifos-methy 1 (0.02)， TPN (0.73) 

7 Diazinon(0.15)， TPN(0.45) 

8 Salithion (0.24)， TPN (1. 5) 

9 TPN(O.OlO)， Vinclozolin(Tr3)) 

Radish 1 EPN(0.09)， Diarifol(0.19) 

(leaf) 11 5 2 TPN(Tr3))， Vinclozolin(0.007) 

Garden pea(i即 7 4 1 EPN(0.45)， Malathion(0.17) 

2 EPN(0.03)， s -Benzoepin(0.03) 

Apple 6 5 1 DMTP(O.Ol)， Chorpyrifos(Tr2))， CYP(O.Ol)， CYAP(O.Ol)， CNP(Tr2)) 

2 Chlorpyrifos (0.04)， TPN (0.005) 

Japanes巴 summerorange 

(peel) 5 4 1 MEP(0.26)， DMTP(0.04) 

1) Except BHC， DDT and drin insecticides. 

2) Tr: below O.Olppm 

3) Tr: below O. 005ppm 

複合汚染はミツバ，セルリー，ダイコンの葉，サヤエ

ンドウ，リンゴ及びアマナツの外果皮等36検体 (24%) 

に見られた.有機リン系殺虫剤と有機塩素系殺菌剤の組

合わせによる農薬の多種成分残留が多く認められた.

菜・果実類150検体について，残留農薬の実態調査を

行った.

現在登録されている農薬を検出した検体数は150検体

中53検体 (35%)あった.これらの検体のうち36検体

(検出検体に対する割合:68%) と多くの検体に 2種類

以上の農薬が残留しており， 3種類以上の農薬を同時に

検出したものも 8検体あった.特に，ミツバ及びセル

リーに多種類の農薬の同時残留が認められた. ミツバは

有機塩素系殺菌剤である TPNとピンクロゾリンの，セ

ルリーは有機リン系殺虫剤と有機塩素系殺菌剤IJTPNの

組合わせによる残留が多かった.また，リンゴから 5種

類， ミツバ及びセルリーから 4種類の農薬が同時に検出

され，多種類の農薬残留による複合汚染の進んでいる可

能性が示唆された.

まとめ

有機リン系農薬は， EPN， MEP，マラチオン， DMTP 

及びブロチオホス等の殺虫剤14種類が32検体から痕跡~

1.3ppmの範囲で検出された.いずれも残留基準値以下

であったが，レタス及びキュウリ各 1検体から農薬安全

使用基準に反し EPNが検出され， また，・セルリー及び

ダイコンの葉各 1検体から登録保留基準値を超えてダイ

アジノン及びジアリホールが検出された.

有機塩素系農薬では， BHC， DDT等の殺虫剤が，痕

跡-0.03ppmの範囲で，また， TPN及ぴピンクロゾリ

ン等の殺菌剤が痕跡ー37ppmの範囲で検出された.特

に， ミツノすから TPN8.9ppm， ピンクロゾーリン37ppmと

同時に多量の農薬が検出された.

複数の農薬を検出した例としては， ミツバ，セルリー，

サヤエンドウ及ぴリンゴ等に同一検体で 2種類以上の農

薬を残留したものが多かった.さらに， 4種類以上を同

1986年4月から 1987年3月までに都内に入荷した野 時に検出したものとしては，ミツバ，セルリー及びリン
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ゴで各 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

も増加している.これらの問題を解決するために，生産

者側との情報交換を密接に行い，残留農薬による健康へ

の影響を協力して防止するよう努力したい.

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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化学物質友び自然毒による食中毒事件例(第4報)

一昭和61年度

真木俊夫へ観 公子*，永山敏庚へ

飯田真美*，二島太一郎*

Outbreaks of Food Poisoning of Chemical and Naturally Occurring Toxicants in Tokyo(lV) 

-1986-

TOSHIO MAKI*， KIMIKO KAN*， TOSHIHIRO NAGAYAMA *， 

MAMI IIDA * ， and T AICHIRO NISHIMA * 

Keywords:化学性食中毒 chemicalfood poisoning，パイケイソウ Veratrumalbum，ニコチン酸 nicotinicacid，異

臭 nastysmell，下痢性貝毒 Diarrheticshellfish poisoning，ヒスタミン histamine，ホウキタケ科 Clavariaceae，フグ

globefish 

ここ 10年程，着実に西洋型に変化している大都会の

人々の食生活から多種多様の食中毒が発生している.そ

の食中毒発生件数の約20%は化学物質に起因していると

概算されている.我々はこれら化学性食中毒について，

可能な限りの情報収集を行い，科学技術を駆使してその

原因究明に全力を傾けている.

著者らは前報1-3)において都内で起きた化学性食中毒

事例を報告してきた.今回は昭和61年度に起きた化学物

質による食中毒事例 3件，自然毒 4件について報告する.

今後の今中毒発生防止の為の参考に供する.

表 1に昭和61年度に発生した化学性食中毒の概要を示

しfこ.

1.パイケイソウによる食中毒

①事件の概要 昭和61年 5月，会社同僚17名が清里高

原に山菜取りに出掛けギボウシと間違えて授取し，天ぷ

らにして 5名が喫食したところ全員が発症した.

②食中毒の症状 喫食 1時間後から眠吐，眼のぼやけ，

舌先のシピレ，血圧降下等を呈した.

③試料患者が喫食した残品野草 1本が搬入された.

③原因物質の検索 野草は外観上からもギボウシでな

いことが判明した.茎と葉はばらばらになっていたので，

その付き方は不明であった. しかし，葉脈や症状からパ

イケイソウの疑いがもたれた.パイケイソウにはベラト

ルムアルカロイドが含まれていることから，この毒成分

表1.昭和61年度に発生した化学性食中毒の概要

No.発生年月患者数/興食者数 原因食品 原因物質

1.昭和61.5

2. 5 

8 

9 

-

-

-

-

-

q九
v
s
a
A

戸
、

υ

p

n

u

n

，，

5/5 パイケイソウ ベラトリン

2/5 ノ、ンノfーグ ニコチン酸

3/4 ハンノfーグ ニコチン酸

2/2 ハンバーグ ニコチン酸

1/1 食パン プロペタンホス

2/2 ムール貝 下痢性貝毒

2/2 イワシ丸干し ヒスタミン

3/6 コガネホウキタケ キノコ毒

1/1 赤目及びショウサイ7グフグ毒

7 

8 

9 

9 

62.1 

について TLC分析4)を行った.その結果，ベラトリン

及ぴベラトリジンの Rf値に相当するそれぞれのスポッ

トが確認された.

⑤考察 昭和57年にパイケイソウによる食中毒が東京

で2件発生している.今回もまた，同じ食中毒が発生し

たが安易に山菜取りに出掛けて，不確実な植物を喫食す

るようなことは避けたい.

パイケイソウとギボウシの異なる点の一つには葉脈が

ある.パイケイソウの葉脈は折りたたみが出来るような

深い議が観察でき，基部はサヤ状で，茎の中部以上に付

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

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160]apan 
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き，一方，ギボウシは葉脈がパイケイソウほど明確では

ないが，葉の中心に一本の葉脈が走る.葉は根生である.

本事件の原因はパイケイソウと推定したが，有毒植物

であるコパイケイソウも疑われた. しかし，その生息場

所及び採集地からみてパイケイソウであると判定した.

2.ハンバーグによる有症苦情

①事件の概要昭和61年 5月(事例-1)， 8月(事

例一 2)及び9月(事例-3 )の短期間に都内の小売庖

で購入した挽肉をハンバーグに調理し，事例-1は家族

2名，事例-2は家族3名，事例-3は家族2名がそれ

ぞれ喫食したところ，直後から全身の発疹等にみまわれ，

1時間後に消失する食中毒様症状を呈した.

②食中毒の症状事例 1-3の3件共一過性の皮膚温

上昇，皮膚紅潮及び発疹等がみられた.

③試料残品及ぴ小売庖で販売していた参考挽肉など

計22検体

④原因物質の検索 中毒症状はほてりや発疹等からニ

コチン酸 (NA)様と疑われたので，高速液体クロマト

グラフ (HPLC) を用いて NAの分折を行った.その結

果，事例 1の残品から50-206mg%，事例 2の残品から

22-178mg %，事例 3からは90-217mg%の NAをそれ

ぞれ検出した. しかし，いずれの参考品は nd-8mg% 

のNAを検出し，残品は天然、に存在する量の数百倍高い

NAであった.

⑤考察残品から200mg%前後の NAを検出したこと

から中毒の原因は多量の NAであったと推定した.一般

に天然に存在する NAは平均 5mgであって，およそ

15mg %以上になると肉に添加した可能性が考えられる.

NAの役割からすると 30-50mg%以上添加しないと本

来の目的を果たさなくなるので，本件は検出量から考え

て明らかに肉を赤く発色させ，新鮮に見せるために添加

されたものと思われる.

短期間にほぼ同地域内で同じ原因による食中毒が3件

発生したことは，食中毒発生防止の面からみて反省しな

ければならず，今後とも厳しい監視が必要と思われた.

3.殺虫剤による有症苦情

①事件の概要 昭和61年 7月，食パンを小売庖で購入

した主婦 1名が喫食した直後から，異味，異臭があると

保健所に届出があった.

②食中毒の症状薬品様臭を呈するという訴えであっ

た.

③試料残品の食パン 1枚，未開封の小麦粉，製菓製

パン用材料ソフトフランミックス・

④原因物質の検索 残品は食パン 1枚と極めて少な

かった.まず，農薬を疑い残留農薬分析の定性条件によ

りスクリーニングを行ったところ， FPD検出器付きガ

スクロマトグラフ (GC)で 1本のピークを得た.直ち

に，このピークを既知の農薬の保持時間とで照合してみ

たが，いずれも一致する農薬は存在しなかった.幸いに

して，そのパン屋から製造の前夜ゴキブリ用の殺虫剤を

散布したという事実をつかんだ.その成分はプロペタン

ホス0.3%，ジクロルボス0.2%の油剤であった.先に得

られた GCピークについて GC-MC分析を行い，そのマ

ススペクトルのパターンは標品のプロペタンホスのパ

ターンに一致した. GCによる定量分析の結果，残品か

らプロペタンホス0.17ppmを+食出した. しかしジクロ

ルボスは+食出されなかった. またf也の言式キヰからはいずれ

の農薬も検出されなかった.

⑤考察 残品は食パン 1枚と少なかったが，有力な情

報を基にして迅速かっ正確な結果を提出した.

プロペタンホスの毒性は，ラットに対して経口投与で

LD50は80mg/kgである.この患者は 1枚の重さが約50

gの食パンを 7枚喫食していたので，約60μgのプロペ

タンホスを摂取したことになる.体重50kgの人に換算

すると LD50の 1/6-7万の量に相当する.毒性が低

かったことが大きな中毒事件にならなかったと考えるが，

薬品臭に気づいてもこれだけ多量の食パンを喫食してし

まった珍しい例である.

4.ムール貝による食中毒

①事件の概要昭和61年 8月， 2名がレストランで

ムール貝のマヨネーズ和え，その他を喫食し食中毒の症

状を呈した.

②食中毒の症状 喫食 5-7時間後から腹痛，激しい

水様性の下痢及ぴ吐気を呈した.

③試料残品と同一品がレストランにストックされて

あった中型の穀付ムール貝である.

④原因物質の検索 ムール貝のJマヨネーズ和え，ピ

ザ，スパゲッティー，ソーセージのソティー及びワイン

等であったが，で痢の原因食にムール貝が疑われた.そ

こで厚生省法による下痢性貝毒の生物試験5)を試みた.

その結果， 0.4 MU/gの下痢性貝毒を検出した.

⑤考察 1980年，下痢性貝毒を誘発する原因プランク

トン，D切ophysisfortii， D切ophysisacuminate等が見っか

り6)，その後，毒成分はディノフィシトキシン，オカダ

酸などであることが相次いで報告7)された.

下痢性貝毒の規制ラインは0.05MU/gを設定し，こ

れを超えるものについては，流通の禁止処置が取られて

いる.この監視は強化の一途をたどり，かなり信頼のお
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けるものと考えられていた. しかし，今回の事件は監視

の網からもれて販売ルートに乗ってしまったことが原因

である.

数年前までは有毒貝の出現は初春に始まり，ほぽ夏ま

でには消滅し無毒になっていたものが，現在は毒化が一

年中見られるようになった.従って消費地域でも今以上

の監視強化が望まれるところである.

なお，今回の事件により，ムール貝を出荷した魚商人

まで突き止めることができ，一週間の営業停止という厳

しい行政処分がとられた.

5.イワシ丸干しによる有症苦情

①事件の概要 昭和61年 9月，某ストアで購入したイ

ワシ丸干しを焼いて，口に入れたとたんに舌及ぴ上あご

の部分がピリピリし，余りにもいがらっぽいのですぐに

吐いた.近所の主婦 I名も試食したところ，同様の症状

を呈したので届出があった.

②食中毒の症状 口に入れた直後から舌や上あごの付

近がピリピリし，いがらっぽくなった. しかし，本品を

喫食していないので，これ以上の症状は呈さなかった.

③試料 1 )生及び 2)焼いた残品の計2検体.

④原因物質の検索患者の訴えは明らかにヒスタミン

様症状であった.そこで HPLCによるヒスタミン及び不

揮発性腐販アミンの分析8)を行った.その結果， 1)か

ら450mg%， 2)から428mg%と高濃度のヒスタミンを

検出し，また，不揮発性アミンとして 1)及ぴ 2)から

ガダペリン46mg%，99 mg%，チラミン14mg%， 32mg 

%，プレトシン 8mg%， 13mg %をそれぞれに検出した.

⑤考察 ヒスタミンによる食中毒は，ほぼ毎年数件発

生している.今回の様に41Omg%前後のヒスタミンを検

出したことは異常な値である.苦情者が口に入れただけ

で異常に気づいたのは不幸ー中の幸いであった.同時にガ

ダペリンなど不揮発性アミンを比較的高濃度に含有して

いたことは，ストアでのイワシ丸干しの保存に問題が

あった・

6.キノコによる有症苦情

①事件の概要 昭和61年 9月某デパートで販売してい

たホウキタケを購入し，ナスと一緒に油いためをして，

6名が喫食したところ 3名が食中毒症状を呈した.

②食中毒の症状 喫食約 3時間後から下痢及び腹痛を

呈した.

③試料患者が喫食した残品 1検体，莱デパートで販

売していた同参考品 1検体の計2検体.

④種の鑑定残品，参考品共にホウキタケの仲間で

あった.特に，残品はコガネホウキタケ (Ramaria仰

re日 (Fr.)Quel)である.また，参考品は 2種類含まれ

ていた.

1種は校の短い形のホウキタケ (Ramariabotηtis 

(Fr.) Ricken).他の 1種は長い枝のもつ，Ra1仰 riafla. 

viceps var. cremea Corner， Thind et Anardで，和名を持

たないキノコであることが判明した.

⑤考察 ホウキタケの仲間には軽い下痢を起こすキノ

コがある.コガネホウキタケ ハナホウキタケの 2種は

毒キノコとして知られ，ホウキタケ，ムラサキホウキタ

ケは食用とされている.この仲間は80種程見つかってい

るが，ホウキタケ科は分類上の研究が遅れているグルー

プである.例えばホウキタケだと思われるものでも，軽

い下痢を呈することがある.食用ホウキタケと毒ホウキ

タケにはどこか分類上異なる点があると息われるが，未

だ毒成分も含めて明確にはされていない.今回の場合も

食用のホウキタケが l種だけと思われていたが，鑑定の

結果，他の種類も含まれていることが判った.毒性が弱

いコガネホウキタケと言えども販売されていたことは注

意を要する.

7. フグによる有症苦情

①事件の概要 昭和62年 1月釣りに出掛けて取って来

たフグを自分で調理し，まず夫婦で喫食したが異常はな

かった.その翌日に夫のみが肝臓とその他を混ぜて鍋に

して喫食したところフグ中毒を呈した.

②食中毒の症状 喫食2時間後に手足や口の回りが療

れ，翌朝，歩行闘要ffiになった.

③試料 いずれも残品で 1)赤目フグと称する頭，

2 )ショウサイフグと称する身， 3) トラフグと称する

身と頭， 4)ショウサイフグの肝臓と疑われる煮物.

④原因物質の検索 明らかにフグ中毒症状であったこ

とから，厚生省法に準じて生物試験9)を行った.その結

果残品 1)は4.1MU/g， 2)及ぴ 3)は1.0MU/g以

下4)からは1168MU/gを検出した.

⑤考察 最近は素人が自らフグを釣って来たものを調

理し，中毒を起こすことが多い，安易にこの様な|契食を

することは慎むべきと考える.ましてやテトロドトキシ

ンを高濃度に含有しているキモなどの臓器を食用にする

ことは，命をそまつにすることで， もはや食中毒の範障

を越えるものである.

しかしながら，残品 1)-4 )についてはいずれも完

全な形態を成していなかったので種を決めるまでには至

らなかった.

本報告は昭和61年度に起きた化学性食中毒事例のうち

1.パイケイソウ中毒 2. ニコチン酸有症苦情 3. 
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殺虫剤による有症苦情 4.下痢性貝毒中毒 5. ヒス

タミンによる有症苦情 6. ホウキタケ有症苦情 7. 

フグ有症苦情の 7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.
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ぺクチンによるリバーゼ活性阻害

小 関 正 道 へ 只 野 敬 子**，安野哲子*，

荻野周三へ風間成孔*

lnhibition of Lipase Activity by Pectin 

MASAMICHI KOSEKI *， KEIKO T ADANO * *， TETSUKO Y ASUNO * ， 

SHUZO OGINO* and MASAYOSHI KAZAMA * 

It is known that pectin has the lowering effect of cholesterol lev巴1. The reduction of pancreatic enzyme 

activity is suggested as one of hypocholesterolemic mechanisms. In this study， inhibition of lipase activity 

was examined in vitro，using 0，5% pectin solution and olive oil emulsion emulsified by sonic. Lipase reaction 

was carried out for 5 hours and its activity was measured by the colorimetric assay of copper chelated by 

free fatty acids by the method of Duncombe. Lipase activity was reduced to about 70% as compared with con 

trol. 

Keywords : lipase， inhibtion， pectin， cholesterol 

緒言

ペクチンがコレステロール低下作用を有することが知

られるようになってから，その作用機構についても関心

が持たれてきた. 1977年に Nagyvaryらがペクチンアル

ミニウム複合体を用いた動物実験の結果から，ペクチン

による胆汁酸の吸着説を発表して以来，吸着機構説に

よって説明されてきている 1) しかしその後の研究から

ペクチンによる胆汁酸の吸着量は少ないという事がわか

り2，3) 他の作用機構の解明に興味が持たれている.他

の機構として考えられることには，小腸壁の撹持されな

い水層をペクチンが強化する作用，消化酵素の働きを減

少させる作用，小腸内容物の拡散を遅らせる作用などが

ある.そこで本研究ではこれらのうちで，コレステロー

ルの上昇に対して効果の大きい栄養成分である脂質の吸

収という点に着目することによって，脂質に対する消化

酵素の影響，すなわちペクチンのリバーゼ反応に対する

影響について検討した.

実験

試薬 リバーゼ (SigmaLipase Type II)，ペクチン

はシグマ社製・タウロコール酸ナトリウムは半井化学側

製・ NEFATESTキット，オリーブオイルは和光純薬製.

その他の試薬は特級を使用した.バッファー:1/ 

lOMN a2HP04， N aH2P04 : pH7. 3. 

方法 オリーブオイルエマルジ、ョンの作成:オリーブ

オイルO.lmlと12.9mlのタウロコール酸ナトリウム

バッファー溶液(バッファー1mlにタウロコール酸ナト

リウム2，lmgを溶解したもの)を50mlのエルレンマイ

ヤーフラスコにとり，氷冷しながらソニック (model

SONIFLER B12， BRANSON SONIC POWER COMPANY， 

Conneticut， U .S.A.)で70watts 3分間ホモジゲナイズす

る.酵素反応:100ml容共栓付きエルレンマイヤーフラ

スコに，パッファーあるいは 1%ペクチンバッファー溶

液12ml，オリーブオイルエマルジョン溶i夜llmlをとり，

3TCの水浴中で加温する，そこにリバーゼ溶液(リバー

ゼ 1mgをバッファー 1mlに溶解したもの)O，6mlを加

え，水浴中に設置したマグネチックスターラー (model

M-21，ヤマト科学(械製)上におき，最高速度で回転させ

ながら 5時間インキューベートする.ここから経時的に

50μlサンプリングし， NEFA TESTキットを用い，リ

バーゼによって遊離された脂肪酸とキレートした銅の呈

*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 

**現同食品研究科
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Fig. 1. Dependency of incubation time on lipase reac. 

tion. The reaction mixture containing olive oil 

emulsion， pectin and lipase in buffer solution 

was incubated at 37
0 

C for 5 hours stirring with 

a magnetic stirrer at the maximum speed. Free 

fatty acids produced by lipase reaction were me目

asured by the colorimetric assay by Duncombe 

With pectin，・;without pectin， O. 

する色の480nmの吸光度を測定する4)

結果と考察

Fig.1. に示す通りパッファー中のオリーブオイルに

対するリバーゼの作用は， 1時間でほぼ極大に達してい

る.ペクチンの入った方でもやはり 1時間で， 5時間反

応時に対して 8割程度反応が進行している. しかし 5時

間経ってもバッファーのみのものと比べてプロダクトの

生産は約 7割程度に低く留まっていた.従って本実験か

ら約0.5%濃度のペクチンによってリバーゼ反応が減少

させられることがわかった.

lsaksson5)らはペクチン濃度を1.5%とし，基質にトリ

ブチリンを用い，また Dutta6)らは0.5-1.5%濃度のペ

クチンを用い，かつ基質にはアラピアガムで乳化安定化

したオリーブオイルを使用してリバーゼ反応に対する影

響を検討している.それによると lsakssonらは1.5%濃

度の HMペクチンがプロダクトの産生を 8割減少させて

いる(産生プロダクト量は20%) と報告している.いっ

ぽう Duttaらによれば0.5%ペクチンではコントロール

に比べプロダクトの生産が約85%，1.5%ペクチンでは

約60%となっており，ペクチンがリバーゼ反応を減少さ

せている点は lsakssonと共通しているが実験条件の違

いから減少の程度が大きく異なった結果となっている.

lsakssonらは，プロダクトの減少はペクチンの粘度の影

響によるものであると判断している. しかしペクチンに

よるリバーゼ活性への影響を検討するためには，粘度の

影響を極力抑えることが必要とされる前提条件となる.

したがって本実験では粘度の影響を極力抑えるために基

質溶液をマグネチックスターラーで高速撹持して反応を

行った.また基質には実際に人が食用にしているオリー

ブオイルを用い，かっ乳化にはペクチンと同様の多糖類

であるアラピアガムの影響を除去するためにアラビアガ

ムを使用せず，ソニックにて乳化を行い実験を行ったが，

それでもペクチンによるリバーゼ反応の減少がみられた.

今後の検討課題としてペクチンが酵素の阻害剤として働

いているのか，あるいは脂肪ミセルへのリバーゼの接近

を阻止しているだけに過ぎないのかを明らかにすること

が必要と考える.またペクチンを含め，この様な多糖類

は本来乳化安定剤として用いられるものであるから，濃

度によってはリバーゼ反応を促進するようにも働きうる

ものと思われるのでその点も今後明らかにしていく課題

であると言えるだろう.
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石綿線維の経口摂取による生体への影響(第2報)

ラットにおける血中ならびに器官への移行について

荻野周三*，福森信隆**，安野哲子*，小関正道*

佐々木美枝子**，風間成孔*

Biological Effects of lngested Asbestos Fibers (11) 

Migration to Blood and some Urgans in Rats 
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MIEKO SASAKI * * and MASA YOSHI KAZAMA * 

Keywords:クリソタイル石綿 chrysotileasbestos，経口投与 oraladministration，移行 migration

緒 自

多量の石綿の吸入が肺癌や中皮腫を発症させる 1-4)こ

とは周知の事実であるが，さらに近年では，石綿の経口

暴露による消化器系をはじめとした各種器官の癌擢患率

の上昇を示唆する疫学調査結果が報告されている5) 石

綿の経口暴露による発痛の可能性を評価するためには線

維の消化管壁通過と他の器官への移行，蓄積の可能性に

ついて解明することが不可欠である.そこで著者らは

ラットの胃内にクリソタイル石綿を強制投与し， 1日お

よび4日経過したのちに解剖して，血液，肝，腎，腸間

膜および肺組織に含有される石綿線維量を測定した.血

液の測定結果については既に前報日)で報告したが，今回

さらに上記の器官の分析が終了したことから，その結果

について報告する.

実験 方 法

実験方法の詳細は前報に述べたとおりである.ただし

各対象器官の摘出は，血液の採取後にラットの門脈から

あらかじめ孔径0.22μmのメンプランフィルターでろ過

した生理食塩水でj産流脱血したのちに行った.また摘出

した組織は60.Cで 1時間真空乾燥したのちに灰化し，そ

の残留物をアセトン 1mlに懸濁させた.

実験 結 果

血液ならびに各組織中から検出された線維数の平均値

と標準誤差を Table.1に示した.血液および肝では投

与後 1日目に屠殺した群(以下， 1日群と略す:Table. 

1およびTable.2中の Test1 )と投与後4日目に屠殺

した群(以下， 4日群と略す:Table. 1および Table.2

中の Test2)のいずれからも対照群に比較して有意に

多い数の石綿線維が検出された.腸間膜では投与後の日

数の経過にともなって線維数が増加する傾向が見られ，

4日群と対照群との聞には差が認められた.一方，腎な

らびに肺については対照群といずれの投与群の聞にも線

維数に差は認められなかった.なお，対照群の肺からは

他の組織に比較して，やや多い数の線維が検出された.

血液および各組織中から検出された線維を長さに基づ

いて分類した結果を Table.2に示した.投与に用いた

UICCクリソタイルの長さの分布 (Table.2の最下段に

示した)は NationalResearch Institute for Occupational 

Diseases (N.R.I.O目D.)によって報告されており 7)，これ

と比較した場合， 1日群の血液からは0.5-1.0μmの長

さの線維が多く検出されたのに対し， 4日群では0.5μ

m以下の，より短い線維が増加する傾向が見られた.腸

間膜では 1日群と 4日群に共通して0.5-1.0μmの長さ

の線維が多く，また逆に肝では0.5μm以下の短い線維

が主体をなしていた.肺から検出された線維には比較的

長いものが多く，特に 4日群では2.0μm以上の線維が

半数以上を占めた.また対照群の肺からは10μmを超え

る長さの線維も検出された.

*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 
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Table. 1. Recovery of Fibers in Blood and Tissues 

gavaged a Single Dose of Asbestos 

Tissue 

Blood 

Mesentery 

Lung 

Liver 

Kidney 

Controls 

Mean*土S.E.

2.8:1: 1.42 

18.9士 6.49

140.7土44.77

21.3土 7.98

17.0土 3.88

* : Sacrificed at 1 day after administration 

t : Sacrific巴dat 4 days after administration 

* : Average of 10 rats 

~ : A verage of 5 rats 

Test 1 * 

Mean~土 S.E.

68.911土18.98

45.8 :1:23.72 

143.1土33.46

213.2唱土31.66

13.2士 5.79

Test 2* 

Mean~土 S.E.

85.6叩土 8.01 

118.711土35.48

186.3 :1:90.06 

216.611土46.00

18.8土 6.87

Statistical significance between control and test sample ; 11: P<.O. 5，明:P<.OI 

(The figures in the table are number of fibers per 1 for blood and on巴 offibers per mg dry 

weight for others.) 

Table. 2. Frequency of Length Distribution of Fibers 

Found in Blood and Tissues 

Total Number Frequency(泌)
。fFibers 
Found in 

Tissue Rat Grid Length interval (μm) 

Croup Openings 0.2-0.5 0.5-1.0 1.0-2.0 2.0< 

Control 3 o( 0) 2(67) 1(33) 1( 0) 

Blood Test 1 * 37 7(19) 19(51) 11(30) O( 0) 

Test 2 t 46 20(43) 22(48) 4( 7) 1( 2) 

Control 10 3(30) 6(60) 1( 1) O( 0) 

Mesentery Test 1 13 2(15) 9(69) 1( 8) 1( 8) 

Test 2 44 7(16) 31(70) 4( 9) 2( 5) 

Control 24 2( 8) 9(38) 7(29) 6(25) 

Lung Test 1 9 3(33) 3(33) 1(11) 2(22) 

Tesr 2 11 O( 0) 2(18) 3(27) 6(55) 

Control 14 9(64) 3(21) 2(14) o( 0) 

Liver Test 1 78 54(69) 22(28) 2( 3) o( 0) 

Test 2 85 59(69) 26(31) o( 0) o( 0) 

Control 13 7(54) 6(46) o( 0) o( 0) 

Kidney Test 1 5 1(20) 4(80) o( 0) o( 0) 

Test 2 7 4(57) 2(29) o( 0) 1(14) 

UICC Chrysotile Standard (21)宇 (35)キ (23)土 (21)宇

Reference Sample 

* : Sacrificed at 1 day after administratio日

十:Sacrificed at 4 days after administration 

キ :by N.R.I.O.D・， Johannesburg， South Africa 
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考察

今回得られた実験結果は，経口摂取された石綿線維が

消化管壁を通過して血中に入り，他器官，特に肝や腸間

膜に移行することを示唆している.

腸間膜から検出された線維数は投与後 1日目より 4日

目で増加する傾向を示し，腸間膜は石綿線維に対して蓄

積性を有する可能性が高いものと思われる.一方肝では

1日目と 4日目で線維数に差が認められなかったことか

ら，明確な蓄積性を持つとは考えがたい.

腎は取り込まれた石綿線維の体外への排出経路として

最も可能性の高い器官であり，事実 Cookら8)は石綿を

多量に含む水を飲用する人々の尿中から多数の線維が検

出されたことを報告し，また Hallenbeckら9)はヒヒを用

いた経口暴露実験で尿中から線維を回収している.さら

にPatel-Mandlikら10)によるラットに対する長期連続投

与実験では腎皮質から多数の線維が回収されている. し

かし今回の実験では投与群と対照群の間で，腎から検出

された線維の数に差が認められず，これらの報告と矛盾

する結果となった.この原因としては投与後 1日および

4日の屠殺時期の設定が，線維の腎内への移行あるいは

蓄積を観察するうえで適切でなかった可能性があげられ

る. Hallenbeckら9)の実験では，尿中からの線維の回収

率は暴露後21日目に最大値を示していることから，線維

が糸球体内に蓄積し，また糸球体壁を通過して尿細管中

に排出されるには，より長い日数を要するのではないか

と思われる.

姉から検出された線維には例外的に長いものが多く，

しかも対照群からも比較的多数の線維を検出したことか

ら，これらの線維は投与した UICCクリソタイルとは異

なり，ラットの飼育環境，特に空気中の石綿の吸入によ

るコンタミネーションの可能性も考えられる.

Sebastienら11)は石綿を経口暴露させたラットのリン

パ液を胸部リンパ管から採取して分析し，多数の線維を

検出したが，線維のうちでも特に長さの長い線維の回収

率が高かったことから，消化管墜を貫通する能力は長い

線維ほど高いのではないかと推察している. しかし先に

述べた Patel一Mandlikら10)の実験では腎皮質中から検出

された線維のほとんどは0.5μm以下の短いものであり，

また今回の実験においてもリンパ節が多数存在する腸間

膜からは0.5μm以上の長さの線維が比較的多く検出さ

れたのに対して，血管に富む肝からは反対に0.5μm以

下の短い線維が多数検出される傾向が見られた.このよ

うに器官種によって含有される線維の長さの分布に相違

が生じるのは，単に線維の長さによって消化管壁通過能

力に差があるだけではなしむしろ長い線維と短い線維

では消化管壁の通過機序が異なるか，あるいは通過後の

移行に際して，リンパ行性と血行性に対するそれぞれの

依存度に差があるためではないかとも考えられる.

現在のところ石綿の経口暴露による発癌を明確に証明

する報告はなされていない.むしろ小動物を用いた短期

あるいは長期投与実験の結果12一17)，まいずれも発癌の可

能性を否定している. しかし人における職業的な経気道

暴露では初期暴露から肺癌もしくは中皮腹の発症に至る

までに20-40年の長い潜伏期が存在することを考えると，

生存期間の短い動物を用いた実験の結果からただちに経

口暴露による危険性を否定することはできない.今後は，

組織内での線維の挙動ならびに毒性発現の可能性を追究

し，石綿の経口暴露による生体影響の評価をさらに進め

ていく必要がある.

要約

クリソタイル石綿を強制経口投与したラットの血液，

肝および腸間膜からは対照群に比較して有意に多い石綿

線維が回収された.摂取された線維は消化管壁を通過し

て一部の器官へ移行するものと考えられる.
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高速液体ク口マトグラフィーによる

黄色4号および5号中の芳香族アミンの定量

広門雅子へ中島和雄へ植松洋子へ
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and Sunset Yellow FCF by High Performance Liquid Chromatography 
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緒言

合成着色料中には，付随色素，副反応生成物，中間体，

および発ガン性が指摘されている芳香族アミン等，多く

の有機不純物が含まれる.昭和62年4月にタール色素製

剤の政府による製品検査が廃止され業者による自己認証

制が導入されたが，昨今，不純物を多量に含む粗悪な色

素の使用を危倶する声は，一般消費者のみならず当該添

加物のユーザーである食品業者の中にも少なくない.

黄色 4号および5号は，製造原料にスルファニル酸が

用いられる.工業用スルファニル酸には0.1-1.2%のア

ニリンが含まれ1.4)，色素の製造過程で，その酸化およ

びジアゾ化等により種々の芳香族アミン(発ガン性物質)

が生成する!.5)(Fig.1 ).米国では， FDAにより 1986年

7月に食用黄色 4号6)，1986年11月に食用黄色 5号7)の

CFRの規格改正が行われ，芳香族アミンの規格値が設

定された(Table1 ).また FAO/WHOでは，芳香族ア

ミンの規格値をアニリンとして0.01%以下と規定してい

る8)

しかし，我が国においては，未だこれらの規格値は設

定されていない.また黄色 4号および5号中の芳香族ア

ミンの分析例も見あたらないので，わが国の市販色素の

実態を把握するため， BaiIey等1-3)の，クロロホルムで

芳香族アミンを抽出した後，ジアゾーカップリングし，

高速液体クロマトグラフイー(HPLC)により定量する方

法を準用し，市販色素中の 3種の芳香族アミン(アニリ

ン， 4ーアミノピフェニール， 4ーアミノアゾベンゼ

ン)を分析し，食用色素の規格を作る際の基礎資料を得

たので報告する.

実験の部

1.試料

黄色 4号は10社製品22種，黄色 5号は 6社製品 7種を

用いた.黄色 4号の 3種および 5号の 2種は試薬会社よ

り購入し，標準色素としては三栄化学工業側製を，その

他は国立衛生試験所，ダイワ化成(械および三栄化学工業

(械より提供されたものを用いた.

2.試薬および試液

1 )ジアゾ化試液亜硝酸ナトリウムO.lgを100ml

の水に溶かした(用時調製).

2 )カップリング試液 0.5gの2-ナフトールー3.6-ジ

スルホン酸ナトリウム(以下 R-塩と略す) (東京化成

製)に0.6gの無水炭酸ナトリウムを加え水に溶かし

100mlとした(用時調製). 

3) HPLC用移動相:溶離液A:アセトニトリルー水

(0.5 : 99.5)の混i夜に1.5gの酢酸アンモニウムを溶解し

た後， ミリボアフィルターでろ過し，脱気した後用いた.

溶離液B:アセトニトリル

4 )芳香族アミン各標準原液:アニリン(和光純薬製

アニリン点試験用)を100mg秤取し95%エタノールに溶

解し 100mlとした. 4-アミノピフェニール(以下 4

-ABPと略す)(Aldrich製，純度98%以上)は50mgをメタ

*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 MetropoIitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160， ]apan 
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。oxidation NH2-Q-ONH2 
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Fig. 1. Aniline and Other Aromatic Amines 

Table 1. Specifications for Aromatic Amines 

(Carcinogenic lmpurities) in FD&C Yellow 

No.5 and FD&C Yellow No.6 set by Food and 

Drug Administration 

Specification Limit 

Constituent FD&C Yellow NO.5 FD&C Yellow NO.6 

4-Aminoazobenzene 

4-Amino bipheny 1 

Aniline 

Azobenzene 

Benzidine 

1，3-Diphenyltriazene 

1-(phenylazo)-2-

naphthalenol 

75 ppb 

5 イシ

100 ク

40 今

1 // 

40 ク

50 ppb 

15 イシ

250 // 

200 // 

1 イシ

40 '" 
10 え〉

ノールに溶解し100mlとした. 4同アミノアゾベンゼン

(以下 4-AABと略す)(Aldrich製，純度98%以上)は

50mgをメタノールに溶解し100mlとした.各標準原液は

冷凍保存した.

5 )検量線用標準溶液:各標準原液を用時水で適宣希

釈して調製した.

他の試薬は，全て JIS特級品を用いた.

3. 装置および条件 1) HPLC :ポンプ;日本分光

TR-IROT AR-VI，検出器;日本分光 UVIDEC100-VI，感

度 0.04AUFS，検出波長 510nm，オートサンプラー;日

本分光 AS-L350，データ処理装置;島津クロマトノTック

C-R3A，カラム:Nucleosil (7μm) C-18 (ナーゲル社

製)をステンレスカラム (25cmx4mmI.D.)およびプレカ

ラム(5cmx4mmI.D.)に充填して用いた. 2)抽出用カラム

: Extrel u t 20カラム(メルク製)， 85mmx27mm I.D.，約

53ml，充填用

4.実験操作法

1 )抽出法試料約10gを正確に量り，約70mlの温

水に溶かし，冷後， 1M水酸化ナトリウム溶液で pH11 

-13とし，水を加えて正確に100mlとした.この溶液

20mlをExtrelut20カラムに注入し， 10-15分間放置し

た後，40mlのクロロホルムを注入しアミンを溶出させ

た. 5分後さらにクロロホルム40mlを注入し分取した

後， 0.005M硫酸溶液 5mlを加え， 45
0

以下で減圧濃縮

した.クロロホルムがなくなる直前で濃縮をやめ，残留

クロロホルムを空気を送りゆっくりと除去した.

2 )ジアゾ化およびカップリング法抽出操作で得ら

れたアミンの硫酸溶液を氷浴中で 5分間冷却した後，ジ

アゾ化試液 1mlを加え，フラスコ壁を洗うようにかく

はんし， 15分間氷冷した.つぎにカップリング試液 1

mlを加え，ジアゾ化と同様にフラスコ壁を洗うように

してかくはんし15分間氷冷した. 45
0

以下で減圧乾回し

た後，1.5%リン酸二水素ナトリウム溶液 5mlを正確に

加え，試料i'夜とした.

3) HPLC分析法:溶離液Aと溶離液Bによる濃度

勾配溶出法を用いた.it速1.0ml/minで， A液を 5分

間流し，試料液200μlを注入した後 Bf夜の配合率を

40分間で 0%から40%に変化させた.次いで 5分後， B 

i夜を100%にしカラムを 5分間洗浄した後， 5分間でA

液を100%に戻し 5分間流した.以上の操作を繰り返し

行った.

4 )検量線:検量線用各標準溶液を 1mlず‘っとり，

0.005M硫酸溶液 5mlを加え，標準溶液中のメタノール

およびエタノールを出来るだけ除去するため， 45
0

以下

で約 1/2容量まで濃縮した後，試料と同様にジアゾー

カップリングし，最後に1.5%リン酸二水素ナトリウム

溶液 5mlを正確に加えて溶かし， 200μlをHPLCに注

入し，検量線を作成した.

結果および考察

1. Extrelut 20カラムによる抽出 Baily等は分液

ロートによる液液抽出と ExtrelutQEによるカラム抽出

の両法を採用しているが， i夜液抽出はエマルジョンを起

こし回収率も低かったので，カラム抽出法を採用した.

Bailey等が用いた ExtrelutQE(15cm X 4 cm I.D.)の市販

品がなかったので， Extrelut 20を用いた.その使用説明

書に従って試料液の注入量を20mlとし，クロロホルム

量を40mlとした.色素はすべて Extrelut20に吸着され，

芳香族アミン類は 1回のクロロホルム抽出で完全に溶出
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したが，確実にするために 2回行った. Extrelut 20は

Extrelut QEに比べ，容量が1/2.5と小さいため，検出

限界が2.5倍高くなった.

2. HPLCによる分離アニリン， 4-ABPおよぴ

←AABの各標準溶液のジアゾーカップリング化合物の
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Fig. 3. HPLC Chromatograms obtained from Analysis 

of Samples of Commercial Sunset Yellow FCF 

and Standards of Aromatic Amine 

(1) standard 

Aniline 4.4 ng 

4-ABP( 4-Aminobiphe町 1)4.0 ng 

4-AAB( 4-Aminoazobenzene) 3. 6ng 

(2) sample G (3) sample B (4) sampleA 

40 20 30 

TIME (MIN) 

10 。
20 30 

TIME (MIN) 

Fig. 2. HPLC Chromatograms obtained from 

Analysis of Samples of Commercial 

Tartrazine and Standards of Aromatic Amine 

(1) standard 

Aniline 5.2ng 

4-ABP( 4-Aminodiphenyl) 4.1ng 

4-AAB( 4-Aminoazobenzene) 3.4ng 

(2) sampleM (3) sampleA (4) sampleE 

40 10 。
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HPLCのクロマトグラムを Fig.2および Fig.3中の(1) Table 2. Recoveries of Aromatic Amines added to 

に示した. 3種の分離は良好であった. Extrelut 20で色

素原体が吸着せず溶出した場合を考慮し，黄色4号およ

び5号の保持時間を確認したところ，黄色 4号は約18分，

黄色 5号は約24分で， 3種の芳香族アミンの分析に影響

しないことが判った. Bailey等は溶離液BのO→40%の

直線グラジ、エントを30分で完了させているが，黄色 4号

の試料中，アニリンの直前にピークが確認され (Fig.2

Aromatic 

Amine 

Aniline 

Tartrazine 

Tartra-

zine * (g) 

10 

10 

10 

Added n Recovery( %) 

(μg) Mean:1:S.D 

0.1 2 101.4土 6.4

1.1 4 99.0:1: 1.7 

11.0 4 99.6土 0.5

中の(2))，分離が悪いものがあったので， 40分間の直線 4-ABP 10 0.1 2 91.1士1.0

グラジェントにしたところ分離は良好であった.

3. 検量線 アニリンは0.22-49.4ngの濃度で r(相

関係数)=1.0000，4-ABP は0.40-10.3ngの濃度で r=

0.9981， 4-AABは0.36-9.7ngで r=0.9996の直線性

を示した.

定量限界はアニリンがo.1ng(0. 5ng/ml 溶液， 200μl 

注入)， 4-ABPがO.4ng(2 ng/ml 溶液， 200μl注入)， 

4-AABがO.3ng( 1. 5ng/ml 溶液， 200μl注入)であった.

従って色素 1gに対する定量限界はアニリン 1ppb， 

4-ABP 5 ppb， 4-AAB 4. 5ppbであった.

4.添加回収実験

添加回収用として，芳香族アミンを含有しない色素が

得られなかったので，試料量が多く比較的アニリン含量

の低い黄色 4号の試料Dを用いた.試料D10gにアニリ

ン， 4-ABPおよび4-AABをそれぞれ0.01-1.1ppm添

加し，試料と同様に操作し回収率を求めた.その結果を

Table. 2に示した.

低濃度添加における回収率は， O.Olppm 添加でアニ

リン 101.4:1:6.4%， 4-ABP 91.1士1.0%，4-AAB 87.0 

:1:1.7%， またO.lO-O.11ppmi~力日ではアニリン 99.0土

1. 7%， 4-ABP 89.8:1: 8.4%， 4-AAB 88.9土10.8%であ

り，アニリンは極めて良好であったが， 4-ABPおよび

4-AABの平均回収率はやや低く，バラツキも大きかっ

た. 1 ppm以上の添加回収率は， 3種とも良好であっ

た.

5.市販黄色4号および5号中の芳香族アミンの分析

結果

市販品の分析結果を Table3に示し，代表的な試料の

HPLCクロマトグラムを Fig.2および、Fig.3に示した.

1 )アニリン: アニリンは全試料から検出され，黄

色 4号中より 2.3-127 .8ppb，黄色 5号中より 9.2-

389.9 ppb検出された.一般に黄色 4号より黄色 5号が

高い値を示した.黄色 4号のうち，食用14検体中には

3.9-81. 7ppb，工業用 4検体中には6.2-23.0ppb，試

薬 3検体中には73.8-127.3ppb含有されていた.食用

10 1.0 4 89.8:1: 8.4 

10 10.2 4 95.6:1: 2.5 

4-AAB 10 0.1 2 87.0土1.7

10 1.0 4 88.9土10.8

10 10.1 4 95.5:1: 1.9 

*Sample D in the Table 3 

は低いものから高いものまで含量に幅があり，工業用は

23.0ppbが最も高く，全体に低い値を示し，試薬は

73.8ppbが最も低く，全体に高い値を示した.食用およ

び工業用色素とも全て CFR規格値の100ppb以下であり，

100ppbを超えたのは，試薬 1検体のみであった.

黄色 5号においては，食用 4検体中には69.9-290.5

ppb，試薬 2検体中には31.3-389.9ppb含まれ，食用で

1検体および試薬で 1検体がCFR規格値の250ppbを超

えた.

2) 4-ABP:黄色 4号およぴ 5号のうち， 4-ABPが

検出されたのは29検体中 5検体(約17%)で，そのうち

CFR規格値(黄色 4号 5ppbおよび黄色 5号15ppb)を

越えたものは，試薬 2検体のみであった.

3) 4-AAB :黄色 4号中4-AABが検出されたのは，

22検体中わずか 3検体(約24%)であり，全て CFR規格

値の75ppb以下であった.黄色 5号では 7検体中 4検体

から検出されたが，いずれも CFR規格値の50ppbを越

えなかった.

標準色素(Table3中の試料A)は，アニリン含量が他

の色素に比べ黄色 4号2.3ppb，黄色 5号9.2ppbと非常

に少なく， 4 -ABPおよび4-ABPも検出されなかった.

やはり高純度の色素には芳香族アミンは殆ど含まれてい

ないことカf判った.

まとめ

黄色 4号および 5号中の 3種の芳香族アミン(アニリ

ン， 4 -ABP， 4 -AAB)の分析を行った.分析法は，

Extrelut 20カラムで色素を除去し，芳香族アミンをクロ
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Table 3. Contents of Aromatic Amines in Samples of Commercial Tartrazine and Sunset Yellow 

FCF 

Kind of Content of Aromatic Amine (ppb) 

Color Sample Maker Use Aniline 4-ABP 4-AAB 

A SC 2.3 ND ND 

B 1 FC 3.9 ND ND 

C 1 FC 9.5 ND ND 

D 2 FC 12.1 ND 8.0 

E 3 FC 14.8 ND ND 

F l FC 17.5 ND ND 

G 1 FC 27.9 ND ND 

H FC 32.1 ND ND 

4 FC 32.8 ND ND 

1 FC 32.9 ND ND 

K 3 FC 39.9 ND 6.2 
Tartrazine 

L 1 FC 43.0 ND ND 

M l FC 45.2 ND ND 

N 5 FC 69.5 ND ND 

。 6 FC 81. 7 ND ND 

P 7 ID 6.2 ND ND 

Q 2 ID 9.4 ND ND 

R 7 ID 14.3 ND ND 

S 2 ID 23.0 ND ND 

T 9 CD 73.8 ND ND 

U 8 CD 80.3 ND ND 

V 10 CD 127.8 14.3 ND 

A SC 9.2 ND ND 

B 1 FD 69.9 ND 7.3 

Sunset C 6 FD 234.1 ND ND 

Yellow D 2 FD 290.5 ND ND 

FCF E 4 FD 137.7 ND 6.2 

F 9 CD 31.3 ND ND 

G 10 CD 389.9 20.1 47.5 

4-ABP: 4-aminobiphenyl 4-AAB: 4-aminoazobenzene 

ND: 4-ABP and 4-AAB were not more than 1 ppb，respectively 

S C: standard color 

F C: food color 

I D: dye for industrial use 

CD: dye for chemical use 
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ロホルムで抽出した後，ジアゾーカップリングし，

HPLCにより定量する方法を用いた.

添加回収率は， 0.01-0.11ppmの低濃度添加におい

ても，アニリンは良好で、あったが， 4 -ABPおよび、4

-AABはやや低くまたバラツキも認められた. 1 ppm以

上の高濃度における回収率は 3種とも良好であった.

市販色素について芳香族アミンを分析した結果，アニ

リンは全試料から検出され，一般に黄色4号より黄色 5

号の方が高い値を示した.黄色 4号のうち，試薬で

CFR規格値の100ppbを越えたものがあったが，食用お

よび工業用にはなかった.黄色 5号では，食用で規格値

の250ppbを越えたものが 1検体あった. 4 -ABPは約

17%の試料から検出され，食用で CFR規格値を越えた

ものはなかった. 4 -AABは約24%の試料から検出され

たが全て CFR規格値以下であった.

特に工業用と食用色素の問に芳香族アミン含量の差は

認められなかった.
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緒 員

昭和62年4月より，タール色素製剤の製品検査が廃止

され，製造業者による自己認証制が導入された.タール

色素は工業用にも用いられることから，不純物を多く含

む粗悪な製品が食用色素製剤として出まわるおそれがあ

り，今後もたえず監視してゆく必要がある. しかし，現

行の食品衛生法では，タール色素製剤jについては，ヒ素，

重金属，クロム，マンガンの規制のみで，有機不純物に

ついての規制はない.粗悪な製品を排除するためには，

有機不純物についても検査する必要があると考えられる

ので，その分析法を検討するために，まず，食用赤色 2

号(アマランス，以下 R-2と略す)，食用赤色102号

(ニューコクシン，以下 R-102と略す)，食用黄色 5号

(サンセットイエロー FCF，以下 Y-5と略す)，のア

ゾ系三色素を対象に，色素そのものに含まれる有機不純

物の HPLCによる分離分析法を検討したところ，実用分

析として利用できる結果が得られたので報告する.

1. 食用色素の製法および不純物 わが国の食品衛生

法では，食用色素原体そのものの有機不純物についても，

付随する「他の色素Jを規制しているのみである.一方，

FAO/WHOl
-
3
)あるいは， FDA4)の場合は， Table 1 ， 

2に示したように，副色素以外の有機不純物についても

規制している.

R -2， R -102， Y -5は，共にモノアゾ系の色素で，

いずれもジアゾ化したのち，カップリング反応を行うこ

とによって製造される(Fig. 1 ). . R -2は， 4-アミノ

1 -ナフタレンスルホン酸(ナフチオン酸，以下 NAと

略す， Fig 1 (1)) をジアゾ化し， 3-ヒドロキシー 2，

7-ナフタレンジスルホン酸二ナトリウム塩，以下R塩

または Rと略す， Fig. 1 (2) )とカップリングさせて

製造する. R -102は， NAと7ーヒドロキシー 1，3-ナフ

タレンジスルホン酸ナトリウム塩(以下， G塩またはG

と略す， Fig. 1 (3))， Y -5は， 4同アミノベンゼンス

ルホン酸(スルファニル酸，以下 SAと略す， Fig. 1 

( 4 ))と， 6-ヒドロキシー 2-ナフタレンスルホン酸ナ

トリウム塩(シェーファー塩，以下 SSと略す， Fig. 

1 (5))を用いて，同様に製造する.

R-2の主な不純物としては，原材料の NA，R塩，

NA同志、が反応してできる副色素(以下 NA十NAと略

す， Fig. 2 (6)) ，また， R塩中の不純物である SSと

NAが反応してできる副色素 FastRed E (Fig.2 (7)) 

が考えられる. R -102の主な不純物としては，原材料の

NA， G塩， また， R -2と同様， NA十NA，Fast Red E 

が考えられる. Y -5の主な不純物としては，原材料の

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



246 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 38， 1987 

Table 1. Specifications of Organic Impurities in Food Colors set by F AO/WHO 

Colors 

Amaranth 

and 

New Coccine 

Sunset Yellow 

FCF 

Impurities 

4.amino.1-naphthalenesulfonic acid 

3-hydroxy -2，7 -naphthalenedisulfonic acid 

6-hydroxy-2苧naphthalenesulfonicacid 

7 -hydroxy-1，3-naphthalenedisulfonic acid 

7 -hydroxy -1，3， 6-naphthalenetrisulfonic acid 

Unsulfonated primary aromatic amines 

Subsidiary colouring matters 

4-aminobenzenesulfonic acid 

3-hydroxy-2，7 -naphthalenedisulfonic acid 

6-hydroxy-2-naphthalenesulfonic acid 

7・hydroxy-1，3・naphthalenedisulfonicacid 

4，4'-司(1-tr凶riazene-叫-1，3-diy刷1)bis (b巴 凹E肘合引1凶 0叩1lI

acid) 

6，6' -oxybis (2-naphthalenesulfonic acid) 

Unsulfonated primary 

aromatic ammes 

Subsidiary colouring matters 

Limits 

Total not more 

than 0.5% 

Not more than 0.01% 

calculated as aniline 

Not more than 3%(Amaranth) 

Not more than 1 % 

(N ew Coccine) 

Tatal not more 

than 0.5% 

Not more than 0.01% 

calculated as aniline 

Not more than 5% 

Not more than 2% shall be 

colours other than trisodium 

salt of 3・hydroxy-4-[(4-sulfophenyl) 

azo] -2， 7 -naphthalenedisulfonic acid 

Table 2. Specification of Organic Impurities in Sunset Yellow FCF set by FDA 

Impurities 

sodium salt of 4-aminobenzenesulfonic acid 

sodium salt of 6-hydroxy-2-naphthalenesulfonic acid 

disodium salt of 6，6'ーoxibis(2-naphthalenesulfonic acid) 

disodium salt of 4，4'-(1-triazene-1，3-diyl) bis (benzenesulfonic acid) 

Limits 

Not more than 0.2% 

Not more than 0.3% 

Not more than 1 % 

Not more than 0.1 % 

Sum of the sodium salt of 6-hydroxy-5-(phenylazo)ー2-naphthalene-sulfonicacid and J<.!ot more than 1% 

the sodium salt of 4回 [(2-hydroxy-1-naphthalenyl)azo] -benzensulfonic acid 

Sum of the trisodium salt of 3-hydroxy-4-[(4・sulfophenyl)azo] -2，7- Notmore than 5% 

naphthalenedisulfonic acid and other higher sulfonated subsidiaries 

4 -aminoazo benzene 

4-aminobiphenyl 

aniline 

azobenzene 

benzidine 

1，3-diphenyltriazene 

l同(phenylazo)-2・naphthalenol

Not more than 50ppb 

Not more than 15ppb 

Not more than 250ppb 

Not more than 200ppb 

Not more than 1ppb 

Not more than 40ppb 

Not more than 10ppm 
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SA， SS， 4，4'ー(1四トリアゼンー 1， 3 -ジイル)ピス

(ベンゼンスルホン酸)ニナトリウム塩(4 ， 4 'ー(ジ

アゾアミノ) ジベンゼンスルホン酸二ナトリウム塩，

以下 DAADBSAと略す， Fig. 2 (8) )， SS同志の反応

による 6，6にオキシビス(2 -ナフタレンスルホン酸ニ

ナトリウム塩(以下 DONSと略す， Fig. 2 (9) ) ， SS 

中の不純物である R塩と SAが反応、してできる副色素

3-ヒドロキシー 4-[(4-スルホフェニル)アゾ]-2 ， 

7-ナフタレンジスルホン酸三ナトリウム塩(以下 SA

+R塩あるいは SA+Rと略す， Fig.2 (10))， SS中の

不純物である G塩と SAが反応してできる副色素(以下

SA+G塩あるいは SA+Gと略す， Fig. 2 (11))， SA 

中の不純物アニリンと SSが反応してできる副色素オレ

ンジ RN(Fig.2 (12))， SS中の不純物 2】ナフトール

HO，S-<O)-NH， 
0 川 1)

ーω-<O)-Ni <0) Na_o，s-<O>-州 O。。∞upling (0) (0) 

(A) R-salt (2) Amaranth (R-2) 

川 + g ~.S-QN=N-g 
Nao.s-<'O) co叩叩 O附。

HO.Sイ( )トNH，HO、 H~ー

い@配…z
之も-O.S掃S{}Nば.. " + 巴叫凶之もsωJLP芋乎~ ~凶

Fig. 1. Manufacturing Procedur巴 for Synthesis of 

Amaranth， New Coccine and Sunset Yellow 

FCF 

NA 4-amino-1-naphthalenesulfonic acid 

(naphthionic acid) 

R-salt disodium salt of 3-hydroxy-2，7-

naphthalenedisulfonic acid 

G-salt disodium salt of 7・hydroxy-1，3-

naphthalenedisulfonic acid 

SA 4-aminobenzenesulfonic acid (sulfanilic 

acid) 

SS sodium salt of 6-hydroxy-2 

naphthalenesulfonic acid (Schaeffer's salt) 

と SAが反応、してできる副色素オレンジn(Fig.2 

(13) )などが考えられる.そこで，これらの不純物

(入手できなかった DONSを除く)を HPLCを用いて

分析する方法を検討した.

2. HPLCによる分析法 HPLCを用いた食用色素の

不純物の分析法としては，アニオン交換型カラムを用い

る方法ト8)，逆相系のC8カラムを用いる方法ト12)，C 18 

カラムを用いて移動相にカウンターイオンを加えるイオ

ンペアークロマトグラフィーによる方法13.14)等が報告

されている.

これらのうち，アニオン交換型カラムを用いる方法，

C8カラムを用いる方法は，いずれもグラジ、ェントによ

る溶出を行っている.一方，イオンペアークロマトグラ

フィーによる Lancasterら13，14)の方法は，すべての不純

物は同時に分析できないが，グラジェントを用いずに，

不純物の分離を行っている.そこで，今後ルーチン分析

として行うことも考え，グラジ、ェントを用いない Lan-

casterらの方法をもとに検討を行った.

NaOすすN

NA・NA (6) 

NaωO附 NQ。
Fast Red E (7) 

N80'S-Q…-QsO'Na 

N80，S~~so.Na 

Nao.s-Q附N-g。
Nao，s-Q附NQ

Nao，s-<Cご》

5A.G (11) 

。刷。。
NaωOほN-g
叩日 (13) 。

Fig. 2. Subsidiary Colors and Side Reaction Products of 

Amaranth， New Coccine and Sunset Yellow FCF 

NA + NA : subsidiary color combined NA and 

NA 

DAADBSA : disodium salt of 4，4'-(1・triazene-

1，3 -diyl) bis (benzenesulfonic acid) 

DONS disodium salt of 6，6'-oxybis (2-

naphthalenesulfonic acid) 

SA + R : subsidiary color combined SA and R-

salt 

SA + G : subsidiary color combined SA and G-

salt 



検量線用標準溶液は， O.lmg/mlの水溶液(標準原液)

を調製し，これを水で適宜希釈した.

結果および考察

1. 分離条件の検討

まず， Csカラムを用いている点が異なるが，TBABr 

を用いて，ニコチン酸およびニコチン酸アミドの分析を

行っている北自ら 15)の方法を参考に，リン酸緩衝液濃

度を0.03Mとし，緩衝液:メタノール比を変えて，分離

条件を検討した (Fig.3 ).その結果， NA， R， G， 

SA， SS， DAADBSA，副色素 SA+R，副色素 SA+G

は比較的早く溶出したが，他の副色素 NA十NA，Fast 

Red E，オレンジ RN，オレンジEは，メタノール上tを

高くしないと溶出しなかった.そこで，前記の比較的早

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 38， 1987 
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Fig. 3. Retention Times of Organic Impurities in Amar. 

anth， New Coccine and Sunset Yellow FCF as 

Function of Methanol Content in Mobile Phase 

phosphate buffer concentration : 0.03M 

f10w rate: 0.5ml/ min 
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Lancasterらは，水酸化テトラー n-ブチルアンモニウ

ム40%水溶液(以下 TBAHと略す)とリン酸ーカリウ

ムより調整した0.5Mリン酸テトラ n-ブチルアンモニ

ウム水溶液(以下 TBAPと略す)を用いたイオンペ

アークロマトグラフィーにより，アマランス(R四 2)， 

タートラジン(食用黄色 4号)，サンセットイエロー

FCF (Y-5 )の不純物の分析を行っている.そこで，

試薬として，あらかじめ調整しておく必要もなく，また，

より安価な，臭化テトラー n-ブチルアンモニウム(以下，

TBABrと略す)を用いて，アゾ系三色素， R -2， R 

-102， Y -5の不純物を分析する条件を検討lした.

実 験 の 部

1. 試料色素:市販品および，国立衛生試験所，ダ

イワ化成制，三栄化学工業側より提供されたものを用い

た.標準色素としては，三栄化学工業(械製を用いた.

2. 試薬 4 -アミノー 1-ナフタレンスルホン酸ナト

リウム:和光純薬(械製，一級，純度98%以上， 3-ヒド

ロキシー 2，7-ナフタレンジスルホン酸二ナトリウム塩

:東京化成樹製， 7-ヒドロキシー 1，3-ナフタレンジ

スルホン酸二カリウム塩:東京化成側製， 4-アミノベ

ンゼンスルホン酸:東京化成(栂製，純度99%以上， 6-

ヒドロキシー 2-ナフタレンスルホン酸ナトリウム塩:和

光純薬(械製，を用いた.副色素 NA+NA(純度78.9%)， 

副色素 SA十R塩(純度83.0%)，副色素 SA+G塩(純

度78.9%)，DAADBSA (純度98.9%)，副色素 FastRed 

E (純度90.5%)，オレンジ RN(純度98.4%)，オレン

ジII(純度96.9%)は，ダイワ化成(械より提供を受けた

ものを用いた.臭化テトラー n-ブチルアンモニウム:半

井化学薬品(械製，その他の試薬は，すべて特級品を用い

た.

3. 装置 高速液体クロマトグラフ:日本分光工業製

TRIROTARVI，検出器:日本分光工業製 UVIDEC-100-

1 オートサンプラー:日本分光工業製 AS-L-350，

データ処理装置:島津製作所製クロマトパック C-R 2 

AおよびC-R3 A 

4. 高速液体クロマトグラフ測定条件 カラム:Nuc. 

leosi17μmC1Sを4mm手X250mmのカラムに充てんした.

温度:室温，流速:0.5-0.7ml/min，注入量:10ある

いは20μ1，検出波長:237nm，検出器感度:0.04AUFS， 

移動相:pH7.0リン酸緩衝液(リン酸ーナトリウムーリン

酸二ナトリウム， O.lM， 0.03M， O.OlM， 0.005M) 

メタノール十0.005MTBABr

5. 試料および標準溶液の調製 色素の不純物の標準

溶液:O.Olmg/ml，色素:2.5mg/mlの水溶液とした.
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Function of Phosphate Buffer Concentration in Function of Phosphate Buffer Concentration in 

Mobile Phase Mobile Phase 

methanol content : 40% 

flow rate : 0.5ml/ min 

く溶出する不純物に対象をしぼって，緩衝液濃度を変え，

さらに分離条件を検討した (Fig.4， 5). その結果，

緩衝液濃度を低くした方が，全体に溶出がおそくなり，

分離も良くなった.緩衝液濃度0.005M，緩衝液:メタ

ノール=65: 35で， もっとも分離が良かったが，通常の

分析では，必ずしも，これら 8種の不純物が同時には

いっているわけではないので，分析時間等考慮し緩衝液

濃度0.005M，緩衝液:メタノール=62: 38とした.各

不純物のこの条件での分離を Fig.6， 7に示した.

2. 検量および回収率

次に，これらの不純物の検量線および回収率について

検討した. NAは， 0.23-46.5μ g/mlの範囲で r= 

0.99988， R塩は， 0.28-56.0μ g/mlの範囲で r= 

0.99999， G塩は， 0.24-19.4μg/mlの範囲で， r-

0.99997， SAは， 0.28 -55μ g/mlの範囲で， r == 
0.99990， SSは， 0.25 -50.5μ g/mlの範囲で r

0.99980， DAADBSAは， 0.29-114.7μg/mlの範囲で

methanol content: 35% 

flow rate : 0.5ml/ min 

r = 0.99995，副色素 SA+Rは， 0.43-85.9μ g/ml 

の範囲で r=0.99993，副色素 SA+Gは， 0.38-76.5 

μg/mlの範囲で r=0.99995と，いずれも直線性を示

した(注入量:10μ 1，流速:O. 7ml/min，回収率につ

いても同条件).このため，定量限界を，副色素 SA+

R， SA+Gについては， 0.5μg/ml，その他は， 0.25 

μg/mlとした.色素に対する定量限界は，色素を

0.25%水溶液とした場合，それぞれ， 0.02%， 0.01%と

なり， FAO/WHOや FDAの規格値 (Table1， 2)か

ら考えても十分で、あると思われる.

また， 8回ずつ注入した場合の保持時間の変動係数も，

NA 0.40%， R塩0.44%，G塩0.17%，SA 0.21%， SS 

0.52%， DAADBSA 0.16%，副色素 SA十 R0.40%，副

色素 SA+G 0.60%と良好であった.

なお， Lancasterら13，14)は，これらの不純物の水溶

液を調整する際， pHを7にし，移動相と等モルになる

ように TBAP試薬を加えている.今回，その操作を省
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NA 

o 10 20 
Time(min) 

Fig. 6. Separation of Organic Impurities in Amaranth 

and N ew Coccine 

HPLC conditions 

column: Nucleosil 7μ5mC184mm手X250mm，

mobile phase 0.005M phosphate buffer 

(pH7.0) : methanol = 62 : 38 + 0.005M tetra.n-

butyl ammonium bromide， flow rate : 0.5ml/ 

min， wavelenghth : 237nm， 

sens: 0.04AUFS， injection volume: 20μ1， 

conc. of impurities: O.Olmg/ml 

55 

5A 

o 10 20 30 40 
Time(min) 

Fig. 7. Separation of Organic Impurities in Sunset Yel-

low FCF 

HPLC conditions are shown in Fig.6 

いたが，検量線はいずれも直線性を示し，また保持時間

の変動も小きかったことから，この操作を省いても，実

用上さしっかえないと思われる.

また， R -2に対ーして NAを0.19-0.83%i:r.:力目したと

きの回収率は， 102.65:t1.95%， R塩を0.23-1.01%添

加したときは， 104.75土1.45%，R -102に対してG塩を

0.20-0.73%添加したときは， 102.68土2.20%，Y -5 

に対して SAを0.43-1.82%添加したときは， 101.93土

2.08%， SSを0.40-1.67%添加したときは， 100.28土

1.83%， DAADBSAを0.45-1.74%添力目したときは，

101.93:t3.18%，副色素 SA+Rを0.67-2.84%添加し

たときは， 105.72土1.68%，副色素 SA+Gを0.60-

2.53%添加したときは， 101.25:t2.73% (いずれも n=

6 )と， 良女子であった.

3. 市販色素の分析

次に，この方法を用いて市販色素の分析を行った.分

析結果を Table3 -5に，また，代表的なクロマトグラ

ムを， Fig. 8 -10に示した(定量条件:色素濃度2.5mg

/ml，注入量10μ1，流速0.7ml/min). これらの不純物

の量は，いずれも FAO/WHOおよぴ FDAの規格

(Table 1， 2)の限度以下であった.また，標準色素

の不純物は少なかったが，今回分析した検体については，

食用色素に比べ，工業用あるいは化学用色素に，特に不

純物が多いという傾向はみられなかった.今後，さらに

多くの検体について分析し，比較検討を行っていく予定

Table 3. Amounts of Organic Impurities in Commercial 

Amaranth 

Sample Use NA% R.salt% 

A SC 0.013 ND 

B FC 0.122 0.077 

C FC 0.099 0.319 

D ID 0.053 0.075 

E ID 0.028 0.344 

F CD 0.142 0.035 

G CD 0.139 0.032 
ーーーーー・---ーー----ーーー閉ー---・ーーーーー--ー】圃----ーーーー戸『ー世ーーー四ーーー』園田園園田ーー幽圃ーーーーーーー---圃圃

average 0.085 0.126 

ND : not more than 0.01% 

NA: 4同amino.1・naphthalenesulfonicacid (naphthionic 

acid) 

R-salt : disodium salt of 3.hydroxy.2，7. 

naphthalenedisulfonic acid 

SC : standard color， FC : food color 

ID : dye for industrial use 

CD : dye for chemical use 
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Table 4. Amounts of Organic Impurities in Commercial Amaranth 

New Coccine 

Sample Use NA% G-salt % 

A SC ND 0.029 

B FC 0.117 0.042 

C FC 0.050 0.174 

D lD 0.033 0.191 

E lD 0.018 0.090 

F lD 0.018 0.109 NA 
G lD 0.059 0.125 

H lD 0.048 0.225 

lD 0.160 0.119 
R 

lD 0.107 0.191 

K lD 0.050 0.247 

L CD 0.031 0.147 

M CD 0.013 0.247 
ー四回再開ーーーー--圃由・・F ーーーーー-ー--品田』ーーーーーーーーーーーーーー.園田回目押---ーー『ーーーーーーー』ーーーーーーーーー，自国母国

average 0.054 0.149 o 10 20 30 40 50 60 70 

ND : not more than 0.01% Time(min) 

NA : 4-amino-1-naphthalenesulfonic acid (naphthionic 

acid) 

G-salt : disodium salt of 7-hydroxy-1，3-

naphthalenedisulfonic acid 

SC : standard color， FC : food color 

lD : dye for industrial use 

CD : dye for chemical use 

Fig. 8. Chromatogram of Commercial Amaranth on 

HPLC 

con. of color : 2.5mg / m!， other HPLC condi-

tions are shown in Fig. 6 

Table 5. Amounts of Organic Impurities in Commercial Sunset Yellow FCF 

Sample Use SA% SS% DAADBSBA % SA+R % SA+G % 

A SC 0.019 ND ND ND ND 

B FC 0.019 0.070 ND 1.212 0.265 

C FC 0.019 0.070 ND 0.270 0.379 

D FC ND 0.057 ND 0.555 0.107 

E CD 0.021 0.054 ND 0.578 0.097 

F CD ND 0.224 ND 0.171 ND 
ーーーー園田『戸ーーーー'ー『ーーーーーーーー・ーーーーーーーー四『ーーーーーーーー幽ーーーー園田ーーーーーーーーーーーーー----ーーーー四F ーーーー-ー岨・ー----ーーーーーーーーーー園田開問ーーーーーーーー』ー圃・・ーー"ーーーーーーーー--・-----・ーーー--四『ーー『ーーーーーー』回』ー

average 0.013 0.079 ND 0.464 0.141 

ND : not more than 0.01% (SA， SS， DAADBSA) 

not more than 0.02% (SA+R， SA+G) 

SA: 4引 ninobenzensulfonicacid (sulfanilic acid) 

SS : sodium salt of 6-hydroxy-2-naphthalenesulfonic acid (Schaeffer's salt) 

DAADBSA : disodium salt of 4，4'ー(1-triazene-1，3-diyl)bis (benzenesulfonic acid) 

SA + R : subsidiary color combined SA and R-salt; trisodium salt of 3・hydroxy-4-[( 4-sulfopheny) azo] -2，7-

naphthalenedisulfonic acid 

SA +G : subsidiary color combined SA and G-salt 

SC : standard color， FC : food color， CD : dye for chemical use 
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G 性を示し，回収率も良好で，保持時間の変動も小さかっ

NA 

lI  I I 

o 10 20 
Time(min) 

Fig. 9. Chrornatograrn of Cornrnercial New Coccine on 
HPLC 
HPLC conditions are shown in Fig.6 and Fig.8 

Sunset Yellcw FC F 

SA.R 

/ 

o 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 
Time(min) 

Fig .10. Chrornatograrn of Cornrnercial Sunset Yellow 
FCF on HPLC 
HPLC conditions are shown in Fig_6 and Fig.8 

fこ.

3. この方法を用いて，市販色素26検体の分析を行っ

たところ，不純物の量が， FAO/WHOや FDAの規格

に定められた限度を越えるものは，なかった.

謝辞本研究を行うにあたり，試料および標準品を

提供下さった，国立衛生試験所，神蔵美枝子食品添加物

部室長，ダイワ化成株式会社 野崎幸男氏，三栄化学工

業株式会社 中村幹雄氏に深謝し、たします.
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シカクマメ新品種「ウリズンJ若さやの一般成分およびミネラル含量

井口正雄へ菊谷典久へ友松俊夫へ道口正雄**，

浦野元幸***，山下三雄****，小沢 聖本****

Nutritional Components in Pods of New Cultivar Winged 

Bean (Psophocarpus tetragonolobus)“Urizun" 

MASAO IGUCHI *， NORIHISA KIKUT ANI *， TOSHIO TOMOMATSU * ， 

MASAO DOGUCHI * *， MOTOYUKI URANO * * *， 

MITSUO Y AMASHIT A * * * * and KIYOSHI OZA W A * * * * * 

Immature pods of new cultivar winged bean “Urizun" were evaluated for their nutritional components and 

mineral contents. Mean values of the nutrients obtained from the samples suitable for serving as vegetables 

were 94.8， 2.1， 0.3， 0.8， 1.4 and 0.5g/100g wet matter for moisture， protein， lipid， crude fiber， non-

fibrous carbohydrate and ash respectively. Analyses of the 6 minerals gave the following results ; calcium 33， 

phosphorus 31， iron 0.6， sodium 1， potassium 130 and magnesium 24 mg/100g wet matter respectively. 

The nutritiv巴 compositionof winged bean pods was similar to that of kidney bean pods and other legumト

nous plant pods available in Japan except for the lower contents of such minerals as calcium， phosphorus and 

potassium. 

Keywords : winged bean， PsophocaYjμtS tetragonolobus， Urizun， nutri巴nts，mineral contents 

緒 τr  
日

東京都の島しょである小笠原諸島などの亜熱帯地域に

おける夏期の生鮮野菜不足を補う対策として，新品種の

シカクマメ“ウリズン"の栽培が検討された1) この新

品種“ウリズン"は日長不感応性品種で，従来種に比べ

収量が著しく高く，特に夏期に高い収穫が得られること

から，亜熱帯地域の夏野菜として有望視されている 1)

山下らは，このシカクマメの普及を計る目的で若さやを

利用した各種調理法を模索し，試食によって好評を得て

いる2) 一方，“ウリズン"は新品種であるため，栄養

成分について明らかにされていない.そこで，その基礎

資料を得ることを目的として調査を行った.著者らは前

報3)で，これらのビタミン分析の結果を報告したが，ひ

きつづき一般成分およびミネラル含量について調査を実

施したのでその結果について報告する.

実験材料および方法

1.試料 シカクマメ“ウリズン"は東京都小笠原支庁

亜熱帯農業センターにおいて， 1985年春まき栽培され，

同年10月に収穫したもの，また従来種である“UPS-31"

もほぼ同時期に収穫したものを各々試料とした.尚“ウ

リズン"の種子は農林水産省熱帯農業センターより現地

適応性検定試験のため供与されたものである.試料は収

穫後冷蔵して運搬し，搬入後直ちに分析に供した.試料

は前報3)と同一試料を用いた.すなわち“ウリズン"若

さやを重量別に第一群(さやあたり平均重量4.3g，さや

数51)，第 2群(同5.9g，同40)，第 3群(同7.3g，同

*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 

**同理化学部

***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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30)，第 4群(同9.6g，同23)，第 5群(同11.7g，同20)

および第 6群(同16.0g，同14)の6種類とした.すじ

および両端を除去した後，可食部分を細切し分析に供し

fニ.

II.一般成分分析①水分の定量:減圧 (100mmHg) 

70.C恒量乾燥法的②脂質の定量:クロロホルムーメタ

ノール混液改良抽出法5)③たんぱく質の定量:セミミク

ロケールダール法による常法的によった.窒素・たんぱ

く質換算係数は従来用いられている6.25とした.④せん

維の定量:ヘンネベルグストーマンの改良法7)⑤灰分の

定量:550.Cによる直接灰化法的@糖質 (Non-fibrous

carbohydrates)は水分，たんぱく質，脂質，せん維お

よび灰分の合計量を100gから差し51いた計算値によっ

た.

田.ミネラル類の定量試料を550tで乾式灰化処理

しB)，塩酸溶液とし，以下，常法的により，試験した.

①カルシウムの定量:干渉除去斉IJ (塩化ランタン)添加

による原子吸光法を適用した. (波長422.7nm，炎:空

気気ーアセチレン)②リンの定量:モリブデンブルー比

色法 (Gomori法)(波長:640nm，フィルター)③鉄の

定量:オルトフェナントロリンによる比色法(波長:

520nm，フィルター)④ナトリウムの定量:炎光分光光

度法(波長:589.0nm)⑤カリウムの定量:炎光分光光

度法(波長:766.5nm)⑥マグネシウム:カルシウムと

同様に処理し，原子吸光法を適用した. (波長285.2nm，

炎:空気ーアセチレン)

百.試薬および装置 ①試薬:ナトリウム，カリウム，

カルシウム，マグネシウムおよび鉄標準i夜;原子吸光分

析用，塩酸:精密分析用， 10%塩化ランタン溶液:原子

吸光分析用(いずれも和光純薬工業 KK製)その他の試

薬はいずれも試薬特級(和光純薬工業 KK製)を用いた.

また，水は再蒸留水を用いた.②装置:原子吸光(炎光

共用)分析装置;Nippon.Jarrel Ash社製 AA-845型，電

気炉;トリオサイエンス社電気マッフル炉，比色言十，

Table 1. Nutritive Composition of the Immature Pods of the Winged Bean. 

Sample Pod Moisture Protein Lipid Carbohydrate Ash 

No. 
W(Egig) ht 

Non-Fibrous Fiber 

1 Winged Bean 4.3 94.5 2.4 0.2 1.5 0.8 0.6 

“Urizun" 

2 今 * 1 5.9 94.7 2.3 0.3 1.3 0.8 0.6 

3 今 * 1 7.3 94.9 2.2 0.3 1.3 0.8 0.5 

4 ク * 1 9.6 94.8 1.8 0.4 1.6 0.9 0.5 

5 。 11.7 94.3 2.1 0.6 1.8 0.7 0.5 

6 イシ 16.0 93.9 2.0 0.6 2.2 0.9 0.4 

Mean Values of 94.8 2.1 0.3 1.4 0.8 0.5 

Sample No.2. 3， 4 

7 Winged Bean 3.5 92.2 2.8 0.2 2.7 1.2 0.9 

“UPS-31" 

Kidney Beans， 93.1 2.4 0.1 2.8 0.9 0.7 
POdS*2 

Garden Peas， 89.8 3.2 0.1 5.5 0.8 0.6 

POdS*2 

Okura， Pods *2 89.3 2.3 0.1 6.3 1.0 1.0 

Values were Expressed as g Per 100g Fresh Weight of Edible Portion. 

* 1 Suitable for Serving as Vegetables 

* 2 Data from Standard Tables of Food Composition in Japan. 4th Ed. 1982 by Resources Council， 

Science and Technology Agency， Japan 
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LEITZ社ホトメーター， Model M (UふA)

結果および考察

シカクマメ若さやの一般成分分析結果を Table. 1に，

また， ミネラル成分分析結果を Table. 2に示した.尚，

他のさや類野菜の成分値と比較するために，サヤインゲ

ン，サヤエンドウおよびオクラ(以下さや類という)に

ついて，日本食品標準成分表(4訂)から引用した値を

{井記した.

試料No. 1は食用可能であるが，さや形が小さく，収

量も少なく， No. 5， 6はさや形は大きいが，硬く，食

用には不向きであり， No. 2， 3， 4が食味，収量など

の面から食用に最適である.そこで以下，主として試料

No. 2 -4の結果について検討を加えた.

一般成分については，水分合量はさや重量の違いによ

る変動は殆んどみられなかった.また食用に適している

試料No. 2， 3， 4の結果の平均値(以下平均値とい

う)は94.8g/100gで，サヤインゲンのそれとほぼ同じ

であった.生鮮野菜のテクネチャーあるいは食味は水分

含量と密接に関連することから，この点については“ウ

リズン"はサヤインゲンと同等であるといえる.従来種

の“UPS-31"の水分含量は，この値に比べ若干低い値

であった.他の一般成分について，さや類と比較すると，

たんぱく質含量の平均値は2.1g/100gでほぼ同じ値で

あった.

脂質については，平均値0.3g/100gとサヤ類に比べ，

若干高く，糖質(せん維を除く)のそれは低く，せん維

は殆んど同じ値であった.近年，大腸疾患との関連から，

せん維は食物せん維として注目されているが，今回の分

析では従来法によるいわゆる粗せん維を定量した.食物

せん維について今後検討する必要がある.灰分について

は，さや類とほぽ同じであった.

ミネラル含量については，さや類に比べ，カルシウム

(平均値33mg/100g)，リン(同31mg/100g)およびカ

リウム(同130mg/100g)は概ね1/2-1/3の値であった.

また，鉄(平均値0.6mg/100g)はオクラの含量と，ナ

トリウム(平均値 1mg/100g)はサヤエンドウ，サヤ

インゲンの含量とそれぞれ同ーの値であった.マグネシ

ウム(平均値24mg/100g)については，日本標準成分

Table 2. Mineral Content of Immature Pods of the Winged Bean. 

Sample 

No. Ca P Fe Na K Mg 

1 Winged Bean 33 37 0.7 2 127 20 

“Urizun" 

2 ク *1 34 32 0.6 147 25 

3 今 *1 32 32 0.7 123 23 

4 '" 
*1 32 30 0.5 1 120 23 

5 イシ 38 32 0.7 109 20 

6 '" 20 28 0.5 109 26 

Mean Values of 33 31 0.6 1 130 24 

Sample NO.2. 3， 4 

7 Winged Bean 51 51 0.8 207 35 

“UPS-31" 

Kidney Beans. Pods *2 60 50 1.0 280 

Garden Peas. Pods * 2 65 65 0.9 220 

Okura. Pods *2 95 60 0.6 3 320 

Values were Expressed as mg Per 100g Fresh Weight of Edible Portion. 

* 1 Suitable for Serving as Vegetables 

* 2 Data from Standard Tables of Food Composition in Japan. 4th Ed. 1982 by Resources Council. 

Science and Technology Agency. Japan. 
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表では分析値が掲載されていないが，小野10)によるサ

ヤエンドウ(生)の分析値30mg/100gに比べ若干低い

値であった.

以上，成分分析の結果，“ウリズン"の栄養成分組成

は， ミネラル成分の一部を除いてサヤインゲンなどのさ

や野菜とほぼ同じであり，前固めのビタミン分析結果を

含めて，生鮮野菜に匹敵する成分を有するといえる.今

後，本品種の普及により，亜熱帯地域における食生活の

改善に貢献するものと思われる.

文献

1 )小笠原亜熱帯農業センター:昭和60年度野菜試験成

績書， 30-48， 1986 

2 )小笠原亜熱帯農業センター:昭和60年度野菜E部検成

績書， 50-51 

3 )菊谷典久，佐藤直子，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:東

京衛研年報， 37， 237-240， 1986 

4 )小原哲二郎他編:改訂食品分析ハンドブック，

21-22， 1982，建吊社

5 )小原哲二郎他編:改訂食品分析ハンドブック，

122-123， 1982，建吊社

6 )日本薬学会編:衛生試験法注解， 153-155， 1980， 

金原出版

7 )日本薬学会編:衛生試験法注解， 167， 1980，金原

出版

8 )小原哲二郎他編:改訂食品分析ハンドブック，

259-267， 1982，建吊社

9 )小原哲二郎他編:改訂食品分析ハンドフ"'-:;ク，

276-288， 1982，建吊社

10)小野一男:最新医学， 17 (3)， 706-707， 1962 



東京衛研年報 A附• Rep. Tokyo Metr. Res目 Lab.P.H.， 38， 257-261， 1987 

マアジの脂肪酸組成およびトコフ工ロール含量の季節的変動

船山 恵 市 へ 牛 尾 房 雄 * ，友松俊夫*，道口正雄**

Seasonal Variations of Fatty Acid Composition and 

Tocopherol Contents of Horse Mackerel 

KEIICHI FUN A Y AMA *， FUSAO USHIO *， TOSHIO TOMOMATSU * 

and MASAO DOGUCHI* * 

Seasonal variations of fatty acid composition and tocopherol contents of horse mackerel， Trachurus japoni-

C叫s，were examined by gas liquid chromatography and high performance liquid chromatography respectively. 

The results obtained were as follows ; 

1. Seasonal variation of the lipid contents was not observed in the samples. 

2. The compositional percentages of C 16 : 0・C16 : 1， C 18 : 0 and C 18 : 1 acids were significantly lower in 

winter than in summer and autumn. On the other hand， the percentages of ω3 polyenoic acids (C 18 : 3， 

C 18 : 4， C 20 : 4， C 20 : 5， C 22 : 5 and C 22 : 6) were higher in winter than in the other seasons. 

3. Most of the tocopherols were detected asα ーtocopherol(> 97 % ). Tocopherol contents in the edible 

tissues were in the range of 0.24-1.50mg/100g (1.88-31.09mg/100g lipid). Significantly low values of 

tocopherol contents in the edible tissues were observed in winter 

4. Significantly negative co~relations were observed between tocopherol contents in the edible tissues and 

percentages of polyenoic acids except C 16・4(ω3)and C20: 4(ω6) acids 

Keywords : Trachurus japonic叫s，lipid， fatty acid composition， tocopherol contents， seasonal variation 

緒 日

水産食品中に多く含まれる高度不飽和脂肪酸，とりわ

けイコサペンタエン酸が，心筋梗塞をはじめとした血栓

性疾患と深いかかわりがあることが， Dyerbergらの疫

学的調査1，2)で明らかになって以来，魚食による血清脂

質改善効果に関する多くの研究3)がなされてきた.これ

らの研究により，血清トリグリセリドやコレステロール

等の濃度低下が，魚油投与により起こる事が明らかにさ

れ，魚食への関心が増々高まってきた.

魚類のうち，高度不飽和脂肪酸を比較的多く含み，一

般家庭の食事に供される事の多い，マアジ (Trachurus

japonicus)についての脂肪酸組成に関する研究は，古く

から行われており，近年では，山田ら4)，Toyomizuら5)，

上回6)，田代ら7~10)，大鶴ら 11)および斎藤ら 12)が報告し

ている. また，脂質代謝と密接な関係13)のある， トコ

フエロールに関する研究は Ikedaら14)および兼松ら 15)

により報告されている. しかし，魚油中の脂肪酸組成と

トコフエロール含量を，同時に調べた報告は見当たらな

し、。
そこで，マアジ可食部の脂肪酸組成およびトコフエ

ロール含量の季節的変動を調べ，若干の知見を得たので

報告する.

実 験 の 部

1. 試料 本実験に使用したマアジは，神奈川県三崎

港周辺の定置網で漁獲されたものである.なお，冬期は

入手困難であったため，千葉県勝山周辺で釣獲されたマ

アジを用いた.漁獲日，尾叉長，体重，脂質含量および

肥満度を， Table 1に示した.

*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 

**同理化学部
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Table 1. Horse mackerel used as samples 

Sample (Place) Date Fork length Body weight Lipid content Condition factor * 

(cm) ( g ) (g/100g fresh) 

Spring (Misaki) Jun.2 (1985) 18.4土0.8** 82.63:1:9.07 6.44:1:2.40 13.2:1:0.7 

Summer (Misaki) Aug.26 (1985) 18.5:1:0.6 

Autumn (Misaki) Nov.4 (1985) 17.0土0.9

Winter (Katsuyama) Feb.23 (1987) 18.0土0.4

* : Body weight/(Fork length)3X 1000 

* * : Mean土S.D.(n =6) 

2. 操作

1) 総脂質の抽出 試料を 3枚におろした後，皮を除

いた可食部を，クロロホルム・メタノールを用いた

Bligh and Dyer法16)に準拠して行った.抽出脂質は，分

析に供するまで窒素充てんしたアンプルに封じ， -20.C 

で保存した.

2) 脂肪酸メチルエステルの調整 ナトリウム・メト

キシド法17)を用いてメチルエステルを調整し，ガスク

ロマトグラフイー用試料とした.

3) トコフェロール測定用試料の調整総脂質を件

ヘキサンに溶解し，液体クロマトグラフィー用試料とし
た18)

3. 試薬脂肪酸同定用標準メチルエステルは，シグ

マ社およびフナコシ薬品鮒より購入した標準品(C13: 0， 

C 14 : 0， C 15 : 0， C 16 : 0， C 16 : l(ω7)， C 17 : 0， iso. C 17 : 0， 

anteiso- C 17 : 0， C 17 : 1(ω7)， iso- C 18 : 0， C 18 : 0， 

C18: 1(ω9.ω7)， C 18 : 2(ω6)， C 18 : 3(ω3.ω6)， C 19 : 0， 

C20 : O• C20:1(ω9)， C20: 2(ω6)， C20・3(ω6)， C20 :4(ω6)， 

C 20: 5(ω3)， C21: 0， C22: 0， C22: 1(ω9)， C 22: 2(ω6)， 

C 22: 3(ω3)， C 22 : 4(ω6)， C 22 : 6(ω3)， C23:0， C24:0お

よぴC24:1(ω9) )を用いた. トコフェロールは，和光純

薬工業側製ビタミン E定量用標準品を用いた.その他の

試薬は，和光純薬工業側製液体クロマトグラフ用およぴ

特級品を用いた.

4. 脂肪酸の同定標準メチルエステルの保持時間と

の比較，および，当分析で使用したキャピラリーカラム

と，近似した McReynolds'Constantsを持つキャピラ

リ}カラムを用いた板橋ら19)，Takagiら20)およぴ

Kaitarantaら21)の報告した ECL値の参照および GC-MS

により同定を行った.

5. 装置および分析条件ガスクロマトグラフ:

Hewlett Packard 5890，カラム:DB-WAX 30m XO.25mm 

併，カラム温度:140.C (5 min)ー1.C/ min -160.C 

92.06土9.94 6.86士1.04 14.5土0.4

68.46:1:9.51 6.27土1.82 13.9土0.5

80.31土5.38 8.86土3.59 13.8:1:0.6 

(20min) --:-1.C/min-200.C，注入口・検出器温度:

230"C ，検出器:FID，スプリット比:1 : 60，カラム

ヘッド圧:142kPa，キャリアガス:ヘリウム，積分計

:バリアン社製 CDS401型， GC-MS:日本電子(掬製D

-300，カラム DB -WAX 30m XO.25mm併，カラム温

度:70.Cー 1.C/min-200.C，注入法:スプリットレ

ス，イオン化電圧:70eV，液体クロマトグラフ:バリ

アン社製 LC-5000型，カラム:附ケムコ製 Nucleosil5 

NH2 250mm X 4. 6mm世，溶離液 :n-ヘキサン :iso-プロパ

ノール=98.2: 1.8，流量:1. 7ml/ min，後光検出器:

附島津製作所製 RF-530，励起波長:298nm，後光波長

: 325nm，稜分計:¥槻島津製作所製C-R3 A 

結果および考察

1. 脂質含量の季節的変動

Table 1に示すように，脂質含量においては，冬期が

高い平均値を示したが，個体問差も大きく，統計的に有

意な差は認められなかった (P>0.05). 一般に，マア

ジは春期から夏期にかけてが旬といわれており，田代

ら7)の報告では，春期に脂質含量が最高値を示している

が，今回の結果では異なっていた.

2. 脂肪酸組成の季節的変動

脂肪酸組成値を Table2に示した.検出された脂肪酸

と推定されるピーク数は約70で，そのうち組成比で 1% 
を越えたピークは， Table 2に示す20ピークであった.

主なる脂肪酸は， C 14: 0， C 16・0，C 16: 1(ω7)， C 18: 0， 

C 18: 1(ω9)， C 20: 5(ω3)およびC22: 6(ω3)であり，各季節

とも同様であった.

高度不飽和脂肪酸である C22: 6酸の組成比は，秋期と

冬期の聞に統計的に有意な差が見られ (P<O.01)，秋

期は低い傾向に，冬期は高い傾向にあった. C 20: 5酸は，

冬期が夏期および秋期に対して，有意に高い値を示した

(P<O.Ol). その他の脂肪酸のうち， ω3系の C18: 3， 

C 18 : 4， C 20 : 4およぴC22: 5も，冬期に高い傾向を示し
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Table 2. Seasonal variation of fatty acid composition of horse mackerel (wt%) 

Fatty acid Spring Summer Autumn Winter 

14: 0 3.6土0.3*.a 4.0土0.4a 4.3土0.5a 5.3土0.6

16 : 0 20.2士0.8 22.1土0.9a 22 .4::!:: 1.1 a 18.0土0.4

16 : 1 (ω7) 6.4土0.7a. b 6.4土0.1a 6.1土0.2a 5.4士O.4b

0.7士0.2a 0.5士0.1a 0.4::!::0.1 a 0.5土0.1a 

16 : 4(ω3) 0.7士0.3a . b 0.4土0.1a. c 0.3::!::0.1 c 0.6::!::0.Ob 

18: 0 5.9土0.5a 7.1::!::0.6b 7.8土0.6b 4.7::!::0.9a 

18 : 1 (ω9) 14.0士2.3a . b 15.3士1.0a 17.7::!::2.8a 10.3土1.8b 

18 : 1 (ω7) 2.9士0.3a 3.1::!::0.3a 2.9土O.Oa 2.9::!::0.Oa 

18 : 2(ω6) 0.7土0.1卸 0.8土0.1a . b 0.9::!::0.1 b 1.3::!::0.1 

18: 3(ω3) 0.4士0.1a 0.5士0.1a . b 0.6::!::0.1 b 0.9土0.1

18.: 4(ω3) 1.0土0.2a 0.9::!::0.1 a 0.9::!::0.3a 2.2::!::0.3 

20: 1(ω11) 0.4土0.1 0.3士0.1a 0.2::!::0.1 a 2.3::!::0.4 

20: 1(ω9) 2.2::!::0.7a 1.0土0.5b. c 0.6土0.1b 1.6::!::0.2a. c 

20: 4(ω6) 1.5土0.3a. b 1.4土0.1a 1.5土0.1b 0.9::!::0.2 

20: 4(ω3) 0.6士O.la 0.5土0.1a 0.5土0.1a 1.1土0.1

20: 5(ω3) 10.0::!::0.9a. b 9.3土0.5a 9.1土1.1a 11.1士0.6b

22 : 1(ω11) 3.2土1.2a 1.2::!::0.9b. c 0.3土0.1b 2.4::!::0.4a守
C

22 : 5(ω3) 2.5土0.2a 2.2土0.2a 2.3::!::0.2a 3.0土0.2

22 : 6(ω3) 17.3土3.0a. b 16.2土0.9a. b 14.5::!:: 1. 5 a 18.7::!::2.1 b 

24 : 1(ω9) 0.8土0.2a 0.5::!::0.1 b 0.4土0.1b 0.8::!::0.1 a 

* : Mean土S.D.(n =6) 

Means in the same fatty acid not sharing common superscript are significantly different( P< 0.01). 

た.しかし，同じ C20: 4酸でも， ω6系のものが，冬期

に低い傾向を示したことは，興味ある結果であった.

一方. C 16: O. C 16・I(ω7). C 18 : 0およびC18:I(ω9)酸

は，少なくとも夏期および秋期に対して，冬期の値は有

意に低い値を示し，秋期は比較的高い値を示した.

として考えるならば，田代らの結果とも比較的類似した.

これは，東京湾口に位置する三崎・勝山両港の，地理的

条件による影響もあるのではないかと推察された.

上回6)は，脂肪酸組成は脂質含量および季節により影

響を受け，冬期には C18 : O. C 22 : 6およびC20: 5酸が増

大し. C 16 : O. C 16 :]， C 18・]，飽和およびモノエン酸

が減少する，と報告している.また田代ら7)は. C18: 1 

酸は，春期および夏期に増大し. C 22: 6酸は，秋期およ

び冬期に増大するとし. C 16: 0酸は比較的変動は少ない，

と報告している.

当分析結果を上回の結果と比較すると. C 18・。酸を除

き良く一致した.田代らの結果とは，若干の季節的ずれ

を生じた.しかし，季節を 1期ごとずらし，冬期を秋期

3. 卜コフェロール含量の季節的変動

兼松ら 15)の報告によれば，マアジのトコフェロール

同族体に占める αートコフエロール含量は， 97.6%であ

り，当分析結果でも， αートコフエロール以外の同族体

は，ゼロまたは痕跡程度であったため， α トコフエ

ロールのみ定量を行った.

可食部当りの含量は， 0.24~ 1. 50mg/100g の範囲で

あった.これは，兼松らの結果 (0.35~0. 67mg/100g) 

より，高い値であった.

季節的変動を見ると， Table 3より，可食部当りおよ

び脂質当りの含量ともに，冬期に有意に低い値を示した

(P<O.Ol).冬期の試料は産地が異なる事から，必ず
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Table 3. Seasonal variation of tocopherol cont巴ntsin 

the edible tissues and in the lipids of horse 

mackerel 

α-Tocopherol content (mg/100g) 
Sample 

In edible tissue In lipid 

Spring 1.17士0.20* 20.39土7.99

Summer 0.98::1::0.09 14.67::1::2.82 

Autumn 0.84士0.19 13.95土3.50

Winter 0.32::1::0.08 a 4.65土3.31a 

* : Mean土S.D.(n =6) 

a : Significantly different from the other groups(P< 

0.01) 

しも季節的変動とは断定できないが， トコフエロールの

生体内での脂質抗酸化作用13)や，脂肪酸組成の変化，

索餌行動の変化等を考えると，季節的要因が大きいので

はないかと推測される.なお，著者らが現在行っている

マサパ脂質のトコフエロール含量分析でも，魚種は異な

るものの，同様の傾向が見られている.

また，春，夏，秋の 3期において，可食部当りのトコ

フェロール含量が，比較的近似した値を示した事は，興

味深い.脂質当りのトコフェロール含量は，個体聞で大

きな変動を示したが，これは脂質含量の違いによるもの

と思われ，両者聞に高い負の相関 (r=一0.73，P< 

0.01)が認められた.

4. 卜コフェロール含量と脂肪酸組成との相関

可食部当りのトコフェロ}ル含量と， ω3系の高度不

飽和脂肪酸(C 18: 4， C 20・4，C 20: 5およびC22・5) は，

有意な負の相関を示し (P<O.Ol)， C22:6酸も，同様な

傾向を示した (P<O.l). また， C18・2(ω6)酸および

C18・3(ω3)酸も負の相関を示した (P<O.Ol). しかし，

C 20: 4(ω6)酸は正の相関を示した (P<O.Ol).

以上の結果は，生体内抗酸化作用を示すトコフエロー

ルと，不安定なポリエン酸の間に，強い関連性をうかが

わせた.

要約

マアジに含まれる脂質含量，脂肪酸組成およびトコ

フェロール含量の季節的変動を調べた.

1. 脂質含量における季節的変動は，個体聞の差が大

きく，統計的に有意な差は認められなかった.

2. 脂肪酸組成における季節的変動では， C 16: 0， 

C16: 1(ω7)， C 18: 0およびC18・1(ω9)酸において，夏期お

よび秋期に対して，冬期は有意に低い値を示した.また，

ω3系の C18 : 3， C 18 : 4， C 20 : 4， C 20 : 5， C 22 : 5および

C22: 6酸においては，冬期に高い傾向を示した.

3. 検出されたトコフェロールの大部分は， αートコ

フェロールであった (>97%).可食部当りのトコフエ

ロール含量は， 0.24-1.50mg/100gの範囲の値を示し

(脂質当り 1.88-31.09mg/100g)，冬期に有意に低い

値を示した.

4. 可食部当りのトコフェロール含量と， C 16: 4(ω3) 

およびC20: 4(ω6)酸を除いたボリエン酸の組成比の聞に，

有意な負の相関が認められた.
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食品中の二酸化チタンの分析

天川映子へ大西和夫*，西島基弘*

Determination of Titanium Dioxide in Foods 

EIKO AMAKA W A *， KAZUO OHNISHI * and MOTOHIRO NISHijlMA * 

An analytical method for the determination of Ti02 in foods was studied. 

A sample， 1-2g， weighted in a porcelain crucible was ashed at 550'C overnight and then 5ml of water was 

added to the ash. The suspension was transferred to a Tef10n beaker with water. After evaporation to dry-

ness on a hot plate， 2叫 ofH2S04 (1 + 1) and 1ml hydrof1uoric acid (HF) were added to the residue. The 

beaker covered with a Tef10n watch glass was heated for 10 minutes at 140'C on the hot plate， and further 

heated without watch glass for 30 minutes to remove excess HF. The test solution was prepared by making 

up the digested solution to 20ml with 0.1N HC1. After addition of 0.2ml of 3% H202 to 5ml of the test soluー

tion， absorbance at 408 nm was measured. 

The ashing of the sample was sufficiently performed in the porcelain crucible at 550'C overnight. Ti02 

was solubilized with a little amount of HF and H2S04 in a short period of time. Recoveries of Ti02 added to 

cheese， white chocolate， chewing gum and suger coated beans were 97.1-102 % and the detection limit was 20 

pg/g. 

Using this method， 36 dom巴sticand 24 imported products commercially available in Tokyo suspected of 

containing Ti02 were tested. Ti02 was found at 21 -1440μg/ g in three of chewing gums and two of candies 

which were imported. 

This method could be efficient1y applied to the determination of Ti02 in foods. 

Keywords : titanium dioxide in foods， porcelain crucible， hydrof1uoric acid， sulfuric acid， colorimetric determina-

tion， hydrogen peroxide 

緒昌

二酸化チタン(以下 TOと略す)は，既に諸外国では

白色の着色料としてホワイトチョコレートやチーズ等に・

使用される他，菓子類のコーテイング剤として使われて

いた1)が，我が国では1983年に許可された比較的新しい

食品添加物である.

現在， TOの分析には比色法1-4)や蛍光X線法5)が多く

使用されている.比色法は，いずれも A.O.A.C.法3)

に準じたものであるが， TOが鉱酸に対して難溶なた

め6)，試料灰化後の TOを溶解する際，多量の濃硫酸を

必要としたり，灰化する容器として白金るつぽが必要な

ことや，試料の採取量が多いため灰化に長時間を要する

等，日常用いる分析法としては実用性に欠けている.蛍

光X線法は，試料を破壊することなく直接測定できる利

点を有するが，分析感度が低いため低濃度での測定が出

来ない等難点を有する.

そこで，磁製るつぼを用いて試料を一夜灰化後，少量

のフッ化水素酸と硫酸で TOを短時間に溶解し，比色法

により定量する方法について検討した.また，本法を市

販食品に適用したのでその結果を併せて報告する.

実 験 方 法

1 試料

昭和61年 8月から62年 4月の間に東京都内の小売庖で

購入したチーズや菓子類等， TOの使用が予想される国

*東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25 

*Tama Branch Laboratory， The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 Japan 
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産品36検体，輸入品24検体合計60検体を試料とした.

2 試薬

TO標準溶液:和光純薬製原子吸光用チタン標準液を，

TOとして100ppmとなるように硫酸(1 + 9 )で調製

した.その他の試薬はいずれも市販特級品を用いた.

3 器具及ぴ装置

1 )粉砕器:トリオサイエンス製トリオブレンダー.

2 )ビーカー及び時計皿:テフロン製， トリオサイエ

ンス製50ml用，耐熱温度260.C.

3 )自記分光光度計:島津製作所製 UV240型.

4 試験溶液の調製

よく粉砕した試料 1-2gを磁製るつぼに秤取しホッ

トプレート上で乾燥後，赤外線ランプ次いでガスバー

ナーで}II買次炭化した後，550.Cの電気炉で一夜灰化した.

放冷後，水 5mlを加え超音波発生器にかけながら，る

つぽの壁に付着している灰分をガラス棒でよくかき落し

た後，少量の水でビーカーに移した.ホットプレート上

で蒸発乾固後，残潰に硫酸(1 + 1) 2 ml，次いで

フッ化水素酸 1mlを加え，時計皿でふたをして約140.C

のホットプレート上で10分間加熱し TOを溶解した.

次に，時計皿を取り除き，更に30分間加熱して過剰の

フッ化水素酸を除去した.室温まで放冷後0.1N塩酸を

5 ml加え超音波発生器に30秒間かけ0.1N塩酸で、20ml

とした後， No. 5 Cのロ紙でろ過し得られたろ液を試験

溶液とした.

5 定量

試験溶液5.0mlに3%過酸化水素水0.2mlを加えよく

混和後，層長 1cmのカ、.ラスセルを用いて408nmにおけ

る吸光度を測定した.

また，検量線は， TO標準溶液0.2-2.0mlをそれぞれ

試験管にとり 0.1N塩酸を加えて5.0mlとした後，同様

に操作して作成した.なお，対照には0.1N塩酸 5mlを

用いた.

結果友び考察

1 灰化条件の検討

試料の灰化は， A.O.A.C.法3)では，白金るつぼを

用い850.Cの電気炉で行っているが，小川ら 1)は，白金

るつぼを使用し600.Cで行い，良好な結果を得ている.

更に，可児ら4)は，磁製るつぼを用い600.Cで灰化を行

い実用上問題が無い事を報告している.一般に550.Cを

超えると，無機成分のるつぼ上薬への吸着が大きくなり，

特に灰分含有量の少ない試料では吸着が著しいといわれ

ている8) このことを考慮して TOについても他の無機

成分の場合8)と同様550.C以下で灰化する事が望ましい

と考える.そこでチーズ 2gを磁製るつぼにとり， TO 

を200，2，000，及ぴ5，000μg添加し550.Cで一夜灰化し

たところ，回収率は97.3-103%と良好であった.以上

の結果を考慮して以後の実験は磁製るつぼを用い，

550.Cで一夜灰化することにした.

2 TO溶解条件の検討

原ら7)はテフロン製加圧容器内でフッ化水素酸と塩酸

を用い，加熱下でチタン酸ジルコン酸鉛を溶解している.

また，四塩化チタンの希塩酸溶液にフッ化水素酸と硫酸

を加え，通風室内で蒸発させると塩酸とフッ化水素酸が

追い出されて，硫酸チタン (IV)を生ずる9)

そこで，試料灰化後の灰分中の TOを出来るだけ少量

のフッ化水素酸と硫酸で溶解し硫酸チタン (IV)にす

ることを目的にフッ化水素酸及び硫酸の必要量と加熱時

間を検討した.

2. 1 フッ化水素酸添加量チーズ 2gに TOを

5，000μg 添加して灰化後，フッ化水素酸0.3-2.0mlを

添加して本法に従い回収率を求めた結果，0.7ml以上を

添加した場合， 98.1-103%の回収率が得られたため，

以後の実験は余裕をもって 1ml 添加することにした.

2. 2 硫酸添加量豆菓子及ぴチーズに TOを

5，000μg 添加して灰化後，硫酸(1 + 1 ) 0.2-4.0ml 

を添加したものについて回収率を求めた結果を Fig.1 

に示した.いずれも硫酸量の増加に伴い回収率が良くな

り，豆菓子では0.5ml以上で100-101%，チーズでは

1.5ml以上で97.3-98.7%の回収率が得られた.試料に

より必要とする硫酸の量が異なるのは，灰分中のカルシ

ウム等により硫酸が消費されるためと推察される.そこ

で，カルシウム20-80mgにTOを5，000μg添加した場

合の TOの回収率に及ぼす硫酸添加量の影響について検

討し，その結果を Fig.1に示した.カルシウム量が増

加するに従って， TOを可溶化するために多くの硫酸を

必要とすることがわかった.また，試料中の灰分量の多

寡と硫酸の必要量はほぼ比例する傾向を示した.そこで，

硫酸の添加量を余裕をもって 2mlとすることにした.

2. 3 加熱時間チーズ 2gにTOを5，000μg添加

後灰化したものについて，原ら7)に準じて加熱温度は約

140.Cとし，ホットプレート上で TOを溶解するための

加熱時間を 5-30分間に変化させて回収率を求めた. 5 

分間以上でいずれも 97.5-100%と良好な回収率が得ら

れたことから以後の実験は約140.Cのホットプレートで

10分間加熱し， TOを溶解することにした.

また，フッ化水素酸を使用するため，ビーカー及ぴそ

のふたに用いる時計皿はテフロン製のものを用い， TO 
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Fig. 1. Effect of Additional Amount of Sulfuric Acid (1 

+ 1) on Recovery of Titanium Dioxide under 
the Presence of Calcium 

Mamegashi:一一〈トー， Cheese: • ， 
Ca 20r日gadded :一一ム一一， Ca 40mg added : 

一一口一一， Ca 80mg added :一一企一一，
reference :ーー一回一ーー
Added amount of Ti02 : 5000μg 

溶解後はホットプレート上で過剰のフッ化水素酸を蒸発

して除くことにより，以後の操作に用いるカ、、ラス器具等

のフッ化水素酸による損傷を紡ぐことが出来た.

3 比色法の検討

Ti4+は強酸性溶液中で過酸化水素を加えるとペルオ

キソチタン酸を生じ，黄~糧赤色に呈色することが知ら

れている9) そこで，発色斉IJとして用いる過酸化水素水

の濃度，共存物質の影響等を検討した.

3. 1 過酸化水素水の濃度発色に要する過酸化水

素水の濃度を知るため， TOを200μgとり 0.1N塩酸で

5 mlとした後 2-25%過酸化水素水をそれぞれ0.2ml

加え， 408nmでの吸光度を発色直後から20時間観察し

た.

その結果，上記添加量及び時間内ではいずれの場合も

吸光度に変化がほとんど見られなかった.

そこで，以後の過酸化水素水濃度は，作り易さを考慮

して 3%とし，その0.2mlを用いることにした.

3. 2 共存物質の影響 Ti4+の過酸化水素水によ

る発色反応は， Cr042-， M0042一等により妨害をうける

と言われている9) そこで Table 1に示した種々のイ

オンの影響を調べた.

TOを200μgとり，これに Table 1に示した各種イ

オンを添加した際の吸光度を測定し，その影響を検討し

た.その結果いずれの場合も特に対照と差が見られな

Table 1. Interferences of Foreign lons 

Foreign ions Relative absorhance( %) 

lons Added amount(mg) Added as 408nm 430nm 

100 100 

Na+ 100 NaCl 99.3 98.5 

Ca2+ 50 CaC12'2H20 103 97.8 

K+ 5 KCl 100 100 

Ml+ 5 MgS04・7H20 104 100 

A13+ 1 A1Cl3 100 101 

Fe+ 0.2 FeCl3 101 99.4 

Cu2+ 0.1 CuCl2 100 100 

Ni2+ 0.05 NiCl2 99.1 100 

C02+ 0.05 Co(N03)z・6H20 99.6 99.6 

Cl- 150 NaCl 99.3 98.5 

P04
3ー 60 H3P04 100 97.4 

N03- 5 KN03 100 98.5 

Cr042- 0.1 K2Cr04 102 101 

M004
2 0.08 Na2Mo04 102 100 

V04- 0.05 NH4V04 103 101 

Added amount of Ti02 : 200μg 
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Fig. 2. Absorption Spectra of Reaction Product resulted 

from Titanium (IV) Sulfate and Hydrogen 
Peroxide under the Presence of Iron (III) ion 

A， 8， C and D were 200， 100， 20 and 0μg of 

Ti02， respectiv巴ly

Fe+200μg added :一一一， reference :一

かった. しかし， Fe+は300nm付近に強い極大吸収波

長を有するため，共存すると Fig.2に示したような吸

収スペクトルを示し， TOが20μg以下で，かつ Fe+が

30μg以上共存すると 5%以上の正誤差を与えることが

わかった.

食品成分表によると，チーズ及び菓子類の鉄含有量は

それぞれ0.1-0.410
)， 0.1 -3.9mg/100g11)である.

3.9mg/100g含有している場合でも，本法によると試験

溶液中の Fe+の量は19.5μgであり， TOが10μg以上

の時，誤差はほとんど無視しうるものであった.

しかし，海草類等鉄含有量の高いものを原料とする食

品の場合には Fe+による妨害を考慮する必要がある.

そこで， Fe+の吸収を無視し得る430nmで測定したと

ころ， Fe+200μg共存下でも，低濃度の TOを精度良

く測定することが可能になった. したがって，試験溶液

中に Fe3+を30μg以上含有する試料の場合は， 430nm 

で測定することにした.

3. 3 検量線及び検出限界 TOを20-200μgとり

本法に従い検量線を作成したところ，原点を通る直線が

得られた.また，定量限界は10μgであり試料に換算す

ると 19当り 20μgであった.

Table 2. Recoveries of Titanium Dioxide added to 

Commercial Foods 

Ti02 
Foods 

Added(μg/g) Recoveries( %) 

Cheese 100 97.1 

1000 99.2 

Whit巴 chocolate 100 102 

1000 99.1 

Chewing gum 100 98.1 

1000 100 

Mamegashi 100 100 

1000 101 

n=3 

4 添加回収率

TOが使用される可能性のあるチーズ，ホワイトチョ

コレート，チューインカ、、ム，豆菓子それぞれに TOをl

g当り 100及ぴ1，000μg添加し，本法により回収実験を

行った結果を Table 2に示した.回収率は97.1-102%，

標準偏差は2.46と良好であった.

5 市販食品への適用

TOを使用している可能性のある市販食品について分

析した結果を Table 3に示した.輸入品のガム及び

キャンデー 5検体から 19当り 21-1，440μgのTOが検

出された.これらは，いずれも糖衣された食品で TOは，

糖衣部分に含まれ，コーティング剤として用いられてい

たと考えられる.また，全ての試料について Fe+によ

る妨害も予想どおりほとんどみられず408nmで十分測

定出来た.

なお， TOが検出されたものは，いずれも輸入品で

あった.わが国において， TOは香粧品等では，かなり

繁用されている5)が，食品添加物としては歴史が浅いこ

ともあって使用頻度は低いことが，うかがわれた. しか

し，今後は輸入食品の増加に伴って， TOの使用された

食品も増加することが予測される.

結論

食品中の TO分析法について検討した.

試料を乾式灰化した後，フッ化水素酸と硫酸を併用し

てTOを加熱溶解し，試験溶液を得た.試験溶液の一定

量をとり過酸化水素水を用いた比色法により TOを定量

した.

試料の灰化は，磁製るつぼを用い550'Cの電気炉で一

夜行うことで十分可能であった.また，少量のフッ化水

素酸と硫酸を併用することにより約10分間で TOを可溶
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Table 3. Analytical Result of Titanium Dioxide in Commercial Foods 

Foods Man ufacturer ( State ) 

Cheese Japan 
New Zealand 

Canada 

West Germany 

Denmark 

Australlia 

N ether1ands 
England 

White chocolate Japan 
Switzerland 

West Germany 

Finland 
Chewing gum Japan 

lreland 
Denmark 

Confectioneries Japan 
(Candies etc) Netherlands 

England 

U.S.A. 

Detection limit : 20μg/g 

化出来た.比色法での共存オインによる妨害は特にみら

れなかった.チーズ，ホワイトチョコレート，チューイ

ンガム及び豆菓子を用いた添加回収実験の結果，回収率

は97.1-102%，標準偏差は2.46と良好であり，定量限

界は 19当り 20μgであった.

以上により，本法は食品中の TO分析法として実用上

有効な方法であると考える.

市販食品60検体(国産品36検体，輸入品24検体)を本

法により分析したところ，輸入品のガム 3検体とキャン

デー 2検体から 19当り 21-1，440μgのTOが検出され

た.
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ディーゼル排気ガス暴露ラットの肺胞マクロファージ

における SuperoxideAnion産生能の低下

鈴木孝人へ池田 真 悟 へ 加 納 嘉 子 *

Decreased Superoxide Anion Production 

in Alveolar Macrophages of Rats Exposed to Diesel Engine Exhaust 

T AKAHITO SUZUKI *， SHINGO IKEDA * and T AKAKO KANOH * 

Effects of diesel engine exhaust on pulmonary defense systems were investigated by determining phagocy. 

tosis and superoxide anion (02一)production by alveolar macrophages (AM) of rats. 

Rats were divided into 5 groups in accordance with the concentrations of particulate matter and nitrogen 

dioxideパ(1υ)L gro叩up広;supplied w叩it出ha μ10仰wc∞O叩nce釘I町 a叫ti問0叩noぱfdiluted whole exhaust (ω0.608~g/ 町m此I

(2幻)M gro叩up広;supplied with a medium conce叩ntra抗副tiぬon0ぱfdω仙ilut旬edwhole exhaust (臼2.651mg/m3，0.52ppm)， (3) 

H group; supplied with a high concentration of diluted whole exhaust (8. 316mg/ m3， 1. 70ppm)， (4) F group; 

supplied with filtered exhaust (0. 033mg / m3， 1. 60ppm) and (5) C group; supplied with clean air 

(0.010mg/m3，0.02ppm) as control. In each group 8 rats were used. Exposure was carried out for 5 

days at 7 hours per day. The phagocytic activity of AM was determined by counting the number of yeast 

particles taken into the cells. The O2- production by AM was determined at rest， during phagocytosis of 

zymosan particles and during stimulatωn with phorbol 町 ristateacetate (PMA). 

No significant changes were observed in the phagocytosis of AM from rats ofall groups exposed to di. 

luted or filtered exhaust. The suppression of O2- production was observed in AM from rats of all groups 

exposed to diluted exhaust during zymosan phagocytosis and PMA stimulation. The suppression also occur. 

red in AM from rats of M group and H group at rest. On the other hand， the O2- production by AM from 

rats exposed to filtered exhaust (F group) remained unchanged at rest， during zymosan phagocytosis and 

during PMA stimulation. 

The results suggest that the diminution of O2- production by AM from rats exposed to diluted exhaust is 

mainly due to the particulate matter in exhaust and causes the adverse effects on the pulmonary early defense 

systems. 

Keywords : diesel engine exhaust， pulmonary defense system， superoxide anion production， phagocytosis， alveolar 

macrophage， rat 

緒 昌

ディーゼル自動車は高馬力を有し，経済性に富んでい

るという利点から1970年代以降，ディーゼル乗用車が急

速に普及し，この傾向は今後も続くと考えられている.

しかし，ディーゼル排気ガスの中には NO"CO， CO2， 

SOxなどガス状物質をはじめ，脂肪族，多環芳香族の炭

化水素類や粒子状物質などが含まれていること 1)から，

ディーゼル排気ガス吸入による生体影響についての検討

が最近では多方面で進められているト14)

また，東京都衛生局によって発表された複合大気汚染

に係る健康影響調査15，16)によれば，幹線道路の沿道に

居住する住民には，その後背地に住む住民と比べて，

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



特殊渦形予燃焼室式，排気量:269cc，回転速度:

2400rpm) を使用し，燃料には軽油 (JIS2号相当品，日

本石油)を用いた.また，暴露実験での計測機器には窒

素酸化物測定機 (8440型， Monitor Lobs Co) と粉塵濃

度計(戸線式質量濃度計 BAM-102型，柴田科学器械

KK) を用いた.尚，粉塵の粒径分布の計測はアンダー

セン型ロープレッシャー・インパクター (LP-20型，東

京ダイレック KK)を用いて行った.

(2) 検体の調製

AMの採取及び調製は既報17)と同様に行い，また，細

胞数のカウントは計算盤 (Burker-Turk社製)を用いて

行った.

(3) 生存率の測定

AMの生存率は trypaneblue dye exclusion法で測定し

た.

(4) 貧食能の測定

AMの貧食能はイースト粒子を用いて既報17)と同様に

行い，各ラットの200個の AMを顕鏡して， AMが l個

でもイーストを貧食しているか否かを判定し，貧食細胞

の割合を示す食食率を求め，更に， 1個あたりの AM

によるイーストの平均貧食数を求めた.

(5) 02産生能の測定

AMの 02一産生能は既報17)の如く Johnstonら18)の方

法に準じて休止時， zymosan食食時及ぴ phorbolmyris-

tate acetate (PMA)刺激時における 02 産生能を測定

した.

(6) 酵素活性の測定

採取した AMを既報17)の如く処理後， AM中の super

oxide dismutase (SOD)の活性は大柳川の方法， glucose 

- 6 -posphate dehydrogenase (G-6 -PD) の活性は

TaketaとWatanabeO)の方法で，更に， acid phosphatase 

の活性は Mussonら21)の方法で測定した.尚，タンパク

含量は Lowryら22)の方法によって測定した.

(7) AM，リンパ球及び好中球の細胞分類

02一産生能の測定後， AMと好中球は Yamら23)の二

重染色法で染色し， AMとリンパ球は Knowlesら24)の

方法で別々に染色して各ラットの200個の細胞を顕微鏡

下でカウントして各々の細胞を分類した.

実 験 結 果

Fig. 1に示すように，体重及ぴ気管支一肺胞洗浄液

(BALF)中の 1ml当りの細胞数は対照群に比べて各群

とも有意な変化は認められなかった.細胞の生存率は L

群と M群に有意な上昇が認められたが， H群と F群では

変化は認められなかった. AMの食食能は各群とも貧食
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「ひどい風邪などjを示す呼吸器疾患有症率の増加が報

告されている.

我々は，先に，大気汚染物質の N02をラットに暴露し

たところ，ラットの肺胞マクロファージ (AM)にはそ

の生存率や貧食能及び superoxideanion (02-)産生能

などの殺菌機能に係る機能低下が生じることを確認し，

N02の暴露は易感染性を招く恐れがあることを報告し

た17) そこで，ディーゼルの排気ガスを用いて N02暴

露の場合と同様の実験を試み，ディーゼル排気ガスに暴

露されたラットの AMの生存率，貧食能， 02一産生能，

更に， acid phosphataseなどの酵素活性に及ぽす影響に

ついて検討した.その結果，貧食能には有意な変化は認

められなかったが， 02一産生能において有意な低下を示

す知見が得られたので報告する.

実 験 方 法

268 

(1)動物の暴露

実験動物は 8週令の雄の F334/DuCrjラット(日本

チヤールスリバー社)を用いて，ディーゼル排気ガスを

希釈して濃度別に暴露した.暴露濃度としては低濃度群

( L群)，中濃度群 (M群)，高濃度群 (H群)の 3つの

暴露群とガス状物質のみを暴露するため排気ガスから粒

径0.3μm以上の粒子を99.99%まで除くヘパフィルター

(ATM-3 -Q-A型， 日本無機 KK) を経由させた除塵群

( F群)及び清浄空気を暴露した対照群 (C群)に分け

て5日間(7時間/日)の暴露を行った. また，暴露濃

度は Table 1に示した如くである.尚，排気ガスの発

生源はヤンマーディーゼルエンジン (NS40C-G-E型，

Table 1. Experimental Condition in Diesel Engine 

Exhaust Inhalation 

N02(ppm) 

0.02土0.01

o .05:t0. 02 
0.52:t0.08 
1. 70:t0.40 
1.60士0.40

Particle( mg/ m') 

0.010:t0.008 
O. 608:t0 .041 

2 .65l:t0 .188 

8.316土0.875

0.033士0.016

Group 

C

L

M

H

F

 
Rats were exposed to diesel engine exhaust for 5 days at 

7 hrs/day. 

The particle size of exhaust was below 0.5μm more 

than 90% of the exposed particles. 

C : Control group of clean air 

L : Low concentration group of whole exhaust 

M : Medium concentration group of whole exhaust 

H : High concentration group of whole exhaust 

F : High gas concentration group of filtered exhaust 
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Fig. 1. Changes of body weight. cell number per ml of broncho.alveolar lavage fluid (BALF) and viability on 

alveolar macrophages of rats exposed to diesel engine exhaust or clean air. Data are expressed as the 

mean :!: S.D. (n =8). 

a : P <0.01， b: P <0.001 
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Fig. 2. Changes of phagocytosis on alveolar macro-

phages of rats exposed to diesel engine exhaust 

or clean air. Data are expressed as the mean 

士 S.D.(n =8). Phagocytosis A indicates the 

percentages of positive cells in which one or 

more yeast particles were phagocytized out of 

200 cells tested. Phagocytosis B indicates the 

mean of numbers of yeast particles phagocytized 

by each cell. 

率及ぴ細胞 1個当りの貧食数でも有意な変化は認められ

なかった (Fig.2 ).また， Fig. 3に示すように， AM 

のO2一産生能は休止時ではM群と H群で有意な低下を示

し，zymosan食食時及び PMA刺激時では L群 M群，

H群に有意な低下が認められたが， F群ではいずれの場

合にも有意差は認められなかった.更に， Fig.4に示す

ように， AM中の SOD活性は L群， M群， H群で有意

差は認められなかったが， F群では有意な活性上昇が認

められた.また， AM中の G-6-PD 活性は L群， M群，

H群， F群において有意な上昇が認められた.更に，

Fig.5に示すように， AM中の acidphosphatase活性は

M群， H群において有意な低下が認められた.

また， AM， リンパ球及び

類の結果，細胞の9卯9%はAMであり，リンパ球及び好

中球は 1%以下にすぎなかった.

考察

動物実験において， Gardnerら25)は都市大気中で長期

間飼育されたマウスは対照群と比較して気管支肺炎，間

質性肺炎が生じる頻度が高くなることを報告し， Camp-

bellら26)及ぴLewisら27)はマウスにディーゼル排気ガス

吸入後， B型溶血性連鎖球菌又はインフルエンザウイル

スを感染させ，死亡率を指標として比較すると排気ガス

吸入群の死亡率が上昇することを報告している.これら

の報告は都市大気中のディーゼル排気ガス吸入は細菌に

対する感染抵抗性を弱めることを示唆している.また，

ディーゼル排気ガス中に高濃度に含まれている N02の吸

入によって，動物が易感染状態になることは数多くの報

告があり
28-31)，我々も N02 (4 ppm， 10日間又は 8

ppm， 7日間)に暴露したラットにおいて AMの貧食能

とO2一産生能の低下が起こることを既に報告してい

る17) Table 1に示す如く，本実験における各群での

N02の平均濃度は，前回行った我々の N02の暴露実験に

比較すると， 0.05ppm (L群)， 0.52ppm (M群)， 

1. 70ppm (H群)とより低濃度の暴露条件である.これ

はN02による影響を出来る限り除き，主としてディーゼ

ル排気ガス中に含まれる粒子状物質による影響について

検討を試みるためである. しかし，本実験における N02
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Fig. 3. Changes of superoxide anion (02一)production on alveolar macrophages of rats exposed to diesel engine 

exhaust or clean air. Data are expressed as the mean ::!: S.D. (n =8) and O2 - production by alveolar 

macrophages are expressed as nanomoles of cytochrome C reduced per 60 min per 105 cells. 

a : P <0.05， b : P <0.02， c : P <0.01， d: P <0.001 
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Fig. 5. Changes of acid phosphatase activity on alveo-

lar macrophages of rats exposed to diesel engine 

exhaust or clean air. Data are expressed as the 

mean土 S.D.(n =8). 
a : P <0.05， b : P <0.025 

の N02やその他のガス状物質では AMの O2-産生能の

低下は起こらず，むしろ，排気ガス中の粒子状物質に

よって O2 産生能の低下が生じたことを示唆している.

O2
ーは AMの細胞膜に局在している NADPHoxidaseに

よって O2と電子の供与体である NADPHから産生され，

また， NADPHはG-6 -PDを介して産生される32.33)

Fig. 4. Changes of enzyme activity of SOD and G・6-PD

on alveolar macrophages of rats exposed to 

diesel engine exhaust or clean air. Data are ex-

pressed as the mean土 S.D.(n =8). One unit 

of SOD activity is defined as the amount of 

specimen required to inhibit the rate of nitrite 

formation from hydroxylamine by 50%. 

a : P <0.02， b : P <0.01， c : P <0.001 

F H H L c F H M L C 

の影響を比較するために H群と同等のガス濃度の F群

(l.60ppm) を設定した.また， Fig.3に示すように，

AMのO2-産生能は F群及び休止時の L群を除いて，休

止時， zymosan食食時， PMA刺激時における L群， M

群， H群では O2一産生能の有意な低下が認められた.即

ち，H群と同等の N02濃度の F群で O2一産生能の低下が

認められず，L群， M群， H群で O2一産生能の低下が認

められた結果から判断すると本実験条件でにおける濃度
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一方， O2ーは SODによって H202とO2に分解され，AM 

中の O2一量が調整されている34) そこで，本実験での

AMのO2一産生能を低下させた機構について考えてみる

と，Fig.4に示すように， NADPHを産生する G-6-PD

がL群， M群， H群でいずれも活性上昇を生じているこ

とから考えると， NADPHの供給が不十分なために O2-

産生が低下したものではないと思われる.更に， SOD 

の活性も L群， M群， H群では有意な差は認められな

かったことから，これらの群での O2ーの SODによる分

解促進によって O2-産生能の低下が生じたものではない

と考えられる.即ち， L群， M群， H群における O2一産

生能の低下の原因は排気ガス中の粒子状物質によって

AMの細胞膜上の NADPHoxidase活性が阻害されたも

のと思われる.同様の結果を Lewisら27)はディーゼル

排気ガス(粉塵濃度1.95mg/m3，N02濃度1.5ppm) に

2年間暴露したラットの AM中の活性酸素 (02-， H202， 

・OH，102) の含量をルミノールを用いた化学発光法で

測定して，この AMにおける活性酸素の産生阻害，即

ち，殺菌作用が低下していることを報告している.

ディーゼル排気ガス暴露の実験開始前には，我々は，

L群， M群， H群では食細胞である AMの増加を予想

した. しかし， Fig.1に示すように，各群の BALF中の

AM数には有意な差は認められていない.

次に，本実験の L群， M群， H群， F群で食食能と生

，存率に余り変化が認められなかったにもかかわらず，

Fig. 5に示すように， lysosome酵素である acidphos. 

phatase活性がM群， H群の AMで有意な低下を示し，

L群でも低下傾向が認められた結果についてふれたい.

AM中の acidphosphataseは若い AMほどその活性{直は

低く，成熟するにつれてその活性値は上昇することが知

られている21) また， Wellerら35)はラットにディーゼ

ル排気ガス (0.25又は1.50mg/m3
) を1日間， 2週間

及び12ヶ月間暴露し， AM中の acidphosphatase活性を

組織化学的に検索した結果，対照群に比べ排気ガス暴露

群では暴露を開始した 1日目から活性値の低い AMの

増加が認められ，それは暴露中では粒子の濃度に依存し

た量一反応関係を示すことを報告している.即ち，これ

らの結果は排気ガスを暴露したラットでは恐らく血液由

来の単球の肺における AMへの分化が促進され，若い

AMが占める割合が増加したためと考えられる. Fig.1 

に示すように， L群， M群での AMの生存率の僅かな

上昇が認められることは，恐らく AMの破壊に伴って

単球の AMへの分化が速くなるためと思われる.一方，

H群においては，恐らくその破壊と分化の速度がL群，

M群より速いために見掛け上生存率に有意差は認められ

なかったものと推測される.また， Fig.2に示すように，

L群， M群， H群の AMの貧食能に有意な変化が認め

られなかったのは若い AMの出現によって貧食能が結

果的に補われてた可能性が考えられる.一方， F群で

AMの貧食能や生存率に有意な差が認められなかったの

は，本実験の条件下における N02濃度やその他のガス状

物質ではあまり AMの食食能や生存率に影響を与えな

かったためと考えた.

東京都における環境調査報告書36)によれば，浮遊粒

子状物質濃度は昭和50年頃をピークにして，年々減少し

てきているが，昭和52年には浮遊粒子状物質の一日平均

値の最大値として0.658mg/m3という濃度が区部の一般

環境大気測定局で記録されており，また，N02濃度の一

日平均値が0.04ppm以上から0.06ppm以下である日数

が現在でも 100日間を超える地区も存在している.本実

験で L群に設定した暴露条件の粉塵濃度はO.608mg/ m3， 

N02濃度は0.05ppmであり，比較的大気環境中に近い条

件で， zymosan食食時と PMA刺激時に O2一産生能の有

意な低下が認められたことは，疫学調査での道路沿道に

居住する住民がその後背地に居住する住民に比べて，感

染症などを含む呼吸器の病気が増加するという報

告15.16)と考え合せると興味深いものと思われる.

(本研究は昭和61年度当研究所調査研究課題「大気汚

染保健対策に関する研究Jとして実施したものである.) 
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N02暴露下で、ピレン投与されたマウス尿からの変異原物質の検出

福田雅夫* ，加納嘉子*

Detection of Mutagenic Compounds in the Urine of Mice 

administered pyrene under Exposure to N02 

MASAO FUKUDA * and TAKAKO KANOH* 

Keywords:二酸化窒素 nitrogendioxide，ピレン pyrene，マウス mouse，尿 urine，変異原物質 mutagenic

compound 

緒員

近年，ディーゼル車排出ガス中から変異原性の強いニ

トロアレーンが検出され，その生体影響が多くの機関で

検討されている.このニトロアレーンは，物質の不完全

燃焼によって生じるばかりでなく，燃焼によって生成し

た多環芳香族炭化水素 (PAH) と大気中の N02の反応に

よっても生ずると考えられている.特に有機性燃焼物に

多く含まれているピレンのニトロ化反応は，微量の硝酸

や N02の存在下でも容易に進行することを Pitts1
)ゃ常

盤2)らは報告している.

我々は前報
3)で，ピレンを N02暴露下でマウスに投与

し，ニトロピレンの生体内生成を示唆した.今回は，生

体内生成されたその他の変異原物質の分離同定を試みた

のでその結果を報告する.

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.

2 )暴露方法

N02 (20ppm) を3日間吸入させたマウスの腹腔内に

ピレン (800mg/kgbody weight) を投与し，さらに

N02を暴露しながら24時間尿を採取した.ピレン投与量

を前回の 2倍に変更した他は全て前報
3)と同様である.

3 )原中変異原物質の分離・同定

12匹分のプール尿15mlを用い，前報に準じて抽出を

行った.最終的に10倍濃縮した尿を試料とした.フォト

ダイオードアレイ検出素子による UV/VISスベクトル

検出器を内臓している液体クロマトグラフ (HPLC，

Hewlett Packard HP 1090M)を用いて分析を行った.分

析条件は，使用カラム;5-0DS-Hカラム (4.6mmx 

250mm，ケムコ)，溶出液 ;65%メタノール，流速 ;1.0ml 

/min，カラム温度;50.C，波長;240 nm，注入量;80μl 

であった. ?容出液をフラクションコレクターで30秒毎に

60分間分取した.分取した各々の溶出液は N2カ、、ス下で

濃縮し，その残溢にそれぞれジメチルスルホオキサイド

(DMSO) 200μlを加え Ames試験に供した.質量分析

用試料は，変異原性を示した分画液を集め， HPLCを用

いてくり返し部分精製を行い濃縮して調整した.質量分

析計は，日立 M-80Bを用いた.分析条件は，イオン源

温度;270.C，注入温度;170.C，イオン化電圧;70eVで

あった.

4 )変異原性試験

変異原性試験は SalmonellatYPhimuriu隅 TA98株を用

いて， preincubation法をとり入れた Ames法
4)で測定し

た.

結果と考察

N02暴露下で、ピレン投与されたマウス尿には，Fig.1 

に示したように強い変異原性が認められ，添加試料の濃

度範囲内では添加量に比例して強い変異原性を示した.

また S9 mix存在下の方が非存在下より強い活性を示

した. ピレンのみ投与されたマウス尿の変異原性は非常

に弱い活性を示したが，コントロールおよびN02のみ暴

露されたマウス尿は変異原性を示さなかった.

尿に存在する変異原物質を同定するために，試料を

HPLCで30秒毎に分取し，各々の分画液を Ames試験に

供した結果を Fig.2に示した.上図はピレン投与尿，

*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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Ballら5)はラットの腹腔内にニトロピレンを投与した

場合，その初期尿にはトニトロー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 -6/8-ヒド

ロキシピレンが多く排継されたと報告している. EL-
BayoumyとHecht6)はラット肝の S9分画液を用いて}-

ニトロピレン(}-NP)を処理し，好気的条件下では，

}-NPの芳香環が酸化され，代謝産物として}-ニトロ

ー3/6/8-ヒドロキシピレンと}-ニトロー 4，5【ジヒド

ロー 4， 5-ヒドロキシピレン(4， 5ジヒドロジオー

ルと略す)が産生されることを報告している.また木内

ら7)は，無菌ラットと通常ラットを用い， }-NPを経口

投与して無菌ラットの尿糞中から同じく}-ニトロー3/6

/8ーヒドロキシピレンと 4，5-ジヒドロジオールを同

定し，通常ラットからは }-NPのニトロ還元体の}-ア

ミノピレン(}-AP)およびアセチルアミノー3/6/8-

ヒドロキシピレンを同定した.一方，岡本および吉田8)

はラット肝の S9分画液を用いてピレンの代謝産物を

調べた結果， }-ヒドロキシピレン， 4， 5-ジヒドロー

4， 5-ジヒドロキシピレンおよび }-6/8-ヒドロキシ

ピレンが検出されたと報告している.

以上の報告から考えると， N02暴露下でピレン投与さ

れたマウス尿から検出されたピーク B，C， D変異原物

質はいずれも }-NPの代謝産物であり，ピーク A変異原

物質はピレンのみ投与されたマウス尿のピーク A変異原

物質と共に，ピレンが生体内で水酸化された代謝産物と

想定された.ピレンの代謝産物}-ヒドロキシピレンが

N02暴露下でピレン投与されたマウス尿およびピレンの

み投与された尿から検出されることは容易に考え得る結

果であるが，変異原活性の強い }-NP代謝産物が検出さ

れた過程は不明である.おそらく生体内で代謝された

}-ヒドロキシピレン類が， N02によってニトロ化された

のではないかと考えている.ちなみに N02暴露下でピレ

ン投与されたマウスの24時間尿，および血液中の N02-，

N03一濃度をイオンクロマトグラフ (YokogawaIC-500) 

で測定したところ，尿中の N03一濃度は5}5μg/ml(コ

ントロール:47μg/ml)，血液中の N03濃度は}9.5μ

g/ml (コントロール:6.4μg/ml)を示した. N02一濃

度は，尿・血液とも痕跡程度であった.

N02，ピレンは環境中に広く分布しており，これらが

生体に摂取されることによって変異原活性の強いニトロ

ヒドロキシピレンが生体内で生成されたことは重要な問

題である.これらの物質がどのような機構で生体内に生

じるかは目下検討中である.

下図は N02暴露下でピレンを投与した尿のクロマトグラ

ムと各分画i夜の変異原性のヒストグラムを示した.ピレ

ン投与尿はピーク Aでわずかな変異原性が認められたが，

N02暴露下でピレンを投与した尿は 4つのピーク (A，

B， C， D) に変異原活性がみられた.ピーク Bは

S 9 mix添加時に変異原性が強く，ピーク A，C， Dは

S 9 mix非添加時の方が強かった.

これらのピーク A，B， C， Dの変異原物質の同定は，

各物質が示す HPLCでの保持時間， uvスペクトル，マ

ススペクトルを標準物質と比較して行った.その結果

ピーク Aは}-ヒドロキシピレン， Bは}-ニトロー 6ーま

たは-8-ヒドロキシピレン(以後}-ニトロー6/8-ヒド

ロキシピレンと略して 2異性体を表記する)， Dは}-ニ

トロー 3-ヒドロキシピレンと同定された.ピーク Cは標

準物質が入手出来ず未同定であるが，文献資料およびそ

のマススペクトルから}-ニトロ同 9-ヒドロキシピレン

ではないかと推定した.

10 
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要 約

大気中に共存する NOz，ピレンが生体内に侵入した場

合，生体内で生成されると思われる変異原物質の同定を

行った. 20ppm NOz4日間暴露下でピレン投与されたマ

ウス尿は強い変異原性を示し，その尿中から次の 3物質

が確認された.

1) 1-ヒドロキシピレン， 2) 1-ニトロー 6ーまたは

-8-ヒドロキシピレン， 3) 1-ニトロー 3-ヒドロキシ

ピレン

謝辞 実験にご協力いただいた徳島大学医学部大西克

成教授，木内武美博士に深謝いたします.

(本研究は昭和61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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原中のヒドロキシプ口リン，クレアチニン比

原採取時間の検討および食事運動等の影響一

池田真悟*，大津誠喜へ 鈴 木 孝 人 へ 加 納 発 子 * ，

溝口 勲**

Urinary Hydroxyproline : Creatinine Ratio 

-Effects of Meal， ExercIse and Urinary Sampling Times一

SHINGO IKEDAへMASANOBUOHSA W AへTAKAHITO SUZUKI * ， 

TAKAKO KANOH*and ISAO MIZOGUCHI* * 

The effects to urine sampling time， meal and exercise on urinary hydroxyproline to creatinine ratio 

(HOP /CRE) of healthy adults (28 males and 30 females) were investigated. Urine was sampled four 

times， i.e. immediately after waking up， in the morning， in the afternoon and after dinner. The HOP / CRE 

values measured immediately after waking up were significantly higher than those determined at other times 

which had no significant differences among themselves. Those results were observed irrespective of whether 

the subjects took normal meals or controlled meals containing no animal protein. 

The subjects taking controlled meals had significantly higher HOP /CRE values than those who took nor. 

mal meal. The respective values of HOP and CRE were higher in the normal meal group than in the control-

led group. 

The significant difference in HOP / CRE between the early-morning urine and fasting-urine was not 

observed. 

A loading test which was conducted for 30 minutes by riding bicycle attached with an ergometer caused 

no effects on the urinary HOP /CRE values of the male subjects but an increase was observed in the females. 

If the urinary HOP /CRE value is to be used as an indicator of disorders in health due to air pollution， 

especially as that of the disorder caused by nitrogen oxides， it is recommended that urine samples b巴 taken

immediately after waking up in the morning and after proper instructions are given for the meal to be taken 

on the previous night. 

Keyword : urinary hydroxyproline， urinary creatinine， urinary sampling times， meal， exercise 

緒 員

尿中のヒドロキシプロリン (hydroxyproline: HOP) 

の測定は，従来から膝原病，骨腫湯および肺気腫など主

に組織損傷にかかる疾患の補助診断のーっとして開発さ

れ測定されている。最近，春日らは1-3)大気中の窒素酸

化物も，肺結合組織を損傷して，肺札織中のコラーゲン

構成成分である HOPの尿中排池量を増加させると報告

し，さらに尿中 HOP値を尿中クレアチニン値

(Creatinine : CRE)で補正した値は，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

けて変化すると報告している.我々も大気中窒素酸化物

濃度の異なる都内三地区の学童尿中 HOPを測定し，窒

素酸化物濃度の高い地区は尿中 HOP値も高く，大気窒

素酸化物濃度と尿中 HPO/CRE値の聞には，正の相関

省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 Pablic Health 

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

**北海道大学工学部衛生工学科
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(P<O.Ol)があることを報告した4) すなわち尿中

HOP量は，大気汚染物質特に窒素酸化物による健康障

害の指標として有用であると考えられる.

しかし尿中 HOP/CRE値は，年齢および食事などに

よる影響を受けることが報告されていることから，成人

健康者の日常生活の中で，どの程度変化するのか，三日

間に渡り随時尿を採取し，食事の内容，運動負荷の影響

および早朝尿と Fasting尿についても検討した.以下そ

の報告である.

調査方法

1.検査材料

被検者は男性28名および女性30名で19-22歳の健常者

である。調査期間は59年 9月から61年3月までの聞で，

4名 1組として，男性 7回，女性8回に分けて調査した.

被検者は 4名一緒に， 35m2室内に三日間居住し，初日は

9時より，三日目(終日)は15時まで，随時尿を採取し，

尿量を測定した。 HOP，CRE測定用尿はその内の10mlを

用い，分析時まで-20'Cで保存した.

1 )普通食と制限食

普通食を摂取したグループには，普通一般的な食事を

自由に三日間取らせた.制限食を摂取したグループには，

三日間努めて，動物性蛋白j原すなわち動物，魚の肉類を

除いたものを摂取させた。この制限食を受けたグループ

には，早朝尿と Fasting尿の採取および運動負荷試験を

行った.

2 )早朝原と Fasting尿

実験二日，三日目の朝 6時に採尿したのを早朝尿と言

う. Fasting尿は起床後，飲食を禁止して普通の状態に

おき， 9時に採尿したものを言う。

3 )運動負荷

実験二日目の午後 2時30分より 30分間，エルゴメー

ターによる自転車 (18km/hr)の運動負荷を実施した.

2.測定方法

1) HOPの測定

HOPの測定法として Prockop法5)や Bergman法的およ

びParekhらの7)方法がある.著者らはこれらの方法を

さらに改良し，簡便，迅速，正確な測定法を見出した.

すなわち試料尿を 6規定塩酸下110'C15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年東京衛研年報に掲載した8)測定法により，測定

した.

2) CREの測定

CREの測定は，尿を10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9)で測定した.

結果および考察

一日平均の HOP/CRE値は，普通食，市Jj限食を摂取

した場合，いずれも一日目，二日目，三日目と日毎に高

くなる傾向を示した.男女別に比較するると，普通食を

摂取した場合では女が高く，制限食を受けた場合は男が

高い傾向を示した(表 1).更に HOP/CRE値を，起床

直後，午前，午後，夕食後と採取時間別に区別して見る

と，起床直後の HOP/CRE値は他の時間帯に比べ有意

に(P <0.01)高い値を示し，起床直後以外の時間帯の

HOP/CRE値聞には有意差は見られなかった(表 2). 

一日平均の HOP/CRE値が一日目，二日目，三日目と

順次高い値を示したのは，おそらく一日目の試料に

HOP/CRE値が高い起床直後尿が欠損したこと，更に

三日目の試料には夕食後の尿が欠損したこと等による影

響で検討を要する結果とは恩われなかった.

普通食と制限食を摂取した場合の HOP/CRE， HOP， 

CRE値に有意差が認められ HOP/CRE値は制限食を

受けた場合に， HOPおよび CRE値は普通食を摂取した

場合に高い値を示した.体重では男女共に差は無かった.

更に一日 (24時間)の HOP総排池量では女性の HOP値

に有意差が無く，食事による影響は認められないが，男

性の HOP値は 5%の危険率で有意差があり普通食の摂

取の方が高い値を示した.

CRE値も同様に普通食摂取の方が高かった. CRE係

数 (CRE値を体重で補正した値)は，普通食の場合，

男女共に正常範囲にあるが，制限食を摂取した場合は低

値を示したことから，食事特に摂取した食品による影響

が大きいと恩われた.尿量は男女共に制限食を受けた方

が多かったが，有意差は無かった.なを，小林らも

HOP/CRE値について同様な報告10)をしている.

早朝尿と Fasting尿の二日目と三日目の検査結果を表

4に示したが，早朝尿と Fasting尿の測定値には，両者

間でまた男女問共に差が認められなかった.

運動負荷実験は，二日目の午後2時30分より，エルゴ

メーターによる自転車乗 (18km/hr)を30分実施した.

この運動負荷直前，直後の尿検査の結果では，両者間の

HOP/CRE値に有意差は見られない。しかしこの運動

をはさんで本実験期間の前期尿と後期尿に分けて，その

平均 HOP/CRE，日OP，CRE値の差の検討を試みた場

合， CRE値は男女共に差はなかったが， HOP， HOP/ 

CRE値は男性の場合にのみ差がなかった. しかし女性

の場合は運動後の方が高い値を示した.女性にのみ差が

認められた事はこの程度の運動負荷でも，女性の場合は，
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表 3.普通食と制限食を摂取した場合の検査結果
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表4.早朝尿と Fasting尿の結果

HOP/CRE HOP CRE 

μg/mg μg/ml mg/dl 

早朝尿 男 8名 26.45:1:8.29 14.99土8.67 62.87土41.95

女14名 23.66:1:9.04 13.79土8.66 66.38土40.10

Fasting尿 男8名 27.98土10.03 11. 31:1: 6 .13 43.50士20.94

女14名 24.51:1: 9.65 11.31土5.45 51. 05:1: 25.89 

表 5.負荷運動前後の検査結果

HOP/CRE 

μg/mg 

運動負荷 男4名 16.63:1:9.35 

直前尿 女4名 14.43:1:2.89 

運動負荷 男4名 17.80土6.77

直後尿 女4名 13.13土3.32

平均値の 男6名 N S 

差の検定 女6名 N.S 

運動負荷 男4名 17.33:1: 10 .05 

前期尿 女4名 16.84土2.21

運動負荷 男4名 21.57土8.92

後期尿 女 4名 24.97土5.35

平均値の 男6名 N.S 

差の検定 女 6名 P <0.05 

尿中 HOP/CRE1i直に影響する事を示している.

一般に，食事のとり方は尿中 HOP/CRE値に与える

影響は大きく，運動ではそれ程大きくないものと思われ

た.

これらの結果より，大気汚染特に窒素酸化物による健

康障害の指標として， HOP/CRE値を測定する時には，

起床直後の朝一番尿で測定するほかに，前夜から食事の

献立を指示する事が望ましいと考えた.

要約

尿採取時間，食事内容および運動等が尿中の HOP/

CREに与える影響について，成人健康者で検討した.

尿採取時間を，起床直後，午前，午後，および夕食後

の四時間帯に分けて尿中の HOP/CRE値を検討した所，

起床直後の値が他の時間帯の値と比較して有意に高い値

を示した.起床直後以外の時間帯の値聞には差は無かっ

た.この結果は普通食と動物性蛋白源を除いた制限食を

摂取した場合でも同じであった.

HOP CRE 

μg/ml mg/dl 

7.00:1:0.61 50.50:1: 21. 29 

9.15:1:1.33 64.50:1:8.69 

7.76:1:2.98 46.25土26.88

6.38:1: 1.85 48.75:1:10.87 

N.S N.S 

P <0.05 N.S 

12.81土3.49 84.11:1:31.89 

7.75土0.75 51. 20:1: 25.44 

11.83土2.83 57.97土14.39

10.31土1.35 46.65土2.75

N.S N.S 

P <0.02 N.S 

( N.S no significant) 

普通食と制限食を摂取した場合の日OP/CRE値を比

較して見ると，制限食を摂取した場合の方が有意に高い

値を示し， HOP 値， CRE値は普通食を摂取した方が高

い値を示した.

早朝尿と Fasting尿中の HOP/CRE値には差は認め

られ無かった.

エルゴメーターによる自転車乗 (18km/hr)の運動負

荷を30分行った場合，尿中 HOP/CRE値への影響は，

男性では認められないが，女性では負荷後に高い値が認

められた.

大気汚染特に窒素酸化物による健康障害の指標として

HOP/CRE値を測定する場合には，起床直後の尿を用

いて検査するほか，前夜から食事を指導する事が望まし

v'. 
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残留多環芳香族炭化水素測定用試料としてのホルマリン保存臓器の有用性

瀬戸 博*，長 II(鳥 親 治 * ， 加 納 秀 子 *

Availability of Formalin-Fixed Lung as a Sample for 

Determination of Polycyclic Aromatic Hydrocarbon Residues 

HIROSHl SETO*， CHIKAHARU NAGASHIMA * and TAKAKO KANOH* 

Utilization of the formalin-fixed lung as a sample for determination of polycyclic aromatic hydrocarbon 

(PAH) resid田 swas investigated. There was no reduction of PAHs in the rabbit lung by forn凶 infixation 

for 2weeks. While the P AH contents in the human lung fluctuated， no significant loss of P AHs was recog-

nized throughout the fixation period (l-42weeks). Obstacle peaks on the chromatogram disappeared as a 

result of formalin fixation. PAHs exuded from the lung into the fixing fluid were negligible. It is concluded 

that the formalinイixedlung is useful for residual P AH determination. 

Keyword : benzo lal pyrene， benzo Ikl fluoranthene， benzo [g， h， i) perylene， formalin fixation， lung 

緒 日

最近，わが国における肺がん死亡率が上昇してい

る1，2)が，その要因のーっとして，喫煙および大気汚染

が指摘されており 36)，公衆衛生上大きな問題になって

いる。たばこ煙中および自動車排気ガス中には発がん性

のある多環芳香族炭化水素 (polycyclicaromatic hydro 

carbons以下 PAHsと略す)が含まれていることから，

これらと肺がんとの因果関係の解明は健康対策として急

務であるとされている。

環境中の化学物質の健康影響を疫学的に評価するには，

まずその Doseを明きらかにすることが必要である。

Doseを推定する方法には(1)大気，飲料水，食品中の化

学物質濃度および個人の生活習慣などを考慮、して計算す

る方法と， (2)血液，尿，毛髪，臓器など生体試料中の化

学物質濃度を測定し，生物学的半減期などを考慮して計

算する方法がある。前者は大部分の化学物質に適用でき

るが，個体の Doseの推定という点では間接的であるの

に対し，後者はより直接的だが代謝の比較的遅い化学物

質に限られるという制約がある. PAHsの場合，ディー

ゼル排ガス粒子と共に肺に吸入したベンゾ[a)ピレン

(Bapと略す)は 1時間以内の半減期で急速に排出され

る phaseと約18日の長い半減期で排出される 2つの

phaseを持つ 7)という報告があることから，肺臓中の

Bap量を測定して Dos巴を推定することも可能であると

考えられる.

ヒトの肺臓中の Bap濃度を測定し，肺がん，喫煙習

慣および住居環境との関係を検討した報告8，9)は若干あ

る. しかし，肺に残留する PAHs量は非常に微量である

ことから測定精度を高く保つ必要があるが，十分なク

リーンアップ，高い分離能を持つクロマトグラフィー，

選択性のある検出器を使用して測定した信頼できる文献

は極めて少ない.人体臓器が入手しにくいうえ腐敗，酵

素の影響，凍結による水分含量の変化など，保存上にも

問題があることが研究例の少ない一因であろうと思われ

る.

そこで今回，病理解剖に付され，ホルマリン保存され

た臓器を試料として， PAHsを測定する場合の問題点を

検討したところ，被検材料として有用であることが確認

されたので報告する.

実験方法

1.試料

ヒト肺臓:都内某病院より供与を受けた(病死した男

子 64歳).約25gずつを精秤し，150mlのホルマリン

固定液 (3%ホルムアルデヒド)とともに遮光した広口

*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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ピンに入れ，密栓して冷暗所に保存した.ウサギ肺臓:

日本白色種ウサギ(体重2.3-2.6kg) に 1%プルロ

ニックを含む生理食塩水 1ml中に懸濁させたベンゾ[kJ

フルオランテン (Bkfとl格す)， Bap，ベンゾ[g，h， iJベリ

レン (B(ghi)pと略す)の各0.1，0.1， 0.5mgを耳静脈

より注入した. 18時間後，頚動脈切断により放血屠殺し

肺臓を取り出し重量を測定した.片肺はただちに分析に

供し，残りの片肺はホルマリン処理2週間後に分析した.

2.試薬

PAHs標準溶液-Bkf : RK Chemical Co.製， Bap:和

光純薬工業(械製， B (ghi) p : Aldrich製の各50mgを

100mlのn-ヘキサンに溶解させ0.5mg/mlの各標準原液

を調製した後， n-ヘキサンで適宜希釈混合して調製した.

その他の試薬は，市販の特級を，溶剤類は残留農薬分析

用または液体クロマトグラフ用を使用した.

3.装置

高速液体クロマトグラフ:島津製作所製 LC司2，けい

光検出器:同 RF-500 

4.分析法

肺臓中の PAHsの分析は尾花らの方法10)に準じた.

遮光するため褐色のガラス器具を使用した.ホルマリン

固定液中の PAHsの分析については，100mlの n-ヘキサ

ンで 2回抽出後 2層カラムクロマトでクリーンアップ

をした.以下，臓器の場合と同様な分析操作を行った.

分析条件ーカラム:Nucleosil 7 C-18， 4. 6mm id X 25cm 

+ガードカラム 5cm，移動相:75%アセトニトリル/水，

流速:1.5 ml/min，温度:40
o
C，注入量:50μ 1，検

出器:Ex 365 nm， Em 430 nm， gain : 10， Range : 4 

添加回収実験ーホルマリン固定したヒト肺臓の細片25g

にPAHsを50-500ng添加し，混和した後分析した.

結果および考察

標準物質のクロマトグラムを Fig，1に示した， 3種類

の物質は20分以内で溶出し，かつ完全に分離した.また，

Fig， 2に示すように検量線についても良好な直線性が得

られた.絶対最少検出量は， Bkf lOpg， Bap 6.4 pg， 

B (ghi)p 60 Pg (但し S/N2)であった. したがって，

実験試料についても同様の S/Nで分析可能と考えれば，

試料量50gを処理し，最終検液 1mlのうち50μlを注入

すれば， Bkf 4 Pg/ g，Bap 2.6pg/ g，および B(ghi) p 

24 pg/gまで検出できることになる.これは，日本人

の肝臓中の PAHs濃度11)から類推すると十分な感度で

ある.

回収実験の結果を Table1に示した.各物質共87%以

上で回収された.

2 

。 5 10 15 20 
Ti me (min) 

Fig. 1. HPLC Chromatogram of P AHs. 

Operating conditions -column : Nucleosil 7C -

18 (4.6mm i. d. X 5 cm， 25 cm) ， mobile 

phase : acetonitrile -water (75: 25) ， flow 

rate : 1.5 ml/min， temperature・40
o
C，detection 

: Ex 365 nm， Em 430 nm 

1 : Bkf， 2 : Bap， 3 : B (ghi) p 
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Fig. 2. Calibration Curves for the Determination of 

PAHs. ・:Bkf，口:Bap， 0 : B (ghi) p 

Table 1. Recoveries of P AHs Added to Formalinー

Fixed Lung 

Compound Added (ng) Recovery ( %) C. v. (%) 

Bkf 50 87. 6.::!: 3.1 3.5 

Bap 50 87.8.::!:5.4 6.2 

B (ghi)p 250 93.7土4.3 4.6 

Each value is mean of four determinations 
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PAHsを投与したウサギの肺について，ホルマリン固

定の影響を調べた (Table2). バラツキはあるものの 2

週間のホルマリン固定によって PAHs濃度が減少する傾

向はみられなかった.バラツキの原因は PAHsが肺各部

に均一に蓄積しないにもかかわらず，片肺ずつを振り分

けて試験に供したためと思われる.

ヒトの肺についてさらに長期間にわたるホルマリン固

定の影響を調べた (Fig.3). 各物質とも42週経過しでも

減少する傾向はなく，一定範囲内での変動を繰り返した.

ホルマリン固定液には， PAHsはまったく検出されな

Table 2. Effect of Formalin Fixation on the P AH 

Levels in Rabbit lungs 

Compound Before fixation After fixation 

(ng/g) (ng/g) 

Bkf 10.8 11.6 

Bap 2.3 2.0 

B (ghi) P 1040 1200 

Each value is the mean of double determinations (two 

rabbits). 
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c 。
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Fig. 3. Changes of PAHs Contents in the Human Lung 

During Formalin -Fixation. 

かった.

ホルマリン固定による影響を PAHsのクロマトグラム

でみたのが Fig.4である.ピーク No.1， 2， 3，の

PAHsはほとんど変化がないのに対して，ピークNo. 1 

以前に溶出する複雑なピークの大部分がホルマリン固定

期間中に消失した.その結果，ピークNo. 1， 2付近の

ベースラインが下がり，分析上好都合であった.この効

果は，ホルマリン固定 1週間後の試料で認められ， 42週

後でも変わらず続いていた.これらの消失したピークが

何かは不明だが，逆相系モードで比較的早く溶出してい

ることから極性が強い物質であるといえる.

これらの結果は，生体膜内の物質の極性溶媒への移動

の難易さがもたらしす現象として説明できる.すなわち，

PAHsは典型的な非極性物質で水のような極性溶媒には

親和性がなく，ホルマリン固定液にはほとんど溶解せず

に臓器中の脂肪部分に残留する. しかし，低分子量の非

聞定極性物質は膜を介して速やかに水溶液中に拡散し臓

器から排出されるものと考えられる.

ホルマリン閤定のその他のメリットとして，分解酵素

2 

2 

。 5 10 15 20 
Time (min) 

Fig. 4. Changes of HPLC Chromatograms of P AHs from 

Human Lung During Formalin-Fixation. 

Top : before fixation， Middle : after 1 week， 

Botiom : after 40 weeks. 
1 : Bkf. 2: Bap， 3: B (ghi) p 
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が失活すること，病原J性菌が死滅すること，腐敗しない

ことなどがあげられる.、デメリットとして 水分含量の

変動があげられる.そのため，水分含量を測定し，数値

を乾燥重量あたりのPAH量で表す必要がある.

保存中の PAHsの分解についてはほとんど無視できる

ことがわかった. しかし， PAHsは光により分解す

る12.13)ので遮光したり，冷暗所に保存する配慮が必要

である.

以上の結果からホルマリン固定した肺臓は PAHsの分

析試料として有用であり，むしろメリットが多く分析上

好都合であった.さらに長期間保存の影響を調べる必要

がある.また，他の臓器についても PAHsの他， PCB 

等の有機塩素系物質や重金属の被検材料としての有用性

を検討していく予定である.
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東京湾の環境汚染モニタリング調査(第5報)

昭和60年度スズキおよびウミネコの調査結果について

瀬戸 ↑専へ加納発子*

Survey of Chemical Pollutants in Biota from Tokyo Bay (V) 

Residue Levels in Japanese Sea Bass and Gull in 1985 

HIROSHI SETO * and T AKAKO KANOH * 

The levels of 36 chemical pollutants in japanese sea bass (Lataolabrax japonicus) and black-tailed gull 

(Lar:叫scrassirostris Vieillot) collected from Tokyo bay in 1985 were determined. Nineteen chemicals were 

detected in the fish muscle. It is noteworthy that 1，2， 4-trichlorobenzene and dichlorobenzene isomers were 

detected in all the samples， While these compounds were not found in the sea bass from other sea areas of 

Japan. The most remarkable feature about the gull samples was unusual levels of DDT (0.043 ppm) and 

DDD (0.099 ppm)， Which had been below 0.001 ppm during the past three years (1982 to 1984). This 

indicates that some of the gulls must have been exposed to DDT somewhere in their wintering places 

Keywords : pollution， chlorinated hydrocarbon， sea bass， gull 

1978年以来，東京湾の環境汚染モニタリングが実施さ

れ，スズキ (Lataorabraxjaponicus) およびウミネコ

(Larus crassirostris 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1-4)

既に使用禁止措置がとられた PCB，HCH (BHC)類，

DDT類， ドリン類， HCBは減少傾向が続いている.な

かでも HCH類，およびHCBについては昭和59年度の調

査で，スズキからはまったく検出されなかった.

一方，注意すべき汚染物質もある.本調査においても

高い頻度で検出されたクロルデン類は，毒性が強く，難

分解性で，生物濃縮性が明きらかになったことから，昭

和61年 9月に「特定化学物質」に指定された.また，東京

湾産のスズキからはジクロロベンゼン 1， 2， 4-ト

リクロロベンゼンなどの塩素化ベンゼン類が高い頻度で

検出されている.さらに，最近，魚網防汚剤に使用され

るトリブチルスズ化合物による汚染が問題になっている.

このような新らしい環境汚染に対応し，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60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60年 9月，千葉県富津沖で捕獲さ

れた20尾を重量の)11買に 4尾ずつまとめ 5検体とした.ウ

ミネコは，昭和60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 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 Toble1， 2に示した.

分析方法 環境庁で定めた分析法5)により行った.詳

細な操作法，分析条件は報告書6)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.

試薬は前報4)と同様のものを使用した.

分析装置は前報4)のものの他，ヒューレット・パッ

カード社製 HP-5890Aを使用した.

結果および考察

スズキにつついて 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 Fig.1に示す.

PCB 濃度は， 0.09ppmでひきつづき漸減傾向にある.

DDT類濃度は，ほぼ前年並みであった.前年検出され

*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 Musc1e. 

(n = 4) 

衛京東

water (%) fat (%) length* (cm) Group No. body weight (g) 

2.95 75.8 37.1土0.5814:::!::22 1 

2.91 

3.07 

75.8 

75.5 

36.9土1.0

35.4士0.9

766士20

699:::!:: 18 

2 

3 

3.19 75.6 33.6土1.3638土344 

34.1士0.5594:::!:: 8 2.63 

mean 2.95 

76.0 

75.7 35.4 702 

5 

Fig. 1. Annual Changes in Concentrations of the 

Selected Chemical pollutants in sea Bass Col 

lected from Tokyo Bay. 

o : PCB， right，・:total DDTs， 

drin， 

口:total chlorobenz巴nes(CI = 2 -5 )， ・:total Chlordanes 

。
'85 '84 '83 

Vear 

'82 '81 

。* : not inc1uded the part of tail fin 

Table 2. Constitution of the Sample (Black-Tailed 

Gull) and Water and Fat Contents of the 

Musc1e. (n = 7) 

body weight (g) wing length (ω) water (出)fat (財)sex group No. ム:diel. 

6.40 67.7 36.6土1.1657土19male 1 

PCB E 
Total DDTs -・.Total chlordanes 

-
• 

Total chlorobenzenes 

-園Dieldrin 

圃

-国

圃-

きoi」
;QO」

;::1 

5.94 69.4 36.5土2.0616土12male 2 

5.64 65.4 36.1:::!:: 1.0 579土10male 3 

4.79 66.7 35.6土0.7574土32female 4 

5.64 69.9 33.8:::!::2.3 504:::!::18 female 5 

5.68 

なかった β-HCH，ヘプタクロルエポキシド (HCE)，

HCBがごく低濃度で検出された.この結果は，これら

の物質の汚染が進行したのではなく，今回の試料に供さ

れたスズキの体重が，過去 2-3年のスズキの約 2倍と

かなり大きいことから，化学物質の取り込み量が多いた

めと思われる.ジクロロベンゼン， 1， 2， 4一トリク

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

ン類もひきつづき高いレベルを示した.

東京湾の汚染程度を他水域と比較するために，ほぽ同

時期にサンプリングされた他水域のスズキの分析結果7)

をFig.2に示す.

各水域により汚染物質の蓄積パターンに特徴がみられ

た. PCBは瀬戸内海産のスズキが極端に高い. DDT類

は瀬戸内海，四万十川河口，薩摩半島西岸で高く，農業

用として過去に大量に使用されたことを反映していると

考えられる.他方，主としてシロアリ駆除用として使用

されているクロルデンは，大阪，東京など大都市を控え

た湾のスズキから高濃度で検出されている.塩素化ベン

67.8 35.7 586 mean 

F 

Fig. 2. Levels of the Selected Chemical Pollutants in Sea 
Bass Colleted from Different Areas 

A : Tokyo Bay， B : Osaka Bay， C : The Inland 

Sea， Seto， D : offshore of Shimane Peninsula， E : 
Estuary of Shimanto River， F : West Sea of Sat-

suma Peninsula 

E D 
point 

B C 
Sampling 
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Table 3. Concentrations of Pollutants in Muscle Tissues of Sea Bass and Black -Tailed Gull 

Sea Bass 

compound range 

PCB 0.08-0.10 
PCN nd*l 

α-HCH nd 
s -HCH 0.001-0.002 

Y -HCH nd 
{j - HCH nd 
aldrin nd 
dieldrin 0.003-0.004 

endrin nd 
0， p -DDT nd 
p， p -DDT 0.001-0.003 

0， p -DDE nd -0.002 
p， p -DDE 0.009-0.014 
0， p -DDD 0.001 
p， p -DDD 0.003-0.004 
heptachlor nd 

HCE 0.001-0.002 

t -chlordane 0.004-0.006 
c -chlordane 0.013-0.018 

t -nonachlor 0.016-0.023 

c -nonachlor 0.006-0.007 
oxychlordane 0.001-0.002 

DnBP nd*2 

DEHP nd*Z 

TBP nd*l 

0-DCB 0.02-0.06 

m-DCB 0.02-0.06 

p-DCB nd-0.02 
1，2，3 -TrCB nd 
1，2，4 -TrCB 0.002-0.004 
1，3，5 -TrCB nd 
1，2，3，4-TeCB nd 
1，2，3，5 -TeCB nd 
1，2，4，5 -TeCB nd 

PeCB nd 
HCB nd-0.001 

nd: <0.001， nd*l: <0.01， nd*2: <0.1 

ゼン類は東京湾のスズキからのみ検出されているが，発

生源，環境生態系への影響については不明の点が多い.

今後の多面的調査研究が必要である.

ウミネコについて ウミネコの一部の検体で DDT類

の異常な高値が記録された.前年度のp，p'.DDT， p， p'ー

(PPm on wet weight basis) compound 

Black -Tailed Gull 

mean range mean 

0.09 1.4-2.1 1.7 

nd nd nd 

nd nd nd 
0.001 0.029-0.043 0.037 

nd nd nd 

nd nd nd 
nd nd nd 

0.003 0.019-0.031 0.024 

nd nd nd 

nd nd -0.022 

0.002 0.001-0.043 0.011 

nd nd 

0.011 0.22-0.61 0.37 

0.001 nd一0.031

0.003 0.001-0.099 0.023 

nd nd nd 

0.002 0.008-0.014 0.011 

0.005 0.001 0.001 

0.015 0.013-0.017 0.016 

0.020 0.10-0.15 0.13 

0.006 0.027-0.054 0.038 

0.002 0.021-0.046 0.034 

nd nd nd 

nd nd nd 
nd nd nd 
0.03 0.04-0.06 0.05 
0.03 0.04-0.06 0.05 

0.02-0.03 0.02 

nd nd nd 
0.003 0.003-0.005 0.004 

nd nd nd 

nd nd nd 

nd nd nd 

nd nd nd 

nd nd -0.002 
0.009-0.014 0.011 

DDDは検出限界以下だったが，今回の調査では一つの

検体がそれぞれ0.043ppm，O. 099ppmを示した.一検体

は7羽分の胸筋から成っていることから，中にはより高

度に汚染された個体もあることが容易に想像される.

DDTは我国に於いては昭和46年に全面的が禁止され
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た物質で，その環境中および生物中の残留濃度は年々低

下してきた.今回の調査で突然 DDTレベルが上昇した

原因は明らかではないが，冬期に南方へ渡行した際の曝

露が考えられる. しかし，日本圏内での局地的な汚染を

受けた可能性が全くないわけではない.海流または魚介

類を媒介して汚染が拡散することが考えられるので日本

近隣の諸外国に於ける化学物質の規制やその使用状況に

も関心を払う必要がある.他の汚染物質については例年

とほぼ同程度の汚染濃度で特別な変化を示すものはな

かった.

なお，本調査は衛生局医療福祉部公害保健課と協力し

て実施したものである.
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メチル水銀毒性に対する補助栄養の影響

関 比呂伸へ加納莞子*，田村行弘**，深山智代*キ*

Effects of Supplementary Nutrition on Methylmercury Intoxication of Rats 

日lRONOBUSEKI*， TAKAKO KANOH*， 

YUKIHIRO T AMURA * * and TOMOYO MIY AMA * * * 

On metylmercury intoxication， food intake and body weight of experimental animals decreased， the anim-

als weakened and eventually died. We conducted studies to examine effects of milk as suppl巴mentarynut-

rients fed to rats. 

Four weeks old Wistar strain male rats were div.ided into 3 groups : Group A received 20 ppm methyl-

mercury chloride (MMC) (an experimental diet) ; group B， the combination of 20 ppm MMC， and milk; and 

group C an MMC-free experimental diet and served as a control. In the milk-fed group， toxicological effects 

of MMC were significantly lower than the group A with respect of body weight， manifestation of neurological 

signs and mortality. Selenium， milk casein， vitamins， cystine， various metal elements and increased calorie 

intake are considered to be factors that suppress the development of methyl巴rcuryintoxication 

Keywords : methylmercury， supplementary nutrition， milk， n巴urologicalsigns， body weight， mortarity 

緒 ち三T
E司

メチル水銀毒性についての動物実験は，多くの研究者

によって報告されている 1-3)

また，メチル水銀の毒性緩和因子として，セレン4-6)

をはじめとして，栄養学的な面からは，実験動物に与え

る飼料の種類7.8)とその組成(飼料中のタンパク源など

の成分9.10，13-16)およびその含量9-12)の違い)およぴ食物

繊維・ビタミン E等の添加物9.17-21)などが検討されてい

る.

メチル水銀の毒性は subicinicalな状態から，最終的

には実験動物の衰弱死により判定される.その死亡はメ

チル水銀の直接作用による場合と，神経症状(後肢の交

差・歩行マヒ)の発現などによって飼料摂取が不可能に

なった場合の衰弱死とがある22一則.

今回の実験の目的は，メチル水銀含有飼料を与えた群

と対比して，カロリー補給として粉乳を飲水に溶かして

与えた場合のメチル水銀毒性の緩和作用，すなわちメチ

ル水銀中毒の進展抑制による延命効果を検討した.

方法・材料

ウイスター系雄性ラット(日本クレアK.K.)56匹

(体重69士3g) 4週令を 3群に分け， A群は塩化メチ

ル水銀20ppm含有飼料投与群， B群は A群の実験飼料

投与とミルク飲料水投与群， C群は基本飼料投与のコン

トロール群で，各群とも 10週間自由摂取させた.

A， B， Cの3群に使用した基本飼料は，飼料中のセ

レンがメチル水銀の毒性を修飾することから 10-15)，低

濃度セレン含有飼料とするために日本クレア社繁殖用飼

料 CA-l成分より，魚粉・フスマ・小麦を除き，代りに

カゼイン25%とコーンを加えて調整した飼料である 10)

A.B群は，この基本飼料に塩化メチル水銀を水銀とし

て20ppmとなるように添加し調整した.

A.C群の飲料水は水道水を自由摂取させた， B群に

は飲料水にかえて，調整粉乳 (520kcal~100g) 15gを

100mlに溶かしたミルクを10週間与えた.

*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 

本*同生活科学部食品研究科

***日本女子体育大学
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実験動物室は， 8時間照明で，温度22:t2 'c，湿度60

土 5%とした.

飼育は，ラット用金網ケージに 5匹入れて行った.

実験期間中の観察項目は，週 2回の体重測定と水の消

費量・飼料摂取量の測定(エサ箱の重量変化)，および

ラットのメチル水銀中毒に特有な神経症状の尾の旋回現

象22.29)，後肢の交差およびマヒ30，31)を指標として週 3

回観察した.

統計処理は， Welchの方法を用いた.

結 果

Fig， 1に示したように，体重の変化は， A， B群はコ

ントロールの C群と比べて1.5週目より有意な (P< 
0.01)体重減少が認められた.また B群は 2週目から A

群よりも平均体重が増加し 4週目より有意な (P<
0.05)増加が認められた.しかし， B群は5.5週日より

体重増加がプラトーに達したが，またA群は 5週自にプ

ラトーに達しその後減少していった.

エサの摂取量 (Fig.2 )では A群は 3週目に一度急

激な落ち込みがみられた. (この原因は不明であるが，

この週の体重は前後の週と比べて低い増加率を示した.) 

その後4週目に最大摂取量を示し，以後再び6週目まで

減少が続いた. 6週日以後の摂取量の増加は，神経症状

発現によりラットの手によるエサ保持能が低下し，ケー

ジ‘下へ飼料の落ち込みが多くなったことによる見かけ上

8 
400 
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Fig. 1. Chronological Change of Body Weight 

。一一O:A，.一一・ B，X一一X:C

の摂取量増加である. B群は 2週目に最大摂取量を示し

た後， 8週目まで徐々に減少し続けた. 8週目以後の増

加は， A群と同様食いこぽしの増加によるものである.

C群のエサ摂取量は成長とともに増加し続け，約21gで

プラトーに達している.

累積摂餌量を Fig.3に示した. 3週日まではA・B

群と C群の累積摂餌量は，ほぽ同等量であったが， 3週

日以後はA.B群と C群との差はより広がった. A. B 

群聞ではA群の方が多いが ほぼ同様の累積曲線を示し

ていた.一週間毎のエサ摂取量も A.B群聞の差は(最

初の 6週間において)一日一匹当りの平均1.8g(0.7-

3.4g)でほぽ同量であった.

飲水量 (Fig.4)は，エサの摂取量とほぼ同様の増減

曲線を示していた25)

尾の旋回現象 (Fig.5 )では， A群が先に発症し始め

(39日目)100%発症日は46日目， B群は46日目より発

症し始め60日目に93%発症が確認された.平均発症日は，

A群:41.2土2.0日， B群:53.4土3.4日でA・B聞に有

意の差 (P<0.001)が認められ， B群の発症に遅れが

みられた.

後肢の交差・歩行マヒの発現 (Fig.6 )は， A群が43

20 

1 0 

。 2 4 6 8 10 Ws 

Fig. 2. Chronological Change of Food Consumption 
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日目より発症し始め発現率90%を示したのは57日目で

あった.一方， B群は53日目より発症し始め，発現率が

60%を示したのは62日目であった.発症までの平均所要

日数は， A群 :47.9::1::4.4日， B群:57.7士3.0日で尾の

旋回現象と同様に後肢の交差および歩行マヒも， B群の

発症は有意に(P <0.001)遅延した.

死亡 (Fig.7)は， A群では52日目より認められ， 10

週日の死亡率は80%を示した.一方， B群では66日目に

一匹(7 %)が死亡したのみであった.すなわち， A. 

B群の実験期間中の生存日数(10週固まで生存していた

ラットの生存日数は70日として計算した)は， A群:

60.5土7.4日， B群:69.7土1.0日でB群はA群より有意

に (P<0.001)長く生存した.

考 察

今回の実験のために，補助栄養の投与方法の検討を

行った.投与方法としては，飼料あるいは飲料水に補助

栄養を添加する場合があるが，前者はエサの成分組成に

違いが生じることから後者によることとした.また飲料

水の投与は，自由飲水と経口ゾンデによる強制投与があ

るが，強制投与は投与による事故死があることから，自

由飲水法によることとした.補助栄養には栄養価(カロ

リー)の高い調製粉乳のミルクを用いた.そのミルクの

濃度は，粉乳の溶解状態，変性の有無，摂餌量への影響，

飲水量，摂取カロリー量などの面で検討され，最終的に

% 
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Fig. 7. Chronological Change of Mortality 
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使用濃度は15g/100mlとした.

体重の変化では， A群と B群のエサの累積摂餌量はほ

ぼ同等またはA群の方が多いにもかかわらず， B群がA

群に比べ高い体重増加量を示したが，これはミルク飲用

による摂取カロリー (Fig.8)の増加に基因していると

考えられる.

Landry等7)や Rowland等8)は，固型飼料， ミルク飼料，

液体飼料の 3種類の飼料を用いてメチル水銀の蓄積，排

池への影響を観察し， ミルク飼料の方が閏型飼料より蓄

積率が高いことを示している.これを今回の実験にあて

はめてみれば， ミルク投与のB群の方がA群よりメチル

水銀の蓄積は多いものと考えられる. しかし B群の毒

性発現は遅延し，生存期間は長く逆の結果を示した.メ

チル水銀とセレン同時投与した時，メチル水銀のみ投与

した場合よりメチル水銀の蓄積量は多いが，神経症状，

死亡率は抑制されるという報告32，33)から考えると，こ

の逆転結果はミルク中の成分の作用あるいは高カロリー

補給効果も加わった起りうる現象と考えられた.

メチル水銀中毒は重篤な神経障害を示すことから，毒

性緩和因子について多くの研究がなされている9-21.34-36)

今回の実験結果をヒトに直接外挿することは難しいもの

と思うが，高カロリーのミルクまたは食物の補給は良好

10
3 kcal 

4 
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2 
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Fig. 8. Chronological Change of Cumulative Calorie 

Intake 

0-0: A， .一一・ :B
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なメチル水銀の毒性緩和作用を示すものと考えられる.

また，延命効果が認められたことから，メチル水銀中毒

患者，特に中毒初期の患者への高カロリーミルクの補給

は，神経障害の進展を抑制し延命効果が期待出来る一因

子ではないだろうか.

緩和因子については， ミルク中に含まれるセレン， ミ

ルクカゼイン，ビタミン類，シスチンおよび種々の金属

の成分あるいは高カロリー化によるものと考えられるこ

とから，今後これらについて検討することを考えている.

要約

メチル水銀を投与した時，実験動物は摂餌量が減少し，

体重減少を経て衰弱死に至る.

そこで，エサの他に補助栄養を与えた場合，どのよう

な効果が認められるか検討した.

ウイスター系雄ラット 4週令を 3群に分け， A群は塩

化メチル水銀20ppm含有飼料を， B群はA群と同じ飼

料と飲料水に変えミルクを， C群はメチル水銀無添加飼

料を与えた.

ミルク投与群は，体重減少の抑制IJ，神経症状の遅延お

よび延命効果が認められ， ミルクの補助栄養はメチル水

銀中毒発現の緩和因子になりうることが明らかとなった.

この緩和因子は，ミルク中に含まれるセレン， ミルク

カゼイン，ピタミン類，シスチンおよぴ種々の金属元素

成分あるいは摂取カロリーの増加によることが考えられ

fこ.

(本研究は，昭和59年度当研究所調査課題「重金属汚

染の生体影響に関する研究」として実施したものであ

る.) 
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慢性呼吸器疾患有症率に関連する要因の検討

牧野国義*

A Study on Factors related to Prevalence 

of Chronic Respiratory Diseases 

KUNIYOSHI MAKINO* 

Relationship between prevalence of chronic respiratory diseases and meteorological factors or socio. 

economic status were statistically analyzed by using data on prevalence of persistent cough and phlegm in 

published reports of three surveys. Factors used as explanatory variables in this study are S02'， six 

meteorological factors and five socioeconomic indices， The data on the prevalenc巴 inthe first survey con. 

ducted between 1970 and 1974 were obtained by interviewing subjects from forty to fifty.nine in age using 

British Medical Research Council (BMRC) form， The data in the two other surveys conducted between 1980 

and 1984 were obtained from the selιcompleted questionnaires for respiratory diseases (ATS.DLD) on sub-

jects aged twenty or over. 

The prevalence had a significant positive correlation with S02 in any of the surveys. However， since 

average S02 levels in the latter two surveys were low (11 ppb)， the correlation may have resulted from the 

fact that different factors related to the prevalence had cross-sectionally similar variations to the S02 levels 

Although meteorological factors did not show more significant correlation with the prevalence than S02' it 

was estimated that the number of rainy days and sunlight hours had a close association with the prevalence 

in low-S02 districts. This indicates that meteorological factors should also be considered as risk factors in 

addition to smoking， aging， and air pollution 

It was further confirmed that socioeconomic status was related to chronic respiratory diseases as a con-

founding factor， but it was found that socioeconomic indices associated with the preval巴ncecharged for the 

decade between the surveys : the number of tatami-mats in the domicile which had not correlated significantly 

with the prevalence in the 1970s correlated in the 1980s. On the other hand， income showed an opposite 

trend to the number of tatami-mats. 

Keywords : chronic respiratory disease， meterological factor， socioeconomic status 

緒昌

慢性呼吸器疾患とは慢性閉塞性肺疾患を指し，その病

変は通常，気管支端息，慢性肺気腫の 3疾患を含む. し

かし，現実にはこれら 3疾患の区分は明確でなく，併存

する場合が少なくない.さらに， 3疾患のうちでは慢性

気管支炎の発症が最多であること，危険因子が3疾患に

共通していることから，慢性呼吸器疾患有症率は慢性気

管支炎有症率と同等で，疫学的には持続性せき・たん有

症率が利用される.この危険因子として，喫煙のほか，

大気汚染，職業暴露，加令が知られている 1-15) 筆者

らも都民の慢性呼吸器疾患有症率が上記の危険因子と密

接に関連することを既に報告した13) さらに，慢性呼

吸器疾患は抗菌的防御機構障害によっても発症し得るの

で，感染因子も危険因子となる.また，呼吸器特に上気

道の空気調節機構は吸気の温熱条件の影響を受けること

などから，瀧島は気象条件をも危険因子に含めている

*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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が16)，清水はその効果を疑問視し17)，気象条件につい

ては必ずしも明確な結論は得られていない.一方，社会

経済的要因に関して， Champmanらは人種差のあること

を報告しているが6)，Higginsらは明らかにできなかっ

たと述べ18)，鈴木らは，社会経済的分析は今後の課題

と報告している 11) 本研究では 3種の慢性気管支炎有

症率の調査報告を通じて上記の気象条件や社会経済的要

因が危険因子または交絡悶子としてこの有症率に影響を

及ぽしているか否かを検討した.

方法

1.資料

慢性呼吸器疾患有症率(ここでは特に持続性せき.た

ん有症率)資料として 3稜の調査報告を利用した.最初

の調査(調査 lと呼ぶ)資料は 3報告をまとめた資料で

ある(①安達ら9)，②坪田ら 12)，③鈴木ら 11)).①は昭

和46年から50年にかけての全国27地区(うち千葉県が16

地区)の調査で，対象者数は男女14，884名，男性は喫煙

の有無で分類されている.女性は喫煙者がごく少数のた

め，分類はされていない(実質的に非喫煙者).②は昭

和49，50年に岡山県で調査されたうちの11地区の資料で，

対象者は男女4，218名，喫煙については①と同様である.

対象者の年令は両報告とも40-59才であった.③は昭和

45年から49年にかけての関東以西 6地区の女性を対象と

した調査で，うち昭和45年と49年の上記年令層の非喫煙

者2，047名を対象とした. 3報告はいずれも面接調査の

BMRC法を採用している.次の調査(調査2と呼ぶ)資

料は，昭和56，57年に全国17地区で調査された報告19)

中の成人に関する資料である.昭和57年に20才以上の男

女27，005名を対象として慢性呼吸器疾患有症率が調査さ

れているが，有症率は年令及び喫煙で訂正されていない.

また， この調査は自己記入式の ATS-DLD質問表を利

用している.残る調査(調査3と呼ぶ)資料は，昭和55

年から 59年にかけて全国51地区で調査された報告20)中

の成人に関する資料である. 20才以上の男女204，865名

を対象とし，調査 2同様 ATS-DLD質問表を利用して

年令及ぴ喫煙で、訂正した慢性呼吸器疾患有症率が調査さ

れている.

次に，大気汚染物質は二酸化硫黄 (S02) とした.調

査 1，3は各報告に記載されている値を利用し，調査2

については各地区の昭和56年の年平均濃度を利用した.

さらに，気象条件として，年平均気温，同湿度，同気圧，

同風速，年間降水日数，同日照率を選ぴ，有症率調査前

年の値を利用した.気象観測点がない地区の場合には近

傍の 2ないし 3観測点の値より推定した.

また，社会経済的要因として人口密度，人口 1人当り

所得，一般入院外医療費，人口 1人当り畳数， 1平方キ

ロ当り乗用車登録台数の 5指標を選ぴ(以下，所得，医

療費，畳数，乗用車登録台数のように略称する).その

調査前年値を利用した. しかし，これらの指標は各地区

の調査前年値が地区により得られなかったこと，これら

の短期間の数値が直接的に有症率に影響するとの根拠に

乏しいことなどにより，この 5指標には順序統計量を採

用した.なお，調査 1の所得については物価変動の影響

が著しいことが考えられるので，昭和50年の各地区の値

により順位化した.他の指標で該当年次の資料が得られ

なかった場合には前後の年次などで推定し，順位化した.

ただし，調査lの医療費については調査年前後の資料が

得られず，推定することができなかった.

2.解析方法

解析には相関分析を主とする統計的方法を利用した.

まず，各有症率と二酸化硫黄や気象条件との相関分析を

行い，続いて，有症率と二酸化硫黄とは高い相関関係を

有することが推定されるので 二酸化硫黄を固定した気

象条件との偏相関分析を行った.さらに，有症率への二

酸化硫黄の影響が考えられる高濃度側の地区から順次除

きながら残る地区(以下低汚染地域と呼ぶ)で上記の相

関分析を行い，二酸化硫黄との相関係数の危険率が10%

を越えた際の有症率と気象条件の相関関係を確認した.

次に，低汚染地域における各気象条件のヒストグラムか

らその高低地区群を選ぴ，両群の有症率を比較した.た

だし，低汚染地域の大都市地区は人口流入が激しいなど

別の交絡要因を含むため除外した.また，有症率と社会

経済的要因との関連については Spearmanの順位相関分

析を用いて検討した.

結果

Tabl巴 1に各調査の地区名(同じ都市の地区が複数合

まれる場合には地区名に番号を付したが，詳細は文献を

参照されたい)及び調査年を示し， Table 2に各調査の

有症率(%)，二酸化硫黄濃度 (ppb)，気象条件(気温

(OC )，湿度(%)，気圧(-1000mb)，風速(m/sec)， 

降水日数(1 mm以上の降水量の日)，日照率(%))の基

礎統計量と社会経済的要因(人口密度，所得，医療費，

畳数，乗用車登録台数)の順序統計量(低い方から順位

化)を示した. Table 2より，調査 1と調査 2，3とで

は有症率や二酸化硫黄濃度に明らかな差がみられた.前

者と後者とでは BMRCとATS-DLDの調査方法の相違や

調査年の約10年のずれがある. Table 3に示した有症率

と二酸化硫黄及び気象条件との相関分析結果によると，
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Table 2. Elemental statistics of prevalence of chronic bronchitis， S02 and meteorological factors， and order statistics of socioeconomic status in three 

surveys 
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Sunlight 

(% ) 

Rainy days 

(/yr.) 

Wind speed 

( m/sec) 

Air pres. 
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Hum. 
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Temp. 

(OC) 
S02 
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Prevalence( % ) 
Male Female 

Survey 

38( m b) 
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13 

51 
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47.5士2.4
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Table 3. Correlation between prevalence of chronic respiratory diseases and weather conditions or S02 

Variable 
Survey Subject 

N S02 Temp Hum AP WV Rain Sun 

1 m-NS# .574*** .172 一.140 .046 .108 .095 .112 38 
m-S# .496* * .135 .085 .376* 一.313 一.405* .365* 38 

.690* * * .065 .140 .293* 一.317* .069 .240 50 

2 m .680* .133 .298 一.072 .348 一.323 .122 13 

.683* .187 一.225 一.033 .229 一.297 .200 13 

3 m .114 .118 一.099 一.030 一.066 .085 一.144 51 

.539* * * .058 一.430**一 .182 .177 一.008 .008 51 

* : p <0.05， **: p <0.01， ***: p <0.001 

# NS : Non-smoker， S : Smoker 

Table 4. Partial correlation between prevalence of chronic respiratory diseases and weather condi-

tions in fixing S02 

Variable 
Survey Subject 

N Temp Hum AP WV Rain Sun 

1 m-NS .067 一.288 .124 .246 .073 .094 38 

m-S .039 一.193 .299 一.206 一.483** .387* 38 

f .026 .007 .208 一.213 一.194 .265 50 

2 m .131 一.065 一.146 .535 一.189 .460 13 

.205 一.182 -.092 .472 一.151 .573 13 

3 .028 一.235 一.030 一.034 一.034 .104 51 

* : p <0.05， **: p <0.01， ***: p <0.001 

Table 5. Correlation between prevalence of chronic r巴spiratorydiseases and weather conditions in lower S02 

areas where the prevalence did not significantly correlated with S02 (p>0.10) 

Survey Subject 
Temp Hum AP 

1 m-NS .038 一.132 .063 

m-S .109 一.203 .323 

.119 一.042 .092 

2 m .196 .039 .184 

.214 .194 .176 

3 .325 .285 .006 

* : p <0.05， **: p <0.01， ***: p <0.001 

有症率は調査3の男性以外いずれも二酸化硫黄と高い相

関を示し，有症率への寄与が高いことを示唆した.なお，

調査3の男性については二酸化硫黄との相関が低く，他

の要因との関連も全くみられなかったので，以下の記述

を略した.気象条件との相関では必ずしも著明な関連は

認められないが，湿度や降水日数と負， 日照率と正の関

係にあることが推察された.二酸化硫黄の影響を排除す

Variable 

WV Rain Sun S02 N 

.069 一.014 .199 .243 31 

一.373 一.528** .533* * .344 28 

一.359 一.274 .296 .271 26 

.212 一.125 .302 .458 9 

.026 一.154 .383 .464 9 

.070 一.152 .198 .299 34 

るために行った偏相関分析結果 (Table4 )によると，

調査 1の男性の喫煙者は降水日数と負，日照率と正の有

意の高い相関が認められた.次に，低汚染地域における

相関分析結果 (Table5 )でも Table4と同傾向の結果

であった.相関分析で低汚染地域を区分した二酸化硫黄

の境界濃度は，調査 1の男性の喫煙者，非喫煙者，女性

はそれぞれ30，28， 24ppb，調査2では男女とも 14ppb，
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Fig. 1. Comparison of prevalences of chronic bronchitis 

in two area-groups (high (H) and low (L) 

weather cond.) from the lower S02 areas 

AP : Air pressure， Rain : Rainy days a year， 

Sun : Rate of sunlight hours 

* . p <0.05， ** p <0.01， ***: p< 

0.001 

調査 3の女性は 9ppbで，調査 1と調査 2， 3とでは境

界値が大きく異なった.次に，低汚染地域で，気象条件

の高低地区群間の有症率について平均値の差の検定を行

い， Fig. 1のように比較した.ただし，調査 2は地区

数が 9地区と少なく，気象条件も明確には区分されな

かったので，比較できなかった.各群の地区数は調査 1

の男性が8土 3，調査 1と調査 3の女性が 9:1::2であっ

た.その結果，気温については，有意差は認められな

かったが，どの対象も高温地区の有症率が高い傾向を示

した.湿度は，調査3の女性の場合に有意差が認められ

301 

たが，調査 1の女性の場合と比較すると高有症率の高低

湿度地区が逆になった.また，気圧，風速についても著

明な特徴は得られなかった.一方，降水日数は各対象と

も傾向が共通し，短い降水日数地区の方が有意に高い有

症率を示した.日照率も各対象に共通した傾向が認めら

れ，高日照率地区が高有症率であった.以上の結果を性

別で比較した場合には明らかな差が認められなかったが，

喫煙の有無で比較すると， Table 3 - 5にみられる通り，

喫煙者の方がより気象条件による有症率への影響を受け

るとの結果であった.

次に， Table 6に示した各有症率と社会経済的指標と

の相関分析結果によると，調査 1では乗用車登録台数に

高い有意の正相関が認められ，所得や人口密、度も正相関

を示した.一方，調査 2， 3では畳数と有意の負相関が

認められ，乗用車登録台数や人口密度については調査 1

と同傾向であった.これらの結果では，性差はみられな

かったが，喫煙の有無でみると，気象条件の場合と逆に，

慢性呼吸器疾患有症率は非喫煙者の方がより社会経済的

要因と関連することを示唆した.

考察

調査 1と調査 2， 3を比較すると，調査年が約10年異

なり，その聞に平均二酸化硫黄濃度は24ppbから llppb

へと減少した.また，慢性呼吸器疾患有症率も 10年間で

1/3程度に減少した. BMRCとATS-DLDの調査方法の

相違に関して，得られた慢性呼吸器疾患有症率に差はな

いとする春日ら21)，安達ら22)の報告を考慮すると，上

記有症率の滅少は大気汚染物質濃度の減少と密接な関係

を有することが考えられる. しかし， Table 3の通り，

二酸化硫黄濃度が減少しでもなお有症率との有意の相関

が認められており，調査 2， 3の二酸化硫黄の最高濃度

は16ppb，平均濃度は 9ppbであった.このことは環境

基準値(1 時間値40ppb，年平均値評価は12-15ppb)

前後の濃度が有症率上昇に寄与すると解釈できるが，基

準値の設定趣旨を考慮すればこの解釈は容認できない.

寧ろ次の 2つの解釈が可能であろう. 1つは，二酸化硫

黄と挙動を同一にする他の要因が有症率に寄与するとの

解釈で，その要因には他の汚染物質も含まれる.近年二

酸化窒素の呼吸器影響が認められるようになったので，

その寄与についても検討したが，二酸化硫黄との相関程

有意の結果は得られなかった.ただし，二酸化窒素が非

線型的に有症率に寄与する仮説が立証された場合には新

たな検討が必要である. もう 1つは，有症率の発症が過

去の二酸化硫黄濃度により生じたとの解釈である.対象

者は成人であり，長期居住者が多い.調査 1の約10年前，
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Table 6. Rank correlation between prevalence of chronic respiratory diseases and socioeconmic index 

Socioeconomic index 

Survey Subject PDa IW CMa NTa NRa 

1 m-NSb .403(22)C .619(18)** 一.134(21) .593(21) * * 

m-S .341(22) .381(18) .128(21) .295(21) 

.371(33) * .376(23) .013(32) . 583 ( 32 ) * * * 

2 m .448(13) .165(13) .153(13) 一.691(11)* .436(11) 

.345(13) .054(13) .201(13) 一.627(11)* .209(11) 

3 .446(51) * * .121(51) 一.086(51) 一.433(51)** -.433(51)** 

a) PD : Population density， IN : Income， CM : Cost of medical care， NT : Number of tatami-mat， NR : Number 

of registered cars 

b) NS: Non-smoker， S : Smoker 

c ) Number in the parenthes shows sample number 

* : p<0.05， **: p<O.Ol， ***: p<O.OOl 

昭和40の二酸化硫黄濃度は，大都市調査23)から推定す

ると，平均約50ppbとなる.高濃度で継続した暴露によ

りある時点で発症し，現在まで症状が継続することは充

分に考え得ることである.

気象条件が大気汚染物質ほど慢性呼吸器疾患有症率に

影響を及ぼしていないことはTable3より推定できる.

しかし， Table 4， 5， Fig. 1より，降水日数や日照率

に有症率有症率への関与が認められ，気象条件が慢性呼

吸器疾患の危険因子となることが推定された.他の気象

条件には必ずしも著明な関与は認められなかったが，呼

吸器疾患発症に気象条件が深く関与することは風邪を例

示するまでもなく明らかである.さらに，慢性気管支炎

は，臨床病理的立場から診断すると，気管支粘膜の広汎

な発赤ゃ腫張あるいは気管支造影による多様の変化が認

められた場合であるから，外気温，呼気の温度，湿度，

風で舞い上がった粒子状物質などが発症に影響を及ぽす

可能性がある.これらの要因は発症原因が何かによって

関連の強さや性質が異なることが考えられるので，単に

気象条件の高低のみを問うことはできず，機序の解明に

侠たねばならない.また，地域特有の発症原因を生じる

ことがある.例えば，平賀らは，北海道などの寒冷地の

集中暖房により生じた低湿度環境が呼吸器疾患有症率を

増加させたと報告した24) 降雪地域でも冬季は室内に

閉じ込められる時間が長いために，同様の影響が生じる

可能性があるので，降雪地区と同規模地区をマッチング

し，有症率を比較したが，顕著な差は得られなかった.

社会経済的要因の慢性呼吸器疾患有症率への寄与は年

次的に変化していることがTable6より推察される.調

査 lの時期(昭和40年代後半)には有症率は人口密度，

所得や乗用者登録台数と有意の正相関が認められたこと

から，大都市で大気汚染の著しい地域に有症率が高いこ

とを示した.一方，調査 2，3の時期(昭和50年代後

半)には所得に代って畳数の関与が増大する結果を示し，

生活条件が有症率に寄与することを示唆した.つまり，

昭和40年代後半には発症原因に関連する社会経済的要因

が有症率に寄与していたのに対し，昭和50年代後半には

発症原因だけでなく，発症後の対策，生活レベル，ある

いは室内汚染が寄与するに至ったとの年代的変化が推察

される.また，喫煙者は社会経済的要因の影響が小さい

との結果は，換言すれば，喫煙の呼吸器疾患への影響は

社会経済的要因に左右されないことを示唆し， Sandler 

らの報告25)と傾向的に一致した.

まとめ

慢性呼吸器疾患有症率に関する 3種の調査(調査 1: 

昭和40年代後半の40-59才の男女を対象とした BMRC

法による面接調査(異なる 3調査を混合)，調査 2:昭

和57年，調査 3:昭和50年代後半，はともに20才以上の

男女を対象とした自己記入式の ATS-DLD質問表に基づ

く調査)報告を利用し，気象条件(気温，湿度，気圧，

風速，降水日数，日照率)や社会経済的要因(人口密度，

所得，医療費，畳数，乗用車登録台数)が慢性呼吸器疾

患有症率(持続性せき・たん有症率を利用)に影響を及

ぼしているかを検討し，以下の知見を得た.

1. 調査 1から調査 2，3の10年間で二酸化硫黄濃度

は半減し，調査 2，3の平均濃度は環境基準値以下と推

定されたが，二酸化硫黄は 3調査とも慢性呼吸器疾患有

症率と有意の正相関を示した.調査 2，3のこの結果は，

二酸化硫黄自体よりも他の汚染物質あるいは過去の高濃
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度暴露の影響により生じたと考えられる..

2. 気象条件は直接的な有症率との関連は小さいと思

われるが，二酸化硫黄の寄与を除くと，短い降水日数や

長い日照時聞が有症率を上昇させることが推察され，気

象条件も喫煙，加令，大気汚染，感染因子などに続く危

険因子であるとの結論を得た.

3. 大気汚染または大都市と関連する社会経済的要因

の乗用車登録台数や人口密度は有症率と有意の正相関を

示した.また，調査 lでは所得，調査 2， 3では畳数に

有症率との有意の相関があり，有症率に寄与する社会経

済的要因が年次的に変化し，昭和40年代後半には発症原

因に関連する社会経済的要因が，昭和50年代後半には発

症原因だけでなく，発症後の対策，生活レベ、ル，あるい

は室内汚染に関連する社会経済的要因が交絡要因として

有症率に関与することが推察された.

謝辞 本研究の気象条件に関する資料収集や有症率と

の関連の検討について御協力，御助言を賜りました順天
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空調ダクト内堆積粉塵の性状について(第3報)

佐藤泰仁*，音川 翠*諸角 聖**，和字慶朝昭**

Properties of Accumulated Dusts in Air-conditioning Duct (111) 

Y ASUHITO SATO *， MIDORI YOSHKA W AへSATOSHIMOROZUMI * * and TOMOAKI W AUKE * * 

In the previous investigations， we examined mainly chemical analysis such as element components and 

crystal structure 

Since there are very few data on this subject， fungi， mite and insects accumulated in the air conditioning 

ducts we町estudied in order to learn how often and what kinds of these living things are collected from the 

ducts. 

presence of fungi was checked by applying the accumulated dust to cultures， and mite and insects were 

filtered out of the dust. Fungi collected were mainly Penicilli叫m，Aspergillus and Cladosporium that are often 

found in our living environment， although limited in amount. Mites and insects collected were Tarsonemidae， 

Acaridae and Psocoptera but again only a few in number 

The reason that few living things were collected is thought that the environment inside the ducts was not 

good for them (espec凶 lybecause of low humidity). 

Keywords : Biological pollution (Fungi， Mite， Insect)， Components analysis， Accumlated-dust， 

はじめに

建築衛生の分野では，以前から空調用ダクトに関して

特に吹出口まわりの汚れを美観上の問題として取りあげ

られてきた. しかし，昭和田年 4月， ['建築物における

衛生的環境の確保に関する法律J(通称、ビル管理法)の

施行規則の一部改正により，これまでほとんど注意が払

われなかったピル内の空調用ダクトの清掃の必要性がも

り込まれてきた1) また，最近建設省は建設技術評価制

度の一環として，民間のダクト清掃業者にダクト清掃工

法の開発を依託すると同時にダクトの清浄度の評価を目

的とした判定方法等を設けた2) このような背景から，

著者らは既に空調ダクト内の堆積廃の性状を，元素組成

及ぴその結晶構造など主に物理化学的な面から調査を行

ない，その成績を報告3，4)してきた.今回は空調ダクト

内の堆積塵について，前回同様の物理化学的な調査に加

え，カビ，ダニおよび昆虫などの生物汚染についても併

せて検討した.その結果，いくつかの知見を得たので報

告する.

実験方法

1.試料の採取

都内に存在する 6つのピルを対象に，それぞれの空調

ダクト内堆積塵を採取した(試料名 A，B， C， D， 

E， F)_採取方法は前報3，4)と同じであるので省略する.

このうち A，BおよぴCは夏期に D，EおよびFは冬

期に試料採取を行なったものである.また B，Cの試料

は分析迄が採取後 1年未満でありますが，その他のもの

は1年以上を経ております.さらに，それぞれは自社専

用ビルでありますが，空調方式及び粉塵の採取場所をみ

ると， Aは排気のみを機械で行う，いわゆる第 3種換気

法の排気ダクトより得たものであり， B， C， E， Fは

中央空調方式による第 1種換気法の給気ダクトより， D 

はパッケージ型空調器使用による給気ダクトより得たも

のである.

*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 Metroplitan Research Laboratory of Public Health 

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

**同微生物部細菌第一研究科
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2.カビの分離，培養および同定方法

堆積塵試料は 1gを秤量し，99mlの滅菌希釈液

(0.05%寒天i夜)と共にブレンダー(日本精機，東京)

により高速で約 5分間混和したのち，更に滅菌希釈液を

用いて10倍毎の段階希釈系列を作成し，クロラムフェニ

コール100μ g/ml添加ポテトデキストロース寒天培地

(PDA)および25%グルコース加 PDAの2種の培地に

1 mlずつ塗抹した.これらの平板を25
0

C， 7日間培養

し，発育した集落を PDA斜面培地に移植し，以後の操

作に供した.菌の同定は常法に従って行った.

3. ダニおよび毘虫の抽出法と同定

堆積塵試料は0.5gを秤量し，少量の界面活性剤を加

えた蒸留水中に入れ，スターラーにより十分に撹持後，

少量ずつ数回に分けてフィルター (TOYO，No 2 )でI戸

過した.フィルター上のダニ，昆虫類は実体顕微鏡下で

死骸等を含め同定し，計数した.

4.化学成分の分析

元素組成分析(状態分析を含む)は前報3.4)と同じで

あるので省略する.今回も検出，同定された主要 3物質

の定量について， αSi02 (α 一石英)は 26.620，

CaS04・ 2H20 (石膏)は 11.59
0

，CaC03 (方解石)は

29.39
0
の回折角 (2 e)を用い，試料からの回折強度を

それぞれの標準物質とセルロースパウダーとの重量%で

作成した検量線から求めた.

結果および考察

最初に堆積塵のカピ相を Table.1に示した.検出さ

れたカビの菌稜は通常住居内の分布5)と類似しており，

Aspergillus (こうじカピ)， Penicillium (青カビ)， Cla-

dospori叫間(黒カビ)等が多く認められた.

検出菌数は塵 1g当り，少ないもので102，多いもの

で106程度で室内塵の結果5)と比較しでも特に多い菌量

ではなかった.空中浮遊真菌の数は夏季に少なく，冬季

に多いと報告6)されているが，今回の結果においてはそ

のような傾向は認められなかった.また，採塵から同定

の処理までの経過時聞が短かい試料BおよびCから多数

の菌が検出され，それ以外の試料では少なかった.この

Table. 1 Distribution of Fungi in dust-sample 

Aspeγgillus 

Aflavus 

A.ochraceus 

A .versicolor 

A.glaucus 

A.niger 

A.candidus 

A.ustus 

A.nidulaηs 

Penicilli叫例

Cladosporium 

Paecil101叩，yces
Alternalia 

Ulocladium 

Chaetmnium 

Rhiz伽 s

Mucor 

The others 

Total 

A B 

2.8X102 1.3X103 

2.8X102 

1.3X103 

c 

o 

D E F 

4.OX 102 2.8X 103 1.0X 103 

5.0X10 1.6X103 

2.5X10 

5.0X10 9.5X102 9.5X102 

2.5X102 

2.5 X 10 1.3X 102 1.0X 102 

2.5X10 

1.0X102 

2.5X10 

8.0X102 1.3X103 2.5X103 2.3X102 1.7X103 2.6X103 

2.5X10 

2.5X 10 

1.0X106 1.8X105 2.3X102 2.8X102 1.9X103 

1.3X103 

8.0X102 

4.5X102 

1.0X 102 

5.0X10 

1.8X102 

2.5X10 

1.1X103 1.0X106 1.8X105 1.4X103 4.7X103 5.8X103 
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Table. 2. Mite-fauna in dust-sample 

数/0.5g

A B C D E F 

ホ コ ダ 一 3 3 2 21 11 

ツ メ ダ 一 3 

ヒ ナ ダ 一

ノ、 ダ 一 1 

コ ナ ダ ーー 5 2 3 4 26 2 

チ ダ 一

イエササラダニ

カザリヒワダニ

ササラダニ(その他)

計 15 6 6 6 47 14 

点は，採取後の経過時間の長い他の試料においては，真

菌類が死滅している可能性が大きいことを示差している

ものと考える.

さらに今回の 4検体から，発ガン性カピ毒の産生が知

られている Aspergillusflav叫s，A. ochrace叫s，A. versicolor 

のいずれかが検出された.空調ダクト内の堆積塵は空気

中に放出される可能性が大きいと考えられ，これらの菌

が食品等への汚染源になりうると推察される.この点に

ついては今後の検討が必要であろう.

次にダニ相についてみたものを Table.2に示した.

主な種類はホコリダニ，コナダニであり全て死骸である.

試料Aは先述したように排気用ダクト内のサンプルであ

るためか，室内からのものと思われるツメダニ，チリダ

ニが検出されている.

量的には一般の住宅環境(畳)の平均700匹/gに比

べ，多くても 1/10以下であり，予想、に反して少ない状

況であった. しかしダニ数の多少は各ピルで異なり，そ

のピルの特異性とも考えられ，その 1っとしてピルの建

築経過年数との関連の方が，季節との関連よりも強いも

のと想定される.

昆虫相についてみると Table.3のようである.チャ

タテムシはカピ等を好む見虫であるためか，各ピルの試

料からみられた.また， Dピルでは冬季の他のピルに比

べ多穫の昆虫が認められているが，これがパッケージ型

空調によるものかは不明である.ゴミ中の見虫相の量的

なものを調査した報告のうち，中田ら7)の興行場で集め

られたゴミ中の昆虫相では，チャタテムシ，甲虫類など

が圧倒的に多いことが示されている.今回の試料からで

Table.3 Insect-fauna in dust-sample 

数/0.5g

A B C D E F 

ショウジョウバエ 1 

ア ブ フ ム ン 16 5 

チャ タ テム ン 9 I 1 3 2 1 

蚊 1 

カイガラムシ 2 2 1 1 

ノ、 コニ 1 

甲 虫 l 1 1 

ア 1 

ア ザ 、、、 ウ て7 2 

計 31 1 2 14 3 2 

も量的には少ないものの，チャタテムシの検出が高いこ

とは，この昆虫があらゆる環境から検出されるというこ

とであろう.

一般にカピやダニの最適生育条件をみると，カピが相

対湿度で80%以上，ダニは60%以上であり，温度よりも

湿度に対しての影響の方が大きいと言われている.

したがって中央空調方式ダクトの中が季節によりどの

ような温温度になっているかに関し，調査ビルを含め測

定データがないため，当所の当研究室の吹出口を使い，

温湿度変化を調査してみた.その結果8)を平均値でみる

と，夏季(冷房時)の温度が16'C，湿度が71%であるの

に対し，冬季(暖房時)の温度は31'c，湿度は34%で

あった.ちなみに中間期の平均温温度は春季が25'C，

59%であり，秋季は20'C，43%である.この数値が各調

査ピルのダクト内温湿度ではないものの，おおよそビル

内に同じような温湿度環境を保っているところから推測

すると，ダクト内の温湿度条件はカピやダニの生育には

好ましくない状況であると判断された.

最後に化学分析について述べると，今回の試料からも

同定された α-Si02(α ー石英)， CaS04・2H20(石膏)，

CaC03 (方解石)の 3成分についての定量(重量%)結

果を Table.4に示した. α-Si02についてはピル毎のバ

ラツキがみられるが，6つのピルの平均濃度をみると，

α-Si02 カ~ 2.1%， CaS04 ・ 2H20 カ~ 0.83%， CaC03カf

0.66%となり，ほとんどのビルがこの順に濃度の大小関

係がみられております.これらの成分(物質)は大気塵

由来と考えられるが，この分野の比較データがないので

推測の域を出ません.今後，大気塵への寄与率の高い土
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Table. 4 Quantity of identified crystal structure in 

dust-sample 

α-Si02 

(weigt %) 

A B C D E F 

3.40 2.86 1.56 1.88 1.36 1.75 

CaS04・2H20 0.92 0.89 0.73 0.68 0.85 0.90 

CaC03 - 0.56 0.66 - 0.98 0.42 

Table. 5 Ratio of each component in dust-sample 

A B C D E F 

lnorganic 58 % 66 55 63 53 68 

C冶mponent

Organic 42% 34 45 37 47 32 

Component 

Tar 4.8% 5.2 6.5 3.5 8.6 4.3 

Component 

lk 

壌についての成分分析を行ない因果関係を明らかにした

し、.

さらに前回同様，無機成分(灰分)，有機成分(熱灼

減量)及びタール分の割合をみた結果を Table.5に示

す.無機分と有機分の割合は今までの報告と変らず，平

均 6: 4であったが，タール分については10%を越える

濃度のところはなく，平均値でも 5.5%と今までの報告

(8.4%， 8.1%)よりも低い値を示していた.このこと

はピル毎のバラツキである，あるいはダクト粉塵中の

タール分は喫煙由来と考えられるため，昨今の嫌煙啓蒙

による喫煙量低下の影響であるとか推察できるが，その

原因については不明である.

最後に X線回折分析による物質の同定例として Fig.

1及ぴFig.2にA，Eピルのものを示した.

まとめ

今回の調査の結果の大要は以下の如くであった

1 )検出されたカピの菌種は，一般住宅内でみられる

ものと変らず，こうじカピ，青カビ，黒カビが大半であ

るが，量的には少なかった.

山 \htJJij，んJ~l帆M~品川川叫叫
2目 6日

3~Ø311 

11  111111 1 11 11 "il 
C内 .s04 . 2 H2日

1 1 1 11 1 1 

7日目32 K 

11 1 I I 
Fig. 1. Scan and search match data of dust-sample at A Building 
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2'日目27 E同 C03 

じ_____Ll
Fig. 2. Scan and search match data of dust-sample at E Building 

2) 4つのビルの試料より，アスペルギ、ルス・フラパ

スなどの発ガン性カピ毒の産生を有する菌種がみられた.

3 )検出されたダニ相は，カピ相と同じように住宅内

で見られるホコリダニ，コナダニが主で，量的には畳等

に比べ多くても1/10以下と少量であった.

4 )見虫類についてはカピ類を好むチャタテムシが主

で，カピ，ダニ同様少なかった.

5 )空調ダクト内の温熱条件(特に湿度)はカビ，ダ

ニの生育条件に対しては好ましくない状況と推測された.

6 )主要成分の濃度は平均 αぢi02が2.1%，CaS04・

2 H20が0.83%，CaC03が0.66%で， この}I頂に濃度の大

小関係がみられた.

7 )粉塵の組成比は前報と変らないがn タール分につ

いては平均5.5%と低い割合であった.

謝辞今回の調査試料については， ~械東亜管材，江口

弘氏に御協力をいただいたことを記して深謝いたします.

(本研究は昭和61年度当研究所調査研究課題「大気中の

浮遊粉塵に関する調査研究」の一部として実施し，概要

は日本公衆衛生学会第45回大会1986年10月で発表した.) 
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Prevention of Cheyletid Mite Breeding by Treatment with 

Insecticides on Tatami-mats in a Concrete Apartment Building (11) 

MIDOR1 YOSHIKA W A * 

Three types of insecticides， those containing pyridaphenthion (group A)， phoxim (group B)， and pro-

poxur (group C)， were applied under tatami-mats to prevent cheyletid breeding and control lesions caused 

by cheyletid bites at 17 homes in a concrete building in May， 1986. At 2 other homes in the same building， 

tatami-mats were heated by a heating and drying machine for prevention as a control method (group D). 

The effects of these treatments were checked in August 1986. Results were compared in May and August 

(before and after treatment) as to the increase or decrease of che句句yle凶凶tidnumb 巴rs 0叩ntr 巴at旬edtat凶am1-

skin-lesion appearance among residents of the homes 

Cheyletids decreased to less than 1/7 in number in August after the treatment compared to the number 

before the treatment in May in group A， 1/2 in B， but increased more than 2 times in C， and decreased to ab-

out 1/20 in D. Skin lesions appeared on the residents at 2 of the 6 homes in group A， 2 of 6 in B， 3 of 5 in 

C， and 0 of 2 in D. These results suggest that the best method of reducing cheyletid breeding in tatami-mats 

and controlling mite bites is the heating method， followed by treatment with pyridaphenthion or phoxim insec-

ticide. 

Keywords : prevention， extermination， lesion， cheyletid mite 

Introdoction termation than prevention. Besides， because of 

Yoshikawa (1986) reported that the organophos- Hayashi's work， insecticides are often considered to be 

phorus insecticide containing phoxim was more useful the best way to exterminate mites4). However， from our 

for preventing breeding of cheyletid mites than other in- experience， there are no insecticides which can control 

secticides containing fenitrothion or propoxur used in the cheyletids well except phoxim， so we recommend mecha-

previous investigation in 19851). 1n the 5 homes where nical treatments such as a heating and drying 

phoxim insecticide was applied， no skin lesions were treatment5-6) rather than insecticides. Our point of view 

found on bodies of the residents， and the number of is that insecticides must be more useful for prevention of 

cheyletid mites increased only in 1 home by September. cheyletids than extermination， but some insecticides may 

However， many resident were troubled with skin lesions not effect extermination but only prevention of cheyle-

by September 1985 in homes where insecticides contain- tids， and others the reverse. However， there are few re-

ing fenitrothion or propoxur were applied in May to pre- ports concerning prevention of cheyletids and these data 

vent cheyletids. are needed for our discussion. 

There are several reports concerning the effective- The purpose of this study is to examine : 1) which 

ness of insecticides containing fenitrothion， phoxim， and insecticides are more useful for preventing cheyletids in 

propoxurZ-4). The reports recommend these insecticides tatami-mats， 2) whether treatments of insecticides can 

for extermination of cheyletid mites. People usually decrease the appearance of skin lesions in summer， and 

start to think about cheyletid control only when they are 3) whether the control method of heating tatami-mats is 

bitten by the mites. Therefore they think more of ex- effective for prevention of cheyletids compared to insecti-

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

Materials and Methods 

The procedure followed is the same as that reported 

by Yoshikawa (1986)， including methods of sample col. 

lection， skin lesion checking and wat巴rcontent measuring 

but the investigation was undertaken in a differ巴nt

building and used some different insecticidesl). 

A 14司storyconcrete apartment， built in 1983， was 

selected for this test目 Thisbuilding is surrounded by 

Keihin Canal to the south and west， and Tokyo Bay to 

the east. The 20 apartments selected for the test have 

the same arrangement : 2 rooms of 6 tatami.mats each， 

facing west ; 1 room of 4.5 tatami.mats and a wooden 

floored living room east of the tatami rooms and a 

wooden floored kitchen， wash room， bath room and en-

trance in the eastern most part目 Eachapartment has a 

floor area of about 60m2
• 

Dust samples were collected from one room at each 

of 20 homes in the middle of May 1986 and again at the 

end of August of the same year. Residents followed 

their usual routine throughout the study. ln May， dust 

samples on the surface of one of the 6-tatami-mat rooms 

were collected into a small paper bag using a vacuum 

cleaner， spending 1 minute sweeping 1 tatami-mat， with-

out removing heavy material such as piano and funiture. 

Dust samples were collected for investigation of mite and 

insect fauna. After the collection， water content was 

measured at several points on tatami-mats in the room 

using an instrument. 

Next， 3 kinds of insecticides were applied to the bot-

tom of all tatami-mats and under the mats in 6 homes 

each at a rate of spraying of 100ml / m2
• That is， 3 

kinds of insecticides were treated at 6 homes each， so 

that the houses treated totaled 18. The remaining 2 

homes were used as a control as mentioned below. The 

3 kinds of insecticides were : organophosphorus insecti-

cide A， containing ma創1凶I

organophosphon叩usinsecticide B， phoxim (group B); and 

carbamate insect凶 deC， propoxur (group C). Heavy 

materials were removed from all tatami rooms， so that 

the insecticides could reach every nook and corner in 

each tatami room. The amount of raw material of these 

insecticides was 1.0-1.3 grams / m2
• As a control， the 

tatami-mats in all rooms of 2 homes were heated to about 

90.C for over 2 hours using a heating and drying 

machin巴(groupD). After heating， insecticides B that 

showed the best effectiveness in our previous test was 

applied in the same manner as in group B 

At the end of August 1986， occurrence of skin lesion 

was checked by us for the residents of the 20 homes. 

Then dust samples were collected from the same tatami 

mat as in May. Water contents were also measured for 

the same tatami rooms. 

Mites and insects were extracted from the dust sam-

ples using a centrifuging method. Cheyletid mite num-

bers in May and August were compar巴d. Mite numbers 

of Ascidae， Tarsonemidae， Pyroglyphidae， Haplochtho-

niidae， Cosmochthoniidae， others， total mites， and of Pso-

coptera insects which often appear with mites were also 

compar巴d. Changes of cheyletids in number in August 

was considered in relation to appearance of skin lesions， 

water content of tatami-mats， and household condition 

whether houses were closed continuously for over 8 

hours daily due to occupation of the residents from the 

beginning of April through the end of August， as 

answered on our questionnaires. 

Results 

Of the 6 homes in group A， skin lesions did not 

appear on the bodies of the residents in 4 homes (Table 

1). However， the number of cheyletid mites decreased 

in all 6 homes in 'August after treatment with insecticide 

A， compared to before treatment in May. ln the 2 homes 

where skin lesions appeared， more than 10 cheyletids per 

1 tatami-mat were found (Table 1). The household con-

ditions in group A were better in August than in May be-

cause the water content of the tatami-mats was less or 

only slightly higher， and 4 out of 6 houses were not 

closed for over 8 hours every day. 

By August after treatment the numbers of mites col-

lected in group A decreased by nearly half in most of the 

mite families， excluding Ascidae and others analyzed 

with geometric mean. (Fig.1). Cheyletidae， Acaridae， 

Haplochthoniidae and Cosmochthoniidae especially 

showed great reduction in number in August. 

ln the 6 homes of group B， skin lesions appeared on 

residents of 2 homes (Table 2). ln this group， skin-

lesion appearance related to increase or non-change of 

cheyletid number in August and also to closed period in 
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a day except home XII (Table 2). ln home XI， no resi- ber in August decreased by more than half of the number 

dents showed any lesions by the end of August， so before treatment in May， even though the data were col 

showed no lesions for the entire last year. lected 3 and a half months after treatment. The air is 

Cheyletids decreased by nearly half using geometric generally dry and cool in May but wet and warm in Au 

means in August compared to May， and the mite families gust， so the mites can breed faster in August than in 

of Haplochthoniidae and Cosmochthoniidae decr巴asedby May， and in addition this location has higher humidity 

more than half， but the other families decreased or in- because of the canal and bay. The 7 homes were Nos. 

creased only slightly (Fig.2). 1， I!， IV， VI in gro叩 A，VIII， XI， XII in group B， and no 

ln group C， skin lesions appeared on residents of 3 homes in group C (Table 1-3). There were 10 bomes 

out of 5 homes (Table 3). As for the remaining 1 . where the cheyletids collected in August were less than 8 

home， insecticide C was used in the tested room but an which is the limit number to caus巴 lesionappearance as 

another kind of insecticide was sprayed in other tatami mentioned below (see P. 311)目 Thesehomes were II， 

rooms， so this home was omitted from the data. ln 2 of IV， VI in group A; VIII， IX， X， XII in group B; and XIII， 

the 3 homes， many cheyeltids were collected and the XIV， XV in group C. Thus， all 3 kinds of insecticides 

houses were often closed. The water content in August were useful， even though it must be remembered that the 

was higher than in May in the 3 homes where lesions cheyletid numbers had been few in some homes in the 

appeared. May survey so that these homes were well taken care of 

By August most mite families decreased in number and therefore the mites hardly incresed 

after application of insecticide C except Ascidae， Chey le- lnsecticide A was used first in our test. There are 

tidae， others and Psocoptera (Fig.3). Using geometric no data to be compared with our results. Only a few per-

means cheyletids doubl巴dbetween May and August. sonal communication showed that this insecticide might 

ln the 2 homes of the cotrol group D， no skin lesions allow living cheyletids on the surface of tatami-mats and 

were found and there was great reduction in cheyletid therefore promote lesion appearances when it was used 

number， and water cont巴ntalso was slightly lower in Au- on bottom of tatami-mats for extermination in homes. Our 

gust， even though those homes had been closed for over 8 results showed that this insecticide might be useful for 

hours every day (Table 4). prevention of cheyletids. This antipodal result can be 

All mite families except Pyroglyphidae and others explained by the fact that this insecticide works as a re 

decreased in number in August compared to May using pellant because of its irritating swell. Cheyletids escape 

geometric means (Fig.4). The reduction was especially from irritating odors such as nafthalin
7
). This insecti-

evident in Cheyletidae， Haplochthoniidae and Cosmoch- cide might release its odor for over 3 months because the 

thoniidae. 

Discussion 

raw material is sealed with acrylic resins and is gradual-

ly released. This repellant-theory is proved by the re-

The building used for this test is surrounded by a sult that most of mite families wer巴 reducedat least by 

canal and bay to the south， west， and east， a location half after treatment (Fig.1). This insecticide may be a 

which is best to show dramatic results of the effective- good example to teach p巴oplethat prevention of chey le-

ness of insecticides used for prevention. High humidity tids is different from extermination. lnsecticide C is 

in the surrounding air helps breeding of cheyletids and another example to show that results are different in pre 

the other indoor-living mites shown on Figs. 1-4， but is vention and extermination. Cheyletid number in all ex-

wors巴 forinsecticides which lose their effectiveness fas- cept 1 home increased after treatment in our test (Table 

ter in moist places. 3) . But Hayashi (1986) reported that this insecticide 

The first purpose of this study is to examin巴 which could decrease cheyletid numbers down to 1/3 on the 

insecticides among those containing pyridaphenthion， 8th day after treatment4). lnsecticide C might be able to 

phoxim and propoxur prevent cheyeltid breeding in maintain its effective control of the mites but not for a 

tatami-mats. There were 7 homes where cheyletid num- long period. On the contrary， insecticide B containing 
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Table 1. Effectiveness of organophosphorus insecticide A applied to the bottom of and under tatami-mats， and 

household codition of each homes. 

II III 
Effectiveness etc 

Presence or absence of skin 

lesions (checked by us) I absence absence presence 

in August 

Cheyletid mite number in 
I 156/12 83/2 17/10 

May/Aug 

Average water content( %) 
110.0/9.8 9.1/8.8 9.7/9.2 

of tatami-mats in May/ Aug. 

Home closed or not-closed 
not-closed/ not-closed/ 

continuously for 8 hrs. 

every day in May / Aug. 
closed not-closed not-closed 

Note 1) May/ Aug. means values in May compared with thos巴 inAugust. 

2) Home not-closed includes small openings of windows. 

IV 

absence 

9/2 

8.5/9.0 

closed/ 

closed 

mi ttes.jta tami-ma t 

V VI 

presence absence 

19/12 65/3 

10.7/9.3 9.4/11.1 

closed/ closed/ 

not-closed not-closed 

o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 500 

Ascidae 

Tarsonemidae 

Chey1etidae 

Acaridae 

Pyrog1yphidae 

Hap1ochthoniidae 

Cosmochthoniidae 

Others 

Tota1 mites 

Psocoptera 

Cコbeforetreatment. (May) 

国 aftertreatment (August) 

'f-ートー

1仁コ

Fig. 1. Geometric m巴ansof mites collected from tatami-mats at 6 homes before (May) and after (August) 
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， and 

household codition of each home. 

Home No. 

Effectiveness etc 

Presence or absence of skin 

lesions (checked by us) 

in August 

Cheyletid mite number in 

May/ Aug. 

VII VIII IX X XI XII 

presence absence absence presence absence absence 

11/19 8/4 3/2 5/5 75/15 8/1 

313 

Average water content( %) 

of tatami-mats in May/ A昭・
9.4/10.5 8.5/8.8 9.5/11.2' 9.4/11.1 9.4/11.2 11.2/10.9 

Home clos巴dor not-closed 

continuously for 8 hrs. 

every day in May/ Aug. 

closed/ not-closed/ not-closed/ closed/ not-closed/ closed/ 

closed not-closed noιclosed closed not-closed closed 

Note 1) May/ Aug. and home not-closed mean same as in Table 1 

Ascidae 

Tarsonemidae 

Chey1etidae 

Acaridae 

Pyrog1yphidae 

Hap1ochthoniidae 

Cosmochthoniidae 

Others 

Tota1 mites 

Psocoptera 

mitesj包tami-mat

o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 

ロ beforetreatment (May) 

国 aftertreatment (August) 

Fig. 2. Geometric means of mites collected from tatami-mats at 6 homes before (May) and after (August) 
application of organophosphorus insecticide B. 
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Table 3. Effectiveness of carbamate insecticide C applied to the bottom of and under tatami-mats， and household 

codition of each home. 

Home No. 
~、~、 XIII XIV 豆、J XVI 

Effecti veness etc 

Presence or absence of skin 

lesions (checked by us) absence absence presence presence 

in August 

Cheyletid mite numb巴rin 
1/6 2/5 7/5 25/61 

May/ Aug. 

Average water content( %) 
9.9/8.9 10.3/10.6 9.4/11. 9 10.4/13.5 

oftatami-mats in May/Aug. 

Home closed or not-closed 
not-closed/ not -closed/ not-closed/ closed/ 

continuously for 8 hrs. 

every day in May/ Aug. 
noιclosed closed not-closed closed 

Note: 1) May/ Aug. and home not-closed mean same as in Table 1. 

2 ) One home was omitted from data because of mistakes in insecticide treatment. 

Ascidae 

Taesonemidae 

Chey1etidae 

Acaridae 

Pyrog1yphidae 

Hap1ochthoniidae 

Cosmochthoniidae 

Others 

Tota1 mites 

Psocoptera 

mites/ta包mi吋 nat

o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 

じコ beforetreatment (May) 

• after treatment (August) 

XVII 

presence 

21/32 

10.1/11.7 

closed/ 

closed 

Fig. 3. Geometric means of mites collected from tatami-mats at 5 homes before (May) and after (August) 

application of carbamate insecticide C. 
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Table 4. Effectiveness of heating tatami.mats to about 90'C for over 2 hrs. and then appling organophosphorus 

insecticide B to the bottom of and under tatami.mats， and household codition of each home. 

Home No. 

Effectiveness etc 

Presence or absence of skin 

lesions (check巴dby us) 

in August 

Cheyletid mite number in 

May/A昭・

Average water content( %) 

of tatami.mats in May/ Aug. 

Home closed or not.closed 

continuously for 8 hrs. 

every day in May/ Aug. 

XVIII XIX 

absence absence 

73/5 113/4 

9.1/8.9 9.4/9.1 

closed/ closed/ 

closed closed 

Note : 1 ) May/ Aug. and home not.closed mean same as in Table 1 

2 ) Tatami.mats were covered by a carpet in home XIX until our May survey. 

Ascidae 

Tarsonemidae 

Chey1etidae 

Acaridae 

Pyrog1yphidae 

Hap1ochthoniidae 

Cosmochthoniidae 

Others 

Tota1 mites 

Psocoptera 

mites/tatami-nat 

o 20 30 60 80 100 260 280 300 320 340 900 

:トー→一

Eコbef町 e treatment (May) 

園 after treatment (August) 

L ..._____1 

1仁二コ

仁コ

Fig. 4. Geometric means of mites collected from tatami-mats at 2 homes before (May) and after (August) 

heating the mats with application of organophosphorus insecticide B afterwards. 
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phoxim is good for prevention and extermination of 

cheyletids， since Ito (1986) report巴dthat it could de. 

crease cheyletids living on the surface of tatami.mats on 

the 7th day after treatment in homes where the resident 

had suffered cheyletid bites3). In the results observed 

this time， effective control of cheyletids was a little 

worse than the excellent results of the previous test， 

since the selected building is located in a moist place 

which provides favorable condition for the mites but 

might be severe for this insecticide. 

The second purpose of this study is to examine 

whether insecticides can control appearance of skin 

lesions. The lesions were not found in homes Nos. 1， II， 

IV， VI in group A， VIII， IX， XI， XII in group B， XIII and 

XIV in group C (Table 1-3)目 Mostof the residents ex. 

cept those of home XI were troubled with rashes caused 

by cheyletid bites last year (checked by 回)， so during 

the test period they were likely to be bitten and have 

rashes because of allergic reactions. Of 17 homes， the 

residents of 10 homes showed no lesions， so it is possible 

that these insecticides sometimes prevented bites. 

Skin lesions caused by cheyletids start to appear at 

1 cheyletid / 1・m2
引 lrface. Lesions often appear at 5 

cheyletids / 1_m2 -surface， reported by Yoshida8). Skin-

lesion appearance is also strongly related to cheyletid 

numbers collected from tatami surfaces in our test(Table 

1-4). In 10 homes in the August survey， ther巴 foundno 

lesions and cheyletid mite numbers did not exceed 8/1-

tatami-mat-surface (5 mites/ m2 X 1. 6m2 of 1 tatami-mat 

= 8 mites). In 5 homes， lesions were found and cheyle-

tids exceeded 8/ mat. In the remaining 4 homes， lesions 

appeared but cheyletids were less than 7， or no lesions 

appeared but cheyletids exceeded 8 including home XI. 

So a total of 15 out of 19 homes showed a relationship 

between lesion appearance and cheyletid number col-

lected from mat surface. 

Cheyletid number is also related to amount of time 

homes are closed (Table 1-4). In the May survey， 

there were 10 homes where more than 8 cheyletids were 

collected from 1 tatami-mat and those homes were closed 

for over 8 hours every day， while there were 4 homes 

where less than 7 cheyeltids were collected and these 

homes were not closed. So it can be concluded that 

cheyletid bites increase if doors and windows are closed 

continuously. On the contrary， the May survey showed 

no relation between valus巴 ofwater cotent and cheyletid 

number. No relation might be caused by the fact that 

the needles which are inserted into a tatami-mat to mea-

sure water content inside the mat are too short (2-3cm) 

to measure the condition of a whole tatami-mat which has 

a thickness of about 6cm. 

The heating method which was used as a control in 

the test gave. the best result because no lesion appeared 

on the residents of the homes treated and there was a 

great reduction of cheyletids on tatami-mat surfaces in 

August using a geometric mean， even though the 2 homes 

in this group were closed during the year as the resi回

dents went out daily for school and work (Table 4， 

Fig. 4) . From our experience， this method is the most 

useful for extermination， too. Cheyletid bites could be 

prevented from the day that tatami-mats were heated to 

about 90-100'C for over 2 hours which was reported by 

Yoshikawa5.6). All mite families decreased greatly in 

number except mites of Pyroglyphidae which feed on 

scales and are often found around the surfaces of tatami-

mats or bed clothes， and are controlled mainly by fre-

quent vacuummg. 
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殺虫剤によるツメダニの予防効果(n ) 

古川

3種類の殺虫剤，すなわちピリダフェンチオン製剤

(グループA)，ホキシム製剤(グループB)，プロポク

スル製剤(グループC)をそれぞれ 6世帯ずつ(グルー

プCのみ 5世帯)合計17世帯の畳の裏面と畳の下の床面

にまくと，人を刺すツメダニの数が減少するのか，また，

その結果としてツメダニによる刺佼症の発症が防止され

うるのかを調べた.殺虫剤は， 1986年5月中旬に，コン

クリート住宅内の畳部屋に散布した.同じ住宅内の 2世

帯では，布団乾燥車で畳を加熱乾燥した(グループD). 

8月末に，ツメダニ数の減少(5月に比べて)と，居住

者間での皮疹発症の有無を調べ，殺虫剤散布による予防

効果と，加熱処理による予防効果を比較検討した.

翠*

グループAでは， 8月調査時のツメダニ数が 5月時の

1/7に減少していた.グループBでは1/2になったが，

グループCでは逆に 2倍に増加した.一方グループDで

は1/20に減少した.居住者間での皮疹の発症は，グ

ループAとBとでそれぞれ，調査世帯数6世帯のうち 2

世帯にみられた.グループCでは 5世帯中 3世帯にみら

れたが，グループDでは 2世帯のいずれにもみられな

かった.これらの結果から，ツメダニの発生を予防し，

さらに，皮疹の発症をも防止できる最適な方法は加熱処

理であり，その次に有効なのがピリダフェンチオンやホ

キシム製剤による殺虫剤処理であるといえる.

*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 
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東京のツツガムシ相(第 3報)

町田市のツツガムシ病患者宅付近で捕獲したネズミにみられたツツガムシ類
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吉岡 毅****

Trombiculid Mites of Tokyo (111) 

Trombiculid Mites from Rodents Captured near the House where a Case 

of Tsutsugamushi Disease Occurred in Machida City 

MASAHIKO OHNO*， MIDORI YOSHIKAWAへYOUHA Y ASHIDA * *， T A TEKI MIIDA * * ， 

ISAO HA Y ASHI * * *， T AKUO FUKUMOTO * *， T ATSUY A N AKA]IMA * * *， TETSUO HINOT ANI * * *， 

KENJl NAGARA * * *， YUKIKO ASAKURA * * * *， HIDEO SATO* * * *， AKIRA SATO* * * *， 

MORIMASA FUJlNO* * * *， TSUNEHARU UKAI* * * *， MASUMI TSUYUKI* * * *， SHIN-ICHI MINAGAWA * * * *， 

KEN -ICHI HASHIMOTO * * * *， MAKOTO IKEDA * * * *， YOSHIHIRO OSADA * * * *， KOZO KOHNO * * * * 

and T AKESHI YOSHIOKA * * 

A case of Tsutsugamushi disease occurred in Machida city in December， 1984. In order to determine the 

vector of the disease， rodents were captured near the house where the case occurred and larval trombiculid 

mites found on the rodents were identified. 

Two ]apanese wood mice (Apodemus speciosus) were captured in April of 1985 and one more ]apanese 

wood mouse in November of the same year. Five species of trombiculid mites， Leptotr，仰 !bidi叫mpallidum， L. 

fuji， Neotrombicula japonica， N. mitamurai and GahrliePia sad叫skiwere collected from the rodents. L. pallidu叩

was dominant among these mites and regarded as the vector of the disease in the locality. 

Keywords : trombiculid mite， Leptotr，仰 !bidiumpallidum， Apodem叫sspeciosus， Tsutsugamushi disease 

1.はじめに

1985年 1月17日，都内町田市で農業を営む男性(当時

66才)がツツガムシ病と確認された1) この男性は84年

12月16-20日に発熱，咳験，頭痛，関節痛，顔や躯幹の

発疹，悪心， n匝吐などの症状が現れ2)，同月 24日杏林大

学付属病院に入院した.ツツガムシ病リケッチアに対す

る抗体価(補体結合反応)の有意な上昇を認め，同院に

おいてツツガムシ病と診断された2) 患、者はその時期都

外へ出たことがなく l)，もっぱら自宅近くの畑や山で草

刈り作業をしており，ここでツツ力、ムシ病に感染したと

推測された3) 東京都では伊豆七島を除き戦後初のツツ

ガムシ病患者であった.我々(都衛生局防疫結核課，環

*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 

**東京都衛生局公衆衛生部防疫結核課

***東京都衛生局環境衛生部環境衛生課

****東京都町田保健所
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境衛生課，町田保健所，衛生研究所)はツツガムシ病の

予防対策に資するため，その実態を知ろうと調査を行っ

た.本報では，患者宅付近のネズミに寄生していたツツ

ガムシ類について報告する.

2.調査方法

1985年4月 8-12日， 11月11-14日に患者宅の裏手の

山の畑や薮 (Fig.1 )でネズミの捕獲を試みた.この裏

山は切り崩され，畑になり，ススキなどの二次植生が生

えていた.捕獲には， 4月はシャーマン式トラップ10個，

金網製生け捕り篭30個を用いた.また， 11月は前者を30

個，後者を10個，パンチュウ式トラップ10個を用いた.

捕獲用の餌として食用油を塗った甘藷を用いた.毎日，

捕獲の有無を確かめた.

捕れたネズミは直ちに研究室に持ち帰り，リッケチア

分離のため内臓を摘出した後，ポリエチレン瓶に入れ，

消毒用アルコールに浸し保存した.その後，ネズミを取

り出し，ブラシ，筆などでネズミの体からツツガムシ幼

虫を丁寧に取り外した.また，ネズミをよく洗い，その

洗浄液やポリ瓶中のアルコールをろ過し，ろ紙上のツツ

ガムシ幼虫を実態顕微鏡下で拾った.採集したツツガム

シ幼虫はガムクロラール液で封入し，標本を作った.形

態を調べて同定し，各種個体数を算定した.

3.結果と考察

4月12日にアカネズミ (Apodemusspeciosus) 2匹，

11月14日にアカネズミ l匹を捕獲した.それらに寄生し

ていたツツガムシ幼虫の個体数をTable 1に示した. 5 

干重のツツガムシ，すなわち，フトゲツツガムシ

(Leptotr，捌 bidiu刑 pallidum，Fig. 2)，フジツツガムシ

(L. fuji)，ヤマトツツガムシ (Neotr，側 biωlajapanica)， 

ミタムラツツガムシ (N.附 tam叫rai)，サダスクガーリ

エプツツガムシ (Gahrliepiasaduski)がみられた.中で

も，三浦半島や伊豆半島で新型ツツガムシ病を媒介す

る4)フトゲツツガムシと，最も普通にみられる5)がリ

ケッチア陽性例のない4)フジツツガムシが多かった.11

月に捕獲したネズミには特にフトゲツツガムシの個体数

が多く (608個体)，総個体数 (767個体)の約 8割を占

めた.それに反し，伊豆七島のツツガムシ病媒介種であ

る6-9)タテツツガムシ (L.scutellare)はみられなかった.

谷川ら 10)は，我々と同時期に町田市郊外の山野で野

鼠の外部寄生虫を調べ，フトゲツツガムシ，フジツツガ

ムシ，サダスクガーリエプツツガムシをf食出した.そし

て，町田市のツツガムシ病はフトゲツツガムシによって

起こっている可能性が高いと報じた.

以上のことから，町田市で'例年12月に発生したツツ

ガムシ病はフトゲツツガムシによるものと思われる.

では，何故，患者宅付近で捕獲したアカネズミに多数

のフトゲツツガムシが寄生していたのだろうか.アカネ

ズミは低山，草原で極めて優勢な野鼠であるから 11)，

調査地 (Fig.1 )では多数のアカネズミが生息している

と思われる.また， Traubら12)によると，調査地のよう

な人為的にかき乱された環境ではツツガムシ病媒介種が

よくみられるという(その理由は不明). 4月の調査で

は町田市内の開発のあまり進んでいない森でネズミの捕

獲を試みたところ，ヒメネズミ (Apodem叫sargenteus) 

5匹を捕獲したが，フジツツガムシ， ミヤジマツツガム

シ (L叩:yajimai)などの幼虫が少数付いていたにすぎ

ず，フトゲツツガムシはみられなかった13) (フトゲツ

ツガムシはヒメネズミにも寄生する 14)).一度の調査結

果で言及するのは難しいが，自然に人の手が加わると媒

介種が多くなるようである.また， Traubらは，ツツガ

ムシ幼虫の多くは一般的に寄主依存性は低く，その生息

場所にいる晴乳動物どれにも寄生する傾向にあると述べ

ている.フトゲツツガムシとアカネズミの生息場所が一

致し，多数のフトゲツツガムシがアカネズミに寄生した

と考えられる.

フトゲツツガムシは，盛夏に幼虫が現れるアカツツガ

ムシ (L.akamushi，古典型ツツガムシ病媒介種)や，

晩秋から初冬に多いタテツツガムシと異なり，一般に春

と秋に多くの幼虫が出現する5) 町田市のツツガムシ病

がフトゲツツガムシによるものなら，都内で春に患者が

Table 1. Species and Number of Larval Trombiculid Mites Collected from Rodents Captured near the House 

where the Case of Tsutsugamushi Disease Occurred in Machida City 

Numbers of Larval Trombiculid Mites 
Rodents Date I Sex Total 

L.pallid叫机 L. fuji N. japanica N.悦 itai悦 uraiG. saduski 

Apode閉山 speciosus April12 '85 F 299 157 1 4 461 

Apod酎H叫sspeciosus April12・85 F 96 385 1 482 

Apodemus speciosus Nov. 14 '85 M 608 155 2 2 767 
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発生しても不思議でないと思っていた.果たして， '87 

年 4月23日，都内五日市町に住む男性(当時60才)がツ

ツガムシ病と診断された15) 桧原村の山林に入った際，

刺されたらしく 15)，島部を除く都内での発生は町田市

に次ぎ 2人目であった.春に発生した，このツツガムシ

病もフトゲツツガムシによるものと思われる.

Rapmundl6)は，我が国のツツガムシ病が再び流行し

だしたのは，人間活動，特に土地利用の変化に一因があ

ると述べた.山野を開発し(森林を伐採し)，環境(植

生)を変化させたことでネズミや媒介ツツガムシが多く

なり 12)，それにつれ患者が増えたと言うのである.ま

た， Rapmundは農民や兵士がツツガムシ病にかかり易

いとも述べた.町田市の患者は農民で，家の裏手の山に

畑を持ち，発病時には，その山の上が切り開かれ造成中

だった.この町田市の発生例は Rapmundl6)の指摘通り

であった.

我が国で，ツツガムシ病と環境との関係を明確に指摘

したのは矢部17，18)の報告である.彼は，神奈川県のツ

ツガムシ病患者が東名高速道路沿いに発生する傾向のあ

ることから，東名道の法面(斜面)のネズミに寄生する

ツツガムシを調べた.この法面は東名道開通以来放置さ

れススキやクズが生い茂り，アカネズミと，タテツツガ

ムシ，フトゲツツガムシを主体とするツツガムシ類が採

集されたという.そして，放置された法面がアカネズミ

のすみつきを促し，ツツガムシ類の分布を拡大させ17)，

ツツガムシ病の一因となっている可能性が高いと指摘し

た18)

都内でも三多摩地域で宅地の開発が急激に進み，ツツ

ガムシ類の発生を助長しているように思われる.今後，

ツツガムシ病に充分な注意が必要で、ある.
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Fig. 1. A View of the Trapping Site 

Cage.Traps and Sherman Box.Traps Baited with Sweet Potatoes were set for Rodents 

at the Farm and in the Scru b 
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Fig. 2. Lepto片側bidiu刑 pallidum(Larva) 
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水道水中に観察された微細藻類

渡 辺真 利代 *， 笹野英雄へ村松 学**

Microalgae Observed in Tap Waters 

MARIYO F. WATANABEへHIDEOSASANO* and MANABU MURAMATSU** 

緒 日

ピ、ルやマンションなどの飲料水は，受水槽から高置水

槽を経由して各階の蛇口から給水される方法がとられて

いるが，最近この高置水槽内に藻類の繁茂する現象が多

くみられ，その管理が問題になるようになった.このよ

うな背景から，著者らは特に藻類発生の多い FRP

(Fiberglass Reinforced Plastics)製高置水槽について

都内区における藻類の繁殖状況調査を実施した.その結

果，調査施設水槽の30-50%に藻類の繁殖が観察された

ことを報告した1)

藻類の繁殖には，種となる藻類の混入とその増殖を保

障する光の存在が必要条件となる.既設 FRP製高置水

槽は比較的光透過性の良いものがあり藻類の繁殖条件に

適しているものが多い.この件については著者らは既に

藻類増殖防止に関する照度基準の検討を行い槽内照度を

1001uk以下にすることで効果のあることを報告してい

る2) 本報では，高置水槽内における藻類増殖防止の目

的で行った一連の調査の中で，藻類の由来をみるため実

施した水道水中に観察された藻類種についての調査結果

を報告する.

方法

1985年および1986年の 6月下旬から 7月上旬にかけて

都内の 3水系について調査を実施した.直結栓水50-

1001を15，000rpmで連続遠心後， 1 ml-5 mlに濃縮し，

その一定量を検鏡した.

結果および考察

水道水中に観察された微細藻類の例を写真 1に示した.

大部分がプランクトン性の種類であり，塩素処理などに

よって細胞の一部が壊れているものや，糸状体の一部が

切れたものなどがみられた.

表 1には 3水系の1985年の結果を示した.11あたり

の平均細胞数は A水系で2，600，B水系で80，C水系で

4，000となっており， B水系が極めて低い値を示してい

た. A水系では Oscillatorialim目的ca (図 1- 9) と

Ankistrodesmus falcatusが目立つ種類であり， B水系で

は比較的多くの種が観察され，優占種を特定できる程観

察された種はなかった. C水系は Chlamydo隅 onassp. 

(あるいは他の緑藻種の運動性細胞)がほとんどであっ

たが，中には細胞の一部が破壊されているものがみられ

た.表 2には1986年の結果を示した. A水系は 11あた

りの細胞数が4，500で昨年の約1.7倍であったが， C水系

は昨年の1/40以下の細胞数であった. A水系で細胞数

の多かったものは，Ankistrodesmus falcatusおよびKir-

chneriella contortaであり，次には Oscillatorialimnetica 

と同定できなかった丸型の緑藻が多くみられた. B水系

は比較的種類数が多く，特に優占しているものはみられ

なかった. C水系は写真 1-6にみられるような Ana-

baenaが多かった.ここで得られた 11あたりの細胞数

は，例えばA水系の原水が107オーダの植物プランクト

ンを含むことからすると極く少い数といえる.

小島によると 3)浄水場での塩素処理に強い藻類は，ろ

過池でおびただしく繁殖するという.また，原水を処理

する際に存在する植物プランクトン種によって塩素処理

に必要な塩素剤の注入率は異なり ，Achn仰 thes，Phormi-

dium， Cocc側 yxaが多い場合には高い塩素注入率となる

ことも報告されている4) 即ち，塩素に強い藻類が浄水

場から水道配管を通り高置水槽まで運ばれる可能性は存

在することになる.

これを確証するためには，直結栓水中にある藻類の生

死をさらに調べて行く必要がある.この他，高置水槽中

の藻類由来については通気孔から運ばれる可能性のある

大気由来についても調査を併行する必要があろう.

*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 

**杉並区西保健所衛生課
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類

表1.水系別藻類(1985年)

水 系

B C A 

+ 
Blue-green algae 

Chroococcus sp 

Oscillatoria limnetica 

Lyngbia sp. 

Anabaena sp. 

Diatom 

Cyclotella comta 

C. meneghiniana 

Cyclotella sp. 

Melosira distance 

M. variance 

Synedra ulna 

Synedra acus 

Synedra spp 

Asterionella gracilima 

Roichosphenia sp. 

Achnanthes spp. 

Navicula spp. 

Nitzchia acicularis 

Nitzchia spp. 

Ceratoneis sp. 

Green algae 

Ankistrodesmus falcatus 

Kirchneriella contorta 

Kirchneriella sp. 

Crucigenia sp. 

Schroederia setigera 

Tetrastrum staurageniaforme 

Scenedesmus spp. 

Cosmarium sp 

Chlamydomonas sp. (?) 

平均細胞数/1

1，100 

+ 

+ 

+ 
+ 

十
十
十
+

900 

十

+ 
+ 
+ 

十

2，600 

+ 

+ + 
+ 

十
+
+
+

+ 

+ 

+
+
+
+
 

+ 

+ + 
+ 

+ + 

+ 

+ 

80 

3，900 

4，000 
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類 (1986年)藻5.lU 系表 2. 水

系水

C 

Blue-green algae 

Chroococcus spp. 

Aphanocapsa sp 

Anabaena sp. 

Oscillatoria limnetica 

Phormidium sp. 

+ 
+ 
25 

十

+
+
+
 

B A 

+ 

+ 
300 

類種

+ 

十

+ 

十

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+
+
+
+
+
+
 

+ 

+ 

+
十
+
+

Diatom 

Cyclotella spp. 

Melosira sp. 

Fragilaria crotonensis 

Fragilaria sp. 

Achnanthes sp. 

Synedra acus 

S. ulna 

Synedra spp. 

Navicula spp. 

Nitzchia acicularis 

Nitzchia spp. 

Cymbella spp目

十十

+ 

1，600 

1，900 

+ 
+ 
+ 
+ 
300 

Green algae 

Ankistrodesmus falcatus 

Kirchneriella contorta 

Crucigenia sp 

Scenedesmus spp. 

Franceia tuberculata 

Chlamydomonas sp. 

unidentified 

+ 

86 99 4，500 平均細胞数/1

138-139， 1987 

3 )小島貞男:水道協会雑誌， 244， 24-26， 1955 

4 )小島貞男:用水主廃水， 15， 68-74， 1973 
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皇居外苑濠の植物フ。ランクトン I

渡 辺 真 利 代へ土屋悦輝*

Phytoplankton in Outer Moats around the Imperial Palace 

MARIYO F. WATANABE* and YOSHITERU TSUCHIYA * 

緒扇

皇居外苑i豪は都心にあって貴重な緑に囲まれた中にあ

り，周囲と調和した良好な水質が望まれると同時に，緊

急時には簡便な処理によって飲料に供しえる水質である

ことが要求されている.

一般に水界の富栄養化あるいは汚染によって窒素や燐

が増加するとともに植物プランクトン量が増加し，全燐

又は全窒素量と植物プランクトン量の聞には直線関係が

あることが示されている 1) 皇居外苑濠は1930年倉茂2)

よって水の華の出現が報告されているが，量的にはかな

り少ないものである. しかしその後の富栄養化により，

近年の濠水では，春先から秋期にかけて全外濠で水の華

が出現している.

ここでは植物プランクトン量の最近 6年間の変化と主

な優占種である Microcystis属の組成についてまとめた.

方法

採水は皇居外苑濠を左回りに一周する形で，日比谷濠

(st.l及び st.2)，蛤濠 (st.3)，桔梗濠 (st.4)，清水濠

(st.5)，牛ケ淵 (st.6)，千鳥ケ淵 (st.7)，羊蔵濠 (st剖，

桜田濠 (st.9，10，11)の11地点で，年4回 (2月， 5月，

8月， 11月)実施した(図 1). 

植物プランクトン計数用には，試水500mlをホルマリ

ン添加後濃縮し，その一定量を顕微鏡下で計数した.

Microcystisの種組成はプランクトンネット(メッシュサ

イズ xxx25)で採取した試料について， 100コロニー以

上の細胞を計数し，構成比を算出した.クロロフィル a

はStricklandand Parsonsの法3)により測定した.

結果友び考察

( 1 J植物プランクトン量の最近 6年間の変化

濠水の植物プランクトンの季節変化を概観してみると，

5月には緑藻の Pediast附刊，Scenedesm叫s，珪藻の Synedra，

Melosira， Fragilaria，藍藻の Microcystis，Anabaenaなどが

図1.外濠採水地点

同程度に混在しており，この時期に藍藻の水の華がみら

れる濠もある.また 5月には桜田濠で緑藻 Closterium

aciculareが水の華状態になることもある. 8月にはほと

んどの濠で Microcystisの水の華がみられ， 1 ml あたり

104-106の細胞数が測定される.この時期，A附 baena，

A削 baenotsis，Oscillatoriaなどの他の藍藻も種類数，細

胞数とも多くなる.11月には再び，緑藻，珪藻，緑藻が

同程度に混在するが，珪藻類では Cyclotellaが多い. 2 

月には珪藻類が多く ，Cyclotella， Synedra， Fragiraなどが

優占種となる. しかし濠の深度がないためか，冬期でも

Microcystisが103/ml計算される所もある.

以上の植物プランクトンの季節変化は全体としてクロ

ロフィル a (以下ch1.a )量の変化で表わされる(図

*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， Shinjuhu-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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表1. 8月における Microcystis4種の細胞数

年 st.1 st.2 st.3 st.4 st.5 st.6 st.7 st.8 st.9 st.lO st.l1 

1984 1.2X103 1.5X103 6.0X104 3.1X103 2.6X104 2.9X104 5.9X104 1.0X104 
3.3X103 4.8X103 2.1X103 

1985 1.3X103 9.0X102 3.7X103 9.1X102 3.1X104 1.6X104 1.3X104 2.7X1051.3X104 1.2X104 9.8X103 

1986 1.9X104 2.5X104 6.2X103 5.7X103 6.3X104 1.0X1051.7X105 1.8X104 
5.3X104 7.5X104 1.4X104 

2). 5月や11月に ch.aのその年の最高値が測定される

こともあるが，一般的には 8月の ch1.a量が最も高く，

5月， 11月には中程度， 2月が低い値となっている. し

かし87年の 2月は水温の高かったせいか，かなり高い

ch1.a量を示した濠が多かった.

8月の ch1.a量だけを比較しでも st.7の値が高いこと

が予想されるが， 6年間分の値を単純に平均しでも st.7

が58.2μ g/lと高く，次に st.8の55.1μ g/l，st.6の

52.8μg/lであった.すなわちこの三か所の濠が最も

富栄養化の進んだ濠といえよう.一方，外濠の中では

chl.a量が少かったのは桜田濠の st.9，st目10，st.11であっ

た. しかし，この値も OECD4)が示した湖沼の栄養度の

値と比較するならば，富栄養をとおりこし過栄養の範囲

に含まれるものであった.

( 2 )Microcystisの細胞数の変化と種類組成

濠水の現在の富栄養化状態を端的に示すのは Microcy.

stis類の出現である. Koma釘rek
5幻)やi渡度辺6ω)の分類に従えば，

通常水の華華.を形成する M:凶凶f必'i仰i

f01附附?宵湘，鈍taaerug♂1担仰osa(以下MAA)， M. aeruginosa f. flos-ag叫ae

(MAF)， M. wesenbeγ-gii (MW)， M目 viridis(MV)が存

在する. MAAとMAFは通常の光学顕微鏡下ではコロ

ニー膜がよく観察されないこと， M WとMVは明僚な

コロニー膜を持つが， MVが細胞にそうような波うった

コロニー膜を持つことによって区別される.

表 1には過去 3年間のこれら 4種をあわせた細胞数の

変化を示した. 1985年の st.8や1986年の st目6及ぴ st.7で、

は105/mlが細胞数の多い時で，少い濠では102/mlと

なっている年もあるが，全体としてみれば104/mlが平

均的な値といえよう.濠としては st.3および4の細胞数

が少く，逆に細胞数の多いi豪は st.6，st.7， st.8で、あった.

また図 3には 4種の Microcystisの構成比を示した.こ

れまでは主要な MicrocystisはMAA，MW，MVであり，

MAFはほとんどない場合もみられた. しかし他の 3種

についてみるとその構成比は場所や時期で大きく変化す

るようであった.例えば st.lOでは MVが 5月には

38.5%あったものが， 8月には2.4%となっている一方

で， 8月の MWが83.0%を占めていた.または.7で、は

圏MAA 口MAF ~ MW 圃MV

6 7 8 10 1 6 7 8 10 

図3. Microcystis 4種の構成比 (1986年)

逆に 5月の MWが65.6%であったが 8月には32.9%

と約半数に減少しその分 MAAの割合が60%近くになっ

ていた.

従来，Microcystis類の消長について日本では M.aeru-

gtnosaとして記載することがほとんどであった. しかし

いくつかの湖沼について調べた我々の調査7)でも MW

や MVが優占している水域がかなりあることが判明し

た.更にはこれらの種類間ではマウスに対する致死毒性

の有無にも差があり 8)，今後その分布，季節的消長につ

いて種間差異を明らかにしていく必要があろう.

謝辞 本研究を実施するにあたり御便宜をはかってい

ただいた環境庁皇居外苑管理事務所の方々に謝意を表し

ます.
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飲料用タンク水中のグラム陰性樟菌Protomonasextorquensの検出用選択培地に関する検討

古畑勝則* ，松本 i享 彦 *

A Study on a Selective Medium for the Isolation and Enumeration 

of Gram-Negative Rod Bacterium 

Proωmonas extorquens from Drinking Tank Water 

KATSUNORI FURUHATA * and ATSUHIKO MATSUMOTO* 

A highly selective medium was developed for the isolation and enumeration of Protomonas extorquens as 

the indicator bacteria for contamination from drinking tank water. The new selective medium， termed LNP 

agar medium， consists of 5. Og of pepton， 2. 5g of yeast extract， and 15g of agar per liter of distilled water. 

Selectivity may be obtained by aseptically adding 15μg of lincomycin， 15μg of nalidixic acid， and 300 units 

of polymyxin B per ml to the medium after autoclaving. 

All of pink colonies which grew on this medium under the culture condition of 30.C， 5 days were iden. 

tified as the strains of P. extorq叫ens.

区eywords: selective medium， ProtO'/仰onasexto句uens，pink colony， drinking tank water 

緒言

ピル，マンション等の中高層建築物における飲料水は，

受水槽および高置水槽を経由した，いわゆるタンク水で

あることが多い.このような給水施設は， 1984年の統

計1)によると，都内だけでも 11万ケ所にのぼっており，

これらの給水施設の衛生的維持管理面については以前か

らしばしば問題視されてきたところである2.3)

水道水のみを水源とし，かっ受水槽の有効容量が20立

方メートルを越える給水施設は，簡易専用水道として定

期的な水質検査等の衛生管理が義務づけられているが4)，

1986年からは水道法の一部改正により，有効容量が10立

方メートルにまで引き下げられて規制範囲が拡大され

た5.6) しかし，この適用を受ける施設は既述した全体

の20%にすぎず，規制対象外のさらに小規模な施設が大

半を占めており，これらの汚染実態は明かではない.

著者らは，残留塩素がO.lmg/l以上存在しているタ

ンク水中にも様々な細菌類を多数認めており，なかでも

Pseudomonas属等のグラム陰性梓菌が多く検出されるこ

とを報告した7) しかも，これらの細菌は残留塩素が消

失したタンク水中で良好に増殖するため，受水槽等給水

施設の衛生管理が重要であることも指摘してきた8)

タンク水から高頻度に検出される細菌は，その後の性

状試験の追試から， Bergey's Manual (1984) 9)に記載さ

れている PseudO'/仰仰smesophilicaであることがわかった.

しかしながら UrakamiとKomagataは，本菌を含む数種

の細菌類，すなわち非水溶性の淡樟色色素を産生するグ

ラム陰性梓菌で，極単毛による運動性を有し，メタノー

ルを分解する細菌群を Protomonasという新しい属に分

類し，その typespeciesとして P.extorquensを提唱し

た10) そこで既に報告した7.8)タンク水分離保存株につ

いて性状試験を行ったところ，メタノールの分解性，菌

体脂肪酸組成C18:1o DNAのGC含量66.1%が確認され，

P. extorquens標準株(JCM2829)の性状と一致するもの

であった.

この P.extorquensが残留塩素の存在するタンク水から

優占的に検出されるため，給水施設の汚染指標細菌とす

べく，本菌の分布や性状等について種々検討を行ってき

た7.8) すなわち，飲料用タンク水中の本菌を監視する

ことにより，給水施設における衛生的維持管理の不備状

況が推察できるものと考えている.

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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しかし，本菌は現行の水道法水質基準に基づく一般細

菌の試験方法では検出することができず， 25~30"C で 5

~7 日間の培養条件が必要である.また，従来から水中

の菌数測定用として使用されている標準寒天培地や

PYG (桜井)培地では，爽雑菌の発育が旺盛であるため，

本菌を確認することが困難である.

そこで，P. extorquensをタンク水から効率よく検出す

るために，本菌の性状をもとにして選択培地を考案し，

その実用性について検討を行った.

材料および方法

1.材料 1 )供試菌株 タンク水から分離した保存

株 Proto刑 onasextorquensをはじめ，タンク水由来Pseudo-

monas sp.， Flavobacterium sp.， Alcaligenes sp.， Corynebac-

teriu慨 sp・，Bacillus spおよびMicrococcusspの計7菌株

を使用した.

2 )培地選択培地として表 1に示した組成の新培地

を用いた.すなわち，ペプトン，酵母エキス(以上，

Difco)の他，選択物質としてリンコマイシン (Sigma)，

ナリジキシン酸，ポリミキシン B(以上，和光純薬)を

添加した寒天 (Difco)培地である.

なお，対照培地として従来の標準寒天培地(日水)を

使用した.

3 )供試水 水質検査のため当研究所に搬入された都

内のタンク水200試料を用いた.

2.方法 1 )選択培地の調製法 まず，ペプトン，

酵母エキスおよび寒天を各濃度に加えて加温溶解後，

pHを7.5に修正して121"Cで15分間高圧蒸気滅菌した.

これを50"Cに保ち，使用直前にリンコマイシン，ナリジ

キシン酸，ポリミキシン Bをそれぞれ所定濃度添加した.

各抗生物質は0.1%の水溶液とし，ポアサイズ0.22μm

のメンブランフィルターでろ過して加えた.ナリジキシ

ン酸はO.lM水酸化ナトリウム溶液として用いた.

2 )新培地の選択性の検討 P.extorquensと，これ以

表 1.Prot，仰 tonasextorquens検出用選択培地の

組成

ペプトン 5.0g 

酵母エキス 2.5g 

リンコマイシン 15.0mg 

ナリジキシン酸 15.0mg 

ポリミキシン B 300 units 

寒天 15.0g 

蒸留水 1000 ml 

pH 7.5 

外の各供試菌株(以下，爽雑菌と称する)を標準寒天培

地に画線塗抹し， 25"Cで一定時間 (P.extor，似 ensは5日

間，Pseud仰 w仰 s，Flavobacterium， Corynebacteriu間 ，Micγo 

coccusは3日間，Alcaligenes， Bacillusは24時間)培養後，

滅菌生理食塩水に浮遊させて108/mlの各菌液を調製し

た.次に，P. extorquens を 10倍段階で;103~108/ml の菌

数になるように滅菌生理食塩水で希釈し，これらを滅菌

タンク水200mlが入った 6個のコルベンにそれぞれ添加

して 6通りの実験水を作製した.これらの実験水につい

て，あらかじめ標準寒天培地と選択培地により P.extor-

quensの菌数を測定しておき，そののちに， 6種の爽雑

菌の菌液をそれぞれのコルベンに 1mlずつ加え(約106

/ml)，十分に撹排した.この時，別に用意した200ml

の滅菌水道水に各爽雑菌を 1種ずつ同様に添加して標準

寒天培地により爽雑菌の菌数を測定した.これら 7種の

細菌を混合した各実験水 1mlについて選択培地を用い

て混釈培養した. 25"Cで7日間培養後，発育した集務を

釣菌して同平板培地に塗抹し，集落の色調を観察して淡

澄色を呈したものを計数した.そしてこの菌数と爽雑菌

添加前の P.extorquensの菌数とを比較した.

3 )実用性の検討選択培地を滅菌シャーレに15-

20mlずつ分注して平板培地を作製した.平板の表面を

十分に乾かしたのち， 1枚の培地にタンク水0.2mlを均

等に塗抹して30"Cで5日間培養し，発育してきた集落を

計数した. 1試料当たり 5枚の平板培地を用い，集落数

を合計して 1ml中の菌数とした.平板上に発育した集

落のうち，淡糧色を呈する集落を P.extoγq叫ensと推定し

て計数したのち，グラム染色， 0.3%半流動寒天培地に

よる運動性およびメタノール分解性を確認した.同時に

標準寒天培地を使用して同様にタンク水を培養し，P. 

extorquensの検出状況を比較した.また，選択培地上で

淡援色を示さない爽雑菌の集落(合計100株)を種々試

験法9.11ー 13)に準じて属レベルで同定した.

さらに，タンク水 1試料当り 50mlをポアサイズ0.45

μmのメンブランフィルターでろ過し，これを選択培地

上に乗せて30"Cで 5日間培養した.その後，フィルター

上に発育した淡樫色集落を計数した.

結果

1.選択培地上のP.extorquensと爽雑菌の発育爽

雑菌添加前にあらかじめ測定した実験水 1ml中の P.ex-

torquensの菌数は，表 2に示したように標準寒天培地と

選択培地ではほとんど差がなく， 1.1 X 10 ; 1.5 X 10， 

2.2X 102
; 2.0X 102， 2.5 X 103

; 2.1 X 103， 1.4X 104; 1.8 

X104， 2.2X105;1.3X105， 1.8X106;2.4X106/mlで
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表2.選択培地による爽雑菌共存水中からの

P. extorquensの言十数

初期添加菌数(1ml中)

標準寒天培地 選択培地

1.8X106 

2.2X105 

1.4X104 

2.5X103 

2.2X102 

1.1XlO 

2.4X106 

1.3X105 

1.8X104 

2.1X103 

2.0X102 

1.5X10 

混合菌液中の菌数

(1 ml中)

1.5X106 

1.1X105 

1.3X104 

1.6X103 

1.2X102 

1.0X10 

爽雑菌としてタンク水由来Pseudomo叩 s，Flavobacte-

rium， Alcaligenes， Co'η叫ebacteγt叫m，BaciU叫s，Micrococc叫Sを

それぞれ (1.1-3.6)X106/ml 添加した.

P. extorquensは混釈法により測定したのち，各集落を

改めて平板培地に画線塗抹して集落の色調を確認した.

あった.また，爽雑菌として添加した 6菌種の菌数は

(1.1-3.6) X106/mlであった.これら 7種の細菌を

混合した実験水を選択培地を用いて混釈培養すると，爽

雑菌の発育はまったくみられず，P. extorquensの淡澄色

集落のみが発育し，その菌数は， 1.0X10， 1.2X102， 

1.6X103， 1.3X104， 1.1X105， 1.5X106/mlであった.

このように各爽雑菌が106/mlオーダーの菌数で存在し

ていても P.extorqensは初期添加菌数と同一オーダーで

それぞれ検出された.すなわち，この選択培地に添加し

た抗生物質は，タンク水由来の保存株である 6種の爽雑

菌の発育を阻止し， しかも P.extoquensの発育には影響

を及ぼさないことが確認された.

2. タンク水から分離された淡燈色集落の同定 タン

ク水を選択培地と標準寒天培地に塗抹培養し，両培地上

で淡燈色を呈した集洛を同定した.選択培地上に発育し

た淡樺色集落148株は，いずれも空胞性のグラム陰性中

型(1.7X3.3μm)梓菌であり， 0.3%半流動寒天培地

で運動性が認められ，かつメタノールを分解した. した

がって，これらはすべて P.extorquensであると推定した.

一方，標準寒天培地に発育した淡校色集落157株のう

ち145株は推定 P.extorquensであったが，なかには空胞

のないグラム陰性梓菌 (0.5X1.5μm)や運動性のない

もの，あるいは酵母状真菌などが12株， 7.6%に認めら

れた.

3. タンク水中のP.extorquensの言十数 標準寒天培

地と選択培地を用いてタンク水を塗抹培養し，P. extor-

quensの検出を試みた.表 3には P.extorquensとそれ以

外の従属栄養細菌の検出状況を示した.標準寒天培地で

はタンク水100試料中60試料 (60%)から従属栄養細菌

が検出され，その菌数は 1試料当り 1-3，600/mlで合

言十4，520であった. このうち 29~>tキヰ， 48.3%から P.ex-

torquensが検出され，菌数は 1-46/ml，合計で145で

あった.すなわち， 60試料から検出された4，520の従属

栄養細菌のうち，P. extorquensは145であり，わずかに

3.2%を占めたにすぎなかった.

一方，選択培地を使用すると，従属栄養細菌が検出さ

れる率が42%(42試料)に減少した.その菌数も 1-42 

/ml，合計251と少なくなり，標準寒天培地の5.6%の

菌数になった.このことは選択培地に添加した抗生物質

が他の爽雑菌の発育を効果的に抑制しているためであり，

本培地の有効性を示唆するものであった.

この42試料中の71.4%，30試料から P.extorquensが検

出され，標準寒天培地の場合より 23%増加している.こ

れら従属栄養細菌251のうち， 59%， 148 ( 1 -36/ml) 

が P.extorquensによって占められ，標準寒天培地の

3.2%と比較してはるかに高率であった.このように，

この選択培地は実際のタンク水においても P.extorquens 

に対して優れた選択性を有していた(図 2). 

表 3.選択培地および標準寒天培地によるタンク水(100試料)からの従属栄養細菌と P.extorquensの検出状況

培地 標準寒天培地 選択培地

従属栄養細菌 検出試料数/供試試料数 60/100 42/100 

検出率(%) 60.0 42.0 

菌数A(1試料当りの範囲) 4，520(1-3，600) 251(1-42) 

P. exto句uens 検出試料数/細菌類検出試料数 29/60 30/42 

検出率(%) 48.3 71.4 

菌数B( 1試料当りの範囲) 145(1-46) 148(1-36) 

(B / A ) X 100( % ) 3.2 59.0 

30
0

C， 5日間の塗抹培養法による.
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表 4.選択培地上に発育した爽雑菌とその集落色調

集落の色調 集落数(100株) 菌名(属) 株 数 割合(%) 

黄 色 63 Pseudomonas 53 84.1 

Flωobacteriu肌 10 15.9 

褐 色 29 PseudOl叫onas 23 79.3 

Alcaligenes 6 20.7 

白 色 8 A lcaligenes 3 37.5 

その他

本培地における P.extorquensの菌数と標準寒天培地で

の菌数に差がないことから，タンク水中の P.exto叩lens

は，この選択培地においても標準寒天培地同様良好に発

育することが認められた. したがって P.extorquensの増

殖に関しては，今回添加した各抗生物質の影響はみられ

なかった.

4.選択培地に発育した爽雑菌 タンク水から分離し

た保存菌株，Pseudom側 as，Flavobacterium， Corynebacte-

rium， Micrococc叫s，Alcaligenes， Bacillusを爽雑菌として使

用したところ，選択培地にはすべて発育を示さなかった.

しかし，実際のタンク水を培養した場合は爽雑菌の発育

が少数ながら認められたため，これらについて同定を

行った.その結果を各集落の色調とともに表4に列記し

た.これらの集落の色調は，黄色を呈したものが63株と

最も多く，他は褐色が29株，白色が8株であった.これ

を菌種別にみると Pseudo刑onasが76株と最も多く，次い

でFlavobacteriumが10株，Alcaligenesが9株，その他の

ブドウ糖非発酵グラム陰性梓菌が5株であった.また，

集落の色調と菌種の関係をみると，黄色を呈した集落63

株のうち，Pseudomonasが53株で81.4%を占め，Flavo-

bacteriumが10株， 15.9%であった.褐色集落では

Pseudomonasが29株中23株， 79.3%， Alcaligenesが 6株，

20.7%で，白色集落では Alcaligenesが 8株中 3株，

37.5%，その他は同定不能なものであった.このように

爽雑菌として選択培地に発育してくるものは Pseudomo・

nasをはじめとしたグラム陰性梓菌のみであり，これら

の集落色調は黄色，褐色または白色であるため，P. ex-

torquensの淡糧色とは容易に鑑別することができた.

5. フィルタ一法によるP.extorquensの検出 選択

培地を用いてフィルタ一法により P.extorquensを検出し

た.図 3，4に示したように，フィルター上に形成され

たP.extorq叫ensの集落は，寒天培地に塗抹培養した場合

より鮮明な淡桜色の色調を呈するため鑑別がさらに容易

であった.

5 62.5 

表 5にはタンク水100試料についてフィルター上に発

育した全集落数と P.extorquensの菌数を示した. 100試

料すべてから従属栄養細菌が検出され，このうち96試料

(96%)から P.extorquensが検出された.前述した塗抹

法では71.4%の検出率であったが，本法では試水量を塗

抹の場合の50倍にしたため，P. extorquensの検出率は

24.6%増加している.この P.extorquensが検出された96

試料のうち，爽雑菌がまったくみられなかったものが40

試料， 41.7%あり，その菌数は 1-770/50mlであった.

また，全集落の50%以上を P.extorqensが占めた試料は

94試料あった.フィルタ一法によって100試料のタンク

水から検出された全菌数は， 8，668株に達したが，その

94.6%， 8 ， 196~朱は P. extoγquensによって占められた.

考察

著者らは Prot仰 lonasextorquensをタンク水の汚染指標

細菌とすべく，種々検討を行ってきた.今回はその一環

として，本菌を他の爽雑菌と選別して効率よくタンク水

から検出するための選択培地を考案し，その実用性につ

いて検討を行った.

P. extorq叫ensは土壌や河川水など自然界に広く分布し

ており，その増殖には豊富な栄養源を必要としない，い

わゆる低濃度栄養性細菌である 14) このことも考慮に

入れ，本菌の薬剤感受性成績から選択培地を考案した.

培地組成はペプトン0.5%，酵母エキス0.25%をベース

とし，これに選択物質としてリンコマイシン15mg/l，

ナリジキシン酸15mg/l，ポリミキシン B300U/lを添

加した寒天培地である.

窒素j原としてのペプトンおよび酵母エキスは，標準寒

天培地と同濃度にした.また，P目 extoγquensは炭素源と

してグルコースを分解せず，アラビノース，ガラクトー

スおよびメタノールを分解するが，これらを添加しでも

しなくても P.extorquensの増殖に著しい影響が認められ

なかったため，いずれも加えなかった.

選択物質として用いた 3薬剤は，P. extorquensが抵抗
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表 5. フィルター法によるタンク水中の P.extorq叫ensの計数

全菌数A P. extor，似飢S数B ( B / A) X 100 全菌数A P. extorq叫ens数B ( B / A) X 100 
試料No (50ml中) (50ml中) ( %) 試料No. (50ml中) (50ml中) (% ) 

770 770 100.0 51 18 17 94.4 
2 470 470 100.。 52 33 31 93.9 
3 460 460 100.。 53 62 58 93.5 
4 460 460 100.0 54 610 570 93.4 
5 310 310 100.0 55 45 42 93.3 
6 260 260 100.0 56 21 19 90.5 
7 210 210 100.0 57 200 180 90.0 
8 200 200 100.0 58 46 41 89.1 
9 170 170 100.。 59 18 16 88.9 
10 110 110 100.0 60 9 8 88.9 
11 74 74 100.。 61 8 7 87.5 
12 45 45 100.。 62 7 6 85.7 
13 38 38 100.。 63 51 42 82.4 
14 36 36 100.0 64 220 180 81.8 
15 28 28 100.0 65 11 9 81.8 
16 24 24 100.0 66 76 62 81.6 
17 23 23 100.0 67 400 320 80.0 
18 18 18 100.0 68 10 8 80.0 
19 17 17 100.。 69 5 4 80.0 
20 15 15 100.0 70 5 4 80.0 
21 12 12 100.。 71 14 11 78.6 
22 10 10 100.。 72 9 7 77.8 
23 9 9 100.0 73 48 36 75.0 
24 8 8 100.0 74 16 12 75.0 
25 8 8 100.0 75 8 6 75.0 
26 7 7 100.0 76 4 3 75.0 
27 5 5 100.0 77 4 3 75.0 
28 4 4 100.0 78 4 3 75.0 
29 4 4 100.0 79 7 5 71.4 
30 3 3 100.0 80 10 7 70.0 
31 3 3 100.0 81 39 27 69.2 
32 3 3 100.。 82 3 2 66.7 
33 3 3 100.0 83 3 2 66.7 
34 2 2 100.0 84 58 38 65.5 
35 2 2 100.0 85 10 6 60.0 
36 1 1 100.0 86 5 3 60.0 
37 1 1 100.0 87 19 11 57.9 
38 1 1 100.0 88 33 19 57.6 
39 l 100.0 89 7 4 57.1 
40 1 1 100.0 90 9 5 55.6 
41 64 63 98.4 91 15 8 53.3 
42 52 51 98.1 92 42 21 50.0 
43 460 450 97.8 93 2 l 50.0 
44 46 45 97.8 94 2 1 50.0 
45 390 380 97.4 95 6 2 33.3 
46 95 92 96.8 96 5 1 20.0 
47 290 280 96.6 97 2 。 0.0 
48 53 51 96.2 98 l 。 0.0 
49 230 220 95.7 99 1 。 0.0 
50 920 870 94.6 100 l 。 0.0 

タンク水50mlを0.45μmメンブランフィルターでろ過し， これを選択培地上で30'C， 5日間培養して淡樫色を
呈した集落を P.extorq叫ensとした.

性を示した種々抗生物質のうち，スクリーニングを行っ であるが，片方のみの添加では十分な阻止効果が得られ

て有効なものを選んだ.すなわち， リンコマイシンはグ なかったため両者を添加した.各抗生物質の添加濃度は，

ラム陽性菌の発育阻止剤として使用した.また，ナリジ P. extorquensの感受性試験において本菌が抵抗性を示し

キシン酸とポリミキシン Bはグラム陰性菌の発育阻止斉IJ た最高濃度とした.
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P. extorq叫ensは非水溶性の淡様色色素を特異的に産生

するため，本菌を鑑別する上で重要な性状のーっと思わ

れる.この色調は混釈培養では判別しにくいが，塗抹培

養して平板の表面に集落を形成させると明瞭な淡燈色の

色調を呈する(図 1).さらに，図 3，4に示したよう

に，白色のメンブランフィルター上に形成される集落は，

寒天培地に塗抹した場合より鮮明な色調となるため，本

菌の鑑別が一段と容易であった.

この選択培地はタンク水中の爽雑菌の発育を効果的に

抑制して P.extorque附を効率よく検出することが可能で

あった.試料によっては P.extorquens以外にも Pseudo-

monas， Flat励 acterium，Alcaligenes等のグラム陰性菌が低

率ながら発育するが，これらの集落は黄色，褐色，白色

を呈するため，集落色調から P.extorquensの淡澄色とは

容易に鑑別することができた.

タンク水から高頻度に検出される P.extorquensは，近

年になって，血液，腹水，咽喉や気管支などのスワブ，

および皮膚炎や潰蕩部等，各種の臨床材料からも分離さ

れており 15ー 17) 日和見感染症の原因菌として重視され

る傾向にある.このため，今回考案した選択培地は臨床

方面にも使用できると考えられる.

結語

飲料用タンク水における汚染指標細菌としての Pro

tomonas extorquensを効率よく検出するために選択培地を

考案し，その実用性について検討を行った.

本培地は，ペプトンと酵母エキスを基礎とし，リンコ

マイシン，ナリジキシン酸，ポリミキシン Bの各抗生物

質を添加した寒天培地である.

この選択培地を使用して様々なタンク水について標準

寒天培地と比較検討したところ，本培地に添加した選択

物質により爽雑菌の発育が効果的に抑制されるため，効

率よく P.extorque仰を検出することができた.

今回考案した Prot.側 onasextorquens検出用の選択培地

を“LNP寒天培地"として提唱したい.
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図1.選択培地上の Pγot，仰 wnasextorquensの集落(塗抹培養， 30.C， 5日間)

図2.標準寒天培地および選択培地に発育した集落(タンク水O.2ml塗抹， 30.C， 5日間培養)

左;標準寒天培地，右，選択培地
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環境試料中の酢酸 2-メトキシエチルおよび酢酸2-工トキシエチルの分析方法

中川順ーへ岡本 寛*，土屋悦輝*，笹野英雄*

Determination of 2-Methoxyethyl Acetate and 2・EthoxyethylAcetate in Environment 

JUNICEI NAKAGA W A *， YUTAKA OKAMOTOへYOSHITERUTUCHIY A * 

and HIDEO SASANO* 

Keywords : determination， 2-ethoxyethyl acetate， 2-methoxyethyl acetate， Sea water， Sediment 

諸 日

我々は，自覚するとしないにかかわらず多種多様な化

学物質に取り固まれて日常生活，社会生活を送っている.

しかし，これら化学物質の環境中での運命， また，人体

への影響，あるいは暴露濃度については，ほとんど明ら

かにされていない.

最近，低沸点有機化合物による環境汚染が問題視され

てきている.特に，テトラクロロエチレン， トリクロロ

エチレンなどの有機溶剤による地下水汚染はかなり広範

囲に進行している. しかし，これら低沸点の物質に対し，

比較的沸点が高く，また使用方法から環境中に容易に拡

散しやすい遅発性溶剤については，その実態が明らかに

されていない.

そこで今回，工業用塗料の溶剤に多く使われている酢

酸 2-メトキシエチルおよぴ酢酸2-エトキシエチルを取

り上げ環境中のレベルを測定するための分析方法を確立

した.また，実試料として，東京湾の底質及ぴ海水につ

いて分析を行ったので報告する.

実験の部

1.試料液の調製

1-1水質試料試料 11を分液ロートにとり，塩化

ナトリウム100g，ジクロロメタン50mlを加え15分間振

とう抽出する.この操作を 2回くり返し，ジクロロメタ

ン層を無水硫酸ナトリウムで脱水したのち，ロータリー

エパポレーターで 5mlに濃縮し， GC/MS試料液とす

る.

1-2底質試料試料20gを 11の蒸留フラスコにと

り， 1 M-KH2P04・NaOH (pH6) 溶液 50ml，蒸留水

200mlを加え留液が200mlになるまで蒸留を行う.留液

を分液ロートに移し，塩化ナトリウム20g，ジクロロメ

タン10mlを加え， 15分間振とう抽出する.抽出操作を

2岡くり返し，ジクロロメタン層を無水硫酸ナトリウム

で、脱水したのち，ロータリーエパポレーターで 5mlに

濃縮したものを GC/MS試料液とする.

2.試薬

酢酸 2-メトキシエチルおよび酢酸 2-エトキシエチル

標準i夜;酢酸 2-メトキシエチルおよぴ酢酸 2-エトキシ

エチル(関東化学社製)をそれぞれ100mg秤りとり，メ

タノールを加えて溶かし100mlとし，標準原液を作製し

た.標準原液をメタノールにより順次希釈し 1μg/ml

の標準液を調製した.ジクロロメタンおよびメタノール

は，残留農薬試験用(和光純薬製)，無水硫酸ナトリウ

ムおよぴ塩化ナトリウムは試薬特級(和光純薬製)を用

いた.

3.装置

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型

4.浪u定

試料 5μlをGC/MSに注入し，得られたクロマトグ

ラムのピークの高さから，予め作成した検量線より定量

した.

(GC/MS-SIMの条件)

カラム 20% Uconoil LB550X chromosorb W A W 

80-100mesh 2m，カラム温度;100.C，注入口温度，

150.C，イオン化電圧;70ev，キャリヤーガス ;He60ml 

/min，モニターイオン;酢酸 2ーメトキシエチル (m/z

=58)酢酸 2-エトキシエチル (m/z=72) 

*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 Laboratroy of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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5.簡易分解性スクリーニング試験

環境庁の定める方法に従い， pH 5， pH 7およ rf'pH9 

における暗所条件下と pH7における光照射条件下で，

1時間および5日間後の濃度を測定し残存率を求めた.

最初，120mlのパイアルビンに pH5， pH 7およびpH

9の緩衝液を100ml入れ，テフロンシートをのせてパイ

アル用ゴム栓をして，その上からアルミキャップで固定

する.ついでマイクロシリンジで20μg/mlの濃度にな

るように標準液を加え，20.Cのふ卵器および室内に放置

し， 1時間後および5日間後にパイアルピンから直接試

料液を抜きとり FID付 GCに注入し定量した.

6幽 n・オクタノール/水分配係数の測定

環境庁の指示する逆相分配高速液体クロマトグラ

フィ一法1)における保持時間から測定した.

結果および考察

1.検量線酢酸2ーメトキシエチルおよび酢酸2ー

エトキシエチルの標準液(1μg/ml)をし 3， 5， 

7μlづっ GC/MSに注入し，そのピークの高さより検

量線を作成した.得られた代表的検量線を図-1に示す.

2.検出限界および定量限界環境庁の定める検出限

界および定量限界の算定方法2)に従い求めた検出限界お

よぴ定量限界を表 1に示す.

3.簡易分解性スクリーニング試験の検討分解性ス

クリーニング試験の結果を表2に示す.表2の結果より

酢酸2-メトキシエチルおよび、酢酸 2-エトキシエチル共

に， pH 5， pH 7の条件下ではほとんど分解しないこと

が分った.しかし， pH 9では 1時間以内に速やかに分

解する.

4.底質試料における添加回収実験の検討底質試料

に標準 5μgを添加し，一昼夜放置した回収率は約15-

30%と低い結果であった.また， 50μgの添加回収実験

パ
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ω
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d
w
ω
仏

". 
図1.検量線

でも同様の結果であった.酢酸 2-メトキシエチル，酢

酸 2-エトキシエチルは，分解性スクリーニング試験の

結果 pH9において，かなり速い速度で分解することが

分かっていたので，底質試料の pHを測定してみた.底

質試料に水を加え，その上澄液の pHを測定したところ

pH8.0という結果を得た.そこで， pH 8の緩衝液に標準

液を添加し一昼夜放置したものの回収率を測定したとこ

ろ，酢酸 2-メトキシエチルが約70%，酢酸2-エトキシ

エチルが約80%の回収率でありこの結果は精製水の結果

とほとんど変らない値であった.

次に，底質試料のアルカリ成分の影響を考慮し，底質

試料を pH6の緩衝液で処理したものに標準液を添加し，

一昼夜放置したものを分析したところ，約70%と回収率

が向上した.また， pH 6の緩衝液で処理したのち，高

表1.酢酸2-メトキシエチルおよぴ酢酸2-エトキシエチルの検出限界および定量限界

試 料 量 検出限界

酢酸 2-メトキシエチル 水質試料 11 0.7μg/l 

底質試料 20g 35 μg/kg 
酢酸2-エトキシエチル 水質試料 11 0.5μg/l 

底質試料 20g 25 μg/kg 

試料量 定量限界

酢酸2-メトキシエチル 水質試料 11 2.2μg/l 

酢酸 2-エトキシエチル 水質試料 11 1.7μg/l 

最終液量 5ml 試料注入量:5μl 
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表 2.酢酸 2-メトキシエチルおよび酢酸 2-エトキシエチルの分解性スクリーニング試験

酢酸 2-メトキシエチル

7寸??1 時間 5日間(μg/ml) 残存率(%)

(μg/ml) H音 所 光照射 H音 所 光照射

5 20 19.9 99.5 

7 20 20 19.9 100 99.9 

9 。 。 。

酢酸 2-エトキシエチル

「寸?!? 1 時間 5日間(μg/ml) 残存率(%)

(μg/ml) 暗 所 光照射 日音 所 光照射

5 20 20 100 

7 20 19.9 19.1 99.9 95.5 

9 。 。 。

表 3.酢酸2 メトキシエチルおよび酢酸2ーエトキシエチルの回収率

酢酸2 メトキシエチル

試 料 添加量 試料量 回収率 回収率の cv % 

1μg 11 71% 7.2 

精製水 2μg 11 71% 8.2 

5μg 11 81% 3.5 
j毎 水 5μg 11 80% 2.8 

底 質 5μg 20g 71% * 6.3 

酢酸 2-エトキシエチル

言式 料 添加量 試料量 回収率 回収率の cv % 

1μg 

精製水 2μg 

5μg 

海 水 5μg 

底 質 5μg 

* pH6の緩衝液を加えて放置後蒸留

圧滅菌した底質試料は，酢酸 2-メトキシエチルが80%，

酢酸 2ーエトキシエチルが86%の回収率であった.この

ことから，底質試料によっては底質中のアルカリ成分に

より，また，生分解により回収率が低下することがわ

かった.以上のことより，これらの物質の分析にあたっ

ては，試料採取後なるべく早く pH調整し蒸留すること

が望ましい.

11 

11 

11 

11 

20g 

91% 2.1 

86% 8.1 

93% 2.6 

82% 5.2 

77% * 7.6 

5. 添加回収実験精製水に lμg， 2μgおよび 5

μgの標準液を添加し，各濃度について 4回，また，底

質試料および海水については，標準液を 5μg添加した

ものをそれぞれ 7回並びに 3回の全分析を行った.この

結果を表3示す.

表3より，酢酸 2-メトキシエチルの平均回収率は，

71-81%であり，また酢酸 2-エトキシエチルの平均回
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海水(無添加) 海水(添加)

ー-M!Z=58

M/Z=72 

。 4 8 (min) 

底質 (無添加〕 底質(添加)

M'Z口 58

M 'Z=72 

。 6 8 (min) 。 8 (min) 

図2.海水，底質のマスフラグメントグラム

収率は， 77-93%と良好な結果であった.酢酸2-エト

キシエチルより酢酸メトキシエチルの方が劣ったが，そ

の要因は水に対する溶解度が，酢酸 2-メトキシエチル

の方が大きいため抽出率を悪くしているためと思われる.

6. n-オクタノール/水分配係数の測定

n -オクタノール/水分配係数 (Pow)は，化学物質

の生体内への濃縮を推定する際の非常に重要な値とされ

ている.また，生物濃縮係数のみならず，化学物質の水

への溶解度および土壌吸着平衡定数などとも密接な関係

をもっている.

酢酸 2-メトキシエチル，酢酸 2-エトキシエチルとも

にlogPowく1という結果であり，生体濃縮係数も小さ

い物質であることがわかった.

7.東京湾の海水および底質の分析

図-2に竹芝ふ頭で採水した海水および隅田川河口で

採取した底質のクロマトグラム，またそれぞれの試料に

標準液を添加したクロマトグラムを示した.これらの結

果より，海水および底質中の酢酸 2ーメトキシエチル，

酢酸 2 エトキシエチルは，検出限界以下であった.

まとめ

水質およぴ底質中の酢酸 2-メトキシエチル，酢酸 2

エトキシエチルの分析方法を確立した.この方法で，水

質試料および底質試料の ppbオーダーの分析が可能で

ある.また分解性スクリーニング試験結果より，これら
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の物質は pH9の条件で極めて速い速度で分解すること

が分った.

また，東京湾の海水，底質中からこれらの物質を検出

しなかった.

(本研究の概要は，昭和60年度環境庁の委託により分

析法開発調査の一環として行った)
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オル卜フェニルフ工ノールーナトリウム (OPP-Na)投与

ラット肝薬物代謝酵素の免疫学的研究

牛山慶子*，長井二 三子へ佐藤かな子*

中 川敦子*，加納いつ*

Immunochemical Studies of 

Hepatic Drug Metabolizing Enzymes 

in Rats Administered OPP開Na

KEIKO USHIYAMA *， FUMIKO NAGAI*， KANAKO SATOH* 

ATSUKO NAKAGAWA * and ITSU KANO* 

Keywards:オルトフェニルフェノールーナトリウム (OPP-Na)o-Phenylphenol sodium salt，チトクローム P

-450 cytochrome P -450， SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動 SDS-Polyacrylamidegel electrophoresis，ウエス

タンプロッティング westernblotting 

緒 国

オルトフェニルフェノールーナトリウム (OPP-Na)は，

防カピ剤として，柑橘類に使用されている. OPP-Naの

添加飼料での飼育で，ラットに勝脱ガ‘ンが発生する 1)

この発生は，雌に較べて雄に多いこと， OPP-Na 2 %添

加でとくに高率であることが報告されている.著者らは，

このガンの発生との関係を調べるため OPPの代謝につ

いて検討し2)-5)，OPPの代謝産物である 2，トジ、ハイド

ロキシジフェニルの尿中排池は雌よりも雄に多く 3)，低

濃度 OPP投与では少なく 2%の濃度で投与すると著し

く多いことを報告した4) また OPP投与により肝薬物

代謝酵素活性が誘導され，とくに 2%が著しかった5)

これらのことから，代謝物の増加と，ガンの発生とが深

く関連していることが示唆される.薬物代謝活性の役割

を担うチトクローム P-450には，分子多様性があり 6)，

多種のチトクローム P-450の分子種が，単離，精製され

ている.投与した薬物や由来する動物の種差，性差など

によっても，種々のアイソザイムが誘導される7) 今回

は， OPPによって誘導されたチトクローム P-450の増

加を，いくつかのチトクローム P-450分子種に対する特

異的抗体を用いて検討したので報告する.

方 法

薬物は， F 344/DuCrjラットのオス 5週令より投与

した. OPP-Naは， 1 %， 2 %を飼料に添加し，自由摂

取させた.フェノパルビタール (PB)は，水溶液にし

て40mg/kgを毎日経口投与した. 3-メチルコラントレ

ン (MC)は，オリーブ油に溶かし40mg/kgを隔日腹腔

内投与した.ラットは，投与開始後 7日で断頭屠殺し，

肝臓を摘出， ミクロソームを調製した 5)

SDSポリアクリルアミドスラブゲル電気泳動は，

Laemmli8)の方法に従い， 7.5%のゲルで， 1レーンあた

り8μgのミクロソームを泳動した.タンパク量の測定

は， Lowrl)の方法で行った.

ウエスタンプロッティングは， Dominの方法10)を改

変して行った.転写は， Towbinの方法11)のパッファー

でオ子った. ミクロソームを SDS-ポリアクリルアミドゲ、

ル電気泳動をし，ゲルを，ニトロセルロース膜

(Schleicher & Schuell社 BA85) に，一晩， 80mA通

電し転写した.無処理ウサギ血清で，40'C， 15分ブロッ

キングし，洗浄した.洗浄は，すべて20mMリン酸バッ

ファーpH7.4， 0.9% NaCl， 0.05% Tween四 20で行:った.

それぞれ500倍に希釈した抗体を， 1時間反応させた.

洗浄後， 2次抗体 (Peroxidaseconjugated Goat anti-

Rabbit IgG antibody) を1時間反応させた.洗浄後，0-

ジアニシジン25μg/ml，過酸化水素0.01%で発色させ

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 
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た結果より(図 3)，OPP-Na 2 %投与のラット肝ミクロ

ソームでは， anti PB-1 aに53，000，51，000， anti PB-1 

bに51，000，47，000， anti PB-II bに53，000，51，000の分

子量のバンドが検出された. BNF誘導 P-450の抗体と

は，反応しなかった.これは，電気泳動のゲル上のタン

パク染色で増加したバンドと対応していると解釈される.

薬物代謝に関わる 2種の代表的誘導剤を用いたところ，

PB処理ミクロソームでは， anti PB-1 a (分子量53，000，

51，000)， anti PB・1b (51，000， 47，000)， anti PB-1 c 

(55，000， 52，000)， anti PB-1 d (55，000， 52，000)， 

anti PB-II b (53，000， 51，000) にバンドが検出され，

BNF誘導チトクローム P-450の抗体とは反応しなかっ

た. MC処理ミクロソームでは， anti BNF-lla (56，000， 

53，000)， anti BNF-II d (56，000， 53，000)にノfンドが

みられ， PB誘導のものとは，反応しなかった.

チトクローム P-450は， 45，000-57，000の聞の分子量

をもち，多くの分子種があり，脂溶性基質の酸素添加反

応を触媒し，薬物の水酸化，脱アルキル化その他を行う.

可
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図 2. 2 % OPP-Na投与ラット肝ミクロソームのウエス

タンブ、ロッテイング

Bは，模式図

1レーンあたり 80ngのミクロソームを泳動し，

抗体と方法の項に記したように反応をおこなっ

た.

抗体は， 1 : anti PB-1 a， 2 : anti PB-1 b， 3 

: anti PB-1 c， 4 : anti PB-1 d， 5 : anti PB-II b， 

6 : anti BNF-II a， 7 : anti BNF-II d， 8 コン

トロール ウサギ血清

30K 
V 

' 
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' 

' 
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.. 43，000 
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図1. ラット目干ミクロソームの7.5%SDSーボリアクリ

ルアミドゲル電気泳動

Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB)でタンパ

ク染色した.

左より， 1， 7 分子量のマーカー 96，000: 

Phosphorylase b， 67，000 : Bovine serum albumin， 

43，000 Ovalbumin， 30，000 Carbonic anhyd-

rase. 2 無処理ラット肝ミクロソーム. 3 

1 % OPP投与. 4 : 2 % OPP投与.矢印の分子

量は， 51，000， 47，000. 5 : PB投与，矢印の分

子量は， 53，000， 51，000， 47，000. 6 : MC投与，

矢印の分子量は， 56，000， 53，000. 

それぞれ 1レーンあたり 8μgのミクロソームを

泳動した.

結果と考察

OPP2 %添加飼料で飼育したラットの肝ミクロソーム

の SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動(図 1)は，

Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB)によるタンパク

染色で分子量51，000，47，000のバンドが増加した.この

増加は 1% OPP投与ミクロソームでも認められたが，

2%投与で顕著であった.これは PB誘導での増加する

バンドと等しい分子量であった. MCで誘導される主た

るバンド56，000に一致するバンドは増加していなかった.

転写した膜に種々の抗体を作用させたイムノプロット

と(図 2)，そのパターンをデンシトメーターで測定し

抗体は，川野らが精製した12)，13)PB誘導チトクローム

P-450の PB-1 a (分子量51，000)，PB-1 b (51，000， 

47，000) PB. 1 c (52，000)， PB巴 1d (52，000)， PB同 llb

(51，000)， s-ナフトフラボン (BNF)誘導の BNF-lla

(53，000)， BNF-II d (56，000)でウサギに免疫して作

製した血清を使用した.この血清は，川野より供与され

た.

7 6 5 4 3 2 

350 

1 
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イムノプロットの結果

抗体 anti P B -1 a ant i P B -1 b ant i P B -1 c antiPB-1 d antiPB-Ub antiBNF-U a ant.i B N F-U d 

司t、‘

イムノ a
ミクロソーム

" 

J4 ¥ 
1F1 と:

J /ve i iヘ la 

ミクロソーム

プロフト PB処理

犬; ヲミ
/ ¥_-. 

MC処理
のデンシ}
メトリー

O一PP処理 opp処理
泳動方向

~/ 

戸/ーー)
---------- ---̂-v--

アイソザイム b PB処理 (53，∞o ++) 51，000 ++ (55，000 + +) (55，000 + +) (53，000 ++) (56，000 + ) 56，000 ++ 
の分子量 51，000 ++ 47，000 ++ 52，000 + + 52，000 + + 51，000 ++ 53，000 ++ (53，000 + ) 

ー ーー ・・・ー・.. ー・・.匂 4・・ ・・・""----ー-ー ・・・・喧喧・ー・・・・圃ーーー..ーー..皿・ーーー・ーー.ーー...司-----“一副'・・ 『骨噂・ーーー・白_-----ーー---_・・ 4・----・ 4

opp処理 53，000 + + 51，000 + 53，000 + + 
51，000 ++ 47，000 + 51，000 + 

図3. ラット肝ミクロソームのウエスタンブロッティングのデンシトメトリーによる結果の比車交

a.抗体との反応によって，染色されたバンドの領域のデンシトメトリーのピークを示した.実線の試料
はOPP-Na投与.破線は PB，あるいは MC投与のミクロソーム

b. 抗体で検出されたバンドの分子量をアイソザイムの分子量として示した. ( )を附していない分子

量は抗原として用いた精製チトクローム P-450成分の分子量を示した.分子量の後の+， ++は抗原の反
応性の強さ.

また一つ一つの分子種の基質特異性は明確に割り切れる

ものではなく，分子種間である程度重複がみられる.

SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動，およびウエス

タンプロッティングの結果より， OPP投与ラット肝ミ

クロソームで増加した，分子量51，000，47，000の顕著な

バンドと 53，000のバンドは， PB誘導されたチトクロー

ムP-450の分子種のうち PB-1 a， PB-1 b， PB-n bと同

じものであると免疫的に同定された.実験には，精製酵

素ではなくミクロソームを使用したので，抗体の特異性

の重複の因子や近い分子量の分子種のオーバーラップ等

により明確な結論を導くのは困難であるが， CO差スペ

クトルでも， PBと同じ450nm付近に極大吸収があった

ことから OPPがMC型よりは， PB型に近いことが示唆

される.さらに OPP誘導のチトクローム P-450を精製

して，その性質を明らかにする必要があるが，今後は，

OPP自身を水酸化する酵素に焦点を絞り検討する予定

である.

謝辞 ラット肝チトクローム P-450の抗体を御供与い

ただいた川野澄江さんに深謝いたします.
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オルトフェニルフェノール (OPP)腎障害における

微細立体構造の走査電子顕微鏡的観察

福森{言隆*，佐々木美枝子*

Scanning Electron Microscopic Observations of Three Dimensional 

Architecture of 0・.Phenylphenol(OPP)・・KidneyDamage in Rats 

NOBUTAKA FUKUMORI* and MIEKO SASAKI* 

The early alterations of three dimensional finestructures on nephrotoxicity induced by 0田phenylphenol

(OPp)， a fungicide， were observed by the two techniques of freeze cracking and cutting using a scanning 

electron microscopy (SEM). Male F344/DuCrj rats were administered orally with opp dissolved in olive 

oil at the dose levels of 0 and 1，500 mg/kg/ day respectively for 3 days. 

By the freeze cracking method， a sectional structure in glomerulus was exposed and a cracked face of re. 

nal tubules showed a smooth surface. On the other hand， the exterior covering of epithelial cells in glomeru. 

lus and a rugged surface of tubular cytoplasm were seen by the cutting method. The dilation of lumen space 

containing cellular debris in the proximal tubules was pronounced after the administration of OPP. The 

brush border at the side of lumen became shorter and were partly missing. These results obtained by SEM 

were similar to the previous findings obtained by the ultrathin section method. Th巴 slightswelling of epithe. 

lial cells connecting to lanky and disordered foot.process was revealed in the glomerulus. A number of 

erythrocytes in the interstitial space among the renal tubul巴sbecame crenated by OPP. Hence， SEM in addi. 

tion to a transmission electron microscopic studies are considered useful for observations of toxic changes. 

Keywords : 0回phenylphenol，three dimensional finestructures， early alt巴rations，rat kidney 

緒言

オルトフェニルフェノール (OPP)は，柑きつ類等の

真菌による腐敗，変質を防ぐ目的で防ばい剤として使用

されている.著者らは化学物質の暴露後，速やかに発現

する標的器官毒性について電子顕微鏡(電顕)的検索を

用い，初期の形態変化として観察してきた. OPPの腎

臓に対する影響で， 13週あるいは 2年の長期間摂取によ

り腎孟腎炎を認める報告1，2)がみられるが，短期投与に

よる変化，特に細胞内の微細構造を観察した所見は，先

の著者らの報告3)にみられるにすぎない.腎臓の腫大は

早期から認められ，近位尿細管で刷子縁の短小化， mic-

rovilliの離脱，糸粒体の膨化，崩壊が観察された.この

時使用した電顕は，超薄切片法による透過型電顕である

ため細胞の平面的形態変化を把握するにとどまり，広範

な変化の認識に欠ける傾向があった.

今回，走査型電顕を用いて腎皮質部の断面を露出させ，

組織構築を微細立体構造の変化として観察し，先に行っ

た超薄切片像と比較検討したので報告する.

実験方法

動物は， F344/DuCrj雄性ラット(日本チヤールスリ

ノfー)の体重約120g前後の成熟動物を使用し，実験前

の期11化飼育は室温24~260C ，平均湿度50~60%，照明時

間12時間の環境下で 1群 3匹ずつステンレスケージに収

容して行った.飼育は，飼育用普通飼料(日本クレア，

CE-2) を与え，自由にろ過水道水を摂取させた.実験

は，前報3)で変化が顕著に認められた 3日間の強制経口

投与のみを行い，投与量は OPP(東京化成， Lot No 

ATOl)を日本薬局方オリーブ油(宮沢薬品)に

*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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1，500mg/kg量の割りで溶解し，ラットの体重100g当た

り1mlとして経口投与を行った.対照群は，同様な方

法でオリーブ油のみを与えた.連続3日間の投与後，ネ

ンブタールで麻酔を施し腎動脈より 1%パラホルムアル

デヒド固定液 (O.lMリン酸緩衝液， pH7.4)を潅流注

入した後，大腿部より放血を充分に行い屠殺した.

摘出した左側腎臓は，冷 3%パラホルムアルデヒド液

で前固定を行い，皮質部を適当な大きさに細切し，一晩

O.lMリン酸緩衝液でアルデヒドを洗浄して試料とした.

腎皮質部の糸球体および尿細管膝面を露出するために次

の2方法を実施したり

1.凍結割断法等張緩衝液で洗浄した試料は，固定

効果と導電性を与えるため 1%オスミウム酸 (O.lMリ

ン酸緩衝液， pH7.4)で 2時間の後固定を行い，エタ

ノール系列で充分に脱水し無水エタノール中に放置した.

その後，速やかに冷却した無水エタノールが入っている

ゼラチンカプセルに試料を入れ，液体窒素で凍結を行い，

TF-1型凍結割断器 (Eikoエンジニアリング)にて割断

し，再度冷却エタノール中に入れ室温に戻した.割断さ

れた試料は，割断面が接触しないように注意して酢酸イ

ソアミルに置換し臨界点乾燥器(目立 HCP-2 )で乾燥

を行い，イオンスバッター(目立E-I02)による白金，

パラジウム蒸着を施した.

2.切断法等張緩衝液で前固定液の洗浄を行い，細

切した試料は，泊分を除去したステンレスカミソリ刃で

組織への圧迫がないように切断し，切断面を緩衝液の強

力な水流で洗い妨害物を除去した.その後， 1 %オスミ

ウム酸 (O.lMリン酸緩衝液， pH7.4)で 2時間の後固

定を行い，常法によりエタノール系列で脱水して，酢酸

イソアミル置換を経て臨界点乾燥，白金，パラジウム蒸

着を施し鏡検用試料とした.

観察は，走査電子顕微鏡(日立， S-800)を使用して，

加速電圧15kvにて行った.

実 験 結 果

腎皮質部の対照群の糸球体は，切断法では毛細血管を

取り囲む上皮細胞の外表層構造として認められ (Fig.

1 )，また組織を凍結させ瞬時に割断した凍結割断法で

は，毛細血管内部が露出され各細胞の観察が可能であっ

た.

opp投与により糸球体の変化は，切断法で糸球体基

底膜表面を覆う上皮細胞の軽度な脹大とそれに伴う上皮

細胞足突起，特に分岐した 2次突起の伸長と配列の乱れ

を認めた (Fig.2， 3).足突起では，扇平化して不規

則な分岐を出し融合する傾向を示す細胞が散在した

(Fig. 3 ).一方凍結割断法では，軽度ではあるが上皮

細胞，メサンギウム細胞と思われる増生が観察され，血

管睦で一部の赤血球は突出した星状外形を示す傾向に

あった (Fig.4 a ).糸球体のボウマン嚢の肥厚，ボウ

マン膝の変化は，明らかでなかった.

近位尿細管の対照群の凍結割断法は，破断面が平滑で，

管腔内では比較的均一な微械毛の刷子縁が起始部から佐

内へ伸ぴて周囲に整列状に分布していた (Fig.5 ).刷

子縁部の先端では帯電現象が割り合いに強く，明るく構

造が不明瞭となる部もみられた.全体的に管腔の拡張は

幾分少なかったが，対照群の上皮細胞の背高は高く保持

されていた.さらに細胞質内では，核，糸粒体が破断面

部で確認された (Fig.5 ).これに対し切断法では，断

面に起伏がみられ細かな突出が多数認められた.これら

の突出は細胞内糸粒体の部に一致するといわれ，尿細管

上皮の線状隆起となり管腔側の刷子縁の微繊毛突起に速

なっていた (Fig.7 a ).切断面の細胞片や管佐内の妨

害物を除去するためオスミウム酸後間定を行う前に水流

で表面洗浄を施した切断法では，切断による断面部の残

i宰は取り除かれているが，管腔内にはさほど影響を与え

なかった.尿細管佐内側の観察では，両方法で著しい相

違が認められず，切断法による断面の隆起の影響はみら

れなかった.

oppによる近位尿細管の立体構造の観察は，対照像

と比較して尿細管細胞の細胞質断面に限定されずに管膝

内壁での細胞構築の変化，管膝内貯留物の有無および管

膝外側面での毛細血管，間質膝の状態を主に行った.

opp投与により近位尿細管は，両方法とも管膝の拡張，

離関が顕著となり，刷子縁の部分的脱落，短小化が認め

られ不規則な乱れと管腔内への突出像を呈した (Fig.6， 

8 ).管膝では，それらの剥離した細胞成分，線維状構

造物などの残i宰がみられ，残存している刷子縁の配列は

不整となり，細胞の背高は低下傾向を示した (Fig.6， 

8 ).凍結割断法，切断法とも，管腔内部の状態は明瞭

に観察され， OPP投与で球形の細胞が刷子縁壁に付着

しているのがみられ (Fig.6，8 a)，網状成分が複雑

に絡まっていた (Fig.6). 凍結割断j去を行った尿細管

上皮では，明確に識別された核の oppによる変化は明

らかでなく，細胞質内の刷子縁周辺で吸収空胞とは異

なった小円形状の間隙が散在性に認められた (Fig.6 

a ).切断法の強拡大で，膨隆した刷子縁起始部の細胞

質に小頼粒の密在がみられたが (Fig.8 b )，頼粒の性

質， oppとの関連については明らかでなかった.また透

過電顕では明瞭な変化として観察されなかったが，尿細
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管隣接部の間質膝では，多数の赤血球に萎縮を伴った突

起を持つ星状外形を呈するものがみられた (Fig.6). 

これらの赤血球の変化は，対照群ではみられず円板状の

正常構造を示していたが，特に oppによる近位尿細管

の障害の顕著な動物に多く認められた.他の尿細管の著

変は，対照群と比較して認められなかった.

考察

走査電顕を応用した形態観察は，透過電顕が平面的切

片像を中心とするのに対して，広範囲の深部構築まで含

めた立体構造の観察が可能である. しかし，分解能が悪

く試料作製の影響も大きいため，実質細胞の観察に用い

る機会は少なかった.さらに比較的良好な像が得られる

凍結割断法では，割断位置を観察目的とする部位と一致

させることが困難であり，量的処理にも限界があった4)

これらのことから，走査電顕はマクロ的観察を主とした

ものであったが，透過電顕の切片像と対比することに

よって化学物質の微細形態に及ぽす生体作用がさらに明

らかになると考えられる.近年，田中ら 5，6)はオスミウ

ム酸とジメチルスルフォキシドを用い，割断された糸粒

体，小胞体などの細胞小器官の立体構造を走査電顕で観

察しており，今後，細胞小器官の動態，変化が立体的に

把握できると微細構造の検索のため有効的手段になると

思われる.切断、法は，比較的目的部位に近い位置で断面

を作製することが可能であるが，表面の膨隆，平滑でな

いなどの物理的影響が加味される.断面の隆起は，管膝

に向って棒状の束となって切断されており，糸粒体の位

置に対応するばかりでなく基底細胞膜陥入との関係をも

推察される.従って，この部の尿細管上皮の核は不明瞭

となり，細胞小器官の識別がほとんど不可能であった.

しかし，切断法は糸球体上皮細胞の分布形態を観察する

のに最適な方法であり，糸球体をボ、ウマン膝から取り出

して外表構造全形の観察もまた可能である7) 凍結割断

法とカミソリ刃による切断法を比較すると，糸球体の観

察には上皮細胞の分布状態が明確である切断法が良く，

あるいは毛細血管を含めた内部構築の変化を観察するた

めには，凍結割断法が目的に合致した.また尿細管では，

細胞質面で切断法による人工産物と思われる隆起した断

面像を呈し細胞内小器官の確認が不可能であるため，凍

結割断法が適切と判断される.

oppによる走査電顕の観察で，近位尿細管腔の著し

い拡張，刷子縁の不整，短小化および管腔内の debris

の付着が主な変化として認められた.これらの変化は，

先に行った透過電顕による超薄切片像においても観察さ

れたが3)，特に今回広範囲で管膝周辺の立体構築が明ら

かとなり対照群と比較して大きな差異が認められた.刷

子縁の整列状態が明示され，尿細管膝内での関連が切片

像より明白に観察された. しかし透過電顕の超薄切片で

認められた細胞質内糸粒体の膨化，崩壊は， (刺繍断法

による細胞質断面においても確認することは不可能で

あった.高分解能を必要とする糸粒体などの細胞小器官

は，割断面の良否に影響を受けることより，固定を含め

た試料作製過程あるいは検索方法の検討が必要と思われ

る6)

切片像では顕著でなかったが，尿細管間質膝，糸球体

毛細血管の一部で赤血球の突起を持つ星状外形が認めら

れた.これらの外形異常は，腎不全を伴った尿毒症時に

みられる突起を持つ有線赤血球の形成，赤血球自体の病

変で認められることが知られているが，今回観察された

変化は，周囲組織液の高惨透圧に関与する変形と思われ

る.尿細管上皮細胞内の糸粒体の障害に起因する尿細管

刷子縁の脱落，管腔の拡張によるろ過i夜の再吸収不全が

原因と考えられる.その結果，間質腔での渉透圧は高く

なり赤血球の外形異常が出現したと推察される. opp 

の経口摂取により， 2.5%の高濃度で尿中蛋白量の減少

傾向と飲水量の増加することが報告され8)，さらにジ

フェニルで多尿傾向を認めること 9)などと関連して尿細

管再吸収障害による間質組織液の高張化が示唆される.

また惨透圧の影響のみを考慮して行った高張しょ糖投与

によるしょ糖ネフローゼとの腎尿細管の形態変化におけ

る比較で，高張液では oppで認められた糸粒体の膨化，

崩壊などの変化はみられず，強い細胞質の水腫性変化が

観察されたことから oppと異なる所見を示した10) こ

れらのことからも，赤血球の外形異常は，尿細管障害に

もとずく再吸収不全の二次的作用として出現したと考え

られる.

糸球体で上皮細胞の腫大，足突起の融合，伸長など認

められたが，尿中の蛋白量の変動も少なしこれらの変

化はいずれも軽度で著しい障害ではないと思われる.先

に観察した切片像においても，障害と推察される変化は

認められなかった.凍結割断法による断面で毛細血管部

が割断されるが，割断位置でメサンギウム細胞，内皮細

胞の状態が異なるので観察の際には充分な注意を払う必

要があると思われる.

今回，電顕による細胞形態の初期変化を把握する目的

で，これまで行ってきた超薄切片法とは異なった微細立

体構築の観察を実施した.凍結割断法，カミソリ刃によ

る切断法とも細胞質内小器官の知見を得るには困難であ

るが，尿細管腔，間質膝，糸球体の変化などに広範囲か
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らの観察が可能であった. oppによる変化では，近位

尿細管の透過電顕的観察を裏付けるとともに，特に尿細

管膝内での短小化した刷子縁の整列の乱れ，細胞残i宰の

付着状態あるいは赤血球や細胞の外形異常が走査電顕で

一層明白に確認された.さらに糸球体上皮の足突起の分

布やボウマン佐内部の観察が容易に行うことができた.

今後，走査電顕による観察は，透過電顕での切片像と比

較した時，毒性発現の微細細胞の形態観察に多大な意義

を与えると期待される.
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Explanation of Figures 

Fig. 1 a. A surface of epithelial cells of renal glomeru-

lus from the control rat treated with olive oil 

using a cutting method. The glomerular 

capillaries are overspread with large epithe-

lial cells (podocyte) (Ep) linked to foot-

process showing slender shape. Xl ，800 

b. Higher magnification of the enclosed portion 

in Fig. 1 a. The secondary processes of 

foot-process (Fp) are arranged regularly. 

X9，000 

Fig. 2 a. A surface of epithelial cells of renal glomeru-

lus from the rat administered with 1， 500mg/ 

kg / day OPP for 3 days using a cutting 

control rat by a freeze cracking method. 

The lu叩Is耐I

round巴dby parallel alignment of the brush 

border (Bb). Nucleus (N) and m巾 chon-

dria (M) in the cytoplasm are clear 

comparatively. X7， 100 

Fig. 6 a. A few proximal tubules after the administra-

tion of OPP for 3 days using a freeze crack-

ing method. The dilation of lumen space 

(L) is obvious change. Microvilli of brush 

border (Bb) become shorter or are d凶

appear here and there. Most erythrocytes 

(E) in the interstitial space among the renal 

tubules tend to appear crenation. X1，800 

b. Higher magnification of the enclosed portion 

in Fig. 6 a. A number of cellular debris 

remain in the lumen (L). X9，000 

Fig. 7 a. A portion of the proximal tubule from the 

control rat using a cutting method. The 

cytoplasm cutting by thin knife edge is visi-

ble as a rugged surface. X2， 400 

b. Higher magnification of the enclosed portion 
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in Fig. 7 a. Microvilli (M v) take long and 

regular forms. X12， 000 

Fig. 8 a. A portion of the proximal tubule after the 

administration of OPP for 3 days using a 

cutting method. The dilation of lumen space 

(L) containing cellular debris is remark 

able in comparison with control rat kidney. 

X2，400 

b. Higher magnification of the enclosed portio日

in Fig. 8 a. Short and crushed microvilli 

(Mv) are revealed in the expansile lu凹1IT附I

X12，000 
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チアベンダゾール (TBZ)の蛋白への不可逆結合
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久次*
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允山米

Irreversiblle Binding in vitro of Thiabendazole to Microsomal protein of Liver in Pregnant Mice 

MASAKO YONEY AMAへAKIOOGATA * *， TOMOKO FUJITANI*， HIROSHI ANDO* *， 

YOSHIKAZU KUBO村 andHISATSUGU ICHIKA W A * 

Keywords: :蛋白質 protein，不可逆結合 irreversiblebinding，薬物代謝酵素 metabolicenzyme，妊娠マウス pre-

gnant mice 

使用した.対照群では，時間の経過とともに結合量も増

加した.薬物代謝誘導剤 PB処理群でも時間の経過とと

もに結合量は噌加し，対照群に比べ約 5倍の値を示した.

結合が酵素によるものかどうかを確認するためミクロ

ゾームを反応する前に90.Cで 5分間熱処理した群では，

結合は認められなかった.酵素反応溶液中の条件を変え

1500 

緒言

防カピ剤チアベンダゾール (TBZ)がマウスに胎仔奇

形を生じることは，小豚らによって報告されている 1)

我々は，生体に吸収された TBZが全身に分布し，少量

の TBZは，蛋白質に不可逆結合し長期間各組織に貯留

することを明らかにしてきた2)-4)

今回，我々は， TBZの肝ミクロゾーム蛋白質への不

可逆結合と薬物代謝酵素系の関係を検討したので報告す

る.
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Fig. 1. Time course of the binding of [14C] TBZ to 

liver microsomal protein from PB-Pretreated 

( 0) and untreated (・)mice， compared with 

binding in a microsomal preparation heated 

(90.C for 5min) before incubation (X) 

Each point represents the mean of three deter-

mlllatlOns. 

実験材料と方法

(実験動物)]CL : ICRマウス雌雄を日本クレアK.K

より 4週令時に購入し， 8週令に達した発育良好なもの

を選ぴ交配させた.交配方法は，雌雄 1 1終夜間居に

より翌朝，腔栓の確認されたものを妊娠動物とみなし，

その日を妊娠 O日とした.妊娠10日目の動物にフェノパ

ルピタール (PB)(75mg/kg) を1日1回 3日間にわ

たって腹腔内投与した.対照の動物には同じ量の生理食

塩水を投与し妊娠13日目の動物を実験に用いた.

(試薬) (U_14CJ 一TBZ (Specific activity4. 68mci / 

mmole) は， New England Nuclearから購入した.純度

は， TLC上で99%であった.

(肝ミクロゾームの調整法，蛋白結合能の測定法)既

報のとおりである5)

結果と考察

インキュベーションの経時変化と結合量の関係を

Fig. 1に示した.蛋白濃度は， 3 mg/mlより少い量を

*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， Shinjuk-ku， Tokyo， 160 ]apan 

**同病理研究科
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Table 1. Effect of various incubation conditions on the bindi昭 invitro of [14CJ TBZ 

radioactivity to liver microsomes from pregnant mice 

Amount of bound 

radioactivity 

(dpm/ mg protein/10min) 

598土15*

68土 3

63土 3

63土 3

74土 3

61土 2

55::1:: 2 

incubation 

conditions 

Complete mixture 

-NADPH 

+ cysteine ( 1 mM) 

+ glutathione ( 1 mM) 

+ SKF-525A ( 1 mM) 

with CO atmosphere 

with Nz atmosphere 

Inhibition 

(% ) 

9

0

0

8

0

l

 

o
o
n
E
Q
U
R
U
Q
u
n
y
 

*Values represent means土SEMof three determinations for each incubation condition. 

Table 2. Binding of radioactivity to microsomal prepa- られる. Table 2に各組織のミクロゾーム蛋白への結合

rations isolated from various mouse tissues 量を示した.肝における結合量が最大であり，胎盤や給

Tissue 

Amount of bound 

radioactivity 

(dpm/ mg protein/ min) 

47土 1

128::1:: 16 

465土47

89::1:: 5 

51土 0.5

18::1:: 0.5 

Brain 

Lung 

Liver 

Placentas 

Foetuses 

Kidney 

Values represent means::l::SEM of three incubations 

て結合量の変化を検討した (Table 1). 試験管内の酵

素を一酸化炭素あるいは窒素ガスで置換した時，阻害率

は各々90，91 %であった. NADPHが存在しない場合も

阻害率は89%であった.これらのデータは， ミクロゾー

ム蛋白への結合がチトクローム P-450酸化酵素系を経て

行われていることを意味している. SH化合物(シス

ティン，グルタチオン)を反応溶液中に添加した時90%

の阻害がみられた.肝におけるグルタチオンは，抱合に

よる異物の解毒化に関与していることが知られている.

SH化合物によって結合が阻害されることから蛋白への

結合は，チトクローム P-450酸化酵素系を介して生成し

たTBZの活性中間代謝物によるものではないかと考え

仔では，各々，肝の19，11 %であった.

以上のデータから生体に吸収された TBZは，肝ミク

ロゾームのチトクローム P-450酸化酵素系で代謝活性化

され活性化された中間代謝物の一部は蛋白質と不可逆結

合し，この結合は，薬物代謝系の誘導剤により増加され

る.さらに， TBZは胎盤や胎仔内でも結合することが

解った.今後，胎盤，胎仔での TBZの結合が肝臓の場

合と同じくチトロクローム P-450酸化酵素系を介したも

のかどうか検討したい.
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チアベンダゾールの幼若ラットに対する影響

小林博義へ藤谷知子*，市川久次*

Effects of Thiabendazole on Infant Rats 

HIROYOSHI KOBA Y ASHI *， TOMOKO FUnT ANI * and HISA TSUGU ICHIKA W A * 

Keword:乳汁 milk，チアベンダゾール thiabendazole，幼若ラット infantrats，毒性 toxicity

緒 昌

チアベンダゾール(以下 TBZ) は防カピ剤として，

かんきつ類等に用いられており，当部においても，ラッ

トを用いて急性1)，亜急性毒性試験2)を，ラット，マウ

スで慢性毒性3)を検討し，さらに代謝物4.5)および催奇

形性的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変化成長する時期であり，毒

物による障害もその後の発育に多大な影響を与えるとさ

れ，幼若期における毒物の各器官に対する生理的影響を

検討することは意義あるものと考えられる.このような

考えより我々は， TBZ (0.1%) を分娩直後の母ラット

に投与し乳汁への移行および，その作用を検討したので

報告する.

1.使用動物と飼育条件

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20匹，雄20匹，投与群母ラッ

ト， 8匹，仔ラット 雌43匹，雄31匹を用いた.動物は

室温25:1:1 'C，湿度50土5%，照明時間午前 6時より，

午後6時にて，母仔をプラスチックケージに滅菌カンナ

クズをしいて，水は給水ビンにより自由に飲水させた.

2. TBZ投与法

TBZは，アメリカ，メルク社製 Thiabendazolemicro-

fine MSD (Lot No B2A-539) を日本クレア附製粉末飼

料 CE-2に0_1%濃度で添加し整形乾燥固型化したもの

を分娩直後より， 14日間母ラットに連続投与した.

3.体重，飼料摂取量ならびに器官重量の測定

飼料摂取量ならびに母仔体重を毎日，午前 9時一10時

の聞に測定した.なお，飼料摂取量は，コボシ量も含む

量とした.さらに実験終了時屠殺後，胸腺，肝臓，心臓，

腎臓，牌臓を摘出し，秤量した.

4 _血液学的ならびに血清生化学的検査法

実験14日目に，母仔とも断頭屠殺時に放出する血液を

採取し，仔は約半数を用いて，白血球数 (WBC)，赤血

球数 (RBC)，ヘモグロビン量 (Hgb)，ヘマトクリット

値 (Hct)，平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球ヘモグ

ロビン濃度 (MCHC)をCoulterCaunter-Model-Sにより

測定した.

同様に母と仔の残り約半数を用いて，血清総蛋白

(TP)，グルコース (GLU)，尿素窒素 (SUN)，総コレ

ステロール (CHO)， トランスアミラーゼ活↑生 (GPT，

GOT)，アルカリホスファターゼ活性 (ALP)， αーグル

タミルトランスペプチダーゼ (GGT)活性について自

動分析機(目立705型)を用いて測定した.

5.飼料摂取量

飼料を毎日秤量し，前日との差を摂取量として母体重

100g当り飼料摂取量をもって各群を比較した.

6.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 TBZ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

キュームパイヤル キャップゴム付(日電理化硝子株式

会社製)に入れ-80'Cにて凍結保存した.

抽出前処理

TBZの分析にあわせて次の前処理を行った.仔胃内

ミルク 500mgにメタノール10mlを加え， 1時間，激し

く混和し， 2800回転15分で得た上清をとり試料 1とした.

さらに残査にメタノール10mlを加え， 1時間，激しく

混和し， 2800回転15分で得た上清を試料 2とした.試料

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chom巴， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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1と2を合せて，濃縮乾国後メタノール 0.5mlを加え

溶解し2800回転15分で得た上清を液体クロマトグラ

フイーにて分析した.

高速液体クロマトグラフイ一分析

ポンプは VarianSystem 4200を用いた.カラムは内経

45mm X 250mmカラムを用い，充てん済 ZorbaxTMS 

(デュポン株)あるいは ChemcosorbODS-5ケムコ側

を用い，移動相として， 2.5mM酢酸ナトリウム緩衡液

(PH6.5) :アセトニトリル 3: 1 溶液を流速0.4ml

/minで流し，溶出化合物は紫外部吸収計(波長

310nm)で検出し，島津クロマトパック RC-1-Aで記録

した.

結果と考察

1 )一般状態:TBZO.1%群で生後14日間仔の被毛の

生え始め，身ずくろい行動，捕手L動作などは，対照群と

の聞に認められるような差異はなかった.また母1ラット

の晴育行動においても，両者間に認められる差はなかっ

た.このことより 0.1%TBZにおいては，晴育，捕手L行

動にあらわれる作用はほとんどないものと思われる.

2 )体重:Fig. 1に体重変化の推移を示した.母ラッ

トは，投与4日目頃まで体重増加抑制l傾向がみられたが

その後は増加した.仔ラットは母親ほどの体重抑制はみ

とめられないが生後5日目以降でもやや仔の発育が対照

にくらべ抑制された傾向を示した.その後の仔の生育は

回復し，実験終了時(生後14日目)各群体重に差は認め

られなかった.

3 )飼料摂取量:TBZ群は，投与開始 7日目まで，

体重比摂取量がやや少ない傾向がみられた.これは林田

ら3)の慢性試験3)においてもみられ，このことより体重

抑制作用の関連性が推察されると思われる.母仔体重変

化で比較すると，母親に強く体重抑制がみられるが，仔

においては母親ほと守つよくないもののやや抑制傾向が

残った.

4 )生存率(死t率) :対照群，投与群とも哨育中各

1匹雌が死亡したが投与との相関は認められなかった.

5 )血液学検査:Table 1に示した.慢性毒性試験3)

(TBZ 0.4 %， 0 . 2 % )でみられた， RBC， Hb， Hct 減少

およぴ MCV増加傾向は0.1%投与では母仔ともに認め

られなかった.

6 )血清生化学検査:Table 2に示した.母仔ともに

GOT値減少傾向がみられたが有意な差ではなかった.

これは慢性毒性3)でみられた傾向と一致した.また慢性

毒性での GPT値低下， ALP増加3)は認められなかった.

今回の崎育試験では慢性3)でみられない母親の CHO増

加， GGT 減少などから，慢性とは異なった哨育中特有

の反応とも予想され，さらに実験をするべきものと考え

る.

7)器官重量:Table 3に示した

母親の胸腺が絶対重量，相対重量とも増加を示したが

仔では減少傾向を示した.母親肝臓では重量変化は少な

く慢性結果とは異なったが 有意の差はないものの仔肝

臓では重量増加傾向がみられた.慢性毒性試験3)でみら

れた心臓，腎臓の重量増加はみられなかった.

8 )乳汁中の TBZ: Fig 2に示した

仔胃内ミルクを高速液体クロマトグラフィーにて分析

したところ， ミルク 500mg当り 0.6μgのアベンダゾー

ル (TBZ)および1.5μgの5水酸化チアベンダゾール

( 5水酸化 TBZ) を検出した.仔体一匹当り乳汁量は

約250mgであり，一匹当り TBZ0.3μg， 5水酸化 TBZ

A 

B 

C 

o 5 10 15 20 25 30 35 (min) 

Fig. 2. HPLC. Separation of TBZ in Infant Rat Milk 

A. Methanol 

B. Control 

C. Admimistration 

D. TBZ Standard and 5 -OH TBZ 
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は0.75μgとなる.

まとめ

TBZ投与群で一般症状の変化はみられなかった.母

体重は減少傾向がみられた.血液学的変化はみられな

かった.血清生化学検査では母仔とも GOT減少傾向が

みられた.母親で CHO増加， GGT減少傾向がうかがえ

た.器官重量で母親の胸腺重量増加がみられた，仔では

減少傾向がうかがえた.仔胃内ミルク中の TBZ分析で

1匹当り TBZ0.3μg， 5水酸化 TBZ0.75μgを検出し

た.
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Table 3. Organ Weights of Infant and Young Rats Fed Diets Containing (TBZ) 

Kidney(L) 

mg 

mg/l00g 

Liver 

mg 

mg/l00g 

Heart 

mg 

mg/l00g 

Thymus 

mg 

mg/l00g 

No.of 
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98.32土 8.14 51.47土 7.04
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317.78:1: 12.77 4648.07:1:188.61 

690.08:1: 64.32 10587.54土858.07

317.38士 22.02 4867.98土237.26

49.02土11.42

256.45士50.82

44.94土 9.29

232.46:1:42.98 

52.03土11.15

285.82士47.54

43.24土11.48*

244.48士69.05*

166.43土51.55

78.49土29.52

618.75士86.23***

278.31:1:90.44*本*

20 

20 

31 

43 

Group 

Control 

TBZ(O.I%) 

Control 

TBZ(O.I%) 

Control 

Sex 

M 

F 

F 

Day 

a
q
 

l
 

旦
同
国
国
ロ
ロ

o
h
唱
ロ
伺
判
ロ
何
回
ロ
同

ω 

“ 何

回

包 14
.c 
“ 0 

2 

* * *p <0.001 

8 

*pく0.05

TBZ(O.I%) 

Mean土S.D.

F 



東京衛研年報 A仰• Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 38， 368-370， 1987 

フィチン酸およびフィチン酸ナトリウムのマウスに対する急性毒性

藤谷知子へ米山允子へ樺島 }II貫一郎*，細川奈津子*，

市川久次*

Acute Toxicity of Phytic Acid and Sodium Phytate to Mice 

TOMOKO FUJITANI *， MASAKO YONEYAMA *， JUN-ICHIRO KABASHIMA *， NATSUKO HOSOKA WA  * *， 

and HISATSUGU ICHIKA W A * 

Keywords:急性毒性 acutetoxicity，フィチン酸 PhyticAcid，フィチン酸ナトリウム SodiumPhytate，マウス

m1ce 

はじめに

食品に酸化防止剤として使われている天然添加物フイ

チン酸とそのナトリウム塩について，マウスを用いた急

性毒性試験を行ったので報告する.

実験材料と方法

フイチン酸は東京化成工業側製，フイチン酸ナトリウ

ムは半井化学薬品(械製を用いた.マウスは日本クレア社

のICRマウス (Jcl: ICR) を4週令で購入し， 8 -9週

令で実験に用いた.

フィチン酸，フィチン酸ナトリウムは，それぞれ水溶

液とし，投与容量は10ml/kg体重，投与用量は表 1，

3に示した量になるように濃度を調製した.投与前日の

午後 5時から除餌して水のみを自由に与え，当日午前 9

時から，胃ゾンデを用いて強制経口投与し，投与 2時間

後から餌を与えた.投与後8時間までは 1時間おきに観

察し，その後は24時間おきに観察した.死亡したマウス

は，ほぽ発見するたびに剖検を行い，生存マウスは 7日

後に断頭屠殺して剖検した.

50%致死量 (LD50)は， Litchfield-Wi1coxon法1)およ

ぴ MovingA verage法2)で算出した.

結果と考察

フィチン酸

フィチン酸の投与後死亡時間と 1週間死亡率を表 1に

示した.雄では投与後 1時間以内の死亡が多く，雌では

1時間以後の死亡が多い傾向があった.一般症状として，

立毛・うずまくりが見られ，一部に四肢にけいれん様の

動きやまひが見られた.投与後24時間以内の死亡動物は，

雌雄ともほとんどが胃壁がうすくなり，肝・腎・小腸な

どの臓器の胃に接している部分が白変していた.また，

雄で胃の中に大量に出血しているものが一例あり，雌で

はほとんどの例に胆のう肥大が見られた.24時間以後の

死亡動物は，雌雄とも，腺閏・小腸に出血があり，胃

壁・小腸壁がうすくなり血のまじった液やガスが充満し

ていた.他に，雌で，胃壁がやぶれて腹1室内に大出血し

ているものが一例見られた.生存動物のうち，雄の一例

に牌臓萎縮・消化器系ガス充満，皐丸・精細管に白斑が

見られ，雌では，肝臓と胃のゆ着が3例，胃から十二指

腸にかけて黄白色のしこりのあるものが 5例，胃から盲

腸までのガス充満と腎の赤化が1例あり，全体に胆のう

肥大が見られた.

1週間死亡率から算出したフイチン酸の50%致死量を

表 2に示した. Litchfield-Wilcoxon法で，雄は900mg/

kg体重，雌は1，150mg/kg体重， Moving A verage法で，

雄は900mg/kg体重，雌は1，160mg/kg体重と，よく一

致している.

フィチン酸ナトリウム

フィチン酸ナトリウムの投与後死亡時間と 1週間死亡

率を表3に示した.雌雄とも投与後 1時間以内の死亡が

多く，一般症状として立毛・うずくまりが見られた.死

亡動物は，雌雄とも，胃壁のびらん・腺胃出血・胆のう

肥大が見られ，小腸壁がうすくなり血のまじった液やガ

スが充満していた.生存動物の雄に，右腎がやや水腎様

*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 

**現同環境保健部水質研究科
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Table 1. Mortality of Mice administered orally with Phytic Acid 

No. of death Mortality 

Sex Dose Time after dosing( hr ) No. of death 

(mg/kg B.w.) 0 1 2 3 4 5 6 7 8 24 48 72 No. of mice 

Male 2500 
|2|2| |11 5/5 

1660 1 1 2 4/5 

1110 2 3/5 

740 2/5 

490 1/5 

Female 2500 1 3 5/5 

1660 2 1 5/5 

1110 2/5 

740 0/5 

490 0/5 

1670 1 1 2 4/5 

1390 2 1 3/5 

1150 3 3/5 

960 2 2/6 

800 1/5 

Table 2. The Medium Lethal Dose (LDso) of Phytic Acid 

Litchfield. Wilcoxon Moving Average 

Dose Range LDso Confidence Iimit LDso Confidence limit 

(mg/kg B.W.) (mg/kg B.W.) (p =0.05) (mg/kg B.W.) ( p =0.05) 

Mele 490-2500 900 540-1490 900 520-1560 

Female 490-2500 1160 930-1440 

800-1670 1150 910-1410 

Table 3. Mortality of Mice administered orally with Sodium Rhytate 

No. of death Mortality 

Sex Dose Time after dosing( hr ) No. of death 

(mg/kg B.W.) 0 2 3 4 5 6 24 48 No. of mice 
ノζ

// 

4/5 Male 2970 1 

1980 3 1 4/5 

1320 3 3/5 

880 0/5 

590 0/5 

Female 2970 2 3/5 

1980 1/5 

1320 0/5 

880 0/5 

590 0/5 
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Table 4. The Medium Lethal Dose (LD50) of Sodium Phytate 

Litchfield -W ilcoxon Moving A verage 

Dose Range 

(mg/kg B.W.) 

LD50 Confidence limit LD50 Confidence limit 

(mg/kg B.W.) (p =0.05) (mg/kg B.w.) (p =0_05) 

Male 

Female 

590-2970 

590-2970 

になったものが1例あった.

1030 

2750 

1週間死亡率から算出したフイチン酸ナトリウムの

50%致死量を表 4に示した.雄は， Litchfield-Wilcoxon 

法で1，030mg/kg体重， Moving Average法で1，320mg

/kg体重で， 95%の信頼限界内で一致しており，フィ

チン酸の50%致死量ともほぼ同じであった. しかし，雌

では， Litchfield-Wilcoxon 法で2，750mg/kg体重， Mov-

ing Average法で、2，680mg/kg体重と，雄の 2倍以上高

く， Litchfield-Wilcoxon法による計算で雌雄聞に平行性

の検定で差はないが，強度の検定で差が見られた.

まとめ

フィチン酸とフィチン酸ナトリウムの ICRマウスに

おける50%致死量を調べた.フィチン酸は，雄で900mg

/kg体重，雌で1，150mg/kg体重，フィチン酸ナトリ

ウムは，雄で1，030mg/kg体重(いずれも Litchfield-

Wiloxon法)と，同程度の値であったが，フイチン酸ナ

560-1910 

1990-3800 

1320 

2680 

990-1770 

1760-4090 

トリウムの雌の50%致死量は2，750mg/kg体重と高く，

興味深い結果であった.さらに，この試験結果をもとに，

短期の連続投与による毒性試験や亜急性・慢性毒性試験

も行う必要があるだろう.

50%致死量の算出に， Litchfield-Wilcoxon法と Mov-

ing Average法を試みたところ，得られた値は， 95%信

頼限界内でよく一致していた_ 50%致死量の算出を目的

とする試験では，使用する動物数が少なくてすむ Mov-

ing Average法が，簡便で良いと思われる.

文献

1 ) Litchfield， J.T.Jr. and Wilcoxon， F. ]. Pharmacol. 

Exp. Therap.， 96， 99-113， 1949_ 

2) Gad， S.C. and Weil， C. S. : PrinciPles and Methods of 

Toxicology， Hayes， A.W.， 299-305， 1982， Raven 

Press， New York. 
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フィチン酸ならびにフィチン酸ナトリウムのラットにおける経口急性毒性

市川久次へ大石真之*，高 橋 省へ小林博義へ

湯沢勝広**，細川奈津子、***，橋本常生****

Studies on Acute Oral Toxicities of Phytic Acid and Sodium Phytate in Rat 

HISATSUGU ICHIKAWA *， SHINSHIOHISHI*， OSAMU TAKAHASHl*， HIROYOSHI KOBAYASHl*， 

KATSUHIRO YUZAWA **， NATSUKO HOSOKAWA *， and TSUNEO HASHlMOTO* 
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toxicity 

フィチン酸は天然抗酸化剤として， BHA， BHT等の

合成抗酸剤に発癌性等1)の疑いが問題になってから多用

されつつあるものの一つである.現在天然に産生するも

のは食品添加物として使用する場合，その使用基準等は

確立されていない.フィチン酸は缶詰のストラバイト防

止，缶臭防止，油脂等の酸化防止の目的で近年広く使用

されつつある.そこで，フイチン酸の毒性試験の一環と

して，ラットを用いてフイチン酸を経口投与し，その急

性毒性を検討した. また，フイチン酸そのものは酸性が

非常に強く，酸としての毒性も推定されるので，その塩

であるフイチン酸ナトリウムについても合せて検討を

行った.

実験材料ならびに方法

1.使用動物

日本チヤールス・リバー株式会社生産の SPFラット

雌雄(F 344/Ducrj系)を 4週令で購入し， 4週一 5

週間固型型飼料 CF-2(日本クレア製)で予備飼育し，

実験に供した.

2.試料

フィチン酸は東京化成製 (ca.50% in water， Lot No 

A001) をフィチンチ酸ナトリウムは半井化学製(試薬

一級 LotNo. M6H 2435， C6H6 (P03Na2)6・xHzO，水分

合量11%)を使用した.なお投与にあたっては，それぞ

れ精製水で、希釈または溶解し，試料絶対量を体重 kg当

りに換算したものを用時調製し使用した.

3.飼育条件

室温25土 1"C，温度50::!::5 %に調整された飼育室内に

て，ベルト式架台において飼育した，予備飼育および投

与後 2時間以後は固型飼料 CE-2を与え，水は細菌j戸過

器を通した水道水を自由に摂取させた.

4.試験方法

試料の投与用量は公比1.1-1.5の割合で増量し， 5-

8用量を用いた，投与容量，用量は Teble1に示した如

くであり，投与は胃ゾンデにより行った.なお動物は 1

群 5匹とし，実験前日午后 5時より除飼し，水のみを与

え，午前 9時30分より試料の投与を開始した.投与後 2

時間目より飼料を再び与え 7日間にわたって症状を観察

するとともに，この間の死亡率にもとづいて， Moving 

average 法2)，Lichfield-Wilcoxon法3)により 50%致死量

(LD50) を算定した.また死亡例については直ちに，生

存例については 7日後屠殺剖検した.

実験結果

1.症状

フイチン酸ならびにフイチン酸ナトリウムの聞に顕著

な症状の差は認められず，主症状はゼラチン様物質を混

じたはげしい下痢と鎮静状態で，その他流涙，立毛がみ

られた.鎮静の状態は， じっとしているがケージをたた

くとおきあがるという状態であった.

*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 
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Teble 1. Dosing Schedule for Acute Toxicity Test of Phytic Acid and Sodium Phytate in Rats 

Exp. 
Vehicle 

Volume 
Sex Dose g/kg B.W. (No. of Amimals) Material 

No. ml/kg B.W. 

1.0 M 
2.50 1.66 1.11 0.74 0.49 

(5) (5) (5) (5) (5) 

Phytic pure 
0.5 M 

0.70 0.61 0.53 0.46 0.40 0.35 0.30 0.26 

acid 
2 

water (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) 

0.5 F 
0.70 0.61 0.53 0.46 0.40 0.35 0.30 0.26 

(5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) (5) 

0.8 M 
3.04 2.03 1.35 0.91 0.61 

3 
(5) (5) (5) (5) (5) 

0.8 F 
3.04 2.03 1.35 0.91 0.61 

Sodium pure (5) (5) (5) (5) (5) 

phytate water 
0.5 M 

1.51 1.38 1.25 1.14 1.03 0.94 

4 
(5) (5) (5) (5) (5) (5) 

0.5 F 
1.51 1.38 1.25 1.14 1.03 0.94 

(5) (5) (5) (5) (5) (5) 

Table 2. LD50 of Phytic Acid and Sodium Phytate in Rats 

Exp. Death Time (hr.) Slope Function LD50(g/kg) 
Material Sex ( Confidence ( Confidence 

No. Onset Peak Last Interval at p =0.05) Interval at p =0.05) 

1 M 
0.501) 

(0.438-0.564)1) 

Phytic 
M 1 3 63 

1.684 0.405 

acid 
2 

(0.098-2.583) (0.311-0.527) 

F 2 2，3 21 
1.459 0.480 

(1.112-1.914) (0.396-0.581 ) 

M 
1.241 1.13 

(0.874-1.762) (0.935-1.365) 
3 

1. 6721) 
F 

Sodium (一)

phytate 
M 3 7 24 

1.119 1.03 

4 
(1.018-1. 230) (0.950-1.117) 

F 3 5 46 
1.180 1.20 

(0.594-2.346) (0.668-2.156 ) 

Statistically significant : phytic acid M and Sodium phytate M 

phytic acid F and Sodium phytate F 

1 ) by Moving A verage method 

2. LD50 

結果は Table2に示す通りである.死亡開始時間は，

フィチ酸，フイチン酸ナトリウムとも 1-3時間とわり

に早く，最多死亡時間 (peak)は，フイチン酸において

は2-3時間，フィチン酸ナトリウムにおいては 5-7

時間であった.データは示さなかったがフイチン酸投与

の雄において15時間に小さい peakが見られた.死亡例

の大多数は24時間以内に致死した. LD50はフィチン酸で

は雄 (0.405-0.50g/kg B目 W.)，雌 (0.480g/kgB. 

W.)，フイチン酸ナトリウムでは雄(1.03 -1.13g/kg 

B. W.)，雌(1.672-1.20g/kgB. W.)であり，雌雄の

聞に著しい差は認められなかったが，フイチン酸とフィ

チン酸ナトリウムの聞には統計学的に有意な差異が認め

られた(pく0.05). 今回， doseの選択の関係上 Lich-



Teble 3. Organ Weight after 7 days Administered with Phytic Acid in Rats 

5ex 

Lung 

mg 

mg/IC日g

696.67:1:41.633 

Adrenal 

mg(L) mg(R) 

mg/IOOg mg/100g 

17.66士2.136 15.88士1，313

7.87:1:0.608 

Spleen 

mg 

mg/IOOg 

456.67:1:25.17 

Kidney 

mg(R) 

mg/IOOg 

730.00:1:10.00 

mg(L) 

mg/IOOg 

716.67士1.55

Liver 

E 

g/IOOg 

8.03土0.53

Heart 

mg 

mg/IωP 

643.33土25.17

B. W.(g) 

f
 

』

剖

o

h

R

P

 

Dose 

mg/kg 

PO 

345.46士20.637

772.50土20.616*

8.76:1:1.012 226.49:1:13.57 361. 98士 3.78355.36土 4.073.98士0.24318.96:1:10.19 
201.67:1: 1.531) 

17.07:1:1.529 15.54士2.264505.00:1:78.53 8.98土0，91

4.16:1:0.17 

9.47:1:0.13本

632.50:1:57.95 
215.75士20.40460 

360.33:1:34.260 7.99:1:1.173 7.28士1.387236.60:1: 52 .12 294. 01:!: 24.88 

780.00:1:28.284 15.35士2.00817.34:1:1.612 600.00:1: 0.00 
215.50士 3.54400 

362.11:1:19.066 7.13:1:1.049 8.05士0.8804.40士0.13278.64土 4.57
Male 

755.00士21.21318，67:1:1. 747 19.69:1:0.134 8.66土0.11665.00:1:21.21 
219.50土21.21384 

淘i
353.01:1: 6.252 8.51土0.8788.97:1:0.025 220.98士 5.36369.01:1: 2.88 3.95士0.09303.02士12.59

きEト

746.67土40.41517.57士1.01316.35:1:2.819 463.33:1: 5.77 773.33土23.09738.33士40.428.73:1:0.38 640.00:1: 0.00 
213.33土 4.16303 

350.18:1:22.638 8.24士0.575

17.86:1:0.726* 

7.66:1:1.346 217.25:1: 5.57 362.46:1: 4.27 367.35士21.95

838.00:1:69.43* 

4.09士0.13300.08:1: 5.51 

E請734.00:1:45.056 15.92士1.384466.00士34.35810，00:1:74.50 8.39士0.61670.日日:1:49.50
213.60:1:10.43 263 

王詰
343.55:1:10.093 8.38土0.5867.46:1:0.584 218.07士10.10378.80士23.37391. 95土16.973.91:1:0.12 313.47士11.96

同
相

582.00士50.69521.08士1.84021.69土3.555346.00:1:15.17 550.00:1:55.68 578.00:1:49.19 5.19:1:0.49 492.00:1:43.24 
147.00土14.44。

事担

396.83土25.41314.40士1.33214.70:1:2.448 236.50:1:15.65 

315.00:1:21.21 * 

374.13:1: 8.57 393.81士16.503.50士0.05335.13士12.23

620.00土28.28422.20士2.53122.24士4.469590.00:1:70.71 600.00:1:56.57 5.31士0.14490.00:1:14.14 
135.日D士 7.70609 

ω
∞.
H

甲
山
凶
叶

460.44:1:45.068 16.52:1:2.740 233.24士 3.50 16.58士4.179

325.00土 7.07** 20.71:1:1.308 

436.26土29.53443.96土18.653.94:1:0.31 363.19士 8.55

615.00士106.06619.09:1:2.036 580.00:1:28.28 590.00:1:42.43 5.26:1:0.54 500.00:1:28.28 
137.50士10.61529 

445.62:1:42.764 13.97士2.55915.14士2.119236.87:1: 13 .13 422.28:1:12.0。429.18土 2.253.82:1:0.10 363.93士 7.50

600.00土14.14218.52士0.29021.39士0.707345.00:1: 7.07 525.00:1:49.50 570.00:1:14.14 5.32士0.72470.00士14.14
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field-Wilcoxon法では算出できない場合があったが Mov

ing Average法により算定した_ Table 2_ に示した如

く， Moving A verage法と Lichfield-W ilcoxon法はほぼ同

様な LDω値が算定できることが明らかになった.

3.剖検所見

フイチン酸，フィチン酸ナトリウムにおいて，剖検所

見に大差なく，大体以下の如くであった.

死亡例では，肝臓，牌臓が暗赤色を呈し，胃はパンパ

ンに膨張拡大し，外部から暗赤色の液体が充満している

のがよく観察できた.また， H泉胃部よりの出血が認めら

れ，十二指腸，回腸，空腸まで出血ないし血液を含んだ

液体で， a音色~黒色をしていた.

生存例の 7日後の剖検では，フィチン酸において心臓，

牌臓，腎臓の表面が粗面を呈したものが散見され，腺胃

部分に出血の跡、ならびに潰揚が散見された.

4.生存例(投与7日後)の臓器重量

生存例について，投与 7日後に屠殺，臓器を摘出し，

投与前日に除餌しただけのものを対照とし，臓器重量を

秤量し比較検討した.各臓器の絶対重量ならびに体重比

重量(体重100g当りの重量)は Table3， 4に示した

如くである.全体を通じて著しい変化はなかったが，

フィチン酸投与の雄の腎臓(左，右)において絶対重量，

体重比重量において用量との明らかな関係はないが対照

に比し重量増加ないし増加傾向が，フィチン酸ナトリウ

ム投与の雌の心臓において，絶体重量が用量増加により

重量減少を生じることが認められた(一部生存例が1例

のため統計的に検定できなかったが，伎は明らかに減少

を示した).その他の臓器については，一定の変化を示

したものはなかった.

考察

フイチン酸は天然、食品添加物(抗酸化剤)のーっとし

て，今後増々使用量，範囲の増加拡大が予想される.今

回，フイチン酸の毒性試験の一環としてラットを用いて

経口投与により急性毒性を検討した.また，合せてフィ

チン酸の塩としてフイチン酸ナトリウンについても行っ

た.

LD50値については，これまでラット経口におけるデー

タはほとんどなく，比較検討はできないが，フイチン酸

においては雄0.405，0.50g/kg B. W，雌0.480g/kgB. 

W.，フイチン酸ナトリウムにおいては雄1.03，1.13g/ 

kg，雌1.20，1.672g/kgで， HodgeJらのラットにおけ

る経口毒性の程度を LD50値により分類し，ヒトへの推

定致死量の算定によれば，その毒性の程度は大むね小

(slightly toxic)であるといえる.今回用量の選択が狭

かったために Lichfield-Wilcoxon3J法で LD50値が算定で、

きなかったものに対して LD501i直のみ MovingAverageJ 

法を用いて LD50値を算定したが，両者の間に著しい差

はなかった.最近の動物を使用する実験研究に対する批

伴等を考えると ，LD50値の算定に対しては Moving

AverageJ法により算定することも一つの方法であると

考える.

死亡時間については，死亡開始時刻はフイチン酸，

フィチン酸ナトリウムともに早く ，peakはフイチン酸

は2，3時間目，フィチン酸ナトリウムは 5-7時間と

フィチン酸ナトリウムの方が多少遅かったが大きな差は

ないものと思われる.また最終死亡時刻はかなりバラツ

キが見られたが，ほとんどの動物は24時間以内に死亡し

ており，偶然生き残ったものが生存したものであり，代

謝物，腸肝循環による作用の可能性はほとんどないもの

と思われる.

フィチン酸，フィチン酸ナトリウム投与ラットの死亡

例の剖検より死因を明確に特定することはできないが，

症状等より双方共適用場所の消化管への局所作用として

は，刺激作用で下痢，胃腸管の出血，充血，粘膜の変性

がみられた.著明ではないが投与直後より数時間にわ

たってみられた鎮静は中枢性のものかあるいは消化管系

に対する作用の結果としての脱力によるものかは不明で

ある.

臓器重量については，全体通して一定変化を示したも

のはみられなかった.

今回比較の意味でフィチン酸とその酸性を中和した

フィチン酸ナトリウムを使用し検討を行ったが，症状，

剖検所見等において大きな差はみられなかったが LD50

値について，雄どうし，雌どうし検討したところ，フィ

チン酸とフイチン酸ナトリウムの問には有意なる差が認

められた.すなわちフィチン酸の方がフイチン酸ナトリ

ウムよりも強かった.これはフイチン酸は構造上リン酸

基が12ケあり強力な酸性を示すのに対し，フィチン酸ナ

トリウムは，その酸性が中和されているため毒性が弱く

なったものと考えられる.

結論

フィチン酸ならびにフイチン酸ナトリウムの経口急性

毒性をラットを用いて検討し，次の結論を得た.

1. LD50値は，フイチン酸(雄0.405，0.50g/kg B 

W 雌0.480g/kgB目 W.)，フイチン酸ナトリウム(雄

1.03， 1.13g/kg B. W.，雌1.20，1，672/kg B. W.)で

あった.フィチン酸，フイチン酸ナトリウムそれぞれ雌

雄の間には問はなかったが，フイチン酸とフィチン酸ナ
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トリウムの問には雌雄とも有意なる差が認められた(p 

く0.05).

2.症状はフィチン酸，フィチン酸ナトリウムともに

下痢と鎮静状態がみられた.

3. 死亡例の肉眼的変化はフィチン酸，フイチン駿ナ

トリウムともに胃腸管系に強くみられた(出血，充血). 

4.以上の結果にもとづいて二三の考察を行い Hodge

らの分類に従いフィチン酸ならびにフイチン酸ナトリウ

ムの経口急性毒性の程度を小 (slightlytoxic) と考えた.
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マウスを用いたフィチン酸の催奇形性試験

小勝昭夫*，安藤 弘*，久保喜ーへ佐々木美枝子*，

細川奈津子**

Te釘r叫 ologicalStudies 0ぱfPhy刊r池ticAcid in ICR Mice 

AKIO OGAT A *， HIROSHI ANDO *， YOSHIKAZU KUBO *， MIEKO SASAKI * 

and NATSUKO HOSOKAWA村

Phytic acid (PA) used as an antioxidant of food additives was tested for teratogenicity in Jcl: ICR mice目

Pregnant Jcl: ICR mice were given orally， 0， 1.6， 3.1 or 6.3 % PA aqueous solution 10ml/kg/ day on day 7 

through day 15 of gestation. All foetuses were removed from the uterus on day 18 of gestation， and were ex 

amined for external and skeletal anomalies. 

Although no clear teratogenic effect of P A was observed with external and skeletal malformations， the in-

cidence of late resorbed foetuses increased by the repeated treatments with P A during days 7-15 of gestation， 

and the foetal body weight decreased significantly in a dose-dependent manner. These effects were considered 

as toxicities of large quantities of PA on dams. ln our preliminary result， however， skeletal malformations 

(fusion of lumber vertebrae) were observed in five foetuses from one dam which had been given a single 

oral administration of 12.5 % PA aqueous solution on day 9 of gestation. 

A further experiment would be necessary for the assay of teratogenicity of P A， such as a single adminis-

tration of large quantities (over 12.5 %) of P A during the stage of organogenesis. 

Keywords : phytic acid， teratogenicity， ICR mice 

はじめに

フイチン酸はミオイノシトールのヘキサリン酸エステ

ルで，広く植物界に存在する有機リン酸化合物である.

植物中では，種子・穀類・ ijf芽・ぬかに多く含まれてい

る.フイチン酸の性状のひとつに金属封鎖作用があり，

この作用を利用して食品の変退色防止・酸化防止・ビタ

ミン Cの安定化などの目的に用いられている 1)

フイチン酸の催奇形性に関する報告はないが，本物質

は体内でミオイノシトールとリン酸となることから，い

くつかのリン酸化合物については催奇形性試験が行われ

ており何れも陰性の結果を示している2-4)

しかしながら，最近，当部吉田らの行ったフィチン酸

を用いた染色体試験では in vitro， in vivoの何れにお

いても陽性の結果が示されている(未発表)-

本試験は，染色体異常誘発物質と催資形物質とは重な

り合う部分が多いことを考慮し，妊娠マウスを用いフィ

チン酸の催奇形性について検討した.

試験材料ならびに方法

1.実験動物 Jcl: ICRマウス雌雄を日本クレア側よ

り4週齢時に購入， 8 -13週齢(体重28_0-37_0g)に透

した発育良好なものを選ぴ試験に供した.

2_ 飼育条件温度24-26'C，湿度45-55%，照明午前

6時一午後6時，換気毎時10回の飼育室にて日本クレア

製固型飼料 CE-2および水道水を自由に与え，試験開始

(交配)時までアルミケージに10匹，交配後はプラス

チックージにて 1匹飼いとした.ただし雄マウスは受配

前 1週間より 1匹飼いとした.

3 _交配方法 1 : 1終夜間居により，翌朝腔栓の確

市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 

**現同環境保健部水質研究科
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認されたものを妊娠動物とみなし，

した.

その日を妊娠O日と

4. 試料フィチン酸 (PhyticAcid (PA))， 50%水

溶液， Lot No. 840710は三井東圧化学(株)より供与された

ものを用い，溶媒には蒸留水を使用した.

5.試料投与量および投与方法 妊娠7日より 15日ま

での 9日間毎日 1回経口投与を行った.妊娠マウスを 4

群(1群21-24匹)に無作為に割当，高濃度群はフィチ

ン酸6.3%水溶液10ml/kg投与，中濃度群3.1%i夜投与，

低濃度群1.6%液投与，対照群は蒸留水lOml/kg投与と

した.

6.観察方法体重測定および一般状態の観察を毎日

行い，妊娠18日にエーテルにより麻酔属ー殺し，次の検索

を行った.屠殺後直ちに開腹，子宮を開き着床痕，早・

後期死亡胎児，生児数を数え，生児は体重測定，性の判

別を行い外表の異常を点検，次に母体の卵巣の黄体数を

数え，主要器官の重量測定と肉眼的異常の有無を検索し

た.生児は， 95%エチルアルコールで固定後アリザリン

レ7 ドSで骨格染色5)を行い骨格異常の有無を調べた.

7.結果のまとめ方 西村の報告別に準拠して行った.
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Fig. 1. Increasing Rate of Maternal Body Weight 

結果および考察

1.母体の所見

1 )体重および一般状態:妊娠 O日の体重を100とし

た体重増加率の推移は図 1に示す通りで，フィチン酸投

与群と対・照(蒸留水のみ投与)群との聞に推計学的有差

は認められなかった. しかし6.3%投与群では投与初期

(妊娠8・9• 10日)に体重の増加抑制傾向が認められ，

その後回復する様子を呈したが，投与終了後の体重増加

の伸びは対照群に較べ鈍かった.その傾向は3.1%投与

群にも見受けられた.妊娠18日迄に死亡した母体は

6.3%投与群15例， 3.1%投与群 2例で， 6.3%群は妊娠

9日1例， 10日2例， 11日3例， 12日4例， 13日2例，

15日1例， 16日2例が死亡， 3.1%群は妊娠13日， 15日

に各々 l例が死亡した.生存した母体の一般状態では，

6.3%群に投与期間中立毛を呈する動物がみられ，行動

にも活発な動きはみられなかった.

2 )剖検所見および)臓器重量:妊娠18日に屠殺開腹し

た剖検所見では，いずれの投与群にも特記する変化を認

めなかった.主要)臓器重量は表 1に示す通りで，対照群

と較べ6.3%投与群の心臓が絶対重量で軽，副腎(右)

が相対重量で重， 3.1%群副腎(右)が絶対・相対重量

とも重， 1.6%群心臓が絶対重量で軽の推計学的に有意

な値を示したが，いずれの臓器においても投与との関連

を明確に示す変動はみられなかった.

2. 胎児に係わる所見

1 )妊娠の成立:妊娠(着床)成立を確認した母体は

6.3%投与群 9/9 (100%)，3.1%群18/20(90%)， 

1.6%群21/22(95.5%)，対照群17/21(81%)で，妊

娠成立した母体は6.3%群の 1例(全胎児の早期死亡)

を除いて総てに生児を認めた(表 2). 

2 )妊娠黄体数，着床数，生児数，死亡児頻度(早・

後期)および性比:各投与群において妊娠黄体数，着床

数，生児数および性比に推計学的有意差を示すものはな

く，また用量に伴う変動傾向も認められなかった.死亡

児頻度では， 1.6%投与群の後期死亡児頻度が対照群に

較べ推計学的に有意に高かった.また3.1%群， 6.3%群

でも有意ではないが，当部でのこれまでの自然発生の後

期死亡児発生率 (2%以下)と較べてやや高い値を示し

ていた.

3 )生児体重:フィチン酸投与群の雄生児体重では処

置群すべて推計学的に有意なまた用量に関連した体重の

低下が認められた.雌では3.1%投与群のみが推計学的

に有意な低下であったが，他の投与群も小さい傾向を示

した.
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Teble 1. Organ weight of mother mice given 1.6-6.3 % 

Phytic acid/kg/ day orally on days 7-15 of gestation 
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Teble 2. Effect of 1.6-6.3% Phytic acid (P. A.)/kg/day given orally to pregmant ICR mice on days 7-15 of 
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Teble 3， lncidence of extemal malformation or anomaly in foetus巴sof ICR mice given 1. 6-6，3 % Phytic acid (P. 
A)/kg body weight/day oraliy on days 7-15 of gestation 
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4 )生児外表奇形・異常:結果は表3に示した.発現

した奇形・異常の型はどれも自然発生奇形・異常として

よくみられるものであった. 6.3%投与群でみられた口

蓋裂奇形児 5例は 4例までが 1匹の母体で発現していた.

5 )骨格奇形・変異・化骨進行度:奇形の発現は，

1.6%群， 3.1%群に腰椎弓の癒合が各々 1例であった.

変異を有するものの発現頻度では，各投与群において対

照群と較べ推計学的有意差を示すものなく，用量に関連

した変動もみられなかった.化骨進行度では有意差は認

められなかったが，何れの指標においても用量に依存し

た化骨遅延の傾向がみられた(表 4). 

妊娠マウスのフィチン酸6.3%水溶液経口投与 (lOml

/kg)の致死毒性については，予備試験での 1回投与

では母体を死に至らしめる毒性効果はみられなかったが，

本試験の 9団連続投与では投与 3回目から死亡がみられ

るようになり，結果として24例中15例 (62.5%)が死亡

した. Probit法により求めた本試験(9回投与)での

フィチン酸の LD50は， 5.5%， LD1は2.1%水溶液lOml

/kgであり，その回帰式は Y (Probit) =5.5X (Log 

dose)十0.9となった.この式からもわかるように勾配

が大きく，フィチン酸は量一作用関係の幅が非常に狭い

といえる.

本実験では，フイチン酸6.3% (LD50値以上の量)を

与えた群を設けまだ報告のないフイチン酸の催奇形性に

ついて，妊娠マウスを用い臨界期連続経口投与により胎

児に対する影響を調べたが，外表・骨格奇形共にフイチ

ン酸投与によると思われる明確な結果は得られなかった.

今回みられた後期死亡児の処置群における増加傾向およ

び胎児体重の低下はおそらくフィチン酸大量連続投与に

よる母体への毒性効果の結果と考えられる.

通常考えられている催奇形性試験では，本試験のごと

く妊娠動物の器官形成期を十分に包含する期間を設けて

化学物質を連続的に投与するが，一般的には，発生中の

胎芽にとって慢性投与よりも急性投与計画のほうが強い

催奇形的浸襲であると言われており，また連続では投与

できない大量を投与できる.そこで単一投与の予備試験

としてフイチン酸12.5%，および6.3%水溶液10ml/kg

を各群 5匹の妊娠マウスに，妊娠9日1回経口投与を行

い外表および骨格奇形の発現の有無を調べた.各投与群

共この投与時期に依存した外表奇形はみられなかったが，

骨格奇形では12.5%投与群に 5例中 1例の母体で腰椎弓

の液合を持った 5匹の胎児が発現した.この腰椎部の骨

癒合は投与時期と相関があることまた，骨格癒合奇形の

発現は外表奇形よりも薬物に対する感受性が高いとされ

ている.吉田らの実験によれば，フイチン酸は invivo 

での投与でチャイニーズ・ハムスター骨髄細胞に染色体

異常を誘発するが(私信)，この投与量は，上記 1回投

与予備試験で用いた量よりも大量であることを考慮する

と，動物種差の問題はあるとしてもフィチン酸の妊娠マ

ウスの催奇形性の可能性については今回の連続投与試験

の結果からだけでは否定出来ない.

フイチン酸の催奇形性の有無については， 1回大量投

与法による催奇形性試験での確認が必要と考えられる.
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The Effect of Paracetamol on Blood Coagulation in Rats and Mice 

OSAMU T AKAHASHI * and HISATSUGU ICHIKA W A * 

Male rats and mice were administered paracetamol (t-acetylaminophenol) at levels of 0， 0.3， 0.6 and 

1.2% in a purified diet for 7 days. The hemorrhages usually related to parac巴tamoladministration were not 

observed. At day 7， plasma prothrombin index and kaolin-activated partial thromboplastin time index were 

elevated dose-dependently in rats， while no indices changed in mice. Platelet particle concentrations did not 

significantly change in rats and mice. Paracetamol slightly increased plasma glutamic-oxaloacetic or gluta-

mic-pyruvic transaminase in rats and mice. In order to compare the hemorrhagic effect of paracetamol and 

butylated hydroxytoluene (BHT)， rats were administered paracetamol or BHT at levels of 0，0_6 and 1.2% 

in the standard diet for 7 days. Hemorrhages were observ巴donly in rats fed 1. 2 % BHT. Prothrom bin and 

kaolin-activated partial thromboplastin time indices also decreased only in 1. 2 % BHT group. Glutathione 

concentrations decreased in both rats given paracetamol and BHT. Twenty-four hours after a single adminis-

tration of paracetamol， plasma glutamic-oxaloacetic transaminase levels increased and prothrombin and kaolin-

activated partial thromboplastin time indices decreased. These results suggest that paracetamol does not pro-

duce the hemorrhagic effect at least up the level of 1.2% in the diet of rats and mice. If necrotic changes 

occur in the liver after the administration of paracetamol， these injuries may bring about the decrease in 

blood coagulation activities. The effects differ greatly from those induced by BHT. It is known that the ac-

tive metabolite of paracetamol as well as a metabolite of BHT binds to liver protein thiols. Therefore， the 

non-specific random covalent binding of a hemorrhagic phenol， BHT， may not play the central role in the in-

duction of hemorrhage. 

Keywords : paracetamol， blood coagulation， rats， mice 

Introduction 

Paracetamol (acetaminophen， t-acety laminophenol) 

is a widely used nonnarcotic analgesic drug. However， 

when administered in large doses paracetamol causes 

massive hepatic necrosis in man1) and in experimental 

animals.2
) The hepatotoxicity is dependent upon a mic-

rosomal cytochrome P-450 mixed司functionoxidase， which 

converts paracetamol to a toxic metabolite，3) presumably 

N-acetyl-t-benzoquinoneimine.4) The reactive int巴rmedi-

ate has been clarified to react with cellular protein thiols 

leading to hepatic necrosis and death.5，6) Butylated 

hydroxytoluene (BHT) ， a phenolic antioxidant， also 

causes hepatic necrosis in rats when administered in 

large doses.7) The hepatotoxicity is thought to follow 

the covalent binding of reactive metabolite(s)， BHT 

quinone methide (2， 6-di-tert-butyl-4・methylene-2，5-

cyclohexadieno町)and/or BHT radical， to cellular pro-

tein thiols? ，8) 

BHT can also cause hemorrhagic death and a de-

crease in the prothrombin index in rats.9
) BHT quinone 

methide found in rat liver as a major unconjugated 
10) metabolite of BHT，vl inhibits the phylloquinone-epoxide 

11) dependent protein carboxylation'" suggesting the inhibi-

tion of the phylJoquinone-epoxide reductase. This re-

ductase is believed to be a SH-enzyme. If the covalent 

binding to proteins plays a primary role in the bleeding 

by BHT， paracetmol must also cause hypoprothrom-

binemia in rats. We have attempted to examine whether 

or not paracetamol can cause bleeding in order to deter-

mine the role of covalent binding in the hemorrhagic 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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effects of phenolic compounds. 

Materials and Methods 

Animals， diets and treatments. 
Four week old male Sprague-Dawley rats， and male 

ICR mice， obtained from CLEA ]apan Inc. (Tokyo)， were 

maintained on a standard laboratory ration (CLEA CE-

2). After 1 week， groups comprising usually 5 animals 

of each species were placed， for 7 days， on a purified diet 

containing 24 % casein described previousll)， spiked 

with 0， 0.3， 0.6 or 1. 2 % paracetamol (p-acetylamino-

phenol; Tokyo Kasei Kogyo Co.， Tokyo). Similar groups 

of male rats， maintained on the standard diet， were fed 

diets containing either 0， 0.6 or 1.2% paracetamol or 

BHT (Tokyo Kasei Kogyo Co.) ， for 7 days. A final 

group of male rats were starv巴dfor 24 hours， and then 

administered 1200mg / kg paracetamol， or BHT， by sto-

mach tubes. Control rats were given soy bean oil， the 

same solvent being used for BHT administration. 

Paracetamol was solubilized with NaOH(final pH ca 12). 

Measurement of blood coagulation activities and 

platelet counting. 

Body weights， food intakes and signs of intoxication 

were recorded daily. At sacrifice by ether anesthesia， 

citrated blood and livers were collected from both 

species. Prothrombin time and kaolin-activated partial 

thromboplastin time were measured according to the 

methods described by Quick et al.12
) and Proctor and 

Rapaport.13
) The prothrombin and kaolin-activated par-

tial thromboplastin time indices were calculated from 

those coagulation times.14
) Fifty percent of kaolin-

activated partial thromboplastin and prothrombin time 

indices are neariy comparable to 20% and 8% normal 

concentration of blood coagulation factors respectively 

Platelet particle concentrations of platelet-rich plasma 

were determined microscopically according the previous 

method.15
) 

Analytical procedures. 

Glutamic-oxaloacetic and glutamic-pyruvic transami-

nases (GOT and GPT) activities were determined by 

the method of Reitman and FrankeI16
). Glutathione was 

determined by the Ellman's method17
) described by 

Aykac et aI18
). Lipid peroxide level was determined 

according the method described by Uchiyama and 

Mihara19). 

Statistics. 

Variations in results are routinely expressed as the 

standard error of the mean. Significance of differences 

were tested by an analysis of variance by Scheffe's 

method or Student's t-test taking P < 0.05 as a limit of 
，，_____20) 

slgnlI1Cance 

Results 

Effects of paracetamol in the purified diet on rats 

and mice 

Mean daily intakes of paracetamol calculated from 

food intakes and mean body weight gains of rats and 

mice given paracetamol in the purified diet are shown in 

Table 1. Body weight gains were depressed in both rats 

and mice given paracetamol at a level of 1.2%. Food 

intakes were also lowered in rats given 1.2% 

paracetamol. In rats given 1. 2 % paracetamol， alopecia， 

shortening and “red material staining" of whiskers were 

observed. Diarrhea， browning of hair， alopecia and 

blood spotting on the feeder box were noted in rats 

0.6% paracetamol. Spotting of drops of blood on a 

feeder box and a cage was also detected in the 0.3 % 

group. No conspicuous signs of intoxication were 

observed in mice. 

Prothrombin index， kaolin-activated partial thrombo-

plastin time index， platelet particle concentrations and 

liver weights are also shown in Table 1. Prothrombin 

index was significantly increased in rats given paraceta-

mol at a level of 1.2%. Kaolin-activated partial throm-

boplastin time indices were significantly increased in 

rats given paracetamol at levels of 0.6 and 1. 2 % . The 

increases in these indices were related to the dosage of 

paracetamol. However， these indices were not changed 

in mice. Platelet particle concentrations and liver 

weights were unchanged in rats and mice. The higher 

doses of paracetamol slightly increased the plasma GOT 

andGPT (Teble1). 

Effects of paracetamol and BHT in the standard 

diet on rats 

Mean daily intakes of chemical were comparable for 

paracetamol and BHT treated rats (Table 2) . 

Hemorrhages in epididymus and some other organs were 

observed only in rats given diet containing 1. 2 % BHT. 

Prothrombin and kaoJin-activated partial thromboplastin 

time indices significantly decreased in 1.2% BHT group. 
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Table 1. Effects of paracetamol in the purified diet on some hemostatic or hepatotoxic parameters in rats and 
mlce 

Paracetamol Mean body Mean daily Prothrombin Kaolin.PTT Platelet particle Relative liver GOT GPT 
(% in the weight intaka 01 index concentration weight (U/I) (U/I) 
diet) gain (%) drug(mg!kg) (%) (Io-ll/I) (%) 

Ratsb 

。 35.5 100土5' 100土6 7.4:1:0.75 6.27土0.81 28目2:1:0.1' 11.6土0.2

0.3 36.2 314 102士10 117土11 6.95:1:0.47 6.73:1:0.16 33.0:1:0.1 11.6:1:0.2 

0.6 32.2 536 117:1:20 137土11d 12.55:1:0.74 6.38:1:0.20 31.3:1:0.4 15.0:l:0.1d 

1.2 7.4 1005 135土7d 150土9' 6.32土0.98 6.23土0.23 36.6:1: 1. 3d 16.8土0.2'

Miceb 

。 14.1 100士1 100土11 4.76土0.73 6.19:1:0.12 22.7:1:0.3 9.0土0.2

0.3 12.0 587 104士1 85土5 6.44士1.17 6.28:1:0.16 24.2士0.5 9.5:1:0.1 

0.6 12.8 1201 101土l 100土10 6.73:1: 1目16 5.73:1:0.21 21.4土0.2 8.4:1:0.2' 

1.2 -4.6 2470 104:1:3 88土9 4.70:1:0.68 6.03士0.21 26.7士0.9 16.5土1.0，.d

Abbreviations: Kaolin.PTT = kaolin.activated partial thromboplastin time; GOT = glutamic.oxaloacetic transaminase; GPT = glutamic.pyruvic 
transaminase. 
a Values are mean土 S.E.

b N = 5 except ones marked c， which are N =4. 

， p <0.05 lor dillerence versus control by the analysis 01 variance and Scheffe's multiple comparison test 

Table 2. Effects of paracetamol and butylat巴dhydroxytolue田 (BHT)in the standard diet on blood coagulation 
index and h巴patotoxicparameters in rats 

Chemicals Mean body Mean daily Prothrombin Kaolin.PTT Relative liver GOT GPT GSH Lipid peroxide 

(% in the weight intake 01 index weight (U/I) (U/I) ( 11moI/ (nmol MDA/g 

diet) gain (%) drug( mg!kg) (%) (%) g liver) liver) 

。 49.8 100土6，.b 100:1:5 5.90:1:0.12 32.4土0.5 13.1土0.2 6.89:1:0.10 111士43'

Paracetamol 
0.6 43.3 718 103:1:5 96土5 6.71土0.19' 32.4:1:0.9 13.1土0.0 5.09:1:0.39' 101土35'

1.2 24.2 1214 99土8 99土3 6.14:1:0.14 34.4:1:1.0、 14.0土0.0 3.85:1:0.11' 122:1:34 

BHT 
0.6 39.8 711 77:1:8 86土6 7.73土0.31' 31.0:1:0.3 14.0土0.3 3.79土0.18' 251 :1:18' 

1.2 17.9 1218 29:1:6' 34:1:6' 7.85士0.22' 31.0:1:0.1 14.0土0.0 4.19土0.41' 107土12

Abbreviations: Kaolin.PTT = Kaolin.activated partial thromboplastin time; GOT = glutamic.oxaloacetic transaminase; GPT = glutamic.pyruvic 

transaminase; GSH = glutathione; MDA = malonedialdehyde 
a Values are mean土S.E

b N =5 except ones marked c， which are N =4. 

d P <0.05 lor difference versus control by the Student's t.test. 
， p<O.Ol 
， p <0.001 

Relative liver weights increased in 0.6 % paracetamol 24 hours after the administration of paracetamol (Table 

and 0.6% and 1.2% BHT. Liver GSH levels were re. 3). 

duced in all rats given paracetamol and BHT. Lipid Discussion 

peroxide increased in 0.6 % BHT. The measurement of kaolin-activated partial throm-

Effects of a single oral administration of paraceta- boplastin and prothrombim times are useful screeing 

mol or BHT on rats tests for the d巴tectionof defects of intrinsic and extrinsic 

Prothrombin and kaolin-activated partial thrombo- coagulation activities respectively. Paracetamol in-

plastin time indices decreased abnormally in 4/6 rats 24 creased the coagulation activities in rats but not in mice 

hours after the administration of paracetamol but the in a dose-dependent manner when administered in the 

averages were not significantly different. GOT in- purified diet. This purified diet resulting in expected 

creased in the same group. Liver GSH increased in rats changes in meabolism experienced with different diets21)， 
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Table 3. Effects of a single oral administration of paracetamol or BHT on blood coagulation index and GOT and 
GPT activities of rats 

Chemicals Number Mean body Prothrombin Kaolin-PTT Relative GOT GPT GSH Lipid peroxide 
(mg/kg) of weight index liver (U/l) (U/l) ( pmoI/ (nmol MDA/ 

rats gain (%) (%) weight( %) g liver) g Iiver) 

24 hrs after administration 
。 5 18 100:1:2' 100:1: 15 6.61:1:0.12 43.5:1:0.4 14.5:1:0.4 6.82土0.16 70.0土16.2

1200 paracetamol 6 同 5 65:1:14 56:1:14 6.27:1: 0 .18 102.6土7.5'37.7土7.1 8.66土0.47' 69.4:1: 21. 3 

1200 BHT 4 18 97土2 81:1:6 6.54:l:0.15 38.7士0.4b 14.0:1:0.1 5.91:1:0.77 62.5土12.5

48 hrs after administration 

。 30 100士1 100土5 6.33士0.27 38.7:1:0.2 15.5土0.4 6.36士0.22 50.0:1:21. 7 

1200 paracetamol 5 8 97:1:2 97土3 6.37士0.21 41.6:1:1.4 14.5:1:0.2 8.44:1:0.43' 46.7士12.2

1200 BHT 4 24 103:l: 1 98土4 6.77:1:0.07 36.8土0.9 14.5士0.2 7.13:1:0.64 29.2土8.0

Abbreviations: BHT = butylated hydroxytoluene; K-PTT = Kaolin-activated partial thromboplastin time; GOT = glutamic-oxaloacetic transaminase; 
GPT = glutamic-pyruvic transaminase; GSH = glutathione; MDA = malonedialdehyde 
.. Values are mean土S_E.
b p <0.05 for difference versus control by the Student's t-test. 
， p<O.Ol 

resulted in susceptability to the hemorrhagic effects of 

BHT9)， the hepatic cytochrome P-450 level being r巴duced，

compared to rats on normal standard diet (S. Kawano， 

personal communication). Although hepatic GSH de-

cr巴asedin rats given both paracetamol and BHT in the 

standard diet， hemorrhages and the decrease in blood 

coagulation activities occurred only in rats given BHT. 

The effect of paracetamol， therefore， differs from that of 

BHT. 

It is well known that paracetamol can bind to sul-

fhydryl groups of proteins of the liver. The putative 

metabolite is p-benzoquinoneimine-6). BHT can also 

bind sulfhydryl groups of proteins， and the active 

metabolite being a corresponding quinone methide7). 

BHT and paracetamol appear to be metabolized by 

cytochrome P-450 and/or other drug-oxidation enzymes 

to quinoid compounds which react with the sulfhydryl 

group causing hepatic necrosis7-S). Considering the time 

frame for concentrations of GSH-depletion and of cova 

lent bound paracetamol， maximum liver concentration of 

an active metabolite of paracetamol may be reached 2-4 

hours after the administratio日5.22) Necrosis may attain 

a maximum at 24 hours3) or earlier in rats if we consid巴r

the species differences in susceptibility of mice and rats. 

From the present results， blood coagulation activities 

were depressed at 24 hours， at the time when necrosis 

may reach a plateau. In case of BHT， maximum liver 

concentation of an active metabolite is estimated based 

on 1巴velsof GSH depletion and covalent bound BHT7，23)， 

to occurr at about 6 hours after dosing. However， hepa-

tic quinone methide levels reach a maximum at 24 hours 

and the decrease in blood coagulation factors occurs at 

48-60 hours after the administration (Takahashi， unpub-

lished data). 

Rats， especially the strain used in the present study， 

may be partially resistant to paracetamol-induced 

necrosis5). No necrotic effect of BHT was detected in 

the present experiment， in contrast to Nakagawa et al.'s7) 

results. This is probably due to strain differences be-

tween Wistar and Sprague-Dawley. The necrotic effect 

of BHT has only been confirmed as a temporal one. 

There has been no evidence of necrosis in rats ingesting 

BHT for a few days to several months24-26). On the 

other hand， hemorrhagic toxicity has been observed at 

3-20 days， when rats are given BHT in the diet9). 

From these results， it is suggesting that the decrease 

in blood coagulation activities caused by paracetamol 

may be the consequence of necrosis since it coincides 

with necrosis both in time and doses. In contrast， the 

BHT induced decrease in blood coagulation factors 

occurs at a different time and at lower doses than does 

necrosis. Therefore， the paracetamol induced decrease 

in blood coagulation activity may be a secondary effect 

resulting from necrosis. The BHT induced reduction of 

blood coagulation factors and the subsequent hemor-

rhages may， however， be independent of necrosis. If the 
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hypothesis that the necrosis caused by paracetamol and 

BHT is the consequence of binding between active 

metabolites and cellular macromolecules is accepted， it 

can be inferred that the covalent binding of BHT and SH. 

group of hepatic proteins does not play a critical role in 

causing hemorrhages in rats 

Recently， Mizutani et al.27) reported that BHT and 

its structurally related compounds caused liver necrosis 

in GSH-depleted mice. They reported that the BHT-

related compounds inducing hepatotoxicity could also 

cause lung toxicity. 2， 6-Di-tert-butylphenol and 2.4，6 

tri-tert-butylphenol， which has been reported as the com 

pounds incapable of causing hepatotoxicity， are known to 

be capable of inducing hemorrhages in rats.2S) 

Moreover 2.4，6-tri-tert-butylphenol， a more potent hemo-

rrhage-inducing phenol， cannot be metabolized to the 

quinone methide9) and therefore may not bind covalently 

to protein thiols. The inference from these results is、

that a group of compounds exist， capable of causing 

hepatotoxicity and / or lung toxicity which differ from 

the group of chemicals inducing hemorrhage. If the for-

mer group can cause hepatotoxicity depending on the 

random covalent binding with protein thiols， a different 

mechanism must be proposed in order to explain the 

hemorr・hagicactivity in the latter group of compounds 
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ラットおよびマウスの血液凝固に対するパラセタモールの効果

高橋 省へ市川久次*

387 

酸化防止剤のジブチルヒドロキシトルエン (BHT)を大量にラットに投与すると肝細胞壊死を惹起することが知ら

れており，この作用はパラセタモールの毒性同様，その活性代謝物が細胞内蛋白質の SH基に共有結合することを通

して生じると考えられている。一方， BHTにはラットに対して出血致死効果があり，この作用発現にも BHTの活性

代謝物が関与する。本報告ではパラセタモールの出血致死効果の有無を検討し， BHTの効果と比較することにより，

両者の毒性の差を検討考察した.

動物はラット，マウスを用い，パラセタモール， BHTを経飼料的あるいは胃ゾンデを用い経口投与し，出血傾向

のパラメータおよび肝傷害の指標測定を行った.

その結果，パラセタモールには BHTにみとめられるような出血致死作用はなく，肝傷害に起因する二次的な血液

凝固因子の軽度低下がみとめられたにすぎない.従って，これらの物質の活性代謝物の肝臓蛋白との非特異的共有結

合が出血毒性の原因となるとは考えられない.

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
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Phenylphenolsの培養細胞染色体への作用

田山寿美子へ市川久次*

Effects of Phenylphenols on Chromosomes in CHO・KlCells 

SUMIKO T A Y AMA * and HISATSUGU ICHIKA W A * 

Keywords: オルト，メタおよびパラフェニルフェノール 0'，m. and t.phenylphenol， CHO.KI細胞 CHO.KIcell 

line，姉妹染色分体交換 sisterchromatid exchanges，染色体異常 chromosomeaberration 

biphenyl の hydroxy誘導体である phenylph印 01には，

0-， m-およびt.の位置異性体(以下 OPP，MPPおよび

PPPと略す)があり，このうち OPPはbiphenylと同様，

柑きつ類の防かぴ剤として用いられているが，近年ラッ

ト勝脱への発癌が報告1.2)された. また我々の invitro染

色体試験3)でも，染色体異常および姉妹染色分体交換

(SCEs)誘発作用が認められており，ヒト細胞での突

然変異原性陽性の結果4)も示されている. しかし他の 2

つの異性体の変異原性に関する報告はまだない.これら

3者の異性体は，ラットにおける biphenyl投与の際，

抱合体として尿中より検出されるのが，その量は 3者の

中では PPPが最も多く， biphenyl代謝の mainrouteと

なっている. biphenylの毒性を考える時，その代謝産物

であるこれら異性体の染色体への作用を把握しておくこ

とは意義あることと思われた.そこで今回我々は，他の

2つの異性体， MPPおよび PPPについても同様に m

vitro染色体試験を試み，先に報告した OPPの結果も含

めて総括検討したので報告する.

材料および方法

試薬 m.phenylphenol(MPP) 関東化学， t.phenyl. 

phenol (ppp) 和光純薬工業， 5 .bromo. 2 '.deoxy. 

uridine (BUdR) SIGMA， colcemid GIBCO， di. 

methylsulfoxide (DMSO) 和光純薬工業

細胞および培養 チャイニーズハムスター卵巣由来の

CHO.K 1株を， 10%仔牛血清添加の HamのF-12培養液

で角型培養ピンを用い37'Cにて密栓培養した.

薬物調整および処理約 5X 105細胞を処理 2目前に

播種した.その細胞に培養液 5mlとDMSOに溶解した

被検物質溶液50μlを加え，37'Cで 3時間処理した.新

しい培養液で 1回洗った後，培養ピンをアルミフオイル

で被い， 0.5μg/mlの BUdRの入った培養液10mlを加

え， 27時間密栓培養した.

標本作製および染色培養終了 2時間前に colcemid

0.1μg/mlを加えた.標本作製および染色は，我々が

先に行った方法3)に準じた.

観察および検定 各々の標本について，分染された細

胞の割合 (D.S . C.)，細胞当りの SCEsの数，染色体

異常の種類と数および核内培加染色体 (ERDs)を各々

250， 25， 100および250の細胞について観察記録し，

SCEsについては Kruskal.WallistestおよびDistribution

free multiple comparison test，染色体異常についてはx
2

testにより有意差検定を行った.なお先に報告した OPP

の結果についても上述の検定にて再度検討した.

結果および考察

今回得られた MPPおよび PPPの結果に，先に行った

OPPの結果を合わせて Table1および Fig.1に示した.

OPP， MPP， PPP 3者とも 150μg/mlまで SCEsおよび

染色体異常の観察が可能であった. しかし D.S.C.の

割合を見ると，対照群がほぼ100%で，ほとんどすべて

の分裂中期細胞が 2回の DNA合成を経ていることを示

したが，薬物投与群では用量依存性に D.S.C.の減少

傾向が示され，最高用量150μg/mlでは， MPP 87%， 

PPP 37%， OPP 57%とPPP> OPP > MPPの強さの}II員

で、細胞分裂遅延への作用が認められた.

SCEs頻度は最高用量150μg/mlで MPPおよび PPP

が溶媒対照5.24/cellに対し，前者が7.88と有意ではあ

るが比較的低い誘発であるのに対し，後者は100，125， 

150μg/mlで各々 11.40，15.80， 15.40と3用量とも前

*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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Table 1. Frequencies of Sister-Chromatid Exchanjes (SCEs) and Chromosome Aberrations in CHO一K1 Cells 

after an Expression Time of 27 h Following 3 -h Treatment with 0- (OPp)，刑 (MPP)，or t- (ppp) 

Phenylphenol 

Chemicals Dose1 Cells with Various types of chromosome aberrations (%) ERDs3 SCEs/ ceU4 D. S. C.5 

(μg/ml) chromosome (%) (Mean土S.E.) (%) 

aberrations2 

( %) 
Gaps Breaks and Ex. Ot. 

fragments 
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0.4 6.96士0.46

1.67.44土0.54

2.0 7.88土0.49*

1.0 0 

o 1.5 

o 1.5 

o 1.0 0.5 1.0 
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2.815.80:1::1.85** 74 
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100 6.0* 2.5 0 1.5 2.0 0.5 2.5 0.5 8.00土0.51** 98 

125 10.5* * 1.5 0 2.5 0.5 4.0 4.5 2.3 9.40土0.88** 87 

150 17. 5 * * * 1. 0 0 5 . 0 O. 5 8. 5 1. 5 7 . 0 7 . 30 :1:: 0 .48 57 

175 N. M. 

*P> 0.05， **P> 0.01， ***P> 0.001 

C 1，chromatid type; C 2， chromosome type; Ex.， exchanges; Ot.， other aberrations (ring，dicentric) ; ERDs， en-

dorduplications， D.S.C.， differential staining sister chromatids; N.M.， no metaphases 

1. For each dosεof MPP or PPP， 100 metaphases， and of OPP， 200 metaphases were scored. 

2. Percentage of metaphases with one or more aberrations 

3， 4， 5. For each dose of MPP or PPP， 25ο(3， 5) and 25 (4) metaphases were scored， respectively， and 

for OPP，400 (3)， 30 (4) and 120 (5) metaphases were scored， respectivery. 

6. Vechicle control. Dimethylsulfoxide (DMSO) was added at final volum of 1 % in medium. 

者を上回る高い値となった. OPPはこの中間であり，

SCEs誘発性に関しでもその強さで PPP> OPP > MPP 
の傾向が見られた.なお150μg/mlで OPPおよび PPP

の SCEs頻度に低下が見られるのは，薬物の毒性による

D.S.C.割合の低下に起因するものと考えられた.

染色体異常保有細胞の出現は， PPPにおいて 125，

150μg/mlで対・照の 5%に対し，各々 18および21%と

急激な上昇を示し， Exchange， Dicentricおよび Ring
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関連は明らかではない. 3者の中で、その染色体への作用

の最も強かった PPPは，ラットにおける biphenyl代

謝5)で尿中より検出される抱合体のうち，その更に水酸

化のすすんだ 4，4'.dihydroxybiphenylに次いで多く見

い出されるものである. しかし biphenylにはゲッ歯類

での毒性試験で発癌およぴinvivo染色体障害作用は認

められていない.ラット勝目光発癌の認められた OPPに

関しても，生体高分子との結合の際にはキノン体の形を

とることが示唆7)されており， phen)匂henol類の invit. 

m染色体作用と発癌との関連については，それらに加え

て生体内での代謝に関する要因も大きいものと思われる.

biphenylはそれ自身には染色体障害作用はない8)が，今

回の結果から invitroでの代謝を考慮した試験について

も検討する必要があるものと考えられた.

要旨

CHO・K1細胞に染色体異常および SCEs誘発作用を認

めた食品添加物(防かぴ剤)o.phenylphenolに加えて，

今回他の 2つの異性体制ーおよび、t.phenylphenolについ

てもそれらの試験を行った結果，後者に明確な染色体異

常および SCEs誘発作用を認めたが，前者ではそれらの

作用は弱かった.総括すると， phenylphenolsの細胞お

よび染色体への作用の強さは t-> 0-> m-phenylphenol 

であるように思われた.

文献

1 ) Hiraga， K. and Fujii， T. : Fd Cos刑 et.Toxicol.， 19， 

303-310， 1981 

(後 2者は， Table 1で Ot.で示した)の交換型の異常

の頻度も，合わせると両用量で各々 15.30%と対照の

1 %に比べ顕著な増加が見られた.この交換型の異常の

増加は OPPのそれ，すなわち125，150μg/mlで各々

8.5， 10%とよく似ていた. MPPは最高用量150μg/ml

で染色体異常保有細胞11%であり，交換型の異常も 7%

とやや高かったが，対照群に比べ有意でーはなかった. 3 

者における染色体異常誘発性の強さの比較では，今回の

対照群値が5%とやや高く，また異常の種類，程度など

他の要因も含まれることから困難で、はあるが， PPP> 

OPP > MPPの事責向は55められると思われる.

ある種の染色体障害および cellcycleの阻止に起因し

ておこると言われている6)ERDsもOPPで用量依存性に

見られたが， PPPでも同様に認められた. 150μg/ml 

で3者を比べると， OPP， MPP， PPP各々 7，2， 8.8% 

で， PPPが OPPに比べやや高い誘発作用を示したが，

MPPではそれらに比べ非常に低かった.このことは関

連する D.S.C.および染色体異常の成績ともよく一致

した.

今回 MPPおよぴ PPPには SCEs誘発性が認められ，

特に PPPにはラット勝脱発癌の報告されている OPPと

同様，明確な染色体障害作用が認められた.これら

phenylphenolsの細胞およぴ染色体への作用の強さは，

検索したいくつかの endpointすべてにおいて PPP>

OPP > MPPの傾向が見られたが，これら 3つの異性体

の化学構造と invitro細胞レベルにおける作用発現との
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サッカリンナトリウムのヒ卜由来株化細臨における突然変異原性について

鈴木英子*

Mutagenicity of Sodium Saccharin in a Human Clonal Cell Line 

HIDEKO SUZUKI * 

Keywords:サッカリンナトリウム SaccharinSodium，ウアパイン Ouabain，突然変異原性 mutagenicity

緒
t 

E司

人工甘味料サッカリンの突然変異性に関しては，バク

テリア，酵母，キイロショウジョウパエ，植物細胞， P甫

乳動物の培養細胞や，ゲッ歯類の生体細胞等において，

試験が行われ，数多くの報告があるが，結果はまちまち

で統一的見解を得るまでには至っていない1，2)

一方，サッカリンのラットを用いた発癌性試験におい

て，サッカリン 5%含有した飼料を与えた群に勝脱腫揚

が発生することが報告されている3) 当毒性部での発癌

性試験においても，サッカリンナトリウムを処理した雄

ラットに勝脱腫療が認められたり.

今回，我々は，ヒト胎児由来株化細胞， RSa5)，を用

いて，サッカリンナトリウムの突然変異原性試験を行っ

た結果， RSa細胞に高率に突然変異が生じることを明ら

かにしたので報告する.

実験材料および方法

細胞および培養 ヒト胎児由来株化細胞， RSa5)，を

用いた.細胞は，牛胎児血清 (GIBCO)10%および抗性

物質としてペニシリン(100u /mZ) とストレプトマイ

シン (100μg/mZ) を含む， Eagles' minimum essential 

medium (MEMと略， GIBCO) を用い， 37"C， 5 % CO2 

条件下で培養した.突然変異原性の測定の場合は，培養

液中の血清濃度を15%にした.

試料サッカリンナトリウム(大東化学工業株式会

社)， ouabain (Sigma) を用いた.サ 7カリンナトリウ

ムは，使用直前に MEMで調製した.ウアパインは，

PBSに溶解した後，血清の入った培養液にて調製した.

紫外線 (uv)照射を陽性対照とした.

突然変異原性試験 6 X105個の RSa細胞を10mZの正

常培地の入って培養瓶 (45cn!)に播種した. 24時間培養

後，培地を除いて，サッカリンナトリウムを所定の濃度

に添加し， 37"C炭酸ガス培養器中で22時間処理した.

uv照射は，通常の殺菌灯 (15W) をセットした暗箱を

用いて行った.変異原処理後，正常培養液中で48時間培

養した後， 0.25%トリプシンを用いて細胞を培養面より

剥離して，生存率と突然変異原性の測定のため，再播種

した.生存率の検出のためには， 1 X 103個の細胞を

lOmZの正常培地の入ったlOcm径シャーレに播種した.

14日間培養した後， 0.2% (W/V)メチレンブルーを

含んだ30%メタノール溶液で固定，染色し，コロニーを

数えた.この場合， 1群 3枚のシャーレを用いた.突然

変異細胞検出のためには， 5 X 104個の細胞を 10mZの

10一7Mウアパイン含有培地の入った10cm径シャーレに

再婚種し，選択培養を行った. 7日後に培養液を交換し，

14日後にコロニーを固定，染色し，ウアパイン耐性細胞

のコロニー数を数えた.この場合 1群 6枚のシャーレ

を用いた.生存率および突然変異率は次式により求めた.

正常培養液でのコロニー数
生存率=

播種した細胞数

選択培養液でのコロニー数
突然変異率= ÷生存率

播種した細胞数

結果および考察

Table 1に示すようにサッカリンナトリウムを処理し

た RSa細胞の生存率は，サッカリンナトリウムの量の

増加にともなって低下したが，突然変異率は，無処理群

に比べ有意に増加し，サッカリンナトリウムの量の増加

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Mntagenicity of Sodinm Saccharin in RSa 

cells 

Treatment 

。
Sodium 

15.0 
Saccharin 

(mg/ml) 17.5 

20.0 

uv 
5 

(J 1m') 

Survivorsa Resistantsb Mutation freq.' 

145::1:: 7 2.7::1::0.3 3.7 

134土 4 6.0土1.7

115::1::11 8.7::1::0.3 

108::1:: 1 11.0土2.9

100::1:: 8 5.3土0.3

9.0 

15.1 

20.4 

10.6 

aNumber of surviving colonies per dish (2X103 cells)， 

mean土 S.E.

bNumber of ouabain resistant colonies per dish (5 X 

104 cells) ，m巴an土 S.E

'Mutation frequencies per 104 surviving cells 

にともなって増加した.サ 7カリンナトリウム20mg/

mlの処理では，突然変異頻度は，無処理群の約 6倍に

増加した.

陽性対照として用いた UV(5 J /ば)を照射した

RSa細胞での突然変異率は， 10.6であった.この場合の

生存率とほとんど同じ生存率を示すサッカリンナトリウ

ムの量 (20mg/ml) を処理した場合の突然変異率と比

較すると，サッカリンナトリウム処理群は， 20.4で，

UV処理群の約 2倍の突然変異を誘発した.以上の結果

は，サッカリンナトリウムは UVより強い突然変異原物

質であることを示唆する.

これまで，サッカリンの invi的での変異原性試験に

関する報告は，数多くあるが，その多くは陰性の結果で

ある2，6) 一方， Batzingerらは，サッカリンを経口投与

したマウスから尿をとり，サルモネラテストを行った結

果，変異原性が認められたことを報告した7)

又，越智と外村8)により，ヒトリンパ球培養細胞の

サッカリンナトリウム低波動処理で不定期 DNA合成が

観察されている.これは DNA障害を受けたことを示す

ものである.

今回，ヒト胎児由来化細胞 RSa，を用いサッカリン

ナトリウムの変異原性試験を行った結果，陽性の結果を

得たことは，サッカリンナトリウムが DNAに損傷を与

えていることを示唆する.よってさらにサッカリンナト

リウムの DNAへの作用を検討する必要があろう.
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Light Scattering (光散乱)法による溶血検査(皿)

無機水銀 (Hg2+)のヒ卜ならびにウサギの溶血に対する差異

市川久次*小林博義*

Hemolysis Test by Light Scattering Method (111) 

Difference of Hemolysis in Human and Rabbit by Inorganic Mercury(Hg2+) 

HISATSUGU ICHIKA W A * and HIROYOSHI KOBA Y ASHI * 

Keywords:溶血検査 hemolysistest，光散乱法 lightscattering method，ヒト human，ウサギ rabbit

我々はこれまでヒトならびにウサギの血液を用いて，

より簡便で、，使用血液が少なく，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

る溶血試験法についての基礎的検討を行い，十分実用に

耐え得るものを確立した1.2) この間得られた結果を検

討したところ， PBS (リン酸緩衝液加生理食塩液，

pH7.4)中における 1% Hct赤血球液の経時的安定性に

おいてヒトとウサギの聞に著しい差があり，また無機水

銀 (Hg2十)に対する溶血感受性にほぼ10倍の差があっ

fこ.

そこで今回，ヒトとウサギの新鮮血液より調製した赤

血球液について，それらの経時的安定性における差異を

明らかにする目的で無機水銀 (Hl+)を添加し，経時

的安定性に差が認められた日における溶血の状況を形態

学的に検討したところ若干の知見を得たので報告する。

実験材料ならびに方法

1.赤血球の調製法

健康な成人男子および、ウサギ(北山ラベス KK生産の

SPF， KBL: JW系，雄)より得た新鮮な静脈血(へパリ

ン加)を冷却下に遠心 (2000rpm，10min) し赤血球を

分離する.遠心分離により得た赤血球を 2-3倍のヒト，

ウサギそれぞれ用の PBS(PBS (ヒト)1)， PBS-Rbt (ウ

サギ)2.3)にて 3回洗浄した後， PBS， PBS-Rbtを用いて

1 %ヘマトクリット (Hct)赤血球液を調製し， 4
0

Cで

保存し，使用時に PBS，PBS-Rbtで0.03%Hctに希釈し

て実験に供した.

2.溶血の測定方法ならびに50%溶血時間 (t1/2)の

求め方

市川ら 1)の方法に準じて行った.すなわち，実験方法

1で得た 1% Hct赤血球液90μl，無機水銀 (HgC12を

PBS， PBS-Rbtに溶解)を最終濃度ヒト 0.4ppm，ウサギ

0.04ppmをテフロン栓付吸光度測定用キュベットにと

り，さらに PBS，PBS-Rbtを加えて全量3.0mlとし，

3TCで incubateしながら経時的に分光光度計(Cary17) 

を用いて700nmにおける吸光度を経時的に測定し，溶

血曲線を得る.グラフ上にて吸光度の最高値と最低値よ

り50%溶血値を求め，その点における経過時間を求め

50%溶血時間(t 1/2， min) とする.

3.形態学的検討

実験方法2で示した方法により溶血を検討した被検赤

血球液について，ヒトにおいては 0，120min，ウサギ

においては 0，180min (採血後 O日において，それぞ

れ確実に0.4ppm(ヒト)， 0.04ppm (ウサギ)の無機水

銀 (Hg2+)により溶血が完了する時間)の反応時間に

おける被検赤血球の一部少量を取り，検鏡し写真撮影

(ツアイス社製，フォトマイクロスコープ(皿)使用)

を行った.

4.試薬

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.町1110) を使用し，抗

凝固剤としてはヘパリンナトリウムを使用した.その他

の試薬はすべて JIS試薬特級を使用した.

*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 
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実 験 結 果 Table 1. Effect of Days Elasped on Times for 50 % 

1. 1 %Hct赤血球保存液の経時的安定性 Hemolysis ( t 1/2) by O.4ppm Hg2
十

in0.03% 

ヒトならびにウサギより得た 1% Hct赤血球液の 4'C Hematocrits (Human red blood cells) 

における経時的安定性を採血後0日目においでほぼ同一

の t1/2を示す濃度(ヒト赤血球の場合0.4ppm，62min; 

ウサギ赤血球の場合0.04ppm，73min) の無機水銀

(Hg2+)を用いて検討を加えたところ， Table 1， 2に

示した如く，ヒトにおいては採血後4日までは安定であ

るのに対し，ウサギにおいては採血後 1日目においてす

でに有意なる(pく0.001) t山の延長が認められ， 2 

日目ではさらに延長された，この結果を赤血球膜の溶血

抵抗性という観点よりみればウサギにおいてはむしろ溶

血しにくくなった，すなわち無機水銀による溶血に対し

強くなったと言える結果が得られた.

2.形態学的検討結果

ヒトならびにウサギの 1% Hct赤血球液の無機水銀

(Hg2+)を用いた場合の経時的安定性(t 1/2に対する)

の差異についてより詳しく検討する目的で，採血後0日

目， 2日目の赤血球液を用いて，無機水銀O.4ppm(ヒ

ト)0.04ppm (ウサギ)を添加反応させ， ヒトにおいて

は0，120min，ウサギにおいては 0，180minにおける

被検反応液の一部少量をとり検鏡写真撮影した結果を

Fig. 1， 2に示した.すなわち，採血後 O日においては

無機水銀添加前(0 min) と溶血終了時(ヒト 120min，

ウサギ180min) において，ヒトとウサギの聞に著しい

差異はなく，双方共溶血終了時においては完全に赤血球

膜が微細破片となり破片の痕跡がとらえられたにすぎな

かった. しかしながら採血後2日目において，ヒトの場

合には採血後0日目とほとんど変わらないのに対し，ウ

サギの180minにおいては crenationを起こし，赤血球膜

が微細破片とならず，萎縮固化して行くのが認められた.

考察

light scattering (光散乱)法を用いて，ヒトとウサギ

の赤血球液の経時的安性について，採血後 O日目におい

てほぽ同様な t1/2を与える無機水銀 (Hg2+)の濃度

(ヒト:0.4ppm， t 1/262min，ウサギ:0.04ppm; t 

1/273min)を添加し，経時的に t1/2の変化を検討したと

ころ，ヒトの場合は採血後4日固まではほぼ不変であっ

たのに対し，ウサギ?の場合は採血後 1日ですでに有意に

t 1/2が延長しており，採血後 2日目ではさらに延長し

ていた.通常 agingにより赤血球膜が弱くなり安定性が

より小さくなるとすれば， t 1/2は短縮して行くことが

容易に推察できる.事実ヒトの場合は採血後 5日目より

有意なる t1/2の短縮がみられ，さらに時間の経過と共

Dayafter 50 % Hemolysis Time ( t 1/2，即日)

Collection D1 D2 

。 55.5:1:0.501)(3)2) 67.57:1:0.60(3) 

1 59.95土3.66(4) 67.17士0.76(3)

2 56.10土2.77(5) 67.50:1:0.50(3) 

3 52.66士1.61*(5) 65.33:1:0.76*(3) 

4 53.57土2.69(3) 64.83士3.25(3)

5 51.17:1:1.89*(3) 63.43:1: 3.86(3) 

6 47.67土0.29*(3) 64.33土0.29*(3)

7 44.33士0.76*(3) 61.00土0.87*(3)

10 43.07士0.60竹3) 58.43土0.51*(3) 

1) mean :1: SD 

2) No. of determinations 

* significantly different from 0 day's value at 

pく0.05Hemolysis was observed slightly in control 

samples. 

Table 2， Effect of Days Elasped on Times for 50% 
Hemolysis( t 1/2)by 0.04 ppm Hg2+ in 0.03% 

Hema 

Dayafter 

Collection 

。
50 % Hemolysis Time 

(t山， mim) 

72.6土14.711¥1ゲ)

141.5士24.13(8)** * 

2 177.6土83.95(5)***

1) mean士SD

2 ) No. of determinations 

significantly different from 0 day's value 

*** pく0.001

にさらに短縮されていくのが認められた.すなわち，赤

血球膜の不安定性が増したということが推察された. し

かしながら，ウサギの場合は逆に現象としては溶血抵抗

性が増したと解釈されるような結果が得られ， agingに

よりヒトは異なった変化が赤血球膜に生じ，無機水銀

(Hg2+ )が添加された時，赤血球膜が破壊され残存数

が減少するということでなく吸光度を減少させるような

変化(多分体積の減少)が生じたものと推定された.そ

こでこの変化を明らかにする目的で，ヒトとウサギの赤
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血球i夜(採血後0日目と 2日目)に無機水銀を添加し反 さらに電子顕微鏡による検索により明らかにされるもの

応させ，反応ominを対照として，また比較するために と考える.

採血後 0日目において確実に溶血が完了している時間

(ヒト， 120min， 0.4ppm Hg2+ ;ウサギ， 180min， 

0.04ppm Hg2十)経過後の被検赤血球液の一部少量をと

り検鏡し写真撮影をしたところ，Fig. 1に示した知く，

採血O日目においてはヒト，ウサギ、において，それぞれ

120min， 180min後には赤血球膜の微細破片の痕跡しか

検出できなかったが，採血後2日目においては，ヒトに

おいては採血後 0日目とほとんど変わらなかったのに対

し，ウサギにおいては(前述の如く， t 1/2の延長が起

こっており)ほぽ t1/2に近い反応時間180min(採血後

O日目においては溶血が完了している)において赤血球

のcrenationが起こっていることが認められた.このこ

とよりウサギの赤血球の agingによる変化はヒトと異な

り，結果として無機水銀 (Hg2+)と反応し crenationを

起こすような変化が推定された.この詳細については，

~土
}Iiロ

吾4
日岡

無機水銀 (Hg2+)添加によるヒトならびにウサギの

赤血球に対する作用を，赤血球液の経時的安定性という

面より検討したところ，とくに形態学的にヒトにおいて

はagingにより著しい変化はなかったが，ウサギにおい

ては agingにより結果として無機水銀 (Hg2+)と反応

し，赤血球が crenationを起こすような変化を生じたこ

とが明らかとなった.
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細胞膜酵素(馬腎臓Na，K-ATPase)のモノク口ーナル抗体(第3報)

モノク口一ナル抗体を含む腹水の作製と，腹水からモノク口ーナル抗体の精製

佐藤 か な 子 * ， 長 井 二 三 子へ牛山慶子へ中川敦子，

加納いつ*市川久 次へ中尾順子**

Monoclonal Antibody to Horse Kidney Na， K-ATPase(1I1) 
Production of Ascitic Fluid Containing Monoclonal 

Antibodies and Purification of Monoclonal Antibodies from Ascitic Fluid 

KANAKO SATOH*， FUMIKO NAGAI*， KEIKO USHIYAMAへATSUKONAKAGAWAへ
ITSU KANO*， HISATSUGU ICHIKAWA * and TOSHIKO NAKAO** 

Keywords : Na， K.ATPase，モノクローナル抗体 monoclonalantibody，腹水 asciticfluid 

緒員

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行なっている 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.毒物や薬物が生体内に取り込まれ，その効

果を現わす時には，細胞膜上の受容体に結合することに

より，細胞膜に障害が発現することがあきらかにされて

いる 1) 今迄にも，毒物と Na，K.ATPaseに関した中

尾2)，N c6gaard3
)の報告がある.我々も，この観点に基

づいて，馬腎臓髄質外帯より Na，K.ATPaseを高純度に

精製4)し，それに対する各種の毒・薬物の作用を細胞膜

障害より報告5-15)してきた.これら毒性発現機序を細胞

膜障害という点から，より明らかにする手段の 1っとし

て，馬腎臓髄質外帝 Na，K.ATPaseに対するモノクロー

ナル抗体を作製したことは，前報16.17)迄に報告した.

前報17)に，ハイブリドーマ培養上清より，モノク

ローナル抗体の精製方法を報告したが，次に述べる難点

があった.すなわち，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，多量の

アルブミンフラクションを含んでおり，それがゲルろ過

で精製する際，抗体の分離精製能を悪くする原因となっ

ていた.そこで，今回はハイブリドーマ細胞をマウスの

腹膝内で増殖させ，腹水より，目的とする抗体を大量に，

しかも高純度に精製することができたので報告する.

方法

実験動物 BALB/c AnNCrjマウス(日本チヤール

ス・リバー)を雌・雄とも使用した.購入時， 5-7週

齢で 1週間飼育後，実験に用いた.

飼育条件温度25土 l
O

C，湿度55土 5%，照明12時間

の環境下飼育した. 1群 6-11匹ずつプラスチックケー

ジに収容し，国型飼料 CE・2(日本クレア・株)および

水道水を自由接取させた.

腹水の作製予備飼育後の 6-8週齢のマウスに，

l匹当り 0.5mlのプリスタン(2， 6， 10， 14. 

tetramethylpentadecane，半弁 Co. LTD) を腹腔内に投

与した. 7 -10日後，前に報告16)した方法で作製した

ハイブリドーマ細胞を，血清を含まない RPMI.1640培

地(日水製薬)0.5mlに懸濁させ，一匹当り 4X 106
-

2 X 107個腹腔内投与した.最大の抗体量が得られると

推定される 7-10日後の腹水が蓄積してきた時点に，

O.lM EDTA (pH7.4) を入れた試験管に腹水を採取し

た.得られた腹水を1，000rpmで10分間遠心し，上清を

-80
o
Cで冷凍保存した.腹水より分離した細胞をマウス

に投与する場合には，培養細胞と同様に，血清を含まな

い RPMI.1640培地に細胞を懸濁し，プリスタン処理した

マウスの腹腔内に投与して，腹水を作製した.

腹水よりモノク口ーナル抗体の精製前報17)の培養

*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
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上清から抗体の精製法に準じて行なった.凍結保存して

おいた腹水50mlを解凍後， 10，000Xgで 3分間， 4 'c 
で遠心し，表面に浮いた脂肪層を除いた.上清を集め，

それを 4'cで撹枠しながら，等量の冷却した硫酸アンモ

ニウム(硫安)飽和溶液， pH7.4をゆっくり滴下した

(最終濃度50%). 30分間， 4 'cで混和後10，000Xgで

30分間 4'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， pH7.4で洗い，さらに10，000Xg

で30分間 4'Cで遠心した.ここで得た沈殿を Sepharose

CL.6B (Pharmacia社)を担体として用いたゲルろ過で

精製した.これ以降の遠心および透析操作などは前

報17)に従った.

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-

PAGE) SDS-PAGEは， 10%のアクリルアミドゲルを

用いて， Laemmlil8
)の方法によりおこなった.ゲルろ過

により，腹水から精製した抗体の純度を，前報17)で述

べた培養上清より精製した抗体と，コントロールとして

用いたマウスミエローマ IgM(Miles社)と比較した.

結果

方法の項で述べた，腹水作製のスケジュールに従って，

プリスタンを前処理したマウスに，ハイブリドーマ細胞

を投与すると， 7 -12日後にすべてのマウスに著明に腹

水が蓄積してきた. 1匹のマウスから採取できた腹水量

は，雌では 4群で実験した結果，0.9-3.1mlであった.

a 

3亡コ自己8 0.8 

d 

0.3UCで5コ3 が

1;l 
凶

吻国d 

言0.6
〈国

E出

55 0.4 
∞ 〈

• 0.2 
O. 

50 75 100 125 150 175 
ELUTION VOLUME (ml) 

Fig.1. マウス腹水50mlからモノクローナル抗体のゲ

ルj戸過による精製-・-280nmでの吸光度，-O-sーガラクト
シダーゼを用いた EIA法による， 405nmでの

吸光度.矢印はマーカー蛋白の流出部位を示す.

a，ブルーデ?キストラン b，サイログロフ守リ

ン c，アルフゃミン;d， ATP 

また，雄では同じく 4群でおこなった結果， 2.5-

2.9mlであった.腹水より得た細胞を投与した雄の 1群

では，腹水量が2.5mlであり，ハイブリドーマ細胞を投

与した群と差は無かった.

腹水から抗体の分離精製を，ハイブリドーマ培養上清

と同じく， Sepharose CL-6Bを担体として用いたゲルろ

過によりおこなった.ゲルろ過による抗体の分離精製パ

ターンを図 1に示した.これは，前報17)に示した図 2

Bとほぼ同じであった.精製して得た抗体量は，腹水 1

ml当り1.2mgであった.

ゲルろ過により精製した抗体を， Laemmlil8
)の方法を

用い，ゲル濃度10%の SDS-PAGEにて，その精製純度

を調べた結果を図 2に示した.腹水より精製した抗体は，

培養上清より精製した抗体に較べると，高分子量の蛋白

の混入が無く， 95%以上の高純度に精製された.

考察

抗体産生ハイブリドーマ細胞をマウスに移殖して，腹

水を作製するために，マウスにプリスタンを前投与した.

プリスタンは，分子量269の飽和炭化水素であり，魚肝

油や動植物組織などに含まれ，動物の正常な免疫機能を

94.0 

67.0 

43.0 

39.0 

20.1 

14.4 

1 2 3 4 

Fig. 2. マウス腹水より精製したモノクローナル抗体の

SDS-PAGE (ゲル濃度10%，Laemmlil8
)の方法)

1 ;腹水を SepharoseCL-6Bカラムにて，精製

して得た抗体， 4μg 2;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 :トリプシンインヒピター， 14.4:α ーラ

クトアルブミン 3 ;マウスミエローマ IgM，

4μg 4;培養上清を SepharoseCL-6Bカラム

にて，精製して得た抗体， 4μg 
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押さえる作用をする 19) マウス 1匹当りのプリスタン 要 1=:ー
回
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投与量と，得られる腹水量の関係は，次の様に報告20)

されている.プリスタン量は，①0.05mlプリスタン投

与時の腹水量は，O.lml投与時の1/3量.②プリスタン

未投与では，国型癌のみで腹水は得られない.さらに，

プリスタン投与後，ハイブリドーマを移植する時期は，

10および20日後の時が，最大の腹水量.③腹水に含まれ

ている抗体量は， 10日後のが20日後の1.6倍多い.従っ

て，我々はマウス 1匹当り 0.5mlのプリスタン投与後，

7 -10日目にハイブリドーマ細胞を移植した結果，総て

のマウスに腹水を蓄積させることができた.マウス

(雄) 1匹より得られた腹水は，2.5-2.9ml. あり，

それに含まれる抗体量は 1ml中に1.2mgであった.こ

れらの値は，目的とする抗体のイムノグロプリンのサブ

クラスが， IgMでなく IgGの場合ではあるが，腹水量は

3 -17ml，腹水 1ml中の抗体量は 1-10mgと報告21，22)

されている.我々の実験では，マウスの腹腔に固型癌が

発生し，それ故に 1匹から得られる腹水量が少なかった.

一般に，ある種のハイブリドーマは，国型癌を作り易い

とか，全く癌化しないというのは，そのハイブリドーマ

本来の性質ではなく，ハイブリドーマの不安定さに起因

している.たとえば，固型癌しか作らない，長期間培養

したハイブリドーマを限界希釈法してから用いると，国

型癌にはならない. という報告20)がある.我々の実験

には， 5カ月間培養したハイブリドーマを使用したが，

このことが腹水量の少なかった原因かもしれない.今後

は，限界希釈法でリ・クローニングした直後のハイブリ

ドーマ細胞を用いて，腹水の作製をおこなっていく予定

である.

2.5X 100cmのサイズの SepharoseCL-6Bカラムにより，

腹水に含まれる抗体の精製をおこなった.上記カラムで

は， 1回で精製できる培養上清の量は，最大約1.51で

あった.同様に，腹水で、は約100mlであった.ゲルろ過

により精製された腹水からの抗体量を，腹水と同容量の

培養上清からのと較べる 17)と， 390-2，000倍多かった.

従って 1回のカラム操作で，腹水は培養上清に較べて，

26-133倍量の抗体が精製できた.

腹水からゲルろ過により精製した抗体の精製純度を，

SDS-PAGEで比較した結果 (Fig.1 . )血清を多重に含

む培養上清より精製した抗体より，腹水からの抗体の純

度は， 95%以上と上昇した.この事と，抗体の精製の効

率化を考え合わせると，マウスの腹腔内に腹水を作製さ

せ，それより抗体を得ることは，有用でより効率的な方

法である.

Na， K-ATPas巴のモノクローナル抗体産生ハイブリ

ドーマ細胞を，マウスの腹腔内にて増殖させ，腹水を作

製することに成功した.マウスの腹水から，目的とする

抗体を，ハイブリドーマ培養上清より 26-133倍の効率

で，かっ高純度に精製することができた.
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種々薬物のプロテインキナーゼCにおよぼす影響

中川敦子，長井二 三 子 ， 加 納 い つ

Effects of Various Chemical Compounds on Rat Brain Protein kinase C 

ATSUKO NAKAGAWAへFUMIKONAGAI* and ITSU KANO* 

Keywords:プロテインキナーゼ Cprotein kinase C，発癌プロモータ tumorpromoter 

緒 -
E 

化学発癌のメカニズムはイニシエーションとプロモー

ションの質的に異なる過程からなることがマウスの皮膚

による化学発癌実験系で証明された1) イニシエーショ

ンは生体内で代謝活性化を受けた物質が DNAと共有結

合を作り DNAに傷害を与えることが反応の本態と考え

られている.一方プロモーションはイニシエーションを

受けた細胞の腫蕩形成を促進する過程であるがその反応

の本態はまだ不明である.プロモータには多様な生物学

的活性が知られているが，細胞膜に対する活性を説明す

る生化学的な反応のーっとして，代表的なプロモータで

あるホルボールエステルによるプロテインキナーゼ C

(PKC)活性の増強作用がある.著者らは PKC活性増

強作用がプロモータの検出法の指標となり得るかどうか，

また食品添加物・環境化学物質・医薬品等身近かに存在

する化学物質のなかに PKC活性を増強する物質がある

かどうかを検討した.

実験方法

試薬ホスファチジルセリン (PS) は SardaryRe-

search， A TP， ヒストン田， 1， 2-ジオレインはシグ

マ社， 12-0-テトラデカノイルホルボールー13ーアセテー

ト (TPA) はC.C.R社， [y_3ZpJ ATPはアマーシャ

ム，ホルボールー12-，13-ジブチレート， [20-3H (N)Jー

(3H-DBt)はニューイングランドヌクレアのものを使

用した.

PKCの調製 ラット大脳を 6倍量の20mMTris-HCl 

(pH7 . 5)， O. 25M sucrose， lOmM EGT A， 2 mM EDT A， 

0.5mM phenylmethyl sulfonyl fluorideでホモゲナイズし，

40000r.p.m. 60分間遠心した (Beckman40Aロータ).こ

の上清を予め20mMTris.HCl (pH7.5)， 0.5mM EGTA， 

0.5mM EDT A， 10mM mercaptoethanol (以下 BufferA 

とする)で平衡化した DEAEセルロースカラム (2.8cm

X 7 cm)に添加した.次にカラムを 3倍量の BufferA， 

10倍量の20mMNaClを含む BufferAで洗った後90mM

NaClを含むBufferAで PKCを溶出した. 280 nmで検

出される 2{重のピークのうち前のピークを PKCt察品と

して使用した.大脳20gから約 5mgの PKC標品が得ら

れ，その比活性は約1.5μmolPi/ mg/10 minであった.

PKC活性の測定 Kitano等の方法4)を改変して行

った.反応溶液は 50mMTris-HCl (pH7.5)， 10mM 

Mg (CH3COO)z， 20μM [y _3ZpJ ATP (50-100cpm/ 

pmol)， 0.2mg/mlヒストンIll， 5μg PS， 1O-4MCaClz， 

10-5M EGTA， PKC標品(10μgtrotein)で全量を100

μlとした.反応は30'C 10分間行い10%TCA 1.5mlで

反応停止後ヒストンに取込まれた3ZPをメンブランフィ

ルタ(アドパンテック， 0.45μ) 上に吸引炉過して集

めた.これを更に10%TCA 2 mlで 3図洗い，フィルタ

を赤外線ランプで乾燥後，放射能をチェレンコフ光とし

て液体シンチレーションカウンタで測定した. CaClzお

よび PSを除いて反応した値をブランク値として使用し

た. PSはNzガス下でクロロホルムを除去した後20mM

Tris-HCl (pH7.5) を加え超音波処理 (20W， 3分間)

してf史用した.

3H・DBt結合に対する阻害 Uchida等の方法5)を改変

して行った.反応液は25mMTris-HCl (pH7. 5)， 10mM 

Mg( CH3COO )z， 4 mg/ ml BSA， 50mM KC1， 20μg PS， 

5.5XlO-4M CaClz， 5 XlO-5M EGTA， PKC標品(約10

μg)， 20mM 3H-DBt (2.5X104dpm/pmol)で，全量を

200μlとした. 0 'Cで 2時間以上放置後20mMTris-HCl 

(pH7 . 5)， lOmM MgClz， 1 mM CaClz 1. 5mlを加え直

*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田ku，Tokyo， 160 ]apan 
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ちに GF/Cフィルタ (Whatmanglass fiber paper)で

吸引炉過した.フィルタを同液 2mlで3回洗い，乾燥

後液体シンチレーションカンタで放射能を測定した.反

応液に3H-DBtの結合を競合的に阻害する 1， 2-ジオレ

イン 8μgあるいは TPA8μgを加えた時の測定値を完

全阻害値として使用した.

タンパクの測定は BSAを標準として Bradford法的に

従った.

illJ定物質は水あるいは dimethylsulfoxide (DMSO) 

にとかし，反応液中の DMSO濃度は全て 2%とした.

結果

食品添加物・環境化学物質・医薬品等のなかから下記

に示す. 39化合物の PKC活性に対する影響を測定した.

これら化合物の濃度は全て 2XlO-4Mと2XlO-3Mで

使用した. ケルセチン(和光純薬)，カフェイン(和

光純薬)，サッカリン(育和化学工業)，クルクミン(和

光純薬)，ガランギン (Lab. Sarget)，オルトフェニル

フェノール(東京化成)，パラフェニルフェノール(東

京化成)， トコプェロール(理研ビタミンK.K)，ズル

シトール(和光純薬)，ピペロニルブトキシド(東京化

成)，フロレチン (LabSarg巴t)， フロリジン(シグマ

杜)，ツェアラレノン (Mal町 ChemicalL TD )，フォル

スコリン (CarbioChem)，フッ化ナトリウム(小宗化

学薬品)，コール酸ソーダ(シグマ社)， N-エチルマレイ

ミド(和光純薬)，メタパナジン酸アンモニウム(和光

純薬)， 0-スルホ安息香酸ソーダ(和光純薬)， p-アミノ

ベンゼンスルホン酸(東京化成)， αーナフトール(東京

化成)，ベンジルアミン(和光純薬)，硫酸銅(和光純

薬)，タングステン酸ソーダ(関東化学)，亜枇酸ソーダ

(半井化学)，塩化マンガン(和光純薬)，デオキシコー

ル酸ソーダ(半井化学)，アセトアミノフェン(和光純

薬)，アミノピリン(三晃薬品)，フェノパルピタール

(三晃製薬)，ブチルヒドロキシトルエン(第一化学薬

品)，クロロキン(シグマ社)，キノホルム(食品医薬品

安全センター秦野研究所より分与)， 17 sーエステラジ

オール(シグマ社)，エピネフリン(シグマ社)，パソプ

レンシン(シグマ干士)， ウアノfイン(シグマ干土)， フイチ

ン酸(半井化学)，テオフイリン(半井化学)

上記化合物のうちフェノパルピタール (PB)，ブチル

ヒドロキシトルエン (BHT)，サッカリン，カフェイン，

表 1. PKC活性およぴ3H-DBt結合に対する影響

PKC活性に対する影響 3H-DBt結合に対する影響

2 XlO-4M 2 XlQ-3M 2 XlQ-3M 

*PB 103士11.9 (7) 108士 4.6 (3) 140i:12.1 (3) 

*BHT 118土13.8 (13) 149士12.4 (8) 156土 0.7 (3) 

*サッカリン 104i:14.7 (9) 125土 6.8 (4) 84.8土 9.5 (3) 

*カフェイン 91. 7土 6.4 (3) 133i:36.1 (3) 120i: 4.6 (3) 

*AAF 102土 4.6 (6) 97土 2.6 (3) 

*Est 58.3士1.2 (3) 50.3i:13.4 (3) 116土11.3 (3) 

PBu 169土65.4 (6) 153土18.6 (6) 47.H 6.7 (3) 

p-ABS 110土20.0 (6) 125士 9.0 (7) 

o-pp 110土8.87 (6) 107 (2) 

テオフィリン 97i: 5.4 (6) 105 (2) 

TPA(4μg) 350i:14.7(3) 0 

ジオレイン(1.6μg) 286土10.1(3) - 0 

PKC活性は測定物質を入れない時の活性を100として，相対活性で表わした 3H-DBt結合は測定

物質を加えない時の全結合量から TPAあるいはジオレイン存在下での結合最を差ヲ|いた値を100

とした相対活性で表わした. ( )内は測定回数，士は標準偏差を表わす.はプロモータ作用が

認められている化合物を表わす. o-PP オルトフェニルフェノール.
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17 s-エステラジオール (Est)，アセトアミノフェン

(AAF) にはそれぞれラット肝癌7)， C3HlOT1/2細

胞のトランスフォーメーション10)，C3H10T1/2細胞

のトランスフォーメーションll)，チャイニーズハムス

ターの CHO.KI細胞の染色体異常12)に対するプロモータ

作用が報告されている.表 1にこれらのプロモータ作用

を有する化合物による PKC活性への影響と，上記化合

物のなかで PKC活性を増強したものについて示した.

プロモータ活性が報告されている化学物質(表 L *で

示した)のなかで EsL 以外は PKC活性を増強する傾

向を示した.またプロモータ作用の報告がないピペロニ

ルブトキシド (PBu)p.アミノベンゼンスルホン酸 (p.

ABS)にも PKC活性の増強がみられた.表に記載して

ない化合物では PKC増強作用はみられず，腫場発生の

プロモーションを抑制するケルセチン等フラボノイド類

はPKC活性を強く阻害した.

ホルボールエステルによる PKC活性増強作用と上記

プロモータ物質の作用が同一であるかどうかを3H.DBt

結合に対する阻害作用で観察した.表 1に示すように

サッカリンがわずかに阻害作用を示したほかは阻害作用

がなくむしろ活性化作用を示した。従ってこれら物質は

ホルボールエステルとは異なる機構で PKC活性を増強

することカfわがった.

考察

ホルボールエステルの受容体が PKCであり，受容体

に結合することにより PKC活性が増強することはよく

知られている2，3) 一方 PKCの活性は増強するが PKC

との結合がホルボールエステルとは異なる型のプロモー

タの存在も明らかにされている 13) 表 1に示したなか

でプロモータ作用があると言われている 6化合物につい

ては Est.を除き PKC活性を増強する傾向がみられた.

また環境化学物質でプロモータ活性を有する 2，4，3'， 

4'ーtetrachlorobipheny， 2，4，5，2'，4' ，'3 -hexabromobiphenyl， 

3，4，5，3'，4'，5'-haxabrombiphenyeI4)および食品添加物

でプロモータ作用のあるサッカリン15)はいずれも PKC

活性を増強するが3H.DBt結合の阻害は示さないことが

報告されている.Nishizuka3)および Kleine等15)は PKC

活性の増強がその活性化機構とは無関係にプロモータ作

用を発現するらしいと推測しているが，ラット大脳

PKCを用いた本実験でもこの傾向が観察された.

しかしマウス脳 PKCでは同じ環境化学物質に対し

ラット PKCとは異なる結果が報告されている 14)し，プ

ロモータ作用がある Est.には PKC増強作用がみられな

かった.またプロモータであり PKC活性を増強した

BHTに発癌抑制効果があるという報告16)もあり.現段

階では PKC活性の増強だけからプロモータ物質の検出

を行うことは困難と思われる。しかし PKC活性化反応

は，従来試みられている ODC活性，マウス耳の発赤テ

スト等と組合せることによりプロモータ検索の有効な手

段になりうると考えられる.発癌物質の検索および発癌

作用の解明のためには発癌イニシエータとともにプロ

モータの問題が最近重視されているが，プロモータ活性

が報告されておらず今回PKC活性を増強した化合物に

ついては今後更に詳しく検討する予定である.
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酵素阻害機構の解明

ーコンビューターによる酵素阻害の模擬実験一

深野駿ーへ市川久次*

Mechanisms of Enzyme lnhibitions 

-Simulation of Enzyme Inhibitions by Microcomputer 

SHUN1CH1 FUKANO* and H1SATSUGU 1CH1KAWA * 

Keywords:酵素反応論 enzymekineticks，模擬実験 simulation，阻害剤 inhibitor，重金属 heabymetal 

目 的

生体内に毒物が取り込まれた場合，特定の酵素が阻害

を受け，その代謝系が止まり生体内に大きな影響を与え

る。殺虫剤，薬剤jには酵素阻害斉IJを利用したものも多い.

重金属類も酵素阻害剤の一種であり近年公害の原因物質

として注目されている.鉛 (Pb)はヘモグロビンの合

成に関与する(}-aminolevulinic acid dehydrotas巴 (EC4， 

2，1，24以下 ALADと略す)を強く阻害する重金属であ

る.この酵素に対する阻害機構を知る目的で Pbの他，

水銀 (Hg)，亜鉛 (Zn)，セレン (Se)など他の金属の

ALADに対する阻害作用を現在調べている.その結果，

Znで阻害を受けた ALADは， Znを反応系より除くだ

けで活性が回復し， Pb阻害 ALADは吏に dithiothreitol

(DTT) とZnを加えると活性が回復する 1) Hg， Se阻

害 ALAD は DTT と ethylendiaminetetraacetic acid 

(EDTA)で処理しでも活性が半分ほど回復するのみで，

それ以上の回復を示さない1) 一方 Hgは競合型阻害剤

(Competitive inhibitor)で， Pbは競合型と非競合型

(Noncompetitive type) の性質を両方特つ混合 型

(Mixed type)であり， Znは非競合型阻害剤であると

報告されている 2-3) 例えば Hg阻害の場合，競合型で

あり当然可逆的阻害を示すと思われるが不可逆的阻害を

示し，矛盾が存在する.そこで不可逆的阻害剤を反応系

に加えた場合どのような変化を与えるか，反応式を誘導

することにより解明しようとしたが，複雑で微分方式の

一般解を解くことは困難であった.そこで反応の基本メ

カニズムに従って酵素反応が進行するものと考え，コン

ピューター内に模擬実験系を構築した.この実験系に阻

害剤を添加し不可逆的阻害剤がどのような結果をもたら

すかを検討したので報告する.

実験方法

酵素反応理論

酵素反応速度論は既に多くの著者があり説明するまで

もないが，ここで使用する定数の定義及び反応機構の説

明上簡単に示すことにする.但しここで使用する記号は

以下のとおりとする.

遊離酵素形 E，基質 S，反応産物 P，阻害剤;1， 

複合体;ES， E1， ES1など，初期濃度， EO， SO， 10 

など，反応速度定数;K 1， K2， K3など， ESが複合体

の濃度かEとSの乗算か区別の付き難いときは，それぞ

れ [ES]又は E*Sと区別して記す.

これらの記号を使用し，酵素反応を示すと

則
一
↑
ロ

d[E]/dt = (K2+K3)[E3]一Kl[E][S]

-d[S]/dt = Kl[E][S]-K2[ES] 

d[ES]/dt = Kl[E][S]一(K2+K3)[ES] 

d[P]/dt = K3[ES] 

[E 0 ] = [E]+ [ES] 

[S 0] = [S]+ [ES] + [P] となる.

この連立微分方程式は複雑で，一定の条件下でコン

ピューターにより解は求められている. しかし阻害剤を

加えるとさらに複雑であり，我々の理解の範囲を越えて

しまう.そこでこの酵素反応を以下の基本モデルによっ

*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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て表し，このモデルに従ってコンピューター内に「仮想

反応槽Jを構築して反応機構を検討した.

酵素反応の基本モデル

「反応は，反応に関与する分子同士が衝突した時，そ

の運動エネルギーの合計が一定の値以上である時に反応

が成立するものとする.Jこの単純な仮定によって「仮

想反応槽Jを構築することを基本とし，如何なる理論式

も使用しなかった.この反応の基本原理は，分子は

Maxwellの速度分布式

F(u)du = const*u2*exp( -mu2/2kT)du 

但し uは速度， kはボルツマンの定数， Tは絶体温度

によって運動しており，分子が衝突した時，活性化エネ

ルギー E以上の運動エネルギー (mu2/2)を持つ時のみ

反応が成立するという理論に基ずいて仮定したものであ

る.このとき反応速度定数Kは

K = Aexp( -E/kT) 分子数/l*sec

又は

= Aexp( -E/RT) mol/l*ses 

但し Aは全衝突数， Rは気体定数によって示すことが

出来る.即ちはp(-E/RT)は全衝突回数に対する有効

衝突回数の割合を表し， Kはこの値に比例している.

「仮想反応槽j

「仮想反応槽」は Program1の BASICプログラムよ

り成り立っている.プログラム中の記号の意味は以下の

通りとする.

NE， NS，NES， P1;それぞれ [E]， [S]， [ES]， [p] 

を示す.

T;反応時間

NRl ; 1回の反応で生成する複合体 ESの量 (Klの

反応に関与する)

ARl ;全衝突回数に対する有効衝突回数の割合に

比例する値(Klの反応に関与する)

NR2 ; 1回の反応で解離する ESの量 (K2の反応に

関与する)

AR2 ;反応に関連する分子数に対する有効反応数

の割合に比例する値 (K2の反応に関与す

る)

NR3 ; 1困の反応で生成する反応産物の量 (K3の

Program list 1. 
100傘STl
110 1=1+1 
160 NRl =NS.NE市AV
170 IF RND<ARl AND NES<NEO THEN NES=NES+NR1: NS=NS-NR1: NE=NE同 NRl
180 NR2=NES.AW 
190 I F RND<AR2 THEN NS=NS+NR2: NES=NES-NR2 :NE=NE+NR2 
240 NR3=NES.AW 
250 IF RND<AR3 THEN Pl=Pl+NR3:NES=NES-NR3:NE=NE+NR3 
260 IF K=KT THEN GOTO .EXIT2 
270 GOTO .STl 

反応に関与する)

AR3 ;反応に関連する分子数に対する有効反応数

の割合に比例する値 (K3の反応に関与す

る)

AV ; 2分子が反応し結合するときに関与する定

数

AW ; 1分子が反応するときに関与する定数

RND ;乱数O孟RND<1の範囲の値

時間 (T)が 1進むと (T= T + 1 110行)，基質

(NS) と酵素 (NE)が衝突し合い，この分子同士が有

効衝突の範囲 (ARI)内 (RND<ARI)であれば，酵素

基質複合体 (NES) を NRI量生成し (NES=NES+ 

NR1)基質及び酵素は NRIだけ減少する(170行).こ

れは E+ S Kl ESの反応に相当する.同様にして E+

S K2 ESの反応は190行で示すことが出来る.すなわち，
4峰ーーー

AR2の範囲内に乱数が発生すれば ESが NR2解離して

NEとNSが NR2増加する. ES K3 E+Pの反応は，同様

に250行によって示すことが出来る.これら一連の反応

をKT時間続け，出来た反応産物及び酵素，基質，複合

体の変化量を反応槽より取り出す (260行). 

ここで AR1，AR2， AR3はexp(-E/RT)又は速度定

数(全衝突回数に対する有効衝突回数の割合に比例する

値)と同一の値とすれば理解し易い. しかし実際の反応，

例えばよく知られている H2+12ー.....2 HIの反応では

exp( -E/RT)の値は3.9*10-13と非常に小さい値であ

る.又，反応速度定数も比較的小さい値のためコン

ピューター内で実行すると実行速度が遅くなる.このた

めみかけの値として AR1を仮定し一回の反応で出来る

反応産物量を NR1 (=.jAV *NE*ゾ互す*NS) とした.

ここで..;Aγ*NE及びゾ互す*NSはそれぞれ一回の反応

にあずかる酵素量及ぴ基質量とした.その他の係数につ

いても同様に定めた.これらの係数は実験に裏づけられ

た値としたいが不明のため仮の値とした.

阻害剤を入れた場合

例えば競合型阻害の場合，前述の反応式に下記の式を

Program list 2. 
100・STl
110 T=Tφ1 
120 NR5=NIONEoAV 
130 IF RND<AR5 THEN NE1=NEI+NR5:N1=N1-NR5:NE=NE-NR5 
140 NR6笛 NEloAW
150 1F RND<AR6 THEN NE1=NEI-NR6:NI=N1+NR6:NE=NE+NR6 
160 NR1=NS聡NE.AV
170 IF RND<ARl AND NES<NEO THEN NES=NES+NRl: NS=NS-NR1: NE=NE-NRl 
180 NR2=NES.AW 
190 1 F RND< AR2 THEN NS=NS.・NR2:NES=NES-NR2: NE=NE+NR2 
200 NR7=N1・NESoAV
210 IF RND<AR7 THEN NES1=NES1+NR7:NI=NI-NR7:NES=NES-NR7 
220 NR8=NESI・AW
230 1F RND<AR8 THEN NES1=NESI-NR8:N1=NI+NR8:NES=NES+NR8 
240 NR3=NES.AW 
250 1F RND<AR3. THEN Pl=Pl+NR3:NES=NES-NR3:NE=NE+NR3 
260 IF K=KT THEN GOTO・EXIT2
270 GOTO .STl 
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追加すれば良い.
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従ってこの反応は Program2の120行から 150行によっ

て示すことができる。 Program中の AR5，AR6はそれぞ

れ見かけの反応速度定数K5， K6を， NIは阻害剤濃度 I

を表す.又，不競合型 (un-competitivetype)の場合は，

防
↓
↑
附

E+1 

Fig. 1. Time-courses of concentrations of ES complex 

and other components in general enzyme reac-

tion. The upper figure shows the magnified form 

of the lower chart at the initiation of the enzyme 

reaclOn. 

E十 S

TIME ( x1000) 
。u

↓↑

m
 

であるから Program2の200行から230行を追加すれば

よい.但し， EIおよび IES複合体は反応産物を生成す

ることは出来ない.他の阻害形式も同様にして自由に

「仮想反応槽jに式を追加することにより簡単に示すこ

とが出来る.

1 +ES 

E+P 

速度が 0.6倍に低下している。 2)ES複合体が反応初

期に一旦増加し，その後低下しながら定常状態に移行し

ている。 3)この ES複合体量は阻害剤のない場合の

0.6倍程度に減少し反応速度と比例している。 4)反応

初期の前定常状態が延びている。 5)阻害剤と酵素との

複合体 (N日)は前定常状態を過ぎると基質濃度が減少

しでもほとんど一定である。などであった。

ーー-ES ーーー一・・・
4・一ーーーー

El 
5E 
ES 

480 
TI阿E( x1000) 

Fig. 2. Time-courses of concentrations of EI complex 

and other components in competitive inhibition. 

The upper figure shows the magnified form of 

the lower chart at the initiation of the enzyme 

reaction. 

E+S E+P 

240 

三=竺 ES -
E + 1 ミ~ EI 

実験結果及び考察

通常の酵素反応における反応成分の濃度変化

Program 1に下記の値を入れると Fig.1に示した各

成分の Timecourseの図が得られる.

基質濃度 NSO=80，000，酵素濃度 NEO=8，000，測

定時間 KT=480，000，その他の係数 AR1=0.800，AR2 

=0.300， AR3=0.150， AV =4*10-9， AW =0.00032 

基質 Sは反応初期に急激に減少し酵素複合体 ESを形

成する.従って複合体は初期に急激に増加する.又，反

応産物 Pはlagphaseをおいて上昇している.この時の

反応時間はストップドフロー装置を利用した高速反応解

析では0.1秒以下といわれている.その後定常状態とな

り， ES複合体の変化は非常に少なく，過剰の基質の存

在下ではほとんど一定となる.この時の反応生成物は反

応時間に比例して増加する.反応末期では基質は減少し

生成される複合体量も少なく，従って反応速度も遅く

なっている.

競合型阻害剤を添加した時の反応成分の濃度変化

基質濃度 NSO= 80，000，酵素濃度 NEO=8，000，

測定時間 480，000，AR1=0.600， AR2=0.500， AR3= 

0.100， AV=4*10-9， AW=0.00032の酵素反応系に

阻害剤濃度 NIO= 40，000，見かけの反応速度 AR5=

0.550; AR6=0.100の条件の阻害剤を加えた時の各成分

の濃度変化を Fig.2に示した。なお NEO，AR1， AR2， 

AR3，は以下の酵素反応の実験中全て同一の値とした。

阻害剤を加えたことによる濃度変化の特徴は， 1)反応
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Fig. 4. Lineweav巴r-Burkplots of competitive inhibi-

tion. 
A; NIO =60000， B; NIO =40000， C; NIO = 

20000， D; NIO=O， NIO; concentration of in-

hibitor 

。

減少するため反応速度が遅くなりデーターがバラックこ

とが観察された。

不可逆型阻害剤添加時の Lineweaver同Burkplots 

AR5=0.020， AR6=0.000で他の条件は前述の競合型

阻害剤と同様の条件下で実験を行い，結果を Fig.5に

示した。図に示した様に AR5が 0.02の時Y軸に交点を

結ぶが 0.02以上にすると Y紬の右に， 0.02以下にする

と左に交点を結んだ，又，失活酵素量は NSO=160，000， 

NIO =40，000，反応時間 T=30，000で約酵素濃度の半分

であった。この様に Hgのような 50%ほど不可逆に失活

する阻害剤であっても競合型阻害と同ーの Lineweaver-

Burk Plots与える場合があることが明かとなった。この

場合は酵素と阻害斉IJの反応速度定数がなんらかの原因，

例えば基質と阻害剤が競合するために遅くなった時に相

当する。

Hgの反応速度定数が酵素によって違い， しかも競合

型阻害を示す場合も考えられる。この時は Hgの結合部

位によって可逆，不可逆の両方が有ると仮定すると成り

立つ。例えば活性中心に結合した Hgは不可逆でありア

ロステリック部位に結合した Hgは可逆的であるとすれ

ば0.02という狭い速度定数のみで競合型阻害が成り立

つのではなく， もっと広い速度定数の範囲で，競合型で

しかも不可逆という阻害が成り立つ。

酵素濃度を変えた時の Lineweavr-BurkPlots 

i不可逆的阻害剤の反応速度定数が非常に速いか，また

は酵素を不可逆的阻害剤で前処理した場合には酵素量を

変えて測定した場合とほぼ同ーとなるはずで、ある。そこ
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不可逆型阻害剤を添加した時の反応成分の濃度変化

基質濃度 NSO=80，000，酵素濃度 NEO=8，000，測

定時間 480，000， AR1 = 0.600， AR2 = 0.500， AR3 = 

0.100， AV=4*10-9， AW=0.00032の酵素反応系に

阻害剤濃度 NIO= 40，000，見かけの反応速度 AR5=

0.020， AR6=0.000の条件の阻害剤を加えだ時の各成

分の濃度変化を Fig.3に示した。不可逆であるから当

然 AR6はOとした。不可逆のため酵素阻害剤複合体量

NEIほぽ直線的に増加している。このため NESは定常

状態がなく常に減少し，従って反応産物量の変化も直線

区聞がなく曲線を描いているのが特徴であった。

競合型阻害剤添加時の Lineweaver占 urkPlots 

基質濃度 NSO= 40，000， 80，000， 160，000， 320，000， 

酵素濃度 NEO=8，000，測定時間 30，000，AR1=0.600， 

AR2=0.500， AR3=0.100， AV =8*10-8， AW = 

0.0064に阻害剤濃度 NIO= 0， 2000， 40，000， 60，000， 

AR5 = 0.550， AR6 = 0.100の場合の Lineweaver-Burk

PlotsをFig.4に示した。 Lineweaver-Burkplotsが成立

するのは定常状態でしかも基質濃度と阻害濃度が共に初

期濃度と同一，不変であることを条件としている。従っ

て NS及び NIは常に初期濃度と同ーとした。また反応

速度は反応時間10，000-30，000の聞の定常状態における

平均速度とした。図にみられるように仮想反応実験にお

いても理論どうり y軸に交点をもっ回帰直線が得られた。

阻害剤の多い NIO=60，000では酵素基質複合体 NESが

Fig. 3. Time-courses of concentrations of EI complex 

and other compon巴ntsin irreversible inhibition 

The upper figure shows uhe magnified form of 

the lower chart at the initiatio日 ofthe enzyme 
reaction. 

E+S E+P ミ二主 ES 一一，
E+I 一一ー EI 



量が反応中不変であると仮定して導かれた式である。し

かし実際の酵素反応はこのような定常状態ばかりではな

く実験によっては定常状態をつくり出せない場合もある。

特に反応初期の前定常状態の各成分の濃度変化はその反

応系の性質を知る上で重要である。この前定常状態の各

成分の濃度変化はストップド・フロー法などを用いた高

速反応解析によって測定することが出来る。このような

時，各成分の濃度変化を予測することは理論式では困難

であるが，今回示した「仮想反応槽J利用すれば簡単に

求めることが出来る。又，阻害剤が酵素と結合している

場合前定常状態が長くなり必ずしも定常状態でない場合

も考えられる。反応生成物が酵素反応を阻害する場合な

どは更に反応式が複雑になってくる。このような時に各

成分の濃度変化を予測し，または得られたデータの解析

にこの「仮想反応槽」は手軽に利用することができる。

要約

ALADの酵素反応系に阻害剤として塩化第二水銀を添

加すると競合型阻害を示す。この時 ALADは50%ほど

不可逆的に失活をしている。競合型阻害は酵素と阻害斉IJ

が可逆的に結合することを前提としている。この矛盾を

明かにするためにコンピュータに「仮想反応槽」を構築

し，酵素反応の模擬実験を行った。その結果，不可逆的

阻害斉IJを入れ実験をし， Lineweaver-Burk Plotsを描く

と競合型阻害と同様の結果が得られる場合が存在した。

この時の条件は阻害剤と酵素との結合反応がiM定中に飽

和しないような遅い反応速度定数の場合であった。

この「仮想反応槽」は，酵素，基質，阻害剤を入れ，

任意に決めた見かけの反応速度定数を設定すると，それ

ぞれの反応条件に対応した反応成分の濃度変化をプリン

トアウトすることが出来る。このためこの「仮想反応

槽」は今後補酵素或は金属による活性化，阻害剤のアロ

ステリック効果など，酵素反応の研究に多くの利用法が

考えられる。
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Fig. 5. Lineweaver-Burk plots of irreversible inhibi-
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Fig. 6. Lineweaver-Burk plots of various enzyme con-
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A; NEO =2000， B; NEO=4000， C; NEO =6000， 
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文で酵素濃度を NEO=2，000， 4，000， 6，000， 8，000と変

え阻害剤無添加とし，他の条件は競合型阻害と同ーとし

た持の結果をFig.6に示した。この結果は当然であるが，

Km 値が一定で，非競合型阻害と同ーの結果を与えた。

以上競合型阻害剤と不可逆的阻害剤について検討を

行った。これら阻害形式の分類に利用される Lineweav司

er-Burk PlostsとMichaelis-Menten式は基質量，阻害剤



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P目H.，38， 413-422， 1987 

クロム酸カルシウムと関東口一ムの混合粉体の

ラットによる104週間吸入実験(第 1報)

呼吸器系の病理組織学的観察

坂本義光*，神谷信行へ池田虎雄へ佐々木美枝子*

Inhalation Experiment of Calcium Chromate mixed 

with Kanto Loam on Rats for 104 weeks (1) 

Histopathological Observation of Respiratory System 

YOSHIMITU SAKAMOTO *， NOBUYUKI KAMIY A * ， 

TORAO IKEDA * and MIEKO SASAKI* 

Inhalation toxicity of the mixture of calcium chromate (CaCr04) and Kanto loam dust was studied on 

F 344 male rats. The animals were kept in an inhalation chamber and exposed to the 1mg/ m3 of mixed dust， 

which contained 2， 5， 20% of CaCr04 in Kanto loam dust， for 104 weeks continuously (24hrs/ day， 7 days/ 

week). In these rats， histological changes of the respiratory system were observed. 

Hyperplastic and neoplastic lesions in the lung were found in the control and dust-exposed rats. Number 

of hyperplastic lesion per rat increased with CaCr04 concentration. Number of rats with neoplastic lesion 

and number of the lesions per rat both increased in the rats exposed to the dust contained 20% CaCr04・

Neoplastic lesions tended to occur in the rats which had more than two proliferating lesions including the 

hyperplastic and neoplastic lesions. It was suggested that CaCr04 mixed with Kanto loam dust increased the 

incidence of pulmonary hyperplastic and neoplastic lesions. 

Keywords : calucium chromate， kanto loam， rat， 104 weeks inhalation， histopathological observation 

緒昌

昭和50年東京都において，投棄されたクロム鉱さいに

より，その地区の住民に健康上の不安が生じた.著者ら

はこれを契機に，経気道によって摂取されたクロム鉱さ

い粉じんの生体への影響を観察する目的で，昼夜連続の

吸入曝露実験を行ってきた1-5) これらの実験において，

組織学的に肺実質の損傷を伴う障害作用や増殖性の病変

が観察された.前者は高濃度，短期間曝露実験で見られ

た変化でクロム鉱さいの作用と考えられた.後者は低濃

度，長期間の実験でみられたが，比較対照として設定し

た関東ローム粉体を曝露したラットでも同様に観察され，

クロムの作用とは考えられなかった.

加令ラットで姉胞・細気管支領域における上皮細胞の

増殖性病変が自然発生することが知られている6.7) 前

実験では，これらの病変の発現がクロムの濃度に関係な

く粉じんの曝露によって増加したものと考えられた.実

験に用いたクロム鉱さいは環境中に投棄された産業廃棄

物であり，関東ローム粉体は関東地方に広く存在し呼吸

とともに摂取する機会の多い粉体である. 日常生活環境

中には種々の浮遊粉じんが存在し，またそれらの中には

有害作用のあるものも存在する可能性があり，複数の粉

じんを摂取する機会は多い.今回関東ローム粉体とクロ

ム化合物の混合粉体を以上の様な環境条件を反映したモ

デルとして想定して，その低濃度，昼夜連続の吸入曝露

実験を試みた.前実験で鉱さい中のクロムの性状には不

明な点が多く，その作用も明らかでなかった.そのため

本実験ではクロムの作用をより明確に観察するために 6

価クロム化合物であるクロム酸カルシュウム(CaCr04) 

*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 



について蛍光X線分析装置によって測定した.

実験期間中の各群のチャンパー内粉じん濃度は設定濃

度 1mg/m3に対して10%以内の変動巾であった.また

CaCr04平均濃度は， Cr-L群2.21土0.33，Cr-M群5.67

土0.73，Cr-H群21.71土1.72%であった.チャンパー内

の粉じん粒度分布はアンダーセンプラーを用いて測定し，

Tablelに示したように，各群とも4.7以下が約90%， 2 

μ以下のものが約40%の割合で存在していた.

実験期間中，動物は吸入チャンパー内の 21闘のステン

レス製金網ケージ (W34.5X L50X H21cm)に等分して

収容し，日本クレア製固形飼料 CE-2およびチャン

パー内自動給水ノズルにより水道水を自由に摂取させた.

チャンパー内飼育条件は換気回数毎時15-16回，温度

23-25
0

C，湿度40-50%であった.また検知管を用いて測

定した CO2濃度は1000-15∞ppmであり， NH3は実験期

間を通して認められなかった.照明時間は実験室内と同

じで午前 6時より午後 6時までとした.

体重は毎週 1回測定し，一般状態の観察は，毎週の体

重の測定時およびチャンパー前面のガラス窓より毎日

行った.実験終了後，動物は大腿部動静脈より放血屠殺

した.

組織標本の作製解剖時，肺は気管に接続させたまま

摘出し，結致した気管より緩衝ホルマリンを10-20cm水

柱の圧で注入し，再膨張させた後，各葉を肺門部で離断

し同じ固定液につけた.固定後，肺の各葉，長軸に対し

て直角に2四 3mmの間隔で横断し，左葉からは 5個，右

の各葉からは 3個の細片を採取し，常法によって組織標

本を作製した.鼻腔は固定後脱灰し，頭部長軸に直角に

全体を3-4mmの厚さに横断し，標本を作製した.気管

は喉頭部より縦隔部までを甲状腺を含めて2-3mmの厚

さに横断し，各細片について，標本を作製した.染色は

いずれも HE染色を行った.

結果

体重および一般状態 Fig.1に各群の体重増加曲線を

示した.図中の値は体重測定時生存例の平均値を示した.

各粉じん曝露群の増加推移は，実験期間を通して，対照

群と同様であった.またこの間，呼吸障害を思わせる特

徴的な症状は見られなかった.

生存率 曝露終了時の各群の生存率は，対照群19/20

(95%)， Cr-L群 14/20 (70%)， Cr-M群 15/20

(75%)， Cr-H群 16/20(80%)であった.各粉じん

曝露群で対照群に比べ低い値を示したが， CaCr04濃度

に比例したものではなかった.各群の途中死亡例のうち

Cr-L群 2例， Cr-M群 5例， Cr-H 1例が瀕死屠殺例で

Ann_ Rep_ Tokyo Metr. Res_ Lab_ P.H.， 38， 1987 

を用いた.本報告では経気道によって摂取された 2種の

粉体による生体への影響のうち，前実験で観察された肺

の増殖性病変の発現に注目した呼吸器系の組織学的観察

結果について報告する.

実験材料および方法

動物 F 344/Ducrj，雄ラット， 4週令(日本チヤー

ルスリバー株式会社，購入時体重50-60g，出生日 1984

年3月11-12日)を 1週間予備飼育した後，実験に用い

た.

粉体 クロム酸カルシュウム (CaCr04:関東化学株

式会社，純度95%)は，粉末をさらにボールミルで粉砕

し， 45メッシュの飾を通したものを用いた.水に対する

溶解度は，163g/1 (200

C)で， 6価クロム化合物の中

では難溶性である8) 関東ローム粉体は日本粉体工業協

会の， JIS試験用粉体 (JISZ 8901) 11種，平均粒径 2μ

を使用した.実験には， 100
0

C， 24時間，乾熱滅菌した

後使用した.関東ロームの組成は前報5)に示したとおり

で，クロムの存在は，当部の原子吸光分析では検出限界

(0.02ppm)以下であった.

吸入実験 l群20匹を用い， CaCr04を2， 5， 20% 

の割合で混合した関東ローム粉体の粉じん曝露群(以下，

各々 Cr-L，M， H群とする)と，実験室内究気のみの対

照群の 4群を設定して行った.実験に用いた吸入実験装

置の詳細は前報9)に示した.粉じん濃度はいずれも 1mg 

/ m3で，曝露期間は昼夜連続で104週間とした.吸入

チャンパー内の粉じん濃度は常時デジタル粉じん計で測

定し，また毎月 1回ローボリュウムエアーサンプラーに

より絶対量を測定した.粉じん中の CaCr04濃度はロー

ボリュウムエアサンプラーにより口紙上に集めた粉じん
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Table 1. Particle Size Distribution of Dust in lnhala 

tion Chamber 
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weight percent (%) 

1.1 

1.1 

6.1 

19.1 

27.9 

22.9 

14.2 

2.1 

5.5 

1.2 
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あった. Fig.2に生存曲線を示した.

各曝露群の死亡経過の傾向は対照群と比べ差はなかっ

た.

肉眼所見対照群および粉じん曝露群の肺に小結節を

見る例が多かった.各群で見られた結節の数は，増殖性

病変として Table2にまとめで示した.結節は姉表面ま

たは割商に見られ，直径1-5mm大，やや硬い，白色の

円盤状で，周囲の組織との境界は明瞭であった.結節は

表面が盛り上がって見えるものと，平担なものとがあっ

た.結節の見られたラ、y ト数および総結節数

(Table2，A) ともに， Cr.H群で多く見られた.ラット

1匹当りに見られた結節数は，対照群， Cr-L群では 1

個であったが， Cr-M群では 2個を有するものが2例，

Cr-H群では，最高 5個を有するものまで見られ， Cr-H 

群では多発する傾向が見らめた.

組織学的所見 対照群および粉じん曝露群の肺に見ら

れた病変を増殖性病変 (HyperplasticlesionとNeoplas-

tic lesion) とその他の病変に分けて Table2， 3に示し

た.増殖性病変は細気管支ー肺胞領域で細胞が増生して

いるもので，非腫蕩性 (Hyperplasticlesion :過形成)

と腫蕩性病変 (Neoplasticlesion)に分類した.これら

は，いずれも肉眼的に観察された小結節と一致していた.

このうち立方状の上皮細胞が肺胞壁に沿って，全休的に

ほぼ一層に，正常な肺胞構造を保ちながら，増生してい

る変化を非腫傷性病変(過形成)とした.正常組織との

境界部分では，細胞の増生が隣接する組織を圧迫するこ

となし正常な肺胞へ連続的に移行していた(Photo1 ). 

増生している細胞は，丸みを帯びた立方状で，正常部位

に見られる肺胞H型上皮細胞とほぼ同じ大きさであるが，

核ー細胞質比がやや大きかった(Photo2).核は全体的

に円形で，好塩基性の強いものも多く見られた.これに

対して，病巣部位での細胞密度が高く，細胞が乳頭状，

管状または充実性に増生し，その部分での正常な肺胞構

築が失われている変化を腫楊性病変とした.病巣は，全

体的にほぼ結節状で，境界部分では隣接する組織を軽度

に圧迫し，それらと明瞭に区別されるものと，過形成を

示す部分に混在して見られるものとがあった.増生して

いる細胞は，多くは丸みを帯びた立方状であるが，場合

によって円柱状のものも見られた.細胞質はやや多く存

在するものから，少なく，裸核状のものまで見られた.

核はより大きく，円形のものが多く見られた.核の大き

さや形は全体的にほぼ均一でトあったが， より大きく，長

円形や不規則な多角形のものも散見された.核質は，多

くは微細頼粒状または微細網状であり，それらに混じっ

てクロマチン頼粒が多く，やや粗大な頼粒状を形成して

いるものや核膜の厚さの不均一なものも存在していた.

分裂像の存在も特に多くはないが，認められた

(Photo4 ).過形成および腫傷|生病変の発現数を Table

2に示した.過形成は，それが見られたラット数

(Table 2 -B)で比較すると，各粉じん曝露群とも対照

群と差がなかったが，総発現数 (Table2 -B)は， CaC-

r04濃度に比例して増加する傾向を示し， Cr-H群では

とくに多く見られた.ラット 1匹当りに見られた過形成

の平均発現数は，対照群 1，Cr-L群1.5， Cr-M群1.8， 

Cr-H群3.1個で， CaCr04濃度に比例して多発する傾向

を示した.腫傷性病変の発現数は，ラット数 (Table2 

-8)で示すと，各群20例中，対照群 2，Cr-L群 4，Cr-

M群 2，Cr.H群 8例で，濃度に比例した発現は見られ

なかったが， Cr-H群では対照群に比べ有意に多かった.

総発現数 (Table2 -8)で比較した場合も同様で， Cr-H 

群で特に多く発現していた.腫蕩性病変のラット 1匹当

りの平均発現数は，対照， Cr-L， M群とも各 1個であっ

たが， Cr-H群では約 21固と複数の発現が見られた.

過形成と腫蕩性病変を合わせ増殖性病変として，ラッ

ト1匹当りでの発現数 (Table2 -B)を見ると，対照群

では 1個であったが， Cr-L， M群では， 2個を有する

ものが，各々 3例， 6例と増加し， Cr-H群では最高 5

個を有するものまで見られ， CaCr04濃度の増加に伴い

ラット 1匹当りでの増殖性病変が多発する傾向を示した.

またこのうち腫傷性病変を有するラットは複数の病変を

有するラットに見られる傾向を示した.

本報で示した腫蕩性病変のうち， Tableには示さな

かったが，特に細胞異型および構造異型の程度の強い，

より悪性度の高い腫蕩性病変が，対照群に 1例， Cr-H 

群に 3例見られた (Photo5， 6). Cr-H群では，その

うち 1例が，その様な腫傷を同時に 2個有しており，合

計4個の悪性度の高い腫湯性病変が見られた.また対照

群と Cr-H群の各 1例では，単発性であったが， Cr-H群

の他の 2例では， 21回の悪性度の高い腫蕩を有したラッ

トにさらに腫傷性病変 1個，過形成 l個が見られた.

以上の病変と肉眼的に観察された結節との関係を見る

と，各群で見られた結節のうち対照群では3/4個， Cr-L 

群4/5個， Cr-M群2/6個， Cr-H群15/22個が腫蕩性

病変と，その他は過形成と一致していた.

途中死亡例について増殖性病変の発生を見ると，対照

群と Cr-M群では認められず， Cr-L群の 6例中 2例(曝

露後82および96週目死亡例)に各々過形成が，また Cr-

H群の 4例中 1例(102週目死亡例)に過形成と腫傷性
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Table 2. Summary of lncidence of Hyperplastic and Neoplastic Lesions in Lung. 
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A) Gross finding 

Number of rats with nodulesa) 

Total number of nodules 

Number of nodules per rat 

1 

2 

3 

4 

5 

B) Histological findings 

Number of rats with lesions 

Hyperplastic lesions 

Neoplastic lesions 

Total 

Total number of lesions 

Hyperplastic lesions 

Neoplastic lesions 

Total 

Number of lesions per rat 

1 

2 

3 

4 

5 

a) : White， discoid nodule， 1-5mm in diameter 

b) : Number of rats 

c) : Number of rats with nodules observed in gross finding 

d) : Number of lesions observed in gross finding as nodules 

e) : Number of rats with neoplastic lesions 

* : p<0.05 (Fisher exact test) 

Calcium chromate concentration : Cr-L2%，Cr-M5%， Cr-H20% 

Tabl 3. Histopathological Findigs of Lesions besides Hyperplastic and Neoplastic Lesions in Lung 
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Perivascular cell aggregation 

Focal hemorrhage 

Alveolar proteinosis 

Focal fibrosis of alveolar 

Mononuclear cell leukemic infiltration 

Focal calcification of artery wall 

Hyperplasia of epithelium of respiratory bronchiole 

a) : Number of rats with lesion 
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Table 4. Severity of Alveolar proteinosis and Focal Fibrosis in Lung 

Group Control Cr.M Cr.M Cr.H 

Alveolar proteinosis NOa) 20b) 9 。 。
SL 。 10 18 12 

MO 。 1 2 8 

Focal fibrosis NO 20 3 4 。
SL 。 14 12 18 

MO 。 3 4 2 

a) Grades of lesions. NO : None. SL : Slight. MO : Moderate chang巴

b) Number of rats 

病変が各々 1個認められた.途中死亡例における増殖性

病変の発現に CaCr04濃度との関係は認められなかった.

増殖性病変以外の病変を Table3に示した.これらの

うち粉じん曝露群にのみ見られた変化は，肺胞タンパク

症 (Alveolarproteinosis) と局所性の線維化 (Focal

fibrosis)であった (Phto7.8). 前者は肺胞内にエオジ

ン淡染または好染性の微細頼粒状のタンパク様物質が蓄

積している変化であり，後者は，肺胞内に臆大，変性し

た大食細胞が存在し，その部分の肺胞壁で，上皮細胞の

軽度の腫大，増生及び線維の増生が見られる変化であっ

た.これらの病変の程度と CaCr04濃度との関係を見る

と， Table' 4に示すように肺胞タンパク症は濃度に比例

した発現数や程度の増加が認められた.局所性の線維化

は各群で程度に差がなく CaCr04との関係は認められな

かった.同様に気管支末端部での上皮細胞の増生が対照

群に比べ粉じん曝露群で多く見られたが， CaCr04との

関係は明かでなかった.

気管および鼻腔についても観察を行ったが，特に変化

は見られなかった.

考 察

クロム酸カルシウムと関東ロームの混合粉体を環境モ

デルとして想定し，ラットを用いた 1mg/m3の濃度で，

昼夜連続，104週間の吸入曝露実験を行った.増殖性病

変として肺胞/細気管支領域での過形成および腫蕩が対

照群と粉じん曝露群で見られた.腫蕩は， CaCr04高濃

度群で有意に多く見られた.腫傷の発現には， CaCr04 

濃度との関係は見られなかったが，増殖性病変(過形成

および腫湯)の発現は CaCr04濃度の増加に伴い個体に

より多発化する傾向を示した.

本実験では CaCr04は関東ローム粉体と混合して用い

た.実験群の結果増殖性病変の発現における関東ローム

の影響について考えると，各群の粉体中に存在する関東

ロームの割合は各々 98，95， 80%であったが，チャン

パー内粉じん濃度の変動巾が設定濃度に対して土10%で

あるため，ほぽ同濃度と考えられ，各群における関東

ロームの影響の程度は大差ないものと思われる.このこ

とから，本実験での腫蕩および過形成の発現は CaCr04

によるものと考えられた。

CaCr04の腫蕩発生作用は，胸腔，筋肉及ぴ気管内へ

の局所的な投与10-13)ゃ吸入実験14)によって報告されて

いる.そのうち吸入実験例は，マウスによるもので，

13mg/m3の濃度の間欠曝露によって，肺の線腫，線癌

の発生が報告されている.本報で見られた臆蕩の多くは

良性のものであったが，CaCr04高濃度群でより悪性度

の高い腫揚が発生しており，本実験での腫傷の発生にお

ける CaCr04の作用がより強く示唆される.また本実験

では，他の報告に比べて，低濃度での CaCr04で腫揚が

発生している. PayneとHueperll.15.16)は種々のクロム

化合物を用いた実験から，クロムによる腫傷の発生に必

要な因子として，クロム化合物の中等度の溶解性と，脂

肪などを媒介物としてクロムが組織に長期間接触するこ

とをあげている. CaCr04は，やや難溶性であり，また

昼夜連続の曝露によってクロムがつねに肺組織に接触し

ている状態がつくられ，低濃度で腫揚が発生したと思わ

れる.さらに関東ロームと混合したことも一つの要因と

考えられる.関東ローム粉体のみによる増殖性病変の発

現については，今回は観察していないが，前実験5)では

対照に比べ高い割合で発現されたことから，本実験での

CaCr04の腫傷の発生には，関東ロームと混合し，粉じ

ん量を増すことにより，増殖性病変の発現頻度が増した

ことが，腫蕩発生の素地になったものと思われる.

本実験では増殖性病変に加えて，肺胞タンパク症，局

所性線維化，気管支末端部での上皮の増生などが CaC.

r04あるいは粉じんの曝露によって生じた.体重の変動

などが見られないことから， 104週間の曝露期間におけ

るこれらの病変の生体への影響は少ないものと考えられ
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る.長期間の実験での非特異的な慢性的病変として考え

る必要がある.

労働環境を反映した間欠曝露実験と異なり，日常生活

環境を反映した種々の粉じんの吸入実験は，低濃度で長

期間，連続的に行う必要がある.本実験で日常生活にお

いて吸入する機会の多い関東ロームと低濃度のクロム化

合物を併用することによって，腫蕩の発生が観察された

ことは，複数の粉じんを同時に，長期間吸入することの

危険性が示唆されたものと考えられる.
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Explanation of plates 

Photo 1. Hyperplastic lesion in the rat of Cr-H group. 

H&H，X100 

Photo 2. Hygher magnification of photo 1. H & E， X 

400 

Photo 3. Neoplastic lesion in the rat of Cr-H group. H 

& E， X40 

Photo 4. Higher magnification of photo 3. H & E， X 200 

Photo 5. Neoplastic lesion with higher malignancy in 

the rat of C下Hgroup. H & E， X40 

Photo 6. Higher magnification of photo 5. H & E， X 200 

Photo 7. Alveolar proteinosis in the rat of Cr-H group. 

H&E，X100 

Photo 8. Focal fibrosis in the rat of Cr-L group. H & 

E， X100 

Cr-H group : Calcium chromate 20% in Kanto loam dust. 

Cr-L group : Calcium chromate 2% in Kanto loam dust 
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Salmonella typhimurium TA 97， TA 102を用いた食品添加物の変異原性試験(第 2報)

藤田 博へ佐々木美枝子*

Mutagenicty Test of Food Additives with Salmonella typhimurium TA 97 and TA 102(11) 

日IROSHIFUJIT A * and MIEKO SASAKI * 

Mutagenicity of 29 food additives including 8 dietary supplements， 13 f1avoring agents， 5 bleaching agents 

and 3 oxidizing agents were examined in Ames' new tester strains， Salmonella砂'phi畑 uriumT A 97 and T A 102. 

The mutation test was carried out by the preincubation procedure described by Ames et a1. The test chemic. 

als were preincubated with S9mix or phosphate buffer (pH 7.4) for 20 min. Potassium bromate showed 

weak mutagenic activity in T A97 with S9. The other 28 chemicals were not mutagenic in the new tester 

strains. 

Keywords : mutagenicity， food additives， dietary supplements， flavoring agents. bleaching agents， oxidizing agents， 

Sal慨 onellatyphi制叫n叫mTA 97， Sal隅 onellatyphi隅叫riumTA 102 

化学物質の変異原性試験には， Amesらにより開発さ

れた Salmonellatyphim叫riumTA株1-3)が広く利用され

ている. 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 TA974)および過酸化物にも反応する

TA 1025.6)を発表し， TA 98およびTA100にこれらの新

しい株を加えた 4株を試験に用いることを提案してい

る3)

食品添加物の変異原性試験は，主に TA98およびTA

100が用いられてきた.一方，新しい株は， TA 98およ

びTA100では検出できない変異原性を検出することが

できる4-6) そこで， TA98およびTA100において変異

原性が陰性であった食品添加物を含めた全食品添加物に

ついて TA97および TA102を用いて再検討を始めた.

前報7.8)までに25種の試験を行ったところ 6種の食品添

加物に非常に弱いが， TA 97または TA102に対する変

異原性が見いだされた.本報告では，強化剤(8種)，

着香料(13種)，殺菌・漂白剤(5種)および小麦粉改

良剤(3種)，計29種の食品添加物について試験を行っ

た結果について述べる.

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.強化剤:炭酸カルシウム (LotNo. 

LAF 2535)，塩化カルシウム (LotNo. DCG 7053)，グリ

セロリン酸カルシウム (LotNo. EPF 6692)，グルコン

酸カルシウム (LotNo. DCK 1443)，リン酸水素カルシ

ウム (LotNo. LAL 2832)，パントテン酸カルシウム

(Lot No. LAK 1537)，ジベンゾイルチアミン (LotNo. 

CDQ 7057)，ビタミンP(Lot No. LAN 0542)，着香料:

アセトフェノン (LotNo. LAH 9748)，イソチオシアン

酸アリル (LotNo. DCN 2173)， a-アミルシンナムアル

デヒド (LotNo. EPN 5340)，アニスアルデヒド (Lot

No. LAG 4452)，アセト酢酸エチル (LotNo. DCG 7065)， 

ヘブタン酸エチル (LotNo. TLQ 7213)，イソ吉草酸エ

チル (LotNo. ARO 1，東京化成)，エチルパニリン

(Lot No. TLQ 7214)，ヘキサン酸 (LotNo. LAJ 5626)， 

イソ吉草酸イソアミル (LotNo. DCR 0678)，イソオイ

ゲノール (LotNo. DCK 4747)，アントラニル酸メチル

(Lot No. DCK 4823)， y.ウンデカラクトン (LotNo. 

EPF 7170)，殺菌料:次亜塩素酸ナトリウム溶液 (Lot

No. TLR 3250)，漂白剤:ピロ亜硫酸カリウム (LotNo. 

WER 3395)，亜塩素酸ナトリウム (LotNo. KWF 5950)， 

亜硫酸ナトリウム (LotNo. KIN 2331)，次亜硫酸ナトリ

ウム (LotNo. TLR 1407)，小麦粉改良斉lい過硫酸アン

モニウム (LotNo. LAJ 7092)，過酸化ベンゾイル (Lot

*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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No. DCE 2342)，臭素酸カリウム (LotNo. CDF 2729). 

陽性対照物質:2-アミノアントラセン (2-AAと略

す)， 9ーアミノアクリジン (9-AAと略す)，マイトマ

イシン C (MMCと略す，協和発酵).試料は，溶解性

によって蒸留水 (DWと略す)またはジメチルスルホキ

シド (DMSOと略す，吸収スペクトル用)に溶解した.

菌株 Salm仰 ellatyphi隅 uriumT A 974)および TA

1025，6)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

(カリフォルニア大)より分与を受けた.

変異原性試験 Ame凶s法の変法であるブブ肉レインキユ

ベ一シヨン法3，9幻)により行つた.イt該謝t打j活舌

クロ一ル1ロ254(三菱モンサント化成)により薬物代謝酵

素を誘導した SD系ラツト(日本クレア)雄の肝臓ホモ

ジネ一トから得た S93幻)を用いた.S9 mix3.9)中のS9量は，

10% (50μl/プレート)とした.

試料溶液O，lmlを小試験管に入れ，代謝活性化する場

合には S9mix 0，5ml，代謝活性化しない場合にはリン

酸緩衝液 (pH7，4) 0.5mlを加え，さらに一夜培養した

菌液をO.lml加え，37
0

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)2ml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10)を行い，さら

にMooreら11)のプログラムにより回帰分析を行った.

結果および考察

29種の食品添加物の TA97および TA102を用いた変

異原性試験の結果を Table1に用途別に分類し示した.

10 mg/プレートを最高濃度として予備試験を行い，致死

が認められた場合または化合物が析出した場合には，そ

れらが認められない濃度まで希釈し， 5濃度段階で試験

を行った.

臭素酸カリウムは， TA 97 +S9において復帰コロ

ニー数が有意に増加した.増加量は， 10mg/プレート

でもコントロールの復帰コロニー数の1.8倍 (0.03復帰

コロニー/nmole) とわずかであるが，容量相関があり，

再現性もあることから，弱い変異原性があると判断した.

その他の28種の化合物については，復帰コロニー数に増

加が認められなかったことから， TA 97および TA102 

に対する変異原性は陰性と考えられる.

本報告で取り上げた食品添加物に関する変異原性につ

いては，臭素酸カリウム，次亜塩素酸ナトリウムおよび

亜塩素酸ナトリウムに TA100 +S9および染色体異常

試験陽性の報告がある 12，13) 臭素酸カリウムは， TA97 

において変異原性が陽性となり結果が一致したが，次亜

塩素酸ナトリウムおよび亜塩素酸ナトリウムについては，

TA 97および TA102に対する変異原性は検出できな

かった.これは菌株の変異原に対する感受性が異なるた

めであると考えられる.ただし亜塩素酸ナトリウムにつ

いては， TA 100に対する変異原性は非常に弱いもので

あり，生菌あたりの突然変異率を求めることにより変異

原性を確認している 12) 従って，さらに詳細な試験を

実施することにより， TA 97または TA102においても

変異原性が検出されるかも知れない.

前報7，8)までに試験が終わった食品添加物を加えると

54種類になる. TA 97または TA102において変異原性

陽性となった化合物は， 7種類であるが，いずれも弱い

変異原性であった.その内，染色体異常試験において陽

性である化合物は， 4種であり，残り 3種は，染色体異

常試験陰性である.一方 TA株では陰性であるが，染色

体異常試験で陽性の化合物は， 2種類であった.このよ

うに両試験方法の結果が一致しない化合物が見られ，一

致しない原因の解明をしなければならないが，食品添加

物の変異原性を正確に評価するために，一種でも多くの

試験方法で調べることは必要である.今後とも新しい

TA株を用いた食品添加物の検索は続けたい.

食品添加物の利用状況を考えると，複数の添加物を同

時に摂取しているのが実状である.何等かの相互作用が

起こる可能性は否定できない.われわれは，かぴ防止斉IJ

のオルトフェニルフェノールとチアベンダゾールについ

て，それぞれ単独では TA98に対する変異原性は陰性で

あるが，両者を混合したとき変異原性が現われることを

見いだした14) 現在使用されている食品添加物342種の

あらゆる組合せを試験することは不可能にしても， 2種

以上の化合物を同時に混合した試験の実施も検討しなけ

ればならない.さらに，天然添加物も近年多用されてい

ることから，変異原性試験を実施する予定である.

要旨

29種の食品添加物について Amesの試験株 TA97， 

TA 102を用いて変異原性試験を行った.その結果，臭

素酸カリウムで復帰コロニーが増加した.増加量がわず

かであることから弱い変異原性である.他の28種の食品

添加物には，変異原性は見られなかった.
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Table 1. Results of Mutation Test with Food Additives 

No. of Revertants 

Chemical Solvent 
Dose 

TA97 TA102 
mg/plate 

-S9 +S9 -S9 十S9

Dietary supplements 

Calcium Carbonate DW 1 146 181 279 382 
0.5 144 200 289 387 
0.1 135 185 279 431 
0.05 151 197 293 403 
0.01 128 193 307 443 。 136 202 305 394 
PCa

) 245 2，582 5，075 1，497 

Caicium Chloride DW 10 140 173 168 287 
5 141 170 230 340 
1 132 206 291 376 
0.5 140 213 286 424 
0.1 149 225 313 437 。 146 212 325 447 

PC 205 2，292 4，930 1，428 

Calcium Glycerophosphate DW 10 154 175 266 361 
5 144 209 276 368 
1 156 227 291 435 
0.5 143 225 327 448 
0.1 157 235 319 443 。 152 227 323 473 
PC 234 2，755 5，119 1，755 

Caicium Gluconate DW 10 161 189 

5 163 230 251 417 

1 142 230 279 391 
0.5 157 237 338 412 

0.1 157 233 299 441 。 153 217 300 437 

PC 370 2，422 4，176 1，037 

Caicium Hydrogenphosphate DW 10 176 224 279 467 
5 160 229 295 424 
1 145 230 318 536 
0.5 182 242 349 503 
0.1 166 240 405 460 。 155 239 400 517 

PC 222 2，219 4，045 1，131 

Caicium Pantothenate DW 10 150 195 198 274 

5 141 225 251 269 
1 161 223 266 406 
0.5 147 229 288 397 

0.1 149 246 281 431 。 163 248 293 436 
PC 235 2，480 4，350 1，233 

continued on 
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Table 1. Continued 

No. of Revertants 

Chemical Solvent 
Dose 

TA97 TA102 
mg/plate 

-S9 +S9 S9 +S9 

Dibenzoyl Thiamine DMSO 1 129 223 225 434 

0.5 139 199 269 432 

0.1 135 216 302 466 

0.05 129 206 319 387 

0.01 129 208 318 433 。 143 209 308 468 

PC 363 2，813 4，104 964 

Vitamin P DMSO 1 134 182 243 460 

0.5 126 191 285 460 

0.1 108 194 248 488 

0.05 137 185 276 415 

0.01 122 193 276 422 。 126 197 270 403 

PC 227 2，799 4，568 1，182 

Flavoring agents 

Acetophenone υlv1S0 1 140 222 244 447 

0.5 140 220 304 445 

0.1 147 241 297 508 

0.05 144 228 310 503 

0.01 138 244 315 457 。 133 249 302 434 

PC 297 1，682 5，162 652 

Allyl Isothiocyanate DMSO 0.1 136 192 155 393 

0.05 152 207 202 443 

0.01 138 227 285 431 

0.005 136 219 285 434 

0.001 132 236 295 420 。 127 217 291 419 

PC 256 2，378 3，350 1，399 

α.Amyl Cinnamaldehyde DMSO 1 71 95 5 335 

0.5 88 126 81 427 

0.01 111 201 99 487 

0.005 116 210 122 504 

0.001 144 214 241 475 。 160 214 284 462 

PC 412 2，799 4，640 812 

Anisaldehyde DMSO 1 150 219 297 502 

0.5 138 246 301 441 

0.1 151 212 319 455 

0.05 177 248 342 421 

0.01 157 223 348 447 。 160 236 364 413 

PC 420 1，450 4，510 820 

continued on 



東京衛研年報 38，1987 427 

Table 1. Continued 

No. of Revertants 

Chemical Solvent 
Dose 

TA97 TAI02 
mg/plate 

-S9 十S9 -S9 +S9 

Ethyl Acetoacetate DMSO 10 138 181 182 520 
5 137 226 316 539 
1 149 199 346 469 
0.5 148 238 342 493 
0.1 142 224 345 460 。 139 251 338 420 
PC 231 2，102 4，974 1，573 

Ethyl Heptanoate DMSO 1 。 142 。 272 
0.5 。 197 。 450 
0.1 111 220 115 459 
0.05 137 247 262 479 
0.01 137 232 264 487 。 136 254 290 481 
PC 264 2，813 4，408 1，262 

Ethyl Isovalerate DMSO 111 185 129 461 
0.5 138 217 241 489 
0.1 142 213 309 465 
0.05 143 215 324 442 
0.01 155 211 326 461 。 142 210 294 427 
PC 280 3，089 4，191 1，740 

Ethyl Vanillin DMSO 1 126 192 218 443 
0.5 130 190 251 438 
0.1 124 203 267 427 
0.05 153 213 284 381 
0.01 133 220 293 417 。 141 201 288 374 

PC 306 3，017 3，988 1，515 

Hexanoic Acid DMSO l 1 192 1 433 
0.5 91 196 86 441 

0.1 138 177 287 440 

0.05 136 194 343 443 
0.01 136 211 348 470 。 131 222 322 442 

PC 230 1，305 4，568 640 

Isoamyl Isovalerate DMSO 1 41 155 89 273 

0.5 55 168 35 405 
0.1 103 227 167 443 
0.05 109 223 219 469 
0.01 156 233 287 453 。 149 223 261 484 

PC 506 1，863 4，494 1，595 

continued on 
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Table 1. Continued 

No. of Revertants 

Chemical Solvent 
Dose 

TA97 TAI02 
mg/plate 

-S9 +S9 -S9 十S9

Isoeugenol DMSO 0.5 82 179 28 387 
0.1 140 196 264 505 
0.05 154 215 324 504 
0.01 147 229 326 509 
0.005 152 214 279 463 。 156 243 286 439 
PC 420 1，863 3，345 1，682 

Methyl Anthranilate DMSO 1 111 165 170 324 
0.5 136 168 266 366 
0.1 169 196 317 435 
0.05 150 217 333 440 
0.01 140 205 370 518 。 140 220 372 501 
PC 440 1，486 5，264 677 

Y -Undecalactone DMSO 0.1 83 180 15 414 
0.05 105 185 213 384 
0.01 130 188 266 421 
0.005 138 198 283 405 
0.001 139 207 281 419 。 144 191 276 417 
PC 294 1，740 4，176 619 

Breaching agents 

Sodium Hypochlorite Solution DW 1 b) 125 238 282 494 
0.5 177 236 353 479 
0.1 163 232 340 482 
0.05 160 220 349 475 
0.01 171 247 370 490 。 175 239 375 472 

PC 420 1，494 4，524 624 

Potassium Pyrosulfite DW 10 124 180 244 324 

5 126 159 288 358 

1 128 165 319 432 
0.5 122 179 302 431 
0.1 141 201 337 490 。 143 208 341 475 

PC 340 2，639 4，495 1，044 

Sodium Chlorite DW 0.1 156 255 265 349 
0.05 171 245 245 387 
0.01 140 219 283 430 
0.005 145 239 311 424 
0.001 150 241 318 452 。 164 249 318 429 
PC 284 2，103 4，307 906 

continued on 
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Table 1. Continued 

No. of Revertants 

Chemical Solvent 
Dose 

TA97 TA102 
mg/plate 

-S9 +S9 -S9 +S9 

Sodium Hydrosulfite DW 10 121 155 294 342 

5 118 159 307 394 
l 121 156 314 429 

0.5 127 195 350 466 

0.1 150 209 366 485 。 139 239 334 520 

PC 228 1，842 4，742 686 

Sodium Sulfite DW 10 86 185 195 213 

5 112 165 253 280 
1 128 183 290 432 

0.5 135 208 311 457 

0.1 161 235 328 490 。 155 211 330 469 

PC 213 2，074 3，799 754 

Flour bleaching and 

oxidizing agents 

Ammonium Persulfate DW 10 33 173 194 411 

5 134 204 270 511 
1 146 190 270 445 

0.5 166 221 332 473 

0.1 164 193 342 495 。 151 218 331 502 

PC 326 3，045 3，988 1，530 

Benzoyl Peroxide DW 0.1 61 197 39 451 

0.05 46 208 92 424 

0.01 145 196 173 434 

0.005 143 192 301 423 

0.001 140 181 294 424 。 133 199 275 439 

PC 226 3，089 3，915 935 

Potassium Bromate DW 10 225 355 c ) 256 460 
5 193 297 264 477 

l 150 239 258 430 

0.5 154 225 297 441 

0.1 159 206 293 404 。 154 202 301 437 

PC 246 1，624 4，118 892 

a ) Positive control， T A97 ; -S9 : 9-AA 20μg， +S9 ; 2-AA 5μg， TA102 : -S9; MMC 0.5μg. +S9; 2-AA 5μg 

b)μl/plate 

c ) Statisticaly significant difference by Kruskal.Wallis test (P <0.05) and dose.related incleasing by regressio日
analysis (p <0.01) 
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SPFウサギ KBL:JWに関する基礎生理学研究(第E報)

体重増加，摂簡量，血液学および血清生化学データーの週令変化について

林田志信*，小林博義**，井口重孝*，市川久次**

Studies on the Physiological Porameters of the SPF Rabbit(KBL:JW)(II) 

Body Weight Gain， Food Intake and Blood Components in one year of age 

SHINOBU HA Y ASHIDA * ， HIROYOSHI KOBA Y ASHI * * ， 

SHIGET AKA IGUCHI * and HISATSUGU ICHIKA W A * * 

Keywords : SPFウサギ， SPF Rabbit，生理学的所見， Physiological findings 

緒 官

同

毒性試験を行うには実験動物の外的および内的環境が

実験結果に大きく影響を与えるものと考えられる.この

ために動物飼育室は，i昆湿度，空調，給餌，給水などの

飼育条件の恒常化や，騒音，細菌汚染の防御など，外的

環境が厳しくチェックされなければならず，また動物側

からは，遺伝的要因を一定にするための純系動物や，細

菌感染症による影響を除外するための SPF(Specifc 

Pathogen free)動物の使用が当然要求されて来る.その

うちのウサギは実験動物として現在でも多く用いられて

いるにもかかわらず，ラット，マウスなどの小動物に比

べて SPF化が遅れていたが，最近になって近交系ウサ

ギが SPF化され，供給が簡単に行われる様になってき

た. しかしながら，その長期間飼育における基礎生理学

的データは殆んどない.従って本ウサギの長期間飼育に

よる基礎生理学データーについて蓄積することは，当部

においてウサギを用いた毒性試験の基礎資料として必要

なばかりでなく，系統聞による比較生物学的にも意義あ

るものと考える.今回は前年に引き続き当部動物飼育室

の飼育環境条件での，体重増加，摂餌量，血液学および

血清化学検査について 1年間の基礎生理学的データーを

集積したので報告する.

使用動物ならびに方法

動物:SPFウサギ KBL: ]W，雌雄各 5羽を生後 7週

間で北山ラベス側より購入した.

KBL :]Wウサギはクロ 4 ズドコロニーとして日本自

色ウサギから帝王切開によって無菌的に仔を取り出し，

人工晴乳によって SPF化されたもので，Paste叫rellamω" 
tocida， Bordetelle branchiseptica， Salmanellaψ'p.， StaPhylo-

cocc叫saureus， A⑪coψlasma仰 lmanis，HV]， Rabbit pox， 

Eimeria spp.， Ear canken， Body Mange，のう虫が保有され

ていないウサギである.

動物は同一飼育室において限定された実験者によって

飼育管理を実施した.飼育の環境条件は，温度21土2
0

C

湿度50土 5%，換気は毎時10回 (HEPAフィルタ経由清

浄空気)，照明時間は午前 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 (W35 x D 50 x H 50cm) に動物を個別に入れて

ベルト式自動飼育機に配置し飼育している.

飼料はオリエンタル酵母(楠製 ORC-4固形飼料を与え，

飲水は自動給水装置により細菌ろ過器を経由させた水道

水を自由摂取させた.ベルト式自動飼育機は 6時間毎に

3分間自動洗浄させ，ケージ交換は 2週間に 1回行った.

方法:体重測定は搬入時から半年間は毎日.以後は 1

週間に 2回，午前 8時30分から 9時までの問に行った.

体重測定と同時に動物の一般状態の観察も行った.ま

た摂餌量の浪IJ定は搬入時から 2か月間は週に 2回， 3か

月から 6か月までは週に 1閲，以後は 4週間に 1回，

300gの国型飼料を動物に与え，翌日その残量を視IJ定，

300gから残量をヲ!いた値を 1日あたりの摂餌量とした.

採血は初めの 2か月間は毎週， 3か月からは月に 1凶，

耳静脈より 1.5mlの血液をテルモシリンジ (2ml)で採

*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 Poblic Health 

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

**同薬理研究科
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取し，直ちに3000rpm10分間遠心して血清分離を行い血

清生化学検査用のサンプルとした.血清はアナライザー

によって分析を行うまで-800Cディープフリーザーに

凍結保存した.血液学検査用血液は，耳静脈より血清生

化学検査用の血液を採血した後に，湧出する血液を50μ

lのピペットで採血し，アイトソン E液10mlに直ちに混

入して希釈したサンプルを CoulterCounter model S 

(CouIter Electric Co.) を用いて，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.また血清生化学検査は

Automatic Analyzer 705 (目立)により行い，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)，

アルカリフオスフアターゼ (ALP)，総コレステロール

量 (CHO)，尿素窒素 (UN)，総蛋白量 (TP)，アルブ

ミン量 (ALB)，グルコース量 (GLU)およびA/G比

について測定した.

結果および考察

一般観察:動物は良好な健康状態で搬入し，飼育室お

よび給餌，給水などの恩iI化も順調であった.一般症状観

察では，毛並は良好で，眼，耳，口，皮膚，爪，生殖器

および排波器などにも異常や外傷は見られなかった.切

爪は 1-2か月に 1度行った.毎日の観察中において，

咳，鼻汁，眼目旨，下痢などの異常もまったく見られな

かった.また食欲も旺践であった.

体重:搬入時(7週令)の体重は雄1.50土0.04(1.40 

-1.60) kg，雌1.53 ::!: O. 01 (1. 49 -1. 56) kgであった

が 1 年後の体重はそれぞれ雄3~79 士 0.23 (3.01-4.35) 

kg，雌5.20土0.24(4.72-5.80) kgとなった.雌雄の

個体別体重変化を図 1，2に，平均体重を図 3に示した.

各個体とも順調な体重の増加を示した.雄では17週目ま

ではほぼ直線的な増加が，それ以後は体重増加が少なく

横ばいになるが，雌では28週固まで体重の伸ぴが見られ，

10週日から雌の平均体重は雄のそれを上まわった.

雌雄ウサギの個体別体重変化に関しては，雄では初期

(15週まで)の体重の伸びが60週まで影響し，個体差と

なって現われており，最高体重と最低体重では 1kg以

上のひらきがみられたが飼育途中で体重増加が著しく抑

制された個体はなく，体重増加率の個体聞のばらつきは

すくなかった(図 1).雌では，全体としては体重の個

体差は雄より少なく，特に飼育初期(15週まで)には全

個体の体重はほぽ一致していた. 15-20週より体重増加

のおちた個体(図 2，ム)と， 40週より体重減少の見ら

れた個体(図 2，0)があらわれ， 60週目には，最高体

重と最低体重で雄と同じく 1kg近い差が生じた.前述

したように，体重は雌ウサギの方が個別，平均ともに大

であり，体重増加率(飼育開始時の体重を100とした)

も，雄233.8土12.6kg，雌308.6::!:18.8kgと，雌の方が

高くなった.

一般に実験動物の体重は雌よりも雄で高いのが普通で

あるが， SPFウサギについて本実験でみられた雌雄の

体重差が何に由来するものかは調査中である.

摂餌量:個体別および雌雄別の摂餌量を図 4-6に示

した.餌の摂餌量は撤入時(7週令)では，雄118.2g/

day (体重あたり摂餌量72.0g/kg/day)，雌116.4g/

day (体重あたり摂餌量68.5g/kg/ day )となり，体重

あたりの摂餌量は 8-9週令で雄73.5g/kg/day，雌

74.8g/kg/ dayと最大になり，以後少なくなっている.

これは飼育環境になれた事と成長時期とが関係している

ものと思われる.

雌ウサギの方が餌の摂餌量は多く，雌雄群別の図表で

もわかる様に差があきらかであった.これは雌雄の体重

の差に原因があると思われるが，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.

血液学的検査:経時的に採血して行った血液学検査成

績を表 1-2に示した.初期では雌雄ともに成長に従っ

て白血球数 (WBC)がわずかに減少する傾向が見られ

るが変化はわずかであり，週令を追って検討して見ると

ほとんど変化がなかった.その他の検査成績は多少パラ

付きは見られるが週令差や異常値などは見られなかった.

また，雌雄差もほとんど見られなかった.

血清生化学検査:検査成績を表 3-4に示した. GPT 

値は週令が進むにつれてわずかではあるが雌雄ともに増

加する傾向が見られ，また雌の測定値は GOT，GPT値

ともに雄にくらべて常に高目の値を示している.第I報

で ALP値の異常に高いことを報告したが，これは測定

方法の違いによるものであることが判明した.本実験で

用いているベッセイ・ローリー法による ALP値は100-

2801U/lがヒト血清での正常値であるがウサギ血清で

はこれより高値を示し，また週令とともに減少する傾向

が見られている.その他の検査成績については，測定値，

雌雄差，個体間差いずれも顕著な値は見られなかった.

実験用ウサギは，今までの長い間，一般的な家ウサギ

として飼われていたウサギが使用されていたが，近年に

なって，近交系ウサギが SPF化され，遺伝的制御，微

生物学的制御が行われる様になって来た.最近になって
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でもこれからのウサギを用いた実験を行うための当部で

の飼育環境下における基礎生理学検査のパックデーター

としたい.

38， 1987 報年研

いくつかの系統が確立され，世界で数十系統が維持され

ている.

KBL : JW系ウサギは1972年，平沢らによって SPF化

が成功し，現在試験機関への供給が行われている.当部
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表1.雄の血液学検査成積表

Week 
WBC RBC Hb Ht MCV MCH MCHC 

(103/mm) (106/mm) (g/ dl) (% ) (μ3) (μμg) (% ) 

71) 6.56士0.692) 5.99土0.16 12.58土0.48 37.34土1.08 57.2:1::0.37 18.58土0.25 29.90士0.25
8 6;90土1.04 6.34士0.33 14.60土0.94 41.18:1::2.17 58.0土0.32 18.96土0.25 29.16土0.37
9 6.32土0.27 6.11土0.06 13.08土0.26 37.46:1::0.43 57.4:1::0.40 19.02土0.26 30.62土0.30
10 5.60:1::0.32 5.94土0.29 12.62:1::0.5437.02土1.65 57.4:1::0.40 18.90土0.21 30.36士0.15
11 5.56士0.76 6.56土0.16 14.10士0.34 41.06土0.78 57.6土0.60 19.10土0.26 30.56土0.23
12 6.04:1::0.56 6.38士0.12 13.94士0.27 39.56士0.71 57.4土0.75 19.40:1::0.32 31.26土0.24
13 6.44土0.74 6.07土0.11 13.52土0.38 37.60土1.12 56.6:1:: 1.03 19.78:1::0.26 31.98土0.21
14 5.54土0.57 6.13土0.13 13.90土0.13 37.90土0.32 56.8土0.73 20.10土0.41 32.54土0.33
15 5.96士0.66 6.35土0.09 14.14土0.33 39.38:1::0.97 57.2土0.80 19.74:1::0.30 31.96士0.17
17 6.06:1::0.66 5.88土0.14 14.10土0.28 36.78士0.85 57.4土0.68 21.32土0.55 34.22:1::0.58 
19 5.75土1.04 5.83:1::0.24 14.33土0.66 35.36:1::2.42 56.8士0.75 22.35土0.46 36.20土0.98
21 7.24土0.52 5.28土0.06 14.52:1::0.35 32.46土0.81 56.0土0.84 24.24:1::0.35 39.72土0.18
23 6.06:1::0.68 4.26土0.23 13.60:1::0.69 29.06土1.78 57.8土0.86 26.26土0.95 41.92土1.53
27 6.08士0.67 6.74:1::0.15 15.04土0.46 43.50土0.85 59.8:1::0.73 19.78土0.27 30.76土0.36
31 5.48:1::0.24 6.62士0.19 14.68土0.40 43.40土1.15 61.0:1::1.10 19.74土0.27 30.08土0.56
35 6.26:1::0.48 6.04:1::0.17 14.54:1::0.34 38.16:1::1.14 55.4土0.93 20.48士0.21 33.88:1::0.56 
39 5.78土0.57 6.91土0.15 15.12土0.49 45.42:1:: 1.45 58.8:1::0.80 19.38土0.24 29.58士0.15
44 5.74士0.47 6.74土0.16 14.06:1::0.55 44.04土1.16 58.0土0.95 18.50土0.53 28.42土0.89
48 5.98士0.73 6.79:1::0.45 14.58土1.00 43.23土3.06 57.0:1::1.05 19.06土0.45 30.00土0.27

1) :生後週令
2) : 5匹平均土 SE

表2.雌の血液学検査成績表

Week 
WBC RBC Hb Ht MCV MCH MCHC 

(103/mm) (106/mm) (g/ dl) (% ) (μ3) (μμg) (% ) 

i) 7.52土0.542) 6.19土0.07 12.52土0.10 37.94:1:: 0.31 56.4土0.68 18.02土0.18 29.34:1::0.21 
8 7.20士0.29 6.50土0.10 13.46土0.20 41.18:1::0.58 56.4土0.68 18.52土0.22 29.18土0.21
9 6.72:1::0.20 6.28土0.27 13.02土0.41 38.18土1.46 56.0土0.55 18.26土0.22 30.04土0.15
10 6.38:1::0.31 6.16土0.23 12.84土0.42 37.48土1.12 56.4士0.51 18.48士0.22 30.44:1::0.10 
11 6.54:1::0.35 5.91土0.14 12.68土0.24 36.52土0.56 56.8土0.66 19.02:1::0.17 30.86士0.19
12 6.70:1::0.68 6.00士0.24 12.72土0.43 36.82土1.50 56.4土0.75 18.82:1::0.21 30.70土0.14
13 6.73土0.79 5.76土0.09 12.58:1::0.46 35.28土0.99 56.3土1.31 19.40:1::0.50 31.95土0.16
14 5.92土0.72 5.93土0.18 12.86土0.38 35.96:1:: 1.03 55.6:1:: 1.12 19.22:1::0.28 31.76士0.29
15 5.68土0.26 6.38土0.26 13.46士0.47 38.84土1.16 56.6土1.33 18.82土0.51 30.88土0.25
17 6.28土0.76 6.25土0.24 14.12土0.42 37.90土1.12 56.0:1:: 1.14 20.08土0.57 33.16土0.27
19 5.40土0.21 5.80:1::0.08 13.58土0.33 34.16土1.41 55.4土0.75 21.46:1::0.28 35.60士0.87
21 7.73士0.49 5.40土0.12 14.20土0.31 32.60土0.83 55.5土0.65 23.25土0.10 38.65土0.33
23 4.86:1::0.56 4.59土0.17 13.94:1::0.24 30.72:1::0.79 57.6土0.68 25.48士0.47 40.48土1.05
27 6.26:1::0.19 6.32土0.15 13.94:1::0.38 41.02土0.97 58.2士1.07 18.98士0.38 30.22:1::0.15 
31 7.28:1::0.70 6.38:1::0.10 13.80:1::0.1740.68:1::0.5159.2士0.58 19.24:1::0.1730.20土0.08
35 5.60土0.53 5.88土0.39 13.28土0.7835.38:1::2.1653.0:1::1.05 19.38:1::0.44 33.48土0.12
39 5.10:1::0.90 7.02土0.42 14.20:1::0.31 43.34士0.78 55.8土2.48 18.22土1.04 29.16士0.42
44 5.66:1::0.43 6.82:1::0.36 13.96土0.5742.06:1::1.3956.8土0.37 18.28土0.75 29.48土0.36
48 5.58:1::0.41 6.08:1::0.46 13.92土0.50 41.60:1::1.39 55.4土2.38 18.56土0.50 30.00土0.50

1):生後週令
2) : 5匹平均:1::SE 
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表 3.雄の血清生化学検査成績表
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CHO UN TP ALB GLU 
(皿g/dl) (田19/dl) (g/ dl) (g/ dl) (mg/ dl) 

43.0土2.47 18.70土1.67 5.16土0.38 2.38土0.16 141.6:1:27.75 0.85士0.03
31.8士1.99 16.90土0.83 4.76士0.14 2.20:1:0.08 117.4土3.08 0.85土0.02
27.H1.72 19.64土0.81 5.18土0.192.40:1:0.08 129.0:1:5.30 0.86士0.01
26.6土2.80 21.74土0.96 6.24土0.61 2.60土0.11 135.4:1:4.80 0.90士0.01
21.6土1.60 21.50:1:0.45 5.12土0.19 2.40士0.11 132.8土8.71 0.88土0.02
20.2土2.91 19.72土0.99 5.28土0.14 2.48土0.06 129.0土2.68 0.88:1:0.02 
20.0土2.37 20.86:1:0.98 5.36:1:0.10 2.44土0.07 142.6土15.53 0.83土0.03
19.4士2.16 21.92土1.10 5.30士0.18 2.44土0.08 125.4土5.48 0.85土0.02
20.8:1:2.31 20.64土0.58 5.36士0.17 2.50土0.08 134.4士3.97 0.87土0.02
22.2土2.35 21.80:1:0.23 5.54土0.25 2.50士0.13 130.0:1:7.81 0.82:1:0.04 
22.3士1.65 25.35:1:0.71 5.73士0.11 2.58:1:0.03 162.0土12.46 0.82土0.04
19.8士2.29 20.48土3.63 5.10士0.50 2.33:1:0.22 140.3土9.22 0.84土0.04
19.2:1:1.66 23.96士1.93 5.66:1:0.15 2.54土0.08 147.2:1:8.11 0.81土0.02
19.6土1.40 22.52土0.97 5.56土0.23 2.58士0.12 151.0土6.29 0.87:1:0.03 
17.4土1.57 22.78土1.61 5.40士0.15 2.46:1:0.11 138.0土11.65 0.83土0.03
18.6士1.50 24.10土1.56 5.78士0.09 2.63:1:0.08 159.8土7.64 0.82土0.03
20.8:1:3.77 22.40士0.52 5.76士0.10 2.50土0.07 176.2土5.27 0.76:1:0.03 
21.4土3.86 22.42士0.48 5.82土0.11 2.56土0.08 179.6土8.63 0.78士0.03

表 4.雌の血清生化学検査成績表

GOT GPT ALP 
Week 

(IU/l) (IU/l) (IU/l) 
71) 18.2土1.432)22.4土2.14 562.0土53.68
8 19.3土2.46 23.5土2.33 538.8土46.76
9 22.4士3.42 26.6士0.87 503.3:1:46.16 
10 21.2士4.85 26.0士5.23 469.4土27.06
11 33.6:1:4.93 33.6土2.29 465.8土54.49
12 21.8土2.13 34.8土2.99 407.2土45.18
13 17.8土1.7523.5土1.89 413.5土69.95
14 20.6土4.05 24.8土2.15 383.8士29.96
15 22.4士6.24 38.2士9.66 369.0:1:27.88 
17 11.0土2.4526.8士3.48331.0土25.16
19 9.0土1.38 30.6:1:3.03 233.2土18.14
21 12.6土0.60 32.4土4.39 226.0土11.51 
23 15.2土3.32 33.2土3.89 167.2土17.24
27 20.2土3.93 39.2土4.79 134.2土13.24
31 12.2土2.35 36.6土6.71 79.0土15.90
35 16.4土3.97 39.2土6.33 88.8土4.04
39 18.0士6.78 36.0土6.78 72.9土5.15
44 14.8士3.87 37.0士7.27 65.2士8.35

1):生後週令
2) : 5匹平均土 SE

CHO 
(皿g/dl)

50.8土6.13
47.3土7.74
38.8土4.91
37.2土3.71
37.4:1:4.76 
35.4士3.39
41.3士5.45
33.0士2.95
38.0土3.48
43.0土5.62
42.0土4.89
40.5士5.84
37.2士5.00
33.8士4.74
34.4士4.89
34.6士3.23
27.2:1:3.37 
25.8土3.94

UN 
(mg/dl) 

18.43土1.28
21.15士1.92
21.92士0.74
20.84士0.47
21.92士1.48
22.36土1.30
23.95土1.35
24.26土1.59
24.70士1.84
29.84士2.12
30.34土1.43
30.70士2.32
29.92士1.73 
30.00土1.44
28.60土1.93
27.32:1:1.83 

TP 
(g/dl) 

5.40土0.20
5.20士0.20
4.88士0.08
4.94士0.19
4.86土0.12
5.16土0.48
5.25土0.07
5.18士0.21
5.32士0.17
5.46土0.01
5.36:1:0.11 
5.62土0.20
5.52土0.18
5.60土0.15
5.30土0.15
5.68土0.06

27.28土1.33 5.86士0.14
27.70士2.31 5.78:1:0.13 

ALB 
(g/dl) 

2.48土0.13
2.40:1:0.11 
2.28土0.05
2.30土0.11
2.24土0.05
2.40士0.21
2.45士0.03
2.30士0.12
2.46:1:0.07 
2.52土0.06
2.46土0.05
2.55土0.10
2.50土0.06
2.78士0.29
2.36士0.05
2.52土0.02
2.52士0.05
2.48士0.05

GLU 
(皿g/dl)

130.8土5.19
125.5土3.10
121.8土4.87
123.0土2.81
126.2士6.08
126.6:1:3.53 
168.0土2.04
128.2土4.95
137.0土8.70
133.0土7.83
137.4士8.63
139.2土2.58
154.4士11.26
150.8士8.96
152.6土4.34
166.2士10.81
181.0土19.87
174.8土10.38

A/G 

A/G 

0.84土0.05
0.85土0.02
0.87土0.02
0.86土0.02
0.85土0.01
0.87士0.01
0.87士0.01
0.81:1:0.06 
0.86土0.01
0.85土0.02
0.84:1:0.01 
0.86:1:0.02 
0.82士0.01
0.85士0.03
0.80士0.01
0.80士0.02
0.75:1:0.02 
0.75土0.01
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都衛研毒性試験システムE
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緒 雪
国

毒性試験は，食品添加物や医薬品等が生体にどのよう

な影響を与えるかを検討することを目的としている.試

験の実施に際しては，多数のラットやマウスなどを用い，

被爆物質は3-15濃度段階，期間は 1カ月から 3年におよ

ぶものである.このような毒性試験においては，それぞ

れの動物から全期間にわたる体重測定値，摂餌量，摂水

量，解剖時の臓器重量測定値や胎盤，胎仔重量測定値，

また血液検査，血清生化学検査などの各種検査測定値，

そして解剖所見，病理組織所見，奇形の種類や発生数な

ど膨大な情報が得られ，これらの情報を集積，保存しな

ければならない.そして蓄積されたデータの統計解析や

報告書作成を高い信頼性を以て迅速に処理するにはコン

ピュータシステムが必要不可決である.

当毒性部においては1973年に HIMECS.001(日立)を

導入，各種測定機器をオンラインで接続した都衛研毒性

試験システムを開発1)これまでに多くの毒性試験に活用

してきた. しかし，このシステムは既に使用開始後相当

の年月が経過し，現状の毒性試験にあわなくなってきて

いること，催奇形性試験や病理試験に対応していないこ

と，プログラムが閤定化され簡単に改良できないこと，

インタフェースが特殊なため端末の増設が簡単にできな

いことなどいくつかの問題をかかえていた.そこで新し

い毒性試験システム(都衛研毒性試験システム1I)を開

発することとし， 1983年よりパーソナルコンピュータ

(SEIKO 7500) を用いたシュミレーション2)を開始，

1986年より新システムの開発にとりかかり現在までにい

くつかのプログラムが作成でき，一応システムとして稼

動するようになった.本システムは一般毒性試験，催奇

形性試験，病理試験の 3基本システムからなるが，現在

開発，改良を続行中のため本報では一般毒性試験および

催奇形性試験のシステムについて報告する.

システムの概要

1.システムの構成

本システムにおける機器構成を図 lに示した.コン

ピュータは PC-980IUV2 (10台)， VM2 (2台)， F 2 

( 1台)(日本電気)で構成され，ホストコンピュータ

には PC-9801UV2に40MBのハードディスク装置を接続

したものを用い，ハードディスク上のデータをパック

アップするために40MBの磁気テープ装置 (MT) を設

置した.

動物室，解剖室に設置されたコンピュータは動物の体

重や臓器重量などを測定するために電子天秤と，自動分

析室に設置されたものは自動分析装置 705AUTOMA-

TIC ANALYZER (目立)とそれぞれ RS-232Cを介して

結ぼれている.また研究室に設置されたものはプリンタ，

XYプロッタ(1台のみ)が接続され，これらのコン

ピュータは伝送速度 IMB/秒の BRANCHI4670 (日本電

気)を介してホストコンピュータと接続され LAN

(ローカルエリアネットワーク)を構成している.

オペレーションシステム (OS) には MS-DOSV3.1 

(マイクロソフト)を，ネットワーク用 OSにはMS-

*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 

**同毒性部薬理研究科
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ホストコンビュ四世

図1.システムの概要

NETWORKS (マイクロソフト)を用い，システム上の

サーノfーをホストコンピュータとした.プログラムのf午

成には N88一日本語 BASIC(86) V4.0 (日本電気)を使

用した.

2.プログラムの構成

本システムにおけるプログラム構成を図 2に示した.

プログラムは一般毒性試験，催奇形性試験の各システム

の下に試験管理，飼育室，解剖室，分析室および研究室

の各プログラムが存在する.これらのプログラムは端末

のフロッピーディスクから起動され，試験番号を入力す

ることにより処理が開始される.天秤を使用する際には

天秤の精度管理のための天秤チェックを行った後，それ

ぞれの作業が行われる.入力，収集されたデータは一旦

端末コンピュータのフロッピーディスクに蓄積され，所

定の測定(入力)がすべて終了した後，フロップーディ

スクにファイルされたデータがホストコンピュータに転

送される.
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図2. プログラムの構成



査を行う際に，各動物の識別を確実にまた容易にするた

めに，動物に連続番号 SEQ.NO (Sequential number) 

を付し，各種データは原則として SEQ.NOによって管

理される.

この SEQ.NOは本システムの性格を決定する重要な

ものである.

試験管理毒性試験を行う際のプロトコールを作成す

る.試験番号，試験名，被験物質名，群数，匹数，群名，

担当者名等の試験情報，実施する各種検査項目の指定や

体重測定日，交配日，解剖日，各種検査実施日等のスケ

ジュールを入力し新しいファイルを作成する.また一般

毒性試験では動物をラムダムに配置するための群分け処

理も行う.

飼育室体重，給餌・残餌・餌こぼし;量，給水・残水

量の測定を行う.天秤で測定されたデータはオンライン

で端末コンピュータに転送される.また，死亡動物の登

録，催奇形性試験における群分け処理も行う.

解剖室臓器重量の測定を行う.また催奇形性試験で

の帝王切開時の胎仔，胎盤重量の測定およぴ観察所見を

入力する.

分析室 一般毒性試験の際の尿検査，血液検査，血清

生化学検査，血液形態検査データを入力する.血清生化

学検査データは自動分析装置で測定され，オンラインで

端末コンピュータに入力され，その他の検査データは測

定値をキーボードより入力する.

研究室 収集されたデータの統計演算，検定および報

告書の出力を行う.これらのデータのうち数値データは

平均値，分散，標準偏差等の統計値を計算した後，対照

群に対する各濃度群の有意性を検定する.検定はまず

Bartlettの検定を行った後，等分散の時は一元配置分散

分析を，非等分散の時は Kruskal.WallisH検定を行い，

Dunnettの検定， Seffeの検定を行う.一方，類別数デー

タについては順位和検定，累計x2乗検定を行い，最終

的に報告書に作成される.報告書(個別表，総括表，グ

ラフ)の作成例を図 4一図10に示した.

システムの効果と問題点

今回開発した毒性試験システムについていくつかの効

果と問題点が明らかになった.

①コンピュータを導入した毒性試験システムでは，各

実験者が何らかの形で端末装置に接するため簡単にそれ

らカ汁吏えなくてはならない.そこでノTーソナルコン

ピュータ用ソフトウェアで多用されている対話形式を採

用するとともにライトペン マウスを採用し操作性の向

上をはかった.

Ann目 Rep.Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.. 38. 1987 
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ファイルの構成

3.データファイルの構成

データファイルの構成を図 3に示した.一般毒性試験

ではルートデイレクトのもとに試験番号でサブディレク

トリを作成し，その下に INFO，MALE， FEMALEの3

つのサブディレクトリを作成し， INFOにはプロトコー

ル，試験スケジ、ュールのファイルを， MALE， FEMALE 

には飼育室，解剖室，分析室それぞれのデータのファイ

ルを作成した.

なお， WORKSIFT. 1には作業用の一時使用ファイル

を作成した.

催奇形詩試験ではまず試験番号でサブディレクトリを

作成し，その下に INFO，GEST.FO， KAIBO.FOの 3つ

のサブディレクトリを作成し， GEST.FO，と KAIBO.FO

のもとにサブディレクトリ WORKとBOXを作成した.

INFOには一般毒性試験と同様にプロトコールと試験ス

ケジュールのファイルが， GEST.FO 0には飼育室の，

KAIBO.FOには解剖室のデータファイルがそれぞれ

BOXに作成される. WORKには作業用の一時使用ファ

イルが収集される.

4. システムの機能

実験動物の識別 一般毒性試験を行う場合，実験動物

として主にマウスやラットが使用され，必要に応じて，

イヌ，サルやウサギなども用いられる.特に小動物を多

数使用する毒性試験では，同一飼育室において各動物へ

作用する環境因子を平均化することを考慮しなくてはな

らない.そのために各動物を無作為(ランダム)に配置

し，再現性，信頼性のある動物実験を行う必要がある.

そこでランダムに配置された動物から体重測定や各種検

図3.



Appendix 

8 day 

NO SEQ CONTROL 

1 1001 120 
2 1002 123 
3 1003 133 
4 1004 129 
5 1005 135 
6 1006 123 
7 1007 117 
8 1008 131 
9 1009 130 

10 1010 113 

N 10 
M 125.4 
v 53.44 
SD 7.3 
1S 100.0 

Appendix 
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Absolute body wei~ht (g) - male 

SEQ BA2.5 SEQ PB2.4 SEQ PBI. 2 

1011 1021 90 1031 126 
1012 84 1022 87 1032 104 
1013 76 1023 78 1033 119 
1014 72 1024 87 1034 114 
1015 82 1025 81 1035 126 
1016 1026 96 1036 118 
1017 86 1027 95 1037 112 
1018 79 1028 92 1038 108 
1019 77 1029 84 1039 105 
1020 84 1030 80 1040 110 

8 10 10 
80.0 87.0 114.2 
23.14 39.31 62.88 
4.8 )¥:寓 6.3 良寛 7.9 

63.8 69.4 91.1 

図4.個別表出力例(一般毒性試験・体重)

Absolutc Body weight changes of dams (P) Date 

SEQ PBO.6 

1041 124 
1042 112 
1043 128 
1044 124 
1045 120 
1046 113 
1047 124 
1048 115 
1049 118 
1050 126 

10 
120.4 
32.04 
5.7 

96.0 

Test.no 

441 

Test. N。

Doso level Unit 0 

Days of geatation 
Dam ID-No. 

10 11 12 13 14 15 16 17 18 

0301 27.7 26.0 26.8 27.7 28.0 28.8 29.6 30.5 31.1 31.7 32.9 34.9 37.4 38.9 41.3 43.9 47.2 51.2 55.7 
0302 27.3 26.9 27.4 28.5 29.0 29.5 30.4 30.8 31.1 31.8 34.0 35.2 37.4 38.6 41.5 44.4 48.2 51.7 54.4 
0303 24.7 26.5 26.8 27.2 28.0 28.7 29.4 30.8 31.2 32.0 33.9 34.7 37.0 39.1 40.4 43.6 48.2 50.3 54.5 
0304 29.5 28.9 30.3 30.1 30.8 32.1 31.8 33.1 33.1 33.3 35.6 38.3 40.5 42.5 45.5 48.8 52.0 56.0 60.3 
0305 27.7 28.0 28.4 29.8 29.5 30.9 30.8 31.4 32.0 33.3 34.4 36.7 38.8 40.7 43.4 47.0 49.9 53.0 56.4 
0306 26.5 26.2 26.3 27.5 27.8 28.8 28.9 29.8 29.8 29.9 32.0 33.9 35.8 38.5 40.3 43.5 46.4 48.9 52.7 
0307 31.7 30.8 31.4 32.1 32.1 32.7 33.3 35.2 35.1 36.1 37.5 40.3 42.4 44.5 47.7 51.9 56.3 60.3 58.3 
0308 29.1 28.8 29.3 30.0 30.7 31.4 31.7 32.4 33.3 34.3 35.4 38.3 40.1 42.3 44.5 48.5 52.1 55.9 59.3 
0309 28.7 28.3 28.1 28.7 29.3 29.4 30.2 31.2 31.9 32.8 35.7 38.6 40.7 43.8 47.0 51.9 55.7 60.9 65.9 
0310 26.3 25.4 26.7 27.1 27.9 27.7 27.7 28.2 28.6 29.4 30.2 33.1 33.1 34.0 35.9 38.3 40.5 43.2 43.9 
0311 30.5 29.9 29.7 30.6 30.9 31.4 32.7 33.2 33.8 34.7 36.4 39.2 41.9 44.4 46.7 50.4 54.5 58.6 61.1 
0312 29.1 28.6 29.5 29.8 30.3 30.8 31.4 32.2 32.5 33.9 35.1 38.2 39.2 41.1 43.4 46.7 49.2 52.1 53.7 
0313 28.1 28.1 28.5 29.2 30.0- 30.4 31.6 32.3 32.7 33.3 34.9 37.3 39.0 41.3 43.6 45.9 50.4 54.3 57.0 
0314 27.0 26.4 26.9 27.4 28.2 28.3 28.6 29.5 29.9 30.6 31.3 33.3 35.2 37.0 39.1 42.5 45.7 49.1 51.7 
0315 25.9 25.9 26.9 27.3 27.7 28.6 29.8 30.0 31.1 31.8 34.2 36.1 38.6 41.3 43.4 46.9 51.0 54.6 57.5 
0316 31.8 31.2 31.6 32.9 33.9 34.8 35.6 36.5 37.2 38.5 40.2 43.0 46.2 49.3 52.3 57.7 62.7 67.6 72.0 
0317 30.6 29.9 30.7 31.5 31.3 31.7 32.5 31.9 32.5 33.4 34.3 37.0 39.3 41.1 43.6 47.6 50.8 54.6 57.8 
0318 28.2 28.4 29.0 30.1 30.4 30.5 31.3 32.0 32.1 32.5 33.6 34.9 36.9 38.4 40.3 43.3 45.5 48.2 50.9 
0319 27.4 26.7 27.7 28.4 29.2 30.0 30.7 31.3 32.1 33.8 34.7 37.9 39.8 42.0 45.0 48.8 52.6 55.2 58.9 
0320 25.8 25.3 25.6 26.1 27.1 27.4 29.2 29.1 29.9 31.3 32.1 33.8 36.2 39.0 40.9 43.5 47.1 49.8 53.5 
0321 
0322 
0323 
0324 
0325 

Number 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 
Mean 28.2 27.8 28.4 29.1 29.6 30.2 30.9 31.6 32.1 32.9 34.4 36.7 38.8 40.9 43.3 46.8 50.3 53.8 56.8 
S.D 土 2.0土1.8土1.8土1.8土1.7土1.8土1.8土 2.0土1.9土 2.1土 2.2土 2.6土 2.9土 3.3土 3.6土 4.3土 4.8.~ 5.4土 5.8

図5.個別表出力例(催奇形性試験・体重)

No. 1 - 2 
Appondix ー--male -回目

GORUP= 

Animl. WBC RBC Hgb Mct Hcv MCH MCHC 
No 

xl000 xl000000 gm ~3 ~"g 

9004 7.4 7.91 15.9 41.5 33 20.1 48.4 
9009 6.7 

87..838 7 
16.8 45.1 40 18.9 42.0 

9014 11. 0 13.6 38.3 28 18.4 48.1 
9015 5.8 9.70 18.4 49.8 48 19.0 38.1 
9027 8.8 6.00 10.6 29.6 18 17.7 59.7 
9028 6.6 8.83 16.8 46.0 41 19.0 41. 4 
9029 6.7 9.28 18.1 47.7 44 19.5 40.9 
9030 9.1 9.49 17.1 48.0 46 18.0 37.5 
9033 9.5 8.49 16.4 43.9 37 19.3 44.0 
9034 9.0 9.85 19.0 52.1 51 19.3 37.0 

Mean 8.1 8.58 16.3 44.2 39 18.9 43.7 
S.D， 1.7 1.20 2.5 6.5 10 0.7 6.9 
No. 10 10 10 10 10 10 10 

図6.個別表出力例(一般毒性試験・血液検査)
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Append ix Reproduc t i ve parameter Date Test.no 

Dose level 

RESORPT!ON  L v E F 。 E T U s E s 

Number Number-・回開--ーーーーー・四戸------ー園田再開幽圃--・E・-ー"ーーーーーーー---ーーーーーー・岡田『同-----圃---圃・ーー---・E・E・-四ー喝ーーーー------・E・---岬ーー--・----・・-----聞『ー
No 01 of Implant No. of No. of No. of Sex rstiロ No. of Body wt Placental wt No. of No.of 

Corpora Implant si tes (冗) Early 【克} (x) La te (X) TσfAL (χ} A(") Llve ( g ) ( g ) External External 
(A) (8) (A)+(B) Male Female foetu8 Male Female Male Female Malformation(冗) Anomalies(出}

0101 15 13 o 0.0 1 7.7 1 7.7 0.0 1 7.7 7 5 58.3 12 1.37 1.25 0.11 0.11 。 0.0 。 0.0 
0102 15 12 o 0.0 o 0.0 o 0.0 0.0 o 0.0 5 7 41目7 12 1.31 1.26 0.09 0.09 。 0.0 。 0.0 
0103 18 16 o 0.0 o 0.0 o 0.0 0.0 o 0.0 9 7 56.3 16 1.28 1.24 。目10 0目09 。 0.0 。 0.0 
0104 17 15 o 0.0 o 0.0 o 0.0 6.3 1 6.3 9 6 60.0 15 1.35 1.32 0.10 0.08 。 0.0 。 0.0 
0106 15 10 o 0.0 1 10.0 1 10.0 0.0 1 10.0 5 4 55.6 9 1.49 1.26 0.12 0.11 。 0.0 。 0.0 
0106 17 14 o 0.0 1 7.1 1 7.1 0.0 1 7.1 6 7 45.2 13 1.39 1.30 0.09 0.08 。 0.0 。 0.0 
0107 18 12 o 0.0 1 8.3 1 8.3 0.0 1 8目3 6 5 54.5 11 1.39 1.30 0.10 0.09 。 0.0 。 0.0 
0108 15 13 o 0.0 1 7.7 1 7.7 0.0 1 7.7 2 10 16.7 12 1.35 1.36 0.10 0.11 。 0.0 。 0.0 
0109 15 15 o 0.0 3 20.0 3 20.0 0.0 3 20.0 5 7 41.7 12 1.20 1.19 0.08 0.08 。 0.0 。 0.0 
0110 22 16 o 0.0 1 6.3 1 6.3 0.0 1 6.3 10 5 66.7 15 1.11 1.10 0.09 0.09 。 0.0 。 0.0 
0111 16 16 o 0.0 o 0.0 o 0.0 0.0 o 0.0 7 9 43.8 16 1.30 1目22 0.10 0.09 。 0.0 。 0.0 
0112 14 12 o 0.0 1 8目3 1 8.3 0.0 1 8.3 4 7 36.4 11 1.51 1.49 0.10 0.10 。 0.0 。 0.0 
0113 18 16 o 0.0 1 6.3 1 6.3 。。 1 6.3 s 7 41. 7 12 1目36 1目22 0.09 0.09 。 。目。 。 0.0 
0114 17 14 o 0.0 o 0.0 o 0.0 0.0 o 0.0 8 6 67.1 14 1.28 1.18 。目10 0.09 。 0.0 。 0.0 
0115 13 12 o 0.0 2 16.7 2 16.7 o 0.0 2 16.7 7 3 70.0 10 1.36 1.35 0.10 0.10 。 0.0 。 0.0 
0116 15 15 o 0.0 o 0.0 o 0.0 3 18.8 3 18.8 7 6 53.8 13 1.39 1.29 0.11 0.10 。 0.0 。 0.0 
0117 18 14 o 0.0 o 0.0 o 0.0 o 0.0 o 0.0 7 7 50.0 14 1.25 1.22 0.12 0.09 。 0.0 。 0.0 
0118 15 14 o 0.0 3 21.4 3 21. 4 o 0.0 3 21.4 5 6 45.5 11 1.39 1.29 0.10 0.10 。 0.0 。。目。
0119 18 17 o 0.0 o 0.0 o 0.0 o 0.0 o 0.0 8 9 47.1 17 1.11 1.06 0.08 0.07 2 11.8 。 0.0 
0120 14 11 o 0.0 o 0.0 o 0.0 o 0.0 o 0.0 4 7 36.4 11 1.38 1.36 0.09 0.09 。 0.0 。 0.0 

Num 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 
T 327 279 。 16 16 4 20 126 130 256 26.5 25.3 1.97 1.85 2 。
Mean 16.4 14.0 0.8 6.0 0.8 6.0 0.2 1.3 1.0 7.2 6.3 6.5 49.0 12.8 1.33 1.26 0.10 0.09 0.1 0.6 
S.D. 2.0 2.0 6.9 6.9 4.3 7.1 12.0 2.2 0.10 0.10 0.01 0.01 2.5 

図7.個別表出力例(催奇形性試験・胎仔観察所見)
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図8.総括表出力例(一般毒性試験・体重)

Animl. 
No 

Table Absolute organ weight (Treatment period) --- female 回目ー (EXAM .NO 1) PAGE 1 
ーーーーーー一一一ーーーーー目ー田町ーーーーーーーーーーーーーーー目ー一時ー-------ーーーーーーーーーーーーーー自由旬ーーーーーーーーーー-ーーーーーーー園田ーーーーーーーー田ーーーーーーーー『】ーーーーー自由一ーーーーーー目ーー司ーーーーー，ーー-ーーーーーーーーーー

TEST .NO 

Weight Liver Heart L-Kidney R司 Kidney Spleen Lung L-Ovray R-Ovray L-Adre R-Adre 
nal nal 

Group 1 
Olive 011 

(25 ) 

20 
28.2 
1.6 

9 g mg mg mg mg mg mg mg mg mg 
ー--ーー園田ーーーーーーーーーーーーー回目----------一回ーーーーーー---回目白ーーーーーーー--ーーーーーー目ーーーーーーーー国司ー----ーーーー--ーーーーーー-ーーーーーー圃目白ーーー--四一ーーーーーー四ーーーーーーーー司自ーーーーーーー目 F 一ーーー

20 
3.4 
0.6 

Group 2 
PB-L 

20 
28.3 
2.3 【25)

Group 3 
PB-M 

20 
28.2 
2.0 ( 25) 
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PB-H 

20 
28.2 
2.8 (25) 
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図 9.総括表出力例(一般毒性試験，催奇形性試験・臓器重量)

20 
8.9 
2.0 

20 
9.6 
2.5 

20 
3.7 
0.5 

20 
9.5 
2.3 

20 
9.2 
2.3 

20 
2.8 
0.4 . 

20 
3.1 
0.6 

肉

20 
8.7 
1.9 

20 
10.6 
2.2 

20 
3.5 
0.7 

20 
3.2 
0.8 

19 
8.8 
1.5 

19 
10.9 
2.5 

19 
3.3 
0.6 

19 
3.7 
0.5 



東京衛研年報 38，1987 443 

Food consumption 

一一一司 Cロntrol
四ーーー-10 mg/kg 
一一-20 mg/kg 
一一一 40mg/kg 
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week -4 

Mean food consumption in rats administered 
orally xxxxx 

図10. グラフ出力例(摂餌量)

②プログラム言語は BASICインタプリタを用いた.

これは演算速度が遅いものの，パーソナルコンピュータ

用言語として広く使用されており，一般研究者によるプ

ログラム開発が容易である.従って新たな処理が必要に

なった場合，また現在のプログラムに変更が生じた場合}

容易に対処することができる.なおプログラムをコンパ

イルすることにより処理速度を向上させることも可能で

ある.

③今回，キーボードより入力される項目がいくつか残

された.キーボードによる入力は比較的入力ミスが多い

ため今後検査装置とのオンライン化(血液検査)や

OCR装置の導入などの対策が必要と思われる.

謝辞 本システムのプログラム作成に多大な授助をい

ただいた(布ヒューマンライフの奥村大地氏に感謝の意を

表します.

結語

パーソナルコンピュータによる LANを構築し，毒性

試験システムの開発を行った.実際にいくつかの化合物

の毒性試験にこのシステムを適用して約 4か月が経過し

たが，初期のプログラムでは満足できない箇所が現われ

たり，また逆に作業量が増加した部分もあり，数度のプ

ログラムの追加，修正を行い一応の成果を得ている. し

かしまだ未解決の部分もいくつか残っており，今後こら

れに対して検討を続け，機器やプログラムの追加，修正

が順次なされ，毒性試験システム全体の機能が発揮され

れば，毒性研究の発展にさらに寄与すると期待している.

また動物愛護の観点から動物に多くの苦痛を与えるこ

の種の動物実験が問題となっており，今後より少ない動

物で精度の高い毒性試験を行えるようなコンピュータシ

ステムの検討も必要になるものと思われる.
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The 22 Joint Conference， US-Japan Cooperative Medical 

Science Program， Cholera Panel (1986. 8) 

諸角聖，和字慶朝昭，一言広:食品のカビおよび

カビ毒汚染に友ぽすケナガコナダニの作用

第24回マイコトキシン研究会(1986.8) 

内山竹彦，鎌形有祐，河野雅子，吉岡守正，藤川 浩，

五十嵐英夫，大久保充人，粟野文剛，遠藤洋，志村
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山田澄夫，松下秀，工藤泰雄，大橋誠:Sealed 

mouseを用いたビブリオの病原性の検討

第20回腸炎ピブリオシンポジウム (1986.10)

工藤泰雄:Vibrio属菌とその感染症

第20回腸炎ピブリオシンポジウム(1986.10)

潮田弘，五十嵐英夫，丸山務，寺山武，竹重都

子，斎藤維雅:ウシ，ブタ，イヌ由来コアグラーゼ陽性

ブドウ球菌の性状

第31回ブドウ球菌研究会(1986.11)

藤川 浩，五十嵐英夫:ブドウ球菌エンテ口卜キシン

致死感受性の増強作用

第31回ブドウ球菌研究会(1986.11) 

伊藤 武:食品衛生におけるカンピ口パクター

食品衛生微生物研究会第 7回学術講演会(1986.11)

諸角 聖:食品のカビ汚染における含有成分の影響

食品衛生微生物研究会第 7回学術講演会(1986.11) 

諸角聖，吉川翠，和字慶朝日百，一言広:ケナガ

コナダニの真菌伝播能について

食品衛生微生物研究会第 7回学術講演会(1986.11)

嘉，厳小傑:ブドウ球蘭外毒素 toxicshock syn・ 津野正朗，大橋誠:感染症サーベイランス領域にお

drome toxin-l， enterotoxin A， s， Cのマイトージエン けるパーソナルコンビュータの活用/DEPIDsの開発

活性とインターフ工口ン 2産生誘導活性の検討 第4回日本マイコン研究発表会(1987.3) 

第33回毒素シンポジウム (1986.9) 

橋本篤，本多太次郎，五十嵐英夫，清水賢:遠赤

津野正朗，山田澄夫，松下秀，工藤泰雄，大橋誠 外線照射による殺菌効果に関する研究

:東京都における海外旅行者下痢症の実態 第34回日本食品工業学会 (1987.3) 

第77回東京都衛生局学会(1986.10)
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i朝田弘，五十嵐英夫，丸山務，寺山武，竹重都

子，斎藤維雅:ブドウ球菌食中毒に関する研究ーウシ，ブ

タおよびイヌ由来コアグラーゼ陽性ブドウ球菌の性状

第60回日本細菌学総会 (1987.3) 

厳小傑，内山竹彦，打林明子，吉岡守正，五十嵐英

夫，藤川浩:ブドウ球菌外毒素 toxicshock syn-

drome toxin-1の抗体産生反応の抑制作用の解析

第60回日本細菌学会総会 (1987.3) 

藤川 浩，宇佐美博幸，内山竹彦，五十嵐英夫:ブド

伊藤 武，新垣正夫，斎藤香彦，高橋正樹，柳川義勢，

大橋誠，他19名:1981年一1986年に東京都内で下痢患

者から検出されたカンピ口パクターの血清型別状況と年

次推移

第61回日本感染症学会総会 (1987.4) 

山田澄夫， Surang Dejsirilert，松下秀，津野正朗，

工藤泰雄，大橋誠:エロモナスによる輸入感染性腸炎，

特に菌の分離法と分離株の性状について

第61回日本感染症学会総会(1987.4) 

ウ球菌 toxicshock syndrome toxin-1とenterotoxin 松下秀，山田澄夫，津野正朗，工藤泰雄，大橋誠

致死増強作用の比較 :輸入感染性腸炎患者からの組織侵入性大腸菌の検出状

第60回日本細菌学会総会(1987.3) 況と分離株の性状

甲斐明美，伊藤武，山田澄夫，工藤泰雄，大橋誠

: Escherichia coli 0145 : NMの産生する Verocytoto-

xinの精製とその性状

第60回日本細菌学会総会(1987.3) 

高橋正樹，柳川義勢，斎藤香彦，伊藤武，大橋誠

: Campylobacter jejuniにおける鞭毛抗原の免疫学的

特異性について

第60回日本細菌学会総会(1987.3) 

楠 i享，伊藤武，柳川義勢，高橋正樹，甲斐明美，

第61回日本感染症学会総会(1987.4) 

山田澄夫: r輸入感染性下痢痕の細菌検査j一東京都

における輸入感染性腸炎の現況一

第36回日本臨床衛生検査技師学会 (1987.5) 

楠 淳，伊藤武，斎藤香彦，寺山武:食肉から

のサルモネラ検出のための増菌培地の再検討一特に

Rappaport 培地， Rappaport-V assilidis 培地，ストロ

ンチウム埼地およびセレナイト培地の増菌効果の比較一

第51回日本食品衛生学会総会(1987.5) 

稲葉美佐子，新垣正夫，工藤泰雄，大橋誠，中村明子 T. Itoh， M. Shingaki， M. Takahashi， Y. Yanagawa， A. 

:リジン脱炭酸反応陰性パラチフスB菌による大規模な Kai， Y. Kudoh， M. Ohashi and G. Hamana Identifica-

集団食中毒について tion of Campylobacter pyloridis by detecting its spe・

第61回日本感染症学会総会(1987.4) cific urease 

新垣正夫，伊藤武，高橋正樹，柳川義勢，工藤泰雄，

大橋誠， i賓名元一:逆受身ラテックス凝集反応による

Campylobacter pyloridisのウレアーゼ検出法の検討

第61回日本感染症学会総会(1987.4) 

The 4th 1nternational Workshop on Campylobacter 1n-

fections (1987. 6 ) 

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

とオゾン水の殺菌効果の相違に関する検討

第62回日本医科器械学会大会 (1987.5) 



武士俣邦雄:神経芽細胞腫のマス・スクリーニングに

関する検討(第6報)原中カテコールアミン代謝終末産

物の定量値と材料の関係

第36回日本臨床衛生検査学会(1987.5) 

武士俣邦雄，高野弘紀，大橋誠，峰岸正子，石塚

実，長岡常雄:神経芽細胞腫のマス・スクリーニングに

関する検討(第4報)原中パニリルマンデリン酸スポッ

トテスト成績に友ぼす食餌の影響に関する統計的観察

第78回東京都衛生局学会(1987.5) 

田苗綾子，境井光子，橋本伸子，柴田 実:溜紙血

17-0HP測定による CAHマス・スクリーニングに関す

る研究
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高野伊知郎，浜野肪子，安田一郎，瀬戸隆子，秋山手口

幸:ガスクロマ卜グラフィーによる生薬友ぴ生薬製剤中

のコール酸類の分析

第23回全国衛生化学技術協議会年会(1986.10) 

鈴木幸子，田中 博，安田一郎:ウスパサイシンの発

芽特性ならびに幼植物の成分について

日本生薬学会第33回年会 (1986.10)

奥本千代美，高橋利恵子，岩崎由美子，秋山和幸:

メッキ廃水中シアンの予試験における自動化

第23回全国衛生化学技術協議会(1986.10) 

第61年度厚生省心身障害者研究「マススクリーニング 安田一郎，秋山和幸，糸川秀治，竹谷孝一，佐竹元吉，

に関する研究班J(1987. 2) M. Mochidome， G. Hashimoto :南米産生薬スクーパの成

分研究

林志直，関根整治，安東民衛，寺山武，大橋誠，

岡田正次郎，薮内 清，山之内淳，島田光正，田崎透明，

中村憲久，村田三紗子，小杉真紗人:東京都におけるウ

イルス性胃腸炎に関する調査研究

第77回東京都衛生局学会(1986.10) 

安東民衛:東京都におけるウイルス性急性胃腸炎の集

日本薬学会第107年会 (1987.4) 

田中 博，鈴木幸子，吉沢政夫，福岡達男，荒金真佐

子，秋山和幸，安田一郎:ウスパサイシンの栽培研究(1)

発芽特性ならびに幼植物の成分について

第78回東京都衛生局学会(1987.5) 

団発生状況とその調査成績 竹内正博，水石和子，山野辺秀夫，渡辺四男也:塩酸

食品衛生微生物研究会第7回学術講演会 (1986.11) 同時注入による塩化ブチルスズ化合物のガスクロマトグ

萩原輝彦，上原真一，鎌田国広，高橋美佐子，中山京

子，秋山和幸:高速液体ク口マトグラフによるジゴキシ

ラフィー

第35回日本分析化学会(1986.10) 

ン錠中の類縁物質の定量 水石和子，竹内正博，山野辺秀夫，渡辺四男也:ガス

第23回全国衛生化学技術協議会年会(1986.10) クロマ卜グラフィーによる環境試料中のジブチルスズ現

上原真一，萩原輝彦，高橋美佐子，鎌田国広，中山京

子，秋山手口幸:トラネキサム酸の定量法

第23回全国衛生化学技術協議会年会(1986.10) 

びトリブチルスズ化合物の定量

第35回日本分析化学会(1986.10) 

山野辺秀夫，竹内正博，水石和子，渡辺四男也魚介

類中の水銀およびセレンの含有量について

第52回日本食品衛生学会(1986.11) 
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池田一夫，雨宮敬，伊藤弘一，観照雄，中村弘， 金子誠二，丸山務，小久保禰太郎，神保勝彦，松本

渡辺四男也:HPLCによる化粧品中の塩化ベンザルコ 昌雄:市販豚肉における Yersinia属菌の分布および分

ニウムおよび塩化ベンゼ卜ニウムの分離定量法 離株の病原性状

日本薬学会第107年会(1987.4) 食品微生物研究会第7回学術講演会 (1986.11) 

中村義昭，酒井正美，森謙一郎，鈴木助治，渡辺四 小久保禰太郎，金子誠二，丸山務，神崎政子，松本

男也:ガスク口マトグラフィーによる塩化ベンザルコニ 昌雄:食鳥のウヱルシュ菌分布と分離菌株の薬剤感受性

ウムの定量 第52回日本食品衛生学会 (1986.11)

日本薬学会第107年会 (1987.4) 

雨宮敬，池田一夫，伊藤弘一，観照雄，中村弘，

渡辺四男也:ガスク口マトグラフィーによる化粧品中の

4-クロロー3圃 5-キシレノールの分離定量法

日本薬学会第107年会(1987.4) 

竹葉和江，松本昌雄，中沢裕之:電気化学検出高速液

体クロマトグラフィーによる蜂蜜中のフェノールの分析

第52回日本食品衛生学会 (1986.11) 

安岡千枝，堀井昭三，松本昌雄:高速液体クロマ卜グ

ラフィーによるオキソリン酸，ナリジクス酸，ピロミド

酸の同時分析

第52回日本食品衛生学会(1986.11) 

宮崎奉之:クロルデンを中心とした有機ハロゲン化合

物汚染に関する研究

第53回日本食品衛生学会 (1987.5) 

安岡千枝，堀井昭三，松本昌雄:高速液体ク口マトグ

ラフィーによる養殖魚中のサルファ剤の定量

第53回日本食品衛生学会 (1987.5) 

金子誠二，小久保禰太郎，丸山務 Yersiniaen-

terocoliticα血清型03の保有するプラスミドの他の血清

型における形質発現について

第102回日本獣医学会(1986.9) 

神保勝彦，桐谷礼子，松本昌雄:バイオアッセイによ

る食肉中のマクロライド系，テトラサイクリン系および

アミノグリコシド系抗生物質の分別推定法

第52回日本食品衛生学会 (1986.11)

桐谷礼子，神保勝彦，松本昌雄:養殖魚中の抗生物質

の簡易分別推定法とその応用

第52回日本食品衛生学会 (1986.11)

金子誠二，小久保禰太郎，丸山 務，松本昌雄:Yer.・

sinia enterocolitica血清型03固有プラスミドの研究1.

トランスポゾン (Tn1)挿入変異株の作成とその病原性

状

第103回日本獣医学会(1987.4) 

丸山務，神崎政子，金子誠二:Yersinia enteroco“ 

litica血清型03生物型3のpyrazinamidaseの活性につ

いて

第102回日本獣医学会(1986.9) 

竹重都子，丸山 務，神崎政子:犬および猫の Pas-

teurella multocada保有状況について

昭和61年度獣医公衆衛生学会 (1986.11) 

高木裕，丸山務，小久保禰太郎，松本昌雄他:と

畜場における食肉の細菌汚染調査(第3報)豚枝肉の汚

染源調査結果について

第77回衛生局学会 (1986.11)



宮原美知子，三瀬勝利，和気朗，丸山務:Yersi-

nia属の産生する制限酵素の特徴

第60回日本細菌学総会 (1987.3) 
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日本薬学会第107年会 (1987.4) 

森川 肇，藤田昌彦，真木俊夫，木下薫，高橋邦夫，

柴田承二，田村明文，水野伝一:半夏に見出される多形

丸山 務，神崎政子，金子誠二，宮原美知子，三瀬勝 核白血球活性化抗腫蕩作用

利:Yersinia enterocoliticaにおける制限酵素の検索 日本薬学会第107年会 (1987.4) 

第103回日本獣医学会 (1987.4) 

二島太一郎，牛山博文:馬の骨中元素含有量と力学的

川本英一，沢田拓士，丸山務:コルチゾール投与ウ 特性との関連性

サギにおける Pasteurellamulωcida (A: 12型)感染 第57回日本衛生学会(1987.4) 

の増強について

第34回日本実験動物学会総会 (1987.5) 

田端節子，上村 尚，田村行弘，安田和男，牛山博文，

橋本秀樹，西烏基弘，二島太一郎:食品のアフラトキシ

上村尚:Zearalenoneの毒性スクリーニング ン汚染実態及びその推移

第25回マイコトキシン研究会(1987.1) 第53悶日本食品衛生学会(1987.5) 

真木俊夫，観公子，永山敏庚，飯田真美，二島太一 上村尚，田端節子，田村行弘，安田和男，牛山博文，

郎:オニギリによる急性中毒の一例 橋本秀樹，西島基弘，二島太一郎:市販食品中のフザリ

第一回中毒研究会関東地方会(1987.1) ウムマイコトキシン汚染友ぴ調理加工による挙動

勝木康隆，松本 茂，露木英男:トリオレインの通気

酸化と αートコフエロールの酸化防止効果およびアスコ

ルビン酸のシナージズム

日本食品工業学会第34回大会(1987.3) 

永山敏庚，真木俊夫，観公子，飯田真美，二島太一

郎:調理加工における有機リン系農薬の消長「イチゴJ

日本農薬学会第12回大会 (1987.3) 

飯田真美，真木俊夫，観公子，永山敏康，二島太一

第53回日本食品衛生学会(1987.5) 

井部明広，田村行弘，上村 尚，西山良子，田端節子，

橋本秀樹，二島太一郎:生鮮野菜等に使用されるリン酸

の分析法とその実態調査

第53回日本食品衛生学会(1987.5) 

吉田令子，渡辺悠二，佐藤憲一，風間成孔:工チレン

ー酢酸ビニル共重合物の組成分析

第52回日本食品衛生学会 (1986.11) 

郎:化学性食中毒の一事例「ハンバーグ中のニコチン 中島和雄，風間成孔，内海英雄， i賓田 昭:抗酵化剤

酸」 のレシチンポソーム膜に友ぼす影響

第78回東京都衛生局学会(1987.4) 日本薬学会第107年会(1987.4) 

永山敏庚，真木俊夫，観公子，飯田真美，二島太一 川島満春美，牛尾房雄，友松俊夫，山岸達典，道口正

郎:フィールドにおける散布農薬の消長「ナス」 雄:わが国の食物繊維 1日摂取量の年代別変化
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第23回全国衛生化学技術協議会年会(1986.10) 

川島満春美，牛尾房雄，船山恵市，山岸達典，友松俊

夫，道口正雄:わが国の食物繊維 1日摂取量の年次別変

牧野国義，溝口 勲:衛生試験実施機関の統合システ

ムによるコンビュータ利用法の現状

第23回全国衛生化学協議会 (1986.10)

化 牧野国義，溝口勲:大気汚染によるE急性症状の

第77回東京都衛生局学会(1986.10) 量・反応関係に関する考察

第45回日本公衆衛生学会(1986.10) 

川島満春美，道口正雄，牛尾房雄，船山慈市，山岸達

典，友松俊夫:食事からの食物繊維摂取量について 牧野国義，稲葉裕，菊地正一:慢性気管支炎有訴率

第41回日本栄養・食糧学会総会(1987.5) に友ぽす気象条件の影響

第57回日本衛生学会 (1987.4) 

佐藤泰仁，古川 翠:空調ダクト内堆積粉塵の性状

(第3報) M. Morita， A. Yasuhara， H. Seki， G. Ohi Chlor-

第45回日本公衆衛生学会 (1986.10) odibenzodioxins in pigeon tissues 

古川 翠:4種の殺虫剤によるツメダニの予防効果に

ついて

第45回日本公衆衛生学会(1986.10) 

矢野栄二，東博文，西井俊治，小泉明，横山泰彦，

池田真悟，溝口 勲:桜島火山灰降灰地区森林作業者の

第 6回ダイオキシン及ぴその関連物質に関する国際シ

ンポジウム(1986.9) 

杉本淳彦，土屋悦輝:東京都利島村簡易水道の監藻に

起因するカビ臭問題

昭和61年度日本水産学会秋季大会(1986.10) 

呼吸機能 高橋保雄，笹野英雄:塩素処理により生成するベンチ

第45回日本公衆衛生学会(1986.10) オカーブ分解生成物

佐々木憲二，寺田伸枝，池田真悟，大沢誠喜，鈴木孝

人，木下真男，溝口 勲:NOz暴露のラットにおける呼

吸機能並びに形態変化

第27回大気汚染学会(1986.11) 

鈴木孝人，加納嘉子，溝口 勲:NOz暴露によるトリ

プ卜ファン代謝産物の原中排せつ量の変化

第27回大気汚染学会(1986.11) 

池田真悟，鈴木孝人，加納嘉子，溝口 勲:都内学童

の原中 Hydroxyproline調査およびその測定法の検討

第27回大気汚染学会(1986.11) 

第21回日本水質汚濁学会(1987.3) 

Shinshi Oishi : Age Dependent Testicular Atrophy 

Induced by Di (2・ethylhexyl)phthalate 

4th International Congress of Toxicology (1986. 7) 

Shinshi Oishi and Osamu Takahashi Mutagenicity 

of Tama River Sediments 

4th International Congress of Toxicology (1986. 7) 

O. Takahashi : Hemorrhagic Toxicity of Butylated 

Hydroxytoluene (BHT) and Butylated Hydroxyani-

sole in the rat 



4th International Congress of Toxicology (1986. 7) 

O. Takahashi and S. Oishi : Short-term Toxicity of 

Tama River Sediments in Mice 

4th International Congress of Toxicology (1986. 7) 

M. Yoneyama and A. Ogata : Irreversible Binding of 

Thiabendazole to Macromolecules in Pregnant Mice 
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大石真之，高橋省多摩川底泥の変異原性について

日本水質汚濁研究協会関東支部シンポジウム

(1986.11 ) 

中川好男，田山邦昭:ジブチルヒドロキシトル工ン

(BHT)によるラット腎障害

日本薬学会第107年会(1987.4) 

and Its Relation to Teratogenicity 藤井 孝，三栗谷久敏，井口重孝，神谷信行，中村清

4th International Congress of Toxicology (1986. 7) 純，平賀興吾:オルトフェニルフェノールのラット腸脱

発癌に及ぼす炭酸水素ナトリウムと趨化アンモニウムの

影響

K. Ushiyama， K. Sato， A. Nakagawa， F. Nagai， J. 第45回日本癌学会総会 (1986.10)

Kabashima， 1. Kano and T. Nakao : The Metabolism of 

o-Phenylphenol sodium salt 

4th International Congress of Toxicology (1986. 7) 回山邦昭，平賀輿吾，志佐 浦:ラット腸肱腫蕩の組

織学的分類と移植成績との関連性一長期飼育における移

植片の挙動一

Yoshio Nakagawa， Kuniaki Tayama and Kogo Hiraga : 第45回日本癌学会総会(1986.10)

On the Mechanism of Butylated Hydroxytoluene-

induced Hepatic Toxicity in Rats 

4th International Congress of Toxicology (1986. 7) 

佐藤かな子，長井二三子，牛山慶子，中川敦子，加納

いつ，浦山修，原諭吉，中尾真，中尾}II貢子:馬腎

Na，K・ATPaseのモノクローナル抗体(第4報)

第59回日本生化学大会 (1986.9) 

牛山慶子，佐藤かな子，長井二三子，中川敦子，加納

いつ，川野澄江，中尾順子:OPP-Na投与ラットの薬

物代謝酵素

第59回日本生化学会大会 (1986.9) 

市川久次，小林博義:無機水銀 (Hg2+)のヒ卜なら

A. Ogata， M. Yoneyama， M. Sasaki， K. Suzuki and T. 

Imamichi Teratogenicity of thiabendazole in ICR 

町llce

4th International Congress of Toxicology， (1986. 7) 

M. SASAKI : Suppressive Effect of Tumor Promo-

ter TP A on the Antibody Production in vitro 

4th International Congress of Toxicology， (1986. 7) 

佐々木美枝子，金西信次:アセトアミノフェンの変異

原増強作用-DNA修復修飾作用について

日本環境変異原学会第15回大会(1986.10) 

ぴにウサギの溶血に対する差異(光散乱法を用いて) 佐々木美枝子，高橋 省:ラット肝初代培養細胞を用

第59回日本生化学会大会(1986.9) いた Phylloquinone(Vitamin K1) epoxide reductase 

活性の測定と butylatedhydroxytoluene (BHT)によ

る血液凝固異常の発症機構の解明

第3回初代培養肝細胞研究会(1987.6) 
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寺山 武:ブドウ球菌の最近の分類

第31回ブドウ球菌研究会(1986.11)

平田一郎，太田建爾，新井輝義，山田澄夫，坂井千三

:アジ由来病原ビブリオの薬剤感受性試験

第20回腸炎ピブリオシンポジウム(1986.10) 

池島伸至，楠くみ子，新井輝義，神真知子，入倉善久，

坂井千三:コンニャクの軟化剥離現象について

食品衛生微生物研究会第7回学術講演会(1986.11) 

宇田 裕，梨田智子，白石隆幸，平田恵子，大西和夫，

西島基弘:醇素法による食品中のシアン配糖休の定量に

ついて

酵素法による食品分析研究会(1986.12)

田口信夫，西島基弘，斉藤行生，阿相敏明，金子幹宏，

木川 寛，河村太郎，黒川達夫，西沢元仁，中沢裕之，

鈴木澄子，大平知子，藤田昌彦:生活空間中の亜硫酸ガ

ス測定用パッシブサンプラーの開発

日本薬学会第107年会(1987.4) 

平田恵子，大石充男，大西和夫，西島基弘:酵素を用

平田恵子，西島基弘，大西和夫，梨田智子，白石隆幸， いた食品分析働(1)食品中のホルムアルデヒド

字国裕:食品中シアン配糖体の定量 第53回日本食品衛生大会 (1987.5) 

第13回環境汚染物質とそのトキシコロジーシンポジウ

ム (1986.10)

大石充男，天川映子，荻原勉，田口信夫，大西和夫，

西島基弘:食肉中のニコチン酸忍びニコチン酸アミド分

析法漫びそれらの食肉における挙動

第52回日本食品衛生学会(1986.11)
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