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東京都立衛生研究所は，昭和24年 3月，既存の 6つの衛生検査機関(衛生試験所，衛生検査

所，細菌検査所，獣疫検査所，製薬研究所及び血紫研究所)を統合して設立されました。それ

ぞれの時代の要請に応え，東京都の衛生行政を科学的，技術的に支える重要な役割を果たして

きました。設立当初は，試験・検査が当所の業務の大部分を占めていましたが，その後社会情

勢が大きく変貌するなかで，先行調査や基礎的な研究などに積極的な姿勢が求められるように

なり，今では，試験検査，調査研究，研修指導及び公衆衛生情報活動の 4つの機能を兼ね備え
、

た，衛生問題に係わる総合的な検査室サービス・センターを目指すまでに成長しました。

当研究所では感染症予防，薬事衛生，食品衛生，栄養，環境衛生，毒性研究など様々な分野

の業務と取組んでいますが，近年，いずれの分野においても取上げるべき対象がますます幅広

くなり，技術も高度なものが要求されるようになってきています。今後も変遷して止まないで

あろう社会情勢に柔軟に，また迅速に対応できるよう，一段と機能の充実を図っていきたいと

思います。幸いなことに，「第二次東京都長期計画」の中で，衛生研究所の改築，整備が具体

化され，業務の効率化，高度化が図られることとなりました。基礎調査を終え，今や基本構想

のまとめの時期に至っております。職員一同， 21世紀に向けての衛生研究所の在り方を胸に秘

めながら，業務の遂行に努めているところであります。

ここにお届けする研究年報第40号にその足跡の一端をお読みいただければ幸いであります。

忌俸のない御批判，御助言を賜りますようお願い申しあげます。

1989年 12月

東京都立衛生研究所長 大 橋 誠

マ F戸F
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コアグラーゼ唖型ブドウ球菌の分布と

その工ンテ口トキシン産生性
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Distribution of Coagulase Type VlIl Strains of Staphylococci 

and their Enterotoxin Production 
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緒昌

善養寺ら 1-3)により確立され，その後，潮田ら4)によ

り改良が加えられたコアグラーゼ型別法は，黄色ブドウ

球菌の細分類法のーっとして，ブドウ球菌食中毒や各種

のブドウ球菌感染症の疫学的解析に広く応用されてきて

いる5-9)

著者らも，これまで本法を東京都で発生したブドウ球

菌食中毒の疫学調査に応用してきた結果，このコアグ

ラーゼ型別法が汚染源、追究等に極めて有用な資料を提供

すること，さらにコアグラーゼ型と食中毒起因株との聞

に，密接な相関のあることを明らかにした10)

すなわち， 1967年一1986年の聞に発生した食中毒事件，

計391事例の原因菌のコアグラーゼ型は， n型，国型，

VI型およびVIl型のいずれかに該当するものであり，他の

菌型が原因と考えられるものは皆無であった. しかし，

1982年に至り，増子ら 11)は宮城県仙台市で発生したブ

ドウ球菌食中毒が，潮田ら 12)によって1976年に追加さ

れたコアグラーゼ湘型菌によることを初めて報告，四型

菌も食中毒原性を有する可能性のあることが示唆された.

そこで，本報では，このコアグラーゼ珊型ブドウ球菌

の食中毒原性を解明する一環として，当研究所において

食中毒関連材料や各種市販食品から分離した黄色ブドウ

球菌におけるコアグラーゼ珊型菌の年次別分離状況，さ

らにブタおよびウシ枝肉，イヌ皮毛など動物由来ブドウ

球菌における本型菌の分布とそのエンテロトキシン産生

性について検討を加えたので，以下にその成績を報告す

る.

材料および方法

1.供試菌株

1 )食中毒関連検査材料由来黄色ブドウ球菌:ブドウ

球菌およびその他の細菌性食中毒関連検査材料の食品，

ふん便，拭取り材料などから分離された黄色ブドウ球菌

である.

2 )食品由来株:1970年， 1979年， 1983年の各年に各

種市販食品から分離された黄色ブドウ球菌である.

3 )動物由来株:ウシ，ブタ枝肉ならびにペットのイ

ヌ皮毛，鼻腔およぴ口腔から検出されたコアグラーゼ陽

性ブドウ球菌である.

2. ブドウ球菌の分離培養法

3%卵黄加マンニット食塩寒天(以下 MSEy6)と略す)

平板に検査材料をそのまま塗抹する直接培養法と 7.5%

食塩加ブイヨン(倍濃度)で48時間増菌培養後， MSEY平

板に分離培養する 2法を併用した13)

また，イヌ材料からのブドウ球菌の分離には， 5 %に

食塩を加えたウマ血液寒天平板培地による分離法も併用

して行なった.分離培地上の集落については，卵黄反応，

マンニット分解性共に陽性のもののほか，両反応、が除性

であっても，その大きさが中等度で，光沢あるブドウ球

菌の疑われる集落については コアグラーゼ試験を行な

い，本試験が陽性の場合はコアグラーゼ陽性ブドウ球菌

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

*Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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として実験に用いた.

3.生化学的性状試験

1 )コアグラーゼ産生:試験管法および平板法により

行なった14)

2 )卵黄反応:MSEY平板6)によった.

3) VP反応:市販のVP半流動寒天培地によった.

4 )マンニット分解:MSEY平板によった.

5 )マルトース分解:糖分解基礎培地(パルジコー培

地)にマルトースを0.5%に添加した培地によった14)

6 )クランピング・ファクター:ウサギ血祭を用い，

スライドグラス法によった14)

4.コアグラーゼ型別法

善養寺ら 1-3)の方法および潮田ら4)の改良法によって

行なった.

5.エンテ口卜キシン検出法

逆受身ラテックス凝集反応(RPLA法)15-16)によって行

なった.

成績

1.食中毒関連および各種市販食品由来黄色ブドウ球菌

におけるコアグラーゼ咽型菌の分布

ブドウ球菌食中毒関連の各種検査材料から分離された

コアグラーゼVIII型黄色ブドウ球菌の年次別検出状況を

Table 1. に示した.コアグラーゼVIII型も含めた型別シ

ステムを採用した1976年以降，珊型菌が検出されたのは

1978年が最初で，その後は1988年まで毎年検出されてい

る.

本型菌の検出率は年次によって差はあるが， 1983年以

降は 1-4.5%とそれまでの0.3-2 %に比し，ゃ、増加

の傾向にある.一方，各種市販食品由来黄色ブドウ球菌

のコアグラーゼ分布を1970，1979および1983年の分離株

についてみると(表 2)，コアグラーゼ咽型菌は1970年お

よび1979年分離株の中には皆無であったが， 1983年分離

株では94株中 3株(3.2%)に本型菌が認められた.

なお，これら食品由来株ではコアグラーゼ羽型菌の検

出率の増加が観察された.

2. ウシ，ブタ枝肉におけるコアグラーゼ咽型黄色ブド

ウ球菌の分布とそのエンテ口トキシン産生性

ウシ，ブタ枝肉からの検出ブドウ球菌は MSEY平板

上で卵黄反応の極めて弱い菌株も一部に認められたが，

検討したコアグラーゼ， VP反応，マンニット，マル

トース，クランピングファクターの各試験いずれも陽性

であり，すべて黄色ブドウ球菌に該当するものであった.

これらのウシ，ブタ枝肉由来株のコアグラーゼ型別成

績は Table 3. に示すとおりである.ウシ枝肉由来株

の39株はコアグラーゼI型， II型， m型， N型， VII型お

よびVIII型のいずれかに型別され，なかではコアグラーゼ

珊型菌が全分離株の56.4%と，最も高頻度であった.

一方，ブタ枝肉由来株の51株の場合も，ウシ由来株の

それとほぼ類似したコアグラーゼ型分布を示し，同様に

VIII型菌が最も高率であった.

つぎに，ウシ，ブタ枝肉由来株90株中86株について実

施したエンテロトキシン産生試験の結果をコアグラーゼ

Table 1. Distribution of Coagulase Type VIII Strains of 

StaPhylococcus a叫reusfrom Various Specimens 

related to Staphylococcal Food Poisoning 

NO.of 

Year strains 
No. of coagulase type 

typed 
珊strain(%) 

1976 1，582 。
1977 1，601 。
1978 1，728 35 (2.0) 

1979 761 2 (0.3) 

1980 1，483 6 (0.4) 

1981 1，395 9 (0.7) 

1982 1，869 4 (0.2) 

1983 1，960 49 (2.5) 

1984 1，030 46 (4.5) 

1985 1，359 61 (4.5) 

1986 1，340 35 (2.6) 

1987 746 8 (1.1) 

1988 474 9 (2.0) 

Table 2. Coagulase Types of Staphylococcus aure叫slsolates from Various Commercial Foods 

Year 
NO.of Coagulase type 

tested I H 国 N V VI VII VIII 

1970 108 4 11 27 17 12 16 21 

1979 64 7 7 23 3 1 1 22 

1983 94 7 14 21 11 3 35 3 
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Table 3. Coagulase Types of Staphylococcus a叫reuslsolates from Meats 

Coagulase type; 

N V VI 

No.of 

tested 

(% ) 
Meat 

UT 珊VH 町E I 

22 

(56.4) 

30 

(58.8) 

5 

(12.8) 

1 

4 2 4 2 39 

(100) 

51 

(100) 

Beef 

3 2 11 

(21. 6) 

1 2 Pork 

UT; Untypable 

Table 4. Enterotoxin Production of StaPhyl切occ附 aureuslsolates from Meats by Coagulase Types 

Enterotoxin production 

B D 

No.of 

tested 

Coagulase 

type Negative 
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77 

(89.5) 

3 

( 3.5) ( 5.8) ( 1. 2) 

86 

(100) 

Total 

(% ) 

UT; Untypable 

Table 5. Characteristics of Coagulase Positive Staphylococci lsolates from Canine 

No.of 

tested 

% of positives 
Mannitol Clumping 

factor 

Maltose Egg. yolk 

factor 

VP Coagulase 

100 70.6 58.8 67.2 8.4 100 119 

反応陰性，またその30-40%はクランピングファクター，

卵黄反応，マンニット分解性が陰性であり，これらの性

状から黄色ブドウ球菌と同定されたものは119株中10株

のみで，残りの109株は Staphylococcusintennediusと同

定された.

つぎに，イヌ由来ブドウ球菌のコアグラーゼ型別成績

をTable 6. に示した.黄色ブドウ球菌に同定された

菌株では. 10株中 4株が羽型または珊型に，また S.in. 

tennediusと同定された109株では，その36株が咽型に型

別されたが，残りの菌株はいずれも既知の I一四型に該

型とともに Table 4. に示した.コアグラーゼE型，

皿型および咽型に型別された菌株では 13株中 8株

(61.5%)とその半数以上がエンテロキシンを産生したが，

珊型を含め，他のコアグラーゼ型に属する菌株では，す

べてエンテロトキシン非産生株であった.

3. イヌ材料におけるコアグラーゼ租型ブドウ球菌の分

布とその工ンテ口トキシン産生性

ペットのイヌ皮毛，鼻腔あるいは口腔から検出ブドウ

球菌119株の主要性状を Table 5. に示す.イヌ由来の

コアグラーゼ陽性ブドウ球菌は，その菌株の多くは VP
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Table 6. Coagulase Types of Coagulase.Positive 

Staphylococci lsolates from Canine 

Orgaism 
NO.of Coagulase type; 

tested 1-VI W 珊 UT 

S. aur，側 S 10 2 2 6 

S. ii悦tennedi叫S 109 36 73 

Total 119 2 38 79 

UT; Untypable 

当しなかった.

一方，イヌ由来株のエンテロトキシン産生性について

みると(表 7)，黄色ブドウ球菌の10株ではVIII型菌 2株中

1株，型別不能株6株中 3株にエンテロトキシンの産生

が認められたが，¥ll型菌 2株はいずれも非産生株であっ

た. S. intenned似sの109株では，四型菌が36株中18株，

また型別不能の73株中30株とその約半数がエンテロトキ

シンを産生した.

考察

黄色ブドウ球菌は，わが国における細菌性食中毒の原

因菌の中で腸炎ピブリオについで重要な存在で，本菌に

よる集団食中毒も毎年200件前後に達している.

著者らも，これまで本菌食中毒の重要性に鑑み，その

疫学調査に加え，食中毒発生防止の立場から，汚染源と

して重要な役割を演じていると考えられる食品や自然界

における本菌の分布，分離株の特徴等の把握に努めてき

た5-9)

今回は，これまで実施してきた本菌の汚染源追究の一

環として， 1982年の増子ら 11)の報告以来，その食中毒

原性が問題視されるようになったコアグラーゼ珊型黄色

ブドウ球菌を主対象に，その分布を特に食肉やペット動

物を中心に調査するとともに，食中毒との関連性をエン

テロトキシン産生性の面から検討した.このコアグラー

ゼ珊型菌は， 1976年潮回ら 12)によって従来の I一四型

に該当しない新コアグラーゼ型菌として，膿痴疹患者分

離株に初めて見出されたものであるが，今回実施したブ

ドウ球菌食中毒関連材料や各種市販食品由来株について

の調査では本型菌はこれらの材料にも 1978年頃より分布

していること，また1983年以降，その検出頻度は低率で

はあるが，若干増加傾向にあることが確かめられた.

一方，ウシおよびブタの枝肉分離株について調査した

成績では，そのコアグラーゼ型分布は上述の食品由来株

等のそれとは趣を異にし，コアグラーゼ珊型菌が全分離

株の半数以上と極めて高率であることが判明した.

また，イヌの皮毛等の分離株の場合も，コアグラーゼ

珊型菌は全分離株の約32%に認められたが，ウシ，ブタ

由来株と異なり，コアグラーゼ陽性ブドウ球菌として分

離されたものの大多数は黄色ブドウ球菌ではなく， S. 

intennedi叫sに該当するものであった.これらの動物由

来4朱のエンテロトキシン産生性についてみると，ウシ，

ブタ由来株では，コアグラーゼE型，国型， N型および

W型菌の一部に産生株が認められたものの，高率に分布

する珊型菌でエンテロトキシンを産生するものは皆無で

あった.これに対し，イヌ由来株では，黄色ブドウ球菌

と同定された珊型菌 2株中 1株，また S.i刊tennedi叫sで

は36株中18株とその半数が毒素産生株であった.すなわ

ち，同じコアグラーゼ珊型菌であっても，毒素産生菌の

分布はその由来によって，また菌種によってかなりその

様相を異にすることが示唆された.

以上，今回の調査は，調査対象が限られたものであり，

また供試した菌株数も少ないものの，ウシやブタに珊型

菌が広く分布し，食中毒と関連性のあることを示唆する

ものであったが，これらの分離株は全てエンテロトキシ

ン非産生株であった.他方，イヌにおいてはエンテロト

Table 7. Entertoxin Production of Coagulase-Positive Staphylococci lsolates from Canine by Coagulase Types 

Coagulase 
NO.of Enterotoxin production 

tested 
type 

(% ) 
A C D A， C C， D Negative 

¥ll 2( 2) 2(2) 

珊 38( 2) 1(1) 15 1 2 19(1) 

UT 79( 6) 4(3) 24 4 1 46(3) 

119(10) 5(4) 39 1 6 1 67(6) 
Total 

(100) (4.2) (32.8) (0.8) (5.0) (0.8) (56.3) 

UT; Untypable * ( ) : Staphylococcus aureus 
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キシン産生性の珊型菌が分布していることを示す成績が

得られたが，これらの食中毒原性株もそのほとんどがこ

れまで食中毒の原因菌として報告のない S.intermed似s

で占められていた.これらの成績は直ちにこの種の動物

に分布するコアグラーゼ珊型菌の食中毒原性を否定する

ものではない. しかし，これまでのコアグラーゼ珊型黄

色ブドウ球菌による食中毒事例が前述の仙台市の例11)

が唯一のものであり，東京都における著者らの過去20年

間の調査成績10)では皆無であった点からすると，コア

グラーゼ珊型菌によ・る食中毒は，仮に起きても，それは

極めて稀なことと思われる.
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Cαmpylobαcter jejuniのサルに対する経口感染実験

柳川義勢へ伊藤 武へ斎 藤香彦*，高橋正樹*

中村明 子* *鈴 木健 之* *藤原 徹*キ，栗原金治**，

工藤泰雄*，大橋 誠*

Experimental infection of cynomolgus monkeys 

(Macαcα fascicularis) with Cαmpylobαcter jejuni 

YOSHITOKI YANAGAWA *， TAKESHI ITOH*， KAHIKO SAITO*， MASAKI TAKAHASHI*， 

AKIKO NAKAMURA * *， KENJI SUZUKI* *， TOHRU FUJIWARA * *， KINJI KURIHARA * *， 

YASUO KUDOH* and MAKOTO OHASHI* 

Campylobacter j句叫nistrain HP2203 from patients with diarrhea was inoculated orally into ten Cynomolgus 

monkeys. The organism was isolat巴dfrom blood samples of seven monkeys 30 min to 24 hrs， but not 72 hrs 

after oral inoculation. 

The organisms were isolated from liver， spleen， mesenteric lymph nodes， bile and all parts of interstinal 

tracts of a monkey sacrificed at 2 days after inoculation. 

Catarrhal inflammation was shown in the ileum of the animal. 

Slight clinical symptoms were observed in only 3 monkeys with soft stool. 

Intestinal colonization was observed in 6 out of 8 monk巴ysfor more than 10 days， and the longest case 

was held on for 48 days with > 103 colony forming units (per gram) of the organism. 

The increase of agglutination titers against C. jり叫niHP2203 cells was observed in all infected monkeys 

with the highest antibody titer of 640 to 1，280 at 6 or 10 days after inoculation 

Keywords : Campylobacter jの.叫叫i，Cynomolgus monkey， Experimental infection 

Cam妙lobacterjejuniの病原性を明らかにするために，

これまでに種々の実験動物を対象とした感染実験が行わ

れてきた1-8) しかし，これまでの検討の範囲では，同

じ動物種を用いた場合であっても，研究者によってその

成績は必ずしも一致をみておらず，まだ一定した成績が

得られるほど確実性の高い感染モデルを得るまでには

現されず，またその病原性を示唆する臓器などにおける

顕著な病理学的変化も認めることができなかった.

そこで，今回は自然感染もあるとされる 10-12)サルを

対象に，C.j，り叫削の経口感染実験を行い，その臨床症状

発現の有無，投与菌の生体内分布，排菌状況，血中抗体

の消長などの面から検討を加えたので，その成績につい

至っていない. て報告する.

著者らも 9)，本商の感染モデルを確立し，その発症機 材料および方法

序を解明する一環として，これまでマウス，ラットや幼 1.供試菌株

鶏(ヒヨコ)を対象に経口感染実験をすすめてきたが，こ 下痢症患者ふん便から分離された， C. jej叫niHP2203 

れらの動物では，少なくとも投与菌の腸管内における定 株(血清型 TCK24)を用いた.

着・増殖が観察されるものの，下痢などの臨床症状は発 感染実験には，本菌株の Smooth型集落を Brainheart 

*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 3-24-1 

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

**国立予防衛生研究所



東京衛研年報 40，1989 7 

infusion broth (Difco社製)(以下 BHIブイヨンと略す)に

接種し， 37
0

C 20時間，微好気条件下で振とう培養後，

3，000 rpm. 30分間遠心して得た沈盗を， 10%スキムミル

クに再浮遊させた菌液を用いた.

2.実験動物

筑波霊長類センターにおいて育成された 3才の雄カニ

クイザル(Macacafasciωlaris;体重 2kg-3 kg)10頭を用

いた.感染実験用のサルは，菌投与14日前と 8日前の 2

回，採取したふん便について菌検索を実施し， C. jejuni 

を保菌していないことを確認した. また， 8目前に採血

した血液を血液検査の対照に用いた.

3.感染実験方法

菌投与前日から絶食させたサルを，塩酸ケタミン(ケ

タラール，三共社製)10mg/kgの筋肉内注射により麻酔

した.ついで，胃カテーテルを挿入し，このカテーテル

を通じて，まず10%重曹i夜5mlの胃内注入により胃酸

の中和を行ない，その 5分後に投与菌液10mlを同様に

胃内へ接種した.

10頭のサルを 5頭ずつ 2群に分け， 1群には3.5X109

個，他の 1群には1.3X1011個の菌量を接種した.

菌接種後経目的に臨床症状の観察，排菌量の測定，ま

た，大腿静脈より採取した血液について，血液学的検査

およぴ抗体価測定を行った.さらに，1011個接種サル 5

頭のうち，軟便症状を呈した 2頭については，菌接種2

日後と 6日後に各々塩酸ケタミン麻酔により殺処分し，

解剖して腸管各部位を中心に細菌学的および病理組織学

的検査を行った.

4. C.jejuniの分離および菌数測定

ふん使材料の場合は，各感染サルの新鮮な排地使を採

取，秤量して， 1 %食塩加グリセリン保存液と混合，均

一化したのち，生理食塩液で10倍段階希釈し，その

O.lmlをSkirrowの血液寒天平板の全面に塗抹， 42
0

C48 

時間微好気培養した.ついで，平板上に出現した C.je.

juni集落を数えてふん便 1g中の生菌数を算定した.剖

検例の腸内容物および各実質臓器の場合も，秤量した各

材料から生理食塩液を用いて調整した乳剤を試料として，

ふん便の検査法に準じて菌の分離を行なった.血液およ

び胆汁では，各試料の約 1mlをBHIブイヨン10mlに入

れ， 42
0

C 20時間微好気条件下で増菌培養したのち，

Skirrowの血液寒天に分離培養した.

検出菌は，スライド凝集反応、による血清型別試験によ

り，投与菌であることを確認した.

5.投与菌に対する血中抗体価の測定

サル血清中の抗体価の測定は伊藤ら13)の方法に従っ

て，投与菌のホルマリン処理死菌を抗原として，試験管

内凝集で、行った.ただし，反応は50
0

C18時間とした.血

清の抗体価は凝集の認められた最高希釈倍数で表した.

なお対照には，各々のサルから菌投与 8目前に採取した

血清を用いた.

6.血液学的検査

血中抗体価の測定用に採取した血液の一部を，エチレ

ンジアミン凹酢酸塩で凝固阻止処理をした後，血球数の

測定およぴ血球像を検査した.赤血球数および白血球数

の測定は，自動血球計数器(モデル S型コールタ一社)で

行なった.

血球像はスライドグラスに塗抹した血液標本をギムザ

染色後，顕微鏡により直接観察した.

7.病理組織学的検査

剖検した 2頭のサルから得た腸管各部，肝臓，牌臓，

腸間膜リンパ節を検査に供した.各試料を10%中性緩衝

ホルマリン液で固定し，パラフイン包埋ののち，常法に

従い組織切片を作製，ヘマトキシリン・エオジン染色後，

その組織学的変化を顕微鏡下で観察した.

成績

1.臨床症状

109個投与した 5頭中 1例(No.2 )が菌投与 6日後に，

また， 1011個投与群では 1例(No.6 )が投与 1日後に，

他の l例(No.7 )が 2日後と 3白後にそれぞれ軟便を呈

したが，激しい下痢や食欲不振，横臥などの症状を示し

たもの，および死亡した例はなかった.

2.投与菌の排菌状況

感染サルの排池便につき経目的に検査した投与菌の排

菌状況を表 1に示した.

109個投与群では， 5例中 1例(No.5 )は 1日後に104

個/gの排菌があっただけであったが，他の 4例は断続

的ではあるが15日間以上にわたり 102-103個/gの排菌

が認められた.そのうちの 1例では，菌投与30日後(104

個/g)および， 48日後の検査においても菌陽性(106個

/ g)であった.軟便を示したサルNo.2の軟便時(6日

後)の排菌量は3.4X103個/gであった.

一方， 1011個投与群では，投与 2日および、 6日後に剖

検した以外の 3頭における排菌量は103個/ g -107個

/gで，最も長いもので20日まで排菌(103個/g)が認

められた.

菌投与 1日後に軟便症状を示したNO.6のその時にお

ける排菌量は2.6X105個/g，また， 2日後と 3日後に

軟便を示したNO.7ではそれぞれ7.2X105個/g，1.5X

105個/gであった.
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Table 1. Detection of C. jりunifrom fecal specimens in the monkeys after inoculation with the organism 

lnoculum 
CFU / g of C. jejuni HP2203 

slze 
Monkey 

Days after oral administration 
No. 

(CFU) 
1 2 3 6 10 15 20 24 30 

1 9.7X103 5.4X104 2.8X 105 6.6X 103 2.6X 102 3.3X 105 2.1 X 102 

2 9.2X102 2.2X103 2.2X103 3.4X103* 8.6X103 1.4X102 

3.5X109 3 6.5X103 1.3X103 
8.3X 103 

4 1.8X105 1.8X105 1.5X103 2.2X1Q3 4.4X104 3.7X104 

5 7.7X104 NT 

6 2.6X105* S 

7 9.4X 106 7. 2X 105
本 1.5X 105* S 

1.3X10" 8 3.3X103 NT 

9 NT 1.3X107 2.4X105 2.0X104 9.8X103 1.9X103 

10 1.2X104 1.3X105 1.4X102 

S : Monkey was sacrificed at 2 days (No. 6 ). at 6 days (No. 7) aft巴rchallenge. 

NT : Not tested 

* : Soft stool. 

Table 2. Detection of C. jeju叫ifrom blood in the monkeys after inoculation with the organism 

lnoculum 
Monk巴y

slze 
No. 

(CFU) 

l 

2 

3.5X109 3 

4 

5 

Tlme after oral administration 

30min. 72 hrs 

+ 

1.3 X 10" 

に
U

ヴ

t
o
o + 

10 ー十

9 十

1 hr 2 hrs 24 hrs 

+ 

+ 

S 

+ 
十

+ 
+ 

十:C.jり.叫nipositive. 一:C. jej叫仰 negative.

S : Monkey was sacrificed at 2 days after challenge 

3.血液からの投与菌の検出状況

菌投与30分， 1時間， 2時間， 24時間および72時間後

に各サルの静脈血を採取し，菌検索を行なった成績を表

2に示した.

いずれの投与群においても早期に採取した血液から投

与菌が検出された.すなわち， 2時間以内に採取した血

液での陽性例は109個投与群で 5例中 2例，1O"個投与

群では 5例中 4例であった.しかし， 24時間後に採取し

た血液では10例中109個投与群の l例のみが陽性で，72

時間後に採血した血液では全例が陰性となった.

4.腸管内容物や諸臓器からの投与菌の検出状況

軟便症状を認めたNo.6 ( 2日後)，およびNo.7 ( 6日

後)を対象に，胃，十二指腸，空腸，回腸，盲腸，結腸，

直腸それぞれの内容物，そして肝臓，牌臓，腸間膜リン

パ節，胆汁，血液から投与菌の菌検索を実施した(表 3). 

菌投与 2日後に解剖したNO.6の例では，胃から直腸

部まですべての腸管部伎において103-106個/gの投与

菌が検出された.また，肝臓，牌臓，腸間膜リンパ節お
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Table 3. Isolation of C. jeju叫ifrom oragans， bile and blood of sacrificed monkeys 

CFU/ g C. jejuni HP2203 Specimens 

tested Monkey No. 6 Monkey No. 7 

Cont巴ntsof: 

Liver 

Spleen 

Stomach 

Duodenum 

Jejunum 

Il巴um

Caecum 

Colon 

Rectum 

Mesenteric lymph node 

Bile 

Blood 

1.8X 103 

3.5 X 106 

4.0X102 

4.4X104 

4.0X104 

1.2X 104 

5.0X102 

2.0X104 

4.0X102 

6.2X 102 

+ 

3.3X102 

1.2X107 

5.3X104 

7.8X104 

Monkeys No. 6 and No. 7 were sacrificed 2 and 6 days after orally infected with 1.3 X 1011 CFU of C. j，句叫叫Z

HP2203 respectively. 

NT: Not tested. 

よぴ胆汁も菌陽性であった.

軟便を呈してから 3日後(投与 6日後)に解剖したNo.

7においては，胃，盲腸，結腸，直腸から投与菌が検出

されたが，肝臓，牌臓，腸間膜リンパ節ゃ胆汁，血液は

すべて菌陰性であった.

5.病理組織的所見

解剖した1011個投与群の 2例における解剖時の肉眼所

見は，菌投与後 2日後のNo.6では牌臓の軽い肥大，腸

間膜リンパ節のわずかな1副長，全腸管粘膜面における充

血で，この所見は大腸部よりも小腸部に強い傾向であっ

た.また，鏡検における病理組織所見では，カタル性腸

炎を示唆する回腸部腸管内腔における多量の粘液と，粘

膜上皮の剥離および多核白血球の浸潤が認められた.菌

投与 6日後に解剖したNO.7においては， No.6で認めら

れた牌臓の肥大や腸間膜リンパ節の腫脹はみられず，腸

管粘膜の充血所見も観察されなかった.

6.血中抗体価の消長

菌投与 1日， 3日， 6日， 10日， 20日および30日後に

測定した血中抗体価の成績を図 1に示した.菌投与 3日

後において， 8例中 2例に80倍，また 6日後では，全例

に160倍から1，280倍と高い抗体価の上昇が認められ， 30 

日後においても全例とも，大きな変化はみられなかった.

7.血液像

抗体価測定と平行して赤血球数および，白血球数を測

定したが，菌投与30日後までその値に大きな変動は観察

されなかった(表4).一方，白血球をその種類別に観察

すると，好中球では，全体に占める割合が菌投与24日寺間

後にいったん有意に増加するが，その 2日後には平常値

に戻る成績が得られた.なお，観察期間を通じて，異常

な血球像を示した例は全く認められなかった.

考察

サルはエルシニアや赤痢菌によって自然感染し，ヒト

と同様な症状を呈することから，これら病原菌の感染実

験にもしばしば用いられてきた14，15) カンピロパク

ターに関しでも，高阪10)は，東南アジアなどからわが

国に輸入されるサルだけでなく，圏内で繁殖されたサル

からもカンピロパクターが高率に検出されることを，さ

らにこれらのサルの多くに下痢症状が認められることを

報告している.他方， Tribeら11)は検疫期間中に死亡あ

るいは下痢症状を示した輸入ザ、ルの半数以上から C.je-

juniやC.coliが検出されることを指摘しており， Bryant 

ら12)も同様のことを観察している.これらの成績は，

サルがカンピロパクターに感受性が高く，感染実験動物

としても有用であることを強く示唆するものである.

こうした点から，今回実験動物用に飼育されたカニク
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Fig. 1. Serum antibody titers of infected monkeys with C. jejuni ・-・:the monkeys (No. 1 -N o. 5 ) were orally infected with 3.5 X 10
9 
CFU. 

0-0: the monkeys (No.8 -No.10) were orally infected with 1.3 X 1011 CFU. 

Table 4. Hematological results of infected monkeys with C. jりiu担t

Hematology 
Days after oral administration 

Cont.( -8) 

RBC (X 106) 6.09 5.51 

(0.39) (0.36) 

WBC (X103) 7.50 8.59 

(1. 97) (3.59) 

Eosino. (%) 0.6 0.6 

Neutro. (%) 43.2 70.4 

Lympho. (%) 52.3 25.3 

Mono. (% ) 3.9 3.7 

Figures indicate mean values of 8 monkeys. 

( ): Standard deviation. 

3 

5.24 

(0.23) 

6.68 

(2.27) 

0.8 

46.6 

49.4 

3.2 

イザルを対象に C.jej・uniの感染実験を試みた.その成

績は既述したように，典型的な水様性下痢の発現までに

はいたらなかったものの， 10例中 3例に軽度の下痢症状

を起こすことが確認された.発症したサルの解剖所見で

は，発症早期に軽微ではあるが牌臓の肥大，腸間膜リン

パ節の腫脹および腸管粘膜の充血を認めるとともに，肝

臓，牌臓，腸間膜リンパ節などの実質臓器およぴ胆汁か

らも投与菌が検出され，全身性感染の様相が示された.

病理組織学的には腸管にカタール性腸炎を示唆する好中

球浸潤などがみられた.

菌投与した各サルにおける菌の消長についてみると，

ふん便ではいずれのサルの場合も，菌投与後15-20日に

6 10 20 30 

5.16 5.35 5.63 5.80 

(0.34) (0.36) (0.28) (0.35) 

7.53 9.58 8.29 8.35 

(2.42) (3.53) (2.25) (3.85) 

1.9 1.9 1.5 1.5 

28.5 47.4 46.4 43.7 

65.3 47.3 50.5 51.8 

4.3 3.5 1.6 2.9 

わたって菌が検出されており，腸管内において C.jeju仰

が明らかに定着・増殖したことを示す成績であった. し

かし，排菌量と発症との関係についてみると，非発症サ

ルに比して，発症したサルが特に排菌が多い成績は得ら

れなかった.発症には，菌の腸管における定着だけでな

く，動物個体の感受性など生体側の要因も強く影響して

いるものと思われる.

一方，C.jの叫仰の経口投与により，腸管における感染

だけでなく，血液中にも投与菌が侵入することが確認さ

れた.この血中への侵入は，多くは 2時聞から24時間の

感染初期に起こるが，菌の検出される期間は比較的短く，

一過性のものであった.
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Fizgeorgeら8)もC.jりiuniのサルへの経口投与実験に

おいて，菌投与後の 1日から 3日程度の感染初期に，菌

血症が観察されること，また， Blaserら7)はマウスにお

ける経口感染実験で， C. jej叫niが投与後 1時間以内に血

液中への移行がみられるが， 24日寺間以降では血液からの

菌検出が困難であることを報告している.今回の著者ら

の成績も，これらの成績とよく一致するものであり，こ

の種の感染初期における一過性の菌血症は， C. jej側 t感

染における特徴の一つであると考えられる.この侵入機

序の詳細についてはまだ明らかではないが，おそらく投

与菌が腸管からリンパ組織などを介して血中へ侵入する

と思われる.

ヒトの C.j句.仰4下痢症患者においては，感染菌に対

する血中抗体価の上昇が認められることがよく知られて

いる 16.17) また， Kohnoら18)の報告ではサルにおいて

も，C.j句叫仰の自然感染にともなう抗体価の上昇を観察

している.今回の実験でも菌投与 3日後ですでに抗体の

上昇がみられ， 6日から10日後ではすべての例において

抗体価の最高値を認め，その多くは640倍以上の高い値

であった.感染と同時に血中に菌が侵入することから，

その免疫応答も感染の比較的初期から起こり，早期から

高い抗体価が観察されるものと考えられる.

謝辞 今回の実験に際して，育成サルを御供与いただ

いた筑波医学実験用霊長類センタ一本庄重男博士，なら

びに貴重な病理学的ご教示，ご協力いただいた国立予防

衛生研究所茅野文利博士に心から感謝いたします.
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カンピ口/'¥クター・ジェジュニとカンピ口/'¥クター・

コリーの鑑別に用いられる馬尿酸塩加水分解試験の簡易・迅速化

飯田 孝*，神崎政子*，丸山 務*

Rapid and Simple Method of Hippurate Hydrolysis 

Test for Cαmpylobαcter jejuni and Campylobαcter coli 

T AKASHI IIDA *， MASAKO KANZAKI *， and TSUTOMU MARUY AMA * 

Keywords:カンピロノてクター・ジェジュニ Campylobacterjej叫nt，カンピロノTクター・コリー Campylobacteγcoli，

馬尿酸塩加水分解 hippuratehydrolysis，微量化 microassay 

緒 日

Campylobacter属の中でも C.jejuniとC.coliの 2菌種

はヒトに対して下痢原性のあることが知られ1)，わが国

では食中毒起因菌に指定されている.そのため食品衛生

の分野でこれら 2菌種を対象とした検策が広く実施され

ている. しかし， C. jejuniとC.coliの自然界における分

布がほぼ同じであることから，同一の検査法で両菌種が

分離される頻度が高く，日常検査の中で両者の鑑別が要

求される.

C. jejuniおよび C.coliは生化学的性状が極めて近似し

ているが DNAの相同性2)，膜抗原型2)，馬尿酸塩加水

分解能などに違いがみられる.それらの鑑別性状の中で

馬尿酸塩加水分解試験が他の性状試験に比較して簡便な

試験であることから広く用いられている.Campylobacter 

属菌の馬尿酸塩加水分解試験には，試験管法3A)，薄層

クロマトグラフイ法5)，ガスクロマトグラフィ法札7)，

など様々な方法が試みられている.これらの試験法の中

で特別な器具を必要としない試験管法が最もよく利用さ

れている.しかし，現在各試験検査機関で広く採用され

ている試験管法は多量の菌体を必要とすることや，遠心

操作が必要なことなどの煩雑さが指摘されている.特に

多数の菌株を扱う場合は従来法では操作が繁雑であった

ために多くの労力を要した.そこで， C. jejuniとC.coli 

を鑑別するための馬尿酸塩加水分解試験を微量化，簡易

化さらに迅速化を目的にマイクロプレートを用いる改良

法(以下マイクロ法と略)を開発したので報告する.

実験材料および方法

1.材料

a. イ共試菌株

実験に用いた菌株は， C. jej削 U50株， C. coli 50株で，

すべてウシおよびブタの大腸内容物から分離したもので

ある.マイクロ法に用いる馬尿酸塩溶液濃度などの基礎

的検討には上記菌株の中から C.jej聞 i2株 (88-85，

88-86)， C. coli 2株(88-87，88-88)を選んで使用した.

b.使用培地および試薬

1 )増菌用培地:供試菌株の培養には BloodAger 

Base No. 2 (OXOID)に7%馬脱繊維素血を添加して用い

た.

2 )馬尿酸塩溶液:馬尿酸ナトリウムを蒸留水に溶解

し， 8 -0.125%の各濃度に調製した.

3 )ニンヒドリン試薬:アセトンとブタノール，

1 1に混ぜたi容液にマイクロ法では Hwangand 

Ederer3)の方法に従って3.5%，試験管法では厚生省法8)

に従って 2%になるようにニンヒドリンを加えた.

C.器材

1 ) 96穴 U型マイクロプレート

2 )ガラス棒(直径 3rnrn，長さ 14rnrn，先端部がやや細

いもの)

3) 50μl用ドロッパー

4 )オートリーダー(三光純薬)

5 )マルチピペット(三光純薬)

6 )吸光光度計(220A目立)

*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 Reserch Laboratory of Pubulic Health 

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

1 )試験管法:厚生省法的を用いた.すなわち， 1 % 

馬尿酸ナトリウム溶液0.4叫の入った小試験管に増菌用

培地に42'C，24時間微好気培養した供試菌株を白金耳で

かき取って入れ濃度がマックフアーランド濁度基準

NO.3以上になるように菌液を調製した.これを37'C，

2時間好気的に培養した後1，200Xgで20分遠心後，そ

の上清を別の小試験管に移し， 2 %ニンヒドリン試薬を

0.1刑 l添加して37'Cで30分反応後に判定を行った.濃い

青紫色を呈したものを陽性，淡い紫色を疑陽性，着色の

見られなかったものを陰性とした.

2 )マイク口法:96穴の U型マイクロプレートに 1% 
馬尿酸ナトリウム溶液を50μl分注し，そこに増菌用培

地で試験管法同様に培養した供試菌株を滅菌ガラス棒で

かき取り，濃厚菌液とした.これを37'Cで 1時間培養後，

直ちに3.5%ニンヒドリン試薬を50μl滴下し，さらに

37'Cで10分間反応した後，着色の有無を判定した.判定

の基準は試験管法と同様とした.

3 )マイクロ法における馬原酸塩溶液の濃度の検討

8 -0.125%まで馬尿酸塩溶液を希釈して，それぞれ

の50μlをマイクロプレートに入れた.菌i夜は，増菌用

培地で42'C，24時間微好気培養した C.j旬開tおよび C.

coliの各 2株(88-85，88-86， 88【 87，88司 88)をガラス棒

でかき取り，蒸留水中にマックフアーランド濁度基準

NO.3以上の濃度となるよう浮遊させて調製した.この

菌液50μlを馬尿酸塩溶液がすでに注入されている穴に

滴下し，よく撹排した後37'Cで2時間好気培養した.培

養後，プレートは1，500Xg 10分間遠心した後，各穴か

ら上清50μlを別のマイクロプレートに移し，そこに

3.5%ニンヒドリン試薬50μlを滴下した.滴下後再び

37'Cで10分間反応した後に肉眼で青紫色の着色の有無を

判定した.

4 )マイクロ法における菌液の濃度と培養時間の検討

1 %の馬尿酸塩溶液に浮遊させた供試菌株の濃厚菌液

13 

100μlを最初の穴に入れ，次の穴にはあらかじめ 1%

馬尿酸塩溶液100μlを入れておいたところに前記濃厚

菌液100μlをマルチピペットを使って加え 2倍階段希

釈列を作った.この菌液の濃度をオートリーダー OD570

で測定して記録した.その後菌液は各0.5， 1， 2時間

培養し， 1，500 Xgで10分間遠心後に，その上清50μl

を別のマイクロプレートに移して，そこに3.5%ニンヒ

ドリン試薬50μlを滴下した.滴下後再び37'Cで10分間

培養後に，オートリーダーを用いて405nmの吸収を調

べ各培養時間における菌液の希釈列のニンヒドリンの発

色をオートリーダーの405nmの吸収と，肉眼でどこま

で陽性となるか判定した.

結果と考察

1 )マイク口法における馬原酸塩溶液の濃度の検討

マイクロ法を用いた場合のニンヒドリンの発色と馬尿

酸塩溶液の濃度との関係を検討した.実験に供試した

C.jej叫M およびC.coliの各 2株を用いた成績を表 1に示

した. C. jejuniの2株はいずれも馬尿酸塩の濃度が 4-

0.25%の範囲で肉眼によりニンヒドリンの発色を明確に

判別できた.一方， C. coliの2株はいずれの濃度でも陰

性であったことから，馬尿酸塩溶液の濃度差は，この検

査に影響しないことが分った.そこでマイクロ法でも，

試験管法で用いている 1%の濃度の馬尿酸塩溶液を使用

できることが分った.

2 )マイクロ法における菌量と培養時間の検討

菌量および培養時間とニンヒドリンの発色について調

べるためにニンヒドリンの最大吸収を吸光光度計を用い

て調べたところ約400nmにあることが分った.そこで，

菌の濃度とニンヒドリンの発色反応および培養時間の関

係についてマイクロプレート用吸光光度計であるオート

リーダー (405nmの波長)を用いて測定した.その結果

図 1に示したように C.jejuniは菌量が多いほど，また，

反応時聞が長いほどニンヒドリンの発色が良くなること

が分った.菌量が100μlあたり OD570で0.4以上(菌数約

表1.マイクロプレート法による馬尿酸塩溶液の濃度とニンヒドリンの発色

供試菌
馬尿酸塩溶液(%) 

C.jejuni 

C. jejuni 

88-85 

88-86 

4

一
+
+

2

一
+
+

C. coli 88-87 

C目 coli 88-88 

+:青紫色の発色変化なし

-
一
+
+

0.5 

+ 
十

+
↓
土

0.25 

+ 
+ 

0.125 0.062 
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図 1. Camtylobacter j仰向i，C. coliの馬尿酸塩加水分解試

験における培養時間と菌量の変化に伴うニンヒ

ドリンの発色

...一企:C. jej叫仰 2 時間培養

e-・:C. jejuni 1 時間培養

0-0: C.jej叫ni 0.5時間培養

ムーム:C. coli 2 時間培養

た.本菌株は遠心操作を行った方法でも疑陽性と判定さ

れた.ニンヒドリン試薬を用いた馬尿酸塩加水分解試験

では， しばしば試験管法においても不明瞭な反応が認め

られることや10)，C. jej叫仰でも陽性を示さないものがあ

ることが Pataら11)によって報告されていることから，

不明瞭な反応が認められた菌株については，本法におい

ても，さらに検出感度の良いガスクロマトグラフィ一法

による検査を行うことが必要である.

試験管法で行われている遠心操作はニンヒドリンと菌

体により生じる疑似反応を最小限にする目的で実施され

ているが， Morris and Patton9)はCa制力lobacterを培養後，

その上にニンヒドリン試薬を静かに重層することで遠心

操作が省略できることを報告している.一方マイクロ法

では， ドロッパーを用いてニンヒドリン試薬を滴下する

ため，菌体とニンヒドリン試薬との混合による疑似反応

の起こる可能性を考慮して当初は遠心操作を行ったが，

この操作を省いても判定には影響しないことが分った.

試験管法では，ニンヒドリン試薬を入れてから判定まで

の時間が30分と長しそのために不明瞭な結果が生じや

すいと考えられたが，マイクロ法では菌量を多くするこ

とが容易で、あることから，比較的短い時間にニンヒドリ

ンの発色を判定でき，そのために良好な結果が得られた

と考えられた.この遠心操作とその上清液の採取は，馬

尿酸塩試験のなかでも操作が煩雑で時間を要するところ

であるが，この操作が省かれたことで，試験時間が大幅

に短縮できた. したがってマイクロ法は多数の検体を処

理するためのスクリーニングとして優れた検査法と思わ

109コ/刑1)あれば 1時間培養でその上清50μlのニンヒ れる.

ドリンの発色は肉限により明瞭な判定(OD405
で、0.4以上)

が可能であった.一方， C. coliは，いずれの菌量におい

ても，またいずれの培養時間においてもニンヒドリンの

発色するものはなかった.

以上の成績から馬尿酸塩加水分解試験はマイクロ法で

もC.jej附 H とC.coliを明瞭に区別することは可能で、あ

り，その試験方法は供試菌の OD570(109コ/ml)以上の

菌液で，馬尿酸塩溶液 1%を用い，培養時間は 1時間で

行える可能性が示唆された.

3 )マイク口法と試験管法の比較

試験管法であらかじめ馬尿酸塩加水分解試験を行い，

C. jejuniおよぴC.coliと同定された菌株各50株を用いて

マイクロ法による試験を実施した.その結果試験管法で

C.jejuniと同定された株は，すべてマイクロ法では陽性

であった.一方， C. coliと同定された菌株はすべて陰性

であったが，そのうち疑陽性を示した株が 1株認められ

まとめ

マイクロプレートを用いた検査は，血清学的診断やウ

イルス学的診断に広く応用され，周辺機器もこれにとも

なって開発されている.そこで，今回 C.j句叫ni，とC.

coliの鑑別に用いられている馬尿酸塩加水分解試験にマ

イクロプレートを利用して微量化，簡易化および迅速性

を目的に検討を行い，下記の結論を得た.

1 )マイクロプレートの各穴に 1%馬尿酸ナトリウム

溶液を50μl分注する.それぞれに増菌用培地上で前培

養した供試菌をガラス榛でかき取り濃厚菌液を作成した.

これを3TCで 1時間培養後，ただちに3.5%ニンヒドリ

ン試薬を各穴に50μl滴下し，さらに37tで10分間反応

後判定した.判定は肉眼で行い青紫色に認められるもの

を陽性，まったく着色のみられないものを陰性とした.

2 )検査にマイクロプレートを使用したことで，試験

管の準備の必要がなく(ナンバリングなど)，その上マル
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チピペットを使用したことで溶液の分注に要する時聞が

短縮できた.

3 )従来，菌の回収に用いられた白金耳は使用前後の

火炎滅菌が必要であったが，滅菌ガラス棒を使用するこ

とによって滅菌操作が省略でき菌液の調製が容易になっ

た.

4 )培養後のプレートにニンヒドリン試薬をドロッ

パーで直接滴下することによって検査時間が大幅に短縮

できた.
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食肉からのサルモネラの検出と分離菌株の薬剤感受性

(1983~ 1987年の 5年間の成績)

金子誠二へ小久保粥太郎*，丸山 務*

Occurence of Salmonella in Meat and Drug Antimicrobial 

Susceptibility of the Isolates in 1983-1987 

SEIJI KANEKO *， Y AT ARO KOKUBO * and TSUTOMU MARUY AMA * 

During the period from 1983 to 1987， a total of 1，020 meat samples， 386 of chicken， 442 of pork， 165 of 

beef and 27 of other meat， were collected from meat industries and Salmonella contamination was investigated. 

Sal冊。nellawas detected from 79 samples (7.7 % )， and these were 45 of chicken (11. 7 % )， 33 of pork (7.5 % ) 

and one of beef (0.6 % ). Salmonella isolates were classified into 18 serotypes. The most dominant serotype 

was S. typhimurium. 

Sevety-nine Salmonella isolates were also tested for antimicrobial susceptibility by the minimum inhibi-

tory concentration (MIC) method. All the isolates were naturally resistant to oleandorr収 in，lincomycin， 

bacitracin and erythromycin. On the other hand， 7 antimicrobial agents， i.e. penicillin G， ampicillin， cephalex-

in， chloramphenicol， oxytetracycline， streptomycin and kanamycin showed MIC distributions with two peaks 

against the isolates. . Thirty-eight isolates were acquired resistance to any antimicrobiotics and 25 of them 

were multiple drug resistance. 

Thirty eight of drug resistant isolates were tested for the presence of conjugative R-

plasmids. Conjugative R-plasmids were detected in 17 isolates， and 10 of them wer巴 harboringmultiple drug 

resistant R-plasmids. 

Keywords : Salmonella， Meat， Antimicrobial susceptibility， Minimum inhibitory concentration， R-plasmid 

緒 日

サルモネラの多くの菌種がヒトに急性胃腸炎を主要症

状とする食中毒を惹き起こすことはよく知られている.

これらの菌種は，家畜や家禽などの動物の腸管内に保菌

され，これら動物の糞便で直接あるいは間接的に汚染さ

れた食肉などの食品を介してヒトに感染する.特に食肉

は，サルモネラ食中毒の原因食品のほとんどにかかわり

合いを持っていることが明らかにされている 1) 従って，

食肉のサルモネラ汚染状況を日常的に把握しておくこと

は，本菌による食中毒の発生予防対策を立てる上で有力

な資料を提供してくれる.

一方，家畜の疾病予防，治療あるいは発育促進を目的

として各種抗菌性物質が畜産分野で多用され，これに伴

い，家畜の腸管内で接合性Rプラスミドを介して薬剤耐

性のサルモネラの増加を招いている2) 1983年に米国に

おいて多剤耐性の Sal刑側ellanewportで汚染された牛の

挽肉を原料にしたハンバーグを喫食して死亡した事例3)

が示しているように，この多剤耐性サルモネラの食肉汚

染は，食品衛生上の注目すべき問題となっている.この

ような背景から，われわれは， 1983年から1987年の 5年

間にわたって都内で流通している原料肉におけるサルモ

ネラの汚染実態を調査するとともに分離菌株の薬剤感受

性および耐性株の接合性Rプラスミド保有率について検

討したので報告する.

*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， Hyakunin-cho 3 chome， Shinjuku-ku Tokyo， 169 ]apan 



NA耐性(100μg/ml)を付与した E.coli K -12 921NN 

を受容菌とした混合培養法で行った5.6) すなわち，供

与菌サルモネラと受容菌 E.coli K -12 921NNを感受

性測定用ブイヨン(日水)で、37'C，24時間培養後，供与菌

液0.5mlと受容菌液4.5mlを混合して37'C，24時間静置

培養した. 1白金耳の静置培養菌液を NAと各種薬剤が

それぞれ100μg/mlずつ含有している感性ディスク用

培地(日水)平板に塗抹し， 37'C， 24時間培養して集落の

有無を確認した.集落が確認された場合に，受容菌に接

合性接合性Rプラスミドが伝達されたと判定した.

結果

1.サルモネラの検出状況

サルモネラは 5年間を通じて79例(7.7%)から検出

されたが，年次別の推移は特に認められなかった.これ

ら陽性検体の内訳を肉種別にみると鶏肉からの検出率が

最も高く 45例(11.7%)，次いで豚肉 33例(7.5%)，牛

肉 1例(0.6%)であった(Table 1). なお，陽性例のう

ち鶏肉の 3例は輸入肉であった.

陽性例からの分離菌計79株中66株が抗原表に記載され

ている18血清型に型別されたが， 13株は市販血清の範囲

内では型別不能であった(Table 2). 鶏肉と豚肉から最

も多く分離されたのは S.typhimuriumで，牛肉から分

離された 1株も S.typhimuriumに型別された.この他

に鶏肉由来株では S.sofia. S. schwarzengrundなどの13

血清型に型別され，豚肉由来株では S.heidelbergなど

の9血清型に型別された.

2.分離菌株の薬剤感受性

分離菌79株の薬剤感受性は， OL， LCMおよび BCの3

剤には，いずれの菌株の MICもミ100μg/ml，EMには

孟50μ g/mlと高い MIC分布を示した (Table 3). ま

た， CLとNAにはいずれも一峰性の MIC分布を示し，

17 40， 1989 報年研

1.材料

検査材料は， 1983年から1987年の 5年間に主として都

内の食肉処理業より収去された鶏肉386例，豚肉442例，

牛肉165例および羊などのその他の食肉27例の計1，020例

である.

2.サルモネラの検査法

各材料の25gを125mlのEEMブイヨン(日水)培地中で、

35'C， 24日寺間前増菌培養し，その培養液のO.lmlをセレ

ナイト培地(日水)に接種して35'C，18時間選択増菌培養

後 1白金耳を DHL寒天(日水)平板に塗抹して35'C，24 

時間分離培養した. DHL寒天平板上に発育した硫化水

素産生の定型的集落を 1平板当り 3-5個ずつ釣菌して

TSI寒天培地およびLlM半流動寒天培地などに接種し

て確認試験を実施した.サルモネラと同定された菌株は，

診断用免疫血清(デンカ生研)を用いて血清型別を行なっ

た.

衛尽東

材料および方法

3.薬剤感受性試験

対象とした薬剤は，主としてヒトの治療や家畜の飼料

添加物に使われているペニシリン G(PCG)，アンピシリ

ン(ABPC)，セファレキシン (CEX)，クロラムフェニ

コール(CP)，オキシテトラサイクリン (OTC)，ストレ

プトマイシン(SM)，カナマイシン(KM)，エリスロマイ

シン(EM)，オレアンドマイシン(OL)，リンコマイシン

(LCM)，コリスチン (CL)，パシトラシン (BC)およぴナ

リジキシン酸(NA)の計13種類の抗菌性物質である.こ

れら薬剤について日本化学療法学会で提案されている方

法に準じて分離菌株に対する最小発育阻止濃度(MIC)を

測定した3)

4.接合性Rプラスミドの検出

接合性Rプラスミドの検出は E.coli K -12 921株に

Table 1. Distribution of Salmonella from Meat Between 1983 and 1987 

Total Others Beef Pork Chicken 

~cl ~cl ~.cl ~.cl ~cl 

Samples Positives Samples Positives Samples Positives Samples Positives Samples Positives 

Year 

3

1

8

9

8
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i

1

i

1

i
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38 

31 

114 

1983 

1984 

1985 

1986 

1987 

(7.7) 

): % 

1.020 。27 

(0.6) 

165 

(7.5) 

442 

(11. 7) 

386 
Total 
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Table 2. Serotypes of SaZmonella Isolated from Meat 

No. of Isolates from 
Serotype 

Chicken Pork Beef 

S. typhimurium 14 9 l 

S. sofia 7 

S. infantis 3 2 

S. schwarzengrund 4 

S. agona 3 1 

S. heidelberg 3 

S. bareilly 3 

S. derby 2 

S. give 2 

S. manhattan 1 1 

S.london l 

S. panama 1 

S. uganda 1 

4: b :- 8 

4: l，v : e，n 2 

4: l，e，n :ー l 

8 : ZlO : e，n 1 

4: g:ー 1 

Total 45 33 1 

Table 3. Distribution of Antimicrobial Susceptibility of 79 SaZ刑 onellaIsolates from Meat 

Antibiotics 

PCG 

ABPC 

CEX 

CP 

OTC 

SM 

KM 

EM 

OL 

LCM 

CL 

BC 

NA 

0.39 0.78 1.56 

56.9 

48.1 

100 

MIC(μg/mZ) Percentage of Isolates 

3.13 6.25 

79.7 1.3 

78.4 

26.6 62.0 

1.3 2.6 

39.2 

69.6 27.8 

12.5 

79.7 

1.3 

20.3 

1.3 

2.6 

25 

1.3 

3.8 

59.5 

50 

2.6 

8.8 

58.2 

Total 

24 

7 

5 

4 

4 

3 

3 

2 

2 

2 

1 

1 

1 

8 

2 

1 

1 

79 

100話

17.7 

17.7 

1.3 

8.8 

35.4 

31. 7 

12.7 

41.8 

100 

100 

100 
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これら薬剤に対する耐性株は認められなかった.一方，

PCG，ABPC， CEX，CP，OTC， SMおよび、 KMの7斉リには，

2峰性の MIC分布を示し，耐性を獲得したと思われる

菌株が認められた.

以上の MIC分布から耐性を獲得したと思われる菌株

を耐性菌として，これらの薬剤感受性パターンを由来別

にTable 4に示した.耐性株は，鶏肉の45株中25株，

豚肉の33株中12株および牛肉の 1株の計38株で，これら

耐性菌の耐性パターンは13通りに分けられた.これらの

うち 2剤以上の多剤耐性株が25株を占め，最も多かった

19 

パターンは PCG，ABPC，SM，KM，OTCおよびCPの6剤

に耐性を示すもので 5株に認められた.

3.サルモネラの接合性Rプラスミド保有状況

耐性株38株について接合性Rプラスミドを検索したと

ころ17株から検出され， 2剤以上の接合性Rプラスミド

を保有する菌株は10株であった(Table 5). 

考察

サルモネラは家畜などの動物の腸管内に常在している.

サルモネラのヒトへの感染は，これら保菌動物から直接

感染する場合と糞便で汚染された食肉などの畜産物を介

Table 4. Antimicrobial Resistance Patterns of Sal問。nellaIsolated from Meat 

No. of Isolates 
Resistance Pattern 

Chicken Pork 

PCG.ABPC.SM・KM.OTC・CP 2 3 

PCG.ABPC・SM・KM.OTC 1 

PCG.ABPC・SM・KM・CP 1 

PCG. ABPC. SM .OTC 2 1 

PCG.ABPC・KM・OTC 1 

PCG. ABPC. SM・CP 1 

PCG.ABPC.CEX 1 

SM.KM・OTC 1 

PCG.ABPC 1 

SM.OTC 7 1 

OTC 8 1 

SM 2 2 

KM 1 

Sensitive 20 21 

Total 45 33 

Beef 

1 

1 

Table 5. Antimicrobial Resistance Patterns of Conjugative R.Plasmids in Salmonella Isolated from Meat 

Resistance Pattern 
Chicken 

No. of Isolates 

Pork Beef 

PCG. ABPC. SM . KM. OTC・CP

PCG.ABPC・KM.OTC・CP

PCG.ABPC.SM.CP 

PCG. ABPC. SM. OTC 

PCG.ABPC・CEX

PCG. ABPC. SM 

PCG.ABPC・KM

PCG.ABPC 

OTC 

SM 

Total 

2 

1 
噌

E

4

4

E

4

噌

E
4

2 

1 
1

ょ
っ
ω

一n
b

2 

10 1 
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して感染する場合とが考えられる. 1987年のわが国の食

中毒発生状況7)によると，サルモネラを原因とする食中

毒は発生件数や患者数が腸炎ピブリオおよび黄色ブドウ

球菌を原因とする食中毒に次いで多いことが示されてい

る.そして，原因食品の半分近くが食肉などの動物性食

品である.それにもかかわらず，動物性食品全般のサル

モネラの汚染状況を調べた最近の報告事例はあまり見当

らない.

今回のわれわれの調査では鶏肉の11.7%を最高に，平

均で7.7%の低い検出率であった.この成績は， Naka 

nishiらが1978-1979年に市販の豚肉と鶏肉について実

施したサルモネラの汚染陽性率 6-32%8)に比較して低

かった.このことは，保科ら 9)が指摘しているように，

われわれが今回対象にした食肉が小売庖舗へ卸される前

のものであるため，市販食肉に比較して他の食肉との交

差汚染の機会が少なかったためであろう.また，現在で

はと畜場での枝肉の取扱いが改善されたため腸管内容物

で枝肉が汚染される機会が少なくなったことも考えられ

る.われわれの調査で高い頻度で検出された S.typhi-

murium， S. sofia， S. schwarzengrundなどの血清型はヒト

の健康保菌者や食中毒患者からもよく分離されることか

ら10)，食肉が依然としてサルモネラのヒトへの主要な

感染源であることを物語っていた.

今日，ヒトの感染症の治療薬として開発された抗菌剤

は，家畜の感染症の治療だけではなく，成長促進効果と

感染予防を目的とした飼料添加物としても大量に使用さ

れ，畜産業の発展に大きな役割を果たしている. しかし，

一方では，このような抗菌剤の大量使用が，動物の生体

内や自然環境において薬剤耐性菌を選択的に増殖させ，

ひいては接合性Rプラスミドをもっ菌を増加させている

ことが明らかにされている2) 今回のわれわれの調査で

も，食肉から分離されたサルモネラ79株のうちほぼ半数

の38株がなんらかの薬剤に対して獲得性と思われる耐性

を示し，このうち， 17株に接合性Rプラスミドを検出し

ている.このように食肉を汚染するサルモネラにもヒト

や家畜由来株と同様に多剤耐性の接合性Rプラスミドが

分布していることが明らかになった.この種の報告が少

ないため，今回の成績が食肉に一般的に適用できるかど

うかは即断できないが，ヒトから分離されたサルモネラ

と同じ耐性型も認められることから10JI)，多剤耐性サ

ルモネラのヒトへの感染源として食肉が重要な役割を

1.e.っていると思われる.

今回の成績では検体数や分離菌株数が十分ではないた

め年次別のサルモネラの検出率，薬剤耐性菌の出現率そ

れに接合性Rプラスミドの検出率の推移は，明確にでき

なかった. しかし，米固などで報告されている3)薬剤耐

性サルモネラによる危害発生防止のためにも食肉中のサ

ルモネラ汚染の監視は今後も継続すべきであると考える.

結論

1983年から1987年の 5年間に主として都内の食肉処理

業より収去された鶏肉386例，豚肉442例，牛肉165例お

よびその他の食肉27例の計1，020例についてサルモネラ

の汚染調査を行った.サルモネラは79例(7.7%)から検

出され，鶏肉からは45例 (11.7%)，豚肉からは33例

(7.5%)，午肉からは 1例(0.6%)であった.分離菌計79

株中66株が18血清型に型別され，肉種の別なく S.typhi-

muriumが最も多かった.

79株の薬剤感受性は， OL， LCMおよびBCの3斉IJには，

いずれの菌株の MICも孟100μ g/ml，EMには孟50μg

/mlと高い MIC分布を示した. PCG， ABPC， CEX， CP， 

OTC， SMおよび KMの7剤には獲得性と思われる耐性

菌が認められた.このような耐性株は，鶏肉の45株中25

株，豚肉の33株中12株および牛肉の 1株で，このうち 2

剤以上の多剤耐性が25株に認められた.これら耐性株38

株について接合性Rプラスミドを検索したところ17株か

ら検出され， 2剤以上の接合性Rプラスミドを保有する

菌株は10株であった.
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梅毒血清反応スクリーニングテストとしての

Rapid Plasma Reagin Card Test (RPRカードテスト)のE平{面

鈴木敬子，平田一郎，榎田隆

伊藤 武，寺山 武

Evaluation of Rapid Plasma Reagin Card Test in serological diagnosis of Syphilis 

KEIKO SUZUKI， ICHIRO HIRAT A， T AKAICHI ENOKIDA， 

T AKESHI ITOH and T AKESHI TERA Y AMA 

Keywords:脂質抗原試験 SerologieTest for Syphilis， RPRカードテスト RPRcircle card test，ガラス板法 VDRL

slide test，緒方法Wassermannreaction (Ogata's Method)， トレポネーマ抗原試験 Treponemalantigen test 

緒昌

近年，性に関するモラルが変わってきており，それに

つれて性行為感染症も多様化してきた.従来の性病であ

る梅毒，リン疾，軟性下宿及ぴ第4性病に加え，最近で

は，非淋菌性尿道炎，性器ヘルペス， AIDS(後天性免疫

不全症候群)等の種々の性行為感染症が発生し，その多

発が大きな社会問題となっている.古典的性行為感染症

の代表的疾患である梅毒は，ペニシリン等の駆梅療法の

普及により著しく減少し，早期顕症梅毒は昭和50年頃に

はほとんど見られなくなった. しかし，最近，再び早期

顕症梅毒が若年層に至るまで散見されるようになり，本

症の増加が懸念されている.梅毒に関しては，従来より

不顕症例が多いため，臨床症状による診断は困難な場合

が多く，本症の診断には血清学的診断が重要視されてい

る.

血清学的診断法は， cardiolipinー lecithinを抗原とする

脂質抗原試験(以下 STSと略す)と，梅毒トレポネーマ

を抗原とするトレポネーマ抗原試験(以下 TP抗原試験

と略す)に大別され， STSは主にスクリーニング試験と

して， TP抗原試験は確認試験として用いられている.

著者らは，東京都多摩地区における婚姻・妊娠時検診

者及び一般健康検診者を対象に梅毒血清反応検査を実施

している.当所では，これまでスクリーニング試験とし

てSTSのガラス板法と緒方法の 2法を実施してきたが，

1988年 4月より新たに RapidPlasma Reagin Card Test 

(以下 RPR法と略す)を採用し，スクリーニング試験を

行うようになった.

本報では， RPR法の実用性を評価するため，この 1

年間に当所で梅毒血清反応検査のために供したすべての

検体について，沈降反応のガラス板法，補体結合反応の

緒方法と RPRi去による試験を行い，それらの成績を比

較検討したので，その結果を報告する.

材料及び方法

供試材料:1988年4月一1989年3月までの 1年間に多

摩地区の16保健所から当所に梅毒血清学的診断のために

搬入された血清2，305件を実験に供試した.

供試試薬:RPR法の抗原は化血研，ガラス板法の抗

原は住友製薬の製品を用いた.緒方法では，抗原は住友

製薬，補体と溶血素は極東製薬，緬羊脱線維血は日本生

物材料センターの製品を使用した.また， TP抗原試験

のTPHA法は富士レピオのキットを， FTA-ABS法は

栄研化学のキットを用いた.

方法:供試血清2，305件のすべてについて， STSの

RPR法，ガラス板法及ぴ緒方法の 3法と， TP抗原試験

のTPHA法を実施した.さらに STSで陽性を示した供

試血清については FTA-ABS法を用いて，確認試験を

行った.

なお，各検査法は，微生物検査必携1)に準じて行った.

成績

1. STSおよびTPHA法検査成績

今回実験に供した2，305件の血清について実施した

RPR法，ガラス板法，緒方法及ぴ TPHA法の検査成績

東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25 

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

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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Table 1. Results of serological tests for syphilis 

on serum specimens from persons 

for health examination 

No. of serum 
Nonreactive 

speclmens Test 
Reactive 

tested 
(% ) (% ) 

RPR1 39 (1.7) 2，266 (98.3) 

2，305 
VDRL2 49 (2.1) 2，256 (97.9) 

WR3 31 (1.3) 2，2745(98.7) 

TPHA4 48 (2.1) 2，257 (97.9) 

1 Rapid Plasma Reagin Card Test 

2 Glass Plate Test (Modified VDRL Slide Test) 

3 Wassermann Reaction (Ogata's Method) 

4 Treponema Pallidum Hemagglutination Test 

5 27 of these specimens gave abnormal reaction 

をTable 1に示した.各々の検査法における成績は，

RPR法では被検血清2，305件のうち39件(1.7%)，ガラ

ス板法では49件(2.1%)，緒方法では31件(1.3%)，そし

てTPHA法では48件(2.1%)が陽性であった.なお，緒

方法では27件(1.2%)に異常反応が認められた.

2. STSの2法組み合わせによるスクリーニング試

験の比較

Table 2に， RPR法とガラス板法でスクリーニング

試験を実施した場合の成績を示した.

RPR法とガラス板法の組み合わせでは， 2法とも陽

↑生が39件，ガラス板法のみ陽性が10件， RPR法のみ陽

性はなく，結局，合計49件(2.1%)がスクリーニング試

験陽性と判定された.

RPR法と緒方法の組み合わせでは， Table 3に示す

ように， 2法とも陽性が21件， RPR法のみ陽性が18件，

緒方法のみ陽性が10件，合計49件(2.1%)がスクリーニ

ング試験陽性であった.また，従来実施してきたガラス

板法と緒方法の組み合わせでは， Table 4に示したよう

に2法とも陽性が21件，ガラス板法のみ陽性が28件，緒

方法のみ陽性が10件，合計59件(2.5%)がスクリーニン

グ試験陽性であった.

3. STSとTPHA法との比較

Table 5にRPR法と TPHA法による検査成績を示し

た.両法の成績を比較してみると 2法とも陽性が35件

(1.5%)， TPHA法のみ陽性が13件(0.6%)，RPR法の

み陽性が4件(0.2%)，2法とも陰性が2，253件(97.7%)

であり，その一致率は99.3% (2，288/2，305)であった.

TPHA法を基準にした RPR法の特異性は99.8% (2， 253 

/2，257)，感度は72.9%(35/48)であった.また， RPR 

Table 2. Reactivity between RPR card test and 

VDRL slide test on serum specimens 

Serological reaction by ; 

RPR1 VDRL1 

+ + 
+ 

十

+ : reactive，一:nonreactive 

1 See Table 1 

No. of serum 

speclmens 

39 。
10 

2，256 

Table 3. Reactivity between RPR card test and 

Wassermann reaction on serum specimens 

Serological reaction by ; 

RPR1 WR1 

+ + 
+ 

+ 

+ : reactive， - : nonreactive 

1 See Table 1 

No. of serum 

speclmens 

21 

18 

10 

2，256 

Table 4. Reactivity between VDRL slide test and 

Wassermann reaction on serum specimens 

Serological reaction by ; 

VDRL1 WR1 

+ + 
+ 

+ 

+ : reactive， - : nonreactive 

1 See Table 1 

No. of serum 

speclmens 

21 

28 

10 

2，246 

Table 5. Agreement between RPR card test 

and TPHA test 

Serological reaction by ; 

TPHA1 

+ 
+ 

RPR1 

+ 

+ 

十 :reactive， - : nonreactive 

1 See Table 1 

No. of serum 

speclmens 

35 

13 

4 

2，253 
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法では偽陽性反応が 4件に認められ，その出現率は

10.2%(4/39)であった.

ガラス板法と TPHA法の検査成績を比較(Table 6) 

してみると， 2法とも陽性が36件(1.6%)， 2法とも陰

性が2，244件(97.3%)であり，両法の一致率は98.9%

(2，280/2，305)であった.その他， TPHA法のみ陽性が

12件(0.6%)，ガラス板法のみ陽性が13件(0.6%)認めら

れた.ガラス板法の特異性は99.4% (2，244/2，257)，感

度は75.0%(36/48)であり，偽陽性反応の出現率は

26.5% (13/49)であった.

また，緒方法と TPHA法の場合(Table 7)は， 2法

とも陽性が19件 (0.8%)，TPHA法のみ陽性が29件

Table 6. Agreement between VDRL slide test 

and TPHA test 

Serological reaction by ; No. of serum 

TPHA1 VDRL1 speclmens 

+ 十 36 

+ 12 

+ 13 

2，244 

+ : reactive， - : nonreactive 

1 See Table 1 

Table 7. Agreement between Wassermann reaction 

and TPHA test 

Serological reaction by ; No. of serum 

TPHA1 WR1 speclmens 

+ 
+ 

十 19 

29 

12 

2，245 
+ 

+ : reactive一:nonreactive 

1 See Table 1 

(1.3%)，緒方法のみ陽性が12件(0.5%)，2法とも陰性

が2，245件 (97.4%)であり，両法の一致率は 98.2%

(2，264/2，305)，特異性は99.5%(2，245/2，257)であっ

た.緒方法の感度は RPR法やガラス板法に比較して低

く， 39.6%(19/48)であった.また，緒方法による偽陽

性反応は RPR法やガラス板法のそれより高く 38.7%(12 

/31)であった.

4. STS陽性血清に対する FTA-ABS法の反応性

Table 8にRPR法で陽性の39件，ガラス板法で陽性

の49件，及ぴ緒方法で陽性の31件について実施した

FTA-ABS法の検査成績を示した.

RPR法では，供試した39件のうち 24件 (61.5%)が

FTA-ABS法陽性で残りの15件(38.5%)は陰性であった.

また，ガラス板法では，供試した 49件のうち 25件

(51.0% )が FTA-ABS法陽性， 24件(49.0%)が陰性で

あり，緒方法では31件のうち11件(35.5%)がFTA-ABS

法陽性， 20件(64.5%)が陰性であった.

考察

TP抗原試験の FTA-ABS法(Hunterら2)1964)及ぴ

TPHA法(富沢，笠松3)1968)が実用化されて以来，それ

まで梅毒の血清学的診断のため汎用されてきた STSは

スクリーニング試験として活用されるようになった.な

かでも，我が国では，ガラス板法，緒方法，凝集法の 3

法が広く実施されてきたが，それに加え最近では，争t>i'式

が簡単で，迅速に検体が処理できる RPR法が広く用い

られるようになった.本法は， 1962年 Portnoyら4)に

よって開発され，その後1963年に改良された検査法5)で

RPR circle card testと呼ばれるものであり， cardiolipin. 

lecithin抗原を吸着させたカーボン粒子を用いる凝集反

応である.

今回，著者らは，スクリーニング試験としての RPR

法の実用性を検討した. STSとしての 3法の陽性率は

ガラス板法が2.1%で最も高く，次いで RPR法1.7%，

緒方法1.3%であった.

TPHA法を基準にして STSの3法を比較した場合，

No. of reactive serum 

Table 8. Reactivity of ETA-ABS test on reactive sera in Serological Tests for Syphilis 

STS 
specimens by STS 

Reactivity by FTA-ABS1 

Reactive (%) Nonreactive (%) 

RPR2 q
u
A
W
M

唱

i

つd
A
堂

内

〈

υ

VDRL2 

WR2 

24(61.5) 

25(51.0) 

11(35.5) 

15(38.5) 

24(49.0) 

20(64.5) 

1 Fluorescent Treponemal Antibody-Absorption Test 

2 See Table 1 
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まず TPHA法との一致率では RPR法が99.3%，ガラス

板法が98.9%，緒方法が98.2%であり， RPR法が最も

高い成績であった.

STSの3法の特異性は， RPR法が99.8%，ガラス板

法が99.4%，緒方法が99.5%であった.大久保ら6)は，

RPR法とガラス板法の特異性について TPHA法を基準

にして検討したところ， RPR法の方が優れていると報

告しており，著者らの成績と一致するものであった.

また，津上ら7)は，大阪府の住民495，552名を対象に

RPR法と TPHA法でスクリーニング検査を行った結果，

RPR法陽性者の19.3%が偽陽性反応であったと報告し

ている.著者らの成績では RPR法で10.2%，ガラス板

法で26.5%，緒方法では38.7%に偽陽性反応が認められ，

偽陽性の出現率においても RPR法が最も低率であった.

RPR法の感度については， Falcone)ゃ，水岡ら 1)が，

梅毒患者血清を用いて検討し，それぞれ88.1%，88.8% 

であると報告している.著者らの成績では， RPR法の

感度は72.9%であり，上述の成績に比較して低い傾向が

見られたが，これは TPHA法陽性血清を用いたことに

よるものと考えられる.また，ガラス板法及び緒方法の

感度はそれぞれ75.0%，39.6%であり， RPR法とガラ

ス板法の感度はほとんと同程度であることが推察された.

FTA-ABS法は STS陽性血清のみについて実施した

ため， FTA-ABS法を基準にした STSの3法の特異性

及び感度は検討できなかったが， STS陽性血清におけ

るFTA-ABS法との一致率は，前述の TPHA法と同様

に， RPR法が61.5%と最も高い成績で，ガラス板法は

51.0%，緒方法は低く， 35.5%であった.

我が国の梅毒血清反応検査は性病予防法により STS

の中から 2法を組み合わせて実施するように規定されて

いる.今回検討を行った成績から STSの2法組み合わ

せによるスクリーニング試験の有用性を比較したところ，

RPR法・ガラス板法の組み合わせ及ぴ RPR法・緒方法

の組み合わせでは，ともに49件が陽性，ガラス板法・緒

方法では， 59件が陽性であった.陽性を示したこれらの

血清について， TPHA法及び FTA-ABS法による確認

試験を行った結果， RPR法・ガラス板法ではトレボ

ネーマ抗体陽性は75.5%，RPR法・緒方法では73.5%，

ガラス板法・緒方法では62.7%であり， RPR法とガラ

ス板法の組み合わせでスクリーニング試験を行うのが最

も有効であると結論できた.

以上のように， RPR法はガラス板法とほとんど同様

の反応性を示し，スクリーニング試験に有効な方法であ

ると考えられる.

しかしながら， RPR試薬は類似品も含めて数社から

市販されているが，製品聞に反応性の差がみられるとい

う報告9)もあり，製品開における反応性を比較検討する

必要があろう.

結論

1988年4月一1989年 3月に当所に梅毒血清反応試験の

ために搬入された血清2，305検体を対象に，梅毒スク

リーニング試験としての RPR法の実用性を検討し，以

下の成績を得た.

1. ガラス板法， RPR 法及び緒方法それぞれのスク

リーニング試験陽性率は， 2.1%， 1.7%， 1.3%であっ

た.

2. TPHA法と STSの3法それぞれとの一致率は，

RPR法が99.3%，ガラス板法が98.9%，緒方法が

98.2%であった. TPHA法陽性血清でみた感度は RPR

法が72.9%，ガラス板法が75.0%，緒方法が極めて悪く，

39.6%であった

3. STS 3法の偽陽性反応の出現率は， RPR法では

10.2%，方、ラス板法では26.5%，緒方法では38.7%で

あった.

4. STS陽性血清における FTA-ABS法との一致率

は RPR法が61.5%，ガラス板法が51.0%，緒方法が

35.5%であり， RPR法の一致率が最も高い成績であっ

た.

5. STSの2法組み合わせによるスクリーニング試

験では RPR法と力、ラス板法の組み合わせの成績が最も

良好であり TP抗原試験との一致率は75.5%であった.
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マガキに添加したポリオウイルスの

カチオン性高分子化合物による回収実験

矢 野一好*吉田靖子へ薮内 清*

Polyelectr叫yteFlocculation as an Aid to Recovery of Polioviruses from Oysters 

KAZUYOSHI YANO*， YASUKO YOSHIDA * and KIYOSHI YABUUCHI* 

Keywords: :カキ oyster，高分子電解質 polyelectrolyte，吸着 adsorption，食品微生物学 foodmicrobiology，凝集 floc-

culation，ポリオウイルス poliovirus

緒 日

ヒトの腸管系ウイルスの感染経路のーっとして，水系

感染が考えられる.水系における腸管系ウイルスの挙動

に関しては，下水，河川水，および海水を中心に調査が

進められている 1-3) その結果，下水等を経由して河川

に流入したウイルスは，海洋に流れ込み，そこに棲息し

ている魚介類に蓄積されることが推測されている4)

魚介類とウイルス汚染の関連性の中で，ヒトにウイル

ス感染を起こさせる可能性の最も高いものは，生食の機

会が多い「カキJであると思われる.わが国においては，

ヒトがウイルスに汚染された「カキ」を喫食することに

よって感染したと思われる健康上の問題が一部の下痢症

ウイルスを除いて，それほど目立っていない5) その要

因のーっとしては，地域住民のウイルスに対する抗体保

有率(免疫力)にある.つまり，近海物の魚介類に蓄積さ

れるウイルスのほとんどは，当該地域の住民から排推さ

れたものであり，すでに抗体を獲得している場合が多

い6) しかし，食品の輸入量が多くなり，しかも魚介類

が生きたまま海外から直送されるようになると，その食

品を消費する地域住民が抗体を保有していないウイルス

が持ち込まれ，ウイルス感染症の流行に発展する危険性

がある.

このような魚介類を介した環境中でのウイルスの挙動

を明かにすることは，現状では非常に困難である.その

原因の一つは， ['カキJからのウイルス検出方法が確立

されていないことにあると思われる. ['カキ」からのウ

イルスの検出方法については，有機凝集法などを中心に

種々検討されてはいるが7-91， ['カキ」を乳剤にした際に

生じる懸濁質が，ウイルス検出時の諸手法に妨害作用と

して働き，ウイルスの検出を困難にしている.

我々 は， ['カキ」の乳剤にポリオウイルスを添加し，

乳剤からの懸濁質のみを除去してウイルスを効率よく回

収する方法について検討したので，その概要を報告する.

材料と方法

1.マガキ 庖頭で「加工用むき身カキ」として市販

されているパック詰めマガキ(以下，カキと記載)を購入

して使用した.カキは，実験に供するまで-20
0

Cに凍結

保存した.

2. ウイルス ポリオウイルス弱毒株(Lsc，2 ab)を

BGM細胞で培養して使用した.培養方法は，常法に準

拠した10) 実験に供したウイルスの感染価は，約107

PFU/mlであった.

3. ウイルスの定量 BGM細胞を用いたプラック形

成法により測定し， PFU単位で表示した.細胞は， 6 

穴のプラスチックプレート(コースター社製， 3506)に培

養した.ウイルス定量用の試料は，細胞維持液10)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.重層用培地等の処方は，常法10)に

準拠した.

4.カキ乳剤溶液 カキの乳剤は，以下に記載した溶

液を使用して， 10%乳剤とした.

1 )純水 ミリポア社製逆浸透膜(RO)で処理した水道

水を，さらに同社製ミリ Q-ROでろ過処理した純水を

用いた.

2 )グリシン緩衝液 M/10濃度のグリシン溶液にM

/10濃度の NaClを添加した溶液と M/10濃度の NaOH

*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 Metroporitan Research Laboratory of Public Health 

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



力が強く，カキ乳剤に清浄効果がみられ，特に T930と

DC系列でその効果が高かった.

したがって，以下の実験は， T 930， DC-902 P， 

DC-303 Pおよぴ DC-753Pの凝集剤を使用し， 4種類の

乳剤溶液を組み合わせて，ウイルスの回収効果をみた.

2.純水で乳剤にしたカキに添加したウイルスの回収

カキを所定の pH値に調整した純水で10%乳剤にし，

図1に示した実験工程に従って，添加ウイルスの回収率

をみた.実脆結果は，表2にまとめた.

凝集剤無添加の場合の回収率をみると， pH 7で9.7%

しかなかった.このことから，添加したウイルスの90%

近くが，カキ乳剤の固形物に吸着していることが分かっ

た.また， pH値を上昇させると， 39.3%から56.7%ま

で回収率が上昇することから， pH値の上昇が，固形物

に吸着したウイルスを誘出させる重要な要因であること

が判明した. しかし， pH 値の上昇のみでは，懸濁質が

除去できず，上清中に細胞毒性が残存することが分かつ

fこ.

凝集剤を添加すると，カキ乳剤の上清が清浄化し，か

つウイルスもかなり回収できた. しかし，純水を使用す

方法:カキ乳剤に凝集剤を添加し 5分聞かくはん後凝集

力を判定した.清治度は， 3，000rpm10分間遠心

分離した上清について判定した.

凝集剤添加濃度 :T系列は200ppm

DC系列は1，000ppm

カキ乳剤:pH 9の純水で10%乳剤とした.

* 1 凝集力を肉眼的に判断し，その強さを o(弱)ー 4

(強)の段階で表示した.

* 2 上清の清浄度を肉眼的に判断し， 0 (懸濁)-4 (清

浄)の段階で表示した.
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表1.凝集剤によるカキ乳剤の清浄効果
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溶液または， M/10濃度の HCl溶液を適当量混合して，

所定の pH値に調整した.

3 )リン酸緩衝液 M/15濃度の Na2HP04，KHzP04， 

およびM/2濃度の NaOH溶液を適当量混合して，所

定の pH値にした.

4 )ホウ酸緩衝液 M/10濃度の KClを添加したM/

10濃度の H3B03溶液と M/10濃度の NaC03溶液を適当

量混合して所定の pH値にした.

5.有機凝集剤 以下に記載した 2社の高分子有機凝

集剤を使用した.

1 )市川毛織株式会社製「アイケイフロック Tシリー

ズjのうち， 9種類を純水で0.02%濃度に溶解したもの.

2 )第一工業製薬株式会社製「シャロール DCシリー

ズJのうち， 3種類を，純水で0.2%濃度に溶解したも

の.

6. 凝集剤によるカキ乳剤の清浄効果 100グラム重

量のカキを純水で10%乳剤にして，50mlずつ分注した

のち，各凝集剤を表 1に記載した濃度で添加し，凝集効

果と遠心分離後の上清について清浄度を判定した.判定

基準は，表 1に記載したとおりである.

7.各種i容液で乳剤にしたカキに添加したウイルスの

回収効果所定の溶液で， 10%カキ乳剤を作成し，一定

量のウイルスを添加後，図 1に示した工程でウイルスの

回収実験を実施した.

結果

1.カキ乳剤の凝集剤による清浄効果 アニオン性 3

種類，カチオン性9種類の凝集剤を用いて，カキ乳剤の

凝集効果と清浄効果を調べた.結果は，表 1にまとめた

とおりで，アニオン性凝集剤は，凝集効果および，清治

効果共に認められなかった.カチオン性凝集剤は，凝集

研衛

カキ乳剤に添加したウイルスの回収工程

京

カキ乳剤の作成| ← 桝川……l叩川0叩0
← 各種溶液 1，日0日m叫1 
← 一定量のウイルス添加

かくはん

印刷ずつ分注

l← ?種凝集剤添加
T系列:200ppm 
DC系列:1. OOOppm 

かくはん

遠心分離 3，000rpm10分

上清→ウイルス量測定

東

図1.
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表 2. 純水で乳剤にしたカキに添加したウイルスの凝集剤による回収効果

率収

% 
回回収ウイルス量

PFU/ml 
度i争j青剤集凝乳剤の pH値

9.7 

39.3 

35.8 

40.3 

36.9 

32.3 

560 

2，260 
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1，860 
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法:ヵキを所定の pH値に調整した純水で10%乳剤にし，ウイルス添加後，凝集剤を添加した.凝集剤の添

加濃度は，表 1に記載した.回収ウイルス量は， 3， OOOrpm 10分間遠心分離した上清中のウイルス量で

表示した.

ウイルス添加量:5，750PFU/ml一定とした.

清浄度:判定基準は，表 1のとおりとした.
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5.ホウ酸緩衝液で乳剤にしたカキに添加したウイル

スの回収 ホウ酸緩衝液で同様の実験を行った結果を表

5に示した.ホウ酸緩衝液の場合は， pH 8で上清が清

浄化したが，ウイルスの回収効率はよくなかった(17.7

-25.5%). 

6. カキ乳剤に添加したウイルスの濃度別回収実験

凝集剤12種類と，カキ乳剤に使用する溶液4種類につ

いて，乳剤の遠心上清の清浄効果とウイルスの回収率を

指標に，効率よくカキに添加したウイルスを回収する条

件検討を行った.その結果，設定した実験範囲内では，

pH 9のグリシン緩衝液でカキを10%乳剤にし，凝集剤

DC-902 Pを1，000ppm濃度に添加すれば，カキ乳剤の懸

濁質の除去とウイルスの高い回収率があることが分かっ

た.

したがって，グリシン緩衝液と凝集剤 DC-902Pの組

み合わせで，カキに添加するウイルス濃度を変化させ，

その実用性を検討した.

その結果，ウイルスの回収率は，表6に示したとおり

で，添加ウイルス量が少なくなると，若干の低下する傾

るかぎりでは，最高で、も， pH 9で DC-902Pを使用して，

53%にとどまった.

3. グリシン緩衝液で乳剤にしたカキに添加したウイ

ルスの回収 カキの乳剤に使用する溶液をグリシン緩衝

液として，前項の実験工程と同様に，添加したウイルス

の回収効果をみた(表 3).グリシン緩衝液を使用すると，

凝集剤無添加でも， pH値の上昇と共に，ウイルスの回

収率は上昇した.回収率の最高値は， pH10で99%にも

達した. しかし，上清のj青海効果は認められなかった.

一方，凝集剤 DC-902PをpH9で使用すると，清浄

度 4(上清が肉眼的にほとんど透明になる)，ウイルスの

回収率96.2%となり，ほfi'，所期の実験目的を満足させ

る条件であった.

4. リン酸緩衝液で乳剤にしたカキに添加したウイル

スの回収 同様の実験をリン酸緩衝液を用いて実施し，

結果を表 4に示した.ウイルスの回収率の最高値は，

pH 9凝集剤 DC-303Pの組み合わせで認められ， 83.6% 

を示した. しかし，上清の清浄度は，グリシン緩衝液に

比較すると劣った.
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表 3. グリシン緩衝液で乳剤にしたカキに添加したウイルスの凝集剤による回収効果

率収

% 
回回収ウイルス量

PFU/ml 

1，970 

度浄主
円剤集凝乳剤の pH値

無添加

無添加
T930 
DC-902P 
DC-303P 
DC-753P 

無添加 o 6，150 
T930 3 3，850 
DC-902P 4 6，020 
DC-303P 4 5，860 
DC-753P 4 5，410 

10 無添加 o 6，200 99.0 
10 T930 3 3，340 53.4 
10 DC-902P 4 4，230 67.6 
10 DC-303P 4 4，780 76.4 
1o DC一753P 4 4，010 64.1 

法:ヵキを所定の pH値に調整したグリシン緩衝液で10%乳剤にし，ウイルス添加後，凝集剤を添加した.
凝集剤の添加濃度は表 1に記載した.回収ウイルス量は， 3， OOOrpm 10分間遠心分離した上清中のウイ
ルス量で表示した.

ウイルス添加量:6，260PFU/ml一定とした.
清浄度:判定基準は，表 1のとおりとした.
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58.3 
87.1 
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リン酸緩衝液で乳剤にしたカキに添加したウイルスの凝集剤による回収効果表 4.

率

無添加

無添加 o 3，510 
T930 1 3，650 
DC-902P 1 2，860 
DC-303P 1 3，960 
DC-753P 1 3，350 

無添加 o 3，750 
T930 3 2，540 
DC-902P 3 3，020 
DC-303P 3 4，730 
DC-753P 3 3，210 

10 無添加 o 4，230 74.7 
10 T930 3 3，020 53.4 
10 DC-902P 3 2，930 51.8 
10 DC-303P 3 4，410 77.9 
1o DC-753P 3 2，380 42.0 

法:カキを所定の pH値に調整したリン酸緩衝液で10%乳剤にし，ウイルス添加後，凝集剤を添加した.凝
集弗jの添加濃度は，表 1に記載した.回収ウイルス量は， 3， OOOrpm 10分間遠心分離した上清中のウイ
ルス量で表示した.

ウイルス添加量:5，660PFU/mlと一定した.
清浄度:判定基準は，表 1のとおりとした.

収

% 

11.0 
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表 5.ホウ酸緩衝液で乳剤にしたカキに添加したウイルスの凝集剤による回収効果

占
出
干収

% 

回回収ウイルス量

PFU/ml 
度浄j青剤集J疑乳剤の pH値

13.8 

61.0 

21. 6 

19.9 

25.5 

17.7 

670 

2，970 

1，050 

970 

1，240 

860 

。
n
U
凋
斗

A

4
斗

A

a
斗

A

a

生

無添加

無添加

T930 

DC-902P 

DC-303P 

DC-753P 

。。
0
0
0
0
0
0
0
6

7 

89.1 

74.9 

82.5 

80.9 

85.8 

4，340 

3，650 

4，020 

3，940 

4，180 
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無添加

T930 
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DC-303P 

DC-753P 

n日

Q
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91.4 

83.4 

88.1 

84.8 

81. 7 

4，450 

4，060 

4，290 

4，130 

3，980 

ハU
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無添加

T930 

DC-902P 

DC-303P 

DC一753P

ハU

ハU
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ハU

ハU

咽
B
A

噌

'
A
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E
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咽
E
ム
咽
E
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法カキを所定の pH値に調整したホウ酸緩衝液で10%乳剤にし，ウイルス添加後，凝集剤を添加した.凝

集剤の添加濃度は，表 lに記載した.回収ウイルス量は， 3， OOOrpm 10分間遠心分離した上清中のウイ

ルス量で表示した.

ウイルス添加量:4，870PFU/ml一定とした.

清浄度:判定基準は，表 1のとおりとした.

方

向が認められたが，平均回収率は， 90.2%と高率であっ

た.

考察

カキからヒトの腸管系ウイルスを検出する方法を確立

するための前段階として，カキに実験的に添加したポリ

オウイルスを回収する方法について検討した.

実験条件は，我々が「水中ウイルスの検査法jとして

検討してきた成果11.12)を踏まえて，カキ乳剤の懸濁質

を除去した状態で効率よくウイルスを回収することを目

的に設定した.

つまり，水中ウイルスは，水中に混入している有機性

の固形物(下水汚泥等)にそのほとんどが吸着する.そし

て，吸着したウイルスは， pH値を上昇させれば誘出可

能である.また，凝集剤は，水中の懸濁質を速やかに凝

集塊として沈降させる性質がある 11.12)

これらの特性を利用して，実験構成は，凝集剤12種類

と，カキ乳剤に使用する溶液4種類とした.

凝集剤は，無処理の自然水に添加すると，ウイルス粒

子と共に，懸濁質を凝集する特性がある 13) しかし，

試料水の pHを変化させれば，ウイルス粒子を巻き込ま

カキに添加したウイルスの有機凝集剤 (DC-902

P)による回収効果

表6.

率収

% 

回回収ウイルス量

PFU/ml 

添加ウイルス量

PFU/ml 
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284，000 

257，000 

89，500 

62，700 

53，000 

41，000 

8，900 

5，360 

4，630 

520 

470 

262 

290，000 

260，000 

100，500 

67，000 

54，500 

46，600 

9，200 

6，540 

4，830 

640 

520 

370 

平均回収率(%) 90.2 

カキ乳剤:pH9.0グリシン緩衝液(1 %NaCl添加)で10%

乳剤した(全容量50ml).

凝集剤添加濃度:1，000ppm濃度に添加した.

ウイルスの回収:3，000rpm 10分間遠心分離した上清.



東京衛研年報 40，1989 31 

ないで，懸濁質のみを凝集沈殿させる凝集剤があるはず

である.

今回の実験は，そこに着目して， pH値を上昇させて

ウイルス粒子を懸濁質から誘出させた状態で，懸濁質の

みを凝集させるカチオン性凝集剤を見つけ出したもので

ある.

カチオン性の凝集剤は，試料水をアルカリ側に調整す

れば，ほとんどの場合，強力な凝集効果と上清の清浄効

果が認められた. しかし，ウイルスの回収率は，カキの

乳剤に使用する溶液の種類によって，大きな差が認めら

れた.

このことから，カキに吸着したウイルスを効率よく誘

出させるには，カキ乳剤に使用する溶液の選択がポイン

トであると推定された.今回の実験結果により，カキか

らのウイルスの誘出には，グリシン緩衝液が有効である

と判明した.そのメカニズムについては，今後の研究で

明らかにしたい.

実際にカキが蓄積しているウイルスを検出するには，

そのウイルス量が微量であると推測されるので，カキ乳

剤の上澄液をさらに濃縮する必要がある.そのための方

法としては，ビーフエキストラクトによる凝集沈殿14)，

ゼータプラスフィルター法による濃縮15)等が考えられ

る.このような二次濃縮方法については，引き続き検討

する予定である.

今回検討した，グリシン緩衝液とカチオン性凝集剤の

組み合わせによる懸濁質からのウイルス回収方法は，カ

キばかりでなく，ヒト由来の様々なウイルス分離用検体

の前処理として有効に活用できると思われる.

たとえば，腸管系ウイルスの分離を目的として採取さ

れた糞便の処理，水中ウイルスの分離を目的として大量

の試料水をフィルターにより濃縮したウイルス誘出液の

二次濃縮などに応用できると思われる.

結論

カキからのウイルス分離方法を確立する目的で，カキ

乳剤に添加したポリオウイルスを回収する方法について

検討した.

その結果， pH 9のグリシン緩衝液(M/10NaCl添加)

でカキを10%乳剤にし，カチオン性高分子凝集剤シャ

ロール DC-902Pを1，000ppm濃度に添加すれば，カキ

乳剤の懸濁質の除去とウイルスの高い回収効果があるこ

とが分かった.

この方法により，カキ乳剤に添加したウイルス(102-

105 PFU / ml)を回収した場合の回収率は， 70.8-

98.8%，平均90.2%となった.

(本研究は，昭和63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」として実施したもので

ある.) 
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東京都における風疹抗体保有状況 (1982-1988年)

吉田靖子へ矢野一 好*，薮内 清*

Seroepidemiological Survey of HI Antibody 

against Rubella Virus in Tokyo in 1982-1988 

Y ASUKO YOSHIDA *， KAZUYOSHI Y ANO * and KIYOSHI Y ABUUCHI 
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method 

緒 言

風疹は，小児に好発する急性の発疹性疾患で， 6 -10 

年ごとの周期で全国的に流行を繰り返している 1) 通常，

小児が'寵息した場合は軽症で経過するが，妊娠初期の女

性が催患すると先天性の心臓疾患，難聴，白内障，精神

運動機能障害，紫斑病などの障害を持った子供(先天性

風疹症候群児， CRS)が生まれることで社会問題視され

ている2-5)

妊娠初期における風疹ウイルスの感染により，引き起

こされる CRSの発生を予防するために， 1977年より女

子中学生を対象に風疹生ワクチンを定期接種するように

なった6) また，成人女子に対しても任意接種が実施さ

れた.この風疹生ワクチンの接種はすぐれた効果を上げ

ているが，接種を受ける対象が限られた年令層のため，

低年令層やワクチン開発以前に成人した妊娠適令期女性

での感染が依然として多くみられている 1)

東京都内での風疹の大流行は1975年から1977年にみら

れた後は， 5年間隔で1982年と 1987年にみられた7) こ

のような風疹の流行と健康人の抗体保有の挙動を明かに

する目的で，東京都内に居住する健康者の風疹 HI抗体

保有状況を年次的に調査したので報告する.

材料と方法

1.健康者血清被検血清は，都内に居住する生後 7

か月の乳児から87才までの健康者3，067名から採取した.

採取期間は， 1982年5月から1988年10月の問であった.

供試血清は，試験日寺まで-20.Cのフリーザー内に凍結保

存した.

2. HI試験術式は予研法(カオリン処理・がちょ

う新鮮血球を使用)により行った8) HA抗原は市販品

(デンカ生研)を使用した.

3.回帰分析 回帰直線の算出は，最小二乗法により

行った9) 風疹凹抗体価別の累積抗体保有率の平方根

値(Y~直)は，H1価(8 X 2 nのn値)への回帰として考え，

回帰式Y=a+bXを導いた aおよびb値は常数値で

ある.

結 果

1.年次別にみた成人層の風疹 HI抗体保有率の推移

1982年から1988年に都内に居住する16才から87才まで

の健康者から採取した血清2，212件について風疹 HI抗

体保有状況を調査した.その結果を表 1に示した.

各年次における HI価 8倍以上の抗体保有率は，

83.2%から97.6%の範囲にあり，高い保有率を示してい

た.特に， 1982年から1984年の 3か年においては90.5%

から97.6%の高い保有率を示した.なおかつ，ここ数年

における HI価512倍以上での抗体保有率は，高率であ

り， 1984年においては， 42.2%と高い比率を示していた.

平均 HI抗体価でみると， 1984年は HI価4X 25:96(幾何

平均値249倍)と高く，次いで1982年の 4X 24・80(幾何平

均値111倍)， 1983年の 4X 24
.
70

(幾何平均値104倍)， 

1987年の 4X 24
.
44 (幾何平均値87倍)， 1988年の 4X 

24
.
25

(幾何平均値76倍)であった.

2. 年令階層 O~15才における風疹 HI 抗体保有状況

1982年， 1983年と 1988年に採取した 7か月の乳児から

15才までの健康者855名の血清について，風疹 HI抗体

価を測定し，その抗体保有状況を表2に示した.

*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.東京都におけるの風疹 HI抗体保有状況

年次検査数
風疹 HI抗体価 (4X 2 "の n値) 抗体保有率% 平均抗体価

<1 l 2 3 4 5 6 7 8 主主 9 主主 1 主主 7 (4X2"のn値)

82 619 59 10 30 86 127 128 91 50 25 13 90.5 14.2 4.80 

83 918 82 32 50 122 183 188 139 68 36 18 91.1 13.2 4.70 

84 336 8 2 8 20 24 47 85 103 35 4 97.6 42.2 5.96 

87 179 30 1 15 25 33 33 35 7 83.2 3.9 4.44 

88 160 17 4 7 31 41 36 15 9 89.4 5.6 4.25 

表 2. 年令階層 0-15才における風疹 HI抗体保有状況

年次検査数
風疹 HI抗体価 (4X 2 "の n値)

<1 1 2 3 4 5 6 7 8 主主 9 

82 501 277 10 15 18 10 14 47 52 44 14 

83 182 89 8 5 7 19 22 21 6 5 

88 172 88 l 2 13 27 28 9 4 

抗体保有率% 平均抗体価

主主 l 孟 7 (4X2"のn値)

44.7 21.9 5.92 

51.1 6.0 4.66 

48.8 7.5 5.44 

HI価 8倍以上の風疹 HI抗体保有率は，それぞれの年

次で44.7%，51.1%， 48.8%を示し，成人層の HI抗体

保有率に比べて低率であり，調査した低年令層の50%以

上は，風疹に対して感受性があることがわかった. しか

し，平均 HI抗体価で比較すると，成人層においては，

平均凹抗体価 4X 2 "の n値が4.25から5.96(幾何平均

値76-249倍)を示していたのに対して，低年令層は n値

が4.66から5.92(幾何平均値101-242倍)を示しており，

HI抗体を保有している者の平均 HI抗体価は，成人層と

の問に著しい変化はみられなかった.

1988年の結果をみると，抗体をもたない88名のうち63

名(71.6%)は 5才以下の年令層であった. 6 -15才の年

令層では，抗体を保有するものが84名中54名(64.3%)で

あった.このことは， 1988年においては 6-15才の年令

層で風疹の自然感染が多かったことを示唆している.

3.各年次における風疹 HI抗体保有率の回帰分析

15才以下の年令層の HI抗体保有状況を，回帰分析法

で解析し，その結果を図 1に示した.

この年令層における1982年， 1983年， 1988年の回帰直

線は，相関係数0.9515，0.8925， 0.9037を示し， 1 %の

危険率で強い負の相関性を示していた.また，それぞれ みると， 1982年は X=13.41， 1983年は X=9.72，1988

の年次における実視IJ値も回帰直線の95%信頼限界内に 年は X=10.35と大きい値を示していた.特に， 1982年

あった. は高い抗体価をもっ比率が大きかった.

回帰直線と Y軸との交点である HI抗体保有率の平方 次に， 16才以上の成人層における HI抗体保有状況の

根値は小さくなっており，低年令階層に感受性者が多い 回帰直線を図 2に示した.各年次における成人層での回

ことを示している.一方， X軸との交点である抗体価を 帰直線は，相関係数0.8888から0.9760の範囲にあり，

12 一一一 1982年

...1983年

一 1988年
A

U

O

凸

no

抗
体
保
有
率
の
平
方
根
値

、、
4 .、.、白、

"'.'， 

2ト.....'，

、

0123456789山1112 13 14 
HI抗体価 (8x 2"，のn値)

図1.各年次における15才以下の風疹 HI抗体保有率の

回帰直線
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図2.各年次における成年層の風疹田抗体保有率の回

帰直線

1%の危険率で強い負の相関性を示し，すべての実測

HI抗体保有率は回帰直線上の95%の信頼限界にあった.

調査した年次の HI抗体保有率の回帰直線と Y軸との

交点の値は， 10.28から11.60を示し著明な差はみられな

かった. しかし，回帰直線と X軸との交点の値は， 8.49 

から 11.20を示しており，集団での最大凹抗体価には

差がみられた. 1982年と 1983年はほぼ同じ値であり，

1984年次に大きくなり，それ以降の年次では小さくなっ

ている傾向がみられた.

成人層での回帰直線の位置変化からみると， 1984年次

が，抗体保有率，および最大抗体価ともに高い値を示し

た.

考 察

1977年 8月以降女子中学生を対象としたワクチン接種

が開始されて以来，風疹の流行は減少した. しかし，現

行のワクチン接種は風疹の流行阻止ではなく，妊娠初期

に風疹ウイルスに感染することによって生じる先天性風

疹症候群児4，5，10)の発生を予防することを目的として行

われている.そのため妊娠可能年令の女性のみを対象に

ワクチン接種が実施されている.現実には毎年のように

低年令層，特に幼稚園や小学校などでは流行を繰り返し

ている5) 大流行時には学級閉鎖や休校などで学校教育

に影響を及ぽすことはもちろん，脳炎・髄膜炎などの重

篤な経過をたどる場合も少なくないことがわかってい

る5)

今回の調査において，成人層における HI抗体保有率

は， 83.2%から97.6%と高率であり，風疹の生ワクチン

接種の効果が目立つ結果となった.

1984年の結果をみると， 8倍以上の抗体保有率が

97.6%， 512倍以上の抗体保有率が42.2%と高くなって

いた.さらに，平均 HI抗体価も高い値を示しており，

成人層において両値ともに最高値を示した. しかし，東

京都の結核感染症サーベイランス情報をみると 1984年は

風疹患者発生数が少ない年であった.このことは，風疹

の流行が局所的であったため，調査した場所での抗体保

有率のみが高かったことに起因するのかもしれない.こ

の推測は，非流行期でも，患者数は少ないながら流行期

と同じようなパターンで患者の発生がみられるという報

告からも示唆される 11)

15才以下の年令層における HI抗体保有率は，成人層

と比較すると低率(50%前後)であったが，平均Hl抗体

価では差がみられなかった. 15才以下の年令階層は，ワ

クチン接種の対象年令になっていない年令層であるので

(一部，ワクチンの任意接種で受けている者を含むが)， 

抗体を保有している者の大部分は風疹の自然感染を受け

た者と推測した.このことは， 15才以下の年令層が風疹

の好発年令層であることを示唆している.

米国においては， 1969年より風疹の流行阻止を目的と

して，乳幼児を対象に麻疹・ムンプス・風疹(MMR)三

種混合ワクチンの接種を実施している 12) わが国にお

いては，個々のワクチンにおいてそれぞれの感染症防止

に効果を上げているが，現行の予防接種法により接種時

期，接種年令などの関係で，同時に幼少児に接種するに

至っていなかったが， MMRワクチンの開発に伴ない

1989年より実効化されるようになった3) 今後は，

MMRワクチンの効果についても追跡調査する必要があ

ると思われる.

結
E壬b
回同

1982年から1988年の閑に，東京都内に居住する健康者

から採血した血清を用いて風疹 HI抗体保有状況を調査

し，つぎの結論を得た.

1 )調査した年次における成人層での風疹 HI抗体保

有率は， 83.2%から97.6%と高率で、あった.

2 )1982年から1984年における風疹 HI抗体保有率は，

特に高かった.

3) 15才以下の年令層での風疹 HI抗体保有率は，

50%前後と低率であったが， HI抗体を保有している者
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の平均 HI抗体価で比較すると成人層と差がなかった.

低年齢層で抗体を保有している者は，ワクチン接種対象

外の年令層であるので，自然感染によって抗体を獲得し

ていることが示唆されたと同時に，この年令階層が風疹

の好発年令であることがわかった.
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東京都内のインフル工ンザ検索成績

(1988年11 月 ~1989年 4 月)

山崎 清*伊藤忠彦へ新聞敬行*大貫奈穂美*

貞 升 健 志 * 薮内 清*

Prevalence of Influenza Occurred in Tokyo 

(Nov. 1988~Apr. 1989) 

KIYOSHI YAMAZAKI*， TADAHIKO ITO*， TAKAYUKI SHINKAI*， NAHOMIOHNUKI*， 

KENJI SADAMASU* and KIYOSHI YABUUCHI* 

Keywords:インフルエンザ Influenza，インフルエンザウイルス Influenzaviruses， H 1抗体H1 antibodies 

緒 広司

近年のインフルエンザ(以下「イ」と略す)の流行は，

同一時期に AH1型， AH 3型およびB型の三種1，2)ある

いは二種3-6)の異なったウイルスが混在して認められる

事がたびたびあった.今冬期の東京都における「イ」の

流行は，われわれが検索し得た範囲内では AH1型ウイ

ルスによる単一型であった.

本報では， 1988年11月から1989年4月までに，東京都

内で発生した「イ」様疾患による集団発生患者および渋

谷区内の医療機関を個々に受診した患者から採取した検

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 1988年11月上旬から1989年4月中旬までに，

集団かぜのため学級閉鎖等の措置がとられた都内の小，

中学校の計31集団146名(1集団約 5名)の擢患学童およ

び生徒を検査対象とした.また，流行予測事業の一環と

して，渋谷区内の数カ所の医療機関を受診した散発例の

「イ」様疾患々者28名(6歳-56歳，中15歳以下19名)も

合わせて検査した.

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174例をウイルス分離材料とし，発育鶏卵および

RD， Hep 2， Hela， vero355， MDCKの各種培養細胞を用

いて行った.検査術式は図 1に示した.

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H1試験と略す)を行った.それ

ぞれの検査術式を図 2・3に示した.

CF試験には「イ J A型， B型の S抗原(自家製)およ

びアデノウイルス抗原(デンカ生研製)を，また， H 1試

験には下記の「イ」ウイルスを抗原株として用いた.

AH 1型・ A/山形/120/86，A/東京/1208/88

AH 3型 .A/福岡/C-29/85，A/四)11/2/87

B 型・ B/長崎/1/87

このうち東京/1208/88は今期分離株，他の 4株は，す

べて今期ワクチン株である. CF， H 1試験共に回復期の

抗体価が急性期のそれに対し 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

患者の病因検索集団かぜ患者の病因検索状況を表 l

に示した.すなわち 1988年11月 9集団， 12月21集団，

1989年4月 1集団の計31集団について，ウイルス分離試

験ならび、に血清学的試験を行った.検索結果から16集団

(患者74名中25名)より「イ J AH 1型ウイルスが分離さ

れ，血清学的に明らかとなった 5集団を含め31集団中21

集団は「イJ AH 1型ウイルスによるものであった.残

りの10集団のうち 1集団は血清学的にアデノウイルスに

よるものと判明した. 9集団は病因ウイルスが明らかに

されなかったが，このうち 1集団(5名中 l名)に，パラ

インフルエンザウイルス 2型抗原に対する H 1抗体の有

意上昇が認められ，同ウイルスによる感染であることが

確認された.

病因ウイルスの混在が示唆される集団例として，「イ」

*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 
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図1.発育鶏卵および培養細胞によるウイルス分離試験

マイクロタイタ一法

被検血清・陽性血清をGVBS
(Gelatin-veronal緩衝液)
にて 8倍希釈

56"C30分非働化
↓ 

2倍階段希釈

至適抗原滴下
(25μI )混和

↓ 
5CH50/50μl調整

補体50μl滴下，混和

温潤容器に入れ密閉
40C Over night 

室温30分放置，感作血球 ←-

50μl滴下， 3rC80分混和
↓ 

遠心 (1，500rpm5分)

判定

感作血球擁の作成

市販緬羊保存血を必要量
脱脂綿で誼過する

遠心(2，500rpm 5分)
GVBSで 4回

①1.7%血球浮遊漉作成

②1，500倍溶血素液作成
(市販搭血素使用)

①と②を等量混和(充分に)
室温60分放置， 40COver night 

室温30分放置後使用

図2. インフルエンザ，アデノウイルス CF試験術式
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マイクロタイタ一法

被検血清・陽性血清. RDE処理(HA抑制物質除去)
( RDEで4倍希釈)
↓ 

3rc Over n jght 
↓ 

56
0C30分非働化

赤血球25μ|滴下(自然撰集素の除去・ニワトリまた
はモルモット血球)混和→ 4

0

C60分放置

遠心(2.500rpm 5分)上清分離
↓ 

2倍階段希釈
↓ 

至適抗原滴下(25μI)混和→室温60分放置

0.5%血球浮遊液50μ|滴下，混和→ 40C60分静置

判定

図3. インフルエンザ，パラインフルエンザウイルス H1試験術式

AH 1型ウイルスと他のアデノウイルスの混在が 1集団

に，また，後述する小球形ウイルス (Smallround struc-

tured virus以下 SRSVと略す)に対する血中抗体の有意

上昇が認められた 2集団であった.その後これら病因不

明の 9集団のうち検査材料が得られた 8集団については，

免疫電顕法(ふん便)および WB法(ペア血清)による

SRSVの検索を行った.その結果 6集団(30名中19名)の

患者に SRSVの感染が認められた.このように集団かぜ

のうち，従来よりいわれていた下痢および眠吐などの症

状を伴う「いわゆる胃腸炎型感冒」といわれる症例の中

にSRSV感染症が含まれていることが示唆された7.8)

散発例患者については. 1988年11月2例. 12月26例の

計28例の検査材料について検索を行った(表 2).この結

果「イJ AH 1型ウイルスが12株分離されたが，残り 16

例はウイルス分離試験陰性であり，病因を明らかにする

ことはできなかった.また，ウイルス分離試験陰性で，

かつ回復期血清が得られなかった16例の中には急性期血

清に「イ J A型，およびアデノウイルスに対してすでに

表1.集団かぜ、患者の病因検索状況

酔エt.-. 断 ウイルス分離 血清学的試験
検 索 検索

発生年月旬 インフル インフ jレ インフルパラインフル
集団数 件数

AH 1型アデノ 不明 AH 1型 アデノ AH 1型 2型 アデノ

1988. 11上 1 1 5 

中 2 1 1 10 1 4 4 

下 6 4 2 30 2 14 1 

12上 11 7 4 47 6 16 1 

中 10 8 2 49 14 32 

1989. 4中 1 1 5 2 4 

計 31 21 l 9 146 25 70 1 5 
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表 2.散発例患者の 病 因 検 索 状 況

エjj;?人 断 ウイルス分離 血清学的試験

発生年月旬
検 索

インフ jレ インフル インフル
件 数

AH 1型 不明 AH 1型 AH 1型アデノ アデノ アデノ

1988. 11下 2 2 

12上 18 8 10 8 2 

中 8 4 4 4 3 

計 28 12 16 12 5* 

*全例ウイルス分離陽性

8 >8 言十
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表 3.1988年11月一1989年 4月インフルエンザ AH1型ウイルス分離陽性者の H1試験成績

B/長崎/1/87
〈1 1 2 3 45 6 

回復期
A/東京/1208/88(H 1 ) 

<1 1 2 3 45 6 7 8 >8計
1 2 1 1 5 

1 1 1 3 
1 2 4 
1 3 1 6 
1 2 3 

1 1 

A/山形/120/86(H 1 ) 
〈1*1 2 3 4 5 6 7 8 >8 言十

1** 1 
3 1 1 5 

1 2 
1 3 
3 9 
1 2 
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4 
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1
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A/福岡/C-29/85(H 3 ) 
1 2 3 4 5 6 7 8 >8計

3 
4 
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<1 
1
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1
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4
5
6
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るH1抗体の保有を128倍以上で比べると前者は13/23

(52.2%)後者は 5/23(21.7 %)と前者が約2.4倍上回っ

ている.このことはワクチン株と分離株との問に，抗原

的な差によることもあろうが， AH 1型ウイルスは1977

年に出現して以来，若干の抗原変異を繰り返しながら現

在に至っていることから，この間の感染経験あるいはワ

クチン接種歴を反映し，その結果として急性期に高い抗

体を保有する例が多く認められるものと考えられる.

なお，今冬期の「イ」様患者ペア血清において AH3 

型およびB型ウイルス株に対して CFおよびH1抗体の

有意上昇例は l例も認められなかった.

以上のように今冬期の東京都における「イ」の流行は，

高い CF抗体価を保有するものが多く認められた.この

ことは，これらの患者はすでにある程度病日が経過した

状態で開業医を受診した結果と考えられる.

「イJAHl型患者のHI試験成績 「イ J AH 1型ウイ

ルス分離陽性者のうち急性期およぴ回復期のベア血清が

得られた23例について，供試5抗原ウイルス株に対する

H 1抗体価の変動を表 3に示した. AH 1型である山形

/120/86(ワクチン株)と東京/1208/88(今期分離株)

両者に対する急性期および回復期における H 1抗体価な

らびに抗体保有率を比較すると，急性期にすでに高いH

I価を保有している例が多く，このためこれらの例では

抗体上昇率も小さいものであった.両者の急性期におけ
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AH 1型ウイルス単ーによるものであると認められ，全

国的にも同ウイルスが流行の主体であった. しかし一部

の県においては， AH3型あるいは B型ウイルスとの混

合感染があったと報告されている9)

まとめ

1.東京都内における1988年11月上旬から1989年4月

中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 AH1型ウイルスを主因

とする流行であった.また， AH 1型ウイルスの流行に

先行してアデノウイルスによる感染が認められた.

2. IイJ AH 1型ウイルスを病因とする集団例のうち

1集団(5名中 1名)に，アデノウイルスに対する CF抗

体価の有意上昇が認められ，同一集団内に「イJAH 1 

型とアデノウイルスの混在が確認された.また，病因を

明らかにできなかった 1集団(陽性者5名中 1名)に，パ

ラインフルエンザウイルス 2型抗原に対する H1抗体の

有意上昇が認められた.
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東京都における麻疹抗体保有状況 (1984-1988年)

吉田靖子へ矢野一好 * ， 薮 内 清*

Seroepidemiological Survey of HI Antibody 

against Measles Virus in Tokyo in 1984-1988. 

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

Keywords:血清疫学 seroepidemiology，HI抗体価 HItiter，麻疹ウイルス measlesvirus，ワクチン接種 vaccina-

tion，回帰法 regressionmethod 

緒 自

麻疹は「はしか」とも呼ばれ，麻疹ウイルスの感染に

よって起こる急性発疹性ウイルス疾患である.

その感染予防の手段であるワクチン接種は， 1978年

(昭和53年)より，定期接種として全国的に開始された.

ワクチンの普及に伴ない患者発生数は年々減少してきた

が， 1983年末頃から1984年春にかけて同疾病の流行が確

認されている 1，2) その背景には，ワクチン接種率が全

国的に60-70%に留まっており 3)，まだまだ十分とはい

えない現状がある. したがって，感受性者の蓄積という

新たな問題が生じている.

東京都においてはここ数年，小学校内においてすでに

ワクチン接種を受けている児童を含めて，集団的に麻疹

に羅患した例が相次いで起きた.その原因を究明するた

めの一環として，都内に居住する健康者，特に15才以下

の乳幼児，児童を対象に麻疹ウイルスに対する HI抗体

価の保有状況を調査した.

本稿では， 1984年から1988年にかけて採取した血清に

ついて年令階層別の麻疹 HI抗体保有状況，およぴワク

チン接種歴と抗体保有の関係について調査した結果を報

告する.

材料および方法

1.健康者血清被検血清は，都内に居住する生後7

か月から 15才までの健康者452名から採取し，試験時ま

で-20"Cのフリーザーに凍結保存した.採取年次は，

1984年から1986年および1988年とし，採取月は，いずれ

の年次も 6月から10月までとした.

2.麻疹 HA抗原使用した HA抗原は，麻疹ウイル

ス(豊島株)を KB細胞で培養して増殖させ，遠心分離に

より精製したのち Tween80・エーテル処理を行い，ウ

イルス粒子を分解して HA分画のみの浮遊液とし，安定

剤として牛血清アルブミンを加えて凍結乾燥した市販品

(デンカ生研)である.本試験には， 4凝集単位/

0，025mlに調整した抗原を使用した.

3. HI試験 1984年から 1986年にかけて採取した血

清260件については， r麻疹ウイルス HI試験用試薬キッ

トJ(デンカ生研)を使用した.本試験に使用したミドリ

ザルの赤血球液は，ミドリザルの新鮮赤血球液をアルデ

ヒドで固定したのち，凍結乾燥したものを0，4%濃度の

赤血球浮遊液として調整した.ヒト血清における正常凝

集素を取り除くための血球液は，サルの新鮮赤血球をア

ルデヒドで固定したものを使用した.試験法としては，

キットに記載されたマイクロタイター法の手技により V

型リジットマイクロプレートを用いて行った.

1988年に採取した192件の血清は， ミドリザルの新鮮

赤血球と U型リジットマイクロプレートを用いて，常

法4)により HI試験を行った.

4.回帰分析法調査結果の統計処理は，調査した集

団の累積抗体保有率を求め，最小二乗法により，それら

の値とずれの少ない点を通る回帰直線を算出し，その直

線の位置変化によって，集団の抗体保有状況の変化を分

析した.グラフ上の回帰直線の位置は， Y軸(累積抗体

保有率の平方根値)の交点(ここでは HI抗体価註 8X20 

の抗体保有率の平方根値)と ，x軸(HI価 8X 2 nの n

値)の交点(ここでは保有率が0%になる抗体価，計算上

の最大抗体価)の 2つによって規制される. この 2つの

*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 Metroporitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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表1.麻疹ウイルス HI抗体保有状況の年次推移

平均 HI抗体価*抗体保有率

( n孟 1) 

% 

凹抗体価(4 X 2 nのn値)
検査例次年

x土SD

1984 

1985 

1986 

1988 

4.24土1.52 

2.75土1.29

2.90土1.24

2.09土1.03

72.6 
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83.3 

72.3 

主主 7 

6 

6 

戸ヘ
υ
噌
1
ム

nノ“

5 

R
u
q
d

ワ
ω

A
比

ι

咽
E
よ

4 

Q
d
q
d
n
b
η
t
 

3 

η
'
'
ρ
h
v
a生

F
D

1

i

1

4

q

J

 

2 

4ゐ

P

O

η

L

に
d

1

1

4

 

1 

q
L
P
0
4
4
4

口口A
生

<1 

η
3
の
i
o
o
q
d

つω
O

O

R

υ

84 

128 

48 

192 

*平均 HI抗体価=4 X 2 nのn値

元=n値の平均値

SD=標準偏差

一一一 1984年

1985年

一 1986年

一一 1988年

五百、、ノ

↑
盲
目
一

一

口
一η
t

一

の

一
ワ
白

、4
6
x

-
0
6
 

4
E
d
 

L

価

、、

-

1

V
内

¥¥‘
¥
4
4
M川

、
、
一

4
4
4

旬

、

、

、

一

T
ム

弘

、

、

ム

3
H

1
 

‘、、
、¥・・

¥
¥
~
.
 

、
、
、
.

、

¥

¥

、、、
、
、
、
、
・
・

、1
¥

‘、、
、‘、、

n汎
》

円

，

，

e.

《

h

u

F

h

υ

a

a

抗
体
保
有
率
の
平
方
根
値

3 

l 

。

2 

9 2 l 

図1.麻疹 HI抗体保有率の回帰分析による年次推移

を示している.

2.調査年次ごとの年令階層別 HI抗体保有状況から

みた麻疹の流行実態各年次ごとの調査結果を， 2才以

下， 2 -3才， 4 -5才， 6-10才， 11-15才の 5段階

の年令階層に区分し，各年令階層別における抗体保有率

と平均 HI抗体価の年次変動をみた(図 2). 

2才以下の年令階層においては， HI抗体保有率の年

次変動が13.3-29.0%を示しており，他の 4段階の年令

階層に比較して顕著に低率であった. しかし，平均 HI

抗体価でみると，各年次とも他の年令階層よりも高い値

を示していた(幾何平均値203倍， 38倍， 32倍， 23倍). 

値で各抗体価別の計算上の保有率は決まってしまう.こ

の方法で解析すると，調査集団の HI価 8倍以上の保有

率は，流行の拡大または規模を，計算上の最大抗体価と

なる数値は，大きくなるほど近い過去に多くの感染者が

あったことを示すことがわかっている.

結果

1.麻疹 HI抗体保有状況の年次別推移からみた麻疹

の流行実態都内に居住している 7か月の乳児から15才

の学童計452名から採取した血清について，麻疹 HI抗

体価を測定し，年次別に抗体保有状況を集計した.その

結果は表 1にまとめた.

1984年， 1986年，および1988年においては，麻疹 HI

抗体価 8倍以上の保有率がそれぞれ72.6%，83.3%， 

72.3%となっており顕著な差はみられなかった. しかし，

1985年には32.0%となっており抗体保有率の一時的な低

下が認められた.

年次別における平均 HI抗体価で比較すると， 1984年

においては， 4 X 24
.
24

(幾何平均値76倍)と高値を示し

たが， 1985年は 4X 22
. 75(同27倍)， 1986年は 4X 22

.
90 

(同30倍)， 1988年は 4X22
.
09

(同171音)となっており，

1984年を除いて著者な差はみられなかった.

次に，調査年次ごとの集団レベルでの HI抗体保有状

況の推移を統計学的に解析した.調査年次別の累積抗体

保有率から求めた回帰直線は図 1に示したとおりである.

求めた各年次の回帰直線の相関係数は， 0.961， 0.993， 

0.985， 0.993と強い負の相関性を示しており，今回の解

析に導入した統計処理の方法が適切であったことが裏付

けられた.

回帰直線のY軸， x軸との交点の値を指標にして，麻

疹の流行規模を推測すると， 1984年の値がY=9.41，X 

=8.98で，他の年次に比べて最も大きい値を示した.こ

のことは， 1984年次に大きな麻疹の流行がみられたこと
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図2.年齢階層別にみた麻疹 HI抗体保有率と平均抗体価の年次推移

このようにワクチン未接種者が多い集団で，他の年令階

層より高い平均 HI抗体価を保有しているということは，

自然感染により麻疹に羅息した乳児が存在していたこと

を示している.

また，他の年令階層においても， 1984年における平均

HI抗体価は高く，麻疹がこの年次に流行したことを示

唆した結果となった.

3.全調査年次をまとめて年令階層別に集計した HI

抗体保有状況の推移からみた麻疹の流行実態 4年間の

調査成績をまとめて，前記の 5段階の年令階層に分類し，

麻疹 HI抗体保有状況の推移をみた(表2). 

その結果， 2才以下の年令階層における HI抗体保有

率は， 21.3%と一番低かったが，他の年令階層では68.0

-75.9%の範囲となり顕著な差は認められなかった.

一方，平均 HI抗体価で比較すると， HI抗体保有率の

一番低かった 2才以下の年令階層で 4x 23・29(32倍)と

最高値を示した.この年令階層は，ワクチン接種をして

いない階層であるため自然感染により高い HI抗体価を

獲得した乳児が存在していたと推測された.

次に，年令階層別における麻疹 HI抗体保有率を回帰

分析法で解析して，年令階層別の回帰直線を図 3に示し

た.各回帰直線の相関係数は，それぞれ， 0.986， 0.990， 

0.998， 0.996， 0.991と負の強い相関性を示しており，

ここでも回帰分析法の有用性が確認された.

表2.年令階層別にみた麻疹 HI抗体保有状況の推移

年令階層 HI抗体価(4X 2 nのn値) 抗体保有率 平均Hl抗体価*
検査例 (n孟 1) 

(才) <1 1 2 3 4 5 6 詮 7 % x土SD

< 2 80 63 2 3 6 3 1 l 1 21.3 3.29:1:1.61 

2-3 100 32 12 22 17 7 7 1 2 68.0 2.79土1.46

4-5 98 28 16 24 18 4 5 3 71.4 2.53土1.34

6-10 120 35 18 17 18 14 12 3 3 70.8 3.07土1.63

11-15 54 13 12 11 13 3 2 75.9 2.32土1.13

*平均 HI抗体価=4 X 2 nのn値

元=n値の平均値

SD=標準偏差



4.99)を示しており，この年令階層の学章が麻疹流行時

に感受性者となることは少ないと思われた.

4. ワクチン歴と HI抗体保有状況の解析 ワクチン

接種歴と HI抗体保有状況の関連性を，年令階層別に分

類して表 3に示した. 2才以下の年令階層では，検査し

た80例中 9名のみがワクチンを接種しており(接種率

11.3%)， 7名が HI抗体を保有(HI抗体保有率77.8%)， 

2名が抗体陰性でワクチンが“Take"していなかった.

一方，ワクチン未接種群71名のうち10名は既に抗体を保

有していた(HI抗体保有率14.1%). この年令階層にお

いてワクチン接種者と未接種者との抗体保有率の差を検

定(X 2検定)してみると， 1 %の危険率をもって両者に

有意な差がみられた.

また， HI抗体保有状況を比較してみると，ワクチン

接種者 9名における平均 HI抗体価は 4X 22
.
43(21倍)を

示していたのに対して，未接種者71名中抗体のある10名

の平均凹抗体価は 4X 23
.
90(60倍)とワクチン接種者よ

り高い値を示していた. 2 -3才， 4 -5才の年令階層

におけるワクチン接穏者と未接種者の HI抗体保有率の

差の検定を行うと， 1 %または 5%の危険率で両者間に

有意な差がみられた. しかし， 6-10才， 11-15才の年

令階層においては，有意差がみられなかった.

考察

麻疹は発熱，発疹などの症状に加えて，肺炎，脳炎，

中耳炎などの合併症が知られており， 2-4 %の致命率

があるといわれている6) さらに，いわゆる Slowvirus 

infectionとして， SSPE(亜急性硬化性全脳炎)の発生が

知られており 812)，麻疹感染後数カ月から数年して発病

し，進行性で極めて予後の悪い疾患で多くの場合致死的
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Y軸との交点を比較すると， 2才以下の年令階層にお
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であり，小児にとって重篤な疾患である 13，14)

麻疹ウイルスは極めて感染力が強いことから，予防法

の一つであるワクチン接種が重要である. 1978年10月か

ら定期予防接種として実施されるようになってからは接

種率が向上したものの， 1984年においては全国的な麻疹

の流行がみられた.麻疹のワクチン接種率と感染防御の

関係については，接種率50%では麻疹の流行に関して無

防備であり， 70%でも流行は阻止できず， 80-90%で初

めて流行をある程度抑制できると報告されている 15)

今回の調査対象者のワクチン接種率は， 2才以下の

11.3%を除けば， 77.8-88.0%と高率であった.通常，

麻疹ワクチンの接種は， 1才6か月から 3才までに行わ

れている.今回調査した 2才以下の年令階層の中で，ワ

クチン未接種者は71名であった.そのうちの10名は HI

抗体を持っており，ワクチン接種前に麻疹に，罷患し，高

いHI抗体価を獲得していた.このことから，自然感染

で獲得した抗体価は，ワクチン接種で獲得した抗体より

高いことが明らかになった.

ワクチン接種歴と HI抗体保有との関係をみると，ワ

クチン接種者における凹抗体保有率は，各年令階層と

も69.9-77.8%の範囲であったが，ワクチン未接種者の

うち 6-10才， 11-15才の年令階層の HI抗体保有率は

それぞれ77.8%，91.7%であった.自然感染と思われる

グループでは高い抗体保有率が認められた. しかし， 2 

才以下では14.1%，2-3才では41.7%，4-5才では

50.0%と低く，この年令階層が感受性者になることを示

唆している.また，各年令階層において麻疹ワクチンを

受けているもののうち，抗体を保有していない比率が

22.2-30.1 %みられ，麻疹ワクチンの“Take"しなかっ

た例と考えられる.早川16)らの報告においても，麻疹

ワクチンを過去に受けていながら，後で麻疹lこ4罷患、した

例がある.この原因については，ワクチンが "Take"し

なかったか，ワクチンの輸送，保存，更には接種時に何

らかの問題が発生したためと推測している.

結論

1984年から1988年にかけて採取した 7か月から15才の

乳幼児および児童452名の血清について，麻疹ウイルス

に対する HI抗体価を測定し，その結果を基に疫学的な

解析を試みた.

1.麻疹 HI抗体保有率は， 1985年の32.0%を除けば，

72.3-83.3%と高い値を示していた.平均凹抗体価は，

1984年が4x 24
.
24(76倍)と高くなっていた.

2. 回帰分析法で解析すると， 1984年において計算上

のHI抗体保有率の平方根値，最大 HI抗体価とも値が

大きく，この年次における麻疹流行の規模が大きかった

ことを認;めた.

3. 5段階に分けた年令階層別に HI抗体保有率をみ

ると， 2才以下の年令階層で低率であったが，ワクチン

未接種で抗体を保有していた個体の平均 HI抗体価は高

い値であった.

4. 低年令階層(2才以下， 2 -3才， 4 -5才)では，

ワクチン接種群と未接種群との聞に， HI抗体保有率の

有意差がみられた.
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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4報)

安中散抽出液およびAnethole液 3時間処理Anisakis1型
幼虫のウィスター系ラットに対する感染抑制効果

村 田 以 和 夫 へ 宮 沢 貞 雄*，安田一郎**，
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Effect of Chinese Medicine for Helminth (IV) 

Inhibitory Efects on the Experimental Infection for Wister-Rats with Anisakis Type 1 Larvae， 
treated with Extract of Antyu-san and Emulsion of Anethole 
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larvae，安中散抽出液 Extractof Antyu.san，アネトール液 Emulsionof anethol巴，ウィスター系ラット Wister.
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はじめに

著者らは1-3)， 1988年に寄生虫に対する漢方薬の有効

性に関する研究で， Anisakis 1型幼虫に対する in.vitro

での運動抑制効果を検討した結果，漢方薬(胃腸薬)のい

くつかに有効性が認められ，安中散の構成生薬 8種のう

ち4穫に致死的または強い運動抑制効果のあることを報

告した.また，安中散の構成生薬のうち桂皮と菌香の

Anisakisに対する遥動抑制物質は，それぞれ Cinamic

aldehydeとAnetholeであることを報告し，今後，安中

散の成人 1日量の頓服または鮮魚生食前後の予防内服は，

アニサキス症の発症予防に期待がもたれると考察した.

そこで今回は， Wister系ラットを用いて，安中散抽

出液または Anethole懸濁液 3時間処理 Anisakis幼虫の

感染実験を行い，対照群と共に初感染群， 2回およぴ3

回感染群の in.vivoにおける感染抑制効果について検討

し，これら薬剤の使用による本虫感染予防に関するいく

つかの知見が得られたので報告する.

材料および方法

材料:中央却売市場より購入の，北海道羅臼産スケ

トウダラ32尾，兵庫県境港および茨城県波崎港水揚のマ

サパ計120尾から Anisakis幼虫を採取して， 0.4%魚介

類用生理食塩水(NaCl水)中で活発な S字状運動を呈す

るAnisakis1型幼虫のみを選別して実験に供した.

実験方法:1)感染前の予備実験;既報1)の irトvitroで

の実験方法に従い， Anisakis 1型幼虫の運動性およぴ

0.65%寒天ゲル内侵入試験を行った.被検i夜としては，

Anethole 29.0および13.8mg/Polyethyleneglycol 600， 

0.5g加， 0.4% NaCl水100ml液およぴ安中散 3分包/

0.4% NaCl水150ml，室温振とう抽出・遠沈上清液を調

製し，各々20mlをシャーレに分注後， 40-50隻の虫体

を侵漬， 10分， 1時間， 3'時間後の Anisakisの運動性

をしらべた.また，対照として0.4%NaCl水を用いて

同様に本虫の運動性を比較観察した.各被検液3時間侵

j責の虫体のうち，対照として 6隻， An巴tholeと安中散

抽出液から 4隻ずつ， 0.65%寒天ゲル上に移して侵入数

と侵入時間を観察した. 2)感染実験;Wister系ラット

( 8週令合)初感染群20頭， 2回感染群 6頭， 3回感染群

9頭計35頭を実験に供した.初感染群では，安中散抽出

液用 6 頭，安中散懸濁液29.0mg および~13.8mg/100ml

の両濃度用各 3頭および，未処理・対照用の 8頭のラッ

* 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 

* The Tokyo Metroporitan Research Laboratory of Public Health 

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

ホ*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科

***東京都衛生局環境衛生部食品機動監視班小石川第 1班
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トを各々軽くエチルエーテルで麻酔した後，ピンセット

を用いて，各 3時間処理 Anisakis幼虫を10隻ずつ経口

投与した.投与24時間後の剖検により腹腔内を精査した

後，胃・消化管を切開して本幼虫の回収を図るとともに，

胃・腸内容物および感染の翌日排出使からの虫体回収を

行った.便中の虫体は水道水で軟化させ， 4号飾を用い

て流水で洗浄後回収した. 2回感染群では，実験ラット

6頭に対し，未処理 Anisakis幼虫を同一ラットに初感

染後74日目に再び経口投与して 2回目投与24時間後の

剖検により，幼虫の回収を行った. 2回目の感染実験に

際して購入したサパでは， Anisakis幼虫の寄生数(率)

が少なく，実験に必要な絶対数が得られなかったため，

安中散処理幼虫の感染実験を中止した. 3回感染群では，

安中散抽出液処理虫体の感染に 5頭，未処理・対照虫体

の感染に 4頭，計9頭を実験に供した.安中散抽出液処

理 Anisakis幼虫は，同一ラットに初感染から21日後に

2回，さらに再感染から53日後の 3回，同手順によりそ

れぞれ 1頭当り 10，6， 6計22隻を経口投与して，最終

投与後24日寺聞の剖検により幼虫の回収を試みた.

実験成 績

感染 Anisakis1型幼虫の in-vitroでの運動性および

寒天ゲル侵入試験:表1に示すとおり，初感染群ラット

に投与する Anisakis幼虫を対照と Anethole液および、安

中散抽出液処理群に区分して，運動性および寒天ゲル侵

入能力について比較試験を行った.その結果，対照群で

は，魚から採取後10分-3時間，虫体運動性に全く変化

が見られず，また被検虫体全てが7-60分以内での寒天

ゲル侵入能力を有していた.一方， Anethole処理群で

は， 10分後に運動性が低下し， 1時間処理によってすべ

て運動性を失った.同時に 3時間処理虫体は寒天ゲル侵

入能力も失活した.なお，実験中，ピンセットにより損

傷を受けた 2虫体は除外した.安中散処理群では， 10分

経過後S字状運動がやや減弱し始め， 1時間後に29/40

が固有の巻き込み自発運動となり， 3時間後には28/40

が，ピンセットで刺激してやっと動きが判かる程度にま

で運動性の低下が認められた.また，寒天ゲル侵入能力

は， 2/4に認められたが，侵入時間は 3-15時間を要し

た.

安中散抽出液および Anethole液 3時間処理 Anisa圃

kis 1型幼虫の Wister系ラットに対する感染実験成績:

表 2に示すように，安中散処理および Anethole処理

Anisakis幼虫のラットに対する感染実験では，初感染

群と 3回感染群のいずれも感染が成立せず，胃壁穿入，

腹腔臓器紫膜面の生存虫体は見出されなかった.また，

胃内容物と腸内容物中の生存虫体も両処理群では見出き

れなかった.高濃度の Anethole処理群では，胃内容物

中に投与30隻のうち13隻が死虫で見い出され， しかも内

4隻は，かなり消化作用を受け形態も不明瞭であった.

また，低濃度の Anethole処理群においても，投与虫体

30の内 4隻が死虫として見い出されたが，高低両濃度処

理群ともに，投与翌日の便中には全く虫体が見出されな

かった.

安中散処理群で特に注目される点は，投与翌日の便中

に見出された生存虫体が初感染群で 7，3回感染群で 2，

死滅虫体は初感染群と 3回感染群の両群共に11隻で，合

計31隻と投与総数170の18.2%を示したことである.一

方対照群においては初-3回感染群における感染成立

ラット数は，それぞれ2/8，6/6， 3/4頭と，実験に用

いたラットの11/18(61.1 % )であった.さらに，投与し

た総数のうち胃壁穿入虫体数は，各群4/80，9/120， 8 

/120合わせて21/320(6.6%)にすぎなかった.感染成

立ラットを母数とする Anisakis幼虫の平均胃壁穿入数

は1.91隻(21/11)，また胃腸壁を穿孔して腹腔，臓器紫

膜面に見い出された生存虫体は， 2回および3回感染群

に各 2隻あって，感染ラット11頭の平均胃腸壁穿孔虫数

は， 0.36(4/11)，穿孔頭数(%)は11例中 2例(18.2%) 

であった.

剖検時の肉眼所見:対照の初感染群， 2回および3回

感染群計35頭の剖検の結果， 2回感染群のラット 1頭の

腺胃大湾部に出血斑が認められ，肝臓と胃の関に遊離し

て1虫，また腹腔左背側腹膜面に 1虫が離脱して俳佃し

ているのが認められた.さらに，小腸回盲部に粘血便の

充満が認められた.また， 3回感染群ラット 1頭の小腸

回盲部紫膜面に中等度のうっ血と，腸管膝に粘血便の充

満が認められた.牌臓と勝臓接合部(血管，勝管集合部)

から Anisakis2隻が一部を突出させ，活発に動いてる

様子が観察された(写真1および2参照). 

各群の切開・反転した胃および， Anisakis 1型幼虫の

穿入状況については，写真 3-6に示したが，感染非成

立群の胃粘膜面は平滑で良好な色調を呈しているのに対

し，対照の 2回および3回感染群の Anisakis穿入胃粘

膜面は粗雑な分泌物または粘膜剥離物と考えられる白濁

粘調物質に覆われ，生理食塩水をいれた洗浄ビンからの

流水圧によって容易に剥離，流出した. しかしながら，

74日間に 2-3回の感染実験を繰り返したにもかかわら

ず，腹膜炎の主徴である腸柴膜面や腹膜の癒着および腹

水の貯i留は全く認められなかった.また，前回投与の死

滅虫体と思われる虫体の残骸及び好酸球性肉芽腫を想定



点込。。表1.感染 Anisakis1型幼虫の in-vitroでの運動性および寒天ゲル侵入試験

0.65%寒天ゲル侵入試験

侵入虫体数/被検虫体数(侵入時間)

性動運
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安中散(市販)

3分包/150ml・NaCI水

/ 。
40 40 

40 

40 

10 分

1時間

3時間

29 

12 

11 

(3-15時間)

0.5g加O.4%NaCI水100ml

4 / 2 28 

注)※:AnethoJe 13. 8mg/Polyethylen己600
十+t-:活発な S字状運動を示すもの
十十:静置状態またはシャーレ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
+:ピンセットで虫体を刺激した時のみ微弱な運動を示すもの
-全く動きを示さないもの

安中散抽出液およびAnethol液 3時間処理 Anisakis1型幼虫のウイスター系ラットに対する感染実験成績表 2

翌日排出便中虫数

(死) 切断

腸内容

生(死)虫数

胃内容

生(死)虫数

腹腔・臓器

生存虫数

胃壁穿入

生存虫数

染

数立

感

成

経口投与

虫 体 数

実 験

ラット数
処理方法群

生

6 11 7 0/60 0/60 0/60 0/60 0/6 10/頭6 ※l 安中散

0 
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。
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0/30 

(13/30) 
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初感染群

。。3 0/80 2/80 0/80 4/80 2/8 10/頭8 ※4 日百立す

0・02.0 5・02/120 3/120 2/120 9/120 6/6 10・10/頭6 0.4% NaCl氷2回感染群

0/110 0/110 0/110 0/110 0/5 10・6.6/頭安中散 2.1・510・1・00・2・05 ※1 

0・1・0

注)※ 1 安中散(散剤) 3分包/150ml・0.4%NaCl水・室温振とう抽出・遠沈上清液20mlで3時間処理
※ 2 : Anethole 29. Omg/Polyethylene glycol 600 O. 5g加・ 0.4%NaCI水100mlで 3時間処理
※ 3 "13.8mg/ 。ク

※ 4 対照=0.4%NaCI水

5.1・01・6・03/120 0/120 2/120 8/120 3/4 10・10・10/頭4 ※4 自召立す
3回感染群
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させる臆癒は，全く認めることができなかった.

考察

Anisakisの実験動物に対する感染性に関して，大石

ら4)(1974)，Ruiternbergら4)(1970)はウサギを用いた，

本虫の胃・消化管穿入能力について報告している. しか

しながら，これらの報告は本虫の起病力を推定するため

の試みであって，抗 Anisakis作用を有する薬剤を検索

する目的としては in引 troにおける各種の実験成績が報

告されているものの，当時動物実験による感染防禦効果

を追求する試みは全くなされていない.最近，大島ら5)

(1989 )はメベンダゾール(mebendazole)の抗 Anisakis作

用について， in.vitroの実験では本幼虫殺滅効果は認め

られなかったけれども，本剤を飼料 1kg当り 400mg添

加したものを与えたラット群では， 1頭当り 10隻の幼虫

を投与した対照群と比べ，強い胃壁寄生排除効果を示し

たことを報告している.また，本剤の in.vitroにおける

グルコース摂取阻止作用により，幼虫の消化管内寄生に

よる人アニサキス症では，幼虫排除効果が期待されると

述べている.今回著者らが行った実験は， Anisakis幼

虫をシャーレ内で 3時間薬液処理した後，ラット 1頭当

り6-10隻を投与して， 24日寺間後の剖検により，虫体の

回収を試みたもので，薬剤投与による排虫効果を試みた

大島らの実験とは若干意図が異なる. しかしながら，安

中散および Anethole処理方法の胃腸壁穿入能力が，完

全に失活したという成績が得られたことにより，本剤の

予防内服によって，本虫感染の防止という期待が一層高

まったといえよう.

大島らが実験に用いた Mebendazol巴には， Anisakis 

に対する殺虫効果が無いと報告されているが，著者らが

行った実験では， (未発表)Thiabendazol巴208μg/mlも

また，本幼虫に対する殺虫効果は認められていない.両

剤は，人体の消化器系寄生線虫に対する広域駆虫剤とし

て開発され，これまで広く用いられて来たものであるが，

この成虫に対する駆虫剤は， Anisakisの様な幼線虫に

対して殺虫効果を示さず，また作用機序も全く異なるも

のと推察される.これら薬剤に対し，安中散抽出液と菌

香の有効成分である Anetholeの対 Anisakis殺虫効果は

明らかで，安中散の成人 1日量(3分包)/150mlNaCl 

水抽出液では24時間で本幼虫の自発運動を停止させ，ま

たAnethol巴の13.8mg/100mlNaCl水懸濁液では， 1時

間で完全に本虫の運動性を停止し得た.また Anethole

の最小致死濃度は 250μ g/mlで，類似構造物質の

Phenylpropanoid 6種すなわち， engenol， methyleugenol， 

isoeugenol， safrol， cinnamic aldehydeおよび cinnamil

alchoholの最小致死濃度は，いずれも 125μg/ml-500 

μg/mlであることが，著者ら6)(1988)によって報告さ

れている.これら生薬由来の有効物質の作用機序は必ず

しも明かではないが，少なくとも in.vitroでの実験では

Anisakis幼虫の頚部損傷現象が一定の濃度と処理時間

の組合せにより観察されている.本虫の頚部損傷現象は

10分一 1時間以内で死滅する濃度の場合には認められず，

24時間処理以上の長時間生存する濃度条件の場合にのみ

全被検虫体に発現し，また再現性のある現象でもある.

今回採用した薬剤濃度は，成人の胃の容積を 11と仮定

して，服用可能量での感染防止効果を検討するために設

定したものである. Anethole処理虫体の多くが死滅虫

体としてラットの胃内容物とともに見出されることから，

本剤の殺虫効果は，安中散抽出液と比べかなり高いもの

と思われるので，今後さらに低濃度域の検討が必要であ

る.

最後に，ラット対照群の Anisakis感染率は，初感染

群で25%(2/8)， 2回感染群で100%(6/6)， 3回感染

群で75%(3/4)と推移しているが，肉眼的剖検所見およ

び，前回投与した死滅虫体の残骸が見出されなかったこ

となどから， 2カ月半位の経過観察期間では感作回数と

過敏反応にもとずく重度の炎症や肉芽腫形成および感染

率の上昇との相関が認められなかったので，今後，感作

と病態変化に関する実験では更に長期の観察期間が必要

と思われる.

まとめ

in.vitroでの対 Anisakis殺虫または運動抑制効果を有

する漢方胃腸薬，安中散(散剤)抽出液と本剤を構成する

生薬のうち菌香の有効物質 Anethole懸濁液で 3時間処

理した Anisakis1型幼虫を Wister系ラットに投与して，

対照群の本虫感染成立数，胃腸壁穿入または穿孔数，虫

体回収数，および肉眼的剖検所見等について比較する目

的で実験を行った.その結果，安中散抽出液と

Anethole懸濁液処理群では，全く感染が成立せず，対

照群にのみ感染が成立し，虫体投与24時間後の剖検で胃

壁穿入生存虫体および腹腔臓器より生存虫体を回収し得

た.この成績から，安中散の予防内服により本虫が完全

に死滅し得ないとしても，胃腸壁への穿入または穿孔を

防止した上，翌日便中への虫体排出を促進し得るものと

考察した.

謝辞本研究実施に際し，貴重なご示唆とご指導をい

ただいた，横浜市立大学医学部の大島智夫教授ならびに

岐阜大学医学部の大友弘士教授に対し， i采湛なる謝意を

表します.
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(本研究は，昭和63年度当衛生研究所課題研究および

衛生局環境衛生部食品監視課の先行調査の一環として

行ったもので，本研究の概要は日本寄生虫学会東日本大

会1989年10月で発表した.) 
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写真説明:NO.1 ラット胃大湾部に認められた出血斑(矢印) :対照群・ 3回感染

NO.2 ラットの牌臓・勝臓接合部に侵入した Anisakis ク ・ ク

NO.3 ク 胃壁・牌・ 1羽織に穿入した 。 ク ・ ク

NO.4 A:安中散抽出i夜3時間処理幼虫 3回感染ラットの正常胃壁

B:対照・ 0.4%NaCl水 3時間処理幼虫 2回感染ラ 7 トの胃墜に穿入する Anisakis

NO.5 初感染群:ク ク ク l回感染ク

NO.6 2回感染群:写真NO.4-Bの拡大写真: (矢印-Anisakis 1型幼虫の穿入部位)
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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5報)

香辛料の Anisαkis1型幼虫に対する運動抑制効果

安田一郎*高野伊知郎*，浜野朋子へ瀬戸隆子*，

高橋奈穂子*村田以和夫**，宮沢貞雄**，

小田 稔***，渋谷智晃***

Effect of Chinese Medicine for Helminth (V) 

Inhibitory Effects with Several Kinds of Spice 

on the Activity of Anisakis Type 1 Larvae 

ICHIRO Y ASUDAへ ICHIROTAKANO*， TOMOKO HAMANOへ TAKAKOSETOへ

NAHOKO TAKAHASHIへ IWAOMURATA **， SADAO MIYAZAWA * *， 

MINORU ODA * * * and TOMOAKI SHIBUY A * * * 

Keywords:漢方薬 chinesemedicine，香辛料 sp1ce，生薬 crudedrugs，寄生虫 helminth，アニサキス I型幼虫

Anisakis Type 1 Larvae，運動抑制効果 inh出 toryeffect on activity，ターメリック turmeric，畿金 Curcω仰

long，乱

緒 日

既報1，2)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，in vit仰において安中散(散剤)をはじめ

とする数種の漢方薬，生薬製剤がAnisakis1型幼虫に

対し運動抑制効呆を示すことを報告した.また，前報3)

では，ラットを用いた本虫の感染実験を行い，安中散

(散剤)とそれに含まれる活性成分 anetholeで処理され

た虫体は，胃壁穿入などを起こさないことを明らかにし

た.

安中散は胃痛，腹痛，胸やけ，食欲不振などに用い，

菌香，桂皮，良美などの生薬が配合された漢方薬であ

る4)が，これらの構成薬材中，芳香性を示す生薬は各々，

本虫に対し，殺虫効果や，強い運動抑制効果を示すもの

が多い5) また，これら芳香性生薬は，フェンネル，シ

ナモンなどとも呼ばれ，一般家庭でも香辛料として広く

用いられている.一方，大石ら 6)は，一部の香辛料の精

油に殺虫効果があることを報告している.そこで今回，

一般家庭で用いられている各種香辛料の Anisakis1型

幼虫に対する運動抑制効果を検討した.また，強い運動

抑制効果を示したターメリック(生薬名:修金)に着目し，

各市場品の活性比較を行うとともに活性画分の分画を試

みた.

実験の部

1.材料

香辛料の一部は漢方薬にも用いられるが，その名称に

混乱がある.そこで，実験材料として用いた香辛料の名

称を整理じ，基原植物名，使用部位とともに表 lに掲げ

た.今回実験に用いた23種の香辛料のうち，ターメリッ

クを除いた22種は1988年の東京市場品であり，ターメ

リックは， 1982年及ぴ1988年，都内で購入したインド産

2ロット， 1989年中国各都市で購入した中国産 4ロット，

計6ロットを使用した.

2.被験液の調製

* 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 Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

M 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 1班

¥ 
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名称

1 ジンジャー ginger生菱

2 マジョラン marJoram

3 ガーリック garlic大蒜

4 サボ、リー savory

5 セージ sage

6 メース mace豆慈花

7 アニス anise

8 セロリ celery

9 カルダモン cardamom小豆楚

10 フェネグリ-fenugreek胡直巴

11 コリアンダー coriander胡妥子

12 クミン cumin馬芹

13 チンピ citrus(unshiu)陳皮

14 ローレル laurel，bay月桂葉

15 オレガノ ongan

16 オールスパイス allspice百味胡板

17 フェンネル fennel菌香

18 グローブ clove丁子

19 ペッパー pepper胡淑

20 ナツメグ nutmeg肉豆楚

21 シナモン cinnamon桂皮

22 タイム thyme

23 ターメリック turmeric穆金

表 1 実験 材 料

植物名

ショウカ、、Zingiberofficinale Rose 

ハナハツカ M日勾J

オオニンニク Alliumsa品tivl叫4帥?η隅?勿IL.F. Pμek肋i白仇ne仰n附tωse6 

キダダ、チハツカ Sat:ωz叫4げreiωahor付te仰?判IS幻isL 

サルビア Salviaofficinalis L. 

ニクズク1¥⑪risticafragr，仰 sHouttuyn 

アニス PimPinellaanisum L. 

セルリ Api叫 刑 graveolensL 
カーダモム Elettariacard側側umMaton 

コロハ Trigonellafoen叫隅司graecumL 

コエンドロ Coriandrumsativum L. 

ヒメウイキョウ Cumin叫 刑 cyminumL 

ウンシュウミカン Citrus附 IshiuMarkovich 

ゲッケイジュ Laurusnobilis L. 

ハナハッカ Origanu刑 vulgareL. 

ピメント Pimentaofficinalis Lindl. 

ウイキョウ Foenic叫l叫mt叫19areMill 

チョウジSyzygiu隅 ar，ωnatic叫mMerr. et Perry 

コショウ PiPer叩igru刑 L.
ニクズク Myristicafragrans Houttuyn 

ケイ Cinnamom叫 畑 cassiaBlume 

タチジャコウソウ Thymust叫19arisL 

ウコン Cur，ωmal仰 gaL. 
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被験液は，チンピを除いた各香辛料については，粉末

3.0 gを量り， 0.4%魚介類用生理食塩水(トlaCl水)3伽 l

を用いて，室温で30分間振とう抽出後， 15分間遠心分離

し，その上澄液とした.チンピの被験液は粉末1.0gを

量り，同様の方法で調製した.

3. Anisakis 1型幼虫の採取

北海道羅臼産スケソウダラ，兵庫県境港および茨城県

波崎港水揚げのマサパより Anisakis1型幼虫を採取し，

0.4% NaCl水中で活発な S字状運動を示す虫体を実験

に供した.

4.活性スクリーニング

被験液20mlを標準とし，径 9cmのガラス製シャーレ

に入れ， 1群 5-11虫体の， 10分， 60分， 24時間，室温

処理後の各幼虫の運動性を観察した.スクリーニングの

対照液としては，被験液の代わりに0.4%NaCl水を用い

た.運動性の評価は既報7)に準じ，活発な S字状運動を

示すものを(判+)，静置状態またはシャーレに弱い衝撃

を与えると自発的固有運動(巻き込み運動)を示すものを

(++ )，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.運動抑制効果は以下の通りであ

る.

致死的運動抑制効果:60分処理で虫体の過半数が(一)

を示す.

強い運動抑制効果:24時間処理で虫体の過半数が(一)

を示す.

~~い運動抑制効果: 24時間処理で虫体の過半数が(十)

を示す.

5.ターメリックの活性画分の調製

東京市場品(1988年)のターメリック粉末30gをとり，

水40伽 lを加え，ときどき振り混ぜ5時間浸出し，さら

に16-20時開放置した後，ろ過した.ろ液の1/10量は

水抽出エキスフラクションとして活性スクリーニングの

被験液とした.ろ液の残りはヘキサン30伽11で3回，ク

ロロホルム30ω叫lで 2回，さらに水飽和ブタノール

30伽11で 2回抽出し，ヘキサン画分，クロロホルム画分，

ブタノール画分及ぴ水商分に分けた.それぞれの溶媒を

減圧留去し，さらに24時間，減圧乾燥させ，重量を測定

した.そして，それぞれの蘭分のターメリック3.0g相

当分を 1% polyethylene glycol 600を含む0.4%NaCl水
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anise， オールスノfイス allspice， ナツメグ nutmeg， タ

イム thyme， ペッパー pepper及ぴ表 3に掲げるターメ

リック turmericの 8種であった.弱い運動抑制効果が

現われた香辛料はガーリック garlic， ローレル laurel及

びオレ方、ノ onganの 3種で，全く運動抑制効果が現わ

れない香辛料は 7種であった.即ち， 23種の香辛料中，

運動抑制効果の現われたものは16穫で，全体の約 7割相

当数であった.漢方製剤，生薬に比べ2)その割合は高い.

2. 各種ターメリックの運動抑制効果

ターメリックは熱帯，亜熱帯アジア，中国，台湾，九

州などで栽培され，カレー粉，沢庵漬などlに多く用いら

れる香辛料である.漢方薬では，芳香性健胃薬として使

用されているが，その名称は欝金，郁金，美黄などさま

ざまであり B)，品質的にも問題の多い生薬といわれてい

る9，10)そこで，日本，中国の各地で産地の異なるターメ

リック 6種を購入し，実験材料とした.外観，性状は，

40， 1989 報年写
川
パ

7
h
mド

2伽uに懸濁し，試料液とした.

結果漫び考察

1.香辛料のスクリーニング

ターメリックを除く香辛料22種のスクリーニングの結

果は表2に示した. 60分間処理で致死的運動抑制効果の

現われた香辛料は，セロリ celery，カルダモン carda

mon，クミン cumin，グロープ clove，シナモン cinna.

monの 5種であり，特にグローブは10分間処理で運動

抑制効果が現われ， 11/11の虫体が(+)の運動性を示し

た.大石ら6)もグローブの精油， 0.01%溶液の 2時間処

理で殺虫効果を認めている.活性成分について考察する

と，グロープには精油が15-20%含まれ，精油の70-

85%が eugenolであり 7)，eugenolの0.02%溶液に活性が

認められる6)ことから，本香辛料の殺虫成分は eugenol

であると推定される.強い運動抑制効果が現われた香辛

キヰは，ジンジャー ginger， サボリ-savory，アニス

偉3京東

各種香辛料の Anisakis1型幼虫に対する運動抑制効果表 2

24時間処理時間+会被 60分10分

十十十十十 + 
判定

1 ジンジャー

2 マジョラン

3 ガーリック

4 サボリー

5 セージ

6 メース

7 アニス

8 セロリ

9 カルダモン

10 フェネグリー

11 コリアンダー

12 クミン

13 チンピ

14 ローレル

15 オレガノ

16 オールスパイス

17 フェンネル

18 グローブ

19 ペッパ-

20 ナツメグ

21 シナモン

22 タイム

0.4% 生理食塩水
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各種ターメリックのAnisakis1型幼虫に対する運動抑制効果表 3

24時間60分10分処理時間検被
場(産地) 判定
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東京(インド)

東京(インド)

上海(淑江省)

見明(広西省)

見明(雲南省)

成都(四川省)

強い運動抑制効果

弱い運動抑制効果

市

7 2 1 

*2 

* 1 

効果を判定したところ，表4の結果を得た.即ち，活性

は水抽出エキスの 3%しか移行しないヘキサン画分に集

中した結果となった.ターメリックには文献上ジアリル

ヘプタノイドとともに turmerone，zingibereneなどのセ

スキテルペノイド11，12)の存在が知られている.クロロ

ホルム画分には curcuminなどのジアリルヘプタノイド

が多く含まれ，一方，ヘキサン圏分にはセスキテルペン

などのテルペノイドが含まれている(安田:未発表).こ

のことは，活性物質がこれらテルペノイドである可能性

を示唆するものである.

まとめ

香辛料23種について Anisakis1型幼虫に対する運動

抑制効果を調べたところ，グローブ，シナモン，クミン，

カルダモン，セロリに致死的運動抑制効果が現われた.

強い運動抑制効呆を示すターメリックに着目し，外観性

状のやや異なる 6ロットについて再度検討したところ，

中国成都市で購入した四川省産 1ロ1ットは，他と比較し

てやや弱い効果を示した.天産物である香辛料には異

なった品質のものがあり ，Anisakis 1型幼虫に対する運

動抑制効果も品種により異なる.ターメリックに含まれ

るA制 sakis1型幼虫の殺虫成分は，活性画分の検討の

いずれの切断面も黄色一黄褐色を呈するものであるが，

形態はやや互いに異なる.清涼感のあるにおいも同一で

はない.これらの運動抑制効果の結果は表3に示したが，

6ロット中 5ロットのものにほぼ同等の強い運動抑制効

果を認め，残る 1ロットは弱い運動抑制効果を示した.

このターメリックは中国四川省産 Curlωmalongaの塊根

部分を乾燥させたもので，現地名で郁京と呼ばれる緑総

欝金であり，他のものに比べ黄味は乏しいものであった.

3. ターメリックから活性画分の分離

ターメリックの主成分は黄色色素群で， curcuminに

代表されるジアリルヘプタノイドである 9) 既報2)で報

告した Anisakis1型幼虫の殺虫物質 anetholeの24時間

における最低致死濃度 250μg/mlを基準に， curcumin 

の運動抑制効果を判定したが効果は全く現われなかった.

そこでターメリックの活性画分の検索をすすめた.

ターメリック 30gから強い活性を示す水抽出エキス

5.61 g (収率18.7%)を得，この一部を分液ロートを用い

た液ー液抽出によりヘキサン画分，クロロホルム画分，

ブタノール面分，水面分に分けたところ，水抽出エキス

の3.0，5.1， 9.8， 82.1%が各画分に移行した.各画分

について初めのスパイス3.0g相当分をとり，運動抑制

ターメリック・水抽出エキスと各画分の Ani抑制s1型幼虫に対する運動抑制効果

毛皮 24時間60分

引トト十十 + 
処理時間 10分

運動性制トト-H-

中食
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結果， curcuminなどのジアリルヘプタノイドではなく，

セスキテルペンなどのテルペノイドではないかと推察さ

れた.

謝辞:本研究にあたり，ご指導いただいた国立予防衛

生研究所寄生虫部影井昇室長，岐阜大学医学部大

友弘士教授に深謝いたします.
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凍結乾燥血清の GOT，GPT測定時の

乳び，ビリルビン，ピルビン酸の影響について

小林千種*，蓑輪佳子へ大石向江*，一言 庚*

Effect of Turbidity， Bilirubin and Pyruvate Concentration 
on Measurement of GOT and GPT Activity in Freeze-Dried Serum 

CHIGUSA KOBAYASHI*， KEIKO MINOWA * 

HISAE OISHI* and HIROSHI HITOKOTO* 

Keywords:外部精度管理 externalquality control，凍結乾燥血清 Iyophilizedsera， GOT， GPT 

緒 日

臨床化学検査における外部精度管理では市販の凍結乾

燥血清が調査試料としてよく利用されている.凍結乾燥

血清は新鮮なヒト血清と比べてマトリックスが違うため

に，異なる測定法で検査した場合に検査値に差が認めら

れることが知られている 1)，2) 

昭和63年度に実施された都区保健衛生連絡協議会主催

の生化学精度管理調査における GOT，GPTの集計結果

から Reitman-Frankel法(以下 R-F法と略す)は UV法

(GOTの MDH-UV法， GPTの LDH-UV法)と比べて約

2倍の平均値であったことが報告された.昭和63年度以

前はこの精度管理調査でこのような現象は見られなかっ

た.

UV法は血清の乳ぴ，ピリルピン，ピルビン酸等によ

る測定上の影響は除かれた方法であるのに対し， R-F 

法はこれらによって正の誤差を受けることが知られてい

る3) このことから，精度管理調査に用いた凍結乾燥血

清の試料がこれらの妨害物質と関係していたことが推定

された.

R-F法が高値に偏る測定値を出した原因として，乳

ぴ，ピリルピン，ピルビン酸が GOTとGPTの測定に

及ぽす影響を検討したので報告する.

方法

試料:昭和63年度都区保健衛生連絡協議会主催の生化学

精度管理調査の試料 1と2を用いた.これらと比較のた

め，同一商品の別ロットである凍結乾燥血清 A(正常

域)と B(異常域)も用いた.

GOTとGPTの測定方法:市販の R-F法による用手法

試薬キット(ユニキット GOT，ユニキット GPT:C社

製)，標準液に2.0mMピルビン酸リチウム溶液(GOT.

GPT標準液:和光純薬製)，目立220A型分光光度計を

用いた.検体ブランクの測定は基質液に発色試薬 1(ジ

ニトロフェニルヒドラジン溶液)と血清を同時に加え，

以後の操作は添付の説明書に従った.

濁度(乳ぴ)の測定方法:工業用水試験法(JISK 0101)の

ホルマジン標準液を用いる透過光濁度により測定した.

総ピリルピンの測定方法:ミカエルソン法による市販自

動分析用試薬(オートセラ BIL:第一化学薬品製)，日立

705型生化学自動分析装置を用いた.

ピルビン酸の測定方法:市販の UVエンドポイント法に

よる用手法試薬キット(ピルベートテスト: ベーリン

ガー・マンハイム・山之内製)， 日立 22 0 A型分光光

度計を用いた。

希釈試験方法:試料 1と2について蒸留水で0/5から

5/5まで 6希釈系列を作製し， GOTとGPTの測定値及

ぴ検体ブランク値を 2重視IJ定し，直線性の有無を検討し

た.

妨害物質の添加試験4).干渉チェック A(国際試薬製)の

乳ぴとピリルピン C，2.0 mMピルビン酸リチウム水溶

液(和光純薬製)，孔径0.22μmのメンプランフィルター

でろ過したヒトプール血清を用いた.乳ぴ溶液はあらか

じめ蒸留水で 5倍に，ビリルビン溶液は 2倍に希釈し，

乳ぴ，ピリルビン，ピルピン酸溶液を蒸留水で0/5から

5/5まで 6希釈系列を調製した.各希釈液を乳ぴ，ピリ

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科 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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表1.都区保健衛生連絡協議会による生化学精度管理調査の集計結果

59 

G 0 T 

R-F法* MDH-UV法* 平均値の差

G P T 

R-F法* LDH-UV法* 平均値の差

昭和62年度

N 7 25 
試料1 75:1: 6 50:1: 7 25 
試料2 131:1: 9 134:1:21 3 

昭和63年度

N 5 26 
試料1 145:1: 8 62:1:11 82 

試料2 205土 9 134土19 72 

* Mean :1: SD 

表 2.R-F法における検体ブランク値

GOT* GPT* 

試料 1 62 55 

試料2 50 49 
A 26 

B 17 

* Mean(N : 2) 
- 測 定せず

ルピン溶液の場合はプール血清で10倍に，ピルビン酸溶

液は 8倍に希釈したものについて GOT，GPTを5重測

定した.

結果と考察

昭和62年度と63年度における都区保健衛生連絡協議会

による生化学精度管理調査の GOT，GPTの集計結果を

表 1に示した. R-F法の平均値と UV法の平均値の差は，

昭和62年度では大きな差がないのに対し，昭和63年度夕、

はGOTで72-82単位， GPTで49-59単位もの方法聞の

差があり， R-F法の平均値が異常に高い結果となった.

昭和63年度の精度管理調査で用いられた凍結乾燥血清

の試料 1と2をR-F法で測定したときの検体ブランク

値の測定結果を表 2に示した.この値と表 1に示した昭

和63年度の 2法の平均値の差を比較すると， GOTでは

試料 1，2とも検体ブランク値より 20単位大きかった一

方， GPTでは 2法の平均値の差と検体ブランク値はほ

ぼ同じであった.また，試料 1，2と同一商品で異なる

ロットの凍結乾燥血清 A とBの検体ブランク値と比べ

ると，試料 1，2は検体ブランクの高く出るロットの血

清であることが考えられた.

試料 1， 2について R-F法による測定の直線性の有

無を希釈試験により検討した結果を図 1に示した. GPT 
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図 1.R-F法による GOT，GPTの測定における直線性
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は試料 1，2とも測定値，検体ブランク値は直線を示し

て測定の直線性が認められた. しかし， GOTに関して

は測定値では試料 1，2とも，検体ブランク値では試料

1が上向きの曲線，試料2の検体ブランク値のみ直線で

あり，直線性はなく，高値に偏る傾向が認められた.精

度管理調査の GOTの集計で 2方法の平均値の差が検体

ブランク値より 20単位大きかったのはこのためであると

思われた.

以上のことから，試料 1， 2における 2つの測定法問

の測定値に差がでる原因は，試料として用いたロットの

凍結乾燥血清の検体ブランクがたいへん高いものであっ

たこと， R-F法による GOTの測定に直線性がなく高値

に偏ることの 2点により R-F法による測定値が高値に

偏ったためであることが確認された.

次に， R-F法による測定の妨害物質として知られて

いる血清中のピリルピン，ピルビン酸，乳ぴについての

影響を添加試験により検討した結果を図 2に示した.い

ずれの 3種類の妨害物質とも添加濃度が上がるにつれて

正の誤差が高くなることが認められた.凍結乾燥血清中

に含まれる 3種の妨害物質の濃度を測定した結果を表3

に示した.これらの結果より，それぞれの妨害物質によ

る測定値へ及ぽす誤差の大きさを添加試験の結果から推

定したものを表4に示した. 3穏の妨害物質による誤差

の合計は， GOTの場合，試料 1，2それぞ、れ+19単位，

+18単位に対し，表2に示された検体ブランク値と比較

すると試料 1，2でそれぞれ62単位， 50単位であり，検

体ブランク値のほうが大きかった.試料 1， 2のGPT

の場合も同様の結果であった.一方，試料 1，2と別の

ロットである凍結乾燥血清 A とBについては， GOTの

検体ブランク値はそれぞれ26単位， 17単位(表 2)で， 3 

種の妨害物質による誤差の合計はそれぞれ+27単位，+

16単位(表4)であり，両者の値はほぼ同じ大きさであっ

た.このことから R-F法による測定で検体ブランクと

なる原因は，凍結乾燥血清中のビリルビン，ピルビン酸，

ttJの影響 ピリjレピンのtf響 ピルビン酸の影響
70 r 60 

カ 60ト ~ 50 2戸....E) 50 

Jし 50ト~ 40下 40 

メ 4H 、日ふく 30ト 30 
ン
単 30たふ十イて 20 

位 20

I~L有マデ 10 

100 100 200 300 400 500 o 2 4 6 e 10 12 14 50 100 150 200 250 
乳ぴ糊峨度(ホlレマジン濁度勝 ピリjレピン糊晴度句gldQ) ピルビン酸糊晴度(μIl10112) 

@oGOT ~GPT 

図2. R-F法による GOT，GPTの測定値へ及ぼす妨害物質の影響

表 3.試料の性状

総ビリルピン* ピルビン酸* 乳ぴ
吸光度(525nm)

(mg/dl) (μmol/l) (ホルマジン濁度数)

試料 1 1.2::!::0.0 142土 4 283 0.894 

試料 2 3.6::!::0.0 107土 1 228 0.883 

A 1.4土0.0 105土 4 592 1.652 

B 4.1土0.0 75::!:: 4 239 0.898 

* Mean土SD(N: 5) 
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表4. R-F法による GOT. GPT測定時の妨害物質による誤差の推定(カルメン単位)

G 0 T 

ピリルピン ピルビン酸 字L び

試料 1 。 十10 + 9 

試料 2 + 3 + 7 + 8 

A 。 + 7 十20

B + 3 + 5 十 8

乳びの 3種類の妨害物質によることが確認された. しか

し，試料 1，2についてはさらにそれ以外の妨害物質の

存在または血清中に添加された動物臓器由来酵素の酵素

反応性の違い等が考えられた.

今回行った実験により，昭和63年度の GOTとGPT

における精度管理調査で調査試料として用いた凍結乾燥

血清に問題点があることが判明した.精度管理調査を実

施する上で市販の凍結乾燥血清を調査用試料として用い

る場合，各測定法における測定値の差が極力小さいロッ

トの血清を選択する必要があることを明らかにした.

要約

昭和63年度の都区保健衛生連絡協議会主催の生化学精

度管理調査の GOTとGPTにおいて， R-F法と uv法

との聞で測定方法別平均値に大きな差が現われた.その

原因は調査試料として用いた凍結乾燥血清中の乳ぴ，ピ

リルピン，ピルビン酸の 3種の妨害物質によって R-F

法による GOTとGPTの測定に高値の偏りを与えたも

のと考えられた.

R-F法による GOTとGPTの測定をしたところ調査試

料の検体ブランク値が異常に高く，また GOTのみ調査

試料の測定において直線性がなく高値に偏る傾向がある

ことが認められた.これにより， R-F法による測定値

G P T 

言十 ピリルピン ピルビン酸 乳ぴ 言十

十19 。 十 9 + 6 +15 

十18 + 1 + 6 + 5 +12 

+27 。 十 6 +13 +19 

十16 + 1 十 5 + 5 +11 

が高値に偏り精度管理調査の集計で測定方法別平均値に

差が現われたことが確認された.また，調査試料である

凍結乾燥血清中の乳ぴ，ピリルピン，ピルビン酸の 3種

の妨害物質が R-F法での測定上，正の誤差を与えたこ

とを確認した. 3種の妨害物質とさらに別の妨害物質あ

るいは血清中に添加された動物臓器由来の酵素の酵素反

応性の違いなどが高い検体ブランク値となった原因であ

ると考えられた.

精度管理調査を実施する上で市販の凍結乾燥血清を調

査用試料として用いる場合，各測定法における測定値の

差が極力小さいロットの血清を選択する必要があること

を明らかにした.
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神経芽細胞腫のマス・スクリーニングに関する検討(第 6報)

尿中カテコールアミン代謝終末産物の定量値と検査材料の関係

武 士 俣 邦雄*

Studies on Mass-screening Methods for the Neuroblastoma (vn 
Criticism on Sample for Quantitative Analysis of Urinary Vanillylmandelic Acid 

and Homovanillic Acid with High Performance Liquid Chromatography 

KUNIO BUSHIMA T A * 

Keywords:尿中のパニリルマンデル酸およびホモパニリン酸 urinaryvanillylmandelic acid and homovanillic 

acid，検査材料の検討 criticismon sample，神経芽細胞腫 neuroblastoma，高速液体クロマトグラフィ一定量分析

quantitative analysis with high performance liquid chromatography 

当所では，昭和58年度から，生後6ヶ月の乳児を対象

にして，神経芽細胞臆のマス・スクリーニング検査事業

を，東京都衛生局実施検討委員会の答申に従って行って

きた1)

この検査は，尿中に排出されるカテコールアミンの代

謝終末産物の 1つであるパニリルマンデル酸(以後VMA

と記す)を，パラニトロアニリンとジアゾ結合させ，そ

のアルカリ呈色々素の検出度合で，腫蕩の有無を判断す

る定性試験法で行っていた2) この化学反応、を用いる検

査方法は，検査材料の作製および検査手技の違いに基づ

いて，スポット法3)およぴデイップ法4)のこ法に分けら

れている.

しかし，これらの化学的発色検査方法では，食餌に由

来する類似呈色物質が，尿中に出現した事に起因する偽

陽性のために，繰り返して検査を受ける被検児の多い事

も認められた5) 更には，カテコールアミン代謝終末産

物のホモパニリン酸(以後 HVAと記す)およびパニリル

乳酸は，本発色検査法ではその色調が淡いために，検出

が困難である.従って，これらの分泌が充進する型の本

腫蕩は，見落される危険性のある事も指摘されている 6)

これらの事態を踏まえたうえで，厚生省は母子保健法

規関係を昭和59年に改正し，本事業を国の施策として位

置づけた.また，昭和62年には，その検査方法も定性発

色法に替えて，高速液体クロマトグラフィー(以後

HPLCと記す)装置を用い，それぞれのカテコールアミ

ン代謝終末産物について分離定量し，その定量値に基づ

いて判定する方法を採る事を推奨すると共に，各自治体

の検査機関を指導した.

しかし，当局の研修要網では，検体の取り扱い方およ

び検査術式ならびに成績判定基準であるカットオフ値の

設定など，全て各検査機関の独自性に任せ，体系的に手

引きされていないのが実状である 7)

そこで，各検査機関で採用している検査材料について

調査したところ，原尿，尿滴下乾燥鴻紙又はその打ち抜

きディスクならびに尿デイップ湿潤或は乾燥櫨紙および

それらの部分切断片など，極めて多様であった8)

何の検査においても同様であるが，分析検査技術以前

の問題として，その目的とする検査の材料が，正しくか

っ安定的に提供および保管される事が要求される.

そこで， HPLC装置による尿中の VMAおよび HVA

の分離分析値と検査材料の関係について検討したところ，

検査材料の状況および取り扱い方の相違によって，精度

に大きな影響を及ぽす事が判明したので報告をする.

実験

1.薬品および器材

1 )VMAおよび HVA標準物質(米国シクボマ社製の純

品)2 )リン酸ーナトリウム， 3)エチレンジアミン四酢

酸二ナトリウム(以後 EDTA-2 Naと記す)， 4)水酸化

ナトリウム， 5)L (+)ー酒石酸， 6)ピクリン酸(以上は

いずれも和光純薬工業側社の特級品)， 7)クレアチニン

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科 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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標準液(三光純薬(総社製)， 8)アセトニトリル， 9)酢酸

エチル(以上は関東化学側社製の HPLC用)， 10) 11自J紙，

No. 2および No.63，11)メンブランミクロフィルター，

再生セルロース製， 0.45μm孔，直径47mm(以上は東洋

減紙会社製)， 12)ガラス製フィルターホルダー(柴田科

学器械工業側社製)， 13)蓋付スクリユースピッツ， 14) 

サンプルチューブ， 15)各容量マイクロピペット(エッペ

ンドルフ社製)， 16)へアードライヤー

2. 調製試薬および HPLCカラム

1 )HPLC移動相 :pHメーターを用いて， 4 N水酸化

ナトリウム水溶液で pHを2.8に調整した0.05Mの酒石

酸水溶液 9容とアセトニトリル 1容の割合で混合し，

0.45μm孔のメンプランミクロフィルターを付けたガラ

ス製フィルターホルダーで吸引i慮、過した後，ヘリウムガ

スで脱気して分析に供した.

2 )カラム:ユニシル QC18，粒径10μm，口径4.6mm，

長さ25cmの分析用充填カラム(ガスクロ工業(械社製)を使

用した.

3 )実験用薬品処理漉紙:2.5% EDTA【 2Na水溶液お

よび5%リン酸ーナトリウム水溶液のそれぞれに，前記

した NO.63の液紙を浸潰した後に，プラスチック製網上

で、水平に保って乾燥させた.

3.分析装置および計測機器

1 )HPLCシステム:HPLCポンプ(LC-4 A)，オート

サンプラー (SIL-2 A)，カラム恒温槽(CTO-2 AS)，ク

ロマトデータ処理装置(C-R3 A)，フロッピーディスク

ドライブ(FDD-1 A)， (以上はいずれも島津製作所製)

に電気化学検出器(VMD-501型，柳本製作所製，以後

ECDと記す)を接続して，保持時間で同定したクロマト

ピークの面積を計測し， VMAおよび HVAの標準物質

の絶対検量線面積との比例配分で定量値を算出した.

2 )比色分析装置:マイクロプレート光度計(MTP-12

型，コロナ電気(槻社製)を用いてクレアチニンの濃度を

定量した.

3 )pHメーター(240型，英国コーニング社製)

4.実験材料およびその作製方法

1 )原尿(成人AおよびBの個人一時尿)

2 )前記したNO.63およびその薬品処理j慮、紙を 1cmX 

2 cmの大きさに裁断し，それぞれの溶紙片に原尿を100

μlずつマイクロピペットを用いて浸潤させ，各片を個

別の蓋付きスクリュウ試験管に入れて密栓した.それら

の試験管を，分析検査当日まで，摂氏4度の冷蔵庫およ

び摂氏25度ならぴ摂氏37度の両温度のフラン器の中に保

管した.

3 )前記したNo.2のj慮、紙に原尿を50μlずつマイクロ

ピペットを用いて滴下し，ヘアードライヤーを用いて急

速乾燥した後に，シリカゲルを入れて湿度を30%以下ま

で低下させた乾燥庫(東芝ドライボックス DC-85)で，

分析検査当日まで保管した.また，分析検査には，クロ

マトビューキャビネット (C-70G米国 UVP社製)を用

いて，各尿滴下乾燥滅紙に尿が浸みている部分を確認し，

その円周上を鉛筆でなぞり 各部分を直径 5mmで打ち抜

いたディスクおよび全体を切り取って細断したものを検

査材料として用いた.

5.分析操作方法

1 )尿中の VMAおよびHVA

検査材料→ pH2.8の0.05M-酒石酸水溶液1.0mlで撹

搾溶出→酢酸エチル2.0mlで撹枠抽出→遠心分離(1，500

rpm/2分)→上層(酢酸エチル層)1.0mlをサンプル

チューブに分取→遠心エパポレーター(佐久間製作所製

EC-57 C)を用いて酢酸エチル層を蒸発乾国→サンプル

チューブのそれぞれに移動相液を250μ1(ただしディス

クの場合には100μ l)ず、つ注入→撹排溶解→HPLC注入

(ただし，打ち抜きディスクを検査材料とした場合には，

ディスク 2枚について同様に処理し，定量値を半分にし

てディスク当りの含有量とした.) 

2 )HPLC稼動条件

イ)カラムおよび移動相:前述した通り.

ロ)試料注入量:10μl. ただし，検査材料がディスク

の場合は20μlを注入した.

ハ)流量:1.0ml/分

ニ)カラム恒温槽温度:摂氏40度

ホ)EC D感度:設定加電圧 +0.8ボルト

参照電極 Ag/AgCl 

感 度 10ナノアンペア

ヘ)記録紙送り速度:5.0mm/分

ト)定量値テーリング処理:保持時間 3-6分の聞を

タイムプログラムで処理した.

3 )尿中クレアチニン

原尿を， pH2.8の0.05M一酒石酸水溶液で10倍に希釈

し，その100μlに0.75N-水酸化ナトリウム水溶液およ

び0.04Mーピクリン酸水溶液の等量混合液を200μlずつ

加え，撹祥混合した後に30分間放置して比色分析を行っ

た.なお，吸光度の計測は，予め前記したマイクロプ

レート光度計でマイクロプレートのブランク吸光度を測

定したのち，各ホールにそれぞれの呈色試験液を200μl

ず、つマイクロピペットを用いて分注し，その計測吸光度

をブランクで補正して， Jaffeの反応に基づいた濃度と
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して定量した9)

結果および考察

1.抽出法による尿中の VMAおよびHVAの定量分

析値の再現性

前記したNO.63のi慮、紙の 1cmX2cmの細片 5枚に，成

人Aの一時尿をマイクロピペットを用いて100μlずっ

それぞれに浸潤させ，直に前述した方法に基づいて

VMAおよび HVAを抽出し，保持時間による同定法で

定量分析を行った.この保持時間による同定では，

HPLC分離分析の性質として， VMAおよびHVAのそれ

ぞれ以外の物質も同一視して測定している事もあり得る

が，以後両物質の定量値として記述して考察する.

A: HVA 
240 I 

"----------，， / 
F刃4三ー， ローーーーーーーーー-ーロ

量 /l"" / 
分

I 1/  " I ，，，- /' 、、、‘

析 ¥J 
値

変
。2 4 6 8 13 20 

動

率 120L 

ィミι% 
) 

。2 4 6 8 13 20 

経 過 日

表1.抽出法による尿中の VMAおよびHVAの定量分

析値の再現性

VMA (μg/ml) HVA (μg/ml) 

1.0577 2.1256 
1.0256 2.0797 

定量分析値 1.0378 2.0755 
1.0107 2.0848 
1.0274 2.026 

平均値 1.03224 2.07832 

標準偏差 0.0154596 0.0316985 

変動係数 0.0149767 0.0152119 

B: HVA 
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図1.採尿後の保管温度と経過日数による VMAおよびHVA定量値の変動

(クレアチニン濃度:A =112.1mg/dl， B =200.2mg/dl) 

0-0 4'C (冷蔵庫)，口一口 25'Cおよぴムーム 37'C(フラン器)
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このようにして分析した試料 5件の VMAおよび

HVAの定量値を表 1に示す.

表 1.から明らかなように，この分析方法による尿浸

潤液紙中の VMAおよび HVAの定量値は，両者共にお

よそ土1.5%変動する事が認められた.

2.原中の VMAおよびHVAの経日変化

1 )保管温度の影響

成人AおよびBの一時原尿を，ネジ付スピッツ試験管

に100μlずつ分取し，密閉してから前記した各温度で

保管したものを検査材料として，採尿当日およぴ 2，4， 

6， 8， 13ならびに20日間の各経過日に，前述した分析

方法に基づいて VMAおよびHVAの定量分析を行った.

これらのAおよびBの採尿当日の定量値(A: VMA= 

5.3216μ g/ml， HVA =4.8669μ g/mlおよび B

VMA=3.1603μg/ml， HVA =6.3143μg/ml)を基準

として，それぞれの保管温度における各経過日数日の定

1 2L  

50 企〉く r ~  刃，..._三. 

量

分 120 

本庁 10 

イ直

泊ぷぷて匂

50 

動

率 A:37
0

C 

% ~ラト寸/ぐ:
。2 4 6 8 13 20 

経 過 日

量値の増減をパーセントで算出した.

それらの VMAおよび HVAの数値に基づいて，保管

温度別に折れ線グラフで表わしたものを，図 1.に示す.

この図 1.から明らかなように，分析値が安定してい

るのは， Aの尿の摂氏4度の VMAおよぴBの尿の各温

度の HVAの2-3日間だけであり，それ以外は経過日

数が増すにつれて， AおよびBの尿共に VMAは減少し

ているのに対し， HVAは増加している事が認められる.

また，クレアチニンの濃度で尿の濃淡を判断して比較検

討したところ，クレアチニンの濃度が200.2皿g/dlのB

の濃い尿に比べ，その約半分の112.1mg/dlのAの薄い

尿の VMAおよぴ HVAの変動の方が極めて大きいうえ

に，少い日数で急激に増減している事も認められた.

さらに， VMAおよび HVAの定量値の変動を保管温

度の相違に基づいて比較検討したところ，温度の低い方

が変化も遅くかっその量も少い事が判明した.特にこの

。》斗くk 可

50 

120 '" B: 25 oc 
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:?R;ズ¥
50 -------。

止〈町三手:
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関2.採尿後の薬品処理漉紙と経過日数による VMA定量値の変動

(クレアチニン濃度:A =112.1mg/dl， B =200.2mg/dl) 
0-0 No.63糠紙，口一口 EDTA・2Na処理No.63液紙，ムームリン酸ーナトリウム処理No.63櫨紙
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事は，希薄な Aの尿において顕著であった. しかしこの

事は，中田ら 10)の，摂氏 4度における尿中 VMAは6日

間安定であったという報告内容とは，異なった結果で

あった.
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2 )薬品処理鴻紙の検討

Yoshidaら11)は，塩酸々性下の蓄尿を，摂氏マイナス

15度で保管して尿中の VMAおよび HVAを分析検査し

たところ， 20日間経過した時点でも安定的定量値が得ら
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図 3. 採尿後の薬品処理j鹿市氏と経過日数による HVA定量値の変動

(クレアチニン濃度:A =112.1mg/dl， B =200.2mg/dl) 

0-0 No.63i樹氏口一口 EDTA・2Na処理NO.63液紙，ムムリン酸ーナトリウム処理NO.63滞紙
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れている事を報告している.

そこで，弱酸性物質による尿中の VMAおよぴ HVA

の保存効果について検討を試みた.

すなわち，前項 1)で使用した AおよびBの原尿を，

前記したNO.63の各i慮、紙片にマイクロピペットを用いて

それぞれ100μlずつ浸潤させ，前項と同様の温度条件

で保管し，同じ経過日数毎に VMAおよび HVAの定量

分析を行った.それらの VMAおよびHVAの定量値に

基づいて，前項と同様に，採尿当日の定量値を基準にし，

それぞれの経過日数日毎の増減を，パーセントで算出し

た.

それらの VMAおよび HVAの数値に基づいて，保管

温度および薬品処理別に，折れ線グラフで表わしたもの

を，図 2.(VMA)および図 3. (HVA)に示す.なお， B 

の摂氏25度のリン酸ーナトリウムで処理したi慮、紙の， 20 

日間目の経過時点では黒カビが生え， VMAおよびHVA

共にその定量値は得られなかった.

図2.および図 3.について検討を行ったところ，各経

過日数日毎の変動は激しいものの，その総合的動態は前

項 1)の原尿における経日変化と同様である事が判明し

た.

すなわち， 2.5%の EDTA-2 Naおよび 5%のリン酸

ーナトリウムの各水溶液で処理した弱酸性化鴻紙におい

ても，尿中の VMAおよび HVAの安定化効果は認めら

れなかった.

3.原滴下急速乾燥漉紙の打ち抜きディスクの定量傭

一般に，本腫蕩のスクリーニング検査には，尿を前記

した NO.2の鴻紙に滴下し，常j昆常湿で自然乾燥させた

i慮紙の尿付着各部分から，直径 5mm12 ) または 10mm13 • 14 )

の大きさで打ち抜いたディスクが，検査材料としてよく

用いられている.

そこで，尿滴下潟、紙の各部分の VMAおよび HVAの

量を確認するために，次の様な実験を行った.すなわち，

成人AおよびBの一時原尿を前記した No.2の櫨紙に

マイクロピペットを用いて50μlまたは100μlずつ滴下

し，ヘアードライヤーで急速に乾燥した後，その中心部

分および中心と辺縁の中間ならぴに辺縁上の各部分を，

直径 5mmで打ち抜いたデ、イスク 2枚を各部位の検査材料

として定量分析を実施し，その半分の値を定量値とした.

それらの各部位における VMAおよび HVAの定量値

の関係を表 2.に示す.

表 2.から明らかなように， No.2の滅紙に尿をマイク

ロピペットで滴下して急速に乾燥させた場合，尿付着各

部分の lディスク当たりの HVAの定量値は中心部で大

きかった.また，尿滴下円周上を半径とする辺縁上ディ

スクは，尿付着面積が半分なので， VMAおよび HVA

の定量値を 2倍して比較しでも，中心部の方が高かった.

すなわち，尿滴下後急速に鴻紙を乾燥させた場合にお

表 2.急速乾燥尿滴下液紙における打ち抜きディスク中の VMAおよびHVA含量

原尿定量分析値尿滴下量定量分析項目
ディスク打ち抜き位置別定量値 (ng/1 Disk) 

スポット中心 中心と辺縁の中間 スポット辺縁上

VMA: 
VMA 

0.2231 0.1727土0.0224 0.1187土0.0092

1.1362μg/ml 
50μl 

(CV=0.12989) (CV=0.07751) 

0.3895 0.2554土0.0394 0.1114::!::0.00417 
HVA 

(CV=O .15438) (CV=0.03743) HVA: 

2.7919μg/ml 0.2143 0.2149土0.0261 0.0992土0.0077
VMA 

(CV=O .12149) (CV=0.07708) 
クレアチニン: 100μl 

0.2978 0.3442::!:: 0.0398 0.0377土0.0084
41.8皿g/dl HVA 

(CV=0.11566) (CV=0.2220) 

VMA: 0.5639 0.5371::!::0.0510 0.207 ::!::0.0153 

2.4301μg/ml 
VMA 

(CV=0.09503) (CV=0.07408) 
50μi 

0.7861 0.6351土0.0729 0.2179 ::!::O. 0299 
HVA 

(CV=0.11469) (CV=0.13725) HVA: 
5.167μg/ml 0.6823 0.58 ::!::0.0689 0.164 ::!::0.0161 

VMA 
(CV=0.11878) (CV=0.09829) 

クレアチニン: 100μl 
0.805 0.164土0.01612 0.1845::!::0.0193 

132.3凹19/dl HVA 
(CV =0.098285) (CV=0.10443) 
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いては， VMAおよび HVA共に尿付着部分に均一に分

布しているわけでないことが判明した.

4.尿滴下瀦紙の乾燥保管効果 0
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算出し，折れ線グラフで表わしたものを図 4.に示す.

この図 4.から明らかなように，尿を滴下した液紙を

強度に乾燥した状態で保管すると， VMAおよび HVA

共に 5週間の期間内では緩やかに変化する事があるもの

の，全体的には両物質とも比較的定安した状態で保持さ

れる事が認められた.

この事を，すでに述べた原尿或は尿湿潤鴻紙では

VMAおよぴ HVAの定量値が激しく変動する事と対比

して推察すると，両物質を安定的に保持し，正確な検査

成績を提供する為には，検査材料を強度に乾燥させてお

く事も，効果的保持方法の lっとして認識する事が出来

る.

以上の事から，尿中の VMAおよび HVAをHPLCで

定量分析する際に，古い原尿や尿湿潤i慮紙或は打ち抜き

ディスクをその検査材料として用いると，新鮮原尿にお

けるそれらの量を反映しないのみならず，検査精度の上

からも好ましくない事が判明した.

従って，神経芽細胞臆のマス・スクリーニング検査の

ように，その検査材料を郵送で受け付けて行うような場

合には，特に湿度(水分)や変質性反応物質14)の存在或

は採尿後の経過日数なと幸について，充分に注意して判定

する必要がある.

なお，当所において，本スクリーニング検査を，尿j商

下乾燥i慮紙を用いた HPLCによる定量分析値に基づいて

判定するようになってから，クレアチニンがある程度検

出されているにもかかわらず，採尿後2週間以上経過し

ている場合には，特に VMAが検出されない被検体のあ

る事が観察された.そのうえ，梅雨時の被検体の中には，

採尿後10日間伎でも VMAが検出され難い傾向のある事

も経験している.

まとめ

神経芽細胞腫のマス・スクリーニングに，尿中のカテ

コールアミン代謝終末産物を HPLC装置で定量分析した

値に基づいて，腫蕩の有無を判断する方法が導入された.

ところが，この時に使用する検査の材料について詳細

。 1 2 3 4 5 

経過日数(週)

図4.尿滴下il量産氏の乾燥庫保管効果

0-0 A: VMA=1.374μg/ml 

HVA=2.447μg/ml 

クレアチニン=52.8mg/dl・-・ B : VMA=1.955μg/ml 
HVA=3.088μg/ml 

クレアチニン=60.5mg/dl

に検討した報文が検索されないので，検査材料の性質に

ついて検討を行ったところ，以後のような結果が得られ

た.

1.今回採用した尿中の VMAおよび HVAの HPLC

定量分析操作における精密度は，両項目共に土1.5%の

変動であった.

2. 一時尿を，摂氏4度の冷蔵庫と摂氏25度および摂

氏37度のフラン器内で保管して， VMAおよび HVAの

HPLCによる定量分析値の安定度について検討したとこ

ろ，経目的には温度が高いほど変化が早いうえ変動も大

きかった.また，尿の濃淡もクレアチニンの濃度で判断

しては， VMAおよび HVAの変化を比較したところ，

濃度の濃い方が安定的であった.なお，この時の変化と

しては， VMAは減少するのに対し， HVAは増加する事

が観察された.

3. No.63の液紙を， EDTA-2 Naおよびリン酸ーナ

トリウムで弱酸性化処理し，そのil量産氏に一時原尿を浸潤

させて保管した検査材料でも， VMAおよび HVAの

HPLC定量分析値の経日的安定化は計れなかった.

4.一時原尿をNO.2の液紙にマイクロピペットで滴

下し，へアードライヤーで急速乾燥した後に，尿が付着

している中心部および中心と辺縁の中間ならびに辺縁周

上を，直径 5mmで打ち抜いたディスクを用いて， VMA 
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および HVAの定量分析を行ったところ，各部位におけ

る平均値の差および同一箇所における変動係数は，共に

大きく相違している事が判明した.

5.一時原尿の一定量をマイクロピペットを用いて

No.2の液紙に滴下乾燥した後，湿度30%以下の乾燥庫

内で保管し，尿付着部分全体を切り取って，採尿後 1週

間毎に VMAおよび HVAの定量分析を行ったところ，

5週間経過した時点においても，採尿当日と大差のない

安定した定量値が得られた.

以上の事を総括すると，神経芽細胞腫のマス・スク

リーニングの検査精度の維持向上を計るためには，その

検査材料として，一時原尿および尿湿潤滅紙或は尿滴下

乾燥i慮紙の打ち抜きディスク等を用いずに，強度に乾燥

させた尿滴下液紙の尿付着部分全体について定量分析を

行う事が，より良い手段であると考えられる.

なお，本研究の概要は，第36回日本臨床衛生検査学会

大会(昭和62年 5月，鹿児島市)で発表した.
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Processing of Laboratory開originatedlnformation 

1. Requirement for Computerization 

MASAAKI TSUNO*， SHIUSUKE KURASHINA * and MAKOTO OHASHI* 

Keywords:情報処理 informationprocessing，データベース database，検査室由来情報 laboratoryー originated

information 

著者らは，検査室において生産されあるいは取り扱わ

れる情報を「検査室由来情報jと総称してきた.これに

は，検査の結果生産される情報(いわゆる生情報)のみな

らず，検査材料に関する情報(例えばヒト由来材料の場

合は被検者に関する情報)，手続上必要な情報，及ぴそ

れらの情報の処理によって付加されるこ次的情報が包含

される.

ところで，著者らは， 1979年以降，感染症サーベイラ

ンス領域における検査室由来情報を対象として，パーソ

ナルコンピュータを用いた情報の処理・解析システムを

開発し1-10)，それらの試験的/実務的運用及びその後の

パージョンアップ等を通じて，検査室由来情報処理のあ

り方について詳細な検討を行う機会を得た.

本報及び以降の続報においては，それらの経験に基づ

いて，コンピュータの導入を前提とした検査室由来情報

の処理及びその手法等について考察し，システム開発の

参考としたい.

検討対象システム

著者らがパーソナルコンビュータを用いて感染症サー

ベイランス領域において開発した次の各種情報処理シス

テムを検討の対象とする.

1. MRFC:当衛生研究所微生物部担当業務の lつ「海

外旅行者健康診断」に係わる検査材料，被検者情報及

び検査成績の管理用データベース1.2)

2. IRFC:海外渡航者由来分離菌株情報(及びその付帯

情報)管理用データベース3>， MRFCのサブシステム

3. MDAシリーズ:MRFC専用データ解析システムで

*東京都立衛生研究所 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

あり，その蓄積情報を歴年あるいは累年処理して，海

外渡航者の訪問国パターン別の病原菌検出状況，同時

検出病原菌パターンなどの解析を行う 4ー7)

4. MERT:保健所など東京都・特別区の関係検査機関

における微生物検出状況を月及び年報として集約し

「東京都微生物検出情報Jに掲載する資料を提供する

ためのデータベース8)

5. TFSJ:腸チフス中央調査委員会による全国腸チフ

ス・パラチフス発生情報管理用のデータベース9)

6. DEPIDs:日和見感染由来をも含む分離病原体情報

管理・処理用の汎用のデータベース10)

これらのシステムは，それぞれに対象事業，取扱情報，

利用目的等を異にするものであり，個別の特徴を有する

モデルとして比較検討の対象となり得ると考える.

システム開発の環境

衛生研究所は主として公衆衛生の分野の各種検査及ぴ

調査を伝統的な本来業務とする.すなわち著者らは，検

査情報の生産者の立場にあり，各種検査に係わる専門的

な知識・技術は有するものの 情報処理やコンピュータ

に関する技術を本来業務とする者ではなかった. した

がって，かつてのように，専ら大型コンピュータとアッ

センブラ言語のみに頼って情報処理が行われていた時代

には，自らの手でシステムを試験開発したり，外注開発

のために必要な注文仕様書を作成する機会はほとんど皆

無であった. しかし，近年のコンピュータハードウエア

及ぴソフトウエア技術の領域における急速な技術革新の

進展によって，これらを利用したシステムの自家開発が

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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可能な環境が整った.

すなわち， 1970年には大幅に小型化された汎用コン

ピュータ(いわゆるミニコン)が世に出， 1971年には現在

のパーソナルコンピュータの母体である 4ビットのマイ

クロコンピュータ(マイコン)が出現した。当初の 4ピッ

トマイコンは他のシステムの補助装置的役割をはたす程

度の機能であったが，その後僅か数年にして，単体でコ

ンピュータとして使用し得るマイコンにまで発展を遂げ

た.ソフトウエアについても，高度な知識がなくても比

較的容易に理解できる iBASICJ等の高級言語が登場し，

非専門家にとってもシステム開発が身近になった11)

著者らは，小型のパーソナルコンピュータが市販され

始めたのを機に，これを用いた検査室由来情報処理を目

的としたデータベースの試験的開発に着手した.当初は，

所内検査事業の 1つである海外旅行者健康診断業務を対

象とし，試験的なデータベースを開発して基本的な構造

モデルを得ると共に，その試験的運用を通じてシステム

構想を練り，市販データベースの導入あるいはシステム

の外注開発等をも検討することを考慮していた.

しかし取扱対象とした病原体情報は，既存の疾病統計

等と比較してさらに詳細なものであり， しかも対象病原

体の知何によって利用目的のみならず，入力を要する情

報も異なるという特性をもっていた.このような処理対

象には，既存の汎用システムの導入や流用による限り，

満足すべき情報処理機能を得ることは困難であり，また，

システム開発業者へ外注するにしても，取扱情報の性格

や内容，入出力方法なとeが余程正確かっ詳細に理解され

ない限り，要求する機能を備えたシステムを得ることは

難しいと判断された.また，高い情報入力精度を維持す

るためには，検査及ぴ取扱情報の特性や感染症及び病原

微生物に関する専門的な知識を有する者がシステムを運

用することが望ましいとも考えられる.このような観点

から，著者らはコンピュータシステムに関する知識・技

術を有する専門家に依存することなし対象検査の担当

者が同時に検査情報を取り扱うという，実用性本位のシ

ステムを自家開発することにした.

システム開発の作業手順を役割分担

上述のような経緯でシステムを自家開発した結果，著

者らは，システムの開発すなわちそのデザインやプログ

ラミング担当者の立場とユーザとしての立場とを，体験

することになった.当初の開発経過は次のとおりである.

最初に手懸けたのは， MRFC(微生物部の検査業務の

1つである海外旅行者下痢症の細菌学的病因検索に係わ

る検査情報処理用データベースのメインシステム)であ

る.この開発にあたっては，システム開発の手順や役割

分担を事前に検討することなく作業を開始した.そのた

め，対象事業の検査担当者の 1員で，同時にコンピュー

タ関連技術に関する概念的な知識を持つ研究者がアプリ

ケーションソフトウエアのプログラミングをtf!当したが，

これはシステム開発に対する請求要件がプログラミング

作業の進行に伴って断片的に追加提示される事態を惹起

し，多少の混乱を生じた，すなわち，データファイルの

基本構造からオペレータに対するモニター画面上の表示

内容に至るまで様々なレベルのプログラム改造を余儀な

くされ，試験的運用に至るまでに数ヶ月の時間を要した.

ここに至って，作業効率を向上させるために，関係者

の役割分担を明確にし，段階的な作業計画に基づいてシ

ステム開発を行うことの必要性が強く意識されるように

なった.こうした経験による改善の結果，図 1に示すよ

うな開発の手順と役割分担が確立されるに至った.そし

て現在では，システムの機能向上・拡充を目的とした改

造や支援ソフトウエアの追加開発の場合にも，同様の手

順を踏むことになった.

請求要件の検討

システムの開発にあたっては，図 lのごとく，まず検

査担当者及び関係者がその開発に対する請求要件

(Requirment)を詳細に検討して文書化する.外注開発を

前提とした場合には，詳細な注文仕様書を作成する.こ

の作業が完全に行われれば，その後は，開発したシステ

ムの試験運用の段階までユーザの関与を要さない場合も

ある. したがって，請求要件の検討には特に慎重かつ綿

密な作業が要求される.

自家開発と外注開発のいずれを選択するにせよ，この

段階でシステムの概念設計を行うに足りる資料が整って

いることが必要であろう.不完全あるいは不充分な請求

要件に起因するシステムの欠陥や誤プログラミングは，

その請求要件を提示した者の責任である. しかし，外注

開発の場合に特にそうであるが，検査の意義や行政対応

など必要以上に詳細に解説しでも，システムデザインや

プログラミングにはあまりf主にたたないこともある.勿

論，システムデザインあるいはプログラミング担当者の

側においても，事前に不明あるいは不合理な点を見出し

た場合には，請求要件の補強や訂正あるいは適当な資料

の添付を求める位の熱心さが要求されよう.いずれにせ

よ，この請求要件の完成度の如何によって，開発される

システムの機能や性能が大きく左右される.それが本報

において請求要件に関する考察を主題として取り上げた

所以である.
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図1.コンピュータシステム開発の作業手順と役割分担 必要な変数割当やその取扱方法等に関

するメモも記載されている.その後の

システム開発を通じてこの種の資料は

より整った形式のものに改められて

いったが，特に入力情報に関する請求

要件については，現在もほぼ同様の検

討手順がとられており，有用な参考資

料となっている.
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表 1に著者らが開発した各システムにおける請求要件

に係わる問題点を列挙した.

著者らが最初に手懸けた MRFCの開発においては，

システムのデザイン/プログラミング担当者が関係者の

意見を必要に応じて聴取しながら，これと平行してアプ

リケーションソフトウエアのプログラミング作業を行っ

た.そのため，試験運用開始後に再度データファイルの

フォーマット変更をするというような事態を生じたこと

は前述のとおりで，必要以上の手間と時間を要した.そ

の後に開発した TFSJやDEPIDsでは， MRFCに比較し

て入力情報量が多く構造的に複雑であるにも拘わらず，

主要アプリケーションプログラムをいずれも 1ヶ月以内

に開発し得た.この実績からみて MRFCでは 3分の l

以下の労力と時間によって目的のデータベースの開発が

できたと推定される.

このシステムの開発途上，プログラム担当者自身に

よって請求要件のメモ記録が開始されている(図 2).こ

のメモには，当時，検査情報のプリント出力様式が主な

話題であったことを反映してか， r検査台帳用データ

ベース開発案jのタイトルがつけられている.また，請

求要件そのものの他に，プログラムのデザ、インに際して

システム開発起案者

〈検査担当・関係者〉

SYSTEM OES 1 GN ER 
(システムデザイナ〉

SYSTEM ENG I NEER 
〈システムエンジニア〉

PROGRAMER 
〈プログラマ〉

PROGRAM ER / OP ERATOR 

OPERATOR/USER 
(検査担当・関係者〉

これに続く IRFC等の開発において

は，プログラミング作業を開始する以

前に請求要件を文書化する手順をとっ

た.そのため，ソフトウエアの開発所

要時間が大幅に短縮された.

請求要件の文書化及び添付資料の作

成のために，その後，次の各様式(あ

るいは調査表)が用意された.

1.様式ーT01001 :システム関発案…

起案者，対象事業(業務)，開発目的

(または主旨)，収録データの概要

(白別・月別・機関別・地区別等々

の収録単位，収録項目数，収録予定

件数，整理番号順・日付順等の収録

順序，整理番号等の付け方，その他

の特徴)，必要な帳票出力，集計及び出力様式，検

索・解析等を要する項目(または項目の組合せ)，出力

様式等の記入用

2.様式-T01002 :現用のハードウエア及び周辺機器の

仕様を記入

3.様式ーT01003 :入・出力データ一覧…入力項目名，

項目の内容，入力の種類(実数・文字・コード番号)， 

各入力データの最大/最小値(または種類の総数)，例

外データ(不明及ぴその他等々)，所要桁(文字)数等を

詳細に記入

(このほかに，システムデザインの段階で利用する変

数割当やフォーマット順位などの記入欄を用意.) 

4.様式ーT01004 :コード化データ一覧…コード化を要

するデータの種類，内容，提案コード(案)を記入

以上の外，システムデザイン及ぴディスプレイデザ、イ

ン等に使用するデザイン用紙も作成された.

いわゆる使い勝手が良いシステムを得るためには，請

求要件の中に，そのシステムの運用に予定されているオ

ペレータのコンピュータ使用歴や操作技量等を明示し，

また，当該システムに関する特殊な要望事項があればそ

れも明記しておくのが良策である.例えば，本報で検討



表1.検査室由来情報処理システム開発における議求要件の提示と問題点

開発手順(手法)改良の効果

調

プログラミング途上の基本構造
改造， 1回のみ.
プログラミング所要時間の短

縮.

本体システムの開発資料を参照
することにより，システムデザ

イン，プログラムデザイン，プ

ログラミングの各作業が円滑に

進行.

システム開発の問題点

システム像はプログラミングの進行
と共に明らかになった.

データフォーマットから画面表示

ルーチンまでプログラムの変更・改

造を繰り返した.

病原菌のグルーピングが流動的.
複数菌同時検出例の取扱に対する意

見が不確定.

請求要件の提示，及び改良点

必要に応じて逐時提示.
(必要に応じてプログラム担当者が

関係者の意見を聴取)

主要目的

海外旅行者の細菌学的病因検索
に係わる検査情報の管理

システム略称

1.MRFC 

向上，
ただし，プログラム担当者が必要事

項をメモ記録.

海外旅行者下痢症由来検出病原

体情報の管理
2.IRFC 

きof

王青

出
『

4者

害拡

品
0
.
H
U

∞∞既存のアプリケーション・プロ

グラムのサブルーチンを組合せ

て流用し，開発所要時間を短縮.

Ver.1.10がブロック構造化さ
れたプログラムであったので，

当初の改造は容易であった.

IBM用プログラム開発を先行
させ，これを国内向けに変換す

る道が開かれた.

__， 
bコ

特に問題点なし(プログラム担当
者がシステム開発の全段階を担当し

たため)

ただし，同上の問題が一部未解決の
ままであり，病原菌検出例を，陽性

例数で計上するか，あるいは検出菌
件数で計上するか，いずれかの判断

に苦慮.

特に問題点なし(機能的にそれ程
高度な請求要件は認められず，分類
集計結果等のプリント出力作業のコ
ンピュータイヒにi上まったため)

特に問題点なし. (30余の多彩なプ
リント出力フォームを出力するため

に，合計400Kバイトのアプリケー
ションプログラムを開発したにも係

わらず)

対象病原体の決定に相当の時間を要

した.

WHOプログラムとの整合性を持た
せるために，当初は不明の点があっ
た.

予定外の改造により，当初の整然と
したブロック化構造が部分的に破壊

され，以後の改造及びメンテナンス

に際して，多大の時間と労力を要す
ることになった.

当初は U.S仕様の IBMハードウエ
ア及びソフトウエアが手元になし
国産のローカル仕様機を使用して
ソースプログラムを干写， これを

IBM用に手入力変換.

SEAMIC:日本国際医療団内の東南アジア医学情報センター

プログラム担当者がフローチャー
ト，データフォーマット図等を作成，

基本モデルのプログラミング作業後

にユーザに提示，デモ運用.
以後は，前例と比較して，パターン
認識の設定等，要点のみを検討.

MRFC蓄積情報の解析
(訪問国パターン別，病原菌検

出パターン別，外)

3.MDAシリーズ

既存のアプリケーション・プロ

グラムの一部を流用し，プログ
ラミング所要時間を短縮.

請求要件の検討， 1回のみでシ
ステム開発が可.

システム関発所要時間の大幅短

縮.

「東京都病原体検出情報」の刊行関

係者が提示.
刊行物を添付.プリント出力フォー
ムはそれを踏襲.

既存カードシステムの資料一式を添
付.入力情報，出力フォームはこれ

を踏襲.

追加要望事項等は事業担当者が文書
で提示.

SEAMICの感染症部会関係者が提
示.既存の集計フォームを添付.
将来における WHO活動への協調を
配慮することが求められた.

「東京都病原体検出情報」刊行

用情報処理
4.MERT 

全国の腸チフス・パラチフス発

生情報の管理
5.TFSJ 

分離病原体情報の処理・交換
(圏内・海外共用システム)

6.DEPIDs 
Ver.1.10 

WHOプログラムとの整合性を持た
せるために，入力情報の追加及び情

報処理機能の追加・拡張を提示.

向上
(圏内向け仕様)

Ver. 2 .10 

WHOプログラムへの協調を配慮し
て， IBMパージョンへの変換.

(国際的なサーベイランス情報交換
活動への応用を配慮)

向上
(海外向け仕様)

Ver.3.10 
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インドメタシン坐剤中の分解物について

鎌田国広へ中山京子*，高橋美佐子*，

萩原輝彦へ上原真一*，秋山和幸*

Decomposition Product of Indomethacin 

in Suppository Formulation 

KUNIHRO KAMATA *， KYOKO NAKA YAMA *， M1SAKO 

T AKAHASH1 *， TERUH1KO HAG1W ARA *， SH1N -1CH1 

UEHARA * and KAZUYUK1 AK1Y AMA * 

Summary 

1ndomethacin and it's impurities in commercial suppository were determined by high-performance liquid 

chromatography using a reversed-phase， octadecyl column (C18) and an aqueous acetic acid-methanol solu. 

tion as a mobile phase. 

Eleven samples were assayed with a potency for indomethacin of 66.28-102.87% ，and were found to 

contain 4一chlorobenzoicacid (0.19-1. 90 % )， 5 -methoxy-2 -methyl-3 -indoleacetic acid (0.07-

1.12%)， 4一chlorobenzoicacidー α一monoglyceride(0.03 -0.76 %) and indomethacinー α一monoglyceride

(0.04ー1.52 %) as impurities目

On the other hand， a group of unknown impurities were present in some cases. The group was isolated 

from a sample by silicagel column chromatography. lt was found that the unkown impurities were formed as a 

result of the interaction of indomethacin with polyethylenglycol in the suppository base. 

Keywords:インドメタシン indomethacin，坐剤 suppository，高速液体クロマトグラフィー HPLC，紫外部吸収ス

Jてクト yレUV

緒 日

インドメタシン(1 M)は，優れた非ステロイド系抗炎

症剤として種々の剤型で広く繁用されている.製剤中で

の 1Mの安定性は，剤型によって異なり，水溶液および

坐剤中において特に経時変化を受け易いことが報告され

てい1-4) 1Mの坐剤中での安定性について， Mcerlane 

らは3，4)，TLCおよび高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)を用いて市販 1M坐剤より 4-Chlorobenzoic 

acid， 5 -Methoxy-2 -methyl-3 -indoleacetic acid， 

らは，市販 1M坐剤の実態を調査する目的で，紫外部吸

収スペクトル(UV)法および HPLC法を用いて 1Mの分

析，こよぴ Mcerlaneらの報告した 4種の分解生物につ

いて分析を行った結果を報告する.さらに，著者らは，

4種以外の新たな分解生物が 1M坐剤中に存在すること

を確認し，その推定構造式を提出したので合わせて報告

する.

実験の部

1.試料市販の日本薬局方製インドメタシン坐剤11

4一Chlorobenzoic acidー α一monoglyceride，1ndometha. 種を用いた.

cin-α-monoglycerideの 4種類の分解生成物を分離同 2.試薬 1M標準品:日本メルク蔦有(械製を用いた.

定している.しかし，わが国の市販 1M坐剤の安定性に 1Mの分解生成物標準品:4一Chlorobenzoicacid (I)は

ついては，あまり報告がなされていない.そこで，著者 東京化成工業製， 5ー Methoxy-2 -methyl-3 -indole. 

*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 chome Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 



78 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 40， 1988 

Table 1 Analytical Conditions 

Specification 
Condition 1 

Column LiChlosorb RP-18 

(7μm， 25cmX4.7mm) 

Mobile phase MeOH -0.1 M acetic acid 

(70: 30) 

Flow rate 1ml/min 

Detection UV 254nm 

Column temp. room temp. 

acetic acid ( II )はシグマ社製をそのまま用いた. 4 

C口hloroben凹zoicacid 一α 一monog剖lyce訂eri吋i凶d巴( 皿) は Mce町剖r吋lan

らの方法4り)により合成した 1ndomethacinー α

monoglyceride ( N)は， 1M 1 gとグリセリン30mlを共栓

フラスコに取り， 70
0

で14日間反応後，反応溶液に水

50meを加え，分液ロートに移し，エーテル50mlを用い

て 3回抽出する.抽出液を濃縮後， Mecerianeらの方

法3)に従い TLCを用いて精製を行い標準品とした.な

お，合成した分解生成物(!II)， (町)のいずれも 1R，

NMRおよびマススペクトルが， Mcerianeの報告と一致

することを確認した3，4)

シリカゲル Kiselgel60， 230-400 mesh， ASTM 

(Merck社製)を用いた.

ポリエチレングリコール類:和光純薬製試薬 1級を用

いた.

その他の試薬は，すべて試薬特級を用いた.

3.器具忍び装置 クロマト管:長さ35cm，内径 2cm 

の活栓付きガラス製クロマト管.

高速液体クロマトグラフ:ポンプ，日本分光工業(械製

B1P-1 ，検出器;日本分光工業側製 UVIDEC-100型，試

料注入装置，レオダイン社製7125型，データー処理装置

;島津製作所製クロマトパック CR-3 A. 

分光光度計:目立制作所製320型自記分光光度計.

赤外分光光度計:日本分光工業(械製 A-3型.

4. 1Mと分解生成物(I， II，皿，W)の定量法 1M 

の約50mgに相当する試料を精密に量り取り，メタノール

40mlを加えて加温しながら完全に溶解させ，冷後，室

温にてメタノールを加えて正確に50mlとし，試料溶液

とする.この試料溶液を必要に応じてメタノールで希釈

し， UV法およびHPLC法を用いて 1Mと分解生成物1，

II，国，町の分析を行った.なお， UV法による 1Mの

定量は，日局に準じて波長320nmにおける吸光度によ

り測定した.また， HPLCの測定条件として， 1Mおよ

HPLC conditions 

Condition 2 Condition 3 

LiChrosorb RP-18 LiChrosorb RP-18 

(7μm， 25cmX4.7mm) (7μm， 25cmX4.7mm) 

MeOH -0.1 M acetic acid MeOH -0.1 M acetic acid 

(50 : 50) (50: 50) 

1ml/mi日 1ml/min 

UV 280nm UV 254nm 

room temp. room temp. 

ぴ分解生成物1， Nについては， Table 1に示した測定

条件 1，分解生成物Eは，測定条件 2，分解生成物園は，

測定条件 3を用い，試料および標準溶液 5μl注入にお

けるそれぞれのピーク高さで定量を行った.検量線は，

0-15μg/ml 濃度範囲で，いずれにおいても原点を通

る直線性(y = 0.999)を有するものであった.なお，

Fig.1に測定条件 3で得られた 1Mおよび分解生成物1，

m 1V 

1M 

lU 1 

。 5 10 15 

Retention time (min) 

Fig， 1. HPLC of 1ndomethacin and 1ts Decomposition 

Products 

Peaks; 1 : 4一chlorobenzoicacid 

II : 5-methoxy-2-methy-3-
indoleacetic acid 

皿 :4一chlorobenzoicacid-α ー

monoglyceride 

N : indomethacinα-monoglyceride 
1M : indomethacin 

HPLC condition is the same as for the condition 

3 of Table 1目
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II， m，町のクロマトグラムを示した.

5.新たな分解生成物(V)の単離試料(No.10)7.8g 

(1Mとして約0.25g )をビーカーにとり，水200mlに加

温して溶解後，500mlの分液ロートに移し，クロロホル

79 

ム100，50， 50mlで3回抽出を行う.全クロロホルム抽

出液を合わせて，100mlの水で洗浄後，クロロホルム層

を濃縮する.残査をアセトニトリル100mlに溶解し，分

液ロートに移し，ヘキサン50mlを加えて振とう後，ア

Table II Quantitation of 1ndomethacin in Suppository Formulation 

Dosage 1evel. 1ndomethacin (%) 
Sample No. 

皿g/unit UV method3) HPLC methodb
) 

1 25 97.47 85.63 

2 25 105.73 101. 34 

3 50 102.73 85.32 

4 50 97.67 93.41 

5 50 101.73 100.14 

6 50 103.20 86.68 

7 50 96.47 86.08 

8 50 97.47 92.49 

9 25 101.87 101.06 

10 50 95.33 66.28 

11 12.5 106.27 102.87 

a) UV: 320nm， b) condition 1. 

7 

℃工式

。
1M ~ 

ω
ー
内

γα
之主;丈

I E 

ω
ーの

γα
E 

，O~玄~くCH，C∞ 2JH fニ H

令
1V 

Scheme 1 Decomposition Mechanism of 1ndomethacin in Suppository Formulation 

1 : 4司 chlorobenzoicacid， II 5 -m巴thoxy-2 -methyl-3 -indoleacetic acid， 

回 4-chlorobenzoic acid一α-monoglyceride， N: indomethacin αーmonoglyc巴ride，

1M : indomethacin 
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セトニトリル層を分取する.この操作を 3回繰り返した

後，アセトニトリル層を濃縮する.ついで，濃縮液をシ

リカゲル30gを充填したカラムクロマトグラフィーに付

し，ヘキサン100ml，25%イソプロパノール・ヘキサン

混液400ml，50%イソプロパノール・ヘキサン混液

400ml， 75%イソプロパノール・ヘキサン混液200ml，

イソプロパノール100mlを順に流し， 1Mおよび分解生

成物1， n， m，町を流出後， 10%エタノール・イソプ

ロパノール混液400mlを用いて新たな分解生成物Vを得

た. 2団の再クロマトグラフィーにより約0.5gのV(黄

色粘調物)を分離精製した.

結果と考察

1. 市販製剤中の 1Mの分析市販 1M坐剤11穫につ

いて uv法こよぴHPLC法を用いて 1Mの分析を行った.

その結果， Table nに示すように，全ての試料において

uv法に比較して HPLC法による測定値が低い値をしめ

すことが認められた.その中でも特に試料NO.10におい

て， HPLC法による測定値がuv法の約70%と極端に差

のあることが認められた.このことは， Mcerlan3，4)およ

び江島ら2)の報告にある 1Mの分解によるためであると

考えられる.

2.分解生成物(I，1I， III， W)の分析坐剤中での

1Mの分解について， Mcerlanらは基剤中のグリセリン

と1Mとが反応し Scheme Iに示すような分解過程を

報告している3，4) そこで，著者らは，市販 1M坐剤中

の分解生成物1， n， m，町について分析を行った.そ

Table m Decomposition Product Levels in 1ndometha. 

cin Suppository Formulation 

Decomposition productsa
)( %) 

Sample No. 
I E 皿 町

1 1.40 0.88 0.49 0.11 

2 0.13 0.07 0.34 0.78 

3 0.70 0.55 0.27 0.08 

4 0.30 0.40 0.43 0.10 

5 0.60 0.15 0.76 0.77 

6 0.47 1.12 0.55 0.22 

7 0.74 0.62 0.50 0.04 

8 0.82 0.23 0.03 0.21 

9 0.19 0.14 0.31 1.52 

10 1.90 0.71 0.45 0.33 

11 0.33 0.28 0.44 0.47 

a) Estimated by HPLC and expressed as a percentage 

of the label claim of drug. 

の結果を， Table mに示す. 1M標示量に対し，分解生

成物 I 0.19-1.95%， n : 0.07-1.12%， m : 
0.03-0.76%，百:0.04-1. 52 %の濃度範囲で存在するこ

とが認められた.なお，分解生成物1， n， m，町の合

計量は，標示量に対し1.29-3.39%と試料によってほと

んど差がなく低い割合を示していることが認められた.

このことは， uv法と HPLC法で 1Mの測定値に大きな

差が認められた試料において，上記以外の分解生成物が

存在することが示唆される.

I 

/ 
E 

E 

V 

。 10 20 30 

Retention time (min) 

Fig. 2. HPLC of Sample No.10 

Peaks; 1 : 4-chlorobenzoic acid 
n : 5-methoxy-2-methy-3-

indoleacetic acid 

m :4一chlorobenzoicacid-α 

monoglyceride 

N : indomethacinー α-monoglyceride

V : unkown peak 
1M : indomethacin 

HPLC condition is the same as for Fig. 1 . 
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そこで， Vの約100皿gをフラスコに取り，メタノール

20mlおよび0.5N NaOH 1 mlを加え水浴上で， 5分間

加需品けんイヒを行った. ついで0.1N HC1で中華日後.， この

メタノール混液について HPLCを行った. この結果，

Fig.4に示すようにクロマトグラム上からピーク Vが消

失し，新たに 1Mおよび分解生成物1， IIのピークが現

れた.さらに，上記のメタノール混液を濃縮後， 1Mお

よび分解生成物1， IIを除去する目的で，残査に水およ

びエーテルを加え，液ー液分配をおこない水層を分取し

た.水層を濃縮後，残査について液膜法で 1Rスペクト

ルを測定した.その結果，けん化処理を行う前に存在し

たエステルに由来すると考えられる 1735cm-1のカルボ

ニル特性吸収が消失していることが認められた.なお，

この物質は3400cm-1:ν(OH)， 1110cm-1:ν(c-o-c)の

E 
/ 

40， 1989 報年研

3.新たな分解生成物(V)について 測定条件 3で得

られた試料NO.10のクロマトグラムを Fig.2に示す.こ

のクロマトグラムより 1Mのピークの後に，分解生成物

1， II， ITI， N以外のブロードな未知ピーク Vが存在

することが認められた.さらに， uv法に比較して

HPLC法で顕著に 1M量の分析値が低い値を示した試料

NO.1，3，6，7においても，試料NO.10と同様にピーク Vの

保持時間(Rt)付近にブロードなピークが存在することが

認められた.このことより，ピーク Vは， HPLC法と

uv法による 1Mの測定値の差に対する，大きな要因の

一つになっているものと考えられる.

そこで，著者らは，ピークVを実験の項に従って分取

し，構造の推定を行った.Vは，黄色粘調物質で，メタ

ノール溶液について uvスペクトルを測定した結果，

Fig.3に示すように 1Mと同ーのスペクトルを示した.

また， Vについて液膜法で赤外吸収スペクトルを測定し

たところ， 1735cm-1にエステルに由来すると思われる

カルボニル基特性吸収が認められた.これらのことより，

Vは，分解生成物ITI，Nと同様に 1Mと基剤の一部とが

反応し，エステルを形成したものであると推定される.

衛京東
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Fig. 4. HPLC of Decomposition Product (V) and 1ts 

Alkaline Hydrolysis Product 

A : decomposition product (V) 

B : alkaline hydrolysis product 

Peaks; 1 : 4-chlorobenzoic acid 
II : 5'---methoxy-2-methy-3-

indoleacetic acid 

V : unkown peak 
1M : indomethacin 

HPLC condition is the same as for Fig. 1 

350 

Wavelength (nm) 

Fig. 3. UV Absorption Spectra of 1ndomethacin and 1ts 

Decomposition Product (V) 

一一:decomposition product (V) 

ー:indomethacin 

300 250 
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特性吸収を示し，ポリエチレングリコール(PEG)の 1R

スペクトルと一致することが認められた.

を確認する目的で，分子量の異なる 6種の PEGを用い

て1Mとの反応を試みた.すなわち PEG200， PEG 400， 

PEG 600， PEG 1000， PEG 2000， PEG 4000の 5gをそ

れぞれフラスコに取り， 1M 0.5 gを加えて700

で14日反

応を行った. Fig.5に反応後のクロマトグラムを示す.

これらの結果より， vは， Scheme IIに示す様な 1M

とPEGのエステル化合物であると推定される.

さらに， Vが 1MとPEGとの反応生成物であること

℃工;丈

令

HOCH， (CH，OCH，) .CH，OH 主主:丈

。
V 

Scheme II Structure of Decomposition Product (V) of 1ndomethacin in Suppository Formulation 

。

〆....IM

(1) 

(4) (5) 

10 20 。 10 20 。 10 

Retention time (min) 

Fig. 5. HPLC of Decomposition Pてoductsof 1ndon国 hacin(IM) in Polyethylene Glycol 

HPLC condition is the same as for Fig. 1 . 

1ncubated with PEG at 70
0

C for 14 days. 

(1) : 1M + PEG 200， (2) : 1M + PEG 400， (3) : 1M + PEG 600， 

(4) : 1M + PEG 1000， (5) : 1M + PEG 2000， (6) : 1M + PEG 4000. 

(3) 

(6) 

20 
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その結果，クロマトグラム上， vの Rt付近に反応生成

物の新たなピークが出現することが認められた.さらに，

PEGの分子量の差により反応生成物の量及び Rtが異な

り，分子量が大きく成るに従って，生成量は少なく，ま

た Rtは長く成ることが認められた.なお， vはPEG

600の反応生成物の Rtとほぽ一致することが認められた.

結語

坐剤中の 1Mの安定性について調査を行った.その結

果， 1Mは，基剤として用いられるグリセリンおよび

PEGにより経時変化を受けやすいことが認められ，製

剤設計上，十分に注意を要することが示唆された.
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Studies on the Evaluation of Crude Drugs (IX) Quality of Astragali Radix 

NAHOKO TAKAHASHI*， ICHIRO YASUDA *， TAKAKO SETOへ

TOMOKO HAMANO *， ICHIRO T AKANOへ KAZUYUKIAKIY AMA * ， 

SACHIKO SUZUKI * *， T A TSUO FUKUDA * * ， 

HIROSHI T AN AKA * * and OSAMU IIDA * * * 

Two standard Astragali Radix， prepared from Astragalus membranaceus， were each divided into five parts 

according to diameter of root. The classified specimens were subjected to examinations， and the results were 

as follows. 7， 3'.Dihydroxyイーmethoxyisoflavo前 7-0-s -D-glucoside (1) was identified in all of the samples. 

The Y-amino-n-butyric acid( GABA) content was (3.6-16.6) X 10-2% and the value of the lateral root were 

higher than those of the main root. A similar tendency was observed in the dilute ethanol extract content of 

23.1 -43.6 %. Amounts of butanol fraction of methanol-soluble extract were 1.1 -3.0%. The specifica-

tions of each sample stated in the Japanese Pharmacopoeia(JP) met the requirements. 

Fifteen samples on the market were analyzed similarly， and all of them met the JP requirements. 

Compound 1 was identified in all cases. It was found that one of the samples， a product in Korea， collected in 

Tokyo， had 1. 8 X 10-2 % of GABA content and 10.5 % of dil. ethanol extract content. And this sample 

showed the different appearance and property compared to the standard crude drugs. These data sujested 

that the sample was not to be prepared from the correct original plant. 

Keywords Astragali Radix， Astragalus me隅 branace叫s，Y-amino-n-butyric acid， evaluation， 7，3'-dihydroxy -4'-

methoxyisoflavone 7-0・s-D-glucoside， indicator， on the market， crude drugs， HPLC 

緒雷

黄者はキパナオウギAstragalusmembranace叫sBge.，ナ

イモウオウギA.mongolicus Bge.などマメ科の植物の乾

燥根であり 13)，老人性疾患適用漢方方剤に属する黄誉

建中湯，補中益気湯，人参養栄湯などに広く配合され

る3)生薬である.その有効成分については，血圧降下作

用を有する Y-amino-n-butyric acid (GABA)が，わずか

に報告されている4)にすぎない. しかし，含有成分と

glucoside (1)などのフラボン類5)，astragalosideなどの

サボニン類6)が明らかにされている.生薬の規格につい

て第11改正日本薬局方(JPxI)では，性状の項以外に純

度試験として Hedysarum属植物等との鑑別試験，灰分，

酸不溶性灰分および乾燥減量が記載されている1)が，成

分の含量規格はない.現在，市場には日本産以外に中国

産，韓国産などの黄香が多数流通している. しかし，太

さ，側根の分校状態，味，においなどの性状をみる限り，

しては， 7，3'-dihydroxy-4'-m巴thoxyisoflavone7-0-s -D- 必ずしも品質的に一定の生薬とはいいがたい.そこで，

* 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 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 

**東京都薬用植物園

***国立衛生試験所筑波薬用植物栽培試験場
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Chart 1. Chemical Structure of 1 

1 : 7，3' -dihydroxy-4ヘmethoxyisoflavone

7-0-s -D-glucoside 

oαも

今回これらのものについて，含有成分を中心に黄香の品

質を検討した.

まず，標準生薬として茨城県人郷町および東京都小平

市栽培のキパナオウギの乾燥根を用い，灰分，酸不溶性

灰分，乾燥減量，希エタノールエキス含量，さらにサポ

ニン含量の評価として一般に行われているブタノールエ

キス含量を定量した.また，各種アミノ酸中の GABA

の定量とともに，高速液体クロマトグラフィー(HPLC)

によるI(Chart1)を中心としたイソフラボン類のパター

ン分析も併せて実施した.そして，その結果を踏まえ，

各産地の市場品生薬についても同様の試験を行ったので

報告する.

実験の 部

1 .実験材料

標準生薬(キパナオウギの乾燥根):茨城県八郷町農家

で 1年間栽培し; 1988年11月に堀り上げ乾燥した 1年生

根.黄者として東京市場に出荷予定品(a).東京都小平

市の東京都薬用植物園で 2年間栽培し， 1989年4月に堀

り上げ，水洗後w以下で 3日間乾燥した 2年生根(b).

市場品:1975-1988年東京市場品10検体[日本産(1)

2検体，韓国産(K)4検体，中国産(C)4検体J，香港市

場品 3検体(すべてC)，大阪市場品 l検体(K)，中国内

蒙古市場品 1検体(C)，計15検体. 100-500 gの単位で

購入した全形生薬あるいは刻み生薬.

2.試料の調製

標準生薬は (a)，(b)ともに主根部と側根部に分け，

さらに主根を(l){圭0.7cm以上， (2)0.5一0.7cm，(3)0.5cm未

満，側根を(4)径0.3cm以上， (5)0.3cm未満の 5種類に分け

た.これら計10サンプルを各々粗切とした後，粉末試料

とした.

市場品も同様に，各々粗切とした後，その約50gを粉

末試料とした.

3.灰分，酸不溶性灰分，乾燥減量，希エタノールエキ

スおよびブタノールエキスの定量

灰分，酸不溶性灰分および乾燥減量は JPXI，希エタ

ノールエキス含量は JPXI一般試験法22.生薬試験法7)に

準じ定量した.ブタノールエキス含量の定量は，常

法8.9)に従い行った.即ち，試料約5.0gをメタノール

150mlで 1時間還流抽出を行った.これを再度繰り返し，

抽出液を集めて，溶媒を減圧留去した.得られたエキス

を水100mlに溶解し，クロロホルム100mlで2回脱脂後，

水層より水飽和ルブPタノール100mlで 2回抽出した.得

られたブタノール層の溶媒を減圧留去後，さらに室温，

24時間， 1.0 mmHg以下で減圧乾燥した.そして，乾燥

減量によって得た数値より乾燥物に換算した試料量に対

し，エキス含量を算出した.

4. r -amino-n-butyric acid (GABA)の定量

試料溶液の調製:試料約1.0gを正確に量り，水40ml

を加えて30分間振とう抽出を行った.遠心分離後，残法

に水25mlを加えて同様の操作をさらに 2回繰り返した.

上澄を合わせ， 0.2 N塩酸10mlを加え，水で正確に

100mlとした後， 0.45μmのフィルターを通した液を

GABA分析用試料溶液とした.

標準溶液の調製および検量線の作製:GABA(和光，

特級)約20.0mgを精密に量り，水に溶かして正確に50ml

とした液を標準溶液とした.これを適宜希釈して(1.25

-25.0) X 10-3μg/μlの標準系列とし，自動アミノ駿分

析計に注入，得られたクロマトグラムのピーク高さと濃

度から検量線を作製した.

自動アミノ酸分析計:835型目立高速アミノ酸分析シ

ステムを用いた.注入量 50μl.

5. イソフラボノイド(1)の調製

東京市場品黄香500gを粉末とし，メタノール 21で

1夜冷浸した.これを再度繰り返し，得られた抽出液を

集め，溶媒を減圧留去，残った褐色粘調性残澄を水 11

に溶解し酢酸エチル 21で分配後，水飽和n-フゃタノール

21で抽出した.ブタノール層は減圧濃縮し，得られた

エキスを約30mlのメタノールに溶かし，カラムクロマ

トグラフィー (Kieselgel，150 g ， Merck)にかけた.クロ

ロホルム・メタノール(3: 1)混液で溶出した函分を，

SEP句PAK(C18カートリッジ， Waters)に付加し， 5 %ア

セトニトリル溶液で溶出させた画分から，分取 HPLC操

f乍[カラム TSKgelODS-120T， 10μm， 2.15 X30c岨

(東ソー)，移動相:25%アセトニトリル溶液，流速:

7 .Oml /min，分取時間:22.6-24.3 minJにより Iを単

離した. MS m/z : 446(M+)， 284(M+ーC6HlOOs，base 
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peak). 1H-NMR (C5D5N) dppm: 3.77(3H， s)， 7.05 

(lH， d， J=9.0 Hz)， 7.30(2H， m)， 7.43(lH， d， J= 

2.0 Hz)， 7.78(lH， d， J=2.0 Hz)， 8.17(lH， s)， 

8.37 (lH， d， J=9.0 Hz). 13C-NMR (C5D5N) d ppm 

: 55.9， 62.4， 71.2， 74.8， 78.4， 79.2， 101.8， 104.2， 

112.4， 115.~ 117.7， 119.7， 120.4， 125.0， 125.9， 

127.8， 148.0， 148.8， 153.1， 157.8， 162.3， 175.5. 

MSスペクトルおよび1H-NMRスペクトルデータは，

7，3'-dihydroxy-4' -methoxyisoflavone 7・0-s -D-glucoside 
の文献値5)と一致する. Chart 1に，その構造を示した.

6. HPLCによるパターン分析

試料溶液の調製:試料約2.0gをとり，メタノール

40mlを加えて30分間振とう抽出を行った.ろ過後，抽

出液にメタノールを加え正確に50mlとし， 0.45μmの

フィルターを遇したものを試料溶液とした.

標準溶液の調製:1約 5mgをメタノーJレ100mlに溶か

しHPLC用標準溶液とした.

HPLC条件:装置は TRIROT AR-VI system (日本分

光)，カラムは TSKgelODS-120T， 5μm， 4.6 X 250mm 

(東ソー)，移動相はグラジェントによるアセトニトリ

ル・水混液を用い，流速は1.0ml/min，カラム温度は400，

検出は286nm，注入量は10.0μlとした.

結果および考察

1.標準生薬

(1河生状 八郷町で栽培，調製されたキパナオウギ(a)の

主根部は径0.5-2.5cm，側根部は0.1-0.5cmであった.

外面は淡黄褐色，不規則なあらい縦じわと横長の皮目ょ

うの模様がみられ，根頭部の近くは少しねじれ，横断面

は繊維性で灰黄色を示した.JP XIの性状の項では，生

薬の太さは径0.7-2cmといわれており，合致していない

部分が多い.小平市で見本用に育稜栽培されていた(b)

も同様の性状を示した.

Table 1. Analytical Results of the Roots of Astragalus membranace叫S

Part of Total Ash Acid-Insoluble Loss on Extract Content (%) GABA 
Sample*1 

a 

b 

the Root*2 

Main Root 

1 

2 

3 

Average 

Lateral Root 

4 

5 

Average 

Main Root 

1 

2 

3 

Average 

Lateral Root 

4 

5 

Average 

孟5.0%*3 

2.5 

2.8 

3.2 

2.8 

3.3 

4.2 

3.8 

3.4 

3.2 

3.2 

3.3 

3.8 

4.6 

4.2 

Ash 
三五1.0%*3 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

<0.1 

Drying 
三五13.0%* 3 dil.Ethanol 

6.0 

5.8 

6.3 

6.0 

6.6 

6.7 

6.7 

6.4 

6.8 

8.0 

7.1 

7.5 

9.9 

8.7 

30.5 

32.2 

32.7 

31.8 

38.0 

35.7 

36.9 

23.1 

35.8 

35.7 

31.5 

35.9 

43.6 

39.8 

Butanol *4 Cont巴nt(%) 

1.5 3.6XlO-2 

1.3 5.1 

1.9 6.5 

1.6 5.1 

1.4 13.4 

2.0 16.6 

1.7 

1.5 

1.1 

2.0 

1.5 

3.0 

2.0 

2.5 

15.0 

9.2 

9.1 

11.4 

9.9 

7.2 

9.9 

8.6 

*1 (a) was cultivated at Yasato-machi for one year and (b) at Kodaira-shi for two years_ 

*2 The roots are classified by diameter as follows. 

1: over 0.7cm 2: 0.5-0.7cm 3: underO.5c潤 4:over 0.3cm 5: under 0.3cm 

*3 The values show the limit of JP XI. 

*4 This column shows the amount of butanol fraction in methanol-soluble extract. 
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(2)灰分，酸不溶性灰分および乾燥減量 JPXI試験につ

いての結果を Table1に示した.灰分は，主根部(2.8%，

3.3%)より側根部 (4.1%，4.2%)の方が高く， (a)， 

(b)ともに太さと含量に相関性が認められた.また，最

も値が高い(b-5 )でも4.6%であり， JP XI規格値5.0%

以下を越えることはなかった.酸不溶性灰分，乾燥減量

についても同様であった.

(3)エキス含量希エタノールエキス含量は， Table 1に

示すように主根部(31.8%，31.5%)より側根部(36.9%，

39.8% )の方が高く， (a)，(b)10サンプルの平均は

34.3%であった.ブタノールエキスは， 10サンプルの平

均1.8%と，エキス含量の分析値としては，やや低い値

を示した.本エキス含量も主根部(1.6%，1.5%)より側

根部(1.7%，2.5%)の方がやや高い傾向にあった.

(4)GABA含量 GABAおよびその他のアミノ酸分析の

クロマトグラムを Fig.1に示す.クロマト中No.17の

GABAは， NO.16の phenylalanineと保持時間差が 1分

程度と小さく，ピークの裾野で重なる部分があるので，

ピーク高さ法により定量した. Table 1に示すように，

GABA含量は (a)で主根部 (5.1X 10-2%)より側根部

ゐ
24 

21 

‘，.，
J
 

l
 

GABA 
2S 

--'-

b 
m~n 

87 

(15.0XlO-2%)が明らかに高い値となり， GABAは太

い部分より細い部分に多く含まれる傾向を示した. (b) 

では主根部(9.9X10-2%)および側根部(8.6X 10-2%)と

もにほぼ同等の分析値が得られた.

キパナオウギの GABA含量について， Hikinoらは

(2.4-3.6) X 10-2%と報告している4)が， (a)で、は(3.6-

16.6)X10-2%， (b)では(7.2-11.4) X 10-2%と変動幅は

大きいものの，総じて高い分析値を示した.

(5)パターン分析含有するフラボン類を分析するため，

メタノール抽出物について HPLCを行った. Fig.2に示

したグラジェント条件により分析した結果，保持時間20

分にIが出現し， 10サンプルとも，概ね同様のクロマト

グラムを示した. 1はいずれの試料からも検出され，含

量も高いことから，本生薬の指標成分となる可能性が示

唆された.

2.市場品

(11性状市場品15検体のうち， 10検体は刻み生薬， 5検

体は全形生薬として入手した.前者10検体は，太さ径

I 

。 10 30 40 min 20 

Fig. 1. Analysis of GABA and other Amino Acids in 

Astragali Radix (J -1) Fig. 2. HPLC Chromatogram of Astragali Radix (J -1) 

Peak : 1 = aspartic acid， 2 = unknown， 3 = threonine， 4 = HPLC conditions : column， TSKgel ODS-120T， 5μm，4.6 

unknown， 5 = serine， 6 = unknown， 7 = glutamic acid， 8 = X 250mm， mobile phase， acetonitrile solution， flow rate， 

unknown， 9 = glycine， 10 = alanine， 11 = cystine， 12 = 1. Oml/min， column temperature， 400， detection， UV 

valine， 13 = isoleucine， 14 = leucine， 15 = tyrosine， 16 = 286nm， range， O. 05aufs， injection volume， 10.0μ1， 

phenylalanine， 17 = Y -amino-n-butyric acid (GABA)， 18 linear gradient profile of acetonitrile concentration， step 

=unknown， 19=1ysine， 20=unknown， 21=NH3， 22=his- 1=5% hold on 5min， step 2=5 to 38% over 19min， step 

tidine， 23=unknown， 24=unknown， 25=arginine 3=38% hold on 16min 
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Table 2. Analytical Results of Astragali Radix on the Market 

GABA Extract Content (%) Loss on 
Drying 

三五13.0%叫

Acid-Insoluble 
Ash 

孟1.0%判

Total Ash Sample*l 
Market*2 

Butanol *4 Content( % ) 三五5.0%*3 dil.Ethanol No. 

6.7X10-2 

6.2 

2.0 

1.9 

30.2 

31. 7 

7.4 

8.4 

0.2 

<0.1 

3.1 

2.8 

T 

T 

1 -1 

-2 

6.2 

5.5 

7.7 

1.8 

4.4 

1.7 

2.3 

1.4 

1.5 

1.6 

26.9 

27.4 

20.6 

10.5 

23.9 

6.6 

5.9 

7.9 

8.0 

8.0 

0.2 

0.2 

0.3 

0.2 

0.3 

2.7 

2.8 

2.3 

3.2 

3.2 

T

T

T

T

O

 

K-1 

【 2

-3 
-4 

-5 

5.6 

8.9 

11. 7 
11.4 

10.0 

4.2 

2.6 

3.6 

2.1 

2.4 

1.9 

2.3 

2.7 

1.8 

2.9 

2.3 

34.2 

33.7 

29.5 

28.4 

26.7 

14.4 

27.2 

32.5 

7.2 

6.4 

8.4 

7.6 

8.0 

8.4 

8.7 

8.3 

0.2 

0.2 

0.2 

0.3 

0.1 

0.5 

0.5 

1.0 

2.8 

2.4 

3.0 

3.1 

2.5 

3.5 

3.1 

3.9 

T

T

T

T

H

H

H

M

 

C-1 

-2 

-3 

-4 

-5 

-6 

-7 
目 8

*1 The samples were produced as follows. 

1 : 1apan K: Korea C: China 

*2 The samples were colloected as follows. 

T : Tokyo 0: Osaka H: Hongkong M: Inner Mongolia 

*3 The values show the limit of 1P XI. 

*4 This column shows the amount of butanol fraction in methanol.soluble extract 

10-2%の範囲であるのに対し，市場品15検体では(1.8-

11.7) X 10-2%であり， (a)，(b)より低含量の生薬を数種

認めた(Table2). 産地別に検討すると， (C)の一部に

10.0XlO-2%以上の高い分析値を示すグループがあった.

また，キパナオウギが基原植物と推定される(1)は，い

ずれも 6.5X10-2%前後の分析値となり，標準生薬の太

さ0.7cm以下の部位(a-2)，(a-3)とほぼ等しい数値で

あった.

(5)パターン分析市場品15検体については， 1はどの検

体からも検出された. しかし， HPLCパターンは必ずし

もFig.1と一致するものではなかった.

3.考 察

黄香は太いものほど品質が良いといわれ10，11)，1P XI 

でも太さは径0.7-2cmと記載されている. しかし，市場

品を見るかぎり，この形状に一致する生薬は少ない.中

国産黄者は栽培期間に 2-6年を必要とし11)，太いも

のは 3cmにおよぶものがある.一方，栽培地調査を行っ

たところ，日本産黄者は栽培期間 l年で収穫が行われて

おり，太さが0.3cm以下のものも出荷されている.1Pを

0.4-1.0cmで皮部は淡黄白色，木部は淡黄色を呈してい

た.後者 5検体のうち， 4検体は太さ径0.4-2.4cm，皮

部は淡黄白色，木部は淡黄色を呈し，標準生薬(a)，

(b)に類似するものであった.残り 1検体 (K-4)は標

準生薬とやや形態が異なり，外面は淡赤褐色で，横長の

皮目ょうの模様はなしにおいも異なり，わずかにえぐ

みを呈した.

(2)灰分，酸不溶性灰分および乾燥減量 1PXI試験の結

果を Table2に示す.灰分およぴ乾燥減量は，全体で大

きな変動は認められず， 1P XI規格値を越えるものはな

かった.酸不溶性灰分の分析値は標準生薬に比較して全

体に高く，限度値を示したものも認められた.

(3)エキス含量希エタノールエキス含量は Table2に示

すように， (1)， (C)と比較すると (K)は低い傾向にあり，

特に， (K句 4)については10.5%と他の韓国産 4検体

(平均24.7%)の約1/2量であった.

ブタノールエキス含量は，標準生薬とほぼ同様の分析

値を示した.

(4)GABA含量 標準生薬(a)， (b)では (3.6-16.6)X
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遵守するのであれば，今後日本の栽培農家への指導も必

要となろう.

血圧降下作用を持つ GABAの定量結果は， (a)の分析

例から， 1年生根では太いものより細いものが高い測定

値を示したが，植物にとって一次代謝産物である

GABAが，成長部位に高含量に存在することは理論的

にも充分考えられることである.従って， GABA含量

の観点に立てば，その GABAの蓄積量の経年変化につ

いて，検討の余地は残されているが， r太いものほど良

い」とされる選品は再検討を要するものと考えられる.

そして，このことはサポニン含量を表わすブタノールエ

キス含量からも示唆され，今後，現在の選品の正当性を

薬理学的に説明していく必要があると思われた.また，

黄香についての成分研究は，前述したように，いくつか

の研究グループによってすでに行われている.今回著者

らは， GABAが黄者に特異的に存在する成分でないこ

とから，特有成分，指標成分の研究を行い， 1を明らか

にしたが，今後このような成分が賞者の有効性になんら

かの形で結ぴついていくものと推察している.

結論

市場品賞者の品質評価を行うにあたり，まずキパナオ

ウギ、を基原とする標準生薬を選定し， lP XI試験，各種

含量試験を行った.その結果，概ね主根部より側根部の

方がGABAおよびエキス含量は高い傾向を示し， lP XI 

試験ではいずれも規格の範囲内の分析値であった.市場

品について同様の試験を行った結果， lP XI規格にはす

べての検体が適合していたものの，希エタノールエキス

含量およびGABA含量において値が著しく低いものが

一部認められた.その 1つは韓国産のもので，これは指

標成分としたイソフラボンIを含有しているものの，性

状は標準生薬と一致せず，基原植物が異なるものと考え

られる.なお，黄者に関しては，現行のlPXIで規定さ

れる試験項目のみで一定の品質を確保することは難しい.

謝辞:本研究にあたり，標準生薬を御分与された茨城

県八郷町 大図宏之進氏に深謝します.
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質評価に関する研究」の一部として実施したものであ

る)

文献

1 )日本公定書協会:第11改正日本薬局方解説書，

D-110-D-112， 1986，康川書庖，東京

2 )中華人民共和国衛生部薬典委員会:中華人民共和国

楽典1985年版 1部， 272， 1985，人民衛生出版社，

北京

3 )桑野重昭，山内和子，米国該典:コメンタリー局方

生薬， 457-478， 1984，庚川書庖，東京

4) Hikino， H.， Funayama， S.， Endo， K. : Planta Med.， 

30， 297山 302，1976 

5 )桂英二，山岸蕎:北海道立衛生研究所報， 37， 

48-52， 1987 

6 )王恵康:中草薬， 18， 5-7， 1987 

7 )日本公定書協会:第11改正日本薬局方解説書，

B-169， 1986，庚川書店，東京

8 )名取信策，池川信夫，鈴木真信:天然有機化合物実

験法， 329-345， 1977，講談社サイエンティフイツ

ク，東京

9) Kitagawa， 1.， Wang， H.， Takagi， A. : Ch捌 .Pharm. 

Bull.， 31， 689-697， 1983 

10)一色直太郎:和漢薬の良否鑑別法及調製方(復刻

版)， 106-107， 1987，谷口書庖，東京

11)李承志:日本生薬研究者第四次訪中団報告書，

45-50， 1983， 日本国際貿易促進協会関西支部，大

阪



東京衛研年報Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.瓦， 40， 90-95， 1989 

シアン測定システムに関する研究(第5報**) 

めっき廃水中の遊離シアンの酢酸緩衝液・微量拡散法による分析

奥本 千代美*，高橋利恵子*，岩崎由美子へ秋山手日幸*

Studies on Analytical System for Cyanide (V) 

Determination of Free Cyanide in Waste Water 

from Metal Plating Process by Microdiffusion Method using Acetate Buffer 

CHIYOMI OKUMOTO *， RIEKO T AKAHASHI * ， 

YUMIKO IW ASAKI * and KAZUYUKI AKIY AMA * 

summary 

A diffusion method using acetate buffer for determining cyanide in waste water from metal plating pro-

cess was developed. 

A sample (2 ml ) is adjusted to pH 5 with 0.5凶 ofacetate buffer ~ 4 M acetic acid : 4 M sodium ace-

tate (1 3 ) f and let to stand overn叫l
of任fi陀cialaeration method， hydrogen cyanide is liberat巴dat pH 5 from the sample. Th巴 trappedcyanid巴 ionin 

the absorbi昭 sol山 on(O.lM NaOH solution) is measured with pyr凶 ne-pyrazolonemethod. 

Cyanide ion was recovered quantitatively from KCN or Zn(CN)2・2KCNsolution， partly from CU(CN)2・

2KCN or Ni(CN)2・2KCNsolution and negligibly from K4Fe(CN)6， K3Fe(CN)6 or KSCN solution in the range 

of 0.1-10μg CN-/ ml levels. 

Several metal ions， Hg2+， Cu2+， Ni2+ or Cd2+， lowered the recovery af cyanide ion from KCN salution， 

whereas， Cr042-did not affect the recovery. 

A correlation was observed between the results obtained by the d出usionmethod (x) and the official 

method (y) : 

y =1.08 x -0.11 (r =0.983， n =75) 

Keywods:シアン化物イオン cyanideion;廃水 wastewater，微量拡散 microdiffusion，ピリジン・ピラゾロン法

pyridine-pyrazolone method 

1.緒員

廃水中のシアン化合物を対象とする公定分析法は，

pH 5において遊離するシアン化水素を測定するいわゆ

る遊離シアンの測定法5.6)，およびこの条件では解離し

ない安定な錯体シアンを含めて分解し測定するいわゆる

全シアンの測定法6)とに大別される.毒物劇物取締法施

行令に定める方法(以下公定法とする )5)は前者に属し，

廃水試料を pH5.0::1:0.3， 400

土 20Cにおいて通気処理

した時に遊離するシアン化水素を水酸化ナトリウム液に

捕集し，ピリジン，ピラゾロン法により吸光光度分析を

行うものである.これらの公定分析法は，いずれも手分

析による複雑な操作を必要とすることから，作業効率が

低く，またそのまま機械化，自動化することも困難であ

る.

簡易分析法は多数報告されているが7)，それらのシア

ン化水素の遊離条件が公定法とは異なっている.著者ら

*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 

*Th巴 TokyoMetroporitan Research Laboratory of Public Health 

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

**文献 1)を第 1報， 2)を第 2報， 3)を第 3報， 4)を第 4報とする.
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はめっき廃水の公定法による検査の予試験法として，微

量拡散ーイオン電極法1)およびガス拡散ーフローインジェ

クション法2)を報告したが，これらの方法は試料が鉄シ

アン錯体を含む場合に陽性の結果を与え，公定法と一致

しないという問題があった.この差異はシアン化水素の

遊離条件が pH2以下の強酸性であるという事実に起因

すると考えられた.

今回，前報の微量拡散イオン電極法1)を改変し，シ

アン化水素の遊離およびシアン化物イオンの測定条件を

公定法の条件に近似させた酢酸緩衝液・微量拡散ーピリジ

ン・ピラゾロン法を検討したので報告する.

2.実験

2. 1 試薬

シアン化物イオン標準液，ピリジン・ピラゾロン溶液，

クロラミン T試液およぴ酢酸酢酸ナトリウム緩衝液:

公定法に準じて調製.リン酸塩緩衝液:公定法に準じて

調製した後，水で 2倍に希釈する.吸収液:O.lM水酸

化ナトリウム溶液.混合指示薬:0.04%ブロムクレゾー

ルグリーン +0.025%メチルレッド(1 + 1 )溶液.金属

イオン標準液:硫酸水銀(II )，塩化銅(II )二水和物，塩

化鉄(II )四水和物，塩化鉄(皿)六水和物，塩化ニッケル

( II )，塩化カドミウムおよび硝酸亜鉛を各々水に溶かし

て，金属イオン濃度を 1/26M とし， Hg2+， Cu2+， 

Fe+， Fe+， Ni2+， Cd2+，およびZn2+標準原液とする.

シアン化亜鉛，シアン化ニッケルおよぴシアン化銅は

高純度化学研究所製(含有量99.9%)，その他の試薬は市

販の試薬特級を用いた.

2. 2 装置

シアン化物イオン電極，シアンイオンメーター，微量

拡散ユニットおよびマルチサンプラー:既報3)と同じ.

分光光度計:日立自記分光光度計 320型

2. 3 標準操作法

試料および吸収液，各 2mlをマルチサンプラーによ

りセットし，試料に混合指示薬 1滴，次に酢酸一酢酸ナ

トリウム緩衝液0.5mlを加える.試料液が，緑色を呈し

ている場合には，日音青色に変わるまで 1M酒石酸を滴下

する.直ちに粘着テープ(住友 3M，スコッチアセテー

トテープ800)により気密にし，室温で一夜放置する.吸

収液の0.25mlをマイクロピペットで取り，リン酸塩緩

衝液 5mlおよぴクロラミン T試液を0.05ml加えて混和

した後， ピリジン・ピラゾロンi容液2.5mlを加え，室温

で約40分放置後， 620nmにおける吸光度を測定する.

標準液は，拡散操作を省略し，同様に操作して吸光度を

測定する.

3.結果および考察

3. 1 微量拡散条件の検討

公定法の通気操作の条件は，蒸留法の二つの欠点，す

なわち(1川民毒性であるフエロシアン，フエリシアン化合

物からのシアン化水素の遊離 (2)クロム酸が共存する場

合のシアン回収率の低下をさける事を考慮して設定され

ている8) 本法においてもこれらの特徴を保待し，かっ

公定j去に近い測定値を与える条件について検討した.

1 )拡散時の試料液の pH

シアン化物の加水分解およびシアン化水素の解離(解

離定数 Ka)が水溶液中のシアンに関する支配的な反応で

あるならば，溶液の pH，全シアン化物濃度 [CN]，遊

離シアン化水素濃度 [HCN]の聞には

[HCN]/[CN]= 1/( 1 +KaX10PH) 

ただし， Ka=7.2XlO-1U(18'C) 

が成立する. したがって，公定法の pH条件， pH= 5:!: 

0.3を上式に代入すれば，遊離シアン化水素の割合は会

シアンの99.99%以上と計算される.シアン化ナトリウ

ムおよびシアン化カリウム9)の場合は，この例に相当す

るが，錯体シアンの場合は必ずしも前述の仮定が成立す

るとは限らないと考えられる.

廃水試料は，シアン化水素の揮散を防ぐために水酸化

ナトリウムを用いて，あらかじめアルカリ性に調整され

ている.公定法では，この試料液に指示薬としてブロム

クレゾールパープル(変色域 pH5.2-6.8)溶液を加え，

紫色が消失するまで酒石酸溶液を加えた後，更に酢酸ー

酢酸ナトリウム緩衝液を添加し，通気条件を pH5.0土

0.3としている.実際の測定では，酒石酸の使用はごく

少量であることから， Cu2+やZn2+など酒石酸と安定な

錯体を形成する金属イオンが共存していてもその影響は

少ないと考え，本法では一般操作としては酒石酸の使用

を省略し，濃厚な酢酸ー酢酸ナトリウム緩衝液のみを加

えることにした.

実際の廃水試料の pH値の分布は某年 8月分行政検体

の例では， 11. 9土1.2(平均土標準偏差， n=400)9月分

は12.2土1.0(n=495)，また合わせて全体の97.5%が

pH13以下，最高値は13.4であった.そこでまずモデル

としてO.lM-NaOH(pH=13) 2 mlをとり，緩衝液の添

加量を0.1-1 mlの範囲で検討した結果，緩衝液0.5ml

以上の添加によって pH5.3以下の条件が得られた(Fig.

また，この緩衝液0.5mlは酒石酸または水酸化ナトリ

ウムを用いて pH1.8-13に調整した溶液 2mlに対し，

規定の pH域に調整することが可能であった.
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Fig. 1. Effect of Buffer Amount on pH of Sample 

Sample; 2 ml of 0 .1M NaOH (・-・)， a 

typical waste water (口一口)and an 

exceptional waste water (企一企)

Buffer solution ; 4M acetic acid : 4M sodium 

acetate ( 1 3 ) 

以上の結果から，試料液 2mlに対し緩衝液の量は

0.5mlとした.前述の895件の例では， 880件(98.3%)が

本操作で pH5.0土0.3に調整された.ただし実際の試料

では，緩衝液を加えても， pHがあまり変化しない場合

もみられ，共存物質の多様性がうかがわれた(Fig.1 ). 

また， pH調整時の判定に，指示薬j去を検討し，

0.04%ブロムクレゾールグリーン:0.025%メチルレッ

ド混合指示薬 1滴を試料に添加した時，日音青色が得られ

れば，適正な pH域に調整されたと判断できることが判

明した.液が緑色を示している場合は 1M 酒石酸溶液

を滴加することとした.

2 )シアン化水素の遊離と回収

シアン化物イオン標準液(0.1，1.0， 10μg/ml)に

ついて，シアン化水素の吸収液への移行をシアン化物イ

オン電極により経時的に調べたところ， Fig.2に示すよ

うに，約 8時間で定量的な拡散，吸収が認められた. し

たがって標準操作としては一夜室温で，拡散を行うこと

とした.

次に微量拡散の過程について考察する.

実験では， 1)で考察したように試料液中の全シアン

のうち99.99%以上がシアン化水素とみなすことができ

る.シアン化水素の拡散および回収は，①試料液から気

相への放出，②試料液面から吸収液面への気相中の移動，

③気相から吸収液への移動の三段階に分けて考える.ま

た，拡散，吸収に関与する因子として，試料および吸収

液面の表面積，試料液の容量即ちi夜深，試料液中のガス

張力などを考える.実験中，表面積は一定， ?，夜深もほぼ

一定と考えてよいが，試料液のシアン化水素の張力は，
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Fig. 2. Effect of Time on Recovery of Cyanide Ion 

(A) Plots of recovery vs time 

(B) Plots of log ~ Xo/(Xo-X't) i vs time 

CN -concentrations ; O. 1 μg/ml:・-・，
Iμg/ml:企一企， 10μg/ml:・-・
(Xo) : Initial concentration in sample solution 

(X't) : Concentration in absorbing solution 

X 
8 

気相への放出により試料液中のシアン化水素量が減少す

ることから，時間の経過に伴い減少する.即ち，拡散時

間tにおけるシアン化水素放出量 Xは，試キヰi夜のシア

ン化水素ガス張力に比例し，このガス張力は最初のシア

ン化水素量を Xoとすれば Xo-Xに比例して減少する.

放出量 Xはまた温度によっても影響を受けるが，温度

を一定と仮定すれば，

dx/dt = k(Xo-X) 

積分して，

log ~ Xo/(Xo-X) i =k't (①) 

の関係式が得られる.吸収液への吸収行程では吸収液の

能力が十分大きく，吸収液表面積が一定ならば，吸収速

度が一定となるから，実験条件では一定と考えてよい.

実験では，時間 tにおける放出量 Xではなく吸収液中

の量 X'を測定したが， 1μg/mlの標準液については，

log ~ Xo/(Xo-X') i =0.160t-0.097(r =0.9614) (②) 

の実験式が得られ，一次反応、式に一致する結果が得られ
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た(Fig.2).②式が①式によく近似していることは考察

で用いた仮定と推論の妥当性を示唆するものと考える.

0.1および10μg/mlの標準液についても同様に③，④式

が得られた.

logj Xo/(Xo-X') f =0.129t一0.005(r=0.9846) (③) 

logi Xo/(Xo-X') f =0.239t-0.323(r=0.9145) (④) 

それぞれの標準液についての実験は同時に行ったが，②

式③式については，左辺の値と tの聞の相関が高く，④

式については②式ほどによく適合していない原因は，相

対測定誤差の違いが可能性のひとつとして考えられる.

3 )各種シアン化合物への適用

公定法は，いわゆる遊離シアンを測定対象としている

ことから，シアン化合物の種類により，シアン化物イオ

ンの回収率が異なる.このことは本法においても同様な

ので，鉄シアン錯体，チオシアン酸カリウム，各種重金

属シアン化物とシアン化カリウムの混合物について本法

(A)，本法を公定法と同じ40'Cで操作する場合(B)，お

よび公定法(C)による測定値の比較を行った.

その結果を Table1に示すが，以下の事がいえる.

(1) フエロシアンイヒカリウム， フエリシアンイヒカリウ

ム，チオシアン酸カリウムについては 3法とも 0，ある

いは極めて低い回収率で AとCはよい一致を示した.

(2) シアン化亜鉛ーシアン化カリウム(以下亜鉛化合

物と略す)では例外はあるものの 3法ともに定量的な回

収率を得た.

シアン化銅ーシアン化カリウム(以下銅化合物と略す)，

シアン化ニッケルーシアン化カリウム(以下ニッケル化合

物と略す)では，回収率は例外を除いて数10%，また測

定値の変動は大きい.亜鉛化合物，銅化合物およびニッ

ケル化合物について，測定方法，化合物の種類およぴ含

有量を 3因子とする三元配置分散分析を行った結果， 3 

因子とも，測定値に影響があった(P<0.01). また各因

Table 1. Recovery of Cynide Ion from Various Heavy Metal Cyanides. Complex Cyanides and Thiocyanate 

Recovery (%) of Cyanide Ion 

Concentration A B C 
Cyanide of Cyanide Diffusion Diffusion Official 

(μg/ml:CN一) Method at r.t. Method at 40'C Method 

Mean SD Mean SD Mean SD 

Zn(CN)z 100 100.2 2.2 101.4 0.6* * 101.4 3.8 

+2KCN 10 99.4 2.5 99.9 3.3 99.1 3.5 

1 101.5** 2.0* 101.3** 2.6 88.3 5.7 

Cu(CN)z 100 59.8 4.8 64.1 3.3 67.2 4.9 

+ 2KCN 10 68.6 12.9 73.7 7.8 72.8 7.4 

1 。72.1 13.5 74.4 9.1 74.5 9.2 

Ni(CN)z 100 16.6 10.5 74.7*** 19.4 17.9 11.1 

. 2KCN 10 46.0 22.3 107.8* * 14.8 51.3 28.8 

1 69.4 48.8 103.3* 22.5 66.0 21.2 

K4Fe(CN) 100 0.1 5.5 0.1 

10 0.1> 0.1> 0.1> 

b) 1 。 。 。
K3Fe(CN) 100 0.1> 0.1> 0.1> 

10 。 。 。
b) 1 。 。 。

KSCN 100 。 0.5 。
10 。 1.9 。

b) 1 。 。 。
a) n = 5， b) n = 2 

* * * : significant1y different from the corresponding value by the official method (p<0.001) 

ホ*: (p<O.Ol)， *: (p<0.05) 
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子聞の交互作用は，測定方法と化合物の種類の間およぴ

化合物の種類と含有量の間に認められた(いずれもP<

0.01). 

次に Aによる測定値について， Cによる測定値と対

比して検討した.

亜鉛化合物の場合， Cによる 1μg/mlの値が低いほか

は有意差が認められない.

銅およびニッケル化合物では， AとCの間には有意

差が認められなかった.

また化合物問では，すべての測定法で亜鉛化合物は銅

化合物より高い値を示した(P<O.Ol).

いずれの場合もシアン化物イオン標準液と異なり，測

定値が大きく変動するのは，実験温度， pHなどの微少

な違いが，シアン化水素の存在割合を大きく変化させる

ことによると考える.

これらの実験結果を総括すれば，本法は公定法の近似

法として位置づけることが可能と考える.

4 )妨害物質

種々の金属イオンについて，シアン化物イオン標準液

( 1μg/mlに， 1 -100倍のモル濃度になるように添加し

た場合の，シアン回収率に対する影響を調べた.

公定法同様， Hg2+， Cu2+， Ni2+， Cd2+の各イオンに

よってシアン回収率が低下し， Cr042ーは影響を与えな

かっ fこ(Table2 ). 

3. 2 ピリジン・ピラゾ口ン法による発色の検討

吸収液中のシアン濃度をピリジン・ピラゾロン法で測

定する際のルーチン操作法を，操作性と精度の商から検

討した.公定法においては，試料25mlをとり，通気処

理および中和操作を経て，精製水で10倍に希釈し，発色

用試験液とする.また発色操作は試験液10mlについて

規定している.一方，本法では拡散によって試料液の希

釈は行われていない.検討の結果，吸収液の0.25mlを

とり，中和操作を行わず，直接2倍に希釈したリン酸塩

緩衝液 5mlを加えることとした.この操作でピリジ

ン・ピラゾロン法に適当な pH値範囲に調整された.以

後の操作は公定法に準じて行う.ただし，試薬量はサン

プリング量に応じて減らし，クロラミン T試液0.05ml，

ピリジン・ピラゾロン溶液2.5mlとした.この吸光光度

法の変動係数は， 1μg/mlの標準液については4.1%(n

= 5 )であった.また定量の全操作では4.3%を示した.

検液採取量を更に減少すると，操作性に問題が生じた.

また，採取量0.5mlでは，全操作の変動係数は， 4.2%， 

1 mlでは2.3%であった.

本操作法によって，シアン化水素の揮散がさけられな

Table 2. Effect of Metal lons and Chromate Added to 

KCN Solution (1μg CN一/ml) on Recovery 

。fCyanide Ion 
Recovery (%) of Cyanide Ion 

Metal Metal ion 

Ion added* Diffusion Official 

Method Method 

Hg2+ 100 1.4 。
10 0.3 。
1 60.5 32.2 

Cu2+ 100 61.1 37.0 

10 82.0 35.6 

1 92.7 54.2 

Fe+ 100 106.1 61.8 

10 102.0 59.6 

1 97.5 56.3 

Fe+ 100 103.2 70.6 

10 102.3 61.5 

1 98.4 58.2 

Zn2+ 100 102.2 73.5 

10 103.9 77.5 

1 95.5 94.5 

Cd2+ 100 50.2 78.6 

10 100.5 65.6 

l 102.0 69.0 

Ni2+ 100 63.1 86.9 

10 65.4 74.8 

83.5 83.3 

Cr042 100 98.9 98.0 

10 97.3 96.5 

1 98.0 98.3 

* : Molar concentration ratios to cyanid巴 ion

い酸による中和操作を省略し，また取り扱う液量を少量

イヒすることができた.

3. 3 実際の試料における公定法との比較

実際のめっき廃水75検体について本法(x)および公定

法(y)により測定したところ，両測定値聞に高い相関が

認められた (y= 1.08 x一0.11，r =0.983). 前報の微

量拡散司イオン電極法で陽性となる試料が，公定法では

陰性になる事例もみられた. しかし，本法で陽性の検体

は，公定法によっても全てプラスの結果を与えた.

これらの結果から本法は公定法を行う前のスクリーニ

ングあるいは予試験として有用であると考えられる.
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まとめ

微量拡散法の公定法への近似を試みた.

酢酸司酢酸塩緩衝液を用い pH5.0:l:0.3に調整した試料

を一夜拡散したのちピリジン・ピラゾロン法による吸光

光度法を行い，公定法と高い相関を得た.

本法は操作が簡単であるため，スクリーニングあるい

は予試験として有用である.
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化粧品用色素に関する衛生化学的研究(第 2報)

アルカリ熱イオン化検出器付きガスク口マトグラフィーによる

アゾ系タール色素中の 1・phenylazo-2・naphtholの定量

伊藤弘ーへ岸本清子へ 鈴 木 助 治 * ，

中村 弘へ渡辺四男也*

Hygienic ChemicaI Studies on Pigments for Cosmetics (11) 

Analysis of l-Phenylazo-2-NaphthoI in Azo Dyes by 

Flame Thermionic Detector-Gas Chromatography 

KOICHI ITO *， KIYOKO KISHIMOTO *， SUKEJI SUZUKI * ， 

HIROSHI N AKAMURA * and YOHY A W A T AN ABE * 

Keywords: 1ーフェニルアゾー 2ーナフトール 1-phenylazo-2 -naphthol，アルカリ熱イオン化検出器 flame

thermionic detector，ガスクロマトグラフ法 gaschromatography，アゾ色素 azodyes 

緒 自

化粧品の安全性確保における留意点の一つは，皮膚に

有害な作用を与える化学物質の混入を防止することであ

り，化粧品用タール色素においてはリール黒皮症の原因

物質である 1-フェニルアゾー2-ナフトール(PAN)の残

留があげられる.現在 PANの残留量については米国の

FDAが黄色 5号，赤色203号，赤色204号およぴ赤色225

号に対し規制を行っている1)， しかし我国の薬事法は

PANの残留量を規制しておらず2)，日本化粧品工業連合

会が自主的に試験法および参考限度値を設けている 3)

著者らは前報4)において，化粧品用タール色素の安全

性調査の一環として，赤色219号について PANの残留量

調査を行い報告した. しかしアニリンと βーナフトール

を出発原料とし PANを副生する可能性があるアゾ系

タール色素は多数あり，これらの色素の PAN残留量を

広範に調査した報告はまだない. PANの分析法として

は市原らによる水素イオン化検出器ーガスクロマトグラ

フ法が報告されているが5)，検出感度に難点がある.そ

こで本報では窒素化合物に高感度であるアルカリイオン

化検出器を用いたガスクロマトグラフ法(FTD-GC法)

による PANの定量法を検討し，種々の市販アゾ系ター

ル色素について PAN残留量を調査したので報告する.

1.試薬

~ 

美 験

PAN標準品:前報4)に従って東京化成製 PANを精製

し，その0.1%溶液について TLC法4)およぴ本報の

FTD-GC法により，単一スポットおよび単一ピークを

示すことを確認して用いた.

pフェニルーN-ナフチルアミン(s-PNA):東京化成

製試薬特級を用いた.

シリカゲル: シリカゲル(MerkSilica gel 60)を130
0

，

3時間加熱処理し用いた.

その他の試薬は全て特級を用いた.

2.試料

1970年より '89年までに製造された市販アゾ系水溶性

色素 7種17検体およびアゾ系油溶性色素 3種目検体を調

査の対象とした.なお PANおよびこれらの色素の構造

式を図 lに示す.

3.装置

ガスクロマトグラフには島津製作所製 GC-15A型に

同社製 FTD-8型アルカリ熱イオン化検出器(FTD)を装

着したものを用いた.試料注入には同社製 AOC-9型

自動試料注入装置を，データ処理には同社製クロマト

パック C-R5Aを用いた.

*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 Pubric Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo 169 Japan 
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図1. 1 フェニルアゾー 2-ナフトールおよぴ試料色素の構造式

4. GC条件

カラム :J& W社製メガボアカラム DB-17 0.53mm 

I.D. X15m， 

温度:カラム2200，気化室2600

，検出器3200

，キャリ

ヤーカ、、ス:He20ml/min， Hz 3.5ml/min， Air 155ml/ 

ffiln，感度10X6

5.定量操作法

5. 1 カラムの作成

シリカゲル 4gをベンゼンに懸濁し，カボラスカラム管

(l5mm I.D. X 150mm)に充填し，さらにベンゼン30mlを流

下させて作成した.

5. 2 標準溶液の調製

PAN標準溶液:PAN 10皿gを精密に量り，メタノール

を加えて溶かし，正確に100mlとする.その10mlを正

確にとり，メタノールを加えて正確に100mlとした.

内標準溶液:s -PNA 1皿gを精密に量り，メタノー

ルを加えて溶かし，正確に100mlとした.

検量線用標準溶液:PAN標準溶液0.5，1.0， 3.0， 

5.0mlを取り内標準溶液2.5meをそれぞれに加え，メタ

ノールを加えて各々正確に10mlとした.

5. 3 試験溶液の調製

水溶性色素:試料約 1gを正確に量り，水200mlに溶

解し，分液ロートに移す.四塩化炭素50mlを加えて，

5分間振り混ぜる.静置後，四塩化炭素層を分取する.

さらに水層に四塩化炭素30mlを加え，同様の抽出操作

を2回繰り返す.有機層を合わせ，ワットマン 1PS炉

紙を用いて脱水炉過後，ロータリーエパポレーターを用

いて40'で、減圧乾回する.残留物にメタノールを加え溶

解した後，内標準溶液0.5mlを正確に加え，メタノール

で、全量を2.0mlとし試験溶液とした.

油溶性色素:試料約0.01-1g (PANとして約15μg)

を正確に量り，ベンゼン 5mlに溶解後，シリカゲルカ
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ラムの上端にのせ，ベンゼン一四塩化炭素(4: 1)を用

いて展開を行い，50mlを分取する.分取した溶離液を

ロータリーエパポレーターを用いて40
0で減圧乾回し，

残留物をメタノールに溶解後，内標準溶液1.25mlを正

確に加え，メタノールを加えて全量を5.0mlとし忌力投溶

液とした.ただし，だいだい色403号の場合は PANと

の分離が困難で、あり，また PANが高濃度であることが

多いため，試料約0.01-1g (PANとして約15μg)を正

確に量り，メタノールに溶解し，内標準溶液 1mlを加

え，メタノールを加えて全量を5.0mlとし試験溶液とし

た.

5. 4 定量

検量線用標準溶液 1μlをGCに注入し，内標準法に

よる検量線を作成し，つぎに試験溶液 1μlを注入し検

量線より PAN残留量を算出した.

ー/ラ.。
相 2.2

対 1.8

上t 1.4 

1.0 

0.6 

260 300 340 380 

温度(. c ) 

図2.検出器温度の感度におよぽす影響

* : 260
0のピーク高およぴ面積に対する比

一.-:ピーク高

-0-:ピーク面積

結果および考察

1.検出器温度と感度の関係

FTDの感度は検出器等の温度変化により変動すると

されている.そこで，検出器の温度変化による感度の変

動を検討するため気化室の温度を260。に設定し，検出器

の温度をを260
0

より 380
0まで20

0ずつ変化させ，各温度に

おけるピーク高およびピーク面積を測定した.その結果

を260
0におけるピーク高およびピーク面積に対する比と

して表し，図 2に示した.検出感度はほぼ検出器温度に

比例して上昇が認められ，380
0における感度は260

0の約

2.3倍であった.本実験では検出器の耐久性等を考慮し，

検出器の温度は320。とした.

2. GCカラムの選択

分析カラムには分離に優れ カラム注入量が大きい口

径0.53mmのキャピラリーカラムを使用することとし，

OV-17相当， OV四 1相当およぴ PEG20M相当のカラム

数種を検討した.検討の結果 J&W社製のメガボア

DB寸7が最適でEあった.

3.内標準物質の検討

検出器温度変化等による検出感度の変化に伴う誤差を

考慮し内標準法を用いることとした.内標準物質として

スダン E等スダン系色素5)を用いた報告があるが，これ

らは不純物として， PANを含むため適当ではないと思

われる。そこで内標準物質として FTDで検出される物

質を種々検討した結果，表 1に示すように s-PNAが

適当であった.

4.検量線の作成

PAN濃度が0.5μg/ml-5.0μg/mlの範囲で検量線

を作成した.内標準と PANのピーク面積比をプロット

するとき，検量線は良好な直線を示した.また検出限界

は0.1μg/mlであった.

表1.内標準物質の検討

化 Aロ、 物 TR(分)* TR/TR(PAN) * * 

p-ハイドロキシアゾベンゼン 3.58 0.25 

2， 4-ジニトロアリニン 7.52 0.52 
オレンジ、 G 9.87 0.68 

s-フェニルーN-ナフチルアミン(s-PNA) 11.41 0.79 

1 -フェニルー 2-ナフトール (PAN) 14.45 1.00 

オレンジ ss 16.08 1.11 

*保持時間

* * : PANに対する保持時間比

GC条件:カラム温度 roOO

-250
0

( 5
0

/分)とし，その他の条件は GC条件のi項により行った.



6.市販色素中の PAN残留量

本法を用いて市販アゾ系水溶性色素 7種17検体および

アゾ系油溶性色素 3種目検体の計36検体について分析し，

その結果を表3およぴ表4に示した.また代表的なクロ

マトグラムを図 3に示した。 PAN残留量は油溶性の色

素で多く，赤色225号で N.D.-17，000ppm，赤色501号で

205-339ppm，だいだい色403号で1，730-18，400ppmで

あり最高はだいだい色403号の18，400ppmであった.水

溶性色素は油溶性色素に比べて少なく，黄色 5号の

15.7ppm，だいだい色205号の103ppmおよび62.3ppmが

高値を示したが，その他は10ppm以下であった.また

これら PANを検出した試料については GC-MS分析を

行い，標準 PAN(ベースピーク m/z143，分子イオン

ピーク m/z248)とマススペクトルが完全に一致したこ
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変動係数(%)

表 2. 泊溶性および、水溶性色素への PAN添加回収率

衛
ム
口
小東

回収率(%)*σb
一

μ
一
0

0

劃一

m
l

品
川
M

一

保
山
一

叫千
叫
古
川
a

試

2.6 

2.5 

97.2 

98.7 

赤色225号

黄色 5号

* 5回の実験による平均値

5.添加回収試験

水溶性色素である黄色 5号および油溶性色素である赤

色225号に PANの一定量を添加し，試験溶液の調製法

に従い試験溶液を作成し，回収率を求めた.それぞれの

色素の PAN残留量をを考慮し，黄色 5号は10μg，赤

色225号は1000μgをそれぞれ添加した.結果は表 2に

示す.回収率はそれぞれ97.2% ， 98 . 7 % ，変動係数

2.5%， 2.6%と良好な結果であった.

表 3. 水溶性アゾ色素中の PAN残留量

料

黄色 5号

赤色201号

PAN(ppm) 

0.63 

0.84 

62.3 

103 

3.72 

N.D. 

4.32 

2.71 

製造年代

ロυ

ロυ
R
U
R
U
R
U
R
U
R
U
R
U

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

(1) 

(1) 

(1) 

(1) 

叶ル
E

d
宮
刈
1

だいだい色205号

赤色502号

赤色503号

赤色504号

だいだい色402号

言式PAN(ppm 

0.78 

3.62 

15.7 

2.19 

5.57 

N.D. 

N.D. 

2.98 

3.10 

製造年代

A

A

A

B

B

A

B

B

B

 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

(1) 
(2) 

(3) 

(4) 

試

N.D. : O.lppm以下

A : '70年代製色素

B : '80年代製色素

表 4. 油溶性アゾ色素中の PAN残留量

刊ル
E

d
事
件
，

赤色501号

PAN(ppm) 

2590 

5080 

6090 

7720 

18400 

1730 

2080 

3560 

3790 

12200 

製造年代

A

A

A

A

A

B

B

B

B

B

 

(1) 
(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

(7) 

(8) 

(9) 

側

料

だいだい色403号

試PAN(ppm) 

578 

835 

17000 

N.D. 

63.3 

88.3 

605 

205 

339 

製造年代

A

A

A

B

B

B

B

A

A

 

(1) 
(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

(6) 

(7) 

(1) 

(2) 

赤色225号

言式

N.D. : O.lppm以下

A : '70年代製色素

B : '80年代製色素
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図3. PANおよび試料色素のガスクロマトグラム

A : PAN標準品 B:黄色 5号 C:だいだい色403号

1 :内標準 2 : PAN 

分間時持保

において著しかった.現在，薬事法において化粧品用

タール色素規格は不純物個々については設定されていな

い.今回調査したアゾ系水溶性および油溶性タール色素

の大半より PANが検出されたが，黒皮症等の皮膚障害

を防止するためにはだいだい色403号のように高濃度に

含有している色素を製品に配合する場合，配合量は極力

少なくする必要があり，また色素の化粧品への配合にお

いては，配合した全色素中の PAN合計量が発症濃度5)

以下となるよう十分な注意が必要である.

文献

1) Code of Federal Regurations (1988) Title 21， 

307-348， U.S. Government Printing Office， Whash-

ington， D. C. 

2 )医薬品に使用することができるタール色素を定める

省令 昭和41年8月31日付厚生省令第30号.

3 )日本化粧品工業連合会，法定色素ハンドブック，

333， 1989，薬事日報.

4 )伊藤弘一，江波戸委長秀，原因裕文:東京衛研年報，

30-1， 106-112， 1979. 

5 )市原総子，田代実，小塚雄民，中村由美，

皮膚， 22， 383-385， 1970. 

とにより PANを確認した.

だいだい色403号等油溶性色素において PANが高残

留量であった理由は， PANにそれら色素の構造が極め

て近似しているため，色素の精製が困難で多量に残留す

るためと思われる.また水溶性色素で低値であることは，

PANが油溶性であることにより精製が容易なためと思

われる.そして年代別 PAN残留量は黒皮症が社会的問

題となった'80年代初頭以降赤色225号において減少の傾

向を示していた.また黒皮症は化粧品中の PAN濃度

1O-6g/g5)で発症するとの報告があり，色素の PAN残

留量を極力少なくする必要がある.

中南元:

以上， FTD-GCを用いた PANの定量法について検討

し，市販されているアゾ系水溶性色素および油溶性色素

中の PANの残留量調査を行った.試料の前処理は水溶

性色素については，四塩化炭素による液ー液抽出法が，

泊溶性色素については，シリカゲルカラムクロマトグラ

フ法が適当であった.また本法による添加回収率は97.2

-98.7%であり，変動係数は2.5-2.6%で精度よく定量

を行うことができた.つぎに市販色素を分析した結果

PAN残留量は油溶性色素に多く，特にだいだい色403号
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家庭用品の衛生化学的研究(第27報)

掃除機の紙パックフィルターに使用される防虫剤および抗菌剤の定量法

金子正美*，森 謙一郎*，中村義昭*，

観 照雄へ渡 辺 四 男 也 *

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XXVII) 

Determination of Mothproofing Agents and Disinfectants 

in Paper Bag for Vacuum Cleaner 

MASAMI KANEKO*， KEN'ICHIRO MORI*， YOSHIAKI NAKAMURA *， 

TERUO KAN* and YOHYA WATANABE* 

summary 

Mothproofing agents and disinfectants in paper bag for vacuum cleaner were identified and determined. 

It was ascertained that a mothproofing agent indicated as pyrethroid compound was permethrin and a 

disinfectant as phenol compound was 4 -isopropyl-3 -methylphenol (IPMP). Consequently， we made a de-

termination of permethrin， IPMP and other indicated chemicals， 2，3，3，3，2'，3'，3'， 3'-octachlorodipropylether 

(S-421)， αbrOlω叩mo

N叩in配ecommercial pa叩perbag sampμle飴sw附 er児巴 a叩na討Iy戸ze吋d; 0，1日5-9.4崎8凹昭g/goぱfS-42幻1waおsdetected in 5 s鈎am-

pμle白s，o，o閃6-6ι，2幻7四昭g/goぱfperm陀叫e叫th耐1汀rini同n7 samples， 0.28-2.38 田g/gof IPMP in 2 samples and 0.06-0.llmg/ 

g of BCA in 2 samples. 

Keywords:掃除機の紙パックフィルタ-paper bag for vacuum cleaner， 2，3，3，3，2'，3'，3'，3'ーオクタクロロジプロ

ピルエーテル2，3，3，3，2'，3'，3'，3‘-octachlorodipropy lether，ペルメトリン permethrin， 4 イソプロピル同 3-メチル

フェノール 4-isopropyl-3 -methylphenol，αーブロムシンナムアルデヒドα-bromocinnamaldehyde

緒 7 

同

近年，ダニによるアレルギー性の端息，鼻炎や皮膚炎

などの被害が注目を浴ぴるようになった.これはアパー

ト，マンションなど保温性，気密性に富んだ住宅が増え

た結果，ダニの大量発生に良好な環境が作り出されたた

めである.室内では畳，カーペット，寝具類が発生源で

あり，その対策として掃除機による吸引法が推奨されて

いる 1) これに呼応して，各メーカーでは掃除機内のダ

ニやカピを殺すため，防虫抗菌処理を施した紙パック

フィルターを販売している.これらの製品には，使用さ

れている防虫抗菌処理剤の名称が表示されており，オク

タクロロジプロピルエ}テル(S司 421)， αーブロムシン

ナムアルデヒド(BCA)またはジンクピリチオンなど薬剤

名の明らかなものもあるが，多くはピレスロイド系，置

換フェノール系，ベンツイミダゾール系等総称名の表示

であり，実際に使用されている個々の薬剤名および使用

量は不明である.電気掃除機は一般家庭で広く使用され

ており，これら防虫抗菌剤の過剰な使用は事故につなが

る可能性がある.著者らはこれらの問題点に着目し，掃

除機用の紙パックフィルターに使用されている防虫抗菌

処理剤の分析法を検討した.その結果，ピレスロイド系

処理剤使用の表示製品からはペルメトリン，置換フェ

ノール系処理剤使用の表示製品からは 4-イソプロピル-

3-メチルフェノール(IPMP)が検出された.今回，表示

されている S-421，BCAと併せて，ペルメトリン，

IPMPの分析法を確立し，良好な結果を得たので，市販

*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 ]apan 
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製品の分析結果と併せて報告する. アガス:ヘリウム 1ml/min. 

実験の部 6. HPLCによる定性・定量 BCAの標準溶液をア

1.試薬 2，3，3，3，2'，3'，3'，3'ーオクタクロロジプロピル

エーテル:三共化成工業製ペルメトリン:住友化学工

業製， 4-イソプロピルー 3-メチルフェノール:東京化

成工業製， αーブロムシンナムアルデヒド:和光純薬工

業製，その他の試薬はすべて特級を用いた.

S-421，ペルメトリンおよびIPMP標準溶液:各100凹g

を精秤し，アセトンに溶かして全量100mlとし，それぞ

れ1000ppm標準溶液とする.

BCA標準溶液:BCA 100mgを精秤し，アセトンに溶か

して全量100mlとする.さらに，そのlOmlをとり，ア

セトンを加えて全量100mlとし， 100ppm標準溶液とす

る.

2.装置 水素炎イオン化検出器付きガスクロマトグ

ラフ (FID-GC):島津製作所製 GC-15A・PF型，高速

液体クロマトグラフ (HPLC) :日本分光工業製

TWINCLE，ガスクロマトグラフィー質量分析計

(GC-MS) : VG社製70-S

3.試料平成元年 5月に東京都内で購入した防虫抗

菌処理の表示のある掃除機用紙パックフィルター 9検体

討対斗とした.

4.試験溶液の調整試料を内袋と外袋に分け，それ

ぞれを細切する.その約0.5gを100mlのナス型フラスコ

に正確に量り採り，アセトン50mlを加えて 2時間加熱

還流し，ガラスろ過器で温時ろ過する.ろ液はロータ

リーエパボレーターを用いて30
0以下で、約10mlまで濃縮

する。これにアセトンを加えて全量を10mlにして試験

溶液とする.

5. GCによる定性・定量 S-421，ペルメドリン，

IPMPの各標準溶液をアセトンで希釈し，

50，100，150，200μ g/ml(IPMPは25，50，100，150μg/

ml)の濃度系列を調整する.これらと試験溶液の 4μl

をGCに注入し，下記の条件で GC分析を行い，保持時

間より定性を行う.また，得られたピーク高より検量線

を用いて試験溶液中の濃度を求める.

FID-GCの測定条件 カラム:キャピラリーカラム

DB-17 (0.53mmi.d. X 15m)] & W 社製，注入口温度:

3000，カラム温度:120
0
→2W(昇温速度 50/min.)，

キャリアガス:ヘリウム20ml/min，水素0.4kg/crr!，

空気0.7kg/crr!

GC-MSの測定条件 カラム:キャピラリーカラム

DB-17(0.32mmi.d. X30m)J&W社製，注入口温度:2200， 

カラム温度:60"→250
0

(昇温速度:10
o
/min.)，キャリ

セトンで希釈し， 5， 10 ， 20 ， 30μg/mlの濃度系列を調

整する.これらと試験溶液の 5μlをHPLCに注入し，

下記の条件で HPLC分析を行い， GCの時と同様にして

定性および定量を行う.

HPLCの測定条件 カラム:日本分光工業製 Finepak

SIL Cl8 (10μm， 4. 6mmi.d. X 250mm)，移動相:メタ

ノールー0.05M炭酸アンモニウム (70: 30)，流速:

0.5ml/min，測定波長:300nm 

結果および考察

1.使用薬剤の同定 Table 3に示した化合物のうち

置換フェノール系，ピレスロイド系と表示のあるものに

ついて同定を行った.これらの表示のあるNo.1の内袋

を細切し，メタノール中で加熱還流して得た抽出液の

GC測定を行い， Fig.2にそのガスクロマトグラムを示

した.このうち保持時間12.9分のピークはフタル酸ジブ

チルであり，その他のピークについては GC-MSを測定

した. 2.3分のピークはベースピーク 135，M+150を示

し，各フェノール系殺菌剤を調べたところ， 4-イソプ

ロピルー 3-メチルフェノール(IPMP)であることが判明

した. また， 25.2分のピークはGC-MSより M+390で塩

素を 2つ持つことがわかり，ピレスロイド系のペルメト

リンが推定され，標準品と比較したところ，マスフラグ

メントおよび保持時聞が完全に一致した.また， 25.5分

のピークも， MSが25.2分のピークと一致した.これは，

ペルメトリンのシクロフ。ロパン環の 2つの炭素が不斉炭

素であるため，シス型とトランス型が存在し， GC上で

はこの 2つの構造異性体が分離して 2本のピークになっ

たものである.この 2本のピークのうち， 25.2分のピー

クはシス型， 25.5分のピークはトランス型に相当する

が2)，今回使用したペルメトリンの標準品は全てシス裂

であり， GC上のピークは25.2分の l本であった.なお，

効力が高いのはシス型である3) しかし，製品に使用さ

れているペルメトリンは，これらの混合物であるため，

検体のトランス型もシス型の標準品を用いて定量し，シ

ス型とトランス型の和として含有量を求めた.また，

No. 1以外の検体でも，ピレスロイド系の表示がある製

品からは，全てペルメトリンが2本のピークとして検出

された.

2. 8-421，ペルメトリン， IPMPおよび BCAの定

量法 S-421，ペルメトリン， IPMPの定量法について

はいくつかの報告4)-6)があるが，本報では前報7)に準じ

て GCで行った.カラムに OV-17相当のフューズドシリ
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Fig. 1. Chemical Structures of Mothproofing agents and 

Disinfectants 

カキャピラリーカラム DB-17(0.53mmi.d. X 15m)を用い

てカラム温度を1200

から2500まで昇温して測定したとこ

ろ.Fig.2に示したように各防虫剤や抗菌剤の分離は良

好で，同時分析をすることができた.次に. BCAの定

量法は紫外部吸収検出器付 HPLCi去を検討した.カラム

に逆相カラム FinepakSIL C18を，移動層に炭酸アンモ

ニウムを加えた水ーメタノール系溶離液を用いて測定し

たところ，良好な結果を得た.

3.抽出条件の検討繊維製品の加工剤の成分分析で

は，通常，極性の強いメタノール等の有機溶媒中で加熱

還流することが多い8) 今回は紙製品の分析であるが，

各防虫抗菌剤を含有する製品にそれぞれアセトン，メタ

ノール，エタノールを用いて 2時間加熱還流して抽出を

行った. Table 1にアセトンを用いたときのピーク高を

100としたメタノールとエタノールの抽出率を示した.

溶媒聞には差がないので，今回はアセトンを抽出溶媒と

した.また，繰り返し抽出を行ったとき. 2回目以降は

ほとんど溶出されなかったので抽出回数は 1固とした.

4.検量線の作成標準溶液をアセトンで希釈し，実

験の部に示した濃度系列を作って検量線を作成した.そ

の結果いずれも良好な直線性を示した.

103 

1 (A) 

2 

3 

(B) 

。 10 20 

Retention time (min) 

Fig. 2. Gas Chromatograms of Mothproofing agents and 

Disinfectants 

(A) Peaks : l，!PMP; 2. S-421 ; 3. Permethrin 

(B) Extracted from Sample (No.1) 

Table 1. Comparison of Extraction Solvents 

Solvent S-421 Permethrin IPMP BCA 

Acetone 100* 

Methanol 102 

Ethanol 104 

100* 

97 

98 

100* 

83 

86 

100* 

108 

105 

* The value of acetone is indicated as 100 per cents 

5.添加回収実験 防虫抗菌剤を含有しない紙パック

フィルター0.5gにS-421. ペルメトリン. IPMPは0.50

と2.50明. BCAは0.05と2.50mgをそれぞ、れ添加して回

収実験を行った. Table 2に結果を示す.実験は 5回繰

り返して行い，回収率90.9-99.6%. 変動係数1.0-3.0%

でいずれも良好であった.

6.市販製品の分析結果市販の紙パックフィルタ-

9検体の分析結果を Table 3に示した.全て防虫抗菌

加工の表示があり，このうちNo.1. 2. 6の3検体は

卓上クリーナー用のものであった.また. No. 2以外は

内袋と外袋の 2重構造になっており，今回はそれぞれを
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Table 2. Recoveries of Mothproofing Agents and Disinfectants from Paper Bag for Vacuum Cleaner 

Sample S-421 Permethrin IPMP BCA 

Weight added Recoveryl) CV added Recovery CV added Recovery CV added Recovery CV 
(g) (mg) (% ) (% ) (mg) (% ) (% ) (mg) (% ) (% ) (mg) (%) (% ) 

0.50 0.50 95.1 2.9 0.50 91.4 2.5 0.50 96.4 2.6 0.50 90.9 1.0 

0.50 2.50 93.6 2.3 2.50 96.8 3.0 2.50 99.6 2.7 2.50 95.1 2.1 

1 ) Recovery : n =5 

Table 3. Analytical Results of Mothproofing Agents and Disinfectants in Paper Bag for Vacuum Cleaner 

Samle No. indication 1) S-421 IPMP BCA 

2 

3 

A.E.F 

A.E.F 

B.E.F 

inner pack 

outer pack 

outer pack 

inner pack 

9.482)(9.67)3) 

3.65(11. 3) 

5.72(7.21) 

3.58(10.7) 

Permethrin 

_4) 

6.27(18.3) 

0.25(2.73) 

3.63(10.9) 

0.36(3.95) 

3.20(10.3) 

0.13(1.46) 

3.02(3.71) 

0.06(0.28) 

4.47(14.0) 

0.30(3.51) 

0.15(0.55) 

4 B.E.F 

5 B，C 

6 B.C 

7 B，E，F 

8 B，E，F 

9 B，D 

outer pack 

inner pack 

outer pack 

inner pack 

outer pack 

inner pack 

outer pack 

inner pack 

outer pack 

inner pack 

outer pack 

inner pack 

outer pack 

0.15(1.67) 

1.40( 4.08) 

1.41 (15.7) 

3.40(10.7) 

0.47(5.54) 

1 ) indication of mothproofi昭 agentand disinfectant 

o .34( 1.17) 

0.06(0.86) 

2.38(7.76) 

0.28(3.22) 

2.38(2.93) 

0.46(2.06) 

0.07(0.39) 

0.06(1.11) 

0.11(0.43) 

0.08(1.43) 

A=octachlorodipropylether， B=pyrethroid compounds， C=phenol compounds 

D=α ーbromocinnamaldehyde，E=zinc pyrithion， F=benzimidazole compounds 

2) mothproofing agent and disinfectant in 1 g of packfilter (mg/ g) 

3) mothproofi昭 agentand disinfectant in one packfilter ([昭)

4) not detected(detction limit: S-421， permethrin 0.05mg/g， IPMPO.03mg/g， BCAO.01mg/g) 

分けて分析し， 1 g当りの防虫抗菌剤の量と共に， ( ) 

内に 1袋当りの使用量を示した.特にNo.5， 6， 7， 

9では，内袋にのみ防虫抗菌処理を施しであると表示さ

れているが，全ての検体で外袋からも検出された.この

うち， No. 1， 4のS-421では内袋との差が少なく両方

に加工を施したと考えられるが，それ以外は内袋に比べ

て少なく，内袋より移行したものであると考えられる.

防虫剤では， S-421は表示のある No.1， 2以外に未表

示のNo.4，7， 8からも検出された. S-421は一般には

ピレスロイドの共力剤として使われるが5)，これらの検

体でも防虫剤に使用しているNo.1， 2に比べて使用量

も少ないことから，この共力効果を期待したものと考え

られる.ペルメトリンは表示どおり No.3 -9の検体で検

出されたが，内袋の濃度で0.30-6.27mg/g， 1袋で

0.55-21.03mgとぱらつきがあった.抗菌剤はNo.5， 6 

からIPMPが， No. 8， 9から BCAが検出された.

まとめ

掃除機の紙パックフィルターに使用されている防虫抗

菌剤の確認同定を行い，併せてその使用量を調査した.

防虫剤はペルメトリン，抗菌剤は 4-イソプロピルー 3-

メチルフェノール(IfMP)が使用されていた. これらと

2，3，3，3，2'，3'，3'，3'ーオクタクロロジプロピルエーテル
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(S-421)および αーブロムシンナムアルデヒド(BCA)の

計4種の防虫抗菌剤の分析を行った.市販製品 9検体を

測定したところ， S-421は5検体，ペルメトリンは 7検

体， IPMPは2検体， BCAは2検体から検出された.
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家庭用品の衛生化学的研究(第26報)

防虫シートおよびカーペット中の防虫加工剤の定量

中村義昭へ金子正美へ森 謙一郎*

観 照雄 * 渡辺四男也*

Hygienic Chemical Studies on Household Necessities (XXVI) 

Determinaition of Mothproofing Agents in Mothproofing Sheets and Carpets 

YOSHIAKI NAKAMURA *， MASAMI KANEKO*， KEN'ICHIRO MORI*， 

TERUO KAN* and YOHYA WATANABE* 

Summary 

Fenitrothion and diazinon as mothproofing agents in mothproofing sheet and carpet products were deter-

mlll巴dedby flame photom巴tricdetector-gas chromatography (FPD-GC). 

The recommended conditions were as follows : 

(1) Clean-up was performed on a silica-gel column using a mixture solvent of hexane and ethyl ace-

tate (4 1). 

(2) GC column， 10% silicone DC-200， 3 mm i.d. X 2 m ; column temperature， 190 0 injection 

temperature， 250
0 

; detector， FPD ; carrier gas， N2 60ml/ min ; sample size， 3μ l. 

This method was applied to determination of the mothproofing agents in total of 24 samples (10 samples 

of mothproofing sheets and 14 samples of carpets) ; fenitrothion wer巴detectedfrom 1 sample of mo凶thpro∞of白III
sh巴巴et(3350ppm) and 1 sample of carpet (28ppm)， d四 lllonw巴redetected from 1 sample of moωthpro∞of臼III

sheet (l540ppm) and 8 samples of carpetおs(116一0.7ppm).

Keywords:防虫シート mothproofingshe巴t，カーペ 7 トcarpet，防虫加工剤 mothproofingagent，ダイアジノン

diazinon，フェニトロチオン fenitrothion，炎光光度検出器付ガスクロマトグラフィー flamephotometric detector 

gas chromatografhy 

緒 日 著者らは前報4)でカーペット中の防虫加工剤として

近年，家庭ではじゅうたん，玄関マットなど種々の ディート，ダイアジノンおよびオクタクロロジプロピル

カーペット製品が繁用されるようになった.これに伴い エーテルの防虫加工剤について水素炎イオン化検出器付

ダニの発生など不快害虫による被害が社会問題となって ガスクロマトグラフを用いる同時分析法を確立した.そ

いる.すでに吉川ら 1.2)は，ダニじついてカーペットが の後著者らはさらに市販製品の検索を行ったところ，新

その大量発生に都合のよい環境を作り出していると指摘 たに防虫シート中に有機リン系防虫剤フェニトロチオン

している.このため，これらダニ等の駆除を目的として， が使用されていることを見いだした.フェニトロチオン

カーペットに防虫加工を施したり，カーペットと畳の間 の検出は，リン化合物を特異的に検出し，微量分析の可

に防虫加工したシートを挿入するなどの処理がとられて 能な炎光光度検出器付ガスクロマトグラフを用いる方

いる.しかし，これら加工剤の中には，健康への影響を 法5)によった.またこの方法は同時にダイアジノンの検

心配される成分の存在が懸念されている3) 出も可能であることから，今回市販防虫シートおよび防

*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 M巴tropolitanResearch Labortory of Public Health 

24-1 ， Hyakunincho 3 chome， Shinjku-ku， Tokyo， 169 ]apan 
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虫カーペット中のフェニトロチオンとダイアジノンの分

析法の確立を目的に検討を加えた.すなわち試料のク

リーンアップ操作としてシリカゲルカラムクロマトグラ

フィーを用い，ヘキサンー酢酸エチル(4: 1)で溶出す

る方法を導入したところ，良好な結果が得られた.本j去

を用いて市販防虫シート 10検体，カーペット 14検体の分

析を行ったので，結果を併せて報告する.

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)，フェニトロチオン(スミチオン， MEP):和光

純薬工業製(残留農薬試験用)，シリカゲル:カラムクロ

マト用シリカゲル60(70-230メッシュ ASTM)メルク社

製.

フェニトロチオン標準溶液:フェニトロチオン100mg

を精秤し，ヘキサンを加えて全量100mlとする.さらに，

その 10mlをとりヘキサンを加えて全量100mlとし，

100ppm標準溶液とする.

ダイアジノン標準溶液:ダイアジノン100mgを精秤し，

以下フェニトロチオン標準溶液と同様に操作し100ppm

標準溶液を調製する.

2.装置 炎光光度検出器付ガスクロマトグラフ:日

立製作所163%ガスクロマトグラフ.

ガスクロマトグラフィー質量分析計 (GC-MS): 

HEWLETT P ACKARD 5890型 VG ANAL YICAL VG 

70-S型.

GC測定条件 カラム :10%シリコン DC-200(Uniport

HP， 80-100メッシュ ガスクロ工業製)カラム管 3mm 

i.d.X 2 m，試料注入口温度:250
0

，カラム温度:190
0

， 

キャリアガス:窒素60ml/min，水素150ml/min，空気

50ml/min，検出器:炎光光度検出器(FPD， リン用干

渉フィルター)，レンジ104，アットネイション16.

GC-MS測定条件カラム:メガボアカラム DB-17

(0.32mm i.d.X30m)] & W SCIENTIFIC製，カラム温度

130
0
→250

0

，昇温速度:10
0
/min，キャリアーガス:He 

1 ml/min. 

3. 試料 昭和62から63年に都内の小売屈において全

て「防虫加工J等の表示のある防虫シート (10検体)と

カーペット(14検体)を購入して試料とした.

4.試験溶液の調製 (1) 抽出 試料のうちカーペッ

トは前報4)に従いパイル糸と基布の部分とに分別し，基

布は約 1cmに細切する.また防虫シートも約 1cmに細切

する.これらの細切した試料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60分間加

熱還流後，温時ガラスろ過器(G2)を用いてろ過し，ろ

液を200mlのナス型フラスコにとる.ナス型フラスコお

よびろ過器内の内容物はジクロロメタンで洗い，先のろ

液と合わせた後，ロータリーエパポレーターを用いて約

40
0 でジクロロメタンを留去する.

(2) クリーンアップ内径15mm，長さ 300mmのカラム

クロマト管にシリカゲル 5gをヘキサンに懸濁して加え，

次いで硫酸ナトリウム(無水)2 gを積層させ，カラムを

調製する. (1)の抽出残留物にヘキサン・酢酸エチル(4 

: 1)の混合溶媒(以下混合溶媒と略す)10mlを加えてよ

く溶解させる.この溶解液を先のシリカゲルカラムに流

し， 1分間に 4mlの流速で流出させる.ナス型フラス

コを再度，混合溶媒10mlで洗い，この洗i夜をカラムに

流す.更に混合溶媒100mlで流出を行ったのち，全流出

液を合わせロータリーエパポレーターで濃縮し 5mlと

したものを試験溶液とする.

5. GCによる定性および定量 フェニトロチオンお

よびダイアジノンの各標準溶液をヘキサンで希釈しフェ

ニトロチオン 6ppm，ダイアジノン 3ppmに調製する.

調製した液の各 3μlをとり，ガスクロマトグラフィー

を行二い，q.尋られたクロマトグラムよりフェニトロチオン

およびダイアジノンの保持時間を求める.次に試験溶液

について同様に GC分析を行い，得られた保持時間より

2物質の同定をする.また，各標準溶液をヘキサンで

フェニトロチオンは 2， 4， 6， 8， 10ppm，ダイアジ

ノンは 1， 2， 3， 4， 5 ppmの標準系列をつくり，

それぞれ 3μlをとり方、スクロマトグラフィーをf子い，

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.次いで，試験溶液についても同様に GC分

析を行い，検量線からフェニトロチオンおよびダイアジ

ノンの濃度を求め，試料中の含有量を算出する.

結果および考察

1.抽出条件の検討著者らは，前報4)において，

カーペット中の防虫加工剤の分析法を確立した.今回は，

フェニトロチオンならぴにダイアジノンの同時分析を目

的とし，前報4)と同じジクロロメタンを抽出溶媒に用い

て， 60分間加熱還流を行った.その結果，フェニトロチ

オン，ダイアジノンともに回収率が95.0%と良好であり，

この条件を用いることとした.

2. クリーンアップの検討 カーペット製品は化学繊

維，ゴム，接着剤など種々の原料が使用されている.こ

のため，カーペットをジクロロメタンで抽出処理した液

を直接 GCに注入すると，妨害ピークの影響や GCカラ

ムの劣化などが生じるため，クリーンアップを行った.

クリーンアップはシリカゲルカラムを調製し，フェニト
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Fig. 2. Gas Chromatograms of Mothproofing ag巴ntsof 

Samples No.12 and NO.13 in Table 2. 

Peak: 1， diazinon: 2， fenitrothion 

96.0% (変動係数0.9%)，基布96.2%(変動係数1.4%)の

回収率であった.またダイアジノンは防虫シートで

95.8% (変動係数1.7%)，カーペットのパイル糸99.0%

(変動係数0.7%)，基布94.6%(変動係数1.7%)でありい

ずれも良好な回収率であった.

5.実試料中の防虫加工剤の確認 本法においてフェ

ニトロチオンおよびダイアジノンを検出した検体はさら

にGC-MS法により確認を行った.検体の保持時間およ

びマスフラグメントは，標準品フェニトロチオン m/z

277(M+， 67%)， 260(35%)， 125(100%)， 109(82%)， 

93(23%)，ダイアジノン m/z304(M+， 67%)， 199 

(59%)， 179(100%)， 152(84%)， 137(93%)のそれと完

ロチオン，ダイアジノンを各5皿g負荷した後，混合溶媒

を1分間に 4mlの流速で流下した.その溶離パタ}ン

をFig.1に示す.ダイアジノン，フェニトロチオンとも

に60mlでほぽ完全に溶出した.そこで以後の実験にお

いては溶出に用いる混合溶媒の量は安全を期し， 100ml 

とした.

以上の方法を用いて Table 2のSampleNo .12および

NO.13の試料について試験溶液を調製し GC分析を行っ

たところ， Fig.2に示すようなクロマトログラムが得ら

れた.

3.検量線および定量限界標準溶液をヘキサンで希

釈し，フェニトロチオンは 2-10ppm，ダイアジノンは

1 -5 ppmの標準系列をつくって，検量線を作成したと

ころいずれも良好な直線性が得られた.本法による定量

限界はフェニトロチオン 0.5ppm，ダイアジノン

O.25ppmであった.

4.添加回収実験 フェニトロチオン，ダイアジノン

未検出の防虫シート2.0gを取り，フェニトロチオン，

ダイアジノンを各5皿g，また，未検出のカーペットには

基布，パイル糸に各100μgをそれぞれ添加し， 3時間

室温で風乾した後，本法を用いて定量分析を行った.

Table 1にその結果を示す.フェニトロチオンは防虫

シート95.4%(変動係数1.4%)，カーペットのパイル糸
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全に一致した.

6.防虫シートおよびカーぺッ卜製品の分析結果 防

虫シート 10検体，カーペット14検体，計24検体の分析結

果を Table2に示す. 1). 防虫シート 10検体中フェ

ニトロチオン(SampleNo. 1 3350ppm)およびダイアジ

ノン (No.2 1540ppm)がそれぞれ l検体検出された.

残り 8検体からはこれらの有機リン系の加工剤は検出さ

なかった. しかし，いずれの製品も「防虫加工」等と表

示がなされているので，ビレスロイド系等他の加工剤が

推量される.これについては次回に調査を行う予定であ

る.

2 )カーペット フェニトロチオンは14検体中 1検体

(No.13 28ppm)を基布から検出した.ダイアジノンは

14検体中 8検体 (No.11 116ppm， No .12 32ppm， 

Table 1. Recoveries of Mothproofing Agents Added to Samples 

Mothproofing Sheet Carpet 

Mothproofing Pile Base 

Agent Added Recovery2) C.V.3) Added Recovery C.V. Added Recovery C.V. 

(mg) (% ) (% ) (μg) (%) (% ) (皿g) (% ) (% ) 

Fenitrothion 5.0 95.4 1.4 100.0 96.0 0.9 100.0 96.0 1.4 

Diazinon 5.0 95.8 1.7 100.0 99.0 0.7 100.0 94.6 1.6 

1) Sample Weight : 2.0 g. 

2) Recovery : n = 5 . 

3) C.V目:Coefficients of Variation. 

Table 2. Analytical Results of Mothproofing Agents in Mothproofing Sheet and Carpet Product 

Sample 

No. 

Fenitrothion 

(A) (B) 
Diazinon 

(A) (B) 

Mothproofing 

Sheet 

Carpet 

(Base) 

Carpet 

(Pile) 

1

-

l

i

 

1

2

3

1

0

一
1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

4

一
1

4

ー
i

一1
4
1
1
1
1
1
4
1
i
1
i
t
-
-ム

1
ム

ワ

白

内

L

一
1
ム

3350 
_1) 

172.2 

1540 91.3 

116 52.2 

32 15.0 

28 22.7 
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1 ) not detected (detection limit : fenitorothion O. 5ppm， diazinon O. 25ppm). 

A) Weight (μg) of mothproofing agent per 1 g of sample. 

B) Weight (昭)of mothproofing agent per one tatami area of samples (90X180cm). 
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No .14 23ppm， No .15 14ppm， No .16 9. Oppm， No .17 

2.6ppm， No .18 1. 6ppmおよび、No.19 0.7ppm)を基布

から検出した.さらにカーペット 14検体については前

報4)に準じて FID-GC分析を行った.その結果，ディー

トが 3検体 (No.17 650ppm， No .19 318ppmお よ び

No.20 32ppm)， S-421が 1検体(No.21 11， 700ppm)， 

ダイアジノンは 3検体(No.ll，12， 14)を検出したが，

FID-GCでは感度が低く 5検体(No.15，16， 17， 18およ

び19)のダイアジノンは検出されなかった.このように，

ダイアジノシ等有機リン系加工剤の検出については

FPD-GCを用いた本法の方が，検出感度において優れた

結果を得ることができた.また SampleNo .17および

No.19のダイアジノンは2.6，0.7ppmと微量であるが，

これらの検体からはディートも検出されるので複数の防

虫加工剤による防虫効果を期待したものと考えられる.

今回も前報4)と同様にカーペットのパイル糸からは

フェニトロチオンとダイアジノンは検出されなかった.

このことから，前報4)と同様にこれらカーペットは製造

工程において基布にフェニトロチオンやダイアジノンを

加工処理してからパイル糸を植付けたものと考えられる.

なお有機リン系加工剤およぴ前報4)の方法で検出した

ディート， S-421を含まない 3検体は，防虫シートと同

様にピレスロイド系殺虫剤による加工が考えられるので，

今後調査するつもりである.

まとめ

1. FPD-GCによる防虫シートおよびカーペット製品

中の有機リン系防虫加工剤フェニトロチオンおよびダイ

アジノンの同時分析法を確立した.

2.前処理としてシリカゲルカラムを用い，溶出液に

はヘキサン・酢酸エチル(4: 1)の混合溶媒を用い，試

料 2gに対して100mlで良好な結果を得た.

3. 市販の防虫シート 10検体，カーペット 14検体の計

24検体について分析を行ったところ，防虫シートから

フェニトロチオン (3350ppm)およびダイアジノン

(1540ppm)を各 1検体ずつ検出した.カーペットからは

フェニトロチオン(28ppm)1検体およびダイアジノン 8

検体(116-0.7ppm)をカーペットの基布から検出した.
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ケイ光X線分析法による酸化チタン中の

鉛およびヒ素の同時定量

雨宮 敬へ鈴木助治*渡辺四男也*

Simultaneous determination of lead and arsenic 

in titanium dioxide powder by X-ray fluorescence spectrometry 

TAKASHI AMEMIYA *， SUKEJI SUZUKI* and YOHYA WATANABE* 

Simultaneous determination of microgram quantities of lead and arsenic in titanium dioxide powders used 

as cosmetic materials were performed by X-ray fluorescence spectrometry. 

The conditions for X-ray fluorescence analysis were as follows ; target Mo， secondary target Mo， 

voltage and ampere : 50kV-55mA， fixed time : 300sec， range: 0 -20keV， path: air. 

Fifteen samples of titanium dioxide powder were analysed. A large quantity of lead was contained in 

the rage of 29.5白 40.0ppmin 3 samples目 Arsenicwas not detected from any of the samples examined. 

Keywords : titanium dioxide powder， lead， arsenic， simultan巴ousdetermination， X-ray fluorescence spectrometry 

緒面

酸化チタンは化粧品原料として隠ぺい性，着色性など

の優れた性質を有し1)，おしろい，ファンデーション，

クリーム，アイシャドーなどに広く用いられている.酸

化チタンは天然鉱石を原料として製造されるため，原料

によっては，有害金属である鉛あるいはヒ素を含有する

おそれが十分にあり，このことが製品の品質を大きく左

右することになる.従って，化粧品原料に用いる場合の

酸化チタンは化粧品原料基準2)によって鉛(50ppm以下)

およぴヒ素(10ppm以下)の含量規制がなされ，それに

沿った品質管理が必要である.

現在，化粧品原料基準には，一般試験法として鉛はジ

チゾン法，ヒ素はグートツァイト法が採用されている 2)

しかし，この方法を酸化チタンに適用すると試験溶液の

調製など前処理に長時間かかること，あるいは可溶性チ

タンが鉛の分析に障害を与えることなど改良すべき点が

あり，迅速かっ精度のよい試験法の開発が望まれる.酸

化チタン中の重金属分析は，原子吸光法3，4)' ボルタン

メトリー5)，誘導結合プラズマ発光分析法61)，ケイ光

X線法8)などにより鉛をはじめとして，その他の元素に

ついても行われているが，ヒ素に関する報告はみられな

い.今回，著者らは，化粧品原料の品質評価の一環とし

て酸化チタン中の鉛およびヒ素の同時定量を意図してケ

イ光X線分析法の検討を行い 市販酸化チタン中の鉛お

よびヒ素の含量調査を行ったので報告する.

実験方法

1.試薬鉛およびヒ素標準液:市販品(和光純薬工

業製1，000ppm)を用いた.

2.装置および器具 ケイ光X線分析装置:エネル

ギー分散型0600ウルトラトレースシステム(ケベック)， 

X線発生部:9265型(理学電機工業)， X線管球:モリブ

デン対陰極(最大負荷電力2.7kW，フイリップス)，二次

ターゲット:モリブデン，データ処理システム:ユニ

ペツクシステム7000(ケベック)，加圧成型器:前川試験

機M型(油圧手動式)，ケイ光X線用試料ホルダー(ホル

ダーと略記):アルミ製リング(直径25mm，厚さ 5mm，理

学電機工業)

3. 試 料 昭 和63年10月-11月において市販品を購入

して試料とした.

4. 測定用ぺレッ卜の調製試料 2gを105
0

の乾燥

器中で 1時間乾燥する.これをメノウ乳鉢に移して均一

にすり混ぜる.つぎに，加圧成型器のプレスヘッドに薬

*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 Metoropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

Target 

Secondary target 

) Voltage， Ampere (kV， m凶ωA川
Fixed ti日n耐I

Range (keV) 

Path 

Mo 

Mo 

50-55 

300 

0-20 

Air 

包紙をしき，その上にホルダーを乗せ，さきの試料の全

量をホルダー内に表面がほぽたいらになるように充填す

る.さらに，薬包紙で上から覆う.つぎに，加圧成型器

を用いて 5トン/cmの圧力をかけて成型してペレットを

作成する.これをケイ光X線分析用試料とする.

5.試験操作

1 )定性

4の項で調製したペレットをTable1に示した操作条

件に従って測定する.得られたケイ光X線スペクトルに

ついて，データ処理システムを用いて PbLα 線:

10.550 keV， PbL s線 12.211keV， AsK α線:

10.542 keVおよび AsKs線:11.722keVを解析して定

性を行う.

2 )定量

鉛およびヒ素を単独で含有する場合:鉛については定

性の項で用いた試料について，まず，測定時間として，

30秒間ケイ光X線分析を行い，得られたケイ光X線スペ

クトルから使用したこ次ターゲットであるモリブデンか

らのコンブトン散乱X線を内部標準としてケイ光X線強

度を測定する.つぎに， iJ.lJ定時間を300秒間としてケイ

光X線分析を行い， PbL s線のX線強度を求める.つぎ

に，さきに測定したモリブデンからの散乱X線に対する

PbL s線のX線強度比を求め，別に作成した検量線から

試料中の鉛含有量を求める.つぎに，ヒ素については，

AsK α線の X線強度比を求め，鉛と同様にヒ素の含有

量を求める.

鉛およびヒ素が共存する場合:PbLα 線と AsKα線

とが重なるため，鉛は重なりのない PbLs線を用いて

分析を行う.得られた鉛のX線強度に係数(1.03)をかけ

たものを見かけのヒ素のX線強度から差し引くことによ

り，鉛の影響のないヒ素のX線強度を求め，さらに，内

部標準に対する X線強度比から検量線によりヒ素の含有

量を求める.

結果および考察

測定用ぺレット調製の検討試料中の鉛およびヒ素の

検出感度と精度の向上を目的としてつぎの方法を検討し

た.

1.加圧によるぺレッ卜調製 粉末試料においては，

しばしば，ホルダーに充填して加圧成型を行うが，成型

性をよくするため，ステリアン酸，でん粉などの有機物

をパインダーとして15-20%加えて成型することが多

い9)，しかし， Li-Tong Jinら5)の報告によると酸化チタ

ン中の鉛含有量は低値のものが多いことから，パイン

ダーを加えると希釈率が大きくなり，検出感度の低下が

考えられるため，今回はパインダーを加えずに成型する

ことを4食言すした.すなわち あらかじめ重合およびヒ素を

検出しないことを確認した試料 2gに両者をそれぞれ50

μg加えて， 105 0， 1時間乾燥する.つぎに，プレス

圧をし 2，3， 4， 5， 7， 10， 15， 20および30トン

/cmと変化させて試料を調製して操作条件に従って測定

して，プレス圧と X線強度比の関係を検討した.その結

果，プレス圧 3トン以下では成型が不十分であり， また，

15トン以上ではペレットがうすくなり，わずかの衝撃に

よってホルダーから脱落あるいは破損しやすくなること

が認められた.これに対して 4 -10トンにおいては成

型後のペレットの強度も十分得られ， x線強度比も一定

で再現性がみられた.そこで，操作性がよいことからプ

レス圧を 5トンとした.成型操作の際，酸化チタンは微

粉末のため，試料がプレスヘッドに付着して操作が困難

であったが，越智ら 10)が，試料とプレスヘッドの聞に

薬包紙あるいはマイラーをはさんで効果的に処理してい

ることから，著者らも薬包紙を用いて操作することとし

た.

2.試料の粒度 ケイ光X線分析においては，試料の

ごく表面に近い部分のみを測定することから，定量分析

においては，試料の粒度がX線強度に大きな影響を及ぼ

す.通常，粒度が200メッシュあるいはそれ以上に細か

いときは X線強度に影響を与えないとされている9) 今

回用いた酸化チタンは，いずれも 200メッシュ以上の微

粉末であったので，粒度の影響はみられなかった.

共存元素の影響神田ら3)は，酸化チタン中の不純物

を発光分光分析で調査して，カリウム，カルシウム，ア

ルミニウム，マンガン，マグネシウム，鉄および亜鉛の

存在を報告している.著者らもケイ光X線分析でほぼ同

様の結果を得た.そこで，鉛およびヒ素に対する前記 7

元素の影響について検討を行った.すなわち，鉛および

ヒ素を検出しない試料 2gに両者をそれぞれ20μg添加

する.さらに， 7元素を200および1，000μgの濃度段階

で添加し，試料調製後，操作条件に従って測定した.そ

の結果，いずれの元素も鉛およびヒ素のX線強度比に影
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響を与えなかった.つぎに，鉛およびヒ素の相互の影響

についても検討するため， 20μgに対して，それぞれ一

方を200および1，000μg添加したところ，いずれの濃度

段階においても相互の影響は認められなかった.

鉛およびヒ素の同定 ケイ光X線強度はP線より α線

の方が強く，定量分析には，通常， α線のX線強度を測

定する9) しかし， Fig.1に示すように鉛およびヒ素の

PbLα 線(10.550keV)とAsKα線(10.542keV)は非常

に近接しているため，両者が共存する試料では， α線を

用いて定量することは不可能である.一方， PbL s線

(12.211 keV)とAsKs線(11.722 keV)とは検出電位が

十分離れており， PbL s線はPbLα線に比してX線強度

が若干低値を示すものの，ほぽ等しいことから，鉛の定

量分析には Ls線を用いた. しかし，ヒ素においては，

AsK s線の X線強度は AsKα線の約 1/4と感度が低

いため，ヒ素の定量分析には AsKα線を用いることと

10 

一-.一ー.Pb 5ppm 
• As 5ppm 

-一一:As 5ppm 

ー一一一 Pb 5ppm 

12 KEV 

Fig.1. X-Ray spectra of PbLαline， AsK α 

li田 and (PbLα+AsK α) line 

した.そこで，両者が共存する場合は，鉛の重なりのな

い PbLs線の X線強度を測定し，この強度に係数

(1.03)をかけて PbLα 線の強度に換算し，これを見か

けの AsKα線より差しヲ|くことにより，鉛の影響のな

いAsKα線のX線強度を求めた11.12)

検量線l 鉛および、ヒ素を検出しない試料 2gに両標準

液よりそれぞれ10，20， 60， 80， 100， 200および300

μgを添加し，測定用ペレットの調製および試験操作の

項に従って測定した.その結果，両者とも良好な直線性

が得られた.

添加回収率および検出限界鉛およびヒ素を検出しな

い試料 2gに両者をそれぞれ20，100， 200μg 添加し，

測定用ペレットの調製および試験操作に従って各濃度段

階においてペレットを 3個調製して測定を行い，平均回

収率および変動係数を求めた.その結果を Table 2に

示す.鉛の平均回収率は95.3-100.7%，変動係数は

2.2-4.1%，ヒ素の平均回収率は96.9-97.7%，変動係数

は2.9-3.2%と良好な結果が得られた.つぎに，本法に

おける鉛およびヒ素の検出限界(S/N=3 )を求めた.

その結果，いずれも 3ppmであった.

市販品の分析結果市販品の酸化チタン15検体につい

て本法を適用して鉛およびヒ素の含有量を測定した.そ

の結果を Table3に示す.鉛にiついては， 15検体中13検

体から検出された.そのうち，高値を示したものは，

40.0， 30.0， 29.5ppmの3検体であった.ーまた，鉛の

平均含有量は14.0ppmであり，この結果は他の報告5)と

ほぼ同様の傾向を示した.ヒ素については，いずれの試

キヰからも検:出されなかった.

今回の調査において，鉛およぴヒ素は化粧品原料基準

の規制値を越えたものは認められなかった.本法は酸化

チタン中の鉛およびヒ素の同時定量法として簡便かつ実

用的な手段であり，酸化亜鉛や酸化カルシウムなど他の

粉末の化粧品原料に応用可能と考える.

Table 2. Recoveries of lead and arsenic for titanium dioxide powder* 

Sample Lead Arsenic 
Added 

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

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

Titanium dioxide 2 20 100.7 2.2 97.7 2.9 

powder 100 95.3 4.1 98.0 3.2 

200 97.3 3.0 96.9 3.2 

*N= 3 
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Table 3. Analytical results of commercial samples * 

Sample No目 Lead(ppm) Arsenic (ppm) 

l 10.0 N.D. 

2 15.0 N.D. 

3 40.0 N.D. 

4 10.0 N.D. 

5 14.0 N.D. 

6 29.5 N.D. 

7 N.D. N.D. 

8 N.D. N.D. 

9 30.0 N.D. 

10 14.5 N.D. 

11 8.0 N.D. 

12 8.0 N目D.

13 11. 5 N.D. 

14 9.0 N.D. 

15 10.0 N.D. 

N.D. : not detected 

まとめ

ケイ光X線分析法による酸化チタン中の鉛およびヒ素

の同時定量のための検討を行い，つぎの結果を得た.

1.鉛および、ヒ素の同時分析はターゲット:Mo，二次

ターゲット Mo，印加電圧および、電流:50 kV-55mA， 

検出範囲 0-20keV， X線通路:空気の操作条件に

よって達成された.

2.検出感度および精度の向上を目的として，試料を

加圧成型した.その結果， 5トン/cmの圧力が最適条件

であった.

3. 試料の分析は，鉛は重なりのない PbLs線を用

いた.また，両者が共存する場合は， PbL s線のX線強

度に係数をかけ，見かけの AsKα線の X線強度から差

しヲ|いてヒ素の含有量を求めた.

4.酸化チタン15検体について本法を適用したところ，

鉛が13検体から検出されたが，ヒ素は検出されず，いず

れも化粧品原料基準の規制値を越えるものはなかった.
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東京都における PCB汚染の実態について(第17報)

食品および器具容器中の PCB汚染の推移
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昭和41年(1966)，Soren Jensenはスウェーデン産の魚

類および野生動物体内より初めて Polychlorinated

biphenyls (PCB)を検出した1)・以来， ヨーロッパ，アメ

リカ等において魚，動物あるいは環境試料中の PCB濃

度が測定されるに従って，その環境汚染が広範に進行し

ていることが明らかになった.

我が固においては，昭和43年(1968)にPCBによるカ

ネミ油症事件が福岡，長崎を中心に発生し，食品監視業

務の重要性が再確認されるとともに， PCBによる環境

汚染問題が注目されるに至った.昭和45年からは PCB

汚染調査が各地で活発に行われ，昭和46年(1971)に日本

沿岸および湖沼の魚類，海水あるいは底質中の PCB濃

度が報告されて以来，汚染状況が次々と明らかにされ
た 2)3)

厚生省は昭和47年(1972)8月，アメリカでの規制実施

に次いで，日本における PCBの製造，輸入ならびに使

用を禁止すると共に，食品中に残留する PCBの暫定許

容量を設定した4)

著者らはこれらの規制に先だって，昭和46年5月より

現在まで継続して、東京都内に流通する魚介類，肉類，

水産加工品等の食品ならびに紙製品，プラスチック製品

等の PCB汚染調査を行ってきた.

これまでの調査結果によれば，規制が実施されて数年

の聞に PCB汚染は急速に低下し，その後は僅かに減少

傾向を示しながら今日に至っている.この間，一時高い

汚染が認められた各種東京湾産魚の捕獲自主規制も昭和

62年までにはそれぞれ解除された. しかし， PCBは非

常に安定性の高い化合物であるために環境中に拡散した

PCBが、食物連鎖等を通じて生態系にどの様な影響を

及ぼすかは不明であり，今後とも追跡調査を行う必要が

あろう.また，近年， PCB異性体の中には強い毒性を

示すものも認められており 5)6)7)8)，これらに関する調査

が必要と考えられる.

本報においては昭和46年(1971)5月より平成元年

(1989) 3月までの約18年間の魚介類を中心とする PCB

調査結果をまとめるとともに，その推移について若干の

考察を行った.

調査方法

調査試料昭和46年(1971)5月より平成元年(1989)3 

月までの18年間に東京都内の中央却売市場および小売庖

より購入した魚介類， 190種， 2，826検体のほか，水産加

工品，食肉，食用油脂，卵，ベビーフード，育児用粉乳，

牛乳，乳製品，調理用器具類および東京湾汚染モニタリ

ングのための東京湾内捕獲のスズキ，アサリである.

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.

結果および考察

Table 1は昭和46年(1971)5月から平成元年(1989)3 

月までの間に市場および小売庖より購入した190種，

2，826検体の魚介類の可食部中の PCB濃度を年度別に示

したものである.ただし， 1971年の分は 5月から1972年

5月までの13ヶ月間のものであり， 1973年以降は全てそ

の年の 4月から翌年の 3月までの12ヶ月間に購入した試

*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 Surveied from 1971 to 1988 (ppm) 

marine fish 
imported & trawled 

limnetic fish 
year 

N range mean N 

1971 104 0-4.70 0.362 

1972 

1973 152 0-1.87 0.142 

1974 89 0-1.22 0.086 

1975 79 0-0.60 0.057 

1976 153 0-0.74 0.038 

1977 149 0-0.55 0.026 1 

1978 271 0-1.42 0.055 2 

1979 124 0-0.53 0.034 1 

1980 140 0-0.40 0.023 58 

1981 137 0-0.28 0.029 63 

1982 135 0-1.83 0.042 34 

1983 140 0-0.61 0.043 31 

1984 110 。【1.25 0.050 55 

1985 97 0-0.67 0.070 69 

1986 118 0-0.51 0.050 42 

1987 118 0-0.83 0.055 41 

1988 125 0-0.31 0.035 29 

total 2241 426 

N : number of samples 

料の測定値を示したものである.この間に調査した190

種の中で継続して調査を行った魚種は，通常庖頭でよく

見受けられるアジ，サンマ，スルメイカ，イサキ，イワ

シ，カツオ，キンメダイ，メノ<;)レ，ニシン，サワラ， ト

ビウオ，カマス，の20種である.これらの魚種が今回調

査対照とした全魚種に対して占める割合は約10%程度で

あり，その他の大部分の魚種は調査年度によって異なっ

ている.魚種間の PCB汚染濃度はその食餌性によって

異なると考えられ，また，同一魚種でも，行動範囲の狭

い魚種では生息環境の汚染度の違いが汚染濃度に大きな

影響を与えるため，年度聞の平均値には若干のバラツキ

が認められる.従って，単年度の汚染濃度の比較は困難

であった.

(1)海水魚 日本近海で捕獲された魚介類の PCB汚染

状況の推移を見ると，規制前(-1972)に比べて規制が行

われた翌年には 1/2以下となり，更に 1年経過した

1974年には 1/4に減少しており，明らかに規制の効果

が現われている.これは環境への PCBの新たな排出が

停止されたことにより，海域へ流入する量が急速に減少

したためと考えられる.これに対して， 1975年から今日

fish 

range mean N rang巴 mean 

8 0-0.90 0.144 

1 nd 

4 nd 

7 0-0.09 0.021 

0.100 7 0-0.02 0.013 

nd 27 0-0.03 0.015 

nd 14 0-0.02 0.006 

0-0.01 0.000 4 0-0.09 0.050 

0-0.33 0.010 10 0-0.14 0.030 

0-0.06 0.004 12 0-0.17 0.033 

0-0.08 0.007 10 0-0.13 0.034 

0-0.14 0.013 14 0-0.09 0.020 
。目0.12 0.005 9 0-0.02 0.010 

0-0.44 0.020 12 0-0.02 0.010 

0-0.21 0.022 15 0-0.02 0.007 

0-0.19 0.014 5 0-0.03 0.018 

159 

までの13年間の魚介類の PCB汚染濃度の推移を見ると，

その減少傾向はゆるやかである.これは沿岸部の汚染が

海流により外洋へと徐々に拡散され，希釈されたためと

考えられる.

一方，近年は，エビ，イカ，タコ等の輸入魚介類が急

激に増加しており，更に，新しい漁場の開拓が進むにつ

れて，主としてトローリング漁法による外国産の魚介類

も庖頭に多く出回っている.これらの魚介類は捕獲海域

がほぼ特定されるため，測定結果がその海域の汚染状況

を反映しているものと推定される.即ち， PCBを早く

から多量に使用してきたカナダ，アメリカ，ヨーロッパ

海域で捕獲された魚介類は日本近海産の魚と同程度の汚

染度を示している.しかし，ニュージーランド，インド

海域で捕獲された魚の汚染度は低く，北半球の汚染に比

べて，南半球の汚染が少ないことを窺わせる.

PCB汚染海域の状況は，今後しばらくの間，横ばい

状態で推移するものと考えられる.

(2)淡水魚 湖，沼等で自然に生育するワカサギ，フナ

等に比較的高い汚染が認められる.これはi胡，招等の生

育環境が，河川に比べて，拡散などによる汚染の低下に
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示している.

(4)水産加工品 魚介類の内蔵を原料として製造された，

カラスミ(ボラの卵巣)，アンコウの肝蔵，カニみそなど，

あるいはママカリ(ヒシコイワシの酢漬け)，フナ寿司等

の加工品は，調査開始当初より高い PCB濃度を示して

いるが，これらは今日でも高い値を示している.

その他，食肉，卵，食用油脂，乳製品，午乳等は魚介

類に比べて低い値であり，近年ナチュラルチーズを除き

これから検出される PCB濃度は非常に低い.

次に，昭和46年に行った食品以外のものに関する調査

によれば，日用紙製品であるパン包装紙が850ppm，

ペーパータオル48.5ppm， トイレットペーパー46ppm等，

高濃度汚染が認められた.これらはいずれも当時事務用

品として広く用いられていた PCBを多量に含有する

ノーカーボン紙(30，250ppm)などが混入した再生パルプ

を使用したためと考えられる. しかし， PCBの使用が

禁止されたために，今日では再生パルプを使用した紙製

品からもほとんど PCBは検出されない.

Table 2 -4に昭和62年度(1987)および昭和63年度

(1988)に調査した結果を示した.

これらの結果から解るように汚染濃度はほぼ一定とな

り新しい傾向は認められず，今後も，同様の推移を示す

40， 1989 報年再
A

Z
4
 

古川

乏しいためと考えられ，この傾向は今後も続くものと考

えられる.一方，養殖のウナギ，アユ，マス等は食餌の

習性と投与飼料により汚染されると考えられるため，今

日でも魚種による違いが認められる.

(3)東京湾産魚 規制が行われた当時のスズキ，ボラ，

コノシロの PCB汚染度が非常に高かったために，東京

都は昭和47年12月(1972)，国に先駆けてスズキの捕獲自

主規制を行った.翌，昭和48年 6月 4日(1973)に水産庁

指導通達が出されたことにより，新たに，ボラおよびコ

ノシロが捕獲自主規制されることとなった.この時のス

ズキ，ボラ，コノシロ中の PCB濃度は各々 3.66-

0.21ppm(え=1. 51ppm， n=41)， 7.30-0.1ppm(え=

2.01ppm， n=17)， 9.60-1.80ppm( x =4.67ppm， n= 

13)であった.

この捕獲自主規制は昭和51年 7月(1976)に，スズキ，

ついで昭和60年 2月(1985)に，ボラ，昭和62年 8月に，

コノシロの順で解除された.この時の各々の PCB濃度

は4.0ー0.3ppm(え=0.7ppm，n=60)， 1 -0.3ppm(え

=0.7ppm， n=60的)， 3.0一0.3ppm(元=1.0ppm 

70)であつた.

このことは，東京湾の様な内湾での高濃度汚染が拡散

等により低下するまでには非常に長期間を要することを

n= 

衛東

Concentration of PCB in Fishes (ppm) Table 2 

1988 1987 

0.015 

0.007 

0.007 

0.008 

0.031 

0.001 

0.047 

0.005 

0.077 

0.010 

0.000 

0.017 

0.005 

0.003 

0.039 

0.049 

0.012 

0.116 

mean 

0.021-0.038 
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0.009 

0.007 

0.114 

0.066 

0.074 

0.010 

0.080 

0.012 

0.035 

0.011 

mean 

0.006-0.013 

0.002-0.012 
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0.009-0.176 

0.034-0.127 

0.011-0.013 
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o
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Iwashi (sardine， Sardinos meianosticta) 

Kaj出 maguro(marlin， Tetrapt叫rusaudax) 

Kaki (oyster， Crassotrea gigas) 

Kamasu (barracuda， Sphyraena japoni叫s)
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0.050 

0.004 

0.096 

0.027 

0.000 

0.086 

0.033 

0.024 

0.001 

0.115 

0.008 

0.000 

0.041 

0.032 

0.003 

0.005 

0.031 

0.013 

0.003 

0.003 

0.000 

0.001 

0.390 

0.145 

0.005 

0.004 

0.033-0.066 

0.000-0.007 

0.015-0.188 

0.034-0.173 

0.017-0.048 

0.009-0.045 

0.000-0.002 

0.020-0.063 

0.002-0.003 

0.001-0.008 

0.029-0.033 

0.000-0.008 

0.000-0.003 

ワ
ω

つU
巧

t

1

A

t

i

A
苛

ワ
ω

6 

5 

1
1
η
t
η
'
u
a
A
τ
η
L
1
1
 

噌

Bゐ

1
ム

1
4拘

-ょっ
d

司
d
Q
U
1
i
1
i
1
i

つ白

0.009 

0.068 

0.011 

0.154 
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0.020 

0.002 

0.323 
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0.026-0.228 
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Kinmedai (alfoncino， Beryx splendens) 

Ki山 idai(Sebastolobus 1削 crochir)

Kisu (sillago， Sillago shiama) 

Konosiro (gizzard shad， Cl坤仰odontunctatus) 

Kurodai (Acanthopagrus suhlegeli) 

Kuromutsu (Sc捌 bropsgilberti) 

Madai (sea bream， Pagrus major) 

Madara (codfish， Gadus macrocephalus) 

Makogarei (marbled sole， Limanda yokohamae) 

Managatsuo (harvest fish， Pam仰 sargenteus) 

Mebaru (gopher， Sebastes仰 rumis)

Medai (black rockfish，めIPeroglyphejaponica) 

Nezumizame (Lamna ditropis) 

Nishin (herring， Cl坤eapallasi) 

Saba (macherel， Pne叫motophrlωsjaponic叫s)

Sake (同s鈎al加mo叩叫n九， 0伽n町附~c附Cω仰0帥T仇hy州η御巾』
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Sawara (Sc棚 ber，棚 orusniPh抑制)

Sayori (Hyporhamphus sajori) 

Siira (Coゆ hae加 hi餅仰s)

Simaaji (Psωdocaranx dentex) 

Sitabirame (red tongue sole， Cynogloss叫sjoyneri) 

S山 etoudara(theragra chalcogramma) 
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yariika (Doyteuthis bleekeri) 

118 

0.002 0.000-0.004 3 

0.000 

0.077 

0.028 

0.001 

0.009 

0.003 

0.004 

0.000 

0.009-0.188 

0.002-0.055 

0.000-0.002 

0.000-0.007 

2 

a川
宮

内

L

n

L

1

i

125 

1 

2 

1 

0.007 

0.347 

0.007 

0.005 

0.070 

0.036 

0.005 

0.002 

0.001 

0.002 

0.001-0.020 

0.111司1.006

0.002-0.160 

0.002-0.006 

0.006-0.202 

0.032-0.040 

0.002-0.012 

0.000-0.007 

0.000-0.006 
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(marine fish trawled) 
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Argentine madai (Pa仰 spagrus) 

Gindara (black cod， Anoplopodaβmbria) 
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Saba (atlantic mackerel， Scωber scon伽 rus)

Sake (slamon， Oncorhynch附 keta)

Sawara (Sc棚 beγ側 側S叫胸間)

Tachiuo (hairtail， Trichurus le，仰 trus)

東

0.015 

0.001 

0.013-0.017 2 

1 

0.014 
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Iwana (japanese char， Salvelinus pluvinus) 
Koi (carp，。μinuscarpio) 
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Unagi (eel， Anguilla japonica) 

0.000-0.188 29 0.022 

0.005 

0.011 

0.004 

0.003 

0.013 

0.000-0.213 

0.000-0.007 

0.002-0.005 

0.010-0.018 

41 
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total 

0.018 0.004-0.028 5 

0.018 

* : collected from Tokyo bay 

N : number of samples 

0.004-0.028 5 0.007 0.000-0.018 15 total 

Concentrations of PCB in Marine Products， Meats and Others (ppm) Table 3 

1988 1987 
sample 

mean 

Processed marine 

product 

Meat 

range N mean range N 

0.43 

0.001 

nd 

0.002 

0.001 

0.001 

0.002 

nd-0.822 

nd-0.004 

nd-0.004 

nd-O.OO1 

nd-0.002 

0.001-0.003 
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戸
、

υ

0.031 

0.001 

nd 
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40 
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戸
ヘ

υ

戸
h
d
F
h
d

戸
ヘ
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戸
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υ

0.000 

0.002 

0.016 

nd-0.005 

nd-0.006 

0.008-0.024 

r
h
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n
L
 

1
E
4
 

0.001 

0.002 

nd-0.008 

nd-0.007 

16 

4 

pork 

pig liver 

beef 

cow liver 

chicken 

chicken liver 

Edible fat 

lard 

tallow 

marganne 

0.002 

0.001 

nd-0.007 

nd-0.018 

20 

20 

0.003 

0.001 

nd-0.008 

nd-0.002 

20 

20 

Egg 

hen 

Infant food 

Tableware and 

Kitchenware nd 

N : number of samples 

10 0.007 nd-0.069 10 
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Table 4 Concentrations of PCB in Milk and Dairy Products (ppm) 

1987 1988 
sample 

N range mean N range mean 

Milk 20 nd-0.001 0.001 20 nd-0.003 0.001 

Formulated milk 10 nd 10 nd 

Butter 10 nd-0.036 0，011 5 nd-0.010 0.006 

Cheese 20 0.001-0.024 0.011 25 0.002-0.023 0.012 

total 60 nd白 0.036 0.006 60 nd-0.023 0.005 

N : number of samples 

ものと推定される.

しかし，環境中に放出された PCBは多量であるため

に，今後，生態系にいかなる影響を及ぽすかは明かでな

し¥

また，近年， PCB異性体の中で Coplanarタイプの

PCBの強い毒性が注目されており，これらに関する研

究が進むにつれて， PCBを新たな視点より検討する必

要性が生じることも予想される.

結論

昭和46年(1971)5月より平成元年(1989)3月の聞に東

京都において入手した食品，調理用器具類中の PCB汚

染の経年的な推移について考察を行った.

食品，調査器具類中の PCB濃度は規制が実施された

ことにより急激に減少した.

魚介類中の PCB濃度は規制実施 3年後に約 1/6に低

下した. しかし，その後，昭和50年(1975)より現在まで

はほぼ横ばい状態であった.

“食品中に残留する PCB規制"が実施されて以来，

規制値を上回る食品は認められなかった.

謝辞 本調査にご協力頂いた東京都衛生局食品監視課の

方々に深謝致します.
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ビス(卜リブチルスズ)オキシド (TBTO)による

魚介類の汚染実態について(第V報)

昭和60~63年度における調査結果

水石和子 * ， 竹 内 正 博 * 山野辺秀夫*渡辺四男也*

Survey of Pollution with Bis (tributyltin) oxide 

in Fish and Shellfish (V) 

Results of 1985-1988 

KAZUKO MIZUISHI*， MASAHIRO TAKEUCHl* 

HIDEO YAMANOBE* and YOHYA WATANABE* 

A survey of the pollution with bis (tributyltin) oxide (TBTO) in fish and shellf凶 hasbeen carried out 

for the samples which were transported into the Tokyo Central Market during the period from September in 

1985 to February in 1989. The samples used were sixty seven kinds of fish and shellfish (652 samples)， 

which consisted of 13 kinds cultured fish and shellfish (116 samples)， 51 kinds of bay or inshore fish and 

shellfish(486 samples) and 10 kinds of ocean or abyssal fish(50 samples). TBTO in the samples was deter-

mined as tributyltin chloride by electron capture detection gas chromatography. Relatively high concentra-

tions of TBTO were detected from cultured f凶 1and shellf凶 1such as Simaaji (Preudcartex yesso巴nisis)，Kan-

pachi (Sriola dUI問 rili)and oyster (Crassoteea)目 Themaximum value among cultured samples was O. 98ppm 

in a Hamachi(yellow tail)， and the maximum of the av巴rageof each fish and shellfish was O. 38ppm (Shimaaj i). 

From these results， it seems that TBTO has been still used as antifouling agents for culture nets. Bay fish 

such as Tachiuo(hairtail)， Sawara(]apanese Spanish Mackerel) and Suzuki(sea bass) and inshore fish such 

as Maiwashi (sardin) showed high content of TBTO. It suggests that TBTO pollution originated from anti-

fouling agents for the bottom of ships and fishery net has been spreading over the ]apanese inshore 

Keywords : monitoring， pollution， bis(tributyltin)oxide， TBTO， cultured fish and shellfish， inshore fish and shell-

fish 

緒 員

養殖用の漁網防汚剤や船底塗料として用いられてきて

いるピス(トリブチルスズ)オキシド(TBTO)による環境

汚染が明らかにされ，魚介類への移行及ぴ蓄積がここ数

年来問題となっている.養殖漁網に関しては漁業関係業

界の自粛により，昭和60年 4月以降魚網への TBTOの

使用については自主規制がとられているが，船底塗料に

ついては現在のところ規制措置はない. TBTO汚染は養

殖魚介類のみならず近海域内の魚介類にも及んでいるこ

とは既に報告しており 1)，広範囲な汚染が懸念されてい

る.また，著者らはこれまでに魚介類を中心とした東京

湾の TBTO汚染2)及び東京湾で採取した海水中の TBTO

の分析結果3)について報告した.今回は，昭和60年度一

昭和63年度に渡り東京都中央卸売市場に入荷した魚介類

の TBTO測定を行い， TBTO汚染実態及び漁網への使

用自主規制の影響について調査を行った.

実験

1.試料

1985年(昭和60年)9月から1989年(平成元年)2月の聞

に東京都中央卸売市場に入荷した魚介類67種652検体を

*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 ]apan 
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調査対象とした.調査は (A) 1985年度(昭和60年度)， 

(8) 1986年度(昭和61年度)， (c) 1987年度(昭和62年度)， 

(D) 1988年度(昭和63年度)に分けて行った.本試料は既

報と同様に大型魚，中型魚，小型魚，貝類及び甲殻類の

5種類に区分してサンプリングした.試料は可食部を均

一化し，ポリエチレン容器に採取し，-30'Cで保存した.

2.測定法

既報に従って4)，試料を塩酸酸性でトリブチルスズ化

合物をトリブチルスズクロリド(TBTC)とし，メタノ}

ル，酢酸エチル存在下，ヘキサンージエチルエーテル(3 

1， v/v)混液で、抽出し，フロリジルカラムクロマト

グラフィーでクリーンアップを行った.酢酸酸性で

TBTCを溶出し，濃縮した溶出液についてピーク高絶対

検量線法による電子捕獲検出ガスクロマトグラフィーで

定量し，求めた TBTC値を TBTO値に換算した.

結果友び考察

1.養殖魚介類の TBTO含有量

表1に1985年(昭和60年)9月から1989年(平成元年)2 

月に東京都中央卸売市場に入荷した養殖魚介類(13種，

116検体)の TBTO含有量を示す.

あったが，他は全て ND(検出しない)-0.08ppmの範囲

で，汚染が減少している養殖場が多い傾向がみられる.

他の魚介類は比較的低い TBTO含有量値を示した.

厚生省の「食品中の TBTOの安全性評価検討委員会」

5)はTBTOの1日暫定許容摂取量を1.6μg/kgとした.

体重50kgの成人の許容摂取量は80μg(16X50)/日で汚

染レベルの高い魚介類の連日摂取を避けるか，摂取量を

低下しなければならない.最高値0.93ppmを検出したハ

マチ(1988年)で、は86g (80/0.93)以上は摂取できないこ

とになる.現在の汚染レベルは食品衛生上直ちに問題に

なるとはいえないが，これ以上の汚染の進行は極力阻止

しなければならない段階にあると考えられる.全国漁業

協同組合連合会は昭和62年4月漁網防汚剤として TBTO

使用の自主規制を発表したが， TBTOの代替魚網防汚剤

が開発されていないことから未だ TBTO塗布の魚網が

使用されている，あるいは TBTO汚染が残存している

可能性が推測できる.ハマチ，マダイ等では低レベルの

TBTO含有量のものもあり，養殖法により TBTO汚染

を最小限に抑えることが可能なことを示している.今後，

養殖魚介類の汚染改善のため，関係諸機関の指導，処置

漁網を用いてイケス中で養殖するマダイ，ハマチ，シ が望まれるところである.

マアジ及びカンパチ等の魚類は TBTO塗布網から移行 2.近海産魚介類の TBTO含有量

したと考えられる比較的高い濃度の TBTOが検出され 表 2に内湾，内海及び近海産の魚介類(51種， 486検

た.マダイ，ハマチの各年の検出最高値は，それぞれ， 体)中の TBTO含有量を示す.

0.04， 0.31ppm (1985年)， 0.39， 0.49ppm (1986年)，

0.07， 0.39ppm(1987年)，及び0.19，0.93ppm(1988年)

で1985，1987年のマダイを除き，全て TBTOがO.lppm

以上検出されている.平均値はマダイが0.03-0.16ppm，

ハマチが0.19-0.20ppmの範聞で、ハマチの方が高い.マ

ダイ，ハマチは TBTO含有量が低いものもみられる

(0.01-0.03ppm)反面，このように高い値が検出され

ることは， TBTO塗布漁網を用いる養殖が依然として行

われているか，あるいは海水，底質に高濃度の TBTO

が残存している可能性が考えられる.シマアジは

O. 03ppm (1988年)の 1検体を除くと他は0.14-0.66の範

囲で各年に渡り比較的高い TBTO含有量を示した.平

均値も 0.10-0.38ppmであった.カンパチも 1987年，

1988年の調査では， O. 02ppm (1988年)を除くと 0.23-

0.32ppmの範囲の TBTOを検出し，平均値もそれぞれ

0.29， 0.19ppmで、シマアジとともに汚染の逓減傾向はみ

られない.貝類については，カキの1986，1988年の最高

値が0.30，0.29ppm及び、平均値が0.15，0.26ppmで、あり，

汚染レベルは変化していない.ホタテ貝は 0.14，

o .19ppm (1988年)， 0.22ppm(1987年)を検出したものが

タチウオは1987年の ND(輸入品)， 1988年の 2検体

(0.06， 0.07ppm)を除き， TBTOが0.2ppm以上の比較

的高い検出値を示す検体が多く，採取地域(出荷地)の瀬

戸内海及ぴ東京湾の汚染を反映していた内湾，内海を

回遊する魚類で比較的高い値のものはスズキ(最高値は

1987年の0.35ppm)，フッコ(同1988年の0.25ppm)，セ

イゴ(同1989年0.31ppm)やサワラ(同1986年0.43ppm)が

挙げられた.マイワシは26検体中10検体，カマスは12検

体中 5検体からO.lppm以上の TBTOを検出しており，

最高値はそれぞれ0.47ppm(1986年)， 0.26ppm(1988年)

であった.他に，アイナメ，ボラ，コチ，イサキ，マナ

カツオ，マサパ，サンマ及びヤリイカ等でO.lppm以上

のTBTOが検出されたもの(0.10-0.26ppm)が1あるい

は2検体あったが，他は全てO.lppm以下であった.天

然産のカンパチはO.Olppmと低値であった.貝類では，

アサリについては1986，1987年に0.12-0.32ppmを検出

し， 1986年の平均値がO.l1ppmとやや高い値を示したが，

他は概ねO.lppm以下で、あった.アゲマキ，ムール貝で

はO.lppmを超えるものが，それぞれ， 13検体中 6検体

(最高値0.31ppm，1987年)4検体中 3検体(最高値
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ND 
ND 
0.01 

ND 
ND 
ND 
ND 
ND -0.02 

ー0.04

-0.01 
4
‘

4
ム
qa--ム
ワ
ω

Ainame (gree凶 ng，Hexagra刑制仰sOtakii) 
Aji (horse-mackerel， Trach叫rustrach叫rus)
Akaamadai (blanquillos， Branchiω tegidas) 
Akagarei (flathead flounder， Hippoglossides 伽 icus)
Anago (coger eel， Ast折ocongermyriaster) 
Aodai (Paraω sio x仰 thurus)
Bora (grey mullet， Mugil cePhal叫s)
Hakatuo (Sarda 0的目的lis)
Hirame (flounder， Paralichthys olivaceus) 
Hoshigarei (Verasper間的ga伽)
Isaki (grunt， Parapris坤捌atrilineaωm) 
Ishigar巴i(stoneflouder， Kareus b仰 loratus)
Kamasu (barracuda， Sphyra仰日 japonica)
Kasago (S伽 stiscus削 rmora加)
Kisu (sillago， Sillago sihama) 
Kochi (PlaかcePhalusindicus) 
Konoshiro (gizzard shad， Cl坤仰odon抑制日加)

Madai (sea bream， Chりsophyrys)
Madara (cod fish， Gadus例。crocephalus)
Maiwashi (sardin， Sardi目osmelanosticω) 
Makogarei (mar bled sole， Limanda yokohamae) 
Managatuo (Pam.仰 sargente叫s)
Masaba (mackerel，乃伽mophrusjaponicus) 
Mebaru (伊pher，Sebastes inermis) 
Meitagarei (Plωm仙 thyscornutus) 
Mutu (Sc側 bropsboゅ)
Nishin (herring， Cl坤eapallasi) 
Sa叩n叩lma
Sawar悶a(Sc側 b伽仰側側sntψpμ帥伽h加1ω0仰nt附tt附z叫4ωs)
Shibaebi 
Shiroamadai (Branchiostegusωbus) 
Sumiika (Sepia (Pla砂sepia)esωlenta) 
Surumeika (saq uttated calamary， Todarandes pacificus) 
Suzuki (sea-bass， Lataolabrax japonicus) 
Seigo 

Fukko 
Tachiuo (hairtail，Trichiurus lepωrus) 
Takabe (Labracogllosa argentiventris) 
Torafugu (ocellate puffer， Takiかgurubゆes)
Yariika 
Akag伊ai(はA刊叫daraι(Scaψp加陀rca) br，似仰gμht仰“

Ag伊伊氾問maki(S幻t仰n附tOl昨仰附tω削O例仰t官ωJa叫 lωa co仰?η削tst例r“枕i化ct，ω日) 

Asari (short-necked clam， Tapes (Amygdala) japonica) 
Bakagai (Mac加 chinensis)
Hamaguri (Meretrix 1叫soria)
Hokkigai (Spisula (Pse叫docardium)sachalinensis) 
Mategai (Solen strictus) 
Murugai (11似 luscorusc側)
Sijimi (Co仲間la(Co仲間li叩)le仰日)

Baigai (Anadara (Tegillarca) granosa bisenensis) 
Shiromirugai (Tresus keenae) 
Sirot山 u(Neptunea (Barbitonia) arthritica) 
Tairagai (A的加 (Servatri叩)penna) 

1 )， 2)， 3) : same as Table 1 

samples 
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o . 12ppm， 1987年)あり，他の貝類に比較し汚染度が高

い傾向であった.

近海産の魚介類にも TBTO含有量が高いものがある

ことは，先にも報告1)したように TBTO汚染が内海から

近海に広がっていることを示唆している.

3.遠洋魚及び深海魚の TBTO含有量

表 3に比較的遠洋で獲れる魚類及び深海産魚類の

TBTO含有量を示す.ほとんどの検体が0.05ppm以下の

低レベルの検出であった.

まとめ

1985年(昭和60年)9月から1989年(平成元年)2月の聞

に東京都中央卸売市場に入荷した養殖魚介類13種116検

体，内湾及び近海産天然魚介類51種486検体及び遠洋，

深海魚類10種50検体計67種652検体を対象として TBTO

含有量調査を行った.シマアジ，カンパチ及びカキ等の

養殖魚介類で TBTO検出率が高かった.シマアジでは

各年の平均値が0.10ppm(1987年)ーO.38ppm (1986年)の

範囲で，最高値はO.66ppm (1986年)を示し，カンパチは

1987年， 1988年の調査のみであったが，平均値はそれぞ

れ0.26，0.16ppm，最高値はO.32ppm (1988年)で、あった.

カンパチは天然産(1987年)のものはO.Olppmで、あること

から養殖魚網由来の汚染が原因と推定される.カキは

1988年の平均値がそれぞれ0.15，0.26ppmとなっており，

汚染が横這いであることを示していた.マダイ，ハマチ

では TBTO含有量が低いもの(O.lppm以下)もある反面，

高い値も各年毎に検出され， 1989年 2月には最高

0.93ppm(ハマチ)を検出しており，魚、網への TBTO使用

に関する自主規制が徹底していないことがうかがえた.

内海，近海産の天然魚介類の TBTO汚染はタチウオ，

サワラ，スズキ等の内海回遊魚及ぴイワシ等に顕著にみ

られた.内海産のものは，特に瀬戸内海，東京湾近くで

出荷されたもので，これらの内海，内湾における養殖魚

網及び船底塗料による TBTO汚染が考えられた.また，

内海のみならず近海への汚染の広がりの兆候もみられ，

適切な措置を講ずる必要性を認めた.

謝辞:本調査を実施するに当たり，御協力頂いた衛生

局環境衛生部食品監視課及び市場衛生検査所の各位に深

謝致します.
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有機スズ化合物の衛生化学的研究(第百報)* * 
東京湾スズキ及び‘海水の卜リブチルスズ友び

卜リフェニルスズ汚染に関する一考察

竹内正博へ水石和子へ山野辺秀夫へ

渡辺四男也*道口正雄諜

Hygenic Chemical Studies on Organotin Compounds (VI) 

A Consideration on the Pollution of Tokyo Bay 

with Tributyltin and Triphenyltin Compounds 

MASAHIRO T AKEUCHIへKAZUKOMIZUISHI*， HIDEO YAMANOBEへ
YOHYA WATANABE*and MASAO DOGUCHI* 

A monitori時 surveyon trib凶yltin (TBT) and triphe町 ltin(TPT) pollution has been carried out in 

Tokyo Bay. Samples used were 32 of sea bass collected in the bay in June/1986， July/1987 and January/ 

1988， and 15 of sea water collected at fixed fiv巴 monitoringstations in May， J uly and September /1988. The 

concentrations of TBT and TPT were determined as tributyltin chloride and triphenyltin chloride by electron 

caputure detection gas chromatography. The TBT concentrations were in the range from ND (less than 0.01 

μg/g) to 0.17μg/g in sea bass samples， and from ND (less than 1 ng/l) to 110 ng/l in sea water 

samples. The TPT concentrations were in the range from 0.34 to 1. 98μg/ g in sea bass samples and from 

ND (less than 1 ng/l) to 17 ng/l in sea water samples. On statistical consideration， it was revealed that 

TBT concentrations of the sea bass samples collected during summer months were higher than those collected 

during winter months. These seasonal variations can be attributed to the fact that antifouling paints are co-

ated on hulls mostly in summer months. In July and September， significantly high concentrations of TBT were 

actually detected in the samples collected at the stations adjacent to a fishery port or marinas. To the con-

trary， no seasonal variations were observed on the TPT concentrations of sea bass samples. These results 

suggest that the degradation rate of TPT in environments and fish are much slower than that of TBT. 

Keywords : monitoring， environmental pollution， tobutyltin， triphenyltin， sea bass， Tokyo bay， sea water， electron 

capture detector， gas chromatography 

緒
τr 
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数年来，社会的関心を集めている漁網防汚剤による養

殖魚介類のトリブチフスズ(以下 TBTと略す)汚染は，

全漁連による自主規制(1987年 2月)及び化審法での指定

化学物質への指定(1988年 4月15日)によって，一時期の

緊迫した状態を脱し，低減化への長期的見通しも開けた

ように思われる. しかし，現状はあくまで横這い状態で

あり，また船底塗料由来の TBT汚染についての対策は

十分とは言い難く，更に最近になって TBTと同様に漁

網防汚剤及び船底塗料として使用されてるトリフェニル

スズ(以下 TPTと略す)による魚介類の汚染が指摘され

たため1)，事態は必ずしも楽観できる状態ではない.

*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 

**前報までの大項目「ピストリブチルスズオキシド (TBTO)による魚介類の汚染実態調査についてjを標題に変

更する.
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著者らは1984年に TBT汚染に関する先行調査を開始

し，これまでに東京中央市場入荷魚介類，東京湾産魚介

類，東京湾海水及び底質等の環境試料について TBTを

測定し，その動向及ぴ汚染に関する考察を行ってき

た2-7) そこで，新たな TPT汚染が懸念されている現在，

TBTとTPTを同時に調査する必要性を考え，環境及ぴ

魚介類中の同時分析法の開発と，その応用としての東京

湾の経年的汚染調査を計画した.そこで，本報では計画

の第 1段階として行った東京湾内スズキ及び海水の分析

結果，及ぴそれに基づく統計的考察から得られた若干の

知見について報告する.なお，分析法については別誌に

報告中であるので8)，操作法のみを記載するにとどめた.

実験

1.試料

スズキ:1986年 6月， 1987年 7月及ぴ1988年 1月に東

京湾で捕獲した30検体を用いた.各検体の体長(Y/cm)

と体重(X/kg)は， Y=0.116 X-4.916の回帰直線式で

表され，相関係数はr=O.9708(p< 0.001)で、あった.各

検体は解体後，可食部(体側筋)を均一化して試料とし，

-40.Cで冷凍保存した.

海水:東京湾に設定した汚染監視用の 5定点(金沢八

景，羽田，三枚洲，船橋，富津)において， 1988年 5月，

7月及ぴ9月に採取した15検体を試料とした.採取は水

深0.5-1mにおいて行い，10ml/lの割合で塩酸を加えて

5.Cで保存した.

2.試薬友ぴ器具

標準溶液:東京化成製塩化トリブチルスズ(TBTC)及

び塩化トリフェニルスズ (TPTC)各100.0mgを，褐色

100mlメスフラスコ中で酢酸エチルに溶解して 1皿g/ml

の混合原液を調製した.次いで，ヘキサン【ジエチル

エーテル(3:1， v/v)で、希釈して， 0.01-1.0μg/mlの

標準溶液を調製した.これらの標準溶液に20μI/mlの

割合でヘキサンジ、エチルエーテル酢酸(75: 25 : 1， v 

/v/v)を添加し，検量線用の標準系列とした.

臭化水素酸ーメタノール溶液 :47%臭化水素酸を100倍

量のメタノールで希釈した.

溶媒類:ジエチルエーテルは関東化学製残留農薬分析

用，ヘキサン，メタノール及びアセトンは和光純薬製残

留農薬分析用，また酢酸は和光純薬製精密分析用を使用

した.その他の試薬は全て残留農薬分析用または特級を

使用した.

フロリジールカラム:Floridin社製フロリジール 3g 

をヘキサンに懸濁させて，内径 1cm，長さ30cmの活栓

付にガラスカラムに充填し，その上に無水硫酸ナトリウ

ム2gを積層させた.

3.装置

ホモジナイザー:日本精機製エクセルオート DX型，

遠心分離器:久保田商事製 KS-8000型，振とう器:大洋

科学製 SR-II型を使用した.

GC装置:島津製 GC-9A型(10mCi 63Ni定電流型電

子捕獲検出器付き)を Table1の条件で使用した.ただ

し， TBTC及び TPTCの吸着を防止するために，注入口

内は石英製のインジェクションライナーを装着した.

4.分析操作

1 )分離カラムの前処理 カラム出口を開放した状態

で分離カラムを GC装置に取り付け，窒素コゲスを流しな

がら 10.C/minで室温から260.Cまで昇温し，同温度で

20時間空焼きした.次いで，カラム温度を150.Cに下げ

てから，臭化水素酸ーメタノール溶液を 5μlずつ10回

注入した.その後， 10.C/minで240.Cまで昇温し，同

温度で 2時間エージングした.

2 )試料からの抽出

スズキ:試料5.0gを200ml遠沈管に採り，メタノー

ルー酢酸エチル(1:1， v/v)10ml及び0.5M塩酸10mlを

加えて， 10分間激しく振り混ぜた.次いで，ヘキサン

ジエチルエーテル(3:1， v/v)50mlを加えて10分間振

とう抽出後， 3000 r.p.m.で遠心分離した.有機相を分取

し，水相は更に 2回ヘキサンージエチルエーテル(3: 1， 

v/v)50mlずつで同様に抽出した.有機相を合わせノナ

ン0.5mlを添加後，ロータリーエパポレーターで 1ml 

以下に濃縮し，残査をヘキサンージエチルエーテル(3: 1， 

v/v)5mlに溶解した.

海水:試料1000mlを分液ロートに採り，メ夕ノ一ル

及ぴ

チルエ一テル(臼3:リ1，v/v)100mlで抽出した.有機相を

分取し，水中目は更に 2回ヘキサンージ、エチルエーテル(3

: 1， v/v)100mlずつで同様に抽出し，以下スズキの場

合と同様に操作した.

3 )クリーンアップ

ヘキサンージエチルエーテル溶液を，キャピラリーピ

ペットを用いてフロリジールカラムに注入した.カラム

を先ずヘキサン40ml，次いでヘキサンーアセトン(3: 1， 

v/v)50mlで洗浄後，ヘキサンージエチルエーテルー酢酸

(75 : 25 : 1， v/v/v)40mlで溶出した.溶出画分を

50ml褐色ナシ型フラスコに採取し，ノナン0.5mlを添

加後ロータリエパボレータで 1ml以下に濃縮し，ヘキ

サンージエチルエーテル(3:1， v/v)で定容(スズキは

5 ml，海水は 1ml) とした.得られた溶液に 1/2量
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の1.0M水酸化ナトリウムー5%塩化ナトリウム(l: 1， v 

/v)溶液を加えて振り混ぜ，遠心分離した後有機相を

褐色試験管に採取した.中和のため，これに20μ l/ml

の割合でヘキサンージエチルエーテルー酢酸(75: 25 : 1， 

v/v/v)を添加後，無水硫酸ナトリウムで、脱水して試

験溶液とした.

4 )測定条件

Table 1に示した条件で GC分析し，試料溶液中の

TBT及ぴTPTをそれぞれ TBTC及ぴTPTCとして同定

及び定量した.同定は標準試料の保持時間との比較に

よって，また定量はピーク高法で行った.

結果友ぴ考察

1. TBTについて

Table 2に示したように，スズキ中の TBT濃度は

Table 1. GC conditions 

Column 1.0m X3.2mm i.d.， glass 

Packing 2 % Silicone OV-225/Uniport HP 

(60-801田 sh)，

Temperatures 

Column Programmed : 150'C (4 min)， 

10'C/min， 230'C (6 min) 

Isothermal : 150'C (TBTC)， 

230'C (TPTC) 

ECD 280'C 

Injector 250'C， 

Carrier gas N2， 50ml / min 

1986年 6月が平均値 M=0.09μg/g(範囲 R=0.07-0.11

μg/g，標準偏差 S.D.=0.02μg/g)，1987年 7月がM

=0.09μg/ g(R=0.06-0.17μg/g， S.D.=0.03μg/g)， 

1988年 1月が M=0.02μg/g(R=ND-0.05μg/g，S.D. 

=0.02μg/ g， S.D.=0.02μg/g)であった.全体では

M=0.07μg/g(R=ND-0.17μg/g， S.D.=0.07μg/g) 

で，最高値は1987年7月の0.17μg/gであった.これに

対し， TPT濃度は '86年 6月が M=0.85μg/g(R=

0.34-1.18μg/ g， S.D.=0.25μg/g)， '87年 7月が M=

1.39μg/ g(R=0.58-1.98μg/ g， S.D.=0.43μg/g)， 

'88年 1月が M=1.3μg/g(R=0.74-1.41μg，S.D.= 

0.24μg/g)であった.また，全体では M=1.!7μg/g

(R = 0.34-1. 98μg/g， S.D.=0.51μg/g)で，最高値

は'87年 7月の1.98μg/gで、あった.

先ず各個体の分析値に着目し，全体及ぴ採取年別に体

長または体重と TBTまたは TPT濃度の相関，及ぴ

TBT 濃度と TPT濃度の相関を検討したところ，いずれ

についても相関性は認められなかった.このことは

TBT及ぴ TPTが生体内でジー体，モノー体及ぴ無機スズ

へと代謝分解することを考えれば当然の結果であり，代

謝産物を含めて考えなければ相関性を議論しでも意味が

無いことが明かとなったので，本報では平均値の有意差

検定に絞って統計処理し，その結果について考察した.

TBT 濃度について各年間で t検定した結果， '86年と

'87年間には有意差は認められなかったが， '88年 1月が

'86年 6月及ぴ'87年 7月より有意に低いことが有意水準

O.l%(p<O.OOl)で認められた. '88年 1月の TBT濃度

Table 2. TBT and TPT concentrations of sea bass collected in Tokyo Bay 

'86/June '87/July '88/Jan. 

No. length weight TBTC TPTC No. length weight TBTC TPTC No. length weight TBTC TPTC 

(cm) (kg) (μg/g) (μg/g) (cm) (kg) (μg/g)(μg/g) (cm) (kg) (μg/g) (μg/g) 

86 5.2 0.11 1.12 54 1.5 0.17 1.68 83 4.7 0.02 1.07 

74 3.3 0.08 0.97 56 1.5 0.09 1.15 79 4.6 0.02 1.29 

70 3.5 0.10 0.34 53 1.6 0.08 1. 70 74 4.2 0.03 1.41 

4 ) 70 3.2 0.11 0.87 52 1.3 0.07 1. 72 75 4.2 0.05 1.00 

73 3.5 0.07 0.88 60 1.7 0.06 0.58 74 4.2 ND 0.75 

83 4.1 0.09 1.02 58 1.6 0.08 1.44 81 4.7 ND 1.11 

79 4.0 0.07 0.61 61 1.8 0.06 1.98 85 4.9 0.03 0.74 

81 4.8 0.09 1.18 8 ) 59 1.7 0.08 1.03 8 ) 84 4.8 0.01 1.30 

69 2.8 0.07 0.71 66 2.6 0.12 1.56 84 4.7 0.03 1.09 

89 4.6 0.08 0.80 10) 63 2.3 0.08 1.05 10) 80 4.7 0.01 0.99 

Mean 77.4 3.90 0.09 0.85 58.2 1. 76 0.09 1.39 79.9 4.57 0.02 1.08 

S.D. 7.2 0.78 0.02 0.25 4.5 0.39 0.03 0.43 4.3 0.27 0.02 0.22 

ND: <0.01μg/g 
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が'86年 6月及び'87年 7月に比べて低くなった理由とし

て，東京湾の TBT汚染がなんらかの原因で一次的に低

減化したことも可能性としては否定できないが，これま

での調査結果からその確率は極めて低いので，以下に述

べるようにスズキの採取時期による影響と考えた.

す.なわち，漁網防汚剤及ぴ船底塗料は貝類，海草等の

付着を防止するためのものであるので，生物活動の最も

活発な時期に使用するのが通例であり，従ってそれに由

来する TBT汚染は 5月， 6月頃から 9月頃にかけて著

しくなることが推定される.このことは， Table 3に示

すように東京湾の 5定点で採取した海水の TBT濃度が，

7月の金沢八景及び9月の富津において極端に高くなっ

ていることからも裏付けられる.従って， '86年及ぴ'87

年はそれぞれ 6月及ぴ7月と夏期に採取したスズキであ

るため， TBT濃度に有意差が生じなかったのに対し，

'88年は 1月に採取したスズキであったため，季節差が

反映したものと考えられる.以上の推定から，“スズキ

中の TBT濃度は季節的に変動し，夏期が冬期より高く

なる"という仮説を立て，その妥当性を今回及ぴこれま

での調査結果に基づいて検討した.

Table 4は，本研究の第 I報3)として既に報告した東

京湾産スズキの調査結果から t検定に必要なデータを引

用したものである.なお既報においては， TBTをピス

トリブチルスズオキシド(TBTO)として数値化したので，

本表ではそれらを TBTCに換算して示しである.そこ

で， Table 2及び4の値を用いて， '84年 4月から '88年

1月までの計 6回に渡る各採取時期での平均値聞で t検

定を行ったところ， Table 5に示すように(1)，(3)， (4)， 

(7)， (8)， (9)，仕0)，(11)， (14)及び~(15)の組合せに有意差が認め

られ，その他の組合せには有意差が認められなかった.

スズキを採取時期によって夏期試料と冬期試料に 2分

すると，前者には'86年 6月及び'87年 7月採取試料が，

後者には'84年4月， '84年11月， '85年 1月及び'88年 1月

採取試料が属する.仮説によれば，平均値に有意差が生

じるのは夏期試料ー冬期試料問であり，その他の組合せ

には有意差は生じない.すなわち，有意差が生じるのは

Table 5において破線で囲んだ(3)，(4)， (7)， (8)， (10)，制，

及び(14)，同であり，有意差が生じないのは， (1)， (2)， (5)， 

(6)， (9)， (12)，及ぴ同である.

従って， Table 5に示したように全15通りの組合せの

内t検定の結果が仮説と適合しないのは， (1)， (9)，及び

帥の 3通りだけで，その他は完全に一致している.ただ

し， (1)及び(9)は検出限界に近い低濃度において仮説では

生じないはずの有意差が生じた場合であり，季節的要因

以外の要因が作用したものと考えられること，また叫は

仮説では有意差が生じるはずであるのに，実際には有意

Table 3. TBTC and TPTC concentrations of sea water collected from Tokyo Bay in 1988 
(ng/l) 

Sampling points 
May July Sept 

TBTC TPTC TBTC TPTC TBTC 

Kanazawa-Hakkei ND 2.2 108.7 17.2 56.5 

Haneda 8.6 15.2 4.7 6.8 4.8 

Sanmaizu 17.0 5.3 7.2 4.3 1.8 

Funabashi ND ND 4.2 5.6 ND 

Futtsu 21. 5 7.8 17.8 6.1 79.6 

ND: < 1 ng/l 

Table 4. TBT concentrations of sea bass 

Sampling time '84/Apr. '84/Nov. '85/Jan 

Number 10 10 10 

Range ND-0.04 0.01-0.07 0-0.15 

Mean 0.02 0.04 0.05 

S.D. 0.01 0.02 0.05 

These values were quoted from the previous report3)， and represented as tributyltin chloride. 

ND: <0.01μg/g 

TPTC 

5.6 

2.2 

4.7 

6.2 

10.6 

(μg/g) 
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Table 5. Results of t test among mean values of TBT in sea bass 

'84/Nov. 

(1)2.282 * 

'85/Jan 

(2)1.861 

(6)0.587 

Sampling time 

84/ Apr. 

84/Nov. 

85/Jan. 

86/June 

87/July 

* * *p<O.OOl， * *p<O.Ol， *p<0.05 

差が認められなかった場合であるが， T値が1.627(p値

として0.1178)であり，かい離の程度は極めて小さいと

考えられることから，本仮説の妥当性が結論できる.

ところで，スズキは回遊性の内湾，沿岸魚、で瀬のある

岩礁地帯や磯地帯に生息し， 3 -4年で60cm前後に成長

するといわれており，甲殻類，貝類，小魚、を大量に摂取

する.本調査において使用したスズキは体長から推定し

て，ふ化後 4-5年以上は経過した加齢魚、であり，相当

量の TBTを摂取していると考えられる.例えば，著者

らが行った調査では，東京湾産のアサリから最高0.32μ

g/gのTBTを検出しているので4)，食物連鎖から単純

に類推すれば数 ppmレベルまでの生体蓄積も考えられ

るところである. しかし，実際のスズキ中の TBT濃度

は，これに比べてかなり低い値となっており，生体内で

の TBTの半減期が比較的短いことを示唆している.

TBTの生物学的半減期については必ずしも明確ではな

いが， lwaiら9ー 10)はラットの肝，腎，脳及び血液にお

ける TBTの半減期をそれぞれ4.4，3.7， 6.6， 4.6日と

報告している.また， Waldockら10)によれば，カキ

(Crassostrea gigas)のinviω での半減期は10日程度であ

り，著者らが東京湾で採取したアサリを約 2週間人工海

水で飼育し， TBT 濃度の減少を測定して求めた半減期

は約 7日であったことから，スズキについても TBTの

半減期は10目前後か，あるいはそれ以下と判断すること

ができる.以上のことから，スズキ生体内で TBTは比

較的速やかに代謝されるため，汚染の少ない冬期は夏期

に比べて TBT濃度が低くなるものと推測できる.

2. TPTについて

次に，各年の TPT濃度の平均値について t検定を

行ったところ， '87年が'86年及び'88年より有意に高く

なったものの'86年及び'88年間に有意差は認められず

TPTの場合は TBTの場合ほど顕著には，夏と冬の季節

差は蓄積濃度に髪響を及ぼさないことが推定された.

このことは， 1)船底塗料あるいは漁網防汚剤として

'86/June '87/July 

(3)9.899* * * (4)6.000* * 

'88/Jan 

(5)0.00。
(7)5.590* * * 

(10)2.349* 

(8)3.508* * 

(11)1.627 

(9)2.236* 

(12)1.762 
..................................................・・・・・・・・・・・・........・・・.

同0.877 (14)7.826 * * * ; 

: (15)5 . 262 * * * ; 

海水中に溶出した TPTが，難分解性であるために，年

間を通して同程度海水中に存在するか，あるいは/及ぴ

2 )スズキ中に蓄積した TPTの代謝分解速度が非常に

遅いことを示唆している. 1)については TPTの環境

中における分解性がほとんど分かっていないので，

Table 3に示した実測値に基づいて考察すると，海水中

のTPT濃度は TBT濃度と異なり， 5定点とも採取時期

で著しい差は認められず， TPTは湾内全体に拡散し，

均一化していることが推定される.

次に， 2) に関連してスズキ体内における TPTの生

物学的半減期を，例えば Nagamatsuら12)のモルモット

(全体)での半減期9.4日， Manabeら13)のラット(肝)で

の半減期10.7日から推定すると， TBTより若干長いも

のの，著しい差は無いように考えられる. しかし，著者

らが， TBTの場合と同様アサリを人工海水中で飼育し

て半減期を求めた結果では，半減期は30日程度と TBT

よりはるかに長い結果となった.従って， TPTの生体

内代謝は晴乳類では TBTより若干遅い程度であるもの

の，魚介類中においてはかなり遅いと考えられ，スズキ

の場合も TPTの代謝が極めて遅く，高濃度に蓄積する

ことが推定される.

終 一一員

東京湾で採取したスズキ及び海水中の TBT及ぴTPT

を分析し，東京湾の汚染について考察した.スズキの

TBT濃度は採取時期の影響を受けることが推定され，

夏期に採取した試料と冬期に採取した試料では，前者の

濃度が有意に高かった.これは夏期に向かつて船底塗料

を使用するためであり，このことは 7月の金沢八景及ぴ

9月の富津定点での海水中の TBT濃度が特異的に高く

なったことから推察された.一方，スズキ中の TPTは

季節的要因の影響を受けないことが推定できたが，これ

はTPTの難分解性及ぴ生物学的半減期が長いことに起

因すると考えられた.
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豚肉中の残留チアムリンの微生物学的検査法の開発

神保勝彦*百瀬礼子*，丸山務へ松本昌雄*

Bioassay Method for Residual Tiamulin in Pork 

KA TSUHIKO JINBO *， REIKO MOMOSE *， TSUTOMU MARUY AMA * 

and MASAO MA TSUMOTO * 

Keywords:残留チアムリン residual tiamulin，簡易検査法 simplified detection method， SEP-P AK C18カー

トリッジ SEP-P AK C18 cartridge， Micrococcus luteus 

フマル酸チアムリン1)(以下，チアムリンと略す)は，

Pleurotus隅 ilusの培養ろ液から得られたジテルペン系抗

生物質であるプリユーロムチリンの半合成誘導体の抗生

物質である.チアムリンは主にグマム陽性菌に抗菌力を

示すが，とくにトレポネーマ及びマイコプラズマに対し

て抗菌作用が著しいことから，豚赤痢，豚流行性肺炎等

の予防，治療薬として最近汎用されてきており，食用組

織への移行残留が懸念されている. しかし，豚肉中に残

留するチアムリンの検査法は確立されていないため，本

剤の残留実態は明らかでない.そのため，食品衛生上チ

アムリンの迅速，簡易検査法の開発が望まれている.そ

こで，豚肉及ぴその臓器中に残留するチアムリンの検査

法，特に微生物学的検査法について検討した.

実験材料および方法

1.チアムリン

実験に供したチアムリンは，日本全薬工業株式会社か

ら分与された純品である.

2.供試菌株

実験に供した指標菌は，Bacillus subtilis A TCC 6633 

Micrococcus luteus ATCC 9341お よ ぴ Bacill叫scere叫S

ATCC 11778(以下，それぞれB.subtilis，M.luteusおよび

B.cereusと略す)の計3菌種である.

3.器具

1 )ペトリ皿:合成樹脂製で，内径86mmの滅菌したも

のを用いた.

2 )パルプディスク:東洋ろ紙(株)製の直径10mm，厚

さ1.2mm(吸水量0.08ml::!:O.Olml)のパルプディスクを

121
0

C， 15分間高圧滅菌し，十分乾燥させてから用いた.

4.試験菌，試験芽胞浮遊液の調製

厚生省が通知した「畜産物中の残留物質検査法2)(以

下，厚生省法と略記)Jに準じて調製した.

5.使用培地

a )継代保存用培地:普通寒天培地を用いた.

b)増殖用液体培地 :M.luteusの増殖に感受性測定用

ブイヨン(日水)を用いた.

c )検査用培地 AntibioticMedium NO.5 (Difco)， 

Antibiotic Medium No. 8 (Difco)及び感性ディスク用培地

N(日水)の 3種類の培地を用いた.

6.検査用培地の作製

検査用培地は121
0

C一15分間高圧滅菌後， 55
0

Cに保持

し，これに試験菌液あるいは芽胞浮遊液を所定量混和し

た.その 8mlをペトリ皿に注入し，水平に静置し凝固

させて平板培地を作製した.

7.チアムリン抽出液

豚肉及び豚肝臓中のチアムリンの抽出には，メタノー

ル1，000mlに1N-HCIを1ml加えて調製した酸性メタ

ノール液を用いた.

8. リン酸緩衝液

pH 4.5リン緩衝液(B-1)，pH 6.0リン緩衝液(B-12)

及び pH8.0リン緩衝液(B-5)は，厚生省法に準じて調

製した. pH 7.0リン酸緩衝液は M/15N a2HP04 6 mlに

M/15 KH2 P04 4 mlを加えて調製した.

9. ミニカラム C18カートリッジ

ウオータズ社製の SEP-PAKC18カートリッジ(SEP-

PAK)をメタノール 5ml，蒸留水 5mlの順に湿潤洗浄処

理4，5)して用いた.

*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 Reserch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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2'0 

円止
図1.豚肉中のチアムリン検査法

図 2.チアムリンに対する試験菌の感受性

12mm以上のものを陽性と判定した.

実験結果および考察

1.チアムリンに対する試験菌の感受性

残留抗生物質検査の指標菌として，一般に用いられて

いる B.subtilis，M.luteus及ぴB.cere仰の 3試験菌のチア

ムリンに対する感受性を調べた.それらの検量線を図 2

に示した.M.luteusが0.1μg/mlと最も高い感受性を

示した.B.subtilisは5.0μg/mlと低く ，B.cereusは10μg

/mlに対して感受性を示さなかった.このことから試験

菌として M.h抑制が使用可能でドあることが判明した.

2. pHの差による抗菌カの変動

ある種の抗生物質は pHの変動により抗菌力が異なる

ことが知られている 6，7) そこで，試験液の pHを6.0，

7.0及び8.0に調整し，これらに対するチアムリンの抗菌

力を調べた.その成績は図 3に示した.チアムリンの抗

菌力は pHが6.0，7.0， 8.0と高くなるほど強くなる傾

向がみられ， pH 6.0で1.0μg/ml，pH 7.0で0.25μg/

10.試験液の調製

著者らが考案した SEP-PAKを用いる方法的に従って

調製した.すなわち，図 1に示したように，試料10gに

酸性メタノール液20mlを加えホモジナイズした後，

3，000rpmで15分間遠心分離した.上清液にヘキサン

10mlを加えてよく撹持した後，メタノール層を採取し，

これに n-フゃタノールを10ml加えてから400C以下で減圧

乾因した.その残溢を B-1液20mlで溶解し，この溶解

液を1.5ml/minの流速で SEP-PAK中を通筒させた.

この SEP-PAKは蒸留水10mlを通筒し洗浄した後，吸

着したチアムリンをメタノール 5mlで溶出した.溶出

液は400C以下で減圧乾固し，その残澄を pH.8.0リン酸

緩衝液 1mlで溶解して，これを試験液とした.

11.試験法

試験液中に浸潰したパルプディスクを検査用平板培地

に置き， 18土 1時間培養した.なお，培養温度は B.sub.

tilisが35"c土 1，M.luteus及び B.ceretωが30"C::!:: 1で

行った.パルプディスク周辺に形成した阻止円の直径が
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二層培地・円筒法と単層培地・ディスク法の比較

から，チアムリンの SEP-PAKへの吸着は pH4.5のB-1

緩衝液が適当であることが判った.

また， SEP-PAKからのチアムリンの溶出にメタノー

ルをイ吏用したところ，メタノール 5ml中に100%溶;出す

ることが判った.

これらの結果から，チアムリンの検出には，試料中の

チアムリンを SEP-PAKに吸着させ，その溶出i夜を減

圧乾固し， pH 8.0リン酸緩衝液で溶解したものを試験

液とする.試験菌は M.luteus，検査用培地は Antibiotic

Medium No. 5 ，試験法は単層培地・ディスク法とするこ

とが結論された.以下，この方法を東京都立衛生研究所

法とし，以下，都衛研法と略記する.

5.豚肉および豚肝臓中のチアムリンの検出

チアムリンを実験的に添加した豚肉および豚肝臓を対

象に，都衛研法と多くの残留抗菌物質を定性的に検出で

きるとされている厚生省法第 1集の 5で検出試験を行っ

た.その成績は表 1に示した.都衛研法では0.05μg/g

添加した豚肉から検出され，残留抗菌性物質検査の検出

図4.図3.試験液の比較

ml， pH 8.0で0.1μg/mlの感受性を示した.このこと

から，チアムリンの検出感度は試験液の pHを8.0とし，

pH 8.0の培地を用いれば検出感度l立上がることが考えら

れた.

3.試験法の比較

微生物学的検査法では，主に二層培地・円筒法と単層

培地・ディスク法が用いられていることから，この二法

の比較を行った.その成績は図 4に示した.二層培地・

円筒法と単層培地・ディスク法の検出感度は同じ0.1μg

/mlであった. しかし，形成される阻止円は単層培

地・ディスク法の方が大きく，鮮明で、あったことから，

チアムリンの試験法としては試験操作が簡易な単層培

地・ディスク法が適当であることが判明した.

4幽チアムリンの SEP.PAKへの吸着

pHの異なるリン酸緩衝液(B-1，B-12， B-5)で溶解

したチアムリン液(0.5μg/ml)を対象に， SEP-PAKに

おけるチアムリンの吸着を調べた結果， B-lで90%，

B-12で65%，B-5で45%の吸着率を示した.このこと
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表 1.豚肉および豚肝臓からのチアムリン検出成績

検 査法

都衛研法

厚生省法

第 1集の 5

検体名

豚肉

豚肝臓

豚肉

豚肝臓

。 0，025 

感度としては十分満足できる値であった.また，豚肝臓

でも同様の結果が得られた.これに対して，厚生省法第

1集の 5では， 1.0μg/g 添加した豚肉及び豚肝臓から

検出することができなかった.このことから，本法は筋

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肝臓にも十分応用できること

が判明した.これに対して，厚生省法第 1集の 5では，

チアムリンは干食出されないと考えられる. また，これま

でに通知されている厚生省法にはチアムリンを対象とし

た個別検査法がないことから，本法はチアムリンの個別

検査法として適用できると考える.

6.チアムリン以外の抗菌性物質の検出感度

各系統の代表的な抗菌性物質を添加した豚ひき肉を対

象に，都衛研法におけるそれら抗菌性物質の検出感度を

調べた.その成績は表 2に示した.チアムリンは0.05μg

/g 添加した豚肉から検出された.これに対して，チア

ムリン以外の抗菌性物質は低濃度添加した豚ひき肉から

は検出されず，検出感度は低いことが判った.すなわち，

アンピシリン (ABPC)は0，1μg/g，リン酸タイロシン

(TS)は5.0μg/g，塩酸オキシテトラサイクリン(OTC)

は10μg/g，硫酸カナマイシン(KM)は100μg/g，スル

ファモノメトキシン(SMM)は10μg/g以下を添加した

豚ひき肉からは検出されなかった.このように，都衛研

法の検出感度はチアムリン以外の抗菌性物質に対しては

極めて低かったことから，市販豚肉中に残留するチアム

リン以外の微量の抗菌性物質は，本法ではほとんど検出

されないものと考えられる.

結論

豚肉中に残留するチアムリンを簡易，迅速に検出する

検査法について検討し，次の結果を得た.

1.豚肉中のチアムリンは酸性メタノール液で抽出し，

SEP-PAKに吸着させた後，メタノールで溶出した. ~容

出液は減圧乾困し，その残澄を pH8.0リン酸緩衝液で

溶解して，これを試験液とした.

2.試験液について，試験菌は M.lut，ωs，検査用培

チアムリン添加量 (μg/g)

0.1 

+ 
+ 

0.25 

+ 
+ 

0.5 

+ 
+ 

1.0 

+ 
+ 

表 2.各種抗菌性物質に対する都衛研法の検出感度

抗菌性物質 検出感度 (μg/g)

チアムリン 0.05 

ABPC 0.1 

TS 5.0 

OTC 10.0 

KM 100.0 

SMM 10.0 

地は Antibioticmedium No. 5を用いて，単層培地・ディ

スク法で検査する方法を考案した.

3. 本法のチアムリンの検出感度は0.05μg/gであ

り，残留抗菌性物検査としては十分満足できる値であっ

た.

4.本法のチアムリン以外の抗菌性物質の検出感度は

低く， ABPCは0.1μg/g，TSは5.0μg/g，OTCは10

μg/g， KMは100μg/g，SMMは10μg/gであった.

5.本法は筋肉だけでなく，肝臓にも応用することが

できた.
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高速液体ク口マトグラフィーによるサルファ剤の分析

一輸入豚肉におけるスルファメサジンの残留一
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High開perfomanceLiquid Chromatographic Analysis of Sulfonamides 

- Residual Sulfamethazine in Imported Swine Muscle -
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Residual sulfamethazine in imported swine muscle was surveyed. The compound was detected at levels 

of 0.05 to 1. 56 ppm in 35 samples out of 268. The detected substance was identified as fruorescamine de. 

rivative by means of HPLC， and bio-assay. All samples in which sulfamethazine was detect巴dwere im. 

ported from Taiwan. Moreover， sulfadimethoxine was detected at levels of 0.05 and 0.75 ppm in 2 samples. 

Keywords:サルファ剤 sulfonamides，スルファメサジン sulfamethazine，スルフアジメトキシン sulfadimethoxine，

スルファモノメトキシン sulfamonomethoxine，高速液体クロマトグラフイー High-performonceliquid chroma. 

tography，豚肉 swinemuscle 

サルファ斉IJは半世紀以上の歴史を有する代表的な合成

抗菌剤であり，現在ではヒトへの使用は，減少している

が，動物医薬品として，家畜の疾病の予防，治療さらに

は発育促進の目的で，世界中で汎用されている.

1988年 3月，厚生省は米国から輸入した豚肉にスル

ファメサジンが残留していることを発表し，各都道府県

にこれらの調査を指示すると共に，分析法1)を通知した.

食品中に残留するサルファ剤の分析については，化学的，

微生物学的，免疫学的等多様な報告がなされており，こ

れらを解説した， Horwitzによる詳細な総説2)もある.

今回，厚生省が通知した分析法は，アセトン抽出したも

のを，精製し高速液体クロマトグラフィー (HPLC)で定

量する方法であり，堀3)の報文に基ずいている.

今回著者等は，都内に流通する豚肉のうち，主として，

輸入品を対象にサルファ斉iJの残留実態を調査するととも

に，食肉中のサルファ剤の分析法についても若干の検討

を加えた.

実験材料と方法

1.試料 1988年 3月，都内に流通する輸入品を主と

した，豚肉268検体を採取し用いた.

2.試薬 スルファメサジン，スルファジメトキシン

標準品は Sigma製，スルファモノメトキシン標準品は

第一製薬製，その他の試薬は市販特級品を用いた.

3. 装置 HPLC:ポンプ・ 880pu 検出器.UV・

870-UV(日本分光工業製)，蛍光・ F-1000(日立製作所

製)，データー処理装置 CR-6 A・(島津製作所製)

4.分析方法

HPLC法・ UV検出は厚生省通知1)，蛍光検出は岸原

等4)，バイオアッセイは神保等5)の方法に準処した.

結果と考察

豚肉中の残留サルファ剤の分析は，厚生省通知の方

法1)で行い，その成積を Table 1. に示した。はじめに

我国を含む 7カ国53検体を調査したところ，台湾産の l

検体からのみ，スルファメサジンを1.2ppm検出した。

その他の国や国産のものからは，検出されなかかったた

め，次の調査は台湾産のものに限定し，さらに215検体

を分析したところ， 34検体から， 0.05-1.56ppmの範

囲でスルファメサジン(平均0.44:t 0.40ppm，検出率

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

*The Tokyo Metroplitan Reseach Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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Table 1. lncidenc巴ofResidual Sulfamethazine in Swine Muscle (Tokyo， 1988) 

Countries 

U. S. A. 

Denmark 

Canada 

lreland 

Korea 

]apan 

Taiwan ( 1) 

Taiwan ( II ) 

。
【

A 

g g 。
阿

NO.of 

Samples 

13 

9 

9 

1 

1 

10 

9 

215 

B 

g 怠

Fig. 1. Liquid Chromatograms of Sulfamethazine (A) 

and the Extract from Swin巴 Muscl巴 (B)

Table 2. HPLC Conditions 

Column ; Nucleosil 100 C18， 5μ，4.6併X250mm

Flow Rate; 1 ml/ min 

Column Temp ; 40
0

C 

Mobile phase ; Fig. 1. acetonitrile/ acetic acid/ water 

= 15〆1/85

Fig.2 .， 3. acetonitrile/10mM potas-

sium dihydrogenphosphate = 22/78 

Fig. 4 _ acetonitrile/ phosphate buffer 

(pH7 .0) =30/70 

Wave Length ; Fig. 1 .ー 3_ UV 272nm， Fig. 4. ex. 

415nm.. em. 490nm 

Detected 

Numbers (%) 

。
。。。。。
1(11.1) 

34(15.8) 

Concentrations 

(ppm) 

1.2 

0.05-1.56 

(0.44土0.40)

15.8% )を検出した。厚生省の調査によれば，米国産の

豚肉からスルファメサジンを， 0.4ppm検出しているが，

今回の著者等の調査では，米国産のものからは，一例も

検:出されなかった。

Fig.1に典型的な液体クロマトグラムを示し，その条

件は Table 2. に示した。スルファメサジンは19.8分

に爽雑物と分離したシンメトリックなピークとして得ら

れた。 HPLCでスルファメサジンが検出された検体は，

神保等5)の開発したバイオアッセイ法で，サルファ剤で

あることを確認した。 HPLCでスルファメサジンが検出

されなかった全検体についても同様にバイオアッセイを

行なったところ 2検体(171検体中)にサルファ剤の存在

が疑われた為， HPLCによる検索を続けた。厚生省法1)

による移動相では，同定不可能であったが，移動相を10

mMKHzP04 :アセニトリル=78:22に変えたところ，ス

ルファジメトキシンと同一保持時間を有する物質が存在

することが判明し，さらに岸原等の方法によっても，こ

の物質がスルフアジメトキシンと同一保持時間を有した

ことから，本物質をスルファジメトキシンと同定した

( i農度0.05，0.75ppm) (Fig. 2， 4)。

Fig.2は移動相を， 10mMKHzP04とアセニトリルの混

液にした時のものであるが，スルフアジメトキシンは，

22分前後のあまり定量に支障のない保持時間を示した。

さらに， Fig.2によれば，ピーク形状は良好で、，実用的

な移動相と言える。 Fig.3は，この移動相を使用すれば，

我国で汎用されている，もう一つのサルファ剤であるス

ルファモノメトキシンを含め， 3種のサルファ剤の同時

分析が可能となることを示している。今回の厚生省通知

法はあくまでスルファメサジンの分析法であり，この移

動相によればスファジメトキシンの保持時間は90分以上

となり同定は，事実上不可能である。著者等は，今回の
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Fig.4. Liquid Chromatograms of Sulfamethazine-fluorescamine Derivative (A)， Sulfadimethoxineー fluorescamine

Derivative (C) and the Extract from Swine Muscle (B，D) 
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輸入豚肉以外にも，日常の検査業務の中でサルファ剤を

含む抗菌性物質の分析を行っているが，特定のサルファ

剤に限定した分析法は実際的ではない。今回の実態調査

からみても，少なくとも畜水産食品中に残留するサル

ファ剤を分析する際には，使用量の多いスルファメサジ

ン，スルファモノメトキシン，スルファジメトキシンの

三者の同時分析が可能とならなければならない。厚生省

法では，移動相を変えても，試料由来のピークがスル

ファジメトキシンの直前に存在し(Fig.2)，又，溶媒濃

縮の際突沸しやすく，操作も煩雑である等，改良の余地

治宝ある。

検出されたスルファメサジン，スルフアジメトキシン

共に HPLC(UV)とバイオアッセイで二重に確認したが，

さらに岸原等のフルオレスカミンによる蛍光誘導体化

法4)に準拠し，三重の確認を行った。サルファ剤の pka

と溶解性は，それぞれかなり異なるが， Fig.4とFig.1

-3では，移動相の PHの相違のためか，各サルファ剤の

溶出順序が逆転している。サルファ剤を分析する際，

HPLC等化学的なある一つの方法のみで同定すれば，誤

認する可能性もあり，一つの化学的検査法だけによらず

他の化学的方法さらには，バイオアッセイも併せて実施

することが望ましい。サルファ剤だけではなく抗菌性物

質の検査には，化学的な方法と微生物的な方法の両面か

らのアプローチが重要である。

要 約

1. 7カ国計268検体の豚肉中の残留サルファ剤を分

析したところ，台湾産(225検体)のもの35検体から，ス

ルファメサジンが0.05-1.57ppmの範囲で，スルフア

ジメトキシンが 2検体から0.05及ぴ0.75ppm検出され

た。

2.全268検体のバイオアッセイによる確認を行った。

3.サルファ剤の検出されたものは，蛍光誘導体化を

行いさらに確認した。

4.食品中の残留抗菌性物質の検査は，化学的な手段

と微生物な手段の両面から実施するのが望ましい。
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食品の化学検査における食品衛生法違反事例(第 1報)
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The Case of Contravention of the Food Sanitation Law in Chemical Test of Foods (1) 
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agents，着色料 foodcolours，防かび剤 fungicides，酸化防止剤 antioxidants，キャリーオーバー carryover 

加工食品の利便性が消費者に広く受け入れられ，その

種類が豊富になると同時に，生産量も大巾に急増してい

る.また，加工食品は製造，加工，包装等の飛躍的な技

術の向上と，流通改革により一層衛生的な形で供給され

るようになった.

これらの加工食品の普及には，食品添加物(以下，食

添と略す)の果たす役割は大きく，食品の品質保持，食

欲増進等のために広く使用されている.この食添は適正

に使用される場合には問題が少ないが， ときには見せ掛

けの鮮度や味を装おったり，保存性を高める等のために

故意に添加することで，例えば，うどんに使用した過酸

化水素l)，中国飯庖症を起こしたグルタミン酸2)，食肉

の鮮度をごまかすために使用されたニコチン酸3)等によ

る食中毒事件が起きている.また，食品衛生法の理解不

足のために，誤った使用をして社会問題になった生鮮野

菜に使ったリン酸4)等の違反事例等もある.

一方，輸入食品の中には指定外添加物が使用されてい

たために，積戻し又は廃棄される食品が毎年相当量に

上っている.その原因は輸入業者の事前の法的な調査が

不十分なためと考えられる.

筆者らは，都内で流通している食品について，食添の

適正使用，食品の腐敗や変質，あるいは有害物質の混入

等の有無について，化学的な試験検査を行なっている.

今回，当科の日常業務において取り扱った年間約 5万

件にも及ぶ食品の化学検査の結果から，昭和59年から63

年の 5年間の食品衛生法に基づく違反事例についてまと

め，食品衛生向上に，また今後の検査を効率的に推進す

るための参考に供することとした.なお，生鮮食肉，魚

介類やその加工品，及び食中毒に関するものは除いた.

また， Table 3 -6に示した違反条文はいずれも食品

衛生法に基づくもので，第 4条 2は第 4条 2項の略(以

下同様)であり有害物質の混入による違反，第 6条(指定

外)は指定外添加物の使用に関するものである.更に，

第7条 2(過量)及ぴ(不正)は指定食品添加物の過量使用

及び対象外の食品への使用，第11条 2(表示)は使用した

食添の表示義務を怠ったものである.豆類成分規格は食

品の規格基準の内，豆類の成分規格違反，また菓子指導

不適は昭和52年11月16日付環食第248号“菓子の製造，

取扱いに関する衛生上の指導について"に基づく不適に

関するものである.

1.主要な違反事例

過去 5年間の違反事例の内，社会的に特に注目された

もの，規模が比較的大きかったもの，あるいは他の道府

県に影響が及んだものをまとめて Table1. に示した.

なお，昭和60年度のワイン5)，61年度の激辛即席麺6)，

62年度の清涼飲料水(カフェオレ)1)については，すでに

報告したので詳細については省略する.

(1)合成甘味料を検出した乾燥梅干・話梅

昭年59年 6月に実施した「食品衛生夏期対策事業」に

おいて，収去した話梅(ホアメイ)から指定外合成甘味料

と共にサッカリンが検査された.その後，広域に流通し

ている恐れが高まったために，更に緊急監視が実施され

た.

これらについて検査した結果， 44検体中33検体からサ

イクラミン酸とズルチンの指定外合成甘味料，及びサッ

カリンの不正使用が発見された.また，この内 8割のも

のは 3者の混合物で，サイクラミン酸1.4-36g /kg，ズ

ルチン0.02-3.8g/kg，サッカリン5.1-21g/kg(ナト

*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 



142 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 40， 1988 

リウム塩として)を検出した.違反品は赤色又は淡褐色

で，いずれも砂糖様の結品又は粉末が表面に付着してお

り，分析時に空気中に甘味料が漂い，口の中が甘くなる

ほどであった.

また，これら違反品は食品機動監視班による立入検査

の結果，中華料理府及び中華材料販売業者等5，957軒の

内120軒が所持しており，その総量は145kgにも達した.

入手経路は台湾からの旅行者の土産等として日本に持ち

込まれたもので，いずれも約600gの合成樹脂製袋詰で，

「上庄話梅J，["高級話梅」等の名称があり、 15種類が確

認された.これら違反品はいずれも廃棄処分となった.

(2) 指定外添加物を検出したアイスクリーム原料

昭和60年8月8日付の新聞で，西ドイツにおいて『ジ

エチレングリコール類似物質がイタリア産アイスクリー

ムから検出された』旨の報道がなされた.その後，厚生

省は関係輸入業者 5社の内 4社が都内にあることを明ら

かにし，同時に業者に自主検査を要請した.その結果，

l社の 2検体からジエチレングリコールモノエチルエー

テル(以下 DEGMEEと略す)が検出されたので，都に対

して調査の要請があった.

都の調べで，昭和59年から60年 8月にかけて約60種類

のアイスクリーム原料が輸入され，都内では卸売業者や

製造業者等13ヶ所に流通していることが明らかになった.

収去された検体はアイスクリームの原料，香料及ぴ製品

であった.検査の結果，アイスクリーム香料 1検体から

760，000ppm，アイスクリーム原料30検体から 10ppm

ー17，000ppm検出された.また他科で検査した製品 1検

体から14ppm検出された.

DEGMEEは香料の溶剤としてイタリアやオランダで

許可されていたが，日本ではその使用が認められていな

いため第 6条違反になる. しかし，製造工程で溶剤とし

て数%から数10%使われた場合は第 6条違反として扱う

が，微量検出の場合には抽出溶媒として使用されたもの

の残留あるいはコンタミの可能性もあると考えられるた

め，使用状況を確認した上で処分する必要があるとされ

た違反となったものは都全体でアイスクリーム原料が

28種類1，652kg，香料が 1種類，製品が16eで，各々関

係区で販売禁止命令の行政処分を行なった.

(3) リン酸塩使用の生鮮野菜4)

昭和61年 3月頃から報道機関や国会で生鮮野菜の化学

薬品処理の問題が取り上げられた.これは消費者に対す

るごまかし行為であるとして，厚生省は昭和61年 6月に

『生鮮食品への食品添加物の使用を禁止する』旨の指導

基準を定めた.リン酸塩は生鮮野菜の表面，あるいは皮

剥き又は切り刻んだ際の変色防止，さつまいもの皮の発

色の目的で使われたもので，これは先の昭和31年から33

年にかけて，さつまいもや皮剥きさといもに使われた硫

酸事例(食品衛生法通則第1203号)の再現であった.

生鮮野菜類に対する基準が定められた後の 3年間の都

全体の検査結果を Table2. にまとめて示した.昭和61

年当初に較べて，陽性率は減少傾向にあり，特に改善の

跡がみられたものは根しょうが，さつまいも，もやしで

Table 1.最近 5年間における主な違反事例

年度 ロ
ロ口

59年度 乾燥梅干・話梅

(ホワメイ)

はと麦，製館用豆

60年度 ワイン

名

アイスクリームベース

ナツメッグ

61年度 激辛即席麹の粉末スープ

ナツメッグ

生鮮野菜類

62年度 果汁原料，氷菓及ぴ清涼飲

料水(グァパパルプ)

ナツメッグ

生鮮野菜類

清涼飲料水(カフェオレ)

63年度 グレープフルーツ

ピスタチオナッツ

検出件数 違反理由

33/44件 サイクラミン酸及ぴズルチンの検出

サッカリンの過量使用

4件 10 ppb以上のアフラトキシン Bl検出

96件 ジエチレングリコールの検出

31/70件 ジエチレングリコールモノエチルエーテルの検出

7件 10 ppb以上のアフラトキシン Bl検出

24件 ポリソルベートの検出

3件 10 ppb以上のアフラトキシン Bl検出

105/390件 リン酸塩の不適正使田

35件 アゾルピンの検出

2件 10 ppb以上のアフラトキシン Bl検出

133/571件 リン酸塩の不適正使用

1件過酸化水素 14g /kg検出

6/16件 %フェニルの過量残存使用

4/61件 10 ppb以上のアフラトキシン Bl検出
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らジフェニルが0.073-0.090g /kg検出された.なお，

これからオルトフェニルフェノール及ぴチアベンタゾー

ルが同時に検出されたが，いずれも基準値の範囲であっ

た.

適量のジフェニルを検出したグレープフルーツは，い

ずれもやや小粒で，ジフェニルは果皮のみに存在し，

94ppmを検出した果皮でも果肉においては検出きれな

かった.この傾向は前報8)の結果と同様であった.回収

したものは373カートン(6.5トン)で，イスラエル産全輸

入量の0.23%に相当する量であった.我が国に輸入され

るグレープフルーツは，米国産が62年度で約1，225万

カートンで輸入総量の97%を占め，イスラエル産は約30

万カートンで全体の2.4%にすぎないが，米国産の端境

期に輸入されている.過去の同様の違反事例は昭和52年

12月に米国産グレープフルーツ(12検体)が発見されてい

るが，その後の違反事例はなかった.

(6) アフラトキシンを検出したビスタチオナッツ

昭和63年11月から12月にかけて輸入食品の衛生対策事

業の一環として，輸入ナッツ類の一斉監視を実施したと

ころ，イラン産ピスタチオナッツ 1検体から規制値を超

えるアフラトキシン B1が検出された.そこで更に緊急

監視を行ったところ新たに 3検体が見つかった.その内

訳はアフラトキシン50検体，その他のナッツ類11検体で，

10 ppbを超えてアフラトキシン B1を検出したものはイ

ラン産ピスタチオナッツ 4検体であり，各々 12，103， 

107， 1380 ppbのアフラトキシン B1を検出した.

ピスタチオナッツは，国産ピーナッツの不作と健康食

品的要素を持つことの人気とが重なったために，輸入量

の急増を招き，粗悪品の混入が起きたものと思われる.

特にイラン産のものは通産統計によると昭和61年から63

40， 1989 報年研

ある. しかし，全体的には規制されて 3年を経過してい

るにもかかわらず，依然としてリン酸塩が使用される状

態にある.これは変色せずに白い状態にあるものは商品

価値が高く，また消費者に好まれることから，製造加工

業者も使用せざるを得ないものと考えられる. しかし，

このようなことは鮮度のごまかしであることから，今後

もきぴしく指導及び取り締りをする必要がある.

(4) 指定外着色料含有輸入冷凍果汁

昭和62年 7月の清涼飲料水製造業の監視において，収

去した清涼飲料水の原料果汁「ピンクグァパパルプjか

ら，指定外添加物のアゾルピン(赤系色素， C.I. 14720) 

が検出された.当該品は清涼飲料水や氷菓などに広く使

用されていたことから，製品の販売禁止と回収が東京都

から指示された.

検査の結果，原料冷凍果汁のピンクグァパパルプ，清

涼飲料水，業務用氷菓(シャーベット)等，収去検体数35

検体中25検体からアゾルピンが検出された.

この原料冷凍果汁は輸入業者一社から供給されたもの

で，卸業者，中卸業者，清涼飲料水製造業者等15社にも

販売され，全国的に再加工され流通していた.また，こ

の着色料は果汁の持つ天然色素の補正用として添加され

たもので，輸入業者の事前調査及ぴ検査が，不十分なた

めに起きた事例であった.なお，違反した冷凍果汁は

24，280kg，清涼飲料水及びシャーベット等の製品は

8，43Uであり，販売禁止及ぴ廃棄処分された.

(5) ジフェニルが過量に残存したグレープフルーツ

昭和63年 7月に輸入果実類の一斉監視を実施したとこ

ろ，食品衛生法で定めるジフェニルの残存基準値

(0.07 g /kg)を超えたイスラエル産グレープフルーツが

発見された.その結果はイスラエル産16検体中 6検体か

衛
山
口
小東

Table 2. 生鮮野菜類のリン酸塩の 3年間の検査結果

昭和63年昭和62年昭和61年

洗いさといも

れんこん

根しょうが

さつまいも

もやし

切りごぼう

洗いごぼう(丸)

やまいも等

陽性率%

57.1 

21. 5 

20.0 

5.7 

0 
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2.6 

陽性数/検査件数
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11.2 483 / 54 23.3 571 / 133 26.9 390 / 105 計
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年の 3年間で605t， 2 ，491 t， 7， 100 tと10倍の増加を示

している.過去のピスタチオナッツの違反事例では，昭

和56年9月に市販のイラン産のもの74検体中 5検体から

231-1，830 ppbのアフラトキシン B1が検出され，約

315kgが回収，廃棄処分されている.

また， Table 6. に示したように昭和63年4月の菓子

類製造業特別監視で製菓材料のピーナッ加工品 1検体か

ら13.9ppb，同年11月の食肉製造業一斉監視でナツメッ

グ1検体から 10.9ppbのアフラトキシン B1が検出され

ている.以上の他に，昭和59年度にははと麦及び製銘用

豆類，更に60年度から62年度にかけてナツメッグからア

フラトキシン B1が検出されているが，既に報告9)したの

で本報告では省略する.

本事例のピスタチオナッツのように輸入量が急増した

り，あるいは生産量が急増するような場合には，とかく

事件の起こる可能性があることから，統計面のチェック

も検査するために重要な指標になる.

2.保存料，甘味料友び漂白料に関するもの

過去 3年間の保存料，甘味料及び漂白料に関する違反

事例を Table3.及び4. に示した.

ソルピン酸では，漬物，筒製品，煮物，ワインに多く

違反事例が認められ，漬物では過量使用が，その他のも

のでは表示違反が多かった.オリーブからソルピン酸が

検出された事例の原因は，塩蔵時の表面カピ発生防止の

目的で使われるものであり，これは輸入業者を通じて食

品監視課から原産国への再三にわたる問い合わせの結果

から明らかになった. 21検体のオリーブのビン又は缶詰

について検査を行なったが，ソルピン酸を検出したもの

が3検体，安息香酸を検出したものが2検体であった.

この安息香酸も使用目的はソルピン酸と向じである.検

査した一部のものに酢漬もあったが，酢漬製品は昭和56

年 9月24日付環食第214号の“つけものの衛生規範"で

pH4.0以下のものと定められており，当該品はいずれも

pH4.0以上であり，酢漬製品に該当しないものであった.

Table 3.保存料に関する違反事例

日口日 名 違反件数 検出量(g/kg) 違反条文

酢漬(生美，大根， しば漬等) 5 0.55-0.84 第7条 2 (過量)

長なす辛子漬 1 3.37 第7条2 (過量)

ソ 赤じそ茶漬(醤油漬) 2 1.22， 1.44 第7条 2 (過量)

きゅうり甘酢漬(アメリカ) 1 0.20 第11条 2 (表示)

飴，練り飽等 4 0.04-0.73 第11条 2 (表示)

Jレ こし飴 3 1.12-1.27 第7条2 (過量)

練りきり，水羊薬等 4 1.16-3.12 第7条 2 (過量)

煮豆，豆きんとん 2 0.48， 0.56 第11条2 (表示)

ピ にしんの煮物 1 0.34 第7条 2 (不正)

甘細こんぶ 2 1.12， 1. 32 第7条 2 (過量)

メンマ 1 0.35 第7条 2 (不正)
ン 乾燥果実(フ。ルーン) 3 0.32-1.14 第7，11条2 (過量，表示)

のしいか 2 1.36， 1.29 第7条 2 (過量)

ワイン(西ドイツ) 10 0.03-0.20 第11条 2 (表示)

酸 ホットタコソース(アメリカ) 1 0.55 第11条 2 (表示)

メイプルシロップ(カナダ) 1 0.64 第7条 2 (不正)

オリーブ(モロッコ，イタリア:ピン詰) 3 0.05-0.06 第7条2 (不正)

安 オリーブ(アメリカ:ピン詰) 2 0.08， 0.12 第7条 2 (不正)
，息 清涼飲料水 1 0.31 第11条 2 (表示)

香 ジンジャエール(アメリカ) 1 0.16 第11条 2 (表示)

酸 ワイン(チリー) 1 0.20 第7条 2 (不正)

DHA 羊糞 l 0.02 第7条 2 (不正)

POBAエビソース(トンカツソース) l 0.07 第11条 2 (表示)

PrA マドレーヌ 7 11， 6.3-6.7 第7条 2 (過量)

DHA:デヒドロ酢酸， POBA:パラオキシ安息香酸， PrA:プロピオン酸
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Table 4. 甘味料及び漂白料に関する違反事例

文

(表示)

(不正)

(過量)

(表示)

(表示)

(過量)

第 7条2(過量)

第11条 2 (表示)

第7条 2 (過量)

第11条 2 (表示)

第11条 2 (表示)

第 7条 2 (過量)

第 7条 2 (過量)

第11条 2(表示)

第 7条 2 (過量)

第7，11条(過量，表示)

第 7条 2 (過量)

第 7条 2 (過量)

第 7条 2 (過量)

条反違

第11条 2

第 7条 2

第 7条 2

第11条 2

第11条 2

第 7条 2

検出量(g/kg) 

0.11 

0.03-0.28 

0.27 

0.14 

0.32 

1.32 

違反件数

1
i

泊生

1
i
1
i
1
i
1
i

名

ポテト)

ロ
ロロ

清涼飲料水

サラダ(野菜，

ソース煎餅

調味味噌

剣先いか

向上

サ

ツ
カ
リ
ン

0.11-0.36 

0.01 

0.07， 0.07 

0.25-1.14 

0.03 

0.05， 0.06 

0.02-0.04 

5.9 

0.01-0.03 

0.08 

0.05 

0.11 

p
h
U

司
E

4

n
ノ
u

n

〈
U

噌

E
ム

n
f

“
n
h
U

1
i
q
J
1
1
1
1
3
i
 

フランス)

甘納豆

生あん

砂糖菓子(アンズ，ショウガ)

乾燥果実(アンズ，パイン等)

金平糖

菓子パン用クリーム状砂糖

キャンディ

(イギリス，オランダ，

かんぴょう

はるさめ(中国)

マスタード(フランス)

めんま

たくあんj責

酸

イヒ

硫

黄

指定外着色料の事例ではいずれも輸入食品で，そのほと

んどが菓子類であった.このうち，ジュース類では天然

色素の補正用として合成着色料が使われる例が多く，そ

の際に使用量が少ないことから，従来の検査試料の採取

量や毛糸染色法に変わる試験法の検討が必要となった.

過去 5年間における違反事例の中で検出頻度の高い指

定外着色料は，アルラレッド AC(C.1. 16035)，アゾル

ピン(14720)，キノリンエロー(47005)，パテントブルー

V(42051)が挙げられる.その他にはブリリアントブ

ラック BN(28440)，ウールグリーン (44090)，グリーン

S(44090)等がある.これらを検出した食品の輸出聞は

米国，英国，オランダ等であり，東南アジアの製品から

はほとんど検出されない.

着色料は国により着色料の成分規格が異なるために，

不純物である副色素の量や数が異なり，時には主色素を

上回る副色素が認められることがある.また，キノリン

エローのように異性体の多いものでは，原料の違いから

製造メーカー聞で製品中の副色素が異なり 10)，ペー

パークロマト上でその相違が著しく現れる.また，製造

される食品のロットにより使われる着色料の配合が異な

る場合があり、しばしば分析者の頭を悩ますことがある.

従って，検査においては生産国の情報を入手すると同時

に，注意深く分析する必要がある.

また，にしんの煮物からソルピン酸が0.34g /kg検出

されたが，本品の水分は32%，塩分は1.9%であった.

昭和43年 6月15日付環食第8197号“若だきつくだ煮の取

り扱い"によれば，製品は水分70%以下，塩分 5%以上

であると規定されている.このことから本品は惣菜であ

ると判断され，ソルピン酸の使用は対象外食品への不正

使用とみなされ処分された.

甘味料では，漬物類に使われていたサッカリンが天然

甘味料に変わったために，違反事例が減少したが，サラ

ダ等惣菜類への不正使用が依然として少数例認められる.

漂白料では，二酸化硫黄の過量使用違反が多く，甘納

豆，乾燥果実，キャンディ等に認められている.特殊な

事例では菓子パンの表面に塗り，乾くと白く固まる飾り

の役目をする甘味材料が挙げられる.また，キャンデイ

では英国産の表示がありながら，実際にはマレーシア工

場で作られたものから違反品が見つかっている.このよ

うに輸入食品では産地名と製造場所が必ずしも一致しな

いものが出回っているので，検査する際には両国の食添

の許可状況等を把握しておくことが必要である.

3.着色料に関するもの

着色料に関する違反事例を Table 5. に示した.指

定着色料の違反事例では表示違反が多く， 1例だけ中華

麹による指定外食品の不正使用例が見つかった.一方，
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Table 5. 着色料に関する違反事例

もち菓子

口
口口

赤ねり筒(こし筒)

水羊葵

練り飴

さざえ茶漬

中華麺

えび煎餅材料(中国)

ちょろぎ

あめ

キャンディ(イギリス)

マシュマロ(カナダ)

オレンジジュース(アメリカ)

オレンジジュース(アメリカ)

インスタントココア(アメリカ)

ゼリー(アメリカ)

名

チョコレートバターフィンヌf-(アメリカ)

ゼリービーンズ(アメリカ)

キャンデイー(アメリカ)

キャンディー(イギリス)

マシュマロ(オランダ)

グァパパルプ(オーストラリア)

チューインガム(オランダ)

ランプフィシュキャビア(デンマーク)

ゼリーピーンズ(アメリカ)

4. 防かひ~~J，酸化防止剤，品質保持剤，その他に関

するもの

防かぴ剤，酸化防止剤，品質保持剤，殺菌剤，乳化剤，

食品の成分規格及ぴ有害物質の混入に関する違反事例に

ついて，過去 3年間の結果をまとめて Table6. に示し

た.輸入食品では防かぴ剤や EDTAの表示違反，ある

いは tert-ブチルヒドロキノンやポリソルベートによる

指定外食添の使用違反が認められた.また，国内産の食

品では絞子の皮や麺類でプロピレングリコールの過量使

用，及び麺類への過酸化水素の不正使用例が多く認めら

れた.有害物質に関しては製筒原料に使われるバター豆

から，基準値の50田tg/100gを超える多量のシアン化合

物が検出された.また，コーンスナックから 150の高い

値の過酸化物価が測定されたが，輸入品であるために油

脂の変質がどの過程で起きたか明らかにできなかった.

5.キャリーオーバーに関するもの

ギャリーオーバーは食添を含む食品原料から加工食品

に持ち越されてくる食添をいうが，キャリーオーバーに

着色料名

Y 4， B 1 

R 104 

Y 4， B 1 

Y 4， B 1 

R 102， 106， Y 4 

Y4 
R 102， Y 4 

R 102 

R 3， 102， Y 4， 5， B 1 

Y4 
B1 

Y4 

アJレラレッド AC

向上

向上

向上

向上

向上

キノリンエロ一

向上

アゾルピン

ノTテントブルー

ブリリアントブラック BN

二酸化チタン

違反条文

第11条 2(表示)

第11条 2 (表示)

第11条 2 (表示)

第11条 2(表示)

第11条 2(表示)

第 7条 2 (不正)

第11条 2 (表示)

第11条 2 (表示)

第11条 2(表示)

第11条 2(表示)

第11条 2(表示)

第11条 2(表示)

第 6条(指定外)

第6条(指定外)・

第 6条(指定外)

第6条(指定外)

第6条(指定外)

第 6条(指定外)

第 6条(指定外)

第 6条(指定外)

第6条(指定外)

第6条(指定外)

第 6条(指定外)

第11条 2(表示)

該当するか否かについては食添の使用実態に即して判断

する必要があると云われている.キャリ二オーバーに関

する FAO/WHOの見解では，原材料に食添の使用が認

め，その量が許可量以下であり，持ち越される量より多

量の当該食添を含まず，持ち越される食添が食品中で効

果を発揮するより有意に少ないものと規定している.

キャリーオーバーと考えられたもの，及び天然由来と

考えられるものについて Table7 .に示した.安息香酸

では醤油由来と考えられるものが多数認められ，ソルピ

ン酸では簡類，味噌由来が考えられた.

牛肉佃煮や煮豆では各々0.24，0.12 g /kgの安息香酸

が検出されているが，これは次のようなモデルケー

ス11)から見るとほとんど使用基準量の上限に近い量で

あると考えられる.例えば，原料にコウナゴ，アサリを

用いた場合，その歩留りは各々130%，60%である.使

用される醤油の量は原料100g当り，各々 63.5g， 

31.8 gであり，醤油の安息香酸を使用基準量の上限の

0.6 g /kgとすると，製品中の安息香酸は各々 0.29g 
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(過量)

(表示)

(表示)

第11条2 (表示)

第11条 2(表示)

第 6条(指定外)

第6条(指定外)

(過量)

(表示)

(不正)

その他に関する違反事例

グレープフルーツ(イスラエル)

向上

パナナ

第 7条 2

第11条 2

第11条 2

0.090一0.073g /kg 

0.0013 

0.0001 

Table 6. 防かぴ剤，酸化防止剤，品質保持剤，

DP 
opp 

TBZ 

81皿g/kg

77 

0.03 g /kg 

検出

あわぴ水煮(オーストラリア:カン詰) EDTA 

マヨネーズ(アメリカ:ビン入り) 向上

チューインガム(アメリカ) BHA 

チョコレートノfターフインガー(アメリカ)TBHQ 

第 7条 2

第11条 2

1.8， 2.0% 

1.2， 1.6 

絞子の皮

生めん，手打ちそば

第 7条 2

第 4条 2

0.03， 0.09， 0.16g/kg 

14 g /kg 

PG 

同上

第 6条(指定外)

第 6条(指定外)

H202 

向上

ポリソルベート検出

向上

豆類成分規格

菓子指導不適

54mg/100 g 

140 (油脂)

第 4条 2

第 4条 2

第4条 2

1380-12 ppb 

13.9 ppb 

10.9 ppb 

HCN 
過酸化物価

アフラトキシン Bl

アフラトキシン Bl

アフラトキシン Bl

うどん

清涼飲料水(カフェオレ)

激辛即席麺(粉末スープ:韓国)

トマトケチャップ(アメリカ)

バター豆(ピルマ)

コーンスナック(アメリカ)

(イラン)ピスタチオナッツ

ピ←ナッツ加工品

ナツメッグ

DP:ジフェニル， Opp:オルトフェニルフェノール， TBZ:チアベンタゾール， EDTA:エチレンジアミン

四酢酸カルシウム 2ナトリウム， BHT:ブチルヒドロキシトルエン， TBHQ: tertーフゃチルヒドロキノン，

PG:プロピレングリコール， H202:過酸化水素

Table 7. キャリーオーバーと考えられるもの

ソルピン酸

牛肉佃煮

煮豆

海鮮醤(香港)

たまり醤油(中国)

鯛でんぷ

葉唐辛子

有味の華

いわし甘露煮

うの花

きんぴら

味めんま

田作

来

油

油

油

油

油

油

油

油

油

油

油

油

由

醤

醤

醤

醤

醤

醤

醤

醤

醤

醤

醤

醤

パラオキシ安息香酸

0.01 g /kg 

安息香酸

0.24 g /kg 

0.12 

0.05， 0.10 

0.17 

0.10 

0.01 

0.08 

0.05 

0.04 

0.05 

0.06 

0.07 

目口
口口

味噌

飴

簡

0.01-0.05 g /kg 

0.12， 0.61， 0.99 

0.09， 0.06一0.73

味噌漬のたれ

水羊襲

和菓子

比仇…扶…

天

天

0.02 

0.12 

フルーツカクテル(アメリカ)

クランベリー
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/kg， 0.31 g /kg含まれることになる.この例では安息

香酸の揮散や分解が考慮されていないため，実際にはさ

らに減少するものと考えられる.このことから先の製品

では理論的には問題ないが，揮散や分解を考慮に入れる

とかなり高い濃度のものが使われた凝いがもたれる.

従って，このような事例では食品製造現場への立ち入り

検査と共に原料の検査が必要になると考えられる.

一方，天然由来ではあんず等のパラ科やクランペリー

等のシャクナゲ科など，多くの植物から安息香酸が検出

される 12.13) また，近年天然添加物として漬物等によ

く使われるケイ皮酸は，酸化分解により安息香酸が生じ

る.このように天然に存在するもの，あるいは分析過程

で分解し生じるものは安息香酸以外にも二酸化硫黄等も

あることから，分析時に考慮する必要がある.

以上のことから，キャリーオーバーについては種々の

問題を考慮に入れる必要があり，特に原料及び原料中の

食添等について十分調査することなくして論じることは

できない問題である.

まとめ

昭和59年から63年までの 5年間における食品の化学検

査の食品衛生法違反事例についてまとめた.

1.保存料，人工甘Pお科，漂白料，着色料等では，違

反食品は多岐にわたっているが，違反理由は輸入食品に

係わるもので食品衛生法第 6条に関するものが多くみら

れた.囲内で製造された食品では第 7条2項に係わる違

反が多くを占め，第6条に係わる違反はみられなかった.

2.野菜へのリン酸の使用のように歴史的に形を変え

て現われてくる事例と共に，ピスタチオナッツのように

急激に輸入量が増えたり，生産量が増えた場合に起きる

違反事例があることが確認された.

3.指定外合成甘味料を検出した乾燥梅干・話梅，リ

ン酸を検出した生鮮野菜，ジエチレングリコールモノエ

チルエーテルを検出したアイスクリーム，指定外着色料

を検出した果汁原料及び清涼飲料水，ジフェニルが過量

残存したグレープフルーツ，アフラトキシン B1を検出

したピスタチオナッツについて，その内容と原因等につ

いて述べた.

4.キャリーオーノTーについてまとめると同時に，モ

デルケースから検出量について比較検討した.

本報の内容は，衛生局食品監視課，食品機動監視班，

各関連の保健所から送付された行政検体について，当科

各研究室が日常業務として分析を行ない，その結果をも

とにまとめたものである.
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キャピラリーガスク口マトグラフィ一及び、

マススぺク卜口メトリーによる果実中の二臭化工チレンの分析法

石川ふさ子へ斉藤和夫へ中里光男へ藤沼賢司へ

守安貴子*，二島太一郎*

Determination of Ethylene Dibromide in Various Fruits 

by Capillary Gas Chromatography and Mass Spectrometry 

Fusako Ishikawa *， Kazuo SaitoへMitsuoN akazato * ， 

Kenji Fujinuma *， Takako Moriyasu * and Taichiro Nishima * 

Summary 

The determination of ethylene dibromide (EDB) in fruits by capillary gas chromatography with electron 

capture detector (capillary GC-ECD) and by capillary gas chromatography -mass spectrometry (GC-MS) 

was investigated. 

EDB was extracted from fruits samples in n-hexane by continuous extraction method using essential oil 

disti1lator and determined by capillary GC-ECD. 

A fused silica bonded OV-1701， 0.25mm i.d. X 25m， was used as the analytical column. The temperature 

program of column was from 80'C (3 min) to 200'C (15 min)， a rate of 20'C/min. 

In GC-MS using electron impact， the same capi1lary column and temperature program described above 

were used， and the four ions of monobromoethlylene carbonium fragment ions (m/ z 107， 109) and bromide 

ions (m/z 79， 81) were monitored (selected ion monitoring mode) 

A few impurity peaks appeared near the EDB peak on the capillary GC-ECD and GC-MS 

chromatograms， however， those peaks did not interfere with the determination of EDB. 

By use of the methods， 22 samples of imported various fruits (6 grapefruits， 5 lemons， 5 navel 

oranges， a red cherry， a pineapple， a mango， a papaya， an avocado， a litchi) were analyzed， EDB was not 

detected at all. 

The recoveries of EDB added to fruits at level of 10 ng/ g were 91-99 %. The detection limit of EDB in 

fruits was 1 ng/ g. 

Keywords : ethylene dibromide， essential oil distillator， capillary gas chromatography， gas chromatography-mass 

spectrometry， fruits 

緒 日

エチレンジブロマイド(ethylenedibromide; 1 ， 2 -dib. 

romoethan，以下 EDBと略す)は土壊の殺線虫剤1)として

使用されるが，他に果実や野菜等の生産に多大の損害を

与えるミパエ類に対しでも極めて有効なくん蒸剤である

ので，これら農作物の輸出時には産地図において繁用さ

れている.また穀類，豆類等の貯蔵作物や家蓄飼料のく

ん蒸にも単独，または他のくん蒸剤と併せて使用されて

いる.しかし， 1974年10月，米国 NCI(National Cancer 

Institute)は iEDBはラット及ぴマウスに対して癌原性

があるJとの発表を行った2) これを受けて我が国は，

1987年5月パパイヤ及ぴサヤインゲンについて3)，さら

*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 Reserch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 ]apan 
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に1988年10月柑橘類及ぴレイシについて EDBの残留を

認めない(検出限界 1ppb)と定め4)，また小麦製品中の

EDB残留規制値として小麦(玄麦)にはO.lppm，小麦粉，

ケーキミックス粉等の中間製品にはO.Olppm，ビスケッ

ト，クラッカ一等の最終製品には検出してはならないと

定めた(検出限界 1ppb)5). 

果実中の EDBの分析法としては， Dean -Star k蒸留装

置を用い EDBを留出し，これを nーヘキサン層に移行さ

せ，パックドカラムによる ECD1'寸きガスクロマトグラ

フイ}で定量する方法がある6，7) しかしこの方法では

試料由来の爽雑物のピークが多いため EDBの定性，定

量は難しく，フロリジルやシリカゲルで前処理を行う必

要がある.そこで著者等は，分析時間の短縮，分析法の

簡易化及ぴ定量及び確認をより一層確実にするため，

キャピラリーカラムを用いた ECD刀、スクロマトグラ

フィー(キャピラリー GC-ECD)及び質量分析(GC-MS)

による分析方法について検討するとともに，本法を用い

若干の市場調査をおこなったので合わせて報告する.

実験方法

1.試料

1988年 6月一1989年 5月の間に都内のスーパー，小売

庖で販売されていたグレープフルーツ 6件，レモン 5件，

ネーブルオレンジ5r牛，レッドチェリー，ノTイナップル，

マンゴ，パパイヤ，アボガド，レイシ各 1件計22検体を

試料とした.

2.試薬

l)EDB標準原液:EDB(東京化成工業(械製)100皿gを

nーヘキサンに溶解し100mlとし，これを EDB標準原液

とした.

2 )nーヘキサン:和光純薬(械製の試薬特級.

3 )水:蒸留水をミリーQ(日本ミリポア・リミテッド

製)で処理した超純水.

3.器具及び装置

1 )粉砕器:オスター社製オスター・ブレンダー

2 )精油定量器及ぴ還流冷却器:第十一改正日本薬局

方に規定されたもの.

3 )GC-ECD:バリアン社製 GC-3500型(ECD付)に同

社製オートサンプラー8035型及びインテグレーター

IBDH™型を装着したもの.

4 )GC-MS:質量分析計としてフィニガンマット社製

INCOS-50型にガスクロマトグラフとしてバリアン社製

GC-3400型を装着したもの.

4. キャピラリー GC-ECDの測定条件

カラム:OV-1701 Bonded，長さ25m，内径0.25mm，

及ぴ膜厚1.5μ怖の fusedシリカキャピラリーカラム(ガ

スクロ工業(械製)，カラム温度:80.C ( 3 min)→ 200.C 

(15 min)20.C / minの昇温分析，注入口温度:200.C， 

検出器(ECD)温度:230.C，キャリヤーガス:ヘリウム

1.2ml/min，注入システム:スピリットレス注入法，

感度:32X10，注入量 1μ1

5. GC-MSの測定条件

キャピラリー GC:4.の条件に準じた.

MS : iJ.U定モード:EI，測定質量:79::1::0.5， 81::1::0.5， 

107::1::0.5， 109::1::0.5(測定速度は各0.1秒)， トランス

ファーライン温度:250.C，イオンソース温度:180.C， 

イオン化エネルギー:70 eV，エミッションカレント:

200μA 

6.検量線の作成

EDB標準原液を nーヘキサンで各々0.01，0.05， 0.1， 

0.25μg/mlとなるように希釈し，キャピラリー GC-

ECDに注入して得られたクロマトグラムのピーク面積

を求め，絶対検量線法により検量線を作成した.更に

EDB標準液を GC-MSに注入して得られたクロマトグ

ラムのピークのカウント数を求め，絶対検量線法により

検量線を作成した.

7.試験溶液の調製

試料200gに水200mlを加えブレンダーで約 5分間ホ

モジナイズしたものを，少量の水で洗いながら 1Lの丸

底フラスコに移し， nーヘキサン10mlと沸石数個及び消

泡剤 1-2 ii商を加えた.これに精油定量器を装着し，装

置のトラッフ。部に水約30mlを加えて側管を満たした後，

加熱し， i弗騰後 1時間加熱還流した.放冷後トラップ内

の水層に重層した nーヘキサン層を，駒込ピペットで

20mlのメスフラスコに移した.更にトラップ及ぴ冷却

管の内壁を nーヘキサンで洗浄し同様にメスフラスコに

移し， nーヘキサンで20mlにメスアップした後，せ硝

2 gで脱水し，試験溶液とした.

8.定性漫び定量法

試験溶液 1μ1をキャピラリー GC-ECDに注入し，

得られたクロマトグラム上の標準 EDBの保持時間と一

致するピークの面積を測定し，前項 6で作成した検量線

から EDBの検出量を求め，試料 1g当りに換算した.

また GC-MSの場合には得られたクロマトグラム上の

EDBの保持時間及びスキャン回数と一致するピークの

カウント数を求め，同様に検量線から EDBの検出量を

求め試料 1g当りに換算した.
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結果友ぴ考察

1.キャピラリー GC-ECDの測定条件の検討

キャピラリーカラムは強極性である DB-WAX及ぴ中

極性で膜厚1.5μmのOV-1701を用い，その昇温条件を

検討した. DB-WAXを用い50
0

C( 2分)から200
0

Cまで

1分間に10
0

Cずつ昇温したところ EDBの保持時間は6.8

分であり，爽雑ピークとの分離は良好であったが，ピー

クがややリーデイングする傾向が認められた.またこの

条件下でネーブルオレンジ，パパイアを分析する際に

40， 1989 報年研

Fig. 1. Capillary Gas Chromatogram of EDB Standard 
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200'Cに昇温後15分経過しでも爽雑物はカラムから完全

に除去されず，次の分析の妨害となった. したがって爽

雑物を完全に除去するためにはカラム温度を230'Cまで

上げる必要があるが， DB-WAXの使用限界温度に近い

ためカラムの寿命の点から好ましくないと考えられた.

そこで OV-1701を用い，前項4に示した昇温条件下で

測定したところ， EDBは保持時間6.1分で，ピークに近

接するいくつかの爽雑ピークが認められたが，いずれも

分離することが出来た.

本条件によりネーブルオレンジ，パパイアを始め各種

の試料について分析したところ，いずれも分析時間終了

までに爽雑物は完全に除去され，次の分析に影響を与え

なかった.従って，以後の定量には OV-1701を用いる

事とした.なお， OV-1701による EDBの検量線は0.01

-0.25μg/mlの範囲で直線性を示した.また Fig.1に

EDB標準品の， Fig.2に各種果実のクロマトグラムを示

した.なお，この条件で0.1μg/mlの標準溶液を 5回

繰り返し測定した際の相対標準偏差(RSD)は， 2.2%で

あった.

2. GC-MSの測定条件の検討

キャピラリー GC-ECDの場合と同じカラム及ぴ昇温

条件下での，電子衝撃法(EI)による EDBのフルスキャ

ン質量スペクトルを測定したものを Fig.3に示した.モ

ノブロモエチレンカルボニウムフラグメントイオンに属

する同位体の二つのイオン， m/ z 107， 109がベース

ピークとなり，ブロムイオンに属する同位干本の二つのイ
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Fig. 3. Mass Spectrum of EDB Standard 

オン， m/z 79， 81が認められた. EIによる電子エネル

ギーがEDB分子(M)から M+を生成し，更には M+が過

剰のエネルギーを受けて分解し種々のフラグメントイオ

ンを生じるが，モノブロモエチレンカルボニウムイオン

の生成率が高く，またブロムイオンも検出される.これ

らの四本のピークは EDBに特徴的なものと考えられる.

そこで EDBの感度を高めるために， m/ z 79， 81， 107， 

109を選択し， SIM分析による試料中の EDBの同定，定

量を試みた. EDBのGC-MSによる SIM分析での検量

線は0.01-0.25μg/mlの範囲で直線性が得られ，この

条件下で0.1μg/mlの標準溶液を 5回繰り返し測定し

た際の相対標準偏差(RSD)は2.9%であった.

EDB標準品のマスクロマトグラムを Fig.4に，グ

レープフルーツ，ネーブルオレンジ等のマスクロマトグ

ラムを Fig.5に示した. GC-MSのSIM分析においても，

カラム温度の上昇に伴って大きなピークが多数出現した

が， EDBの保持時間6.3分(1020スキャン)付近では爽雑

ピークは小さく重複するものは認められなかった.

3.添加回収実験

EDBが検出されないことを確認したネーブルオレン

ジ，レモン，パパイア，マンゴ，アボガド，グレープフ

ルーツの 6種類の輸入果実に， EDB濃度が10ng/gとな

るようにそれぞれ添加し添加回収実験を行い，その結果

をTable1に示した.キャピラリー GC-ECD及ぴGC

MSによる回収率はそれぞれ93，91%以上と良好で、，両

法は果実中の爽雑物の影響を受けることなく精度良く分

析できることが確認された.なお，キャピラリー GC-

ECDはGC-MSよりも操作が簡便なため多数の検体を

一度に処理する場合は極めて有用な方法であった. しか

し， GC-MSは今後益々多種の果実が輸入され検査対照

となる事が考えられ，キャピラリー GC-ECDにおいて

近接ピークが認められるような場合には有用な定量，確
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Table 1. Recoveries of EDB from Various Fruits 
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認法となると考えられる.

なお，本報による EDBの検出限度は果実試料におい

て 1ng/gであった.

4.市販品の調査

輸入巣実であるグレープフルーツ，レモン，ネーブル

オレンジ等22検体について市販品の調査を行ったところ

いずれからも EDBは検出されなかった.その原因は

EDBの揮散性が強いため流通過程で大部分が消失した

ためと思われる.しかし， EDBは発癌性があると認めら

れBJ)，その規制値もより厳しくなり検出されてはなら

ないと改められたので，今後も監視していく必要がある.

要 約

グレープフルーツ，レモン，ネーブルオレンジ等果実

中の EDBの分析法としてキャピラリー GC-ECDによる

定量法及びGC-MSによる定量及び、確認法について検討

した.その結果，両法はクリーンアップ操作を行うこと

なく，精度よしかっ短時間に測定出来た.また両法に

おける添加回収実験での回収率は91%以上であり，検出

限界はそれぞれ試料当り 1ng/gであった.なお，都内

で市販されていた果実22検体からは EDBはいずれも検

出されなかった.
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野菜・果実類中の残留農薬実態調査

(昭和63年度)

永山敏康*，真木俊夫へ飯田真美*，

観 公子*，川合由華へ二島太一郎*

Survey of Pesticide Residues in Vegetables and Fruits 

(1988. 4 ~ 1989. 3) 

TOSHIHIRO NAGAYAMA*， TOSHIO MAKI*， MAMI IIDA*， 

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

Thirty five of organophosphorus， twenty four kinds of organochlorine， and two kinds of carbamate pesti. 

cides in thirty eight kinds of crops have been investigated. We detected residues of nine kinds of insecticides， 

six kinds of fungicides and on巴 kindof herbicid巴 inseveral kinds of crops. Concentrations of organophosphor. 

us insecticides (di均a沼叩zinon，fたen凶凶itro悦th悩u山io叩n(MEP)， II悶 latl山 n凡1，prot出hiぬofおos，phe印nthoat旬e(PAP) and II凹 t山hida抗t“ぬh山 n 1 

(DMTP)川)， organochlori吋巾i訂in町lelIIse伐削ctic凶 s (endos凱叩叫uω叫ilf仏an凡1，dicofol and pp' ーDDT)， carbamate ins 巴cticides (carbaryl 

(NAC) and BPMC)， organochlorine fu時 icides(captan， chlorothalo凶 (TPN)，vinclozolin， procymidone， ipro. 

dion and qu凶 ozene(PCNB)) and herbicide (CNP) were trace-1.7， 0.001-0.03， 0.001-28， 0.12-1.2 

and O. 003ppm， respectively. 

The identification ratio was as high as 20 % for TPN， and the content of prothiofos， BPMC， procymidone 

and iprodion in residue was more than 1ppm in four samples. These pesticides， in particular， were at levels 

higher than tolerance values for pesticid巴 registrationres巴rvation目

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 日

著者らは生鮮野菜・果実類について，残留基準の設定

されていない農薬を含めた種々農薬の残留実態調査を

行ってきた1-8) 今回は昭和63年度における残留農薬の

調査結果を報告する.

実験の部

1.試料

1988年 4月から1989年 3月にかけて東京都内に入荷し

た野菜・果実類等88検体について調査した.

2同調査農薬名

(1) 有機リン系農薬:EPN，クロルピリホス，クロル

フェンピンホス (CVP-E，-Z)，ジクロルボス(DDVP)，

ジメトエート，ダイアジノン，パラチオン，フェニトロ

チオン (MEP)，フェンチオン (MPP)，フェントエート

(PAP)，ホサロン，マラチオン， トリクロルホン(DEP)，

サリチオン，エチルチオメトン(ジスルホトン)，ジクロ

フェンチオン (ECP)，シアノホス (CYAP)，クロルピリ

ホスメチル，ホルモチオン，プロチオホス，メチダチオ

ン(DMTP)，テトラクロルピンホス (CVMP)，プロパホ

ス， EPBP，エチオン，イソキサチオン，チオメトン，

シアノフェンホス (CYP)，ホスメット (PMP)，ピリダ

フェンチオン，ピリミホスメチル，ジアリホール，エ

*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 chom巴， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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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)， 

キャブタン，カプタホール(ダイホルタン)，クロロタロ

ニル(TPN)，PCNB，プロシミドン，ピンクロゾリン，

156 

デイフェンホス(EDDP)，IBP 計35種

(2) 有機塩素系農薬:総 BHC(α 一，s -， Y -， d 

-BHC)， 総 DDT(pp'ー DDT， pp'-DDE， pp'ー DDD)，

op'-DDT，デイルドリン，エンドリン，アルドリン，

Table 1. Contents of Organophosphorus Pesticides in Vegetables 

Insecticides (ppm) NO.of NO.of 
Others1

) 

Prothiofos Malathion MEP Diazinon Sample positive 

1.7 

0.15 
_2) 
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η九
u
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1
1
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u

qべ
u
η
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u

qベ
υ

0.08 

Tr3) 

0.01， Tr 

Tr 

1 

2 

ハU

ハU

ハU
A
U
A
U

ハU

ハU

ハU
1
i

。

Spinach 

KOMATSUNA 

Crown daisy 

Perilla 

Lettuce 

Salad [SARADANA] 

Japanese honeywort [MITSUBA] 

Chinese cabbage [HAKUSAI] 

Celery 

(petiole) 

(leaf) 

Garden asparagus 

Cucumber 

Pimiento 

Eggplant 

Tomato 

Radish 

(root) 

(leaf) 

Turnip 

(root) 

(leaf) 

Welsh onion 

Onion 

Sweet potato 

Taro 

Potato 

Pumpkin [KABOCHA] 

Garden pea (immature) 

[SAYAENDO] 

Kidney bean (immature) 

[SAYAINGEN] 

[SORAMAME] 

Sample 

[SHUNGIKU] 

[AOZISO] 

[KYURI] 

[PIMAN] 

[NASU] 

3 

3 

1
1
噌

i
τ
i
n
t
u
-
-
1
4
q
u

『
υ
n
r
u

1 

[DAIKON] 

[KABU] 

[NEGI] 

[TAMANEGI] 

[KANSHO] 

[SATOIMO] 

。1 Broad been 

1) EPN， PAP， Chlorpyrifos， CVP， DDVP， dimethoate， parathion， MPP， phosalone， DEP， disulfoton， ECP， CY AP， 

salithion， chlopyrifos-methy1， DMTP， formothion， CVMP， propaphos， EPBP， ethion， isoxathion， thiometon， PMP， 

pyridaphenthion， pirimiphos-methy1， CYP， dialifol， IBP and EDDP are investigat巴d

2 )一:not detected 

3) Tr : below O. 01ppm 

Tr-1. 7 Tr-0.15 0.01 0.03-0.09 10 59 Total 



結果及び考察

1.有機リン系殺虫剤友ぴ殺菌剤

野菜類59検体について，有機リン系殺虫剤33種及び有

機リン系殺菌剤 2種 計35種の農薬を分析し，その結果

をTable 1に示した.

野菜類10検体(検出率:17%，以下同様)から有機リン

系農薬を検出したが，残留基準のある農薬は全く検出さ

れなかった.

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(検出作物名:・セルリーの葉柄及び葉)，マラチオ

ン(青ジソ，サヤエンドウ)及ぴプロチオホス(サラダ莱，

ナス，大根の根及び葉)の 3種が 9検体(15%)から検出

された. これらのうち，サラダ莱からキ食出されたプロチ

オホスは，基準値O.lppmを超えていた.プロチオホス

はLD50925-966皿g/kg(ラット ，t，経口)の普通物で

イプロジオン， CNP 計24種

(3) カーパメイト系農薬:カルパリル(NAC)，BPMC 

計 2種

窓生計61種

3.機 器

(1) ガスクロマトグラフ:¥欄島津製作所製 GC-9 A 

(検出器 ECD， FPD， FTD) 

(2) キャピラリーガスクロマトグラフ Varian

Associates Inc.製 3500(検出器 ECD)，3400 (検出器

TSD，ELCD) 

(3) 液体クロマトグラフ:(株)島津製作所製 LC-5A 

(検出器 UV)

4.分析方法

前報6)に従った.
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Table 2. Contents of Organophosphorus Pesticides in Fruits and Other Crops 

Insecticides (ppm) No.of No.of 
Others1

) 

DMTP PAP MEP 

0.06 

0.04 

Diazinon 

0.02 

Sample positive 

1
1
1ょ

1
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。
。
。
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〈

U

咽
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η
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1 
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司

自
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咽

E
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句

E
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Sample 

Apple 

Japanese pear 

Pear 

Strawberry 

Hybrid m巴lon

[PURINSU & AMUSUMERON] 

Water melon [SUIKA] 

(flesh) 

(pe巴1)

Peach 

(flesh) 

Loquat 

(flesh) 

Grape 

Japanese persimmon 

Mandarin orange 

[UNSHUMIKAN] 

[NASHI] 

[SEIYONASHI] 

[BIWA] 

[KAKI] 

0.14，0.30，0.50 0.43 

ハH
v
n
t
υ

ハH
V
A
H
V

q
a
q
a
-
-
1
i
 

(flesh) 

(pe巴1)

Chest nut 

Corn 

[KURI] 

1 ) -EPN， chlorpyrifos， CVP， DDVP， dimethoate， Parathion， MPP， phosalone， malathion， DEP， salithion， disulfoton， 

ECP， CYAP， chlorpyrifos-methyl， formothion， prothiofos. CVMP. propaphos. EPBP， ethion， isoxathion， thiome-

ton， CYP， PMP， pyridaphenthion， pirimiphos-methyl. dialifol， IBP and EDDP are investigated_ 

2 )一:not detected 

0.14-0.50 0.43 0.04-0.06 0.02 6 29 Total 
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あり，今回の残留量では喫食上問題はないが，毎年基準

値を超えるものが見出されていることから4-8)，使用方

法の改善を含めた十分な監視体制の維持拡充が必要であ

る.

基準値の設定されていない農薬では， MEP(セルリー

の葉)が少量検出されたのみであった.

次に，果実類29検体についての調査結果を Tabl巴 2に

示した.

残留基準のある農薬では，ダイアジノン(リンゴ)及び

MEP(ナシ，西洋ナシ)の 2種が 3検体(10%)から検出

された.リンゴ及ぴナシからは有機リン系農薬が比較的

高い頻度で検出されているものの4-9) その残留量はい

ずれも基準値の 1/20-1/2程度と低レベルであり，

喫食上特に問題はない・と考える.

登録保留基準のある農薬は検出されなかった.

いずれの基準値も設定されていない農薬では， DMTP 

及び PAPが温州みかんの外果皮 3検体(10%)から検出

された.特に DMTPは柑橘類の外果皮から非常に高い

頻度で検出されているト8) しかし，これら外果皮は

マーマレード等加熱調理されて喫食されることが多いた

め，その製造工程において DMTPは速やかに減少し10)，

喫食時における残存量は非常に少ないと考える.

2.有機塩素系友びカーパメイ卜系殺虫剤

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 Table 3に示した.

残留基準のある農薬では，総 DDTがモモの果肉 1検

体から極少量検出されたのみであった. しかし，昭和46

年に登録が失効し農作物への使用が禁止された農薬の果

実中における濃度分布は，果皮が最も高いことから 13)，

今回も果皮中にはより高濃度に残留していたと推察され

る.登録失効後15年以上を経過し，近年はほとんど検出

されなくなった BHC，DDT等が再び検出され始め，一

部比較的多量の残留も見られる6-8，11.12) 輸入肥料等か

らの移行によるとも考えられるが，これら農薬は残留性

が非常に高く，土壌の再汚染につながる可能性もあり，

その由来を調査する等慎重な対応が望まれる.

登録保留基準のある農薬では，ベンゾエピン及びジコ

ホールがホウレン草，小松菜，イチゴ各 1検体から検出

されたが，いずれも基準値の 1/500-1/50と低レベ

ルであった.しかし，青ジソ 1検体から検出された

BPMC は基準値0.3ppmを大きく超えていた.青ジソは

生食されることが多いものの， BPMCの水に対する溶解

度は610mg/eと高いため，水洗により大部分は除去さ

れ，喫食上問題はないと思われる. しかし， BPMCは

LD50623mg/kg (ラット，合，経口)の劇物に指定されて

おり，昨年度も青ジソから2.6ppm検出されていたこと

から8)，このような多量残留を極力防止する対策が必要

である.

基準値の設定されていない農薬では，ヘフ。タクロルの

代謝物であるヘプタクロルエポキサイドがキュウリ及び

メロン 4検体から，また， NACがキュウリ 1検体から

検出された.ヘプタクロルエポキサイドはキュウリから

0.002 -O. 080ppm検出されたとの報告もあり 11J2)，近

年比較的検出率の高い農薬のひとつである.ヘプタクロ

ルは，昭和47年に登録が失効された農薬であることから，

その由来等注意深く観察していく必要がある.

3.有機塩素系殺菌剤友び除草剤

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検出されなかった.

登録保留基準のある農薬では，キャブタン(春菊， 、

ツパ)， TPN(レタス， ミツバ，白菜，セルリーの葉柄及

ぴ葉，キュウリ， トマト，カブの根及び葉，サヤエンド

ウ，西洋ナシ，スイカの果皮，モモの果肉)， ピンクロ

ゾリン(ナス， トマト，モモの果肉)，プロシミドン(青

ジソ， ミツバ，イチゴ)，イプロジオン(ミツバ，モモの

果肉)及び PCNB(セルリーの葉)の 6種が野菜類18検体

(31 %)，果実類 9検体(31%)から検出された.検出率は

TPNが野菜類24%，果実類14%と最も高かった. しか

し，残留量は少なし基準値1.0ppmの 1/1000-1/ 

2 (検出値の平均値:0.062ppm )であり，昨年度(同:

1.68ppm)に比較し，大変低いレベルであった.プロシ

ミドンは，イチゴから0.20-0.76ppm，青ジソ及ぴミツ

ノてから9.9-28ppm検出された.イチゴからは昭和59年

度に0.04ppm検出されたが6)，今回の検出量はその 5-

20倍と比較的高く，また，青ジソ中には基準値 2ppm 

の14倍の残留が認められた.一方，イプロジオンはミツ

バ中に基準値の約 3倍残留していた.プロシミドン及ぴ

イプロジオンは LD506800mg/kg及ぴ2060皿g/kg(ラット，

合，経口)の普通物であり，今回の残留量では喫食上特

に問題はないと推察される.これら農薬は，ピンクロゾ

リンと共にジカルボキシミド剤に分類され，連用による

抵抗性菌の出現や交叉抵抗性が生じやすい15) ピンク

ロゾリンも昭和61，62年度に37，8，5ppmと高濃度残留し

た例があり 7.8)，非常に多量の散布が行われる等，農薬

使用者の不注意によるところが大きいと考える.従って，

これら農薬は，検出率は低いものの，多量残留しやすい

農薬として留意する必要がある.
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Table 3. Cont巴ntsof Organochlorine and Carbamate Insecticides in Crops 

Carbamate (ppm) Organochlorine (ppm) 
NO.of 

No.of sample 
positive 

NO.of 

positive 

Sample 
BPMC 

Spinach 
KOMATSUNA 
Crown daisy 
Perilla 
Lettuce 
Salad 
J apanese honeywort 
Chinese cabbage 
Celery 
(petiole) 
(leaf) 

Garden asparagus 
Cucumber 
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Pimiento 
Eggplant 
Tomato 
Radish 
(root) 
(leaf) 

Turnip 
(root) 
(leaf) 

Welsh onion 
Onion 
Sweet potato 
Taro 
Potato 
Pumpkin 
Garden pea (immature) 
Kidney bean (immature) 
Broad bean 
Apple 
J apanese pear 
Pear 
Strawberry 
Hybrid melon 

。。

ハH
V
ハHυ
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V
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0.001，0.002 
(hep目ep.)

O.006(T-DDT) 
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Water melon 
(flesh) 
(peel) 
Peach 
(flesh) 
Loquat 
(fiesh) 

Grape 
Japanese persimmon 
Mandarin oranl!e 
(flesh) 
(peel) 

Chest nut 
Corn 

Total 88 8 0.001 ~0.005 0.005 

1) T-BHC (totalofα ， s-， yー&s -BHC)， T-DDT (tぱalof卯 '-DDT，pp'-DDE & pp'-DDD)， op'ーDDT，aldrin， 
dieldrin， endrin， heptachlor and heptachlor epoxide are investigated. 

2 )ー:not detected 
3) Heptachlor epoxide is describ“おhep.ep.for short. 

1.2 0.12 2 0.001~0.006 0.03 
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Table 4. Contents of Organochlorine Fungicides and Herbicides in Crops 

Herbicides (ppm) 
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Table 5. Details in the Samples Contained Several Pesticides 

Pesticides res凶

Perilla 

Salad 

Japanese honeywort 

malathion (0.152
))， procymidone (28)， BPMC (1，2) 

prothiofos (1. 7)， CNP (0.003) 
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procymidone (16)， iprodion (14) 
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( peel) 

1) Number of samples detected pesticid巴sexcept BHC， DDT， drins， heptachlor and heptachlor epoxide is de. 

scribed. 

2) The content of pesticides is described. 

3) Tr: below O.01ppm 

PAP (0.43)， DMTP (0.50) 3 3 

る.

まとめ

1988年 4月から 1989年 3月までに都内に入荷した野

菜・果実類88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，ダイアジノン， MEP，マラチオ

ン，プロチオホス， PAP及びDMTPの殺虫剤 6種類が，

16検体から痕跡ー1.7ppmの範囲で検出された.サラダ

菜 1検体から登録保留基準値を超えてプロチオホスが検

出された.

有機塩素系農薬では，ベンゾエピン，ジコホール及び

総 DDTの殺虫剤 3種が4検体から0.001-0.03ppmの

章包囲で， また，キャブタン， TPN，ピンクロゾリン，プ

ロシミドン，イプロジオン及ぴ PCNBの殺菌剤 6種が

27検体から0.001-28ppmの範囲で検出された.青ジソ

からプロシミドンが，また， ミツバからプロシミドン及

びイプロジオンが登録保留基準値を超えて検出された.

除草剤である CNPは， 2検体からいずれも0.003ppm

検:出されたのみであった.

カーパメイト系農薬では， NACがキュウリ 1検体か

らo. 12ppm， BPMCが登録保留基準値を超えて青ジソ l

検体から1.2ppm検出された.

除草剤である CNPは，

出されたのみであった.

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，環状ジ

エン剤を除く)を検出した野菜・果実類についてまと

め， Table 5に示した.

38種の作物について48種の農薬を調査した.複数残留

は青ジソ，サラダ菜， ミツバ，セルリーの葉柄及び葉，

キュウリ，サヤエンドウ，西洋ナシ，モモの果肉及び温

州ミカンの外果皮等10種作物15検体(17%)に認められた.

ミツバ及びモモの果肉は複数の有機塩素系殺菌剤による，

また，セルリー，サヤエンドウ及び西洋ナシは有機リン

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は38検体(43%)から検出され

た.これらのうち15検体(検出検体に対する割合:39%) 

から 2種類以上の農薬が検出され， 3種類の農薬を同時

に検出したものが3検体(8%)あった.青ジソ及びミツ

バ各 1検体からは， 2種類の農薬が共に登録保留基準値

を大きく超えて検出された.このような同時多量残留は

農薬使用者の不注意な散布によって起こると考えられる

ため，正しい農薬使用方法の遵守等十分は配慮が望まれ

2検体からいずれも極少量検
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農薬の複数残留は15検体に認められた.

作物中に残留する農薬の種類及び残留量は，農薬の使

用時期や使用方法等に大きく影響される.従って，農薬

の高濃度残留を防止するためには，消費地と生産地が一

体となり，諸関係機関が連携して総合的な対策を講じる

必要があると考える.

本調査は東京都衛生局食品監視課と共同で、行ったもの

である.
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化学物質友び自然、毒による食中毒事件例(第6報)

一昭和63年度一

真木俊夫へ観 公子*永山敏庚へ
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Outbreaks of Food Poisoning of Chemical and 

Naturally Occurring Toxicants in Tokyo (VI) 
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MAMIIIDAへYUKAKA W AI *， and T AICHIRO. NISHIMA * 

Keywords:化学性食中毒 chemicalfood poisoning，有毒植物 poisonousplant，ヒスタミン histamine，牛乳 cow

milk，銅 copper，異臭味offensiveflavor，フグ pufferfish，パラコート paraquat，ジクワット diquat

著者らは前報1-5)において都内で発生した化学性食中

毒事件を報告してきたが，これまでに原因として解明さ

れた化学物質はヒスタミン，重金属等であり，我々一人

一人の狭い生活圏に存在していたもので，決して特殊性

のあるものではなかった.

今回は昭和63年度に起きた化学物質による食中毒事例

5件，自然、毒による事例 2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に事例の概要を示した.

1.有毒植物混入による食中毒事例

事件の概要事例 1:昭和63年 4月親戚からもらっ

たニラ様の葉に牛肉，王子及び米飯を混ぜ合わせておじ

ゃを作り，昼食として家族4名が喫食したところ，全員

が喫食後10分から眠吐，倦怠感及び脱力感などの食中毒

症状を呈した.

事例-2 :同年12月 莱県から購入した正月用のチョ

ロギを従業員が選別していたら，異なる形の根茎を見つ

けた.従業員が試しに口にしたところ強い刺激を感じ，

さらに粘膜から出血が認められ，胃が焼けるように痛ん

だと保健所に屈出があった.

①試料事 例ー lは未調理の葉.事例-2はチョロギ

その他の根茎を含んだ子球(キゴ). 

②原因物質の検索事例ー 1の搬入された棄には長さ

の異なる二種類が混在していた.ニラ臭を認めたのは短

い葉で，長い葉には認められなかった.そこで長い葉の

形態について詳細に調べた結果，スイセン属の疑いを

もった. TLCによる成分の検索引を行いリコリン， リコ

レニン及ぴナルシジンを検出した.事例 2は鑑定の結

果，チョロギの他にコンニャクのキゴが合れていた.ま

た検鏡によりコンニャクのキゴには多数のシュウ酸カル

シウム針状結品を認めた.

③考察事例ー 1の原因はニラに混在していたスイ

セン属の葉であった. TLC分析で成分が確認されたこ

とから，先の形態的結果と合わせて本品をヒガンバナ科

スイセン属の葉であると結論づけた.それぞれの横物に

含有する特有の成分の確認も鑑定と同様に種を決める時

の重要な情報になる.問題の葉は親戚の庭に生えていた

のを子供らが無造作に刈ったものである.そのためニラ

と他の葉が混在する結果になってしまった.また，ニラ

は臭いがかなり強いので他の葉との判別ができなくなっ

てしまったものと思われる.親戚の家ではどこかにニラ

を植えたという記憶だけが間違いのもとになった.昭和

58年にスイセンの花単独による中毒1)が発生しているが，

過去には今回と同様にニラの葉と一緒に刈り取っての事

故がいくつか報告7)されており，充分に気をつけなくて

はならない事例であった.また事例-2のサトイモ科に

は針状結晶が多数存在し，この結晶が喉などに刺って痛

みを覚える.今回の原因はシュウ酸カルシウム針状結晶

によるものと思われた.コンニャクのキゴが混入した原

*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.昭和63年度に発生した化学性食中毒の概要

No. 発生年月 患者数メ喫食者数

1. 88手口63 .4 4/4 
.12 1/1 

2. 6 1/1 
.10 1/1 

平成元年.3 13/13 

3. 昭和63 . 7 1/1 

8 1/1 

4. 9 3/4 
平成元年.2 4/4 

5. 昭和63 . 6 1/1 

.10 2/2 
平成元年.1 3/3 

6. 昭和63 .11 1/1 

.12 1/1 

.12 2/2 
平成元年.2 1/1 

因を調査したところ，前年度にコンニャクを裁培したた

めコンニャクのキゴ》汚主ってしまったものと判明した.

その他の事例として同年 5月，八百屋で購入したセリ

に毒ゼリ(セリ科)が混入しているようだがという訴えが

購入者からあった.枝先が三ツに分かれ，毛が生えてい

るものは食べてはいけないという知識をもっていたため

である.鑑定の結果，毒ゼリではなく有毒植物キツネノ

ボタン(キンポウゲ科)であった.キツネノボタンの葉は

3裂，托葉，刺状鋸葉，茎と葉の付き方は互生， 3出複

葉である.一方，セリは深裂，鋸葉，互生， 2 -3回羽

状複葉である.この点で明確に区別がつく.毒成分はプ

ロトアネモニン，中毒は軽症だが胃腸炎，皮膚炎を起こ

す8) 誤食すると口の中が辛くピリピリし出すので通常，

吐き出してしまう.この八百屋で販売していたセリは土

手に生えていた植物を機械的に刈り取ったことが後の調

査で分かった.キツネのボタン以外にも種々雑草が混在

していたと推定する.

2. ヒスタミンによる食中毒事例

事件の概要事例-1 :昭和63年 6月 大手のスー

ノfーでウルメイワシ(生干し)1ノfック 4尾入りを購入，

夕食に焼いて 1名が喫食，直後から舌がピリピリとする

刺激を覚えた.さらに 2時間後から水様性下痢，腹痛及

び吐気を呈した.

事例】 2:同年10月 米飯，ウルメイワシ(生干し)， 

しじみ佃煮及び漬物を夕食に 1名が喫食 1時間程から

顔の熱灼感，紅潮及ぴ目の充血等を呈した.

原因食品 原因物質

スイセン リコリン

コンニャク シュ酸カルシュウム

イワシ ヒスタミン

イワシ ヒスタミン

カジキマグロ ヒスタミン

牛乳 酸敗

牛乳 酸敗

野菜スープ 吉岡

塩漬タラの芽 吉岡

メロン エタノール，酢酸エチル

ーロカツ 腐敗

ベーコン フェノール類

フゲ フグ毒

フグ フグ毒

フグ フグ毒

フグ フグ毒

事例-3 :平成元年 3月 某社員食堂でカジキマグロ

の照焼き定食を13名が喫食し， 1時間後に顔面紅潮，ジ

ンマシン等アレルギ一様症状を呈した.

①試料事例-1は同一ロット品であるウルメイワ

シ丸干し，事例目 2はウルメイワシ丸干し参考品及びし

じみ佃煮，事例-3は検食，残品，検査用検体残品の 3

種.

②原因物質の検索事例ー 1，事例ー 2で搬入されたイ

ワシは，特に異常はなかったが，事例ー lの場合はわず

かながら鮮度低下を認めた.患者にかゆみ，発疹症状は

見られなかったが，舌に刺激が認められたことからヒス

タミンの生成が疑われた.そこで 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行った.陽性ス

ポットが得られたので HPLCによる定量分析9)を行い，

事例目 1の試料からヒスタミン340mg%，カダペリン

26皿g%，チラミン87皿tg%及びプトレシン24mg%をそれぞ

れ検出した.揮発性塩基窒素(VBN)は140皿19%であった.

事例-2のイワシ丸干しからヒスタミン252mg%，カダペ

リン63mg%及ぴチラミン10皿g%をそれぞれ検出した.

VBNは73皿g%であった. しじみ佃煮からはいずれの腐

敗アミンも検出されなかった.過去にグルタミン酸ナト

リウムによる中国飯唐症が発生10)しているので，その

確認の有無から参考に分析を行った. L-グルタミン酸

ナトリウムは1.8%で正常範囲であった.事例-3の残品

からヒスタミン98皿g%を検出した. VBNは22mg%で

あった.
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③考察 ウルメイワシは小売庖が大手スーパーから

発泡スチロール入りを仕入れ， 4尾 1パックに小分けし

て冷蔵ショーケースに保管，販売していた. しかしいず

れの事例も高濃度のヒスタミン及ぴ不揮発性腐敗アミン

が検出され，保存の状態に問題があったのではないかと

推察される.昭和61年にも今回の事例と同様にイワシ丸

干しによるヒスタミン中毒事件4)が発生している.やは

り保存の状態が悪くイワシの鮮度が低下していたためで

ある.事例ー 1では夫婦で喫食しようとして夫の方が先

に口にしたところ，異常に気づいたので妻は口にしてい

ない.事例】 3では社員食堂の残品のカジキマグロの照

焼のみにヒスタミンが検出され食堂での保存状態に問題

があった.

3.牛乳の腐敗による有症苦情事例

メ，人参，キャベツ及びニンニクの材料を銅鍋で煮込ん

で野菜スープを作り，その日の夕方家族4名が喫食した.

翌日，鍋に残った野菜スープを再加熱し家族全員で喫食

したところ， 3名(1名は不明)が喫食後30分から吐気，

H匿吐， しぶり感を伴う腹痛及ぴ下痢を呈した.

事例-2 :平成元年 2月 お土産用のタラの芽の塩漬

品を家族4名が塩出し後，鰹節，醤油をかけて喫食，全

員が2時間後から吐気，緑色の水様性下痢を呈した.

①試料事例ー 1は夫が昼食弁当用に職場に持って

きた野菜スープ残品，事例ー 2は残品と未開封のタラの

芽塩漬品.

②原因物質の検索残品のスープはやや黒味がかかっ

ていた.再加熱した野菜スープから中毒が発生したこと

から銅鍋を疑い重金属分析を行った.その結果，銅

事件の概要事例-1 昭和63年 7月 コンピニエン 42ppmを検出した.事例ー 2は中毒症状，緑色下痢便で

スストアでピン入り牛乳を購入した男性 1名が昼近くに

飲用，直後から異味を感じ12時間後には吐気，腹痛及び

下痢を呈した.

事例-2 :同年 8月 200ml入り紙パック牛乳を購入

し， 2名が喫飲したところ味が苦く，直後から眠吐，腹

痛を呈した.

①試料事例ー 1はピン入り牛乳残品と同メーカー

参考品，事例-2は開封されたパック牛乳残品及び参考
ロ
ロ口.

②原因物質の検索事例-1の牛乳ピンの壁には小粒

凝固物が付着及び腐敗臭を認めた. pHは残品6.1，参考

品6.7，酸度(乳酸%)は0.23，0.13と明らかに差が見ら

れた. 70%エタノールによる新鮮度試験も残品だけに凝

固反応を認めた.事例-2は外観上，異常はなかったも

のの微に腐敗臭を認めた. pHは残品6.4，参考品6.5，

酸度は0.19，0.13が得られ，残品の新鮮度試験でも陽性

であった.

③考察残品牛乳は事故発生の 4日から約 2週間前

の製造品のもので，スーパーで販売されていた.牛乳ピ

ンの壁には蛋白凝固物が付着，かっ腐敗臭を認め，かな

り酸敗が進んでいた.事例 lは苦情者のみが喫飲，ま

た事例 2の場合は 2名共喫飲して中毒症状が見られた.

新鮮な牛乳の pHは6.4-6.8，酸度は0.13-0.15の範囲

である.今回の牛乳についてはこれらの範囲を超えてい

た.昭和62年にも学校給食に配布された牛乳で中毒5)が

発生しているが保存状態に問題があった.今回も同様な

ケースと考える.

4.重金属による有症苦情事例

事件の概要事例-1 :昭和63年 9月 家庭でコンソ

あったことから銅を中心に分析を行い，残品及び参考品

からそれぞれ26，38ppmの銅を検出した.

③考察事例ー 1は野菜スープを再加熱した 2日目

に中毒が発生したことから，その原材料に原因があると

は考えにくかった. 1日目から 2日目の聞になんらかの

変化があったものと推定した. しかし，特に残品が黒味

がかっていたので銅鍋からの銅の溶出に疑いをもった.

事例-2のタラの芽は中国産だが某県の製造元で塩漬，

漂白及び調味料を添加後，さらに天然添加物の銅クロロ

フィリンナトリウムを添加していたことが後の調査で判

明した.昭和61年に梅に添加された銅による食中毒2)と

今回の中毒が銅を添加した点で酷似していた.

銅によるヒトの軽症中毒量は明確でないが，硫酸銅の

経口摂取で60-120皿gで恒吐や下痢が見られ，多量にな

ると腹部の激痛を訴え，胃腸炎が進行し血便が起こ

る11) 二例とも検出された銅の濃度は正常範囲を極端

に超えているレベルとは考えにくいが，事例ー 1の様に

容器からの溶出で、42ppmも検出されたことは，野菜

スープをガラス容器等へ移し変えておかなければならな

い事例であった.

また，同年 9月主婦が鰹節を削って，だし取りをした

後に粕の鰹節を金網ですくったら，鍋の底に金属の粒が

沈んでいた.水銀の様に見えるが，という訴えであった.

この粒は金属光沢をしていた.この一部について

Reinsch法による定性試験を行ったところ陽性を示した.

本品は水銀の粒であった.その他使用した鰹節や塩につ

いて綿密な検査をしたが水銀は検出されなかった. しか

し本人は体温計や温度計を使用していないと述べている

ことから，混入経路は不明である.
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5.異臭昧による有症苦情事例

事件の概要事例ー 1:昭和63年 6月 主婦が朝食の

後にメロンを喫食したところ味が異常で野菜のような感

触がした.直後から舌の先が痛み，庫れ感，上下の唇の

内倶ijがヒリヒリ，喉の奥が焼けつく様に痛んだ.

事例-2 同年10月 モモ一口カツ用豚肉を購入し，

カツにして 2名が喫食したところ 3時間後から 2名共吐

気，下痢及ぴ顔(1名)に発疹を呈した.

事例-3 :平成元年 1月 3名がベーコンを喫食した

ところ臭いがきっく 12時間後に舌と喉が赤くはれあがっ

た.

①試料事例-1はメロン残品，事例-2は一口カツ

残品，事例-3はベーコン残品.

原因物質の検索事例-1の搬入されたメロンは柄の

部分から過熱し腐り始めていた.発酵物質の生成が考え

られたのでヘッドスペース法によってこれらの物質を中

心に検索を行った.その結果エタノール及び酢酸エチル

が確認された. GCにより濃度はそれぞれ650ppm，

420ppmであった.事例ー 2の一口カツ残品はすでに腐

敗臭を認め，揮発性塩基窒素も 29皿g%を示した.事例

3のベーコンは中毒症状から刺激性物質の可能性が大き

かった.搬入された残品は手作りの表示があり，通常品

と比較して強いスモーク臭が認められた.水蒸気蒸留か

らGC-MSによる揮発性物質の検索を行い，フェノール

及ぴその誘導体として 2-メトキシー 4-メチルー， 2ーメ

トキシー 4-プロピルー， 4-メチルー， 2， 6-ジメチルー

フェノール類を確認した. GCによりフェノールは

40ppmであった.

③考察 メロンは購入してから 1週間を経ていたた

め発酵し始めエタノールや酢酸エチルが生成したものと

推定する.これらの化合物の低濃度摂取による中毒症状

は明確でないが， 5，600ppmのエタノールガス， 400ppm 

の酢酸エチルガスそれぞれの暴露により眼，鼻，喉に刺

激症状を起こすと報告されている 11) いずれもガス体

による症状なのでメロンを喫食した時の摂取量と直接比

較することはできないが，恐らく刺激性作用を与えたも

のと考える.また，一口カツは搬入した時すでに腐敗を

認め， VBNも高い値を示した. しかし苦情者らは臭い

に関して異常を訴えていないので，症状との関係は明確

でなかった.一方，食肉製品を充分に;槙煙させると風味

のある製品が得られ，特に手作りベーコン等には好まれ

ている~懐煙中のフェノール画分が風味に重要な役割を

果たしているからである.一般に煤煙中のフェノール類

の濃度は20-30ppm程度と報告されている 12) 今回，

検出されたフェノール40ppmは異常に高い値ではない

が，フェノール類は刺激性，腐食性の強い化合物である

ことからベーコンからの経口摂取による喉など粘膜組織

への刺激はある程度考えられることであった.

6. フグによる食中毒事例

事件の概要事例ー 1:昭和63年11月 素人が千葉沖

に行って釣ってきたショウサイフグ(本人の証言)を本人

が調理して，切り身 4匹分と親指大の肝臓4ヶを鍋にし

て喫食し，約40分後から口唇の痔れ，知覚障害，言語障

害及ぴ歩行困難などを呈した.直ちに救急車で大病院に

運ばれた. 2日目に担当医から管轄の保健所に届出が

あった.

事例-2 :同年12月 フグ刺(ナシフグの身， トラフグ

の皮)セットを購入， 22時頃家族 1名が野菜妙と一緒に

喫食， 1時間後から口の庫れ，歩行困難になりタクシー

で病院に運ばれた.当直医からフグ中毒の疑いがある旨

の連絡が入った.

事例-3 :同年12月 スーパーで購入したフグ刺を主

人が7割程喫食したところ30分後から舌の埠れ，首のう

しろ側が硬直，妻は刺身 3切れ，皮を二箸つまんだとこ

ろ15分位して舌が庫れてきたので無理に吐き，その後回

復した.診察した医師からフグ中毒の疑いがある連絡を

受けた

事例-4 :平成元年 2月 大手スーパーで購入したフ

グチリ，フグ刺を 1名が喫食， 10分位から腹痛，下痢及

び日匝吐症状を呈した.腹部と足が薄れ，直立が困難に

なった. 2病院で受診し，医師からフグ中毒の疑いがあ

ると言われ保健所に屈出があった.

①試料事例-1は患者血液，鍋の残品，フグの肝

と思われるもの，フグむき身及ぴウマズラ骨付きむき身

;事例 2は患者血液，フグ刺と皮のセット同ロット参

考品;事例-3は患者血液，ショウサイフグ及ぴナシフ

グの身，ヨリトフグ及ぴ種不明の皮;事例-4はフグチ

リ，フグ刺及ぴ皮.

②原因物質の検索症状から典型的なフグ中毒であっ

た.厚生省法13)Iこ従って生物学的方法で検査を行った.

事例ー 1の患、者血液のフグ毒は1.0MU/g以下，残品は

1.0以下一6.0MU/gであった.事例】 2の患者血液は

1.0MU/g以下，ナシフグ刺1.2-40MU/g， トラフグ

の皮2.9MU/gであった.事例-3のショウサイフグ

9.8MU/g，種不明の皮7.4MU/g，ナシフグ5.4MU/g，

ヨリトフグ2.7MU/g，患者血液1.5MU/g以下，フグ

刺2.0-6.4MU/g，皮2.0-8.0MU/gであった.事例-

4の患者血液1.5MU/g以下，フグチリ1.6-9.6MU/g，
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フグ刺8.5MU/g，皮5.5MU/gであった.

③考察毎年，フグによる中毒が発生しているが，

従来は素人が釣って来たフグを自ら調理し喫食した時に

限っていた4) しかし今回の事例は調理品による中毒事

例である.事例ー 1は2日目に担当医から連絡が入って

きたため，事件の探知は手遅れとなった.患者は重体に

落ち入ったが懸命の治療の結果，命は助かった.患者の

血液は回復した時点のため，もはやフグ毒を認めること

はできなかった.残品は1.0以下一6.0MU/gの範囲を

示し，無毒と言われる10MU/g以下であった.しかし

鍋の残品はフグの身が骨にかろうじて付いている状態で，

肝も他の残品と分けるのがやっとであった.すでにフグ

毒は分散してしまったと思われる.事例 2-4は他県

で調理されたフグ刺と皮の入ったセット品が都内のデ

パート，スーパーで販売されていたものから中毒が起き

ている.今回の中毒は輸入フグで占められていることが

判明した. しかし，従来からナシフグ及びヨリトフグの

皮は可食とされていた.我々は以前から同じ種のフグで

も取れる海域によって毒化が異なると推定していた.最

近，野口ら 14)も輸入ナシフグの皮に高濃度のフグ毒が

分布していることを再確認している.相次いで事件が発

生したことから厚生省は事態を重くみ，平成元年 1月ナ

シフグの取り扱いに関して通知15)を出して注意を促し

た.

フグ取扱業等取締条例施行規則の改正16)が行われて，

都内でもフグ刺が自由に購入できるようになった.時に

は予期せぬ中毒が起きることもあり監視を強化しなけれ

ばならない事例であった.

7.毒物混入による事例

事件の概要平成元年 1月， J R線某駅前の自動販売

機で主婦が缶コーヒーを 1本のつもりで購入したら， 2 

本の缶コーヒーが出てきた. しかし不思議とも思わず，

その 1本を駅の待合室で飲用した.もう 1本を車中で寿

司と一緒に飲んだところ，直ちに吐気をもょうし喫食し

たものをほとんど吐いてしまった.この症状は帰宅して

からも続いた.その後激しい下痢が続き，さらに口の囲

りにぴらんを呈した.翌日，病院で治療した後に管轄の

保健所に屈けた.

①試料缶コーヒーの底にわず、かに残った内容液.

②原因物質の検索缶コーヒーの蓋には青緑色を認め

た.わず、かに残った内容液をビーカーにあけかえたが先

の青緑色と同一で， しかもコーヒー色は全く失われてい

た.臭いは極めて強い刺激臭を認め，化学物質が混入し

なければこの状態にはなり得ないと判断した.激しい眠

吐，下痢及び口の囲りのびらんの三つの症状を同時に呈

する毒物で最も可能性が大きいのはパラコート類であっ

た.そこで HPLCによる微量分析17)を試みたところ，

パラコート 1%，ジクワット1.4%を検出した.

③考察搬入された缶コーヒーの状態から食中毒事

例としての範囲を超えていた.すなわち，コーヒ一色が

失われて青緑色一色であること，極めて強い刺激臭が認

められ毒物混入の疑いがあった.患者は眠吐と激しい下

痢を起こしていること，さらに口の囲りにびらんが見ら

れたことから，この三つの症状を考え合わせるとパラ

コート類の可能性が大きかった.数年前に自動販売機の

缶ジュースにパラコートを混入した事件が発生し社会に

不安を与えた.それ以後，パラコートには青色，刺激臭

及び催吐剤を添加して自殺や殺人事件の発生を防止して

きた. しかし，今回搬入された残品の形態と中毒の症状

を考え合わせた時，喫飲者の命に係わる危険性が大きい

と判断した.そこで管轄の保健所から某県の警察に調査

を委ねた.その結果，科学捜査研究室でも残品からパラ

コート及ぴジクワットを検出し，本人の事情聴取の結果，

自らパラコートを添加した自殺未遂事件であることが判

明した.本人の動機は不明瞭な点が多かったが，迅速に

対応し尊い命を落とす事件にならなかったことは不幸中

の幸いであった.

本報告は昭和63年度に起きた化学性食中毒のうち， 1. 

有毒植物混入による食中毒事例， 2. ヒスタミン食中毒

事例， 3.牛乳の腐敗による有症苦情事例， 4.重金属

による有症苦情事例， 5.異臭味による有症苦情事例，

6. フグによる食中毒事例， 7.毒物混入による事例の

7事例を取り上げた.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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輸入食品中のフマル酸第一鉄分析法

天川映子*大西和夫*西島基弘**

Analytical Method of Iron (11) Fumarate in Imported Foods 

EIKO AMAKA W A *， KAZUO OHNISHI * and MOTOHIRO NISHUIMA * * 

An analytical method of iron (n) fumarate (FFe) in foods was studied. FFe in foods was effectively 

separated and cleaned up by simple s巴dimentationmethod using with carbon tetrachloride 

In qual山 tiveanalysis， FFe in the sediment was identified by infrar巴dspectrom巴try(IR). Wh巴nFFe 

should be detected on the test， next confirmatory identification was carried out. FFe in the sediment was dis 

sociated to iron and fumaric acid with hydrochloric acid and then they were analyzed by atomic absorption 

sp巴ctrometry(AAS) and high performance liquid chromatography (HPLC) r巴spectively. Detection limit of 

FFe by IR was 40μg/ g in sample 

In quantitative analysis， iron in sample was measured by AAS after dry ashing目 Fumaricacid in sample 

was measured by HPLC. R巴coveryrates of iron and fumaric acid were 96.1-100% and determination limits 

were 1μg/ g in sample in either case 

This method is efficiently useful for analysis of FFe in imported foods. 

Keywords : iron (n) fumarate， imported foods， sedimentation method， IR 

緒 己

最近，加工食品の輸入増加に伴いフマル酸第一鉄

(FFe)，ステアリン酸マグネシウム，酸化亜鉛などのよ

うにわが国では指定外であるが，外国では許可されてい

る食品添加物を使用した食品の市場にでる可能性が大き

くなってきている 1-3) しかし，現在これらの添加物に

対する検査体制が十分確立されていない.その背景の一

つに，これら指定外添加物の輸出国での使用状況や法的

規制に関する情報量が乏しいこともあって，試験法の検

討が十分行われていない事があげられる.従ってこれら

の指定外食品添加物について早急に試験法を作成する必

要がある.そこで著者らは，これらについて分析j去を順

次検討することとし，今回は FFeを対象とした.

FFeは鉄の強化剤として米国をはじめ，諸外国で許可

されており 43)，ビスケット，ホットケーキミックスな

どの小麦粉製品や粉ミルクなどに用いられている.食品

に添加された鉄強化剤の分析は，通常その食品中の鉄含

有量を測定することにより行われておりり)，個々の鉄

化合物そのものについての定性分析法の報告例は少ない.

しかし FFeのように指定外添加物の場合，特異性の高

い定性分析法が必要である.

そこで，食品中の FFeを沈降法的で分離した後，赤外

分光法(IR)，高速液体クロマトグラフィー(HPLC)9)及

び原子吸光法的により同定する方法を中心に検討した.

また本法を， FFeが使用される可能性のある市販の輸入

菓子類に適用したのでその結果も併せて報告する.

実験方法

1 試料

昭和63年 8月から平成元年 5月の聞に東京都内の小売

庖で購入した輸入菓子類20検体を試料とした.

2 試薬

FFe(含有量95.0%以上)は和光純薬(械製無規格品，乳

酸第一鉄三水和物，リン駿第二鉄，酸化第二鉄及ぴクエ

ン酸第二鉄アンモニウム(褐色及ぴ緑色)は市販無規格品，
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ピロリン酸第二鉄(溶性)，還元鉄及びクエン酸第二鉄水

利物は市販一級品，グルコン酸第一鉄は藤沢薬品側製，

鉄クエン酸コリン複合体は SigmaChemical Company附

製をそれぞれ用いた.その他の試薬はいずれも市販特級

品を使用した.

3 器具及ぴ装置

1 )遠沈管:ガラス製，円錐型25ml用.

2 )水流ポンプ:有機溶媒捕集用トラップ付アスピ

レーター.

3 )赤外吸収スペクトル測定用装置:赤外分光光度計

IR-810型，錠剤成形用加圧器ミニプレス MP-1型，錠

剤成形器(直径 3mm)，ピ}ムコンデンサー BC-3型及

びデータ処理プログラム DP-A810/98はいずれも日本

分光工業側製.

4 )原子吸光光度計:Instrumentation Laboratory側製

VIDEO-22型.

5 )高速液体クロマトグラフ:TWINCLE型，日本分

光工業側製.

6 )HPLC用検出器:UVIDEC-100-皿， 日本分光工業

(械製.

4 HPLC測定条件

カラム:Shodex Ionpak KC811， 8 mmi.d. X 300mm， 50
o
C. 

移動相:O.OlMリン酸.流速:0.8ml/min. 測定波長

: 210nm. 注入量:50μl. 

5 分析操作法

1 )定性法

①IR測定用試料の調製:小麦粉，粉ミルクはそのま

ま，菓子類，パンなど水分含量の高い試料では，粉砕後

100
0

Cで約 1時間乾燥した後さらにホモジナイザーでよ

く粉砕したものを試料とした.試料 5gを遠沈管にとり，

四塩化炭素20mlを加えガラス棒でよく混和した.約 5

分間放置した後，水流ポンプで吸引し上層の固形物と四

塩化炭素を，遠沈管底部に約 2mlを残して除去した.

さらに沈でん物に四塩化炭素10mlを加え，同様の操作

を2-3回繰り返した.次に沈でん物に水を 5ml加え

よく混和した後，約 5分間放置した後，上層の水を除い

た.同様の操作を，さらに 2-3度繰り返した.次いで

沈でん物にアセトンを 5ml加え同様の操作を 2回繰り

返し，沈でん物を脱水した.最後に残ったアセトンを減

圧留去して得られた褐色の粉末を IR測定用試料とした.

② IRスペクトルによる同定:IR iP.1J定用試料約 1mg 

をとり，臭化カリウムを用いた錠剤を調製して，測定波

長4000-400cm-1fこおける IRスペクトルを測定し FFeの

分析を行った.

③原子吸光法及び HPLCによる同定:IRで FFeが確

認された場合は， IR測定用試料にO.lN塩酸 5mlを加え，

超音波発生器に 5分間かけた後，エタノール 2mlを加

えて溶解後， 0.1 N塩酸を加えて20mlにした溶液につい

て，原子吸光法により鉄6)を， HPLCを用いてフマル

酸9)を各々確認した.

2 )定量法

定量は試料中の鉄とフマル酸を各々測定することによ

り行った.

鉄の場合は試料 2-5 gを秤取し，常法により乾式灰

化した後，原子吸光法的により定量した.フマル酸は試

料 2gを200ml用三角フラスコに秤取し， 0.1 N塩酸

lOmlを加え，超音波発生器で10分間処理し，次いでエ

タノール 5mlを加えよく混和した後， 0.1 N塩酸で、50ml

とした.静置後上澄液をミクロフィルター(0.45μm)で

ろ過し，得られたろ液について HPLC9)を行い，フマル

酸を定量した.

結果友ぴ考察

1 定性法

1 )試料からの FFeの分離

FFeは鉄化合物であるため，比重が大きしまた水や

有機溶媒に難溶な褐色の粉末である.これらの性質を利

用して，試料から沈降、法により分離する方法を検討した.

沈降法で用いる液体は，分離を自的とする物質を溶解

しないことの他に，比重が大きいこと，その液体中で試

料を混和した時，試料が均一に分散出来ることなどの条

件を満たす必要がある.これらの条件をそなえたものと

してクロロホルム，四塩化炭素及ぴ無機塩(塩化ナトリ

ウムや硫酸ナトリウムなど)の溶液があり，食品中の異

物の分離に用いられている8) 今回はこれらのうち減圧

下で容易に除去出来ることを考慮し，クロロホルムと四

塩化炭素について検討した.また FFeが使用される食

品は菓子類など小麦粉製品が多いので，小麦粉に FFe

を添加したものを用いて比較した.

小麦粉に200μg/gになるように， FFeを添加した試

料 5gを別々の遠沈管にとりクロロホルム及ぴ四塩化炭

素を各々20ml加えよく混和した後，静置して FFeが沈

降する様子を観察した.いずれも約 1分間でほとんどの

FFeが遠沈管底部に沈降し，小麦粉の大部分は上部に積

層するのがみられた. FFeと試料との分離状況は，試料

との境界面の明確さでは四塩化炭素の方が良く，また分

離速度もやや速かった.これは20
0

Cでクロロホルムの比

重が， 1.477-1.494であるのに比べて四塩化炭素は

1. 594-1. 599と大きいためと考えられる.
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以上の結果から以後の分離には四塩化炭素を用いるこ

とにした.

なお，クッキーやビスケットについても同様な+食言すを

行った.これらに四塩化炭素を加えて混和すると試料の

一部は沈降した. しかし，これに水を加えて混和すると，

沈降した試料は水分を吸収して体積が増加して比重が四

塩化炭素より小さくなるため，水層に移行し容易に除去

出来た.

また試料を粉砕後， IR測定用試料を調製するまでに

要する時間はおおむね 1時間弱であった.

2 )FFeの同定

FFeの確認はまず IRスペクトルにより行った.

FFeはFig.1のAに示したように1558及ぴ1390cm-11寸

近にブロードなピークを， 1205， 998， 812， 687及び

603cm -11こ比較的シャープなピークを示した.

1558と1390cm-1の吸収はカルボキシル基のもつ1610-

1550cm -1の逆対称伸縮振動 1420-1320cm-1の対称伸縮

振動による特性吸収10，11)と考えられる しかし，ニト

ロ基も 1570-1500cm-¥ 1370-1300cm→ lに吸収領域をも

っ10)など，他の官能基もこれらの領域で吸収を示すこ

とから誤認を避けるため同定には1205-603cm -1のピー

クも確認することとした.従って， IRでこがら 1558，

1390， 1205， 998， 812， 687及ぴ603cm日 lのピークを認め

たものについては， FFeを検:出したものとした.また

IRにより FFeの存在が確認された場合，さらに原子吸

光法により鉄を， HPLCによりフマル酸をそれぞれ確認

することにした.

なお，最も検出感度の低い IRによる FFeの検出限界

は，試料中40μg/gであった.

3 )他の鉄化合物との判別

鉄化合物は一般に比重が大きく四塩化炭素中で速やか

に沈降する.わが国で許可されている食品添加物のうち

分子内に鉄を含むものとして，発色剤に硫酸第一鉄，着

色料にグルコン酸第一鉄，鉄クロロフィリンナトリウム，

酸化第二鉄，強化剤として乳酸第一鉄，塩化第二鉄，ク

エン酸第二鉄，クエン酸第二鉄アンモニウム(褐色及び

緑色)，クエン酸第一鉄ナトリウム，ピロリン酸第一鉄

及びピロリン酸第二鉄などがある.また，諸外国ではこ

れらの他にリン酸第二鉄，ビロリン酸第二鉄ナトリウム，

鉄クエン酸コリン複合体，還元鉄及び炭酸第一鉄などが

添加物として用いられている 12) これらの物質が共存

した場合の妨害について検討したところ，水に難i容な酸

化第二鉄及ぴ還元鉄は沈降法では FFeと分別できな

かったが，他の鉄化合物は水溶性であるため水洗により

容易に除去出来た. しかし，酸化第二鉄及び還元鉄は

Fig.1に示したように，いずれも IRスペクトルにより

FFeと容易に判別出来た.

2 定量法

まず，沈降法により分離した FFeを測定する方法に

ついてキ食言すした.

小麦粉に200μg/gになるように FFeを添加した試料

5gを秤取し定性法で述べた方法に従って FFeを分離し

た.得られた FFeに0.1N塩酸 5mlを加えて超音波発生

器に 5分間かけた後，エタノール 2mlを加えて溶解後，

0.1 N塩酸で、20mlとした.この溶液について原子吸光法

により鉄含量を測定して回収率を求めたところ， 68-

75%であった.これは， FFeが，わずかであるが水に溶

解することと分離に用いた液体をアスピレーターで吸引

除去する際， FFeの微細な粉末の一部が損失することな

どに起因すると考えられる.そこで，定量分析は従来の

方法と同じく試料中の鉄とフマル酸を測定することにし

た.

1 )妨害物の影響

フマル酸を HPLCで分析する際，検出器の測定波長を

210nmとするとフマル酸は，他の有機酸に比べて約100

倍検出感度が高いことなど9)から，試料抽出液について

特に前処理を行わなくても，対象としたいずれの試料で

もクロマトグラフ上に妨害ピークは見られなかった.

2 )添加回収率

市販試料を用いて添加回収実験を行った結果を Table

Iに示した.

試料 2gにFFe5.0mgすなわち鉄として1.64mg/g，

フマル酸として3.36mg/gを添加した時，いず、れも回収

率は96.1-100%と良好であった.また，定量限界はい

ずれの場合も 1μg/gであった.

試料は，いずれも定性分析で FFeが検出されないこ

とを確認したものであるが，定量操作を行うと小麦粉製

品からフマル酸と鉄，粉ミルクから鉄が検出された.小

麦粉には天然由来の鉄が0.2-0.6mg/100g含まれてい

ることは知られている 13) 小麦粉製品から検出された

鉄は主に原料とした小麦粉に由来するものと思われる.

粉ミルクから検出された鉄は強化剤の表示があることか

ら添加物由来と考えられる.フマル酸は酸味料あるいは

pH調整剤として用いられる他， トリカルボン酸サイク

ルの構成物質として動植物に広く分布している14-17)

測定値から推察すると検出されたフマル酸は，いずれも

天然由来と思われる.
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Table 1. Recoveries of iron fumarate in commercial foods 

Iron Fumaric acid 

Recovery 

(% ) 
Found 

(mg/g) 

Added 

(mg/g) 

Recovery 

(% ) 

Found 

(mg/g) 

Added 

(mg/g) 

Sample 

99.4 

100 

0.01 

1.64 

0.01 

1. 65 

0.01 

1.62 

0.07 

1. 70 

0 

1.64 

0 

1.64 

0 

1.64 

0 

1.64 

100 

96.1 

0.05 

3.41 

0.09 

3.32 

0.06 

3.42 
0.00 

3.33 

0 

3.36 

0 

3.36 

0 

3.36 

0 

3.36 

Wheat flour 

Cookie 

Bread 

98.2 100 

Milk powder 

99.4 99.1 

2 )FFeの定量は試料中の鉄とフマル酸を原子吸光法

とHPLCで各々測定することにより行った.小麦粉での

添加回収率は鉄及びフマル酸ともに， 96.1-100%と良

好であり，定量限界はいずれも 1μg/gであった.

3 )FFeの使用が予想される市販の輸入菓子類20検体

について本法を用い分析したところ，いずれからも FFe

は検:出されなかった.

本法は簡便な操作により試料から FFeを分離，確認

出来るため，輸入食品中の FFe分析法として有効に使

用できるものと考える.また，定量法は試料中の鉄とフ

マル酸を各々測定する方法であるが，これらはいずれも

天然に分布しているため， FFeの定量値とは厳密には言

い難い.沈降法での回収率が68-75%であることから，

今後，沈降法での回収率の向上をはかり， FFeとして分

離したものについて鉄あるいはフマル酸含量を測定する

ことにより， FFeを定量する方法を検討する予定である.

文献

1 )厚生省環境衛生局食品衛生課輸入食品検討会，厚生

省輸入食品衛生監視員協議会編:昭和57年輸入食品

検査における不適格品一覧表， 57， 1983， 日本食品

衛生協会，東京.

2 )厚生省生活衛生局検疫所業務管理室輸入食品検討会，

厚生省輸入食品衛生監視員協議会編:昭和58年輸入

食品検査における不適格品の概要， 65， 1984，向上，

向上.

3 )向上:昭和59年輸入食品検査における不適格品の概

要， 50， 1986，向上，向上.

4) J.C. Fritz， G.W. Pla， T. Roberts， J.W. Boehne， E.L 

Hove : J. Agr. Food Chem.， 18， 4， 647-651， 1970. 

5) B.R. Schricker， 0.0. Miller : J. Food Science， 47， 

n=3 Added amount of iron fumarate : 5. OOmg/ g (3. 36mg/ g as fumaric acis， 1. 64mgj g as iron respectively). 
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Countries of origin 

Netherland 

England 

Korea 

Finland 

France 

Singapore 

Korea 

Oenmark 

Netherland 

U.S.A. 

Korea 

Switzerland 

Samples 

Biscuits 

Cookies 

Wafers 

Iron fumarate was not detected in all samples. 

Oetection limit>40μg/g 

3 輸入食品への適用

Table 2に示した市販の輸入菓子類20検体に本法を適

用したところ，いずれの試料からも FFeは検出されな

かった.

まとめ

輸入食品中の FFe分析法について検討した結果，

Z己のことカf明らかとなった.

1 )定性分析に際し，試料からの FFeの分離に沈降法

を試みたところ，分離用液体として四塩化炭素を用いる

ことで， 1時間弱と比較的短時間に効率よく FFeの分

離精製が出来た. FFeの同定は IRスペクトルにより

行った後，さらに原子吸光法により欽を， HPLCでフマ

ル酸をそれぞれ確認した. IRでの FFeの検出限界は40

μg/gであった.
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天然着色料製剤中の糖類の分析

中島和 雄 * ， 広 門 雅 子 * ， 平田恵子*，植松洋子*，

松井敬子*，風 間成孔*

Analysis of Saccharides in Natural Color Preparations 

KAZUO NAKAJIMAへMASAKOH1ROKADO *， KEIKO HIRAT A *， YOKO UEMATSUへ
KEIKO MA TSUI * and MASA YOSHI KAZAMA * 

Keywords:天然着色料 naturalcolor，糖 saccharide，高速液体クロマトグラフィー highperformance liquid 

chromatography 

緒 民ヨ

天然添加物は，平成 3年 1月より，表示することが決

まった.現在，天然添加物の規格化が進められている.

しかし，天然添加物は，合成添加物と異なり単一の成分

のものが少なしほとんどが複合成分からできている.

そのため，天然添加物の規格化には検討しなければなら

ないことが多い.その中で，天然色素は，合成色素にく

らべ退色しやすいので，退色および変色の原因となる熱，

光，金属イオンなどの影響を除くため，酸化防止剤およ

び金属封鎖剤などが加えられていることがよく知られて

いる 1，2) 一方，天然物であるので，原料由来のタンパ

ク質，油脂類および、糖類などが混入してくる.さらに増

量等の目的で糖類が加えられている. しかし，これらの

ものについての報告は少ない.そこで，今回，天然色素

中の糖類について原料由来の糖類と，増量等の目的で加

えられている糖類について分析したので報告する.

実験方 法

試料東京都衛生局食品監視課より昭和63年4月から

平成元年 3月にかけて当所に送付された天然着色料製剤

86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

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0.5mlをエタ

ノール 9mlに溶かし，濃硫酸0.5mlおよび氷酢酸O.lml

を加えた試薬を，試料を展開した薄層板に憤霧し，

120.Cで10分間加熱した.

糖の定量分析試料200mgを水50mlに溶かし，ミリ

ポアフィルター(0.22μm)でろ過した後，高速液体クロ

マトグラフイー(以下 HPLCと略す)を行った.グルコー

ス，ラクトース，サッカロース，マルトース，フラク

トースおよびソルピトール，各々50mgを水50mlに溶か

し，これらを標準溶液とし，試料と同様の方法で HPLC

を行った.

HPLCの条{牛:カラム Nucleosil5 NH2( 5μm， 4 ~ 

X300mm)，溶離液 アセトニトリル:水(70:30)，流速

0.7ml/min，検出器示差屈折計

結果と考察

天然色素製剤中の糖類の確認 表 1に，標準品 7種の

糖の HPLCの保持時間と TLCのRf値を示した.これを

もとに天然色素製剤中の糖類の確認を行った.天然色素

中の糖類の HPLCによる分析では，天然色素は NH2カラ

ムに吸着され糖の分析を妨害しなかった.また TLCに

よる分析でも，糖は発色試薬であるアニスアルデヒドに

より緑色を示したので天然色素の妨害を受けなかった.

表 2に天然色素中の糖の定性分析の結果を示した.今

回調査した天然色素製剤は86検体で，糖類を含むものは

59検体(69%)であった.これらを，天然色素製剤の形状

でみると，粉末製剤33検体中29検体(88%)，液状製剤53

*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 



されなかった.これらは，添加する対象食品を考慮して

いるためと考えられる.

クチナシ色素は， 16検体すべてから糖類が検出された.

これらの糖類は，グルコース，フラクトース，マルトー

スおよび多糖類であり，これらの糖類のパターンから原

料由来の糖類が残留しているためと考えられる.

天然色素製剤中の糖類の定量分析 表 3に天然色素製

剤中の糖類の定量分析結果を示した.この表には，

HPLCで分析した結果，天然色素製剤中に単糖類およぴ

二糖類を 5%以上含むものを示した.また，多糖類は

HPLCで分析できないので製剤中に多糖類を多量に含ん

でいても表に示していない.粉末製剤で 5%以上の糖を

含む検体は14検体で，そのうち 12検体はラクトースで

あった.ラクトースは，牛乳からつくられるので原料由

来のものではなく，すべて増量等の目的で加えられたも

のであると考えられる.また，製剤中の含量が90%を超'

えるものが3検体あった.アナト一色素の粉末 1検体か

ら93.5%のラクトースが検出されたが，アナトー色素は

油溶性であるのにもかかわらず，他に脂肪酸エステル類

などがないのに色素が水によく混ざることから，このラ

クトースは水に対して分散性をよくするために加えられ

ていることが考えられる.液状製剤で 5%以上検出され

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. L品b.P.H.， 40， 1988 

表1.標準品の糖類の分析結果
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TLCの Rf値

0.44 

ND 

0.43 

0.35 

0.29 

0.25 

0.0。

HPLCの保持時間(分)

9.6 

10.2 

10.7 

13.2 

15.5 

17.2 
ND 

フラクトース

ソルピトール

グルコース

サッカロース

マルトース

ラクトース

多糖類

糖

検体中30検体(57%)に糖類が含まれていた.一般的に，

粉末製剤には，原料由来の糖類とは別に，増量等の目的

で糖類が加えられていると考えられる.粉末ラック色素

2検体と粉末コチニール色素 2検体からは糖類は検出さ

れなかった.これらは，天然物100%のものと考えられ

る.さらに，ラック色素はカイガラムシの分泌物であり，

コチニール色素はエンジムシの乾燥粉末であるので原料

由来の糖類もないためと考えられる.液状製剤は，粉末

製剤にくらべ糖類を検出する割合が少なかった.その中

でもモナスカス色素およびラック色素からは糖類が全く

検出されず，また，ウコン色素からも 6検体中 l検体か

ら微量の糖類が検出されただけで他の 5検体からは検出

表 2.天然着色料中の糖類の分析結果

糖類を確認した検体数
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表 3.天然、着色料製剤中の糖類の定量分析結果
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した.その結果，糖類は59検体(69%)から確認された.

また，糖類は粉末製剤中の88%から検出された.定量分

析の結果から，天然色素製剤に多量に含まれている糖類

は，粉末製剤ではラクトースであり，液状製剤ではグル

コース，フラクトースおよびサッカロースの混合物また

はソルピトールを添加したものであった.

謝辞:試料収集にあたり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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計

たものは 8検体で，そのうち 4検体はソルピトールを含

んでいた.ソルビトールは，泊溶性色素製剤であるクチ

ナシ色素およびパプリカ色素の溶剤として使われていた.

また， 8検体中 3検体は，グルコース，フラクトースお

よびサッカロースを製剤中に約50%含むもので，これら

の糖類はソルビトールと同様に溶剤の目的で使われたも

のと考えられる.これらの結果から，天然色素製剤に比

較的多量に含まれる糖類は，ほとんどが添加されたもの

であることがわかった.

まとめ

天然色素製剤86検体中の糖類を HPLCとTLCで分析

ぷ>.
口
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天然着色料製剤中の色素成分の分析(第 1報)

アナト一色素中のビキシン，ノルビキシンおよび

ウコン色素中のクルクミンの定量

平田恵子 へ 広 門 雅 子 へ 植松洋子*中島和雄*

松井敬子へ風間成孔*

Analysis of Color Components in Natural Color Preparations (1) 

Determination of Bixin， Norbixin in Annatto Extracts 
and Curcumin in Turmeric Extracts 
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Keywords:天然着色料製剤 naturalcolor preparations，アナトー色素 Annattoextracts，ウコン色素 Turmeric

extracts，ビキシン Bixin，ノルビキシン Norbixin，クルクミン Curucumin，高速液体クロマトグラフィー high

performance liquid chromatography 

緒 日

わが国では，合成着色料は食品に添加された場合容器

などへの表示を必要とするが，天然着色料はその対象か

らはずされていた. しかし，合成と天然の区別をしてい

ない諸外国との整合化のため，わが国でも天然着色料を

その対象とすることが決定されており，規格化が進めら

れている 1，2) そのためには，現在市販されている着色

料製剤の実態を把握する必要がある.

しかし，市販の天然着色料は，使用食品も広範囲にわ

たっているため，色素成分が同一の着色料でも対象食品

に合わせて種々の製剤が販売されており 2)，これら多数

の製品について色素成分などを分析し，その実態を調査

した報告は少ない3-5)

そこで今回，アナトー色素およびウコン色素を対象と

し，その色素主成分のピキシン，ノルピキシンおよびク

ルクミンの分析をした.なお，合成添加物である水溶性

アナトー(食品衛生法別表2に掲載)も参考として加えた.

また，分析法として FAO/WHO規格の吸光度法6.7)

および高速液体クロマトグラフィー(以下 HPLC法と略

す)の適用を種々検討し，両者の値を比較した結果いく

つかの知見を得たので報告する.

実験の部

1.試料試料は，東京都衛生局食品監視課より昭和

63年 4月一63年12月の聞に当研究室に送付された天然着

色料製剤のアナト一色素(液状品12検体，粉末 1検体)， 

アナト一色素と他色素の混合(液状品 1検体)，ウコン色

素(液状品 6検体)，ウコン色素と他色素の混合(粉末 1

検体)，水溶性アナトー(液状品 4検体)の合計25検体で

ある.

2. 装置紫外可視分光光度計:鳥津製作所製

UY-240型，高速液体クロマトグラフ:日本分光工業製

BIP-1型，検出器:同870-UY型，データ処理装置:島

津製作所製 CR-6A型

3. 試薬 (1)標準色素:ピキシンおよびノルピキシン

は三栄化学工業製のビキシンパウダー(ビキシン含量

90.5% )，ノルビキシンパウダー(ノルピキシン含量

35.5% )を用いた.クルクミンはメルク社製(純度97%以

上)を用いた. (2) HPLC用標準色素溶液:ピキシンおよ

びノルビキシンは， 5. 色素の定量(1)吸光度法により色

素含量を測定した後，メタノールで50μg/mlまで希釈

しさらに移動相で 1-20μg/mlに希釈して用いた.タ

ルクミンはエタノールで 1-10μg/mlに希釈して用い

fこ.

*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，l69 Japan 



東京衛研年報 40，1989 179 

その他の試薬はすべて試薬特級品を用いた.

4.色素の確認試験衛生試験法的を準用した薄層ク

ロマトグラフィー(以下 TLCと略す)および HPLC法で

行った. TLC条件薄層板:シリカゲル薄層板(メルク

社製シリカゲルG既製プレート)，展開溶媒:ヘキサンー

ベンゼンー酢酸(6: 3 : 1) ， HPLC条件は 5. の(2)の

定量法と同様である.

5. 色素の定量 (1)吸光度法ー色素確認後， FAO/ 

WHO規 格の ANNATTOEXTRACTS6)， TURMERIC 

COLOUR7)に準じ定量した.

ピキシンは試料をクロロホルムに溶解した後， E12

値を470nmにおける吸光度測定より求め， Ei~=2 ， 826 

(ピキシンの標準品の値)を用いて試料中の含有量(%)を

算出した.

ノルピキシンは試料を0.1N水酸化ナトリウムに溶解

した後， E12値を453nmにおける吸光度測定より求め，

Ei~=3 ， 473( ノルピキシンの標準品の値)を用いて試料

中の含有量(%)を算出した.

クルクミンは試料をエタノールに溶解した後， E 15 
値を425nmにおける吸光度測定より求め， Ei~=l ， 607 

(総クルクミン)を用いて試料中の含有量(%)を算出した.

(2)HPLC法一アナト一色素(水溶性アナトーを含む)の

試料は0.5gを水で50mlとした後移動相で適宜希釈し，

ウコン色素の試料は0.5gをエタノールで適宜希釈し，

それぞれ0.2μmのミリポアフィルターでろ過したもの

を試験溶液とした.

測定条件(1)アナト一色素中のピキシンおよぴノルピキ

シン カラム:Nucleosil 7 C 18( 4 X 250mm)，移動相:

水一アセトニトリルー酢酸(30: 70: 1)，流速 :1.5ml/ 

mm，検出波長:455nm，注入量:10μ1 (2)ウコン色素

中のクルクミン カラム:(1)に同じ，移動相:水ーテト

ラヒドロフラン酢酸(55: 45 : O. 5) ，流速 :0.6ml/ 

min，検出波長:425nm，注入量:10μl 

結果および考察

1.色素の確認 アナト一色素13検体および同色素と

他色素の混合 1検体からノルビキシンが検出され，ピキ

シンは検出限界(0.04%)以上検出されるものはなかった.

また，水溶性アナト -4検体からはノルビキシンのカリ

ウム塩またはナトリウム塩由来のノルピキシンが検出さ

れた.

アナト一色素の 3検体については，販売元の説明書に

色素主成分はピキシンおよびノルピキシンであると記載

されていたが，検出されたのはノルピキシンのみであっ

た.これは，原料からのアナト一色素抽出溶媒に水また

は含水プロピレングリコールを用いている9)ため，抽出

されてくるものの大部分がノルビキシンであるためか，

あるいは抽出時に加水分解されビキシンがノルピキシン

となったためではないかと考える.

ウコン色素 6検体および同色素と他色素の混合 1検体

からクルクミンを検出した.

2. HPLC用試験溶液調製法の検討色素製剤中に

添加されている色素以外の成分を当研究室で分析した結

果1011)，アナト一色素の液状のものすべてに80%以上

の水を含有していることがわかった.色素成分は水に不

溶性であるにもかかわらず，水に溶解または均一に分散

する製品に造られていることが分かった.そのため分析

時の希釈液にエーテルなどの有機溶媒を用いず，水およ

び移動相を用いることにした.

ラクトースを93%含有する 11)アナト一色素の粉末状

1検体も水に均一に混合され，液状品と同様に水およぴ

移動相で希釈することができた.

ウコン色素はエタノール，プロピレングリコールなど

を溶剤として用いているものが多く 10)，希釈液にエタ

ノールを用いると色素の溶解性は非常に良かった.

3. HPLC条件の検討 アナト一色素中のピキシン

およびノルピキシンの分析には，西沢ら3)の方法を準用

したところ Fig.1. に示すようにピキシン，ノルピキ

シンの分離は良好であった.

ノルビキシンのクロマトグラムには，標準品および試

料とも主ピークの直前に微少のピークが認められるが，

このピークは食品から抽出したノルビキシンのピークと

は3，12)異なり，主ピークに比べごく微少でありまた単一

のピークではなかった.そのため，本法では主ピークを

用いて定量することにした.

試料のクロマトグラムは Fig.1. のbに示した.こ

れはノルピキシンとモナスカス色素およびカラメルの混

合色素であったが，他色素の妨害は認められずノルピキ

シンを定量的に測定できた.

ピキシンの検量線は20-200ng，ノルピキシンでは10

-100ngにおいて良好な直線性(R=0.999)を示した.

検出限界は，ピキシンで0.04%，ノルピキシンでは

0.02%であった.

ウコン色素は，クルクミンと二種のクルクミノイドが

存在することが知られている 13-15)ことから，これら色

素成分の分離条件を検討した.すなわち，逆相系の

Nucleosil 7 C 18を用い Smithl4)らの溶離溶媒を参考に，

水， THFおよび酢酸の比率をそれぞれ変えて検討した

ところ，水-THF-酢酸(55: 45 : O. 5 )の時 Fig.2. に示
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1 

a 

2 

b 1 
〆

Fig.1. Chromatograms of Bixin and Norbixin 

a : Standard， b : Natural color preparation 

Peak 1 : Norbixin (Rt=5.9)， 
Peak 2 : Bixin (Rt=14.7) 

HPLC conditions; 

Col umn : N ucleosil 7 C 18 (4 X 250mm)， 

Flow rat巴:1.5ml/min 

Mobile phase : water-acetonitril-acetic acid 

(30 : 70: 1) 

Detector : 455nm， Injectino volume : 10μl 

すように良く分離した.

標準品のクロマトグラムには，クルクミンおよび二種

のクルクミノイドによる三つのピークが認められ，また

試料のクロマトグラムにも同様であった.

定量はピーク 1の面積のみで行わずクルクミン (Peak

1 )および二種のクルクミノイド(Peak2 -3 )のピーク

面積の総和で行うことにした.これはそれぞれの試料で

1 -3のピーク面積の比が，製品によって多少違ってい

たためである.クルクミンの検量線は10-100ngで良好

な直線性(R=0.999)を示し，検出限界は0.02%であっ

た.

試料のクロマトグラムは Fig.2. bに示した.この試

料はクルクミンとリボフラビンの混合色素であるが，リ

ボフラピンの影響もなく測定できた.

合成添加物としては両色素製剤中にショ糖脂肪酸エス

テル，アスコルビン酸ナトリウム，ピロリン酸四ナトリ

ウムを含有するものがあったが，分析に影響を及ぽすも

のはなかった.

1 

a b 

2 

Fig. 2. Chromatograms of Curcumin and minor Curucu 

minoids 

a : Standard， b : Natural color preparation 

Peak 1 : Curcumin (Rt=17.9)， 

Peak 2 : De印H凶 hoxycurcu叩rr凶I

Peak 3 : Biぬsdem児川e討thoxycurcu凹lIT皿m即111叩11山in(Rt=22.1) 

HPLC conditions町
' 

Column: Nucleosil7C18 (4 X250mm)， 

Flow rate : O. 6ml/ min 

Mobile phase : water-THF司aceticacid 

(55: 45: 0.5) 

Detector : 425nm， Injection volume : 10μl 

4.市販着色料製剤中の色素分析市販のアナトー色

素13検体，混合色素 1検体および水溶性アナトー 4検体

についてピキシンおよびノルビキシンを定量し，その結

果を Table1に示した.

ピキシンはl.色素の確認の項で述べた通り，検出限

界(0.04%)以下であった.

ノルピキシンの含有量は0.5-2.4%であり製品聞に大

きな差は見られず，またアナトー色素と水溶性アナトー

との差もみられなかった.なお，水溶性アナトーのノル

ピキシンカリウムはノルピキシンとして定量した.

上記結果の大部分は，アナト一色素中にビキシンを含

有していないことなど水溶性アナトー，油溶性アナトー

製剤について分析した西沢ら3)の報告とは相違していた.

現在のアナト一色素製剤の形態は，新しい製品化技術の

開発2)などにより多少変わって来ていることが考えられ
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Table 1. Determination of Bixin and Norbixin in 

Annatto Extracts of Natural Color Prepara-

tions 

京東
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アナト一色素13検体からは，ノルピキシンが検出され，

ピキシンは検出限界(0.04%)以上検出されたものはな

かった.ウコン色素6検体からはクルクミンを検出した.

2. HPLC法によるクルクミンの定量法を検討したと

ころ Nucleosil 7 C 18のカラムで移動相を水-THF-酢酸

(45 : 55 : 0.5)を用いたときクルクミンと二種のクルク

ミノイドは良好な分離をした.

3. アナト一色素製剤および水溶性アナト一合計18検

体中のノルビキシン含有量は， 0.5-2.4%であり製品聞

での差は少なかった.

ウコン色素製剤 7検体中のクルクミンの含有量は0.03

-25.5%であり製品聞に差がみられた.

4. 定量法として FAO/WHO規格の吸光度法と

HPLC法を用い，定量値を比較したところアナト一色素

ではほぼ一致し，ウコン色素では吸光度法がHPLC法よ

り比較的高い値であった.

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.

Table n. Determination of Curcumin in Turmeric Ex-

tracts of N atural Color Preparations 

Cont. of Curcumin ( % ) 

た.

ウコン色素 6検体およぴ混合色素 1検体のクルクミン

の定量結果を Tablenに示した.

クルクミン含有量は0.03-25.5%で製品聞に差がある

ことカfわかった.

NO.4の試料は， 25.5%の高濃度のクルクミンを含有

する製品であり，その形態は液状品の中でも固形に近い

ことから，使用目的に応じて種々の濃度の製品が造られ

ていることが分かった.

吸光度法と HPLC法で値を比較すると， Table 1にお

けるノルピキシンでは両法の値はほぼ近似していたが，

やや吸光度法の値が高い傾向にあった.一方，クルクミ

ンでは吸光度法の値が HPLC法より全ての検体で高かっ

た.

これはウコン色素中にクルクミンと二種のクルクミノ

イド13-15)以外にも黄色色素が存在している理由から，

吸光度法では比較的高い値となったと考える.

両法の値はアナト一色素などでほぽ近似していたが，

他の色素との分離等を考えると HPLC法は FAO/WHO

規格の吸光度法より有効であると考える.

まとめ

1.市販着色料製剤のアナト一色素中のピキシン，ノ

ルピキシンおよびウコン色素中のクルクミンの分析をし

た.
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天然着色料製剤中の溶剤成分の分析
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松井敬子*，風間成孔*

Determination of solvents as Components in Natural 

Color Preparations 
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KEIKO MA TSUI * and MASA YOSHI KAZAMAキ

Keywords:天然着色料 naturalcolors，副剤 subsidiarycomponents，溶剤 solvents，エタノール ethanol，プロ

ピレングリコール propyleneglycolグリセリン glycerin，水分water

緒 国

現在，日本においては多くの天然着色料が使われてい

る.そのほとんどが，副剤を含んだ製剤の形であり，化

学的合成品が副剤として添加されている例も多い.これ

らの副剤のうち，化学的合成品については表示の義務が

ある. しかし，天然物については表示義務がないためど

のような副剤が使用されているか実態は把握されていな

い.また，平成 3年 1月より，食品に添加した場合，化

学的合成品と同様に天然添加物についても，表示される

予定であるが，これらの副剤はキャリーオーパーとして

表示されないものと考えられる.近々天然添加物の規格

作成が予定されていることもあり，その実態を早急に把

握する必要がある.

そこで今回は，天然着色料の液状製剤について，副剤

としての組成比が比較的高い溶剤の使用実態を把握する

こととした.本報では，溶剤として通常用いられる水，

エタノール，プロピレングリコール，グリセリンの定量

を行ったので，その結果について報告する.

実験 の 部

1.試料東京都衛生局食品監視課より昭和63年 4月

ー平成元年 3月にかけて当所に送付された天然着色料製

剤のうち液状のもの57検体を用いた.

2.試薬 カールフイッシャー滴定用脱水溶剤および

カールフイッシャー試薬は，三菱化成工業(械製，その他

の試薬はすべて特級品を用いた.

3. 装置カ、、スクロマトグラフ:島津製作所製，

GC-15 A (FID)，カールフイッシャー方式ディジタル自

動水分滴定装置 KF-01，三菱化成工業(械製を用いた.

4. ガスク口マトグラフィー(GC)の測定条件 カラ

ム:Unisole 10T 0.1%，担体 Gaskuropack54， 60/ 

80mesh， 3.2mm x 2.1m，カラム温度:(1)エタノール

150'C (2)プロピレングリコール 190'C (3)グリセリン

230'C，注入口及ぴ検出器温度:250'C，キャリヤーガス

N 230ml/ min，注入量:3μl 

5.試料友ぴ標準溶液の調製 GC用標準溶液:エタ

ノール，プロピレングリコール，グリセリン各 19をそ

れぞれ水またはメタノールで100ml定容とし， これを適

宜希釈して用いた.

GC用試料溶液:試料 1gをその溶解性に応じて水，

n-ブタノール， 日ーヘキサン，メタノールのいずれかに

漆解し，試料溶液とした.エタノールの定量にはメタ

ノールのテーリングピークが妨害することから，メタ

ノール以外のものを用いた.水分散性の製剤は上記のい

ずれの溶媒にも溶解しないため，水に懸濁し，ろ過した

のち，試料溶液とした.

6.実験操作 エタノール，プロピレングリコール，

グリセリンについては， 5.で調製した標準溶液及び試

料溶液を用いて，ガスクロマトグラフイーにより定量し

た.

水分はカールフイッシャ一滴定法により定量した.

結果

結果を表 1及ぴ図 lに示した.分析の対象とした溶剤

*東京都立衛生研究所食品添加物研究科 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 
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表1.液状天然着色料製剤中の溶剤成分

検体
色素の種類

プロピレン
乳化剤等の表示

番号 エタノールグリコールグリセ1)ン 水分 合計 ソlレピット(出)

l パプリカ色素 ND ND 23.7 47.8 71.5 7.2 ショ糖脂肪酸エステル
2 パプリカ色素 ND 9.8 ND 54.0 63.8 
3 パプリカ色素 ND ND 42.8 9.5 52.3 10.3 
4 パプリカ色素 ND ND 34.2 15.3 49.4 23.3 ショ糖脂肪酸エステル
5 パプリカ色素 ND ND ND 20.8 20.8 グリセリン脂肪酸エステル
6 パプリカ色素 ND ND ND 19.4 19.4 グリセリン脂肪酸エステル ショ糖脂肪酸エステル
7 パプリカ色素 ND ND ND ND 0.0 
8 パプリカ色素 ND ND ND ND 0.0 
9 パプリカ色素 ND ND ND ND 0.0 
10 Fーカロチン 3.7 ND ND 55.8 59.5 
11 クロロフィル色素 35.8 ND 3.9 8.2 47.9 グリセリン脂肪酸エステル
12 クロロフィル色素 ND ND ND 19.1 19.1 グリセリン脂肪酸エステル
13 クロロフィル色素 ND ND ND ND 0.0 
14 ウコン色素 41.2 ND 52.0 5.5 98.7 
15 ウコン色素 ND 96.8 ND 1.6 98.3 
16 ウコン色素 ND 96.1 ND 0.2 96.3 
17 ウコン色素 0.3 93.6 ND 0.9 94目8
18 ウコン色素 59.2 ND ND 33.7 92.9 
19 ウコン色素 ND ND ND 1.2 1.2 
20 アナトー色素 0.2 19.1 ND 78.3 97.7 
21 アナト」色素 0.2 17.7 ND 79.7 97.6 
22 アナトー色素 0.3 17.7 ND 77.1 95.0 
23 アナト一色素 0.2 17.2 ND 77.6 95.0 
24 アナトー色素 0.4 18.0 ND 76.4 94.7 
25 アナト}色素 ND 12.1 ND 80.3 92.4 
26 アナトー色素 12.8 ND 12.5 62目9 88.1 
27 アナトー色素 ND ND ND 81.2 81.2 
28 アナトー色素 ND ND ND 68.7 68.7 
29 アナトー色素 9.2 ND 11.6 47.1 67.9 
30 アナトー色素 16.0 ND ND 50.2 66.2 ショ糖脂肪酸エステル
31 アナトー色素 2.2 13.9 ND 50.1 66.2 ショ糖脂肪酸エステル
32 水溶性アナトー 0.2 ND ND 96.3 96.5 
33 水溶性アナト} 0.2 ND ND 95.0 95.2 
34 水溶性アナトー 0.3 ND ND 89.3 89目6
35 水溶性アナトー ND ND ND 89.2 89.2 
36 赤キャベツ色素 15.2 ND ND 74.6 89.8 
37 赤キャベツ色素 ND 13.8 ND 75.4 89.1 
38 赤キャベツ色素 19.0 ND ND 58.7 77.7 
39 クチナシ黄色素 17.4 ND ND 71.4 88.8 
40 クチナシ黄色素 18.1 ND ND 64.8 82.9 
41 クチナシ黄色素 ND 12.2 ND 64.7 76.9 
42 クチナシ黄色素 ND ND ND 36.7 36.7 59.1 
43 クチナシ青色素 15.4 ND ND 49.7 65.1 
44 モナスカス色素 52.8 ND ND 47.1 99目9
45 モナスカス色素 0.2 58.1 ND 40.1 98.4 
46 モナスカス色素 0.2 58.6 ND 39.1 97.9 
47 モナスカス色素 46.3 ND ND 48.7 94.9 
48 モナスカス色素 52.0 ND ND 40.4 92.4 
49 モナスカス色素 41.2 ND ND 42.9 84.1 
50 コチニール色素 ND 13.3 ND 73.5 86.8 
51 コチニール色素 ND 14.4 ND 71. 7 86.1 
52 コチニール色素 ND 18.0 ND 56.0 74.0 
53 コチニール色素 ND ND ND 26.8 26.8 グリセリン脂肪酸エステル
54 ラック色素 38.8 28.0 23.5 5.6 95.9 
55 ベニバナ黄色素 14.7 ND ND 28.1 42.8 
56 アナトー色素，カラメル 14.6 ND 12.6 60.3 87.5 

モナスカス色素
57 クチナシ青色素 13.2 ND ND 33.9 47.1 

ベニバナ黄色素

エタノール，プロピレングリコール，水分 :ND<O.l%
グリセリン:ND< 1 % 
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図1.液状天然着色料製剤中の溶剤成分

検体番号 1 -9 :パプリカ色素， 10: s-カロチン，

11-13 :クロロフィル色素

14-19 :ウコン色素， 20-31:アナト一色素，

32-35 :水溶性アナトー

36-38 :赤キャベツ色素， 39-42:クチナス黄色素，

43 :クチナシ青色素

44-49 :モナスカス色素， 50-53:コチニール色素，

54 :ラック色素， 55:ベニバナ黄色素

56 :アナト一色素・カラメル・モナスカス色素，

57 :クチナシ青色素・ベニバナ黄色素
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の合計が50%を超えるものは57検体中43検体であり， 31 

検体については溶剤の割合は80%以上であった.最も使

用頻度の高い溶剤は水(57検体中53検体)で，ついでエタ

ノール(21検体)，プロピレングリコール(19検体)，グリ

セリン(9検体)であった.

1.油溶性色素

今回分析の対象とした天然着色料製剤のうち，パフ。リ

カ色素，s-カロチン，ウコン色素，クロロフィル色素

製剤の色素成分は油溶性(水不溶性)である.これらの製

剤のうち，sーカロチン(1検体)は水分散性の製剤でパ

プリカ色素とクロロフィル色素については油溶性の製剤

と水分散性の製剤があった.油溶性の製剤 4検体(No.7 

-9， No .13)からは，今回分析の対象とした溶剤は検出

されなかったがこれらの製剤はパンフレット等より溶剤l

として植物油を使用していると考えられた.水分散性の

9検体からは， 19.1-55.8%の水分が検出され，そのう

ちの 6検体にはグリセリン脂肪酸エステル，ショ糖脂肪

酸エステル等の乳化剤が含まれている旨の表示があり，

当研究室においても確認された.これらの水分散性の製

剤には，エタノール，プロピレングリコール，グリセリ

ンの含まれているものも見られた.また， No. 1， 3， 

4については，ソルピットもそれぞれ7.2%，10.3%， 

23.3%含まれており 1)これらも溶剤としての役割を果た

していると考えられる.ウコン色素は，その色素成分が

エタノール，プロピレングリコール等に可溶であり， 5 

検体中 4検体の溶剤はこれらを主体としたものであった.

溶剤量の極端に少ないNo.19は粘土状であり，色素成分

の定量値が他のものに比べ極めて高かった2)

2.アナト一色素，水溶性アナ卜ー

アナト一色素の色素成分はすべてノルピキシンで，ピ

キシンの製剤はなかった2) ノルピキシンは水にも油脂

にもほとんど不溶3)で，製剤の性状はすべて懸濁状であ

り，水溶性アナトーとは異なっていた.溶剤としては水

分の比率が高く，ほとんどすべての検体に50%以上含ま

れていた.プロピレングリコールの含まれている検体も

12検体中 7検体と比較的多かった.アナトー色素，水溶

性アナトーについてエタノールが0.2-0.4%t余出された

検体がみられた.ウコン色素 モナスカス色素の一部の

検体からも同様に微量のエタノールが検出されたが，こ

れらは添加されたというより，抽出溶剤の残留ではない

かと思われる.水溶性アナトーの場合は，この微量のエ

タノール以外には水分のみしか検出されず，水分の比率

も89-96%と高かった.なお，水溶性アナトーについて

は合成品であるが参考のため検体に加えた.
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3.水溶性色素

その他の製剤は，色素成分が水溶性で製剤そのものも

NO.53の 1検体を除いて水に可溶であった.赤キャベツ

色素，クチナシ黄色素，クチナシ青色素，コチニール色

素については，ほとんどの検体で水分の割合が50%以上

であった.水分合量の少ないNo.42(クチナシ黄色素)に

はソルピットが約60%含まれており 1)これも溶剤として

働いていると考えられた.また， NO.53は，色素成分が

水溶性であるにも関わらず水に溶解しなかった.これに

は油溶性の表示があり，またグリセリン脂肪酸エステル

が含まれていることも表示より判明した.一方，モナス

カス色素の場合は水分の割合が50%を超えるものはなく，

エタノールかプロピレングリコールのいずれかと水の 2

種類の溶剤がほぼ等量ずつ含まれていた.ラック色素

(No.54)の場合，調査対象の 4種類の溶剤がすべて含ま

れていた.

4.表示との関連

プロピレングリコールについては，表示のあった検体

からのみ検出され，その量もすべて表示通りであった.

しかし，グリセリン，エタノールについては，無表示の

ものが多く，表示のあったのはグリセリンが 1検体，

(No.14)エタノールが 3検体(No.40，47， 49)のみであっ

た.これらについても定量値は表示通りであった.

考察

調査した57検体のうち，植物油を使用していると思わ

れる 4検体を除く全ての検体について種々の溶剤が含ま

れており，また製剤中の組成比も高かった.このように

種々の溶剤が含まれていた理由としては，タール色素と

異なり天然着色料それ自体が水に難溶または不溶であっ

たり，水よりも有機溶剤に溶けやすかったりするものが

あるため，抽出したり，製剤化したりする際，水以外の

溶剤を使用していることが考えられる.これらの溶剤lの

中には，単なる抽出剤や希釈剤としてではなく，食品中

への均質な分散や静菌作用4)を期待して使用されたもの

もあると考えられる.さらに，油溶性色素の水分散性の

製剤には乳化剤の表示のないものもあり，これらに添加

されているプロピレングリコールやグリセリン等につい

ては製剤中の色素の分散性をよくするために用いられて

いることも考えられる.

一般に天然添加物については，①合成品の様に純度の

高いもの②天然物から抽出したままのもので抽出溶剤，

不純物等を含むもの③副剤を加え製剤化したものの 3通

りの形態が考えられるが，今回調査の対象とした検体の

中には①はもちろん，②の抽出しただけの状態の製品す

らほとんどなく，大部分の製品は副剤が添加されたもの

であると考えられた.このことは今後の規格作成に当

たって考慮されなければならないと考えられる.また，

今後天然添加物についても表示が義務づけられた場合，

これらの溶剤がキャリーオーパーとして表示の対象には

ならないかどうか，プロピレングリコールを98%も含む

製剤もあることから，製剤中の組成比との関連で疑問が

残る.また，当研究室で同時に行った他の副剤について

の調査によっても天然着色料製剤中には糖類，有機酸，

リン酸塩， ミョウパン，アスコルビン酸， トコフエロー

ル等の多くの成分が副剤として添加されており，主剤よ

り多いものもあることが判明した.

まとめ

1.液状天然着色料製剤57検体について副剤として添

加されている溶剤 4種類の含有量を調査したところ，分

析の対象とした溶剤の合計が50%を超えるものは57検体

中43検体であり， 31検体については溶剤の割合は80%以

上であった.

2.色素主成分が油溶性であるにも関わらず水分散性

にしたり，あるいはその逆など製剤の多様化がみられた.

3. プロピレングリコールについては，すべて表示通

り検出された. しかし，グリセリン，エタノールについ

ては，ほとんど表示がなかった.

謝辞:本調査を実施するに当たり試料収集にご協力い

ただいた食品機動監視班の皆様に深謝致します.
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天然着色料の品質調査(第1報)

カラメル色素の品質試験

広門雅子へ平田恵子へ中島和雄へ植松洋子*

松 井 敬 子 * ，風間成孔*

Survey of Quality of Natural Color (1) 

Quality Test of Caramel Color 

MASAKO HIROKADO*， KEIKO HIRATA *， KAZUO NAKAJIMA *， 

YOKO UEMATSU *， KEIKO MATSUI * and MASA YOSHI KAZAMA * 

Keywords:天然着色料 naturalcolor，カラメル色素 caramelcolor，品質試験 qualitytest 

緒 -
Z司

近年，天然添加物の使用量の急増に伴い，規格基準の

制定や食品への表示の義務化が重要となってきたことか

ら，厚生省は昭和63年 7月に，国際的整合性を考慮し，

天然品にも合成品と同様に平成 3年 1月より表示を義務

化することを決定し(昭和63年 7月27日衛化第42号厚生

省生活衛生局長通知)，現在，天然添加物のリスト化，

安全性試験の実施及ぴ品質規格の整備を急いでいる.

著者らは天然添加物の品質に関する市販実態調査を昭

和50年度より継続して行っており，その結果をその都度

規格作成の際の基礎資料として，東京都衛生局食品監視

課を通し厚生省に提供してきた.昭和63年度は天然着色

料を取り上げ，そのうち最も高い売上高を占めるカラメ

ル色素について品質規格試験を実施した.その結果を日

本食品添加物協会の自主規格1)， FCC規格2)及びFAO/

WHO規格3)等に定められた限度値と照合し検討したの

で報告する.

実験の部

1.試薬及び試液 4-メチルイミダゾール:東京化

成の試薬を40mmHgで、減圧蒸留し，沸点104-1050

の留分

を標準品とした.

他の試薬は特にことわりのない限り，すべて JIS特級

品を用い，試液は日本食品添加物公定書第 5版4)の調製

法に準じて作成した.

ll.器具現び装置分光光度計:島津 UV-240，ガス

クロマトグラフ:島津 GC-15A(検出器 FID)，水分測定

装置:三菱化成製カールフイッシャ一滴定装置 KF-01

その他は日本食品添加物公定書第 5版に記載のものを

用いた.

皿，試料東京都衛生局食品監視課より，昭和63年4

月一平成元年 1月にかけて当所に送付された各種食品製

造業 6社の製品31検体を用いた.

N.実験操作

1.カラメルの品質規格試験 1977年の FAO/WHO

規格5)に準じて作成された日本食品添加物協会の自主規

格1)(以後 FFAA規格と略す)中の「カラメル(第二法)j

に準じて， rアンモニウム塩j，["二酸化イオウム「リン

酸塩j，[" 4-メチルイミダゾール(以後 4-Melと略す)j， 

「ヒ素j及び「重金属」の純度試験を行った.

2.水分測定 FFAA規格中の「ヒ素j，["重金属j及

ぴFAO/WHO規格中の「リン酸塩」を除く全ての純度

試験の項目は乾燥物当りのカラメルについて限度が定め

られているため(表 1)，液状カラメルについては水分を

測定した.操作法は日本食品添加物公定書第 5版中の水

分定量法(カールフイッシャ一法)(1)直接滴定4)を用いた.

3. 色力 FFAA及び FCC規格2)では「アンモニウ

ム塩j，[" 4 -MeIj， ["二酸化イオウjについて，色力1.0

当りの限度値を定めているため(表 1)，全試料の色力を

測定した. FFAA規格は色力の測定にロピモンドチント

メーターを用いているが，今回はこれに代わる方法とし

て国立衛生試験所で開発した次の方法を採用した.

本品 1gを精密に秤り，水に溶かして1000mlとし，

*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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液層の長さ 1cmで、波長555nmにおける吸光度(A)を測

定し，次式によって色力を求めた.色力=(A)/0.13

結果友び考察

カラメルには FFAA(日本食品添加物協会)， FCC(米

国)及ぴ FAO/WHO(国際規格)等の規格がある. FFAA 

規格は第一法及び第二法から成り， FAO/WHO規格は

Class 1， Class II， Class m及ぴ ClassNから成る(表

1 ).これらは表 1中の定義で示したように，カラメル

製造時に反応促進剤のアンモニウム塩または亜硫酸塩を

加えたか否かで区別され，それぞれに規格が設定されて

いる.

これらの規格には， FFAA規格が 6項目， FCC規格

が7項目， FAO/WHO規格的が 9-12項目の純度試験項

目が設定されているが，今回はこれらのうち全ての規格

に共通のアンモニウム塩， 4 -Mel，二酸化イオウ，リ

ン酸塩，ヒ素及ぴ重金属の 6項目について検査を実施し

た.その結果を表 2に示す.

1.アンモニウム塩反応促進剤として用いられるア

ンモニウム塩は水酸化アンモニウム，炭酸アンモニウム，

炭酸水素アンモニウム，リン酸アンモニウム，硫酸アン

モニウム，亜硫酸アンモニウム及ぴ次E硫酸アンモニウ

ム等であると言われている5)

今回調査したカラメルのうち，アンモニウム塩が使用

されていないと考えられる0.01%未満のものが12検体

(39%)あった.アンモニウム塩が使用されたと考えられ

るもののうち， FAO/WHO規格 Classmの限度値0.4%

(乾燥物当り)を超えたものが 7検体(液体 4検体

No.20-23，粉末 3検体No.26，28， 30)あり，そのうち

Class町の0.5%(乾燥物当り)を超えたものが 4検体

(No.20-23)あった. しかしこれらのうち FFAA規格第

二法及び FCC規格の0.5%(色力 1当り)を超えたものは

なかった.すなわち FFAA，FCCの規格で適合しでも

FAO/WHO規格に適合しないものがあった.

FFAA， FCC規格では色力の高い(濃度の高い)カラメ

ルは，使用時希釈して用いるとの理由から，限度値を色

力 1に対して定めている.しかし FAO/WHO規格のよ

うに乾燥物当りで定める方が，検査する立場から考える

と試験法が簡便で理解しやすい.なお FAO/WHO規格

も1986年以前のもの5)は色力 1当りで限度が定められて

いたが， 1986年以後，乾燥物当りに改正されている3)

II. 4 -Mel カラメル製造時にアンモニウム塩が用

いられた場合，その過程で多くの合窒素複素環化合物

(イミダゾール，ピラジン類)が生成すると報告6-8)され

ている.それらのうち 4-Melに毒性的があるとのこと

から， FFAA規格第二法， FCC規格， FAO/WHO規格

のClassm及ぴClass町にはこの限度が定められている.

今回調査したカラメルのうち FFAA規格第二法及ぴ

FCC規格の200μg/g(色力 1当り)を超えたものはな

かった. しかし FAO/WHO規格 ClassNの100μg/g

(乾燥物当り)を超えたものが5検体(No.19-23)あり，そ

のうち Classmの300μg/g(乾燥物当り)を超えたもの

が4検イ本(No.19-22)あった.これらの検体のアンモニウ

ム塩の含量は高く，すべて FAO/WHO規格 ClassNの

0.5%を超えていた. 4-M巴Iの場合もアンモニウム塩の

場合と同様に FFAA及ぴFCCの規格で適合しでも FAO

/WHO規格に適合しないものがあった.

凪二酸化イオウ 反応促進剤として次亜硫酸塩(ア

ンモニウム，カリウム及びナトリウム塩)，亜硫酸塩(ア

ンモニウム，カリウム及ぴナトリウム塩)等が使用され

ると言われており 5)，これらの塩が使用された場合に二

酸化イオウが生成するため，この限度が設定されている.

今回調査したカラメルのうち，BE:硫酸塩が使用された

と考えられるもので， FFAA及ぴ FCC規格の0.1%(色

力 1当り)を超えたものはなかった.

FAO/WHO規格 ClassII (乾燥物当り)の0.2%を超え

たものが， 3検体(No.20-22)あったが ClassNの0.5%

(乾燥物当り)を超えたものはなかった. Class II及ぴ

Class町は共に亜硫酸塩を使用したカラメルの規格であ

るが， Class Nはさらに亜硫酸アンモニウム等のアンモ

ニウム塩の使用も認められた規格であるため， Class II 

より高く限度が設定されていると考える.今回，検体が

アンモニウム塩または亜硫酸塚を使用して製造されたか

否かの識別が出来なかったので， FAO/WHO規格

Class IIに適合していないとは判定出来なかった.今後

はFAO/WHO規格に記載されている製造法の確認試験

を実施し，検体の製造法を識別した後，各々の規格に適

合するか否かを検討したい.

N.リン酸塩反応促進剤としてリン酸アンモニウム

等が使用されると言われている 5)

FFAA， FCC及ぴ FAO/WHOの全ての規格で0.5%

以下と規定されているが，この限度値を超えたものはな

かった.

V.ヒ素友び重金属 全て規格値以下であった.

まとめ

1 )市販カラメル色素について品質規格試験を実施し

た.

2 )カラメルの品質規格には， FFAA， FCC及ぴ

FAO/WHOの規格があるが，これらに共通のアンモニ



カラメル規格の比較表1.

FAO/WHO規格*7FCC規格FFAA *1規格

Class N 

ブドウ糖などの食用炭水化物を熱処理して得られる

Class III Class II 

または加えないで，

Class 1 

定義:酸，アルカリなどの他にアンモニウム塩または亜硫酸塩の反応促進剤を加えたり，

物質である.

第二法法律

m

アンモニウム塩使用

亜硫酸塩使用

0.5%以下*2

アンモニウム塩使用

亜硫酸塩使用

アンモニウム塩使用

亜硫酸塩使用

0.5%以下*3

アンモニウム塩使用アンモニウム塩使用の有無

亜硫酸塩使用の有無

酒}0.4%以下叫*6 0.01%以下*20.5%以下*3検出しないアンモニウム塩

担nf0.5%以下叫0.2%以下叫0.2%以下判0.1%以下*20.1%以下*30.1%以下判0.1%以下叫二酸化イオウ

E訟0.5%以下0.5%以下0.5%以下0.5%以下0.5%以下0.5%以下リン酸塩

玉吉
3μg/g以下*23μg/g以下*23μg/g以下*23μg/g以下*23μg/g以下3μg/g以下*23μg/g以下村ヒ素

ヰ者
25μg/g以下*225μg/g以下村25μg/g以下*225μg/g以下*225μg/g以下25μg/g以下*225μg/g以下*2重金属

書生
100μg/g以下*2300μg/g以下*2検出しない検出しない200μg/g以下判200μg/g以下*3検出しない4 -MeI*4 

品
O
W
H
U
∞∞

0.7-7.0% *2 1.3-6.8% *2 総窒素

1.4-9.5% *2 0.3%以下叫0.2%以下*2総イオウ

5μg/g以下*25μg/g以下*25μg/g以下*25μg/g以下半25μg/g以下主昔

20μg/g以下*220μg/g以下*220μg/g以下*220μg/g以下叫銅

]戸∞∞

0.1μg/g以下*2

*6 

0.1μg/g以下*2

40μg/g以下*2

日本食品添加物協会 (TheFederation of Food Additives Asoc凶 ionsin J apan) 

乾燥物当り *3 色力1.0当り 判 4-methylimidazole *5 2 -acetyl-4 -tetrahydroxy-butylimidazole 

FAO/WHOで検討中 *7 1977年に制定の規格5)が1986年に改正され，現在暫定規格3)となっている.

0.1μg/g以下叫0.1μg/g以下*20.1μg/g以下水銀

THI*5 

*1 

*2 
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表 2. カラメルの品質規格試験の結果

検体 乾燥物当りの含量 色力 1当りの含量

番号 形態 色力
水分

アンモニウム塩 4 -Mel 二酸化イオウ アンモニウム塩 4 -Mel 二酸化イオウ (% ) 
No. (% ) (μg/g) (% ) (% ) (μg/g) (% ) 

1 液状 0.04 ND ND 0.15 ND ND 0.2 29 

2 イシ ND ND ND ND ND ND 0.7 36 

3 。 ND ND ND ND ND ND 0.7 39 

4 今 ND ND ND ND ND ND 1.0 42 

5 。 ND ND ND ND ND ND 1.0 41 

6 イシ ND ND ND ND ND ND 1.0 41 

7 今 ND ND ND ND ND ND 1.1 41 

8 イ〉 ND ND ND ND ND ND 1.1 35 

9 // ND ND ND ND ND ND 1.1 41 

10 イシ ND ND ND ND ND ND 1.5 36 

11 イシ 0.02 ND ND ND ND ND 1.6 45 

12 今 0.13 ND 0.16 0.04 ND 0.05 1.9 44 

13 名， 0.04 9 0.15 ND 3 0.04 1.9 45 

14 ク 0.04 52 0.16 ND 15 0.05 1.9 44 

15 b 0.13 21 0.16 0.04 6 0.05 2.0 44 

16 。 0.05 12 0.14 ND 3 0.04 2.1 43 

17 // 0.31 47 ND 0.09 13 ND 2.2 38 

18 ク 0.31 20 ND 0.09 5 ND 2.2 39 

19 イシ 0.35 304 0.11 0.08 69 0.02 2.5 43 

20 .". 1.44 669 0.31 0.27 124 0.06 2.8 48 

21 .". 1.48 694 0.31 0.27 124 0.06 2.9 48 

22 .". 1.38 507 0.31 0.25 90 0.06 3.1 45 

23 .". 0.58 213 0.17 0.09 32 0.03 3.5 47 
ーーー四ーーーー--ーーー田ーーーー』ーーー『司 F ーーー圃』ーー--ーー--ーーーーーー田園圃圃』ーーーーーー『ー田園田ーーーーー『ー----ーーーー『ー園田ーーーーーーーー・・ーー』ーーー--骨・.‘ー』ーーーーー・・.回ー』ーーーーーー.圃圃ーーーーーー『四時 ーーーーー一一一ーーーーーー--ー田ーー-

24 粉末 ND ND ND ND ND ND 1.5 

25 イシ 0.34 ND ND 0.23 ND ND 1.5 

26 .". 0.45 ND ND 0.28 ND ND 1.6 

27 イシ ND ND ND ND ND ND 1.6 

28 今 0.41 7 ND 0.24 4 ND 1.7 

29 今 ND ND ND ND ND ND 1.7 

30 φ 0.41 7 ND 0.23 4 ND 1.8 

31 イシ 0.13 6 ND 0.06 3 ND 2.3 

アンモニウム塩及び二酸化イオウの ND:0.01%以下 4-Mel( 4ーメチルイミダゾール)の ND:2μg/g以下

注 1)リン酸塩はNO.31の0.37%を除き全て0.05%以下

注 2)全ての検体のヒ素は 3μg/g以下，重金属は25μg/g以下である.

ウム塩， 4 -Mel，二酸化イオウ， リン酸塩，ヒ素及ぴ

重金属等の純度試験 6項目について検査を実施した.

3 )アンモニウム塩及ぴ4四 Melの含量が FFAA規格

第二法及び FCCの規格で適合しでも FAO/WHO規格

に適合しないものがあった. FFAA及び FCC規格では，

限度値を色力 1に対して定めている. FAO/WHO規格

のように乾燥物当りで定める方が検査する立場からは試

験法が簡便で理解しやすいが，今後，わが国の公定規格

を作成する場合，乾燥物当りで限度を定める方が妥当か

どうか，現段階では結論出来ない.

4 )二酸化イオウの含量が FFAA規格第二法， FCC 

規格及ぴ FAO/WHO規格 ClassN(アンモニウム塩及

ぴ亜硫酸塩使用)の限度値を超えたものはなかった. し

かし FAO/WHO規格 Classn (亜硫酸塩使用)の限度値
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を超えたものがあった.

5 )今回，検体がアンモニウム塩または亜硫酸塩を使

用して製造されたか否かの識別が出来なかった.今後は

FAO/WHO規格に記載されている製造法の確認試験を

実施し，検体の製法を識別した後，各々の規格に適合す

るか否かを検討したい.

6 )リン酸塩，ヒ素，重金属の含量は全て規格値以下

であった.

7) 1986年の FAO/WHOの規格には今回実施した純

度試験の他に 6項目が追加されているので，今後これら

についても検討したい.

謝辞:本調査に当り，試料収集にご協力いただきまし

た食品機動監視班の方々に深謝いたします.
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酵素反応を利用した食品添加物製剤中の

炭酸水素塩及び炭酸塩の定量

津田裕子へ安野哲子*，荻野周二*

小関正道*，風間成孔*

Enzymatic Determination of Bicarbonate 

and Carbonate in Food Additive Preparations 

YUKO TSUDA *， TETSUKO YASUNO*， SHUZO OGINO* 

MASAMICHI KOSEKI * and MASAYOSHI KAZAMA * 

Summary 

An enzymatic method for determination of bicarbonate and carbonate in food additive preparations is 

described. The bicarbonate (HC03一)is reacted with phoshoenolpyruvate (PEP) in the presence of PEP 

carboxylase. The oxaloacetat巴 formedin the above reaction is reduced to malate catalyzed by malate 

dehydrogenase. The resulting decrease in absorbance at 340nm is directly proportional to the amount of 

HC03
ー inthe sample. The analytical procedure was not time consuming (about 5 min.)， and was linearly 

progressed in partial condition (HC03 - concentration ; 0 -O. 20mM). Analytical recovery rate was 98.8-

102.3% (average 100.3%)， and the detection limit was 0.4mg/g of sample. The enzymatic reaction was 

not inhibited by other compounds in the samples. Therefore the procedure reported here is precise and valu. 

able method for the quantitative analysis of bicarbonate and carbonate in food additive preparations. 

Keywords:酵素分析 enzymaticanalysis，炭酸水素塩 bicarbonate，炭酸塩 carbonate，食品添加物製剤 foodadditive 

preparations，ホスホエノールピルビン酸カルボキシラーゼ phosphoenolpyruvatecarboxylas巴

はじめに

炭酸水素ナトリウムは合成膨脹剤に使用されるほか，

多くの食品添加物製剤に配合されている 1.2) また，炭

酸ナトリウム，炭酸カリウムはかんすいの主要原料とし

て用いられている 1，2) これら炭酸塩類の定量は，一般

に中和滴定法24)，イオンクロマトグラフィー5)，重量

法4，6)，ガスクロマトグラフィー6)などにより行なわれ

ている. しかし，中和滴定法，イオンクロマトグラ

フィーは他の配合物の影響が大きく，重量法，ガスクロ

マトグラフィーは操作が煩雑で分析精度があまりよくな

い. したがっていずれの方法も食品添加物製剤中の炭酸

塩類の定量を簡便に精度良く行なうには必ずしも満足で

きるものとは言い難い.

Peled7
)は，血液など，体液中の炭酸水素塩含有量の

定量法として，炭酸水素塩を二酸化炭素に変えず，かっ

共存物の影響を受けにくい酵素法を報告している.

そこで著者らは食品添加物製剤中の炭酸水素塩および

炭酸塩を簡易に定量するため， Peled7
)の方法を基本と

し種々検討したのでその結果を報告する.

実験方法

1.試料昭和63年 4月~平成元年 3月に収去検体と

して扱った合成膨脹剤 5試料，およびかんすい 5試料を

対象とした.また，その表示成分を Table 1. に示し

た.

2.試薬 1 )蒸留水:イオン交換した蒸留水を用時

煮沸して急冷したものを用いた.

2) 10mM Tris緩衝液(以下緩衝液と略す): Tris 

(hydroxymethyl) aminomethane 605. 5mgを秤取し，塩化

*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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Tablel 1. Indicated Ingredients of Food Additive Prep. 

arations 

Sample Ingredients 
Content 

(% ) 

Baking 1 Sodium Bicarbonate 87 
Powder Starch 13 

2 Sodium Bicarbonat巴 53 
Starch 18 
Calcium Carbonate 29 

3 Sodium Bicarbonate 70 
Calcium Carbonate 20 
Starch 10 

4 Potassium Bitartrate 15 
Aluminium Potassium Sulfate 5 
Ammonium Chloride 30 
Sodium Bicarbonate 40 
Starch 10 

5 Sodium Bicarbonate 22 
Disodium Dihydrogen 28 

Pyrophosphate 
Starch 50 

Kansui 1 Potassium Carbonate 81 
Sodium Carbonat巴 10 
Disodium Hydrogen 6 

Phosphate 
Sodium Pyrophosphate 1 
Sodium Polyphosphate 2 

2 Potassium Carbonate 30 
Sodium Carbonate 57 
Disodium Hydrogen 7 

Phosphate 
Sodium Pyrophosphate 4 
Sodium Metaphosphate 2 

3 Potassium Carbonate 74.5 
Sodium Carbonate 17.6 
Disodium Hydrogen 4.5 

Phosphate 
Sodium Pyrophosphate 1.7 
Sodium Polyphosphate 1.7 

4 Potassium Carbonate 35 
Sodium Carbonate 52 
Sodium Polyphosphate 8 
Disodium Hydrogen 3 

Phosphate 
Sodium Metaphosphate 2 

5 Potassium Carbonate 30 
Sodium Carbonate 57 
Disodium Hydrogen 7 

Phosphate 
Sodium Polyphosphate 4 
Sodium Metaphosphate 2 

マグネシウム73.8mgを加え，蒸留水で、500mlとした後，

塩酸 2-3滴を加え pH8.2に調整した.

3 )基質溶液 phosphoenolpyruvatetri (cyclohexyl 

ammoni um) salt crystalline (SIGMA社製，以下 PEPと略

す)l，OOOmgを緩衝液1こ溶解し100mlとした.なお， こ

の溶液は冷凍して保存し， 2カ月以内に使用した.

4 )補酵素溶液 s.nicotinamide adenine dinucleotide 

reduced form (SIGMA社製，以下 NADHと略す)はナト

リウム塩を使用した. NADH 341.8mgを緩衝液に溶解

し100mlとした.なお，この溶液は冷凍して保存し， 1 

カ月以内に使用した.

5 )酵素溶液 phosphoenolpyruvatecarboxylase 

(from wheat， [EC 4 . 1 . 1 .31]， BOEHRINGER' MAN. 

NHEIM社製，以下 PEPCと略す)入，及ぴ malicdeぬhy刊dro一

ge印nase (f仕rom porcine heart suspensio叩n i泊n 2.8 M 

(NH4ρ)2S04 S叩叫0叫il凶 0叩npH6.0， [EC 1 . 1 . 1 .37]， SIGMA 

社製，以下 MDHと略す)を，用時緩衝液に溶解し使用

した.

6 )その他の試薬:いずれも市販特級品を用いた.

3. 器具現ぴ装置 1 )自記分光光度計:島津

UV-240型

2 )セル:光路長10mm，蓋付き石英標準セル

4. 試験溶液の調製試料0.5-1.5gの一定量を正確

にはかり， O.OOlN水酸化ナトリウム溶液を加えて溶解

し，全量を50mlとした.その0.5-1.0mlの一定量を

25mlメスフラスコに正確に分取し，緩衝液で一定量と

したものを試験溶液とした.

5.定量 あらかじめ緩衝液を2.3ml加えたセルに，

基質溶液0.5ml，次いで補酵素溶液O.lml，試験溶液

0.05mlを順次加えた.さらに酵素溶液0.05mlを加えた

後，セルに蓋をし撹枠した.なお反応温度は室温とし，

酵素溶液を添加した時を反応開始時とした.

反応開始時の340nmにおける吸光度を Aoとし，さら

に8分以内に 3-4回吸光度を測定し， Aoからの減少

量より吸光度が減少する速度を計算した.得られた値か

ら空試験のそれを差し引き，試料の反応速度とした.標

準溶液を試料溶液と同じ条件で測定し，得られた反応速

度より，試料溶液中の炭酸水素塩及ぴ炭酸塩濃度を求め

た.

結果友び考察

酵素を用いた炭酸水素塩の定量方法の反応原理7.8)は

Fig.1. に示したとおりである. PEPCは， PEPのカル

ボキシル化反応を触媒し，オキザロ酢酸と正リン酸を生

成する.オキザロ酢酸は MDHの存在下で， NADHによ
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Fig. 1. Reaction Course of Enzymatic Det巴rminationof Bicarbonate 

PEPC: phosphoenolpyruvate carboxylase 

MDH: malate dehydrogenase 

りリンゴ酸に転化される.このとき NADHと等モル量

のオキザロ酢酸が反応する.

NADH は約320-400nmの波長域で吸収を持ち，この

波長における他の試薬の吸光度は無視できるほど小さい.

したがって340nm付近における反応溶液の吸光度の減

少，つまり NADHの消費量を測定することにより，リ

ンゴ酸に転化されたオキザロ酢酸の量を間接的に知るこ

とができる.

さらに，生成されたオキザロ酢酸がすべてリンゴ酸へ

転化される条件下7，9)では，一定時間内における340nm

前後の所定波長の吸光度の減少量を比較することにより，

簡単に炭酸水素塩量を知ることができる.

そこでこの原理を利用し，食品添加物製剤j中の炭酸水

素塩及ぴ炭酸塩の定量を行なうため，種々の条件を検討

した.

1. PEP忍び NADH濃度 PEP濃度を0.1-5.0mM

の範囲に調整し，濃度が反応速度に与える影響を検討し

たところ， 3.0mM以上では反応速度に影響がみられな

くなった.また，酵素に対する PEPのMichaelis定数

(Km)を測定したところ0.17mMであった. Pel巴d7
)は，

PEPが反応速度に影響を及ぼさないためには， PEP濃

度を酵素に対する PEPのKm値の少なくとも 20倍にす

るべきである，と述べている.以上のことから以後の

PEP 濃度は3.5mMとした.

NADH 濃度は0.03mM-0.3mMの範囲について，反応

開始時の340nmにおける吸光度を測定した. NADHは，

反応速度に影響を及ばさない一定以上の濃度とする必要

がある. しかし今回利用した分光光度計の精度は吸光度

が1.000以上になると定量性がなくなることから，

NADH 濃度は0.15mMとすることとした.

2.酵素活性 数検体を同時に測定する場合は，反応

時間をずらし，かつ反応速度をある程度遅くすると操作

性が良くなる.そこで検討を行い， PEP 活性は0.08KU

/1とし， MDH活性はその約 6倍とすると良好な結果が

得られることがわかった.

3. 至適 pH 使用した酵素の至適 pHは， 8.1-8.2 

付近であった.また， Hal!ら10)によると，二酸化炭素

(C02)，炭酸イオン (C03
2
-)，炭酸水素イオン (HC03-) 

の平衡状態において，

CO2+H20 ご HC03一+H+ご C03
2-+2 H+ 

溶液中の CO2，C03
2ーの含有量が最も少なくなるのは，

pH8.2-8.75であると報告している.これらのことから

以後の反応液性は pH8.2とすることとした.

4.反応温度操作の簡易化のため反応温度を室内温

度(20.0-28.0'C)として検討したところ，いずれも満足

できる結果が得られた.

5.窒素置換 本試験は炭酸水素塩及ぴ炭酸塩の定量

を目的としているため，空気中の二酸化炭素が試脱結果

に影響を及ぼすことが十分に考えられる. しかし，撹排

する際，セルのヘッドスペースに窒素を通気することに

より反応開始時の吸光度の低下を抑えることができ，か

つ空試験を同時に行い，その値を測定値から差しヲlくこ

とにより，二酸化炭素の影響を妨ぐことができた.

6.検量線本法により，標準試薬を用いて検量線を

作成した結果を Fig.2. に示した.炭酸水素ナトリウ

ムを用いて o-0.40mMの範囲で測定を行なったところ，

O一0.20mMの範囲内で直線性が得られた.さらに炭酸

水素カリウム，炭酸ナトリウム，炭酸カリウムについて，

同様にそれぞれ o-0.4mMの範囲で測定したが，いず

れも Oー0.20mMの範囲で直線性を示した.また同時に

炭酸水素塩と炭酸塩を測定したところ，反応速度は全く

同一であった.

7.反応速度の再現性 炭酸ナトリウム0.10mMを用

いて，同時に12回繰り返し定量したところ，吸光度の減
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少速度平均はO.068mM/ minで変動係数は2.8%であっ

た.

8.共存化合物の影響 合成膨脹剤やかんすいに配合

されているリン酸塩類，酒石酸水素塩類， ミョウパン類

ロ

E 

E 

0.15 

S 0.10 、、_，

叫
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司
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g 0.05 
...... 
υ 
珂
<l) 

E己
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Bicarbonate (mM) 

Fig. 2. Calibration Curve for Bicarbonate 

0.4 

等が本酵素反応に及ぽす影響を検討した.

合成膨脹剤の主成分として，炭酸水素ナトリウム

0.10mMに対して，酒石酸水素カリウム，硫酸アルミニ

ウムカリウム，塩化アンモニウム，でんぷんを 2倍量ま

で加えて測定を行ったが，定量値に有意差は認められな

かっ fこ.

しかしー剤式合成膨脹剤のうち，酒石酸水素ナトリウ

ムを炭酸水素塩と等量以上含むものについては，測定値

の減少が観察された.これは試料に0.001N水酸化ナト

リウム水溶液を加え一定量としたとき， pHが5と弱酸

性のままであるため， CO2が発生したものと考えられる.

溶解液を0.01N水酸化ナトリウム水溶液とした場合，

pHは10以上となるが，緩衝液で50-500倍に希釈しでも，

逆に pHを.8.2に下げることができなかった. しかし，

実際の試料に炭酸水素塩に対し等量以上の酒石酸水素ナ

トリウムを含むものは少ないため実用問題はなかった.

今後アルカリ濃度等を検討し，それらの試料に対しでも

適用できる方法を作成する予定である.

Maruyamaら11)は，リン酸が高濃度(O.lM)で存在す

ると PEPのカルボキシル化が遅くなると述べている.

そこでかんすいの主成分の炭酸ナトリウム0.10mMに対

Table 2. Recov巴ryof Bicabonate and Carbonate Intentionally Added to Food Additive Preparations 

Sample 
Added Found 

(g/g) (g/g) 

Baking Powder 1 0.00 0.86 

0.70 1.57 

2 0.00 0.53 

0.70 1.22 

3 0.00 0.71 

0.70 1.40 

4 0.00 0.41 

0.70 1.12 

5 0.00 0.22 

0.70 0.93 

Kansui 1 0.00 0.43 

0.80 1.23 

2 0.00 0.46 

0.80 1.25 

3 0.00 0.44 

0.80 1.24 

4 0.00 0.42 

0.80 1.22 

5 0.00 0.47 

0.80 1.26 

Recovery 

(% ) 

102.3 

98.9 

99.0 

101.3 

101.1 

100.0 

99.5 

100.3 

100.8 

99.3 

Mean:1:S目D.

(% ) 

100.5:1: 1. 50 

100.0:1:0.61 
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して， リン酸水素二ナトリウム， リン酸二水素ナトリウ

ム，リン酸三ナトリウム，ピロリン酸四ナトリウム，ポ

リリン酸ナトリウム，メタリン酸ナトリウムの影響をそ

れぞれ等重量まで加えて検討したが，いずれの場合も反

応速度の減少は観察されなかった.

9.炭酸水素ナトリウム友ぴ炭酸ナトリウムの添加回

収実験合成膨脹剤及ぴかんすいに，炭酸水素ナトリウ

ム及ぴ炭酸ナトリウムを添加し回収実験を行なった.合

成膨脹剤に炭酸水素ナトリウム，かんすいに炭酸ナトリ

ウムを添加し，本法に従いそれぞれ 3回ずつ測定した結

果は Table 2. に示すとおりであり，いずれの試料か

らもほぼ100%回収率が得られた.

おわりに

食品添加物製剤中の炭酸水素塩及び炭酸塩を，酵素を

用いて定量する方法を検討した.本法は試験溶液に，

PEP， NADH， PEPC， MDH，及ぴ Mg2+を順次加え，

経時的に吸光度を測定し，反応速度を求めるだけの簡易

な操作であり，短時間で多くの試料を処理することが可

能である.回収率は100.3%，確認限度は0.007mM，試

料に換算して HC03ーとして0.4mg/gであった.これ

らのことから本法は酒石酸水素塩が多量に配合された場

合を除き，合成膨脹剤及ぴかんすい中の炭酸水素塩及ぴ

炭酸塩の定量法として実用上十分に利用できる方法と考

える.今後，より広範囲の食品添加物製剤に適応できる

方法を検討する予定である.

文献

1 )食品添加物便覧， 1988年度版，食品と科学社.

2 )食品添加物公定書解説書編集委員会編:第五版食品

添加物公定書解説書， D -583， 1987，広川書庖.

3 )日本分析化学改編:改訂三版分析化学便覧，丸善株

式会社.

4 )日本薬学会編:衛生試験法注解，金原出版株式会社.

5) Smith， F. C.， Jr. and Chang， R.C目 :Pγ日cticeof lon Chro-

制品tograPhy，1983， Wiley， l'few York. 

6 )日本工業規格， K 3362， 1978. 

7) Peled， N目:Eur. Pat. Appl. Ep， 76， 478， 1983. 

8 )丸尾文治，田宮信雄監修:酵素ハンドブック，朝倉

書庖.

9) Peled， N. : Methods of Enzymatic Analysis， 3 rd Eι，7， 

572-577，. 1985， VCH Verlagsgesellschaft， 

Weinheim. 

10) Hall， N. P.， Cornelius， M. J. and Keys， A.J. : Anal. 

Biochem.， 132， 152【 157，1983. 

11) Maruyama， H.， Easterday， R. L.， Chang， H.C. and 

Lane， M.D. : f. Biol. Chem.， 241， 2405司 2412，1966. 



東京衛研年報 A仰• Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 40， 197-201， 1989 

最近の包装食品における包装材の使用実態調査

渡辺悠二へ金子令子へ風間成孔*

Survey of Plastic Materials used in Food Packaging 

YUJI WATANABE*， REIKO KANEKO* and MASAYOSHI KAZAMA * 

Keyword:食品包装 foodpackaging，プラスチック plastic，最大移行量 maximummigration 

緒 員

近年，わが国の食生活は社会構造(都市への人口集中

化，核家族化，女性の社会活動への参加等)や流通機構

の変化等により大きく変化し，かつ多様化してきている.

これに伴い食品の販売形態も従来の計り売りはほとんど

姿を消し，代わって個別包装による小分け売りが主体と

なってきている.また，包装素材も古くから用いられて

きた紙，ガラスあるいは金属に代わって多種多様のプラ

スチックが汎用されてきている.プラスチックは前者に

比べ安価，軽い，加工性等多くの利点を持つことから今

後もニーズに合わせた製品が開発・使用されていくもの

と思われる. しかし，反面プラスチックは天然素材(紙，

木等)やセラミック(方、ラス，陶磁器等)に比べ衛生学的

安全性の面で原料モノマーや添加剤の溶出等種々の問題

を包合している素材でもある.

また，器具・容器包装の衛生学的安全性を考える時，

最も考慮しなければならないのは食品へ移行する物質の

毒性評価および最大移行量(溶出量)の推定であり，その

評価を行う場合，食品と容器包装材との接触状況(期間，

温度等)および接触割合が大きなファクターとなる.

そこで，最近の食品の包装形態について，食品別に包

装材の使用実態調査を行うと同時に，併せて国民 1人が

1日に摂取する食品のプラスチックとの接触面積値の算

定を試みた.

調査および実験

1.試料昭和61年 5月一昭和63年 3月の期間に597

検体(一般包装食品403，レトルト食品77，冷凍食品71，

真空包装食品46)を収集した.

2.試験法 1 )試料の調製 内容食品を取り除いた

後容器・包装材を洗剤液で洗い，水すすぎ後風乾し，こ

れを試料とする.ラミネート(貼り合わせ)材と推測され

る場合は，更に次の方法により個々のフィルムに剥離し

た後，試料とした.

イ.クロロホルム等の溶媒に浸漬する.

ロ.アルミニウム箔や紙等とのラミネートの場合は塩

酸・硝酸希混液に浸i賞加温する.

2 )材質の鑑別

イ.赤外分光光度計を用いて，フィルム透過法または

全反射法により赤外吸収スベクトルを測定し，これを標

準スペクトルと比較し鑑別を行った.

ロ.熱分解ガスクロマトグラフを用いて，熱分解生成

物のクロマトグラムを測定し，これを標準クロマトグラ

ムと比較し鑑別を行った.

3 )包装形態の測定

包装食品について，各食品の内容量の表示を確認し，

また表示のないものについては秤量を行い，次いで食品

の接触している内表面積を測定し 1g(あるいは ml)当り

の接触面積(cni/gまたは ml)を求めた.さらに，この

値に 1人 1日当りの食品摂取量を乗じ，食品別の 1日包

装接触面積を算定した.

結果および考察

1.包装材の鑑別結果

1 )一般包装食品

イ.使用されていたプラスチックは，ポリエチレン

(以下 PEと略す，以下問じ)，ポリプロピレン(pp)，ポ

リスチレン (PS)，ポリ塩化ピニル(PVC)，ポリ塩化ピ

ニリデン (PVDC)，ポリエチレンテレフタレート (PET)，

ナイロン (Nyl)，ポリカーボネート (PC)，エチレンー酢

酸ピニル共重合物(EVA)，エチレンーピニルアルコール

共重合物(EVAL)およびアクリロニトリルーアクリル酸

*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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エステル共重合物(ANA)で，プラスチック以外の素材

としては，アルミニウム (Al)および紙(セロハン)が用

いられていた.

以下，食品別に主なものを上げると次のようになる.

なお，ラミネート(複層)フィルムの場合は最内層側より

記載しである.

穀物加工製品:PP， PP /pp， PE， PP /EV AL/PP， PP 

/PE/PET 

佃煮:PP /PET /Nyl 

菓子:PP， PE/EV AL/PP， PP /PP， PP / A!/PP 

水産練り製品:pp/PP， PE 

大豆加工製品:PP， PS 

漬物・惣菜:EV A/Nyl， EV A/PP， PE/PP， PP /pp 

茶・コーヒー:pp/セロハン， PE/ A!/PE， PE/PP 

/紙

化学調調味料:PVC， PET，PC 

スープ類:PE/ A!/PE/PET， EV A/ A!/PE/PET 

清涼飲料水:PE/紙/PE，PET 

のり類:PP， PP/pp 

みそ汁・コンソメ:EV A/EV AL/PP， PP /PE/Nyl 

乳加工製品:PE/紙/PE，PS， PP， PE 

食肉加工製品:PP /EVAL/PP， PE/PP， PE/PP， 

EVA/Nyl 

ロ.単一層の包装材としては， 8種(164検体，以下

カッコ内は検体数)が認められ，内フィルム材としては

PP(99)とPE(27)の2種類が，菓子食品や穀物加工製品

の包装に多用されている. PS， PVC， PET， PC， ANAおよ

び紙はいずれもカップ等の容器としての用途であった.

ハ.ラミネート包装材は， 2層から 6層のもの(239)

が使用されていた.その内訳は， 2層:13種(98)，3層

: 28種(112)，4層:14種(20)， 5層:6種(8)， 6層

: 1種(1 )である.

主なものを検体数の多い順に上げると次のようになる.

2層:PP/PP(31)， EVA/Nyl(17)， EVA/PP(14)， 

PE/PP( 9)， PE/Nyl( 9 ) 

3層:PP /EVAL/PP(33)， PE/紙/PE(25)，PP / 

A!/PP( 9)， EVA/EVAL/PP( 5 ) 

4層:PE/ A!/PE/PET( 4)， PE/ A!/PE/紙(2 ) 

5層:PE/A!/PE/紙/PE(3) 

6層 :PE/紙/PE/A!/PE/紙(1 ) 

ニ.ラミネート包装材の場合，食品と接触する最内層

にはPP(100)，PE(82)， EVA(49)， PVDC( 2)，アイオ

ノマー(1 )およびパラフィンワックス(1 )が用いられて

おり， PP， PEおよびEVAフィルムが多用されている.

これらのプラスチックはヒートシール性と安全性の面か

ら使用されているものと思われる.また，ガスパリヤ一

層として EVALを用いているものが12種(49)あり，そ

の内 PP/EVAL/PP(33)が多用されている.その他 Al

箔(蒸着)を用いているものが22種(40)で， PP/A!/PP 

( 9 )が最も多く， 4層以上ではほとんどにアルミニウム

がラミネートされていた.

ト.ほとんどの包装材に印刷インキによる着色や，品

名などの印刷表示が施されていたが，その印刷面は多く

は中間部にあり，印刷インキが食品に溶出してくること

はないものと考えられる.なお，今回の検体中印刷イン

キに使用する溶剤に起因する臭いを認めたものはなかっ

た.

2 )レトルト食品，冷凍食品，真空包装食品

イ.食品別に見ると，レトルト食品(4種77検体)では

PP / A!/PET(63)， PP /Nyl( 7)， PP /PET( 5 )，冷凍

食品(16種71検体)では PP/PP(23)，PE/Nyl(13)， PE 

( 7 )，真空包装食品(14種46検体)では PP/Nyl(14)， 

PE/Nyl(6)， PP/PET(5)， EVA/PP(5)などが多

く用いられていた.

ロ.単一層の包装材では， PP， PE， PS， EV Aの4種が

使用されており，食品別にみると，冷凍食品類に多く，

レトルト食品には見られなかった.

ラミネート包装材は， 20種(178)が認められ，層別で

みると 2層 :11種(103)， 3層:6種(70)， 4層:3種

( 5 )であった.

主なものを検体数の多い順に上げると次のようになる.

2層:PP〆Nyl(34)， PP /PP(24)， PP /PET(10)， 

PE/PP( 9) 

3層:PP / A!/PET(63)， PP / A!/PP( 2)， PP / 

Ny!/PET( 2) 

4層:PE/PET/ A!/Nyl( 2)， PE/PVDC/セロハ

ン/PVDC(2) 

最も多かったのはレトルト食品の PP/AL/PETであ

り，冷凍食品にあっては単一層から 4層まで多種多様の

フィルムが使用されている.レトルト食品では，中間層

にガスパリヤ一層としてアルミニウムを使用しているも

のが多い.また，その他真空包装食品等では， PP/Nyl 

が多く用いられていた.

ハ.ラミネート包装材の場合，食品と接触する最内層

には一般包装食品と同じく PP，PEおよび EVAが用い

られていた.また，フィルムそのものが着色されている

ものはなく，印刷面も中間部や外側であった.
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2.食品包装接触面積値および移行震の算定

国民 1人の 1日当りの食品摂取量については，厚生省

保険医療局が毎年栄養改善法に基づき国民の栄養調査を

実施し，報告している 1) それによると，昭和50年から

昭和60年の食品総摂取量は約1.3kgから1.4kgで，年々

減少傾向を示しており，昭和60年では最も少ない1，345g

となっている.一方，厚生省食品化学課では，昭和51年

から国民の食品添加物の 1日摂取量の実態調査を実施し

ているが，その中で，食品別の1日摂取量(加工食品)に

ついては，上記の国民栄養調査方式等を基に独自のマー

ケットバスケット方式による食品別の 1日平均喫食量を

算定している2) 前者に比べ後者では食品をよりきめ細

かく区分けしているので，著者等は，後者の摂取量を基

に食品別の包装接触面積値を算定することとした.なお，

その中で加工食品類は表に示すような食品群に分類され

ている.そこで，今回の調査では上記の各調査で対象と

なっている全食品(加工食品類179種，生鮮食品類17種)

について食品毎の包装接触面積を求めたのち，食品群別

に算定結果を集計した.結果を表に示してある.

1 )包装材の種類

接触面積算定の対象となった食品の内で，その包装形

態、が 1-4種類(例えばプラスチック，ガラス入り等)あ

るものもあるが，その場合はプラスチック包装のものを

試料とした.

食品179品目中プラスチック包装のものは172品目で，

その他ガラス 4，ワックス 1，紙 1，セロハン 1であっ

た.プラスチック包装にあって食品に接触する部分(最

内層)は， PP(61)， PE(40)， PS(27)， PVC(26，内缶詰

3 )，エポキシ樹脂塗装(17，缶詰)， EVA(10)， PET 

( 9 )，アクリル樹脂塗装(2，缶詰)， PC(l)，アイオ

ノマー(1 )であった.また，缶詰の内面塗装にはエポキ

シ樹脂が汎用されていたが，果実缶では缶服部に塗装さ

れていないことが確認された.

2 )食品包装面積の算定

表 1より，今回調査された食品の総摂取量は754gで，

その総接触面積は950cnfであった.その内プラスチック

との接触面積は945cnfで，プラスチック別にみると， PP 

: 447cnf(接触割合47.3%)，PE: 213cnf(22.5%)，エポ

キシ樹脂:91cnf(9.6%)， PS: 66cnf(7.0%)， PET: 

49cnf(5.2%)， PVC: 41cnf(4.3%)， EVA: 35cnf(3.7泌)，

PC : 2. 4cnf ( 0 . 3 % )アイオノマー:1.1cnf(0.1%)，アク

リル樹脂:0.5cnf(0.0%)となり， PPとPEで約70%を

占めている.

なお，マーケットバスケット方式で収載されている食

品は，いずれも食品添加物が使用されている可能性の高

い加工食品等であり，生鮮食品等は対象としていない.

そこで，生鮮食品等については， I国民栄養調査」に収

載されている食品で包装されているものを対象として，

その摂取量と接触面積を算定した.その結果を表に示し

てある.生鮮食品類の包装材はほとんどが単一層のもの

で， PVC(8)，PS(7)， PE(5)， PP(4)が用いられて

おり， トレーあるいはストレッチフィルム包装が多い.

また， 1日食品摂取量は560g，包装接触面積は487cnfで

あった.この結果，加工食品類と生鮮食品類の総摂取量

は約1.3kgで，その内プラスチックによる包装接触面積

は1，437cnfとなるが，水洗，洗浄する生鮮食品(野菜，果

実類)を除くと 1日摂取量は910g，接触面積は1，124cnfと

なった.

3 )最大移行量の推定

以上の結果を基に，わが国の 1人 1日最大移行量を下記

の条件で求めてみた.

接触面積(S ) : 1， 124cnf 

移行量(M): 0.06mg/cnf(食品類似溶媒 2ml/cnfを用

いた時の蒸発残留物規制値30ppmを挿

入)

最大移行量(mg/人/日)=S XM  

=1， 124XO.06=67 .44 

このように蒸発残留物量(総移行試験)が最大(規制値)

の場合，最大移行量は67mg/人/日となった.また，

これまでの実験結果から PVCおよび PVDC製品を除く

プラスチックの蒸発残留物量はほとんどが 5ppm以下

であり，軟質 PVCで最大約150ppm(油性食品の場合)で

あることが判明している.そこで，この移行濃度を基に

あらためて移行量を求めてみると

PVC: 91cnfXO.30mg/cnf=27.30mg 

(接触面積:加工食品41cnf，生鮮食品50cnf)

その他:1， 033cnf X O. 01mg/ cnf= 10. 33mg 

移行量は約38mg/人/日となり，先の最大移行量の

約2/1となる.

ここで外国における例を見ると，オランダでは l人 1

日の食品摂取量を2.6kg(周形食品600g，液状食品および

飲食物2.0kg)と見なし，そのうち約 1kgが包装され，

その接触面積は600cnfで、あるとしている3) 更に，プラ

スチック製品から溶出してくる成分の総量は60mg/人

/日以下でなければならないという規制(総移行試験)を

設けている.ただし，この60という規制値に格段の根拠

はなく，安全や食品の純度とは直接の関係のない，規制

のlつのやり方として導入されている.また，欧州、l会議
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表加工食品類および生鮮食品類等の包装接触面積

食品との接触割合 | 1人 1日当たり

d/g (ml) I 食品摂取量以ml) I 包装面積d
群

穀 類 (17種) I 34.1 119.1 

種実類 ( 1種) 2.9 0.2 0.58 

いも類 ( 3種) 9.2 10.1 13.07 

砂糖類 ( 1種) 0.7 1. 0 0.70 

加 l菓子類 (19種) I 48.6 I 43.4 I 126.88 

油脂類 ( 6種) 6.3 22.2 

工|豆類(6穏) 14.3 69.7 

果実類 (10種) 6.6 7.1 3.41 

食 |野菜類 (11種) 13.6 24.9 

海草類 ( 2稜) I 21. 3 I 1. 3 I 

品 |調味料等 (29穏) 19.6 341.9 210.90 

魚介類 (32種) 106.0 43.7 

類|肉類(4種) 8.1 9.7 24.49 

乳類(7種) 8.2 37.0 40.41 

加工食品(4種) I 3 . 9 I 7 . 3 I 6 .24 

その他 1(12種) 17.4 11.3 

。2(15種) 49 .4 4. 2 7 . 89 
「吾~-干一日元福了一 ー --T-------------3-7Õ-~2------------T----------7-5~Ü----------T 

l穀 類(米) I 0.3 217.6 

ク (小麦粉) 0 . 7 I 6 . 0 I 4. 20 

いも類 (さつまいも) 1.3 10.0 13.00 

生 (じゃがいも) 0.9 24.0 21.60 

砂糖類 (砂糖) 0.9 13.0 11. 70 

鮮 |果実類 (りんご) 1.0 28.0 28.00 

食

口
口口

野菜類 (にんじん) 1.2 13.6 16.32 

。(ピーマン) 3.5 3.8 13.30 

'" (トマト) 1.1 10.6 11.66 

(きゅうり) 1.2 10.1 12.12 

(その他) 2.4 42.4 101.76 

類 |きのこ類(きのこ) 1.1 9.7 10.67 

海草類 (海草) 2.7 5.3 

等|肉類 (牛肉) 1.4 14.0 19.60 

。(豚肉) 2.1 29.5 61. 95 

'" (鶏肉) 1.1 16.5 - 18.15 

乳 類 (牛乳) 0.6 106.0 63.60 

合 計 (17種) I 23 . 5 I 560. 1 I 

Council of Europe: CE)の専門家会議 (Committeeof 

Experts)は「食品用プラスチック材料に使用できる物

質」の agreement(協定)の中で，次のような考え方を示

している4) すなわち，プラスチック材料で包装された

食品の 1日摂取量は 1kgであり，プラスチック材料か

ら食品への汚染限度は60mg/kgであるとしている.こ

の場合，体重60kgの大人の場合 1mg/kg(体重)と同等

となる.

この結果，わが国におけるプラスチック包装食品の 1

日摂取量，プラスチック包装接触面積および最大移行量

はオランダや CEの値と同程度であることがわかった.

しかし，一般家庭でのプラスチック製食器・器具やラッ

プフィルム(PVC，PVDC製)の多用5)あるいは食品の製造

工程やスーパーマーケット，飲食庖等の業務上でのプラ
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スチック製品の多用を考えると，食品とプラスチックと

のかかわりはもっと密接な状況にあり，移行量もより多

いものであろう.

したがって，プラスチック製品から食品への移行汚染

物質については溶出物質の確認とその移行量に十分に注

意を払っていく必要があると思われる.

まとめ

1.食品包装材の使用実態

1 )一般包装食品(403検体)に使用されている包装材

について，材質の実態調査を行った.

全体で70種の包装材が使用されていた.内訳は単一層

8種(164)， 2層13種(98)， 3層28種(112)， 4層14種

(20)， 5層 6種(8)， 6層 1種(1 )でラミネート材が約

2/3を占めていた.使用頻度の高いものを上げると次の

通りである.

PP(99)， PP /EVAL/PP(33)， PP /PP(31)， PE(27)， 

PE/紙/PE(25)，EVA/Nyl(17)， EVA/PP(14)， 

PE/PP( 9) 

また，食品と接触する最内層には PE，PPおよびEVA

フィルムが多用されており，更にガスパリヤ一層として

はEVALフィルムや Alが用いられていた.

2 )レトルト食品(77検体)で最も使用されていたもの

はPP/ A!/PET(63)で，最内層はすべて PPであり，

ガスパリヤ一層として Alを用いているものが多かった.

冷凍食品(71)では， PP /PP(23)， PE/Nyl(13)が多く，

その他 PE，PE/PP等が用いられていた.また，真空包

装食品等(46)では， PP /Nyl(14)が多用されていた.

2.食品包装接触面積値の算定

国民 l人 1日当りの食品摂取量(厚生省食品化学課算

定，マーケットバスケット方式による 1日平均喫食量)

を基に，プラスチック包装食品別の包装接触面積(cnl/

g)を求め，次いで 1日摂取量を乗じて 1人 1日包装接触

面積(cnl/人/日)を算定した.更に，プラスチック包装

材から食品に移行する物質の移行濃度から 1日最大移行

量(mg/人/日)を求めた.

その結果，加工食品類の総 1日摂取量は754gで，そ

の容器包装材の総接触面積は950cnlで、あり，内プラス

チックは945cnlであった.更に，生鮮食品類を合わせる

と，摂取量は910g，包装接触面積は1，124cnlとなった.

以上の結果を基に，わが国の 1人 1日最大移行量を求

めると(蒸発残留規制値30ppmを最大移行濃度として)，

その移行量は67mg/人/日となった.なお，オランダ

や欧州会議(CE)のagreementでは，包装食品の摂取量

を1kg(プラスチック接触面積600cnl)，食品への汚染限

度を60mg/人/日としており，今回の調査の結果，わ

が国の最大移行量はこれと間程度になることがわかった.

謝辞:本調査は，衛生局環境衛生部食品監視課食品機

動班の先行調査として共同で実施したものであり，協力

いただいた監視課並ぴに各機動班の各位に深謝致します.
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ろ過助剤用チタン酸カリウム繊維に関する衛生学的研究

荻野周三へ安野哲子*，小関正道*，

津田裕子へ風間成孔

Food Hygienic Quality of Potassium Titanate Fibers Used as Filter Aid 

SHUZO OGINO*， TETSUKO YASUNO*， MASAMICHI KOSEKI* 

YUKO TSUDA * and MASA YOSHI KAZAMA * 

SUMMARY 

Food hygienic quality of potassium titanate fiber used as a filter aid for the manufacture of Japanese sake 

was 1町 estigated. Two samples were tested in respect of following items目 1) morphology， 2) chemical 

composition， 3)巴elu凶1

The sizes of白bersw巴rera口gedfrom 0.4μm tω055μm in length and from O. 1μm tωo 1.8μm in width， 

respectively. Samples contained a small amount of impurities (Ca， Si， Al， P， Fe， Cu， Zn and Sr). Samples 

were stable to water， however， a portion of the components (K and Ti) of fibers and impurities eh巾 dinto 

0.5 N -hydrochloric acid. Th巴 losson drying were 0.37 % and 0.16 %， and were almost equal to the loss on 

ignition. 

Keywords:チタン酸カリウム繊維 potassiumtitanate fiber，ろ過助剤 filteraid，食品衛生 foodhygiene 

緒 日

チタン酸カリウム繊維は今から約35年前に開発された

比較的歴史の浅い人工鉱物繊維である 1，2) 繊維状構造

を持ち，その形状は石綿に酷似している.断熱性，耐熱

性，耐化学性に優れていることから，断熱材，耐熱塗料

原料として用いられる他に，熱可塑性樹脂，熱硬化性樹

脂，プラスチック，セラミック等の強化材や摩擦材など，

石綿代替物質として次第にその用途を広げつつある.

食品工業の分野においてもその繊維状構造の特性を利

用し，清酒のろ過工程で，ろ過助剤としての応用が試み

られている.一方，ろ過に用いられるチタン酸カリウム

繊維は食品衛生法上は製造器具の一種であると見なされ，

同様の用途で用いられるケイソウ土とは異なり，食品添

加物としての品質規格は定められていない.そこで筆者

らはろ過助剤として用いられるチタン酸カリウム繊維の

品質について食品衛生学的な立場から検討を加え，知見

を得たので報告する.

実 験

1.試料 圏内においてろ過助剤としてチタン酸カリ

ウム繊維を製造販売している 2社よりそれぞれ 1種類の

試料[いずれも 6チタン酸カリウム(K20・6Ti02)繊維，

以下試料Aおよぴ試料Bと略す]の提供を受けた.

2.試薬 カリウム，チタン，カルシウム，リン，ケ

イ素，アルミニウム，鉄，銅，セレン，ニッケル，亜鉛，

ストロンチウム，ナトリウム，鉛，ヒ素(以下それぞれ

K. Ti. Ca， P， Si， Al， Fe， Cu， Se， Ni， Zn， Sr， Na， Pb， Asと

略す)標準液:原子吸光分析用(l，OOOppm)標準液(和光

純薬製)を用いた. 3 %水素化ホウ素ナトリウム溶液:

化学用水素化ホウ素ナトリウム(和光純薬製)を 1%水酸

化ナトリウム溶液に溶解した.その他の試薬はすべて特

級品を用いた

3. 装置走査型電子顕微鏡(以下 SEMと略す):日

立製作所製 S-800型，透過型電子顕微鏡(以下 TEMと

略す):日立製作所製H-7000型にエネルギー分散型X線

分析装置(以下 EDXと略す)Kevex7500型を付属，高周

*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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波誘導結合プラズマ発光分光分析装置(以下 ICP-AES

と略す): Jobin Yvon社製JY-48P型，原子吸光分析装

置(以下 AASと略す): PERKIN-ELMER社製2380型

(As分析装置 MHS-20型を付属)

4.試験方法

1) SEMによる繊維の形状の観察試料の水懸濁液

をアルミニウム箔を張ったアルミニウム製試料台上に滴

下し，乾燥後，白金ーパラジウム蒸着を施した.これを

試料として，加速電圧10kV，倍率2，000倍もしくは

5，000倍で観察を行った.

2) TEMによる繊維長および繊維幅の測定と元素分

析 フォルムパール支持膜を張った200メッシュの銅製

グリット上に試料の水懸濁液を滴下し，乾燥後，炭素蒸

着を行った.このグリッドを TEMに装着し，加速電圧

75kV，倍率1，000倍で TEM像を写真撮影した.写真を

さらに 2倍に引き伸ばし，無作意に抽出した計100本の

繊維についてその長さと幅を測定した.また EDXを用

いて繊維および爽雑物の元素分析を行った.

3 )組成分析試料0.2gを白金ルツボにとり，硫酸

水素ナトリウム 2gを加え，穏やかに加熱し，硫酸水素

ナトリウムが融解した後，さらに強熱して内容物を完全

に融解させた.冷後これに0.5N-硫酸25mlを加え，水

浴上で加温して溶解させた後，水を加えて100mlとし，

試料原液とした.試料原液を適宜希釈した後， Kについ

ては Table 1に示す測定条件で AASを用いて分析し，

その他の元素については Table 2に示す測定条件で

ICP-AESを用いて分析した.なお Kの測定試料液には

AAS分析におけるイオン化干渉を抑制する目的で塩化

セシウムを 1%濃度となるように添加した.

4 )水可溶物量の測定試料 4gに水50mlを加えて

振り混ぜ， 24時間放置した後，水を加えて全量を200ml

とし，ろ過した.ろ液100mlを白金ルツボにとり，水浴

上で蒸発乾回した後，さらに550'Cで恒量になるまで強

熱して，残留物量を測定した.

5 )水可溶成分の分析上記 4)におけるろ液を試料

原液とし，以下，上記 3)と同様に分析した. Naについ

てはKと同様に，塩化セシウムを 1%濃度となるように

添加した後， Table 1に示す浪11定条件で AASを用いて

分析した.

6 )塩酸可溶物量の測定試料 5gに0.5N-塩酸

100mlを加えて水浴上で30分間加温した後，ろ過した.

残留物を0.5N-塩酸10mlずつで 3回洗浄し，洗液をろ

液に合わせてルツボに移し，水浴上で蒸発乾回した後，

さらに550'Cで恒量になるまで強熱して，残留物量を測

Table 1. Operating Conditions of AAS 

Element 

K Na As 

Wavelength (nm) 766.5 589.0 193.7 

Lamp Current (mA) 14 14 18 

Flame Gases Air回 Acetylene

Atomization Temp. 900'C 

Reaction Time 10sec. 

Table 2. Operating Conditions of ICP-AES 

Incident Power 

Ref!ect Power 

Nebulizer Gas 

Coolant Gas 

: 1.75KW 

: O.OKW 

: 0.4l/min 

: 15.0l/min 

Observation Height : 16mm above Coil 

Element & Ti 334.9 Ca 422.6 

Wav巴lngth(nm) Si 288.1 Al 308.2 

Cu 324.8 Se 196.0 

Zn 213.9 x 2 Sr 407.8 

定した.

P 213.6 

Fe 259.9 

Ni 231.6 

Pb 220.4 

7)塩酸可溶成分の分析上記 6)におけるろ液を試

料原液とし，以下，上記 5)と同様に分析した.また As

については， MHS-20を装着した原子吸光分析装置を用

い， 3 %水素化ホウ素ナトリウム溶液を還元剤として，

Table 1に示す条件で分析した.

8 )乾燥減量の測定試料0.5gをとり ，105'Cで3時

間乾燥した後，減量を測定した.

9 )強熱減量の測定試料 0.5gをとり， 800'Cで恒

量になるまで強熱した後，減量を測定した.

なお上記 4)-9 )の試験方法は食品添加物公定書に収

載されている「二酸化チタンJ3)の純度試験法を参考に

した.

結果および考察

Fig. 2に試料の SEM像を示す.繊維は滑らかな表面

を持ち，円柱状を呈していた.

Fig. 3に試料の TEM像と EDXスペクトルを示す.

いずれの試料においても繊維の外観は直線状であり， し

かもその末端はほぼ直角な断面を呈していた.試料Aに

は試料Bに比較して，より多くの塊状の爽雑物の存在が

認められ， EDXによる分析の結果，その多くが Si化合

物であることが確かめられたが，希に Fe化合物も検出

された.

繊維長と繊維幅に関する分布を Fig.1に示す.試料
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Aにおける繊維長，繊維幅の範囲はそれぞれ0.4-29μm，

0.1-0.8μmであったのに対し，試料Bでは 1-55μm， 

0.1-1.8μmであり，また分布の中心は試料Aの場合，

繊維長が4.3μm，繊維幅は0.2μmであったのに対し，

試料Bではそれぞれ8.2μm，0.6μmといずれも大きな

値を示した.試料Aに比較して試料Bの繊維は，より長

く， しかも太い特徴を持つことが確かめられた.なお，

繊維長の増加に比例して繊維幅も増加する傾向が認めら

れたが， この傾向は試料Bにおいて， より顕著でおあった.

組成分析の結果を Table 3に示す. 6チタン酸カリ

ウム繊維の理論上の元素組成は Kが13.6%，Tiが

50.1%で，残りは酸素である.試料Aの Tiは理論値に

ほぼ等しい値を示したが， Kは値が小さく，むしろ 6チ

タン酸カリウム繊維と同様の物理特性と化学特性を持つ

8チタン酸カリウム繊維(KzO・8TiOz)の元素組成(K

: 10.7%， Ti: 52.2%)に近似していた.試料Bでは K

および Tiともに理論上の元素組成にほぽ等しい値が得

られた.爽雑成分については試料AおよびBに共通して，

CaとSiがやや多く検出され，、また試料Aからは Pが，

試料Bからは Alがそれぞれ検出された.チタン酸カリ

ウム繊維は二酸化チタンを製造原料としており，この二

酸化チタンの製造の過程で，結品化の促進剤としてリン

A 

qヘ ヘ，も即も~'0 . .，，<:l r6l'参両P へfl.~
ヰ ぢ匂 84664f

LENGTH φ~ 

B 

酸塩を添加する例や，また顔料特性を付与するために，

Alや Siなどの可溶性塩類を添加する例があることから，

試料から検出された P，Al， Siは原料の二酸化チタンに

由来する爽雑物であるとも考えられる.

水可溶物量および塩酸可溶物量を Table 4に示す.

試料Aは試料Bに比べて，水および0.5N-塩酸のいずれ

に対しでも可溶物量がやや多い傾向が認められた.

Table 5および Table 6に示した可溶成分の分析結果

から，水に対してはKの溶出が認められ，特に試料Aで

は試料Bに比べて約10倍の値を示した.これは製造方法

の違いによって，繊維の安定性に差が生じるか，あるい

は原料である炭酸カリウムの未反応残留物の存在を示唆

するものと考えられる. 0.5N塩酸に対してはKの溶出

がさらに促進されると共に， Tiの溶出も認められた.

これはチタン酸カリウム繊維が塩酸に対しては完全に安

定ではなく，その一部が溶解することを示唆している.

また繊維の組成分析において存在が確かめられた， Ca， 

Si， Al， Fe， Cu， Zn， Srの溶出も同時に認められた. Pに

ついてはいずれの試料からも溶出が認められず，おそら

く塩酸不溶性の塩類として存在するものと考えられる.

ヒ素の溶出は試料Aにおいてのみ認められたが，その量

は0.02μg/gと極めて少なく，また Pbはいずれの試料

1.8-1.8 
1.4-1.8 

ヘ いも山も山匂 ，，<:l r6l ~ ..~へP~~
ぺ句切仔 ，，<;:$ iS ヂ~へçi'

LENGTH (~ 

Table 3. Component Elements of Samples (%) 

Element 
Sample 

K Ti Ca P Si Al Fe Cu Se Ni Zn Sr Pb 

A 9.71 50.70 .0644 .0550 .0178 ND .0015 .0012 ND ND .0005 .0005 ND 

B 13.07 52.55 .0602 .0024 .0272 .0154 .0039 .0015 ND ND .0005 .0005 ND 

ND : not detected 
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からもf食出されなかった.

乾燥減量および強熱減量についての測定結果を Table

4に示す.結果からはいずれの試料においても付着水量

がわずかであることと， 800'Cの加熱条件下では付着水

は離脱するが，繊維自体に分解は生じないことが示唆さ

れた.

チタン酸カリウム繊維をろ過助剤として使用する際に

派生しうる衛生学上の重要な問題点としては製品中への

有害成分の溶出の可能性がまず考えられる.そこで著者

らは今回この点を中心に検討を行なった.その結果，

Ca， P， Si， Alおよび Feなどの爽雑成分の溶出が確かめ

られたが，その量はいずれも少なく，また Asや Pbな

どのいわゆる有害元素はほとんど検出されなかったこと

から，特に衛生学的な問題点は認められなかった. しか

し，原料である二酸化チタンに由来すると考えられる爽

雑物が存在し，さらに試料開で酸に対する安定性に差が

認められることなどから，今後さらに検討を加える必要

があると考える.なお，チタン酸カリウム繊維自体の毒

性に関する報告は現在のところ極めて少なく，安全性を

十分に評価することはできない.しかし，花岡ら4)は仇

Table 4. Physical and Chemical Properties of Samples 

Sample 

A B 

Water. Soluble Substances 0.96% 0.11% 

0.5N -HC1-Soluble Substances 2.04% 0.33% 

Loss on Drying 0.37% 0.16% 

Loss on Ignition 0.39% 0.15% 

vitroの実験で，チタン酸カリウム繊維にクリソタイル

石綿と同程度の細胞毒性があると報告し，また安達ら5)

はラットを用いた気管内投与実験の結果，軽度の肺胞炎

ならびに胸膜の変化が生じることを結告している。さら

にStanton6)はラットの胸膜内投与実験の結果から，長

さが8μm以上で，幅が0.25μm以下の鉱物繊維全般に

発ガン性の強いことを結告している。今回分析した試料

からはこのサイズに合致する繊維も検出されている。こ

れらの実験結果を経口的な毒性に直接結び付けることは

適当ではないが，ろ過助剤として使用した際の，繊維の

製品中への混入の可能性についても今後検討を加える必

要があると考える。

謝辞:本研究を実施するにあたり，多大なこ*協力をい

ただいた当所毒性部，福森信隆主任研究員ならぴに同生

活科学部，前木吾市氏に深謝いたします.
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Table 5. Component Elements of Water-Soluble Substances (μg/sample 1 g) 

Element 
Sample 

K Ti Ca P Si Al Fe Na Cu Se Ni Zn Sr Pb 

A 4，552 ND ND 83 ND ND ND 18 ND ND ND ND ND ND 

B 448 ND 48 ND ND ND ND 24 ND ND ND ND ND ND 

ND : not det巴cted

Tabl巴 6. Component Elements of O. 5-HCl Soluble Substances (μg/ sample 1 g) 

Element 
Sample 

K Ti Ca P Si Al Fe Na Cu Se Ni Zn Sr Pb As 

A 13，360 1，068 190 ND 84 35 15 52 3 11 ND 2 1 ND 0.02 

B 3，793 587 292 ND 152 57 20 50 2 ND ND 3 2 ND ND 

ND : not detected 





Fig. 2. SEM of Potassium Titanate Fib巴rs

A : Sample A X 10，000， B: Sampl巴BX2，600

Fig. 3. TEM and EDX Spectra of Potassium Titanate Fibers 

A : Sample AX2，000， B: Sample BX2，000 

Peaks of K (at 3.31keV) and Ti (at 4.51keV) are observed in EDX spectra 

An appearance of Cu peak (at 8. Oke V) is caused by TEM grid made of copper 
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Table 1. Fork length， body weight， lipid content and condition factor of mackerel 

Sample n Dat巴 Fork length Body weight Lipid cont巴nt Condition factor * 

(cm) (g) (g/100g flesh) 

A 5 May.12(1985)(Sp.) 28.3土1.2**，a 276.7士28.0a 9.26::!:: 3.28 a ，b 12.2::!:: 0.6 a 

B 4 Aug.20(1985)(Su.) 28.0土2.0a 244.6 ::!::48. 5 a 4.69土2.08
a

11.1::!::0.7a 

C 5 Nov.11(1985)(Au.) 32.2土0.5b 433.7士48.5b 18.18土5.32b 13.0::!::1.0a 

D 5  Feb.18(1986)(Wi.) 32.5土0.9b 424.4土49.7b 15 . 49::!:: 4 . 56 b 12.3土0.6a

* (Body weight/(Fork length)3) X1000 

* * :.Mean::!::S.D. 

Mackerel were caught off the coast of Jogashima in Kanagawa Prefecture. 

Means in the same component not sharing common superscript are significantly different (P < 0.01). 

に低い債を示した.

一般に，マサパは秋に脂がのるといわれているが，当

分析結果も，これを支持するものである.

このことからも，春・夏と秋・冬聞にも季節的変動があ

る，と判断される.

2.脂肪酸組成の季節的変動

ただし，尾叉長が，春・夏と秋・冬問で有意差を示し

たことから，この聞における差は，魚体の違いが影響し

ていることも考えられる. しかし，同程度の尾叉長を示

した春・夏間および秋・冬聞で，それぞれ脂質含量に差

が見られたことは，季節による変動を示すものであり，

当分析において，脂肪酸組成比で一期でも 1%を越え

たものは18種であり，そのうち16種を同定した.その組

成比を Table 2に，含量を Table 3に，それぞれ示す.

組成比の変動を季節的に見ると，春期に増大傾向を示

した脂肪酸は， C 16: 1(ω7)， C 16・4(ω3)，C1S:4(ω3)およ

Table 2. Seasonal variation of fatty acid composition of mackerel 
(wt%) 

Fattyacid Spring Summer Autumn Winter 

14: 0 3.7土0.8*'a 4.2::!::0.3a 3.2土0.7a 4.5::!::0.5
a 

16 : 0 17.3::!::1.2a 17.5土1.0a 21.2土1.0 16.1::!::0.7a 

16 : 1 (ω7 ) 5.1::!::0.5 a 4.3土0.6a ，b 4.9土0.3a 3.8土0.3b 

(** ) 0.7土0.1a 0.8土0.2a 0.9土0.2a 0.7::!::0.2a 

(** ) 1.1土0.3 0.4土0.2a ，b 0.4土0.1a 0.1土O.Ob

16 : 4 (ω3 ) 1.5土0.4 0.3土0.1a 0.3土0.2a 0.2土0.1a 

18: 0 5.4::!::0.4 a. b 6.1土0.5a 5.9土0.7a， b 4.7土0.6b

18: 1 (ω9 ) 16.3土3.0a，b 12.4土3.1a 20.5土1.8b 16.5士2.8a， b 

18: 1 (ω7 ) 3.8土0.3a 3.7土0.3a 3.9::!::0.3a 3.8土0.6a 

18: 2 (ω6 ) 0.6土0.1a 1.0土0.2b 0.8土0.2a， b 1.5土0.1

18: 4 (ω3 ) 1.3士0.2
a 0.9土0.3a， b 0.8土0.2b 1.8土0.5a 

20: 1 (ω11) 0.3土0.3
a 1.1土1.4a， b 0.3土0.2a 2.4土0.7b

20: 1 (印 9) 1.9土0.7
a 2.0土1.0a 2.0::!::0.3a 2.3土0.3a 

20: 4 (ω6 ) 1.3土0.2
a 2.3土0.7a 1.8::!::0.4 a 0.9土0.1

20 : 5 (印 3) 10.8土1.4a 8.5土0.6a ，b 7.5土0.7b 8.1::!::0.7b 

22: 1 (ω11) 1.6土1.1a，b 1.3::!::1.0a， b 0.4土0.2a 2.8::!::0.9b 

22: 5 (ω3 ) 2.3土0.3
a 2.2土0.2a 2.1土0.3a 2.2::!::0.la 

22: 6 (ω3 ) 14.8土1.0
a 20.0土4.2a 13.2::!::4.5a 16.9土2.0a

others 10.1土1.1a 11.3土1.5a 9.9::!::1.9a 10.5土0.6a 

* :M巴an土S.D.

* * : Unidentified peak 

Means in the same fatty acid not sharing common superscript are significantly different (P <0.01) . 
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Table 3. Seasonal variation of fatty acid contents of mackerel 

Fattyacid 

14: 0 

16: 0 

16: 1 (ω7 ) 

(* * *) 

(* * *) 

16 : 4 (ω3 ) 

18: 0 

18: 1 (ω9 ) 

18: 1 (ω7 ) 

18 : 2 (ω6 ) 

18: 4 (ω3 ) 

20: 1 (ω11) 

20: 1 (ω9 ) 

20 : 4 (ω6 ) 

20 : 5 (ω3 ) 

22: 1 (ω11) 

22 : 5 (ω3 ) 

22 : 6 (ω3 ) 

Total 

* : Mean:!:S.D 

Spring 

O. 28 :!: 0 . 06 * ， a ， b 

1.41土0.58
a

0.40土0.13a ， b 

0.05土0.02
a

0.08土0.03a 

0.11:!:0.03a 

0.44::!::0.20a， b 

1.38士0.74a，b

0.31土0.14a，b 

0.05土0.02
a

0.10::!::0.03
a 

0.02土0.01a 

0.15土0.06a 

0.11土0.03
a

0.84土0.23
a

0.11土0.08a，b

0.19土0.09a ， b 

1.19土0.44a，b

7 . 23 ::!:: 2 . 66 a ， b 

* * : Maximum mean/Minimum mean 

* * * : Unidentified peak 

Summer 

0.17土0.08
a

0.69土0.32
a

0.17土0.09
a

0.03土0.01a 

0.02::!::0.01 b 

0.02土0.01b 

0.24土0.10a 

0.54土0.39a 

0.15::!::0.08
a 

0.04::!::0.01 a 

0.04土0.02
b

0.06土0.09a，b

o . 09::!:: O. 09 a 

0.09土0.02
a

0.34土0.19

0.07土0.07a，b

o . 09::!:: O. 05 a 

0.74土0.20
a

3.55土1.78a 

Autumn 

O. 50::!:: 0 .17 b 

3.40土1.17
b

0.80土0.31b 

0.14::!::0.07
a 

0.06土0.03
a

o . 06 ::!:: 0 . 03 a ， b 

0.97土0.40b 

3.32土1.24b 

0.63土0.21b 

0.12::!::0.03
b 

0.13土0.05a ， b 

0.04土0.02
a

0.31土O.11a，b

0.30土0.14a 

1. 23::!::0 .47 a 

0.05土0.02
a

0.36土0.15a ， b 

1.90土0.48b

14.31土4.64b 

(g/100g f!esh) 

Winter Max./Min. * * 

0.62土0.22b 3.6 

2.19土0.68a， b 4.9 

o . 53 ::!:: 0 . 20 a . b 4 . 7 

0.10土0.04
a

4.7 

0.01土0.01b 4.0 

0.03土0.01b 5.5 

0.61土0.15
b

4.0 

2.18::!::0.56
b 

6.1 

0.50::!::0.15
b 

4.2 

O. 20::!::0 .07 b 5.0 

0.26土0.11a 6.5 

0.35::!::0.16
b 

17.5 

0.30土0.08
b

3.4 

0.13::!::0 .04 a 3.3 

1.14土0.40a
3.6 

0.40土0.21b 8.0 

0.31:!:0.09b 
4.0 

2.36土0.81b 3.2 

12.23土3.81b 4.0 

Means in the same fatty acid not sharing common superscript are significantly different (P < 0.01) 

ぴC20: 5(ω3)酸であり，夏期に増大傾向を示したのは，

C 18: 0および C22・6(ω3)酸であった.また，秋期では

C 16 : 0， C 16 : 1(ω7)およびC18: 1(ω9)酸で増大傾向を示し，

冬期では C18: 2(ω6)， C 18: 4(ω3)， C 20 : 1(ω11)および

C 22・1(ω11)酸で、増大傾向を示した.

この変動を，脂質含量の変動と比較した場合，正の相

関関係を示したものは， C 18: 1(ω9)酸 (r=0.62， P < 

0.01)のみであり，負の相関関係を示したものは，

C 22: 6(ω3)酸 (r=一0.58，P <0.01)のみである.

上回4，5)は，五島・対島周辺海域，山口および福岡県

沖合において捕獲したマサバについて，その脂肪酸組成

を検討し，脂肪酸組成は，脂質含量と季節変化によって

影響されることを報告している.

すなわち，脂質含量との関係については，脂質含量の

増大に伴い， C 16 : 0， C 18 : 1およびC20: 1酸は増大し，

C 18 : 0， C 20 : 3およびC22・6酸が減少傾向を示したとし

ている.これは，C 18: 1(ω9)およぴC22: 6(ω3)駿を除き，

当分析結果と異なるものである.

大鶴ら6)によれば，一般魚類では，極性脂質に比べ，

中性脂質中には C16 : 0， C 18 : 1およびC20: 1酸が多く含

まれ，一方，極性脂質には C22・6およびC20: 4酸が多く

含まれている，と報告している.上田4，5)の報告でも，

同様に， C 18・1およびC20: 1酸は中性脂質に， C 22: 6酸

は極性脂質に，それぞれ多く含まれる傾向が見られ，さ

らに，様性脂質含量は，総脂質含量の増減にかかわらず

一定であり，中性脂質含量の変動が，そのまま総脂質含

量の変動に表われた，としている.

以上のことから，当分析試料の秋期における高脂質含

量は，中性脂質含量の増大による影響が強く，それに起

因して， C 18: 1(ω9)酸が増大したものと推察できる.ま

た，夏期における総脂質含量の減少は，中性脂質含量の

減少によるものであり，そのため極性脂質割合が相対的

に増大し，結果として， C22・6(ω3)酸が増大したものと

思われる.

また，季節による影響として，上回7)は，夏期から冬

期になるに従い， C 20: 5およびC22: 6酸が増大傾向を，

C 16: 0およびC18: 1酸が減少傾向を示すことを報告して

いる. しかし，この傾向は，当分析結果とは異なるか，
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あるいは逆の傾向を示すものである.すなわち，夏期か Table 4. Seasonal variation of tocopherol contents in 

ら冬期にかけては C20: 5酸は一定で、あり， C 22: 6酸は減 the edible tissues and in the lipids of mack-

少傾向を示している.また， C 16: 0およびC18: 1酸は，

秋期に最高値を示している.

この原因として，①上田の用いた試料と当分析試料と

の地域差，②試料の個体差，などが考えられる.特に，

上回の試料の漁獲海域が，冬期でも暖流が流れている海

域であることから，漁獲海域に起因した季節的なずれに

より生じたものと思われる.

その他の脂肪酸のうち，特に異なった変動を示したも

のは， C 20: 1(ω11)およびC22・1(ω11)酸で、ある.両酸は，

組成比において高い相関関係 (r=0.79，P <0.01)を示

すとともに，冬期には共に最高の含量を示した.それぞ

れの値は，最低値を示した季節に比較して， 17.5および

8倍の高値を示した.他の脂肪酸における阿倍率が3.2

-6.5倍の値を示し，脂肪含量における同倍率も3.9倍の

値を示したことから，両酸の変動は，大きい変動である

といえる.

C22: 1酸は，心臓でリピドシスを起こすことが知られ

ており 8)，ナタネ油の C22:1(ω9)酸が有名であるが，海

産動物油では， C 22: 1(ω11)酸が主要な C22: 1酸である.

なぜC22: 1(ω11)酸でなければならないのか，その理由は

不明であるが，今回の結果から，季節的変動に何か特別

な意義があることも予想される.

3. 卜コフェロール含量の季節的変動

兼松らめによれば，マサパのトコフエロールの98%以

上は αートコフエロールであり，可食部100g当りの含量

は， 0.66-1.14mgの範囲の値が報告されている.当分

析結果でも， αートコフェロール以外の同族体は，不検

出または痕跡程度であったため， αートコフェロールの

み定量を行った.

分析結果を Table4に示す.可食部当りの含量は，

0.28-4.02mg/100gの範囲であり，兼松らの報告に比

べ，広範囲の値を示している.可食部当りの平均値でみ

ると，秋期のみ有意に高い値(P<0.01)を示しているが，

個々のデーターを見ると，個体差はあるものの，冬期に

低い傾向が見られる.また，最高値および最低値を示し

たのも，それぞれ秋期および冬期である.

前報2)において，マアジでも冬期には減少傾向が示さ

れており，この傾向が，水温の低下する冬期特有のもの

である可能性が考えられる.

また，春期および夏期に比較し，秋期では，脂質含量

の増大と共に可食部当りのトコフエロール含量が増大傾

向を示している.

erel 

α-Tocopherol (mg/100g) 

edible tissue lipid 

Spring 1.13土0.24* 13.2土4.2

Summer 1.21土0.25 28.0土7.2" 

Autumn 2.77::1:0.79" 15.5土2.5

Winter 0.82土0.47 6.6土6.0

* : Mean土S.D.

a : Significantly different from the other groups 

(P<O.Ol) 

脂質当りのトコフエロール含量は， 1.8-36.3mg/ 

100gの範囲であり，夏期のみ有意に高く (P<0.01)， 

個体差のため有意差は認められなかったものの，冬期に

低い傾向を示している.また，最高値を示したのは夏期

であり，最低値を示したのは冬期である.

前報2)において，マアジでは，可食部当りのトコフエ

ロール含量と多くのポリエン酸の組成比の閑に，有意な

負の相関関係が認められた. しかし，マサパにおいては，

負の相関関係が認められたのは， C 18: 4(ω3)および

C 22: 6(ω3)酸のみである (P<0.01). この原因は不明で

あるが，両魚種聞における，脂質含量の変動の違いによ

る影響が出た可能性も考えられる.

要約

マサパに含まれる脂肪酸組成およびトコフェロール含

量の季節的変動を調べた.

1.脂質含量は，秋期に高く夏期に低い値を示した.

2. 脂肪酸組成における季節的変動では，秋期に

C 16: 0およびC18: 1(ω9)酸が増大し，夏期に C22: 6(ω3)酸

が増大した.また，冬期には C20: 1(ω11)および

C 22: 1(ω11)酸の含量が増大した.

3.検出されたトコフエロールの大部分は， αートコ

フエロールであった.可食部当りのトコフエロール含量

は， 0.28-4.02mg/100gの範閣の値を示し，秋期に増

大し，冬期に減少する傾向を示した.脂質当りのトコ

フェロール含量は， 1.8-36.3mg/100gの範囲の値を示

し，夏期に増大し，冬期に減少する傾向を示した.
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陰膳方式によるコレステ口一)[1， フィトステロールの一日摂取量調査

坂牧成恵、*，牛尾房雄* ， 川 島 満 春 美 * ，

船山恵市*， 友松俊夫*

Dietary Intakes of Cholesterol and Phytosterol 

in Duplicate Portion Studies 

NARUE SAKAMAKI*， FUSAO USHIO*， MASUMI KAWASHIMA*， 

KElICHI FUNAYAMA * and TOSHIO TOMOMATSU* 

Keywords : intake of sterol，コレステロール cholesterol，フィトステロール phytosterol，カンペステロール cam

pesterol，スチグマステロール stigmasterol，s-シトステロール s-sitosterol 

はじめに

成人病の一つであるアテローム性動脈硬化症は，血清

コレステロール上昇と相関があるといわれている.

食事からのコレステロールや飽和脂肪酸に富む脂質の

摂取は血清コレステロールを上昇させる.一方，フィト

ステロールや不飽和脂肪酸を多く含む脂質(植物油脂，

魚油)は血清コレステロールを低下させることが知られ

ている.

コレステロールおよびフィトステロール摂取量に関す

る報告1-8)は，現在までいくつか見られるが，その一日

摂取量についてはまだ十分には把握されていない.

そこで著者らは，コレステロールおよびフィトステ

ロールの一白摂取量を把握するため，都内集団給食施設

から集めた一日分の食事を用いてコレステロール，フイ

トステロールの測定を行ったので報告する.また分析に

際して，まず分析法の検討を行ったので，あわせ報告す

る.

実験方法

1.試料昭和62年5月と昭和63年5月に都内集団給

食施設20カ所より各一日分の食事を採集し，主食，副食

に分け，各々を混合粉砕したものを試料とした.また分

析方法の検討には，都内スーパーマーケットで購入した

豚肉に同量の水を加え均一に混合粉砕したものを用いた.

2.試薬 コレステロール，カンペステロール，スチ

グマステロール，sシトステロールおよび5α ーコレス

タンはシグマ社製を使用した.その他の試薬はすべて市

販試薬特級を使用した.

内部標準物質(以下内標と略す)溶液は 5α ーコレスタ

ン10mg/mlのrヘキサン溶液を調整し，さらに適宜，

希釈して用いた.

混合標準溶液:内標濃度100μg/mlとし，コレステ

ロール，カンペステロール，スチグマステロール， s-

シトステロールを各々25，50， 100， 200， 300， 400μg 

/ml含有する n ヘキサン溶液を調整した.

3.操作 1 )脂質抽出:クロロホルムーメタノール

(2 : 1)を用いた方法は金田らの報告9)(以下J.N.S.V法

と略す)に従い， またクロロホルムーメタノール(1:1)

を用いた方法は， A.O.A.C10
)に準拠して行った. 2)ケ

ン化および不ケン化物の抽出:基準油脂分析法11)に準

じて行った.すなわち，直接ケン化用に採取した試料な

らびにJ.NふV法， A.O.A.C法により抽出した脂質を

1 NKOH.エタノール溶液によりケン化後エーテルで抽

出し，エーテル層を水洗，脱水した後減圧留去した.残

澄を rヘキサンに溶解して，内標を100μg/ml含有す

るよう加え，ガスクロマトグラフ供試試料とした. 3) 

ステロールの定量:調整した混合標準液をガスクロマト

グラフに注入し 5α ーコレスタンに対する各種ステ

ロールの重量比とピークの高さの比から検量線を作成し，

定量した.

4.装置および分析条件 ガスクロマトグラフ:島津

製作所製 GC-7 AG，検出器:FID，カラム:2 % OV-

1 ガスクロム Q 80-100メッシュ ズfラスカラム

*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 ]apan 
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2.6mm x 2.6m，カラム温度:2680C，注入口および、検出

器温度:290
0

C，キャリアガス:窒素50ml/min，デー

タ処理機:バリアン VISTA CDS-401 

結果および考察

1.分析方法の検討脂質の抽出には，クロロホルム

メタノール(以下C-Mと略す)系の溶媒が最もよく用い

られているが，その C-M比率は報告によりまちまちで

ある.そこで今回，豚肉と分析対象である日常食につい

てJ.N.S.V法(C -M 2 : 1)， A.O.A.C法(C-M 1 : 1) 

および比較のため直接ケン化法(以下 D.S.法と略す)に

よるステロールの添加回収試験を行った.

Table 1に示したように，豚肉ではJ.NふV法，

A.O.A.C法， D.S.法ともにほぽ同程度の回収率が得られ

た.一方，日常食においては概して D.S.法>J.N.S.V法

>A.O.A.C法の順となり， A.O人 C法が抽出効率が低い

傾向がみられた.また Dふ法の回収率がいいものの，

分析試料を多く採取すると十分なケン化が行えない可能

性があるため，低濃度の試料では分析法としては不適当

であると判断された.

以上の結果より，本実験のステロール分析では， C-

M比が 2 1のJ.NふV法を用いて脂質を抽出した後，

ケン化，エーテル抽出を行うこととした.

2.コレステロール，フィトステロール摂取量 測定

結果を Table2に示す.

コレステロールの一日摂取量は88-735mg/day，平

均値310::!::165. 8mg/ dayであり，そのほとんどは副食

からのものであった.主食のコレステロールは，パンを

含む試料で約 4-5 mg/day検出され，米飯のみの主

食では検出されなかった.

フイトステロールの摂取量は38-373mg/ day，その

平均値は190土74.1mg/dayであり，そのうち， 14.8% 

が主食から， 85.2%が副食から摂取されていた.また各

種フィトステロールの構成比率は，全フィトステロール

摂取量の約85%を占める副食の構成比率を反映し，カン

ペステロール:スチグマステロール:s-シトステロー

ル=約 2: 1 : 7であった. しかし主食における構成比

率は，副食とは若干異なり 1: 8 : 40を示し，主なフイ

トステロールが s-シトステロールであることは副食と

同じであるが，カンペステロールの比率は低いことが認

められた.

現在まで，コレステロール，フィトステロール摂取量

についてはいくつかの報告がなされている.地方衛生研

究所全国協議会が行った調査8)では，コレステロール摂

取量の全国平均値としては249土69mg/dayと報告され，

またこのコレステロールの65.6%は肉，卵類， 22.2%は

魚介類より摂取されていることが示されている.つまり，

コレステロール摂取量は肉，卵類および魚介類の摂取量

により，大きく変動することが予想されている.

森田ら5)は国民栄養調査に基づいた調査を行い，コレ

ステロールは340mg/day，フイトステロールは201mg/

dayであり，その内訳は s-シトステロール140mg/day，

スチグマステロール14mg/day，カンペステロール47mg

/dayであると報告している.また日高ら6)は各種食品

のステロール含有量を測定し，国民栄養調査を基に一日

摂取量を算出し，コレステロールは290mg/day， s-シ

トステロール160-170mg/day，スチグマステロール約

6 mg/dayと推定している.なおこの際の米類からの

フィトステロール摂取量は20.6mg/dayとしている.

一方，中島ら7)は大学食堂の食事について調べ，コレス

テロールは220mg/day，フィトステロールは400mg/

dayであり，そのうち主食からは60mg/dayと報告して

いる.この中島らの報告におけるフイトステロール摂取

量(400mg/ day )は，本調査結果を含めたフイトステ

ロール摂取量と比較すると約 2倍程度の高値を示してい

る. しかしこの調査で用いられた食事の平均脂肪摂取量

は46.6g/dayと，昭和61年国民栄養調査56.6g/dayに

比較しでも低い値であり，さらにこの食事の不飽和脂肪

酸(以下 PUFAと略す)/飽和脂肪酸(以下SFAと略す)

比率は 3前後の値を示した例が多いことより，この報告

においてフィトステロール摂取量が多いのは植物油脂，

植物性食品を多く用いたことによると考えられる.ちな

みに，本調査の食事については脂肪酸も調べている

が12)，その PUFA/SFA比は1.41であった.

以上述べた今回の調査結果とこれらの報告より，コレ

ステロール摂取量は肉，卵類およぴ魚介類の摂取量によ

り大きな変動幅を有するものの，その平均摂取量は250

-350mg/dayと推定され，フイトステロール平均摂取

量は，主食からは 15-20mg/ day，副食からは150-

200mg/dayであると思われる.またフィトステロール

/コレステロール比率は0.6-0.7程度と推定された.

血清コレステロールは動脈硬化性疾患発生と正の相関

を有することが知られており，これら疾患につながる高

コレステロール血症における血清コレステロール値のガ

イドラインは，220mg/dlとされている.これ以下に維

持するためには，食事性コレステロールの許容摂取量は

300mg/day以下が適当で、あるとしている 13-14)

今回の調査結果は，平均値ではこの許容摂取量に近似

した値であった.またコレステロールの腸管における吸
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Table 1. Recoveries 01 Sterol Irom Food by Different Extraction Methods 

Method Cholesterol Campesterol Stigmasterol s -Sitosterol 

Pork 34.6土0.62 N.D. N.D. N.D. 
A Pork + Sterol * 81.5土0.21 5. 34::!::0. 026 9.16土0.115 11.9土0.21

Recovery( %) 93.8 99.1 98.8 94.4 

Pork 34.6::!::2.72 N.D N.D. N.D. 
B Pork + Sterol * 81.8土2.20 5.30::!::0.088 9.10土0.172 12.0土0.35

Recovery( %) 94.4 98.3 98.2 95.2 

Pork 37.2土0.5 N.D. N目D. N.D. 
C Pork十Sterol* 84. 9::!::0. 98 5.30土0.045 8.94土0.055 12.0土0.15

Recovery ( % ) 95.4 98.3 96.4 95.2 

Diet 25.8土3.03 3 . 62::!:: 0 . 323 1. 57::!::0.023 11.8::!::1.24 
A Diet + Sterol * * 35. 2::!::0. 52 9.09土0.109 10.0::!::0.11 24.5土0.25

Recovery( %) 97.5 91.3 91.9 90.5 

Diet 22.8::!::0.6 3. 50::!:: 0 . 262 1.56土0.108 10.5土0.378
B Diet + Sterol * * 32.0土2.27 8.90土0.216 9.75土0.479 23.5土1.460

Recovery( %) 92.3 90.2 89.3 93.1 

Diet 27.7土1.03 3.84::!::0.04 2 . 08::!:: 0 . 021 12.9::!::0.2 
C Diet + Sterol * * 37. 1::!::0. 12 9.39::!::0.035 10.7土0.057 25.6::!:: 0 .115 

Recovery( % ) 97.5 92.7 94.0 90.9 

data : Mean土S.D.(n = 3 ) 
* Added sterol amount (/100g) : Cholesterol 50. Omg， Campesterol 5. 39mg， Stigmasterol 9. 27mg， s -Sitosterol 
12.6mg 

* * Added sterol amount (/100g) : Cholesterol 9. 64mg， Campesterol 5. 99mg， Stigmasterol 9.17mg， s -Sitosterol 
13.97mg 

Method A : Lipid extracted with chlorolorm-methanol 2 1 (J.N.S.V. method) was subjected to saponification 
B : Lipid extracted with chlorolorm. methanol 1 1 (A.O.A.C. method) was subjected to saponifica. 

tion 
C : Saponification was made without extraction 01 lipid 

Table 2. The Levels 01 Fat， Cholesterol and Phytosterol in Prepared Diet 

n =20 
Energy Fat Cho!estero! Campesterol Stigmastero! s -Sitosterol Tota! Phytostero! 

kcal/ day g/day mg/day mg/day mg/day mg/day mg/day 

mean土S目D 1059士314.7 4.0:1:1.38 0.88土1.815 0.62:1: 1.101 4.67:1: 1. 438 22.9土5.78 28.2:1:7.14 

Principa! food nutrients/l000kca! (1000) (4.0士1.54) (0.99士2.043)(0.69:!:1.241) (4.51:!:1.050) (22.5土5.71) (27.7:1:7.10) 

Range 662-2044 2.0-6.6 。-4.84 。-2.84 2.68-9.03 12.4-39.6 15.1-48.6 

mean土S.D 1129:1:376.9 57.3土20.87 310土165.6 36.6士18.65 16.0士7.97 109士49.2 162土73.3

Subsidiary food nutrients/l000kcal (1000) (50.6土8.73) (277土123.7) (32.8:1:14.67) (14.3士6.06) (98.5士41.83) (145土60.1)

Range 574-2262 24.7-90.2 88-735 3.75-88.5 2.25-39.5 9.54-221 15.5-349 

mean士S.D 2188土547.1 61.7:1:20.83 310土165.8 37.2土18.59 20.6:1:8.44 132土49.9 190土74.1

Total nutrients/l000kca! (10∞) (28.1土7.19) (144士71.22) (17.0:1:7.69) (9.37:1:2.918) (60.7土21.30)(87.1士30.49)

Range 1310-3626 27.6-95.1 88-735 3.75-88.5 6.42-43.9 27.8-240 38.0-373 
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収阻害効果を有するフイトステロ-)レ摂取量は約200mg

/dayを示し，さらに血清コレステロール低下作用を有

する PUFAはSFAを上回り，その比率(PUFA/SFA)

は1.41であった.以上のことより，本調査におけるコレ

ステロール平均摂取量は，健常者では血清コレステロー

ルに影響を及ぽすことはないものと判断された.

要約

日常食中のコレステロール，フィトステロールを定量

するため抽出方法の検討を行い，次に都内集団給食施設

の食事(20施設)についてコレステロール，フイトステ

ロール含有量を測定し，一日摂取量を求めた.

1. J.N.S.V法， A.O.A.C法および D.S.法によるステ

ロール添加回収試験を行った.豚肉についてのコレステ

ロール，フィトステロールの回収率は三方法とも同程度

であり， 96%前後であった.一方日常食では， D.S.法>

J.N.S.V法>A.O.A.C法の順であり， A.O.A.C法の抽出効

率が若干低い傾向がみられた.

2. 日常食について脂質をJ.N.S.V法で抽出し，ステ

ロールを定量した結果，一人一日当りの摂取量はコレス

テロール310:1::165 .8mg/ day(平均値土標準偏差)であり，

そのほとんどは副食からのもので，主食からはほとんど

検出されなかった.フイトステロールの摂取量は190:1::

74.1mg/ dayであり，主食から 15%，副食から85%の

割合で摂取していた.また各種フィトステロールの構成

比率は一日摂取量でカンペステロール:スチグマステ

ロール:s-シトステロール=約 2: 1 : 7を示じた.

またフィトステロール/コレステロール比率は平均0.61

であった.
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水試料中の卜リアジン系除草剤の分析方法

吉田奈津子*，中川順ーへ高橋保雄*

Determination of Triazine Herbicides in Water 

NATSUKO YOSHIDA， JUNICHI NAKAGAWA and YASUO TAKAHASHI 

Keywords:測定 determination， トリアジン系除草剤 triazineherbicides，河川水 riverwater，水道水 supply

water，水道原水 rawwater 

緒昌

現在，東京都の水道水源は，その多くを河川に依存し

ているが，その河川水は，工場排水や家庭排水あるいは

農地からの排水などにより汚染が進行し，飲料水源とし

ての安全性が危倶されている.最近では，ゴルフ場にお

ける農薬の大量散布による水道原水への汚染が，人への

健康影響上からも懸念されるようになってきている.

これらの農薬の中で，数種のトリアジン系除草剤が

ヨーロッパ各国，カナダ，アメリカの河川水，湖水など

から検出されており，その濃度は， 1μg/l -1 mg/l 

程度で，最高時には，10mg/lに達したとの報告もある.

現在，アトラジン及びシマジンは，アメリカの安全飲

料水法の中で指定汚染物質として取り上げられ， 1989年

6月までに EPA(米国環境保護庁)により，規制値が設

定される予定である.そこで，アトラジン，シマヅン，

プロパジン，アメトリン，シメトリン及びプロメトリン，

の6種のトリアジン系除草剤を取り上げ， ppbレベルで

の分析法を検討した.さらに汚染実態を把握するた

めに，水道原水，水道水について測定を行ったので報告

する.

実験 の 部

1.試料 No.1-No. 4 都内 3浄水場の水道原水，

No.5 水道水

2.試薬農薬標準品:シマジン，シメトリン，プロ

ノfジン，フ。ロメトリン，アトラジン，アメトリンは，

Nanogen社製.各々の濃度は，シマジンが100μg/l，

他の 5種については1，000μg/lである.

農薬標準液:シマジンを除く，各標準品 1mlをメタ

ノール又はnーヘキサンで希釈して全量100mlとした. さ

らに与の標準液10mlとシマジンの標準品をメタノール

又は叫ヘキサンで希釈し 1μg/mlとなる様に調製した.

n-ヘキサン，メタノール，ジクロロメタン，酢酸エ

チル:残留農薬分析用(和光純薬工業)

フロリジルカラム :130.Cで16H寺間力日需品してj舌↑生イヒし

たフロリジル PR3 gを，内f圭10mmのガラスカラムにn同

ヘキサン湿式充填法によって充填したものを用いた.無

水硫酸ナトリウム:残留農薬分析用(和光純薬工業)

塩化ナトリウム:特級(和光純薬工業)

3.装置減圧濃縮器:クデルナ・ダニッシュ濃縮器

ガスクロマトグラフー質量分析計:Hewlett-Packard社

製5890A型ガスクロマトグラフ， 5970 B質量分析計(以

下 GC/MSと略す)

4.分析方法

4.1 抽 出 法 試 料 11を21の分液ロートにとり，

塩化ナトリウム50g，ジクロロメタン100mlを加え， 10 

分間激しく振とうする.静置後，ジクロロメタン層を三

角コルベンに分取し，残りの水層には，再ぴジクロロメ

タン100mlを加え，同様に操作しジクロロメタン層は，

先のものに合す.このジクロロメタン層を無水硫酸ナト

リウム20gで脱水した後，水浴を40.C以下に保ち KD濃

縮器で液量が約 2-3 mlになるまで濃縮する.これに，

rヘキサンを約 7ml加え液量が約 2-3 mlになるまで

再濃縮する.この操作を 2回繰り返した後，更に窒素ガ

スを吹きつけて濃縮し液量を 1mlとしたものを試験溶

液とする.

4.2 精製 あらかじめ調製したフロリジルカラム

に試料溶液をのせて10%ジエチルエーテル-n-ヘキサ

ン60mlを流した後， 20%酢酸エチル-n-ヘキサン100ml

*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 Laboratroy of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome Shinjuku-ku Tokyo 169 Japan 
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を流して溶出する.この20%酢酸エチル-n-ヘキサン

溶出液を KD濃縮器で濃縮し，試験溶液と同様に r ヘ

キサンを加えて濃縮し正確に 1mlとしたものを GC/

MS試料液とする.

4.3 測定法 GC/MSへの注入量を lμlとし，以

下の GC/MS-Selectedion Monitoring(SIM)条件で=定量

した.

GC/MS-SIM条件

カラム:DB-WAX， 15m XO.25mm ID，膜厚0.25μ肌

カラム温度:60'C 2 min， 60'C -200'C， 15'C / min， 

200'C -240'C， 10'C / min， 240'C， 10 min，注入口温度

: 220'C，イオン化電圧:70 ev，カラム入口圧力:5 

PSI，モニターイオン:シマジン (m/z=201)，シメト

リン(m/z=213)，プロパジン (m/z=214)，プロメト

リン (m/z=241)，アトラジン(m/z=200)，アメトリ

ン(m/z=227)

結果及び考察

1.分析方法

1 . 1 ジクロロメタンによる抽出率水試料からの

トリアジン系除草剤の抽出には，溶媒としてジクロロメ

タンを用いた.添加量 5μgの時，プロパジン，アトラ

1閲

士

¥ A 
(% ) ".¥ /v¥ 

/久、JJ，/.q¥¥

ジン，プロメトリン，シマジン，アメトリン及びシメト

リンの抽出率は，各々98.3%，72.2%， 65.2%， 79.2%， 

70.8%， 81.6%，であった.また添加量 7μgの時，

各々93.3%88.4%，78.7%， 93.4%， 86.8%， 82.9%で

あり， 5μg添加時のプロメトリンの65.2%を除いては

70-98%と良好な結果が得られた.

1 . 2 フロリジルカラムクロマトグラフィー 各標

準物質を50μg添加した時のフロリジルカラムクロマト

グラブイーにおける溶出パターンを Fig.1. に示した.

Fig.1. で分かるとおり， 20%酢酸エチル-n-ヘキサン

を展開溶媒として用いた場合シメトリン以外は30mlで，

シメトリンも 50mlで完全に溶出した.そのため，以後

の実験には20%酢酸エチル-n-ヘキサンを展開溶媒の

溶出量を余裕をもって100ml流すこととした.またフロ

リジルカラムクロマトグラフィーを行った時の回収率は，

プロパジン，アトラジン，プロメトリン，シマジン，ア

メトリン，シメトリンカ宮それぞれ96.2%，93.4%， 

78.6%， 95.6%， 85.4%， 75.6%と良好であった.

1 . 3 添加回収試験蒸留水 IIに 1mg/l標準液

(メタノール溶液)を 2， 5， 7 ml各々添加し，これを

試料として以下4.分析方法に従って操作して添加回収

50 一・、

日
日
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Fig. 1. Elution Patterns of Triazine Herbicides 

ロ:Propazine +: Atrazine <>: Prometrun 

ム:Simazine X: Ametrun マ:Simetryn 

40 50 
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Table 1. Total Recoveries (%) of Triazine Herbicides added to Distillation Water 

r巴covery(%) added 

(μg/l) Ametryn Atrazine Simetryn Simazine Prometryn Propazin巴

54.2 

57.3 

62.3 

88.0 

87.3 

101 

63.4 

67.2 

77.2 

86.8 

81:0 

95.6 

28.0 

31. 7 

32.9 

93.2 

93.2 

99.7 

η
L
R
υ
η
i
 

Table 2. Concentration of Triazine Herbicides in River and Supply Water 

Conc巴ntration( ng/l ) 

Ametryn 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Atrazine 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Simetryn 

466 

ND 

ND 

ND 

ND 

Simazine 

112 

189 

174 

ND 

98 

Prometryn 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Propazine 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

Sample 

1
i
η
L

官
U

A

せ

F
D

同じ採水地点で， 6， 11月に採水を行った.測定の結果，

その濃度変化はシメトリンが466pptから不検出と激減

しており，一方，シマジンには大きな変動は見られな

かった.

水道水を対象とした調査データはほとんどないが，そ

の数少ない中にアメリカの Davenport，lowa City， Des 

Moinesで，アトラジンがそれぞれ405ng/l， 200 ng/l， 

30，000 ng/l検出された3)という報告がある.今回，水

道水中からシマジンが98ng/l検出されたが，この濃度

は水道原水のレベルと同程度であり，これは現在の浄水

処理方法では除去されないことを示している.そして更

に，上述したように散布後の降雨によって河川へ流出し

一時的に高い濃度になるため，一過性ではあっても水道

水が高い濃度で汚染される可能性のあることが示唆され

た.

シマジン，アトラジン，プロノfジンについては ADI

が定められており，それぞれ0.215，0.0464皿g/kg/

dayである3) そして，体重を50kg，一日の摂水量を 21

と仮定すると，飲料水中の許容される濃度は，シマジン，

アトラジン，プロパジンが，それぞれ5.375，0.537， 

1.160皿g/lとなる.これらの値に対して，今回水道水

中から検出された濃度は， 1/10，000以下の濃度である

ことから，水道水中の濃度としては人体に対する影響は

少ない濃度と思われる. しかし，環境水中に含まれる農

薬の濃度は，農繁期，農閑期，降雨期等による季節変動

のあるところから，常時モニタリングを行い濃度の推移

ND : not detect 

試験を行い，その結果を Table1. に示した.フ。ロパジ、

ン，アトラジン，シマジンの回収率は， 81.0-101%と良

好であるのに対して，アメトリン，シメトリンは

54.2-77.2%とやや回収率が低かった.また，プロメト

リンは30%前後と極めて低い回収率であった.そこで，

メチルチオ基を持つプロメトリン，アメトリン，シメト

リンの融点が82-118'Cと極めて低いことから濃縮時の水

浴の温度の違いによる回収率の差があるかどうかを検討

した.その結果，水浴の温度が40'Cの時，プロメトリン，

アメトリン，シメトリン，各々97.9% ， 98.8 %， 86 .4 % 

であった回収率が60'Cでは60.4%， 51.3%， 39.7%と明

らかに低下することが分かった.このことから水浴の温

度は40'C以下に保つことが必要である.

2. 試料への適用河川水(No.I-4)及び、水道水(No.

5 )の計 5試料について 6種のトリアジン系除草剤を測

定した結果を Table2. に示した.その結果， 4試料か

らシマジンが98-189ng/l，1試料からシメトリンが466

ng/l検出された.また No.l， 5の試料から得られた

シマジン，シメトリンのマススペクトルは，各々の標準

物質のマススペクトルと一致していたため， Fig2. に

示した.

トリアジン系除草剤の河川水，湖水，井戸水中の濃度

には大きな季節変動があり，その濃度は低い時期の

10-100倍程度で散布時期と汚染濃度との聞に高い相関関

係が得られている 2，3，4) 散布後の降雨によって農地か

ら流出し短期間で最高値に達する.試料の No.l，2は
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を把握しておく必要がある.

まとめ

今回， トリアジン系除草剤の中からアトラジン，シマ

ジン，プロパジン，アメトリン，シメトリン，及ぴプロ

メトリンの 6種類を取り上げ，水試料中におけるこれら

の6物質の分析方法を検討した.添加回収試験の結果プ

ロパジン，アトラジン，シマジンの回収率は，

81.0-101 %と良好であったが，アメトリン，シメトリン

は54.2-77.2%とやや低;く，またプロメトリンについて

は30%前後と極めて低く，今後の検討が必要である.更

にこの分析方法を用いて，水道原水(No.1-4 )及び水道

水(No.5)中の 6種のトリアジン系除草剤の濃度を測定

2OO 300 (m/z) 25(3 

した.その結果， 4試料(No.1， 2， 3， 5)からシマ

ジンが98-189ng/l， 1試料(No.1 )からシメトリンが

466 ng/l検出された.
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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 2報)

キャピラリーガスク口マトグラフィー・マススペク卜口メトリーによる

環境試料中の1，l-bis (t-butylperoxy) 3，3， 5-trimethylcyclohexaneの分析方法

大橋則雄* ，岡本 寛へ高橋 巌へ中川 }I頂ーへ土屋悦輝*，

笹野英雄へ小山勉良**，狩野文雄**，加納嘉子**

Studies on Environmental Safety of Chemicals (11) 

Determination of 1， 1・bis(t-butylperoxy) 3， 3，ふtrimethylcyclohexane

by Capillary Gas Chromatography / Mass Spectrometry 

NORIO OHASHI *， YUT AKA OKAMOTOへ IWAO T AKAHASHI * ， 

JYUNICHI NAKAGAWAへYOSHITERUTSUCHIY AへHIDEOSASANO*， 

KATSUYOSHI KOY AMA * *， FUMIO KANOH * * and T AKAKO KANOH * * 

Keywoeds:分析 determination，有機過酸化物 organicperoxide，海水 seawater，底質 sediment，魚 fish，エー

ムステスト Amestest 

緒 日

環境庁は昭和49年以来毎年化学物質環境安全性総点検

調査を実施している.調査対象物質は原則として昭和53

年度に作成したプライオリティリストに収載された化学

物質であり，既存化学物質名簿，各国の優先汚染物質リ

スト，毒性データ，通商産業省分解性・濃縮性リストな

ど9つの物質リストに記載されている物質から選定され

ている 1) その中で，ゴムの架橋剤，スチレンなどの

重合開始剤及び不飽和ポリエステルの硬化剤として使

用されている 1，1-bis (t-butylperoxy) 3，3， 5-trimethy-

lcyclohexane (以下 TMPと略す)2)は，昭和62年の通産省

公報で蓄積性が高い化学物質と判定された3)

現行の TMP分析法は，還元剤としてヨウ化カリを用

いるヨード滴定塩酸法4)を適用しているが，妨害物質の

多い環境試料中の TMPの微量分析法としては不適当で

ある.そこで著者らは，環境試料(海水，底質，魚)中の

TMP分析法開発のために キャピラリーガスクロマト

グラフィー・マススペクトロメトリー(以下 GC/MSと

略す)による分析法の検討を行った.その結果，当法は，

再現性が良く TMPの定量が可能であることを確認した.

さらに，この方法で東京湾の海水，底質及び魚の TMP

含有量調査を行い結果を得たので， TMPの変異原性試

験の結果とあわせて報告する.

実 験 の 部

1.試料液の調製

1 )水試料試料 1~を分液ロートにとり，叫ーヘキ

サン100mlずつで 2回， 10分間振とう抽出する.叫ーヘ

キサン層を合わせ，無水硫酸ナトリウムで脱水後，ロー

タリーエパポレーター(30'Cの湯浴中，以下同様)で約 5

mlに濃縮する.濃縮液に窒素ガスを吹きつけて 1mlと

したものを測定用試料液とする.

2 )底質試料静件20gを100ml共栓付遠沈管にとり，

アセトン50mlを加え10分間振とう抽出後， 2，500 rpm 

で遠心分離を行いアセトン層を分取する.再び，残さに

アセトン50mlを加えて同様な抽出操作を行う.アセト

ン層を 5%硫酸ナトリウム水溶液500mlの入った分液

ロートにとり ，nーヘキサン100mlずつで 2回， 10分間

振とう抽出を行う .nーヘキサン層を無水硫酸ナトリウ

ムで脱水後，ロータリーエパポレーターで 5mlに濃縮

する.濃縮液に窒素1]"スを吹きつけて少量に濃縮し，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

併X30cmのカラムにシリカゲル 3gを刊ーヘキサンで湿

*東京都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 

**東京都衛生研究所環境保健部環境衛生研究科
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式充填したもの)にのせ，容器は少量のn ヘキサンで洗

い，洗液はカラムに加える.初めに n ヘキサン50mlを

カラムに流し，この液は捨てる.次に， 5 %エーテル含

有叫ーヘキサン50mlを流し，この液をロータリーエパポ

レーターで約 5mlに濃縮し 窒素ガスを吹きつけて 1

mlとしたものを測定用試料液とする.

3 )生物試料粉砕した試料20gを100ml共栓付遠沈

管にとりアセトン50mlを加えホモジナイズした後，

2，500 rpmで遠心分離を行いアセトン層を分取する.再

ぴ，残さにアセトン50mlを加えて同様な抽出操作を行

う.アセトン層を 5%硫酸ナトリウム水溶液500mlの

入った分液ロートにとり ，nーヘキサン100mlずつで 2

回， 10分間振とう抽出を行う .nーヘキサン層を無水硫

酸ナトリウムで脱水後，ロータリーエパポレーターで約

5 mlに濃縮する.濃縮液に窒素ガスを吹きつけて少量

A 

@ 

に濃縮し，無水硫酸ナトリウム 2gを層積したフロリジ

ルカラム(1.5 ~ X30cmのカラムにフロリジル20gを乾式

充填したもの)にのせ，容器は少量の叫ヘキサンで洗

い，洗液はカラムに加える.カラム上部に加えた刊ーヘ

キサンがフロリジルに浸透し乾いたら， 5 %エーテル含

有nーヘキサン100mlを流す.この液をロータリーエパ

ポレーターで約 5mlに濃縮し，窒素ガスを吹きつけて

少量に濃縮する.以下，底質試料と同様にシリカゲルカ

ラムクロマトグラフィーを行い測定用試料液とする.

2.試薬友び標準液

1 )試薬 nーヘキサン，アセトン，エチルエーテル

:残留農薬分析用試薬，無水硫酸ナトリウム:PCB・フ

タル酸エステル試験用，フロリジル:Floridin社製フロ

リジル60-80メッシュ (1300C1夜活性化)，シリカゲル

:和光純薬ワコーゲル C-200(130
0

C1夜活性化)，標準
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図1.GC/MSにより得られた有機過酸化物パーオキシケタールのマススペクトル

A)有機過酸化物パーオキシケタールのトータルイオンクロマトグラム (M/Z50-400) 

B) 2， 2 -bis (t-bt町 lperoxy)butaneのマススペクトル

C) 1， 1 -bis (t-butylperoxy) cyclohexaneのマススペクトル

D) 1， 1 -bis (t-butylperoxy) 3 ， 3 ， 5 -trimethylcyclohexaneのマススペクトル
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リアーガス:ヘリウム，カラム入口圧 5psi，カラム

温度:初期温度50
0

C，初期温度保持時間 1分，昇温速度

10
0

C/min，最終温度120
0

C，最終温度保持時間 5分，

注入方法:スプリットレス，注入口温度及ぴインター

フェイス温度:120
o
C，イオン化電圧:70 eV，モニタリ

ングイオン:m/z 73， 83 

結果友び考察

1. TMPの GCマススペクトル

TMPとその類似物質 2種類の GC/MSにより得られ

たマススペクトルを図 1に示す. 3物質とも m/z73， 

57 j (CH3)3 CO-， (CH3)3Cーと推定|のフラグメントを

持つ.また，各物質のマススペクトルを20倍に拡大する

40， 1989 報年早
川

7
k叶
r

品:三建化工株式会社製(純度95%) 

2 )標準液の調製 TMP 50mgを正確にはかり ，nーヘ

キサンを加えて50mlとし， 1，000μg/mlの標準原液と

する.これを希釈して0.1-1.0μg/mlの標準溶液とす

る.

3 )装置 ヒューレットパッカード社製 GC/MS

5890 A， 5970 B 

4 )測定 試 料 溶 液 1μlをGC/MS(SIM)法で測定

し，得られたピーク面積により，予め作成した検量線よ

り定量した.

〔キャピラリー GC/MS条件〕

カラム :DB-1 0.25mm~X15m膜厚0.1μ肌
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図 2.TMPのIRとGC/FTIRにより得られたスペクトルの比較

A) TMP標準品の IRスペクトル

B) GA-FTIRにより得られた TMPの赤外スペクトル

注入口・インターフェイス・フローセル温度:120
o
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C (1分保持)-120'C (5分保
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度を2500C.インターフェイス温度及びフローセル温度

2000Cとした場合，図 3に示すように波長1740cm-1にカ

ルボニール基の吸収が現われ， TMPの熱分解が観察さ

れることから，注入口温度及びインターフェイス温度は，

1200Cとかなり低い温度に設定する必要があることが確

認された.

3.検量線

0.1-1μg/mlのTMP標準溶液 1μlをGC/MSに

注入し， M/Z73のマスフラグメントのピーク面積より

検量線を作成したところ，図 4に示すとおり良好な直線

性を示した.

4. TMPのシリカゲルカラムクロマトグラフィー

シリカゲルカラムクロマトグラフィーの結果を図 5に

示す.TMPは5%エーテル含有向ヘキサンで溶出し，

それ以上極性の強い溶媒を流しでも溶出しなかった.そ

こで，i:容離液は最初刊ーヘキサンを50ml流しこれは捨て，

5%エーテル含有nーヘキサンを50ml流すことにした.

5. 魚試料の脱脂の検討アセトニトリル分配は

TMPのnーヘキサン層への分配率が低く脱脂には効果的

でなかった.また，硫酸処理は TMPが分解するため，

不適当であった.そこで乾式カラムクロマトグラフィー

を検討した.シリカゲル20gを充填した場合，脂肪分と
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と，分子量 Mから89をひいたフラグメントが観察され

る.これは(CH3)3COO-の解裂と推定した. TMPは， m

/z 83(イオン強度は m/z73の12%)のフラグメントを

持つ.これは，イオンj原で分解して生じた 3，3，5ート

リメチルシクロヘキサノンのフラグメント (m/z55， 69， 

125， 140も同様)に由来すると推定した.

よって，測定には m/z73のピーク面積を求め， m/z 

83は確認イオンとして使用した.なお，カラムの液相で

あるジメチルポリシロキサンはパックグラウンドとして

m/z 73のフラグメントをもつが，測定上支障はなかっ

た.

2. TMPの GC・フーリエ変換赤外スぺクト口メト

1)一(FTIR)による赤外スペクトル

TMPは熱に不安定な性質からガスクロマトグラ

フィーによる分析法は不適当とされている4) そこで，

キャピラリー GCで検出されるピークは TMPが熱分解

したものかどうか確認するために，物質を非破壊で検出

可能な GC/FTIRにより IRスペクトルを測定した.図

2に示すように温度条件は GC/MSと向一条件とし，

フローセル温度を1200Cで測定したスペクトルは，標準

品のスペクトルとほぽ一致した.よって，検出される

ピークは分解物ではないと推定した. しかし，注入口温
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図4. TMPの検量線

(m/z 73のピーク面積により作成) 図 5. TMPのシリカゲ、ルカラムクロマトグラフィー

トグラフムが得られた.図 6に各クロマトグラフィー処

理後のトータルイオンクロマトグラム(m/z73及ぴm/

z 83の合計)を示す.

の分離は不十分で、あったが，同量のフロリジルではかな

りの脱脂効果があったので，検討した. しかし，これだ

けでは脱脂は十分でEはなしさらにシリカゲルカラムク

ロマトグラフィーを併用することにより，良好なクロマ
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表2. 1， 1 -bis (t-butylperoxy) 3， 3 ， 5ー

trimethylcyclohexaneの環境試料分析に

おける各試料の検出限界及び定量限界

表 1. 1， 1 -bis (t-butylperoxy) 3， 3 ， 5-

trimethylcyclohexaneの添加回収率

回収率(%)変動係数(%)n 添加量(ng)咋ル

a

d
言ハ
1試

定量限界

0.34μg/ e 
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表 3. 1， 1 -bis (t-butylperoxy) 3， 3 ， 5 -trimethylcyclohexaneの変異原性試験

復帰変異コロニー数(個/プレート)
1プレートあたりの量

TA 98 S 9 TA 98 S 9+ TA 100 S 9 TA100 S9+ 

対照 CH30H 21 

105 μE 26 

210 μg 29 

525 μg 38 

1050 μg 33 

6.添加回収実験

海水，底質及ぴ魚の各試料ともに，回収率は72-85%

であった.結果を表 1に示す.

7.検出限界及び定量限界

環境庁の定める算定方法5)による結果は表2に示した

とおりである.

8.環境試料の分析

本法により環境試料の分析を行った.図 7にA)海水

試料， B)海水試料+標準品， C)標準底質， D)標準底質

+標準品， E)生物試料(スズキ)， F)生物試料(スズキ)

+標準品の各イオンクロマトグラムを示す.東京湾中瀬

の海水，底質及び魚(スズキ)試料の TMPはいずれも検

出限界以下であった.

9.変異原性試験

有機過酸化物であるハイドロパーオキサイドは変異原

活性が見られることが確認されているが，パーオキシケ

タールである TMPの変異原性試験のデータは見当らな

い.そこでエームズ試験を実施した6) TMPはメタ

ノールに溶解し，菌株は Salmoneliatyphimurium T A 

100及び TA98を用いた.表3に示すように活性は見ら

れなかった. TMPは有機過酸化物であるが，室温では

かなり安定で，ジ、アルキルパーオキサイドと同様にラジ

カルは生じにくいためと推定された7)

まと め

キャピラリー GC/MSによる TMPの分析法を検討し

44 81 106 

25 126 123 

46 123 115 

39 90 118 

41 109 95 

た結果，温度条件を可能な限り低くすることにより分解

を最小限に押さえることができ，再現性も良好であった.

その結果，本分析法の検出限界は，海水，底質及び魚で，

それぞれ0.1μg/し 5.7μg/kg，7.1μg/kgであった.

(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.) 
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ガスク口マトグラフィ/質量分析'-Metastable Ion Monitoringによる

水中微量有機物の分析

中川順ーへ高橋保雄へ笹野英雄*

Analysis of Trace Organic Compound in Water by 

Gas Chromatography / Mass Spectrometry開MetastableIon Monitoring 

JUNICHI NAKAGAWA， YASUO TAKAHASHI and HIDEO SASANO 

Keywords:ガスクロマトグラフイ/マススペクトロメトリー gaschromatography / mass sp巴ctorometry，メタ

ステイブルイオンモニタリング metastab!eion monitoring， se!ected ion monitoring (SIM) 

緒 -
E司

環境試料及び生体試料中の微量有機化合物を測定する

方法として，ガスクロマトグラフィ/マススペクトロメ

トリー(GC/MS)は，極めて有効な手段である. とくに，

GCにより分離された化合物を MSに導きイオン化した

のち，測定化合物の特徴的なイオンを連続的にモニター

する Se!ectedIon Monitoring (SIM)は，化合物の保持時

間と MSの化学構造に関する特性の両者に応答するもの

であり，選択性に優れ感度の高い方法である.さらに，

近年高い分離能を有するキャピラリーカラムを用いるこ

とにより，一段と精度高い分析が可能となった.

しかし，キャピラリー GC/MS-SIMを用いて環境試

料中の微量有機化合物を分析する場合，クリーンアップ

を重ねた試料であっても，測定化合物と挙動をともにす

る環境試料由来の化合物が混入し，測定上妨害となる

ケースがある.

今回，この問題を解決する方法のーっとして，水試料

中の一塩化ジベンゾフラン(MCDF)を測定対象物質とし

て，低分解能 SIMより選択性に優れている高分解能

SIM及ぴ， Metastb!e Ion Monitoring(MIM)法による分析

方法を検討した.

実験 方 法

1-1. GC/MS測定条件

GC/MSは， VG-70 S質量分析計にヒュレットパッ

カード社製5890Aガスクロマトグラフを接続した装置

を用いた.

MS条件 イオン化電圧35eV， トラップ電流200μA，

加速電圧8KV

GC条件カラム:25m， methy! 50% ph巴ny!si!icone

0.25mm ID，膜厚0.1μm

カラム温度:60'C 2 min 20'C / min 210'C 5 

min SIMモードでは，モニターイオン m/z202.0185， 

204.0156の二つのイオンを同時に測定した.また， MIM 

モードでは，モニターイオンはm/z202から生成する娘

イオンm/z139を測定した.

1 -2.試料液の調製水道水 41を分液ロートに取

り， nーヘキサン400mlを加え， 15分間振とうし， 30分

間静置後水層を捨て，水道水 41を加えた.この操作を

25固くり返し，全部で1001の水道水について nーヘキサ

ン抽出を行った.得られた nーヘキサン抽出液に無水硫

酸ナトリウムを加え脱水後， KD濃縮器で 5mlに濃縮し

た.ついで，濃縮液を150'Cで18時間活性したシリカゲ

ル 5gをnーヘキサンで湿式充てんした300mmX 10mmガ

ラスカラムにつけ， nーヘキサン100ml，10%ジクロロメ

タン-nーヘキサン80mlで展開し， 10%ジクロロメタン

-nーヘキサン分画を KD濃縮器で 5mlまで濃縮し，さ

らに窒素ガスを吹きつけて100μlにしたものを GC/MS

の試料液とした.

結果及び考察

1.高分解能 SIMとMIM

MCDFは，塩素の置換位置により 4種類の異性体が

存在するが，そのうち 2ー， 3 -， 4 -MCDFの 3つの

異性体を用いて GC/MSによる定量方法を検討した.

図 1に分解能5，000における MCDFの標準品と水道水

*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 Metropo!itan Research Laboratroy of Pub!ic Hea!th 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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図1.高分解能 GC/MS-SIMによる MCDFのクロマトグラム

抽出液の SIMクロマトグラムを示した.

現在，キャピラリーカラムを用いた高分解能 SIMは，

環境試料中のポリ塩素化ダイオキシン，ポリ塩素化ジベ

ンゾフランなど，極めて低濃度で，高い精度を必要とす

る分析に使われている.この方法は，従来広く行われて

いる 1，000程度の低分解能での SIM測定から，分解能

5，000-10，000に上げて SIMを行う方法である.一般的

には，分解能を1，000から5，000に上げることにより，イ

オン透過率は約20%に低下する.すなわち，感度も約

20%に低下するわけであるが，分解能を上げれば，測定

する化合物のモニターイオンの純度もよがるため，パッ

クグランドを極めて低く抑えられる.その結果，高分解

能での測定は S/N比が向上し，全体として高感度分析

ができることを意味している.

しかし，図 1の結果は，分解能5，000においてもパッ

クグランドノイズが高くクロマト上に MCDF以外の

ピークが認められ， MCDFのピーク上にも試料由来の

きょう雑物の影響があると考えられる.このことより，

この試料の場合，分解能5，000のSIMでは，完全に試料

由来のきょう雑物を除去するには至らないということで

あり，更に分解能を上げて測定をするか，クリーンアッ

プの検討が必要である.

しかし，今回はこの試料のまま， Gaskelll
-
2
)らが，生

体試料の分析に用いたメタステイブルイオンモニタリン

グによる手法を使い MCDFの分析を試みた.具体的に

は， MCDFの M+202→(M-COCL)+139の娘イオンを B

/Eスキャンで検出し，モニターする方法である.

図2にMIM(分解能1，000)による標準品と水道水抽出

液のクロマトグラムを示した.この結果，高分解能 SIM

で除くことのできなかったパックグランドノイズを極め

て低くすることができた.このことより，親イオンから

生成するメタスティブルイオンである娘イオンをモニ

ターする MIM法は，高分解能 SIMと違った意味で極め

て選択性の高い方法であり，水道水中の MCDF分析の

ためには，高分解能 SIMより有効な方法であるといえ

る. しかし，この結果から， MIM 法の方が高分解能

SIMより優れた分析法であるとは断定できない.サンプ

ルの種類により 2つの方法を使い分けることにより精度
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の高い分析を行っていく必要があると思われる.

2.水中の MCDF及びジベンゾフラン(DF)

都内の 3つの浄水場系統の水道水と浄水場の取水口付

近の河川水について GC/MS-MIMにより DF及ぴ

MCDFの定量を行った.その結果を表 1に示した.こ

の結果より， DFの河川水濃度は1.0-1.8pptであり，水

St O.lng 

tap water 

にもともと存在している DFと水道管から溶出した DF

が，塩素処理の過程で注入される残留塩素により塩素化

されて MCDFが生成したと思われる.また，水道管か

らの DFの溶出は，水道原水より水道水の方が DFの値

が高いことより説明できる.なお，海水中の DFは水道

水，河川水と同じレベルであり， MCDFは，検出限界

道水濃度は2.2-3.9pptの範囲にあった. 以下であった.

Shiraishiらめは，水道水中の DF及ぴ MCDFの濃度を

報告しているが，今回の結果は， Siraishiらの約 1/10

の濃度であった.また， MCDFの中では 2-MCDFが最

も高く，ついで 3-MCDF， 4 -MCDFの順であった.

河川水と水道水との比較では， 2 -MCDF， 3 -MCDF 

については，河川水より水道水の方が高い傾向を示した.

水道原水と比較して水道水の方が高い原因は，水道原水
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水中のアスベ‘ス卜繊維に関する調査研究(第 2報)

小輪瀬 勉ぺ坂本朋 子へ笹野英雄*

Study on Asbestos-Fibers in Water (11) 

TSUTOMU KOWASA *， TOMOKO SAKAMOTO* and HIDEO SASANO* 

Keywords:アスベスト繊維 asbestos-fiber，クリソタイル chrysotile，透過型電子顕微鏡 transmissionelectron 

microscope，侵食指数 aggressivenessindex 

はじめに

著者らは，前年度に都内各浄水場の原水，浄水等のア

スベスト繊維による汚染の実態調査1)を実施した.本年

度はさらに島しょ及ぴ多摩地域の水道用原水，浄水，給

水栓水等の調査を行った.

また，浄水及ぴ、給水栓水については侵食指数(以後 AI

値と称す)を測定し，アスベスト繊維の測定結果と併せ

てアスベストセメント管(以後アスベスト管と称す)の崩

壊状況を検討し，若干の知見を得たのでその結果を報告

する.

実験の部

1.試料:1988年 4月から 6月までに採水した島しょ

及び多摩地域の水道用原水，浄水及ぴアスベスト管使用

地域の給水栓水の24検体.

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-FM-22，孔径0.22μm， 直径

47mm)，フロリナートフィルター(ミリポア社製フロリ

ナート FG，口径0.2μm，直f歪47mm)アセトンおよびク

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)， 0.3 W/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(ベコ一社製ニッケル製

200メッシュのもので，常法によりポリビニールホルム

ノ¥-)レ膜を張ったもの)， 0.1 N-H2S04規定液

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)，イオ

ンクロマトグラフィー(横河 IC-500型)

ι分析方法

4 -1 )アスベスト繊維

4-1)-1:前処理

前報1)に従った.

4 -1) -2:アスベスト繊維の検索

前報1)に従った

4 -1) -3:アスベスト繊維の算出方法

前報1)に従った

4 -2) AI値

4-2)-1:カルシウム硬度(mg/l) (以後CaHと称

す)の算出方法

イオンクロマトグラフィーによりカルシウムイオンを

測定し，その値に2.469を乗じて CaHを算出した.

4 -2) -2:総アルカリ度(皿g/l)(以後 MAHと称す)

の算出方法

上水試験方法2)に従い測定した.

4 -2)ー3:pH値

ガラス電極法により測定した.

4 -2) -4: AI値の算出方法

AI値は次式によって計算した.

AI=pH+log (CaHXMAH) 

結果と考暴

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，原水が検出限界

(以後 DLと称す7，500本/1)未満~120 ， OOO本/1 ， 浄水

は22，500~45 ， 000本/1，給水栓水は7， 500~45 ， 000本/

l であり，その長さは0.2~5 ， 0μm未満，径は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53.1%，浄水からは13，.5%，給水栓

*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 Metr.oporitanResearch Laboratory of public Health 

24-1， yakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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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 侵食指数
採水場所 試料種別

0.2-1.0μm未i荷 1. 0-5. 0μm未満 5.0-10.0μm未満
総本数/1

(AI値)

大 島 原 71< 15，000 15，000 くDL 30，000 

給水栓 水 30，000 15，000 くDL 45，000 10.97 

手リ 島 原 水 くDL くDL くDL くDL

給水栓水 37，500 くDL くDL 37，500 9.81 

一 宅 島 原 水 37，500 37，500 くDL 75，000 

給水栓水 7，500 15，000 くDL 22，500 10.90 

新 島 原 水 くDL くDL くDL くDL

給水栓水 15，000 30，000 くDL 45，000 10.35 

笠 原 原 水 くDL くDL くDL くDL

(父 島) 浄 水 45，000 30，000 くDL 75，000 9.48 

給 水 栓 水 7，500 22，500 くDL 29，500 9.48 

笠 原 原 水 22，500 22，500 くDL 45，000 

(母 島) 浄 水 22，500 くDL くDL 22，500 10.13 

給水栓水 くDL 7，500 くDL 7，500 10.10 

奥多摩町 原 水 37，500 75，000 くDL 112，500 

給水栓水 くDL 15，000 くDL 15，000 10.35 

檎 原 村 原 水 75，000 45，000 くDL 120，000 

給水栓水 7，500 30，000 くDL 37，500 10.79 

注)DL:定量限界 (7，500本/0

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 別 サイズ (μm) (μm) 

割合(%) 50% 

原 水 53.1 52.1 
ミ合 水 13.5 18.7 

給水栓水 33.3 29.2 

水からは33.3%が検出されており，長さ別では， 0.2-

1.0μm未満が50%，1.0-5.0μm未満が50%で， 5.0μ 

m 以上の繊維は検出されなかった.また試料別(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.

原水から検出されたアスベストは5.0μm以下の短い

1.0【 5.0未満 5.0-10.0未満 検出本数

(μm) (μm) (本/1) 

50% 0% 96 

54.2 。 51 

8.3 。 13 

37.5 。 32 

ものが多く，建築材やブレーキ用摩擦材等から由来する

2次的な汚染と思われる.

浄水のアスベスト濃度は，原水とほぼ同じ値を示した

ものと，増加しているものがあったが有意な差はみられ

なかった.

今回の調査においては，浄水，給水栓水の侵食性を表

す AI値3)を測定した.

その結果，小笠原・父島の検体の AI値が9.48と低く，



東京衛研年報 40，1989 235 

しかも給水栓水のアスベスト繊維数の増加しているもの

もみられたが，その増加数も有意差を示すまでには至ら

なかった.なおアスベスト管由来と言われている 5μm

以上の繊維は検出されていない.利島の検体も AI値が

10以下を示したものがあったが，小笠原と同じような結

果であった.その他の検体は， AI値も 10以上で繊維数

もほぼ同じであり，長さも 5μm以下と短いことから，

検出された水中のアスベスト繊維がアスベスト管剥離繊

維由来であるという確証は得られなかった.

引き続き，今後も都内全域にわたるアスベスト濃度の

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.

文献

1 )小輪瀬勉，坂本朋子，笹野英雄:東京衛研年報，

39， 259-263， 1988. 

2 )上水試験方法， 日本水道協会， 1985. 
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tives， Vo1.34， 1980. 
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皇居外苑濠の植物プランクトン皿

一主要な緑藻一

渡辺 真利 代* ，土屋悦輝*

Phytoplankton in Outer Moats around the Imperial Palace 111. 

Main Species of Green Algae 

MARIYO F. WATANABE* and YOSHITERU TSUCHIYA本

Keywords:植物プランクトン phytoplankton，繰藻 greenalgae，種類組成 speciescomposition，濠 most

緒 面

湖沼は長い年月の間には富栄養の状態となり，水中に

有機物が蓄積し，ついには浅くなり陵地化するといわれ

る. しかし，この湖沼の富栄養化は近年の様々な人為作

用により加速され，日本の多くの湖沼やダム湖等におい

て植物プランクトンの異常増殖が引き起こされている 1)

その典型的例が瑳藻の“水の華"(アオコ)であり，皇居

外苑濠においては1930年の倉茂の報告2)に既に“水の

華"の出現が記載されている.また，ここ数年間は毎年

アオコが観察されている.

皇居外苑濠の水質は周囲の環境と調和するような良好

な水質が望まれている.また，緊急に際しては簡便な処

理後飲料水としても利用可能な水質を確保する必要があ

る.そのため環境庁から委託され，我々は1982年以降年

4回水質調査を実施してきている.前報3，4)では植物プ

ランクトン全体としての経年変化及ぴ主要な藍藻につい

て報告したので，ここでは主要な緑藻についてまとめた.

方法

採水は皇居外苑濠を左回りに一周するように，日比谷

濠(station1及び st.2 )，蛤濠(st目 3)，桔梗濠(st.4 )， 

清水濠(st.5)，牛が淵(st.6 )，千鳥が淵(st.7 )，半蔵

濠(st.8 )，桜田濠(st.9，10，11)の計11地点で，年 4

回実施した.実施日は1986年 5月30日， 8月22日， 11月

13日， 1987年 2月13日， 5月27日， 8月12日， 11月19日，

1988年 2月10日， 5月26日， 8月10日， 11月 9日， 1989 

年 2月15日であった.

採水は表面水について実施した.その一定量をとりグ

ラスファイパーろ紙(WhatmannGF/C)で溶過したのち，

その残溢をアセトン中で磨砕し， Strickland and Per-

sonsの法5)によりクロロフィル a量を測定した.また試

水500mlはホルマリン添加後静置して濃縮し，その一部

について植物プランクトンの同定及び、定量を行った.

結果友ぴ考察

[ 1 ]クロロフィル a量の季節変化

図1には過去 3年間のクロロフィル a量値の変動を示

した.この値は植物プランクトンの全体量(現存量)の変

化を示すものである.全ての地点で 5月又は 8月のクロ

ロフィル a量が高く， 11月及び2月は低く，特に st.9， 

10， 11の2月の値は10μg/ml以下になることもあった.

極めて高い値が1987年の 8月に st.5と6で測定されて

いるが，これは藍藻の“水の華"によるもので， st. 5 

では Microcystisaerugi仰 sa(2. 8 X 104/ ml ) ， Oscillatoria 

rachiborskii (1. 9 X 104/ ml)， A叩 baeηaflos-aq叫ae(2.9X

104/ ml)の出現による. st. 6では主に Anabaenaflos 

aqωe(4.3 X 105/ml)によるものと考えられる. しかし，

1988年では藍藻の“水の華"は少なく，最も高いクロロ

フィル a値でも st.7の8月の174μg/mlであり，ほと

んどの地点で88年の最高値は前年の値よりも低くなって

いる_ 1988年の Microcystisの細胞数は極端に少なく，

104/ml観察されたのは st.8のみであった.

通年してみると st.5， 6， 7のクロロフィル a値が

高く， st. 9， 10， 11の値が低くなっていた. 1988年の

値は全般的に1987年の値よりも低くなっているが，これ

は1986年レベルであるとも言え，全体として顕著な変化

はみられていない.

*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， 160 ]apan 
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表1.緑藻Koliellαspの細胞数

採水時期 st. 1 st. 2 st. 3 st. 4 st. 5 st. 6 st. 7 st. 8 st. 9 st.lO st.11 

May 1988 4目7X103') 7.5X103 4.2X103 3.1X103 + b) + 1.1X103 3.5X105 7.3X105 6.1X105 7目OX105

Aug.1988 2.4X102 + 3 .4 X10~ 1.1X10' + + + 1.6X 10' 1.5X10' 3.8X10' 

Nov.1988 1.8X10' 1.7X10' 9.9X103 1.4X10' 8.9X103 1.5X105 + + 1.4 X 10' 

Feb.1989 4.2X103 6.2X103 7.5X103 3.6X103 5.2X102 2.6X103 3.9X103 7.0X103 6.0X103 3.4X103 5.8X103 

a) 1 ml当りの細胞数

b) 1 ml当り 100以下

c )検出されず

表 2.主要な緑藻，)

種 類 st. 1 st. 2 st. 3 st. 4 st. 5 st. 6 st. 7 st. 8 st. 9 st.lO st.11 

Planktosphaeria gelatinosa 7000b
) 7700 650 180 1200 250 +，) 200 5700 15000 

Hyaloraphidium sp _d) 2300 

Kirchneriella contorta 7200 

Tetraedron minimum + 十 + + + 十 十

Oocystis sp. 510 300 

Pediastrum tetras + + + 

Pediastrum symplex 十 十 170 130 290 600 450 

Pediastrum symplex var. duodenarium 4300 3300 3000 3400 1700 1000 770 1800 430 650 

Pediastrum symplex var. sturmii 210 130 + + 130 400 300 260 + 

Pediastrum boryanum 1100 890 + 400 260 800 600 2500 560 十 180 

Coelastrum sp 3100 2100 250 720 + 十 + 

Scenedesmus quadricuada 7700 8700 

Scenedesmus abundans + + + + 400 21000 + + 

Scenedesmus acuminatus + + 2400 十

Scenedesmus bijuga 1300 760 + + 

Scenedesmus bicaudatus + + + + + + + + 

Scenedesmus perforatus + 

Scenedesmus sp 16000 52000 36000 74000 

a) 1987年5月27日

b) 1 ml当りの細胞数

c) 1 ml当り 100以下

d)検出されず



東京衛研年報 40，1989 239 

[ 2 ]主要な緑藻

1988年度の植物プランクトンの種類組成で特徴的なこ

とは，Microcystisの細胞数の減少と緑藻KoliellaSp.6の増

加であった.皇居外苑濠における植物プランクトンの季

節変化の中で，緑藻は一般的には 5月， 8月に多くなる

が，藍藻の“水の華"ほど高い濃度にならないのが通例

である.しかし，Koliella sp.は5月の st.9， st. 10， st. 

11でそれぞれ7.3X105/ml，6.1X105/ml， 7.0X105
/ 

mlもの細胞数になっていた(表 1).この種類(写真 1) 

は幅 2-4μ の細長い細胞で，長さは50-70μ が普通で

あるが， 100μ 以上のものもあった.Koliell品 sp.は87年

にも観察されてはいたが，多くても st.7の5月で150/

ml， st. 9の11月の160/ml程度であった.

Koliella sp.以外の他の緑藻の中で比較的多く出現する

ものを表2にまとめた.皇居外苑濠に見られる緑藻類の

特徴は Pediastru刑類と Scenedesm削類の種類が多いこと

である.Ped似strum類では，P. SJl1坤lexvar. duodenari叫刑

(写真 2)は数も多く，多くの stationで出現する.この

種は 2月においても102オーダーはみられるものである.

p
目 bory仰叫m(写真 3)は st.1及ぴ8で103オーダー観察さ

れた.Scenedesmtω類は特に種類が多く，この表に挙げ

ている以外にも未同定のものが数種以上はある.この表

で Scende抑制 sp.として表しているもの(写真 6)が数と

しては多く， st. 5， 6， 7， 8で104オーダーも観察さ

れた.Scenedesmus類はこれまでの調査結果では st.6， 

8で多く出現している.

濠水の植物プランクトンの季節変化のなかで， 1988年

は“水の華"を作る藍藻の細胞数が減少し，新たに別種

の緑藻が出現した.このことが水質の改善を意味するの

かあるいは一時的減少なのか，今後の植物プランクトン

量の変化及ぴ種組成の変化を監視していく必要があろう.

まとめ

皇居外苑濠に出現する植物プランクドンのうち主要な

緑藻についてまとめた. 1988年は Koliellaspが数多く

出現し，特に 5月の桜田濠では st.9で7.3X 105/ml， 

st. 10で6.1X 105/ ml， st. 11で7.0X105/ml観察された.

Koliella sp.以外の種類では Pediastru怖や Scenedesmω の

類が多くみられた.

謝辞:植物プランクトンの同定にあたり御教示願った

国立科学博物館の渡辺真之博士とチェコ科学アカデミー

植物学研究所のJ.Komarek博士に謝意を表します.
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写真.皇居外苑濠主要な緑藻

1. Koliella sp. (10 X 40) 

2. Pediastrum symPlex var. duodenarium (10 X 20) 

3. P. bOlツanum(10 X 20) 

4. P. symPlex var. sturmii (10 X 40) 

5. Scenedes叩 usquad ricauda (10 X 40 ) 

6. Scenedesmus sp. (10 X 40) 

7. Coelastrum sp. (10 X 40) 
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ドライクリーニンク、所排水中の塩素系有機溶剤の

簡易試験法としての検知管法の評価

有賀孝成*，押田裕子 * ， 栃 本 博*，

西島基弘**，寺山 武*

Evaluation of Detector Tube as a Simplified Method for Determination 

of Chlorinated Organic Solvents in Wastewater from Laundries 

TAKANARI ARIGA *， HIROKO OSHIDA *， HIROSHI TOCHIMOTO*， 

MOTOHIRO NISHUIMA * * and T AKESHI TERA Y AMA * 

Keywords:検知管 detectortube，簡易試験法 simplem巴thod，塩素系有機溶剤 chlorinatedorganic solvent，テトラ

クロロエチレン tetracloroethylene，1，1，1-トリクロロエタン 1，1，1ー trichloroethane，ドライクリーニング dry.

c1eaning，排水 wastewater

緒言

我国におけるテトラクロロエチレン(PCE)及ぴ1，1，1-

トリクロロエタン (MC)の年間総出荷量(昭和62年)はそ

れぞれ， 68，000及び135，400トンに達している 1) その

うち， PCEの35%及ぴ MCの 2%程度がドライクリー

ニング用の洗浄剤として使用されている2) これら塩素

系有機溶剤による地下水や河川水等の汚染が社会問題と

してクローズアップされて以来，厚生省はドライクリー

ニング所の排水について， PCE及ぴ MCの管理目標値

をそれぞれO.lmg/l及び3mg/l以下と定め3)，これを

達成するために排水処理装置の設置を義務づける等の行

政指導を進めている4) また，環境庁は PCE及ぴトリ

クロロエチレン(TCE)を水質汚濁防止法で、公共用水域へ

の排出を規制する有害物質に追加指定し，その排水基準

をそれぞれO.lmg/l及ぴ0.3mg/lと定めた5)

水中の塩素系有機溶剤の分析は従来よりガスクロマト

グラフ法(GC法)で行われている6，7) しかし， ドライク

リーニング所における排水処理装置の自主管理あるいは

環境衛生監視員による適切な監視，指導を実施するため

には，現場で簡易に実施できる分析法が必要である.近

年，ガス検知管を利用する簡易試験法(検知管法)が考案

され83)，現在，光明理化学工業(K社)及ぴガステック

(G社)の 2杜から“簡易測定セット"として市販されて

いる.

この検知管法は操作が簡単であり，携帯が可能である

ため現場で溶剤濃度の測定ができ，利便性が高いこと，

また，測定セット及ぴ検知管が比較的低廉であること等

から，塩素系有機溶剤の簡易試験法として各方面から推

奨されている 10，11) しかし，現在までのところこれら

検知管法の性能や実用性に隠する詳細な調査報告は見ら

れない.

著者らは， ドライクリーニング所排水を対象とする有

機溶剤の簡易試験法としての検知管法の有用性を知るた

め，測定時の温度の影響，繰り返し精度，検出限界，妨

害物質の影響等について検討したのでその結果を報告す

る.

実験方法

1.試薬

1) PCE， MC及ぴ TCE標準溶液 :250ml容の共栓付

きメスシリンダーに水200mlを取り，それぞれに標準物

質を約 1ml加えてよく混和した.静置後， PCEは

150ml， MC及ぴ TCEは50mlの上澄液を分取し，それぞ

*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， th巴TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

16-25， Sibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 

**東京都立衛生研究所生活科学部 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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れ，水で 11としたものを標準原液とした.本液の PCE，

MC及び TCE濃度はそれぞれ約20，45及び、50mg/lで

あった.用時，標準原液を水で希釈したものを標準溶液

とし， GC法で濃度を確認した.

2) GC用標準溶液:水質試験用有機ハロゲン化物標

準液 B-2 (PCE 4 mg/l， MC 4 mg/l， TCE 15mg/l)を

適宜ヘキサンで希釈して使用した.

3 )次亜塩素酸ナトリウム溶液:食品添加物用(有効

塩素濃度12%)を水で希釈して使用した.

4 )洗剤:“ライポン F"(ライオン油脂)を適宜水で

希釈して使用した.

5 )油分:食用大立泊(豊年製油)及ぴコンプレッサー

用オイル(目立純正品)を等量ずつ混和したものを使用し

fこ.

特にメーカー名，品質を記載していないその他の試薬

はいずれも試薬特級品(和光純薬)を用いた.

2 .器具及び装置

1 )検知管:表1.に示した PCE用 3種類， MC用

2稜類，計5種類の検知管を実験に供した.

2 )ガス採取器:両社の検知管に共用できる AP-1 

型(光明理化学工業)を使用した.

3 )ガスクロマトグラフ:GC-7 A型(島津製作所)電

子捕獲型検出器(ECD)付を使用した.

3. PCE忍びMCの測定方法

1 )検知管法:それぞれの測定セットに添付されてい

る取扱説明書に準じた.すなわち，試料200mlを500ml

容のポリエチレン製丸型細口瓶に分取し，口元をポリエ

チレン製フィルムと輪ゴムで密封した.約 1分間手で振

とうした後，あらかじめ両端をカットし，ガス採取器に

セットした検知管の先端をポリエチレンフィルムに突き

刺し， K社製検知管では100ml，G社製では50mlの気相

を吸引した.ハンドルをロックし，そのままの状態で 1

-2分間放置後，検知管の呈色層の先端部の目盛りを読

み取り，次いで試料の水温を測定した.水中の溶剤濃度

はここで得た検知管の読みと水温から，それぞれの説明

書に記載されている換算表を使用して求めた.また， 1 

回の吸引で呈色層の先端が検知管の最小自盛りに達しな

い場合には，再度同量の気相を吸引し，その時の目盛り

から得られた換算値を 2で除した値を水中濃度とした.

なお，この換算はあらかじめ換算表を記憶させた計算機

で行った.

2) GC法:溶媒抽出-GC法に従った7)

結果友び考察

1.水温忍び気温の影響

PCE及び MCの各標準溶液を用い，春，夏及ぴ冬季

に屋外で測定し，測定値に及ぽす水温と気温の影響を検

討した.なお，測定時の水温及ぴ気温はそれぞれ10'C，

20'C及ぴ30'C付近であった.

検知管法及ぴGC法による測定結果を図1.に示した.

但し，ここでは 2回の吸引によっても着色層の先端が検

知管の最小目盛りに達しないものは成績から除いた.

検知管法による測定値はいずれも GC法による測定値

と高い相関を示し，相関係数は0.94-0.98の範闘であっ

た.

検知管法の正確度を， GC法による測定値に対する検

知管法による測定値の比率(検知管法/GC法)でみると，

PCEでは， K社製高濃度用検知管は温度による差が比

較的小さく，春，夏及び冬季を含めた全体で0.32-1.97

(平均1.02)の範囲であった. G社製検知管は春季には

0.89-1.49(平均1.15)，夏季には0.91-1.09(平均1.03)

と良好であった. しかし，冬季では0.22-0.58(平均

0.34)と春及ぴ夏季に比較しでかなり低い値を示した.

また， K社製低濃度用検知管も G社製検知管と同様に，

春季には0.90-1.66(平均1.26)，夏季には0.82-2.01

(平均1.21)と良好であったが，冬季には0.36-0.65(平

均0.51)と低い値を示した.

MCに関しては K社製及ぴG社製ともに温度による違

いは特に見られなかった. GC法との比率をみると K社

製検知管は0.68-1.74(平均0.96)と良好で、あったが， G 

社製検知管は0.37-1.09(平均0.65)と測定値が全体的に

表1.調査対象とした検知管の概要

測定対象 メーカ-

K社

型 式 目盛りの範囲

PCE 135SA (高濃度用)

135SB (低濃度用)

G社 133M

MC K宇土 160 S 

G社 135L

*カタログの記載値(水温20'C)

5-300 

1-10 

5-100 

30-400 

20-200 

測定範囲(mg/l)*

0.14-8.2 

0.03-0.27 

0.1-6 

0.67-9.0 

1-14 
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図1.検知管法に及ぼす測定時の水温と気温の影響

やや低い傾向を示した.

測定値に対する温度の影響度は検知管の種類によって

異なったが， G社製 PCE用及ぴK社製 PCE低濃度用の

2種類の検知管は低温下で明らかに低い値を示した.ま

た， GC法との比較から，検知管の読み取りに際して注

意すべきこととして，呈色層の先端が斜めになったもの

はその最上端で読み取ること，また，低濃度域でごく薄

く呈色したものは十分な照明下で未使用の検知管を対象

にして，かすかに呈色した部分まで読み取る必要がある

等があげられる.

2.繰り返し精度

同一濃度の標準溶液を10回繰り返し測定した結果を表

2. に示した.なお，標準溶液の濃度は管理目標値付近

としたが， K社製 PCE高濃度用検知管及ぴG社製 PCE

用検知管では，O.lmg/1付近での呈色域が検知管の最

小目盛り付近になるため， K社製では0.28mg/l，G社

製では0.50mg/1とした.

5種類の検知管はいずれも同程度のバラツキを示し，

測定値の最高値は最低値の1.32-1.73倍の範囲であった.

また，変動係数は PCEが10.1-12.4%，MCが15.9-

表2.検知管法の繰り返し精度

対象物質 濃度 (mg/l) 検知管の種類
測定値 (mg/l)

変動係数(%) 
範囲 平均値

PCE 0.281 K社製高濃度用 0.304-0.502 0.383 12.4 

0.500 G社製 0.50-0.70 0.580 10.1 

0.102 K社製低濃度用 0.103-0.138 0.125 10.5 

MC 3.10 K社製 2.05-3.3 2.47 15.9 

2.72 G社製 1.49-2.59 1.92 17.3 

水温:22
0

C，気温:22
0

C 

日 =10
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17.3%であった.

3.検知管の読み及び換算の個人差

検知管の呈色層の読み取り及び手作業による換算を 3

人でそれぞれ行い，その個人差を検討した. PCE検知

管での結果を表 3. に示した.

検知管の読み取りには明らかな個人差が認められたが，

比較的高く読むかあるいは低く読むかは個人によって常

に一定している傾向であった. しかし，その差はあまり

大きなものではなく， K社製検知管では10目盛以上， G 

社製検知管では 5目盛り以上の値を示す場合には，最大

でも20%程度以内であった.検知管の読み取りにおける

個人差はG社製検知管の方がK社製より小さい傾向を示

した.これは， G社製の検知管は呈色層の先端が明瞭で

あるのに対して， K社製では呈色の色調が先端部で徐々

に変化し，低濃度域では呈色が全体的に薄くなること，

また，目盛が対数になっている等のために読み取りの誤

差が大きくなりやすいと考えられる.

換算表を使用して，検知管の読みと水温から水中の

PCE 濃度を求める作業を手作業で行ったときの個人差

を，計算機による換算値に対する手作業による換算債の

割合(手作業/計算機)でみると， K社製では最低値の

0.79を除くと0.88-1.19の範囲であった.また， G社製

でも最高値の1.66を除くと 0.83-1.2の範囲であった.

G社製は 2段階の読み替えが必要であるため，バラツキ

が大きいことが予想されたが今回の調査ではK社製とほ

とんど変らない成績を得た.しかし， 2段階の換算は相

当繁雑であり，数値の取り違え等の初歩的な誤りを犯す

原因となりかねない.あらかじめK社製のような 1段階

の換算表を作製しておくと便利である.

K社製低濃度用及ぴMC用検知管についても同様に調

査した結果，検知管の読み取り及ぴ換算の個人差はここ

で述べた PCE検知管とほぽ同じ傾向であった.

以上のことから，検知管法は一定の条件下では良好な

繰り返し精度を有している. しかし， GC法に対する検

知管法による測定値の比率は 測定時の温度条件や検知

管の種類別の特性を考慮すると，おおむね0.5-2.0の範

囲にあった.すなわち，試料中の溶剤濃度は検知管によ

る測定値の1/2から 2倍の範囲内にあると考えられる.

また，手作業による換算は繁雑であり相当の労力を要す

る. しかも，いかに精密に換算しでも測定値の正確度を

高めることにはならない.これらのことから，現場では

詳細な換算は行わず，換算表に示された数値をそのまま

用い，成績はその範囲で示すのが実際的であると考える.

4.検出限界

標準溶液による低濃度域での PCE及び MCの測定例

をそれぞれ表4.及ぴ表 5. に示した.

PCE及ぴ MCのいずれも， 2回の吸引によって得た

値は 1図の吸引で得た値よりも高く， GC法の値により

近くなる傾向があった.特に， G社製 MC用検知管は，

I回の吸引で呈色が確認できないときでも， 2回吸引す

ることで確実に呈色することが多かった.

検出限界は検知管の種類及ぴ温度条件で若干の差がみ

られ， PCEでは G社製が冬季に低い値を示す難点が

あった他は， K社製高濃度用及びG社製ともに管理目標

値のO.lmg/1まで測定が可能であった.すなわち， K 

社製高濃度用及ぴG社製ともに 2回の吸引によっても呈

色層が最小目盛りに達しない場合には，水中の PCE濃

度はO.lmg/1以下程度と判断してきしっかえないと考

える.また， MCの検出限界は管理目標値が3mg/1で

あるのに対して， K社製では0.5mg/l，G社製では 1

mg/l程度であった.これらのことから， 1回の吸引で

呈色が認められないか，あるいは呈色層が最小目盛りま

で達しない時には必ず再度吸引し，呈色の有無の確認・

読み取りを行う必要がある.

表 3. PCE検知管の読み取り及び手作業による換算の個人差

K社製高濃度用 G 社製
水温 濃度

(OC) (mg/l) 
検知管 換算値 (mg/l) 検知管 換算値 (mg/l)

の読み 手作業(A)計算機(j3)(A)/(B) の読み 手作業(A)計算機(j3)(A)/(B)

8 0.150 3- 5 0.15-0.21 0.126-0.21 1.0 -1.19 1-2 . 0.03-0.1 0.03-0.06 1.0 -1.66 

14 0.258 3-10 0.11-0.36 0.106-0.215 0.79-1.03 2-4 0.05-0.15 0.06-0.15 0.83-1.0 

10 0.519 8-10 0.35-0.46 0.36 -0.46 0.97-1.0 4-5 0.18-0.2 0.15-0.2 1.0 -1.20 

20 0.950 35-45 1.0 -1.4 0.98 -1.26 1.02-1.11 14-15 0.80-1.0 0.82-0.88 0.91-1.13 

14 1.90 60-70 2.3 -2.8 2.42 -2.83 0.95-0.99 20-23 1.2 -1.5 1.43-1.69 0.83-0.94 

18 5.91 200-220 5.6 -7.0 6.36 -7.0 0.88-1.0 44-45 3.0 -3.1 2.88-3.0 1.0 -1.07 
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表 4. PCEの検出限界

水温 (OC) 気温 (OC) 濃度 (mg/l)
K社製高濃度用 G社製

検知管の読み 測定値(mg/l) 検知管の読み 測定値(mg/l)

10 9.5 0.206 5* 0.21 2-5 0.06-0.1 

0.103 ND-5** ND-O.11 Tr-2 Tr-0.03 

0.041 ND-ND ND-ND ND-ND ND-ND 

23 22 0.115 3-10 0.077-0.125 3-5 0.1-0.1 

0.084 5 0.128 Tr-4 Tr一0.075

0.0334 ND-4 ND-0.05 ND-Tr ND一Tr

30 32 0.183 7 0.14 5 0.2 

0.091 3-8 0.061-0.074 3-5 0.1-0.1 

0.0365 2-3 0.041-0.031 ND-3 ND-0.05 

ND:不検出， Tr:痕跡

* 1回の吸引による結果

** 2回の吸引による結果

表 5.MCの検出限界

水温 CC) 気温 (OC) 濃度 (mg/l) K社製高濃度用
G社製

検知管の読み 測定値(mg/l) 検知管の読み 測定値(mg/l)

12 11 1.84 

1.22 

0.615 

19 21 1.55 

0.777 

0.388 

29 29 1.62 

0.812 

0.324 

ND:不検出， Tr:痕跡

* 1回の吸引による結果

** 2回の吸引による結果

45* 

30 

10-30* * 

70 

20-50 

10-28 

100 

45 

15-40 

低濃度試料の測定に際しては，実験器具からの汚染に

留意する必要がある.特に，高濃度の試料を測定した後

の振とう容器の洗浄は水で軽くゆすぐ程度では不十分で

ある.洗剤を使用して十分洗湯するか，あるいは未使用

の容器を用いる必要がある.また，測定場所周辺の空気

中の溶剤濃度にも留意する必要がある.操業中のドライ

クリーニング所では屋内の PCE濃度が50ppmを越える

こともある 12) このため，現場では通風の良い屋外で

測定する等の十分な配慮が必要である.

5.妨害物質の検討

1 )油分，洗剤及び残留塩素:検知管法で採用してい

るヘッドスペース法は測定値に対する油分の影響が指摘

1.56 10-30 0.98-1.47 

1.01 ND-20 ND-0.98 

0.336-0.504 ND-10 ND-0.44 

1.49 10-30 0.679-1.18 

0.429-0.53 ND-25 ND-0.85 

0.214-0.301 ND-10 ND-0.339 

1.58 20 1.02 

0.714 7-20 0.358-0.501 

0.226-0.269 ND-10 ND-0.256 

されている13) そこで，標準溶液に油分をO.lml(試料

の0.05%)から 1ml(0.5%)添加し，検知管法に及ぼす

影響を検討した. K社製高濃度用検知管， G社製検知管

及ぴK社製低濃度用検知管での PCE濃度はそれぞれ，

0.56， 1.0及びO.lmg/lとした.また， MC 濃度は K社

製6.2mg/l，G社製5.4mg/lとした.

PCE及び MCの測定値は K社製， G社製ともに油分

の増加に反比例して低下した. PCEの測定においては，

油分を0.05%添加した時の測定値は添加しない時の測定

値の67-73%に低下した.さらに0.25%の添加では34-

36%に， 0.5%では 19-22%にまで低;下した. MCは

PCEより影響は小さかったが，油分0.05%の添加では



検知管及びG社製検知管では0.96及び、0.19mg/l，K社

製低濃度用検知管では0.19及ぴ0.096mg/lとし，それ

ぞれに適宜 MCを添加して測定した.

K社製高濃度用及びG社製の PCE検知管はともに

MCを15.8mg/l添加しでもその測定値は MCを添加し

ない時と全く同じであった.また， K社製低濃度用は

MC 濃度が3.16mg/lで0.03mg/l程度高くなったが，

MCが15.8mg/lとなってもその増加量は同程度であっ

た.

同様に， PCE濃度0.096mg/lの標準溶液を用いて

TCEの影響を検討した.その結果， TECを添加しない

時の測定値は K社製高濃度用検知管では0.14mg/l，G 

社製検知管では0.06mg/lであったが， TCE 濃度を

0.15mg/lとした時の PCEの測定値は，それぞれ0.41

及び0.2mg/lとなり， TCE 3.8mg/l存在下では，それ

ぞれ6.1及び2.1mg/lとなった.

MCの測定値に及ぽす PCEの影響を図 3. に示した.

標準溶液の MC濃度は3.0と0.67mg/lで行った. K社

製及びG社製検知管ともに PCE3.2mg/lの添加で MC

の測定値は明らかな増加を示し， PCE 15mg/lの存在下

では PCEを添加しない時の測定値がK社製では1.32mg 

/1であったものが4.9mg/lとなり， G社製では

1. 19m9/lであったものが2.38mg/lとなった.

次に， MC濃度2.6mg/lの標準溶液を用いて TCEの

影響を検討した. K社製及ぴG社製検知管の TCEを添

加しない時の測定値はそれぞれ，1.5mg/l及ぴ1.4mg/

lであった. TCE 0.15mg/lの添加では測定値は全く変

化しなかったが， TCE O. 75mg/lではそれぞれ， 2.7及

び2.1mg/lとなり， TCE 7.5mg/lではそれぞれ， 6.6 

及び5.6mg/lとなった.

K社製及ぴG社製の PCE検知管はともに MCが15mg

/1程度存在しでも測定値に変化はなかった. しかし，

MC検知管は PCE濃度が 3mg/l程度以上になると測定

値が明らかに高くなった.また， TCEが存在する場合

には，その濃度が PCE検知管ではO.lmg/l程度， MC 

検知管では 1mg/l程度であっても大きく影響された.

特に，測定の対象である PCEあるいは MCの濃度が低

い場合にその影響が顕著となった.

これらのことから， ドライクリーニング所排水のよう

に，使用されている溶剤の種類が明かな試料では問題と

ならないが，河川水や土壌等，溶剤の種類が特定できな

い場合や多種類の溶剤が含まれている可能性のある試料

への検知管法の適用には十分な配慮が必要である.

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.. 40. 1988 

82-84%， 0.25%では61-65%，0.5%では47-49%に

低下した. しかし， ドライクリーニング所排水中の油分

は0.05%以下であったことから，実際上は特に問題とな

らないことカfわかった.

洗剤及び、残留塩素についても油分と同様に検討した.

その結果，洗剤は ABSとして 5mg/l以下，残留塩素

は遊離残留塩素として 5mg/l以下ではK社製， G社製

ともに PCE及ぴMCの測定値に影響を認めなかった.

これらのことから，測定容器の洗浄には手近かな洗剤

や水道水を使用することができ，それらがある程度残存

しでも測定値に影響しないことがわかった.

2 )他の塩素系有機溶剤:PCEの測定値に及ぼす MC

の影響を図 2. に示した. PCE濃度は K社製高濃度用
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6. ドライクリーニング所排水への適用

ドライクリーニング所の排水について，検知管法及び

GC法により測定した結果を図 4. に示した.なお，

PCEのK社製高濃度用検知管及びG社製検知管につい

ては水温1l
0

C付近でも測定した.また，高濃度の試料は

水で希釈して測定し，結果は希釈後の濃度で示した.

検知管法による測定値は 5種類の検知管ともに GC法

による測定値と高い相関を示じ，相関係数は0.97-0.99

の範囲であった.また， GC法との比率は PCEのK社製

高濃度用検知管では0.59-1.69(平均1.05)で，温度によ

る差は見られなかった. しかし， G社製検知管では0.37

-1.16(平均0.76)の範囲であり，低温下で低い値を示す

傾向があった.また， K社製低濃度用検知管では0.98-

1.27(平均1.10)の範囲であった.

MCに関しでも， K社製検知管と GC法による測定値

の比率は0.57-1.22(平均1.01)の範囲であったのに対し

てG社製検知管のそれは0.51-0.98(平均0.77)とやや低

い値を示す傾向があった.

これらの結果は，標準溶液を使用した場合と同じ傾向

を示している.このことから，クリーニング所排水には

検知管法に特に妨害となる物質は含まれていないと推察

された.

以上のことから，現在市販されている簡易測定セット

はそれぞれ，検知管の特性をふまえて使用すれば，ク

リーニング所排水を対象とする現場での PCEおよび

MCの簡易試験法として十分使用できるといえよう.

要約

水中の塩素系有機溶剤の簡易測定セットとして市販さ

れている 2社の製品について，標準溶液及ぴドライク

リーニング所排水を用いて GC法と比較検討し，その実

用性を検討した.

1) PCE及び MCの検知管法による測定値は GC法に

よる測定値と高い相関を示し，相関関係は0.94-0.98の

範囲であった.

2 )検知管法は一定の測定条件下では比較的良好な再

現性を示し， ドライクリーニング所排水の管理目標値に

対して必要な検出限界を有していた.

3 )正確度は検知管の種類及ぴ測定時の温度条件に

よって異なったが，検知管による測定値は GC法による

測定値のおおむね1/2から 2倍の範囲にあると考えられ

る.

4) PCE及ぴ MCの測定値は油分の増加とともに低

K同盟〆度γ IFC-社/1.0 

水湿気温 水湿気温 水温 24'C
• 24・C24'C • 24・'c24'C 気混 24'C
• 11・C13'C • 11・'c13・c

1.0ト 1.0 0.1 

ゾ /てー 0.01 

¥ 判

、む

国

0.1 1.0 10 0.1 1.0 10 0.01 0.1 1.0 

出
lI!ill 100 MC K社 MC G社

~ 水混 24'C 水温 24'C
気温 23'C 気混 23'C

~ 
10 10 

• 1.0 1.0 

1.0 10 100 1.0 10 100 

G C法 (mg/.e) 

図4.検知管法及びGC法によるドライクリーニング所排水中の PCE及び MCの測定値の比較



250 Ann. Rep. Tokyo Met.γ. Res. Lαb. P.H.， 40， 1988 

下したが，洗剤及ぴ残留塩素は妨害とならなかった.

5) PCEの測定では MCが15mg/l，MCの測定では

PCEが3mg/l程度存在しでも測定値に大きな影響はな

かった. しかし， TCEの存在下ではその濃度が PCEで

はO.lmg/l，MCでは 1mg/l程度であっても PCE及ぴ

MCの測定値に大きな影響を与えた.

6 )ドライクリーニング所排水中の PCE及び MCの

測定に適用し， GC法による測定値と比較検討した結果，

標準溶液での測定結果と同じ傾向を示したことから， ド

ライクリーニング所排水中には検知管法を妨害する物質

はないと考えられた.

調査した 2社の測定セットはそれぞれ，検知管の種類

によって性能に若干の相違はみられたが，簡易測定法と

しての基本的な性能は備えており， ドライクリーニング

所排水を対象とする PCE及ぴ MCの簡易試験法として

有効であると考える.
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東京湾の環境汚染モニタリング調査(第 7報)

昭和62年度スズキおよびウミネコの調査結果について

大久保智子*，瀬戸 博へ加納嘉子*

Survey of Chemical Pollutants in Biota from Tokyo Bay (VII) 

Residue Levels in Japanese Sea Bass and Gull in 1987 

TOMOKO OHKUBO * ，日IROSHISETO* and TAKAKO KANOH* 

The levels of 37 chemical pollutants in japanese sea bass (Lateolabrax japonicus) and black.tailed gull 

(Larus crassirostris Vieillot) collected from Tokyo bay in 1987 were determined. Fifteen chemicals were de. 

tected in fish muscle and sixteen chemicals in gull muscle. The lev巴Isof PCB， dieldrin and DDTs in the fish 

and the gull in the year 1987 were the same as in the last year but the levels of chlordanes were the highest 

SlllC巴 1981.It should be necessary to investigate carefully the actual conditions of environmental pollution by 

chlordanes. 

Keywords:汚染 pollution，有機塩素系化合物 chlorinatedhydrocarbon，スズキ seabass，ウミネコ 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 (Lateolabraxjap仰 icus)およびウミネコ

(Larus crassirostris Vieillot)中の化学物質濃度の変化お

よび特徴を報告してきた1-6)

自然には分解しにくい，生物体内に濃縮され易い，並

びに毒性が強いことから特定化学物質に指定され，現在

使用禁止の PCB，ディルドリン， DDT類など，有機塩素

系化合物の蓄積量は，年々減少傾向であったが，その減

少速度もゆるやかになった.

昭和61年9月に特定化学物質に指定されたクロルデン

類は，使用禁止後，今回が最初の調査となるが，今後の

推移が注目されるところである.

化学物質は，その製造，使用，廃棄処分という一連の

過程の中で環境を汚染する可能性を持っている.そこで，

人間の健康への影響を未然に防ぐために，本調査の内容

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62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62年9月千葉県富津沖で捕獲さ

れた25尾を重量の順に 5尾ずつまとめ 5検体とした.ウ

ミネコは，昭和62年5月から 7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 5羽ずつま

とめ 5検体とした.鑑定および試料の調製は既報2)と同

様に行った.試料の概要は Table 1， 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，また一部の物質の年次推移を Fig.1， 2， 

Table 4に示す. PCB濃度は，前年度まで漸減してい

たが，今年度は0.15μg/gと上昇した. しかし，これ

は昨年度の検体の脂肪分が平均2.43%であったのに対し，

本年度は3.92%と多く，脂肪換算すれば昨年度と同程度

のレベルである. DDT類濃度はほぼ平年並みであった.

61， 62年度に極めて低濃度で検出された s-HCH，HCE

は検出されなかった.塩素化ベンゼン類は，昭和59年度

を境に減少していたが，本年度は増加し，検出率も

*東京都立衛生研究所環境保健部衛生研究科 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 = 5 ) 

length * ( cm ) 

mean::!::SD 

body weight (g) 

mean::!::SD 
fat (%) 

-品
η
L
η
J
a生

F
D

3.56 

4.21 

4.38 

3.45 

3.99 

water (%) 

70.0 

72.2 

71.1 

73.1 

72.0 

30.6土1.0

29.5土0.6

29.0土0.4

28.2::!::0.5 

26.8::!::0.9 

497::!::21 

456::!::4 

432::!::12 

390土11

343::!::19 

group No. 

3.92 71. 7 28.8 424 mean 

* : not included the part of tail fin 

Table 2. Constitution of the Sample (Black.Tailed Gull) and Water and Fat Contents of the Muscle. (n = 5 ) 

wing length (cm) 

mean土SD

body weight (g) 

mean土SD
fat (%) 

ーよ

n
L
q
a
A住
民

υ

5.93 

6.47 

5.73 

6.34 

8.18 

water (%) 

66.5 

65.9 

66.5 

65.3 

61.1 

35.9土0.8

35.3土1.1

33.8土2.1

34. 8::!:: 1.8 

34.4::!::0.9 

620土48

637土45

583::!::20 

630::!::15 

494土20

sex 

male 

mal巴

male 

male 

female 

group No. 

6.53 

Table 3に，また一部の物質の年次推移を Fig.3， 4， 

Table 5に示す.昭和58年度以降 PCB， βHCH，p， 

pにDDEは減少傾向にあったが，これらの今年度の濃度

レベルは昭和59年度のレベルに相当し，減少傾向が鈍く

なった.クロルデン類は，調査開始後，年々その濃度が

増加し，本年度は昨年度の約 2倍であった.また，総ク

ロルデンにおける各クロルデン類の構成比を見ると，

抑制 E ノナクロルの割合は70%で，cis-ノナクロルを含

めるとノナクロルは85%になる.これは，鳥類において

は，ノナクロルがクロルデンに比べて代謝されにくいこ

とを示している. HCBはほとんど変化がなかった 1，

2， 4 -TrCBは減少傾向が見られる. TBTは今年度も

検出されず，鳥類においては速やかに代謝されるものと

考えられる.

ウミネコの検体NO.3は，他の 4つの検体と比較して，

次のような特徴がある.すなわち， PCB，デイルドリン，

tr，仰 s，cis-ノナクロル，オキシクロルデンの濃度が高く，

逆に，p，p仁DDDはNO.3のみ検出されず，また，体重は

NO.5の雌の次に軽かった.これは，今年度の場合，ウ

ミネコは性別，採取日順に 5羽ずつまとめ 1つの検体と

して用いたが， NO.3は5羽とも 7月14日に採取したウ

ミネコであった.つまり， 7月14日に採取したウミネコ

65.1 34.8 593 

o-DCB 5/5，慨 DCB4 / 5， p-DCB 5 / 5， 1， 2， 

4 -TrCB 5/5と高率であった.主にシロアリ駆除用

に使用されていたクロルデン類は，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月に特定化学

物質に指定され，事実上使用禁止となったが，その濃度

は調査開始以来，最高の値を示した. trans， cis-クロル

デン，cis-ノナクロルは昨年度に比べ 2倍に，trans-ノ

ナクロルは3.9倍にもなった(Table 4). しかし，環境

庁の調査では，その汚染濃度は全国的には昨年度に比べ

同程度もしくは減少しており，東京湾における特徴的な

汚染上昇であった9) 今後も汚染実態を注意深く監視す

る必要がある. TBTは，昨年度と同程度の濃度であっ

た. TBTは殺菌，防汚等の作用を有することから，船

底塗料，漁網防汚剤等に使用されていたが，生物への影

響が報告されたことから，漁協等は自主的に使用禁止措

置をとっている. TBTOを除く TBT(8物質)について

は昭和63年4月に指定化学物質に指定されている. しか

し，まだかなりの量の TBTが使用されていると考えら

れる. TBTは分解性も悪いことから，汚染の進行を防

止するために一刻も早い全面的な使用禁止と環境汚染対

策を推進し，汚染実態を監視する必要がある.

ウミネコについて ウミネコ胸筋の化学物質濃度を

mean 



東京衛研年報 40，1989 253 

Table 3. Concentrations of Pollutants in Muscle Tissues of Sea Bass and Black-Tailed Gull. 

(μg/ g on wet weight basis) 

compound 

PCB*l 

PCN*2 

HCB 

aldrin 

dieldrin 

endrin 

o，p'-DDT 

p，p'-DDT 

o，p'-DDE 

p，ρ'-DDE 
o，p'-DDD 

p， p'-DDD 

trans-chlordane 

cis-chlordane 

trans-nonachlor 

cis-nonachlor 

oxychlordane 

heptachlor 

HCE 

α-HCH 

s-HCH 
r -HCH 

d-HCH 

o -DCB*l 

m-DCB*l 

P -DCB*l 

1，2，3-TrCB 

1，2，4-TrCB 

1，3，5-TrCB 

1，2，3，4-TeCB 

1，2，3，5-TeCB 

1，2，4，5-TeCB 

PeCB 
DnBp*3 

DEHP*3 

TBP*l 

TBT*4 

range 

0.12-0.18 

nd 

nd 

nd 

0.002-0.003 

nd 

nd 

0.001-0.002 

nd 

0.009-0.013 

nd 

0.003-0.005 

0.003-0.006 

0.011-0.022 

0.031-0.050 

0.007-0.012 

0.001-0.002 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

0.01-0.02 

nd-0.02 

0.01-0.08 

nd 

0.001-0.004 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

0:13-0.16 

Sea Bass 

mean 

0.15 

nd 

nd 

nd 

0.002 

nd 

nd 

0.001 

nd 

0.011 

nd 

0.004 

0.004 

0.016 

0.039 

0.009 

0.002 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

0.02 

0.03 

nd 

0.002 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

0.15 

Black-Tailed Gull 

range 

1.4-2.8 

nd 

0.009-0.020 

nd 

0.013-0.031 

nd 

nd 

nd 

nd 

0.23-0.32 

nd 

nd-O.Ol1 

nd 

0.008-0.018 

0.16-0.47 

0.033-0.11 

0.030-0.079 

nd 

0.007 -0.010 

nd 

0.034-0.053 

nd 

nd 

nd-0.02 

nd-0.02 

0.01-0.02 

nd 

0.001-0.003 

nd 

nd 

nd 

nd -0.001 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

* 1 : nd<O.Ol， * 2 : nd<0.02， * 3 : nd<O.l， * 4 : nd<0.05， others: nd<O.OOl 

mean 

2.0 

nd 

0.017 

nd 

0.021 

nd 

nd 

nd 

nd 

0.29 

nd 

nd 

0.014 

0.32 

0.065 

0.055 

nd 

0.009 

nd 

0.042 

nd 

nd 

0.01 

nd 

0.002 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 

nd 
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Table 4. Trends in Chlordanes Residues in Sea Bass Collected from Tokyo Bay. 

(μg/ g on wet weight basis) 

compound 1983 1984 1985 1986 1987 

trans-chlordane 0.003 0.003 0.005 0.002 0.004 

cis-chlordane 0.007 0.007 0.015 0.007 0.016 

trans-nonachlor 0.012 0.010 0.020 0.010 0.039 

cis-nonachlor 0.004 0.004 0.006 0.004 0.009 

oxychlordane 0.001 0.001 0.002 nd-0.002 0.002 

Table 5. Trends in Chlordanes Residues in Black.Tailed Gull Collected from Tokyo Bay. 

compound 1983 1984 

trans-chlordane 0.001 0.001 

cis-chlordane 0.013 0.008 

trans-nonachlor 0.107 0.17 

cis-nonachlor 0.029 0.041 

oxychlordane 0.036 0.038 

は，他の日に採取したウミネコとはまるで異なった暴露，

汚染を受けた可能性がある.ウミネコは，スズキの様に

一度に採取できず，今年度の場合， 3カ月のずれがあっ

た.採取地点が同一でも，ウミネコは数十一数百羽の集

団で移動しており，その集団によってそれぞれ移動地点

が異なるため，この様な差が出てしまうのではないかと

考えられる.

なお，本調査は衛生局医療福祉部公害保健課と協力し

て実施したものである.
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多摩川に生息するオイカワ中の残留ク口ルデンの年次推移

宮崎奉之*， 橋本常生*

Annual Trend of Chlordane Residues in Freshwater 

fish (pale chub， Zacco platypus) from the Tama River 

TOMOYUKI MIYAZAKI*and TSUNEO HASHIMOTO* 

Although， chlordane had been used for wood protection from termites in ]apan， the use of chlordane has 

been banned in 1986. Then， to survy chlordane contamination in the environment， freshwater fish (pale 

chub， Zacco pl仰向ω)as a biological indicator were collected at Noborito of the Tama River. Chlordane re. 

sidues were detected in all samples， and the mean levels gradually decreased since 1985. In the freshwater 

fish at this sampling station during 1986 and 1988， the half.life period of total chlordane calculated by the 

least.squares method was estimated to be 4.3 years. 

Keywords:クロルデン chlordane，多摩川 Tamariver，淡水魚 freshwaterfish，年次推移 annualtrend 

緒 昌

我が国において，クロルデンはシロアリ駆除剤として

用いられていた1)が，著者らが東京湾に生息する魚介類

からクロルデンを検出し，その汚染状況を報告2，3，り)し

て以来，全国的にクロルデンによる汚染が問題になった.

環境庁はクロルデンを1986年 9月11日に「化学物質の審

査及び製造などの規制に関する法律J(以下化審法と略

す)に基ずく「第一種特定化学物質」に指定し，その製

造，輸入及び使用を禁止した. しかし，クロルデンは分

解されにくい有機塩素化合物であるため，環境中から急

速に消滅するとは考えられない.そこで，クロルデンが

禁止された後，どのような減少パターンを示すかを指標

生物を用いて調査することとした.指標生物として，淡

水魚のオイカワ (Zaccopla~沙問)を用い，採取場所は多摩

川水系の登戸で， 1985年から1988年までの 4年間につい

て測定した.

材料忍び方法

1.試料

分析に供したオイカワは1985年から1988年(6月一 8

月)の間，多摩川の登戸付近で採取したものである.試

料は年度毎に区分し，体長約10crn(推定 1年未満)のもの

を抽出し，魚体全体を使用して 3回繰り返し測定した.

2.試薬友ぴ標準品

有機溶媒(ヘキサン，ジエチルエーテル，ジクロロメ

タン，アセトン，石油エーテル)及び無水硫酸ナトリウ

ムはいずれも残留農薬分析用 シリカゲル:キーゼルゲ

ル60(メルク社， Art 7734)を450'Cで3時間加熱，放冷

後，水を加え(10%)12時間放置後，使用した.活性フロ

リジル:フロルジル PR(FloridinCo.製， 60-100mesh) 

を120'Cで一夜(15時間)活性化し， 1時間放冷した後，

使用した.クロルデン類の標準品は既報6)に準じた.

3. クロルデン類の分析

1 )抽出:細切した試料(20g)にアセトン25ml，ヘキ

サン50mlを加えてホモジナイズし， 3000rpmで10分間

遠心分離し，抽出液を得た.再度，アセトン20ml，ヘ

キサン50mlで抽出し，得られた抽出液を合わせ， 2 % 

硫酸ナトリウム溶液30mlで洗浄した後，無水硫酸ナト

リウムで脱水L，減圧下濃縮乾回した.

2 )シリカゲルドライカラムクロマトグラフィー:15g 

のシリカゲルを乾式充填して作成したカラム(内径

1. 5crn)に，上記の残留物を少量のジクロロメタン・石油

エーテル(20:80)で溶解して負荷した.さらに同混液で

溶出して，計130mlを分取，濃縮してヘキサンで約 2ml

とした.

*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 ]apan 
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3 )分画:活性フロリジ、ル10gをヘキサンで湿式充填

し，そのベット上に硫酸ナトリウム 3gをのせてカラム

(内径1.2cm)を作成した.このカラムに上記濃縮液を負

荷し，合計60mlのヘキサンで溶出した(第一分画 :α ー，

s -， y -chlordene， trl仰 s-nonachlor，compound C， K， 6 

を含む).次に， 4 %エーテル・ヘキサン80mlで溶出し

た(第二分画 trans-，cis-chlordane， c昨 nonachlor，ox-

ychlordane， compound 1， 2， 7， 8を含む，なお，

compound 5， 7は第一及び第二分画の両方に洛出し

た).続いて，80mlの15%エーテル・ヘキサンで溶出し

た(第三分画:heptachlor epoxideを含む).それぞれの

分画を濃縮し，ヘキサンで 2mlに合わせ，ガスクロマ

トグラフィーの測定溶液とした.

4胴装置及び測定条件

1 )ガスクロマトグラフ:Hewlett Packard 5890 A (電

子捕獲型検出器付)にオートインジェクターHP-7673A 

を装着した.カラムはウルトラ#1 (Cross-linked 

methylsilicone，膜厚0.33μm，0.20mm i. d. X 25m， 

Hewlett Packard社製)を用いた.

2 )測定条件:注入口温度250
0

C，検出器温度300
0

C，

カラム温度60
0

C( 1 min)ー20
0

C/ min -200
0

C ( 1 min)-

5 t/min-250
o
C (15min). 注入量:1μl(スプリット

レス法).キャリヤーガスにヘリウム(流速 1ml/min)， 

メイクアップガスに窒素(流速40ml/min)を用いた.

定量は絶対検量線法により行った.総クロルデンは αー，

s -， Y -chlordene， transー， cis-nonachlor， trl仰 s-，CtS-

chlordane， compound C， K， 1， 2， 3， 5， 6， 7， 

8， oxychlordaneの合計濃度値である.

結果及び考察

1.ク口ルデン類の添加回収実験

脂肪分の多い試料中の有機塩素系農薬やクロルデン類

の分析法として，その脂肪分を除去する操作として主に

アセトニトリル/ヘキサン分配が用いられてきた7) 最

近，食肉中の農薬の分析で脂肪の除去操作としてシリカ

ゲルドライカラム法8.9)が報告されてることから，本操

作j去を用い，さらにこれまでパックドカラムを用いて測

定したものを，分離の良好なキャピラリーカラムを用い

て測定することを検討した.

材料及ぴ方法の項の分析操作に準じて，アサリを用い

てクロルデン類の回収実験を試みた.本来はオイカワを

用いるべきであったがクロルデン濃度の低いオイカワの

試料が手元にないことから，クロルデン濃度の極めて低

いアサリを用いた.クロルデン類各10ngをアサリ 20gに

添加した時の回収率を Table 1に示す.クロルデン類

の平均の回収率は82.6-114.6%であり，標準偏差は最

大19.3であった. しかし，アサリ中の各クロルデン類の

添加濃度として0.5ppbと極めて低いことから，概ね良

好な結果と考えられた.そこで，本分析法によりクロル

デン類を測定することとした.

2.オイカワにおけるクロルデンの年次推移

試料は，多摩川の登戸付近で1985年から1988に，毎年

6月から 8月の聞に採取したオイカワ(淡水魚)を用いた.

オイカワはクロルデン類を魚体中に蓄積し，その地点の

汚染を反映りする.そして，この多摩川水系に広く分布

しており，採取も比較的容易なこと.登戸は多摩川の中

流域にありこれまでの調査から，そこに生息する魚中の

クロルデン濃度は高い地点4)であるところから，それぞ

れ設定した.

Table 1. Recovery of chlordanes from short-necked clam 

Compound Recovery ( % ) * 1 C.V. 

α-chlordene 96.3 4.6 

s -chlordene 106.2 4.5 

Y -chlordene 82.6 1.8 

Compound C 105.6 3.3 

Compound K 104.6 19.3 

Compound 1 101.1 8.2 

Compound 2 96.8 3.9 

Compound 3 112.8 11.0 

Compound 5 112.8 9.4 

compounds were spiked at the levels of O. 5ng/ g 

* 1 Mean of 3 experiments 

Compound Recovery ( % ) * 1 C.V. 

trans-chlordane 103.4 12.5 

CtS司chlordane 114.6 15.2 

trans-nonachlor 100.9 2.0 

cis-nonachlor 114.6 15.2 

oxychlordane 104.1 3.4 

Compound 6 108.3 9.4 

Compound 7 100.7 13.0 

Compound 8 93:7 6.6 



オイカワ中のクロルデン類の残留成分量の比率は既

報10)と極めて類似し， trans-nonachlor， trans-， cis-

chlordane， compound 5などの化合物の割合が高く，各

年度毎による，残留成分のパターンの違いは余り認めら

れなかった.

謝辞:試料の収集をいただいた衛生局食品監視課沢田

明彦氏及ぴ実験に協力戴いた麻布大学環境保健学部環境

保健学科石橋幹夫氏に感謝致します.
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Fig. 1. Annual Trend of Chlordane Residues in Fresh-

water fish from the Tama River 

1986 1987 
Year 

1985 
。

Fig.1にオイカワ中の総クロルデン類濃度の年次推移

を示す.平均クロルデン濃度は1985年Iこ1170ppb，1986 

年に948ppb，1987年に639ppb，1988年に572ppbと減少

した. 1986年にクロルデンは「化審法」により使用禁止

になり，それ以降新たな環境中への投入はなくなったも

のと考えられるが，このように， 1987年以降もクロルデ

ンは依然検出された.このデータから1986年から1988年

の聞における半減期を最小自乗法により試算した.クロ

ルデン濃度及び年度とも両対数の方が相関係数(r= 
0.987)が高く，これによると，半減期は4.3年と算出さ

れた.この半減期はあくまでもこの環境における半減期

であり，また年数，試料数も少ないため，大きな誤差を

含んでいることが推定される. しかしながら，クロルデ

ンの環境中での残留性の高さを証明するものである.こ

の点からも，さらに長期的なモニタリング調査が必要で

ある.
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商業ビ、ルテsィング床面のダニ調査

吉川 翠*

Survey of Mite on Floor in Atomosphere-controlled Buildings 

MIDORI YOSHIKA W A * 

Mite kinds and numbers w巴reinvestigated on carpeted and Poly.vinyl Chloride (PVC) ーtiledfloors in 

buildings where the temperature and humidity had been maintained at 24-26'C and 30-60% R.H. for one year. 

Five areas selected as test sites : carpeted and PVC.tiled floors of offices， a PVC.tiled passage way， carpeted 

or PVC-tiled floors of machine rooms and ladies' dressing rooms. The dust which was collected was 

weighed and then the mites were extracted by a floating.centrifuge method using saturated sodium chloride. 

Mites wer巴 classi品edby family. 

The dust.weights ranged from 0.01-1. 55g/ m' and averaged 0 .47g/ m' on the carpeted floor and O.llg 

/m' on PVC.tile. The average number of mites collected from the carpeted floor was 20.5/m' and 4.9/m' 

from PVC. There was no significant difference between the mite numbers on the carpeted floor and th巴 PVC

However， there was significant difference between mite numbers on the floor of the dressing rooms and on the 

passage way since mites might be dropped when employees changed their cloths， and dandruff and cloth fibers 

might fall when they combed their hair. This fib巴rousdust containing dandruff would give the mites places 

to hide as well as food and sometimes moisture absorbed from the air when humidity was higher than usual in 

the buildings. 

Pyroglyphid mites accounted for 89.9 % of the test mites， followed by acarids 5.4 %， ascids 1.5% and 

cheyletids 0.6 %. Among the five tested areas， pyroglyphids were found mainly in the ladies' dressing rooms 

where they were 93.7 % of the total. Pyroglyphids also accounted for 93.8 % of the mites collected from the 

carpeted floors and 79.7 % from PVC.tiled floors 

Keywords:チリダニ Pyroglyphidae，相対湿度 relativehumidity，餌 food，塵挨 housedust， i替れる場所 place

to hide 

緒両

家屋内生息性ダニ類の繁殖条件は，温度20-30'Cと湿

度60%R.H以上が必要であり 1，2)，餌としての塵中有機

成分(フケ・アカ・カビなど)が存在し4，5)，人による殺

ダニや除去行動を回避しうる場所が存在することり)が

報告されている.

上記3条件のうち，餌としての塵と，繁殖場所として

の畳，被毛g，寝具が存在する一般家屋内では，家屋内が

高温多湿になる 7-9月に，床材表面のダニ数がピーク

になることが多く 83)，また，高温多湿の 7-9月の調

査では，人の駆除行動を回避できる「潜り込める場所J，
すなわち畳・繊盤・寝具類で多数検出されるが，潜り込

めない板材では，夏期も冬期もダニ数はあまり変化しな

い10-12) さらに，高温多湿の条件と繁殖場所が揃った

築後数年経た家屋内では，人の使用頻度の高い場所，例

えば部屋の中央部分，あるいは使用頻度の高い部屋，例

えば居間や寝室などにダニ数が多くなる13，14)

一方，年聞を通して温湿度をコントロールされている

商業ピル内では，塵挨中に有機成分も潜って繁殖する紋

越も存在するが，ダニに至適な温湿度が制限される.こ

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生科 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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のような環境下での家屋内生息性ダニ類調査は報告が少

なく 15)，結論ずけるには至らないため，東京都内の商

業ピルで夏期にダ、ニ調査を行った.

この調査の目的は: 1)繊訟と PVC(Poly司 inyl

Chloride)タイルの床材別ダニ相とダニ数および， 2)部

屋の使用目的別にダニ相とダニ数を比較する.これらの

結果から，室内温湿度を制限するとダニ相・ダニ数はど

のように変化するのかを，一般家屋と比べて考察する.

方法

1988年 7月に，東京都内の10箇所のピル(A-F)で，

床面のダニを調べた. 10ビルはいずれも 5000m'以上の床

面積を持つ自社ピルで，築後 5年以上を経ている.これ

らのピルはいずれも年間を通して空調されており，温度

24-26'Cで，湿度30-60%R.H.に保たれていた.

ダニ調査は，各ピルの部屋を床材別・使用目的別に 5

箇所に分けた.すなわち，床面に械訟を敷き込んだ事務

室， PVCタイルの事務室， PVCタイルの廊下， PVCタ

イルあるいは械盤敷きの女子更衣室である.

これらの部屋の中央部分 1m'をビニールテープで囲み，

200Wの掃除機で 3分間ずつ和紙袋内に塵を集めた16)

塵量を計量後，飽和食塩水懸濁遠沈j去にて塵からダニを

抽出した17)

会土
市悶 果

平均0.25gとなり，紋毛主 1m'で平均0.47g，PVCタイル

で平均O.l1gであった.

各ピル各部屋の 1m'当りのダニ数は 0-241匹で，平

均すると 10.8匹であった(表 1). 

床材別でのダニ数は， PVCタイルで平均4.9匹/m'，

繊訟で平均20.5匹/m'となった.械訟は， Fピルのダニ

数のみ極めて多かった. PVCタイルと械訟のダニ数を

平均値の差の検定で比べると，有意差はみられなかった.

部屋の使用目的別のダニ数は，廊下1.8匹， PVCタイ

ルの事務室3.3匹，被慾敷き事務室5.0匹， OA機器室

6.0匹，女子更衣室38.1匹であった(表 1).廊下と女子

更衣室 1m'当りのダニ数は，平均値の差の検定で有意差

がみられ，女子更衣室のダニ数が有意に多かった.

ダニ科別ではチリダニ科 Pyroglyphidaeが一番多く

487匹(構成比率89.9%)で，コナダニ科 Acaridae29匹

(5.4% )，マヨイダニ科 Ascidae(1.5 %)，ツメダニ科

Cheyletidae 3匹(0.6%)であった(表 2). 

部屋の使用目的別に分けたダニ相では，いずれの場所

でもチリダニ占有率が60%を越えていた(表 3).女子更

衣室のチリダニ占有率が一番高く 93.7%を示し， OA機

器室88.3%，事務室(械強)86.0%，事務室(PVCタイ

ル)69.7%，廊下61.1%となった.

床材別で比べると，誠訟でのチリダニ占有率は93.8%

各ビル各部屋の 1m'当りの慶挨量は， 0.01-1.57gで， となり， PVCタイル79.7%よりも多かった(表 4). 

表1. 10ビルの床面 1m'当りの塵挨量とダニ数

調査室 ιおとTA B C D E F G H 

事務室 塵 挨 量 0.02 0.04 0.19 0.05 0.13 0.05 0.02 0.02 0.14 

(PVCタイル) ダニ数 5 1 12 2 1 2 l 4 1 

事 務室 塵挨量 0.44 0.40 0.15 1.02 0.41 0.22 0.14 0.15 0.39 

(械訟) ダ ニ数 2 6 3 3 7 13 4 3 2 

廊 下 塵挨量 0.56 0.01 0.07 0.02 0.02 0.02 0.01 0.01 0.02 

(PVCタイル) ダ ニ数 。4 l 2 2 2 1 3 1 

OA機器室 塵挨量 0.10 0② .84 0② .71 0.03 028 0② .26 0.04 023 0.02 

(PVCタイル) ダ ニ数 2 3 6 。19 19 4 1 1 

女子更衣室 塵 挨量 124 0.83 0.15 0.06 0.30 127 0② .36 0.34 0.05 

(PVCタイル) ダ ニ数 33 30 15 7 8 241 12 25 7 

Aロ、 言十
塵 挨量 2.16 2.12 1. 27 1.18 1.24 2.12 0.57 0.85 0.62 

ダニ数 42 44 37 14 37 277 22 36 12 

注) 1)⑦:誠強

2 )空調による温湿度調整は年簡を通して，温度24-26'C，湿度30-60%R且に保たれている.

3 )塵挨は 1m'当り 3分間吸引して集めた.

J 合計

0.03 0.69 

4 33 

0.09 3.41 

7 50 

0.02 0.76 

2 18 

0② .10 2.81 

5 60 

0.02 4.72 

3 381 

0.26 12.39 

21 542 
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表 2. 10箇所のピルの床面 1m'当りのダニ相

孟必fffTA B C D E F G H 合計 構成比率(%)

マヨイダニ 2 l 1 1 2 1 8 1.5 

ホコリダニ l 1 2 l 5 0.9 

ツメダニ 1 l 1 3 0.5 

ヒメハダニ 2 1 1 4 0.7 

マルニクダニ l 1 0.2 

コナダニ 4 2 3 4 3 4 6 1 2 29 5.4 

チリダニ 35 39 36 11 31 268 16 26 10 15 487 89.9 

イエササラダニ 2 1 3 0.5 

その他 1 1 2 0.4 

よ口』 計 42 44 37 14 37 277 22 36 12 21 542 100 

表 3.部屋の使用目的別にみたダニ相

ぷ訂???事務室 事務室

(紋盤) (PVCタイル)

チリダニ 43 23 

コナダニ 5 9 

その他 2 1 

ム口. 言十 50 33 

チリダニ占有率(%) 86.0 69.7 

表 4.床材別のダニ相

At空繊毛E PVCタイル 合計

チリダニ 365 122 487 

コナダニ 10 19 29 

その他 14 12 26 

ム口、 計 389 153 542 

チリダニ占有率(%) 93.8 79.7 89.9 

考察

商業ビル内め年内温湿度を，ダニ数が多く検出された

A， Fビルと，やや少ない Jビルで確認すると， 3ピル

とも温度は23-30'Cの範囲でありダニの繁殖には至適温

度であったが，湿度は34-64%R.H.で，夏期に AとF

ピルで60%R且を越える以外は，ほとんどの期間は

55%R.H に保たれていた(図 1).家屋内生息性ダニ類

が繁殖するには，商業ピル内の湿度は低すぎた.

廊 下
。A 女 子

合計
機器室 更衣室

11 53 357 487 

5 3 7 29 

2 4 17 26 

18 60 381 542 

61.1 88.3 93.7 89.9 

一般家屋内では，械訟表面 1m'当りのダニ数は500-

10000匹で，板表面 1m'のダニ数10-100匹と比べると，

械盤表面のダニ数は有意に多い6.9.10.12.17.18) しかし年

間湿度がいずれの季節においても 55%R.H.以下に保た

れている商業ピル内では，紋強 1m'当り平均20.5匹に対

しPVCタイル 1m'平均4.9匹となり，有意差はみられな

かった(表 1).この理由として，繊訟の内部まで空調が

ゆきとどき，家屋内生息性ダニ類の繁殖に影響を与えた

からと考えられた.ただし，チリダニ科占有率では械訟

で多く PVCタイルで少なかったが，清掃の容易度によ

る差とも考えられた(表4). 

今回の調査は 7月に行なわれており，前述のように一

般家屋では 7-9月に畳や繊訟で多数検出されてい

る8-10，12-14.16-17) また，餌となるべき塵挨量は械強 1m' 

平均0.47g，PVCタイルで平均O.11g捕集されており，

一般家屋での 1m'当りの械強表面0.19g(新しい械訟での

平均)-7 .46g(古い械を~)の範囲であるし，一般家屋の板

表面でも 1m'当り 0.05-1.50gで， PVCタイルもこの範

囲である 16-20) これらから，繁殖 3条件の餌としての
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慶挨も，潜って繁殖できる繊迭も揃い，また，季節的に

は至適温湿度を提供できる 7月の調査でも，夕、、ニが生息

する室内の湿度を60%R.H.以下に保つと繁殖できず，

商業ピル内でのダニ数は少ないという結果になった.

部屋の使用目的別で比べると，女子更衣室でのチリダ

ニ科占有率は93.7%で，廊下61.1%より高かった(表 3). 

女子更衣室での床材が10箇所中 6箇所で PVCタイルで

あったにもかかわらず，ダニ数が他室より多かったし，

廊下に比べ有意に多かった(表 1).この理由として，①

女子更衣室では女子が衣服を替えるので，衣服に付着し

たダニが落ちることもある21)，②床面に落ちた布地繊

維は，ピル内湿度がやや高い時に吸湿し，一時的にでも，

ダニに潜れる場所と (PVCタイルの場合)湿度を提供し

うるし，繊維質を含んだ培地でチリダニを飼育すると繊

維質を含まない培地より早く繁殖するとの報告もあ

る22)，③女子更衣室で頭髪をすく時に，頭髪やフケが

床面に落ち，チリダニの餌になる，などが考えられる.

女子更衣室は，床材の種類にかかわらず，一時的に生息

環境を提供するのであろうと考えられ，これは学校内で

のダニ調査で裁縫室にダニ数特にチリダニ数が多いこと

と共通すると思われた23)

謝辞調査の機会を与えて下さった社団法人東京ピルメ

ンテメンス協会ならびに同協会清掃管理委員会の方々に

感謝致します.
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東京都区部における部位別がん死亡率と環境的要因の統計解析

牧野国義へ 稲葉 裕**

Statistical Analyses of Cancer Mortality for Selected Sites 

and Environmental Factors in The Ward-area of Tokyo 

KUNIYOSHI MAKINO*and YUTAKA INABA * * 

This paper describes the statistical association between the standard mortality ratio (SMR) of cancer 

from selected sites and environmental factors during five periods of 1958 to 1984 in th巴 ward.areaof Tokyo as 

a sequel to the previous report which mentioned the trends of the SMR and the geographical distributio日目

Sulfuric dioxide， an index of air pollutants， showed higher positive correlation with SMR for lung cancer after 

ten years of exposure to high levels. On the other hand， environmental factors such as low income， medical 

car巴 aidand rate of skilled laborers correlated closely with SMR for stomach cancer in every period 

Furthermore， som巴 closeassociations were found between SMR for lung or breast cancer and population ratio 

of age 65 and more or population density in day time and between SMR for stomach or breast cancer and the 

number of hospitals and clinics. Time dependency of the relative situation among these variables was not 

observed except for SMRs for lung and breast cancer during the study periods. In addition， adequate esti-

mates of SMRs for stomach and lung cancer were obtained by using the optimal multiple regression equations 

in each period. These explanatory variabl巴swere selected from among the factors related to risk factors for 

stomach or lung cancer. As the result， the combination of the selected factors for lung cancer changed de-

pending in the periods. 

Keywords : cancer， mortality， SMR， environmental factor， correlation 

はじめに

がんについての記述疫学では，がんによる死亡が地域

により，あるいは年次により，差または変化が生じてい

るか否か，また， どのような原因で差や変化を生ずるか

を究明することが重要である.前者について筆者らは，

東京都区部においての部位別がん死亡率の経年変化や地

理的分布を既に報告した1) 後者についてその原因とな

る危険因子については部位毎にいくつか知られているが，

がんによる実際の死亡の要因に関しては未だ不明な部分

が少なくない.一方，発がんしても発症，進行の過程で

の加療によって全快することもあり，近年には医療技術

などの進歩により治癒したがん患者の数が増加してい

る2) したがって，死亡要因を地理的分布により統計学

的に検討する場合，危険因子だけでなく交路因子をも考

慮する必要がある.本報では危険因子や交路因子となり

得るいくつかの環境的要因について，東京都区部の部位

別がん死亡率との関連性を統計学的手法を用いて検討し

た.

方法

1.指標

1958年から1984年までの東京衛生年報に掲載された前

報1)同様の東京都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1967年から，食道と勝臓の掲載

は1973年から).上記死亡について，まず，各年の東京

*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 

**}II買天堂大学医学部衛生学教室
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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， 5期(最初 7年，以後 5年毎)に区分した.

次に，環境的要因(以下要因と略記する)に関する指標

(以下括弧内は略称)として，まず，肺がん死亡への大気

汚染の影響を考慮して，この第 2期に相当する1966年か

ら1970年の SOzを選択した(東京の SOz濃度は1966年か

ら1970年頃までが特に高く，以後急速に減少した).さ

らに，各期毎に， 65才以上人口割合(65ー才人口比)，昼

間人口密度，人口 l人当りの 1人世帯数(1人世帯)，男

の完全失業者率(失業率)，納税義務者 1人当りの所得

(所得)，医療扶助世帯率(医療扶助)，人口 1万人当りの

病院，診療所数(病院診療所数)， 50才以上の全労働者中

の生産工程作業者割合(労務職者率)などを選択した(所

得と病院診療所数は順序統計量).なお，昭和30年代の

東北地方と全国との各区への転入数比をも参考指標とし

た.この比は，住民の出身地を表現するには精度が低い

ため要因としての採択は困難であるが，東北地方は全国

の中で高塩分摂取の食習慣の傾向が強いので，胃がんの

危険因子である食習慣に関して参考となる.

2.解析方法

大気汚染物質(SOzで代表)と肺がん死亡との関連性を

みるために，潜伏期間を考慮して， SOz濃度と 2-5期

の姉がん SMRとの相関，回帰分析を行い，両者の分布，

相関係数や回帰直線の 4期間による変化を調べた.また，

期間毎の部位別 SMRと各要因とについても同様に検討

し， 5期全てのデータの完備した 5部位のがん SMRと

SOzおよび8要因による主成分分析で，第 1-5期の各

部位の SMRと要因間の統計的関係の変化をも解析した.

r= 0.400 
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さらに，死亡数の多い胃がんと肺がんについてはそれぞ

れの SMRへの寄与が推察される要因(胃がんは，所得，

医療扶助，病院診療所数，肺がんは， SOz，昼間人口密

度，労務職者率)との重相関分析や自由度調整済みの同

分析，誤差分散で最適組合わせの説明変数を選ぴ，重回

帰分析で量的な関係を求めた.また，その際の誤差の特

徴についてもダーピン・ワトソン比(該差項の系列相関

の存在を確認する統計量)の算出や 5期の残差の相関分

析などを行って検討した.

結果

東京都区部での 2-5期の肺がん SMRとSOzとの分

布や回帰直線は Fig.1の通りで，相関係数は，それぞ

れ0.400，0.666， 0.722， 0.710であった.同期間の第 2

期では有意でなかったが，第 3期以降は危除率0.1%以

下の有意の正相関があり， 10年以上経過した第 4，5期

で高い相関を示した.この第 2-5期の回帰直線をみる

と，勾配は第 4，5期の方が第 2，3期よりも急となっ

た.また，第 3，4期では直線的よりも 2次曲線的な分

布を示した.次に， Table 1に有意水準で示したように，

各要因と 8部位の SMRとの関係は，胃がんは 5期を通

じて医療扶助，労務職者率と正， 1人世帯，所得と負の

有意の相関を示し，病院診療所数とも第 1-4期で有意

の負相関を示した.同様に，肺がんは昼間人口密度， 65 

-才人口比と正， 1人世帯と負の有意の相関であった.

乳がんは病院診療所数と 5期全てに，昼間人口密度や65

-才人口比とも 3期間以上で有意の正相関がみられた.

5部位， 9要因の全変数問の関係をみる主成分分析の第

1， 2因子負荷量散布図によると (Fig.2，第 2主成分

0.722 

-. 
..一・. . 

4th 

0.710 

5th 
Period 

Fig. 1. Levels of SMR for Lung Cancer and SOz including the Regression Lines 
(r=Correlation Coefficient) 
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Table 1. Correlations of SMR for Selected Sites and Environmental Factors (Significance Level only) 

Period 1st 2nd 3rd 4th 5th 1st 2nd 3rd 4th 5th 

Site Factor Population ratio of age 65 and more Population density in day time 

Stomach 一** 一*

Lung ** 申申 本 *** ** 本申牢 申申 申

Breast 申申* *申 ** ** 牢* * * 
Uterus 一*

Leukemia 申申申 * ** * 
Liver × 申申 × * *** 
Esophagus × × × × × × 

Pancreas × × × × × × 

Site Factor One-person household Rate of unemployment 

Stomach 一申 一申* 一*事 -)ド申申 一本本申

Lung -* 一本牢 一申* 一本本本一申**一

Breast 

Uterus * 
Leuk巴mla 一* 一*

Liver × 一* 一* × 

Esophagus × × × 一申* × × × 

Pancreas × × × × × × 

Site Factor Income Medical care aid 

Stomach 一*申申一本串*一*申串ー***一*** *牢* *** ** *** *本

Lung 本 * 
Breast 申本 申 一申

Uterus 一*申 一* 一**

Leukemia * 
Liver × × 串 *申*

Esophagus × × × × × × * 
Pancreas × × × × × × 

Site Factor Number of hospitals and clinics Rate of labor巴rsin the manufacturing sector etc. 

Stomach 一***一本 一本申 一本*

Lung * 申牢 * 
Breast * * **申 申申

Uterus ー申

Leukemia 事*申

Liver × 

Esophagus × × × 

Pancreas × × × 

- : Negative correlation， X: Unknown 
* : p<O.05， * * : p<O.Ol， * * * : p<O.OOl 

までの国有値の累積寄与率は 5期で64.4-69.4%)，第

1主成分軸は所得と医療扶助が対極に位置することから，

住民の経済レベルを示唆し，第 2主成分軸は，第 1主成

分軸ほど明らかでないが，地域の産業活動レベルを示唆

本

* * 申*本 本事申 ** 
一本 一牢

* * *** 
一申

× ** 
× × × * 
× × × 

するように思われる.胃がんや子宮がんと S02，65.....，才

人口比以外の 7要因は概ね 5期とも類似した位置関係に

あったが，肺がん，乳がんや S02などは期間の経過と

ともに多少の位置関係の変動がみられ，特に肺がんは低
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Fig.2. Distribution of Factor Loadings of the First (Horizontal Axis) and the Second (Vertical Axis) 

of Principal Components 

A -E : Selected cancer SMR， 1 -9 : Environmental factors 

A : Stomach， B: Lung， C : Breast， D: Uterus， E: Leukemia 

1 : S02， 2: Medical care aid， 3 : Population density in day time， 

4 : One回personhousehold， 5 : Rate of unemployment， 6 : Income， 

7 : Population ratio of age 65 and more， 

8 : Rate of laborers in the manufacturing sector etc.， 

9 : Number of hospitals and clinics 

経済レベルの方向に移動する傾向を示した.各部位や要

因聞では，胃がん，子宮がん，医療扶助，労務職者率が

5期を通じて 1群となり，肺がんと S02は第 3-5期

に1群となる傾向であった.次に，胃がん，肺がんの

SMRと各 3説明変数との相関，重相関分析の結果を

Table 2に，観測値と最適説明変数による推定値との分

布を Fig.3に示した.胃がんでは 3説明変数中 5期を

通じて最も相関が高い変数は所得で，次に医療扶助，病

院診療所数の順であった.表中各期間で説明変数の組合

せが最適の場合に下線を付した.最適の組合せは自由度

調整済み重相関係数から決定される(誤差分散でも同様

の結果となる).推定値はいずれも 60%以上の寄与率を

得て良好であったが(Fig.3上段)，ダーピン・ワトソン

比を計算すると，必ずしも受容域でなかった.また，残

差の隣接期間の相関係数は，第 1-5期でそれぞれ，

0.142， 0.385， 0.717， 0.774で，後半は危険率0.1%以

下で有意であり，適切な説明変数の不足を示唆した.こ

の結果は，胃がん死亡の重要な危険因子である食習慣に

関する良好な指標が利用できなかったことなどによると

考えられる.なお，残差が5期とも正の区が4(千代田，

中央，墨田，江戸川)，負の区が4(新宿，中野，杉並，

豊島)認められた.この原因は食習慣に関係すると考え

られるので， 1955， 60年の東北地方と全国との転入数比

を両群の区で比較した.その結果，正の 4区はそれぞ、れ，

17.1， 17.4， 23.6， 20.5%であったのに対し，負の 4区

はそれぞれ， 15.5， 14.7， 13.7， 16.9%で，明らかに正

の4区の方が東北地方からの転入割合が高いことが判明

した.一方，肺がんの場合，多くの期間で S02との分

布は 2次曲線に近く，相関係数も 2乗値の方が高かった

ことから 2乗値を利用した.最適説明変数(Table 2下

段の下線部)での寄与率は，第 2期に40%を切ったが，

第 3-5期には60%を越える良好な寄与率を示した(観

測値との分布は Fig.3下段). 3説明変数では 5期全て

に高い変数はなく，第 1，2期では昼間人口密度，第 3

期にはこれと S022乗値の組合せ，第 4期は S022乗値，

第 5期には昼間人口密度と労務職者率の組合せが最適で，

期間の経過とともに SMRに密接な要因が変化すること

を示唆した.なお，ダーピン・ワトソン比はいずれも受

容域であった.残差の 5期の相関でも有意でなかったが，

残差が 5期とも正または負の区がそれぞれ 2区(中央，

江東)と 3区(台東，大田，足立)認められた.

考察

がん死亡率の地域差からその差を生ずる要因を究明し

ようとする検討手法では，対象地域の広さ，人口移動状

況などが問題となるが，既に報告したようにl)，東京の

胃，肺，乳房，子宮などの部位の 5年間のがん死亡率に

ついては区単位で充分統計量として利用できるとの結果

を得ている.ただし，危険因子であっても対象とした地

域間で差がない場合，その因子による影響は解析上では

認められない可能性が高くなる.例えば，肺がんや胃が
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Table 2. Results of Correlation or Multiple Correlation Analysis between SMR of Stomach or Lung Cancer and 

Environmental Factors (Explanatory Variable) 

Site Explan. var. 

Income 

Medical care aid 

Number of H目&C.l) 

A ・B

Period 1st 

→ A -.820* * * 
→ B .699* * * 

→ C ヘ716** * 

.872* * * 

2nd 

-.762*** 

.718* * * 

ー.445*

.831* * * 

3rd 4th 5th 

ー.796** * 】 .852** * .762* * * 

.605* * * .676*** .636* * 

ー.594** ー.573* * ー.333

.846* * * .884* * * .784* * * 
2) adjusted by DF (.858***) (.815***) (.829***) (.872***) (.759***) 

Stomach A. C .823 * * * . 784 * * * .808 * * * . 852 * * * .804 * * * 

adjusted by DF 
B . C 

(.803* * *) (.759* * *) (.786* * *) (.836* * *) (.782* * *) 

.782 * * * .731 * * * .785 * * * .808 * * * .650 * * 

adjusted by DF 
A.B.C 

( .757 * * *) (.698 * * *) (.760 * * *) (.786 * * *) (.604 * * ) 

.873*** .852*** .865*** .887*** .814*** 

adjusted by DF (.851***) (.826***) (.842***) (.868***) (.781***) 

S022 →A 

PD3)in day time →B 

Rate of laborers4) →C 

A ・B

.524* 

.698* * * 
ー.187

.699* * 

.438* 

.596* * 
ー.340

.596* 

.696* * * .754* * * .693* * * 

.728* * * .617** .517* 

ー.060 .129 .298 

.778* * * .773* * * .703* * * 

adjusted by DF (.661 * * ) (.539 * ) (.752***) (.747***) (.666***) 

Lung A . C .620* * .619* * .724* * * .754* * * .725* * * 

adjusted by DF 
B . C 

(.568* * ) (.567* * ) (.690 * * *) (.725 * * *) (.692 * * * ) 

.700* * .616* * .771 * * * .758* * * .840* * * 

adjusted by DF 
A.B.C 

(.663 * * ) (.563* * ) (. 744 * * *) (.729 * * *) (.822 * * * ) 

.700* * .633* .783* * * .790* * * .842* * * 

adjusted by DF (.640** ) (.553* * ) (.743***) (.751***) (.814***) 

1 ) H. & C. : hospitals and clinics， 2 )DF : degree of freedom， 3 )PD : population density， 4 )Skilled labor-

ers， employees in the manufacturing sector， etc目

* : p<0.05， * * : p<O.Ol， * * * : p<O.OOl 

ん死亡の重要な危険因子である喫煙習慣は，区部ではそ

の率の差が小さいと言われ，そのために喫煙の影響を検

出することが困難になる.一方，経済面などの地域特性

は狭い地域の方が差を生じやすい. したがって，死亡率

だけでなく，影響を及ぼす要因に関しでも対象地域の広

さが解析結果に関係する点に留意が必要である.

ここで利用した要因のうち，がんの危険因子にあげら

れるものは肺がんについての大気汚染物質だけである.

ただし， S02は発がん物質とは見なされておらず，この

濃度は同一発生源、から排出される発がん性の3.4ベンツ

( a )ピレン(BaP)などの物質の濃度を代表すると考えら

れている。この大気汚染と肺がん死亡との関係について

は肯定する報告3-9)が多いが，大気汚染の影響を疑問視

する報告もないではない10.11) しかし，いずれも本報

のような時間的なずれを考慮した解析を行っていない.

暴露から死亡までには10年以上の潜伏期間が予想される

ので，暴露濃度の経年分布と関連性の時間的変化の追究

が必要であろう.高濃度暴露があっても，その後の人口

移動などで量・効果関係は時間経過とともに希薄化しや

すい.にもかかわらず，第 3-5期で統計的関連性がみ

られたことは，両者の関係が密接であることを示唆して

いる.また，第 4期と第 5期とでは第4期の方がより密

接であるとの結果を得たが，時間的希薄化を考慮すれば，

実質的影響がこの結果通りであるかは必ずしも明らかで

なしこれを解明するには高濃度時期の暴露を受けた集

団の追跡調査が必要である.さらに，大気汚染物質と喫

煙との相乗効果があるとの報告12)もある.区部では喫

煙率の差が小さいとしても肺がん SMRとS02が2次曲

線的な分布を示した背景には喫煙の影響の可能性がある.

また，がんの危険因子に関係のある他の要因として，

1人世帯(胃がんの危険因子，不規則な食生活13))と労

務職者率(肺がんの危険因子，職業暴露14))があげられ

るが，この 2要因は括弧内の危険因子を代表し得る程親

密でなく，解析結果でもその部位のがん SMRとの関連
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Fig. 3. Display of Observed and Estimated SMRs for Stomach or Lung Cancer between 90 and 140 

Horizontal axis : Observed SMR， Vertical axis : Estimated SMR 

Oblique line : Two values of SMR are equal 

性を見いだすに至らなかった.ただし，労務職者率は肺

がんの重回帰分析で第 5期の最適説明変数のーっとなっ

た点から全く軽視はできない.

胃がんが高塩分摂取などの食習慣と深く関係すること

はよく知られている 13)が，これを区単位で指標として

の情報を得ることは実質的に困難である.この指標が利

用されなかったにもかかわらず，重回帰分析による推定

では良好な結果が得られた.また，残差が正または負の

各4区の東北地方からの転入割合の比較により食習慣の

影響を示唆したことは，この解析での食習慣指標を利用

しなかった影響が強くはないとしても無視できないこと

を示している.さらに，食生活は所得などの経済的要因

と関係することは容易に推知される.ただし，低経済レ

ベルの食生活が消化器系がんの死亡の危険性を高めるか

は明らかでなく，むしろ，低経済レベルは医療や衛生面

での知識や行動性の欠如に関係することが考えられる.

したがって，経済的要因は危険因子にならないとしても

胃がん死亡率への影響は大きいと推察され，これを裏付

ける結果が得られた.同様のことを Millerら15)も述べ

ている.また，肺がん死亡率への経済的要因の影響は小

さいと考えられるが，主成分分析結果にみられたように，

期間の経過とともに影響が現われつつあるように思われ

る.これは近年がん生存率が上昇し始めたことと関係が

あるかもしれない.既に，肺がん死亡率が社会経済的要

因と関連するとの Blotら16¥ Sympsonら17)の報告もあ

る.

まとめ

東京都区部における27年間(5期)の部位別がん死亡率

と環境的要因との関連性を統計手法を用いて地理的に検

討した結果，以下のような知見が得られた.

1. SOz濃度で代表される大気汚染物質は暴露から10

年後以降の肺がん死亡率とより高い正相関を示した.

2.低所得，医療扶助，労務職者率といった経済的色

彩の強い要因はどの期間においても胃がん死亡率と密接

に関連することを示した.

3. 65-才人口比や昼間人口密度の高い地域では肺が

んや乳がんの死亡率が高いことを示し，病院診療所数も

胃がんや乳がんの死亡率と密接に関連することを示唆し

た.

4.部位別がん死亡率と要因との関係の時間的変化は

全体としては大きくないが，肺がんや乳がんなどに若干

の期間による変化が認められた.

5. 胃がんや肺がんの死亡率はいくつかの環境的要因

により良好な推定値を得ることができた.胃がんについ
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ては，食習慣に関する指標が得られれば推定値の精度は

さらに高くなる.肺がんについては， 5期で密接な関連

要因が変化した.
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肺に沈着した炭粉の分析法

瀬戸 博 へ 大 久 保 智子*，加納嘉子*

Quantitative Analysis of Elemental Carbon Deposited in Lung 

HIROSHI SETO *， TOMOKO OHKUBO * and T AKAKO KANOH * 

Keyworeds :炭素 elementalcarbon，肺 lung，元素分析 elementaryanalysis，多環芳香族炭化水素 polycyclic

aromatic hydrocarbon，ディーゼルエンジン排ガス dieselengine exhaust 

緒 扇

ディーゼルエンジジ車は経済的有利性のため，現在主

要な陸送手段となっているが，一方で多量に排出するガ

スによる沿道付近住民への健康影響が懸念されている.

エンジン排ガス中には発ガン性の多環芳香族炭化水素

(PAH)やそのニトロ化物などが粒子状炭素の表面に吸

着した形で存在している 1) このような粒子は一旦吸入

すると排出されにくく肺中に長く留まる2)ため， PAH等

の化学物質が炭素粒子表面から長期間にわたって徐々に

放出されることになる.我々は，先にディーゼルエンジ

ン排ガスを暴露したラット肺における PAHの蓄積につ

いて報告したが，本来，代謝の早い PAHが肺に蓄積す

る要因として炭粉の役割が大きいことを指摘した3) し

かし，大気浮遊粉塵中の元素状炭素の測定は試みられて

いる4-5)が，肺に沈着した炭粉の測定例は殆どなく知見

が乏しい.今回，肺臓中の PAH分析6)の際，得られる

アルカリ分解後の水溶液中に炭粉が残ることに着目し，

分析法を検討したのでその結果を報告する.

実 験

試料肺臓は都立病院との共同研究による大気汚染物質

の蓄積調査のために供与されたものである.

試薬活性炭はダルコ G-60(和光純薬工業扱い)，エ

タノール，n ヘキサンは残留農薬分析用，その他の試

薬は市販の特級を使用した.

装置元素分析装置 MT-2(柳本)

分析方法操作:(1)肺臓の乾湿重量比を求める.試料

約 1gを正確に秤量し， 100.Cで5時間乾燥させ，放冷

後重量を秤量し，乾燥重量/湿重量を求め，これを乾湿

重量比(R)とする. (2)試料約50gを正確に秤量し(Lg )， 

200mlのエタノール中で乳化した後，300mlナス型フラ

スコに移す. 16.8 gの水酸化カリウムを加え，よく振と

うし，溶かした後， 2時間加熱還流させる.水200mlを

加え，n ヘキサン150mlで1回，100mlで2固有機物の

抽出をする.下層のアルカリ画分を500mlのナス型フラ

スコに取り， 1時間加熱還流する.全液量(aml )をメ

スシリンダーで求めた後，一部(bml )をろ過(ワットマ

ンGF/C47mm)する.ろ紙を塩酸，水，アセトンで洗

浄後， 100.Cで1時間乾燥する.

定量法 1.活性炭標準系列による比色法:良く乾燥さ

せた活性炭を20mg/10mlの濃度になるよう 1%の界面

活性剤を含む蒸留水中に均一に懸濁させる.これを順次

倍数希釈し(>1 /512)，標準系列液を得る.各10mlに，

エタノール10mlを加え，ろ過し，塩酸，水，アセトン

で洗浄後，乾燥する.試料ろ紙の黒色程度を活性炭標準

系列ろ紙と比較し，ろ紙上の炭粉重量(Cf皿g)を求める.

肺臓中の炭粉濃度(XまたはYmg/ g)は次式により計算

する.

wet base X =(CfXa/b)/L 

dry base Y = X/R 

定量法2.元素分析法:元素分析装置を用いて試料ろ

紙を加熱燃焼(ろ紙は融解する)させ炭素量を読み取る.

参考値として水素，窒素量も記録しておく.

回収試験操作(2)の試料のかわりに10mgの活'性炭を

10mlの水に懸濁させた液をとり，水酸化カリウム/エ

タノール中でアルカリ処理する.以下，定量法 1，2と

同様の操作を行ない全操作終了後の活性炭の回収率を求

める.

*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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ついては逐次発表する予定である.

なお，本研究は東京都大気汚染保健対策事業の一環と

して，衛生局医療福祉部公害保健課と協力して実施した

ものである.

8 
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図1.活性炭標準系列ろ紙の元素分析結果
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結果および考察

回収率 元素分析法で求めた会操作終了後の活性炭の

回収率は平均66.3:!:3.3 % (n = 5)であった.やや低い回

収率の原因は明らかではないが，使用する容器の器壁へ

の吸着の他，長時間，濃厚なアルカリ溶液で加熱処理す

ることによる微細化，分解による損失が考えられる.回

収率はやや低く改良の余地があるものの，変動係数は約

5%で安定しており十分使用できると思われる.

ろ紙の捕集効率上記試料についてパックアップを

とったところ 2枚目のろ紙で捕集された炭素量は 1%以

下で， 99%以上が 1枚目のろ紙で捕集されることがわ

かった.実試料の場合でも同様の結果が得られた.

比色法と元素分析法の比較活性炭標準系列ろ紙(x)に

ついて元素分析(Y)を行なった結果を図 1に示す.匂配

は約1.1(回帰式 Y=1.145X一0.152)，相関係数は0.999

と良好な結果が得られた.実試料について比色法(X)と

元素分析法(Y)を比較した結果を図 2に示す.匂配は約

0.8(回帰式 Y=0.812X+0.126)，相関係数は0.951で

あった.活性炭標準に比べると，ややぱらつきがある.

これは，比色のための標準系列が倍数希釈で構成されて

いるため，読みとり誤差が大きいことに加えて，実試料

ではろ紙上の色調が微妙に異なるために判定を誤り，誤

差となるためと考えられた.アルカリ処理が不充分の場

令ろ紙上の捕集物は黄かっ色となり，元素分析では異常

に高い炭素量を示す.この場合水素，窒素も異常に高い

値を示すので有機物の残存を容易に気付くことができる.

したがって水素，窒素量のモニターは元素分析法の信頼

度を高めるために不可欠である. しかし今回の元素分析

で水素，窒素はほとんど検出されず，本分析法による一

連の操作で有機物はほぽ完全に分解・除去されているも

のと思われる.比色法は簡便で定量範囲もろ紙の炭素量

として0.04-10mgと広い.また多少黄かっ色の試料でも，

炭素量が求められる利点がある. しかし数量化に難があ

り，半定量法である.一方，元素分析は，測定法として

の信頼性は高いがやや繁雑で時聞がかかる.定量範囲は

本分析装置の場合0.04-2mg程度で、ある.他に重量法，透

過光度測定法が考えられるが選択性が劣り，測定範囲が

限られる等の欠点がある.結局，肺臓中の炭粉量の検出

法としては，元素分析法を標準とし，参考として比色法

により確認することが望ましい.

本分析法は肺臓中の PAHを分析する際得られるアル

カリ分解後の水溶液を利用し沈着した炭粉量を測定する

方法である. PAHと炭粉濃度の関係をみたところ当初

予想されたように正の有意な相関が得られた7) 詳細に
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ディーゼル排気ガス暴露ラットにおける

各種組織でのビタミン B6含量の減少

鈴木孝人へ熊谷智子* * 小 高 佳 子 * * ，

今村 晋**加納嘉子*

Decreased Vitamin B6 Contents of Various Tissues from Rats 

Expoed to Diesel Engine Exhaust 

TAKAHITO SUZUKI*， SATOKO KUMAGAI* *， YOSHIKO KOTAKA * *， 

SUSUMU IMAMURA * * and TAKAKO KANOH* 

Effects of diesel engine exhaust on vitamin B6 (VB6) metabolism were investigated by determining the 

VB6 contents in various tissues and urine of rats. 

Rats were classifi巴dinto four groups in accordance with the concentrations of particulate matter， nit 

rogen dioxide and nitrogen monoxide (1) L group; supplied with a low concentration of dilut巴dwhole ex-

haust， (2) H group; supplied with a high concentration of diluted whole exhaust， (3) F group;supplied with fil-

terea exhaust and (4) C group; supplied with clean air as control. Eight rats were used in each group 

Exposure was carried out for two months at 7 hours/ day and 5 days/ week. The concentrations of VB6 

were analyz巴dby the high-performance 1印刷 chromatography(HPLC). 

Total VB6 contents of lungs， kidneys， small intestine and large intestine decreased in L and H groups and 

also decreased in the livers of H group， In F group， total VB6 contents of kidneys decreased. Pyr吋idoxalphosシ-

phat民e(PLP) contents of VB6 group ma創l凶I

diesel engine exhaust目 UrinaryVB6 contents excreted for 24 hours decreased in H and F groups. 

The results suggest that exposure of diesel engine exhaust will influence considerably VB6 metabolism 

and cause adverse effects on VB6 dependent metabolisms， because PLP is a co-enzyme for many amino acid 

metabolisms. 

Keywords:ディーゼルエンジン排気ガス dieselengine巴xhaust，ビタミン B6代謝 vitaminB6 metabolism，ピリ

ドキサールリン酸 pyridoxalphosphate，液クロ分析 HPLCanalysis，肺 lung，肝 liver，腎 kidney，腸 intestine，尿

urine，ラット rat

緒面

ビタミン B6(VB6)は晴乳動物のような高等動物では生

合成されず，外来性または腸内細菌により合成された

VB6に依存している.通常，主に食物より VB6群中の

pyridoxine (PN)や pyridoxamine(PM)が摂取され， Fig. 

1に示したように，これらは代謝され最終的には尿中へ

4 -pyridoxic acid (4 P A)としてお打世される. なかでも

pyridoxal phosphate (PLP)は生体内でアミノトランス

フエラーゼ(アミノ基転移)，アミノ酸デカルボキシラー

ゼ(脱炭酸)，ラセマーゼ(ラセミ化)など，多くのアミノ

酸代謝に関与する酵素群のリジンの e-アミノ基とシッ

フ塩基を形成し，それらの酵素反応における補酵素とし

て働く最も重要な VB6群のリン酸エステル化合物であ

る1)

*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 

M 日本女子大学家政学部食物学科
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A : pyridoxal kinase 
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Fig. 1. Metabolic pathway of Vitamin B6 in Mammals 

ディーゼル自動車は，燃費においてガソリン車より経

済的であり，最近では性能面においても遜色ないことか

ら急速に普及してきた. しかし，現状ではデイーゼル車

はガソリン車に比べ NO" 炭化水素類などの排気力、ス規

制も緩い.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 2)

NizhegorodovとMarkhotskii3，4)は nitrogenpentaoxide 

(N205， 1. 3 ppm )に104-113日間暴露されたラットでは

VB6含量の減少が生じることを報告し，更に，彼らは

nitrogen dioxide(N02，1.1 ppm)， carbon monoxide(CO， 

18.3 ppm )と ammonia(NH3， 23 ppm )の混合ガスに

'139-149日間暴露されたラットでも組織中の VB6含量と

4 PAの尿中排池量の減少を報告している.即ち，大気

汚染物質の暴露は VB6代謝に影響を及ぽすことを示して

いる.従って，NOx， CO以外にも著しいガス状物質を

含むディーゼル排気ガス暴露によっても VB6代謝に影響

が及ぶことが予想される.本実験では 2ヶ月間デイーゼ

ル排気ガス暴露したラットにおける各種の臓器と尿中の

VB6含量を逆相系カラムによる液体クロマトグラフィー

B : pyridoxine phosphate oxidase 

D : aldehyde oxidase 

を用いて分析した.その結果，ディーゼル排気ガス吸入

の影響は第一の標的の呼吸器である肺臓のみならず他の

臓器にまで及んでいることを示す所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 5週令の雄の F344/DuCrjラット(日本

チヤールスリバー KK)を用いて，ディーゼル排気ガス

を希釈して濃度別に暴露した. 1群 8匹として，清浄空

気を暴露した対照群(C群)及ぴ希釈ディーゼル排気ガス

の低濃度群(L群)と高濃度群(H群)，更に，ガス状物質

のみの影響をみるため排気ガスから粒径0.1μm以上の

粒子を99.99%まで除くヘパフィルター (ATM-3 -Q-A 

型， 日本無機 KK)を経由させた除塵群(F群)の 4群に分

けた.動物は温度を23土 1"C，湿度45-65%，換気回数

を10回/時間にコントロールしたチャンパー(1.6m')内
で， 1日に 7時間，週に 5日間で 2ヶ月間暴露した.各

群における暴露条件は Table1に示した.排気ガスの発

生源はヤンマーディーゼルエンジン(NFAD50型，排気

量309cc)を使用し，燃料には軽油(JIS2号相当品，日本

石油 KK)を用いた.暴露実験での計測機器には窒素酸
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Table 1. Experimental Conditions in Di巴selEngine Exhaust Inhalation 

Group Particle (田g/ば) N02 (ppm) NO (ppm) 

C 0.010::1:0.008 0.02::1:0.01 0.04::1:0.02 

L 0.494土0.311 0.10::1:0.05 0.20::1:0.05 

H 5.626土1.942 4.10::1:0.40 8.10::1:0.40 

F 0.027土0.019 3.90土0.50 7.80::1:0.40 

Rats were exposed to diesel engine exhaust for 2 months at 5 day / week， 7 hours/ day 

The particle size of exhaust was below 0.5μm for more than 90 % of th巴巴xposingparticles. 

C : Control group of clean air 

L : Low concentration group of whole exhaust 

H : High concentration group of whole exhaust 

F : High gas concentration group of filtered exhaust 

化物測定機(8840型， Monitor Lobs Inc)と粉塵計(s線質

量濃度計 BAM-102型，柴田科学機械 KK)を使用した.

また，粒子と粒径分布の計測に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，東京ダイレクッ

クKK)を用いた.尚，飼料にはオリエンタル酵母社製

のNMF飼料を用い，飲料水には水道水を用いて共に動

物に自由に摂取させた.

(2) 検体の調製

排気ガスを 2ヶ月間暴露後，ガラス製のケージ(杉山

元医理器 KK)内にラットを移し，絶食させて24時間に

排准した尿を集めた.尿量を測定後， 300 xg， 4'Cで20

分間遠心して毛などの不純物を除いた.採尿後，動物は

解剖して肺臓，肝臓及び腎臓を採取し，更に，小腸と大

腸の消化器系の組織については内容物を除いてから，生

理食塩水で残存する消化物を除くためすばやく洗浄した.

尿および各種の組織は Fig. 2に示した手順で， VB6 

抽出のために前処理を行った.すなわち， 1 N過塩素

酸を加えUltra-Turrax(TP18/10S2型， Janke & Kunkel 

Co)を用いて約 2分間ホモジナイズ後，遠心し上清(A)

と沈盗に分離し，更に，その沈溢に0.2N過塩素酸を添

加後充分に混和してから再度遠心し，上清(B)と沈澄に

分離した.上清(A)と上清(B)を混合し，その混合液を

5N水酸化カリウムで pHを2-3に調整し，その際に生

じた微細な過塩素酸カリウムを除くため35，000xg， 

40Cで30分間遠心した.検体は-20
0

Cで保存し，分析時

に解凍して，各検体をフィルター (DISMIC-25，

ADV ANTEC TOYO Co)で漉過後，その液液を高速液体

クロマトグロフィー(HPLC，860-CO型，日本分光 KK)

で分離定量した.

(3) ビタミン B6(VB6)の測定

VB6群の分析には森田と水野5)の方法に従って逆相系

[~~~-'~~.1_~_~_~哩ard V'型 nBと--LEUJE
↓+  9 m.l 1N co1d perchloric acid 

↓ homogenate by Ultra'Turrax homogenizer 

↓ centrifuge ( 1，500 x g， 30 min， 4 'c ) 

C一一一一四一l
-ー一一一一一一ー一ーー一一寸 「一一一一一一一一一一ー「

[ Supernat川 AI I Pre竺竺竺三J
↓+  3 ml O. 2N cold perchloric acid 

↓ centrifuge (1，500 x g， 30 min， 4 'C) 

一一i

巴厄日 [ Preci厄~

」ー」

↓ adjust to pH 2" 3 with 5N potassium hydroぽide

↓ cぬtrifuge( 35，000 K g， 30 min， 4 'c ) 

寸

〔亙亙~ ~亙~atëJ
↓ 

Anal開 isbv hi ~h-陀rformance liauid chrolmato.raohv ( HPLC ) 

Fig. 2. Analytical Procedure for Vitamin B6 in Various 

Tissues from Rats 

のカラムである FinepackSIL C18 T (4.6 X 250mm，日本

分光 KK)を用い，プレカラムとして FinepackSIL C18 

TP(4.6X50mm，日本分光 KK)を用いた.移動相は0.2%

NaH2P04と0.085% H3P04の混合液(10:11， pH 2.5)を

用い，流速は 2ml /min，カラム温度は40'OC，励起波

長は296nm，蛍光波長は391nmで蛍光検出器(F1000， 

目立 KK)を用いて測定した，尚，市販の 6種類の VB6
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Fig. 3. HPLC Chromatogram of Standard Vitamin B6 

Sample 1 : pyridoxamine phosphate (PMP) 

2 : pyridoxamine (PM) 

3 : pyridoxal phosphate (PLP) 

4 : pyridoxal (PL) 

5 : pyridoxine (PN) 

6 4 -pyridoxic acid (4 P A) 

標準品(Sigma製品)を混合し， Fig.2の操作手順に従っ

て前処理後， HPLCで分析したクロマトグラムを Fig.3

に示した.
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実験結果

Table 2に示すごとく，対照群と比べて，体重は H

群で有意な減少が認められた.肺重量は L群と H群で

有意な低下を示し， s干重量は H群で有意な低下が認め

られた.更に，小腸重量は L群と H群で有意な低下を

示し，大腸重量は H群で有意な低下が認められた.

各組織の 1g当りの VB6含量の変化は，Fig.4に明か

なように対照群と比べて L群では肺臓，腎臓，小腸及

ぴ大腸で， H群では肝臓，腎臓，小腸及ぴ大腸で，更に，

F群では腎臓と小腸で有意な減少が認められた.

肺臓中の全組織当りの VB6含量の変化は Fig.5に示す

ごとく C群と比較して L群 H群に有意な減少が認め

られた.尚， L群と H群における VB6含量の減少は主に

PLP含量の変化に依存するものであった(P<O.Ol).

肝臓中の全組織当りの VB6含量の変化は H群に有意

な減少が認められた(Fig.5). H群での減少は pyridox.

amm巴phosphate(PMP)とPLPの減少(P<O.Ol)による

ものであった.

腎臓中の全組織当りの VB6含量の変化は L群，H群，

F群で有意な減少が認められた(Fig.6).それは L群で

はpyridoxal(PL)とPMPの減少(P<O.Ol)，H群では

PMPとPMの減少(P<0.05)，F群では PMPの減少(P

<0.01)が影響した.

小腸の全組織当りの VB6含量の変化は，Fig.6に示す

ごとく， L群と H群で有意な減少が認められ，特に，

PLPの減少(P<O.Ol)が著しかった.

大腸中の全組織当りの VB6含量の変化は L群とH群に

有意な減少が認められた(Fig.7).その原因は PLPの減

少(P<O.Ol)によるものであった.

24時間蓄尿した尿中の VB6含量の変化は，Fig.7に示

すように， H群と F群に有意な減少が認められ 4PAの

減少(P<O.01)によって生じた結果であった.

Table 2. Changes in Weights of Body， Lungs， Livers， Kidneys， Small Intestine and Large Intestine from Rats Ex-

posed to Diesel Engine Exhaust for 2 months 

Group 
B.Wt. Lung Liver Kidney Small Intest. Large Intest. 

(g) (g) (g) (g) (g) (g) 

C 267土11 0.987土0.083 6.810土0.379 1.726:1:0.114 2.519:1:0.310 1.944土0.136

L 255土14 0.860土0.051** 6.489土0.446 1. 717土0.089 2.079土0.086** 1.808土0.124

H 245:1:20* 0.823土0.049** * 6.166:1:0.506* 1.638:1:0.094 2.161土0.282* 1. 641:1: 0.293 * 

F 263土10 0.976:1:0.041 6.526:1:0.441 1.715土0.086 2.653土0.354 2.039土0.172

Each data is expressed as the mean土 S目D.(n=8). Asterisks indicate significant differences from control by 

theStudentttest (* :P<0.05， ** :P<O.Ol， ***P<O.OOl). 
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考 察

本実験で得られた結果は Nizhegorodov と

Markhotskii3，4)による N02，N205などを暴露されたラッ

トの組織中の VB6含量が減少するという報告と一致して

いる.

肺臓における全組織当りの VB6含量の減少は L群と H

群に認められた (Fig.5 )_尚，肺臓重量の低下(Table

2 )によって VBi3含量の減少が見かけ上生ずる可能性も

考えられるが， Fig.4に示すように，肺臓の 1g組織当

りの VB6含量も L群では有意な減少(P<O_OOl)を示し

たことからも， L群ではディーゼル排気力、ス暴露が VB6

代謝に影響を及ぽすことを示している.一方，H群では

1 g組織当りの VB6含量に有意な変化はなく，肺重量の

減少も認められることから (Fig.4， Table 2)，見かけ

上全組織当りの VB6含量が減少したとも考えられる. し

かし， H群における肺臓以外の他の組織において， 1 g 

組織及ぴ全組織当りの VB6含量が有意に減少した結果

(Fig.4 -7 )から考えると，呼吸器である肺臓に排気ガ

ス吸入の影響がないとは考えにくい.むしろ，高濃度暴

露のH群の肺臓では VB6代謝において生体側の補償作用

が働いた結果，1 g組織当りの VB6含量の変化が認めら

れなかった可能性が強いと思われる.更に，単にガス状

成分のみの影響をみるために H群のガ、ス濃度と同程度

の暴露条件を設定した F群では VB6含量に有意差が認

められなかったこと (Fig.4， 5)から考えると，この

VB6含量の減少，特に PLP含量の減少は排気ガス中のガ

ス成分によるものではなく，スス及ぴこれに付着した粒

子状成分によって生じた可能性が高い.即ち，吸入され

た粒子状成分は肺胞マクロファージによって貧食された

後，肺臓内に沈着し，肺臓での VB6代謝に影響すること

が推測される.

肝臓は全組織当りでも 1g組織当りでも VB6含量は H

群で有意な減少が認められた(Fig.4， 5)_即ち，これ

らの結果は単に H群で肝臓重量の減少(Table2 )によっ

て見かけ上全組織当りの VB6含量が減少したものではな

いことを示している.腎臓中の VB6含量は， Fig.4と6

に示したごとく， 1 g組織当りでも全組織当りでも L

群， H群及ぴF群において有意な減少が認められた.

このことは排気ガス中の粒子状成分及びガス状成分が血

液やリンパ液などの循環系を介して各組織へ運搬され，

そこで VB6の代謝系に何らかの影響を及ぽした可能性が

考えられる. しかし，本実験では Fig.1に示すような

VB6群の代謝に関与する酵素群の活性測定を実施してい

ないので，これらの酵素系のどの酵素に影響を与えたの

かは判断することは出来ない.

消化器である小腸と大腸における全組織当りでも，
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Fig. 5. Changes in Total Vitamin B6 Content of Lungs 

and Livers from Rats Exposed to Diesel Engine 

Exhaust for 2 Months 

Each data is express巴das the mean土 S.D.(n 

8). As坑t巴r
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* * : Pコ<0.01，* * * : p<o.ool) • . 

Each data is expr巴ssedas the mean土 S.D目 (n=
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from control by the Student t t巴st(* : P<0.05， 

* * : P<O.Ol， * * * : P<O.OO1). 

に， PLPの腸管吸収については細胞膜に存在する alka.

line phosphatase (ALP)により， PLPが脱リン酸され PL

として吸収されるが6)，この ALPが活性阻害された可

能性も考えられる.尚，ディーゼル排気ガス暴露ラット

では尿中に過酸化脂質の一種である malondialdehyde

(MDA)排池量が増加することも報告されている7) 即ち，

ALPはセリンを活性中心にもつ酵素であり 8)，また，セ

リンは過酸化脂質によって傷害を受け易いことも知られ

ていることから 9)，VB6の消化器による吸収阻害の可能

性も無視できない.

VB6は最終的には，Fig.1に示すように，尿中への 4

PAとして大部分排池される.尿中への VB6排池量，特

に4PA排池量，は H群と F群において有意な減少が

認められた(Fig.7).この原因としては腎臓における再

1 g組織当りでも VB6含量は L群と H群において有意

な減少が認められた(Fig.4， 6， 7) .これらの結果か

ら， L群と日群では小腸及ぴ大腸における VB6代謝には

排気ガス暴露による影響は明らかである.一方，F群で

は小腸において 1g組織当りの VB6含量に有意な減少が

認められ，全組織当りでも減少傾向を示したが(Fig.4， 

6 )，大腸では有意差は認められなかった(Fig.4， 7). 

これらの消化器系の組織におおる VB6含量の減少した原

因は排気ガス中の成分の循環系を介した影響も考えられ

るが，その他にも ，Table 2に示したごとく， L群と H

群の体重，小腸重量及ぴ大腸重量の有意な低下または低

下傾向が生じている結果から考えると，排気ガス吸入に

よる不快感から餌の摂取も少なくなり，そのため消化器

からの VB6の吸収量が減少した可能性も考えられる.更



ppmから0.06ppmの範囲内にあるようにと制定されて

いるが， 0.06 ppmを超える日数が現在でも区部で年間

250日間も存在している.また， NO濃度も一日平均値で

0.2 ppmを示すことは稀ではない.本実験で設定した L

群の暴露条件は粒子濃度は0.494田tg/ばであり， N02濃

度は0.10ppm， NO濃度は0.20ppmであるので(Table

1 )，道路沿道やトンネル内では発生する可能性も高い

と思われる.一方，補酵素として PLPを必要とするピ

リドキサール酵素が数多く存在し，現在の栄養状態では

VB6の不足症は特殊な条件を除いて少ないと考えられる

が，VB6代謝自体の変化は，健康保持に悪影響をもたら

す可能性がある.また，臨床的には VB6依存症として

種々な疾患が知られていることなどから考えると， L群

における肺臓，腎臓，小腸及ぴ大腸における VB6含量の

減少が生じた結果は留意する必要があると思われる.

(本研究は昭和63年度当研究所調査研究課題「大気汚染

保健対策に関する研究」として実施したものである.) 
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吸収や排池などの機能的変化が排気ガス吸入によって生

じる場合と生体内の組織中に含まれる VB6含量の減少が

反映した場合とが考えられる. しかし，腎機能に対する

ディーゼル排気力、スの影響については現在未解明で，尿

中への 4PA排池量の減少の主な原因は不明であるが，

組織中の VB6含量の減少の影響が大きいと考えた.

東京都の環境報告書10)によれば，浮遊粒子状物質濃

度は昭和47年頃をピークにして，年々減少してきている

が，昭和47年には一日平均値の最大値として0.958皿g

/m3という濃度が区部の一般環境大気測定局で記録され

ている.尚，昭和59年度でも0.470田Ig/m3と記録されて

いる.また，N02濃度の環境基準値は一日平均値が0.04



報文 V

毒性に関する調査研究

REPORTS V 

PAPERS CONCERNING ON TOXICOLOGY 

ア

も

~'" '，r ~.~ 

t 、‘

一、ご 1



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 40， 281-288， 1989 

オルトフェニルフェノールのマウスを用いた52週間の経口毒性試験

三栗谷久敏*，藤井 孝へ米山充子へ

矢野範男*，湯 i畢勝庚*

長津明道*佐々木美枝子*

Toxicity of 0・Phenylphenolby Dietary 

Administration to Mice for 52 Weeks 

HISA TOSHI MIKURIY A *， T AKASHI FUJII *， MASAKO YONEY AMAへ

NORIO YANO*， KATSUHIRO YUZAWAへAKEMICHINAGASAWA * and MIEKO SASAKI* 

Summary 

o-Phen)匂henol(OPp)， rat urinary bladder carcinogen， was given as pelleted diets at dietary levels of 0 

(control)， 0.65， 1. 3 and 2.6 % to group of 20 male Crj : B6C3F 1 mice for 52 weeks 

Mean body weights of 1.3 % and 2.6 % group were significantly lower throughout the study than that of 

the control. 

The average daily food intake was 4. 6g， 5. Og， 5. 2g and 4. 7g in 0 %， 0.65 %， 13 % and 2.6 % group， re. 

spectively目

There were no dose-related effect on clinical signs or urinary pH 

Serum urea nitrogen activity in 2.6 % group was significantly higher than that in the control 

The kidney weight of the treated groups was significantly lower than that of the control， and the decrease 

of these kidney weights was dose-related. 

Both incid巴nceand severity of necrosis in liver cells and tubular epithelium of the kidney showed a dose 

-related increase in the treated groups. There was not the increase of occurrence of tumors in the treated 

groups， comparing with the control group. 

Keywords : o-phenylphenol， fungicide， Crj : B6C3Fl mouse 

緒 昌

当部ではこれまでに防かぴ剤オルトフェニルフェノー

ル(OPp)およびそのナトリウム塩(OPP-Na)がラット勝

脱に対し発癌性を有することを明らかにしてきた1，2)

これに対して，動物種を異にするマウスを用いた実験で

奥田3)，HAGIW ARAら4)が， OPP-Naは勝脱を含め他の

器官，組織に腫蕩を誘発しなかったと報告している.

OPPに関してはマウスによる実験報告が現在までのと

ころみられない.

そこで，今回著者らは OPPのマウスに対する腫蕩誘

発や他の影響について検討するため， 52週間の経口毒性

試験を行った.

実験材料および方法

被検物質:OPPは DowChemical CO.， M J， USAの

Dowicide l(Lot No.MM01040)を用いた.

実験動物・飼育管理:日本チヤールスリバー(械社:生育

の Cり:B6C3F1マウス雄を 4週令で購入した.マウス

は室温22-240，湿度50-60%，換気 1時間に10回(効率

的 .9%HEPAフィルター経由)，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(チップ床じ

き)に 5匹づっ収容，環境への恩11化と疾病の有無を観察

するために 1週間予備飼育し，この期間飼料(日本クレ

*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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Fig. 1. Changes of Mean Body Weights 

ア社， CE-2)と水道水(細菌ろ過器経由)を自由に摂取さ

せた.

実験方法:粉末飼料(CE-2 )に被検物質を添加し，固

形化したものを実験飼料とした.マウスは 1群20匹ずつ，

0.65， 1.3および2.6%OPP 添加飼料摂取群，基礎飼料

摂取群(対照群)の 4群を設定し，合計80匹用いた.マウ

スが 5週令になった時点から添加および基礎飼料を水道

水とともに52週間自由に摂取させた.

なお，被検物質濃度の設定に当たっては，ラットの実

験を参考にした1)

動物の一般状態は午前，午後の 2回観察した.体重，

摂餌量およぴ摂水量は実験開始後13週間は隔週，以後4

週間(一部 5週間)毎に全匹数を測定した.薬物摂取量は

摂餌量から求めた.尿検査は実験開始前と実験 1，5， 

9， 13， 26， 39および52週(実験開始週を実験O週とす

る)にマウスを捕捉の際放出する尿について BTB

(Brorn-thyrnol-blue )pH試験紙(東洋液紙，東京)を用い，

pHの測定を行った.血清生化学的検査は断頭，屠殺H寺

に得た血液を遠心管にとり， 3000pprnで10分間違心，

上清を分離し， Automatic Analyzer 705 (日立)を用いて，

グルタミン酸オキザロ酢酸トランスアミナーゼ活性

(GOT)，グルタミン酸ピルビン酸トランスアミナーゼ

活性(GPT)，yーグルタミルトランスペプチダーゼ活性

(y -GTP)，乳酸デヒドロゲナーゼ活性(LDH)および尿

素窒素(UN)を測定した.

動物は投与期間終了後，断頭・屠殺し，解剖，肉眠的

観察を行い，心臓，肺，肝臓，腎臓，牌臓およぴ精巣を

摘出，秤量した.摘出した臓器は10%緩衝ホルマリン液

で固定した.勝腕は注射筒を用い残留尿を除去した後，

10%緩衝ホルマリン液0.2%ー0.3mlを注入し膨張させ内

尿道口付近を結紫，固定した.勝目光は 1週間固定後，正

中線で 2分し，粘膜面の観察および重量の測定を行った.

固定後の各臓器は定法に従ってパラフィン・エオジン重

染色を行い，光顕的に観察した.

推計学的分析:

体重，摂餌量，摂水量，血清生化学的検査および臓器

重量値の検定は， Bartlett検定法を用い，分散の均一性

について検定し，分散が一様であれば一元分散分析およ

びSheffeの多重比較検定を行い，分散が非一様であれ

ばKruskal-W allis検定および Sheffe型の順位和検定を

行った.危検率は5%に置いた.

結果

実験期間中，実験40週に1.3%群に一匹死亡がみられ

たほか，対照群，投与群とも異常な行動や特異な症状を

呈すものは認められなかった.

体重は Fig.1に示したように，全期間を通して投与量
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Table 1. Food Consumption 

283 

Dietaly lev巴1of OPP (%) 

NO.of mice Wk on study 

01) 

20 

3.6土0.12
)

4.2土0.2

4.5土0.1

5.1::!::0.1 

5.2::!::0.2 

5.0::!::0.1 

5.1::!::0.3 
5.1土0.1

5.5土0.3

5.3土0.2

4.4::!::0.3 

4.2::!::0.2 

4.3土0.2

4.0土0.2

4.0::!::0.2 

4.0::!::0.4 

円

U

ワ
ム
ワ
t
1
i

に
d
n
U
A
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o
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q
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η
t
1
i

n
v
ワ
μ
A
Y
ρ
O
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U
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i
1
i
1
4
ワ
ω

つム

q
u
q
J
q
u
A吐

4&
巳
d

0.65 

20 

3.7土0.1

3.9土0.3

4.3土0.3

5.1::!::0.3 

5.5土0.2

5.2::!::0.3 

5.6::!::0.1 

5.4::!::0.4 

5.5::!::0.3 

5.0土0.5

4.5::!::0.3 

4.1::!::0.5 

4.2::!::0.3 

4.3::!::0.5 

4.1土0.2

4.6::!::0.2 

1.3 

20 

2.7::!::0.1* 

4.0土0.3

4.6::!::0.2 

5.3土0.3

5.7::!::0.2 

5.3::!::0.2 

5.8::!::0.3 

6.0::!::0.3 

6. 1::!::0. 2 

6.1土1.1

4.7土0.3

4.1::!::0.2 

4.1::!::0.2 

4.4土0.2(19)3)

4.3::!::0.4(19) 

4.8士0.3(19)*

2.6 

20 

1.5土0.1*

3.1土0.1*

3.4土0.3

3.9土0.1* 
5.6土1.1

4.1土0.1* 

5.9土0.8

8.8::!::1.9* 

7.8::!::1.6* 

5.0::!::0.2 

4.3::1::0.3 

4.8::!::0.5 

4.5::!::0.3 

4.1::!::0.3 

4.2土0.4

4.1土0.3

Daily mean 

consumption (g) 4.6 5.0 5.2 4.7 

(g/100gB.W.) 13.2 14.1 15.2 17.2 

1 ) Basal diet (control). 2) Mean土 SD(g/ mouse/ day) . 3) No目ofmice examined目

* Significantly different from control at pく0.05.

の増加に伴った増加抑制がみられ， 1.3%群および2.6%

群では対照群に比べ全期間有意に小さかった.特に

2.6%群では実験 2週まで体重が減少し，その後増加に

転じたが，実験終了時まで強い増加抑制がみられた.

摂餌量を Table 1に示した.投与開始直後は1.3%群

および2.6%群で対照群に比べ有意に少なく， 2.6%群で

は対照群の 1/2以下であった.その後1.3%群は対照

群と大差がなかったが， 2.6%群では実験 2， 6， 10週

で有意に少なく，実験 17， 21週で有意に多かった.一

日平均摂餌量は絶対値で各群とも大差なく，体重比では

投与量に比例して多くなる傾向がみられた.

摂水量を Table2に示した. 0.65%群では対照群に

比べ，実験38週以後有意に多かった. 1.3%群は対照群

に比べ，投与開始直後は有意に少なく，実験10週以降，

有意に多かった. 2.6%群では投与開始直後，対照群に

比べ約 1/2と有意に少なしその後も対照群より少な

い状態が続いたが，実験21週以降一転して対照群より多

くなり，実験30週からは有意に多くなった.一日平均摂

水量は，絶対量，体重比とも対照群に比べ1.3%群で多

かった.

被検物質の総摂取量は 0.65%群 8.3g，1.3%群

17.4gおよび2.6%群 35.6gで投与濃度比に比例してほ

ほ2倍になっていた.

尿検査における尿 pH値の分布は，各測定週とも対照

群と投与群の聞に著明な差は認められなかった(Table3).

血清生化学検査の結果を Table 4に示した.各測定

項目とも投与量に関連した変化は認められなかったが，

2.6%群では対照群に比べ UN値が有意に低く， GOT， 

GPTおよびLDH値がやや高かった.

臓器重量を Table5に示した.肝臓の0.65，1.3%群

および勝脱を除く投与群の各臓器重量は，対照群と比較

して小さし 0.65%群の左右腎臓， 1.3%群の心臓，左

右腎臓， 2.6%群の心臓，左右腎臓および左右精巣は有

意に小さかった.特に腎臓は左右とも投与群増加に伴う

重量の減少が著明にみられた.勝脱は各投与群とも対照

群より大きく， 1.3%群では有意に大きかった.肝臓は

1.3%群で有意に大きかった.体重比重量は， 2.6%群の

牌臓を除く各測是清蔵器で対照群より大きく， さらに



284 A乱札 Ret.To均oMetγ. Res. Lab. P.H吋 40，1988 

Table 2. Water Consumption 

Wk on study 

。
2 

4 

6 

8 

10 

12 

17 

21 

25 

30 

34 

38 

43 

47 

51 

Daily mean 

consumption (g)' 

(g/lOOg B.W.) 

NO.of mice 

01) 

20 

5.8土0.32
)

7.2土0.4

7.4:i:0.6 

7.4土l.0

7.0土0.9

7.1土0.6

6.9:i:0.7 

6.9:i:0.2 

6.7:i:0.7 

6.2:i:0.5 

5.3:i:0.4 

4.8:i:0.6 

4.7:i:0.2 

4.1:i:0.4 

3.9:i:0.2 

4.2土0.4

6.0 

17.8 

Dietaly level of OPP (%) 

0.65 

20 

5.6:i:0.5 

6.2土l.0

6.5:i:l.0 

7.2:i:0.7 

7.7土l.0

7.5:i:0.7 

7.3土0.6

6.9土0.6

7.0士0.6

6.3土0.6

6.2土0.9

6.0土0.8

5.7土0.2*

5.8土0.7*

5.4:i:0.4* 

5.8:i:0.7* 

6.4 

19.6 

l.3 

20 

4.6土0.5*

6.5土l.2

7.3土0.9

7.7土0.9

8.3:i:0.5 

8.6土0.7キ

8.4:i:0.4* 

8.6:i:l.0* 

9.2土l.0*

8.5土0.3*

7.6土0.2*

7.6土0.6*

7.8土0.2*

8.0土0.8(19)3)*

8.0土0.6(19)*

8.4:i:0. 7(19) * 

7.8 

24.3 

2.6 

20 

2.7土0.1*

4.8土0.1*

5.1土0.3*

5.5土0.2*

5.9:i:0.3 

6.3:i:0.3 

6.3:i:0.5 

6.8土0.4

7.0土0.3

7.1土0.5

6.7土0.4*

7.0土0.6*

7.2土0.6*

6.9土0.3*

7.0:i:0.3* 

7.1:i:0.1* 

6.2 

2l. 5 

1 ) Basal d日t(control). 2) Mean:i: SD (g/mouse/day). 3) NO.of mic巴 examined

* Significantly different from control at pく0.05.

0.65%群の勝脱， 0.65%およびl.3%群の牌臓， 2.6%群

の心臓以外はいずれも有意に大きかった.

病理解副学的検索では著明な変化は認められなかった.

組織学的検索では Table6に示す如く肝臓および腎臓

で明らかな変化が観察された.

肝臓では肝細胞に軽度の腫大を伴う核の大小不向性が

l.3および2.6%群の全例に見られた.この変化は2.6%

群の 3例が軽度であったが他は何れも極く軽度なもの

であった.肝細胞の限局性の巣状壊死がl.3%群で 2/
20(20例中 2例に変化が見られたの意，以下同様)およぴ

2.6%群で13/20に認められ， 2.6%群の 8例が軽度，他

は極く軽度な変化であった.肝細胞あるいは貧食細胞に

黄色微細頼粒の沈着が見られた.変化はl.3%群で 8/
20， 2.6%群で17/20に発生し， l.3%群の l例およぴ

2.6%群の 7例が軽度，他は極く軽度な変化であった.

肝臓でのこれらの変化は対照群では見られず， OPP投

与群(濃度)に比例して発生頻度および変化程度とも高く

なっていた.腎臓では尿細管上皮細胞の小型化，核の軽

度膨化，細胞質の好塩基性化および嘆底膜の肥厚が投与

群で見られた.変化は0.65%群で13/20，l.3および

2.6%群では全例に発生し，どのうち軽度な変化は

0.65%群で 6例， /1.3%群で 9例および2.6%群で15例で，

さらに中等度な変化が2.6%群で 1例に認められた.尿

細管上皮細胞の壊死は極く軽度および軽度にl.3%群で

5例および2.6%群で 8例にそれぞれ観察された.集合

管上皮の萎縮および乳頭管上皮細胞のエオジン好染化・

腫脹，核の膨化などの変化がl.3%およぴ2.6%群で見ら

れ， 2.6%群では乳頭管上皮細胞の壊死が4例認められ

た.乳頭移行上皮細胞の壊死および腎孟内に壊死細胞と

その落暦塊が見られる例が2.6%群で10/20に発生した.

腎臓におけるこれらの変化は対照群では見られず， OPP 

投与群(濃度)に比例して発生頻度およぴ変化程度とも高

くなっていた.この他，投与群では牌臓および精巣の萎

縮が見られた.牌臓では赤および白牌髄ともに構成成分

が減少していた.変化は極く軽度で、， 0.65%群で 4/20，

l.3%群で 8/20，2.6%群で 9/20に認められた.精巣

では一部の精細管の精上皮の萎縮あるいは壊死が認めら

れた.変化は極く軽度てl.3%群で 1/20，2，6%群でj



Table 3. Distribution of Urinary pH Values 
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a)Group 1 : Basal diet(control)， GroupII : 0.65% OPP in diet， Group III : 1.3% opp in diet， GroupN : 2.6% OPP in diet. 

b)No.of mice examined. 

* Each division represent 0.1 on pH value. 
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Table 4. Blood Biochemistry 

NO.of mice GOT GPT y-G P T LDH UN 
Group 

examined (IU/L) (IU/L) (IU/L) (IU/L) (皿g/dl)

Basal diet(Control) 7 167.6土46.41) 16.3:1:3.5 5.36:1:0.78 1312.0:1:395.3 28.80土 2.14

0.65% OPP 7 158.4土40.7 18.0土5.0 4.76土0.81 1136.9士390.8 31.24土12.35

1.3% OPP 7 151.9土23.4 16.3:1:5.1 4.77:1: 0 .49 1199.1土157.3 24.19土 2.06

2.6% OPP 5 189.6土31.2 23.4:1:2.7 4.56:1:0.67 1475.0土274.4 22.40土1.94* 

1) Mean土SD

* Significantly different from control group at p< 0.05. 

Table 6. Histopathological Findings of Liver and Kidney in Mice Treated with 

o-Phenylph巴nol(OPP) for 52 Weeks 

Treetment1
) Control 0.65% OPP 1.3% OPP 2.6% OPP 

No. of mice examined2
) 20 20 20 20 

Liver 

Anisonucleosis of liver cells 20 20 。 。
with enlarg巴m巴nt ± 。 。 20 17 

+ 。 。 。 3 

Focal necrosis of liver cells 20 20 18 7 

± 。 。 2 5 

+ 。 。 。 8 

Deposit of pigment in liver 20 20 12 3 

cells and phagocytes 土 。 。 7 10 

+ 。 。 1 7 

Kidney 

Degeneration of tubular 20 7 。 。
epithelium ± 。 7 11 4 

+ 。 6 9 15 

++ 。 。 。 1 

Necrosis of tubular epithelium 20 20 15 12 

土 。 。 4 6 

+ 。 。 1 2 

Dilatation of tubules 20 20 20 15 

土 。 。 。 1 

十 。 。 。 3 

十+ 。 。 。 1 

Degeneration of ductular 20 20 19 17 

epithelium 士 。 。 1 3 

Necrosis of ductular epith巴lium 20 20 20 16 

土 。 。 。 4 

Necrosis of transitional cells 20 20 20 10 

in papilla and/or 土 。 。 。 1 

cell debris in pel vis + 。 。 。 8 

++ 。 。 。 1 

1 ) Mice fed diets containing each concentration of OPP. 

2) NO.of mice survived till wk 26 and examined histopathologicall)人

3 )一:no change. ::!:: : very sight changes. + : sl凶ltchanges. + + : moderate changes目
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/20と低頻度の発生であった.勝脱での上皮細胞の過形

成あるいは腫大などの変化はみられなかった.

腫蕩は肺腺腫が対照群で 1例，肝臓腺腫が0.65%およ

び2.6%群で各1例， 1.3%群で 2例それぞれ観察された.

考察

OPPのマウスに対する影響について検討した.

体重は全期間を通して投与量に関連した増加抑制がみ

られた.これは2.6%群の実験初期を除いて，各投与群

の摂餌量は対照群と大差がないことから， OPP摂取の

影響で摂餌効率が悪化したのではないかと思われる.

2.6%群は実験2週まで摂餌量の低下とともに体重が減

少していることから，この期間の体重減少は OPPの作

用に加えて， OPPの味，刺激性等による摂餌忌避が大

きく関与していると考えられる.

臓器重量をみると，肝臓は投与群で体重が小さくなっ

ているにも拘らず，絶対重量は対照群と大差ないかある

いは大きくなっていた.これは体重比重量がいずれも大

きいことから， OPPの作用によるものと思われる.勝

脱重量も肝臓と同様の傾向を示し， OPPによるものと

思われるが，後にも述べるように組織学的に変化はなく，

今後の検討が必要である.投与群の他の臓器はは投与量

に関連した減少が見られた.この重量減少は腎臓では障

害との関連も考えられるが，いずれも体重減少と連動し

てみられ，体重比重量が大きいことを考慮すると，体重

増加あるいは成長抑制に関連したものと思われる.

組織学的検索では，投与群に肝臓および腎臓の変化が

発生頻度，変化程度とも用量，反応関係を持って認めら

れた.肝臓は肝細胞の限局性の壊死，肝細胞核の大小不

同などが認められ，これらの変化は対照群にはみられな

いことから OPPの作用によるものと思われる.マウス

での OPPによる肝障害に関しては報告はなく， OPP-

Naでは 2年間投与で肝細胞癌の発生が観察されている

3，4) 本実験では上記の変化とともに GOT，GPTおよび

LDH値が2.6%群で上昇傾向を示しており，肝障害につ

いて今後さらに検討する必要があると思われる.

腎臓では尿細管上皮細胞の変性や壊死，手L頭移行上皮

細胞の壊死等が観察された. OPP， OPP-Naによる腎障

害はラットの実験1，2，5)でも指摘されており，本実験で

もOPPによることは明らかである.腎障害の一つの指

標となる UN値が2.6%群で有意に低かった.一般に腎

障害では UN値が上昇するといわれているが，今回の低

下の意味するところは明らかでない.投与群で実験後半

から摂水量が対照群に比べ多くなる傾向がみられた.こ

れは OPP排出のためあるいは腎障害によるものなどが

40， 1989 報年研衛尽

目
0
.
0
V
E司
品
目
。
民
宮
古

D
U
E
D占
冨

ど

さ

右

主

国

司

U沼
同
国
抗
勢

凸
∞
判
岩
国
百
』
P

同国
U
自
由
〉
何
回
国
万
回
(
的

-
Q凶
川
士
号

S
F
S
U
E
8
2
3
2
(
N

-
】

U』
戸
{
凶
む
注
目
国
同
国
一
』

D
M
0・D
Z
(
同

東

(
品
・

S
ハ
3
.
4
V的円
)
7
0
・
0NH明由
.
3円
)
(
之
.
吉
川
己

.N問的
)
(
C
.
0
N
H己
.
目

N
N
)
7
0
・
沼

H
3
.
nト
)
(
骨
刊
誌

H
3
.
ド甲田

)
(
H
.
2
川
己
.
由
弓

)

7

5
・
c
u
z
u
.
由
)

出
.HN
判
的
.
同
司
緑
町

.-v
判
。

.Hロ
義

的

.

∞

判

U.
由
(
)
【
守
司

.khH引
-v.N九
円
借
的

J
H
H明
0.
出
向
一
円
且
Th.
的ι
[

判
-
[
.
司
[N

特
坦
.
坦
引

4v.
同
町
山
一
由

i[.0判
的

J[.N

(
t
.
甲
山
川
己
・

S
H
)
(
品

.
2
H
E
.
∞
c
m
)
(

ヱ.
2
H
3
.
8
5
2
.
g
u
z
.
S
N
)
(
よ

.C的
判
∞
・

Nロ
)
(
よ

.
h
N
N
E
-
K
U
)
(
A・ザ
N
U
B
-
己
申
)
(
ム
円

.C判
ou
・
U)

t
・
N
N
H
3
.
的
山
由
.
∞
判
∞
・

Nロ
ペ

出

制

c
・
0口
目

・

2

H

3

.

8

t
・
口

H
Z
.
g
N

ゑ
…
.
出
制

U
・∞噌

N

t

・白

H
E
.
N口
よ

H.0川
辺
司

N

(0
・∞日

H己

.
8
)
(
A
・
NNH己
.
山
∞

N
)
(
之
・

N
H
E
.
由
民
)
(
白
・

S
H
E
-
可
N
)
(
之
・
お

H
E
・
8
ト
)
t
.
お
け
己
.
自
由

)
7
0
.
ド
N
H
3
.
H
S
)
(
骨
∞
的
・

0
川
己
申
・
回
)

閃
.
ト
判
噌

.0司

U.
九
円
判
由
.
旧
同
日
目

.h
川
明
白
.
口
一
[
凶

.HN
州
出

.ha

後申

.
2
判

N.
宏一

N

u脅

N.
吋
[
判
∞

.u一vN

目
.0円
引
∞
.
∞

kh円
宗

門

.0刊
∞

N.N

(
司
・
山
円

H
3
.
刊
誌
)
(
由
・
何
日

H
3
.
2
N
)
(
H
.
2
判

N
・
S
N
)
(∞
.
3制
0
.
q
N
)
(由
・
∞
的
判

N
・
N
S
)
(
H
.
0的
判
的
・
∞

N由
)
(
閃
.
口

H己

.
8
3
3
(
2
.
0判
巳

.
3

的
.hh
引
∞
.
∞
的

U
・
U
H明白
.hhH円
∞

d
刊
で
叩
円
一
[
由
.
由
同
判
的

.0門
[

C

・
NN
判

N
・∞

C円
円
.
白
日
付
日
・
∞
∞
N

的
・
ロ
制
由
.
∞
∞
円

(NhH.0判
∞
円
・

N

(

国

)

』山〉
-
J

ゑ
一
.
一
[
日
明
日
.
N
的

5ミ

ι
ι
o
w仇
由

.
N

勢
町
・
一
[
制

kh.
宏一

0> 
T耐寸

《
同
門
円
。
次
的

J

N.NH哨∞.。↓可

〈コ
ひ司

ハ
E
O
次
回
一
w
.
0

(-c
』ぢ
O
U
)

パ
芯
司
司
【
司
回
目
白

(Nm
・
NH明
品
.
出
叩

(
国
)
岩
田
む
詳

k

門
司
口
伺

〈コ
小3

(
回
自
)

』

U
甘
唱
団
-
∞

(
同
国
)

(出

)huロ
沼
凶

(
岡
田
)

七
祭
出
国

(
田
昌
)

(
出
)
呂
田
口

(
回
国
)

J
)
的

Z
8
↑

(
国
冨
)

口

uu-品目

(
同
居
)

(」
)
h
U
8
辺

UUZHH 

(

同

・
H0
・0
Z

円
四
口
口
』
。

岩
国
明
山
陰
口
四
国
』

O
M
0
2
2同
〉
同

2

2

・
目

U
Z吋
何
、



288 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 40， 1988 

考えられ，尿量の測定などさらに検討が必要と思われる

勝目光は絶対，体重比重量とも対照群に比べやや大き

かったものの，組織学的に変化がみられなかった.ラッ

トでは HIRAGAら1)が OPPの13週間投与で乳頭腫の発

生を観察しており， OPPによる勝脱臆蕩の発生には種

差があると考えられる.

以上， OPPはマウスの体重増加を抑制し，肝臓およ

び腎臓障害を惹起した.また， OPP投与に関連した腫

蕩の発生は認められず， OPPによる勝脱腫傷の発生に

は種差があることが明らかとなった.ラットでは勝脱腫

湯の誘発物質が OPPあるいは OPP-Naの代謝産物であ

る2-phenyl-1， 4-benzoquinone(PBQ)であろうという

報告めもあり，今後種差による代謝系や代謝産物の相違

などについてさらに検討していきたい.
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チアベンタゾールおよびオル卜フェニールフェノール

のマウスを用いた52週間の併用毒性試験

三栗谷久敏*藤井 孝*米山允子*

矢野範男キ，湯 j畢勝庚*長津明道*，

佐々木美枝子*

Toxicity of Thiabendazole and o-Phenylphenol by 

Simultaneous Administration to Mice for 52 Weeks 

HISA TOSHI MIKURIY A *， T AKASHI FUJII * ， 

MASAKO YONEY AMA *， NORIO YANO * ， 

KA TSUHIRO YUZA W A *， AKEMICHI N AG ASA W A * 

and MIEKO SASAKI * 

Summary 

Thiabendazole (TBZ) had the enhancing effect on urinary bladder carcinogenesis induced by sod山 n0-

phe町 lphenate(OPP-Na) in rats. 

The pres巴ntstudy was performed to examine the combined effects of simultaneous administation of TBZ 

and o-phenylphenol (OPp) in mice. 

Groups of 20 male Crj : B6C3F1 mice were fed the basal di巴t(control， group 1)， diet containing 0.2 % 

TBZ (group II)， 0.2%TBZ plus 0.65%OPP (group III)， 0.2%TBZ plus 1.3%OPP (group N) or 0.2% 

TBZ plus 2.6% OPP (group V) for 52 weeks目

The survival rates at week 52 were 100% (20/20) of group 1， 90% (18/20) of group II， 90% 

(18/20) of group田， 75% (15/20) of group N and 70% (14/20) of group V. 

Mean body weights of the treated groups were significantly lower throughout the study than that of 

group 1. 

The average daily food intake was 4.7 g， 4.9 g， 4.8 g， 4.5 g and 4.6 g in group 1， II ，皿， N and 

V， respectively. 

Th巴rewere no dose-related effects on clinical signs， urinary pH or blood biochemistry. 

A dose-related decrease in the kidney weight was observed in group III， N and V. The spleen weight 

of the treated groups was significantly lower than that of group 1. 
Both incidence and severity of necrosis of liver cells， tubular and ductular epithelium and transitional 

cells of papilla in the kidney showect a dose-related increase in group III， N and V. There were increased 

incidences of atrophy and hemosiderosis of the spleen in group III， N and V. No increase in tumor in-

cidenece were observed in the treated groups. 

Keywords : thiabendazole， o-phenylphenol， Crj : B6C3 F 1mouse， simultaneous administration 

当部ではこれまでに防かぴ剤であるオルトフェニル ラット勝脱に対して癌原性を有することを明らかにして

フェノール(OPp)およぴそのナトリウム塩(OPP-Na)が きた1.2) さらに OPP-Naのラット勝脱発癌が，同じ防

*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 Metoropolitan Res巴drchLaboratory of Publice Health 

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



動物の一般状態は午前，午後の 2回観察した.体重，

摂餌量および摂水量は実験開始後13週間は隔週，以後4

週間(一部 5週間)毎に全匹数を測定した.薬物摂取量は

摂餌量から求めた.尿検査は実験開始前と実験1，5， 

9， 13， 26， 39および、52週(実験開始週を実験O週とし

た)に，マウスを捕捉の際放出する尿について， BTB 

(Brom-thymol-blue)pH試験紙(東洋鴻紙，東京)を用い，

pHの測定を行った.血清生化学的検査は断頭，屠殺時

に得た血液を遠心管にとり， 3000 rpmで10分間遠心，

上清を分離し， Automatic Analyzer 705(目立)を用いて，

グルタミン酸オキザロ酢酸トラスアミナーゼ活性

(GOT)，グルタミン酸ピルビン酸トラフアミナーゼ活

性(GPT)， Y-グルタミルトラスペプチターゼ活性(Y 

-GTP)，乳酸デヒドロゲナーゼ活性(LDH)および尿素

窒素(UN)を測定した.

動物は投与期間終了後，断頭・屠殺し，解剖，肉眼的

観察を行い，心臓，肺，肝臓，腎臓，牌臓および精巣を

摘出，秤量した.摘出した臓器は10%緩衝ホルマリン液

で固定した.勝脱は注射筒を用い残留尿を除去した後，

10%緩衝ホルマリン液0.2-0.3mlを注入し膨張させ内尿

道口付近を結繋，固定した.勝脱は 1週間固定後，正中

線で 2分，粘膜面の観察および重量の測定を行った.固

定後の各臓器は定法に従ってパラフイン切片を作成し，

へマトキシリン・エオジン重染色を行い，光顕的に観察

した.

推計学的分析:体重，摂餌量，摂水量，血清生化学的

検査および臓器重量値の検定は， Bartlett検定法を用い，

分散の均一性について検定し，分散が一様であれば一元

分散分析および Sheffeの多重比較検定を行い，分散が

非一様であれば Kruskal-W allis検定およびSheffe型の

順位和検定を行った.危険率は 5%に置いた.

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 40， 1988 

かぴ剤であるチアベンタゾール(TBZ)との併用によって

増強されることを確認した3-5) 一方，マウスを用いた

実験では現在まで OPP，OPP-Naに勝脱を含む他の器

官，組織に腫蕩の誘発が認められていないり)

このようなことから，今回著者らは TBZとOPPをマ

ウスに同時に投与し，腫場発生の有無やその他の影響に

ついて検討することとし， 52週間の同時投与試験を行っ

290 

た.

実験材料および方法

被検物質 TBZ は Merck Sharp and Dohme 

lnternational， NJ. USAの thiabendazolemicrofine MSD 

(Lot No. BZA-539)を， OPPは DowChemical Co.， M]， 

USAのDowicide1 (Lot No. MM 01040)を用いた.

実験動物・飼育管理:日本チヤールスリバー(掬社生育

のCrj: B6C3F1マウス雄を 4週令で購入した.マウスは

室温22-240，湿度50-60%，換気 1時間に10回(効率

99.9%HEPAフィルタ-n'i由)， p.官明 6: 00-18 : 00に制

御された飼育室において，アルミ製ケージ(チップ床じ

き)に 5匹づっ収容，環境への馴化と疾症の有無を観察

するために 1週間予備飼育し，この期間飼料(日本クレ

ア社， BE-2 )と水道水(細菌ろ過器経由)を自由に摂取

させた.

実験方法:粉末飼料(CE-2 )に被検物質を添加し，固

形化したものを実験飼料とした.マウスは 1群20匹ず、つ，

基礎飼料摂取群(I群)， 0.2%TBZ添加飼料摂取群(II

群)， 0.2%TBZに0.65%，1.3%および2.6%OPPをそ

れぞれ加えた添加飼料摂取群(皿，町およぴV群)の 5群

を設定し，合計100匹用いた.マウスが 5週令になった

時点から添加および基礎飼料を水道水とともに52週間自

由に摂取させた.

なお，被検物質濃度の設定に当たっては，

ラットの実験を参考にした1，3-5)

これまでの

Table 1. Values of Body Weight and Chemical lntake 

Tota! chemica! intake(g/ mouse) Final 
body weight(g) 

lnitial 
body weight(g) 

NO.of 

Iillce TBZ 

0 

2.6 

2.7 

2.6 

2.5 

OPP 

0 

0 

8.3 

17.1 

32.9 

45.9::1::2.5(20)2) 

35.5土1.1(18) * 

35.1土1.2(18)*

33.1土1.4(15)* 

30.1::!::1.8(14)* 

21.3土0.71
)

21.2士0.9

21.6::1::1.0 

21. 7土1.0

21. 3::1:: 1.1 

n
u
n
u
n
u
n
u
n
U
 

2

2

2

2

2

 

Teatment 

Basal diet (control) 

0.2% TBZ 

0.2% TBZ+0.65% OPP 

0.2% TBZ+1.3% OPP 

0.2% TBZ+2.6% OPP 

Group 

T
4
H
U
町
山
町
H
V
v

1) Mean土SD.

2) No. of mice survived. 

*Significantly different from group 1 at p<0.05 
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Fig. 1. Changes of Mean Body Weights 

Group 1 : Basal diet (control). 
Group II : 0.2 % TBZ in diet， 

Groupill : 0.2% TBZ plus 0.65% OPP in diet. 

GroupN : 0.2% TBZ plus 1.3% OPP in diet. 

Group V : 0.2% TBZ plus 2.6% OPP in diet. 

結果

投与期間中， II群 2例(実験34，41週に各 1例)，皿群

2例(実験30，51週に各 1例)，町群 5例(実験21，24， 

35， 37， 51週に各 1例)， V群 6例(実験O週)の死亡が

みられた.剖検によると， V群を除く他の群の死亡動物

の多くは尿道にタンパク塊様のものがつまり，勝脱が尿

によって膨満していた.V群は死亡時に“痩せ"が目

立った.生存したマウスは対照群，投与群とも異常な行

動や特異な症状を呈するものは認められなかった.

体重の推移を Fig.1に示した.各投与群とも全期間を

通して投与量に関連した増加抑制がみられ， 1群(対照

群)に比べ全期間有意に小さかった. II， ill， N群は，

実験21週前後まで僅かながら増加していたが，その後は

小幅な増減を繰り返した.V群は実験2週まで体重が減

少し，その後増加に転じたが，強い増加抑制を受け，他

の投与群と同様の推移をした.

摂間量は町群で実験2週まで， V群で実験6週まで I
群に比べ有意に少なかったほか，各群とも大差なかった.

投与期間中を通しての一日平均摂取量は，絶対値で各群

とも大差なく，体重比では OPPの投与量(濃度)に比例

して多くなる傾向がみられた(Table 2) 

摂水量を Table 3に示した. II群は I群に比べ実験

8週以降，実験51週を除き有意に多かった.皿群では I

群に比べ実験10週以降，有意に多かった.N群は I群に

比べ実験 O週で有意に少なく，実験10週以後有意に多

かった.V群では実験O週で I群に比べ約1/2と有意に

少なかったが，その後除々に I群に近づき，実験10週か

らは I群より多くなり，実験25週以降有意に多くなった.

投与期間中を通しての一日平均摂水量は，絶対値，体重

比とも投与群が多かった.

被検物質の総摂取量は Table 1に示した如く， TBZ 

が各投与群で大差なく， OPPは濃度比に比例しでほぼ

2倍ずつ増加していた.

尿検査における尿 pH値の分布を Table 4に示した.

各群とも測定週によって分布の変動が大きく，投与量に

関連した変化は特に認められなかった.全体的には各群

とも実験39週以降低い範囲に分布する傾向が認められた.

血清生化学検査の結果を Table 5に示した.各調IJ定

項目とも投与量に関連した変化は認められなかったが，

V群で GOT，GPTおよび UN値が I群に比べやや高



292 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lαb. P.H.， 40， 1988 

Table 2. Food Consumption 

Wk on study Group I E 国 N V 

。 3.6土0.1(20 )2) 3.7土0.1(20) 3.2土0.1(20) 2.0土0.1(20)* 2.1土0.4(20)* 
2 4. 2::!::0. 2(20) 3.9土0.1(20) 4.1土0.2(20) 3.7土0.2(20)* 3.1土0.1(14)*
4 4.5::!::0.1(20) 4.4土0.4(20) 4.5土0.2(20) 4. 6::!::0.1 (20) 3.5::!::0.3(14) * 
6 5.1土0.1(20) 5. O::!::O. 3(20) 5 .3::!::0. 2(20) 5.2土0.2(20) 4.3土0.3(14)*
8 5.2土0.2(20) 5.5土0.3(20) 5.6土0.2(20) 5.6::!::0. 3(20) 3.0士4.2(14)
10 5. 0::!::0.1 (20) 5.2土0.3(20) 5.3::!::0.1(20) 5.3::!:: 0.1 (20) 4.9::!::0.5(14) 
12 5.1::!::0. 3(20) 5.4土0.3(20) 5. 9::!::0. 5(20) 6.1土0.5(20) 7.0::!::3.9(14) 
17 5.1土0.1(20) 5.7::!::0.4(20) 96 .8土0.5(20) 5.4土0.3(20) 6.1::!::3.2(14) 
21 5.5::!::0. 3(20) 5.4士0.3(20) .0::!::0.7(20) 5.7::!::0.3(19) 7.2土2.9(14)
25 5. 3::!::0. 2(20) 5.3土0.2(20) 5.3土0.1(20) 5.0土0.2(18) 4.5土1.0(14)
30 4.4::!::0. 3(20) 4.6土0.1(20) 4.5::!::0.3(20) 4.8土0.2(18) 4.0::!::0.4(14) 
34 4.2土0.2(20) 4.5土0.1(19) 4.6土0.3(19) 4.4::!::0.2(18) 4.5土1.0(14)
38 4. 3::!::0. 2(20) 4.5土0.1(19) 4.6土0.3(19) 5.6土2.1(16) 4.2::!::0.2(14) 
43 4.0土0.2(20) 4.4::!::0.2(18) 4.6土0.1(19) 5.1::!::0.8(16) 4.5::!::0.7(14) 
47 4.0土0.2(20) 4.3土0.1(18) 4.5土0.4(19) 4.3::!::0.3(16) 4.3土0.4(14)
51 4.0土0.1(20) 4.1土0.2(18) 4.3土0.6(19) 4.1土0.4(16) 4.4土0.2(14)

Daily mean 
consumption (g) 4.6 4.7 4.9 4.8 4.5 
(g/100g B.W. ) 13.2 15.3 15.8 16.1 16.9 

1 ) Group 1 : Basal diet， Group n : 0.2 % TBZ in diet (control )， Group m : 0.2 % TBZ plus 0.65 % OPP in diet， 
GroupN : 0.2%TBZ plus 1.3%OPP in diet， Group V : 0.2%TBZ plus 2.0%TBZ plus 2.6%OPP in diet. 

2) Mean土SD(gノmouse/day )， and no. of mice examined in the group showed in parenthesis. 
* Significantly different from group 1 at p< 0.05. 

Table 3. Water Consumption 

Wk on study Group 11) H 匝 百 V 

。 5.8土0.3(20)2) 5.1::!::0 .3(20) 5.6::!::0. 6(20) 3.7土0.5(20)* 2.5土0.4(20)*
2 7.2::!::0 .4(20) 6.7士0.6(20) 6.5土0.9(20) 6.2::!::0 .4(20) 5.4::!::0.5(14)* 
4 7.4土0.6(20) 7.4土1.0(20) 7.3土0.7(20) 6.9::!::0. 2(20) 6.0士0.4(14)*
6 7.4::!::1.0(20) 8.0土1.1(20) 8.0土0.2(20) 7.8土0.7(20) 6.6土0.6(14)
8 7.0土0.9(20) 8.3土1.0(20)* 8. 3::!::0. 3(20) 8.1::!::0.4(20) 7.0土0.5(14)
10 7.1::!::0.6(20) 8.3土0.6(20)* 8.4土0.3(20)* 8.4土0.5(20)* 7.4::!::0.5(14) 
12 6.9土0.7(20) 8.3::!::0. 9(20) * 8.3::!::0. 7(20) * 8.3土0.4(20)* 7 .3::!::0. 7(14) 
17 6.9::!::0. 2(20) 8.3土0.3(20)* 8. 2::!::0. 5(20) * 8.6::!::0.5(20)* 7.3土0.6(14)
21 6.7土0.7(20) 8.3土0.3(20)* 7.8土0.1(20)* 8.7土0.2(19)* 7.5::!::0.4(14) 
25 6.2::!::0.5(20) 7.7土0.4(20)* 7.6土0.3(20)* 8.8土0.4(18)* 7.3::!::0.4(14)* 
30 5.3土0.4(20) 6.7土0.6(20)* 6.7::!::0.4(20)* 8.8::!::0.4(18)* 7.3土0.4(14)*
34 4.8土0.6(20) 6.7土0.3(19)* 6.8::!::0.4(19)本 8.3土0.3(18)* 7.5土0.6(14)*
38 4.7土0.2(20) 6.2::!::0.6(19)* 6.7::!::0.3(19)* 8.7土0.4(16)* 7.3土0.3(14)*
43 4.1土0.4(20) 6.3土0.8(18)* 6.8::!::0.6(19)* 8.7::!::0.8(16)* 7.4::!::0.6(14)* 
47 3.9土0.2(20) 5.8::!::0.3(18)* 6.7土0.7(19)* 8.2土0.7(16)* 7.0::!::0.3(14)* 
51 4.2土0.4(20) 5.4土0.3(18) 6.0土0.6(19)* 7.6土1.2(16)* 7.2土0.6(14)*

Daily mean 
consumption (g) 6.0 7.1 7.2 7.9 6.8 
(g/100g B.W. ) 17.8 23.0 23.6 26.3 25.6 

1 ) Group 1 : Basal diet， Group n : 0.2 % TBZ in diet， Group m : 0.2 % TBZ plus 0.65 % opp in diet， Group 
N : 0.2%T BZ plus 1.3% OPP in diet， Group V : 0.2% TBZ plus 2.6% opp in diet. 

2) Mean土SD(g/ mouse/ day )， and no. of mice examined in the group showed in parenthesis. 
* Significantly different from group 1 at p<0.05. 



Table 4. Distribution of Urinary pH Values 
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a) Group 1 : Basal diet， Group II : 0.2% TBZ in diet， Group III : 0.2% TBZ plus 0.65% OPP in diet， Group N : 0.2% TBZ plus 1.3% OPP in diet， Group V 

: O.2%TBZ plus 2.6% OPP in diet. 

b) No. of mice examined. 

* Each division represent 0.1 on pH value. 
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Table 5. Blood Biochemistry 

UN 

(mg/ dl) 

28.80::!:2.14 

24.97::!:3.07 

26.66::!:6 . 17 

24. 30 ::!:4 . 68 

33.32土5.94

LDH 

(IU/L) 

1312.0::!: 395.3 

1149.6::!: 241. 3 

1664. 3::!: 648.1 

1103.3::!: 294.2 

1341. 8土105.5

Y-GTP 
(IU/L) 

5. 36::!:0. 78 

4.20::!:0.41 

5. 27::!: 1.41 

5.05::!:0.82 

4. 82:l::0. 59 

GPT 

(IU/L) 

16.3土3.5

20.7土3.9

20.6土6.5

15.7土1.5

23.0士3.9

GOT 

(IU/L) 

167.6土46.42)

150.7土38.0

209 .1::!: 65 . 5 

160.0土23.7

223. 3:l:: 19.1 

No. of mice 

examin巴d

η
i

ワ
t

ワ
t
ρ
b
n
b

Groupl) 

-
E
E
N
V
 1) Group 1 : Basal diet (control)， Group 1I : 0.2 % TBZ in d凶， Group III : 0.2% TBZ plus 0.65% OPP in 

diet， Group N : 0.2% TBZ plus 1.3% OPP in diet， Group V : 0.2% TBZ plus 2.6% OPP in diet. 
2) Mean土SD.

とも顕著になっていた.

腎臓では尿細管上皮細胞の核の軽度膨化および細胞質

の好塩基性化が投与群で見られた.変化は H群で35%

( 7 /20)，皿群で74%(14/19)，町およびV群では

100% (16/16， 14/14)の発生であった.このうち軽度

な変化は E群で43%( 3/7)， III群で21% ( 3/14)，町

群で50%( 8/16)， Vで64%( 9/14)であり，他は極く

軽度な変化であった.尿細管上皮細胞の壊死は E群で

20% (4/20)，町群で11%(2/19)，百群で38%( 6 / 

16)， V群で88%(12/14)の発生であった.このうち軽

度な変化は町群で50%(3/6)， V群で33%( 4/12)で

あり，他は極く軽度な変化であった.集合管上皮細胞の

萎縮および乳頭管上皮細胞のエオジン好染化・腫脹，核

の膨化などの変化像がE群で 5% ( 1〆20)，N群で13%

(2/16)， V群で29%(4/14)に見られ，そのうち軽度

および中等度の変化は各 1例づっV群で認められたのみ

で，イ也は極く軽度な変化であった.集合管および乳頭管

上皮細胞の壊死がE群で 5%( 1 /20)，田群で11%(2 

/19)，百群で25%(4/16)，V群で64%( 9/14)それ

ぞれ観察された.これらのうち軽度な変化はV群の 1例

のみで，他は極く軽度な変化であった.乳頭移行上皮細

胞の壊死および腎孟内に壊死細胞とその落屑塊が見られ

る例がE群で10%( 2/20)，国群で11%(2/19)，百群

で38%(6/16)，V群で88%(12/14)に認められた.こ

のうち軽度および中等度の変化は E群で50%( 1/2)， 

N群で50%(3/6)， V群で75%( 9/12)であり，他は

極く軽度な変化であった.腎臓におけるこれらの変化は

対照群では見られず， OPPとTBZ併用群では oPP投与

量(濃度)に比例して発生頻度および変化程度とも高く

なっていた.牌臓では萎縮がみられ，白牌髄より赤牌髄

の赤血球の減少がやや強かった.変化は H群で45%(9 

/20)，田群で58%(11/19)， N群で50%( 8/16)， V 

かった.

臓器重量を Table6に示した.肝臓のN，V群，お

よび勝目光を除く各投与群の臓器重量は，いずれも I群と

比較して小さく， 1I群の右腎臓， III，町， V群の心臓，

左右腎臓， III， V群の左右精巣および各投与群の牌臓は

有意に小きかった.左右腎臓および心臓は投与量増加に

伴う重量の減少がみられた.肝臓はE群で有意に小さく，

V群で有意に大きかった.勝脱はV群でやや大きかった.

体重比重量は， 1I， III， V群の牌臓およびV群の右腎臓

を除く各測定臓器で I群より大きく， 1I， III群の左右腎

臓， III， N， V群の肝臓， N， V群の勝脱および各投与

群の心臓，左右精巣はいずれも有意に大きかった.

病理解剖学的検索では著明な変化は認められなかった.

組織学的検索では Table 7に示す如く肝臓，腎臓お

よび牌臓で明らかな変化が観察された.肝臓では肝細胞

の軽度な腫大を伴う核の大小不向性が投与群で全例に認

められた.変化はやや不鮮明ながら小業中心から中間帯

に起こり，そのうち軽度なものは E群で25%( 5/20 : 

20例変化が見られ，そのうち 5例が軽度な変化があった

の意，以下同様)， III群で37%(7/19)，町群で50%(8 

/16)， V群で64%( 9/14)であり，他は何れも極く軽

度なものであった.肝細胞の限局性の巣状壊死がE群で

10%( 2/20 : 20例中 2例に変化が見られたの意，以下

同様)， III群で26%( 5 /19)，町群で31%(5 /16)， V 

群で64%(9/14)それぞれ認められた.肝細胞あるいは

貧食細胞に黄色微細穎粒の沈着が見られた.変化はE群

で5%(1/20)，III群で21%(4/19)，町およびV群で

は100%(16/16， 14/14)の発生があった.このうち町

群の半数， V群の全例が軽度あるいは中等度の変化があ

り，他は極く軽度な変化であった.肝臓でのこれらの変

化は対照群では見られず， OPPとTBZ併用投与群では

oPP投与量(濃度)に比例して発生頻度および変化程度
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群で100%(14/14)に認められた.このうち軽度な変化

は皿およびV群で各2例であり，他は極く軽度な変化で

あった.ヘモデジリン沈着はH群で45%( 9/20)，皿群

で63%(12/19)，町およびV群で100%(16/16， 14/ 

14)に認められた.このうち軽度な変化は皿群の 2例で

あり，他は極く軽度な変化であった.これら牌臓での変

化は投与群のみに見られ， opp投与量(i農度)の増加に

伴う発生頻度および変化程度の上昇もやや認められた.

また， V群で勝脱上皮の軽度な過形成が 1例観察され

た.

この他，精巣の萎縮が投与群で見られ，精細管の管径

の短縮あるいは精上皮の壊死などが認められた.変化は

町群で13%(2/16)，V群で21%( 3/14)に観察された.

腫蕩の発生は肝臓腺臆がE群で 2例， m群で 3例， N
群で 1例それぞれ認められた.

考察

TBZとoppの同時投与によるマウスへの影響につい

て検討した.

V群の死亡が実験0週に集中して 6例みられた.この

時死を免れた動物は実験終了時まで全て生存したことか

ら，死亡の原因は TBZ，OPP 併用による直接の毒作用，

摂餌量，摂水量の減少による栄養障害など，多くの要因

が考えられる.

体重は各投与群とも全期間を通して I群より有意に小

さかった. TBZはこれまでのラットの実験から，体重

の増加を抑制することが明らかになっており 8，g)，今回

の実験のE群でマウスに対しても同様の傾向が認められ

た. m， NおよびV群では oppの投与量(濃度)の増加

に伴う増加抑制が認められ，これら併用群の体重増加抑

制は E群より強くみられることから，併用投与による効

果，特に oppの作用が強く働いているものと考えられ

る.V群は実験 2週まで体重が減少していた.これは

TBZ， OPP併用による直接の毒作用とともに，この期

間の摂餌，摂水量がかなり少なかったことが，大きく影

響していると思われる.ラットでは TBZの投与初期に

摂餌忌避がみられるが83)，今回 E群ではそのような傾

向はみられず，マウスはラットに比べ TBZの味，刺激

性などに対する感受性が鈍いように思われる. したがっ

て，町およびV群に認められた投与初期の摂餌忌避は

opp，特に添加濃度に起因していると考えられる.

臓器重量をみると，肝臓は併用群で体重が対照群より

小さくなっているにも抱らず，絶対重量は対照群と大差

ないかあるいは大きくなっていた.これは体重比重量が

いずれも対照群より大きいこと， II群(TBZ単独)で絶

40， 1989 報年高肝徳3
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Table 7. Histopathological Findings of Liver， Kidney and Spleen in Mice Treated with 

o-Phenylphenol (opp) and Thiabendazole (TBZ) for 52 Weeks 
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1) Group 1 : basel diet， group' n : 0.2% TBZ in diet， groupill : 0.2% TBZ plus 0.65% OPP in diet， group N 

: 0.2% TBZ plus 1.3% OPP in diet， group V : 0.2% TBZ plus 2.6% OPP in diet. 
2) No. of mice survived till wk 26 and examined histopathologically. 

3 )一:no change，土:very slight changes， + : slight changes，十+: moderate changes. 
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対重量が小さいことから， OPPの作用によるものと思

われる.勝脱重量も肝臓とほぼ同様の傾向を示し， OPP 

によるものと考えられるが後にも述べるようにV群の

1例を除くと組織学的に変化はなく，今後の検討が必要

である.牌臓の併用群は対照群より絶対重量が小さく，

体重比重量も同程度か小さかった.この変化は被験物質

によるものと考えられ，田および町群とほぼ同様の値を

示したことから，主に TBZによるものと恩われる.V

群は E群より絶対重量，体重比重量とも小さく TBZ，

opp併用による作用と思われる.併用群の他の臓器重

量も対照群より小さくなっており，腎臓では腎障害との

関連も考えられるが，いずれも体重減少と連動してみら

れ，体重比重量が大きいことを考慮すると，体重増加あ

以上， TBZとOPPの併用は OPPの投与量(濃度)に比

例した作用として，マウスの体重増加を抑制し，肝臓，

腎臓および牌臓に障害を与えた.また， TBZ， OPP併

用によると思われる腫蕩の発生は認められなかった.

OPPまたは OPP-Naはラット跨脱腫湯を誘発し1ベ
TBZはOPP-Naによる腫傷の発生を増強する3-5) こ

れらのメカニズムは明らかでないが，最近， OPPある

いは OPP-Naの代謝産物である 2-phenyl-1， 4 

-benzoq uinone (PBQ)がラット勝脱旗揚の誘発物質であ

ろうという報告もあり 10)，今回の結果はラットとマウ

スの種差による代謝産物の相違， OPP， OPP-Naあるい

はその代謝産物と TBZの相互作用の相違などによるも

のと考えられ，今後それらについて比較検討していく必

るいは成長抑制に関連した変化であると思われる. 要があると思われる.

組織学的検索では，投与群の肝臓，腎臓および牌臓に 文 献

明らかな変化が観察された.肝臓では肝細胞核の大小不

同が投与群全例にみられた.この変化は併用群で変化程

度が OPPの投与量(濃度)に比例して高くなっており，

OPP影響が強く現れたと思われる.また，併用群での

肝細胞の限局性の壊死，肝細胞あるいは貧食細胞内の黄

色微細頼粒の沈着はH群にはほとんどみられないことか

ら，主に OPPの作用によるものと考えられる.

腎臓では投与群に尿細管上皮細胞，集合管上皮細胞の

変性や壊死，乳頭移行上皮細胞の壊死等が観察された.

これらの変化は併用群でいずれも発生頻度，変化程度が

OPPの投与量(濃度)に比例して高くなっていることか

ら併用投与，特に OPPによるものであると考えられる.

牌臓は投与群で重量が小さくなっており，これを反映

するように組織学的に萎縮がみられた.さらにヘモデジ

リン沈着が認められた.いずれも E群より併用群で発生

頻度や変化が高くなっており， TBZとOPPの併用によ

る作用と思われる.また，ヘモデジリン沈着は赤牌髄の

赤血球減少と関連していると考えられる.

勝脱はV群で上皮の軽度な過形成が1例観察されただ

けで， TBZとOPPの併用は本実験条件下においてマウ

ス勝脱に特に影響を与えなかった.

1) Hiraga， K. and Fujii， T. Fd Ch捌 • Toxic.， 22， 

865-870， 1984. 

2) Hiraga， K. and F吋ii，T. : FD Chosmet. Toxicol.， 19， 

303-310， 1981. 

3) Fujii， T.， Mikuriya， H.， Kamiya， N. and Hiraga， K. : 

Fd Che刑 Toxic.，24， 207-211， 1986. 

4 )藤井孝，三栗谷久敏，林田志信，平賀興吾:東京

衛研年報， 37， 411-414， 1986. 

5 )三栗谷久敏，藤井孝，林田志信，神谷信行，平賀

興吾:東京衛研年報， 37， 407-410， 1986. 

6 )奥田宗久:名市大医誌， 37， 157-186， 1叩98部6.

7) Ha姥叩glwara札， A.，Shiぬba抗ta丸， M.叶， F山

:Fd Ch附eωm飢もt.Ti.似xi化c.，22，809-814， 1984. 

8 )三栗谷久敏，林田志信，高橋博，井口重孝，平賀

興吾:東京衛研年報， 32， 5-15， 1981. 

9 )林田志信，三栗谷久敏，神谷信行，佐々木美枝子，

平賀興吾:東京衛研年報， 36， 377-389， 1985. 

10) Morimoto， K.， Fukuoka， M.， Hasegawa， R.， Tanaka， 

A.， Takahashi， A. and Hayashi， Y. かn.]. Cancer 

Res. (Gann)， 78， 1027-1030， 1987. 
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オルトフェニルフェノールおよび、炭酸水素ナトリウム併用の

マウスを用いた52週間の経口毒性試験

藤井 孝へ三栗谷久敏へ米山允子*

矢野範男*.i易 j幸勝 庚*，長 i畢明道*，

佐々木美枝子*

Dietary Toxicity Test of o-Phenylphenol and Sodium Hydrogencarbonate 

by Simultaneous Administration to Mice for 52 Weeks 

T AKASHI FUJII *. HISA TOSHI MIKURIY A * ， 

MASAKO YONEY AMA *， NORIO Y ANO * ， 

KA TSUHIRO YUZA W A *， AKEMICHI N AG ASA W A * 

and MIEKO SASAKI * 

o-Phen}匂henol(OPP)， a urinary bladder carcinogen in rats and sodium hydrogencarbonate (NaHC03)， 

an alkalizer，were given simultaneously to male Crj : B6C3F1 mice for 52 weeks.Groups of 20 mice were given 

basal diet (group 1 and II)， 0 _ 65 % OPP in diet (group固)，1.3%OPP in diet (group町)， 2_6%OPP in 

diet (group V). Mice of the group 1 was given tap water and mice of the other groups were given water 

containing 0.8 % N aHC03. No increases in tumor were observed in dosed group. In groups of国， N and V， 

a dose-related increase was found in both the incidence and the severity of n巴croticchanges in ductular 

epithelium and transitional cell of th巴 kidney，ofzonal degeneratinn and focal necrosis in liver cells and pig 

mentation of the liver 

Keywords : o-ph巴nylphenol，sodium bicarbonate， Crj : B6C3F1 mice， simultaneous administration 

緒 = 
E司

著者らは，これまでに防かぴ剤で，わが国では食品添

加物として認可されているオルトフェニルフェノール

(Opp)およぴそのナトリウム塩(OPP-Na)がラット勝脱

に対し癌原性を有することを明らかにしてきた1，2) ま

た，この勝脱発癌はアルカリ化薬である炭酸水素ナトリ

ウム(NaHC03)との併用によって増強され，酸性化薬で

ある塩化アンモニウムで抑制されることを観察した3)

一方，現在までマウスを用いた実験では OPPおよび

OPP-Naともに勝脱をはじめ他の器官・組織に腫携を誘

発したとの報告はみられない4，5)

そこで，今回は OPPおよびその勝脱発癌に増強効果

をもっ NaHC03を併用して52週間にわたってマウスに

摂取させ，腫蕩発生ならびにその他の毒性の発現の有無

を検索した.

実験材料および方法

被験物質:OPPはDowChemical CO.，MIUSAの Dowi-

cide 1 (Lot No.MM01040)を，NaHC03は和光純薬(東京)の

炭酸水素ナトリウム(JIS試薬特級)をそれぞれ用いた.

実験動物およぴ飼育管理:Crj : B6C3F 1マウス雄を 4

週齢で日本チヤールスリバー(神奈川)より購入した.マ

ウスは室温22-24'C，湿度50-60%，換気 1時間に10回

(効率99.9%HEPAフィルター経由)，照明6: 00-18 : 

00にそれぞれ制御された飼育室において，アルミニウム

製ケージ(チップ床敷)に 5匹づっ収容，環境への捌|化と

疾病の有無を観察するために 1週間予備飼育した.この

期間は基礎飼料 CE-2(日本クレア:東京)と水道水(細

菌ろ過器経由)とを自由に摂取させた.

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 169 東京都新宿区百人町 3-24-1 

*Th巴 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

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



実験方法:粉末飼料 CE-2にoPPを0.65%，1.3%お

よび2.6%の濃度に添加し，固形化した 3種類の実験用

飼料を作成した.これらの oPP濃度はラットの実験に

準拠しているト3) NaHC03水溶液の濃度は予備実験に

おいて尿 pHに上昇のみられた最低濃度0.8%とし，溶

媒は水道水を用いた.実験用飼料は 3ヵ月に 1回，

NaHC03水溶液は 2日に 1回それぞれ作成した.マウス

は1群20匹とし， Table 1に示す如く基礎飼料 CE-2と

水道水摂取群(1群:対照群)，基礎飼料 CE-2と

NaHC03水溶液摂取群(II群)， 0.65%， 1.3%および

2.6% OPP 添加の実験用飼料と NaHC03水溶液摂取群

( III ，町およびV群)の 5群を設定した.マウスが5週齢

になった時点から実験用または基礎飼料を水道水あるい

はNaHC03水溶液とともに52週間自由に摂取させた.

マウスの一般状態は午前，午後の 2回観察した.体重，

摂餌量および飲水量は実験開始後13週間は隔週，以後4

週間(一部は 5週間)毎に全マウスについて測定した.

oPP摂取量は摂餌量から， NaHC03摂取量は飲水量から

それぞれ換算して求めた.尿検査は pHの測定のみで，

実験開始直前，実験 1， 5， 9， 13， 26， 39および52週

に実施した.強制排尿法で得た尿を， BTB (Brom-

thymol-blue)pH試験紙(東洋漉紙)を用いて測定した.

血清生化学的検査は解剖時に得た血液を遠心管にとり，

3000 rpmで10分間遠心，上清を分離し， Automatic Ana-

lyzer 705(目立)を用いて，グルタミン酸オキザロ酢酸ト

ランスアミナーゼ活性(GOT)，グルタミン酸ピルビン

酸トランスアミナーゼ活性(GPT)，Y グルタミルトラ

ンスペプチダーゼ活性(y-GTP)，乳酸デヒドロゲナー

ゼ活性(LDH)および尿素窒素(UN)を測定した.

マウスは投与期間終了後，断頭，屠殺し，解剖，肉眼

的観察を行い，心臓，肺，肝臓，腎臓，牌臓および精巣

を摘出，秤量した.摘出した臓器は10%中性緩衝ホルマ

299 

リン液で固定した.勝脱は注射筒を用い経尿道的に針を

内膝に入れ残留尿を除去後，ホルマリン液0.2-0.3meを

注入，膨張させ内尿道日付近を結繋，次いで腹側正中線

上にマーキュロクロム液で印をつけた後，離断，固定液

に入れた.勝脱は 1週間固定後，正中線で 2分し，実体

顕微鏡にて粘膜面を観察し，その後重量測定を行った.

固定後の各臓器は定法に従ってパラフイン切片を作製し，

ヘマトキシリン・エオジン重染色を施し，光学顕微鏡に

て組織学的検索を行った.

推計学的分析:体重，摂餌量および飲水量，血清生化

学的検査および臓器重量測定等の伎の検定は， Bartlett 

検定法を用い，分散の均一性について検定し，分散が一

様であれば一元分散分析および Sheffeの多量比較検定

を行った.また，分散が非一様であれば Kruskal-Wallis

検定および Sheffe型の順位和検定を行った.危険率は

全て 5%に置いた.

40， 1989 報年研衛古川東

結果

実験期間中， II群で 1例(40週:投与開始後40週目の

意，以下同様)， III群で 1例(40週)， N群で 3例(9，33， 

41週に各 1例)， v群で 4例(10，36，36，40週に各 1例)が

それぞれ死亡した.これらの剖検では小型で腹腔内脂肪

が見られない例が多く，とくにV群では削痩が目立った.

体重増加の推移を Fig.1に，投与開始および終了時の

平均値を Table1にそれぞれ示した.全投与期間を通し

て， IIおよぴ国群に増加は I群よりやや鈍い程度であっ

たが，町群およびV群は終始明らかに増加が鈍かった.

とくにV群は 5週までは体重が減少し続け，その後も軽

度な増加に留った.皿， NおよびV群の聞では OPP添

加濃度に比例した増加抑制の推移を示した.平均体重値

はI群に比べE群および匝群は 5週まで，百およぴV群

は全期間を通してそれぞれ有意に低かった.投与終了時

のI群の平均体重値を100とすると， II群は95，III群は

Table 1. Values of Body weight and Chemical Intake 

Total chemical intake(gl mouse) 

TBZ 

0 

13.5 

13.3 

15.0 

11.9 

OPP 

0 

0 

8.2 

16.4 

29.8 

Final 

body weight(g) 

45.9土2.5(20)2) 

43.7土4.7(19)

43.1土3.7(19)

35.Q，土2.0(17)*

30.9土2.1(16)*

Initial 

body weight(g) 

21.3土0.71
)

21.1土0.9

21.0:1:0.9 

21.6土0.8

21.4土0.9

NO.of 

mlce 

ハU
n
u
n
u
n
u
n
U

ワ
ω

つ
白
ヮ
“
つ
ω

つ白

Teatment 

Basal diet (control) 

0.8% NaHC03 

0.8 NaHC03+O.65% OPP 

0.8% NaHC03十1.3%OPP 

0.8% NaHC03+2.6% OPP 

Group 

-
E
E
w
u
V
 

P <0.05目

1) Mean土SD.

2) No. of mice survived. 

* Significantly different from group 1 at 
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Fig. 1. Changes of Mean Body Weights 

Group 1 : Basal diet (control) 
Group II : 0.8% NaHC03 in drinking water. 

Group m : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.65% OPP in diet. 

Group N : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 1.3% OPP in diet. 

Group V : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 2.6% OPP in diet. 

94，町群は77，V群は67で， m，百およびV群聞には

OPP 濃度に伴う低下が認められた.

摂餌量は Table2に示す如く， 1群に比べH群は 3週

で，国群は39週で， N群は 1週で， V群は 1から 7週ま

でと35およぴ39週でそれぞれ有意に少なかった.実験期

間中の 1日平均摂取量は，絶対値では I群に比べV群が

やや少なく，他の各群では差はみられなかった. しかし，

これを体重比でみてみると， V群が最も多く， m，町お

よびV群の間では OPP添加濃度に伴う増加となってい

た.

飲水量は Table3に示す如く， 1群に比べE群は 4週

まで，皿群は 6週まで，町群は12週まで， V群は25週ま

で，それぞれ少なかったが，これ以後は同じかあるいは

多くなった.実験期間中の 1日平均飲水量は，絶対値で

はN群が多く V群がやや少なく，他の各群間に大差はみ

られなかった. しかし，これを体重比でみてみると， 1 

群に比べ投与各群は何れも多くなっており， N， V群問

に差はなく，両群とも II，m群よりやや多かった.

被検物質の総摂取量を Table1に示した. OPP摂取

量はm，町およびV群の聞では濃度比に比例してほぽ2

倍づっ増加していた. NaHC03摂取量は町群が最も多く

V群がやや少なく ，II， m群はその中間で両群間に差は

なかった.

尿 pHの測定結果を Table4に示した.測定値は同一

群内でのバラツキが大きいため，平均値による表現は妥

当ではないと判断し，個体毎にイ直を示した.各群とも測

定週毎の変動も大きかったが，一定の傾向は認められた.

1群の pHは6.4以下に多く分布し，実験期間に比例し

て，より低い範囲に移行したが，投与群の pHはこれよ

り高い値の範囲に分布する例が多かった.百およびV群

では 1週に I群と同じ範囲に多数が分布したが，その後

は各投与群と同様に I群より高い範囲に分布し続けた.

1週を除き投与群聞での著明な差は認められなかった.

血清生化学検査の結果を Table5に示した. GOTは
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Table 2. Food Consumption 

Wk on study Group I E 皿 百 V 

。 3.6土0.1(20)2) 3.4土0.1(20) 3.4土0.3(20) 2.7::!:: 0.1 (20) * 1. 4::!:: 0 .1 (20) * 

2 4.2土0.2(20) 3.5::!::0. 3(20) * 3.8土0.1(20) 3.8) ::!::0.2(20) 3 . O::!:: 0 . 2(20) * 

4 4.5::!::0.1 (20) 4.4::!::0. 2(20) 4. 2::!::0. 2(20) 4.3::!::0. 2(20) 3.l::!:: 0.1 (20) * 

6 5.1土0.1(20) 4. 9::!::0. 2(20) 4.9::!::0. 3(20) 5.1土0.2(20) 3.5::!::0 .6(20) * 

8 5.2土0.2(20) 5 . O::!:: 0 . 2(20) 5.0土0.4(20) 5.3::!::0.6(19) 3.6::!::0.8(20) 

10 5.0土0.1(20) 5.0土0.1(20) 5.0土0.3(20) 4.9土0.8(19) 3.5土0.5(19)

12 5.1土0.3(20) 5 . O::!:: 0 . 3(20) 5.3土0.3(20) 5.l::!::1.1(19) 5.5土1.3(19)

17 5.1土0.1(20) 5.2土0.4(20) 5.7土0.7(20) 5.4土0.6(19) 6.4::!::0.9(19) 

21 5.5土0.3(20) 5.3土0.1(20) 5.5土0.4(20) 5.6土0.1(19) 6.4::!::2.4(19) 

25 5.3土0.2(20) 5.0::!:: 0.1 (20) 5 . O::!:: 0 . 3(20) 5.2土0.4(19) 4.l::!::0.4(19) 

30 4.4::!::0.3(20) 4，6土0.1(20) 4.6土0.5(20) 4.7土0.4(19) 3.7士0.4(19)

34 4.2土0.2(20) 4.4::!::0 .4(20) 3.9土0.4(20) 4.2土0.4(18) 3.5::!::0.4(19)* 

38 4. 3::!::0. 2(20) 4.4::!::0.4(19) 3.8土0.3(19)* 4.1土0.1(18) 3.7土0.1(17)*

43 4. O::!::O. 2(20) 4.3::!::0.4(19) 4.3::!::0.3(19) 4.1土0.2(17) 4.1土0.6(16)

47 4.0土0.2(20) 4.l::!::0.3(19) 4.2土0.8(19) 4.3土0.1(17) 4.3土0.2(16)

51 4.0土0.4(20) 4.l::!::0.3(19) 4.3土0.2(19) 4.4土0.4(17) 4.1土0.4(16)

Daily mean 

consumption (g) 4.6 4.5 4.6 4.6 4.0 

(g/100g B.W. ) 13.2 13.4 13.6 14.6 16.3 

1) Group 1 : Basal diet， Group II : 0.8% NaHC03 in drinking water， Group m : 0.8% NaHC03 in drinking 

water plus 0.65% OPP in diet， Group N : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 1.3% OPP ih diet， Group V 
: 0.8% NaHC03 in drinking water plus 2.6% OPP in diet 

2) Mean土 SD(g/ mouse/ day)， and no. of mice examined in the group showed in parenthesis. 

* Significantly different from group 1 at p < 0.05. 

I群と E群とは同じであるが， m群は高く， m， Nおよ

びV群の聞では OPP添加濃度に比例して上昇した.こ

れに対して GOTはm，町およびV群でやや高いが，

OPP濃度に比例した増加ではなかった. GOT/GPT比

はI群10.28，II群10.85，m群10.16，町群13.74および

V群13.46であった. 1群に比べ y-GTPは投与各群と

も低く， LDHは町およびV群で高かった.

臓器重量を Table6に示した. 1群と比較して，絶対

重量で低く，体重比重量で同じかあるいは高い値を示し

たのが町およびV群の心臓，腎臓，精巣およびV群の牌

臓であった. 1群に比べ，投与群の肝臓は絶対重量は同

じかあるいは高く，体重比は高く， II群を除き有意で

あった.跨脱は I群に比べ，絶対重量ではE群がやや高

く， m群が低く，他はほぼ同じであった.体重比重量で

は町およびV群が高い値を示した.

病理解剖学的検索では著明な変化は認められなかった.

組織学的検索では Tabl巴 7に示す如く肝臓，腎臓および

牌臓で明らかな変化が観察された.肝臓では肝細胞の軽

度な腫大を伴う核の大小不向性がE群を除く各投与群で

認められた.変化はやや不鮮明ながら小葉中心から中間

帯に起こり，阻群で11% (2/19 : 19例中 2例に変化がみ

られたの意，以下同様)，町群で67%は2/18)，V群で

94%(17/18)の発生で，町群の 1例，町群の 2例， V群

の6例は軽度な変化であり，他は何れも極く軽度であっ

た.肝細胞の巣状壊死が散在性にみられ， m群で 5%(1 

/19)， N群で39%(7/18)，V群で67%(12/18)に認め

られた.このうち， N群の 1例， V群の 5例は軽度は変

化で，他は何れも極く軽度なものであった.肝細胞ある

いは貧食細胞に黄色微細穎粒の沈着が見られた.変化は

町群で33%(6218)，V群で(56%(10/18)の発生であっ

た.このうちV群の 3例が軽度な変化であり，他は極く

軽度な変化であった.肝臓でのこれらの変化は I群およ

びE群ではみられず， OPPとNaHC03との併用投与群で

はOPP濃度に比例して発生頻度，変化程度とも顕著に

なっていた.

腎臓では尿細管上皮細胞の小型化，核の軽度膨化，細
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Table 3. Water Consumption 

Wk on study Group I E 皿 N V 

。 5.8士0.3(20)2) 5.4::1::0.3(20 ) 5.5::1::0.3(20) 4.5土0.2(20)* 2.6::1::0.3(20) * 

2 7.2::1::0.4(20) 5.8土1.6(20) 6.3土0.4(20) 6.4::1::0.4(20) 5.3::1::0.2(20) * 

4 7.4土0.6(20) 7.3土1.0(20) 6.6土1.1(20) 6.5::1::0.5(20 ) 4.7::1::0.4(20)* 

6 7.4土1.0(20) 7.7::1::0.7(20) 7.7土0.9(20) 7.2土0.4(20) 4.5土0.4(20)*

8 7.0土0.9(20) 7.8土1.0(20) 7.7::1::0.6(20) 6.8土1.2(19) 3.6::1::0.6(20) * 

10 7.1::!::O.6(20) 7.9土1.0(20) 7.5::1::0.6(20 ) 6.5::1::0.5(19) 4.4::1::0.5(19)* 

12 6.9::1::0.7(20) 7.5土0.9(20) 7.4土0.6(20) 6.9::1::1.3(19) 4.7::1::0.6(19)* 

17 6.9土0.2(20) 6.8土0.8(20) 6.5土0.8(20) 7.3::1::0.9(19) 4.8::1::0.3(19)* 

21 6.7::1::0.7(20) 6.9土0.9(20) 6.6土0.2(20) 7.1::1::0.6(19) 5.7土0.3(19)

25 6.2士0.5(20) 6.8土1.7(20) 6.0::1::0.5(20 ) 7.2::1::0.4(19) 6.2土0.3(19)

30 5.3土0.4(20) 5.9::1::1.0(20) 5.4::1::0.5(20 ) 7.0::1::0.5(19) * 6.2土0.3(19)

34 4.9土0.6(20) 5.3::1:: 1. 3(20) 5 .1::!::0. 5(20) 7.0::1::0.6(18)* 6.3::1::0.4(19)* 

38 4.7土0.2(20) 5.3土1.3(19) 5.0::1::1.1(19) 6.9土0.4(18) 7.0::1::0.6(17) 

43 4.1::!::0 .4(20) 4.8土0.7(19) 5.0::1::0.6(19) 6.8土0.3(17)* 6.3土0.3(16)*

47 3.9土0.2(20) 4，6::1::0.6(19) 5.0土0.4(19)* 7.0土0.8(17)* 6.5::1::0.5(16)* 

51 4.2::1::0.4(20) 4，6土0，7(19) 5.0土0.7(19) 7.0土1.0(17)* 6.5土0.3(16)*

Daily mean 

consumption (g) 6.0 6.3 6.1 6.8 5.3 

(g/100g B.W. ) 17.8 19.0 18.7 21.5 21.6 

1) Group 1 : Basal diet， Group 11 : 0.8% NaHC03 in drinking water， Group皿:0.8% NaHC03 in drinking 

water plus 0.65% OPP in diet， Group N : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 1.3% OPP in diet， Group V 
: 0.8% NaHC03 in drinking water plus 2.6% OPP in diet. 

2) Mean ::1:: SD (g/ mouse/ day)， and no. of mice examined in the group showed in parenthesis. 

* Significantly different from group 1 at p < 0.05. 

胞質の好塩基性化および基底膜の肥厚などが投与群でみ

られた.変化は E群で37%(7/19)，1lI群で79%(15/ 

19)，百群で83%(15/18)， V群では78%(14/18)の発

生であった.このうち軽度な変化はE群で 4例，皿群で

3例，町群で14例， V群で 3例みられ，他は極く軽度な

変化であった.尿細管上皮細胞の壊死は E群で 5%(1/ 

19)， 1lI群で16%(3/19)，町群で83%(15/18)，V群で

50% (9 Z 18)に認められた.このうち軽度な変化は町群

で13例， V群8例であり，他は極く軽度な変化であった.

集合管上皮細胞の萎縮およぴ乳頭管上皮細胞のエオジン

好染化・腫大，核の膨化などの変化がE群で11%(2/ 

19)，百およびV群で11%(各2/18)にみられ，そのうち

軽度な変化はE群で 1例認められたのみで，他は極く軽

度な変化であった.集合管およぴ乳頭管上皮細胞の壊死

が町およびV群で28%(各5/18)に観察された.これら

は全て極く軽度な変化であった.乳頭部の移行上皮細胞

の壊死さらに壊死細胞とその落屑塊が腎孟内に貯留して

いる例が町群で17%(3/18)，V群で22%(4/18)に認め

られた.このうち軽度な変化は町群の 2例， V群の 4例

で，極く軽度の変化は町群の 1例であった.腎臓におけ

るこれらの変化は I群では見られず， 11群より E群でや

や多発し，皿群に比べ町およびV群は発生頻度ならぴに

変化程度は顕著であった.しかし， N群と V群とを比べ

ると，移行上皮細胞の壊死・落屑塊はV群がやや強いが，

その他の変化，とくに尿細管上皮細胞の変性・壊死は町

群に強く現れている.

牌臓では萎縮がみられ，白牌髄のリンパ球系細胞より

も赤牌髄での赤血球の減少がやや強くみられた.変化は

困群で26%(5/19)，町群で28%(5/18)， V群で56%

(10/18)に認められた.このうち軽度な変化は町および

V群で各2例であり，他は極く軽度な変化であった.ヘ

モジデリン沈着はすべて板く軽度な変化であり， 11およ

び匝群で21%(各4/19)，N群で56%(10/18)， V群で

44%(8/18)の発生であった.

勝脱での上皮細胞の過形成あるいは腫大などの変化は

観察されなかった.この他，精巣の萎縮が投与群で見ら
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a) Group 1 : Basal diet， Group n : 0.8% NaHC03 in drinking water， Group III : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.65% OPP in diet， Group N : 0.8% NaHC03 in 

drinking water plus 1.3% OPP in diet， Group V : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 2.6% OPP in diet. 

b) No. of mice examined. 

* Each division represent 0.1 on pH value. 
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Table 5. Blood Biochemistry 

UN 
(mg/dl) 

28.80土2.14

30.96土2.48

32.70土2.61

31.83士3.27

28.64土3.49

LDH 

(IU/L) 

1，312.0土395.3

1，141.6土262.5

1，223.7土330.7

1，447.0土265.8

1，875.0土294.2* 

'Y -GTP 

(IU/L) 

5.36:1:0.78 

5.14:1:0.48 

5.16土0.66

4.58:1:0.49 

4.74:1:0.36 

GPT 

(IU/L) 

GOT 

(IU/L) 

167.6土46.4:1:2
)16.3:1: 3.5 

167.1土23.4 15.4土 3.4

213.4土40.8 21.0土11.7 

236.3:1:28.6 17.2土 6.4

288.0土55.1* 21.4土 4.7

No. of mice 

examined 

弓

t
η
t
ヴ

t
p
o
η
t

Groupl) 

-
E
E
N
V
 1) Group 1 : Basal diet. Group II : 0.8% NaHC03 in drinking water. Group m : 0.8% NaHC03 in drinking 

water plus 0.65% Opp in diet. Group N : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 1.3% OPP in diet. Group V 
: 0.8% NaHC03 in drinking wat巴rplus 2.6% OPP in diet. 

2) Mean土 SD.

*Significantly different from group 1 at p <0.05. 

の不良・遅延，種々の失調によって起こり，毒性が顕著

な場合は死に至ることを示唆していると思われる.

投与群の尿 pHの上昇は軽度であり，個体問のバラツ

キも大きかったが，対照群との差は明らかであった.ま

た，投与群聞での差はなかったことから， NaHC03投与

によるアルカリ化効果は各投与群に均等に現れたと考え

られる.

血清生化学検査では1.3および2.6%OPP併用群の

GOT， GPT， GOT/GPT比およびLDH値が高くなって

いたことから，両群に肝臓障害発生の疑いがある6)

臓器重量のうち1.3および2.6%OPP併用群の心臓，

腎臓，牌臓の変化は絶対重量では低下しているが，体重

比重量では対照群と同じかまたは上回っており，体重増

加抑制の程度を越える重量低下ではない.従って，これ

らの臓器の重量変化は体重増加抑制と同じく成長の不良

または抑制に起因していると推定される.肝臓重量は体

重比では OPP投与量に比例して高くなっており，絶対

値では対照群より高いかまたは同じであった.このこと

から，肝臓は体重増加抑制を反映した重量増加抑制が起

こらず，むしろ OPP投与によって増加する方向を示し

たと考えられる.勝脱重量は体重比では OPP投与量に

比例した増加であったが，絶対値では対照群と投与群聞

に差はなかった.このことから，跨脱は体重増加抑制に

連動する重量増加抑制が起こらなかったと考えられる.

すなわち，体重比での増加傾向は体重増加抑制に伴う

「見せかけ」の反応であると思われる

病理組織学的検索で認められた投与群，とくに1.3お

よび2.6%OPP併用群の肝臓にみられた小葉中心性の肝

細胞の軽度な腫大，核の大小不同，色素沈着は上記の肝

臓重量の増加に関連づけることができる.また，変化は

れ，精細管の管径の縮小あるいは精上皮の変性壊死など

が認められた.変化はEおよびN群で各 2例， V群で 3

例にみられ何れも軽度なものであった.

腫蕩の発生は肝臓腺腫がEおよび皿群で各 3例，町群

で2例それぞれ認められた.

考察

ラットに勝脱腫蕩を誘発する OPPとその発癌作用を

増強するアルカリ化薬 NaHC03とを併用してマウスに52

週間投与し，これに関連して腫蕩性および非腫傷性変化

が発生するか否かを検討した.

被験物質の摂取量のうち， OPPは設定濃度に比例し

た増加を示し， NaHC03は体重比摂取量では投与群聞に

著明な差はみられなかった.このことから，投与群と対

照群との聞で明らかな差異を生じた反応は被験物質に起

因し， OPPとNaHC03併用群の聞で用量】反応関係を

もってみられた反応は併用による作用の増強・減弱，新

たな代謝または代謝物の産生を考慮しでも ，OPP摂取

に強く依存したものと考えることができる.

投与期間中の死亡例は1.3および2.6%OPP群の9，10

週での発生を除いて，第 3四半期後半(36-41遡)に集中

し何れも削痩がみられ，出現頻度は OPP投与量に伴

なって上昇している.従って死亡の多くは OPPを主体

とした併用投与による比較的慢性のあるいは間接的な毒

作用，消化・吸収の不良による栄養状態の悪化，各種の

平衡失調，恒常性維持の乱れ，さらに消耗性疾患の発症

など多くの要因が複合して作用した結果と考えられる.

投与に関連してみられた体重増加抑制は対照群と投与

群との間に摂餌量に大きな差がないことから，死亡発生

と同じ要因が軽度に，遷延性に働いたと推定できる.す

なわち，体重増加抑制は OPPの慢性毒性の効果，成長
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現時点では変性像のみであることから， opp投与に対

する可逆的適応現象と思われる.限局性の肝細胞壊死は

巣状で散在性に発生し，小葉の周辺部にもみられたこと

から，上記の変性に続くものとは断じ難いが， opp投

与量に伴い増強されたことから， oppの毒作用の結果

像であると推定される.これら肝臓において観察された

変化は血清生化学検査の結果と一致しているが，全体と

しては重篤なものではないと考えられる.

腎臓では尿細管および集合管・乳頭管の変性・壊死が

何れも1.3%群が2.6%群より強いかあるいは同程度で

あったことから，用量一反応関係が鮮明ではなかった.

しかし，移行上皮細胞の壊死・落屑塊の貯留などの変化

の発生および変化程度は2.6%群が1.3%群よりやや顕著

であったことから，変化が opp用量に依存して惹起さ

れたことは明らかである.

牌臓の萎縮はおもに赤血球減少，貧血によるもので変

化は軽度ながら oppの投与用量に応じた発生となって

いる.これは臓器重量の項で述べた如く，体重増加抑制

に連動した反応と考えられる.

勝脱は投与群で「見せかけ」の重量増加がみられたが，

組織学的にも移行上皮細胞の増殖性変化は認められず，

ラットでの実験とは異なる結果となった.

腫蕩は肝臓腺腫が散発的に発生したのみであり，投与

との関連は窺うべくもない.

以上の如く，今回のマウスを用いた実験では NaHC03

とoPP併用投与に関連した種々の変化が観察されたが，

ラットでみられた勝脱発癌は認められなかった. OPP 

によるラット勝脱発癌の最終癌原物質は尿中代謝物の 2

-phenyl【 1， 4 -benzoquinone (PBQ)ではないかとの報

告7)もあることから代謝の相違が今回の結果となったと

考えられる.今後は，この PBQを含め代謝物をマウス

に与える実験を企画し，腫蕩発生の有無およびその他の

毒性について，さらに検討を加えたいと考えている.

文献
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865-870， 1984. 
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Table 7. Histopathological Findings of Liver， Kidney and Spleen in Mice Treated with 

o-Phenylphenol (opp) and Thiabendazole (TBZ) for 52 Weeks 

Groupl) I E E 百 V 

No. of mice examined2
) 20 20 19 16 14 

Liver 

Anisonucleosis of liv巴rcells 20 19 17 6 1 

with enlargement ± 。 。 1 10 11 

+ 。 。 l 2 6 

Focal necrosis of liver cells 20 19 18 11 6 

+ 。 。 1 6 7 

十 。 。 。 1 5 

Deposit of pigment in liver 20 19 19 12 8 

cells and phagocytes ± 。 。 。 6 7 

+ 。 。 。 。 3 

Kidney 

Degeneration of tubular 20 12 4 3 4 

epithelium ± 。 3 12 1 11 

+ 。 4 3 14 3 

Necrosis of tubular epithelium 20 18 16 3 9 

± 。 1 3 2 1 

+ 。 。 。 13 8 

Dilatation of tubules 20 19 19 18 18 

± 。 。 。 。 。
+ 。 。 。 。 l 

十+ 。 。 。 。 2 

Degeneration of ductular 20 19 17 16 16 

epithelium ± 。 。 1 2 2 

+ 。 。 1 。 。
Necrosis ofductular epithelium 20 19 19 13 13 

± 。 。 。 5 5 

Necrosis of transitional cells 20 19 19 15 14 

in papilla and/or 土 。 。 。 1 。
cell d巴brisin pelvis + 。 。 。 2 4 

Spleen 

Atrophy 20 19 14 13 8 

± 。 。 5 4 9 

+ 。 。 。 1 1 

Hemosiderosis 20 15 15 11 10 

± 。 4 4 7 8 

1 ) Group 1 : Basal diet， Group II : 0.8 % NaHC03 in drinking water， Group皿:0.8% NaHC03 in drinking 

water plus 0.65% OPP in diet， Group N : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 1.3% OPP in diet， Group V 

: 0.8% NaHC03 in drinking water plus 2.6% OPP in diet 

2) No. of mice survived till wk 26 and examined histopathologically. 

3) Severity : - no change， ::l::: very slight changes， + slight changes， + + moderate changes 

1972，金芳堂，東京. A.， Takahashi， A. and Hayashi， Y. : Jpn. f. C仰 cer

7) Morimoto， K.， Fukuoka， M.， Hasegawa， R.， Tanaka， Res.， 78， 1027-1030， 1987. 
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オル卜フェニルフェノーJv，チアベンダゾールおよび

炭酸水素ナトリウム併用のマウスを用いた52週間の経口毒性試験

藤 井 孝へ三栗谷久敏へ米山允子へ矢野範男*

湯 i畢勝康*，長 j宰明道*，佐々木美枝子*

Dietary Toxicity Test of o-Phenylphenol， Thiabendazole， and Sodium Hydrogencarbonate 
by Simultaneous Administration to Mice for 52 Weeks 

T AKAHASHI FUJII *， HISATOSHI MIKURIY A *， MASAKO YONEY AMA *， NORIO Y ANO *， 

KATSUHIRO YUZAWA *， AKEMICHI NAGASAWA * and MIEKO SASAKI* 

Summary 

o-Pheylphenol (OPp) ， a urinary bladder carcinogen in rats， sodium hydrogencarbonate (NaHC03) ，an 

alkalizer， and thiabendazole (TBZ) ，a fungicide， were fed simultaneously to male Crj: B6C3F1 mice for 52 

weeks目 Groupsof 20 mice were given basal diet (group 1) ，0，65 % OPP plus 0.2 % TBZ in diet (group n) ， 

1.3% OPP plus 0，2% TBZ in diet (group rn) ，2.6% OPP plus 0，2% TBZ in d同 (groupN) . Mice of the 

group 1 was given tap water and mice of the other groups were given water containing 0.8 % NaHC03. No in 

creases in tumor were observed in dosed groups目 Adose-related increase was observed in both the inci-

dence and severity of necrotic changes in tubular and ductular epithelium and transitional cell of the kidney， 

。fenlargement in liver cells and pigmentation of the liver. 

Keywords : o-phenylphenol， thiabendazole， sodium bicarbonate， Crj : B6C3F1 mice， simultaneous administration 

緒日

著者らは，これまでに防かぴ剤で，わが国では食品添

加物として認可されているオルトフェニルフェノール

(OPp)およびそのナトリウム塩(OPP-Na)がラット勝脱

に対し癌原性を有することを明らかにしてきた1，2) ま

た，同じ防かぴ剤であるチアベンダゾール (TBZ)と

OPP-Naとの併用投与ではラット勝目光発痛が増強される

ことを認め，報告した3) さらに， OPPとアルカリ化薬

である炭酸水素ナトリウム(NaHC03)との併用によって

同様に発癌が促進されることを観察したり.一方，現在

までマウスを用いた実験では OPPおよび OPP-Naとも

に勝脱をはじめ他の器官・組織に腫蕩を誘発したとの報

告はみられない5，6)

そこで，今回は OPPおよびその勝脱発癌に増強効果

をもっ TBZとNaHC03の 3種の化学物質を併用して52

週間にわたってマウスに摂取させ，腫蕩発生ならびにそ

の他の毒性の発現の有無を検索した.

実験材料および方法

被検物質:OPPは DowChemical Co.， MI， USAの

Dowicide 1 (Lot No. MM01040)を， TBZは MerckSharp 

and Dohme International， NJ， USAの thiabendazolemic-

rofine MSD(Lot No. BZA-539)を， NaHC03は和光純薬

(東京)の炭酸水素ナトリウム(JIS試薬特級)をそれぞれ

用いた.

実験動物および飼育管理:Cri : B6C3F 1マウス雄を 4

週齢で日本チヤールスリバー(神奈川)より購入した.マ

ウスは室温22-24
0

C，湿度50-60%，換気 1時間に10回

(効率99.9%HEPAフィルター経由)，照明 6: 00-18 : 

00にそれぞれ制御された飼育室において，アルミニウム

製ケージ(チップ床敷)に 5匹づっ収容，環境への馴化と

疾病の有無を観察するために 1週間予備飼育し，この期

間は基礎飼料 CE-2 (日本クレア:東京)と水道水(細菌

*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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ろ過器経由)とを自由に摂取させた.

実験方法:粉末飼料 CE-2にoPPを0.65%，1.3%お

よび2.6%の濃度に添加し，さらにそれぞれに TBZを

0.2%の割合で加え，固形化した 3種類の実験用飼料を

作成した.これらの oPPおよびTBZの濃度はラットの

実験に準拠している1-3) NaHC03水溶液の濃度は予備

実験において尿 pHに上昇のみられた最低濃度0.8%と

し，溶媒は水道水を用いた.実験用飼料は 3カ月に 1回，

NaHC03水溶液は 2日に 1回それぞれ作成した.マウス

は1群20匹とし， Table 1. に示す知く基礎飼料 CE-2

と水道水摂取群(l群:対照群)， 0.65%， 1.3%および

2.6% OPPにそれぞれ0.2%TBZを添加した実験用飼料

とNaHC03水溶液摂取群(II ，皿，および町群)の 4群を

設定した.マウスが5週齢になった時点から実験用また

は基礎飼料を水道水あるいは NaHC03水溶液とともに

52週間自由に摂取させた.マウスの一般状態は午前，午

後の 2回観察した.体重，摂餌量およぴ飲水量は実験開

始後13週間は隔週，以後4週間(一部は 5週間)毎に全マ

ウスについて測定した. OPP摂取量は摂餌量から，

NaHC03摂取量は飲水量からそれぞれ換算して求めた.

尿検査は pHの測定のみで，実験開始直前，実験 1，5， 

9， 13， 26， 39および52週に実施した.強制排尿法で得

た尿を， BTB(Brom-thymol-blue)pH試験紙(東洋鴻紙)

を用いて測定した.血清生化学的検査は解剖時に得た血

液を遠心管にとり， 3000rpmで10分間遠心，上清を分離

し， Automatic Analyzer 705 (目立)を用いて，グルタミ

ン酸オキザ、ロ酢酸トランスアミナーゼ活性(GOT)，グ

ルタミン酸ピルビン酸トランスアミナーゼ活性(GPT)，

Yーグルタミルトランスペプチダーゼ活性(y -GTP)，乳

酸デヒドロゲナーゼ活性(LDH)および尿素窒素(UN)を

測定した.

マウスは投与期間終了後，断頭・屠殺し，解剖，肉眼

的観察を行い，心臓，肺，肝臓，腎臓，牌臓および精巣

を摘出，秤量した.摘出した臓器は10%中性緩衝ホルマ

リン液で固定した.勝脱は注射筒を用い経尿道的に針を

内膝に入れ残留尿を除去後，ホルマリン液を0.2-0.3ml

注入，膨張させ内尿道口付近を結繋，次いで腹側正中線

上にマーキュロクロム液で、印をつけた後，離断，固定液

に入れた.勝脱は 1週間固定後，正中線で 2分し，実体

顕微鏡で粘膜面を観察後，重量の測定を行った.固定完

了後の各臓器は定、法に従ってパラフイン切片を作成し，

ヘマトキシリン・エオジン重染色を施し，光学顕微鏡に

て組織学的検索を行った.

推計学的分析:体重，摂餌および飲水量，血清生化学

検査および臓器重量測定等の値の検定は， Bartlett検定

法を用い，分散の均一性について検定し，分散が一様で

あれば一元分散分析および Sheffeの多重比較検定を

行った.また，分散が非一様で、あれば Kruskal-Wallis 

検定および Sheffe型の}II買位検定を行った.危険率は全

て5%に置いた.

結果

実験期間中， II群で 2例(47，52週:投与開始後47お

よび52週日の意，以下同様)， m群で 2例(9， 38週)， 

N群で 5例(1，2，2，2，11週)がそれぞれ死亡した.

これらの剖検では小型で腹腔内脂肪が見られない例が多

く，とくに町群では削痩が目立った.

体重増加の推移を Fig.1. に，投与開始および終了

時の平均値を Table 1. にそれぞれ示した.全期間を

Table 1. Values of Body Weight and Chemical Intake 

Total chemical intake(g/mouse) 

NO.of Initial 

Group Treatment m1c巴 body weight (g) 

Final 
OPP NaHC03 TBZ 

body weight (g) 

I Basal diet (control) 20 21.3土0.71) 45.9土2.5(20)2) 。 。 。
H 0.8% NaHC03+O.2% TBZ 20 21.5土0.6 33.9土1.0(18)* 8.7 15.5 2.7 

+0.65% Opp 

田 0.8% NaHC03+O.2% TBZ 20 21.1土0.7 32.9土1.5(18)* 16.3 14.5 2.5 

+1.3% OPP 

百 0.8% NaHC03+O.2% TBZ 20 21.0土1.1 29.6:1:4.0(15)* 31.2 11.7 2.4 

+2.6% OPP 

1) Mean土SD.

2) No. of mice survived 

* Significantly different from group 1 at p< 0.05. 



東京衛研年報 40，1989 309 

( 

ロ、
) 

・.+40 FJ t 

40 

30 
ー ----ー-
_-

，，J"J" 〆-ーー.，，a，，， F，. 4--444dae-ーーー『ーーーーーーーーーーー ー ー一一ーーーー
--- _-・『戸-ーー

ω ~ 

ーー---

-・ーーーーー.--一一『ー一一一ーー一一ーー----

匂2h 20 

=ω = 10 

。
。

/' ----ノ/' -~--〆〆/〆/'

てー//

〉

13 26 39 

一一一一-GI'OI岬 I 
一一一-Gr，ωp n 
-一一-Group m 
一一一-G附 Jp1V 

52 

Time during study (weeks) 

Fig. 1. Changes of Mean Body Weights 

Group 1 : Basal diet (control). 

Group n : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 0.65% OPP in diet. 

Group田:0.8% NaHC03 in drinking water pius 0.2% TBZ plus 1.3% OPP in diet. 

Group N : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 2.6% OPP in diet. 

通して，投与群の体重増加は I群(対照群)より明らかに

鈍く，とくに町群は 4週までは体重が減少し，その後緩

やかに増加した.投与群聞では OPP添加濃度に比例し

た抑制となっていた.平均体重値は I群に比べH群では

6週から，国および町群は全期間を通してそれぞれ有意

に低かった.投与終了時の I群の平均体重値を100とす

ると， n群は74，m群は72，N群は64であった.

摂餌量は Table 2. に示す如く， 1群に比べ町群で

は 1週と48週，百群では 9週までと48週でそれぞれ有意

に少なかった.実験期間中の 1日平均摂餌量は，絶対値

では町群がやや少ないものの，体重比でみてみると， n， 

困および町群の聞では OPP添加濃度に比例して多く

なっていた.

飲水量は Table 3. に示す如く， 1群に比べH群は

5週， m群は18週， N群は26週までは少なかったが，こ

れ以後は同じかあるいは多くなった.実験期間中の 1日

平均飲水量は， 1群に比べ絶対値では EおよびE群は多

く， N群は低いものの，体重比では投与群が多かった.

絶対値および体重比とも投与群聞では OPP添加濃度に

比例して少なくなっていた.

被検物質の総摂取量を Table 1. に示した. OPP摂

取量は添加濃度比に比例してほぼ2倍ずつ増加していた.

TBZおよび NaHC03の摂取量は濃度比に比例してやや

減少しており ，NaHC03摂取は町群で少なかった.

尿 pHの測定結果を Table 4. に示した.測定値は同

一群内でのバラツキが大きいため，平均値による表現は

妥当ではないと判断し，個体毎に値を示した.各群とも

測定週毎の変動が大きかったが， 1群に比べ各投与群の

pHは終始高い値の範囲に分布しており，とくに 5週で

は，それが顕著に認められた.投与群聞の比較では 5週

で pHの高い例が OPP添加濃度に伴って少なくなって

いるのがみられたが，この他の週で明らかではなかった.

血清生化学検査の結果を Table 5. に示した. GOT 

および GPTはI群に比べ投与群で高く， OPP 添加濃度

に比例して上昇した. GOT/GPT比は I群10.28，n群

10.68，皿群10.38，N群9.34で，他の各群に比べ町群は

低かった.r-GTPはI群に比べ投与各群とも低く，と

くに Hおよび困群では有意であった. LDHは投与各群
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Table 2. Food Consumption 

Wk on 
Group 11) H E 百

study 

。 3，6::!::0.1(20)2) 3 . O::!:: 0 ，2(20) 1.9::!::0.1(20)* 1.7土0.4(20)*

2 4. 2::!::0 .2(20) 4.1土0.2(20) 3.7::!::0.4(20) 2.8土0.6(16)*

4 4.5士0.1(20) 4.6土0.3(20) 4.1土0.6(20) 3.5土0.4(16)*

6 5.1士0.1(20) 5.4土0.3(20) 4.8土0.6(20) 4.0土0.6(16)*

8 5.2::!::0.2(20) 5.7土0.4(20) 5.0::!::0.8(19) 4.1土0.5(16)*

10 5.0::!::0.1(20) 5.4土0.2(20) 4.9::!::0.6(19) 4.0土0.2(16)

12 5.1士0.3(20) 5.8土0.5(20) 6.4土1.1(19) 6.5::!::3.0(16) 

17 5.1::!::0.1 (20) 5.8土0.4(20) 5.2土0.3(19) 6.0土2.2(15)

21 5.5土0.3(20) 5.9土0.4(20) 5.5::!::0.7(19) 7.0土1.2(15)

25 5.3::!::0.2(20) 5.3土0.3(20) 4.7::!::0.7(19) 4.5土0.9(15)

30 4.4土0.3(20) 4.6土0.4(20) 4.5::!::0.4(19) 5.0土2.0(15)

34 4.2土0.2(20) 4.4土0.3(20) 4.2::!::0.4(19) 3.6土0.5(15)

38 4.3土0.2(20) 4.5土0.1(20) 4.7::!::0.6(18) 4.5土2.0(15)

43 4.0::!::0.2(20) 4.3土0.3(20) 4.7::!::0.2(18) 3.7土0.5(15)

47 4.0土0.2(20) 4.3土0.3(19) 4.4::!::0.1(18) * 3.3::!:: 0.1 (15) * 

51 4. O::!::O .4(20) 4.4土0.4(19) 4.7::!::0.1(18) 4.2土1.4(15)

Daily mean 

consum ption (g) 4.6 4.9 4.6 4.3 

(g/100gB.W.) 13.2 15.8 16.2 17.2 

1) Group 1 : Basal diet， Group II : 0.8% NaHC03 in dri此 1時 waterplus 0.2% TBZ plus 0.65% OPP in d日t，

Group皿:0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 1.3% OPP in diet， Group N 0.8% 

NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 2.6% OPP in diet. 

2) Mean土SD(g/mouse/day)， and no. of mice exami田 din the group showed in parenthesis. 

* Significantly different from group 1 at pく0.0::>

とも高かったが投与濃度に伴う上昇は認められなかった.

臓器重量を Table 6. に示した. 1群と比較して，

絶対重量，体重比重量ともに低かったのは町群の心臓，

腎臓，圃および町群の牌臓であり，絶対重量が低く，体

重比重量は高かったのがEおよびE群の肝臓，心臓，腎

臓， II群の牌臓およぴ全投与群の精巣であった. 1群に

比べ，絶対およぴ体重比重量ともに高かったのは町群の

肝臓ならびに会投与群の勝脱であった.これらの変動の

うち oPP投与濃度に伴う増加がみられたのは肝臓の体

重比重量のみであった.

病理解剖j学的検索では著明な変化は認められなかった.

組織学的検索では Table7. に示す如く肝臓，腎臓お

よび粋臓で明らかな変化が観察された.肝臓では肝細胞

の軽度な腫大を伴う核の大小不同性が小葉中心から中間

帯にかけて認められた.変化は投与群の全例にみられ，

このうち軽度な変化は E群で39%(7/18 :変化を示し

た18例中 7例が軽度な変化であったの意，以下同様)， 

E群で67%(12/18)，町群で87%(13/15)にみられ，百

群では中等度の変化も 1例発生した.他は何れも極く軽

度な変化であった.細胞質のエオジン好染均質化，好塩

基性物質の消失，腫大などを示す肝細胞がおもに小葉中

心性に，上記の変化と混在して観察された.変化は皿群

で22%(4/18:18例中 4例に変化が認められたの意，

以下同様)， N群で100%(15/15)にみられ，このうち軽

度な変化が町群で 8例，中等度の変化が町群で 3例，他

は極く軽度な変化であった.肝細胞の巣状壊死が散在性

にみられた.変化は E群で17%( 3 /18)困群で33%(6 

/18)，町群で60%( 9/15)にそれぞれ認められ，この

うち皿群の 1例および町群の 5例が軽度な変化で，他は

何れも極く軽度な変化であった.肝細胞あるいは貧食細

胞に黄色微細穎粒の沈着が見られた.変化は E群で11%

( 2/18)， m群で56%(10/18)，町群で100%(15/15) 

観察され，このうち軽度な変化が阻群で 3例， N群で13

例，中等度の変化が町群で 2例で，他は極く軽度な変化

であった.肝臓でのこれらの変化は I群では見られず，

投与群では oPP添加濃度に比例して発生頻度および変
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Table 3. Water Consumption 

Wk on 

study 
Group 11) E 皿 町

。 5.8土0.3(20)2) 4.8:1:0.7(20) 3.8:1:0.5(20) * 2.4土0.6(20)*

2 7.2土0.4(20) 7.0:1: 1. 2(20) 6.0土0.5(20) 5.4土0.9(16)*

4 7.4:1:0.6(20) 7.0:1:0.8(20) 5.9土1.0(20)* 5.4:1:0.7(16) * 

6 7.4土1.0(20) 7.9土0.6(20) 6.4土1.3(20) 5.7:1:0.9(16) 

8 7.0:1:0.9(20) 7.9土0.8(20) 5.9:1:1.8(19) 3.7:1:2.2(16)* 

10 7.1土0.6(20) 8.0土0.5(20) 6.4土1.9(19) 5.2:1:0.7(16) 

12 6.9:1:0.7(20) 8.3土0.6(20) 6.0土1.8(19) 5.1土0.9(16)

17 6.9土0.2(20) 7.4:1:0.9(20) 6.6土1.7(19) 5.5土1.8(15)

21 6.7:1:0.7(20) 8.6:1:0.7(20) 7.3土1.6(19) 5.3:1:0.9(15) 

25 6.2:1:0.5(20 ) 7.4:1: 1.1 (20) 6.9土1.8(19) 5.2:1:1.1(15) 

30 5.3土0.4(20) 6.9:1: 1.1 (20) * 7.4土0.7(19)* 5.6:1:0.8(15) 

34 4.8土0.6(20) 6.7土0.9(20)* 6.8:1:0.4(19)* 6.0:1:0.4(15)* 

38 4.7土0.2(20) 6.8土0.5(20)* 7.5土0.5(18)* 6.0土0.3(15)*

43 4.1土0.4(20) 6.4土0.5(20)* 7.1土0.5(18)* 5.5:1:0.6(15)* 

47 3.9:1:0.2(20 ) 6.1:l:0.3(19)* 7.0土0.5(18)* 6.1土0.5(15)*

51 4.2:1:0.4(20 ) 5.9土0.6(19)* 7.2士0.4(18)* 5.7土0.3(15)*

Daily mean 

co悶 6.0 7.1 6.5 5.2 

(g/100g B.W.) 17.8 23.2 23.1 21.4 

1) Group 1 : Basal diet， Group n : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 0.65% OPP in diet， 

Group III 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 1.3% OPP in diet， Group N 0.8% 

NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 2.6% OPP in diet. 

2) Mean土SD(g/mouse/day) ， and no. of mice examined in the group showed in parenthesis. 

* Significantly different from group 1 at p< 0.05. 

化程度とも顕著になっていた.

腎臓では尿細管上皮細胞の小型化，核の軽度膨化，細

胞質の好塩基性化および基底膜の肥厚などが投与群でみ

られた.変化はE群94%(17/18)，IIIおよぴ町群では全

例に認められ，このうち H群で 6例，国群で15例，町群

で9例が軽度， N群の 4例が中等度，他は極く軽度な変

化であった.尿細管上皮細胞の壊死は E群で39%(7/ 

18)，国群で61%(11/18)，町群で80%(12/15)の発生

で，このうち E群の 3例，田群の 617tl，町群の 7例が軽

度，町群の 2例が中等度，他は極く軽度な変化であった.

集合管および乳頭管上皮細胞の壊死がH群で 6%(1 / 

18)，匝群で33%( 6/18)， N群で40%( 6 /15)観察さ

れ，このうち軽度および中等度の変化は町群の各 l例で，

他は極く軽度な変化であった.乳頭部の移行上皮細胞の

壊死さらに壊死細胞とその落屑塊が腎孟内に貯留してい

る例が皿群で.6%( 1/18)，町群で73%(11/15)に認め

られた.このうち田群の 1例，町群の 9例が軽度， N群

の1例が中等度，他は極く軽度な変化であった.腎臓に

おけるこれらの変化は I群では見られず，投与群では

OPP添加濃度に比例して発生頻度および変化程度とも

顕著になり，とくに町群で強かった.

この他，牌臓では投与群で萎縮およびヘモジデリン沈

着がみられ，変化程度および発生頻度ともに圃群が顕著

であり， n群と町群はほぼ同程度であった.勝脱では上

皮細胞の過形成または腫大などの変化は観察されなかっ

た.

腫湯の発生は肝臓腺腫がE群で 2例，姉腺腫が町群で

1例それぞれ認められた.

考察

ラットに勝脱腫蕩を誘発する OPPとその発癌作用を

増強する TBZおよびアルカリ化薬である NaHC03とを

併用してマウスに52週間投与し，発生する腫蕩性および

非腫傷性変化との関連を検討した.

被験物質の総摂取量および1日摂取量をみると， OPP 

は設定濃度に比例した増加を示し， TBZは各投与群簡

で大差はなかった.また， NaHC03も体重比摂取量で差
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Table 4. Distribution of Urinary pH Values 
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a) Group 1 : Basal diet， Group II : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 0.65% OPP in diet， Group m : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ 

plus 1.3% OPP in diet， Group N : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 2.6% OPP in diet 
b) No. of mice examined. 
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Table 5. Blood Biochemistry 

No. of mice GOT GPT r-GTP LDH UN 
Groupl) examined (ru/L) (ru/L) (ru/L) (ru/L) (mg/dl) 

I 7 167.6::!::46.42
) 16.3::!::3.5 5.36土0.78 1312.0土395.3 28.80::!::2.14 

E 7 220.1土37.3 20.6::!::6.6 4.39土0.30* 1472.6::!:: 305.3 27.49::!::12.85 

E 7 250.3土38.2* 24.1::!::4.3 4.33::!::0.28* 1663.3土362.1 23.86土3.41
町 3 271.0土22.3* 29.0::!::9.5* 4.60土0.56 1510.0::!::368.8 28.23土2.36

1) Group 1 : Basal diet (control) ，Group II : 0.8 % N aHC03 in drinking water plus 0.2 % TBZ plus 0.65 % 
OPP in diet， Group m : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 1.3% OPP in .diet， Group N : 
0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 2.6% OPP in diet. 

2) Mean土SD

* Significantly different from group 1 at p< 0.05. 

がなかった.このことから，投与群と対照群との関で差

異を生じた反応は被験物質のそれぞれ単独，相加あるい

は相乗作用に起因すると考えられる.また，投与群聞で

用量ー反応関係をもって発生した変化は併用による作用

の増強・減弱，新たな代謝および代謝物の出現などを考

慮に入れても OPP摂取に強く依存したものであるとし

て誤りではないと考えられる.

投与期間中の死亡例には何れも削痩がみられ，出現頻

度は OPP投与量に伴って増加していた.死亡時期をみ

ると2.6%群では 5例全例が 1【 11週に， 1.3%群では 1

例が9週と早期にみられたが，その他の群では40週以後

と遅く， しかも各群 1，2例の発生であった.このこと

から， 2.6%群の死亡は投与の比較的急性の直接的作用，

その他の群では被験物質の慢性の毒作用，消化・吸収の

不良による栄養状態の悪化，各種の平衡失調，恒常性維

持の乱れ，さらに消耗性疾患発症など多くの要因が複合

して働いた結果と考えられる.

投与に伴ってみられた体重増加抑制は，投与群と対照

群との摂餌量に差がないことから，死亡発生に関連した

要因のうち遷延性あるいは慢性的毒作用が関与したと考

えられる.すなわち，抑制は被験物質の慢性毒性の効果，

成長の不良・遅延，種々の失調などに原因の多くを求め

ることカfできょう.

投与群の尿 pHの上昇は軽度であり，個体問のバラツ

キも大きかったが，対照群との差は明らかであった.ま

た，投与群聞での差異は顕著ではなかったことから，

NaHC03投与によるアルカリ化効果は各投与群に均等に

現れていたと考えられる.

血清生化学検査では GOTおよびGPT値が OPP投与

に伴って上昇し， 2.6%群では GOT/GPT比の低下も

認められたことから肝臓障害を疑うべきと思われる 7)

臓器重量のうち1.3および2.6%OPP併用群の心臓，

腎臓，牌臓は，対照群に比べ絶対重量では低下している

が，体重比では対照群と同じか上回っており，体重増加

抑制の程度を越えるものではない.従って，これらの臓

器重量変化は体重増加抑制と同じく成長の遅延または不

良に起因していると推定される.肝臓重量は絶対値で同

じかまたは高く，体重比では明らかに高く， しかも

OPP投与量に比例した変化であった.このことから，

肝臓は上記の各臓器での変化とは異なり，体重増加抑制

に連動せず， OPP摂取に伴い増加傾向を示したと考え

られる.勝脱は絶対および体重比重量ともに対照群より

高いが， OPP投与量に比例した増加ではないことから

OPP， TBZ， NaHC03の何れの影響によるか判断し難い.

病理組織学的検索で1.3および2.6%OPP 併用群の肝

臓で小葉中心性にみられた肝細胞のエオジン好染・均質

化，腫大などの変化は，投与各群にみられた肝細胞の軽

度な腫大，核の大小不同，色素沈着の変化と混在してお

り，一元的に連続する，より進行した変化と考えられる.

こられの変化は OPPの用量に伴って増強されているこ

とから，おもに OPPに依存した変化で，現時点では変

性像のみであることから可逆的適応現象の段階にあると

推定される.限局性の肝細胞壊死も OPP投与量に比例

して増強されており，投与に関連した変化である. しか

し，壊死は巣状に散在性に発生していることから，上記

の小葉中心性変性に続発する，あるいは直結するか否か

は即断できない.これら肝臓における変化は2.6%OPP 

併用群で顕著であり，同群は血清生化学検査でも GOT

より GPTの増加が強く GOT/GPT比が低下していたこ

とから，この濃度での52週間併用投与は肝臓障害を惹起

すると言えよう.

腎臓における尿細管，集合管上皮細胞および移行上皮
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Table 6. Mean Values of Organ Weight 

Liver 

(g) 

2.18::!::0.173) 

(4.75::!::0.19)4) 

33.9:1:1.0* 2.15::!::0.15 

(6.33::!::0.36* ) 

32.9土1.5* 2.12::!::0.16 

(6.45士0.45*) 

29.6士4.0* 2.31土0.30

(7.83土0.42*) 

1) Group 1 : Basal diet (control) ，Group II : 0.8% NaHCο3 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 0.65% OPP in diet， Group III : 0.8% NaHC03 in 

drinking water plus 0.2% TBZ plus 1.3% OPP in diet， Group N : 0.8% NaHC03 in drinking water plus 0.2% TBZ plus 2.6% OPP in diet. 

2) No. of organs weighed. 

3) Absolute mean weight土SD

4) Relative mean weight::!::SD 

* Significantly different from group 1 at 

Testis(R) 

(mg) 

Testis(L) 

(mg) 

Kidney(R) 

(mg) 

Kid配 y(L)

(mg) 

Bladder 

(mg) 

185. 6::!:: 11.3 288.1::!:: 19.1 308.2土22.0 110.3::!::19.6 114.1::!::4.8 117.5土5.6 38.8::!::7.3 

(404.7土17.3) (628 . 3::!:: 30 .1) (672.2土38.9) (241.0土43.8) (249.2::!::14.1) (256.6::!::13.6) (84.6士15.4)

164.3::!::8.7* 247.4::!::22.0* 264.9土16.6* 89. 1::!:: 21. 2 102.6土7.5* 106.3::!::8.8* 45.7::1::14.5 

(484.3::!::22.8*) (728.4::!::53.2*) (780.6::!::44.8*) (262.2::!::59.1) (302.6::!::23.5*) (313.5士27.0*) (134.2::!::40.7*) 

150.8土8.3* 212.7土35.8* 230.4::!::26.2* 77.6::!::12.9* 100.4::!::8.6* 106.0::!::7.1 * 41.4士15.4

(459 .O::!:: 16 .8*) (645.7土99.6) (701.4土77.5) (236.6土40.4) (305.5::!::27.3*) (322.8::!::19.5*) (126.2::!::48.0*) 

114.5::!::16.0* 170.6::!::31.7* 187.2::!::41.8* 54.6::!::10.9* 101.7::1::7.5* 103.7::1::7.3* 46.2::!::11.0 

(387.1::!:: 12.5 *) (580.9土105.3) (635.6士139.4) (184.1::!::24.1 *) (348.7::1::42.3*) (356.0::!::45.9*) (156.9土32.2*)

Spleen 

(mg) 

Heart 

(mg) 

Body 

weight(g) 

45.9士2.53)

No.of 
Groupl) mice) 

20 

18 

18 

I 

E 

而
山

百 15 

p<0.05. 
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Table 7. Histopathological Findings of Liver and Kidney in Mice Treated with o.Phenyl-phenol (opp) 

Thiabendazole (TBZ) and Sodium Bicarbonate (NaHC03) for 52 Weeks 
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Anisonucleosis of liver cells 

with enlarg巴ment

Enlargement of liver cells 

with eosinophilic change 
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± 
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Focal necrosis of liver cells 

Deposit of pigment in liver 

cells and phagocytes 

+
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+
+

十
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十
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Kidney 

Degeneration of tubular 

巴pithelium
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±
+
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Necrosis of tubular epithelium 
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Dilatation of tubules 

Degeneration of ductular 

epith巴lium 土十

+
 

土
+
+

Necrosis of ductular epithelium 

+
 

+
一
+
+

Necrosis of transitional cells 

in papilla and/or 

cell debris in pelves 

1) Group 1 : basal diet. group II : 0.2% TBZ plus 0.65% OPP in diet and 0.8% NaHC03 in drinking water. 

group国:0.2% TBZ plus 1.3% OPP in di巴tand 0.8% NaHC03 in drinking water. group N : 0.2% TBZ plus 
2.6% OPP in diet and 0.8% NaHC03 in drinking water. 

2) No. of mic巴 survivedtill wk 26 and exami田 dhistopathologically. 

3) Severity : -no change.土veryslight changes. + slight changes， + + moderate changes. 
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オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)誘導

チトクローム P450分子種の同定:

立体特異的テストステ口ン水酸化酵素活性測定を用いる方法

牛山慶子へ長井二三子へ佐藤かな子*加納いつ*

Identification of Cytochrome P450 Species Induced 

by o-Phenylphenol (OPP-Na) : 

by Determination of Stereospecific Testosterone Hydroxylase Activities 

KEIKO USHIYAMA *. FUMIKO NAGAI*， KANAKO SATOH* and ITSU KANO* 

Keywords:オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na)o-ph巴nylphenolsodium salt，チトクローム P450，

cytochrome P 450，テストステロン水酸化酵素， testosterone hydroxylase，立体特異的水酸化反応， stereoselec-

tive hydroxylation 

緒 面

オルトフェニルフェノールナトリウム(OPP-Na)は，

防カピ剤として，柑橘類に使用されている.動物実験で

はOPP-Naの添加飼料で，ラットに勝脱ガンが発生す

る1) OPPの尿中代謝産物は OPPの水酸化物である

2，5ージヒドロキシビフェニル(PHQ)が多く検出された2)

また OPP投与により OPPをPHQに生体内反応で変換

するための肝薬物代謝酵素活性が誘導され3)，OPP水酸

化酵素により代謝物が増加すると考えられる.このこと

とカゃンの発生との関わりについて検討するため，薬物代

謝酵素の性質をしらべた3-5) OPP-Na投与によりラッ

トの肝臓のチトクローム P450量は20%上昇し3)，肝ミ

クロソームタンパクの SDシポリアクリルアミドゲル電

気泳動では，分子量47kd(キロダルトン)と 51kdのバン

ドが増加し，これらのバンドはイムノブロットでチトク

ローム P450の分子量のうち， PB-1 a， PB-1 b， PB-

IIbに対する 3種の抗体と反応することを報告したり.

また， OPP水酸化酵素は PB-1 a， PB-1 b， PB-II b 

の抗体によって阻害されるため， PB-1 a， PB-1 b， 

PB-II bが OPP水酸化酵素活性に関わっているものと

恩われた5)

薬物で誘導された多くのチトクローム P450は，ステ

ロイドを基質とする特徴のある立体特異的水酸化反応を

示すことが報告されている6) これは，チトクローム P

450の分子種を特定するのに役立つ.今回は， OPP-Na 

を投与したラットの肝ミクロソームのステロイドの立体

特異的水酸化活性を，テストステロンを基質として測定

することにより， OPP-Na投与で誘導される P450分子

種について，抗体を用いて得られた結果と比較し確認す

るため，検討を行った.

方法

1.酵素襟品および動物の処理

F 344/DuCrjラット(日本チャールズリバー)に 5週

令より， 2 % OPP-Naを添加した飼料を 1週間摂取さ

せ，肝を摘出した.ラットは対照群，投与群それぞ、れ 5

匹ずつ用い，個々の動物について，それぞれミクロソー

ム分画を調製し5)，以下の実験に用いた.タンパク質の

測定は， Lowryら6)の方法で行った.チトクローム P

450の測定は， Omuraらの方法7)に従った.

2. テストステロン水酸化酵素活性の測定

Katoらの方法的に従った.反応は， 1 mlで行い，組

成は EDTAO.lmM，テストステロン 2mM， NADP 

0.8mM，グルコース 6リン酸(G6 P) 8 mM，グルコース

6リン酸脱水素酵素(G6 PDH) 1 I.U.，塩化マグネシウ

ム6mM，ミクロソーム0.25mg，Tris緩衝液(pH7.4)0.05

Mであった. 37"， 15分間反応後，内部標準物質として，

17α メチルテストステロンを 3μg加え，ジクロロメ

タン 2mlで抽出した.有機層を蒸発乾固させ，メタ

*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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表1.テストステロン水酸化酵素活性 (nmol/即日/mg protein) 

7α ーテストステ 6s-テストステ 16α テストステ 16sテストステ

ロン水酸化活性 ロン水酸化活性 ロン水酸化活性 ロン水酸化活性

オス

対照群 6.05::1:: 3.48 67.87::1:: 27 . 81 23.94土10.04 16.29土8.61

OPP-Na投与群 12.81土 3.83* 107.32土26.46* 38.19::1::10.99 28.12::1::13.22 

メス

対照群 9.86土 4.45 6.06土 5.04 1.45土1.17 5.76土 7.94

oPP【 Na投与群 17.46土 3.61* 12.25土4.38* 2.44土 2.35 7.81::!:: 6.88 

対応する

チトクローム P450分子種

Wood et aI9). 

Yamazoe et al10
). 

Kawano et al11)**. 

P -450 a P -450 c， P -450 d 

PB】 IIb 

P -450 b， P -450 e 

PB-1 b BNF-II a， BNF司 IId PB-1 c， PB-1 d 

データは， 5検体duplicateassayの平均値土SDで表す.

* Student T testで 5%の危険率での有意差あり.

* *Woodら9)の結果を Kawanoら11)の分類で表した.

ノール50μlに溶解し， HPLCで分析した. HPLCの条

件は， TSKgelODシ80TM(粒径 5μm)4 mm X 25cm (東

ソー製)のカラムを用い， 50'C，溶媒の流速0.9ml/min

で、行った.メタノール・水の溶媒を用い，メタノールの

割合ははじめ35%で， 30分までリニアーグラジエントで

65%にし， 65%で10分間保持，そのあと 5分聞かけてグ

ラジエントで35%の濃度にもどした8) 検出は，紫外部

240nmの吸収を測定し，標準物質の分析結果と比較し

て同定，定量を行った.
{<:土
耶口 果

HPLCで測定したテストステロン水酸化酵素活性の結

果は，表 1に示した. 7α テストステロン水酸化酵素

活性および6s-テストステロン水酸化酵素活性は対照

群で性差はあるが，オス，メスとも投与群で約 2倍の上

昇があり，それぞれ 5%の危険率で有意差が認められた.

16α ーテストステロン水酸化酵素と16sーテストステロン

水酸化酵素活性も OPP-Na投与群でわずかに上昇して

いるが，ぱらつきがあり有意差があるとは解釈されない.

表 1の下段に Woodら9)および Yamazoeら10)が報告

した，それぞれのテストステロン水酸化反応を担ってい

るP450分子種と，これらの分子穫に対応する Kawano

ら11)の分類を示した. OPP-Na投与によって誘導され

た7α ーテストステロン水酸化酵素と 6sテストステロ

ン水酸化酵素は，それぞれ PB-1 b， PB-II bが担って

いると考えられる.前報に SDS-PAGEゲル上の OPP誘

導タンパクの47kd，51kdのバンドの出現4)とそれらが免

疫学的に PB-1 a， PB-1 b， PB-II bの分子種に由来

すること 5)を報告したが， OPP-Na投与により PB-1 b， 

PB-II bが誘導されることが，テストステロン水酸化酵

素の種類によっても証明された. Kawanoら11)の PB-1 

aはWoodら9)の命名法による分子種との対応が明確で

はないので，この誘導の有無は再確認する必要がある.

考察

薬物誘導ミクロソームのモノオキシゲナーゼを，テス

トステロンを基質とする立体特異性から識別した Wood

らの報告別によると，フェノパルピタール(PB)投与は，

主として16α ーテストステロン水酸化と 16s-テストステ

ロン水酸化酵素を多く誘導する.一方 3-メチルコラン

トレン(MC)は7α ーテストステロン水酸化酵素を誘導し，

6 s-テストステロン水酸化活性を下げる.表 1の活性

値は個体差が大きいためぱらつきはあるが， OPP-Na投

与では 7α ーテストステロシ水酸化酵素と 6sーテスト

ステロン水酸化酵素の活性は確実に誘導されている. 7 

αーテストステロン水酸化活性は Kawanoら11)の PB-1 

bにあり，これは Woodらの P-450 aに9)，また

Guengerichらの P450UT-Fに相当する 12) また Yama-

zoeらによると， PB-II bには， 6 sテストステロン水

酸化活性があり 10)，これは Guengerichらの P450PB/ 

PCN-Eに相当する 12) PB-1 a， PB-1 b， PB-II bの

抗体が OPP水酸化酵素活性を阻害した結果から，これ

ら3種の分子種が OPP水酸化酸素活性を担う可能性が

あることを報告した5) しかし抗 PB-1 aと抗 PB-1 b 
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は抗原精製の過程で爽雑しやすい関係にあるので，抗体

が交又反応する可能性があり， OPP水酸化酵素活性へ

の PB-1 aの関与についての確認は他の方法によらなけ

ればならない.

OPP-Na投与によるラットの勝脱ガンの発生は，飼

料中 OPP-Na濃度の高いものに顕著であり l)，尿中代謝

物 PHQ濃度は飼料中 OPP-Na濃度が一定以上に上がる

と急激に高くなること 13)がわかっている. OPP-Na投

与によって薬物代謝酵素(OPp水酸化酵素)が誘導され，

OPPをPHQに変換する代謝が促進される.このことは

生じた PHQまたはその関連物質が発力、ンに深く関わっ

ていることを示唆する.

表 1の対照群のデータでオスとメスを比較してみると

6 sテストステロン水酸化酵素， 16α テストステロン

水酸化酵素と 16s-テストステロン水酸化酵素はオスの

ほうがメスより 10倍ほど活性が高く， 7α ーテストステ

ロン水酸化酵素は反対にメスのほうが活性が高い.これ

はKatoらの結果的と一致した傾向で，性依存のステロ

イド水酸化反応である.

まとめ

OPP-Na投与により，ラット肝ミクロソームに前報

では SDS-PAGEゲル上の OPP誘導タンパクのバンド

の出現と免疫学的方法により 4，5) チトクローム P450の

分子種のうち PB-1 a， PB-1 b， PB-II bの誘導が示

唆された.今回テストステロン水酸化酵素活性を測定し

た結果， 7α ーテストステロン水酸化酵素および6β テ

ストステロン水酸化酵素活性の上昇を認め，上記 3穏の

分子種のうち OPP-Na投与により PB-1 b， PB-II bが

誘導されることを確認した。
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過酸化水素による DNA損傷

金西信次*渡部 真**，金城康人**

DNA damage induced by hydrogen peroxide 

in mammalian cell 

NOBUJI KAN ANISHI *， Y ASUHITO KINJO * * and MAKOTO W A T AN ABE * * 

Keywords:過酸化水素 hydrogenperoxide，アルカリ溶出法 alkalineelution， DNA単鎖切断 DNAsingle strand 

break， L 5178 Y細胞 L 5178 Y cell， 

目 的

過酸化水素(H202)は殺菌，漂白作用を有することか

ら，かつて食品添加物として広く使用されていた. しか

し弱い発ガン性がある8-10)ことから「最終食品の完成前

に分解または除去しなければならないJとされている 1)

また生体内の代謝過程においても生成・分解されている.

一方稜々の生物で H202は細胞致死とともに，DNA損

傷317，16J7，Zl，22)，突然変異13，zo，26m)，染色体異

常1120J5J7)，姉妹染色分体交換4，14，20，23，24)を誘起する

ことが知られている.我々は晴乳動物細胞におけるこれ

らの H202の作用を分子レベルで解明するために，DNA 

損傷，特に DNA単鎖切断を高感度で検出することがで

きるアルカリ溶出法を応用して， H202による DNA損傷

ならびにその修復について調べたので報告する.

方法

試薬:H202(関東化学)， catalase(Sigma)， Fischer培

地 (GIBCO)，馬血清(FlowLaboratories)， N -lauroyl. 

sarcosin sodium salt (sarkosyl，東京化成工業)， tet. 

raethylammonium-hydroxide (東京化成工業)， 3， 5 

-diaminobenzoic acid (半井薬品)， albumin (Sigma)， 

trichloroacetic acid (Sigma)， H202は血清を添加しない

培地で希釈した.

細胞:マウス白血病リンパ細胞L5178Yは10%馬血清

を添加した Fischerの培地で培養. 1 - 5 X 105/ mlに

増殖中の細胞を用いた.

アルカリ溶出法と DNAの定量:DNA損傷の検出には

アルカリ溶出法(alkalineelution)を， DNAの定量にはミ

クロ蛍光法を用いた29) 細胞は血清無添加培地で洗浄

し， OoCで種々の濃度の H202で処理した. 1 X 106細胞

をメンブランフィルター (Millipore，BSWP02500，孔径

2μm)上に広げ，洗浄後， 0.2% sarkosyl， 0.02 M 

EDTA， pH 10.2の細胞溶解液を流して細胞を溶解. 0.02 

M EDTA pH 10.2で洗帰後， 0.06 M tetraethylammo. 

nium. hydroxide， 0.02 M EDTA pH 12.3の DNA溶出液

をペリスタポンプにより O.lml/minの流速で流して

DNAを溶出. 1 mlづっ分取.各溶出画分を沈澱，洗浄，

乾燥後， 3，5一diaminobenzoicacidと反応させ蛍光を

測定した.溶出曲線の縦軸はフィルター上に乗せた細胞

のDNA量を100%とし，溶出した DNAを減ずることに

よってフィルター上に残留した DNA量の%をプロット

した.

結果と考察

DNA単鎖切断の誘起:H202は細胞内の DNAの単鎖

の切断を誘起する.図 1に示すように H202処理してい

ない細胞の DNAのアルカリ溶出はほとんど無いが，

o t， 10分間， H202で処理した細胞において b 処理濃

度の増大と共にアルカリ溶出曲線の勾配は大きくなった.

これは細胞内に DNA単鎖切断が生じ， DNAが低分子化

した結果，メンプランフィルターから溶出した DNAが

多くなったことを示している.僅か0.1μg/ml(3μM) 

のH202でも晴乳動物細胞内に DNA単鎖切断を生じ，そ

れをアルカリ溶出法は検出できる.ちなみに突然変異，

染色体異常の検出には10μ g/ml(0.3mM)以上のオー

ダーの H202の処理が必要で、ある.

*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 

**東京都立アイソトープ総合研究所
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DNA-蛋白，あるいは DNA内部の架橋については，形

成されないという報告が多い3，4，17) 唯，分離されたク

ロマチンに 1mM以上の H202処理したとき，架橋が形

成されたという報告があるのみである 12) 架橋形成が

ないという報告に関しては，我々と実験条件が異なる可

能性がある.我々の実験系では o'Cで処理し，細胞溶解

まで保持した. DNA単鎖切断は37'Cにおいて以下の実

験の結果で示すように，極めて短時間で修復してしまう.

それゆえ切断端がアトランダムに再結合し架橋を形成す

る前にリガーゼ等により正常に修復し，架橋を検出する

ことが困難でLあったと考えられる.

カタラーゼ処理:次に H202によって生じた DNA単

鎖切断の修復を調べるためには， H202処理した細胞懸

濁液より H202を除去することが必要である.その方法

として，遠心分離により洗浄除去する方法と，カタラー

ゼによって H202を不活性化する方法とがある.

H202はカタラーゼ処理により容易に不活性化される

ことが知られている.そこでカタラーゼ処理によって

H202を不活性化し，DNA単鎖切断が生じるか否かを調

べた. 5μg/ml(0.15mM)のH202溶液に，O'Cまたは

25'Cで10分間，100U/mlのカタラーゼを作用させた後，

その H202溶液で処理した細胞では，アルカリ溶出を示

図1.過酸化水素処理細胞のアルカリ溶出曲線

5μg/ml(0.15mM)までは濃度と共に勾配が大きく

なるが，それ以上の濃度では勾配が急峻で，飽和する傾

向にある.

第2図は比較的低濃度0.5μg/mlのH202(15μM)の

処理時間を変えたときで，処理時間の増加と共に溶出曲

線の勾配は大きくなる. O'Cにおける低濃度 H202処理

の場合，片対数クラフ上にプロットしたものは直線性の

溶出曲線を示し，DNA単鎖切断量は処理時間あるいは

濃度との聞に正の相関関係が成立する.

しかし，第 3図に示すように高濃度10μg/mlの処理

の時は，処理時聞が長くなると，急峻な初期勾配とその

後の DNA溶出が減少した二相性の曲線となる.それと

ともに，低濃度処理の時とは異なって，処理時聞が長く

なるとアルカリ溶出が減少する.

溶出曲線が二相性を示す理由は不明であるが，急峻な

初期勾配から多量の DNA単鎖切断が生じていることが

示唆される.多量の DNA単鎖切断端はアトランダムに

再結合し， DNA-DNAあるいは DNA-タンパク質との架

橋により高分子化し，溶出が減少するという可能性があ

る.処理時間の増加と共に溶出が減少することからもこ

のことが示唆される.また架橋形成とともにクロマチン

構造の変化，メンブランフィルター上に残る DNA量の

不足等が考えられる.

突然変異，染色体異常等の実験において比較的高濃度

のH202が使用されており，これらとの関連については

今後検討していかなければならない.H202による
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カリ溶出曲線 図 4.過酸化水素のカタラーゼ処理による不活性化

遠心分離による H202除去は，遠心分離のために時間が

かかり，短時間の修復効果を調べるには不適当である.

この修復は oocの培養では起こらない(第 6図). 2μ 

g/mlの H202溶液， OoCで10分間処理し，カタラーゼ

を添加して H202を分解， ooCで10分間，或は20分間培

養した細胞では，3TCで培養した時とは異なり，溶出曲

線の勾配はほとんど減少しなかった.即ち，この DNA

単鎖切断の修復は O"Cの培養では起こらない(第 6図).

H202によって生じた DNA単鎖切断は修復されること

が報告されている.初期勾配の減少による DNA単鎖切

断の50%修復時間(T1/2)は6分で， Bradley等3)によっ

て報告された6.8分，電離放射線による DNA単鎖切断

のT1/2=5.0分とほぼ等しい.

第 7図に DNA単鎖切断の修復における薬剤の効果を

示した. 2μg/mlの H202， OoCで10分間処理し，カ

タラーゼを添加して H202を分解， 370Cで20分間培養，

この修復培養に，培養液に複製後修復等の修復阻害斉IJで

あるカフェイン，あるいは蛋白合成阻害剤であるサイク

ロヘキシミドを添加した.培養後のアルカリ溶出曲線は

非添加の場合と同様であり，これらの薬剤は DNA単鎖

切断の修復を阻害しなかった.今後DNA単鎖切断の修

復機構を解明するために種々の化学物質について調べて

いかねばならない.

さない(第 4図).データーは示さないが370Cでも同じ結

果が得られた.

即ちカタラーゼ処理によって H202を不活性化し，

H202による DNA単鎖切断を停止させ，その後の培養に

おける切断された DNA単鎖の修復を調べることが出来

る.この量のカタラーゼは ooCにおいても3TCと同様に

H202の不活性化に作用する.即ち，我々の実験条件の

OoCでの H202処理の際に，カタラーゼを添加し，H202 

を不活性化することが出来る.その不活性化後に，種々

の条件で細胞を培養することによって DNA単鎖切断の

修復を調べることが出来る.

DNA単鎖切断の修復:第 5図は DNA単鎖切断の修復

について調べたものである. 2μg/mlの H202溶液に

よって，OoCで10分間処理した細胞では，勾配の急な溶

出曲線(0 min)を描くが，処理後カタラーゼを添加して

H202を分解，3TCで培養した細胞では短時間(5 

-20min)で、勾配がなだらかとなり， DNA 溶出が滅少する.

即ち370Cの培養によって，切断された単鎖 DNAは再結

合により高分子化(修復)し， DNA 溶出が減少したこと

を示す. 20minの培養で，ほぽ非処理の溶出曲線と同様

となり，極めて短時間の単鎖切断の修復がおこなわれる.

遠心分離による H202除去後の単鎖切断の回復もカタ

ラーゼによる方法とほぼ同様な結果が得られた. しかし
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HzOzによって単鎖切断は生じ，容易に再結合される.

HzOzによって DNAの二重鎖切断は生じにくく 117)，単

鎖切断との割合は 1: 2000であると Bradley等5)によっ

て報告されている.HzOzによる DNA単鎖切断と細胞死

との間に相関があるという報告もあるがり5J6)，電離放

射線では細胞死は DNA単鎖切断よりむしろ二重鎖切断

との聞に相関があると一般に考えられている.時乳動物

細胞では HzOzに止って DNA単鎖切断が生じるがその

作用濃度から細胞死に直接関与しないであろう.今後二

重鎖切断とともに DNA-DNA，DNA-蛋白架橋との関係

についても調べる必要がある.

HzOzによって突然変異が誘発されるという報告はあ

るが，誘発されないという報告もある3，4，Z3，Z5，Z7) 現在

突然変異が誘発されないという報告の方が多い.細菌に

おいても突然変異を検出した報告は少なし細菌の系で

突然変異検出が困難であったのは， HzOzによる突然変

異誘発前に HzOzが細胞に致死的に作用するからである

と考えられる.日南乳動物細胞を用いた系では HzOzによ

る突然変異が誘発されないという報告がある. しかし染

色体異常，姉妹染色分体交換は検出されている.

化学物質ならびに放射線によりクロマチン・染色体に

誘起された初期損傷の定量化に， DNAアルカリ溶出法

が有効であるとこと，ならぴに初期損傷の量にクロマチ

ン高次構造の違いが影響することを我々は以前から研究

し，突然変異誘発化学物質のモデルとしてトリチウム水

の効果について本年報に報告したZ9) 今回の研究によ
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結 E命

1. H202処理したマウス白血病リンパ細胞 L5178Y 

にDNA単鎖切断が生じることをアルカリ溶出法によっ

て高感度で検出した. 0 oC， 10分間処理において H202

の濃度と DNA単鎖切断量との聞に明らかな相関があっ

た.

2. 低濃度処理では処理時間の増加とともに DNA単

鎖切断量は多くなった.一方高濃度処理では二相性の曲

線となり，処理時間の増加と共にアルカリ溶出分画は減

少した. DNA内部ないしは，蛋白との架橋形成，ある

いはクロマチン構造の変化等が考えられる.今後細胞致

死，突然変異及ぴ染色体異常との関連が検討されねばな

らない.

3. カタラーゼは H202の DNA単鎖切断能を極めて

短時間で不活性化する.カタラーゼは ooCにおいても

3TCと同様に作用する.

4. H202処理後，H202を遠心分離，またはカタラー

ゼにより除去後，細胞を37
0

Cで培養することにより切断

された DNA単鎖は短時間に修復される.この修復は

o oCでは起きない.また 2mMカフェインあるいは

0.2mMサイクロヘキシミドによって修復は租害されな

し¥

5. H202がトリチウム水と同様突然変異誘発化学物

質のモデルとして使用することが出来る.
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代謝調節機構と毒性発現

1.律速酵素の生合成による代謝調節のモデル実験

深野駿一*

Metabolic Control and Toxicity 

1. Computer Simulation of the Metabolic Control 

by Biosynthesis of a Rate・determiningEnzyme 

SHUNICHI FUKANO* 

Keywords:模擬実験simulation，制御機構 regulationmechanism，代謝 metabolism，阻害剤 inhibitor，酵素 enzyme

生体内に毒物が取り込まれたとき，必ずしも摂取量に

比例して毒性が発現するわけではない.毒物の暴露方法，

吸収率，生体内での貯留状況，あるいは排せっ方法によ

り毒性が大きく異なるのは当然であるが，毒物の最終の

標的である酵素を直接阻害しでも毒性が発現しない場合

が観察される.例えば合成系の 2番目に位置する S

Aminolevulinic acid dehydrataseは，鉛暴露によりそ

の末梢血液中の活性が数分の lに減少しても貧血などの

症状が発現しない.血中鉛濃度は上昇し酵素阻害を明ら

かに起こしているにもかかわらず，ヘマトクリット値は

変わらずヘモグロピンの減少による貧血はみられない.

鉛暴露量を増やせば貧血となるが，酵素活性に対し相当

の許容量が存在するようである.このような毒性発現の

有無を解釈するために，従来，物質の構造変化や生物活

性が研究の中心であり，物質の時間的，動的変化からと

らえようとする研究は少なかった.またシミュレーショ

ンにより生体内の反応結果を予測しようとする試みはあ

るが1-3)極めて少ない.そこで本報では生体の動的変化，

すなわち生体の恒常性を保つ制御機構が毒性の発現にい

かに係わっているか検討することを試みた.恒常性を保

つための方法はフィードパック阻害をはじめ多数存在し，

各々の代謝サイクルによって異なっているが，ここでは

第一段階として律速段階にある酵素の生合成調節による

代謝サイクルモデルを構築して，この代謝系に酵素阻害

剤を入れシミュレーション実験を行い，毒性発現に至る

過程を検討した.

実験方法

1.代謝制御モデル

ここで使用した代謝モデルを Fig.1に示した.これ

はヘム合成系の一部をモデル化したものであるが，他の

代謝系に充分応用できるものと思われる.

この代謝モデルはある組織内で，一定の・速度

(NPROU)で消費されている最終産物(PROl)を生合成す

るためのサイクルで， PR01の量を一定に保つように調

節し， PR01のプールを維持しているものとする. PR01 

はこの反応系における律速酵素(E1)の量を 3ケ所の

フィードパックにより調節している.第 1はE1の合成

のための DNAの転写調節であり，第 2はm-RNAの翻

訳調節で，第 3は合成された前駆体 E1(PEl)がミトコ

ンドリアに取り込まれる時における輸送調節である.

PR01がある一定量(NPROPL:Nは量を示す接頭語とす

る.)を越えるとその量に比例して DNAのオベレイタ一

部分に結合するリプレサー又は RNAのスタートコドン

に結合するサブユニット，あるいはミトコンドリアの膜

をPE1が通過に関与するサブユニットの 3種類の(ある

いは同ーの)タンパクが合成されるものとする.例えば

転写調節はリプレサー(NREC)がDNAに結合し DNA量

(NDNA，複数の細胞の DNAを想定している.)を調節す

るものとし，この反応を(1)式に示した.

ARD9 

NDNA+NREC三二竺 NDNARC

ADD9 

NDNAO=NDNA+NDNARC 

(1) 

(2) 

*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 
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"Repressor fr。聞 PRO1 

連法 f…tUMJ附 A
Transcr ipt lonoll control 

ト、. 
2 

(ARll.AD“ ;  Veloclht consta.nt) 

NPROU (An冊。unts 01 PROlp consu・ption per h) 

Fig. 1. A tentative mod巴1of the regulation 

for a biosynthesis cycle 

. 

ここで ARD9，ADD9は反応速度定数を示す(AR，ADは

速度定数を示す接頭語とする.). NRECが結合した

NDNARCはRNA合成能力はなく，残りの NDNAは合

成能力がありその全体量(NDNAO)は変化しないものと

した.その他の調節反応も同様にして負の調節をするも

のとした.また DNAから mRNAを合成する速度定数を

ARRNとし， mRNAとE1は一定の半減期(HLRN: HLは

半減期を示す接頭語とする.)で常に減少し，分解調節を

しているとした. E1はミトコンドリア内に輸送され初

めて活性を発現し，この時の輸送調節は 3つの調節の内，

主な調節方法とした. E1は基質(Sl)と反応式(3)により

反応して生成物(S2)を合成し，以下同様にして酵素反

応が進行し PR01を生成するものとした.

ARll AR13 

NE1 十 NS1 三~ NES1ー--NEl+ NS2 (3) 

AR12 

ここで最初の基質は常に一定量(NS1)存在するとした.

またその他の酵素については， E2は酵素活性が最も高

く， E3は活性が E1の次に弱いとし， E4はE2の次に活

性が高いとした. E2-E4の酵素量は反応中変わらない

ものとした.以上の条件を満足させる係数値を設定し，

Table 1に示した.

2. シミュレーション方法

例えば一次反応、において反応速度定数を kとすれば基

質濃度 aにおける反応速度vは

v=k*a 

xを生成物量とすれば

ムx
v =Ilm 一一一一ー

d，→@ムt

'.lim丘三=k*a
d，→@ムt

ここでム tをシミュレーションの実行においては反応時

間の 1/(5 *105)以下と小さくとり

ム宜
ーァニニ『圭"k* a 
LH 

. .ムx与 k*a*ムt

として反応を進めた.

ムtを小さくとると精度は上がるが長いシミュレー

ション時間を要する.最適のムtを求めるにはムtを}II買

に小さくしていき，結果が変わらなければその値が最適

である.またt:.tが小さい場合は有効数字16桁の倍精度

実数型変数を使う必要がある.

結果友び考察

1.正常状態における代謝

Table 1に示した反応条件を正常状態とし，シミュ

レーションした結果を Fig.2に示した.正常状態にお

いては PR01あるいは NDNA，NS2などの初期濃度がどの

ような値であっても原則的には Fig.2の濃度に収束し

安定することを示している.例えば PR01は40nmol/hで

消費されるが常に一定の値122nMに安定しており，ま

たNRNA濃度も 1.58nMに安定していることを示してい

る.図には見やすくするため，反応成分中の主なものを

示した.

このような代謝系に出血又は薬物投与により， PR01 

の消費が一時的に高まった場合の変化を Fig.3. に示

した. PR01が50時間目に PROlがトータルで40nmol余

分に消費されたとすると，調節機構により自動的に 3時

間後に元の安定状態に戻ることを示している.例えば輸

送調節においては， ミトコンドリアに結合するサブユ

ニット量が PROlの消費により減少し，それに伴い

NRECに結合しているサブユニット量が減少し NRECが

増加することが観察される. NRECの増加によりミトコ

ンドリアへの NPE1の流入量が高まり NPE1が減少し，

逆に NE1が増加し， したがって NES1が増加しているこ

とが観察される.このようにして順次 NS2，NES2， 
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Table 1. Kinetic pramet巴rvalues in the mod巴l

Parameter Value Parameter Value 

NDNAの 1.000 nmol NE10 r巴gulated

ARD9 0.002 h -1 NE20 2.00 nmol 

ADD9 0.040 h -1 NE30 1.00 nmol 

ARRN 3.000 h -1 NE40 1.00 nmol 

ARR9 0.010 h -1 ARll 8.00 h -1 

ADR9 0.050 h -1 AR12 8.00 h -1 

HLRN 1.000 h AR13 40.00 h“l 

ARPE 1.500 h -1 AR21 100.00 h -1 

HLPE 2.000 h AR22 100.00 h -1 

NRECの 1.000 nmol AR23 500.00 h日 1

ARC9 0.100 h -1 AR31 20.00 h -1 

ADC9 0.900 h -1 AR32 20.00 h -1 

AREC 2.500 h -1 AR33 100.00 h四 1

HLE1 0.500 h AR41 100.00 h -1 

NPROU 40 . 000 nmol/ h AR42 100.00 h -1 

NS1 40.000 nmol AR43 500.00 h -1 
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Fig. 2. Various metabolite concentration-time cources in the normal conditions. Symbols are the same as those 

in Fig. 1. NUJ田 bers (125， 1， 3…)， respectively， are the conce附 ationsat the full scales of the 

metabol批 s(PR01， NDNA， NRNA"') 
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Fig， 3， Various metabolite concentration-time cources following an temporary increasing in the consumption of 
PR01 in the normal conditions， The consumption (NPROU) was increased 40 nmol from 50 h to 58 h， 

には PR01は安定しており正常人と全く変わらない反応

を示した.ただし AR23が阻害されているために NS2が

0，25nMから25時間以降は0.50nMの2倍に増加し，こ

れに従い NES2は5倍に増加した.基質 NS2が生体に

とって有害ではないかぎり，酵素活性が1/5に阻害され

ても全く生体にとって影響がないことを示している.

3.酵素E3が阻害を受けた場合の代謝

酵素の相対活性が低い E3が25時間目に阻害を受け，

反応速度定数AR33が100/hから70/hにわずか30%減少

した場合の成分変化を Fig.6に示した.阻害により

NS3， NES3は1.4倍程度増加しているが，正常時と

PR01は変わらず，阻害を受けても正常人と全く変わら

なかった.しかし， 50時間以降，病気等により NPROU

の消費量が高まると PR01は正常人と比べなかなか安定

せず，その他の成分の変動も大きく危険な状態であるこ

とを示している.このように相対活性が律速酵素(AR13

=40/h)に近い酵素は，わずかな阻害でも主主体に強い影

響を与えることが予想される.

4.酵素 E3の阻害により基質 82が増加する場合の

代謝

E3が阻害を受け，基質 S3が増加すると，当然，前段

NS3…PR01が増加し， PR01を調節している.このシ

ミュレーションにおいて数値を人為的に変化させたのは

PR01の消費量(NPROU)の値のみで他の値 PR01，NDA-

NAなどは故意に変化させているわけではない.

このような正常な人が病気などにより連続的に PR01

の消費量が高まった場合の各成分変化を Fig.4. に示

した. 50時間目以降連続的に PR01の消費量が正常時の

50%増した(NPROU= 60nmol/h)とすると，約27時間後

に安定状態に達し，正常にもどることが観察された.安

定後，最終目的生成物である NPR01は平常時より，わ

ずかに減少し安定しているが， NDNAは0.47から

0.59nMへ NE1は0.99から1.49nMへ増加しており，そ

の他の成分も代謝活性が高まり濃度が増加していること

が観察された.

2.酵素E2が阻害を受けた場合の代謝

酵素 E2が25時間目に阻害を受け，反応速度定数AR23

が1/5に減少した場合の成分変化を Fig，5に示した.そ

の他の条件は Fig，4と同一である. E2は律速酵素 E1よ

り相対活性が25倍も高いため，活性が1/5に減少しでも

PR01の量は変化しなかった.また50時間以降 NPROU

の消費が高まっても正常時の場合と変わらず， 27時間後
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inhibition of the enzyme (E3). E3 was 30% inhibit巴dafter 25h. NPROU was increased from 40 nmol/h 

to 60 nmol/h after 50h. 

ローして示されている.) 

まとめ

酵素が阻害され活性が数分の lに低下し，ある中間代

謝物が検査の結果増加したからといって以上の結果が示

すように生体に直接影響を与えるわけではない.最終産

物の消費が高まった場合にも正常人と変わらない反応を

示す場合もある (Fig.5 ). しかし酵素によっては，わず

かな阻害でも生体に影響することがある.このような阻

害を受けた人はその時点では一部の基質がわずかに増加

するのみで正常人と全く変わらず最終産物も正常である

が， しかし病気，思春期あるいは薬物投与により代謝活

性が高まった場合には，酵素阻害による疾病が誘発され

危機的状態になることが予想される (Fig.6). 酵素阻害

が強いときには当然その時点で代謝系が乱れ影響が出る

わけであるが，これらの結果は阻害を受けた時点では全

く症状を呈さないが何等かのきっかけで症状が現れる場

合もあることを示している.

酵素が阻害されるとそれに対応する基質が体内に蓄積

してくるが，シミュレーションによればその酵素の前段

階の反応基質が増加するわけではない. しかし生体では，

階反応の基質 S2も増加すると思われるが， Fig.6に示

したように S2の量は全く変化していない. 50時間以降

で代謝活性が高まるため NS2が増加しているがその量は

多くない. しかし E3の阻害により S3ばかりでなく， S2 

も増加することが生体では観察される.そこでこのよう

な結果を解釈するために通常の(4)の反応ではなく (5)の反

応により代謝が連行すると仮定した(ここでは NES2を

NE2S2として示した.また AR43= AR45 = 500h“¥ AR46 

=100h-1とした). 

NE2+NS2三二竺NE2S2-ーNE2十NS3 (4) 

AR43 AR45 
NE2+NS2三士NE2S2-ー-+-NE2S3~NE2 + NS3 

AR46 

(5) 

すなわち NE2S3という中間体をへて S3が合成されると

した.この時の各成分の濃度変化を Fig.7に示した.

平常時では E3の阻害により NS2が，わずか1.2倍増加し

たのみであるが，病気などにより NPR01の消費量が高

まると NS2の値は平常時の最高で28倍にもなり E3の阻

害により NS3ばかりでなく NS2が増加することが観察さ

れた (Fig.7では NS2，NS3共に最大値はオーバーフ
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前段階の反応基質が増加することも観察される.このよ

うな結果を得るためには何等かの別の反応機構が予測さ

れなければならない(式(5 )， Fig. 7 ). 

以上の結果は直観である程度予測できるが，代謝物の

変化を定量的に把握することはできない.シミュレー

ションにより定量的に把握するには，生体内の反応をよ

り忠実に再現する必要がある.今回示した代謝制御系は，

制御機構の基本を含んでいるが実際の生体系とは異なっ

ている.例えばミトコンドリアと細胞質の容積比を考慮

していない.また，臓器 19中の代謝サイクルを想定し，

濃度(nM)と絶対量(nmol)を一致させている.このよう

な点を考慮しでも生体の全てを再現できるわけではない.

しかし生体内の色々な反応の中で調節機構にとって何が

最も影響しているかを把握し，シミュレーションの中へ

組入れていくことにより目的とする結果を再現すること

はできる.今後，これらの点を考慮しつつ生体における

実際の代謝系を構築して，毒物により阻害を受けたとき，

あるいは遺伝病等により酵素活性が低い場合の発症予測

等を定量的に行っていく予定である.
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幼若ラットの CPC(Coil Planet Centrifuge)高張部瞬時溶血についての検討

市川久次*小林博義*

Studies on the Hemolysis in the High Osmotic 

Part of CPC (Coil Planet Centrifuge) in Infant Male Rats 

HISATSUGU ICHIKAWA * and HIROYOSHI KOBAYASHI* 

Th巴 presentstudy was designed to examine the mechanisms of the momentary hemolysis in the high 

osmotic part of CPC (Coil Planet Centrif昭巴) coil in infant male rats. The examinations wer巴carriedout 

from the aspects of effect of serum exchange and amount of of ATP in red blood cells. We used infant (at 

the 2nd week after birth) and adult (at the 12th week after birth) male rats for comparison. 

And the following results were obtained. No effect of serum exchange on the hemolysis was shown. 

Amount of ATP in the hemolysate of the high (280-250mOsM) osmotic part of CPC coil was 8 times higher 

than in the low (250-30mOsM) one. It was suggested that the cause of the hemolysis was not in serum but 

in red blood cell itself including amount of ATP. 

Keywords:幼若ラット infantrat，コイルプラネット遠心 CPC(Coil Planet Centrifuge)，溶血 Hemolysis，アデ

ノシン三リン酸ATP

著者ら 1-3)は，これまで従来とは異なる浸透圧勾配溶

血という原理に基づく，新しく考案された CoilPlanet 

Centrifuge (CPCと略)法を用いた赤血球膜浸透圧抵抗測

定法の毒性試験研究への応、用を目的として，マウス，

ラットを用いて基礎的検討を行ってきた.その過程にお

いて，とくにラットの幼若期においてのみ出現する高張

部瞬時溶血を見いだした.今回その溶血の作用機構解明

の一端として血清交換による変化，赤血球中の ATP含

量の検討を行ったところ若干の知見を得たので報告する.

実験方法

1.使用動物

静岡県実験動物農場生産の F344系ラット(妊娠 8日

目)を購入飼育し，出産させた後，生後4遇までは，親

と共に透明プラスチックケージにカンナクズを入れて，

生後4週以後はステンレス製金網ケージにて飼育した.

幼若ラットとして生後2週，成熟ラットとして生後12週

のものを実験に供した.

2.採血方法ならびに赤血球サンプルの調製法

幼若ラット(生後2週)からの採血は断頭により頚部動

静脈より放出される血液を，成熟ラ 7 ト(生後12週)から

の採血は，無麻酔下背位に固定し，大腿部を勢毛後切開

し，伏在静脈を露出させ，静脈用注射針1/4にて穿刺し，

噴出する血液をヘパリン処理したヘマトクリット測定用

ガラスキャピラリー(以下へマトクリット管と略-Prop-

per社製)を用いて，管の3/4穏採血し，直ちに固化を

防ぐために20回程転倒し，ヘマトクリット管の一端を専

用のパテで封じ氷冷下に保存し，採血終了後遠心分離

(900rpm， 5 min)し，固化した血液，フイプリン，白血

球，血小板の集合部分であるパフィーコート部分より 2

-3 mm下の位置で切断し，残余の固化しない赤血球部分

(血泥)を赤血球サンプルとして実験に供した.

3.連続濃度勾配食塩液の作製法

CPCコイル中への連続濃度勾配をもっ食塩溶液の充

填は， CPCコイル充填器(三鬼エンヂニアリング製)に

て高張液に 373(1.2%)， 280 (0.9%)， 170 (0.55%) 

mOsMNaCl 溶液，低張液に30(0.096%)mOsMNaCl 滴液

を用いて，市川ら 1)の方法に従って行い，使用時まで密

封して冷蔵庫内に保存した.

*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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4. CPCコイルへの赤血球サンプルの注入法ならぴ

にCPCによる溶血検査

前記ヘマトクリット管を用いて，調製した血液サンプ

ル(血泥)を使用し，市川ら 1)の方法に従って行った.

5.血清交換反応の方法

幼若ラット(生後2週)および成熟ラットの断頭により

採血分離した血清を用いて行った.血清60μlを試験管

にとり赤血球サンプル(血泥)60μlを加え，3TC， 30分

加温した.反応終了後直ちに，赤血球サンプルを調製し，

CPCによる溶血検査を行った.

6. CPCによる溶血物中の ATP含量の測定

生物発光(バイオルミネッセンス)に基づく測定法を用

いて，市川ら4)の方法に従って測定し， ATP量を求めた.

7. ヘモグロビン量の測定

試料(溶血物)10μlを取りシアノメトヘモグロビン呈

色液(日本商事製)2.5mlを加え，室温にて 5分放置後，

分光光度計(Cary17)を用いて420nmにおける吸光度を

測定し，別に作製した検量線よりヘモグロビン量を求め

た.

実験結果

1.血清交換の高張部瞬時溶血に対する影響

幼若(生後 2週目)および成熟(生後12週目)ラットより

採取調製した赤血球サンプルと血清とを交互に反応させ，

CPC高張部瞬時溶血に対する血清交換の影響を検討し

た.その結果 Fig.1に示したごとく， CPC高張部末端

の浸透圧が373mOsM(1.2% NaCl)， 280mOsM (0.93% 

NaCl)， 170mOsM(0.56%NaCl)のいづれの場合において

も，血清交換前後において変化は殆どみとめられなかっ

た.これらのことは幼若ラットにおいてのみ出現する

CPC高張部瞬時溶血を起こす原因が，血清側ではなく

赤血球側に存在することを推察させた.

2. CPC高張部瞬時溶血を起こした赤血球の ATP含

量について

幼若ラットにおいてのみ出現する CPC高張部瞬時溶

血の原因は，前述した血清交換による検討結果より赤血

球側にあることが推察されたので， CPC高張部

(280-250mOsM)溶血物と低張部(250-30mOsM)溶血物に

分け，各部分の赤血球中の ATP含量を測定し比較検討

した.その結果， Table 1に示したごとく，高張部で溶

血を起こした赤血球中の ATP含量(0.34mg/gHb)と低

張部で溶血を起した赤血球中の ATP含量(2.76mg/

gHb)には 8倍以上の差があり，本溶血の原因のーっと

して，赤血球中の ATP含量低下による脆弱性の増加が

推察された.

Table 1. Amounts of ATP in the Hemolysate of High 

(280-250mOsM) and Low (250-30mOsM) 

Part of CPC Coil in Male Rats at 2 Weekth 

After Birth 

Whole blood 

280-250 mOsM 

250-30 mOsM 

Hemolytic Ratea) 

ATP (mg/gHb) 

3.76土0.251b) (6)C) 

0.34土0.057*(6) 

2.76土0.447(6)

20.9土1.30(16) 

a) (280-250 mOsM)/(280-30 mOsM) X 100 (%) 

b) mean::!:SE 

c ) No. of experiments 

* Significantly different from 250【 30mOsM at P<O.Ol 

考察

著者らは13)，これまで CPC法による動的赤血球膜浸

透圧抵抗性の測定について，毒性試験研究への応用，導

入を目的として，小動物(マウス，ラット)を用いて基礎

的検討を重ねてきた.その過程において，幼若ラットに

おいてのみ出現する CPC高張部瞬時溶血を見いだした.

そこで，本溶血の機構を解明する目的で，まず，その原

因が血清側にあるか，赤血球側にあるのかを明らかにす

るために，本溶血を起こす幼若ラット(生後2週)の赤血

球と成熟ラット(生後12週)の血清，成熟ラットの赤血球

と幼若ラットの血清を反応させ，血清交換の影響を検討

したところ， Fig.1に示したごとく，血清交換前後にお

いて殆ど変化はみとめられなかった.このことより血清

交換による効果はなく，本溶血の原因は血清側にはない

ことが明らかとなった.なお，本実験で用いた高張i夜の

1.2%NaCl i夜は，生理的等張(0.9%NaCl液)より，かな

り高浸透圧であるが，ヒトの遺伝性球状赤血球症(浸透

圧抵抗が非常に弱い)の検査において(0.9%NaCl液では

溶血が起きてしまうことがあるので1.2%NaCl液におけ

る溶血を 0%溶血とすることになっている)使用される

濃度である5)

一方，赤血球膜浸透圧脆弱性と関連性の深いものとし

て，赤血球中の ATP含量が報告されている7) そこで，

本溶血(高張部瞬時溶血)の機構の解明のーっとして，高

張部瞬時溶血を起こす赤血球と低張部で溶血を起こす赤

血球中の ATP含量を検討したところ， Table 1に示し

たごとく両者の問には ATP含量において 8倍以上の差

があることが明らかとなった. WeedとLauue)によれ

ば ATPレベルが30%以上減少すると膜の可変形性が減

少すると述べている.結果としてであるが，本溶血のー
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因は ATPの減少による赤血球膜機能の低下であると推

察された.今後本溶血の作用機構について， ATP含量

減少による赤血球膜の変化の他， CPCコイルの内壁と

赤血球膜との反応の面よりも注目し検討を加える予定で

ある.

結論

幼若ラットにおいてのみ生ずる CPC高張部瞬時溶血

の機構解明の一環として，血清交換による影響， ATP 

含量の面より検討した結果次の結論を得た.

1.血清交換の影響は殆ど認められず，本溶血の原因

は血清側ではなく，赤血球膜側にあることが推察された.

2. 高張部(280-250mOsM)瞬時溶血を起こす赤血球

と低張部(250-30mOsM)で、溶血を起こす赤血球中の ATP

含量に 8倍以上の差があり， ATP含量の低下は本溶血

の一因であると推察された.
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Fig. 1. Effect of Serum Exchange on the Momentary Hemolysis in High Osmotic Part of CPC in Infant 

(at the 2nd week After Birth) and Adult (at the 12th week After Birth) Male Rats. 

C : Red blood cells， S : Serum 
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ジブチルヒド口キシトル工ンのマウス次世代に及ぼす影響

田中豊人*，大石巽之*，高橋 省*，市川久次*

Effects of Butylated Hydroxytoluene on F 1 Generation Mice 

TOYOHITO TANAKA *， SHINSHI OHISHI*， OSAMU TAKAHASHI* 

and HISATSUGU ICHIKA W A * 

Butylated hydroxytoluene (BHT) was given in the diet to Fo generation mic巴 from5 weeks of age to 

weaning of the F1 generation (growth period to age 7 week， gestation period， and lactation period) and sub. 

sequence to F1 animals until 21 days of age 

Body weight of Fo animals was recorded， and the inf!uence on the F1 generation was examined. Litter 

size， pup weight and litter weight in F1 generation were recorded. 

A significant adverse effect on body weight in both Fo and F1 animals was shown in the applied dose of 

BHT. 

Dosage.dependent differences in the evaluated parameters were found in the offspring of the BHT ex. 

posed adults when compared to the offspring of contro1. 

Significant differences in litter size， pup weight and litter weight were particularly evident. 

Keywords:ジブチルヒドロキシトルエン butylatedhydroxytoluene，産仔数 littersize，仔体重 pupweight， 

腹f子の重さ litterweight，マウス mouse

緒 日

ジブチルヒドロキシトルエン(以下 BHTと略す)は酸

化防止剤として，マーガリン，ショートニングなどの食

品及ぴ食品容器などに添加されている 1)

現在， WHO(世界保健機関)は，ラットの BHTの最大

無作用量25mg/kg/dayに基づき，ヒトの一日許容摂

取量を o~0.25mg/kg と定めている.
日本での BHTの使用量は，食品添加物使用基準によ

ると，生食用を除く魚介冷凍品，鯨冷凍品の浸漬液に対

して 19/kg以下，油脂，バター，魚介乾製品，魚介塩

蔵品，乾燥裏ごしいもに0.2g/kg以下，チューイング

ガムに0.75g/kg以下と定められている2)

著者らは今回， BHTの後世代への影響を調査するこ

とを白的として，マウスを用いて， BHTの高濃度投与

による次世代への影響について，主に出生時のパラメー

ターについて測定した.

材料と方法

マウスは， 日本チャールズ・リバー鮒 Crj: CD-1 

(ICR)のSPFを4週齢で購入し， 1週間の予備飼育の後

に，一般状態の良好なマウスを実験に供した. BHTは

東京化成工業製のものを用い，実験飼料は，粉末飼料

CE-2 (日本クレア製)に BHTを乳鉢ですりつぶして混

合し，加湿成型した後，乾燥させて使用した.

実験群は， BHT 0.875%， 1.75%， 2.5%及ぴ対照群

の4群で，各群は雌雄各10匹で構成され，雌雄各40匹合

計80匹を実験に供した.

マウスは，プラスチックケージで 1匹ずつ飼育し，

ケージ及び給水瓶の交換，そして体重及び摂餌量の測定

を週 1回行った.

5週齢から実験飼料の投与を開始し， 7週齢から 9週

齢までの 2週間，雌雄各 1匹ずつを同居交配させ， 9週

齢時に雄と雌を分離し，雄を処分解剖した. F1動物の

測定項目は，出生時の産仔数，仔体重，一腹仔の重さ，

*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 



3週齢時の性比及ぴ3遇齢生存率であった.産仔数は生

存仔数のみを測定し，仔体重は 1匹ずつ測定した. 3週

齢生存率は次の式により算出した. 3週齢生存率=(3 

週齢生存数/産仔数)X 100. 

結果

実験期間中の死亡例は， BHT 1. 75%投与群 2匹，

2.5%投与群 1匹の計3匹であり，いずれも雌であった.

BHTの投与開始から出産までの， F。動物の雌の生存曲

線を Fig.1に示した.

BHTの投与開始から同居交配 1週間目までの， F。動

物の体重増加率を Fig.2に示した.投与開始直後の体

重の減少は，摂餌量の減少(投与群は雌雄とも対照群に

較べて15-35%減少)を伴っていることから，新奇刺激

である実験飼料に対する拒否反応によるものと思われる.

妊娠出産した雌は，対照群=10/10，BHT 0.875% = 

10/10，同1.75%=8/8，同2.5%=8/9であった.

F)動物の出生時の産仔数，仔体重，一腹仔の重さを

Table 1及ぴ Fig.3 - 5に示した. Fig. 3 - 5に示し

た一次回帰直線の相関係数は， BHT投与量と産仔数に

ついては P<0.05，仔体重及ぴ一腹仔の重さについては

P <0.01で有意であった.
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Fig. 1. Survival Curve of Female Mice of F 0 Generation 
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Fig. 2. Growth Curve of F 0 Generation Mice adminis. 

terted BHT. 

(0一一0): Control， 

(・...・H ・) : 0.875% BHT， 

(口一一口) : 1. 75% BHT， 

(・-・-・) : 2.5% BHT 

5 21 u g 

lime in days 
3 

2.5 

Fig. 3. Litter Size of F) Generation Mice administ巴rted

BHT 

n =36， 

1.75 

y =11.47-0.98x. 

0.875 
0/0 BHT 

r =-0.368， 

。



339 40， 1989 報

25 

年研衛
ム
口
小東

2.0 

、
、、、

、、
、、

、、
、、、

、、、
、、

u

・、
、、、

、、
、、

、、
、、

、、
、、

唱
.、、

、、、
、、

、、
、、、

、
、、、

、
‘
 

、、20 主1.5

会

E 

g 

-
Z
回
一
白
書

L

国
ご
二

15 1.0 

2.5 

Fig.4. Pup Weight of F] Generation Mice administerted 

BHT. 
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Fig. 5. Litter Weight of F] Generation Mice adminis-

terted BHT. 
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正常な状態に達した.

考察

Table 1及ぴ Fig.3 -5に見られるように，産仔数，

仔体重及び一腹仔の重さの 3つのパラメーターは，それ

ぞれ対照群に対して BHTの各投与群に有意差が認めら

3週齢時における各群の性比(雄/雌)は，対照群=

0.97(58/60)， BHT 0.875% =0.68(36/53)，同1.75%

=0.77(33/43)，同2.5%= 1.21 (35/29)であった.ま

た， 3週齢生存率は対照群=97.5%(118/121)， BHT 

0.875% =92.7% (89/96)，同1.75%=96.2% (76/79)， 

同2.5% =85.3% (64/75)であった.

3週齢時における F]動物の外表の異常は，曲尾が対

照群で雌雄各 1匹， BHT 0.875%で雌 1匹，同2.5%で

雄 1匹の計4匹に観察された.また発達の遅延は，耳介

未開展の個体が BHT1.75%で雌 1匹，同2.5%で雌雄各

3匹の計7匹に， 11.艮険未開裂の個体が BHT2.5%で雄 1

匹の計 1匹に見られた.これらの発達の遅延は，その後

y =1. 766-0.132 x. r =-0.494， 

Table 1. Summary of Data of Litters in a F] Generation Study of BHT administerted to Mice. 

Litter weight (g) 

mean土SD

Pup weight(g) 

mean::!::SD 

Litter size 

mea日土SD

Dose Level 

(% ) n 

0 

0.875 

1. 75 

2.5 

21.12土3.350

16.06土3.577**

15.61土2.117** * 

13.06土3.121***

n
U

ハU
0

6

0
凸

噌

E
4

噌

E
i

1. 75::!::0. 218 

1. 67::!::0. 263 * 

1.58土0.192***

1.39土0.175** * 

n 

4
B
4
p
n
v
n
H
u
r町
υ

2
Q
U
7
7
 

噌

E
ム12. 1::!:: 1.20 

9.6::!::2.91 * 

9.9::!::2.10* 

9.4土2.88*

n 

n
U

ハU
O
凸

n
D

t
Eよ
噌

E
4

Significantly Different from Controls : * P < 0.05 ; * * P < 0.01 ; * * * P < 0.001 
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れ，かつそれぞれが有意な負の相関を示した.このよう

に， BHTの投与量と 3つのパラメーターの聞に，それ

ぞれ用量依存関係が成立するので， BHT投与群に見ら

れる産仔数，仔体重及ぴ一腹仔の重さの減少は， BHT 

の影響によるものであることが示唆される.

今回の実験では，高濃度投与群のみを扱っているので

BHTの，マウスの繁殖性に対する最大無作用量を推定

することはできなかった. しかしながら，今後化学物質

の後世代影響試験を行うにあたって，必要な検査項目の

いくつかが示唆された.すなわち，形態分化(限験開裂，

耳介開展，毛生の時期など)，初期行動発達(正向反射，

背地走性，喚覚↑生指向反応、など)及ぴ自発行動量などが，

今後の実験では検査項目として付け加わるであろう 3-6)

また， BHTの次世代への影響に対する最大無作用量の

推定のために，低濃度投与による影響について，今後検

討する予定である.
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微細構造観察のためのフリーズフラクチャ一法の検討

福森信隆*，多国幸恵へ安 藤 弘へ中野雅行*

Examination on UItrastructure of Rat Liver 

by the Freeze同FractureMethod 

NOBUT AKA FUKUMORI *， YUKIE T ADA *， HIROSHI ANDOU * 

and MASAYUKI NAKANO* 

Keywords:急速凍結 rapidfreezing，ディープエッチング deepetching，ラット肝 ratliver，微細構造 ultra-

structure 

緒 国

細胞の微細構造を観察するためには，電子顕微鏡(電

顕と略す)の貢献が大きい.目的に応じて，細胞断面は

透過電顕で，細胞表面は走査電顕を用いて，細胞構造を

観察することが可能である.近年，細胞内で構造を支え

ている細胞骨格の変化を把握することが，細胞内小器官

の変動と密に関与することから重要視されてきた.細胞

骨格の構成要素は，微小管，マイクロフィラメント及ぴ

中間径フィラメントの線維成分であり，相互に関連して

細胞内の支持を行っている 1) これまで線維成分の立体

的構築は，主に走査電顕で観察してきたが，解像度が悪

く高倍率の像を得ることが困難であった.さらに，化学

固定による人工的変化を少なくするために，極低温下で

組織を凍結させる方法が開発され，多くの新しい細胞レ

ベルでの変化を生存時に近い状態で把握することが可能

となった2，3) それは，凍結した試料にフリーズフラク

チャーを施し，レプリカ膜を作成して，高分解能の透過

電顕で観察する方法で，さらに水分，可溶性蛋白を除去

したい場合には，エッチング操作を加えると鮮明に細胞

構築が認められる.

しかし，この一連の操作を実施するに際して，いくつ

かの難関があり，良好な像を得るには諸般の検討が必要

である.今回，ラット肝組織でフリーズフラクチャー法

の標本作製について，フラクチャーの角度及び凍結防止

剤の種類，エッチング時間の検討を行い，細胞骨格，細

胞小器官の像が得られたので報告する.

実験方法

動物は，ラットを用いネンブタール麻酔下で開腹し，

肝臓を門脈より生理食塩水で血液の潅流を行った後，

2%パラホルムアルデヒド(O.lM燐酸緩衝液， pH 7.3) 

の瀧流周定を実施した.試料は，脱血及び良く潅流され

た肝臓の一部を細切して，固定を短時間に留め，蒸溜水

で速やかに固定液の洗浄を行った.その後，氷品を防ぐ

ため，凍結防止剤として①10%メタノール，②20%グリ

セリン，③10%メタノールに溶解した10%グリセリンの

各液に約 5分間の浸漬を行った後，凍結操作を実施した.

急速凍結とフリーズフラクチャーは，大野らが行ってい

る方法を採用したり.凍結には，液体窒素中でイソペン

タン・フ。ロパン混合液を用い，充分に凍結液を除去した

後，液体窒素に浸した状態でメス刃によるフラクチャー

を行った.フラクチャー時のメスの操作は，組織面に対

して高あるいは低角度で行い，フラクチャ一面の広さを

比較した.

フラクチャーした組織は，フリーズフラクチャー装置

(エイコー・エンジニアリング， FD-5 A型)のー185
0

C

の高真空(2 -8 x 10一7Torr)中に入れ，昇温してディー

プエッチングを約-95
0

Cの条件で行った.エッチング時

聞は， 30分あるいは60分行って比較した.終了後，一定

の厚さで白金と炭素の回転蒸着を施してレプリカ膜を作

成し，漂白剤で組織を溶かした後，透過電顕(日立，

HU-12A型)の加速電圧75kvで観察した.

結果と考察

本法で生に近い状態の生体組織を観察する際に妨害と

*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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なることは，氷品の出現である.氷品は，組織内の水分

が凍結するときに形成され，同時にこの部の微細生体成

分をも押し広げるために組織構築の破壊を伴う.そのた

め，極低温下で，氷品の形成が起こる前に，いわゆる硝

子様凍結が完全に行われることが望ましい1) 組織表面

からの良好な凍結は，一般に液体窒素でフラクチャー深

度 5μm，凍結温度のさらに低い液体ヘリウムで20μm

前後といわれている.従って，フラクチャーの深度が氷

晶を避けるための重要な要件となる.

図 1と図 2は， 10%メタノール浸漬， 30分のエッチン

グ操作を行った後，レプリカ膜を検鏡すると，全く組織

面が認められず砂漠の様な状態を示した例である.この

一面に広がった模様の出現の理由は明らかでないが，組

織がみられないことから，エッチング後に表層面で再凍

結が行われたため，人工的な被膜が形成されたと考えら

れる.図 2の円形状構造は ミトコンドリアと思われる

が，他の細胞小器官の存在が確認できないため不確実で

ある.これらの 2図は，蒸着に長時間を要したなどの試

料作製過程で実際に出現した人工産物の形成像である.

図 3は，図 1， 2と同様の10%メタノール浸漬， 30分

のエッチングを行った肝細胞で，比較的に細胞小器官の

識別が可能と思われる.粗面小胞体の層板状構造やそれ

らを一定の間隔で配列している細胞骨格が認められる.

また， ミトコンドリアや核，滑面小胞体の区別ができる

が，微細な氷晶によりミトコンドリアのクリステなどの

不明瞭となっている部位が多く存在する.

図4は， 10%メタノール浸漬， 60分のエッチング条件

で，若干氷品の大型部位を示した.細胞構築は，識別可

能であるが，エッチングが過度のためかえって細胞内の

構造の破壊が認められる.凍結保護剤として，メタノー

ルを用いた場合，氷晶の出現が大きく，フラクチャーの

深く入っていない組織表面からの浅い部位を捜すことが

不可欠である.また，エッチングの効果が大きく現れる

ため60分の長いエッチング時間は，必要ないと考える.

図 5は， 20%グリセリン浸漬， 30分のエッチングを

行った像で，氷品形成は全く認められず，細胞小器官の

配列が識別可能である. しかし，昇華が少ないためエッ

チングが浅くて，立体的様相は示さなかった.グリセリ

ンは，不揮発性のため，細胞内の水分の昇華を妨げて

エッチング効果を弱めている 1) 細胞小器官の割断面を

観察するのには，氷品形成が少なくて最適な方法である

が，細胞骨格を調べる目的では，さらに深いエッチング

が微細構造の検索のため必要で、あると思われる.

図6は， 20%グリセリン浸漬， 60分エッチングを実施

した細胞で，エッチング30分時と比較して僅かに昇華が

多くなされたため，立体感がみられる.氷品は，ほとん

どみられないが， ミトコンドリアなどの内部構造の識別

が不明瞭である.グリセリンを使用した 2図では，氷品

の形成は少なかったが，エッチングがかかり難いという

弱点を持っている.

図7は， 10%のメタノールに溶解した10%グリセリン

浸漬， 30分エッチングを施した像で，グリセリン濃度を

下げメタノールと併用で氷晶形成を抑制した.氷品の出

現は，やや低下しているが，エッチングが弱く，像は図

6の処理と近似している.これは，グリセリンの影響が

大きく現れたためと恩われる.

図8は， 10%メタノール浸漬， 30分エッチングした時

のミトコンドリアの強拡大部で，基質にクリステが散見

され，ミトコンドリア内の氷晶の少ない状態を示した.

周聞の細胞質では，氷品のため一部に構築の離閲がみら

れる.氷晶は，細胞質，核で形成されやすく，細胞小器

官では比較的少なかったが，細胞全体に出現した氷晶で

は，細胞小器官の識別が困難である.

メス刃の角度による影響は，それぞれの条件で組織面

の広さ，深さに関して顕著な差異として認められなかっ

た.

今回，液体窒素領域での液化プロパン浸漬急速凍結，

メス刃による割断を試みた.液体ヘリウムと比較して，

凍結温度が高いため，組織細胞内で氷品の形成が多くみ

られ，良好な部位つまり表層面に接近して氷品のない部

位を捜すのが困難であった.極低温凍結が完全に行われ

ると，微細な三次元構造が観察され，組織や浮遊細胞で

の未知な所見が得られると期待される5-7) さらに，条

件の検討を進めて，良好な{象を得るようにしたい.

結語

ラットの肝臓を用いて，液体窒素領域の液化プロパン

浸漬急速凍結，メス刃による割断を行った.凍結保護剤

として10%メタノール，エッチング時間30分の条件が比

較的良好であったが，全体に氷晶形成が顕著に認められ

た.
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図1.組織表層面でみられた砂丘状の人工的産物像 (X24，700)

図2.氷品形成を伴った人工的被膜とミトコンドリア様構造(M) (X 25 ， 800) 



図3. 10%メタノール浸漬， 30分エッチングの肝細胞，層板状の粗面小胞体
(RER)や核(N)， ミトコンドリア(M)が識別できる. (X14，500) 

図4. 10%メタノール浸漬， 60分エッチングの肝細胞.エッチングが強く，
細胞小器官の破壊がみられる. (X14，500) 



図 5.20%グリセリン浸漬 30分エッチングの肝細胞.氷晶は少なく，細胞
小器官の区別が可能である. しかしエッチングの効果が弱く，細胞骨
格は不明瞭である. (x 14，500) 

図 6.20%グリセリン浸漬， 60分エッチングの肝細胞.氷品は少なく立体感
がみられるが，エッチングの不足がある. (X 14，500) 



図7. 10%メタノールに溶解した10%グリセリン浸漬， 30分エッチングの肝
細胞.氷晶は少ないが，エッチングが弱く平滑な像である.(X 14，500) 

図8. 10%メタノール浸漬， 30分エッチングの肝細胞. ミトコンドリア(M)
の保存が良好で，クリステ(矢印)がみられる.周閏細胞質では，氷
品が散見される. (X23，500) 
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石綿繊維の経口摂取による生体影響(第4報)

クリソタイルの消化管内における走査電子顕微鏡的観察

福 森信 隆* ，荻 野周 三* *，佐々木美枝子*

Biological Effects of Ingested Asbestos Fibers (IV) 

Observation of Chrysotile Fibers in Rat 

Digestive Tract Using Scanning Electron Microscopy 

NOBUT AKA FUKUMORI *， SHUZO OGINO * * and MIEKO SASAKI * 

Chrysotile asbestos fibers suspended in the distilled water were administered p.O. to rat with the sound. 

Isolated segments of rat stomach and jejunum were taken for the examination by scanning electron 

microscopy. Just a few fibers were seen protruding the epithelial surface of the gastrointestinal mucosa in 

rats巴xposedto the chrysotile suspension. Most自bersshowed the form of curling on the mucous epithelium. 

Some macrophage-like mass in the intestinal tract appeared to have intracellularly included small fibers. 

Keywor由:クリソタイル石綿 chrysotileasbestos，消化管 digestivetract，ラット rat，走査電子顕微鏡的観察

observation by scanning electron microscopy 

緒昌

アスベストの周辺環境での汚染は，飛散防止，使用量

の抑制，曝露実態の把握など多くの問題を含んでいる.

また，分解され難いという性質から，廃棄後の処理に対

して監視を続けることが必要である.一般環境における

曝露は，著しい量ではないが，健康影響について充分な

注意を払うことも重要である.

経口摂取によるアスベストの安全性については，一定

の評価が得られていない1) Selikoffらは，断熱作業従

事者の職業的曝露に関する調査で，呼吸器系の肺癌や中

皮腫のほかに，消化器系癌の多発を指摘した2，3) さら

に，気管へ吸入されたアスベスト繊維は，粘膜上皮の線

毛運動により排除され，異物として咽喉昔s;(pら膜下し食

道へ移動するといわれている. Leeによると 25から50%

が消化管へ移行し4)，また，放射線ラベルしたアスベス

トで、は，吸入後30日以内に73%が消化管を経由して排池

される5)と報告している.従って，飲料，食品を経て消

化器系に侵入する可能性とともに，環境空気からの経口

的曝露をも考慮に入れる必要がある. しかし，これまで

の疫学調査6)，実験的証明7)では，経口曝露と消化器系

癌の関係を明らかにできず，むしろ否定的見解が多くみ

られる8)

これらの報告では，機序に関する基礎的データが少な

し消化管内でのアスベスト繊維の動態の把握も充分で

ない.先に，生体影響に対する基礎的研究の一環として

アスベストの中でも摂取可能性が高いと予測されるクリ

ソタイル繊維の胃酸に対する影響を調べた.その結果，

マグネシウム(Mgと略す)/ケイ素(Siと略す)比の減少

が若干認められたのみで，形状に対し顕著な変化はみら

れなかっため.本報では，経口摂取後の消化管壁でのク

リソタイル繊維の動態を走査型電子顕微鏡(走査電顕と

略す)により，壁粘膜上皮との関連について形態学的に

表面観察した.

実験方法

実験は，一晩絶食を行った体重約400gのJcl: SD雄性

ラットを使用し，ネンブタールで軽度に麻酔した後，内

径1.8mmに特殊加工した経口ゾンデを用いて強制投与を

実施した.投与は， UICC (Union Internationale Contre 

*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 
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Le Cancer)の標準品 ChrysotiliAを0.1μmのフィル

ターでろ過した精製水に分散懸濁後， 20mg/kg体重の

割り合いで行った.強制投与の終了後，自由に飼料を与

えて飼育した.投与後 1， 3， 6時間，及ぴ 1，4日後

に各群 3匹の消化管を摘出し，前胃，腺胃部は約 4mm四

方に空腸部では 5mmの長さを管腔に沿って縦に割断して，

生理食塩水で表面粘液を落とし走査電顕用の試料とした.

試料は， 3 %パラホルムアルデヒド(O.lM燐酸緩衝液，

pH 7.3)と1%オスミウム酸(O.lM燐酸緩衝液， pH 7.3) 

で二重固定を施し，エタノール脱水，酢酸イソアミル浸

漬を行い，臨界点乾燥後，白金・パラジウムで金属蒸着

した.

観察は，加速電圧10kvの電界放射型走査電顕(目立S

-800)を用いて，図 1に示す方法ではじめ組織面を2，000

倍の倍率に拡大し CRT-1で観察した後， CRT同 1での

5倍あるいは10倍の部分拡大を CRT-2に併用画像で表

示した.組織からの最終倍率は， 20，000倍となり，一定

の面積を移動しながら細部にわたり検索した.消化管内

のクリソタイル繊維と他の繊維状構造物との識別のため，

一部を顕微鏡下で取り出し分析電子顕微鏡のバルクホル

ダーに装着して，エネルギ一分散型 X線分析装置

(Kevex-7500， EDXと略す)で組成元素の同定を行った.

また，前報9)でホルマリン固定液によるクリソタイル

繊維の Mgの溶出が認められたため，浸漬時間を長く設

Tissue CRT-1 CRT-2 

日二〔二「コ
X2，000 X10，000一X20，000

(X5一X10ofCRT-1)

Fig. 1. Scheme of Observation in Dual Magnification 

by Scanning Electron Microscopy 

定して， Mg/Si比に与える影響を同様な方法で EDXを

用いて分析した.

実 験 結 果

各群とも，強制投与による消化管での出血，組織破壊

などの損傷は，認められなかった.観察に際して，主に

繊維の長さ，太さ，外形構築あるいは末端切断部の構造

などを識別の判断とした.末端が丸く，非常に太い繊維

は，クリソタイル繊維束とも異なるために対象から除い

た.また洗浄されずに残存した粘液は，乾燥時に糸を張

るように伸張するため，末端部が広がっていることから

アスベスト繊維とは区別された.図 2に，胃内で認めら

れた繊維状構造物の一例である動物の体毛を示した.組

織から採取した繊維状物質は，実体顕微鏡下で支持膜の

張られたグリッドに載せ，あるいは組織の一部をバルク

ホルダーに保持して EDX分析を行うと Mg/Si比が約

80%のクリソタイルに特有な元素ピークを認めた.

表 1は，投与後のクリソタイル繊維が消化管壁に付着

して，残存する量的変化を概略で示した. 3匹の平均か

ら，繊維の残留程度を経時的に捉えると，胃部では，投

与後3時間まで多くみられ， 1日以後ではかなり消失し

ていた.胃部の前胃と腺胃での差異は，顕著には認めら

れなかったが，繊維塊が腺胃部に多くみられた. 4日後

の胃部では，対照群と同様にクリソタイル繊維はみられ

なかった.小腸では，胃部と反対に 3時間まで認めるこ

とが少ないが， 6時間でやや多めにみられ， 4日までに

漸次減少した.胃部に比較して，腸管内の繊維の付着は

全体に少量であった.

投与したアスベスト繊維の動態を走査電顕で観察する

と，単繊維より繊維束が多く認められた. 1時間後では

前胃，腺胃とも著しいクリソタイル繊維が胃壁に付着し

て，比較的分散した様態(図 3)やクリソタイル繊維の特

徴であるカールを呈して丸く集合した塊状がみられた

(図 4).多くは，粘膜上皮の突出部よりひだの聞に残留

していた.極めて少例ではあるが，壁に突き刺さった様

子を呈する繊維がみられた(図 5). 3時間後の胃壁では，

前胃で付着量の減少が軽度にみられるが，多量の繊維が

Table 1. Degree of Attached Chrysotile Fibers in Rat Digestive Tract 

Site Cont 1 hr 3 hr 6 hr 1d 4d 

Stomach 

Pars proventricularis ND +++ 十+ + + ND 

Pars glandularis ND +十+ +++ + + ND 

Jejunum ND + + ++ + + 
ND : Not detectable， +: Slight， + + : Moderate， + + + : Severe 
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残留し，その分布様式，形状は， 1時間後と同様であっ

た. 6時間後では，径巾の広い繊維束が散見された. 1 

日後でも，僅かに残慣している太い繊維がみられたが，

4日後では，観察されなかった.空腸部では 3時間後ま

で，繊維量は少なく大きい繊維が散見されたが， 6時間

後でも投与後短時間の胃内でみられたような繊維量の顕

著な増加は認められず，壁に繊維束末端から分かれた単

繊維が，張り付いている様子を示した(図 6).多量の繊

維が残留している近辺では，小腸微繊毛の聞に陥入して

いる繊維像がみられた. しかし，この現象は稀であり，

腸管組織に貫通しているか，表層面からの観察では明ら

かではなかった.壁の繊毛面で，短い繊維を中に入れた

マクロファージ様の固まりが 6時間後以降に比較的多く

観察された(図 7). 

クリソタイル繊維のホルマリンによる Mgの溶出を再

検討したところ，若干の変動があるものの， 3ヶ月の長

期間においても Mg/Si比の有意な減少はみられなかっ

た(表 2). 

考 察

経口摂取によるアスベストの生体内への取り込みに関

して，多くの見解がある 1) アスベストに接触する機会

の多い地域での疫学調査，あるいは動物実験により生体

組織への蓄積，尿中への排池などから消化管を経て侵入

すると考えられているが，繊維の貫通の機序については

未だ明らかでない.消化管を経由して，組織内に多く分

布が認められたとしても，移行過程が明らかでないため

貫通の確証は得られていない.特に，アスベスト繊維が

化学物質と異なり，生体内で繊維の状態で存在すること

から，形態学的方法を駆使することによって解明される

可能性が想定される.今回，摂取された繊維が消化管の

物理的固有運動ゃあるいは繊維と生体膜との表面荷電に

起因する細胞膜との接着により貫通すると考えられる，

いわゆる「突き刺さり現象」を高分解能の走査電顕で観

察した.同時に，消化管壁に付着した繊維の動態を経時

的に検索した.

投与量から推量して，観察された繊維が比較的少な

かったことから，壁粘膜に残留しているクリソタイル繊

維は非常に少量であり，大部分は飼料と共に消化管を通

過したと考えられる.消化管内の繊維量の変動は，投与

後， i斬次胃から小腸へと移行していくが，先に報告9)し

た消化管壁の洗浄液での量的変化と合致している. しか

し，粘膜上皮への付着のためか，洗浄後に残留した繊維

は，量的変動が少なかった.

胃内でのクリソタイル繊維は，均一に分散するより集

合して絡み合っている像が多くみられた.これは，クリ

ソタイル繊維のカールした形状特性によると考えられ，

直線性を持つ他の角閃石アスベストの動態と異なると思

われる.極めて僅かではあるが，胃壁から突き出た繊維

がみられた.これは単繊維より，太い繊維束を呈してい

た.走査電顕での表面構造の観察は，広範囲の検索に便

利であるが，組織内部の確認が困難なため，繊維の組織

への貫通に関しては確証を得難い.これらを明らかにす

るためには，透過電顕で切片像を作成し細胞の断面を観

察して，繊維末端の位置を確認する必要がある.侵入す

る移行過程の初期段階を確認することは重要であるが，

この現象を正確に述べた報告は，みられない.繊維が組

織から突き出た像は小腸でも観察されたが，単に微紋毛

の間隙に挟まれている状態か明らかでない.走査電顕で

角閃石系のアモサイトをラットに経口投与し，空腸を観

察した実験では， 5例中 3例から粘膜上皮に繊維が突き

刺さった像がみられたとの報告がある 10) 径が0.4から

1.4μmの太い繊維が多く，細い単繊維は，パイノサイ

トージスにより生体内に取り込まれると推測している.

さらに，腹腔内投与したクリソタイル，クロシドライト

及びアモサイトが腹膜中皮に突き刺さる現象を捕え，繊

維の形状と生体組織の周有運動に起因しているとの説明

がみられる 11) これらの報告は，表面観察のみであり

細胞内の態様について触れていない.また別に West

lakeらは，クリソタイルの経口投与した動物の結腸を

透過電顕の切片法で検索し，粘膜上皮，固有層から短い

繊維を検出している.繊維長が 1μm以下で，細胞内部

への侵入がみられることは意義ある所見であるが，腸管

Table 2. Change of Mg/Si Ratio in Chrysotile Fibers by Formalin Fixative 

Division 

Single 

Bundle 

Cont 

74.2::!::3.05 

73.2土3.06

Mg/Si ratio (%) 

1 wk 

68.7::!::2.82 

73. 3::!:: 6.59 

1m 

74.5土3.51

65.9土2.57

Values represent the mean土S.E.of 5 -6 points by Stud巴nt'st-test. 

3m 

71.9土2.94

64.4土2.73
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壁から一貫して突き出た像でないため壁を貫通している

か理解し難い.加えて杯細胞に繊維の局在が認められた

ことから，腸管への侵入は，杯細胞の関与が大きいと考

察している 12) しかし一般に，杯細胞が分泌腺のため，

繊維の侵入や取り込みの機能を考慮することは難しい.

今回の観察で，小腸械毛の表面に繊維を含んだマクロ

ファージに似た固まりが散見された.その中の繊維は短

繊維が多く，数本の繊維が同じ固まりに存在しているこ

とから，集合したものと推察される.少例みられた消化

管壁から突き出た繊維はやや太く，固まりにみられた繊

維は，細く短い傾向を示した.繊維の大きさによって侵

入の機序が異なることも考察される.別に腸管壁で集め

られた大部分の繊維は，固まりとなり侵入せずに飼料と

ともに消化管を通過して，糞便中へ排j世される可能性が

大きいと思われる.投与量と比較して，突き出た繊維の

観察された量は極めてJ少なかった.特にクリソタイルで

は繊維束を形成し，太い繊維はカール状を呈することか

ら，貫通現象の起こる機会が少ないと考えられる.今後，

透過電顕と対比させて，形態的局在を証明することが重

要であると示唆される.

結 言書

クリソタイルの経口摂取によるラット消化管内での繊

維の動態を，走査電顕で観察した.胃及び空腸では，繊

維の粘膜上皮への付着がみられたが，突き出た像は極め

て少例でほとんど認められなかった.腸管では，短繊維

を含んだマクロファージ様の固まりが粘膜上皮表面で観

察された.
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Fig. 2. (a)Wide Fiber observed in Rat Stomach (X 100). (b)Higher Magnification of the 

Enclosed Portion in (a). Non-Asbestos Fiber of Gnarled Fur (X 1，000) 

Fig. 3. Scattered Chrysotile Fibers attaching Mucosal Surface of Stomach after 1 hr (X 

8，500) 

Fig.4. Cluster of Chrysotile Fibers in Pars Glandularis of Rat Stomach after 1 hr (X 700) 



Fig. 5 . Some Protrudent Fibers on Mucous Epithelium of Rat Stomach after 1 hr (X 13，000) 

Fig. 6. Separated Fibers in End Points of Chrysotile on Jejunal Villi after 6 hr (X 4，200) 

Fig. 7. Macrophage-like Structures included Short Fibers after 6 hr (X4，500) 
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SαlmonellαTyphimurium TA97， 'J'AI02を用し、た

食品添加物の変異原性試験(第4報)

藤田 博へ佐々木美枝子*

Mutagenicity 'fest of Food Additives with 

Salmonell，αTyphimurium TA97 and TAI02 (lV) 

HIROSHI FUJIT A * and MIEKO SASAKI * 

Mutag巴nicityof 30 food additives including 15 flavoring agents， 3 film-forming agents， 2 dietary supple-

ments， 2 leavening agents， an antioxidant and so forth were examined in Ames' tester strains， Salmanella 

Typhimurium T A97 ahd T A102. The mutation test was carri巴dout by the preincubation procedure de-

scribed by Ames et al. The test chemicals were preincubated with S9 mix or phosphate buffer (pH 7.4) for 

20 min. L-Cysteine monohydrochloride showed mutagenic activity in the two tester strains with and without 

S9. Weak mutagenic activity was detected with sodium erythorbate in T A97 without S9 and T A102 with and 

without S9. The other 28 chemicals were not mutagenic in T A97 and T A102 

Keywords mutagenicity， food additives， flavoring agents， film-forming agents， dietary supplements， leavening 

agents， antioxidant， Salmanella Typhimurium TA97， Sal怖 anellaTyphimurium T A102 

Amesらにより開発された Sal問。nellaTyphimurium 

TA株1-3)は化学物質の変異原性試験に広く利用され，

多くの変異原の検出に貢献してきた. Amesらは，開発

した多くの菌株の中から 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. TA97およびTA102は後から開発された株であり，

特徴としては TA97はTA98では検出しにくいフレーム

シフト型の変異原を検出することができ4)，TA102は過

酸化物に良く反応する5，6)

食品添加物の変異原性試験は， TA98および TA100を

用いた報告はあるが， TA97および TA102を用いた試験

の報告は少ない. TA97および TA102が， 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)ことから，我々は TA98および TA100において変

異原性試験結果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7-10)までに82種の試験を終了し， 8種の食

品添加物に非常に弱いが， TA97または TA102に対する

変異原性を見いだした.本報告では，着香料(15種)，被

膜剤(3種)，強化剤(2種)，膨張剤(2種)，品質改良剤

( 2種)，酸化防止剤(1種)，甘味料(1種)，糊料(1種)，

殺菌料(1穫)，保水乳化安定剤(1種)およぴ品質保持剤

( 1種)の計30種の食品添加物について行った追加試験の

結果について報告する.

実験材料および方法

試料以下の試料化合物は，全て和光純薬製である.

着香料:シンナムアルデヒド(LotNo. A WK3807)，ケイ

皮酸 (LotNo. PDG8646 ) ， 酢 酸 シ ン ナ ミ ル (Lot

No. EPQ5165)，酢酸シトロネリル(LotNo.EPQ5150)，酢

酸シクロヘキシル(LotNo.KWN3820)，ケイ皮酸エチル

(Lot No.AWM1855)，オクタン酸エチル (Lot

No.AWL3140)，オイゲノール(LotNo.KWG5169)，ゲラ

ニオール (LotNo.AWH5292)，酢酸ゲラニル (Lot

No. TLM6872)，ギ酸ゲラニル(LotNo.AWF2067)，酢酸

イソアミル(LotNo.AWH5036)，ケイ皮酸メチル(Lot

No. A WL3251)，オクタナール(LotNo. DCK5621)，酢酸

*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-J， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 169 Japan 
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テルピニル(LotNo.KPR7706)， i皮1葉剤:ォキシエチレ

ン高級脂肪族アルコール(LotNo . KIE6648)，オレイン酸

ナトリウム (LotNo.PDH0447)，酢酸ピニル樹脂 (Lot

No.PDH4174)， 強 化 剤 :水酸化カルシウム (Lot

No.PD]3734)， リン酸二水素カルシウム (Lot

No. PDK3361)，膨張剤:硫酸アルミニウムアンモニウム

(Lot No.PDK3335)，硫酸アルミニウムカリウム (Lot

No.PDG2327)，品質改良剤 L-システイン一塩酸塩

(Lot No. EPL3401)，ナトリウムメトキシド (Lot

No.KPR7212)，酸化防止剤:エリソルピン酸ナトリウム

(Lot No.CDG0315)，甘味料:サッカリン (Lot

No.PDL1451)，糊料:メチルセルロース (Lot

No.AWH4966)，殺菌料:さらし粉(LotNo.AWH4979)， 

保水乳化安定剤:コンドロイチン硫酸ナトリウム (Lot

No.PDM1193)，品質保持剤:プロピレングリコール

(Lot No. KPR7967). 

陽性対照物質:2-アミノアントラセン， 9-アミノア

クリジン，マイトマイシン C(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，同仁化学，吸収ス

ペクトル用)に溶解した.

菌株 SalmonellaTyphimurium T A974)および TA1025，6) 

を普通ブイヨン (Nutrient broth No. 2， OXOID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3，11)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 (]cl: SD日本クレア)雄の肝臓

ホモジネートから得た S93)を用いた S9 mix3，11)中の

S9量は， 10%(50μ1/フ。レート)とした.

試料溶液O.lmlを小試験管に入れ，代謝活性化する場

合には S9 mix 0.5ml，代謝活性化しない場合にはリン

酸緩衝液(0.25M，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分間のプレインキュ

ベーションを行った.これに450
に保温した軟寒天3)2 

mlを加え混合後，最少グルコース寒天培地3)に重層した.

37
0

で2日間培養後，プレートに生じた復帰コロニーを

計数した.

一濃度にプレート 3枚を用い，結果は，平均値で示し

た.統計解析は，Kruskal-Wallis検定12)を行い，さらに

Mooreら13)のプログラムにより回帰分析を行った.

結果および考察

30種の食品添加物の TA97およびTA102を用いた変異

原性試験の結果を用途別に分類し Tabl巴 1に示した.

10mg/フ。レートを最高濃度とした予備試験を行い，バ

クテリアの増殖が認められる濃度を決めた.その濃度を

最高濃度にして希釈し， 5濃度段階で試験を行った.着

香料には致死性が強く， 100μg/フ。レートからの化合物

が多い.

品質改良剤の Lーシステイン一塩酸塩は， TA97および

TA102において， S 9の有無にかかわらず復帰コロニー

数が有意に増加した.最も著しい増加を示したのは，

TA102+S9における 5mg/プレートでコントロールの

復帰コロニー数の7.1倍(0.06復帰コロニー/nmole)で

あった.これらの値はコントロールの復帰コロニー数の

2倍以上増加という変異原の慣例的判断に従っても陽性

である.この変異原性は復帰コロニー数の増加に比較的

高濃度を必要とすることから，多くの変異原の中では比

較的弱いものである.

酸化防止剤のエリソルピン酸ナトリウムは， TA97 

S 9， TA102-S9およびTA102+S9において復帰コロ

ニー数が有意に増加した. TA102+S9 10mg/プレー

トでコントロール復帰コロニー数の1.4倍(0.002復帰コ

ロニー/nmole)であった.この増加量は非常にわずかで

あることから陰性の可能性もあるが，増加に再現性があ

ることから，非常に弱いが変異原性は陽性と判断し

た.

その他の28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およぴTA102に

対する変異原性は陰性と考えられる.

陽性と判断された L-システイン一塩酸塩は， TA100 

に対する変異原性陽性の報告14)および培養細胞に対す

る染色体異常試験陽性の報告14)があり，変異原として

知られている化合物である. L-システインの場合も，

TA100に対して変異原性を示すには S9が必要である15)

ところが，今回の L システイン一塩酸塩の結果では

TA97および TA102に対しては S9を添加しない場合に

も変異原性が見られた.これはこれらのこ菌株が高い反

応性を持つことによると思われる.さらに， L-システ

インの変異原性は， S9を遠心分画して用いた実験15)か

ら， ミクロソームの薬物代謝酵素よりも上清分蘭にある

酵素による酸化反応によって生じるラジカルが原因であ

ると考えられている.我々の結果も，酸素ラジカルを生

成する化合物に良く反応する TA102で高い値が見られ

たことから，ラジカル生成を原因とする仮説を支持する

と考えられる.

陰性と判断された28種類の食品添加物の中でシンナム



東京衛研年報 40，1989 357 

Table 1. Results of Mutation Test with Food Additives 

Dos巴
No. of Revertants/ plate a ) 

Chemical Solvent 
mg/plate 

TA97 TA102 

-S9 +S9 -S9 +S9 

Flavoring agents 
Cinnamald巴hyd巴 DMSO 0.1 143 197 91 353 

0.05 132 210 188 361 
0.01 137 196 231 361 
0.005 148 205 230 365 

0.001 148 219 240 364 。 156 256 256 379 

Cinnamic Acid DMSO 1 102 194 94 191 

0.5 123 184 121 221 

0.1 158 209 187 298 

0.05 162 224 195 343 

0.01 157 238 235 354 。 150 229 248 359 

Cinnamyl ACetate DMSO 0.1 129 216 197 363 

0.05 134 220 216 361 

0.01 141 216 218 373 

0.005 134 224 224 365 
0.001 149 236 235 353 。 146 225 245 362 

Citronellyl Acetate DMSO 0.1 84 196 13 338 

0.05 86 193 17 366 
0.01 130 231 199 347 

0.005 130 200 186 352 

0.001 135 227 198 334 。 121 209 203 352 

Cyciohexyl Acetate DMSO 0.1 148 207 235 392 

0.05 146 212 236 390 

0.01 137 219 234 367 

0.005 164 230 238 388 

0.001 137 235 250 347 。 159 238 258 380 

Ethyl Cinnamate DMSO 0.1 129 176 145 411 

0.05 130 192 203 430 

0.01 135 198 191 377 

0.005 123 188 255 460 

0.001 122 212 221 432 。 124 209 202 449 

Ethyl Octanoate DMSO 0.1 41 205 。 418 

0.05 98 240 41 411 

0.01 150 216 234 428 

0.005 150 200 222 396 

0.001 157 226 223 440 。 139 221 234 423 

Contin ued on 



358 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lαb. P.H.， 40， 1988 

Table 1. Continu巴d

Dose 
No. of Revertants/ plate a ) 

Chemical Solvent TA97 TA102 
mg/plate 

-S9 +S9 -S9 十S9

Eugenol DMSO 0.5 105 123 66 242 

0.1 112 151 165 296 
0.05 146 177 178 282 
0.01 146 173 197 278 

0.005 129 192 197 311 。 149 192 181 312 

Geraniol DMSO 0.1 133 180 140 314 
0.05 122 203 224 337 
0.01 143 193 232 338 

0.005 150 229 228 329 
0.001 149 213 245 308 。 140 190 241 326 

Geranyl Acetate DMSO 0.1 38 163 。 342 

0.05 35 177 8 327 

0.01 142 192 197 308 
0.005 129 182 187 307 
0.001 115 184 174 304 。 119 181 202 341 

Geranyl Formate DMSO 0.1 55 226 。 404 
0.05 108 238 49 401 

0.01 167 230 234 404 

0.005 155 241 206 391 
0.001 172 236 208 386 。 145 221 253 417 

Isoamyl Acetate DMSO 1 44 178 。 267 

0.5 116 177 119 404 

0.1 137 199 174 423 

0.05 121 197 191 419 

0.01 128 202 199 430 。 128 198 222 456 

Methyl Cinnamate DMSO 0.1 149 196 209 358 

0.05 163 212 235 384 

0.01 171 210 269 415 

0.005 164 241 246 406 

0.001 161 222 255 376 。 152 215 270 379 

Octanal DMSO 0.1 。 158 。 138 

0.05 119 212 127 363 

0.01 152 197 274 394 

0.005 153 196 258 403 

0.001 153 203 241 367 。 146 196 259 397 

Continued on 
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Table 1. Continued 

Dos巴

No. of Rev巴rtants/plate a ) 

Chemical Solv巴nt
mg/plate 

TA97 TA102 

-S9 +S9 S9 +S9 

Terpinyl Acetat巴 DMSO 0.1 。 219 。 321 

0.05 112 197 15 347 

0.01 131 205 171 360 

0.005 123 227 162 314 

0.001 140 193 179 313 。 149 188 181 326 

Film.froming agents 

Oxyethylen Higher Aliphatic Alcohols DMSO l 119 177 244 403 

0.5 109 186 250 469 

0.1 124 229 211 408 

0.05 114 189 215 398 

0.01 119 179 214 391 。 122 200 223 397 

Sodium Oleate DW 10 90 156 。 154 

5 104 172 。 203 
1 144 193 。 214 

0.5 142 176 。 264 

0.1 131 222 2 398 。 134 207 178 314 

Polyvinyl Ac巴tate DMSO 0.1 147 221 229 388 

0.05 153 211 221 400 

0.01 146 230 230 377 

0.005 138 215 224 363 

0.001 144 217 255 376 。 133 236 238 374 

Dietary supplements 

Calcium Hydroxide DW 1 151 191 211 240 

0.5 134 193 231 345 

0.1 149 220 222 364 

0.05 163 214 222 389 

0.01 153 211 245 408 。 151 213 219 390 

Calcium Phosphate， Monobasic DW 1 175 244 159 325 

0.5 165 216 173 326 

0.1 175 234 218 351 

0.05 169 225 188 334 

0.01 158 203 172 332 。 179 215 164 352 

Leavening agents 

Aluminium Ammonium Sulfat巴 DW 10 146 198 210 354 

5 154 188 261 388 

1 158 212 252 400 

0.5 165 221 262 403 

0.1 153 222 247 412 。 164 228 260 416 

Continued on 
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Table 1. Continued 

Dose 
No. of Revertants/ plate a ) 

Chemical Solvent 
mg/plate 

TA97 TA102 

S9 +S9 -S9 十S9

Aluminium Potassium Sulfate DW 10 140 190 160 138 

5 138 175 183 174 
1 144 178 176 295 

0.5 129 194 210 305 

0.1 165 200 198 319 。 144 191 218 309 

Antioxidant 

Sodium Erythorbate DW 10 196b
) 235 276b

) 422b
) 

5 176 237 240 382 
l 150 197 225 314 
0.5 138 221 217 304 

0.1 140 203 195 288 。 144 219 204 309 

Sweetner 

Saccharin DMSO 10 131 174 205 363 

5 144 198 200 369 
1 153 214 194 334 

0.5 136 194 203 369 

0.1 135 199 198 336 。 137 189 202 372 

Thickening agent 

Methyl Cellulose DW 10 161 247 243 435 
5 159 241 268 432 
1 167 238 252 423 

0.5 148 224 304 415 

0.1 175 232 254 413 。 167 232 240 386 

Bleaching agent 

Calcium Hypochlorite DW 0.05 99 241 88 358 

0.01 214 216 256 358 

0.005 184 232 221 346 

0.001 163 217 208 379 

0.0005 176 253 237 337 。 169 239 232 354 

Carrier 
Propylene Glycol DW 100 152 201 254 301 

50 156 223 282 338 

10 163 207 250 293 

5 164 213 246 306 
l 169 201 235 294 。 145 213 280 309 

Stabilizer 

Sodium Chondroitin Sulfate DW 10 155 199 210 329 

5 172 198 216 349 
1 147 208 251 313 

0.5 145 187 225 338 

0.1 147 216 200 348 。 150 207 197 327 

Continued on 
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Table 1. Continu巴d

Chemical Solvent 

Miscellaneous 
L.Cysteine Monohydrochloride DW 

Sodium Methoxide DW 

Positive controls 
9由 Aminoacridine
Mitomycin C 
2-Aminoanthracene 

a ) Mean of three plates. 

Dose 

mg/plate 

10 
5 
1 
0.5 
0.1 。
0.5 
0.1 
0.05 
0.01 
0.005 。
0.05 
0.0005 
0.005 

No. of Rev巴rtants/plate a ) 

TA97 TA102 

-S9 +S9 -S9 +S9 

776b
) 769b

) 944 b) 1，638b
) 

588 684 656 2，016 
234 239 228 293 
191 221 199 287 
126 227 174 289 
120 238 179 282 

149 209 251 373 
170 206 247 344 
158 203 238 353 
150 218 251 351 
164 227 246 304 
172 222 234 352 

300土48C
)

2，370土170
3，110::1::520 1，450土370

b) Statisticaly significant difference by Kruskal.Wallis test (P <0.05) and dose.related increasing by regres. 
sion analysis (P < 0.01). 

c ) Mean and standard deviation (n = 30). 

アルデヒドおよびさらし粉は， TA100に対する変異原性

および培養細胞に対する染色体異常誘発性の報告14)が

ある.さらにオイゲノールおよびプロピレングリコール

についても染色体異常誘発性の報告14)がある.今回，

TA97および TA102に対する変異原性は検出できなかっ

たことから，これらの化合物の変異原性については，試

料あるいは試験法などに着目して検討を加えて行きたい.

TA97または TA102を用いた変異原性試験を行った食

品添加物は，前報7-10)までに報告した82種類の食品添加

物を加えると 112種類となる. Ishidateら14)が報告して

いる TA98およびTA100での結果との関係をまとめてみ

ると， TA97または TA102において変異原性陽性となっ

た化合物は，アスコルピン酸7)，オルトフェニルフェ

ノール7)，チアベンダゾール7)，塩酸ピリドキシン8)，

ニコチン酸アミド8)， リボフラピン8)，臭素酸カリウ

ム9)，没食子酸プロピル10)，Lーシステイン一塩酸塩お

よびエリソルピン酸ナトリウムの10種類である.これら

の中で TA100においても陽性の報告がある化合物は，

臭素酸カリウム14)およびL システイン一塩酸塩14)の2

種類である.一方， TA97および TA102で陰性であった

102種類の化合物のうち， TA100で陽性の報告がある化

合物は，次亜塩素酸ナトリウム14)，亜塩素酸ナトリウ

ム14)，さらし粉14)およびシンナムアルデヒド14)の4種

類である.この様にどの菌株にも反応する化合物は少な

く， TA97あるいは TA102を用いることにより，いくつ

かの化合物に TA98およびTAlOOでは検出できない変異

原性を検出できたが，反対に TA97およびTA102におい

ては検出できない変異原もある.このことから，食品添

加物の変異原性試験を続けるには， Amesが提案3)して

いるように，これらの四試験株を用いる必要があるだろ

う. TA98およびTAlOOについての報告がない食品添加

物もあることから，今後，その様な食品添加物について

は， TA98およびTA100での試験も試みたい.

要、旨

30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， L-

システイン一塩酸塩およびエリソルピン酸ナトリウムで

復帰コロニーが増加した.増加量がわずかであることか

ら弱い変異原性である.他の28種の食品添加物には変異

原性は見られなかった.
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緒 t 
国

毒性試験は，食品添加物や医薬品等が生体にどのよう

な影響を与えるかを検討することを目的としている.こ

の毒性試験から得られる情報は膨大な量となり，これら

の情報を処理するため， 1973年に都衛研毒性試験システ

ム(1 )1)が導入され， 1986年に都衛研毒性試験システム

( II )2.3)に更新され，現在まで多数の毒性試験に利用さ

れている.

本システムは一般毒性試験，催奇形性試験，病理試験

の3基本システムからなり，このうち一般毒性試験，催

奇形性試験については前報2.3)で述べた.本報では病理

試験システムについて報告する.

システムの概要

L システムの構成

毒性試験システムにおける機器構成は前報2)で述べた

が，ホストコンピュータを PC-9801VX21 (日本電気)に

変更，ハードディスク装置(40MB)を1台追加した.ま

た端末コンピュータとして PC-980IUVllを2台追加し，

システムの機能の向上をはかった.

オペレーションシステム (OS)はMS-DOSV3.3(マイ

クロソフト)に，プログラム記述言語は N88-日本語

BASIC(86) V 6.0(日本電気)にそれぞれパージョンアッ

プ。を行った.

2. プログラムの構成

病理試験システムにおけるプログラム構成を図 1に示

した.プログラムは数カ月程度の短期試験システムと 2

-3年におよぶ長期試験システムに大別される.これら

のもとに剖検所見および組織所見データの処理システム

が存在し，各システム下に試験管理(プロトコール転送)，

病理辞書保守，所見データ入力，帳票出力の各ルーチン

が存在する.

これらのプログラムは端末のフロッピーディスクから

起動され，試験番号を入力することにより処理が開始さ

れる.入力，更新されたデータは一旦端末コンピュータ

のフロッピーディスクにファイルされ，各ルーチンが終

了した後，ホストコンピュータに転送される.フロッ

ピーディスク上のファイルされたデータはホストコン

ピュータ上のデータのパックアップとなる.

3. システムの機能

試験管理一般毒性試験システム2)で作成されたプロ

トコールに基づき，試験番号，試験名，被験物質名，群

数，匹数，群名，担当者名等の試験情報やランダムに配

置された動物番号と群との対応データの転送を行うとと

もに死亡動物，途中解剖動物の動物番号および動物個体

の初期体重，最終体重の転送も行う.また，組織所見入

力で検査する臓器をあらかじめ絞って登録しておくプロ

*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 

**同毒性部薬理研究科
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一般毒性試験システム

図1.プログラムの構成

トコール臓器の登録も行う.

病理辞書保守臓器(臓器辞書)および剖検所見，組織

所見(所見辞書)の登録，修正を行う.臓器では和名と英

名の，所見では和名，英名に略名の登録を行う.また，

1つの臓器で観察する所見は限られており，この限られ

た所見を臓器ごとに登録する臓器所見辞書の作成も行う.

辞書の内容例を図 2-3に示した.

所見データ入力 剖検所見，組織所見の観察データを

キーボードより入力する.動物番号，臓器を選択した後，

所見の選択入力を行い，グレード，色，形状，位置等を

備考とじて入力する.任意の文字例をコメントとして入

力することもできる.なお，組織所見入力時には剖検所

見の内容を画面上で参照することが可能である.

入力にはテンキーを使用することとし，画面にキーに

対応する動物番号，臓器，所見等を表示し，該当するテ

ンキーを入力することによって簡単にデータを入力する

ことができる.

帳票出力 入力されたデータの統計演算および出力を

行う.短期病理剖検所見では動物番号別，臓器別，所見

別出力と総括表を和文で，組織所見では個体別出力と個

別表，総括表を和文と英文で出力される.個体別出力で

は剖検所見の内容も併せて出力される.長期病理では剖

検所見，組織所見ともに個体別表，所見別表，所見別頻

度表が和文と英文でそれぞれ出力される.帳票の出力例

を図 4-15に示した.

システムの効果と問題点

コンピュータは膨大な情報を収集し，それを演算，整

理しかっ必要なときにそれを引き出すという情報処理機

能において大きな力を発揮する.コンピュー夕、を導入し

た毒性試験システムでは，各実験者が何らかの形で端末

装置に接するため，簡単にそれらが使えなければならな

い.そこで一般毒性試験，催奇形性試験2)での運用の実

積を踏まえ，本システムの作成を検討した.

①パーソナルコンピュータ用ソフトで多用されている

対話形式を引続き採用した.実験者はメニュー画面から

処理を選択し，画面に表示された指示に基づいて作業を

進めることができる.

②入力はマウス，ライトベンの使用を取りやめ，キー

ボード，主にテンキーで行うこととした.実験者が端末

のキーボード操作に慣れてきたため，キーボードでの入

力の方が早いこと，またマウスについては操作する場所

が必要になるなどの理由による.

③プログラム言語は本システムでも BASICインタプ

リタを用いた.処理速度が遅いことについては，ディス

クに対する入出力を除いて通常の運用では特に問題にな

るような点はなかった.そこでこのことを改善するため

にファイルの形式をランダムファイルにすることとした.

BASIC(インタプリタ)は新たな処理が必要になった場

合や現在のプログラムに変更が生じた場合，容易に対処

できるため今回も採用した.今後は他機種への移植ある

いはミニコンピュータの利用も考えられるところから汎

用性のある言語の採用も必要になると恩われる.

結語

パーソナルコンピュータによる LANを構築し，短期

および長期病理試験システムの開発を行った.病理試験

のデータ処理をコンビュータ化した例は少なく，辞書に

登録した所見の表現やデータの集計方法など不十分な点

がいくつか残されている.今後これらに対して検討を続

け，機器やプログラムの追加，修正が順次なされ，毒性

試験システム全体の機能が発揮されれば毒性研究の発展

にさらに寄与するものと期待している.

謝辞:本システムのプログラム作成に多大な援助を頂

いた惰)ヒューマンライフに深謝します.
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病理所見一覧表(組織)
試験番号:0002 
日付 : 89/06/08 PAGE 1 

(所見 CODE)所見略名

1)再疎通 ( 51)細網細胞過形成 (101)筋萎縮 (151)肝細胞腫脹
2)血管狭窄 ( 52)肥満細胞過形成 (102)腺上皮過形成 (152)肝細胞硝子的変化
3)血管周囲炎 ( 53)褐色色素沈着 (103)舌炎 (153)類同拡張
4)細胞浸潤 ( 54)膿湯 (104)頼粒状膨大部萎 (154)肝細胞褐色色素
5)全身性骨硬化症 ( 55)上皮性細網細胞 (105)腺上皮萎縮 (155)星細胞褐色色素
6)全身性石灰沈着 ( 56)洞内リンパ球系 (106)腺上皮変性 (156)小肉芽腫
7)尿路系炎症 ( 57)のう胞 (107)腺上皮空胞化 (157)総胆管上皮化形
8)副生殖腺炎 ( 58)コレステリン (108)顎下腺炎 (158)胆管上皮過形成

( 9)全身性造血充進 ( 59)ろ胞萎縮 (109)腺腔拡張 (159)胆管拡張
( 10)アミロイド症 ( 60)洞拡張 (110)導管拡張 (160)胆管炎

( 11)全身性動脈炎
( 12)心筋変性

61)骨髄球系細胞集
62)洞内泡沫細胞集
63)リンパ腺炎

(111)舌下腺炎
(112)耳下腺炎
(113)腺管増生
(114)導管増生
(115)線維増生
(116)食道炎

(161)間質褐色色素沈着
(162)胆管増生

( 13)心筋壊死
( 14)心筋萎縮・線維
( 15)心筋石灰化

64)形質細胞過形成
65)うっ血(充血)
66)単核細胞浸潤

(163)間質線維化
(164)被膜線維化
(165)総胆管炎
(166)被膜炎( 16)心筋線維空胞化

( 17)心筋炎 67)萎縮 (117)腔拡張 (167)総胆管膝拡張

登録所見リスト(組織)
試験番号:0002 
日付 : 89/06/08 PAGE 1 

正式名称
登録番号所見 CODE!:;:-;::;~ (略名)

英語名称

434 (434) 骨肉腫 (骨肉腫)
Osteosarcoma 

435 (435) 軟骨肉腫 (軟骨肉腫)
Chondrosarcoma 

436 (436) 悪性神経鞘腫 (悪性神経鞘腫)
Malignant shcwannoma 

437 (437) 神経性維肉腫 (神経性維肉腫)
N eurofi brosarcoma 

438 (438) 悪性組織球腫 (悪性組織球腫)
Nalignant histiocytoma 

439 (439) 悪性線維性組織球腫 (悪性線維性組織)
Malignant fibrous histiocytoma 

440 (440) 悪性リンパ腫(リンパ球型) (悪性リンパ腫リ)
Profileration of malignant Iymphoma cells (Iymphocy 

441 (441) 悪性リンパ腫(組織球型) (悪性リンパ腫組)
Proliferat問 1of malignant Iymphoma cells (h凶 tiocy

442 (442) 悪性リンパ腫(混合型) (悪性リンパ腫混)
Proliferation of malignant Iymphoma cells (mixed) 

443 (443) 悪性リンパ腫(未分化型) (悪性リンパ腫未)
Proliferation of malignant Iymphoma cells 

図 2.辞書の内容例(1)
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登録臓器リスト(組織)

試験番号:0002 

日付 : 89/06/08 P AGE 1 

登録番号臓器名 英語名称

1 心臓

2 大動脈

3 骨髄(大骨髄)

4 骨髄(胸骨)

5 骨髄(推骨)

6 骨髄(全身)

7 胸腺

8 リンパ節(頚部)

9 リンパ節(腸間膜)

10 リンパ節

11 リンパ節(全身)

12 リンパ節(近傍)

13 牌臓

14 鼻腔

15 副鼻腔

Heart 

Aorta 

Bone marrow (femur) 

Bone marrow (sternum) 

Bone marrow (vertebra) 

Bone marrow (whole) 

Thymus 

Lymph node (cervical) 

Lymph node (mesenteric) 

Lymph node 

Lymph node (all) 

Lymph node (neighbor) 

Spleen 

Nasal cavity 

Paranasal sinus 

臓器別所見リスト(組織)

試験番号 0002 

日付 89/06/08 

臓器 CODE 40 

臓器名(和)腎臓

(英)Kidney 

(所見 CODE)所見略名

1)石灰沈着 ( 5)初期慢性賢症 ( 9)尿細管上皮過形 ( 13)尿細管萎縮

( 2)線維化 ( 6)慢性賢症 ( 10)尿細管上皮壊死 ( 14)皮質のう胞

( 3)壊死 ( 7)近位尿細管上皮 ( 11)尿細管上空胞化 ( 15)髄質のう胞

( 4)うっ血(充血) (8)尿細管上皮腫大 ( 12)尿細管拡張 ( 16)尿円柱

( 17)糸球体硬化症

( 18)糸球体メサンギ

( 19)ボーマンのう拡

( 20)糸球体アミロイ

( 33)骨腫

( 21)アミロイド賢症

( 22)賢孟炎・賢孟賢

( 23)のう胞賢

( 24)賢結石

( 37)組織球腫

( 25)線維腫

( 26)脂肪腫

( 27)血管腫

( 28)血管周皮腫

( 41)乳頭腫

図3.辞書の内容例(2)

( 29)血管平滑筋腫

( 30)リンパ管腫

( 31)正滑筋腫

( 32)横紋筋腫

( 45)線維肉腫



東京衛研年報 40，1989 367 

状

一

占…

葉

葉

葉

一

考

一

左

右

右

一

一

葉

側

側

側

右

一

備

一

右

右

左

外

内

右

外

左

右

一

血

血

血

血

血

一

]

充

充

充

充

点

摩

充

一

口

(

(

血

肥

(

一

見

一

点

血

化

血

化

血

化

化

点

化

化

化

血

点

化

出

盛

化

点

化

化

血

化

化

化

点

一

一
一
血
つ
色
つ
調
つ
色
色
血
調
血
調
石
調
つ
血
腫
調
化
膜
室
色
節
血
色
石
色
つ
色
調
血
調
血
一

一
所
一
出
、
つ
黄
う
暗
う
黒
賛
出
暗
出
暗
結
暗
う
出
気
暗
硬
粘
心
黄
結
出
黄
結
黄
う
賞
暗
出
暗
出
一

叫

心

一

器

一

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

臓

一

」
船
川
市
同
一
臓
一
肺
肺
肝
肺
肝
肺
牌
肝
肺
牌
腎
牌
腎
牌
肺
腎
肺
牌
牌
肺
心
肝
腎
肺
肝
腎
一
位
肺
肝
牌
腎
肝
肺
一

r
/
¥
4

一

2
~
3
4
1
 

0
以

上

3

E

∞百
b

F
経
一
一

別

一
生

一

号
質
(
路
一
号
一

番
物
系
経
一
番
一

験

験

験

統

与

一

物

一

四

回

目

白

加

担

回

目

日

目

伍

mw

訪
日
U

臼

目

白

回

目

的

品

目

回

一

試
被
試
系
投
一
動
一
切
羽
叩

m
m
m
m
m
m
羽

田

叩

回

目

却

却

羽

田

羽

田

m

m

m

一

剖検所見(動物番号指定)

図4.動物番号別剖検所見出力例

一考一一備一

血

血

血

一

]

一

一

厚

充

充

点

充

一

い

一

一

巴

(

(

且

(

一

-

一

回

M

H

H

一

見

一

壁

化

化

化

化

点

血

点

血

出

点

血

点

点

化

化

化

化

化

一

一
一
室
色
調
調
調
化
血
つ
血
つ
腫
膜
血
つ
血
血
血
石
節
石
血
色
調
色
色
調
一

一
所
一
心
黒
暗
暗
暗
硬
出
う
出
う
気
粘
出
う
出
出
出
結
結
結
出
黄
暗
黄
黄
暗
一

王
町
一
器
一
日
回
目
初
制
日
目
回
目
白
羽

H
m
品
目
町
四

mmω
回
日
目
叫
組
問
一

E

)
町
旦
臓
一
回
回
目

m
m
叩
却
羽
田
叩
回
初
回

o
m
0
0
0
0
0
0
0
O
O
O
O
-

-ドア晶一一

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

一

α
ぉ
t
u剖
徹
一
，

∞引
b
F
強

一

一

一

別

一

金

一

号
質
〈
路
一
号
一

番
物
系
経
一
番
一

験
験
験
統
与
一
物
一
臓
臓

試

試

試

系

投

一

動

一

心

牌

一

剖検所見(臓器指定その 1) 

用市 内側右葉

タ十倶IJ~己実苦

タ十f貝Uti:費者
内側右葉・点状
外但u右葉

e背E蔵

右

左
右
左
右
左
右

H干H蔵

図5.臓器別剖検所見出力例



368 Ann. Rep. To紗oMetr. Res. Lab. P.H.. 40. 1988 

剖検所見(臓器指定その 2) 
言式馬食事幸一号 0002 
被験物質 TEST-M 
言式草食完ミ ('1生日Jj) Rat (ま住)
系 統 F 344/DuCrj 
投与経路 経 口餌

動 物番号 臓器 所見 備考

心 臓 心室壁肥j享 3061 
H卑臓 黒色化 3020 

日音司司イヒ 3018 
3045 
3041 
3054 
3010 
3031 
3029 
3068 
3054 
3005 
3065 
3048 
3036 
3013 
3056 
3067 
3018 
3040 
3001 
3016 
3056 
3015 
3040 
3048 

E附
硬化
出血点 内側右葉

タ十側:右議室

粘 膜 出 血 点

うっ血(充血)

内側右葉・点状

腎臓

気腫
出血

葉左側

右

外
右
右
左
左
左
右

出血点

結石

月干目蔵
車吉宣百

日音司司イi二

黄色化

[ 1 ] 

図6.臓器別剖検所見出力例

肥 大
心室壁肥厚
結石

言式庫貴書幸そ子 0003 
被験物質 TEST-K 
試験系(性別) Rat (雄)
系 統 F 344/DuCrj 
投与経路 強制経口

動物番号 臓器 所見 備考

出血 腎 臓 3013 右

3056 君主
3010 内側右葉
3031 
3029 
3068 
3067 
3054 
3005 
3065 
3048 
3036 
3020 
3052 
3018 
3045 
3041 
3016 
3056 
3015 
3040 
3048 
3068 
3061 
3018 te 
3040 te毛主

剖検所見(所見指定)

出血点 H市

外側右葉

粘膜出血点

うっ血 ( 充 血 )

腎 臓

H市
H市

左
内側右葉・点状

タI:s.重
黒色化
暗 調 化

H市
H卑E蔵
H卑目蔵

外側左葉

H干E蔵

黄色化 H干目蔵

H干H蔵
，C;、目蔵

腎臓

[ 1 ] 

図7.所見別剖検所見出力例
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所 見
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付 表
言式耳食事幸宅す 0002 
被験物質 TEST-M 
試験系(性別) Rat (雄)
系統 F 344/DuCrj 
投 与経路 経 口餌

群名称、 GROUP 7 

所見 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

H市

病理組織所見個別表
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出血

品型車桂イヒ
壊死
うっ血(充血)

H干目蔵
高田Jl包f支i閏
壊死
肝細胞萎縮
月干細肪空胞変性
間質褐色色素沈着

H干*aJl包ザ苗
l腎E蔵

壊死 一 一++一一本
うっ血(充血) 一一 一+ー土申
近 位 尿 細 管 よ 皮 褐色色素沈 土 a + 十ト 一 一 一 + 牢

賢結石 a 一一 一一+一一*
ー:箸変なし 士: ごく軽度な変化 +軽度な変化 ++ : 中 等 度 な 変 化 →十十:高度な変化

? :判定不能
申:組織なし

a 備考記入

1 : 3001 2:  3002 3:  3006 4:  3024 5: 3029 
6 : 3040 7:  3048 8:  3056 9:  3058 10 : 3068 

図10.組織所見個別表出力例(和文)
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図11.組織所見総括表出力例(和文)
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Study no. 0006 
Medicin TEST - M 
Animal species (Sex) Rat (Male) 
Strain F 344/DuCrj 
Path Diet 

Gr旦，，}.>一旦空空三一一一一一一一一_Q~Q_ldf__~一回-----一一一一一一一一一ー一 一 一一ーー
Necropsy Histo 

Animal. no --ー 』 一一FINDINGS COMMENT FINDINGS COMMENT 

3029 Lung Lung 
Petechia Hemorrhage 

Liver Fibrosis 
Yel10w in color Necrosis 

Congestion 
Liver 

Cell in自ltration
Necrosis 
Hepatocellular atrophy 
Interstitial brown pigment 
Hepatocellular carcinoma 

Kidney 
Necrosis 
Congestion 
Increased brown pigment 
Nephrolithus 

Lung 
Hemorrhage 
Fibrosis 
Necrosis 
Congestion 

liver 
cell infiltration 
Necrosis 
Hepatocell ular atrophy 
Interstitial brown pigment 
Hepatocellular carcinoma 

Kidney 
Necrosis (ー)
Congestion ( + ) 
Increased brown pigment (ー)

ー 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一『一一一一一一一一一_!，!~}.>~_r:りithus 一一一一一一一一一一一一一一一j_士)__一一一一一一
図12.組織所見個体別表出力例(英文)
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Necropsy， Histopathological Finding per Animal 

報年研衛尽東
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Appendix table 
Study no. 0004 
Medicin TEST - K 
Animal species (Sex) Rat (Male) 
Strain F 344/DuCrj 
Path Diet 
Gropu name GROUP 5 

E恒~~!_l.J耳空
所見 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Lung 

Hemorrhage 
Fibrosis 
Necrosis 
Congestion 

Liver 
Cell infiltration 
Necrosis 
Hepatocellular atrophy 
Interstitial brown pigment depositio 
Hepatocellular carcinoma 

Kidney 

Necrosis + +一一一一申
Congestion 一一一 一 一 一 + 土申
Increased brown pigment deposition :i: b +→+一一一一+ー*
Nephrolithus - a 寸ー 一ー 一一 * 

NORMAL ORGANS 

一 Normal 土 Minimal + Slight 十+ Moderate +++ Marked 
? N ot avai1able 
* Not in section 
a : comment 
b comment 

1 : 3001 2:  3002 3:  3006 4:  3024 5:  3029 6:  3040 
7 : 3048 8:  3056 9:  3058 10 : 3068 

Histopathological indivisual table of findings 

ワ
・
ワ
・
ヮ
・

9
・

一
±
+

一
土
土

+十→+ 
→ート

+ 
+ + 

+ + 

+ 

土
一
+
一
一

土

+ 
++ 
+ 

+ 

土
一
一
+
一

+ 
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Study no. 0002 

Medicin TEST-M 

Animal species (Sex) Rat (Male) 

Strain F 344/DuCrj 

Path Diet 

GROUP 1 GROUP 2 GROUP 3 GROUP 4 GROUP 5 

士++t件+ー士十仲村+一土+ +t判+ー土+十++卜十一:!: +竹村+

Lung 

Hemorrhage 

Fibrosis 

Necrosis 

Congestion 

Liver 

Cell infiltration 

Necrosis 

Hepatocellular atrophy 

lnterstitial brown pigment depositio 

Hepatocellular carcinoma 

Kidney 

Necrosis 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0 9 1 0 0 0 10 0 0 0 0 9 1 0 0 0 

Congestion 10 0 0 0 0 9 1 0 0 0 9 1 0 0 0 9 1 0 0 0 8 2 0 0 0 

Increased brown pigment deposition 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0 

Nephrolithus 9 0 1 0 0 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0 10 0 0 0 0 

-: Normal 土: Minimal 十: Slight 十十 : Moderate +ト十 : Marked 

Histopathological summurized table 
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図14.組織所見総括表出力例(英文)

木美枝子:東京衛研年報， 38， 438-443， 1987. 

3 )神谷信行，三栗谷久敏，中川好男，中野雅行，市川

久次，佐々木美校子:東京都衛生局学会誌， 79， 

242-243， 1987. 
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糞便を対象としたListeriamonocytogenes選択分離培

地の検討，第107回日本獣医学会 (1989. 4). 

井上耕博，田村和満，坂崎利一，丸山 務，神崎政子

:ヒ卜，イヌおよびネコから分離された“'Pasteurella

multocida"の再検討，第107回日本獣医学会 (1989.

4 ). 

福島博，丸山務，金子賢一，井上正直:ヒ卜の工

ルシニア感染症友ぴ原因菌の菌学的ならびに生態に関す

る研究，第107回日本獣医学会 (1989. 4). 

性状，第63回日本感染症学会総会 (1989. 4). 

宮崎奉之:Polyhalogenated anisoleによる着臭，日

本水産学会平成元年春期大会 (1989. 4). 

渡部健二朗，木川 覚，河村太郎，宮崎奉之，橋本常

生，丸山 務，松本昌雄，中i畢裕之，藤田昌彦:牛肉中

の蛋白同化ホルモン剤の分析ーカラムスイッチング法を

用いたHPLCの応用，日本薬学会第109年会 (1989.

4 ). 

小久保禰太郎，金子誠二，飯田孝，丸山務:食肉

を対象としたリステリア菌の検査法の検討， 日本食品衛

生学会第57回学術講演会 (1989. 5). 

神保勝彦，堀井昭三，門間千枚，百瀬礼子，丸山 務，

松本昌雄:市販養殖魚における抗菌性物質の残留実態調

査， 日本食品衛生学会第57回学術講演会 (1989. 5). 

橋本常生，宮崎奉之，丸山 務，松本昌雄，中津裕之

: EIAキットによる牛肉中のプロゲステ口ンの測定法，

日本食品衛生学会第57回学術講演会 (1989. 5). 

宮崎奉之，橋本常生，丸山 務，松本昌雄，中津裕之

: UV-HPLC~ぴ GCIMS による牛肉中のホルモン剤の

分析法， 日本食品衛生学会第57回学術講演会 (1989.

5 ). 

Kamimura， H. : Decontamination of mycotoxins in 

food processing， IUPAC 7th International Symposium 
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on Mycotoxins and Phycotoxins (1988. 8). 

Tabata. S. and Karnirnura. H.: A survey of aflatoxin 

contamination in Tokyo's commercial foods and 

中島和維，風間成孔，内海英海，浜田 昭:脂溶性ビ

タミンによるリボソーム膜の構造変化，第61回日本生化

学会大会 (1988.10). 

foodstuffs. IUP AC 7th International Syrnposiurn on 小関正道，北畠直文，土井悦四郎，安野哲子，萩野周

Mycotoxins and Phycotoxins (1988. 8). 三，津田裕子，風間成孔:ペクチンによるリパーゼ活性

安田和男，別府正敏，菊川清見:ラクトフェリンの脂

質過酸化促進効果，第61回日本生化学会 (1988.10). 

中里光男，諸角 聖，斉藤和夫，藤沼賢司，二島太一

郎，河西信彦:数種の糸状菌によるAflatoxicolから

Aflatoxin B1への変換について，第28回マイコトキシ

ン研究会 (1989. 1). 

守安貴子，斉藤和夫，中里光男，石川ふさ子，藤沼賢

司，二島太一郎:食品中の甘昧料に関する研究(第5

報)清涼飲料水中のアセスルファム K，サッカリン及

びアスパルテームの同時分析法，日本食品衛生学会第57

回学術講演会 (1989. 5). 

上村 尚，田端節子，田村行弘，井部明広，西山良子，

橋本秀樹，二島太一郎:食品製造時におけるマイコトキ

シンの除去， 日本食品衛生学会第57回学術講演会 (1989.

5 ). 

井部明広，田村行弘，上村 尚，西山良子，田端節子，

橋本秀樹，二島太一郎:市販昧噌及び醤油中の不揮発性

アミン含有量，日本食品衛生学会第57回学術講演会

(1989. 5). 

吉田令子，渡辺悠二，佐藤憲一，風間成孔:熱分解ガ

スクロマ卜グラフィーによるスチレン系樹脂の紐成分析，

第25回全国衛生化学技術協議会年会 (1988. 9). 

の抑制， 1989年度目本農芸化学会大会 (1989. 4). 

川島満春美，牛尾房雄:日常食の栄養摂取量について，

第47回日本公衆衛生学会総会 (1988. 8). 

井口正雄，友松俊夫:高速液体ク口マ卜グラフィーに

よる乳製品中のビタミンA立体異性体 (9・cis，13-cお)

の定量，第43回日本栄養・食糧学会 (1989. 5). 

入江建久，吉沢晋，池田耕一，井上栄，阪口雅弘，

菅原文子，吉川 翠，福部覚俊:室内アレルゲンの挙動

と制御(1)，第7回空気清浄研究会 (1988. 7). 

古川 翠:ダニに対する除混機の駆除効果について，

第47回日本公衆衛生学会総会 (1988. 9). 

二宮保男，古川 翠，花岡昨:簡易検査法を用いた

ツメダニ刺校被害調査，第47回日本公衆衛生学会総会

(1988. 9). 

関比呂伸，佐藤泰仁，加納嘉子:室内環境におけるア

スベスト汚染の実態調査(その 2)，電子顕微鏡による

検索，第47回日本公衆衛生学会総会 (1988. 9). 

佐藤泰仁，関比呂伸，加納嘉子:室内環境におけるア

スベスト汚染の実態態調査(その 1)，光学顕微鏡によ

る検索，第47回日本公衆衛生学会総会(1988. 9). 



牧野国義，稲葉裕:東京都区部における部位別がん

死亡率と環境的要因，第47回日本公衆衛生学会総会

(1988. 9). 

佐々木憲二，木下真男，大沢誠喜，鈴木孝人:ラット

の恒常状態法肺拡散能力測定の試み，第25回臨床生理学

会 (1988.10). 

鈴木孝人，加納嘉子:ディーゼル排気ガスを暴露した

ウサギの血清と肺胞洗浄液中のプロコラーゲン・タイプ

皿・ぺプチドの変化，第29回大気汚染学会(1988.11). 

瀬戸博，大久保智子，大沢誠事，鈴木孝人，加納嘉

子:ラット原中チオバルピツール酸反応性物質に友ぼす

ディーゼルエンジン排ガス暴露の影響，第29回大気汚染

学会 (1988.11). 

大久保智子，瀬戸博，大沢誠喜，鈴木孝人，加納嘉

子:ディーゼルエンジン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，第29回大気汚染学会

(1988. 11). 
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渡辺真利代，原田健一，松浦憲司，大石真之，鈴木真

言:Microcystisの野外試料に見出された毒素，第53回

日本陸水学会(1988.10). 

高橋保男，笹野英雄，森田昌敏:水道原水友ひゅ水道水

中の環状イオウ分子のイオウ，第23回水質汚濁学会，

(1983). 

高橋保男，笹野英雄，森田昌敏:水道水中の非低沸点

有機物，第23回水質汚濁学会 (1989. 3). 

土屋悦輝，渡辺真利代:藍漂Microcystisの産生する

鐸発性物質について(ll)，日本薬学会第109年会 (1989.

4 ). 

大橋則男，土屋悦輝，笹野英雄，内海英雄， i賓回 昭

: Capillary gas chromatographyによる飲料水中有機

リン系農薬分析法の検討， 日本薬学会第109年会 (1989.

4 ). 

長井二三子，牛山慶子，佐藤かな子，加納いつ:

oppおよびその代謝物による DNAの塩基修飾につい

牧野国義，稲葉裕:東京都区部における部位別がん で，第61回日本生化学会大会(1988.10). 

死亡率と環境的要因の多変量解析，第59回日本衛生学会

(1989. 5). 

加納いつ，長井二三子，佐藤かな子，牛山慶子，中尾

)11買子:ウマ Na，K・ATPaseaサブユニットの遺伝子構

Watanabe， M. F.， Harada， K.， Oishi， S. and Suzuki， M.: 造，第61回日本生化学会大会 (1988.10). 

Comparative studies of toxins contained in Microcys 

tis species， Water Quality Symposium (1988. 8). 

Watanabe， M. F.， Harada， K.， Matsuura， K.， Oishi， S. 

and Suzuki， M. Cyclic peptide toxins contained in 

the strains and natural samples of Microcystis， 7出

International IUP AC Symposium on Mycotoxins and 

Phycotoxins (1988. 8). 

市川久次，小林博義，植田忠彦:脂肪酸アミドの幼若

ラットにおける溶血作用，第61回日本生化学会大会

(1988. 10). 

佐藤かな子，長井二三子，加納いつ，牛山慶子，原

諭吉， i甫山修，中尾真，中尾順子:馬腎臓 Na，K-

ATPaseのモノクローナル抗体，第10回生体膜と薬物の

相互作用シンポジウム (1988.11) 
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長井二三子，牛山慶子，佐藤かな子，加納いつ，佐々

木美枝子 :oppおよびその代謝物による DNAの塩基

修飾について，第82回東京都衛生局学会 (1989. 5). 

深野駿一，千葉百子:金属による lJ-Aminolevulinic 

acid dehydr叫 ase(ALAD)の阻害機構の解明，第 4回

金属の関与する生体内関連反応シンポジウム (1989.

6 ). 

小豚昭夫，米山允子，藤谷知子，久保喜一，安藤弘，

佐々木美枝子，鈴木勝士:Thiabendazoleの催奇形作

用に対する glutathione，cysteine， diethylmaleateの

効果，第28回日本先天異常学会学術集会 (1988. 7). 

小!採昭夫，米山允子，藤谷知子，安藤 弘，久保喜一，

松本信雄:全佐子培養法を用いたチアベンダゾール

(TBZ)の催奇形性と TBZの匪子内変化，第5回晴乳

類全匹培養研究会 (1989. 1) 

平田一郎，入倉善久，神真知子，池島伸至，伊藤武，

寺山武，楠 淳:“SerobactSalmonella latexag-

glutination Kit"によるサルモネラの迅速同定法につ

いて，食品衛生微生物研究会第9回学術講演会 (1988.

10). 

榎田隆一，平田一郎，楠くみ子，池島伸至，新井輝義，

伊藤武，寺山武:“Equate"ELISA法による食肉

からのサルモネラ検出に関する検討，食品衛生微生物研

究会第 9回学術講演会 (1988.10). 

平田一郎，鈴木敬子，複田隆一，新井輝義，入倉善久，

伊藤武，寺山武，太田健爾:病原ビブリオの生存性

に友ぽすキチンの影響，第22回腸炎ピブリオシンポジウ

ム (1988.11). 

伊藤武，平田一郎，寺山武，新垣正夫，高橋信一，

中野正美，石山業弘，赤嶺郁子 Campylobacter

pyloriのサル投与実験と胃粘膜における菌の定着につい

て， The 2nd Tokyo International Symposium on Campy・

lobacter pylori (1989. 3). 

伊藤武，平田一郎，寺山武，新垣正夫，高橋信一，

中野正美，石山業弘，赤嶺郁子，武藤健:サルからの

Campylobacter pyloriの検出とサルによる感染実験の

試み， The 2nd Tokyo International Symposium on Cam-

pylobac伽 pylori(1989. 3). 

新井輝義，池島伸至，伊藤武，寺山 武:日直吐型食

中毒由来セレウス菌の HEp-2細胞に対する空胞化変性

について，第62回日本細菌学会総会(1989. 3). 

平田一郎，鈴木敬子，榎田隆一，入倉善久，神真知子，

楠くみ子，伊藤武，寺山武，太田健爾:病原ビブリ

オの生存性に友ぽすキチンの影響，第62回日本細菌学会

総会 (1989. 3). 

伊藤訊，平田一郎，寺山武，新垣正夫，高橋信一，

中野正美，石山業弘，赤嶺郁子 Campylobacter

pyloriのサル投与実験と胃粘膜における菌の定着につい

て，第63回日本感染症学会総会 (1989. 4). 

池島伸至，新井輝義，平田一郎，伊藤武，寺山武

:はちみつ友ぴ土壌における Bac抑制 thuringie附 isの

分布と本菌同定法について，日本食品衛生学会第57回学

術講演会 (1989. 5). 

田口信夫，大西和夫，西島基弘，及川美帆子，宮沢文

雄:梅干に添加された糖アルコールについて， 日本食品

衛生学会第56回学術講演会 (1988.11). 

字国川隆男，木ノ内良治，山口昌彦，高木真一，上原

一途，青山勝世，人見達雄，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 3) 

ガス回収装置からのテトラク口口エチレン排水実態につ



いて，第81回東京都衛生局学会 (1988.11). 

高木真一，上原一途，青山勝世，字国川隆男，木ノ内

良治，山口昌彦，人見達雄，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 4) 

排水量と処理方法，第81回東京都衛生局学会 (1988.

11). 
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矢口久美子，平田一郎，渡辺学，伊藤武，内海英

雄， i賓田 昭:テ卜ラク口口工チレンの分解にかかわる

細菌の培養条件とその分解活性，第23回水質汚濁学会

(1989. 3). 

大石充男，池島伸至，入倉善久，古川裕季子，大西和

夫，寺山 武，西島基弘，中津裕之:食肉中のニコチン

酸アミドからニコチン酸生成に関与する細菌の検討，日

本食品衛生学会第57回学術講演会 (1989. 5). 
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