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昨今の公衆衛生を取り巻く社会情勢の急激な変化に伴って，当研究所の在り方にも転換が求

められているように思います。特に，業務対象範囲の拡大，技術の高度化，検査の分散化傾向

に伴う精度管理の必要性，公衆衛生情報活動の充実などにどのように対応したらよいか，考え

させられることの多いこの頃です。社会情勢の変化を受動的に受け止めるのみでなく，これら

がもたらす発展性を積極的に引き出して，検査室サービスの質的改善に努めたいと考えており

ます。

幸なことに， I第二次東京都長期計画」の中で，試験検査及ぴ調査研究の効率化・高度化を

図るとともに，専門技術の研修指導及び公衆衛生情報の解析・提供等の機能を充実させること

を目的として，衛生研究所の改築，整備が具体化されたところであります。長期計画のスロー

ガン「安心して住めるまち，いきいきと暮せるまち，ふるさとと呼べるまち東京」の下に，都

民の保健向上のため， 21世紀へ向けて衛生研究所はどのような役割を果たすべきかを，職員一

同，夢を膨らませて検討しております。関係各位の御指導，御鞭捷をお願い申し上げる次第で

あります。

ここに東京都立衛生研究所研究年報の第39号を発行致しました。本号には， 66編の報告論文，

並ぴに1987年 7月以降1988年6月までの間の刊行著書，他誌発表論文，学会発表演題のタイト

ルが収録されております。何れも当研究所各分掌分野における研究面での研鑓の成果でありま

す。思'陣のない御批判，御助言をいただければ幸いと存じます。

1988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 

P APERS CONCERNING ON INFECTIOUS DISEASES AND OTHERS 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lαb. P.H.， 39， 1-8， 1988 

パーソナルコンビュータを用いた海外旅行者下痢症の

細菌検査成績処理システム(第4報)

多種病原菌同時検出例の解析システム

津野正朗*，工藤泰雄 * ， 大 橋 誠*

A Computerized Data Base System for Processing Results of Bacteriological Examination of 

Overseas Travellers' Diarrhea (N) 

A System for Analyzing Patterns of Different 

Kinds of Pathogen Isolated Concurrently from Individual Cases 

MASAAKI TSUNO*， YASUO KUDOH* and MAKOTO OHASHI* 

Keywords:情報処理システム informationsystem，海外旅行者輸入下痢症 overseastravellers' diarrhea，感染症

infectious diseases，データベース database，パーソナルコンビューターp巴rsonalcomputer，ノTターンアナリシ

スpatternanalysis 

著者らは， 1975年以降，下痢症の海外からの持ち込み

の実態を明らかにすべく，海外旅行者下痢症患者の細菌

学的病因検索事業(以下⑫と略称)を行.ってきており，

1983年以後は，その検査情報の管理・処理にパーソナル

コンピュ←タを利用している.そのために，まず被検者

情報，被検材料'情報および検査成績などの情報処理を行

う目的で，⑮検査情報処理システム(I略称、

iMRFCJ)1，2)を自家開発した.続いて， MRFCデータ

ディスクに収録したデータを分析処理する目的で⑩検査

情報解析システム(略称 iMDAJ)シリーズを開発し，

情報処理機能の強化を計ってきた.

圏内の集団あるいは散発下痢症患者の場合とは様相を異

にし，複数菌種同時検出例にしばしば遭遇する.そこで

著者らは，パーソナルコンピュータを利用して，検出病

原菌パターン(検出病原菌 1-5種の組合せ)の分析を

試みた.本報では，用いた解析システムおよびそれに

よって得られた分析結果について概要を報告する.

また，⑮検査情報は，上述の MRFCの導入以前にも

遡って入力し，現在では1979-1987年について各年単位

で MRFCデータディスクに収録・保存されるに至って

いる.

検 査 材 料

この MDAシリーズには，海外旅行者の渡航先と検出 検査対象は， 1979年から 1987年の 9年間に⑮検査の目

病原菌との関係を分析するための訪問国パターン別病原 的で都・区保健所を通じて本所に搬入されたふん使材料

菌検出状況解析システム (MDA(ntJ， MDA 11Q'， MDA であり，供試件数は， 1979年以降年次別に， 2，323件，

12O'， MDA 13O')3，4)，同赤痢菌検出状況解析システム 2，611件， 2，155件， 2，181件， 2，709件， 2，715件， 2，879 

(MDA 22O')5)および同サルモネラ検出状況解析システ 件 2，713件および2，824件の合計23，110件である.

ム (MDA32O')5)が含まれる.図 1には⑩検査情報処理 検査の対象となった被検海外旅行者には，検疫所を通

システム開発の経過を示した. じて検疫通報があった者 医師や勤務先の管理者等から

これらの各システムを利用することによって， 2ヶ国 検使の要請があった者，自発的に検使を申し出た者が含

以上を歴訪した旅行者をも含めて，いずれの固に旅行す まれる.

るとどんな病原菌に感染し易いかを推定することができ また，これらの被検者を材料採取時の下痢症状の有無

るようになった. によって，次の 3群に分類した.すなわち，検査材料採

しかし，海外旅行者下痢症患者のふん便検査を行うと， 取時に下痢症状があった下痢現症者(患者 iPatientJ，

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24一1

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169， ]apan 



2 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 39，1988 
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f↓:各種システムに組込み。 本↑:門RFC・98門に、 Activity-18として組込み済み。
:実務的使用。

図1.⑧検査情報処理システム開発系統図

fPJ と略称)，旅行中または帰国後に下痢症状があっ

たが既に回復した下痢既往者 (f現在健康者J，f G Jと

|略)，および，全く下痢症状がなかった健康者

(fHealthy PersonJ， f H J と略)である.各該当件数

は， f P Jが3，254件， fG Jが16，795件， f H Jが3，061

件であった.

検査方法

検査対象とした腸管系病原菌は， 0 -1コレラ菌(表

では fv.c.J と四告)，非0-1コレラ菌(いわゆる NAG

ピブリオ;fNAGJ と略)，腸炎ピブリオ (fv.p.J と

略)， ピブリオ・フルピアリス (fv.f.Jと国各)，赤痢菌

(fSh. A-OJ と略)，チフス菌およびパラチフス A菌

(fTyphJ と略)およびその他のサルモネラ(fSat.Jと

|略)，毒素原性大腸菌 (fETECJ とl陥)，組織侵入性大

腸菌 (fEIECJ とUI告)，病原血清型大腸菌 (fEPECJ と

略)，カンピロパクター・ジェジュニーおよび同コリー

(fCampJ と略)，プレジオモナス・シゲロイデス

(fPlesJ と略)，エロモナス・ヒドロフイラおよび同ソ

ブリア (fAeroJ と11硲)の各菌である.ただし，これら

の検査対象病原菌の内，カンピロパクターは1979年から，

プレジオモナスは1980年から，エロモナスは1982年から，

検査対象とした.また，各菌の分離・同定は，通常の腸

管系病原菌検査法6.7)に準じて行った.

処理対象情報

対象情報は，上述の 9年間における⑮検査情報で，

MRFCを用いて各年別にデータディスクに収録・保存さ

れたものである.

主要入力情報は，⑮検査材料送付書から得られる被検

者および被検材料に関する情報，および検査成績である.

すなわち，前者は，検査年月日，検査番号，検査材料搬

入保健所，年齢，性別，被検者区分別 (fPJ，fGJお

よび fHJの別)，出国年月日，帰国月日，材料採取病

日，下痢症状の有無と下痢使の性状，下痢の最高回数，

その他の症状の有無，抗生剤，その他の薬剤投与の有無

などであり，後者は，検出病原菌種(同時検出菌 5種ま

で入力可)，検出菌の血清型，毒素型等である.

情報処理の方法

⑮検査情報の処理に用いた主要ハードウエアは，日本

電気製パーソナルコンピュータ PC9801vm 2 (640 Kバ

イト RAM仕様)，高解像カラーディスプレイ， 24ピン

タイプのドットマトリクスプリンタである. また， 1;吏用

したディスク・オペレーション・システムは， MS-OOS 
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なわち，いずれの場合も各出現パターンを 1種の病原菌

のみが検出された例治、ら同時に 5種の病原菌が検出され

た例まで段階的に分類し，さらに各々を病原菌コード番

号順に整理し(並べ換えの再処理等をして)，出力する.

この第 1段階の処理結果をそのままプリント出力する場

合の検出菌種数の計算方法は，上述の MDT1αcと同様

である.

しかし，さらに 2段階日の処理を加えて，菌種を異に

するものだけを計上する方法により，検出病原菌の組合

せパターン別病原菌検出状況を出力することもできる.

すなわち，これは異種菌種の同時検出例を分析するため

に用意された機能である.

分析結果および考察

1979年から1987年の 9年間に⑮検査に供したふん使材

料23，110件の内，合計6，878件から既知の腸管系病原菌

が検出され，陽性率は29.8%であった.これを下痢症状

群別に分類すると， i P J群に該当するもの3，254件中

1，892件が陽性で陽性率58.1%， iG J群では16，795件中

4，539件が陽性(陽性率27.0%)，iHJ群で3，061件中

447件が陽性(陽性率14.6%)であった.

これらの陽性例を，同一検査材料から同時に検出され

た腸管系病原菌種の数にしたがって分類したのが表 1

(MDT1O'Cによって出力)である.すなわち， 1979年

の iPJ群を例に挙げると， 181件の陽性例中， 1種の

病原菌のみ検出された例が138件， 2種の病原菌が同時

に検出された例が29件， 3種同時検出例が12件， 4種お

39， 1988 報年研

(NEC/Microsoft) Ver3.1である.

使用したソフトウエアは次のとおりであり，いずれも

自家開発によって得たものである.

1. MDT1O'C: MRFCデータ・ディスク上の iMFモク

ジ」ファイルを参照し，年別・被検者区分別の複数菌種

同時検出状況を，表またはグラフとして出力する.この

システムにおける検出病原菌(検出菌種数)の集計は，

同時に検出されたのが同一病原菌種であっても血清型等

を異にするごとに各々を別途に計上する方式で行われる.

すなわち，コレラ菌，赤痢菌，組織侵入性大腸菌，病原

血清型大腸菌およぴ腸炎ピブリオは血清型を異にするご

とに，サルモネラはO群を異にするごとに，毒素原性大

腸菌は産生毒素型を異にするごとに，各々を計上する.

2. MDA1AO'・ M : MRFCデータディスク上のメイン

ファイル(ファイル名 iMaru-FJ)の各レコードをレ

コード番号順に 1件ずつ読み出し，収録情報の内，被検

者区分，検出菌種数，検出病原菌(1 -5種)を参照し，

検出病原菌 1-5種の組合せを10桁のコード番号(各菌

当て 2桁のコード番号， 5組の組合せ)のパターンとし

て認識し，このパターン別に病原菌の検出状況を分析す

る.情報処理の原理は上述の訪問国パターン別病原菌検

出状況解析用の各システムと同様であり，アプリケー

ションプログラムの開発に当たっては，それらの情報処

理の基本アルゴリズム3)および処理手}II買(フロー )4)を踏

襲したので，詳細は省略する.

結果のプリント出力方法は，

衛京東

す2種用意されている.

表1.症状群別・年次別複数菌種同時検出事例の出現状況 (1979-1987)
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1979 
1980 
1981 
1982 
1983 
1984 
1985 
1986 
1987 

Total 1444 360 79 

29 12 
36 8 
47 6 
33 5 
42 7 
40 5 
3'1 7 
52 15 
44 14 

2 

1 : only one pathogen was detected from each individual. 
2・ 5: two or more pathogens were detected from色achindividual. 
total : subtotal. 

447 7 41 399 4539 4 3861 608 65 1892 2 7 
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上記の菌検出事例の内， 1種の菌検出例， 2種以上同

時検出例それぞれの占める頻度をプリント出力したのが

表 2 (MDTl(J'Cによる)であり，さらにそれをグラフ

化したのが図 2 (MDT1(1Cによる)である.いずれを

4 

よぴ5種同時検出例が各々 1件であった.このように，

各々に複数菌同時検出例が含まれるため，分離菌株数は，

iPJ群由来のものが2，439株， iG J群由来5，293株，

iHJ群由来502株，合計8，234株であった.

表 2.症状群別・年次別複数菌種同時検出事例の出現頻度 (1979四 1987)

( by per cent ) 

Patients of 
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Converlescent 
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74.7 18.9 
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図2.症状群別・年次別複数菌種同時検出事例の出現率 (1979-1987)
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観察しでも， [" P J群で同時検出菌の数およびその出現

頻度が最高であり，これに次いで， ["G J群， ["H J群の

順であることが読み取れる.すなわち， 2種以上の病原

菌が同時に検出された例は， [" P J群で23.7%と最も高

頻度であり，次いで， ["G J群14.9%，["HJ群で10.8%

であった. 4種以上の同時検出例をみると， [" P J群の

0.5%であったのに対し， ["G J群で0.1%，["HJ群では

全く認められなかった.

このような複数病原菌同時検出例の内訳をさらに詳細

に検討するために， MDA1M" M を用いて，検出病原

菌の組合せパターン別の分析を行った.

MDA1M" M には，上に述べたとおり， 2種の

フォームの出力機能がある.これらの内，第一段階目の

処理(並べ換えの再処理のみ)をして結果を出力した場

合，同一病原菌の同時検出例であっても血清型等を異に

する複数の病原菌が各々計上されるため，検出病原菌の

組合せパターンは， 1種の病原菌のみが検出された例19

パターンを含み， 2種同時例82，3種同時例81，4種同

時例10，および 5種同時例 3，合計195パターンであっ

た.これは，例えばO群を異にするサルモネラが2種あ

るいは 3種同時に検出された場合，それぞれに 2種ある

いは 3種同時検出例として言十上されたためである. しか

し，さらに 2段階目の処理を行うと(この場合，上の複

数サルモネラ検出例は，いずれもサルモネラ l菌種の検

出例として取り扱われる)，検出病原菌種パターンは159

種となった(表 3). 

いずれの場合も，多彩な検出病原菌種の組合せパター

ンが認められ，多種病原菌同時検出例の出現傾向を明ら

かにすることができた.

表 3を参照して高頻度出現パターンを観察すると， 2 

菌種同時検出例77パターン(全陽性例の11.9%がこれに

該当し，多種病原菌同時検出例中の61.3%を占める)中

では，腸炎ピブリオとサルモネラの同時検出例が1.9%

と最も高頻度に認められ，サルモネラとカンビロパク

ターの同時検出例 (0.7%)等がこれに次いだ.これと

ほぼ同様の傾向は， ["G J群および ["HJ群の両下痢症

状群においても認められた. しかし， 1979年から毒素原

性大腸菌の検査を行った ["PJ群に注目すると，この毒

素原性大腸菌とサルモネラの同時検出例が2.7%と最も

高頻度であり，これに次いで，カンピロパクターとの同

時検出例(1.6%)，プレジオモナスとの検出例が

(1.5% )，腸炎ピブリオとの検出例(1.3%)等が高頻

度に認められ，傾向を異にした.

これに比較して， 3種以上の病原菌が同時に検出され

た例では， 3菌種同時検出例が58パターン(全陽性例の

1.3%がこれに該当し，多種病原菌同時検出例中の6.7%

を占める)， 4種同時の例が4パターン(全体の0.1%，

多種病原菌同時検出例中の0.5%を占める)， 5菌種同時

の例が 1ノfターンであった.

このように多菌種同時検出例が高頻度に認められるこ

とは，海外旅行者下痢症例では異なった病原菌による混

合感染事例が含まれることを物語っている.またこれら

の成績は，海外旅行者が渡航各国において下痢症に催患

する場合にその原因となっている水や食品汚染状況を反

映しているものとも推察される.

別の角度からこの成績について考察を加えるとすると，

これらの複数菌種検出例における病原菌の組合せパター

ンの中には，それぞれ発現主要症状を異にする病原菌種

の組合せがあることが注目される.例えば，下痢・脱水

が発現主徴であるコレラ菌と発熱・腹痛を伴うサルモネ

ラとの同時検出例などが認められる場合があるが，各々

の病原菌が同時に起病性を発揮した場合，症状は複雑に

修飾を受け，臨床的な診断は必ずしも容易でないことが

推察される.また，法定伝染病の起因菌が同時に検出さ

れることもあり(例えばコレラ菌と赤痢菌の同時検出)，

海外旅行者下痢症の病因検索においては，各種の病原菌

を対象とする精度の高い検査の必要性が示唆される.

著者らは，上に述べたような異種病原菌同時検出状況

の解析もまた，海外旅行者下痢症の実態を把握するのに

有用であると考える.
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表 3.検出病原菌組合せパターン別病原菌検出状況 (1979-1987)一1

Pathogen-detective-pa~~erns 

Pathogen-detect Ive pattern No. 01 .posltive cases / X in posltive cases 

Pattern No. ( detected pathogen ) [Pl [Gl rHl Total 

No. ( 1 2 3 5 ) Cases [ X 1 Cases [ X 1 Cases [ X 1 Cases [ X 1 
一一一一一一一 一 一
40 (V. c. ，一 0.3 10 0.2 0.9 20 0.3 
17 (NAGv，一 26 1.4 123 2.7 12 2.7 161 2.2 
170 (V.I.， -
43 l V. f.，一 5 0.3 29 0.6 0.9 38 0.5 
3 (V. p. ，一 一 169 8.9 698 15.4 33 7.4 900 12.3 
34 (Sh. A，一 0.1 10 0.2 0.2 12 0.2 
6 (Sh. s， 一 48 2.5 96 2.1 9 2.0 153 2.1 
62 (Sh. C，一 一 6 0.3 12 0.3 4 0.9 22 0.3 
2 (Sh. 0， 一 62 3.3 164 3.6 17 3.8 243 3.3 
78 (Typh，一 一 0.1 2 0.4 0.1 
5 (Sa!.，一 163 8.6 1，360 30.0 186 41. 6 1，709 23.3 
18 (EPEC， 一 39 2.1 227 5.0 32 7.2 298 4.1 
24 (EIEC， 12 0.6 43 0.9 7 1.6 62 0.8 
4 (町EC，一 838 44.3 410 9.0 21 4.7 1，269 17.3 

140 (E. c. ，一 一 一 5 0.1 5 0.1 
49 (Ca・p， 一 91 4.8 424 9.3 34 7.6 549 7.5 
118 (Aero，一 19 1.0 140 3.1 17 3.8 176 2.4 
64 (Ples，一 36 1.9 218 4.8 25 5.6 279 3.8 
58 (Yers， 0.1 0.2 2 
一一一 一一 一 一一一一一一一一一

Subtotal 1，523 80.5 3，971 87.5 409 91. 5 5，9ω80.6 
一一一一一一一一一
42 (V. c.， NAGv，一
14 (V. c.， V. p. ，一 一 0.1 4 0.1 
143 (V. c川町EC，一 0.1 
195 (V. c.， Aero，一
129 (V. c.， Ples，一 2 0.1 2 
111 (NAGv， V. f. ，一 0.4 4 0.1 
16 (NAGv， V. p. ，一 0.1 11 0.2 0.2 14 0.2 
61 (NAGv， Sh. s. 一 0.1 3 
20 (NAGv， Sa!.，一 一 0.1 26 0.6 0.9 31 0.4 
128 (NAGv，即'EC，一 一 2 
8 (NAGv，町'EC， 16 0.8 6 0.1 22 0.3 
77 (NAGv， CaIP， 3 0.1 3 
171 (NAGv， Aero，ー 3 0.1 3 
97 (NAGv， Ples， 3 0.1 3 
106 (V. f.， V. p. ，一 0.1 8 0.2 0.2 10 0.1 
65 (V. f.， Sh. s， 0.2 
63 (V.f.， Sa!.，一 7 0.2 0.2 8 0.1 
41 (V. f.， ETEC，一 0.1 
158 (V. 1.， Ca・p，一 一 0.1 2 
175 (V. f.， Aero，一 0.2 2 
136 (V. f.， Ples，一 一
124 (V. p.， Sh.8，一 0.1 
181 (V. p.， Sh.C，一 0.1 
91 (V. p.， Sh.O，一 0.1 3 0.1 0.1 
13 (V.P.， Sal.，一 18 1.0 115 2.5 0.7 136 1.9 
75 (V. p. ，即EC， 3 0.2 0.1 7 0.1 
83 (V. p.， EIEC，一 2 0.1 3 
7 (V. p.， ETEC， 24 1.3 10 0.2 2 0.4 36 0.5 
59 (V. p.， Ca闘p， 2 0.1 11 0.2 13 0.2 
87 (V. p.， Aero，一 2 0.1 13 0.3 0.2 16 0.2 
68 (V. p.， Ples，一 10 0.5 19 0.4 0.7 32 0.4 
186 (Sh. A， Sh. s，一
69 (Sh.A，町'EC，一 0.1 
52 (Sh. A， Ca.p， - 0.1 2 
179 (Sh. A， Aero，一
9 (Sh. 8， Sh. C，一 0.1 

110 (Sh. B， Sh.O，一 0.1 
23 (Sh. B， Sa I. ， 0.1 8 0.2 0.2 10 0.1 
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表 3.検出病原菌組合せパターン別病原菌検出状況 (1979-1987)ー2

Pathogen-detective-patterns 

Pathogen-detect lve pattern No. of posltlve cases / ~ ln posltlve cases 

Pattern No. ( detected pathogen ) [PI [GI [HI Total 

No. ( 1 2 5 ) Cases [ ~ 1 Cases [ ~ 1 Cases [ ~ 1 Cases [ ~ 1 
一一一一一一一一一
193 (Sh. s， EIEC， 
47 (Sh.B，町EC， 10 0.5 10 0.1 
46 (Sh. B， Ca・p， 6 0.3 5 0.1 0.2 12 0.2 
165 (Sh. B， Aero，一 0.1 2 3 
95 (Sh. B， Ples， - 一 0.1 
146 (Sh. C， EPEC，一
152 (Sh. C，町民， 0.1 3 
73 (Sh. C， CalP， - 0.1 0.1 0.1 
25 (Sh. 0， Sal.， 6 0.3 0.2 15 0.2 
100 (Sh. 0， EPEC，一 2 0.1 2 
135 (Sh. 0， EIEC， 0.1 2 
29 (Sh. 0，町EC，一 11 0.6 2 13 0.2 
115 (Sh. 0， Ca・p，一 3 0.2 0.1 0.2 8 0.1 
184 (Sh. 0， Aero， - 0.1 3 0.1 0.1 
132 (Sh. 0， Ples，一 一 5 0.1 0.1 
149 (Typh， Ca・p，一 0.1 
72 (Sal.， EPEC，一 0.2 24 0.5 0.2 29 0.4 
21 (Sal.， EI医" 6 0.1 6 0.1 
11 (Sal.，町'EC，一 52 2.7 25 0.6 77 1.1 
48 (Sal.， Il. c. ， - 0.1 2 
50 (Sal.， Ca・p，- 9 0.5 35 0.8 1.1 49 0.7 
180 (Sa1.， Aero， 0.1 10 0.2 0.2 12 0.2 
71 (Sal.， Ples，一 一 5 0.3 26 0.6 0.7 34 0.5 
56 (Sal.， Yers， 
125 (EPEC， EIEC，一
105 (即EC，町民. 一 0.4 9 0.1 
80 (即EC，CaIP， - 0.1 0.2 9 0.1 
169 (EPEC， Aero，一 4 0.1 4 0.1 
82 (EPEC， Ples， 0.1 5 0.1 6 0.1 
81 (EIEC，町'EC，一 0.2 
122 (EIEC， Ca・p，
182 (EIEC， Aero， 
108 (EIEC， Ples，一
53 (ETEC， Ca・p，- 31 1.6 8 0.2 39 0.5 
93 (訂EC，Aero， 17 0.9 0.1 21 0.3 
88 (町民， Ples， 一 28 1.5 12 0.3 0.2 41 0.6 
113 (CaIP， Aero， 2 0.1 12 0.3 14 0.2 
96 (Ca・p，Ples， 6 0.3 20 0.4 0.2 27 0.4 
176 (Aero， Ples，一 0.2 13 0.3 17 0.2 
一一一一 一 一 一・ーーー・司--・ー 冒圃聞圃圃圃圃圃圃司開園・・・・" ・圃阿国-・-

Subtotal 310 16.4 528 11. 6 36 8.1 874 11.9 
一一一一一 一一 一 一 一
174 (V. c.， NAGv， Aero，一
44 (V. c.， V. p.， Sa 1. ，一 0.1 2 
57 (V. c.， Sh.O， CalP，ー 0.1 
134 (V. c.， EPEC， Ca・p，一
22 (NAGv， V. p.， Sal.，一 0.2 0.2 7 0.1 
154 (NAGv， V. p. ，即EC，一 0.1 
90 (NAGv， V. p. ，町EC，一 0.1 2 
92 (NAGv， V. p.， Ca.p，一
116 (NAGv， Sh. s， Ca鳳p，一 0.1 
55 (NAGv， Sh.O， Sal.，一
127 (NAGv， Sal.， EIEC， -
38 (NAGv， Sa 1.， ETEC，一 0.1 
45 (NAGv， Sal.， Ca則p，一 0.1 
133 (NAGv， Sal.， Ples， -
187 (NAGv，町EC，Ca・p，一 0.1 
120 (NAGv，町EC，Ples， - 0.1 
94 (V. f.， V. p.， Sa 1. ，一 0.1 
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表3.検出病原菌組合せパターン別病原菌検出状況(1979-1987) -3 

Pathogen-detective-patterns 

Pathogen-detectlve pattern 

Pattern No. ( detected pathogen ) 

No. 01 posltlve cases / % In posltive cases 

[Pl [Gl rHl Total 

No. (1  2 3 4 5 )  Cases [% I Cases [% 1 Cases [% 1 Cases [% 1 
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Subtotal 3 0.2 
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Cαmpylobαcter jejuniの培養細胞に対する細胞侵入性

柳川 義勢*，伊藤 武へ稲 葉美佐子へ高橋正樹*

斎藤香彦*，中村明子**，鈴木健之**

山本 実**，工藤 泰 雄 へ 大 橋 誠*

Cell同 Invasionof Campylobacter jejuni 

YOSHITOKI YANAGAWAへTAKESHI ITOHへMISAKOINABA *， MASAKI T AKAHASHI * 

KAHIKO SAITO*， AKIKO NAKAMURA * *， 

KENJI SUZUKI * *， MAKOTO Y AMAMOTO * *， Y ASUO KUDOH * and MAKOTO OHASHI * 

Keywords : Campylobacter jejuni，細胞侵入性 cellinvasion， 

Campylobacter jejuniによるヒトの急性腸炎は，その発 材料および方法

生頻度も高く，感染性腸炎の中でも主要な位置を占める 1.供試菌株

ものといってよい.この C.jejuniの病原性については，

これまでマウス1.2)，ウサギベハムスターりなど主に実

験動物を感染モデルとして解析が加えられ，本菌腸炎の

感染・発症と菌の組織内侵入性との聞に密接な関連のあ

ることが示唆されてきているが，まだその全貌を解明す

るまでには至っていない.

著者らも 5)，マウス，ラットおよびヒヨコを用いた感

染実験で，本菌の腸管定着性と腸管細胞へ侵入すること

をたしかめたが，これらの動物は感染の成立に大量の生

菌を必要とするなど概して本菌に対する感受性が低いこ

ともあってより詳細な病原性解析を進める上では必ずし

も十分なものではなかった.

一方，この種の組織侵入性における病原機序の解析に

は近年各種の培養細胞モデルの有用なことが赤痢菌6)や

エルシニア7)などで確かめられてきており， C. jej叫仰に

おいても HeLa細胞などの培養細胞レベルでの病原解析

も進みつつある8-10)

そこで著者らも，今回本菌の各種培養細胞に対する感

受性を調べ，培養細胞を用いた感染モデルの確立を計る

と共に，本実験で確立した培養細胞モデルを用いて由来

を異にする多数の分離株の病原性について併せて検討し

たので，その成績について報告する.

今回実験に用いた菌株はいずれも著者らが種々の対象

より分離した Ca肌紗lobacterjej仰 tで，ヒト集団下痢症患

者ふん便由来107株，散発下痢症患者由来55株，ウシ由

来14株，イヌ由来11株，ニワトリ由来 7株，ハト由来12

株，食肉由来 9株の合計215株である.また，細胞侵入

性の基礎的実験には供試菌株のうち，集団下痢症患者由

来の C.jej叫削， CF1株(血清型 TCK1)1l)および C.jejuni， 

CF256株(血清型 TCK7)の2株を用いた.

培養細胞への感染には，各々の供試菌株を微好気条件

下で培養した後， リン酸緩衝液， pH7.2 (以下 PBSと略

す)で 2回洗浄し，抗生物質無添加の Eagleの MEM培

地に浮遊したものを用いた.

2. 供試培養細胞

当研究所ウイルス研究科において保存されている株化

細胞を用いた.すなわち，ヒト細胞由来の Intestine407 

細胞， HeLa細胞， FL細胞， HEp2細胞， McCoy細胞，

HSG細胞， HEL細胞の 7種，サル細胞由来の Vero355 

細胞， Vero非462細胞， BGM細胞， GMC細胞， CMK 

細胞， MA104細胞の 6種，そしてマウス細胞由来の L

929細胞の合計14種類である.各細胞はウシ胎児血清を

10%加えた抗生物質無添加の Eagleの MEM培地で

105/mlの浮遊液を作成し，その 2mlを9mmX18mm 

のカパースリップをいれた直径 3cmのプラスチック

*都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metoropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 

**国立予防衛生研究所
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シャーレに入れ， 37
0

C20時間炭酸ガス培養装置内でカ

パースリップ上に単層培養したものを用いた.

3.細胞感染性の試験法

細胞を単層培養したカパースリップを被検菌液の中に

いれ，3TCの炭酸ガス培養装置内で一定時間感染させた

後， PBSで2回洗浄し，未感染菌を除去した.ついで，

メタノールで30分固定後ギムザ染色を行い， 800倍の顕

微鏡下で鏡検した.細胞の観察は中村の方法12)に準拠

して行った.すなわち，カパースリップ上に250の観察

視野を設定し，乱数表により無作為抽出した観察視野50

視野について菌の感染像を観察した.

4.細胞感染率の算定方法

鏡検により培養細胞の細胞内にラセン状梓菌の存在を

確認したものを感染細胞とし，感染率は次式により算定

した.

感染率z 感染細胞数/観察した細胞総数X100

成績

1.各種株化培養細胞に対する感染率の比較

Table 1に今回供試した14種類の株化細胞に対する C.

jejuni， CF1株およびCF256株の感染率を示した.両菌株

はいづれの細胞にも感染性を示したが，その中で感染率

が最も高率であったのは Intestine407細胞で，その感染

率は約50%であった.この細胞における典型的な感染像

Table 1. Invasion of Ca閉め，lobacteγjejuniinto 

various cell lines 

Percentage of cells being invaded : 

Cell lines C.jの叫ni，CF 1 C. jejuni， CF 256 

3 hrs* 5 hrs 3 hrs 5 hrs 

Intestine 407 52.7 51.9 32.1 50.8 

HeLa 36.5 45.1 24.1 45.3 

FL 18.5 34.0 20.4 40.8 

HEp 2 19.3 25.9 5.7 30.2 

McCoy 19.7 18.9 23.5 25.0 

HSG 5.6 25.5 35.0 32.7 

HEL 14.0 24.5 17.3 20.4 

Vero 355 5.9 3.8 5.5 3.7 

Vero #462 17.9 23.1 25.5 41.2 

BGM 36.4 38.6 20.8 28.6 

GMC 16.1 38.5 30.4 49.1 

CMK 10.5 41.8 17.7 25.9 

MA 104 4.8 3.6 5.6 12.3 

L 929 8.8 7.4 2.8 14.0 

Bacterial suspension of 5 X 109/ ml was challenged. 

* Incubation period. 

Fig. 1. Intestine 407 cell invasion by Campylobacteγ 

j司juni，strain CF256 (Giemsa staining) 

はFig.1に示すとおりである.以下， HeLa細胞で約

45%， GMC細胞で約40%，FL細胞で約35%以上，また

BGM細胞でも約30%以上と比較的高い感染率が得られ

た.感染率の低かった細胞は Vero355細胞， MA104細胞，

L929細胞であり，その感染率は概ね10%未満にとど

まった.

この成績から以下の感染実験には Intestine407細胞を

用いることとした.

2.感染菌の培養方法の検討

供試菌の培養方法により感染率に差があるか否かを明

かにするために，培地および培養温度について検討を加

えた成績を Table2に示した.なお，供試した培地の

うち BHIブイヨンでの培養は微好気ガスで置換後振と

う培養したものである.

表から明らかなように， CF1， CF256両株の感染率は

42
0

C培養に比し37
0

C培養の方が高い傾向にあった. しか

し，使用した 4種の培地による感染率には，大きな差は

観察されなかった.

これらの成績にもとずき，培養が簡単な BHIブイヨ

ンの37
0

C20-24時間培養菌を以後の実験に用いた.

3.感染菌量の検討

供試菌株の BHIフゃイヨン3TC20時間培養菌を106個/

mlから 1010個/mlの濃度にそれぞれ調整し， Intestine 

407細胞と 4時間接触後その感染率を比較した.

その成績は Table3に示すごとく， 108個，107個，

106個/mlの場合にはまったく感染は認められず，感染

の成立には109個/ml以上の菌量が必要であった.

4.感染時間の検討

CF1， CF256両株の各々 1010/mlをIntestine407細胞

にそれぞれ 1時間から 5時間まで接触させた後の感染率
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Table 2. Invasion of C日間紗lobacterjのiuniinto Intestine 407 cells 

: Effect of cultural condition of the organism 

Cultural condition of the organisum Percentage of cells being invaded 
after 4 hrs incubation 

Temperature Medium 
Incubation 
period C. jejuni. CF 1 C. jejuni， CF 256 

3TC Blood agar 48 hrs 40.0 31.6 

BHI agar 48 hrs 59.6 61.8 

Nutrient agar 48 hrs 70.4 47.2 

BHI broth 24 hrs 58.7 49.8 

42
0

C Blood agar 48 hrs 57.7 29.6 

BHI agar 48 hrs Not tested 22.6 

Nutrient agar 48 hrs 34.5 11.5 

BHI broth 

Table 3. Invasion of Campylobacter jejuni into Intestin巴

407 cells : Effect of inocul um size 

Percentage of cells being invaded after 

Inoculum 4 hrs incubation 

slzes C.jej叫ni，CF 1 C.jのiuni，CF 256 

1010 83.4 85.1 

109 40.7 55.5 

108 7.5 0.0 

107 0.0 0.0 

106 1.8 0.0 

Table 4. Invasion of Ca間紗lobacterjejuni into Intestine 

407 cells Effect of incubation period after 

chall巴nge

Percentage of cells being invaded 

Strains 
(Inoculum size/ml)Incubation period 

1 hr 2 hrs 3 hrs 4 hrs 5 hrs 

C. jejuni， CF 1 39.2 44.0 57.2 81. 9 62.3 
(6.0 X 1010

) 

C. jeju時i，CF 256 39.8 85.8 89.1 91. 8 92.3 
(3.8X 1010) 

の比較成績を Table4に示した.

両菌株とも感染時聞が長くなるとともにその感染率も

上昇し，ほぽ. 4時間で最大に達した.また，感染した

細胞に認められる菌数も 4時間が最も多い結果であった.

5.細胞内増殖性についての検討

CF256株の109個/mlを3時間接触させた後，洗浄し

て未侵入の菌を除去した細胞を新鮮な Eagleの MEM培

24 hrs 35.5 32.4 

地中で継続培養し，細胞内での菌数の増減を経時的に観

察した.

その成績は Fig.2に示したように，細胞内菌数は抗

生物質添加，無添加両培地の場合とも観察した24時間ま

での範囲内では特に明らかな細胞内増殖を示す結果は得

られなかった.

6.各種由来菌株の細胞感染成績

各種検査材料から分離した C.jejuniの215菌株の BHI

ブイヨン培養菌109個/mlをIntestine407細胞に 4時間

接触後，無作為に選んだ25視野についてその感染性を検

討した (Table5). 

ヒト由来株では，集団事例由来株も散発事例由来株も

その感染率は数%のものから70%台のものまで幅広い分

布がみられたが，供試菌株の平均感染率は集団事例由来

で27.3%. また，散発事例由来で27.2%と両由来聞に特

に差は観察されなかった.

ヒト以外の分離株についてみると，ウシおよびイヌ由

来株では感染率が数%から30%台の聞に分布し，その平

均感染率もそれぞれ17.8%. 10.8%とヒト由来株のそれ

に比べやや低い値であった.それに対しニワトリおよび

ハト由来株は低いものでも 10%台，高いものでは70%台

を示し，平均感染率もニワトリ由来で28.4%. ハト由来

では41.0%とヒト由来株に比し高い傾向であった.食肉

由来株ではウシやイヌ由来株とほぼ同様の成績でその平

均感染率は17.7%であった.

一方，供試菌株の血清型と細胞感染率との関連につい

てみると，各血清型別にみた感染率には菌株により低い

ものから高いものまで広い範囲に分布するものの，平均

感染率でみた場合特に血清型による顕著な差は観察され
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Table 5. Invasion by Campylobacter jejuni strains from various source into Intestine 407 cells 

Number of strains with an invasion rate (%) of: Number of 
strallls 
tested 

Sources of strains 
70-79 

Human 

Outbreak cases 

Sporadic cases 

60-69 50-59 40同 4930-39 20-29 10-19 1-9 

1 

1 

2 4 

1 

13 

1 

20 

7 

29 

12 

26 

22 

12 

11 

107 

55 

2 2 5 14 27 41 48 23 162 Subtota! 

1 

2 

1 

1 

4・
唱

i
4
1
9
ω

組処

1
i

。，e
u
q
b
q
J

q
a
q
a
n
L
唱

i
a
A
τ

3 

6 

組

ιτ

噌

i
η
t
n
L
A
H

司

自

ム

噌

E

A

4

E

よ

Non-human 

Cattle 

Dog 

Domestic fowl 

Dove 

Meat 

l 3 

1 1 

1 3 2 4 8 12 13 10 53 Subtotal 

3 

いてはまだ有用な実験モデルが確立されていないことも

あって十分解明されるまでに至っていない.

従来，赤痢菌，エルシニア，組織侵入性大腸菌など細

胞侵入性菌の病原解析モデルとしては実験動物と培養細

胞の 2者がよく知られているが，後者は特に invitroの

実験系として条件設定が容易で，かっ多数の菌株を対象

としたスクリーニング試験に適していることなどのため，

近年広く利用されてきている札7，15) こうした点から，

5 7 18 35 53 61 

なかった (Table6 ). 

考察

Campylobacter jejuniの急性腸炎では下痢，腹痛に加え

発熱，粘血便を伴うことが多く，便中に白血球が認めら

れるほか，血中抗体価の高い上昇も観察されることなど

がその特徴とされる 13，14) これらの臨床所見は，菌の

組織侵入性が本菌腸炎の発症に密接に関与していること

を強く示唆するものであるが，その病原機序の詳細につ

33 215 Total 
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Table 6. Invasion of Campylobacter jり.附何 strainsof various serogroups into Intestine 407 cells 
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18 35 53 61 32 215 

の分離株を対象に，本細胞に対する細胞侵入性について

検討を加えた.供試株にはヒト下痢症のほか，感染源と

して問題となる家畜，家禽，食肉などの由来株が含まれ

るが，いずれの由来株とも細胞侵入性が認められ，由来

による細胞侵入性の強さにも大きな差は認められなかっ

た.また，エルシニア・エンテロコリチカでは細胞侵入

性と血清型との聞に関連性のあることが指摘されている

が7) C. jejuniでは少なくとも今回検討した範囲では，

細胞侵入性に対するこの種の血清型との関連性は特に観

察されなかった.

以上の成績は C.jejuniが由来，血清型に係わりなく，

いずれも細胞侵入性を持ち，その病原性に差のないこと

を示唆するものである. しかし，この細胞侵入性が本菌

の病原性を直接反映していると結論するには，成績に示

*Untypable. 

今回著者らは C.jej仰 Zの病原性解析の一手段として培

養細胞モデルの有用性について検討を加えてみた.

培養細胞としては，赤痢菌などに汎用されている

HeLa細胞など14種の細胞を対象としたが，その成績は

既述の通り，本菌は程度の差はあるもののいずれの培養

細胞に対しでも細胞侵入能を持つことが確認された.

本菌に細胞侵入性のあることはすでに Chickembryo 

細胞16)や HeLa細胞8-10)で確かめられているが，今回の

著者らの成績はこれらの報告ともよく一致するものであ

る.今回供試した14種の培養細胞の本菌に対する感染性

を細胞ごとの感染率からみると，中ではヒト胎児腸管に

由来する Intestine407細胞が最も高しこの細胞が病原

性のスクリーニングに有用であることが示唆された.そ

こで，一定の実験条件を設定して，由来を異にする多数



14 Ann. Rep. Tokyo Metγ Res. Lαb. P.H.， 39，1988 

したごとし細胞侵入性の成立に109個/ml以上の大量

菌を必要とすること，また侵入菌の細胞内での確かな増

殖像が観察されないなどまだ疑問の点も少なくない.こ

の問題の解決には，分子遺伝学的レベルでの侵入性機構

の解明などを含め今後検討すべき点も多い.

他方，本菌の一部の株は下痢発現に関与する因子とし

てある種の cytotoxin17)や enterotoxin18)の産生すること

も報告されている.本菌の腸炎発症の真の理解をするに

は，今後こうした点も含めた総合的な解析が必要である

といえる.
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寄生虫に対する漢方薬の有効性に関する研究(第 1報)

allylおよび phenylisothiocyanateを指標とする

Anisakis 1型幼虫に対する相対的運動抑制効果の判定法

村田以和夫*，宮沢貞雄へ安田一郎**，小田 稔***，

渋谷智晃***

Effect of Chinese Medicine for Helminth (1) 
A Bioassay for Motal or Inhibitory Effects on The Activity of Anisakis Type 1 

Larvae with allyl and phenyl isothiocyanate as Control 

IWAO MURATAへSADAOMIY AZA W AへICHIROY ASUDA * *， MINORU ODA * * * 

and TOMOAKI SHIBUY A * * 

区eywords:致死的効果判定法 bioassayfor mortal effect on activity，アニサキス I型幼虫 Anisakistype 1 larvae， 

アリルおよびイソチオシアン酸フェニル allyland phenyl isothiocyanat巴，粉わさび powderedroots of Armoracia 

rusticana 

はじ めに

著者ら (1987)は， Anisakis 1型幼虫の保存温度，

薬味，調味料および香辛料に対する抵抗性について報告

した.この実験成績の内，市販のチューブ入り「ねりわ

さび~@J， ['和風ねりからし⑩J，および「おろし本わさ

び」に顕著な本虫運動抑制効果が認められた.この報告!

より 20年程前に，川烏ら 2) (1966)， HAMA]IMAら3)

(1969 )は，わさびの辛味成分である allylおよび

phenyl isothiocyanateの本虫に対する殺虫効果について

報告し，アニサキス症の予防および駆虫に期待を寄せて

いる. しかしながら，近年になって，食品中の天然変異

原物質や発癌物質の存在が懸念される様になり， allyl 

isothiocyanateのハムスター細胞の染色体異常の発現や

マウスおよびラットに対する発癌性の報告4.5)がなされ

ている.また， 1978年ごろに，からし油の成分 pheny.

lerトdiisothiocyanate1.4 (Jonit酔)が，ヒトの鈎虫およ

び回虫駆虫薬として開発され，本剤の服用量および副作

用に関する記載6)が見られる. しかしながら，本剤の

Anisakisに対する駆虫効果については不明である.

さらに，本剤の副作用は下痢， P匪吐，腹痛など消化管

刺激症状が著しいため， Anisakis症の様な胃腸の激痛

を主症状とする急性症例に対しては，本剤の服用はか

えって危険を伴なうものと思われる.そこで，さらに安

全で有効な植物由来殺虫成分の検索に必要な標準的方法

を開発するために既知有効成分である allylおよび

phenyl isothiocyanateを指標とし，粉わさびを未知の植

物由来成分の実験モデルとした実用的な効果判定法の検

討を行なった.

材料および方法

1. Anisakis 1型幼虫の採取と保存:氷詰めのスケト

ウダラの肝臓に被のうする Anisakis1型幼虫を眼科用

ピンセットで注意深く摘出し，脱のうさせてから，

0.4%の魚介類用生理食塩水 (NaCI水)中で活発な S字

状運動を示すもののみを実験に供した.脱のう後，本虫

はNaCI水中で日毎に運動性が低下するため，スケトウ

ダラの内臓と共にピニール袋に分包し，冷凍冷蔵庫の

パーシャル室(-3 'C)に保存し，実験の直前に本虫の

みを摘出，より均一な運動性を維持するよう努めた.

2. Anisakis 1型幼虫の運動性評価基準:前報1)に準じ

て，活発な S字状運動を示すものを(時)，静置状態ま

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第 2研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

** " 理化学部医薬品研究科

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 . Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 169 ]apan 

***東京都衛生局環境衛生部食品機動監視班小石川第 l班

。



16 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lαb. P.H.， 39，1988 

たはシャーレ(径 9cm)に弱い衝撃を与えると自発的

固有運動(巻き込み運動)を示すものを(件)，眼科用

ピンセットで虫体を刺激した時のみ微弱な動きを示すも

のを(+)，そして全く動きを示さないものを(一)と

表示した.

3. allylおよび phenylisothiocyanate (C4H5NS， 

C7H5NS)を指標とする Anisakis1型幼虫に対する相

対的運動抑制効果の判定基準:すでに対 Anisakis殺虫

物質として知られる allylおよび phenylisothiocyanate 

の10mgを乳化剤， (polyethylen glycol 600 M. W.) 19加，

100mlの NaCl水に溶解し，これを原液として 5倍希釈

法で'10mg-0.08mg/100mlに調製した.同様に， allyl 

isothiocyanateの12.5mg/100mlを原液として， 10倍希

釈法で12.4mg-0.12mg/100mlに調製し，各濃度液

20mlをシャーレに分注して被検基準液とした.次いで，

シャーレ内の各濃度基準液に活発な S字状運動を示す

Anisakis 1型幼虫をシャーレ当り 7隻ずつ浸i責後， 10 

分， 60分， 24時間の 3回観察して本虫の運動性の変化を

記録した.同様に，対照として NaCl水に15隻の本虫を

投入して，経時的に運動性の変化を観察記録した.これ

らの予備的基礎実験にもとづき， allylおよび phenyl

isothiocyanateによる本虫の経時的運動抑制パターンを

求めた.次ぎに，未知植物由来殺虫成分の相対的運動抑

制効果判定の実験モデルとして，粉わさびの3.0g/

40ml NaCl水混濁液を室温(l5-20
0

C)で30分間振滋抽

出し，遠心分離後その上清を未知の被検原液として， 10 

倍希釈法で 1: 1 -1 : 10，000 (終末濃度， 0.75mg/ 

100ml)溶液に調製し， allyl isothiocyanateの10倍希釈

基準液と同時・同一条件で Anisakis運動抑制試験を行

なって，運動抑制パターンにより相対的に基準液のどの

濃度に相当するかを比較判定した.さらに，これら一連

の実験成績をもとに Anisakisに対する運動抑制効果の

判定基準を作成した.

実験成績

1. allylおよび phenylisothiocyanate基準液の Ani-

sakis 1型幼虫に対する運動抑制効果:表 1に示すよう

に， allyl isothiocyanate 10mg/100ml 溶液は， 60分で被

検虫体4/7の運動性を完全に抑制し， 24時間後の判定

では 7隻全部の致死的効果が見られた.また 2mg/ 

100ml溶液では， 10分で 7/7が(件)， 60分で 7/7

が(+)， 24日寺岡処理で 7/7が(一)と直線的な運動

抑制効果が認められ，さらに0.4mg/100ml溶液に至る

まで， 24時間後の判定で 6/7に致死的効果が認められ

た.一方， phenyl isothiocyanat巴 10mg/100ml溶液では，

本虫の運動を60分で完全に抑制し， 2 mg/100ml 溶液

では， allyl isothiocyanateと同様に24時間判定で，被検

虫全てに致死的効果が認められた. しかし， O.4mg/ 

100ml 溶液では， ピンセットによる f員1~害虫イ本 1 を除タトし

て， 1/6の致死的効果が認められたにすぎなかった.

総じて， allylおよび phenylisothiocyanateの Anisakis

に対する運動抑制効果に有意差は認められなかったもの

のo.4mg/1 OOml群にのみ有意差が認められた.

2. 既知の allylisothiocyanate 10倍希釈基準液と未

知の粉わさび抽出液の Anisakisに対する運動抑制効果

の比較 allylisothiocyanateの12.4mg/100mlを原液と

する各10倍希釈基準液と，未知の粉わさぴ3.0g/40ml

表 1 allylおよびtphenil isothiocyanateのAnisakis1型幼虫に対する運動抑制効果

薬剤名 処理時間 被 検 濃 度 lOmg/100ml 2mg/100ml 0.4mg/100ml 0.08mg/100ml 

虫体数運動性 十十 + 4十 + 十十 + 4十 + 
allyl iso- 10 分 1 6 7 7 7 

thicoyanate 60 分 7 3 ④ 7 7 7 
(C4H5NS) 24時間 ⑦ ⑦ 1 ⑤ 4 3 

phenyl iso 10 分 4 1 ② 6 1 7 7 

thicoyanate 60 分 6-7 ⑦ 1 6 6 1 3 4 
(C7H5NS) 24時間 ⑦ ⑦ 1 4 ①* 5 1 * 

対 H夜 処理時間 被検虫体数
連 動性

十件 * + 
10 分 15 

0.4% NaCl 60 分 15 15 

24時間 14 1 

注) *ピンセットによる損傷虫体を除く
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表 2 ally 1 isothiocyanateのAnisakis1型幼虫に対する運動抑制効果

希釈倍数 1 : 1 1 : 10 1 : 100 

処 理時間被検 mg/100ml 12.4mg 1.24mg 0.12mg 

虫体数 運動性 十|十 十+ 十 it十 * + 十社 十十 + 
10 分 7 5 2 5 2 4 3 

60 分 7 1 ⑥ 7 5 2 

24時間 7 ⑦ 5 ② 6 1 

注)対照は，表 1と同じ

表 3 粉わさぴ(生理食塩水抽出)上清の Anisakis1型幼虫に対する運動抑制効果

希釈倍数

処理時間被検 mg/100ml
虫体数

6 分 5

10 分

60 分

24時間

7 

7 

7 

運動性

1 : 1 
抽出原液*

+社 十十 + 

N.D 

N.D 

N.D 

⑤ 

1 : 10 
750mg 

十社

* + 

N.D 

1 4 2 

注) *:抽出原液3.0g/40ml. NaClの室温振とう抽出液・遠心上清

**ピンセットによる損傷虫体を除く

N.D:実験せず

対照:表 lと同じ

1 : 100 
75mg 

制 十十 + 

N.D 

5 2 

⑦ 5 2 

⑦ 3 3 

表4 寄生虫に対する運動抑制物質の効果判定基準

十件

① 

記号 判定 被検薬剤処理時間および寄生虫の運動性

1 : 1000 
0.75mg 

十十 + 

N.D 

4 3 

7 

6 

※3 致死的効果有り

※2 強い運動抑制効果有り

60分処理で被検虫体の過半数が(一)で、 24時間後に白濁するもの

24時間処理で被検虫体の過半数が(一)と(+)を示すもの

※1 ~~い運動抑制効果有り 24時間処理で被検虫体の過半数が(+)で(一)を含まないもの

24時間処理で被検虫体の過半数が(叶)と(件)を示すもの(一) 抑制効果無し

注)幼虫の運動評価基準: (十件)活発な S字状前進運動を示すもの

(件)自発的固有運動・巻き込み運動を示すもの

( + )ピンセットで刺激して，やっと微弱な動きを示すもの

( - )全く動きを示さないもの

17 

** 

抽出・上清液を原液とする10倍希釈液の本虫運動抑制効

果を表 2と 3に示した，すでに予備実験で allyl

isothiocyanate 115mg/100ml溶液は 7分で， 5被検虫体

の全てを致死的に抑制することが判明しており，粉わさ

び3g/40ml NaCl抽出・上清液との比較では， 6分で全

虫が致死的抑制を受け，両者の効力はほぼ同等との結果

が得られた.粉わさびと allylisothiocyanateの各希釈液

の本虫運動抑制効果をそのパターンで比較すると，粉わ

さぴの750mg/ 100mlとallylisothiocyanate 12. 4mg / 

100ml液の本虫運動抑制効果は，ほぽ同等であった.こ

の結果，粉わさびに含まれる殺虫有効成分の濃度は，逆

算により，およそ 1-2%であろうと推定された.

3. allylおよび phenylisothiocyanateの本虫運動抑

制パターンを指標とする未知運動抑制成分の効果判定基

準:一連の実験成績から，表4に示したように，※ 3-

※1および(一)までの判定基準を設定した. この基準

により今後，漢方薬・生薬および香辛料等の抽出物質に

ついて， Anisakisをはじめ各種寄生虫に対する殺虫ま

たは運動抑制効果を invitroで判定することが可能と

なった.
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考 察

古来から常用されて来た漢方薬，生薬および香辛料等

に含まれる寄生虫の殺虫または運動抑制成分の客観的な

効力試験法やその基準は確立されていない.今回著者ら

は， allyl およびphenylisothiocyanateを指標とし，粉わ

さびを未知の植物由来寄生虫殺虫成分の実験モデルとし

て用いて， i判例troでの殺虫または運動抑制効力試験法

を開発し，一連の実験成績から，再現性のある効果判定

基準を設定することができた.現代の医薬品とは異なり

漢方薬・生薬の効能は，偏にヒトの長い試行錯誤の歴史

によって培われて来たものであって，西洋医学的実験

データとしてその裏付けを提示する事は極めて困難とさ

れて来た.今回の実験の結果，わさび成分に Anisakis

殺虫効果が認められたことは，他の植物成分にも殺虫成

分の存在が示唆され，今後の対 Anisakis有効成分の検

索に期待がもたれる.そこで，今回開発した試験法と効

果判定基準を用いて，引き続き漢方薬および生薬のスク

リーニングを行なう予定である.すでに，本虫に殺虫作

用を有する allylおよび phenylisothiocyanateについて，

川島2)らは allylに比べて phenylの方が殺虫効果が強力

であったと述べている. しかし，今回， allylとphenyl

isothiocyanate 10mg/100mlの高濃度基準液では，川島

らの成績と同様の傾向が認められたが，0.4mg/100ml 

の低 濃度基準液では ， 逆 に phenyl より allyl

isothiocyanateの方が致死的効果が有意に強いことが差

の検定で明らかとなり，いずれとも断定し難い.総じて，

allylとphenylisothiocyanate間に，殺虫効力の有意差

は認められなかったが， Anisakisに対する両剤の運動

抑制パターンから運動性減衰曲線(検量線)を求める場

合， allyl isothiocyanate 2 mg/100mlの基準液では，直

線的な運動減衰曲線が得られることから，実験用基準液

としては allylisothiocyanateを用いた方が良いと思われ

る.

結論

既知の Anisakis殺虫成分 allylisothiocyanateの 5-

101音希釈液を基準液とし，活発な S字状運動を示す

Anisakis 1型幼虫を投入緩， 10分， 60分， 24時間の 3

回，観察を行なって，簡便に致死的または運動抑制効果

を判定できる標準的試験法を開発した.この方法によっ

て，本虫の経時的運動抑制パターンから効果判定基準を

設定し，今後未知の植物由来殺虫成分のスクリーニング

および相対的 Anisakis運動抑制効果を 4段階で判定す

ることが可能となった.また，粉わさびを未知の殺虫成

分の検索実験モデルとして用いた結果，この実験成績か

ら，殺虫成分の含有濃度を逆算推定できることが明らか

となった. したがって，精油成分のような不安定な輝発

性物質の器機定量分析の困難さをフォローする Bioas

sayとして，この試験法は応用できる.

謝辞:本研究にあたり粉わさびの原末を供与されたリ

ス食品工業株式会社の関係各位に深謝します.

(本研究は昭和62年度当研究所調査研究課題「畜水産

加工食品およぴその原材料における寄生虫検索ならぴに

各種寄生虫の保存温度およぴ香辛料等の抵抗性に関する

研究」およぴ衛生局環境衛生部食品監視課の先行調査の

一環として実施したもので，その概要は，日本寄生虫学

会東日本大会1988年10月で発表した.) 
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寄生虫に対する漢方薬の有効性に関する研究(第 2報)

漢方薬の Anisakis1型幼虫に対する運動抑制効果

村田以和夫へ宮沢貞雄*安田一郎**，小田 稔***，

渋谷智晃* **

Effect of Chinese Medicine for Helminth (II) 

Mortal or Inhibitory Effects with Several Kinds of Chinese Medicine on The Activity of 

Anisakis Type 1 Larvae 
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and TOMOAKI SHIBUY A * * * 

Keywords:漢方薬 Chinesemedicine，アニサキス I型幼虫， Anisakis Type 1 Larvae，運動抑制効果 Mortalor

Inhibitory effect on activity，胃腸薬 gastorointestinaldrug，寒天ゲル侵入試験 penetrationtest info agar gel 

はじめに

著者ら1)(1987) は，すでに Anisakis1型幼虫の保

存温度，薬味，調味料および香辛料に対する抵抗性につ

いて報告し，前報2)では，既知の本虫殺虫物質の allyl

およびphenylisothiocyanateを指標とする実用的な運動

抑制効果判定法を開発し，その判定基準を設定した.こ

の方法を用いて，未知の植物由来の Anisakis殺虫成分

のスクリーニングや本虫の運動抑制効果を 4段階で判定

することも可能となった.

大石ら3-8) (1970-1975) はAnisakis幼虫の食品衛

生学的研究を行ない，冷凍，放射線照射，超音波等の物

理的処理およぴ各種食品添加物，駆虫薬，香辛料，調味

料等による化学的処理など広範な実験成績を報告してい

る. しかし，本虫の感染予防に有用性の高い手段として

は，著者ら 1)の追試成績と同様， -20'C以下の冷凍，

60'C以上の加熱または食品添加物のうち， sodium 

benzoate 1.35g/1とsalcylicacid 0.4g/1 24時間処理が

有効とされるのみで，他の処理法では本虫の殺虫効果は

全く認められていない.また駆虫剤のうち，かつて鈎虫

の駆虫薬として用いられた tetrachloroethylene1 ml/l 

とtymolO. 05g/1の24時間処理以外には殺虫効果は期待

できないと述べている.これら報告年代から十余年を経

過した現在，本症の診断と治療技術はX線二重造影法や

胃内視鏡や検査技術の発達により，確実性は高まったも

のの，胃壁に穿入する本虫を生検鈎子で摘出する以外，

確実な治療法は全くないといわれている.さらに，薬物

による予防法については，近年，食品中の天然変異原物

質や発癌物質が問題視されるようになり， allyl 

isothiocyanateのハムスター細胞の染色体異常やマウ

ス・ラットに対する発癌性の報告9.10)もある. また，食

品添加物としてはキャビアと清涼飲料水にのみ使用が許

されている sodiumbenzoatell
)や日本酒の火落防止剤と

して1975年まで使用されていたねlcylicacidl2
)は，実際

上本虫の殺虫目的には使用できない.また，かつて鈎虫

の駆虫薬として使用された tetrachlorethyleneは，肝毒

性が強く，さらに現在，水質汚染物質13)およびマウス

の肝に対する発癌物質14)と目されている.同様に，

1975年頃ドイツで開発された鈎虫駆虫薬 phenylenー』

diisothiocyanate 1.4 'Jonit@.15)も著しい消化管刺激があ

り，この副作用のため，胃腸の激痛を主徴とする Ani-

sakis症の治療に用いる事は危険を伴なう. したがって，

これらの薬剤に代わり，安全かつ実用的な予防・治療薬

の開発が望まれている.そこで今回，著者らはわきぴで

確認された急性 Anisakis殺虫有効成分以外に，安全な

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第 2研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

** 。 理化学部医薬品研究科

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 

***東京都衛生局環境衛生部食品機動監視班小石川第 1班

'-' 
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植物由来の殺虫有効成分を検索する目的で，先ず，漢方

薬に着目し，市販の漢方薬23種および生薬製剤 2種，計

25種のスクリーニングを行なった.その結果，数種の漢

方薬と生薬製剤に Anisakis1型幼虫に対する致死的効

果が認められ，さらに，通常，成人 1日当りの常用量，

3時間処理によって0.65%寒天ゲルへの穿入能力が完全

に消失するという注目すべき現象が認められたので，胃

壁穿入能力とのかかわりについても 2，3の考察を加え

たので報告する.

材料および方法

被検漢方薬および生薬製剤のスクリーニング:市販の

安中散3種，平胃散2種および生薬製剤(胃腸薬) 2種，

ならぴに，各種の効能を有する胃腸薬以外の市販漢方薬

18穣，計25種(表 1と2に表示)を試験対象にした.

1 )抽出法:各被検薬は常法21)に従い成人 1日量を

150mlの魚介類用生理食塩水 (0.4%NaCl水)で室温

(15-20.C) 30分間振壷抽出した. 2) Anisakis 1型

幼虫の採取および保存ならびに標準的運動抑制効果の判

定法:前報2)で標準化を行なった方法および本虫の運動

性評価基準ならぴ、に被検薬剤の殺虫効果判定基準に従っ

て実施した.

各種薬剤処理Anisakis1型幼虫の0.65%寒天ゲル侵

入試験:0.4% NaCl加リン酸緩衝液 (pH7.2)に0.65%

となるように， J-Agar (三光)を加え，高圧滅菌器で

110.C， 15分加熱溶解し，径1.7cm，長さ11.5cmの試験

管に約12mlずつ分注，室温でゲル化させた.スケトウ

ダラから摘出直後の活発な S字状運動を呈する Anisa.

kis 1型幼虫を 4-14隻この寒天ゲルの表面に置き， 4 

図の予備実験で 1-90分以内に100%穿入することを確

認して本試験に備えた.

本試験は，安中散4.2g(A社散剤 1日量)および朝鮮

人参末15g/150ml抽出液を20mlずつシャーレに分注し，

採取直後の本虫15隻を投入， 1， 3， 18および24時間後

に1隻ずつ 1群5本の試験管の寒天ゲル上に移し，次い

で毛細ピペットで0.4%NaCl;水を 3滴ずつ滴下して，

各々の寒天ゲル内侵入数と所要時間を記録し， 1群の平

均侵入時間を求めた.同様に，対照として， phenyl 

isothiocyanateの 1mgおよび0.5mg/100ml0.4% NaCl 

溶液 1時間処理群と，市販の黒酢(原液)および0.4%

NaCl水18時間処理群を置いて，侵入数と所要時間を記

録，各群の平均侵入時間を求め，安中散と朝鮮人参抽出

液処理群の成績を比較した.

実 験 成 績

各種漢方薬および生薬製剤IJ (胃腸薬)の Anisakis1 

型幼虫に対する運動抑制効果:漢方薬23種，生薬 2種の

スクリーニングを行なった結果， allyl isothiocyanateを

指標とした効果判定基準と照合し，強い運動抑制効果あ

り(※ 2)と判定された漢方薬は，表lに示したとおり，

安中散 (A社散剤)と平胃散 (B社散剤)の 2剤であっ

た.これら漢方薬は，成人 1日量/150ml抽出液で 1日

処理によって，被検虫体の過半数が(+)および(一)

と判定される程に運動が滅弱した.次に弱い運動抑制効

果あり(※ 1)と判定されたものは，安中散 (B社散

剤)，安中散 (C社エキス斉IJ)，平胃散 (C社エキス斉リ)，

桂枝湯エキス剤，四逆散エキス剤の計5剤であった.一

方，他の漢方薬には，本虫に対する運動抑制効果は全く

ZZめられなかった.

生薬製剤(胃腸薬)の Anisakis1型幼虫に対する運

動抑制効果:市販の S社およびT社製生薬製剤 2剤につ

いて，同様に本虫に対する運動抑制効果を試験したとこ

ろ，表 2に示すとおり，両製剤ともに Anisakis運動抑

制パターンには差が認められず，漢方薬の安中散 (A社

散剤)と平胃散 (B社散剤)と同様，強い運動抑制効果

有り(※ 2)と判定された.

各種薬剤処理Anisakis1型幼虫の0.65%寒天ゲル侵

入試験成績:本虫に対して強い運動抑制効果が認められ

た安中散 (A社散剤)と予備実験で逆に本虫運動充進効

果が認められた朝鮮人参抽出液で，それぞれ 1時間， 3 

時間， 18時間または24時間処理後に各5虫を取り出し，

l群5本の寒天ゲル表面に移して，侵入虫体数とその所

要時間を観察し，平均侵入時間として比較した.その結

果，表3に示したように安中散抽出液1時間処理群では，

被検虫 5隻の全てが15-50分以内に寒天ゲル侵入能力を

有していた.しかし， 3時間と18時間処理群では，微弱

な運動性を有していたにもかかわらず，寒天侵入能力は

全く認められなかった.一方，朝鮮人参抽出液では， 1 

時間， 3時間および24時間処理群ともに，シャーレ内で

活発な S字状運動を呈し，全被検虫体は 1-10分で寒天

に侵入する能力を有していた.さらに，平均侵入時間で

比較すると，朝鮮人参抽出液処理群は，処理時聞が長い

程，短時間で寒天ゲル内に侵入する傾向が認められた.

対照として， allyl isothiocyanateと同様，対 Anisakis運

動抑制効果が認められた phenylisothiocyanate 1 mg/ 

100mlと0.5mg/100ml各 1時間処理群および一過性に

本虫運動充進効果が認められる市販の黒酢18時間処理群，

ならぴに0.4%NaCl水18時間処理群を置いて，同様に，
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各種漢方薬の Anisakis1型幼虫に対する運動抑制効果表 l
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胃腸薬(生薬製剤)の Anisakis1型幼虫に対する運動抑制効果表 2

効果分処理時間

運動性制件

中食被 日2 日分60 10 
名剤製

定中
十+ 十件 十十+ 十件 十十+ 十十十件+ 虫イ本数

※ 2 

(一)

② 5 ② 3 2 2 3 2 

7 

7 

7 

7 
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胃腸薬S社

T社 6 

対照
(0.4% NaCl水) (一)

注)被検抽出液:20ml・大人 1日景/150ml0.4%生理食塩水

※ 2 :強い運動抑制効果有り

(一):運動抑制効果無し

6 

7 

7 7 7 7 

黒酢およびO.4%NaCl水18時間処理群では，被検虫体の

全てに寒天ゲル侵入能力が認められたが，平均侵入時間

は黒酢で25.8分， 0.4%NaCl水で191分と，朝鮮人参抽

出液に比べてはるかに長く しかも個体差が著しかった.

寒天ゲル侵入試験を行なった.その結果， phenyl 

isothiocyanate O. 5mg/ 100ml 18時間処理群では 1/5

隻のみが60分で寒天ゲルに侵入したが， 1 mg/100ml 

18時間処理群では，完全に侵入能力が消失した.一方，
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表 3 各種薬剤処理 Anisakis1型幼虫の0.65%寒天ゲル侵入試験成績

薬剤名 i農 度 処理時間

1時間
安中散 1日量

3時間
(A社散剤) /150ml 

18時間

1時間

朝鮮人参
1日量

3時間
/150ml 

24時間

phenyl iso. 1mg/100ml 1時間

thiocyanate 0.5mg/ ク ". 

里 酢 原 液 18時間

生理食塩水 0.4% 18時間

考 察

Anisakis症の全国調査を実施した石倉らは 16.17，18)

1981年に1，859例の症例を報告し， 1988年には4，682例の

症例を報告している. 1病院での経験症例数は，北海道

旭川市で187例(唐沢ら18)1969 -1981)，長崎県佐世保

市近郊で156例(立花ら19)1980-1988)の報告がなされ

ている.近年胃内視鏡の発達等により， Anisakis症の

診断・治療技術の確実性が高まり，全国各地からの症例

報告は増加の一途にある.日本人の生食晴好は，グルメ

ブームにより増強され，また鮮魚流通機構の発達とあい

まって，高級魚はもとよりアジ，サパ，イワシに至る大

衆魚まで一般家庭でも生食する様になって来た. しかし

ながら，大石ら3-8)(1970-1975)の広範な研究報告が

なされて以来10余年を経た今日でも，本虫に対する実用

性のある感染防止策は，冷凍と加熱調理以外になしま

た薬物による特異療法も未確立である.そこで著者らは，

わさぴの本虫殺虫成分からヒントを得て，他の植物由来

の Anisakis殺虫成分の検索を行なう手がかりを得るた

め，先ず，複数の生薬が配合される漢方薬と生薬製剤の

スクリーニングを行なった.その結果，漢方薬23種およ

び生薬製剤 2種のうち，主として，胃腸薬，健胃剤の中

に常用量で有効な薬剤が見出された事は注目すべき事実

と思われる.

「本草学Jと呼ばれる江戸期の書に記された効能のう

ち解毒作用に触れてみると， 1)江戸時代には，今日の

ように細菌性，化学性およびアレルギー性食中毒という

ように，病因別に食中毒が区分されていなかったこと.

2 )当時の食生活は獣肉食が禁じられていたため，主と

して動物性蛋白源は魚介類に求められていたこと. 3) 

侵入数/童体議 侵入時間 平均侵入時間

5/5 15 - 50分 23.4分

0/5 

0/5 

5/5 1 - 10分 5.0分

5/5 2 - 6分 3.4分

4/4 2 分 2.0分

0/5 

1 / 5 60 分 60 分

5 / 5 8 - 41分 25.8分

5 / 5 35 - 455分 191.0分

魚介類を介して人体に感染する寄生虫の概要が明らかと

なって来たのは，寄生虫学の歴史を逆のぼっても最近の

およそ20年間であること等から，和漢薬20)および漢方

処方解説21)の記載に見られる「魚中毒Jr魚肉毒jおよ

び「黄昨病J(注:貧血，動↑季，寄生虫病，萎黄病，心

臓病)は，寄生虫感染も含めて，今日病因別に区分され

る全ての食あたりや食中毒を示すものと思われる.以上

の点から，古くから常用され，その効能が経験的に認め

られて来た漢方・生薬の抗 Anisakis作用は，今回初め

てinvitro試験によって，広義の効能に含まれることを

再確認し得たものと考えられる.これら漢方・生薬の

Anisakis駆虫効果に関する臨床的な治療試験は，いず

れ本症を多く手掛けている臨床側に委ねることとなろう

が，今後引き続き Anisakisに対する強い運動抑制効果

が認められた安中散(散剤)に着目し，有効性を示す生

薬ならびに有効成分の構造を明らかにしてゆきたい.次

に，各種薬剤処理 Anisakisの寒天ゲル侵入能力と本虫

の胃腸壁穿入能力に関して触れてみたい.今回実験に用

いた寒天ゲルの濃度は0.65%と，細菌培養に常用される

寒天濃度(1.5%)の 1/2より低く，半流動寒天濃度

(0.3-0.5% )より濃く設定した.この濃度は胃粘膜の

軟度または粘膜構造の強靭度を想定して設定したもので

はなく，摘出直後の活発な運動を呈する Anisakisの

100%が 1-90分間に寒天ゲルに侵入しうる濃度として

調製したものである. しかし，粘膜構造とは異る寒天ゲ

ルの表面はおそらく軟度，強靭度ともに胃粘膜より劣る

ものと推定される.

安中散抽出液3時間処理の本虫は，ピンセットで刺激

した時のみ微弱な運動を示すもの(+)が含まれるが，
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対照に用いた phenylisothiocyanate 1 %溶液で 1時間処

理した場合と同様に，寒天ゲル内侵入能力は，全く消失

することが認められた.この成績から，安中散の成人 1

日量を 1回で服用(頓服)すれば，仮に本虫を完全に死

滅させ得ないとしても胃壁侵入能を失活させ，その結果

として発症回避の可能性も期待される.大石ら8)は1% 

寒天ゲルを用いた Anisakisの侵入試験を行なって，ウ

サギの消化管壁穿入試験に比べ，寒天ゲル内侵入試験の

方がバラツキも少く，一定した結果が得られ，本虫の起

病力を推定するのに有効な手段であると述べている.短

期日での本虫生死鑑別にはかなりの困難を伴うが，寒天

ゲル侵入能力の有無を判定することは容易である.従っ

て，今後は人体治験例と比較しながら，漢方・生薬から

得られた有効成分の効力の測定のために更に検討を重ね，

寒天ゲル内侵入試験の標準化に努め， Bioassayとして

確立してゆく必要がある.

まとめ

鮮魚を介して人体に感染し，重とくな症状を呈する

Anisakis症は，近年多発傾向にあり，本虫の感染予防

法ならびに薬物による治療法は未だ確立されていない.

そこで，より安全かっ人体内服可能量で， Anisakisに

対して殺虫または運動抑制作用を有する植物由来有効成

分を検索する目的で，手はじめに市販の漢方薬23種と生

薬製剤 2種，計25種のスクリーニングを行なった.その

結果，安中散(散剤)，平胃散(散剤)ならびに生薬製

剤 2稜(胃腸薬)に Anisakisに対する強い運動抑制効

果が認められた.今後の研究の進め方によっては，これ

ら薬剤の成人 1日量の頓服，または鮮魚、生食前後の空腹

時の予防内服によって，本症発症の予防，治療に期待が

もたれる.また， 0.65%寒天ゲル内侵入試験の標準化に

努め，引き続き人体症例の治療効果について検討を進め

ることにより，本法は，未知の植物由来成分の効果判定

法 (Bioassay) として応用可能であると考察した.

謝辞本研究にあたり漢方薬と生薬製剤を分与された

ヤマヨシ薬局(我孫子市)の関係各位に深謝します.

(本研究は，昭和62年度当衛生研究所課題研究およぴ

衛生局環境衛生部食品監視課の先行調査の一環として行

なったもので，本研究の概要は和漢医薬学会1988年8月

および¥日本寄生虫学会東日本大会1988年10月で発表し

た.
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寄生虫に対する漢方薬の有効性に関する研究(第3報)

安中散およびウイキョウに含まれる Anisαkis1型幼虫の運動抑制物質の検索

安田一郎*，浜野朋子へ高野伊知郎*，瀬戸隆子へ

村回以和夫**宮沢貞雄**小田 稔***，渋谷智晃***

Effect of Chinese Medicine for Helminth (m) 
Mortal or Inhibitory Components in Antyu-san and 

Fennel on the Activity of Anisakis Type 1 Larvae 

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

IW AO MURAT A * *， SAOAO MIY AZA W A * *， MINORU OOA * * * and TOMOAKI SHIBUY A * * * 

Keywords:寄生虫 helminth，アニサキス I型幼虫 A削 sakistype 1 larvae，漢方薬 chinesemedicine，安中散

Antyu-san，生薬 crudedrugs，ウイキョウ fennel，致死的運動抑制効果 mortalor inhibitory effect on activity， 

殺虫物質 mortalprinciple，アネトール anethole，ケイヒアルデヒド cinnamicaldehyde 

緒 日

前報1)において，著者らは，鮮魚、を介して人体に感染

し，胃痛などの症状を示す Anisakis症に有効な薬剤の

検討を行い，漢方薬である安中散(散剤)，平胃散(散

剤)ならびに生薬製剤 2種が，Anisakis 1型幼虫2)に対

し，強い運動抑制効果3)を示すことを報告した.安中散

は桂皮，菌香，縮砂，良美，延胡索，牡蛎，甘草の各生

薬より構成され，多くの場合，夜苓を加え，粉末として

散剤とされるが，時には煎剤として服用される4.5) 効

能は，胃痛，腹痛，胸やけ，吐き気，食欲不振などの軽

減で，古くより「中Jすなわち身体の胃の部分を安んず

る薬として用いられている6) 漢方薬は，食事と食事の

問，または空腹時に服用するものであり，胃液中で、の薬

剤濃度は，食後に服用する一般薬より高いことが期待で

きる.

そこで，今回，安中散構成生薬の水抽出物について本

虫に対する活性を調べるとともに，強い活性を示す酋

香7)に着目し，活性物質の検索を行った.

大石ら8)は既に数種の香辛料の精油について，Anisa. 

kis 1型幼虫に対する運動抑制効果を調べ，桂皮，丁字，

肉豆還などの精油に活性を認めている.また，その精油

成分の一部について殺虫活性を調べ， cinnamic aldehyde， 

limoneneなどに殺滅効果を認めていることから，菌香

より得られた活性物質 Iと同様，桂皮の主成分である

cinnamic aldehyde (n)についても運動抑制効果を調べ

た.

実験の部

1.装置および測定条件

(1) 核磁気共鳴(NMR)装置は日本電子 FX-270，測定条

件は重クロロホルムを測定溶媒，テトラメチルシランを

内標準物質とし， 13C-NMRを測定した.なお， off-reso. 

nance decoupling実験によるデータは次の略号により記

載した. s: singlet， d : doublet， q : quartet. 

(2) 質量分析(MS)装置は日本電子 0-300，測定条件は

イオン化電圧70eVで，直接導入法とした.

(3) 高速液体クロマトグラフィー(HPLC)装置は日本分

光880-PU，UV-875，分析条件はカラムに TSKgelOOS-

120T， 4. 6mm X 25cm， 5μm (東ソー製)，移動相にメタ

ノール・水(7: 3)混液を用い，流量 1mll分，検出は

254nmとした.

2.試薬

カラムクロマトグラフィーには Kieselgel60， 0.04-

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Reserch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 ]apan 

**東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科

***東京都衛生局環境衛生部食品機動監視班小石川第 l班



0.063mm，メルク社製を， NMR測定用試薬はメルク社

製， cinnamic aldehydeは東京化成製，他の試薬はすべ

て試薬特級を用いた.

3.生薬の活性スクリーニング

安中散構成生薬は，いずれも東京市場品を用いた.

被検液は，各生薬の粉末3.0gを量り， 0.4%魚介類用

生理食塩水30mlを用いて，室温で30分間振とう抽出後，

遠心分離し，その上澄液20mlとした.

Anisakis 1型幼虫は，スケソウダラより採取し，活発

なS字状運動を示すものを集めた. 1群を 5-7匹とし，

被検液中で10分， 60分および24時間経過後の幼虫の状態

を観察した.

効果の判定については，既報3)の判定基準に従い行っ

た.

4.菌香からの運動抑制物質Iの単離と構造解析

菌香末100gをメタノール 11でときどき振り混ぜなが

ら室温で 3日間抽出後，溶媒を減圧留去し，かっ色粘調

物(11.1g) を得た.このエキスを500mlの水に懸濁し，

ヘキサン500mlで3回抽出を行い，無水硫酸ナトリウム

乾燥後，溶媒を減圧留去し，i炎かっ色の流動性の高いヘ

キサン画分 (3.1g)を得た.また，水層についても，溶

媒を減圧留去し，黒かっ色の粘性の高い水商分(7.6g)

を得た.次に，ヘキサン画分1.2gを約 5mlのエーテル

に溶かし，シリカゲルカラムクロマトグラフィー

(ウェットカラム， 5.4X10.0 cm) に付し，i'容離液にヘ

キサン・エーテル混液を用い，運動抑制物質Iの単離を

行った.

構造解析は，その13C-NMRおよび MSスペクトルの

解析により行った.

25 

なお，活性の測定は，メタノールエキスについては

500mg/100ml 0.4% NaCl水を被検液とし，ヘキサン画

分，水画分については各200mg，シリカゲルカラムによ

り得た各分画浴出物は50mgを1% polyethylene glycol 

600を含む0.4%NaCl水100mlに懸濁したものを被検液

とした.

5. 1および cinnamicaldehyde (n)の運動抑制効

果の測定

IおよびE各20mgを1% polyethylene glycol 600を含

む0.4%NaCl水100mlに懸濁し，これを原液として0.4

-20mg/100mlに調製した.効果の判定は既報に従って

行った.

39， 1988 報年研衛-口小東

結果および考察

1.安中散構成生薬の運動抑制効果

桂皮，菌香，縮砂，良美，延胡索，牡蛎，甘草，夜苓

の8種の構成生薬の運動抑制効果を表 1に示した.桂皮

の精油については，既に大石らの報告8)があるが，既

報3)の判定基準に従い，桂皮の水抽出物の効果について

調べたところ，同じように致死的運動抑制効果があると

判定された.そして，桂皮以外に，弱い活性を示す甘草

を含め，菌香，縮砂，良美の 4種の生薬にも運動抑制効

果を認めた.数多い漢方薬の中で，安中散は活性を示す

生薬が多種配合された製剤の 1処方と考えられる.甘草

を除いたこれらはいずれも芳香性生薬と呼ばれるもので，

精油成分を多く含むものである.

2.菌香からの運動抑制物質Iの単離とその構造

菌香のメタノール抽出物は，生薬のスクリーニングで

用いた水抽出物より高い活性を示したので，これを用い

て活性物質の検索を行った.活性の判定法は，分画

安中散構成生薬の Anisakis1型幼虫に対する運動抑制効果表 1

24時間60分10分処理時間

運動性+++

検被

桂皮

菌香

縮砂

良美

延胡索

牡蛎
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夜苓

+++活発な S字状前進運動を示すもの

+ ピンセットで刺激してやっと微弱な動きを示すもの
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表 2 シリカゲルカラムを用いたウイキョウ中の Anisakis1型幼虫運動抑制物質の検索

分画 容離液 容出
各分画50mg/100mlにおける抑制効果

被検処理時間 10分 60分
番号 組成 容出量 重量

虫体数運動性++ + ++ + 
1 ヘキサン・エーテル(10:1) 250ml 10.3% ( 5 ) 4 1 3 2 

2 。 (10:1.5) 200 4.8 ( 5 ) 4 1 4 1 

3 イシ (10:2) 200 23.0 ( 5 ) 1 4 1 4 

4 イ少 (10:2) 200 10.4 ( 5 ) 1 4 2 3 

5 。 (10 :3) 200 12.6 ( 5 ) 2 3 5 

6 イシ (10 :3) 200 13.1 ( 5 ) 2 3 5 

7 。 (10:4) 200 6.5 ( 5 ) 4 1 3 2 

8 。 (10:10) 300 19.3 ( 5 ) 4 l 4 1 

50mg/100mlの濃度下で60分経過後の幼虫の動きを観察

することによった.常法により液 i夜分配でヘキサン画

分と水画分に分け，活性を測定したところ，ヘキサン画

分には強い活性が現われ，一方，水函分はまったく活性

を示さなかった.そこで，このヘキサン画分をシリカゲ

ルカラムに付加したところ，分画 3が最大で，次いで、，

分画 4，分画 2の順に強い活性を示した(表 2).そこで，

HPLCで分画 3がIの単一ピーク (tR17.4分)を示すこと

を確認した後，構造解析を行った.なお，分画4は， 1 

以外にわずかに爽雑物を含むものであった.

Iは無色油状物質で，そのスペクトルデータは以下の

通りである.

13C-NMR(ppm) : 158.7(s)， 130.8(s)， 130.6(d)， 

126.9(d)， 123.2(d)， 113.9(d)， 55.0(q)， 18.3(q). 

MS刑 /z: 148 (M+， base peak)， 133， 121， 117， 

105， 91， 77. 

その構造については上記スペクトルデータより分子式

ClOH1ZOが考えられ，メチル基 1個， 0メチル基 1個，

Eタイプの二置換二重結合 1個ならびに 1，4置換ベン

ゼン 1個の存在が示唆され，図 1に示す anetholeの構

造式が推定された. anetholeは菌香に多く含まれる物

質7)で， MSおよび HPLCのtRを標品と直接比較したと

ころ，完全に一致したので，1をanetholeと同定した.

今回行った方法では，爽雑物のない高濃度の anethole

0
 

2
J
 

H
 

rL 

図 1 Anetholeの化学構造式

を含む分闘が得られたために，活性物質の検索が容易に

行えたが，このほかの低含量の活性物質については，操

作途上で損失してしまった可能性もあり，今後，これら

について実験方法も含め，検討する必要があると考えて

いる.

なお，水抽出物で認められる活性について，その本質

を精査した結果，水に溶けこんだ anetholeであること

が判明した.

3. 1およびcinnamicaldehyde (n)の運動抑制

効果

Iおよぴ桂皮に含まれる Hにつき，既報9)の allylお

よび phenylisothiocyanateと同様に運動抑制効果を調べ

たところ， allylおよび phenylisothiocyanateに比較し，

両者はやや弱い活性を示した.詳細な各濃度についての

運動性の観察結果を表3に掲げたが， 1およびEの各濃

度で，Anisakis 1型幼虫は概ね同じ傾向を示した.ただ，

10mg/100ml， 60分において， 1は5/7が(一)活性を

示し，自発的な固有運動(++)を示すものがなかったの

に対し， nは(++)活性を示すものが 6/7あり， (一)活

性を示すものがなかったこと， 2 mg/100ml， 24時間に

おいて， 1は5/7が(++)活性を示し， (一)活性を示す

ものはなく，一方， nは 3/7が(一)活性を示し，

(++ )活性を示すものはなかった.これらのことから，

EはIより低濃度で(+)または(一)の活性を示すも

のの， 1はEより速効性が期待できると思われる.

また，10mg/100ml，2 mg/100mlの濃度において， 1お

よびEともに，幼虫の頚部が損傷し破裂しているものが

多数認められた.同様の現象は，犬回虫に対し

15mg/100ml濃度のEで観察されている10) しかし， allyl-

isothiocyanateは，Anisakis1型幼虫に対し高濃度でもこ
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表3 AnetholeおよびCinnamicaldehydeのAnisakis1型幼虫に対する運動抑制効果

処理 被検濃度(mg/100ml) 20 
物質名

時間 虫体数 運動性 ++ + 
10分 6 1 

Anethole 60分 ( 7 ) 
( 1 ) 24時間

Cinnamic 10分 7 

aldehyde 60分 ( 7 ) 1 6 

(n) 24時間

のような現象は認められない. Hamajimaら11)によると，

allyl isothiocyanateの殺虫作用は，幼虫の解糖および呼

吸代謝を阻害するためと考えられているが，頚部損傷の

状態から， 1. nは同じような作用機序により殺虫効果

が発現しているとは考察し難く，これらについては今後

の検討課題と考えている.

最近，犬回虫に対し，横榔子に含まれる脂肪酸ならび

に鎖状アルコール類，あるいは天然界に広く存在するタ

ンニン類が殺虫効果を示すことが報告12.13)されている.

これは，水可溶性成分のなかにも Anisakis1型幼虫に

有効な物質があることを示唆するものであり，今回致死

的運動抑制効果を示した縮砂の殺虫成分も含め，引き続

き生薬中の活性物質の検索を進めていきたいと考えてい

る.

まとめ

安中散構成生薬の水抽出物のうち，Anisakis 1型幼虫

に対し，桂皮，縮砂に致死的運動抑制効果を，菌香，良

美に強い運動抑制効果を，甘草に弱い運動抑制効果を認

めた.菌香に含まれる運動抑制物質は anetholeであり，

その活性は，桂皮に含まれる cinnamicaldehydeとほぽ

同等であった.漢方薬は，これらの生薬を複数配合した

医薬品であり，単味の医薬品と異なって，多種類の成分

の複合体であるため，個々の成分の活性が低くても，相

加的，相乗的な有効性を示す可能性がある.
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In Vitroにおける塩化メチル水銀，塩化第二水銀の赤芽球前駆細胞(CFU・E)に友ぼす影響

蓑輪佳子*，浦野直子**，鈴木重任***

Effects of Methylmercuric Chloride and Mercuric Chloride on CFU-E In Vitro 

KEIKO MINOWA *， NAOKO URANO* * and SHIGETOH SUZUKI* * * 
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緒昌

塩化メチル水銀は生体に重篤な障害を引き起こす環境

汚染物質として広く知られている.急性期水俣病患者で

は病理学的特徴として著名な骨髄障害(骨髄低形成，貧

血)が見られたにもかかわらず，メチル水銀が血液や造

血細胞に及ぽす影響についての報告はいまだ数少ない.

赤血球・頼粒球は，共通の幹細胞から出発していくつ

かの段階を経て，成熟細胞へと分化していく.そこで，

血液幹細胞から赤血球へと成熟するいくつかの段階の一

つで，エリトロポエチン反応性細胞の赤芽球前駆細胞

(CFU-E)が赤芽球へ分化する過程において，塩化メ

チル水銀がどのように影響するかを今回我々は水銀濃

度・培養時間・エリトロポエチン濃度を変える事によっ

て観察した.さらに，水銀化合物の一つである塩化第二

水銀についても同様の実験を行い塩化メチル水銀の影響

と比較した.

方 法

本実験では，赤芽球コロニー形成法として McLeod1
)

らのプラズマクロット培養法を用いた.

動物:マウス (C57BL/6NCり，日本チャールズリ

バーK.K.)雄， 9週令一12週令.

試薬:塩化メチル水銀(和光純薬，試薬特級)，塩化

第二水銀(和光純薬，試薬特級)， α-medium (FLOW 

Lab.)，エリトロポエチン (Step皿， Sheep， Connaught 

Labs. Ltd.)， MEM Hanks液 (GIBCO)，牛血清アルブミ

ン (FractionV，SIGMA)，牛膝抽出液 (EE-100，

DIFCO)， Hanks' balanced salt solution (GIBCO)，牛血

柴(日本バイオテスト)，牛胎児血清 (GIBCO)， L-ア

スパラギン (SIGMA)，3，5，3'，5'ーtetramethylbenzidine

(MERCK). 

培養:1.培養細胞マウス大腿骨より骨髄細胞を採

取し， MEM Hanks?夜 (pH6.8)に浮遊させ， 10X106/ 

mlに調整する.各実験にはそれぞれマウス 3匹から得

た骨髄細胞をプールして使用した.

2. 水銀溶液塩化メチル水銀は炭酸緩衝液 (pH9.2)

に溶解し，塩化第二水銀は α-mediumに溶解したのち

表 1に示した各濃度の水銀溶液を調製した.

3. 培養方法牛距抽出液 (BEE)O.lml，牛胎児血清

(FCS) 0.2ml， 10%牛血清アルブミン (BSA)O.lml， 

L-アスパラギン O.lml，エリトロポエチン (EPO)

O.lml， αmediumO .1mlおよび塩化メチル水銀または

塩化第二水銀溶液O.lmlの混合溶液にマウス骨髄細胞

(10 X 106/ ml) O.lmlを加えた.さらに上記の溶液

0.9mlに牛血紫O.lmlを加え，全量1.0mlとした.それ

らをマイクロプレート(フレキシブルタイプ， FLOW 

Lab.)の 6wellにO.lmlづっ分注後， 37
0

C， 5 %COz条

件下で培養した.実験 1-5で使用した塩化メチル水銀

濃度，塩化第二水銀濃度，エリトロポエチン濃度および

培養時間は表 lのとおりである.

固定・染色:培養後のプラズマクロットをマイクロプ

レートからスライドグラス上に取り出し， 5 %グルター

ルアルデヒドで固定後，水洗した. 1 %ベンチジンと

2.5%過酸化水素の 5: 1混合溶液で10分間染色，水洗

後さらにヘマトキシリン液で 1-2分間染色した.

コロニー数の算定:赤芽球コロニーを染色後，封入剤

Permountで封入し顕微鏡下 (X100)でコロニー数を数
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Table 1. Experimental Conditions 

Incubation time 

(hr) 

Erythropoietin 

(mU/well) 

Mercuric Chloride 

(M) 

Methylmercuric Chloride 

(M) 

Exp. No 

48 

48 

48 

50 

50 

50 

10-7， 10-6， 10-5 

10-7， 10-6， 10-5， 10-4 

10-7， 10-6， 10叩 5，10目4

10-7， 10】 6

10-6， 10-5 

10-7， 10-6， 10-5 

10-8， 10-7， 10-6， 5 X 10-6， 10-5 

10-8，10-7，10-6， 5XlO-6， 10-5 

10-8， 10-7 

10-7， 10-6 

2 

3 

1 

24， 48， 72， 96 

48 

50 4 

12.5， 25.0， 50.0 

とが認められた.

2.赤芽球コロニー形成時間に及ぽす水銀化合物の影響

(実験4) 

図3および4に，赤芽球コロニー形成を経時的に観察

した結果を示した.

48時間後の対照群の赤芽球コロニー数は， Fig. 3が

290土43，Fig. 4が260土36であり最高値を示した.塩

化メチル水銀10一7Mおよび塩化第二水銀1O-6M添加に

より，赤芽球コロニー数は対照群に比べ減少したが，赤

芽球コロニー形成のピークは対照群と同様に48時間後で

あり，水銀化合物の添加による影響は認められなかった.

3.水銀化合物共存下における赤芽球コロニー形成に及

ぼすエリトロポエチン濃度の影響(実験5) 

図 5およぴ6に，赤芽球コロニー形成におけるエリト

ロポエチン濃度の影響を観察した結果を示した.

赤血球生成を調節し，赤血球系幹細胞の赤芽球への分

化を促進するホルモン様物質であるエリトロポエチン濃

度を 3段階 (12.5，25.0およぴ50.0mU/well)設定し，

その影響を観察した.

5 

えた.その際，ベンチジン陽性細胞 8ヶ以上の集落を 1

コロニーとして数えた.

各条件における赤芽球コロニー数は，

球コロニー数の平均値で示した.

結果および考察

1.培養液中の水銀化合物濃度による影響(実験 1-3) 

図 1および2は，対照群の赤芽球コロニー数を基準に

とり，水銀添加群の赤芽球コロニー数を%で示したもの

である.

ここでは同ーの条件で実験を 3回行ったが，いずれも

同様の傾向を示し，塩化メチル水銀および塩化第二水銀

による赤芽球コロニー形成の抑制が認められた.そして

その抑制は dosedependentであり，この結果は StromZ
)

らの報告と傾向的に一致した.

塩化メチル水銀は1O-5M添加により赤芽球コロニー

形成を100%阻止したが，塩化第二水銀10-5Mでは対照

群に比べ10-30%のコロニー数を示し， 100%抑制は

10-4Mで認められた.すなわち CFU-Eに対する毒性は，

塩化メチル水銀の方が塩化第二水銀よりも約10倍強いこ
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Fig.5 

ロポエチンにより赤芽球前駆細胞の分化，成熟増殖が促

進される状態で，より水銀化合物による抑制を強く受け

ることが示唆された. しかし，塩化第二水銀1O-5M添

加では，赤芽球コロニー形成の抑制が顕著に生じたが，

エリトロポエチン添加濃度の増加につれてコロニー数は

132土22，209土32および267土27個と有意に増加し dose

dependentを示した.その場合のコロニー形成抑制は，

エリトロポエチン12.5mU/wellで65%，25.0mU/well 

で57%また50.0mU/wellで55%と，ほぽ一定の割合で

認められ，塩化メチル水銀10一7Mまたは1O-6M，塩化

第二水銀10-6Mによる抑制と異なる傾向を示した.

水銀化合物が invitroで各種の細胞(神経細胞，肝細

胞等)に対し毒性を示す報告3-6)と同様に，今回の実験

結果でも，塩化メチル水銀，塩化第二水銀共に血液細胞

の一種である赤芽球前駆細胞に対して毒性を示すことが

認められた.実験結果から，水銀イオンが赤芽球前駆細

対照群ではエリトロポエチン濃度が12.5，25.0およぴ

50.0mU/wellと高くなるにつれて，赤芽球コロニー数

は378土70，483::!:: 55， 597 土 55 とj:~力日し， McLeodらの

報告2)同様 dosedependentを示した.実験5は，このよ

うに赤芽球コロニー数増加をおこすエリトロポエチン濃

度範囲で水銀化合物の影響を観察したものである.

塩化メチル水銀10-7M，10-6Mまたは塩化第二水銀

1O-6M共存下においては，エリトロポエチンの濃度を

高くしても塩化メチル水銀または塩化第二水銀による赤

芽球コロニー数は300-400個の範囲内で，エリトロポエ

チン濃度に dependentではなかった.抑制の割合は，塩

化メチル水銀10一7M共存下ではそれぞれ 9%， 21%お

よび39%を示し，塩化メチル水銀1O-6Mでは23%，

26%および55%，塩化第二水銀10-6Mでは13%，39% 

および48%を示し，エリトロポエチン濃度が高くなるほ

どコロニー形成に対する阻害作用が強く現れた.エリト
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胞上にあるレセプターとエリトロポエチンとの結合を阻

害あるいは赤芽球前駆細胞を直接破壊することにより分

化を抑制したことが推察される. しかし，塩化メチル水

銀または塩化第二水銀の添加により培養条件が悪くなり

細胞に影響したことも考えられることから， preincuba 

tionを行うなどの検討が必要である.

今回は invitroで，赤芽球前駆細胞の分化・増殖の過

程に水銀化合物が抑制的に作用することを明らかにした.

これまでに invivoで赤芽球前駆細胞に対する水銀化合

物の影響を観察するために予備実験としてマウスに塩化

メチル水銀17.5μM/kgまたは35.0μM/kgを6回皮下

投与する予備実験を行った.その結果， in vivoでは貧

血と赤芽球前駆細胞の増加が認められた. in vitroとin

V1VOでは赤芽球前駆細胞の動態が異なるが，これは in

vivoではエリトロポエチンによる調節のフィードパ、y

クが働いているためではないかと思われる.今後はさら

にinvivoの実験をすすめ，血液幹細胞に対する塩化メ

チル水銀あるいは塩化第二水銀の影響を明らかにしてい

くことが必要と考える.

要約

赤芽球前駆細胞の分化・増殖の過程における塩化メチ

ル水銀および塩化第二水銀の関与の様相を invitroで観

察した.なお，赤芽球コロニー形成法には， McL巴odl
)

らのプラズマクロット培養法を用いた.

その結果，塩化メチル水銀または塩化第二水銀による

赤芽球コロニー形成の抑制が認められ，その抑制は

dose dependentであった.塩化メチル水銀は10-4M，塩

化第二水銀は1O-5Mの添加で赤芽球コロニー形成が完

全に抑制された.次に，赤芽球コロニー形成を経時的に

観察した.対照群の赤芽球コロニー数のピークは48時間

後であり，塩化メチル水銀または塩化第二水銀を添加し

でも影響は認められず，同様に48時間後にピークを示し

た.最後に，水銀化合物の共存下でエリトロポエチン濃

度を変え (12.5，25.0， 50.0mU/well)，赤芽球前駆細

胞から赤芽球への分化過程における影響を観察した結果，

エリトロポエチン濃度が高くなるほどコロニー形成に対

する阻害作用が強く現れることが確認された.
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緒昌

東京都における近年のインフルエンザ(以下「イ」と

略す)は， 1985年は AH3型， 1986年は AH1型ウイル

スによるものが主体であったが， 1987年は AH3型と B

型ウイルスが混在した二重流行であった.最近の混在流

行は， 1980年にみられた AH1型， AH 3型およびB型

による三重流行と 1981年にみられた AH3型と B型1，2)

の流行で，今回は 6年ぶりのものであった.本報では

1987年11月から1988年4月までに東京都内で発生した，

「イ」様疾患々者から採取した検査材料の検索成績につ

いて報告する.

材料と方法

検査対象 1987年11月初旬から1988年4月中旬までの

期間に，集団かぜ、のため学級閉鎖等を行った都内の小、

中学校のうち37集団177名 (1集団約 5名)および渋谷

区の数カ所の開業医を受診した散発例の「イ」様疾患々

者42名(3歳ー39歳中15歳以下は32名)計219名を検査

対象とした.

ウイルス分離試験急性期に患者より得られた咽頭う

がい液219例をウイルス分離材料とし，発育鶏卵および

FL， Hep 2， Vero355および MDCKの各種培養細胞を用

いて常法3-6)に従って行った.

血清学的試験 急性期および回復期に採取したペア血

清を用いて補体結合反応(以下 CF試験と略す)，およ

び赤血球凝集抑制反応(以下 HI試験と略す)を行った.

CF試験には「イ J A型， B型 S抗原およびアデノウイ

ルス抗原を用いた. H 1試験に用いた「イ」ウイルス抗

原株は試験成績中に記載する.検査術式は既報3-6)の通

りである. CF， H 1試験共に回復期の抗体価が急性期の

4倍以上に上昇したものを有意上昇とみなした.

成績と考察

1987年11月から1988年4月までの集団かぜ、発生例の病

因検索状況を表 1に示した.検索結果から1987年11月初

旬から1988年4月中旬までに搬入された計37集団の検査

材料について検査した結果， 16集団は「イ J AH3型ウ

イルス， 10集団は「イ J B型ウイルス， 1集団はアデノ

ウイルスによる感染であったことが確認されたが，他の

10集団については病因を明らかにすることは出来なかっ

た.なお，「イJAH3型ウイルスと診断された 1集団 3

名中 1中に，「イJ B型ウイルスに対する血中抗体の有

意上昇を示したものの混在が認められた.

次に散発例の「イ」様疾患々者の病因検索状況を表2

に示した. 1987年11月から1988年 3月までの聞に計42件

の検査材料について検査した結果，「イJ AH3型ウイル

ス10株およびB型ウイルス 7株を分離した. また， 42件

中ペア血清が得られた 7件に付き CFおよび HI試験を

行った結果， 4件は「イ J AH 3型ウイルス抗原に， 1 

件は「イ J B型ウイルス抗原に各々抗体価の有意上昇を

認めた.なお，「イ」ウイルスが分離されなかった 4件

中2件は， AH3型ウイルス抗原に対し 4倍から 16倍，

I件は B型に対し16倍の有意上昇が認められたが，他の

1件は CF，H 1試験ともに有意上昇は認められなかっ

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 169 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， 169 ]apan 
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表1.集団かぜ患者の病因検索状況

診 断 ウイルス分離 血清学的試験

発生年月旬
検 索

インフルエンザ、
検索

インフルエンザインフルエンザ
集団数 件数

A 型 B 型アデノ不明 AH3型 B 型アデノ AH3型 B 型アデノ

1987. 11初 l 1 5 

中 l 1 3 

12初 2 1 1 10 2 5 

中 3 2 1 15 1 4 

下 1 1 9 

1988. 1中 1 1 5 5 5 

下 10 5 2 1 2 45 7 16 6 4 

2初 11 6 5(1) 51 13 6 25 14 

中 2 1 1 9 2 1 4 3 

下 4 2 2 20 2 7 

4中 1 I 5 

計 37 16 10 1 10 177 30 9 59 30 4 

)中はAH3型と同一集団

表2.散発例患者の病因検索状況

診 断

発生年月
検 索

インフルエンザ
件 数

AH3型 B 型 アデノ 不明

1987. 11 3 3 

12 3 1 2 

1988. 1 6 1 3 2 

2 28 10 4 14 

3 2 1 

計 42 12 8 22 

た.また，回復期血清が得られなかった35件の中にはす

でに急性期に「イJ B型、およびアデノウイルスに対し

高い抗体価を保有するものが多く認められた.

集団発生および散発例の患者計219例のうがい液より

「イJ AH3型40株， B型16株のウイルスが分離された.

また，ウイルス分離試験と血清学的試験成績の結果から，

71名が「イJAH 3型， 38名が同 B型， 4名がアデノの

各ウイルスによる感染と確認された.

患者血清の HI試験集団かぜ、および散発例として

搬入された「イ」様患者のペア血清149例について，

「イ J AH 1型山形/120/86(ワクチン株)， AH3型福

岡/C-29/85(ワクチン株)，東京/1275/87(今期分

離株)， B型茨城/2/85(ワクチン株)，長崎/1/87

(ワクチン株)，東京/18/88(今期分離株)の各ウイ

ウ イ ルス分離 血清学的試験

インフルエンザ インフルエンザ

AH3型 B 型 アデノ AH3型 B 型 アデノ

1 

1 3 1 

8 3 3 1 

1 

10 7 4 1 

ルス株抗原を用いて HI試験を行い抗体価を測定したと

ころ， AH3型 2株およびB型 3株のウイルス株抗原の

いずれかに抗体価の有意上昇が認められたのは73例で，

AH 3型50例， B型は23例であった.また，ウイルス分

離がされているにもかかわらず HI抗体価の有意上昇が

認められない例が AH3型株で 6例あったが， CF抗体

価は全例上昇していた.この様な現象は過去の流行の際

にも少数例認められている3)

「イJ AH3型患者の HI試験成績 「イJ AH 3型

ウイルス分離陽性者のうち急性期および回復期のペア血

清が得られた29例について， AH 3型福岡/C-29/85

(ワクチン株)と AH3型東京/1275/87(今期分離

株)ウイルス抗原に対する HI試験成績を表 3に示した.

また，この表から HI価孟(8X21
) の抗体保有率およ
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表 3. 1987年11月-1988年 4月インフルヱンザ AH3型ウイルス分離陽性者の HI試験成績

回復期

A/東京/1275/87(H3)
<1 1 2 3 4 5 6 7 8 >8言十

A/山形/120/86(H1) 

<1 1 2 3 4 5 6 7 8 >8 言十

A/福 岡/C -29/85(H3) 

<1 1 2 3 4 5 6 7 8 >8計
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1 急、

性

期

まとめ

1.東京都内における1987年末から1988年 2月初旬に

かけて流行した「イ」は，集団発生および散発例の患者

検査材料の検索結果から AH3型が主体であり，さらに

B型が加わった二重流行であった.

2. ["イ JAH3型ウイルスが分離されて AH3型によ

る集団かぜと診断された 1集団 3名中 1名に，ウイルス

は分離されなかったが血清試験で B型ウイルスに対し抗

体価の有意上昇が認められ，同一集団内に「イ J AH 3 

型と B型ウイルスの混在が確認された.

3. ["イ J AH3型およびB型ウイルスが分離された患

者の中には，急性期の血清中にすでに高い抗体を保有す

る者がおり， H 1抗体価と感染防御能との関連が注目さ

れる.

表 4. インフル工ンザ AH3型ウイルス分離陽性者の

AH3型各株に対する HI抗体の変動

東京/1275/87

100 

3.69(1.14) 

福岡/C-29/85

96.6* 

3.50(1.14)** 

名

期'性

株

急

100 100 
期

58.6 

復

有意上昇率(%) 

* : H 1価主主(8X21)の保有率(%) 

** .， ~ の平均 HI価8X2n値，( )内 SD

6.17(1.07) 

75.9 

3.69(1.14) 
回
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び平均 HI価を算出したものを表4に示した.ワクチン

株である福岡/C-29/85では急性期と回復期血清にお

けるHI抗体保有率および平均 HI価は，大きな差は認

められなかったが今期分離株の一つである東京/1275/

87では，回復期血清において HI抗体保有率の差はない

が平均 HI価で約2.5倍の差が認められた.また，有意

上昇率において東京/1275/87株は福岡/C-29/85株

に対し約20%高かった.また両株ともに急性期で既に高

い HI抗体価(福岡/C-29/85・128倍以上55.2%.東

京/1275/87・128倍以上65.5%)を保有しており，抗

体の上昇は低率であった.この事はワクチン株と分離株

の間に抗原的な差があることも示唆されるが， 1968年か

ら現在までの約20年間に AH3型ウイルスが繰返し流行

している事とワクチン接種による血中抗体価の上昇と考

えられる(表 3).AH 1型株に対しては， CFおよびHI

抗体価の有意上昇例は 1例も認められなかった.
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東京都多摩地区における野鼠の Rickettsiαtsutsugαmushi汚染調査

および同地区で感染発病したツツガ虫病のー症例

新開敬行*，伊藤忠彦へ山崎 j青*，中村 j青純*，

大貫奈穂美*，松井孝輔******，寺山 武***，薮内 i青*，

大野正彦** ， 古 川 翠**，山口昌彦****，花岡 日皐****，

杉浦英俊****，福山孝徳****，渡辺民彦*****，藤巻直毅*****，

仁科彰則*ネ***，大橋 誠*

Ecological survey on Rickettsia tsutsugamushi in Wild Rodents 

and a Case of Tsutsugamushi Disease in Rural Area， Tama， Tokyo. 
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MASAHIKO OHNO * *， MIDORI YOSIKA W A * *， MASAHIKO Y AMAGUCHI * * * *， KIYOSHI HANAOKA * * *本，

HIDETOSHI SUGlURA * * * *， TAKANORI FUKUYAMA * * * *， TAMIHIKO WATANABE* * * * *， 

NAOKI FUJIMAKI * * * * *， AKINORI NISHINA * * * * * and MAKOTO OHASHI * 

Keywords:ツツガ虫病 Tsutsugamushidisease， リケッチアツツガムシ Rickettsiatsutsuga抑制hi，野鼠 Wild

rodent，多摩地区 Tamaarea 

緒 日 調査後に確認された多摩地区での三例の患者発生につい

フトゲツツガムシやタテツツガムシによって媒介され て報告する.なお，二例目についてはその概要も併せて

る“いわゆる新型ツツガ虫病1)" が，近年全国的に多発 報告する.

しており，東京都においても七島熱と呼ばれるツツガ虫

病が伊豆諸島において増加している2) 東京都における

ツツガ虫病はこれまで島しょにのみ限局されていた

が2-6)，1984年12月には島しょ以外では初めての患者が

町田市において発生した7) 患者の発病前の生活歴から

みて，感染は居住地あるいはその隣接地域で起こったと

推定されたため，東京都では，ツツカ、虫病の防疫対策の

一環として衛生局関係機関(衛生研究所，公衆衛生部，

環境衛生部，町田，福生，五日市各保健所)の協力によ

り，野鼠のリケッチア汚染および吸着ツツガ虫相の実態

調査を行った.本報では，これらの調査結果ならびに本

材料と方法

1.野鼠の捕獲

1985年4月，町田保健所管轄地域内の患者発生地区を

中心に野鼠の捕獲を行った.また， JiiJ年11月に町田，福

生および五日市の各保健所管轄地域内で，さらに翌1986

年11月に，福生，五日市両保健所管轄地域内において同

様の調査を実施した.その実施地域を図 1に示した.捕

獲は金網式トラップ，シャーマン・アライブ・トラップ

およびパンチュウトラップを用いて，主に生け捕り法で，

各々 4-5日間実施した.誘引餌としては甘藷に食用油

を塗布したもの，ピーナッツ，油揚げなどを用いた.全

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 169 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， 169 Japan 

**東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

***東京都立衛生研究所多摩支所

****東京都福生保健所

****市東京都五日市保健所

******公立阿伎留病院
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図l.野鼠のリケッチア汚染調査地域

調査期間中の使用トラップ数は延べ約2，300個であった.

2.血清学的試験

野鼠及ぴ実験動物は心臓穿刺により採血を行った.第

二例目の患者からの採血は推定20-60病日の聞に計6回

行われ，第三例および第四例目の患者の採血は急性期お

よび回復期め 2回行われた.分離血清は検査時まで-

20.Cに凍結保存した.間接蛍光抗体法(IF)8，9)には R

tsutsug，仰 !ushiの標準株である Karp，Gil1iamおよび Kato

株を抗原として用いた.すなわち，これらを感染させた

細胞浮遊液を12穴あるいは32穴の後光抗体用スライドの

穴に少量分注し，風乾ののち冷アセトンにより 10分間固

定して抗原スライドとした.二次血清には， F!TC標識

抗ラット !gG(カペル社製)，抗マウス !gG(ICN社製)，

抗モルモット !gG(マイルス社製)ならびに抗ヒト !gM，

G， A (ハイランド社製)を用いた.補体結合反応 (CF)

は市販の Karp，Gil1iamおよび Kato型の各抗原(デンカ

生研製)を使用し，常法10)に従ってマイクロタイター

法で実施した.

3. リケッチア分離試験

野鼠からの分離野鼠をクロロホルム麻酔下で採血後，

開腹し牌臓と肝臓の一部を摘出し被検材料とした.被検

材料を Sucrose-Phosphate-Glutamat巴 (SPG)液にて約

10%乳剤とし，その0.25ml宛を 6-7週令の BALB/c

系および ddY系マウス 2-4匹に腹腔内接種した.一

部のマウスには cyclophosphamideによる免疫抑制処置

を行った上で被検材料を接種した.

患者からの分離 4月22日に採血され，血清診断に供

した後の残余の血清と血餅をよく混和し BALB/c系マ

ウス 3匹に0.25ml宛腹腔内接種した.

接種後の観察は 9-14日間行い，観察期間内に立毛，

動作緩慢，腹部膨満を認めたマウスを開腹し，牽糸性の

粘調性腹水の貯留，リンパ節の腫脹，牌腫が認められた

ものを発症と判定した.さらに，腹膜塗抹スライドのギ

ムザ染色標本を鏡検し，マクロファージ原形質内にリ

ケッチア粒子を確認したものをリケッチア分離陽性とし

た.また，観察期間に発症しなかったマウスの牌乳剤を

接種した継代二代目のマウスにおいても発症症状を示さ

ず， !F抗体陰性のものを分離陰性とした.

リケッチアの同定は，被検分離株をモルモット脳内接

種して得られた免疫血清，あるいはマウスに被検分離株

を皮下接種し， oxytetracyclineで治療した後に得られた

免疫血清の標準株抗原との !F反応性によった.

4.吸着ツツガムシの同定

野鼠は胸，腹腔内の臓器をすべて除去し，ポリエチレ

ン瓶に入れ70%アルコール液に浸して固定，保存した.

固定した野鼠の体表からブラシ等を用いてツツガムシ幼

虫を採取した.また，体表の洗浄液および固定保存瓶中

のアルコールからもろ過によってろ紙上のツツガムシ幼

虫を回収した.これらの幼虫をガムクローラル液で封入

し，標本とした後，顕微鏡下で計数し形態を調べて同定
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表1.多摩三保健所管内において捕獲した野鼠の種別リケッチア汚染状況

捕獲地区 野鼠の種 供試野鼠数 Rt* *陽性野鼠数 Rt**分離率(%)***

町 田 アカネズミ 3( 1h 3( 1)寸 100.0-

ヒメネズミ 5( 2) I 13( 6) - I 3(1) - I 23.1 
クマネズミ 3( 2) 

ドブネズミ 2( 1)ーl

捕獲年月

1985年4月

1985年11月
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一

つ
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i

-
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-
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-
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ム 26(16)宅
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h
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一日

言十 98(47) 16.3 16(11) 

*全捕獲野鼠33匹中26匹を Rt**分離試験に供した.

* *Rickettsia tsutsugamushi 

***Rt分離率(%)=Rt陽性野鼠数/供試野鼠数

( )内生体での捕獲数再掲

した.
会士
郎口 果

1.野鼠の捕獲状況およびリケッチア分離率

1985年4月，同11月，および1986年11月の計3回の野

外調査において各地区から捕獲された野鼠の総数は105

匹であった.捕獲された野鼠105匹のうち，リケッチア

分離試験に供し得たのは98匹であった.捕獲された野鼠

からのリケッチア分離成績を表 1に示す.野鼠98匹中16

匹(16.3%)から R.tsutsug，仰~ushi が分離された.地区

別に分離率をみると町団地区は14匹中 3匹 (21.4%)で

最も高く，ついで福生地区の46匹中 9匹(19.6%)，五

日市地区の38匹中 4匹(10.5%)の順であった.野鼠の

生体および死体別の分離率は，生体47匹中 11匹

(23.4% )，死体52匹中 5匹 (9.6%)であり，生体から

の分離率が高かった.また リケッチアが分離された野

鼠の種別はすべてアカネズミであり，この種は全ての地

区で捕獲された.なお，分離された R.tsutsugamushiは

モルモットおよびマウス免疫血清を用いた 1F試験によ

りすべて Karp近縁株と同定された(表 2). 

2.野鼠から回収された吸着ツツガムシ数

捕獲野鼠105匹のうちツツガムシの回収を行った84匹

の回収状況を捕獲時期別に表3に示した.被検野鼠84匹

から回収されたツツガムシ幼虫の総数は7，474個体(野

鼠一匹あたり平均89.0個体)で，フジツツガムシが最も

多く，次いでフトゲツツガムシ，タテツツガムシの順で

回収された.このうちツツガ虫病媒介種として知られる

表 2. マウスおよび、モルモット免疫血清を用いた間接蛍

光抗体法(IF)による野鼠分離リケッチア株の同定

免疫動物 免疫血清

マウス

Karp 

Gilliam 

Kato 

M7/85 * 

F4/85 * 

13/85* 

モルモット

Karp 

Gilliam 

Kato 

M7/85 * 

F4/85 * 

13/85* 

抗 原

Karp Gilliam Kato 

主主2560

主主2560

孟2560

320 

640 

640 

320 

640 

5120 

5120 

5120 

640 

640 

1280 

320 

320 

640 

*分離株

フトゲツツガムシは1，791個体 (24.0%)，タテツツガム

シ849個体 (11.4%)で，いずれもアカネズミのみから

回収された.また町団地区では 4月と 11月に捕獲されて

いるが，いずれの時期に捕獲された個体からもフトゲツ

ツガムシが採取された.フトゲツツカゃムシは 3地区すべ
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表 3.多摩三保健所管内で捕獲された野鼠からの回収ツツガムシ数

回収ツツガムシ数

捕獲年月 ツツガ虫病媒介種 その他の種野鼠一匹 総 数

供試野鼠数 タテツツガムシ フトゲツツガムシ 当りの数

1985年4月 13 。
11月 39 849 

1986年11月 32 。
計 84 849 

てにおいて認められたが，タテツツガムシは五日市地区

においてのみ認められた.

3.多摩地区で発見されたツツガ虫病患者の発病経過

および検査成績

本症例は多摩地区檎原村の山林に隣接した畑地で作業

中に感染したと推定されたものである.その発病経過は

図2に示したとおりである.患者は， 1987年3月下旬に

感染したと推定され， 4月上旬から微熱が続き 4月11日

に発熱，頭痛，全身倦怠により近所の開業医の治療をう

けたが症状は改善されなかった.その後発疹が出現した

ため， 4月18日に公立阿伎留病院に入院した.ここでも

当初診断がつかないまま，何らかの感染症の疑いで，セ

ファム系抗生物質 cefamandoleの投与を受けた. しかし，

症状の改善が見られなかったので minocyclineの投与に

切り替えられた.その後，右側胸部に刺し口が発見され

初めてツツガ虫病が疑われ 4月22日に当研究所へ検査

が依頼された.そして， IF試験によってツツガ虫病と

診断された.推定23病日における刺し口を写真 1に示し

た.投与された minocyclineが奏効し，患者は速やかに

快方に向かった.患者血清の R.tsutsugamushi各標準株

抗原に対する IFおよぴ CF抗体価を表 4に示した. IF 

408 1，106 116.5 1，514 

789 1，558 81.9 3，196 

594 2，170 86.4 2，764 

1，791 4，834 89.0 7，474 

東京都五日市町在住 60歳 男性

1987年 3月下旬 東京都絵原村にて農作業

4月上旬 微熱

11日 高熱・頭痛・全身倦怠

近医受診

13日 発疹

18日 公立阿伎留病院入院

21日 Kinocycline投与

刺し口発見

22日 採血 確定診断

リケッチ7分離試験

23日 刺し口写真撮影

5月 7日 全快退院

図2.多摩地区で感染発病したツツガ虫病患者の発病経過

表4. ツツガ虫病患者のR.tsutsugsmushi標準株抗原に対する IFおよびCF抗体価の推移

標 準 株 抗 原

Karp Gilliam Kato 

採血年月日 IF CF IF CF IF CF 

IgG IgM IgG IgM IgG IgM 

1987年4月20日 640 80 8 40 <10 <8 80 <10 8 

21日 1280 160 128 80 10 8 160 20 32 

22日 2560 160 256 160 10 8 320 20 64 

30日 2560 160 512 160 10 8 320 10 64 

5月16日 1280 160 512 160 <10 8 160 10 16 

30日 1280 160 256 80 <10 8 160 <10 16 
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表 5. 東京都秋川市およぴ奥多摩町で感染が推定

されたツツガ虫病患者の IF抗体価

感染推定 採血年月日病日
標準株抗原

地区 Karp Gilliam Kato 

秋 川市 1987.10.30 7 10 10 10 

11. 9 17 80 160 80 
国ー--・ーーーーー・四 F 四『ーーーーーーー“ーーーーーーー・四四回ーーーー---田・ーーー田園田-----ーーーーーー】』ーーーーーーーー圃・回目ー

奥多摩町 1987.11.10 5 80 160 80 

11.25 20 160 640 80 

試験では， IgG，IgM抗体ともに，すべての型の抗原に対

して陽性であった. しかし Karp株に対して特に高い上

昇を認め， 22-30病日に最も高く IgGで 1: 2560， IgM 

で 1: 160であった.また， CF試験においても各標準

株に対する抗体が陽性であり，特に Karp株に顕著な上

昇が認められた.

患者血液を腹腔内接種した BALB/c系マウスは14日

後に典型的な症状をもって発症し，接種初代で R.tsut-

sugamushiの分離に成功した.このマウスの腹腔細胞中

のリケッチア粒子を写真 2に示した.

秋川市ならびに奥多摩町において感染が推定されたツ

ツガ虫病患者の急性期および回復期血清の各標準株抗原

に対する IF(IgM， G， A)抗体価を表 5に示した.秋川

市および奥多摩町の患者血清はともに急性期から回復期

にかけリケッチア抗原に対する IF抗体の有意上昇が認

められ，血清学的にツツガ虫病と確定診断された. しか

し，両患者の IF抗体はリケッチア各抗原聞で交差が認

められ，感染したリケッチアの型別を推定することは出

来なかった.

考 察

今回行われた多摩地区における野外調査の結果，野鼠

98匹中16匹(16.3%)から R.tsutsugamushiが分離され，

同地区の野鼠が高率に同リケッチアに汚染されているこ

とが明らかとなった. また，野鼠84匹から合計7，474個

体(平均89.0個体)のツツガムシが回収され， しかもツ

ツガ虫病媒介種として知られるフトゲツツガムシおよび

タテツツガムシが，それぞ、れ全体の24.0%および11.4%

を占め，比較的高率に認められた.

同地区におけるリケッチアについての野外調査は，

1954年に東京都立衛生研究所をはじめとする衛生局関係

機関によって旧西多摩郡(現在の青梅市，福生市，西多

摩郡)および旧南多摩郡の一部(現在の町田市)で行わ

れている 11) この調査では，野鼠70匹(内アカネズミ

33匹)を捕獲しているが，R. tsutsuga閉山hiは全く検出

されず，回収されたツツガムシ総数も470個体(野鼠一

匹あたり平均6.9個体)と比較的少なしツツガ虫病媒

介種ではフトゲツツガムシが 7個体確認されたのみで

あった.その後，同地区ではリケッチアについての組織

的な野外調査は行われておらず，今回の著者らの調査で

約30年間ぶりの実施となった.これら新旧の調査には約

30年の経過があり，その聞の推移が不明であるので両者

の結果は単純に比較し難いにしても，野鼠からのツツガ

ムシの回収率およびリケッチアの検出率からみて同地区

では現在， リケッチアの汚染がより濃厚でーあると考えざ

るを得ない.このリケッチア浸淫の原因のーっとしては

分布ツツガムシのうちフトゲツツガムシの占める割合が

増加したことも考慮にいれる必要があるかも知れない.

すなわち1954年の 4月の調査では18匹の野鼠(内アカネ

ズミ 13匹)からフトゲツツガムシがわずか一個体認めら

れたにすぎなかったが，今回の1985年の調査では同じく

4月に捕獲されたアカネズミ 3匹から408個体のフトゲ

ツツガムシが回1文されている.

多摩地区におけるこのようなツツガ、ムシの濃厚な分布

と野鼠聞のリケッチア汚染の状況は当然ヒトへの感染の

機会の増加として危倶されるところであった.このよう

な矢先， 1987年4月には，槍原村山間部の畑地での感染

が疑われるツツガ虫病患者が発見され上述の危倶が杷憂

でなかったことが示された12) この患者の場合，臨床

症状が典型的でなく，微熱，全身倦怠が約10日間も持続

したこと，浅在リンパ節を触知出来なかったことならび

に発疹が紅斑様外観を呈したことなどから早期診断が困

難であったが，それ以上に本症が当該地区でも発生する

可能性のあることが十分認識されていなかったことが，

診断の妨げとなったと思われる.本症例は，島しょを除

く都内で発生した第二例目であるが，患者からのリケッ

チア分離に成功した症例としては，これが初めてである.

検査材料である患者血液は minocyc1ineの投与後に採取

されたものであり，検体搬入までに比較的長時間常温に

置かれたことなど R.tsutsugamushi検出に不利な条件の

ものであったが，これからのリケッチア分離に成功した

ことは採血時の血液中にリケッチアが多数含まれていた

ことによるものと恩われる.これまで，テトラサイクリ

ン系抗生物質投与後の血液からは分離が極めて困難であ

るとされていたが患者の発症経過いかんによっては分離

の可能性があることが示唆された.また，この分離株は，

抗血清の各標準株に対する反応性からみて多摩地区の野

鼠から分離されたものと極めて類似するリケッチアであ

ると推測された12.13) なお この患者発生後の1987年
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10月，東京都秋川市で，また11月には奥多摩町で新たに

ツツガ虫病の患者発生があり，血清学的に確認されてい

る.これで多摩地区での患者発生は町田市の先例を含め

合計4名となった.

近年多摩地区では，畑地，山林等の宅地開発化が進み，

人口も増加している.また，ハイキング，各種スポーツ，

山菜取りなどのため都心から訪問する人も多い.そのた

め，そこに居住する人々のみでなく，他の都民もこの地

を訪れてリケッチアを保有する有毒ツツガ、ムシに刺吹き

れる機会が増加している.ツツガムシあるいは野鼠を撲

滅する根本的対策が困難である以上，ツツガムシによる

刺岐の予防と患者の早期診断，早期治療を主体とせざる

を得ない.都民に対するツツガ虫病についての正しい知

識，医師に対しての的確な診断基準の提示などの啓蒙普

及が重要と思われる.

また，今後の多摩地区におけるツツガ虫病患者の動向

を知る手懸りとして，野鼠のリケッチア汚染およびツツ

ガムシの分布を継続監視する必要があろう.

謝辞稿を終わるにあたり，本調査の実施に協力を

賜った町田市役所，町田保健所，五日市保健所，福生保
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写真l.患者のツツガムシ刺し口(推定23病日)

写真 2.マウス腹腔細胞中のリケッチア粒子
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都内保健所AIDS抗体検査受診者のヒ卜免疫不全ウイルス

抗体保有調査 (1987年 2月-1988年 3月)

大貫奈穂美*，中村清純*，伊藤 忠 彦 * ， 山 崎 清へ

新開敬行*，吉田靖子*，安東民衛*，矢野一好*，

関根整治*，林 志直へ寺山 武**，薮内 清へ

三木 隆へ大橋 誠*

Serological Survey for Antibodies against Human Immunodeficiency Virus 

。fIndividuals who Visited Health Centers in Tokyo (1987~1988) 

NAHOMI OHNUKI*， KIYOSUMI NAKAMURAへ TADAHIKOITO*， KIYOSHI YAMAZAKI*， 

T AKA YUKI SHINKAI *， Y ASUKO YOSHIDA *， T AMIE ANDO *， KAZUYOSHI Y ANOへ

SEUI SEKINE本， YUKINAO HAYASHI*， TAKESHI TERAYAMA **， KIYOSHI YABUUCHI*， 

TAKASHI MIKI* AND MAKOTO OHASHI* 

The serum antibodies to human immunodeficiency virus type 1 (HIV -1) and 2 (HIV -2) were examined 

among individuals who visited health centers in Tokyo. Of 9，280 sera screened， one was true-positive and 49 

false-positive for HIV-1 antibodies. Thirty-seven of 49 false-positive and 305 sera from the population 

groups with risks for HIV-2 (251 homo-and bi-sexuals， 42 returnees from African countries and 19 

prostitutes) were further examined for HIV-2 antibodies by West巴rnblotting and indirect immunoflt町 esc-

ence. No antibodies reactive with HIV-2 were detected in the sera examined. 

Serological cross-reactivity between HIV-1 and HIV-2 was examined by Western blotting assay. Rabbit 

anti-HIV-2 serum reacted not only with p15 and p26 of HIV-2 but also with p24 and p55 antigens of HIV-1， 

while rabbit anti-HIV-1 serum reacted with p18， p24 and p55 antigens of HIV-l and also with p26 antigen of 

HIV-2， suggesting some epitopes common to HIV-1 and HIV-2 exist in major gag gene products (HIV-l p24， 

p55 and HIV-2 p26) . On the other hand， the serological specificity was observed not only in the high molecu-

lar weight glycoproteins of HIV-l and HIV-2 but also in HIV-l p18 and HIV-2 p15 

Keywords : AIDS， HIV -1， HIV -2 

緒面

ヒト免疫不全ウイルス 1型 (HIV-1 )は後天性免疫

不全症候群 (AIDS) の原因として 1983~84年に米国と

フランスでそれぞれ独立に分離された)-3)が，その後の

調査により患者と感染者が全世界に広がっていることが

明らかになった.現在，全世界で 8万8千人の患者が確

認されている4) 厚生省の報告によると，わが国では，

1988年 5月18日現在， AIDS患者は80名(うち死亡46

名)，感染者は1，038名に達している 5) 東京都では，神

戸市で不特定多数の男性と性交渉を持った女性患者が確

認され，大きな社会問題になった直後の1987年 2月より

都内保健所にエイズ相談窓口を開設し，当衛生研究所が

受診者の抗体検査を担当することとなった.

一方， 1986年に Montagnierらにより西アフリカで

HIV-1の近縁ウイルスであるヒト免疫不全ウイルス 2

型 (HIV-2 )が分離された6) また， 1986年に速水らは

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 169 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， 169 Japan 

**東京都立衛生研究所多摩支所
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ガーナ人女性より HIV-2株を分離し， HIV-2 [GH-

1 ]と命名した7) HIV-2は形態およびヒトリンパ球に

対する細胞変性効果において HIV-1とほとんど変わら

ないが， HIV-1よりもアカゲザルから分離されたサル

免疫不全ウイルス (SIVmac)により近縁のウイルスで

あると報告されている6.8) HIV-1， HIV-2および

SIVmac聞の血清学的交差反応性についての検討から，

HIV-2のコア蛋白は HIV-1およぴSIVmacに共通の抗

原決定基を持つことが明らかになっている6.7) しかし，

HIV-1の一次スクリーニングに通常用いられる酵素抗

体測定 (EIA)キットでは， HIV-2抗体が検出されない

場合もあるとの報告がある 9) 国際交流の盛んな現代，

アフリカに滞在し，アフリカ女性と性的接触の経験のあ

る人は多く， HIV-1スクリーニングで見落とされた

HIV-2感染者がわが国に存在する可能性は完全には否

定できない. しかし，現在 HIV-2抗原を用いたスク

リーニング試験は行われておらず， HIV-2の感染の実

態は不明のままに放置されている.そこで我々は，わが

国における HIV-2感染の有無を知る手掛かりとして，

HIV-1抗体検査受診者のうち HIV-1スクリーニングで

偽陽性を示した者，アフリカ滞在などの危険因子を持つ

者について HIV-2抗体検査を追加して行った.本報で

は， HIV-1抗体検査の結果と併せて， HIV-2抗体検査

の結果および HIV-1， HIV-2聞の交差反応性について

検討した結果を報告する.

材料および方法

1.検査対象

HIV-1抗体の検査対象は， 1987年 2月より 1988年 3

月までの期間都内保健所で AlDS抗体検査を受診した者

計9，280名である.また， HIV-2抗体の検査対象は

1987年 2月より 12月までに HIV-1抗体検査を実施した

全検体のうち，一次スクリーニングが陽性であった検体，

カットオフ値に近い吸光度を示した検体，および問診表

記載内容からアフリカに滞在したことが明らかなもの，

あるいは AlDS感染危険因子を持つと推定された受診者

の血清である.

Bio-Rad社製のものを，間接後光抗体(IF)用の HIV-

1抗原は国立予防衛生研究所から分与されたものを使用

した.

また， Molt-4細胞で培養し，精製した HIV-2 [GH-

1 ]標品を速水博士から分与を受け， WB用の HIV-2 

抗原として使用 Lた. IF用の抗原も同じく速水博士よ

り分与を受けた.

4. HIV-l抗体一次スクリーニング

各保健所で真空採血管に採血した血液は， 24時間以内

に当研究所に搬入され， 3， OOOrpm， 5分遠心して血清

を分離後，検査時まで 4.Cの冷蔵庫に保存された.測定

は， Abbott社の HTLV-田 iEIAJを用いて行った. 1 

回目の測定で吸光度がカットオフ値(陰性コントロール

平均値+0.15X陽性コントロール平均値)以上であった

検体について再度検査し，再びカットオフ値を越えたも

のを一次スクリーニング陽性とした.確認試験は WB

法及びIFi;去により行った.

5. ウエスタンブロット‘法

HIV-1抗体の WBアッセイは， Bio-Rad社のイムノ

ブロットアッセイキットを用いマニュアルにしたがって

行った. HIV-2抗原ストリップは精製ウイルス標品を

SDSサンプル緩衝液10)中で100.C加熱後， 4 -20%勾配

スラブゲル(第一化学薬品)を使って電気泳動し11)，

さらに360mAで2-3時間ニトロセルロース膜 (MSI)

にエレクトロプロットして作製した.抗血清は， 56.C30 

分加熱し， 4.Cで16時間ストリップと反応させた.ウサ

ギおよびヒト抗体の検出にはヤギ抗ウサギIgG西洋ワサ

ビペルオキシダーゼ複合体 (Bio-Rad)およびヤギ抗ヒ

トIgGアルカリフォスファターゼ複合体 (Bio-Rad)を

用いた.

6.間接笹光抗体法

IFアッセイは常法12)に従って行った. 56.C30分加熱

して非働化させた被検血清を PBS(一)で10倍希釈し，

IF用の感染細胞塗抹スライドグラスにlOul/wellずつ

のせ3TCで30分反応させた.洗浄後， FITC標識抗ヒト

(IgG， IgM， IgA)ヤギ(ハイランド)と 37.Cで30分反

2.抗血清 応させた.

ウサギ抗 HIV-2血清は東京大学医科学研究所の速水

博士より分与を受けた.ウサギ抗 HIV-1血清は富士レ

ピオ社製，ヒト抗 HIV-1血清は AlDS患者血清を用い

た.ウサギ血清は1.000倍，ヒト血清は100倍希釈して用

し、fこ.

3.抗原

ウエスタンプロット (WB)用の HIV-1抗原は，

結 果

1. HIV-l抗体検査

1987年 2月から 1988年 3月までの都内保健所での

AlDS抗体検査の月別受診者数を図 1に示した.月別に

みると 2月から 4月の 3ヶ月間の受診者が全体の55.4%

をしめたが，以後漸減し， 11月以降は月に200件前後で

推移している.受診者9，280名の性別および年齢構成を
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Fig. 1. Monthly shift of number of individuals who visited health centers in Tokyo for th巴 testof HIV -} anti-

body. 

表 1に示した.男性6，242名 (67.3%)，女性2，980名

(32.1 %)，不明58名 (0.6%)であった.年齢別にみる

と20-29歳 3，511名 (37.8%)， 30-39歳 3，102名

(33.4%)， 40-49歳1，375名(14.8%)であり， 20-49 

歳が86%を占めている.自己申告形式の問診表の記載内

容による受診の動機の内訳を表 2に示した.男性同性愛

及ぴ両性愛者354名，輸血及ぴ血液製剤投与経験者552名，

アフリカ滞在経験者65名，売春婦82名，医療関係従事者

559名，その他の異性愛者が7，668名であった.異性愛者

・の多くは不特定の異性間性行為による感染を危倶して来

所していた.

EIA法による HIV-}抗体スクリーニングにおいて吸

光度が，カットオフ値以上であったのは48件 (0.52%)

であったが，そのうち18件 (0.19%)は2回目もカット

オフ値以上の吸光度を示した.これら18件について WB

法及ぴ IF法による確認試験を実施した.確認試験で陽

性と判定されたのは40歳の男性同性愛者 1名のみであっ

た.また，その{也 3件については WB法においてスト

リップに陽性と判定するのに必要な全てのバンドが検出

されず，そのため 3か月後に再検査を行うことにした.

再検査の結果， 1名は(一)と判定されたが， 1名は再

び(:1:)となり， 3ヶ月後に再び検査することとした.

また，他の 1名は再検査を勧めたが受診していない.

Table 1. Grouping of the subjects by age and sex 

Age group No.of NO.of Unknown Total* 
male female 

0-9 6 8 。 14( 0.2) 
10【 19 131 74 。 205( 2.2) 
20-29 2，189 1，316 6 3，511(37.8) 
30-39 2，193 901 8 3，102(33.4) 
40-49 980 393 2 1，375(14.8) 
50-59 500 198 3 701( 7.6) 
60-69 160 50 l 211( 2.3) 
70-79 37 7 。 44( 0.5) 
80-89 6 2 。 8( 0.1) 

Unknown 40 31 38 109( 1.2) 

Total 6，242 2，980 58 9 ，280( 100) 

* Percentages in parenthesis. 

Table 2. Grouping of the subjects by risk factors 

Risk factors 

Homo-and bisexuals 

Blood-transfusion recipients 
Sojourners in Africa 
Prostitutes 

Clinical technologists 
Others 

Total 

* Percentages in parenthesis. 

No. of individuals * 

354( 3.8) 
552( 5.9) 
65( 0.7) 
82( 0.9) 

559( 6.0) 
7，668(82.6) 

9，280( 100) 
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Table 3. Serological survey for HIV -1 

Number of 

samples 

Screening test Confirmatory test 

1 st 2 nd WBa) IFb) 

十 + + 土 十 土

9280 48 9，232 18 30 1 14 3 1 17 。
a) Western blotting assay. 

b) lndirect immunofluorescence assay. 

c) Pending. Recall in 3 -6 months. 

A B 

55k-

24k-

18k-

Judgement 

+ 土c)

1 14 3 

Fig. 2. Western blotting assay for HIV-2 antibodies. HIV-2 [GH-1] proteins separated by electrophoresis on 

4 -20% linear gradient acrylamide slab gel were electroblotted onto nitrocellulose membrane. The blotted 

proteins were allowed to react with sera diluted 1000-fold in rabbit anti-HIV】 1and HIV -2 sera， and 

100-fold in the serum from the AIDS carrier positive to HIV】 1. HIV-1 antigen-blotted strips were 

purchased from Bio-Rad Laboratories. Sample A， HIV-2 antigen-blotted strips; Sample B， HIV-1 anti. 

gen-blotted strips. Each lane 1， represents rabbit anti-HIV-2 serum; each lane 2， rabbit anti-HIV-1 

serum; lane 3， normal rabbit serum; and lane 4， serum from the AIDS patient positive to HIV -1. The 

rabbit IgG-antigen immune complex (lane 1， 2 and 3) was detected by using the goat anti-rabbit IgG 

horseradish peroxidase， and the human IgG-antigen immune complex (lane 4) by the goat anti-human 

IgG alkaline phosphatase assay system 



東京衛研年報 39，1988 47 

2. HIV -1， HIV山 2聞の交差反応性

HIV-2抗原に対するウサギ抗血清の反応性を WB法

により検討した結果を図 2Aに示した. レーン 1から

レーン 4はウサギ抗HIV-2血清，ウサギ抗HIV-1血清，

ウサギ正常血清，ヒト抗HIV-1血清 (AIDS患者血清)

をそれぞれ反応させたものである.ウサギ抗日IV-2血

清は HIV-2抗原の p15，p26， p88および gp140と反応

したが，ウサギ抗日IV-1血清は同抗原の p26のみに反

応した. HIV-1抗原に対する各種抗血清の反応性を図

2 Bに示した.ウサギ抗 HIV-1血清は p18，p24， p55 

と反応し，ウサギ抗 HIV-2血清は p24，p55に反応した.

ヒト抗 HIV-1血清は p18，p24， p32， p65， gp120， 

gp160等と反応し，特異的バンド全てが検出された.正

常ウサギ血清は HIV-1および HIV白 2抗原のいずれと

も全く反応しなかった.これらの実験結果から， HIV-

1， HIV-2に共通の抗原決定基が HIV-1の p24，p55 

および HIV-2の p26抗原中に存在すると推定された.

一方， HIV-1の p18，gp160および HIV-2の p15，

gp140は特異抗原であると考えられる.

3. HIV-2抗体検査

前述の検討結果より HIV【 1とHIV-2聞に交差反応

性が存在することが確認されたので， HIV-1抗体スク

リーニング検査で吸光度が高かった37件を選ぴ， HIV-

2抗体検査の対象とした.さらに， HIV-2感染に対す

る危険因子を持っているもの(アフリカ滞在の履歴のあ

る者42名，そのうち34名はアフリカ女性との性的接触歴

あり，男性同性愛および両性愛者251名，売春婦19名)

について， IFおよびWB法で HIV-2抗体を検索した.

しかしながら，いずれの血清中にも HIV-2抗原と反応

する抗体を検出することはできなかった(表4). 

考察

1987年 1月に神戸市で不特定多数の男性と性交渉を

持ったとされる女性 AIDS患者がわが国で初めて確認さ

れ，それまで血友病患者や男性同性愛者のみの問題と考

えられがちであった AIDSがにわかに身近な問題として

クローズアップされた.その結果として生じたいわゆる

“エイズ・パニック"は我々の記憶に新しいところであ

る.月別の抗体検査受診者数をみても検査を開始した

1987年 2-4月の 3ヶ月間に全受診者数の半数以上が集

中しており，当時の社会不安の状況がよくうかがえる.

現在，抗体検査受診者数は月間200件前後で推移してお

り，問診表に記載される受診の動機からも AIDSに関す

る正しい知識が都民の聞に普及してきたことが推察され

る.

Table 4. Serological survey for HIV -2 by Western 
blotting and indirect immunofluorescence 
assay 

No. of sera No. of anti.HIV.2 
Sera deri ved from 巴xamined BpoaFノitives by 

wi3a) IFb) 

False-positivesc
) 37 。 。

Risk Factors 
l)Homo-and 

bisexuals 251 。 。
2 )Sojourners 

in Africa 42 。 。
3) Prostitutes 19 。 。
a) Western blotting assay. 
b) Indωirect imI日n削I
c) Fa剖les-叩.予poω叩s討itivesout of sera scree限 dfor HIV-1 anti-

bodies. 

わが国では， 1988年 5月18日現在日V-1感染者

1，038名中966名， AIDS患者80名中46名5)が血液製剤の

汚染によりもたらされたものである. しかし，血液製剤

の加熱処理が行われ，それ以後新たな HIV感染はない

と推定されることから，今後 AIDSは主として性行為感

染症として問題となると予想される.問診表でも異性愛

者の多くが不特定多数の相手との性交渉を認めており，

男性同性愛者や薬物乱用者への対策に加え，異性間性的

接触対策とそれに伴う母子感染の防止が今後 AIDSの重

要な課題になろう.

EIA法による抗体検査では偽陽性の頻度が高いことが

指摘され，原因としては，ウイルスをヒト由来細胞で培

養するために，精製過程で細胞成分が混入し，自己免疫

疾患の患者血清で偽陽性になることと，高ガンマグロプ

リン血症の患者で非特異的に抗原と反応することが考え

られている 13) 今回の抗体調査においても EIA法で陽

性とされた検体が18件認められたが， WB法及び IF法

による確認検査で 1例を除き偽陽性と判定された. しか

し， WB法では p24が単独で、出現した場合，感染後の経

過日数が少ないことによるのか，非特異的反応に起因す

るのか，など典型的反応パターンを示さないものでは判

定に迷う場合がある.これらの点を明らかにするのは今

後の研究課題である.

HIV-1とHIV目 2聞の交差反応性に関しては，エンベ

ロープ糖蛋白では少ないが，コア蛋白ではこれが認めら

れると報告されている7) 今回の研究でもそれは認めら

れた.すなわち，抗 HIV-1血清は HIV-2のgp120と反

応せず，抗 HIV-2血清も HIV-1のgp160とは反応しな

かった. また， p55を前駆体とするコア蛋白である



48 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lαb. P.H.， 39，1988 

HIV-1の p24とHIV-2の p25は交差反応性を示した.

一方，今回の検討では p24，p25と同じくコア蛋白であ

ると考えられる HIV-1の p18とHIV-2のp15はそれぞ

れに特異的な蛋白であると推定された.すなわち，コア

蛋白の中にも共通抗原を持つものと持たないものがある

と考えられる.

現在用いられている HIV-1抗原を用いた EIA法では，

p25などコア蛋白に反応性を持つ HIV-2抗体は陽性に

なるが，西アフリカでの調査では HIV-2 AIDS患者21

人のうち16人までが HIV-1抗原を用いた EIA法で陰性

であったと言う報告9)もある. HIV-2はまだ世界的な広

がりは少ないとされているが詳細は不明である. しかし，

国際化が進んだ今日， HIV-2がいつまでも商アフリカ

のみに限局したままであるとは考え難い.今後とも

HIV-1抗体検査と平行して HIV-2抗体検査を続ける必

要があると思われる.また，今回の検討は WB法およ

びIF法でおこなったが，今後 HIV【 2抗原を用いた EIA

法や凝集法が市販されれば，一次スクリーニングで

HIV-1と併せて抗体検査を行うことも可能である.

謝辞本研究にあたり HIV-2抗原およびウサギ抗

HIV-2血清を提供された東京大学医科学研究所速水

正憲博士に深謝致します.

(本研究は東京都エイズ研究班より一部研究費の援助を

受けて行った.また，本研究の概要は日本感染症学会第

62回総会1988年4月において発表した.) 
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マガキによるポリオウイルスの蓄積実験

吉田靖子へ矢野一好 * ， 薮 内 清*

The Accumulation of Poliovirus by the Oysters， Crassostrea gigas 

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

Shellfish growing seawaters may becom巴 contaminatedby raw sewage which might contain large numbers 

of enteric viruses. And oysters， filter【 feedingmollusks， can accumulate and retain enteric viruses from their 

overlaying seawaters. It is well known that shellfish are important vehicle for food-borne viral disease， and 

outbreaks of hepatitis and viral gastroenteritis caused by the ingestion of sewage contaminated shellfish are 

also well known. However detection methods for the causative viruses in shellfish are lacking. We examined 

that whether oysters， Crassostrea gigas， may accumlate poliovirus type 1 (LSc， 2ab strain)， by exporsing them 

to virus-seeded seawaters. When high numbers of plaque forming unit of poliovirus type 1 was inoculated 

into the temprature-controlled artificial seawaters ( 8.C or 20.C) and inoculated for 0.5 -48 hr， more higher 

rate of accumulation takes place in oysters within a few hours. And the level was maintained longer than th巴

one in the surrounding waters. In this study， we determined that within 24 hr the oysters can accumulate 

80 % of poliovirus present in artificial seawaters. 

Keywords : oyster， poliovirus， accumulation 

緒昌

水系ウイルス感染症の一つの経路として，二枚貝が関

与していると考えられているト6) 冬季に多発する急性

胃腸炎の原因のーっとして，ウイルスが関与しており，

そのウイルスは，カキに由来する場合があることが分

かつてきた7.8)

ヒトの腸管系ウイルスの環境中での挙動を考えると，

図1に示したように，ヒトの腸管で増殖したウイルスは

水洗便所を介して多量に下水に排出され，所定の下水処

理過程を経て量はかなり減少するものの，生残したウイ

ルスが河川等に放流され海洋に達する.

したがって，ウイルスの混入した海域に生息する貝類

が，ウイルスを蓄積しヒトへの感染源になることが十分

考えられる.事実，下水処理水が流入している海域で養

殖したカキからウイルスを検出したという報告例が諸外

国には多数あるト12)

このような背景をもとに，ヒトの食用に供される二枚

貝のうち特に生で食することが多い「カキ」と，実験上

の取り扱いが容易であるポリオウイルスを用いてウイル

スの蓄積実験を実施した.

材料と方法

マガキ (Crassostreagigas) 市販されている殻付

生食用カキ(以下カキと略記)を使用した.購入後，表

1の処方で調整した人工海水(以下海水と略記)の入っ

ている水槽 (450x 300 X 300mm，容量約401) に入れ 2

-3日飼育し，生存を確認したのち実験を行った.飼育

期間中は，散気用エアーストーン(ロンク'.30mm)を使

用してエアレーションを行った.

ウイルス:弱毒ポリオウイルス 1型 (LSc.2ab株)を

使用した.ウイルスは BGM細胞(ミドリザル腎継代細

胞)で増殖させて，実験直前まで 20.Cに保存した.ウ

イルスの感染価は約107PFU/mlであった.

抗生物質混合液:滅菌したリン酸緩衝食塩液 (PBS)

1 mlに立すして， Ampicillin 30mg， Kanamycin 40mg， 

Streptomycin 40mg， Amikacin 2 mgを無菌的に溶解さ

せ，20mlずつ分注して一20.Cに凍結保存した.

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 169 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， 169 Japan 
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図1.環境における腸管系ウイルスの挙動

表1.人工海水の処方

言式 薬 用量 g/I

NaCl 26.75 
KCl 0.75 
CaClz 0.51 

MgClz.6HzO 3.42 
MgS04.7HzO 4.29 
NaHC03 0.21 

Vant' Hoffによる

カキによるウイルス蓄積率の経時変化:実験環境は，

室温とした.実験中の水温は，ほ，;r20'C一定であった.

前記の水槽に301の海水を入れ，ウイルス原液を 3ml添

加した.十分かくはんしたのち，添加したウイルス量を

確認するために水槽内の海水をlOml採取し，抗生物質

混合液を 1ml添加後，添加ウイルス量定量用の試料と

して凍結保存した.

生存が確認されたカキ (20個)をまとめて水槽に入れ，

一定時間経過ごとに海水をlOmlずつ採取し，残存ウイ

ルス量測定用の試料とした.ウイルスの蓄積量は，添加

ウイルスの総量から，時間経過ごとの海水中のウイルス

の総量と，あらかじめ同一条件で，測定しておいたカキ

殻に付着したウイルスの総量を差しヲ|いた値とし， PFU 

単位で表示した.

添加ウイルスの濃度差とウイルス蓄積率:前記の水槽

に3段階濃度 (10¥105， 106 PFU/海水301)のウイル

スを添加し， 20個のカキを18時間飼育したときの残存ウ

イルス量を指標にしてウイルスの蓄積率を算出した.実

験時の水温は20'Cに保ち，常時エアーレーションした.

水温の差によるウイルス蓄積率:カキのウイルス蓄積

効率の水温による変化を調査する目的で，301容量の海

水を入れた前記の水槽を 2個準備し，一定量のウイルス

液を添加して十分かくはんしたのち， 20個ずつのカキを

入れた.実験温度は，室温(水温約20"C)と低温(水温

約 8'C)の2段階とした.実験中は，エアーストーンに

より通気した.ウイルス蓄積量の計算は，前記の方法と

同様にした.

カキの個体別ウイルス蓄積率:500mlの海水を入れた

11容量のステンレス容器11個に，一定量のウイルスを

添加し，カキを 1個ずつ飼育した.水温20'Cで24時間飼

育したのちの海水中の残存ウイルス量を指標にして，カ

キの個体別ウイルス蓄積率を算出した.実験中は，エ

アーストーン(丸型，直径30mm)で通気した.

ウイルスの定量:BGM細胞を用いたブラック形成法

により測定し， PFU単位で表示した.細胞は 6穴プラ

スチックプレート(コースター社製， 3506)に培養した.
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試料は，細胞維持液で10倍段階希釈の系列を作り， 1希

釈当たり 1mlずつ 2穴の細胞に接種した.重層用培地

等の作成は，常法13)に準じて行った.

結果

カキによるウイルス蓄積率の経時変化:海水301に添

加した 3mlのウイルス量を，実際に定量し，水槽中の

総ウイルス量に換算すると1.05X108PFUとなった.こ

のようにして調整した水槽中に，生存が確認されたカキ

20個を入れ， 30分から 4時間飼育し，それぞれの時間経

過ごとに海水を採取した.カキの体内に蓄積したと考え

られるウイルス量は，水槽中の総ウイルス量から，経過

時間ごとの残存ウイルス量と，実験に使用した量と同数

のカキの殻に付着したウイルス量を差しヲ|いて算出した.

結果は，表2にまとめた.飼育 2時間までのウイルス蓄

積率は5.0%前後と低いのに対して， 3時間では65.7%，

4時間では51.4%，ウイルス量にして107レベルとなり，

かなり高率かつ高濃度にカキがウイルスを蓄積すること

がわかった.

表 2. カキによるウイルス蓄積率の経時変化

時間経過海水中の残存 カキへのウイルス 蓄積率3)

(時間) ウイルス量l)(PFU) 蓄積量2)(PFU) (%) 

0.5 9.9 X107 6.0X106 5.7 

1.0 1.02X108 3.0X106 2.8 

1.5 9.6 X107 9.0X106 8.5 

2.0 9.9 X107 6.0X106 5.7 

2.5 8.7 X107 1.8X107 17.1 

3.0 3.6 X107 6.9X107 65.7 

4.0 5.1 X107 5.4X107 51.4 

1) 添加ウイルス量:人工海水301中に1.05X108PFUの

ウイルス量を添加し，カキ201聞を入れて所定時間飼

育したのちの，海水中の残存ウイルス総量.

2) 蓄積量(T)=(添加ウイルス総量)一(残存ウイルス総

量)一(カラ付着ウイルス量)

3) 蓄積率(%)=(T)/(添加ウイルス総量)

* 水温20.C一定

添加ウイルスの濃度差とウイルス蓄積率の変動:海水

301に濃度の異なるウイルスを添加後，生存が確認され

たカキ20個を各水槽に入れ18時間飼育した.カキへのウ

イルス蓄積量は前記と同様に算出し，実験結果を表 3に

示した.添加したウイルス量104-106レベルでは，ウイ

ルスの濃度差による蓄積率の差が認められなかった. 9 

回の実験結果では，いずれも76.1-89.6%の高いウイル

ス蓄積率を示した.

表 3.添加ウイルスの濃度差とウイルス蓄積率の変動

添加ウイルス量1) 残存ウイルス量2) ウイルス蓄積量 蓄積率

(PFU) (PFU) (PFU) (%) 

8.10X106 1.30X106 6.80X106 83.2 

6.60X106 1.50X 106 5.10X106 77.3 

2.lOX106 2.30X105 1.87X106 89.0 

4.30X 105 9.00X104 3.40X 105 79.1 

3.80X105 4.00X104 3.40X 105 89.5 

2.90X105 3.00X 104 2.60X 105 89.6 

7.50X104 1.10X104 6.40X 104 85.3 

4.20X104 1.00X 104 3.20X 104 76.1 

1.50X 104 3.00X103 1.20X 104 80.0 

1) 人工海水301に添加したウイルスの総量

2) 20個のカキを18時間飼育したあとの，海水中の残存

ウイルス総量 (PFU)

*計算方法および実験水温は表2と同様にした

水温の差によるウイルス蓄積率の変化:カキの飼育水

温 (8.Cと20.C) とウイルス蓄積率の差を調べた.実験

結果は，表4にまとめた.時間経過ごとのウイルス蓄積

率を見ると，両水温とも時間経過とともに，ウイルス蓄

積率が上昇した. しかし，水j昆の違いによって，蓄積率

の立ち上がりに差があった.つまり，水温8.Cでは2.0，

10.1， 8.1， 22.4， 63.2， 76.9， 71.4%となり，水j昆

20.Cでは6.1，13.2， 44.8， 51.0， 61.2， 63.5， 76.8% 

となった.

表 4.水温の差によるウイルスの蓄積率の変動

ウイルス蓄積量
時 間

水温 8.C 水温 20.C 

2.94 X 106 
( 2.0) 8.96X106 

( 6.1) 

2 1.49X107 (10.1) 1.94X107 (13.2) 

3 1.19X107 
( 8.1) 6.58X107 (44.8) 

4 3.29X107 (22.4) 7.49X107 (51.0) 

5 9.29X107 (63.2) 8.99X107 (61.2) 

24 1.13X108 (76.9) 9.34X107 (63.5) 

48 1.05X108 (71.4) 1.13X108 (76.8) 

*人工海水301に1.47 X 108 PFUのウイルスを添加しカキ

を20個人れ，水温 8.Cと20.Cにおいて 1-48時間飼育

した.

*ウイルス蓄積量は，表2と同様に計算し PFUの単位で

示した.

* ( )内の数値はウイルス蓄積率(%)である.
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カキの個体別ウイルス蓄積率の変動:海水500mlに，

1.85X106 PFUのウイルスを添加し，カキを l個ずつ入

れ24時間飼育した.前回の実験で水温の差によるウイル

ス蓄積率の著名な差が認められなかったので，実験水温

は20'C一定とした.個体別のウイルス蓄積率は，表 5に

示した.

表 5. カキの個体別ウイルス蓄積率の変動

個体No.海水中の残存 カキ個体内への 蓄積率

ウイルス量!)(PFU)ウイルス蓄積量(PFU) (%) 

1 4.90X105 1.36 X106 73.5 

2 4.05X105 1.445X106 78.1 

3 5.40X 106 1.31 X106 70.8 

4 4.50X105 1.40 X 106 75.6 

5 3.90X105 1.46 X106 78.9 

6 4.70X105 1.38 X 106 74.5 

7 6.50X105 1.20 X106 64.8 

8 7.25X105 1.10 X106 59.4 

9 4.00X105 1.45 X 106 78.3 

10 5.00X105 1.35 X106 72.9 

11 3.50X105 1.50 X106 81.1 

1) 人工海水500mlに1.85 X 106 PFUのウイルス量を添

加し，その中にカキ l個を入れ， 24時間飼育したの

ちの海水中の残存ウイルス量.

*計算方法および実験方法は表2と同様にした

ウイルス蓄積率をみると， 59.4%ー81.1%の範聞とな

り，カキの個体によって，ウイルス蓄積能力に若干の違

いはあるものの極端な相違は認められなかった.

考察

カキのウイルス蓄積量は，飼育時間の増加とともに上

昇し，総ウイルス量も実験当初の予想以上に多量である

ことが分かった. しかし，このことはカキのろ水量が31

-34l/hrにもおよぶことがある 14)ということから考え

て，当然かもしれない.

高濃度のウイルスを添加した今回の実験では，ウイル

ス濃度に関係なく蓄積率が， 80%程度になった.また，

今回の報告には記載しなかったが，微量のウイルスを時

間をかけて点滴しでも，最終蓄積率は， 80%程度になる

傾向があった.

カキのウイルス蓄積量が，ウイルス濃度に関係なく多

量であることは，ウイルスの性状にあると考えられる.

つまり，ウイルス粒子は水中で，凝集塊を形成しており，

単粒子で浮遊している状態が少ない場合が多い.また，

ウイルスの蓄積率が80%止まりである原因を考察すると，

カキの摂餌機構がウイルス粒子よりも微小で、ある90Aま

での微粒子を摂取するが， 20時間余りの時間経過後から，

摂取物の排出が始まるといわれている 15)ことにあると

思われる.

カキのこのようなウイルス蓄積能は，カキを食用にす

るという立場から考えると，カキからウイルスを除去あ

るいは不活化し，清浄化する方法を開発しなければなら

ないことになる.

一方，カキのこのような機能を水処理に活用すれば，

トリハロメタンのような危険性16)がない.安全で無公

害の水処理技術に応用できるかもしれない.

1955年スエーデンにおいて，生カキが原因食と推定さ

れた2，000名を越える伝染性肝炎の大発生がみられて以

来1118)，アメリカ 19m)，西ドイツ211 オーストラリ

ア22)でも生カキや他の貝類を原因食とする同疾病の大

流行が確認されている.特にカキは，たとえ加工をほど

こしても，カキの中まで充分火を通すことがないので，

カキが原因食となって伝染性肝炎ばかりでなく急性胃腸

炎などの疾病なども起こすことが考えられている8).

諸外国の報告17，22)では，カキ等の貝類からエコーウ

イルス，コクサツキーA群ウイルス，同B群ウイルス，

ポリオウイルス等の腸管系ウイルスが数多く分離されて

いる.その原因の一つを考察すると，生活排水が流入し

てくる下水中に混入しているヒト由来の腸管系ウイルス

にあると考えられる.事実，現行の処理工程を経て河川

等に放流される 2次処理下水中にも，完全に除去されな

いウイルスが微量ではあるが生存していることが判明し

ている23) これらの微量ウイルスが，河川に流入し海

や湾内で養殖しているカキ等の貝類に摂取されて蓄積さ

れ，それを食したヒトがウイルス性の胃腸炎などの疾病

を起こす場合が多いとされている24)

一方，ウイルスの蓄積部位についての研究は， Met. 

caffとStilesら24)の報告があり，多くのウイルスは消化

盲嚢の中に蓄積されるのではないかと推定している.

我々も，実際にカキの体内のどの部位にウイルスが蓄積

しているかを確認するために，カキをホモジナイザーに

かけ各種の緩衝液(蒸留水， pH8.8グリシン緩衝液，

pH9.0ホウ酸緩衝液， pH10.0炭酸緩衝液)を用いて乳剤

を作り，ウイルスの回収を試みたが，ウイルスの蓄積部

位を確定するには至らなかった. しかし， Li巴ら25)の

行った Mercendria叩 erc仰 dria(ホンピノスガイ)を用い

た実験結果では，胃， hemolymphおよび外套膜にウイ

ルスの存在を確認しており，おもに消化管がウイルス蓄

積の部所であると報告している.
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また， KostenbaderとCliver26)，Landry， E. F.27)，お

よぴJoan1. Speirs28)らによると，カキからのウイルス

の誘出処理には，高分子凝集補助剤である Cat-Floc

(polydimetyldiallyl ammonium chloride)の使用や，酸

凝集の過程で， Beef extract powder又は，スキムミルク

を添加する方法が有効であると報告している.

我々も今後，カキに蓄積されている自然界のウイルス

の誘出方法を開発し，ウイルス蓄積部位の確認とウイル

スの野外株を検出する計画である.
合士 担当恥

回 日間

水槽に高濃度のポリオウイルスを添加し，マガキによ

るウイルス蓄積効果をみた.

1) カキによるウイルス蓄積率の経時変化は， 2時間

経過までが10%以下であったが，その後急激に上昇し，

2.5時間で17.1%， 3時間で65.7%となり， 24時間経過

後では80%以上にもなった.また，蓄積ウイルス量もカ

キ 1個当たり 106PFUに達した.

2) 添加ウイルスの濃度差とウイルス蓄積率の関係を

みると，海水301に対するウイルス添加量の総量が104か

ら106PFUの範囲では，いずれも80%前後となり，添加

ウイルス量の差によるウイルス蓄積率の変化は認められ

なかった.

3) 水温の差によるウイルス蓄積率の変化をみたが，

8
0

Cと20
0

Cの実験では，差が認められなかった.

4) ウイルス蓄積効果の個体差をみたが，カキ 1個当

たりのウイルス蓄積率が， 59.4%から81.1%の範囲にな

り，著明な個体差は認められなかった.

(本研究は昭和62年度当研究所調査研究課題「魚介類

のウイルス汚染に関する研究Jとして実施したものであ

る.) 
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ドブネズミにおける腸炎ビブリオの保有

神崎政子へ丸山 務*，平田一郎市場，

太田建爾***，森 田千春****

Incidence of Vibrio parahaemolyticus in Brown rat ( Rattus norvegicus ) 

MASAKO KANZAKIへTSUTOMUMARUY AMAへICHIROHIRA T A * * ， 

KENJl OHT A * * * and CHIHARU MORIT A * * * * 

During the period from October 1985 through February 1987， a total of 131 rats， consisting of 94 

Rattus norvegicus caught in the coastal area of Tokyo Bay and 37 Rattus rattus caught in the downtown build. 

ing， was studied for the presence of human enteric pathogens in their intestinal contents. 

Consequently， it was found that 32 (34%) of 94 Rattus nOT1リegicuscaught in October and February had 

harbored Vibrio仰rahae隅olyticωintheir intestine. And a few animals concurrently had harbored V仰 仰cus，

V.fl叫vialisand V. vulnificus along V. parahae慨 olyticus，but none of V. cholerae 01 and non 01. However， 

none of the above mentioned pathogens was recovered from 37 Rattus rattus caught in the downtown building. 

Serological studies made on the 32 isolates of V. parahaemolytic叫srevealed that they were classified into 

at least 17 serovars including 0 4・K8 and 0 1 : K 33 which are often isolated from food poisoning patients. 

Of them， 6 strains showed positive results on the producibility of Kanagawa hemolysin by the method of Re. 

verse Passive Latex Aggulutination (RPLA). 

When isolates of V.仰rahaemolyticuswere experimentally administrated orally into rats， one group of 

animals excreted the organisms into its feces continuously from the 1st day till 8th day after the 

administration. After the 10th day， none of the organisms could be recovered even by the enrichment culture 

of the feces. However， the organisms were recovered again from the intestinal contents of the animal sacri. 

ficed on the 15th day. Another group also excreted the organisms into its feces on the 5th day， and the 

organisms were recovered from the cecal contents of the animal sacrificed on the 7th day. 

These results suggest that V. parahaemolytic叫sis stable for a certain period of time in the intestine of 

rats， and even likely to proliferate in it. 

Keywords : Vibrio parahae刑 0かtic叫s，Rattus no仰 egicus，Kanagawa hemolysin 

緒 日

腸炎ピブリオはいわゆる海水由来菌であり，水温の高

い 5-9月には沿岸海水中から検出できるが，海水温度

が15'C以下となる寒冷期ではほとんど検出されず，その

越冬は海底の汚泥であろうと考えられている.昭和30年

代にアジによる腸炎ピブリオ食中毒が全国各地で発生し

たことを契機として，わが国では海水や海産魚介類を中

心にきわめて膨大な，かつ詳細な生態学的調査がこれま

でに集積されている 1) しかしながら本菌の分布と宿主

感受性が特徴的であることからヒト以外の晴乳動物にお

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

3 c.home， Shinjuku.ku， Tokyo， 169 Japan 

*ネ東京都立衛生研究所多摩支所

***東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科

****国立予防衛生研究所
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ける保菌について調査した報告はほとんどみあたらない.

著者らは都市環境に生息するネズミにおける病原菌，

特に腸管系病原菌の保有実態調査を行っているが，今回，

臨海地域に生息するドフゃネズミが腸炎ピブリオを高率に

保有していることを確認した.そこで腸炎ピブリオを中

心に保有状況の概要とネズミにおける腸炎ピブリオの長

期保菌の可能性を想定し，分離株のラット腸管への定着

性についても実験を試みたのでそれらの概要を報告する.

材料および方法

1.供試材料

1985年10月から1987年2月にかけて捕獲したドブネズ

ミ94匹とクマネズミ 37匹，計131匹を対象とした (Table

1 ).捕獲場所は臨海地域(東京湾西南部埋立地)と市

街地域(港区・ Aピル内)の 2ヶ所であり，臨海地域の

捕獲は10月と 2月に各 2回ずつ，計4回にわけで行い，

市街地域は 8月に 1回のみ実施した.臨海地域で捕獲し

たネズミはすべてドブネズミであり，ピル内で捕獲した

ものはすべてクマネズミであった.ネズミは捕獲時に生

存していた状態のもののみを対象とし，クロロホルムで

殺処分後直ちに摘出した回盲部内容物を検査材料とした.

2.病原菌分離方法

ピブリオ属の検索は 2% NaCl加アルカリ性ペプトン

水で増菌後， TCBS寒天 (Oxoid)，ビブリオ寒天

(ニッスイ)およぴ PMT寒天(ニッスイ)を用いて分

離を行い，以下，常法2)に従って同定した.すなわち，

確認培地は第 1段階として 3% NaCl加 TSI寒天培地，

3 % NaCI1J日 LIM培地を用いた.さらにチトクロームオ

キシダーゼ試験， 3 %， 8 %， 10 % N aCl加ペプトン水

における食塩耐容性，ブドウ糖からのガス産生性および

VP反応等の各生化学性状試験を実施した.

また，Salmonella， Yersiniaおよび Ca刑紗lobacterの

検索についても常法2)に従い，いずれも直接分離のみで

はなく増菌培養も併用した.

3.分離腸炎ビブリオの血清型別

分離腸炎ピブリオの血清型別において K抗原型別は

市販(デンカ生研 K.K.)のKI-K71診断用抗血清を，

また O群別は 01-0 11の市販(向上)抗血清をそれ

ぞれ用い，いずれも常法に従いスライド凝集反応により

行った3) なお， 0群別には供試菌株を 2% r、laCl加

Tryptic soy agar (Difco)培地で培養し， 121
0

C， 30分

間加熱処理したものを抗原として用いた.

4.神奈川溶血毒産生性

分離腸炎ビブリオの神奈川溶血毒産生性は我妻変法的

および RPLA法 (ReversedPassive Latex Agglutination 

Test)で検討した.

我妻変法は，i共試菌株を 2% NaCl加 Trypticsoy 

broth (Difco)で37
0

C，18時間培養後，その一白金耳を，

5%ヒト血液加変法我妻培地に接種し， 37
0

C， 18時間湿

潤箱中で培養後，i:容血の有無を観察した.

RPLA法は市販の腸炎ピブリオ耐熱性溶血毒検出用

キット iKAP-RPLA生研J(デンカ生研 K.K.) を使用

して千子った.

5.分離腸炎ビブリオのラット腸管定着実験

供試した菌株は，分離腸炎ビブリオのうち血清型の異

なる 4株，すなわち溶血株の86-673(0 1 : K 58)，食中

毒患者からしばしば分離されるものと同じ血清型の

86-682 (01: K33)，非溶血株である86-719(04 : K 

8)および冬期に分離された86-7l0(05 : KUT) と対

照株として食中毒患者由来株 2株 TB86-102(04: K 

8 )，中津川 (02:K3)の計 6株である.これら供試

菌株を 2% NaCl加 Trypticsoy brothで3TC，15時間培

養し，遠心集菌後10%スキムミルクにlOB/mlに浮遊さ

Table 1. Specimens 

No. Date Places 
NO.of 

Rats 
tested 

1 Oct.， 21， 1985 Coast area， 31 Brown rat 

Tokyo bay (Rattus no仰 egicus)

2 Feb.， 18， 1986 '" 5 // 

3 Oct.， 21， 1986 '" 48 '" 
4 Feb.， 24， 1987 '" 10 '" 
5 Aug.， 31， 1986 Building， 37 House rat 

Downtown (Rattusγattus) 

Total 131 
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Table 2. Detection of Vibrio parahaemolytic叫sand Enteropathogenic Bacteria from Rats 

No. of positives (%) 

Others * * Vibriosホ
No.of 

tested 
Date Rats Places 

5 3411  

(6.3) (3.8) (5.1) (1.3) (1.3) 

0 0000  1 

(6.7) (6.7) 

Total 94 32 5 3 4 1 1 1 

(34.0) (5.3) (3.2) (4.3) (1.1) (1.1) (1.1) 

3. Building Hous巴rat August 37 0 0 0 0 0 0 0 

(Rattusγ'attus) 

Sal. 

1. Coast area 

Campylo. 

。
Yer V. v. V. f. V.m V. p. 

31 

(39.2) 

1 

79 October Brown rat 

(Rattus norvegicus ) 

イシ 15 February 。2. 

V. p. : V. parahaemoかticus，V. m. : V. mimicus， V. f.: V.fluvialis， V. v. : V.叩 l州 cus

Yer. : Y. enterocolitica， Sal. : Sal冊。nella，Campylo. : Ca即妙lobacteγ
* 
** 

Table 3. Serological Typing of Vibrio parahaemolyticus 

Isolates from Rats 

No. of isolates 

1
i
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i
唱
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U

 

UT : Untypable 

2.分離腸炎ビブリオの血清型別

ネズミから分離された腸炎ビブリオ， 1検体から l株

計32株について血清型別を行い，それらの成績を Table

3に示した. 32株のうち O抗原， K抗原ともに型別され

たものは14株で， 0抗原のみが型別されたものが18株

3

8

T

T

8

4

6

T

6

1

T

9

T

1

4

T

T

 

3

5

U

U

6

2

U

4

6

U

1

U

2

3

U
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Total 

せ，その 1mlをSD系8週令の24時間餌止めをしたラッ

トにゾンデを用いて胃内に投与した.ラットは 1株につ

き3匹を用い，投与当日から25日間にわたりその 3匹の

混合した排せつ使からの投与菌の回収を試みた.観察期

間中腸炎ビブリオが陰性であったものについては殺処分

し，その回盲部内容物からも投与菌の回収を試みた.

成績

1.ネズミからのビブリオ属およびその他の病原菌の

検出成績

ネズミからのビブリオ属およびその他の病原菌の分離

成績を Table2に示した. ドブネズミの捕獲は 2年間に

わたり毎年10月と 2月に計4回行った. Table 2にはこ

れらの成績を10月と 2月の 2つの季節に分けて示した.

腸炎ビブリオは臨海地域で捕獲したドブネズミのみか

ら検出された. 10月に捕獲したドブネズミ 79匹中31匹よ

り腸炎ビブリオが検出され，その陽性率は39.2%であっ

た.その他， 日briomimicus， V. flωialisおよび V.

vulnificusも検出され，それぞれの陽性率は6.3%，

3.8%， 5.1%であった.また，同一地域で真冬の 2月に

捕獲された15匹中 1匹からも腸炎ピブリオが検出された.

なお，Vibrio cholerae 0 1および non0 1はいずれのネズ

ミからも検出されなかった.その他の対象とした病原菌

は Yersiniaenterocolitica 0 3 Biotype3B， Salmonella 

virch仰， c品問紗lobactercoliがそれぞれ 1例ずつ腸炎ピ

ブリオ陰性のネズミより検出された.

一方，都心のピル内で捕獲したクマネズミ 37匹では，

腸炎ピブリオを初め今回対象とした病原菌はすべて陰性

であった.

1
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あった.なお， 2月に分離された 1株は 05:KUTで

あった.

3.神奈川溶血毒産生性

分離腸炎ピブリオ32株の神奈川溶血毒産生性は我妻変

法と市販の逆受身ラテックス凝集反応 (RPLA法)に

よって検討した (Table4 ).我妻変法では分離株32株す

べてが陰性であったが， RPLA法では 6株が陽性であっ

た.これらの血清型は 5株が01:K58であり，残りの

1株は 010:K19であった.なお，冬期に分離された0

5: KUTの1株は RPLA法においても陰性であり本毒素

非産生株であった.なお，分離株32株のうち RPLA法

で陽性を示したもののみ表に示した.

4.分離腸炎ビブリオのラット腸管への定着性

ドブネズミから分離された腸炎ピブリオのラット腸管

定着実験成績を表5に示した.

供試菌株4株のうち86-719株は菌投与後 1日目から 8

日目まで連続排菌が確認された.その後は排菌が認めら

れなかったため15日目にラット 1匹を殺処分し，回盲部

57 

内容物を培養した結果投与菌が回収された. しかし， 16 

日目および25日目に殺処分したマウスの回盲部内容物か

らは投与菌は回収されなかった. 86-673株は 5日自に排

Table 4. Production of Kanagawa Hemolysin of Vibrio 

parahaemolyticus Isolates from Rats 

Serotype Modified 
RPLA Strain No. Wagatsuma O:K 

method method* 

85-1104 1 : 58 + 
85-1105 10 : 19 + 
85-1107 1 : 58 + 
86-673 1 : 58 + 
86-674 1 : 58 + 
86-690 1 : 58 + 

Nakatsugawa 2: 3 

(Control) 

* RPLA method Reversed Passiv巴 LatexAgglutina. 

十 + 

tion Test 

Table 5. Recovery of日brioparahaemoかticusfrom Excrements and Intestinal Contens Experimentally 

Infected Rats 

Dayafter 

administration 

Isolates Control 

Strains 

86-673 86-682 86-710 86-719 TB86同 102 Nakatsugawa 

( 01 : K 58) (01: K 33) (05 : KUT) ( 04 : K 8) ( 04 : K 8) ( 02 : K 3) 

n
U
寸

i

の
L
n
J
A
4
R
U
F
O
η
t

十E* 1 
+D * 2 E 
+E 

+E 
十D.E 
+D. E 
十E

+E 
+E 

十E
71 * 3 

8 

10 

13 

15 

151 

16 

161 

17 

21 

22 

251 

+D. E 

* 1 E : Enrichment culture. * 2 D : Direct culture. * 3 1 : Intestinal contents 
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せっ使から，また 7日目に回盲部内容物からいずれも増

菌培養によって投与菌が回収されたがそれ以外は陰性で

あった.他の 2株 (86-682，86-710)および対照株2株

計4株では， 16日目までの排せっ使および7日目， 15日

目， 16日目の回盲部内容物いずれからも投与菌は回収で

きなかった.

考察

ネズミからの腸炎ピブリオ検出についてはわが国では

その報告例をみないが， Chenchittikulら5)は東南アジア

のタイにおいてジャコウネズミで31.8%， ドブネズミで

8.2%の割合に腸炎ピブリオを保有していると報告して

いる.今聞の著者らの成績を含めてこのようなネズミに

おける腸炎ビブリオの保有はネズミの生息場所と食性に

由来するものと思われる.すなわち，臨海地域に生息す

るネズミにのみ本菌が検出されたことは，おそらく腸炎

ビブリオに汚染された海産物あるいは標流物を常時摂取

することにより一定期間本菌を腸管に保有するようにな

り，排菌もされると理解してよいだろう.注目すべき点

は，今回腸炎ピブリオが高率に検出されたのが本菌食中

毒の発生が無くなりかける10月中旬であり，また検出率

は低いが 2月という食中毒発生がなく海水中からもほと

んど本菌が検出されない冬期にも分離されたという事実

である.これらをどのように解釈し，腸炎ピフゃリオの自

然界における生態の中でネズミがどのような役割をする

のか，著者らの今回の成績だけからは明確な回答を得る

ことはできない.

分離腸炎ビブリオの血清型は型別されないものも含め，

少なくとも 17血清型以上と多岐にわたり，なかには 01

: K33， 04: K8のような食中毒患者からしばしば分離

される型的も含まれていた.

腸炎ピブリオの病原性を論じる場合，神奈川現象が常

に問題となり，本現象にあずかる耐熱性溶血毒が病原性

と密接に関連しているといわれている. Miyamotoら7)

の報告では患者ふん便由来の腸炎ピブリオの約98%は本

毒素を産生するのに対し，魚介類をはじめ自然界より分

離される大部分のものは非産生性であり，本毒素を産生

する株は0.1%前後に過ぎない.最近，平田ら8)はアジ

由来の腸炎ピブリオについて感度および特異性の優れた

RPLA法を用い，耐熱性溶血毒産生を検討し， 0.6%の

菌株が陽性であったことを確認している.今回，著者ら

がネズミから分離した腸炎ピブリオ32株のうち，耐熱性

溶血毒産生試験で我妻変法ではすべて陰性であったが

RPLA法で陽性を示したものが6株(18.8%)あり，こ

の成績は従来の自然界由来株の耐熱性溶血毒産生陽性率

に比べかなり高い.

ネズミでの保菌の可能性を想定しラットを用いた感染

実験の成績は， 1回の投与でも菌株によって少なくとも

1週間は排菌を続ける.さらに 2週間は腸管内にとど

まっていることが認められた.このことは本菌がネズミ

の腸管内に一定期間定着し 増殖することを示唆してい

る.自然の状態では大量の菌を連続的に摂取することも

あり得ると思われる.以上のことを勘案すれば，腸炎ピ

ブリオの分布する地域では本菌に汚染された食物を常食

とするネズミが生息していれば，そのネズミが本菌の増

幅と散布の役割を担っていることは考えてもよいだろう.

しかしながらネズミによる汚染地域の拡大や冬期にも本

菌が分離されるからといえネズミとその生息する環境で

腸炎ピブリオが越冬するかどうかについては著者らの今

回の調査だけからは推論を導くにも資料が不十分である.

今後さらに他の地域での同様の疫学的調査や多くの実験

的研究の展開が必要である.

結 =4 
白岡

都市環境に生息するネズミにおける病原菌，特に腸管

系病原菌の保有実態調査を1985年10月から1987年2月に

かけて実施し，以下の結果を得た.

1.臨海地域に生息するドブネズミ 94匹中， 32匹

(34.0% )から腸炎ピブリオが検出された.これらのう

ちI例は 2月に捕獲されたネズミから分離された.この

他，v隅 imicus，V. fluvialis， V. vulnificusも検出された

が V.cholerae 0 1およびnon01は検出されなかった.

一方，都心のピル内のクマネズミ 37匹については，ピ

ブリオ属およびその他の対象とした病原菌はすべて陰性

であった.

2.検出された腸炎ピブリオ32株の血清型は0，K抗

原ともに型別されたものが14株でO抗原のみに型別され

たものが18株あった.

3.検出された腸炎ピブリオ32株の神奈川現象は我妻

変法ではすべて陰性であったが， RPLA法で神奈川溶血

毒を産生する株が6株(18.8%)認められた.

4.分離腸炎ピブリオ 4株のラット腸管定着実験を試

みたところ 1株は菌投与後 8日目まで連続排菌が認め

られたがそれ以降認められず， 15日後に殺処分した回盲

部内容物より投与菌が回収された.また，他の 1株は 5

日目の排せっ使と 7日後に殺処分した回盲部内容物から

投与菌が回収された.

(本研究の概要は第104回日本獣医学会1987年8月で

発表した.) 
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形質転換薬用植物細胞の有用物質の産生

工ビスグサの毛状根に含まれる Anthraquinone類

安田-.I'm*，浜 野 朋 子へ高野伊知郎*

瀬戸隆子へ秋山和幸*，浅水哲也**

Production of Useful Components by Transformed Medicinal Plant Cells 

Anthraquinones Contained in the Cultured Hairy Root of Cωsia obtusifoliα 

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

TAKAKO SETOへKAZUYUKIAKIY AMA * and TETSUY A ASAMIZU * * 

Four anthraquinones， chrysophanol (1)， 8-Q-methyl-chrysophanol (2)， emodin (3) and physcion (4) were 

isolated from the cultured hairy roots of Cassia obtusifolia， which had been inoculated with Agrobacteri叫 刑

rhizogenes. The origin at growth contained none of 2， but the primary plant at seedling had it specifically. 

The composition of hairy roots was determin巴dby HPLC analysis of 1 -4 to be relatively similar to that of 

the radicle at germination. 

Keywords transformed medicinal plant cell， hairy root， Cassia obtusifolia， anthraquinone， chrysophanol， 

8-Q-methylchrysophanol， emodin， physcion， high-performance liquid chromatography， radicle 

緒面

近年，薬用植物資源を生産するバイオテクノロジーと

して，植物組織培養が注目されているが，その一手法に

形質転換細胞の培養がある1)植物に Riプラスミドを

保持する Agrobacteri仰 trhizogenesを感染させ，プラス

ミドの一部 (T-DNA) を植物細胞に移すと毛状根組織

が生じ，異常な早さで増殖することが多い.そして，形

質転換の原因となった細菌感染部分を切除した後，ホル

モン無添加の植物組織培養培地で毛状根組織を培養する.

これが上記の培養である.最近の研究2，3)によれば，従

来のカルス誘導法で得られる脱分化細胞では産出困難な

有用物質も生産可能といわれている.そこで，今回，エ

ビスグサ Cassiaobtusifolia由来の毛状根に含有される有

用物質の成分研究に着手した.

エピスグサは緩下，強壮薬に用いられる生薬，決明子

の基原植物4)で，その薬用部位は種子であり，成分とし

てanthraquinone類， naphthoquinone類， coumann類な

どが知られている 5) また，カルス誘導法による脱分化

細胞には二次代謝産物として anthraquinone類が多く含

まれると報告6)されている。今回の毛状根の成分研究で

は二次代謝産物を対象として，含量の高い物質を検索し，

その構造を明らかにした.また，高速液体クロマトグラ

フィー (HPLC)を用い，培養された毛状根組織と成分

的に類似する植物体の部位とを比較検討した.

実験の部

1.実験材料

(1)毛状根:既報7)に従いエピスグサより誘導し， 20日間

液体培地で培養した(A).

(2)幼植物:パーミキュライトにエビスグサ種子を播種し，

25
0

C， 7日開放置し，全長約 2cmとなったものを材料

とした.これを下から 1cmのところで切断し，幼芽，

子葉を含む上部(B)と幼根を含む下部(c)とに分割した.

(3)成長根:1987年 9月ほ場より堀上げたエピスグサ地下

部(0).

2.装置および測定条件

(l)HPLC:装置は日本分光880-PU，波長可変紫外部可視

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 169 東京都新宿区百人町3-24-1

*The Tokyo Metropolitan Reserch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 169 Japan 

**富山県薬事研究所
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Fig. 1. Chemical Structures of Chrysophanol， 8-Q-Methylchrysophanol， Emodin and Physcion 

部検出器付を用い，分析条件は Fig.3に示した.

(2)分取用 HPLC:装置は東ソー HLC-837を用い，分取は

以下の条件で行った.カラム:YMC-Pack ODS 60A 

(山村化学研究所) 5μm， 20 X 250mm，移動相:アセト

ニトリル・水 (6:1-3:1)混液，流速:7.0ml/min， 

検出:340nm，カラム温度:35'C，試料液注入量:

7.5ml. 

(3)質量分析(MS)およぴ核磁気共鳴(NMR)スペクトルの

測定装置ならびに測定条件は Table1， 2に掲げた.

3. anthraquinone類の抽出および単離

毛状根42.7gを粉末とし，これにメタノール500mlを

加え， 24時間冷浸抽出を行う.再度この操作を繰返し，

全抽出液を合し，溶媒をi威圧留去する.得られたメタ

ノールエキスl1gは，水に懸濁した後，酢酸エチル分画，

ブタノール分画および水分画に分ける.

酢酸エチル分間は溶媒を減圧留去し，得られたエキス

5.4gを2分割する.その一方を少量の酢酸エチルに溶

かし，シリカゲルカラム (100g，0.04-0.063mm，メル

ク社製)にかけ，ベンゼン(分画 1)，ベンゼン・酢酸

エチル(10:1) (分画II)，ベンゼン・酢酸エチル(4 

: 1) (分画田)，ベンゼン・酢酸エチル (2: 1) (分

画町)，ベンゼン・酢酸エチル(1 : 1) (分画V)各

600mlで溶出させ， 5分画とする.分函II，皿， Nは，

溶媒を減圧留去後，各々分取用 HPLCに付し，既報8)と

同様の操作により，分画Eから 1および4，分画圃から

2，分画町から 3を単離した.

1-4の物理定数および MSデータを Table1に， 1

-2の13C-NMRデータを Table2に掲げた.化合物 1-

4 の同定は， chrysophanoI9)， 8-Q-methylchryso-

phanol10)， emodin9)， physcion9)の各物理定数およびス

ペクトルデータとの比較，ならびに HPLCの保持時間

(tR) を直接標品と比較することにより行った(Fig.1.). 

4. HPLCによる分申庁

各実験材料A-Dを粉末とし，その100mgにメタノー

ル40mlを加え，振とう抽出を行う.上澄液の溶媒を，

Table 1. Physical and Mass Data * of 1 -4 

Compound 
m. p. Mass 

(Solvent) 隅 /z

200
0 

254(M+， 100%)， 226(18)， 
(Ethanol) 198( 9 )， 152( 9 ) 

2 194
0 268(M+， 100%)，251(18)， 

(Benzene) 250(51)， 226(66) 

3 269
0 270(M+， 100%)， 255(22)， 

(Chloroform) 213(28)， 189(73) 

4 209
0 

284(M+， 27%)，233(28)， 
(Me~hanol) 167(25)， 149(100) 

* Mass spectra were taken on a D-300 (JEOL) Spectro-

meter at 70 eV. 

Table 2. 13C_ NMR Chemical Shifts * of 1 and 2 

Carbon 2 Carbon 2 

C-1 162.7 162.8 C-9 192.5 188.5 

C-2 124.5 124.7 C-10 181.8 183.0 

C-3 149.3 147.6 C-11 115.91) 115.13) 

C-4 119.9 120.0 C-12 133.32
) 132.64) 

C-5 121.3 120.2 C-13 133.62
) 135.94) 

C-6 136.9 135.6 C-14 113.71) 120.53) 

C-7 124.3 118.2 -Me 22.3 22.1 

C-8 162.4 160.8 -OMe 56.7 

* 13C-NMR spectra were taken on a FX-270 (JEOL) 

spectrometer (67.8Hz) in CDCb with TMS as an 

internal reference and are expressed in terms of 

ppm. 

1)ー4)The assignments may be reversed. 

40'C以下で減圧留去し，残溢を 5mlのメタノールによ

く溶かした後， 0.45μmのフィルターを通し， HPLC用

の試料液とする.本試料液の調製は用時行った.

結果および考察

1. anthraquinone 1 -4の構造

1は黄かっ色針状品， m. p.200
0

C， C15H1004の分子式
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を示し，その13C-NMRよりメチル基 1個を含む anthra-

quinone誘導体と推定された.その MSデータも合わせ

て詳細に検討した結果，本物質を chrysophanolと考え，

決明子より得た標品と HPLC上で直接比較し，同定した.

2は黄色針状晶， m. p. 194 'C， C16H1204の分子式を示

し，その13C-NMRスベクトルは Table2に掲げるように，

1とよく類似するもので， 1のmonomethyletherと考え

られた.炭素シグナルのケミカルシフト値を調べると，

C-7位で、6.lppm，C-8位で1.6ppmの高磁場シフトが，

C-14位で6.8ppmの低磁場シフトが観測されたことから，

0-メチル化は 1の1位ではなく， 8位で行われている

と推察された.本物質は文献値10)のスペクトルデータ

および HPLCによる標品との直接比較により同定した.

3は黄かっ色針状品， m_ p. 269'C， C15H1005の分子式

を示し，その MSデータより emodinと推定した.同定

は決明子より得た標品との直接比較により行った.

4は赤かっ色針状品， m. p. 209'C， C16H1205の分子式

を示し，その MSデータより physcionと推定し，標品

との直接比較により同定した.

anthraquinone類は，一般に潟下剤，整腸剤として用

1.50 

F〉ω ロ司4 

~ 1.00 

OJJ 。 、、』、¥畠 ヘ、・ 4""" 
l 

ヘミ¥
3 

60 70 80 

CH
3
CN Concentration (v/v%) 

Fig. 2. Effect of Acetonitrile on the Column of YMC-

Pack ODS 60A 

Mobile phase : a mixture of acetonitrile and wa-

ter (X : (100-X)) containing 50mM acetic acid 

and 30mM triethylamine 

1 : Chrysophanol 2: 8-Q-Methylchrysophanol 

3 : Emodin 4: Physcion 

いられる生薬に多く含まれる化合物群であるが，抗菌作

用，抗真菌作用以外にその薬理活性に関する報告5，10)は

少ない.毛状根の成分として 今回上記4種の遊離体を

高い収率で単離できたが，これらの配糖体は検出するこ

とができなかった.種子である決明子の成分として， 1， 

3以外に 4が微量に含まれ9) カルス誘導法による脱分

化細胞には 3が含まれているとの報告6)があるが， 2に

ついては，根の成分として北中らの報告10)があるのみ

である.

2. 毛状根，幼植物，成長根に含まれる anthra-

quinoneの比較

HPLCにより 1-4の分析条件の検討を行ったところ，

C18逆相系シリカを固定相に用いた場合，移動相のアセ

トニトリル濃度によりらは変化した.そこで，アセト

ニトリル濃度に伴う保持比(ダ)の変化を求めた結果，

Fig.2に示すデータが得られ， log k'とアセトニトリル

濃度は各ピーク共，直線関係を示すことが明らかとなっ

た。そして，比較的短時間で溶出し，かっ分離の良好な，

Fig. 3に掲げた組成を選択した.

2を含むエビスグサの部位として，北中らは根を報

告10)している.そこで， HPLCにより，根の抽出物を分

析したところ， Fig.3(D)の結果を得た.すなわち， 1が

わずかに検:出されるものの， 2 -4はピークとして干食出

されなかった.次に，発芽期の幼植物に着目し，幼芽，

子葉を含む部分(8)と幼根を含む部分(c)の成分組成を調べ

た.その結果， Fig. 3 (8)， (C)に示すように，毛状根は，

幼根を含む部分(C)と1-4の組成，含量がほとんど変わ

らないものであることが判明した.一方，地上部となっ

ていく部分(8)は，毛状根に比べ 1の含量が高く， また，

2の含量が少ないものであった.

以上のことから，エビスグサより誘導された毛状根は，

成分的視点に立った場合，発芽時の幼根に近いものであ

るが，成長時の根とはかけ離れたものであると考察され

る.

結論

エビスグサ毛状根の成分として， 4種の anthra

quinone， chrysophanol， 8-Q-methylchrysophanol， emodin， 

physcionを単離，同定した. 8-Q-methylchrysophanol 

は，成長したエピスグサには含まれないもので，発芽期

の幼植物に特異的に含まれる物質である. HPLCにより

これらの anthraquinone類を分析したところ，毛状根は

幼根部と同ーのパターンを示し，成分的によく類似して

いること治宝明らかになった.
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Fig. 3. HPLC of the Several Parts of Cassia obtusifolia 

A : the Hairy Roots B : the Stems at Germina 

tion C: the Roots at Germination D : the Roots 

at Growth 

HPLC conditions : column， YMC-Pack AM-312， 

6 X 150mm， ODS 5μm， 60A ; mobile phase， 

acetonitrile . water • acetic acid・triethylamine

(300 : 100 : 1 : 1) ; flow rate， 1.0ml/即日;de. 

tection， VIS 420nm ; range， 0.02 

1 : Chrysophanol 2: 8-Q-Methylchrysopha. 

nol 3: Emodin 4: Physcion 
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非ピリン系かぜ薬の定量法(第4報)

抗ヒスタミン剤

高橋美佐子*，中山京子*，上原真一*

鎌田国広*，萩原輝彦*， 秋 山 手 口 幸 *

Determination of Non-pyrin preparations for Common Cold ( IV ) 

Antihistaminics 

MISAKO T AKAHASHI *， KYOKO N AKA Y AMAへSHIN-ICHIUEHARA *， 

KUNIHIRO KAMAT A *， TERUHIKO HAGIW ARA * and KAZUYUKI AKIY AMA * 

Keywords:非ピリン系かぜ薬 non.pyrinpreparations for common cold，抗ヒスタミン剤 antihistaminics，ガスク

ロマトグラフィ-gas chromatography，塩酸ジフェニルピラリン Diphenylpyralinehydrochloride，塩酸トリプロ

リジン Triprolidinehydrochloride，フマル酸クレマスチン Clemastinefumarate 

はじめに

非ピリン系かぜ薬1)に配合される抗ヒスタミン剤とし

て主に，エタノールアミン系化合物，モノアミン系化合

物，フェノチアジン系化合物，などがある.ほかに分類

上， ["その他」とされる成分が数種類ある.前の二系統

の分析法は前報2)で塩酸ジフェンヒドラミンとマレイン

酸クロルフェニラミンについて報告した.今回は「その

他Jのうち劇薬である 3成分，塩酸ジフェニルピラリン

(Dp)，塩酸トリプロリジン (Tp)およびフマル酸クレ

マスチン (Cm)について定量分析法を検討した.

一般に抗ヒスタミン剤はその作用が強力で副作用も大

きいため，配合量は他成分に比較して極めて少量で、ある.

そのため混合製剤の分析では他の配合薬の妨害を受け易

い.よって比色分析法など官能基にもとずく定量法では

妨害成分を除去するための繁雑な操作が必要となる.上

記 3成分の定量法としては， Dpは吸光度法3>， Tpは

HPLC法3)，Cmは非水滴定法4)があるが分別定量法は報

告されていない.さらに一斉収去の行政検体などでは検

体ごとに，抗ヒスタミン剤の成分が異なる場合があり，

それぞれ個別の試験法に従い分析するので長時間を要す

る.そこで今回著者らは，混合製剤中の Dp，Tpおよび

Cmの GCによる統一定量法を検討した結果，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製日立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 R1 A，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:大洋科学工業K.K製レシプ

ロシェーカーSR-n，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

調製したもの，および和光純薬K.K.製試薬特級を用い

た.内標準(I.S.)溶液 A フタル酸ジー n-ブチル

100mgをとりメタノール100mlに溶かし内標準溶液Aと

する.

I.S.B:ステアリン酸【rブpチル80mgをとりメタノール

100mlに溶かし内標準溶液 Bとする Tp:定量値

99.8% 水分定量値3.8%，Dp: 105。で 2時間乾燥し定

量するとき 100%のもの， Cm: 105
0
で4時間乾燥し定量

するとき99.9%のものをそれぞれ使用した.

試料 医薬品製剤は行政検体として衛生局薬務部より

送付された市販品および配置用のかぜ薬(糖衣錠，カプ

セル剤，分包頼粒剤)を用いた.それぞれ10個(包)以

上をとりその平均重量を算出し，乳鉢でよく研和して均

質な粉末とし試料とした.

測定 日局一般試験法第 6項「ガスクロマトグラフ

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Reserch Laboratory of public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku，Tokyo， 169 ]apan 
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法」の定量(1)内標準法に従い測定する.

定量操作

1.標準溶液の調製 Dp標準品30mg，Tp標準品

40mg， Cm標準品40mgをそれぞれ精密に量り，メタ

ノール10mlを加えて溶かす. さらにホウ酸溶液(3→ 

100) 10ml，水酸化ナトリウム溶液(1→ 10) 3 mlを加

えた後，ヘキサンを正確に20ml加えて10分間振り混ぜ

る.遠心分離後，ヘキサン層10mlを正確に量りロータ

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B10ml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 i ) DpとTpの配合製剤のと

き Dp約8.0mg，Tp約lOmgにそれぞれ対応する試料を

精密に量り， 0.1 N塩酸試液10mlを加え10分間振り混ぜ，

さらに10分間超音波処理を行う.この液に水酸化ナトリ

ウム溶液(1→10) 5 mlを加えた後，ヘキサンを正確

に20ml加えて…以下標準溶液と同様に操作する.但し，

内標準溶液B2.5mlを正確に加えて溶かし試料溶液とす

る.

ii) Cm配合製剤のとき Cm8.0mgに対応する試料を精

密に量り，メタノール10mlを加えて溶かす.…以下標

準溶液と同様に操作する.但し，内標準溶液B2.0mlを

正確に加えて溶かし試料溶液とする.

3. GC測定条件 GCカラム 10%Silicone versi 

lube F-50/Chromosorb W AW  DMCS (60-80mesh) を

内径 3mmX長さ2.0mのガラスカラムに充填して用いる.

検出器:水素炎イオン化検出器，温度:カラム (C.T.) 

260
0

，注入口(I.T.) 280
0

，感度:8X102，キャリヤー

ガス:N2 35ml/ min. 

実験結果および考察

1.測定条件の検討 GCカラムについては次の 4種

類について比較検討した. i) 5 % Silicone GE SE-30 

/Chromosorb W AW  DMCS (60-80mesh) 2.0m， ii) 

3 % Silicone OV-17/Chromosorb W AW  DMCS (80-

100mesh) 2.0 m， iii) 10 % Silicone versilube F-50 / 

Chromosorb W A W DMCS (60-80mesh)， iv) iii) と同

じで長さ3.0mのもの.いずれも内径 3mmである.そ

の結果， i)については1.S.との分離度は4.0-10.5で

あるがピークのテーリングが大きい. ii) は DpとTp

の分離が良好ではない. iii)は定量操作のとおりで1.S. 

との分離度5.8-14.0でシャープなピークが得られた.

iv)はiii) とほぼ同程度の分離度であった.カラム i)， 

ii)， iii) によって得られたクロマトグラムを Fig.1.

に示した.本報ではiii)を用いて以下の検討を行った.

温度については C.T. 230
0

， 240
0

， 2W， 2600

， 270
0

に

ついてピーク高の再現性と主成分と 1.S.および他の配

合成分との分離などを検討した.その結果 C.T. 260
0

， 1. 

T.290
0

のとき各ピーク高も一定であり ，1. S.との分離も

良好であった.

1. S.はフタル酸-n -ブチル，フタル酸-n-シクロヘキ

シル， トリデカンおよびステアリン酸-nーブチルについ

て検討を行った結果，本報の条件ではフタル酸-n-ブチ

ル(刈とステアリン酸-n-ブチル(8)が， 3成分との分離が

良かった.保持時間(tR)はAが3.4min. で 3成分よ

り早く， Bは10.9min.で Dp，Tp， 1. S. B， Cmの順序で

あった.今回は他のほとんどの配合成分が tRが早いの

で1.S. Bが適当と考え以下の検討を行った.

2. 検量線 Dp， Tp， Cmのそれぞれ標準品を用いて，

1. S. 1 ml中に Dp0.3-1.2mg， Tp 0.4-2.0mg， CmO.4 

-2.0mgの聞で 5段階の濃度の標準溶液系列から検量線

を作成した.回帰式は Dp…Y=1.48X-0.032(y= 

0.999)， Tp…Y =1.219X +0.052 (y =0.999)， Cm'" 

Y =1.024 X十0.001(y =0.999) (X :濃度mg/ml，

Y : D p， T p， Cmの各ピーク面積/I.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 (n= 4) Dp 0.5%， Tp 1.3%， Cm 1.6% 

と良好な結果であった.

3.他成分の影響 かぜ、薬は混合製剤であり，また抗

ヒスタミン剤は配合量がごく少量であるなど，分析のさ

い他の成分の影響が大きい.モデル処方およびモデル処

方から Dp，Tp， Cmを除いた試料について1.S.を加えな

いで定量法にしたがい試験した結果，各被検成分および

1. S.の保持時間に対応する位置に測定の障害となるピー

クを認めなかった.また上記合成試料に被検成分を添加

した試料につき同様に操作定量した結果，回収率はいず

れも98.0%以上であり，他の共存成分などによる影響は

認められなかった.今回試料とした製剤には以下のよう

な成分が配合されていた.エテンザミド (Eb)，ブセチ

ン (Bu) ノスカピン (Ns)，dl-塩酸メチルエフェドリ

ン (Me)，アセトアミノフェン (Pa)，アスピリンアル

ミニウム (As-Al)，無水カフェイン (Cf)，塩酸チペピ

ジン (Tpp)，グアヤコールスルホン酸カリウム(Gsk)， 

ビタミン Bl，B2 (V. Bl， B2) などである. Pa， As， Gsk， 

V. B1， B2は前処理により除かれ，他の成分はいずれも tR

が被検成分より早いため影響はなかった.市販製剤によ

り検討したクロトグラムを Fig.2. に示す.

4.市販製剤lの分析 かぜ薬中に配合される抗ヒスタ
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Fig. 1. Chromatograms of Standard Solution. 
Peak 1: Diphenylpyraline HCI 2: Triprolidine HCI 

3 : n-Butyl stearate 4 : Clemastine fumarate 
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Fig. 2. Chromatograms of Pharmaceutical Preparations 1， 2， 3. 
Peak A: Diphenylpyraline HCI B : Triprolidine HCI 

C : n-Butyl stearate (1. S.) D: Clemastine fumarate 
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Table 1. Determination of Diphenylpyraline HCI ， Triprolidine HCI and 

Clemastine fumarate in Commercial Preparations for Common Cold 

Preparation *Label Found(mg， %) C. V. (%) a) * *Other lngredient 

(mg/Tab.， Cap.， Pack) ( n = 5 ) 

Granula Dp. 1.5 1.49， 99.5 1.39 Pa， Eb， Ns， Me， Cf 

Powd巴r Tp. 1.3 1.27， 97.9 1.31 As-Al， As， Eb， Me， Cf， Tpp 

Tablet Tp. 0.6 0.59， 98.6 0.99 Pa， Eb， Me， Cf， Tpp 

Tablet Cm. 0.15 0.15， 100.4 1.08 Pa， Ns， Me， Cf， Gsk， V目 B1

*Dp : Diphenylpyraline HCI， Tp : Triprolidine HCI， Cm : Clemastine Fumarate 

a) Coefficient of Var凶 ion

* * Pa : Acetaminophen， Eb : Ethenzamide， Ns : Noscapine， M巴:Methylephedrine HCI， Cf : Caffeine， As-Al 

: Aspirine aluminum， Tpp : Tipepidine HCI， Gsk : Potassium guaiacol sulfonate， V. B1 : Thiamine 

ミン成分は一製剤中に配合基準1)より一種とされている.

また，その剤型には錠剤，頼粒剤，カプセル剤，シロッ

プ剤，丸剤，細粒剤，散剤がある.本報では糖衣錠，頼

粒剤，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.変動係数は約 1%と

良好な結果であった.

まとめ

かぜ薬中の抗ヒスタミン剤の定量法として，従来個々

に比色定量法， GC法， HPLC法5)が用いられてきた.

今回 Dp，Tp， Cmについて簡単な抽出操作で定量の特異

性や精度の向上が期待できる GC法による統一定量法を

検討した.その結果，微極性の充填剤10%Silicone ver. 

silube F-50/Chromosorb W AW  DMCS (60-80 mesh) 

を内径 3mmX長さ2.0mのガラスカラムに充填したもの

を用いて良好な結果を得られた. 1. S.はフタル酸 n ブ

チルまたはステアリン酸-n-フマチルいずれも内標準物質

として，適当であった.

本報は配合量の微量な Dp，Tp， Cmについて，迅速か

っ精度良く定量分析ができ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.

文献

1 )薬務局長通知:日薬発第280号 昭和61年 3月28日
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Nati側 alForm叫lary，16th Ed.， 343-344， 1098-1099， 
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誘導結合プラズマ発光分析法による胃腸薬中の金属元素の定量

上原真ーへ中山京子へ鎌田 国広へ萩原輝彦*，

高橋 美 佐 子 へ 秋山手口幸*

Determination of Metallic elements in Gastrointestinal drugs by ICP-AES 

SHIN.ICHI UEHARA*， KYOKO NAKAYAMA*， KUNIHIRO KAMATA' MISAKO TAKAHASHI*， 

TERUHIKO HAGIW ARA * and KAZUYUKI AKIY AMA * 

Kewords:誘導結合プラズマ発光分析 ICP.AES，胃腸薬 Gastrointestinaldrugs，金属元素 Metallicelements，キ

レート滴定 Chelatometrictitration，比色分析 Colorimetry，原子吸光分析 AAS

緒昌

胃腸薬には胃腸薬製造(輸入)承認基準1)に従って，

制酸剤を始めとして多種類の金属元素を含む化合物が主

剤として複雑に配合されている. したがって，胃腸薬中

の多様な構成元素を迅速に定量することは困難であり，

その分析法の確立は，薬事行政上からも重要である.金

属元素の定量法には滴定法，比色法，原子吸光法等が知

られているが，いずれも一元素一分析法で，それぞれの

元素毎に分析の最適条件に試料を調製する必要があり，

特に多種類の製剤を処理する場合，分析は複雑となる.

近年，広いダイナミックレンジを持ち，多元素を同時

に高感度，高精度に分析可能な方法として，誘導結合プ

ラズマ発光分光分析法 (ICP-AES)が開発され，様々な

分野で使用されている.そこで今回，胃腸薬に主に含ま

れる金属元素[マグネシウム (Mg)，アルミニウム

(Al)，銅 (Cu)，カルシウム (Ca)]の迅速な分析法の

確立を目的として， ICP-AES法の適応を検討した.そ

の結果，分析原理の異なるキレート滴定法，比色法，原

子吸光法 (AAS) との比較等から， ICP-AES法は胃腸

薬中の金属元素の高精度，迅速な一斉分析法として十分

対応できる方法であることがわかった。

実験

1.装置

誘導結合プラズマ発光分光分析装置 (ICP-AES): 

Jobin Yvon社製JY48Pを用いた. Table 1に測定条件

を示す.

原子吸光測定装置 (AAS): PERKIN-ELMER社製

2380型を用いた.各元素の測定条件を Table2に示す.

分光光度計:日立320型を用いた.

2.試薬

マグネシウム，アルミニウム，銅，カルシウム標準液

:原子吸光分析用(lOOOppm)標準液(和光純薬製). 

硝酸，硫酸:有害金属測定用(和光純薬製). 

クプロイン溶液:2，2'ーピキノリンのイソアミルアル

コール溶液 (0.04→500)

0.01Mエチレンジアミン四酢酸二ナトリウム液

(EDTA)， 0.05Mエチレンジアミン四酢酸二ナトリウ

ム液(EDT A) ， pH 10. 7のアンモニア・塩化アンモニウ

ム緩衝液，エリオクロムブラック T・塩化ナトリウム指

示薬，ジチゾン指示薬， NN指示薬:第十一改正日本薬

局方に従った2)

3.試料

水酸化アルミナマグネシウム，沈降炭酸カルシウムな

どの市Ij酸剤及び銅クロロフィリンナトリウム，アルミニ

ウムジヒドロキシアラントイネートなどの粘膜修復剤等

を成分とする市販の胃腸薬 8検体について，分析検討を

行った.

4.定量操作

4 -1 標準溶液の調製:

ICP-AES標準溶液各標準液の一定量を同ーのメス

フラスコに取り水で希釈し Mg，Al， Cu， Caのそれぞ

れ 5ppm 溶液とし， ICP-AES標準溶液とする.ただし

標準溶液の力価は， ICP-AESによりそれぞれの元素の

濃度を測定して定める.

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 169 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， Shinjuk-ku， Tokyo， 169 Japan 
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Table 1. Operating conditions of ICP.AES 

Incident Power 1.7KW 

Reflect Power O.OKW 

Coolant Gas 15.01lmin 3.5 kg/cm2 

Plasma Gas O.OI/min 

Nebulizer Gas 0.51/min 2.1 kg/cm2 

Observation Height 16 mm above Coil 

Wavelength (nm) 

Mg 279.6 Cu 324.8 

Al 308.2 Ca 422.6 

Table 2. Operating conditions of AAS 

Element Mg Al Cu Ca 

Wave length(nm) 285.2 309.3 324.8 422.7 

Lamp Current(mA) 15 25 18 15 

Slit(nm) 0.7 0.7 0.7 0.2 

Flame Gasesa
) A-Ac N-Ac A-Ac N-Ac 

a ) A-Ac : Air-Ac巴tylene

N-Ac : Nitrous oxide-Acetylene 

原子吸光用標準溶液 各標準溶液の一定量を別々のメ

スフラスコに取り， Mg (0.25ppm)， Al (30ppm)， Cu 

(2.5ppm)， Ca (2.5ppm) となるように水で希釈する。

4-2 試料原液の調製:試料を粉末とし，その適当

量を精密に量り分解フラスコに入れる.硝酸 3-4ml 

および硫酸 1mlを加え加熱分解，必要ならば冷後同様

の操作を繰り返す.分解物は水で、正確に100mlとし遠心

分離，上澄液を試料原液とする.

4 -3 ICP法:試料原液を各元素の予想濃度が約 5

ppmとなるように水で正確に希釈， ICP-AES測定用試

料溶液とし，分析を行う.

4 -4 原子吸光法:試料原液をそれぞれ Mg

(0.25ppm)， Al (30ppm)， Cu (2.5ppm)， Ca 

(2.5ppm)，となるように水で正確に希釈，原子吸光測

定用試料溶液とし，分析を行う.

4 -5 i商定法:マグネシウム (Mg)，アルミニウム

(Al)，カルシウム (Ca)

マグネシウム (Mg) 試料原液の一定量 (Mg約

10mg対応量)を正確に量り，水50mlおよび pH10.7の

アンモニア・塩化アンモニウム緩衝液 5mlを加え，

0.05M-EDTAで滴定する。(指示薬:エリオクロムブ

ラックT・塩化ナトリウム指示薬0.04g). 同様の方法で

空試験を行い補正する.

この0.05M-EDTAの消費量から下記の Caの滴定法で

得た Caに対応する0.05M-EDTAの量を差し引く.

0.05M-EDTA 1 ml=1.2154mg Mg 

Ca 1 mg=0.05M-EDTAO.5ml 

アルミニウム (Al) 試料原液の一定量 (Al約 5mg 

対応量)を正確に量り ，0.05M-EDTA10mlを正確に加

え， pH4.8の酢酸・酢酸アンモニウム緩衝液10mlを加

えた後， 5分間煮沸し，冷後，エタノール20mlを加え，

0.05M-酢酸亜鉛液でi商定する. (指示薬:ジチゾン指示

薬 2ml). ただし， i商定の終点は液の淡暗緑色が淡赤色

に変わるときとする.同様の方法で試験を行い補正する.

0.05M-EDTA 1 ml=1.3491mg Al 

カルシウム (Ca) 試料原液の一定量 (Ca約4mg対

応量)を正確に量り，水60ml及ぴ酒石酸溶液(1→ 5 ) 

3mlを加え，更にトリエタノールアミン溶液(1→ 5 ) 

lOml， 8 N水酸化カリウム試薬 5mlを加え， 5分間放

置した後， O.OlM-EDTAで滴定する. (指示薬:NN指

示薬O.lg)ただし， i商定の終点は液の赤紫色が青色に変

わるときとする.同様の方法で空試験を行い補正する.

O.OlM-EDTA 1 ml=0.4008mg Ca 

4-6 吸光度法:銅 (Cu)

標準液:標準原液を水で希釈し Cuの2.5ppm溶液と

する.

試料液:試料原液の一定量を正確に量り，水で希釈し

Cuの2.5ppm溶液とする.

標準溶液 (S)，試料溶液 (T)及び水 (B)のそれぞ

れ10mlを正確にとり，各々に塩酸ヒドロキシルアミン

溶液(l→10) 5 ml及び酒石酸溶液(1→10) 5 mlを

加え，さらにアンモニア試液を用いて pHを5-6とす

る.これにクプロイン溶液10mlを正確に加え 2分間振

とうした後，遠心分離，上澄液について Bを対照とし

て波長545nmにおける吸光度As，ATを測定する.

結果および孝察

1.試料溶液の調製 ICト AESの検出限界は数 ng/

mlと高感度でかつ，広いダイナミックレンジを有する

測定方法であるが，その測定精度は試料濃度が高くなる

にしたがって飛躍的に向上することが報告されている3)

胃腸薬の場合主成分として含まれる， Mg， Al， Ca，の

量は数10mg/gと比較的高いことから，試料溶液は試料

採取や希釈時の誤差及ぴ測定精度等を考慮し，各元素の

濃度を，ほぽ 5ppm前後になるように調製することに

した.

2. 検量線 Mg，Al， Cu， Caの各元素について0.1

-20ppmの範囲で検量線を作成したところ，いずれも

濃度と信号強度との間に直線が得られ，広い濃度範囲で
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の測定が可能であった.

3. 標準溶液の調製 ICP-AES法は多元素同時分析

を目的としているため，標準溶液は各測定元素について

の混合標準溶液を用いた. しかし，調製に用いた各元素

の標準液は当該元耕の濃度保証はあるが，他の金属元素

の混在の程度についてはその限りではない.従って混合

標準液中の各元素の実際の濃度は他の標準液からの汚染

に基づく誤差が考えられる.そこで混合標準溶液中の各

元素の力価(各 5ppm)をそれぞ、れの元素の標準溶液に

対して ICト AES法により求めた.その結果， Mg 

5.13ppm， Al 5.00ppm， Cu 4.98ppm， Ca 5.10ppmと

MgとCaが若干高い値を示した. したがって定量値は

得られた力価より補正を行い，算出した.

4. 原子吸光分析 (AAS) ICP-AES t去によって得

られた測定値から，水で試料原液を希釈して Mg

0.25ppm， Al30ppm， Ca 2.5ppm， Ca 2.5ppmの溶液を

それぞれ調製し，原子吸光分析を行い比較した.

5. キレート滴定法による Mg，Al， Caの定量濃度

の高かった Mg，Al， Caは滴定法により分析を行った.

方法は Mg，Alは第十一改正日本薬局方酸化マグネシウ

ムの純度試験及ぴ定量法に，Alは乾燥水酸化アルミニ

ウムゲルの定量法に準じた2)

6.比色法による Cuの定量濃度の低かった Cuは，

特異性の高いクプロイン試薬による比色法を用いた4)

7. 分析結果友び他分析法との比較 Table 3に分

析結果を示す.分析値は試料 19中の元素の量 (mg)で

表した. ICP-AES 法とキレート滴定法 (Mg，Al， Ca) 

及び比色法 (Cu) を比較すると，いずれの元素も含有

量の多少にかかわらず，ほぽ同ーの値が得られた.また

分析精度も 4回洩IJ定の変動係数が0.1-1.55%と良好で

あった.特に試料 1， 2の Cu，試料 5の Caの場合の

ように，他の元素に比べ極端に少ない場合でも精度良く

分析でき，本法の広いダイナミックレンジをうかがわせ

た.次ぎに AAS法と比較すると， Mg及びCuは良く一

致したが，AlはAAS法が若干高い値， Caではかなり

高い値が測定された.これは Al，CaはAAS法では測

定が比較的困難な元素であることから，他元素の干渉に

よるものと推定され，適当な前処理の検討が必要と考え

られる.以上の結果より ICP-AES法は胃腸薬中の金属

元素 (Mg，Al， Cu， Ca)の迅速な一斉分析が可能であ

Table 3. Analytical results of Metallic elements in Commercial Gastrointestinal drugs. 

Method Method 

Sample ICP-AES Titration AAS Sample ICP-AES Titration AAS 
or Colorimetry 

mg/g(CV%， n=4)a) mg/g mg/g mg/g(CV%， n=4) mg/g mg/g 

Mg 75.1 (0.32) 77.1 73.9 Mg 36.3(0.17) 38.2 37.6 

1 
Al 48.5 (0.43) 51.1 57.9 Al 29.1 (0.45) 31.6 34.8 

Cu 0.91 (1. 55) 0.89b) 0.92 
5 

Cu ND 

Ca 44.6 (0.47) 44.1 53.1 Ca 3.0(0.63) 2.9 5.4 

Mg 20.5 (0.25) 20.4 20.0 Mg 86.9(0.69) 85.6 89.3 

2 
Al 20.7 (0.30) 20.8 24.0 

6 
Al 63.0(0.60) 62.7 66.4 

Cu NDC) Cu ND 

Ca 47.6 (0.01) 46.5 69.7 Ca ND 

Mg 6.5 (0.85) 7.0 6.5 Mg 100.6(0.35) 103.0 101.9 

3 
Al 17.9 (0.45) 18.6 22.4 Al 51. 7(0.53) 51.3 55.0 

Cu ND 
7 

Cu ND 

Ca 41.0 (0.14) 40.4 51. 5 Ca ND 

Mg 61.0 (0.25) 64.2 61. 7 Mg 83.5(0.18) 86.7 85.9 

4 
Al 39.4 (0.24) 43.1 52.3 Al 102.3(0.12) 105.9 106.4 

Cu 0.72(0.47) 0.72 b) 0.75 
8 

Cu ND 

Ca 38.3 (0.10) 37.9 47.1 Ca ND 

a) C. V : Coefficient of variation b) Colorimetry c) ND : Not detected 
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ることが結論される.

結 語

ICP-AES法による胃腸薬中の金属元素 (Mg，Al， Cu， 

Ca)の一斉分析法を確立した.試料を硝酸及び硫酸で

分解後，各元素の濃度を 5ppmを目安として水で希釈

し， ICP-AES分析を行う.本法は操作が簡単で定量

性・再現性も広い濃度範囲で良好であるため，胃腸薬の

ように様々な濃度の元素を含む試料の高精度，迅速な分

析に有用である.
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家庭用品の衛生化学的研究(第24報)

ガスク口マトグラフィーによる市販カーペット製品中の防虫加工剤・

N，N・ジエチjレ・m田トルアミド，夕、イアジノンおよびオクタク口口ジプロピルエーテルの定量

中村義昭へ金子正美*，森 謙一郎*，

観 照雄へ鈴木助治へ渡辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XXIV) 

Determination of N，N-Diethyl-m-toluamide， Diazinon and Octachlorodipropylether 
Used as Mothproofing Agent in Commercial Carpet Products by Gas Chromatography 

YOSHIAKI N AKAMURA *， MASAMI KANEKO *， KEN'ICHIRO MORI * ， 

TERUO KANへSUKEJISUZUKI* and YOHYA WATANABE* 

N，N.d凶 hylト.骨?η俳'

mothpro∞ofing age印ntsin cωommercl凶凶a討1carpet products were d 巴termined by gas chromatography (GC) 0叩nfused. 

s討ilicacapillary column. 

The recommended conditions were as follows: (1) Extracthion of the mothproofing agents The sample 

was refluxed with dichloromethane for 60 minutes. (2) GC : column， SHIMADZU CBP.10， 0.53 mm i. d. x 12 

m; column temperature， 120
0

→ 250
0

C， (5 oC/min); injection and detector temperature， 250
0

C; detector， 

FID ; carrier gas， He 20ml/ min ; sample size， 4μ1. 

This method was applied to determination of the mothproofing agents in 20 samples of commercial car. 

pets ; 22日650ppm of deet was detected in 5 samples， 28・120ppm of diazinon in 3 samples， and 250.19900 

ppm of S田421in 3 samples. 

Kewords : commercial carpet products， mothproofing agent， N，N.diethyl.m.toluamide， diazinon， 2， 3， 3， 3， 2'， 3'， 3'， 

3'ーoctachlorodipropylether，gas chromatography， fused-silica capillary column 

緒 言

近年，住宅の洋風化が著しく進み， じゅうたん，玄関

マットなど市販カーペット製品が一般家庭内で繁用され

るようになった。これらのカーペット製品には従来，防

虫加工剤としてディルドリンおよびミチン LA(DTTB) 

等の有機塩素系化合物が用いられていたが，肝臓障害等

の強い毒性を発現するため，家庭用品規制法1)によって

これらの使用が規制された.現在，その代替品として

種々の防虫加工剤が使われているが，それらの種類，使

用量等実熊は不明である.そこで，今回は殺虫剤指針2)

収載の N，Nージ、エチル-m-トルアミド(以下デイートと略

す)，ダイアジノンおよび 2，3，3，3，2'，3'，3'，3'【

オクタクロロジプロピルエーテル(以下 S-421と略

す)の 3種類の防虫加工剤を選んで調査した (Fig.1). 

これらの分析法としては，ガスクロマトグラフィー

(GC)法3.4)が報告されているが，著者らはキャピラ

リー GC法による同時定量法を検討し，併せて市販カー

ペット製品の分析を行ったところ，若干の知見が得られ

たので報告する.

実験の部

1.試薬 ダイアジノン:和光純薬工業製(残留農薬

試験用)， N，N-ジエチルー隅ートルアミド:東京化成工業

製 (TCI-Ep)，2，3，3，3，2'，3'，3'，3'ーオクタクロ

ロジプロピルエーテル:三共化成工業製(純度98.4%)， 

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24一 1，Hyakunincho 3 chome， Shinjku-ku， Tokyo， 169 ]apan 
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Fig.1. 
(5-421 ) 

その他の試薬はすべて特級を用いた。

ディート，ダイアジノン標準溶液:各100mgを精秤し，

ジクロロメタンを加えて全量100mlとする。さらに，そ

の10mlとし， 100ppm標準溶液とする。

S-421標準溶液:100mgを精秤し，ジクロロメタンを

加えて全量100mlとし， 1，000ppm標準溶液とする.

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 GC-15A・PF型，クロマト

ノTック C-R3 A，オートサンプラ-AOC 9，ガスクロ

マトグラフィー質量分析計 (GC-MS) : HEWLETT 

PACKARD 5710型日本電子JMS-D300型.

FID-GC測定条件カラム:キャピラリーカラム

HiCap CBP-W 12-10 (0.53mm i.d目 X12m)島津製作製，

試料注入口温度:2500C，カラム温度:120。→250
0

C(昇

温速度:50C/min)，キャリアガス:He 20ml / min， 

H2 0.4kg/cm2，空気0.7kg/cm2，Range10
2
XO.2 

GC-MS測定条件カラム:1.5% OY-17/Chromo-

sorb W AW-DMCS， (80-100メッシュ)， 4 mm i.d.X 1 

m，カラム温度120
0→2SOOC，昇温速度 8

0

C/min，

キャリアーガス:He 40ml/ min. 

薄層クロマトグラフイー (TLC)プレート:シリカゲ

ル60F 254， Merck社，展開溶媒:ヘキサン，ヘキサンー

酢酸エチル (8: 2) 

3“試料都内の小売庖において「防虫加工J等の表示

のあるカーペット製品(20検体)を購入して試料とした.

4.試験溶液の調製 試料を表面の毛の部分(以下パ

イル糸と略す)と基布の部分5)とに分別し，それぞれ細

切する.各試料2.0gを100mlのナス型フラスコにとり，

ジクロロメタン50mlを加えて 1時間加熱還流後，ガラ

スろ過器 (G2)で温時ろ過する.ろ液を約40
0

Cでロー

タリーエパポレーターを用いて濃縮し，残留物をジクロ

ロメタンに溶解して全量 5mlとし， GC分析用の試験溶

液とする.

5. GCによる定性および定量 ディート，ダイアジ

ノン， S-421の各標準溶液をジクロロメタンで希釈し，

ディートとダイアジノンは 10-50μg/ml， S-421は

50-200μg/mlの標準系列をつくり，それぞれ 4μlを

GC装置に注入する.クロマトグラムより得られたピー

ク高と濃度から検量線を作成する.ついで，試験溶液に

ついても同様に GC分析を行い，検量線よりディート，

ダイアジノンおよび S-421の濃度を求め，試料中の含有

量を算出する.

結果および考察

1. GC分析用カラムの検討 2 % OY-1， 1 % 

OY-17， 1.5% OY-225の3種類の充填カラムと無極性

ワイドボアーカラムの CBP-1(SE-30または OY-1相当，

0.53mm i.d. X 12m)，微極性ワイドボアーカラムの

CBP-10 (OY-17相当， 0.53mm i. d.X12m)，強極性ワイ

ドボアーカラムの CBP-20(PEG-20Mキ目当， 0.53mm i. 

d. X 12m)の3種類のフューズドシリカキャピラリーカ

ラム(以下 FCと略す)についてディート，ダイアジノ

ン， S-421の検討を行った.その結果， OY-1， OY-17の

充填カラムはデイートに，また， OY-225はダイアジノ

ンおよび、 S-421にそれぞれ強いテーリングを示した.そ

のため，これら 3種類の防虫加工剤を同時に分析するこ

とは困難であった.

一方， Fig.2に示すように， FCではガスクロマトグ

ラム上いずれも良好なピークが得られたが， CBP-1は

デイートに，また， CBト 20はS-421に若干のテーリン

グが見られた.そこで，今回は 3種の FCのうち最もよ

い結果が得られた CBP-10をGC分析用のカラムとして

用いることにした.

2.抽出条件の検討抽出溶媒 3種類の防虫加工剤

はいずれも多くの有機溶媒に可溶である. しかし，抽出

条件を検討する場合，目的成分を試料に添加する時とそ

れらを含有する実試料とでは， しばしば有機溶媒による

抽出率に相違がある.そこで，実際に各防虫加工剤を含

有しているカーペット製品を (Table3に示した検体

No. 9， 10および11) を選ぴ，これらを試料として抽出

条件の検体を行った.抽出浴媒としてヘキサン，ジクロ
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抽出時間検体 No.9， 10および11について抽出時間

を10，30， 60， 120分間と変え，ジクロロメタンによる

抽出率を検討した.その結果 いずれの防虫加工剤も30

分間でほぼ完全に抽出され， 60分以降では抽出率が一定

となった.従って，抽出時間は60分に設定した.

3.検量線の作成標準溶液をジクロロメタンで希釈

し，ディートは10，20， 30， 40， 50μg/ml，ダイアジ

ノンは10，30， 50， 70， 90μg/ml， S-421は50，100， 

150， 200， 250μg/mlの標準系列をつくって，検量線

を作成した. Fig.3に示すようにいずれも良好な直線性

が得られた.

4.添加回収実験 防虫加工剤を含有しないカーペッ

ト製品(検体 No.15)2.0gにディート，ダイアジノン，

S-421をそれぞれ 2mgと4mgを添加し， 3時間室温に

放置後，試験溶液の調製および GC分析条件に従って回

収実験を行った. Table 2にその結果を示す.回収率は

ディートが94.3-96.5% (変動係数1.2-1.4%)，ダイア

ノジンが97.5-99.5% (変動係数1.4-3.6%)，S-421が

98.5-98.8% (変動係数0.9-2.3%)であり，いずれも良

好であった.

5.実試料中の防虫加工剤の確認本法を用いて GC

分析し，各標準品と保持時間(tR)が一致するピークを

39， 1988 報
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ロメタン，メタノールを用いて 1時間加熱還流し，抽出

を行った.その結果を Table1に示す. Table 1に示す

ように，ジクロロメタンを用いたときのピーク高を100

としてメタノールとヘキサンの抽出率を求めた.ダイア

ジノンおよびS司 421は，ジクロロメタンを抽出溶媒とし

て用いた方がヘキサン，メタノールより高い抽出率を示

した.これに対してディートではメタノールの方がジク

ロロメタンより約10%ほど高いが， GC分析を行った場

合，ジクロロメタンに比較して爽雑物のピークが多く，

同一溶媒による試料からの抽出と同時分析という省力化

を考慮すると，メタノールよりジクロロメタンを用いた

方が有利である.そこで，抽出溶媒としてジクロロメタ

ンを用いた.

ιw帥

C
o
a帥
b
g
」
申
"
と
o
u
b
g
口一-比

衛{
口
小東

CBP-l0 

CBP-l 

3 

2 

3 

2 

15 

Retention Time (min) 

Fig. 2. Gas Chromatograms of Mothproofing agents 
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Table 1. Examination of Extraction Solvents 

Deet Diazinon S-421 

(Sample No.9) (Sample No.l0) (Sample No.ll) Solvent 

Concentration (μg/ml) 

Fig. 3. Caribration Curves of Mothproofing agents 
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ディートの tR7.3分に一致し， MSは質量数191(M+)， 

119 (ベースピーク)を確認した.また， Rf 0.43を示し

たものはダイアジノンの tR10.4分のピークに一致し，

質量数304(M+)，179 (ベースピーク)を確認した.

5 -2. S-421の確認 S-421を含有する検体について

も同様に各試験溶液を TLCに塗布し，ヘキサンで展開

後，ヨウ素蒸気により Rf0.40のバンドを観察して抽出

した.これは GC分析で S-421の tR12.4分のピークに一

致し， GC-MSを測定したところ，分子イオンピークは

みられなかったが， S-421と同じフラグメントパターン

76 

示した検体について以下の方法により防虫加工剤の確認

を行った.

5 -1.ディート，ダイアジノンの確認ディート，

ダイアジノンを含有する検体について，各試験溶液を

ロータリーエパポレーターを用いてジクロロメタンを留

去し，残留物をヘキサンに溶かし，シリカゲルプレート

に塗布後，ヘキサンー酢酸エチル (8: 2)で展開した.

uvランプ (254nm)により観察した Rf0.20とRf0.43 

のバンドをかき取り，ジクロロメタンで拍出後，

GC-MSを測定した. Rf 0.20を示したものは GC分析で

Table 2. Recoveries of Mothproofing Agents added to Samples 

S-421 Diazinon 

Recoveri) 

(% ) 

Deet Sample)) 

Weight 

(g) 

C.V. 

(% ) 

R巴covery2)

(% ) 

Added 

(mg) 

C.V 

(% ) 
Added 

(mg) 

C. V.3) 

(% ) 

Recoveri) 

(% ) 

Add巴d

(mg) 

2.3 

0.9 

98.5 

98.8 

2.0 

4.0 

3.6 

1.4 

97.5 

99.5 

2.0 

4.0 

1.4 

1.2 

96.5 

94.3 

2.0 

4.0 

2.0 

2.0 

1) Sample : No. 15 (Table 3) . 

2) Recovery : n=5. 

3) C. V. : Coefficients of variation. 

Table 3. Analytical Results of Mothproofing Agents in Commercial Carpet Product 
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Base 

Diazinon (ppm) 
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Deet (ppm) 

Pile Base 

_2)  

Indication) ) 

Pile 

32 
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。
650 

28 

2640 

11700 

19900 

2980 

7320 
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230 320 
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0
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36 

，1) Indication of Mothproofing Agents. 

2) not detected (detection limit : De巴t2 ppm， Diazinon 4 ppm， S-421 10ppm). 
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を示した.

6.市販カーペット製品の分析結果 20検体の市販製

品について分析を行った結果を Table3に示す.防虫加

工処理の表示のあるものは14検体であったが，表 3に示

すように，ディートを検出したものは No.9，17，20の

3検体，ダイアジノンは No目 8，10， 18の 3検体，

S-421は， No. 11， 12， 13の3検体であった.残りの防

虫加工表示のある 5検体については，これら 3種類の防

虫加工剤は検出されなかったが，防虫加工表示のない 6

検体のうち No目 4， 5の2検体からディートを検出した.

カーペット製品をパイル糸と基布に分別してみると，

Table 3に示すように，検体No.5， 9， 17およびNo.11，

12， 13はいずれもパイル糸と基布の両方からディートお

よびS-421を検出している.これらは製造工程上，先に

カーペット製品がつくられ，その後防虫加工処理が行な

われたものと考えられる.これに対して No.4，20およ

びNo.8，10， 18はパイル糸からは検出されず，基布よ

りディートおよびダイアジノンを検出している.従って，

これらは基布に防虫加工剤を練り込んでからパイル糸を

付けてカーペット製品としたものと考えられる.

まとめ

l.ワイドボアーカラムを用いたキャピラリーカ、、スク

ロマトグラフィーによって市販カーペット製品中の防虫

加工剤 N，Nージエチルー間一トルアミド(ディート)， ダイ

アジノンおよび2，3，3，3，2'，3'，3'，3'ーオクタク

ロロジプロピルエーテル (S-421)の同時定量法を設定

した.

2. 前処理は抽出溶液としてジクロロメタンを用い，

60分間抽出して行った.分析用カラムは微極性ワイドボ

アーカラム (CBP-10)を用いた.

3.市販カーペット製品20検体について分析を行った

ところ，ディートは 5検体(パイル糸75-650ppm，基布

22-230ppm)，ダイアジノンは 3検体(基布28-120ppm)，

および S-421は3検体(パイル糸250-7，320ppm，基布

2， 640ppm -19， 900ppm)からf会出された.
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家庭用品の衛生化学的研究(第25報)

家庭用エアゾール製品中のホルムアルデヒドの定量

鈴木助治へ中村義昭へ金子正美*，

森 謙一郎*，渡辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XXV) 

Analysis of Formaldehyde in Household Aerosol Products 

SUKEJI SUZUKIへYOSHIAKINAKAMURA *， MASAMI KANEKOへ
KEN'ICHIRO MORI* and YOHYA WATANABE* 

Keywords:ホルムアルデヒド formaldehyde，家庭用エアゾール製品 householdaerosol product 

緒 日

家庭用エアゾール製品は，芳香消臭，帯電防止，防水，

ガラスクリーナー，ペイント，カーワックスなど多種多

様のものが市販されており，その利便性により増加の一

途をたどっている.最近の統計では， 61年度のエアゾー

ル製品の総生産量は約 4億 1千万缶で，前年度比13.4%

増と云われている 1) そのうち家庭用品関係は，塗料

10.2%，自動車用品8.1%，室内消臭剤，クリーナー，

ワックス，洗濯用品等14.6%で全体の33%，約 1億缶に

達している.従って，一般家庭で消費するエアゾール製

品も，膨大なものがある.

現在，これらの家庭用エアゾール製品については，

「有害物質を含有する家庭用品の規制に関する法律施行

規制J2)によって噴射剤の塩化ピニル，溶剤のメタノー

ル， トリクロロエチレンおよび、テトラクロロエチレンが

有害物質に指定され，その使用が規制されている.塩化

ピニルは検出しないこと，またメタノールは 5%以下，

クロロエチレン類は両者とも0.1%以下と定められてい

る2) しかし，ホルムアルデヒド (HCHO)に関しては，

同法律よって繊維製品に対し含有量の規制がなされてい

るが，家庭用エアゾール製品は規制の対象になっていな

、、.

最近，著者らは一部の家庭用エアゾール製品より比較

的高濃度の HCHOを検出している. しかし，エアゾー

ル製品が一般家庭内に於て頻繁に使用されているにも係

わらず， HCHOに関する調査報告は見られず，それらの

含有量も明かではない.そこで今回，東京都内の応舗よ

り家庭用エアゾール製品280検体を入手し， HCHOの実

態調査を行ったので報告する.

実験の部

1.試料昭和62年 5月から63年 2月までの聞に東京都

内で購入した家庭用エアゾール製品280検体を試料とし

た.

2.試薬 ホルマリン，アセチルアセトン (AA)， 4-

アミノー 3-ヒドラジノー 5-メルカプトー 1，2，4-トリア

ゾール (AHMT)， 2，4 ジニトロフェニルヒドラジン

(DNPH) :和光純薬製(試薬特級)，活性炭素:和光純

薬(クロマトグラフ用)，その他の試薬はすべて特級を

用いた.

3. 装置 自記分光光度計:島津製作所 MPS-2000，液

体クロマトグラフ装置:ポンプ一日本分光製 JASCO

TWINCLE HPLC PUMP，検出器一島津製作所 SPD-1. 

4. HCHO原液の標定特級ホルマリン(約37%の

HCHOを含む)約 19を，あらかじめ水を入れた秤量ぴ

ん中に精密に秤り，水で100mlに希釈した後，ヨウ素

法2)により標定した.

5.抽出法エアゾール缶より噴射させた試料 2gを，

または直接関缶後，試料 2gを50mlの共栓付遠沈管に

とり，以下衛生試験法3)に従って25%硫酸ナトリウム溶

液20mlを加えて 5分間振とう後，水を加えて全量40ml

とする.これを400Cで約 1時間抽出する.冷後， 10分

間遠心分離 (3500rpm)を行い，上澄液を試験溶液とす

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 169 東京都新宿区百人町3-24-1

*The Tokyo Metroporitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo 169 Japan 



る.

6. 水蒸気蒸留法試料 2gをとり，以下公定法2)に

従って20%リン酸溶液 3ml，水50mlを加えて水蒸気蒸

留を行い，留液200mlを得，試験溶液とする.ただし，

スプレー缶内部にある導入管のように試料量が少ないも

のは，その量に応じた割合で留液をとる.

7. HCHOの確認衛生試験法3)の DNPH法によりヒ

ドラゾン誘導体を調製し，次の測定条件で液体クロマト

グラフィー (HPLC) を行って確認した.測定条件ーカ

ラム:TSKgel ODS-80 T M 5μm， 4. 6mmi.d. X 150mm (東

ソー株式会社製)，移動相:アセトニトリルー水(70: 

30)，流速 1ml/min，注入量:5μ1，検出器:360nm， 

0.32 a. u. f. s. 

8. HCHOの定量 1) AHMT 法衛生試験法3)に

従って550nmで吸光度を測定し，定量を行った. 2) 

AA法公定法2)に従って415nmで吸光度を測定し，定

量を行った.

79 

し， HCHOの含有量が15ppm以下のときは検出感度の高

い AHMT法によって定量し， 15ppm以上のときは AA

法によって定量した.このように濃度の異なる検体に 2

種類の定量法を適用するため，両法の添加回収実験を

行った. HCHOを含有しない試料(カピ防止スプレー)

2gにHCHO20， 100， 200， 1000μgを加えて抽出後，

測定を行った.表 1に示すように， 20μg添加は AHTM

法で 100.6%， 100-1000μg 添加は AA法で 96.3

101.2%の回収率を得た.両法は各レベルの濃度に対し

定量的に適用できることが分かった.

39， 1988 報年研衛尽東

HCHOの回収率

添加量1)

(μg) 

20 

100 

200 

1000 

~X 

AA法

率 (%)2)

AHMT法

100.6土6.1

回

表 1

101.2:t2.4 
98.8:t 1.8 

96.3土2.5

1 )試料は HCHOを含有しないカビ防止スプレーを

用い，試料 2gにHCHOを添加し，抽出法で回収

実験を行う.

2) 5回繰返しの平均値±標準偏差を示す.

結果および考察

1.試験法の検討家庭用エアゾール製品中の HCHO

の有無を調べるため，抽出法で試験溶液を調製後，

AHMT法を用いて全検体のスクリーニングを実施した.

その結果，赤紫色に呈色したものを HCHO陽性と判定

家庭用エアゾール製品の HCHO表 2
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香消臭 2，その他12検体であった.

2) LPG=液化石油ガス， DMA=ジメチルエーテル.

3 )容器上に表示された容量 (ml).
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No.7の114ppmと高い濃度を示した.なお， No. 1 -6の

検体は，図 1に示すように DNPHのヒドラゾン誘導体

をつくり， HPLC 法で確認を行った.そこで，次にこの

ような HCHOがスプレー缶内部の構成物，例えば缶内

壁の合成樹脂コーティングや噴射用導入管に由来するの

か，または内容物そのものに由来するのかを調べた.

3. スプレー缶の HCHO スプレーの金属缶は材質の

ブリキゃ接合部のハンダから鉛，スズの溶出を防ぐため，

缶内壁に合成樹脂製の被膜コーティングをほどこしたも

のがある.そこで，内容物を噴射させるために必要な合

成樹脂製の導入管と缶壁について HCHOを調べた. No. 

1と4-8の検体を関缶，内容物を取り出し，缶壁と導

入管を十分水洗したのち，水蒸気蒸留法により測定した.

表3に示すように，導入管からはいずれも検出されず，

缶壁についても合成樹脂のコーテイングの有無に係わら

ず，非常に微量であり，量的には少なかった。表 2の

HCHO含有量と内容量の大きさを考えると，内部に存在

する 1缶当りの HCHO量は極めて大きしこれらが金

属缶の構成物より溶出したものとは考えられない.従っ

て，高濃度の HCHOは内容物に基づくものである.

4. 内容物の HCHO溶出に及ぼす温度，酸の影響と水

蒸気留法の測定結果検体 No.1 -6の内容物について，

水抽出時の温度条件を20，40， W Cに設定して溶出試

験を行った.また， 400Cで 1%塩酸溶液を用いて溶出

試験を行い，さらに，水蒸気蒸留法によって測定し，

HCHOの濃度変化を調べた.表 4に示すように， No.1 

の検体は， HCHOの濃度が1500ppm前後を示し，温度，

酸および水蒸気蒸留法で増加の傾向は認められなかった.

これに対して NO.2-6は20。から 600Cに上昇させると

HCHOの濃度が増加し，酸性条件下でもその傾向が認め

られた.特に水蒸気蒸留法の値は，表4の如く 40
0

C，水

抽出の値を基準にして比を求めると， No.1の l倍に対

して NO.2， 3 ， 5は1.7-2.41音， No.4， 6は7.6，11.5倍

80 

2. 噴射した試料中の HCHO 各種のエアゾール製品

について，缶より噴射させた試料を抽出後， AHMT 1:去

によってスクリーニングし，その結果， HCHO陽性と判

定した検体について再度，溶出試験を行った.表 2に溶

出試験の結果を示す.

HCHO陽性を示した検体は， 280検体中全体の18%に

当たる50検体であった.なお，それらの検体のi容斉1]，噴

射斉IJおよび pHとHCHO陽性傾向とは特に関連性が認め

られない.表 2に示すように， 20ppm以下の微量の

HCHOを+食出したものは35検:イ本， 20-100ppmのものは 8

検体， 100ppm以上の高濃度のものは 7検体であった.

100ppm以上の含有量では，つや出し用スプレーが検体

No.1の1534ppm，NO.2の319ppm，No. 3の230ppmおよ

びNo.5の158ppm，塗料用スプレーが No.4の220ppm，

No. 6の138ppmであり，ゴルフグリップ用スプレーが

。
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ND 
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ι
τ
F
U
F
O
巧

d

n

D

(min) 

HCHO-2， 4ージニトロフェニルヒドラジン誘導

体の HPLC

A:検体 No.1. No. 2 -6も問様のクロマトグラムが得

られた.

B : 1.ホルムアルデヒド，

プロピルアルデヒド.

図 1

1) ND 不検出.

2 )缶外壁の印刷物より溶出が考えられる.

3. 2.アセトアルデヒド，
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(ppm) HCHOの溶出に及ぼす温度，酸の影響と水蒸気蒸留法の測定結果表4

件条出抽
水蒸気蒸留法

1379( 0.9)1) 

446( 1. 7) 

450( 1. 8) 

1986( 7.6)Z) 

464( 2.4) 

1120(11.5) 

250( 2.1) 

60'C，水

1545 

325 

316 

553 

271 

271 

1 %塩酸

1446 

308 

313 

477 

367 

181 

40'C， 40'C，水

1523 

257 

251 

262 

193 

94 

118 

20'C，水

1602 

238 

234 

128 

146 

97 

検体番号

1
1
n
L
q
d
A住
民

υ
F
h
υ

ワ
'

1) ( )内の数値は，水蒸気蒸留法の40
0
C，水抽出法に対する比を示す.

2 )検体 No.4は固形の内容物が存在するが，固形物の40
0

C，水抽出法の値は110ppm，水蒸気蒸留法の値は

10380ppmであった.その比は94倍である.

f2H50H 

f同1
/"'-.../・¥ー-.・

トfOHSCi C2HSOH 

ホルムアルデヒド放出化合物

架
2

一

ハU
U

H

一

C
l
N
A
L
 

?H20H 

HOCH行一N02

CH20H 

図2

図 3 アクリル樹脂

アクリル酸エステル (CHz=CH-COOCH3). 

メチロールアクリルアミド

(CHz=CH-CONHCHzOH). 

~: 
仁コ:

との吸着量に対して大幅に増加していた.メタノールー

クロロホルム画分 (HCHO，540μg) とメタノール画分

(HCHO， 280μg) を濃縮後，水蒸気蒸留法を行っても，

もはや HCHOの高濃度化はみられなかった.これらの

ことは No.1の挙動と異なり，脱着時に徐々に HCHOを

放出してくるものと思われる.

以上の活性炭に対する挙動ならびに表4の結果より今

回の原因を考察すると， NO.1の検体については，例え

ば遊離 HCHOや図 2に示すような低分子の HCHO放出

化合物
6)が考えられる.それらはスプレー剤の塗膜面の

防徽を目的に配合される. また， NO.4と6のf食体につ

いてはアクリル樹脂塗料の表示がみられることから，例

と著しい増加を示した.なお， No.4の蛍光ペイントは

閑缶時，固形物を含んでおり，これは40
0

C，水抽出が

110ppm，水蒸気蒸留法が10380ppmで，その比は94倍に

達することがわかった.以上の測定結果より， NO.1は

酸，熱で高濃度化されず，加水分解を受けないことから

遊離の HCHOが考えられる.これに対して No.4と6は，

明らかに加水分解による HCHOの放出が考えられ，メ

チロール基などを有する結合型 HCHOの存在が推定さ

れる.

5. 内容物の活性炭カラムク口マ卜グラフィーにおける

HCHOの挙動 No.1 (つや出しスプレー)と No.4 

(蛍光ペイントスプレー)の内容物について，活性炭カ

ラム4，5)に対する溶出パターンを観察し，原因物質の考

察を行った. No.1の試料 2g (HCHOとしての約3000

μgを含有する)と標準品 HCHO(2000μg) をメタノー

ルークロロホルム (3: 1 )に溶解し，活性炭ドライカ

ラム(5 g， 2 cm I. d. X 5 cm)に吸着後，これにメタ

ノールークロロホルム (3: 1)，メタノール，メタ

ノールー水 (1 : 1)，水を順次100mlず、つ流して分画

した. AA法で各函分のHCHOを測定した結果，メタ

ノールークロロホルムとメタノール 水の岡分にのみ検

出された. HCHOは No.1が吸着量の 60%， 標 準 品

HCHOが53%で，両者は同様の溶出挙動を示した.さら

に， No目 1のメタノールークロロホルム画分を40
0C，減

圧下溶媒を除去後，再度，活性カラムに充填して水を流

したところ， HCHOが直ちに溶出してくる等，標準品

HCHOと同様の挙動を示した.

検体 No目 4についても，試料 2g (HCHOとして約500

μgを含有する)をとり，同様に活性炭処理を行ったと

ころ，各画分に HCHOが200-500μg程度検出され，も
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えば図 3に示すように，樹脂加工剤としてメチロールア

クリルアミド7)のようなものの存在が考えられる.メチ

ロール基は，樹脂が硬化する際の架橋形成に必要であり，

これが加水分解して HCHOを遊離してくることになる.

まとめ

家庭用エアゾール製品の HCHOを調査したところ，

280検体中15検体より 20ppm以上の HCHOを検出し，そ

のうち100ppm以上の高濃度の HCHOを含有するものは

7検体であった.原因は防徽剤としての遊離 HCHO，

HCHO放出化合物，あるいは樹脂加工剤としてのメチ

ロール基をもった化合物の配合と推定された.このよう

な高濃度の HCHOを含有するエアゾール製品は，一般

家庭内でどのような使い方をされるか，多分に予測でき

ない面があるため， HCHO含有を表示するとか，使用上

の注意を促すなど適切な対策が必要と考えられる.
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1) 1988年度版エアゾール市場要覧， 390-392， 1988， 

エアゾール産業新聞社，東京
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衛研年報， 34， 115-119， (1983). 

6 )防菌防徽ハンドブック， 431-433， 1986，技報堂出

版，東京.

7 )プラスチック， 94-96， 1965，岩波新書，東京.



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr目 Res.Lab. P.H.， 39， 83-86， 1988 

ガスク口マトグラフィーによる化粧品中の

ク口ルキシレノールの分離定量法

雨 宮 敬*，池田 夫*，岸本清子へ伊藤弘一*

鈴木助 治へ観、 照雄*，中村 弘*，渡辺四男也*

Gas Chromatographic Method for Determination of Chloroxylenol 

Used as Germicide in Cosmetics 

TAKASHI AMEMIYA*， KAZUO IKEDA*， KIYOKO KISHIMOTO*， KOICHIITO*， 

SUKE]I SUZUKI*， TERUO KAN*， HIROSHI NAKAMURA* and YOHYA WATANABE* 

A method for determination of Chloroxylenol (CX) used as germicide in cosmetics by gas chromatogra-

phy was investigat巴d.

The conditions for gas chromatography were as follows ; column 3 mm i. d. x 1_ 5 m， 2 % OV -225 

(Chromosorb G AW DMCS)， column temperature : 150'C， injection and detection temperatur巴:250'C， detec-

tor : FID， carrier gas flow rate : N2 60 ml/ min， sample size : 5μl 

Eighteen commercial cosmetic samples were analyzed ; CX were detected from shampoos (0 _ 50 % ， 

0.29%)， hair conditioners (0.15%，0.14%) and hair tonic (0.10%) 

Keywords : chloroxylenol， germicide， cosmetic， silicagel column chromatography， gas chromatography 

緒 日

市販化粧品には製品自体の防腐，あるいは皮膚の殺菌

を目的として種々の防腐殺菌剤が配合されている 1) ク

ロルキシレノール(パラクロルメタキシレノール， 4 

クロル 3，5-キシレノール，以下 CXと略す)は微生物

に対してすぐれた抗菌力を有し， 5 %以下の濃度でシャ

ンプー，ヘアリンス，洗顔クリーム，石けん等の化粧品

に使用されている.この殺菌剤は化粧品原料基準の収載

品目であり Z)，薬事法により表示成分のーっとして指定

されている. したがって，化粧品に配合した場合，容器

あるいは包装への表示が義務づけられている. CXの分

析法については薄層クロマトグラフィ -3，4)，高速液体

クロマトグラフィー5)，カ、、スクロマトグラフィーによる

方法6)が報告されているが，これらの方法を市販化粧品

に適用した場合，操作が煩雑等の理由から，必ずしも満

足のいくものではない.そこで今回は，化粧品中の表示

成分試験法開発の一環7)として，ガスクロマトグラ

フィーによる CXの定量法を検討したので報告する.

実験方法

1.試薬 CX標準品は市販品(和光純薬)をエタノー

ルで再結晶したものを用い，その0.5gをはかり，エタ

ノール 2mlを加えて溶かし，ヘキサンを加えて100ml

とし，標準原液とする.これをヘキサンで希釈して500

μg/mlの溶液を調製して標準溶液とする.シリカゲル

60 (メルク社)，フロリジール，アルミナ(和光純薬)， 

Sep-pacカートリッジ(シリカゲル，フロリジール，ア

ルミナ， C1S) (ウォーターズ社)，その他の試薬はすべ

て試薬特級(和光純薬)を用いた.

2. 装置 カ、、スクロマトグラフ:島津製作所製 GC-5 A， 

ガスクロマトグラフ 質量分析計:ヒューレット・パッ

カード5710Aガスクロマトグラフ 日本電子JMシD300

3.試料東京都内において昭和62年10月から11月の聞

に購入したシャンプー 5種，ヘアコンデイショナー 5種，

ヘアトニック 4種およびクリーム 4種の計18種である.

4.試験溶液の調製試料1.0gをピーカーにとり，飽

和食塩水100mlを用いて300mlの分液ロートに移す.こ

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metroporitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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れに10%硫酸 5mlを加えて十分混ぜ合わす.ついで，

ジクロルメタン100mlを加えて 5分間振とうし，ジクロ

ルメタン層を分取する.さらに，水層にジクロルメタン

50mlを加え，同様に操作する.ジクロルメタン層を合

わせ，ロータリーエパポレーターを用いて濃縮乾回し，

残留物にヘキサン 5mlを加えて溶かす.つぎに活栓付

きガラスカラム管(lOmmX 300mm) にシリカゲル3.5g

をヘキサンを用いて充填し，さらに無水硫酸ナトリウム

19を積層したカラム柱に先のヘキサン溶液を注く¥カ

ラム柱の上層の液がほとんどなくなるまで毎分 2mlの

速さで流出させる.さらに，ヘキサン50mlを流して炭

化水素等の脂溶性物質を除去し，酢酸エチル30mlを流

して CXを溶出する. i容出液を減圧乾回してヘキサン 4

mlを加えて溶かし， FID-GC用試験溶液とする.

5. FID-GCによる定量 CX標準原液をヘキサンで希

釈して検量線の項に示した標準系列を調製し， FID-GC 

Table 1. Effect of Various Solvents on Extraction 

of CX 

Solvent 

Dichloromethane 

Chloroform 

Tetrachloromethane 

Petroleum ether 

Ethyl acetate 

Hexane 

Ether 

1) CX : 2000μg 

A 

Recov巴ryl)

(% ) 

B 

100 

100 

100 

92.6 

89.3 

88.7 

88.5 

測定条件に従って操作する.得られたガスクロマトグラ 1 

ム上の CXのピーク高から検量線を作成する.試験溶液

についても同様に操作して検量線から試料中の CX含有

量を求める. FID-GC測定条件 カラム:2 % OV-225 

(Chromosorb G A W DMCS 60-80メッシュ)， 3 mm i. d. 

X 1.5m，ガラス製，カラム温度:150
0

，注入口温度:

2500，検出器:FID，キャリヤーガス:Nz， 60ml/ min， 

注入量:5μl 

結果および考察

試験溶液調製の検討

1.抽出溶媒について CXを試料から定量的に抽出す

2 

るため，各種の抽出溶媒について検討を行った.すなわ 3 

ち， CX2000μgを分液ロートにとり，飽和食塩水100ml

および10%硫酸 5mlを加え，これにジクロルメタン，

クロロホルム，四塩化炭素，石油エーテル，酢酸エチル，

ヘキサン，ジエチルエーテルの各溶媒を100ml，ついで

50mlを用いて 2回抽出を行い， GC分析して CXの抽出

率を比較した.その結果を Table1に示す. Table 1に

示すようにジクロルメタン，クロロホルムおよび四塩化

炭素を溶媒として用いたときは抽出率がいずれも 100%

であった.その他の溶媒においては，抽出率は90%程度

でやや低い値であった. しかし，クロロホルムおよび四

塩化炭素では，市販化粧品を用いて抽出操作を行ったと

ころ，特にシャンプー，へアリンスの一部に強固なエマ

ルジョンの形成が認められ，実試料への適用は困難で

あった.一方，ジクロロメタンはほとんどエマルジョン

形成を認めず，抽出溶媒として最も適していることがわ

かった.

o 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 
Retention Time (min) Retention Time (min) 

Fig. 1. Gas Chromatograms of CX in Commercial Cosmetics 

A : Without clean叩

B : Clean up with silicagel column chromatography 

1 : Shampoo 

2 : Hair conditioner 

3 : Hair tonic 

2. クリーンアップについて ジクロルメタン抽出液中

には化粧品に配合されている炭化水素，脂肪酸等の基剤

等が共存し， GC分析上支障をきたす (Fig.1 ).そこで

これらの共存成分の除去を目的としてクリーンアップの

検討を行った.すなわち，カラムクロマトグラフィー，

Sep-pacカートリッジを用いる方法およびヘキサンーア
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セトニトリルによる液一液分配抽出法について検討ーを

行った.まず，カラムクロマトグラフィーでは充填剤と

してシリカゲル，フロリジール，アルミナ(酸性，中性，

塩基性)を用い，各充填剤3.5gをヘキサンで湿式法に

より充填し， CX2，000μgをカラムに添加して試験溶液

の調製の項に従って操作し， GC分析を行った.その結

果，シリカゲルを用いた場合，カラムからの回収率がほ

ぼ100%で最もよい結果を示し， Fig目 lに示すように実

試料への適用も良好であった.これに対してフロリジー

ル，アルミナではいずれも85%程度と回収率が低く，カ

ラムからの回収が困難であった.つぎに， Sep-pacカー

トリッジはシリカゲル，フロリジール， C-18およびア

ルミナ(酸性，中性，塩基性)の 6種類について検討を

行った.その結果は，カラムクロマトグラフィーと同様

にシリカゲルカートリッジを用いた場合が最も良好で

あった. しかし，シャンプー，ヘヤリンス，洗顔クリー

ム等に適用すると CXと他成分との分離が悪く，ガスク

ロマトグラム上でのベースラインの上昇が認められ，実

試料の分析に耐えられないことがわかった.さらに，液

-i夜分配抽出法についても検討を行ったが，実試料に添

加したときの回収率は， 90%程度であり，シリカゲルカ

ラムクロマトグラフィーのそれよりもかなり劣っていた.

以上の検討結果から，本法ではシリカゲルカラムクロマ

トグラフィーによるクリーンアップを実方告した.

充頒剤の検討 CXのガスクロマトグラフィーに最も適

したカラム充填剤を選択するため， 2 % OY-101， 3 % 

OY-210， 2 % OY-225， 2 % PEG-20 M， 2 % PEG-HT， 

2 % Unisole-400， 2 % Silar 10 Cおよび 2% Ther-

mon-3000の 8種の液相について検討を行った.その結

果， 2 % OY-225を用いた場合，他成分との分離および

ピークの形状が最も良好で、あった.また， 2 % PEG-20 

M， 2 % PEG-HTおよび 2% Silar 10 Cでは分離は達成

されてはいるものの， 2 % OY-225に比してピークの

テーリングが認められた.さらに， 2 % OY-101， 3 % 

OY【 210， 2 % Unisole-400および、 2% Thermon 3000で

はシャンプー，ヘヤリンス，クリームの一部のものに

2 % OY.-225の場合よりも他成分との分離が劣る傾向が

みられた.これらの結果より充填剤として 2% OY-225 

を用いることとした.

検量線 CX標準原液をヘキサンで希釈して100，200， 

300， 400， 500， 1000， 1500およびf2000ppmの標準系列

を調製し， FID-GC測定条件に従って操作して作成した.

その結果，良好な直線性が得られた.

添加回収率 試料としてシャンプー，クリーム，乳液，

Table 2. Recoveries of CX Added to Commercial 

Samples 

Sample Sample Added Recoveryl) C. Y. 

Sampoo 

Milk lotion 

Cream 

Cream soap 

Hair tonic 

Skin lotion 

weight 

(g) 

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

1.0 

(μg) 

2000 

2000 

2000 

2000 

2000 

2000 

1 ) Average value in triplicate 

(% ) (% ) 

96.9 1.67 

99.3 0.39 

93.7 1.54 

99.2 1.15 

96.4 1.45 

96.9 1.67 

洗顔クリーム，化粧水およびヘヤトニックの 6種を選ぴ，

それぞれ1.0gをとり， CX 2000μg 添加して本法による

添加回収率を求めた.その結果を Table2に示す.実験

はいずれも 3回くり返しであり， 93.7-99.2%の良好な

回収率を示した.そのときの変動係数は1.8%以下であ

り， CXは精度よく定量的に回収された.

妨害物質の検討本法を用いて GC分析を行う際， CX 

のピーク(保持時間， tR =7. 60min) に対するその他の

妨腐殺菌剤等の影響について検討を行った.そこで，

FID-GCに直接下記の化合物を注入して tRを求めた.こ

れらの化合物の tRはクロロブタノール (0.56min)，ソ

ルピン酸(1.42)，チモール (2.80)，BHT (2.82)，安

息香酸 (2.88)，イルガサン CF3 (2.96)，イソプロピル

メチルフェノール (4.36)，デヒドロ酢酸 (5.28)，BHA 

(8.50)， OPP (9.38)，パラベンメチル，エチル，プロ

ピル，ブチル (19.94，24.72， 36.00， 53.06)の}II買に大

きくなり， CXのピークを妨害しないことがわかった.

市販化粧品の分析結果本法を用いて市販化粧品中の

CX含有量を測定した.その結果を Table3に示す.調

査検体はシャンプー 5種，ヘヤコンデイショナー 5種，

ヘアトニック 4種およびクリーム 4穫の計18手重である.

表中の*印は CXを配合していることを示したものであ

る.シャンプー，ヘアコンデイショナー，ヘアトニック

の*印を付した試料より CXを検出した. しかし，ク

リーム Aにおいては製品のパッケージに CX配合と表

示されているにもかかわらず， CXは検出されなかった.

また，パ、yケージ等に CX配合を表示されていない検体

については，いずれも検:出しなかった.なお， CXは言it

験溶液をGC-MSに付し， m/z， 156の分子イオンピー

クおよびm/z121のフラグメントピークにより確認を

行った.
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Table 3. Analytical Results of CX in Commercial 

Cosmetics 

Sample 
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Shampoo-A *1) 

-B* 

C 

D 

E 

Hair conditioner - A * 

- B* 

-C  
-D  

-E  

Hair tonic一一 A*

-B  

-C  

-D  

Cream-A * 

-B  
-C  

一一 D

1) * It was indicated on the container that the 

samples contained CX 

2) N. D. : not detected 

まとめ

1.ガスクロマトグラフィーを用いて化粧品中に防腐

殺菌剤として配合されているクロルキシレノール (CX)

の分析法を検討した.

2.試料をジクロルメタンで抽出後，シリカゲルカラ

ムクロマトグラフィーを行ってヘキサンを流した後，酢

酸エチルで CXを溶出して FID-GC分析を行った.

3. FID-GC分析は，充填剤として 2% OV-225 

(Chromosorb G AW DMCS 60-80メッシュ)を用い，

カラム温度1500

，注入口温度250。に設定して操作した.

4.本法を市販化粧品に適用したところ，妨害ピークも

ほとんどなく，良好なガスクロマトグラムが得られ，製

品分析に十分応用できることがわかった.

文献

1 )田村健夫:香粧品科学，日本毛髪科学協会， 193， 

1986 

2 )化粧品原料基準第二版注解，薬事日報社， 369， 

1984 

3) Wilson， CIifton H. : f. Soc. Cosmet. Chem.， 26 (2)， 75， 

1975 

4) Kieffer， R.， Scherz， H. : Anal. Chem.， 293 (2)， 75， 

1975 

5) Cavazzutti， C.， Gagliardi， L.， Amato， A.， et al : f. 

Chr，棚 atogr.，257 (1)， 166， 1983 

6) Philip 1. P. Lundberg J B. : f. P加m.'Sci.， 67 (11)， 

1627， 1978 

7 )鎌田国広，観照雄，伊藤弘一，中村義昭，吉原武

俊，原田裕文:東京衛研年報， 33， 115， 1982 



東京衛研年報Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 39， 87-92， 1988 

高速液体ク口マトグラフィーによる化粧品中の防腐剤の一斉分析

池 田

観

夫*，岸 本清子*，雨 宮 敬*，伊藤弘ーへ

弘 * ， 渡 辺 四 男 也 *照雄*，鈴木助治*中村

Simultaneous Determination of Disinfectants in Cosmetics by 

High-Performance Liquid Chromatography 

KAZUO IKEDA *， KIYOKO KISHIMOTO*， TAKASHI AMEMIYA *， 

KOICHI ITO*， TERUO KAN*， SUKEJI SUZUKI*， 

HIROSHI NAKAMURA * and YOHYA WATANABE* 

Simultaneous determination of disinfectants in cosmetics was performed by using HPLC method which 

was proposed in the 108th Annual Meeting of NIHON YAKUGAKUKAI. The number of samples was 252 and 

the disinfectants analyzed were six esters of p.hydroxybenzor山 acid(parabens) [methyl (Me.P)， ethyl (Eι 

p)， iso-propyl (i-Pr-P)，担-propyl(n-Pr-P)， iso-butyl (i-Bu-P)， n-butyl (n-Bu-P)j， dehydroacetic acid (DHA)， 

sorbic acid (SOA)， benzoic acid (BA) and sal町 licacid (SA). 

The recoveries of parabens， SOA， BA and SA from cosmetics were 90-100 % and the coefficients of 

variance were 0.5-5 %. The recoveries of DHA were not so good except for the toothpaste. 

The number of samples which contained disinfectants was 145 (58%). The means of disinfectant con-

tents were 0.1% for parabens， DHA and SOA， 0.3% for BA， 0.2% for SA respectively. 

There were 8 (3 %) of samples which violated laws 

Keywords : HPLC， simultaneous determination， disinfectant， cosmetics， paraben， sorbic acid， benzoic acid， 

dehydroacetic acid， salicylic acid 

緒
宅吾・

国

香粧品には製品自体の防腐を目的として多種多様な防

腐剤が使用されている.防腐剤のなかで繁用されるもの

には，パラオキシ安息香酸エステル類(パラベン類)

[メチルエステル (Me-P)，エチルエステル (Et-P)，

プロピルエステル (n-Pr-P)，イソプロピルエステル (i-

Pr-P)，ブチルエステル (n-Bu-P)，イソブチルエステル

(i-Bu-P)]，デヒドロ酢酸 (DHA)，ソルピン酸 (SOA)，

安息香酸 (BA)，サリチル酸 (SA)およびこれらの塩

類がある.これらの防腐剤は，いずれも化粧品原料基

準1.2) (薬事法)に収載されており， Table 1. のとおり

化粧品品質基準3)にその使用限度が定められている.

昭和63年 4月開催された日本薬学会108年会の公衆衛

生協議会において，これらの防腐剤の一斉分析法4)が提

案された.今回，この分析法を用い昭和62年度に入手し

た市販化粧品252検体中の防腐剤の一斉分析を実施した.

その調査結果および検査の際に得られた知見について報

告する.

実験の部

1.試薬パラオキシ安息香酸エステル類 (Me-P，

EιP， n-Pr-P， i-Pr-P， n-Bu・P，i-Bu-P)， DHA， SOA， 

BAおよび SAは東京化成工業株式会社製(特級)を使

用した.シリカゲルは Kieselgel-60(メルク社製)を

1Wで2時間活性化し，シリカゲルデシケータ中で保存

したものを使用した.その他の試薬はすべて特級もしく

は液体クロマトグラフ用を使用した.

防腐剤標準原液:各防腐剤100mgずつを精秤し，メタ

ノールに溶解し，正確に100mlとし各標準原液とした.

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 169 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， 169 Japan 
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Table 1. Maximum Quantity of Disinfectants in 

Cosmetics 

Disinfectant Quantity 

(g/lOOg) 

Benzoates 1 

Benzoic acid 0.2 

Dehydroacetic acid and its salts 0.5 

Paraoxybenzoic esters 1 

Salicylates 1 

Salicylic acid 

Sorbic acid and its salts 

0.2 

0.5 

2.装置高速液体クロマトグラフ:日立製作所製

665 A-12型，波長可変 uvモニタ:目立製作所製665

A-21型，データ処理装置:日立製作所製833A型，クロ

マトグラフ用カラム:内径 2cm，長さ 15cmのコック付

きガラス製のもの.

3. 試料昭和62年度に都内で入手した化粧品252検

体を試料とした.

4. 試験溶液の調製試料0.5gを精密にはかり，約

5 mlのメタノールおよぴ無水硫酸ナトリウムを 5g加

え，十分にかき混ぜ，さらにメタノール20mlを加え，

400

で20分間加温する.これを氷冷したのち， 3，000rpm 

で10分間遠心分離し，上澄液をとる.残さにメタノール

20mlを加え上記の抽出操作を行う.上澄液を合わせ，

これに約 3gのシリカゲルを加えよく分散させ，ロータ

リーエパポレータ (40
0以下)で濃縮し，メタノールを

留去する.

あらかじめシリカゲル 3gをヘキサン・酢酸エチル

(97 : 3)を用いて充填したカラムに，これをできるだ

け密に積層させる.さらに，この混液を用いてフラスコ

に残留したシリカゲルをカラムに洗い込む.ついで，カ

ラムにヘキサン:酢酸エチル (97: 3)を流し，溶出液

60mlを除く.つぎにヘキサン・酢酸エチル (80: 20) 

を1ml/minの速度で流し，溶出液60mlを分取し，こ

れを溶出液 A とする.さらに，カラムにメタノールを

流し，溶出液35mlを分取し，これを溶出液 Bとする.

AおよびB両溶出液をそれぞれエパポレータ (400

以下)

で約 1mlになるまで濃縮し，メタノールで正確に20ml

とし，それぞ、れ試験溶液AおよぴBとする.

なお，この場合溶出液 Aにはパラベン類が溶出し，

溶出液Bにはその他の防腐剤が溶出する.

5. 高速液体ク口マトグラフ法 (HPLC) による定

性・定量各防腐剤標準溶液系列 (SAは20，40， 60， 

。

2 
1 10 

8 9 

3 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 

10 20 。 10 20 

Retention time (min) 

Fig目 1. Liquid Chromatograms of Disinfectans 

Operating conditions : column : TSKgel ODS-80TM 

30 

( 5μm， 4. 6mm i. d. x 15cm)， mobile phase : 0.05 M 

sodium dωihydroge釘叩n叩lphosphat白e.m附l巴etl山 101 引 eto叩n叫l

: 35 : 15) c∞ont凶aini山ing0.002 M c巴etyl比tr吋imeぱthylam即n削m叩0一

n凶lIu凹1江lmchloride，adjusted to pH 5.2 (phosphoric acid)， 

flowrate 1ml / min， temperature 40
0

， detection 

Para.bens ; 254nm， DHA etc. 235nm， sensitivity 

0.08 a. u. f. s 

1 : Me-P， 2 : Et-P， 3 : i-Pr-P， 4 : n-Pr-P， 5 : i-Bu-P， 

6 : n-Bu-P， 7 : DHA， 8 : SOA， 9 : BA， 10 : SA 

80μg/mlその他は10，20， 30， 40μg/ml)および試験

溶液をそれぞれ 5μl注入し，下記の条件で HPLCを行

う.両者から得られた保持時間およびピーク高さ(また

はピーク面積)により定性・定量を行う.

HPCL測定条件カラム:TSKgel ODS-80T M (5μm， 

4.6mmi. d_ x 15cm，東ソー株式会社製)，移動相:

0.05Mリン酸ニ水素ナトリウム・メタノール・アセト

ニトリル (50: 35 : 15)に最終濃度が0.002Mとなるよ

うに塩化セチルトリメチルアンモニウムを添加し，リン

酸で pHを5.2に調整したもの，流速:1.0ml/min，測

定温度:400，測定波長:試験溶液Aに対して254nm，B 

に対して235nm，検出感度:O，04a. u. f. s.に設定する.

実験結果および考察

1. HPLC測定条件について

ODS系カラムとして， TSKgel ODS-80T M， CAPCELL 

PAK C 18 (7μm， 4. Ommi. d. x 25cm，株式会社資生堂

製)， Cosmosil 5 C 18 (5μm， 4. 6mmi. d. x 15cm，半井

化学薬品株式会社製)および HiberLiChrosorb RP-18 

( 7μm， 4. Ommi. d. x 25cm，メルク社製)を検討した結

果，カラムとして TSKgelODS-80 T Mを使用した場合が

最良であった (Fig.1. ). 

そこで，各防腐剤の検量線 (SAは20，40， 60， 80μg 



Table 2. Recoveries of Parabens， DHA， SOA， BA， and SA from Cosmetics 

Me-P 

Added Recovery 

(%) (%) 

n-Bu-P 

Added Recovery 

(%) (%) 

i-Bu-P 

Recovery 

(%) 

n-Pr-P 

Added Recovery 

(%) (%) 

1・Pr-P

Recovery 

(%) 

Et-P 

Added Recovery 

(%) (%) 

CV cv Added 

(%) 

cv cv Added 

(%) 

cv cv 

1.1 

1.4 

0.7 

2.3 

2.0 

82.0 

95.6 

99.4 

99.4 

95.1 

0.020 

0.050 

0.050 
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96.8 

98.2 
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0.050 

0.050 
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0.020 

0.050 

0.050 

4.0 

1.9 

0.5 

79.5 
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Table 3. Contens of Disinfectants in Cosmetics 

Disinfectant No. of Maximum Minimum Mean 

Sample (% ) (% ) (%) 

Me.P 113 0.45 0.01 0.13 

Et.P 9 0.15 0.01 0.11 

Pr.P 40 0.25 0.005 0.10 

Bu.P 37 0.50 0.02 0.13 

DHA 16 0.24 0.01 0.10 

SOA 3 0.22 0.01 0.12 

BA 28 0.68 0.005 0.29 

SA 4 0.43 0.10 0.20 

Table 4. Number of Samples which contained Parabens 

Parben Non Me.P Et.P Pr.P Bu.P Total 

Non 18 18 

Me.P 59 59 

Et.P 1 1 

Pr.P 25 l 2 28 

Bu.P 18 l 8 27 

Total 18 102 3 2 8 133 

Me-P+Et-P+Pr-P 

Me-P+Et-P+Bu-P 

Me-P+Pr-P+Bu-P 

Et-P+Pr-P+Bu-P 

Me-P+ Et-P+ Pr-P+ Bu -P 

2

0

6

 

3 

/mlその他は10，20， 30， 40μg/ml) 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.

なお，同様の HPLC測定条件で次の化合物を30分以内

で分析することが可能であった.

レゾルシン，パニリン，フエノキシエタノール，フェ

ノール，クレゾール，サリチル酸メチル，クロルクレ

ゾール， トリクロロヒドロキシジフェニルエーテル(ト

リクロサン，イルガサン DP-300)，オルトフェニル

フェノール，イソプロピルメチルフェノール，クロルキ

シレノール，ブチルヒドロキシアニソール，チモール，

オキシベンソゃン，サリチル酸フェニル.

これらの化合物は，場合により，パラベン等の定量分

析を妨害する恐れがあるので，分析にあたり十分注意す

る必要がある.

2.添加回収実験

市販化粧品に重量パーセントで各防腐剤を添加し， 3 

回繰り返し添加回収実験を行った.その結果を Table2. 

Table 5. Number of Samples which contained 

DHA， SOA， BA and SA 

Disinfectant Non DHA SOA BA SA Total 

Non 112 112 

DHA 6 6 

SOA 2 2 

BA 1 20 21 

SA 4 4 

Total 112 7 2 20 4 145 

に示す.パラベン類， SOA， BAおよび SAの回収率は

90-100%で，その変動係数は0.5-5 %程度であった.

DHAの回収率はハミガキを除いて良好ではなかった.

3.市販製品の分析結果

昭和62年度に都内で入手した市販化粧品252検体を試

料とし，本法を用いて防腐剤の一斉分析を実施した.そ

の結果， 145検体 (58%)から Table3. に示したよう

に防腐剤が検出された.各防腐剤の配合量の平均値は，

パラベン類， DHAおよび SOAで0.1%，BAは0.3%，

SAでは0.2%程度であった.

これらの防腐剤の使用限度は Table1. のとおり定め

られているが，この基準を超える検体はなかった.

4.化粧品中の配合防腐剤の種類

4. 1 パラベン類の混合配合

パラペン類はエステルの種類を 2種以上使用すると一

層有効であると言われている.そこで，分析した検体の

場合どのような組合せでパラベン類が配合されているの

かを検討した.今回の調査で防腐剤を検出した検体のみ

をTable4. にまとめた.パラベン類を配合していない

検体18(13%)， 1種類のエステルを配合している検体

70 (48%)， 2種類のエステルを配合している検体45

(31%)， 3種類のエステルを配合している検体 9

( 6 %)， 4種類のエステルを配合している検体 3

( 2 %)であった. 2種類のエステルを配合している場

合， Me.PとPr.Pの組合せが一番多く 25(17%)， Me.P 

とBu-Pの組合せは18検体(12%)であった.

4. 2 酸系防腐剤の混合配合

パラベン類と同様に酸系防腐剤の混合配合についても

検討した.今回の調査で防腐剤を検出した検体のみを

Table 5. にまとめた.酸系防腐剤が配合されていない

ものが圧倒的に多く 112(77%)， 1種類配合されている

ものが32(22%)， 2種類配合されているものはわずか

にシャンプー 1検体 (0.7%)であった.

DHAは，乳液・ローション・シャンプ一等に配合さ
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Table 6. Number of Samples which contained 

Disinfectants 

Disinfectant Non Me-P Et-P Pr-P Bu-P Total 

Non 97 6 32 31 166 

DHA 2 5 2 4 3 16 

SOA 1 1 1 3 

BA 14 7 1 3 3 28 

SA 1 3 4 

Total 18 113 9 40 37 217 

れており， BAおよび SAはほとんどのものがシャン

プーに配合されていた.

4. 3 パラベン類と酸系防腐剤の混合配合

パラベン類と酸系防腐剤がどのように混合配合されて

いるかを Table6. にまとめた. Table 5. およびTable

6. より， BA配合化粧品の35%(7 /20)， SA配合化

粧品の75% (3/4)， SOA配合化粧品の50% (1/ 

2)， DHA配合化粧品の70%(5/7)が同時にパラベ

ン類を配合していることが確認された.

本分析法の場合， Me-PとEt-Pのピークに DHAのそ

れが，また Pr-Pのピークと BAのそれが重なる可能性

がある.そこで，本法ではシリカゲルカラムクロマトグ

ラフィーによりパラベン類と酸系防腐剤をあらかじめ分

離している.しかし， Table 6. によると DHAとMe勾p

( 5検体)， DHAとEt-P(2検体)および BAとPr-P

( 3検体)が共に配合されている検体の総数は10検体

(10/252= 4 %)であり総検体数に比して多くはない.

したがって，防腐剤のルーチン分析を行う場合は，試験

溶液調製に従って抽出操作のみを行い，それを試験溶液

として HPLC分析を行った結果，ピークの分離が完全で

ないと確認された検体についてのみ，シリカゲルカラム

クロマトグラフィーで分離を行えば効率的であることが

わかった.

5.違反検体

昭和62年度に検査を行った252検体中，違反品は22検

体(9 %)であった.このうち，防腐剤に関係する違反

は8検体 (3%)であり，全違反検体の約36%を占めた.

防腐剤の違反例は，①化粧品製造品目許可書(許可書)

で許可されていないパラベン類が配合されている(1検

体)②許可書で許可されているパラベンが検出されない f

( 3検体)③許可書で許可されている以上に多量にパラ

ベンを検出する(1検体)④許可書通りにパラベンが配

合されているにもかかわらず，そのことが包装または容

器に記載されていない(3検体)という理由によるもの

であった.

②の許可書で許可されているパラベンが検出されない

という理由で違反となった検体のうち 1件は， Me-Pが

共存する強アルカリにより加水分解を受け，パラオキシ

安息香酸に分解してしまったことによるものである.液

性が強アルカリの除毛剤やスクラブ洗顔料の場合，パラ

ベン類の加水分解が起きる可能性があり，品質管理上，

十分注意する必要がある.

結論

日本薬学会108年会で提案された防腐剤の HPLC分析

法に従い， 252検体についてパラオキシ安息香酸エステ

ル類(パラベン類)[メチルエステル (Me-P)，エチル

エステル (Et-P)，プロピルエステル (n-Pr-P)，イソプ

ロピルエステル (i-Pr-P)，ブチルエステル (n-Bu-P)，

イソブチルエステル (i-Bu-P)]，デヒドロ酢酸 (DHA)，

ソルピン酸 (SOA)，安息香酸 (BA)およびサリチル酸

(SA)の一斉分析を行った.化粧品からの回収実験を

行ったところ，パラベン類， SOA， BAおよび SAの回

収率は90-100%であり，その変動係数は0.5-5 %程度

であった. しかし， DHAの回収率はハミガキを除いて

良好ではなかった. 145検体 (58%)からパラベン類が

検出され，配合量の平均値は，パラベン類， DHAおよ

びSOAは0.1%，BAは0.3%，SAは0.2%であった.

防腐剤関係の違反は 8検体(3 %)であった.
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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 IV報)

東京湾海水中の卜リブチルスズ及びジブチルスズ化合物のモニタリング

竹内正博*，水石和子へ山野辺秀夫*，渡辺四男也*

Survey of Pollution with Bis( tributyltin)oxide (TBTO) in Fish and Shellfish (lV) 

Monitoring of Tributyltin and Dibutyltin Compunds in sea Water of Tokyo Bay 

MASAHIRO TAKEUCHI*， KAZUKO MIZUISHI*， HIDEO YAMANOBE* 

and YOHYA WATANABE* 

To monitor the pollution of Tokyo bay with tributyltin compounds (TBT) used as antifouling agents for 

ship bottoms and fishery farm nets， TBT and their degradation compounds， dibutyltin compounds (DBT)， in 

sea water were gas chromatographed as tribt町 ltinchloride (TBTC) and dibt町 ltindichloride (DBTC). 

The sea water samples were collected at the five sampling stations fixed in Tokyo Bay (A; Kanazawa-hakkei， 

B; Ohi， C; Sanmaizu， D ; Gyoutoku， E ; Futtsu) during the period from 1984 to 1987. The concentrations of 

TBTC ranged from ND (less than 5 ppt) to 284 ppt， and those of DBTC from ND (less than 3 ppt) to 114 

ppt. In the case of TBTC， th巴 annualmean values of all stations were 37.8 ppt in 1985，24.4 ppt in 1985， 

25_5 ppt in 1986 and 34.6 ppt in 1987， and the regional mean values were 31.3 ppt at Station A， 27.6 ppt at 

Station B， 8.8 ppt at Station C， 6.3 ppt at Station D and 78.9 ppt at Station E， respectively. ln the case of 

DBTC， the annual mean values of all stations were 40.7 ppt in 1984， 35.3 ppt 1985， 38.9 ppt in 1986 and 

41. 5 ppt in 1987， and the regional mean values were 45.4 ppt at Station A， 37.1 ppt at Station B， 18.1 ppt at 

Station C， 22.6 ppt at Station D and 72.3 ppt at Station E， respectively. The mean values of TBTC and 

DBTC at Stations A， B and E were significantly higher than those at Stations C and D (p < 0.05). The con-

centrations of TBTC (X) and DBTC (Y) in sea water correlated with each other (r=0.7196， p<O.OOl) 

The regression line was Y=0.778X+17.91. 

Keywords monitoring， environmental pollution， tributyltin compound， dibutyltin compound， tributyltin chloride， 

dibutyltin dichloride， Tokyo bay， sea water， gas chromatography， electron capture detector 

緒 日

養殖漁網の防汚剤及び船底塗料として使用されている

トリブチルスズオキシド (TBTO)による魚介類及び環

境汚染が社会的関心を呼んでいる.われわれはこのよう

な事態を予想して迅速分析法を確立して1) 既に1984年

(昭和59年)より調査を行っている.その結果， 1) 

TBTOによる魚介類の汚染は養殖魚にとどまらず，内湾

内海の天然魚から近海魚にまで広がっていること， 2) 

環境庁の汚染調査では不検出とされている海水からも検

出されている海水からも検出されることを明らかにし

た2-4)

一方， TBTO汚染はわが国だけでなくグローパルな問

題としてアメリカ及ぴヨーロッパでも注目されている.

既にフランスでは養殖用カキの稚貝が船底塗料由来の

TBTOで死滅したことから，ヨット及ぴボートへの

TBTO塗料の使用が禁止され，また，最近アメリカ及び

カナダにおいても 25m以下のレジャー用ボートへの

TBTO含有塗料の使用が禁止されるに至った.

現在，わが国において船底塗料への TBTOの使用は

規制されていないが，規制措置の検討のためにも TBTO

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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による環境汚染の実態を早急に把握する必要がある.こ

のような背景において，著者らは前報において魚介類を

中心とした東京湾の汚染調査結果を報告した4) 本報で

は， 1984年(昭和59年)から1987年(昭和62年)にかけ

て東京湾で採取した海水中のトリブチルスズ化合物及ぴ

その代謝産物であるジブチルスズ化合物を， トリブチル

スズクロリド (TBTC) 及びジブチルジクロリド

(DBTC) としてガスクロマトグラフ分析し，それに基

づいて東京湾の TBTO汚染の実態を考察したので報告

する.

実験

1.海水試料

本実験に使用した海水は1984年(昭和59年)から1987

年(昭和62年)にかけて，毎年 5月， 7月及び 9月に各

1回計 3回， Fig.1. に示す東京湾内の 5定点 (A:金

沢八景 B 大井 C 三枚洲， D 行徳， E 富津)

において採取した.試料は海面から0.5-1.0mの深度に

おいて， 1図に 31ずつガラス瓶に採取し，採取後塩酸

を10ml/lの割合で加えて 5'cで保存した.

2.装置

10mCi 63Ni電子捕獲検出器 (ECD)を装着した島津製

GC-9 AM型ガスクロマトグラフ (GC)を使用した.分

離カラムには信和化工製10%Thermon-HG (Chromo-

sorb W， AW-DMCS， 80-100メッシュ)を充填した内径

Ara¥. river 

3.2mm，長さ 2.0mのガラスカラムを使用した.カラム

は充填後，常法に従って170'Cで20時間エージング後，

O.lM塩酸・ジエチルエーテル溶液を10μlずつ20回注入

して，更に同温度において 1時間エージングしてから使

用した.なお， GC条件はカラム温度170'C，注入口温

度220'C，ECD 温度250'C，窒素ガス流量50ml/minとし

た.

3.試薬

TBTC及び DBTC標準溶液:和光純薬特級 TBTC及

び DBTC各100mgをヘキサン・ジエチルエーテル・酢

酸 (75:25:1，v/v/v)溶液100mlに溶解し，適宜同溶液

で希釈して使用した.

塩酸:精密分析用高純度塩酸をヘキサンで 3回洗浄し

てからf更用した.

ヘキサン:和光純薬製残留農薬分析用を使用した.

ジ、エチルエーテル:Cica-Merck残留分析用を使用し

fこ.

その他溶媒類は全て残留農薬分析用を使用した.

4.試験法

試料1000mlを分液ロートに採り，塩酸25ml及ぴメタ

ノール 5mlを加えて混和した後ヘキサン・ジエチル

エーテル (3:1，v/v)各100mlで3回抽出した.抽出

液を合わせ，フロリジール 3gを湿式充填後その上部に

無水硫酸ナトリウム 2gを積層させた内径 1cm，長さ

Fig. 1. Sampling points (・)and fishing ports ( 0) in and near Tokyo Bay 
( A) : Kanazawa-hakkei， (B): Ohi， (C): Sanmaizu， (D): Gyotoku， ( E ) : Futtsu 
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30cmのガラスカラムを通過させた.次いで，アセトン

70mlでカラムを洗浄後，ヘキサン・ジエチルエーテ

ル・酢酸 (75:25:1，v/v/v) 50mlで溶出した.溶出液

をロータリーエパポレータで 1ml以下までに濃縮し，

溶出溶媒で 1mlに調整して試料溶液とした. ECD-GC 

への試験溶液の注入は，塩酸・酢酸エチル溶液同時注入

(A) (B) 

1 

2 

1 2 

Fig. 2. Gas chromatograms of TBTC and DBTC 

( A) : Standards， (B ) : Etracted from sea water 

Peak 1 : TBTC (tR=6.6min)， Peak 2 : DBTC 

(tR=17.2min) 

法で行った.すなわち，先ず試験溶液4μlをマイクロシ

リンジに採り，次いで同シリンジにO.OlM塩酸・酢酸

エチル2μlを追加してから全量を ECD-GCに注入した.

5.添加回収

海水1000mlに TBTCO.2μg，DBTC 0.1μgを添加し，

以下実験で示した試験法に従って TBTC及び DBTCを

定量した. 5回繰り返した場合の本法の平均回収率は

TBTC， DBTCとも約95%，相対標準偏差は 2%以下で

あり，回収率及ぴ分析精度とも良好であった. Fig.2に

海水から抽出した TBTC及び DBTのガスクロマトグラ

ムを示す.なお，本報による定量限界は S/N=2にお

いて， TBTCが0.005ppb，DBTCが0.003ppbであった.

結果友ぴ考察

1.海水中の TBTC友びDBTC濃度

Table 1に1984年から 1987年における測定値を示す.

TBTCはND (不検出)から最高284ppbまで， DBTCは

NDから最高114pptまで検出した.全定点の各年の平均

値は TBTCが37.8ppt(1984年)， 24.4ppt (1985年)，

25.5ppt (1986年)及び41.5ppt (1987年)で， DBTCが

40.7ppt (1984年)， 34. 6ppt (1985年)， 38.9ppt (1986 

年)及ぴ41.5ppt(1987年)であった.また， 1984年か

ら1987年までの各定点の平均値は TBTCが31.3ppt(A 

点)， 27. 6ppt (B点)， 8.8ppt (C点)， 6.3ppt (D点)

及ぴ 78.9ppt (E点)， DBTCが 45.4ppt (A点)，

37.1ppt (B点)， 18.1ppt (C点)， 22.6ppt (D点)及

Table 1. TBTC and DBTC concentration in sea water collected from Tokyo bay. (ppt) 

Sampling '84 '85 '86 '87 

stations May July Sept. May July Sept. May July Sept. May July Sept. Mean 

(A) TBTC 20 53 18 11 7 58 34 29 39 59 38 10 31.3(18.7) 

DBTC 36 59 73 ND 23 ND 93 62 74 52 69 4 45.4(32.1) 

(B) TBTC 9 39 27 7 ND 29 25 20 23 38 38 76 27.6(19.8) 

DBTC 35 56 29 ND 40 56 19 19 41 20 58 72 37.1(20.9) 

(C) TBTC 12 5 9 ND ND ND 23 ND 6 14 22 15 8.8 (8.4) 

DBTC 21 20 21 30 23 5 19 33 6 19 10 10 18.1 (8.8) 

(D) TBTC ND 5 10 ND ND ND 13 30 ND ND 8 9 6.3 (8.9) 

DBTC ND 28 22 32 61 50 23 37 ND ND 14 4 22.6(20.2) 

(E) TBTC 60 16 284 87 22 145 22 44 75 77 38 77 78.9(74.0) 

DBTC 89 41 81 80 15 114 25 63 69 87 83 120 72.3(32.1) 

Mean TBTC 37.8(70.4) 24.4(41.9) 25.5(18.8) 34.6(26.8) 

DBTC 40.7(25.5) 35.3(32.7) 38.9(27.3) 41.5(38.1) 

ND : TBTC ; less than 5 ppt， DBTC; less than 3 ppt 

The values in brackets are standard deviations 
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Table 2. The results of T-test of the mean values of 150.00 

TBTC and DBTC at each sampling station 

D B T C 

A B C D E 

A N.S * * N.S 
f吟C£」、i、
.:::; 75.00 

T B N.S * N.S. ** にトαζコJ ー， 
B 

C * ** N.S. *** T 

C D * ** N.S. *** 
E * ** *** *** 

Significant level: *p<0.05， **p<O.Ol， ***p<O.OOl 0.00 

N. S. : no significance 

び~72.3ppt (E点)であった.

以上の結果について統計処理すると， TBTC及ぴ

DBTCの各年の平均値には有意差は認められないことか

ら，東京湾全体の TBTO汚染は1984年の段階で既に現

在のレベルに達しており，それ以後1987年に至るまで横

ばい状態を保っているといえる.

一方，各定点の TBTC濃度及ぴ DBTC濃度をそれぞ

れ定点間で T検定すると， Table 2に示すように，

TBTCについてはA点と B点問及びC点と D点間には有

意差は認められないよのの， A点と C点， D点及びE点

聞は p<0.05で， B点と C点， D点及びE点間は p<

0.01で，更に C点と E点聞及びD点と E点関は p<

0.001で有意差が認められた.また， DBTCについても

各定点問の T検定の結果は TBTCとほとんど同様の傾

向を示した.これらの T検定の結果から，東京湾の

TBTO汚染は E点(富津)が最も高く， A点(金沢八

景)及ぴB点(大井)がこれに続き， C点(三枚洲)及

ぴD点(行徳)が低いと結論することができる.

2.海水中の TBTC濃度と DBTC濃度の相関性

Fig.3に海水中の TBTC濃度と DBTC濃度の相関図を

示す.相関係数は0.719(日=60，p<O.OOl)で明らか

に相関性が認められた.回帰直線の式は V=0.778X+ 

17，91となった.海水中の TBTC濃度と DBTC濃度に相

関性が認められたことから，海水中の DBTCはTBTO

を初めとするトリブチルスズ化合物の代謝産物または化

学的分解物であり，ポリ塩化ピニルの安定斉IJとして多量

に使用されているジブチルスズ化合物に由来するもので

はないと結論できる.

0.00 75.00 150.00 

TBTC (ppt) 

Fig. 3. Correlation between TBTC and DBTC in sea water. 

r=0，719 (n=60， p<O.OO1)， Y=0，778X+17.91 

まとめ

1984年から1987年にかけて毎年 5月， 7月及び9月に

東京湾において採取した海水中のトリプチルスズ及ぴジ

ブチルスズ化合物を TBTC及びDBTCとして ECD-GC

分析した.東京湾全体では TBTO汚染の経年変化は認

められず， 1984年において既に現在の汚染レベルに達し

ていたことが明らかとなった.一方，採取点間には

TBTC 濃度及び DBTC濃度とも有意差が認められ，三

枚洲及び行徳<金沢八景及ぴ大井<富津の順に高いこと

が明らかとなった.海水中の TBTC濃度と DBTC濃度

は明らかに相関性があり， DBTCの代謝産物あるいは化

学的分解物であることが結論できた.

謝辞 本調査を実施するに当たりご協力頂いた衛生局
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Hygienic Chemical Survey on Rubber Products 

Content of N -Nitrosamines in Nipples and Pacifiers 

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

YOHYA WATANABE* 

The amounts of N孔N.rふね司.n凶1

biliz巴rsin rubber nipples and pacif釘ierswere determined by the migration t伐es坑tmethod using buffer solution 1 

(simulated sa叫a討livasolution containi昭 nitr巾). The survey of comr町 rc凶 samplespurchased in Tokyo dur・

i 昭 1982-1987 revealed the migration of N.n凶凶itrosod出im町lethyla加a引mm町e(NDMA)，N孔N.rι~.n則nít廿rosodiethylamir町(NDEA)， N. 

n凶凶it廿rosodibl町 lam凶li泊n町e(NDBA) and N.r引n凶1

0.6ppb-340ppb. In 1982， NAs and nitrosatable compounds were detected at the highest levels migrating 

NA， 340ppb NDEA ; nitrosatable compound as nitrosamine， 37ppm NDEA. NAs and nitrosatable compounds 

have since been decreasing with a few exceptions. In 1987， NDMA and NDEA were detected at low levels， less 

than 10ppb， in some natural rubber products. Low level NDMA was also deteced in stylene butadiene rubber 

products目

Keywords : volatile N-nitrosamines， rubber nipple， pacifier，thermal energy analyzer， gaschromatography 

Introduction Japan， the Ministry of Welfare authorized the regulation 

It has been found that the occurence of nitrosamines， on rubber nipple products except for intems of nitrosa. 

a class of potent chemical carcinogens， in rubber pro. mines in 19877). Consequently rubber manufactures 

ducts is directly correlated with the use of corresponding have been requested self回imposedcontrol on reducing the 

vulcanization acceralators and / or latex stabilizers amounts of nitrosamines in rubber products. For the 

added during the product in process!). Some studies sake of surveying the qulity of rubber nipples， we ana 

have reported finding volatile nitrosamines in rubber lyzed about commercially available baby nipples and 

nipples and pacifiersZ-4). These toxic compounds could pacifiers in Tokyo during 1982 to 1987 for volatile nitro. 

be ingested when an infant sucks on a rubber nipple samines and nitrosatable compounds. The results of the 

while feeding. Then the potential exposure of infants to test were reported here. 

these toxic compounds prompted the the USA and Euro. Experimental 

pean countries to regulate for nitrosamines. The US Materials. i) N.nitrosodimethylamine (NDMA)， 

Food and Drug Administration s鈴制eta 10ppb act 問 1 level N可仏¥j.n引n凶1

for individual nitrosamines in baby bolttle nipples and ne (NDBA) were purchasaed from Tokyo kasei Co.， 

pacifiers in 19855)， and the West German health author. Ltd (Tokyo)， N.nitrosodipropylamine (NDPA) and N. 

ities introduced regulations in 1982 0日 thebasis of the nitrosopiperidine (NPIP) from Kanto Kagaku Co.， 

standard mψatio日 test for rubber products6). This Ltd (Tokyo). All other chemicals were of an alytical 

standard test allows the quant山 tiveestimation of vola. grade. Rubber products (babby bottle nipples， pacifiers 

tile nitrosamines as well as nitrosatable compounds and teeth.hardening rings) were purchased in depart. 

(Maximum: 10ppb volatile nitrosamines and 200ppb ni. ment or supermarket stores in Tokyo during 1982-1987. 

trosatable compounds estimated as nitrosamines). In ii) Standard solutions (100μg/ ml) of NAs were pre. 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 169 Japan 
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concentration of each NA. Linear curves were observed 

in the range of the concentration prepared for all N As 

(0.5-2.0μg / ml). The detection limits of NAs in 

samples (S/N = 2) were 0.5ppb for NDMA， 1ppb for 

NDEA， 4ppb for NDBA， 3ppb for NPIP and 3ppb for 

NDP A， respectively 

Results and Discussin 

Rubber products purchased in Tokyo during 

1982-1987 were both domestic and imported from the 

USA and West German. Their materials were mainly 

natural rubber， isoprene rubber and silicone rubber， and 

a few styrene butadiene rubber. The results of the mi-

grating N As and nitrosatable compounds analyses are 

shown in Table 1. Four migrating NAs were found 

NDMA， NDEA， NDBA AND NPIP. The amounts of NAs 

for each year are plotted as shown in Fig. 1. 

Nitrosatable compounds were estimated as NAs were 

also found as NDMA， NDEA， NDBA， NPIP and NPP A. 

In table II， the rang巴 ofthe amounts of nitrosatable com-

pounds migrating from the samples， in which migrating 

NAs were not detected， is shown. In 1982 when the 

problem of NAs contamination of rubber products occur-

red in Europe， the heighest level of NDEA， 340ppb， was 

detected in a natural rubber product， and higher level of 

NPIP， 210ppb， was detected in an isoprene rubber 

product. The amounts of nitrosatable compounds mi 

10 
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Fig. 1. Plot of amounts of N-nitrosamines in rubber 

products purchased in Tokyo during 1982-1987 

， 85 

" NPi 

， 84 ， 83 

oNDEA 

， 82 

• NDMA 

。

pared by disolving 20mg of NDMA， NDBA， NPIP or 

NDPA i均nethanol and adjusting to 20∞Oml. iii) Buffer 

sω叫olt山 O叩n(simulated saliva s鈎叫0叶lt山 O叩nω)was prepared by 

disolving 4. 2g sodium bicarbonate， O. 2g potassium car-

bonat巴， O. 5g sodium chloride and 200mg sodium nitrite 

in distilled water and adjusting to 11. 

Instruments. The analysis of N-nitrosamines was 

performed by gas chromatography equipped with a ther 

mal energy analyzer (GC-TEA). A Shimazu gas chro 

matograph Model GC-6A (Shimazu， Kyoto) was con-

田 ctedwith a TEA Model 502 detector (Themo Electron 

Corp.， U. S. A). 

Chromatographic conditions used were as follows 

column， a 3m x 3. 2mm 1. D. glass column packed with 

20 % Versamide 900， 60-80mesh Chromosorb W A W ; col 

umn temp.， 200
0

C ; injection port temp.， 230
0

C ; argon gas 

flow rate， 50ml/ min. 

Procedure. Rubber nipple samples were cut into 

p悶 es (first， cut in ha!f， th巴nthe upper halves into 4 

pieces and lower ones into 16 pieces). Five to ten 

grams of the pieces was soaked in 100ml of buffer solu-

tion containing 200ppm sodium nitrite for 24 hours at 

40
0

C. The solution was devided in two portions， one 

part was extr且ctedtwice with 100ml of dichloromethane 

after adding of 10ml of 0 .1N sodium hydroxyde solution. 

To the other was added 10ml of O.lN hydrochloric acid 

solution. The mixture was p巴rmittedto stand for 30min 

and then extracted twice with 100ml of dichloromethane 

after addition of 20ml of O.lN. sodium hydroxyde 

solution. Each dichloromethane phase was dried by pass-

ing through a glass filter(2G) packed with 10g of anhyd. 

sodium su!fate. After the addition of 2ml of ethanol and 

2-3 pieces of carborundum， the solution was concen-

trated to 3-5ml at 50-60
o
C in a water bath under atmos 

pheric pressure using a Kuderna-Danish (KD) evapor-

ator first， then to less than lml using a Snyd巴rcolumn 

(20cm X 2cm O. D.， three bulbs) at 50-55
0

C in a water 

bath under atmospheric pressure 

Determination. The mixture solutions of NAs for 

calibration curves were prepared by mixing (0.5， 1. 0， 

1. 5 or 2. Oml) standard solutions of NDMA， NDEA， 

NDBA， NPIP and NDP A. A 5-8μ1 portion of each mix 

ture was injected into GC-TEA. Caliblation curves 

were prepared by plotting the peak height against the 

98 
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Table 1. Content1
) of migrating N-nitrosamines and nitrosatable compounds 

in commercial rubber products2
) purchased in Tokyo during 1982-1987 

material3) NDPA4) 

1982 IP 
IP 

1983 IP 
IP 
IP 
IP 
NR 
NR 
NR 
NR 
NR 
NR 
NR 

1984 IP 
IP 
NR 
NR 
NR 
NR 
NR 

1985 NR 
NR 
NR 

NDMA4) 

10(19ppm) 

NDEA4) 

30(37ppm) 
(570) 
(2.9ppm) 

NDBA4
) NPlp4

) 

(5.4ppm) 
10( 10ppm) 
10(7.9ppm) 

210( 19ppm) 
IP ( 30) 

、，

D
A
D抗

日

N

N

( 24ppm) 
(9.9ppm) (2.5ppm) 

(870) 
( 70) 90( 18ppm) 
(230) 340(7. Oppm) 

sample total number=21 : IR=l1， NR=4， Si4)=4， unkown=2 
7.6( 33) 
11 ( 33) 
14( 35) 

6.9( 20) 
4.0( 49) 
5.2( 25) 
8.6( 14) 
13( 18) 
15( 18) 

8.3( 17) 

(107) 
(173) 
( 15) 

15(170) 
(7.5) 

13( 39) 
(320) 

24(400) (510) (160) 

sample total number.=27 : IR=10， Si=5， SBR=2 
2.5 1.7 
1.3 
0.6 8.6 
14 
1.6 

2.7 

3.3 

28 
sample total number=19 : IR=5， NR=7， Si=4， SBR=3 

0.6( 18) ( 18) 
( 10) 11( 28) 

1.3( 600) 
sample total number=20 : IP=7， NR=10， Si=2， SBR=l 

1986 NR 2.2 6.6 
NR 4.1 4.2 
NR 0.9 6.5 
NR 1.3 
SBR 130(290) 

1987 NR 
NR 
NR 
NR 
NR 
NR 

sample total number=19 : IP=2， NR=15， Si=l， SBR=l 
1.2(0.9) 0.9( 15) 
0.6(5.7) 5.7( 14) 
2.6(8.6) 8.6( 11) 
1.5( 12) 

1.8 

NR 
SBR 2.8.(2.8) 

SBR 3.4 

5.5( 22) 
4.0(5.0) 

sample total number=17 : IP=2， NR=10， SBR=3 

1 ) The values without unit are expressed as ppb in rubber samples， and tl)ose of N -nitrosamines formed under 
acidic condition are shown in brackets. 

2) baby bottle r叩 ples，pacifiers and teeth hardi昭 rings
3) IP=isoprene rubber， NR=natural rubber， S内 ilic∞or町 rubb巴r，SBR=styre日e，bt山 d悶

4) NDMA=N-ni凶1抗trosodωim附 ethylam凶in町Eι.NDEA=N-ni叫itrosodiethylam凶lI泊日町e，N、可IDBA=N-n凶itrosodibuty削y刊lamine.N可叩PIP=N-n山i比t-
rosopiperidine NDP A = N -nitrosdodipropylamine 
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Table 2. Range of content of N-nitrosatable compounds1) in rubber products2) 

Year 1982 1983 1985 1987 

NDMA: 20ppb -1. 3ppm 5ppb-147ppb 2.5ppb-44ppb 2 .lppb-6. 7ppb 

NDEA: 70ppb -25ppm 20ppb-1.3ppm 2.5ppb-19ppb 6.6ppb-8.8ppb 

NDBA: 1.2ppm-12ppm 300ppb 

NPIP: 200ppb -15ppm 60ppb-230ppb 

NDPA: 380ppb叩 4.0ppm 54ppb-400ppb 

1 ) co肝 ertibleinto N-nitrosamines under acidic condition 

2) Migrating N -titrosamine 

grating from the samples of that year also found at high 

level ; the highest levels of NDMA， NDEA， NPIP， NDBA 

and NDP A were 19ppm， 37ppm， 19ppm， 24ppm and 

5.4ppm， respectively. In 1983， there were some samples 

from which NAs had migrated in the range of 11-24ppb， 

slightly over the regulation level (10ppb) of West Ger. 

man， and as nitrosatabl巴 compoundNDEA had migrated 

at the highest level of 1. 3ppm， extremely over the West 

Germany regulation level (200ppb). After 1985， almost 

samples have fitted to the West Germany regulation 

level， except for the one sample in which 130ppb NPIP 

was detected in 1986， and also the reducing trend has 

been seen in the content of nitrosatable compounds in 

rubber products. In 1987， the low levels of NDMA and 

NDEA， less than 10 ppb， were found in only natural rub. 

ber products， and also from butadiene rubber products 

NDMA has becom巴 migratingat low level. The tendency 

of low level migration of NAs from rubber products ne. 

ccesitaes further checking the quality of rubber products 

for the safety of babies health. 
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ゴム製品輸乳用具に関する衛生科学的調査

乳首，おしゃぶり中のニトロソアミン含有量

水石和 子 ， 竹 内 正 博 ， 山野辺秀夫，渡辺四男也

要約

乳首及ぴおしゃぶり中の加硫促進剤由来の N-ニトロ

ソアミン (NAs)及ぴニトロン化可能物質五緩衝液

(人工唾液)による移行試験を用いて測定した.

1982-1887年における都内市販の試料について調査した

結果， N-ニトロソジメチルアミン (NDMA)，N-ニト

ロソジエチルアミン (NDEA)，N-ニトロソジブチルア

ミン (NDBA)及ぴNーニトロソピペリジンの溶出がみ

られた.それらの濃度は0.6-340ppbであった. 1982年

では， NAs及ぴニトロン化可能物質とも最も高濃度に

検出された.溶出 NAsでは NDEAが340ppb，ニトロン

化可能物質では NDEAが37.1ppm，その後，若干の例

外を除いて NAs及びニトロン化可能物質の量は減少し

てきている. 1987年では， 10ppb以外の低レベルの

NDMA， NDEAが天然ゴム製品から，スチレンブタジエ

ンゴム製品からも低レベルの NDMAが検出された.
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東京湾産スズキの水銀およびセレン含有量について

山野辺秀夫*，竹内正博へ水石和子*，

渡辺四男也*

Content of Mercury and Selenium in Sea-bass from Tokyo Bay 

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

and YOHYA WATANABE* 

The correlation between total mercury and total selenium content in sea-bass was investigated by using 

102 samples captured from Tokyo Bay. Total mercury was determined by aeration and gold amalgamation 

atomic absorption method， and selenium by hydrogen selenide evolution-electrothermal atomic absorption 

method. The total mercury content ranged from 0.04 ppm to 0.36 ppm and the average and its standard de-

viation were 0.17 ppm and 0.07 ppm， respectively. The total selenium content ranged from 0.14 ppm to 

1.23 ppm and the average and its standard deviation were 0.42 ppm and 0.18 ppm， respectively. Both ele-

ments were distributed on logarithmic normal curves. The correlation between total mercury and total sele-

nium in the sea-bass samples was not found目

Keywords : total mercury， selenium， determination， correlation， sea-bass 

緒ー

セレンは，水銀の毒性を軽減する作用があることは既

に動物実験を通して知られている 1-3) また，水銀を高

濃度に含む魚介類の多食者に水銀中毒が発症しないのは，

セレンの措抗作用による毒性軽減作用と推定されてい

る4) セレンの蓄積は，水銀濃度の上昇に伴って生じた

ものと考えられ，高濃度水銀蓄積性魚介類中の水銀とセ

レンの相関性を確認した報告例5)がある.そこで著者ら

は魚介類全体を母集団として，セレンと水銀の相関性を

確認する調査を行ったところ，相関係数 r=0.4010 (P 

<0.001)で相関を認める結果を得て既に報告6)した.

今回は水銀含有量が高いために東京都が独自に出荷規

制している体長60cm以上のスズキを試料として，その

筋肉中に含まれるセレンと水銀を測定し，分布，相関に

ついて検討したので報告する.

実験

1.試料

今回は，水銀含有量が高いために東京都が独自に出荷

規制している体長60cm以上のスズキを試料とした.これ

らは，昭和59年 7月から昭和63年 1月の間に東京湾で捕

獲した102検体である.試料は，頭，皮，内臓および骨

を除いた筋肉部をホモジナイザーで均一にした後，

-20'Cで保存した.

2.試験法

1 )水銀:前報6)の如く試料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

還元気化ー金アマルガム法で総水銀を測定した.

2 )セレン:これも前報6)に従って試料1.0gを採り，

硝酸，過塩素酸で、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セレンを測定した.

3 )試薬:標準液は和光純薬株式会社製の 1000ppm

の標準溶液を適宜希釈して使用した.その他使用した試

薬は，すべて和光純薬株式会社製の有害金属測定用もし

くは同等品を使用した.

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

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*Th巴 TokyoMetropolitan Reseach Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 ]apan 



次いで体長とセレン含有量の相関性について検討した.

散布図を Fig.4に示す.体長とセレン含有量の相関係数

は， r ==一0.15171r (100，0.01)=0.25401で今回の試料

については相関性は認められなかった.

考察

体長と総水銀含有量の相関性は，カツオ，キハダ等に

ついて板野ら8)が，マグロについて Kaiら5)が加齢すな

わち体長の増加とともに水銀の蓄積量が増加する傾向が

認められると報告している.また，板野ら8)はセレンに

ついて魚種によって相関性が認められないもの，正の相

関性が認められるもの，また負の相関性が認められるも

の等があると報告している. しかし，スズキについては

体長とセレン含有量との相関性について明確ではない.

本調査においてもスズキ中のセレン含有量と体長の相関

性を明らかにすることはできなかったが，これは大型の

成魚、に偏ったサンプリングに問題があったと考えられ，

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 39，1988 

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及ぴ水素化物加

熱原子化装置 HYD-2を連結したものを使用した.

結果

102 

1.総水銀含有量

今回の調査結果を Fig.1にヒストグラムで示す.最高

は0.36pprn，最低は0.04pprn，平均は0.17pprnであり前

報7)とほぽ同様の結果であった.

次に体長と総水銀含有量の相関性を検討した.散布図

をFig.2に示す.体長と総水銀含有量の相関係数は r-

0.32061 r (100，0.01)=0.25401で前報7)同様相関性が認

められた.

2.セレン含有量

セレンの調査結果を Fig.3にヒストグラムで示す.最

高値は1.23pprn，最低値o. 14pprn，平均0.42pprnであっ

た.

n: 102 
Range:0.14・1.23ppm 
Mean士SD:0.42:t0.18ppm
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た体長60cm以上の成魚スズキについてのものであり，

スズキの若齢魚であるセイゴ，フッコ等を含めた相関性

の検討が今後の課題といえる.

謝辞 本研究を行うにあたり，御協力いただいた東京
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今後更に検討する必要がある. しかし，少なくとも体長

60cm以上の成魚のスズキについてはセレン含有量と体

長との相関性は認められないと結論でき，また水銀につ

いては体長と総水銀含有量の相関を認める結論を得た.

さらに，スズキ中の総水銀含有量とセレン含有量の相

関について検討を行った.その結果は Fig.5. の散布図

に示すとおりで，相関係数も r=0.1149と低く相関性は

認められなかった.ただしこの結論は今回調査対象とし

。
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東京都における PCB汚染の実態について(第16報)

食品および器具，容器類中の PCB含有量

植田忠彦*，竹内正博*，水石和子*

山野辺秀夫*，渡辺四男也*

Survey of Pollution with Polychlorinated Biphenyls in Tokyo (XVI) 

Concentrations of Polychlorinated Biphenyl in Foods， Tablewares and Kitchinwares 

T ADAHIKO UET A *， MASAHIRO T AKEUCHI *， KAZUKO MIZUISHI * ， 

HIDEO YAMANOBE* and YOHYA WATANABE* 

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41年(1966年)，ヨーロッパ，アメリカ等の広範

な地域における， Polychrorinated biphenyl (PCB)によ

る魚鳥類をはじめとする環境汚染が指摘された1)が，国

内においても，昭和43年，カネミ油症事件が発生したこ

となどから急速に環境汚染問題についても注目される様

になった.厚生省は昭和47年，米国に続き，日本におけ

るPCBの製造，輸入ならびに使用を禁止した2)

以来，著者らはこの食品中の PCB残留規制に基づい

て，東京都内に流通する魚介類をはじめとする種々の食

品ならびに調理用器具類の PCB汚染調査を行ってい

る3) これまでの調査結果によれば，規制前に比べて汚

染は明かに減少してきている. しかし， PCBの環境の

中での分解は非常に遅く，いまだ，食物連鎖等を通して

汚染が続いている.

本報においては昭和61年度中に行った，日本近海産魚

介類をはじめ，近年，ますます増加する外国産魚介なら

ぴに各種食品，調理用器具類中の PCB含有量の調査結

果について報告する.

調査方法

調査試料昭和61年4月一昭和62年3月の問に東京都

中央卸売市場で買い上げた市場入荷魚介類48種172検体，

水産加工品40検体，食肉 6種30検体，食用油脂 2種18検

体，卵20検体，ベビーフード20検体，育児用粉乳10検体，

牛乳20検体，バター10検体，チーズ21検体，調理用器具

類10検体およぴ東京湾汚染モニタリングのために東京都

捕獲スズキ10検体の合計381検体である.

定量法厚生省環境衛生局 PCB分析班による統一分

析法的に基づいて行った.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

Table 1に市場入荷魚介類の可食部の PCB含有量を示

す.魚介類の名称は一般流通商品名にほぼ従い.英名お

よぴ学名は日本魚名大辞典5)，原色日本淡水魚類図鑑6)，

新日本動物図鑑7)，新顔の魚8)等を参考とした.

近海魚、 日本近海で捕獲された魚介類27種118検体

中最も高い値を示した魚種はタチウオの0.51ppm(n= 

3，孟=0.37)，次いでカマスの0.28ppm(n= 5，主=

0.14)，イワシの0.24ppm(n = 10，主=0.06)の順で

あった.例年高い値を示すコノシロ3)については本年度

1検体のみであり， 0.08ppmであった.養殖魚、として

知られるハマチは0.08ppm(n= 6，主=0.05) と経年的

な変化ならびに出荷地による差異も少ない. しかし前

年度高い値を示したアナゴ (0.41ppm)3)は0.08ppm(n 

= 4， x=0.05)であり，この違いは産地により生じた

ものと考えられる.一方，例年低い値を示すものにはイ

カ，イサキ， トビウオ等がある.

これらの圏内産海水魚介118検体中O.01ppm以上の

PCB検出魚介は100検体 (84.7%) と前年度よりやや増

加したが，平均値は0.05ppmであり.過去数年間，同

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 169 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， 169 Japan 
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Table 1. Concentrations of PCB in Fishes 

(marine fish) 
Aji (horse-mackerel， Trach叫rustrac h rus ) 
Amadai (Horse-head， Branchiostegus japonicus) 
Anago (conger ell， Astr，仰帥'ok伽mψ7刊仰11仰，

B蜘or悶a(gray mullet， Mugil cePhal叫s)
Gindara (black cod， Anotlop棚品 fimbria)
Harr印刷 (yellow tail， Seriola q叫inqueradωta)
Isaki (grunt， Para，州stiP側 atrilineat:叫刑)
Iwashi (sardine. Sardinos 仰似仰sticta)
Kaki (oyster. Cγωsotrea gigas) 
Kamasu (barracuda. Sphyraena japoniωs) 
Katsuo (bonito. Katsuwonus pela机 is)
Kichiji (Sebastolobus刑 acrochir)
Kinme-d白a1川(alfお0叩n恥cino仏.Be1η3アIXSψ:plμe担dμel冗別包ωs)
Kiぬsu(s討sillago.S幻初illagosiha仰ηm仰tωa
Ko叩noωoωshiro(gizzard sぬha叫d.Cl坤仰odω仰向ctat叫s)
Kuromaguro (black tuna. Thunnus thyn側 s)
Makogarei (marbledωle. Limanda y伽 ha制 e)
Mebaru (gopher. Sebastes inerumis) 
Nis油h山i
Ni比tari-ku吋Jjira(Balωae併仰?旬削Zω0戸tera ede叫i)
Saba (mackerel. PneumotoPhrous japonicus) 
Sanma (mackerel pike. Cololsbis saira) 
Sawara (Sc棚 berl側 orusniphonius) 
Surume-ika (saguttated calamary. Todarades pacific叫s)
Tachiuo (hairtail. Trichiurus lepturus) 
Tobiuo (flying fish. Pr，仰'og向化ωhtυh明;

Yariika (Doyteut!山 bleekeri)

total 

Suzuki (perch. Lataolabrax japonicus) * 
(marine fish trawled) 
Aohirasu 
Angorarenko・dai(Dentex angolensis) 
Argentine-madai (Pagrus pagrus) 
Gin-sawara 
Gin-dara (black cod. Anotlopodaβ隅 bria)
Houbou (gurnard. Chelidonichthys) 
Karas昭 arei(black halibut. Reinhardtωs) 
Kinme-dai (alfoncino. Beryx splendens) 
Komonwareha 
Kuromutsu (Sc肘nbγotsgilberti) 
Managatsuo (harvest fish. Pam，仰 sargentenus) 
Mongo-ika (Sepia esculenta) 
Nishin (herring.αupeaμllasi) 
Silver (Seriolella maculata) 
Tachiuo (hairtail. Trichiurus lepturus) 

total 

(Limnetic fish) 
Ayu (ayu sweetfish. Plecoglossus altivelis) 
Iwana (]apanese char. Salvelinus plu仰 lS)
Koi (carp. Cypばn叫scarpio) 
Nijimasu (rainbow trout. Sal慨 ogairdnerii irideus) 
Unagi (eel. Anguilla japonica) 
Yamame (masu trout. Oncorhynchus伽 as仰)

total 

average(ppm) 
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range(ppm) 

0.01-0.02 

0.02-0.08 

0.03-0.08 
0.00-0.01 
0.02-0.24 
0.02-0.04 
0.05-0.28 
0.00-0.02 
0.01-0.06 
0.01-0.05 

0.04-0.06 

0.02-0.09 

0.01-0.06 

0.02-0.16 
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N samples 

0.00 
0.00 
0.0。
0.01 
0.14 
0.00 
0.06 
0.01 
0.00 
0.02 
0.01 
0.0。
0.09 
0.00 
0.0。
0.02 

0.01 
0.00 
0.01 
0.00 
0.02 
0.00 

0.01 

0.00-0.51 

0.11-1.12 

0.03-0.44 

0.00-0.02 
0.00-0.01 
0.07-0.12 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

0.00-0.44 

0.02-0.11 

0.00-0.01 
0.00-0.01 
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* collected from Tokyo-bay 
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この検出率は前年の2.7倍におよぶ大巾な増加であり，

平均値も 2倍高い値となっている.この理由は調査魚種

が約1/2に減少したことおよぴニシン，ギンダラ等の汚

染魚、が多かったためと考えられる.

淡水魚 囲内産養殖魚の 6種12検体について調査した.

最高値はウナギの0.02ppm(n=3. 主=0.02)であり，

O.Olppm以上の検出率は58.3%，平均値はO.Olppmで

あった.これは前年度とほぼ同じ傾向である.

東京湾の汚染調査湾内で捕獲したスズキ(体長77.3土

7.2cm，体重3.9::!::0.8kg，n=10)について調査した.

最高値は1.20ppm(n= 10，主土S.D.=0.40士0.31)で

あった.例年とほぼ同じく横這傾向である.

Table. 2に水産加工品，肉類等の PCB含有量を示す.

水産加工品最も高い値はアンコウの肝臓水煮(缶

詰)の0.28ppm，次いで鮒寿しの0.17ppm，数の子ニシ

ン，ヒシコイワシの油漬(アンチョピー)の0.10ppm

の順であった.各種カマボコ (n=6，主=0.00)，塩辛

類 (n=3，主=0.01)，ウニのピン詰類，ランプフイ

シュの卵，魚のスリ身，干物等は共に低い値であった.

水産加工品の平均値は0.03ppmであった.

肉類 牛，豚，鶏の肉および肝臓各々 5検体について

調査を行った.豚肉 3検体，午肉 1検体，鶏肉 1検体，

豚および牛肝臓各々 2検体より O.Olppmを検出した.

食用油脂 ラードからは検出しなかったが，ガチョウ

油脂(缶詰)より 0.03ppmを検出した.

卵 20検体中 4検体より O.Olppmを検出した.

106 

じf頃向である.

外国産魚 近年，台湾，中国，フィリピン，タイ，韓

国等よりエピ類，イカ，タコ，ウナギ等のいわゆる高級

魚類の市場外輸入が増えており 8)，これらについては品

目の一部ではあるがすでに PCB汚染調査結果を報告し

てきため.

その他に，ニュージーランド，インド，アフリカ，ア

ルゼンチン，カナダ，グリーンランド，ノルウェ一等の

海域において，主としてトロール漁法により捕獲され，

市場に入荷するものがある.これらも一般市場あるいは

外食産業等を通じて広く消費されている.

今回調査した外国産魚介は15種42検体であった.最高

値はギンダラであり，南アメリカ産の0.44ppm，次いで

アラスカ産のO.15ppm (n = 5 ，主=0.14)であった.ノ

ルウェー産のニシンは0.12ppm(n= 4，主=0.09) と例

年高く，ベーリング海のカラス方、レイも O.llppmで

あった.

一方，低濃度魚の捕獲地を見ると，インド(マナガツ

オ)，モロッコ(モンゴイカ)，南アフリカ(タチウオ)，

ニュージーランド(クロムツ，コモンワレハ=メダイ，

ホウボウ，アンゴラレンコダイ，キンメダイ，タチウオ，

ギンサワラ)，アルゼンチン(アルゼンチンマダイ)が

挙げられるが，この事は，これらの海域の PCB汚染が

低いことを示している.これらの魚介類中O.Olppm以

上のものは20検体 (47.6%)，平均値は0.02ppmであっ

た.

Table 2. Concentrations of PCB in Marine Products， Meats and Others 

average (ppm) ra昭 e(ppm)N samples 

0.03 

0.01 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00 

0.00-0.48 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

0.00-0.01 

40 

F
h
d
F
D

戸

b
F
D
F
D
F
D

Processed marine product 

Meat 

0.00 

0.03 

17 

1 

pork 

pig liver 

beef 

cow liver 

chicken 

chicken liver 

Edible fat 

lard 

goose 

0.00 

0.00 

0.01 

0.00-0.01 n
u
n
U

ハU

2

2

1

 

Egg 

hen 

Infant food 

Tableware and kitchenware 0.00-0.02 

N : number of samples 



東京衛研年報 39，1988 107 

Table 3. Concentrations of PCB in Milk and Milk Products 

samples 

Butter 

Cheese 

Formulated milk 

Milk 

total 

N : number of samples 

ベビーフード 肉，肝臓，魚，卵などと野菜，米類を

煮てピン詰したもの，あるいは，これらを粉砕し，凍結

乾燥したのちパッキングしたものなど様々である.今回

調査した20検体から検出しなかった.

調理用品 10検体中，煮だし袋，紙血より各々

0.02ppmその他 2検体より各々O.Olppmを検出した.

しかし，ストロー，ファッション箱等のプラスチック製

品からは検:出しなかった.

Table 3に乳および乳製品の調査結果を示す.

牛乳20検体および育児用粉乳10検体のいずれからも

PCBを検出しなかった.バターの最高値は0.04ppmで

あり.次いで、0.02ppmのものが各 1検体， O.Olppm以

上の検出率は50%であった.一方，チーズの中でナチュ

ラルチーズには例年比較的高い値のものが認められる

(0.13ppm9)， 0.09ppm10>， 0.05ppm3)). 今回行った調

査においても，ナチュラルチーズ21検体中，輸入ナチュ

ラルチーズよりo.15ppm， 0.12ppmのものが各 1検体認

められ，調査検体の全てより O.Olppm以上の PCBを検

出した.

まとめ

昭和61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，調理器具類について PCBの汚染調査を行っ

N range(ppm) average(ppm) 

10 0.00-0.03 0.01 

21 0.01-0.15 0.03 

10 0.00 

20 0.00 

61 0.00-0.15 0.01 

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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養殖魚中に残留する TC系抗生物質検査法の開発

神 保 勝 彦 * ， 百 瀬 礼子*，丸山 務へ
松 本 昌雄*

An Improvement on the Detection Method for 

Residual Tetracyclines in Cultured Fish 

KATSUHIKO JINBO *， REII<:O MOMOSE *， TSUTOMU MARUY AMA * 

and MASAO MA TSUMOTO * 

Keywords:残留 TC系抗生物質 residualtetracyclines，養殖魚 culturedfish， SEP-PAK C18カートリッジ SEP【

P AK C18 cartridge， Bacillus cereus 

近年，わが国の魚の養殖は著しく発展を逐げ，大規模

化し，過密飼育の形態をとるようになった.その発展し

た要因の一つに抗菌性物質の開発応用がある.その中で

テトラサイクリン系 (TC系)抗生物質は過密飼育に

伴って発生する疾病の治療，予防に多量に使用されてい

ることから，養殖魚への残留が懸念されている.

残留 TC系抗生物質検査法としては，厚生省が通知し

た「畜水産食品中の残留物質検査法J(以下，厚生省法

と略す)がある.このうち，第 l集1)は残留抗生物質の

個別検査法であり，各種抗生物質別に検査法が異なるた

めに，食品中に残留する不明の抗生物質を検査するには

極めて困難であり実用性に乏しいことが指摘されている.

一方，第 1集の 52)の簡易検査法は簡易スクーリニング

テストとして現場で応用されているが，検出感度が低い

ことから低濃度のものを検出できない欠点があり，特に

TC系抗生物質に対する検出感度が悪い難点がある.ま

た，第 l集の 33
)の分別同定法は低濃度に残留する TC

系抗生物質も分別同定することができるが，試験操作が

極めて繁雑なため，日常検査法として実用性に乏しい.

そこで，著者らは厚生省法の分別同定法と同程度の検

出感度を有する簡易迅速検査法について検討した.その

結果，分別同定法に改良を加えた検査法を考案した.併

せて，本法を用いて市販養殖魚の TC系抗生物質残留実

態調査を行ったので報告する.

実験材料および方法

1.供試菌株

実験に供した指標菌の菌株は，Bacillus cereus var. 

隅ycoidesA TCC 11778， Bacillus subtilis A TCC 6633， 

Micrococcus luteωATCC 9341 (以下，B. cereus， B. sub-

tilis， M. luteusと略す)の 3株である.

2.使用培地

TC系抗生物質検出用培地として Antibioticmedium 2 

(Difco)を用いたり.

3.抗生物質標準品

実験に供した抗生物質は，水産用医薬品として使用基

準が定められている塩酸オキシテトラサイクリン

(OTC)および塩酸クロルテトラサイクリン (CTC)の

2種類で，いずれも製薬会社から分与された標準品であ

る.

4. O.OlM EDTA・2Naマキルベン緩衝液

O.lMクエン酸溶液12.29mlにO.2Mリン酸ニナトリウ

ム7.71mlを加え，これにO.lMエチレン四酢酸二ナトリ

ウム (EDTA-2Na)を2ml加え調製した.

5. pH4.5リン酸緩衝液

厚生省法の個別検査法に従って調製した.

6. ミニカラム C18カートリッジ

ウオターズ社製の SEP-PAKC18カートリッジ

(SEP-PAK) をメタノール 5ml，蒸留水 5ml，飽和

EDTA-2Na 溶液 5mlの順に湿潤洗浄処理して用いた5)

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科 169 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. 169 Japan 



せた. SEP-PAKは蒸留水10mlを通筒し洗浄した後，メ

タノール 5mlで TC系抗生物質を溶出した.溶出i夜は

40.C以下で減圧乾回し，その残濯を pH4.5リン酸緩衝液

1 mlに溶解し，これを試験液とした.

10.試験法

試験液中にパルプディスクを浸潰し，これを厚生省法

の簡易検査法に記載されている方法に準じて作製した平

板培地に置いた. 30.C， 18時間培養し，出現した阻止円

の直径が12mm以上のものを陽性とした.

実験結果および考察

1. OTCおよび CTCに対する試験菌の感受性

厚生省法の個別検査法および分別同定法の検査法では

B. cereusが試験菌として使用されているが，簡易検査法

では B.cereusは試験菌でなく ，B. subtilisとM.luteusが

試験菌として使用されている.そこで， OTCおよび

CTCに対するこれら 3試験菌の感受性を調べ，その検

量線を図 2に示した. OTCに対して最も高い感受性を

示したのは B.cereusで0.25μg/ml，以下，B. subtilis 

が0.5μg/ml， M. luteusが2.5μg/mlであった. 3試

験菌の検量線勾配はほぼ同じであった.

CTCに対しでも 3試験菌の感受性は同様の傾向が見

られ，最も高い感受性を示したのは B.cereusで0.05μE

/ml，以下，B. subtilisが0.1μg/ml， M. lute叫Sが0.5

μg/mlであった.

このことから， OTCおよびfCTCの試験菌としては B.

cereusが適当であることが判明した.
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7.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:東洋ろ紙側製の直径10mm，厚

さ1.5mm(吸水量0.08ml土O.Olml)のパルプディスク

を121.C，15分間高圧滅菌し，十分乾燥させてから用い

fこ.

8.試験菌液および芽胞浮遊液の調製

厚生省法の個別検査法および、簡易検査法に従って調整

した.

9.試験液の調製

著者らが考案した SEP-PAKを用いる方法(以下，都

衛研法6))に従って調製した.すなわち，図 1に示した

ように，試料10gにO.OlMEDTA-2Naマキルベン緩衝

液30mlを加えホモジナイズし， 3，OOOrpmで15分間遠心

分離した.上清液にヘキサン10mlを加え振とうした後，

3，000rpmで15分間遠心分離した.水層(下層)を分取

し.これにクロロホルムを同量加え，振とうした後，

3，000rpmで15分間遠心分離した.水層(上層)を分取

し，これを1.5ml/minの流速で SEP-PAK中を通筒さ

衛尽東
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図 2.OTCおよびCTCに対する試験菌の検量線・:B. cereus ・:B. subtilis .... : M. luteus 

料 10g

O.OlM EDTA-2Naマキルベン緩衝液 30ml

ホモジナイズ

遠心分離 3，OOOrpm15分間

上清液

| ヘキサン伽

遠心分離 3，000rpm15分間

水層(下層)

|駒クロ山ム
遠心分離 3，OOOrpm15分間

水層(上層)

SEP-PAK C18 カートリッジ

l 
蒸留水 10ml

メタノ-)レ 5ml

溶出液

| 減圧乾固 40.C以下

残 t査
I p旧 51)ン酸緩衝液 1ml 

試験液

パルプディスク

B. cereus平板培地

図1.養殖魚中の TC系抗生物質検査法

言式
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2.養殖魚中の OTCおよびCTCの検出

ハマチ筋肉へ OTCを0.025，0.05， 0.1， 0.25， 0.5， 

1.0μg/g 添加し，都衛研法で回収実験を試み，同時に

厚生省法の個別検査法，分別同定法および簡易検査法で

も回収実験を行い，その成績を表1に示した.都衛研法

の検出感度は0.05μg/gであり，これは分別同定法と

ほぼ同じであった.これに対して，個別検査法の検出感

度は1.0μg/gであり，簡易検査法の検出感度は1.0μg

/g以上であった.

次に，ハマチ筋肉へ CTCを0.005，0.01， 0.05， 0.1， 

0.25， 0.5μg/g添加し， OTCと同様に回収実験を行い，

その成績を表 2に示した.都衛研法の検出感度は0.01

μg/gであり，これは分別同定法とほぽ同じであった.

これに対して，個別検査法は0.5μg/g，簡易検査法は

0.5μg/g以上であった.

このように，都衛研法の検出感度が個別検査法およぴ

簡易検査法に比べて高かったのは，分別同定法と同様に

濃縮法であるためと考える.これに対して，個別検査法

と簡易検査法は希釈法であり，さらに個別検査法の試験

法は二層培地・円筒j去であること，簡易検査法は TC系

に感受性の高い B.cereusを試験菌としていないことな

どから，検出感度が低かったものと考える.また，都衛

研法の試験操作は簡易迅速であり， 1回で検査できる検

体数は分別同定法の10倍以上であった;

3.市販養殖魚からの残留 TC系抗生物質の検出

1984年4月一1987年3月の聞に，都内で採取した市販

の養殖魚67検体について，都衛研法を用いて TC系抗生

物質の検出を試みた.なお，エピ以外の検体は筋肉，内

臓，エラの 3部位を対象に検資した。その成績は表3に

示した. 67検体中 7検体 (10.4%)から抗菌性物質が検

出された.その内訳は，ウナギ20検体中 4検 体

(20.0% )，ニジマス17検体中 2検体 (11.8%)，ハマチ

11検体中 1検体 (9.1%)であり，これら以外からは検

出されなかった.なお，抗菌性物質が検出された部位は，

筋肉，内臓，エラの全部位から検出されたのがウナギお

よぴハマチの各 1検体であった.内臓，エラの 2部位か

ら検出されたのはウナギ2検体，ニジマス 1検体，内臓

からだけ検出されたのはウナギおよびニジマスの各 1検

表1.各検査法によるハマチ筋肉からの OTC検出成績

検査法

都衛研法

厚生省法
個別検査法

厚生省法
分別同定法

厚生省法
簡易検査法

検査法

都衛研法

厚生省法
個別検査法

厚生省法
分別同定法

厚生省法
簡易検査法

試験菌
OTC添加量 (μg/g)

。 0.025 0.05 0.1 0.25 0.5 1.0 

B. cereus + + + 

B. cere叫S

B. cere叫S 十 十 + 

B. subtilis 

M.luteus 

試験菌

表2.各検査法によるハマチ筋肉からの CTC検出成績

CTC添加量 (μg/g)

B. cereus 

B. cereus 

B. cere叫S

B. subtilis 

M.luteus 

。 0.005 0.01 

+ 

+ 

0.05 

十

十

0.1 

+ 

+ 

十 十

+ 

+ 十

+ : 12mm以上の阻止円

0.25 

+ 

± 

+ 

0.5 

+ 

十

+ 

± 

+ : 12mm以上の阻止円，土:12mm未満の阻止円
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表 3.市販養殖魚からの TC系抗生物質の検出成績

検体名 検体数 陽性数(%) 

ウ ナギ 20 4 (20.0) 

ニジマス 17 2 (11.8) 

その魚 他) 
(淡水

8 。
ハマチ 11 1 ( 9.1) 

J二 ピ 6 。
その魚 他) 
(海水

5 。
合計 67 7 (10.4) 

体であった.抗菌性物質が検出された検体については，

その試験液を用いて，厚生省法の分別同定法に記載され

ているバイオオートグラフィに従って同定を行った結果，

全検体がOTCあるいは CTCに同定された.

現在，水産用医薬品として許可されている抗菌性物質

の中で，クロロホルムに移行せず，水層に分配され，オ

クタデシルシラン (SEP-PAK)に吸着し，メタノール

で溶出されるのは OTCとCTC以外にはないことから，

都衛研法で検出される残留抗菌性物質は， TC系抗生物

質である可能性が極めて高いものと考える.

また，この応用実験結果から，都衛研法は筋肉だけで

なく，組織成分の影響により筋肉とは異なる抽出操作が

必要とされている内臓およびエラにも十分応用できるこ

とが判明した.なお，養殖魚の中には内臓およびエラが

食用とされる場合もあることから，これらの部位につい

ても検査する必要があると考える.

結論

養殖魚、中に残留する TC系抗生物質を簡易，迅速に検

出する検査法を考案した.

その検査法(都衛研法)は，厚生省法の分別同定法を

改良した方法である.残留 TC系抗生物質を SEP-PAK

に吸着させ，その溶出液を濃縮し，これを試験液として，

TC系抗生物質検出部位

筋肉・内臓・エラ 内臓・エラ 内臓

1 2 1 

1 1 

1 

2 3 2 

B. cereusで検査する簡易，迅速法で， 1回で検査できる

検体数は分別同定法の10倍以上であった.

本法の検出感度は， OTCが0.05μg/g，CTCが0.01

μg/gであり，厚生省法の分別同定法の検出感度とほ

ぽ同じであった.

本法を用いて，市販の養殖魚67検体を検査した結果，

7検体(10.4%)から TC系抗生物質が検出された.

本法は，筋肉だけでなく，内臓およぴエラにも応用す

ることができた.
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無菌充填包装食品中の過酸化水素について

菊地洋子*，斉藤和夫*，中里光男*，

藤沼賢司*，守安貴子*，二島太一郎*

Contents of Hydrogen Peroxide 

in Aseptic Packaging Foods 

YOKO KIKUCHI*， KAZUO SAITO*， MITSUO NAKAZATO*， 

KENJI FUJINUMA *， T AKAKO MORIY ASU * 

and T AICHIRO NISHIMA * 

Contents of hydrogen peroxide in various foods were determined by th巴oxygenelectrode method 

Hydrogen peroxide was analyzed in 43 commercial foods put into containers that had been sterilized with 

hydrogen peroxide or with another procedure 

Hydrogen peroxide was detected in 20 commercial foods， remarkably in coffee jellies in the range of 

1.8-10.6μg/g 

Prepared coffee and homemade coffee jellies were measured by the same method. 

A cup of coffee of normal strength was found to contain 7.0μg/ ml of hydrogen peroxide and coffe巴jel-

lies， made of the coffee above， were found to contain that in the range of 4.6-4.8μg/g. 

Data of this report were interpreted to mean that hydrogen p巴roxidein coffee jellies was derived from 

that contained in coffee. 

Keywords : hydrogen peroxide， oxygen electrode method， aseptic packaging food， coffee， coffee jelly 

緒 7 

日

食品とその容器の殺菌1)には，食品については現在加

熱滅菌が主流であるが，容器の殺菌には，加熱，薬剤に

よる方式，紫外線照射による方法などが用いられている.

近年特に繁用されるようになったプラスチック容器や

多層式フィルム容器，紙容器などの殺菌には，過酸化水

素を用いた薬剤殺菌2)が一般的に行われている.

1987年10月，清涼飲料水の容器を殺菌する目的で使用

された過酸化水素が，製品中に多量に残留したことが原

因となり，異味，異臭，のどの痛みなどの苦情が発生し

問題となった3)

これを契機に，実際に過酸化水素による無菌充填包装

システムを採用している工場の製品及び過酸化水素殺菌

容器に充填されたと考えられる市販食品について，過酸

化水素含有量の調査を行い，若干の知見を得たので報告

する.

実験方法

1.試料 1987年11月に，都内の，過酸化水素を使

用した容器殺菌方式を採用している工場で製造された製

品13検体及び同年11月都内で販売されていた，過酸化水

素により殺菌された容器で包装されたと推定された市販

食品30検体を用いた.

2.試薬過酸化水素標準溶液，リン酸緩衝液:既

報4)に従って調製した.

カタラーゼ試液:オリエンタル酵母工業(械製オリテク

タ一国型用カタラーゼを用いた.

その他の試薬:すべて市販特級品を用いた.

3.装置過酸化水素微量測定装置:オリエンタル

電気附製 ORITECTOR@MODEL-m 
4.過酸化水素の測定 厚生省環境衛生局食品化学課

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 169 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， 169 Japan 
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編，食品中の食品添加物分析法5)及び既報4)に従って測

定した.

待fJJ¥ 東

体はロットの違いはあったがほぼ同ーの値を示し，その

他各社の製品はそれぞれ異なった値を示した.また，過

酸化水素殺菌方式の工場製品とその他の市販品との聞に

は過酸化水素含有量に特に有意の差は認められなかった.

これらのことから，コーヒーゼリー中の過酸化水素は

表1.工場製品の調査結果
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表 3.

言式

結果友び考察

1.無菌充填包装食品中の過酸化水素含有量殺菌の

目的で過酸化水素処理した紙容器に，滅菌した内容物を

充填する方式は，以前から牛乳について行われていたが，

現在では，紙容器入りの清涼飲料水やポーションパック

のコーヒー用クリーム，プラスチックカップに充填され

たゼリーやプリンなどに広く応用されている.

これらの容器は食品を充填する直前，容器となる包材

に30%以上の過酸化水素水を，浸i責，噴霧，塗沫のいず

れかの方法で作用させた後， 100.C以上の熱風を噴霧し

て滅菌，過酸化水素の除去を行うものであるが，熱風に

よる除去が完全に行われないと製品中に過酸化水素が残

留し，事故が発生する場合がある3)

今回は，最終製品である食品中への過酸化水素の残留

性などを知る目的で，実際にこのシステムを採用してい

る製造工場の製品(以下工場製品と略す)と，市販され

ている製品(以下市販品と略す)について，本法に従い

試験を行った.なお，今回の調査結果は酸素電極法によ

り測定したものであるため，カタラーゼ分解で酸素を生

成するものを過酸化水素として定量した.

その結果は表 1及ぴ表2に示した.工場製品13検体及

び市販品30検体について分析したところ，各種食品20検

体より過酸化水素が検出された.

乳製品含有清涼飲料水で0.1μg/ml，コーヒーゼリー

を除いたゼリー菓子，プリンなどから0;3-1.3μg/g

と微量の過酸化水素が検出された.これらの多くは乳を

含有する製品であった.

脂肪含量の多いしらす干しゃ乳及ぴ乳酸菌を用いて製

造されたヨーグルト製品などから微量ではあるが過酸化

水素が検出されるという報告6)もあることから，これら

の結果はいずれも容器殺菌による残留ではなく，食品に

由来するものであると考えられる.

しかし，コーヒーゼリーからは，工場製品で4.8，5.4 

μg/g，市販品で1.8-10.6μg/gと比較的高い値の過

酸化水素が検出された.また微量ではあるがコーヒー飲

料からも0.1，0.9μg/mlの過酸化水素が検出された.

これらのコーヒー製品の過酸化水素について検討を

行った.

2.コーヒー製品中の過酸化水素の検出原因

i )コーヒーゼリー 工場製品及ぴ市販品のコーヒー

ゼリー 5検体について検査した結果を表3に示した.

四社の製品について検討したところ， A社製品の 2検
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表4. 自家製コーヒー及ぴコーヒーゼリー中の

過酸化水素含有量

試料 過酸化水素 備考

コーヒー

コーヒーゼリー 1

2 

7.0μg/ml キリマンジャロ

4.6μg/g 

4.8μg/g 

原材料であるコーヒーに由来することが考えられたので，

実際にコーヒーを入れ，このコーヒーを用いてコーヒー

ゼリーを作製し，これらの過酸化水素含有量について検

討を行った.その結果を表4に示した.

すなわち，粉砕したキリマンジャロコーヒー豆25gと

水450mlを用い， ドリップ式のコーヒーメーカーでコー

ヒーを入れたところ，コーヒー中から7.0μg/mlの過

酸化水素が検出された.

さらに，このコーヒー400mlに砂糖20g及び温湯15ml

に溶かしたゼラチン 3gを加え， 100"Cで3分間加熱し

溶解させた後氷冷し作製したコーヒーゼリーについて分

析したところ， 4.6及ぴ4.8μg/gの過酸化水素が検出

された.

藤田ら7)はコーヒー中の過酸化水素について，インス

タントコーヒーを80'Cの湯を用いて通常の濃度に入れた

場合 5μg/ml程度の過酸化水素が検出されたこと，ま

た，ローストされたコーヒー豆を使用して入れたコー

ヒーからも過酸化水素が検出されたことなどを報告して

いる.さらにこの報告では，ローストされていないコー

ヒー豆からも，微量ではあるが過酸化水素が検出され，

その含量は豆をローストすることにより増加するとして

し、る.

コーヒー豆の量や種類，ロースト条件などにより生成

される過酸化水素量は異なると考えられるが，通常の方

法で入れたコーヒーからは10μg/ml前後の過酸化水素

が検出されるものと推察される.

したがって，今回コーヒーゼリーから検出された過酸

化水素は，容器の殺菌に使用されたものが残留したので

はなく，原材中ヰであるコーヒーに由来したものであるこ

とが示唆された.

なお，作製したコーヒーゼリー中の過酸化水素含有量

がコーヒーの割合に比較して低く検出された原因は，砂

糖及ぴゼラチン添加による容量の増加のほかに，加熱し

たことやその他の成分との反応などが考えられるが，こ

れらの理由については今後検討する予定である.

ii )コーヒー飲料 コーヒー，ミルク，砂糖などを用

表 5. コーヒー飲料中の過酸化水素含有量

試 キヰ
過酸化水素

備 考
(μg/ml) 

コーヒー飲料 1 0.9 紙容器入り

2 0.1 '" 
3 1.7 缶入 り

いて製造されたコーヒー飲料中の過酸化水素含有量を表

5に示した.

コーヒー飲料からは0.1-1.7μg/mlの範囲で過酸化

水素が検出され， 0.1μg/ml検出されたコーヒー飲料

2については，コーヒーの含有量が特に少ないもので

あった.

また1.7μg/ml検出されたコーヒー飲料 3は，過酸

化水素による殺菌が行われないと考えられる缶容器に入

れられた製品であった.

したがって，この結果からも，コーヒー飲料より検出

された過酸化水素は，原材料に使用されたコーヒーに由

来するものであると推定される.

まとめ

過酸化水素殺菌容器に充填された清涼飲料水中に，過

酸化水素が多量に残留していたことによる，有症苦情事

件が発生した.これを契機に，容器の殺菌に使用された

過酸化水素の食品中への残留を調査する目的で，都内の

工場製品13検体及ぴ市販品30検体について，酸素電極法

により過酸化水素の測定を行った.

その結果，数種の食品から過酸化水素が検出され，そ

のうち特に，コーヒーゼリーから比較的濃度の高い過酸

化水素が検出された.

この原因について検討した結果，これは原材料である

コーヒーに由来するものと推察された.

また，その他の微量に検出された過酸化水素について

も，容器殺菌用の過酸化水素が残留したものではなく，

食品成分由来のものであると考えられた.
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豆もやし及びカット野菜等中リンの溶出について

井部明広へ田村行弘 へ上 村 尚へ

岡山良子へ田端節子へ橋本秀樹へ

二 島 太一郎*

Studies on the Release of Phosporus from Bean Sprouts， Taros 
and Vegetables in Storage 

AKIHIRO IBE *， YUKIHIRO T AMURA *， HISASHI KAMIMURAへ
YOSHIKO NISHIY AMA *， SETSUKO T ABAT A *， HIDEKI HASHIMOTO * 

and T AICHIRO NISHIMA * 

Keywords:野菜 vegetables，リン phosphorus，リン酸塩 phosphate，クエン酸 citricacid， dl リンゴ酸dl-malic

acid，フイチン酸 phyticacid，有機酸 organicacid 

緒 日

生鮮野菜等にリン酸塩の使用が禁止されて以来，著者

らは生鮮野菜等を対象としてリンの試験法ならびに使用

判定基準値を作成し，市販品について実態調査を行って

きたり. 62年度の調査結果では全体に使用例が減り，検

出量も低くなってきているが，洗い里芋等においては判

定基準値をわずかに超えるものが多く認められた.その

原因がリン酸塩の使用によるものか，あるいはリン酸に

代わる他の添加物の影響によるものか明らかではない.

一方，千葉ら2)は豆もやしを著者ら 1)の方法でiHIJ定し

たとき，鮮度低下によりリン量が増加することを報告し

ている.著者らも前報1)において特に豆もやしでは， リ

ン酸使用の有無の判定が難しいことを指摘した.そこで，

豆もやしを含め基準値を超えることの多かった洗い里芋，

根しょうが及ぴカァト野菜を対象に，実際に保存用とし

て使用されている添加剤が，また，室温，冷蔵保存する

ことが，リンの溶出にどのような影響を与えるかについ

て検討を行ったので報告する.

実験方法

1.試料

昭和62年10月東京近郊の 2地区から収穫した里芋及ぴ

しょうが，また，昭和63年 4月都内で市販されていた里

芋，れんこん，ごぼう及び豆もやしを用いた.

2.野菜用添加剤

リン酸塩の代替えとして野菜等に使用されていた添加

剤 3種を用いた.

A剤:ポリフレシュ E (L-アスコルビン酸23%，dl-

リンゴ酸ナトリウム22%，dl-リンゴ酸15%，無水クエ

ン酸35%，天然物 5%) 

B剤:ポリフレシュ T (Lーアスコルビン酸 8%，焼

ミョウパン10%，dl-リンゴ酸30%，無水クエン酸39%，

フマル酸 5%，天然物 8%) 

C剤:タイヨークリン FC(クエン酸・結晶10%，dl-

リンゴ酸25%，ミョウパン 5%，天然物60%) 

いずれも太洋化学工業(械製.

3.漬け液

上記の野菜用添加剤を実際に使用される用法通りに調

製し，野菜の漬け液1-町液とした.

1 i夜:A剤 19を水に溶かし 11とした (pH3.4). II 

液 :A剤 5gを水に溶かし 11とした (pH3.3). 皿液:

B剤0.42g，C剤0.58gを水に溶かし 11とした (pH3.0).

N 液 B剤0.42g， C剤1.74gを水にi容かし 11とした

(pH2.8l. 

4. 試験溶液の調製，リンの定量忍び pHìJl~定

前報1)，こ従った.

5.実験I

1 1里芋は皮をむき，水で洗った後次の方法で処理し

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 169 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同ku，Tokyo， 169 Japan 
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て，それぞれについてし 4， 6日目にリン量の測定を

行った.

①:  1 i夜に 1時間浸漬後，新たな I液に漬け 1-6日

間室温に放置した.

②: 1液に 1時間浸漬後， lli夜に漬け 1-6日間室温

に放置した.

③ :m液に 1時間浸漬後，町液に漬け 1-6日間室温

に放置した.

コントロール:漬け液に代えて水を用い同様に操作し

もやしは③⑨のみ)，それぞれについて 0， 1， 2， 3， 

4， 7日目にリン量の測定を行った.

⑥:水に漬け，室温 (20-25'C)に放置した.

⑦:水に漬け，冷蔵庫内(3 'C)に放置した.

⑧水に漬けず，ビニール袋中で室温に放置した.

⑨:水に漬けず，ビニール袋中で冷蔵庫内に放置した.

結果と考察

1.添加剤使用時のリンの溶出

実験Iの結果を表 1に示した.里芋，根しょうがにお

た. いて，いずれの処理方法によっても，リンの溶出が増加

2 )しょうがは茎を切り，水で洗った後(根しょう する傾向は特にはみられなかった.

が)次の方法で処理して，それぞれについて 1，4日目

にリン量の測定を行った.

④:  1 液に 1時間浸漬後，新たな u夜に24時間漬けた

後，水を切り室温に放置した.

⑤: mi;夜に 1時間浸漬後，町液に24時間漬けた後，水

を切り室温に放置した.

コントロール:漬け液に代えて水を用い同様に操作し

室温に放置した.

6.実験E

里芋は皮をむき，れんこんは皮をむいて薄切りにし

(厚さ 2-3 mm)，ごぼうはさきがきにして水洗いし，

豆もやしはそのままを，次の 4通りの条件で放置し(豆

里芋の場合，外観では添加剤使用のものはいずれも 6

日目まで白色を保ち変色しなかった.それに反しコント

ロールは日毎に褐変が進行した. しかし，いずれの処理

方法でも 6日目には発酵臭を呈したことから，外観の色

とは別に鮮度低下が認められた.

一方，漬け液の pHは1日目の4.2-5.8より 4日目が

4.5-6.5と高くなり，以後ほぽ一定になった.これは浸

漬中に里芋の内部の成分が溶出し， pHを上昇させたも

のと考えられるが，リン量の値に変化がないことから，

フィチン酸などリン酸を含む成分の内表面からの溶出は

ないと考えられる.このことは，次の pHによるリンの

溶出実験結果からも推定される.

表1.添加剤処理した野菜のリンの溶出

処理方法
1臼目 4 日目 6 日目

試 料
リン量(μg/g) pH リン量(μg/g) pH リン量(μg/g) pH 

塁 芋 A ① <0.5 5.0 <0.5 6.5 <0.5 6.3 

② <0.5 4.6 <0.5 5.9 <0.5 5.4 
③ <0.5 4.2 <0.5 4.5 <0.5 4.7 

コントロール <0.5 5.8 <0.5 6.5 <0.5 6.4 

里、芋 B ① <0.5 5.4 <0.5 6.5 0.6 6.4 
② <0.5 4.7 <0.5 6.2 1.4 6.0 

コントロール <0.5 5.8 <0.5 6.4 <0.5 6.1 

根しょうがA ④ <0.5 5.0 <0.5 6.4 

⑤ 0.6 4.8 <0.5 5.6 
コントロール <0.5 6.1 <0.5 6.3 

根しょうがB ④ <0.5 5.0 <0.5 6.5 

⑤ 0.7 4.7 <0.5 6.2 
コントロール <0.5 6.6 <0.5 6.7 

①④: 1液に 1時間浸漬後， 1液に漬けた.

② : 1液に 1時間浸漬後， lli夜に漬けた.

③① :m液に 1時間浸i責後， Ni夜に漬けた.



118 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 39，1988 

里芋Bの②の 6日目でリン量が1.4μg/g検出された

ものは，特に他に比べ腐敗が進んだために組織が壊れ，

植物内のリンの溶出量が増加した可能性の高いことが示

唆された.また，根しょうがでは特に外観，臭いに異常

は認められなかった.以上のことから，アスコルビン酸

や有機酸を含有する添加剤の使用はリンの溶出を高める

作用はないと考えられる.

2. pHによるリンの溶出

今回用いた添加剤はその pHが3前後と低いことから，

pHによる影響についても検討を行った.表 2に里芋及

び根しょうがを，水及び各濃度の塩酸溶液に浸したとき

のリン量を示した.水を用いた場合，里芋，根しょうが

では各々 pH5.6及ぴ、5.7，リン量はともに 1μg/g以下

であった. しかし，塩酸を用いた場合 pH1.9から0.5へ
と下がるに従い，リン量は里芋で<0.5μg/gから1.8

μg/g，根しょうがで1.4μg/gから2.1μg/gと増加し，

pHが低いほどリンの溶出量が増加することがわかった.

リンの溶出に関係するフイチン酸は，松永ら3)が pH1 

以下で溶出しやすいと指摘している.

以上のことから，今回使用した添加剤は pHが3付近

であり，フイチン酸が溶出してリン量に影響を与えるこ

とはほとんどないと考えられる.

3.鮮度低下とりンの溶出

実験Iにおいて，腐敗等鮮度低下により植物内のリン

が溶出することも考えられた.そこで，添加剤を用いず

保存方法を種々変えて，里芋，ごぽう，れんこん，豆も

やしについて放置する実験Eを行い，結果を表3に示し

た.

里芋では⑥ー⑨のいずれの条件においてもリン量は

0.5μg/g以下であり， 7日目でも増加する傾向はみら

れなかった.外観，臭いでは，⑥の室温放置では 7日目

で若干褐色し，発酵臭を呈した.これに反し，⑦の冷蔵

庫放置では異常は認められなかった.⑨の水に漬けず冷

蔵庫放置では， 3日目から褐変が始まった.③の室温放

表 2.浸漬液の pHによるリンの溶出

言式 料 ¥ 浸漬液 水 0.02NHCl 0.15NHCl 0.6NHCl 

里 芋 リン量(μg/g) <0.5 <0.5 2.9 1.8 

pH 5.6 1.9 1.0 0.5 

根しょうが リン量(μg/g) 0.9 1.4 1.9 2.1 

pH 5.7 1.8 1.0 0.5 

表3.種々の保存条件におけるリンの溶出

試 料 処理方法
ン量 (μg/g) 

0日目 1日目 2日目 3日目 4日目 7日目

里芋 ⑤ <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 

⑦ <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 

③ <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 

⑨ <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 

ごぼう ⑥ 3.5 <0.5 <0.5 <0.5 <0.5 5.5 

⑦ 3.5 0.7 0.6 <0.5 <0.5 <0.5 

③ 3.5 0.7 0.6 <0.5 <0.5 0.8 

⑨ 3.5 2.1 0.9 0.5 0.5 <0.5 

れんこん ⑥ 14.8 1.4 1.2 1.8 3.5 6.6 

⑦ 14.8 1.8 2.4 1.8 1.6 3.0 

③ 14.8 8.1 13.5 8.7 8.8 13.3 

⑨ 14.8 19.6 19.9 12.6 9.8 24.8 

⑥:室温 (20-25.C) ・水漬け ③:室温

⑦:冷蔵庫(3 .C) -水漬け ⑨:冷蔵庫
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置では 1日目から褐変が始まり， 7日目で赤褐色となり

カピが発生した.以上のように⑥⑧⑨で鮮度低下が明ら

かに認められたにもかかわらずリン量に増加が認められ

なかった.このことから，里芋の場合，鮮度低下がリン

の溶出に関与しないと考えられる.

ごぼうでは 1日目でいずれの条件においてもリン量の

減少がみられたが，⑤の 7日目の5.5μg/gを除いて以

後ほぽ一定となって変化がなかった.これは漬け水に植

物内部のリンが溶出したためと考えられた. しかし，⑥

の7日目のものは，褐変し腐敗臭を呈していたことから，

腐敗が原因と考えられた.一方，同じ室温放置である⑧

の7日目のものは，赤褐色で腐敗臭を呈していたにもか

かわらず， 0.8μg/gと低い結果であったことは腐敗だ

けでなしさらに水漬けか否かなど保存状態がリン溶出

に大きく影響を及ぼすと考えられる.

れんこんでは，水漬けの⑥，⑦とも 1日目で低い値を

示した.これは漬け水中に表面のリンが溶出したためと

思われる.⑥で 3日目以降にリン量が除々に増加したの

は，腐敗臭を呈したことから，これによるものと考えら

れた.@⑤の水漬けしなかったもののうち③の室温放置

のものは 1日目から褐変が始まり， 7日目では腐敗臭と

ネトが観察された.⑨の冷蔵庫放置のものは日毎に褐変

していった.いずれにしても，リン量の経時的な増加は

認められなかった.れんこんは，ごぼうの場合と同様に，

水漬け状態で腐敗した場合はリン量の増加がみられ，水

漬けしていない状態では，腐敗しでも特にリン量に変化

はみられなかった.

豆もやしでは，表4に示したように， 0日目でリン量

が8.4μg/gであったものが，室温，冷蔵庫内放置にか

かわらず，日毎に増加傾向を示した.また，室温放置で

は3日目で'92.1，140μg/gと上昇したのに対して，冷

蔵庫内放置では 7日目でも9.0，38.9μg/gと低く，保

存温度の影響が大きくあらわれた.室温ではすでに 3日

目で腐敗臭が著しかったが，冷蔵庫のものは 7日目にな

り初めて腐敗臭を呈した.いずれにしても豆もやしの場

合，鮮度低下とリン量に明らかな関連が認められた.

以上のように，ごぼうやれんこんの水漬け及ぴ豆もや

しの場合は，腐敗等，品質劣化によるリン量の増加傾向

がみられたが，その他の野菜の場合は特に明確な関係は

みいだせなかった.里芋のように水漬けで腐敗しでもリ

ンの溶出がみられないなど，野菜によっても異なること

がわかった.今回の実験で明らかなように，鮮度低下な

どからリン量が増加することがあるが，それはかなり腐

敗が進んだ食に供しえない状態のものであった.通常市

販されている品質状態では，いずれの野菜もリン量が著

者らの設定した判定基準値を上回る可能性はないと考え

られる.

これらのことから，市販品の実態調査で基準値をオー

バーするものが今だにみられるのは，リン酸塩を使用し

た野菜が出回っていることを示唆しており，今後もさら

に監視を続ける必要があるものと考える.

まとめ

1.リン酸塩に代わる数種の添加剤を用いて野菜等を

処理した場合，リンの溶出量が増加する現象はみられな

かった.

2.里芋，ごぼう，れんこん及び豆もやしをそれぞ、れ

温度など保存状態を変え 7日開放置したところ，豆もや

し，ごぼう及びれんこんのうち水漬けの場合，鮮度の低

下に伴うリンの溶出がみられた. しかし，その他のもの

は鮮度低下によるリンの溶出量の増加はなかった.

3. 漬け液の pHが低くなるほど(特に pH1以下)， 

野菜中のリンの溶出量は増加したが，アスコルビン酸や

有機酸を含有した添加剤の pH3程度の液ではほとんど

リンの溶出に影響を与えないことがわかった.

4.著者らの設定した判定基準値は，これらの野菜等

が通常の鮮度の範囲であれば， リン酸使用の判定に充分

表4.豆もやしの放置実験結果

ン量 (μg/g) 
処理方法

0日目 1日目 2日目 3日目 4日目 7日目

⑧ 8.4 16.4 70.5 92.1 

8.4 16.4 81.9 140 

⑨ 8.4 8.0 8.3 6.5 7.8 9.0 

8.4 8.0 8.3 12.5 13.9 38.9 

③:室温 (20-25.C)

⑨:冷蔵庫 (3.C)
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メチル水銀毒性緩和因子に関する研究(第4報)

メチル水銀毒性に及ぼす食物繊維の影響
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Studies on Modifying Factors of Methylmercury Toxicity (lV) 
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ナン glucomannan，ペクチン pectin，アルギン酸 alginicacid 

緒昌

メチル水銀は水俣病に見られるように，その中毒症状

は激しく，典型的な神経症状を呈することが知られてい

る.大型魚や鯨等の海産動物中には多量のメチル水銀の

存在することが著者らを初め多数の報告により明らかに

されているト5) しかし，これらは多量に喫食しでも毒

性を発現しないが，その理由にはこれら海産動物中に同

時に存在するセレンが関係していると報告6ー13)されてい

る.

一方，健康食品ブームにのって食物繊維は，ダイエッ

ト食品として肥満防止，減量あるいは便秘解消効果が期

待され人気をよんでいる. しかし，喫食者の中にはノン

カロリー食として食事がわりに摂取するために，栄養不

良になる者もいる.このことは，低カロリー，低蛋白栄

養下では，化学物質の毒性が増強されより速く中毒が発

現するということ 14，15)から見ても問題がある.

欧米諸国に比べてアフリカ，アジア地域の住民は，大

腸ガン，糖尿病などが少なく，この原因は食物繊維の多

量摂取によると報告16，17)されている.更に，アルギン

酸が放射性ストロンチウムを18)，リグニンやセルロー

スがカドミウムの吸収抑制効果19)を示すという報告が

ある.これとは逆に，鉛，カドミウム，コバルトにおい

て効果がないという報告20，21)もある.

そこで，メチル水銀毒性に対して食物繊維がどのよう

な影響を及ぽすかを知る目的で，グルコマンナン，ベク

チン，及びアルギン酸ナトリウムを添加した飼料をラッ

トに投与し検討したところ，若干の知見を得たので報告

する.

実験方法

4週令のウイスター系雄ラットを各群15匹に分けて，

全飼料に塩化メチル水銀20ppmを添加し， A群:繊維

無添加食， B群:グルコマンナン添加食， C群:ペクチ

ン添加食， D群:アルギン酸添加食を調製し，これらを

6週間自由に摂取させた.なお，飼料は日本クレア

CA-1の成分から低セレン食になるように，魚、粉，小麦，

ふすまを除き，各食物繊維 (13%)及びカゼイン

(10% )を加え，残りをトウモロコシで補い調製した.

観察項目:体重，神経症状Z2.23)，死亡率，飼料及び

水の摂取量を週 2回測定した.また，飼料投与開始後4

週間自には各群 5匹をト殺し，血液，脳，肝臓，及ぴ腎

臓を採取，摘出後，凍結乾繰して，メチル水銀，総水銀，

セレン，亜鉛，鉄，銅，マンガンを測定した.

分析法:メチル水銀24)はFDA法を若干変更した方法

で測定し，その値は水銀として現わした.総水銀24)は

アルコールを触媒として硫硝酸分解後，還元気化注入法

によりフレームレス原子吸光法で分析した.セレン25)

は過塩素酸，硝酸で分解後， 2，3-ジアミノナフタレン

とのキレートを蛍光光度法により測定した.亜鉛，鉄，

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 169 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， 169 ]apan 

M 同環境保健部環境衛生研究科
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銅，マンカ、、ン26)は乾式灰化後， 0.1 N硝酸に溶かしフ

レームレス原子吸光法で測定した.なお，本報の分析値

はすべて乾燥重量グラム当たりで示した.

結果及び考察

メチル水銀毒性に対する食物繊維の影響を，中毒症状

に対する修飾作用，メチル水銀，総水銀，セレン，亜鉛，

鉄，銅，マンガンの臓器内蓄積量，あるいはメチル水銀

の無機水銀への変換などから検討した.

実験飼料中のメチル水銀，総水銀，セレンの測定値を

Table 1. に示したが，メチル水銀濃度は当初の計画よ

りやや低めであり，その量も群間で、バラツキが認められ

た.セレンは添加した食物繊維の影響によるバラツキと

考えられる.ラットの総摂餌量はA群>B群， C群>D

群の順であり，食物繊維を添加してない A群が最もよ

かった.また A群は2.5週日まで， B群， C群では 2週

日まで， D群では 1週日まで摂餌量が増加したが，以降

減少した.

1.メチル水銀中毒の発現

体重増加曲線を Fig.1に示したが，体重は摂餌量が

反映しA群>B群， C群>D群の}II買であった. しかし，

摂餌量と体重との最高値の聞には約 1週間のずれがあり，

体重のそれが遅れて現れた.また 4週目における体重当

たりの肝臓重量比率(%)はA群3.9土0.2，B群3.4土

0.2， C群3.3:1:0.2，D群3.2:1:0.2の順でA群が最も大

きく，また肝臓重量では D群2.4土0.2gはA群6.5:1: 

0.9gの 1/2以下と極めて軽量であった.神経症状の

全発現率を Fig.2に示したが，平均発現日をみると C群

31.4土1.0日で最も早く，次いでA群32.4土0.8日， B群

33.0:1: 1.4日， D群34.7土1.4日の}II買であり，摂餌量の最

も少ないD群が一番遅れて発現した.Fig.2に示した生

存日数の平均ではD群， C群， B群， A群の}II買であり，

D群が神経症状とは逆に速く現れた.

低カロリー，低蛋白栄養下ではメチルパラチオンの急

性毒性が増強し，重金属では減弱すると報告14)がある.

また，森田27)はカドミウムでは発育不良が中毒発現を

速めると報告している.更に，難消化性多糖類はラット

で成長抑制効果があるという報告もある.本結果ではい

ずれにしても群聞に有意な差はないが，多量の食物繊維

の摂取は，メチル水銀中毒の発現を抑制するよりもむし

ろ，食物繊維による発育不良が一因となり，神経症状の

発現及び死亡を速める方へ作用したと思われる.

2.水銀

実験飼料， 1.臓器，糞便中の総水銀，セレン，メチル水

銀量及び総水銀に対するメチル水銀の割合(%)を

一一体 C: 0・一。

重

1 00 
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Fig.1. ラット体重の推移

A:繊維無添加群， B グルコマンナン添加群

C:ペクチン添加群

D:アルギン酸ナトリウム添加群
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Fig. 2. ラットの神経症状の発現率及び死亡率の推移

A:繊維無添加群， B グルコマンナン添加群

C:ペクチン添加群， D アルギン酸ナトリウム添加群

*神経症状発現までの平均日数±標準偏差

**死亡までの生存平均日数±標準偏差

Table 1に示した.

総水銀では臓器において食物繊維添加の B群， C群，

D群は，無添加のA群に比べて実験飼料中での水銀が低

いにもかかわらず，一部を除き高い値を示した.特にア

ルギン酸添加の D群では有意に (P<0.01)高い値で

あった.この傾向はメチル水銀でも同様であった.

メチル水銀の取り込みが高ければ，蓄積量も多くなる

ことが知られている.このことから，飼料中水銀濃度が

最も高いA群が臓器内蓄積も高まると考えられたが，結

果は逆であった.また，食物繊維添加群において糞便で

3群とも A群とくらべ低い値を示したことから水銀の排

他が促進される傾向はなかった.

奥ら28)は，食物繊維を多量に摂取すると胆汁酸の糞

便中への排池を増大すると報告している.更に，

Norseth29)はメチル水銀が胆汁中に排池されると報告し
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Table 1.飼料，血液，臓器，糞便中の水銀，メチル水銀及ぴセレンの濃度 (μg/g)
日 =5

A 群 B 群 C 群 D 群

飼料 19 17 17 17 
総 肝臓 155:f:: 10 178土12 215土14 237:f::22 

水
腎臓 322:f:: 5 349土29 282土12 518:f::29* 

血液 830士49 940土186 944土27 1172:f::104* 

告良 目首 55土 3 53土 4 55:f:: 4 72:f:: 3 

糞便 66 34 62 41 

飼料 0.23 0.22 0.13 0.17 
セ 肝臓 2.3:f::0.4 2.5土0.1 1.5:f::0.2 3.0:f::0.4 

レ
腎臓 11. 5:f:: 1.8 17.6土2.4* * 7.6:f::1.0 16.6土2.4* * 

血液 1. 28:f::0.09 1.25土0.13 0.98土0.03 1.36土0.04

ン 目首 0.65土0.10 0.62:f::0.03 O. 55:f::0. 03 O. 59:f:: O. 09 

糞便 0.59 0.44 0.30 0.31 

メ
飼料 18 16 16 16 

チ 肝臓 120土10 146:f::22 128土27 181土47

Jレ 腎臓 236土18 236土26 239土22 412:f::18 

水 肝臓(M/T) 77士4% 82土8% 68土3% 85:f::3% 
銀

腎臓(M/T) 73:f::5 68:f::12 85土5 85:f::6 

(M/T) :メチル水銀/総水銀X100

* p <0.01 A， B， C群との比較， **p<O.01 A， C群との比較

ている.また食物繊維は腸管内の停留を短縮し，排便を

速めることが知られている30) これらのことからメチ

ル水銀は食物繊維により排粧が促進すると考えられたが，

今回の結果では，臓器内蓄積や排地量からみて，むしろ

抑制的に働く作用を示している.これは食物繊維による

胆汁酸の分?必促進に関連して，腸管内におけるメチル水

銀の再吸収が促進されたとも考えられるが明らかでない.

一方，アルギン酸添加のD群は摂餌量が最も少ないに

もかかわらず高い水銀の蓄積量を示した.この群は体重

増加がほとんどなく，早い時期から発育の抑制が現れて

いる.通常，水銀中毒の発現ではA群にもみられるよう

に， 20ppmメチル水銀投与で約 4週目に体重減少が現

れる.このことから D群における早期の発育障害はメチ

ル水銀中毒と考えるより，添加したアルギン酸の影響の

ために起きたと考えられる.そして，この影響が水銀の

吸収，蓄積にも反映し，更に死亡をも早める原因となっ

たと考えられた.

ラットの神経症状発現と水銀蓄積量の聞にはD群にみ

られるように，水銀蓄積が高いにもかかわらず発現が最

も遅れたことからみて相関が認められなかった. しかし，

死亡率では水銀蓄積量との聞に相関があるように観察さ

れた.

メチル水銀の無機水銀への変換に腸管内で食物繊維が

関与する可能性は，無機水銀の腸管からの吸収率が数%

と低いことからみて，当然変換が進むならば蓄積量に減

少がみられると思われるが，むしろ増加傾向であること

から否定的である. しかし，グルコマンナン添加の B群

の腎臓で，メチル水銀/総水銀の比率が他の群と比べて

低い傾向を示したことは興味あることである.

3.セレン

セレンはメチル水銀毒性を軽減する作用があるため，

本実験飼料では魚粉を除くなどして低セレン食となるよ

うに調製された.セレン濃度は肝臓，腎臓，血液におい

て， D群が他の群より高い値を示した.また B群の腎臓

において D群と同様にA群と比べ有意に (P<O.01)高

い値がみられたが，逆に C群の腎臓では有意に (P< 
0.01)低い値であった.

セレンの蓄積量は水銀の蓄積に伴って増加し，セレン

単独投与よりもはるかに高濃度の蓄積がおこる9，12) こ

れは飼料中のセレン濃度が低い場合にも現れる.今回の

結果でも，水銀の蓄積量が反映し，セレン濃度に影響が

現れたと推定された.

4. !II!鉛，鉄，銅，マンガン

飼料，臓器，糞便中の亜鉛，鉄，銅，マンガンの濃度
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Table ~.飼料，臓器，糞便中の亜鉛，鉄，銅，マンガンの濃度 (μg/g) n = 5 

A 群 B 群 C 群 D 群

飼料 26.9 28.6 27.3 31.3 
更

肝臓 61. 6:!::9.3 55.8士2.6 64.2:!::5.4 56.9:!::4.7 

量合
腎臓 97.4土5.0 95.4:!::2.9 92. 7:!::2. 7 82.5土2.5

糞便 35.0 44.1 33.0 46.3 

飼料 205 207 241 235 

鉄
肝臓 521:!:: 88 415:!:: 73 489:!::70 423土70

腎臓 184土15 181土12 182:!::14 189土O

糞使 1974 1360 2260 1490 

飼料 4.1 5.3 4.1 3.6 

吉岡
肝臓 4.2:!::0.3 4.0土0.4 4.0:!::0.3 5.0土0.7

腎臓 17.6:!::0.8 21.9士3.9 21.2:!::1.0 24.1土4.5

糞便 21.0 14.5 25.0 9.1 

てr 飼料 60 63 55 71 
ン 肝臓 3.04土0.23 3.35土0.28 3.72:!::0.53 4.94土0.69

ガ 腎臓 37.1土2.5 38.2:!::3.7 37.2土4.0 88.9:!::8.3 

ン 糞使 495 

をTable2に示した. D群は A群に比べ亜鉛は飼料及

び糞便中で高い濃度であるが，臓器中では低いレベルで

あり，鍋は反対の傾向を示した.またマンガンでは飼料

及ぴ臓器中共に高いレベルであった.

アルギン酸添加のD群の飼料中亜鉛は臓器内蓄積に反

映しなかった.森田27)は2.5%アルギン酸飼料群で Cd

投与後に，また Krick31
)は飼料中の蛋白が 5%のとき肝

臓への亜鉛の取り込みが減少したと報告している.亜鉛

は水銀毒性に対して減毒作用を有し32)，またメタロチ

オネイン誘導生成に必要な元素でもあることから3334)，

今後さらにアルギン酸については検討する必要があると

思われる.

Tsai等35)は銅欠乏食に 8%セルロースを添加すると

しないものより銅蓄積が高まる傾向があると報告してい

る.この効果がアルギン酸にも期待できるとも考えられ

る.いずれにしても，亜鉛に見られるように臓器内の蓄

積量が減少することは，亜鉛欠乏を進行させ，またミネ

ラルのバランスを欠くことにもなると考えられる.

今回の結果では食物繊維の多量摂取は栄養素の吸収阻

害や生体栄養バランスのくずれ等により，生体の抵抗力

が弱まり，悪影響を招くこともあることを示唆するもの

であり，特にメチル水銀のような毒性の強いものに対し

ては注意を要すると考えられる.

まとめ

メチル水銀性に及ぽす食物繊維の影響について検討す

444 555 439 

る目的で，グルコマンナン，ペクチン，アルギン酸ナト

リウムを飼料に13%添加し，同時に20ppmメチル水銀

を添加した実験飼料をラットに摂取させて， 6週間飼育

した.ラットの体重，神経症状，死亡率，総水銀，メチ

ル水銀，セレン，亜鉛，鉄，銅及ぴマンガンの臓器内蓄

積量等を調べた.

l.食物繊維の添加はラットの発育を遅らせ，同時にメ

チル水銀中毒の発現が早まり，特にアルギン酸添加群で

は顕著であった.

2.総水銀及ぴメチル水銀の蓄積は食物繊維添加で高ま

り，アルギン酸添加群は各臓器とも有意に高いレベルで

あった.また亜鉛はアルギン酸添加群で低い蓄積を示し

た.

3.メチル水銀の無機水銀への変換は水銀の臓器内蓄積

量から認められなかった.

4.食物繊維の多量摂取は生体に対して好ましい影響ば

かりでなく，逆に，悪影響を及ぽす可能性のあることが

示唆された.
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厚生省の統計によると，全国で発生する化学性食中毒

は年平均250件，患者は1，500人と概算されている. しか

し，我が国の食生活の水準は上がったと言われている割

りには発生件数，患者数は減少していない.その理由の

中には基本的な衛生概念がなおざりにされていることが

考えられる.

著者らは前報1-4)において都内で起きた化学性食中毒

事件を報告してきた.今回は昭和62年度に起きた化学物

質による食中毒事例 6件，自然毒による事例 1件につい

て報告し，今後の食中毒発生防止の為に供する.表1に

昭和62年度に発生した化学性食中毒のうち主な事例の概

要を示した.

1.牛乳による有症苦情

①事件の概要 昭和62年6月，某中学校で給食時に配

布された牛乳の味がおかしいと 9名の生徒が先生に訴え

出た.その内 1名の生徒が腹痛を起こした.

②食中毒の症状飲用 4時間後から 1名の女生徒が腹

部膨満感を認め，軽度の腹痛を呈した.

③試料 6月8日製造の開封牛乳残品 6本及び参考

品として未開封3本が搬入された.

④原因物質の検索 開封残品 6本の牛乳のうち 5本は

ヨーグルト状を呈し，臭いは微に酸臭を認めた. pHは

残品が6.2-6.7，参考品が6.7，酸度は残品が0.14-

0.17，参考品は0.13-0.14の範囲内であった.

⑤考察今回，搬入された牛乳は 6月8日製造品で

ある.当日は全部で21万本製造され，そのうち2319本が

苦情地域に配布されていた.当中学校には336本持ち込

まれ， 9名の生徒が異常を訴えたので，各担任の先生が

詳細に調査を行ったところ，さらに104人の生徒が異常

を感じていたことが分かつた.これら約1/3に当る牛乳

がヨーグルト状に変化していたことから，保存の段階で

課題が生じたのではないかと推定し，再度，この点につ

いて調査依頼を行った.その結果，給食センターの冷蔵

庫の故障が原因であった.すなわち冷蔵庫内の温度が上

昇し牛乳が酸敗し始めたという基本的なミスであった.

2.イワシの貝殻焼きによる食中毒

①事件の概要昭和62年7月某大学病院医師より，当

病院に入院している患者の内， 8名が食中毒症状を呈し

た旨届出があった.

②食中毒の症状喫食後10分から 1時間にかけて 8名

が顔や全身に発疹を呈し，さらに吐気， n匿吐及ぴ動|季等

の症状を訴えた.

③試料イワシの貝殻焼き残品A，Bの2検体，検

食Cの1検体が搬入された.

④原因物質の検索患者らの訴えはヒスタミン様症状

であった.そこで薄層クロマトグラフィー (TLC)によ

るヒスタミン及ぴ不揮発性腐敗アミンの定性分析を試み

た5) 3検体会てから陽性スポットが得られたので，さ

らに高速液体クロマトグラフによる定量分析を行いA，

B及ぴCからヒスタミン180mg%，190mg%， 130mg%， 

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunin-cho 3-chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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表1.昭和62年度に発生した化学性食中毒の概要

因物質

変敗

ヒスタミン

クク lレピタシン

界面活性剤

油脂の変敗

天然毒

過酸化水素

原ロ
ロロ

牛 乳

イワシ

ひょうたん

グレープジユース

花林糖

キノコ

清 涼 飲 料 水

食因原患者数/喫食者数

113/336 

8/372 

6/10 

2/2 

1/1 

2/2 

1/1 

発生年月

昭手口62.6

7 

8 

8 

9 

10 

10 

No. 

1

2

3

4

5

6

7

 

4. グレープジ‘ユース缶による有症苦情

①事件の概要 昭和62年 8月，女子中学生が自宅近く

のコンピニエンスストアーでグレープジュース 2缶をR薄

入し 1時間後に 1缶をコップに半分ずつあけ，夏休み

の宿題をしに来ていた友達との 2人でストローを用いて

喫飲したところ，異常に気付き友達の母親から保健所に

届出があった.

②食中毒の症状飲用直後から苦味，舌先がピリピリ

と療れ，気分が悪くなった.

③試料別容器に入った残品とその空缶，

の参考品が搬入された.

④原因物質の検索残品は外観上，濁った藤色の粘液

性溶液で透明な葡萄色の参考品とは全く異なっていた.

臭は石鹸様臭を有し， pH は参考品が2.7に対して残品は

6.9とかなりの差が見られ，アルカリ性を有する異物の

混入が疑われた.外観，臭いから混入物は界面活性剤等

が考えられた.起泡試験では持続性のある微細な泡が認

められた.空缶についてビンホール試験を実施したが陰

性であった.そこで動物試験と界面活性剤の定性分析を

併用させた.残品をマウスに体重 1kg当り約 9mlを経

口投与させたところ， 10分後に痘療を伴い呼吸停止から

死亡した.これは界面活性剤を経口投与した時の状態に

酷似していた. しかし，農薬混入の懸念もあったので有

機リン系農薬の分析を同時に行ったが検出されるものは

なかった. TLCによる界面活性剤の定性分析から非イ

オン界面活性剤が検出され，ポリオキシエチレンアルキ

ルフェニルエーテルが推定された.このうちポリオキシ

エチレン 6モルの標品の Rf値に近似した.さらに，チ

オシアン酸アンモニウムによる非イオン界面活'性剤の比

色定量を行い，ポリオキシエチレン(6 )ノニルフェニル

エーテルとして 1%含有していた.尚，陰イオン及ぴ陽

イオン界面活性剤は検出されなかった.

⑤考察 この事件は混入物が何であるかと同時に混

入経路の解明の二点に絞られた.残品が不透明な藤色の

同ロット

カダペリン42mg%，41mg%， 27mg%，チラミン15mg%，

13mg%， 10mg%，プトレシン 29mg%， 25mg%， 

21mg%がそれぞれ得られた.

⑤考察f 今回130-190mg%の範囲内でヒスタミン

が検出されたが，副材料を除いたイワシそのものであっ

たなら300mg%程度検出されたのではないかと推定され

る.また同時に不輝発性腐敗アミンも検出されたことか

ら，イワシの鮮度がかなり低下していたものと考える.

今回372名分の献立の中から中毒症状を呈している.入

院先の患者が夕食に出された献立からヒスタミン様中毒

を起こしたことは，病院側の基本的な衛生概念が欠損し

ていたのではないかと恩われる.

3.ひょうたんの酢漬による有症苦情

①事件の概要昭和62年 8月，某会社社員10名が幕の

内弁当を喫食し，うち 6名が食中毒症状を呈した.

②食中毒の症状喫食直後から苦味を感じ，約 1時間

後に吐気， sJ@:吐及び下痢を呈した.

③ 試料患者が喫食した残 品 の う ち 5-6 cmの

ひょうたんの酢漬数個が搬入された.

④原因物質の検索 ウリ科植物には苦味成分としてク

クルピタシン類の存在が知られている6) 喫食した全員

が苦味を感じていること，さらに阻吐や下痢を呈してい

ることから，ひょうたん中のククルピタシンが疑われた.

TLCによる定性分析の結果，ククルピタシン Dの Rf値

に一致するスポットが得られた.

⑤考察昭和57年にも都内でユウガオの実の水煮を

食べて食中毒が発生している3) ククルピタシン類は極

めて強い苦味を有し，時には植吐を誘発させることがあ

る.

今回のひょうたんは他県で生産されたものだが，本来，

飾り物として流通されていた. ところが中開業者の段階

で食用として卸しをしてしまった結果，飲食庖営業者は，

これを幕の内弁当のおかずにして販売，今回の事件が発

生してしまったものである.
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溶液で， しかも市販合成洗剤様臭を発していたことから，

界面活性剤等の異物の混入が考えられた. しかし同時に

購入したもう 1缶は全く異常がないことが判明した.さ

らに参考品と残品の pHにはかなりの差を示し，参考品

が酸性に対して残品は中性付近であることから，アルカ

リ性を有する化合物が疑われた.種々検討の結果，混入

物は非イオン界面活性剤であることを突き留めることが

できたが，混入経路はいぜんとして不明であった.誰か

のいたずらでジュース缶にわずかな穴を開けて異物を混

入した疑いが濃いとみたが，飲用した女の子らは缶

ジュースの蓋を開けた時にガス庄の抜ける音を聞いてい

ると述べていること，またピンホールE丸験でも異常がな

いことから，その推定は打ち消された.そこで製造工程

の段階で界面活性斉IJの混入が疑われた.製造工場は他県

にあったが，その工場で使用していた洗剤全てを任意提

出してもらい，定性分析を行ったが混入物パターンに近

似もしくは一致する洗剤は見つからなかった.さらに市

販の洗剤約30種についても分析を行ったが，先の結果と

同様一致するに至らなかった.混入経路については解明

できなかったが，このジュース缶はストアの冷蔵庫の側

に積み重ねてある箱から 2缶を購入したということで，

従業員の自に届かない場所で自由に取り出しが出来る保

管に幾分問題が残された事件であった.

また同年9月にも炭酸飲料 1缶を 5-6人の学生がス

トローで回し飲みをし，最後の学生が飲んだところ，喉

に鋭い痛みを呈する事件があかるみに出た.近くの病院

で受診したところ，喉が炎症を起こしていると言われた.

残っていた溶液をティシュペーパーにあけかえたところ，

針状の異物が発見されたと保健所に届出があった.針状

様の異物は僅かであったが，実体及ぴ電子顕微鏡から金

属様針状物質であることが判明した.そこで異物中の金

属分析を実施したところ，アルミニウムが検出され含有

量は24%であった.これらのことから金属様針状異物は

パッキングする際のジュース缶の蓋の切り粕が混入した

のではないかと推定した.両方の事件ともアルミニウム

容器で中身が見えないだけに，飲み方等注意しなければ

ならない事件であった.

5.花林糖による有症苦情

①事件の概要 昭和62年 9月，タクシーの運転手が朝，

花林糖，缶ジュース及びタバコを購入し，朝食代わりに

花林糖を車中で喫食したところ，余りの異臭，異味に気

分が悪くなった.会社に帰り同僚にも食べてもらったが，

やはりおかしいとの訴えで保健所に届けてきた.

②食中毒の症状 喫食直後に臭い，味共に異常が認め

られ気分が悪くなった. 4時間後から急に恒吐，翌朝か

ら3回下痢を呈した.

③試料残品の花林糖が搬入された.

④原因物質の検索 喫食直後から臭い，味が異常で石

鹸と油を混ぜ合わせたような嫌な臭いを訴えていた.花

林糖が搬入された時はビ、ニール袋に包まれて来たが，す

でにこのビニール袋を動かしている際に異臭を認めた.

花林糖に使用した油脂の変敗によるものと推定し，酸価

(AV)，過酸化物価 (POV)を分析したところ， AV= 

23， POV =390の{直がf尋られた.

⑤考察厚生省通達によると衛生上の指導として菓

子類は 1)その製品中に含まれる油脂は AVは3，POV 

は30以下， 2)油菓子はその製品中の油脂の AVは5，

POVは50以下に規定されている.今回の花林糖はこれ

らの規定に照らし合わせても逢かに高い値を示した.

過去の記録では昭和53年12月，神奈川県でクッキーか

らAV23， POV290，昭和60年 5月，福岡県内でえぴせ

んぺいから AV13， POV1， 300と異常な値を呈した事件

が報告別されている.今回の事件もほぼこれに匹敵した.

この花林糖は昭和59年 2月16日製造の表示がされていた

ことから，約 3年の間，小売庖に放置されていたものと

推定される.さらに，昭和63年3月にも都内で，花林糖

による異臭，異味を訴える有症苦情が発生している.こ

の時の AVも0.5，POVは45と高い値を示した.製造は

1年前と古い花林糖であった.食中毒防止の面から保存

には充分注意を払わなくてはならない事件であった.

6. キノコによる食中毒

①事件の概要昭和62年10月，夫婦が自宅近くの裏山

で採取して来たキノコを夕食にナスと一緒にすまし汁に

して喫食したところ，食中毒症状を呈し夜間の救急診療

所にて診察を受けた.

②食中毒の症状 喫食後，約 1時間から吐気， P匝吐及

び下痢を呈した.

③試料患者らが採取して来たキノコのうち小分け

してゴミ箱に捨てたキノコ 3本が搬入した.

④種の鑑定 食中毒症状は，吐気，恒吐及び下痢と典

型的な消化器系の症状であった.現在知られている毒キ

ノコのうちで，この症状を呈するのはツキヨタケ，イッ

ポンシメジ類及びカキシメジ類の三種しかない.ところ

が搬入されてきたキノコはこの三種のキノコとは全く別

のキノコであった.外観は全体が淡紫色を呈し，傘，茎

とも縦の縞模様を有していた. しかし，茎の根元の方は

途中でぶつつり切れていた為，どんな原形をしていたの

か不明であった.そこで胞子の顕鏡並ぴにヒダの付き
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方9)など詳細に検討し，このキノコはフウセンタケ属と

結論づけた.

⑤考察鑑定の結果，フウセンタケ属の仲間であっ

たが，種を決めるには至らなかった.実際に喫食したキ

ノコは搬入された種と同じであったのか，また過去にフ

ウセンタケ属の仲間で中毒が発生したことがあるのか等

疑問が生じた.そこで再度，喫食者に尋ねる形で協力を

してもらった.患者らは以前からキノコに興味を持って

いたので，キノコ採取に出掛ける機会が多かった.今回，

採取した帰り道に近所の人に見せたところ，ヒダが紅色

なので，これはウラベニホテイシメジで大変おいしい食

用キノコだと教えられた.そのキノコなら聞いたことが

あるので安心して帰宅したのだが，数本だけ色など異な

るキノコが混じっていることに気が付いた.今回，鑑定

したキノコだけを捨てたと言っており，これらから総合

してみると，鑑定したキノコと同一種を喫食した可能性

が少ないこと，ヒダが紅色を呈して，ウラベニホテイシ

メジと間違えたことから食中毒に関与したのはクサウラ

ベニタケと推定した.

7. コーヒ一入り清涼飲料による有症苦情

①事件の概要 昭和62年10月，コーヒー入り清涼飲料

(カフェオレ)を小売庖で購入した男性が自宅で飲用し

たところ，臭，味が異常であることに気付き，直ちに吐

き出したが，喉の痛みが残ったと保健所に届出があった.

②食中毒の症状 喫飲した直後から臭，味が異常で喉

にヒリヒリする痛みを覚えた.

③試料残品と同ロットの参考品が搬入された.

④原因物質の検索 残品は参考品と比較してコーヒ一

色が脱色して白濁していた.臭は焦げ臭く，油の古くさ

さを呈していた.飲用した直後から喉に痛みを感じたこ

とから刺激性物質の混入が疑われた.直ちに pHを調べ

たところ残品5.9，参考品6.6と差があった.残品の脱色

が余りにもひどいので酸化作用の強い化合物を推定した.

ほぼ同時に過酸化水素が残留したかもしれないという初

期の調査報告が入ってきた.直ちに過酸化水素の定性，

定量分析を手掛けた.定性分析は硫酸パナジウム及び硫

酸チタン溶液で呈色反応を試み陽性反応を認めた.そこ

で過酸化水素微量(酸素電極)測定装置を用いて，定量

を行ったところ，過酸化水素1.4%が含有されていた.

⑤考察厚生省告示第24号をもって，最終段階の食

品に過酸化水素が残留しではならないと規制している.

ところが高濃度の過酸化水素が残留した清涼飲料水が小

売庖に流通されていたことから，社会に極めて大きな不

安を与えた.単なる故意で添加しただけでは余りにも高

濃度で説明がつかない。そこで製造工場は他県にあった

が，再度，調査協力を要請したところ，容器を殺菌する

ために過酸化水素を使用したのだが，特定の充填剤に装

着しているノズル部分の故障であったことが判明した.

その為，過酸化水素が高濃度に残留してしまったという

ことである.尚，広島県内でも同様の苦情があり過酸化

水素0.9%が検出されている 10)

本事件の重大性に鑑み，今後同様の事故が発生しない

ように，過酸化水素を使用して容器を殺菌する食品又は

飲料水には充分監視をして行く必要がある.

本報告は昭和62年度に起きた化学性食中毒のうち1.

午乳による有症苦情， 2. イワシの貝殻焼きによる食中

毒， 3. ひょうたんの酢漬による有症苦情， 4. 花林糖

による有症苦情， 5. グレープジュース缶による有症苦

情， 6. キノコによる食中毒 7. コーヒ一入り清涼飲

料による有症苦情の 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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野菜・果実類中の残留農薬実態調査

(昭和 62年度)

永山敏庚へ真木俊 夫 へ 飯 田 真 美 * ，

観 公子*，川合由華*二島太一郎*

Survey of Pesticide Residues in Vegetables and Fruits 

(1987. 4 ~ 1988. 3) 

TOSHIHIRO NAGAYAMA *， TOSHIO MAKI*， MAMI IlDA *， 

KIMIKO KAN *， YUKA KA W AI * and T AICHIRO NISHIMA * 

Keywords 残留農薬 pesticideresidues，野菜 vegetables，果実 fruits，有機リン系農薬 organophosphorus

pesticides，有機塩素系農薬 organochlorinepesticides，カーパメイト系農薬 carbamatepesticides，殺虫剤

insecticides，殺菌剤 fungicides，除草剤 herbicides

緒言

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，近年新しい農薬の開発が進み，種々の農薬が登録

され，使用されているため，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，昭和62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 1987年4月から1988年 3月にかけて東京都

内に入荷した野菜・果実類等199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

フェンビンホス (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，ピリミホスメチ

ル，ジアリホール，エディフェンホス (EDDP)，IBP 

計35種

(2) 有機塩素系農薬:総 BHC (α ー， s-， r-， 

d -BHC)，総 DDT (pp'-DDT， pp'-DDE， pp'一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 ー，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，イプロジオン，キャブタン，カプタホール

(ダイホルタン) 計23種

(3) カーパメイト系農薬:カルパリル (NAC)，

BPMC 計2種

総計60種

3.機器

(1) ガスクロマトグラフ: (株)島津製作所製 GC-

9 A (検出器ECD，FPD， FTD) 

(2) 液体クロマトグラフ: (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.

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 169 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， 169 Japan 



Table 1. Contens of Organophosphorus Pesticides in Vegetables 

Fungicides (ppm) 

IBP EDDP 

0.09 

Others1) Salithion 

Insecticides (ppm) 

Malathion Prothiofos PAP MEP Diazinon EPN 

NO.of 

positive 

1 

NO.of 

sample 

1 

Sample 

Crown daisy 
[SHUNGIKU] 

Pot herb mustard 
[KYONA] 

[AOZISO] 

0.02 4 4 

0.06，0.13， 
1.31，8，9，9.1 

0.01，0.01， 
0.03 

0.24，0.35， 
0.77 

0.01 0.83 10 12 Perilla 

Tr2)(DDVP) 
Tr(CYP) 

0.06 5 

。。
16 

7 
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[SANIRET ASU] 

Salad [SARADANA] 

]apanese honeywort 
lMITSUBAJ 

Lettuce 

測

~f 

互設

王道

0.16 
(chlorpyrifos-methy 1) 
o . 23 (plIosalone) 
Tr(CYAP) 
0.16.0.17 
(piriIniphos-methyl) 
1.6 0.04，0.04 
(chl(Jrpyriphos-methyl) 
2.6 (plIosaIone) 
0.19¥CYAP) 
1.8.4.8 
(pirimiphos-rr附 hyl)

Tr，O.07， 
0.10，0.10， 
0.11，0.28， 
0.31，0.42 

0.04，0.34， 
0.51 

0.04，0.14 0.01，0.02， 
0.02，0.03 

Tr， Tr， Tr， 
0.04，0.07 

20 29 
Celery 
(petiole) 

0.01，0.02， 
0.03，0.03， 
0.17，0.21， 
0.22，0.31， 
0.60，1. 7， 
2.2 

Tr，O.02， 
0.11，1.7， 
4.7 

0.01，0.03， 
0.31，0.60， 
0.76，1.6 

0.05，0.12， 
0.57，4.1 

Tr Tr，O.OI， 
0.01，0.01， 
0.01，0.02， 
0.03，0.06， 
0.31，0.64 
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Garden asparagus 

Radish 
(root) 

(leaf) 

TurniD 
(root5 

(leaf) 

Edible burdock 

Sw田tpotato 

Taro 

Potato 

Ga吋enpea {immature) 
ISAYAENDOI 

Kidney bean (immature) 
[SAYAINGEN] 

Broad bean 
[SORAMAME] 

Total 170 77 0.02-0.83 Tr-0.64 Tr-O.Ol 0.04-4.1 0.01-1.6 Tr-9.1 Tr-2.2 Tr-4.8 0.04-0.09 

1) chlorpyrifos， CVP， DDVP， dimethoate， MPP， phosalone， DEP， disulfoton， ECP， CYAP， chlorpyrifos.methyl， DMTP， formothion， CVMP， Propaphos， EPBP， ethion， iso. 

xathion， thiometon， PMP， pyridaphenthion， pirimiphos-methyl， CYP and dialifol are investigated. 

2) Tr : below O.Olppm 

0.01 (chlorpyrifos) 

0.04，0.06 

0.01，0.08 

0.06 

0.17 

0.06 Tr 

0.02 

0.09，0.15 

0.06 

。

2
3
0
0
0
0
3
 

。

1 

2 

5 

4 
4 
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h
d
F
h
d
F
H
υ

「「

υ
η
'
'
E
i
u
n
x
u

5 

5 
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結果及び考察 尚一層広範囲な監視に基づく実態把握が必要とされる.

1.有機リン系殺虫剤及び殺菌剤 基準値の設定されていない農薬では， EPN (アオジソ，

野菜類170検体について，有機リン系殺虫剤33種及ぴ

有機リン系殺菌剤 2種計35種の農薬を分析し，その結果

をTable1に示した.

有機リン系農薬のうち残留基準のある農薬は， EPN 

(検出作物名:ダイコンの根及ぴ葉)及びマラチオン

(セルリーの葉柄)の 2種類が7検体(検出率:4.1%， 

以下同様)から検出された.これらのうち，ダイコンの

葉 1検体から検出された EPNは，残留基準値O.lppmを

超えていた.ダイコンの葉中の EPNは昭和56年度及ぴ

昭和59-61年度にも検出されており 6-8) また，食品汚

染物モニタリングによる報告例も多い9) EPNは，葉菜

類に残留しやすく 5.9) しばしば残留基準値を超えて検

出されることから，十分な監視体制の維持拡充が必要で

ある.

環境庁の定めた登録保留基準のある農薬では，ダイア

ジノン(セルリーの葉柄及ぴ葉，サヤエンドウ)， PAP 

(レタス，セルリーの葉柄及び葉)，マラチオン(アオ

ジソ，セルリーの葉柄及び葉，サヤエンドウ)，プロチ

オホス(キョウナ，アオジソ，セルリーの葉柄及び葉，

カブの根及び葉，サヤエンドウ，サヤインゲン)， 

DDVP (レタス)， CYP (レタス)，クロルピリホスメチ

ル(セルリーの葉柄及び葉)，ホサロン(セルリーの葉

柄及び葉)及びピリミホスメチル(セルリーの葉柄及び

葉)の 9種類が69検体 (41%)から検出された.これら

のうち，セルリーの葉柄から検出されたダイアジノン，

ホサロン，及びピリミホスメチル，セルリーの葉柄及び

葉から検出された PAP及びクロルピリホスメチル，ア

オジソ，セルリーの葉柄及び葉，サヤインゲンから検出

されたプロチオホスは，それぞれの登録保留基準値0.1，

0.5， 1， 0.1， 0.03及ぴO.lppmを超えるものがあった.

特に，アオジソからは基準値の90倍以上のプロチオホス

が検出された.

プロチオホスは，近年種々の野菜・果実類から比較的

多量検出されている4-7.10-13) LD50925-966mg/kg 

(ラット，合:経口)の普通物であるが，水に対する溶

解度が1.7mg/1 (20'C) と極めて低く，水洗により洗

い流すことのできない農薬のひとつである 14) また，

アオジソは，水洗後生食されるため，残留したプロチオ

ホスのほとんどが摂取されると考えられる.健康への危

害を阻止する上で，農薬の摂取は極力抑える必要がある.

そのためには，農薬の残留した食品をできる限り少なく

することが大切であり，残留基準のない農薬をも含めた

サヤエンドウ)， MEP (アオジソ，セルリーの葉)，サ

リチオン(セルリーの葉柄及び葉)， CYAP (セルリー

の葉柄及ぴ葉)，クロルピリホス(カブの葉)及び IBP

(シュンギク及びセルリーの葉)の 6種類が29検体

(17%)から検:出された.これらのうち，アオジソから

検出された EPNは， 0.83ppmと比較的高濃度であった.

EPNは毒物(1.5%以下劇物)に指定されており，種々

農作物にO.lppmと残留基準が定められている.生食さ

れるアオジソに多量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.一方，

稲用殺菌剤である IBPが，シュンギク及びセルリーの

葉から0.04-0.09ppm検出された. IBPは昭和59年度に

もイチゴからO.Olppm検出されている6) このような本

来の使用対象作物以外からの検出は，農薬使用者の不注

意な使用によると考えられる.従って，農薬使用者が使

用法等の遵守を徹底するよう十分指導することも，農薬

残留を減らす大切な方策のひとつと考える.

なお，エチルチオメトンの酸化代謝物であるジスルホ

トンスルホンが，セルリーの葉柄及び葉，ダイコンの根

及ぴ葉の各 1検体から0.02-0.13ppmの範囲で検出さ

れた.いずれも，昭和田， 60年度と同様5.6)，原体であ

るエチルチオメトンは検出されなかった.

次に，果実類29検体についての調査結果を Table2に

示した.

残留基準のある農薬は全く検出されなかった.

登録保留基準のある農薬では， DMTP (イヨカンの外

果皮)及びクロルピリホス(リンゴ)の 2種類が5検体

(17%)から検出された.柑橘類外果皮中の DMTPは，

検出率が 4/5 (80%) と高いものの，その残留量は

0.06ppm以下と低レベルであった.

いずれの基準値も設定されていない農薬では，サリチ

オン(イヨカンの外果皮)が l検体から検出されたのみ

であった.

2.有機塩素系及びカーパメイ卜系殺虫剤

野菜及ぴ果実類中の有機塩素系殺虫剤15種，カーパメ

イト系殺虫剤 2種計17種の調査結果を Table3に示した.

残留基準のある農薬では，登録の抹消された殺虫剤で

ある総 BHC(カブの葉，サトイモ)，総 DDT(サトイ

モ)及ぴエンドリン(ダイコンの根及び葉)の 3種類が

5検体 (2.5%)から検出された.エンドリンの基準値

はNDであることから，今回のように極微量検出された

場合でも規格違反となるが 1日摂取許容量 (ADI)
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Table 2. Contents of Organophosphorus Pesticides in Fruits 

NO.of NO.of Insecticides (ppm) 
Sample 

sample positive DMTP Salithion Chlorpyrifos 

Apple 3 1 Tr1) 

Pear 1 。
Hybrid melon 5 。

[PURINSUMERON] 

Loquat [BIWA] 4 。
]apanese persimmon [KAKI] 6 。
lyokan 

(flesh) 5 。
(peel) 5 4 0.03， 0.03， 0.17 

0.04， 0.06 

Total 29 5 0.03-0.06 0.17 Tr 

EPN， diazinon， MEP， malathion， prothiofos， CVP， DDVP， dimethoate， MPP， phosalone， DEP， disulfoton; ECP， 

CYAP， chlorpyrifos.methyl， formothion， CVMP， propaphos， EPBP， ethion， isoxathion， thiometon， PMP， pyri. 

daphenthion， pirimiphos.methyl， CYP， and dialifol are not detected. 

IBP and EDDP are not detected 

1 ) Tr : below O.Olppm 

0.0002mg/kgを超える危険性はほとんどなく，喫食上

問題はないと考える.また，サトイモからO.Olppm以

上の総 BHCが検出された.昭和50年以前に使用された

農薬の，いわゆる土壌由来の農薬としては比較的残留量

が多かったが，昭和59年， 60年度に観察されたように6)，

輸入肥料等からの移行によると考えられる.

登録保留基準のある農薬では， α ， sベンゾエピン

(カブの根及ぴ葉，サヤエンドウ)及ぴ BPMC(アオジ

ソ)の 3種類が 8検体 (4.0%)から検出された.サヤ

エンドウから0.53ppmのベンゾエピン (α ー及びs-ベ

ンゾエピンの総和)が検出され，基準値0.5ppmを超え

ていた.また，今年度から検査を始めた BPMCが，ア

オジソ 1検体のみであるが，その基準値0.3ppmの約10

倍検出された.ベンゾエピンは ADIO. 008mg/kgの毒

物に， BPMCもADIは設定されていないが LD50623mg

/kg (ラット，合:経口)の劇物 (2%以下普通物)

に指定されていることから，残留量の把握等に十分留意

し，これら農薬の多量残留を防止する必要がある.

3.有機塩素系殺菌剤友び除草剤

野菜及び果実類中の有機塩素系殺菌剤 7種，有機塩素

系除草剤 1種計8種の調査結果を Table4に示した.

残留基準のある農薬は，キャブタン(リンゴ) 1種類

が 1検体 (0.5%)から検出されたのみであった.

登録保留基準のある農薬では，殺菌剤である TPN

(アオジソ， レタス，サラダナ， ミツバ，セルリーの葉

柄及び葉，カブの根及ぴ葉，ゴボウ，パレイショ，サヤ

エンドウ，サヤインゲン，リンゴ)，ピンクロゾリン

(アオジソ， ミツノq，イプロジオン(アオジソ，レタ

ス， ミツパ)， PCNB (レタス，サラダナ， ミツノ{，セ

ルリーの葉)及ぴカプタホール(カンショ，カキ)の 5

種類が74検体 (30%)から検出された.これらのうち，

TPNは検出率が33%と非常に高く，特に， ミツバ 6/

9 (67%)，セルリーの葉柄17/29(59%)及び葉20/

29 (69%)，サラダナ 4/7 (57%)の検出率が高かっ

た.さらに，基準値上Oppmを超えて残留していたもの

も多く，セルリーの葉柄5.6，6.3ppm，葉11，27ppm， 

レタス8.0ppm，サラダナ5.5ppmと高レベルのものも見

出された.ピンクロゾリンは 昭和61年度にミツバから

37ppmと異常な高濃度で検出されたが7)，今回はアオジ

ソから基準値 5ppmを超えて検出された.イプロジオ

ンは，今回初めて調査した農薬であるが，アオジソから

基準値 5ppmを超えて検出され，ピンクロゾリンと同

様，検出率は低いものの，残留量の多い傾向が見られた.

野菜中の TPNは水洗により 74-97%除去されるとの報

告がある 15) また，ピンクロゾリン及ぴイプロジオン

の水に対する溶解度はそれぞれ 1g/l， 13mg/1であり，

いずれも TPNの0.6mg/1より大きい.従って， TPNと

同様水洗により除去され，生食の場合でも喫食時におけ
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Table 3. Contents of organochlorine and Carbamate Insecticides in Vegetables and Fruits 

Carbamates (ppm) Organochlorines (ppm) NO.of 

NO.of 
positive 

No.of 
positive 

Sample 
BPMC 

-

A

4

‘

9

u

n

u

η

t

Q

U

 

1

1

 

2.6 

NAC 

ハH
v
n
H
V

唱

E
A

ハH
U
A
H
v
n
H
V

Others1
) 

TrZ)(hep. ep.3)) 

Dicofol s-Ber回 epmα-Benzoepin 

n
H
V

ハH
U
A
H
u
t
s
よ
ハ
H
v
n
H
V

sample 

。。TrZ)， Tr， 0.001，0.001， 
0.002，0.002，0.002，0.002， 
0.005，0.0∞0侃5(T一B聞HC幻
0.0∞0ω2(hep. ep.) 

Tr4) 

0.013 

1 

10 

29 

29 

Crown daisy 

Pot herb mustard 

Perilla 

Lettuce 

Salad 

Japanese honeywort 

Celery 
(petiole) 

(leaf) 

。
Tr〆4)刊(endrin

Trム，0.0∞0貯7(endむ削r吋in)

。5 

。。
AHυ

ハH
U
A
H
v
n
H
U
A
H
V

O.OOl(T-BHC) 

0.003， 0.007(hep. ep.) 

Tr4)， 0.040 

Tr，0.017 

Tr4)， 0.056 
Tr，0.031 

2 

ワ白

q

u

n

L

A

H

U

の
L

4 

4 

F
h
υ
F
h
υ
F
ヘυ
F
h
υ
n
r
a

Garden asparagus 

Radish 
(root) 

(leaf) 

Turnip 
(root) 

(leaf) 

Edible burdock 

Sweet potato 

Taro 

。。

ハH
V
A
H
V
A
H
V
A
H
V
A
H
V

0.014(T四 BHC)
Tr6)(T-DDT7)) 

Tr4)，0.012(dieldrin) 
Tr(endrin) 
0.002，0.006， 0.026(hep. ep.) 

Tr， 0.12， 0.20 0.077，0.33 

0 

3 

。
A
H
υ
A
H
V
A
H
v
n《
υ

5 

8 

5 

F
h
J
v
n〈
JU

噌

E
A
F
h
J
V

Potato 

Garden pea 
(immature) 

Kindney bean 
(immature) 

Broad bean 

Apple 

Pear 

Hybrid melon 

。。。。4 

6 

Loquat 

Japanese persimmon 

Iyokan 
(flesh) 

(peel) 

。
。

。5 

5 0.014 

1) Total白 BHC(total ofα ー，s -， y】 & /J -BHC)， Total-DDT (total of pp'ーDDT，pp'-DDE& pp'一DDD)，op'ーDDT，aldrin， 

dieldrin，巴ndrin，heptachlor and heptachlor epoxide are investigated. 

2) Tr : below O.OOlppm 

3) Heptachlor epoxide is described as hep. ep. for short 

4) Tr : below O.005ppm 

5) The amount ofα-BHC， s -BHC， y -BHC and /J -BHC residue is described 

6) Tr : below O.Olppm 

7) The amount of pp'ーDDT，pp'ーDDEand pp・-DDDresidue is described. 

2.6 Tr -0.026 Tr -0.014 Tr -0.20 Tr -0.33 31 199 Total 
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Table 4. Contents of Organochlorine Fungicides and Herbicides in Vegetables and Fruits 

Herbicides (ppm) Fungicides (ppm) NO.of 

0.001，0.004 

0.002，0.003 

CNP NO.of 
posit1ve 

0 

0 

2 

2 

uthers1
) PCNB Iprodione 

13 

0.30 

Vinclozolin 

8.5 

0.006，0.019 

0.001，0.001 2 

。
0.001 

Tr2)，0.001 2.2 0.13，2.1 

0.001 

0.003，0.006，0.010， 
0.21，4.6，8.0 
0.011，0.015，4.0， 
5.5 

0.011，0.041， 
0.065，2.4，3.2， 
4.4 

TPN No.of 
positive 

0 

0 

2 

7 

sample 

唱
E
・h
a
a
A

の〆“

p
n
u

噌

E
A

噌

E
A

Sample 

Crown daisy 

Pot herb mustard 

Perilla 

Lettuce 

5 

7 

7 

9 

Salad 

J apanese honeywort 

0.002 

0.002，0.004 2 0.002 

0.007，0.016，0.037， 
0.097，0.11，0.12， 
0.15，0.23，0.28， 
0.31，0.63， 0.73， 
0.85，2.1，4.1，5.6， 
6.3 

0.002，0.006，0.015， 
0.031，0.044，0.12， 
0.26，0.35，0.41， 
0.48，0.54，0.63， 
0.80，0.83，2.0，2.9， 
4.2，4.9，11，27 

17 

21 

29 

29 

Celery 
(petiole) 

)
 

f
 

内

d
O
L
 

l
 

(
 

。
。
。
ハH
v
n
H
v
n
4
υ

Tr2)， 0.003 

0.036，0.14 

0.002 

。
。。
n
F
“
内
γ
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咽

E
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5 

4 

4 

に
d
p
k
d
F
h
d

Garden asparagus 

Radish 
(root) 

(leaf) 

Turnip 
(root) 

(leaf) 

Edible burdock 0.001，0.002， 
0.002 。Tr3)， 0.005 

(captafol) 
2 5 Sweet potato 

Potato 

Garden pea 
(immature) 

Kidney bean 
(immature) 

Broad bean 

Apple 

Pear 

Hybrid melon 

Loquat 

Japanese 

Iyokan 
(flesh) 

(peel) 

Tr2J， Tr， Tr， 
0.001 

4 

。。0.005 

0.009，0.020，0.11， 
0.20 

0.001 

。

4 

7 

5 

8 

Taro 

。
A
H
V
A
H
V
A
H
U
A
H
V
A
H
V
A
H
V
 

O.OOI(captan) 0.002 

n
H
v
n
r

“《
H
U
A
H
V
A
H
υ

司
E
A

5 

F
h
d

内
〈

d

噌

E
A
F
k
d
a
n時
A
n
h
υ

Tr-0.004 

0

0
一日

Tr (captafol) 

Tr-0.005 Tr-0.019 0.30-13 0.13-8.5 

perslmmon 

5 0 

5 0 

Total 199 75 Tr-27 

1 ) CAptan， captafol and procymidone are investigated目

2) Tr : below O.OOlppm 

3 ) Tr : below O. 005ppm 
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Sample 

Perilla 

LeUuce 

Salad 

Japanese 
buneywort 
Celery 
(petiole) 

(leaf) 

T(ruoront1) p 

(leaf) 

Garden pea 
(immature) 

Apple 
Iyokan (peel) 

No.of 

pample 

12 

16 

7 

9 

29 

29 

5 

5 

8 

3 
5 
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Table 5. Items of the Samples Contained Several Pesticides 

Pesticides resid ue ( ppm ) 
NO.of 

1) No. 
posltlve 

10 1 Malathion(0.242))， CNP(0.004) 
2 -Prothiofos(0.06)， Vinclozolin(8.5) 
3 Prothiofos(0.13)， BPMC(2.6) 
4 TPN(0.001)，Iprodione(l3) 
5 MEP(O.Ol)， Malathion(0.35)， CNP(O.OOl) 

11 1 DDVP(Tr3))， TPN(0.010) 

6 

7 

25 

2 CYP(Tr3
))， PCNB(0.006) 

3 TPN(4.6)， PCNB(0.019)， [HCB(Tr4)] 

4 PAP(0.06)， Prothiofos(O.Ol)， CNP(0.002) 
5 Prothiofos(0.03)， TPN(0.003)， Iprodione(0.30) 
1 TPN(O.Ol1)， CNP(O.OOl) 
2 PCNB(O.OOl)， [HCB(Tr)] 
1 TPN(4.4)， Vinclozolin(0.13) 
2 TPN(3.2)， PCNB(Tr3)) 
3 TPN(0.041)， Vinclozolin(2.1)， PCNB(O.OOl) 
i Di;;i~-o'n-(T;:Ì)) :TPN(O':S5-) 
2 Diazinon (0.04)， Salithion (0.11) 
3 Diazinon(0.07)， TPN(5.6) 
4 PAP(0.14)， Prothiofos(0.04) 
5 PAP(0.04)， TPN(0.007) 
6 Malathion(O.Ol)， TPN(0.15) 
7 Malathion(0.02)， TPN(0.28) 
8 Salithion(0.10)， TPN(0.12) 
9 Salithion(0.31)， TPN(2.1) 
10 Chlorpyrifos.methy(0.16)， TPN(6.3) 
11 Pirimiphos.methy (0.17)， TPN (0.23) 
12 Malathion(0.03)， TPN(0.037)， CNP(0.002) 
13 Prothiofos (0.51)， Salithion (0.28)， TPN (0.31) 
14 Diazinon(Tr)， Salithion(Tr3

))， CYAP(Tr3))， TPN(O.l1) 
15 Prothiofos(0.34)， Sali出ion(0.10)，Pirimphos.methy(0.16)， TPN(4.1) 

29 1 Diazinon(O.Ol)， TPN(0.83) 

4 

4 

5 

2 
4 

2 Diazinon(0.64)， TPN(27) 
3 Malathion(0.60)， TPN(0.80) 
4 Prothiofos(0.02)， TPN(4.9) 
5 PAP(0.05)， Salithion(0.02) 
6 Salithion(0.21)， TPN(2.0) 
7 Salithion(0.60)， TPN(0.002) 
8 Salithion(1.7)， TPN(2.9) 
9 TPN(0.006)， [Disulfoton su日one(0.03)]
10 Diazinon( 0.01)， Malathion( 0.01)， Prothiofos( Tr3)) 

11 Diazinon(Tr)， Malathion(0.76)， TPN(0.54) 
12 Diazinon(O.Ol)， Malathion(0.36)， TPN(0.015) 
13 Diazinon (0.03)， Malathion (1. 6)， TPN (0.26) 
11 Diazinon(O.Ol)， Pirimiphos.rr同 hyl(4.8)，TPN(0.63) 
15 PAP(0.57)， Malathion(0.03)， TPN(0.35) 
16 Pγothiofos(4.7)， Salithion(2.2)， TPN(0.48) 
17 PAP(0.12)， IBP(0.04)， TPN(4.2)， [HCB(0.002)] 
18 Diazinon(0.31)， Salithion(0.31)， TPN(0.031)， CNP(0.002) 
19 PAP(4.1)， Prothiofos(O.l1)， Salithion(0.03)， PCNB(0.002) 
20 Diazinon(0.06)， MEP(Tr3

))， Salithion(O.O③)， CYAP(0.19)， TPN(0.12) 
21 Diazinon (0.02)， Prothiofos (1. 7)， Salithion (0.22)， Pirimiphos.methyl 

(1.8)， TPN(l1)， CNP(0.004) 
1 Prothiofos(O. 04)， Benzoepin5

) (0.10) 
2 Benzoepin(0.004)， TPN(Tr4)) 

1 Prothiofos( 0.01)， Benzoepin( 0.048) 
2 Chlorpyrifos (0.01)， Benzoepin (0.04)， TPN (0.036) 
1 Malathion (0.06)， Benzoepin (0.53) 
2 Prothiofos(0.06)， TPN(0.020) 
3 Benzoepin(0.20)， TPN(0.009) 
4 EPN(0.02)， Diazinon(Tr)， Benzoepin(0.003)， TPN(0.20) 
1 Chlorpirifos( Tr3

))， Captan( 0.001) 
1DMTP(0.03)， Salithion(0.17)， Dic百fol(0.014)

1 ) Number of samples detected pesticides except BHC， DDT， drins， heptachlor and heptachlor epoxide is described. 
2) The content of pest叩 idesis described 
3) Tr : below O.Olppm 
4) Tr : below O.OOlppm 
5 ) The amount of αーbenzoepinand βbenzoepin is described. 
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る残存量は少ないと推察される. しかし， 10ppm前後

あるいはそれ以上の農薬の残留は，農薬散布当初の濃度

に匹敵することから16)，農薬使用者の不注意な散布に

よるところが大きいと考える.

一方， PCNBの不純物として知られるヘキサクロロベ

ンゼン (HCB)がレタス，サラダナ及びセルリーの葉各

1検体から痕跡-0.002ppm検出された.レタス及びサ

ラダナは PCNBをそれぞれ0.019及びO.OO1ppm残留し

ていた.また，レタス及ぴセルリーの葉には TPNが4.6

及ぴ4.2ppm残留していた. HCBは PCNB製剤に0.3-

0.7%， TPN製剤に0.0001-0.05%含有していることか

ら17)，これら農薬の施用により，その不純物である

HCBが作物中に移行したと考えられる.

除草剤である CNPは， 16検体 (8.0%)から検出され

たが，その残留量はいずれも基準値O.lppmの 1/25以

下であった.また，ゴボウ及びサトイモ等，根菜類にお

ける検出率が3/5 (69%)及ぴ7/7 (57%) と高く，

土壌に由来すると推察される.

4.農薬複数残留の実態

同一検体から 2種類以上の農薬 (BHC，DDT， ドリン

剤及ぴへプタクロルエポキサイドを除く)を検出した野

菜・果実類についてまとめ， Table 5に示した.

23作物48農薬(ジスルホトンスルホン及び HCBを含

む)について調査したが，複数残留はアオジソ，レタス，

サラダナ， ミツバ，セルリーの葉柄及び葉，カブの根及

ぴ葉，サヤエンドウ， リンゴ及ぴイヨカンの外果皮等 9

種作物61検体 (31%)に見られた. ミツバは有機塩素系

殺菌剤の，セルリーは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多種成分残留が多く認められた.

現在登録されている農薬を検出した検体数は199検体

中130検体 (65%)あった.これらの検体のうち61検体

(検出検体に対する割合:47%) 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24検体あった.特に，セルリーの葉柄15

/29 (52%)及び葉21/29(72%)，サヤエンドウ 4 /

8 (50%)，アオジソ 5/12(42%)の順に残留割合が

高く，また，セルリーの葉柄で 4種類，葉で 6種類，サ

ヤエンドウで 4種類の農薬の同時残留が見られ，多種類

の農薬残留による汚染の進んでいる可能性が示唆された.

まとめ

1987年 4月から 1988年 3月までに都内に入荷した野

菜・果実類199検体について，残留農薬の実態調査を

行った.

有機リン系農薬は， EPN，ダイアジノン， MEP， PAP， 

マラチオン，プロチオホス，サリチオン等の殺虫剤15種

類が82検体から痕跡-9.1ppmの範囲で検出された.ダ

イコンの葉 l検体から残留基準値を越えて EPNが検出

された.

有機塩素系農薬では， BHC，エンドリン及ぴベンゾエ

ピン等の殺虫剤 7種類が31検体から痕跡ー0.53ppmの

範囲で，また， TPN，ピンクロゾリン及ぴイプロジオン

等の殺菌剤が痕跡ー27ppmの範囲で検出された.登録

保留基準値を越えて検出された農薬も多く，特に，セル

リーの葉から TPNが27ppm，アオジソからピンクロゾ

リンが8.5ppm，イプロジオンが13ppmと高濃度に検出

された.また，除草剤である CNPが16検体から痕跡ー

0.004ppmの範囲で検出された.

カーパメイト系農薬では， BPMCがアオジソ 1検体か

ら検出されたのみであったが，その残留量は2.6ppmと

登録保留基準値を大きく超えていた.

複数の農薬を検出した例としては，アオジソ，セル

リー及ぴサヤエンドウ等で同一検体に 2種類以上の農薬

を残留したものが多かった.さらに， 4種類以上を同時

に検出したものは，セルリーの葉柄及び葉，サヤエンド

ウに見られた.

残留農薬は年々多種多様化し，農薬使用者の不注意等

によると思われる多量の農薬残留や，複数残留も増加し

ている.食品の安全性を確保する上で，農薬の残留は極

力抑えることが大切であり，生産者をも含めた総合的な

対策を講じ，その実現に努力する必要がある.

本調査は東京都衛生局食品監視諜と協同で、行ったもの

である.
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玄米中の残留農薬実態調査

一昭和52年度~昭和62年度一

真木俊夫へ飯田真美へ観 公子*，

永山 敏 庚 * ， 川 合 由 華 *，二島太一郎*

A survey of Pesticide Residues 

in Brown Rice 

(1977.4-1988. 3) 

TOSHIO MAKI*， MAMI IIDA *， KIMIKO KAN*， 

TOSHIHIRO NAGAYAMAへ YUKAKA W AI * and T AICHIRO NISHIMA 

Keywords:残留農薬 pesticid巴 residues，玄米 brownrice，有機リン系農薬 organophosphoruspesticides，有機

塩素系農薬 organochlorinepesticides，カーパメイト系農薬 carbamatepesticides 

緒 自

我が国の水稲収穫量は毎年約 1千万トン台を確保し，

作付面積も全国230万ヘクタール以上を有しており，米

の自給率は100%に達している.これら，米作にかかる

農薬の費用は昭和60年度で，米の生産費の約5.5%を占

めている 1) 米に使用する農薬については，食品衛生法

に基づき厚生省が定める規格基準や，農薬取締法に基づ

き環境庁が定める登録保留基準がある.その他，農林水

産省が定める安全使用基準と水稲用農薬の適正使用法が

設定されている2)

近年，害虫が耐性を形成すること等から新しい農薬が

開発され，種々の農薬が使用されている可能性がある.

しかし，これらの農薬に関して，使用実態や残留実態は

十分把握されていなく，その報告も少ないト7)

そこで，著者らは玄米中の残留農薬について，昭和52

年度から毎月定期的に，残留基準の設定されている12稜

の農薬を中心に，種々農薬の実態調査を行ってきた.過

去2回中間結果を報告3-4)してきたが，昭和52年度から

昭和62年度までの調査結果をまとめ，若干の知見を得た

ので報告する.

実験の部

試料について生産地と検体数を年度ごとにまとめ表 1に

示した.なお，品種別にみると，ササニシキ137検体，

コシヒカリ 135検体の 2品種で全体の49%以上を占めて

いた.

2.調査農薬名

(1) 有機塩素系農薬:残留基準のあるもの;総 BHC

(α ー，s-， Y-， d-BHCの総和)，総 DDT(pp'ーDDT，

pp'-DDE， pp'-DDDの総和)，エンドリン，デイルドリ

ン 計 4種.残留基準のないもの，カプタホール(ダイ

ホルタン)，ヘプタクロルエポキサイド計2種

(2) 有機リン系農薬:残留基準のあるもの;EPN，ダ

イアジノン，ノTラチオン，フェニトロチオン (MEP)，

フェンチオン (MPP)，フェントエート (PAP)，マラチ

オン計 7種.残留基準のないもの;ジクロルボス

(DDVP)，ジメトエート， IBP 計 3種

(3) カーパメイト系農薬:残留基準のあるもの，カル

パリル (NAC)計 1種

(4) その他:残留基準のないもの;CNP，ベンチオ

カーブ言十2種

なお，これらの農薬のうち，昭和52年度は14種，昭和

53年度から昭和57年度及び昭和62年度は16種，昭和田年

1.試料 度から昭和61年度までは19種について調査を行った.

昭和52年 4月から昭和63年 3月にかけて東京都内に入 3.機器

荷する直前の玄米合計550検体を試料とした.これらの (1) ガスクロマトグラフ:側島津製作所製 GC-1 C 

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 169 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， 169 ]apan 
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表 1 各年度における玄米の生産地と検体数

地域 生産地 52 53 54 55 56 

北海道 北海道 2 4 1 1 1 

青 森 5 3 。。。
東 岩 手 4 5 2 2 2 

宮 城 5 5 8 6 5 

秋 回 6 3 2 2 5 

jじ 山 形 8 4 5 9 8 

福 島 4 4 7 6 5 

関 茨 城 4 2 3 3 5 

栃 木 4 1 l 7 4 
東

千 葉 1 5 1 1 1 

新 潟 5 5 7 3 3 
中 富 山 1 5 7 4 2 

石 )11 。2 2 3 4 

部 干高 井 。1 1 。1 

長 野 l 1 3 3 2 

その他 。。。。2 

計 50 50 50 50 50 

(検出器 FPD)，同 GC-4 B (検出器 ECD)，同GC-5 A 

(検出器 ECD，FPD)，同 GC-R1 A (検出器 FTD)，同

GC-9 A (検出器 ECD，FPD， FTD) (2) 液体クロマ

トグラフ:側日本分光製 TRIROTARn (検出器 UV

214nm)， ~槻島津製作所製 LC- 5 A (検出器 UV214nm) 

(3) 分光光度計:日立製作所 UV-320型

4.分析方法

昭和48年厚生省告示第 2号，第332号及ぴ残留農薬分

析法8)，残留農薬分析法 Draft9)等に従った.また，カー

パメイト系農薬については，武田らの方法10)及ぴ永山

らの方法11)に準じた.

結果友ぴ考察

1.検出状況及び年次推移

過去11年間に調査した各種農薬の検出状況を表2に示

した.検出した農薬は，総 BHC，総 DDT，ダイアジノ

ン， MEP， IBP及びNACの6種類であった.

1 )有機塩素系農薬

有機塩素系農薬については，総 BHCが過去11年間で

合計117検体から検出され，検出率は21%と最も高かっ

た.総 BHCは，昭和52年度に46検体(検出率92%:以

下同様)から0.001-0.008ppm(検出されたものの平均

値0.002ppm:以下同様)の範囲で検出された.昭和53

年度に 22検体 (44%)から 0.001-0.003ppm (0.001 

57 58 59 60 61 62(年度) 言十

2 2 1 。2 5 21 21 

3 5 3 1 2 。22 

2 3 2 1 3 1 27 

5 8 6 7 8 7 70 

4 4 2 5 1 5 39 285 

7 3 10 5 7 6 72 

4 5 5 4 6 5 55 

。1 3 4 3 4 32 

6 2 3 4 6 3 41 92 

1 。2 2 3 2 19 

6 7 5 9 3 4 57 

4 5 2 1 2 4 37 

4 3 3 4 1 2 28 147 。。。。。。 3 

1 2 2 3 2 2 22 

1 。1 。1 。 5 5 

50 50 50 50 50 50 550 

ppm)，昭和54年度に23検体 (46%)から0.001-0.003

ppm (0.001 ppm)，昭和55年度に 13検体 (26%)から

0.001-0.002ppm (O.OOlppm)，昭和56年度に 6検体

(12% )から0.001-0.002ppm(O.OOlppm)，昭和57年

度に 6検体 (12%)から0.001-0.003ppm(O.OOlppm) 

の範囲で検出され、た.検出率は年々減少する傾向がみら

れ，昭和58年度以降は，昭和60年度に 1検 体 (2 %)か

らO.OOlppm検出されたのみで他からは検出されなかっ

た.また，検出された濃度も昭和52年度に0.004ppm以

上検出されるものもあったが，以降急激に減少した.

BHCは，農薬取締法で昭和44年10月に稲作に使用す

ることが禁止され昭和46年12月20日に登録が失効された.

昭和52年度の調査結果は，使用禁止後6年経過している

にもかかわらず，検出率は92%と非常に高かった.これ

は， BHCが稲作用殺虫剤として多量に使用されたため

に12)土壌中に残留し，これが検出されたと考えられる.

しかし，それ以降は検出率及び検出量が徐々に低くなっ

ていることから，土壊中の残留量も経時的に減少してい

ると推察され，昭和60年度以降は全く検出されなかった.

総 DDTは，昭和52年度に 1検体から0.007ppm検出

されたのみであった. DDTはBHCと同様に土壌中での

残留が比較的長いため，玄米中に残留する懸念があった

が， BHCと比較し検出量も低く，また，昭和53年度以



玄米中の各種農薬の検出状況表2

淘l

切ト

62(年度)残留基準検出限界

主語

三日

4社

難

ωω
・]{也∞∞

0.001 

0.005 

0.005 

0.005 

0.01 

0.005 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

0.01 

0.005 

0.01 

総 DDT

エンドリン

デイルドリン

カプタホール

へプタクロルエポキサイド

EPN 

ダイアジノン

/¥ラチオン

フェニトロチオン

フェンチオン

フェントエート

マラチオン

ジクロルボス

ジメトエート

IBP 

カjレノ{IJ)レ

CNP 

ベンチオカーブ

0.2 

ND 

0.2 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND ND 

ND 

ND 

ND 

61 

0.001(1) 

ND 

ND 

ND 

60 

ND 

ND 

ND 

ND 

59 58 

ND 

ND 

ND 

ND 

0.003(1) 

0.001(5) 

ND 

ND 

ND 

57 

0.002(1) 

0.001(5) 

ND 

ND 

ND 

56 52 

0.008( 1) 0.003( 2) 0.003( 1) 0.002( 2) 

0.005( 2) 0.002( 1) 0.001(22) 0.001(11) 

0.004( 2) 0.001(19) 

0.003(11) 

0.002(13) 

0.001(17) 

0.007( 1) 

ND 

ND 

ND 

ND 

55 

ND 

ND 
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降は検出されない等， BHCの残留実態と明らかに異

なっていた.これは検出限界が異なることの他に，

DDTは蒸気圧は低いが園場から速やかに水面で共蒸留

する性質を有すること 13)も検出率の低かった一因であ

ると考えられる.

エンドリン，デイルドリン，カプタホール及びヘプタ

クロルエボキサイドは， 11年間に 1検体からも検出され

なかった.

米は野菜・果実類とは異なり苗から収穫までの期聞が

長いため，土壌由来の農薬を生物濃縮するとも思われた

が，野菜・果実類に残留する濃度と酷似していたト4)

今回の著者らの結果は，昭和51年度から10年間の小西ら

の報告5)や，昭和57年度から 5年間の足立らの報告61
また，昭和58年度から 3年間の武光らの報告7)と一致し

ている.

2 )有機リン系農薬

有機 1).ン系農薬については，ダイアジノンが昭和57年

度に l検体から0.03ppm，MEPが昭和62年度に 1検体

から 0.02ppm及び IBPが昭和62年度に 1検体から

1.5ppm検出された.その他の有機リン系農薬の EPN，

パラチオン， MPP， PAP，マラチオン， DDVP及ぴジメ

トエートは検出されなかった.また，足立らは，昭和61

年度に MEPを0.03ppm，MPPを0.02ppm検出してい

る6) 従って，近年有機リン系農薬が検出される傾向が

みられ，これらの農薬の使用が増加していると考えられ

る.

3 )カーパメイト系農薬

カーパメイト系農薬の NACは，昭和59年度に 1検体

から0.02ppm及び昭和62年度に 1検体から0.09ppmが

検出された.

低毒性のカーパメイト系農薬や有機リン系農薬は，か

つて使用されていた有機塩素系農薬に替わり，近年好ん

で使用されている傾向がある.特に，今後カーパメイト

系農薬の水田への空中散布回数の増加が予想されること

から，この穂の農薬のモニタリングは必要と考える.

4 )その他の農薬

CNP及ぴベンチオカーブはいずれからも検出されな

かった.これらの農薬に関しては，水耕地域での河川水

や魚介類への汚染に関する報告は多い14-18) しかし，

散布時期が早く，農業排水中に流出し，水田での代謝分

解が速い19)ことから玄米への残留は，ほとんどないと

考える.

2.残留基準との関係

過去11年間を通じて，食品衛生法の残留基準を超えて

農薬を検出する玄米はなかった.

昭和60年度の調査結果をもとに， 1人 1日当りの農薬

の摂取量を換算した.米の摂取量は，全国平均216.1g/

人/dayである20)ことから， 60kgの成人が最も農薬検

出量の多かった玄米を摂取したとして，各農薬の摂取量

を換算した.この摂取量と 1日当りの摂取許容量

(ADI)を比較し表 3に示した. ADIの設定されている

農薬のうち，総 BHC，総 DDT，ダイアジノン， MEP及

びNACの最大摂取量は ADIの0.2-5.4%の範囲であっ

た.

食品衛生法の残留基準に設定されていない IBPが

1.5ppm検出された.この玄米に関して，人での摂取量

を同様に換算すると 0.00547mg/kg/dayであった.

IBPをマウスに経口投与した時の LD50は660mg/kg21)で

あることから，その摂取量は LD50の約1/10，000で，特

に喫食上問題はないと思われる. しかし，この様な農薬

残留は，農薬使用者の不注意によると考えられるため，

今後，使用者側にも使用時期や使用方法を徹底させる等，

生産者の指導を促す必要がある.

まとめ

昭和52年4月から昭和田年 3月にかけて東京都内に入

荷直前の玄米550検体について，残留農薬の実態調査を

行った.

1.有機塩素系農薬は総BHC及び総 DDTが検出され

た.総 BHCは， 0.001-0.008ppmの範囲で検出され，

検出率は21%であった. しかし，年々減少する傾向を示

表 3 検出された農薬の 1日許容摂取量 (ADI)との比較

農薬名 最高検出濃度 米216.1g中の量 体重60kgの人の ADI 

(ppm) (mg) 摂取量 (mg/kg) (mg/kg) 

総 BHC 0.008 0.00172 0.000028 0.0125 

総 DDT 0.007 0.00151 0.000025 0.005 

ダイアジノン 0.03 0.00648 0.000108 0.002 

フェニトロチオン 0.02 0.00432 0.000072 0.005 

カルパリル 0.09 0.01944 0.000324 0.1 
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し，近年では検出されなくなった.

2. 有機リン系農薬は，ダイアジノン， MEP及ぴ

IBPが検出された.ダイアジノン0.03ppmが1検体から，

MEPO.02ppmが 1検体から及ぴ IBP1.5ppmが 1検体か

ら検出された.

3. カーパメイト系農薬は， NACO.02ppm及ぴ

0.09ppmがそれぞれ 1検体から検出された.

以上，過去11年間で玄米中から検出された農薬は，い

ずれも残留基準値以下であり，喫食上，特に問題はない

と思われる. しかし，今後，残留基準の設定されていな

い農薬や，新しい農薬の残留等が考えられるため，この

面での調査を進めたい.
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天然甘昧料の実態調査(第3報)

天然甘昧料製剤中のステビア甘味成分の分析

高橋 巌*，中島和雄**，広門雅子**，

横松洋子**，松井敬子**，風間成孔**

Survey of Natural Sweeteners (III) 

Analysis of Stevia Components in Commercial Natural Sweetener Products 

IW AO T AKAHASHI *， KAZUO N AKAJIMA * *， MASAKO HIROKADO * * 
YOKO UEMA TSU * *， KEIKO MA TSUI * * and MASA YOSHI KAZAMA * * 

Keywords:天然甘味料 naturalsweetener，ステビア steviareb側 diana，ステピオサイド stevioside，レパウデイ

オサイドArebaudioside A，αーグルコシルステビオサイド α-glucosylstevioside，食品添加物 foodadditive，高

速液体クロマトグラフィー highperformance liquid chromatography 

緒言

ステビア甘味料は南米原産のキク科植物 Steviare-

baudiana Bertoniの葉部に含まれる甘味成分(数種類の

ステビオール配糖体)を抽出精製したもので，その主成

分はステビオサイド (ST) とレパウディオサイド A

(RA)である 1)

ステピア甘味料が我国で使用されてから十数年が経過

した.この間，飽食の時代を迎え，栄養過多による肥満

の問題，さらにはそれに伴う成人病の問題等から，安全

で低カロリー，甘味質の良い甘味料が求められている.

ステピア甘味料においては，より砂糖に近い甘味質の改

善がなされ，数年前から STを主成分とする抽出製品に

加えて，甘味質の良好な RAを高比率で含有する製品

(RA製品)と，糖転移酵素でステピア甘味成分にグル

コースを付加した αーグルコシルステピオール配糖体製

品(糖転移製品)が使用されている2)

我々は昭和54年度にステピア甘味料の使用実態調査を

おこなった3) 今回，上記の新しいステピア甘味料の使

用実態を把握するため調査したので報告する.

実 験 の 部

試料都食品監視課より昭和62年5月一昭和63年2

月に当所に送付された天然甘味料製剤27検体(各種食品

製造業からの収去品13社， 15検体，天然甘味料の製造元

からの買い上げ品 3社， 7検体，一般市場流通品 4社，

5検体)を用いた.

試薬 αーグルコシルステピオール配糖体は，丸善

化成(槻より提供されたものを標品とした.他の試薬は前

報3)に従った.

装置ガスクロマトグラフ:島津 GC-5 A (検出

器 FID)，高速液体クロマトグラフ:ポンプ 日本分光

BIP-1型，検出器，同 UUIDEC-I00-V型

実験操作

1.定性

前報に従った.

2.定量

i )総ステビア 前報に従った.

ii) STおよび RA 試料 1gを水で適宜希釈し0.45

μmのフィルターでろ過後，下記の条件で高速液体クロ

マトグラフィー (HPLC)を行い，別に作成した検量線

(ST， RA:各0.25，0.5， 0.75， 1.0mg/ml)を用いて

定量した.

測定条件:カラム N ucleosil 5 NH2 (4 x 300mm)， 

移動相 アセトニトリル:水 (83: 17)，流速 1.5ml

/min，検出器 UV210nm 

結果および考察

天然甘味料製剤中のステピア甘味成分の分析結果を，

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

本TheTokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 

**同生活科学部食品添加物研究科
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表 lに示した.

総ステビア， ST， RAの定量値からステピア甘味料の

製品を， STがRAより多いものを抽出製品， RAがST

より多いものを RA製品， STとRAの合計値が総ステ

ピアの値に比べ特に少ないものを糖転移製品に分類した.

また，糖転移製品については HPLCで得られたクロマト

グラムのパターン(図 1-3)からも判断した.

各製品の高速液体クロマトグラムを図 1に示した.図

1 -1は抽出製品，図 1-2はRA製品そして図 1-3 

は糖転移製品である.糖転移製品のクロマトグラムでは

STとRAの他に多数のピークがみられるが，これは αー

グルコシルステピオール配糖体(転移酵素の作用により

表1.天然甘味料製剤中のステピア甘味成分

No jf(tステピア
ステビオ レパウディオ
サイド サイド A 

l 0.8% 0.5% 0.2% 

2 10.6 6.6 2.7 

3 45.3 26.9 11.9 

4 53.6 28.7 14.9 

5 10.7 5.0 3.2 

6 12.0 6.8 2.4 

7 4.0 2.2 1.2 

8 3.5 2.4 0.9 

9 4.4 2.9 1.2 

10 8.4 3.4 4.0 

11 20.6 7.1 14.0 

12 34.5 5.0 26.5 

13 56.6 12.9 28.4 

14 51.3 1.4 2.4 

15 28.5 2.7 4.0 

16 66.8 23.2 42.6 

17 23.2 7.9 14.7 

18 6.9 2.3 4.5 

19 58.8 1.5 1.0 

20 56.6 3.2 2.1 

21 31.4 2.3 1.4 

22 21.4 1.2 1.0 

23 0.6 0.4 0.2 

24 0.2 0.01 0.01 

25 1.4 0.04 0.06 

26 2.8 0.1 0.1 

27 0.6 0.04 0.03 

Nol-15 :各種食品製造業からの収去品

No16-22 :天然甘味料の製造元からの買い上げ品

No23-27 :一般市場流通品
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図1.ステピア甘味料の高速液体クロマトグラム

(1)抽出製品 (2) R A製品 (3)糖転移製品

ST:ステピオサイド

RA:レノfウデイオサイドA

メテピオール配糖体にグルコースが 1-10数個付加した

ものの混合物)のピークである.

前回の調査ではステピア甘味料として抽出製品だけが

使用されていたが，今回の調査では抽出製品に加えて

RA製品と糖転移製品の使用が認められた.

現在，ステピア甘味料は甘味質改善製品である RA製

品と糖転移製品の使用量の増加がみられ，とくに糖転移

製品は全製品の半数近くを占めているといわれる.また

その使用も雑味の多い食品に対しては抽出製品を，味質

がストレートに出やすい食品には甘味質改善製品と用途

分けされる傾向にある4.5)

検体別にみると，各種食品製造業からの収去品 (No1 

-15)では，抽出製品 9検体 (No1 -9)， RA製品 4

検体 (No10-13)，糖転移製品 2検体 (No14-15)で，

使用量の多いと思われた糖転移製品が以外に少ない結果
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であった.これは，今回の収去先がソース類製造業，粉

末食品製造業など雑味の多い食品を扱う業者が多かった

ためと考えられる.

天然甘H未料の製造元からの買い上げ品 (No16-22)で

は， RA製品 3検体 (No16-18)，糖転移製品 4検体

(No19-22)で，すべて甘味質改善製品であった.

一般市場流通品 (No23-27)では，抽出製品 1検体

(No23)，糖転移製品 4検体 (No24-27)であった.こ

れらの検体はいわゆるダイエット甘味料で，このタイプ

の商品は使用する甘味料の甘味質がストレートに出るの

で糖転移製品が多く使用されていると考えられる.

今回の調査でその使用が確認された甘味質改善製品は，

近年高度に発展したバイオ・先端技術により生産された

ものである. RA製品はステピアの品種改良あるいは精

製技術の改良により RA含有量を高めたものであり，糖

転移製品は微生物起源の糖転移酵素(サイクロデキスト

リン合成酵素)の作用により生産されたものである6)

また，同様の酵素を用いてグリチルリチンの糖転移製品

も開発されており，今後この分野における技術の発展を

考えるとさらに新しいタイプの甘味料の出現が予想され

る.

まとめ

ステビ、ア甘味料の使用実態調査を行った.

前回(昭和54年度)の調査では STを主成分とする抽

出製品の使用だけであったが，今回の調査では抽出製品

に加えて甘味質を改善した RA製品と糖転移製品の使用

が確認された.

謝辞本調査を実施するにあたり，試料収集にご協

力いただいた衛生局食品監視課の皆様に深謝いたします.
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食品添加物製剤中の天然物の分析
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緒 日

食品添加物製剤lには，合成添加物製剤，天然添加物製

剤，およびこれらの複合添加物製剤がある.これらの添

加物製剤には，添加物以外に天然物が含まれていること

がある. しかし，この天然物についての報告はほとんど

見あたらない.そこで今回，昭和62年度に収去された添

加物製剤について，天然物として含まれていると考えら

れる糖類，塩化ナトリウム，油脂類およびタンパク質の

定性分析を行った.さらに天然物として多く検出された

糖類については，近年，バイオテクノロジーの発達によ

り種々のオリゴ糖が使用されている 1，2)ことを考慮して，

各種の糖の同定およぴ定量分析を行った.

実験方法

試料都食品監視課より昭和62年4月一63年3月にか

けて当所に送付された食品添加物製剤64検体を用いた.

試薬すべて試薬特級品を用いた.

装置高速液体クロマトグラフ:日本分光工業製

TRIROTAR-VI，検出器:昭和電工製示差屈折計 SE-51，

ケイ光X線分析装置:エネルギ一分散型ケベックス社

0600ウルトラレースシステム，核磁気共鳴装置

(l3C-NMR) :日本電子社製 JEOLFX-270型 13C

67.8MHz，アミノ酸分析計:目立製835型

糖の定性分析試料50mgを水1mlに溶かし，薄層ク

ロマトグラフィー(以下 TLCと略す)を行い，標準品

のRf値から試料中の糖類の確認を行った.

TLCの条件:シリカゲル薄層板 Merck社製 Kieselgel

60，展開溶媒クロロホルム:メタノール:水 (15:11.5 

: 2)，発色試薬アニスアルデヒド硫酸試薬

糖の定量分析試料200mgを水50mlに溶かし，ミリ

ボアフィルター0.22μmでろ過した後，高速液体クロマ

トグラフィー(以下 HPLCと略す)を行った.標準溶液

としてグルコース，ラクトース，サッカロース，マル

トースおよびフラクトースを各50mg，水50mlに溶かし，

試料と同様の方法で HPLCを行った.分析カラムは，一

般にf吏われている NH2カラム3)とKC-811カラムを用い

2つのカラムから同定を行い，定量分析は糖相互の分離

の良いカラムで行った.

HPLCの条件:カラム Nucleosil5NH2 (5μm， 4手

X250mm)，溶離液 アセトニトリル:水 (80:20)，流

速1.0ml/min，検出器示差屈折計カラム Shodex

lonpak KC-811 (8 ~ X 300mm)，溶離i夜水，流速

1.0ml/min，検出器示差屈折計

塩化ナトリウムの定性分析試料を粉末としたのち，

試料ホルダーに入れ，ケイ光X線分析を行い塩化ナトリ

ウムを調べた.

試料 1gを550'Cで灰化し， O.lNHClに溶かし，炎色

反応によりナトリウムを調べた.

炎色反応で黄色となり，ケイ光X線分析で塩素による

2.622KeVのKα のピ}クを確認したものを塩イヒナトリ

ウムとした.

油指類の定性分析試料 19をクロロホルム:水(1 

: 1)混液50mlに溶かし，クロロホルム25mlで 3回抽

出し，蒸発乾回したのち，重クロロホルムに溶かし，

13C-NMRで調べた. NMRのケミカルシフト値から油脂

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 169 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， 169 Japan 
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類の確認をした.油脂類に特徴的な，脂肪酸鎖による

30ppm付近のピーク，グリセロール炭素による 70ppm

付近のピーク，カルボキシル炭素による 170ppm付近の

ピークを示すものを油脂類とした.

タンパク質の定性分析 試料を水酸化ナトリウム試液

で溶かし，キサントプロテイン反応で調べた.

衛生試験法注解中のアミノ酸分析計による分析法4)に

準じて，試料を加水分解し，アミノ酸分析計により分析

した.

キサントプロテイン反応で黄色となり，アミノ酸分析

によりアミノ酸を検出じたものをタンパク質とした.

結果と考察

食品添加物製剤中の天然物の表示量 昭和62年度に収

去された添加物製剤は155検体で，その表示から天然物

を含む製剤は64検体 (41%)であった.添加物製剤中の

天然物の表示量を表 1に示した.この表から，天然物が

製剤中に多く含まれ，天然物を50-60%含む製剤が最も

多いことがわかった.

天然物の分析結果 天然物の分析結果を表2に示した.

天然物と表示されている製剤からはすべて天然、物が確認

された.天然物としては糖類，塩化ナトリウム，油脂類

およびタンパク質が確認された.糖類を含む製剤は64検

体中57検体 (89%)で最も多く，ほとんどの製剤jに含ま

れており，増量，希釈および賦形の目的で使われていた.

また，天然、物として糖類のみを含む製剤でも 25検体

(39% )であった.次に，塩化ナトリウムを含む製剤は

Table 1. Natural Product Contents on Labeling in Food 

Additive Preparations 

Content( %) Number of Samples 

0-10 1 

10-20 5 

20-30 4 

30-40 3 

40-50 7 

50-60 11 

60-70 9 

70-80 6 

80-90 6 

90-100 4 

no labeling 8 

Total 64 

33検体 (51%)であった.これらのうち， 20検体は発色

剤中に使われていた.油脂類を含む製剤は， 5検体

( 8 %)であり，すべて保存料中に粉末油脂を皮膜剤で

コーテイングして使われていた.タンパク質を含む製剤

は2検体(3 %)であった.

天然物を含む添加物製剤の用途 天然物を含む添加物

製剤の用途を表 2に示した.発色剤が64検体中23検体

(36% )で最も多かった.発色剤23検体は，すべて硝酸

塩及び亜硝酸塩を含む製剤で，食肉製造業で用いられて

いた.次に甘味料が19検体 (30%)であった.これらは

清涼飲料，菓子製造業，および漬物業などに用いられて

いた.このほかに，天然物は保存料，色素製剤，国結防

止剤，調味料，香料，酸味料，発砲剤およびイースト

フードに含まれていた.

糖の定量分析糖類の標準品の TLCによる Rf値およ

びHPLCによる保持時間を表3に，添加物製剤中の糖類

の分析結果を表2に示した.この結果から製剤中には，

多糖類，グルコース，サッカロース，ラクトース，マル

トースおよび、フラクトースが含まれていた. しかしバイ

オテクノロジーでつくられるオリゴ糖は検出されなかっ

た.単一の糖を含む製剤が， 57検体中40検体 (70%)で

多かった.糖の種類では，多糖類を含む製剤が27検体

(47%)で最も多かった.この多糖類は，ヨウ素反応を

示さず，加水分解物がグルコースであることから，ほと

んどがデキストリンであることが推定された.次に，グ

ルコースは17検体 (30%)で，定量値の範囲は73.6%-

2.4%であった.ラクトースは16検体 (28%)で，定量

値の範囲は79.9%-1.6%であった.ラクトースは甘味

料製剤19検体中に 9検体含まれていて多かった.サッカ

ロースは13検体 (23%)で，定量値の範囲は44.3%一
7.9%であった.

まとめ

食品添加物製剤は，天然物を多く使用しているので，

天然物の実態を把握するために分析を行った.その結果

天然物として糖類，塩化ナトリウム，油脂類およびタン

パク質を確認した.糖類は，天然、物を含む添加物製剤中

に， 64検体中57検体 (89%)含まれていた.糖類として

は多糖類，グルコース，ラクトース，サッカロース，マ

ルトース，およびフラクトースを確認した.

謝辞 試料収集にあたり御協力いただきました食品機

動監視班の方々に深謝いたします.
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Table 2. Analytical Results of Natural Products 

Content( %) N Saccharide N Natural Product N Functional Use 

17.6， 15.9， 14.3， 10.3 

37.3， 36.9， 36.2(Suc) 
3.4. 4.5. 4.2(Glc) 
2.4， 4.5， 3.5(Mal) 

24.6， 24.1 

3.1(Glc) 

5 

4 

3 

Polysaccharide 

Suc 

Suc. Glc. Mal 

15 Saccharides， Sodium 
Chloride 

23 Color fixative 

2 
1 

Glc 

Polysaccharide， Glc 

5 

Saccharides 2 

1 

Polysaccharide 

Glc 

3 

Sodium Chloride 

21.5 

Sweetener 

79.9， 73.9， 53.9 

25.9(Lac)， 21.0(Lac) 
10.7(Mal) 

61.6(Glc)， 26.3(Lac) 

73.6 

p
o
q
t
u

ワ
U
4
1
1
4
1
4

Polysaccharide 

Lac 

Polysaccharide. Lac 

Polysaccharide， Mal 

Glc， Lac 

Glc 

14 Saccharides 19 

67.9， 74.2(Lac)， 
19.4， 9.2(Suc) 

12.6(Suc)， 64.0(Lac) 

2 Lac， Suc 5 Saccharides， Sodium 
Chloride 

Polysaccharide， Suc， Lac 

Polysaccharide 

Glc 69.0 

4 6.5 6.9， 
36.2 

。/u
t
i
t
i

Glc 

Suc 

Polysaccharide 

Lac 

Saccharides， Oils and Fats 7 Preservative 

22.5， 17.1 2 2 Saccharides 

Oils and Fats 

1. 9( Lev) 2.4(Glc)， 
4.1(Mal) 

4.2 

司

自

由

晶

噌

E
A
'
'
A

Polysaccharide， Glc， Lev 

Polysaccharide， Mal 

Lac 

3 Saccharides 4 Color 

Sodium Chloride 

2 Polysaccharide 3 Saccharides， Sodium 
Chloride 

4 Antistick agent 

8.0(Lac) 29.6(Glc)， 

44.3 

Glc， Lac 

Suc Saccharides， Protein， 
Sodium Chloride 

1.6( Lac) 42.8(Lac)， 2 Polysaccharide， Lac 2 Saccharides， Sodium 
Chloride 

2 Flavor enhancer 

16.1(Glc) 
7.9(Suc)， 26.6(Lev) 
5.4 

Polysaccharide， Glc， 
Suc， Lev 

Glc 

2 Saccharides 2 Flavoring agent 

10.2 Glc Saccharides， Sodium 
Chloride 

Acidifier 

15.0 Lac Saccharides Whipping agent 

Leavening agent 5.0 Mal Saccharides， Protein 

57 

Mal : Maltose Suc : Sucrose 

64 

Lev : Levulose Lac : Lactose 

64 

Glc : Glucose N : Number of Samples 

Total 
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Table 3. Rf Value (TLC) and Retention Time (HPLC) 

of Saccharides 

Retention Time (min) 

Saccharides Rf Value Nucleosil Ionpak 
5NH2 KC-811 

Fructose 0.44 13.3 16.5 

Glucose 0.43 15.8 15.6 

Sucrose 0.35 25.6 14.0 

Maltose 0.29 32.0 13.9 

Lactose 0.25 38.3 14.1 

Polysaccharide 0.00 11.4 
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高速液体ク口マトグラフィーによる赤色2号，赤色102号および

黄色5号中の不純物の分析(第2報)副色素の分析
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緒 ー国
食用赤色 2号(アマランス)，赤色102号(ニューコク

シン)，黄色 5号(サンセットイエロ-FCF) (以下，

それぞれR-2， R -102， Y -5と略す)に含まれる不純

物のうち，原材料，副反応生成物，および副色素の一部

の分析については，前報1)で報告した.今回は，前回分

析を行わなかった残りの副色素について分析を行った.

黄色 5号中に含まれる副色素オレンジ RNおよび，オレ

ンジHについては， FDAの規格で合計で 1%以下と限

度値が定められている2)ため，これらについて分析を

行った.赤色 2号，赤色102号中に含まれる副色素につ

いては FAO/WHOの規格3.4)で，赤色 2号中には 3%

以下，赤色102号中には 1%以下とされているが，副色

素の種類は記されていないため，生成の予想されるボン

ソー 6R， Fast Red E，ナフチオン酸とナフチオン酸の

結合ιた副色素(以下 NA+NAと略記)，赤色102号中

の赤色 2号，およびその逆について分析を行った.これ

らの副色素の構造 (NA+NAは推定構造)は，前報に

示した.

実験の部

1.試料色素:市販品及ぴ，国立衛生試験所，ダイ

ワ化成樹，三栄化学工業(槻より提供されたものを用いた.

試料としての標準色素は，三栄化学工業(械製を用いた.

2. 試薬食用赤色 2号，赤色102号は，国立衛生試

験所標準品を用いた.副色素 NA十NA(純度78.9%) 

Fast Red E (純度90.5%)，オレンジ RN(純度98.4%)， 

オレンジ11(純度96.9%)は，ダイワ化成側より，提供

を受けたもの，ポンソー 6Rは， CHROMA製を用いた.

臭化テトラ n ブチルアンモニウム(以下 TBABrと

略記)は，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.装置前報に同じ.

4.高速液体クロマ卜グラフ測定条件 カラム，温度，

検出器感度:前報に同じ，流速0.5ml/min，注入量:

10μ1，移動相:A. pH7.0リン酸緩衛液(リン酸ーナト

リウムーリン酸二ナトリウム， 0.005M) :メタノール

= 53 : 47 + 0.005 M TBABr， B. pH7.0リン酸緩衝液

(0.005M) :テトラヒドロフラン(以下 THFと略記)

=75: 25+0.005M TBABr，検出波長:237nmおよび

500nm (移動相A)，254nm (移動相B)

5.試料および標準溶液の調製 副色素の標準溶液:

O.Olmg/ml，色素:2.5mg/mlの水溶液とした.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.

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 169 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， 169 Japan 
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結果友ぴ考察

1.分離条件の検討

R -2， R -102中に含まれることが予測される 5種類

の副色素については，前報での分析条件を基本としてメ

タノール比を変えたところ，緩衝液:メタノール=50: 

50+0.005MTBABrで分離することができた. しかし，

色素中には，分析の対象とした副色素以外にも多くの副

色素やその他の不純物が含まれるためそれらとの分離も

考慮し，緩衝液:メタノール=53:47十0.005MTBABr 

とした(移動相A).

黄色 5号中に含まれることが予想される 2種類の副色

素，オレンジ RNとオレンジEについては，前報の条件

では，メタノール比を変えても分離することができな

かった.この 2種の副色素は構造がきわめて似ておりこ

の移動相では分離できないと思われたので， Baileyら5)

の報告を参考に，メタノールの代わりに THFを用いた

ところ，緩衝液:THF=75 : 25十0.005MTBABrで分

離することができた(移動相B). 

Baileyらはグラジェントを用いているが，カウンター

イオンを用いることによりグラジェントによらずに分析

時間もそれほど長くなく分析することができた.各副色

素の標準品のクロマトグラムを Fig.1， 2に示した.

R-2 

40 60 80 100 120 140 160 
Time(min) 

Fig. 1. Separation of Subsidiary Colors in Amaranth 

and New Coccine 

HPLC conditions 

Column Nucleocil 7μm C18 4mm世X250mm， 

mobile phase 0.005 M phosphate buffer 

(pH7.0) : methanol=53 : 47+0.005Mtetra. 

n.butyl ammonium bromide， flow rate : 0.5 ml/ 
min， wavelength 237 nm， sens 0.04 AUFS， 

injection volume 10μ1， conc. of impurities 

O.Olmg/ml 
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Fig. 2. Separation of Su bsidiary Colors in Sunset Yel. 

low FCF 

HPLC conditions 

mobile phas巴 0.005Mphosphate buffer (pH 

7.0) : tetrahydrofuran = 75 : 25 + O. 005M tetra. 

rトbutylammonium bromide， wavelength 254 

nm 
other HPLC conditions are the same as shown in 

Fig.1 

2.検量線

これらの副色素の検量線は，注入量10μlの場合，

Fast Red Eは， 2-100μg/ml，その他は 1-100μg/ml

の範囲で直線性を示した(R -2， R -102中の副色素に

ついては237nm，Y -5中の副色素については254nmで

検出した).このため，定量限界を FastRed Eについて

は2μg/ml，他は， 1μg/mlとした.色素に対する定

量限界は，色素を0.25%水溶液，注入量を最大50μlと

することによって，それぞれ0.016%，0.008%とするこ

とができた.各検量線の相関係数は，ポンソ -6R:

0.9999， R-2: 0.9999， NA+NA: 0.9991， R-102: 

0.9999， Fast Red E : 0.9999，オレンジ RN: 0.9999， 

オレンジII: 0.9999であった.

3.市販色素の分析

本法を用いて市販色素の分析を行った結果を Table1， 

2に，また，代表的なクロマトグラムを Fig.3 -5に

示した. R -2中には主として FastRed Eが，また R

-102中には R-2，ポンソー 6R， Fast Red Eが含まれ

ていた.これらの副色素の含有量の合計は， FAO/ 

WHOの規格の限度をこえなかった. しかし， R -2， 

R-102中には，このほかにも同定できない多くの副色素
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Table 1. Amounts of Subsidiary Colors in Commercial Amaranth and New Coccine 

Sample Use R-2% Ponceau 

% 6R % 

R2【 A SC ND 

R2-B FC ND 

R2-C FC ND 

R2白 D ID ND 

R2-E ID ND 

R2-F CD ND 

R2-G CD ND 

R 102-A SC 0.086 0.041 

R 102-B FC 0.006 0.015 

R 102-C FC 0.021 0.037 

R 102-D ID 0.019 0.033 

R 102-E ID 0.030 0.020 

R 102-F ID 0.035 0.022 

R 102-G ID ND 0.029 

R 102-H ID 0.033 0.062 

R 102-1 ID ND ND 

R 102-J ID ND ND 

R 102-K ID 0.081 0.066 

R 102-L CD 0.050 0.071 

R102-M CD 0.048 0.024 

ND : not more than 0.008% (R目 2，Ponceau 6R， NA+NA， R-102) 

not more than 0.016% (Fast Red E) 

R-102 

% 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

NA + NA : subsidiary color combined naphthionic acid and naphthionic acid 

SC : standard color， FC : food color 

ID : dye for industrial use， CD : dye for chemical use 

Table 2. Amounts of Subsidary Colors in Commercial 

Sunset Yellow FCF 

Sample Us巴 OrangeRN Orange II 
% % 

Y5-A SC ND ND 

Y5-B FC 0.045 0.485 

Y5-C FC 0.083 0.052 

Y5-D FC 0.038 0.199 

Y5-E CD 0.065 0.497 

Y5-F CD 0.041 0.064 

ND : ont more than 0.008 % 

R-2 

NA+NA 

% 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

153 

Fast Red 

E % 

ND 

0.706 

0.874 

1.147 

1.351 

0.461 

1.506 

ND 

ND 

0.149 

0.143 

ND 

ND 

0.069 

0.027 

ND 

ND 

0.033 

0.202 

0.017 

20 40 60 80 100 120 140 160 

Time(minJ 

Fig. 3. Chromatogram of Commercial Amaranth on 

HPLC 

conc. of color : 2. 5mg/ ml， HPLC conditions are 

the same as shown in Fig. 1 
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R-102 
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20 40 60 80 100 120 140 160 

Time(min) 

Fig. 4. Chromatogram of Commercial New Coccine on 

HPLC 

conc. of color : 2. 5mg/ ml， HPLC conditions are 

the same as shown in Fig. 1 
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Fig. 5. Chromatogram of Commercial Sunset Yellow 

FCF 

conc. of color : 2. 5mg/ ml， HPLC conditions are 

the same as shown in Fig. 2 

のピークがみられた. R -2， R -102中の副色素の定量

は237nmで行ったが参考のために500nmにおいても測

定を行った. 237nmにおけるクロマトグラムの面積と

500nmにおける面積との比が，標準品と異なるものに

ついては，リテンションタイムが等しくても別のもので

ある可能性もあることから，今後，これらのピークにつ

いては，フォトダイオードアレイ等を用いて検討する予

定である.

Y-5中には，オレンジ RN，オレンジEの近辺に，

他のピークはほとんどみられず，またこれらの 2種の副

色素の含有量の合計も FDAの規格の限度をこえなかっ

た.今回分析の対象とした副色素についても，前回行っ

た不純物と同様，食用色素に比べ工業用あるいは化学用

色素に特に多いという傾向は見られなかった.

R-2中に含まれる FastRed Eについては Lancaster

ら6)が 4検体について分析した結果を報告している.そ

の最小値は0.1%，最大値は1.5%であり，今回の分析結

果と同じような値であった. Y -5中のオレンジ RN，

オレンジEについて Lancasterらは， r市販のサンセッ

トイエロー FCFには，通常 2-ナフトールとジアゾ化し

たスルフアニル酸のカップリングによって作られる低ス

ルホン化色素(オレンジ 11)が含まれている.Jと述べ

ている.また， Coxら7)は「中間体中の不純物について

の文献8，9)の示すところによれば，支配的な低スルホン

化副色素はシェファ一塩とジアゾ化したアニリンとの

カップリングによるもの(オレンジ RN)であるJと述

べている. しかし，いずれもこの 2種の副色素の分離定

量は行っていない.一方今回分析条件検討の参考にした

Baileyらはこの 2種の副色素の分離定量を行い，以下の

ように述べている. r市販の FD&C No. 6 (Y -5 )中

より検出された BNSC(オレンジ 11)のレベルは0.002

から0.728%，平均0.125%; ANSC (オレンジ RN) の

レベルは0.002から0.521%，平均0.162%であった.こ

の結果によれば，一方の低スルホン化色素が他方より支

配的であるという傾向はみられなかった.J今回の分析

において，この 2穫の副色素については，オレンジHの

方が多い傾向はみられるが Baileyらの報告と同様，ど

ちらか一方が特に多いという傾向はみられなかった.

さらに，オレンジ RNが Y-5の原材料であるスル

ファニル酸中の不純物アニリンと，シェファ一塩より生

成することから，アニリン含量既知のスルファニル

酸10)より製造された Y-5についてオレンジ RNを測定

した.その結果，アニリン含量0.0583%のスルファニル

酸より製造された Y-5からは0.107%，アニリン含量

0.5123%のスルファニル酸より製造された y-5からは，

0.513%のオレンジ RNが検出され，原材料中のアニリ

ンの量が約10倍多いとき，オレンジ RNは約 5倍多いと

いう結果が得られた.スルファニル酸中に含まれている
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アニリンがすべてオレンジ RNに変わったとすれば， y 

5のオレンジ RNは計算上それぞれ0.0985%，0.866% 

となるはずであり，アニリン含量の少ないスルファニル

酸から製造された場合は，アニリンのほぼすべてが，ま

た，アニリン含量の多いスルファニル酸から製造された

場合は約 6割がオレンジ RNになったと考えられる.こ

れらの Y-5中から検出された遊離のアニリンの量は，

それぞれ218.9ppb， 175.5ppb10)とほとんど差がみら

れず，また，その量も少なかったことから，スルファニ

ル酸中のアニリン含量が多くても， Y -5中には副色素

の形で残留し，遊離のアニリンとしてはほとんど残留し

ないと考えられる.

しかし，アゾ色素は代謝によって還元されアゾ結合が

開裂する 11) ANSC (オレンジ RN)は代謝されてアニ

リンを遊離する 5) Y -5の低スルホン化型の一つ(オ

レンジ RN)は，腸内で還元されアニリンになる12) と

の指摘もあり，アメリカでは，発ガン性を理由に Y-5

中のアニリン含量にきびしい規制が設けられている2)こ

とを考え合わせれば，この副色素の含量には，アニリン

同様注意を払う必要があると思われる.

まとめ

1.前報に引続き， 3種のアゾ系色素，赤色 2号，赤

色102号，黄色 5号中の副色素を TBABrをカウンター

イオンとするイオンペアークロマトグラフィーにより分

析する方法を検討した.

2. 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，分析の対象とした副色素の合計量が， FAO/ 

WHO， FDAの規格に定められた限度を越えるものはな

かった.

3. 赤色 2号，赤色102号中には，同定できない多く

の副色素がみられた.

4. スルファニル酸中のアニリンは，色素製造の過程

で副色素オレンジ RNとなり，遊離のアニリンとしては

ごくわずかしか色素中に残存していなかった.

謝辞本研究を行うに当たり，試料及ぴ糠準品を提

供くださった，国立衛生試験所食品添加物部神蔵美技

子室長，ダイワ化成株式会社 野崎幸男氏，三栄化学工

業株式会社 中村幹夫氏に深謝いたします.
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高速液体ク口マトグラフィーによる

末ルファニル酸中のアニリンの分析

広門雅子*，中島和 雄*，植松洋子*，

高橋 巌*，松井敬子*，風間成孔*

Determination of Aniline in Sulfanilic Acid 

by High Performance Liquid Chromatography 

MASAKO HIROKADOへKAZUONAKAJIMAへYOKOUEMATSU* 

IW AO T AKAHASHI *， KEIKO MA TSUI * and MASA YOSHI KAZAMA * 

Keywards:スルファニル酸， sulfanilic acid，アニリン， aniline，高速液体クロマトグラフィー， high perform. 

ance liquid chromatography 

緒 官

同

スルファニル酸は黄色 4号及ぴ5号の製造原料である.

アニリンを不純物として含むため，そのアニリンが未反

応のまま色素中に残留したり，また色素の製造過程で副

反応を起こして他の発ガン性芳香族アミンに変わること

が知られているト2) 著者らは前報3)で我が国の黄色 4

号及ぴ5号中の芳香族アミンの含量について報告したが，

その結果アニリン以外の芳香族アミンはほとんど検出さ

れず，アニリンは黄色4号より黄色 5号により多く含ま

れていることが判った.そこでアニリンに着目し，スル

ファニル酸中のアニリンが色素中にどの程度残留するか

を知る目的で，スルファニル酸中のアニリンの定量法を

検討した.

定量法としては，色素と同時に分析を行うことを考慮

し，色素中の芳香族アミンの分析法3-5)を用いることに

した.これらのうち簡便な著者等の方法3)を採用し，

Extrelut 20カラムに負荷する試料液の pHに若干の検討

を加えた.この方法を用いて工業用スルファニル酸中の

アニリンを定量した.

またアニリン含量既知のスルファニル酸から製造され

た黄色 5号中のアニリンを前報3)に従って同時に定量し，

スルファニル酸中のアニリンが黄色 5号中にどれだけ残

留しているかを検討したので報告する.

実 験 の 部

1.試料工業用スルファニル酸は国立衛生試験所及ぴ

ダイワ化成鮒より提供されたものを用いた.黄色 5号の

Y5-B及びY5-Fはスルファニル酸の SA-B及びSA-Fか

らそれぞ、れダイワ化成樹により製造され提供されたもの

を用いた.

2.試薬友ぴ試液前報3)に同じ

3.装置及び条件前報3)に同じ

4. 実験操作法 スルファニル酸約O.lgを正確にはか

り，約70mlの温水に溶かし，冷後1M水酸化ナトリウム

溶液で pH11.0-13.0とし，水を加えて100mlとした.

以後の操作は前報3)に従った.

結果友ぴ考察

1. Extrelut 20カラムに負荷する試料溶液の pHの検

討

アミン類は一般にアルカリ性で Extrelut20カラムよ

り抽出されるが，色素中の芳香族アミンの場合は

pH11.0-13.0が抽出可能な最適 pHであった.そこでス

ルファニル酸について，色素と同様に抽出可能な最適

pHを検討した.スルファニル酸(東京化成製:アニリ

ン含量0.6ppm)O.lgにアニリンを600pprn添加し，約

70mlの温水に溶かした後， pHを1M水酸化ナトリウム

溶液で 10.0， 10.5， 11.0， 11.5， 12.0， 12.5， 13.0 

(pH13.0はカラムの使用限界)に調製した後，水で

100mlとし，回収実験を行った.その結果を Fig.1に示

した. pH11.0以上で回収率94.9-98.5%と良好な結果

が得られた.

本東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 169 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， 169， ]apan 
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Table 2. Relation between Contents of Aniline in the 

Sulfanilic Acid and in the Sunset Yellow FCF 〆ート1∞ 
90 。

司、-
e Cont巴ntof 

Aniline 

Y5 Content of 

Aniline 

SA 

SA-B 583.2ppm I Y 5 -B 0.22ppm 

SA-F 5122.5ppm I Y 5 -F 0.18ppm 

80 

7 

h
L
O

〉。u
o
z Y5-B was made from SA-B 

Y5-F was made from SA-F 

SA : Sulfanilic Acid 

Y5: Sunset Yellow FCF 

60 

原料の SA-B中には583.2ppm，それより製造された

Y5-B中には0.22ppm，また SA-F中には5122.5ppm，

それより製造された Y5-F中には0.18ppm含まれ，黄色

5号中のアニリンはスルファニル酸中のアニリンの約

2500分の l及び約28000分の 1に減少していた.この理

由として，黄色 5号の製造時にスルファニル酸と共に

シェファ一塩が使用されるため，スルファニル酸中の不

純物のアニリンが大部分シェファー塩と反応し，副色素

オレンジ RNを生じるためと考えられる.植松等6)は黄

色 5号の Y5-B及ぴ Y5-F中のオレンジ RNの含量を測

定しているが，この値はスルファニル酸の SA-B及び

SA.F中のアニリン(583.2ppm及ぴ5122.5ppm)がすべて

反応し，オレンジ RNに変わったと仮定した値にほぼ近

似することから，やはりスルファニル酸中のアニリンは

ほとんどオレンジ RNになり未反応のアニリンはごく微

量しか残存しないものと考えられる.また，スルファニ

ル酸の SA-Fには SA-Bの約10倍含有されていたが，黄

色 5号から検出されたアニリンは， Y5-Bが0.22ppm，

Y5-Fが0.18ppmで両者の聞にはほとんど差が認められ

なかったことから，スルファニル酸中のアニリン含量と

それより製造された黄色 5号中のアニリン含量との聞に

は相関がないことが判明した.

まとめ

(1) スルファニル酸中のアニリンの定量法を検討した.

「黄色 4号及び 5号中の芳香族アミンの定量法J3)を準

用し， Extrelut 20カラムに負荷する試料液の pHを検討

した結果， pH 11.0-13.0が良好で， 94.9-98.5%の回

収率が得られた.

(2) 工業用スルファニル酸について測定した結果，

566.2-5122.5ppmの高濃度のアニリンが検出された.

これは黄色4号及び5号中のアニリンの約700-100万倍

に相当した.

(3) スルフ 7ニル酸中のアニリンが黄色 5号中にどれ

だけ残留するかを検討したところ，未反応のアニリンの

50 

.J._ 

L-h 
8 

ιo 

仕f

Fig. 1. Effect of pH of the Sample Solution on the Ex. 

traction of Aniline by Extrelut 20 Column 

13 12 11 10 9 

2.工業用スルファニル酸中のアニリンの分析結果

工業用スルファニル酸中のアニリンの分析結果を

Table 1に示した.工業用スルファニル酸中から566.2-

5512.8ppmの高濃度のアニリンが検出された.この値

は前報3)で報告した黄色 4号及び黄色 5号中のアニリン

含量の約700倍ー100万倍に相当した.

なお，高速液体クロマトグラム上のアニリンに対する

妨害ピークはどの試料液の場合も認められなかった.ま

たスルファニル酸に対するアニリンの定量限界は

0.5ppmであった.

3. スルファニル酸中のアニリンと黄色5号中のア二

リン含量との関係

工業用スルファニル酸 SA-B及ぴSA-F(Table1 )と，

それらを用いてそれぞれ製造された黄色 5号の Y5-B及

びY5-Fをダイワ化成(掬より提供頂き，それらの中のア

ニリン含量を分析し，比較したのがTable2である.

Table 1. Contents of Aniline in the Sulfanilic Acid 

for lndustrial Use 

Content of Aniline 

(ppm) 

566.2 

583.2 

588.1 

1141.4 

4984.0 

5122.5 

Kind of Sample 

S A-A 

-B 
-C 

// -D 

クーE

クーF

。
。
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残留はごく微量であり，ほとんどが副色素オレンジ RN

になることが判った.またスルファニル酸中のアニリン

含量と黄色5号中のアニリン含量との聞に相関がないこ

とが判明した.
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食品中の微量無機成分に関する研究(第 1報)

原子吸光法による粉乳中の亜鉛，銅の定量

門間公夫へ菊谷典久*，井口正雄*

友松俊夫*

Studies on Trace Minerals in Foods (1) 

Determination of Zinc and Copper in Modified Milk Powder 

by Flame Atomic Absorpion Spectrophotometry 

KIMIO MOMMA *， NORIHISA KIKUTANI*， MASAO IGUCHI* 

and TOSHIO TOMOMATSU* 

A measurement method of Zinc (Zn) and Copper (Cu) in modified milk powder for infants by flame 

absorption spectrophotometry was studied. 

Influence of the presence of several minerals at the time of measurement of Zn and Cu was examined， but 

interference by addition of a 100-2000-fold of minerals such as Na， Mg， Fe， Cu， K， P， Ca and Zn was not 

observed. 

Effects of the material of ashing vessel on the recovery from the samples wer巴 examined. Ceramic cruci. 

ble showed best recoveries at 97.9-102.0% (Zn) and 97.6-102.9% (Cu) respectively. 

Keywords : Zinc， Copper， Modified Milk Powder， Atomic Absorption Spectrophotometry 

緒 日

食品中の微量無機成分は，生体内酵素反応やホルモン

の作用などに関与し，生体機能の調節，あるいは生体の

維持に必要不可欠なものであり，栄養学上重要な物質で

ある1) しかしながら，これらの微量成分の摂取状況に

ついては，十分に解明されているとはいえない.

微量無機成分のうち亜鉛は，不足すると皮膚炎，生殖

能力の低下，成長の遅延など1-4)が生じるとされている.

また，銅は欠乏症状として成長の遅延，貧血等1-4)が報

告されている.これらの欠乏症状が起こる亜鉛およぴ銅

は，我国の調製粉乳等の母乳代替食品で育てられた乳幼

児で不足していることが指摘された5) これらの指摘に

より，昭和58年厚生省は6)，亜鉛塩類および銅塩類を強

化剤として，それぞれ標準調乳濃度としたときに6mg/

lおよび0.6mg/1を限度として乳児用粉乳等の母乳代替

食品に使用することを許可した.このように使用基準が

定められたことにより，添加された亜鉛および銅の含量

を正確に測定することが必要となっている.

食品中の亜鉛，銅を定量する方法としては，比色法や

原子吸光法等がある7，8) 粉乳中の亜鉛，銅およびその

他の微量金属の定量法については，見城ら9)によって検

討されている. しかし，この方法は試料を湿式分解後，

目的元素をキレート化し，溶媒抽出して原子吸光分析を

行うものであるが，硝酸や硫酸などの強酸を使用するこ

と，多数の試料を処理する場合には手数がかかる等の短

所がある.そこで今回，著者らは乳児用調製粉乳中の亜

鉛および銅について，多数の検体を処理する場合の簡易

迅速化をはかるために，乾式灰化法を用いる.フレーム

原子吸光法の適応性に関する検討を行ったので以下報告

する.

実験方法

1.試薬

亜鉛，銅，鉄，ナトリウム，カリウム，カルシウム，

マグネシウム(以下それぞれ Zn，Cu， Fe， Na， K， Ca， Mg 

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 169 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 169 Japan 
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と略す)の標準液は和光純薬工業製の原子吸光分析用，

リン(以下 Pとする)標準液は和光純薬工業製の光電

用，塩酸は和光純薬工業製の有害金属測定用，水は再蒸

留水を用いた.

2.装置

電気炉はトリオサイエンス製の電気マッフル炉，原子

吸光分析装置は日本ジャーレル・アッシュ製の AA845 

型，原子吸光分析用ランプは浜松ホトニクス製のホロー

カソードランプ L233-30NQおよび L233-29NB，言己主去言十

は島津製作所製のクロマトパック C-R6Aを使用した.

3.器具

PYREX製ガラスピーカー，磁製るつぼおよび白金皿

は硝酸処理後，蒸留水および再蒸留水で洗浄したものを

用い，アルミはくカップは佐藤ら 10)の方法により自製

した.

4.試料市販の乳児用調製粉乳を用いた.

5.試料の調製

衛生試験法注解7)に準じて実施したが，灰化は500'C

で16時間行った.アルミはくカップの場合の前処理等は

佐藤ら 10)の方法に従った.

6.測定条件

アセチレン流量1.51/min，空気流量8.01/min，ス

リット巾 0.68nm，測定波長は Znが213.8nm，Cuが

324.7nm，ランプ点燈電流は Zn測定の場合 8mA，Cu測

定の場合 5mAとし， D2ランプと中空陰極ランプの強度

比を 1: 1にしたパックグランド自動補正を行い吸光度

を測定した.なお，記録言十は128mV/フルスケールで使

用じた.

結果および考察

1.バーナー位置と吸光度の関係

フレーム原子吸光法で元素を測定する場合には，最適

なフレーム中の測定位置に設定することにより，再現性

や測定精度の良いデーターが得られるとされている.フ

レーム中の原子分布は元素によって異なり，目的元素を

高感度で測定するには，光源からの光束を原子密度の高

いフレームの中心付近に過すようにバーナーの高さを設

定する必要がある11)

そこで， ZnおよびCuの測定時の最適な高さを決定

するために，原子吸光装置の目盛りに従って，可変可能

なo-2.5cmまで、0.5cmおきに 6段階バーナ一位置を設

定し， Znおよび Cuの0.5，1.0， 2.0ppm 溶液について

吸光度(記録計のピーク高さ)を測定することにより，

適正なバーナー位置を調べた.その結果を Table1およ

び、Table2に示した.

Znの測定の場合バーナ一位置の目盛りが大きくなる

に従って感度が上昇しバーナー位置2.5cmで最も吸光度

が大きくなった.バーナー位置と吸光度の変動係数との

関連についてみると，バーナ一位置 Ocmのとき0.5ppm

および 1ppm 溶液の測定で変動係数は 6.0%および

4.0%，バーナ一位置0.5cmのとき 0.5ppm溶液で3.8%

とバーナ一位置目盛りが， 1.0cm以上の場合に比べ，や

や大きい値を示した.バーナー位置1.0cm以上では各濃

度溶液の測定において変動係数は0.7-2.4%の範囲で

あった.

Cuの測定の場合も，バーナー位置の目盛りの値が大

きくなるに従って感度が上昇した.変動係数はバーナ一

位置0.5cmの0.5ppm溶液で4.1%，バーナ一位置1.5cm

の1.0ppm溶液で3.0%であったが，その他は 0.5-

Table 1. Effect of Burner Scal巴onAbsorption Intensity and Stability of Zn Values 

(N= 5 ) 

Zn solution (ppm) 

0.5 1.0 2.0 

burner scale peak height本 c. V. peak height C. V. peak height C. V. 

(cm) mean土S.D. (% ) mean土S.D (% ) mean ::!::S. D. (% ) 

。 10.0土 0.6 6.0 20.1 ::!:: 0.8 4.0 37.0 ::!:: 0.3 0.8 

0.5 13.1土 0.5 3.8 24.9土 0.6 2.4 46.0 ::!:: 0.4 0.9 

1.0 17.8土 0.3 1.7 32.8 ::!:: 0.5 1.5 56.7土1.1 1.9 

1.5 20.2 ::!:: 0.4 2.0 37.7士 0.4 1.1 71.0土 0.5 0.7 

2.0 24.1土 0.2 0.8 45.5土 0.8 1.8 84.9 ::!:: 1.3 1.5 

2.5 25.2 ::!:: 0.6 2.4 45.7 ::!:: 0.3 0.7 84.7土 0.6 0.7 

* : XI03 
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Table 2. Effect of Burner Scale on Absorption Intensity and Stability of Cu Values 

0.5 

burner scale peak height * C. V. 

(cm) mean土S.D. (% ) 

。 7.5土 0.2 2.7 

0.5 7.3 ::!:: 0.3 4.1 

1.0 7.9士 0.1 1.3 

1.5 8.9土 0.2 2.2 

2.0 10.4 ::!:: 0.2 1.9 

2.5 11. 7土 0.1 0.9 

* : X 103 

2.7%であり変動は少なかった.また，バーナ一位置

2.5cmで ZnおよびCuの検量線は，ともに相関係数 r=

0.9999の良好な直線性を示した.以上の結果により，以

後の Znおよび Cuの測定は，両者とも最も感度のよ

かったバーナ一位置2.5cmで行うことにした.

2. Zn， Cuの測定における共存無機成分の影響

乳児用調製粉乳における栄養成分として， Feなどの

ミネラルが強化のため添加しであり， Znおよび Cuの

測定の際に干渉をする可能性が考えられる.そこで，

Znの測定時における Na，K， Mg， Ca， Fe， P， Cuの影響お

よびCuの測定時における Na，K，Mg，Ca，Fe， P，Znの影

響について検討を行った.

さきに述べたように，調製粉乳には標準調乳濃度に調

乳したとき Znで 6mg/l， Cuで0.6mg/lまでの添加が

認められた.土屋12)および中山13)の発表による乳児用

粉乳中の無機成分の合量から換算すると，調製粉乳の場

合，標準調乳濃度としたときに Naは196-227mg/l，K 

は686-736mg/l，Mgは39-65mg/l，Ca は450-580mg

/1， Fe は7.8-9.1mg/lおよびPは281-460mg/l控度

(N= 5 ) 

Cn sol山 on(ppm) 

1.0 2.0 

peak height C. V. peak height C. V. 

mean ::!::S. D (% ) mean土S.D (% ) 

13.2土 0.1 0.8 25.4土 0.2 0.9 

14.0土 0.3 2.1 27.3 ::!:: 0.2 0.7 

14.5 ::!:: 0.1 0.7 29.5土 0.5 1.6 

16.8士 0.5 3.0 32.8 ::!:: 0.3 0.9 

19.2土 0.2 1.0 37.9土 0.4 1.1 

21.9 ::!:: 0.5 2.3 43.1 ::!:: 0.2 0.5 

含まれている. したがって， Znを6mg/lになるよう

に粉乳に添加したとすると， Na， K， Mg， Ca， Fe， Pはそれ

ぞれおよそ40，130， 10， 100， 2， 80倍程度存在してい

る.また， Cuを標準調乳濃度としたとき 0.6mg/lにな

るように粉乳に添加したとすると Na，K， Mg， Ca， Fe， P 

はそれぞれ400，1300， 100， 1000， 20， 800倍程度合ま

れている.そこで Na，Mg， Fe， Cuが Znの100倍に Ca，K， 

Pが500倍になるように各成分を添加して無機成分を無

添加の Zn溶液の吸光度と比較してその影響を調べた.

Cuの場合も同様に Feおよび Znは100倍， Mgは200倍，

P， Caは1500倍， Kは2000倍になるように各無機成分を

添加して影響を調べた.その結果を Table3および

Table 4に示した.各元素は ZnおよびCuの定量には影

響をおよぼさなかった (P>0.05).

原子吸光分析においては，試料中に共存する元素のス

ペクトル線が目的の元素のスペクトル線に近接する場合

やリン酸を含む試料での発光などにより，測定が影響を

受けることがあるとされている 11) 妨害の可能性を検

討した各元素の場合は Znおよび Cuのスペクトル線に

Table 3. Interference of Various Elements on Determination of Zinc 

elements added 

peak height* 

mean 土 S.D. elements added 

(N= 5) 

peak height * 

mean 土 S.D 

Zn (1ppr川 45.75::!:: 0.87 Zn (0.2ppm) 13.61 ::!:: 0.07 

+Mg(X100) 45.83::!:: 1.04 +Ca (X500) 13.50土 0.14

+Na (X100) 45.52 ::!:: 1.05 十K (X 500) 13.72 ::!:: 0.11 

+Fe (X100) 44.92 ::!:: 0.58 +P (X500) 13.76 ::!:: 0.19 

+Cu (X 100) 46.18士 0.44

* : X103 
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Table 4. Int巴rferenceof Various Elements on Determination of Copper 

elements added 

peak height * 
mean 土 S.D. elements added 

(N= 5) 

peak height * * 
mean 土 S.D. 

Cu ( 1 ppm) 24.10土 0.55 Cu (0.2ppm) 47.44 :!: 0.86 

+Fe (X100) 24.04土 0.20 +Ca (X1500) 47.53:!: 0.98 

十Zn (X100) 24.26:!: 0.19 +Na (X1500) 47.38:!: 0.30 

+Mg (X200) 24.33土 0.22 + P ( X 1500) 48.69士1.01

* : X103 

** : X102 

近接したスペクトルがないこと ，Znおよび Cuの測定

波長はリン酸の発光波長の範囲外にあることによって，

Znおよび Cuの測定が影響を受けなかったと推測され

た.また，パックグランド自動補正により測定したこと

も，共存元素の影響を除去するのに効果があったと思わ

れた.

3.灰化容器の検討

食品中の金属元素を定量する場合は，乾式灰化の際の

容器として磁製るつぽ，ホウケイ酸刀、ラスピーカー等が

使用されている. しかし，灰化容器からの金属元素の溶

出や，吸着による損失で元素の種類によっては正確な定

量が困難な場合がある.また，灰化に用いる容器の材質

のみならず，試料と共存する元素と定量する元素との相

互作用についても考慮する必要があるとされている 14)

そこで， Znおよび Cuの定量に最も適した灰化容器

の検討をするために試料10gを白金皿，磁製るつぽ，ガ

ラスピーカーおよびNa，Kの定量での有用性が報告11)さ

れているアルミはくカップにとり， Zn は100μg，Cuは

25μgを加えて，それぞれの灰化容器について添加凹収

試験を行った.その結果を Table5に示した.

Znの回収率は，白金皿で100.2-100.5%，磁製るつ

ぼでは97.9-102.0%で良好であった. しかし，ガラス

+K (X2000) 48.69土1.60

ビーカーとアルミはくカップにおいては，回収率がそれ

ぞれ84.1-93.3%および75.6-85.0%と白金皿および磁

製るつぼに比べ低い値を示した.その原因として Znの

容器への吸着が考えられた.

Cuの回収率は，磁製るつぼで97.6-102.9%で良好で、

あったが，白金皿では92.9-94.3%，ガラスピーカーで

91.4-95.4%，アルミはくカップでは69.4-88.8%でや

や低い値であった.その原因としては， Znの場合と同

じく吸着が考えられた.

北野ら，およぴ勝間らの報告を引用した槍崎の総

説14)によると， Znの定量においてはシリカるつぼが適

当であり，白金るつぽは不適当であるとされている.著

者らの実験においても， Cuの定量の場合には白金皿で

の回収率がやや小さく，これは容器への吸着によるもの

と思われた.一方， Znの定量の場合，著者らの実験で

は槍崎に引用されている報告と異なり白金血での回収率

はほぽ100%であり，良好であった.これは，用いた試

料の相違によるものと推測される.

以上，乳児用調製粉乳中の Znおよび Cuの定量にお

いて原子吸光分析装置のバーナー位置，粉乳中に共存す

る無機成分の影響および灰化容器について検討を行った.

その結果，粉乳中の ZnおよびCuを定量する場合は，

Table 5. Comparison for Recoveries (%) of Zn and Cu by Various ashing Vessels 

Pt 

Zn 100.2 101.9 102.5 

Cu 92. 9 93. 9 94. 3 

Pt : Platinum Dish 

Al : Aluminum Foil Cup 

PYREX : PYREX Glass Beaker 

Crucible : Ceramic Crucible 

A1 

75.6 83.4 85.0 

69.4 83.2 88.8 

PYREX 

84.1 88.4 93.3 

91.4 94.7 95.4 

Crucible 

97.9 101.6 102.0 

97.6 100.2 102.9 
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前処理に使用する灰化容器とし ZnおよびCuともに回

収率の良好であった磁製るつぼを使用し，バーナー位置

を2.5cmに調整することによって，精度よく測定できる

ことが明らかとなった.

要約

フレーム原子吸光法による乳児用調製粉乳中の Znお

よびCuの定量法の検討を行った.

1. ZnおよびCuの定量ともにバーナ一位置2.5cmで感

度，再現性ともに良い測定値が得られた.

2. Znは100倍の Na，Mg， Fe， Cuおよび500倍の K，P， 

Caが存在しでも， Cu は100倍の Fe，Zn， 200倍の Mg，

1500倍の Na，Ca，Pおよび2000倍の Kが存在しでも影響

を受けなかった.

3.灰化容器に磁製るつぼを用いると， ZnおよびCu

は，ほぽ100%の回収率で定量が行なえた.
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小笠原産パッションフルーツの栄養成分について

菊 谷典久*，門間公夫*，井口正雄*，友松俊夫*，

小沢 聖**，和田 実**，青木陸夫**，

登坂三紀夫本**，浦野元幸***

Nutrient Composition of Passion Fruits 

cultivated in Ugasawara Islands 

NORIHISA KIKUTANI*， KIMIO MOMMA本， MASAO IGUCHI*， TOSHIO TOMOMATSU*， 

KIYOSHI OZA W A * *， MINORU W ADA * *， MUTSUO AOKI * *， 

MIKIO TOSAKA * * * and MOTOYUKI URANO * * * 

Proximate and micronutrient composition of passion fruits cultivated in Ogasawara Islands were deter. 

mined. Three species， Purple (Passiflora ed叫lis)，Yellow (Passiflora edulis f.flavicarpa) and the hybrid 'Tai. 

Non No. l' were tested. Th巴 purpleshowed higher levels of protein， fat and ascorbic acid compared with 

those of the other species. The yellow was relatively rich in phosphorus， iron， sodium and potassium. The 

hybrid， which seems best suited to commercial production in Ogasawara Islands， show巴dremarkably high巴r

amount of vitamin A (370-460 IU per 100g of edible portion) than those of the other species. 

Keywords passion fruit， purple passion fruit， yellow passion fruit， hybrid passion fruit 'Tai-Non No. 1'， proxi-

mate composition， micronutrient composition. 

緒扇

近年，為替の円高傾向などを背景に，海外からの果実

輸入が大幅に増加しつつある 1) この中で，従来より，

消費者に親しまれてきた，バナナ，グレープフルーツ等

に加え，最近では，食生活の多様化を反映し，パッショ

ンフルーツ，パパイア，マンゴーなどの，いわゆるトロ

ピカルフルーツの輸入が目立っている2)

亜熱帯地域に位置する，東京都小笠原諸島においても，

このような果実消費の現状を踏まえ，内地向けの熱帯果

実の生産に力をよれており，東京都小笠原亜熱帯農業セ

ンターでは，品種改良，栽培条件の検討等が行われてい

る.

パッションフルーツは， トケイソウ科 (p，ωsiflo・

raceae)に属するブラジル原産の果実で，その果肉が多

汁で芳香があるところから，果汁原料として，オースト

ラリア，ハワイなどで盛んに栽培が行われているが，小

笠原においても，生食用として，内地向けに商業生産が

始められている.

パッションフルーツの栄養成分に関しては，四訂日本

食品標準成分表(科学技術庁・資源調査会編， 1982年)

においては，生果汁 (rawjuice) のみの収裁にとど

まっており，近時，生食での消費の拡大とともに，果実

可食部全体の成分値が求められている.そこで今回，著

者らは，東京都小笠原亜熱帯農業センターにて栽培され

た3種のパッションフルーツ(パープル種，イエロ一種，

交配種“台農一号")について，果実可食部について分

析を行い，あわせて，その種間での栄養成分の差違を調

べた.以下，報告する.

試料および実験方法

1.試料パッションフルーツ:東京都小笠原亜熱帯農

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 169 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， 169 Japan 

**東京都小笠原亜熱帯農業センター

***東京都衛生局島しょ保健所



東京衛研年報 39，1988 165 

業センターにおいて，栽培されたものを使用した.種類

は，パープル種 (Passifloraed叫lis)， イエロー穣

(Passiflora edulis f. flavicaψa)，および交配種，“台農

一号..(Tai-Non No. 1)である.各種類とも，重量によ

り， S， M， Lの3群にわけて分析した.各群の 1個あ

たりの平均重量は，次のとおりである.

パープル;(S) 32g， (M) 39g， (L) 44g. 

イエロー;(S) 38g， (M) 73g， (L) 104g. 

台農一号;(S) 72g， (M) 83g， (L) 89g. 

試料の調製:各々， 5 -10個の，可食部分である果肉

と種子を採取し，高速ブレンダー (Ultra-Turrax，lanke

& Kunkel，西独)にて磨砕，均一化したものを，分析

試料とした.

2. 実験方 法 水 分 : 常法3)に従い， 70'C，減圧

(100mmHg)状態にて恒量まで乾燥し，水分含量を測

定した.タンパク質:ケルダール分解法的によって定量

した全窒素量に，換算係数6.25を乗じて算出した.脂質

:クロロホルムーメタノール混液改良抽出法5)によった.

なお，色素成分除去のために，あわせて活性炭処理を

行った.炭水化物:水分，タンパク質，脂質，灰分の合

計量を， 100gから差しヲ|いた値を炭水化物量とした.

灰分:アルミカップ改良法6)により， 500'C， 16時間灰

化処理を行い，測定した.

無機質の分析 カルシウム:試料灰化後 (500'C，16 

時間)，原子吸光法7)にて分析した.リン:試料灰化後

(向上)，モリブデン青比色法8)にて分析した.鉄:試

料灰化後(向上)，オルトフェナントロリン比色法的に

て分析した.ナトリウム，カリウム :1%塩酸溶液で抽

出を行い，原子吸光法を用いる簡易迅速法10)にて分析

した.

ピタミンの分析 レチノール:衛生試験法11)に準じ，

試験溶液を調製し，高速液体クロマトグラフィー12)に

より定量した.カロチン:アセトン抽出し，ヘキサンに

て分配後，アルミナカラムを用いて分離精製し，吸光光

度法13)により定量した.なお，カロチンのピタミン A

効力換算方法は，四訂日本食品標準成分表によった.ビ

タミン B1:試料は，酸による加温抽出，ジアスターゼ

処理による酵素分解を行い，パームチットカラムにて精

製した.なお，定量は，フェリシアン化カリウムを用い

るチオクローム蛍光法14)によった.ビタミン B2:試料

は，酸による加温抽出後，盲蛍光を除去するため，クロ

ロホルムを用いて予浸を行った.定量は， )レミフラピン

蛍光法15)によった.ビタミン C:試料は，メタリン酸

を添加後，乳鉢にて磨砕し抽出を行い，インドフェノー

ル滴定法16)により定量を行った.ナイアシン:試料は

1 N硫酸を加え， 121'Cで30分間分解を行った後，高速

液体クロマトグラフィー17)により定量を行った.

廃棄率:食用としない果皮その他の部分の重量を測定

し，全果実重量に対し，その百分率を算出.した.

エネルギー:可食部100gあたりのタンパク質，脂質，

炭水化物の含有量をもとに，四訂日本食品標準成分表に

準じ，算出した.

結果および考察

Table 1に各項目の結果を示す.

一般成分水分は， 68.7-74.7%であった.台農一号

が，パープル種，イエロ一手重に比べ，高い値であった.

タンパク質は， 2.1-2.7%で，パープル種が，他の 2種

に比べ，高い値であった.脂質は， 1.1-1.7%で，パー

プル種が，同様に高かった.灰分は， 0.7-0.9%の範囲

であった.

生食用果実の水分含量は，温州、!みかん (87.5%;凹訂

日本食品標準成分表による，以下同様)， りんご

(85.8% )など，多くは80%以上であり，今回のパッ

ションフルーツの値は低い.種子を含めての分析なので，

その影響とも考えられる.タンパク質は，生食用果実で

は， 1 %を越すものはまれであり，今回の分析値 (2.1

-2.7%)は，アボ力、ド (2.5%)に匹敵する高い値であ

る.脂質も同様に高しこれらも種子部分の寄与による

と考えられる.なお，米国の成分表18)では，果肉およ

び種子の分析値として，タンパク質2.2%，脂質0.7%と

いう値が示されている.

ミネラル成分 カルシウムは， 4 -8 mg/100g，リ

ンは， 31-71mg/100g，鉄は， 0.8-1.1mg/100g，ナ

トリウムは， 8 -17mg/100g，カリウムは， 360-

480mg/100gであった. 3穫の中では，イエロ一種のミ

ネラル含量が高い傾向がみられた.

他の生食用果実と比べると，カルシウムについては，

キウイ (27mg/100g)，いちご(17mg/100g)，温州、iみ

かん (13mg/100g)，なと'10mg/100g以上のものが多

く，今回のパッションフルーツは，やや低い値であった.

リンについては，多くの果実は， 30mg/100g以下の範

囲であり，本分析に供したパッションフルーツの値は高

かった.ナトリウム，カリウム，鉄に関しでも，比較的

高い値であった.

ビタミン成分 ビタミン Aは， 56-460IU/100gで

あった. 3種のなかで，台農一号の含量が極めて多かっ

た.パープル種とイエロ一種は，ほほ同程度であった.

ピタミン B1含量は，3種類とも， 0.01mg/100gに満た



166 Ann. Ret. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 39，1988 

Table 1. Composition of Passion Fruit (flesh and seeds) 

1 Moisture (g/100g) 

2 Protein 

3 Fat 

4 Carbohydrate 

5 Ash 

6 Calcium (mg/100g) 

7 Phosphorus 

8 Iron 

9 Sodium 

10 Potassium 

11 Retinol (μg/100g) 

12 Carotene 

13 Retinol potency (IU/100g) 

14 Thiamin (mg/100g) 

15 Riboflavin 

16 Ascorbic acid 

17 Niacin 

18 Energy 

19 Refuse 

(kca!/100g) 
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All values are expressed on fresh weight basis. 

なかった.ビタミン B2は，0.06-0.08mg/100gであり，

3種聞に際立つた差は無かった.ビタミン Cについては，

今回は，インドフェノール滴定法でアスコルビン酸を測

定した. 3種の中では，パープル種の含量が多かった.

イエロ一種，台農一号は，ほぽ同量であった.ナイアシ

ンは， 1.6-2.1mg/100gで，品種による違いは，みら

れなかった.

ビタミン Aについては，パッション生果汁で， 780IU 

/100g (四訂成分表)，果肉と種子で， 700IU / 100g 

(米国成分表)という値が示されている.今回の分析値

は，これらよりも低かった.ただし台農一号では，約

400IU/100g含まれており，果実の中では多い部類であ

る.ビタミン B2についても，他の果実に比べ，遜色の

無い量である.ピタミン C量は，いちご，かき，キウイ

などの 1/5程度である.ナイアシン量は，他の果実で

は， 1 mg/100gを越すものは少なく，パッションブ

ルーツは多い方である.エネルギーは， 96-116 kca!/ 

100gであった. 3種の中では，台農一号が，水分含量

が多いために，やや低いエネルギー値になった.四訂成

分表収載果実(生呆)と比較すると，アボカド
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(191kcal)につぐ，高い値である.なお，高カロリー

食品といわれるバナナは， 87kcalである.廃棄率は，

49-66%.生食に適さない，果皮その他の部分である.

ノfッションフルーツは，ブラジル原産とされているが，

現在では，亜熱帯を中心に，熱帝および温帯の暖かい地

域に，広く分布している.小笠原においても， 1)冬期

の気象条件に耐える， 2)台風の来襲頻度が少ない初夏

に収穫できる， 3)栽培労力が少なくて済む，などの点

で，パッションフルーツ栽培の有利性が認められ，あわ

せて，生食用果実としての市場性が高いところから，商

業生産が盛んになりつつある.

ノTープル種は，生食用としては適当であるが，収量が

少なく，耐病性に劣る.一方，イエロ一種は，酸味が強

いために生食用としては不適当であるが，収量が多く，

耐病性にすぐれる.そこで，生食に適し，収量が多く，

耐病性にすぐれたものとして台湾にて品種改良されたも

のが，今回の交配種“台農一号"である.

分析は，生食用ということで，果肉および種子を併せ

て行ったが， 3種それぞれに，既述のごとく，成分につ

いて特徴がみられた.なお，小笠原での商業生産の中心
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である台農一号では，特にビタミンA含量が高かった.

一個あたりに換算すると，約130-160IUのビタミンA

を含むところから，ビタミンA摂取源として，好適な果

実の一つであると考えられる.
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自動分析計による赤血球グルタチオン還元酵素活性の測定

笠原利英*，友松俊夫*

The Use of Auto Analyer System to Measure Erythrocyte Glutathione Reductase Activity 

TOSHIHIDE KASAHARA * and TOSHIO TOMOMATSU* 

W巴 u凶se吋dt仙hed出is釘cr代et白e-叫-typ戸ea加utωoanalyser tωo me悶as叩ur陀eerythrocyte glu叫1此ta抗th問

and the degree of activation (AC) by in vitro addition of flavin凶 den凶山i町 dinu町ω1比叫cle加巴ωotide(FAD)， which are func-

tional biochemical parameters for assessing the vitamin B2 nutritional status. 

The optimized conditions of analysis using the auto analyser were as follows; oxidized glutathione 

(GSSG)， 3 mM， reduced nicotinan刈 e-adeninedin凶 eotidephosphate (NADPH)， 0.1 mM and FAD， 0.01 

mM. 

Under these conditions we studied assay precision. Hemolysates from three healthy subjects were ex-

amined four times simultaneously， and repeat determinations were also made for 3 days. Within-day and be-

tween-day precisions (expressed as coefficient of variation) for measurement of EGR activity were less than 

2.2% and 6.0 % as means respectively and those for AC were 2.4 % for both. 

These data show that the auto analyser procerure has good precision and can be readily carried out in 

the routine laboratory. 

Keyword : vitamin nutritional status， erythrocyte glutathione reductase， coenzyme activation， auto analyser 

緒言

国民栄養調査によれば，日本人のビタミン摂取量は平

均値でみる限り所要量を上回っており 1)，重篤な欠乏症

は見られない. しかし，一方では食生活の多様化や不規

則化に伴って，明らかな臨床症状はないが完全には健康

とも云えない潜在性の欠乏状態に陥っている人々が増え

ていることが指摘されている2) さらに社会的及び身体

的活力が徐々に低下している老年層においては潜在性栄

養欠乏状態に陥り易く，ビタミン摂取量が所要量を下

回っていることを示す報告もなされている3.4) これら

のことは，国民栄養調査等の各種調査や食事中の栄養成

分分析のように栄養摂取の側面からの評価だけでなく，

個々人について人体側面から栄養状態を判定することの

必要性を示している.

ピタミン栄養状態の判定の生化学的指標としては，

1 )尿中へのビタミンあるいはその代謝物の排池量，

2 )ビタミンの血中濃度， 3)ビタミン誘導体を補酵素

とする酵素の活性値，および4)その酵素活性に対する

補酵素の添加効果，等が用いられている2)

今回，我々はビタミン B2の栄養状態判定の有効な指標

である赤血球グルタチオン還元酵素(EC1. 6.1. 2. ;NAD 

(P)H : oxidized-glutathione oxidoreductase，以下， EGR 

と略す)について，その活性値およぴ補酵素添加効果の

測定のルーチン化を目的として，自動分析計を用いた測

定の至適条件および精度について検討し，自動分析計に

よるルーチン化が可能であることを示す結果を得たので

報告する.

実験方法

溶血液の調製

ヘパリンを加えた血液から遠心分離して得た赤血球を

生理食塩水で 3回洗浄した後， 3倍容の蒸留水を加えて

溶血させた.遠心分離して細胞残屑を除いた溶血液につ

いて，コールターカウンター SPLUS-IV(コールターエ

レクトロニクス社，アメリカ)を用いてシアンメトヘモ

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 169 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， 169 Japan 
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グロビン法によりヘモグロビン濃度を測定した.酵素活

性の測定に際しては蒸留水で 4ないし 8倍に希釈して用

いた.また保存する場合は溶血液を -20
0

Cに保存し，測

定日に希釈して用いた.

EGR活性の測定

1 )装置 自動分析計として，目立705型自動分析装置

(以下， 705型分析計と略す. 日立製作所，東京)を用

いた.本装置の測定方式の特徴は，ディスクリート形シ

ングルラインマルチ方式， 2波長iJ.lJ光方式である 9)

2 )測定原理 EGR活性は，酸化型グルタチオン

(GSSG)およぴ還元型ニコチンアミドアデニンジヌク

レオチドリン酸 (NADPH)を基質として反応させた時

のNADPHの減少速度から測定した.

GSSG+ NADPH + H+互主 2GSH+NADP+

また反応液にビタミン 82の補酵素型で、あるフラピン

アデニンジヌクレオチド (FAD) を添加した場合と添

加しない場合の活性値の比から補酵素の添加効果

(Activation coefficient，以下， ACと略す.)を計算した.

3 )試薬用いた試薬の入手は次のとおりである.

NADPH-4Na (オリエンタル酵母 KK，和光純薬扱い)，

GSSG (Fluka，スイス，生化学工業 KK扱い)， FAD-2 

Na (ヤマサ醤油 KK，生化学工業 KK扱い).その他の

試薬は市販特級品を用いた.各試薬の調製は安田らの方

法5)を若干修正して行った. 705型分析計に用いた二つ

の試薬系の組成と反応液中最終濃度を Table 1. に示

しfこ.

4 )測定操作 705型分析計による EGR活性測定のパラ

メーターを Fig.1. に示した.すなわち試料溶血液を10

μl採取して40秒後に，第一試薬を440μl添加し，その

5分後に第二試薬を50μl添加して反応を開始した.反

応開始60秒後から 2分間にわたって NADPHの吸光度の

減少を340nmおよび、376nmの二波長で経時的に測定し

Table 1. Reagent Composition and Final Concentration 

vol. conc. 

(μ1) (mM) 

1st reagent 

Phosphate buffer 

(O.lM， pH7.4) 

EDTA-2k (75mM) 

NADPH-4Na (2.5mM) 

FAD-2Na (0.5mM) 

2nd reagent (reaction start) 

GSSG (32.6mM) 

400 

n
U
A
U

ハU

1
i
n
L
1
i
 

1.5 

0.1 

0.01 

50 3.3 
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6.CHE門ISTRYPARAMETERS STAND-BY 
TEST CODE : A TEMP 37. 1) 
ASSAY CODE : RATE-19-25 S. NO 1 
SAMPLE VOLυ門E : 10 
Rl VOL. :440(8) 
R2 :5(1-6(8) 
R3 
WAVELENGTH 1 :37るN何
WAVELENGTH 2 : 340NM 
RGT. BLI<. AB8 : 1) 
RGT. BLK. CONC : 0 
STD.CONC :(1-0目。
FACTOR :12346 
STD.AB8.ALLOWANCE:10X 
NORMAL R向NGEL :0 
NOR阿ALRANI3E H : 0 
ABS.LI門IT(RATE) :2(11)(1 
CONTROL ID. NO. : (1-0-1) 

暗号*NEXTPAGE :どり

串申(1---13 (20:I)JPY) 
** 
ホ本

Fig. 1. Parameters of Glutathione Reductase 

Measurment with HIT ACHI -705 Analyser 

た.以上の操作はすべて自動的に行われた.また，

FADを添加した場合と添加しない場合の活性値の測定

は，別々の測定項目として設定して並行して測定させ，

その比 (AC) も項目開演算により計算し，出力させた.

さらに， FACTORは分光光度計 (SHIMAZUUV-256FS， 

島津製作所)を用いて分子吸光係数に基づき標定した

NADPH溶液についての705型分析計における吸光度の

実測値 (A340nm-376nm=4.05 X 103M -1) から計算し

た. EGR 活性の単位は U/lとして計算，出力させたが，

必要な場合にはヘモグロビン量で補正して U/gHbで

表示した.

結果と考察

自動分析計における至適条件

EGR活性の測定に関しては，多くの研究者により

様々に異なった反応条件が報告されている (GSSG，0.2

-3.3mM; NADPH， 0.78-0.162mM; FAD， 0.001-

0.01lmM)6). これらはいずれも分光光度計を用いて測

定した場合であり，自動分析計に適用した場合に至適条

件が変化するかどうかは必ずしも明かではない.そこで

まず最初に， 705型分析計における EGR活性および AC

測定の至適条件を検討した.

1 )緩衝液 EGR活性測定には通常， リン酸緩衝液お

よびトリス塩酸緩衝液が使用されている.緩衝液の種類

及ぴ pHの EGR活性値に及ぽす影響を Fig.2. に示し

た.どちらの緩衝液でも同程度の活性値を示し，至適

pHは7.4であった.以後は，リン酸緩衝液を使用した.
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Fig. 4. Effect of Concentration of F AD on Erythrocyte 
Glutathione Reductase Activity 

プレインキューベーション時間がFADによる EGRの活

性化に及ぽす影響を調べたところ， Fig. 6. に示すよう

に5分間の前処理で十分に活性化することが示された.

従って， 705型分析計で第一試薬に FADを添加して

EGR活性化の程度を測定することに問題はないものと

思われる.

同時再現性と日差変動の検討

上記の条件により705型分析計を用いて EGR活性を測

定するときの精度について検討した. 3人の血液からそ

れぞれ溶血液を調製し，同日に 4回ずつ 3日間(その間，

2 )基質 GSSG濃度および NADPH濃度の EGR活性

に及ぽす影響を Fig.3. に示した; GSSG 濃度の至適条

件は 3mM以上であり， Beutler7 • 8 ) の値と同程度であっ

た. Bayoumiら6)が最適とした 2mMでは 1/4希釈溶

血液の場合に低すぎる傾向を示した. NADPHの最適濃

度はO.OlmM以上であった.

3 )補酵素 FADの濃度の影響を Fig.4. に示した.

O.OlmMで最大活性が得られ，それ以上の濃度で酵素活

性が阻害されることが示された.従って， FADの至適

濃度はO.OlmMに設定した.

このように，自動分析計における EGR活性測定の至

適条件は，従来の報告にみられる値6)と同程度であった.

4 )直線性上記の EGR活性測定条件において，溶血

液を種々の倍率に希釈して測定したときの EGR活性を

F培、 5. に示した. 1/2希釈溶血液 (Hb濃度にして

約 2g/dl)まで直線的に増加した. 705型分析計は対照

をとっていないので，それ以上の濃度については，吸光

度オーバーで淑IJ定不可能である.以後， 1/4希釈で測

定した.

溶血液と FADとの反応時間

FAD存在下で EGR活性を測定するときには，溶血液

とFADを一定時間反応させる必要がある. 705型分析

計では試料に第一試薬 (FADを含む)を添加してから

第二試薬 (GSSG)により反応を開始させるまでの時間

は5分に固定されている9) そこで溶血液と FADとの

( mM ) 
0.05 

FAD conc. 
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Fig. 6. Effect of Preincubation Time with F AD on 
Erythrocyte Glutathione Reductase Activity 
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2.2% (FAD非存下)および1.4%(FAD存在下)であ

り， ACについても最大3.4%，平均2.4%であった.ま

た3日間の測定のばらつきは変動係数にして EGR活性

では平均6.0%(FAD非存在下)および5.7%(FAD存

在下)と幾分大きかったが， ACでは平均2.4%と小さ

かった. EGR活性の日差変動が若干大きいことには保

存中の溶血液の変化による EGR活性の変化も含まれて

いるものと思われる.この結果は， EGR活性は血球の

保存により低下するが， ACは少なくとも 2週間の間変

化しなかったという報告6)とも一致する.

hリ
H刊
〉
刊
け

H
U〈
出
。
同

30 

( min ) 

。

初

-m
一

n-

、J

-M

一い

日
加
一
泊

u
E
F
 

c-n-r-

n
u
n
ι
-

ノー←・

39， 1988 

15 

10 

5 

。

(
吉
凶
¥

D

)

報年研

溶血液は-20.Cに保存した.)にわたって EGR活性およ

びACを測定した.その時の平均値，標準偏差，および

変動係数を Table2. に示した.同時測定における変

動係数は EGR活性については最大でも 3.6%，平均
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Fig. 5. Relationship between Erythrocyte Glutathione 
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Table 2. Erythrocyte Glutathione Reductase Activity and Activation Coefficient 

and Within-Day and Between-Day Coefficient of Variationa
) 

Mean for 3 days 3rd Day 2nd Day 1st Aay 

AC 

1.17 

0.04 

3.5 

1.21 

0.02 

1.3 

1.11 

0.03 

2.4 

+ 
9.5 

0.53 

5.6 

9.8 

0.47 

4.8 

13.3 

0.91 

6.8 

AC 

1.16 8.1 

0.03 0.54 

2.6 6.6 

1.21 8.1 

0.04 0.34 

2.9 4.2 

1.10 12.0 

0.01 0.87 

2.1 7.3 

十

1.14 7.7 8.9 

0.04 0.18 0.04 

3.1 2.3 0.5 

1.20 7.7 9.3 

0.02 0.25 0.11 

1.3 3.3 1.2 

1.09 11.2 12.3 

0.03 0.26 0.20 

2.3 2.6 1.1 

AC + 
1.22 8.7 9.9 

0.03 0.22 0.12 

2.4 2.5 1.2 

1.23 8.3 10.0 

0.03 0.15 0.12 

2.1 1.8 1.2 

1.14 12.9 14.1 

0.04 0.13 0.18 

3.4 1.0 1.3 

AC + 
7.9* 9.7* 

0.13 0.18 

1.6 1.9 

8.3 10.2 

0.12 0.11 

1.5 1.1 

11.8 13.5 

0.43 0.30 

3.6 2.2 
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: Determinations were made four times simultaneously a day and for 3 days 

: Enzyme activity was measured with 1/4 diluti叩 hemolysateand expressed as U/ g Hb 

-， +: Enzyme activity was measured without F AD or with F AD 

AC : Activation coefficient=Activity with FAD/ Activity without FAD 

* 
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また，今回の測定で得られた EGR活性および ACの

平均値はそれぞれ9.4土2.3U/gHbおよび1.16土0.05

であり，安田らが提示している正常値 (EGR活性:4.5 

-10.7，平均7.6U/ g Hb ; AC : 1.0 -1.34，平均

1.16) 5)に近い値を示した.

以上のように，自動分析計において EGR活性および

ACは十分な精度をもって測定できることが示された.

さらに EGR活性に対する補酵素の添加効果 (AC)は赤

血球中に含まれるビタミン Bz量に逆相関しており，ビ

タミン Bz栄養状態判定の有効な指標とされているが2)，

その ACが一回の EGR測定で自動的に計算，出力され

ることはルーチン化にとって大きな意義をもつものと思

われる.

要 約

ビタミン Bzの栄養状態判定の有効な指標である赤血

球グルタチオン還元酵素 (EGR)の活性およびビタミン

Bzの補酵素型で、あるフラビンアデニンジヌクレオチド

(FAD)の添加効果 (AC)の測定のルーチン化を目的

として，自動分析計(目立705型)を用いた測定の至適

条件とその精度を検討した.

EGR 活性iRIJ定の至適条件は酸化型グルタチオン

(GSSG)， 3 mM以上，還元型ニコチンアミドアデニン

ジヌクレオチドリン酸 (NADPH)，O.lmM， FAD， 

O.OlmMであった.

上記条件下で目立705型自動分析計を用いた EGR活性

測定の同時再現性は変動係数で平均2.2%であり，日差

変動は6.0%であった.また， ACの変動係数はどちら

も平均2.4%と良好であった.

以上の結果，自動分析計により EGR活性および AC

は十分な精度で測定でき，ルーチン化が可能であること

が示された.

謝辞 本研究にあたり自動分析計の使用および採血にご

協力をいただいた当研究所細菌第二研究科精度管理室の
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各種食品における薬剤耐性腸内細菌の

分布とそのRプラスミドの検討

新井輝義*，池島伸至*， 神 真知子へ

楠 くみ子*，入倉善久*，寺山 武*，

太田建爾ホ*，坂井千=**ネ

Distribution of Drug Resistant Enterobacteriaceae 

in Commercial Foods and R Plasmids of Them 

TERUYOSHI ARAI *， NOBUYUKI IKEJIMA *， MACHIKO JIN * ， 

KUMIKO KUSUNOKI *， YOSHIHISA IRIKURA *， T AKESHI TERA Y AMA * ， 

KENJI OHT A * * and SENZO SAKAI * * * 

Distribution and frequency of drug resistant Enterobacteriaceae and other Gram negative glucose fermenta-

tive rods were examined for 413 specimens of commercial foods available in Tama district of Tokyo from 1983 

to 1985. And also R plasmids of the isolates were tested 

The drug resistant microorganisms were isolated by 5 plates of BTB-Iactose-agar each of which contained 

25μg/ml a凶 microbialssuch as tetracycline (Tc)， chlorampher山 01(Cm)， streptomycin (Sm)， kanamycin 

(Km) and ampicillin (Ap). A total of 433 strains which were resista川 toone or more antimicrobials of 

Tc， Cm， Sm， Km and Ap were isolated from 9 specimens out of 46 ]apanese cakes， 90 out of 201 samples of 

sandwitches， lunches or rice balls， 34 out of 50 slices of raw fish and cook巴dfish， and 94 out of 116 raw 

meats and poultries. Most of them were identified as Escherichia coli， Escherichia sp.， Klebsiella spp.， Entero-

bacter spp.， Citrobacter sp.， Cedecea sp・，Serratia sp. and Aeromonas sp・-

Most strains of Klebsiella spp.， Enterobacter spp. and Citrobacteγsp. isolated from meat or poultry were re-

sistant to Ap. E. coli isolated from meat or poultry show巴dresistance to Tc. Sixteen isolates (51. 6 %) of 

them bore transferable R plasmids of multiple drug resistance. Most of Klebsiella spp. and Eηterobacter spp. 

isolates from sandwiches， lunches and rice balls were resistant to Ap and Sm， and 8 strains (4.6 %) of them 

bore transferable R plasmids resistant to one or two antimicrobials. None of all the isolates from ]apanese 

cakes and sliced raw fishes and cooked fishes was found with transferable R plasmids. 

Keywords drug resistance， R plasmid， antimicrobials， ]apanese cake， lunch， rice ball， sliced raw fish， meat， 

poultry 

緒 国 については，ヒトや動物由来の病原菌あるいは病巣由来

各種の抗生剤に対して抵抗性を持つ耐性菌の出現頻度 細菌について綿密な検討がなされ，多くの報告がみられ
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*Tama Branch Laboratory， The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health， 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 

**東京都立衛生研究所微生物部 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

* * Department of Microbiology， The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 ]apan 

***鮒)東京顕微鏡院
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る1) そしてこれらの臨床材料からの耐性菌の検出率は

菌種や抗生剤によって大きく異なるが，近年著しく増加

してきたことが指摘されている.一方，家畜や家禽ある

いは養殖魚に対しては，治療を目的とした抗生剤の投与

の他に，肥育または感染症予防を考慮した飼料への添加

使用が行われている2) その結果，牛，豚，家禽の腸管

内細菌は多剤耐性化し，家畜やその環境3ー7)，あるいは

畜産物の耐性菌汚染ト12)が問題視され，公衆衛生面か

ら関心が寄せられている.これらに分布する耐性菌は

水13)や食品をも汚染していることが推察されているが，

あまり検討が進められていない.そこで著者らは家畜の

腸内細菌による直接汚染が予測される牛さし，牛や豚の

レパさし等の生食用食肉，直接汚染の可能性の少い加熱

調理された複合食品，和菓子，また大腸菌群による汚染

率の高いすし種，さしみ等を対象に耐性菌の分布と伝達

性Rプラスミド(以下単に Rプラスミドとする)保有状

況を調査した.その結果，動物などの腸内細菌汚染が推

察される食肉や複合調理食品から Rプラスミド保有の耐

性菌が高率に検出されたので報告する.

実験材料および方法

1.供試食品

1983-1985年の聞に多摩地区で市販されていた和菓子

46検体，調理パン・弁当・にぎりめし等の201検体，す

し種・さしみ等50検体，および牛さし・レパさし等の生

食用食肉や牛，豚，家禽等の加工用食肉116検体の合計

413検体を試料とした.

2.供試抗生剤

テトラサイクリン (Tc)，クロラムフェニコール

(Cm)，ストレプトマイシン (Sm)，カナマイシン

(Km)，アンピシリン (Ap)，ナリジクス酸 (Na)およ

びリファンピシン (Rfp)の7剤を使用した.

3.耐性菌の分離および同定

供試食品10gを90mlの生理食塩水を加えてホモジナ

イズし，その 1mlずつをシャーレに採取し， Tc， Cm， 

Sm，Kmまたは Apをそれぞれ25μg/ml濃度に添加した

薬剤加 BTB乳糖寒天培地約18mlを加えて混釈した.本

培地を35'Cで1晩培養後，出現したコロニーをできる限

り多数釣菌し，同種の薬剤加寒天平板で再度分離培養を

行った.各分離菌をクリグラー寒天， LIM培地，シモ

ンズのクエン酸塩培地およびチトクローム・オキシダー

ゼ試験によって一次鑑別を行った.その後， VP，ウレ

アーゼ， IPA，アルギニン，オルニチン，マロン酸，エ

スクリン，アドニヴト，イノシット，ズルシットの性状

を調べ， Ewingらの記載によって菌稜や菌属の同定を

行った.ただし食肉の場合は， EMB寒天で分離した大

腸菌群を対象に， Tc， Cm， Sm， Kmまたは Apそれぞれ25

μg/ml加 BTB乳糖寒天培地に接種して，耐性菌を検

出した.

4.分離菌株の薬剤感受性試験

薬剤感受性試験は，日本化学療法学会標準法に準じた.

すなわち，ミュラーヒントン寒天を基礎培地とした濃度

の異なる Tc，Cm， Sm， Km， ApおよびNaの各平板に保存

菌株のトリプトソイブロス 1晩培養菌の100倍希釈液を

マルチイノキュレーターで接種し， 35'C 1晩培養し最小

発育阻止濃度 (MIC)を求めた.いずれかの薬剤に対し，

MICが50μg/ml以上を示す菌株を耐性菌とした.ただ

し， Naに対しては MIC12.5μg/ml以上を耐性菌とし

た.

5. Rプラスミドの検索

一次伝達実験は，受容菌に Escherichiacoli (以下 E.

coliと略す) K-12 CSH2株の Na耐性株および E.coli 

K-12 W677株の Na耐性株を使用した.供与菌としては

分離耐性株のうち Naに対する MICが6.25μg/ml以下

の368株を供試した.供与菌と受容菌をペナセーブロス

(PAB : Difco製) 5 mlを分注した中試験管に接種し，

35'Cで振とう培養を行った.対数増殖期中期の培養液を

各々O.lmlおよび0.5ml採取し，これらを同時に新鮮な

PAB 5 mlに混合接種し，ゆっくり振とう培養した. 4 

-5時間培養後にそのO.lmlを2剤加選択平板 (eAB寒

天に Na25μg/mlと5抗生剤のいずれか 1剤を25μg/

mlに添加)に塗抹し，35'C 2日間培養した.出現した

コロニーを単離し， Rプラスミドの伝達の有無と耐性型

を調べた.

二次伝達実験では，受容菌に E.coli K -12 CSH2株の

Rfp耐性株およびE.coli K-12 W677株の Rfp耐性株を使

用し，一次伝達実験と同様の条件で、行った.ただし，選

択平板には， Rfp 25μg/mlおよび各薬剤25μg/ml添

加 PAB寒天平板を用いた.

結果

1.各種食品からの薬剤耐性菌検出状況

各種食品413検体のうち， Tc， Cm， Sm， Kmまたは Ap

いずれかの抗生剤耐性菌の検出成績を Table1に示した.

和菓子46検体中 9検体 (19.6%)，調理パン・弁当・に

ぎりめし201検体中90検体 (44.8%)，すし種・さしみ50

検体中34検体 (68.0%)および食肉116検体中94検体

(81.0%)から耐性菌が検出された.これらのうち独立

集落を形成し，薬剤感受性試験で耐性が確認された433

株を保存し，菌種およびRプラスミドの伝達性を検討し
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Table 1. Distribution of Drug Resistant Microorganisms in Various Foods 

Foods 

Japanese cake 

Sandwich， lunch 

and rice ball 

Sliced raw fish 

and cooked fish 

Raw meat and poultry 

Total 

NO.of 
speclmens 
tested 

46 

201 

50 

116 

413 

NO.of 
drug resistant * 

positives 

9(19.6%) 

90(44.8% ) 

34(68.0% ) 

94(81.0% ) 

227(54.9% ) 

NO.of 
resistant 
strains 
obtained 

12(0)** 

214(9) 

Species of the strains (No. of strains) 

Klebsiella sp. (4)， Enterobacter sp. (4) ， 

Cedecea sp.(4) 

Escherichω coli (1)， Escherichia sp. (5) ， 

Klebsiella spp. (129) ， Enterobacter spp 

( 46 )， Citrobac teγsp. (2)， Cedecea sp. (2)， 

Serratia sp. (5) ， Aerl抑制assp. (10) ， 

Unknowns * * * (14) 

65(0) Klebsiella spp. (38) ， Enterobacter spp. 

(11)， Citrobacter sp. ( 10)， Aerom側 assp 

(3)， Unknowns(3) 

142( 21) Escherichia coli (31)， Escherichia sp. (6)， 

Klebsiella spp. (44) ， Enterobacter spp. 

(43)， Citrobacter sp.(14)， Unknowns(4) 

433(30) 

* : Strains resistant to these drugs; tetracycline (Tc)， chloramphenicol (Cm)， streptomycin (Sm)， kanamycin 

(Km) and ampicillin(Ap). 

た.

* * : No. of R plasmid bearing strains. 

* * * : Unclassified Enterobacteriaceae. 

検出された耐性菌433株の菌種は，腸内細菌科の E.

coli 32株，その他の Escherichiasp. 11株，Klebsiella spp. 

2J5株，Enterobacter spp. 104株，Citrobacter sp. 26株，

ι:edecea spp. 6株，Serratia spp. 5株，その他オキシ

ダーゼ陰性ブドウ糖発酵性グラム陰性梓菌21株およびピ

ブリオ科の Ael'l側側assp. 13株であった.食品の種類ご

とに検出された耐性菌の菌種をみると和菓子およびすし

種・さしみからは Escherichiaspp. は検出されず，Kleb. 

siella spp・，Enterobacteγspp.などが検出された.調理パ

ン・弁当・にぎりめしでは Klebsiellaspp. や Enterobac.

ter spp. が多数を占め，その他Aeromonassp. 等もみら

れた.食肉では，E. coli， Escherichia sp.， Klebsiella spp. 

およびE叫terobacterspp. が87.3%を占めていた.

2.分離菌株の薬剤耐性型

各種食品から検出された耐性菌433株の由来と菌種別

の Tc，Cm， Sm， Km， Apおよび Naに対する耐性頻度を

Table 2に示した.和菓子由来の Klebsiellasp. 等 3属

10株はいずれも Ap耐性であった.調理パン・弁当・に

ぎりめし由来の Klebsiellaspp・，Enterobacter spp. はAp，

CmおよびSm耐性株が多かった.なお Klebsiella属の47

株 (36.4%)は Na耐性であり，他の食品由来の Kleb-

siella属と異なっていた.

すし種・さしみ由来の Klebsiellaspp. およびEntero-

bacter spp. はAp耐性株が多く認められた.また，Cit・

roba，cter sp. は10株中 7株が Km耐性であった.

食肉由来株では，E. coliの約半数が Tc，Cm， Smおよ

びKmに耐性を示した.Klebsiella spp.， Enterobacter spp. 

およびCitrobactersp. はほとんどの菌株が Apに耐性を

示した.

各菌株の薬剤耐性型は， Table 3に示したように 1薬

剤のみ耐性が246株 (56.8%)であったが，他の菌株は

2-5薬剤に対して耐性を示した.由来別の菌株の耐性

型は表には示さなかったが，和菓子由来の12株中 2株は

Smに， 10株が Apに単独耐性であり，多剤耐性を示す

菌株は認められなかった.調理パン・弁当・にぎりめし

由来の214株中107株 (50.0%)，食肉由来の142株中76株

(53.5% )，さらに，すし種・さしみ由来の65株中51株

(78.4% )が単剤耐性であって， しかもいずれも Ap耐

性株が多くみられた.

菌種別にみた場合， Table 3に示すごとく ，E. coliで

は複数の薬剤に対する耐性菌が多く認められた. 2剤耐
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Table 2. Frequency of Resistant Strains to Tc， Cm， Sm， Km， Ap and Na on the Isolates 

from Various Food 

Raw meat and 

poultry 

Sliced raw fish 

and cooked fish 

Sandwich， lunch 

and rice ball 
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* No. of strains resistant to each drug. MICs of Tc， Cm， Sm， Km and Ap against to the strains are more 

than 50μg/ ml and MIC of N a is more than 12.5μg/ml目

* * : Unclassified Enterobacteriaceae. 

Table 3. Distribution of Drug Resistance Patterns of the Isolates from Various Foods 

NO.of 
transferable 
R plasmids 
bearing 
strains， 

No. of strains resistant to NO.of 

resistant 

strains 

Species 

5 drugs 

Escherichia coli 32 10 6 6 6 4 16 

Escherichia sp. 11 7 1 3 0 0 1 

Klebsiella spp. 215 135 54 19 5 2 8 

Enterobacter spp. 104 66 21 11 5 1 3 

Citrobacter sp. 26 11 13 2 0 0 1 

Cedecea spp. 6 5 1 0 0 0 0 

Serratia sp. 5 2 1 1 1 0 0 

Unknowns** 21 7 7 6 1 0 1 

Aerom仰 assp. 13 3 5 5 0 0 0 

Total 433 246 109 53 18 7 30 

4 drugs 3 drugs 2 drugs 1 drugs* 

* : Drug resistant determinants are Tc， Cm， Sm， Km， Ap and Na 

* * : Unclassified Enterobacteriaceae. 

は2株は生食用食肉， 1株は加工用食肉であった.また，

Klebsiella spp・，Enterobacteγspp. にも多剤耐性株がそれ

ぞれ37.2%と36.5%と多く認められた. 4剤耐性は10株

認められ，そのうち 4株が TcCmSmAp耐性であった.

性では TcSmが， 3剤耐性では TcSmKmが多く， 4剤

耐性では， TcCmSmKm，TcCmSmApとTcSmKmApが主

な耐性型であった. 5剤耐性株は 4株認められ，そのい

ずれも TcCmSmKmApの耐性型を示した.それらの由来
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みからは Rプラスミド保有菌は検出されなかった.調理

パン・弁当・にぎりめしおよび食肉ではそれぞれ201検

体中 7検体 (3.4%) から 9株， 116検体中 18検体

(15.5% )から菌種または耐性型の異なる Rプラスミド

保有菌株が21株検出された.各菌種ごとの耐性型とそれ

39， 1988 報年研

5剤耐性では， TcCmSmApNaが 1株， TcCmSmKmAp 

が2株であった.これらのうち 2株は調理パンとにぎり

めし， 1株は食肉由来であった.

3. Rプラスミドの検討

Table 1に示したように，和菓子およびすし種・さし

衛京東

Table 4. Distribution of R Plasmids in Drug Resistant Isolates from 

Sandwich， Lunch and Rice Ball and Their Resistant Patterns 

Resistant 

patterns of 

transconjugants 

R plasmid positive strains 
No. of strains 

examined resistant 

patterns 

NO.of 

strains 

Species 

Sm 

Sm 

Ap 

Sm 

TcSm 

Sm 

Sm，CmSm 

Sm 

SmAp 

Ap 

CmSm 

TcCmSmAp 

SmAp 

CmSm 

q
J
1ム

1
4
1
4
1ム

1
4
句

i

129 

46 

Klebsiella spp. 

Enterobacter spp. 

2 Citrobacter sp. 

Table 5. Distribution of R Plasmids in Drug Resistant Isolates from 

Raw Meat and Poultry and Their Resistant Patterns 

Resistant patterns 

oftransconjugants 

R plasmid positive strains NO.of 

strains 

examined 
NO.of 

strains 

Species 
resistant patterns 

Klebsiella spp. 

Km， SmKm， KmAp 

Tc 

Tc 

TcKm 

Ap 

CmSm 

Sm 

TcSm 

Sm， SmKm 

Cm 

Cm， TcCmSm 

TcSm， CmSmAp 

TcSmAp， TcKmAp， Sm， Ap 

TcSmAp 

TcCmSmKmAp， CmAp， Ap 

TcCmSmKmAp， SmKm 

CmSmKmAp， CmKmAp， Sm 

Sm 

Sm 

Tc. Sm 

TcCmSmKmAp 

Tc 

Tc 

TcKm 

TcAp 

TcCmSm 

TcSmKm 

TcSmKm 

TcSmKm 

TcCmSmKm 

TcCmSmKm 

TcCmSmAp 

TcSmKmAp 

TcSmKmAp 

TcCmSmKmAp 

TcCmSmKmAp 

TcCmSmKmAp 

SmAp 

TcSmAp 

TcCmSm 

*

*

*

*

*

*

*

*
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1

1
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31 

44 

， Escherichia sp. 

Escherichia coli ノ

4 

* : Strains isolated from sliced .raw meat 

* * : Unclassified Enterobacteriaceae. 

Unknowns* * 
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らが保有する Rプラスミドの耐性型を調理パン・弁当・

にぎりめし白来株と食肉由来株とに分けて Table4と5

に示した.調理パン・弁当・にぎりめし由来株では，

Klebsiella spp. 129株のうち 5株 (3.9%)，E担terobacter

spp. 46株のうち 3株 (6.5%)， Citrobacter sp. は2株

のうち 1株がRプラスミドを保有していた.食肉由来株

では，Escherich似 sp. 6株のうち 1株 (16.7%)，E. 

coli 31株のうち 16株 (51.6%)，Klebsiella spp. 44株の

うち 3株がRプラスミドを保有し，それらの耐性型は

Table 5に示したとおりである.

考察

家畜が保菌する腸内細菌，特にサルモネラと大腸菌の

薬剤耐性の分布は，家畜の感染症の治療の立場14，15)あ

るいは環境ゃ食品への耐性菌汚染拡大の危倶から詳細に

検討が進められている7，13) 家畜由来のサルモネラの50

-80%は各種薬剤に耐性であるし，子牛から検出された

大腸菌の53%と豚由来の大腸菌の88%，ニワトリ由来大

腸菌の97%が， Sm， Tc， Km， Saなどの常用抗生剤に対し

て耐性であることが報告されている 16，17) また，これ

らの多くの菌株がRプラスミドを保有していることも明

らかにされている9，10，15，18) したがって，食肉が動物由

来の耐性菌によって汚染される可能性が高いと推察され

る.今回の調査では，畜産領域で使用頻度の高い抗生剤

および耐性菌研究によく用いられている薬剤を含めた 6

剤について検討を行った.耐性菌の検出率は和菓子が

19.6%，調理パン・弁当・にぎりめしが44.8%，すし

種・さしみは68.0%であったが，やはり食肉は高く

81.0%であり，家畜，家禽の耐性菌汚染の影響を受けて

いるものと考えられた.なお，佐藤9)は豚肉における耐

性大腸菌の分離頻度は季節によって大きく異なり，夏季

に81%と高いことを報告している.著者らの成績でも同

様の傾向が認められた.

分離された耐性菌は，Aeromonas sp. を除いてすべて

ブドウ糖発酵グラム陰性梓菌であり，分類学的には腸内

細菌であった.各食品に共通して多くみられる耐性菌は

Klebsiella spp. やEnterobacterspp. である.しかし，食

肉から分離された Klebsiellaspp. やE.coliはRプラス

ミド保有株が多いことから家畜や家禽の腸管由来菌と考

えられる.これに対して，すし種・さしみから分離され

たKlebsiellaspp.， Enterobacter spp.，およびCitrobactersp. 

には Rプラスミド保有株がみられないことから環境由来

菌と推察される.また調理パン・弁当・にぎりめしおよ

びすし種・さしみから検出された耐性Aerom側 assp. も

環境由来であろう.

各薬剤ごとに耐性菌の出現率をみると，どの食品から

もAp耐性菌が多く検出されている.これは現在βーラ

クタム系抗生剤がヒトや動物の感染症治療に最も多く使

用されているためであろう.調理パン・弁当・にぎりめ

し由来の Ap耐性Klebsiellaspp. 99株のうち約20%が，

また，すし種・さしみ由来の Klebsiellaspp. 32株の約

40%が MIC50μg/mlの比較的弱い耐性菌であるが，

Apに中等度耐性を示すヒト臨床材料由来の Klebsiella

は染色体性の自然耐性であるとされていることから，本

調査で分離されたこれら細菌の Ap中等度耐性菌も自然

耐性菌と推察される.

次に各食品由来株の 6種の抗生剤に対する耐性型をみ

ると，単剤耐性菌の占める割合は，和菓子由来株では

100%，すし種・さしみ由来株では78.4%，調理パン・

弁当・にぎりめし由来株では50.0%，食肉由来株では

53.5%であった.和菓子以外の他の食品由来株には多様

な耐性型がみられるが，そのなかでも SmとApを含む

耐性型を示すものが多かった.

各種食品由来の耐性菌433株のうち Na感受性の368株

について Rプラスミドの検索を行ったところ，調理パ

ン・弁当・にぎりめしなど 7検体由来の 9株および食肉

18検体由来の21株がRプラスミドを保有していた.佐

藤9)が豚肉から分離した大腸菌の Rプラスミド保有率は

今回の著者らの成績よりも高い42%である.佐藤は抗生

剤添加培地で耐性菌を分離したが，著者らは食肉につい

ては抗生剤無添加の EMB寒天より菌株を分離したため

に検出率が低いものと推察される.調理パン・弁当・に

ぎりめし由来の耐性菌のうち， Rプラスミド保有菌1.;1:

Klebsiella spp. 5株，Enterobacteγspp. 3株，Citrobac' 

ter sp. 1株で，このうち 8株は Smに対して耐性であ ι

り， Rプラスミドの耐性型もすべて Sm単剤耐性または

Smを含む 2剤耐性型であり， Sm耐性を特徴としてい

る.これとは対照的に，食肉由来E.coli はTc耐性株が

多くみられた.このことは，牛，豚，家禽から検出され

る大腸菌はともに Tc，Sm耐性株の多いことが明らかに

されており 34)，その反映であると考えられる. しかも

興味深いことは， Rプラスミドの保有率は E.coliが約

50%であり ，Klebsiella spp. のRプラスミド保有率は調

理パン・弁当・にぎりめし由来の Klebsiellaspp. と同

等であった.

薬剤耐性菌の分布，耐性型あるいはRプラスミドの解

析より，食品に分布する薬剤耐性菌は自然環境に由来す

るものと家畜などのふん便に由来するものとに区別され

ると考えられる. しかしこのことを立証するためには，
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さらに Rプラスミドの解析やプラスミドの制限酵素分析

パターン等の検討が必要であろう.

まとめ

1983-1985年の聞に多摩地区で市販された種々の食品

413検体を対象に， Tc， Cm， Sm， Kmおよび Apに対す

る薬剤耐性の腸内細菌およぴブドウ糖発酵グラム陰性梓

菌の分布とそれらの Rプラスミド保有状況を検討した.

和菓子46検体中 9検体(19.6%)，調理パン・弁当・

にぎりめし等201検体中90検体 (44.8%)，すし種・さし

み等50検体中34検体 (68.0%)およぴ生食用食肉を含む

食肉・家禽肉116検体中94検体 (81.0%)から，それぞ

れ， 12， 214， 65， 142株，合わせて433株の耐性菌を分

離した.和菓子由来株はすべて単剤耐性であったが，他

の食品由来株は約20-50%が多剤耐性であった.

食肉・家禽肉由来の Klebsiellaspp. やEnterobacter

spp.， Citrobacter sp. の多くは Apに耐性を示した.また，

E. coliは多くが Tc耐性を示し， 31株中16株 (51.6%)

はTc，Smを含む 1-5剤耐性の Rプラスミドを保有し

ていた.一方，調理パン・弁当・にぎりめし等に由来す

る耐性菌中，Klebsiella spp. やEnterobacterspp. 合わせ

ゼ175株の多くは SmやApに耐性であり，その中の 8

株 (4.6%)は， Smまたは Ap単剤耐性のRプラスミド

を保有していた.

(本研究は昭和58-60年度当研究所調査研究課題「各

種食品における薬剤耐性菌の分布と R因子に関する研

努」として実施したものである)
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ディーゼル排気ガスを暴露したラビットの血清における

プ口コラーゲン・タイプ111・ぺプチドの増加

鈴木孝人へ加納嘉子*

Increased Procollagen Type 111 Peptide in Serum 

of Rabbits Exposed to Diesel Engine Exhaust 

TAKAHITO SUZUKI* and TAKAKO KANOH* 

In order to find a new biochemical indicator of the effects of diesel engine exhaust inhalation on human 

health， levels of procollagen type m peptide (p-m -p) were examined in sera and broncho.alveolar lavage 
fluid (BALF) from rabbits exposed to diesel exhaust and control rabbits using a radioimmunoassay method. 

Rabbits were exposed to a diluted exhaust containing 4.5 mg/ m3 of particulate matter， 2.2 ppm of nit. 

rogen dioxide and 3.2 ppm of nitrogen monoxide for 7 hours per day， 5 days per week for 12 weeks. 

Serum p-m -P levels increased significantly in rabbits exposed to diesel exhaust on week 3 and 4， and 

they returned to the control levels on and after week 8. A signi自cantincrease of p-m -P level in BALF was 

also observed on week 4， and it returned to the control level on week 12 

The results suggest that the increases of P-m -P levels in serum and BALF are the reflection of the in. 
creased rates of type m collagen synthesis in the lungs of rabbits exposed to diesel exhaust， because P一皿-P

is an early indicator of the beginning of fibrotic tissue disarrangement. 

Keywords : di巴selengine exhaust， procollagen type皿peptide，serum， rabbit 

緒 昌

ディーゼル車は燃費においてガソリン車より経済的で

あり，最近では車の性能面においても方、ソリン車と比べ

て遜色ないことから急速に普及してきた.一方，現状で

はディーゼル車はガソリン車より窒素酸化物 (NOx)，

炭化水素類等の排気ガス規制も緩く，ディーゼル車の排

気ガス対策の主眼は NOxの低減にあるが，技術的に

NOxの低減は逆にススなどの粒子状物質の排出の増加

をもたらす結果となるため，現在でも有効な対策が模索

されている 1) また，ディーゼル車から排出される粒子

は非常に微細であり，肺胞領域にまで達し，そこに長期

間沈着することが報告されている2-4) それ故，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

では多方面で行われている 5) 例えば，ディーゼル排気

ガスを長期間暴露された動物においては肺癌の発生が報

告されており 6-9)，また，最近東京都衛生局から発表さ

れた疫学調査でも大気汚染のひどい地区では気管・気管

支及び肺の悪性新生物による死亡率が高いことが報告さ

れている 10) 更に，ディーゼル排気ガスを吸入じた動

物では肺胞壁の間質の厚さが増大し，間質中のコラーゲ

ン線維の増加による線維化も確認されている 11，12)

コラーゲンの合成は Fig.1に示すように，線維芽細胞

等によって作られた前駆体であるプロコラーゲンが細胞

外に分泌、され，そのプロコラーゲンはN及ぴC末端をプ

ロテア}ゼによって切断された後に架橋により重合され

てコラーゲン線維が形成される.一方， N及ぴC末端か

ら切断されたペプチドは可溶性成分としてある期間血液

中に存在する 13) 近年この N末端ペプチドを測定する

ことによりコラーゲンの増加，即ち，線維化の進行状況

を診断するようになってきた.

我々は都市型の大気汚染の特徴である自動車排気ガス

による健康影響を把握する為の指標を開発することを自

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 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， 169 ]apan 
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Fig. 1. Biosynthesis of Col1agen Fibrils. 

的として，ディーゼル排気ガスを吸入させたラビットに

おいて，各種の線維症の早期発見の指標として最近注目

されている圃型プロコラーゲンのN末端から切断された

procol1agen type m peptide (p-m -p)の変動について

検討した結果，排気ガス暴露群で有意な増加を示す知見

が得られたので報告する.

実 験 方 法

(1) 動物の暴露

実験動物は2.5ヶ月令の雄のニュージーランドホワイ

トラピット(日本生物材料センター KK)を用いて，

ディーゼル排気ガスを 1ヶ月間及ぴ3ヶ月間暴露した.

暴露は週に 5日間， 1日当り 7時間行った.また，暴露

濃度は NOzは2.2土1.4ppm，NOは3.2土1.9 ppm，粒子

濃度は4.5土1.5mg/m3である.尚，対照群は無処置の

ラビットを用い，暴露群及ぴ対照群の数は各々20羽であ

る.排気ガスの発生源はヤンマーディーゼルエンジン

(NFAD 50型，直接噴射式，排気量:309cc，回転速度

: 2400 rpm) を使用し，燃料には軽油 (JIS2号相当品，

日本石油 KK)を用いた.ディーゼル排気ガスは希釈ト

ンネル中で空気で希釈され，電磁弁の操作で自動的に濃

度コントロールしながら 15回/時間で換気されている

チャンパー(約1.6 m3
) 内に導入された.尚，チャン

パー内では温度は23土2.C，湿度は45-65%にコント

ロールされ，照明は午前7時から午後7時のサイクルで

点灯された.また，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 (s線式質

量濃度計 BAM【 102型，柴田科学器機 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.ディーゼル排気ガス中の粉塵は約90%

以上が粒径0.5μm以下の微細な粒子であった.

(2) 検体の調製

ラビットの耳静脈より 1，2， 3， 4， 8， 12週自に

各群10羽づっ採血し，遠心して血清を得た.また，ラ

ビットは 1ヶ月及ぴ3ヶ月間の暴露終了後10羽づっ解剖

した.尚，肺の一部は病理学的検索のためにホルマリン

固定後保存した.肺胞洗i争は既報14)に準じて行った.

即ち，気管に固定したエラスター針に接続した注射筒に

生理食塩水を自然落下により注入後，静かに注射筒のピ

ストンをヲ|いて肺胞洗浄液 (BALF) を得た.更に，

BALFから細胞成分を遠心により除き，その上清を 4.C

でCentriflo⑮ (CF25， amicon社)を用いて遠心により

約1/80-1/100に濃縮した.



実験結果

(1) 実験動物の選択のための予備実験

この p-I1I-P測定用のキットは 1251標識したウシの

p-町一Pと他の動物の p-I1I-Pの抗ウシ p-I1I-P血清に対

する免疫学的競合反応を利用しているので，暴露実験を

開始する前に数匹の無処置のモルモット，ラット，ハム

スター，マウス，ラビット，ウシ及ぴヒトの血清を用い

てその競合反応の有無と強さについて検討した結果，

Fig.3に示す如く， 50 % intercept値に達するのはマウ

ス，ヒト，ラビット，ウシであり，競合反応性が弱いモ

ルモット，ラット，ハムスターは使用できないことが確

認された.また，マウスもラビット，ウシほど競合反応

性が強くなかったので実験動物として不適当と判断され

た.従って，既存の暴露装置(約1.6 m3
) を用いての暴

露実験に使用可能な動物としてラビットを選択した.

(2) P-I1I-P 濃度の変化

Fig.4に示すように，血清中の p-田子濃度は 3週目

では対照群は12.l:f::3.5であり，排気ガス暴露群は15.2

土1.8であった.また， 4週日では対照群は12.1土3.6，

排気ガス暴露群は18.0土5.0であった.即ち， 3週日と

4週目で有意な増加が認められた. しかし， 8週目以降
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(3) N末端 procol1agentype III peptide (p-III -P)の測

定法

Rhodeら15)によって開発され， Behringwerke社(西

独)で作製されたキット (RIA-gnost⑮ Procollagen-田

-peptide，ヘキストジャパン社販売)を用いて P-阻 P

濃度を測定した.測定方法は Fig.2に示した.この測定

法はウシから抽出精製され， 1251標識した P-I1I-Pと他

の動物の P-I1I-Pが抗ウシ P-阻-P血清に対して免疫学

的に競合反応を示すことを利用した competitiveim. 

munoprecipitation assay法によるものである.即ち， P-

III -Pを含む検体の希釈系列を作り，これに過剰の抗ウ

シ P皿-P血清を加えて P-III -P-anti P-I1I-P複合体を

作らせる.更に，
1251標識ウシ P-I1I-Pを加えて過剰の

抗ウシ P-I1I-P血清と結合させる.その後，第二抗体を

加えて複合体を遠心して沈澱させる.抗体と結合しな

かった過剰の1251-P-I1I-Pは上清中に残るので，上清を

除いたのちに沈澱した P-III -P-anti P皿-P複合体の放

射能を測定する.標準品であるウシの P田-P溶液の希

釈系列から作製した標準曲線から50% interceptの濃度

を求め，更に，検体による 50% intercept値から検体中

の P-皿-P濃度を計算する.この50% intercept法を用

いる理由はウシのトIII-Pと他の動物の P-I1I-Pによる

検量線が種属差により異なること，更に，この測定法で

は Fig.1に示すように triplehelixをなす P-III -P (col 

1-3)だけでなく， 1本鎖の P-III -P (col 1) も測定され

るので， 50% intercept法を用いればその影響が除ける

ためである.尚，放射能の測定には液体シンチレーショ

ンカウンター (LS5801型，ベックマン・ジャパン KK)

を用いた.
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考察

コラーゲンは間質の結合組織の主成分であり，正常成

人では体内の全タンパクの約11%を占め，線維芽細胞，

平滑筋細胞，骨・軟骨細胞などにより産生される 16)

コラーゲンは分子構造により 11種に分類されるが17ー 19)，

肺ではその I-V型が存在し，乾燥重量の10-15%を占

め，その約80%はI型と E型より成り，通常では I型と

圃型の比率はだいたい 2: 1でI型が多い16) 線維化

に伴い増加する結合組織の成分としては線維タンパクの

コラーゲン，エラスチン，基質の糖タンパク，ムコ多糖

であるがその主体をなすものはコラーゲンである.線維

化が腕に生じると肺胞壁や血管壁などの間質に分布して

いるコラーゲン量は著しく増加する20，21) また，線維

化の初期には Typeillのコラーゲンが増加するが，やが

てType1が Type聞に対して圧倒的に多くなることが

報告されている20-26) 更に，活動的な線維化が生じて

いる初期には Type聞のコラーゲンの合成が克進するた

め，血液中の p-ill-P濃度の上昇が認められるが，慢性

期の線維化の状態では必ずしも血液中の P-ill-P濃度が

上昇しないことも報告されている27ー 29) 即ち，線維症

における血液中の P-ill-P含量はすでに蓄積されたコ

ラーゲン線維の量を示すのではなく，現状における線維

省成の程度を表しているものと考えられている.例えば，

Nerlichら30)は著しい線維化を生じさせるパラコートを

静脈に注入されたヒツジでは肺のコラーゲン含量の増加

は認められず，また，組織学的所見でも線維化像も認め
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Fig. 5. Changes in P-ill -P Concentrations of Broncho・

Alveolar Lavage Fluid (BALF) of Rabbits Ex. 

posed to Diesel Engine Exhaust. Data are ex-

pressed as the mean土 S.D. (n=10). Symbol 

indicates the significant difference from control 

by the Student t test (* P <0.05). 

仁コ:Control， ~: Diesel Exhaust 

4ゐ

0.00 

は対照レベルに戻った.更に， BALF中の p-ill-P濃度

も4週目で対照群は0.032:t0.010であり，排気ガス暴露

群は0.049士0.016と有意な増加が認められた. しかし，

12週目では同じく対照レベルに戻った (Fig，5 ). 
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られない. しかし，肺からリンパ液中への p-皿Pの遊

離が著しいことを報告している.このことから彼等は

子園干の増加は線維化の発症を早期に発見する有効な

指標であると述べている. Fig.4に示すように，ディー

ゼル排気ガスを吸入したウサギの血清中の p-rn-p濃度

が暴露を開始してから 3週目と 4週日で有意に上昇し，

8週日以降ではコントロールレベルにまで戻る現象が見

られた.同様に， Fig.5に示すように， BALF中の p-阻

-p濃度も 4週日で上昇し， 12週日ではコントロールレ

ベルに戻る現象が認められた.これらの現象は恐らく 3

週日頃から肺の線維化が発生し， 8週目以降はその線維

化は慢性期に入った為と推測された.今後，肺のコラー

ゲン含量の生化学的検討と組織学的な方法で肺のコラー

ゲン線維を染色して，肺における線維化の程度を確認す

る予定である.一方， p-rn-p濃度の上昇は血清中より

BALF中の方がむしろ早期に認められるので， BALF中

の p-rn-p濃度の測定は肺線維症の診断に血清中の p-

rn -p測定より有効であるという報告31.32)もあるが，肺

胞洗浄は患者等に苦痛を与えるだけでなく，危険性も大

きいので BALFを採取することには慎重を期すべきと

思われる.

また，ディーゼル排気ガス中にはガス成分としては

NOx，ニトロソアミン，炭素粒子に付着した多環芳香族

炭化水素類の benzo(a) pyrene，更に，多環芳香族炭

化水素と N02との反応によって生じる nitroarene類な

どが数多く含まれており 33)，これらの物質はそれぞれ

線維化を起こしたり，発癌性のあることが知られている.

現時点では，本実験における肺の線維化をもたらした特

定の物質は明らかでない.

線維化の指標を求めて，これまで種々の模索がなされ

てきた.尿中の hydroxyproline，hydrox)匂sine含量の測

定13.34-36)，血液中の prolylhydroxylase， lysyl hydroxy. 

lase， galactosylhydroxylysyl glucosyltranseferase， col-

lagenaseなどの酵素活性の測定13.37-41)などが試みられ

たがいずれも簡単な検査法とはなり得なかった.ー更に，

hydroxyprolineと hydroxylysine含量及び prolylhyd-

roxylase等の酵素活性は成長や年齢によって減少するこ

とも報告されている13)ので広い年齢層を対象にするこ

とは難しい.一方，血液中の p-皿-pの測定は既にキッ

ト化されており，比較的簡単で，再現性もあり，一度に

多数の検体を測定できる利点がある.また， p-rn-p 濃

度は年齢による変動が少なく 42)，検体は凍結保存すれ

ば約 1年間は安定であることが確められている 15) 更

に血液中の p-rn -p濃度の測定は生体中の Typernコ

ラーゲンの産生を特異的に反映する検査法であり， p-

rn -p淑u定により初期の段階での線維化が把握できる利

点があるが32.42.43)，p-rn-p値は臓器特異性に乏しく，

肺の線維症のみならず肝疾患15.38.44)や骨疾患45)などで

も上昇することが報告されている.また血液中の p-田

-pは更に分解されて腎より排池されるので15)，排池障

害時すなわち腎疾患の場合にも p-rn-p 濃度が上昇する

可能性も考えられる.大気汚染の健康影響を把握するた

めの疫学調査の指標としてとの血液中の p-rn-pを利用

する場合は，肺疾患以外の疾患の有無についての配慮も

必要と思われる.
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ディーゼル排ガス暴露による新生児ラットの

肺の病理組織学的変化

渡辺伸枝へ池田真悟*，大沢誠

鈴木孝人へ加納嘉子へ林

喜*，

豊**

Pulmonary Effects in Newborn Rats Induced by 

Exposure to Diesel Engine Exhaust 

NOBUE W AT ANABEへ SHINGOIKEDAへ MASANOBUOHSA W Aへ

T AKAHITO SUZUKI *， T AKAKO KANO * & YUT AKA HA Y ASHI * * 

A pathological study of pulmonary response in infant rats was made by electron microscopy after con. 

tinuous exposure to diluted diesel engine exhaust for 10 days. 

Lung struture of 10 day old rats is immature and inhomogeneous. The septa of suckling rat's lung are 

rather thick and their arithmetic、meanalveolar wall thickness (AMT) was 3.14μm. 

Because of edema， the septa of exposed rats became thicker than those of control rats. The AMT values 

were 5.70μm and 5.14μm， which correspond to the whole exhaust exposure group and the group exposed to 

exhaust were similar to those caused by exposure to filtered. Structural development was delayed by 

exposure. Primary septa showed a double capillary network and most of the secondary septa did not diffe. 

rentiate fully. 

Keywords : pulmonary effects in newborn rats， exposure to diesel engine exhaust， electron microscopic study 

緒言

軽油を燃料とする，燃費の安いディーゼルエンジンは，

トラックやパスはもちろん，最近は乗用車にも用いられ

ている.ディーゼル車の排出ガスには NOzやSOzとと

もに粒子状物質が含まれ，この粒子状物質には各種の多

環芳香族が吸着されている.その中には変異原性を示す

ピレン，ベンツピレン，ベンツ・アニトラセン，ニトロ

ピレン，ジニトロピレンなどが含有されていることから，

デイーゼル車排出ガ、スによる肺腫蕩の発生が問題となっ

ている.

このような背景からデイーゼル排出ガスによる生体影

響を検討した研究の多くは，発癌性に焦点があてられて

おり 13)，非腫蕩性の肺の病変の成立，及びその病変の

長期にわたる持続が生体に及ぽす影響については知見が

少ない.

一方，我々は低濃度の NOz，03及び SOzによる単独

及び複合暴露実験を行ない， NOzの単独暴露によっても

暴露期間の延長に伴って，末梢気管支上皮細胞の肥大，

肺胞壁間質の浮腫，肥厚などがみられ，またこのような

病変は，NOzと03，あるいは NOz，03とSOzに複合暴

露することによって増強され，肺のガス交換能の低下も

生じることを報告してきた3，4)

本研究は，現実に近い条件に希釈したディーゼル排ガ

スを用いて暴露実験を行ない，ディーゼル排ガス中の粒

子状物質及ぴ NOzをはじめ他の有害物質の新生児ラッ

トの姉に及ぽす影響について検討した.

また，従来の病理学的検索に，客観的評価を加える為，

Weibelら5，6)の方法を用いて，末梢の肺胞壁厚の形態、計

測を試みた.

本実験は現在なお続行中であり，今回は，暴露10日目

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

**千葉大学医学部肺癌研究施設病理研究部

*The TokYQ Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， shinjuku.ku， Tokyo， 169 ]apan 
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の病理学的所見に関する報告である.

方法

暴露装置の暴露源としては，ヤンマーディーゼルエン

ジン (NS40 C-G-E型，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(JlS2号相当品， 日本石油)を用いて，その排出芳、

スを粒子量 6mg/m3， N02濃度を 2ppmに希釈し，動

物飼育チャンパー内に導入した.除粒子群については，

ヘパフィルター (ATM-3 -Q-A型，日本無機K.K.)を

通して粒子成分を除去した.チャンパー内の N02及ぴ

粒子濃度の測定には，各々"窒素酸化物淑IJ定機 (8440型，

Monitor Lobs Co)，粉塵濃度計 (s線式質量濃度計

BAM-102型，柴田科学器機K.K.)を用いた.

実験動物は， Fischer 344/Ducrg系(日本チヤールス

リバー)， SPFの妊娠ラット(妊娠14日目)を，全排ガ

ス暴露群・除粒子暴露群・対照群の 3群(各群4匹)に

分け，チャンパー内で 1日6時間の暴露を行いながら飼

育し，出産させた.親子同居のまま，同条件で暴露を続

行し，生後10日目に各群から 3匹の新生児雄ラットをと

りだした.

病理学的検索のため，ネンブタール腹腔内注射による

深麻酔下で開胸し，気管から20cm水柱庄で2.5%永冷グ

ルタルアルデヒド固定液を注入し，再拡張固定を行った.

電顕用試料は，左肺中央部から水平断切片を採取し，常

法に従って 1%オスミウム酸後固定し， Epon包埋，薄

切，錯酸鉛・ウラニル重染色を施して観察した(日立H

-7000 ). 

形態計測を行う為に， 1μの厚切り切片によって気管

支を含む試料を除き， 1群 3匹の各個体から各々 3ブ

ロックを薄切し，メッシュ角を基準にして視野重複をさ

け，一定倍率 (2000倍)で， 1メッシュ当り 10枚撮影し

た.こうして得られる各群90枚の電顕フィルムと，等倍

率のプリント写真を用いて， Weibelらの方法に従い，

point法で肺胞壁厚を算出した.

結果

1.対照群

対照群の，生後10日目の肺では，部位によって発育の

段階が様々で， stractural inhomogeneityのみられること

が特徴であった.

まず第 1に，成熟したラットの肺に比べ，厚い肺胞壁

を有する部分が多くみられた. Weibelらの方法に従い，

形態計測を行った結果，対照群の生後10日目の平均肺胞

壁厚は， 3.14土0.18(μm土S.D.)であった (Table1 ). 

壁厚を増している原因として，淡明な核を有し，細胞質

Table 1. Arithmetic mean alveolar wall thickness 

Exposure 

control 

whole exhaust 

filtered exhaust 

** P <0.01 

Values are means ::1: S. D. 

3.14::1:0.18 

5.70士0.50** 

5.14::1:0.63* * 

中に脂肪滴を豊富に含む大型の線維芽細胞が，閲所に存

在するためと考えられた (Fig.1). 

次に，一次中隔の毛細血管の形態にも，様々な発育の

過程がみられた. Fig.1に，より未成熟な段階である

double capillary networkを形成している部分を示した.

Double capillaryのところでは，内皮細胞の細胞質が細

長くなって，両側の毛細血管を分離している場合もみら

れた.また，成熟したラットと同様に，毛細血管が肺の

結合組織の左右どちらかに認められる，すなわち，

single capillary systemになっている部分がみられた.

この場合には，脂肪滴を有する線維芽細胞は数少く，肺

胞壁の厚さも目立たなくなっていた (Fig.2). 

また，生後10日目の肺では，二次中隔がすでに形成さ

れており，出生時からすでに存在している肺胞嚢の二次

分裂によって肺胞数が増し，肺胞と毛細血管の表面積の

急速な増大をもたらす時期であることが観察された.こ

の二次中編の構造にも，様々な発育の過程の形態がみら

れた. Fig.3に，発育のあまり進んでいない場合を示し

た.後に二次中隔となる小さな隆起が形成されており，

この隆起には，毛細血管のループ，エラスチンの束，

unidenticallな細胞がみられる.また， Fig.4に示した

ように，より発育の進んだ場合では，隆起の高さが増し，

両側の毛細血管は狭くなり， unidenticalな細胞の細胞質

が伸展して毛細血管を包みこんでおり，エラスチンの束

が，隆起の先端にみられた.

肺胞上皮のE型細胞は，成熟ラットの場合に比べ，形

が偏平で，遊離縁の小械毛と細胞質内の層状封入体の数

が少なかった (Fig.4). 1型細胞は，核が偏平で，細

胞質が豊富であった (Fig.3 ).また， 1型細胞.11型

細胞ともに，成熟ラットの場合より見出される頻度が高

かった.

ll.ディーゼル排ガス暴露群

全排ガス暴露群及び除塵群の生後10日目のラットの肺

は，両暴露群とも同様の変化がみられ，対照群に比べ，

さらに厚さの増した肺胞壁が観察された.形態形測を

行った結果，平均肺胞壁厚は，全排ガス暴露群では，
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5.70土0.50(μm土S.D.)，除慶群では， 5.14土0.63

(μm土S.D.)であった (Table1). 

両暴露群で肺胞壁の厚さを増している原因として，対

照群にも認められた脂肪滴を有する大きな線維芽細胞が

多数存在すること，また，これらの細胞間隙がひろく

なっていること，すなわち肺胞壁間質の水腫によること

などがあげられる.また，対照群では，厚い肺胞壁は主

に毛細管の左右どちらか一方の結合織の部分にみられた

が，暴露群では，毛細血管の周囲全体の結合織が厚く

なっている場合が多くみられた (Fig.5).対照群でも，

発育の程度は，同一個体の肺においても一様で、なく，肺

胞壁の厚さも不均一であったが，暴露群ではこの傾向が

さらに著しく， Fig.5のように，多数の線維芽細胞と，

間質の水腫によって肺胞壁がきわめて厚い部分と， Fig. 

7に示したように，比較的薄い部分がみられた.

暴露群の一次中隔にある毛細血管は，多くの場合，

double capillaryの構造であり，対照群にみられたよう

な singlecapillaryの場合は少し発育が遅れている形

態であった (Fig.6). 

二次中隔は暴露群においてもすでに形成されはじめて

いたが，後に二次中隔となる部分が，一次中隔からやや

隆起している状態のものが多くみられ，対照群に比べ発

育が遅れていることが観察された (Fig.7， 8). 

E型細胞は対照群と同様で，成熟ラットのものに比べ

扇平で，小械毛と層状封入体が少なかった (Fig.8 ). 

I型細胞も，対照群と同様であり損傷などはみられな

かった.また， 1型 .n型細胞とも，対照群と同様に成

熟ラットの場合に比べ，見出される頻度が高かった.

考察

新生児から希釈ディーゼル排ガスを暴露する実験を行

い，ラットの肺の病理学的変化について検討した.

生後10日目の対照群の肺では，成熟したラットに比べ，

肺胞壁が厚く，同一個体でも肺の部位によって発育の程

度が異なり，いわゆる structuralinhomogeneityがみら

れることが特徴であった.

Burri7
)は，ラットの生後の肺の発達を形態学的に観

察し，ラットは未成熟な肺の構造のまま出生し，出生時

は肺胞と呼ばれるものを持たず， air channelsとsac

culesで呼吸をしており，生後 4-13日の聞に，一次中

隔から再分裂してくる二次中隔によって肺胞が形成され

ること，また，この時期には structualinhomogeneityが

みられることを報告している.我々の得た生後10日目の

肺の形態も同様の結果であると考えられた.

また，形態計測を行った結果，生後10日目の対照群の

平均肺胞壁厚は， 3.14μmであり， Burri8)らの報告の

3.17μmと同様であった.生後10日目の肺胞壁厚は，肺

の部位によって不均一であるが，一群 3匹の一定部位よ

り各 3ブロック，各10枚の写真をとり，計測した本実験

の方法は，変動係数も低く，統計的に満足できるもので

あった.

全排ガス暴露群及び除塵群では，肺胞壁間質に著しい

水腫がみられ，壁の厚さを増していた.また，一次中隔

の毛細血管の様相，二次中隔の形成状態から，対照群の

同一時期の肺に比べ，発育の遅延が生じていることが示

唆された.

さらに暴露群の生後10日目の平均肺胞壁厚は，全排ガ

ス群では 5.70μm，除塵群では 5.14μmであった.

Burri8)らは，正常ラットの生後 1， 4， 7， 10日目の

壁厚を測定し，各々， 3.45μm， 3.82μm， 3.69μm， 

3.17μmであったことを報告している.我々の得た暴露

群の壁厚は，いづれの値より明らかに厚く，このことか

らも，暴露群の壁厚を増している原因は，発育の遅れば

かりでなく水腫を伴っていることが考えられた.

成熟ラット(6週令)を 1週間，本研究と同ーの条件

で暴露したところ，全排カ、、ス群では肺胞上皮に，除塵群

では肺胞壁間質に変化がみられ(未発表)，全排ガス暴

露と除塵暴露とでは影響が異なることが推定されたが，

本研究では，全排ガス群・除塵群とも同様の変化が認め

られ，幼若ラットに及ぽすデイーゼル排ガスの影響は，

主に排ガス中の芳、ス状成分の作用によるものと恩われた.

加藤ら 9)は，ディーゼル排ガスを(粒子濃度 4mg/

m3
)， 5週令のラットに 6-30ヶ月間暴露し，全排ガス

群では， n型上皮と間質成分の増加が，除塵群では，気

道上皮の変化のみみられたことから，ガス状成分による

肺組織の変化は従来の NOz単独暴露の場合より弱いこ

とを報告している.デイーゼル排ガスに限らず，大気汚

染物質を新生児から暴露した報告はほとんどなく，新生

児ラットを野外暴露した場合，成熟ラットより過酸化脂

質の増加が短期間で現われる 10)との知見があるのみで，

組織学的変化に関する詳細な研究はなされていない.一

方，新生児動物では，成熟動物に比べ，血紫と肺の間質

液との蛋白i参透圧の差が小さく，肺の微少循環の圧が高

まると容易に水腫を生じることが知られている.幼若

ラットは，排ガスに対する感受性の高いことが推定され

た.

排ガスの肺に及ぽす影響として， 1型細胞の損傷及び

その修復機転としてのE型細胞の増加が知られているが，

本研究では明らかではなかった. Kauffmanll
)らによっ
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て， 1型細胞の数は生後21日目まで一定のスピードで増 Legands 

加し， n型細胞の数は生後 7日まで一定で，その後急速 Fig. 1. The lung of 10 day old rat (control group). 

に増加して13日目にピークに達し，次第に減少していく The septa of infant lung ar巴 ratherthick. The 

と報告されている.生後10日目は， n型細胞がI型細胞 interstitial layer is rich in fibroblasts (F) 

に分化すると同時に， n型細胞自体も幹細胞から急速に whose cytoplasm contains a large amount of 

分化し増加していく時期あることから，暴露による影響 lipid droplets (Li). C; capillary lumen 

は見出だし難いものと考えられた Fig.2. Single capillary system (control group); a smaJl 

幼若ラットと成熟ラットでは，排力、ス暴露による影響 connective tissue sheet alternately lies on the 

が異なると考えられる.肺の発育の遅延は何時まで続く left or on the right of the capillary. C ; capillary 

のか，新生児期から暴露された場合には成熟した時期に lumen 

到っても，成熟期のみに暴露された場合と比べ，影響が Fig: 3. Secondary septa from a control rat. Small ridge 

強くみられるのか，全排ガスと除塵暴露の場合で違いが forming on the primary septum (indicated by an 

みられるようになるのか，本研究と同系列の長期実験の arrow ) . E; the small bundle of elastic fi bers， C ; 

結果をまって検討すべき課題と考えている capillarylumen， Ep 1 ; type 1 alveolar epithelial 

文献 cell， Ep 2 ; type 2 alveolar epithelial cell 

1 )岩井和郎，宇田川忠，山岸正晴，山田博之:大気汚 Fig. 4. Tissue from a control rat. Latter stage of 

染学会誌， 21， 38， 1986 secondary formation (indicated by an arrw). 

2 )吉村博之，柏木令子，竹本和夫:第23回大気汚染学 E; the small bundle of elastic fibers， C ; capil. 

会講演要旨集， 627， 1983 lary lumen， Ep 2; type 2 alveolar epithelial cell 

3 )寺田伸枝，池田真悟，福田雅夫，大沢誠喜，鈴木孝 Fig. 5. After lO-day exposure to diesel engine exhaust. 

人，溝口勲，林 豊:東京都衛研年報， 37， Thickened alveolar walls with edematous inter-

293， 1985 stitial connective tissue and many fibroblasts 

4 ) Terada， N.， Mizoguchi， I.， Kohno， T. and Hayashi， Y. containing lipid droplets. F; fibroblast， C ; 

: f. Japan Soc. Air Pollut.， 21， 512， 1986 capillary lumen 

5) Weibel， E. R.， Kistler， G. S. and Scherle， W. F. : f. Fig. 6 _ After 10寸 ay exposure to filtered exhaust. 

Cell Biol.， 30， 23， 1966 Double capillary network ; capillary lumina are 

6) Weibel， E. R. : Stereological Techniques for Electron merely separated by parts of endothelial cells. 

Microscopic Morphometry， In Principles and Techni- En; endothelial cell， C; capillary lumen 

ques of Eleetron Microscopy， Hayat， M. A. (ed.)， Fig. 7. After 10-day exposure to diesel engine exhaust. 

237-291， 1973， Von Nostrand Reinhold Co.， New Small ridge forming on the primary septum 

York (indicated by an arrow). 

7) Burri， P. H. : A仰 t.Rec.， 180， 77， 1974 Fig. 8. After 10-day exposure to diesel engine exhaust. 

8) Burri， P. H.， Dbaly， J. and Weibel， E. R. : A仰 t.Rec.， Latter stage of secondary septum formation 

178， 711， 1973 (indicated by anarrow). Ep 2; type 2 alveolar 

9 )加藤温中，桑原紀之，京野洋子:第28回大気汚染学 epithelial cell， C ; capillary lumen 

会講演要旨集， 426， 1982 

10)池見好昭，大森蕉，伊藤隆明:第28回大気汚染学

会講演要旨集， 432， 1982 

11) Kauffman， S. L.， Burri， P. H. and Weibel， E. R. 

A相at.Rec.， 180， 63， 1974 
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ディーゼル排気ガスに暴露されたラット肺に

残留する多環芳香族炭化水素

大久保智子へ瀬戸 博*，大沢誠喜*

鈴 木 孝 人 * ，加納嘉子*

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons Retained in Rat Lung 

Exposed to Diesel Engine Exhaust 

TOMOKO OHKUBO *， HIROSHI SETO *， MASANOBU OHSA W A * 

T AKAHITO SUZUKI本 andTAKAKO KANOH* 

The residual PAHs (polycyclic aromatic hydrocarbons) in the lungs of rats exposed (2 months) to 

diesel engine exhaust were determined by HPLC (high performance liquid chromatography) and 

spectrophotofluorometry. Significant amounts of pyrene， benzo (e ) pyrene， benzo (k) fluoranthene， benzo 

( a ) pyrene and be回 o(g， h， i ) perylene were detected in the rat lungs. Inhaled PAHs may be retained 

in the lungs for a greater period of time when these ccimpounds are associated with diesel engine exhaust 

particles. Determination of the amounts of P AHs in the lungs is useful for assessment of exposure to these 

particle-associated compounds. 

Keywords : diesel engine exhaust， polycyclic aromatic hydrocarbon， benzo (a) pyrene， lung cancer， particle 

緒 ー日
最近，わが国において肺癌死亡率が上昇している 1)が，

その要因の一つに，大気汚染が考えられている2，3)

当研究科では，大気汚染保健対策事業の一環として，

希釈ディーゼル排気ガスの暴露実験，および，道路沿道

付近の健康影響調査に関する環境調査などを行い，大気

中の発掘要因について検討を続けている.

大気汚染物質である多環芳香族炭化水素(polycyclic 

aromatic hydrocarbon以下 PAH) は，有機物が燃焼す

ることによって容易に生成する.特に， benzo (a) 
pyreneは，動物実験において肺癌を引き起こすことが

確認され47)，人間にも癌を引き起こす可能性がある.

大気中の発癌性 PAHが，どの程度，腕を通して暴露さ

れているかを把握することは重要である. しかし，環境

調査の結果から，集団としての暴露量を推察するにとど

まっているのが現状である.そこで，大気汚染物質の発

生源のーっとなっているディーゼル排気ガスをラットに

暴露して， PAHの肺における残留性を検討した.その

結果，強い発癌性のある benzo(a) pyreneを初め，

benzo (k) fluoranthene， benzo (g， h， i) perylene， 

pyrene， benzo (e) pyreneが検出された. しかも，長時

間肺中に留まる可能性もあることから，これらの量を測

定することによって，暴露量を推定できるのではないか

と考え，ここに報告する.

実験の部

1.試料

(1) 動物の暴露

動物は， 8週令の雄の F344/DuCrjラット(日本

チヤールスリパ一社) 5匹を用いて，温度23-25
0

C，湿

度45-65%，換気回数15回/時にコントロールしたチャ

ンパー(1.6m3，夏目製作所製)内で，ディーゼル排気

ガスを暴露した.ディーゼル排気ガスは，高濃度

(Particle 8.316:!:0.875mg/m3， N021.70:!:0.40ppm) 

で， 2か月間(7時間/日， 5日/週)暴露を行った.

排気ガスの Particlesizeは，暴露される Particleの90%

以上が0.5μm以下である.飼料は固形飼料(オリエン

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 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， 169 Japan 



194 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lαb. P.H.， 39，1988 

タル酵母 NMF)を，飲料水は水道水を自由摂食させた.

なお，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，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

での計視IJ機器には，窒素酸化物測定機 (8440型， Monト

tor Lobs Co) と粉塵濃度計 (s線式質量濃度計

BAM-102型，柴田科学器械 KK)を用い，粉塵の粉径分

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) 試料の採取

暴露されたラットは，暴露停止後16時開放置した後，

ソムノペンチル腹腔内注射による深麻酔下で，放血後，

全肺を採取，精秤し，直ちに分析まで冷凍保存した.

2.試薬

PAH標準溶液-anthracene :ガスクロ工業(栂， pyrene 

:ガスクロ工業側， benz (a) anthracene :東京化成工

業(槻， benzo (e) pyrene:ガスクロ工業(枇 benzo(k) 

fluora川hene: Rk Chemica! Co.， benzo (a) pyrene 和

光純薬工業(槻， benzo (g， h， i) pery!ene A!drich， 

dibenz (a， h) anthracene :東京化成工業側の各50mgを

100mlのnヘキサンに溶解させ，0.5mg/mlの各標準原

液を調整した後， 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.

2 

6 

3.装置

高速液体クロマトグラフ (HPLC) :日本分光工業，

ポンプ880-PU，カラムオーブン860-PC，蛍光検出器:

日立製作所 F-1000，レコ}ダー:目立製作所056-3001，

データー処理:島津製作所クロマトパックC-R6A，分光

蛍光光度計:島津製作所 RF-500

4.分析法

肺蔵中の PAHsの分析は，尾花らの方法的に準じた.

遮光するため，褐色のガラス器具を使用した.

ラット肺は 5匹まとめて処理し，最終溶液を 1mlま

たは100μlとじた.

分析条件ーカラム:Inertsil ODS-2. 4. 6mm id X 25cm， 

移動相:75%アセトニトリル/水，流速:1.3ml/min， 

温度:40.C，注入量:50μ1， Sens. : 0.2， Time Const. : 

1，レコーダ-Range: 1 mV 

カラム:Unisi! C18. 8.0mm idX25cm，流速:2.0ml 

/min，以下同様(分取および dibenz (a， h) anthra・

cene分析用)

蛍光スペクトル測定

PAH標準溶液(各 5μg)，およびディーゼル排気ガ

スを高濃度に暴露したラットの肺の試験溶液(以下ラッ

ト試験溶液)を， HPLCを用いて各 PAH画分に分け，

75%アセトニトリル/水を対照として，分光蛍光光度計

で蛍光スペクトルをillJ定した.

条件一分光蛍光光度計 Scanspeed : 50nm/ min， Gain 

1 mV， ATTENUATION : 8， レコーダPー Chartspeed 

: 40mm/ min， Range: 1 m V 

7 

___ljlL__ 札 L 
。 10 20 

TIME(min) 

30 o 10 20 

TIME (min) 

。 10 20 30 40 

TIME (min) 

Fig. 1. HPLC chromatograms of P AHs from rat !ungs and eight PAH standards 

!eft : Ex 324nm， Em 384nm， center : Ex 365nm， Em 430nm， right : Ex 300nm， Em 393nm 

Peaks: 1. anthracene， 2. pyrene， 3 _ be田 (a ) anthracene， 4. benzo (e) pyrene，. 5. benzo (k) 

fluoranthene， 6. benzo (a) pyrene， 7. benzo (g， h. i) pery!ene， 8. dibenz (a， h) anthracene 

Upper : rat !ung， Lower : PAH standards 
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anthracene， pyrene， benz (a) anthracene， benzo (e) 

pyreneの分析:励起 (Ex)波長を334nmに固定し，蛍

光 (Em)波長を 500-350nmまで掃引した. Emを

384nmに固定し， Exを370-230nmまで掃引した.

以下同様に

be田 o(k) fl uoranthene， benzo (a) pyrene， be田 o(g， 

h， i) perylene : Exを365nmにし， Emを600-400nmま

で掃引した. Emを430nmにし， Exを420-250nmまで

掃引した.

dibenz (a， h) anthracene : Exを300nmにし， Emを

500-330nmまで掃引した. Emを393nmにし， Exを

370-250nmまで掃引した.

結果

PAH標準溶液およびラット試験溶液の HPLCクロマ

トグラムを示す (Fig.1 ). anthracene， pyrene， benz ( a ) 

anthracene， benzo (e) pyreneの混合標準溶液， benzo 

( k) fluotanthene， benzo (a) pyrene， benzo (g， h， i ) 

peryleneの混合標準溶液，および dibenz (a， h) 

anthraceneの標準浴液を，それぞれの条件で分析したと

ころ，うまく分離する結果が得られた.そこで，ラット

試験溶液の中に PAHが存在するかどうか確認するため，

HPLCにより， PAH画分に分け，その蛍光スベクトル

を測定した.その結果は， Fig.2に示した.

1. anthracene: 標準品の蛍光強度の極大波長は，

励起スペクトル (Ex)で250，357nm，蛍光スペクトル

(Em)で382，400， 422nmにある.また， 340， 440nm 

付近に肩が認められる. ところが，ラット試験溶液の

anthracene函分では，このような特徴のある蛍光極大は

ない (Fig.2 -1 ). したがって，今回の実験では，

anthrac巴neの存在を確認することはできなかった.

2. pyrene 標準品の極大波長は， Ex335nm， 

Em381nmにある.また， 280， 320， 380， 407nm付近に

肩が認められる.ラット試験溶液の pyrene画分では，

Ex320， 332nm， Em378nmに極大波長があり， 280nm付

近に肩が認められる (Fig.2 -2 ).ピークの保持時間も

一致していることから，本画分中に pyreneは存在する

と考えられる.

3. benz (α) anthracene : 標準品の極大波長は，

Ex288， 347nm， Em387， 411nmにある.また， 333， 433， 

458nm付近に肩が認められる.ところが，ラット試験

溶液の benz( a) anthracene画分では，このような特徴

のある蛍光極大はない (Fig目 2-3 ). したがって，今回

の実験では， benz (a) anthraceneの存在を確認するこ

とはできなかった.

4. benzo (e ) pyrene 標準品の極大波長は，

Ex325nm， Em400nmにある.また， 295， 340nm付近に

肩が認められる.ラット試験溶液の benzo(e) pyrene 

函分では， Ex407nmに極大波長があり， 325， 380， 

420nm付近に肩が認められる (Fig.2司 4).ピークの保

持時間も一致していることから，本画分中に benzo(e) 

pyreneは存在すると考えられる.

5. benzo (k) fluoranthene : 標準品の極大波長は，

Ex303， 380nm， Em415， 435nmにある.また， 255， 

458nm付近に肩が認められる.ラット試験溶液の benzo

( k) fluoranthene画分では， Ex302nm， Em406， 435nm 

に極大波長があり， 380， 458nm付近に肩が認められる

(Fig. 2 -5 ).ピークの保持時間も一致していることか

ら，本画分中に benzo(k) fluorantheneは存在すると

考えられる.

6. benzo (α) pyrene : 標準品の極大波長は，

Ex295， 366， 381nm， Em406， 430nmにある. また， 272， 

450nm付近に肩が認められる.ラット試験溶液の benzo

(a) pyrene画分では， Ex295， 383nm， Em406， 430nm 

に極大波長があり， 370， 450nm付近に肩が認められる

(Fig. 2 -6 ).ピークの保持時間も一致していることか

ら，本画分中に benzo(a) pyreneは存在すると考えら

れる.

7. benzo (g， h， i) perylene : 標準品の極大波長

は， Ex300， 364nm， Em429nmにある.また， 272， 

450nm 付近に肩が認められる.ラット試験溶液の benzo

( g， h， i) perylene画分では， Ex300， 377nm， Em433nm 

に極大波長がある (Fig.2-7). ピークの保持時間も一

致していることから，本画分中に benzo (g， h， i ) 

peryleneは存在すると考えられる.

8. dibenz (a， h ) anthracene : 標準品の極大波長

は， Ex297， 352nm， Em352， 396， 418， 442nmにある.

また， 330， 365nm付近に肩が認められる.ところが，

ラット試験溶液の dibenz(a， h) anthracene画分では，

このような特徴のある蛍光極大はない (Fig.2同 8). し

たがって，今回の実験では， dibenz (a， h) anthracene 

の存在を確認することはできなかった.

以上の結果から，ディーゼル排気ガスを高濃度に暴露

したラットの肺中には， pyrene， benzo (e) pyrene， 

benzo (k) fh聞・anthene，be田 o(a) pyrene， benzo (g， 

h， i) peryleneが存在することがわかった.そこで，各

HPLCクロマトグラムより，これらを定量したところ，

順に1.21，0.28， 0.57， 0.68， 1.28ng~gwet であった.
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考察

ディーゼル粒子に吸着された benzo(a) pyreneを，

ラットに30分暴露した場合， benzo (a) pyreneが肺か

ら半分排除されるのに，約18日かかるのに対し，純粋な

benzo (a) pyreneを30分暴露した場合， 2時間以内に

99%以上が排除される9) benzo (a) pyreneのみの場

合は，直接血中に放出され速やかに腕から排除されるが，

粒子は，気管の線毛によって粘液とともに排除されるた

め時聞がかかる. したがって，粉塵粒子に吸着している

benzo (a) pyreneの排除にも時間を要する10)のだと考

えられる.しかも，炭粉 (6mg/m3) をラットに暴露

した場合，肺における炭粉の半減期は， 1週間暴露で57

日， 3週間で96日， 5週間で140日であり，暴露期間を

長くすると，炭粉の肺における半減期は長くなる 11)

これは，一旦肺胞中に入った炭粉は，非常に排除されに

くいためである.以上のような機構により，ディーゼル

排気ガスのような，微粒子に吸着して，暴露された

PAHは，長く肺に残留する.したがって，肺中の PAH

量を測定することによって，暴露量を逆に推定すること

ができるであろう.

一方，ディーゼル排気ガス暴露により，肺に粒子が沈

着するが，組織学的には，終末細気管支周囲の肺実質マ

クロファージ内に多数の粒子が存在する.そして，非腫

蕩性肺病変である線維化巣と上皮過形成が，粒子沈着の

多い終末細気管支周囲肺中心に見られる 12) また，炭

粉だけを肺に投与すると，増殖性病変，臆蕩発生は認め

られず，線維増殖などの間質性反応は極めて弱い.とこ

ろが， benzo (a) pyreneのみの投与でも，肺腫湯を示

すが， benzo (a) pyreneに炭粉を添加して投与した場

合には，肺腫蕩の発生率が上昇し， しかも炭粉沈着部位

に病変が見られることが多かった.これは，炭粉単独の

発癌性はなく，その存在が， benzo (a) pyreneの局所

発癌性を助長していることを示唆している6) PAHは粒

子に吸着することによって，肺中に長くとどまり暴露し

続けるため，発癌率に大きな影響を与えているのだろう.

以上のことから，肺癌の要因を調べる上で，肺に残留

する PAH量に加え，炭粉量を測定することもまた重要

であると考えられる.
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ATS-DLD質問票による呼吸器

症状および関連要因の情報について

牧野国義*

Information from ATS-DLD Questionnaire on Symptoms 

of Respiratory Diseases and Related Factors 

KUNIYOSHI MAKINO* 

Change of prevalence of chronic respiratory symptoms in time， effects of subjects and areas in the survey 

on statistical analyses and effects of factors related to chronic respiratory diseases on respiratory symptoms 

were studied using the information obtained from two surveys with the ATS-DLD questionnaire. 

The change of prevalence for children between 1983 and 1986 were rarely recognizable in Ohme City， 

Tokyo. On the other hand， differences of the prevalences between Ohme City and Nakano Ward or Chuo 

Ward， Tokyo were not also statistically significant. The result of hypothesis testing in a small number of 

districts may be varied distinctiy by incredsing the number of subjects to some extent when it is a small 

number. According to a report of the Environmental Agency on a nation-wide survey on fifty-on巴 districts，

chronic respiratory symptoms for schoolgirls and for adult women were closely associated with the S02 level. 

The study districts included ten， eight and seven districts in the Metropolitan area and Chubu and Kansai 

areas respectively. As the result on the residuals， i. e.， the difference of the observed and the estimated 

values calculated from the regression equations， were examined in the three areas， partial distributions of the 

positive or negative residuals were found in all the areas. 

As for children， the history of past diseases on asthmatic bronchitis， asthma， urtecaria， allergic coryza or 

bronchitis seemed to be a confounding factor which influenced clearly the prevalences of acute respiratory 

symptoms. It is likely that environmental factors such as number of persons per room， non司exhausttype 

heating and the air-tightness of window frames in the living room were also contained in this confounding fac-

tor in a way but not areas and sex. 

Keywords ATS-DLD questionnaire， chronic respiratory disease， COPD， prevalence， risk factor， confounding 

factor 

はじめに

大気汚染による健康影響，特に慢性呼吸器疾患を疫学

的に調査する際に使用される質問票には，その質問票が

標準化されていること，診断基準に即した呼吸器症状の

質問やその危険因子および交絡因子(以下関連要因と呼

ぶ)に関する質問が掲載されていることが必要である.

1960年に英国で考案され，同国の MedicalResearch 

Councilが公認した標準質問票 (BMRC質問票と呼ばれ

る)は，この条件を充たす質問票として，以後世界中で

広く使用されるようになった. しかし，各国の慢性呼吸

器疾患発症に寄与する要因は様々であり，また，調査上

の諸事情により， BMRC変法あるいは準拠の形式で使用

されることが多い. 10数年の経験の後，米国胸部学会肺

疾患分科会 (AmericanThoracic Society， Division of 

Lung Disease)は1978年に疫学標準化プロジェクトにお

いて新しい標準質問票 (ATS-DLD質問票と呼ばれる)

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 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， 169 Japan 
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を公表した1) 両質問票の相違の一つは， ATS-DLD質

問票では面接方式の調査だけでなく，自己記入方式の調

査も可としている点で，同プロジ、ェクトはこの方式でも

面接方式と充分一致性が得られると認識している.

McNabら2)，Lebowitzら3)，Mittmanら4)はこの方式を容

認する報告を発表しており，わが国でも，春日ら5)，安

達ら6)が両方式の調査は高い一致性を有すると報告して

いる.自己記入方式では面接者が不要であるから，経済

的で大量調査が可能との利点があり，わが国では

ATS-DLD質問票の日本語版7)が発表されて以来，この

質問票が一般的となった.この10年間で ATS-DLD質問

票を使用した調査は数多くなされていると思われるが，

質問票の情報自体については，安達ら8)，Dalesらめの報

告があるが，多くは報告されていないようである.そこ

で，ここでは今後の ATS-DLD質問票の利用に関する資

料として役立つよう，この質問票調査から得られる呼吸

器症状有症率や関連要因の情報などについて検討した.

資料，質問票の項目および解析方法

1.資料

ATS-DLD質問票の項目についての情報を吟味するた

めにこの質問票を用いた調査結果を資料として利用した.

主資料は，東京都衛生局の大気汚染保健対策事業の一部

として別の目的の参考資料を得るために行われた 2回の

調査結果である. 1回目は昭和58年に東京都中野区と青

梅市で同年齢の男女児童391名を対象に行った調査であ

り， 2回目は昭和61年に同中央区と青梅市で同様の246

名について行った調査である.また，調査地域の解析に

及'i"す影響を調べるために，環境庁が昭和55年から59年

にかけて全国51地点で大気汚染の健康影響を調査した昭

和61年 3月の報告書10)を利用した.この調査は男女児

童12万余名，成人約20万名の膨大な数を対象とし，数の

上では上記の東京都の調査を圧倒している.ただし，東

京都の資料は各項目任意のクロス集計が可能な原データ

であるが，環境庁資料は任意のクロス集計ができない各

項目の集計データである.

2. ATS-DLD質問票の項目

ATS-DLD質問票は児童用と成人用が用意され，共通

の質問項目と，対象の相違によるそれぞれの質問項目と

があるが，質問を大別すれば，①属性に関する項目，②

呼吸器症状など疾病に関する項目，③喫煙または職業

(児童用では受動喫煙)に関する項目，(1:住居に関する

項目に分類することができる.項目①では，性，年齢，

住居地域，居住歴を主に調査し，項目②では，児童と成

人との年齢による症状発現の相違を考慮した質問構成で

あるが，せき，たん(質問票ではゼロゼロとたん，以下

略記)，ぜん鳴，ぜん息と生まれてからの病気(病気の

種類は児章と成人で異なるが，呼吸器症状に影響を及ぼ

し得る疾患がそれぞれに選択されている)が含まれてい

る.項目③では，呼吸器疾患の環境における危険因子，

特に喫煙について，児童用は家族構成，受動喫煙の質問，

成人用は本人の喫煙(受動喫煙は含まれない)と職業の

質問がある.項目④では，住居の構造，暖房機器，台所

の火器，換気扇，部屋数についての質問があり，成人用

には住宅の種別(一戸建か集合住宅か)が含まれている.

3.解析方法

(1)有症率の時間的変動

呼吸器症状の有症率については環境庁報告のように，

一般的には多調査地域での大気汚染レベルや有症率の変

動に着目して調査がデザインされ，有症率の時間的変動

は解析効果が小さいとの判断から軽視されがちである.

しかし，もし有症率が偶然変動以外の理由で時間的に変

動した場合には，大気汚染の影響の可能性も考え得る

(大気汚染による健康影響のサーベイランスはこの有症

率や有病率などの変動や大気汚染の寄与を監視する). 

ここでは，まずその変動の有無を確認するために，昭和

58年と61年の青梅市での男女児童の調査結果を用いて変

動を調べた.すなわち，両調査における男女の有症率

(持続性せき，持続性たん，持続性せき・たん)を PI，

P2，調査人数を nl，n2として，有症率に差がない (PI=

P2) との帰無仮説をたてて検定した.この場合の推定有

症率 pは，

p=(nIPI十日2P2)/(nj+n2) 

q= 1-p， N= 1 /nl+ 1/n2とおくと，

u=( I PI-P21 -N/2 )/(p問qN)I/ν/

で示した統計量 uは， N(O， 1)の標準正規分布に近似し，

検定が可能である.また，東京都の 2調査はいずれも 2

地域であるので，この方法で有症率の地域差を検討した.

(2) 調査人数や地域の解析に及ぼす影響

ATS-DLD質問票を用いた調査は，その結果を統計処

理して解析を行うことを前提にしているので，調査人数，

調査地点数が解析結果に及ぼす影響は小さくない.そこ

で，試みとして， (1)の解析について，有症率が一定で調

査人数のみを変えた場合の上記の u値の変動を調べた.

つまり，調査人数を 2地域それぞれ k倍したときの u

値を， kを変えて計算した. したがって， u値は，

u=( I凶pj-下P2汁I-N/2k)/(句p問qN/k)l/ν/

となる.次に，環境庁の報告書の全国51地点には首都圏

(埼玉，千葉，東京，神奈川)が10地点，中部圏(静岡，
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愛知，岐阜)が8地点，関西圏(滋賀，大阪，兵庫)が

7地点含まれており，大気汚染レベルも一応の範囲のあ

ることから，もし全国規模の調査でなければ，各圏毎に

この調査が行われたと仮定できる.報告書では女児の持

続性せきと成人女性の持続性せき・たんの有症率がS02

と危険率0.1%以下の高い相関(それぞれ0.469，0.538) 

が認められた.各圏毎のこの 2症状と S02との回帰直線

(yを有症率(%)， xをS02(ppm) としたとき，それ

ぞれ， y=5.80x+0.66， y=0.53x+0.04)の残差の偏

りを観察して各圏，すなわち，調査地点を部分的に抽出

した場合の特異性について検討した.

(3) ATS-DLD質問票の情報を用いた解析

ATS-DLD質問票は，大気汚染による慢性呼吸器疾患

への影響を検討するため， 2.で述べた関連要因に関す

る質問を多く含んでいる.これらの質問項目は解析の主

対象でないため，過去の調査をみると，必ずしも全てが

活用されているとは言い難い.そこで，これらを活用す

るために，呼吸器症状有症率に及ぽす上記の関連諸要因

の影響を，東京都の資料を用いて検討した.すなわち，

呼吸器症状のひどさをせきやたんで 3レベルに区分し

(0 :せき，たんなし， 1 片方あり， 2 両方あり)， 

レベル lと2の有無で分割したとき，質問票の各関連要

因や地域，性別による 2X2または 2X3の分割表の検

定を行い，両者に関連がみられるかを検討した.なお，

持続性せきや持続性たんの有症者は極端に少数となるた

め (2%未満で607名中 8名以下)，この検定では不適で

あり，レベルを分けなかった.

結果

昭和58年の東京都中野区と青梅市，昭和61年の問中央

区と青梅市で， ATS-DLD質問票を用いた居住歴 3年以

上の調査結果より，持続性せきや持続性たんの有症者数

(率)と調査人数を Table1に示した(持続性せき・た

んは持続性たんと同一であったので省略した).有症率

の時間的変動(青梅市)，地域差(中野区と青梅市，中

央区と青梅市)の正規分布を利用した検定結果は，地域

差の方がu値が大きかったが，有意差は認められなかっ

た.これは有症者数が全て 3名以下であったことから検

出力が低下したためと考えられる.

調査人数増加による u値への影響をみるために，男女

児童の持続性せき・たんの青梅市の年度問と 1986年の中

央区と青梅市の有症率の差について調査人数を k倍した

とき (k=1-10)のu値の変動を Fig.1に示した.

年度問では，それぞれ10倍としても危険率 5%の有意差

はなく， 24倍が必要であった(そのときの調査人数合計

Table 1. Prevalences of persisitent cough (PC) or 

sputum (PS) in respective two districts in 

1983 and 1986 

Year and area in the survey 

Item Sex 1 a1) 1 b1) 2 a1) 2 c1) 

Prev. of m 1. 57(2)2) o (0) o (0) 4.76(2) 

PC(%) o (0) 2.78(2) 1.33(1) 2.44(1) 

all 0.81(2) 1.38(2) 0.75(1) 3.61(3) 

Prev.of m 0.79(1) o (0) o (0) 4.76(2) 

PS(%) o (0) 2.78(2) 1.33(1) 2.44(1) 

all 0.41(1) 1.38(2) 0.75(1) 3.61(3) 

Number of m 127 73 58 42 

subject 119 72 75 41 

all 246 145 133 83 

1 : 1983， 2: 1986， a: Ohme， b : Nakano. c : Chuo 

2) Number in parentheses : number of subject with the 

4 

(J) 

chronic symptom (PC or PS) 

Chuo・Ohme
Sig.lev. 

0.1% 
三ぃ一一一ー一-一一-_..，I'_-一一一---・一一-
?3 
コ

1983・1986

1% 

Fig.1 . Variation of u-value in testing the difference of 

two proportions (in Chuo and Ohme in 1986， or 
in Ohme in 1983 and 1986) by increasing num. 

ber of subject 

は9，096名，実際は379名).また， 1986年の地域間では

年度間よりもその倍数はかなり少なく， 2.3倍で危険率

5 %， 3.5倍で同 1%， 5.3倍で同0'.1%の有意差であっ

た(そのときの調査人数合計は，それぞれ497名， 756名，

1，145名，実際は216名).これらの数値は，有症率を一

定とする前提の下に行っているので，実際にはこの人数
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で調査すれば別の結果が得られると思われるが，青梅市

での有症率の時間的変動に関しては余りないようである.

しかし，このように少数地点で調査する場合には同じ有

症率でも調査人数が変わると結果がかなり異なることが

生じ得る.

環境庁報告書で， S02と高い相関関係が認められた女

児の持続性せきと成人女性の持続性せき・たんの有症率

について，全地点と首都圏，中部国，関西圏の各有症率，

および S02の濃度の基礎統計量を Table2に示した.首

都圏，関西圏の平均値はいずれも全地点のそれを上回っ

ている.中部圏は，女児や S02でやや低く，成人女性で

ほぼ同等で、あった.全地点における 2有症率の S02との

回帰直線について各圏の残差(観測値一推定値)を図示

すると， Fig.2のようになり，残差十/ーの分布をみる

と，首都圏，中部圏，関西圏は，女児の場合，それぞれ

4/6， 4/4， 6/1，成人女性の場合，それぞれ 2

/8， 6/2， 6/1であった.標本数が少ないので，

有意性の検定の適用は適当でないが，女児の回帰残差は，

関西圏が+方向，成人女性では，首都圏が+方向，中部

圏と関西圏が一方向に偏っている. したがって，大気汚

染と慢性呼吸器疾患との関係を検討する場合，居住地域

の相違自体が交絡因子になり得ることを示している.因

みに，各圏毎に上記有症率と S02との相関分析を行った

ところ，関西圏で成人女性の場合(相関係数は， 0.886， 

p=0.008)のみ有意であった.

衛京東

women 

Fig. 2. Residuals between the observed and the esti. 

mated prevalences (%) of persistent cough (PC) 
for schoolgirIs or persistent cough and sputum 

(PCS) for ad山 's women in three areas 

(Metropolis， Ch山 uand Kansai) 

(b) PCS for adult 

Table 2. Elemental statistics on prevalences of persis. 

tent cough (PC) for schoolgirls and persis-

tent cough and sputum (PCS) for adult 

women and on S02 in three areas in ]apan 

ATS-OLD質問票の情報を利用するために，呼吸器症

状(症状レベル 0/1， 1/2で分割)と関連要因によ

る分割表の検定を行った.関連要因もほとんどがはい/

いいえの 2値であるが，地域は 3地点(青梅，中野，中

央)に， 1室当り人数もヒストグラムから 3段階(一

0.8，ー1.1，ー)に分割した.その結果 (Table3 )に

よると，日前息性気管支炎や瑞息の既往歴の項目での検定

が最も有意水準が高く，続いて，じんましん，アレル

ギー性鼻炎，気管支炎の既往歴の項目，風邪などで寝込

んだ経験の項目(ただし，上記既往歴の項目とかなり密

接に関連)であった.この結果は，呼吸器疾患の既往症

が現在でも影響していることを示唆している.受動喫煙

の影響は，解析結果によると全くみられないが，質問内

All 
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Table 3. Contingency table test (Chi.square test) between levels of respiratory symptoms and these related 

factors (risk and confounding factors) obtained from the ATS.DLD questionnaire 

Symtom level Symptom level 

No. Risk or confounding factor 0/1 1/2 No. Risk or confounding factor 0/1 1/2 

1 Have巴xperiencedheavy cold 10.59 * * 19.29 * * * 14 Smoker 0.87 0.24 
or respiratory diseases 

2 Urtecaria 7.20* * 11.89* * * 15 Smoker: father 2.79 0.02 

3 Allergy coryza 5.48* 13.55 * * * 16 Smoker: mother 0.04 0.89 

4 Heavy cold or respiratory dis. 0.29 4.16 17 Mother' s milk 7.55* * 3.62 
eases by 2 yr old 

5 Empyema 0.38 0.17 18 Window frames in the living 10.44** 1.72 
room (wood or not) 

6 Bronchitis 8.11** 10.36** 19 Heating in the living room 7.30** 2.90 
(dirty or clean) 

7 Asthmatic bronchitis 21.60* *ホ 36.24* * * 20 Fan in the kitchen 0.34 1.39 

8 Pneumonia 1. 75 8.53* * 

9 Whooping cough 1.04 1.04 

10 Eczema 3.10 7.89* * 

11 Otitis media 0.01 0.01 

12 Tonsillitis 0.00 0.15 

13 Asthma 16.08*** 32.16*** 

* : p<0.05， **: p<0.01， ***: p<O.OO1 

容からは実際の児童への暴露は不明で，質問の不適切さ

が起因するのかもしれない.母乳使用，居間の窓が木枠，

非排気型暖房の項目は，症状レベル 0/1分割で有意で

あったが，症状レベル 1/2分割では有意でなかった.

逆に， 1室当り人数の項目ではレベル 1/2分割の場合

に有意(人数が多いほど有症者多発)で，肺炎やしっし

んの既往歴と 2才までのひどい風邪などの項目でも同様

であった.地域や性別，さらに，呼吸器疾患と直接関係

の薄いちくのう，へんとう炎や感染症の百日咳の項目は

両レベルとも有意ではなかった.

考察

呼吸器疾患の中で大気汚染との関連が問題とされる疾

患は慢性閉塞性肺疾患 (chronicobstructive pulmonary 

disease， COPD，または chronicobstructive Iung disease， 

COLD) と考えられる 11) COPDは，慢性気管支炎，気

管支瑞息，肺気腫，ぴまん性汎細気管支炎の 4疾患を統

括し， ATS-DLD質問票から得られる持続性せき・たん

は慢性気管支炎についての ATS基準である.一方，わ

が国で患者数が肺気臆なみとみられるぴまん性汎細気管

支炎と慢性気管支炎との診断による区別は明確でないこ

とが臨床家により報告されており 12)，これらを質問票

の中でどう区別し，また，採り入れていくかは今後充分

21 Number of rooms (>3 or not) 0.27 0.18 

22 Number of persons in the 2.64 0.02 
family (>4 or not) 

23 Number of persons/rooms 2.53 5.64 * 
(一0.8，-1.1，一)

24 Area (Ohme， Nakano， Chuo) 5.28 3.21 

25 Sex 0.20 0.90 

な検討が必要と考えられる.また，慢性気管支炎の危険

因子として，加令などの生物学的因子や喫煙習慣，大気

汚染，職業条件，気象条件などの環境因子，さらに，感

染因子などが挙げられているが13)，有症率の変動には

種々の交絡因子も報告され， Lebowitzl4)はアルコール泊'

費量や教育水準など， Howlandら15)は健康教育を交絡

因子として採用している.日市息の実態把握を正確に行う

ために， Sametl61， Burneyら17)， Woolcockl8)が質問票

を含む疫学的方法について検討し，報告しているが，こ

れらの報告の調査手法は同一でない.質問票による調査

を行う場合には対象者が回答しやすい質問内容や量であ

ることが必要となる.回答しやすいとは，質問票が読み

やすく，質問が明瞭で答えやすく，疲れないことである.

現行の ATS-DLD質問票がこれを充たしているかは疑問

で，質問が飛んでいて読みにくい，量が多すぎるとの対

象者の声を聞いた経験がある.また， ATS-DLD質問票

には，必ずしも妥当と思われない質問や非効果的質問が

含まれている.例えば，前述した受動喫煙に関しては家

庭内喫煙に質問を限定すべきであろう.さらに，関連要

因については，調査方法や対象地域，年代などによって

必要なあるいは質問し得る項目が変化することが考えら

れるので，標準質問票として調査者が取捨選択できる項
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目を含めた方がより望ましく思われる.このように，診

断基準が変化しつつあり，関連要因も変化し得るのであ

るから， ATS-DLD質問票が公表されてから10年が経過

した現在，この質問票の項目，質問文などについて充分

に吟味した，回答しやすい標準質問票への改訂が期待さ

れる.

ATS-DLD質問票を用いた調査を行う場合，調査の手

閉その他の諸事情もあって，調査人数については地点数

に比べると案外軽視されがちであるが， 2地点聞の有症

率の差は， Fig.1に示した通り，地点の調査人数が変化

すれば有意水準も変化し，調査人数の統計学的検出力や

解析結果に及ぽす効果は必ずしも小さくない.では l地

点当りどの程度の人数が最低限必要かは，地点数との関

係もあるが，概ね有症率と調査人数との積(=有症者

数)が5以上であることが望ましいと思われる.持続性

せき・たん有症率は 1%程度が地点聞で最小となること

が多い(少人数では 0%になることがある)ので， 1地

点の調査人数は500人以上が望ましいということになる.

せきやたんの急性症状に関連する要因は， Table 3に

みられる通り，第 1に呼吸器疾患の既往症で，この疾患

の既往のある者は，ない者に比べて呼吸器症状のリスク

が高い集団 (highrisk group) として分類することがで

きると思われる. したがって，この集団について、もし

充分な人数が得られる場合には，さらに統計学的解析が

進められよう.また，既往症の催患原因が不明の場合に

は大気汚染の影響の可能性があるが，この質問票では以

後の追究は困難である.地域別には大気汚染レベルが異

なるが，急性影響への寄与は大きくないようである.居

住環境もある程度呼吸器症状発症に影響していると思わ

れるが，それが大気汚染や室内汚染に直結するかは著明

でない.なお，調査人数が多ければ慢性呼吸器疾患を含

めた解析が可能となり，調査人数の重要性がこの点から

も窺うことができる.

まとめ

ATS-DLD質問票を用いた大気汚染による健康影響調

査で見落とされやすい解析上の問題や有効活用されてい

ないこの質問票からの情報について，有症率の時間的変

動，調査人数や地域の解析に及ぽす影響，質問票から得

られる関連要因の呼吸器症状への影響を検討した.利用

資料は，東京都の調査結果(昭和58年と61年の 2年度，

各 2地点)と環境庁の昭和61年 3月の報告書(昭和55年

から59年にかけての全国51地点)で，以下の知見が得ら

れた.

1.同一地域(青梅市)における児童の持続性せき・た

ん有症率の 3年後の変動を調べたところ，その変動はか

なり小さいと推定された.また， 2地点間でも有症率の

差を検討したが，有意差は得られなかった.調査人数が

少ないため統計学的検出力が低いことが起因したと恩わ

れる.

2.少数地点，特に 2地点間の有症率の差は調査人数に

よって検定結果に大きく影響する.また，全国調査を首

都圏，中部圏，関西圏でそれぞれ抽出し，全国調査で高

い相関関係の得られた慢性呼吸器症状と S02の回帰残差

を比較すると，各圏で偏りがみられ，居住地域も交絡因

子になり得ることを示唆した.

3.児童の急性呼吸器症状に影響を強く及ぼす交絡因子

として，端息性気管支炎，端息， じんましん，アレル

ギー性鼻炎，気管支炎の既往症が認められ，呼吸器疾患

の既往症が現在まで影響していると推定された. 1室当

り人数や窓が木枠，非排気型暖房などの環境的要因も交

絡因子になり得るが，上記既往症ほど著明でない.
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東京都区部における部位別がん死亡率の

27年間の経年変化と地理的分布

牧野国義へ稲葉 裕**

The τ'rends for Twenty-seven Years and Geographical Patterns of Cancer 

Mortalities for Selected Sites in The Ward・areaof Tokyo 

KUNIYOSHI MAKINO * and YUT AKA IN ABA * * 

Geographical patterns and some features in cancer mortalities for eight selected sites were studied for 27 

years between 1958 and 1984 in respect of 23 wards in Metropolitan Tokyo. 

In drawing the patterns， 27 years were grouped into 5 periods to exclude effects of random fluctuations 

on the mortalities. Examining the distributions in each period revealed following results. High SMR 

(standardized mortality ratωfrom stomach cancer was observed in the eastern area of Tokyo in the early 

period and in the eastern and western areas in the later periods. Similarly， high SMR from lung cancer was 

observed in the three wards of central Tokyo in the early period and in the neighboring wards including 

these three wards in the later periods. High SMRs from breast and liver cancers were found in the three 

wards. It is likely that cancer mortalities from the six selected sites except for leukemia and esophagus can. 

cer in Metropolitan Tokyo exceed those in suburban area of Tama， and the difference between two areas has 

increased with years. 

SMR from stomach cancer correlated significantly with SMRs from uterus， esophagus and liver cancers. 

As for SMR from lung cancer， correlations with SMRs from liver cancer and leukemia were also found. 

In addition， CDRs (corrected death rates) from stomach cancer decreased obviously during the study 

period. Its trend was rapid for the early decade， slow for the next decade and to some extent rapid for the 

remaining years. CDRs from lung cancer increased throughout the study period and has rapidly increased in 

the recent years. Although these trends in the ward area were similar to the national trends in Japan， the 

trends of CDR from stomach cancer were not all uniform among the twenty-three wards of Tokyo. 

According to a principal component analysis， the wards were clearly divided into four groups with regard to 

stomach cancer. 

Keywords : cancer， mortality， SMR， geographical distribution， trend 

緒言

悪性新生物(以下がんと呼ぶ)のわが国の死亡数は

年々増加し，全死亡中に占める割合は，昭和30年に

11.2%，昭和40年に15.2%，昭和60年には25.0%となり，

昭和56年からは死因順位が第 1位となっている.東京都

は全国の中でもがん死亡の割合が高く，昭和52年以降第

1位である.このような状況より，がん死亡に対する各

種の研究が行われ，報告された.その発生要因を記述疫

学的に探求するためには，まず，がん死亡の地理的分布

を明らかにする必要があり，また，冨井1)が述べたよう

に，死亡率の年次変化を検討することもがん対策上重要

な手がかりとなり得る.このような目的で地理的分布が

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 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， 169 Japan 

**}I頂天堂大学医学部衛生学教室
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調査され211)，あるいは，年次変化が追究され

た1.12-16) 地理的分布を調査する際の地域単位として

は都道府県ばかりでなく，区市町村を単位とした報告も

ある4.5.8.9.11) 地域単位を小さくすると，きめ細かい地

域特性を推定することができ，発生要因を特定しやすく

なる利点のある反面 1地域の人口サイズが小さくなり，

偶然変動の影響は大きくなる.この対策として調査期間

を長くする方法があるが，長過ぎると，年次変化が隠れ

てしまう危険がある.そこで，我々は調査期間を 5年程

度に区切り，各期間の地理的分布を調査し，検討した.

さらに，年次変化の特徴についても検討を加えた.

方法

1.死亡指標

昭和33年(1958年)から昭和59年(1984年)までの東

京衛生年報に掲載された東京都23区のがん死亡資料を使

用した.対象とした部位は，胃，気管・気管支及び肺

(以下肺と略す)，乳房，子宮，白血病，肝臓，食道，

勝臓の 8部位である.ただし，肝臓の掲載は昭和42年か

ら，食道と勝臓の掲載は昭和48年からで，それ以前の死

亡資料は入手できなかった.

上記死亡について，まず，各年の東京都人口を基準人

口とした各区の標準化死亡比 (SMR)を算出した.さら

に，各年の東京都の粗死亡率を用いて，昭和60年の東京

都人口を基準人口とした直接法による訂正死亡率を算出

し，地理的分布では SMR，年次変化では訂正死亡率を

主死亡指標として検討した.

2.解析方法

偶然変動や年次変化の影響を小さくするため，調査期

間の27年間を第 l期から第 5期に 5分割(昭和33年から

7年間，以降 5年間)した.各期間における SMRは5

または 7年の期間平均とした.基準人口を東京都として

いるので， 23区の平均 SMRは必ずしも 100とはならず，

100以上の場合は区部が多摩地域よりも高死亡であるこ

とを示す.まず，各期間の地理的分布が偶然変動によら

ないことを確認するために， 5期間相互の23区SMRに

よる相関分布を行った.もし，隣接期間の聞の相関が低

い場合には，両期間の時期に急激に SMRを変化させる

要因がない限り偶然変動によると考えられ，区単位で

SMRの地理的分布を表示する意味がない.東京都区部

ではこのような要因は存在しないと思われるので，隣接

期間の聞の相関係数が一つでも0.351(p =0.10)以下

を示した部位については，第 1，2期 (12年間)と第 3，

4， 5期(15年間)に分け，旧と新の期間として SMR

を算出し直し，地理的分布を検討した.地理的分布表示

は6段階とし， SMRの境界値を85，95， 100， 105， 115 

として区分した.次に，各期間で， SMRによる部位聞

の相関分析を行い，その地理的分布に関連があるかを検

討した.

さらに，訂正死亡率の年次変化のトレンドを回帰分析

で求め，誤差分散を調べた.また， 3年移動平均で訂正

死亡率を平滑化し，昭和58年から遡って 5年毎の変化率

を算出し(ただし，その調査期間の初年と終年について

は平滑化後の資料による回帰分析で推定)，この変化率

から各部位の死亡率の増減の年次的緩急について検討し

た.

次に，各年各区の SMRを，東京都区部の人口を基準

人口として算出し直し， 27年間の資料のある 5部位につ

いてそれぞれ主成分分析を行って， 23区の SMRの年次

変化の特徴を検討した.

結果

SMRの5期間の聞の相関分析結果を Table1に示した

(肝臓，食道，豚臓のがんについては欠測期間がある).

胃，肺，乳房，肝臓，食道のがんについては隣接期間の

相関が有意であった.有意でなかった子宮がん，白血病，

膝がんについては第 2期と第 3期で 2分して期間を合成

し，その新旧期間で相関係数を求めると，子宮がんが，

0.558 (p <0.01)，白血病が， 0.747 (p <0.001)と有

意の結果が得られた(停がんは第 4期と第 5期のみの

データであったので，合成して 1期間とした).この結

果より， SMRの地理的分布表示として，胃，肺，乳房

のがんについては第 1，5期，肝がんについては第 3，

5期，食道がんについては第 4，5期を Fig.1に，子宮

がん，白血病については合成した 2期間を Fig.2に示し

た.胃がんの場合，高い SMR地域が東部から期間の経

過とともに西部に拡がる傾向であることが明らかである.

また，肺がんについては，都心部からその周辺区に高

SMR地域が期間経過とともに拡がった.その拡がりは

西部よりも東部で顕著である.乳がんの場合， SMRは

都心部から北西部にかけて高い傾向がある.肝がんの

SMRも都心部に高く，北西部に低い.また，食道がん

のSMRは一般に西部で低い.一方，合成された期間の

子宮がんでは，東高西低の傾向がみられる.白血病の場

合，北東部で SMRが低い.なお，醇がんは特徴的な傾

向が認められなかった.東京都区部の白血病と食道がん

以外の 6部位のがんの SMRは，期間経過とともに上昇

し，多摩地域との相対的死亡率差が拡がる傾向にあるこ

とが認められた.

各期間での部位聞の SMRの相関分析結果(有意の場
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Tab!e 1. Corre!ation matrices between SMRs in the five periods of years 

(1958-64， 1965-69， 1970一74，1975一79and 1980-84) 

Site→ A1
) Period No. S.→C1) P. No. S.→E1

) P. No. 

↓B1
) 1 2 3 4 5 ↓D1) 1 2 3 4 5 ↓F1

) 1 2 3 4 5 

P. No. 
*** *** *** *** * 

1 .779 .908 .872 .776 .418 .253 .080 .410 .311 一.081.197 -.154 

*** *** *** *** 
2 .679 .802 .845 .822 .341 .409 -.203 .347 .141 .079 一.019

*** * *** *** ** * * 
3 .653 .503 .929 .864 .185 .262 .579 .508 .443 司 .049

* *** *** * * * *** 
4 .449 .366 .688 .897 .509 .167 .424 .475 .773 .289 

** *** *** * * *** * 
5 .543 .272 .660 .732 .448 .467 .169 .394 .671 .505 

S. Esophagus P. No. 4-5 .500* S. Panceas P. No. 4-5 ー.386

1) →: U pper matrix，↓: Lower matrix， A -F : Site of cancer 

A : Stomach， B: Lung， C : Breast， D: Uterus， E : Leukemia， F: Liver 

p <0.05， * * . p <0.01， * * * : p <0.001 

合のみ Tab!e2 )によると，胃がんは子宮がんと第 1，

2， 4， 5期で，肝がんと第 3， 5期で，肺がんは肝が

んと第 3，4， 5期全てに有意の正相関が認められた.

なお，子宮がんは 5期間に分けると偶然変動が大きかっ

たが，上記の密接な関連は両部位聞に何か共通の発生要

因があることを示唆している.この発生要因の共通性は

肺がんと肝がんとにも推察される.

各部位の訂正死亡率の年次変化は，食道がん以外は直

線性が高く，誤差分散をみても胃がんや肺がんに小さく，

食道がんに大きかったが 5年間の変化率をみると

(Tab!e 3 )，胃がん死亡は，昭和30年代半ばに急激に減

少した (-9.2)が，昭和40年代前半には減少速度は緩

くなり(-3.9)，後半から昭和50年代にかけてその中間

程度に復帰し (-6.4， -6.1)，昭和50年代前半から後

半にかけて幾分急となった(-6.9). また，肺がん死亡

は，昭和30年代では緩やかな増加であった (0.5)が，

徐々に急となり，昭和50年代にはその傾向が強まった

(2.9， 2.7). この傾向は，昭和30年代の資料のない肝

がん死亡も年次変化の類似性から同様と推察される.一

や肺がんでは，いくつかの区が類似した傾向を示したが，

他のがんでは格別の特徴は得られなかった.胃がんの場

合には 4群に大別された.すなわち，年次的に減少の群

(台東，渋谷，北，板橋，練馬，江戸川)，増・滅・増

の傾向の群(墨田，江東，大田，世田谷，葛飾)，これ

とやや類似する増・滅・増・減の傾向の群(文京，荒川，

足立)，そして，ランダムまたは微小変化の群(他の 9

区)であった.第 1主成分軸は，調査期間の終期が減少

傾向の場合に+，第2主成分軸は，調査期間の初期が増

加傾向の場合に+と推察された.また，肺がんは胃がん

ほど明確な特徴は得られなかったが， SMRが年次的に

増・減の傾向の群(中野，足立)，増・滅・増の傾向の

群(渋谷，杉並)，減・増・滅の傾向の群(中央， i巷，

文京，目黒，世田谷，練.馬)のように群化された.この

第 1主成分軸は，調査期間の終期が増加傾向の場合に+，

第2主成分軸は，調査期間中の増加傾向の期聞が長い場

合に+と推察された.両部位とも，同じ群の最も近接し

た2つの区は地理的にも隣接しており(例えば，胃がん

や肺がんの場合の板橋と北)，この 2区の SMRの年次推

方，子宮がんはこれらと異なって，減少速度がやや緩や 移の類似性を示唆している.

かになった.食道がん，勝がんはそれぞれ減少または増 考 察

加の傾向がみられるが，調査期聞が短いため変化率の緩

急は明らかでない.白血病は漸増傾向を示した.

東京都区部の人口を基準人口として算出し直した

SMRの主成分分析による年次変化の特徴を第 1， 2主

成分の因子負荷量散布図 (Fig.3)よりみると，胃がん

東京都区部における部位別がん死亡率の地理的分布は

既に大久保らがメッシュデータを用いて報告しており 5)，

さらに，筆者らも東京都区部での肺がんを含む呼吸器疾

患死亡について報告した8，9) 地域単位の細分化は，前

述の利点，問題点のほかに細分化自体が妥当であるかど
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Stomach， 1958四 64 Stomach， 1980同 84 Lung， 1958-64 Lung， 1980-84 

Breast， 1980-84 Li ver， 1970-74 L lVer， 1980同 84

SMR SMR 

• 115 - 盟関 95 -100 

醐 105 幽 115 悩矧 85 - 95 

翻 100-105 口 85 

Esophagus，1975-79 Esophagus， 1980-84 

_Fig. 1 Geographical SMR-patterns of cancers for selected sites in 

the periods from the first (1958-64) to the fifth (1980-84) 

Uterus， 1958-69 Uterus， 1970剖 84 Leuk巴mia， 1958聞 69

Fig. 2 Geographical SMR山 patternsof cancers for selected sites 

in the old (1958-69) and the n巴w (1970-84) periods 

Leukemia， 1970-84 
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Table 2. Significant correlations between SMRs for 

selected sites of cancer in each of the five 

periods of years 

Period between 

No. Site Site Correlation 

1 Stomach Uterus .486* 

2 .589* * 

3 Liver .450* 

Lung Leukemia .520* * 

Liver .681 * * * 

Breast Leukemia .525* 

4 Stomach Uterus .562* * 

Esophagus .599* * 

Lung Liver .688*** 

Esophagus .417* 

Liver .699* * * 

5 Stomach Lung .562* * 

Uterus .499* 

Liver .688* * * 

Lung Leukemia .479* 

Liver .468* 

Uterus Esophagus .624 * * 

* : p <0.05， **: p <0.01， ***: p <0.001 

IP2 Setagaya 
-

Ohta Koto 
・ ・・ I.Katsushika 
Sumida 

.Bunkyo 

.Arakawa 
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Table 3. Change of corrected death rates in every five 

years from 1958 to 1983 

Years 

Site 1963-58 1968-63 1973-68 1978-73 1983-78 

Stomach 9.2 -3.9 -6.4 -6.1 -6.9 

Lung 0.5 2.3 2.3 2.9 2.7 

Breast -0.1 0.4 0.9 0.5 0.3 

Uterus 1.9 -1.5 -0.8 -1.0 -0.9 

Leukemia 0.9 0.4 -0.1 0.8 -0.3 

Liver 1.5 1.8 1.9 

Esophagus -0.6 -0.1 

Panceas 0.8 0.7 

うかが解決していない.すなわち，人の生活範囲を余り

に局所的に限定することは疾病の発生要因を探求する上

で適当でないとの意見がある.区を地域単位とする場合，

その地域に主たる生活の場がある対象集団としては高齢

の女性が最適である.ここで使用した調査の対象集団は，

ほとんどが高齢者であるが，性別の区別がない.そこで，

この集団の死亡が高齢の女性の死亡と地理的分布が一致

するかどうかを確認するために，昭和55，65年の50才以

上の女性の23区の部位別がん死亡率を調査し，相関分析

を行ったところ，白血病，肝臓以外の 6部位で危険率
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1%以下の高い正相関が得られた(有意でなかった 2部

位については，白血病は死亡数が少なく，女性の肝がん

も男性よりかなり死亡数が少ないことから， 2年間の50

才以上の女性の資料のみでは充分な信頼精度が得られな

い). したがって，区を地域単位とする区分に充分妥当

性があると考えられる.

胃がん死亡の地理的分布に強い影響を与える一因とし

て各区の転入住民の出身地が考えられる.日本全国の同

死亡の地理的分布をみると，日本海側の北日本に高し

この地域からの東京への転入者は，旧来圧倒的に区部の

東部地域に多い傾向があった. しかし，近年交通機関の

発達や経済成長などにより上記傾向は徐々に変わりつつ

あり，これが地理的分布の変化に起因していると思われ

る(因みに，昭和59年の同死亡の SMRは，足立，江戸

川，中央， 7;巷，葛飾の順であった).また，肺がん死亡

は都市部に多いことが知られており 17)，第 1期の結果

はまさにこれを実証したものである.その後の高 SMR

区の拡大も経済成長による都市部の経年的拡大と一致し

ている.乳がんも都市部で多発するといわれ11)，この

研究でも概ねこれを支持する結果が得られた.また，千

葉県における村田らの報告4)でも同様の結果が得られて

いる.

このほかに，肝がん死亡も都心部で高い結果が得られ

たが，全国では肝がんと肺がんや乳がんとは地理的分布

が一致しなかった18)，一方，子宮がん，食道がん，白

血病は住宅区で SMRが低い傾向がみられた.住宅地域

については都道府県単位では検討できないので，この点

も区単位で検討する利点である.また，都道府県と23区

では都市化のレベルが一致しないので，留意する必要が

ある.部位向の相関分析結果をみても，国別の解析2.19)

や都道府県別の解析6)とは必ずしも一致しなかった.部

位別がん死亡の年次変化は，胃，食道，子宮が減少，そ

の他の部位が増加傾向であり，どの部位も全国の年次変

化の傾向と一致した. 27年間の各区の死亡率の変動割合

をみると，胃がん死亡では31-51%，区部全体で44%減

少した.一方，肺がん死亡の場合， 27年間で50-296%，

区部会体で147%の増加，つまり， 1.5倍増で，甚だしい

区は 3倍増となったことになる.

胃がんや肺がんの SMRの年次変化で隣接区などの複

数区で類似性が認められたが，隣接地域のがん死亡の集

積性に関しては，大野らが隣接地域では死亡発生要因が

類似するとの前提のもとに検定法を提案している20)

ただし， 23区の場合，隣接区でも地域特性は必ずしも一

致せず9)，この前提は保証されない. したがって，ここ

ではこの検定法の利用は適当でない.発生要因に関する

地域特性の解析のない現状では，土地利用状況から，従

来より使用されている都心部，商業区，住宅区，商工業

区などの用語で区分して述べる程度が適当と考えられる.

また，区部と多摩地域とのがん死亡の差を SMRの年次

変化からみると，白血病以外の 7部位でその差が拡がる

傾向にあることが推察されたが，笹波らは小集団の地域

におけるがん死亡について土着人口のがん死亡率の高い

ことを報告している21) したがって，区部には土着人

口，多摩地域には転入人口が相対的に多いことから，両

地域の死亡率の差の拡大は，人口移動が一因となってい

る可能性があると思われる.

まとめ

昭和33年から59年の27年間における東京都23区の部位

別がん死亡資料(胃，肺，乳房，子宮，白血病，肝臓，

食道，勝臓の 8部位を対象)を用いてその地理的分布や

年次変化の特徴を SMRや訂正死亡率により検討した.

27年簡を 5期に分けて各期間の地理的分布をみると，

胃がん死亡の場合，高い SMRは最初区部の東部地域の

みであったが，期間の経過とともに西部の方向に拡がっ

た.肺がん死亡の場合，高い SMRは最初都心部のみで

あったが，これも隣接区に拡がる傾向を示した.乳がん

や肝がんの死亡も都心部で高い SMRであった.この肝

がんや食道がんの SMRは区部の西部地域で低い分布を

示した. 8部位中，白血病と食道がんを除く 6部位の

SMRはいずれも期間経過とともに上昇し，区部と多摩

地域との死亡率の差が拡がっていることを示唆した.

期間毎に部位聞の死亡の関連性を検討したところ，多

くの期間で，胃がんは子宮，食道，肝臓のがんと，また，

肺がんは肝がんや白血病と有意の正相関がみられた.次

に，各部位の訂正死亡率の年次変化をみると，減少傾向

が顕著な胃がん死亡は，最初急激に，そして緩やかにな

り，それからやや急激と変化がジグザグであった.肺が

ん死亡は調査期間中増加傾向が続き，特に近年ほど増加

が顕著になった.調査初期の資料のない肝がん死亡も肺

がん同様の傾向と推察されたが，減少傾向の子宮がん死

亡は近年ほどその割合が緩やかになった. これら部位別

のがん死亡の年次変化は全国の傾向と概ね一致した. し

かし， 23区でみると，上記傾向は23区間では必ずしも共

通せず，因子負荷量の分布によると，胃がんは4群に分

類された.他の部位でも明確に群化した分布は少なかっ

たものの， 23区の年次変化の傾向はかなり異なった.
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室内環境におけるアスベスト粉塵の実態について

佐藤泰仁へ関 比呂伸*，福森信隆**，

加納嘉子*，斉藤 勝***，秋山 陽***

Survey on Concentration of Asbestos Fiber in Indoor Environment 

Yas).lhito Sato *， Hironobu Seki *， Nobutaka Fukumori * *， 

Takako Kanoh *， Masaru Saito * * * and Minami Akiyama * * * 

Asbesto fiber concentration in the indoor environment of 20 establishments in which asbestos were used 

as ceiling or wall materials was investigated in Tokyo. Air samples were collected on membrane filter by 

open-face type sampler. The filter was divided into 2 positions， and one of them was submitted for counting 

number of asbesto fiber by means of optical microscopic method and the other of electron microscopic method. 

The number of fibers counted by the 2 methods were compared. 

Geometric means of fiber concentration in office rooms and mashine rooms for air conditioning which 

were measured by the optical microscopic method were 0.89 and 1. 04 fibers per one liter of air (f /1)， re-

spectively， where as that in the samples collected as control at outdoor areas near by was 0.63 f/l. 

On the other hand， they were 7.5 f/l， 16.0 f/l and 11.3 f/l respectively， when they were counted by 

the electron microscopic method. 

Keywords : asbestos， optical microscope， electron microscope， indoor pollution 

はじめに

アスベストの発癌性については以前から指摘されてい

るところであったが，昭和62年に入って建材として使用

されているアスベスト製材の劣化，剥離の健康影響の問

題がマスコミで取り上げられるようになった.これに対

応しての東京都衛生局環境衛生部の事業の一環として，

当研究科では衛生局ピル衛生検査班との連けいのもとに，

アスベスト等が吹き付けられている施設(事務所を中心

に興行場，庖舗，学校など)， 20ピルを対象にアスベス

ト繊維による汚染状況を把握する調査を行った.今回こ

れらの結果について検討を行ない，若干の知見が得られ

たので報告する.

調査方法概要

調査期 間昭和62年 9月18日-11月24日

測定器具

(1) オープンフェイス型サンプラー:¥械柴田科学器械

工業製， A型

(2) 吸引ポンプ:側目立製作所製ロータリーコンプ

レッサー(ローボリューム用)

(3) メンプランフィルター:ミリポア製， TypeAA 

(孔径0.8μm，直径47mm)

(4) 光学顕微鏡:位相差顕微鏡(y栂日本光学工業製

OPTIHOTに位相差用ターレット ph装着)

(5) 電子顕微鏡:分析電子顕微鏡(目立製透過型H-

7000型に Kevex製 EDX (Energy Dispersive X -Ray 

Microanalyzer)を装着)

採塵方法

オープンフェイス型のフィルターホルダーにメンブラ

ンフィルターを装着し，これを床面上1.5mの高さに支

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 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， 169 Japan 

**東京都立衛生研究所毒性部病理研究科

***東京都衛生局環境衛生部環境衛生課
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持台で固定し，吸引速度101/分で 4時関連続で採塵を

行った.なお，採塵は東京都衛生局環境衛生課ピル衛生

検査班により実施された.

分析方法

採塵したフィルター(試料)はカッターにより正確に

2分割し，一方を光学顕微鏡の検査用に，もう一方を電

子顕微鏡の検査用に用いた.

①浮遊粉塵中の繊維状物質の測定(光学顕微鏡

法1)) 

①-1 観察サンプルの作成

フタル酸ジメチルとシュウ酸ジエチルが 1 1の混合

液にメンプランフィルターを0.05g/mlの割合で溶解す

る.この液を数滴，清浄なスライドグラス上に滴下し，

その上に粉塵を採取したフィルターの採塵面を上方にし

て乗せ，フィルターがや‘透明になってから洗浄したカ

バーグラスを上に乗せて固定する.フィルターが完全に

透明になった後，検鏡した.

①-2 計測法

①-1で作成した試料を，位相差顕微鏡を用いて倍率

400倍(対物X40，接眼X10)で計数した.検鏡はラン

ダムに50視野を選ぴ，繊維の長さ 5μm以上で、長さと幅

の比が 3: 1以上の繊維のみを計測した.石綿以外の繊

維，例えばガラス繊維，ロックウール等は繊維の幅(通

常 5-15μm)や形態の差異で石綿繊維と識別できるの

で計数から除外したが，繊維の幅が小さくなると光学顕

微鏡では識別できなくなるので，このような場合は石綿

として計数した.

繊維数濃度は次式によって求めた.
0， A . N 

繊維数(本/cm
3
)=τ.v . n 

A:採塵した面積 (mm2)=960

N:計測した粒子の総数(個)

a 顕微鏡で計測した 1視野の面積 (mm2
)

=0.17 

v 採気量 (cm3)

n 計数した視野の数(個)=50

なお，今回の測定では繊維数が少数なため，採気量を

cm3から Lに換算して示した.

② 透過型電子顕微鏡 (TEM)及びEDXによる同定

② 1 TEM用サンプルの作成(ニュークリポア

フィルタ一法2)) 

採塵したメンブランフィルターの1/2を環境庁『アス

ベスト排出マニュアル』に準じてスライドグラス上にア

セトンで接着し， 100W， 1時間の低温灰化処理を行

なった後，スライドグラスと共に残盗をイソプロパノー

ル中に入れて超音波分散を 3分間行なった.更にその分

散試料液をニュークリポアフィルター(孔径0.2μm，

直径25mm)でろ過し，カーボン蒸着を行なった後，そ

の 1部分を 3mm角にカットして試料面を上にして

TEM用グリッド (Ni製， MAXTAFORM-H1， 200メッ

シュ)にのせ，クロロホルム蒸気中で 3日間，溶解除去

を行ない TEMの観察用試料とした.なお，使用した低

温灰化装置は YAMATO，PR-302型，供給 O2量は35ml

/min (1 kg/cm2時)である.又，真空蒸着装置は目

立 HUS-4 GB型，純度99.9999%のカーボンを高さ10cm

より約200Aの厚さに蒸着を行なった.

②-2 計測法

試料の Ni製 TEMグリッドの網目の中からランダム

に25ヶ所の網目を選ぴ 1万倍の倍率で各網目内の繊維

状構造物を観察し同時に， EDXでその化学組成及びス

ペクトルを測定し，この測定値にもとづいてアスベスト

繊維を同定した. (クリソタイル繊維の場合は Mg，Si 

およびFe，アモサイト繊維は Mg，Si， Feおよび Mn)

アスベスト繊維の場合はあわせて繊維の長さを計測した.

試料中のアスベスト繊維含有量は次式で求めた.
AB・f

F (本/L ) = A? ..~ 'n : v 
F:吸引空気全量中に含まれるアスベスト繊維

数

A] :ニュークリポアフィルターの有効 3過面

積 (mm2)=226.865

A2 :グリッドの網目の面積 (mm2)=0.01

f 計数アスベスト繊維数(個)

n 観察網目数=25

v:吸引空気量(L ) 

結果友ぴ考察

今回の対象施設は，古くは昭和 11年建築の学校

(No.10)から，比較的新らしい昭和58年の事務所ピル

(No.8 )まであるが，そのほとんどは昭和45年前後に

竣工したピルで，労働安全衛生法によるアスベストの吹

き付けが規制された昭和50年以前のものである.アスベ

スト材吹き付けの状況は表 1に示したが，表中一印は未

使用を示し A，B， Cはアスベスト材の劣化の程度を

示す. Aは全面にわたって表面が荒れ，剥離した形跡が

ある， Bは部分的に表面が荒れ，剥離した形跡がある，

Cは表面が安定しており劣化も進んでいないことを意味

している.また，電子顕微鏡の計数値の欄の一印は未検

索を示す.
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表 1 各施設，各測定場所におけるアスベスト繊維濃度

検査結果 アスベス 備 検査結果 アスベス 備

施設名 測定場所 光学顕微 電子顕微 ト材料の

融制。 鋭計数値 鏡計数値 劣化の程

(用途) ( !/L) ( !/L) 度 考

施設名 測定場所 光学顕微 電子顕微 ト材料の

試料No 鏡計数値 鏡計数値 劣化の程

(用途) ( !/L) ( !/L) 度 考

機械室 1 4.89 4.1 A 機 械 室 31 0.97 3.8 B 

Aピル Kピjレ
1 事務室 2 0.15 11 ボーリング場 32 1.17 9.8 

{興行場) (遊技場)
外 気 3 2.83 晴 屋 上 33 0.73 晴

客 室 4 1.48 事 務 室 34 0.77 

Bビル Lピル
2 機械室 5 2.01 23.1 C 12 空調機械室 35 1.65 16.4 C 

(旅館) (事務所)
外 気 6 1.22 晴 外 気 36 0.74 晴

映写室 7 0.99 A 外 気 37 0.23 

Cピル Mピル
3 事務室 8 1.59 43.9 13 教 室 38 0.77 C 

(集会場) (学校)
外 気 9 0.54 晴 機械室 39 1.07 6.0 C 雨

ボイラ一室 10 N.D B 事務室 40 0.96 3.9 

Dピル Nピツレ
4 事務室 11 0.61 9.0 14 空調機械室 41 2.35 B 

(事務所) (庖舗)
外 気 12 0.20 雨 外 気 42 1.00 雨

外 気 13 2.25 7.8 空調機械室 43 2.60 B 

Eピル
5 空調機械室 14 0.33 C 

(事務所)

Oピル
アスレチック15 44 1.13 0.5 B 

(庖舗)
スタジオ

室 内 15 1.58 6.7 B 晴 外 気 45 0.76 曇

外 気 16 0.80 16.2 書 庫 46 0.74 9.4 C 

Fピル Pビル
6 事務室 17 0.47 7.5 16 機械室 47 0.47 27.2 C 

(事務所) (学校)
空調機械室 18 0.81 B 日青 外 気 48 0.38 曇

外 気 19 0.30 事務室 49 0.97 

Gピル
7 空調機械室 20 2目36 B 

(事務所)

Qピル
OAチャンノて

17 50 1.56 B 

(事務所)
一室

応接室 21 1.02 22.6 H青 外 気 51 1.46 日青

外 気 22 0.19 機械室 52 1.00 B 

Hピル Rピル
8 機械室 23 1.98 C 18 小ホール 53 1.04 9.5 B 

(事務所) (興行場)
事務室 24 0.61 17.3 晴 屋 外 54 0.81 日青

空調機械室 25 3.51 278.3 C 外 気 55 0.76 

Iピル Sピル
9 外 気 26 0.25 19 空調機械室 56 0.45 C 

(事務所) (事務所)
事務室 27 。目29 雲 事務室 57 1.26 4.9 暗

事務室 28 1.27 3.6 C ボイラー室 58 2.08 A 

Jビル
10 研究室 29 0.98 C 120 

Tピル
事務室 59 2.96 

(学校) (事務所)
屋 外 30 0.45 日青 外 気 60 。目77 晴
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① 光学顕微鏡法(光顕法)による検討

光顕法として位相差顕微鏡による観察と並行して生物

顕微鏡による検鏡を行ない，アスベスト様繊維のみを選

択する方法が環境庁のアスベスト排出マニュアル2)に述

べられているが，今回の調査では位相差顕微鏡による計

測のみで行なった. したがってガラス繊維，ロックウー

ル等，位相差顕微鏡により選別できるものは除いたが，

他の繊維状のものは測定値に含まれている.そのため表

1の結果は総繊維数濃度又はアスベスト様繊維濃度とし

て評価した方がよいと恩われる.大気中のアスベスト繊

維数を測定した環境庁の報告2)によると，総繊維数濃度

が1f /L未満のときは，アスベスト繊維の占める割合

が最も高く (90%)，総繊維数濃度が高くなるにした

がって，その含有率は低い傾向にあるとしている.同様

に大気中のアスベスト繊維を測定した久永らの報告3)で

もアスベスト様繊維が総繊維中に占める比率は42~81% ，

平均57%であったと述べている.大気環境中と室内環境

ではこれらの比率が異なるものと思われるが，光顕法に

よる測定値をアスベスト繊維濃度として評価する場合，

これらの比率は参考になると考える.また，光顕法によ

る繊維数の計測は，検鏡者による測定誤差が生じ易いと

考えられたので，検鏡者間で読み取り方法の統一(視野

のとり方，繊維状物質の本数の数え方等)を行ない，測

定値は平均値を用い濃度換算を行った.

今回の結果より場所別アスベスト繊維濃度を示したの

が表2である.事務室等の居室内は幾何平均値で0.89f 

/Lで，最高値は2.96f /Lであった.又，アスベスト

表2 測定場所別アスベスト繊維濃度

測定場所 試料数
アスベスト繊維濃度(f /L) 

分布濃度 幾 何 平 均

事務室等 20 0.15~2.96 0.89 

機械室 20 N.D.~4.89 1.04 

外 気 20 O.19~2.83 0.63 

註)N.D. :未検出

を防音，防火材として使用している空調械機室は幾何平

均で1.04f /L，最高値で4.89f / Lであり，各建物の

外気の幾何平均は0.63f / L，最高値で2.83f/Lで

あった.事務室等，空調械機室とも外気環境に比べると

や、高い傾向を示しているが，アスベスト繊維濃度の唯

一の規制基準である作業環境の評価基準としての管理基

準の2000f /Lに比べると低値を示し，今回の測定値は

基準値の 1/500~ 1 /10000程度であると言えよう.又，

WHOが1986年に「アスベスト及ぴその他の天然鉱物繊

維jの報告4)を行っており，その中で一般大気環境と室

内空気環境を調査した結果，両者のアスベスト繊維数は

1 ~10 f /Lと報告しているが，今回の値はこれに比べ

ても 1/10以下であった.ちなみに環境庁が昭和61年に

報告した測定データ2)では建築物室内の濃度は幾何平均

で1.03f / L，建築物室外が1.25f /Lであった.

建物の用途別に測定値を示したのが表3である.サン

表3 ビル用途別アスベスト繊維濃度

(f /L) 

事務室等 空調機械室 外 気

事務所 0.86* 1.27 0.56 

興 行 場 等 1. 73 1.66 1.17 

庖 古市 1.04 2.47 0.87 

寸~ー与 校 0.90 0.79 0.33 

旅館等 1.53 1.43 0.81 

*数値は幾何平均値

プルの数が少なく，また同数の試料でないので単純に比

較するのはむずかしいが，事務室等の居室環境では，興

行場等や旅館等が学校や事務所等に比べや、高い傾向に

ある.空調械機室のデータを吹付けアスベスト材の劣化

の程度と繊維濃度との関係でみると，一番劣化の著るし

いA状態の濃度が幾何平均値で2.16f/L，B状態が

1.43 f / L， C状態が1.07f /Lを示した.数値的にも

A， B， Cの}II買に濃度差がみられたことは，吹付けアス

ベスト材の劣化(損傷)の著るしい室内は，やはりアス

ベスト繊維による汚染の程度が高い傾向にあるものと考

える.

光顕法は電顕法に比べると比較的容易に行なえるが，

問題点もある.すなわち，調査地点の粉廃濃度によって

は，同一時間の採塵を行なうとフィルター上の粉塵量が

多すぎて，フィルターの透明化をさまたげ計測しにくく

なる場合もある.そのため事前に粉塵濃度を把握し，採

塵時間を決める等が必要であろう.

②電子顕微鏡法(電顕法 (TEM-EDX)) による検

討

TEM-EDX法は現在，アスベスト繊維の同定及び濃度

測定には最適な方法であると言われている.今回環境庁

の電顕法マニュアル2)を準用し，観察倍率10000倍，観

察網目数25ヶ所で、計測した.光顕法で測定したアスベス
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ト繊維数濃度は低く，測定場所も室内環境である等から，

測定方法の変更を試みた. しかし，今回の TEM観察に

は長時間を要し，現在まで測定した試料は全試料の約 1

/3 (22サンプル)である.今回の結果を繊維長分布と

して図 1に示した.図からも明らかなように長さが0.5

け

0

0

0

@パ

F

U

A
斗

A

Q

U

(
 n =544 

。
0.2-0.5 0.5-1 1-2 2-5 5以上

繊維長 (μm)

図 1 TEMで観察されたアスベスト繊維の繊維長分布

-2μmの繊維は74%を占め，光顕法での繊維長の対象

である 5μm以上は1.4%にすぎなかった.言いかえれ

ば，今回の試料中のアスベスト繊維の約99%が5μm以

下であることになる.環境庁報告の大気中浮遊アスベス

トの繊維長分布2)においても，約90%が 2μm以下で

あった.

TEM法による結果を表 1に示してあるが， TEM法の

計数値を光顕法と同様に幾何平均を求めてみると，事務

室等居室 (n=13)が7.5f/L，空調械機室 (n= 7) 

が16.0f /L，外気 (n= 2)が11.3f/Lであった.

TEMによる室内アスベスト繊維数濃度についての

Burdettらの報告5)によると，建物内平均アスベスト繊

維数濃度は15f /Lを越えなかったこと，また，繊維の

同定の結果では 5μm以上の繊維状物質の大部分は非ア

スベスト繊維で，多くは硫酸カルシウム(石膏)である

としている.今回の調査結果では事務室等居室内のアス

ベスト繊維濃度は7.5f / Lと同程度であり，非アスベ

スト繊維の粒径域については測定しなかったが，アスベ

スト(主にクリソタイル)以外のものは硫酸カルシウム，

ケイ酸カルシウムが多く，次いでガラス繊維，ハロイサ

イトが存在していることが認められた.アスベスト繊維

の化学組成を検討した結果では， No.35の試料を除いて

全てが蛇絞石系のクリソタイル(温石綿)のみであった.

なお， No.35の試料はクリソタイルの他に角閃石系のア

モサイト(茶石綿)が認められた. (写真4) 

③ 光顕法濃度と電顕法濃度の比較

今回の試料60のうち，光顕法及び電顕法によるデー

ターが得られたのは22サンプルであった.光顕法のデー

ターは対数正規型の分布を示したので，数値を対数値に

変換し，電顕法の数値との単純相関を求めてみた. (図

2 )，相関係数は r=0.397となり危険率は10%以下で有

::? 300 

" 250' 
~ 200-
t凶
穂 150'
{同
震 100
尊属
電量 5 

壁。
制

• 
r =0.397 (n =22) 

0.4 -0.2 0 0.2 0.4 
光学顕微鏡測定濃度 log( f /L) 

図2 アスベスト繊維濃度の光顕法と電顕法の相関関係

0.6 

意ではなかった.環境庁の報告2)でも同様な解析をして

いるが，両方法聞の相関はほとんど認められないとして

いる.今回の結果から計測網目数を増加したことは，両

測定値の関係を多少密接にしたものと思われる.また，

光顕法と電顕法では，その使用倍率から対象となるアス

ベスト繊維サイズが異なるのは当然である. したがって，

仮りにアスベスト繊維の長さ 5μm以上の測定値につい

て光顕法がどの程度の信頼性を持っかを検討するには，

TEMの倍率を2000倍にして光顕法の判定基準である 5

μmのアスベスト繊維を計数する試みも一方法と考えて

いる.

最後に今回の調査で観察されたアスベストのうち，試

料 No.11， 17， 25， 35の電子顕微鏡像とその繊維の

EDXスペクトルを写真 1-4に示し，試料 No.17， 35 

の光学顕微鏡像を写真 5に示した.

まとめ

今回，都内の20ピルの室内空気中アスベスト繊維につ

いて調査の結果，以下の知見が得られた.

(1) 光顕法による繊維数濃度としては，幾何平均値で

事務室等が0.89f /L，空調械機室が1.04f/L，外気

が0.63f /Lと作業環境の評価基準値の 1/500-1 / 

10000，また WHOの室内空気中濃度の報告値に比べ 1

/10程度であった.

(2) 電顕法の観察から，調査試料中のアスベストの繊

維は微小粒子が多く，約99%が5μm以下の粒径域に分

布していた.

(3) 今回実施した電顕法は計測に長時間(1サンプル，

6-7時間)を要するが，少ない試料からもアスベスト
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の同定が可能であり，観察網目数を増加したことで測定

精度を高めた.

(4) TEM-EDX分析より，アスベスト繊維以外の繊維

状物質として硫酸カルシウム，ケイ酸カルシウムが多く

みられた.

(5) 光顕法と電顕法による測定値の相関性は，今回 r

=0.397 (n =22， P <0.1)を得たが，標本の作成方法

の違い，計数可能な粒子の粒径範囲の違いにより相関は

低いと考える.

謝辞今回の調査で電子顕微鏡の測定について御指導，

御助言をいただいた労働省産業医学総合研究所，神山宣

彦氏並びに当所生活科学部，荻野周三氏に感謝の意を表

します.

(本調査は昭和62年度東京都アスベスト問題プロジェ

クトの一部として実施し，その概要は日本公衆衛生学会

第47回大会1988年9月で発表した)
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試料 No.11の電子顕微鏡像 (X36，000) 

向上 EDXスペクトル

写真 1 



試料 No.17の電子顕微鏡像 ( X3，600) 

向上 EDXスペクトル

写真 2 



試料 No.25の電子顕微鏡像 (X21，600) 

向上 EDXスペクトル

写真 3 



試料 No.35の電子顕微鏡像 (X2，600) 

向上 EDXスペクトル

写真 4 



試料 No.17の光学顕微鏡像 (矢印40μ)

試料 No.35の光学顕微鏡像 (矢印 5μ)

写真 5 
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数して，加湿水中の細菌数 (cfu/ml) を求めた.

4 )供試細菌の培養法

供試細菌は大腸菌 Escherichiacoli IFO 3301およびセ

ラチア Serrl品抑制arcescens(臨床分離株， )II~天堂大学よ

り分与)の 2菌種である.菌液はニュートリエントブロ

ス NO.2(OXOID社)で10時間前培養菌液 1mlを新し

い培養液に接種し，その 4時間培養菌液を希釈調整して

実験に供した.浮遊細菌検出用の培地は，大腸菌はデソ

キシコレート寒天培地(栄研化学)，セラチアは普通寒

天培地(栄研化学)を用いた.なおセラチアについては

実験前にあらかじめ KingA培地(栄研化学)を用いて，

30.C， 24時間培養し色素産生能を確認した.

1 エリミホルダー 2 :振動子 3 :電磁弁入口

4 :接続コード 5 :排水管 6 :オーバーフロー管

7 ヒートシンク(放熱板)

図l.超音波加湿器の構造

ブースヲーファン

玄fZ.1i冨Eヨ

超音波式加湿器

。
由
同

ftli冨毘司

H EPAフィ)(.，タ

補給加湿水

図2.実験装置図
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超音波加湿器の細菌汚染に関する実験的研究

狩野文雄*， 加納嘉子*

Experimental Study of Bacterial Contamination in Ultrasonic Humidifier 

FUMIO KANOHキ andT AKAKO KANOH * 

Keywords:超音波加湿器UltrasonicHumidifier，細菌検査 Bacterialtest，セラチア Serratiamarcescens，残留塩

素residualchlorine，殺菌作用 bactericidalaction 

緒扇

冬季に室内空気の湿度を高めるために使用されている

加湿器は，その構造上空気中の粉塵や微生物などの汚染

を受けやすく，加湿水が空気中の粉塵や微生物などに汚

染されると加湿とともに室内に細菌を飛散させる可能性

があると指摘されている 1)2) 今回我々は，空気調和機

の系統内に組み込まれて使われる超音波式加湿器を用い

て，加湿水からの細菌の飛散，並ぴに室内浮遊細菌の加

湿水への移行および加湿水中の細菌数の変動などについ

て，モデル実験を行った.その結果，加湿器による室内

空気の細菌汚染の程度とその汚染機構について若干の知

見を得たので報告する.

実験方法

1.実験機器

図 1に示した超音波式加湿器(空調機用，

WM-ENS1200タイプ)を用いて実験を行った.図の右

側のユニットがコントロール水槽であり，フロート

スイッチが電磁弁を作動させ，加湿水の水位を一定に調

2.実験方法

1 )実験装置

実験に当たり，吸入空気中に浮遊する細菌を除去する

目的で，図 2に示した実験装置を作成した.すなわち室

内空気を吸入口からブースターファンによって吸引し，

HEPAフィルター(集塵効率:99.99%， 0.3μDOP， 

圧力損失:25.4mm H20以下)を通過させて無菌の清浄

空気として実験ダクト内に供給した.なお吸引空気量は

ファン後方のダンパーにより実際の空調機内で加湿器が

稼動する時の風速2.5m/s(風量675m3/h)に調整した.

2 )実験装置の殺菌法

実験にさきだって装置内の殺菌を行った.消毒用エタ

ノールを湿した脱脂綿により加湿器の内部および外部，

ダクトの内部を拭いた.ふきとり後， HEPAフィルター

で無菌化した空気で装置内部をパージさせて，アルコー

ルを気化させた後，実験を開始した.

3 )浮遊細菌および加湿水の細菌数の測定3)

浮遊細菌はダクトの吹き出し口に設置した気中細菌サ

整している.左側のユニットは加湿器の霧化水槽であり， ンプラー(柴田科学器械 IP-30L)によって採取した.

内部に装填された振動子が超音波を発生し，加湿水を霧 加湿器とサンプラーとの距離は1.7mとした.サンプ

化する.なお今回の実験で加湿水に生理食塩水を用いた ラーの吸引空気量は30l/minであり，吸引時間は加湿

場合は，加湿水槽(内容積392ml，面積130cm2
) へはサ 水の細菌数に応じて調整した.実験後，浮遊細菌を採取

イホンによって，水道水を用いた場合は，加湿器の給水 した普通寒天培地(栄研化学)を30'C，24時間培養し，

口と水道栓を接続させて給水した.空気はエリミネータ 培地上に生育したコロニー数(以下 cfu.と略す)をカ

後方の吸い込み口から内部に直接導入され，霧化された ウントして，吸引空気量で除して，浮遊細菌数 (cfu/l，

水滴とともに，エリミネータ上方の吹き出し口から放出 cfu/m3) を求めた.一方，加湿水中の細菌数は，標準

される.空気中に水分として放出される霧化量は，標準 寒天培地(栄研化学)を用いて混釈培養法により測定し

稼動の時，20ml/minである. た. 30'C， 24時間培養し，培地上に生育した指標細菌で

あるセラチアと大腸菌の赤色の定型的コロニーのみを計

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 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， 169 Japan 
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5 )加湿水中からの細菌飛散実験

加湿水中に指標細菌の一定量菌液を添加し，加湿器を

稼動させ空気中に飛散してくる細菌数を測定した.すな

わち種々濃度の菌液を調製して加湿水に加え，加湿器を

稼動させ，一定時間毎に加湿水を無菌的に採取して菌量

の増減をチェックするとともに浮遊細菌を気中サンプ

ラーによって採取し，浮遊細菌数を測定した.

6 )浮遊細菌の加湿水移行実験

室内浮遊細菌が加湿水中にどの程度移行するかを調べ

るため，ネブライザーを用いて実験装置内に一定濃度の

細菌を飛散させて，一定時間毎に加湿水中の細菌数を測

定した.浮遊細菌として，セラチアを用いた.

ネブライザーと加湿器の配置を図 3に示した.両者の

距離は，あらかじめ蒸留水を噴霧して水滴の飛散距離を

測定して設定した.すなわち 1: 3の割合で混合した色

素エオシンとタルクの粉末をろ紙に塗布し，これをダク

ト内に一定距離間隔に置き，噴霧実験を行い，水滴が直

接加湿器の内部に入らない距離(ろ紙に赤色の水滴跡が

生じない)を求めた.今回の条件では1.lmであった.

ネブライザーは，50ml容量の褐色瓶を用い，二速球に

より圧縮空気を送風した.噴霧回数は 1-2回/分とし，

噴霧液の減少量を噴霧回数で除して， 1回の噴霧菌数を

計算した.加湿水は，滅菌生理食塩水をサイホンにより，

水道水は直接水道栓に接続して給水させた.

7)加湿水中の細菌数増減実験

加湿器を通常状態で稼動させた時，加湿水中の細菌数

がどのように変動するかを調べた.すなわち，加湿水槽

に一定菌数のセラチアを添加して，加湿器を稼動させ，

一定時間毎に水中の細菌数を測定した.加湿水の補給は

上記の方法により行った.

8 )加湿水中の残留塩素濃度および温度測定

加湿水として補給される水道原水および加湿器を稼動

させた後の加湿水(水槽中)の残留塩素濃度を，オル

ト・トリジン比色法により測定した.また，水温を加湿

器稼動後，経時的に温度計により測定した.

実験結果

1 )加湿水からの細菌飛散実験

加湿水中の細菌数と空中浮遊細菌数との関係を，図 4

に示した.今回の気中サンプラーの測定条件では，加湿

水中の細菌数が，1Q3-104cfu/mlになると，空気中に

浮遊細菌が検出された.空気 1m3当たりに換算すると，

気中菌数は，1Q2-103cfu/ m3で、あった.図 4の直線を

外挿し，浮遊細菌が検出される限界菌数を 2菌種で比較

してみると，大腸菌では加湿水の菌数は1Q3cfu/mlの

オーダーであり，セラチアでは1Q2cfu/mlのオーダーで

あった.すなわち菌の種類により飛散の程度が異なる結

果が得られた.特にセラチアの場合，加湿水中の細菌数

が104cfu/ml以下でも飛散細菌が検出され，大腸菌に比

べて飛散しやすいことがわかった.従って，以下の実験

結果はいずれもセラチアを用いたものである.

2 )浮遊細菌の加湿水移行実験

空中浮遊細菌が加湿水中へどのように移行するかを調

べた結果を図 5に示した.ネブライザーの噴霧細菌数を

二段階にして，移行実験を行った結果，浮遊細菌数に比

例して加湿水槽中の細菌数が多くなることがわかった.

すなわち，一回当たりの噴霧菌数を， 2.3X1Q7cfuにし

.:2:1'1冨1m クリ}ンベンチ

援なお、皐7ライザーと気中細薗サシプヲーの
距措置調盤は、ネプライザーを風下側にずらす
ことによヲて行ヲ血.

図3.実験装置図(細菌噴霧実験)

「ーピー---------ー-ー可

! 補給加盟はit i 
1/ー一ーーーーーーー・ 3 
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に保たれた.次に滅菌生理食塩水の代わりに水道水を加

湿水として補給し，噴霧菌数が1.3X10
7
cfuの場合， 30 

分経過後の加湿水の細菌数は6.5cfu/mlとなり，その

後も10cfu/ml以下の一定レベルに保たれた.

3 )加湿水中の細菌数増減実験

加湿水に一定量のセラチアを添加し，加湿器を稼動さ

せて加湿水中の細菌数の変動を調べた結果を，図 6にま

とめて示した.図の中で，点線は加湿にともなう霧化に

よって減少する細菌数を希釈の項として微分方程式を計

算したものである.すなわち，時間 tにおける水槽中の

た場合，経過時間15分から加湿水中に2.5X102cfu/ml

の細菌が検出された. しかしそれ以後，加湿水中の細菌

数はほぼ同レベルを維持した.噴霧菌数を 1オーダー下

げた場合，すなわち， 8.1X10
6
cfuでは，経過時間30分

より，加湿水中に5.8X10cfu/mlの細菌が検出され，

その後，菌数は 1オーダー増加し， 90分まで一定レベル
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全菌数 (cfu)Mと1ml当たりの菌数 (cfu/ml) Nとは，

それぞれ次の式で表すことができる.

αα  
---~ 一一回

M=NoVXe ヲ-'， N=NoXe v' 

ただし，ここで， No:添加菌数 (cfu/ml)，t 時間

(分)， V :水槽体積 (ml)，α:霧化量=給水量 (ml

/min)である.

図6に見られるように，霧化による細菌数の減衰直線

に比べて，実測した細菌数の減少率は，いずれの場合と

も高かった.ちなみに，生理食塩水の場合，最小二乗法

で直線の傾きを計算すると， lnN=ll.4一o.108tとなり，

計算値 lnN=11.4-0.05ltよりも勾配が約 2倍急となっ

た.一方，水道水の場合では，最小二乗法が適用できな

かったが，経過時間60分で両者を減衰率で比較してみる

と，以下の式となった.すなわち，細菌数減衰率 Z

(% )は， Zoを最初の添加菌数 (cfu/ml)，Zlを時間 t

における菌数 (cfu/ml) とすると， Z =100-Zl/ZO 

X100となる.時間 tを60分にした時，生理食塩水では

53.5%，水道水では， 74.6%となって，水道水の方が減

衰率が高かった.

5 )加湿水の残留塩素濃度および温度変化

加湿器を稼動させながら，一定時間毎に残留塩素濃度

と温度を測定した結果，水道原水の塩素濃度が遊離，結

合型とも O.lmg/1であったものが， 30分経過後では，

0.05mg/1 以下となり，それ以後90分まで一定レベルで

あった.一方，水温は，原水が18
0Cであったが，加湿水

槽内ではヒートシンクからの発熱により，急激に温度上

昇し， 15分後には26SCとなり，それ以後は，一定レベ

ルに安定した.

考察

1 )加湿水からの細菌飛散について

加湿水槽中の振動子によって発生した1.7MHz (80W) 

の超音波は，平均粒径 1ミクロン前後の水滴を発生させ

る4) この加湿器内に生じた霧(水滴)が空気の流れに

運ばれて空気中の水分量を増し相対湿度を上げる働きを

する.もしその時，水中に細菌が含まれていれば水滴と

ともに空中に飛散されることになる.今回の実験結果で

は飛散する細菌の気中菌数は加湿水中の細菌数に直接比

例して増加することがわかった. したがって加湿器の維

持管理に当たっては，加湿水中の細菌数を極力低くおさ

えることが重要である.

我々が過去に行った調査5)や他の一般の事務所ピルな

どの調査報告6)によれば，人の居住する普通室内での平

均浮遊細菌数は約O.lcfu/l，空調系統のフィルタ一通

過後の下流側では約O.Olcfu/1であった.これを空気 l

d当たりに換算すると，室内の浮遊細菌数は約102cfu/

d，空調系のフィルター通過後は10cfu/m3となる.

従って加湿器によって飛散される細菌数を10cfu/m3以

下に維持することが，空気の清浄化の面から望ましいも

のと思われた.本実験に用いた 2菌種ではセラチアが大

腸菌に比べ，水槽中の菌数が少なくても飛散しやすかっ

たので，セラチアの加湿水中菌数の値を外挿して調べて

みると，10-102cfu/mlとなり，危険率を見込んでも，

加湿水の細菌数を10cfu/ml以下のレベルに保持してお

けばよいことがわかった.

2 )浮遊細菌の加湿水移行について

加湿水は補給する水道原水の微生物汚染の他に，空中

の微生物の汚染をこうむる.今回我々が検討した結果で

は，図 5の実験結果に見られるように，加湿水へ移行す

る細菌数は空中の浮遊細菌数に直接的に依存することが

わかった.加湿器の構造から，空中浮遊細菌の加湿水へ

の取り込み機構は 2種類あると考えられる.すなわち吸

引された空気が加湿水面上で接触する際に浮遊細菌が取

り込まれる機構と加湿器内の壁部分で結露した水が浮遊

細菌を水滴内に取り込み，この水滴が加湿水に滴下して

加湿水を汚染する機構とが考えられる.今回一定時間毎

に加湿水中の細菌数を追跡した結果では，加湿器の稼動

直後 (15-30分)の早い時期から細菌が検出されており，

その後は経過時間にともなう加湿水中の細菌数増加は観

察されなかった.菌数が一定のレベルに保たれていたの

は，間欠暴露した浮遊細菌が加湿水へ継続的に取り込ま

れていることを示唆している.加湿水中の菌数増加が見

られなかったのは，取り込まれた後，細菌が超音波によ

る作用を受けて殺菌されていることが推測され，取り込

みと殺菌との 2つがバランスして，見かけ上一定レベル

に保たれたものと推定された.さらに水道水を加湿水と

して用いた方が検出された細菌数が少なかったのは超音

波の殺菌作用の他に水道水中の残留塩素による殺菌作用

が加わったためであろう.また加湿器と同じ位置での浮

遊細菌数は，噴霧細菌数が2.3X107cfuの時は17cfu/1

であった.これを文献に引用されている普通室内での浮

遊細菌数 (102cfu/m3
) と比較すると， 1.7X104/102= 

170となり，今回の実験条件は室内空気の浮遊細菌数の

170倍ということになる.すなわち今回の結果はかなり

多量の細菌浮遊液を噴霧した実験下での成績であり，一

般の室内および普通に管理された空調系統では実際はこ

のような高濃度の細菌汚染を受けることはないものと思

われる. したがって実際の稼動状態での浮遊細菌の加湿
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水への移行は考えられるものの，その数は少ないものと

思われた.

3 )加湿水中の細菌数変動について

加湿水中の細菌数は，計算から予測された減衰率を上

回って減衰した.今回の実験から，加湿水中の細菌数の

減少に，飛散および補給水により希釈される効果と超音

波による殺菌効果のどちらがより効果的に作用したかに

ついては明らかではない. しかし加湿水に細菌が補給さ

れない限り細菌は減少することが確かめられた.ところ

で，超音波は細菌に対して機械的破壊作用と酸化作用を

持つことが知られている7) それらの詳細な機構は不明

であるが，細菌数の減少率は生理食塩水より水道水の方

が高かったので，それらの効果に加えて残留塩素の作用

が細菌減少に有効であることが推定された.

加湿水の残留塩素濃度は加湿水槽内では時筒とともに

減少する傾向のあることが認められた.超音波振動子に

よる発熱による影響を受けたものと思われた.一般の水

道水に比べてタンク水使用の水道水では，一般細菌以外

の耐塩素性の従属栄養細菌が棲息しており， 102-103 

cfu/mlオーダーの菌が検出されている8) 今後は，そ

れら原水由来の細菌汚染をどのようにコントロールして

いくかが加湿器の衛生管理上から問題となろう.さらに

加湿器が設置された場所のコンディションや非稼動時で

の維持管理などが問題となってくる.一般家庭で使用さ

2.加湿水から飛散する浮遊細菌数は，加湿水中細菌

数に依存する.そのため加湿水の菌数を102cfu/ml以下

にコントロールすることが重要である.そのためにはタ

ンク水より水道水の方が望ましいものと思われる. もし

タンク水を使用する場合には，給水口の前に原水の除菌

対策が必要であろう.

3.加湿水中に捕捉された細菌は超音波の殺菌作用も

加わって減少し，細菌数は一定のレベルに保たれたので，

通常の稼動状態での細菌増殖はあまり起こらないものと

思われた. しかし加湿器を長期間使用しない場合や，設

置場所のコンデイションの良し悪さによっては，細菌に

よる汚染度は高くなる可能性も考えられる.従って非稼

動時では，加湿水槽を空にして機器自体の汚染を防ぐな

どの対策が必要であろう.

謝辞本実験にあたってのウェットマスター(株)

研究室の山田重仁氏の多大の御協力に深謝します.
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貸しおしぼりの洗濯消毒方法についての検討

狩野文雄へ小山勉良 へ 加 納 嘉 子 *

Study ofMethods for Cleaning and Disinfection of Rental Wet Towel 

FUMIO KANOH *， KATSUYOSHI KOY AMA * and T AKAKO KANOH * 

Keywords:貸しおしぽり rentalwet towel，洗濯消毒法 methodsfor cleaning and disinfection，次亜塩素酸ナト

リウム Sodiumhypochlorite，電子レンジ m1crowaveoven 

緒百

貸しおしぼりの衛生的な洗濯処理およびその使用後の

回収方法などに関する厚生省通達「おしぼりの衛生的処

理等に関する指導基準1)J (以下指導基準と略す)がな

されて以来，各おしぼり業者で様々な努力がなされた.

その結果それらの衛生確保については一時期に比べて著

しく改善されてきている.今回都内の某クリーニング業

者からおしぼり検査の依頼とその洗濯方法についての相

談を受けた.当業者のおしぼりは某旅客鉄道(株)が旅

客サーピスの一環として乗客に提供しているものである.

使用後は速やかに回収され， 24時間以内に洗濯処理工場

へと配送される.当初，食堂車では使用していないこと

から，指導基準のあまり汚れのないおしぼりの洗濯方法

に準じた指導を行った. しかし，その後夏季において付

着細菌数の増加傾向が見られたので一部洗濯処理方法の

見直しおよび竹内らの報告2)を参考にして，使用ずみの

回収品(以下損品と略す)に付着した汚れと細菌を減少

させる種々の洗濯方法を試みた.以下検討結果について

報告する.

検査方法

1 )検体の採取

昭和61年4月から63年4月までの期間に当所に搬入さ

れた検体中，洗濯後の検体は，図 1の洗濯工程の包装後

から，製品は加熱処理後のものから無作為に採取したも

のである.損品は駅から工場へ回収されたものの中から

それぞれ無作為に採取した.期間中に搬入された総数は

57枚，内訳は洗濯後検体28枚，製品13枚，損品16枚で

あった.

2 )洗濯および消毒処理方法

洗濯は自動洗濯脱水機 WE皿-30V(アサヒ製作所)

を用いた.当該機種の標準負荷量は29kg，おしぼりの

枚数に換算すると約960枚であるが，実際は900土50枚で

洗濯を行った.洗濯方法はマイコン制御のプログラムを

変更し，図 1に示す各方法で、検討を行った.使用洗剤は

非イオン系中性洗剤ランエース LP(花王)で，助剤は

メタ珪酸ナトリウム 9水塩(旭電化工業)を自動投入式

で添加した.漂白および消毒は， 12%濃度の次亜塩素酸

ナトリウム液(鶴見ソーダ)の原液を希釈調整して，本

洗およびすすぎ 2回目に手動投入方式で添加した.図 l

の洗濯工程中排水後に中間脱水を行った箇所を*で示し

ている.また製品になる前の最終処理工程として電子レ

ンジによる加熱処理を施した.加熱条件は庫内の製品が

70.C以上に上昇する設定時間で処理した.今回の実験で

はおしぼり 48枚，初期温度25.Cの場合， 10分間であった.

3 )細菌試験3)

採取した検体について，指導基準に準じた細菌試験を

実施した.一般細菌は標準寒天培地(栄研化学)を用い

た混釈培養法によった.大腸菌群は BGLB液体培地

(栄研化学)であらかじめ推定試験を行い，大腸菌群陽

性のものについてはさらに確定試験を行った.すなわち

大腸菌群陽性を示した BGLB培地の 1白金耳を EMB培

地(栄研化学)で分離培養後，生育した集落についてエ

ンテロチューブn(日本ロッシュ)を用いて菌手重を同定

した.黄色ブドウ球菌は 2%卵黄添加マンニット食塩培

地(栄研化学)を用いて分離したコロニーについて API

STAPHシステム(アスカ純薬)を用いて同定した.ま

た2%卵黄添加 NGKG培地(日水製薬)上に生育した

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo M巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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B.新36方式
10分 5分 6分， 3分 3分

~--ITTê"l~白司子1 TTfi'I~1 'e1 ~ Ix直面一製品

湯(70.C) 湯(60.C) 水菜水 道完
洗剤

十助剤 auCl 震

C. 34方式

5分 10分 3分各3分 3分 10分

EE-EE-EEJLEE7EEJLEE忍匝画一製品

湯(60.C) 湯(70.C) 湯(60.C) 水水水 濯体

+洗剤+洗剤 +NaOCl 採 後
十助剤+助剤 取

+ NaOCl 
図1.洗濯消毒処理工程図

レシチナーゼ反応陽性のやや湿潤した粗型のコロニーを

芽胞菌として計数した.

4 )排水の遊離残留塩素濃度測定

指導基準に定められた洗濯工程中の遊離残留塩素濃度

をチェックするために，洗濯機のすすぎ排水についてオ

ルト・トリジンによる比色法を用いて遊離残留塩素濃度

を測定した.検体採取はすすぎ 2回後の排水より行った.

5 )統計処理

洗濯消毒処理の各種方式と洗濯後検体の一般細菌数と

の関係を明らかにするために，分散分析の手法を用いて

解析した.すなわち各要因についての一元配置分散分析

表を作成し， F一分布表により得られた結果について統

計的有意性を検定した.

結果

1 )損品の一般細菌数および芽胞菌数

表 1に全期間を通して見た損品の一般細菌数，芽胞菌

数および大腸菌群，黄色ブドウ球菌の検出状況を示した.

夏季冬季を問わず，一般細菌数は105個/枚を超えて多

かった.次に図 2に損品の一般細菌数と芽胞菌数の分布

状況を示した.図を見ると夏季 (6月から10月)と冬季

(11月から5月)における両者の細菌数の分布状況には

あまり差が見られないことがわかった.損品の一般細菌

数は夏季の幾何平均値が4.4X107個/枚，冬季が6.2X

106個/枚となり平均値で夏季の方が 1オーダー多かっ

た.一方，損品の芽胞菌数は，夏季が8.0X105個/枚，

冬季が3.3X104個/枚と一般細菌数よりもそれぞれ 2

オーダー少く，季節聞では一般細菌と同様，夏季が冬季

よりも多かった.なお損品の保管期間の違いにより付着

細菌数に変動が見られることから
2)，今回は回収されて

3日以内に検査したものの結果である.以上の結果，損

品に付着している一般細菌数は年聞を通じて幾何平均値

で106-107個/枚であり，夏季と冬季であまり差が見ら

れないことがわかった.

2 )大腸菌群および黄色ブドウ球菌の検出率

表 2に損品および製品からの両菌の検出率を示した.

製品と洗濯後検体からは大腸菌群，黄色ブドウ球菌のい

ずれも検出されなかったが，損品からは両者とも検出さ

れた.また冬季に比べ夏季に検出率が高かった.表3に

検出された大腸菌群の菌種と検出率を示した.損品の主

な菌属は Klebsiella属，Enterobacteγ属であり，夏季の 1
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表1.損品の付着細菌数と各菌の検出状況

採 取 年 月 61.5 6 7 8 9 10 11 12 

一般細菌数 3.6X105 2.5X107 4.0X105 8.0X108 3.6X108 1. 2 X 105 1.4 X 106 7.2X104 

芽 胞 菌 数 9.0X103 1.4X105 5.7X104 3.7X107 1.0X106 1.0X103 1.0X103 

大 腸 菌 群 検出せず 検出 検出せず 検出 検出 検出せず 検出せず 検出せず

黄色ブドウ球菌 検出せず 検出 検出せず 検出せず 検出 検出せず 検出せず 検出

採 取 年 月 62.2 4 6 7 8 9 63.1 4 

一般細菌数 7.8X109 5.1X106 1. 7X1010 1.3X106 1.3X108 6.1X108 2.5X105 1.0X109 

芽 胞 菌 数 7.2X106 3.1X104 1.9X106 1.0X105 1.9X106 1.5X106 1.3X 105 1. 6 X 105 

大 腸 菌 群 検出 検出 検出 検出せず 検出 検出 検出 検出

黄色ブドウ球菌 検出せず 検出せず 検出せず 検出せず 検出 検出 検出 検出せず

. 
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表 2.大腸菌群および黄色ブドウ球菌検出率

¥々 と 大腸菌群 黄色ブドウ球菌

夏季 冬季 夏季 冬季

損 検出枚数 6/9 4/7 4/9 2/7 

ロロロ 検出率(%) 66.7 57.1 44.4 28.6 

製 検出枚数 0/29 0/14 0/29 0/14 
口口口 検出率(%) 。 。 。 。

• 
表 3.大腸菌群の菌種および検出率(損品)

検出枚数/試料数検出率(%)分離された菌種名

冬季

(11-5月〉

夏季

(6-10月〕

図2.損品の付着細菌数の分布

冬季

(11-5月)

夏季

(6-10月〕

6.3 

18.8 

31.3 
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1/16 

3/16 
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1/16 

1/16 

Klebsiella pnωmoniae 

Klebsiella oxytoca 

Enterobacter cloacae 

Eηterobacter aerog，酢~es

Serratia liquefaciens 

Escherichia coli 
且夏季(6-10月〉
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図3.洗濯後検体の付着細菌数の分布
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検体からのみ Escherichiacoliが検出された.損品の黄色

ブドウ球菌の検出率は大腸菌群に比べて低かったが，季

節に関係なく検出された.分離した黄色ブドウ球菌はす

べてコアグラーゼ試験は陽性で， API STAPHシステム

キットにより ，Stathylococcus aureω と同定された.

3 )洗濯後検体の一般細菌数および芽胞菌数

図3に全期間に採取した洗濯後検体の一般細菌数の分

布状況を示した.検体数は少ないが1年の内，夏季と冬

季とで細菌数の分布状況が異なることがわかった.すな

わち夏季の方が一般細菌数が多く， 105個/枚を超える

ものが61年では夏季で14枚中 5枚，冬季で 6枚中 1枚で

あった.その後，下記の洗濯消毒処理方法の検討結果を

もとに一部方式を変更したことにより，一般細菌数が
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表4.洗濯処理方法と一般細菌数との関係

一般細菌数個/枚

遊離残留塩素220ppm以下 遊離残留塩素220ppm以上ιじ竺 加熱処理有 加熱処理無 加熱処理有 加熱処理無

3.5X104 3.5X105 

A. 36方 式 5.3X103 4.7X105 

7.0X102 1.6 X 104 

3.9X104 5.3X104 1.0X102 2.0X102 

B.新36方式
1.7X103 4.1X104 2.0X103 1.0X102 

3.7X103 1.6X105 2.0X102 1.2X104 

7.1X104 

C. 34方式
4.3X103 1.3X104 

8.2X103 1.1X104 

ただし，検体は夏季 (6月から10月)のみから採取した

105個/枚を超えたものは，62年以降は夏季では 5枚中

1枚，冬季では 0枚となった.一方，表には示さなかっ

たが，芽胞菌数は全期間を通じて103個/枚以下であっ

た.

4 )洗濯消毒処理方法と一般細菌数との関係

表4に61年夏季に実施した洗濯処理方式と洗濯工程後

と加熱処理工程後より採取した検体の一般細菌数との関

係を示した.洗濯方法は図 1に示した 3方式であり，消

毒処理方法の有効性は，すすぎ 2回目の遊離残留塩素濃

度の実測値の増減で比較した.消毒に有効な塩素濃度

(250ppm)を保持するために次亜塩素酸ナトリウム投

与量をどの程度にしたらよいか検討した結果を図 4に示

した.ここの実測塩素濃度はすすぎ 2回目の排水で調べ

た結果である.なお，従来の36方式では，本洗 1，すす

ぎ1の割合で投与していたが，新36方式では本洗 1，す

300 
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図4.消毒剤の投与量と遊離残留塩素濃度

L
一一ー

すぎ 2の割合に増やし，その方が消毒に有効であること

がわかった.実測された遊離残留塩素濃度は220ppmを

境にして以下の群と以上の群とで比較した.それととも

に電子レンジ加熱処理を行ったものと行わないものとで

比較した.分散分析は一般細菌数を log変換した値

[loglO (生菌数))で計算し，各要因についての有意性

を検討した.表 5に各要因聞の分散分析表を示した.表

に見られるように洗濯方式問，すなわち36，新36方式と

34方式との聞で 5%危険率で有意の差が認められた.ま

た遊離残留塩素濃度聞では， 220ppmを境にして 1%危

険率で有意な差があることが認められた.さらに加熱処

理問で 1%危険率で有意な差が認められた.

ト一一一一一一管理基憩値一ー

を 10'~ ・一六
恩 I " 
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蜘
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録取年月

図5.製品の付着細菌数の年間変動

5 )製品の一般細菌数の年間変動

当該業者のおしぼりは旅客に提供される前に必ず加熱

処理されているが，そのおしぼりの一般細菌数の年間変

動を図 5に示した.61年の夏季に若干多かったが，上記

の検討結果にもとずき，最適な条件で洗濯消毒処理を

行った結果，それ以後は夏季と冬季のいずれとも，一般
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表 5.各要因問の分散分析表

要 因 偏差平方和 自由度 分散 分散比

4.59* 

確率

方 式 間 2.38 2 1.19 p<0.05 
群 内

/ニι」 体

1.56 

5.72 

90.26  

11 

要 因

塩素濃度間

群 内

ノゴ」ユ 体

要 因

加熱処理問

群 内

ノニ~ 体

偏差平方和

7.22 

2.73 

9.94 

偏差平方和

4.81 
4.11 

8.92 

自由度

12 

13 

自由度

12 

13 

細菌数を1.0X102個/枚のレベルに保つことができた.

考察

貸しおしぼりの衛生確保のためには，汚れの度合に応

じた適切な洗濯方法と塩素消毒が行なわれなければなら

ない.そのためには使用済みおしぽりの汚染程度，すな

わち付着細菌数と細菌の栄養源である有機物質の量を把

握し，それに対応した洗濯機の選択および洗濯方法と消

毒処理等が適切に行なわれてはじめて衛生的なおしぼり

の確保が可能となる.おしぽりの衛生管理において，こ

れらは種々な要因で相互に関係しているばかりでなく，

それらの適不適がおしぼりの品質に直接影響を及ぼして

くる.今回我々が過去2年間に渡って，実際のおしぽり

洗濯工場からの検体を用い，また洗濯現場で洗濯方法に

ついて検討を行った結果，以下に示したいくつかの管理

点が重要であることがわかった.

1 )損品の回収および洗濯方法について

おしぼりは使用後速やかに回収され24時間後には洗濯

工場へと配送されてくる.それらはただちに洗濯される

わけであるが，回収曜日により多少保管期聞が延ぴるこ

ともありうる.損品は使用後も湿潤した状態のままで放

置されているので，その段階での細菌の増加が考えられ

る.そのためできるだけ阜く洗濯処理されることが望ま

しい.特に夏季では気温も高く，細菌増殖の好条件がそ

ろっており，洗濯処理までの時間を要する場合は，冷H音

F2g (0.05) =4.26 

分 散 分散比 確率

7.22 13.24 * * p<O.Ol 
0.55 

F¥2 (0.01) =9.33 

分 散 分散比 確率

4.81 12.87** p<O.Ol 
0.37 

F¥2 (0.01) =9.33 

所に保管するなどの細心の注意が必要となる.今回の検

査結果から当該おしぼり業者の回収後損品の一般細菌数

は夏季と冬季とで多少の変動はあったが，おおよそ106

から107個/枚であった.従って製品の指導基準をクリ

アーするためには，細菌数を 2-3オーダー減少させれ

ばよいことになる.

ところで，おしぼりの主たる汚れである人体からの分

泌物(汗，皮脂，垢)などは細菌の栄養源であるととも

に，蛋白質性の汚れが細菌を保護することともなり 4)5)，

まずそれらの汚れをいかに落とすかが塩素消毒効率の成

否を左右することになる. しかもそれらの汚れは夏季の

ほうが冬季に比較して数倍と多いため，今回我々は夏季

の洗濯方法について検討した.その結果夏季の洗濯方法

としては，遊離残留塩素濃度が220ppm以下の条件では，

36方式とそれの改良方式，すなわち湯温を70.Cとし，す

すぎ 2回目の時間を 6分と長くした新36方式よりも本洗

を2回とした重複方式 (34方式)の方が除菌効果におい

て優れていることがわかった.すなわち本洗を 2回行っ

て蛋白質性の汚れを落とすことの方がその後の塩素消毒

に有意の効果をもたらすことがわかった.

2 )除菌に有効な遊離残留塩素濃度について

今回消毒に使用した次亜塩素酸ナトリウムは従来より

洗濯物の漂白と消毒との両方の目的で使用されている.

本洗の潔白では洗濯物に付着している多量の有機物質の
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ために塩素が消費されてしまい，消毒としては有効に働

かない.すすぎ 2回後の排水について遊離残留塩素濃度

を調べた図4に見られるように投与量は同じでも実測さ

れる値は大きく変動している. (たとえば，次亜塩素酸

でも旅客に温かいおしぼりを提供することが目的であり，

殺菌を考えているものではない. しかしながら，今回あ

る程度の除菌効果が見られたことから，何らかの方法で

最終処理として加熱を行うことは有用で、あるものと思わ

ナトリウム液600mlの場合， 200-250ppm). ところで れた.

すすぎの水量は高水位で2101であるので，以下の式で

塩素投与量が計算できる.すなわち， X ml XO.12X 
1000 = 250ppm， X =437.5ml. すなわち有効塩素濃度
210 
を保持させるための投与量は450mlで十分であるが，夏

季ではそれの 2倍量に当たる900mlを投与する必要があ

ることがわかった.以上のように損品の回収状況や汚染

程度によって遊離塩素濃度は変動しているので，ある程

度の危険率を見込んで高自に設定しておく必要があろう.

以上の検討にもとずき，新36方式で、220ppm以上に塩素

濃度を保持させた結果，除菌効果が高まり， 34方式とも

差が見られなくなった.従って夏季の汚れのひどい時は

両者を併用して洗濯消毒処理し，細菌数を顕著に減少さ

せることができた.

3 )電子レンジ加熱処理効果について

最終処理の加熱処理は付着細菌数をかなりの程度減少

させることがわかった.すなわち洗濯および塩素消毒後

でもなお残存する細菌の多くは，かなりの傷害を受けて

いることから，電子レンジの加熱処理で容易に死滅した

ものと思われた.加熱による殺菌作用に加えて，洗濯物

に残留している遊離残留塩素が殺菌に有効に作用するこ

と，さらにマグネトロンの電磁波による分子振動作用の

直接的な細菌破壊による殺菌も考えられる.なお電子レ

ンジによる殺菌効果を滅菌インジケーター(栄研滅菌テ

スパーG，S) を用いて試験したが，結果は陰性で効果

は見られなかった.実際には電子レンジの使用はあくま

要 約

1，おしぼりの製品段階での一般細菌数を減少させる

ためには，すすぎ 2回目での遊離残留塩素濃度を有効濃

度 (250ppm)に保持させることが重要である.

2，洗濯方式中に損品の蛋白質性の汚れを十分に落と

す過程が必要であること，そのためには夏季では本洗を

2固にする重複方式が有効であった.

3，加温のために使われている電子レンジ処理による

除菌効果が認められた.

4，以上の結果にもとずき，洗濯消毒処理方式として，

夏季には新36方式と34方式を併用し，製品段階での一般

細菌数を年間を通じて1.0X102個/枚のレベルに保つこ

とができた.

謝辞本調査にあたり多大の御協力をしていただき

ました中央リネン(株)横浜工場の方々，なかでも中央

事業社の小川柳三郎氏に謝意を表します.
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Effects of a Dehumidifier on Mites and Fungi 

MIDORI YOSHIKA W AへTOMOAKIWAUKE* and SATOSHI MOROZUMI* 

Dehumidifiers were used to control mites and fungi in both a closed house， where they were kept running 

continuously for 2 weeks and cleaned at 2-3 day intervals， and 5 inhabited houses where they ran for at least 

10 hours a day for 2 months and the rooms were cleaned as usual. The residents in the inhabited houses 

where at least one person stayed at home almost all day were told to keep the test rooms closed continuously 

as long as possible and not hang wet laundry there. 

Mites were extracted by a floating-centrifuging method from floor dust which was collected weekly in the 

closed house and monthly in the inhabited houses. Fungi from floor dust in the closed house and fungi from 

both floor dust and air in the inhabited houses were collected at the same intervals as the mites， and were in-

vestigated by being inoculated on potato dextrose agar with chloramphenicol or with glucose. 

Large reductions of mites and fungi were found in the clos巴dhouse， whil巴 nochanges were found in the 

inhabited houses in which th巴 testrooms were sometimes open or we sometimes observed laundry haundry 

hanging. This data suggested that a house had to be closed for several days or several hours a day con-

tinuously in order for a dehumidifier to dry rooms enough and to cause a decrease of mites and fungi， other-

wis巴 noeffects appeared as shown in the inhabited houses目

Keywords : mites， fungus， fungal spore， dehumidifier 

Introduction under lower humidity than other kinds， cannot survive 

The mite Pyroglyphidae causes allergic asthma and under 50% R. H.9-11
) From these data， it seems reason-

rhinitis in humans by inhalation into the trachea and able to control mites and fungi simultaneously by keeping 

nasal cavity， and the mite Cheyletidae bites humans caus- lower humidity in an inhabited house. 

ing dermatitis when large numbers of these mites breed To use a dehumidifier is one way to keep humidity 

in a housel-4
). Furthermore， fungi such as Aspeγ'gillus， low in a house. However， for controlling these organ-

Altemaria， Cladosporium and Penicillil岬 talso cause aller- isms using the dehumidifier there is a few data such as 

gic asthma in humans the same way as pyroglyphid one of the authors who reported that mites decreased and 

mites; and most kinds of fungi can cause spoilage of var- dermatitis caused by Cheyletidae disappeared in a dual-

ious foods5ー 7) Breeding of these mites and growth of income family whose house was completely closed for at 

fungi have been reported to b巴 relatedto temperature least 10 hours every day during which time the de-

and humidity. Appropriate ranges are 20-30.C and humidifier was continuously used for a monthI2
). So th巴

56-90 % R. H. for mite breeding， and 5-40"C and 60-90 % authors investigated how the dehumidifier affects their 

R. H. for fungal growth8ー
10) Although the temperature reduction in an inhabited house where at least one per-

cannot act as a definitive factor in an inhabited house son stayed at home daily. The investigation was per-

since the range covers an area appropriate for humans， formed to se巴 1_changes of mites and fungi on floor 

humidity may be controlled in an inhabited house as surfaces while using a dehumidifier in a closed house， 

most mites and fungi， even pyroglyphid mites and such which was tested as a control， and 2 _ these and air-born 

xenophilic molds as Wallemia and Eurotium which grow fungal changes while running the dehumidifiers in 5 

*The Tokyo Metropolitan R巴searchLaboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 ]apan 
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houses wh巴reresidents led ordinary lives and at least 1/3 of the dust coUected from 1 m2
• This was well 

one person stayed at hom巴everyday. mixed with 50 ml of physiological saline to which Tween 

Materials and Methods 80 was added at concentration of 0.01% volume of the 

1. Investigation in a closed house saline. The above mixture was diluted 100 and 1000 

A dehumidifier for a room with 6 tatami.mats times each with the physiological saline. When dust 

(9.9m2
) was set in each of 3 rooms in an apartment weight was less than 50 mg， all dust was mixed with the 

house with a space of about 40 m2
， located on the 5th physiological saline keeping the concentration to 1 mg 

f1oor， 15 years after construction， in October 1985 in the dust per 1 ml of the saline 

Tokyo area. The apartment house had been closed for 3 One ml of the 100.factor dilution was inoculated 

years without inhabitants before this test was begun. both on the surface of potato dextrose agar (PDA) 

There were 2 tatami-rooms with 4.5 (A) and 6 (B) added chloramphenicol at concentration of 100μg per 1-

mats， and a kitchen (C) of PVC (Poly-vinyl Chloride) ml PDA， and on the surface of PDA added glucose at 

tiled floor. Two sections of 1 m2 in each room were concentration of 25% volume of PDA. The same proce-

selected for the test， such as a center section of 1 m
2 
and dures were repeated with the 1000-factor dilution. The 

a corner of 1 m2
• AII tatami-mats were changed to new inoculated media were kept at 25% for 7 days. Fungi 

ones， and w~ checked for the presence of fungal colonies were then identified and counted under a dissecting 

with our naked eyes and then all f100rs were cleaned by microscope， and then fungal numbers were calculated for 

a vacuum cleaner 1 day before our test was start巴d. 1 m2
. The real and logarithmic numbers were used as in 

Before starting to run the dehumidifier， dust sam- the mite test. 

ples were collected by a vacuum cleaner from a 1_m2 area 2. Investigation in 5 inhabited houses 

in 3 minutes in each room， inserting a core of porous Five houses， 3 apartments and 2 detached houses in 

paper into the distal end of the vacuum cleaner as a re- Tokyo Metropolitan， Kanagawa， Chiba and Saitama pre-

pository for dust collection. These samples were used fectures， were selected and a dehumidifier was placed in 

as“before". The dehumidifier started to run as soon as a room of a house in August through October in 1987， 

the first collection was finished. After this step， the where at least one person stayed at home almost all day. 

rooms were cleaned at 2-3 day intervals and water In each house， 2 rooms which had the same f100ring 

absorbed from the air into the dehur耐 if町 wasremoved materials and were about the same size (6 mats) were 

every day. One week after the first collection， the 2nd used for the test， 1 room with a dehumidifier and the 

collection was performed (1st week) ， followed by the other without. The f100ri時 materialswere tatami-mats 

3rd collection at 1 week after the 2nd (2nd week) . in 4 houses and carpet in one. The rooms with the de町

Each dust sample collected from 1 m2 was subdi- humidifiers were divided by motar wall round the rooms 

vided exactly into 3 by weight in order to investigate except for aluminum-glass windows shut off from the out-

mites， fungi， dust components and environmental condi- side in 5 houses and wooden doors from the next rooms 

tions in which only room temperature and humidity data in the all houses except house 3 which was divided by 2 

were used in this report. For the mite test， each dust fusumas (sliding wooden door) . Presence of fungal 

sample was mixed well with saturated NaCl and a drop colonies were also checked in these houses in the same 

of detergent， followed by centrifuging and then filtering manner as Investigation 1. 

the supernatant on a filter-paper. Mites on the paper Dust collection technique for mites was also the 

were identified und巴ra dissecting microscope. Mite same as Investigation 1. Before starting to run the de-

numbers were multiplied by 3 to calculate the number humidifier， dust was collected from 1 m2 of the center 

collected from 1 m2
• Those numbers were compared to section in each of 2 rooms in a house (before) ，then the 

each other using real numbers in Tables and logarithmic dehumidifier was started and kept running for at least 10 

numbers in Figures. hours in a day. AII residents led ordinary lives except 

For the fungus test， 50 mg of dust was taken from for keeping the room with the dehumidifier closed as 
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and comparison were performed in the same manner as 

Investigation 1. 

For fungal investigation， dust was coll巴ctedfrom 

another 1_m2 section and processed the same way. Air-

born fungi in rooms where dust was collected were also 

checked in this test before vacuuming any dust. The 

method for testing air-born fungi was that the air was 

imbibed into a millipore filter (MHWG-37) for 10 mi-

nutes by a mini pump (MP-2CFN type) totaling 25 li-

ters of air. Fungus on the filter was inoculated by plac-

39， 1988 報年研

much possible while the dehumidifier was running and 

not hanging wet laundry in the test rooms. One month 

later， dust samples were collected again from c巴ntersec-

tions of the same rooms in each house (1st month) ，fol-

lowed by the 3rd collection at 1 month after the 2nd 

(3rd month) 

All dust collected from 1 m2 was used for mit巴

investigation. In this test， the dust was passed through 

16-and 200-mesh seives before the centrifuging process 

shown in Investigation 1. Mite identification， calculation 

衛
山
口
小東

center section (A-1， B-1， C-1) 

corner section (A -2， B-2， C-2) 
2.00 

1.50 

1. 

O. 

4. 

2. 

2nd week 1st week 

Tatami room A 

before 
O. 

2nd week 1st week 

Tatami room A 

before 

。
(1q 

'" 2目 2.
::0" 

~.1. 50 
回
目.

~1. 
ロ
ロ
自 O.
σ 
ro 

Eo 
e。

0. 
E 
vi 
門

2nd week 1st week 

Tatami room B 

before 2nd week 1st week 

Tatami room B 

before 

。
(1q 

'" H宅

ー-H" 

::0" 
g 
H ・
n 
h時‘

5 4.00 
(1q 
同

ーロ 2.00
ロ
田
宮O. 
"唱、、
自
N 

巳.
ロ
vi 
p令

2nd week 1st week before 

O. 
2nd week before 1st week 

PVC tiled kitchen C 

O. 

PVC tiled kitchen C 

Fig. 1. Changes of Mite (right) and Fungal (left) Numbers in Center and Corner Sections of a Room before and 

1-2 Weeks after running Dehumidifiers in a Closed Hous巴
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ing it on the surfac巴 ofculture medium of PDA contain. Mites of Tarsonemidae. Acaridae and Others de. 

ing 25% glucose， and then the medium was kept at 25'C creased dramatically in number in the tatami-rooms， and 

for 7 days. Fungal identification， calculation and com- mites of Pyroglyphidae decreased to 1/40 in PVC tiled 

parison were performed as same as in Investigation 1. kitchen (Table 1) • 'AII genera of fungi also dramatical-

Results Iy decreased both in tatami-rooms and PVC tiled kitchen， 

1_ Investigation in a c10sed house showing about 1/2000 reduction in real numbers in tata-

Tatami-rooms were kept at temperature and humid- mi-rooms and 1/45 in the kitchen (Table 1) • 

ity levels of 22-27'C and 40-50% R. H.， while the kitch- 2. Investigation in 5 inhabited houses 

en was under about 21-27'C and 40% R. H. after run- No changes of mites were found in tatami (No.1-4) 

ning the dehumidifiers. Temperature became a little and carpeted (No. 5) rooms with dehumidifiers in apart-

higher but humidity became lower than while the rooms ment (No. 1， 3， 4) and detached (No. 2， 5) houses ex-

was c10sed since these rooms were maintained at 23-26'C cept in house 2， while mite numbers including Tar-

and 60-80% R. H. when closed. No fungal colonies were sonemidae， Cheyletidae and Pyroglyphidae decreased a 

found on any sections of the rooms including a wash little in rooms without dehumidifiers (Fig. 2， Table2) . 

room. As for fungi， no fungal colonies were found in all 5 

Mite and fungal numbers showed similar declines at houses. Fungi in f100r dust and air-born fungi in num-

1st and 2nd week aft巴rrunning the dehumidifiers when ber and f10ra showed no change except on the f100r of 

compared with the numbers collected before the test in house 3， and besides， no changes due to seasonal varia-

both the center and corner sections of tatami-rooms， tions appeared on fungi in rooms without dehumidifiers 

while the numbers did not change or increase at the 1st (Fig. 3 ， Table 2 & 3) 

week but decreased at the 2nd week in both sections of Discussion 

PVC tiled kitchen (Fig.1 ) . Mite numbers decreased extremely in the closed 

Table 1. Changes of Mite Fauna and Fungal Flora on 1・m2Floor Surface of Tatami-mats and 

PVC Tiles before and 2 Weeks after running Dehumidifiers in a Closed House. 

Tatami-mat PVC-tile 

Mite before 2nd week before 2nd week 

Tarsonemidae 118.5土27.9 26.3:1: 13.8 6.0土6.0 O土O

Cheyletidae 2.3土1.3 O土O O土O O土O

Acaridae 40.5土8.1 4.5土1.5 3.0:1:3.0 7.5土4.5

Pyroglyphidae 21.8土12.3 9.0士5.6 43.5:1:31. 5 1.5:1:1.5 

Haplochthoniidae 12.8土3.3 3.8:1:3.9 6.0土6.0 1.5:1:1.5 

Others 21.0土9.2 1.5土1.5 3.0土O O土O

Total 216.9士31.1 45.1土23.5 61.5:1:34.5 10.5土7.5

Fungus 

Aspeγ'gillus 33375土17246 24土9.8 22.5:1:7.5 O土O

Pωicillil棚 4500土3824 5土4.6 22.5土7.5 3土1

Cladosporiu制 15000土3354 32土12.4 52.5土37.5 7土5

Alte押taria 3375土2880 O士O 7.5土7.5 2土2

Wallemi品 66000土51701 2土1.4 15:1: 15 O土O

E叫rotiu間 25800:1: 26580 10土10.4 90土90 4土4

Others 10650:1:4774 26土22.9 22.5 :1:22.5 11土11

Total 158700:1: 62887 99土13.6 232.5土82.5 27土3

Note : real numbers are used (mean土SD/m2
).
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Fig. 2. Changes of Mite and Fungal Numbers in Rooms with and without， and before and after running Dehumidi-

fiers in 5 Inhabited Houses. 
b， 1， 2 : before， 1st and 2nd month after running dehumidifier 

house (Fig. 1 ， Table1) . In the tatami-rooms， mites of people and furniture in the house. On PVD tiled 

which had bred in the mats before the test could not in- floor， many mites might be removed when the floor was 

crease under low humidity such as 40-50% R. H.， cleaned before the test as mites cannot penetrate the 

although temperature was adequate for mite breedingll). tiles. The small increase found on the 1st week might 

Furthermore， cleaning done at 2-3 day intervals using a therefore be due to the large reduction before the test or 

vacuum cleaner could cause reduction of mites on floor to the fact that some mites moved in from the tatami 

surfaces. The same decreasing pa附 ns of both the c 任 rooms. Mite numbers 0叩n 凶 mi日凶II斤山II-n凶-1引n削I

ter and c∞orner sections of the ro∞oms were due to absence floor were generally reported tωo be 30-200/mζand 
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Table 2. Changes of Mite Fauna and Fungal Flora on 1_m2 Floor Surface of Rooms with and without， and 

before and 2 Months after running Dehumidifiers in 5 lnhabited Houses. 

With dehumidifier Without dehumidifier 

Mite before 2nd month befor巴 2nd month 

Tarsonemidae 5.8:1:3.7 5.4:1:8.8 5.6:1:2.4 1.6:1:0.8 

Cheyletidae 9.8土8.7 8.0:1:10.7 5.4:1:5.4 1.0土1.1

Acaridae 2.2:1:2.3 1.0:1:1.1 3.6:1:1.6 1.2土1.9

Pyroglyphida巴 129.4土125.4 138.6:1: 190.7 137.4:1:84.6 62.8土77.6

Haplochthoniidae 24.2土30.5 5.0土6.2 3.4:1:1.9 0.4:1:0.8 

Others 4.8土5.0 5.2土6.7 3.2:1:2.9 1.4土0.8

Total 176.2土128.9 163.2土195.3 158.6土87.4 68.4土78.0

Fungus 

Aspergill叫S 2666土4344 772:1:954 1714:1:2491 586土851

Penicillium 116:1:90 334:1:263 428:1:429 162土195

Cladosporium 1742:1:892 2984:1:2892 1662:1: 1541 3196:1: 2785 

Alternaria 498土483 686:1:596 260:1:424 1006:1: 984 

Wallemia 2656 :1:4237 4800:1:8634 9118:1:13240 2964土3725

Euroti叫隅 134:1:134 180:1:222 36:1:45 248:1: 383 

Others 226土180 322:1:332 558土450 652:1:643 

Total 8038:1:7483 10078土11125 13776:1:16759 8814:1:7780 

Note : real numbers are used (mean土SD/m2).

Table 3. Changes of Air-born Fungal Flora in 125 Liter-air Samples of Rooms with and without， and 

before and after running Dehumidifier in 5 lnhabited Houses 

With dehumidifier Without dehumidifier 

Fungus before 1st month 2nd month before 1st month 2nd month 

Aspeγ'lJill叫S 16 。 8 5 。 。
Penicilli叫刑 9 34 4 7 55 14 

Cladosporium 27 15 29 22 20 18 

Alternaria 2 2 1 3 2 1 

Wallemia 46 10 6 36 8 3 

Euγoti叫m 。 3 4 。 4 

Others 3 2 1 2 6 1 

Total 103 64 52 79 91 41 

Note: 1. r巴alnumbers are used (total number in 1251 air). 

2. the air was imbibed from the same rooms as those from which floor dust was collected 

1O-100/m2， resp巴ctively13-15). So it can be said that through October '(Fig. 2 ， Table 2) ，and one of the au-

mites collected at th巴 2ndweek were smaller in amount thors showed successful reduction of mites in a house 

(Table 1) . which was completly closed for at least 10 hours every 

However， mites did not change in th巴 roomswith de- day for a month12). The main reasons why no changes 

humidifiers in 5 inhabited houses， although mites in the were found were that 4 hous巴s(except house 2) were 

rooms without dehumidifiers decreased because of sea- observed by us to have laundry hanging in the rooms 

sonal effects as the test was performed in August with dehumidifiers since the residents were confident ab-
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out the dehumidifiers or the rooms were opened in 1-2 

houses whenever the authors visited for dust collections， 

and that from these facts， rooms would not be dried 

enough and then heatful rooms caused by running de-

humidifiers would inversely help mite breeding. 

Fungal numbers also decreased extremely in the 

closed house (Fig. 1 ， Table 1 ). Fungal colonies were 

not found and spores could not germinate under such low 

humidity as 40-50% R. H." although temperature was 

suitable for fungal germinationa). So， cleaning the floor 

at 2-3 day intervals and closing the house all day would 

have caused a reduction of fungal spores 

On the other hand， dehumidifiers could not act to re-

duce fungi in the inhabited houses (Fig. 2 & Table 2 ). 

As there no colonies but only spores were found， de-

humidifiers apparently did not work. But the amount of 

spores could be reduced by daily cleaning of the floors 

but then spores could increas巴 againon the floors by in-

vasion from outdoors， from Japanese bedding spread on 

the floors， from persons' clothes and so on16
-
18

). These 

invasions might be smaller in house 3. For the same 

reasons as floor fungi， air-born fungi did not decrease 

(Table 3 ). 

From these data， it can be concluded that a de-

humidifier can control mites and fungi in floor dust in a 

closed house in conjunction with cleaning the floor， and 

it might control them in a house which is completly 

closed for several hours every day as reported 

previously. But a dehumidifier cannot control mites and 

fungi in an inhabited house which is not completely 

closed for some hours every day or where laundry is 

sometimes hung or where rooms are not dried enough 

due to the above reasons， even when the floor is cleaned. 

References 

1 ) Voohorst， H.， Spieksma-Boezman， M. 1. A. and 

Spieksma F. Th. M. Allerg. Asthma， 10 (6)， 

329-334， 1964 

2) Oshima， S. : Jpn. J. Sanit. 2001.， 15 (3)， 233-244， 

1964 

3) Yoshikawa， M. : ]. Med. E:ηtomol.， 24 (1)， 46-53， 

1987 

4) Yoshikawa， M. : ]. Med. En抑制1.，22(1)，115-117， 

1985 

5) Nakayama， Y. : Jpn. J. Med. Micol.， 7 (3)， 156-166， 

1966 

6) Torii， S. J. Antibact. Antifung. Agents， 14 (4)， 

183-190， 1986 

7) Morozumi， S.， Yoshikawa， M.， Wauke， T. and Hitoko-

to， H. : Jpn. J. Food Microbiology， 4 (2)， 133-141， 

1987 

8) Whaton， G. W. : f. Med. Entomol.， 12(6)， 577-621， 

1976 

9) Mossel， D. A. A. :]. Appl. Bact.， 34(1)， 95-118， 1971 

10) Udagawa， S. and Tsuruta， O. Food and Molds， 

162-247， Ishiyaku Publishing Company， 1975 

11) Brandt， R. L. and Arlian L. G. : f. Med. Entomol.， 13 

(3)， 327-331， 1976 

12) Yoshikawa， M. : J. Antibact. Antifung. Agents， 15(1)， 

39-44， 1987 

13) Takaoka， M.， et al : Ann. Rep. Sa出 maRes. Lab. P 

H.，17， 62-67， 1983 

14) Takemoto， M. and Yoshida， M. Life and Environ.， 

32， 73-79， 1987 

15) Ichinose， N. and Matsuda， Y. : J. Jpn. Air Cleaning 

Assn.， 23(4)， 9-27， 1986 

16) Lustgraf， B. vd. : A今kosen，20(2)， 101-106， 1977 

17) Yugei， O. : Jpn. J. Res. Assn. Text. End-Use.， 25(11)， 

55-57， 1984 

18) Hitokoto， H.， Morozumi， S.， Wauke， T. and Sakai， S. 

: Ann. Rep. Tokyo Metro. Res. Lab. P. H.， 29(1)， 

86-94， 1978 

ダニおよびカピに対する除湿機の有効利用法の検討

吉川 翠*，和字慶朝昭**，諸角 聖**

ダニとカピを同時に除湿機で防除できるのかに関し にいる状態にある生活中の家とでその効果を調べた.閉

て，一日中閉め切りの家と，少なくとも一人はいつも家 め切りの家では 2週間除湿機を運転し続け，その間 2-



244 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 39，1988 

3日ごとに室内の清掃を行なった.生活中の家では一日

に少なくとも10時間運転し， 2ヶ月間その状態を続ける

ように家族に依頼した. また清掃や生活状況はいつもの

通りとしたが，除湿機設置場所はできる限り長時間続け

て閉め切ることと，除湿機設置場所に洗濯物を干さない

ことを留意させた.

ダニの検査方法は閉め切りの家では毎週，生活中の家

では毎月一度の割でそれぞれの塵を集め，その慶から浮

遊遠心分離法にてダニを抽出した.カピについては閉め

切りの家ではダニと同様に塵から，生活中の家では塵か

らと空気中から集め，クロラムフェニコールあるいはグ

ルコース入りの PDA培地で培養した.

その結果，閉め切りの家ではダニもカビも激減したが，

生活中の家では変化が見られなかった.また生活中の家

では除湿機設置部屋が開いていたり，洗濯物が干されて

いるのも何軒かで目撃された.これらのことから，除湿

機を用いてダニとカピを減少させるには，何日間か家を

閉め切るか，あるいは毎日何時聞か続けて部屋を閉め

切った状態で使用する必要があり，今回のような生活状

況下ではダニもカピも減少させられないと考えられた.

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

**東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科
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多摩川におけるユスリカ類の分布(予報)

大野正彦*

Longituditional Distribution of Chironomid Midges (Diptera) 

in the Tama River (Preliminary Report) 

Masahiko Ohno * 

Chironomid imagines were collected from the dry riverbeds of the Tama River about once a month from 

June 1981 to March 1983 and from February 1984 to June 1986. In the upper reaches of the river， where the 

water was rather clean， Parakiefferiella ta慨 atriangulat叫s，Paraclad叫 ssp.， Stictochir，師側叫ssp.， Tanytarsus 

tamaundecimus and Diamesinae spp. were frequently collected. On the other hand， in the lower reaches 

where the water was polluted， Cricot，ψ叫sbicinc tus， Cricoto，かtStria'鈍n叫latus，RheocricotoμtS chaかbeatus，Nanocla-

dius tamabicolor， Chironm側 syoshi隅 atsuiand Rheotanytarsus kyotoensis were abundant. It seems that the longi-

tuditional distribution of the chironomids is largely dependent on the water quality of the river. 

Keywords : chironomid， riv巴r，longituditional distribution， water quality 

1.はじめに

多摩川のユスリカは Sasaらト3)により多数の種が記載

され，水の汚濁度と種類の分布の聞に高い相関が認めら

れ た.筆者 は ， 多 摩 川の各種ユスリカの分布

(longituditional distribution)及び水質との関連をより

詳しく知るため，水質の異なる地点で年間を通してユス

リカ成虫を採集してきた.今回，ユスリカの分布，成虫

による水質判定方法について若干の知見が得られたので

報告する.

2.調査地点

上流から鎧橋，羽村， 日野橋，二子橋の水域，言十4地

点を選ぴ (Fig.1)， 1981年 6月から 1983年 3月及ぴ，

1984年2月から1986年6月まで各地点で調査した.以下，

鎧橋，羽村，日野橋，二子橋の調査地点をそれぞれ St.

1-4と称、す. どの地点も河床は石磯で，その表面に藻

類が繁殖していた.これらの河川敷は一面にイネ科の草

本やススキなどで被われていた.

多摩川は下流になるにしたがい民家が多くなり，有機

汚濁が進行する.調査期間中の BOD，総窒素，アンモ

ニア性窒素の季節変化を東京都発行の水質年報4)及び公

共水域の水質測定結果5)から引用し， Fig.2に表した.

上流部 2地点 (St.1， 2)に比べ下流部 2地点 (St.3， 

4 )の水は汚れていた.

3.調査方法

上記の調査期間中，ほぽ毎月 1回，各調査地点の河川

敷でユスリカ成虫を採集した.各地点の採集時刻は St

1， 2， 3， 4で，それぞれおよそ午後3時，午後 1時，

午前11時，午後4時であった.

捕虫網(径360mm，ナイロン紗)で河川敷の草や樹木

の葉の聞を15分間振り (Sweeping)，ユスリカ成虫を集

めた.前期調査 (1981年6月一1983年3月)では適宜，

捕虫網中の成虫を吸虫管で吸い集め，ガラスピンに入れ

た.後期調査 (1984年2月一1986年6月)では，発生す

る個体の季節的消長を知るため，捕虫網を厳密に15分間

振り，捕虫網中の成虫を葉や校とともにポリエチレンピ

ンに入れた.前，後期の調査とも，試料に70%アルコー

ルを直ちに加え，固定した.

試料を実験室に持ち帰り，実体顕微鏡下でユスリカ成

虫を同定し，個体数を数えた.同定の難しい種は 5%水

酸化カリウムで処理した後，ガムクロラール液で封入し，

プレパラート標本を作り，交尾器などの形態から種を同

定した.

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 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， 169 Japan 
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各地点で 1回の調査において採集した成虫は 6-

8，424個体で，下流部の地点での採集個体数が多い傾向

にあった (Fig.4). 

今回の調査で捕集された主な各種成虫の地点ごとの出

現率[出現した(捕れた)回数/各地点の全調査回数]

をTable1に示した.上流に多く出現する種，また，そ

の反対に下流に多く出現する種があることが判る.

すなわち，Parakiefferiella ta悦 atri仰 E叫旬以sは調査地点

39， 1988 報年研

ι結果友ぴ考察

各地点での調査は St.1で42回， St. 2で44回， St. 3 

で46回， St. 4で、42回行った.

調査時の気温，水温を Fig.3に示した.気温は，図に

示すごとく，各地点聞の差はあまり認められなかった.

それに対し，水温の差はみられ，特に夏期において上流

2地点 (St.1， 2)では下流 2地点 (St.3， 4)に比

べ低かった.
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Table 1. Collecting Rates * of Each Species of Chironomid lmagines at Eour Sampling Stations in the Tama 

River. 
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Polypedilum tamagohanum 。% 4.5 % 2.2 % 。% 
PoJypedilum unifascium 。 2.3 2.2 。
Polyρed ilum tamagryoense 4.8 。 。 。
PolYtedilum sPp. 2.4 20.5 2.2 2.4 
Mierotendipes britteni 。 4.5 。 。
Micro臼ndi向 s sp. 4.8 。 。 。
Tanytarsus tamanonus 59.5 52.3 28.3 。
Tanytarsus tamaundecimus 57.1 20.5 。 。
Tanytarsus tamaduodecimus 14.3 。 。 。
Tanytarsus 如 makutibasi 。 4.5 。 。
Tanytarsus tamagotoi 。 2.3 。 。
Tanytarsus spp. 。 13.6 6.5 2.4 
Rheotanytarsus klIotoensis 。 2.3 15.2 2.4 
Cladotanytarsus vanderwulρt 。 2.3 。 。
Paratanytarsus spp. 4.8 。 。 。
Microsρectra spp. 2.4 。 2.2 。
Cryttocladoρelma sp. 。 。 2.2 。

Diamesinae 
Diameso sp. 2.4 。 。 。
Potthαstia sPP. 14.3 6.8 。 。
SymρotthastUl spp. 9.5 6.8 2.2 。

Prodiamesinae 
ProdU1mesa sp. 。 20.5 4.3 。

Tanypodinae 
Procladius choreus 。 。 。 2.4 
AblabesmyUl monilis 19.0 9.1 。 。
Rheoρelot臼 maロ，lipennis 4.8 4.5 。 。
ConchaTeloρul melanots 。 4.5 。 。

本 Thecollections were carried out 42 times at Yoroi Bridge， 

44 times at Hamura， 46 times at Hino Bridge， and 42 times at 

Futako Bridge. 

Species Yoroi Br. Hamura Him Br. Futako Br. 

Orthocladiinae 
Cricotoρus b icinctus 59.5 % 68.2 % 97.8 % 92.9 % 
Cricotopus triannulatus I 42.9 61.4 89.1 85.7 
CricotoTuS metatibialis 7.1 9.1 13.0 。
Cricotoρus tamasimρlex 。 9.1 4.3 。
Cricoto仰 s tl"'emuJus 7.1 4.5 。 。
Cricotopus sylvestris 7.1 13.6 37.0 47.6 
Cricotoρus trifascia tus 2.4 11.4 26.1 2.4 
CricotoTus tricinctus 2.4 。 。 。
Paratrichocladius rufiventris 92.9 93.2 89.1 9 O. 5 
Paratrichocladius sp. Ctama.ater '?) 4.8 31.8 10.9 。
Rheocricototus chalybeatus 14.3 56.8 67.4 59.5 
Rheocrico toρus sp. 2.4 22.7 。 。
Nanocladius tamabicolor 2.4 38.6 65.2 66.7 
Paracladius sp. 59.5 72.7 。 。
Orthocladius SPP. 50.0 68.2 56.5 59.5 
Eudactylocladius sp. 。 2.3 34.8 4.8 
Synorthocladius sp. 4.8 4.5 。 。
Psectrocladius sp. 。 。 6.5 11.9 
Cardiocladius sPp. 。 。 6.5 2.4 
D ip 10 clad ius 四 ltriger 14.3 20.5 。 7.1 
Eukiefferiella spp. 14.3 9.1 13.0 。
Brillia jaTonica 7.1 2.3 2.2 。
Limnoρhyes tamakitanaides 9.5 29.5 54.3 19.0 
Limnoρhyes sPp. 26.2 20.5 21.7 7.1 
Parakiefferiella tamatrUlngulatus 95.2 65.9 2.2 。
Parametrlocnemus stylatus 。 9.1 2.2 。
Metriocnemus spp. 26.2 4.5 6.5 。
Chaetocladius sp. 28.6 11.4 。 。
Thienemanniella majuscuLa 2.4 9.1 32.6 19.0 
Corynoneura sPP. 16.7 36.4 21.7 4.8 

Chironominae 
Chironomus yoshimatsui 。 6.8 50.0 76.2 
Chironomus cか口lmdatus 。 。 。 2.4 
Chironomus samoensis 。 。 2.2 。
Chironomus kiiensis 。 2.3 6.5 4.8 
Chironomus nitρonensis 4.8 。 2.2 。
Stictochironomus sp. 33.3 15.9 。 。
Dicrotendipes niveic沼 udus 。 。 10.9 9.5 
Dicrotendiρes 臼maviridis 。 。 10.9 。
Glyρtotendiρes sp. 。 。 2.4 
CryTtoehU'onomus SP. 。 。 2.2 2.4 
Parachironomus ar.四 atus 。 。 。 2.4 
Microchironomus tener 。 4.5 6.5 
POlyρedilum ureshinoense 2.4 2.3 17.4 16.7 
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中最上流の S1. 1で頻繁に採集され(出現率95.2%)， 

下流になるにしたがい出現率が低下した.Paracladius 

sp.， Stictochironomus sp.， Tanytars叫sta間 G叫ndecim叫S など

も上流部の S1.1でよく捕集されたが(出現率はそれぞ

れ59.5，33.3， 57.1%)，下流部の S1.3， 4では全く

捕れなかった.ヤマユスリカ亜科成虫も S1.1でしばし

ば捕れた. S1. 1に多いこれらは，水のきれいな上流部

に生息するものといえる.

Tanytarsus ta仰 nonusはT.tamaundeci抑制同様 S1. 1 

でよく捕集されたが(出現率59.5%)，S1. 3においても

約 4回に l困の割合で(同28.3%)捕集された.T. 

ωm仰仰叫sJまT.ta隅 aundeci慨叫sに比べ下流まで分布して

いるといえよう.

S1. 2では Prodiamesasp.がよく捕れ (20.5%)，St. 

1ではみられなかった. S1. 2に多く生息している種で

あろう.

一方，E.叫dacかlocladiussp.， LimnoPhyes ta制 akitanaides，

Thiene例 anniella maj叫scula， Dicrotendipes tamaviridis， 

Glyptotendipes sp.， Rheotanytars叫skyotoensisなどは S1. 3 

を中心に出現していた.これらは，多摩川においては，

水の比較的汚れているところを中心に分布するものであ

ろう.

Cricot，呼出sbicinctus， Cricoto.仰IS trian'旬叫latus，Cricotoμω 

りlvestris，Nanoclad似s ta慨 abicolor，Polypedilu隅叫reshi.

noenseなどは S1.1， 2に比べ S1.3， 4でよく捕れた.

これらは，多摩川では水の汚れた水域で多い穏と言えょ

っ.
汚れた都市河川|で大発生する Chiron抑制 yoshimatsui

(セスジユスリカ)は S1.4で， 76.2%と出現したが，

S1. 1で全く捕れなかった.この種はやはり水の汚れた

所に生息するものであろう.

なお，Paratrichocladius rufiventrisはどの地点でも頻繁

に捕れ (S1. 1 - 4でそれぞれ92.9，93.2， 89.1， 

90.5% )，鎧橋以降の多摩川本流に広く分布する種で

あった.

Orthocladωs (Orthocladius)属では，成虫を種まで同

定することは難しい(しかし，踊で区別のつく種があ

る6))• したがって，本報ではすべてを併せて Orthocla同

dius Spp.として出現率を求めた.そのため，出現率は

S1. 1， 2， 3， 4で50.0，68.2， 56.5， 59.5%となり，

数字からは地点間にあまり違いが認められなかった. し

かし，表には示さなかったが，種を詳細に検討すると，

地点聞によって出現率に差がみられている.水の汚れて

いる S1.4で冬期に Smittiaate例制G に混じって多量に発

生する大型の Orthocladiusがある.この種は Orthocla.

dius yugashimaensisに似ているが，小楯板上の剛毛が一

列に並んだり，不規則に配列されている 7)などの変異が

あるため同定できなかった.これは，多摩川では冬期の

水質汚濁域に多量に発生する種7)と思われ，同定できれ

ば指標種となり得るだろう .Orthocladius属の分類学的

研究が進めば，この仲間も種特有分布を示すことが明ら

かになると考えられる.同様のことがPolypedil叫刑属で

も言える.

以上述べたように，多摩川の河川敷でユスリカ成虫を

採集することにより，この川のユスリカが種特有の分布

をしていることが判った.また，その分布に水質が大き

く関与していることも推測できた.

次に今回用いた捕虫網による方法について考察する.

比較的最近になり，ユスリカ群集を用いて，湖沼と同様

に河川を類別する試みがなされてきた8) 生息するユス

リカの種類により，河川環境を評価しようとする試み9)

で，次に述べる各成長段階のユスリカが使われている.

a )主に幼虫を調べる方法10ー 12)

b)踊の抜け殻を調べる方法13-15)

c )幼虫や踊を採集し，成虫を羽化させ，水域の環境を

評価する方法ト3)

理想的には幼虫で環境を評価するのがよいが，幼虫を

稜まで同定するのは極めて難しい.また，同一調査地点

でも河床形態が多様で，幼虫の分布 (spatial

distribution) も均一でなく，採集方法の検討が必要と

なる.

踊やその抜け殻を調べる方法は，採集した踊が上流の

どこから流れてきたか，依然，解決できない問題がある.

踊による河川の類型化を提唱した Wilsonら13-15)は，ほ

とんどのユスリカを種まで同定せず，属や亜科などを指

標に用いている.同じ属の中でも種により汚濁に対する

耐性が異なる 12)と考えられるので， Wilsonら13-15)の方

法(属，族，亜科で水質を評価する)は厳密さに欠ける

きらいがある.

一方，成虫を羽化さす方法は踊，幼虫の頭部などが同

時に集められi最も合理的である. しかし，時間と労力

がかかり，簡便な方法とは言いがたい.また，成虫を羽

化さすために流水に生息するものを止水で飼うことが多

く，その影響が心配される.

今回述べた捕虫網による方法にも欠点がある.成虫に

よる方法は採集した成虫がどこに由来するか不明で、ある

とWils叩 15)は批判している.また，水の中に幼虫がい

るのに成虫が発生してないこともあり， 1回の調査で環
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境(水質)を判定するのは難しい.調査時の天候により，

結果が変動することも考えられる.

しかし，利点もある.多様な河川環境8) (流速が一定

でなく，瀬や淵があり，河床の粒径も均一でない)では，

各種幼虫の分布 (spatialdistribution) も均一でない.

今回の方法，すなわち，叢に向かつて捕虫網を振って成

虫を採集する方法は比較的簡単に瀬や淵に生息する多数

の種をかなりの個体数採集できると思える.また，伺定，

個体数の算定も幼虫に比べ容易で(交尾している雌雄が

捕れ，どの雌がどの雄に対応するかわかる.)，種まで同

定できる利点もある.

各種ユスリカの情報が蓄積されれば，捕虫網による方

法で水質判定できる時代が来ると思われる.

謝辞 この研究をする機会を与えて下さった富山医科

薬科大学前学長 佐々学博士，神奈川県衛生研究所生活

環境部部長森谷清樹博士，財団法人日本環境衛生セン

ター理事緒方ー喜博士，同環境生物部部長 田中生男
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下水処理水を水源とする 2河JlI(野火止用水，玉川上水)

で発生するユスリカ類

大野正彦*

Chironomid Midges Collected from Two Canals (the Nobidome and Tamagawa Canals) 

Originating from the Effluence of a Sewerage Plant 

Masahiko Ohno * 

Chironomid imagines were collected from the two canals (the Nobidome and Tamagawa Canals) origina. 

ting from the effluence of a sewerage plant. Chiranom叫syoshimatsui， GlyptotendiPes sp.， Rheotanytarsus kyotoen-

sis， Polypedil附叫 ureshinoeηseand Thienemanniella majusc叫lawere frequently collected. As these species are 

indicators of polluted waters， it was concluded that the canals were polluted. The number of chironomid spe 

cies in the canals was rather limited， which was probably due to the polluted waters， muddy substrata and 

the frequent applications of insecticides in the area. 

Keywords : chironomid， river， sewerage plant 

1.はじめに

東京都は「清流の復活Jの事業の一環として，長らく

通水されていなかった野火止用水を魁らせた. 1984年8

月から，多摩川上流域下水処理場の砂ろ過後の二次処理

水を水源として放流し， 1986年8月には玉川上水も通水

した.

水を流すと必然的にユスリカが発生し，近隣住民に被

害が及ぶと懸念される.筆者らは， 1)どういう種が出

現するか.それらが近隣住民に被害を及ぼすか 2 )効

果的な駆除法はなにか.薬剤散布で個体数は減少するか

3 )発生する種類からみて，河川の水質の汚濁はどの程

度かという 3つの目的で，これら処理水放流河川のユス

リカを調べてきた.

野火止用水の幼虫の種類，個体数の変動については，

その一部を報告した1) すなわち，野火止用水ではユス

リカ軍科 (Chiranomusyoshimatsui， Glyptotend併 ssp.， 

Rheotanytarsus kyotoensisなど)が優占していると報じた.

また，放流口付近では Gl汐totendipessp.が多数生息し，

下流になるとエリユスリカ亜科の種が多くなるとも述べ

た.

ユスリカの種の同定は幼虫の形態では極めて難しく，

不可能なことも多い.種をより明らかにするためには成

虫，特に雄を調べる必要がある.本調査では上記の 2つ

の処理水放流河川で発生したユスリカの成虫について同

定したので，その結果を報告する.

2.調査地点，方法

調査地点として野火止用水7地点，玉川上水 3地点を

選ぴ (Fig.1 )，それぞれ， 1984年10月から 1988年 1月，

及び1986年12月から1988年4月にかけてユスリカ成虫の

種類を調査した.両河川とも放流口付近 (N1， T 1 ) 

の河床では石礁が重なり合っていた.それより下流の河

床は主に泥で，石が泥にはまりこんだ状態であった.各

調査地点の川幅は約 1-2m，水深30cm程度であった.

捕虫網(径360mm，ナイロン紗)で河川の両岸の草に

止まっているものや，群飛しているものを捕集した.ま

た，吸虫管で壁などに止まっているものも同時に集めた.

各地点で約 5分間にわたって採集した.

採集したユスリカは多摩川での調査2)と同様，ポリエ

チレンピンに入れ， 70%エチルアルコールを加え，実験

室に持ち帰り，同定した.

なお，野火止用水では，見虫成長阻害物質製剤(デイ

フルベンズロン，メトプレン)が春から秋にかけて頻繁

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24一1

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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T2 
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Nobidome Canal ; Nl : Outlet， N2: Fureai Br.， N3: Do Br.， N4: Yasaka， N5: Kumegawa， 

N6 : Mannen Br.， N7: Koganei Road 

Tamagawa Canal ; Tl : Outlet， T2: Sakai Br.， T3: Iwasaki Br. 

Broken line is a sewer pipe from a sewerage plant. 

Table 1. Species of Chironomid Imagines Collected from the Side of the Nobidome Canal 

'84 '85 '86 '87 '88 

Oct. May July Sept. Nov. Aug. Sept. Feb. May July Nov. Jan. 

Orthocladiinae 

Cricoto仰sbicinct山

Cricotopus triann叫1M叫S

Cricoto仰ssp. 

Paratrichoclad叫 srufiventris 

RheocricotoかISsp. 

Nanoclad似stamabicolor 

Eukiψriella coerulescens 

Brillia sp. 

Thienemanniella majusc叫la

Li隅 nophyestamakitanaides 

Li隅 nophyessp. nr prolon-

gM叫S

Chironominae 

Chiron01叫叫syoshimatsui 

Chiron01叫uscircu隅 datus

Chirl仰仰叫叫S抑制oensis

Chiron01仰 snippodorsalis 

Chiron01仰叫skiiensis 

GlyptotendiPes sp 

Polypedilum ureshinoense 

POか'}Jedil叫隅 sp.

Pentapedilum sp. 

Rheotanytarsus kyotoensis 

Tanytarsus tam仰 O抑 制

• : collected 
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に散布されていた.一方，玉川上水では，薬剤散布は行 これらは多摩川では汚れた水域からやや汚れた水域に多

われていなかった. 数発生する種である2) また，汚濁の進んだ川に生息す

3. 結果友ぴ考察 ると思われる Rheocricot，ゆtSsp. (R. chalybeatusに似てい

野火止用水で捕集されたユスリカ成虫の種を Table るが雄の交尾器の把握器の曲がりが著しくない)， 

lに示し た.表に示すように，Cricoto.かtSbicinctus， Nanocladiω tamabicolor， Limnophyes tamakitanaidesなど

Thiene刑 anniellamaj叫sc叫la，Chironom叫syosh仰 atsui，Glyp. も出現した.

tote明diPes sp.， Polypedil叫m ureshinoense， Rheotanytarsus 玉)11上水で捕集されたユスリカの種類を地点別に

kyotoensisなどが調査期間を通して頻繁に捕集された Table 2に示した.モンユスリカ亜科 (Conc加:peloPia

Table 2. Species of Chironomid Imagines Collected from the Sid巴ofthe Tamagawa Canal 

三マ寸
T1 Outlet T2 Sakai Br. T3 Iwasaki Br. 

'86・87 '88 '86 '87 '88 '86・87 '88 

Dec. Jan. Mar. Jun. Oct. Dec. Mar. Apr Dec. Mar. Jun. Oct. Dec. Mar Dec. Jan. Mar. Jun. Oct. Dec. Mar. Apr 

Tanypodinae 

Cm町hapelopiasp. nr隅 elanops . . . 
Orthocladiinae 

Cricototus bicinctus . . . . . . 
Cricototus sp. nr bicinctus . 
Cricototus sylvestris . 
Cricototus sp. . . 
Paratrichoclαdius rufiventris . . . . . . 
Paratrichoclad似ssp. (t，側側ter?) . . . . . . . 
R heocricoto.卯tSsp. . . . . . . . . . 
N仰 ocladiusta隅αbicolor . . . . 
Orthoclad叫 s(Eudactyloelad叫 s)sp. . . 
Psectγ'ocladius sp. . 
Eu恥efferiellac田叩lescens . . . . . . . . 
Diplocladius cultriger . . . . 
Brillia sp. . . . . . . . . . . . . . . . 
Thion仰叫.nniellam句iuscula . . . . . . 
COT'戸toneurasp . . . 
Limnophyes ta制 akitanaides . . 
Limnophyes sp. nr p町longatus . . . . . 
Li拙 nophyessp. . 
Orthocladiinae spp. . . . . . . 

Chironominae 

Chi:町制加もるsyoshi:叩 atsui . . . . . . . 
Chir，仰 omussamoensis . 
Ch廿'onomuskiiensis . 
Glyptotendψes sp. . . . . . . . . 
Polypedilu怖 ureshinoense . . . . 
Polypedilum sp. . . 
Pentapedilum sp. . . . . 
Chironomini sp. . . 
Rheotanytarsus kyotoensis . . . . . . . . . . . 
Tanytarsini sp . 

• : collected 
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sp. nr刑 el仰 ots)やエリユスリカ亜科 (Cricot(i仰 sspp・-

Psectrocladωs sp.， DiPlocladi叫sc叫ltrigerなど)など，野火

止用水でみられない種が捕れ，野火止用水に比べ出現し

たユスリカの種類が多かった.この原因は

a)玉川上水は薬剤が散布されていない.

b)流路が長い.

c )玉川上水の放流口は野火止用水に比べ，羽村取水堰

から河川水を引いている導水路(玉川上水路)に近し

この導水路に生息するものが飛来し分布を広げやすい.

等が考えられる.

筆者2)は，多摩川の汚濁域(日野橋，及ぴ二子橋付

近)において，今回捕集されたユスリカの種類に加え，

Orthocladius属や，多くのユスリカ亜科が生息している

ことを明らかにしている.また，多摩川汚濁域では野火

止用水，玉川上水ほど R.kyotoensis， GlyptotendiPes sp.が，

高頻度に優占的に発生することもなく，様々な穫がかな

りの個体数をもって発生していた(大野，未発表).こ

れらのことから，両処理水放流河川のユスリカ群集は，

現在のところ，多摩川に比べ単純であると思われた(野

火止用水は玉川上水に比べより単純).

今回の両河川の調査ではユスリカの他にコガタシマト

ピケラ，コカゲロウ， ミズムシなどがみられた.両河川

の水質を汚濁階級3)に照らし合わして判定すれば，両者

とも s-中腐水性水域に属するであろう.これは，本調

査地点の水質を調べた津久井ら4-6)の報告(全体的に溶

存酸素は 5mg/1以上で，魚等の生存条件としては一応

良好な状態.窒素，リン濃度は一般河川に比べ高い値.

硝化を抑えた BODは平均 2-5 mg/l)に一致する.

したがって，現在の野火止用水，玉川上水の流れを「清

流」と呼ぶことは難しい.

ユスリカ類は汚濁水域や，単純な環境において特定の

種が大発生しやすい.ユスリカの大発生を防ぐには，水

質の良化に努め，薬剤散布をできるだけ少なくして，底

生動物群集を単純にしないようすることが大切である.

現在，両河川の河床は泥の部分が多く，河床環境が単純

になりやすい状態にある.泥が入らないよう護岸を整備

したり石などを入れ，多様な河床環境をつくることは群

集の多様性を増す方法と思われる.また，放流水に多摩

川等の河川水を入れ，水質を良くし，様々な生物を両河

川に導入することも群集の多様性を増し，ユスリカの大

量発生の防止につながるであろう.

謝辞 この研究をする機会を与えてくださり，様々な便

宜をはかつていただいた東京都環境保全局自然保護部，

同水質保全部，環境科学研究所水質部の皆様に深謝いた

します.
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東京湾の環境汚染モニタリング調査(第6報)

昭和61年度スズキおよびウミネコの調査結果について

瀬戸 博へ加納亮子*

Survey of Chemical Pollutants in Biota from Tokyo Bay (VI) 

Residue Levels in Japanese Sea Bass and Gull in 1986 

HIROSHI SETO* and TAKAKO KANOH* 

The levels of 37 chemical pollutants in japanese sea bass (Lataolabrax japonicω) and black-tailed gull 

(Larus crassirostris Vieillot) collected from Tokyo bay in 1986 were determined. Sixteen chemicals were de. 

tected in the fish muscle. The levels of“chlordanes" in the fish or gull were almost the same as previously 

observed (1983-1984). The results obtained from a correlation analysis showed that chlordanes were close-

ly associated with nonachlors in the environment. 

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調査が実

施され，スズキ (Lat，ωrabraxjaponicus)およびウミネコ

(Larus crassiγostris Vieillot)中の化学物質濃度の変化

および特徴を報告してきたト5)

毒性が強く，環境残留性があるとして，既に使用禁止

措置がとられている DDT，HCB， ドリン類， HCH 

(BHC)類の有機塩素系農薬および PCBは減少傾向に

ある.

しかし，クロルデン類， トリブチルスズ化合物

(TBT)はそれぞれ「特定化学物質J，r指定化学物質J
に指定されたものの魚介類の汚染は依然として続いてい

る.また，東京湾のスズキからはジクロロベンゼン， 1， 

2， 4一ノ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.さらに低濃度ではあるが， 2， 

3， 7， 8-テトラクロロジベンゾ pージオキシンが東京湾

の魚から検出されている6)

社会，経済の変化は新しい環境汚染の可能性をはらん

でいる.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61年度に実施した東京湾のスズキおよび

ウミネコにおける環境汚染モニタリング調査結果である.

試料および分析方法

試料スズキは昭和61年9月，千葉県富津沖で捕獲

された35尾を重量の順に 7尾づつまとめ 5検体とした.

ウミネコは昭和61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雌雄別に，採取日の順に 7羽づつま

とめ 5検体とした.鑑定および試料の調製は既報2)と同

様に行った.試料の概要は Table1， 2に示した.

分析方法環境庁で定めた分析法7)により行った.詳

細な操作法，分析条件は報告書8)に記載した.

分析した化学物質は37種類である.使用した略号は既

報1.2)と同様である.

試薬，分析装置は既報4.5)と同様のものを使用した.

結果および考察

スズキについて スズキ可食部の化学物質濃度を

Table 3に示す.本年度は16種の化学物質が検出された.

PCB， HCB， DDT類， BHC (HCH)類の残留濃度が漸減

傾向を示した反面，クロルデン類濃度は昭和57年以降ほ

とんど変わっていない.また， DCB類(検出率。体 1/

5， P体 5/5)，1， 2， '4-TrCB (検出率 1/5) も引続き

検出された.

クロルデン類は難分解性で生体蓄積性があり，毒性も

強いことから昭和61年 9月から特定化学物質に指定され

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 169 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， 169 ]apan 
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Table 1. Constitution of the Sample (Sea Bass) and Water and Fat Contents of the Muscle. (n = 7 ) 

fat (%) 

2.84 

2.43 

2.91 

2.26 

2.40 

water (%) 

76.6 

76.6 

76.4 

76.4 

77.0 

length* (cm) 

27.9:1:0.5 

28.l:t0.6 

26.9:1:0.9 

26.9:1:0.7 

26.3:1:0.4 

body weight (g) 

385土10

366土 3

347土 8

330土 3

304土11

group No. 

市

i
n
L
q
a
a
4
r
D

2.43 76.6 27.2 346 mean 

* : not included the part of tail fin. 

Table 2. Constitution of the Sample (Black-Tailed GulJ) and Water and Fat Contents of the Muscle. (n = 7 ) 

fat (%) 

6.16 

5.82 

5.68 

6.72 

7.20 

water (%) 

70.0 

68.2 

68.4 

70.6 

68.5 

wing length (cm) 

37.8士3.4

35.9土1.1

33.8土1.2

34.8土1.3

34.8土1.0

body weight (g) 

581土64

621土52

524土81

506土45

540士54

sex 

male 

male 

female 

female 

female 

group No. 

唱

i
n
L
q
d
瓜

生

戸

LD

6.32 69.1 35.4 554 mean 

果では，富津付近が高く三枚州，行徳付近が低い10)と

報告されている.これは船底塗料由来の他，湾入口付近

の沿岸で使用される漁網に由来すると考えられる.スズ

キのような回遊する魚類についても，湾内での採取地点

によりトリブチルスズ濃度に差があるものと考えられる

ので，本調査の日的から採取地点を一定にする必要があ

る.

Fig.1に昭和57年度から61年度までのデータをまとめ，

各物質問の相関係数を求めた結果を示した.クロルデン

(CL)，ノナクロル (NC)間および塩素化ベンゼン類

事実上使用禁止となったが，今後も汚染実態を注意深く

監視する必要がある.また，塩素化ベンゼン類では前年

度検出頻度が高かった 0-，制ーDCBにかわり本年度は

p山 DCBの検出頻度が上昇するなど他の物質に比べ年度

聞の変動が激しい.これは代謝が比較的早いことと，局

地的な高濃度汚染があることを示唆している.塩素化ベ

ンゼン類の発生源，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. TBT 

は前年度の環境庁調査9)と同程度の濃度でスズキの全検

体から検出された.東京湾のアサリの TBTを調べた結
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Fig. 1. Correlation Matrix (Sea Bass) 
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Table 3. Concentrations of Pollutants in Muscle Tissues of Sea Bass and Black.Tailed Gull. 
(ppm on wet weight basis) 

Sea Bass Black-Tailed Gull 

compound range mean range mean 

PCB 0.05-0.08 0.06 1.0-1.5 1.2 

PCN nd*l nd nd nd 

HCB nd nd 0.011-0.014 0.012 

aldrin nd nd nd nd 

dieldrin 0.003 0.003 0.010-0.013 0.012 

endrin nd nd nd nd 

0， p'-DDT nd nd nd nd 

p， p'-DDT 0.001-0.002 0.001 nd -0.001 

0， p'一DDE nd nd nd nd 

p， p'一DDE 0.005-0.007 0.006 0.18-0.38 0.26 

0， p'-DDD nd nd nd nd 

p， p'一DDD 0.002-0.003 0.003 nd -0.001 

t-chlordane 0.001-0.003 0.002 0.001 0.001 

c -chlordane 0.004-0.009 0.007 0.008-0.021 0.013 

t-nonachlor 0.007-0.012 0.010 0.12-0.26 0.17 

c-nonachlor 0.003-0.006 0.004 0.030-0.080 0.050 

oxychlordane nd -0.002 0.035-0.055 0.041 

heptachlor nd nd nd nd 

HCE nd -0.001 0.011-0.013 0.012 

α-HCH nd nd nd nd 

s-HCH 0.001 0.001 0.023-0.033 0.028 

y-HCH nd nd nd nd 
() -HCH nd nd nd nd 
。-DCB nd-0.01 nd-0.02 

m-DCB nd nd nd-0.02 

p-DCB 0.01-0.05 0.03 0.02-0.03 0.02 

1，2，3-TrCB nd nd nd -0.004 

1，2，4-TrCB nd -0.001 0.002-0.013 0.004 

1，3，5-TrCB nd nd nd nd 

1，2，3，4-TeCB nd nd nd nd 

1，2，3，5-TeCB nd nd nd nd 

1.2，4，5-TeCB nd nd nd nd 

PeCB nd nd nd nd 

DnBP nd*2 nd nd nd 

DEHP nd*2 nd nd nd 

TBP nd*l nd nd nd 

TBT 0.15-0.18 0.17 nd nd 

nd: <0.001， * 1 <0.01， * 2 <0.1 

聞の相関が高い.これは化学構造が似ているためと共通 2， 4-TrCBはほとんど変化がなく，環境中への放出量

の汚染源に由来するためと考えられる.しかし，全体的 と分解，代謝量とのバランスが一定していることを示し

に物質問相互の相関は低かった. ている.

ウミネコについて 昭和58年以降 PCB，s -HCH， p， TBTは検出されず，鳥類においては速やかに代謝さ

〆-DDEは減少傾向である.一方，クロルデン， HCB， 1， れるものと考えられる.
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Fig.2にウミネコにおける相関係数を示した.調査期 て実施したものである.

間，略号はスズキの場合と同じである.化学物質問相互 文 献

の相関はスズキよりもやや高い傾向がみられた.

昨年度，一部の検体の p，p'-DDTが異常に高い値を

示し，冬期に南方へ渡行した際の曝露または日本国内で

の局地的な汚染を疑わせた5) しかし，本年度は全検体

とも例年並の低値に回復しており，突発的で小規模の汚

染源、によるものと推測される.

ウミネコは成鳥と幼鳥との体重差がほとんどない. し

たがって体重によって試料をグループ分けするのはあま

り意味がない.幼鳥は 4月頃東京湾に飛来するから，採

取日でグループ分けすることにより，東京湾付近での滞

在期間と汚染物質の蓄積量の関係が推定できるのではな

いかと考えた.今回は雄では半月，雌では一ヶ月の差し

かなくはっきりしたデータは得られなかったが，雌の場

合，後期ほど PCB，HCB， cisクロルデン，tra目s-，cis 

ノナクロル，オキシクロルデン， トリクロロベンゼンの

濃度が高い傾向がみられた. したがってデータを比較す

る場合には，採取時期にも注意する必要がある.

なお，本調査は衛生局医療福祉部公害保健課と協力し

1 )瀬戸博，加納尭子:東京衛研年報， 34， 260-263， 

1983 

2 )瀬戸博，加納売子:東京衛研年報， 35， 316-320， 

1984 

3 )瀬戸博，加納尭子:東京衛研年報， 36， 300-303， 

1985 

4 )瀬戸博，加納尭子:東京衛研年報， 37， 331-335， 

1986 

5 )瀬戸博，加納尭子:東京衛研年報， 38， 286-289， 

1987 

6 )環境庁中央公害審議会化学物質専門委員会報告:

1988年 5月13日

7 )環境庁編:生物試料中化学物質系統分析法， 1984 

8 )東京都立衛生研究所:昭和61年度生物指標環境汚染

調査報告書， 1987 

9 )環境庁編:化学物質と環境， No. 12， 1986 

10)竹内正博，水石和子，山野辺秀夫，渡辺四男也:東

京衛研年報， 37， 154-157， 1986 
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水中のアスベスト繊維に関する調査，研究

小輪瀬 勉へ坂本朋子へ笹野英雄*

Study on Asbestos-fibers in Water 

TSUTOMU KOW ASEへTOMOKOSAKAMOTO * and HIDEO SASANO * 

Keywords:アスベスト繊維 asbestos -fi ber，クリソタイル chrysotile，透過型電子顕微鏡 transmissionelectron 

microscope，水道水tapwater 

はじめに

アスベストによる汚染は， 1930年代から既に問題に

なっていたが，それは作業環境上の問題に限られていた.

水中のアスベスト繊維が注目されるようになったのは，

Cunningham 1)らが1971年からビール，シェリー酒およ

びソフトドリンクの分析と同時に水道水の分析も行い，

その結果，オタワ川を水源とするモントリオール市で

2.4X106本/1(ろ過操作あり)のアスベスト繊維を検

出したことに始まる.

その他，アメリカ合衆国の環境保護庁2) (以下 EPA

と称する)もスペリオール湖岸のダルース市の飲料水か

ら1X106ー 1X108本/1のアスベスト繊維を検出して

いる.一方，わが国においても，アスベスト繊維は建築

材，自動車のブレーキ用摩擦材や水道配水管の一部にア

スベスト・セメント管(以下アスベスト管と称す)とし

て使用されており，環境由来による水道原水汚染やアス

ベスト管からの剥離による給水栓水の汚染が問題になる

ところであるが，今までに水道水中のアスベスト繊維に

関する報告は殆どされていない.

そこで著者らは都内の海水場原水，浄水，給水栓水等

のアスベスト繊維濃度の実態調査を行ったのでその結果

を報告する.

実験の部

FG，孔径0.2μm，直径47mm)，アセトン(フロリナー

トフィルターで吸引ろ過したもの)，クロロホルム(フ

ロリナートフィルターで吸引ろ過したもの)， 0.3w/ 

v，%ホルムパール液(ポリビニールホルムパール0.3gを

クロロホルム100mlに溶かし，褐色共栓ピンに保存した

もの)，グリッド(ベコー社製鋼製200メッシュのもの，

常法によりポリピニールホルムパール膜を張ったもの)

3.装置:低温灰化装置(ヤマト PR-302型)，真空蒸

着装置(目立)，透過型電子顕微鏡(目立 H-7000)，X 

線マイクロアナライザー (KevexCorp.製7500型)

4.分析方法

試料

メンプランフィルタ}ろ過，捕集

低温灰化

アセトン懸濁

ホルムパールグリッド作成

カーボン蒸着

1.試料:1987年 9月から11月までに採水した都内の 観察用グリッド調製

各浄水場の水道原水，浄水，井戸水およびアスベスト管 ↓ 

使用地域の給水栓水の24検体 電子顕微鏡による計測

2.試薬:メンブランフィルター(富士フィルム社製 ↓ 

ミクロフィルター FM-22，孔径0.22μm，直径47mm)， X線マイクロアナライザーによる繊維の同定

フロリナートフィルター(ミリポア社製フロリナート 1 )前処理:試料250司 1，000mlをメンプランフィルター

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 169 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， 169 Japan 
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に捕集する.ろ過終了後ろ過器を取りはずし，フィル

ターをピンセットで蒸発皿に入れデシケータ中で一昼夜

乾燥させる.乾燥後，蒸発皿ごと低温灰化装置にかけ，

100Wで3時間灰化する.灰化後，蒸発皿にアセトン 1

mlを加え，超音波洗浄器で30秒間分散させる.この試

料 5μlをマイクロピペットを用いてグリッド上に滴下

し，アセトンを蒸発させた後，カーボン蒸着し，電子顕

微鏡用試料とする.

2 )アスベスト繊維の検索，同定:1)で作成した試料

を電子顕微鏡を用い，倍率10，000倍，さらに17倍のルー

ペを併用して200メッシュ網目のうち25グリッド升目を

探査し，長さ，径およぴ本数を測定する.アスベスト繊

維の同定は，その特有構造の検鏡と X線マイクロアナラ

イザーによる元素分析を行った. (個々のアスベスト繊

維はその構造上の特徴およびSi，Mg， Ca， Fe等の元素

比により種類を同定する)

3 )アスベスト繊維の算出方法:繊維数は次式によって

計算する
f .. 1 B D 

F=一一X--;:;-X一一×一一XE
N " V " A " C  

F:アスベスト繊維総数(本/1)

N:観察したグリッド升日数

f 計数したアスベスト繊維本数

V:ろ過水量 (1) 

A : 1グリッド升目の面積7.22XlO-5 (cm2
) 

B:グリッドの面積0.07(cm2) 

C :グリッド上に滴下した試料のアセトン量 5X 

10-3 (ml) 

D:灰化試料に加えたアセトン量 (ml)

E:電子顕微鏡試料の希釈率，通常は 1

表1 水中アスベスト繊維調査結果

アスベスト繊維サイズ
採 水場所 試 料 種 別

0.2-1.0μm未満 5.0-10.0μm未満
総本数/1

1.0-5.0μm未満

金町浄水場 原 水 7，500 175，000 < DL 250，000 
浄 水 15，000 87，500 7，500 110，000 

給水栓水 < DL 93，000 < DL 93，000 

朝霞浄水場 原 水 < DL 46，000 < DL 46，000 

浄 水 < DL 54，000 15，000 69，000 

給水栓水 < DL 23，000 15，000 38，000 

小作浄水場 原 水 7，500 54，500 < DL 62，000 
浄 水 < DL 87，000 23，000 110，000 

給水栓水 < DL 54，000 < DL 54，000 

回無市浄水場 原 水 < DL 15，000 < DL 15，000 

給水栓水 < DL 30，500 7，500 38，000 

三鷹市浄水場 原 水 < DL < DL < DL < DL 
給水栓水 < DL 112，500 7，500 120，000 

羽村市浄水場 原 水 7，500 7，500 < DL 15，000 

給水栓水 < DL 77，500 7，500 85，000 

昭島市浄水場 原 水 < DL 77，500 < DL 77，000 

給水栓水 7，500 77，500 < DL 85，000 

武蔵野市浄水場 原 水 < DL 54，000 < DL 54，000 

給水栓水 < DL 46，000 < DL 46，000 

調布市浄水場 原水(深井戸) 15，000 62，000 < DL 77，000 

(浅井戸) < DL 46，000 < DL 46，000 

給水栓水 1 < DL 23，000 < DL 23，000 

給水栓水 2 < DL 46，000 < DL 46，000 

DL:検出限界 (7，500本/1)
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表2 水中アスベスト繊維分布表

アスベスト繊維 0.2-1.0未満

種 511J サイズ (μm) (μm) 

割合(%) 4.3% 

原 水 35.9% 7.6% 

浄 水 20.1% 5.4% 

給水栓水 44.0% 1.25% 

結果と考察

調査結果を表 1，2に示す.

アス ベ ス ト繊維濃度の検出範囲は，原水が<

DL-250，000本/1，浄水は69，000-110，000本/1，給水栓

水は23，000-93，000本/1であり，その長さは0.2-10μm

未満，径じついては0.02-0.04μmであった.

アスベスト繊維の検出率を試料別にみると，原水から

は35.9%が，浄水からは20.1%が，給水栓水からは

44.0%が検出されており，長さ別では， 0.2-1.0μm未

満が4.3%，1.0-5.0μm未満が84.2%，5.0-10.0μm未

満が11.5%であった.そして，試料別(原水，浄水，給

水栓水)にみた長さの分布も同じような傾向であった.

なお，検出されたアスベスト繊維の種類はすべてクリ

ソタイルであった. (写真参照)

原水から検出された繊維は建築材やブレーキ用摩擦材

が原因と見られ，わが国のアスベスト鉱山による影響は

その分布からみてほとんど無いものと思われる.

また，浄水の繊維濃度が原水とほぽ同じ濃度を示して

いることから，現在の浄水処理過程ではほとんど除去さ

れないと思われる.

今回調査したデータの中に，原水中のアスベスト繊維

濃度<DLのものが給水栓水で120，000本/1に増加して

いる三鷹市の試料や羽村市の原水中濃度15，000本/1が

給水栓水濃度85，000本/1に増加しているものがあり，

この結果からはアスベスト管からの剥離が示唆される.

しかし，アスベスト管から由来するものは長さが 5μm

以上という EPAのMilletteらの報告3)からみると，三鷹

市や羽村市の給水栓水からは 5μm以上のものはいずれ

も7，500本/1しか検出されておらず，アスベスト管が

1. 0-5.0未満 5.0-10.0未満
検出本数

(μm) (μm) 

84.2% 11.5% 184 

77.3% 15.1% 66 

78.4% 16.2% 37 

92.6% 6.2% 81 

明らかに剥離している確証は得られていない.その他の

試料については，特に給水栓水中のアスベスト繊維が原

水や浄水と比べて増加したものはなかった.

まとめ

現在，わが国には水道水中のアスベスト濃度の基準は

なく，世界的にみても EPAが米国 NTP(国家化学物質

毒性試験計画)の動物実験による毒性データ4)を基に考

案した提案基準(長さ10μm以上のものが7.1X106本/1

以下)があるのみである.今回の調査結果をこの値と比

較じてみると長さも短く，濃度もかなり低い値であった.

しかし，わが国における水中アスベストのデータがほと

んどないところから，今後も都内全域にわたるアスベス

トi農度の実態を明らかにするために，さらに調査を続け

る予定である.
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皇居外苑濠の植物プランクトン (n)

一主要な藍藻一

渡辺真利代へ土屋悦輝*

Phytoplankton in Outer Moats around the Imperial Palace 

Main Species of Blue-green Algae (11) 

MARIYO F. W AT ANABE * and YOSHITERU TSUCHIY A * 

Keywords:植物プランクトン phytoplankton，濠 moat，藍藻 blue.greenalgae 

緒 自

皇居外苑濠群は前報1)でも報告したように，クロロ

フィル a量や栄養塩量が高く過栄養の状態となっており，

藍藻の“水の華"の出現がみられている.藍藻の水の華

の出現は水界の富栄養化を端的に示すものであり，この

出現によって水質に様々な問題がヲ|き起こされている.

そのために種々の浄化対策が施されており，ホテイアオ

イによる海化2)もそのー施策である.外苑濠群において

は地下水からの水補給などが試みられている.

環境庁より依託のもとに外濠群の水質調査は1982年よ

り実施されているが，その調査項目のーっとなっている

のが植物プランクトンの種類組成である.ここでは外濠

に出現する植物プランクトンのうち春から秋にかけて優

占となる藍藻種について報告する.

材料と方法

材料:調査は1987年度として1987年 5月， 8月， 11月，

1988年 2月の 4回実施し，表面水を採取した.

方法:皇居外苑濠を一周するように，日比谷濠

(Station 1， 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 )，半蔵濠

(St. 8 )，桜田濠 (St.9，10， 11)の11地点より採水し

た.表面水500mlに対してホルマリン 5mlを加えた後，

室温に放置し 5倍に濃縮し，血球計算盤(フークス・

ローゼンタール)を用いるか，そのまま 100μlについて

光学顕微鏡下で同定及び計算を行ヲた.

結果友ぴ考察

藍藻は水温が比較的高い時期に種類数，細胞数とも多

くなるので，表 1には1987年 8月12日に各 stationで観

察された主要な藍藻種の細胞数を示した.藍藻の種類数

としては st.5， 7， 8で多く観察された.最も多い細

胞数は Anabaenaflos.aquaeの4.3X105/mlであり st.6 

で計数された.

Microcystisは全ての stationにおいて出現している.

日本においては MicrocystisをM.aeruginosaとして記載

することが多かったが， Komarek3)や渡辺4)の分類に従

えば， 日本の湖沼によくでる種類は M.aeruginosa forma 

aeruginosa， M. aeruginosa forma flos.aquae， M. riridis， M 

wesenbergiiの 4種類である5) ここでは前 2者を M.

aeruginosaとして 1つにまとめたが，この種はその寒天

質のコロニー膜が光学顕微鏡下では通常みられないこと

で他の 2種と区別する.また M.riridisとM.wesenbergii 

はその膜の形状によって区別され，M. wesenbergiiでは

コロニー膜がコロニー全体に沿ったものであり ，M. 

viridisでは細胞のへりに沿うように波うった形をしてい

る(写真 1， 2， 3). また M.aeruginosaの細胞の直径

が4-6μmであるのに立すし，M. wesenbergiiとM.viri. 

disは6-8μmとやや大きくなっている.表 1でこれ

ら3種の出現状況をみると，M. aeruginosaは全ての sta

tionで観察され， st. 7では104オーダーとなっていた.

または• 1， 2， 9のように，M. aeruginosaよりもM.

wesenbergiiのほうが優占している stationもみられた.

Microcystis 3種の細胞数を合計したものでは， st. 5が

3.4X104/mlと最も多く，次に st.7の2.2XI04/ml，

st. 8の1.9X104/mlの順であった.

Anabaena flos.aquaeはst.6で4.3X105/mlと最も多

い数となっており， st. 5及ぴ7においても 104オーダー

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 come， Shinjuku.ku， Tokyo， 169 Japan 
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表1.皇居外濠群の主要な藍藻a)

藍藻の種 St.1 St.2 St.3 St.4 St. 5 St. 6 St. 7 St. 8 St.9 St.10 St.11 

Chroococcus sp. + + + 
Meris隅 opediaspp. 130b) +c) 1600 1900 9900 230 720 210 

Microcystis ae叩 ginosα 5500 4100 1600 740 28000 4800 24000 8800 680 260 1000 

M. viridis 500 750 3200 1300 3600 3000 110 

M. wesenbeγ-gii 7800 6000 1100 5200 4700 3900 4600 7200 3000 

Oscillatoria limnetica 550 350 

O. rachiborskii 3500 2500 1100 19000 

Lyngbya contorta 1100 1600 4300 23000 3100 150 + 
L. limnetica 220 4400 + + 
Anab品開opsisan:叩ld仏 + 810 

A加 bωnas.が制des 13000 1000 

A. aPh側 iz側側oides 54000 5700 + 530 1100 58000 59000 46000 

A. flos .lUJuae 

RaPhidiopsis sp 

a) 1987年8月12日

b) 1 ml当りの細胞数

c) 1.ml当り 100細胞数以下

と高い値を示していた.この種の糸状体(トリコーム)

は不規則ならせん状をなじからみあう(写真4).栄養

細胞(通常の細胞)はほぼ球形で直径6μm前後であり，

異質細胞(ヘテロシスト)も球形である.濠水において

はこの数年間でみられなかった細胞数の培加であった.

Anabaena aphanizomenoidesもst.3， 9， 10， 11におい

て104オーダー計数された種類である.この種の糸状体

はほぽまっすぐであり(写真 5)，長さ 1-2mmにな

ることもある.栄養細胞の巾は 5μm前後で， 6μm前

後の球形の異質細胞をもち，休眠細胞が異質細胞のすぐ

近くに作られる.毎年観察される種類であるが，通常

102オーダー程度である.

Anabaena spiroidesはA.flos.aquaeと異り，その糸状体

が規則的ならせんを作る種類である(写真 6).栄養細

胞の直筏は 6μm前後であり，異質細胞は球形で直径約

7μmである. 1987年の 8月では st.5で1.3X104/ml

となっていたが，濠としてはまれなケースである.

Lyngbia c仰 tortaはそれほど顕著に増えることがないが，

103/mlはいずれかの stationで観察されるという種類

である(写真 7).糸状体は規則的ならせん状をなし，

細胞の巾は 1-2μm，長さは 4μm前後である.

Oscillatoria 1帥~netica は表 1 では st. 4及ぴ st.5で550

/ml， 350/mlとみられる程度であるが，外濠において

はしばしば観察され，多い時には104オーダーみられる.

Oscillato仰は Anabaenaとは異り休眠細胞や異質細胞は

29000 430000 54000 8500 

+ 1900 360 290 

なく，このo.limneticaの場合にはほぽまっすぐか，わ

ずかに曲がる糸状体を作っている.細胞の巾は 1-2 

μmで長さは 4ー7μmであった.

O. rachiborskiiはst.5で1.9X104/mlという高い値を

示した.今までにわずかに観察されることはあっても，

これほど多くの細胞数にはなっていなかった.この種の

糸状体は先が少し曲がっているのが特徴で，長いものは

1 mrn以上になる.細胞の巾は 8-9μmで長さは 5

μm前後であった.

1987年の 8月は例年になく多種類の藍藻が水の華状態

となっており，その分 Microcystisは少くなっていた.

Microcystisの形態的特徴からみると，M. wesenbergiiで

もいくつかの差異がみうけられるが，今後は更に生化学

的裏付けによる分類の開発が望まれる.

結論

1988年の 8月においては M.aeruginosaのほかにも o.
rachiborskii， A. flω.aquae， A. aph仰 iz，側 enoides，A. s伽

oidesの水の華が観察され，いずれも104/rnlのオーダ一

存在した.
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写真:外濠に出現する藍藻

1 . Microcystis aeruginosa (5 X 10) 
2 . Microcystis wesenbergii (5 X 10) 
3 . Microcystis viridis (5 X 20) 

4 . Anabaena flos-aquae (5 X 40) 

5 . Anabaena ap加niz，仰 wnoides(5 X 20) 

6 . A仰 baenasμroides (5 X 40) 

7 . Oscillatoria rachiborskii ( 5 X 40) 
8 . Lyngbia contorta (5 X 40) 
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水環境から分離された Yersini，α属菌とその塩素抵抗性

古畑勝則*，金子誠二* * ， 松 本 淳 彦 *

Distribution of the Genus Yersinia in Natural Water Environments 

and Resistance of Isolates to Chlorine 

KATSUNORI FURUHA T A *， SEUI KANEKO * * 

and A TSUHIKO MA TSUMOTO * 

The detection of genus Yersinia in waste waters， river waters， pond waters and wel1 waters was attemp. 

ted during the period from July to September in 1986 and January to March in 1987. A total of 160 natural 

water samples were examined for these organisms. 

Yersinia species were detected from 75 of 160 samples (46.9 %) and were distributed as fol1ows: 29 sam-

ples of 60 (48.3 %) taken from waste waters ; 36 of 40 (90.0 %) from ri ver waters ; 10 of 20 (50.0 %) from 

pond waters， and none from 40 samples of wel1 waters. The detection ratios were higher in samples col1ected 

during the winter months (70.0 %) than in suminer months (23.8 % ). Y. enterocolitica was the dominant iso-

late among al1 the water samples in both seasons. Other isolates of Yersinia species were Y. kristense明仏 Y.

frederiksenii， Y仰te円四ediaand Yersinia sp . . Although a total of 231 strains of Y. enterocolitica isolated from 

these samples were tested for autoagglutination， al1 isolates were negative. As for resistance to free residual 

chlorine of some isolates， the strains of Y. enterocolitica， Y. kristensenii， Y. frederiksenii， Y.仰termediaand Yersi-

nia sp. were very sensitive. That is， the cel1s of 105/ ml of isolaters were killed completely at the dose of 

o .1mg/l of free residual chlorine within 30 seconds of contact time. 

Keywords : Yersinia enterocolitica， distribution， water environments， chlorine resistance 

緒 = 
E司

エルシニア (Yersinia)属菌は，かつて Pasteurella属

の細菌として扱われていたが， 1972年から腸内細菌科の

独立したー属として分類されるようになった1)

Bergey's Manual of Determinative Bacteriology， 8th， ed. 

(1974) には，Yers仰 iapestis， Y. pse叫doωberculosis，Y. 

enterocoliticaの 3菌種が記載されていたが，近年，Y. 

phil仰~iragia2) ， Y. ruckeri3) ， Y. interl叫edω4) Y. 

fγ'ederiksenii5)， Y. kristensenii6)， Y. aldovae7)， Y. rohdei8)な

どの新たな菌種が次々に報告され，現在の Bergey's

Manual of Systematic Bacteriology， Vol.l (1984)には y

intermedia， Y. frederiksenii， Y.制 stensenii，Y. ruckeriを加

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科

**東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

えた 7菌種が記載されている.

これら Yersinia属菌のうち，Y. pestis， Y. pseudo-

t叫berc叫losisおよび Y.enterocoliticaは，人畜共通感染症

の原因菌として位置づけられているが，Y. pestisを除く

とその感染源や感染経路が解明されていない.

Y. enterocoliticaは， 1960年代に入ってヒトの回腸末端

炎や虫垂炎などからの分離例が報告されて以来，ヒトの

腸管系病原菌として注目されるようになった.その後，

諸外国で本菌によるヒトの感染症例が相次いで報告され，

特に小児における下痢症の原因菌の一つであることがわ

かってきた.また，敗血症，関節炎，結節性紅斑などの

起因菌となることもあり，その発現する症候は多彩であ

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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る1)

わが国における最初の Y.enterocolitica感染は， 1972年

にZen-Yojiらにより報告された散発例である9) 続いて

静岡県10)，栃木県11)，京都府12)，宮城県13)などで散発

あるいは集団発生の報告があり ，Y. enterocolitica感染症

に対する関心が高まってきた.このような経緯で， 1982 

年，厚生省は Y.enterocoliticaを食中毒原因菌として新た

に追加指定した14，15)

一方，Y. pseudoωbeγcωosisは，仮性結核菌として古く

から知られていたが，最近までは一部の獣医学研究者の

間で研究対象にされていたに過ぎなかった.ところが，

1980年代に入ってから本菌による感染症例が次々に報告

されるようになり 1620)，泉熱の原因菌として21-23)，ま

た川崎病との関連性などについても議論されるように

なってきた24-28)

このように，近年になって Yersinω属菌は公衆衛生の

分野において一段と関心が高まってきた.本属菌が人畜

共通感染症の原因菌であることから，これまで YersI1包ia

属菌の検出には，主にヒトの臨床材料，動物の腸管内容

物および動物性食品等が対象とされてきた29-42) しか

し，本属菌は河川や湖沼などの自然水域にも分布してい

ることが報告され4345)，特に Y.pseudotuberculosis感染

が，ノネズミの糞尿で汚染された井戸水を飲水したため

に成立したという報告もある46) こうしたなかで都内

の水環境における Ye凶.ma属菌の分布状況を把握するこ

とは，本属菌に起因する感染症の生態学的裏付けとして

重要な意義があると考え，種々の水域を対象にして調査

を行った.また，表流水は上水道の原水になり得ること

から，水環境から分離した菌株に対する塩素抵抗性も併

せて検討した.

材料および方法

1. 供試水 浄化槽放流水は都内団地30箇所の60試料，

河川水は秋川，浅川，日原川，川乗川，多摩川，江戸川，

荒川，仙川，野川などの20箇所で採水した40試料，池水

は新宿御苑，明治神宮，浜離宮，六義園，不忍池，武蔵

関公園，石神井公園，善福寺公園，井の頭公園，千鳥ケ

淵濠で採水した20試料およぴ都内20箇所40試料の井戸水，

合計160試料を用いた.いずれの試料も夏期は1986年 7

月から 9月に，冬期は1987年 1月から 3月にかけて同一

地点で、100-500mlを採水した.

2. 培地および培養条件増菌培養には PSB培地47)

(Na2HP04 8.23g， NaH2P04・H201.2g， N aCl 5g， D-

sorbitol lOg， bile salts No.3， 1.5g， peptone 5g，蒸留水

1，000ml， pH7. 6) を，分離培養には CIN培地48)

(Oxoid)，マツコンキー寒天培地および SS寒天培地

(以上， 日水製薬)を用いた.

PSB培地は 4.Cで4週間， CIA培地は30.Cで24時間，

マツコンキー寒天培地およびSS寒天培地は25.Cで48時

間の培養条件とした.

3. Yersinia属菌の分離同定浄化槽放流水は100ml

を，河川水，池水および井戸水は500mlを0.22μmのメ

ンブランフィルターで液過した.このメンプランフィル

ターを50mlの PSBを入れた三角コルベン (100ml容)

に入れて低温噌菌培養した.この PSB培養液0.5mlに

0.4%水酸化カリウム加0.5%食塩水4.5mlを加え，ボル

テックス・ミキサーで30秒間激しく混和してアルカリ処

理44)を行い，その l白金耳ずつを CIN培地，マツコン

キー寒天培地およびSS寒天培地の各平板にそれぞれ画

線塗抹した.培養後， Yersinia属菌と思われる集落を各

平板から 3-5個ずつ釣菌して再分離した.そして，ブ

ドウ糖に対する OF試験を行って発酵的にブドウ糖を分

解した菌株については，ブドウ糖発酵性梓菌同定用キッ

トの IDテスト EB-20 (日水製薬)を用いて生化学的性

状を調べ菌種の同定を行った.

4. 分離菌株の生物型別，血清型別および自己凝集性

試験各材料から分離同定された合計231株の Y.entero-

coliticιについて生物型別45)を行うとともに，市販のエ

ルシニア・エンテロコリチカ診断用免疫血清(デンカ生

研)を用いてスライド凝集反応により血清型03，05， 08， 

09の型別を行った.また， 10%血清加ブレーンハートイ

ンフュージョンブロス (BHIB) を用いて病原性状の一

つである自己凝集性を調べた.すなわち， 2本の BHIB

に各分離菌株を接種し，それぞれを25.Cと3TCで24時間

培養して凝集の有無を観察し，3TC培養でのみ凝集が認

められた菌株を自己凝集性陽性と判定した.

5. 塩素抵抗性試験各分離菌株をブレーンハートイ

ンフュージョン寒天培地で3TC，20時間培養し，これを

集菌して滅菌蒸留水に浮遊させた.そして3，000rpm，

15分の遠心分離を 3回行って菌体を洗i争した後，再ぴ滅

菌蒸留水に浮遊させて菌数が105/mlになるように実験

水を作製した.次に，実験水200mlに対して残留塩素濃

度がO.lmg/lになるように次亜塩素酸ナトリウム溶液

を添加した.そして随時撹排しながら室温 (25:1:1 .C) 

で30秒， 1分， 3分およぴ5分間接触させたのち，直ち

にその 1mlをシャーレに取ってブレーンハートイン

ヒュージョン寒天培地で混釈し， 37.Cで24時間培養後に

生菌数を求めた.同時にオルトトリジン法により残留塩

素濃度を測定した.
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結果

1. 各水環境における Yersinia属菌の検出状況

夏期と冬期における各材料からの Yers初旬属菌の検出

状況を表 1に示した.全体では 160試料中75試料

(46.9% )から Yersinia属菌が検出され，このうち夏期

では80試料中19試料で23.8%の検出率であったが，冬期

には80試料中56試料，検出率70.0%と夏期よりもはるか

に高率に検出された.

これを材料別にみると， i争化槽放流水では夏期に30試

料中 3試料 (10.0%)から検出されたにすぎなかったが，

冬期では26試料 (86.7%)から検出され，合計で60試料

中29試料 (48.3%)から検出された.河川水では，夏期

には20試料中16試料 (80.0%)から，冬期にはすべての

試料から検出され，合計で40試料中36試料 (90.0%)か

ら検出された.池水では，夏期の10試料からは検出され

なかったのに対し，冬期にはすべての試料から検出され

た.しかし， 20箇所について検査を行った井戸水では，

夏期および冬期ともまったく検出されなかった.

表1.材料別 Yersi

材 料 f共試 検出
試料数 試料数

夏 期 30 3 
海化槽放流水 冬期 30 26 

小計 60 29 

夏 期 20 16 

i可 )11 水 冬 期 20 20 

小 計 40 36 

夏 期 10 。
池 水 冬期 10 10 

小計 20 10 

夏 期 20 。
井 戸 水 冬期 20 。

小 計 40 。
A口、 計 160 75 

2. 各水環境から分離されたYersinia属菌の菌種

各水環境から分離された Yersinia属菌の菌種とその分

離率を表1に示した.いずれの水環境においても夏期，

冬期を間わず，Y. enteγ'Ocoliticaが最も高頻度に分離され，

その分離率は81.3-100%であった.Y. enterocolitica以

外の菌種として，浄化槽放流水から Y.frederiksenii，河

川水から Y.krist，仰 sensenii，Y. f1倒的ks仰 ii，Y. intennedia 

および Yeγ:siniasp.，池水からは Y.kristenseniiとYersinia

sp.が分離された. しかし Y.ts仰 doωberc叫losisは1株も

分離されなかった.

各試料における構成菌種は以下のとおりであり，材料

によって明かな違いがみられた.すなわち，浄化槽放流

水では，すべての試料から一種が単独で分離され， 29試

料中28試料 (96.6%)が Y.仰 terocoliticaであり，残りの

1試料は Y.frederikseniiであった.河川水では36試料中

12試料 (33.3%)から Y.enterocoliti仰が， 4試料

(11.1%) から Y.kristenseniiが，そして 1試料

(2.8% )から Yersiniasp.がそれぞれ単独で分離された.

検出率
分離菌種

分 離 分離率
(%) 試料数 (%) 

10.0 Y.目tteγ'ocolitic品 3 100.0 

86.7 Y. enteγ'Ocolitica 25 96.2 
Y. frederiksenii 3.8 

48.3 

80.0 Y. e判terocolitica 13 81.3 
Y. kristensenii 12 75.0 
Y. i間te円nedia 2 12.5 
Yeγ:st鈍tasp. 1 6.3 

100.0 Y. enterocolitic乱 17 85.0 
Y. kristensenii 6 30.0 
Y目 frederiksenii 5 25.0 
Yesinia sp. 3 15.0 

90.0 

100.。 Y. e机terocolitica 9 90.0 
Y. kristens帥 ii 2 20.0 
YeγS泡叫t品 sp. 6 60.0 

50.0 

46.9 
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また，Y. enterocoliticaとY.kristense判iiが同時に分離さ

れたものが9訴消ヰ (25.0%)あり ，Y. enterocoliticaとY.

frederikseniiは 5試料 (13.9%)から，Y. e百terocoliticaと

Yersiniιsp.および Y.krist，仰 seniiとY.intermediaは，そ

れぞれ l試料 (2.8%)から同時に分離された.さらに，

Y. enterocolitica， Y. kriste判se叫ii.Yersinia sp.が同時に分離

されたものが2試料 (5.6%)あり， 1試料 (2.8%)か

らは Y.enterocolitica. Y. kriste叫seniiおよぴ Y.intermedia 

が同時に分離された.池水からは Y.enterocoliticaが10試

料中 3試料から，Yersin似 sp.が， 1試料から単独で分

離された.そして Y.enterocoliticaとYersinisp.が4試料

から，Y. enterocoliticaとY.kristense仰が 1試料から同

時に分離された.残りの 1試料からは Y.enterocolitica， 

Y. kristenseniiおよび Yersinisp.が同時に分離された.

以上のように調査した水環境中には多種の Yersinia属

菌が広〈生息していることがわかり，なかでも Y.en. 

terocoliticaが最も分離頻度の高い菌種であった.

3. 水環境から分離された Y.enterocoliticaの生物

型別，血清型別および自己凝集性

i争化槽放流水28試料，河川水30試料，池水9試料から

分離された合計231株の Y.enterocoliticaについて血清型

別および生物型別を行った結果を表2に示した.血清型

別が可能であった菌株は，浄化槽放流水で16株，河川水

で20株，池水では 6株の合計42株 (18.2%)であり，残

りの189株は型別不能であった.すなわち，血清型03生

物型 lが1株，血清型05生物型 1が17株，血清型05生物

型2が1株，血清型08生物型 1が17株，血清型08生物型

2が4株，血清型09生物型 1が1株および血清型09生物

型2が1株であった.

血清型別さ札た42株について自己凝集性を試験したと

ころ，すべて自己凝集性は陰性を示し，非病原株である

ことが推察された.

4. 水環境から分離された Yersinia属菌の塩素抵抗

性

試験に用いた菌株は水環境から分離した Y.側 terocoli.

tica血清型03，Y. enterocolitica血清型05，Y. enterocolitica 

血清型08，Y. enterocolitica血清型09，Y. intermedia， Y. 

frederiksenii， Y. krist，ωsenii， Yer.符'si仰?叫t叩tωas叩p.と病原性の明

かなブタ由来の Y.e仰nt，吋teγ仰oc叫oli似t“icω品血j清青型Oω3およぴ

由来の Y.pμseωudωot.ωu帥bωe作rcuωu山losis血i清青型4品bである. また比較

対照菌として Escherichiacoli ATCC 11775を用いた.こ

れらについて遊離残留塩素濃度O.lmg/lに対する塩素

抵抗性を検討した.その結果，いずれの菌株も対照大腸

菌と差はなく ，1.6-4.9X105/mlの初期添加菌数が30

秒の接触時間で100%殺菌された.

考察

Yersinia属菌は動物の糞便や動物性食品からヒトに感

染するといわれていることから，自然界における本属菌

の分布調査のほとんどが，各種動物の糞便や食肉などを

対象としたものであり，水環境における報告はあまり見

あたらないのが現状である.ところが， 1985年に佐藤

ら46)は，Y. pseudotuberc叫losisによる感染症が本菌で汚

染された井戸水に原因していた例を報告して以来，水道

行政においても Yersinω属菌に対する関心が高まってき

た.そこで，都内の種々水環境における Yersinia属菌の

分布状況を知るために，浄化槽放流水，河川水，池水お

よび井戸水を対象に本属菌の検出を試みた.

今回の調査では，Y. enterocoliticaをはじめとする Yer.

sinia属菌が，井戸水以外の水環境中に広く分布してい

ることが明かとなり， 46.9%の高い検出率であった.浅

川ら43)は静岡県下の河川水，下水，池水など213試料中

68試料 (31.9%)から本属菌を検出している.また，中

嶋らも岡山県下の河川水や井戸水等3，902試料について

調査し， 594試料 (15.2%)から Y.enterocoliticaを，ま

た同時に38試料 (1.0%)から Y.pseudotuberc叫losisを検

表 2.分離された Y.enterocoliticaの血清型別と生物型別

分離 血清型/生物型
キオ キヰ 株数

(%) 03/1 05/1 OS/2 08/1 08/2 09/1 09/2 型別不能

浄化槽放流水 77 。 7 。 6 3 。 。 61 

i可 )11 水 133 1 5 1 10 1 1 1 113 

池 水 21 。 5 。 1 。 。 。 15 

ムロー 計 231 1 17 1 17 4 1 1 189 

(100) (0.4) (7.4) (0.4) (7.4) (1. 7) (0.4) (0.4) (81. 9) 
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出したと報告している44) さらに，米国の Shayeganiら

の報告では622試料の表流水のうち147試料 (23.6%)か

ら Yersinia属菌を検出している45) これらの報告と今

回我々が行なった調査結果とを比較すると，分離方法が

異なるとはいえ，都内の水環境にはかなり高率に Yersi-

ma属菌が分布していることが判明した.

一般的に，水環境中の Yersinia属菌は高水温時期より

水温の低い冬期に多く検出されることが指摘されてい

る44)が，この傾向と同様な調査結果が得られた.この

ことは，夏期には他の菌種が優勢であるため生菌数に占

める Ye間 nia属菌の割合が低く，冬期になると低温でも

発育可能である51)Yersinia属菌の割合が高くなるため

と考えられる.

分離された Yersinia属菌は，Y. enterocoliticaが最も多

かった.次いで Y-fiγederiksenii，Y. kγist側 senii，Y.切ter-

med旬および YersiniaSp.であった. しかし浅川らの90

株の分離結果では，Y. enterocoliticaはわずか 1株であり，

Y. intermedia (63株)と Y.frederiksωii (26株)が大半

を占めていた43) また， Shayeganiらの報告45)でも同様

であり， 147の分離株のうち Y_enterocoliticaは15.6%の

低率となっている.そして，やはり Y.inte押nediaが

76.9%と最も高頻度に分離されていり，我々の調査結果

とはかなり異なった傾向が示されている.

ヒトに対して病原性のある Y.enterocoliticaでは，その

血清型と生物型との組合せが，血清型03生物型 3および

4，血清型05:27生物型 2，血清型08生物型 lおよび血

清型09生物型2であることが知られている. しかし，最

近 Yersi'旬ia属菌の病原性がプラスミド保有と密接な関係

にあることが明らかにされており 52)，分離株について

はプラスミド保有あるいは各種病原性状試験を行なうこ

とが必要であるといわれる53) そこで，Y. enterocolitica 

と同定された分離株について血清型別と生物裂別を行い，

最も簡易な病原性状試験である自己凝集性を調べた.そ

の結果，自己凝集性はすべての菌株で陰性であった.と

ころが，血清型05:27生物型 2，血清型08生物型 1およ

び血清型09生物型2に分類された菌株があった.これら

の菌株は，水環境といういままであまり調査されていな

かったフィールドから分離されたものであるため，現在

の生物型別には当てはまらない菌株であると思われた.

上水道の原水となる河川水中に Yersinia属菌が多く分

布していたため，本菌に対する残留塩素の殺菌効力を調

べたところ，O.lmg/1 濃度でいずれの菌株も E.coliと

同じように30秒以内に殺菌されることが明らかとなった.

結 語

都内の水環境から Yersinia属菌の検出を試みたところ，

約半数 (46.9%)の試料から検出され，特に冬期におい

て高い検出率であった.なかでも Y.e叩terocoliticaが最も

高頻度に分離され，ほかに Y. kristensenii， Y. 

frederiksenii， Y. intermediaおよび、 Yersin似 sp_と多種類

にわたって分離された.Y. enterocoliticaの病原性状の一

つである自己凝集性はいずれも陰性であり非病原株であ

ると思われた.また，分離株の遊離残留塩素に対する抵

抗性は，E. coliと同程度であることが明らかとなった.

なお，本稿の要旨は第46回日本公衆衛生学会総会

(1987年11月，長崎市)において発表した.
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環境における化学物質の安全性に関する調査研究(第 1報)

キャピラリーガスク口マトグラフィーによる環境試料中の

オレイン酸アミドおよびステアリン酸アミドの分析方法

岡本 寛へ大橋則雄へ土屋悦輝*

笹 野 英雄*

Studies on Environmental Safety of Chemicals (1) 

Determination of Oleamide and Stearamide in Environment 

by Capillary Gas Chromatography 

YUT AKA OKAMOTO， NORIO OHASHI， YOSHITERU TSUCHIY A 

and HIDEO SASANO 

Keywords : determination， Oleamide，stearamide， seawater， sediment 

緒 昌

現在，少なくとも 2-3万種の化学物質が生産，輸入，

使用されており，その製造，使用，廃棄の過程で化学物

質は環境中に放出される可能性がある.その結果，環境

を汚染し，人類に脅威を与える場合がある.

これらの膨大な数の化学物質より，環境庁では有害性

(LD50等動物実験による毒性，労働環境における人体へ

の毒性，発がん性，生物濃縮性，難分解'性等の内外の情

報に基づき有害性に一定の評価を加えたもの)のほか，

生産量，用途など環境への放出という観点も考慮に入れ

て，環境調査を行う必要があると考えられる約2，000物

質を選択し，プライオリテイリストを作成している 1)

今回，プラスチックの滑剤として使用され，その廃棄

の過程で環境中に大量に放出されると考えられるオレイ

ン酸アミド及ぴステアリン酸アミド(ステアリン酸アミ

ドは発がん性を示すことが報告されている)をプライオ

リティリストより選ぴ，環境中の残留レベルを測定する

為の分析法を確立した.又，実試料として東京湾の海水

及び底質について分析したので報告する.

実験 の 部

1. 試料液の調製

1) 水質試料試料 11を分i夜ロートに取り，塩化ナト

リウム50gを加え，ベンゼン50mlずつで 2回， 15分間

振とう抽出をする.ベンゼン層を合せ，無水硫酸ナトリ

ウムで脱水後， KD 濃縮器で 5mlに濃縮する.濃縮液を

無水硫酸ナトリウム 2gを層積したシリカゲルカラム

(1.0 o X30cmのカラムにシリカゲル 5gをベンゼンで

湿式充填したもの)にのせ，容器は少量のベンゼンで洗

い，洗液をカラムクロマト管に加える.続いて，酢酸エ

チル/ベンゼン (2: 8) 280mlを流し，初めの160ml

を捨て，次の160ml-280mlをKD濃縮器に受け， 5 ml 

まで濃縮した後，皇室素ガスを吹きつけて乾固する.残澄

をアセトン 1mlに溶かし，これを試料液とする.

2) 底質試料試料20gを100ml共栓付遠沈管にとり，

エタノール50mlを加え15分間振とう抽出後， 3，000rpm 

で遠心分離を行ってエタノール層を分取する.再び，残

溢にエタノール50mlを加えて同様な抽出操作を行う.

エタノール層をベンゼン50ml，5 %塩化ナトリウム水

溶液100mlの入った分液ロートにとり 15分間振とう抽出

を行う.ベンゼン層を 5%塩化ナトリウム水溶液50ml

ずつで 2回洗浄後，無水硫酸ナトリウムで脱水し， KD 

濃縮器で 5mlに濃縮する.以下，濃縮液を水質試料と

同様に，カラムクロマトグラフィー，濃縮を行い試料液

とする.

2. 試薬および標準液

1) 試薬ベンゼン，アセトン，酢酸エチル，エタノー

ル:残貿農薬試験用，精製水， 5 %塩化ナトリウム溶液

:ベンゼンで洗浄したもの，塩化ナトリウム:特級を

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24ー 1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 ]apan 



ステアリシ綾アミド

150 

3. シリカゲルカラムクロマトグラフィー 酢酸エチル

/ベンゼン (2: 8)によるシリカゲルカラムより lの溶

出曲線を図 2に示す. 160m! -320m!を分取して試料液

を作ると，海水試料(東京湾中瀬)でステアリン酸アミ

ドの定量を妨害するピークが認められた為， 160m!-

280m!を分画することとした.

4. 添加回収実験蒸留水に 5μgの標準品を添加し 4

回，海水に10μgを添加し 2回，また底質試料に 5μg

添加し 7回，回収実験を行った.この結果を表1に示す.

表 1より，底質試料でもオレイン酸アミドの平均回収

率は83%，ステアリン酸アミドの回収率は80%と良好な

結果であった.
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500。で加熱処理したもの，無水硫酸ナトリウム:PCB' 

フタル酸エステル試験用を500。で加熱処理したもの，シ

リカゲル:シリカゲル60(エキストラピュア)メルクを

1500 -1600

で 5時間活性化し一夜デシケーター中に保存

したもの，オレイン酸アミド，ステアリン酸アミド:東

京 化成一級

2) 標準液 オレイン酸アミド，ステアリン酸アミドを

おのおの正確に50mgはかり，それぞれにアセトンを加

えて正確に100m!とし標準原液とする.標準原液より順

次希釈して， 1 -10ppmの標準混合液を作製する.

3. 装置 ムーピングプレカラム式試料導入装置を装着

した FTD付ガスクロマトグラフ:島津 GC-9A，SPL-7 

4. 測定 三品料液15μlをガスクロマトグラフに注入し，

得られたピーク面積により，予め作製した検量線より定

量する.

〔キャピラリーGC/FTDの条件〕

カラム:OV寸 Bonded O. 25mm世 X25m膜厚0.3

μm キャリアガス:ヘリウム カラム入口圧1.4kg/

cm2 カラム温度:初期温度 700，初期温度保持時間

0分，昇温速度 15
0

/min，昇温最終温度 25QO，昇温

最終温度保持時間 13分注入口および検出器温度:

2800 

注入法:ムーピングプレカラム式試料導入装置を使用

した. プレカラム :OV-1 (2 %) Uniport HPS60/80 

Purge (upper) ヘリウム50m!/min Purge (lower) 

:ヘリウム 1m!/min 試料液15μlをプレカラムに付

け，溶媒を Upperpurgeにより除去 (210sec)後，プレ

カラムを注入口に移動させ，加熱 (300sec) して，試料

をキャピラリーカラムに導入した.

結果および考察

1. 分離定量法 オレイン酸アミド，ステアリン酸アミ

ドの分離定量法として数種のパックドカラム (OV-1，

PEG.HT， Unisole10T+H3P04等)を用い GC/MS.MFを

試みた.これらの物質は吸着性が強いこと，低濃度では

分離しないこと，又，お互に選択的で強度の強いフラグ

メントイオンがないこと等のために，パックドカラムは

不適であった.更に，ピストリメチルシリルアセタミド

でトリメチルシリル誘導体を調製し，パックドカラムで

分析を試みたが，保持時間の再現性に問題があった.

これ等のために，キャピラリーカラムを用いて分析す

ることとした.

2. 検量線 1 -10ppmの標準混合液15μlをガスクロ

マトグラフに注入し，そのピーク面積より検量線を作製

した.代表的な検量線を図 1に示す.
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表1.添加回収実験結果

変動係数(%) 回収率(%) 添加量試料量料試

ステアリン酸アミド

蒸留水

海水

底質

(n=4) 

(n=2) 

(n=7) 

8.2 

オレイン酸アミド

9.1 

ステアリン酸アミド

可

d

に
u
n
u

o
o
n
y
o
o
 

オレイン酸アミド

A
a
τ
a
A官

q
d

o
o
n
3
0
6
 

5μg 

10μE 

5μg 

11 

11 

20 g 6.1 6.5 

定量限界 (μg/m/)

ステアリン酸アミド

表 2.検出限界および定量限界

検出限界 (μg/ml又は g)

オレイン酸アミド ステアリン酸アミド オレイン酸アミド
試料量

0.001 0.005 0.00031 

0.015 

0.0015 

0.051 

11 

20 g 

水試 料

底質試料

5. 検出限界および定量限界環境庁の定める検出限界

等の算定方法に従い求めた2) 水質および底質試料の本

分析法による検出限界および定量限界を表2に示す.

6. 実試料の分析 図3に東京湾中瀬で採取した海水お

よび底質試料のクロマトグラム，それぞれの試料に標準

品を添加したときのクロマトグラム，および標準液のク

ロマトグラムを示す.東京湾中瀬の水質および底質試料

中のオレイン酸アミドおよびステアリン酸アミドは検出

限界値以下であった.なお，標準品の純度は FIDによ

るクロマトグラムより 90%以上と考えられるが，標準液

の FTDによるクロマトグラムには不純物と対象物質の

FTDに対する感度の違いにより，不純物のピークがか

なり大きく現われる.

まとめ

水質および底質試料中のオレイン酸アミド，ステアリ

ン酸アミドの分析法を確立した.本分析法により環境試

料中の ppbオーダーの分析が可能である.

また，東京湾中瀬の水質および底質試料中からこれら

の物質は検出されなかった.

(本研究は環境庁委託事業「化学物質分析法開発調

査」の一環として実施した)

参 考 文 献
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図3.酸アミドのガスクロマトグラム

A)標準液 1. オレイン酸アミド(75ng)

2. ステアリン酸アミド(75ng)

B)水試料(1/)

C)水試料(1/) +標準品(各々10μg)

D)底質試料(20g)

E)底質試料(20g)+標準品(各々 5μg)
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多摩地区地下水における揮発性有機塩素化合物汚染の動向

矢口 久美 子へ 鈴木 俊也*，関山 登*，

渡辺 学へ西烏基弘*，寺山 武*

The Trend of the Contamination of V olatile Chlorinated 

Organic Compounds in Groundwater in Tama， Tokyo 

KUMIKO YAGUCHI*， TOSHINARI SUZUKI*， NOBORU SEKIYAMA *， 

SA TORU W A T AN ABE *， MOTOHIRO NISHIZIMA * and T AKESHI TERA Y AMA * 

Keywords:地下水汚染 contaminationof groundwater， トリクロロエチレン trichloroethylene，テトラクロロエ

チレン tetrachloroethylene，1，1，1-トリクロロエタン 1，1，1-trichloroethane，季節変動 seasonalchanges 

緒 日

著者らは，昭和56-57年に東京都多摩地区における地

下水のトリクロロエチレン (TCE)等の揮発性有機塩素

化合物の汚染実態を明らかにするため，井戸水を対象に

調査し，その汚染が広範囲に広がっていることを報告し
た1)

一方，環境庁は昭和57年に全国的に地下水汚染調査を

実施し， TCE等の有機塩素化合物汚染が極めて広範囲

に及んでいることを明らかにした2)

その後，厚生省は昭和59年 2月に TCE，テトラクロ

ロエチレン(PCE ) ， 1， 1 ， 1 -トリクロロエタン (MC)に

ついて水道水の暫定水質基準を設定した3) さらに，昭

和59年 8月には，環境庁及び通産省などにより， TCE 

等の排水濃度の管理目標値が示され4)，5)，6)，現在それに

従って行政指導が進められている.

そこで今回，再度，東京都多摩地区の井戸水の揮発性

有機塩素化合物の汚染調査を行い，前回の調査結果と比

較して，汚染状況の推移を把握すると共に，特定の井戸

について汚染の季節変動を調査したのでその結果を併せ

て報告する.

調査 方 法

1. 調査対象井戸友ぴ調査期間

1) 井戸の深さが30mより浅い井戸(浅井戸)225件，

30mより深い井戸(深井戸)231件，合計456件を対象と

した.なお，それらはいずれも昭和61年 9-12月に採水

した.

また，昭和56年の調査で汚染が確認された多摩地区北

東部の浅井戸29か所，南東部の浅井戸12か所について汚

染動向調査を行った.

2) あらかじめ， TCE等に汚染されていることを確

認した浅井戸 6か所と深井戸10か所について，昭和60年

4月一62年3月に，このうち浅井戸 4か所と深井戸 5か

所については昭和60年4月一63年3月まで，揮発性有機

塩素化合物の季節変動を調査した.なお採水は深井戸 1

か所については毎月，他の井戸については隔月に行った.

2. 採水方法

採水方法はいずれも上水試験方法7)に準じて行った.

ただし， トリハロメタンの測定は行わなかったことから，

採水時に亜硫酸ナトリウム及びリン酸を添加しなかった.

3. 調査項目

TCE， PCE及び MCについて汚染実態調査を行った.

なお特定井戸を対象とした汚染動向調査では cis-1，2-ジ

クロロエチレン (DCE)の測定も行った.また季節変動

調査では TCE，PCE， MC， pH，硝酸性窒素及ぴ塩素イ

オンについて調査した.

なお，月間降水量は三鷹市水道部のデータ 8)によった.

3. 分析方法

1)装置 ガスクロマトグラフ (GC):島津 GC 7A 

ECD (63Ni 10mCi)，インテグレーター:島i掌クロマト

パックC-R3A，恒温槽:小松エレクトロニクス CTE220，

イオンクロマトグラフ:ダイオネックス社2010i型， pH 

メータ:東亜電波工業(株)HM-10K型

*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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2) 標準物質

TCE， PCE， MC及ぴ DCEの各1，000mg/t混合標準

液(関東化学，特注品)を残留農薬試験用メタノールで

適宜希釈して使用した.

3) 操作方法

揮発性有機塩素化合物:上水試験方法のヘッドスペー

ス法7)に準じて行った.ただし平衝温度は20.Cで行い，

GCへの気相のガス注入量は100μlとした.

ガスクロマトグラフィーの分析条件:カラム 20% 

Silicone DC550 chromosorb W A W 80 -100メッシュ

3mmX3mガラスカラム，カラム温度 9O"C，注入口温

度 250.C

塩素イオン及ぴ硝酸性窒素:イオンクロマトグラ

フィーにより測定した.すなわち試料50μlを直接注入

し電気伝導度検出器により測定した.

イオンクロマトグラフィーの分析条件:分離カラム

HPIC AS4A，ガードカラム:HPIC AG4A，溶離液:

22mmol Na2C03及び7.5mmolNaHC03の混合液，再生液

: O.OlN H2S04 

pH値:上水試験方法のガラス電極法7)及ぴ比色法7)に

従い測定した.

結果忍び考察

1. 揮発性有機塩素化合物による地下水汚染の実態

1) 昭和56，57年(前回)及ぴ昭和61年(今回)の調

査結果の比較

調査した井戸を浅井戸，深井戸別に分類し，地域別に

整理して表 1に示した.

また TCE，PCE及び MCの検出率を浅井戸，深井戸

に分けて表2に示した.今回と前回の調査結果を比較す

ると，浅井戸においてはいずれの化合物も検出率が上昇

した.深井戸では TCE及びPCEの検出率はやや上昇し

たが， MCは変化がみられなかった. しかし，これらの

化合物濃度と水道法の暫定基準値 (TCE30μg/t，

PCE10μg/t， MC300μg/t)を比較した場合，それを

表1.揮発性有機塩素化合物の調査対象井戸数及ぴ採水地域

浅 井 戸 1采 井 戸

採水 地域
調査井戸

採水地域
調査井戸

昭和56，57年 昭和61年 昭和56，57年 昭和61年

東久留米市 47 63 府 中 市 43 18 

八王子市 24 2 八王子市 34 28 

保 谷 市 18 21 H召 島 市 23 16 

田 無 市 17 12 鷹 市 19 9 

府 中 市 17 8 日 野 市 17 12 

4自 江 市 14 5 平 市 17 13 

i青 瀬 市 13 3 東村山市 12 12 

町 回 市 11 29 調 布 市 12 9 

鷹 市 7 12 町 回 一 12 19 

平 市 4 。 多 摩 市 6 6 

武 蔵野市 3 l 武蔵村山市 5 7 

そ の 他 6 69 そ の 他 34 82 

言十 181 225 234 231 

表 2.井戸水中の揮発性有機塩素化合物の検出率

井 戸の種類 調 査 の 年
検 出 率 ( %) 

TCE PCE MC  

I支 井 戸 昭和56，57年 50 29 44 

昭和61年 66 41 58 

深 井 戸 昭和56，57年 33 6 17 

昭和61年 38 10 17 
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表 3.井戸水中の揮発性有機塩素化合物が暫定基準値を超える比率

井戸の種類 調査の年
基準値*を越える比率(%) 

TCE PCE MC  

浅 井 戸 1 昭和56，57年 20 13 。
昭和61年 6 7 。

i采 井 戸 昭和56，57年 9 3 。
昭和61年 4 3 。

*暫定基準値:TCE 30μg/l， PCE 10μg/l， MC300μg/l 

上回ったものの比率は，表3に示すように，浅井戸では

TCE， PCE共に減少し，深井戸では TCEは減少したが

PCEは同じであった. MCには暫定基準値を上回るもの

はなかった.

これらの井戸水における各化合物の濃度分布を図 1に

示した.浅井戸，深井戸共に各化合物の高濃度汚染の比

率は減少しているが， 2 -10μg/lの低濃度汚染の比率

はむしる増加していることがわかった.特に浅井戸にお

いて，この傾向が顕著であった.

これらのことから，前回の調査から約 5年の聞に，

TCE等の揮発性有機塩素化合物の地下水汚染は，低i農

100 

(%) 
TCE 

PCE 

MC 

OL 
<2 干 11 平司 1913∞〈

10 30 50 100 3∞ 
濃度 (μIJ/A)

洩弁声

Eコ昭和56，57の調査，

検出限界:2μIJ/A 

TCE 

PCE 

MC 

図1.多摩地区の井戸における揮発性有機塩素化合物の

度ではあるが依然として拡散が続いていると推察される.

また各化合物の暫定基準値を超える井戸水が滅少したの

は，高濃度に汚染されていた地下水が，自然浄化されて

いること，あるいは高濃度汚染の判明した井戸水が使用

されなくなったためであるとも考えられる.

浅井戸において TCE，PCE及ぴ MCが同ーの井戸か

ら検出される組み合わせとその検出率を図 2に示した.

1つの化合物のみ，あるいは 2つの化合物のみの同時検

出率は減少し，逆に 3つの化合物の同時検出率が上昇し

たことからも汚染の拡大が推察される.

検出化合物

TCE PCE MC 
検出率(%)

O 。
。

o 0 

o 0 

o 0 

0 o 0 仁三ごご三三で~竺...................'54
o昭和56，57年の調査 (N=106) 

1m昭和61年の調査 (N=167 ) 

図2.浅井戸における揮発性有機塩素化合物の検出状況

濃度分布 図3.同一井戸における揮発性有機塩素化合物の調査地域
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2) 同一井戸における昭和57年と62年の汚染調査の比

較

TCE等の揮発性有機塩素化合物による地下水汚染の

変化をさらに詳細に検討するため，前回の調査で有機塩

素化合物が検出され，かっ比較的サンプル数の多かった

多摩地区北東部及ぴ南東部の浅井戸について TCE，

PCE， MCの他に DCEを加えて昭和62年に再調査を

行った.調査地域の略図を図 3に示した.

北東部浅井戸における各化合物の濃度分布を，昭和57

年(前回)と62年(今回)とを対比して図 4に示した.

前回と今回の結果を比較すると，大部分の井戸で TCE

及ぴDCE濃度は減少し， PCEも前回の調査で高濃度に

検出された井戸においては著しい減少が認められた.

MCについては地域差がみられ，北部では減少し，南部

では増加を示した.

多摩地区南東部における同様の濃度分布を図 5に示し

た.この地区においてはPCE濃度の減少傾向がみられ

るが， TCE， MC及び DCE濃度は逆に著しい増加がみ

られた.また南東部においても揮発性有機塩素化合物の

濃度分布に地域特性がみられ，その特性により A地区と

B地区に分けた. A地区は前回の調査では TCEの高濃

度汚染地域であったが，今回の調査ではその濃度が減少

し，かわって MCの汚染濃度がやや上昇した.一方B地

区は， PCEの高濃度汚染地域であったが，今回の調査

100 

では検出濃度の低下が認められ，かわって TCE濃度が

著しく上昇した.また MC，DCEにおいても上昇した.

北東部，南東部の同一井戸における 5年間のこれら化

合物の汚染濃度を比較すると，地域により変動幅に差は

あるが，いずれの地域においても PCE濃度は減少した.

これは PCEが頻繁に使用され，かつ排水処理法があい

まいであったクリーニング業に対して，厚生省が管理目

標値6)を示したこと，また保健所等の指導が開始された

こともあって， PCE排出量が減少したことによるもの

と考えられる. しかし一方では， TCEがさらに高濃度

に検出された地域がみられ，また徐々にではあるが MC

の濃度が増加を示す等，汚染の拡散も認められた. MC 

の暫定基準値は TCEの10倍の300μg/lと高濃度である

ことから， TCEからMCへ需要が移り変わっており 9)，

汚染の拡大が懸念される. MCよりも古くから使用され

ている TCE9)の汚染が広範囲にわたっていることを考え

ると， MCについてもこれ以上の汚染の拡散を紡ぐよう

関係機関の努力が一層必要であると考える.

2. 地下水中の揮発性有機塩素化合物の季節変動

地下水中の TCE等有機塩素化合物濃度の 1年間の挙

動を明らかにするために，浅井戸 6か所，深井戸10か所

について季節変動を調査した.

1) 浅井戸 いずれからも TCEが検出され，調査期

間中の変動の幅が小さい井戸では 1μg/l，大きい井戸
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図6.浅井戸におけるトリクロロエチレンの季節変動と降水量及び水位

・-・浅井戸A，・-・浅井戸B，企-.A.浅井戸C，O…O浅井戸Aの水位

仁コ月間降水量

いずれのデータも 2回の調査の移動平均値



浅井戸Aでは降水量の多寡から 2-4か月遅れて

TCE 濃度の増減が認められた.この井戸の水位は降水

量に相関して変動を示した.一方，浅井戸B及ぴCでは

降水量の増減と逆の周期，すなわち夏期に TCEの濃度

が低く冬期に高い傾向を示した.

ところで，雨水が地下に浸透する場合，土壌中に存在

している TCE等の汚染化合物を帝水層へ運搬する作用

と，地下水が高濃度に汚染されている場合は，それを希

釈する作用の 2つが考えられる.今回調査の浅井戸Aで

は前者の運搬の作用が大きく，浅井戸B及ぴCでは後者

の作用が大きいと推察される.

2) 深井戸 10か所の井戸すべてから TCEが検出さ

れ，調査期間中の変動幅は小さい井戸で 8μg/l，大き

い井戸では120μg/lであった.このうち， 2か所の井

戸で季節における変動が顕著に認められた.その他は不

規則な変動が 1か所，増加の傾向が 1か所，残りの 6か

所の井戸ではほとんど変動が認められなかった.

PCEは3か所の井戸から検出され，変動幅は 1-60 

μg/lであった 0" 1か所の井戸で季節変動が認められた.

285 39， 1988 報年研

では58μg/lであった.そのうち 3か所の井戸で季節変

動が認められたが，他の 3か所ではほとんど認められな

かった.

待T尽東

PCEは4か所の浅井戸から検出され，変動が認めら

れたのは 2か所で，その変動幅は 1μg/lと7μg/lで

あった.調査期間を通して，いずれも変動幅に周期的な

規則性はみられなかった.また他の 2か所ではほとんど

変動はみられなかった.

MCはいずれの井戸からも検出され，変動幅は 1-95 

μg/lと個々の井戸で変動幅に大差がみられた.このう

ち季節変動を示した井戸及ぴ不規則な変動を示した井戸

が各々 1か所ずつ，他の 4か所の井戸においてはほとん

ど変動が認められなかった.

TCE濃度の季節変動が認められた 3か所の浅井戸A，

B及ぴCにおける TCE濃度，月間降水量並びに浅井戸

Aの水位の変動を 2回の測定値の移動平均値で図 6に示

した.移動平均値x"は次式により求めた.

x，，= 1ら+(Xn-l +xn+l)/2! /2 
Xn : n固めの測定値
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その他増加の傾向を示した井戸が 1か所，ほとんど変動

を示さない井戸が 1か所であった.

MCは7か所の井戸から検出され，変動幅は 1-21 

μg/lであった.そのうち 1か所の井戸で季節変動を示

したが，他の 6か所の井戸では変動は認められなかった.

深井戸Dにおける TCE，PCE 濃度の季節変動と降水

量及び揚水量との関係を図 7に示した. TCE 濃度は降

水量の変動に約 2か月遅れて相関した挙動を示したが，

揚水量との関係はみられなかった. PCEはTCEのよう

に顕著な変動は認められなかった.調査期間中の無機イ

オン濃度の平均値は硝酸性窒素9.0mg/l，塩素イオン

24.2mg/l， pH6.4であった.いずれも年聞を通して大

きな変動は認められなかった.これらの成績は当地区の

浅井戸について著者らが別途に測定した成績と類似して

いることから，深井戸Dでは年聞を通して不圧地下水の

揚水量の多いことが考えられる.そのため深井戸Dと先

に示した浅井戸の TCE濃度の季節変動パターンが類似

したと推測される.

深井戸Eにおいて TCEの濃度変動と降水量及び無機

15r 150 

イオン濃度との関係を図 8に示した.この場合の TCE

濃度は月間降水量の変動に約10か月遅れて類似の変動パ

ターンを示した.同時に測定した硝酸性窒素及ぴ塩素イ

オン濃度は TCE濃度と同様の変動を示し， pHはTCE

濃度が高くなった時に下がり，逆に低くなった時に上が

る傾向がみられた.

一般に不圧地下水の水質は被圧地下水のそれと比較す

ると， pHは低く 10)硝酸性窒素及ぴ塩素イオン濃度は高

い(著者未発表データ). したがって深井戸Eでは TCE

濃度が高くなる時期に不圧地下水からの揚水量が増えて

いると考えられる.

まとめ

東京都多摩地区地下水における TCE等の有機塩素化

合物汚染の変動について，前回の調査すなわち昭和56，

57年の調査と昭和61年の調査結果を比較し，さらに季節

による変動を検討し次の結果を得た.

1.昭和61年に456か所の井戸水を対象とした調査で

は，昭和56，57年に比較し，浅井戸，深井戸共に TCE，

PCE， MCの3化合物ともに水道水の暫定基準値を超え
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図8. 深井戸Eにおける TCEの濃度変動と無機イオン濃度及び降水量

・-・TCE，・-圃塩素イオン，企-A硝酸性窒素， O-QpH値，仁コ月間降水量

いずれのデータも 2回の調査の移動平均値
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る井戸は減少したが，検出される井戸の比率は増加し，

特に浅井戸ではその傾向が顕著であった.

2. 41か所の浅井戸について，昭和57年と62年の調査

を比較した結果，化合物及び地域によって汚染の変動様

式は異なっていた.

3. 浅井戸 6か所，深井戸10か所について年間の有機

塩素化合物汚染の変動を調査した結果， TCEについて

はいずれの井戸からも検出され，浅井戸 3か所，深井戸

4か所で何らかの変動のあることが確認された.そのう

ち季節変動を示したのは浅井戸 3か所，深井戸 2か所で

あった.その変動は降水量と関係が深いと恩われる.

謝辞本調査にあたり，調査井戸の確保に御協力下

さった府中保健所，小平保健所並ぴに各保健所の衛生課

の方々に，またデータの整理に御協力いただいた麻布大

学環境保健学部の菊地文枝さんに心から謝意を表します.
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オルトフェニルフェノール (OPP)水酸化酵素について

(抗体によるチトクローム P450分子種の同定)

牛山慶子*，長井二三子*，佐藤かな子*

加 納 い つ*

Characterization of OPP Hydroxylase : 

Identification of Cytochrome P 450 Species by Antibody 

KEIKO USHIY AMAへFUMIKONAGAI*， KANAKO SATOH* 

and ITSU KANO * 

Keywards:オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)o.phenylphenol sodium salt. チトクローム P450

cytochrome P450. 抗体， antibody 

緒昌

オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)は，

防カビ剤として，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)

著者らは， OPPの代謝産物について検討したところ，

代謝物の増加と，ガンの発生とが深く関連していること

が示唆された2-5) OPP投与により肝薬物代謝酵素活性

が誘導され5)，これにより代謝物が増加し，ガンが発生

すると考え，薬物代謝酵素について調べている.前報6)

は， OPPによって誘導されたチトクローム P450の増加

を，いくつかのチトクローム P450分子種に対する特異

的抗体を用い免疫化学的方法で検討した.今回は， OPP 

を代謝する OPP水酸化酵素について，その性質とそれ

を担うチトクロ}ム P450の分子種を抗体を用いて検討

した.

方法

OPP水酸化酵素標品は， PBミクロソームと OPPミク

ロソームを用いた. PBミクロソームは，ラット F344に

4週令より 1週間，フェノパルピタールナトリウムを

80mg/kg毎日経口投与し， 1日絶食後，断頭屠殺し，

肝臓ミクロソームを調製した5) OPPミクロソームは，

同種のラットに 4週令より 1週間， OPP-Naを2%飼料

中に添加して投与し， PBミクロソームと同様に調製し

た.

NADPH， NADHはオリエンタル酵母， BSA (bovine 

serum albumin)， Tris は sigma， MOPS (3-

(N-Morpholino) propane.sulfonic acid)はドータイト

のものを使用した.

OPP水酸化反応は， NADPH 1.2mM， NADH 0.9 mM， 

BSA O. 7mg/ ml， MgCI2 3mMの終濃度で50mMTris-塩

酸緩衝液総量250μlで行った.反応後，反応液を塩酸酸

性でエーテル抽出し，内部標準としてビフェニルを添加

し，高速液体クロマトグラフィーで分析した. HPLCの

条件は，カラムは TSKgIODシ80TM(粒径 5μm) 4 

mmX25cm，移動相は，アセトニトリル:水 (9: 1) 

を流速 1ml/minで流した.検出は，紫外部254nmの吸

収を測定した.タンパク量の測定は， Lowry7)の方法で、

行った.

抗体は，精製した PB誘導チトクローム P450の PB-

1 a (分子量51，000)，PB-1 b (51，000， 47，000)， PB-

1 c (52，000)， PB-1 d (52，000)， PB【 IIb (51，000)， 

s-ナフトフラボン (BNF)誘導の BNF-IIa(53，000)， 

BNF-II d (56，000) 8.9)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，)11野より供与された6)

OPP水酸化活性を至適条件:Tris緩衝液 pH7.5，反応

時間10分，基質 OPP，500μMで測定し，抗血清との反

応は 4μlを反応液に加え，室温で予備反応を 1時間行

い，基質を加えて酵素反応を開始した.

結果

この酵素の性質を調べるための基礎的実験は， PBミ

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 169 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， 169 ]apan 
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クロソームを酵素として使用した. まず， pHによる酵

素活性の変化は(図 1)，Tris塩酸緩衝液 pH7.0-

pH9.0， MOPS緩衝液 pH6.5-8.0の範囲で検討した.

Tris-塩酸緩衝液， MOPS緩衝液とも pH7.5-7.75が至

適であった.反応時間による酵素活性の変化は(図 2)， 

少なくとも20分までは直線性を示したが， 25分以後は直

線性がなかった.ミクロソームのタンパク量を変えたも

のについての酵素活性の変化は(図 3)， 1反応あたり

20μg-500μgのタンパク量で測定したが， 200μgまで

は直線的に上昇した.基質濃度による活性の変化は(図

4 )，基質である OPPが30μMまでは活性の立ち上がり

にラグがあり，それより濃度を上げると活性は急に上昇

し， 60μM以上では活性の上昇はみられなかった.低濃
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図1. pHによる OPP水酸化活性の変化

酵素は PB処理ラット肝ミクロソームを20μg使用し，

10分間反応、させた.基質は OPPを500μM使用した.
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図2. 反応時間による OPP水酸化活性の変化

酵素は PB処理ラット肝ミクロソームを20μg使用し，

10mM， Tris塩酸緩衝液 pH7.5で反応させた.基質は

OPPを500μM1i吏用した.

度での立ち上がりのラグは，疎水性の薬物を基質とした

ときの酵素反応でよくみられるが10)，OPPも疎水性で

あるので同様の結果がみられた.図 4より，この反応の

最大活性の 1/2は約40μMであった.

表 1はOPP水酸化酵素に対する精製チトクローム

P450の特異的抗体の影響を，上記検討による至適条件

で測定したものである. OPPミクロソームの OPP水酸

化活性は抗 PB-1 a，抗 PB-1 b，抗 PB-llbによりそれ

ぞれ60%，58%， 47%に阻害された. PBミクロソーム

のOPP水酸化活性は60.5nmol/ mg prot/ minで， OPP 

ミクロソームの比活性9.5nmol/ mg prot/ minの約 6倍

高かった. PBミクロソームの OPP水酸化活性は抗

BNF型で阻害しなかったが， 5種のすべての抗 PB型に
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図3. 酵素タンパク量による OPP水酸化活性の変化

酵素は PB処理ラット肝ミクロソームを使用し， 10mM， 

Tris塩酸緩衝液 pH7.5で10分間反応させた.基質は

OPPを500μM使用した.
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図4.基質濃度による OPP水酸化活性の変化

酵素は PB処理ラット肝ミクロソームを20μg使用し，

10mM Tris塩酸緩衝液 pH7.5で10分間反応、させた.
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表1.チトクローム P450の特異的抗体による OPP水酸化活性の阻害

Activity (%) 

Antibody PB induced microsom巴 OPP induced microsome 

prelmmune serum 100 100 

anti PB-1 a 65.8::!:12.1 60.2土12.2

anti PB-1 b 65.4土11.6 57.8::!: 9.4 

anti PB-1 c 72.0::!: 2.0 111.0::!:10.5 

anti PB-1 d 51.0::!: 7.8 96.0土10.8

anti PB-1 1 b 68.7::!: 9.5 46.5::!: 3.6 

anti BNF-1 1 a 95.0::!: 3.0 118. l::!: 16.6 
anti BNF-1 1 d 97.5::!:10.0 106.5::!:12.0 

酵素は PB処理ラット肝ミクロソーム (60.5nmol/ mg prot/ min) を20μg，OPP処理ラット

肝ミクロソーム (9.5nmol/ mg prot/ min) を60μg使用し， 10mM， Tris塩酸緩衝液 pH7.5で

10分間反応させた.基質は oPPを500μM使用した.抗血清は， 4μl使用した.

活性の数字は，免疫をしていない無処理のウサギ血清を同量添加したときの値を100とした数

値である.

より 51-72%に阻害された.

考察

前報6)の SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動とイ

ムノブロットにおいて， 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 P450の

分子種のうち PB-1 a， PB-1 b， PB-II bに相当するこ

とを報告した.

抗体による酵素活性の阻害は，酵素の同定あるいは性

質を確認する一つの手段である. OPPミクロソームの

oPP水酸化反応は，抗 PB-1 a，抗 PB-1 b，抗 PB-1Ib 

で阻害された(表 1). OPP水酸化反応を担う酵素とこ

の抗体が結合したことによって，活性が低下したと考え

られる.ある変異原物質を精製 P450を使って代謝させ

ると， Amesテストで変異原性が増加したり，減弱した

りするが，この 3種の P450は，ほぽ等しい変異原活性

の増減傾向を示した9) また この 3種の P450に対す

る抗体は互いに交叉反応性がある9) これらのことから，

oPPにより誘導された oPP水酸化反応は，チトクロー

ム P~OPB-I~ PB-I~ PB-lIbのいずれか，あるい

はこれらの抗体と交叉反応をする他の P450が関わって

いると考えられる.

まとめ

1. OPP水酸化酵素反応の基礎的性質を調べるため，

至適反応条件を検討した.

2. OPP投与ラット肝ミクロソームの oPP水酸化活性

は，精製チトクローム P450の抗体，抗 PB-1 a，抗 PB-

1 b，抗 PB-1Ibで阻害された.この結果からこれらの

P450分子種または，これと免疫学的に類似するものが

oPP水酸化活性を担っていることを示唆し，前報の

SDS-PAGEゲル上の oPP誘導タンパクのバンドの出現

および，そのバンドがイムノプロットで上記 3種の抗体

と反応した結果的と対応している.
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oppおよびその代謝物による DNAの塩基修飾について

長 井二三子へ牛山慶子へ佐藤かな子*，

加 納 いつ*

Modification of DNA Base by OPP and its metabolite 

FUMIKO N AG AI *， KEIKO USHIY AMA *， KAN AKO SA TOH * 

and ITSU KANO* 

Keyword : OPP， DNA塩基修飾 modificabionof DNA 

緒 日

o-Pheoylphenol Na (OPP-Na) 2 %含有飼料で飼育し

た雄ラットに勝脱ガンが発生する 1) 尿中の主たる代謝

物は， 2，5-dihydroxybiphenyl (PHQ) 2)であるが，尿中

の PHQの増加と勝脱ガン発生傾向には相関関係がみら

れる3) 発力、ン性を有する化学物質は直接またはその代

謝物がDNAと反応すると考えられている.著者らは以

前14C-OppとCalfthymus DNAが肝ミクロソーム存在

下で反応すると，結合することを報告したり. DNAと

の結合物は OPP自体ではなく，その代謝物であること

が示唆されたが， DNAの結合部位等についてはまだ明

らかにはされていない 32p_ラベル化 DNAを用いて

種々の化学物質と DNAとの反応性から発ガン性を予知

した報告があるト9) 今回著者らは32p_ラベル化 DNA

を用いて OPPおよびその主たる代謝物である PHQと

DNAとの反応性について，その塩基修飾部位，切断点

等を中心に検討した.

材料および方法

OPPは関東化学(掬 PHQは東京化成闘の製品を購入し

て用いた. r _32p同 ATPはNEN製 (3，OOOci/ mmol) を

用いた. Calf thymus DNAはシグマ社のものを用いた.

制限酵素の EcoRI， Bgl Iはニッポンジーン(械のものを

使用した. Bacterial Alkaline Phosphatase (BAP) は

TOYOBO， T4ポリヌクレオチドキナーゼ (PNK) は

TOYOBO，ファルマシア，タカラより入手した.

pUC18DNAの精製

pUC18が導入された大腸菌 JM83株をアンピシリン50

μg/ml含有 L培地を用いて3TC，1晩培養した.培養

後，遠心して菌体を集め，リゾチーム，アルカリ処理を

行い，粗プラスミドを得た.これをベックマン Type

50Tiローターを用いて45，OOOrpm， 36時間，塩化セシウム，

エチジウムブロミド (EtBr)平衡密度勾配遠心 (0= 
1.3860) を行い，環状 DNA分画を回収した. n-ブタ

ノールで EtBrを除去し，透析により塩化セシウムを除

去し，精製 pUC18DNAを得た10)

5'ー末端32p標識DNA(32P-DNA)の調製

精製 pUC18DNA5 -10pmolを図 1に示したように，

EcoR Iで切断し，直鎖 pUC18DNAを得た.フェノール

処理後， BAP処理により DNA断片の5'ー末端リン酸基

を除去し，再度フェノール処理を行い， PNK， r-
32p-ATP (3，000Ci/mmol) を用いて5'】突出末端を32p

で標識した.フェノール処理後，ファルマシアカラム

NAP25を用いて溶出液(l50mMNaCI， 10mM EDTA， 

50mM Tris-HCI pH8.0) で DNAと未反応 r_32p-ATP 

を分離した.

32p標識 DNAを制限酵素 BglIを用いて 3つの DNA

断片(1，300塩基対， 1，100塩基対， 206塩基対)に切断

し，アガロースゲル電気泳動により分離した. EtBrで

染色したあと， 206塩基対の部分を電気泳動法により，

アガロースゲルから洛離し1Ol， 2-ブタノールにより濃

縮10)，スパンカラムにより脱塩10)を行って， 5'【未端32p

DNA (32P-DNA) を得， TE (lOmM Tris-HCI， 1mM 

EDTA pH7.4)に溶解した.

OPPおよび PHQと32p-DNAとの反応

OPPおよび PHQはエタノールでO.lMに溶解して用

いた.反応は50mMTris-HCI (pH8.0)， 5 mM EDTA， 

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitao Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku Tokyo， 169 Japan 
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担体として 5μgCalf thymus DNA， 2，500-5，000cpm 

32p-DNA， 4-20mM OPPまたは PHQを含む25μlの組

成で37'C30分間行った.エタノール沈殿により反応した

薬物を除き， DNAを回収し，乾燥した.一部分の DNA

についてはさらに 1Mピベリジン60μlを加え， 90'C， 

30分間反応し，ピペリジンを減圧除去したあと，各々

0.05%キシレンシアノール， 0.05%ブロムフェノールブ

ルーを含んだ90%ホルムアミド液(色素液)に溶解した.

90
0

C， 2分間，加熱処理したあと，塩基配列決定用ポリ

アクリルアミドゲル電気泳動を行った. DNAの注入量

は1レ}ン当り， 1，500-2，000cpm/2μlに調製した.

アクリルアミドゲルは富士フィルム製 FUJIGENSOR 

GEL SHEET S0802 (8 %アクリルアミド)を用いた.

ゲ、ルノfッファー， 0.8 X TBE (0 .1M Tris Borate， 2mM 

EDTA， pH8.0) を用いた. 2，300V， 70分間泳動後，ゲ

ルを固定，乾燥し， -80'Cで数日間オートラジオグラ

フイーを行った.また薬物による DNAの修飾部位につ

いて検討するために，この32p-DNAの塩基配列の確認

をMaxamGilbert法12)により行った.

結果ならびに考察

作製した基質とした32p-DNAの塩基配列を図 2に示

した. EcoR 1認識部位(図 2参照)塩基対の上段 1番

目のアデニンモノフォスフェイトを32pで標識した.

oPPおよび PHQとDNAを反応したものについて，

塩基配列決定用ゲル電気泳動をし，オートラジオグラ

フイーを行った. (図 3)95番附近の塩基対は切断が生

じやすく，基質調製中に生じたものと考えられる.図 3

レーン aから jまではピペリジン処理をしていない

DNAについての電気泳動パターンであり，反応中に薬

物あるいはその他の影響により切断が生じたか否かを見

ることができると考えられる.レーン d，e，fは oPPとの

反応， レーン g，h， iは PHQと反応した32p-DNAのパ

ターンであるが，レーン jの薬物無処理 DNAと比較し

て有意な変化を見ることができなかった. OPPおよび

PHQによる DNA切断は明らかに観察されなかった.

レーン a，bは陽性対照として DNAを切断することがよ

く知られているブレオマイシン13)とDNAを反応したも

の， cはジメチル硫酸 (DMS) とDNAを反応、したもの

である.

薬物により修飾を受けた DNA塩基部位はピペリジン

処理により多くの場合切断が生じる. Maxam Gilbert法

による DNA塩基配列の決定はこの性質を利用したもの

である. OPPあるいは PHQと反応したあと，ピペリジ

ン処理をして切断の状況を観察した.図 3のレーン k-
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図1.基質 DNAの調製方法

EcoR 1， BAP， PNK， BgIIの反応は市販品の組成を適用

した.

sはピペリジン処理をした DNAについての泳動パター

ンである. レーンk，1， mはoPP(各々 4，10， 20mM) 

との反応，レーン n，0， pはPHQ(各々 4，10， 20mM) 

と反応した結果である. レーン qは無処理 DNA，レー

ンrはアデニン(A)+グアニン(G)の部位12)，レーン s

はグアニンの部位12)を示す. OPPと反応した DNA

(レーン k，1， m)はレーン qの無処理 DNAに比べて有

意な変化は認められなかった. PHQと反応した DNA

(レーン n，0， p)に関してはピペリジン処理によりレー

ンsのグアニン(G)の位置での切断と比較的類似した切

断が生じた. OPP代謝物の PHQはoPPでは観察できな

かったグアニンを修飾している可能性が強いと考えられ

る.森本ら 11)は PHQが酸化した 2-Phenyl-1，4 benzo-

* 10 20 30 40 50 60 
5・AATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAG孟GTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGCA

GCTCGAGCCA官GGGCCCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGTCCGTACGTTCGAACCGT

70 80 90 100 110 120 
CTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGC 
GACCGGCAGCAAAAT百TTGCAGC且CTGACCCTTTT沼GGACCGCAATGGGTTGAATTAGCG

130 140 150 160 170 180 
CTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGC 
GAACGTCGTGTAGGGGGAAAGCGGTCGACCGCATTATCGCTTCTCCGGGCGTGGCTAGCG 

190 200 
CCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAA 3・
GGAAGGGTTGTCAACGCGTCGGA 

図2. 5'未端32p標識 DNA(32P-DNA)の塩基配列

EcoR 1とBgIIで切断された pUC18フラグメントは 5'

側が32pで標識され，電気泳動では上段の塩基配列が確

認できる. *は32p標識部位を示す.
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ン発生のメカニズムを考える上で，この結果は重要な知

見であり，今後くわしく検討する予定である.

まとめ

1) OPPは直接 DNAを修飾しなかった.

-150 2) OPPの代謝物の PHQはグアニンを比較的特異的に

-100 

修飾した.
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ジエチレングリコールモノエチルエーテル (DEGM)

のラットにおける経口急性毒性

市川久次へ小林博義へ橋本常生**

Studies on Oral Acute Toxicities of Diethylene 

Glycol Monoethyl Ether (DEGM) in the Rat 

HISATSUGU ICHIKA W A *， HIROYOSHI KOBA Y ASHI * and 

TSUNEO HASHIMOTO * * 

Keywards:ジエチレングリコールモノエチルエーテル diethyleneglycol mono巴thylether，ラット rat，経口急性

毒性 oralacut巴toxic均

ジエチレングリコールモノエチルエーテル(以下

DEGMと略)は別名カルピノールといわれ，工業溶剤，

化粧品，皮フ外用基剤として広く使用されている.食品

添加物としては，その安全性の商より FAO/WHO合同

食品企画委員会 (CCFA)はB群1)に分類し，各国政府

及び関係の国際機関にコメントを求めている.我国では

DEGMの食品添加物としての使用許可はされておらず，

イギリスでは色素可溶化剤，イタリアでは香料等の溶剤

として添加が許可されている等，その対応は各国で異

なっている.また，最近 DEGMは輸入アイスクリーム

等で検出され社会問題化もした.一方 DEGMの急性毒

性に関する報告は比較的古いものが多く (1939-59)，

用いた動物等についての記載も不備な点が見られる2)

そこで今回， F344/Ducrij系ラットを用いて， DEGM 

を経口投与しその急性毒性を検討したので報告する.

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

(F344/DuCrj)を4週令で購入し， 5匹ずつステンレ

スケージに入れ 5週間国型試料 (CE-2)で予備飼育し，

一般状態の良好なものを実験に供した.

2. 試料

DEGMは，和光純薬製試薬一級 (Sp，Gr20 /4
0

C 

0.985-0.995， Lot No. LAN 4074) 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し試料 ml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l
O
C，湿度50::1:5%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.予備飼育期間およぴ投

与後 2時間以後は固型試料CE-2を自由に摂取させ，水

は細菌液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1.2の割合で精製水で希釈し，

8用量を用いた.投与容量，用量等は Table1. 1;::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，実験前日午後5時より除餌し，水の

みを与えた.試料の投与は午前 9時50分より開始した.

投与後2時間目より飼料を再ぴ与え 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，

Lichfield-Wilcoxon法3)， Moving Average法りにより

50%致死量 (LD5o)を算出した.また，死亡例について

は直ちに，生存例については投与 7日後に屠殺剖検した.

実験結果

1. 症状

主症状は投与直後よろよろと歩くものが多くみられ運

動失調をうかがわせた.その他，下痢便，外陰部被毛赤

褐色，鼻部の汚れが散見された.

2. 50%致死量 (LD50)

結果は Table2に示す通りである.死亡時間の分布に

おいて雌雄の問に差異が見られた.死亡開始時間

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 169 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， 169 Japan 

**現同生活科学部乳肉衛生研究科
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Table 1. Doesing Schedule for Oral Acute Toxicities Test of Diethylene Glycol Monoethyl Ether (DEGM) 

Vehic1e Volume Sex Dose ml/kg B. W.l) 

ml/kg B. W.l) 

Pure M 15.0 12.5 

(5) (5) 

15.0 

Water F 15.0 12.5 

(5) (5) 

1) Body Weight 

M : male F: female 

(onset)は，雌雄ともに 3時間と比較的早く，また雌雄

の間に差異が無かったが，最多死亡時間 (peak)は雌雄

の聞に差異が見られた.すなわち，雄においては最多死

亡数を示した時間が3固にしかも， 7 -12時間間隔をお

いて分かれたのに対し，雌においては13時間で peakは

1回であった.死亡終了時間において，雌雄の聞に大き

な差異が見られ，雄においては32時間であったのに対し，

雌においては17時間で，全体的にみると，データは示さ

なかったが，雄においては投与後32時間まで少数ながら

間断なく死亡が続いたのに対し，雌においては比較的短

時間(投与後17時間)のうちに死亡は終了し，体内動態

に差異があることをうかがわせた. 50%致死量(LD50)

は雄6.1，雌5.0ml/kg(Lichfield.Wi1coxon法)，雄5.9，

雌4.9ml/kg(Moving Average法)で，雌雄の聞には危

険率 5%において統計学的な有意差が認められた

(Lichfield. W ilcoxon法).なお， Lichfield-Wi1coxon法

とMovingA verage法による LD50値の差は殆どなかった.

3. 剖検所見

死亡例においては，注目すべき所見としては，投与後

(N o. of Animals) 

10.4 8.7 7.2 6.0 5.0 4.2 

(5) (5) (5) (5) (5) (5) 

10.4 8.7 7.2 6.0 5.0 4.2 

(5) (5) (5) (5) (5) (5) 

12時間以後の雄において勝脱に出血ないし血液を含んで

いると考えられる尿の充満が19例中12例に見られたこと

である.その他，雌雄ともに消化器系統の障害が著しく，

腺胃部よりの出血，および十二指腸，小腸にわたっての

出血ないし血液を含んだ液体の充満が殆どの死亡例で見

られた.

生存例の投与 7日後の剖検では，腎皮質割面が粗のも

のが雌に一例であったが見られた.

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，臓器を摘出秤量

し，投与前日に除餌しただけのものを対照とし，比較検

討した.各臓器の絶対重量，体重比重量(体重100g当

りの重量)はTable3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，雄の腎臓(左，右)にお

いては絶対重量，体重比重量において用量との明かな関

係はないが対照に比し重量増加ないし増加傾向が認めら

れた.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.

Table 2. LD50 of Diethylene Glycol Monoethyl Ether (DEGM) 

Sex Death Time (hr) Slope Function LD50 ml/kg B. W.1
) 

onset peak last (confidence interval) (confidence interval) 

1.20 6.1 

M 3 6，18，25 32 (1. 003-1.436) (5.35-6.94 ) 

5.9 

(5.37 -6.54) 

1.20 5.0 

F 3 13 17 (1，003-1.436) (4，41-5.72) 

4.9 

(4.47 -5.44) 

1) Body Weight 

M : male F: female 
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17.0:t1.62 

330.0土14.14

241. 7:t 1. 60 

595.0土120.21

434.6:t 72.31 
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5.0土0.01

3.7:t0.14 
505.0土65.64

369. 3:t33. 23 

136.5:t 5.0 2 5.0 
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1) Body Weight 

2) 100g of body Weight 

3) Mean:t SD *p<0.05 * *p<O.Ol 

4) No. of animal used was four. 

M : male F: female 



298 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 39，1988 

考 察

ジエチレングリコールモノエチルエーテル (DEGM)

のラット経口による LD50値は Hanglikらz)(6.5cc/kg)， 

Smythら3) (8.69cc/kg)等による報告はあるが，年代

が古く，使用動物(ラット)についての由来も不明であ

る.また DEGMの安全性について， FAO/WHOはBリ

ストに分類し確認していないのが現状である.そこで，

確立した系統の動物を用いて急性毒性試験を行うことは

意義深いものと考え， F344/DuCrj系ラットに DEGM

を胃ゾンデを用いて経口投与し，その急性毒性を検討し

た. 50%致死量 (LD50)は，雄 6.1，雌 5，Oml/ kg 

( Lichfield -W i lcoxon法5))，雄5，9，雌4.9ml/kg(Moving

Average法的)で， Lichfield.Wilcoxon法的により雌雄の

LD50値について検定したところ危険率 5%において有意

差があった. また， Moving A verage法的により LD50値

を算出しLichfield法により算出した LD50値と比較した

ところ殆んど差はなかった.

死亡時間については Table2に示した如く，死亡開始

時刻は雌雄ともに比較出早く投与後 3時間で差異はな

かったが，死亡時間の分布に差異が見られた.すなわち，

雄においては少数ながら peakが3回(投与後 6，18， 

25時間)，終了時間は投与後32時間で，その間関断なく

死亡が続き低い台形様分布を示した.一方，雌において

は， peakは投与後13時間 1回，終了時間は投与後17時

間で， peak一つの山様分布を示し， DEGMの体内動態

に雌雄の差があることをうかがわせた.この LD50値及

ぴ死亡時間における雌雄の差異は非常に興味深いものが

あり，今後の研究に期待するところ大である. DEGM投

与ラットの死亡例の剖検より明確に死因を特定すること

はできないが，症状，剖検所見より，雌雄とも DEGM

の適用部位である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，粘膜の変性が見られた.ま

た，注目すべきは，雄の投与後12時間以後の死亡19例中

12例の勝脱に出血ないし血尿と考えられる赤一暗赤色の

尿の充満が見られたことである.このことは尿路系への

作用を示唆するものであり非常に興味深い.

臓器重量については，全体として一定の変化を示した

ものはなかった.

なお， Hodge7)らのラットにおける経口急性の LD50値

に基づく，ヒトへの推定致死量の算定によれば，その毒

性の程度は小 (slightlytoxic)ないし極小 (practically 

nontoxic)であるといえる.

結 =<>-
回開

ジエチレングリコールモノエチルエーテル (DEGM)

の経口急性毒性をラット (F344/DuCrj) を用いて検討

し次の結論を得た.

1. 50%致死量 (LD50値)は雄 6.1，5.9雌 5.0，

4.9ml/kg体重 (Lichfield-Wicoxon法， Moving Average 

法)で， Lichfield-Wilcoxon法で検定したところ雌雄の

聞に有意な差が認められた (p=0.05) 

2. 症状は雌雄共に下痢が主であった.

3. 死亡時間の分布において雌雄の聞に差が認められ，

雄は低い台形(投与後 3-32時間)，雌は 1peakの山様

(投与後 3-17時間)分布を示した.

4. 死亡例の肉眼的変化は雌雄ともに胃腸管系に強く

見られた(出血，充血).また，投与後12時間以後に死

亡した雄19例中12例の勝脱に出血ないし，血尿がみられ

たのは注目すべき変化であった.

5. 以上の結果にもとづいて二三考察を行い Hodge

らの分類に従いジエチレングリコールモノエチルエーテ

ル (DEGM)の経口急性毒性の程度を小 (slightlytoxic) 

ないし極小 (practicallynon-toxic) と考えた.
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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4報)

モノク口一ナル抗体の Na，K-ATPas~ 活性およびウアパイン結合におよぼす影響

佐藤かな子*，長井二三子*，牛山慶子*

加納いつ*，市川久次へ中尾順子**

Monoclonal Antibody against Horse Kidney Na， K・ATPase(IV): 

Effects of Monoclonal Antibody on Na， K-ATPase 
Activity and Ouabain Binding 

KAN AKO SA TOH *， FUMIKO N AG AI *， KEIKO USHIY AMA * 
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Keywords : Na， K-ATPase，モノクローナル抗体 monoclonalantibody，ウアパイン ouabain

緒 日

生物がその環境と境を接する細胞膜は，栄養物，ホル

モン，毒物などあらゆる物質が生体と反応する際に最初

に接触する部位である.毒物が細胞膜に作用することに

よって障害が起ることは明らかにされており 1)，この作

用機作についての研究は，生体での毒性発現機序解明に

有用である.すべての動物細胞膜に存在する Na，K-

ATPaseは，細胞膜の脂質 2重層を貫通して存在し，細

胞の内，外のイオンの能動輸送を担う酵素である.毒

物・薬物等と Na，K-ATPaseに関して報告が蓄積されて

いる(総説2.3)).我々も，馬腎髄質外帯より Na，K-

ATPaseを高純度に精製し，それにおける各種の毒物・

薬物・化学物質の作用を報告してきた4-14) これら細

胞膜障害で明らかにされた毒性発現機序をより明確にす

るために，精製した馬腎臓 Na，K-ATPaseに対するモノ

クローナル抗体を作製した叫.

今回，我々はハイブリドーマ培養上清16)，およびマ

ウスの腹水17)より，ゲルI戸過を用いて高純度に精製し

たモノクローナル抗体 (M45-80)のNa，K-ATPaseにお

よぽす影響を調べた.更に， M45-80が Na，K-ATPaseの

ウアパイン結合におよぽす影響について調べた.ウアパ

インは，数多く見い出されている Na，K-ATPaseの阻害

剤18)の中でも代表的な阻害剤で，ジギタリスの葉の強

心剤の成分，強心配糖体である.

方 法

Na， K-ATPaseの精製法 馬腎臓の髄質外帯より，

長井等19)の方法により得たミクロゾーム分画を，更に

中尾等20)の方法に従って SDS処理した.ここで得られ

た馬腎臓 Na，K-ATPaseの酵素活性は， 25-52μmoles 

Pi/mg/minであり，以下に述べる実験に用いた.蛋白

量の測定は Lowry等21)又は， Bradford22)の方法で，ウ

シ血清アルブミンを蛋白標準値として用いた.

Na， K-ATPase活性の測定法 Na， K-ATPase活性

は，中尾等幻)の方法に従った_ Na， K-ATPase (0.5μg) 

を，種々の量の抗体 (M45-80)，もしくはコントロール

マウスミエローマ IgM(Miles社)と，終濃度140mM 

NaC1， 14 mM KCl， 5 mM MgCI2， 0.5 mM EDT A， 50 

mM imidazole-HCl (PH7.2)を含む反応液中で， 4.Cで

一晩前反応させた.反応は ATP濃度 3mM，反応液量

500μlと最終的になるように， ATPを加えて開始した.

37.Cで10分間反応後，遊離してきた無機リン酸を Fiske-

Subbarowの方法24)で測定した. M45-80のウアパイン

のNa，K-ATPase活性阻害に及ぼす影響は， ATPによる

本反応開始前に，終濃度 5XlQ-l1_ 5 XlQ-5 Mのウア

パインを加えておこなった.

Na， K・ATPaseの3Hーウアパイン結合 Na， K-

ATPaseのウアパイン結合におよぽす， M45-80の影響を

MatsuiとSchwartz25)の方法に従って測定した_ Na， K-

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 169 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， Shihjuku-ku， Tokyo， 169 ]apan 

**東京女子医科大学生化学教室
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ATPase (2.5μg) と. 12.5μgの M45-80もしくはコン

トロールマウスミエローマ IgMを50mMTris.HCl 

(pH7.4)緩衝液中に. (A) 5 mM MgClz+100mM NaCl， 

(8) 5 mM MgClzを含む， 2種類の反応液中で前反応させ

た. 4.Cで 1晩の前反応後，反応液(A)には 5mM ATP 

を，反応液(8)には 5mMのPiを加えた.反応は，ウアパ

イン濃度0.5μM，反応量200μlと最終的になる様に，

[3HJ ウアパイン(2 nCi. NEN) を加えて 4.Cで開始

した.冷却した50mM Tris.HCl (pH7.4) 2 mlを加えて

希釈することにより，反応を停めて，速やかに，

143，000Xgで 4.C， 12分間遠心した.沈殿を300μlの

0.2M NaOHにi容かして，シンチゾール EX.H(同f二イE
学)中で，液体シンチレーションカウンター (Beckman

LS.3801) を用いて，その放射能を測定した. ~直は，非

放射性の 3mMウアパインを反応液中に加えて得た値を，

非特異的結合値として差しヲ|いたものを用いた.

結果

抗体ーによる Na，K-ATPase活性の阻害 Na. K. 

ATPase 活性におよぽす0.03~3.5μg 量の M45-80の影

響を図 1に示す. Na. K.ATPase 0.5μgに対して，

M45-80の量を増加して反応させる程，酵素活性は阻害

された.酵素0.5μgに， M45-80の1.5μgを反応させた

時には，最大阻害約50%を得た.この最大阻害率約50%

は， M45-80の量をこれ以上増加しでも変らなかった.

コントロールマウスミエローマIgMは，酵素活性に影響

を与えなかった.

抗体がウアパインの Na，K-ATPase 活性阻害に友ぼ
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図 1. M45-80による馬腎臓 Na.K.ATPaseの阻害.

0.5μg Na. K.ATPase (S.A.33μmoles Pi/mg/min) と

M45-80を方法の項に従って反応させた.縦軸は，酵素

活性の阻害率(%)で示す.各値は， 4回の実験の平均

値を示す (SD<5 %). 

す影響 最大の酵素活性阻害率を示した，酵素 (0.5

μg) と抗体(1.5μg)量を用いて実験をおこなった.

ウアパインが存在しない時の M45-80の酵素活性阻害率

は44%であった.ウアパイン濃度の上昇により，抗体が

存在する場合， しない場合共に，活性は阻害を受けた

(図 2a). 図 2aを変換して得た， Hillプロット(図 2

b)は次のことを示した.最大活性阻害効果の半分を与

えるのに必要なウアパイン濃度 (Ki)は，抗体が存在す

る場合5.7X 10一7Mで，コントロールマウスミエローマ

IgMが存在する場合， 6.2X10一7Mとほぼ同じ値を示し

た. Hill係数は，共に n=2.3と変らず，ウアパインの

酵素活性の阻害に， M45-80は影響が無かった.

抗体が Na，K-ATPaseと (3HJ ウアパインとの結合

におよぼす影響 Na. K.ATPaseの [3HJウアパイン

の結合速度は， 4.Cで調べた結果，リガンド条件A (5 

mM ATP+ 5 mM Mgz++100 mM Na+) より，リガンド

条件 B( 5 mM Ml + + 5 mM Pi)の方が速かった.コン

トロールマウスミエローマ IgMが存在する場合， [3H Jウ

アパインの酵素に対する最大結合量の半分量を結合する

のに要する時間は，リガンド条件Aで40分， リガンド条

件Bで 7分であった. M45-80が存在する場合に，それ

に要する時間は， リガンド条件Aでは20分， リガンド条

件Bでは3.5分と短くなった.抗体は，酵素とウアパイ

ンの結合初速度を上昇させた.この際，抗体は，酵素に

対するウアパインの最大結合レベル (4.8nmoles/mg 

蛋白)は変えなかった(図 3). 

考察

ATPase反応機構と，カチオン輸送特性の研究によっ

て築かれた， Na. K.ATPaseの反応機構は，少くとも次

の4つのステップに大別される.ステップ1)細胞の内側

に Na+に高親和性の結合部位をもっているコンフォ

メーション Ejは，ATPとMgZ+の存在下， リン酸化さ

れ， ADP が遊離して Ej~ p. Naの形成， 2)これがEz-

P中間体に遷移する時，イオンの輸送部位を細胞外に向

け，同時に K+に対する親和性が増し， Na+とK+を交

換し， Ez-P' Kの形成， 3)これが， K+の結合によって

Piが遊離して Ez・Kを形成， 4)これに， ATPが結合す

ると酵素は Ej型に戻り，イオンの輸送部位を細胞内に

向け，K+を離し，代わりに Na+と結合(図 4). 

M45-80は， 140 mM NaCl， 14 mM KClを含む反応液

中で最大約50%Na. K.ATPase活性を阻害した.

ウアパインは，酵素が EzP型もしくは Ez型の時，細

胞膜の外側から結合して酵素の活性を阻害するといわれ

ているZ6，Z7) 酵素のウアパインの即値を， M45-80が変
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図2， M45-80がウアパインの Na，K-ATPase活性阻害に及ぽす影響.

(a) 0.5μg Na， K-ATPaseと， 1. 5μg M45-80，もしくは1.5μgのコントロールマウス

ミエローマ IgMを，方法の項に従って反応させた.本反応開始前に，終濃度 5x 
10一ll_5 XlO-5Mのウアパインを加えた.縦軸は， ATPase活性 (42μmolesPi/ 

mg/min)を100として換算した値を示す.(b)図2aで示した値を， Hillプロットに

変換した.各値は， 4回の実験の平均値を示す (SD<5 %). ・:M45-80， 0:コントロールマウスミエローマ IgM
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図3. M45-80のNa，K-ATPaseと[3H)ウアパインとの結合におよぽす影響.

2.5μgの Na，K-ATPase (33μmoles Pi/ mg/即日)と， 12.5μgの M45-80もしくは

コントロールマウスミエローマ IgMを方法の項に従って， 2種類のリガンド条件下

で反応させた.最大結合値は， 4.8nmoles/mg蛋白である.短時間での反応の結果は，

図に挿入する.各値は， 4回の実験の平均値を示す (SD<5 %). 
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図4. Na， K-ATPase反応のカチオン輸送の共役機構

結合する Na+とK+の数は考慮せず， Mg2+の関与は省

略した. EはNa，K-ATPase分子である. (Post26)より改

変して引用)

化させなかったことは，酵素活性を阻害するウアパイン

の作用に抗体は影響していないことを示した.このこと

は， M45-80のNa，K-ATPaseの結合部位は，ウアパイン

のそれとは異なっていることを示唆した. [3H)ウアパ

インをもちいて，抗体の酵素へのウアパイン結合におよ

ぽす影響を調べた. Na， K-ATPaseが E2-P型となる(A)

ATP十Mg2++Na+(ステップ 1から回る正反応)， (8) 

Mg2++Pi (ステップ4から回る逆反応)の 2種類のイ

オン条件下でおこなった. M45-80はウアパインと Na，

K-ATPaseとの結合初速度 (initialrate)を上昇させた.

しかも Na，K-ATPaseに結合する[3H)ウアパインの最

大レベルは変えなかった.

これらの結果は， M45-80の結合が酵素のコンホメー

ションの平衡関係を E2'Kもしくは E2-Pの状態に傾け

ていることを示唆していると考えられる. しかしウアパ

インの結合部位は，細胞膜の外側のどこであるかは，未

だ明らかにされていない.最近， Na， K-ATPaseのアミ

ノ酸配列より，この酵素の三次元構造が推定され，細胞

膜の外側に位置する部分についても明らかにされつつあ

るお)また，我々は M45-80の結合部位は，ウアパイン

同様細胞膜の外側であることを明らかにしている29)

今後 M45-80の酵素の結合部位を明らかにするとともに，

酵素とウアパインの結合部位の検策にも利用できると考

えられる.さらに，細胞膜に障害を与える，毒物，薬物

についても， M45-80の利用は，その作用機序を解明す

るために有効な手段であると考える.

要 約

馬腎臓 Na，K-ATPaseのモノクローナル抗体 (M45-

80)は， l)Na， K-ATPase活性を約50%阻害した 2)Na， 

K-ATPase活性のウアパインの Ki値には影響しなかっ

た 3)ウアパインと Na，K-ATPaseとの結合初速度

(initial rate) を上昇させた. しかしウアパインと Na，

K-ATPaseとの最大結合量は変えなかった.これらの結

果より， M45-80のNa，K-ATPaseとの結合部位は，ウア

パインのそれに影響を与える位置であることを示唆した.

謝辞 馬腎臓の採取に，御協力いただきました東京都

多摩食肉衛生検査所八王子出張所の方々に感謝致します.
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体細胞突然変異のオートラジオグラフィーによる検出

金西信次*，藤田 博*，佐々木美枝子*

Autoradiographic Detection of Somatic Cell Mutation 

NOBun KAN ANISHI *， HIROSHI FunT A *， MIEKO SASAKI * 

Keyword:体細胞突然変異 somaticcell mutation， 6チオグアニン 6TG，オートラジオグラフィ-autoradiogra. 

phy，エチルニトロソウレア ENU，V79，マウス牌リンパ球 mousespleen lymphocyte 

H甫乳動物個体の体細胞の突然変異を検出することは，

環境変異原による発力、ン，あるいは生殖細胞レベルにお

ける次世代への影響， もしくはこれらの発現機構を調べ

る上で重要である.

現在， in vivoで体細胞に生じた突然変異を検出する

ことは，胎児の細胞を用いて invitroで培養する系1)を

除いて，コロニー形成能が極めて悪い等の理由で困難で

ある.

我々は突然変異の観察終末点をコロニー形成能ではな

く， DNA合成として検出することを考えた.すなわち

突然変異によって選択培地中でも DNA合成が可能と

なった細胞に3H.thymidine(3H-TdRと略)を取り込ま

せ， DNAが標識された細胞をオートラジオグラフィー

(ARGと略)によって突然変異細胞として検出する.

一方培養細胞で最も広く用いられる突然変異検出法とし

て hypoxanthine-guanine-phosphoribosyl transferase 

(HGPRTと略)欠損を見るかthioguanine抵抗性の突然

変異検出系があり， ARG法とこの突然変異細胞選択の

系とを組み合わせた.これによって，いままで困難で

あった invivo体細胞突然変異をマウスやラットの成獣

における臓器で検出しうる可能性がある.そのための基

礎実験として，培養細胞をもちいて，コロニー形成によ

る方法と ARGによる方法とを比較し，更にマウスの牌

臓リンパ球での invivo突然変異を ARGによって測定

した.

実験方 法

化学物質:N-ethyl-N-nitroSourea (半井化学， ENUと

略)， 6-thioguanin巴 (Sigma，6TGと略)

実験動物 :5-8週令の Jcl: ICR雄マウス(日本ク

レア)

細胞:横浜市立大学梅田博士より分与され，当部にお

いて維持しているチャイニーズハムスター肺由来V79細

胞株 (V79株と略， 6TGに対して感受性)，およびV79

株より分離した6TG抵抗株(V79-6TGr株)を用いた.

培養液 :V79株に対して， 10%牛胎児血清 (FCSと

略)を添加した enrichedMEM (minimum essential 

medium， GIBCO F-llに必須アミノ酸，非必須アミノ酸，

ピルピン酸ナトリウムを添加)培養液.マウス牌臓細胞

に対して， 20% FCSを添加した RPMI-1640培養液

(GIBCO)を用いた.

コロニー形成による培養細胞の 6TG感受性:V79株

並ぴに V79-6TGr株をディッシュあたり 100細胞播種し，

種々の濃度の 6TGを添加して培養， 2日毎に 6TG添

加培地を交換し， 1週間後にメタノール固定，ゲンチア

ナバイオレット液で染色してコロニーを計数した.

培養細胞の突然変異検出:通常の突然変異検出法で，

V79細胞による 6TG抵抗性細胞のコロニー形成能によ

る検出である_ 106細胞の V79株を培養液10mlを入れた

培養瓶中で， 1夜培養後実験に供した.対数増殖期の細

胞105/mlを0-400μg/mlのENUで2時間処理.培

養液で洗浄，細胞の 1部を取って生存率を測定した.残

りの細胞は新しい培地で培養し， 5日目に再播種した.

9日目の細胞を 0.05%のトリプシンで処理 (37
0

C，

15min)，単一細胞の懸濁液とし，ディッシュあたり 100

細胞を播種し，生存率を測定した.また同時に 2-5X

105細胞を播種し，25μg/mlの6TGを添加した培養液

中で 2週間培養し， 6TG抵抗性コロニーを数えた.な

お6TG添加培地は 2日間毎に液交換を行った.

*東京都立衛生研究所毒性部 169 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， 169 Japan 
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ARGによる培養細胞の 6TG感受性の測定:ARGの

ために V79細胞をラブテックチェンパー(マイルス社製，

チェンパ}と略)を用いて培養した.チェンパーに10
3

-105個の細胞を播種，4時間の前培養後，培地に種々

の濃度の 6TGを加えて培養，培養の最後の16時間に 1

μCi/mlの3H-TdRを加えた.培養後，培地を除き，燐

酸緩衝生理食塩水 (PBSと略)で洗浄，カルアノア液

(MeOH : CH3COOH; 3 : 1)で固定，ギムザ染色の後，

ARGを行った.

ARGによる培養細胞の突然変異検出:コロニ一法と

同様に処理し， 9日目の細胞を25μg/mlの6TG 添加

培養液中で40時間培養， 3H-TdR 添加， ARGを行った.

In vivoにおける ENU誘発突然変異の ARGによる検

出:マウス牌臓のリンパ球を用いた.マウスの腹腔内に

o -120mg/kgの ENUを投与した. 12日後マウスを

エーテルで麻酔し，体表面をアルコールで消毒，心臓採

血により脱血後，無菌的に牌臓を摘出，培養液をいれた

シャーレに入れて氷冷，牌臓の上部より注射器で少量の

培養液を注入後，ピンセットでしごいで，牌実質細胞を

培養液中に放出し，ステンレスメッシュ (150G)で細

胞塊を取り除いて，単一細胞懸濁液とした. 0.83% 

NH4Cl-Tris液 pH7.56で1分間処理して赤血球を溶解除

去.牌細胞は1000rpmで遠心洗浄後，細胞数を血球計算

盤で計測し， 1 X 106/ mlの濃度に調整し， PHA 

(phyto-hemagglutinin) 10μl/ml， 20-40μg/mlの6

TGを加えて48時間培養.培養の最後の16時間に 1μCi

さ100
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/mlの3H-TdRを添加した.培養後 PBSで遠心洗浄，カ

ルノア液で固定，パラフインで線画したスライドグラス

上に滴下，風乾し， ARGをおこなった.

ARG: ARG用乳剤 (SakuraNR-M2) 1容に水 2容を

加え， 45
0

Cに加温，溶解する.溶解した乳剤の中に，細

胞が周定されたスライドグラスを10秒間浸した.余分な

乳剤を拭い去って，永冷した金属板の上に置いて冷却し

た後，室温で風乾した.乾燥剤と共に遮光した容器にい

れ，冷蔵庫に 1-2週間保存後，現像，顕微鏡で多数の

黒化銀粒子の観察された細胞を3H-TdR標識細胞即ち

DNA合成能を有する細胞として計測した.

結果

培養細胞の 6TG感受性について:

V79細胞 (6TG感受性)ならびに V79-6TGr株 (6 

TG抵抗性)の 6TGに対する感受性について，コロ

ニー形成ならびに ARGによる方法とを用いて調べ比較

し，図 1にその結果を示した.横軸に 6TGの濃度を，

縦軸にコロニー形成あるいは標識された細胞の頻度を示

しである.白丸はコロニー形成能で調べた V79細胞の 6

TGに対する感受性曲線で，この株は 6TG感受性が高

く， 0.1μg/ml以上の濃度の 6TGで細胞増殖が阻害さ

れ，コロニーは形成されない.黒丸は V79-6TGr株の 6

TG感受性曲線で V79株の2000倍の濃度である200μg/

mlの濃度の 6TGで初めてコロニー形成が阻害される.

これに対して， ARG法によって調べた 6TG感受性株

の感受性曲線を白三角と四角の印で示した.白三角は 6

• .・
• • 

ih ARG 

‘=gE 三ゐZコ』 o L4  

10-2 10-1 100 101 
102 

10
3 

CONCENTRATION OF 6TG ( ド日Iml)

図 1 V79並ぴに V79-6TGr株に対する 6TG感受性の

コロニー形成法と ARG法の比較
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TG感受性株を40時間 6TGを含む培地中で培養，四角

は64時間 6TGを含む培地中で培養し，培養の最後の16

時間に3H.TdRを添加培養して，ARGにより 6TG中で

のDNA合成能を持つ細胞の割合を調べたものである.

黒三角は V79-6TGr株を同様に ARGにより 6TG感受

性を調べたものである. V79株は 6TG中で40時間培養

した場合は10μg/ml以上の濃度の 6TGでほとんどの

細胞は DNA合成能を失ってしまう.しかし 1-3%の

的
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図 2 ARG法による V79株中の 6TG抵抗性細胞検出の

細胞密度による影響

細胞は 6TG中であっても DNA合成能を持っていた.

更に長時間の培養である64時間 6TG中で培養した場合

は，より低い濃度で DNA合成が阻害されるようになり，

高濃度での DNA合成細胞の数も減少する. しかし長時

間の 6TG中での培養は， 6TG中で DNA合成可能な細

胞が分裂し，コロニ一様に細胞数が増加してしまい，播

種時の DNA合成可能細胞との区別が不明確となってし

まう.同様に ARG法では V79-6TGr株は 3X102μg/ 

mlの濃度の 6TGで，はじめて DNA合成細胞が減少す

る. ARG法ではコロニー形成法に比較して，高濃度の

6TGを必要とするが， 6TG感受性細胞と抵抗性細胞

との間に，約60倍の差があり，コロニー形成法と同様に，

6TG感受性細胞と 6TG抵抗性細胞を区別することが

出来る.この結巣から以下の実験では 6TG中での培養

は40時間とし， 6TGの濃度は20μg/ml以上とする.

細胞密度による影響:

チェンパーに播種する細胞の数によって 6TG中での

DNA合成細胞の頻度に影響するか否かを知ることを目

的として，チェンパー当り 10¥ 105， 106の細胞を蒔き，

6TGと共に培養して標識された細胞の頻度を調べた.

図2に示すように 6TGの濃度が高くなっても，チェン

ノ"{-当りの播種細胞数が多くなると，標識される細胞の

頻度は増加した.チェンパー当りの細胞数は出来る限り

少ない方がよく， 103-104細胞が適当である.

ARG法による染め分けと再構成実験:

6TG感受性細胞に突然変異が誘起きれて 6TG抵抗

性細胞が生成される.即ち多数の 6TG感受性細胞の中

に少数の 6TG抵抗細胞が混合しているという状態にな

る.そこで 6TG感受性細胞と 6TG抵抗性細胞を混合

して培養し， ARGによってそれぞれの細胞の染め分け

識別することが可能かどうかを調べた.またその時の混

表 1 V79株と V79-6TGr株の混合培養における ARGによる染め分け

混合率 V79-6TGr 標識細胞数平均値 回収率 コロニー数平均値 回収率 コロニー当り

% 細胞数 細胞数

。 26 

33 31 

34 

1 30 286 38 

394 324 -2「93一30 =9.8 82 58 
58 293 =5.1 一3一0-=1.93

58 
291 55 

5 150 1422 575 

1195 1309 1278 =8.5 190 383 
383 1278 =3.3 

150 150 =2.55 383 
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In vivoマウス牌リンパ球の ENUによって誘発さ

れた 6TG抵抗性細胞の ARG検出
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ARGによって検出された牌臓細胞の 6TG耐性突

然変異の頻度

表2

'---一一ー・
120 

ENU mg/kg 

60 。6TG 

μg/ml 

20 

40 

5.63X10-4 

4.82XlQ-4 

6.90X10-4 

9.20XlQ-4 

1.75X10-4 

1.43X10-4 

ていないときは.3000の播種細胞に対して約 1%. 31個

の細胞が標識された. V79-6TGr株を 1%で混合したと

き，植え込んだ30個の V79-6TGr株に対して324個の細

胞が標識された. しかし V79-6TGr細胞はコロニー状と

なって増殖していた.平均5.1個の細胞で 1つのコロ

ニーを形成しており，培養時聞が長すぎたためと考えら

れる.コロニー数より求めた回収率は混合率が 1%の時

は1.93であり. 5 %の時は2.55であった.

ENUによる 6TG抵抗性突然変異の誘発:

増殖中の細胞 V79株に ENUを作用させ，生存率，コ

ロニー法による突然変異率，ならびに ARG法による細

胞標識率の測定を行った.結果は図 3と4に示した.図

3の白丸はこの細胞の ENUに対する生存曲線であり，

0-400μg/mlのENU処理に対して片対数グラフで直

線性を示した. LDo (平均致死量)は270μg/mlであっ

た.黒丸はコロニー法による突然変異誘発率を測定した

ものであり. 106生存細胞当りの 6TG抵抗性突然変異数

で示した. ENUが200μg/mlの濃度までは誘発突然変

異は容量に依存して増加した. しかしそれ以上の濃度で

は飽和傾向にあり増加しなかった.一方，図 4はARG
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V79株の ENUによって誘発された 6TG抵抗性細

胞の ARG検出

200 

CONCENTRATJON OF ENU 

図4

合した 6TG抵抗性細胞と標識細胞数とからこの ARG

法の再現性を回収率として調べた.すなわち. V79株の

中に V79-6TGr株を 0.1.5%の割合で混合し，チェ

ンパーに3000個の細胞を播種し. 25μg/mlの濃度の 6

TGを含む培養液で38時間培養. 6 TG培地を文換し，

更に3H.TdRを加えて16時間培養. ARGを行った.

ARGによるスライドグラスを顕微鏡で観察したとこ

ろ. V79株と V79-6TGr株は，その3H.TdRの取り込み

の結果である黒化銀粒子の存在で明確に識別できた.再

構成実験の結果を表 lに示した. V79【 6TGr株が混合し
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法で調べた結果で，標識された細胞の頻度を示す.コン

トロールで 3X 10-2であり ，100μg/mlのENU処理で

5 X 10-2と増加した.それ以上の濃度では飽和し，増

加しなかった.

In vivo突然変異細胞の ARGによる検出:

マウスの腹腔内に ENUを投与し，牌臓を摘出，リン

パ球を分離，培養， ARGにより DNA合成細胞数を測定

した.図 5ならぴに表 2に結果を示した. 20μg/ml 

(黒丸)と40μg/ml(白丸)の 2つの濃度の 6TGでの

選択を行った.標識された細胞の頻度は10-4のオー

ダーであったが，コントロールに較べ60mg/kg投与で

それぞれ3.9倍と6.4倍とに増加した. 120mg/kg投与で

は3.2倍と 3.4倍であったが， 60mg/kgの場合より標識

頻度は少なかった.

考察

我々は突然変異終末点をコロニー形成能ではなく，

DNA合成能として検出することを試みた.細胞が分裂

し，可視コロニーとなるためには， 5回以上の細胞分裂

が必要であり， in vivoの体細胞はコロニー形成能が極

めて悪い.例えコロニーを形成しな，くとも，細胞が分裂

してコロニーを形成する初期の段階である DNA合成に

よって突然変異細胞の有無を検出することが出来れば，

より効率的に突然変異細胞を検出しうることになるであ

ろう.また培養に必要な時聞が短時間であることも利点

になると考えられる.

我々は先ず始めにこの方法の基礎的データーを得るた

めに，培養細胞を用いて実験し，次いでマウスでの in

vivoの実験をおこなった.

培養細胞の 6TG感受性について 6TG中での40時

間の培養は，始めの24時間で細胞が約 2回分裂する時間

であり，正常細胞は HGPRTで， 6TGをヌクレオチド

に変換して DNAに取り込み，それ以後の生育が阻害さ

れるための代謝過程に必要とされるであろう時間に十分

な時間であり，その後3H-TdRを添加して16時間培養し

たとき，正常な細胞はもはや DNA合成が出来ず，突然

変異により目GPRTが不活性化された細胞のみが3H-TdR

の取り込みをおこなうと考え， ARGによる実験をおこ

なった.

図 lに示したようにコロニー形成法によれば V79株は

6TGに高感受性であり，それより分離された 6TG抵

抗性突然変異株 V79-6TGrと大きな差がある. 6TGに

よる突然変異細胞の選択に有効であることが分かる.

ARG法ではコロニー形成法に比較して，高濃度の 6TG

を必要とするが， V79株と V79-6TGrとの聞に，約60倍

の差があり，コロニー形成法と同様に， 6TG感受性細

胞と 6TG抵抗性細胞を区別することが出来る.

細胞密度による影響:図 2に示したように，チェン

パー当りの細胞数が多くなると， 6 TGの濃度が高く

なっても標識される細胞の頻度は増加した.チェンパー

当りの細胞数は出来る限り少ない方がよく， 103-104細

胞が適当であると考えられる.

6 TGの突然変異検出の実験における，いわゆる細胞

密度効果は代謝協同 metabolic-cooperation2)と関係があ

り，それは正常細胞によって作られた毒性を持つ薬物代

謝産物が変異細胞に移行するためで，突然変異頻度が減

少する現象であるが，今回の実験の結果は逆に，密度が

大きくなると，標識細胞即ち突然変異細胞数が多くなる.

これは細胞数が増加することによって， 6TGが分解さ

れるため正常細胞が DNA合成をおこなう.或は細胞の

接触によって HGPRTが不活性化される等が考えられる

が，原因は不明である.

ARG法による染め分けと再構成実験:ARGによって

V79株と V79-6TGr株は，その3H-TdRの取り込みの結

果である黒化銀粒子の存在で明確に識別できる.表 1に

示すように，標識細胞数による再現性は細胞が分裂増加

したため，混合した細胞数より大きくなった.

V79-6TGr株を 1%混合したとき，平均5.1個の細胞で

1つのコロニーを形成していた.コロニー数より求めた

回収率は混合率が 1%と 5%でそれぞれ1.93と2.55で

あった.培養時聞が長すぎたことが問題であり，実験方

法の改良によって解決できるものと考えられる.

ENUによる 6TG抵抗性突然変異の誘発:コロニー法

において ENU処理によって突然変異が増加したように，

ARG法において ENU処理で標識細胞数はコントロール

より増加した. しかし，コロニ一法では106生存細胞当

りの 6TG抵抗性突然変異率であり，これと異なって

ARG法では102細胞当りのオーダーの標識率であった.

Amneus13)らがヒトの末梢血を用いた実験で示している

が，我々の系で10-2のオーダーで分裂サイクルの極め

て遅い細胞が存在し，それが分裂サイクルに入って来る

ためであるかも知れない.

In vivo突然変異細胞の ARGによる検出:ヒトの

Lesch-Nyhan症候群の患者は HGPRT酵素の欠損による

遺伝病である.そして HGPRTはヒト3)，チャイニーズ

ハムスター4)，マウス5)のX染色体上の長腕に位置する

1つの遺伝子であることが知られている.最近，ヒトの

場合女性のX染色体の一本は不活性であり， HGPRT活

性も一本のX染色体によって発現され，従って HGPRT
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酵素欠損の突然変異率は男女で同率であることが示され

ているが6)，我々は半接合であることを考慮にいれて，

雄(マウス)を用いた.またリンパ球は分化した細胞で

あるが PHA等の刺激により DNA合成並ぴに細胞分裂

が誘発されることが知られており，牌臓は多量のリンパ

球を分離し得ることから，この実験をおこなうのに格好

の材料であると考えた.

実験の結果， ENU処理で標識細胞数はコントロール

より増加した. しかし，標識された細胞の頻度はコント

ロールで10-4のオーダーであり ，in vitro培養細胞の場

合と同様に，他の方法で求められた自然突然変異頻度7)

より高かった.

このようにコロニー形成法と ARG法の結果に大きな

隔たりがあるということは，我々の行った ARG法では

真の突然変異を観察していない可能性がある.今後この

点について検討して行かなければならない.なお，この

実験の経験より， ARGを用いることによって，あるい

は更にこの方法を発展させて， 3H-TdRの代わりにブロ

ムデイオキシウリジンで標識し， flow cytofluorometer 

を用いることによって，変異原で処理した細胞における

初期損傷から突然変異細胞への変化の経緯を解明する手

がかりが得られる可能性が示唆された.

Strauseら8)，Albertiniら9)を始めとする若干の研究

者によって，ヒトの末梢血リンパ球の自然突然変異率，

制ガン剤を投与された患者，あるいは Lesch-Nyhan症

候群の患者の 6-TG抵抗性突然変異が，我々と同様な

ARGで検出する方法を用いて調べられている.そして

より効率的10，11)にあるいは，より正確12，13)に自然突然

変異率を測定するために種々な工夫がなされている. し

かし最近は，ヒトにおける環境変異原による暴露の評価

をするのに末梢血リンパ球のマイクロタイトレイション

法による培養・突然変異測定がおこなわれており 14)，

plating efficiencyを高める工夫がなされることによって

正確な突然変異率が測定されている_ Gockeら15)はin

vivoで ENUを投与したマウスの牌臓細胞を用いて，

我々と同様に ARG法をおこなっている.また Jones

ら7) (1985)は同じくマイクロタイトレイション法によ

る6TG抵抗性突然変異と SCEの頻度について調べてい

る.

この実験は1984年の第13回日本環境変異学会で発表し

たものである.

要 約

In vivoにおける体細胞突然変異を検出することは，

胎児の細胞を用いる以外，コロニー形成能が極めて悪い

等の理由で困難である.我々は突然変異の観察終末点を

コロニー形成ではなく DNA合成能とし，これをオート

ラジオグラフィーによって検出することを検討した.一

方，培養細胞で最も庚く用いられている突然変異検出法

として HGPRT欠損を見る 6TG抵抗性の検出系があり，

ARGとこの系を組み合わせた.基礎実験として，培養

細胞をもちいて，コロニー形成による方法と ARGによ

る方法とを比較した. ARG法はより高い濃度の 6TGを

必要とした invitro培養細胞ならぴにマウス牌リンパ球

を用いた invivoの ARGによる測定データーは自然突

然変異頻度は高く，突然変異測定法として使うためには

さらに検討が必要である.

謝辞 チャイニーズ、ハムスター肺由来 V79細胞株，およ

び 6TG抵抗性株 (V79-6TGr株)を分与して戴いた横
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チアベンダゾール (TBZ)によるマウス原中成分の変動

樺島順一郎*，米山允子 * ， 多 田 幸 恵 * へ

藤谷知子*

Effect of Thiabendazole (TBZ) on Mice Urinary Composition 

JUN-ICHIRO KABASHIMAへMASAKOYONEY AMAへ
YUKIE TADA *ホ andTOMOKO FUJIT ANI * 

Keywords:チアベンダゾール thiabendazole，防かぴ剤 fungicide，マウス mouse，尿 urine，腎臓 kidney，短期

投与 shortterm administratio日

緒 冨

チアベンダゾール(以下 TBZと略す)は，日本では

1978年にかんきつ類の防かび剤として使用が許可されて

いる. TBZの毒性については， Robinsonら1)によって

ラットやマウスに顕著な毒作用がないと報告されている

が，小l採らは2-6)は，催奇形性があることを報告してい

る.我々は， TBZの一般毒性試験の一環として，今回

21日間までの，強制経口投与実験を行い，尿を中心とし

た検査と血清中の腎機能に関連した成分についての検査

を行ったので報告する.

実験材料友ぴ方法

1.実験動物 Crj: CD-1 (ICR)マ，ウス雌雄を，日

本チヤールスリバー社より 4週令で購入し， 1週間予備

飼育後，実験を開始した.

2. 嗣育条件温度25::1:1 0，湿度55土 5%，照明午

前 6時~午後6持，換気毎時10図の飼育室において，プ

ラスチック代謝ケージに一匹ずつ収容して飼育した.飼

料は日本クレア社製図型飼料 CE-2を，水は細菌ろ過器

を経由した水道水を自由摂取させた.

3. 試 料 TBZは MerckSharp & Dohme Interna-

tional社製 Lot.No. BZA -539，純度98.5%を日本薬局法

のオリーブ油に懸濁して用いた.

4. 試料投与量友ぴ投与方法 TBZ500mg，250mg/ 

kg体重を胃ゾンデを用いて強制緩口投与した.対照群

にはオリーブ泊を投与した.投与期間は， 1， 3， 5， 7， 

21日で，連続投与の翌日に屠殺した.

5.採原方法個体別に24時間尿を採取し，尿は低温

室中でピスキングチューブを用いて，再蒸留水 3Zに対

して 2回，一夜透析を行った.透析後約 50の低温で

3000rpmの遠心分離を行い，上澄と沈査を -50。で保存

した.

6.測定方法

臓器重量屠殺時に肝臓と腎臓を摘出し，その重量を

淑IJ定した.なお体重は，投与と屠殺の直前に測定を行っ

た.

臨床検査用試薬による検査試薬はいずれも和光純薬

附の市販品を用いた.尿酸は炭酸ナトリウム法7)，尿素

窒素はウレアーゼ・インドフェノール法7)，クレアチニ

ンとクレアチンは Jaffe法7)で測定した.尿については，

尿酸，クレアチニン，クレアチンを 7日間投与マウスに

ついて測定した.血清については，尿素窒素，尿酸，ク

レアチニンを測定した.

尿試験紙による検査尿試験紙 Labstixrn (マイルス

三共社製)により， pH， Protein， Glucose， Occult Blood 

を， 7日関連続投与マウスについて測定した.

尿中タンパクの電気泳動 一wで保存した尿の透析

上澄を Brodfordの方法で8)タンパク濃度を測定し，タ

ンパク量が約35μg前後となるように濃度を調製し，

Laemmliの方法的にしたがい， 0.1% SDS存在下に 9%

アクリルアミドを用いて， SDSポリアクリルアミド電

気泳動を行った.標準タンパクとして Pharmacia社製低

分子量カリプレーションキットを用いた.電気泳動は，

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 169 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， 169 Japan 

**東京都立衛生研究所毒性部病理研究科
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低温室(室温 7-80
) で， 160Vの定電圧で、行った.泳

動先端はブロムフェノールブルーを用いてしるした.染

色は0.25%ブリリアントクマジブルーで 1時間行い，酢

酸・メタノール・水 (7: 5 : 87.5)で脱色した.

結果

体重の変化は， Table 1. に21日間投与したマウスの

ilU定結果を示した.投与開始3日目の雌の高濃度投与郡

で有意差があったが，全体的にはほとんど差がなく，体

重変化もほとんど認められなかった.肝臓は，雌では投

与 5日目以後に重いものがあり，相対重量(体重100g

当り)では， 2日目以後の投与群に有意に重いものが

あった.雄では投与21日目のもので有意に重く，相対重

量では投与7日目以後で有意に重くなった.腎臓の重量

では有意な差が認められず，相対重量で雌雄とも片側の

重量に有意な増加が認められるものがあった.

血清生化学検査は Table3. に示した.血清尿素窒素

は雌では低濃度投与群では 3日目以後，高濃度投与群で

は5日日以後，雄でも 5日目の低濃度と高濃度の両投与

群で，有意な減少が認められ，全体として減少傾向が

あった.尿酸は，雌では低濃度投与群の 1日目と 7日目

以後，高濃度投与群では 1日目と 5日目以後，雄では低

濃度と高濃度の両投与群の 1日目と 3日目に，有意な減

少が認められた.血清中尿酸も全体としては減少傾向で

あった.クレアチニンは，雌では低濃度投与群で 1日目

と21日目に，高濃度投与群では 1日目， 3日目， 21日目

に有意な減少が認められ，雄でも有意差はないが減少傾

向が認められた.

尿検査は， 7日間投与マウスの結果を Table4. に示

した.尿量は，低濃度投与群では雌の 1日目と雄の 3日

目で有意に増加し，高濃度投与群では雄で 1日目から 6

日目まで有意な増加が見られた.雄の高濃度投与群の尿

量は 3日目までが特に多く 4日目からは増加の抑制傾向

が認められた.尿酸量は，雌では低濃度と高濃度の両投

与群ともに有意な増加が認められるものが多く，雄でも

低濃度投与群で 3日自に，高濃度投与群では全測定時に

有意な増加が認められた.クレアチニン量は雄の高濃度

投与群の 1日目と 2日目でのみ有意な増加が認められた.

クレアチン量は，雌の高濃度投与群の 1日目と雄の高濃

度投与群の 2日目と 3日目に有意な増加が認められ，全

体的には投与群の方が対照群より高い傾向であった.

尿試験紙ラブスティックス固による結果は Tablb5. 

に示した.強制排尿のため，尿量にばらつきがあり，採

尿できなかったものもあるため，検査項目数も検査匹数

も一定ではない. pHは5-8の範囲で，潜血反応は陰

性であり投与による差は認められなかった.尿中タンパ

クにも投与による差は認められなかったが，マウス尿で

は，人尿と異なりラット尿と似て，正常尿でも 30-

100mg/100ml程度のタンパクが排池されていた.尿中

グルコースは， 1回目の投与後6時間の検査で，雌では

低濃度と高濃度の両投与群，雄でも高濃度投与群で反応、

が陽性であった.

尿の透析上澄の SDSポリアクリルアミド電気泳動の

結果は Fig.1. に， 1回投与後24時間尿について示した.

雌では高濃度投与群で，雄では低濃度投与群でも分子量

67000のアルブミンバンドの位置に，かなり大量のタン

パクバンドが見られ，少し小さい分子量43000のオブア

ルブミンバンドの位霞付近まで，かなり明確ないくつか

のタンパクバンドが見られるものがある.また雌雄とも

投与群と対照群の両方で，分子量14100のラクトアルブ

ミンと分子量20100のトリプシンインヒピターの位置に

尿中タンパクのバンドが見られ，マウスでは正常尿でも

かなり多量の低分子タンパクが尿中に排継されているこ

Table 1. Changes in Body Weight of Mice Administered with Thiabendazol 

Administration period (Days) 

Sex (mDgo/ske g) 。 1 3 5 7 14 21 

。27.0:1: 1.10 27.0土1.10 26.0土0.63 26.5:1: 1. 05 26.3土1.03 27.0:1:1.55 27.4土1.50

Female 250 26.2土1.17 26.2:1:1.17 26.3土0.82 26.0:1:1.26 26.5土1.64 26.0土1.26 26. 2 :1: 0 . 9 

500 27 .8:1: 1. 25 27 .1:1: 1. 25 27. 9 :1: 1. 5デ 27.4土1.06 27.1土1.13 26 . 5 :1: 0 . 93 27.3土1.70 

。33.8:1: 1. 64 33.4土1.52 32.8士1.64 33.0土1.58 33.0:1: 1. 58 33.4土1.95 34.3土2.41

Male 250 33.0土1.00 33.0土1.00 33.8土0.84 33.6土0.55 33.0土1.22 33.2土0.84 33.6土1.20

500 33.2:1: 1.47 33.2土1.47 34.7士1.37 34.7:1: 1. 37 34.0土1.55 34.0土1.41 34.0土2.80

* =0.05 
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(L) 

/100g B.W 

0.636:1:0.031 

0.657 :1:0.099 
0.669土0.064

0.680:1:0.036 
0.725土0.029

0.734士0.054

0.639:1:0.049 
0.693::!::0.040キ

0.706:1:0.055キ

0.739:1:0.096 
0.698::!::0.035 

0.774:1:0.093 

0.674土0.077

0.696::!::0.065 

0.702:1:0.048 

0.754:1:0.049 
0.820::!::0.066 

0.835士0.102

0.802:1:0.054 
0.88士0.116

0.890:1:0.077* 

0.818:1:0.049 
o . 855::!::0 .126 

0.859士0.087

0.196::!::0.073 

O. 830::!::0. 089 

0.926土0.118*

0.776::!::0.113 

0.791士0.064

0.823土0.084

Table 2. Effect of Thiabendazol on Liver and Kidney Weight 

Kidney Weight(g) 

(R) 

/100g B.W. Absolute 

0.689士0.015 0.153:1:0.012 
0.657:1:0.076 0.155:1:0.013 
0.697:1:0.050 0.151土0.011

0.670:1:0.040 0.158:1:0.009 
0.736:1:0.044 0.159土0.010
0. 735::!::0. 089 0.167土0.015

0.768:1:0.2270.148土0.017
0.726土0.047 0.166土0.021
0.700土0.067 0.164::!::0.013 

0.684:1:0.053 0.173士0.027
0.703::!::0.061 0.167:1:0.014 
0.799::!::0.086* 0.180土0.014

0.718土0.034 0.185土0.029
0.727士0.037 0.182:1:0.010 
0.738:1:0.084 0.191::!::0.016 

O. 775::!::0 .021 0.202:1:0.024 
0.812::!::0.061 0.230:1:0.022 
0.885:1:0.103* 0.226::!::0.029 

0.846土0.075 0.218:1:0.017 
0.565::!::0.112 0.234:1:0.017 
0.897:1:0.065 0.235::!::0.071 

0.818:1:0.060 0.256土0.033
0.923::!::0.116 0.256:1:0.051 
0.876::!::0.077 0.250::!::0.032 

O. 816::!::0. 081 0.265土0.023
0.862土0.079 0.268:1:0.043 
0.928::!::0.111 4.300士0.039

0.969士0.103 0 . 270::!:: 0 .034 
0.822:1:0.053 0.266:1:0.022 
0.822士0.109 0.280::!::0.041 

Absolute 

1.31土0.11 5.47:1:0.15 0.166土0.015
1.43:1:0.24 5.97:1:0.81 0.156:1:0.008 
1.30:1:0:07 5.77:1:0.36 0.157土0.010

1.28:1:0.06 5.54土0.14 0.163:1:0.011 
1.29:1:0.07 5.80土0.14** 0.163:1:0.012 
1.37土0.13 6.01:1:0.21**キキ0.166:1:0.022

1.20士0.10 5.17::!::0.19 0.177士0.046
1.29士0.13 5.43士0.30 0.173:1:0.016 
1. 51::!::0. 13* * *6.48:1:0.40***0.163土0.016

1. 33::!::0.15 4.83士0.51 0.160::!::0.011 
1.26土0.21 5.25:1:0.64 0.169土0.021
1.30::!::0.12* 5.58:1:0.25キ **0.186::!::0.011

1. 27::!::O.15 4.63::!::0.37 0.197::!::0.014 
1.30:1:0.17 4.98::!::0.62 0.190:1:0.009 
1.49::!::0.14 * * 5.49:1:0.53* * *0.200:1:0.013 

1. 66::!::0.34 6.14::!::0.60 0.208士0.023
1. 96:1: 0.09 6.30士0.29 0.227:1:0.020 
1.86主0.16 6.86::!::0.45* 0.240::!::0.028 

1.71:1:0.19 6.27士0.48 0.229士0.016
1.75:1:0.90 6.58:1:0.29 0.229土0.016
1.78土0.13 6.74::!::0.38 0.236::!::0.014 

1.86:1:0.19 5.95土0.30 0.256::!::0.035 
1. 89:1: 0.26 6.30土0.43 0.269土0.013
1.88土0.30 6.43:1:0.62 0.255土0.030

1. 66::!::0.11 4. 98::!::0. 29 O. 272::!::0. 023 
1.64土0.24 5.08::!::0.36 0.280士0.049
1.75土0.14 5.38土0.33* 0.301::!::0.042 

1.50::!::0.12 4.38土0.09 0.263::!::0.025 
1.59:1:0.12 4.74:1:0.24* 0.276:1:0.017 
1.77::!::0.14** 5.21:1:0.30キ**0.286士0.053

/100g B.W. 

Liver Weight(g) 

Absolute 

Body 

Weight 

(g) 

24.0土1.5
23.8士1.7
22.6士1.3

23.3:1:1.2 
22.2士1.0
22.8土1.4

23.2土1.3
23.9:1:2.2 
23.3:1: 1. 6 

23.4::!::1.8 
23.9:1:1.5 
23.3:1: 1.8 

27.4::!:: 1.5 
26.2士0.9
27.3:1:1. 7 

26.8::!::2.6 
28.0土1.2
27.1:1:1.4 

27 .2::!:: 1.5 
26.1土1.8
26.4土0.9

30.5士2.6
29.9:1:3.0 
29.1士2.8

33. 3::!:: 1. 7 
32.3:1:3.7 
32 .4::!::2. 2 

34.3士2.4
33.6:1:1.2 
34.0::!::2.8 

Dose 

(mg/kg) 
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Administration 

Period(Days)a) 

21 

3 

5 

7 

7 

1 

3 

5 

l 

Sex 

Female 

Male 

21 

a) Mice were administered thiabendazol orally once a doy for several doys 

*0.05 * *0.02 * * *0.01 * * * *0.001 
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Table 3. Effect of Tiabendazol on Serum Corcentration of 

Urea Nitrogen， Uric Acid and Creatinine of Mic巴

Administration Dose Urea Nitrogen Uric Acid Creatinine 

Sex period (Days )a) (mg/kg) (μg/ml) tμg/ml) (μg/ml) 

。 222.8土26.5 31.0:f:: 4.6 5.5:f::0.3 

l 250 235.1 :f::26.5 26.5土 2.5* 4.9土0.5*

500 210.3:f::29.4 22.3:f:: 3.9*** 5.0土0.5*

。 186 .2:f::48.9 23.0土 4.0 6.2土0.3

3 250 134.7土32.2* 23.2土 6.0 5.8:f::0.5 

500 143.0土20.0 21.2土 3.7 5.6土0.3* * * 

。 220.3土28.2 32.0:f:: 2.6 

Female 5 250 180.1土30.0* 29.8:f:: 4.1 

500 153.0:f::15.7*** 28.2土 3.4*

。 360.1:f:: 102. 9 67.3土16.3 8.6土0.7

7 250 232 .3:f:: 30. 3 * 42.6土12.5* 9.2土0.5

500 225.1土27.5 44.8土 4.6* 8.4土0.5

。 258.6土58.0 51.1:f::14.6 8.0:f::0.1 

21 250 143.0土34.0** 36.4:f:: 6.8* 6.9:f::0.5*** 

500 163.8土25.8** 31.5:f:: 6.4** 6.5土0.6** 。 233.8土19.5 39.3:f:: 5.2 5.1:f::0.5 

1 250 232.5:f::18.1 30.5:f:: 7.0* 5.0土0.3

500 217.1土36.7 22.2土 2.3*** 4.9土0.7。 165 .4:f:: 30. 5 26.4土1.6 5.9土0.4

3 250 156.3土34.。23.0:f:: 2.7* 5.9士1.1

500 151.1:f:: 36.7 21.6士 4.2* 5.9:f::0.6 。 233.7土28.8 29.6:f:: 3.7 

Male 5 250 190.6土25.7* 26.8土 5.0

500 190.6:f::25.7* 36.0土 4.8。 302.7土75.4 56.6:f:: 8.8 8.9:f::0.6 

7 250 293. 7:f::25.6 49.7土14.2 8.6土0.6

500 284.5土38.0 47.3土 8.2 8.8:f::0.9 。 241.2:f::36.5 38.9:f:: 9.5 8.9:f::0.9 

21 250 199.8土24.0 35.2士 5.7 7 .3:f::0. 7 

500 196.1:f:: 32.3 31.9:f:: 6.1 7.5:f::1.4 

a) Mice were administered thiabendazol orally once a day for saveral day. 

*0.05 * *0.02 * * *0.01 * * * *0.001 

とが確認された.なお投与6日目の尿では，分子量の大

きい方のタンパクバンドはかなり減少するが，アルブミ

ンの位置のバンドだけは残るものも多かった.

考察

SDSポリアクリルアミド電気泳動によってマウス尿

には，分子量15000から20000位のタンパクが正常動物で

も排I世されていることが確認された.人間では低分子タ

ンパクの尿中への排池は尿細管の障害によって起こるこ

とが知られている.また分子量の比較的大きいアルブミ

ンなどと低分子量のタンパクの両方の尿中への排池は腎

不全などで起こることが知られている. TBZ投与マウ

スの尿中には尿酸の増加が見られ，尿細管での再吸収が

阻害されているようである.また血清中の尿素窒素，尿

酸，クレアチニン濃度の上昇は認められないので，重大

な腎機能の低下は考えにくい.以上のことから腎臓では

排池機能よりも再吸収機能になんらかの障害を受けてい

ることが示唆される.人間の場合，尿量の増加は糖尿病，

浮腫等の吸収期，神経系統の疾患など様々の原因が考え
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Table 4. Effet of Thiabendazol on Urine Volume and Urinary Concentrations of 

Udc Acid. Creatinine and Creatin of Mice 
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1.145(8)*** 

1.245(8)**ホ

1.015(8)本*ホ

0.665(8)** 

0.669(8)*本

500rng/kgB.W 

4.009土

4.156士

2.851士

2.206:t 

2.205:t 

0.303(7) 

0.366(6) 

0.466(7)キ*

0.657(6) 

0.328(6) 

250rng/kgB.W. 

0.801士

1.082:t 

1.587土

1.102土

1.250士

0.558(6) 

0.382(5) 

0.107(5) 

0.416(5) 

0.448(6) 

Control 

0.818:t 

0.808士

0.794士

0.980:t 

1.110:t 

0.536(8) 

0.810(7) 

0.670(6) 

0.491(4) 

0.494(7) 

500rng/kgB.w • 
l.209:t 

1.200土

1.220土

1.063土

0.999土

0.505(5)本

0.511(6) 

0.434(3) 

0.255(5) 

0.734(5) 

250rng/kgB.W 

1.302:t 

0.825:t 

0.787:t 

0.634士

1.254士

Control 

0.668:t 0.339(6) 

0.720土 0.460(3)

0.475:t 0.035(3) 

0.425士 0.149(2)

0.895土 0.715(2)
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215.67士 56.81*キ*

312.95土 59.65**本

272.66士 79.99本**

116.29士 19.73***

256.53 :t 48.45*** 

111.96士 39.90

166.06 :t 54.66 

192.20土 44.14**

71.93土 32.62

190.86土 45.78キ

75.40土 39.29
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97.87土 23.07

55.02 :t 14.68 

108.42 :t 56.96 
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95.20 :t 45.21 

175.39土 49.94本
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土 38.0
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381.1 

156.8 

323.2 

士 45.9
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:t 85.0 
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士 79.2

167.6 

269.7 
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土 54.6

土 42.8

土129.4

147.3 
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**本事0.001*申 *0.01本 *0.02牢0.05
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Table 5. Effect of Tiabendazol on Various Urinary Paramaters of Mice 
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Femnle 

Male 

Fig. 1. SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis of Urin-

ary Protein of Mice Administered Thiabendazol 

S : Standard C : control L : 250mg!kg 

H : 500mg!kg 

られる.また特発性一過性糖尿は，精神的ストレス，諸

種の中毒，ステロイド剤等の過剰投与などにより起こる

とされている.これらのことから，今回の実験での，マ

ウスの尿量増加や一時的糖尿の出現は，大量の TBZを

強制経口投与した影響とも考えられる.

以上の結果から， TBZの投与は腎臓の再吸収機能に

影響することが考えられ，この影響による変化が TBZ

の投与を中止することによって回復するか否かは興味の

あるところである.この点については形態学的な検索も

含めて今後検討を加えたい.さらにラットやマウスでは，

正常動物でも低分子量のタンパクが排池されており，化

学物質の投与によって分子量の大きいタンパクも容易に

排池されやすくなることも考えられる.今後毒性学的立

場から，化学物質の投与とラットやマウスの尿中タンパ

クの変動との相関性についての検討も行ってみたい.
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チアベンダゾールのラット腸脱発痛における

プロモーション効果の検討

藤 井 孝 *，三栗谷久敏*，矢野範男*，湯 j畢勝庚*，

長津明道*，林田志信*，平賀輿 吾**

Study of Promoting Effect of Thiabendazole on Urinary Bladder 

Carcinogenesis in Rats 

T AKASHI FUJII *， HISA TOSHI MIKURIY AへNORIOY ANO *， KA TSUHIRO YUZA W A * ， 

AKEMICHI NAGASA W AへSHINOBUHAYASHIDA * and KOGO HIRAGA * * 

Promotion effect of thiabendazole (TBZ) on urinary bladder carciongenesis in male F344 rats initiated 

with sodium 0・phenylphenate(OPP-Na) was investigated. Rats were fed diet containing 2 % OPP-Na for 8 

weeks， and then diet containing 0 or 0.2 % TBZ for 5 weeks (Exp. 1)， and 0， 0.05， 0.1. 0.2 or 0.4 % 

TBZ for 30 w巴eks(Exp. 1I) respectively. Transitional cell hyperplasia of the urinary bladder was seen in 5 

/10 (five out of 10 rats) of the 0.2% group and 3/10 of the 0 % group in the Exp. 1， and in 2/28 of the 

0.2% group and 1/29 of the 0.4% group in the Exp. 1I. No urinary bladder tumor was observed in these 

two studies， and retardation of growth and anemia were observed in the 0.2 % and the 0.4 % groups in the 

Exp. 1I. It is not clear from these results whether TBZ has promoting activity toward the urinary bladder 

carcinogenesis induced by OPP.Na in rats. Further study is needed. 

Keywords : thiabendazole， potential promotion activity， urinary bladder carcinogenesis， rats. 

緒言

チアベンダゾール(以下， TBZと略す)は駆虫なら

ぴに防かぴ作用を有することが知られているト5) わが

国では1978年に柑橘類およびバナナのみを対象とした防

かぴ剤として食品添加物に指定された6) Robinsonらは

種々の毒性試験で TBZには顕著な害作用が認められな

かったと報告している7) これに対し，当部で、行った防

かぴ剤の安全性を検討する一連の毒性試験のなかで，

TBZは小懸らがマウスに対する催奇形作用を確認し83)，

著者らは高用量投与によってラットで骨髄の萎縮，腎臓

尿細管上皮細胞の軽度な過形成などを観察している 10)

また， TBZに先行して検討した防かび剤で，食品添加

物に指定されているオルトフェニルフェノール(以下，

OPPと略す)およびそのナトリウム塩オルトフェニル

フェノールナトリウム(以下， OPP.Naと略す)はとも

にラット勝脱に臆傷を誘発することを著者らが認めてい

る11ー 13) さらに，当所の安田らは輸入柑橘類では TBZ

とOPPまたはOPP-Naとが併用されている例が多いと報

告しており 14)，当部の藤田らは Ames試験で TBZおよ

びOppはともに単独では陰性であるが両者を併用する

と軽度に陽性になることを認めている 15) そこで， OPP 

よりも短期間の投与でラットに勝脱癌を誘発する Opp.

Naを用い，これと TBZとを同時にラットに投与したと

ころ， OPP.Na単独投与に比べ勝脱発癌が増強されるこ

とが明らかになった16) この発癌の増強は①TBZが発

癌のプロモーターである，② TBZにも癌原性があり両

物質の発癌作用が相加または相乗的に現れた，③両物質

の同時投与により新たな物質あるいは代謝物が生じた，

などによって起こると考えられた.

そこで，今回は TBZが勝脱発癌のプロモーターであ

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 169 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， 169 ]apan 

**東京都武蔵調布保健所
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るか否かを明らかにすることを主な目的として実験を

行った.

実験材料および方法

被検物質

TBZは microfineMSD (Lot No. BZA-539，純度

98.5% ， Merck Sharp and D.ohm International アメリ

カ)を用い，イニシエーターとしては OPP-Na

(Dowicide A. Lot No. MMOl044， Dow Chemical :アメ

リカ)を選んだ.

実験動物および飼育管理

動物は F344/DuCrjラット雄(日本チヤールスリ

ノfー:神奈川)を 4週齢で購入し，前面と床が網の飼育

用ステンレス製ケージ(横22X奥行き 20X高さ 16cm)

に1匹づっ収容，ケージは自動給水装置付きのベルト式

自動飼育機に懸垂した.ラットは環境への馴化と疾病の

有無を観察するため 1週間予備飼育し，この期間および

実験期間とも飼料と水は自由に摂取させた.動物室はバ

リアー飼育区域内にあり，温度24-25
0

C，湿度50-60%，

給気は 2枚のフィルター(空気中の浮遊塵除去効率:85 

および99.9%)を通して行われ，換気回数は 1時間に10

回，照明は午前 6時から午後6時までの12時間に，それ

ぞれ制御されている.

実験の設定

OPP-Naの2%添加飼料をラットに13週間摂取させる

と確実に勝脱腫蕩が誘発されることから11)，イニシ

エーション効果の発現の条件は濃度 2%で8週間の投与

と推定した. Table 1に示す如く，実験Iでは OPP-Na

曝露後に 5週間0.2%TBZ添加飼料を摂取させる群，基

礎飼料を摂取させる群， OPP-Naを曝露せずに TBZを投

与する群の 3群を設けた.プロモーションとは，細胞が

可逆性増殖を始め，最終的には不可逆性の自立増殖能を

もっ(腫易化)に至るまでの過程を表現する用語であ

り17)，その作用発現または活性には用量依存性がある

とされている 18) そこで，実験Eでは TBZ添加飼料の

摂取期間を実験Iよりも長く 30週間とし，飼料中の濃度

を0.05，0.1， 0.2および0.4%の 4段階とした.OPP-Na 

曝露後に，これらの TBZ添加飼料のうちの 1つを摂取

させる 4群，基礎飼料を摂取させる 1群，また対照とし

てOPP-Naを曝露せずに終始基礎飼料を摂取させる 1群

の合計6群を設けた.両実験ともラットが5週齢になっ

た時点から基礎または添加飼料を飲料水とともに自由に

摂取させ投与を開始した.

臨床検査法

実験Iでは剖検直前の体重測定，ホルマリン固定後の

勝脱重量の測定ならぴに勝脱および、腎臓を中心にした病

理学的検索を行い，その他の検査は割愛した.実験Eで

は体重は毎週 1回，飼料摂取量は15週目までは 2週間毎，

それ以後は 4週間毎に各1回全ラットについて測定した.

血液学的検査は屠殺・剖検時に大腿動・静脈を切断して

得た血液をヘパリン処理試験管に採り，自動血球計数装

置 (CoulterCounter Model S : Coulter Electric lnc.，アメ

リカ)で赤血球数，白血球数，ヘモグロピン量，ヘマト

クリット値，平均赤血球容積を測定した.尿検査は37週

日に試験紙を用い，潜血反応 (Labstixm :マイルス・

Group 

Exp. 1 
T 

SO 

No. of rats1
) 

Table 1. Experimental Design 

Treatment & its period2
) 

SO-T 

ハU
n
U

ハU

噌

E
4

噌

a
i

噌

E
i

Untreated for 8 wks and then 0.2% TBZ for 5 wks 

2 % OPP-Na for 8 wks and then untreated for 5 wks 

2 % OPP-Na for 8 wks and then 0.2% TBZ for 5 wks 

Exp. 1I 
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u
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u
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u
n
u
n
U
A
u
 

q
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q
a
q
J
q
a
q
a
q
a
 

Untreated for 38 wks 

2 % OPP-Na for 8 wks and then untreated for 30 wks 

2 % OPP-Na for 8 wks and then 0.05% TBZ for 30 wks 

2 % OPP-Na for 8 wks and then 0.1% TBZ for 30 wks 

2 % OPP-Na for 8 wks and then 0.2% TBZ for 30 wks 

2 % OPP-Na for 8 wks and then 0.4% TBZ for 30 wks 

SO 

SO-0.05T 

SO-O.lT 

SO-0.2T 

SO-0.4T 

cf. 1) lnitial numbers of male F344/DuCrj rats 

2) Rats fed diet containing TBZ or OPP-Na in each concentration and period. 
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三共，東京)， pHの測定 (BTS :東洋液紙，東京)を

行った.

病理学的検査法

実験Iでは勝脱および腎臓を摘出した.実験Eでは，

この他に脳，肺，牌臓，心臓，肝臓，副腎，精巣，前立

腺を摘出し，秤量した.さらに，下垂体，胸腺，脊髄

(頚，胸および、腰髄)，眼球，ハーデリアン腺，耳下腺，

大舌下腺，甲状腺， (上皮小体を含む)，気管，食道，胃，

十二指腸，空腸，回腸，盲腸，結腸，直腸，勝臓，精嚢，

精巣上体，包皮腺，大腿筋，縦隔および腸間膜リンパ節

さらに肉眼的に異常が認められた部位の組織を摘出した.

摘出した器官・組織は10%緩衝ホルマリン液で固定した.

勝脱は実験1， IIとも同様に処置した.すなわち，尿道

経由で佐内の残尿を抜き取り，次にラットの週齢に応じ

て0.6-1.0mlのホルマリン液を注入し膨張させ，内尿道

口で結紫，腹側正中線上に 2箇所マーキュロクロムで小

点をつけた後離断，ホルマリン液に浸潰した.勝腕は 1

週間固定後，小点を結ぶ線で 2分し粘膜の異常およぴ結

石の有無を実体顕微鏡で観察した後，秤量した.固定完

了後の器官・組織は定法に従ってパラフイン包埋し，薄

切後ヘマトキシリン・エオジン重染色標本を作製した.

必要に応じ， PAS反応および脂肪染色標本も作製，こ

れらの組織標本によって病理組織学的に検索した.勝脱

における腫蕩性変化の診断には Mostofil9
)およぴ Hicks

ら20)の，過形成の変化程度を細分化するために Naka-

nishiら21)および Fukushimaら22)の基準をそれぞれ用い

た.

本実験における成績の統計学的検討に際しては危険率

を5%においた (P<0.05).

結果

実験1， IIとも投与期間終了まで全ラットが生存した.

実験I

Table 2に示す如く，最終体重は SO群， T群， SO-T 

群の順に低くなっていたが，各群間に有意差はなかった.

SO-T群の勝脱重量の平均値は SO群に比べ絶対値は高

く，体重比では有意に高くなっていた.

組織学的検索では， SO-T群で勝脱上皮細胞が局所的

に3-4層になり，やや大型になっている単純性過形成

が4例，細胞が4-6層になり腔内に突出して前腫傷性

変化と見倣される乳頭状または結節性過形成が 1例認め

られ，合計 5例の発生であった.これに対し， SO群で

は単純性過形成が3例観察されたのみであった.また，

これらの群の勝脱では上皮の過形成に加えて粘膜下組織

(固有層，下層)で軽度な水腫およびうっ血が認められ

た.なお， T群では勝脱の組織学的変化はみられなかっ

た.腎臓では各群とも投与に関連した組織学的変化は認

められなかった.

実験E

Table 3に示す如く，最終体重の平均値は対照群およ

びSO群に比べ， SO-T群はいずれも有意に低く， TBZ 

の投与濃度に比例して低下した.体重変化の推移をみる

と， OPP-Na投与の 8週間では各群聞で大差なく増加し

ていたが，その後の TBZ投与期間に入ると SO同 T群の

増加は鈍り始め，投与濃度に比例した抑制が徐々に顕著

Table 2. Group Mean Values of Body Weight and Urinary Bladder Weight， 

and Histological Findings of Urinary Bladder in Experiment 1 

Mean values of Histological findings4) 

WBEIogdhy tZ) 
Bladder Simple PN 

No_ of weight3) No hyper- hyp巴r-
Group rats1) (g) (mg) change plasia pí~sia5) 

T 10 274.2土16.5 99土 8 10 。 。
(36士 2)

SO 10 289.1::1: 27 .1 93土12 7 3 。
(32土 3)

SO-T 10 268.5土22.8 110土25 5 4 1 
(42土11*) 

cf_ 1) No_ of male F334/Ducrj rats weighed and examined histopathologically_ 
2) Final weight (Mean土 SD)_
3) Absolute ，weight， and in parenthesis， relative weight (mg/100g)， Mean土 SD
4) No. of rats with each change in transitional cell of the urinary bladder. 
5) Papillary or nodular hyperplasia. 
Values marked with asterisks differ significantly from those for SO group (P< 0.05) 
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Tabl巴 3. Group Mean Values of Body Weight and Urinary Bladder Weight， and 

Histological Findings of Urinary Bladder in Experiment n 

Mean values of Histological findings3) 

Simple PN 
No.of Body weight2) Bladder weight No hyper- hyper-

Group rats1
) (g) (mg) change plasia plasia4) 

Control 30 384土23 101土12(29)5) 30 。 。
(27:t 4)6) 

SO 30 379土20 111土18(27)* 30 。 。
(30士 5*)

SO-0.05T 30 369土22*# 106:t13(26) 30 。 。
(29土 4)

SO-O_lT 30 352:t21本# 105土14(22) 30 。 。
(30士 4*)

SO山 0.2T 30 348士22*# 117土24(20)* 28 1 1 

(34:t 7* #) 

SO-0.4T 30 292土26*# 118土18(28)* 29 1 。
(41土 8*#)

cf. 1) No. of male F334/DuCrj rats weighed and examined histopathologically. 

2) Final weight (Mean土 SD).

3) No. of rats with each change in transitional cell of the urinary bladder. 

4) Papillary or nodular hyperplasia. 

5) Absolute mean weight土 SD，and no. of organs weighed in the group show巴din parenthesis. 

6) Relative mean weight :t SD (mg/100g body weight). 

Values marked with s叩 erscriptsdiffer significantly from those for * the control or # SO group (P<0.05). 

になった.とくに， SO-0.4 T群では体長増加も抑制さ

れ小型のラットが多くみられるようになった.

Table 3に示す如く，勝脱重量は対照群に比べ，投与

各群の絶対値は高く， SO群， SO-0.2 T群およぴ

SO-0.4 T群は絶対および体重比重量とも有意に高かっ

た. SO-0.2T群および SO-O.4T群は SO群に比べ，絶

対値ではやや高く，体重比では有意に高かった.

SO【 O.4T群は SO-0.2T群に比べ，絶対重量では大差な

かったが，体重比では高かった.

Table 3に示す如く，勝脱の組織学的検索では移行上

皮の過形成が SO-0.2T群で 2例， SO-0.4 T群では 1例

みられ，このうち SO-0.2T群の 1例は乳頭状または結

節性過形成で，他は単純性過形成であった.この他の各

群では変化が認められなかった.

投与期間を通しての 1日平均飼料摂取量はラット当り

では対照群21.7g， SO群21.8g， SO-O.4 T群18.1gで，

他の SO-T群は20_7-21.3gであった.これを体重100g

当りでみてみると対照群56.5g，SO群57.5g，SO-O.4 T 

群62.0gで，他のSO-T群は57_8-59.7gであった.この

ように SO-T群の飼料摂取量は対照群および、SO群と比

べ絶対値ではやや低く，体重比では高くなっているが，

SO-0.4 T群を除いて大きな差はなかった_ TBZ投与期

間中の各 SO-T群の飼料効率(体重増加量/飼料摂取

量)は対照群および SO群よりも低く，とくに SO-O.4

T群は顕著であった. 1日平均検体摂取量を体重 kg当

りでみると， OPP-Naは各投与群とも 1835-1854mgでほ

ぼ同じであり， TBZはSO-0_05T群24mg，SO-O. 1 T群

59mg， SO-O. 2 T群101mg，SO-0.4 T群214mgで添加飼

料の濃度比とほぼ同じく 2倍づっ増加していた.

Table 4に示す如く，対照群およぴSO群に比べ，

SO-0.4 T群の赤血球数，全ての SO-T群のヘモグロビン

量は有意に低かった. SO-T群のヘモグロピン量は TBZ

濃度に依存した減少であった.このように， SO-T群は

貧血傾向を示しており，とくに SO-0.4T群で顕著で

あった.病理組織学的検索では SO-0.4T群の牌臓でヘ

モジデリン沈着，赤色および白色牌髄の軽度な減少，骨

髄で赤色骨髄の軽度な萎縮が認められたが，他に著明な

異常はなく，体内外の出血も認められなかった.
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Table 4. H巴matologyin Experiment II 

No.of WBC RBC HGB HCT 

Group rats1
) (l03/mm3) (l06/mm3) (g/dl) (% ) 

Control 30 6.4士0.92) 9.24士0.52 17.4土0.3 45.5土2.5

SO 30 6.5土0.1 9.21土0.67 17.4:1:0.4 45.4:1:3.4 

SO-O .05 T 30 6.4:1:1.0 9.34土0.49 17.1土0.4*# 45.8:1:2.7 

SO-O.l T 30 6.1士0.7 9.20士0.53 17.0土0.4*# 44.8:1:2.8 

SO-0.2T 30 6.2士0.6 9.19:1:0.41 16.5土0.4*# 44.7:1:2.2 

SO-O.4 T 30 6.1土1.2 8.15士0.47ネ# 15.3:1:0.4*# 41.3:1:2.5 

cf. 1) No. of male F344/DuCrj rats examined. 

2) Mean土SD.

WBC = White blood cell count， RBC = Red blood cell count， HGB = Hemoglobin， HCT = Hematocrit. 
Values marked with superscripts differ significantly from those for *the control or #SO group (P<0.05). 

勝脱を除く器官重量を Table5に示した. SO.T群の

各器官重量は対照群およびfSO群と比軽して絶対値が低

く， SO-O.l T群およびSO-0.2T群の牌臓， SO-0.4 T群

の脳，心臓および牌臓はそれぞれ有意に低かった.これ

に対し，体重比では SO.T群が高く，とくに SO-0.4T 

群は全測定器官が有意に高かった.絶対重量が低かった

各器官の組織学的検索では前述した如く， SO-0.4 T群

の牌臓の軽度な萎縮が認められた.

腎臓の手掛哉学的検索では，主部尿細管上皮内のリポフ

スチン沈着，エオジン淡染または濃染の円柱がぴまん性

に認められたが，明らかな炎症像はなかった.この変化

は対照群および SO群にもみられたが， SO.T群ではよ

り強く，発現頻度も高く， TBZの投与濃度に依存した

増強が認められた.

尿検査では各群とも潜血反応はみられず， pHは SO

群が6.0，対照群， SO-0.05 T群および SO-O.lT群が

6.2， SO-0.2T群および、SO-0.4T群が6.3で対照群と投

与各群問に差はなかった.

考 察

ラット勝目光発癌における完全型癌原物質の OPP-Naを

用いて TBZのプロモーション作用を検討した.

実験Iの結果から， TBZをOPP-Naの曝露後に投与す

ると勝脱上皮の増殖性変化を増強するが， OPP-Naを曝

露せずに投与しても増強効果は現れないことが分かった.

すなわち， TBZはOPP-Naによる勝脱腫湯誘発において

プロモーション作用を有する可能性があると考えられる.

一方，実験Eでは勝脱上皮の過形成の発生頻度および

変化程度とも SO-0.2T群と SO-0.4T群の問で逆転して

いた.さらに，他の SO-T群には発生しなかった.また，

臆蕩は出現せず，過形成の発生も実験Iに比べ軽度で

あった.すなわち，実験Hでは勝脱の過形成に用量相関

がみられず， TBZ投与期間の延長に伴って可逆性変化

(過形成)から不可逆性変化(腫場)の過程に進行する

傾向も認められない.従って この結果からは実験Iで

述べた iTBZは勝脱発癌に対しプロモーション作用を

もっ可能性があるJとの推論を積極的には支持できない

と考えられる.

ラットに 2% OPP-Na添加飼料を13週間摂取させると，

勝脱腫蕩が極めて高率に誘発される 11) 今回 2% OPP-

Na添加飼料を 8週間摂取させたところ，勝脱では過形

成のみで腫場は発生しなかった.また，過形成は摂取終

了から 5週間後(実験1)に比べ30週間経過後(実験

1I)のラットで軽度になっており，これらの勝枕上皮細

胞の増殖が可逆性変化であったことを示している.従っ

て， OPP-Naによるラットの勝脱発癌において，本実験

で採用した濃度 2%および8週間の投与はイニシエー

ション作用のみを現したと考えられる.

実験Eで各投与群の検体摂取量 (mg/kg体重)をみ

ると， OPP-Naはほぽ同じであり， TBZは投与濃度に一

致した増加であった.従って，投与各群に対する OPP-

Naの影響は均等であり，各群聞で発生率および程度に

差異がみられた変化は， TBZの用量に依存した発生で

あると表現してよいと考えられる.

TBZ投与に関連して実験IおよびEでは体重増加抑

制がみられ，実験Eの SO-O.4T群は成長阻害とも言え

る顕著な変化であった.さらに，実験Eでは貧血，勝脱

を除く器官重量(絶対値)の低下および腎臓の組織学的

変化が観察された.体重増加抑制または成長阻害は実験
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Table 5. Mean Values of Organ Weights besides Urinary Bladder in Experiment II 

NO.of Brain Heart Lung Liver Spleen 

Group rats1
) (mg) (mg) (mg) (g) (mg) 

Control 30 2072土382) 1002:1:69 1039:1:53 12.26:1:0.89 665:1:42 

(552土34)3) (266:1: 18) (276土19) (3.26土0.25) (177土12)

SO 30 2069土46 990土59 1046土62 11.98土0.89 647:1:35 

(554土24) (265土 9) (280土13) (3.20土0.13) (173土 5)

SO-0.05T 30 2066士33 971:1:56 1038土59 12.23:1: 1.13 629:1:47* 

(569土35) (267土11) (285土14*) (3.35:1:0.14:11 ) (173土 6)

SO-O.lT 30 2062土37 973土57 1017土57 12.02士1.16 598土46*:11

(593土36*:11) (280土12*:11) (292:1: 13 *:11) (3.44:1:0.16*:11) (171:1: 7*) 

SO-0.2T 30 2077:1:31 984土58 1065土58 12.98:1:0.97:11 594士43*:11

(602:1:32*:11 ) (285士10*#) (308土14*:11) (3.75土0.16*:11) (172土 8)

SO-O.4T 30 2023:1:61 *:11 874土53*:11 1039土70 12.54土1.35 579土52*:11

(708土40*:11) (305:1: 15 *#) (363土26*:11) (4.38土0.54*:11) (203土25*:11) 

Kindney(R) Kidney(L) Adrenal(R) Adrenal(L) Testis(R) Testis(L) Prostate 

(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) 

1097土65 1120土74 20.6土2.0 22.2:1:2.2 1568土86 1641土86 317土72

(292:1: 19) (298土19) (5.5土0.7) (5.9土0.8) (417土32) (437土56) (84土18)

1111:1:79 1123土75 21.1:1: 1. 7 23.5:1:2.1 * 1508土189 1625土76 321土52

(297:1: 12) (300土10) (5.6土0.5) (6.3士0.6*) (404土52) (435土18) (86土15)

1092土76 1104土63 20.8士1.8(29)4) 23.3土2.0(29) 1548土62 1587土61:11 313:1: 67 

(300:1: 11) (303土11) (5.7土0.6) (6.4土0.6*) (426土26:11) (437土22) (86:1:19) 

1087:1:11 *:11 1093土79 21.0:1:1..8 23.2:1:1.9 1521土122 1591土71 335土65

(308土11*:11) (314土11*:11) (6.0土0.5*:11) (6.7土0.5*:11) (437土37*:11) (458:1:31 :11) (96土18*:11) 

1140士81* 1162土83* 20.7:1:2.1 22.9:1: 1. 7 1591土118:11 1626:1:71 330土74

(330土15*:11) (336土13*:11) (6.0土0.7*:11) (6.6土0.6*) (461土36*:11) (471土27*:11) (96土21*:11) 

1044:1: 166 1068:1:178 21.3土2.5 23.5土3.1 1606土203 1598:1:78 275:1:71 

(366土75*:11) (374土80*:11) (7.5士1.1*:11) (8.3士1.4本:11) (561士64*:11) (558土24*:11) (95士23*)

cf. 1) No. of organs weighed. 

2) Absolute mean weight土 SD.

3 ) Relative mean weight :1: SD. 

4) In parenthesis， no. of organs weighed in the group. 

Values marked with superscr刷 sdiffer significantly from those for *the control or :IISO group (P<0.05) 

EでTBZ投与群の飼料効率が低下していることから，

先ず消化吸収能の低下による栄養障害に起因していると

考えられ，代謝障害あるいは消耗性疾患も関与している

と思われる.貧血傾向は造血系組織の萎縮あるいは血球

破壊充進の像が軽度にみられたことから，成長阻害に加

えてこれらの基質的変化も誘発要因として考えられる.

器官重量，とくに SO-0.4T群の脳，心臓および牌臓重

量の低下がみられたが，この変化も体重増加または成長

の阻害に関連したものと言えよう.腎臓の変化は著明な

障害像ではないが，明らかに用量」反応関係をもって顕

著になった.以上の変化はラットを用いた前回の TBZ

単独試験でも 0.4%投与群で認められており 10)，再現性

のあるものであった.従って，これらの変化は TBZの

もついわゆる「毒作用jであると思われる.

化学物質の発癌実験において用量(濃度)一反応関係を

みる場合， r発癌量jと「毒作用量」とは区別して把握

する必要があろう.著者らが行った OPPおよびOPP-Na

のラットを用いた 13週間実験で， 1.25% OPPと2%

OPP.Naとは勝目光腫蕩を高率に誘発するが， これらの 2

倍の濃度である2.5%OPPと4% OPP.Naとは誘発しな

いか，または極く低率の発生であった. しかし，腎孟腎

炎は2.5%OPPおよび4% OPP.Naにのみ高率に認めら
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れた11，12) このように，両薬物には作用機序は不明な

がら，勝脱腫蕩または腎孟腎炎を惹起する用量域が区別

されて存在していた.このことから， TBZにもプロ

モーション作用または毒作用の一方が強く発現してくる

特定の用量域がある可能性は十分に考えられる.今回，

実験Eは実験Iよりも TBZ投与期間が長く， SO-0.4 T 

群は SO-0.2T群よりも TBZ投与量が高かったために

TBZの総投与量は多くなり，ともに毒作用の用量域に

達していたと思われる.すなわち，勝脱上皮の過形成の

発生が実験Iよりも実験Eで軽度になり，実験Eでは用

量相関がみられなかった要因は両実験における TBZ投

与量の相違にあったと推定できる.

今後は， TBZの投与濃度と期間とを様々に設定した

実験を行い， TBZの勝脱発癌に対するプロモーション

作用あるいは毒作用を発現させる用量域を検索するとと

もに，プロモーション作用の有無を明確にすべきと考え

ている.
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オル卜フェニルフェノール，チアベンダゾールおよび

炭酸水素ナトリウム同時投与における

マウス腸脱上皮細胞の走査電子顕微鏡的観察

三栗谷久敏*，藤井 孝*，中野雅行*

Scanning Electron Microscopic Observations of Urinary Bladder Epithelium of 

Mice in Simultaneous Administration of 

0・Phenylphenol，Thiabendazole and Sodium Bicarbonate 

HISA TOSHI MIKURIY A *， T AKASHI FUJII * and MASA YUKI N AKANO * 

Ultrastructural changes in the urinary bladder epithelium of male mice treated with o-phenylphenol 

(OPP)， thiabendazole (TBZ) or sodium bicarbonate (NaHC03) for 1 and 3 weeks were observed by scan. 

ning electron microscope. 

In 3.week study， both short uniform microvilli and ropy or leafy microridges appeared in a few cells of 

the luminal surface of mice fed 2.6% OPP alone in the diet. The cells showed this change increased in num-

ber， moreover these cells had cobble stone-like appearance in mice fed 2.6% OPP in the diet and drunk 0.8% 

NaHC03 in water， simultaneously. 

Furthermore， the cells of luminal surface in mice fed both 2.6 % OPP and 0.2 % TBZ in the diet and 

drunk 0.8% NaHC03 simultaneously， were irregular in size， and some of these cells showed hemispherical 

appearance. 

These results indicate that addition of NaHC03， or TBZ and NaHC03 enhanced the severity of the 

changes caused by OPP. 

Keywords : o-phenylphenol， thiabendazole， sodium bicarbonate， urinary bladder， Crj : B6C3F1mouse， scanning elec-

tron microscopy 

緒 言

匡司

当部では防かぴ剤の安全性を検討する目的でこれまで

各種の実験を行ってきたト9) このなかで，ラットを用

いた実験でオルトフェニルフェノール (OPp) とそのナ

トリウム塩 (OPP-Na) は勝脱に対して発がん性を有

し1.2)，さらに OPPの発がん性はアルカリ化剤の同時摂

取により増強される3)ことを明らかにしてきた.また，

OPP-Naの勝脱発がんが，同じ防かび剤であるチアベン

ダゾール (TBZ) との併用によって増強されることを確

認した4-6) これに対して，動物穫を異にしたマウスを

用いた実験で奥田10)，HAGIW ARAら11)が， OPP-Naは

勝目光を含め他の器官，組織に腫蕩を誘発しなかったと報

告している.一方， OPPに関する実験報告は現在まで

のところみられない.

そこで著者らは， OPPのマウス勝脱に対する影響を

検索するとともに， OPPとTBZあるいはアルカリ化剤

とを同時に摂取させ，その効果を検討することにした.

今回は OPPの単独投与およびOPPとTBZ，アルカリ

化剤との併用投与によるマウス勝脱粘膜の変化を形態学

的に観察する実験で，とくに表層細胞の初期変化像を走

査電子顕微鏡的(走査電顕的)に観察した結果を報告す

る.

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 169 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， 169 Japan 
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実験方法および材料

被検物質 Oppは DowChemical Co.， M]， USAの

Dowidde 1 (Lot No. MM01040)， TBZは MerkSharp 

and Dohme International， N]， USAの thiabendazolemi. 

crofi配 MSD(Lot No. BZA-540)，アルカリ化斉日として

は和光純薬側の炭酸水素ナトリウム (NaHC03，試薬特

級)をそれぞれ用いた.

実験動物:日本チヤールスリバー(欄社生育の Crj: 

B6C3F1マウス雄を 4週齢で購入した.マウスは室温22

-24
0
，湿度50-60%，換気 1時間に10回，照明 6:00-18 

: 00に制御された飼育室においてアルミ製ケージ(チッ

プ床敷)に 4匹づっ収容，飼料(日本クレア社， CE-2) 

と水道水(ろ過器経由)を自由に摂取させた.

実験方法:本実験での被検物質濃度はこれまでのラッ

トの実験を参考にして1.3，4)，OPP 2.6%， TBZ 0.2%お

よび NaHC030.8%とした.実験群は control(対照群)， 

OPP単独 (0群)， TBZ単独 (T群)， NaHC03単独 (Na

群)， OPP十TBZ(0・T群)， OPP+NaHC03 (0・Na群)

および OPP+TBZ+NaHC03 (0・T・Na群)群の 7群を

設定した. OPPとTBZは単独あるいは同時にそれぞれ

の濃度を粉末飼料(日本クレア社， CE-2 )に添加し国

型化したものを， NaHC03は水道水に溶解したものを実

験に供した.対照群には無添加の CE-2を用いた.

1群4匹のマウスを用い， 5週齢時から添加飼料およ

び添加飲料水を摂取させ実験を開始した.投与後 1およ

び3週間の時点で 1群2匹づっ放血屠殺した.勝脱は尿

道から注射針で残存尿を除去した後， 2 %グルタールア

ルデヒド固定液 (O.lMリン酸緩衝液， pH7.4)を0.2-

0.3ml注入し膨張させ内尿道口付近を結繋，摘出した.

勝脱は約30分後正中線に沿って 2分割し，さらに 1時間

同固定液で前固定した.一晩冷蔵庫内にてO.lMリン酸

緩衝液 (pH7.4)で洗浄後， 1 %オスミウム酸 (O.lM

リン酸緩衝液， pH7.4)で後固定した.その後定法に従

い，エタノール系列で脱水し，酢酸イソアミル置換を経

て日立 HCP-2型臨界点乾燥器で乾燥した.乾燥した試

料はアルミニウム製試料台に接着し，日立E-102型イオ

ンスバッターで白金，パラジウム蒸着を施した.

観察は目立 S-800型走査電子顕微鏡を用い，加速電圧

10kvにて行った.

結果および考察

対照群における勝脱粘膜の内路面は 1および3週間投

与とも全体的に平滑で， 5 -6角形の辺縁の明瞭な細胞

が敷石状に配列していた.高倍率でその表面を観察する

と，小堤防状に突出した部分と陥没した部分が網目状に

連っている小堤防様突起 microridgeが認められた (Fig.

1 ). 

T群， Na群およぴ0・T群の粘膜表層細胞は 1および

3週間投与とも対照群と同様の表面微細構造を呈してい

た.すなわち，粘膜表層細胞に投与に伴う走査電顕的変

化は生じないことが分った.

O群では， 1週間投与で粘膜表層細胞の一部に短い切

株状の小繊毛様突起 shortuniform microvilliまたはロー

プ状あるいは葉状の小堤防様隆起からなる ropyor leafy 

microridgesが認められた.これらの細胞は対照群に比

べ，形状がやや不獲になっていた.このような所見は 3

週間投与でも同程度に観察された (Fig.2 ).このこと

は， OPP単独投与は TBZとの併用投与に比べ，軽微な

差ではあるが，投与に伴う変化を示したと考えられる.

O'Na群では， 1週間投与で shortuniform microvilli 

または ropyor leafy microridgesからなる粘膜表層細胞

がO群に比べやや広範囲に認められた. 3週間投与では，

粘膜表層細胞に大小不同がみられ，ややふくらみを帯び

た細胞が敷石状の配列をしているのが散見された.これ

ら細胞の表面は大部分 shortuniform microvilliまたは

ropy or leafy microridgesで占められていた (Fig.3). 

このことから， OPPとNaHC03の併用投与は OPP単独

投与に比べ変化部位が広がっており，変化が増強された

と考えられ，これはアルカリ化剤 NaHC03の関与による

ものと思われる.

O'T'Na群の粘膜表層細胞は， 1週間投与では O'Na

群と同様の変化を呈していた. 3週間投与では粘膜内膝

面に凹凸が散見され，これらの部位では対照群でみられ

た5-6角形の表層細胞が全体的に多角形から半球状に

なり，不規則な配列を示していた.また， O'Na群の 3

週間投与に比べると，細胞の大小および形状の不同が著

明になっていた.これらの表層細胞は shortuniform 

microvilliあるいは ropyor leafy microridgesで占められ

ていた.このようなことから， OPP， TBZおよび

NaHC03併用投与は，OPPおよび TBZ併用投与に比べ，

1， 3週間投与とも粘膜表層細胞の形態的変化が顕著に

なっていた.すなわち，この変化は O'Na群と同様にア

ルカリ化剤 NaHC03が関与しているものと思われる.さ

らに，O'Na群よりも変化の程度がやや強くみられるこ

とから， TBZによる影響も考慮する必要があると考え

られる.

勝脱の発がん物質として OPPよりも強い作用をもつ

ことが知られている N-butyl-N(4-hydroxybutyl)nitro-

samine(BBN)や N-[4-(5-nitro-2-furyl) -2-thiazolyl)for-
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mamide (FANFT) をラットまたはマウスに投与し走査

電顕的に粘膜表層細胞を観察すると，投与 2週では細胞

の形がやや不整になる程度である 13) 力加日えて投与 4一
6週では細胞表面に shortuniform mi凶l吋icro刀ov叫吋ill山liや ropy0町r 

leafy m則E且凶licr官 idg.伊esがみられ， さらに投与を続けると長さ

が不揃いな小繊毛様突起 pleomorphicmicrovilliが出現

することが報告されている 12-14) これら粘膜表層細胞

の変化のうち， short uniform microvilliおよび ropyor 

leafy microridgesは投与を中止すれば元の状態にもどる

可逆性変化である.一方， pleomorphic microvilliは不可

逆性変化であり，腰湯発生に至ると考えられている 15)

今回， 0群， O'Na群およぴO'T'Na群では plemorphic

microvilliは観察されず， Opp単独あるいは OPPと

TBZ， NaHC03の併用の 1週間投与での変化はいずれも

可逆性変化であった.また，3週間投与でも同様であっ

た.

このように今回の観察では， OPP投与によるマウス

勝脱表層細胞の変化は軽微なものであったが， NaHC03 

あるいは NaHC03，TBZと併用することにより，その変

化は増強されていた. したがって，今後 OPPとTBZを

始めとする他の薬物との併用実験をマウスを用いて行い，

勝脱上皮細胞に対する影響，とくに発がんの増強，抑制

などについて走査電顕的に検討していきたい.
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Explanation of Fi♂ues 

Fig. 1. Luminal surface cells of urinary bladder of a 

control mouse. 

Fig. 2. Luminal surface cells of urinary bladder of a 

mouse fed 2.6 % OPP for 3 weeks， showing 

short uniform microvilli and ropy or leafy micro-

ridges. 

Fig. 3. Luminal surface cells of urinary bladder of a 

mouse treated with 2.6 % OPP and 0.8 % 

NaHC03 for 3 weeks， showing cobble stone-like 

appearance. 

Fig. 4. Luminal surface cells of urinary bladder of a 

mouse treated with 2.6% OPP， 0.2%、TBZand 

0.8% NaHC03 for 3 weeks， showing hemispher-

ical in shape and irregular in size. 
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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週間服入実験(第2報)特に呼吸器系を除いた

臓器の腫蕩性および非腫蕩性病変について

坂本義光*，神谷信行へ池田虎雄*，

中野雅行*，佐々木美枝子*

Inhalation Experiment of Calcium Chromate mixed with Kanto Loam on Rats for 

104 Weeks (11) Neoplastic and Non-neoplastic Lesions in 

Various Organs except Respiratory System 

YOSHIMITSU SAKAMOTOへ NOBUYUKIKAMIY A *， TORAO IKEDA * ， 

MASAYUKI NAKANO* and MIEKO SASAKI* 

Inhalation toxicity of the mixture of calcium chromate (CaCr04) and Kanto loam dust was studied on 

F344 male rats. The animals were kept in an inhalation chamber and exposed to the 1 mg/ m3 of mixed 

dust， which contained 2， 5， 20% CaCr04 in kanto loam dust， for 104 weeks continuously (24 hrs / day， 7 

days / week). In these rats， histopathological changes caused by CaCr04 were examined in various organs 

except respiratory system. Many types of neoplastic and non-neoplastic lesions， so called spontaneous le-

sions in aged rat， were observed commonly in animals of all the groups. The incidence and severity of these 

lesions in the rats exposed to the dust containing CaCr04 were similar to those of control rats. In this study， 

neoplastic and non-neoplastic lesions suspected to have been caused by CaCr04 wer巴 notobserved. 

Keywords : calcium chromate， rats， 104 week inhalation， neoplastic and non-neoplastic lesion 
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E 

クロム酸カルシウム (CaCr04) と関東ロームとの混

合粉体 (CaCr04濃度， 2， 5および20%)のラットに

よる 1mg/m3， 104週間昼夜連続の吸入曝露実験を行い，

経気道摂取された 2種類の粉じんの生体への影響を観察

した.得られた結果のうち，体重，生存率および、呼吸器

系の組織学的観察結果については，既に報告した1) 体

重，生存率には粉じん曝露による影響は見られなかった

が，肺では粉じん中の CaCr04の濃度に比例して増殖性

病変の発現が多く見られ，不溶性の関東ロームはそれら

の病変の素因になったと考えられた.今回は粉体中のク

ロムの作用に注目し，呼吸器系以外の諸臓器に見られた

腫蕩性および非腫蕩性病変について報告する.

実験材料および方法

動物 F344/Ducrj，雄ラット， 4週令(日本チヤール

スリバー鮒，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.

粉体実験にはクロム酸カルシウム(CaCr04) を2，

5および20%の割合で関東ロームに加えて調製した混合

粉体を用いた. 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.関東ローム粉体は，日本粉体工業

協会の JIS試験用粉体 (JIS，Z 8901， 11種，平均粒径2

μ)を使用した. CaCr04およぴ関東ロームの性状，化

学的組成は前報2，3)に示した.

吸入実験 1群20匹を用い CaCr04を2， 5および

20%含む混合粉体の各粉じん曝露群(以下各々 Cr-L，

Cr-M， Cr-H群とする)と実験室内空気のみの対照群の

4群を設定して行った.粉じん濃度はいずれも 1mg/ 

m3とし，曝露期間は昼夜連続で104週間とした.実験期

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 169 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， 169， ]apan 
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問中の吸入チャンパー内の粉じんの濃度変動および粒度

分布，飼育条件の詳細は前報ト3)に示した.実験終了後，

動物は大腿動静脈の切断により放血屠殺した.

組織標本の作製 剖検後摘出した各臓器は10%緩衝ホル

マリンで固定し，常法により組織標本を作製した.組織

学的観察には HE染色のほか，必要に応じて Azan，鍍

銀，脂肪染色を行った.

検索した組織は， H干，腎，心，牌，胃，大・小腸，勝，

唾液腺，勝脱，精巣，前立腺，下垂体，甲状腺，副甲状

腺，副腎，脳，脊髄，大腿骨，皮膚，包皮腺，耳垢腺，

乳腺，眼球である.

結果

本実験では前報1)で示したように実験終了時の生存数

は各群20例中，対照群19，Cr.L群， Cr.M群， Cr-H群16

例であり，今回はこれらの実験終了時生存例の呼吸器系

を除いた各臓器で観察された腫蕩性およぴ非腫湯性病変

について報告する.

腫蕩性病変 Table1に各群のラットに見られた腫傷性

病変の種類と発生例数(腫蕩を有したラット数)を示し

た. Table 1に示すように各群のラットになんらかの腫

療の発生が見られた.このうち同時に 2種類以上の腫湯

を有するものは，対照群13/19(腫蕩を有した動物数/

観察動物数)(68%)， Cr-L群 9/14(64%)， Cr-M群

11/15 (73%)， Cr-H群 9/16(56%)であった.粉じ

ん曝露群にのみ見られた腫楊は，包皮腺腺腫，乳腺線維

腫種，甲状腺液胞上皮腺腫，単核球白血病，皮脂腺腺腫，

線維肉腫，耳垢腺腺腫，扇平上皮乳頭腫，勝外分泌腺腺

腫，脳星細胞腫であった.

これらは粉じん曝露群のいずれかに単発性にみられ，

CaCr04濃度に伴った発現は見られなかった.その他の

腫蕩は対照群と共通して見られたものであった.このう

ち特に多発したものは，精巣の間質細胞腫で Cr-H群の

1例を除いた各群の全例にみられた.そのほか，下垂体

腺腫，甲状腺C細胞腫，副腎褐色細胞腫，勝臓ラ氏島腺

腫，皮下線維腫などが多く見られた.皮下線維腫は対照

群の 3例， Cr-L群の 2例， Cr-M群の 2例， Cr-H群の 3

例はいずれも乳腺部に見られたものであった.これらの

腫蕩はいずれも F344ラットおよびその他の系統のラッ

トで自然発生腫蕩として知られているものであった4-7)

これらの腫蕩のうち精巣の間質細胞腫は F344ラットで

特徴的に多く，また下垂体，副腎およぴ甲状腺の腫療や

単核球白血病も比較的多く発生することが知られている.

本実験において，これらの腫蕩の粉じん曝露群での発生

例数は対照群と顕著な差は見られず，またその発生傾向

には CaCr04濃度との関係は認められなかった.

非腫蕩性病変各臓器に見られた病変の種類と発生例数

(病変の見られたラット数)を Table2に示した.

Table 2に見られるように CaCr04を含む粉じん曝露群に

のみ特徴的に多発した病変は見られなかった.対照群に

共通して多発した病変は肝の胆管の増生と線維化

(cholangio fibrosis)，小肉芽腫，肝細胞の小変性巣

(focal degeneration)，小増殖巣 (cellaltered foci)，局

所性の類洞拡張，勝臓の腺房の萎縮，心筋の変性と線維

化および慢性腎障害であった.これらの病変はいずれも

F 344ラットおよぴその他の系統のラットで，加令に

伴って生じることが知られているいわゆる自然発生病変

と同様の変化であった4-8) このうち肝の小変性巣は

Squireら9)によって分類されている小増殖 (Cellal tered 

foci)のうちの好塩基性増殖巣 (Basophilicfoci) と性状

が似ているが，変化を示す部位の細胞に，核の濃縮や崩

壊像および細胞質の空胞化などの変性が見られ，一過性

に増生した細胞が二次的に退行性変化を示したものと考

え本報では局所性の小変性巣として分類した.これらの

病変の粉じん曝露群での発生例数は対照群と比べ顕著な

差は見られなかった.さらに CaCr04による作用が自然

発生病変により隠ぺいされている可能性も考えられ，こ

れを各群の個々のラットでの病変の程度の現れ方から検

討した.各群で特に多く見られた肝，腎，心の病変につ

いて，個々のラットでの程度を分類，比較し， Table 3 

-5に示した.各病変の変化の強さは病変の大きさや切

片上に見られる存在数の多少により分類したが，腎につ

いては Colemanら4)の分類を参考にした. Table 3 -5 

に示したように各病変とも，個々のラットでの程度の現

れ方には対照群および粉じん曝露群で同様な傾向であっ

た以上示した病変のほかに，前立腺，下垂体，甲状腺，

副甲状腺，副腎，勝，肝，牌にも Table1 - 2に示した

ような種々の変化が見られたが，いずれも発生例数が少

ないか，または軽度な変化であり，粉じん曝露群での発

生の傾向には CaCr04濃度との関係も見られなかった.

そのほか，精巣では各群の全例で精細管の変性，萎縮

が見られたが，間質細胞腫の存在によってその程度が修

飾されているため Table2には示さなかった_ Table 2 

に示した Cr-M群の 1例は腫蕩を見ずに精巣の萎縮が見

られた例である.また Table2には示さなかったが，粉

じん曝露群のラットで縦隔部リンパ節で、粉じん粒子の存

在が見られた.粉じん粒子は大食細胞に貧食された状態

で集族巣として存在していた.これらは不溶性粉じん粒

子に対する排除作用の結果で，生理的反応と考えられる.
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Table 1. Summary of neoplastic lesions 

Group 

Concentration of CaCr04 in dust( % ) 

No. of rats observed 

No. of rats with tumor(s) 

No. of rats with more than 2 tumors 

司
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Genital system 

Testis : interstitial cell tumor 

Prepeutial gland : adenoma 

Mammay gland : fibroadenoma 

adenoma 

Site and classification of tumors 

Endocrine system 

Pituitary gland : adenoma 

Thyroid gland : follicular cell adenoma 

C-cell adenoma 

Adrenal gland : pheochromocytoma 

Pancreas : insuloma 

Hematopoietic system 

Hematopoietic organ : mononuclear cell leukemia 

Integument 

Skin : sebaceous adenoma 

Subucutis : fibroma 

fibrosarcoma 

hemangioma 

Ear duct : Zymbal's gland adenoma 

squamous cell papilloma 

Digestive system 

Parotid gland : adenoma 

Liver : neoplastic nodule 

Urinary system 

Kindey : adenoma 

Nervous system 

Brain， spinal cord : astorocytoma 

Body cavity 

Peritoneum : mesothelioma 1 0 0 0 

malignant mesothelioma 0 0 1 0 

Total 42 26 39 31 
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。

用としては，粉体中の可溶性成分である CaCr04の作用

が考えられた. しかし観察された各臓器の病変は，いず

れも加令にともなって生じる自然発生病変と同様な変化

であり， CaCr04に特徴的な病変の発現は見られなかっ

た.種々のクロム化合物の作用の観察を目的とした実験

例は多いが，そのうち Nettesheimら10)はCaCr04粉体を

13mg/m3の濃度で間欠，終生曝露したマウスで，腎，

a ) Number of rats with tumor (s) 

CaCr04の 2および 5%群では20%群にくらべてリンパ

節がやや大きかったが，各群とも線維化のような病変は

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のラット

による 104週間昼夜連続の吸入曝露実験を行った.経気

道摂取された，粉じん成分の呼吸器系以外の臓器への作
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Table 2. Summary of non.neoplastic lesions 
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Concentration of CaCr04( %) in dust 
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Site and classification of non.neoplastic lesions 

Genital system 

Testis : atrophy 

Prostate : concretion in acinar lumen 

inflammation 

Prepeutial gland : inflammation 

Mammary gland : hyperplasia 

Endocrine system 

Pitritary gland : hypbrplasia 

cyst 

angioectasis 

Thyroid gland : C.cell hyperplasia 

Parathyroid gland : hyperplasia 

Adrenal gland : medullary hyperplasia 

angioectasis 

focal vacoulation 

Pancreas : islet cell hyperplasia 

Digestive system 

Salivary gland : atrophy 

Liver : cholangiofibrosis 

granuloma 

facal necrosis 

fatty change (zonal) 

cell altered foci 

cell altered area 

focal degeneration 

focal cystic dilatation of sinusoid 

Pancreas : acinar atrophy and fibrosis 

acinar hyperplasia 

Hematopoietic system 

Spleen : infarct (fibrosis or scar) 

hemosiderosis 

extramedullary hematopoiesis 

Cardiovascular system 

Heart : myocardial degeneration and fibrosis 

Urinary system 

Kidney : chronic nephropaty 

Integument 

Skin : epidermal inclusion cyst 

Zymbal's gland : hyperplasia 

a) Number of rats with lesions 
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Table 3. Severity of hepatic lesions 

Group 

Concentration of CaCr04 in dust( %) 

No. of rats observed 
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a) Number of rats with lesion 

Table 4. Severity of chronic nephropathy 

Group 

Concentration of CaCr04 in dust( % ) 
No. of rats observed 
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Table 5. Severity of lesions in pancreas and heart 
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Concentration of CaCr04 in dust( %) 
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牌の萎縮性の変化および消化管の潰傷などが生じること

を報告している.また高濃度の 3価のクロム化合物の曝

露によりラット肝，腎に萎縮性の変化11)ゃ，皮下およ

び腹腔内注射など経気道以外の経路で投与されたクロム

化合物によるラット腎尿細管の変性12.13)，ウサギの肝，

腎および心臓での変性，壊死14.15)，精細管内の精子の

消失11)などの種々の障害作用が知られている.以上の

様なクロムによる変化が自然病変の発生に及ぽす影響を

観察するために，多発した肝，腎，勝，心の変化につい

て，個体別に変化の程度を比較した.粉じん曝露群の各

個体での病変の程度は，対照群と同様であり，自然発生

病変の程度を修飾する CaCr04の作用はななかったもの

と考えられた.著者ら 16)の行ったクロム鉱さい粉じん

(クロム， 2.8%含有)を105週間曝露したラットにおい

ても同様な結果であった. Steffeeら17)はクロム鉱さい

と6価クロム化合物を総クロム濃度として 3-4mg/m3

で間欠，終生曝露したラットで呼吸器以外の臓器の組織

変化を観察しているが，いずれもクロムによるものでは

なかったとしている.本実験において設定した粉体中の

CaCr04濃度 2， 5および20%は，粉じん濃度として20，

50および200μg/m3に相当するが，他の実験と比べ，は

るかに低い濃度であった.

この条件下で経気道摂取されたクロムによる呼吸器系

を除いた諸臓器への障害作用の可能性はないものと考え

られた.
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石綿繊維の経口摂取による生体影響(第3報)

クリソタイルの胃酸に対する組成および形状の変化

福森信隆へ荻野周三**，中野雅行*

佐々木美枝子*

Biological Effects of Ingested Asbestos Fibers (111) 

Chemical Composition and Structure of Chrysotile Treated by Stomach Acid 

NOBUT AKA FUKUMORI*， SHUZO OGINO * *， MASA YUKI NAKANO * 

and MIEKO SASAKI * 

Keywords:クリソタイル石綿 chrysotileasbestos，人工胃液 simulatedstomach acid，ラット胃 ratstomach，組

成と形状 chemicalcomposition and structure，分析電子顕微鏡 analyticalelectron microscope 

緒 日

アスベストは，耐熱性，柔軟性，紡織性，耐摩擦性な

どのすぐれた特性と利便性から周辺領域で広範囲に使用

されているが，作業環境汚染と関連し中皮腹，肺癌の原

因物質として社会問題化しつつある.一方近年，非職業

性の生活環境中でのアスベストの曝露が重要視され，安

全性に対する確認が要求されでいる 1) 経口摂取に関し

ては，米国やカナダで飲料水中に混在するアスベストが

消化器系癌の多発を誘因させるという報告がみられ

る2.3) しかしこれらの報告は，疫学的推計に多くの因

子が存在するため発痛の明確な相関性が十分に解明され

ていない.また，動物を用いた長期間の経口摂取実験で

は発癌性が認められていないが43)，経口的には消化管

を貫通して稜々の器官，組織への移行，分布が確認され

ているト8) 消化管からの体内侵入と分布に関する報告

では，侵入の可能性および組織内局在に対する見解の一

致がみられず，侵入後の移行経路も明らかでない.

さらに，アスベストのうちクリソタイルは，酸性液中

で組成元素のマグネシウム (Mgと略)が溶出すること

が知られている9) この知見は，主に生体組織中のアス

ベスト繊維を分析する際に行う酸処理の過程で Mgの著

しい溶出を認めたことに基つ寺いている. また Mg成分の

減少は，クリソタイルの毒性を減弱させる報告10)がみ

られることから，酸により繊維の性状の変化が生じるこ

とも考えられる.

これらの点を考慮に入れ，飲料水，食品あるいは気管

から膜下されたアスベストの経口摂取による生体影響を

調べる研究の一環として本実験を行った.クリソタイル

繊維が胃内に到達し，一定時間胃液と混在する時の形状

およぴ組成の変化を検索する目的で，試験管内での人工

胃液とそれに対する制酸剤の効果，さらにラットの胃内

での繊維の動態について経時的に比較した.

実験方法

1. In vitro実験

クリソタイルは， UICC (Union Internationale Contre 

Le Cancer)の標準品 ChrysotileA n)を用いた.胃酸に

よる影響を調べるために， 1)精製水， 2)酸および

3 )酸に加えた制酸剤処理の 3群を設定した.精製水は

脱イオン蒸留水 (pH6.5)を使用し，酸処理では日本薬

局方の崩壊試験法の第 1液を pH1.5に調製して用い

た12) また，制酸剤として，炭酸水素ナトリウム(和

光純薬)を第 1液の酸液に添加して pH5.7に調製したも

のを制酸剤処理液として実験に供した.はじめにクリソ

タイル繊維を秤量びん(三立 SU型)に約50mg取り，

105
0

Cで5時間乾燥させた後一晩デシケーター中で保

管し正確に繊維重量を測定した.設定した 3群に対し，

1， 3， 6時間および 1，4日間後の変化を調べるため

に秤量ぴんに 2mlの各処理液を入れ， 30秒間超音波分

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 169 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， 169 ]apan 

**向生活科学部食品添加物研究科
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散を施し蜜栓して38
0Cの恒温槽で保温した.処理時間の

経過後，あらかじめ正確に秤量しておいたニュクリポ

アーフィルター(孔径0.2μrn，野村マイクロサイエン

ス)上に吸ヲ|ろ過装置を用いてクリソタイル繊維を集め

ながら精製水50rnlで十分に洗浄し，その後ニュクリポ

アーフィルターを 105
0

Cで 5時間乾燥させ，一晩デシ

ケーター中に保管して処理後のクリソタイルの重量を測

定した.重量の変化は，処理前の乾燥重量と経時処理後

の重量の増減率で示した.

処理後のクリソタイル繊維は，形状と組成元素の変化

を電子顕微鏡(電顕と略)で調べるため一部を採取し希

釈分散した後，再度ニュクリポアーフィルターで吸引ろ

過した.フィルターにカーボン蒸着を施し，その一部を

ニッケルグリッド (200メッシュ)上にのせ，クロロホ

ルム蒸気でフィルターを溶解させ薄膜試料とした.電顕

は，加速電圧75kvでエネルギ一分散型X線分析装置

(Kevex-7500型， EDXと略)の付属したル7000型分析

電顕および HU-12A型透過電顕を用いて繊維の形態の

変化を観察し，また EDX分析時間を50秒に設定して元

素分析を行った. EDXの分析に際して，金属および

カーボンホルダーを使用し，分析点の位置の移動がない

ことを確認して測定した.分析結果は，ケイ素 (Siと

略)に対する Mgのカウント比 (Mg/Si比と略)を百

分率で表し， Mgの溶出の指標とした.鉄への影響は少

ないため， SiとMgの比較分析を行い， Mg/Si比の百

分率の平均値の差を t-検定によって検定した.

繊維の分析は，走査透過像 (STEM)で倍率を 5万倍

とし，任意のグリッド網目から 7点を選択して単繊維に

ついて EDX分析を行った.さらに繊維の径により Mg

の溶出に差異が認められると思われることから，酸処理

での任意の 5点を選ぴ単繊維のうち0.05μmの巾以下を

細径，以上を太径と区別するとともに，単繊維が集合し

て束となっている繊維束(径約0.3μrn) とに分別して

比較した.

2. In vivo実験

胃内での胃酸に対する変化を調べるために，ラット

(Jcl : SD系雄性， 日本クレア)を用いて実験を行った.

ネンブタールで軽度に麻酔した体重約400gのラットに，

内径を太く長めに加工した特殊ゾンデを用いて UICCの

Chrysotile Aを分散懸濁後， 20rng/kgの割り合いで経

口投与した.投与後 1， 3， 6時間および 1，4日後の

各群 3匹ずつの胃を摘出して，胃底部を 7rnrn四方に切

り出し中性緩衝ホルマリン固定液 (pH7.2)に浸潰した.

1週間後，切り出した胃の表面に注射筒で精製水を噴射

して 3匹の洗浄総量が 5rnlとなる様にし，胃粘膜表面

に付着したクリソタイル繊維を回収した.回収液の 5

μlをホルムパール膜をはったニッケルグリッド (200

メッシュ， VECO製)上に載せ，カーボン蒸着を行って

繊維の飛散を防止した.繊維数の計測は，グリッド網目

の10ヶまで行い前報13)の式に従って繊維数と長さを算

出した.

次に胃内でのクリソタイル繊維の性状を調べるため，

胃内 6時間までの形態と組成の変化を 1の電顕手法に基

づいて分析した.一部は走査電顕により胃内に繊維が存

在することを確認した.対照としてクリソタイルを精製

水中に分散させたものを，またホルマリンの 1週間浸漬

後の繊維を比較として用いた.使用した精製水は，すべ

て0.1μmのフィルターでろ過したものを実験に供した.

実験結果

1 . In vitro実験

クリソタイル繊維の酸および酸に対する制酸剤添加で

の重量変化を図 1に示した.時間は対数表示で表し，経

時処理前の重量を基準として増減率で推移を比較した.

精製水，制酸剤添加とも， 4日間までの重量の変動はほ

とんど認められなかったが，酸処理では，すでに 1時間

で7.8%の減少がみられ， 4日間で22.2%の大きな減少

率を示した.なお酸処理試料をろ過する時，他群と比較

して吸引ろ過に若干時間を要した.

表 1は各処理による Mg/Si比の百分率を示し，対照

として UICCの ChrysotileAを無処理のまま使用した.

単繊維の精製水，制酸剤処理とも有意差を認めないが，

酸処理では Mg/Si比の減少傾向がみられ 1日以降で有

意な減少を示した.

+10 
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図1.クリソタイル繊維の処理による重量変化

0精製水， .酸処理， ....酸+制酸剤処理
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時間

表1.クリソタイル繊維の処理時間による

Mg/Si比の変化

精製水 酸処理 酸+制酸剤処理

(%) (% ) (%) 

無処理 74.5士 5.67 74.5士5.67 74.5士5.67

1 80.9士 6.33 71.0士8.14 77.9土5.95

3 79.5士12.68 72.6土8;21 71.5土5.85

6 69.3土 3.50 69.5土6.86 73.9土8.25

24 79.2土 6.67 59.1土9.24* * 75.3土5.23

96 79.4土 2.70 44.9土6.14*** 78.1土8.94

数値は 7点での平均値土標準偏差を示す.

** p <0.01， *** P <0.001 

表 2.酸処理時のクリソタイル繊維の太さによる

Mg/Si比の経時変化

単繊維

時間 細(%)太

繊維束

(% ) 

立すp.~ 81.8士 6.10 77.8土3.66 82.6土 5.81 

1 64.1土 7.26* * 71. 7土3.57* 74.3土 5.04* 

3 64.3土 6.98** 69.1土6.87* 66.8:1: 3.60* * * 

6 53.8土 4.15** * 61.2:1:5.53* * * 66.6:1: 3.77* * * 

24 53.4:1:10.19*** 54.8:1:3.83*** 57.0士10.85**

96 31.7:1: 2.01*** 39.6:1:5.28*** 39.2:1: 1.84*** 

単繊維の径は0.05μm以下を細，以上を太とし，繊維

束は径約0.3μmを分析Lた.

数値は 5点での平均値土標準偏差を示す.

* P <0.05， * * p <0.01， * * * p <0.001 

酸処理で繊維径に対する Mg/Si比の変動は，単繊維，

繊維束とも対照に比べ有意に減少しており，径に起因す

る顕著な差は認められなかった. しかし，全般的に細い

繊維ほど減少が強くみられる傾向を示した(表 2). 

クリソタイル繊維の形状の変化を高倍率の透過電顕で

経時的に観察すると，全群とも繊維の溶解，変形は認め

られず，クリソタイル特有な管状構造の識別が可能で

あった(図 2-4). しかし酸処理が長時間におよぶに

従い，平滑な外形に軽度な不整面を観察した(図 3). 

2. In vivo実験

表 3から経口摂取後の胃内のクリソタイル繊維の動態

は，およそ 6時間までに残留繊維数の消失を認めた.繊

維長を加味した繊維数でもほぼ比例的に減少するが， 3 

待問で残留する繊維の長さは 2-5μmが最も多く， 6 

時間では 1-2μmの短繊維が多く認められた. 1回投

与の 1日以降では，胃内での残留はほとんどみられな

かった.

6時間までの Mg/Si比を検索すると，対照に比ぺ胃

内のクリソタイル繊維は減少傾向が有意に認められた

(表 4).試料作製にあたり，ホルマリンの浸演を行っ

たため，その影響を調べたところホルマリンでの減少も

みられた.ホルマリン浸漬後の Mg/Si比を基準として

差を比較すると，胃内 6時間のみで有意な差を認めた.

胃内 6時間までの形状の変化は，管状構造，外形とも

著変が認められなかった(図 5， 6). 

表 3.経口摂取によるラット胃内のクリソタイル繊維数の経時変化

繊維数(千本/ml)

時間 繊維長 (μm)
0.2-0.5 0.5-1 1-2 2-5 5-10 10-25 

1 582 5，817 7，950 9，889 4，460 4，849 

3 194 1，034 2，327 3，555 1，487 1，163 

6 ND 58 78 19 19 ND 

24 ND 19 ND ND ND ND 

96 ND ND ND ND ND ND 

ND : No detection 

表 4. ラット胃内におけるクリソタイル繊維の Mg/Si比

対照

(% ) 

76.9士3.88

ホルマリン浸i責
(%) 

65.1土5.00** 

数値は 5点での平均値士標準偏差を示す.

* * p <0.01， * * * p <0.001 

胃内 1時間

(% ) 

61.6土8.04**

胃内 3時間

(%) 

58.4土6.00***

25-50 

1，745 

194 

ND 

ND 

ND 

胃内 6時間

(% ) 

52.2土6.32** * 
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考察

1971年， Cunninghamらがアスベストの飲料水，酒類

への混入を報告14)して以来，経口摂取と発癌との関係

に多くの調査が行われてきたが今だ相関性が明らかでな

い.実験動物を用いた長期経口毒性試験においても，発、

癌性が認められないことから，経気道曝露とは作用を異

にすると思われる.経口摂取されたアスベストに対して，

毒性を減弱させたり，あるいは生体への侵入を低下させ

る因子の存在が考えられる.今回は，最初の貯留部位で

ある胃での胃酸との影響について繊維の形状，組成元素

の変化などに着目し検討を加えた.

胃内におけるクリソタイルは，消化酵素，飼料分など

複雑に影響しあうため，実験を invitro， in vivoの2系列

に分割して行った.In vitro， i日 vivo系ともクリソタイル

の酸処理に対して， Mg/Si比の減少など 6時間までほ

ぼ同様な傾向を示したことから，全体として両系での顕

著な相違はないと思われる.

In vitro実験から酸処理 6時間までの重量は，軽度な

減少を示し， 1日以降著しい減少を認めた.このことは，

EDX分析で Mg/Si比の低下と密接に関連がみられ，明

らかに Mgの溶出が原因であると判断された.繊維径の

差異は明瞭ではなく，単繊維の細い径0.05μm以下の繊

維で Mgの溶出がやや多い傾向を示している.この傾向

は，処理液の浸透と流出が容易に行われたためと恩われ，

同様の推測が他の報告でも散見される15，16) Mgの溶出

があるが，繊維の形状への影響は少なく管状構造，外形

とも正常像に近似していた. しかし酸処理4日で外形の

不明瞭部が観察された.これは，吸引ろ過に時間を要す

ることと合わせて考えると何らかの形態変化が生じたと

推察される.酸処理後の形状の観察は，ほとんど報告さ

れていない.また，本実験に用いた酸濃度は弱く，処理

時間も短かったことから，形態での顕著な変化の把握は

困難と思われる.使用した酸液は約0.15Nの塩酸で，日甫

乳動物の胃酸の pH1.5に該当している.通常の人工胃液

に加えるペプシンは，酸との反応を妨害したり，処理後

の精製水での洗浄に影響をおよぼすと恩われることから

使用しなかった.酸に制酸剤を添加した処理液では，重

量， Mg/Si比とも精製水と比較して変化がみられな

かった.このことは， pHが Mgの溶出に重要な意味を

持つと考察される.

In viω 実験の経口投与した胃内のクリソタイル繊維

数は， 6時間後に急激に減少し，以降胃内での残留は認

められなかった.従って消化等の機能をも考慮して，胃

酸に曝露される時間はおよそ 6時間以内と示唆される.

胃内での Mg/Si比は，仰 vitro実験と比べ若干低下して

いるが，これはホルマリン単独でも低下が有意に認めら

れたことから，試料作製に使用したホルマリンによる

Mg 溶出が加わったものと考えられる.

形態的にほぽ正常構築を呈するクリソタイル繊維は，

in vitro， in vivo実験とも酸で Mg/Si比の減少が認めら

れたが，胃内に貯留すると考えられる 6時間までの胃酸

による溶解は少ないと推察される.クリソタイルの酸に

対する溶出は，酸の高濃度や酸液の加熱によって増加す

ることが知られているが9)，生体影響での実際の胃酸に

即した報告は少ない. Seshanは， 1 N塩酸とペプシン

を含む人工胃液中で8時間の浸漬により繊維表面の zeta

電位の反転を認め， Mgの減少が伴っていることを報告

した15) また同時に0.1N塩酸の 5日間処理で，あるい

は蒸留水の10年間の浸漬で zeta電位の反転， Mgの溶出

を確認している.

毒性に関しては， しゅう酸処理で Mgの溶出量を各段

階に分け，ラットへの胸腔内投与で肺癌と中皮腫の発生

を検索した結果，無処理およぴ10.2%のMg溶出で発癌

率は高率を示すのに対して， Mg の43.7%以上の溶出で

は急激に発生が減少するという意味深い報告がある10)

用いた0.1Nしゅう酸は， 10.2%の溶出に 17時間，

43.7%の溶出に 5日間， 89.1%の溶出に22日間を要して

いる.他の報告では， 1 N塩酸処理で Mg溶出率が95%

の時に中皮腫の発生が抑制され， 50%溶出では未処理と

同程度の発癌を認める知見がみられる18) Mgの溶出程

度により発癌の抑制率に差異がみられることから，発癌

を抑制するには少なくとも50%以上の Mgの溶出が必要

と思われる.赤血球の溶血作用では， 0.1 Nしゅう酸で

Mg 溶出を行った時，クリソタイルは減少を示すのに比

べ，アモサイト，クロシドライトでは逆に増大がみられ

た17) これらの報告はクリソタイル繊維の Mg溶出で発

痕率および細胞障害の低下を示唆しているが，いずれも

酸濃度が高かったり処理過程に長時間を要するなど生体

での反応に直接結びっく結果とは考えられない.今回の

in vivo実験から推察すると，胃内での Mg溶出は25%前

後であり，著しい Mg溶出は期待できなかった.しかし，

必ずしも報告にみられた胸腔内投与などの投与形式と経

口摂取とを作用過程の点において同一に比較することは

できない.

アスベスト繊維は，通常消化管からの吸収がほとんど

ないと思われているが，先に我々が報告8)した経口摂取

でのクリソタイル繊維の臓器内分布や，多くの研究者ら

の報告19)から体内への移行，各臓器への分布は明らか
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で，何らかの方法で生体内に侵入することはほぽ間違い

ないと思われる.今後，消化管からの貫通様式，移行方

法，蓄積など考慮に入れクリソタイル繊維の組織，細胞

内での消長を追求する方向である.

結論

クリソタイルの経口摂取による胃酸の影響を調べるた

め，人工胃液，ラット胃内での繊維の形態およぴ組成元

素を分析電顕を用いて経時的に検索した.胃酸で繊維重

量の減少， Mg/Si比の低下が漸次みられたが，繊維の

形状の変化はほとんど認められず，胃内では溶解の少な

いことが示唆された.
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図2.精製水4日間浸漬後のクリソタイル繊維と EDXスペクトル (x93， 500) 
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図3.酸処理 (pH1.5)4日間後のクリソタイル繊維と EDXスペクトル (x86，000) 
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図4.制酸剤添加処理 (pH5.7)4日間後のクリソタイル繊維と EDXスペクトル(X98，500) 
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図5.ラット胃内 1時間のクリソタイル繊維と EDXスペクトル (X47，800)
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図6. ラット胃内 6時間のクリソタイル繊維と EDXスペクトル (X23，200)

図7.経口投与によるラット胃内でのクリソタイル繊維 (X9，500)
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Salmonella typhimurium TA97， TAI02を用し、た

食品添加物の変異原性試験(第3報)

藤田 博*，中野雅行*，佐々木美枝子*

Mutagenicity Test of Food Additives with 

Salmonella typhimurium TA97 and TAI02 (111) 

HIROSHI FUJIT AへMASAYUKINAKANO* and MIEKO SASAKI* 

Mutagenicity of 28 food additives including 7 dietary supplements， 7 free flowing agents， 5 antioxidants， 3 

thickening agents， 3 food colors， 2 color fixatives， and an anticaking agent were examined in Ames' tester 

strains， Sal問。nellatYPhimuri叫mT A97 and T A102. Th巴 mutationtest was carried out by the preincubation 

procedure described by Ames et al. The test chemicals were preincubated with S9mix or phosphate buffer 

(pH7.4) for 20 min. Weak mutagenic activity was d巴tectedwith propyl gallate in T A102 with and without 

S9. The other 27 chemicals were not mutagenic in T A97 and T A102. 

Keywords : mutagenicity， food additives， dietary supplements， free flowing agents， antioxidants， thickening agents， 

food colors， color fixatives， anticaking agent， Sal制 onellatyphimuri叫 隅 TA97，Sal隅 onellatyphi隅 叫riumTA102 

化学物質の変異原性試験には， Amesらにより開発さ

れた Sal棚田Mllatyph仰 uri叫間 TA株1-3)が広く利用され，

多くの変異原の検出に貢献してきた. Amesらは，開発

した多くの菌株の内TA97，TA98， TA100およびTA102

の4株を試験に用いることを提案している3) TA97お

よび TA98はフレームシフト型の変異原に， TA100およ

びTA102は塩基置換型の変異原に良く反応する.特に

後から開発された TA97は TA98では検出できないフ

レームシフト型の変異原を検出でき 4)，TA102は過酸化

物に良く反応する5.6)特徴がある.

食品添加物の変異原性試験は，主に TA98および

TA100が用いられており， TA97およびTA102を用いた

試験の報告は少ない.一方， TA97および TA102は，

TA98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3-6) このことから，我々は TA98およ

びTA100において変異原性が陰性の報告がある食品添

加物も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7-9)までに54種の試験が

終了し， 7種の食品添加物に非常に弱いが， TA97また

はTA102に対する変異原性が見いだされた.本報告で

は，さらに強化剤(7種)，食品製造用剤(7種)，酸化

防止剤(5種)，糊料(3種)，色素(3種)，発色剤(2 

種)および粘着防止剤(1種)，計28種の食品添加物に

ついて行ヮた追加試験の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:クエン酸カルシウム Lot

No. WEL3231，乳酸カルシウム LotNo. WEF1629，リン

酸三カルシウム LotNo. WEM1838，硫酸カルシウム Lot

No. WEN2419，グルコン酸銅 (II)Lot No. TLM6346， 

硫酸銅 LotNo. IPM2576，硫酸E鉛 LotNo. PDP3971， 

食品製造用剤:ベントナイト LotNo. WEH1005，ケイ

ソウ土 LotNo. WEK0437，酸性白土 LotNo. TLM6454， 

炭酸マグネシウム LotNo. WEH1068，酸化マグネシウ

ムLotNo. WEL3179，シュウ酸 LotNo. A WR5873， タル

クLotNo. TLJ1820，酸化防止剤:ェチレンジアミン四

酢酸カルシウム二ナトリウム 同仁化学製 LotNo. 

WH285，エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム 同仁

化学製 LotNo. W A195，グアヤク脂 LotNo. LAK9271， 

クエン酸イソプロピル 東京化成製 LotNo. FEZ01，没

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 169 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， 169 Japan 
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食子酸プロピル LotNo. ALN7820，糊料:カルボキシメ

チルセルロースナトリウム LotNo. WEHll09，アルギ

ン酸プロピレングリコール LotNo. LAK1507，ポリアク

リル酸ナトリウム(重合度15，000-20，000) Lot No. 

WEJ7758，色素:アナト一色素 LotNo. LAH1879， s-

カロチン LotNo. WEK5756，銅クロロフィリンナトリ

ウム LotNo. WEK0550，発色剤:硝酸カリウムー LotNo 

AWP7864，硝酸ナトリウム LotNo. A WQ7096，粘着防

止剤:D-マンニトール LotNo. TLF4865. 

陽性対照物質:会アミノアントラセン (2-AAと略す)，

9-アミノアクリジン (9-AAと略す)，マイトマイシン

C (MMCと略す，協和発酵).

試料は，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.ただし，食品製造用剤のベントナイト，

ケイソウ土，酸性白土およぴタルクは，どちらの溶媒に

も溶解しないため100mg/mlの懸濁液を最高濃度とし

て用いた.

菌株 Salmonella typhimu仰 m TA974) およぴ

TA1025，6)を普通ブイヨン (Nutrientbroth No. 2， OX-

OID製)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 Ames法の変法であるプレインキュ

ベーション法3，10)により行った.代謝活性化には，アロ

クロール1254(三菱モンサント化成)により薬物代謝酵

素を誘導した SD系ラット(jcl: SD日本クレア)雄の

肝臓ホモジネートから得た S9 3)を用いた. S9mix3，10)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 S9mixO.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。で20分間の前培養を行った.これ

に45。に保温した軟寒天3)2 mlを加え混合後，最少グル

コース寒天培地3)に重層した.3'r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lニプレート 3枚を用い，結果は，平均値で示し

た.統計解析は， Kruskal-Wallis検定11)を行い，さらに

Mooreら12)のプログラムにより回帰分析を行った.

結果および考察

28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 Table.1に用途別に分類し示した.

10mg/プレートを最高濃度として予備試験を行い，バ

クテリアの増殖が認められない場合には増殖が認められ

る濃度まで希釈し， 5濃度段階で試験を行った.水に不

溶または難溶の試料では，プレート中に試料が分散ある

いは析出している場合があったが，出きる限り高濃度で

の試験をめざし，バクテリアの場殖が認められれば，そ

の濃度で本試験を実施した.

酸化防止剤の没食子酸プロピルは， S9の添加に関わ

らず， TA102において復帰コロニー数が有意に増加した.

+S9 100μg/フ。レートでコントロール復帰コロニー数

の2.2倍(1.08復帰コロニー/nmole)，-S9 100μg/ 

プレートでコントロールの復帰コロニ}数の1.4倍(0.30

復帰コロニー/nmole)であった. +S9での値は 2倍以

上であることから変異原の慣例的判断に従っても陽性で

ある. しかし，復帰コロニー数の増加量は，多くの変異

原と比較すると少なく，変異原としては弱いものである.

S9を添加することにより復帰コロニー数が大きくなる

ことから，代謝されることにより，変異原性が強まるよ

うであるが，代謝物質についての解析が必要である.

その他の27種の試料については，復帰コロニー数に増

加が認められなかったことから， TA97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，没食子酸プロピルおよび硝酸ナトリウムには染

色体異常試験陽性の報告がある 13，14) 没食子酸プロピ

ルについては， TA98または TA100を用いた Ames試験

では陰性であるが13.14)，TA102において変異原性が陽

性となり染色体異常試験の結果に一致した.硝酸ナトリ

ウムについては， TA98または TA100を用いた Ames試

験では陰性13)であるが， TA97および TA102においても

変異原性は検出できず，染色体異常試験の結果とは一致

しない.

TA97または TA102を用いた変異原性試験が終了した

食品添加物は，前報7-9)に報告した食品添加物 (54種

類)を加えると82種類となる. TA97または TA102にお

いて変異原性陽性となった化合物は，アスコルビン酸，

オルトフェニルフェノール，チアベンダゾール，塩酸ピ

リドキシン，ニコチン酸アミド，リボフラピン，臭素酸

カリウムおよび没食子酸プロピルの 8種類である.これ

までに良く用いられてきた TA98および TA100での結果

と比較すると，これらは臭素酸カリウムを除き全て

TA98および TA100では変異原性が検出されていない.

一方，残る74種類の TA97およびTA102で陰性の化合物

のうち， TA98およびTA100で陽性の化合物はなかった.

この様に TA97あるいは TA102によっていくつかの化合

物に変異原性が検出できたのは，この二株の感受性が

TA98およびTA100に比べ高いからであり，過酸化物に
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Table 1. Results of Mutation Test with Food Additives 

No. of Revertants/ plate 
Dose 

Chemical Solvent TA97 TA102 
mg/plate 

-S9 +S9 -S9 +S9 

Dietary supplements 

Calcium Citrate DW 10 109 185 199 348 

5 136 189 253 419 

1 130 204 292 491 

0.5 158 196 302 476 

0.1 144 200 313 460 。 154 210 303 450 
PCa) 215 3，118 4，524 1，233 

Calcium Lactate DW 10 138 171 252 314 

5 157 183 299 323 

1 150 205 285 415 

0.5 134 193 300 475 

0.1 143 187 321 484 。 148 197 308 475 

PC 219 3，393 4，060 1，189 

Calcium Phosphate Tribasic DW l 126 172 197 395 

0.5 122 165 230 420 

0.1 114 179 287 429 

0.05 119 179 265 396 

0.01 124 175 270 372 。 130 178 305 377 

PC 208 2，455 3，546 1，363 

Calcium Sulfate DW 1 122 174 207 356 

0.5 109 195 197 320 

0.1 153 191 226 360 

0.05 119 184 210 339 

0.01 130 199 226 384 。 128 192 212 375 

PC 237 3，085 4，095 1，673 

Copper (II) Gluconate DW 1 105 106 82 205 

0.5 108 127 114 317 

0.1 120 121 220 396 

0.05 116 133 266 394 

0.01 135 139 253 389 。 124 173 238 432 

PC 179 2，523 4，105 1，668 

Copper (II) Sulfate DW 107 73 44 50 

0.5 111 121 96 113 

0.1 132 194 215 417 

0.05 136 177 255 400 

0.01 140 188 303 401 。 149 187 296 407 

PC 205 3，681 4，234 2，353 

Continued on 
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Table 1. Continued 

No. of Revertants/ plate 
Dose 

Chemical Solvent TA97 TA102 
mg/plate 

-S9 +S9 -S9 十S9

Zinc Sulfat巴 DW 10 137 146 58 104 

5 118 152 87 136 

1 117 138 127 208 

0.5 132 159 179 277 

0.1 144 167 282 378 。 123 141 318 443 

PC 185 2，527 3，828 1，559 

Free flowing ag巴nts

Bentonite DMSO 10 112 158 232 420 

5 105 166 255 403 

1 110 179 247 441 

0.5 118 177 260 423 

0.1 117 163 258 433 。 125 187 262 448 

PC 210 2，537 4，147 1，059 

Diatomaceous Earth DMSO 10 116 151 223 394 

5 101 157 279 435 

1 109 177 294 473 

0.5 94 161 288 470 

0.1 104 180 290 469 。 119 171 288 513 

PC 179 2，414 4，538 1，218 

Japanese Acid Clay DMSO 10 115 155 267 467 

5 132 173 268 471 

1 119 144 286 502 

0.5 133 182 265 528 

0.1 140 174 261 476 。 112 176 282 502 

PC 242 1，921 4，350 1，450 

Magnesium Carbonate， DW 1 123 160 227 419 

Basic， Heavy 0.5 114 167 219 454 

0.1 103 166 210 391 

0.05 98 182 192 440 

0.01 100 169 234 403 。 115 175 245 416 

PC 175 1，997 3，187 2，112 

Magnesium Oxide， Heavy DW 10 111 148 216 469 

5 108 185 193 461 

1 103 187 183 460 

0.5 101 182 179 425 

0.1 119 178 192 445 。 118 179 205 461 

PC 178 3，987 3，576 1，820 

Continued on 
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Table 1. Continued 

No. of Revertants/ plate 
Dose 

Chemical Solvent TA97 TA102 
mg/plate 

-S9 +S9 -S9 十S9

Oxalic Acid DW 1 139 180 303 435 

0.5 137 197 302 469 

0.1 141 184 319 455 

0.05 134 164 324 493 

0.01 145 162 325 472 。 148 188 336 481 

PC 199 2，219 3，161 1，856 

Talc DMSO 10 128 191 314 466 

5 135 181 299 485 

l 134 188 326 467 

0.5 133 203 320 486 

0.1 135 201 341 488 。 129 194 303 487 

PC 199 2，973 4，553 1，138 

Antioxidants 

Ethylene diamine Tetraacetic DW 10 87 147 l 。
Acid Disodium Calcium Salt 5 112 155 。 3 

1 64 142 28 94 

0.5 110 153 121 209 

0.1 108 136 233 281 。 107 162 249 438 

PC 167 2，974 2，954 1，760 

Ethylene diamine Tetraacetic DW 1 161 155 48 104 

Acid Disodium Salt 0.5 155 151 235 425 

0.1 143 164 298 442 

0.05 138 168 291 451 

0.01 140 187 241 474 。 155 179 250 492 

PC 196 3，034 3，425 2，645 

Guaiac Gum DMSO 0.5 101 137 40 496 

0.1 95 138 62 505 

0.05 92 115 107 437 

0.01 102 142 198 468 

0.005 98 117 229 443 。 95 155 248 461 

PC 189 2，485 3，421 2，103 

Isopropyl Citrate DMSO 10 123 174 161 400 

5 108 179 228 498 

1 108 166 227 433 

0.5 108 162 220 386 

0.1 104 175 233 421 。 92 167 220 421 

PC 161 2，399 3，285 2，752 

Continued on 
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Table 1. Continued 

No. of Revertants/ plate 
Dose 

Chemical Solvent TA97 TA102 
mg/plate 

-S9 十S9 -S9 +S9 

Propyl Gallate DMSO 0.1 60 136 462b
) 945b

) 

0.05 117 155 434 757 

0.01 117 177 323 497 

0.005 129 188 308 451 

0.001 138 200 335 461 。 140 190 322 438 

PC 215 2，364 3，843 1，370 

Thickening agents 

Carboxymethyl Cellulose DW 10 136 173 301 365 

Sodium Salt 5 121 187 297 376 

1 131 191 298 340 

0.5 114 180 301 364 

0.1 116 189 320 454 。 139 197 302 413 

PC 199 3，393 4，350 2，198 

Propylene Glycol Alginate DW 10 163 169 309 400 

5 148 217 290 424 

1 128 196 220 405 

0.5 144 184 237 415 

0.1 123 183 268 419 。 147 212 224 440 

PC 226 3，058 3，619 2，063 

Sodium Polyacrylate DW 10 131 183 330 560 

5 118 187 343 568 

1 122 163 320 473 

0.5 112 202 320 510 

0.1 130 177 313 466 。 132 177 307 469 

PC 183 3，431 4，420 2，343 

Food colors 

Annatto Pigment DMSO 10 113 141 133 452 

5 114 136 212 525 

1 93 143 288 499 

0.5 99 127 278 464 

0.1 105 146 290 497 。 96 135 306 507 

PC 190 2，465 4，640 1，610 

s -Carotene DMSO 10 145 167 315 507 

5 141 172 285 464 

1 134 203 287 460 

0.5 137 200 290 475 

0.1 128 194 327 435 。 121 196 331 454 

PC 222 2，277 4，596 1，588 

Continued on 
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Table 1. Continued 

Chemical 

Sodium Copper Chlorophyllin 

Color fixatives 

Potassium Nitrate 

Sodium Nitrate 

Anticaking agent 

D-Mannitol 

Solvent 

DW 

DW 

DW 

DW 

Dose 

mg/plate 

1 

0.5 

0.1 

0.05 

0.01 

o 
PC 

10 

5 

1 

0.5 

0.1 。
PC 

10 

5 
1 

0.5 

0.1 。
PC 

10 

5 

1 

0.5 

0.1 。
PC 

No. of Revertants/ plate 

TA97 TA102 

-S9 +S9 -S9 +S9 

117 

115 

125 

132 

143 

134 

229 

149 

150 

143 

147 

134 

152 

197 

123 

119 

130 

120 

133 

161 

193 

130 

144 

142 

134 

133 

139 

186 

136 

169 

185 

243 

158 323 

155 319 

176 295 

185 318 

3，118 4，162 

187 

204 

214 

187 

208 

212 

1，958 

174 

157 

267 

267 

278 

304 

306 

297 

4，147 

276 

290 

172 286 

158 297 

175 285 

173 297 

3，538 4，495 

159 

163 

181 

178 

185 

177 

3，321 

315 

350 

326 

299 

331 

315 

3，596 

412 

481 

435 

452 

437 

465 

2，646 

403 

437 

429 

475 

449 

456 

1，660 

388 

413 

433 

417 

402 

467 

2，625 

470 

510 

475 

483 

449 

485 

1，305 

a) Positive control T A97 =一S9: 9-AA 30μg， +S9: 2-AA 5μg， TA102= -S9 : MMC 0.5μg， +S9: 

2-AA 5μg 

b) Statisticaly significant defference by Kruskal-Wallis test (p <0.05) and dose-related incleasing by regres-

sion analysis (p < 0.01) 

も反応する特徴のためであろう.

8種類のうち，オルトフェニルフェノール，ニコチン

酸アミド，リボフラビン，臭素酸カリウムおよぴ没食子

酸プロピルの 5種類は，染色体異常試験において陽性で

ある 13，14) TA97および TA102を用いることにより，

TA98およびTA100のみの結果よりも染色体異常試験と

の一致性が高まることがわかる.ただし両試験で結果が

一致しない化合物があり，これらについてはなお検討が

必要である.変異原性試験には，いくつもの方法が開発

されており，いくつかの方法による結果を総合的に判断

する必要があると言われている.そこで食品添加物の変

異原性を正確に評価するためには，一種でも多くの試験
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方法で調べることが必要であり，今後とも TA97および

TA102を用いた食品添加物の試験は続けたいと考えてい

る.

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.我々は，かぴ防止剤のオ

ルトフェニルフェノールとチアベンダゾールが，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れることを見いだし

た15) 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であるが，選択的に取り

上げた 2種以上の化合物を混合した試験もはじめている.

これらについては別に報告するつもりである.

要旨

28種の食品添加物について Amesの試験株 TA97，

TA102を.用いて変異原性試験を行った.その結果，没食

子酸プロピル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27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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JY-4モルモットの表皮メラノサイトについて

回山邦昭へ中野雅行へ佐々木美枝子*

The Epidermal Melanocytes of JY -4 Guinea Pigs 

KUNIAKI T A YAMA *， MASA YUKI N AKANO * and MIEKO SASAKI * 

Keywords:黒色モルモット blackguinea pig，表皮メラノサイト epidermalmelanocyte， ドーパ反応 dopareac. 

tion 

種々の化学物質中には，人や動物の皮膚や毛を槌色さ

せたり，逆に色素沈着を起こすなど皮膚毒性上問題とな

るような作用を有するものがある.我々は柑橘類の防か

ぴ済リであるオルトフェニルフェノールおよびそのナトリ

ウム塩 (OPpおよびOPP.Na)が， C57BLマウスへの経

口投与でその被毛を脱色素することを報告した1.2) 有

色成熟マウスでは，一般に皮膚あるいは被毛の有色化に

働く L-s -3 ， 4 -dihydroxyphenylalanine (DOPA)陽

性メラノサイトが毛球内3)や表皮の一部の特定部位を除

いてごくわずかしか存在しない4) 従ってこれらのマウ

ス皮膚ではメラノサイトの数的減少を定量的に捕えにく

く，また被毛においても haircycleが複雑であることな

どから，欧米では脱色素検定用動物として，表皮に

DOPA陽性メラノサイトを多数持つ有色モルモット皮膚

が比較的多く用いられている5-9) 我々は，国立予防衛

生研究所において確立された黒色モルモット JY-4を導

入し，これらの検定を試みることとした.

今回は，皮膚毒性試験の基礎データとして ]Y-4モル

モットの表皮メラノサイトを組織化学的手法により定性

的および定量的に観察したので報告する.

材料および方法

実験動物 当部動物舎において兄妹交配により繁殖・

維持している JY-4モルモット雌雄 (13週齢， 52週齢)

を用いた.

飼育条件温度24土 1.C，湿度55土 5%，照明午前 6

時一午後 6時，換気毎時10回の飼育室内でステンレス

ケージ (W28x L 40 x H 17cm) に 1- 2匹飼いし，

(樹船橋農場製固型飼料 GBW-1および水道水を与えた.

標本作製 動物をエーテル屠殺後，皮膚断面のメラノ

サイト観察用および、表皮メラノサイト数の計測用に各々，

皮膚の垂直面(凍結切片)および水平面(表皮剥離)で

の標本を作製した.

凍結切片:努毛した背部皮膚を採取し， 10%中性緩衝ホ

ルマリン液で 1時間固定後，クリオスタットで凍結切片

標本を作製した.0.1%L-β-3，4-dihydroxyphenylala. 

nine (DOPA)溶液 (pH6.8 in PB) または対照として

phosphate buffer中で37.C， 8時間インキュベートした

後，ホルマリン液で再固定し，水洗， Kernechtrot染色

を行った.またインキュベート前の凍結切片について

Fontana.Masson銀染色を行い，これらを常法により脱

水，封入した.

表皮剥離:背部皮膚を直径 5mmのトレパンで動物 1匹

当り 6ヶ所(6標本)採取した.表皮剥離片作製および

その DOPA反応は Stariccoらの方法10)により行った.

DOPA陽性メラノサイト数の計測は毛嚢鴻胞口付近を除

き1襟本当り顕微鏡倍率400倍下で10視野(1視野0.01

平方ミリメートル)観察し，動物 1匹(6標本)の平均

値を求め， 1平方ミリメートル当りの動物 3匹分の平均

値と標準偏差を算出した.

結果および考察

JY-4モルモットの外観は被毛だけでなく皮膚も黒色

であり (Fig.1)，この皮膚の黒色の程度は雌において

やや強かった.モルモット背部皮膚垂直面の標本におい

て， DOPA反応を行わない場合では，その表皮全般に微

小な黒一黒褐色の穎粒が認められ，特に基底層では頼粒

が粗大となっていた (Fig.2 ).これらの頼粒はメラニ

ン証明に用いる Fontana-Masson銀染色に陽性であり，

メラニン頼粒であると推定された.DOPA反応により基

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 169 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. 169. Japan 
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Table 1. The Melanocyte Population in the Dorsal Skin of JY白 4Guinea Pigs 

Age Sex 
NO.of Body No. of melanocytes 

animals weight per 1 mm2 of epidermis 

Male 3 617:t241
) 621 :t412

) 

Female 3 490士65 723土48
13-wk-old 

Male 3 935:t35 608:t23 
Female 3 797土25 856土74

52-wk-old 

1) Mean土SD(g). 

2) No. of melanocytes in the split.dopa preparation土SD

底層に樹枝状突起を持った DOPA陽性細胞であるメラ

ノサイトが認められた (Fig.3 ).表皮剥離標本ではメ

ラノサイトはアメーパ様の形を呈し，その分布は比較的

一様にみられたが，毛嚢滅胞口周辺 (Fig.4 *印)では

やや粗な状態であった.高倍像では細長い樹校状突起が

細胞当り約 3-6本みられた (Fig.4白枠内).背部表

皮メラノサイトの分布密度は Table1に示すように l平

方ミリメートル当り 13週齢の雄で621個，雌で723個， 52 

週齢の雄で608個，雌で856個であった.これらには各週

齢で雌雄差がみられた (Studentt検定，危険率 5%). 

黒色モルモット背部の表皮メラノサイト数については

1平方ミリメートル当り， Snellは雄で241-370個5)と報

告している.その他の報告では雌雄は明確にされていな

いが， Bleehenらは434個6)，Frenkらは356-434個7)およ

び533個8)，Jimbowらは471-1374個9)としている.今回

の結果はこれらの報告よりもやや多かった. これ二までの

報告における表皮メラノサイト数と我々のそれとを比較

することは，使用動物の系統が異なることや他の報告で

は確立した系統.を使用しておらず個体差が想定されるこ

と，また皮膚の伸縮等標本作製上の問題点や、我々の観

察からはメラノサイトの分布が比較的粗な毛嚢鴻胞口付

近が除かれていること等計測上の遠いがあることなどか

ら実際は難しいと恩われる.表皮メラノサイト数の性差

およぴ週齢差については， BischitzとSnellll， 12)が腹部

等で雌雄の幼若と成熟動物を比較しているが，背部での

比較の報告はみられない.我々の背部観察では13遇齢と

52週齢共に雄より雌の方が多く，これは皮膚色調の観察

における黒色の程度とも一致していた.また雌では13週

齢に比べ52週齢の方が多く，雄では両週齢でほとんど変

化はみられなかった.これら性差および週齢差について

は，例数が3例と少ないためさらに例数を培やして検討

する必要があると考えられる.

{般に食品添加物，医薬品等の毒性試験ではアルビノ

動物が多く用いられるために，それらの中に色素異常誘

発作用があっても発見されずに見過ごされてしまう可能

性がある.またこれらの作用検出を目的とした皮膚毒性

試験はほとんど行われていないのが現状である.我国で

は化学物質の脱色素作用等の検定に黒色モルモットを使

用した例はまれであり，今後JY-4モルモットはこれら

の検定やその発生機序解明に役立つものと恩われる.現

在，我々は食品添加物，医薬品等の化学物質について，

JY-4モルモットを用いて，脱色素作用等の検討作業を

進めている.

謝辞 JY-4モルモットを分与して頂いた国立予防衛

生研究所，中川雅郎博士に深謝いたします.
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都における集団発生状況とその調査成績 and the evaluation of 2， 2， 5， 7， 8・pentamethyl・ふ

安東民衛，関根整治，林志直，寺山武，大橋誠， chromanol as an internal standard 

岡田正次郎:食品と微生物， 4 (2)， 103-114， 1987 T. Ueda， O. Igarashi : J. Micronutr. Anal.， 3， 185-198， 

1987 

A serological survey for human immunodeficicien-

cy virus type 1 and 2 of individuals who visited ガスク口マトグラフィーによる繊維製品中の衛生加工

health center in Tokyo 剤・塩酸n-ドデシルグアニジンの定量

Kiyosumi Nakamura， Yasuko Yoshida， Tamie Ando， 鈴木助治，酒井正美，森謙一郎，中村義昭，渡辺四男

Kiyoshi Yamazaki， Naomi Ohnuki， Tadahiko Ito， 也:衛生化学， 34， 225-230， 1988 

Kazuyoshi Yano， Seiji Sekine， Yukinao Hayashi， 

Takayuki Sinkai， Mikio Hori， Takeshi Terayama， Kiyoshi 

Yabuuchi， Takashi Miki， Kohichi Ishikawa， Masanori、 Plasmid-AssociatedProperties and Biotypes of 

Hayami and Makoto Ohashi : Japan. J. Med. Sci. Biol， 40 Yersinia enterocolitica Serotype 03 Strains 

(4)， 159-164-1987 S. Kaneko， T. Maruyama : Contr. Microbiol. Immunol.， 

水中ウイルスの実態

田口文章，矢野一好:防菌防徽誌， 16(5)， 233四 247，

1988 

Diarylheptanoids from the Rhizomes of Curucu-

ma xanthorrhiz，αand Alpinia officinarum 

9， 195-200， 1987 

Yersinia enterocolitica Infection in Humans and 

Isolation of the Microorganism from Pigs in Japan 

T. Maruyama: Contr. Microbiol. Immunol.， 9， 48-55， 

1987 

Shin.ichi Uehara， Ichiro Yasuda， Kazuyuki Akiyama， Widespread Occurence of the Restriction Endonuc-

Hiroshi Morita， Koichi Takeya and Hideji Itokawa: lease Yen 1， an Isoshizomer of Pst 1， in Yersinia en-
Chem. Pharm. Bull， 35(8)， 3298-3304， 1987 terocolitica Serotype 08 

日局トラネキサム酸の定量法(皿)

上原真一，萩原輝彦，高橋美佐子，鎌田国広，中山京

子，秋山手日幸，西垣 進:医薬品研究， 19(1)， 98-102， 

1988 

M. Miyahara， T. Maruyama， A. Wake， K. Mise : Appl. 

Environ. Microbiol.， 54， 577-580， 1988 

食用油脂中のクエン酸イソプロピル分析法

牛山博文，西島基弘，安田和男，上村 尚，田端節子，

二島太一郎:食品衛生学雑誌， 28(3)， 200-204， 1987 
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食品中のグリチルリチン酸の分析法 Nishima : J. Asso. Off. Anal. Chem. 70(6)， 1008-1011， 

藤沼賢司，斉藤和夫，中里光男，菊地洋子，井部明広， 1987 

二島太一郎:食品衛生学雑誌， 29(3)， 210-215， 1988 

市販食品中の Fusariumマイコトキシン汚染および

調理加工による挙動

上村 尚，田端行弘，安田和男，牛山博文，橋本秀樹，

西島基弘，二島太一郎:食品衛生学雑誌， 28(5)， 

322-329， 1987 

半夏の化学

柴田承二，真木俊夫:現代東洋医学， 9 (2)， 49-53， 

1988 

Binding of taurocholate by pectin in the presence 

of calcium ions 

Masamichi Koseki， Naofumi Kitabatake， Etsushiro Ooi， 

輸入即席めん添付粉末スープ中のポリゾルベー卜分析 Tetsuko Yasuno， Shuzo Ogino， Masayoshi Kagama and 

法および市販品の調査 Masao Doguchi : J. Food Sci. 52(6)， 1744-1745， 1987 

斉藤和夫，中里光男，菊地洋子，藤沼賢司，二島太一

郎:食品衛生学雑誌， 28(5)， 372-377， 1987 

アフラトキシンの食品汚染実態とその推移

田端節子，上村 尚，田村行弘，安田和男，牛山博文，

橋本秀樹，西鳥基弘，二島太一郎:食品衛生学雑誌， 28 

(5)， 395-401， 1987 

熱分解ガスクロマトグラフィーによるエチレンー酢酸

ビニル共重合体中の酢酸ビニルの定量

吉田令子，渡辺悠二，佐藤憲一，風間成孔:分析化学，

36(12)， 862-866， 1987 

Detection of Mutagenic Compounds in the Urise 

of Mice Administered Pyrene during Exposure to 

トリオレインおよび卜リリノレインの揮発性通気酸化 N02 

生成物 Takako Kanoh， Masao Fukuda， Isao Mizoguchi， Takemi 

勝木康隆，松本茂，露木英男:食品衛生学雑誌， 28 Kinouchi， Keiko Nish出 jiand Yoshinari Ohnishi : Jpn. J 

(6)， 466-472， 1987 Cancer Res. (Gann) ，78， 1057-1062， 1987 

市販食品のマイコトキシン汚染および調理加工並びに Increased Usinary Excretion of Tryptopbon 

食品製造時における除去 Metabolites in Rato Exposed to Nitrogen Dioxide 

上村尚:マイコトキシン， 26， 13-16， 1987 Takahito Suzuki， Takako Kanoh and Isao Mizoguchi : 

Bull. Environ. Contam. Toxicol.， 40， 139-146， 1988 

An Anti-Emetic Principle of Pinellia Tuber 

T. Maki， K. Takahashi and S. Shibata : Planta Medica A 8tudy of the Effects of Weather Conaitions on 

53(5)， 410-414， 1987 Mortality from Circulatory Diseases 

Reverse-Phase Liquid Chromatographic Deter-

mination of Paraquat and Diquat in Agricultural 

Products 

T. Nagayama， T. Maki， K. Kan， M. Iida and T. 

Kuniyoshi Makino and Yutaka Inaba : Behavirm巴trika，

23， 21-32， 1988 

Chlorodibenzo・p・dioxicinsin the Feral Pigeon 

Masatoshi Morita， Akio Yasuhara， Hironobu Seki and 
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GEN cOhi : Chemosphere， 16， 1749-1752， 1987 

羽毛布団使用による刺股被害とダニ・島虫相変化

音川翠:家屋害虫， 33， 41-46， 1988 

防虫紙の表商施工法によるダニ相変化

野崎喬生，奇川 翠:家屋害虫， 33， 37-40， 1988 

人体に寄生するシラミの学名について

大野正彦:家屋害虫， 33， 19-25， 1988 

チオパルビツール酸反応検出器付高速液体クロマトグ

ラフィーによるマロンアルデヒドおよびピリミドプリノ

ン類の分析

瀬戸樽:衛生化学， 33(6)， 436目 441，1987 

古畑勝則，松本淳彦，水道協会雑誌， 56， 12(639)， 

31-39， 1987 

水中の有機化合物に関する研究(ll)水道水の非低沸

点ヘキサン可溶中性有機ハロゲン化合物

高橋保雄，森田昌敏水質汚濁研究， 11(2)， 93， 1988 

水中の有機化合物に関する研究(ll)水道水および水

道水中の有機農薬および有機リン酸トリエステル

高橋保雄，森田昌敏:水質汚濁研究， 11 (3)， 161， 

1988 

高純度の水の中の生菌数測時における培養条件の検討

古畑勝則，松本淳彦:工業用水， 356， 28-33， 1988 

Effects of buthionine sulfoximine and cystein on 

the hepatotoxicity of butylayted hydroxytoluene in 

Hemagglutinating activity of Microcystis aerugi・ rats

nosa Yoshio Nakagawa : Toxicol. Letters， 37(3)， 251， 1987 

Mariyo F. Watanabe， Yukie Ozawa and Shinshi 

Oishi : Nippon Suisann Gakkaishi， 53 (9)， 1643-1646， 

1987 Mutagenicity of Tama River Sediments 

Isolation of two toxins from the blue-green alga 

Microcytis aeruginosa 

Attaya Kungswan， Tammao Noguchi， Mariyo F. Wata-

nabe Shigeki Matsunaga， Shugo Watabe and Kanehisa 

Hashimoto : Nippon Suisan Gakkaishi， 53Ul)， 2051-2054， 

1987 

Properties of two toxins from the blue-green alga 

Microcystis aeruginosa 

Attaya kungstan， Tamao Noguchi， Mariyo F. Watanabe 

Shinshi Oishi and Osamu Takahashi : B叫ll.E仰 ir，仰.

Conωm. Toxicol.， 39(4)， 696-700， 1987 

Inhibition of Calmodulin Stimulation of Phospho・

dies飴raseand Ca2+， Mg2+ -ATPase Activities and 

Shape Change of Erythrocyte Ghosts by Chloro-

qume 

Fumiko Nagai， Keiko Ushiyama， Itsu Kano， Atsuko 

Nakagawa， Toshiko Nakao and Akira Nakajima : Bioche-

仰 calPharmacology， 36同， 3433-3437， 1987 

Shigeki Matsunaga， Shugo Watabe and Kanehisa Lipid peroxidation is not the cause of lysis of hu-

Hashimoto : Toxicon， 26， 119-125， 1987 man erythrocytes exposed to inorganic or methyl-

家庭用浄水器の細菌検査に関する一考察

mercury 

Hisatsugu Ichikl;twa， Kasia Ronowicz， Mark Hicks and 

Janus M. Gebicki : Arch. Biochem. Biophys.， 259(1)， 46-51， 
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1987 Veterinary Science， 49(5)， 787-794， 1987 

Nephrotoxicity of butylated hydroxtoluene in phe- 市販食肉および食肉庖舗や食鳥処理場の環境における

nobarbital-pretreated male rats Campylobacterの汚染状況ならびに分離菌株の血清型

Yoshio Nakagawa and Kuniaki Tayama: Arch. Toxi- に関する研究

col.， 61(5)， 359， 1988 伊藤 武，高橋正樹，斉藤香彦，柳川義勢，甲斐明美，

アルコール性肝線維症の形態学的特異性

中野雅行，中沢功，弓野明彦，高松正人:肝臓， 28 

(9)， 1265-1266， 1987 

結節内出血を呈し肝切除により救命し得た非硬変肝の

多発性結節性過形成病変の 1例

山本雅一，高崎建，斉藤明子，武藤晴臣，磁部義憲，

済陽高穂，田中精一，富松昌彦，小林誠一郎，中野雅

行:肝臓， 29(1)， 98-103， 1988 

自己免疫性肝炎の 3男性例

土屋公明，清沢研道，袖山 健，宜保行雄，今井明彦，

古田 清，早田卓郎，古田精市，赤羽賢治，加藤正裕，

中野雅行:信州医誌， 36(2)， 267-277， 1988 

母児ともに救命しえた急性妊娠性脂肪肝の2症例

植村一幸，吉沢要，田中栄司，須原聡，袖山健，

宜保行雄，今井康晴，土産公明，依田英俊，大池淑元，

薮 剛爾，清沢研道，古田精市，中野雅行，北原毅人，

富田和彦，福田透:信州医誌， 36(2)， 279-288， 1988 

アルコール性肝線維症の形態学的特徴ー特に非A非B

肝炎と比較して

中野雅行，中沢功，弓野明彦，高松正人:アルコー

ル代謝と肝， 7， 203-211， 1988 

'Thermophilic Campylobacter in seagulls and 

DNA-DNA hybridization test of isolates 

C. Kaneuchi， T. Imaizumi， Y. Sugiyama， Y. Kosako， M. 

Seki， T. Itoh and M. Ogata: The Japanese Journal of 

大橋誠:感染症学雑誌， 62(1)， 17-25， 1988 

食中毒起因細菌に友ぽすク工ン酸のコール酸共存下に

おける抗菌作用

能勢征子，平田一郎，新井輝義，太田建爾，坂井千

三:食品衛生学雑誌， 29(1)， 38-46， 1988 

食肉中のニコチン酸友びニコチン酸アミド分析法およ

びそれらの保存中の変化

大石充男，天川映子，荻原勉，田口信夫，大西和夫，

西島基弘:食品衛生学雑誌， 29(1)， 32-27， 1988 

総 説 ・ 解 説

下痢症の細菌検査

工藤泰雄:モダンメディア， 33， 386-398， 1987 

腸炎ビブリオ

工藤泰雄:臨床と微生物， 15， 79-82， 1988 

海外旅行と細菌性食中毒

工藤泰雄:MEDICO， 19， 8164-8166， 1988 

市販そう菜での食中毒の心配‘

太田建爾:食べもの通信， 207， 24， 1988 

ハンカチは毎日とりかえさせよう

i初回 弘:保健教材ニュース， 1238， 1-2， 1988 



364 

身近な食品にもある食中毒の危険性

i朝田 弘:学校保健ニュース， 793， 1-3， 1988 

食品汚染力ビの検査法

一戸正勝，諸角 聖:フードケミカル， 5， 48-57， 

1988 

市販食品のカビ汚染とその防除対策について

諸角 聖:フードケミカル， 5， 30-39， 1988 

大気汚染による生体影響

加納嘉子:都薬雑誌， 9帥， 9-19，1987 

カワウにおける重金属汚染ーとくにPb.CdおよびCr

について

佐藤孝二，関比呂伸:応用烏学集報， 7， 65-69， 

1987 

清流の復活に関する研究(その 3)野火止用水の水生

生物

若林明子，川原浩，大野正彦，伊東磁弘，上杉俊

食品衛生検査におけるクロストリジア測定用培地につ 和:東京都環境科学研究所年報， 134-139， 1987 

いて

小久保禰太郎:メデイヤサークル， 32(11)， 473-479， 

1987 

Yersinia enterocoliticaおよび Yersiniapseudotuber-

ツメダニの発生をいかに予防するか

吉川翠:Tokyo Pest Control， 14(4)， 9 -16， 1988 

culosisの培養特性と病原性状 暖房設備とダニの発生

金子誠二:獣医畜産新報， No.796，ト11，1987 音川 翠:住宅設備， 9 (3)， 32-36， 1988 

人における Yersiniapseudotuberculosis感染症と疫 家屋内の夕、二

学 音川翠:月刊消費者， 343(3)， 15-16， 1988 

丸山務，坪倉操:モダンメディア， 33， 333-335， 

1987 

病原性ヱルシニア菌の生態と感染症

丸山務:獣医畜産新報， No. 796， 5 -7， 1987 

食品衛生からみた食鳥および食鳥肉の問題点

丸山務:フォーナス， 7， 1 -4， 1987 

工ルシニア属菌の型別

丸山務:臨床と微生物， 15， 75-78， 1988 

成形パップ剤の GMPと安定性試験

風間成孔:Ther. Res. 8 (1)， 259， 1988 

安全な水を飲むために

笹野英雄:都薬雑誌， 10(6)， 21-27， 1988 

一般生活環境汚染と肝障害，身近に存在する肝毒性物

質

中野雅行:医学のあゆみ， 145倒， 681-683， 1988 

食品衛生におけるカンピ口パクター

伊藤武:食品と微生物， 4 (1)， 10-24， 1987 

カンピ口パクターの血清型別試験

伊藤 武，新垣正夫，高橋正樹，斉藤香彦:臨床と微

生物， 15(1)， 88【 96，1988 



新しく発見された Campylobacterpyloriと消化性演

蕩・買炎との関連について

伊藤武:モダンメディア， 33(2)， 661-671， 1987 

新しく認識された Verocytotoxin産生大腸菌による

感染と本菌の病原性に関する研究の現況

伊藤武，甲斐明美:モダンメディア， 34(5)， 

240-251， 1988 

食品工場における衛生管理

池島伸至:食品と科学， 30(6)， 118-123， 1987 

黄色ブドウ球菌のコアグラーゼ型別

寺山武:臨床と微生物， 15(1)， 10-15， 1988 

診断が困難な食中毒(2)工ルシニア・エンテ口コリチカ

食中毒

寺山 武:日本医師会雑誌， 99(1)， 1897-1900， 1988 
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THEMES PRESENTED A T CONFERENCES AND SOCIETY MEETINGS 

(1987.7--1988.6) 



学会発表

海田茂典，宮田敏行，川畑俊一郎，森田隆司，吉沢幸

夫，五十嵐英夫，岩永貞昭:黄色ブドウ球菌 (BB株と

213株)のスタフィ口コアグラーゼ遺伝子のフローニン

グと構造解析

第34回毒素シンポジウム (1987.7)

A. Kai， T. Itoh， S. Yamada， Y. Kudoh and M. Ohashi : 

PurificatiO'n and characterizatiO'n O'f verO'cytO'tO'xin 

prO'duced by Escherichia coli 0145: NM 

An International symposium and workshop on verocy-

totoxin producing Escherichia coli infection (1987.7) 

T. Itoh， A. Kai， Y. Kudoh， M. Ohashi and K. Fukai : 

367 

統計の実情について

第46回日本公衆衛生学会総会(1987.11)

潮田弘，五十嵐英夫，藤川浩，工藤泰雄，寺山

武:黄色ブドウ球菌の各種性状とコアグラーゼ型との関

連性

第32回ブドウ球菌研究会(1987.11)

H. Igarashi， H. Fujikawa and H. Usami Effects O'f 

drugs O'n pyrO'genicity and capacity tO' enhance hO'st 

susceptibiIity tO' lethal endO'tO'xin shO'ck in rabbits by 

TSST-1 

International Symposium on Toxic Shock Syndrome 

(1987.11) 

Experimental infectiO'n O'f rabbits with verocytO'tO'X- H. Igarashi， H. Fujikawa and H. Ushioda : Studies O'n 

in prO'ducing Escherichia coli 0145 : NM S. aureus isO'lated frO'm TSS and suspected TSS pa-

An International symposium and workshop on verocy- tients in Japan 

totoxin producing Escherichia coli infection (1987.7) International Symposium on Toxic Shock Syndrome 

(1987.11 ) 

Y. Kudoh， A. Kai， S. Yamada， T. Itoh and M. Ohashi : 

DetectiO'n O'f verO'cytO'tO'xin prO'duced by Escherichia M. Ohashi : Current status O'f antimicrO'bial resist-

coli 0145 NM with reversed passive latex agglu- ance， antibiO'tic sensitivity testing and infO'rmatiO'n 

tinatiO'n test system in Japan 

The 23rd Joint Conference， US-Japan Cooperative Meeting of Working Group on Regional Information 

Medical Science Program， Cholera Panel (1987.11) Network on Antimicrobial Resistance (1987.12) 

諸角聖，和字慶朝昭，工藤泰雄，一言広:トリコ M. Ohashi DevelO'pment O'f cO'mputer-suPPO'rted 

テセン系赤カビ毒産生用合成培地の検討 surveillance systems fO'r infectiO'us disease cO'ntrO'I 

第8回食品衛生微生物研究会学術講演会(1987.10) and the rO'le O'f SEAMIC 

The 15th SEAMIC Workshop “The Computer-

Supported Surveillance System in Infectious Disease Con-

M. Ohashi : LabO'ratO'ry aspects O'f gastrO'intestinal trol (1988.2) 

infectiO'ns in Japan 

International Symposium on Infectious Diseases 

(1987.11) 山田澄夫，甲斐明美，伊藤武，工藤泰雄，大橋誠

:大腸菌0145:NMの産生する VerO'cytO'tO'xinの性状

について(続)

宇都宮啓，大橋誠:郵送調査法によるわが国伝染病 第61回日本細菌学会総会(1988.4)
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甲斐明美，山田澄夫，伊藤武，工藤泰雄，大橋誠 す影響

:大腸菌が産生する Verocytotoxinの逆受身ラテック 第61回日本細菌学会総会(1988.4)

ス凝集反応による検出法の検討とその応用

第61回日本細菌学会総会(1988.4)

新垣正夫，伊藤武，高橋正樹，柳川義勢，工藤泰雄，

大橋誠 :Yersinia enterocoliticaの産生するウレアー

ゼの免疫学的特異性について

第61回日本細菌学会総会 (1988.4)

大橋誠:細菌学領域における国際交流-SEAMIC

感染症データ交換事業一

第61回日本細菌学会総会(】988.4)

工藤泰雄:食中毒細菌の自然界における分布とその病

原性ー病原ビブリオを中心としてー

第61回日本細菌学会総会 (1988.4)

潮田弘，五十嵐英夫，藤川浩，工藤泰雄，寺山

武:黄色ブドウ球菌のコアグラーゼ型と各種性状との関

連性について

第61回日本細菌学会総会(1988.4)

大谷剛，中島良平，石田佳久，采猛，五十嵐英夫，

長田恭明:Staphylococcα1 enterotoxin Aの感染抵抗性

増強作用の解析

第61回日本細菌学会総会 (1988.4)

内山竹彦，青塚新一，斉藤慎二，厳小傑，今西健一，

荒明美奈子，打林明子，河内章，藤川 浩，五十嵐英

夫，熊沢義雄:Toxic shock syndrome toxin-lによる

ヒト末梢血細胞からのインタ一口イキン 1産生の誘導

第61回日本細菌学会総会(1988.4)

厳小傑，内山竹彦，今西健一，斉藤慎二，打林明子，

河内章，藤川浩，五十嵐英夫:Toxic shock syn-

drome toxin-l (TSST-l)のマウス抗体産生反応に及ぼ

藤川 浩，高山博夫，内山竹彦，五十嵐英夫:Toxic 

shock syndrome toxin-lおよびブドウ球菌エンテ口ト

キシン A，B，Cのウサギリンパ球に対する生物学的作

用

第61回日本細菌学会総会(1988.4)

松下秀，山田澄夫，工藤泰雄，大橋誠:Shigella 

dysenteriaeの新血清型

第61回日本細菌学会総会(1988.4)

高橋正樹，柳川義勢，甲斐明美，斎藤香彦，伊藤 武，

工藤泰雄，大橋誠:Campylobacter fetus ssp fetus 

の菌体表層抗原の免疫学的検討と同定への応用

第62回日本感染症学会総会 (1988.4)

熊坂一成，工藤泰雄，大橋誠，河野均也:微生物学

検査外部精度管理の現状と問題点一東京都精度管理調査

の紹介を中心に一

第62回日本感染症学会総会 (1988.4)

北原 弘，田中久夫，斉藤和雄，金光岳文，丹羽伊知

郎，横田隆夫，山下亮子，小佐野満，五十嵐英夫:入

院患児鼻前庭黄色ブドウ球菌の変動に対する病棟スタッ

フ鼻前庭黄色ブドウ球菌と抗生物質の影響

第62回日本感染症学会総会 (1988.4)

松下秀，山田澄夫，津野正朗，工藤泰雄，大橋誠

:血清型0121:H-をもっ組織侵入性大腸菌による輸入

下痢症例

第62回日本感染症学会総会 (1988.4)

大橋 誠:東南アジアにおける腸管感染症の現況

第58回日本細菌学会関東支部総会 (1988.4)



楠淳，伊藤武，高橋正樹，柳川義勢，太田建爾，

工藤泰雄，大橋誠，堀内三吉，中谷林太郎:Sal-

monella typhimuriumの保有プラスミッドとその疫学

解析への応用

第62回日本感染症学会総会(1988.4)

宮原美知子，三瀬勝利，工藤泰雄，大橋誠 :Sal-

monella thompsonとSalmonellainfantisからの制限

酵素検出とその精製

日本薬学会108年会 (1988.4)

橋本篤，寺内敦，本多太次郎，五十嵐英夫，清水

賢:寒天平板上の細菌と乾燥状態における細菌に友ぽす
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伊藤忠彦，山崎清，中村清純，新開敬行，坂井富士

子，寺山武，薮内清，大橋誠，松井孝輔東京都

多摩地区に発生したツツガ虫病のー症例および同地区に

おける野鼠の ~t 汚染状況

第36回日本感染症学会東日本地方会 (1987.11) 

山崎 清，伊藤忠彦，中村清純，新開敬行，坂井富士

子，寺山武，薮内清，大橋誠，林績，林田陽，

三井田建城，村田三紗子，中島達也，松井孝輔:多摩地

区における野鼠のツツガ虫病リケッチア汚染状況および

ツツガ虫病のー症状

第79回東京都衛生局学会(1987.11)

遠赤外線による殺菌効果の比較 山上哲史，鈴木理香，磯田政恵，杉山公宏，梅田昌樹，

第35回日本食品工業学会(1988.4) 伊藤忠彦:Rickettia tsutsugamushiの病原性に関する

研究(古典的及び新型ツツガムシ病分離株のマウスに対

する病原性の比較)第 1報血液学的考察

橋本篤，寺内敦，本多太次郎，清水賢，五十嵐 第3回日本獣医畜産大学学会(1987.11)

英夫:遠赤外線照射による殺菌効果一照射距離および放

射体の種類の影響一

化学工学協会第53年会 (1988.4) 岩崎辰夫，南谷幹夫，今川八束，山口 剛，新田義郎，

杉浦昌也，杉本裕，三木隆:東京地方における

HIV・1抗体陽性者の疫学的調査研究

和字慶朝昭，諸角聖:東京都における真菌による苦 エイズ研究会第 1回学術集会(1987.12)

情届出食品について

日本菌学会関東支部昭和63年度大会 (1988.4)

村田以和夫:Anisakis 1型幼虫の保存温度，薬昧，

調味料および香辛料に対する抵抗性

昭和62年度目本獣医公衆衛生学会年次総会 (1988.2)

林志直:東京都におけるエンテ口ウイルス分離状況

関東甲信静地研第2回ウイルス研究会 (1987.7)

矢野一好，音田靖子，寺山 武:河川水からの工ンテ

ロウイルス検出方法

関東甲信静地研第2回ウイルス研究会(1987.7)

中山哲夫，浦野隆，林志直，関根整治，安東民衛，

牧野慧:Coxsackie virus B3の施設内流行

第62回日本感染症学会総会 (1988.4)

大貫奈穂美，中村清純，薮内清，三木隆，大橋誠，

石川晃一，速水正憲:都内保健所 AIDS抗体検査受診

者における HIV・2抗体保有調査

第62回日本感染症学会総会 (1988.4)

渡辺民彦，藤巻直毅，仁科彰則，橋本憲一，福山孝穂，

花岡牒，杉浦英俊，長良健次，音川 翠，大野正彦，

伊藤忠彦，山崎清:五日市，福生保健所管内の野ネズ

ミとツツガムシの実態調査(第2報)

第80回東京都衛生局学会(1988.5)
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関根整治:東京都でウイルス性胃腸炎が疑われた事件 ング

の発生状況 日本生薬学会第34回年会 (1987.10)

関東甲信静地研第3回ウイルス研究会 (1988.5)

林志直，関根整治，安東民衛，岡田正次郎，字国川

悦子，山崎修道:Western Blott法による Smallround 

structured virus (SRSV)関連蛋白質の検出

第29回日本臨床ウイルス学会(1988.6)

字国川悦子，山崎修道，安東民衛，林志直，関根整

治，岡田正次郎:Western Blott法を用いた Small

round structured virus (SRSV)抗原の血清学的研究

第29回日本臨床ウイルス学会 (1988.6)

瀬戸隆子，安田一郎，浜野朋子，高野伊知郎，秋山和

幸:高速液体クロマトグラフィーによる鎮骸去疲薬中の

南天実 0・Methyldomesticineの定量

第24回全国衛生化学技術協議会年会 (1987.10)

浜野朋子，高野伊知郎，安田一郎，瀬戸隆子，秋山和

幸:無承認無許可医薬品中の生薬成分ベルゲニンの試験

法について

第24回全国衛生化学技術協議会年会(1987.10) 

安田一郎，浜野朋子，高野伊知郎，瀬戸隆子，秋山和

幸:無承認無許可医薬品中の生薬成分マトリンの試験法

について

第24回全国衛生化学技術協議会年会 (1987.10)

高野伊知郎，安田一郎，浜野朋子，瀬戸隆子，秋山和

幸: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

第24回全国衛生化学技術協議会年会(1987.10)

糸川秀治，竹谷孝一，泉宏昌，渡辺謹三，森田博史，

佐竹元吉，安田一郎，三川 潮，持留万里夫，塩田哲夫，

橋本悟郎:南米の生薬市場とその抗腫蕩活性スクリーニ

安田一郎:ビャクジュツ，ソウジ、ュツの化学

日本生薬学会関東支部会 (1987.10)

浅水哲也，安田一郎:Agrobacterium rhizogenesの

保持する Riプラスミドによる薬用植物の形質転換及び

有用物質の生産

日本薬学会北陸支部第73回例会 (1987.11) 

浜野朋子，高野伊知郎，安田一郎，瀬戸隆子，秋山和

幸:アカメガシワにおけるべルゲニンの分布と季節変動

日本薬学会第108年会(1988.4)

上原真一，安田一郎，竹谷孝一，糸川秀治:インドネ

シア産生薬TemuLawakの成分研究 (W)ービサボラ

ン型セスキテルペノイドー

日本薬学会第108年会(1988.4)

浅水哲也，安田一郎，秋山和幸，下村議一郎，佐竹元

吉:Agrobacterium rhizogenesの保持する Riプラス

ミドによる薬用植物の形質転換および有用物質の生産

日本薬学会第108年会(1988.4)

萩原輝彦，上原真一，鎌田国広，高橋美佐子，中山京

子，秋山手口幸，道口正雄:ジゴキシン錠の溶出試験・水

溶出-HPLC法の試み

日本薬学会第108年会 (1988.4)

，鎌田国広，萩原輝彦，高橋美佐子，上原真一，中山京

子，秋山和幸:インドメタシン坐剤の分解物について

日本薬学会第108年会 (1988.4)

浅水哲也，秋山手日幸，安田一郎:形質転換薬用植物の

有用物質の生産 工ビスグサの毛状根培養とAnthra-



quinone類の生産

日本植物学会北陸支部63年度例会(1988.5)

植田忠彦，五十嵐惰:高速液体ク口マトグラフィーに
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ロッティングを用いた病原性 Yersinia属菌の迅速検出

法

第104回日本獣医学会 (1987.8)

よるビタミン E定量における試料中脂質の影響 神崎政子，丸山務，平田一郎，太田建爾:ドブネズ

第36回日本分析化学会(1987.10) ミにおける腸炎ビブリオの保菌について

第104回日本獣医学会(1987.8)

竹内正博，水石和子，山野辺秀夫，渡辺四男也:電子

掃獲検出ガスク口マトグラフィーの応答のガス流量特性 福田 豊，竹重都子，島崎秀雄，斉藤維雅，神崎政子，

第36回日本分析化学会 (1987.10) 丸山 務:犬および猫におけるエルシニア菌の保菌状況

と糞便中での生存について

水石和子，竹内正博，山野辺秀夫，渡辺四男也:ガス

ク口マ卜グラフィーによる海水中のトリブチルスズ化合

物の定量

第36回日本分析化学会 (1987.10)

鈴木助治，金子正美，森謙一郎，中村義昭，渡辺四男

也:家庭用エアゾール製品中のホルムアルデヒドの定量

日本薬学会第108年会(1988.4)

中村弘，観照雄，岸本清子，雨宮敬，池田一夫，

伊藤弘一，渡辺四男也:アロエ配合化粧品中のアロエ成

分の分離確認

日本薬学会第108年会 (1988.4)

植田忠彦，五十嵐倫:d.α・Tocopherolの経飼料投与

によるラット臓器内濃度

第42回日本栄養食料学会 (1988.5)

M. Takeuchi， K. Mizuishi， H. Yamanobe and Y. Wata. 

nabe : Determination of Tributyltin Compounds in 

Sea Water 

The 8th International Symposium on Envirinmental 

Poll ution (1988.6) 

金子誠二，小久保嫡太郎，丸山 務:イムノドットブ

昭和62年度日本獣医公衆衛生学会 (1987.9)

橋口衛，久山登美雄，佐藤剛，丸山務，神崎政

子:ネコの校傷に起因する化膿巣から分離される病原菌

について

昭和62年度日本臨床獣医学会 (1987.9)

竹葉和江，村上文子，松本昌雄，中沢裕之:市販チー

ズ中のチラミンの高速液体クロマトグラフィーによる分

析

第54回日本食品衛生学会(1987.10) 

桐谷礼子，神保勝彦，松本昌雄:バイオアッセーによ

る残留抗生物質検査法の基礎的検討

第54回日本食品衛生学会(1987.10) 

嶋田暁，沢田明彦，斉藤修，安部勇三，金子誠二，

小久保嫡太郎:ロース卜ビーフの製造加工時における

ウェルシュ菌の制御について

第8回食品衛生微生物研究会 (1987.10)

金子誠二，丸山務:病原性プラスミド保有 Yersi・

nia enterocoliticaおよび Yersiniapseudotuberculosis 

の酵素抗体法による検出について

第四回日本細菌学会関東支部総会 (1987.10)
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金子誠二，小久保禰太郎，丸山 務:酵素抗体法を用

いた病原性 Yersinia属菌のウシおよびブタからの分離

について

第105回日本獣医学会(1988.4)

梅木富士郎，神崎政子，丸山 務:乳，乳製品を対象

としたりステリア菌検査法の基礎的検討

第55回日本食品衛生学会 (1988.5)

小久保禰太郎，金子誠二，丸山 務，松本昌雄，中嶋

永山敏庚，真木俊夫，飯田真美，観公子，二島太一

郎:HPLCの食品分析への応用ー穀類中のカーバメイ

卜系農薬ー

第24回全国衛生化学技術協議会年会 (1987.10)

永山敏庚，真木俊夫，観公子，飯田真美，二島太一

郎:野菜類及び果実類の調理，加工に伴う残留農薬の消

長

第11回農薬残留分析研究会 (1987.10)

誠，中島誠人:牛および豚におけるウェルシュ菌の保菌 真木俊夫，観公子，永山敏康，飯田真美，二島太一

実態と分離菌株の薬剤感受性 郎:過去17年間のキノコ中毒事例

第55回日本食品衛生学会(1988.5) 第2回中毒研究会東日本部会 (1988.1)

神保勝彦，百瀬礼子，丸山務，松本昌雄:畜水産食 斉藤和夫，西島基弘，宮崎利夫:雷丸の水不溶グルカ

品中における残留抗菌性物質の簡易分別推定法とその応 ンの構造について

用 日本薬学会第108年会 (1988.4)

第55回日本食品衛生学会(1988.5)

丸山 務:腸管系病原菌:近年の展望， Yersinia 

第59回日本細菌学会関東支部総会 (1988.6)

Hisashi Kamimura Simple and Rapid Cleanup 

Method for Analysis of Mycotoxins， and Fate of 
Mycotoxins Oil-Refining Process 

The First China-]apan International Congress of 

Mycology (1987.8) 

上村 尚:市販食品のマイコトキシン汚染および調理

加工並びに食品製造時における除去

第26回マイコトキシン研究会 (1987.9)

藤沼賢司，斉藤和夫，中里光男，菊地洋子，井部明広，

二島太一郎:HPLCの食品分析への応用ーステビア甘

昧料およびグリチルリチン酸一

第24回全国衛生化学技術協議会年会 (1987.10)

安田和男，別府正敏，菊川清見:脂質過酸化に対する

ラク卜フェリンの促進作用

日本薬学会第108年会(1988.4)

守安貴子，斉藤和夫，中里光男，菊地洋子，藤沼賢司，

二島太一郎:食品中の甘昧料に関する研究(第4報)清

涼飲料水中のアセスルファムK，サッカリンおよびアス

パルテームの同時分析法

日本食品衛生学会第55回学術講演会(1988.5)

観公子，真木俊夫，永山敏庚，飯田真美，川合由華，

二島太一郎，吉沢政夫，田中 博:有毒植物花粉の電顕

的検索法

第55回日本食品衛生学会(1988.5)

中島和維，風間成孔，内海英雄， i賓田 昭:卜コフエ

ロールによるレシチンリボソーム膜の相変化

第60回日本生化学会(1987.10) 
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中島和雄，風間成孔，内海英雄， i寅回昭:トコフェ 牧野国義，池田真悟，鈴木孝人，加納嘉子:ATS-

口一ルによるモデル膜のヘキサゴナル相の誘導 DLD質問票から得られた学童の呼吸器症状有症率の関

第108回日本薬学会 (1988.4) 連要因について

第28回大気汚染学会 (1987.10)

広門雅子，中島和維，植松洋子，高橋厳，松井敬子，

風間成孔:高速液体クロマトグラフィーによる黄色4号 佐々木憲二，木下真男，渡辺伸枝，池田真悟，大沢誠

および5号中の芳香族アミンの定量 喜，鈴木孝人，溝口勲:ラットにおける希釈ディーゼ

第54回日本食品衛生学会 (1987.10) ルエンジン排ガス暴露のガス交換への影響

植松洋子，広門雅子，中島和雄，高橋巌，松井敬子，

風間成孔:高速液体ク口マトグラフィーによる赤色2号，

赤色102号および黄色 5号中の不純物の分析

第24回全国衛生化学技術協議会年会 (1987.10)

平田恵子，大西和夫，西島基弘，梨回智子，字国 裕

:酵素法による食品中シアン配糖体の定量

第108回日本薬学会(1988.4)

川島満春美，牛尾房雄，船山恵、市，笠原利英，坂牧成

恵，友松俊夫，白井史生，椎野功，鶴見田鶴子，田中

明:日常食における栄養摂取量について

第80回東京都衛生局学会 (1988.5)

加納嘉子，福田雅夫，溝口 勲，木内武美，西藤佳子，

大西克成:N02暴露下でピレンを投与されたマウス原

からの変異原物質の検出

第28回大気汚染学会(1987.10) 

鈴木孝人，池田真悟，加納嘉子:ディーゼル排気ガス

による肺胞マク口ファージの防御機能におよぽす影響

第28回大気汚染学会 (1987.10)

渡辺伸枝，大沢誠喜，池田真悟，鈴木孝人:ディーゼ

ル排気ガス暴露の新生児ラットの肺におよぽす影響

第28回大気汚染学会(1987.10) 

第28回大気汚染学会 (1987.10)

大野正彦多摩川の河川敷で採取したユスリカ成虫相

第47回日本昆虫学会 (1987.10)

関比日伸，加納嘉子，大井 玄:鳩を生物指標とした

東京都の鉛汚染のモニタリング

第46回日本公衆衛生学会 (1987.11) 

音川 翠:殺虫剤散布法および加熱乾燥法によるツメ

ダニの予防効果(II ) 

第46回日本公衆衛生学会(1987.11) 

大野正彦東京都町田市で捕獲したネズミに寄生して

いたツツガムシ類

第46回日本公衆衛生学会(1987.11)

牧野国義，稲葉裕:東京都区部における部位別がん

死亡率の地理的分布および時系列に関する検討

第58回日本衛生学会 (1988.3)

山岡和枝，牧野国義，山本幹夫:中高年者受療率の都

道府県較差について

第58回日本衛生学会(1988.3)

瀬戸 博:ホルマリン国定肺臓中の残留多環芳香属炭

化水素および沈着炭素粉の測定

第58回日本衛生学会(1988.3)
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渡辺真利代，大石真之，原田健一，松浦憲治，鈴木真

言:Microcystis属の毒素

日本陸水学会第52回大会 (1987.10)

大橋則雄，西島基弘，渡辺学，及川直子，新井富子，

小島康平:漂流水中の卜リハロメタン (THM)前駆物

質の研究 I 緩速ろ過砂中の THM前駆物質の性状

日本陸水学会第52回大会(1987.10)

A. Matumoto and Y. Tsuchiya : Earthy-musty odor 

prducing cyanophytes isolated from six water sites 

in Tokyo 

Second International Symposium on Off.flavours in 

The aquatic Environment (1987.10) 

原田健一，松浦憲治，鈴木真言，渡辺真利代， A.M. 

Dahlem. V. R. Beasley. W. W. Carmichael : Toxic pep-

tides from four different Microcystis strains 

第16回天然物化学国際会議 (1988.6)

Hisatsugu Ichikawa. Hiroyoshi Kobayashi and Tadahi. 

ko Ueta : Effects of Oleamide on the Hemolysis in 

Young Rats 

X th International Congress of Pharmacology (1987.8) 

牛山慶子，中川敦子，長井二三子，佐藤かな子，加納

いつ:オルトフェニルフェノール水酸化酵素について

第60回日本生化学会大会(1987.10)

中川敦子，長井二三子，佐藤かな子，牛山慶子，加納

Y. Tsuchiya and A. Matsumoto Identi貨cationof いつ:アデニレートシラーゼに対するタングステンの作

Volatile Metabolites produced by Blue-green Algae 用

Second International 第60回日本生化学会大会(1987.10) 

Symposium on Off.flavours in The Aquatic Environ. 

ment (1987.10) 

松本淳彦，笹野英雄:飲料用高置水槽 (FRP)に増

殖する藻類とその対策

第46回日本公衆衛生学会 (1987.11)

古畑勝則，松本淳彦:水環境から分離される Yersi-

nia属菌について

第46回日本公衆衛生学会 (1987.11)

Kanako Satoh. Fumiko Nagai. Keiko Ushiyama. Itsu 

Kano. Atsuko Nakagawa and Toshiko Nakao : A Monoc-

lonal Antibody Against Horse Kidney Na +， K + -

ATPase 

The Japanese.United States Congress of Pharmaceutic. 

al Sciences 1987 (1987.12) 

Yoshio Nakagawa. Kuniaki Tayama. Sumiko Tayama 

Hisatsugu Ichikawa Hepatotoxic or nephrotoxic 

potential of orthophenylphenol (OPP) in male rats 

2nd International ISSX Meeting “Xenobiotic Metabol. 

高橋保雄，笹野英雄，森田昌敏:浄水処理過程におけ ism and Disposition" (1988.5) 

る疎水性有機物群の動向

第22回水質汚濁学会(1988.3)

神谷信行，中川好男，三栗谷久敏，中野雅行，市川久

次，佐々木美枝子:都立衛生研究所毒性試験システム

土屋悦輝，渡辺真利代:藍藻Microcyctisの産生する 第79回東京都衛生局学会(1987.11) 

揮発性物質について

日本薬学会第108年会 (1988.4)

富松昌彦，橋本悦子，奥田博明，斉藤明子，久満薫樹，



小幡裕，中野雅行:肝線維症に発生した肝血管肉腫と

肝細胞癌の重複腫蕩の 1例

第22回日本肝臓学会東部会 (1987.10)

天川映子，大西和夫，西島碁弘:食品中の二酸化チタ

ン比色定量法の改良

第54回日本食品衛生学会 (1987.10)

田口信夫，天川映子，大西和夫，西島基弘，鈴木雅子，

宮沢文雄:生鮮野菜等に使用されたりン酸の簡易検査法

第54回日本食品衛生学会 (1987.10)

栃本博，有賀孝成，押田裕子，西島基弘:河111の重

金属汚染の指標としてのヒゲナガカワトビケラに関する

研究(第3報)Stenopsyche marmorataおよびその生

息環境中の重金属含有量

第52回日本陸水学会 (1987.10)

大橋則雄，西島基弘，渡辺学，及川直子，新井富子，

小島康平:渓流中の卜リハロメタン前駆物質の研究 1
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日本薬学会第108年会 (1988.4)

近藤透，坂本毅，横田忠郎，木村豊彦，中島貞夫，

吉岡毅，有賀孝成，栃本博，押田裕子:クリーニン

グ所排水に含まれるテ卜ラク口口エチレン等塩素系有機

溶剤の簡易曝気装置による低減化

第80回東京都衛生局学会 (1988.5)

宇田川隆男，人見達雄，山口昌彦，高木真，上原一

途，平田二郎，有賀孝成，栃本博，押田裕子:ドライ

クリーニング機排水の実態調査(その 2)活性炭式排液

処理装置の問題点と改善例

第80回東京都衛生局学会 (1988.5)

高木真一，上原一途，平田二郎，宇田川隆男，人見達

雄，山口昌彦，有賀孝成，栃本博，押田裕子:ドライ

クリーニング機排水の実態調査(その 1)テトラク口口

エチレンの使用実態とその挙動

第80聞東京都衛生局学会 (1988.5)

緩速ろ過砂中の卜リハロメタン (mM)前駆物質への T. Itoh， M. Shingaki， M. Takahashi， Y. Yanagawa， A. 

性状 Kai， Y. Kudoh， M. Ohashi and G. Hamana : Identifica-

第52回日本陸水学会 (1987.10) tion of C. pyloridis by detecting its specific ure踊 e

人見達雄，山口昌彦，宇回川隆男，牧倫郎，有賀孝

成，押田裕子，上原一途，大関哲也，高木真一，山下征

Fifth International Workshop on Campylobacter Infec-

tions (1987.6) 

洋，平田二郎:テトラクロロエチレン排水の簡易測定法 楠くみ子，新井輝義，平田一郎，池島伸至，太田建爾，

の検討 坂井千三:コンニャクの軟化剥離現象に関する細菌学的

第79回東京都衛生局学会 (1987.11) 検討

矢口久美子，渡辺学，伊藤武，平田一郎，内海英

雄，浜田 昭:テトラク口口エチレンの生分解

第22回水質汚濁学会(1988.3)

大石充男，大西和夫，西島基弘，中込和哉，滝沢美保

子，中浮裕之:ショ糖脂肪酸工ステルの抗酸化作用およ

び抗酸化剤との相乗効果

第8回食品微生物研究会 (1987.10)

伊藤武，神真知子，鈴木敬子，入倉善久，榎田隆一，

柳川義勢:カンピ口パクターの生存増殖に友ぽす有機酸

の影響

第8回食品微生物研究会(1987.10) 

平田一郎，鈴木敬子，榎田隆一，入倉善久，太田建爾
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:東京都下の河川における病原ビブリオの分布

第21回腸炎ピブリオシンポジウム(1987.10) 

伊藤武:シンポジウム食肉微生物管理食肉・肉

製品と細菌性食中毒

食肉生産技術研究会 (1988.2)

伊藤武，新垣正夫:シンポジウム病原微生物の評

価をめぐって Campylobacter pyloriの細菌学

第61回日本細菌学会総会(1988.4)

堀内三吉，稲垣好雄，中谷林太郎，楠淳，伊藤武，

大橋 誠:ヒ卜由来サルモネラ (1966-1986)の薬剤耐

性と接合性Rプラスミド特に1984-1986年分離株に

ついて

第62回日本感染症学会総会(1988.4)

のRプラスミドの耐性型と DNAの制限パターンの特

徴

第62回日本感染症学会総会(1988.4)

鈴木敬子，平田一郎，伊藤武，寺山武，太田建爾

:過去10年間の東京都多摩地域における梅毒血清反応検

査成績

第62回日本感染症学会総会(1988.4)

T. Itoh， M. Shingaki， M. Ohashi and G. Hamana : Hu-

man antibody response to the ure儲 eof Campylo・

bacter pylori in the patients with gastritis and pep-

tic ulcers 

The First Tokyo International Symposium on Campylo. 

bacter pylori (1988.5) 

伊藤武:シンポジウム揚管病原菌，近年の展望

Campylobacter 

堀内三吉，稲垣好雄，中谷林太郎，楠 淳，伊藤武， 第59回日本細菌学会関東支部総会 (1988.6)

大橋誠:最近分離される Salmonellatyphimurium 
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