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序

平成 4年度の研究年報をお届けします.

四季の移ろいと歳事が生活の，会計年度が行政の，それぞれ節目であるように，年報の発行

はわが研究所の主な事業分野のひとつである研究活動にとって 重要な節目の役を果たしてき

ました.多くの報文を寄せられた研究者のみなさんと，多忙な通常業務の寸暇を割いてこの価

値ある刊行物を維持してこられた歴代の編集関係者の労を多としたいと思います.

衛生研究所の研究活動については，いままでもなにかと議論が絶えませんでした.それは純

然たる学術研究機関の研究を基準にして研究のあり方や成果を測るという風習に根差している

ようです.ですが，ことの本質に立ち戻って考えれば，職業として，あるいは職務としての研

究とは，知識の生産活動にほかなりません.用途に応じて生産物の特性が変わるのは当然のこ

とで，知識の価値を学術性という単一の物差しで測ろうとするのは，本来，多彩で豊かな応用

範囲を持つはずの知識の使いみちを，ことさらに狭く，痩せこけたものにしてしまうことには

ならないでしょうか.ですから，行政研究機関の研究成果には，それに適した評価の尺度と利

用形態があってしかるべきだと思うのです.もちろん，その生産物が学術的に高く評価されて

悪い理由は毛頭ありません.

こうした研究をさしあたり行政研究と呼ぶことにすれば，それは行政的な，また社会的な利

用価値の高い知識の生産を主な目的とする研究活動ということになります.知識生産のこの領

域はまだ成熟にはほど遠い状況です. しかし学術的知識に対する行政の間接需要は増えこそす

れ，決して減ることはないでしょう.それは“科学的な行政"の呼び声が高いことからも察せ

られます.その種の需要も含めてひろく行政の知識需要に応えられるように体制を整えてゆく

のが，衛生研究所をも含めて，今後の行政研究機関に課せられた大きな責務であろうかと考え

ます.

各位のご理解とご支援を切望する次第です.

平成 4年12月

東京都立衛生研究所長 倉科 周介
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感染症等に関する調査研究
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Vero毒素産生性大腸菌 OUT:H 19によると推定された集団

下痢症の疲学的・細菌学的検討成績

甲斐明美*尾畑浩魅*楠 淳*高橋正樹*

新垣正夫*柳川義勢*，山田澄夫*太田建爾*

工藤泰雄*木村靖彦**山本 裕**土屋伸久**

渡辺 恵次**，舟越幸子**長谷川恵一**田村延ー***

吉田好文***福田博保***富樫哲也***

Epidemiological and Bacteriological Investigation of A Gastroenteritis Outbreak 

Associated with Verotoxin.Producing Escherichia coli OUT : H 19 

* TTT...r TTTT......TT...Tr"¥TTT*  AKEMI KAI~ ， HIROMI OBATA ~， JUN KUSUNOKI~ ， MASAKI TAKAHASHI~ ， 

MASAO SHINGAKI*， YOSHITOKI YANAGAWA *， SUMIO YAMADA *， KENJI OHTA *， 
**  "TTTf'T"I ATTA  "I:TA"' II' A"'''''f'T''Ir"¥* YASUO KUDOH ~ ， YASUHIKO KIMURA ~ ~ ， YUT AKA YAMAMOTO ~ ~ ， NOBUHISA TUCHIYA 

* * T TT"¥TTr'¥TTT TT  ̂  ......，.....，....... .. TTT ̂  * * KEUI W AT ANABE ~ ~， YUKIKO FUNAKOSHI ~ ~， KElIC凹 HASEGAW A ~ ~， NOBUKAZU T AMURA 
* TTTr._.... ^ r'lTT  .......TTTTTTT"'I. ^ * * * YOSHIFUMI YOSHIDA ~ ~ ~， HIROYASU FUKUDA ~ ~ ~ and TETSUYA TOGASHI 

An outbreak of acute gastroenteritis due to verotoxin.producing Escherichω coli (VTEC) OUT: H19 

occurred at an elementary school in Tokyo during the period from May 14 through June 6， 1991. Eightynine 

(23.6%) out of 377 pupils were affected. The major clinical symptoms observed among the patients wer巴

abdominal pain (88.8%)， diarrhea (69.7%)， fever (22.5%)， malaise (19.0%)， headache (18.0%)， nausea 

(14.6%) and vomiting (9.0%). Diarrhea with mucus or bloody diarrhea were observed in 7 or 4 patients， 

r巴spectively. Six patients were hospitalized， with.no deaths目

By the bacterial examination， VTEC OUT: H19 which produces verotoxin 2.only， was isolated from 5 

of 81 fecal specimens of patients and 1 of 69 not.ill pupils. The detection rate of the organism was low be. 

cause most of the specimens were obtained one week or more after the onset of illness or after antibiotics 

treatment. But VT or VTモncodedgene was also detected with the Latex agglutination (LA) test and/or 

polymelase chain reaction (PCR) method in 3 additional fecal specimens which were negative for VTEC 

OUT: H19 on DHL agar. The food respor凶 blefoトtheoutbreak could not be determined epidemiologically or 

bacteriologically. 

Keywords : Vero毒素産生性大腸菌 Verotoxin.producingEsche町 hiacoli， Vero毒素 verotoxin，大腸菌 Escheri.

chωcoli， 集団下痢症 outbreak

緒言

1977年に Konowalchukら1)によって報告された Vero

毒素産生性大腸菌(VTEC)が広く注目されるようになっ

たのは， 1982年アメリカにおいて発生した出血性大腸炎

の原因菌として腸管出血性大腸菌 0157: H 7が発見さ

れ2)，更に本菌の病原性発現に Vero毒素の関与が明白

*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 J apan 

**東京都北区赤羽保健所

***東京都衛生局生活環境部食品保健課
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になって以降のことである.そしてその後の調査の著し

い進展に伴い，本菌感染症が世界的に分布すること，ま

たその疾病も当初報告された出血性大腸炎に限らず，急

性胃腸炎や溶血性尿毒症性症候群(HUS)など多彩な病像

を示すことも明らかとなった3)

著者らも，我が固における本菌感染症の実態を把握す

ぺく，米国 CDC(Centers for Disease Control)より腸管

出血性大腸菌 0157H 7の菌株分与を受け，検査体制を

整えると共に， 1983年以降東京で発生した大腸菌性食中

毒を中心に疫学的検討を加えてきた4) そして，これま

でに集団下痢症事件として 2事例，また散発症例として

15事例の VTEC感染症の存在を明らかにした.著者ら

が経験した 2つの集団事件のうち， 1事例目は1984年東

京都内某小学校に発生した本邦初の集団事例5)で，その

原因菌は極めて稀な血清型大腸菌 0145:NMによるも

のであったが， 1991年 5月同様に都内の小学校で発生し

た2例目の事件もこれまで VTECとして報告のない新

しい血清型大腸菌 OUT: H 19によると推定される興味

ある事例であった.

本報で、は，この新しい血清型を持つ VTECOUT: H 

19による集団下痢症について詳細に検討した疫学的・細

菌学的調査成績について報告する.

被検材料および方法

1.被検材料

6月4日一 6月14日にかけて採取された学童患者糞便

81件，非発症の学童糞便69件およぴ調理従業員糞便4件

を対象に細菌学的，ウイルス学的検索を行なった.また，

原因食品や汚染経路を追求する目的で，給食施設に保管

してあった検食等15件(5月28日一 6月4日分)，給食施

設の調理器具・器材等の拭き取り材料14件および飲用に

供されていた水道水 6件についても併せて検査を実施し

た.

2.揚管病原菌の検索方法

赤痢菌，サルモネラ，下痢原性大腸菌，腸炎ビブ:リオ

およびその他の病原ピフ守リオ，エロモナス，プレジオモ

ナス，バチルス・セレウス，黄色ブドウ球菌，カンピロ

パクター，ウェルシュ菌などの病原菌を対象に"常法的

に従って検査を実施した.大腸菌の検索は， DHL寒天

(日水製薬)を用いて行い， 1件につき原則として 4-5

集落を TSI寒天(栄研化学)， LIM培地(日本製薬)に接

種し」次確認培養を行った後，微生物検査必携7)に準拠

して同定した.

3.大腸蘭の血清型別

大腸菌の O血清型別は，普通寒天培地(日水製薬)で

37"C， 1夜培養した被検菌を100
0

C， 1時間加熱したも

のを抗原とし，市販の病原大腸菌診断用血清(デンカ生

研)および著者らが自家調製した 01-0173の抗 O因

子血清を用いたスライド凝集反応によった。

日血清型別は，予めクレーギー管を用いて運動性を増

強した被検菌を Hブイヨン(Difco)で、37"C6時間培養後，

ホルマリンで固定処理したものを抗原とし，自家調製し

た H1-56の抗 H血清を用いて試験管内凝集反応法に

よって実施した。

4.大揚菌の病原性試験

1) LTおよび ST産生性試験:被検菌を CAYE-3半

流動寒天(自家調製)で37
0

C，18-24時間培養後ポリミキ

シン B処理したものをリン酸緩衝液で抽出し，毒素検

査用試料とした8) 易熱性毒素(LT)は，ラテックス凝集

反応を応用した市販の LT検出用キット，セロトキシ

LT(栄研化学)で，耐熱性毒素(ST)は，乳飲マウス胃内

投与法によって調べた9)

2)組織侵入性試験:Pennassay寒天平板37"C18時間

培養菌を用いて，モルモット眼接種法により行った10)

3 )Vero毒素産生試験:VT 1及び VT2について以

下の 3法で検討した.①培養法:DHL寒天平板の分離

菌を対象に，そのVT産生性を著者らが開発したラテッ

クス凝集反応(LA)法および遺伝子増幅(PCR)法で検討

した11) ②直接 LA法糞便の Trypticasesoy broth 

(TSB， BBL)， 37
0

C， 24日寺問培養液の遠心上清を対象に

LA法で直接 VT1及ぴ VT2の検出を行った.③直接

PCR法:糞便の TSB，37"C， 16時間培養液より PCR法

で直接 VT遺伝子の検出を行った.

PCR法は，小林ら 12)が報告した VT1及び VT2用

プライマーを用いて行った.その条件は，熱変性:94"C， 

1分，アニーリング:55
0

C， 2分，伸長:72
0

C， 2分で，

このサイクルを25回行った.この方法で増幅される遺伝

子サイズは， VT 1が 811bp， VT 2は471bpである.

なお， LA法や PCR法で VT産生性が認められた大腸

菌については，更に Vero細胞を用いた培養細胞法で

VT産生性を確認した13)

5.薬剤感受性試験

NCCLSディスク法14)により，センシディスク (BBL)

を用いて実施した.供試薬剤は，クロラムフェニコール

(CP)，テトラサイクリン (TC)，ストレプトマイシン

(SM)，カナマイシン (KM)，アンピシリン(ABPC)，ス

ルファメトキサゾール・トリメトプリム合剤(ST)，ナ



れなかった.

主要臨床症状は， Table 1. に示す通り，腹痛79名

(88.8% )と下痢62名(69.7%)であった.調査し得た 54

名の便性状は，軟便25名(40.3%)，水様便18名(29.0%)， 

粘液便 7名(11.3%)，粘血便 4名(6.5%)であった. 1 

日の下痢回数は，調査できた56名中， 10回以上が4名，

6 ~10回が 8 名で，大半は 5 回以下であった.発熱が認

められたのは20名(22.5%)で， 39
0

C以上の高熱を呈した

ものは 4名のみであった.患者89名中39名(43.8%)が受

診し，内 6名が入院した(3名の臨床診断は急性虫垂炎

の疑い). しかし，患者全員の予後は良好であり，死亡

者もいなかった.

感染源の追求:患者発生が当小学校内にのみ限定され

ていることから，本流行の感染源、としては学校給食が疑

われた.特に初発患者の発生日からみて 5月13日以前の

給食が最も疑われたが，事件発生の保健所への届出が6

月1日と遅れたことから，検査し得た検食は 5月28日一

6月 4日までのものであり，これらはすべて病原菌陰性

であった.また，同時期に検査した飲用水 6件，給食施

設の調理器具・器材等の拭き取り材料14件からも，特定

の病原菌は検出されなかった.

2.細菌学的調査成績

病原菌の検出状況:6月 4日一 6月14日にかけて採取

された患者糞便81件，非発症の学童糞便69件およぴ給食

従事者 4件の合件154件を対象に病原菌の検索を行った
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リジクス酸(NA)，ホスホマイシン (FOM)，

サシン(NFLX)の9剤である.

6.プラスミド・プロファイルの検討

Kadoらの方法15)に従ってプラスミドを抽出後， 0.6% 

アガロースで電気泳動を行い，エチジウム・ブロマイド

染色をして，そのプロファイルを調べた.

ノルフロキ

衛京

績

1.疫学的調査成績

発生状況:1991年 5月14日一 6月 6日の24日間にかけ

て東京都内の某小学校において学童377名中89名(発病率

23.6% )が急性胃腸炎症状を呈した. 日別の患者発生状

況は Fig.1 Iと示す通りで 5月14日に l名の初発患者

がみられて以降徐々に患者数が増加し， 5月27日に患者

13名，また 6月4日に再ぴ8名の小さな発生ピークを認

めた後， 6月 6日の 1名の患者発生をもって終息をみた

長期間に及ぶ流行であった.

患者は， 1年一 6年生までの全学年に認められた.発

症者数および発症率は， 1年生 6名:10.3%， 2年生11

名:19.0%， 3年生19名:30.0%， 4年生16名:30.8%， 

5年生15名:20.5%， 6年生 22名:30.6%で，患者は

高学年にやや多い傾向であったが，特定クラスへの片寄

りは認められなかった.また，教職員に患者発生はみら

成

15 
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18 

25 
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3 

9 

4 
4 

17 (19.0%) 

16(18.0%) 

13(14.6%) 

8( 9.0%) 

Clinical Symptoms in 89 Patients of E. coli 

OUT : H 19 Gastroenteritis Outbreak 

Symptoms 

Abdominal pain 

Oiarrhea 

with mucus 

with blood 

waterly 

loose stool 

Fever 

36.5-36.9
0

C 

37.0-37.9 

38.0同 38.9

39.0-39.9 

Malaise 

Headache 

Nausea 

Vomiting 

No. of cases (%) 

Table 1. 

Started for 

bacterial 

巴xamination

↓ 

10 

ωωω
〈

ω

Fig. 1. Cases of gastroenteritis， according to date of onset 

(1991). The number in the square shows the 

grade of elementary school. 0 Positives for E 

coli OUT:H19 and/or VT 
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結果，カンピロパクターが患者 1名から検出されたのみ

で，本集団下痢症事件と直接関連づけられるような既知

病原菌は検出されなかった。また，ロタウイルスや小型

球形ウイルスなど腸管病原ウイルスも患者9名について

検査したが，すべて陰性であった.一方，被検者全員に

大腸菌が認められたので，これらの分離株を対象に大腸

菌診断用血清による凝集反応，易熱性毒素および耐熱性

毒素の産生性，組織侵入性を調べた結果いずれも陰性で

あった. しかし， Vero毒素産生性をラテックス凝集反

応法および、 PCR法で調べた結果， 3名の患者および 1

名の非発症者由来株が VT2産生性であることが確認さ

れた.さらに，患者糞便の増菌培養液を対象に直接 LA

法および直接 PCR法で VT産生菌の有無を検討した結

果，直接 LA法で患者 6名，直接 PCR法で 5名に VT

2産生菌の存在が確認された(Table2 ).また，これら

いずれかの方法で陽性であったが，培養法で陰性であっ

た糞便について再度その増菌培養液を用いて VT産生菌

の検出を試みた結果，新たに 2件から VT2産生菌を検

出することができた. しかし，糞便からの当該菌の検出

割合は非常に低く，検査した100株中 1-3株に過ぎな

かった.一方，当初の培養法で VT2産生菌が検出され

た糞便では，当該菌は 4株中 1-4株と高率であった.

6名から検出された VT2産生大腸菌 6株の血清型別

を行った結果， 0抗原は既知の 01-0 173のいずれの

血清裂にも該当しなかったが， H抗原は19に型別された.

一方，分離菌株内の O抗原の異同を明らかにするため，

代表株の加熱抗原をウサギに免疫して調製した抗 0血

清を用いて凝集反応を行った結果，会株とも同じ血清型

に該当することが確認された。これらの結果から，本菌

の血清型は暫定的に OUT: H19として扱った。 0血清

型については，更に検討中である.なお， VTEC OUT 

: H19が検出された，または LA法や PCR法で VT2産

生菌の存在が証明された患者の発症日は， 5月16日1名，

24日1名， 26日2名， 27日2名、 6月 3日1名で'(Fig.1

中のO印)，残り 2名は発症日不明と非発症者であった.

分離 VTECOUT : H19株の生物学的活性:分離

VTEC 6株について検討した生物学的活性を Table3. 

に示した.易熱性および耐熱性毒素の産生性，組織侵入

性はすべて陰性であったが，全株にマウス致死活性およ

ぴVero細胞に対する細胞毒性が認められた.さらに，

VT 1とVT2の 2種類の Vero毒素産性をラテックス

凝集反応法および PCR法で調べた結果， 6株すべて

VT 2単独産生株であった.

VTEC OUT : H19株の生化学的性状および薬剤j感受性

:検出された VTEC6株の生化学的性状を Table4. 

に示した.分離株は乳糖分解，白糖非分解，リジン脱炭

酸能陽性，インドール陽性， VP反応陰性の典型的な大

腸菌であった. しかし，分離当初 DHL寒天平板上で桃

Table 2. Results of Bacterial Examin在tionsfor Fecal Specimens 

No. Days after onset Culture on TSB- TSB-

。fillness DHL agar LA PCR 

1. 5 days + (3/4) * + + 
2. 11 days 十 (4/4) + 十

3. 10 days + (3/4) + NT
1

** 
4. Not ill + (1/4) 

5. 11 days + (3/100) + + 
6. 22 days 十 (1/100) + 
7. 10 days + NT 

8. 14 days + 
9. つ + 

10.-85. 一/NT

No. of positives 6 6 5+ 

* No. of VTEC / No. of colonies tested. * * Not tested 
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色であった集落を TSI寒天で培養後 DHL寒天上で再分 また， 6株はいずれもソルピトール発酵性および戸】グ

離した場合，桃色と無色透明の 2種類の集落が出現した. ルクロニダーゼ産生性が陽性であった.

そこで，両集務につき糖分解性を調べた結果，無色の集 一方，薬剤感受性を CP，TC， SM， KM， ABPC， ST， NA， 

落が乳糖遅分解性であった以外他の生化学的性状や血清 FOM， NFLXの9剤について調べた結果， 6株すべてが

型，およぴ Vero毒素産生性に差異は認められなかった. 全薬剤に対して感受性であった.

VTEC OUT: H19株のプラスミド・プロファイル:分

Table 3. Biological Activities of E. coli OUT:H19 離した 6株について，そのプラスミド・プロファイルを

Strains 調べた結果，全株とも約80kbのプラスミド単独保有株

Tests 

Enterotoxic activity 

Heat-labil巴toxin(RPLA) 

'Heat-stabl巴 toxin(Infant mouse) 

Sereny test in guinea pig eye 

Lethal toxicity in mouse (i.p.) 

Cytotoxicity (Vero celles) 

Latex agglutination test for VT 

VT 1 

VT2 

PCR for VT 

VT 1 

VT2 

* No. of positives/ No. of strains七ested.

Reaction 

一(0/6)* 

一(0/6)

ー (0/6)

+ (6/6) 
+ (6/6) 

一(0/6)

+ (6/6) 

一(0/6)

+ (6/6) 

で，菌株による差異は認められなかった.

考察

下痢原性大腸菌は，今回報告した新しいタイプの

Vero毒素産生性大腸菌 (Verotoxin-producingE. coli; 

VTEC)と，これまでに知られていた病原血清型大腸菌

(Enteropathogenic E. coli ; EPEC)，組織侵入性大腸菌

(Enteroinvasive E. coli ; EIEC)，毒素原性大腸菌

(Enterotoxigenic E. coli ; ETEC)と併せて現在少なくと

も4種に分類されている 16)

著者ら4)は，これら下痢原性大腸菌による腸管感染症

の発生状況などについてこれまで詳細な検討を加えてき

ているが， 1966年-1991年までの26年間に東京都内で発

生した大腸菌によると推定された集団下痢症事件123件

の調査では，その原因として最も多いのは， ETECによ

Table 4. Biochemical Characteristics of E. coli OUT:H 19 Strains 

Test Sign %十 Test Sign %+ 

lndole + 100 D-Mannitol + 100 
Voges-Proskauer 。 Dulcitol 。
H2S (TSI) 。 L-Arabinose + 100 
Nitrate to nitrite + 100 Cellobiose 。
Urease 。 D-Xylose + 100 
Citrate， Christensen + 100 Adonitol 。
Citrate， Simmons 。 L-Rhamnose + 100 
Sodium acetate + 100 L-Inositol 。
Malonate 。 Raffinose 。
Lysine decarboxylase 十 100 Salicin 。
Ornithine decarboxylase 。 D-Sorbitol + 100 
Arginine dihydrolase 。 Maltose 十 100

D-glucose + 100 Trehalose + 100 
Gas from glucose + 100 KCN 。
Lactose + 100 Oxidase 。
Sucrose 。 s -Glucuronidase + 100 

Six strains were tested. + =positive within 1 or 2 days;一=negativewithin 7 days. 
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るもので72件，次いで EPECが21件. EIECが 7件で

あった.残りの事件は. ETEC. EPECあるいは EIECの

いずれにも該当しないものであったが，新しいタイプの

大腸菌による可能性も否定できないことからこれら原因

不明由来株についてその病原性を詳細に検討した結果，

1984年に小学校で発生した血清型 0145: H一大腸菌に

よる集団下痢症が VT1および VT2の両毒素を産生す

る本邦で初めての VTECによる集団事例であることを

明らかにすることができた5) 今回報告した事例は都内

における VTEC集団事件として 2例目に当たる.また，

これまでに VTECによる散発下痢症の調査で確認し得

た症例は， 1992年 6月現在国内事例889件中22件，海外

由来事例831件中 1件，計23件(血清型 0157:H 7が17

件， 0128: H 2が2件， 026: H 11が 2件， 0111: H 

ーが 1件， 0103: H 2が 1件)である4)

一方，全国的な VTEC下痢症状の発生状況4)をみると，

著者らの本邦初の集団事例報告以降地方衛生研究所を中

心に精力的な調査が開始されるとともに，これまでに集

団事例として東京都内の 2事例を含めて計7事例，また

散発事例として1984年以降少なくとも 150余例が報告さ

れるまでに至り，認識される症例も 1990年における埼玉

県浦和市の集団発生17)以後急増する傾向にある.

これまでに我が国で同定された VTECの血清型3)につ

いてみると，著者らが集団事件の原因菌として報告した

0145 : Hーおよび本報の OUT: H19両血清型は VTEC

血清型として内外では恐らく初めてと考えられる稀な血

清型であった. しかし，それ以外の血清型は 0157: H 

7/Hーや 026: H 11， 0 111 : Hーによるものが主

体17，18)であり，諸外国とあまり大差は認められていな

し、4)

VTEC感染症の感染源、としては， VTEC下痢症が多発

しているカナダや米国の集団事例では，牛肉やその加工

品，未滅菌の午乳など畜牛に起因するものの多いことが

指摘されている 3) しかし わが国では感染源が特定さ

れた例は少なく，集団事例に限っても埼玉県の保育園で

発生した事例17)が井戸水と推定された以外，全て不明

であった.今回の事例も，患者発生が当小学校内にのみ

限定されたこと，また飲用水に特に問題はなかったこと

から 5月初旬に提供された給食が感染源として最も有

力と考えられたが，事件発生の保健所への届出が6月 1

日と遅れたことなどからそれを特定するまでに至らな

かった.

一方，本事例の患者発生は既述のごとく， 5月27日と

6月4日に 2つのピークがあり，単一暴露型の感染にし

てはやや奇異な態度を示した. しかし，これは今回の発

生が単一暴露型であることを否定するものではなく，恐

らく疫学調査の開始が初発患者の発生から 2週間以上経

過した 6月4日と遅れ，また患者が学童であったため，

学校や保健所の精力的な調査にも関わらず発病日を必ず

しも正確に特定し得なかったことが強く影響したものと

思われる.

本事例では，細菌検査に供試した糞便も，疫学調査と

同様発症後 1週間以上経過したものや既に抗生物質が投

与されたものなど不適な材料が多く，原因と推定した

VTEC OU:r : H19の患者からの検出率は，分離培養以外

の方法の導入で新たに VTECの存在が確認されたもの

を含めても9.0%と低率であった.しかし， VTEC 0 157 

:H7の下痢症患者糞便からの検出率を調べた Tarr

ら19)の調査では，発病 2日以内では100%であるものの，

7日以上経過した場合は約33%にまで減少する結果が示

されていること，また本事件で VTECと診定された患

者の発症日が流行の全期間に分布し，かつ患者発生が 1

年生から 6年生までの全学年に認められたこと，患者の

主要臨床症状が腹痛と下痢で，一部は粘液便や粘血便を

呈し，また臨床診断では急性虫垂炎の疑いのもたれた患

者がいたなど VTEC感染症に特徴的な臨床所見3)が認め

られている点から，本事例は VTECOUT : H19による

集団下痢症と推定してまず間違いなかろう.

今回採用した糞便の TSB増菌培養液から Vero毒素を

直接検出する直接 LA法や直接 PCR法による菌の証明

は初めての試みであったが これらにより菌培養陰性材

料から 3名の VTECを確認しえた.今回のように原因

菌の検出があまり期待できない不適な検査材料の場合に

は，この種の方法の利用価値が高いことを示すものであ

り，今後更に検討を加えて行きたいと考える.

結論

1991年 5月14日一 6月6日の24日間にかけて東京都内

の某小学校において学童377名中89名(発病率23.6%)が

急性胃腸炎症状を呈した.

患者の主要臨床症状は，腹痛79名(88.8%)と下痢62名

(69.7% )であった.下痢の症状は，軟便や水様便が主体

であったが，粘i夜f更が 7名(11.3%)，粘血便が 4名

(6.5% )に認められた.発熱が認められたのは20名

(22.5% )で， 39
0

C以上の高熱を呈したものは 4名のみで

あった.患者89名中39名(43.8%)が受診し，内 6名が入

院した(3名の臨床診断は急性虫垂炎の疑い). しかし，

患者全員の予後は良好であり，死亡者もいなかった.
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6月4日から 6月14日にかけて採取された患者糞便81

件，非発症者の学童糞便69件および給食従事者4件の合

計154件を対象に病原菌の検索を行った結果，患者糞便

81件中 5件，非発症者の学童糞便69件中 1件から VTEC

OUT : H19が検出され，本事件の原因菌と推定された.

本菌は，細胞培養法で細胞毒素が確認され，またラテ、y

クス凝集反応(LA)法および、PCR法で VT2単独産生菌

であることが同定された.更に，糞便の増菌培養液から

直接 LA法と PCR法を行った結果，本菌が陰性であっ

た患者糞便 3件からも新たに VT2産生菌の存在が確認

された. しかし，感染源を特定するまでには至らなかっ

た.

(本研究の概要は第65回細菌学会総会1992年 4月で発表

した.) 

文献

1) Konowalchuk， J.. Speirs， J. I. and Stavric， S.: 1nfect. 

11日間叫n.，18，775-779， 1977. 

2) Riley， L. W.， Remis， R. S.， Helgerson， S. D.， et al.: N. 

Engl. ]. Med. 308， 681-685， 1983. 

3 )甲斐明美，工藤泰雄:モダンメディア， 37， 24-32， 

1991. 

4) Kudoh， Y.， Kai， A.， Yamada， S.， et al: A，bstracts of 

Tweれか-seventhj oint confer，仰 ceon cholera仰 drelated 

diarrheal disease， 145-148， 1991， Charlottesville， 

Virginia. 

5 )伊藤 武，甲斐明美，斉藤香彦，他:東京衛研年報，

36， 16-22， 1985. 

6 )坂井千三，太田建爾:一般検査体系，微生物検査必

携編集委員会編，微生物検査必携，細菌・真菌検査，

第 3版， D 2 -D 13， 1987， 日本公衆衛生協会，東

京.

7 )工藤泰雄:腸管病原性大腸菌，微生物検査必携編集

委員会編，微生物検査必携，細菌・真菌検査，第 3

版， D30-D42， 1987， 日本公衆衛生協会，東京.

8) Kudoh， Y.， Matsushita， S.， Yamada， S.， et al.: Ad-

仰向cesin research on cholerae側 drelated diarrheas， 2， 

Kuwahara， S.， and Pierce， N. F. (eds.)， 261-268， 

1985， KTK Sci. Publ. Tokyo 

9 )松下秀，工藤泰雄:モダンメディア， 30， 80-91， 

1984. 

10) Sereny， B.: Acta Microbω. Acad. Sci. Hung.， 4， 

367-376， 1956. 

11)甲斐明美，山田澄夫，松下 秀，他:白細菌誌， 44， 

434， 1989. 

12)小林ー寛:臨床と微生物， 18(4)， 69-75， 1991. 

13) 甲斐明美，工藤泰雄:モダンメディア， 35， 

240-243， 1989. 

14) National Committee for Clincal Laboratory Stan-

dards: PeザormanceSωndards for Antimicrobial Disk 

Suscettibil仰 Tests，3 rd Ed.， 4 (16)， 1984， NCCLS， 

Villanava 

15) Kado， C. I. and Liu， S. T.: ]. Bacteriol.， 145， 

1365-1375， 1981. 

16)甲斐明美，工藤泰雄:臨床と微生物， 18(4)， 55-60， 

1991. 

17)鈴木忠義:公衆衛生情報， 1991. 3， 39-45， 1991. 

18)高山有道，松本修平:愛媛県立病院学会会誌， 24， 

1 -13， 1988. 

19) Tarr， P. 1.， Neill， M. A.， Clausen， C. R.， et al.:]. 11がect.

Dis.162， 553-556， 1990. 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 43， 8 -11， 1992 

東京都内のインフルエンザ検索成績

(1991年11月""'1992年 2月)

左
円

山
山
円山 i青*伊藤忠彦*，林 志直*，太田建爾*

Prevalence ofInfluenza Occurred in Tokyo 

(Nov. 1991-Feb. 1992) 
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and KENJI OHT A * 

Keywords:インフルエンザ influenza，インフルエンザウイルス influenza viruses， HI 抗体 HIantibodies 

緒言

近年のわが国におけるインフルエンザの流行は， AH 

1型.(Aソ連型)， AH 3型(A香港型)あるいは B型ウイ

ルスのいずれかによる単独，もしくはこれらの混合によ

るものである.東京都においても例外でなく，過去 9年

間のインフルエンザの流行を遡ってみると， 1982-1986 

年ではいずれも AH1型， AH 3型あるいは B型ウイル

スのいずれかによる単独流行1-3)であったものの， 1987 

-1990年はこれら三型の組み合わせによる混合流行4-6)

が認められている.

本報では， 1991年11月から1992年 2月までに，東京都

内で発生したインフルエンザ様疾患の集団発生患者及び

散発例として渋谷区内及ぴ新宿区内の医療機関を個々に

受診した患者を対象に病因検索を行ったので，その結果

の概略を報告する.

材料と方法

検査対象集団例は， 1991年11月下旬から1992年 2月

下旬までに，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35集団153名(1集団 2-5名)

の擢患学童及び生徒を検査対象とした.また，散発事例

は渋谷区内の 6医療機関を受診したインフルエンザ様疾

患々者18名(7歳ー58歳)及び新宿区内の 1医療機関を受

診したインフルエンザ様疾患々者20名(4歳-42歳)を検

査対象とした.

ウイルス分離試験ウイルスの分離は急性期の患者よ

り得られた咽頭うがい液191例について，既報4)に準じ

発育鶏卵及ぴ RD，Hep 2， Hela， Vero 355， MDCKの

各種培養細胞を用いて行った.

血清学的試験 血清学的試験は急性期及び回復期に採

取したペア血清を対象に補体結合反応(以下 CFと略す)

及ぴ赤血球凝集抑制試験(以下町試験と略す)の 2法を

行った.

CFに用いた抗原はインフルエンザA型， B型ウイル

スの S抗原(自家製)及ぴアデノウイルス抗原(デンカ生

研製)を，また， HI試験には下記のインフルエンザ、ウイ

ルスをt元原株として用いた.

AH 1型:A/山7f~32/89 ， A/東京/2176/92

AH3型:A/北京/352/89

B 型:B /Bangkok/163/90 

なお， A/東京/2176/92は今冬期， 1991年12月中旬に発

生した事例から分離した株であり，他の 3株はすべて今

期のワクチン株である.

CF， HI試験共に回復期の抗体価が急性期のそれに比

し4倍以上に上昇したものを有意上昇とみなした.なお，

血清学的試験の検査術式は既報4)に準じて行った.

成績と考察

患者の病因検索 今年度のインフルエンザ様疾患集団

例は， 1991年11月に 1集団， 12月 5集団， 1992年 1月に

26集団及ぴ2月 3集団の合計35集団例であった.これら

患者材料について，ウイルス分離試験並びに血清学的試

験を行いその病因検索状況を表 1に示した.

ウイルス分離試験の結果， 22集団例(患者103名中44

名)よりインフルエンザ AH1型ウイルスを検出した.

また，ウイルス分離試験は陰性であったが血清学的試験

*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 Healt)1 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku，Tokyo， 169 ]apan 
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表l.集団かぜ患者の病 因 検 索 状 況 (1991-1992年)

検索対象 検 索 結 果

発 生 集団 搬入 インフルエ アデノ エコー 不明

年月 句 ンザウイルス + ウイルス

例数 件数 AH 1型 AH3型 AH 1型 30型

1991. 11下 1 5 1* 

12上 1 5 l十

中 4 17 2 2++ 

1992. 1中 6 26 4 1 l 

下 20 85 19 1 * * 

2上 1 5 1 

中 1 5 l 

下 1 5 1 

計 35 153 28 1 l 1 4 

*集団例数 **アデノウイルス感染の判定は CF反応による

+コクサツキ-B群 2型ウイルス検出 (1/5)

十+ 1集団例から単純ヘルペス 1型ウイルス検出 (1/4)

の結果， AH 1型による感染と診断された集団例が 7例

(1992年 1月下旬 6集団， 2月下旬 l集団)認められ，

AH 1型による事例は合計29集団であったことが確認さ

れた. AH 1型ウイルスを検出した22集団例のうち， 1 

月下旬の 1集団例では対象患者 5名中 2名から AH1型

ウイルスを検出することができた.他の 3名は陰性で

あった. しかし，これら 3名の血清学的試験の結果，ア

デノウイルスに対する抗体価の有意上昇が認められ，同

ウイルスに催患していたことが明らかとなり，この集団

例はインフルエンザとアデノウイルスの二種による感染

例であったことが判明した.

AH 3型ウイルスによる事例は， 1992年 1月中旬に搬

入された 1集団のみで，患者 2名中 1名からは同ウイル

スを検出した.なお，他の l名はペア血清が得られ HI

試験の結果， AH3型ウイルス抗原に対する抗体価の有

意上昇が認められ，同ウイルスによる感染例であったこ

とが確認された.以上の結果からインフルエンザ、ウイル

スによる事例は， 35集団例中合計30集団例であった.

インフルエンザウイルス以外の事例として， 1991年11

月下旬に発生した事例では，患者 5名中 4名からエコー

ウイルス30型が検出され，同ウイルスによる感染例で

あったことが確認された.病因検索の結果，原因不明と

なった事例は合計4集団例であった.このうち， 1991年

12月上旬に搬入された 1集団では， 5名中 1名からコク

サツキー B群 2型ウイルスが検出された.また，同月中

旬に搬入された 1集団 4名中 1名からは単純ヘルペスウ

イルス 1型が検出されたが，これら検出ウイルスがそれ

ぞれの事例の病因であるか否かは不明である.

次ぎに散発例についてみると，渋谷区内における18例

では 9例からインフルエンザ AH1型ウイルスが検出さ

れた.残り 9例のウイルス分離試験は陰性であった.ま

た， 18例中 6例から得られたペア血清の血清学的試験で

は，ウイルスが検出された 3例を含む 4例に， AH 1型

ウイルス抗原に対する抗体の有意上昇が認められた.残

り2例はインフルエンザウイルス及ぴアデノウイルスに

対する抗体の有意上昇は認められなかった.この結果，

患者18例中10例がインフルエンザウイルスによる症例で

あることが確認されたが， 8例は病因を明らかにするこ

とはできなかった.

新宿区内の医療機関については， 20例の咽頭うがい液

及ぴ17例のペア血清を対象とした.検索の結果9例から

インフルエンザ AH1型ウイルスを，さらに残りの11例

中2例から AH3型ウイルスが検出された.また，ペア

血清による血清学的試験では， AH 1型ウイルスが検出

された 7例を含む11例に AH1型ウイルスに対する抗体

価の上昇が認められた. AH 3型ウイルス抗原に対する

抗体の有意上昇が認められたものは 2例であったが，こ

れらはいずれも同型ウイルス検出例であった.残り 4例

はインフルエンザウイルス及ぴアデノウイルスに対する

抗体の有意上昇は認められず，また，これらのうがい液

からのウイルス分離も陰性であり病因は不明であった.

インフルエンザ様疾患調査のうち，特に感染源を追及

する際の必要条件は，発症まもない患者からの検査材料

(咽頭うがい液)の採取と，採取された材料を速やかに検



表 2. インフルエンザウイルス分離陽性患者の HI試験成績 (1991年11月一1992年 2月)

A/山形/32/89 (AH 1 ) A/東京/2176/92 (AH 1 ) 

回復期 回復期

45  6 7 8 9 >10言十 く1* 1 2 3 4 5 6 

1 + 1 2 く1 1 

1 

急 2

3 

性 4

5 

期 6

7 

8 

9 

計
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9 >10計
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1 2 

3 14 

2 5 

8 13 

1 2 
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ペ

υ

つμ

8 

3 

2 

1 

7 
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1 

1 

1 1 

3 10 

3 11 

3 7 

3 4 

1 3 

P
O
R
υ

ワム

1
4

ー

よ

寸

よ

寸

t
A

2 

1 1 

1 

3 2 1 く1*

<1 

1 

急 2

3 

性 4

5 

期 6

7 

8 

9 

計 15 39 12 7 3 1 1 14 39 15 5 1 3 

9 >10計

7 

8 7 

B/Bangkok/163/90 

回復期

4 5 6 3 2 l 

に

-
υ
Q
U
7
・
7
e

『
υ
寸
よ

3 

1 

6 

1
i
《

h
V

咽
E
4

8 

5 

く1*

く17 

急 2

3 

性 4

5 

期 6

7 

8 

9 

>10 

計 7

9 >10計8 

A/北京/352/89 (AH 3 ) 

回復期

456  7 3 2 1 

3 

3 

11 

13 

6 

3 3 

3 39 

4 

6 

1 

9 

10 

3 

3 

く1*

くl

急 2

3 

性 4

5 

期 6

7 

8 

9 

>10 

計 39 3 7 8 8 5 10 10 10 3 3 

* : 8 X 2 n1直
+例数

の有意上昇を急性期及ぴ回復期の比が4倍以上とした場

合， AH 1型抗原株に対する抗体の有意上昇率はA/山形

/32/89株に対して89.7%(35/39)，A/東京/2176/92株で

は92.3%(36/39)であった.

今回供試した39例のペア血清のうち急性期血清で，す

でにA型， B型ウイルス抗原に対する抗体価が128倍(n 

= 4)以上と高い抗体を保有していたものが， AH 1型山

形株で89.7%，東京株87.2%，AH 3型北京株100%，B 

型 Bangkok株69.2%と多く認められ，特にAH3型株で

は全例256倍(n= 5 )以上であった.このことを説明す

るものとして，前年度冬期に都内では AH3型ウイルス

主体の流行6)を経ていることが挙げられる.更に患者の

査室へ搬入することが第ーである.また，これと同時に

当該ウイルスによる感染の有無の確認のためにも急性期

及ぴ回復期のペア血清も必要である.たとえ病因となっ

たウイルスの検出ができなかったとしてもペア血清が得

られた場合は抗体価の推移による感染の有無，更には迅

速な結果報告も可能である.

インフルエンザウイルス検出患者血清の HI試験成績

インフルエンザ AH1型ウイルスが検出された患者の

うち，ペア血清が得られた39例について HI抗体価の変

動を検討した.表 2に示すごとく，それぞれのペア血清

は検出された AH1型ウイルスと同型の抗原株に対して

のみ抗体価の上昇が認められた.ペア血清における抗体
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急性期における高い抗体価の保有は，毎年のごとく繰り

返し流行するインフルエンザウイルスによる感染既往歴

及びワクチン接種歴が原因であると考えられる.なお，

B型ウイルスは 1例も検出されず，患者ペア血清におけ

るインフルエンザB型株に対する HI抗体価の有意上昇

例もなく，今冬期の東京都における本ウイルスによる流

行は認められなかった.

以上のごとく今冬期の東京都におけるインフルエンザ

ウイルスによる集団かぜ、の主流行は， AH 1型ウイルス

によるものであったが，一部 AH3型ウイルスによる集

団例もあったことが確認された.

全国的な今冬期のウイルス分離状況は，まず，最初に

1991年10月，長野県内の散発例から AH3型ウイルス検

出の報告7)がなされた.それ以降11月までインフルエン

ザ様疾患の発生報告はあるものの，原因ウイルスの分離

報告はなかった. 12月に入り島根県において集団例から

AH 1型ウイルス検出の報告8)がなされ，以後，全国的

にAH1型， AH 3型及ぴB型ウイルス検出の報告が相

次いだ.流行の主体は東京都の場合と同様 AH1型で，

これに AH3型あるいは B型ウイルスが加わった流行で

あったことが報告されている8)

1991/1992シーズンインフルエンザ流行情報9)によれ

ば，全国で3，095株のインフルエンザウイルス分離の報

告があり，そのうち AH1型2，240株(72.4%)，AH3型

847株(27.4%)及ぴB型8株(0.2%)であった.

まとめ

1. 1991年11月中旬から1992年 2月下旬にかけて東京

都内において発生したインフルエンザの流行は，集団発

生例及ぴ散発例ともに，インフルエンザ AH1型ウイル

スによるものが主体で，この他に AH3型ウイルスによ

るものが集団で 1例及び散発例で 2例認められた.

2. 1月下旬の 1集団例(患者 5名)において 2名の

患者は AH1型ウイルスによるインフルエンザ、と確認さ

れたが，他の 3名はアデノウイルスによる感染症で，同

時期lこ二種のウイルスによる混合流行であったことが判

明した.

3. インフルエンザの流行初期， 1991年11月の l集団

例では，エコーウイルス30型による感染症例があった.

4. 病因不明となった 4集団例(患者17名)のうち， 12 

月の上旬の例及び中旬の l例において，それぞれコク

サツキー B群 2型ウイルス 1株及び単純ヘルペス 1型ウ

イルス 1本来が検出された.
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東京都における HIV抗体検査

(1987年 2月"'1992年 3月)

関根大正*貞升健志*，大貫奈穂美*寺山 武*

太田建爾**，三木 隆***

Serological Survey for Antibodies against HIV・1in 

Tokyo(Feb. 1987・Mar.1992)

HIROMASA SEKINE*， KENJI SADAMASU*， NAHOMI OHNUKI*， TAKESI TERAYAMA *， 

KENJI OHT A * * and T AKASI MIKI * * * 

区eywords:ヒト免疫不全ウイルス HIV，抗体検査 antibodytest，抗体陽性率 seroposotoverat巴

緒 言

AIDS(ヒト免疫不全症候群)は1980年代突然世界に登

場し，その治療抵抗性と致死率の高さから人々の注目を

集めた. HIV(ヒト免疫不全ウイルス)による伝染性の疾

患であること，感染診断法の確立により世界各国で急速

に拡大しつつあることが明らかになったこと，などから

多くの人々の関心をよんだ.国によっては国民の間に心

理的パニックをひきおこし 感染者に対する差別が見ら

れるなど社会的問題となってきている.

WHOによれば1992年 3月末までの世界の報告患者数

は48万人を越え，推定感染者数は成人で800-1，000万人

検査の1992年3月までの結果について報告する.

方法

HIV抗体検査は一次スクリーニング検査は酵素抗体

法 (EIA)(1987年 2月一 1998年 3月はアボット anti

HTLVIlIキット， 1988年 3月一1989年 9月はパイロノ

スチカ antiHTL V IIIキット 1989年10月以後はパス

ツールエラピア EIAキット)を用い，確認検査はウエス

タンプロット (WB)法(オーソ HIVウエスタンブロット

キット)および間接蛍光抗体法(IFA)(国際試薬 VIRGO 

HIV IFAコクサイ)を用いた・一次スクリーニング検査

で陽性になったものに対して確認検査を行った.結果の

小児で100万人である.また西暦2000年の世界での感染 i 判定は各々のキットの判定基準に従って行った.

者数を成人3，000万人，小児1，000万人と予測している 1989年10月以後の抗体検査で一次スクリーニング検査

初期には欧米の男性向性愛者，静注薬物乱用者などに患 で陽性になったもの86件について確認検査の結果をしら

者，感染者が多数報告された. 1980年代後半以後アフリ べた.確認検査の結果は結果送付書の書式に従って陽性，

カ等の発展途上国に異性間性的接触による多数の感染者 陰性 3ヶ月後再検査の 3通りである.

が報告され，また欧米でもこの感染経路による感染の増 結 果

加傾向が見られ，現在全世界の感染者の80%近くは異性 1987年 2月より 1992年 3月末までの期間に23，551件の

間性的接触によるものと考えられている.我が国では 検体について抗体検査を実施し， 14件の抗体陽性例を検

1985年に最初の患者が報告されて以来平成4年2月末現 出した. 1987年 2月より 1991年 3月末までの 4年 2ヶ月

在，患者458名(外国人40名)，感染者2，008名が報告され

ている.東京都では1987年 2月以来都内保健所を受診者

のエイズ抗体検査(HIV抗体検査)を都立衛生研究所に

て実施してきた.本報では保健所経由検体のエイズ抗体

間では検査件数15，857件に対し 3件の陽性件数であった.

1991年4月より 11月までは前年の同時期よりは多少件数

の増加がみられたがそれほど顕著ではなかった. 1991年

12月より， 12月993件， 92年 1月1，071件， 2月1，615件，

*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 

*Tokyo M巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 

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

**同部細菌第一研究科

***江戸川区江戸川保健所
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3月2，178件と著しい検体数の増加がみられ，陽性件数

もこの 4ヶ月間で 7件であった.陽性件数の増加傾向は

もうすこし前からみられ， 91年 4月より 92年 3月末まで

の1年間では11件であった(表 1). 

89年10月よりのスクリーニング検査陽性例， 86件の確

認検査の結果をしらべたところ，陽性12件，陰性10件，

3ヶ月後再検査64件であった.

考察

日本では献血者集団における HIV抗体陽性率は100万

人あたり1.6人と報告されるなど，これまで先進国間に

あって例外的に HIV感染者の数が少なかった.我々の

実施した東京地区における保健所経由検体り HIV抗体

検査においても検査を開始した87年 2月以来 4年余りの

期間では検査件数15，857件に対し抗体陽性例は僅かに 3

件，検査件数約5，000件に 1件の割合であった. しかし

ながら91年4月よりの 1年間に検査件数及び抗体陽性件

数の急増がみられ，検査件数は7，689件，陽性件数は11

件となり抗体陽性率は約700件に 1件の割合であった.

日本における HIV感染者数及びエイズ患者数をモニ

ターしている厚生省のエイズサーベイランス委員会は昨

年から感染者数の急増を報告している.我々の結果は東

京地区においても HIV感染者が増加しているのを反映

しているかもしれない.

スクリーニング検査陽性例の確認検査の結果であるが，

86件中 3ヶ月後再検査のものが64件もあった.この原因

は確認検査に用いている WB法の検査の結果，バンド

がウイルスのコア蛋白質の位置のみに出現する検体を

キットの判定基準に従って WB法(土)と判定し 3ヶ月

後に再検査することにしているからである(図 1).その

目的は抗体陽性化前にこのようなバンドのみを示す例が

あるので，経過を追って検査し，抗体陽性化の有無を確

認するためである.今後は抗原検出キットを用いての抗

原検査，あるいは PCRr:去を用いてのプロウイルスゲノ

ムの有無の確認などの方法によって再検査の件数を絞る

ことが検討課題と思われる.

都立衛生研究所において HIV抗体験査を開始した

1987年 2月当時は，神戸でエイズ患者が死亡したことが

マスコミで報じられるなどしたせいでパニック状態が出

現し，抗体検査受診数の一過性の急増がみられたが，そ

の後沈静化し検査件数も減少した.今回の検査希望者の

急増が今後いかなる変遷をたどるかは誰にもはっきりし

た予測はできないが，抗体陽性者が確実に増加している

点で前回の騒ぎよりは受診動機に根拠があるともいえる.

今後とも検査業務の遂行に努力しつつ動向を見守ってい

きたい.

まとめ

1. 1987年 2月より 1992年 3月までの 5年 2ヶ月間に

23，551件の HIV抗体検査を実施し14件の抗体陽性

例を検出した.

2. 1991年 4月より 1992年 3月の一年間に7，689件の

検査を行い抗体陽性者11名を検出した.

3. 検査開始以来 4年 2ヶ月間の抗体陽性率は約

5，000件に 1件であったが，その後の 1年間では約

700件に 1件であった.

4.確認検査の結果，多数の要再検査例があるので今

後その扱いを検討していく必要がある.
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表 1 エイズ検査件数の月別・年次別動向

月 日リ 中食 査 件 数

年度 Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec 計

1987 検査件数 1，7282，359 1，350 866 662 440 276 296 263 211 193 8，644 

H召62
陽性数 スクリーニング

l 10 1 2 3 l 1 19 

確認試験
1 l 

月 日リ 検 査 件 数

年度 Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec 計

1988 検査件数 190 216 229 200 218 224 195 146 189 141 122 171 2，241 

昭63
陽性数スクリーニング

。
確認試験

。
月 ~Ij 検 査 件 数

年度 Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec 言十

1989 検査件数 153 182 169 167 175 184 166 145 119 139 143 108 1，850 

平元
陽性数スクリーニング

1 1 2 4 

確認試激
1 1 

月 ~Ij 検 査 {牛 数

年度 Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec 計

1990 検査件数 139 163 127 168 142 171 136 150 147 227 233 249 2，052 

平 2
陽性数スクリ】ニング

2 1 1 3 1 1 1 1 11 

確認試験
1 1 

月 ~Ij キ食 査 件 数

年度 Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec 計

1991 検査件数 463 336 276 193 219 235 220 185 209 227 344 993 3，900 

平 3
~'Ii数スクリーニング

1 2 6 1 6 1 2 3 9 31 

確認繍
2 1 1 1 5 

月 日リ 検 査 件 数

年度 Jan Feb Mar Apr May Jun Jul Aug Sep Oct Nov Dec 計

1992 検査件数 1，071 1，615 2，178 

平 4
陽性数 スクリーニング

4 16 22 42 

確認試験
1 5 6 

試験方法:

1986.2-1988.3 アボット antiHTL V III アボットf土
1988.3-1989.9 パイロノスチカ antiHTL V III オルガノテクニカ社

1989.10- パスツールエラピア EIA パスツール杜
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図 1.Western blot法による抗 HIV-l抗体の解析
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Nested-PCR法によるヒト T細胞白血病ウイルス (HTLV・1)ゲノムの検出

貞升健志*大貫奈穂美*，伊藤忠彦*関根大正*

太田 建爾**寺山 武*** 三木 隆****柳田昌彦*****

Detection of HTL V-I Proviral Genome by the Nested-Polymerase Chain Reaction 

* f'T"¥" T""'o ~ TTTTTr-. Tf'T"¥.r..* KENJI SADAMASU ~， N AHOMI OHNUKI ~ ， T ADAHIKO ITO ~， HIROMASA SEKINE ~， KENJI OHT A 

T AKESHI TERA Y AMA * * *， T AKASHI MIKI水** * and MASAHIKO YANAGIDA * * * * * 

Human T-cell le此巴miavirus type 1 (HTL V白1)proviral DNA was detected in the HTL V -1 infected T -cell 

cell lines and peripheral blood mononucl巴arcells (PBMC) of anti-HTL V -1 antibody positive women by the 

nested白polymerasechain reaction (PCR). It was possible to detect one copy of HTL V -1 proviral genome in the 

C巴11lines. 

Of the 20 samples which were antibody-positive or indeterminat巴 byth巴Westernblot assay and indirect 

immunofluorescence testing， 20 were positive by the nested-PCR of the pX region， and 19 were positive by 

that of the polymerase region. 

These results indicate that the nested-PCR is useful as a confirmation test of the anti-HTLV-I antibody 

test and that it can be applied for an early diagnosis of perinatal infection. 

Keywords:ヒト T細胞白血病ウイルス humanT-celllymphotropic virus type 1 (HTLV-I)，ポリメラーゼ連鎖反

応 polymerasechain reaction (PCR) ，二段階 PCR法nested-PCR

緒言

Human T-cell Lymphotropic Virus Type 1 (HTLV-I) 

は， Ad ult T cell Leukemia (成人T細胞白血病 ;ATL)の

病原体として1980年から1981年にかけて明らかにされた

レトロウイルスである 1) このウイルスは HTLV-I

Associated Myelopathy (HAM)及ぴ TropicalSpastic Pa-

raparesis (TSP)の病原体としても知られている.我が国

では約100万人の感染者がいて年間約500人の ATL患者

が発生するといわれている.日本国内では九州，南四固

など南西部に最も多い.

ウイルスが発見されてすでに10年を経過しているが，

抗体検査法にはまだ種々の問題点が指摘されている.

抗体検査法にはスクリーニング法としてゼラチン凝集

(PA)法，酵素免疫抗体(ELISA)法があり，確認検査法

としては間接蛍光抗体(IndirectImmunofluorescence; IF) 

法及びウエスタンブロット (WB)法がある.いずれの方

法についても市販キットがすでにあり，広く利用されて

いる.スクリーニング法では偽陽性反応が出現すること

がある 2) IF法は特殊な技術が必要で判定が困難な場合

があり， WB法は WHOの定める判定基準3)を満足する

キットが国内ではまだ発売されていない.また， IF法

及ぴWB法キット相互間の不一致例も少なくない4) さ

らに，母児感染の早期診断には，母親由来の移行抗体が

1年近く子供の血液中に残存するため，その聞には抗体

*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 

*Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

**細菌第一研究科

***微生物部

****江戸川区江戸川保健所

*****都立築地産院，都立荒川産院，都立大塚病院，都立台東病院，都立豊島病院，

都立府中病院，都立墨東病院，都立母子保健院，都立広尾病院
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検査では児の感染の有無を判定できない.以上の理由か

ら，抗体検査に依存しない確認検査法が強く望まれてい

た.

これらの問題点を解決する方法のーっとして

polymerase chain reaction(PCR)i去がある5.6)

HTLV-jは約9，000塩基からなる RNAウイルスである

が，このウイルス自身の持つ逆転写酵素により二本鎖の

DNAへと複製し，より安定なプロウイルスゲメムとし

て宿主細胞内の DNAの中に組み込まれ，細胞分裂の際

にも安定した状態で維持される.

従って，ウイルス粒子(RNA)そのものよりプロウイ

ルスゲノム(DNA)を標的とした方が有利であると考え，

プローブを必要としない nested.PCR法7.8)を開発し，そ

の有用性を確認したので報告する.

材料および方法

1.細胞

PCR法用の陽性コントロールとして HTLV-j感染細

胞の MT-2細胞及び MT-4細胞を用いた.

各領域のプライマーペアの PCR法による検出感度を

確かめるために， HTLV-j非感染細胞の CEM細胞

75，000個中に HTLV-j感染細胞の MT-2細胞または

MT-4細胞を各々 1，000，100， 10， 1， 0.1， 0.01個の

割合に含むように希釈系列を作り， nested.PCR法によ

るHTLV-jプロウイルスゲノムの検出感度を検討した.

2.供試試料

都内病産院にて HTLV-j抗体スクリーニング法陽性

とされた母体血液20検体を対象とした.すべての検体は

EDTA-2 Naを加えて採血し，採血後24時間以内に下記

により単核球分離を行った.

3.抗体検査

HTLV-j抗体検査は市販の WBキット (BjORAD社)

及ぴ jFキット (MBL社)を用いて行った.結果の判定に

ついては，各キット付属の取り扱い説明書に準じた.

4.単核線分離

フイコールパーク (Pharmacia)1容上に， PBS( -)で 2

倍に希釈した EDTA-2 Na加血液 2容を静かに重層し，

1，800 rpmで30分間遠心して単核球分画を得た.単核球

は PBS(ー)にて洗浄後，細胞数を計算し1.5X 106個を

エッペンドルフチューブに移し，DNA抽出に使用した.

残りの細胞は液体窒素ボンベ内に保存した.

5. DNAの抽出

Ouら5)の方法を一部改良した方法を用いて行った.

PBS(ー)を除き，滅菌蒸留水223μ1，Ouらの報告で述べ

られた Lysisbufferの10倍濃度としたもの (100mM

Tris-HCI pH8.3， 500mM KCI， 25mM MgCI2， lOmg/ml 

g巴latin，4.5 % NP40， 4.5 % tween20 )25μ!とproteinase

K(10mg/ml) 2μlを加え， 56'Cで1時間処理した.つい

で95'C，10分処理して proteinaseKを不活化後， PCR 

用 DNA試料(細胞75，000個/12.5μ l/vial)として用いた.

なお PCR法を実施するまで 20'Cにて保存した.

6. PCRおよび特異的遺伝子の検出

PCRはPerkinElmer Cetus社の GeneAmp™キットを

用いて， nested-PCR (2 step PCR)法で実施した8) 1 

st-step， 2 nd-stepともに反応 volumeは50μlにて実施

し，反応濃辰は， 50mM KCI， 10mM Tris-HCI(pH. 8.3)， 

1.5mM MgCI2， 0.001 % gelatin， 0.1 % BSA， 200μM 

dNTP， Taq polymerase 1 U/50μlであり，各プライ

マー濃度は1.0μMで行った 1st-stepは，各抽出

DNA 12.5μI(DNA 0.5μg=細胞約75，000個)をテンプ

レートとし， 1 st-step用プライマーペアを用いて94'C

1分， 53'C 1分， 72'C 1分で30サイクルの反応を行った.

PCR反応は PC-600(ASTEC)を使用して行った.

1 st-step終了後，反応液の蒸発を防止するために重

層した mineraloilを除去後，クロロフォルムを加えて

vortex処理した後， 12，000rpmにて遠心して上清を得た.

次にこの上清 3μlをテンプレートし， 2 nd-step用

プライマーペアを用いて 1st-stepと同条件で PCRを25

サイクル行った.

2 nd-step終了後， 5μlをエチジウムブロマイド加

1.5%アガロースゲルにて電気泳動し，陽性対照と対比

される特異的バンドを認めたものをゲノム検出と判定し

た.

使用したフ。ライマーは， pX領域を標的とした PCRで

は， 1 st-step用プライマーとして SK43/446)を用い，

2 nd-step用 プ ラ イ マ ー と し て TM211/212 (pX 

7362-7381/pX 7463-74449))を用いた. pol領域を標的と

した PCRでは， 1 st-step用プライマーとして TM

231/232 (pol 3322-3341/pol 3535-3516)を用い， 2 

nd-step用プライマーとして SK54/556)を用いた (Fig.

1 ). TM 211/212及ぴ TM231/232については， Seiki 

ら9)および Malikら10)の報告を参考にして各ウイルス株

に共通な部分をプライマーとして合成した.

結果

1. PCRによる各プライマー領域の検出感度

10倍濃度の Lysisbuffer (Ou変法)を用いれば，フェ

エッペンドルフチューブに移した単核球試料を遠心して ノール，クロロフォルムなどを用いて再抽出しなくても
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Fig. 1. Nucleotide sequence of oligonucleotid巴 primersused in the nested-PCR and their locations in the HTL V -1 

genome. 

2.陽性者のリンパ球を用いた PCR

20検体中 IF法または WB法にて HTLV-I抗体陽性と

診断されたのは19検体であり (95%)， 1検体については

IF法および WB法において判定保留となった. 20検体

すべてについて， pX領域及び pol領域で nested-PCRを

行ったところ， pX領域ではすべての検体においてゲノ

ムが検出されたが(100%)，pol領域では19検体(95%) 

でゲノムが検出された(Table.2)， 2領域ともにゲノム

が検出された検体は， 20検体中19検体(95%)であった.

考察

HTLV-Iは約9000塩基からなる RNAウイルスである.

HIV-1と同じレトロウイルスであるが， レンチウイル

ス亜科ではなく，オンコウイルス亜科に属する.

ゲノム構造は両端にLTR (long terminal repeat)を持ち，

gag(ウイルス粒子コア蛋白)， pol(逆転写酵素)， env(ウ

Table. 2 The results of provirus genome detection by 

the nested四 PCRand HTL V -1 anti body detection by 

IF and WB in the blood material of screening 

test positive cases for HTLV-I antibody 

十分 PCR法用の DNAを抽出することができることが分

かった.

pX領域の PCRでは CEM細胞75，000個中 MT-2細胞

10-1個を含む試料まで検出することができたが，pol領

，域では CEM細胞75，000個中 MT-2細胞 11闘を含む試料

までの検出が可能であり (Fig.2)， pX領域の方が pol

領域より感度がよかった.一方， MT-4を用いた実験

では pX及ぴ polともに10-11固までの検出が可能であっ

た(Table.1 ). 

以上のことから， MT【 4または MT-2細胞 1個未満

からのプロウイルスゲノムの検出が可能であり，いずれ

の細胞内にも 1から 10コピー以上の HTLV-Iゲノムが

存在することが示唆された.

Table. 1 Detection of provirus genome of HTL V -1 

infected cell lines (MT-2 and MT-4) using 

the nested-PCR with pX and pol primer pairs. 

10-2 I 

NO. of samples positive by: 

IF WB PCR 

pX 

20 

NO. of 

samples 

(n=20) 

20 

pol 

19 19 19 was to be detected. “+" 
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イルス表面の糖蛋白)及ぴ pX(発現調節蛋白)遺伝子を持

つ9) また， HTLV-[はHIV-1に比べて変異が少なく，

細胞内のコピー数も多いことから， PCR法により診断

する対象として有利である.

nested-PCR法の検出感度については， MT-2または

MT-4細胞10-1個に相当する DNAからのプロウイルス

ゲノムの検出が可能であった. MT-2細胞 1個内には，

pX遺伝子約10コピーが存在することから11)，我々の方

法では 1コピーあれば検出できるものと考えられる.本

来， PCR法には R[やジゴキシゲニン12)などで標識した

プローブが不可欠であるが， PCRを2回繰り返す nes.

ted-PCR法を用いれば，プローブを用いずに lコピー程

度のゲノム検出が可能で、ある.さらに， PCRを2回繰

り返すとは言え，プローブの標識，サザンブロットなど

による手聞が省けるため，迅速診断も可能になると思わ

れる.

今回，スクリーニング検査陽性例20検体中20検体

(100% )で， pX領域の PCR法でゲノムが検出されたこ

とから，我々の nested-PCR法の有用性が示された. し

かしながら，抗体検査判定保留例の l例については pX

領域でゲノムが検出されたものの， pol領域では検出で

きなかった.この l例については，欠損ウイルスなの

かIL14)，ゲノム数が少ないことによるものか15)，ある

いはミューテイションによるものかは現在のところ不明

である.今後， PCR法の判定基準を含めて，新しいプ

ライマーによる検索等により明らかにしていきたい.

また， nested -PCR法を HTLV-[のルーチン検査に用

いる上での問題点のーっとして，コンタミネーションが

挙げられる.一般に， PCR法を 2回繰 lり返すことによ

り，コンタミネーションが増えると考えられているが，

DNAの抽出法として，細胞に溶解液を加えて熱処理す

るという簡便な方法を採用すること，並ぴに pre-PCR

室， post-PCR室とDNAを扱う部屋を分けることにより，

DNA抽出及ぴ PCR操作中のコンタミネーションを減少

させることができるものと思われる.

nested-PCR法は抗体検査と同程度の感度でウイルス

ゲノムの検出が可能であったことから，抗体検査法の確

認検査としてかなり有効であることが明らかになった.

また，抗体検査では避け難い抗体検査判定保留例や，

移行抗体の存在により抗体検査法では感染の有無を判定

できない母児感染例の確認試験法としても，今後有用な

方法と思われる.

まとめ

HTLV-[抗体スクリーニング陽性血液試料から nes.

ted-PCR法によりプロウイルスゲノムを検出することに

より， HTLV-[感染を診定する方法を検討し，以下の結

果を得た.

1. 10倍濃度の Lysisbufferにより， PCR法への直接使

用が可能であった.

2. 75，000個の CEM細胞中10-1個の HTLV-[感染細胞

の検出が可能であった.

3. HTLV-[抗体スクリーニング陽性20検体中20検体で

pX領域のゲノムが検出され(100%)，19検体(95%) 

でpol領域のゲノムが検出された.
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Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of HTL Y -1 proviral genome amplified by the nested目 PCR.

DNA samples for in vitro amplificat即 1by PCR were prepared from vials containing 1，000 (iane 2)， 100 

(lane 3)， 10 (lane 4)， 1 (iane 5)， 0.1 (lane 6)， and 0.01 (iane 7) of MT【 2cells， respectively. 

Nested-PCR was performed by using two sets of primer pairs for HTLY-I pX region， and HTLY-I DNA 

sequences were detected in the amplified products by agarose gel electrophoresis and staining with ethi. 

dium bromide 
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緒言

日本における後天性免疫不全症候群(エイズ)患者は

1992年 4月現在473人で，ヒト免疫不全ウイルス 1型

(HIV-1 )感染者数は2，077人と報告されており，他の先

進諸国と比較して格段に少ない.さらに， HIV感染者

のうちの大部分は血液製剤に起因するものとされている.

血液製剤による感染は輸血の監視体制が確立されたこと

により，今後，新たな感染はなくなるものと思われる.

その他の感染経路として，麻薬静注者にみられる注射器

の相互利用による感染，男性同性愛者間の感染，母子感

染，異性間性行為感染がある. 日本における今後の動向

を考えた場合，麻薬静注や男性同性愛者間感染よりは，

アフリカ及ぴタイで代表されるような異性問感染が主体

になっていくものと予想される.特に，東京都は日本の

玄関であり，国際都市として様々な固から多くの人々が

訪れることから，輸入感染症としての対応が必要であろ

っ.
異性聞の性的接触により感染する感染症としては，

1948年に施行された性病予防法により指定されている性

病(梅毒， 1;林病，軟性下かん，そけいリンパ肉芽腫)があ

るが，これら以外に現在では性行為により感染する様々

な疾病が存在しており，これらをより大きな概念として

性感染症(STD= Sexually Transmitted Disease)と称して

いる. HIV感染は B型肝炎，クラミジア症などととも

に， STDとしても位置づけされている.特に，Tre-

ponema pallidum， Herpes simplex virus type 2， Chlamydia 

trachomatisなどは HIV感染を促進するともに報告されて

いることから1にある集団lにおけるH1Vおよび他の

STD感染率を調査することは重要な意味をもつものと

いえよう.
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世界エイズデーは， 1988年に行われたエイズ予防プロ

グラムに関する世界サミットで，エイズへの関心，エイ

ズに関する経験と情報の交換を強力に推進することを目

的に提唱された年 l回の日 (12月 1日)である.現在，こ

の日には世界各地で数千のイベントが行われている.

東京都においても， 1989年からイベントのーっとして，

希望者に無料で HIVおよび他の STD感染の有無を検査

してきている 2)

本報では1991年世界エイズデー(1991年12月1日)に東

HBs抗原検査も， ELISA法(エルジアーHBsAg:国際

試薬)を用いて行い， ELISA法弱陽性の検体については

中和試験を実施して確認した.

4) C型肝炎抗体検査 :C型肝炎抗体検査は ELISA

法(HCV'EIA IIアボット)を用いて行い，陽性のものに

ついてはイムノプロッテイング法(カイロン HCVRIBA 

テスト)を用いて確認検査を行った.

5)梅毒抗体検査:梅毒検査は TPHA及ぴカヲス板

法で行った.

京都内で実施した集団無料検診における HIV-1. B型 結 果

肝炎ウイルス (HBV)，C型肝炎ウイルス (HCV)及ぴ梅 1. HIV閏 1抗体検査

毒抗体検査の結果について報告する.

方法

1.材料

無料街頭検診は1991年12月 1日に，東京都庁舎前(都

民広場)で実施された.本検診を受診した335名(男性254

名，女性79名)を対象に検査を行った.

2.検査項目及びその方法

1) HIV-1抗体検査:HIV-1抗体検査は一次スク

リーニングとして酵素抗体法(ELISA法:パスツールエ

ラピア EIA)または粒子凝集法 (PA法:セロデイア

HIV)を用い，確認試験にはウエスタンブロット (WB法

:ォーソ HIVウエスタンブロットキット)を用いた.

ELISA法についてはカットオフ値(OD=0.300)以上のも

のを， PA法では凝集像の認められたものについて一次

スクリーニング陽性とし， WB法の判定はキット付属の

使用説明書に従って行った.

2) HIV-1抗原検査:血清からの HIV-1抗原検査は

HIV抗原 EIAアボットを用い，血餅から抽出した DNA

を用いた PCR法では， gagのプライマーペアを用いた

nested-PCR法3)にて実施した.

3) B型肝炎抗体・抗原検査:HBs抗体検査は， EL. 

ISA法(エルジアーAnti-HBs:国際試薬)を用いて行った.

335例中スクリーニング検査で陽性となったのは 3例

(0.9%)で，これらについて確認検査を行った結果 1例

(0.3% )が陽性となった(表. 1). この 1検体の受診者

は前年度の検診も受診していることが分かり，一20.Cに

て保存しておいた前年度の血清について， WB法並びに

HIV抗原検査を行ったが陰性であった.また，併せて

保存しておいた前年度血餅から DNAを抽出し nes

ted-PCR法により HIV-1ウイルスゲノムの検査を実施

したが，陽性所見は得られなかった.なお，この検体は

HBs抗体陽性であった.

2. HBV検査

HBs抗体が陽性だった検体は60例(17.9%)であり，

そのうち HIV-1陽性が 1例(1.6%)，HCV陽↑生 1例

(1.6% )，梅毒は TPHA(+)・ガラス板法(+)が 1例

(1.6%)， TPHA( +)・ガラス板法(一)が2例(3.3%)で

あった.

HBs抗原が陽性だった検体は10例(3.0%)であった.

HBs抗原が陽性で，他の STD検査が陽性の例はな

かった.

3. HCV検査

HCV抗体検査でスクリーニング検査陽性は 5例

(1.5%)認められ，そのうち 4例が確認検査法で HCV

表1.無料街頭検診者335名における STD検査結果

No目。f HIV HBs 抗体 HBs 抗原 HCV 梅毒

samples ガラス板法 TPHA 法

No. of samples 335 1 60 10 4 6 9 

HIV抗体 1 1 。 。 。 。
HBs 抗体 60 1 。 1 3 1 

HBs抗原 10 。 。 。 。 。
HCV 抗体 4 。 1 。 。 。
梅毒抗体 ガラス板法 6 。 3 。 。 4 

TPHA r去 9 。 1 。 。 4 
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抗体陽性(1.2%)であった. 4例中 l例は HBs抗体も陽

性(25.0%)であった.

4.梅毒検査

梅毒抗体検査のうち TPHA法で 9例(2.7%)が陽性で，

ガラス板法で 6例(l.8%)が陽性であった.両方法で陽

性だった検体は 4例(l.2%)であった.このうち，

TPHA法で陽性のもの 9例中 3例(33.3%)が HBs抗体

陽性で，ガラス板法陽性のもの 6例中 1例(16.7%)が

HBs 抗体陽性であった.

考察

1989年世界エイズデーから始まった東京都内における

集団無料検診も今回で 3回目である. 1989年8人， 1990 

年137人2) 1991年335人と年々受診者が増加する傾向に

ある.このことはマスメディアなどを用いた宣伝の影響

も考えられるが，エイズに対する関心を持つ人が年々増

えてきていることが背景にあると考えられる.

本集団についての受診動機については，すでに石井ら

が報告しているが4)，75.8%は男性， 23.6%は女性であ

り，受診要因が男性に高いことを意味するものと推察さ

れる. しかし，検査機会に関するアンケート調査で，男

性同性愛者は10%強であり，受診要因がそれ以外にもあ

ることを示している.

検査が「受けやすい」と回答した者は63.9%で，その

理由としては「無料」が63.1%， I手続きが簡単」が

59.3%と半数以上を占めており， I匿名Jを理由に上げ

た人は20.6%であった.

通常，都内保健所においても AIDS検査を実施してい

るが，受診料(l，600円)負担があること，予約を必要と

するなど，手続きが必ずしも簡単でないことなどの理由

から，この集団が保健所でエイズ検査を受診している集

団とは若干異なった構成である可能性が考えられる.こ

のことから，この種類の街頭検診は通常の保健所受診集

団とは異なる集団とみなすことができ，これらの集団に

おける HIV感染並ぴにその他の STD感染の実態を知る

ことは意義あるものといえよう.

本集団での HIV-1抗体陽性者は 1例(0.3%)であっ

たが，献血者を対象にした検査では0.00049%との報告

があり 5)，保健所における我々の調査0.06%よりも高い.

なお，本集団における HIV-1陽性者は前年度に実施

した検診も受診していたことがその後の調査で判明した.

そこで，保存しておいた検体の HIV-1抗原検査を

ELISA法及び PCR法により実施したところ，陽性所見

が得られなかったことから，前年度の検査日以降の

HIV-1感染が示唆された.また，本検体は HBs抗体陽

性であったが，前年度の検査時にすでに HBs抗体陽性

であった.

HCV及びHBVは， HIVと同様の感染経路により伝搬

すると言われている. HIV-1感染者の 3-8 %が HCV

に感染しているという報告もありり)， STD感染のマー

カーとしても重要である.一般献血者の HCV抗体陽性

率は， l.15%との報告があり 8) 本集団はほぼ同様の値

を示している.

HBVについては， HBs抗原及び HBs抗体を検査した.

HBs抗原が検出されるということは，感染性の B型

肝炎ウイルスが体内に含まれている可能性が高いことを

意味している.一般に日本において， HBs抗原陽性者

は1.9-2.0%との報告があるが9)，本集団はそれよりや

や高めの値を示している.

HBs抗体が血中に検出されることは，過去に HBVの

感染を受け，すでに治癒したか，あるいは HBVのワク

チンの接種を受けたかのいずれかの状態を示す.一般の

HBs 抗体陽性率は20~30% であることから 9) 本集団に

おける HBs抗体陽性率は特に高いとはいえない.本検

診における HBs抗体陽性者60例の中には HIV-1陽性が

1例(l.6%)，HCV陽性が 1例(l.6%)，梅毒は TPHA

(+ )・ガラス板法(+)が l例(l.6%)，TPHA(一)・ガ

ラス板法(+)が 2例(3.3%)に認められた.

梅毒の病原菌である行'eponema仰llidumは， HIV-1 

感染を促進し， HIV-1感染者の8.9%が梅毒陽性という

報告がある 1)， しかしながら，本集団における HIV-1 

陽性者は梅毒陰性であった

東京都における梅毒感染は0.494%(人口10万人あたり

494人)，日本全国では0.0015%(人口10万人あたりl.5

人)との報告がある 10) 本集団はl.19%であり，東京都

のそれの2.4倍，日本全国のそれの800倍であった.

以上のことから，本集団は HIV-1， HBV，梅毒感染

率の比較的高い集団であることから，これらの感染ルー

トを考えると性的接触活動が相対的に活発な集団と考え

られる.

石井らは本集団におけるクラミジアの陽性率が女性で

43.0%，男性でも 29.5%と報告しているが4) 女性での

この値は東大産婦人科における陽性率の 5倍を示し，性

的接触活動の活発な集団であることの推測を裏付けるも

のと思われる.

通常では検査のために医療機関を訪れない集団の検査

を実施することは隠れた HIV感染者を発見するだけで

なく，前述のように HIV感染との関連性を思考する上

にも意義あるものと思われる.今後もこのような集団に
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おける検査を実施し，各 STD聞の感染の相互関係につ

いてさらに調査していく予定である.

まとめ

1. 1991年世界エイズデーに東京都で実施した無料街頭

検診に335名が受診した.

2. 335名中 HIV-1陽性が 1名(0.3%)，HBs抗体陽性

が60名(17 . 9 % ) ， HBs抗原陽性が10名(3.0%)，HCV抗

体陽性が 4名(1.2%)，梅毒陽性がガラス板法で 6名

(1.8%)， TPHA法で 9名(2.7%)に見られた.

3. 各 STD感染の聞に特別な関係は認められなかった.
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1984年から1991年までの 8年間における

売春容疑者のリン菌保有率と

分離菌株の保有プラスミドおよび薬剤感受性

石上 武 * 堀 幹郎*長 BB * * 

Studies on Gonorrhea in Tokyo : Its Prevalence 

in Prostitutes and Antimicrobial Susceptibility 

and the Contents of Plasmid 

of the Isolates in 1984-1991 

T AKESHI ISHIKAMI *， MIKIO HORI * and AKIRA TYO * * 

Keywords リン病 gonorrhea，βーラクタメース産生ペニシリン耐性リン菌 penicillinaseproducing Neiseria 

gonorrheae (PPNG)，薬剤感受性 antimicrobialsusceptibility，プラスミド plasmid，街娼 prostitute

はじめに

わが国で初めて s-ラクタメース産生ペニシリン耐性

リン菌(PPNG)が1977年に分離されて1)以来， リン病届

出患者数2)は増加し続け， 1984年までの 7年間に約2.8

倍に達し， PPNGの分離率も 1980年代半ばまで増加傾向

を示し約20%3)に達した. しかし， 1980年代後半におい

ては，リン病届出患者数・ PPNG分離率ともに減少傾向

となった.この1980年代後半は，社会的背景として新風

俗営業法の施行(1985年)やエイズ報道(1987年)が行われ

た時期であった.

今回私たちは，リン病届出患者数の最も多かった1984

年から減少傾向を続ける 1991年までの 8年関東京都内に

おいて売春容疑により検挙された女性についてリン菌保

有率及ぴ分離菌の薬剤感受性を調査した.なお，分離菌

の保有するプラミスドパターンについては， 1981年まで

さかのぼり検討した.以下はその成績である.

調査対象と方法

1.調査対象

対象は1984年 1月から 1991年12月までの 8年間に，都

内で売春容疑で検挙され，性病予防法第11条の定めると

ころにより東京都医療福祉部結核感染症課分室において

検診を受けた女性(以下街娼という)合計832名である.

2.調査方法

検体採取および輸送，リン菌の分離同定，sラクタ

メース産生能，分離菌株の薬剤感受性試験については前

報4)と同様に行った.

分離されたリン菌の保有するプラミスドについては，

リン菌を TBE-buffer(90mM Tris， 90mM Boric acid， 

2.5mM EDTA-Na2)に浮遊後 lysingsolution ( 3 % SDS， 

0.05M Tris， PH.12. 6)でi容菌し，フェノール:クロロホ

ルム(1 : 1)で抽出し，遠心(15，000rpm， 5 min.)上清

を0.7%寒天ゲルを用いて電気泳動を行いその大きさを

測定した.

成績

1.検挙された街娼の数，年齢構成および住居地の年次

推移

図 1に示すように検挙された街娼数は1989年まで減少

傾向にあったが， 1990年以降は増加がみられた.街娼に

占める外国人名も，国籍は定かではないものの1988年ま

ではそのほとんどは漢字名の者であった. しかし， 1989 

年にはカタカナの外国人名が全体の1/4を占める程に増

加し， 1990年には約3/4，1991年には92%とそのほとん

どを占めた.

街娼の年次別年齢構成を図 2に示した.調査期間中に

検挙された街娼の年齢は14歳から68歳までの広い範囲に

*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 H巴alth
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**東京都衛生局医療福祉部結核感染症課
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齢化がみられた.

街婚の年次別の住居地別構成比を図 3に示した.街娼

の住居地は，カタカナ外国人名数が多くなった1990年に

住居不定者が約60%と高かったものの，それ以外の年で

は半数近くあるいはそれ以上が都内であった.住居地を

都外とする街娼は， 1988年を除き 1989年までは約15%か

ら20%の問を推移していたが， 1990年から1991年にはそ

れぞれ4.1%，0.9%と減少がみられた.

2.街娼のリン菌保有率と PPNG検出率

表 1に年次別のリン菌保有率と分離リン菌に占める

PPNG検出率を示した.街娼のリン菌保有率は1984年に

26.2%と高率であったが，それ以降は15.6%から6.1%

と比較的低率であり，減少傾向がみられた.

PPNG株は1986年から1990年までは分離されなかった

が， 1991年の検出率は16.7%と， 1984年および1985年の

検出率7.9%および8.3%の約 2倍であった.

3.分離したリン菌の保有するプラスミドパターン

分離したリン菌の持つプラスミドパターンを年次別に

表 2に示した. non-PPNGお よ び PPNGを問わず

24.5Mdのプラスミドを保有するリン菌の割合は， 1981 

年の7.1%から 1986年の83.3%と急激な増加を示し，

1987-88年には36.4%，28.6%と低下がみられたものの，

1989-91年には55.6%から100%と保有率が再度高くなっ

1984 1985 1986 1987 1988 1989 199日 1991 た.また，この11年間に街娼から分離された12株の

図3.街娼の住居地別年次構成 PPNGは，すべて24.5Mdのプラスミドを有するアジア
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表 1 年次別リン菌保有率及びPPNG分離率

年 件数リン菌保有数(%) PPNG分離数(%)* 

1984 145 38 (26.2) 

1985 103 12 (11.7) 

1986 45 7 (15.6) 

1987 84 12(14.3) 

1988 73 7 ( 9.6) 

1989 66 9(13.6) 

1990 98 6 ( 6.1) 

1991 219 18 ( 8.2) 

3 ( 7.9) 
1 ( 8.3) 

3 (16.7) 

* : PPNG分離数/リン菌保有数X100

型であった.

及んだ.また1989年までのその年齢構成は30代 40代あ 4.分離したリン菌の薬剤感受性

るいは50代のうち 2つで全体の約60%を占め 20代は約 薬剤感受性試験には1984年から1991年までのそれぞれ

15%あるいはそれ以下であった. しかし 1989年から 35， 11， 5， 7， 6， 8， 5， 18t朱の計95t:朱を供試した.

1991年までの20代が23%，51%， 78%と増加したのに対 1986年以降は外国人名のリン菌保有街娼が多くなったこ

し， 1990年と 1991年には60代がOになるなど街娼の低年 とから， non-PPNG株を1984-85年分離の42株と 1986-91
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表2 年次別分離菌の保有プラスミドパターン

保有プラスミドパターン

Ilon-PPNG PPNG(アジ7型)24.5Md 

分 菌 2.6Md一 + + + +プラスミド

離株 4.4Md一一一+ +保有率

年 数 24.5Md一一+一+ (%) 

1981 28 1 25 2 7.1 

1982 37 2 25 8 2 27.0 

1983 31 1 15 12 3 48.4 

1984 34 13 18 3.61.8 

1985 10 4 . 5 1 60.0 

1986 6 1 5 83.3 

1987 11 1 6 4 36.4 

1988 7 1 4 2 28.6 

1989 9 4 5 55.6 

1990 5 5 100.0 

1991 18 1 5 9 3 66.7 

年分離の46株とに分けた.この 2群に1984-91年分離の

PPNG 7株の 1群を加えた計 3群の薬剤感受性の比較を

表 3に示した. PCGとABPCについては PPNG7株を

さらに1984-85年の 4株， 1991年の 3株に分けた.なお，

MIC 50とMIC90についてはそれが含まれるそれぞれの

薬剤希釈濃度を示した.

PCGにおいては non-PPNGの84-85群および86-91群

の MIC50， MIC 90共に差がみられなかったが， PPNG 

91群はPPNG84-85群より MIC50， MIC 90ともに 4倍低

かった. ABPCのnon-PPNG群でも 84-85群およぴ86-91

群の MIC50， MIC 90ともに差がみられなかったが，

PPNG群では84-85群と 91群の MIC50の差は 2倍， MIC 

90では PCGと同様に 4倍の差がみられた. PPNG群全

体では non-PPNG群に比べ MIC50とMIC90でそれぞれ

PCGで64倍と32倍， ABPCで256倍と 128倍高かった.

CXMでは non-PPNG84-85群より 86-91群において

MIC 50で 2倍低く， CFXでは non-PPNG84-85群より

86-91群において MIC90で 2倍高く，またLMOXでは

non-PPNG 84-85群より 86-91群において MIC50で2倍低

かったが，これら 3薬剤共に non-PPNG群と PPNG群で

の差は認められなかった.

GM， SPCM， KMの MICは狭い範囲にあったが， GM 

では non-PPNG84-85群が86-91群より MIC90で 2倍高

く， KMの PPNG群では non-PPNG群より MIC50で 2

倍低かった. しかし SPCMではこの様な差がみられな

かった.

TCの MIC50および MIC90においてはこれら 3群に

差は認められなかったが， CPでは non-PPNG86-91群が

84~85群より MIC 90において 2倍低く， PPNG群では

non-PPNG群より MIC50で 2倍高かった.また， EMで

はnorトPPNG84-85群より 86-91群が MIC50において 2

倍高いものの， non-PPNG 86-91群と PPNG群とでは差

が認められなかった.

STでは non-PPNG群聞において MIC50および MIC90 

ともに差は認められなかったが， PPNG群は non-PPNG

群より MIC90において 2倍高かった.

ROSOの MIC50では non-PPNG86-91群が84-85群より

2倍高かったが， PPNG群はそれよりさらに 2倍高かっ

た.しかし， MIC90では non-PPNG86~91群が84【85群よ

り4倍高くなったのに対し PPNG群では norトPPNG群去

り16倍低かった.

考察

この調査は1981年から始められたが，調査開始以来

1988年までの街娼の年齢構成は30代と40代あるいは50代

で全体の約60%を占めていたのに対し， 1989年以降はカ

タカナ外国人名の増加とともに20代が多くなってきた.

また，街娼のうち都外を住居地とするものは，各年15%

から20%であったのが，外国人名の増加と共に減少する

など，この数年街娼の様相の変化とともに，国際化にお

ける東京のマイナス聞の一端が伺われる.

日本におけるリン病届出患者数は， 1977年の4，858名

から1984年の約13，500名までほぼ直線的に増加したが，

その後減少を続け1990年には約5，500名となった.当所

において調査した街娼のリン菌保有率も，調査を開始し

た1981年の13.7%から年々増加し， 1984年には26.2%と

高率になったものの，その後は明らかな減少傾向がみら

れ，リン病届出患者数の推移とほぼ同様であった.

分離されたリン菌の保有するプラスミドについてみる

と，街娼からまだ PPNGが分離されなかった1981年の

分離リン菌における 24.5Mdのプラスミド保有率は

7.1%にすぎなかったが，街娼から PPNGが分離された

1982年以降増加し続け1986年の保有率は83.3%にもおよ

んだ.また1986年から 1990年の問に PPNGが分離され

なかったのはリン菌分離数が少なかったのも一因であろ

うが，この間24.5Mdのプラスミド保有率が28.6%まで

低下し，その後再度の増加がみられ， 1991年には再び

PPNGが分離されるようになった.このことは PPNGの

耐性が24.5Mdの伝達性プラスミドにより伝達されると

いうことを如実に反映していると考えられる.

また， 日本における PPNGの年次別分離状況として，

1980年代前半には PPNGの増加がみられ，後半は PPNG

の減少が報告3)5)されているが，わが国で初めて PPNG
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表 3 分離菌95株の薬剤感受性

最小発育阻止(μg/mlPCGは u/ml)

0.008 0.031 0.125 0.5 2 8 32 128 

抗菌剤分離年 菌株数 0.016 0.062 0.25 1 4 16 64 MIC50 MIC90 

PCG 84-85 non-PPNG 42 1 5 17 9 1 5 2 2 0.25 2 

86-91 non-PPNG 46 1 16 8 4 7 10 0.25 2 

84-85 PPNG 4 2 1 32 64 

91 PPNG 3 1 1 1 8 16 

ABPC 84-85 non-PPNG 42 1 4 15 8 7 4 2 l 0.06 0.5 

86-91 non-PPNG 46 1 10 14 10 5 4 2 0.06 0.5 

84-85 PPNG 4 1 2 32 64 

91 PPNG 3 1 2 16 16 

CXM 84-85 non-PPNG 42 5 15 9 6 4 1 2 0.06 0.25 

86-91 non-PPNG 46 1 7 15 5 8 8 l l 0.03 0.25 

84-91 PPNG 7 3 2 1 1. 0.06 0.25 

CFX 84-85 non-PPNG 42 2 21 10 6 2 1 0.25 1 

86-91 non-PPNG 46 1 22 12 5 3 3 0.25 2 

84市 91 PPNG 7 1 3 1 1 1 0.25 2 

LMOX 84-85 non-PPNG 42 2 18 18 2 2 0.125 0.25 

86-91 non-PPNG 46 5 15 5 8 9 3 1 0.06 0.25 

84-91 PPNG 7 1 2 3 1 0.125 0.25 

GM 84-85 non-PPNG 42 7 29 6 4 8 

86-91 non-PPNG 46 11 32 3 4 4 

84-91 PPNG 7 2 5 4 4 

SPCM 84-85 non-PPNG 42 21 21 8 16 

86-91 non-PPNG 46 22 20 4 8 16 

84-91 PPNG 7 4 3 8 16 

KM. 84-85 non-PPNG 42 9 31 2 16 16 

86-91 non-PPNG 46 2 12 30 2 16 16 

84-91 PPNG 7 4 3 8 16 

TC 84-85 non-PPNG 42 6 15 13 5 3 0.5 2 

86-91 no日目PPNG46 l 4 17 13 7 2 2 0.5 2 

84-91 PPNG 7 4 2 1 0.5 2 

CP 84-85 日on-PPNG42 11 1 16 8 5 l 2 8 

86-91 non-PPNG 46 1 15 4 17 7 2 2 4 

84-91 PPNG 7 1 4 2 4 8 

EM 84-85 non-PPNG 42 4 8 13 5 6 5 1 0.125 1 

86-91 non-PPNG 46 1 9 7 10 11 4 4 0.25 1 

84-91 PPNG 7 3 2 1 0.25 1 

ST 84-85 non-PPNG 42 19 12 11 4 8 

86-91 non-PPNG 46 4 9 17 12 4 4 8 

84-91 PPNG 7 4 2 1 4 16 

ROSO 84-85 non-PPNG 42 7 15 11 4 1 3 1 0.031 1 

86-91 non-PPNG 46 8 8 14 3 1 3 7 1 0.06 4 

84-91 PPNG 7 1 2 2 2 0.125 0.25 

ST:スルファメソキサゾール:トリメソプリム=5 1 
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の分離がされた1977年から PPNG分離率のもっとも高

かった1980年代半ばまでリン病届出患者数が増え続けた

ことも興味深い.

なお， 1980年代後半における PPNG分離率の低下の

理由としては，臨床の場でニューキノロシ系の抗菌薬や

s-ラクタメース阻害剤を含有する抗菌薬が広く用いら

れるようになったからではないかといわれている 3)5)

しかしながら 1980年代後半は PPNG分離率のみならず

リン病届出患者数の減少も見られる.これらのことから，

1985年の新風俗営業法の施行や1987年のエイズ報道とそ

の後の関連報道が，性的行動になんらかの影響を及ぼし，

リン病届出患者数の減少の一因となっているのであろう

と推測される.

しかし， リン病届出患者数及び PPNG分離率が減少

傾向にあるとはいえ， PPNGの増加要因としての

24.5Mdの伝達性プラスミドの保有率に注目してみると，

1990年以降に街娼から分離されたリン菌の24.5Mdのプ

ラスミド保有率は約74%と依然として高く，また都立台

東病院で1990-91年に分離されたリン菌の24.5Mdのプ

ラスミド保有率も約60%と高い(未発表).今後，治療へ

の抗菌剤の使用によっては PPNGが再び，またプラス

ミド DNAによるテトラサイクリンなどを含めた他の耐

性菌が増加することもあるのではないかと思われる.

一方，街娼から分離されたリン菌に対する薬剤感受性

については， 1977-80年の小原らの報告6)があり，街娼

分離株と同期間に分離した臨床株との比較を行い，街娼

分離株が臨床分離株より感受性が高かったとしている.

7薬剤の薬剤感受性について，小原らの成績，我々が街

娼株について行った1981-83年の成績および今回の私ど

もの成績を，比較し表4に示した.この表からは街娼株

3群において PCGのMIC50とMIC90， CXMとCFXの

MIC90， CPの MIC50とMIC90に感受性の低下がみられ

たが， 1977-80年の臨床株と 1984-91年の街娼株ではほと

んど差が認められなかった.また， PCG， ABPCおよび

EMについて1984-91年の街娼株の成績と 1980】 89年の西

村ら5)のそれとを比較してみても差がみられなかった.

1984-85年株の95%は日本人名の街娼からの分離株で

あるが， 1986-91年株の72%は外国人名の街娼からの分

離株であった. しかし1984-85年株と 1986-91年株の 2群

のnon.PPNG株間には薬剤感受性にあまり差が見られな

いことから，外国人名の街娼が保有していたほとんどの

リン菌は囲内で感染したものと推測される.

圏内における薬剤耐性リン菌分離状況をみてみると，

1980年代後半までは， PPNGはアジア型のプラスミドを
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表一

持つ株のみであったが， 1988年にアフリカ型のプラスミ

ドをもっ PPNGの分離を岡崎ら7)が，また1991年には，

1983年の分離菌にトロント型プラスミドをもっ PPNG

株があったことを S.K.Sarafianらが報告別している.さ

らに，スペクチノマイシン耐性リン菌の報告も 1987年に

山井ら9)によってされている.国内での分離報告はまだ

ないが， PPNGには上記 3型の他の 2つの型が，さらに

テトラサイクリン耐性のリン菌も存在し，これらの耐性

リン菌がいつ国内に持ち込まれるかわからない状況であ

る.新しい耐性リン菌の国内持込みゃ街娼における外国

人名の増加及び低年齢化，さらにはエイズの問題などを

考慮し，今後の総合的な性病対策が望まれる.

まとめ

1984年から1991年に検挙された街娼の実態と，それら

から分離されたリン菌の保有するプラスミドパターン

(プラスミドに関しては1981年から)および、薬剤感受性を

調査し以下のことが明らかになった.

1.街娼における外国人名の著しい増加とともに街娼の

低年齢化がみられた.

2.街娼からのリン菌分離率は調査した期間内において

減少傾向にあった.

3. 圏内で PPNGが増加した1980年代前半において，

分離されたリン菌の保有する24.5Mdの伝達性プラスミ

ドの急激な増加が確認された.なお分離された PPNG

はすべてアジア型プラスミドを有する株であった.

4. non.PPNG株の薬剤感受性における 1984-85年と

1986-91年の比較では ROSOにおいて比較的耐性な株の

増加がみられたが，その他の薬剤では差が 2倍以下で
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あった.

PPNG株の薬剤感受性における 1984-85年と 1991年の

比較では PCGとABPCのMIC90において 4倍の感受性

の低下がみられた.

PCG， ABPCをのぞ、いた non-PPNG全株と PPNG株の

薬剤感受性比較では， ROSOのMIC90で16倍の差がみら

れたが，その他の薬剤では差が2倍以下であった
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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 6報中)

Anisαkis I型幼虫の運動性および生存期間におよぼす漢方薬(十全大補湯，

六味丸，柴胡桂枝乾萎湯，四物湯，帰書建中湯，人参養栄湯)および生薬の影響

村田以和夫**安田一郎***

Effects of Chinese Medicine for Helminth (羽*)

Effects on The Lifespan and Activity of Anisαkis Type 1 Larvae 

with Several Kinds of Chinese Medicine and Crude Drugs 

IWAO MURATA * * and ICHIRO Y ASUDA * * * 

Keywords:漢方薬 chinesemedicine，生薬 crudedrugs，アニサキス I型幼虫 AnisakisType 1 larvae 

はじめに

著者ら(1-5)は，これまでAnisakis1型幼虫の感染，消

化管壁穿入を防止するため，主として本虫の運動抑制効

果を有する化合物の検索を目的として，各種の漢方薬，

生薬，薬味および香辛料などのスクリーニングを行って

きた.

その結果，市販の漢方薬では，安中散，平胃散などの

胃腸薬及ぴ，これら構成生薬のうち桂皮・菌香・良美な

ど芳香性を示す生薬に本虫に対する殺虫効果や，強い運

動抑制効果が認められ，加えて各種生薬と由来が同ーの

香辛料の16種類中 9種類に殺虫・運動抑制効果が確認さ

れた.また，和名のない香辛料 7種のうち 4種類に同様

の効果が認められたことを報告5)した.

一方，一連の実験を通じて，漢方薬に配合される生薬

の内，生薬人参などには Anisakis1型幼虫に対して運

動充進作用2)を示すことが明らかになってきた.

また，スケトウダラ等鮮魚、から活発な運動性を保持す

る本虫を採取して，常時多量の寄生虫を，実験に供する

ことは11月から翌年 3月の漁獲期間以外，極めて困難で

ある. したがって，年間を通じて実験用の虫体を培養に

より確保する必要がある.さらに，人体に感染し組織穿

入した Anisakisの体内寿命について未だに定説が無い

ため，少なくとも invitroでの培養を試みて，本虫の生

*第 5報，東京衛研年報， 40， 53-57， 1989 

存期間を確認するとともに，漢方・生薬由来の運動尤進

作用または延命効果を有する生理活性物質を検索するこ

とは有意義と思われる.現在，東京都衛生局の東洋医学

事業として，漢方薬の安全性と有効性についてプロジェ

クト研究が実施されており，その一環として本研究が組

み込まれている.そこで今回は，十全大補湯，六味丸，

柴胡桂枝乾美湯，四物湯，帰者建中湯，人参養栄湯など

主として滋養強壮薬として用いられる漢方薬ならびに構

成生薬を中心に，本虫の運動性および生存期間に与える

影響について検討した.次いで，組織培養用の Eagle's 

MEM培地を用いて本虫の生存期間を追求した.また，

本虫培養系に対する晴乳動物細胞培養系に障害を与える

といわれる過酸化水素(H202)濃度6)の影響について検討

し，二三の知見が得られたので報告する.

材料および方法

1 材料:1)既報1)のとおりスケトウダラの肝臓表面

に披嚢する Anisakis1型幼虫を採取し， 0.4%生理食塩

水(以下0.4%NaCeと略)中で，活発な S字状運動を呈

するものだけを選ぴ実験に供した. 2)被検漢方薬は，

衛生局東洋医学事業の研究試料8守9.10)すなわち，十全大

補湯(エキス頼粒)，六味丸(散剤およびエキス斉11)，その

他市販製剤として，柴胡桂枝乾美i暴，四物湯，帰者建中

湯，人参養栄湯，計4種のエキス頼粒を用いた.

**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 Metropolitan Research Laboratory of Public Health， 

24-1， Hyakunincho 3 chome.Shinjiuku・ku.Tokyo.169 J apan 

***東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科
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3)被検生薬は，東洋医学事業の研究試料を中心に，黄

番，有薬，川苦言，当帰(大和)，人参(白参入甘草(東北)， 

半夏，山薬，霊芝，杜仲，夜苓，鹿茸，甘茶蔓，計13種

を実験に供した. 4)市販ドリンク剤として，スポーツ

飲料;粉末イオンサプライ POCARISWET⑮(大塚)を用

いた 5)Anisakis幼虫の培養には， Eagle' s MEM 

Medium⑮(ニッスイ)を使用した.

2 方法:1)被検液の調整法:漢方・生薬は， 1日服

用量を0.4%NaCe90mlに加え，室温(20-25'C)で30分

間振壷抽出後， 2，000 rpm. 15分間遠心分離し，その上

澄液30mlを被検液とした.六味丸・エキス剤は， 3g 

/30 mlの生理食塩水に溶解した遠心上澄液を，また生

薬は，それぞれ 3g/30 mlに調整し， 30分間振滋抽出後，

遠心上澄液それぞれ20mlを被検液とした.

2)試験液:a)予備試験:六味丸(散剤)，山薬，甘茶

蔓，霊芝，鹿茸，人参，社仲，夜苓，各抽出原液および

1/3， 1/9濃度液を調製し，それぞれ30mlをガラス

シャーレに分注し，Anisakis 1型幼虫を20隻ずつ各被検

液に投入後，室温に放置して， 1日， 2日， 1週間， 2 

週間， 3逓問， 5週間後の本虫の運動性および生存状態

について観察した.

対照として0.4%NaCeのほか，試みにスポーツ飲料

と組織培養用の Eagle's MEM培地を加えて，本虫の運

動性および，生存期間について観察を行った.

b)本試験:十全大補湯，六味丸エキス，柴胡桂校乾美

湯，四物湯，帰者建中湯，人参養栄湯の 6種漢方抽出液

およびこれら漢方薬に主として滋養強壮薬として配合さ

れている黄者，均薬，川考，当帰(大和)，人参(白参入

甘草(東北)，半夏の生薬 7種の拙出液，およびこれまで

殺虫効果が明らかとなった欝金と烏山搬の抽出液を調製

し，各被検液および対照として0.4%NaCeにAnisakis

I型幼虫を10隻ずつ投入後，20'Cのフラン器で 1日， 2 

B， 1週間から最長 5週間まで運動性の変化について観

察を行った.

c) Anisakis I型幼虫の MEM培地生存期間に及ぼす過

酸化水素負荷試験:組織培養用の Eagle's MEM培地を

使用法どおりに調製し，高圧滅菌後30，50， 100μMと

なるように過酸化水素水を添加して，それぞれ25cmポ
リスチレン製組織培養フラスコ (CORNING晶)に20ml当

て無菌的に分注し被検液とし，無添加培地および滅菌

O.4%NaCeを対照とした.スケトウダラ肝臓表面より

採取した Ani抑制s1型幼虫は，滅菌O.4%NaCeを分注

した滅菌シャーレに順次移しながら10回洗j争したあと，

各被検液に 7隻，対照の0.4%NaCeに10隻ずつ投入し

た.残りの200隻の過酸化水素無添加の MEM培地に移

して， 3-7日毎に同操作を経て新規培地に移し，可及

的無菌培養を試みた. 3カ月以降は培地の pH変化によ

る変色が認められない限り，培地交換せずに20'Cのフラ

ン器で密栓培養し，毎月生死判定を行った. 200隻投入

の無添加培地は，開栓せずには判定ができないため， 16 

カ月後の最終判定日まで生死数を数えなかった.

実 験 成 績

1予備試験:室温条件下における六味丸(散剤)および

主として老人性疾患に滋養強壮薬として配合される， 7 

種の生薬抽出液と試みにスポーツ飲料の原液， 1/3およ

び1/9濃度液を調製して，Anisakis 1型幼虫の運動性お

よび生存期間におよぽす影響について検討した.観察期

間中，六味丸と社仲および、対照の0.4%NaCeのみがカ

ビの発育を抑制したが，その他の被検抽出i夜は菌膜を形

成したため，ピンセットで除去しながら生死判定を行っ

た.表 1に示すように， 5週間判定時に被検虫体全てが

生存し得た拍出i夜は六味丸の原液， 1/3， 1/9の濃度液，

人参の原液，スポーツ欽料1/3濃度液およぴ対照に用い

たMEM培地のみであった.各被検液の濃度を比較する

と，人参抽出原液では 5週間後まで濃度が下がると生存

率が低下した.一方，スポーツ飲料では原液より希釈液

のほうが生存率が良好な成績が得られた.さらにスポー

ツ飲料では 1週間処理しでも， 3濃度とも活発な S字状

運動(+t+)を呈する活動虫数が最も多く，対照および漢

方生薬の各種抽出液より運動持続性がやや高い成績が得

られた.

対照のO.4%NaCeおよび MEM培地と比べて，漢方

生薬の拍出i夜は，カピの菌膜形成に伴う悪影響を考慮し

でも，総じて運動性の允進作用および生存期間延長作用

への影響は認められなかった.

2 本試験:20'C条件における，漢方薬 7種，生薬 7

種およぴ既知殺虫効果を有する生薬 2種の抽出液，計16

穫について Anisakis1型幼虫の運動性および生存期間

におよぽす影響について検討した. 5週におよぶ観察期

間中，人参，甘草，欝金および0.4%NaCeは，カピ繁

殖の影響を受けなかったが，他の抽出液は全て 1-2週

日以後に菌膜の形成があり，生死判定の際，できるだけ

ピンセットを用いて除去しながら判定を行った.表2に

示すように，運動性にややバラツキが認められたが，漢

方薬のうち十全大補湯5包を用いた抽出液では 1-5週

で， 2 /10， 5 /10， 8/10の死滅虫体が認められ，人参

養栄湯では， 3週で 4/10，5週で10/10が死滅し，対照

の0.4%NaCeの本虫生存期間と大差ない成績であった.
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無い成績を示した.一方，惨金は 2日目，鳥山械は 1週

間で全虫体が死滅するとともに，欝金の 5/10と烏山搬

の 6/10の虫体に，既報7)のような頚部損傷像が肉眼的

に認められた.

43， 1992 報年研

生薬の抽出液では，甘草と半夏が l週一 5週にかけて

死減数が増加し，次いで川考が3週後 9/10， 5週目で

は3種ともに全て死滅した.黄誉，巧薬，川苦言，当帰の

生存数は 5週の間，対照のO.4%NaCeと比較して大差

衛京東

室温条件下における漢方生薬抽出液の Anisakis1型幼虫の

運動性および生存期間におよぽす影響・予備試験成績

表 1
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注)六味丸および各生薬 5g/0.4%NaCe水50ml， 30分間室温で震渥抽出後，遠心上澄み液30mlを使用

スポーツ飲料:粉末イオンサプライ POCARISWET R (大塚) 7.4g/蒸留7]<100ml 

MEM 培地:Eagle' s MEM R (ニッスイ) 9.4g/蒸留水1，000ml 

運動性の表示

+++ :活発な S字状運動を示すもの

++:シャーレに衝撃を与えると自発的巻き運動を示すもの

+ :ピンセットで虫体を刺激して，わず、かに動くもの

ー:虫体の透明度が減少し，白濁，全く運動が認められないもの

17 

18 

3 

2 

16 

20 

4 15 

17 

5 

3 

20 

20 



Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab目P.H目， 43， 1992 36 

漢方生薬抽出液の Anisakis1型幼虫の運動性および生存期間に及ぼす影響表 2
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+++ :活発な S字状遥動を示すもの

+十:シャーレに衝撃を与えると自発的巻き運動を示すもの

+ :ピンセットで虫体を刺激して，わずかに動くもの

…:虫体の透明度が減少し，白濁，全く運動が認められないもの

Anisakis 1型幼虫の MEM培地生存期間におよぽす過酸化水素負荷試験成績

16月

生死

o 7 

1 6 

4 3 

129 71 

12月

生死

3 4 

5 2 

6 1 

※ 

間
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処
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※ 

表 3

処理 方 法 ~
H202 添加量

2月

生死

7 0 

7 0 

7 0 

200 0 

1月

生死

7 0 

7 0 

7 0 

. 200 0 

虫数

7 

7 

7 
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0，μM  

対照

O.4%Nace * 
注)※MEM培地交換および生死数の判定せず

*生死の判定省略

* * 10 。7 3 9 。10 10 

は，それぞれ12カ月後に 3/7(42.9 % )， 5/7 (71. 4 % )， 

6/7(85.7%)の生存数(率)を示した. また， 16カ月後

では 0/7(0%)， 1/7(14.3%)， 4/7(57.1%)の生

存数(率)を示し，必ずしも H202の添加量の影響はみら

れなかった.一方，対照の無菌O.4%NaCeでは， 2カ

3 Anisakis I型幼虫の MEM培地生存期間におよ

ぼす過酸化水素負荷試験成績:表 3に示すように，

MEM'培地による可及的無菌培養を20
0

Cで16カ月間継続

した結果， 129/200(64.5%)の生存数(率)が確認された.

30， 50およぴ100μMの過酸化水素を添加した培地で
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月後に生存虫体数が 9/10(90.0%)， 3カ月後に 3/10

(30.0% )と減少し 6カ月以降生存虫体は認められな

かった. 16カ月の観察期間を通じて，本虫の体長，体幅

の有意な伸長は認められず，生殖器官及ぴ他の器官の発

育ならびに第田期から第百期幼虫への脱皮・成長も全く

認められなかった.過酸化水素の添加培地では無菌状態

が維持されたのに対して 無添加培地および対照の

0.4% NaCeでは無菌培養が困難であった.この結果か

ら人体組織内に侵入した Anisakis1型幼虫が，薬物ま

たは宿主側の免疫学的な作用を受けない限り，少なくと

も12-16カ月間は生存可能であるとの示唆が得られた.

また，本虫は実験的に細胞変性が起こり得る過酸化水素

の濃度に対しでも抵抗し， 12カ月間以上生存可能で、ある

ことが明らかとなった.

考察

著者7)らは，これまで Anisakis1型幼虫に対する殺虫

または運動抑制作用を有する化合物の検索を漢方・生薬，

香辛料および薬味類に求め，一部有効物質の構造および

最小致死濃度など構造活性相関について報告してきた.

これら一連の実験を通じて，人参のように本虫に対して

運動性を抑制する作用とは全く逆の運動充進作用を有す

るものが見いだされた.これを契機に，漢方・生薬のう

ち一般的に主として滋養強壮薬として市販されている六

味丸，十全大補湯など漢方薬 7種と，これらに配合され

る生薬類13種の抽出液およぴ組織培養に用いられる

MEM培地が本虫の運動性および生存期間に及ぼす影響

について， 16カ月間にわたる観察を行った.

その結果，六味丸(散剤・エキス剤)抽出液では，室温

および20'C条件ともに 5週間後の判定時90%以上の生存

率を示すとともに，ほとんどの運動性は++(シャーレに

衝撃を与えると自発的な巻運動を示す)を維持した.同

様の経過を示した漢方薬は，十全大補湯の 1包抽出j夜，

柴胡桂枝乾美湯抽出液であった.帰者建中湯は 1日目か

ら5週間後に至る間，全例が++の運動性を維持した.

四物湯は 5週生存率が100%にもかかわらず運動性が劣

り，人参養栄湯および十全大補湯の 5包抽出液は，予想、

に反して 3-5週後の生存率が他の抽出液および対照の

O.4%NaCe より急激に減少した. 14種の生薬のうち，

人参の抽出液 2種と有薬，賞者抽出液のみが， 5週生存

率で対照の0.4%NaCe と比べ顕著な差は認められな

かった.これらの成績を総合して，生薬および漢方薬抽

出液の本虫に対する延命効果は期待できないものと思わ

れた.予備試験で用いた人参の原液と 1/3濃度液は，

本試験で試みた人参(白参)抽出液より生存数および運動

性の持続に優れた成績が得られたことから，将来標準法

を確立すれば，人参の種類または産地ごとの品質評価を

Anisakisを用いた実験により判定することができる可能

性がでてきた.一方，実験中カピ，雑菌の繁殖を極力防

ぐ努力を行えば，対照としたO.4%NaCeでは 2カ月，

MEM培地では16カ月程度は本虫の生存を維持できるが，

運動性の活性維持は困難である.生死判定も「不動・白

濁」を指標としているが，今回のような長期観察を短期

間で一定の成績を得るためには，過酸化水素の濃度を更

に上げるか，既知1)の allylisothiocyanateのような運度

抑運作用のある化合物による負荷試験の方法を開発して，

人参のような未知の生理活性物質を含む生薬を検索する

必要がある.

動植物由来の被検材料および加熱できない寄生虫を実

験に応用する場合の無菌操作は極めて難しいのでカピ類

の発育前，少なくとも 1週間以内に判定が行えるように

実験法を改良することが今後の課題であろう.

Anisakisの生理活性を阻害または充進させる化合物に

関する研究を持続的に行うために，本虫の安定維持が必

要であるが，今回初めて MEM培地による培養を試みた

ところ本虫の発育には成功しなかったものの， 16カ月間

におよぶ生存は確認し得た.また，試みに行ったスポー

ツ飲料の 1/3濃度液では運動性持続のために良好な成

績が得られた.このことは，ヒトの生理食塩水(0.85%

Nace)の浸透圧より 1/2濃度(0.4%NaCe )液のほうが

本虫生存期間が長いというこれまでの経験から推定して，

スポーツ飲料の原液より 1/3希釈液の方が本虫の適合

浸透圧じ近いものと思われる.また，好適浸透圧に加え

て，滋養強壮薬抽出液よりヒトの体液に近い成分組成と

なっているスポーツ飲料の方が，糖質，ビタミン類，無

機塩類，クエン酸が処方され，電解質イオンも適度に調

整されているため，総合的に本虫維持には好都合であっ

たものと考えられる.

実験に供せられる Anisakisが長期にわたって活発な

運動性を維持し得る培養方法には，さらに検討すべき余

地が残されているが，本実験の結果から，人体組織に侵

入した本虫の生存期間は，有効薬物および宿主側の免疫

学的作用が働かない限り， 12カ月以上と推定される.

まとめ

スケトウダラより採取した Anisakis1型幼虫の運動

性およぴ生存期間におよぽす主として滋養強壮の目的で

用いられる漢方薬 8種と生薬14種抽出液の影響を 5週間

にわたって観察した.その結果，人参の抽出原液のみが

対照のO.4%NaCeおよび MEM培地より活発な運動性
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を維持し得ること，また，十全大補湯，六味丸，柴胡桂

枝乾美湯および帰香建中湯抽出液はO.4%NaCe と同様

な生存率を示し，本虫に対する延命効果は期待できない

ことが明らかになった.

一方，試みにスポーツ飲料(1/3濃度)では 5週間以

上，組織培養用の MEM培地では12-16カ月以上本虫の

生存を維持できること，また本虫は実験的に崎乳動物の

培養細胞を変性し得る過酸化水素濃度(30-100μM)に

9カ月以上抵抗することを明らかにした.本虫の培養条

件については，さらに検討の余地を残しているが，これ

らの成績から，人体組織に侵入した本虫の生存期間は有

効薬物およぴ宿主免疫の作用が働かない限り， 12カ月以

上におよぶものと推定された.

(本研究は所内プロジェクト研究・東洋医学事業の一

環として実施された.) 
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頼粒剤 granulatedmedicines，グリチルリチン酸 glycyrrhizicacid，ペオニフロリン paeoniflorin，ケイヒ酸 cin-

namic acid， rーアミノ酪酸r-aminobutyric acid，品質評価 qual町 evaluation

緒言

東京都衛生局では東洋医学事業のーっとして「老人性

疾患に対する漢方薬の有効性」をテーマに，臨床研究及

び基礎研究の各分野で体系化した研究を進めているが，

その一環として平成 3年度から「十全大補湯(エキス頼

粒剤)J研究を実施することになった.

十全大補湯は一般的に病後の体力低下，疲労倦怠，食

欲不振，ねあせ，手足の冷え，貧血などに効果のある薬

剤として用いられている 1) 当研究では外科領域におい

て体力回復(改善)の遅い術後患者を対象に，本エキス剤

の有効性を臨床的に検討する一方で，基礎研究の立場か

らその有効性，安全性を証明することが計画されている.

ここで，再現性の良い科学的実験データを得るためには，

一定の品質に管理された薬剤が必要であり，また，各研

究グループ聞のデータ交換を容易にする統ーされた試料

が必要である.本報ではこの研究に用いる原料生薬の品

質評価を行い，十全大補湯エキス末，生薬単味エキス末，

十全大補湯エキス頼粒剤の製造及び、品質管理について報

告する.

十全大補湯は四物湯l当帰，川考，均薬，地黄，血虚

すなわち貧血に用いる)と四君子湯(人参， ;ft，夜苓，甘

草，気虚すなわち胃腸機能の衰弱に用いる)の合方に強

壮作用のある桂皮(桂校)と賞者を加えるもので，東洋医

学的には気力と貧血を治す補剤と考えられ2) 古くから

湯剤として用いられてきた. しかし，湯斉IJとして用いて

きたものをエキス剤化して使用するようになったのは最

近のことで，その歴史は浅い.エキス剤が，広く医療に

用いられるようになったのは昭和51年以降である.そし

て，成分変動の激しい草根木皮の生薬を配合して製造さ

れた漢方エキス剤は，化学薬品製剤に比較し成分含量の

点で，品質確保が図られていないといわれ3)，昭和60年

厚生省薬務局審査課通達(昭和60年 5月31日 薬審二第

120号)によってはじめて改善が図られたとされる.そこ

で，統一試料として用いる原料生薬は優良品を選ぴ，穎

粒剤，湯エキス末及び生薬単味エキス末の各製造はメ-

カーに委託する一方で，以下の試験を行いこれらの品質

確保に努めた.

十全大補湯の原料生薬10種はいずれも日本薬局方(以

下日局と略す)収載品目である4) かぴ，昆虫，異物な

どの混入がなく，規定される日局試験に適合した各 2-

4ロットの中から，経験的に良品といわれるロットを五

感法により選品した.これらについては，水製エキス含

*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 J apan 

**東京都衛生局薬務部薬務課

***東京都衛生局薬務部薬事衛生課
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図1.グリチルリチン酸 (GA)，ペオニフロリン (PF)，ケイヒ酸 (CA)

及ぴ-y-アミノ酪酸 (AA)の化学構造

量，希エタノール(50%エタノール溶液)エキス含量，無

水エタノールエキス含量，精油，乾燥減量など各定量試

験を合わせて行った.

十全大補湯エキス末あるいは生薬単味エキス末につい

ては水製，希エタノール及ぴ無水エタノールの各エキス

含量，乾燥減量，アミノ酸の 1種である y四アミノ酪酸

(以下 AAと略す)の含量を明らかにした.そして，有効

成分と言われているグリチルリチン酸(以下 GAと略す)， 

ペオニフロリン(以下 PFと略す)及びケイヒ酸(以下 CA

と略す)の各含量を指標に原料生薬との比較を行い，そ

の品質を検討した(図 1). 

頼粒剤については，十全大補湯エキス末から適正に製

剤化が行われているか判断するため GA，PF， CA及ぴ

AAの定量を実施した.また，重量偏差試験，崩壊試験

などの製剤試験を行い，その品質が確保されているか否

かを検証した.

実験の部

(1)原料生薬

原料生薬の選品は， r和漢薬の良否鑑別法及ぴ調製

方J5)， r中薬鑑定学J6)，などを参考に行った.味，匂

い，外観の観察，手触りなどの五感法により，鮮度が高

< ，かぴ，昆虫，異物などを含まない，いわゆる良品を

選んだ.これらの総計は1.911kgであり，その使途は

表 1に示した.

人参 ひげ根のほとんと予除かれた形の整った白参，韓

国産 2ロット，長野県産 1ロットの中から，長野県産自

参(1990年 9月20日納入品)を選択した.

黄香 ほとんど分校のない蒙古黄者，中国河北省産 2

ロットの中から， 1990年5月29日納入品を選択した.

蒼i1t比較的形状の整った古立蒼J!t，中国湖北省産 3

ロットの中から， 1990年4月20日納入品を選択した.

夜苓 中国広西省産 2ロット，安徽省産 1ロットの中

から，広西省産夜苓(1989年12月20日納入品)を選択した.

当帰大深当帰である栃木県産 2ロット，群馬県産 2

ロットの中から，群馬県産当帰(1991年3月15日納入品)

を選択した.

苛薬生干有薬である中国四川省産 3ロット，群馬県

産 1ロットの中から，群馬県産均薬(1991年 3月15日納

入品)を選択した.

地黄 乾地黄である中国河北省産 2ロット，広東省産

1ロットの中から，広東省産地黄(1990年10月12日納入

品)を選択した.

川寄生干川考である群馬県産 3ロット，岩手県産 1

ロットの中から，岩手県産川湾(1990年12月25日納入品)

を選択した.

桂皮 広南桂皮である中国広西省産 3ロットの中から，

1990年12月21日納入品を選択した.

甘草 東北甘草である中国吉林省産 1ロット，内蒙古

自治区産 lロット，遼寧省産 1ロットの中から，吉林省

産甘草(1990年 2月7日納入品)を選択した.

(2)分析用試料及び調製

原 料 生 薬 表 1に示す保存試料各10kgの生薬からそ

れぞれ約500gを採取し，切断した後よくかき混ぜ1O"C

の冷暗所に保存した.用時粉末とし分析用試料とした.

頼粒剤臨床研究試料である穎粒剤は， 1包 2.5gと

してアルミヒートシールで分包され， 1，890包が紙箱に

納められている.その65箱のうち 1箱を開封し，無作意

に50包を選択し試料とした.分析には試料を粉末として

用いた.

十全大補湯エキス末及び生薬単味エキス末 各エキス

末は基礎研究試料として10.C，暗所に保存したものの一

部をそのまま試料とした.

(3)灰分，酸不溶性灰分及び乾燥減量 日局 (B]一般

試験法 25.生薬試験法7)に従った.



41 43， 1992 報年研徳f尽東

表1.原料生薬とその使途

総計

198 kg 

198 

198 

198 

198 

198 

198 

198 

198 

129 

1，911 

保存

試料

10 kg 

10 

10 

M 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

100 

ス
用
一
回

キ
造
一

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

一O

エ
製
一

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

一日

|

)

-

馴
ず
一

湯エキス

末a)製造用

138 kg 

138 

138 

138 

138 

138 

138 

138 

138 

69 

1，311 

地

長野県

中国河北省

中国湖北省

中国広西省

群馬県

群馬県

中国広東省

岩手県

中国広西省

中国吉林省

計

産ロット番号

9207650 

9206900 

10200890 

9202110 

10203400 

10203420 

9208200 

10203410 

9208470 

9201750 

薬

参

考

北

苓

帰

薬

黄

背

皮

草

生

入

賞

蒼

夜

当

有

地

川

桂

甘

a)人参 3，黄誉 3，蒼7ft3，夜苓 3，当帰 3，有薬 3，川考 3，桂皮 3及ぴ甘草1.5の成分分量

(g/日)からなる十全大補湯エキス末を製造した.

b)生薬単味エキス末は各生薬50kgより十全大補湯エキス末と同様の工程でそれぞれ製造した.

ピーク高さから， PF及び CAはピーク面積から検量線

を作成した.

GAの HPLC条件カラム;TSKgel ODS-80 TM， 6.0 

mm I.D. X 150 mm， 5μm(東ソー製)，温度;40 .C，移動

相，水・アセトニトリル・酢酸混液(62: 38 : 3) ，流速，

1.5 ml/min，検出，紫外部 254nm，感度;0.16 AUFS， 

注入量;10 μ1. 

PFの HPLC条件 GAのHPLC条件に準じた.ただ

い移動相;水・アセトニトリル・酢酸混液(175: 25 : 

1 )，検出，紫外部235nm. 

CAの HPLC条件 GAのHPLC条件に準じた.ただ

い移動相;水・アセトニトリル・酢酸混液(14: 6 : 

1 )，検出;紫外部 280nm. 

(7)γーアミノ酪酸(AA)12)の定量

試料約1.0gを精密に秤量し，前報12)と同様の方法で

試料溶液を調製し，自動アミノ酸分析計(日立製， 835 

形)で AAの定量を行った.定量値は乾燥減量によって

得た数値より乾燥物に換算した試料量に対しそれぞれ算

出した.

結果及び考察

(1)原料生薬の品質

今回， ¥掬ツムラに十全大補湯エキス末及ぴ頼粒剤の製

造委託を行ったことから，その医薬品製造承認に従い，

成分及び分量(g/日)は人参3.0(2.5-3.0)，賞者3.0(2.5

-3.0)，蒼7ft3.O( 7ft3. 0)，夜苓3.0(3.0)，当帰3.0(3.0)，

均薬3.0(3.0)，地黄3.0(3.0)，)11考3.0(3.0)，桂皮3.0

(4)エキス含量及び精油含量 日局 (B]一般試験法 25.

生薬試験法7)に準じた.すなわち，希エタノールエキス

含量及び水製エキス含量は，規定の方法に従い，無水エ

タノールエキス含量は溶媒として無水エタノールを用い，

希エタノールエキス定量法を準用した.

精油含量は各原料粉末50.0gをとり，精油定量j去に従

い分析した.ただし， 10生薬のうち蒼7ftを除いた 9生薬

の定量試験には，あらかじめフラスコ内の試料上にシリ

コン樹脂約 1mlを加え，発泡を抑え試験した.

(5)重量偏差試験法及び崩壊試験法 日局 (B]一般試

験法 24.重量偏差試験法B)，及び 43.崩壊試験法的に

従った.

(6)グリチルリチン酸(GA)10)，ベオニフロリン (PF)及

びケイヒ酸(CA)11)の定量

試料溶液の調製希エタノールエキス定量の際調製し

た抽出液100mlの一部を0.45μmのフィルターを通し，

1 -1/500に適宜希釈して試料溶液とした.定量値は乾

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

対しそれぞれ算出した.

検量線の作成 GA(東レテクノ製，生薬分析用)約

0.25 mg/ml， PF(東レテクノ製，生薬分析用)約0.70

mg/ml， CA(和光純薬製，特級)約2.00X10-2 mg/mlの

濃度の希エタノール溶液を調製し，それぞれの標準溶液

とした.各標準溶液は希エタノールで希釈じて，最低濃

度 1/25希釈液までの 5段階標準系列を調製した.その

10μlを HPLC(日本分光製， 880型)に注入し， GAは
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原料生薬の分析結果表 2.

酸不溶性

灰分(%)

0.01 

0.47 

0.78 

0.02 

0.28 

0.18 

0.32 

0.25 

0.06 

0.42 

灰分

(%) 
3.89 

2.88 

6.16 

0.14 

5.90 

4.04 

2.39 

3.93 

2.55 

4.01 

乾燥減量

(%) 
11.1 

9.2 

15.3 

13.1 

10.0 

9.0 

16.6 

8.2 

14.3 

8.9 

精油含量

(ml) 

<0.1 

<0.1 

3.4 

<0.1 

0.1 

<0.1 

<0.1 

0.3 

0.9 

<0.1 

エキス含量 (%)a)

水 希エタノール 無水エタノ}ル

52.2 49.8 5.6 

33.7 34.6 5.4 

44.8 28.9 8.0 

2.0 1.9 0.8 

44.7 54.1 6.5 

35.6 36.5 13.2 

89.2 88.9' 6.6 

34.0 43.5 9.7 

9.2 14.8 11.6 

36.4 42.3 14.6 

薬

参

者

北

苓

帰

薬

黄

考

皮

草

F生

入

賞

蒼

夜

当

有

地

川

桂

甘

13.2%であり，甘草と並んで脂溶性成分含量の高い生薬

であった.

地 黄 灰 分6.0%以下，酸不溶性灰分2.5%以下の日局

規格的に適合した.水製エキス含量は89.2%，希エタ

ノールエキス含量は88.9%であり，原料生薬の中で最も

水溶性成分を多く含む生薬であった.

川背 中国産川考が日局の基原植物の規定4)に外れる

ことから，和産の生干し品を選んだ.灰分6.0%以下，

酸不溶性灰分1.0%以下の日局規格4)に適合し，精油含

量は0.3mlであった.

桂皮桂皮は基原植物の明らかな広南桂皮16)を選択

した.灰分5.0%以下，乾燥減量15.5%以下，精油含量

0.5 ml以上の日局規格4)に適合した.水溶性成分含量の

目安となる水製エキス含量及ぴ希エタノールエキス含量

は9.2%，14.8%であり，これらは夜苓に次いで低い値

であったが，無水エタノ-}レエキス含量は11.6%と比較

的高い数値であった(表 2). 

甘草苦味の少ない東北甘草を選んだ.灰分7.0%以

下，酸不溶性灰分2.0%以下，希エタノールエキス含量

25.0%以上，乾燥減量12.0%以下の日局規格的に適合し

た. 2 -6 %といわれるグリチルリチン酸含量的は

5.5%であった.また，脂溶性成分含量の目安となる無

水エタノールエキス含量は14.6%と原料生薬の中で最も

高い値を示した(表 2). 

これら10種類の生薬は成分含量からみても本邦に流通

する生薬の中では良品のグループに属するもので，十全

大補湯エキス末及び頼粒剤の原料としては十分な品質を

持つものと判断した.

a)乾燥減量値から乾燥物に換算した.

(3.0)，甘草1.5(1.5)とした. ( )内は厚生省承認審査内

規13)である.

選品した原料生薬の試験結果は表2と共に以下に記載

する.

人参本品は，灰分4.2%以下，希エタノールエキス

含量14.0%以上，異物2.0%以下の日局規格4)に適合し，

土砂の混入の目安となる酸不溶性灰分は0.01%と少なく，

極めて良好な数値であった.

賞者灰分5.0%以下，酸不溶性灰分1.0%以下，乾燥

減量13.0%以下の日局規格4)に適合し，希エタノールエ

キス含量は34.6%，無水エタノールエキヌ含量は5.4%

であり，市場品14)中では高含量を示す黄誉であった.

蒼戚灰分7.0%以下，酸不溶性灰分1.5%以下，アト

ラクチロン呈色反応陰性，精油含量0.7ml以上の日局

規格4)に適合した.精油含量は3.4mlと極めて高く 15)，

揮発性成分を多く含む蒼lItであった.

夜苓 手日産の生薬の入手が難しいことから，中国産を

用いることにした.日局規格4)は灰分規格(1.0%以下)

のみである.各種試験を行ったところ，エキス含量はい

ずれも原料生薬の中では最も低い数値であった(表 2). 

当帰 本品は酸不溶性灰分1.0%以下，希エタノール

エキス含量35.0%以上，葉しょう部3.0%以下，異物含

量1.0%以下の日局規格4)に適合した.市場品当帰の一

部には土砂を多く含むものもあるが，本ロットは酸不溶

性灰分が0.28%と低く，土砂は概ね除かれていると考え

られた.

有薬灰分6.5%以下，酸不溶性灰分0.5%以下の日局

規格4)に適合した. 2 -6 %といわれるペオニフロリン

含量的は 3.7%であった.無水エタノールエキスは
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図2.十全大補湯エキス末及び十全大補湯エキス頼粒剤の製造工桂'の概要

(2)十全大補湯エキス末及び生薬単味エキス末の品質

図2に示す製造工程に従い，原料生薬(A)から十全大

補湯エキス末(G)及び穎粒剤(1)を，また， 10種の原料

生薬からそれぞれの生薬単味エキス末を委託製造した.

その概略は次に記載する.原料生薬(A)を個別に抽出

効率の良い切度に刻み(B)，これらを十全大補湯の成分

分量に従い表 1の仕込量で混ぜ、(C)，仕込量の12倍量の

精製水で， 100.C， 1時間抽出した (D).これを温時ろ

過し(E)，水分を減圧留去し， 1/5-1/6量に濃縮し

た(F). 濃縮液は噴霧乾燥機にかけ湯エキス末(G)とし

て得た.湯エキス末(G)にはその量の 1/2量の乳糖を

加え練合し(H)，造粒(I)，乾燥工程を経て頼粒剤(J)と

した.

すなわち，十全大補湯エキス末(G)は頼粒剤(1)の製

造工程から一部抜きとったものであり，一方， 10種類の

生薬単味エキス末は，配合(C)の工程を除き十全大補湯

エキス末(G)と同条件で作成されたものである.

作成された各エキス末はいずれも吸湿性が高く，なか

でも夜苓エキス末は著しいものであった.これらの分析

結果は表3に示したが，各エキス末に含有される水製エ

キス量は最大，賞者エキス末96.4%，十全大補湯エキス

末96.3%，最小，均薬エキス末86.7%であった.これら

は熱水抽出物であることから， 100%に近い水製エキス

含量が期待されたが，均薬エキス末，桂皮エキス末，川

湾エキス末などでは十分に水に溶解せず， 10%以上のロ

スを生じた.これらは主に，抽出工程 Dあるいは噴霧

乾燥機によるエキス末製造工程Gで，加熱により水不溶

性物質が生成した結果と推定している.

いずれの生薬単味エキス末においてもエキス合司土，

水製，希エタノール，無水エタノールの順に低くなった

が，原料生薬の各エキス含量(表 2)と比較すると，この

傾向は一様ではなく，無水エタノール含量から求められ

る脂溶性成分の占める割合は，必ずしも同一ではないこ

とが明らかとなった.

AAは乾燥物 1g当り 0.22-3.98mgの範囲でいずれ

の生薬単味エキス末にも含まれ，また十全大補湯エキス

末 1日量5.0g中には10.7mg含有されていた(表 4). 

各生薬単味エキス末に含まれる含量から十全大補湯の分

表 3.十全大補湯エキス末及ぴ各生薬単味エキス末の分析結果

エキス含量 (%)a) '(-アミノ酪酸 乾燥減量

71<. 希エタノール 無水エタノール 含量 (mg/g)a) (%) 

湯エキ ス末 96.3 82.5 15.2 2.25 4.0 

人参エキス末 90.9 82.7 11.1 3.98 4.2 

黄者エキス末 96.4 85.5 12.3 1.67 4.2 

蒼J!tエキス末 94.0 72.9 2.0 0.43 4.5 

夜苓エキス末 89.5 78.9 45.3 0.90 7.5 

当帰エキス末 90.2 76.7 10.1 2.17 3.7 

有薬エキス末 86.7 75.7 22.7 2.80 4.0 

地黄エキス末 95.4 94;6 3.8 0.29 3.5 

川考エキス末 88.4 66.3 9.7 3.86 3.2 

桂皮エキス末 87.4 72.9 10.5 0.22 3.9 

甘草エキス末 94.6 86.3 22.1 0.90 4.3 

a)乾燥減量値から乾燥物に換算した.
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表 4. グリチルリチン酸，ペオニフロリン，ケイヒ酸及び'1-アミノ酪酸の分析結果a)

頼粒剤 湯エキス末 生薬単味エキス末 原料生薬

グリチルリチン酸

1 gb)中の含量 (mg) 2.79 3.99 91.5 (甘草エキス末) 55，1 (甘草)

1日量中の含量(mg) 19.9 (103%) 19.4 (100%) 19.7 (102%) 74.8 (386%) 

ペオニフロリン

ll)中の含量(mg) 6.39 9.31 69.4 (均薬エキス末) 37.1 (均薬)

1日量中の含量 (mg) 45.6 (102%) 44.7 (100%) 42.4 ( 95%) 102 (228%) 

ケイヒ酸

ll)中の含量(mg) 0.15 0.22 7.41 (桂皮エキス末) 0.92 (桂皮)

1日量中の含量(mg) 1.04 ( 99%) 1. 05 (100%) 1.22(116%) 2.46 (234%) 

y司アミノ酪酸

1 gb)中の含量(mg) 1.51 2.25 1.77C
) 1.04cl) 

1日量中の含量(mg) 10.7 (100%) 10.7 (100%) 10.4 ( 97%)c) 26.8 (249%)cl) 

a) ( )内の%は 1日量の十全大補湯エキス末5.0g中の含量を100%とした時の数値

b)乾燥減量値から乾燥物 19あたりに換算した.

c)各単味エキス中の '1-アミノ酪酸含量を十全大補湯に配合する割合で合算し求めた

d)各原料生薬中の γーアミノ酪酸含量を十全大補湯に配合する割合で合算し求めた.

量に従って換算し， 1日量あたりとして合計すると，

AA は10.4mgとなり，ほとんど同じ値となった.

AAの分析結果と合わせ GA，PF及びCAの結果を表

4に示したが，十全大補湯エキス末 1日量中の含量を

100%とすると，甘草エキス末に含まれる GAは102%，

有薬エキス末に含まれる PFは95%，桂皮エキス末に含

まれる CAは116%で，生薬単味エキス末に含まれる成

分は湯エキス末となっても含量は大きくは増減しないこ

とが明らかになった.

次に，原料生薬に含まれる GA，PF， CA及び AA含

量を十全大補湯エキス末の分析値と比較した.湯エキス

末 1日量中の含量を100%とすると，甘草1.5gに含まれ

るGAは386%，:i'5薬 3gに含まれる PFは228%，桂皮

3gに含まれる CAは234%であり，また，各生薬に含

まれる AAを十全大補湯 1日量中の分量に従って合算す

ると 249%となった.原料生薬に 2-4倍量の成分が含

まれることは，湯エキス末には生薬含有成分の半量ある

いはそれ以下しか移行しなかったことになる.生薬は天

然資源であり，その有効利用を考えると，収率を上げる

よう検討する必要がある.

(3)十金大補湯エキス頼粒剤の品質

頼粒剤について以下の理化学試験を実施した.

包装形態及ぴ性状に異常はなく， 1包中の重量偏差試

験8)を行ったところ，最大2.54g，最低2.47g，平均

2.52 gでその相対標準偏差は1.5%と偏差の小さい試料

であった. また，崩壊試験9)では 3分以内に極めて容易

に崩壊し，灰分は4.77%，酸不溶性灰分は0.19%の分析

値を示した.

乾燥物 1gあたりの GAは2.79mg， PFは6.39mg， 

CAは0.15mg， AAは1.51mgで，各々の含量を 1日量

( 3包， 7.56g)あたりに換算すると，十全大補湯エキス

末 1日量に対し GAは103%，PFは102%，CAは99%，

AAは100%となった.これらの定量値は市販の医療用

十全大補湯エキス製剤17)と比較するとやや高く，臨床

研究用試料として問題はないと判断した.すなわち，十

全大補湯エキス末と頼粒剤は成分的に同等性が確保され，

統ーした研究試料として十分なものと考えた.

まとめ

十全大補湯原料生薬10種について，経験的に良品とさ

れるものを選択し各種試験を行った.その結果，これら

はいずれも日局試験に適合し，成分含量箇からも質の高

いものであることが判明したJ

これらを用いて，十全大補湯エキス末，十全大補湯エ

キス頼粒剤及び生薬単味エキス末を委託製造し，原料生

薬と同様の各種試験により品質を検討した.その結果，

各エキス末及ぴ頼粒剤は成分的に同等であり，本事業に

おける統一試料として十分な品質が確保されているもの

と考察された.

そして，頼粒剤は製剤試験に適合し， 1日量あたりの

成分含量はグリチルリチン酸19.9mg，ペオニフロリン
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45.6 mg，ケイヒ酸1.04mg， i'-アミノ酪酸10.7mgで

あった.これらの分析値が市販の同一処方製剤より高い

ことから，研究試料として良質な薬剤と考えている.

謝辞本研究にあたり，十全大補湯エキス末，穎粒剤

及ぴ生薬単味エキス末の製造に御協力頂いた(械ツムラに

深謝致します.

(本研究は，平成 3年度衛生局東洋医学事業「十全大補

湯エキス頼粒剤に関する研究」の一部として実施したも

のである.) 
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紫雲膏の Epstein-BarrVirus活性化抑制効果の発現について

浜野朋子*，安田- Em*，渡辺 四男也*木島孝夫**徳田春邦***

Investigation of Constituents of“Shiun-ko" which Induce 

Inhibitory Effects on Epstein-Bar・rVirus Activation 

TOMOKOHAMANO*， ICHIROYASUDA*， YOHYA WATANABE* 

T AKAO KONOSHIMA * * and HARUKUNI TOKUDA * * * 

The constituents related to the i出 ib出 ryeffects on Epstein -Barr virus early a凶 gen(EBV -EA) activa-

tion of a kampo medicine for ext巴rnalapplication，“Shiun-ko"， wer巴 inv'estigated. The in vitro assay used 

EBV -EA activation by 12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetat巴(TPA)as the tumor promoter 

Assay of various in-house preparations showed the inhibitory effects on EBV四 EAactivation to increase 

significantly in the preparing processes where lard was added and where roots of Lithoste門叫umerythrorhizon 

(Ko-shikon) or roots of Ame抑制chroma(Nan-shikon) were added finally (百iun-ko")， and to d巴creasein 

the preparations where lard was not add巴dand where Shikon was not added. It was suggested that lard and 

Shikon， particularly Ko-shikon， are directly relat巴dto the inhibitory effects. 

However， that effects of“Shiun-ko" have no correlation to the contents of shikonin and its derivatives 

(total shiko山1content)， the efficacious components of Shikon. 

Keywords EBV活性化抑制効果 inhibitoryeffects on Epstein-Barr virus eariy antigen activat町 1，12-0-

tetradecanoylphorbo卜13-acetate，漢方外用薬 kampomedicines for external application，紫雲膏 shiun-ko，硬紫

根 rootsof Lithostermvm erythrorhizon，軟紫根 rootsof Amebia euchroma，総シコニン量 totalshikonin content 

緒 ー-・日

化学発癌の予防には，発癌 2段階説1)におけるイニシ

エーションとプロモーションの両過程のうち，プロモー

ションの阻害がより実効性の高いものと考えられており，

医薬品開発の分野では発癌プロモーション抑制活性成分

の検索が盛んに進められている 2) その活性の検定法の

1つとして伊藤らが提唱している，発癌プロモーター

12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TP A) による

Epst巴in-Barrvirus (EBV)の活性化を指標としたアッセ

イ法3)は，少量の試料で短期間に多数の処理が可能で、あ

るため，簡易的かつ有用な方法として広く応用されてい

る.

紫雲膏は，紫根及び当帰を主剤とする漢方外用薬で，

その抗菌・抗炎症作用により，湿疹，火傷，痔疾等の治

療に繁用されるが，近年，本剤が発癌ウィルス EBVの

活性化抑制作用に対し玖い効果を示し，使用した R叩

細胞に対する細胞毒性が極めて弱いことが報告された4)

そこで，今回，その活性成分を明らかにするために，

自家製剤を用い，伊藤らの方法に従って紫雲膏の EBV

活性化抑制効果を検討し，作用発現に関与している生薬

の検索を行った.さらに，紫根の有効成分とされる shi

konin及ぴその類縁物質5.6)の含量(総シコニン量)と活

性との相関について考察を行ったので，併せて報告する.

実験の部

1.実験材料

紫雲膏構成生薬 紫根(東京市場品);硬紫根及び軟紫根

*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 Pubulic Health 

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

**京都薬科大学

***京都府立医科大学
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A;細細ioil(l蜘1)附 hωtedat 1砂 160・Cfol' lh. 

+ 
B ;Beeswax(38g)附 addedωA.

+ 
C ;L8rd(2.5g)脚 addedωB.

7 
R∞ts of NJgelico IIcutilobti，l0g) were added 
to C， 
extl'acted at 140・Cfol' 5田in，
fil tl'ated wi凶 4g凶 zes∞eovel' anothel'. 

D ; R∞ts of Li ilJosp~卸'11 erytl1rorl1iztNl(Ko-shikon) 
。l'roots of加 'ebiaeucl1ro.ra(Nan-shikon) 
we問 l't悶 ltainedin E. 

Ko-shikα1 Ol' Nan-shikon(lOg)脚凶dedto D， 
extl'acted at 120-130・Cfol' 5 min， 
filtl'ated with 4 gauz凶 oneovel' anothel' ， 
stil'l'ed until filtl'ate bec鵬 sh凶.

E ; Shiun-ko 

F ; Beeswax wasn' t cαltainE姐 inE. 
G ; L館、:1wasn' t contained in E. 
H ; R∞ts of Angel iCII acutil，ゆ'8Wel'en' t∞，ntained 

in E. 

Fig.1. Preparing Process of In-house Preparations 

各6ロット，当帰(東京市場品); 7ロット，日局ゴマ油

8ロット，日局ミツロウ;7ロット，豚脂;6ロット.

自家製剤j 上記構成生薬を適宜組み合わせ， Fig.1に示

す手順に従って，自家製剤A-Hの8種各8ロット，計

64ロットを製した.

A;ゴマ泊のみを加熱したもの

B;Aにミツロウを力日えたもの

C;Bに豚脂を加えたもの

D;Cに当帰を加えたもの

E;Dに紫根を加えたもの(紫雲膏)

F;Eからミツロウを抜いたもの

G;Eから豚脂を抜いたもの

H;Eから当帰を抜いたもの

市販製剤 東京都内の薬局で購入したもの 15ロットを

用いた.

2. EBV活性化抑制効果

製剤約500mgを正確に秤量し，無水エタノール約40

mlを加え，超音波処理後無水エタノールで正確に50ml 

とした.これをジメチルスルホキシド (DMSO)で希釈し

て100，10，1μg/mlの濃度の試料溶液を調製し，既報4)

の方法に準じて EBV活性化試験を行った.また， 1 x 
106細胞Imlの濃度に調製した Raji細胞に 4mM酪酸及

び20ng/ml TPAを加え， 37'C， 48時間培養したときの

EBV early antigen(EA)陽性細胞の発現率を100として表

わした.

3.総 shikoninの定量

既報7)の方法に準じて行'うた.

すなわち，製剤約1.0gを正確に量り，クロロホルム

に溶かして正確に50mlとした試料溶液について， 525 

nmにおける吸光度を測定し，別に作成した検量線から

総 shikonin量を求めた.

4.紫根の HPしCによる分析

粉末とした紫根約500mgを正確に量り，メタノール

40 mlを加えて15分間振とう抽出を行った.遠心分離後，

残主主にメタノール25mlを加え，同様の操作をさらに 2

回繰り返し，上澄を合してメタノールで正確に100ml 

とした.これを0.45μmのフィルターに通し， 20μlを

HPLCに付した.

カラム;TSKgel ODS -80 TM， 4.6 mmI.D. X150 mm， 5 

μm，温度;40'C，移動相，アセトニトリル・水・酢酸

(65 : 35 : 5)→(95 : 5 : 5)リニアグラジェント，流速

; 1.0 ml/min，検出;525 nm. 

結果及び考察

1.紫根の HPLCパターン分析

日本薬局方的では，紫根として Lithosterm叫 隅 6ηthro-

rhiz.仰の根(硬紫根)が規定されている. しかし，実際に

は，本邦市場品は中国から輸入される Arnebiaeuchr.捌 G

(軟紫根)が主流となっており，形態上，識別に混乱を来

たすものが見受けられる.有効成分は共に，赤色の

naphthoquinone系色素に属する shikonin及ぴその類縁

物質であるが，それらの組成及ぴ組成比は互いに異なっ

ている6，9)ことから，両者は区別して用いるのが望まし

いと考えられている.

東京市場において入手した硬紫根及び軟紫根12ロット

について HPLCを行ニったところ， クロマトグラムは tR

12.6分に出現するピーク Tの有無により， 1及びEに大

別された(Fig.2). 1のパターンを示した紫根はすべて

市場において硬紫根， nはすべて軟紫根と称されたもの

で， HPLCパターンと呼称、による分類は完全に一致した.

軟紫根の特有成分として teracrylshikonin(teracrylalkan-

nin)， anhydroalkanninが報告6，9)されていることから，

現在， nのみに出現するピーク Tについて，単離同定作

業を進めている.

以下， EBV 活性化抑制試験を行うにあたっては，こ
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工 II 

T 

。 10 20 30 。 10 20 30田in

Fig.2. HPLC Chromatograms of Ko-shikon (1) and Nan-shikonin (1I) 

HPLC conditions were described in the experimental 

こで識別を明らかにした硬紫根及び軟紫根を用いて自家

製剤を調製し，これを実験材料とした.

一方，細胞毒性については， 10μg/ml以下の低濃度で

は発現せず，高濃度でも弱いものであった.

2. 自家製剤の EBV活性化抑制効果 そこで，製剤聞の効果の差が最も顕著であった100

μg/mlにおけるデータをもとに，各製剤 8ロットを平

均化して Fig.3に表わし，抑制効果に関与する生薬の検

索を行った.ゴマ油を加熱したAから最終製品である E

に至るまでの各工程毎の抑制効果は段階的に増加したが，

自家製剤A-H8種の各濃度における EBV活性化抑

制効果は，いずれも濃度に依存して高くなっており，

ロット間の変動は大きいものの，概ね最終製品である紫

雲膏(製剤 E)の抑制効果が最大となる傾向が認められた.
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Fig.3. Relative Ratio * of EBV-EA Activation with Respect to Positive Control (TPA 20 ng/ml) 
in Presence of Various In-hous巴Preparations，A -H (100 μg/ml) 

* Values a同 shownas means :!: SE (n=8 in each group) . 

A; (sesami oil)， B; A + (beeswax)， C; B+ (lard)， D; C+ (roots of A叫gelicaaωtilbba) ， 

E-(Ko-shikon or Nan-shikon)， E; D+ (Ko-shikon or Nan-shikon)，“Shiun-ko"， 

F; E-(b巴eswax)，G; E-(lard)， H; E-(roots of Angelica acutiloba) 

(K); made of Ko-shikon， (N); made of Nan-shikon 



東京衛研年報 43，1992 49 

Bから Cすなわち豚脂を加えた工程，及ぴDから Eすな

わち紫根を加えた工程で効果は大きく異なり，特に硬紫

根(K)では約11%も増強された. また，紫雲膏(E)と各

種抜き製剤(D，F-H)を比較すると，硬紫根で製した

場合には，豚脂抜き製剤(G(K))及ぴ紫根抜き製剤(D)

と紫雲膏E(K)との効果の差が最も大きく，共に約10%

であった.一方，軟紫根(N)で製した場合は，同様に紫

雲膏E(N)と豚脂抜き製剤(G(N))との関に約13%と顕

著な差が現われ，硬紫根に比べ相対的に小さいものの軟

紫根による効果も認められた.以上のことから，本剤の

EBV 活性化抑制効果の発現に直接的に関与しているの

は，紫根及び豚脂と推察された.

当帰については，紫雲膏(E)と当帰抜き製剤(H)の抑

制効果の違いを比較したところ，硬紫根製E(K)ではそ

の影響がほとんど現われなかったが，軟紫根製E(N)で

は紫雲膏の抑制効果を約10%も増強する傾向が認められ

た.この結果は，当帰エキスが硬紫根エキスに対してあ

まり影響を与えず，軟紫根エキスに対しては抑制効果を

増強させるという報告4)と一致するものである.

また， Bの抑制効果はAとほとんど変わらず， ミツロ

ウ自身には活性がないものと推察された. しかし， E， 

% 
100 

90 s ¥ 
8O 。 。 • • • 。70 • - 同

。...・....， • 広叫4 60 

〉aB • • 。。
50 ..... 。。

.ρ 

40 <><>~ 喧...... 
白G22 30 。

日
自.0 1.0 2.0mg/g 

Total shikonin content 

Fig.4. Relation between Total Shikonin Content and 

Relative Ratio of EBV-EA Activation with 

Respect to Positive Control (TPA 20ng/ml) in 

Presence of“Shiun-ko" (10μg/ml) 

• ; in-house preparations made of Ko-shikon 

• ; in-house preparations made of Nan-shikon 

く>; commercial preparations 

Fを比較すると，硬紫根製及ぴ軟紫根製共にミツロウを

加えることによって抑制効果が強化されたことから， ミ

ツロウは共存する他成分どの活性を増強し，抑制効果の発

現に間接的に寄与しているものと考察される.

3. EBV 活性化抑制効果と総 shikonin量

本斉IJのEBV活性化抑制効果に紫根が関与しているこ

とが判明したことから，先の紫雲管(E )16ロット及ぴ市

販製剤15ロットについて総 shikoninを定量し，その含

量と抑制効果との関連を検討した. EBV 活性化抑制効

果は，活性が認められ，かつ細胞毒性が現われない10

μg/mlの濃度での結果を用い， Fig.4にプロットした.

紫根中の総 shikonin量は，軟紫根の方が高いとされ

ている 6，10) しかし，著者らは既報11)で硬紫根が高いと

の結果を報告し，今回製した自家製剤についても同様に，

硬紫根を用いた場合の方がやや高い傾向であった.その

変動幅は，硬紫根製で0.5-1.9mg/g，軟紫根製で0.6-

1. 7 mg/gといずれも大きく，その含量に対する抑制効

果は50-90%の範囲に分布したが，両紫根の区別如何に

関わらず，含量と抑制効果との聞に相関は認められな

かった.一方，市販製剤については，総 shikonin量の

変動幅は自家製剤とほぼ同様であったが，抑制効果は O

-100%とさらに広範囲に分布し，この場合も相関は得

られなかった.紫根の活性成分は shikonin及ぴその類

縁物質の画分に存在すると推察される 12)ことから，本

剤の有効性については，今後活性成分の単離同定を行い，

その含量から論ずる必要があるものと考える.

結語

紫雲膏の EBV活性化抑制効果の発現に関与する生薬

について，各種自家製剤を用いて検索を行った.その結

果，作用発現には紫根及び豚脂の関わりが大きいことが

明らかとなった.紫根は，有効成分が naphthoquinone

系色素の shikonin及びその類縁物質とされることから，

さらに，その含量と活性との関連について検討を加えた

ところ，自家製剤及ぴ市販製剤共に，相関は全く認めら

れなかった.

今後は，活性成分を検索し，単離，構造解析したうえ

で，その含量から検討を行う必要がある.
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キャピラリーガスク口マトグラフィーによる山薬中

アラン卜インのおrt-Butyldimethylsilyl化体の定量

萩原輝彦*渡辺四男也*

Determination of Allantion in Dioscoreae Rhizoma by Capillary Gas 

Chromatography as tert【 ButyldimethylsilylDerivatives 

TERUHIKO HAGIWARA * and YOHYA WATANABE* 

) A method 0ぱfcapi川lla訂rygas chroma抗tographi叩cdetermination 0ぱfterωγ付t-buty削yρldmet出hげy川ls討sil片ylat民巴釘吋d (te肝例γ付t一BDMSω 

a叫叫llant

-butyldm巴ethyls剖1江均ly列州7寸引lり)γ-N-methyltrifluoroacetamide) and pyridine by heating at 90
0

C for 24 hours. The te付回

BDMS allantion was d巴terminedby gas chromatography equipped with a capillary column. The contents of 

allantoin in 7 lots of Dioscoreae Rhizoma on the market were 0.4-7.9 (mg/g) . EI -MS spectral examination 

of the tert -BDMS allantion showed that the mass molecular ion (M) was at m/ z 455. 

Keywords:アラントイン allantion，山薬 dioscoreaerhizoma， tert -ブチルジメチルシリル化 tert-BDMS，キャ

ピラリィーガスクロマトグラフイ capillarygas chromatography，電子衝撃型質量分析 EI-MS

緒 言

山薬，葛根，紫根及び防巳などの生薬にアラントイン

(C4H6N403) (Fig. 1 )は含有されており，その生理作用と

して抗炎症作用及び抗潰蕩作用などが知られている.ア

ラントインの定量は主として，強カチオン系イオン交換

充填剤を用いる高速液体クロマトグラフィー(HPLC)に

より行われている 1，2) HPLC法はアラントイン含有量

の少ない防巳や，六味丸などの漢方製剤では，カラムの

劣化が比較的早く，また，妨害物からのピーク分離が不

十分となり定量の困難な場合がある.アラントインは，

水溶性の物質で分解しやすいこと，メタノールにわずか

に溶ける以外ほとんどの有機溶媒に不溶であることなど

から，これまでにガスクロマトグラフィー (GC)を用い

る定量法は報告されていない.

今回，アラントインを，シリルパイアル瓶中で内標準

物質(Lーシステイン)と共に N-Methyl -Nー (tert-

butyldimethylsilyl )trifluoroacetamide (以下 MTBSTFAと

略)及ぴピリジンを加え反応させ，アラントインを tert

-Butyldimethylsilyl化(以下旬rt-BDMS化と略)する

キャピラリー GC法について検討を行った。さらに tert

-BDMS化アラントインのマススペクトルを四重極電

子衝撃型質量分析計(EI-MS)により測定し，生成物の確

認を行った.また，本法を用いて他の生薬に比べ比較的

含有量が多い山薬(DioscoreaeRhizoma)中のアラントイ

ンについて定量を行ったので報告する.

実 験 の 部

1 .器具及び試薬

シリルパイアル井正:テフロンシリコンセブタム・オー

プントップキャプ付， 5 ml (ジーエルサイエンス)， ミ

クロピペッター:4700型(EPPENDORF).

アラントイン:関東化学製. MTBSTFA:東京化成製.

脱水ピリジン:関東化学製ピリジン(脱水)100mlに無

水硫酸ナトリウム 3gを加えた上層を使用した.その他

の試薬は既報2)と同じ試薬を使用した.

2.装 置

キャピラリーガスクロマトグラフィー装置:DB -1 

キャピラリーカラム (30mXO.25mm， J&W)をGC-14A型

ガスクロマトグラフ(島津製作所製)に装着し，インテグ

レータ (CR4Aクロマトパック:島津製作所製)に接続し

た.四重極型質量分析計:オートマス20型(JEOL). i.成

*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 3-24一1

*The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

O~./Nγ0 

2HNCONHー」一一一NH

Allantoin (C4H6N403) 

Fig.1. 

圧加温型乾燥器:UVS.30型(HEIDON). 超音波発生装

置 :B -2200型(BRANSONIC). ドライブロックパス:

AL・500型，アルミブロック:シリルパイアル瓶， 5ml 

用， 20穴(SCINICS).

3.定量法

粉砕した山薬約0.2gを50ml遠心管に正確に量り取

る.新たに調製した蒸留水 8ml及ぴ内標準物質 (L-シ

スイン(1→4，000) J 2 mlを正確に加え，加温した水を

入れた超音波発生装置を用いて20分間抽出する.冷後，

10分間遠心(3，000rpm)し，上澄をメンブランフィル

ター (0.45μm)でろ過する. このろ液0.5mlをシリル

パイアル瓶に加え栓を緩めにして減圧乾燥器(50
0

五酸

化リン)中で、完全に水を除去する.冷後，MTBSTFA及

ぴピリジン100μlずつを加え強く桧を締めた後，シリ

ルパイアル瓶全体を内容液に接触させ90
0

に保ったドラ

イブロックパスに入れ，24時間反応させる.冷後，酢酸

エチル250μlを加えよく混和した後，このi夜1μlを

GCに注入する (Chart1). 

結果及び考察

1 . tert -BDMS化反応条件

アラントインは酸及ぴアルカリにより容易に加水分解

をうけるため， GCの誘導体化には強酸や強アルカリな

どを使用することはできない.今回，比較的緩和でアラ

ントインに加水分解を起こさせない.tert -BDMS化反

応について検討を行った. MTBSTFAは，有機酸3)，チ

オール4)，スルホン化合物5)，アミノ酸ト10)及ぴステロ

イド11，12)などの GC誘導体化剤として使用されてきたも

のであるが，tert -BDMS化の反応条件は，対象となる

反応基質により，これまで反応温度，反応時間，溶媒及

ぴ試薬などがそれぞれ経験的に決められている.そこで

反応条件を設定するため，溶媒にピリジンを使用し，内

標準物質(Lーシステイン)に対する反応収量及び再現性に

ついて経時的に検討した (Fig.2). 時間の経過に従い

tert -BDMS化アラントインの内標準物質に対するピー

ク面積比及びその再現性(n=3)は向上，ほほ20時間で

一定になった.また，反応温度は70
0

，90
0
及び110"で検

討したが，反応温度70
0

では tert-BDMS化アラントイ

ンの収量は低く，また，反応温度110"では GCクロマト

グラフ上に多くの分解ピークがみられた.よって，反応、

温度は90。反応、時間24時間とした.

Chart. 1. The Proc巴duresfor Determination of Allantoin in Dioscoreae Rhizoma， 

Take 0.2 g of pulverized sample in centrifuge flask 

Add 8 ml of water and 2 ml of internal standard solution (IS) * . 

Sonicate for 20 min. 

Centrifuge for 10 min (3，000 rpm) and filter the supernatant with membrance (0.45μm) 

Take 0.5 ml of the filtrate in a silylvial (5 ml) and close the cap a bit loosely， 

Evaporate the water in a desiccator (500
， reduced pressure， phosphorus p巴ntoxide). 

Add 100μ1 of MTBSTFA and 100μ1 of pyridine. 

Derivatize for 24 h in hot dry bath at 900 

Add 250μ1 of ethyl acetate and mix. 

Inject 1μ1 of the mixture to GC. 

* Internal standard: L -cysteine (1→4，000) 

(GC conditions) 

Column: DB -1 (0.25 mm X 30 m， J&W)， Initial temp.: 240
0

， Initial time: 2 min， rate: 5
0

/min， Final temp.: 280
0

， 

InJ. temp.目 2600
，Inj. vol.: 1μ1; split (1目50)，Range目 101，
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Table. 1. Stability of tert -BDMS Allantoin. * 1 

Silyl bottle2 

o day 
6 day 

Stability (%) 

The mixture of 0.5 mg of allan tion and 0..2 mg of 

IS (L.cysteine) in 10 ml of water was determined 

by the proposed method (Chart 1). 

After reaction of the tert -BDMS allantoin (90
0

， 

24h) ， the bottle was stored at ambient t巴mpera-

ture in the laboratory. 

Peak area ratio (allantion/IS) . 

3 
0.927*3 

0.910*3 

98.2 

2 

0.934 * 3 

0.899*3 

96.3 

1 

0.925 *3 

0.910*3 

98.4 

* 1 

* 2 
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Ta ble. 2. Recovery Test of Allantion. * 1 * 2 

2 4 6 2024 
Reaction time ( H ) 

。
0.3 

0.47 0.48 0.52 0.46 0.47 0.46 Found 

(mg) 

RSD=4.7% X=0.477 mgσn-1=0.0225 mg 

Recov巴ry=95.4%

Each value represents duplicate analyses of an in 

dependent sample. 

Allantoin (0.5 mg) dissolved in 2 ml of water was 

added to 0.2 g of pulverized Dioscoreae Rhizoma. 

* 1 

* 2 

4.添加回収実験

tert -BDMS化を GC定量に用いた場合，試料に直接

添加して回収実験を行った報告は少ない3) また，tert 

-BDMS化反応の生成量に再現性はないとする結告も

ある13) そこで，山薬0.2gにアラントイン(0.5mg /2 

ml)を添加して回収率(n= 6 )を求めた(Table2 ). tert 

-BDMS基はかさ高く，また，アラントインは分子内

に複数の二級アミノ基があるため tert-BDMS化反応は

遅い進行が予想された.しかし，内標準物質と共に90
0

，

24日寺間で反応はほぼ完全に終了し，回収率は約95%であ

り，その相対変動係数は 5%という結果を得ることがで

きた.

5.市場品山薬中アラントインの定量

これまで，山薬中のアラントイン定量は HPLC法によ

り行われている.相楽ら 1)及び滝戸ら 16)はそれぞ、れ2.0

-7 .2(mg /g)及ぴ~2.7 -9.6 (mg / g)のアラントインを山

薬中から検出している.今回，市場品山薬 7ロットにつ

いて本法(GC法)及ぴ本法により水抽出した液を HPLC

Fig. 2. Time Course for the Chang巴 ofPeak Area Ratio 

vs Reaction Time. 

a) :・:Average of peak area ratio (n= 3). 

b) :....: Relative standard of dev凶 ionsof peak 

area ratio (n = 3 ) . 

The mixture of 25μg of allantion， 12μg of IS (L-

cysteine)， 100μ1 of MTBSTF A and 100μ1 of 

pyridine was used for the reaction. At each 

tim巴， 1μ1 of the reaction mixture was injected 

on GC. 

2.直線性

10 ml中にアラントインを0.06-l.0mg含有する濃度

系列(n= 6)を作成し，それぞれ0.5mlずつを 2回繰

り返して tert-BDMS化した.内標準物質に対するピー

ク面積比により作成した検量線はよい直線性を示した

(Y =l.062X -0.076， r >0.99ただし， X ピーク面積

比， Y アラントイン mg/10 ml). なお，本法により

検量線を作成した場合，日差変動が認められるため，標

準アラントインと試料は同時に tert-BDMS化して試料

の定量を行う必要がある.

3. tert田 BDMS化アラントインの安定性

アラントイン0.5mg (n = 6 )を本法にしたがい tert-

BDMS化し実験室内で 6日開放置後の内標準物質に対す

るピーク面積比を求めた(Table1 ).各種 tert-BDMS 

化化合物の反応後の安定性については多くの報

告4.5，7，9，10，14，15)がある.tert -BDMS化アラントインも

これらと同様に反応後は極めて安定であった.
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Table. 3. Determination of Allantoin in the 

Dioscoreae Rhizoma accomplished by 

the proposed method. 

54 

HPLC*2 Proposed 

method *1 

Sample 

(min) 6 5 4 3 

(IS) 

2 

b) 

。
2.7 (mg/g) 

1.1 

5.5 

3.7 

1.0 

3.1 

4.0 

1.6 (mg/g) 

0.4 

7.9 

3.1 

0.8 

2.3 

6.7 

China 

China 

Japan 

China 

China 

China 

]apan 

1

2

3

4

5

6

7

 

5.0 (min) 4.5 4.0 

(IS) 

(AL) 

3.5 3.0 

c) 

Each value represents duplicate analyses of an in-

dependent sample 

The same extracted solution was determined by 

GC and HPLC. 

(HPLC conditions) 

Column : TSK -gel SCX， 6 mmidX 15cm (TOSOH)， 

Mobile phase : 1/15 M Potassium dihydrogenphosphate， 

Flow rate目 0.5ml /min， Column temp. : 40
0 

Detection・UV210 nm， 0.16 AUFS， Rec. out， ATTX 3， 

Inj. vol. : 10μl 

* 1 

* 2 

5.0 (mi n) 

Capillary gas chromatography of tert -BDMS 

Allantoin in th巴 DioscoreaeRhizoma a) ，c) and 

authentic standard of Allantoin b). 

(Operating Conditions for GC) 

Model: Hewl巴tt5890 (Hewlett Packard) 

Column: DB - 1 0.25 mmX30 m (J&W) 

Int. temp. : 2400 Int. time : 2 min Rate : 5 0 

/min Int. tem. : 260
0 

Inj. vol. : split (1 : 50) 

1μ1 Range 101 Integrator:Chromatopac 

CR 4 AX (Shimadzu) 

また，けず，キャピラリィー GCにより分離定量された.

室温保存では 6日間安定であった.

3. マススペクトル上で，tert -BDMS体に特徴的な

m/z 398[ M -57] +及ぴ、m/z440[M-15]+のピークが容易

に確認されたことより隅/z455のピークが分子イオン

ピークであると推定された.

法で定量した(Fig.3及び Table3). GC法と HPLC法

の定量値はアラントイン含量の多い試料でやや GC法が

高めになる傾向があるが，その他の試料では，一致した

結果を与えた.

6. tert -BDMS化アラン卜インのマススペクトル

EI-MSにより teγt-BDMSイヒアラントインのマススペ

クトルを測定した(Fig.4). tert -BDMS化誘導体では，

分子イオン [M]からお付ーブチル基が離脱した強い

[M-57]イオン及びメチル基が離脱した [M-15]イオ

ンがマススペクトルに現れることが知られている.tert 

-BDMSイじアラントインでは m/z 398の強いピークカf

[M -57]イオンに相当し，明/z440にも [M-15]イオ

ンが観測されることから，m/z 455のイオンが分子イオ

ンピークであると推定された.

まとめ

1.これまでの tert-BDMS化反応条件は，室温ー750

で20分一 5時間程度反応させる報告が多い. しかし，ア

ラシトインの至適反応条件は高温と長時間( W，24時

間)を必要とした.

2. tert -BDMS化アラントインは共存物質の影響を受

4.5 4.0 3.5 3.0 

Fig. 3. 
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(Operating Conditions for GC/MS) 

Model: JMS同 Automass20 Ouadrupole Mass spectro・

meter (JEOL) 

Ionization Electron impact Ionization voltage 

70 ev Ionization current: 300μA Interface temp 

250
0 

Source temp. 150
0 

Printer: Laser Jet 

III (Hewlet Packard) 
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衛

Fig. 4. EI Mass Spectra of tert-BDMS Allantion. 
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東京都におけるめっき廃水中のシアンについて

(1970年度一1990年度)

岩崎由美子*奥本千代美*，渡辺四男也*

Trend of Analytical Data of Cyanide 

in Waste Water from Metal Plating Process 

in Tokyo Area 

(Apr. 1970 -Mar. 1990) 

YUMIKO IW ASAKI *， CHIYOMI OKUMOTO * 

and YOHYA WATANABE* 

Keywords:シアン化物 cyanide，廃水 wastewater，めっき事業所 metalplating process 

緒言

東京都衛生局薬務部の電気めっき業者を対象とするシ

アン廃水指導取締事業は数年の予備的調査を経て， 1970 

年度から開始された.当研究科では，この事業の試験部

門を担当し，めっき廃水中の遊離シアンの含有量を測定

している.めっき廃水については，当初はシアン含有量

を11につき 2mg以下となるように処理して排水する

ことが法1)により義務づけられていたが， 1971年の施行

令2)の改正により 11につき 1mg以下に改められた.

本報では， 1970年度から1990年度までの21年間のシア

ン検査結果について集計し，めっき事業所数の年次推移

及び地域分布，検査件数の年次推移，シアン含有量の推

移並びに違反率の年次推移について集約したので報告す

る.

調査方法

1 .試料

シアン廃水指導取締事業に基づき，都内のめっき事業↓

所から採水されたシアン廃水である.

2.調査期間

シアン廃水指導取締事業が開始された1970年度から

1990年度までの期間である.

3.資 料

(1) 事業所数 薬務部より各年度初めに配布されたシ

アン取扱者名簿の事業所の数を採用した.この事業所数

は4月 1日現在の届出事業所数である.

(2) 検査件数 当研究科の報告書に記載された件数を

採用した.

(3) シアン含有量厚生省令3.4)に従い測定しためつ

，き廃水のシアン含有量である.

(4) 違反件数 シアン含有量が規制値を超えるものの

件数である.ただし， 1971年 5月31日までは 11につき

2 mg，それ以降は 11につき 1mgを超えたものとする.

また，参考検体として送付されためっき槽液等の試料

については， (3)及び(4)の集計から除外した.

4.分析方法

(1) 事業所数の年次推移及び地域分布事業所数の21

年間の年次推移を観察した.また， 1990年度の事業所数

を地域別に区分し，地域分布を観た.更に， 1970年度と

1990年度の地域別事業所数を比較した.

地域区分は全部を23区と多摩に分け， 23区は区単位で，

多摩は保健所単位で区分した.

(2) 検査件数の年次推移検査件数の年次推移を観察

した.

(3) シアン含有量の推移 1970年度から 4年毎の年間

の全測定結果を，シアンを検出しないもの(0.1μg/ml

未満)， 0.1μg/ml以上 1μg/ml以下のもの， 1μg/1 

を超え100μg/ml以下のもの及ぴ100μg/mlを超えあも

のに濃度範囲で分け，濃度範囲別の検出率の推移を観察

した.

(4) 違反率の年次推移違反率の年次推移を観察した.

*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 
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結果及び考察

1.事業所数の推移及び地域分布

めっき事業所数の年次推移を図 1に示した. 1970年度

には1，727件あった事業所数は，漸次的に減少し， 1990 

年度には1970年度の47.0%の812株になった.

1990年度の地域別の事業所数は， 23区で741件，多摩

で71件であった.事業所数が100件を超える地域は墨田，

葛飾及び大田の 3区であった.一方，中央区と五日市保

健所には事業所が存在しなかった. 1990年度の地域分布

を観る限り，事業所は23区に集中している.

1990年度の全都の事業所数は取締事業が開始された

1970年度に比べて大幅に減少している.両年度聞の事業

57 

所数の減少率を地域別に比較すると，全都では53.0%，

23区では53.7%，多摩では44.1%であった.特に減少率

が70.0%を超える地域は， 23区では中央，新宿，港，江

東，杉並及ぴ千代田区で，多摩では青梅及び武蔵野保健

所であった(表 1). 

2.検査件数の年次推移

検査件数の年次推移を園、2に示した.シアン廃水指導

取締事業が開始された1970年度には3，962件であった検

査件数は，取締強化のため検査回数を増やしたことによ

り，増加して1973年度には7，476件になった.それ以降

は1974年度からの 4年間を除いて， 1990年度まで年間

7，000件を超えている.

単位1・目千寸

1.7 9 

1.6 

1.5 

1.4 B 

1.3 5 

1.2 

1.1 3 

目.9

日.8 日
1宮市 1宮市 198日 1985 199白 1羽田 1釘5 19飽 1~ぁ 19姐

年度 年度

図1.めっき事業所数の年次推移

表1.地域別のめっき事業所数と減少率

事業所数(件)

地域 1970年度 1990年度 減少率(%)

全都 1，727 812 53.0 

741 53.7 。 100.0 

l 95.0 

5 84.4 

8 83.0 

9 78.6 

3 72.7 

4 71.4 

71 44.1 

2 75.0 

1 75.0 

23区

中央区

新宿区

渋谷区

港 区

江東区

杉並区

千代田区

1，600 

3 

20 

32 

47 

42 

11 

14 

多摩 127 

青梅保健所 8 

武蔵野保健所 4 

(減少率が70.0%を超える地域のみ記載した)

図2. めっき廃水中のシアン検査件数の年次推移

3.シアンの含有量の推移

1970年度から 4年毎の濃度範囲別の検出率の推移を図

3に示した.検出率は1970年度では62.5%と高率であっ

たが 4年後の1974年度には約 2割の13.1%に急激に減

少し， 1978年度には8.3%になった.それ以後は緩やか

に減少して， 1990年度には6.8%にまで下がっている.

70 

検
出
率
W
A

年度

図3. シアン含有量の濃度範囲別の検出率の推移

a:シアン含有量 (μg/ml)

園 : 0.1 亘a 三五 1， 図 1 < a 手 100， 圏 : 100 < a 
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また，シアンの検出率の内訳を観ると. 0.1μg/ml以

上 1μg/ml以下の検出率は1970年度には12.3%であっ

たが， 1974年度以降は約 5%となり，その後は一定と

なった. 1μg/mlを超え 100μg/ml以下の検出率は

1970年度には46.1%であったが， 1974年度には7.9%に

急減し，それ以降は除々に減少して， 1990年度には

0.9%となっている.また，極めて高い100μg/mlを超

える濃度の検出率は1970年度には3.2%であったものが，

1974年度には0.1%に激減し， 1986年度以降には検出さ

れていない.

これらのことより，シアンの検出率は1974年度までに

急速に減少しており，また， 1μg/ml以上の違反の検

出率も，年々減少していることがわかった.

4.違反率の年次推移

上記の違反率の減少を詳細に検討するために，違反率

の年次推移を観察した(図 4).シアン廃水指導取締事業

回

4O 

調

2O 

1日

目
1釘目 1釘百 191泊 1お5 1鈎日

年度

図4. シアン含有量の違反率の年次推移

が始まった1970年には43.0%であった違反率は，急速に

減少して1974年度には8.0%にまで下がった.それ以降

は緩やかに減少して1982年度には 2%以下となり， 1990 

年度には1.0%となっている.このような違反率の推移

は，検出率の推移とよく符号している.

1970年度から1974年度までの違反率の急減と， 1982年

度以降， 2 %以下の違反率を維持していることは，電気

めっき業者の自主管理の励行と，薬務部の適切な指導取

締が相乗的に効果を上げたものと思われるが，違反率

0%を目指して関係者の一層の努力が必要と考えている.

まとめ

1.都内の事業所数は21年間に減少を続けて， 1990年

度には1970年度の47.0%の812件になった.

2.事業所は23区に集中しており，特に，墨田，葛飾

及び大田区に多く存在している.

3.検査件数は1978年以降7，000件を超えている.

4. シアンの検出率は1970年度から1974年度の聞で急

減し， 1970年度の 2割の13.1%になり， 1990年度には

6.8%になっている.

5. 1970年度には43.0%あった違反率は，減少し続け

て， 1982年度以降は 2%以下を維持している.
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可視部吸収検出器を用いたイオン対高速液体クロマトグラフィー

による化粧品用水溶性タール色素の分析

伊藤弘ーへ岸本清子へ 鈴 木 助 治 * 中 村 弘*

Determination of Water Soluble Coal.Tar Dyes for 

Cosmetics and Toiletries by Ion.Pair HPLC using 

Visible Spectrophotometric Detector 

KOICHI ITOH*， KIYOKO KISIMOTO*， SUKEJI SUZUKI* 

and HIROSHI NAKAMURA * 

Keywords:イオン対高速液体クロマトグラフィー ion-pairhigh performance liquid chromatography，可視部吸

収検出器 visiblespectrophotometric detector，タール色素 coal回tardyes，化粧品 cosmetics

緒言

我国では厚生省令により 83種のタール色素が医薬品，

医薬部外品及ぴ化粧品への使用を許可されている.この

うち約半数は水溶性色素であり，現在多くの化粧品に使

用されている.化粧品中の色素分析は従来薄層クロマト

グラフ (TLC)法によって行われているが，共存する活性

剤等を除去するために煩雑な前処理を必要とし，迅速に

ルーチン分析を行うことができない.そこで著者らは前

報1)でケイ光検出器を用いたイオン対高速液体クロマト

グラフ (HPLC)法により水溶性ケイ光タール色素の分析

法を報告した.

現在報告されているタール色素の一斉分析法は大半が

四級アンモニウム塩を用いたイオン対 HPLC法であり，

分離モードはグラジェントによるものである 2-4) しか

し，グラジ、ェントによる分離モードでは，色素の保持時

間の再現性が悪く，多量の活性剤を含む試料の分析には

適さない.そこで著者らはアイソクラティック分析を用

いることとし， 37種の水溶性タール色素及ぴ米国におい

て許可されている色素 1種の計38種について，検出器に

可視部吸収検出器を用い，種々の四級アンモニウム系カ

ウンターイオンを用いたイオン対 HPLC法による簡易迅

速分析法を検討した.さらに本法を用いて市販化粧品の

分析を行ったので併せて報告する.

実験方法

1.試薬標準色素として赤色(アマランス)，同 3号

(エリスロシン)，同102号(ニューコクシン)，同104号

(フロキシン B)，同105号の(1)(ローズベンガル)，同106

号(アシッドレッド)，向503号(ポンソ-R)，同504(ポ

ンソー SX)，黄色 4号(タートラジン)，同 5号(サン

セットエロー FCF)，同403号(ナフトールエロー S)， 

緑色 3号(ファストグリーン FCF)，青色 1号(ブリリア

ントブルー FCF)及び同 2号(インジゴカルミン)は国立

衛生試験所標準品を，緑色204号(ピラニンコンク)は発

巳化成(械製の米国 FDA認定品を，赤色201号(リソール

ルピン B)，同213号(ローダミン B)，同227号(ファスト

アシッドマゲンタ)，同230号の(2)(エオシン YSK)，同

401(ビオラミン R)，だいだい色205号(オレンジ1I)，同

207号(エリスロシン黄 NA)，同402(オレシジ 1)，黄色

202号の(1)(ウラニン)，同203号(キノリンエロー WS)，

同402号(ポーラエロー 5G)，同406号(メタニルエロー)， 

同407号(ファストライトエロー 3G)，緑色201号(アリ

ザリンシアニングリーン F)，同401号(ナフトールグ

リーン B)，かっ色201号(レゾルシンブラウン)，黒色

401号(ナフトールブルーブラック)及び紫色401号(アリ

ズロールパープル)は同社製の化粧品用の市販品を，赤

色506号(ファストレッド S)，FD&C Red No目 40(アルラ

レッド AC)，緑色205号(ライトグリーン SF黄)及ぴ同

402号(ギネアグリーン)はアルドリッチ製試薬を，赤色

502号(ポンソー 3R)は東京化成工業試薬を用いた.

カウンターイオン用試薬の臭化テトラブチルアンモニ

*東京都立衛生研究所理化学部薬品研究科 169東京都新宿区百人町 3-24-1 
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ウム(以下 TBAと略す)および臭化テトラペンチルアン

モニウム (TPA)は関東化学製特級品を，臭化テトラヘ

キシルアンモニウム(THA)，臭イ七テトラヘプチルアン

モニウム(THPA)およぴ臭化テトラオクチルアンモニウ

ム (TOA)はアルドリッチ製特級品を，塩化セチルピリ、

ジニウム(CPC)および塩化セチルトリメチルアンモニウ

ム(CTA)は東京化成工業製特級品を用いた.

その他の試薬はすべて和光純薬工業製特級品または

HPLC用試薬を用いた.

2.装置及び器具 高速液体クロマトグラフ:自動注入

装置付島津 LC-6 AD型，検出器:島津 SPD-6 AV型可

視紫外検出器，データ処理装置:島津クロマトパック

C-R 6 A型，ディスポーザブルフィルター:マイショリ

ディスク (H-3-5)(東ソー)

3.色素標準溶液の調製上記各色素10mgを精秤し，

メタノールに溶解し，正確に100mlとする.

4.試験溶液の調製 4 -1.固体試料試料0.5~2.0g

を50mlの遠心分離管にとり，メタノール20mlを加え

て混和し，超音波浴を用いて15分間抽出を行った後，

3，000 rpmで10分間遠心分離を行った.得られた上澄液

をHPLC用ディスポーザブルフィルターを用いてろ過し

た後，そのろi夜を HPLC用試験溶液とした.

4 -2.液体試料試料の原液又は適宜メタノールで希

釈した液を HPLC用ディスポーザブルフィルターでろ過

し，そのろ液を HPLC用試験溶液とした.

5. HPLCによる定性および定量各色素の標準溶液

および試験溶液のそれぞれについて，下記の HPLC測定

条件に従い，測定を行った.得られたピークの保持時間

により定性を行い，またピーク面積により作成した検量

線を用いて定量を行った.

6. HPLC測 定 条件カラム:TSKgel ODS 80TM ( 5 

μm， 4.6 mm i， d， X 150 mm) (東ソー)，移動相および検

出波長:表 1に示す，流速 1ml/min，カラム温度:

40
0

C，注入量 :10μl

実験結果および考察

1. HPLC測定条件の検討

1.カラム 逆相クロマトグラフィーにより分析を行

うことを目的として， CS(オクチル)および C1S(オクタ

デシル)のカラムを検討したところ，色素相互の分離が

適当であった C1SのTSKgelODS 80TMを用いることとし

た.

2.移動相 分析法はアイソクラティック分析として

移動相の検討を行った.大戸らはイオン対 HPLCにより

食用色素を一斉分析するために，種々の囚級アンモニウ

ム塩の検討を行っている 5) そこで著者らは前記報文を

参考とし， 38種の水溶性タール色素を化学構造および色

調別に分類し，四級アンモニウム塩には TBA，TPA， 

THA，THPA，TOA， CPCおよび CTAを用いて HPLCの

測定条件の検討を行い，表 lの測定条件を得た.例えば

アゾ系黄色色素の分離用移動相は，アセトニリル:25 

mMリン酸緩衝液(3: 2)に5mMのTPAを加え， リ

ン酸にて pHを3として作製した.また本条件で得られ

た主なクロマトグラムを図 1-6に示す.

3.検出波長検出波長は黄色系色素には400nmを，

だいだい色系色素には 475nmを，赤色系色素には525

nmまたは570nmを，青色系色素には600nmまたは640

nmを用いた.また各色素のピークの測定波長別面積比

を求めるために，すべての色素について400nm， 475 nm， 

525 nm， 575 nm， 600 nmおよび640口mにて測定を行っ

た.なおキサンテン系色素の黄色202号は本移動相の条

件では可視部の吸収が弱いため測定には UV254 nmを

用いた.

2 

3 

4 

図1.アゾ系だいだい色色素のクロマトグラム

ピークNo.: 1)だいだい色402号， 2)だいだい

色205号， 3)黄色 5号， 4)かっ色

201号

測定条件:測定波長:475 nm，移動相:アゾ系だ

いだい色色素用移動相(表 1) ，色素

濃度:各10μg/ml
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表1.水溶性タール色素と HPLC測定波長および移動相

種 別 色 素
測定波長 移 動 相
(nm) CH3CNーリン酸緩衝液対イオン pH 

アゾ
黄色系(1) 黄色402号 400 3:2 TPA 3 

(2) 黄色 4号， 406号， 407号 400 3:2 'THPA 3 

だいだい色系 だいだい色205号， 402号， 475 3:2 THPA 3 

かっ色201号，黄色 5号

赤色系 |赤色 2号， 102号， 201号， 227号， 502号， 1525 55 : 45 THA 3 

赤色503号， 504号， 506号，

FD&C Red No. 40 

青色系 黒色401号 I 600 3:2 THA 3 

キサンテン

黄色系 黄色202号 254 1) 
CTA 5 

だいだい色系 だし3だい色207号 475 3 : 1 THA 3 

赤色系(1) 赤色106号 a) 213号， 401号 525，570 a) 7 : 32) THA 
(2) 赤色 3号， 106号 a) 230号， 401号 525，570 a) 3 : 2 CPC 3 
(3) 赤色104号， 105号 a) 525，570 a) 9 : 12) CPC 

トリフェニルメ

タン

青色系 緑色 3号b)，205号， 402号，青色 l号; 1600 b) ，640 3 : 2 TOA 3 

その他

黄色系 黄色203号， 403号，緑色204号 400 3 : 2 THPA 3 

青色系(1) 緑色201号，紫色401号，青色 2号 600 3 : 2 THA 3 
(2) 緑色401号 600 45 : 552

) TBA 

1) CH30H-CH3CN-50 mMリン酸緩衝液 (35: 15 : 50) 2) CH30H-25mMリン臨緩衝液

2 
P 

2 

4 

5 ~ 
6 

71 11 3 

図2. アゾ系赤色色素のクロマトグラム

ピークNo.: 1) FD&C Red No. 40， 2)赤色227

号， 3)赤色503号， 4)赤色201号，

5 )赤色504号， 6)赤色502号， 7) 

赤色 2号， 8)赤色506号， 9)赤色

102号

測定条件:測定波長:525 nm，移動相:アゾ系赤

色色素用移動相(表 1)， 

色素濃度:各10μg/ml

@旬、@@、.。

向
‘
司

h
u
q」
戸
紛

1・
図3. キサンテン系赤色色素のクロマトグラム

ピークNo.: 1)赤色401号， 2)赤色106号，

3 )赤色230号， 4)赤色 3号

測定条件:測定波長:525 nm，移動相:キサンテ

ン系赤色色素(1)用移動相(表 1) ， 

色素濃度:各10μg/ml
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図4. トリフェニルメタン系青色色素のクロマトグラム

ピークNo.: 1)緑色402号， 2)緑色 3号，
2)緑色205号， 3)青色 l号

測定条件 :測定波長:640 nm，移動相:トリフェ

ニルメタン系青色色素用移動相(表

色素濃度:緑色 3号および緑色205

号，各 5μg/ml，その他各10μg/ml

4 

2 

3 

19 30 49 $9 

図5. アゾ系，キサンテン系， トリフェニルメタン系以

外の黄色色素のクロマトグラム

ピークNo. 1) D&C Yellow No. 10， 2)黄色

203号， 3)黄色403号， 4)緑色204

号

測定条件:測定波長:400 nm，移動相:その他黄

色色素用移動相(表 1)， 

色素濃度:緑色204号 5μg/ml，

その他各10μgんnl

3 

4 

2 

図6. トリフェニルメタン系以外の青色色素のクロマト

グラム

ピークNo.: 1)青色 2号， 2)紫色401号，
3 )黒色401号， 4)緑色201号，

測定条件:測定波長:600 nm，移動相:その他の

青色色素用移動相(表 1) ， 

色素濃度:各10μg/ml

4.測定波長別ピーク高比表 2に各色素の保持時間

および測定波長別ピーク高比を示した.

緑色 3号と緑色205号はいずれもトリフェニルメタン

系の色素で構造が非常に似ているため，図 4に示すよう

に本 HPLC条件では分離できない.そこで表 2を用いる

ことによりこの 2色素の定性が可能となる.すなわち，

緑色 3号の最高検出波長600nmで得られたピーク高を

100としたときの400nm， 475 nm， 525 nm， 575 nm， 600 nm 

および640nmのピーク高比は 9: 0 : 3 : 35 : 100 : 93 

となった.一方緑色205号は最高検出波長640nmを100

とするとピーク高比は 4: 0 : 0 : 13 : 50 : 100となり，

緑色 3号と緑色205号の各々の定性を行うことができる.

このように表2を用いることにより他の色素の定性も適

確なものとすることができる.なお波長別ピーク高比は

フォトダイオードアレー検出器を用いることにより一回

の測定で得ることができる.

E 市販化粧品の分析

1 .各色素の定量限界及び添加回収率 標準色素の各

色素について表 1の条件で測定したときの定量限界を求

めた.定量限界は黄色202号を除いて0.1-1μg/mlであ

り，黄色202号は10μg/mlであった.
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表 2. 各色素の保持時間及び測定波長別ピーク高比

保持時間 波長 (nm) 保持時間 波長 (nm)
色 素 (min) 400 475 525 570 600 640 色素 (min) 400 475 525 570 600 640 

ア ゾ系. だいだい色207号 11.4 8 45 100 。 。 。
黄色 4号 31.6 100 59 。 。 。 0赤色 3号 12.8 14 30 100 11 。 。
黄色 5号 14.9 46 100 47 。 。 0赤色 104号 13.6 5 14 100 56 。 。
黄色 402号 15.9 100 50 。 。 。 0赤色 105号 17.1 2 8 49 100 。 。
黄色 406号 15.8 100 51 。 。 。 0赤色 106号 7.4 3 4 38 100 3 。
黄色 407号 13.7 100 10 。 。 。 0赤色 213号 8.4 7 11 100 85 。 。
だいだい色205号 11.9 47 100 47 。 。 0赤色 230号 7.1 9 27 100 。 。 。
だいだい色402号 6.7 31 100 18 。 。 0赤色 401号 16.8 4 15 100 23 。 。
かっ色201号 18.5 95 100 。 。 。 0 卜1)7ェニルメPン系
赤色 2号 20.8 17 55 100 48 。 0緑 色 3号 18.2 9 。 3 35 100 93 
赤色 102号 26.5 17 68 100 18 。 0緑色 205号 18.2 4 。 。 13 50 100 
赤色 201号 16.7 30 51 100 10 。 0緑色 402号 7.3 11 。 。 33 81 100 
赤色 227号 11.4 20 40 100 51 。 0青 色 l号 22.7 。 。 。 23 61 100 
赤色 502号 19.1 31 66 100 10 。 。そ の f世
赤色 503号 15.8 33 72 100 5 。 0黄色 203号 12.1 100 。 。 。 。 。
赤色 504号 18.5 33 83 100 5 。 。黄色 403号 41.0 100 18 。 。 。 。
赤色 506号 22.5 25 72 100 22 。 0緑色 201号 22.9 59 6 19 8 91 100 
RED NO. 40 9.3 24 62 100 14 。 0緑色 204号 47.4 100 。 。 。 。 。
黒色 401号 21.5 18 14 31 65 100 69 緑色 401号す 15目9 100 36 20 20 43 100 
キサンテン系 紫色 401 14.5 。 11 71 95 100 40 
黄色 202号 16.6 一青色 2号 4.9 。 6 18 59 100 57 

表 3. 化粧品中の色素含有量
界面活性剤等の影響により TLCによる分析が困難な

試 料
i農 度 ρg/g

色調 吾、芭 責琶 夜琶 膏芭 緊亙 シャンプーに青色 1号10μg/gを添加し，添加回収率を
化粧水 A 緑 3.7 

(401) 1) 求めた. 5回の実験の平均回収率は98.5%で，変動係数
B 緑 0.8 1.2 

は3.2%であった.これらの結果により本法は市販化粧(4) (1) 
C 燈 0.2 1.9 

品の分析に適用できることが認められた.(106) (5) 
D 青 trace2

、
p 4.8 2.9 2. 黄色203号について黄色203号は 2-( 2 -キノリ

(4) (201) (401 
ル)-1， 3てインダンジオンを発煙硫酸でスルホン化しクリーム A 緑 37.8 13.6 

(4) (1) 
て製するが，スルホン化の際ジスルホン化体のほかモノB 1量 0.2 1.6 

(213) (5) スルホン化体およびトリスルホン化体も生成する.我国
C 青 2.5 

(1) の省令では黄色203号はジスルホン化体に規定されてい
シャンプーA 褐色 1.7 1.1 

るが，米国ではモノスルホン化体を主体としたもの(D&(2) (2) 
B 緑 1.8 12.2 C Yellow No. 10)と規定している.

(4) (401) 
C 青 32φ7 そこで標準色素として使用の可能性を検討するために

(1) 
市販の試薬の分析を行った.アルドリッチ製(1990年カリンス A 黄 115.9 

(407) 
タログ， Qunoline Yellow water soluble)及ぴ東京化成工

B ピンク 1.4 trace 

ヘアトリートメノ卜 (106) (4) 業製(1990年カタログ， Qunoline Yellow S)の試薬を分析

A(クリーム)
青 0.4 

した.得られたクロマトグラムを図 7に示す.(1) 
B (液) 緑 21.8 両社の試薬ともモノスルホン化体を主体とするもので203 

セットローション 紫 10.8 6.3 あり黄色203号の標準色素としては適さないことが認め
(401) (1) 

られた.ヘアクリーム 黄 4.5 
(4) 

3.市販化粧品の分析結果 本法を用いて市販化粧品
パック 縁 2.0 

(4) 20製品を分析しその結果を表3に示す.色素の含有量は
浴用剤 A(クリ】ム) 青 23.7 

(1) 化粧水で、 5μg/g以下，浴用剤で100-2，000μg/g，その
B (液) 黄 328 

他は概ね50μg/g以下であった.(4) 
c (粉末) 黄 2000 3.5 ま と め

(202) (1) 
1) ( ):省令における色素の番号 2 )trace : 0.5μg/g以下 可視検出器付き HPLCを用いて38種の水溶性タール色



Ann. Rep. Tokyo Metr目 Res.Lab. P.H.， 43， 1992 64 

B 

※ 

H

」戸出

q
」F
的

A 

※ 

目
ド
出
直
」
F

的

※ 

工〉

目

ド

出

d
ト
的

C 

な

目

ト

t
q
.
F帥

図7.市販試薬(キノリンエロー)のクロマトグラム

A) アルドリッチ社製(※モノスルホン化体)

B)東京化成工業社製(※モノスルホン化体)

C)黄色203号標準色素(女ジスルホン化体)

D) D C Yellow No. 10標準色素(※モノスルホン化体)

測定条件:測定波長:400 nm，移動相:その他の黄色色素用移動相(表 1)，色素濃度:各10μg/ml

表した.) 
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高速液体クロマトグラフィーによる殺そ剤中のワルファ

リン及びワルファリンカリウムの分析

佐 藤 憲 ー へ 雨 宮 敬*鈴木助治*，中村 弘*

。HighPerformance Liquid Chromatographic Determinations 

of Warfarin and Warfarin Potassium in Rodenticides 

KENICHI SATO *， T AKASHI AMEMIYA *， SUKE]I SUZUKI * 

and HIROSHI NAKAMURA * 

Keywords:ワルファリン warfarin，ワルファリンカリウム warfarinpotassium，クマテトラリル coumatetralyl，

フマリン fumarin，殺そ剤 rodenticide，高速液体クロマトグラフィー highperformance liquid chromatography 

はじめに

我国で普及している家庭用殺そ剤は，クマリン系製剤

が全体の約60%を占めている.クマリン系製剤は血液凝

固阻止作用によりネズミを徐々に死亡させる抗凝血作用

性殺そ剤の一種で，主に家住性ネズミの駆除に有効であ

る.薬事法により殺そ剤は医薬部外品として扱われ，ク

マリン系成分であるワルファリン，クマテトラリル，フ

マリン及ぴネオクマラン1，2)はいずれも容器等への表示

義務成分に指定されている.

最近，著者らは家庭用殺そ剤の行政検査を行ったなか

で，ワルファリン製剤中のワルファリンが処方量の約

30%しか検出されないという，含量不足の事例を経験し

た.また市販殺そ剤にワルファリン以外にワルファリン

カリウムを配合した殺そ剤が多く使用されており，検査

を効率的に行う上でワルファリン及びワルファリンカリ

ウムを同一処理で分析できる方法の開発が必要であるこ

とがわかった.

殺そ剤中のワルファリンの分析法としては，高速液体

クロマトグラフィー(HPLC)による方法3-5)が一般的であ

るが，ワルファリンの分析法が多くワルファリンカリウ

ムに関して詳しく f食言すされていない.

そこで HPLCによる殺そ剤中のワルファリン及びワル

ファリンカリウムの分析法を検討し，またこの方法で若

干の市販殺そ剤の分析を行ったので報告する.

実験の部

1.試薬ワルファリンは AldrichChemical製，ワル

ファリンカリウムはエーザ、イ製，クマテトラリルは日本

特殊農薬製造製，フマリンは有恒薬品工業製を使用した.

アセトニトリルは液体クロマトグラフィー用を使用した.

その他の試薬はすべて特級を用いた.

2.装置島津製作所製高速液体クロマトグラフ ポ

ンプ:LC-6AD型，システムコントローラ:SCL-6 B型，

オートインジェクタ:SIL-6 B型，検出器:紫外，可視

波長可変 SPD-6 AV型，カラム恒温槽:CTO-6A型，

データ処理装置:クロマトパック C-R6 A型，分光光度

計:島津製作所製 UV-265FW型，遠心機:久保田

KN-70， pHメーター:東亜 HM-16

3.試料平成2年 7月から 8月にかけて都内で購入

した市販品の殺そ剤 6種類を試料とした.

4.試験溶液の調製試料を乳鉢で粉砕し，その1.0g 

を50mlの遠沈管にとり， 1，4ージオキサン:1 %ピロリ

ン酸ナトリウム溶液(85:15)(用時調製)の混合溶媒を正

確に50ml加え，振とう機を用いて 1時間抽出する. 5 

分間遠心分離(3，000rpm)後，上澄i夜を試験溶液とする.

5.標準溶液の調製 ワルファリン及ぴワルファリンカ

リウムを各々50mgを精密に量り，前者はエタノールに

後者は水に溶解して正確に50mlとし標準原液とする.

さらにこの液を各々の溶媒で希釈して 10，20，30，40，

*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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50ppmの標準系列を調製する. (用時調製)

6. HPLC測定 条 件 カラム:TSKgel ODS-80TM( 5μ 

m， 4. 6mm i.d. X 150mm，東ソー製)，移動相:アセトニト

リル/水(1: 1)をリン酸で pH3.0に調製した液，流速

1 ml/min，カラム温度 :400C，検出波長:283nm 

(0. 04a.ti.f.s.)，注入量10μl

結果と考察

1.抽出溶媒と抽出時間 Billingsら4)は殺そ剤からの

ワルファリンの抽出溶媒を検討し， 1，4-ジオキサン:

1 %ピロリン酸ナトリウム溶液(85:15)がよく，また抽

出時間は60分以上で一定になると報告している.著者ら

も抽出溶媒としてアセトン:1%炭酸ナトリウム，アセ

トン 1N酢酸，アセトン:水，アセトニトリル:水，

エタノール，ジオキサンなどを検討したが1，4-ジオキサ

ン :1%ピロリン酸ナトリウム(85:15)がすぐれていた.

そこで Billingsらの条件を追試した結果，図 1に示すよ

100 

% 5 0 

20 4 0 6 0 

m I n 

図1.ワルファリン及ぴワルファリンカリウムの抽出時

間による抽出率の変化

ワjレファリン

ワjレファリンカリウム
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うに抽出時聞が40分以上であれば抽出率がほぼ一定とな

り60分の96%以上の抽出率を示すことから，同じ抽出溶

媒と時間を採用することにした.

2. 移動相の検討今回は逆相系 ODSカラムとして

TSKgel ODS-80TMを用いてアセトニトリルー水系の移

動相を検討した.ワルファリンとその類縁体であるクマ

テトラリルの両者のカラム保持能(K')を比較検討して

pHとアセトニトリルの濃度を設定した.

2 -1 pHの影響 ワルファリンとクマテトラリル

は，アルカリ金属塩を形成する活性水素を有することか

ら，まず pHについて調べた.即ちアセトニトリル/水

(1 : 1)に対してリン酸を用いて pH2 -6まで変化させ

て K'を求めた.その結果を図 2に示す.図 2に示すよ

うに pHにより両者の K'は著しく変化し， pH3.0のとき

に安定な分離を示すことがわかった.従って，移動相の

pHを3.0に設定した.

-、
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守
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pH 

図 2. ワルファリンとクマテトラリルの K'に及ほす pH

の影響

ワjレファリン

クマテトラリル
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図4. ワルファリン及びワルファリンカリウムの紫外部

吸収スペクトル

波長

ワルファリン(溶媒エタノール)

ワルファリンカリウム(溶媒移動相)

ワルファリンカリウム(溶媒水)

80 

CH3CN % 

図 3. ワルファリンとクマテトラリルの K'に及ぼすア

セトニトリル濃度の影響
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図 5. クマテトラリル及びフマリンの紫外部吸収スペク

トル

クマテトラリル(溶媒移動相)

フマリン(溶媒移動相)

ppmの標準溶液を調製し検量線を作成した.その結果

ワルファリン及ぴワルファリンカリウムについて濃度と

ピーク面積との関に原点を通る直線を示すことがわかっ

た.なお，クマテトラリル及ぴフマリンについても検量

線を作成したところ，直線↑生が認められることにより本

2聞 2 アセトニトリル濃度の影響 pHをリン酸で

3.0としてアセトニトリル濃度を40司 80%と変化させて

K'を調べた.その結果を図 3に示す.図 3に示すよう

にアセトニトリル濃度が高いほどワルファリンとクマテ

トラリルの K'は小さくなり，接近し両者の分離がわる

い.そこでワルファリンとクマテトラリルの K'の差が

大きく，分析時間が15分以内になるような条件を選ぴ，

アセトニトリルと水の比を 1 1とした.

3.検出波長 図4にワルファリンとワルファリンカリ

ウムの紫外部吸収スペクトルを示す.ワルファリンカリ

ウムの水溶液は，ワルファリンと異なり 310nm付近に

極大を有するが，酸性の移動相を溶媒とすると短波長側

にシフトし，ワルファリンと同ーのスペクトルを示す.

また，クマテトラリル及びフマリンについても，図 5に

示すように移動相を溶媒とするとワルファリンと近似の

スペクトルを示す.従って HPLCの検出波長は両者に最

大吸収を示す283nmに設定した.

4.検量線市販殺そ剤中のワルファリン及ぴワルファ

リンカリウムの配合量は0.1%のものが多く，試験溶液

の調製は試料1.0gに抽出溶媒50mlを加えることから，

その濃度は約20ppmとなる.そこで，ワルファリン及

ぴワルファリンカリウムの標準原液より 10，20，30，40，50

( n m ) 

300 

波長

口

250 
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法による定量が可能である.

5. 回収率 抽出溶媒として1，4ージオキサン :1%ピロ

リン酸ナトリウム溶液(85:15)を用い，抽出時間を 1時

間に設定し，小麦粉1.0gにワルファリンまたはワル

ファリンカリウムを1.0，2.0 mg(O.l， 0.2%)添加した

ものについて回収実験を行なった.その結果を表 1に示

す.表 lに示すように n= 6の平均回収率は

94.2-97.9% ，変動係数は0.29-1.16%と満足できる結果

であった.

6.市販品の分析結果 表 2に市販殺そ剤 6種の分析結

果を示す.また，悶 6に標準品と市販品のクロマトグラ

表1.ワルファリン及ぴワルファリンカリウムの回収率

殺そ斉IJ 添加量1) 平均回収率2) 変動係数

(%) (%) 

ワjレフ 7リン 0.1 94.2 

0.2 97.4 

ワJレファリンカ 0.1 97.2 

リウム 0.2 97.9 

1) 小麦粉1.0gに添加する

2) n= 6 

ヲ司 I}:; 

ワ}IJγ リン

ヲマテトラリ 1I

o 5 10 15 o 5 10 ¥5 

111111 111111 

Retelltion 

際社i~ m， 
Time Retention Time 

ワn7yリ:;[.:J.南11

(%) 

0.3 

0.5 

0.9 

1.2 

o 5 10 15 

111111 

Retention Tillle 

ワJIJ7リンhリウム製剤

図6.標準品と市販品の液体クロマトグラム

表 2. 市販殺そ剤の分析結果

No 試料 配合量 合量

(%) (%) 

1.ワルファリン製剤 0.05 0.058 

2. // 0.1 0.108 

3. ワルファリンカリウム製剤 0.1 0.093 

4. イシ 0.1 0.097 

5. ク 0.1 0.092 

6. イシ 0.1 0.102 

ムを示す.表2に示すようにワルファリン製剤の方が配

合量に比べ116，108%と高い値を示す傾向があったが，

全体として配合量に対して92-116%とほぼ満足な結果が

得られた.また，図 6に示すようにワルファリンに対し

て妨害ピークは認められなかった.

まとめ

殺そ剤中のワルファリン及ぴワルファリンカリウムの

HPLCによる分析法の検討を行った.試料を1，4-ジオキ

サン :1%ピロリン酸ナトリウム溶液(85:15)の混合溶

媒で 1時間抽出する.このi容i夜をカラム:TSKgel 

ODS-80TM，移動相:アセトニトリル:水(1 : 1)(リ

ン酸で pH3.0に調製した液)，検出波長:283nmの条件

で高速液体クロマトグラフィーにより定量した.ワル

ファリンまたはワルファリンカリウムを含有する市販殺

そ剤 6種類について，本法で試験したところ，定量値は

配合量の92-116%の範囲で得られ，実試料へ適用するこ

とができた.また本法によりクマテトラリル及びフマリ

ンも同様に定量することができる.

謝辞標準品の提供をいただいたエーザイ株式会社，

日本特殊農薬製造株式会社及ぴ有恒薬品製造株式会社に
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腸線縫合糸の元素含有量

江波戸奉秀*中村 弘*

Elements Content in Catgut 
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Keywords:腸線縫合糸 catgut，クロミック chromic，プレーン plain，クロム chromium，元素 elements，金属

metals 

緒言

腸線縫合糸は，牛，羊等の小腸しよう膜をより糸加工

した体内で吸収される手術用縫合糸である.薬事法施行

令では医療用具の医療用品に分類され， 日本工業規格

(ns)としてnsT 4102が規定されている.nsでは取り

扱いの相違により，加熱して良いボイラブルと，加熱し

ではならないノンボイラブルが規定されている.また，

加工の種類により A形(無加工又はプレーン加工)， B形

(弱加工)， C形(中加工又はクロミック加工)， D形(強

加工)が規定されているが，市販品のほとんどはノンボ

イラブルの無加工の体内吸収期間が約 1週間のA形，ノ

ンボイラブルの酸化クロム処理された体内吸収期間が約

3週間の C形である.

クロムやニッケル等の元素は，金属アレルギーの原因

物質として歯科用ニッケルクロム合金，ピアス，ネック

レス，時計バンド等で問題となっている.クロムの毒性

については皮膚薗に傷があると一次刺激性皮膚炎や，比

較的低濃度でアレルギー性接触皮膚炎あるいは炎症を起

こすと言われている.

腸線縫合糸では元素濃度規格として可溶性クロムのみ

が，英米の薬局方等で規制されているが，腸線縫合糸は

体内吸収されることから手術創の化膿，炎症等の一因と

してクロム等に起因する金属アレルギーも考えられ，ク

ロムをはじめとする元素の存在量を知ることは意義があ

る.酸化クロム処理された C形は当然のことながら，ク

ロムの存在量が多いと予想されるがその含有量を測定し

た報告がなく，また，その他の元素についても含有量の

報告例はない.そこで，今回， A形及ぴC形腸線縫合糸

のクロム含有量を中心に18の元素を高周波誘導結合アル

ゴンプラズマ発光分光分析法(ICP-AES)及び、フレームレ

ス原子吸光法(FLA-AAS)等を用いて測定し，その結果

をまとめたところ，若干の知見が得られたので報告する.

実験

1回試料

国産品 5社及び輸入品 2社のノンボイラブルA形及び

C形と表示された腸線縫合糸各15種，合計30種を試料と

した.ns規格で腸線縫合糸では0000号から 6号(直径

o . 18-1. llmm )まで10種類規定されているため，径の違い

による元素含有量の変動を避けるため同一メーカーの同

一号数のA形及ぴC形を試料とした.試料とした号数は

000号から 3号(直径0.24-0.76mm)の中で長さ1.5mのも

のを 4種類を選び使用した.

2.試 薬

硝酸，硫酸，過塩素酸，塩酸:和光純薬工業製の有害

金属測定用試薬を用いた. ICP-AES用標準溶液:和光

純薬工業製のクロム (Cr)，アルミニウム (Al)，バリウ

ム(Ba)，カルシウム (Ca)，銅(Cu)，鉄(Fe)，マグネシ

ウム (Mg)，マンガン (Mn)，ニッケル(Ni)，リン (p)，

アンチモン (Sb)，ストロンチウム (Sr)，チタン (Ti)及

ぴ亜鉛(Zn)の原子吸光分析用標準溶液(1000ppm)を

0.5N塩酸で希釈混合して用いた. FLA-AAS用標準溶

液:和光純薬工業製のカドミウム(Cd)及ぴ鉛(Pb)の原

子吸光分析用標準溶液(lOOOppm)を0.1%硝酸で希釈混

合して用いた.ひ素用標準溶液:和光純薬工業製のひ素

(As)の原子吸光分析用標準溶液(1000ppm)を希釈して

用いた.水銀用標準溶液:和光純薬工業製の水銀(Hg)

の原子吸光分析用標準溶液(lOOOppm)を用時蒸留水で希

釈して用いた.その他の試薬は和光純薬工業製の特級試

*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 Pu blic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku，Tokyo， 169 ]apan 
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薬を用いた.水銀測定用試料添加剤(加熱時発生するガ Table. 1. Operating Conditions of ICP-AES 

ス等の中和剤)は日本インスツルメントの添加剤を用い

た.

3.装 置

ICP-AESはサーモジャーレルアッシュ社製ポリス

キャン61ESS型にシータック社製超音波ネブライザ-

U-5000型を接続して使用した. FLA-AASはバリアン

インスツルメント社製 SpectrAA -400型に同社製フレー

ムレス部 GTA-96型を接続して使用し，ひ素の測定は同

社製の水素化物発生装置 VGA-76型を使用した.水銀分

析装置は日本インスツルメント社製の理学マーキュリー

/SP型を使用した.ホットプレートはサーモライン社製

の1900型を使用した.

4.試験法

1) ICP-AES， FLA -AAS及びひ素水素化物 AAS用

試料の調製と測定:腸線縫合糸 1本分(約0.1-0.3g)を

85
0
Cで 4時間乾燥後， 30分間シリカゲルデシケーター

中で放冷後テフロン試験管に入れ正確に秤量する.同様

に処理した乾燥試料を他に 2種用意し，それぞれを下記

のように分解処理し試験溶液を調製する.すなわち，試

料を入れたテフロン試験管に硫酸一滴を滴下し，硝酸 2

mlを加え一夜放置後ホットプレート上で突沸しないよ

うに注意しながら 1WC以下で分解する.途中乾固しな

いように適宜硝酸を滴下する.有機物の分解が進行し内

容液が褐色に変色した時，過塩素酸 1滴滴下し，さらに

適宜硝酸を滴下しながら分解濃縮を進める. A形では内

容液がほとんど無色透明， C形ではほとんど無色透明ま

たは緑色に変色した時，硝酸の滴下を中止し酸分解i夜を
ほとんど蒸発乾固する.冷後， ICP-AES用試験液とし

て0.5N塩酸を加え 5mlに定容とし，これを表 1に示す

測定条件により ICP発光分析法1)に準じて測定した.

FLA-AAS用試験溶液として0.1%硝酸を加えて定容と

したのち，測定は山野辺ら2)の方法に準じて， また，ひ

素測定用試験溶液の場合はアンモニア水で中和後，山野

辺ら 2)の方法に準じて測定した.

2 )水銀測定用試料の調製と測定:腸線縫合糸を室温

で 1日放置後，その一部約20mgをとり，水銀測定用試

料とした.水分量は上記の乾燥法に準じて処理し，水銀

量を補正した.水銀の浪IJ定は山野辺ら3)の方法に準じて

測定した.

結果及び考察

A形(プレーン)及ぴC形(クロミック)腸線縫合糸各15

種合計30検体中の18元素の濃度範囲，平均値及び標準偏

差を表 2に示した.また，各元素ごとの濃度分布を図 1

ICP 

Reflect Power (W) 

Torch Gas Flow 

Auxiliary Gas Flow 

Obs巴rvationHeight (mm) 

Nebulizer Pressure (psi) 

Flush Pump Rate (RPM) 

Flush Time (sec) 

Analysis Pump Rate (psi) 

: 1150 

: High flow 

: 1.01/min 

: 15 

: 30 

: 200 

: 30 

: 100 

Pump Tubing Type : Tygon 

Wavelength (nm) 

Al 308.2 Ba 455.4 Ca 317.9 Cr 267.7 

Cu 324.7 Fe 259.9 Mg 279.0 Mn 257 . 6 

Ni 231.6 Sb 206.8 Sr 407.7 Ti 334.9 

P 214.9 Zn 213.8 

Ultrasonic N ebulizer 

Sample Heating Temperature (OC) : 140 

Sample Cooling Temperature (OC) 5 

及び2に示した.表 2に示すように，各元素濃度の平均

{直は C形では Cr>Ca> P> Mg> Al > Fe>Zn>Sb>Sr > 

Mn>Ba>Cu>Ti > Ni> Hg> Pb >Cd > Asの]11買であり，

A形では Ca> P > Al > Mg > F巴>Zn>Cr>Sr>Mn>Cu

> Ba >Ti > Ni >Sb > Hg > Pb >Cd> Asの]11買であった.

これらの元素のうち，比較的多量に含まれる元素

(50ppm以上)は C形では Cr，Ca， P， Mg， Alであり，

A形では Ca，P， Al， Mgであった.また，有害元素と

される Hg，Pb， Cd， AsはC形では平均値でそれぞ、れ

0.134， 0.029， 0.012及ぴ0.0007ppm，A形では0.033，

0.018， 0.0085及ひ、O.OOOppmと低値を示したが，中に

は Hgの1.5ppm，Pbの0.12ppm(いずれも C形)のよう

に，平均値の10倍を越える含有量のものも認められた.

また，金属アレルゲンとなる Cr及ぴ NiはC形でそれ

ぞれ 1.7-5，430ppm (平均値1，458ppm)， 0.02-1. 64ppm 

(平均値 0.47ppm)， A形で1.7-32. 2ppm (平均値

12.1ppm)， 0.11-，7. 72ppm (平均値0.86ppm)で， Cr加工

された C形で当然のことながら高い値を示した. しかし，

表 3に示すように，クロム加工された C形で Cr含有量

が1.7ppmあるいは2.1ppmと無加工の A形と同じよう

に少ないものも認められた.いずれにしても，各元素含

有量にばらつきが目立つが C形及びA形の各元素につ

いて正規分布検定を行ったところ，いずれの元素も正規

分布は示さなかった.

このように各元素ともばらつきの多い原因としては，
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Table. 2. Content of 18 Elements in Catgut 

C Type (Chromic) A Type (Plain) 

Element Range Mean土SD Range Mean:l:SD 

Cr (ppm) 1.68-5430 1458 :1:1606 1. 7 - 32.2 12.1:1: 10.1 

Ca (ppm) 40.3 -4958 914 :1:1474 53.4 -5483 1064 :1:1778 

P (ppm) 15.4 - 682 120 土 178 13.4 - 883 152 土 251

Mg(ppm) ND-450 75.8 :1: 150 5.85-310 54.8土 96.5.

Al(ppm) 12.2 - 512 75.7土 126 15.4 - 692 106 :1: 174 

Fe (ppm) 0.57-157 24.7:1: 48.8 6.52-120 32.4土 34.6

Zn (ppm) 0.01-131 18.0:1: 37.2 0.81- 94.5 18.6土 26.4

Sb (ppm) 0.22- 15.3 5.25:1: 4.48 ND- 2.07 0.42:1: 0.52 

Sr (ppm) 0.25- 27.9 5.11:1: 8.79 0.15- 27.5 4.52土 9.13 

Mn (ppm) 0.08- 32.5 4.67土 8.89 0.18ー 7.44 2.79:1: 2.42 

Ba (ppm) 0.26- 7.52 2.11士 2.02 0.21- 6.97 1.94:1: 2.31 

Cu (ppm) ND- 5.51 1.39土 1.81 0.27- 11.6 2.35土 3.30 

Ti (ppm) NDー 7.23 1.15:1: 2.05 0.19- 3.9 1.46:1: 1.2 

Ni (ppm) 0.02一 1.64 0.47:1: 0.55 0.11- 7.72 0.86:1: 1. 91 

Hg (ppb) 8.16-1504 132 土 382 5.52-131 33.2土 35.1

Pb (ppb) 5.57-118 28.7:1: 38.3 2.26- 62 18.2土 16.3

Cd (ppb) 2.13- 38.7 11.7 :1: 9.15 2.80- 26.5 8.54土 6.19 

As (ppb) ND一 8.65 0.74土… NDーーー ND 

(n=15) C Type: As目 n=13(ND)，A Type: As: n=15(ND) 

Table. 3. Chromium Content in Catgut 7 上述のように腸線縫合糸が牛，羊の小腸しょう膜をより

Maker A Type (Plain) 

C 3.31 

F 32.2 

D 8.95 

C 12.8 

C 1.85 

A 12.8 

B 17.7 

C 7.84 

E 29.6 

B 24.4 

E 2.38 

A 3.84 

C 16.2 

F 5.59 

F 1.7 

(ppm on dry weight basis， n = 15) 

CType (Chromic) 糸加工した製品であるため，原料となる動物種の違いあ

計7 るいは動物の成育環境の違い等が考えられる.

5430 つぎに，クロム処理の影響を観察するため， A形及ぴ

4140 C形腸線縫合糸の元素含有量の差の検定をノンパラメト

1242 

2893 

1354 

2.14 

2330 

162 

1.68 

949 

496 

1451 

440 

117 

リック法の Mann-WhitneyU検定(n=15 U値64 P< 

0.05)により行った.その結果， Sb(U値12.5)，Cr (U値

28)， Fe(U値48)，Zu(U値61)の 4元素でA形及ぴC形

腸線縫合糸含有量に差があった.酸化クロム処理により

Sbの差が Crよりも大きく， Fe， Znの)Ij買に差が小さく

なった.また，その他の元素に含有量の差はみられな

かっ fこ.

まとめ

A形(無加工)及ぴC形(クロミック加工)の腸線縫合糸

15種について18元素(Cr，Al， Ba， Ca， Cu， Fe， Mg， 

Mn， Ni， P， Sb， Sr， Ti， Zn， As， Pb， Cd， Hg)の含

有量調査を行なった.その結果

1 )腸線縫合糸に比較的多量に含まれる元素は C形では

Cr， Ca， P， Mg， Alであり， A形では Ca，P， Al， Mg 

であった.
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2 )クロム処理加工した C形腸線縫合糸での Cr含有量

は，低値を示した 2製品を除き， 117-5， 430ppmであり，

A形と比べて高い値を示した.

3 )各元素とも含有量のばらつきが多く，正規分布を示

さなかった.

4)C形及ぴA形腸線縫合糸の元素含有量の差を検定し

たところ， Sb， Cr， Fe及び Znの含有量の差が認めら

れた.

(本研究の概要は日本微量元素学会第 3回大会1992年6

月で発表した.) 
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保存期間と温度が血液塗抹標本の染色におよぼす影響

大石向江*小林千種*蓑輪佳子*五味邦英**

渡辺清明** *，河野均也** * * 

Effect of Preservation Time and Temperature on 

Staining of the Blood Smear 

HISAE OISHI*， CHIGUSA KOBAYASHI*， KEIKO MINOWA *， 

KUNlHIDE GOMI* *， KIYOAKI WATANABE 

and KINYA KAWANO* * * * 

Keywords:血液塗抹標本 bloodsmear，保存温度 preservationtemperature，保存期間 preservationtime，染色

stain，精度管理調査 externalquality assessment 

緒言

血液像の観察は，血球の形態学的および量的異常の判

別において多くの情報を提供するものであり，疾病の診

断および、治療方針決定上の有効な手段として活用されて

いる.東京都衛生検査所精度管理調査では，昭和60年度

より都内の衛生検査所における白血球の血液像検査を調

査項目に加え，各施設の検査成績向上の確保を図ってい

る1)

血液塗抹標本の作製(塗抹および染色作業)は，採血後

速やかに実施されることが望ましいとされているが2)

精度管理調査においては準備の都合上，塗抹標本を調査

参加施設に対して採血後直ちに配布することは不可能で

ある.そのため，未染色標本の保存期間およぴ保存温度

が染色と血球形態にどのような影響をおよぼすかについ

て調査を行い，以下の知見を得たので報告する.また，

染色時に使用する緩衝液の鮮度が染色性におよぽす影響

をも考慮するため，若干の検討も行ったので，あわせて

報告する.

実験の部

1.試料

塗抹標本作製に用いた血液は， 30代後半の健常な女性

1名より採取した.

2.標本作製器具

①注射器および、採血用試験管:いずれもテルモ社製の

もので，採血用試験管は抗凝固剤として， EDTA-2Kが

入ったものを使用した.

②スライドグラスおよびカバーグラスは武藤化学薬品

株式会社製のものを使用じた.

③スチロール製ふた付き密封容器

3.試薬

①染色液:武藤化学薬品株式会社の製品を使用した.

各染色液の製造番号は次のとおりである. Wright-

Giemsa染色液;9000601， Wright染色液;9001001， 

May-Grunwald ; 9000901. 

②緩衝液:和光純薬株式会社製の粉末状りん酸緩衝液

(1/15mol， pH6.4)を用いた.製造番号は CTR7253であ

り，蒸留水で、 11に溶解して使用した.また，緩衝液の

鮮度の染色性におよぽす影響をみるために作製後 5年 6

月経過し，その間冷蔵庫内に保管しておいた緩衝液を染

色時に使用して一部の染色を行った.

③無水メチルアルコール:同仁化学研究所の製品を使

用した.

④シリカゲル:和光純薬製の中粒を使用した.

*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 chom巴，Shinjuku-ku，Tokyo，169 Japan 

**昭和大学医学部臨床病理学教室

***慶応義塾大学医学部中央臨床検査部

****日本大学医学部臨床病理学教室
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4.実験手順

①注射器により肘正中静脈より採血した血液を，

EDTA-2K入り採血用試験管に入れて転倒混和し，凝固

を阻止した上でビーカーに移し，以下の実験に供した.

②採血後の血液はただちにカバーグラスを用いてスラ

イドグラス上に塗抹した.

③塗抹したスライドグラスを風乾し，メチルアルコー

ル中に 1分間浸して血液を固定し，取り出したスライド

グラスを風乾した.

④血液を固定した標本は，塗抹の状態が良好なものを

選ぴ，保存温度及び保存期間を調べるために次のような

群に分けて保存した.まず，平日昼間のみ空調装置が作

動する室内，冷蔵庫内(約 30C)，ふらん器内(30
0

Cに設

定)に保存する 3群に大別し，さらにそれぞれについて，

血液塗抹固定の直後， 1， 2， 3， 4， 6および29週経

過後に染色する群に分けた.血液固定後の標本はこの群

に従って，シリカゲルとともにスチロール製ふた付き密

封容器に入れた.標本は以下の 3方法について 3-4枚

ずつ染色した.各期間の経過後，冷蔵庫およびふらん器

内で保管した標本については，室温にもどるまでふたを

したまましばらく放置し，その後に染色した.作業室内

環境については，温度および湿度を自記記録計で測定し

た.実験は11月29日より開始したが，保存期間中の室温

は0.5
0

Cから28.2
0

Cで，湿度は23%-88.2%であった.

また，各染色時の室温はいずれも 20.5-22
0

Cであった.

⑤ 染色方法:平成元年度の東京都衛生検査所精度管

理調査において， 39の検査所が採用していた染色方法は

Wright-G即 日sa染色が25施設(64.1%)， Wright染色が

5施設(12.8%)，May-Grunwald染色が 9施設(23.1%) 

であった3) この結果をふまえて，今回は Wright染色，

W right-Giemsa染色， May-Grunwald染色を実施した.

なお，染色手技は染色i夜の手順書によった.

また，緩衝液の鮮度が染色性に及ぼす影響を検討する

ために， 29週経過後の標本の一部について，作製後約 5

年6月が経過した古い緩衝液を用いた染色をも実施した.

⑥染色後の標本は昭和大学医学部付属病院血液検査室

の専門技師が各標本の染色性，細胞の状態を観察した.

結果および考察

2.各染色方法での観察結果は以下のとおりである.

(1) Wright-Giemsa染色

①白血球:室温，300C保存の標本は， 1 -2週間以

降より白血球全体の染色性は低下し，白血球がきれいに

染まらなかった.特に，細胞質内の頼粒の不鮮明さが目

立ち，頼粒の微細構造が観察できなかった.冷蔵庫内保

存の標本は上記の変化が2週間後より認められた.

②血小板:室温，300C 保存の標本は，血小板の穎粒

の染色性の低下が 1週間で認められ，血小板全体がきれ

いに染色されていなかった.冷蔵庫内保存の標本でも，

同様の変化が2週間以降に認められた.

③赤血球:室温，30
0

C 保存の標本は， 29週で赤血球

の染色性が多染性を示し，全体的に青紫色に染色されて

いた. しかし， 29週以前の標本では上記のような変化が

認められなかった.

(2) Wright染色

①白血球:室温，30
0

C保存の標本は 1週間後より

白血球全体の染色性が低下し，白血球がきれいに染まら

なかった.この染色性の変化は，核ではクロマチンが崩

壊しており，細胞質内の頼粒では頼粒が不鮮明になり，

お互いに融合したようにみられた.また細胞質の染色性

の変化はリンパ球で特に認められ，青色から赤紫色に変

わり，赤みが強くなる傾向がみられた.冷蔵庫内保存の

標本は，上記の変化が2週間後より認められた.

②血小板および赤血球:Wright-Giemsa染色と同様な

所見であった.

(3) May-Grunwald染色

標本作成直後より染色が不良なため，評価は不可能で

あった.

3. その他

W right-Giemsa染色は， Wright染色に比べて，核，

頼粒ともにきれいに染まっていた.染色は血液の固定後，

直ちに行うことが望ましいとはいわれているが，今回の

成績でも同じことが明らかとなった.精度管理調査に使

用する試料は，調査対象の成績を左右しかねないもので

あり，その品質が特に保証されていなければならない.

今回の結果から，血液の塗抹固定後 1週間ですでに染色

性に変化が生じることを考慮すると，血液塗抹標本を調

査配布試料とする場合には，なるべく配布時に近い時点

で作製することが求められる.また，冷蔵庫保存の場合

には，室温および300

Cの環境下での保存に比較して染

色性への影響が遅いことから，やむを得ない場合には冷

蔵庫内に保存するこ、とが良いように考えられる.特に，

盛夏では深夜でも室温の上昇することを想定して，30
0

C 

に設定したふらん器内に保管した標本群を設けたのであ

るが，今回の結果によると，室温保管でも 300C保管で

も染色性に大きな違いはみられなかった.血算検査を実

施している検査所の中で血液像検査を実施する検査所の

割合は90.7%(39/43:ただし， 39施設のうち 6施設は外

部へ委託，そのうち 1施設は血算検査のみを自施設で実
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施)であり，血算検査を受注する検査所では血液像検査

をも受注している割合が高い.一方，血液像検査を精度

管理調査項目に加えた当初は，血球の分類のみを調査対

象としていたため，染色ずみの標本を配布していた. し

かし，染色性をも調査の対象とするためには，今回の結

果を考慮して，標本の取り扱いには十分に注意・しなけれ

ばならないと考える.

また，古い緩衝液での染色性は新鮮な緩衝液を使用し

たものと変わりがなかったので，緩衝液は古くても pH

に変化がなければ染色性には影響がなく，使用可能で

あった.

今回 May.Grunwald染色法については十分な結果が得

られなかった.その理由については不明であるが，衛生

検査所での採用割合が高いので，今後，この染色法につ

いて再度検討してみたいと考える.また，室内および

300Cで保存した標本では， Wright染色およぴ Wright.

Giemsa染色のいずれも 1週間の保存で染色性の低下が

認められるため，固定後 1週間以内での検討をしてみた

いと考える.さらに，自動染色機器が普及している現状

から，機器を使用した場合の成績を今回のものと比較検

討する必要があると考える.

まとめ

血液塗抹標本作製後の保存期間と保存温度が標本の染

色性におよぽす影響を検討し，以下の知見を得た.

l.血液塗抹標本は，室温および30
0

Cで保存した場合

には，血液の塗抹，固定後約 1週間以内に染色性の劣化

をきたす.また，冷蔵庫内に保存した場合には約 2週間

後から染色性に変化を生じた.以上のことから，血液塗

抹標本は作製後なるべく速やかに染色を実施することが

望ましい.

2. もし，やむを得ない事情で染色作業までに保存を要

する場合には，冷蔵庫を用いるなど，なるべく低温で保

存することが望ましい.

3.染色性に対する緩衝液の影響としては，作製した緩

衝液の鮮度(古さ)が染色性の劣化を生じるのではなく，

pH等の他の要因によるものであると考えられる.

文献
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東京湾産スズキ中の水銀含有量

山野辺秀夫へ竹内正博へ水石和子*中村 弘*

Content of Mercury in Sea-bass of Tokyo Bay 

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

and HIROSHI NAKAMURA * 

Keywords:スズキ sea-bass，総水銀 totalmercury，メチル水銀 methylmercury，東京湾 Tokyobay 

緒 言

一般に，魚類の水銀汚染は化学工場などの排水中の水

銀による河川や海洋の汚染に起因するものと考えられて

いる.熊本県水俣市で起こった中枢神経系疾患，いわゆ

る水俣病や新潟県阿賀野川流域で起こった第二水俣病は

メチル水銀で汚染された魚類の長期摂取により発生した

もので，大きな公害問題となった.

著者らは，国が1973年に定めた「魚介類の水銀の暫定

規制値についてJ1) (環乳第99号厚生省環境衛生局長通

達)に基づき， 1973年以来，東京都内に流通する魚介類

について水銀汚染調査を実施しその概要について報告し

てきた2-12) 今回は沿岸田遊魚で比較的高い水銀含有量

を示す魚種であるスズキを東京湾の環境汚染指標として

選ぴ， 1982年一1991年に東京湾で捕獲されたスズキ281

検体について，総水銀及びメチル水銀含有量の調査を

行ったので報告する.

実験

1 .試料 1982年から1991年の問，東京湾内において捕

獲されたスズキを各年で10-60検体(但し， 1988年は O

検体)，合計281検体を試料とした.試料は三枚におろし，

可食部をホモジナイザーで均一にし， -20'Cで保存した.

2. 試薬水銀標準液:和光純薬工業側製の1000ppm 

標準液を適宜希釈して用いた.メチル水銀標準液:塩化

メチル水銀(和光純薬工業側製)100mgを正確に秤りベ

ンゼン100mlに溶解し1000ppmのメチル水銀標準溶液

を作成し冷暗所に保存した.測定にはこれを適宜希釈し

て用いた.ベンゼンは残留農薬分析用を，硫酸，硝酸は

有害金属測定用，その他の試薬はすべて JIS特級品を用

いた.

3.装置 水銀分析装置:日本インスツルメンツ(械製リ

ガクマーキュリー SPに同社製還元気化装置を付けて使

用した.ガスクロマトグラフ装置:島津製作所製 GC-

9AM型を使用した.

4.試験法総水銀:試料5.0gを採り，硫酸一硝酸還

流法13)によって湿式分解した.分解後水で正確に50ml 

とし，その一定量を採取し，塩化第一スズ溶液を用いて

還元気化一金アマルガム法で測定した.メチル水銀:日

本薬学会協定の衛生試験法(飲食物試験法)による直接抽

出法14)に従って試験溶液を調製し，電子捕獲検出器付

き芳、スクロマトグラフで測定した.

測定条件:カラム， 10% Thermon -HG(Chromosorb W 

AW-DMCS， 80-100 mesh， 1 mX 3 mm世)，カラム温度，

170'C，注入口及び検出器温度， 280'C，キャリアガス，

窒素.

結果及び考察

1.総水銀及びメチル水銀含有量

表 lに各年の測定結果を示した.総水銀の最高値は

1983年の0.49ppmで，他の年は0.10一0.36pprnの範囲

であった.平均値は1986年の0.21ppmが最も高かった.

メチル水銀の最高値は1983年の0.40ppmで，他の年は

0.03 -0.24 ppmの範囲であった.平均値は1983年が

0.12 ppmであったが，イ也の年は0.02-0.11ppmの範囲

であった. 1991年には検出限界以下のものが1検体あっ

た.

厚生省は1973年に魚介類中の水銀暫定規制値を，総水

銀として0.4ppm，メチル水銀(水銀として)0.3ppmを

定めている.本調査では，規制値を越えているものは

1983年に 2検体認められた.これらの値は総水銀が0.49

*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 Pubulic Health， 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku，Tokyo， 169 Japan 
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表l.各年におけるスズキ中の水銀含有量および、平均値

総水銀 メチル水銀(水銀として)
年 ，検体数

範囲 平均土SD 範囲 平均:l:SD

'82 36 0.05-0.26 0.14土0.05 0.03ー0.23 0.11:!:0.05 
'83 60 0.05-0.49 0.16:1:0.09 0.05-0.40 0.12:1:0.08 
'84 30 0.04-0.27 0.14:1:0.06 0.03-0.24 0.11 :1:0.06 
'85 30 0.08-0.36 0.17:1: 0.07 0.02-0.21 0.11 :1:0.05 
'86 10 0.13-0.33 0.21士0.07 0.05-0.16 0.08:1:0.03 
'87 32 0.07-0.31 0.18士0.06 0.02-0.13 0.07:1:0.03 
'89 21 0.02-0.17 0.09:1:0.04 0.01-0.07 0.04土0.02
'90 34 0.04-0.20 0.08:1:0.03 0.01-0.06 0.03土0.01
'91 28 0.05-0.10 0.07:1:0.01 0.00一0.03 0.02:1:0.01 

ppm 

0.5 

総水銀
0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0.0 
'82 '83 '84 '85 '86 '87 '88 '89 '90 '91 (年)

図l.スズキ中の総水銀平均含有量の経年変化

ppm，メチル水銀は0.40ppm，他の 1検体は総水銀が

0.43 ppm，メチル水銀は0.40ppmであった.

図1に総水銀，図 2にメチル水銀の各年の平均値及ぴ

標準偏差をプロットして示した.総水銀は1982年から

1987年までは若干の上下はあるもののほほ横ばいであっ

たが， 1989年からは明らかに低減化がみられた.メチル

水銀についても総水銀と同様に1985年までは横ばい，そ

の後は低減化の傾向が認められた.

つぎに，各年における0.10ppm以上の検出率をみる

と，総水銀は1982年から1987年は検出率が76%-100% 

の範囲にあるが， 1989年以降が33.3%，1990年が20.6%，

1991年が3.6%と急速に下がっている.メチル水銀につ

いても， 1982年から1987年の聞は21.9%-60.0%の検出

SD:標準偏差 単位 :ppm 

ppm 
0.5 

メチル水銀
0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0.0 
'82 '8~ '84 '85 '86 '8下 '88'89 '90 '91 (年〉

関2.スズキ中のメチル水銀平均含有量の経年変化

率であったが，その後は0.10ppm以上を検出するもの

は無かった.

以上の結果から，東京湾産スズキの水銀含有量は各年

における最高値，平均値とも低減化していることが明ら

かであり，また0.10ppm以上の検出検体数が滅少して

いることから，湾内の水銀汚染が漸減してしることが推

測できた.

2.総水銀に対するメチル水銀の割合

表 2に総水銀に対するメチル水銀の割合(%)を示した.

図3にこれらをプロットして示し経年推移をみた.メチ

ル水銀/総水銀の割合は1982年から1985年まで70-80%

であったが， 1986年以降は減少しており， 1991年には最

も高い 1984年(平均79.0%)に比べて半分以下(平均
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32.8% )になった.日本では魚類中のメチル水銀は，魚

種を問わず総水銀に対して30-90%と見積もられてい

る15)が，最近は下限に近づいていることが明らかと

なった.

結語

1982年から 1991年にわたり東京湾で捕獲したスズキ

281検体について，総水銀及ぴメチル水銀含有量を測定

し，その推移をみた.総水銀の各年の平均含有量は1987

年までは横ばい傾向を示したが，その後減少し， 1991年

表 2.各年におけるスズキ中の総水銀に対するメチル水

銀含有比

年 検体数

'82 36 

'83 60 

'84 30 

'85 30 

・86 10 

'87 32 

'89 21 

'90 34 

'91 28 

(%) 

100 r--

80 

60 

40 

20 

0 

範囲 平均土SD

42.9-100.0 77.8:t18.0 
27.3-100.0 74.5 :t21. 3 

53.8-100.0 79.0:t14.2 
25.0-100.0 64.3土16.6

30 . 0 - 48. 5 40 . 2:t 7.4 

28.6-46.7 41.2士 4.0

33.3-83.3 48.2士11.2

16.7-62.5 36.8土 9.7

0.0-40. 0 32 . 8 :t 7. 6 

SD:標準偏差 単位:%

'82 '83 '84 '85 '86 '87 '88 '89 '90 '91 (年〉

図 3.総水銀に対するメチル水銀比の経年変化

には1982年の約 1/2となった.メチル水銀についても，

1985年までは横ばい傾向を示し，以後減少し， 1991年に

は1982年の 1/5となった. 1986年から 1988年を境に水

銀含有量が減少しており，これからも減少あるいは横ば

い傾向が予測できるが，これらのことにより東京湾にお

ける水銀汚染はかなり低減化していることが推測された.

謝辞:本調査を行うにあたり御協力いただいた衛生局

生活環境部獣医衛生課，食品環境指導センターの方々に
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食肉における Listeriα属菌の汚染実態

小久保禰太郎*金子誠二**飯田 孝**，丸山 務***

Incidence of ListeriαSpecies in Raw Meat and Poultry 

YATARO KOKUBO*， SEUI KANEKO* *， TAKASHI IIDA * * 

and TSUTOMU MARUY AMA * * * 

In order to clarify the contamination of Listeria sp巴ciesin commercial beef， pork and chicken， a total of 

762 samples were collected from meat processing plants and retail" shops in Tokyo Metropolis and examined 

Samples each in the amount of 10 g were subjected to enrichment in 90 ml of EB medium (Difco) at 30'Cfor 7 

days. On the 2nd and 7th days， they were subject巴dto isolation on Oxford agar (Oxoid) plate. The colonies 

which grew and appeared suspicious wer巴巴xaminedfor their biological prop巴rties，such as carbohydrate fer. 

mentation and hemolysis， to identify L. monocytogenes， and then these cultures were subjected serological typ. 

ing. Listeria species were det巴ctedin 524 samples (68.8 %)， 276 (36.2 %) of which were id巴ntifi巴das L 

monocytogenes. The detection rat巴tehdedto be higher for the meat samples with a larger number of standard 

plate count. The number of Lωteria in the positive samples was b巴low100/ g in most cases. The serotype 

of L. m仰 0りtogeneswhich was most frequently found' was 1/2c at about 40 %， followed by 1/2a (26 %) .l/2b 

(20 %) and 4b (14 %). When classified by the kind of meat， 1/2a rated highest in chicken samples， whereas 

1/2c was most frequent in pork and beef samples 

Keywords : Listeria属菌 Listeriaspecies，リステリアモノサイトゲネス Lis teria monocyωgenes，食肉 meat，汚

染実態 incidence

緒言

Listeria属中の Listeriamonocytog，ωes は，かなり以前

から人畜共通感染症の起因菌のーっとして位置付けられ

てきたが1)， 1980年代に入って欧米諸国で集団事例を含

む食品媒介リステリア症が相次いで報告されたことから，

にわかに注目されるようになった2) 1988年に WHOか

ら公表された「食品媒介リステリア症」という報告書の

中でも L.monocytogenesは広範囲の食品を介してヒトに

伝播される可能性があり，その危険性の特に高い食品は

乳や食肉を主原料とした加工品であると指摘されてい

る3) これまでにも，食肉並ぴにその加工品がリステリ

ア症の媒介食品として疑われる事例が報告されており，

ミートパテや家禽肉製品が感染源として取り上げられて

いる4) 欧米諸国における調査では，L. monocytogenesは

食肉中に高頻度に分布しており，特異性状として低温発

育能を有し，高濃度の食塩や亜硝酸塩に抵抗するなど，

現在では食肉衛生の分野でも重要な菌種であると位置付

けられている 5) 一方，わが国で流通あるいは市販され

ている食肉について，本菌の汚染実態はあまり知られて

いないところから，われわれは東京都内の食肉処理業並

ぴに市販庖舗から採取した各種食肉を対象に Listeria属

菌の汚染状況を調査したので，その成績を報告する.

材料および方法

1.調査材料

1989年 1月から1990年10月に東京都内の食肉処理業か

ら採取した牛肉(モモ，ロース)82例，豚肉(モモ，ロー

ス，レバー)117例，鶏肉(モモ，ムネ，ササミ， レバー)

192例の計391例，及び同期間に市販庖舗から採取した牛

*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 Reseach Laboratory of Public Health 

16-25， Shibazakicho 3 chome，Tachikawa，Tokyo， 190 J apan 

**東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

***国立公衆衛生院衛生獣医学部
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肉(モモ，ロース，ステーキ，挽肉)143例，豚肉(モモ，

ロース，挽肉)92例，鶏肉(モモ，ムネ，ササミ，挽肉)

136例の計371例である.

2. Listeriα属菌の検査手順

食肉を対象とした Listeria属菌の検査法として，われ

われが提案した方法に従った(Fig.1 )6). すなわち，検

体10gを90mlのEB培地(Difco)中で30"Cで増菌培養後，

2及び 7日目の 2回にわたり Oxford寒天(Oxoid)で分

離培養を行った.分離培地上に発育したエスクリン分解

陽性の集落を釣菌して， 0.6%酵母エキス加 Trypticase

soy寒天(BBL)平板に再分離し，30"Cで24時間培養後に

斜光法による集落の観察，グラム染色性，カタラーゼ反

応，運動性， vp反応により Listeria属菌を同定した.

次いで， 5 %緬羊血液加重層寒天平板を使用した

CAMPテストで黄色ブドウ球菌の溶血素により増強さ

れる弱い s-溶血を示し，ラムノース発酵性陽性でキシ

ロースとマンニット発酵性陰性のものを L.monocy. 

togenesと鑑別した.本菌種と同定された菌株は自家製

の型別用抗血清により血清型別を行った.

一部の調査材料については，検体10gに0.1%ペプト

ン加生理食塩水90mlを加えて作成した試料原液 1ml 

[Enrichiment procedure] 

[Isolation procedure] 

[Confirmanion procedure] 

1. Listeγ'ia spp Gram stain 

(+) Rod 

2. L.刑捌ocytogenes s -haemolysis 
(+) 

83 

とOxford寒天培地とを混釈培養して定量的に List，俳句

属菌数を測定した.

調査成績

1 .食肉の種類別，Listeriα属菌の検出状況

調査した全食肉762例中524例(68.8%)から Listeria属

菌が検出され，その半数以上の 276例 (36.2%)が L.

monocytogenesであり， 1也の菌干重はほとんどがL.innocua 

と同定された.これらの検出率は，食肉処理業に比較し

て市販庖舗でやや高い傾向がみみられたが大差は認めら

れなかった.

畜種別にモモ，ロース，ムネ，ササミなどの部分肉，

レバー及ぴ挽肉に分けて Listeria属菌の検出状況を

Table 1に示した.畜種別では鶏肉の汚染が豚肉や牛肉

に比較してやや高い傾向が認められた.肉種別では食肉

処理業で採取した豚のレバーや鶏のササミで検出率が低

く，両者における L.刑 O仰のtogenesの検出率は10%以下

であった. しかし，これ以外の食肉では市販庖舗から採

取した鶏肉でモモやムネの90%以上から Listeria属菌が

検出されるなど，部分肉，挽肉ともに L.monocytogenes 

を含む Listeria属菌が高頻度に分布していることが認め

られた.

Meat sample : 10 g+ EB medium (Difco) : 90 ml 

130"Cー 2， 7 days 

Oxford medium (Oxoid) 

I 35"C-1 -2 days 

Pick up characteristic aesculin (+) colonies 

Trypticase soy agar (BBL) 

130"C【 1day 

Henry's oblique illumination technique 

Catalase 

(+) 

」寸
I I 

CAMP test Rhamnose 

S. aureus (+) ( + ) 

VP reacrio日
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Umberlla 

motility 

ρ
L
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[Serological identification] 

Fig.1. Schematic outline of procedure for isolation of Listeria spp. in meat sample 

Serotyping 
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Listeria属菌陽性検体中402例についてそれらの菌数分

布をみると， Table 2に示したようにほとんどの食肉が

1 g当り 100個以下であり，ほぼ75%が10個以下と少な

い菌数であった.畜種による菌数の差異は明確でなかっ

たが，一般的に Liste門G 属菌数の多い食肉ほど L.

mOlJoりtogenesが検出される頻度も高くなる傾向が認め

られた.

2. L. monocytogenesの検出状況と細菌数との関係

今回調査対象とした部分肉中495例について，同時に

標準寒天培地を用いた混釈培養法により細菌数を測定し，

その分布状況と L.monocytogenesの検出された193例の検

Table 1. Incidence of Listeria spp目 inmeat samples 

Specimens Number of Number (%) of positive samples 

samples All Listeria spp. L. m仰 ocytog，仰 es

Beef: loin 133 87(65.4) 41 (30.8) 

steak 51 29(56.9) 19(37.3) 

round 41 26(63.4) 17(41.5) 

To凶1 225 142(63.1) 77(34.2) 

Pork: ham 131 92(70.2) 55(42.0) 

liver 37 7(18.9) 3( 8.1) 

round 41 32(78.0) 18(35.3) 

Total 209 131 (62.7) 76 (36.4) 

Chicken: leg 175 148 (84.6) 72 (41.1) 

breast 81 50 (61. 7) 24 (29.6) 

liver 38 23(60.5) 11(28.9) 

round 34 30(88.2) 16(47.1) 

Total 328 251 (76.5) 123 (37 . 5) 

Table 2. Counts of Listeria spp. in meat samples. 

Specimens Number of Listeria spp./ g 

samples <10 10-100 100< 

Beef 112 84 (47) 25 (17) 3 (1) 

Pork 95 71 (36) 22 (16) 2 (2) 

Chicken 195 144 (67) 47 (33) 4(4) 

Total 402 299 (150) 94 (66) 9 (7) 

( ): Nomber of positives of L. monocytogenes in 10 g. 

出頻度との関係を Table3に示した.

細菌数は 1g当り 105個レベルをピークとして102-107

個レベルの範囲に分布しており，細菌数が103個または

それ以下のレベルと少ない食肉では L.叩仰ocytogenesの

検出率が約10%であった. しかし，細菌数が多くなるに

したがい L.刑仰ocytoge托esの検出率が高くなり，細菌数

が106個レベルまたはそれ以上の食肉ではほぼ70%が陽

性であった.

3.食肉から分離されたL.monocytogenesの血清型

L. monocytogenesが検出された276例からの分離菌株 1

株ずつについて血清型別試験を行い，型別された血清型

の内訳を畜種別に Table4に示した.

全体では 6型に型別され， 1/2cが106株(38.4%)と

最も多く，次いで 1/2aが71株(25.7%)， 1 / 2 bが55

株(19.9%)， 4 bが39株(14.1%)の順であった.畜種別

では，牛肉や豚肉では 1/2c，鶏肉では 1/2aの分離

頻度が高い傾向があり，牛肉では 4bも20%以上に認め

られた.

考察

Listeria属菌は動物を取り巻く環境中に広く分布し，

以前から食肉の汚染が高いことが知られていたが， 1988 

年以降に欧米諸国を中心に報告された多数のデータによ

り，このことが確認されている5) われわれの調査でも，

Table 3. Corr巴lationbetween levP.'1 of standard plate 

count and incidence of L. monocytogenes in 

meat samples 

Standard plate count Number of positives 

均lO/gNt山

n=495 日=193

102 10 。 。
103 45 6 13.3 

104 179 58 32.4 

105 185 79 42.2 

106 67 46 68.7 

107 7 4 57.1 

Table 4. Serotypes of L. m四 ocytogenesisolated from meat samples. 

Meat of Number of Number of strains with serotypes on 

ongm strains 1/2a 1/2b 1/2c 3b 4b 4d 

Beef 77 11 12 33 。 18 3 

Pork 76 11 16 42 1 6 。
Chicken 123 49 27 31 。 15 1 

Total 276 71 55 106 1 39 4 

(%) (100) (25.7) (19.9) (38.4) ( 0.4) (14.1) ( 1.4) 
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対象とした食肉全体のほぼ70%から Listeria属菌が検出

され，その半数以上がL.monocytogenesであり，わが国

の食肉も欧米諸国と同様に高率に汚染されていることが

明らかにされた. しかし，これらの菌数は，ほとんどが

19当り 100個以下と少なく， 'Karches & Teufel7)が豚や

牛挽肉について調べた成績と一致した.

Listeria属菌の食肉への汚染源として，と畜場の枝肉

では家畜自体の糞便や皮膚が主要な役割を果たしている

ことが指摘されている8-10) また，わが国のと寄場環境

の調査では，と殺解体に使用されるナイフやマナイタな

どの器具類及ぴ作業員の手指から L.monoりtogenesが高

い頻度で検出されることが示されている 11) 一方，

Genigeorgis et a112)は市販鶏肉の汚染源について調査し，

処理場における冷却後の枝肉を取り扱う作業員による二

次汚染が最も汚染に関与していると指摘している.今回

の調査では， と畜場の枝肉は対象にしていないが，流通

末端の市販庖舗で採取された部分肉や挽肉では，その前

の流通経路である食肉処理場よりも検出率がやや高い傾

向が認められた.特に，市販庖舗から採取された鶏挽肉

では90%以上から Listeria属菌が検出されるなど極めて

汚染が高かった.さらに，同時に検査した取り扱いの衛

生指標である細菌数の高い食肉ほど L叩仰ocyω'genesの

検出率が高かったことは，加工処理過程での二次汚染と

増殖の防止が重要であることを裏付けていた.このよう

な一連の調査成績から，食肉中の Listeria属菌の汚染経

路は，家畜自体が保有する本菌がと殺解体処理環境を汚

染し，それが自然界の広範な分布と結び付いて食肉の取

り扱い行程が進むにつれて作業従事者などにより伝播さ

れたものであり 13)， したがって，本菌の汚染防止には

従来の細菌汚染防止対策がそのまま適用できると考えら

れる.

今回分離された L.mo日ocytogenes以外の Lωteria属菌

の菌種は畜種に関係なくほとんどがL.innocuaであった.

両菌種は食肉中に同程度に重複して分布することが知ら

れており 14)， L. monocytogeηesの汚染指標として L.in-

nocuaは有用であると提案されている4)

わが国のヒトのリステリア症患者から分離される L

monocytogenesの血清型は 4bが60%，次いで 1/2bが

30%とこの 2型が圧倒的に多く， 1/2 cは 1%にすぎ

ない15) このような傾向は諸外国においてもほぼ共通

しており，欧米諸国で報告されている食品媒介リステリ

ア症の起因菌はほとんどが 4bである 3) 一方，食肉を

汚染する L.monoりtogenesの血清型は，われわれの成績

と同様に 1/2cが多いことから，食肉とヒトのリステ

リア症との結び付きに疑問を示す報告もみられる 16，17) 

しかし，食品媒介リステリア症の感染経路など疫学的背

景については未だ不明確な部分が多く，今回食肉から分

離された L.monocytogenesの30%以上が 4b及び 1/2b 

により占められていた事実は注目される.

要約

東京都内の食肉処理業並びに市販庖舗から採取した牛，

豚及び鶏肉の計762例について Listeria属菌の汚染状況

を調査した.本菌属は524例(68.8%)から検出され，そ

の半数以上がL.monocytoge河esと同定された.採取場所

による差はあまりなく，畜種別では鶏肉の汚染がやや高

い傾向が認められた.陽性検体の Listeria属菌数はほと

んどが 1g当り 100個以下と少なく，その検出頻度は同

時に調べた細菌数の多い検体ほど高くなる傾向がみられ

た.分離された L.monocytpgenesの血清型は 6型に型別

され，これらのうち 1/2cが最も多く約40%を占め，

次いで 1/2a， 1/2 bの順であり，わが国の臨床材料

から高頻度に検出される 4bも約15%に認められた.

(本研究の一部は，第110回日本獣医学会1990年11月で発

表した)
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Listeriαmonocytogenesの低温増殖性に関する検討
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Growth of Listeriαmonocytogenes at Low Temperature 
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低温 lowtemperature，患者 patient，血清型 serovar

はじめに

Listeria manocytogenesは髄膜炎，敗血症，流産などの

リステリア症を起すヒトや家畜の病原菌として古くから

知られている 1.2) ヒトへの感染経路については母親か

ら子供への垂直感染が知られている 3)以外は，不明な点

が多かったが， 1980年代に入ってカナダにおおけるキャ

ベツサラダ4)，米国における殺菌乳5)やナチュラルチー

ズなどの食品を介した集団感染例が相次いで報告され6)

その後の調査研究により ，L.例 anocytogenesは食品媒介

感染症の重要な起因菌のーっとして認められるように

なった.

本菌はサルモネラ，腸炎ピブリオなどの食品媒介病原

菌と異なり， 0 'Cでも発育可能な低温細菌であるとされ

ている7，8，9) 近年，低温流通が普及したことで食品の

鮮度や品質が長時間維持できるようになった反面，低温

域で増殖が可能な病原細菌の食品中における存在と挙動

が食品衛生の分野で注目を集めている1，10，11)

そこで，食品を介したリステリア症を未然に防止する

ための基礎資料を得るために，L固刑仰ocyω'genesの低温

域における発育態度を，由来別あるいは血清型別に検討

したので報告する.

材料および方法

1圃供試菌株

L. manoりtogenesの血清型別周レファレンス株21株，

患者由来株8株，健康人由来株3株，食品由来株として

市販チーズ由来株1株，市販牛肉由来株1株，市販豚肉

由来株 1株計3株，動物由来株としてウシ腸内容物由来

株 2株，ネズミ腸内容物由来株 1株の計38株である.

他に，Listerωmηocuaのブタ腸内容物由来株 1株(血

清型 6a)およびレファレンス 2株(6a， 6 b)の計 3株と

Listeria iv仰仰ii1株(血清型 5)を供試した.

2.試験菌液の作成

供試菌株は10mlのTryptosebroth (Difco，以下TB)で

37'C， 18時間の増菌培養を 2代行い，これを PBSで 1

ml当り約1.0X105コになるように希釈して試験菌液と

した.

3. 4 'cにおける増殖実験

TBを15ml分注した中試験管に試験菌、液0.15mlを接

種した， 4 'cに培養後 7日目， 14日目， 21日目に PBS

により 10倍階段希釈を行い，各階段希釈液0.1mlを2

枚の Tryptoseagar (Difco，以下 TA)平板に滴下し，コ

ンラージ棒で均一に塗抹した.これらの平板は30'C，48 

時間培養して菌数を求め，得られた菌数から平均世代時

間を求めた.

4. 10'Cおよび20'Cにおける噌殖実験

TBを15ml分注した L字管に，前述の方法により作

成した試験菌液0，15mlを接種し，自動勾配菌培養装置

(TEMPERATURE GRADIENT BIO-PHOTORECORDER 

TN -112 D，東洋科学)を使用して10'Cおよび20
0

Cで静

置培養した.なお，均一な濁度を保つために一日に 2回

午前 9時と午後 6時に L字管を数回静かに振滋させた.

自動的に描かれ?こ増殖曲線上の菌数から平均世代時間を

求めた.

*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司ku，Tokyo，169 ]apan 

**国立公衆衛生院衛生獣医学部
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5.平均世代時、聞の求め方

各菌株の世代時間を下記に示した式12)から求め，同

様の実験を 2回行って平均世代時間を算出した.

世代時間
t • 1 og 2 

1 og Bt-1 og Bo 

Btはt時間後の菌数， Boは最初の菌数

結果

1. 4.Cにおける平均世代時間

L. monocytogenes 38株，L. i.ηnoc叫a3株およびL.iv仰 o.

vii 1株の 4.Cでの増殖性について検討を行った.その

結果，平均世代時間は菌株によって大きく異なり，表 l

に示すように L.monocytogenesでは平均世代時間が20時

間未満に分布している比較的早く増摘した菌株は 6株

(15.8%)， 20-30時間未満に分布している菌株は 9株

(23.7% )であった.さらに30-40時間未満に分布してい

る菌株は21株(55.3%)で最も多く，増殖時間が遅い40時

間以上に分布している菌株は 2株(5.2%)であった.

表 L 4.Cにおけるリステリアの平均世代時間

供試菌株

L.叩 onocytogenes

平均世代時間
菌株数

<20 <30 <40 40云

38 6 9 22 2 

なお，L. i仰 Ocua3株の平均世代時間は86.4，26.6お

よび31.2時間，L. iv仰 ωiiのそれは28.6時間であった.

2. 4.Cにおける L.monocytogenesの血清型別平均

世代時間

4.Cにおける38株の L.monocytog，仰 esについて平均世

代時間と血清型との関連を調べた(表 2).平均世代時聞

が20時間未満の早い培殖態度を示した 6株の血清型はす

べて 1型であった.また，比較的増殖が早い20-30時間

未満の 9株は， 1型が 5株， 3型が 1株， 4型が3株で

あった. 30-40時間未満の21株は， 1型が10株， 3型が

2株， 4型が9株であった.平均世代時聞が最も長かっ

た40時間以上の 2株は， 3型と 4型が各 1株であった.

3. 4.CにおけるL.monocytogenesの由来別平均世

代時間

今回，実験に供した L.mωocytogenesのうち由来が判

明している新鮮分離菌株17株の平均世代時間を表 3に示

した.それぞれの平均世代時間は，チーズ由来株34.1時

間，市販牛肉由来株33.2時間，市販豚肉由来株34.6時間，

ウシ腸内容物由来株31.7および33.1時間，ネズミ腸内容

物由来株31.9時間，健康人糞便由来株22.1-38.5時間，

患者由来株18.5-31.3時間で患者由来株が他の由来株に

比べて増殖性が良好であった.

4. 4.C， 10.Cおよび20.Cにおける L.monocy-

togenesの増殖態度

L. iv仰 ovii 1 1 L.刑 onocytogenesのうち健康人の糞便由来株89-88株と

L.i日nocua 3 1 1 1 
一一一石同証一一一一一-zi-----1一一五一一五一一一τ一 表 3. 4.Cにおける L.mon仰拘gωesの由来別平均世代

表 2. 4.Cにおける L.monocytogenesの平均世代時間と

血清裂との関連

平均世代時間
血清型 菌株数

<20 <30 <40 40孟

1/2 a 13 5 2 6 

1/2b 4 1 2 1 

1/2c 4 1 3 

3 a 2 1 1 

3 b 1 

3 c 1 1 

4 a 2 1 1 

4 ab 1 1 

4 b 5 2 3 

4 c 2 2 

4 d 2 1 1 

7 1 1 

合 計 38 6 9 21 2 

時間

由来 菌株番号 血清型 平均世代時間

チーズ 88-319 1/2 a 34.1 

市販牛肉 89-382 1/2 b 33.2 

市販豚肉 89-383 1/2 a 34.6 

ウシ腸内容物 88-283 1 / 2 c 31. 7 

89【 203 1 / 2 c 33 . 1 

ネズミ腸内容物 89-378 4 ab 31. 9 
ーーーーーーーーーーーー圃ー---園出国ーーーーーーーーーー園田園ーーー圃】園田園ー圃ーーーー-----ーーーーーーーーーーーーーーーーー園田圃--・ー

健康人糞便 88-289 1/2 a 38.5 

89-88 1 / 2 b 22.1 

89-94 1/2 a 30.5 

患者 88【 315 1 / 2 b 24.7 

88-316 1/2 a 18.5 

88-317 1/2a 27.9 

88-318 1/2 a 19.9 

89-25 、 1/2a 18.5 

89-26 4 b 31. 3 

89-171 1/2a 19.4 

89同 172 1/2a 19.4 



市販豚肉由来株89-383株およびL.仰向oc仰 88-188株の 3

株について 4'C，10'Cおよび20'Cにおける増殖性につい

て比較した. 4 'c培養における菌の増殖は図 1に示した

ように 3株とも培養 7日目までほとんど増殖しなかった

が，その後21日目に89-88t米は 1X 1071固1m!，89-383*米

は 1X 105個1m!まで増殖した. しかし， 88-188株は培

養21日目でも菌数は培養前とほとんど変わらなかった.

10'C培養では図 2に示したように89-88株， 89-383株い

ずれも， 9日目に 1X 109個1m!に達したが， 88-188株

は他の 2株と比較して増殖が遅く， 9日目で 1X 107
個

1m!， 14日目で 1X 199個1m!であった.さらに，20'Cで

は図 3に示したように89-88株および89-383株はともに

89 

2日目で 1X 109個1m!となったが， 88-188株は他の 2

株と 1日遅れて 4日目に 1X109個1m!となった.

各温度における平均世代時間は89-88株では 4'cで

22.1時間，10'Cでは10.4時間，20'Cでは2.8時間であっ

た.また， 89-383株では 4'cで34.6時間，10'Cでは10.3

時間，20'Cでは2.8時間であった. 88-188株は 4'cでは

86.4時間，10'Cで16.1時間，20'Cでも3.9時間と，いず

れの温度でも他の 2株と比較して平均世代時間がやや長

かった.

43， 1992 報年研衛京東

考察

近年，リステリアの食品への汚染は乳，乳製品のみな

らず食肉，魚介類におよぶことが明らかにされてきため.
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今回は，そのリステリアの中でヒトに病原性を示す L.

monocytogenesを主体に低温域での増殖性について検討

を行った.

L. monocytogenesの 4'cでの平均世代時間は， Petran 

ら9)は33.5時間， RosenowとMarthは約34.8時間と報

告13)している.今回各種由来の L.叩仰ocytogenes38株を

用いて行つ，た実験で、は，平均世代時間は19.4-38.5時間

と菌株聞により差が認められたが，平均すると28.6時間

¥ とこれまでの報告と比較して短い傾向にあった.

リステリアの増殖性が温度や培養基によって異なると

いう報告8.9.14.15)はあるが，今回，人工の TB培地を用

いて 4'cの条件下で増殖性を比較したところ，平均世代

時間が20時間未満の増殖性のよい L.間仰ocytogenesが

15.8%確認された.それらの菌株の由来を調べたところ，

6株中 5株が患者由来株であった.さらに，患者から分

離した菌株の87.5%は平均世代時間が30時間未満であっ

た.一方，食肉や動物など他の材料から分離した株は，

健康人糞便由来の 1株を除けば，すべて30-40時間未満

であったことから患者由来株は，その他の材料から分離

した株と比較して世代時間が短く，増殖の早い株が多い

ことが判明した.これらの菌株が食品中に混入した場合，

今まで考えられていたより 9，13)短時間に菌の増殖するこ

とが示唆された.

現在，L柄。何0りωgenesの血清型は22型に分類されて

いるが，ヒトの臨床例から多く分離される血清型は1/2

a， 1/2 b， 4 bであると言われている6) 今回実験で用

いた1/2a， 1/2 b， 4 bのうち患者材料から分離した菌

株はそれ以外の材料から分離した菌株と比較して低温で

の増殖が早い傾向にあった.このように，ヒトの感染に

関与する L.monocyω'genesは，血清型に加え増殖性も感

染の重要な因子であることが推察され，今後ヒト由来株

について温度による増殖態度と病原性との関連について

さらに検討する必要があろう.

4 'cで増殖性の異なる L.隅 onocytogenes2株と L.in. 

nocua 1株を用いて，わが国の食品における保存基準値

の10'Cおよぴ室温にしばらく食品が放置されたことを想

定した20'Cの2つの培養条件下で，これらの菌株がどの

ような増殖態度を示すか検討した. 4 'cでは増殖性に差

が認められた 3株が10'Cでは増殖が遅かった88-188株を

除いて，ほとんど差がなくなった.さらに20'Cでは， 3 

株聞のいずれにも世代時間の差がなくなることから，L. 

monocyωgω1esの混入が疑われる食品が 4'cより保存基

準の上限である 10'Cに保存されると，菌は 2-5倍，

20'Cでは 8-22倍増殖が早くなることが分った.食品の

低温保存に関する報告16)で Glassらは，食品中の L.

monocytogenesの増殖を出来る限り抑制するには 4'cよ

り2'cで保存することが望ましいと述べている.今後

L. monocyωgenesの汚染が疑われる食品の保存基準は従

来の10'Cよりさらに厳しくする必要があると思われる.

以上の結果から，L.隅仰ocytogenesの低温増殖性には，

菌株間で違いがあり，低温での増殖が早い株は病原性と

関連のある血清型が多く含まれていることが明らかに

なった.

要 約

L.刑 onocytogenesの血清型別用レファレンス株および

各種材料由来株38株について，低温増殖性を検討した.

これら菌株の 4'cにおける平均世代時間は20時間未満

が15.8%，20-30時間未満が23.7%，30-40時間未満が

55.3%， 40時間以上5.2%であった.

平均世代時間を由来別にみると食品，動物，健康人糞

便由来株は，ほとんどが30-40時間未満であったが，患

者由来株は，そのほとんどが30時間未満の増殖の早い株

であった.血清型別にみると，患者由来株の1/2a， 1/2 

bは増殖が早かったが，他の材料から分離した同じ血清

型の菌株の平均世代時間は長い傾向が見られた.このこ

とより ，L. monocytogenesの病原性には血清型に加え，

低温増殖性も重要であることが推察された.さらに，

4 'c， 10'Cおよぴ20'Cにおける増殖性を調べた結果 4'c、
では平均世代時間に大きな差が認められたが， 20'Cでは

同じような増殖態度を示した.
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市販キットによる食肉中の残留抗菌性物質の微生物学的スクリーニング検査法の検討

門 間千枝*神保勝彦へ伊藤 武*

The Microbiological Screening Test for the Detection of 

Antimicrobial Residues in Meat 

CHIE MONMA *， KATSUHIKO JINBO* and TAKESHI ITOH* 
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抗菌性物質 antimicrobialresidues，食肉 meat

はじめに

食肉中に残留する抗菌性物質のスクリーニング検査法

として，平成 3年10月に厚生省が通知した畜水産食品中

の残留抗菌性物質簡易検査法(以下，簡易検査法と略

す.)がある 1) この方法は，試験操作が簡易迅速で，し

かも従来の検査法2)に比べて広範聞の種類の抗菌性物質

をスクリーニングできるが，アミノグリコシド系抗生物

質，ポリエーテル系抗生物質，サルファ剤等の抗菌性物

質に対して検出感度が低いという難点がある.

一方，米国の屠畜場等では，残留抗菌性物質のスク

リーニング検査法として綿棒を用いる STOP法(Swab

Test On Premises)3)が採用されている.著者らはこの方

法を検討したところ，わが国の従来の検査法2)に比べて

高い検出感度を示すが，試験操作などの実用性の面で検

討する余地のあることを報告した 4)更に， STOP法を

基にして，綿棒を用いたバイオアッセイによる残留抗菌

性物質スクリーニング法が開発され5A)，最近本キット

がわが国でも市販された.このキットは牛の尿や腎臓中

の残留抗菌性物質検出を目的としたものである.そこで，

このキットが，食肉中の残留抗菌性物質検出に応用でき

るか否かを検討した.

実験材料及び方法

1.抗菌性物質標準品

実験に供試した抗菌性物質は，抗生物質26種類，合成

抗菌剤12種類の合計38種類である.抗生物質としては，

テトラサイクリン系(TCs)4種類，ペニシリン系(PCs)

3種類，アミノグリコシド系(AGs)5種類，マクロライ

ド系(MLs)5種類，ポリエーテル系(PEs)3種類，ポリ

ペプタイド系(PTs)3種類及びその他にリンコマイシン

(LCM)，クロラムフェニコール (CP)，チアムリン

(TML)を用いた.

合成抗菌剤としては，サルファ剤(SAs)3種類，キノ

ロン斉IJ(QLs)3種類，ニトロフラン剤(NFs)2種類，抗

原虫剤 3種類及ぴその他にチアンフェニコール(TP)を

用いた.これらの薬剤名の詳細を表 1に示す.

2.抗菌性物質標準溶液の調製

供試抗菌性物質を秤量し適切な緩衝液，あるいは溶媒

中に溶解して7-9)，それぞれ1，000μg，IU/mlに調製した.

これをMIC法10)に準じて希釈することにより標準溶液

を作成した.

3.抗菌性物質添加食肉の調製

あらかじめ抗菌性物質が残留していないことを確認し

た豚肉を挽き肉にし，抗菌性物質標準溶液を所定の濃度

になるように加え，よく混合して使用した.

4.市販キット

実験に供試した市販キットは，米国 ENVIRONMEN-

T AL DIAGNOSTIS社製のLAST(LiveAnimal Swab Test) 

とCAST(Calf Antibiotic Sulfa Test)の 2種類である.

LAST及ぴ CASTの試験菌は，前者が Bacillussubtilis 

ATCC 6633，後者が Bacillusmegaterium A TCC 9885であ

り，芽胞浮遊液としてキットに添付されている.使用す

る培地も生培地としてすでに調製されている.その概要

を表 2に示す.

5.試験方法

a) LAST 

滅菌済み綿棒を抗菌性物質標準溶液，または抗菌性物

*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 Reseach Laboratory of Pubulic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，shinjuku-ku，Tokyo， 169 ]apan 
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表 1.各種抗菌性物質標準溶液に対する LAST及ぴCASTの検出感度の比較

薬剤名(略号)
検出感度(μg，IU/ml)

薬剤名(略号)
検出感度(μg，IU/ml)

LAST CAST LAST CAST 
抗生物質 ポリペプタイド系抗生物質(PTs)
テトラサイクリン系抗生物質(TCs) バシトラシン (BC) >10.0 >10.0 
塩酸オキシテトラサイクリン (OTC) 0.1 0.5 硫酸コリスチン (CL) >10.0 >10.0 
塩酸クロルテトラサイクリン (CTC) 0.05 0.1 エンラマイシン (ER) 1.0 0.25 
塩酸ドキシサイクリン (DOXY) 0.025 0.025 その他の抗生物質

塩酸テトラサイクリン (TC) 0.1 0.5 リンコマイシン (LCM) 5.0 10.0 
ペニシリン系抗生物質(PCs) クロラムフェニコール(CP) 5.0 5.0 
ペニシリン Gカリウム (PCG) 0.025 0.05 チアムリン (TML) >10.0 >10.0 
アンピシリン (ABPC) 0.05 0.1 合成抗菌剤

アモキシシリン (AMPC) 0.1 0.1 サルファ剤(SAs)
アミノグリコシド系抗生物質(AGs) スルファジメトキシン (SDMX) >10.0 0.25 
硫酸カナマイシン (KM) 0.5 0.25 スルファモノメトキシン (SMMX) >10.0 0.25 
硫酸ジヒドロストレプトマイシン(DSM) 0.5 0.5 スルフアジミジン (SDD) >10.0 0.5 
硫酸フラジオマイシン (FM) 0.5 0.25 キノロン剤(QLs)
デストマイシンA(DM-A) >10.0 1.0 ナリジクス酸(NA) >10.0 > 10.0 
塩酸カスガマイシン (KSM) >10.0 >10.0 オキソリン酸(OA) 1.0 2.5 

マクロライド系抗生物質(MLs) ピロミド酸(PA) 2.5 5.0 
リン酸タイロシン (TS) 1.0 1.0 ニトロフラン剤(NFs)
エリスロマイシン (EM) 0.1 0.1 フラゾリドン (FZ) 1.0 0.5 
リン酸オレアンドマイシン (OM) 0.25 0.025 ジフラゾン (DFZ) 0.1 0.1 
スピラマイシン (Sp) 1.0 2.5 抗原虫剤

キタサマイシン (KT) 0.5 1.0 クロピドール(CLP) >10.0 >10.0 
ポリエーテル系抗生物質(PEs)・ ナイカルパジン (NCZ) >10.0 > 10.0 
サリノマイシンナトリウム (SLM) >10.0 10.0 ピリメタミン (PYR) >10.0 > 10.0 
モネンシンナトリウム (MN) > 10.0 >10.0 その他の合成抗菌剤

ラサロシドナトリウム (LS) 5.0 2.5 チアンフェニコール(TP) >10.0 10.0 

質を添加した食肉中に挿入した.綿棒は試料溶液が十分 実験結果

しみた後取り出し，先端(綿)から1.5cmの部分で棒を 1 .抗菌性物質標準溶液に対する LAST，CASTの検出

切りとった.次に，あらかじめ試験菌を塗抹した寒天平 感度

板上に綿棒を置き，同時にコントロールとしてキット添 抗菌性物質標準溶液に対する LAST及び CASTの検

付のネオマイシンディスクを同寒天平板上に置いた. 29 出感度を表 1に示す.

-30.Cで18時間培養後，ネオマイシンディスクの阻止帯 LASTの検出感度は TCs，PCs， MLsのEM及びNFsの

が形成されていることを観察し，本キットの検出感度に DFZに対して0.1μg，IU/ml以下の高い値を示した.

異常がないことを確認した後，綿棒周囲に 1mm以上阻 AGsのKM，DSM， FM， MLsのOM，KTに立すして0.25-

止帯幅を形成している場合を陽性と判定した. 0.5μg/ml， MLsのTS，SP， PTsのER，QLsのOA，PA， 

b) CAST NFsのFZに対しては1.0-2.5μg/ml，PEsのLS，LCM， 

LASTと同様に行った.ただし，培養は44-45.Cで16 CPに対して5.0μg/mlの検出感度を示した.これら以外

時間行った. の薬剤に対しては10.0μg/mlで検出できなかった.

c ) STOP法 CASTでは TCsのCTC，DOXY， PCs， MLs.のEM，OM，

Johnstonらの方法的に従った. NFsのDFZに対して0.1μg，IU/ml以下の高い値を示し

d)簡易検査法 た. TCsのOTC，TC， AGsのKM，DSM， FM， PTsのER，

厚生省通知の方法 1)に従った. SAs， NFsのFZに立すして0.25-0.5μg/ml，AGsのDM-A，
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表 2. 各種残留抗菌性物質スクリーニング検査法の概要1.3.56¥

検査法 試験菌 試験菌液 培地
ペトリ皿 検査用培地 試験法 培養温度 判定

直径 (培地量) 時間 (陽性)

LAST 
B目 slIbtilis 芽胞 ストレブトマイシン 60mm 単層.塗抹 直接 29-30'C 阻止帯

ATCC 6633 浮遊i夜 アッセイ培地 (6 ml) 綿棒i去 18時間 幅 1mm以上

CAST 
B. megαtel'illm 芽胞 ミュラーーヒントン 60mm 単層，塗抹 直接 44-45'C 阻止帯

ATCC 9885 浮遊i夜 培地 ( 6ml) 綿棒i去 16時間 幅 1mm以上

STOP 1去_，_ B. slIbtilis 芽胞 AM5 60mm 重層 .1.昆釈 直接 35'C 阻止帯

ATCC 6633 浮遊i夜 (基層4m1経層 2mli綿棒法 18時間 幅 2mm以上

B. sllbtilis 芽胞 AM5 85mm 単層‘混釈 抽出 30'C 阻止円

ATCC 6633 浮遊液 トリメトプリム加 ( 8日]1) ディスク法 18時間 直径12mm以上

簡易 lvl. Illtells 培養 AM5 85mm 単層，混釈 抽出 30'C 阻止円

検査法 ATCC 9341 原液 ( 8ml) ディスク法 18時間 直径12mm以上

B. mycoides 芽胞 AM5 85mm 単層，混釈 抽出 30'C 阻止円

ATCC 11778 浮遊i夜 (8 ml) ディスク法 18時間 直径12mm以上

AM 5 : Antibiotic Medium 5 

薬剤:オキシテトラサイクリン 0.5μgj豚肉E

キット:LAST 
4 

阻
止
帯
幅
(
叩

o 5 10 20 30 

綿棒挿入時間(分)

5 

薬剤:スルプァジメトキシン 5.0μgj豚肉g

キット:CAST 

4 

内
唱
U

阻
止
帯
幅

60 o 5 10 20 30 

綿棒挿入時間(分)

60 

図l.阻止帯形成に及ぼす食肉中への綿棒挿入時間の影響

MLsのTS.SP. KT， PEsのLSに対ーして1.0-2.5μg/ml，

CPに対して5.0μg/mlの検出感度を示した.これら以外

の薬剤については 10.0μg/mlまたはそれ以上の値で

あった.

2.阻止帯形成に及ぼす食肉中への綿棒挿入時間の影響

OTC 0.5μg/g及ぴSDMX5.0μg/gを添加した豚挽き

肉中に綿棒を5，10，20，30，60分間差し込み，これら綿棒

が形成する阻止帯の大きさを LAST及び CAST寒天平

板を用いて調べた.その成績を図 1に示す. OTC 添加

豚肉に10分間差し込んだ綿棒は2.6mmの阻止帯を形成

し，それ以降，阻止帯の大きさは変わらなかった.

SDMX 添加豚肉に綿棒を差し込んだ場合も同様の傾向が

みられた.

3.抗菌性物質添加食肉に対する LAST及びCASTの検

出感度

抗菌性物質を添加した食肉を対象として LAST，CAST 

の検出感度を表 3に示す.

LASTでは TCs，PCsに対して0.1-0.5μg，IU/gの高

い検出感度を示した. AGsのKM，MLsのTS.EM. OM. 

KT， QLsのOA， PA， NFsに対して1.0-5.0μg/gの検出
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感度を示した.これら以外の薬剤に対しては10.0.ug/g

またはそれ以上の値であった.

CASTではTCsのOTC，CTC， DOXY， PCsのPCG，ABpC，

AGsのKM.FM， NFsのDFZに対して0.25-0.5μg，IU/g

の高い検出感度を示した. TCsのTC，PCsのAMPC，AGs 

のDSM，DM.A， MLsのTS，EM， OM， KT， PEsのLS，PTs 

のER，SAsのSDMX，SMMX， NFsのFZに立すして1.0-

5.0 ug， IU/gの検出感度を示した.これら以外の薬剤に

対しては10.0ug/gまたはそれ以上の値であった.

4. 抗菌性物質添加食肉に対する STOP法及び簡易検

査法の検出感度

LAST及ぴ CASTの各キットの検出感度と STOP法及

び厚生省の簡易検査i去のそれと比較するために上述の抗

菌性物質を添加した食肉を使用して検討した(表 3). 

STOP 法では TCsの CTC，DOXY， TC， PCsに対して

0.25-0.5μg， IU/gの高い検出感度を示した. TCsの

OTC， AGsのKM，DSM， MLsのTS，EMザ OM.KT， QLs， 

NFsのFZに対して1.0-5. Ou g/gの検出感度を示した.

これら以外の薬剤に対しては10.0ug/gまたはそれ以上

の値であった.

簡易検査法では TCsのCTC，DOXY， PCs， MLsのEM

に対して0.25-0.5pg. IU/gの高い検出感度を示した.

TCsのOTC，TC， AGsのKM，DSM， MLsのTS，OM， KT， 

PTsのBC，QLsのOAに対して1.0 -5 . 0 u g/ gの検出感

度を示した.これら以外の薬剤に対しては10.0ug/gま

たはそれ以上の値であった.

考察

昭和58年に厚生省から通知された抗菌性物質簡易検査

法2)は食肉の残留抗菌性物質の迅速なスクリーニング検

査法として食肉衛生検査所等の日常検査に採用され，抗

菌性物質を含有する食肉を排除する上で成果をあげてき

た. しかし，検出感度が低いことから，その改良あるい

はより検出感度の高い検査法の開発が望まれていた.厚

生省は平成 3年10月にこの検査i去を改良した簡易検査法

表 3. 各種抗菌性物質添加食肉に対するスクリーニング検査法別の検出感度の比較

検出感度(μg，IU/g)
薬剤名

LAST CAST STOP法簡易検査法

TCs 

OTC 0.5 

CTC 0.1 

DOXY 0.1 

TC 0.5 

PCs 

PCG 0.25 

ABPC 0.25 

AMPC 0.25 

AGs 

KM 5.0 

DSM 10.0 

FM >10.0 

DM-A >10.0 

KSM >10.0 

MLs 

TS 5.0 

EM 5.0 

OM 1.0 

SP >10.0 

KT 5.0 

PEs 

SLM >10.0 

MN >10.0 

LS >10.0 

0.5 1.0 

0.25 0.25 

0.25 0.25 

1.0 0.5 

0.5 0.25 

0.5 0.25 

1.0 0.25 

0.25 2.5 

1.0 2.5 

0.25 >10.0 

5.0 >10.0 

>10.0 >10.0 

2.5 5.0 

1.0 5.0 

2.5 1.0 

10.0 >10.0 

2.5 2.5 

>10.0 >10.0 

>10.0 >10.0 

5.0 >10.0 

1.0 

0.25 

0.25 

1.0 

0.25 

0.1 

0.1 

2.5 

2.5 

>10.0 

>10.0 

>10.0 

5.0 

0.5 

2.5 

10.0 

2.5 

2.5 

>10.0 

> 10.。

検出感度(μg，IU/g)
薬剤名

LAST CAST STOP法簡易検査法

PTs 

BC >10.0 >10.0 

CL >10.0 >10.0 

ER 10.0 2.5 

その他の抗生物質

LCM >10.0 10.0 

CP 10.0 10.0 

TML >10.0 >10.0 

SAs 

SDMX >10.0 5.0 

SMMX >10;0 5.0 

SDD >10.0 10.0 

QLs 

NA >10.0 >10.0 

OA 1.0 10.0 

PA 2.5 >10.0 

NFs 

FZ 5.0 2.5 

DFZ 2.5 0.5 

抗原虫剤

CLP >10.0 >10.0 

NCZ >10.0 >10.0 

PYR >10.0 >10.0 

その他の合成抗菌剤

TP >10.0 >10.0 

10.0 

> 10.0 

10.。
>10.0 

10.0 

> 10.0 

> 10.0 

>10.0 

> 10.。
2.5 

1.0 

5.0 

2.5 

>10.0 

>10.0 

10.0 

10.。
10.0 

1.0 

> 10.0 

> 10.。
10.0 

>10.0 

> 10.。
>10.0 

>10.0 

>10.。
>10.0 

2.5 

10.。
10.0 

> 10.0 

>10.0 

> 10.0 

> 10.。
>10.0 
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を各都道府県に通知した1) この簡易検査法1)は従来の

方法2)に比べて多少検出感度が高くなったが，一部の抗

菌性物質についてはまだ検出感度が低く，更に改良する

余地がある.一方，米国やカナダでは STOP法， EC諸

国では GermannHermstoff法及ぴFour.Plate法等が食肉

中の残留抗菌性物質スクリーニング法として採用されて

いる 11-15) 近藤らはこれらの検査法を比較した結果，

STOP法と GermannHermstoff法が優れていることを報

告した16) 最近，乳牛の尿中の残留抗菌性物質検査法

としτSTOP法を改良とした LAST，牛の尿あるいは腎

臓中の残留抗菌性物質検査法として CASTが米国の

USDA/FSISで開発された5，6) Korsrudらは CAST及び

STOP法等について基礎的検討を行った結果， CASTの

検出感度が優れていること報告した17) TerHuneら，

Seymourら及ぴ Macneilらはそれぞれ投与実験により牛

の尿等から LASTあるいは CASTで残留抗菌性物質を

検出できることを証明した18-20) 牛の尿を対象として

LAST及び CASTを用いた残留実態調査も報告されてい

る13，21，22) これらの報告はいずれも尿や臓器を対象と

したものである.

今回，著者らは食肉中の残留抗菌性物質の検出に両方

法を用いることを試み，その基礎実験としてわが国で家

畜に使用されている代表的な抗菌性物質38種類の標準溶

液に対する LAST及ぴ CASTの検出感度を調べた.そ

の結果， TCs， PCsに対しては LASTの方が高い値を示

したが， CASTも十分満足できる値であった. AGs， SAs 

及ぴ ERに対しては CASTの方が高い値を示し， MLs， 

NFsに立すしては LAST，CASTは同じ4栄なイ直を示した.

特に AGsに対しては，これまでの検査法は B.subtilis 

ATCC 6633とAntibioticMedium 5の組み合わせで用い

られており，著者等もわが国で残留抗菌性物質検査に用

いられている11種類の試験菌について調べた結果，この

組み合せがよいことを報告した23) しかし TCs，PCs， 

MLsに比べて検出感度が低く，今回の実験から B.

m問gateriumA TCC 9885とストレプトマイシン・アッセイ

培地を用いた CASTが B.subtilisとミュラー・ヒントン

培地を用いた LASTよりも検出感度は高いことが判り，

CASTを用いることにより AGsの検出感度を高くできる

ことが示唆された.また" CASTのSAsに対する値は

簡易検査法で採用されているトリメトプリム添加培地

(SAs用培地)のそれと同等以上であるので， CASTを用

いれば SAsの検出感度は高くなるものと推察される.

次に，抗菌性物質を添加した食肉を対象として，

LAST及ぴ CASTの検出感度を， STOP法及び簡易検査

法のそれと比較した.食肉に抗菌性物質が吸着される等

の影響により，標準溶液で検討した成績より検出感度が

低くなっているが，検出可能な薬剤の種類は同じであ

り， LAST及ぴ CASTとも簡易検査法とほぼ同様の成

績が得られている.なお， ii部主主菌が異なるためか検出感

度の差異が認められる.すなわち， LASTで検出できる

抗菌性物質は TCsとPCsであり， MLsのOM，QLsのOA

とPA，NFsのDFZは高濃度残留している場合に検出で

き，これら以外の抗菌性物質は検出することが困難であ

る. CASTではTCs，PCs， AGsのKMとFM，NFsのDFZ

を検出でき， AGsのDSM，MLs， PTsのER，NFsのFZ

は高濃度残留している場合に検出でき，これら以外は検

出することは難しし特に，標準溶液では高い検出感度

を示した SAsの検出も難しいと考えられる.検出でき

る抗菌性物質に相違があることから， LASTとCASTの

両者を併用することにより， STOP法及ぴ簡易検査法に

比べて幅広く抗菌性物質をスクリーニングできるものと

考える.しかし， PEs， PTs(ERを除く)， TML，抗原虫

剤及び TPに対しては両キットともほとんど感受性を示

さなかったことから，これら薬剤に対するスクリーニン

グ法を早急に開発する必要があると考える.

現在市販されている LAST，CASTの両キットは綿棒，

平板培地，試験菌等が調製できていることから，常に同

一条件で検査ができるので，食肉衛生検査所等の日常検

査に応用できると考えられる.また.本キットによる検

査では，綿棒に組織i夜を完全にしみ込ませることが重要

である.今回著者らが行った豚挽き肉での実験では10分

間で十分であったが，枝肉，臓器あるいは肉の種類等で

組織液のしみ込む時間が異なると考えられるので，綿棒

に組織液のしみ込む時間，すなわち，挿入時間を各臓器

や肉の種類ごとに定める必要があろう.

結〆論

牛の尿あるいは腎臓中の抗菌性物質スクリーニングテ

ストとして開発された LAST及ぴ CASTの 2種類の

キットについて，食肉中の残留抗菌性物質スクリーニン

グ検査法として応用できるか否かを検討し，以下の結果

を得た.

1. 26種類の抗生物質， 12種類の合成抗菌剤の標準溶液

に対する LAST及ぴ CASTの検出感度を検討した結果，

LAST， CAST共 TCs，PCs， EM， DFZに対しては0.1μg

/ml以下の高い検出感度であったが， DM-A， KSM， SLM， 

MN， BC， CL， TML， TP及び抗原虫剤に対しては非感受性

であった. SAsに対して LASTは非感受性であったが

CASTの検出感度は0.25-0.5μg/mlであり，その他の
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抗菌性物質に対しては中程度の感度を示した.

2. 抗菌性物質を添加した食肉について検出能を検討し

た結果， LAST， CAST共に標準溶液で得られた成績と

ほぼ同一であった.

3. LAST， CAST， STOP法及び簡易検査法の検出感度

を比較した結果，それらの聞に大差はなかった. しかし，

LASTとCASTを併用して検査すれば， STOP法及ぴ簡

易検査法に比べて広範囲の抗菌性物質をスクリーニング

できることが判った.

4.豚挽き肉中への綿棒挿入時間は10分間で十分であり，

それ以上挿入しでも阻止帯の大きさは変わらなかった.

5. LAST及び CASTは，綿棒，平板培地，試験菌が調

製済みであり，常に同一条件で検査できることから実用

性が高かった.

(本研究の概要は，第63回 日本食品衛生学会 1992年

5月で発表した.) 
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標準品としての市販指定外着色料の検討

中沢久美子*石川 ふ さ 子 * 田 端 節 子 *

川合由華*田村行弘*二島太一郎*

Study of Undesignated Food COIOi;S on the Market of the Standard Colors 

Klll¥llKO N AKAZA W A *， FlTSA.KO ISHIK.-¥ WA. * 

SETSllKO T ABA T A *. YllKA KA W .-¥1 *， Yl"KIHIRO T .-¥:--ll・RA.* 

and TAICHIRO NISHnlA * 

Keywords:指定外着色料 undesignatedfood color，着色料 coloradditi¥'es. 食用着色料 foodcolor. ペーパーク

ロマトグラフィー paperchromatography.高速液体クロマトグラフィー highperformance liquid chromatograph~' 

緒言

現在，我が国には多くの食品が輸入されているが，そ

の中には日本の食品衛生法で指定された12種類以外の着

色料を使用している食品が時々見つけられる.ここ数年

内に我々が検査した食品からもアゾルピン，キノリンエ

ロー，パテントブルーV，ブラック PN等が検出された.

このような指定外着色料を食品から分析及び同定する

中で，市販の着色料を標準品とした場合，同一商品名で

もペーパークロマトグラフィーで異なる挙動を示したり，

Color Index Number (C. 1. No. )が表示されていない着色

料もあり，どの製品を標準品として使用するのが適当か

判断が困難な場合があった.

そこで，我々は食品中の着色料を分析する際に標準品

として適している着色料製品をみつける目的で，過去に

我が国で食品から検出した指定外着色料の中で主に市販

の着色キ1十について，ペーパークロマトグラフィー(PC)，

液体クロマトグラフィー (HPLC)及ぴ一部質量分析法

(FAB!MS)により品質を検討し，若干の知見を得たので

報告する.

実 験 の 部

1.試 料 1992年 1-4月に購入した49製品，入手時

期不明の 5製品及ぴ製造会社から分与された 3製品で，

合計16種， 57製品を試料とした.その内訳を表 1.に示

したが，国産17製品及び外国製40製品である.

2. PC用試薬1)

1 ) PC用ろ紙:アドパンチック東洋側製 PC用ろ紙，

No.50，12X22cm， 9本溝入り

2 )展開溶媒:①アセトン・イソアミルアルコール・

水(6: 5 : 5)② n -ブタノール・無水エタノール・

1 %アンモニア水(6: 2 : 3)③25%エタノール溶液・

5%アンモニア水(1 : 1 ) 

3 )基準色素溶液:色素は国立衛生試験所標準品を用

いた.

基準色素溶液① アマランス(食用赤色 2号)，ニューコ

クシン(食用赤色102号)，サンセットエロー FCF(食用

黄色 5号)及ぴナフトールエロー Sのそれぞれ0.1%を含

む水溶液

基準色素溶液⑥ エリスロシン(食用赤色 3号)，フロキ

シン(食用赤色104号)，ローズベンガル(食用赤色105号)

及ぴアシドレッド(食用赤色106号)のそれぞ、れ0，1%を含

む水溶液

3. HPLC周装置及び測定条件2)

1 )装置高速液体クロマトグラフ:Waters社製600

l¥lS型，検出器:同社製 PhotodiodeAray Detectar 994型

2 )測定条件カラム Waters社製 5C18AR， 4，5 

mmi.d. X150 mm 

移動相 :A液一酢酸緩衝液 PH4，6・水(1 : 10)， B 液

-A 液・メタノール(20:80)，酢酸緩衝液-1 M NaOH 

• 1 M酢酸・水(5: 10 : 35) 

グラジェント条件: 分 A 液% B液%

0 

15 

100 

65 

0 

35 

市東京都立衛生研究所生活干|学部食品研究科 169東京都新宿区百人町 3-2-1-1 

*Thぜ Tok~'o :--Ietropolitan Resεarch Laboraton' of Pllblic Health 

2-1-1. H、akllnincho3 cho日l ぜ .Shinjllkll.Kll.Tok~'o. 169 J apan 
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表 1-1.試料とした着色料製品

試料 商品名 C. 1. 1) EEC2) 商品 メーカー名

No. No. No. No. 

アゾルピン 14720 E122 

1 Azorubin S 1B 097 CHROMA 
2 Brillantcarmoisin 0 1B 099 CHROMA 

3 Carmoisin B 1B 101 CHROMA 
4 Chromotrope FB 21.451-5 ALDRICH 

レッド 2G 18050 128 

5 Acid Red 1 18050 A-2775 SIGMA 
6 Azophloxin 18050 1B 103 CHROMA 

7 Acid Red 1 21.063-3 ALDRICH 

ポンソー 3R 16155 

8 Ponceau 3R 16155 P 591 東京化成

9 Ponceau 3R 16155 166-11921 和光純薬

10* Ponceau 3R 16155 国立衛生試験所標準品

ポンソー 6R 16290 

11 Ponceau 6R 16290 P0667 東京化成

12 Ponceau 6R 1B 121 CHROMA 
ファストレッド E 16045 

13* * Fast Red E 16045 三栄化学

14 * * Acid Fast Red KS (C. 1. Acid Red 13) 関西染料

キノリンエロー 47005 E104 

15 Quinoline Yellow 47005 Q-1376 SIGMA 

16 Quinoline Yellow S 47005 Q 023 東京化成

17* Quinoline Yellow 47005 Q 023 東京化成

18 Quinoline Yellow (water sol.) 30.905-2 ALDRICH 

19 Quinoline Yellw 1B 141 CHROMA 

20 Quinoline Yellow (Chinoli昭 elb) 22680 FLUKA 
21 Quinoline Yellow WS 918-4 大和化工

キシレンエロー 18965 107 

22 Acid Yellow 17 18965 A-4645 SIGMA 
23 Xylene Fast Yellow 2G 18965 X 025 東京化成

24 Acid Yellow 17 20.198-7 ALDRICH 

オレンジ G 16230 

25 Orange G 16230 1B 221 CHROMA 

26 Orange G 16230 75380 FLUKA 
27 Orange G (Sodium Salt) 16230 0-1625 SIGMA 
28 Orange G 86，128-6 ALDRICH 

* :入手時期不明の着色料.

**市販品ではなく製造会社から分与された着色料.

1) : Color Index Number 
2) : EEC Number， Eの記号のないものは暫定を示す.
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表 1-2.試料とした着色料製品

試料 商品名 C.r. 1) EEC2
) 商品 メーカー名

No. No. No. No. 

オレンジ H 15510 

29 Orange 11 15510 1B 377 CHROMA 
30 Orange 11 15510 75370 FLUKA 
31 Orange 11 15510 0-8126 SIGMA 
32 Orange 11 19，523白 5 ALDRICH 
33 Mandarin G 1B 373 CHROMA 
34 Tropaeolin 000 NR. 2 1B 381 CHROMA 

アズールブルー vx 42045 

35 Patentblau V 42045 1B 451 CHROMA 
36 Patent Blue Violet 42045 P-6396 SIGMA 
37 Patent Blue V (Azure Blue VX) 42045 P0597 東京化成

38 Patent Blue (Patent Blue V) 42045 161-11312 和光純薬

39 Patentblau V 1I 305 CHROMA 
ノfテントブルー V 42051 E131 

40 Patent Blue V 42051 76270 FLUKA 
41 Patent Blue Violet 42051 P-6671 SIGMA 
42 Acid Blue 3 42051 A1242 東京化成

43* Patent Blu巴(AzureBlue V) 42051 P 597 東京化成

グリーン S 44090 E142 

44 Lissamine Green B 44090 L-6382 SIGMA 
45 Lissamine Green B 19，958-3 ALDRICH 
46 Kiton Green S 1B 197 CHROMA 
47 Lissamingrun B 1B 199 CHROMA 

ブリリアントミリンググリーン 42100 

48 Patent Green 42100 B0791 東京化成

49 * * Acid Brilliant Milling Green B 675 保土谷化

ベンジルバイオレット 4B 42640 

50 Benzylviolett 1F 163 CHROMA 
51 Formylviolett S 4BN 1F 165 CHROMA 
52 Saurerviolett 6B 1F 169 CHROMA 

フ。ラック PN 28440 E151 

53 Brilliant Black BN 28440 B-8384 SIGMA 
54 Brillant-Schwarz (or-Black) 1B 085 CHROMA 
55 Ariavit Brilliant Black BN WILLIAMS 

プ、ラウンHT 20285 155 
56* Ariavit Chocolate Brown HT WILLIAMS 
57* Chocolate Brown FB AZUMA 

* :入手時期不明の着色料.

**市販品ではなく製造会社から分与された着色料.

1) : Color Index Number 
2) : EEC Number， Eの記号のないものは暫定を示す.
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25 0 100 
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流速 1m l/min，カラム温度:室温，注入量 :10μ1

検出波長衛生試験法3)記載の各々の色素の最大吸収波

長を用いた.

4.質量分析法の装置及び測定条件

1 )装置 Finnigan MA T社製質量分析計 TSQ-70型，

Ion Tech社製 FAB銃

2 )測定条件 FAB/MS(Fast Atom Bombardment/ 

Mass Spectrom巴try)，負イオンモード，マルチ電圧

1200V， FAB銃:High vol. Outgut 7 KV， Current 2 

mA，キセノンガス，マトリックス:グリセロール/チオ

グリセロール(1:1)

5.実験方法

PCの操作法は衛生試験法1)に準じた.すなわち試料

着色料の0.1%水溶液を調製しこれを試料溶液とした.

PC用ろ紙に試料溶液及ぴ基準色素溶液①又は⑥を塗布

する.このろ紙を展開溶媒①，②及び赤色については③

も用いて 13~14 cm 展開する.ろ紙を取り出し風乾した

後， Rf. (原点からスポットの上端までの距離/原点から

溶媒の先端までの距離)と色調を自然光及び紫外線(365

及び253nm)下で、基準色素と比較した.

また HPLC2
)は，試料着色料をHPLC条件の移動相A液

に溶解し 50ppm溶液とした.これを試料溶液とし，

HPLCで分析を行い，検出したピークについてフォトダ

イオードアレイ検出器で吸収スペクトル(350~700nm)

を測定した.また必要に応じ衛生試験法記載の緩衝液に

溶かし，可視部吸収スペクトルを測定した.

アズールブルーVX及ぴパテントブルーVについては

FAB/MSによっても分析を行った.

結果及び考察

着色料は RTECS4)及び ColorIndex5)等から別名を調

査した.また分類は RTECSに従い，色素名は衛生試験

法3)に基づき表示した.なお，各着色料の PCの結果を

図1~ 3に示した.

アゾルビン(試料 1~4) 

4試料とも C.1.No.の表示がなく商品名も異なってい

たが， PCにおいて赤紫色の単一スポットでRf.も一致し

た.また紫外線下でいずれもピンク色の蛍光が見られた.

HPLCでは 4試料とも主ピークは Rt.27.8分にあり，

このピークは516nmに最大吸収波長を持っていた.

PC 及び HPLC の結果から，試料 1~4 はアゾルピン

の標準品として適当と考える.

我々の最近の検査では，オーストラリア産のジャムか

らアゾルビンが検出された.

レッド 2G (試料 5~ 7)

試料 5及ぴ7はPCにおいてチェリーピクン色の単一

スポットであったが，試料6は前者と同様なスポットに

加えて展開溶媒①及び②では上部に，展開溶媒③では下

部に同一色調の副色素を認めた.

HPLCでは 3試料とも Rt.23.7分に主ピークがあり，

このピークの最大吸収波長は506nmであった.また主

ピークの後方に数本の小さなピークがあったが，いずれ

も最大吸収波長は506nmと一致しなかった.試料 6は

主ピーク以外の比率が他と比べ高かった.

PC 及び HPLC により試料 5~7 はレッド 2G の標準

品として適していると考える.

ポンソー 3R (試料 8~10)

PCにおいて試料 9及び10は同じ Rf.の桃色の単一ス

ポットで蛍光も同色であった. しかし試料8は珊瑚紅色

の2つのスポットが重なりあい，下部のスポットには桃

色の蛍光があった.

HPLCの結果を図 4に示したが，試料 9及ぴ10はRt.

28.3分に主ピークが検出され このピークの最大吸収波

長は508nmであった.試料8の主ピークは Rt.27.8分に

あり，その最大吸収波長は500nmであった.また副

ピークが Rt.27.4と28.5分にあり最大吸収波長はそれぞ

れ487，410 nmであった.

以上の結果からまた試料10は国立衛生試験所標準品で

あることから，試料9，10はポンソー 3Rと考えられるが，

試料8は前 2者と異なり検討が必要である.

ポンソー 6R (試料11，12)

PCでは試料11及び12ともチェリーピンクのスポット

で Rfも同じであった.また HPLCでは主ピークは Rt

3.8分に認められ，その最大吸収波長は512nmであった.

PC及ぴ HPLCにより試料11，12はポンソー 6Rの標

準品として適当と考える.

他に商品名が似ていた CrystalPonceau 6 R (SIGMA 

C-0644)を購入し検討したが， C.1. 16250の表示があり，

また PC及ぴ HPLCでも試料11，12と挙動が異なり別の

ものであった.

ファストレッド E (試料13，14) 

本品は市販品が入手できず，製造会社から分与された

試料である.なお試料14は繊維用着色料である.

PCにおいて試料13，14とも主スポットは展開溶媒①

及び②でRf.0.45の桃色のスポットであったが，両試料
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 図 4. ポンソー 3Rの液体クロマトグラム及び吸収スペクトル

液体クロマトグラム検出波長:508 nm 

とも他に小さなスポットが認められた.試料14の小さな

スポットは食用赤色 2号及び同102号とRf.及ぴ色調が一

致した.

HPLCでは 2試料とも Rt.27.2分に主ピークが認めら

れ，このピークは最大吸収波長504nmであった.試料

14では Rt.15.3及ぴ18.6分にも小さなピークがあり，こ

れらのピークは食用赤色 2号及び同102号と Rt.及ぴ吸

収スペクトルがよく一致した.

以上により試料13及ぴ14は副色素が多いが，ファスト

レッドEの標準品として使用できると考える.

キノリンエロー(試料15-21)

PCでは試料によりスポットの数が 1-41聞のものま

であった.主なスポットは展開溶媒①では Rf.0.50と

0.35で次に Rf.0.20， 0.40であり，展開溶媒②では Rf.

0.65と0.35で次に0.20であった.どのスポットもやや緑

色を帯びた黄色で蛍光は認められなかった.

HPLCの結果を図 5に示したが，試料15，16， 18及び

20は Rt.27.8分と 28.3分にピークが認められた.試料19

及ぴ21は Rt.21.4分， 22.8分に大きなピークがあり 27.8

分， 28.3分にも小さなピークがあった.試料17は Rt.

21.6， 23.4， 25.3， 27.9， 28.4及ぴ28.6分と 6本の大き

なピークが認められた.これらのピークは図 5に示した

吸収スペクトルのようにいずれも 414nm及ぴ432nm付

近に 2つの極大吸収波長を持っていた.

キノリンエローは 2-( 2ーキノリル)インダンー 1， 3ジ

オンのモノ~トリ体スルホン酸ナトリウム混合物2).6)で

あるため， PC及びHPLCにおいて複数のスポット及ぴ〆

ピークが検出されたと考える.

以上のことから，試料15-21はキノリンエローの標準

品として使用可能と考える.

他に QuinolineYellow (ALDRICH 23， 413-3)及ぴ

Quinoline Yellow (SIGMA Q-1251)を購入したが，前者

は spiritsol.の表示があり，後者はC.I.4700の表示が

あってともに水溶性ではなかった.

なお，キノリンエローの分析の際は成分の異なる複数

の製品を標準品として用いる必要がある.

我々の検査では，イギリス産のキャンデーからキノリ

ンエローを検出しているが，そのパターンは試料19の

CHROMA社のものと類似していた.

キシレンエロー(試料22-24)

PCでは 3試料とも展開溶媒①及び②で黄色の単一ス

ポットを認めた.また HPLCでも 3試料の主ピークは

Rt. 25.5分で，その最大吸収波長は404nmであった.

PC及ぴ HPLCにより 5式キヰ22-24はキシレンエローの

標準品として適当と考える.

オレンジG(試料25-28)

PCにおいて試料25-28は蜜柑色のスポットであった

が，試料27だけは Rf.0.15にも黄色の小さなスポットが
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図5. キノリンエローの液体クロマトグラム及ぴ吸収スペクトル

液体クロマトグラム検出波長:414 nm 

あり，これには同色の蛍光がみられた.

HPLCでは試料25，26及ぴ28はRt.22.5分に主ピーク

があり，試料27は主ピークが Rt.22.5分にまた小さな

どークが Rt.23.2分に認められた. Rt. 22.5分のピーク

は474nmに最大吸収波長を持っていたが， Rt. 23.2分の

ピークは最大吸収波長465nmであった.

以上のことから，試料25-28は標準品として使用でき

ると考える。

オレンジn(試料29-34)

PCでは試料29-34はいずれも樫色の単一スポットで

あった.またHPLCでは Rt.29.6分に主ピークがあり，

その最大吸収波長は485nmで、あった.



m/Z543.1，また試料 40，41及び42は C.1.42051の

M-1/2Ca， m/Z559.7の親イオンが検:出された.図 7に

その代表的なもののマススペクトルを示した.

PC， HPLC及びFAB/MSにより試料35-39はアズー

ルブルーVXと考える.

なお， 5試料とも PatentBlueまたは PatentBlue Vと

いう商品名であり C.1.No.で確認しないかぎりパテント

ブルー V(C.1.42051)と誤認する可能性がある. 日本で

は昭和34年12月まで食用青色101号として許可されてい

た関係から，日本のメーカーの製品はいずれ1もアズール

ブルーVXが現在も販売されているものと考えられる.

現在，アズールブルーという表示は衛生試験法のみであ

り，他に相当する名称はなく，いずれも PatenBlue， 

Blue VRSあるいはAcidBlue 1で表示されており，その

名の由来はどこにあるのか不明である. EC等では次に

示すパテントブルーVが許可されている.

パテントブルーv(試料40~43)

PCにおいて 4試料とも同一色調の青色であったが，

試料40，41及び42は展開溶媒①ではアズールブルーVX

とほぼ同じ Rf.であった.展開溶媒②ではRf.0.55であ

りアズールブルーVXと分離した.試料43は展開溶媒①

及ぴ②でアズールブルーVXと同じ Rf.であった.

HPLCでは図 8のように試料40-42の主ピークの Rt.

は28.9分でその最大吸収波長は635nmであり，アズー

ルブルーVXと分離した.試料43の主ピークは Rt.28.3

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 43， 1992 

PC及ぴHPLCより試料29-34はオレンジEの標準品と

して適していると考える.

アズールブルーvx(試料35~39)

PCでは試料35，36及び37は青色の単一スポットで，

試料38は主スポットの下部に藤色のスポット，試料39は

主スポットの上部と下部に少し青色のスポットが認めら

れた.

HPLCの結果を図 6に示したが，試料35-39の主ピー

クは Rt.28.4分であり，その最大吸収波長は638nmで

あった.

FAB/MSの負イオンモードによる測定結果では，試

料35，36， 37， 38， 39及ぴ43は C.1.42045の M-Na，
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図 7. アズールブルーVX及びパテントブルー Vのマス

スペクトル
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図6. アズールブルーVXの液イ本クロマトグラム

検出波長:635 nm 
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図8. パテントブルーVの液4本クロマトグラム

検出波長:635 nm 

分でその最大吸収は638nm付近にあった.

PC， HPLC 及ぴFAB/MS により試料40~42はパテン

トブルー Vであり，試料43は PatentBlue (Azure Blue 

V)C.1.42051の表示があったが，アズールブルーVX

(C.1.42045)であると考える.

試料43は数年前に購入した製品であるが，古いものを

使用する場合にはパテントブルー Vかアズールブルー

VXかを確認することが必要である.

我々の検査事例では，スイス産キャンデーからパテン

トブルーV(C.1.42051)を検出している.

グリーンs(試料44~47)

PCにおいて展開溶媒②で試料44及び45はRf.0.40の

青色単一スポット，試料46はRf.O. 65の緑色スポット，

試料47は両方のスポットが認められた.また試料46及び

47のRf.O. 65のスポットはアンモニア蒸気で退色した.

HPLCの結果を図 9に示した.試料44及び45では主

ピーク Rt.25.4分の他に Rt.24.7分に，試料46では主

No.45 

No.46 

No.47 

一
20 30 

Retention time (min) 

図9. グリーン Sの液体クロマトグラム

検出波長:636 nm 

ピーク Rt.29.0分の他に Rt.27.4分に，試料47では主

ピーク Rt.25.4分の他に Rt.24.9，27.2及び28.7分に

ピークがみられた.そのなかで Rt.25.4分のピークだけ

が最大吸収波長636nmを示し，他のピークはいずれも長

波長側にシフトしていた.

以上の結果から試料44及ぴ45はグリーン Sの標準品と

して使用できるが，試料46は別のものであり，また試料

47は混合物であると思われ検討が必要である.

ブリリアントミリンググリーン(試料48，49) 

PCでは試料48及ぴ49は展開溶媒①，②とも Rf.0.70

で青緑色のスポットであるが，試料49は主スポットの上

部に微量の副色素が認められた.展開溶媒③でも確認の

ため展開を行ったところ，両者のスポットは展開中は退

色し風乾後は復色し，また Rf.も一致した.

日PLCでも両者の主ピークは Rt.28.5分で641nmに最

大吸収波長を持ったいた.

以上により試料品及び49はブリリアントミリンググ
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リーンの標準品どして適当と考える. ま と め

他に Brilliantgreen (FLUKA 16020)， Brillantgrun 

(CHROMA 1B 285)及ぴ BrilliantGreen (和光純薬

021-02352)も検討したが 3試料ともC.1.42040の表示が

あり塩基性色素であった.

ベンジルバイオレツ卜 4B (試料50~52)

PCにおいて 3試料とも展開溶媒①で Rf.0.65に紫色

の単一スポット，展開溶媒②で Rf.0.80に紫色のスポッ

トと Rf.0.90に同色の副色素を認めた.この副色素はピ

ンク色の蛍光が見られた.

HPLCでは 3試料の主ピークは Rt.30.2分で，その最

大吸収波長は約590nmであった. しかし衛生試験法記

載の最大吸収波長と異なることから， 3試料の0.02N酢

酸アンモニウム溶液の可視部吸収スペクトルを測定した

ところ，最大吸収波長は546nmでよく一致した. HPLC 

の主ピークの最大吸収波長が590nm付近であったのは，

溶媒により長波長側にシフトしたためと考える.

以上の結果から試料50-52はベンジルバイオレット 4

Bの標準品として適していると考える.

ブラック PN (試料53~55)

PCでは 3試料とも展開溶媒①でRf.0.20，展開溶媒②

でRf.0.15に紺色の単一スポットが認められた.

HPLCでは Rt.23.8分に主ピークを認めたが，その

ピークの最大吸収波長は574nmであり，吸収スペクト

ルはよく一致した.

PC及ぴ HPLCにより試料53-55はブラック PNの標

準品として適当と考える.

我々の検査では，デンマーク産のランプフイッシュ

キャビアからブラック PNを検出している.

ブラウン HT(試料56，57) 

PCにおいて展開溶媒①では試料56はRf.0.05，0.30， 

0.55に，試料57はRf.0.05，0.30， 0.65に茶色のスポット

が見られるが全体にテーリングしていた.展開溶媒②で

は試料56はRf.0.05から Rf.0.25までテーリング，試料57

はRf.0.05，0.15， 0.30にスポットが見られるが全体に

テーリングがあり，両試料のパターンはやや異なった.

HPLCでは試料56は主ピークがRt.28.6分に，試料57

では主ピーク Rt.28. 6及び28.8分の他に Rt.29.4，30.0 

及ぴ30.4分に小さなピークがあった.これらのピークは

Rt.20-42分までのベースラインのなだらかな上昇の上

にみられ，いずれのピークも 466nmに最大吸収波長が

あった.

以上の結果から，試料56及ぴ57は複合物とも考えられ

更に検討する必要がある.

食品中の指定外着色料分析に用いる標準品として適し

ている製品をみつける目的で市販着色料16種， 57製品の

検討を行った.

1.今回検討した製品のうちアゾルピン，レッド 2G， 

ポンソー 6R，ファストレッドE，キシレンエロー，オ

レンジG，オレンジIT，ブリリアントミリンググリーン，

ベンジ‘ルバイオレット 4B及びブラック PNは，特に問

題となる製品はなく標準品として使用できると考える.

2. ポンソー 3Rでは，東京化成のC.I.l6155(P591) 

は他のポンソー 3Rとは異なった性状を示した.

3.キノリンエローは単品ではなく混合物であり，製

品によりその構成成分が異なっていた.従って分析の際

は成分の異なる複数の製品を用いる必要がある.

4. アズールブルーvxはどの製品も PatenBlue又は

Patent B1ue V の商品名でありパテントブルー V

( C .1. 42051 )と誤認する可能性がある.

5. パテントブルー VはPCでは展開溶媒②， HPLC 

及ぴFAB/MSでアズールブルーVXと分離した.

日本ではアズールブルーVXが食用青色101号として

許可されていた関係から，パテントブルーVと混乱して

いる製品もあり，古い物の場合には確認した後使用する

必要がある.

6. グリーン Sでは， Kiton Green S (CHROMA 1B 

197)はグリーン Sと異なり， Lissamingrun B(CHROMA 

1B 199)はグリーン Sと他の混合物である.

7.市販の着色料を購入して標準品として使用する際

は， C.I.No.，色調， PC，可視部吸収スペクトル及ぴ

HPLC等で、確認のうえ使用する必要がある.また商品名

が種々 で、C.I.No.のない製品は特に注意が必要と思われ

る.
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図1.展開溶媒①*による指定外着色料のペーパークロマトグラム

A:アゾルピン， B レッド 2G， C :ポンソー 3R， D :ポンソー 6R， E:ファストレッド E，
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。

F:キノリンエロー， G キシレンエロー， H オレンジG，1 オレンジn，J :アズールブルー VX，

K:ノfテントブルーV，L:グリーン S，M:ブリリアントミリンググリーン，

N:ベンジルバイオレット 4B， 0 :ブラック PN， P:ブラウン HT， S t 基準色素@

*展開溶媒①:アセトン・イソアミルアルコール・水 (6: 5 : 5) 
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図2.展開溶媒②**による指定外着色料のペーパークロマトグラム

A:アソ。ルビン， B レッド 2G， C :ポンソー 3R， D :ポンソー 6R， E:ファストレッド E，

F:キノリンエロー， G キシレンエロー， .H オレンジG，1 オレンジIT，J :アズールブルー VX，

K:パテントブルーV，L:グリーン S，M:ブリリアントミリンググリーン，

N:ベンジルバイオレット 4B， 0 :ブラック PN， P:ブラウン HT， S t 基準色素@

*展開溶媒①:アセトン・イソアミルアルコール・水 (6:5:5)

**展開溶媒② n司ブタノール・エタノール・ 1%アンモニア水 (6: 2 : 3) 
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図 2. 展開溶官版~**による指定外着色料のペーパークロマトグラム

A:アゾルビン B レッド 2G， C :ポンソー 3R， D :ポンソー 6R， E:ファストレッド E，

。

F:キノリンエロー， G キシレンエロー， H オレンジG，1 オレンジII，J :アズールブルー VX，

K:ノfテントフツレー V，L:グリーン S，M:ブ子リリアントミリンググリーン，

N:ベンジルバイオレット 4B， 0 :ブラック PN， P:ブラウン HT， S t 基準色素@

**展開溶媒② n目ブタノール・エタノール・ 1%アンモニア水 (6: 2 : 3) 



IStl~A一寸iBiiCii叶iE-TStl Rf. 

1.0 

0.5 

。
⑥ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 ⑥ 

図3.展開溶媒③***による指定外着色料のペーパークロマトグラム

A:アゾルピン B レッド 2G， C ポンソー 3R， D :ポンソー 6R， E:ファストレッド E，

S t 基準色素@

***展開溶媒③:25%エタノール・ 5%アンモニア水 (1: 1) 
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緒言

近年，我が国では，国民の食生活水準の向上やグルメ

指向とあいまって，多種多様な食品が多くの国々から輸

入されている.輸入件数についていえば， 1986年一1990

年の聞に年平均約13%の増加がみられ1) 今後とも，さ

らに増加することが予測される.

しかし，これらの輸入食品について使用されている食

品添加物の使用実態については，現在，ほとんど明らか

にされていない.

著者らは，これまでに，天然色素に関する分析法を作

成し2屯)，この分析法を利用して，周内産6)の食品を対

象とする天然色素の使用実態調査を実施した.その結果，

多種類の食品に，天然色素が広く使用されていることが

わかった.そこで，今回は輸入食品中の天然色素の使用

実態について調査を行ったので，その結果を報告する.

実験方法

1.試料

試料は平成元年 4月から平成 4年 3月の問に都内にお

いて市販されていた輸入加工食品で，外観上何らかの色

が認められ，かつ，主として合成着色料添加等の表示の

ない合計276件を対象とした.試料は便宜上次に示す 5

群に大別して実験に供した.

1 )菓子 194検体

2 )清涼飲料水 21検体

3 )食肉・魚介及ぴ乳製品 12検体

4 )穀類・豆類・野菜及ぴ果実加工品 29検体

5 )調味料及び香辛料

2.試薬及び装置

赤キャベツ色素:三栄化学工業株)製

鋼クロロフィル:日本葉緑素(械製

他は前報2-5)に従った.

20検体

なお，リボフラピンはわが国では化学的合成品とみな

され，指定添加物に数えられているが，欧米では天然物

扱いで着色料として使用されることが多いので本調査に

おいても対象のーっとした.

また，銅クロロフィルは天然色素ではないが，クロロ

フィルの誘導体であるので調査対象に加えた.

3.分析方法

試料の調製は前報2-5)に準じた.すなわち，試料の着色

の程度により， 5 -25gを秤取し，液体試料はそのまま，

固体試料は細切し，水または水・エタノール(1: 1) 

混液50mlを加えてホモジナイズした後， 1N酢酸及び

0.5Nアンモニア水を用いて， pH 6 -7に調整した.さ

らにエーテル50mlを加えて約10分間振とう後，有機層

及び水層をそれぞれ分取し，有機層は高速液体クロマト

グラフィー4-5)で，水層は薄層クロマトグラフィー2)で

分析した.また，銅クロロフィルについては井上ら7)の

方法に準じた.

なお，アントシアン色素は原料となる植物によってク

ロマトグラムのパターンが異なるため，生産量8)の多い

ベリ一色素，赤キャベツ色素，ムラサキトウモロコシ色

素及ぴブドウ果汁色素の 4種の色素を標準色素として選

*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 J apan 

**東京都立衛生研究所



ではアントシアン色素の検出率が高かった.一般に，ア

ントシアン色素は食品の加工時及び貯蔵中に変色しやす

い不安定な色素であるが，酸性では美しく，安定な赤色

を呈する.従って，酸性であるあめには適した色素であ

ると考える.

燈色のあめ20検体中アナト一色素が6件， s-カロチ

ン及ぴパプリカ色素がそれぞ、れ 5件ずつ検出された.い

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lαb. P.H.， 43， 1992 

ぴ，食品中のアントシアン色素の確認をした.

結果及び考察

112 

1.菓子

菓子の検査結果を表 1に示した.

赤色のあめ25検体を検査したところ23件からアントシ

アン色素が検出された.このうち， 1件はウコン色素と

併用されていた.他にビートレッドが2件あった.あめ

検出色素

アントシアン色素 (22)， 

+ウコン色素(1 ) 

Pーカロチン(5 )，パプリカ色素 (5)， 

ニール色素(1 ) 

ウコン色素 (2)， 

色素+ウコン色素

ウコン色素 (17)， 

フラピン(1 ) 

s-カロチン+B2 (2)，ウコン色素 (2) 

リボフラピン(1 )，ウコン色素+銅クロロフィル(1 ) 

アントシアン色素 (6)，アントシアン色素十 B2 (1) 

ビートレッド(3 ) 

アントシアン色素(5 )，コチニール色素(1 )，ビートレッド(1)

コチニール色素(2 )，アナト一色素 (1)，s-カロチン(1 ) 

パプリカ色素(1 )，パプリカ色素+sーカロチン(1 ) 

ウコン色素 (4)，クチナシ黄色素 (2)，ベニバナ黄色素(1 ) 

アントシアン色素(6 )，アナト一色素+コチニール色素(1 ) 

クチナシ黄色素 (5)，s-カロチン(1 ) 

クチナシ黄色素(1 ) ，ウコン色素(1 ) 

アントシアン色素(1 ) 

アントシアン色素(2 ) 

Pーカロチン(1 ) ，アントシアン色素+ウコン色素(1 ) 

ウコン色素 (4) 

ウコン色素(2 ) 

アントシアン色素 (2) 

アントシアン色素+リボフラピン

リボフラピン(1 ) 

アナト一色素(1 ) ，パプリカ色素(1 ) 

アナト一色素+ウコン色素(1 )，ウコン色素+パプリカ色素(1 ) 

ウコン色素(1 ) 

アントシアン色素(2 ) 

s-カロチン+R3 (1) 

ベニバナ黄色素 (2) 

ウコン色素(1 ) 

アナト一色素(1 ) 

コチニール色素(1 ) 

表1.菓子中の天然色素検査結果

(検出検体数)

ビートレッド(2)， 

検体数

25 

名体検

め アントシアン色素あ

コチ

アナトー

アナト一色素(5 )， 

アントシアン色素+ウコン色素(1 ) ， 

( 1 ) 

s-カロチン (5)， 

20 オ量

リボクチナシ黄色素(1 ) ， 

( 1 ) 

24 
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桃
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黄

赤
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樫

黄

緑

赤

樫

黄

櫨

昔

一

赤

樫

黄

黄

糧

桃

緑

ゼリー

グミキャンデー

ビスケット及ぴクッキー

ラムネ菓子

砂糖菓子

揚げ菓子

ガム

チョコレート(ジャム入り)

チョコレート

B 2 食用青色 2号R 3 食用赤色 3号，
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ずれの色素も耐熱性にすぐれており 9)，やや赤味を帯び

た鮮やかな澄黄色の色素であるため，その性質があめの

着色に巧みに利用されたものと推定される.他にウコン

色素の使用が4件あり，このうちアントシアン色素また

はアナトー色素の併用がそれぞれ 1件ずつあった.また，

コチニール色素も 1件あった.ウコン色素はわずかに蛍

光を有する黄色色素であり，酸性一中性では色調の変化

はないが，アルカリ性では赤褐色9)に変わる. しかし，

酸性で糧色を呈しているあめが2検体あった.これは，

ウコン色素に鉄塩を添加すると酸性溶液中でも糧色を呈

することから，鉄塩等の色調安定剤9)を併用しているこ

とが考えられる.

輸入されたあめのうち樫色のものからは，前述のごと

しアナト一色素. s-カロチンなど泊溶性色素の使用

が多かった. しかし，国内産6)のあめでは水溶性色素の

コチニール色素及ぴラック色素が大半を占めており，パ

プリカ色素の使用例は少ない.このように輸入食品と囲

内産で色素の使われ方に違いがみられた.

黄色のあめ24検体中17件からウコン色素が検出され，

Fカロチンは 5検体から検出された.他にクチナシ黄

色素及びリボフラピンが検出されたものがそれぞれ 1件

あった. s-カロチンはウコン色素の次に多く用いられ

ていたが，この色素は熱に対し安定であり. pHによる

色調の変化もない9) しかし，光に対してはあまり安定

でないが，酸味を出すため抗酸化作用のあるピタミン C

などを添加した比較的酸性の強いあめには，適した色素

と考えられる.

緑色のあめ 6検体から，ウコン色素が3件検出され，

そのうち. 1件は銅クロロフィルとの併用であった.こ

のあめは輸入食品の見本市で入手したもので，わが国の

食品衛生法で使用違反のものであった.また. s-カロ

チンに食用青色 2号が併用されているものが2件あった.

通常，緑色のあめには，その色調からクロロフィル系統

のものが使用されていると思われたが，実際には，ウコ

ン色素の使用が多く認められた.ウコン色素は酸性で，

透明感のあるドロップなどに用いた場合，独特な青白い

蛍光を発することがあるといわれている9) 従って，こ

の青白色の蛍光と黄色とが混じりあうことによって緑色

にみえるものと推察される.天然色素の中で青色系統の

色素として，クロロフィルやクチナシ青色素などあるが，

他の色調の色素に比べ種類が少なく， しかも，これらの

色素は比較的不安定で、pHによる色調の変化や光分解9)が

生じやすい.従って，これらの色素を用いて緑色に着色

するのが難しい場合が多いので，黄色の s-カロチンと

青色の酸性タール色素を併用して緑色に着色したと考え

られる.

赤紫色のあめ 7検体は，そのいずれからもアントシア

ン色素が検出された.おそらく，ムラサキトウモロコシ

色素のような紫色の強い10)アントシアン色素を用いた

ものと推察される.

桃色のあめ 3検体のすべてからビートレッドが検出さ

れた.これらは，いずれもクリーム状の部分が多い試料

であった.アントシアン色素はタンパク質によって紫色

一灰色9)に変色するのでタンパク質を多く含む食品には

使用できない.そこで，タンパク質により変色すること

のない9)本色素を利用したものと考える.

ゼリー20検体中 5件からアントシアン色素が. 4件か

らウコン色素が検出された.他に，コチニール色素が3

件，クチナシ黄色素2件の使用が認められた.また，園

内産のものには見られない使用例としてピートレッドの

使用が l件あった.ゼリーは色調と鮮明度が要求される

ので，比較的，透明感があり安定なこれらの色素が選ば

れたものと考える.

グミキャンデイは，最近，市場に多く出回っているゼ

リーの一種で，食感がゴム様であり. 16検体のうち赤色

の7検体からアントシアン色素が. 6検体からクチナシ

黄色素が検出された.グミキャンディーはゼリーと同様

に透明な色調を保つことが重要であるため，食用黄色 4

号と似た色調11)をもち，ゼラチンを多量に含有するた

めタンパク質に染着性のよいクチナシ黄色素が選択され

たものと思われる.

砂糖菓子では. 10検体中 7件からウコン色素が検出さ

れた.赤色ではアントシアン色素が，槍色では s-カロ

チンの使用がそれぞれ認められ.あめの場合と同様の色

素が用いられていた.また，ラムネ菓子には 4検体中 3

件にアントシアン色素が 2件にリボフラビンが使用さ

れていた.

揚げ菓子 5検体から，アナト一色素，ウコン色素及び

パプリカ色素がそれぞれ 2件ずつ検出された.このうち，

l件はアナトー色素とウコン色素，他の 1件はウコン色

素とパプリカ色素との併用であった.これらの色素はい

ずれも油溶性色素であり，熱に対し比較的安定である9)

ため用いられたものと考えられる.また，パプリカ色素

を検出した試料には，辛味をつけるためトウガラシ粉が

ふりかけられていたことから，検出されたパプリカ色素

は着色料だけでなく， トウガラシ由来のものを含むと考

えられる.

ビスケットやチョコレートからもアントシアン色素や
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コチニール色素が検出されたが，これらはいずれも本体

に付着しているクリームあるいはジャム由来であった.

2.清涼飲料水

清涼飲料水15検体についての検査結果を表2に示した.

オレンジ飲料 5検体中いずれからも Pカロチンが検

出され，このうち 3件はパプリカ色素， リボフラピンあ

るいは酸性タール色素との併用であった.sカロチン

は原料のかんきつ類由来も十分考えられるが，飲料をや

や混濁させ果汁らしさを出すため，乳化剤等と併用した

とも考えられる.

オレンジ飲料の色調は樫色一黄色であり，液性は弱酸

性である.圏内産では6)酸性で樫色を呈する水溶性のコ

チニール色素及びラック色素が多用されていたが，今回

の輸入品の結果ではpH値によって色調の変化が少ない

油溶性色素の使用が多かった.更に Fカロチンにリボ

フラピンを添加することで，着色及び栄養強化の両方を

目的としているものや，あるいは燈色の酸性タール色素

を併用し，より赤味の強い色調を出しているものもみら

れた.

グレープ飲料 5検体からはアントシアン色素が検出さ

れた.これはブドウ由来かあるいはブドウ果皮抽出物を

添加したかいずれかであると考える.

イチゴ飲料は 4検体のすべてからアントシアン色素が

検出され，そのうち 1件はピートレッドと併用であった.

バナナ飲料 l件には，酸性では比較的安定12)で，か

つ色調の鮮やかなリボフラピンの使用が認められた.

3.食肉・魚介及び乳製品

食肉・魚介及び乳製品についての検査結果を表 3に示

した.

検出された色素はいずれも油溶性色素であった.ニシ

ンのトマトソース煮からパプリカ色素を検出した. トマ

トソースの赤色はおもにトマト由来のリコピンによるも

のであるが，このリコピンの色を補うために，パプリカ

色素を添加していると考える.

チーズ 8検体中 5件から Fーカロチンを検出した.ま

た，アナト一色素が4件，パプリカ色素 1件検出された.

前報6)で述べたバターの場合と同様に，チーズの色調は

乳牛の飼料中のカロチノイド量の季節的変動によって左

右され，一定しない13) 従って，色調の補色を目的と

してこれらの色素がチーズへ添加されていると推察され

る.

4.穀類・豆類・野菜及び果実加工品

穀類・豆類・野菜及ぴ果実加工品についての検査結果

を表4に示した.パスタ 3検体中赤色のものからビート

レッドが検出された.権色のものにはアナト一色素とク

チナシ黄色素が併用されていた.黄色ではアナト一色素

のイ吏用が認められた.

パスタは沸騰水中でお加熱した後に喫食されるため，用

いる色素には耐熱性を有することが要求される.従って，

前述の揚げ菓子と同様に，熱に対して安定であるアナ

ト一色素はパスタには適した色素であると考えられる.

一方，赤色のパスタには熱に不安定なビートレッドが使

表 2. 清涼飲料水中の天然色素検査結果

検体名 検体の色調検体数 検出色素 (検出検体数)

オレンジ飲料 中萱 5 s-カロチン (2)，s-カロチン+パプリカ色素(1 ) 

s-カロチン+リボフラビン (1)，s-カロチン +Y5 (1) 

グレープ飲料 赤 5 アントシアン色素(5 ) 

イチゴ飲料 赤 3 アントシアン色素(3 ) 

相i 1 アントシアン色素+ビートレッド(1 ) 

バナナ飲料 黄 1 リボフラピン(1 ) 

Y 5 食用黄色 5号

表 3. 食肉・魚介及ぴ乳製品中の天然色素検査結果

検体 名 検体の色調検体数 検出色素(検出検体数)

ニシンのトマトソース煮 澄 l パブリカ色素(1 ) 

プロセスチーズ 澄 1 s-カロチン+パプリカ色素(1 ) 

黄 3 sーカロチン (2)，アナト一色素(1 ) 

ナチュラルチーズ 糧 3 アナト一色素 (2) アナト一色素+s-カロチン(1 ) 

黄 1 s-カロチン(1 ) 
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用されていたが，このような場合は加熱による分解を防

ぎ美しい赤色を保持するために，アスコルビン酸やシス

テインなどの色調安定剤9)を添加していると思われる.

赤キャベツ及ぴブルーペリーなど野菜・果実漬物12検

体中11件からアントシアン色素が検出された.これは，

原料由来かあるいはムラサキトウモロコシ色素などのア

ントシアン色素を添加したかいずれかであると考える.

5.調味料及び香辛料

調味料及ぴ香辛料の検査結果を表 5に示した.ラズペ

リーピューレなどの野菜・果実ソースからアントシアン

色素， s-カロチンが検出された.これはおそらく原料

由来の色素と考えられる. しかし，ソース類は原料を蒸

煮し濃縮した後，香辛料などを加えて作られるため製造

に際して加熱工程が入るので，原料由来の色素のみでは

十分な色調が得られないこともある.そこでカロチノイ

ド色素やアントシアン色素を添加した可能性もある.

チーズ及び牛肉を主原料としたソース 5検体中 2件か

らパプリカ色素が検出された.これは着色と辛味の両方

を目的として力日えられたトウガラシf由出物によるものと

考える.

6.食品群別による天然色素の検出状況

各食品群ごとに検出された色素をまとめて表6に示し

た. 276検体について検査した結果202検体から10種類の

総計219の色素が検出された.検出検体数と検出色素数

の差は， 2種の色素が 1検体中で検出されていたことを

示すものである.

菓子では， 10穫の色素が194検体中148検体に検出され

た.検出色素数において，水溶性色素と油溶性色素を比

べると，水溶性色素の80件にたいし，油溶性色素77件で

ほぼ等しかった.また，水溶性色素ではアントシアン色

素が52件と際だって多く，次いでクチナシ黄色素が9件

であった.油溶性色素の場合もウコン色素が41件と多く，

つぎのP同カロチン17件とは大差をなしていた. しかし，

圏内産6)のものについての調査結果では水溶性色素の検

出頻度が油溶性色素より高く，コチニール色素が一番多

く検出され，ラック色素，ベニバナ黄色素，アントシア

ン色素の順である.今回の輸入食品についての結果から

は，油溶性色素が予想外に多く使われていることがわ

かった.更に，検出頻度もアントシアン色素とウコン色

素が他の色素に比べて著しく高く，この点においても国

内産のものとも差がみられた.食肉・魚介及び乳製品で

は， s-カロチン，アナト一色素及ぴパプリカ色素の 3

種類の油溶性色素のみが検出され，各食品群により，多

用されている色素に特徴がみられた.

表 4.穀類・立類・野菜及ぴ果実加工品中の天然色素検査結果

検 体 名 検体の色調検体数 検出色素 (検出検体数)

パスタ等穀類加工品 赤 ビートレッド(1 ) 

f霊 1 アナト一色素+クチナシ黄色素(1)

黄 l アナトー色素(1 ) 

赤キャベツ等野菜漬物 赤 3 アントシアン色素 (3) 

燈 1 パプリカ色素(1 ) 

赤紫 1 アントシアン色素(1 ) 

ブルーペリー等 赤 7 アントシアン色素(7 ) 

果実のシロップ漬

その他の野菜 赤 1 アントシアン色素(1 ) 

果実加工品 樫 2 s-カロチン(1 )，パプリカ色素(1 ) 

表 5.調味料及び香辛料中の天然色素検査結果

検体名

ラズベリ一等の

野菜・果実ソース

チーズ・牛肉等入り

ソース

その他

検体の色調

赤

樫

黄

桜

黄

樫

検体数

4 

3 

2 

検出色素 (検出検体数)

アントシアン色素 (4) 

βーカロチン(1 ) 

s-カロチン(1 ) 

βーカロチン (2)，sカロチン十パプリカ色素(1 ) 

アナト一色素(1 )，ウコン色素+パプリカ色素(1 ) 

β カロチン十パプリカ色素(1 ) 
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表 6.食品群別の天然色素の検出状況
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食品群全体をみると今回の調査で多く検出された色素

は，水溶性色素ではアントシアン色素が多く 219件中77

件で，ついでクチナシ黄色素10件，ビートレッド 8件で

あった.油溶性色素ではウコン色素が42件，s-カロチ

ン34件，アナト一色素17件，パプリカ色素16件であり，

水溶性色素に比べて，個々の色素の検出頻度の差が小さ

かった.また，囲内産6)で検出されたラック色素，モナ

スカス色素及ぴクチナシ青色素は，輸入食品では 1件も

使用が認められなかった.これは，おそらくモナスカス

色素及びクチナシ青色素はわが国特有の天然色素であっ

るため，欧米では使用が少ないものと推察できる.

7.原産国別による天然色素の検出状況

各原産国ごとに検出された色素をまとめて表7に示し

た. 20ヶ国276検体について検査した結果19ヶ国202検体

から10種類の総計219の色素が検出された.

原産国別にみると，アントシアン色素がイギリス， ド

イツ及びフランスなと'15ヶ国と最も多くの国の食品から

検出された.ついて，sーカロチンがアメリカ及びイギ、

リスなど12ヶ国で，ウコン色素がイギリス及びスイスな

ど11ヶ国，パプリカ色素がアメリカ及ぴオランダなど 8

ヶ国と泊溶性色素が予想外に多くの国で使用されている

ことカfわかった.

また，コチニール色素なとうアントシアン色素以外の

水溶性色素は， ドイツ，オランダ及びアメリカなど 6ヶ

国で使用されているが，他の色素に比べて使用頻度が低

かった.

まとめ

天然色素の添加が予測される輸入食品を対象として，

その使用実態調査を行い次の結果を得た.

1.供試食品276検体中202検体からアントシアン色素，

ウコン色素，s-カロチン，アナト一色素，パプリカ色

素などの10種類の天然色素が検出された.

2.輸入食品を 5群に大別し，検出された天然色素の

種類を検討した結果，各群により使用状況に特徴がみら

れた.特に菓子の場合は10種類と多くの色素が使用され

ており，それらは，単独で使用している例が多かった.

食肉・魚介及び乳製品では 3種類の限定された色素が

使用され，かっそれらの併用した例も認められた.

3.国内産のものでは水溶性色素のコチニール色素，

ラック色素，ベニバナ黄色素などが多用されていたが，

輸入品では水溶性色素のアントシアン色素，油溶性色素

のウコン色素が多く用いられており，使用状況に差がみ

られた.

4.添加物として食品に用いられている天然色素は，

物理化学的性質も多様である. しかし，それらの性質が

食品の着色に巧みに利用されていることがわかった.

5. 'すでに毒性が報告されているパプリカ色素，クチ

ナシ黄色素等が，今回の調査では，種々の食品に使用さ

れていることがわかった.

今後，消費者の自然食指向や食品加工技術の開発に伴

ない，天然色素の種類が更に増加し，より広範聞の食品

加工に高頻度で使用されることは予測される.

従って，それらの天然色素の安全性確保のため，その

基礎資料として，今後も継続してこれらの色素の食品に

おける使用実態を十分把握しておくことが必要であると

考える.
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食品中のs-アポー8'国カ口チナール及び

日間アポー8'ーカロチン酸エチル工ステル分析法

天川映子*荻原 勉へ大西和夫*加納いつ**

山岸達典*

Determination ofβ-apo-8'-Carotenal 

and Ethyl s・apo・8'-Carotenoatein Foods 

EIKO AMAKA W A *， TSUTOMU OGIW ARA *， KAZUO OHNISHI *， ITSU KANO * * 

and TATSUNORI YAMAGISHI* 

An analytical method to determineβ-apo-8 '-carotenal (AL) and ethyl s -apo・8'-carotenoate (ES) in foods 

was studied using high performance thin layer chromatography (HPTLC) and HPLC 

AL and ES were extracted in diethyl ether from a mixture of sample and ethanol'water (1 ・1). The 

extract was concentrated by evaporation under reduced pressure at 45'C. The pigment extract was analyzed 

by TLC using a HPTLC silica gel plate (Merck， Kieselgel 60， 10 X 10cm) and chloroform as a developing sol-

vent. Samples rich in fat were cleaned up with a SEP-PAK alumina N column to remove fat; i.e.. after the pig-

ment extract dissolved in hexane was dehydrated with anhydrous sodium sulfate and applied onto the column. 

the column was washed with hexane. whereupon the pigment was eluted with O.lM ammonia/acetone solution. 

Samples found to contain AL or ES were subjected to analysis by HPLC. The conditions of HPLC analysis 

were as follows : Column， Unisil QC 18 column ; mobile phase. acetonitrile' methanol' dichloromethane' hexane 

(55: 22・11.5: 11，5); detection， 454nm and a photodiode array detector 

Recoveries of AL and ES exogenously added to commercial foods were 90.5 -99.5 and 98.0 -100，5 % . 

respectively. The minimum detection limit in both cases was 2.0μg/ g. ES was detected in pasta imported 

from Italy at the level of 3.0μg/g. 

This method is considered to be useful for the rapid and sensitive analysis of AL and ES in foods. 

Keywords: s【アポ-8'ーカロチナール F田apo-8'-carotenal.βーアポー8'-カロチン酸エチルエステル ethyl s回

apo-8・-carotenoate，食品添加物 food additives，輸入食品 imported foods 

緒 言

s-アポー8'ーカロチナール(ALと略す)は，米国. EC 

諸国，台湾など多くの国々で様色の油溶性着色料として

清涼飲料水，チーズ，フレンチドレッシングなど広く使

用されている.また. s-アポー8'-カロチン酸エチルエ

ステル(ESと略す)はALの誘導体であり. EC諸国，カナ

ダ，台湾，タイなどで黄色の油溶性着色料として，乳製

品，菓子類，油脂類などに用いられている 1-3)

添加物として使用されているAL及びESはいずれも化

学的合成品である_ ALは，自然界にも s-カロチンの代

謝産物として柑橘類や野菜などに存在するが， ESは，

天然には存在しないといわれている4)

わが国では， AL及ぴESはいずれも食品添加物として

許可されていないが， ESについては鶏卵，ブロイラー

の皮膚，金魚や緋鯉などの色調を良くするための飼料用

添加剤として利用されている3)

*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 ]¥[etropolitan Research Laboratory of Public Health. 

16-25. Shibazakicho 3 chome町Tachikawa.Tokyo.190 Japan 

**東京都立衛生研究所
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カロチノイド系色素の分析法に関する研究は，主に植

物成分について行われて来ており，そのほとんどが高速

液体クロマトグラフィー (HPLCと略す)を用いた方

法5-9)であるが，食品を対象とした報告例は少ない. AL 

については Osadcaらの報告10)があるが，前処理に長時

間を要するため光などで分解しやすいカロチノイド系色

素の分析法としては問題がある.

著者らは食品中の天然着色料を中心に，その分析j去の

開発と市場での使用実態調査11-16)を行うと共に，輸入

食品を対象としてフマル酸鉄17)，カンタキサンチン15)

等の法定外食品添加物の試験法の開発に取り組んで来た.

今回はALとESについて， HPLC及ぴ高性能薄層クロマト

グラフィー (HPTLCと略す)を用いた分析法を検討し，

これらの着色料の使用が予想される市販の輸入食品を分

析したので，その結果を併せて報告する.

実験方法

1.試料

平成 3年4月から平成 4年5月の聞に都内の小売庖よ

り購入したALとESの使用が予測される菓子類等の食品

計18試料を用いた.

2.装置

高速液体クロマトグラフは日本分光工業(械製880-PU

型，検出器は同社製紫外可視分光検出器870-UV型及び

紫外可視多波長検出器 MULTI-340型，データ処理には

同社製データ処理システムDP-L340/98を用いた.

3.試薬

(1) 標準色素及び色素標準溶液

AL : F!uka社製s-アポー8'ーカロチナール(トランス

型)，純度99%以上.

ES:同社製s-アポー8'ーカロチン酸エチルエステル(ト

ランス型)，純度99%以上.

カンタキサンチン:同社製カンタキサンチン(トラン

ス型)純度98%以上.

クルクミン及ぴs-カロチン:和光純薬工業側製特級
口
日日.

パフ。リカ抽出色素:東京化成工業(械製カプサンチン.

ピキシン:同社製ピキシン.

ノルピキシン:アイゼン(槻製アナトーEX.

AL及ぴES標準溶液:F!uka社製 s-アポー8'ーカロチ

ナール(トランス型)及ぴs-アボー8'ーカロチン酸エチル

エステル(トランス型)をアセトンに溶解後，メタノール

で適宜希釈して調製した，

他の色素標準溶液も同様にして調製した.

(2) HPTLC用シリカゲルプレート:メルク社製

HPTLCプレート，キーゼルゲル60，10X10cm. 

(3) HPTLC用展開溶媒:クロロホルム18)

(4) アルミナNカートリッジカラム:日本ウォーター

ズ社製SEP-PAKアルミナNカートリッジ.

(5) 色素溶出液:O.lMアンモニア/アセトン溶液.

(6) HPLC用移動相:アセトニトリル・メタノール・

ジクロロメタン・ヘキサン(55: 22 : 11. 5 : 11. 5 ) . 

その他の試薬はいずれも特級品を用いた.

4.試験溶液の調製

試料からの色素の抽出は，既報15)に準じて行った.

すなわち液体試料はそのまま，固体試料はよく細切した

もの2.0-5.0gを秤取後，分液ロートに移しエタノー

ル・水(1: 1)30m!とエーテル30m!を加え10分間振とう

抽出した後，有機層を褐色のナシ型フラスコに移した.

水層にはさらにエタノール・水(1: 1 )20m!とエーテル

20m!を加え，有機層が着色しなくなるまで抽出操作を

繰り返した.有機層を合せて，減圧下(45.C以下)で溶媒

を留去し色素抽出物を得た.

油脂分の少ない試料の場合は色素抽出物を既知量のア

セトンに溶解後メンブランフィルター (0.4μm)でろ過

し，ろi夜をHPTLC及び、HPLC用試験溶液とした.

油脂含有量の多い試料の場合は，アルミナNカート

リッジカラムを用いて油脂を除去したものを試験溶液と

した.すなわち色素抽出物を約10m!のヘキサンに溶解

後，無水硫酸ナトリウムを適量加え，約 1時間放置し脱

水した後，あらかじめヘキサン10m!で‘洗浄したアルミ

ナカラムに注入した.流速約2mllminで色素i夜を流して

色素をカラムに吸着させた後，ヘキサン10m!で、カラム

を洗浄後，色素溶出液10m!を注入し色素を溶出した.

色素液の溶媒を減圧留去後，残i査を既知量のアセトンに

溶解したものを試験溶液とした.

5. HPTLCによる分析

シリカゲルプレートの下端より 1.5cmのところにマイ

クロシリンジで試験溶液及ぴ標準色素溶液を塗布した後，

遮光して約 6cmの高さまで展開した，展開後，直ちにド

ライヤーで溶媒を除き， Rf値と色調を自然、光及び紫外線

(365nm)照射下で、観察した.

6. HPLCによる分析

HPTLCでALあるいはESが確認された試験溶液につい

てHPLCにより下記の条件で分析を行った.

カラム:ジーエルサイエンス欄製Unisi!QC18， 5μm， 

250X4.6mm I.D 

移動相:アセトニトリル・メタノール・ジクロロメタ

ン・ヘキサン(55: 22 : 11. 5 : 11. 5) 
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流速:1.0mllmin 

検出波長:454nm 

注入量:10μl 

得られたクロマトグラムについてピークの保持時間と

多波長検出器で測定した吸収スペクトル(350-550nm) 

により確認するとともに，ピーク面積法で定量した.

結果及び考察

1.アルミナNカートリッジカラムによる油脂分の除去

油脂を多量に含む試料の場合は， HPTLCやHPLCの際，

油脂の影響によりスポットの拡散やカラムの目づまりな

どが起こるため色素抽出物中の油脂を除く必要がある.

カロチノイド色素はアルミナによく吸着することと操作

の簡便性を考慮してアルミナNカートリッジカラムを用

いて油脂の除去について検討した.

ごま油1-5gにAL及び1ESをそれぞれ100μg添加したも

のについて試験溶液の調製の項に従い操作した.ごま油

2gまではいずれの色素も 1本のカラムで十分保持され

たが， 3 g 以上の場合は色素を完全に保持するためには

カラム 2本を接続する必要があった.回収率はESの場

合ごま油 1-5 gで98.3-102.5%と良好で、あった. しか

しALは完全に溶出されないためESに比べて若干低く

85.2-90.4%であった.

2. HPTLC 

AL及びESは食品に共に使用される可能性のある他の

6種の油溶性色素，カンタキサンチン， s-カロチン，

パプリカ抽出色素，クルクミン，ピキシン及ぴノルピキ

シンとはFig.1に示したように分離出来た. Rf値はALが

0.47， ESでは0.61であった.

また，検出限界は10μlをスポットした場合， AL， ES 

ともに 4μg/ml(0.04μg)であった.本法により試料 5g

から試験溶液 5mlを調製し， 10μlスポットした場合の

検出限界は試料 1g当たり 4.0μgであったが，試験溶液

を濃縮することにより，さらに高感度の検出が可能と考

える.

3. HPLC 

分析条件について検討した結果， Unisil QC18カラム

を用い，移動相にアセトニトリル・メタノール・ジクロ

ロメタン・ヘキサン (55:22 : 11.5 : 11.5)19-20)を使用

することにより Fig.2に示したようなクロマトグラムが

得られた.他の 6種の油溶性色素，カンタキサンチン，

s-カロチン，パプリカ抽出色素とも分離した.また，

クルクミン，ノルピキシン及ぴピキシンは本条件下では

プレカラムに吸着されるため，これらの色素のピークは

見られなかった.

Fron L 

。。
。 ロ ロ。。

。 。
且。 Q o 'J 

Start 
1 2 3 4 5 8 ・7 8 9 10 11 

Fig. 1. HPTLC Chromatogram 

HPTLC plate : siliea gel 60. Developing solvent : 

chloroform. 

1 : s -apo-8'-carotenal， 2 :巴thyls -apo-8'-caroten司

oate， 3 : canthaxanthin， 4 : s -carotene， 5 : paprika 

extract， 6 curcumin， 7 bixin， 8 norbixin， 9・

pasta extract， 10 : pasta extract add巴dto ethyl s 
apo-8' -carotenoate， 11・yolkextract 

。1

1 -1 3 

6 

Yolk extract 

o 5 10 
Retention time， min 

Fig. 2. HPLC Chromatogram 

HPLC condition Column: Unisil QC 18，5μm， 

250 x 4.6mm I.D.， mobile phase acetonit-

rile'methanol' dichloromethane'hexane (55 22 

11.5 目 11.5)，detection 454nm， flow rate 

1.0ml/min， injection目 10μl

1 : canthaxanthin， 2目 s-apo-8'-carotenal，3 : ethyl 

s -apo-8'-carotenoate， 4 and 5 : main peaks of pas-

ta extract， 6 : main peak of yolk extract 
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Fig. 3. Absorption Spectra by Photodiod巴 ArrayDetec. 

tor 

A Standard 

a: s.apo.8'.carotenal 

(ilmax 462nm) 

b : ethyl s .apo.8' .carotenoate 
(il max 446nm) 

B Pasta extract 

c : HPLC peak No.5 in Fig.2 

(il n山 446nm)

d :HPLC peak No.4 in Fig.2 

(ilmax 447，475nm) 

C Y olk extract 

e: HPLC peak NO.6 in Fig.2 

(il max 447，47 5nm) 

また，検量線はいずれも 0.2-2.0μ g/ml(0.004-

0.040μg)の範囲のものを用いた.定量限界はAL，ESと

もに0.1μg/ml(0.002μg)であった.本、法に従って試料

5gから試験溶液 5mlを調製した場合の定量限界は，試

キヰ 19当たり 0.2μgでLあった.

紫外可視多波長検出器で測定した吸収スペクトル(350

-550nm)をFig.3に示した. ALは462nmに， ESは446nm

にそれぞれ極大吸収波長を有し，紫外可視多波長検出器

での検出限界はいずれも 5μg/ml(0.05μg)であった.

本法により試料 5gを用いて試験溶液 5mlを得た際の検

出限界は，試料 1g当たり 5.0μgであった.

4.添加回収率

AL及びESの使用が予測される市販食品に試料 19当た

り20μgの色素をそれぞれ添加し，回収率を求めた結果

をTable1に示した.

ESはいずれの試料についても 98.0-100.5%と良好な

回収率が得られた. ALは清涼飲料水や飴では98.5-

99.5%と良好であったが，油脂分の多いクッキーやサラ

ダドレッシングではややf民く， 90.5%であった.これは

アルミナカラムを用いて油脂分を除去する際，カラムか

らの溶出率がALはESに比べて若干低いためと考えられ

る.

5.市販食品への適用

本法を用いて主として市販の輸入食品を分析し，その

結果をTable2に示した. 18試料について行ったところ，

イタリー産のパスタ l試料からESを3.0μg/g検出した.

この試料についてのHPTLC及ぴHPLCでのクロマトグラ

ムをそれぞれFig.1及び、Fig.2に示した. また，紫外可

視多波長検出器で測定した吸収スペクトルをFig.3に示

した.

このパスタは燈黄色をしており， HPTLCのクロマト

グラムからES以外に主色素として黄色色素を含有して

いることが分かった.表示によると原材料に卵を用いて

いることからこの黄色色素については，卵黄由来と推測

Table 1. Recovery of s .apo.8'.Caorotenal and Ethyl s .apo回8'ーCarotenoateadded to Commercial Foods 

Sample 

Soft drink 

Candy 

Cookie 

Salad dressing 

L盟坐辺笠盟国
Added Found R巴covery

(μg/g) (μg/g) (%) 

20.0 19.9 99.5 

20.0 19.7 98.5 

20.0 18.1 90.5 

20.0 18.0 90.5 

巴thyls .apo.8'.carotenoate 
Added Found Recovery 

(μg/g) (μg/g) (%) 

20.0 19.7 98.5 

20.0 20.1 100.5 

20.0 19.6 98.0 

20.0 19.7 98.5 

Back ground values of s .apo.8・carotenaland ethyl s .apo.8'.carotenoate were <2.0μgl g in all samples 

(n=3 each) 
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paprika extract (2)， norbixin (2) 

paprika extract and s .carotene 
curcumlll 

paprika extract (3) 

β.carotene 

Country of 
• _2) onglll 

Italy 

N etheriands 

U.S.A 

Japan 

France， Japan， U.K.， 

Netherlands 

U.K. (2)， France， 

Belgium， Japan 

Netherlands 

Netherlands (2)， Japan 

U.S.A. 

Analytical Result on Commercial Foods Table 2. 

日

ー

ム

噌

E
ム

噌

E
ム

寸

』

ム

d

A

T

Colorl) of 

sample 

O-y 

O-B 

Y 

O 

Y 

Sample 

Pasta 

Biscuit 

Chewing gum 

Chocolate 

Candy 

5 

4
1
A
q
3
1
i
 

。
Y

O

Y

 

Jelly 

1) O-y orange.yellow，O-B orange.brown， Y yellow，O orange 

2) Values in parenthese indicate numbers of samples more than one. 

3) Amount of ethyl β-apo・8'-carotencoatewas 3.0μg/g 

Soft drink 

る16)ことから，これらの色素についても種々の食品に

使われている可能性がある.従って，さらに多種類の食

品を対象に分析を行い調査する必要があると考える.

まとめ

食品中のAL及ぴESの分析法について検討した結果，

下記のことが明らかとなった.

1 )油脂含有量の多い食品の場合，アルミナNカート

リッジカラムを用いることにより，簡易に色素抽出物中

の油脂分を除くことが出来た.

2) AL及ぴESは， HPTLC及びHPLCにより食品に使用

される可能性のある他の 6穫の油溶性着色料と分離出来

F た.検出限界はいずれも HPTLCで0.04μg，HPLCでは

0.002μgで、あり高感度な分析が可能であった.

3 )市販食品を用いての回収率はALは90.5-99.5%， 

ESは98.0-100.5%と良好であった.

4 )本法を用いて，主に市販の輸入食品18試料を分析し

た結果，イタリー産パスタ 1試料からESが3.0μg/g検

出された.

以上の結果から本法は食品中のAL及びESの分析法と

して十分使用出来るものと考える.

謝辞 本研究をするに当たり御協力を頂いた麻布大学

環境保健学部食品衛生学講座の安藤由紀子さんと標準色

素を提供されたアイゼン(械に深謝致します.

(なお，本研究は衛生局生活環境部食品保健課の輸入食

品対策の一環として，指定外添加物に関する分析法開発

の要請に基づいて行われたものである.) 

された.

そこで，市販の鶏卵の卵黄について本法に従い色素を

抽出し分析を行ったところ， Fig.1に示したように卵黄

の色素はパスタの主色素と同-Rf値であった. HPLCで

もFig.2のように保持時間が一致した. また， Fig.3で

示したように，パスタの主色素と同様の吸収スペクトル

が得られた.以上の結果から，パスタの主色素は卵黄由

来の色素ルテイン21)を主成分とするとものと考えられ

る.

ESの使用が許可されている国では，通常，菓子類に

2-5μg/g，日替好品では 3-50μg，乳製品，油脂類に

は2-20μg/g程度用いられている 1) 本試料の場合，

主色素が卵由来のものと考えられることから，飼料とし

て鶏に与えられたESが，卵に移行したものかあるいは

主色素を補う目的で添加物として用いられたかの二つの

可能性が考えられる.

ALについては，いずれの5式手ヰからも検:出されなかっ

たが，オレンジの皮で0.9-3.4μg/g，ほうれん草に

0.01μg/g，オレンジ果汁で0.005-0.02μg/g含有され

ている 1-3)ので，これらを含んでいる試料の分析に際し

ては，注意する必要がある.

今回の分析結果では18試料中 l試料についてのみES

が検出されたが. AL及ぴESはFAO/WHO合同食品添加

物専門家委員会により，いずれも ADI(1日摂取許容量

mg/Kg/体重)が o-5 mg/Kg/ dayのA(1 )クラス1)に設

定され，安定性が高いと評価されていることと，かなり

広範囲の輸入食品に油溶性天然色素が使用されてい
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野菜・果実類中の残留農薬実態調査

一平成3年度一

小林麻紀*永山敏贋*塩田寛子*二島太一郎*

Survey of Pesticide Residues in Vegetables and Fruits 

- Apr. 1991-Mar. 1992一

MAKI KOBAYASHI*， TOSHIHIRO NAGAYAMA *， HIROKO SIODA * 

and T AICHlRO NISHIMA * 

Pesticide residues in 30 kinds of crops and 20 kinds of organically cultivated crops wer巴 inv巴stigated.

W巴 detect巴dresidues of four kinds of organophosphorus insecticides， four kinds of organochlorine fungi-

cides， one kind of organochlorine insectcide and two kinds of carbamate insecticides in several kinds of crops 

Concentrations of organphosphorus insecticides(EPN， malathion， PAP， and ethylthiometon)， organochlorine 

fungicides(chlorotalonil(TPN)， procymidone， iprodion， and vincrozolin)， organochlorine insecticid巴(benzoepin)，

and carbamate insecticides (BPMC， methomyl) were trac巴-1.3ppm， 0.009 -4.0ppm， 0.096 -0.61ppm， and 

0.04 -0.19ppm， respectively. 

The level of PAP in mini-tomatos and TPN and benzoepin in parsley were higher than the maximum 

limits in standards for withholding registration 

Residues of organophosphorus insecticides (PAP and DMTP)， organochlorine fungicides (procymidone and 

iprodion) and carbamate insecticides (methomyl) in four kinds of the organically cultivated crops were de-

tected. Their concentrations were 0.03-1目5ppm，0.03-0.30ppm， and O.Olppm， respectively 

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，無農薬栽培 organiccultivation 

緒 百

著者らは，生鮮野菜・果実類における農薬の残留実態

調査を行ってきた141)，今回は，平成 3年度に調査した

結果を報告する.

また，近年いわゆる有機栽培や無・減農薬栽培と表示

された野菜・果実類が市販されている. しかし，これら

野菜・果実類中の農薬残留実態はほとんど明らかにされ

ていない10ー11) そこで，無・減農薬栽培作物について，

著者らが過去に調査した一般流通作物のうち，農薬の検

出頻度の高かった野菜・果実類の中心として残留農薬を

調査したので，併せて報告する.

実 験 の 部

1.試料

(1)一般流通(慣行栽培)野菜・果実類

1991年4月から1992年 3月にかけて東京都内に入荷し

た野菜・果実類及ぴ食用花等30検体について調査した.

(2)無・減農薬栽培野菜・果実類

1991年4月から1992年3月にかけて東京都内で販売，

あるいは販売予定の野菜・果実類等20検体について調査

した.

2.調査農薬名

(1)有機リン系農薬:EPN，クロルピリホス，クロル

フェンビンホス (CVP-E，ーZ)，ジクロルボス (DDVP)，

*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，Tkyo， 169 Japan 
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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 (PAP)，ピリダ

ブェンチオン，ピリミホスメチル，ジアリホール，エ

デイフェンホス(EDDP)，IBP 計35種

(2)有機塩素系農薬:総BHC(α ー ，s -， y -， o -BHC 

の総和)，総DDT(pp'-DDT，pp'-DDE，. pp'-DDDの総

和)， op'-DDT，デイルドリン，エンドリン，アルドリ

ン，ヘプタクロル，へプタクロルエポキサイド，ジコ

ホール(ケルセン)，ベンゾエピン(α ー ，s-ベンゾエピ

ン)，クロルベンジレート，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，イプロジオン， CNP 言十25

種

(3)カーパメイト系農薬:カルパリル(NAC)，フェノ

ブカルブ(BPMC)，メソミル計3種

総計63種

3.機器

(1)ガスクロマトグラフ:~槻島津製作所製GC-9A(検出

器 ECD)， GC一14A(検出器 ECD，FPD，FTD) 

(2)キャピラリーガスクロマトグラフ:Varian Associ-

ates. Inc.製 3500(検出器 ECD)，3400(検出器 FPD，

TSD) 

(3)液体クロマトグラフ:~槻島津製作所製LC-5A(検出

器 UV)，LC-6AD(検出器蛍光)

日本ミリポア・リミテッド ウォーターズ製カルパメ

イト分析システム

(4)ガスクロマトグラフ質量分析計:Finigan Mat社製

Incos-50 

(5)原子発光検出器 Hewlett Packard社製 AED

HP5921A 

4.分析方法

前報6)に従った.

結果及び考察

1 .一般流通野菜・果実類

(1)有機リン系農薬 i

野菜・果実類30検体中 8検体(検出率:27%，以下同

様)からEPN，マラチオン， PAP，エルチルチオメトン

及びその酸化代謝物であるジスルホトンスルホンを検出

しfこ(Tablel1). 

Table. 1. Residues of Organophosphorus Insecticidies in Crops 

NO.of NO.of EPN Malathion Others1
) 

Sample 
sample positive (ppm) (ppm) (ppm) 

V巴getable

Race ginger[NESYOGA] 8 4 0.008 
2) 

0.02(Ethylthiometon) 

0.04，0.17，0.16，(Disulfoton sulufone) 

Parsley[P ASERI] 4 3 1.1 Tr3
)，0.76 

Mini Tomato 8 l 1.3(PAP) 

Pimiento[PIMAN] 4 。
Bean sprouts[MOY ASHI] 2 。

Fruit 

Fig[ICHUIKU] (green) 2 。
Edible flower 

Rose 1 。
Snap dragon[KINGYOSO] l 。
1) Chlorpyrifos， CVP， DDVP， dimethoate， diazinon， parathion， MEP， MPP， P AP， phosalone， DEP， salithion， ethyl 

thiometon， ECP， CYAP， chlorpyrifos-methyl， formothion， prothiofos， DMTP， CVMP， propaphos， EPBP， ethio日，

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

2) -: not detected 

3) Tr: below 0.005ppm 
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残留基準のある農薬は，マラチオン(検出作物名:パ

セリ)の 1種が 2検体(7%)から検出された.いずれも

基準値以内であった.

環境庁の定めた登録保留基準のある農薬は， PAP(ミ

ニトマト)，エチルチオメトン(根ショウガ)の 2穏が 2

検体(7%)から検出された.このうち， ミニトマトから

検出されたPAPは，基準値O.lppmを超えていた. PAP 

は劇物(3%以下の製剤は普通物)に指定されているが，

1日摂取許容量(ADI)は0.003mg/kgで、あり，今回の結果

は喫食上特に問題はないと考える. しかし，葉菜類，果

菜類及ぴ柑橘類の果皮において検出頻度が高い傾向にあ

るので610J7)，その使用にあたっては充分な配慮が望ま

れる.

一方，根ショウガからエチルチオメトンが検出された

カえ この中艮ショウガからは，そのイt誘f物であるジスルホ

トンスルホンも同時に0.04ppm検出された.ジスルホ

トンスルホンは，他の根ショウガ、2検体からも検出され

ており，昨年度の調査でも検出されている 11) 従って，

エチルチオメトンは根ショウガに比較的多用される殺虫

剤であることが示唆された.

基準値の設定されていない農薬では， EPN(根ショウ

ガ及ぴパセリ)1種が 2検体(7 %)から検出された.こ

れらのうち，パセリから検出されたEPNは，他の野菜，

果実に設定されている残留基準値O.lppmの11倍量で

あった. EPNは，LD5035-45mg/kg(ラット，雄，経口)

の毒物(1.5%以下の製剤は劇物)である.比較的検出頻

度の高い農薬であり 2.406-s，lOJU5.17)，煮る，妙、める等

の加熱調理後も 70%以上が残存することから 13)，その

残留には充分留意する必要がある.

(2)有機塩素系農薬及ぴカーパメイト系農薬

有機塩素系殺菌剤 7種の調査結果を Table2に，有機

塩素系殺虫剤17種及びカーパメイト系殺虫剤 3種の調査

結果を Table3に示した.

有機塩素系農薬は 7検体(23%)から， TPN(パセリ，

ミニトマト及びピーマン)，プロシミドン(ミニトマト及

びピーマン)，イプロジオン(ミニトマト)及びピンクロ

ゾリン(ピーマン)の 4種の有機塩素系殺菌剤と， 2検体

(7 %)から，ベンゾエピン(パセリ及ぴピーマン)1種の

有機塩素系殺虫剤が検出された.

残留基準値を超えたものはなかった.

パセリから検出されたTPN及びベンゾエピンは登録保

留基準値を超えていた. TPNは基準値1.0ppmの4倍量

が検出された. TPNは登録保留基準値を超えて検出する

例が多く見られか11) 比較的残留性の高い農薬である.

このことから，使用者側における正しい農薬の使用方法

の遵守あるいは使用方法の改善等の対応が望まれる.ベ

ンゾエピンは毒物に指定さ、れているが， ADIは0.008mgl

kgであり，今回の検出量では喫食上特に問題はないと

考える.また，通常，検出量は低レベルであり 7目 10016)，

基準値を超えて検出されることは少ない，今回の結果は，

適正使用基準を守らずに，収穫時期に近接して使用した

ことによることも考えられ，その使用にあたってはなお

Table. 2. Residues of Organochlorine Fungicides1
) in Crops 

NO.of NO.of TPN Procymidone Iprodion Vincrozolin 
Sample 

sample positive (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) 

Vegetable 

Race ginger 8 。
Parsley 4 1 4.0 

2) 

Mini Tomato 8 3 0.03，0.009， 0.22，0.064 0.17，0.24 

Pimiento 4 3 0.009.0.076 0.016.0.27 0.56 

Bean sprouts 2 。
Fruit 

Fig (green) 2 。
Edible flower 

Rose 1 。
Snap dragon l 。
1) Captan， captafol， TPN， procymidone， vincrozolin and iprodin are invetigaed. 

2) -: not detected 
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Table. 3. Residues of Organochlorine1) and Carbamate2) Insecticides in Crops 

Sample Methomyl 

(ppm) 

Carbamate 

BPMC 

(ppm) 

NO.of 

positive 

Oraganochlorine 

α.Benzoepin s -Be回 oeplll

ωpm) (ppm) 

NO.of 

positive 

NO.of 

sample 

0.19 

0.10 

0.04 

0

1

0

2

0

 

。
0 

0 

0.61 

0.096 

3) 

0.19 

n
U
1
i
n
U
1よ

n
u

。
。
。

o
o
A
A
Q
d
A晶
つ
ム

2 

1 

1 

Vegatable 

Race ginger 

Parsley 

Mini Tomato 

Pimiento 

Bean s prou ts 

Fruite 

Fig (green) 

Edible flower 

Rose 

Snap drago日

1) T -BHC(toatal ofα ー ，s -， r -and d -BHC)，Tー DDT(totalof pp'ー DDT，pp'-DDEand pp'-DDD)， op'ー DDT，

aldrin， endrin， benzoepin， chlorobenzilate， heptachlor and heptachlor epoxide are investigated. 

2) NAC， BPMC and methomyl are investigated 

3 )ー:not detected 

Table. 4 _ Details in the Sample Contained Several Pesticides 

Pesticide residues(ppm) 

EPN(0.008)1) ，Ethylthiometon(0.02) 

EPN(1.1)， s -Benzo巴pin(0.61)，BPMC(0.10) 

Malathion(0.76)， TPN(4.0) 

TPN(0.03)， Pwcymidone(0.22) 

Procymidone(O.O 16)， BPMC(0.04) 

TPN(0.009)， Procymidone(O目27)，Methomyl(0.19) 

TPN(0.076)，α-Benzoepin(0.19)， s -Benzoepin(0.096) 

NO. 

2 

l 

2 

l 

l 

l 

Sample 

Mini Tomato 

Race ginger 

Parsley 

Pimiento 

3 

1) The val ue in parentheses shows detected levels of pesticide. 

いでまとめ， Table 4_ に示した.

複数残留は，根ショウガ，パセリ， ミニトマト及ぴ

ピーマンの 4種作物 7検体(23%)に認められた.

根ショウガは複数の有機リン系殺虫剤が残留していた.、

また，パセリでは有機リン系殺虫剤と有機塩素系殺菌剤

の組合せによる，ピーマンでは有機塩素系殺菌剤とカー

パメイト系殺虫剤の組合せによる複数の農薬残留が認め

られた.

2.無・滅農薬栽培野菜・果実類

無・滅農薬栽培と表示された野菜・果実類20検体につ

いて調査したところ， 4検体(20%)から有機リン系殺虫

剤 2種，有機塩素系殺菌剤 2種及ぴカーパメイト系殺虫

剤 1種が検出された(Table5 ). 

一層の注意が望まれる.

除草剤はCNPについて調査したが，いずれからも検出

されなかった.

カーパメイト系殺虫剤は 3検体(10%)から， BPMC 

(ノfセリ及びピーマン)とメソミル(ピーマン)の 2種が検

出された，これらのうち，ピーマンから検出されたメソ

ミルは，過去における調査4)では検出されなかった農薬

である.メソミルは ADIO.01mg/kgの劇物である.過去

にモチに混入したことによる食中毒事件が起きている

が12)，今回の検出レベルは， ADIと比較して喫食上特に

問題はないと考える.

(3)農薬複数残留実態

同一検体から 2種類以上の農薬を検出した野菜類につ
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NO.of 

Table. 5. Residu巴sof Pesticides
1l 

in Organic Cultivation Crops 

Pesticide residues(ppm) 
Sample 

sample 

I Young 1巴avesof 

chinese cabbage[KOMA TSUN A] 

Parsley[P ASERI] 

Spinach[HORENSO] 

]apanese honeywort[MITSUBA] (leaf) 

Pumpkin[KABOCHA] 

C山 umber[KYURI]

Tomato 

Mini tomato 

-品

1
A
1
4

『
U

円

L

q

u

1
ム

1
ム

1
i
1
4
1ム
噌

i

Egg pla叫NASU]

Pimiento[PIMAN] 

Strawberry 

]apanese pear[N ASHI] 

Apple 

Mandarin orange[UNSHUMIKAN] 

(flesh) 

(peer) 1 1 PAP(0.33)，DMTP(1.5) 

NO目。f

positlve 

。

n
u
n
u
-
-
n
U
1よ
円

u
n
U

ハU

T
よ

円

u
n
U

凡

U
A
U

PAP(0.041)2)，lprodion(0.30) 

Methomyl(O.Ol)， Procymidone(0.04) 

Procymidone(O.O 3) 

1) 53 kinds of insecticides(organophosphorus : 33， organochlorine : 17， carbmate : 3)， 9 kindes of fungicides(or 

ganophosphorus : 2， organochlorine : 7) and one kind of herbicide(organochlorine) are investigated 

2) The value in parentheses shows detected leveles of the pesticivde 

残留基準値及び登録保留基準値を超えたものはなかっ

た.

j昆ナ|、|みかんから検出された DMTPは，いずれの基準

値も設定されていないが，一般流通栽培柑橘類の外果皮

から高い頻度で検出され6117)，この傾向は温州みかん

から検出されたPAPにも見られる61.901O，1417)，しかし，

これら外果皮は一般には喫食されない部分であり，喫食

される場合はマーマレード等に加熱調理されることが多

い.その製造過程で， DMTPは速やかに減少する13)た

め喫食時における残存量は非常に少ないと考えられる.

農薬を検出した作物は，全て減農薬栽培表示のもので

あり， 16検体中 4検体から検出された.一方，無農薬栽

培表示のもの 4検体からは農薬の検出は全く認められな

かった.

葉菜類のミツパと果菜類のピーマンにおいて殺虫剤と

殺菌剤の組合せによる，農薬の複数残留が認められ，一

般流通作物と同様な傾向であった.

除草剤は CNPについて調査したが，いずれからも検

出されなかった.

まとめ

1991年 4月から 1992前 3月までに都内に入荷した野

菜・果実類50検体について，一般流通品(慣行栽培品)及

び無・減農薬栽培品の残留農薬実態調査を行った.

1.一般流通野菜・果実類

有機リン系農薬は， EPN，マラチオン， 'PAP及ぴエチ

ルチオメトンの 4種が6検体から，痕跡ー1.3ppmの範

囲で検出された. ミニトマトからPAPが登録保留基準値

を超えて検出された.

有機塩素系農薬では， TPN，プロシミドン，イプロジ

オン，ピンクロゾリン及ぴベンゾエピンが， 0.009-

4.0ppmの範囲で検出された.パセリから登録保留基準

値を超えてTPN及びベンゾエピンが検出された.

カーパメイト系農薬は，パセリからBPMCが0.04ppm，

ピーマンからメソミルが0.19ppm検出された.農薬の

複数残留は， 7検体に認められた.

2.無・減農薬栽培野菜・果実類

有機リン系農薬は， PAP及ぴ DMTPの2種がミツバ

とミカンの果皮から0.33-1.5ppmの範囲で検出された.
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有機塩素系農薬では，プソロシミドン及ぴイプロジオ

ンの 2種が， ミツパ，キュウリ及びピーマンの 3検体か

らO.03pp-0. 30ppmの範囲で検出された.

カーパメイト系農薬は，ピーマンからメソミルが

O.Olppm検出された.

本調査は東京都衛生局食品環境指導センターと共同で

行ったものである.
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輸入農産物中の残留農薬実態調査

一平成3年度一

塩田寛子*永山敏贋 *，小林麻紀*二島太一郎*

Survey ofPesticide Residues in Imported Crops 

- Apr. 1991. -Mar. 1992.一

HIROKO SHIODA *， TOSHIHIRO NAGAYAMA *， MAKI KOBA YASHI* 

and T AICHIRO NISHIMA * 

Pesticide residues in 230 imported crops were investigated. Residues of 10 kinds of organophosphorus 

insecticides were detected at trac巴一 0.93ppm.With organochlorine pesticides， 2 kinds of insecticides and 5 

kinds of fungicides were detected at trace -0.08ppm and 0.01 -O. 88ppm， respectively. In the others one 

kind of carbamate insecticide， 2 kinds of herbicides and one other kind of fungicide were 'detected at 0.05-

0.08ppm， trace -0.18ppm and trace -4.3ppm. Residues of these pesticides were at levels lower than the 

tolerance for pesticide residues in J apan and the origin and F AO/WHO tolerances for residues. 

There were some regional characteristics about the pesticid巴.With the rate of pesticide detection， the im-

ported crops from the Oceanic countries had the highest one among that from 5 regions such as the Amer-

icans， Africa， Asia， Europe and the Oceanic countries. 

Keywords:残留農薬 pesticideres凶 les，輸入農産物 importedcrops，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，ポスト

ハーベストアプリケーション:postharvest applicatio日

緒 言

近年，生鮮青果物の輸入が急増しており 13}，その安

全性確保は衛生行政の最重要施策のひとつとなっている.

そこで，著者らは昭和57年度より，種々の輸入農産物に

ついて農薬の残留実態を調査し報告してきた4-8) 今回

は平成 3年度の調査結果を報告する.

実験の部

1. 試料

1991年4月から1992年 3月にかけて東京都内に入荷し

た輸入野菜・果実類等66種230品目について調査した.

これら作物及び品目の内訳を Table1に示した.一部の

生鮮農作物は可食部，及び非可食部を含む全果について

分析した.

2_調査農薬名

アメリカ，アジア，アフリカ，オセアニア及ぴヨー

ロッパの各地域における残留許容量などから，以下の調

査対象農薬を設定した.

(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回E，-2)，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，エチオン，オメトエー

ト，ジスルホトン(エチルチオメトン)，ジオメトン(ー0，

【 S)，テトラクロルピンホス (CVMP)， トリクロルホン

(DEP)，ホスメット (PMP)，メカルパム，メチダチオン

(DMTP)，クロルピリホスメチル，ピリミホスメチル，

メチルパラチオン，アジンホスメチル 言十27手重

(2)有機塩素系農薬:総BHC(α ー，s-， Y 及びO'-BHC

の総和)，総DDT(pp'-DDT，pp' -DDE及ぴ pp'-DDDの

総和)，デイルドリン，アルドリン，エンドリン，キャ

*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 Pu blic Health 

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



東京衛研年報 43，1992 131 

Table 1. The List of Investigated food commodity 

Commodities 

Vegetables Trevise1
) (4)， Chicory(4)， SABOI(1)， Asparagus(7)， Garlic(stem)[NINNIKUNOKUKI] (2)， Okra(3)， 

Pumpkin[KABOCHA] (8)， Tomato(1)， Chinese pea[SAY AENDOU] (3)， String pea[SA YAINGEN]2) 

(5)， Baby corn(3)， Sweet corn2) (4)， Green pea2)(8)， Green soybean[EDAMAMEf)(4)， Potato3)(5)， 

Arrowhead[KUWAI]4) (1)， Bamboo shoot[TAKENOKO](3)， Celeriac(2)， Red Beet(1)， Carrot 

[NINJIN](1)， ]apanese radish[NEWASABI](1)， Leek[RIKI](2)， Shallot[ESHAROTTO](4) 

26 species 79 crops 

Mushrooms 

Fruits 

Citrus4) 

Others 

MATSUTAKE(4)， SHIITAKE(1) 2 species 5 crops 

Grapefruit(5)， Lemon(5)， Lime(3)， Orange(5) 4 species. 18 crops 

Avocado
4
) (3)， Banana4) (5)， Cherry[SAKURANBO](3)， Grape[BUDOU](6)，Kiwifruit4) (3)， Litchi 

Beans 

(6)， Chestnut[MUKIGURI](2)， Mango4) (3)， Mangoste巴n(3)，Melon4) (4)， Papaya4) (3)， Pineappl巴4)

(5)， Strawberry[ICHIGO]2) (6) 13 species 52 crops 

Soybean[DAIZU](6)， Small r巴dbean[AZUKI](2)， Caffee bean(5)， Other beans5) (11) 

Nuts 

Cereals 

13 species 24 crops 

Cashew nut(5)， Peanut(5) 2 species 10 crops 

Wheat[KOMUGI(GENBAKU)](4)， Flour[KOMUGIKO](5)， Bran[HUSUMA](8)， Malt[BAKUGA](6)， 

Corn[TOUMOROKOSHI](4)， Corngrits(6)， Buckwheat[GENSOBA](5)， Buckwheat flour[SOBAKO] 

(4) 8 species 42 crops 

Total 68 species 230 crops 

1) Values in parentheses indicate number of individual samples， 

2) include the cut or frozen commodity 

3) precooked froz巴npotato 

4) This sample is analyzed both whole and flesh. 

5) Other beans have 10 kinds of b巴an目

ブタン，カプタホール(ダイホルタン)，クロルベンジ

レート，ジコホール(ケルセン)，イプロジオン，エンド

スルファン(-1， -II;α ー，s-ベンゾエピン)，ピンクロ

ゾリン，ジクロラン，メトキシクロル 計20種

(3)カーパメイト系農薬:カルパリル(NAC)，カルボ

フラン，ピリミカーブ，クロルプロファム (CIPC)，ア

ルデイカーブ 計 5種

(4)その他の農薬:塩化メチレン， トリクロロエタン，

クロロホルム，四塩化炭素， 2.4-D，イマザ、リル

計6種

総計58種

これらのうち，穀類は有機リン系農薬について，柑橘

類は有機リン系，カーパメイト系及ぴその他の農薬につ

いて調査した.また，アジンホスメチル，ジクロラン，

メトキシクロル，塩化メチレン， トリクロロエタン及ぴ

四塩化炭素は，米国における収穫後使用農薬であり，ク

ロロホルムは1989年まで同様に使用されていたことから，

アメリカ地域産の農作物についてのみ調査した.また，

2.4世及びイマザリルは，米国において柑橘類に対する

収穫後使用農薬とされているため柑橘類についてのみ調

査した.

3.機器

(1)ガスクロマトグラフ:附島津製作所製GC.9A(検出

器:ECD)， GC-14A(検出器:ECD， FPD及ぴFTD)

(2)キャピラリーガスクロマトグラフ:Varian Asso -

ciates Inc.製3500(検出器:ECD，TSD)， 3400 (検出器:

FPD) 

(3)液体クロマトグラフ:側島津製作所製LC-5A(検出

器:UV)， LC -6AD(検出器:蛍光)，日本ミリポア・

リミテッドウォーターズ製カルパメイト分析システム

(4)ガスクロマトグラフ 質量分析計:Finigan Mat社

製Incos-50 

(5)原子発光検出器 HewlettPackard社製 AED

HP5921A 
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(6)粉砕器:(有)康津鉄工所製ダンシングアジテータ-

4.分析方法 1.農薬残留実態

結果及び考察

昭和50年厚生省告示第309号，残留農薬分析法9)，増

補残留農薬分析法10)及び残留農薬分析法 Draft11)等に準

じた.

また，これらに分析法が収載されていない農薬につい

ては，新しく開発した方法によった12)

68種230作物中15種41作物(検出率19%，以下同様)か

ら27種の農薬が検出された.農薬を検出した作物につい

て，野菜・果実・豆類は Table2に，柑橘類は Table3 

に，穀類はTable4に示した.

(1)野菜類

26種79作物中 3種 8作物(9.5%)から 3種の農薬が検

Table 2. P巴sticideResid ues in V巴getables，Fruits and Beans 

Crops Country 
No.of NO.of 

Pesticide 
Residues Tolerance 

sample positive (ppm) (ppm) 

Green soybean Taiwan 4 2 Ethion 0.01 0.31
) 

Chlorpyrifos 0.03 0.22) 

Potato USA 2 2 CIPC Tr3)，0.18 0.051) .504
) 

Canada 2 CIPC 0.10 0.051).154
) 

Germany 1 1 CIPC 0.08 0.051) .54
) 

Avocado 

(whole) Mexico 1 1 Captafol 0.01 

Banana 

(whole) Philippines 2 1 Chlorpyrifos 0.01 

Cherry USA 3 1 Iprodio日巴 0.12 101) ，204)' 

Dicloran 0.61 152) ，204) 

Kiwi 

(whole) Newzealand 3 3 EPN 0.04 

Chlorpyrifos 0.03 

Diazinon Tr，Tr，O.Ol 0.52) 

Pirimiphos-methyl 0.05，0.15，0.23 

Iprodion巴 0.21 

Vinclozolin 0.88 

Litchi 

(whol巴) Taiwan 3 3 Parathion 0.24，0.30，0.36 0.52
) 

NAC 0.17 

China 3 2 Parathion 0.01，0.02 

(flesh) Taiwan 3 3 Parathion 0.01，0.03，0.03 

NAC 0.05 

Strawberry USA 4 2 Captan 0.12 51) ，202) ，254) 

NAC 0.08 104) 

Cashewnut India 5 l T-BHC5) 0.08 

Peanut China 5 4 Dimethoate 0.02 11) 

T-BHC 0.02，0.03，0.04，0.04 
T-DDT6) Tr 

1) sta吋 ardfor withhodi時 resistration 2) F AO/WHO tolerance for resid ues 

3) Tr: below O.Olppm 4) toleranc巴ineach country 

5) T-BHC : total ofα ，s -，Y -and 0' -BHC 6) T-DDT: total of pp'-DDT，pp'-DDE and pp'山 DDD
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Table 3. Pesticid巴Residues in Citrus Fruits 

Residues NO.of No.of Tolerance 
Crops Country Pesticide 

(ppm) sample positive (ppm) 

Grapefruits 

(whole) USA 5 5 Ethio日 0.02，0.08 0.311.221.231 

Imazalil Tr41 ，0.02，0.07，0.1，4.3 5
21
.1031 

2.4四 D Tr 221.5
31 

(flesh) USA 5 1 Imazalil 0.04 

Lemon 

(whole) USA 5 5 Chlorpyrifos 0.06 0.511，0.321，131 

Imazalil 0.02，0.39，1.7.2.4 521，1031 

2.4-D 0.0l.0.04.0.09.0.13 221.5
31 

(flesh) USA 5 3 Imazalil 0.02.0.12.0.21 521.1031 

2.4-D Tr.0.01 

Orange 

(whole) USA 5 4 Imazalil 0.30，1.0，1.4，2.0 5
21
.10

31 

2.4-D Tr，0.02 221，531 

(flesh) USA 5 3 Imazalil 0.03.0.07.0.08 521，1031 

1) standard for withholding registration 2) F AO/WHO tolerance for resid ues 

3) tolerance in each country 4) Tr: below O.Olppm 

出された.

食品衛生法による残留基準のある農薬は検出されな

かった.

環境庁の定めた登録保留基準のある農薬では，エチオ

ン(検出作物名:エダ、マメ)及び CIPC(冷凍ポテト)の 2

種が 5検体(6.3%)から検出された.これらのうち，米

国，カナダ及びドイツ産の冷凍ポテトから検出された

CIPCは，基準値0.05ppmを超えていた. しかし，原産

国である米国，カナダ及びドイツにおける CIPCの生鮮

ポテトに対する許容量は50，15及び 5ppmであり，今回

の検出値はこれらの 1/60以下であった.また，平成 4

年10月27日厚生省告示第239号で示された CIPCの基準

値は馬鈴薯に対し50ppmと設定されているが，今回の

検出値はその 1/500以下であり，喫食上特に問題はない.

CIPCは諸外国において収穫後使用農薬として馬鈴薯の

発芽抑制目的に直接使用されている13，14)，今回検出さ

れたCIPCはこの使用方法に由来すると考える.

(2)果実類(柑橘類を除く)

13種52作物中 7種14作物(27%)から11種の農薬が検出

された(Table2). 

喫食に供さない果皮等の非可食部を含む全果から，比

較的多数の農薬が検出された.残留基準のある農薬は検

出されなかった.登録保留基準が設定されている農薬は，

カプタホール(アボカドの全果)，イプロジオン(チェ

リー，キウイの全果)，クロルピリホス(バナナ，キウィ

の全果)，ダイアジノン(キウィの全果)，ピンクロゾリ

ン(キウィの全果)及びキャプタン(イチゴ)の 6種が検出

された.これらの農薬のうち，キウイの全果 2作物から

検出されたピリミホスメチルは，果肉に対する登録保留

基準値O.Olppmを超えて認められたが，その果肉から

は検出されなかった.他の農薬は，いずれも基準値以内

での検出であった.

チェリーから収穫後の{吏用もZEめられているジクロラ

ンが0.61ppm検出された.また，パラチオンがライチ

の果肉から0.01-0.05ppm及び全果から0.01-0.36ppm

の範囲で検出された.同一作物において，全果での検出

値は果肉の約10倍高い値を示した.ライチからはパラチ

オンが高頻度で検出される 7，8) しかし，その検出値は

全果について基準が設けられている FAO/WHOの定め

た最大残留許容量0.5ppm以内であった.パラチオンは

日本では特定毒物に指定され，取扱いが厳しく規制され

ており，囲内産の果実からは全く検出されていな
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Table 4. Pesticide Residues in Imported Cereales 

Tolerance 

(ppm) 

Residues 

(ppm) 
Pesticide 

NO.of 

posJtive 

No目。f

sample 
Country Crops 

101) .62) 

0.53) .81) .82) 

101) 

3) ，， 1) ，，2) 
0.5"' .8".2 

101) 

0.53) .81) 

0.53
) .81) .82) 

0.02.0:08 

0.06.0.27 

0.05.0.17 

0.19.0.26 

0.80.0.87.0.93 
Tr4) 

Tr.0.03 

0.05.0.14.0.17.0.20 

0.32 

Tr 

0.01 

0.38.0.42 

0.03 

0.01 

0.02 

0.01.0.u1 

Tr 

Tr 

0.01 

0.08.0.11 

Chlorpyrifos-methyl 

Malathion 

Chlorpyrifos-methyl 

Malathion 

Chlorpyrifos-methyl 

Pirimiphos-methyl 

MEP 

Malathion 

Chlorpyrifos-methy¥ 

Malathion 

Malathion 

MEP 

MEP 

Pirimiphos-methyl 

Malathion 

MEP 

Malathion 

Malathion 

MEP 

Chloroform 

2 

2 

5 

1
i

咽

i
h
-
-

円

4

1

i

1

i

2 

1 

2 

2 

2 

5 

1
i

つム

1
i

つ
ん
つ
U

A
守

4 

2 

2 

USA&Australia 

USA&Canada 

USA 

Australia 

CaIlada 

USA 

USA 

USA&China 

USA 

USA 

Australia 

Corn(grain) 

Corngrits 

Wheat 

Flour 

Bran 

Malt 

Backwheat flour 

2) tolerance in each country 

4) Tr: b巴lowO.Olppm 

1) FAO/WHO tolerance for residues 

3) standard for withholding resistration 

して使用されたものかの判断は難しい22) このように

農薬に関する情報が少ない国々における農薬の使用実態

を把握するためには，今後も調査を続けていく必要があ

ると考える.

(4)柑橘類

4積18作物中 3種14作物(78%)から 4種の農薬が検出

された (Table3). 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は，クロルピリホス(レモン

の全呆)及びエチオン(グレープフルーツの全果)が検出

された.いずれの農薬も果肉(可食部)に対する登録保留

基準値0.5及ぴ、0.3ppmの約 115及ぴ 114であり，米

国及び FAO/WHOの許容量以下であった.クロルピリ

ホスについては厚生省告示第239号で示された値0.3ppm

よりも今回の検出値は，全果ではあるが低い値であった.

これら農薬は柑橘類から検出されやすい傾向をもつが，

残留量は比較的低いレベルを示す7，8， 23) 

柑橘類に収穫後使用されることから比較的検出されや

ぃ15-19) このような農薬が輸入品から検出されること

もあるため，農薬の残留実態把握には十分な留意が必要

であると考える.

(3)豆類及ぴ種実類

種実類 2種10作物中 2種 5作物(50%)からジメトエー

ト，総 BHC及び総 DDTが検出された(Table2 ).これ

らの農薬のうち，ジメトエートには登録保留基準が設定

されているが，今回の検出量は，基準値 1ppmの 1/50

であった.

インド及び中国産のナッツ類から総 BHCが0.02-

0.08ppmの範囲で，中国産のピーナッツから総 DDTが

痕跡(O.Olppm未満)検出された.現在， BHC及ぴ DDT

は，多くの国々でその使用が規制されている. しかし，

土壌残留性が高い農薬であるため，使用されなくなった

後15年以上経ても，それらの農薬が痕跡程度ながら検出

されるとの報告がある 15-21)今回ナッツ類から検出さ

れた総 BHCは，それらの報告による検出値と比較しや

や高い値であり，土壌に残留していたものか，殺虫剤と
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Table 5. The Influence of Original Country in the P巴sticideResidues in Agricultural Commodities 

No.of positive samples 
NO.of Detected 

Area Organophosphorus Organochlorine Carbamate 
samples Total rate(%) 

insecticides insecticides fungicides insecticides herbicides 

America 90 7(5) 1) 。 3(3) 1(1 ) 3(1) 14(10) 16 

Asia 9(5) 5(2) 。 1(1) 。 15(8) 20 

Oceania 30 10(7) 。 2(2) 。 。 12(9) 40 

Europe 20 。 。 。 。 1( 1) 1(1) 5 

Africa 1 。 。 。 。 。 。 。
Total 216 26(10) 5(2) 5(5) 2(1) 4(1) 42(19) 19 

1) Value in parentheses i吋 icatenumber of detected pesticides 

すい2.4.D及ぴイマザリルが8，24) それぞれ痕跡一

0.13ppm及び痕跡-4.3ppmの範囲で検出された.これ

らの検出値は，いずれも米国及び FAO/WHOの許容量

以内であった.

果肉から検出された農薬Jの種類は，昨年度と同様で、あ

り検査年度による違いは認められなかった. しかし，

2.4-D及びイマザリルの検出率は，昨年度の31%及び

63%に比較し，今年度は11%及ぴ39%と低く，また検出

値は，それぞれ昨年度0.01-0.06ppm(検出値の平均値

0.03ppm，以下同様)及び、0.01-0.52ppm( 0 .16ppm)，今

年度痕跡ー O.Olppm(痕跡程度)及ぴ0.02-O. 21ppm 

(0.08ppm)となった.両農薬の検出率及ぴ検出値ともに，

今年度は昨年度の約 1/2であった.また，現在イマザ

リルについては，厚生省へ残留基準値及び、食品添加物使

用基準による残存量が答申されており，今後，さらに両

農薬の残留状況の推移を観察していく必要があると考え

る.

(5) 穀類

8種42作物中 6種21作物(50%)から 5種の農薬が検出

された(Table4 ).穀類からは，クロルピリホズメチル，

ピリミホスチル， MEP及びマラチオンが比較的高頻度

で検出され，収穫後に使用された可能性が高い.また，

これら農薬が，玄麦よりフスマから比較的高濃度で検出

された.これは，玄麦に残留する農薬の80%以上が，フ

スマに残存する 25，26)ことによると考えられる.

MEP及ぴマラチオンは，厚生省が残留基準の設定に

あたっている農薬であるが，今回の検出値はいずれもそ

の基準値以内であった.

そば粉から微量のクロロホルムが検出された.クロロ

ホルムは米国において， くん蒸殺虫剤として使用されて

いたが， 1989年に使用禁止となった農薬である.今回検

出されたクロロホルムは， くん蒸殺虫剤として収穫後に

使用されたものか，他の何らかの汚染によるものかの区

別はできないが，昨年度柑橘類から検出されたトリクロ

ロエタンと同様揮散しやすい農薬であり，その残留原因

の把握が大切と考える.

2.地域別による比較

輸入農産物の原産国を前報8)と同様5地域に分類し，

地域別に農薬の検出状況をまとめてTable5に示した.

農薬の検出率はオセアニア産が最も高く，次いでアジ

ア，アメリカ及ぴヨーロッパ産の順であった.

オセアニア産の検出率は昨年度に比較して 2倍以上に

なった.これは，検査対象農作物のうち農薬の検出率が

他作物よりも比較的高い穀類の占める割合が高かったこ

と，また，果実類において全呆を対象に調査，検討を加

えたため，より多くの農薬の残留を把握できたことに起

因すると考える.

まとめ

1991年4月から 1992年 3月までに都内に入荷した輸入

生鮮農産物等68種230作物について，残留農薬の実態調

査を行った.

1.農作物中の農薬残留実態

10種の有機リン系殺虫剤が痕跡-0.93ppmの範囲で

検:出された.

有機塩素系農薬では 2種の殺虫剤が痕跡一0.08ppm，

5種の殺菌剤が0.01-0.88ppmの範囲で検出された.

その他の農薬では， 1種のカ一パメイト系殺虫剤が

0.0閃5一0.0侃8p即pm肌 2種の除草剤が痕跡一0.1凶8p卯pm及びぴ、 1

種の殺菌剤が痕跡-4.3句ppmの範囲で

残留基準イ値直，登録保留基準値， FAO/WHOの定めた
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最大残留許容量及び各輸出国の農薬許容量を超えたもの 11)厚生省生活衛生局食品化学課:残留農薬分析法

はなかった Draft 厚生省食品化学レポートシリーズ No.40，

2.地域別による比較 1985. 

検出された農薬に地域特異性が認められた.また，農 12)未発表

薬の検出率はオセアニア産が最も高かった 13)平成元年度委託調査報告書 収穫後使用の農薬に関

する調査，東京都生活文化局消費者部， 1990. 

本調査は東京都衛生局食品環境指導センターと共同で 14) John Wiley and sons 1989 Crop Protection Che. 

f子ったものである micalsReference 5th edition， 1990， Chemical and 

文献 Pharmaceutical Press， New York. 

1 )厚生省生活衛生局検疫所業務管理室輸入食品監視情 15)田村行弘，観 公子，永山敏虞他:東京衛研年報，

報検討会，厚生省輸入食品衛生監視員協議会編:輸 36， 199-205， 1985. 

入食品1989統計に見る食品輸入の実態ー， 1990， (初 16)永山敏康，真木俊夫，飯田真美他:東京衛研年報，
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入安全推進協会，東京 18)永山敏庚，真木俊夫，飯田真美他:東京衛研年報，
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34， 165-170， 1983. 20)永山敏庚，小林麻紀，塩田寛子他:東京衛研年報，

5 )永山敏庚，観公子，田村行弘他:東京衛研年報， 42， 129四 133，1991. 

35， 210-218， 1984. 21)吉田富美雄，山浦由郎:長野県衛公報告， 12， 

6 )永山敏康，真木俊夫，観公子他:食衛誌， 30， 48-51， 1989. 

438-443， 1989. 22)中富美津江:広島県衛研年報， 34， 41-44， 1987. 

7 )永山敏庚，真木俊夫，川合由華他:東京衛研年報， 23)斉藤行雄，山本敦，水上英一:富山衛研年報， 14， 

41， 125-132， 1990. 199-201， 1991. 
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化学物質及び自然毒による食中毒等事件例(第 9報*)

一平成3年度一

真木俊夫**観 公子* *，橋本秀樹**二島太一郎**

Outbreaks of Food Poiso凶ngof Chemical and Naturally Occurring Toxicants in Tokyo (IX) 

-1991一

TOSHIO MAKI * *， KIMIKO KAN * *， HIDEKI HASHIMOTO * * 
and T AICHIRO NISHIMA * * 

Keywords:化学性食中毒 chemicalfood poisoning，もやし soybeansprout，ヒスタミン histamine，カキシメジ

Tricholoma ustale，エピ shrimp，ウニ seaurchinフグ pufferfish，ラパス貝 Fissurellamaxima Sowenby 

著者らは前報1-4)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.

今回は平成 3年度に起きた化学物質による食中毒等事

例4件，自然、毒による事例 3件について報告し，今後の

食中毒発生防止のための参考に供する.表 lに事例の概

要をまとめて示した.

1.もやし入り味噌汁による有症苦情事例

①事件の概要 平成 3年7月もやし入り味噌汁とご飯

を朝食に取った男性が1時間後から恒吐，腹痛を呈した.

その後，夕方まで食事を取らなかったが，再ぴ日匝吐，発

疹がみられた.翌日医師の診察を受け急性胃腸炎と診断

された.もやし入り味噌汁を飲んだ時，ジャリと音がし

金属の固まりに気がついたが少し飲んで、しまった.この

味噌汁に入っていた固まりが何であるか調べて欲しいと

保健所に届け出た.

②試料 もやし入り味噌汁残品と 1cm程度の金属の固

まり.

③原因物質の検索搬入された金属の固まりを検索す

るために蛍光X線分析機で定性分析を行った.その結果

この固まりは鉄であることが判明した.その他の金属は

検出されなかった.もやし入り味噌汁についても鉄及び

重金属は検出されなかった.

④考察 蛍光X線装置によりこの金属の固まりは鉄片

であることが分かった. しかし味噌汁から金属が検出さ

れなかったことは，もやし，味噌など材料からの由来と

*第 8報，東京衛研年報， 42， 147-151， 1991. 

は考えにくかった.恐らく味晴汁を作るときに容器素材

の表面が剥がれたものと思われる.古い容器の使用には

注意をして欲しい事例であった.

2.マグロ照り焼きによる有症苦情事例

①事件の概要 平成 3年 7月飲食屈でマグロの照り焼

きを喫食した会社員 3名が 1時間後から吐気，下痢及び

発疹などヒスタミン様中毒症状を呈した.

②試料 マグロ照り焼き残品，同ロット品及び豚肉の

幸子味噌妙め.

③原因物質の検索 中毒はヒスタミン様症状に似てい

た.そこで薄層クロマトグラフィーによるヒスタミン及

び不揮発性腐敗アミンの定性分析，これらの物質を液体

クロマトグラフイーで定量分析を行った.残品はヒスタ

ミン450mg%，同ロット品490mg%を得た.カダペリン

は30mg%，43mg%，チラミンは 5mg%， 10mg%がそれ

ぞれ検出された.プトレシン，スペルミジンは検出され

なかった.豚肉の幸子味噌妙めからはいずれも検出され

なかった.

④考察ヒスタミンによる中毒最少発症量は約

50mg%と推定されている. しかし新鮮なマグロ等はヒ

スタミンの生成が認められないことから.今回検出れさ

れた高濃度のヒスタミンがアレルギ一様中毒を誘発させ

たものと推定した.同時に極めて鮮度の悪い状態であっ

たと言えよう.

この飲食庖では当日マグロ照り焼き 10食が出ていたが，

**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 H巴alth

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku，Tokyo， 169 J apan 
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表 1. 平成 3年度に発生した化学性食中毒等事件の概要

No. 発生年月 患者数/喫食者数

1. 平成 3年 7月 111 

2. 7月 3/3 

3. 10月 2/2 

4. 10月 2/2 

5. 4年 1月 2/2 

6. 2月 111 

7. 3年 4月 2/2 

そのうち 3食分が事件に関与した.残りの 7食分を喫食

したヒトが中毒症状を呈したかどうか分からない. 7食

分のマグロだけが仕入その他において 3食分と異なるマ

グロとは考えにくい.恐あく事件の届け出をしていない

ためと考えられる.毎年ヒスタミンによる食中毒が発生

して後を断たないが，いずれにしても高濃度のヒスタミ

ンが生成していたことは，保存状態に問題点を残す事例

であった.

3.キノコによる食中毒事例

①事件の概要 平成 3年10月他県の山にキノコ狩りに

行った 2名が， 5種類のキノコ(キシメジ，クリタケ，

サマツタケ，チョコタケ，マツタケ)を採集し家に持ち

帰った.その 2名がサマツタケと称するキノコを味噌汁

に入れ，ナスの揚げ物と一緒に喫食したところ，老女が

1時間後から吐気，日匝吐及び激しい下痢を呈し入院した.

他の女性も 4時間後から同様な症状を皇した.採集した

時の残品キノコがあるので鑑定して欲しいと保健所に届

け出た.

②試料大型の残品キノコ 1本.

③原因物質の検索症状を呈したのは 2名中 2名で

あったことから，採集した時に毒キノコが混入していた

疑いがもたれた.搬入されたキノコは茎の長さ10cm，傘

の直径 5cm程のキノコであった.傘はやや粘りのある茶

褐色，無臭，ヒダは湾生，茎は中空，ツパ，ツボはない.

さらに胞子及ぴ菌糸について顕微鏡学的に調べた.胞子

は広卵形，菌糸は，かすがい突起を有し非アミロイド5)

であった.以上の結果と中毒症状とを考え合わせ，残品

のキノコをカキシメジと断定した.

④考察搬入されたキノコは特徴をもたない地味なキ

ノコであることから.，キシメジ科と推定した.またか

なり新鮮な状態に保たれていたので胞子を採集するには.

他のキノコの混ざりもなく極めて都合がよかった.採集

した 5種類のキノコについて誰が鑑定したかはっきりし

ないが，このキノコはサマツタケと言って，大変珍しく

原因食品 原因物質

もやし入り味噌汁 鉄

マグロ照り焼き ヒスタミン

カキシメジ 自然毒

ムキエピ 鮮度低下

生ウニ 鮮度低下

魚肝，卵巣，胃内容物 フグ毒?

アワビ味付け 不明

美味なキノコであると採集現場で教えた人がいた.この

話しを信じたことがそもそも中毒事件につながった.和

歌山県にサマツをサマツタケと方言6)で呼ぶ地方がある.

今回方言で呼んだのか，それとも他のキノコと間違えた

のかのどちらかと思われる.いずれにしてもサマツタケ

という和名のキノコは公式に存在しない.

カキシメジは我が国のキノコ中毒事件においてツキヨ

タケ，クサウラベニタケに次いで第 3位と多い.中毒症

状は吐気， ~匝吐，下痢など胃腸障害を起こすが，毒成分

についてはなお不明である.幸いこのキノコによる死亡

者はいない. しかしキノコの鑑定に当たってはよく精通

している人から学び，不明なキノコはできるだけ口にし

ないよう注意を呼びかけたい事例であった.

4.ムキエビによる有症苦情事例

①事件の概要 平成 3年10月某スーパーでお好み焼き

と焼きソパ 1セットを購入し，夫婦で喫食したところ，

妻は 1時間後から幅吐，下痢，目まい，さらに顔と胸に

発疹を皇し，夫は 5時間後から順吐，発疹を呈した.医

師の診察を受け夫は入院した.お好み焼きから異臭がし

たと保健所に届け出た.

②試料 お好み焼きのエピ残品及びムキエピの解凍参

考口日日.

③原因物質の検索 喫食した時に腐敗臭を訴えていた.

しかしお好み焼きのエピ残品は，その他の具と混ぜ合わ

せて焼いてあるので異臭を認めることは困難で、あった.

ムキエピ解凍参考品は鮮度低下臭を認めた.そこで揮発

性塩基室素(VBN)を測定したところ，お好み焼き残品

は14mg%，参考品は39mg%であった.ヒスタミン及び

不揮発性腐敗アミンは検出されなかった.

④考察 ムキエピ解凍品の臭及びVBN値から腐敗の

初期状態を超えていることが確認された.お好み焼きの

中にあるエビは加熱調理済みであったためか， VBNは

高い値にはならなかった. ~匪吐，下痢など主な中毒症状

の他に激しい目まいが見られたが，この症状は二次的な
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要因によるものと思われる.また 2名とも発疹が見られ

たがヒスタミンの生成量には問題はなかった.ムキエビ

を解凍する際，調理場での長時間の放置に問題を残す事

例であった.

5.生ウニによる有症苦情事例

①事件の概要平成 4年 1月会社員 2名が昼食に生ウ

ニご飯を喫食したところ， 1名が 1時間後から腹痛，そ

の後下痢，日匝吐，頭痛を呈した.他の 1名は生ウニだけ

を喫食したが，同様に 1時間後から腹痛，その後下痢を

呈した.この生ウニがおかしいと保健所に届けられた.

②試料残品と同ロット参考品の生ウニ.

③原因物質の検索搬入された生ウニは，残品及び参

考品ともすでにかた崩れを起こし鮮度低下臭を認めた.

VBN は87mg%，不揮発性腐敗アミンのうちカダペリン

は84mg%，プトレシンは97mg%であった，ヒスタミン，

チラミン，スペルミジンは検出されなかった.

④考察 VBN値は参考品であるにもかかわらず¥高

い値を得た.正常な生もののVBNは10-15mg%を超え

るようなことはないので，腐敗がかなり進んでいること

を示した.ヒスタミンは検出されなかったが，他の不揮

発性腐敗アミンが高濃度に検出され極めて悪い状態で

あった.ウニなど生ものは時間と共に急激に新鮮さを

失っていくので，仕入から販売までの期間の保存には充

分注意が必要な事例であった.

6.フグ様の煮物喫食による 1事例

①事件の概要 平成 4年2月フグ様の煮物を喫食した

老人が激しい恒吐，全身の庫れを呈し，救急車で病院に

運ばれ死亡した.原因追求のため，残品についてフグ毒

の検査を願いたいと管轄の警察から保健所を通して依頼

があった.

②試料パックに入った魚、の煮物残品及び患者から採

取した胃内容物.

③原因物質の検索搬入された残品は形態的に 2種類

に分けられた. 1種はややかた崩れを起こした肝様であ

り，もう 1種はたらこ様であった.患者はどちらを喫食

したか不明だったので，別々にフグ毒の試験を行った.

後日，患者から採取した胃内容物が搬入された.ほとん

ど溶液に近い状態で pHは8であった(ペーハー試験紙

による).フグ毒は肝様が169MU/g，卵巣様117MU/g，

胃内容物19.5MU/gが検出された.

④考察患者は魚の煮物を喫食した直後から口の回り

が庫れ出し，次に全身へと広がった.同時に激しいH匝吐

がみられフグによる中毒症状に極めて似ていた.夫人は

近所の医師を訪ねたが休診で，救急車を要請して病院に

運んだ. しかし診察をした医師によると患者はすでに死

亡していたと述べている.死因究明のため遺体は監察医

務院で解剖された.胃中の消化物はほとんどなく，液状

胃内容物の pHはすでに弱アルカリ性を示した.かなり

の眠吐であったことが示唆された.後日胃内容物のフグ

毒検査の追加があった際， pHを調べたところ監察医務

院と同様;弱アルカリ'性であった.テトロドトキシンは賢午

酸酸性でかなり安定だが，アルカリ性になると分解を起

こすことが知られている.従って胃内容物のフグ毒はも

はや検出されないのではないかと考えられたが，それで

も19.5MU/gを検出した.かなりの煮物を喫食したこと

が推定される.

夫人によると夫はフグ(? )の白子をどこかで購入して

来てはよく食べていた.今回も購入して来た白子を自分

で調理し， 1人で喫食したと説明をしている. しかしど

この庖で購入したのか夫人は分らないと言っている.そ

こでこの魚、の煮物が白子であるかどうか，残品の一部を

市場衛生検査所で鑑定を行った.肝と卵巣が推定される

旨の回答が得られ，我々が推定していた結果と一致した.

さらに得られた毒力，卵巣様の外観，大きさからフグの

内臓が疑われた.フグ毒によるヒトの最小致死量は

10，000MUlgと推定7)されているので，今回のフグ様の

煮物を60g程度喫食すれば命をおとすことになる.

いずれにしてもフグの内臓等が自由lニ手に入ることは

絶対にあり得ない.現実に起きてしまった以上は，これ

まで以上に監視を強化する必要のある事例であった.

7.ラパス貝による食中毒様事例集

①事件の概要平成 3年4月都下でアワビ味付け(通

称、ラパス貝)を喫食した男性が40分後から吐気， nl吐，
腹痛，水様性下痢を呈する事件が発生した.後日，妻も

喫食したところ同様な症状を呈したと保健所に届け出た.

その後，これに酷似する事件が散発しているので，原因

物質が解明されていない現在だが，今後の監視強化並び

に再発防止等のため，過去の事例も含めてここに紹介す

ることにした.表 2にラパス貝による事件の概要をまと

めた.事件は昭和62年6月から平成 3年11月までに15件

発生している.アワビ味付けとして販売されていたラパ

ス貝を喫食したものばかりである.

②試料 パック入りアワビ味付け(チリ産ラパス貝).

③原因物質 潜伏時間は30分から数時間，共通の中毒

症状は晦吐，下痢，かゆみ，さらに重症の場合は動停，

呼吸困難が見られる.現在までヒスタミン，テトラミン，

不揮発性腐敗アミン，グルタミン酸，麻痔性貝毒，下痢

性貝毒Eが君主を行ったが，直接原因物質につながる結果は
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表 2. ラパス貝喫食による中毒様事件の概要

発生年月 原因食品名 発症時間 患者数模食者数 症 状

昭和62年 6月 アワビ煮付け(フパス貝) 3 

8月 ホタテ(乾燥)(ラパス貝?) 1-2 

63年 6月 アワビ味付け(ラパス貝) 1 

平成元年 5月 アワビ味付け(ラパス貝) 0.5 

5月 アワビめし(ラパス貝) ワ

11月 アワビ味付け(ラパス貝) 2-3 

11月 アワビ味付け(ラパス貝) 2-3 

2年10月 煮ガイ(ラパス貝) 2-3 

12月 ツブ(? ) 15 

3年 1月 アワビ煮付け(ラパス貝) 2 

4月 アワビ味付け(ラパス貝) 0.7 

5月 マツブ貝(ラパス貝) 4 

7月 (ラパヌ貝) ワ

11月 アワビ味付け(ラパス貝) 6 

11月 アワビ煮付け(ラパス貝) 0.5 

得られていない.

④考察 ラパス貝はスソキレガイ超科スカシガイ属の

草食性貝で，ペルーからチリに至るまで分布し潮間帯の

岩礁に生息している8) 前田らが報告別しているラパス

貝はFissurellamaxima Sowerby(平日名ダイオウスカシガイ)

を当てている.英語一般名 grandkeyhole limpetである.

このダイオウスカシカ1を含めた数種の貝穀が“傘"の

形をしていることからラパス貝(Lapa又は Lapasはスペ

イン語で傘の意味)と称しており，特定の貝を指してラ

パス貝と呼んではいない.従って分類学上から見てやや

未確定な種がまだ存在するようだ.我が国に輸入される

ラパス貝には近種の貝が混在していると思われる. しか

しチリアワビと称するロコ貝(アワビモドキ)と混同され

易いが，ロコ貝はアクキガイ科，コンコレパス属の肉食

性貝でラパス貝とは別種である 10)

中毒はやや激しいアレルギ一様症状を呈する.森川ら

はラパス貝に含まれるヘモシアニンがアレルゲンである

と述べている.アメリカ，特にハワイでもこの種の貝に

よる中毒が57件発生している. FDAもヒスタミン等の

検査を実施しているが原因物質の解明までには至ってい

ない.

東京都以外では群馬県14件，静岡県 2件，長野県 2件，

九州、13件，香川県 1件(死亡原因の疑い)が発生している.

本事件は極端に多発しているわけではないが，重症の場

合は呼吸困難におち入り，生命に係わる中毒である.原

因物質を明らかにするには，今後の研究を待たねばなら

2/3 かゆみ，頭痛，発熱，アレルギー

3/3 H匝吐，下痢，腹痛

1/2 日直吐，発疹，息苦しい，顔面蒼白，視力異

常，歩行困難

111 腹痛，水様性下痢，顔のむくみ，湿疹

11/27 日医吐，腹痛，下痢，発疹，息苦しい

111 発疹，呼吸困難

111 発疹，呼吸困難

2/2 H直吐，腹痛，発疹，頭痛，発熱

111 下痢

2/2 H匿吐，下痢，発熱

1/1 PJ@:吐，腹痛，かゆみ

4/4 視力衰退，足のふらつき

2/2 かゆみ，顔のむくみ，目の充血，呼吸困難

1/2 限吐，腹痛，軟便，膨満感，胸が苦しい

2/2 動↑季，呼吸困難

ないが，事件がこれ以上拡大しないのよう監視を強化す

る必要のある事例であった.

以上，平成 3年度に起きた化学性食中毒等のうち， も

やし入り味噌汁による有症苦情事例，マグロ照り焼にき

による有症苦情事例，キノコによる食中毒事例，ムキエ

ピによる有症苦情事例，生ウニによる有症苦情事例，フ

グ様の煮物喫食による l事例 ラパス貝による食中毒様

事例の 7事例を取り上げた.これらの調査は衛生局生活

環境部食品保健課，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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輸入食品中の放射能濃度(第3報*)

一平成3年度一

観 公子**真木俊夫**橋本秀樹**川合由華**二島太一郎**

Radioactive Contamination in ，Imported Foods (皿)

- Apr.1991 - Mar.1992-

KIMIKO KAN * *， TOSHIO MAKI * *， HIDIKI HASHIMOTO * * ， 

YUKA KA W AI * * and T AICHIRO NISHIMA * * 

Keywords:チェルノブイリ原発事故 Chernobylreactor accident，放射能汚染 radioactivecontamination，輸入

食品 importedfoods，調査 survey，セシウム cesium，きのこ mushroom，原産国 countryof origin，核種比 nuc.

lide ratio， NaI (Tl) シンチレーションデイテクタ NaI(Tl) scintillation detector 

緒言

1986年のチェルノブイリ原発事故を原因とする食品の

放射能汚染が問題となり，著者らは，昭和63年度から

NaI (Tl)シンチレーションディテクターを用いた方法で，

都内市販食品のうち主に輸入食品について放射能汚染実

態調査を行ってきた1，2) ひき続き今回は，平成 3年度

における放射能の調査結果を報告する.

実 験 方 法

1.試料

1991年 4月から1992年 3月までに東京都内に流通して

いた輸入食品等339試料を検査した.

2.器具及び装置

前報1，2)に従った.

3.試料の調整

前報1.2)に従った.

4.分析方法

前報1，2)に従った.

結果及び考察

1.放射能汚染状況

都内に流通していた輸入食品等339試料について，放

射能濃度を測定した結果， 50Bq/Kgを超えたものは 3

試料であり，厚生省の暫定基準値370Bq/Kgを超えるも

のはなかった.

*第 2報，東京衛研年報， 42， 152-161， 1991 

2.放射能検出状況

1 )放射能濃度別

放射能濃度別の試料数及び検出率を表 1に示した.

放射能濃度が51-100Bq/Kgのものが 1試料(0.3%) 

101 -200Bq/Kgのものが 2試料(0.6%)であった.ま

た， 201Bq/Kg以上のものはなく， 50Bq/Kg以下のもの

は336試料で総試料の99.1%を占めていた.

50Bq/Kgを超えた試料数は平成 2年度の 7試料

(2.1%)2)と比較すると今年度は 3試料(0.9%)とチェル

ノブイリ事故からの経過に伴い，試料数及ぴ検出率共に

減少していた.

このことから，今後， 50Bq/Kgを超えて検出される

試料の割合はさらに減少していくものと恩われる.

2)食品群別

食品群別の検出状況を表2に，総検査試料の食品群別

割合を図 1に示した.

食品を14群に分類してみたところ， 50Bq/Kgを超え

て検出されたものは野菜・果実・加工品群の 3試料のみ

で，野菜・果実・加工品群の4.9%，総試料の0.9%を占

めていた.この群にはセシウムを蓄積し易いキノコが含

まれており，検出数に影響していたものと思われる.

じかし，前年度まで検出数，検出率が高かった香辛

料・ハーブ類群において;今年度50Bq/Kgを超えて検出

されたものは見られなかった. このことはチェルノフ申イ

**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 PU blic H巴alty

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



一方，今年，ブラジルにおいて，チェルノブイリ事故

直後に輸入された牛肉で，放射能汚染の可能性があった

ため冷蔵保存されていたものの販売が許可された事が

あった.このことから，長期保存のできる食品について

は今後監視を強化する必要があるものと考える.

3)原産国別

原産国別の検査状況を表 3に，検査資料の国別割合を

図2に示した.

50Bq/Kgを超えて検出された 3試料すべて原産国は

フランスであった. これはフランス産の5.8%，品念E式キヰ

の0.9%を占めていた.フランスはチェルノブイリ事故

による放射能汚染の高かった国であり，検査試料数もア

メリカに次いで多く，検出数に影響したものと思われる.

原産国が判明している試料の内，約半数はチェルノブ

イリ事故放射能汚染の少なかった国のものであり，いず

れからも検出されなかった.このことは放射能汚染食品

が放射能低汚染国を経由して，わが国に輸入されていな

かったものと考えられた.

わが国の食品輸入状況において，厚生省の調査した

「輸入食品1990J3)によるとソ連からのものは届出数量

で第47位836件と比較的少なく，今年度は検査を実施し

なかった. しかし，事故当事国であり，小さな原子力発

電所の事故が時折報道されることから，旧ソ連産の食品

も検査する必要があると考える.

4 )放射能濃度が50Bq/Kgを超えて検出された試料

放射能濃度が50Bq/Kgを超えて検出された試料の内

訳を表4に示した.核種の検出値は当研究室でスクリー

ニング検査を行い，セシウム-134及びセシウムー137の合

計が100Bq/Kgを超えたものについて精密検査のため都

立アイソトープ総合研究所で測定した値である.

16.2% 

フランス

15.3% 

ドイツ 7.1% 
デンマーク 5.0% 

カナダ 3.8% 
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図 2.放射能検査試料の国別割合

※:チェルノブイリ事故放射能汚染の比較的

少なかった国

オーストラリ

2. 

スイス 2.7% 

イギリス 2.7% 
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f
 

* : 134CS及び、137CSの放射能濃度の合計が50Bq/Kgを超

えた試料数

リ事故後 6年が経過しており放射能汚染の影響も和らい

できているものと考える.

ジャム・マーマレード類は54試料(約16%)，乳・乳製

品は 40試料(約 12%)と比較的多く検査を行ったが

50Bq/Kgを超えて検出されるものはなかった.
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表 1. 放射能濃度別の検出試料数及ぴ検出率
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表 3. 国別の測定試料数と検出数*
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* : 134CS及ぴ、即Csの放射能濃度の合計が50Bq/Kgを超えた試料数

:チェルノブイリ事故放射能汚染の比較的少なかった国

不明

製造または

輸入年月日

91.10.06 

91.10.06 

91. 02.25 

原産国

フランス

フランス

フランス

表 4. 放射能濃度が50Bq/Kgを超えた試料の内訳と検出値

検出値 (Bq/Kg)
134

CS十 137CS 134
CS 

150 10 

138 8 

61 

137
CS 

140 

130 

名

1 ジロル(アンズタケ)(生)

2 ピエ・ド・ムトン(カノシタ)(生)

3 セップ(ヤマドリタケ)(冷凍)

口
口口No 

れる.さらに，これらのキノコはセシウムー134が検出さ

れていることから，チェルノブイリ事故によって汚染さ

れた土壌から採れたものと思われる.

5 )放射能核種セシウムー134 (134
CS) 

-137 (137 CS) の比

表 4から放射能核種134Cs及び、137CSを比較してみる

と134Csと137Csの比は事故後 5年経った1991年では 1

: 15と1: 16であった.本来，放射能核種の半減期から

考えると，事故当時 1 2であった134Csと137Csの比

は5年後では，およそ 1: 10のはずである. しかしこの

様に137CSの割合が多くなっている事は過去の核実験や

とセシウム

50Bq/Kgを超えた試料は全てキノコであった.これ

ら試料のキノコは生のものであったが，これらを成分分

析表4)によるキノコの水分含量約90%とし，乾燥重量で

試算するとそれぞれ 1495Bq/Kg， 1380Bq/Kg， 

610Bq/Kgとなり，暫定基準値の370Bq/Kgを大幅に超

えてしまう.大量に摂取しないように注意する必要があ

ると考える.

また，一般にキノコは土壊中のセシウムを大量に吸収

し蓄積する事が判明している5.6) 乾燥キノコ中には，

セシウム同属体のカリウムが 1-2%と比較的多く含ま

れており 4) セシウムの取り込みに関与していると思わ
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表 5. 放射能濃度が25Bq/Kg以上50Bq/Kg以下の試料

製造または

輸入年月日

91.03.10 

91. 08.05 

不明

91.10.06 

92.02.27 

91.10.06 

91.04.17 

92.02.23 

92.02.23 

91.08.20 

91.07.22 

原産国

中国

フランス

不明

フ ラ ン ス

不明

フ ラ ン ス

ブルガリア

フ ラ ン ス

フ ラ ン ス

キ リ シ ャ

中国

検出値 (Bq/Kg)

134CS + 137 Cs 
35 

31 

31 

29 

29 

28 

28 

26 

26 

25 

25 

名

シナモン

セップ(ヤマドリタケ)(冷凍)

カルワイ

トロンペット(フロラッパタケ)(生)

キャラウェイシード

セップエクストラ(ヤマドリタケ)(生)

ペパーミント

シャントレル(アンズタケの一種)(生)

ピエ・ド・ムトン(カノシタ)(生)

セイジ

ハイビスカス

口
口口No 
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料・ハーブが 6試料，キノコが5試料であった.

平成 3年度における輸入食品中の放射能濃度を測定し，

その実態を明らかにしたが，前年度と比較し， 50Bq/Kg 

を超えて検出される食品は減少していた.

前年度までは，香辛料等直接放射能落下物の混入が考

えられる試料からの検出が多かったのに比べ，今年度検

出されたものは，土壌からの移行が考えられるキノコで

あった.このことから，今後，汚染土壌から生産され，

セシ，ウムを取り込み易い農産物，及ぴそれらを飼料とし

て生産される畜産物について放射能濃度調査を行ってい

く必要があるものと考える.

写真の説明

1.ジロル(アンズタケ)(生)Girolles 

2. ピエ・ド・ムトン(カノシタ)(生)Pieds de Mouton 

3. セップ(ヤトドリタケ)(冷凍)Cepes 
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原子力利用の環境汚染により影響が考えられた.

50Bq/Kgを超えて検出されたこれらの試料を写真 1

から 3に示した.

6 )放射能濃度が25Bq/Kg以上50Bq/Kg以下の試料

放射能濃度が25Bq/Kg以上50Bq/Kg以下の試料の内

訳を表 5に示した.

食品中の低濃度放射能を調査するために， 50Bq/Kg 

以下についても測定を行い，各試料の重量及ぴ測定時間

から算出し，各試料の検出限界値までの値を示した.

放射能濃度が25Bq/Kg以上50Bq/Kg以下の試料は香

辛料とキノコで占められていた.香辛料は50Bq/Kgを超

えて検出されるものはなかったものの， 50Bq/Kg以下

25Bq/Kg以上で、検出されるものが比較的多かった.

しかし，事故の経過につれ汚染度も減少している事が

わかった.今後，原子力施設の事故等が起こらない限り

放射能汚染された食品はさらに減少していくものと思わ

れる.

まとめ

1991年 4月から1992年 3月までに都内で流通していた

輸入食品等339試料について放射能濃度を調査した.放

射能濃度が50Bq/Kgを超えて検出された試料は 3試料

(0.9% )であったが，暫定限度値370Bq/Kgを超えて検

出されたものはなかった.

50Bq/Kgを超えて検出された試料はキノコ類の 3試

料であり，原産国は全てフランスであった.放射能濃度

は各々150Bq/Kg，138Bq/Kg及ひ、61Bq/Kgであった.

150Bq/Kg及び、138Bq/Kgを検出した試料のセシウム

核種割合は134Cs : 137 Csの比が 1: 15及び 1: 16で

あった.

放射能濃度が25Bq/Kgから 50Bq/Kgの試料は香辛



111i!!!!|!!!!(!!!!i li:li i!!!i!!;!ヤ:! I1 ! 111111111 

? ~ 4 只 ι7 良 q 10 11 

2 

1 



1
i
1
1
4
 

2
!
i

司
g
ι
a

f--十
句
叫

し
1

1

4

1
1
1
2
 

1
t

句よ

F
i
l
e
-
'
i
 

T
A
 

!
j
l
l
o
w
 

l
i
-
-
-
Q
u
 

i
l
l
m
i
 

!
i
!
6
 

l
i
l
-
5
 

!
4
1
1
4
 

f
t
i
1
q
U
 

1
2
1
i
つω

ト
o
i
l
l
句

i 10 

3 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.. 43. 149目 154. 1992 

食品製造用酵素製剤の品質実態調査(第3報*)

酵素活性の測定及び有機副剤の分析

広門雅子**平田恵子**樋松洋子**

中島和雄**風間成孔**

Survey on Quality of Enzyme Preparations used in Food Processing (皿)

Measurement of Enzyme Activities and Analysis of Organic 

Subsidiaries in Enzyme PreparatIons 

MASAKO HIROKADO* *. KEIKO HIRATA * *. YOKO UEMATSU* *. 

KAZUO NAKAJIMA * *and MASAYOSHI KAZAMA 

Keywords:酵素製剤 enzymepreparations. アミラーゼ amylase. プロテアーゼ protease，セルラーゼ cellulase，

ペクチナーゼ pectinase，リノ~-ゼ lipase，酵素活性 enzyme activity，溶剤 solvent，単糖類 monosaccharide，二

糖類 disaccharide

緒 言

酵素は古くから清酒や味噌などの製造に利用されてい

る天然添加物である.近年，科学技術の進歩により種々

の改良が加えられた酵素，ニューバイオテクノロジーを

応用した固定化酵素及び遺伝子組替え酵素などの多くの

酵素が食品製造用に開発されてきている. しかし，その

品質の実態は明らかにされていない.また食品添加物と

しての公的な品質規格も全く設定されていない.

そこで我々は品質規格を作成するための基礎資料とす

るため昨年度に引続き，市販品について酵素活性力の試

験及ぴ副剤(酵素活性力の均一化及ぴ製剤の形態を形成

させるために添加されるもの)の分析を行ったのでその

結果を報告する.

実 験 の 部

I.試料:都食品機動監視班が平成 3年度に酵素製剤製

造メーカー18社から買い上げたもの及ぴ任意に提出され

たもので，その内訳はアミラーゼ36種，プロテアーゼ25

種，ペクチナーゼ 9種，セルラーゼ 7種，リバーゼ 6種，

ヘミセルラーゼ 5種，ラクターゼ 4種，レンネット 2種，

インベルターゼ，カタラーゼ， αーグルコシダーゼ，デ

キストラナーゼ，ナリンギナーゼ，ヘスペリジナーゼ，

シクロデキストリントランスフエラーゼ各々 1種の計

*第 2報，東京衛研年報， 42， 170-175， 1991 

101検体である.

1 試薬及び試液:アミラーゼ(α 一，s-，グルコー)，

プロテアーゼ，リバーゼの活性試験には，前報1)と同様

のものを用いた.また他の試験用試液は全て日本薬局方

及ぴ酵素製剤製造メーカーの社内規格(以下社内規格)に

したがって調整し，試薬はJIS特級品を用いた.

m.装置及び条件

1.モノード式振とう垣温槽:タイテック製

2. その他は前報1)と同様の機器を用いた.

W.実験操作法

1.活性試験法

1 )アミラーゼのデンプン糊精化力試験:表 lの条件

でαーアミラーゼがパレイショデンプンに作用するとき，

直鎖成分アミロースの低分子化に伴って減少するデンプ

ンのヨウ素呈色の青色を測定した.全部の検体について，

基質，温度，反応時間，単位を統一し， 'pHおよぴ試

料調製は一部社内規格を用いた.単位は 1分間にパレイ

ショデンプンのヨウ素呈色の青色を10%減少させる酵素

力を糊精化力の 1単位とした.

2) アミラーゼのデンプン糖化力試験:表 1の条件で，

Fーアミラーゼ，グルコアミラーゼがデンプンに作用す

るとき，生成してくる還元糖をソモギ、法で測定した.全

**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 J apan 
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表1.酵素活性試験条イギ

酵素名 活性試験法 基質 pH 温度 時間(分)

アラミラーゼ

αーアラミラーゼ デンプン糊精化力 1 %ノてレイショデ、ンフ。ン 5.0，5.6，6.。40 10 

グーアラミラーゼ デンプン糖化力 0.5%可溶性デンプン 5.5 40 30 

グルコアミラーゼ デPンプンtJii'1ヒ力 0.5%可溶性デンプン 4.5 40 30 

プルラナーゼ プルラン糖化力 0.4%プルラン 5.0 40 30 

プロァアーゼ

酸性プロテアーゼ 蛋白消化カ 0.6%カゼイン 2.7，3.0 30，37 10 

中↑生プロテアーゼ 蛋白消化カ 0.6，1.0，1.5%カゼイン 6.0，7.0，7.2 30，35，37 10，60 

アルカリ性プロテアーゼ 蛋白消化力 0.6，1.5%カゼイン 7.5，8.0，10 30，37 10，60 

リバーゼ 脂肪消化力 オリーブ油， トリブチン 5.6，6.0，7.。30，37 20，30，60 

フクターゼ 乳糖分解力 0.17，0.19，0.20%オルトフェニ 4.5，6.5 30，37 10.15.30 

ル s -Dガラクトピラノシド

7.13%乳糖

セルラーゼ 繊維素糖化力 0.5%カルボキシメチルセ 3.6，4.0，4.8 40 

ルロースナトリウム

繊維素崩壊力 1cmX1cmろ中氏 4.0，5.0 40 30 

ヘミセルフーゼ キシフン糖化力 0.5%キシラン 3.5，4.5 40 10 

ペクチナーゼ ペクチン糖化力 0.65%ペクチン 3.5，4.0，5.。40 60 
インベルターゼ、 インベルターゼカ 20%ショ糖 5.0 30 10 

カタフーゼ カタラーゼ力 0.0375%過酸化水素 7.0 30 5 

シクロデキストリングル デンプン糊精化力 1 %パレイショデンプン 4.5 40 30 

コシルトランスブエラーゼ

デキストラナーゼ デキストフナーゼ力 2.5%デキストラン 5.1 40 30 

トランスグルコシダーゼ トランスグルコシダーゼカ 2%α ーメチルー D-グル 5.0 40 60 

コシド

ナリンギナーゼ ナリンギナーゼカ 0.1%ナリンギン 4 40 60 

部の検体について，基質， pH，温度，反応時間，糖化

力単位を統一し， ~>Nヰ調製は社内規格に従った.単位は

1分間に 1mgのグルコースに相当する還元力の増加をも

たらす酵素量を 1糖化力単位とした.

ン酸に相当する還元力の増加をもたらす酵素量を 1糖化

力単位とした.

3) プルラナーゼのプルラン糖化力試験:表 1の条件

で，プルラナーゼがプルランに作用するとき，生成して

くる還元糖をソモギーネルソン法2)で測定した.単位は

1分間に lμmolのグルコースに相当する還元力の増加

をもたらす酵素量を 1糖化力単位とした.

4 )プロテアーゼの蛋白消化力試験及びリバーゼの脂

肪消化力試験: 社内規格のあるものは，社内規格に従

い，その他は薬審法3)に準じて，表 lの各条件下で行っ

た.

5 )ベクチナーゼのペクチン糖化力試験:表 1の条件

で，ペクチナーゼがペクチンに作用するとき，生成して

くる還元糖を「飼料及び飼料添加物の成分規格J4)に

従って測定した.単位は60分間に 1μmolのガラクツロ

6)セルラーゼの繊維素糖化力試験:表1の条件で，

セルラーゼがカルボキシメチルセルロースナトリウムに

作用するとき，生成してくる還元糖をソモギーネルソン

法2)で測定した.単位は 1分間に 1μmolのグルコース

に相当する還元力の増加をもたらす酵素量を l繊維素糖

化力単位とした.

7)セルラーゼの繊維素崩壊力試験:表 lの条件で，

セルラーゼがろ紙に作用するとき，ろ紙が完全に崩壊す

る時間を測定した.振とうは回転数60rpm，振幅60mmの

条件で行った.単位は 1分間に 1cmX1cmの大きさの規

定のろ紙 2枚を完全に崩壊する酵素量を1，000繊維素崩

壊力単位とした.

8) その他の活性試験法:各社の社内規格に従い，表

lの条件で行った.

2.有機態窒素定量法:前報1)に従った.
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3.溶剤の分析法:ヵ、、スクロマトグラフ法5)を用いた.

4.糖の定量法:液体クロマトグラフ法的を用いた.

結果及び考察

I.酵素活性試験結果

1.アミラーゼのデンプン糊精化力試験結果

αーアミラーゼ13検体の結果を図 1に示した.活性力

が2，000以下のものが約 7割を占め， 10，000以上のもの

は3検体と少なかった.

2.アミラーゼのデンプン糖化力試験結果

Pーアミラーゼ9検体及びグルコアミラーゼ11検体の

結果を図 2に示した.活性力2，000以下のものが，s-
アミラーゼ約 8割，グルコアミラーゼ、約 9割と圧倒的に

多かった.

3.プロテアーゼの蛋白消化力試験結果

プロテアーゼ25検体中20検体の結果を図 3に示した.

5検体については，社内規格の活性力単位算出法が異な

2 
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I I I I I I I I I I I 
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図1. αーアミラーゼ製剤のデンプン糊精化力

の頻度図
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以
下 60 
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80 9-0 
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図 s-アミラーゼ 図グルコアミラーゼ

図2. s-アミラーゼおよびグルコアミラ

ーゼ製剤のデンプン糖化力の頻度図
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るのでこのグラフから除いた.活性力は200から183，000

まで種々の濃度のものがみられた.なお社内規格に従っ

て試験した15検体は，すべて規格値にほぼ近い値を示し

た.

4.ペクチナーゼのベクチン糖化力試験結果

ペクチナーゼ 9検体の結果を図 4に示した.糖化力が

10，000以下の検体が約 6割あった.これらものについて

は，各メーカーでは崩壊力5都民粘度法，果汁の清澄試

験など他の試験を採用していた.本報では i飼料及び

飼料添加物の成分規格」の糖化力試験4)を統一試験法と

してt采用したが， t.会1*によっては，適切ではなかったと

考えられる.なおペクチナーゼの作用は複雑でいまだ充

分明らかにされていない部分もあると言われている8)

5.他の酵素の活性試験結果

リバーゼ，ラクターゼなと手社内規格に従って試験した

ものは，すべて社内規格値にほぼ近い値を示した.それ

検
体
数

o 10 21 41 61 81 101 121 141 161 181 
I I I I I I I I I I I 

0.5 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 

活性力 (x10') 

図3. プロテアーゼ製剤の蛋白消化力の頻度図

内。
検
体
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。1.1 11 21 31 41 51 51 71 200 
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活性力(x 10') 

図4.ペクチナーゼ製剤のペクチン糖化力

の頻度図
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ぞれの酵素について社内法を検討したところ，セルラー

ゼ，リバーゼ，ラクターゼなどは 2種類の基質を用いる

必要があった. したがってペクチナーゼと同様，基質特

異性などを考慮したうえ，これらの酵素についても，今

後は統一試験法の設定に向けて，薬審法3)，FAO/WHO 

規格9)及び FCC規格10)などを参考にして検討していき

fこい.

n.有機態窒素含量の測定結果

酵素は蛋白質から成るため，皇室素含量から酵素含量を

概略知ることが出来るのではないかと考え，有機態窒素

の含量を測定した.全酵素及び酵素の種類ごとの結果を

図5及び図 6(検体数が7以上のもの)に示した.窒素含

量 2%(蛋白質に換算して約12.5%)以下の検体が全酵素

の約 7割を占め， 2 %を超えたものは全酵素の約 3割

あった.干重類別にみると， αーアミラーゼ，プロテアー

ゼ，ペクチナーゼ，リバーゼでは， 2 %以下のものが 8

図6. アミラーゼ (α 一，s-，グルコー)，プロ

テアーゼ，セルラーゼ，ペクチナーゼ製剤

中の有機態窒素含量の頻度図

図7.

ロ
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と酵素活性力の相関図
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割と多かったが，sーアミラーゼ，グルコアミラーゼで

は2%以上のものが6割あった.また含量の最高はセル

ラーゼの6.4%(蛋白質に換算して約40%)であった.な

おプロテア←ゼの活性力が最も高い検体から，水と溶剤

併せて89.3%が検出されている.副剤を全て定量してい

ないため，酵素含量は， 100%から89.3%を差し百|いた

10.7% (窒素として約1.7%)以下であると言える. した

がって窒素含量が少なくとも1.7%を超える 2割のプロ

テアーゼ製剤lには，酵素以外の窒素含有有機物の残留ま

たは添加が考えられる.

また有機態窒素含量と酵素活性力の聞の相関をみるた

めに， αーアミラーゼ，s-アミラーゼ，グルコアミ

ラーゼ，プロテアーゼについて相関図を作成し，図 7-

9に示した.前年度と同様， αーアミラーゼでは窒素含

量が最も高いものが酵素活性力が最も高く，全体的にも

相関が認められた(相関係数0.964). しかし Fーアミ

ラーゼ，グルコアミラーゼ，プロテァーゼでは，窒素量

と活性力の間にほとんど相関は見られなかった.なお，

そのほかの酵素については，試験法および単位を統ーし

ていないため，窒素含量との相関をみることは出来な

かった.通常酵素の含量と活性力の関には相関があると

考えられるので，相関のない理由として，酵素以外の窒

素含有有機物(微生物培養の栄養源として使われるふす

ま，大豆蛋白，脱脂大豆糟など及び食品添加物のカゼイ

ン)の残留または添加の可能性が考えられる.

m.盲目 剤

添加が予想される有機副剤(溶剤および糖類)について

分析を行った.なお無機副剤については第 4報7)で報告

する.

1.水及び溶剤 液体製剤21検体中の水，エタノール，

グリセリン，プロピレングリコールの定量結果を積層グ

ラフにし，図10に示した.これらの含量の合計が50%を

超えるものが約 8割あった.種類別にみると，全製品か

ら水が38. 1 -86 . 1 % ， 5検体からエタノールが0.3-

5.5%， 5検体からグリセリンが10.2-58.4%， 1検体

からプロピレングリコールが11.8%検出された.食品添

加物であるグリセリン及びプロピレングリコールは，製

剤への表示が必要であるが，検査した製品のうち表示が

ないものがほとんどであった.

2.糖類 101検体中の糖類の分析結果を図11および

図12に示した.約 6割の検体から単糖および二糖の何れ

かが検出された.ブドウ糖は36検体，乳糖は23検体，麦

芽糖が9検体，ショ糖が6検体から検出され，ブドウ糖

や乳糖が配合されたものが多かった.単糖及び二糖につ

153 
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いては，粉末製品と液体製品の聞には特に差はみられな ものが多かった.検体入手の段階では，表示義務が殴味

かった.液体製品 3 検体からソルピットが22.5~34.3% にされていたが，昨年 7月に全面表示が義務付けられた

検出された.この場合のソルピットは溶剤の目的で使用 ため，今後は食品監視指導のもとで，副斉Jjの製剤への表

されたものと考えられる.ソルピットには表示が義務付 示は徹底されると思われる.

けられているが，検査した製品には前年度同様表示がな 謝辞:本調査を実施するに当り試料収集にご協力いた

かった.

まとめ

市販の酵素製剤の品質の実態を把握する目的で市販品

101検体の酵素活性力の試験及び有機副剤の分析を行っ

た.

1. アミラーゼ(α 一 s-，グルコー各アミラーゼ

及びプルラナーゼ)，ペクチナーゼの活性試験には各々

統一試験法を適用したが，ペクチナーゼの場合は，試験

法を統一することは困難であることが判った.

他の酵素については，各社の社内規格に従って試験し

た結果，すべて社内規格値にほぼ近い値を示した.今後

これらについても，基質特異性を考慮し，統一試験法の

設定に向けて，薬審法3)，FAO/WHO規格9)及びFCC規

格10)などを参考にして検討していきたい.

2.有機態窒素含量を測定した結果， 2 %以下のもの

が約 7割あった.プロテアーゼ活性が最も高い検体中の

酵素含量が，多くても 10.7%(窒素として約1.7%)で

あったことから，窒素含量が少なくとも1.7%を超えた

プロテアーゼ製剤には，酵素以外の窒素含有物の混入が

考えられる.また窒素含量と酵素活性力との相関をみた

ところ， αーアミラーゼ以外の酵素では相関がみられな

かった.相関のない理由として，やはり酵素以外の窒素

含有物の混入が考えられる.

3.有機副剤を分析結果，ブドウ糖及び乳糖が配合さ

れたものが多かった.液体製品に溶剤として食品添加物

のグリセリン，プロピレングリコール，ソルピットが1~

用されていたが，製品には，前年度と同様，表示がない

だいた食品機動監視班の皆様に感謝致します.
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食品製造用酵素製剤の品質実態調査(第 4報*)

製剤中の無機塩類及び不純物の分析

安野哲子**栗原裕子***荻野周=**

小関正道** * * 風 間 成 孔 * *

Survey on Quality of Enzyme Preparations 

Used in Food Processing (IV) * 

Determination of Inorganic Salts ， Heavy Metals and Arsenic 

in Enzyme Preparations 

TETSUKO YASUNO* *， YUKO KURIHARA * * *， SHUZO OGINO* * 

MASAMICHI KOSEKI* *水*and MASA YOSHI KAZAMA * * 

-Keywords:酵素製剤 enzymepreparations，食品添加物 foodadditives，無機塩類 inorganicsalts，重金属 heavy

metals，鉛 l巴ad，ヒ素 arseDlc

緒言

前年度に引き続き食品製造用酵素製剤中の無機塩類及

ぴ有害性不純物1)を分析し，配合添加物の表示の適否，

酵素製造用剤の残留，製剤の安全性等について検討した

ので報告する.なお分析は前年度のカルシウム塩，マグ

ネシウム塩， リン酸塩，アンモニウム塩，塩化物，強熱

残留物，重金属，鉛，ヒ素1)のほか，カリウム塩，硫酸

塩，ケイソウ土についても行った.

実験の部

1.試料平成3年度に東京都衛生局食品環境指導セ

ンターより送付された18社， 101検体2)を試料とした.

2.試薬 グルタミン酸脱水素酵素液及び αーケトグ

ルタール酸ニナトリウム:Boehringer Mannheim社製.

トリエタノールアミン塩酸塩:Merck社製.還元型ニコ

チンアミドアデニンジヌクレオチド:和光純薬工業製，

生化学用.その他はすべて和光純薬工業製試薬特級品を

用いた.

3.標準液 カルシウム・マグネシヴム・リン標準混

液，塩素イオン標準液，鉛標準液は前年度と同じ1)に調

製した.カリウム標準液:関東化学製原子吸光分析用カ

*第 3報，東京衛研年報， 43， 149】 154，1992. 

リウム標準原液 (1，000ppm) 100μiに10%塩化セシウ

ム溶液0.5mlを加え，水で正確に50mlとした(カリウ

ム2μg/ml). 硫酸イオン標準液:硫酸ナトリウム(無

水)を105"cで 4h乾燥し，硫酸ナトリウム濃度5，10， 

15μg/mlの水溶液列を調製して，これを硫酸イオン標

準液とした.

4.装置及び条件誘導結合プラズマ発光分光分析装

置及ぴイオンクロマトグラフは前年度と同じ 1)である.

自記分光光度計:島津製作所製 UY-240.原子吸光分析

装置:Perkin Elmer社製 2380，分析線 766.5nm. 蛍光

X線分析装置:Kevex社製 0600，管電圧 30kY，管電流

40mA，二次ターゲット S，測定時間 100 s. 

5.分析方法 カルシウム塩，マグネシウム塩，リン

酸塩，塩化物，強熱残留物，重金属，鉛，ヒ素は前年度

と同じ1)方法で分析した.

(1) アンモニウム塩食品衛生検査指針3)中，アンモ

ニア及ぴ、その塩類の試験法に従った.

(2) カリウム塩塩素イオンを検出した試料について

行った.塩化物用検i夜1)1.00mlに10出塩化セシウム溶

液0.5mlを加え，水で正確に50mlとして，原子吸光分

**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 Res巴archLaboratory of Public Health 

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

***東京都立豊島病院

****山脇学園短期大学
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析法によりカりウムを定量した.検量線はブランクとカ

リウム標準液の2点検量線とした.

(3) 硫酸塩硫酸ナトリウムの配合表示があった試料

について行った.塩化物用検液1)を水で希釈し，イオン

クロマトグラフィーにより硫酸イオンを定量した.検量

線はブランクと硫酸イオン標準液の4点検量線とした.

(4) ケイソウ土蛍光X線分析法でケイ素を定性した

のち，顕微鏡 (200倍)で，ケイソウ土に特有な多孔質

のケイソウ骨格を確認した4)

結果及び考察

カルシウム塩，マグネシウム塩， リン酸塩，アンモニ

ウム塩，塩化物，強熱残留物，ケイソウ土について，酵

素別の分析結果を表 lに示した.また，ケイソウ土を除

いた各分析項目について，検出量毎の頻度分布を図lに

示した.

1.配合添加物と表示 101試料中，無機性添加物の

配合表示があったのは，プミラーゼ 2試料，プロテアー

ゼ5試料，ペクチナーゼ1試料の計8試料であった.表示

内容は表2に示したとおりである.表示があったl添加物

については，ほぽ表示どおりの分析結果が得られ，表示

内容に間違いがないことが確認された. しかし，表示が

なかった4試料からケイソウ土が検出されたほか，カル

シウム塩やリン酸塩に関しでも，表示がないにもかかわ

らず，表示のある制ヰと同等もしくはそれ以上のカルシ

ウムやリンが検出された試料があり，前年度同様1)，配

合添加物の表示が完全に実施されていないことが推察さ

図 P

堅調 N

OCl  

態調強TMi留物

図1.無機塩類の含量レベル

表1.酵素製剤中の無機塩類

酵素名 形状 試料数 カルシウム塩*1 マグネシウム塩*1 リン酸塩*1 7ンモニウム1&*2 塩化物*3 強熱残留物*2 ケイソウ土

(Ca %) (Mg %) (p %) (N %) (C1 %) (%) 

アミラーゼ 液体 11 0.002-0.7 ND-0.03 ND-0.3 ND-0.2 ND-13.1 l.l-27.5 

アミラーゼ 粉末 25 0.004-21. 5 ND-1.0 ND-2.6 ND-0.7 ND-38.4 0.4-124.0 +(5試料)

プロテアーゼ 液体 0.007-0.07 0.004-0.009 0.04-0.005 ND ND 0.5-2.2 

プロテアーゼ 粉末 23 0.005-8.3 0.002回 2.3 o .004-2l.l ND-0.3 ND-59.4 0.4-127.3 

ベクチナーゼ 粉末 0.004-0'.1 0.03-0目5 0.04-2.3 ND-0.2 ND 0.4-37.9 + (1試料)

セルラーゼ 液体 0.01 0.003 0.05 ND 3.4 7.4 

セルラーゼ 粉末 0.01-0.6 0.02-0.2 0.04-1.5 ND-0.2 ND 0.5-17.5 

リバーゼ 液体 0.01 0.002 ND ND ND 0.3 

リバーゼ 粉末 0.02-0.6 0.006-0.3 0.02-l.l ND-0.5 ND 0.3-11.8 

ヘミセルラ}ゼ 粉末 0.005-0.04 0.01-0.1 0.02-0.3 ND ND 0.3-73目6 +(1 試料)

ラクターゼ 液体 0.01 0.002 0.01 ND ND 2.4 

ラクターゼ 粉末 0.006-0.03 0.009-0.2 0.05-0.4 ND ND 2.2-10.5 

レンネット 粉末 2 0.02-0.04 0.006-0.4 0.01-1.2 ND ND-53.9 8.5-111.1 

インベルターゼ 液体 0.003 0.002 0.004 ND ND l.7 

カタラーゼ 液体 0.003 ND 0.008 ND 13.4 27.3 

α目グjレコシダーゼ 液体 0.005 0.003 0.2 ND 5.0 12.7 

シクロデキストリン 液体 O.l ND 0.02 ND 2.6 5.7 

グルコシルトランス7ェう』ゼ

デキストラナーゼ 液体 0.003 ND 0.003 ND ND ND 

ナリンギナーゼ 粉末 0.05 0.1 0.8 0.3 ND 7.7 

ヘスベリジナーゼ 粉末 0.002 ND 0.002 ND ND ND 

範囲 (液21，粉80) 0.002】 21.5 ND-2.3 ND-21.1 ND-0.7 ND】 59.4 ND-127.3 +(7試料)

*1: ND壬0.001，*2: ND孟0.1，*3: ND~五1. 0
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表 2 配合添加物の表示内容

酵素名 形状 表不品名 表不量

(%) 
アミラーゼ 粉末 ケイソウ土 70 

アミラーゼ 粉末 ケイソウ土 56 

プロテアーゼ 粉末 硫酸カルシウム 17 

プロテアーゼ 粉末 ピロリン酸 90 

四ナトリウム(無水)

硫酸ナトリウム 4 

プロテアーゼ、 粉末 ピロリン酸 30 

四ナトリウム(無水)

硫酸ナトリウム 32 

プロテアーゼ 粉末 ピロリン酸 30 

四ナトリウム(無水)

プロテアーゼ 粉末 硫酸ナトリウム 15 

ペクチナーゼ 粉末 ケイソウ土 45 

れた.また，添加物ではないが，塩化ナトリウムの配合

表示(2.0-91出)がアミラーゼ 3試料とプロテアーゼ7試

料にあった.表示のあった10試料のうち，アミラーゼ1

試料からは塩素イオンが検出されなかった.一方，塩素

イオンは塩化ナトリウムの表示がない試料からも多数検

出されており，安定剤として，添加物の塩化カリウムが

配合されている可能性もある5)ことから，塩化ナトリウ

ム表示の有無にかかわらず，塩素イオンを検出したすべ

ての試料についてカリウムを定量したところ，いずれも

1.0目以下で，塩化カリウムの使用は否定された.

2.酵素製造用剤の残留 全試料とも，マグネシウム

塩及びアンモニウム塩に関する配合表示はなかった.前

出のカルシウム塩やリン酸塩と合わせ，表示上の不備か

否かについて調査中であるが，検出されたマグネシウム

と窒素が，培地成分や塩析剤を含む原材料に由来する 1)

ものと考えると，それぞれの検出量の最大値は，培地成

分の硫酸マグネシウム(MgS04・7HzO)及ぴ、塩析剤の硫酸

アンモニウム ((NH4)zS04)1)に換算した場合， 23.3出

と3.3%に相当する量となる.

3.有害性不純物 重金属，鉛，ヒ素について分析し

た.重金属に関しては，ヘミセルラーゼ1試料で銅が29

μg/g検出されたが，他はすべて，鉛として20μg/g以

下であった.鉛は全試料10μg/g以下，ヒ素も会試料，

三酸化ヒ素(AsZ03)として2μg/g以下であった. FAO/ 

WHO及びFCCの酵素製剤の一般規格付)では，重金属は鉛

として40μg/g以下，鉛は10μg/g以下，ヒ素はAsとし

て3μg/g以下と，それぞれ限度が定められているが，

試料はすべて，この限度以下であった.

結語

前年度に続き，食品製造用酵素製剤中の無機塩類及ぴ

重金属，鉛，ヒ素を分析して，品質に関する実態調査を

行った.配合添加物の表示については，前年度同様一部

の試料に不備がみられ，今後も監視，指導の強化が必要

であると考える.また，酵素製造用剤については，同類

の配合添加物の表示が無意味なものとならないよう，規

格制定に際し，残留限度の設定が必要であろう.有害性

不純物としての重金属，鉛，ヒ素については，全試料，

FAO/WHOやFCCの規格値札7)以下であったが，酵素の機能

活性の目的で金属イオンが配合されることも考えられる

ため，今後も監視の継続が必要である.

謝辞試料の収集にあたり，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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生体試料中の卜コフエロール抽出に及ぼす

共存指肪酸の影響

植田忠彦*市川久次 * * 五 十 嵐 惰** * 

Effect of Coexisting Fatty Acid on the Extraction of Tocopherols in Biological Specimens 

* TADAHIKO UEDA ~， HISATSUGU ICHIKAWA ~ ~and OSAMU IGARASHI 

Keywords:ピタミン Evitamin E， トコフエロール tocopherol，脂質 fattyacid，生体試料 biologicalspecimen 

緒 百 らぴに生体a>t*ヰへの適用性について検討したので報告す

天然に存在するビタミン E作用物質は， a， s， Y， る.

8の4種のトコフェロール(Toc)と同じく 4種のトコト

リエノール(Toc-3 )の合計8種の同族体が知られてい

る.その分布は，一般の食品中では αー，s -， 8 -Toc 

が大部分を占めており， Toc -3は一部の穀類の種子あ

るいはパーム油などに限定される 1-4) α-Toc -3の生

物活性は αー Tocの約30%程度で、あり，その他のToc-3 

の生物活性は極めて低いと考えられている 5) また，ヒ

トおよび動物組織中にその存在は認められていない.

従って，天然に存在するビタミン Eを分析する上で重

要と考えられるのは Toc類である.

Tocの定量は一般に高速液体クロマトグラフ (HPLC)

を用いて行われている.定量に際しては，分析の対象と

する試料に適した前処理が必要である.即ち，t由の場合

はヘキサン等で希釈した後，直接測定することが可能で

ある日)が，食品あるいは生体組織は通常，ケン化した

後適切な溶媒を用いて Tocを抽出し，定量する8，9) 著

者らはこれまでに試料あるいは生体組織中の Tocをケ

ン化した後溶媒抽出する際に，溶媒の種類によって著し

くこれらの抽出率が低下することに注目し，その原因が

試料中の脂質によるものであることを明らかにしてき

た10，11) そこで， Toc同族体に対する抽出妨害の原因に

ついて各種 C1Ss旨肪酸塩のモデ?ル系を用いて，これらが

Toc同族体あるいは内部標準物質の抽出に及ぼす影響な

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科

** 同 毒性部薬理研究科

***お茶の水女子大学生活環境研究センター

* 169東京都新宿区百人町 3-24-1 

実 験 方 法

(1)試薬標準物質は RRR-α ー，s-， Y-， 8-トコフエ

ロール， 2， 2， 5， 7， 8【 Pentamethyl-6-hydroxychro回

man(PMC)(エーザ、イ製，ビタミン E同族体セット)を用

いた. トコールはエーザイより供与されたものを用いた.

これらの純度はいずれも 98%以上であった.ステアリン

酸ナトリウム，オレイン酸ナトリウム，リノ}ル酸ナト

リウムおよびリノレン酸ナトリウムは半井化学薬品製の

ものを用いた.ピロガロールおよび水酸化カリウムは和

光純薬製，特級試薬，その他，i:容媒類は特級あるいは高

速液体クロマトグラフ用試薬を用いた.

(2)装置 HPLCは島津製作所製 Model LC-4Aにホート

サンプラーを接続して用いた.検出器は日本分光製ケイ

光検出器を用い，測定波長は Ex.297nm ，Em .327nmで

測定した.試験液の注入量は20μlとし，データ処理は

島津製作所製 CR-5Aにより行った.また，分離カラム

は Nucleosil 5 NHz ( ~ 4.5mm X 250mm， Macherey-

Nargel Co. )，移動相はヘキサン/2-プロパノール(97:3， 

v/v)，流量は 2ml/minで、ある.

(3)共存脂肪酸塩と抽出率 C18s旨肪酸で、あるステアリン

酸，オレイン酸，リノール酸およびリノレイン酸ナトリ

ウム塩の各々 16mg/mlおよぴ54mg/ml 濃度の水溶液を

調製し， 10mlテフロンパッキン付ネジ蓋遠心管にその

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of PU blic Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome.Shinjuku.ku，Tokyo， 169 ]apan 
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2mlを分取する. 6 %ピロガロールーエタノル溶液 1

ml， α ， s -， Y -， 3 -Toc， PMCおよびトコール各

3μg/mlを含有するエタノール溶液 1mlをそれぞれ添

加する. 60% KOH 溶液0.2mlを加えて， 70"Cで30分間

加熱処理した後，氷水中で冷却し， 1% NaC12.7mlを加

えて10%酢酸エチル含有ヘキサン 3mlで 1回， 1分間

激しく振とう抽出する.遠心分離後，上層 2mlを分取

し， Nz通気により溶媒を留去して，その残溢にヘキサ

ン2mlを加えて試験溶液とし， HPLCにより定量する.

(4)オレイン酸ナトリウム共存量と抽出率 オレイン酸ナ

トリウムの水溶液を調製し，その 5-200mgを用いて(3)

と同様にして Toc同族体および PMCの添加回収率を求

める.

(5) pHの影響 (3)で調製したオレイン酸ナトリウム

54mg /ml 溶液 2mlを取り， 1N HCI 溶液を加えて pHを，

3.0， 7.0， 11.0に各々調整した後， 6 %ピロガロールー

エタノール溶液 1ml， Toc同族体， PMCおよびトコー

ル各々 3μg/mlを含有するエタノール溶液 1mlを加え，

1 % NaCI溶液2.9mlを加えた後， 10%酢酸エチル含有

ヘキサンにより抽出し，同様にし抽出率を求める.

(6)標準物質のN2通気による気散 α】 ，s-， Y-， 3-

Toc， PMCおよぴトコール各々2μgを含有する10%酢酸

エチル含有ヘキサン溶液 2mlを10mlスピッツロール試

験管に取り，水温20'Cの水槽中に立て， Nzを通気(50ml

/min)する.溶媒がなくなった時点を 0分として，それ

ぞ、れの残存率を求める.同様にして，溶媒がなくなって

から10分， 30分および60分後の残存率を求める.次に，

血祭(200μ1)およぴ赤血球(400μ1，ヘマトクリット値

=48.0%)にα Tocおよび PMC各々3μgを添加し，ケ

ン化，抽出した後，この 2mlにNz通気して αー Tocお

よび PMCの残存率を求める.

(7)実験動物および生体試料の調製 4週令のウイスター

系雄ラットをオリエンタル酵母工業製 NMF試料で 2

カ月間飼育した.一夜(16時間)絶食させ，麻酔下でヘパ

リン処理した注射筒を用いて採血，屠殺した後臓器を採

取した.血液は3，OOOrpmで10分間遠心分離し，血紫を

取り，赤血球は生理的食塩水で 3回洗浄した後約50%の

血球浮遊液とした.

(8)組織に対する添加回収試験赤血球(hematocritvalue 

=47.0%， 400μ1 )，血清(200μ1)ならびに肝臓(100mg)，

腎臓 (100mg)，肺 (100mg)およぴ精巣周囲脂肪組織

(30mg)の細切試料をテフロンパッキン付ネジ蓋試験管

に秤取し，組織試料には 1% NaCI水溶液を100μl加え

て組織を十分に分散させた後，抗酸化剤として 6%ピロ

ガロールエタノール溶液 1mlを加えて混和する.試料

中の Toc同族体の含有量を測定するために内部標準物

質の PMC3μg/mlエタノール溶液 1mlを加え，添加回

収試験のために αー，s -， Y -， 3 -Tocおよび PMC

各々 3μg/mlエタノール溶液 1mlを添加する.赤血球

はこの段階で70'C，約 3分間の予備加熱を行う.

次に， 60% KOH水溶液0.2mlを加えて混和し70'Cの

水浴中でケン化を行う.ケン化時間は，血液が30分，組

織が約60分必要であった.ケン化後，氷水中で冷却し，

1 % NaCI水溶液4.5mlを加えてケン化層中のエタノー

ル濃度を約30%とした後， 10%酢酸エチル含有ヘキサン

3 mlにより l回， 1分間激しく振とう抽出する.

3，OOOrpmで、10分間遠心分離した後，上層 2mlを分取し，

Nz通気により溶媒を留去し，残溢にヘキサン200μlを

加えて試験溶液とし， HPLCにより定量する.

(9)定置法検量線を作成するために，内部標準物質とし

て PMCを1.0μg/mlの濃度で含有し， αー，s -， Y-， 

3 -Tocの標準物質を，それぞれ0.5-3.0μg/mlの濃度

範囲で含有する濃度系列の混合溶液を調製する.

これらの溶液の20μlをHPLCに注入し，その HPLC

クロマトグラムより，各 Toc同族体と PMCの濃度比と

各々に対応するピーク面積比より， αー，s-， Y-， 3-

Tocの検量線を作成する.試験溶液を同様にして HPLC

測定でした後， 'この検量線を用いて定量する.

なお， αー Toc，トコールおよび~PMC のメタノールと

ヘキサン中における相対ケイ光強度ならびにトコールお

よび PMCの構造を Fig.1に示した.

結果および考察

(1)脂肪酸の構造ならびに共存量と抽出率 Fig.2はC18s旨

肪酸塩各々32mgおよぴ108mgを用いて，二重結合数と

抽出率の関係について調べたものである. 32mgの脂肪

酸塩量では抽出率に対する影響はほとんど認められな

かったが， 108mgでは α-Tocを除いていずれも抽出率

が低下した. しかし，二重結合数と抽出率の聞に有意差

は認められなかった.そこで，オレイン酸ナトリウムを

用いて脂肪酸塩量が抽出率に及ぽす影響について更に詳

細に検討を行った.

Table 1はオレイン酸ナトリウム量と添加回収率を示

したものであるが，オレイン酸ナトリウムが約30mg以

下であれば，いずれの Toc同族体， PMC， トコールも

良好な抽出率が得られることが明かとなった. しかし，

共存脂質量が30mgを超えて増加するにしたがって Toc

の抽出率は α)s)y)3の}II買に低下し，特に， トコー

ルの抽出率の低下は著しかった.
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Fig. 2. Relationship Between Recoveries of Toc， PMC and Tocol， and an Amount of Coexisting Fatty Acid Salt 

An amount of fatty a州 salt;仁二コ 108mg，:二二J32mg 
Fatty acid salt; 0 : Sodium stearate， 1 : Sodium oleate， 

2 : Sodium linolate， 3 : Sodium linolenate 

Extraction solvent; 10% ethyl acetate in n-hexane 
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Table. 1. Effect of Sodium Oleate on Extraction Recoveries of Tocopherols， PMC and Tocol with 3 ml of 10 % 

Ethyl Acetate/ n -Hexane 

Sodiumα ーToc s-Toc Y-Toc 

Oleate (%) (%) (%) 

o' -Toc 

(%) 

PMC 

(%) 
Tocol 

(%) 

Omg 102.2土1.2

5mg 100.1土1.9

10mg 100.3土1.5

30mg 99.9::1:0.2 

107.2土0.5

103.4土0.2

104.7::1:0.7 

102.1::1: 1. 6 

104.2::1:1.1 

103.8::1:0.5 

104.4土0.6

103.0::1:1.6 

105.5土0.5

103.4土0.4

103.4::1:0.4 

97.9土0.8

91.6土1.6

80.7土1.4

53.0士2.3

105.3土1.7

98.4::1:2.2 

98.9土1.2

96.3士1.9

96.5土2.3

87.9士1.7

65.6::1: 1. 2 

104.8::1:2.3 

104.1土0.7

104.0土0.6

95.5::!:: 1. 8 

89. 6::!:: 1. 2 

70.5土0.7

43.0土0.8

50mg 97.9::1: 2.0 

100mg 100.6土1.5

2OOmg 92.2土1.8

98.1土1.6

93.2土0.6

76.7IO.7 

99.5::1:0.8 

92.0::1: 2.1 

74.4::1:1.2 

Mean土SD(n= 4) 

EtOH concentration in Sodium Oleate media = 30 % 

Toc : Tocopherol 

Table. 2. Effect of pH in the Sodium Oleate media on Extraction Recoveries of Tocopherols， PMC and Tocol with 

3ml of 10% Ethyl Acetate/n-Hexane 

pH α-Toc(%) 

3 100.8土0.3

7 100.0土1.9

11 100.6::!:: 1. 5 

β-Toc(%) 

94.5::!:: 1.0 

100.7士1.0

93.2::!::0.6 

Y-Toc(%) 

94.4::!::2.2 

102.9::1:3.2 

92.0::!::2.1 

o'-Toc(%) 

99.3土2.1

100.0::1:1.5 

80. 7::!:: 1.4 

PMC(%) 

102.0::!::0.5 

101. 3::!:: 1. 7 

87 .9::!::1. 7 

Tocol (%) 

89.6土1.3

91.2士0.2

70.5土0.7

M巴an::!::SD(n= 4) 

An amount of sodium oleate=100mg 

EtOH concentration in sodium oleate media=30% 

Toc : Tocopherol 

(2)抽出率に及ぼす pHの影響脂肪酸塩類の Critical

micelle concentration (c . m . c .)は0.001-0.02mol/l，す

なわち， 0.02-0.4( wt/v) %程度と考えられており，ま

た，二重結合あるいは側鎖が入るとc.m. c .~直は大きく

なり，逆に，無機強電解質の添加により c. m. c .値は低

下することも知られている 12)

そこで，オレイン酸ナトリウム108mg'に塩酸を加えて

pHを各々3.0，7.0， 11.0に調製した後， Toc同族体，

PMCおよびトコールを添加し，同様にして回収率を求

めたところ， Table 2に示すごとく， pHを中性あるい

は酸性とすることにより各 Toc，PMC， トコールの抽出

率は向上することが明かとなった.

すなわち，本試験法における脂質量30mgをケン化し

た際に生成するケン化層中の脂肪酸塩の濃度は約0.46

(wt/v) %であり，これはミセル形成濃度と良く一致す

ることから，脂質ゲン化物による Toc同族体， PMCお

よびトコールの抽出妨害の主たる原因はケン化により生

成した脂肪酸塩が形成するミセルによるものと考えられ

る.

ミセルによる妨害を除去するために，酸を加えて中和

すること，あるいは塩化ナトリム等の強電解質を加える

ことは有効な方法である. しかし，中和法は多量り酸性

脂溶性物質をもヘキサン層に抽出することとなり， )1頂相

系カラムの劣化を引き起こすと共に竜気化学検出器

(ECD)にはこれらが妨害となるため使用できない.また，

多量の塩の添加は抽出時の予期しない影響や妨害物質の

混入も考えられ，特に未知の生体試料などに用いる場合

には試料に応じた詳細な検討が必要となり，実用的では

ない.

(3)N2通気と Toc同族体， PMCおよびトコールの気散

一般に，微量の物質を分析する際には，試料の拙出液

を濃縮あるいは溶媒置換するために，一度，溶媒を留去

した後，目的に応じた溶媒を加えて試験溶液を調製する.

溶媒を留去する際には目的物質の気散に十分注意するこ

とが必要である. トコフェロールの場合，抽出液が数

mlであれば，酸化を防止するために， N2通気により乾

固するが，抽出液が数十mlと比較的多い場合には，一

旦，ロータ!)ーエパポレーターにより数mlまで濃縮し
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Fig. 3. Scattering Losses of Toc， Tocol and PMC under a Stream of N z by Time 

(b) Sample extracts (plasma and RBC， 1μg of PMC was added) 

一:Plasma， 一一一:RBC 

0:α-Toc，口 :PMC

(a) Standard sol u tion ( 3μg each) 

-0-:α-Toc， 一企ー :s -Toc 
-e-: r -Toc， ームー 8-Toc 

一口一:PMC， 一一.…:Tocol 

実際に試料の分析を行うに当っては抽出液に 1% n-

デカンのヘキサン溶液を 1ml加えた後， Nz通気を行う

ことにより， n デカンの保留効果によって Toc同族体

およびPMCの気散を完全に防止することができた.

(4)生体試料に対する添加回収率 試料のケン化は，血液

の場合， 70'C， 30分間行えば十分であるが，組織の場合，

細切試料であるために完全に試料をケン化するためには

60分程度の時間を必要とした.また，抽出に際して，ケ

ン化層中のエタノールの濃度は高抽出率を得るために約

30%に下げる必要がある 11)が，エタノール濃度を下げ

ることにより肝臓あるいは腎臓ではエマルジョンの形成

することがありそれを抑えるために精製水の代わりに

1 % NaCl水溶液を加えた.ケン化に際しては試薬の添

加順序とケン化温度も極めて大切であり，最初にピロガ

ロール溶液，次いで， PMC 溶液を加えて，約 5分間の

予備加熱後， 60% KOH 溶液を加え，ケン化することが

大切である.ケン化温度が70'Cを越えすぎると Toc同

族体が分解することもあり，ケン化温度の設定にも十分

注意することが必要である.

Fig， 4は混合標準物質およびラットの血液ならぴに組

織抽出物の HPLCクロマトグラムを示したものである.

Toc同族体および内部標準物質の PMCの分離は良好

であり，試料のクロマトグラム上に定量の妨害となる

ピークは認められなかった.また， PMCを内部標準物

た後， Nz通気して乾因する.従って，溶媒を完全に留

去した後，不必要に強い N2通気を続けることは微量の

Tocあるいは添加した内部標準物質を気散させる危険性

がある.

そこで， Nz通気による Toc同族体， PMCおよぴト

コールの気散の有無について検討した.

Fig.3の(a)はToc同族体， PMCおよびトコールの10%

酢酸エチル含有ヘキサン溶液 2mlにN2(50m!/min)を通

気した場合の，溶媒が乾回したのちの通気時間と残存量

を示したものである.また， (b)は(a)において気散の認め

られた α-Tocおよび PMCを血紫およぴ赤血球に添加

し， (8)の方法によりケン化後，抽出した溶液 2mlを用

いて同様に試験した結果を示したものである.

(a)の場合，s -， r -， 8 -Tocおよびトコールは溶媒

留去後60分間の通気によっても減少しないが， αー Toc

および PMCは10分間通気後，各々約80%および75%に

減少し， 60分後には約67%および24%に減少した.

一方， (b)の場合， 60分後においても αー Tocの減少は

認められなかった. しかし， PMCは10分を越えると減

少をはじめ，赤血球，血疑いずれの抽出液も60分後には

約50%に減少した，すなわち， (b)の場合，試料由来の拙

出物にこれらに対する保留効果があるために標準物質の

みの場合に比べ，通気による気散が抑えられているもの

と考えられる.
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(5) kindey (4)liver ( 3 ) plasma (2) RBC ( 1 ) standard mixture of α】 ，s -， Y -and d【 Tocand PMC 

( 6 ) adipose tissue 

:試料に添加した PMCのμg数

:赤血球懸濁液量(ml)

:ヘマトクリット値(%) 

Wp 

v 

本法は，生体試料などの少量の試料を多数処理するた

めに有用な方法と考えられる.

要約

C18~旨肪酸塩を用いて，その構造ならびに共存量のト

コフェロール同族体ならびに内部標準物質として用いた

PMCおよびトコールの抽出率に及ぼす影響について検

討した.

(1)ステアリン酸，オレイン酸，リノール酸ならびにリノ

レン酸のナトリウム塩各々32mgに対する Toc同族体，

PMCおよぴトコールの添加回収率は95%以上であった

が， 108mgに対するこれらの添加回収率は， αー Toc

102.6%， s司 Toc94.7 % ， Y -Toc 92.8 %， d -Toc 

81. 7%; PMC 88.8%， トコール 72.6%であり，共存脂

質量の増加と共に抽出率は低下した.

(2)脂肪酸の二重結合数と抽出率の聞には相関は認められ

なかった.

Ht 

質とする Toc同族体の検量線はそれぞれ， 0.5-3.0μ 

g/mlの濃度範囲において良好な直線性を示した.従っ

て， Toc同族体は PMCを内部標準物質として定量する

ことが可能で、ある.

Table 3は血液および組織に対する添加回収試験の結

果を示したものである.全試料に対する添加凹収率は

93%以上と良好であり，また，変動係数も最大7.88%

(n= 4 )と満足できる結果であった.

赤血球中の Toc濃度 T(μg/mlpacked cells)は次式に

より求めることができる.

Ps-p "CαP α100.  1 
T=一一一一×一一一×一一一XWpX一一一×一一PsαCp .. Pp .... >''' Ht .. V 

:標準溶液の PMCピーク面積

:標準溶液の α-Tocピーク面積

:標準溶液の PMC濃度(μg/ml)

:標準溶液の α-Toc濃度(μg/ml)

:試料の PMCピーク面積

:試料の αー Tocピーク面積

ただし，

Ps-p 

Ps-α 

Cp 

Cα 

Pp 

Pα 
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Table. 3. Analycal Recoveries of Tocopherols Added to Rat Tissues 
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94.9:1:4.07 

97.3:1:3.79 

98.3土4.26

98.4土4.13

92.8:1:1.73 

98.4:1: 2.07 

98.7:1:2.45 

99.1:1: 1. 94 

93.8:1:2.80 

99.7:1:2.13 

98.5:1:3.19 

96.9土1.33

99.2土7.82

102.3土5.35

102.2士5.14

100.6士5.19

99.6士4.72

98.3士3.27

98.7:1: 3.00 

97.0:1:3.76 

106.1:1:6.05 

104.6:1:4.96 

105.3:1:4.92 

99.8:1:6.13 

Found 

〔μg)

3.535土0.123

2.919土0.114

2.948土0.127

2.958土0.126

3.560士0.052

2.963士0.054

2.961士0.074

2.971土0.059

4.409土0，080
2.991土0.060

2.995:1:0.100 

2 . 905 :1: 0 . 040 

4.210土0.235

3.068:1:0.161 

3.065:1:0.155 

3.016土0.155

5.421土0.142

2.948:1:0.098 
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2.909土0.113
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Plasma 

(200μ1) 

Tissue 

RBC 

(400μ1) 

Liver 

(100mg) 

Kidney 

(100mg) 

Lung 

(100mg) 

Adipose 

(30mg) 

Mean士SD(n= 4) 

Toc : Tocopherol 
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L.， Salminen， K.， J. Agric. Food Chem.， 34， 742同 746

(1986 ). 

3 ) Syvaoja， E . L.， Salmi問 n，K.， Piironen， V.， Koivis. 

toinen， P.， J. Am. Oil Chem. Sqc.， 63， 328-329 

(1983). 

4 )加藤秋雄，油化学， 37， 299-3O6(1988). 

5 )五十嵐惰，ピタミン E一基礎と臨床一，福場博

保，美濃真監修，五十嵐惰編集， p. 22-32 

(1987)医歯薬出版，東京.

6) Nierkerk， P. 1.. Anal. Biochem.， 52， 533-537(1973). 

7 )阿部結ー，勝井五一郎，栄養と食糧， 28， 453-457 

(1975). 

8 )日本薬学会編，衛生試験法・注解，

(1990)，金原出版，東京.

9 )石橋恭子，阿部陪ー他，

p. 353-356 

ビタミン， 51， 415-422 

(3)ケン化層中の pHを中性あるいは酸性とすることに

よって Toc同族体， PMCおよびトコールの抽出率を向

上させることが可能で、あった. しかし，生体試料等に適

用した場合，多量の脂溶性物質を抽出することとなり，

これらが定量上の妨害となった.

(4)Toc同族体の抽出溶液より溶媒を留去する際に，溶媒

を乾固した後， N2通気を続けることにより α-Tocおよ

びPMCは10分後には85%と75%に減少し， 60分後には

67%と24%となった. しかし，s -y -， [j -Tocおよび

トコールの気散は認められなかった.

(5)α ー Tocおよび PMCの気散は n-ノナンまたは n-デ

カンを約10μl添加することにより，防止することが出

来た.

(6)本法による Toc同族体のラット血液および組織に対

する添加回収実験の結果はいずれも良好であった.
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アシタパ各部位のカ口テン， トコフエロール，

水溶性ビタミン含量およびその季節による遣い

井口正雄*菊谷典久*門間公夫*笠原利英**

友松俊夫*村上泰城***浦野元幸****

Tocopherol. Carotene and Water-Soluble Vitamin Contents and Seasonal Differences 

in the Different Parts of Ashitaba (Angelicαkeiskei) 

MASAO IGUCHI*. NORIHISA KIKUTANI*， KIMIO MONMA *， TOSHIHIDE KASAHARA * *， 

TOSHIO TOMOMATSU*， YASUKUNI MURAKAMI***and MOTOYUKI URANO**** 

Carotene， tocopherols and water.solubl巴 vitamincontents and the seasonal differences in the edible por 

tion (leaf， stalk and root) of ashitaba (Angelica ke川 ei)grown in Hachijojima of the Izu-Islands in Japan w巴re

estimated. The samples w巴recollected from both the field (wild) and the farm (cultivated) in spring and au同

tumn in the same year 

Carotene and tocopherol contents of the ashitaba leaves harvested in autumn tended to have higher con-

tents than those in spring. Seasonal differences wer巴 notsignificant in the water -soluble vitamin contents in 

， the leaves 

Ascorbic acid (7 -12mg/100g fresh weight) and niacin (0_7-1.1mg/100g fresh weight) contents in the 

stalks of ashitaba were higher than those of celery from the data described in the standard tables of food 

compositio日 inJapan. Tocopherol， riboflavin and thiamin contents in the stalks were similar to those of cel巴ry

The contents of pyridoxin巴 (0_ 39mg/100g fresh weight) a吋 niacin(2.3的 /100gfresh weight) in the root of 

the ashitaba showed higher values than other common root veg巴tablesin J apan 

Keywords:アシタパAngelicakeiskei，カロテン carotene， トコフエロール tocopherol，ビタミン vitamin，葉菜

leafy veg巴table，葉 leaf，茎 stalk，根 root. 季節変動 seasonalvar iation 

緒言

アシタパは伊豆諸島，関東の東海岸などに自生するセ

リ科の多年草である.昭和57年には，日本食品標準成分

表(四訂)1)(以下成分表と略す)に，はじめて，その成分

組成が記載され，地方野菜の一種として広く知られるよ

うになってきた.近年，島しょ地区では，自生だけでな

く，ハウスによる栽培も盛んに行われるようになり，内

地の市場にも出荷され，その生産量，消費量共に増加の

傾向にある.

アシタパは主としてその若葉が葉菜として用いられる

が，採取時期によっては他部位の茎および根も食用とさ

れる.また最近では，これらの一部は乾燥，粉末化など

の工程により加工され，健康志向食品として流通，販売

されている. しかし，茎及び根の部位については成分表

に記載がなく，また報告もなされていないため，これら

部位の成分組成は明らかでない.

一方，野菜の成分組成は，生育条件，採取時期等の各

種の要因により変動することが知られている.栄養摂取

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

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

**桜美林短期大学

***東京都衛生局医療計画部医療対策課

* * * *冗東京都衛生局 島しょ保健所
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量を評価する際には，これらの要因による構成成分の変

動を考慮する必要がある.従来，アシタパについて，こ

のような観点から成分組成について比較検討した報告は

著者ら 2)がミネラルについて検討した以外，ほとんどみ

られない.そこで，アシタパの葉，茎及び根のピタミン

および一般成分含量を測定し，また採取時期によるこれ

ら含量の差異について比較検討したので報告する.

μg 

5.0001 Carotene 

* 

。l -B翻 --芯込 程盤邑

May Nov. 

ロ1g I 
Vitamin E 

2.0 ~ Potency 

1. 0~ ~ 

0.01 -繍 -翻

May Nov. 

ロ19

0.4 Thiamin 

0.3 
0.2 

0.1 
0.0 

May Nov. 

0.4 Riboflavin 

0.3 * ~苅 一一尽き司 間沼田

0.2 
0.1 
0.0 

May Nov. 

実験方法

1 .試料伊豆諸島八丈島(東京都八丈町富士地区)にお

いて，春(5月)および秋(11月)に自生及び栽培により生

育したアシタパを採取し，葉及ぴ茎に分け試料とした.

根については春(5月)栽培によるものを採取し試料とし

た.試料は成分表に記載されている前処理法3)に準じ，

可食部を細切あるいはすりつぶし，均一化し，その一部

を分析に供した.

π19 

100 ~ Ascorbic Acid 

50 

。
May Nov. 

ロ19
Niacin 

2.0 

1.0 

0.0 
May Nov. 

町1g 

0.4 i Pyridoxine 

0.3 
0.2 

0.1 
0.0 

May Nov. 

圃 Cultured 

~ Wi ld 

Fig. 1. The Differences of Vitamin Contents between the Leaves of the Ashitaba Harvested in Spring (May) and 

Those in Autumn (Novemb巴r). 

* Data from Standard Tables of Food Composition in Japan ( 4 th Revised Edition) ]). 
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2. ビタミンの分析 カロテン:成分表記載3)の方法

(クロマト分離吸光法)， トコフエロール:高速液体クロ

マトグラフ法4) チアミン，リボフラピン及ぴアスコル

ビン酸は前報5)と同様にそれぞれ，チオクロム蛍光法，

ルミフラピン蛍光法及びインドフェノール滴定法によっ

た.ナイアシン及ぴピリドキシンは前報6)と同様それぞ

れ Lactobacillusarabinosus 17 -5， ATCC 8014及ぴSacchar-

。吻cescarlsberugensis strain 4228， A TCC 9080を用いる常

法7)によった.

3.一般成分の分析 いずれも前報8)と同様の方法に

よった.水分は70"C減圧乾燥法，脂質はクロロホルムー

メタノール混液改良抽出法及ぴ活性炭処理，タンパク質

はセミミクロケールダール法(窒素ータンパク質換算係

数 6.25)，繊維はヘンネベルグストーマンの改良法，灰

分は 550"C直接灰化 法，また糖質 (Non-Fibrous

Carbohydrates)は水分，タンパク質，脂質，繊維および

灰分の合計を100gから差しヲlく計算値によった.

結果及び考察

葉のビタミン含量の採取時期による遣い 春(5月)およ

び秋(11月)に採取したアシタパ葉のビタミン含量の違い

を栽培， 自生別に Fig.1tこ，ーまた， これら分析値を

Table 1に，それぞれ示した.なお Fig.1には成分表に

記載のあるものについてはその値(以下成分表値と略す)

をあわせて示した. Fig.1に示したように，採取時期あ

るいは栽培，自生の生育別により，比較的ビタミン含量

に差異があったものは，カロテンとトコフエロールで

あった.カロテンは11月採取(栽培)が最も高く 3，500μ

g/100gで、あり，他はいずれも成分表値(3，700μg/100g)

の1/2以下と低い値であった. トコフェロールについて，

Fig.1に，美濃らの換算式9)により算出したピタミン E

効力値を，また， Table 1には，各異性体値をあわせて

示した.異性体別では，いずれの試料においても， α 

トコフエロール，Yートコフエロールがほとんどを占め，

F一トコフエロール， δートコフエロールは検出しない

か，検出しでも微量であった.換算式によれば，Yート

コフェロールのビタミン E効力は αートコフェロール

の1/20であることから，ビタミン E効力は αートコ

フェロール値とほとんど同値であるといえる.葉の αー

トコフェロール含量，ビタミン E効力はともに， 11月

採取したものが 5月採取に比べ高い値であった.井崎

ら10)は，一連の市販野菜のトコフエロールの分析を実

施し，在来野菜の αートコフェロール含量が 1皿g/100g

Table 1. Nutrient Compositions and Vitamin Contents in the Leaves of the Ashitaba 

Cultured Wild 

May Nov. May Nov. 

Water (g) 87.5 87.0 82.8 83.0 

Protein (g) 3.5 4.0 4.0 4.1 

Lipid (g) 0.1 0.1 0.1 0.1 

Carbohydrates， Non -Fibrous (g) 4.8 6.0 8.8 9.5 

Crude-Fiber (g) 2.2 1.5 2.2 1.9 

Ash (g) 1.9 1.4 2.1 1.4 

Carotene (μg) 850 3，500 1.200 1，500 

αTocopherol (mg) 0.30 0.81 0.70 1.47 

βーTocopherol (mg) ND ND*bl ND ND 

Y -Tocopherol (mg) 0.67 2.16 1.60 1.87 

a -Tocopherol (mg) ND 0.05 0.13 0.07 

Vitamin E Potency*al (mg) 0.33 0.92 0.78 1. 56 

Thiamin (mg) 0.13 0.15 0.13 0.18 

Riboflavin (mg) 0.21 0.23 0.26 0.26 

Ascorbic acid (mg) 39 38 62 37 

Niacin (mg) 1.5 1.9 1.4 1.8 

Pyridoxine (mg) 0.23 0.18 0.15 0.25 

Values are the means of 2n and expressed as amounts per 100g fresh weight. 

* al Vitamin E potency:α ーToc+0.25Xs .Toc+0.05X Y -Toc+0.01 X a -Toc 
* bl ND : Not Detected 
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以上のものをビタミン E高含量野菜であるとしている.

今回の分析結果では11月採取(自生)(1.47皿g/100g)がこ

れに該当したが，他の試料はこの値に満たなかった.著

者らが行った分析例は少ないものの，葉のトコフェロー

ル含量は，水溶性ビタミンなどに比べ，季節による変動

が大きいことが推察された.次に，水溶性ビタミンにつ

いては， 5月採取(自生)のアスコルビン酸が62rng/100g

と他に比べ高い値であったことを除いて，採取時期，生

育方法による顕著な違いはみられなかった.

茎及び根の成分組成 Table 2に茎および根の可食部の

ビタミン含量および一般成分の分析結果を示した.茎の

成分組成を他の葉柄を食用とする野菜の成分表値と比較

すると，水分含量(90.9-94.8g/100g)はセロリー(葉柄)， 

フキの成分表値(95.3及び96.1g/100g)とほぼ同じであっ

た.繊維は栽培，自生共に 5月採取が高い値(1.7および

1.6g/100g)を示したが，これはセロリー (0.5g/100g)，

フキ(0.6g/100g)にくらべ，約 3倍高い値であった.カ

ロテン(18-130μg/100g)はセロリー(2，900μg/100g)に

比べ低く，むしろフキ(43μg/100g)に近い値であった.

チアミン及びリボフラビシ (0.02-0.04rng/100g)はセロ

リー (0.03rng/100g)とほぽ同値であった. また， トコ

フェロールについては，ビタミン E効力として比較す

ると， 11月採取(自生)茎 (0.74rng/100g)を除いて，

0.18-0.28rng/100gで、あり，セロリーの文献値11)(ビタミ

ンE効力0.2rng/100g)とほぼ同じであった.アスコルビ

ン酸(7-12rng/100g)，はセロリ-(6皿g/100g)と同等ある

いはそれ以上でフキ(4 rng/100g)の2-3倍高い値であっ

た.ナイアシン (0.7-1.1rng/100g)についてはセロリー

(0.3rng/100g)の2-3倍，フキ(0.lrng/100g)の7-11倍の

高含量を示した.ピリドキシン含量に関する報告は少な

いが，文献値12)によるとホウレンソウ0.08rng/100g，ニ

ンジン 0.1皿g/100g， ミツバO.2rng /lOOg，カブO.l1rng

/100gと報告されている.茎(0.04-0.06rng/100g)はいず

れより低い値であった.根について，他の根菜類のゴボ

ウ，ダイコン，ニンジンと比較したところ， トコフエ

ロールについては，ビタミン E効力(0.37rng/100g)はニ

ンジン (0.4昭/100g)，ゴボウ (0.5rng/100g)の文献値11)

とほぼ同値:であり，チアミン，リボフラビン，アスコル

ビン酸ともゴボウ，ダイコンの含量と顕著な違いはみら

れなかった.根のナイアシン (2.3rng/100g)はゴボウ

(0.6rng/100g)，ダイコン(根)(0.3rng/100g)に比べ高く，

また，ピリドキシン(0.39皿g/100g)は，上記文献値12)の

Tabl巴 2. Nutri巴ntCompositions and Vitamin Contents in the Different Parts of th巴 Ashitaba.

Stalk 

Cultured Wild 

May Nov. May Nov. 

Water (g) 94.8 94.3 90.9 93.1 

Protein (g) 0.7 0.5 0.7 0.8 

Lipid (g) 0.1 0.1 

Carbohydrates， Non -Fibrous (g) 1.3 3.0 5.3 3.9 

Crude-Fiber (g) 1.7 1.1 1.6 1.1 

Ash (g) 1.4 1.1 1.4 1.1 

Carotene (μg) 24 130 18 70 

αーTocopherol (mg) 0.22 0.24 0.17 0.72 

s -Tocopherol (mg) ND ND ND ND 

'Y -Tocopherol (mg) 0.19 0.81 0.11 0.33 

d -Tocopherol (mg) ND ND ND ND 

Vitamin E Potency * al (mg) 0.23 0.28 0.18 0.74 

Thiamin (mg) 0.03 0.02 0.04 0.04 

Riboflavin (mg) 0.03 0.02 0.04 0.03 

Ascorbic acid (mg) 12 7 9 7 

Niacin (mg) 0.7 0.8 1.1 0.7 

Pyridoxine (mg) 0.06 0.04 0.04 0.05 

Values are the means of 2n and expressed as amounts per 100g fr巴shweight of edible portion 

*a)Vitamin E potency :α ーToc+0.25XβToc+0.05X 'Y -Toc+O.Ol X d -Toc 

* b) ND : Not Detected 
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ニンジン，カブの含量に比べ約 4倍高い値を示した.ち

なみにピリドキシ lンは近年，老化による痴保症の予防と

の関連で注目されていることから，ピリドキシン摂取源

として健康志向食品素材の利用が考えられる.

すでに著者らは東京都の島しょにおける栄養摂取量評

価のための基礎資料を得るために，小笠原諸島で独自に

生産されているシカクマメ 8)13)，パッションフルーツ5)

の一連の成分調査を行い，また今回，伊豆諸島産アシタ

パについて調査を実施した.これらの関連調査として共

同研究者である小沢ら 14)は，小笠原諸島における生鮮

野菜摂取量調査を実施し，島民一人当たりの摂取量が全

国平均の75-88%であることを明らかにし，島しょにお

ける緑黄色野菜不足の解消の必要性を指摘している.野

菜に含まれるカロテン， トコフエロールは近年，抗ガン

作用，生体内抗酸化作用など成人病予防あるいは老化防

止効果から，また種々のピタミン類はその多様な生理作

用から注目されている.アシタパは島しょにおける，こ

れら成分の重要な摂取源の一つであることから，新品種

の開発，調理方法の工夫，加工による利用の拡大が望ま

れる.
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健常人の血清中25-Hydroxyvitamin D3濃度

早藤知恵子へ友松俊夫*

Serum Levels of 25-Hydroxyvitamin D3 of Normal Subjects 

CHIEKO HAYAFun* and TOSHIO TOMOMATSU* 

Serum samples were coUected from thirteen volunteers with their agreement. Serum 25-hydroxyvitami日

D3 (25 (OH) D3) was assayed by high performance liquid chromatography， and other elements were assayed 

by auto analyzer. Serum 25 (OH) D3 levels showed the range of 19.4-29. 8ng/ml， and the average value was 

24.1 :!: 3. 3ng/ ml. The values of serum calcium， inorganic phosphate， alkaline phosphatase， albumin and crea 

tinine showed almost mormal levels， in the rang巴s9.5-10.6mg/dl， 2.7-3.5mg/dl， 102-220ru/l， 4.6-

5. 5g/ dl and 0.8 -1.4mg/ dl， respectively. Serum 25 (OH) D3 levels of drinkers who were lacking in exer'cise 

were significantly lower than norγdrink巴rswho exercised (p< 0.001) 

Keyword : 25-ヒドロキシビタミン D3 25-hydroxyvitamin D3，カルシウム calcium，リン inorganicphosphate， 

アルカリフォスファターゼ alkalinephosphatase，アルブミン albumin，クレアチニンcreatinine，運動 exercise，

飲酒 drinking，高速液体クロマトグラフィーhighperformance liquid chromatography 

はじめに

近年，老年人口の増加に伴い，閉経女性の骨粗怒症を

中心に退行期骨粗署長症が社会問題となっている.骨粗署長

症は骨吸収と骨形成の長期間にわたるアンバランスによ

り引き起こされ骨量の減少する疾患であり，加齢，遺伝

的素因，内分必因子，運動不足，栄養障害が関与する.

通常，副甲状腺ホルモン，活性型ビタミン D，カルシト

ニン等がバランスを保ちカルシウム代謝を正常にしてい

る.特に女性は閉経によりエストロジ、ェンの分泌が低下

すると，急激に骨量が低下する.

平成 2年の国民栄養調査によるとカルシウムの摂取量

は一日 531mgで，厚生省の推奨摂取量600mgに対して

88.5%と低かった.富田ら 1) が54-74歳の閉経後骨粗

怒症患者の摂取した食物と排池物を調べたところ，カル

シウムの一日摂取量201mgにたいして排池量は527mgで

あり 326mgの不足で、あった.さらに， Souzaら2-3)の研究

でも，一日800mgあるいは16-17mg/kg体重のカルシウ

ム摂取が必要であった.

このカルシウムの代謝に重要なピタミン Dは，食物摂

取の他に，皮下のコレステロールから紫外線照射によっ

ても作られ供給される.ピタミン Dは肝臓と腎臓で水酸

化され25-hydroxyvitaminD3 (25 (OH) D3)，ついで1，

25-dihydroxyvitanin D3 (1，25 (OH )2D3)になり骨吸収や

骨形成に関与している.退行期骨粗撃症の診断の為に厚

生省の研究班(班長:折茂肇)は，骨粗事長症の診断基準を

作成しており (Table1 )，血清カルシウム，リン，アル

カリフォスファターゼ(以下ALPと略す)の測定を必要

としている.そこで本研究では，骨粗懇症予防のための

情報を収集し総合的な指導に役立てるため，ビタミン D

の栄養状態を反映する25(OH)D3と，上記 3項目に加え

てアルブミンとクレアチニンを測定し，聞き取り調査も

おこなった.

実 験 方 法

1.試料 同意を得た健常人より採血し，その血清を試

干ヰとした.アッセイにf共するまでー20.Cにf呆存した.

2. 試薬 25(OH)D3は，Biomol Reseatch Laboratories 

社(アメリカ)の市販品を用いた.メチルアルコール，ア

セトニトリル n-ヘキサン，イソプロピルアルコール，

ジクロロメタンは液体クロマトグラフ用を用いた.カル

シウム，リン， ALP，アルブミン，クレアチニン，は日

*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 Metoropolitan Research Labolatory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku，Tokyo， 169 Japan 
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Table. 1. Diagnostic Criteria of 1nvolutional 

Ost巴oporosls

1) loss of bone mass ( + ) 
2 j fractures (+) spine 1 
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3) age female <55years 

male < 75years 

4) back pain 

5) level of serum Ca，P，ALP 

all normal 1
i

ハU
1

1

one abnormal 

2豆 abnormal

definite 註5 probable 4 

doubtful 3 denial 壬2

exceptio日

primary. secondary hyperparathyroidism， 

rheumatoid arthritis， multiple my巴loma，

trauma secondary osteoporosis， osteomalacia， 

bone metastasis of malignancy 

立705形生化学自動分析装置用の第一化学薬品製スタン

ダードと試薬を用いた.その他の試薬は特級品を用いた.

カートリッジカラムはボンドエルートC18を用いた.

3.装置 1 )高速液体クロマトグラフ(以下HPLCと略

す )ポ ンプ :880-PU (日本分光製) UV検出器:

870-UV(日本分光製) インテグレーター:クロマト

パックCR3A(島津製) 2 )目立705形生化学自動分析装

置(目立製)

4. HPLC測定条件 1 )逆相カラム:Unisil Q C18 

(4.6X250mm， GLサイエンス社) 移動相:50%メチル

アルコール/アセトニトリル流速:O.4ml/min 測定

波長:254nm 2) }I/買相カラム:Wakosil 5S1L (4.6 X 

250mm，和光純薬) 移動相:12.5%イソプロピルアル

コール/n-ヘキサン流速:0.5ml/min 測定波長;

254nm 

5. 25(OH) D3の測定方法 Kao4)， Hollis5)， Okano6)ら

の方法を参考にした. 1)抽出 血清 1mlにアセトニ

トリル 1mlを加え撹枠後， 4 'C， 2000rpmで10分間遠

心した.これを 2回繰り返し，それらの上清にO.4Mリ

ン酸バッフアー (PH10.5)を3ml加え室温で10分間イン

Sample 

14.07 

25(OH)D3 

Standard 

。4 8 12 16 

Retention Time (min) 
Fig. 1. Chromatogram of 25 (OH) D3 on HPLC 

キュベートした. 2)カートリッジカラムへの適用

カートリッジカラムは予めアセトニトリル 5mlで洗浄

し水 5mlで平衡にしておいた.ここへ 1)の抽出液を適

用した.ついで水 5ml， 30%メチルアルコール 5ml及

び60%メチルアルコール 5mlで洗い， 10%ジクロロメ

タン/n-ヘキサン 5mlで溶出する分画を25(OH)D3定量

用として採取した.3) HPLCへの適用 25(OH)D3用分

画を濃縮し逆相のカラムに展開しリテンションタイム

13.3分の分函を回収した.これを濃縮し，さらに順相の

カラムに展開しピーク高より直接測定した.

結果と考察

HPLCによる25(OH)D3の定量は，Fig.1よりピーク高

で求めた. 25(OH)D3の摘出効率を血清量と比較検討し

たところFig.2に示すように0.5ml-3 mlの聞では，回

帰式y=一0.4十13.7x(r=0.99)となり良好な正の相聞

を得て，定量的に抽出できた. 25(OH)D3をHPLCで感

度よく測定でき，同時に1，25( OH)2D3の定量が可能な血

清量として， 1 mlを採用した.今回の抽出操作におけ
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Drinker Non Drinker 

。
Drir叫ling

Fig. 3. Comparison of Serum 25 (OH) D3 Levels between 

Drinkers and Noh -Drinkers 

Significant Differences Drinkers and 

Non -drinkers at P < 0.001 

Range of 

Assayed val ue 

9.5 ~10.6 

2. 7~3.5 

102~220 

0.8~ 1. 4 

4.6~5.5 

19 .4 ~29.8 

Table. 2. Assayed Values of Ca， P. ALP. Creatinine， 

Alubumin， 25 (OH) D3 in Serum 

Range of 

Standard val ue 

8.2 ~10.8 

2.5~5.5 

100~280 

0.7~ 1. 5 

3.1~5.2 

10~29 * 

10~40* * 

* * : Data from reference 8) ，9) 

Ca mg/dl 

P mg/dl 

ALP IU/l 

Creatinine mg/ dl 

Albumin g/dl 

25 (OH) D 3 ng/ ml 

7 )の血清25(OH)D3は19.4~ 23. 3ng/mlで平均は21.4::1::

2.31ng/ml，飲酒しない人(n=6 )は， 25.2~29.8 ng/ml 

で平均27.2土2.48ng/mlとなった (Fig.3).両者の聞に

はP<0.001で有意に差があった. しかし 1週間の運

動量で分けると Fig.4のようになり，飲酒習慣のない人

では良く日光にあたり運動している傾向があった.その

内容はテニス，バレーボール，水泳，ジョギング等を 1

~2 時間程度行っており， 日光浴，散歩も含めた.ちな

みにFig.4の中の 1は魚、をよく食べる人であり 2はス

ポーツマンであった.年齢と血清25(OH)D3の関係は，

Fig.5のように加齢とともじ低くなり，相関係数

(r=-0.77)で，回帰式y=47.9-0.55xを得た.これは，よ

く運動して飲酒の習慣がない若い人が多かったのに対し

て，年齢が増すにつれて運動量が減少し飲酒習慣のある

人が多くなったためと思われる.

まとめ

25(OH)D3の定量はカートリッジカラムと HPLCを用い

*， 

る添加回収試験として，健常人空腹時血清より作成した

プール血清に， 25(OH)D3をそれぞれ12.5，25， 50， 

100ng/ml 添加して血中25(OH)D3として測定した.相関

係 数r=0.96の良好な正の相関が認められた.

年齢34-51才の男女(女性 3名)13名より得た血清のカ

ルシウム，リン， ALP，アルブミン，クレアチニンはほ

ぼ正常値の範囲であった (Table2). 25(OH)D3は19.4

~29.8ng/ml で平均24.1 土 3.3ng/ ml (Mean土SE)であっ

た.採血は 7月で最高気温27'Cの曇天に行った.増田

ら7)に よると夏季は 27.6::1::7.9ng/ml，冬季は 18.8土

5.4gn/mlであり， 25(OH)D3は皮膚で生成した D3の量

をよく反映してお'り曇天は晴天より低くなるという.測

定方法や機関によっても値は異なるか11)と言われている.

今回被検者は全員屋内におり同ーの環境にあった.

血清25(OH)D3と，聞き取り調査による飲酒，運動量，

年齢等の関係についてまとめた.飲酒習慣のある人(n=
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Table. 3. Risk Factors of Osteoporosis 

1) female 

2) the oriental race， the white race 

3) family history of osteoporosis 

4) lack of Ca intake 

5) early menopause， artifical menotause 

6) lack of ex巴rcise，excessive exercise 

7) nullipara 

8) excessiv巴 intakeof alcohol， salt， caffeine or 

fluoride 

9) smoking 

10) short stature， low weight 

11) lack of solar radiation 

。1 2・3

。
Exercise (Days/Week) 

Fig.4. Eff巴ctof Exercise and Other Factors 

on the Serum 25 (OH) D3 Levels 

3 )白木正孝:老年医学， 29， 1139-1142， 1991. 

4) Kao， P.C. and Heser， D.W. : Clini. Chem.， 30， 56-61， 

1984. 

5) Hollis， B.W.， : Cl in. Chem.， 32， 2060-2063， 1986. 

6) Okano， T.， Mizuno， N.， Shida， S.， et al. : J. Nutr. Sci 

Vitaminol .， 27， 43-54， 1981. 

7 )増田園子，岡野登志夫，小林正，他:ビタミン， 63， 

311-319， 1989. 

8 )小林正(日本ビタミン学会編):ビタミンハンドブッ

ク(1)，31-48， 1989，化学同人，京都.

9) Kobayashi， T.， Okano， T.， Shida， S.， et al . : J. Nutr. 

Sci. Vitamino十， 29，271-281， 1983. 

10)清野佳紀，久保俊英:臨床検査， 31， 1518白 1524，

1990. 

11)小林正:ビタミン， 64， 99-104， 1990. 

て感度良く測定できた.通常の検査で正常値の範囲の人

でも，運動習慣がなく飲酒習慣のある人では，運動習慣

があって飲酒しない人より血清25(OH)D3が有意に低い

ことがわかった.骨粗懇症の危険因子としてTabl巴 3に

示すように運動不足や過度のアルコール，日光不足があ

げられており，本実験の結果とよく一致していた.聞き

取り調査と 25(OH)D3の測定をすることでビタミン D3の

栄養状態を知ることができた.今後はさらに他のビタミ

ンD代謝物，副甲状腺ホルモン，性ホルモン， ミネラル，

金属等との関係や，危険因子に関わる生活習慣，栄養状

態等の個人情報を把握して，骨粗事長症予防のための総合

的な指導に役立てたいと考えている.

謝辞 本研究にあたり血液を提供していただきました当

研究所の職員の方々に深謝します.採血，生化学自動分
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東京湾の環境汚染モニタリング(第10報*)

平成2年度スズキ及びウミネコの調査結果について

大久保智子*へ瀬戸 博**加納嘉子**

Survey of Chemical Pollutants in Biota from Tokyo Bay (X) * 
Residue Levels in Japanese Sea-bass and Gull in 1990 

* TOMOKO OHKUBO ~ ~， HIROSHI SETO ~ ~ and T AKAKO KANOH 

Keywords:汚染 pollution，有機塩素系化合物 chlorinatedhydrocarbon，スズキ sea-bass，ウミネコ gull

緒言

1978年以来，環境庁の委託による東京湾の環境汚染モ

ニタリングが実施され，スズキ(Lateolabraxjaponicus )及

ぴウミネコ (Laruscrassirost的 Vieillot)中の化学物質濃度

の変化及び特徴を報告してきた1)

スズキ，ウミネコに含まれる PCB，HCB， ドリン

類， DDT類など有機塩素系化合物の濃度は，これらが

第一種特定化学物質に指定され，使用禁止となったため，

減少傾向は見られるものの，これらによる汚染は依然続

いている.また，最近，有機スズ化合物の 1つである T

PTによる海洋汚染が問題となり，本調査においても，

昨年度から TPT測定が開始された.その結果，スズキ

のTPTによる汚染は，同じ有機スズ化合物の lつであ

るTBTの7.5倍(1.8μg/g)という高濃度で検出され，

ウミネコからは，鳥類で初めて TPTが有機スズ化合物

として0.04μg/g検出された1) 高等動物においても T

BT以上に TPTの汚染が進んでいることがわかった.

今後とも，このような新たなる汚染に対応できるよう，

本調査の内容を充実し，継続的に注意深く監視していく

必要がある.

本報告は，平成 2年度に実施した東京湾のスズキ及ぴ

ウミネコにおける環境汚染モニタリング結果である.

試料及び分析方法

試料 スズキは，平成2年10月神奈川県横須賀沖で捕

獲された26尾を重量の順に 5または 6尾ずつまとめ 5検

体とした.ウミネコは，平成 2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採取日の順に 8羽ず、つ

*第 9報，東京衛研年報， 42， 210-213， 1991. 

まとめ 5検体とした.鑑定及ぴ試料の調整は，前報1)

と同様に行った.試料の概要はTable1， 2に示した.

分析方法環境庁で定めた分析法2)により行った.詳

細な操作法，及ぴ分析条件は報告書3)に記載した.

分析した化学物質は38種類である.使用した略号は前

報1) と同様である.

試薬は，前報1)と同様のものを使用した.

分析装置は，前報1)のもののほか，ヒューレット・

パッカード社製GC(FDP，NPD付)-M S D 5890 

TI，及ぴMS D 5971Aを使用した.

結果及び考察

スズキについて スズキ可食部の化学物質濃度を

Table 3に示す.昨年度はスズキが大型(体重平均

2560g)であったため， P C B 濃度は0.39μg/gと高かっ

たが，今年度は平均体重540gで，例年並みであったため，

0.13μg/gと汚染濃度も例年並みであった. H C Bは今

年度は検出されなかった.デイルドリン濃度は0.002

μg/gで，例年と同程度の汚染であった. DDT類濃度

は一昨年度と同程度の汚染であったが、 DDT原体は，

今年度は検出されず，代謝物または分解物のp，p'-D D 

Eとp，p'-DD Dのみが検出された.クロルデン類の濃

度は減少傾向が見られ，調査開始以来最低の値を示した.

特に，オキシクロルデンは全く検出されなかった. H C 

H類は残留性の高い s-HCHのみが 5検体中 4検体か

ら検出され， α，Y，d-HCHは今年度も検出されな

かった.塩素化ベンゼン類は，年度聞の変動が激しい物

質である.一昨年度は全く検出されなかったが，検体の

**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 H巴alth

24-1， Hyakunincho 3 chome，shinjuku-ku，Tokyo， 169 ]apan 
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(n=5 or 6) Table 1. Constitutions of Sea Bass Samples and Water and Fat Contents of the Muscle. 

fat(%) water (%) length * (cm) 
mean:l:SD 

body weight (g) 

mean:l:SD 

group No. 

1.68 

2.84 

3.62 

2.05 

2.39 

76.4 

75.4 

74.8 

76.1 

76.1 

42.5土2.2

39.5土1.0

37.4土0.7

36.9:1:0.8 

35.6土0.4

675:1:32 

564:1: 17 

531:1: 14 

495:1: 17 

445:1: 13 

ーょっ
μ

η

O

A
せ

に

d

2.52 75.8 38.4 542 mean 

* : not included the part of tail fin 

Table 2. Constitutions of Black-Tailed Gull Samples and Water and Fat Contents of the Muscle. (n=8) 

fat (%) water (%) wing length (cm) 

mean土SD

body weight (g) 

mean土SD

sex group No・

5.74 

6.86 

6.78 

6.53 

5.70 

67.7 

65.3 

66.4 

63.9 

65.2 

36.4:1: 1.4 

35.2:1: 1. 5 

34.1土2.2

35.4士1.2

35.6土2.0

619 :1:43 

580:1:59 

539:1:58 

580:1:65 

553:1:70 

mlX 

mlX 

mlX 

mlX 

mlX 

ーょっ
μ

η

ο

A
せ

戸

b

6.32 65.7 35.3 574 mean 

境中における残留状況を注意深く監視する必要がある.

s-HCH 濃度は0.014μg/gであり， 5年前の昭和60

年度に比べて，半分以下の濃度となった.塩素化ベンゼ

ン類は，これまで戸ージクロロベンゼンのほかに， トリ

クロロベンゼンやテトラクロロベンゼンが検出されてい

た. しかし，今年度は，pージクロロベンゼンのみが 5

検体全てから検出され，他の塩素化ベンゼンは検出され

なかった.フタル酸エステル類， TBP， TBTは今年

度も検出されなかった. T P T 濃度は平均0.03μg/gで，

昨年度と同程度の汚染であった.スズキに比較すると低

濃度ではあるが，全検体から検出された. T P Tは， T 

BTよりも代謝されにくく，蓄積性が高いと考えられる.

化学物質による環境の汚染は，化学物質本来の使用目

的外の処理過程でも，非意図的に発生することがある.

例えば，発ガン性や催奇性の高いダイオキシン類が，ご

み焼却場で有機塩素系化合物を含むプラスチックなどの

焼却処理過程で生成され，灰に含まれて排出されている，

紙パルプ製造工場でも漂白剤の塩素とパルフ。中のリグニ

ンとの反応で生成され，排水に含まれ排出されていると

大きかった昨年度は平均0.11μg/g検出され，今年度は

検体が平年並みの大きさであったにも関わらず，平均

0.15μg/gも検出され，調査開始以来の最高値を示した.

フタル酸エステル類， T B Pは今年度も検出されなかっ

た. T B T濃度は，平均0.17μg/gで，昨年度同様，減

少傾向が見られた. T P Tの濃度は平均0.25μg/gで，

昨年度の平均1.8μg/gに比べ 7分の lに減少した.こ

れは，環境への放出量が減少したこと，及び¥検体のス

ズキが昨年度に比べ小型になったことが一因と考えられ

る.

ウミネコについて ウミネコ胸筋の化学物質濃度を

Table 3に示す. PCB， HCB，デイルドリン， DD  

T類の濃度は，昨年度と同程度の汚染であった.これら

の物質は，自然界において，極めて分解性が悪いことを

示している.クロルデン類は，昭和61年 9月に第一種特

定化学物質に指定され，使用禁止となった.そのため，

62年度を境にその汚染濃度は減少し，今年度は

0.092μg/gで，最高値を示した62年度の 5分の 1にま

で減少した. しかし，難分解性であるから，今後とも環
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Table 3. Concentrations of Pollutants in Muscle Tissues of Sea Bass and Black.Tailed Gull. 

Sea Bass Black.Tailed Gull 

compound rangea meana rangea meana 

PCB*l 0.07-0.17 0.13 1.0-2.0 1.6 

PCN*l nd nd nd nd 

HCB nd nd 0.008-0.011 0.010 

aldrin nd nd nd nd 

dieldrin 0.001-0.002 0.002 0.007-0.016 0.010 

endrin nd nd nd nd 

o，t'-DDT nd nd nd-0.002 

t，t'-DDT nd nd nd-0.002 

o，t'-DDE nd nd nd nd 

t，t'-DDE 0.008-0.011 0.009 0.21-0.31 0.25 

o，t'-DDD nd nd 日d nd 

t，t'-DDD 0.003-0.004 0.003 nd nd 

trans.chlordane 0.001-0.002 0.001 nd nd 

cis.chlordane 0.003-0.006 0.004 0.003-0.008 0.005 

trans.nonachlor 0.005目 0.009 0.006 0.038-0.078 0.053 

cis.nonachlor 0.002-0.004 0.003 0.013-0.027 0.020 

oxychlordane nd nd 0.011-0.018 0.014 

heptachlor nd nd nd nd 

HCE nd nd 0.003-0.005 0.004 

α-HCH nd nd nd nd 

s-HCH nd-0.002 0.011 -0.017 0.014 

Y-HCH nd nd nd nd 

s【 HCH nd nd nd nd 

o -DCB*l nd nd nd nd 

m-DCB*l nd nd nd nd 

t-DCB*l 0.12-0.21 0.15 0.02-0.03 0.02 

1，2，3-TrCB nd nd nd nd 

1，2，4山 TrCB 0.001-0.003 0.002 nd nd 

1，3，5-TrCB nd-0.003 nd nd 

1，2，3，4-TeCB nd nd nd nd 

1，2，3，5-TeCB nd nd nd nd 

1，2，4，5-TeCB nd nd nd nd 

PeCB nd nd nd nd 

DnBp*2 nd nd nd nd 

DEHP*2 nd nd nd nd 

TBP*l . nd nd nd nd 

TBT*3 0.12-0.21 0.17 nd nd 

TPT*4 0.16-0.45 0.25 0.02-0.04 0.03 

a : (μg/ g on wet weight basis) 

* 1 : nd<O.Ol， * 2 : nd<O.l， * 3 : nd<0.05， * 4 : nd<0.02 

others : nd < 0.001 
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言われている.化学物質は，我々の生活を便利に，そし

て豊かにする上で不可欠なものである. しかし，その生

産から廃棄までの各段階において，環境汚染の原因とな

る危険性も持ち合わせている. したがって，使用を目的

として生成された化学物質だけでなく，副次的に生成さ

れた化学物質による汚染をも含めた環境への汚染を未然

に防ぐ必要がある.

なお，本調査は衛生局医療福祉部環境公害保健課と協

力して実施したものである.
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パソコンで推定した東京都区部の200mメッシュ別N02年平均濃度

牧野国義*

Annual Mean Concentrations of N02 by 200-Meter 

Mesh in the Ward~Area of Tokyo Estimated with a Personal Computer 

KUNIYOSHI MAKINO * 

Annual mean concentrations of nitrogen dioxide by two hundr巴dmeter mesh were estimated in the 

ward-area of Tokyo by using a personal computer berween 1976 and 1990. For this estimation， data from 

twenty monitoring sites within the areas and from fiv巴sit巴sin n巴ighbouringsurbarban areas were used. The 

presented method was developed so that it could be implemented with a personal computer of a small memory 

capacity without compromising the accuracy of estimation. Using this method， thεconcentrations of N02 at 

arterial road m巴sheswere also estimated from 1988 to 1990. 

The results of the approx. 15，400 meshes for the fifteen years indicates that the concentration was max. 

imal in 1978 and minimal in 1985. Since 1985， the concentrations have increased gradually目 Displayinga con 

centration map for each year， the screen provides quick and vivid information on the local distribution and 

time trends. The concentrations at arterial road meshes were higher than for the neighboring meshes 

Keywords:窒素酸化物 nitrogendioxid巴，メッシュデータ meshdata，補間法 interpolation，画面表示 display

mapping，年次推移 annualtrend 

緒 言

区市町村別の大気汚染物質濃度は，地域別の大気汚状

，況の実態を把握するためだけでなく，大気汚染による健

康影響を検討する際や，健康影響のサーベイランスシス

テムにおいても不可欠な情報のーっとして利用される.

その多くは常時測定局観測値が加工されることなく利用

されている.東京都についてみると，一般環境の大気汚

染物質が環境保全局の常時測定局35局で測定されており，

区市別の濃度を算定する際には，この報告結果が利用さ

れることが多い. しかし，区部についてみると，測定局

は20局に過ぎず， 4区(台東，墨田，豊島，北)では，一

般環境測定局が設置されていない.また，区の面積や大

気拡散を考慮すると， 1区1局で大気汚染物質濃度が代

表し得るとは考え難く，各測定局の測定結果は，区の代

表値ではなく，測定局の地理的条件の影響を受けた浪IJ定

値とみなすべきであろう.区の代表値を得るためには，

区の地理的条件を考慮した大気汚染物質濃度を推定する

必要がある.こうした事情から，従来においても地域を

メッシュlで、区分し，補間推定法を利用した手法が報告さ

れた1-3) ただし，これらの手法は計算に大容量を要し，

大型コンピュータにより算出されている.また，メッ

シュも 500m 以上のことが多く，局所的な変化が激しい

物質については必ずしも適切と思われない.また，近年

パソコンの普及が著しいので，パソコンで計算し，表示

した方が利用価値が高い.そこで，ここでは区部を200

mメッシュで区切り，パソコンにより比較的簡便に各区

の濃度を推定する方法および表示する方法を検討し，

N02について年平均濃度の推定を試みた.また， NO 2~こ

ついては幹線道路からの距離減衰の存在も知られている

ので，沿道地域についても後背地域と比較検討した.

研究方法

1 )資料

環境保全局の常時測定報告結果では，一般環境測定局

が区部に20局，区部に隣接した市部に 5局ある. N02に

*東京都立衛生研究所環境保険部環境衛生研究科 169東京都新宿区百人町 3-24-1 

* Tokyo Metropoletan Research Laboratory of PU blic Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku.ku，Toko， 169 Japan 
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ついて，この25局の1976-90年度の年平均濃度資料を

200 m;(ッシュ別の濃度推定に利用した.なお，沿道付

近に設置されている自動車排出ガス測定局については，

採気位置の沿道からの距離が距離減衰を考慮したとき重

要となるが，必ずしも明確でないため，ここでは利用し

なかった.また，幹線道路からの距離減衰については，

大田区，渋谷区内の幹線道路の om， 150m地点で調査

されている1990-1991年のNOz測定資料を用いた.

2)対象地域と幹線道路

東京都区部は，東西に約32km，南北に約31凶の距離が

あり， 200mメッシュにすると陸地のメッシュ数は約

15，400となる.区部中最大面積の世田谷区は1550，最小

面積の台東区は232である.幹線道路については，年代

を追うにしたがい、その数が増加したと思われるので，

濃度への影響の検討は1988-1990年度に留めた.なお，

高架線が主体の高速道路については地表と高さが異なる

ので，ここでは幹線道路に含めなかった.

3)推定方法

ここではパソコンで十分計算可能であることを考慮し

て，あるメッシュを閲む 3測定局メッシュによる濃度の

平面方程式を求め，そのメッシュの位置の濃度を推定す

る比較的簡便な手法を採用した.平面方程式による方法

は，計算は簡単だが，地域全部の濃度曲面は鋭角の変化

が多く，平滑さに難点がある.そこで，以下のように平

滑化を図る補助的な方法を加え，メッシュ毎の濃度を推

定した.

①等間隔に節点を設定する.間隔は東西および南北に

10メッシュ(2 km)毎に格子状にする(東西に17点，南

北に， 16点). 

②大気拡散が距離に関係することを考慮して，それぞ

れの節点について， 3測定局メッシュとの距離の 2乗和

が最小となる三角形を決める.

③ 3測定局の位置座標を， (Xl. Yl)， (xz. yz)， (X3 

Y3)，濃度をZj， Zz， Z3としたとき， z == ax十by+cで表

される濃度の平面方程式は，連立方程式から定数 a，b， 

cが得られ，任意の節点位置の濃度が推定される.

④より平滑な濃度曲面を得るために，任意のメッシュ

位置の濃度については以下のようにする.その位置に近

接する 4カ所の節点の濃度と距離から(4番目の距離の

節点より測定局が近接していれば5カ所)， 1番目の節

点または測定局の濃度を Zj，距離を d1としたとき，そ

のメッシュの濃度 zは，

Z= ヱ (zddl)/~ (1/d1) (dl宇0)

Z=Zl (dj=O) 

各区の濃度は"区毎のメッシュ数の濃度を平均して得

られる.

4)沿道からの距離減衰

自動車の走行は幹線道路に限らず，また，同じ街道で

も地域により走行量はかなり異なる.さらに，道路幅は

一定でない.特に， 200mメッシュで区分する場合，道

路幅によって推定値が大きく変化すると思われる. した

がって，厳密に道路沿道からの距離減衰を推定するには

より詳細な道路状況を調査する必要がある.ここでは単

純化し，メッシュの中心に50m道路が走るとして，沿道

メッシュと隣接メッシュとを比較する.道路上は一般環

境とはみなし難いので，沿道メッシュの道路からの距離

は， 0-75 m章包囲となり，隣接Eメッシュは75-275mの

範囲となる.沿道の濃度を a，減衰定数を bとすると，

xm地点の濃度 F(x)は， F(x)=a' exp( -bx)となる.

沿道メッシュと隣接メッシュの濃度比は，

(土fすF(x)dx)/(-Lf智F(x)dx)75 ' u'  ，"，-"u  '200 
で得られる.なお，一般環境測定局はいずれも沿道メッ

シュには位置しない.

結果

1) 1976-1990年度の23区のN02濃度

まず，区部市部の一般環境測定局25局のNOzの1976

-1990年度の年平均濃度をTable1に示した.この資料

に基づいて東京都区部のメッシュ約15，400について濃度

を推定すると， 23区それぞれの平均濃度がTable2のよ

うに得られた.区内のばらつきは，変動係数が大半10%

未満で小さかったが，濃度勾配が比較的大きい江戸川区

は15年間のうち12年間で10%を越えた. NOz25-40 ppb 

を5ppb間隔で区切り，各年度の度数分布をみると

(Table 3)， 1978年度が15年間で最も高濃度で，その後

減少して1985年度に最低となり，以後再び増加の傾向を

示した. 23区の中では，千代田区が1978年度以来最高濃

度で，中央区，江東区，台東区がそれに続いた.区部全

体で20測定局濃度平均とメッシュ濃度平均の15年間の推

移は Fig.1のようになり，その差は 0-0.8ppbであっ

た.

2) メッシュ濃度の地図による図示

東京都区部のメッシュ約15，400による区の区分と幹線

道路は，パソコンのディスプレイにFig.2および、Fig.3

のように示すことができる.メッシュ濃度の地図による

図示の例として，期間中の高濃度時期の1980年度(Fig.

4 )と，低濃度時期の1985年度(Fig.5 )，および1988年

度(Fig.6)と1990年度(Fig.7)についてに示した.
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Table 1. Annual Mean Concentrations of NOz (ppb) 

Ward or 

City 

Chiyoda 

Chuo 

Minato 

Shinjuku 

Bunkyo 

Koto 

Shinagawa 

M色guro

Ohta 

Setagaya 

Shibuya 

Nakano 

Suginami 

Arakawa 

Itabashi 

Nerima 1 # 

Nerima 2# 

Adachi 

Katsushika 

Edogawa 

Komae 

Chofu 

Musashino 

Year 

1976 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 

38 38 46 49 46 42 45 43 42 40 37 47 48 45 49 

44 44 53 44 42 34 37 37 33 30 31 36 37 36 41 

44 45 46 40 39 34 35 36 33 33 30 34 35 34 37 

34 24 30 35 28 31 31 31 27 24 31 33 33 31 32 

35 35 42 36 35 33 34 34 29 31 31 34 34 35 37 

31 34 42 44 39 32 30 32 31 29 32 35 35 35 35 

41 39 41 33 35 37 37 29 29 27 30 29 29 33 31 

40 41 39 39 36 31 31 31 29 28 30 32 32 33 34 

30 31 33 32 31 30 30 33 31 29 34 36 37 36 38 

35 36 39 36 33 30 31 30 26 26 30 32 32 33 32 

33 32 39 39 42 43 38 35 38 31 31 33 35 36 34 

32 35 34 34 35 31 32 30 33 31 27 30 31 31 27 

39 33 44 40 32 28 29 28 28 28 28 27 27 28 30 

37 31 33 32 35 34 34 35 33 32 32 35 37 35 29 

38 40 42 40 38 38 35 35 32 32 35 36 36 36 37 

29 28 22 29 31 30 31 31 31 30 30 28 27 29 30 

38 34 39 34 32 28 31 30 29 30 26 28 29 32 32 

36 40 43 33 32 33 33 33 32 32 32 31 30 31 31 

33 31 36 33 30 21 29 28 27 24 23 28 30 30 31 

26 26 26 24 22 24 25 24 22 25' 25 28 29 28 28 

32 22 34 37 32 32 33 30 22 21 26 28 26 27 29 

26 29 30 25 25 28 25 28 30 27 28 26 26 24 27 

28 28 32 28 23 25 26 25 22 23 26 26 25 26 28 

Tanashi 25 27 20 22 23 21 26 22 24 22 27 27 26 24 24 

Kiyose 27 25 29 21 22 21 21 22 20 21 24 25 23 25 26 

#: Nerima 1=Shakujii， Nerima 2=Nerimakita Monitoring Site 

Tabl巴目 3. Annual Transition of Frequency DistribUtion in Ranged Concentrations of NOz (ppb) 

NOz (ppb) 

Range 

-25 

25-30 

30-35 

35-40 

40-

Yr 

197677 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 

o 0 0 0 0 1 001  1 1 0 0 0 0 

3 0 1 2 5 3 4 6 15 7 5 6 3 4 

7 9 6 8 10 10 13 13 14 . 6 14 11 8 13 8 

13 8 7 8 7 7 6 6 2 1 1 6 7 6 8 

2 3 10 6 4 0 1 0 0 0 0 1 2 1 3 
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Table. 2. Estimated Annual Mesh-Mean Concentrations of N02 (ppb) 
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Table. 5. Comparison of Annual Mean Concentrations of N02 (ppb) by. whether Effects of Art巴r凶 Roads(Local 

Source Area of N02) were considered or not 
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3)道路沿道の影響 は僅かであった.この結果は，道路密度が高く，高濃度

大田区，渋谷区内の幹線道路について，幹線道路の O

m， 150m地点の1990-1991年のNOz測定データは Table

4のようであった ii成衰定数(l/km)を算出すると，両

区の平均と標準偏差はそれぞれ2.16土0.56，2.14::!::0.56 

(n=17)と比較的近似した.そこで，減衰定数を2.15と

すると，沿道メッシュと隣接メッシュの濃度比は1.34と

なった.沿道メッシュにこの比をかけて1988年度と 1990

年度について図示すると， Fig.8およびFig.9のように，

沿道メッシュは隣接メッシュよりも高濃度区分になるこ

とを明示した(沿道メッシュが黄色や桃色にみえる部分

は写真光で変化し，ディスプレイでは最高濃度区分の朱

色).区の平均濃度への影響について， 1988-90年度の

濃度差を Table5に示した.今回のように幹線道路を設

定すると， NO z濃度に最も影響の強い千代田区で約

6%増加し，中央区，新宿区，文京区がこれに続いた.

一方，世田谷区，中野区，杉並区，練馬区ではその影響

地域ほど自動車排気ガスの影響が強いことを示唆した.

考察

大気汚染物質濃度の補間推定法としてはスプライン法

がよく知られており 4)，他に著者が報告した大気拡散を

考慮した方法2)などが利用されている.その多くは大型

コンピュータを利用し，複数の測定点の濃度から平滑な

濃度曲面を得ることを主眼とした濃度推定方法である.

ここで採用した方法は，平滑さにおいては前者の方法よ

りも若干劣るかもしれないが パソコンで充分計算が可

能である.従来の方法が考察された時期はパソコンが普

及していなかったため，結果の図示は主にプリンタ出力

であった.今回の方法は，計算された推定値を直接カ

ラーディスプレイに表現して，より強力に視覚に訴えら

れるので，その意味では進歩した面もある.

NOzの年平均濃度は1976年度から 1985年度まで減少傾

向を示し，その後増加に転じた (Fig.1 ).環境庁の報
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告5)によると，ガソリン車の窒素酸化物低減効果は，

1973年の排気ガス規制開始以前に比し. 1978年までの規

制で約 8%に減少した.また，ディーゼル車では. 1987 

年までの規制で約30%に減少した.ただし，減少カーブ

は，予想されるように，規制開始時期が急激でその後緩

やかになった.一方，わが国の自動車保有台数の推移を

みると， 1975年に2，915万台であったのが、 7年後の

1982年に4，269万台，さらに 7年後の1989年には5，799万

台と後半の方が増加が著しかった.このような規制や台

数の状況の変化が上記の濃度推移をもたらしたと推察さ

れる.当面排気力、ス規制の大きな効果は期待できないと

思われるので，新たな効果的な対策を講じなければ，今

後も漸増傾向が続くと考えられる(窒素酸化物の排出量

は高速で、あるほど増加するので，渋滞しがちな都心部よ

りも周辺部で影響が大きい).

ここではメッシュを200m区画とした.既報2)の500m

区画よりもかなり細分化したので，より綴密な解析がで

き，局所性が比較的高いNOzに適している.その反面，

メッシュ数が多くなり，計算量が増加する.また，今回

は東京都区部に限定したが，市部を含めた都全域でメッ

シュ別に推定することも可能である.ただし，基礎資料

を提供する市部の測定局数が面積の割に少ないため市部

の推定精度が低下することや，記憶容量，計算量などか

らのメッシュの大きさについても充分な配慮が必要で=あ

る.

局所的な地域の濃度を推定する場合に，その地域の道

路状況により NOz濃度が大きく異なることが沿道メッ

シユl と隣接メッシュから示唆された.ここで利用した大

田区と渋谷区の幹線道路の距離減衰定数は類似した結果

が得られたが，他の地域や支線道路でも同様であるかは

明らかでない.市部の距離減衰定数ではこれと異なった

結果が得られており， したがって，より正確な濃度地理

分布を得るためには，濃度の距離減衰調査や道路状況調

査(道路幅，車種別自動車走行量，風向など)資料の収

集と解析への利用が望まれる.

まとめ

東京都区部のNOz濃度の地理分布について，パソコン

で推定計算ができ，局所的な変動をもみられ，かつ，

ディスプレイ上に表現できる方法を検討した.ここでは

メッシュを200m区画とし，検討した補間推定法を実際

に1976-1990年度に適用した.この方法によって濃度の

地理分布が視覚的に見やすく表現できた.また， 23区毎

に年平均濃度が得られ，年次推移の実態をも把握するこ

とができた.区部全体の15年間の年次推移は， 1978年度

が最高で， 1985年度に最低となり，以後再ぴ増加の傾向

を示した.区内の濃度のばらつきをみると，江戸川が最

も濃度勾配の大きいことを示唆した.さらに，幹線道路

の濃度距離減衰の影響を検討したところ，沿道メ、yシュ

は隣接メッシュよりも約30%濃度が高く，ディスプレイ

に表現した際もその影響が明瞭に現われた.区毎のメッ

シュ平均濃度でみると，その影響は特に千代田区で強く，

世田谷区，中野区，杉並区，練馬区では僅かであった.
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Fig. 2. The 23 Wards of Tokyo Fig. 3. Arterial Roads in the Ward-Area of Tokyo 
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ディーゼル排気ガス暴露によるラット母乳成分に及ぼす影響

大津誠喜*，加藤紀 子 * * 山 田 達 史 * *

加納嘉子*森 憲二***

Effects of Diesel Exhaust Exposure on Components of Rat Breast Milk 

MASANOBU OHSA W A *， NORIKO KA TO * *， T ATSUSI Y AMADA *へ

TAKAKO KANO* and KENJI MORI* * * 

Keyword:総脂質 totallipid，脂肪酸 fattyacid，母乳 breastmilk，ラット rat，ディーゼル排気ガス dieselex-

haust 

緒 言

近年，様々な環境問題に関心が高まっているが，都市

における大気汚染もその一つである.東京の大気汚染は，

自動車交通を主な原因とする排気ガス汚染であるが，自

動車の保有台数は年々増加し，特に，高馬力で経済性に

優れたディーゼル車の増加が重なって，その改善は未だ

厳しい状況にある.

更に，ディーゼル排気ガスにはガソリン車のそれに比

べ、て，窒素酸化物，浮遊粒子状物質，多環芳香族炭化水

素などが多量に含まれており，特に，幹線道路周辺に居

住する都民への健康影響が懸念されている.

著者らは，大気汚染物質がもたらすであろう次世代へ

の健康影響を検討するため，ディーゼル排気ガスの暴露

をうけたラット母乳成分の組成変化を調べた.

母乳は，新生仔の唯一の栄養源であり，感染防御機能

を乳仔に付与する理想的な食物である 1) 更に，母乳中

の脂質は，必須脂肪酸，脂溶性ビタミンの供給源である.

しかし，化学構造に二重結合をもっ脂質成分の不飽和脂

肪酸は不安定な物質で，酸化性の強い物質を多量に含む

ディーゼル排気ガスを吸引すると生体内で何らかの影響

を受ける可能性がある.母乳成分の組成変化は新生仔の

発育に大きな影響を及ぽすと考えられることから本実験

を試みた.

方 法

1.実験動物及び暴露方法

実験動物は，妊娠した F344フイッシャーラット(日本

チヤールスリバー社)15匹を，各群 5匹の暴露群(H群)， 

除塵群(ND群)及ぴ対照群(C群)の 3群に分けた.暴露

装置の暴露源には，ヤンマーディーゼルエンジン

(NFAD 6型，排気量309cc，直噴型，回転数2400rpm)， 

燃料は軽油(JIS2号相当品，日本石油)を使用し，容積

16m3，温度23-25
0

C，湿度45-65%，換気回数15回 /

時にコントロールされた暴露チャンパー内でラットを飼

育し， 1日7時間，週 5日間の排気力、スの暴露を行った.

暴露ガスの濃度測定には，窒素酸化物測定器(8440型，

Momitor Lobs. Co. )と粉慶濃度計(s線式質量濃度計

BAM-102型，柴田科学機器KK)を用いた.排気ガスの

暴露条件は表 1に示した.なお，対照群には，活性炭層

とへパフィルターを通した室内空気を，除塵群には，ヘ

パフィルターを用いてデイーゼル排気ガスを通し粒子状

物質を除いた排気ガ、スを，それぞれの暴露チャンパー内

に導入した.

2_ ラット母乳の採取

母乳の採取は，搾乳前にオキシトシン(5単位，帝国

臓器製薬 KK)0.1mlを皮下に投与， 20分後にエーテル

麻酔下で 6対の乳房より手指を用いて搾乳した.母乳は

サンプルチューブに移し分析時まで-80
0

Cで凍結保存し

た.

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

* The Tokyo Mtropolitan Resarch Laboratry of Public Health 

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

**東京農業大学農学部栄養学科

***東邦大学医学部
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表l.ディーゼル排気ガスの暴露条件

粉塵量(mg/m3) N02 (ppm) NO(ppm) 

対照群 0.01 0.02 0.06 

暴露群 5.00 3.50 30.00 

除塵群 0.01以下 3.50 30.00 

3.総脂質分析

総脂質定量2-4)は，ラット母乳 1μlをサンプルチュー

ブに取り，クロロホルム/メタノール(2: 1)混液 1ml 

を加えミキサーで撹持した後，褐色試験管にろ過し，ろ

i殺を蒸発乾国後 i，農硫酸 1mlを加え i弗騰水浴中で20

分加熱した.冷却後，フォスフォ・パニリン溶液(70%

リン酸/0.6%パニリン水溶液 4 : 1) 5 mlを加え 1分

間ミキサーで撹枠， 20'Cで10分間放置した後，波長

530nmで吸光度を測定した.

4.総脂肪酸分析

総脂肪酸分析5-6)は，母乳0.5mlをナスフランスコに

取り，クロロホルム/メタノール(2 : 1)混液30mlを加

え，軽く振とうして 2時開放置，ロータリーエパポレー

ターで減圧乾固した.これに2N-水酸化カリウム/メタ

ノール溶液 2mlを加え，還流冷却管をつけ沸騰水浴中

で30分間加水分解を行った.加水分解後塩酸 2mlを加

えて酸性とし，水と石油エーテルで洗浄しながら分液

ロードに移し，石油エーテルで 2回抽出，石油エーテル

層を水洗し，無水硫酸ナトリウムで 1晩脱水した.脱水

後石油エーテル層を減圧乾周し， 5 %ー塩化水素メタ

ノール 1mlを加え，還流冷却管をつけ沸騰水浴中で 5

分間メチルエステル化を行った.これに石油エーテルを

加えて抽出し，水洗，脱水後， i，威圧乾固して n-ヘキサ

ン0.2mlに車iir容し，その内 1μlをキャピラリーカラム

ガスクロマトグフィーの試料とした.なお，定量には，

内部標準としてヘプタデカン酸(C17: 0)を用い，表 2

に各脂肪酸の名称、と，その炭素数及ぴ二重結合の表を示

した.

脂肪酸の同定は，標準物質のクロマトグラムの保持時

間を参考にした.

ガスクロマトグラフィ一条件は，以下のとおりである.

装置 津島 GC-7A

カラム

キャリア

初期温度

昇温速度

注入口温度

検出器温度

CP-si1l88 O. 25mm X 50m 

He 100m/min 

160'C 

6 'C/min 

， 250'C 

260'C 

表 2. 各種脂肪酸の名称

C 8: 0 カプリル酸

C10 : 0 カプリン酸

C12 : 0 

C 14: 0 

C 15 : 0 

C 16: 0 

C 16 : 1 

C 18: 0 

C 18: 1 

C 18: 2 

C 18: 3 

C20 : 4 

C22 : 6 

C24 : 0 

ラウリン酸

ミリスチン酸

ペンタデカン酸

パルミチン酸

パルミトレイン酸

ステアリン酸

オレイン酸

リノール酸

リノレン酸

アラキドン酸

ドコサヘキサエン酸

リグノセリン酸

データー処理装置津島 C-R1B

結果および考察

l.総脂質量の変化

各群の母乳中の総脂質量を搾乳時に区分して図 1に示

した. C群の 1週日の初乳期より 2週日の母乳の総脂

質量は増加したが3週目ではやや減少した. H群， ND 

群の総脂質量は C群のそれと同様なパターンを示した.

しかし， C群及びND群の母乳中の総脂質量は， 1週日

と2週日及ぴ l週目と 3週目との聞に各々危険率 1%で

有意な増加が見られた.一方H群における母乳中総脂質

量は 1週目と 2週目の間においてのみ危険率 5%で有

意な増加が見られた.

2.脂肪酸組成の変化

C群の母乳中の脂肪酸組成は図 2に示した.脂肪酸の

炭素数の}II質序と含有量で大別すると，炭素数が8で構造

中に二重結合を持たないカプリル酸(C8 : 0)からミリ

スチン酸(C14: 0 )までの脂肪酸群(1群)と，同じくパ

ルミチン酸(C16: 0)を中心とする E群，及ぴステアリ

ン酸(C18: 0)とオレイン酸(C18: 1)及びリノール酸

(C18: 2)を含むE群の脂肪酸からなり，外に不飽和脂

肪酸も検出はされたが微量であった.

採乳時による脂肪酸組成は，検出された脂肪酸の種類

に変化は見られず 1週日から 3週日までそれぞれの脂

肪酸量に増減が見られたのみである.これらの脂肪酸を

区分した 3群でその変化を見ると，カプリン酸，カプリ

ル酸を含む I群の脂肪酸量は，採乳の時間経過と共に増

加傾向を示し， II群の脂肪酸量は， 3週日の成乳で減少

し，凹群及ぴ不飽和脂肪酸群の量は経時的な変化を示さ

なかった.脂肪酸量の増加を示したのはカプリル酸とカ
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プリン酸で，パルミチン酸，ステアリン酸，オレイン酸

及ぴアラキドン酸(c20 : 0)は減少傾向を示した. しか

し，これら脂肪酸量の採乳時による各々の量の間には有

意な差は認められなかった.一方，リノレン酸及ぴミリ

スチン酸は 2週目の母乳中で増加し， 3週目にはほぼ 1

週日の濃度に戻った.又，リノール酸には，採乳時によ

る濃度変化は見られなかった.

以上，これら母乳中の総脂質量及ぴ脂肪酸組成の変化

は，おそらく乳仔の発育に合わせての変動と考えた.

H， ND群の 1週日から 3週目までの母乳中には， c 
群で見られた脂肪酸類が全て検出されたが， H， ND群

にのみ検出された脂肪酸は認められなかった.更に， 3 

群に区分した脂肪酸類の含有量パターンは C群のそれと

非常に類似し C群と大差はなかった(図 3，図 4). c群
ラット母乳と比較して H，N D群のラット母乳中の総脂

質量，及ぴ，脂肪酸組成に変化が認められなかったのは，

これまでに実施した同様な暴露実験で，実験動物に顕著

な生体影響が見られたのは，多くは暴露 3ヶ月前後で

あったから，今回の 5週間の暴露実験条件下では生体に

大きな障害をあたえなかったかもしれない.或いは，分

泌乳量あたりの補正処理を行わなかったことに起因した

のかも知れない.本実験で搾乳量を測定しなかった理由

は，手指を用いて搾乳する時，分泌母乳の全量を採取で

きるとは限らないと考えたことからであるが，しかし，

常に一定の条件下で搾乳した結果，各群の搾乳時におけ

る乳量に大きな差は見られなかった.

前述したように母乳量の変化，その成分組成の変化は

乳仔の発育に大きな影響を与える.この経験を基に実験

計画を検討し，新生仔の発育に及ぽすディーゼル排気ガ

スの影響を検討する予定である.

文献

1)小林登，多田啓也，薮内百治編:新小児医学大

系， 3. 97-100， 1986，中山書庖，東京.

2 )清水隆作，岸田益美:臨床検査， 16， 84-87， 1972. 

3 )久白英人，水口葉子，福井巌:臨床病理， 14， 

863-868， 1966. 

4 )松宮和久，荒尾雅代:臨床病理， 19， 147-150， 

1971. 

5 )八尋政利，村上雄二，皆川憲夫，阿彦健吉:栄食誌，

41， (4)， 263-271， 1988. 

6 )八尋政利，村上雄二，阿彦健吉:栄食誌， 41， (4)， 

287 -292， 1988. 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 43， 192-196， 1992 

高速液体クロマトグラフィーによる水中

アシュラムの簡易スクリーニング法

ーシリンジタイプミニカラムの応用ー

鈴木俊也*近藤治美*関山 登*

矢口久美子*山岸達典*

Screening Method for Determination of Asulam 

in Water Samples by Reversed -Phase Liquid 

Chromatography with Syringe Type Minicolumn 

T'oSHINARI SUZUKI*， HARUMI KONDO*， 

NOBORU SEKIYAMA *， KUMIKO Y AGUCHI* 

and T ATSUNORI Y AMAGISFII * 

A syringe-type minicolumn containing C18 bonded silica was applied for the determination of asulam， a 

herbicide， in tap， ground， and river water by reversed-phase high-performance liquid chromatography 

(HPLC). Asulam in water samples was adsorbed on the minicolumn under acidic pH and injected into HPLC 

by eluting directly in the loop with a small amount of eluent. The recoveries of asulam from 300μ1 of water 

samples were more than 90 % at concentrations of 5μg/l and 2 mg/l， and the detection limit of asulam was 1 

μg/l (S/N=3). This method is suitable for the screening of asulam in water samples without tedious sample 

preparations. 

Keywords:アシュラム asulam，水試料 watersample， ミニカラム minicolumn，液体クロマトグラフィー liquid

chromatography 

緒 ー扇
アシュラムは日本では主にゴルフ場の芝用に用いられ

ているカーパメート系の除草剤であり，東京都における

その製剤の年間使用量はここ数年 3トンを上回っている.

平成 2年 5月に厚生省と環境庁からアシュラムについ

ての水道水の暫定水質目標値1)とゴルフ場の排出水の暫

定指針値2)及び分析法2.3)がそれぞれ設定され，これら

に基づき東京都では平成 2年度からゴルフ場農薬汚染実

態調査を行っている.

現在，アシュラムの分析法はジクロロメタンや酢酸エ

チル等の有機溶媒を用いる液 液分配法l-5)，またはオ

クタデシルランを結合させたシリカ担体7)や強陰イオン

交換体6)を充填したカラムを用いる固相抽出法により試

料を調整し，高速液体クロマトグラフィーやガスクロマ

トグラフィ一等の機器分析により定性定量するものであ

る.これら既存の方法では100mlから1000mlの水試料を

必要とし，抽出や濃縮等の試料調整に長時間を要するこ

と，また，液一液抽出法の場合には大量の有機溶媒廃液

がでる等の問題がある.

シリンジタイプのミニカラムは本間ら8)によって開発

された高速液体クロマトグラフ(HPLC)用試料直接注入

装置であり，試料の前処理を簡略化し，少量の試料で高

感度分析を可能にする.この装置の改良型は血清や尿中

の薬物の分析に応用されている 9.10)

我々はシリンジタイプのミニカラムの有用性に着目し，

オクタデシルランを結合させたシリカ担体を充填したミ

ニカラムによる水試料中のアシュラムの迅速かっ簡易な

分析法について検討した.

*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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ノール250μ1，次いで、0.035%塩酸水溶液500μlを通し

た.

(3)アシュラムの吸着:ミニカラムに注射筒で試験溶

液の300μlを通水した.

(4)アシュラムの溶出およびHPLCへの注入:ミニカラ

ムをHPLCのインジェクターに差し込み，アセトニトル

-50mMリン酸ーカリウム (pH3.2)(10: 90， v/v) 130μl 

を注射筒で注入した.

結果および考察

1 .吸着および溶出条件

蒸留水にアシュラムを添加し， ミニカラムによるア

シュラムの吸着およぴ溶出時の至適条件について検討し

た.

(1)吸着時の至適 pH:ァシュラムは弱酸性の化合物な

ので，逆相系の固相抽出法では試料の液性を酸性にし，

アシュラムの解離を抑える必要がある.蒸留水を塩酸で

pH調整し，これにアシュラムを添加し回収率を調べた.

図 1-Aに示したように pH3以下で回収率は90%以上

であったが， pH 5以上ではほとんど回収できなかった.

このことから，試験溶液の pHは3以下にする必要があ

ることカfわかった.

(2)試験溶液のミニカラム通水量:蒸留水を塩酸で、pH

3に調整した水にアシュラムを添加し，通水量を変えて

43， 1992 報年研

1.試 薬

アシュラム，メチルーN-(4 アミノフェニルスルフォ

ニル)カーパメート，は残留農薬標準品(ジーエルサイエ

ンス社製)を用い，アセトニトリルは高速液体クロマト

グラフィー用を用いた.シリンジタイプのミニカラム:

Extrashot-ODS (シリンジ部:ステンレス製51mIil，固相

抽出部:ポリプロピレン製ODSを45μl充填)は草野科学

器械製作所製を用いた.その他の試薬は市販の試薬特級

品を用いた.

2.装置および測定条件

HPLCシステムおよび測定条件は厚生省の検査方法3)

に準じて設定した.ポンプ:日本分光 880-PU型，検出

器:日本分光 UVIDEC-3型(波長 270nm)，インジェク

ター:Rheodyne 7125型(100μlループ付き)，カラム:

Beckman Ultrasphere-ODS(250 mmX4.6 mmid)，移動相

:アセトニトリルー50mMリン酸ーカリウム (pH3.2) 

(30:70， v/v，流速 1ml/min) 

3.分析操作

(1)試験溶液の調整:水試料10mlを共栓試験管に採り，

1%亜硫酸ナトリウム水溶液30μlを添加撹排した後，

濃塩酸(35%)20μlを加えたものを試験溶液とした.

(2)ミニカラムの前処理:ミニカラムに注射筒でメタ

衛尽東
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Fig. 1. Effects of pH， Sampling Volume， and Elution Solvent on Recovery of Asulam by Syringe-Type Minicolumn 

A: Asulam concentration， 20μg/l; sampling volume， 200μ1; elution solvent， CH3CN-50 mM KH2PO~ at 

pH 3.2 (KPB) (30 : 70， v/v); pH of water was adjusted with HCI. B: Asulam concentraion町 2mg/1; sam 

pling volume， 200μ1; concentraion of CHiCN in elution solvent was changed. C Asulam concentration， 5 

μg/l; pH of water was adjusted with HCl at 3; elution solvent， CH3CN-KPB (10: 90， v/v). 

。~3CN/50州問2四4 ， pH3.2 (%) PH of Water Sample 
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川水ではアシュラムの減少は認められなかったが，水道

水ではアシュラムは 5分で約半分になり， 45分で消失し

た.塩酸を添加した場合，地下水では60分後でもアシュ

ラム量に変化は認められなかったが，水道水で、は:数分間

で消失した.河川水でも塩酸添加によりアシュラムは時

間と共に徐々に減少した.水道水におけるアシュラムの

消失は水道水中に存在する残留塩素によるものと考えら

れたので，亜硫酸ナトリウムを添加し残留塩素を除去し

た後にアシュラムを添加したところ，アシュラムの消失

を抑えることができた.河川水の場合には残留塩素は存

在していなかったが，水道水の場合と同様に，亜硫酸ナ

トリウムを塩酸添加前に加えることによってアシュラム

の消失は抑えられた.

3.回収率及び検出限界

これまでに設定された至適条件に基づき，水道水，地

下水，河川水にアシュラムを添加し，回収率を調べた.

表 1に示したようにアシュラムの添加濃度 5μg/l及び

2 mg/ 1においていずれの試料の場合にも回収率は90%

以上で，その変動係数は 4%以内(n= 5)であった.ま

た， ミニカラムにより吸着した試料を 4.Cと25.Cで，

2日開放置した後の回収率は， k℃での場合にいずれの

試料についても回収率は90%以上であり，このことから，
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回収率を調べた.図 1-Cに示したように300μIまでは

良好な回収率が得られたが， 400μlから回収率は減少し，

1 mlではアシュラムはF台ど回収Jされなかった.このこ

とから，試験溶液の通水量は300μlとした.

(3)ミニカラムからのアシュラムのi容出:図 1-8に

示したようにアシュラムの回収率はアセトニトリル濃度

が10%から50%の関で90%以上であった. しかし，アセ

トニトル濃度の増加にともないアシュラムのピークの1隔

は広くなってくる(理論段数10%: 3500， 20% : 2000)， 

より低:i農度のアシュラムを検:出するために，また， ミニ

カラム上で試料のクリーンアップをするためには，アセ

トニトリル濃度はできる限り低いほうがよいと考えられ

ることから，アセトニトリル濃度は10%に決定した.

2.水道水，地下水，河川水の前処理の検討

蒸留水の実験から試料の pHを塩酸で 3以下にする必

要があることがわかった.つぎに，実試料を用いて塩酸

添加がアシュラムの安定性に影響を及lますかどうかにつ

いて検討した.すなわち，処理しない水，塩酸を添加し

た水，およぴ亜硫酸ナトリウムを添加後塩酸を加えた水

のそれぞれにアシュラムを添加し，一部を直接液体クロ

マトグラフに注入することによりアシュラムの残存量を

調べた.図 2に示したように未処理の場合，地下水と河
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Fig. 2. Stability of Asulam in Ground. Tap. and River Water 

Asulam was spiked to 10 ml of water samples at concentration of 200μg/l after several sample treat. 

ment. and then 100μ1 of the spiked water samples ware directly injected into the HPLC. (企)No sample 

treatment. (・)Water sample was acidified with 20μ1 of 35 % HCl. (・)Water sample was ac凶 fied

with 20μ1 of 35 % HCl after addition of 30μlof 1 % Na2S03・
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Table. 1. Recovery of Asulam in Spiked Water Samples 

Storage tem p. for 48 h b 

4t 25t 

91. 5::l:: 2. 3 85.3土13.1

91.5土3.1 89.9土 2.3

95.0土7.5 75.0土12.5

2 mg/l 

96.6土1.7

97.2::l::2.0 

92.7::l::2.3 

Asulam Conc. a 

5μg/l 

92.1土3.5

92.5::l::2.4 

90.0土3.。

uTat巴rSample 

Ground Water 

Tap Water 

River Water 

a Values are 1町田::l::SD(n=5) 

b Values are mean土SD(n=3) 

Asulam conc. 5μg/l 

が同時に行えることがわかった.

アシュラムの検出限界は， S/N= 3で lμg/lであっ

た，この値は飲料水の暫定基準値200μg/lおよび排出

水の暫定指針値 2mg/lに十分に満たしていた.また，

本法による試料の前処理から分析終了までに要する時間

は， 1検体あたり約10分であった.

まとめ

シリンジタイプのミニカラムを応用した本分析法は，

抽出時に使用する有機溶媒が極微量ですみ，少量の試料

で高感度分析が短時間で行えることから，スクリーニン

グ法として有用であると考えられる.また，抽出には簡

易な器具があればよいこと，そして， ミニカラムに吸着

させた試料の保存が可能なことから，屋外での試料調整

にも利用できるものと考えられる.
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ミニカラムに吸着した試料の保存が可能であることがわ
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た5分及び8分付近のピーク(図 3-B)はミニカラム処
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ることにより試料のクリーンアップとアシュラムの濃縮

Fig. 3. Chromatograms of the River Water Spiked with 

5μg/l Concentration of Asulam 

Asulam was spiked to the river water treated as 

shown in Fig目2(・).A: A 300μ1 of the ri ver 

water was applied on syringe.type minicolumn 

and then asulam was directly injected into 

HPLC by eluting with 130μ1 of CHsCN.50 mM 

KH2P04 (pH 3.2) (10 : 90， v/v). B: A 100μ1 of 

the river water was directly injected into HPLC. 
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都民からの苦情で持ち込まれた浴室，洗面台等に発生するスライムの細菌学的検討

古畑勝則*松本淳彦*

Some Bacteriological Studies on the Pinkish Slimy Films Formed on Tiles 

using for Bathrooms and Washstands 

* KA TSUNORI FURUHAT A ~ and A TSUHIKO MATSUMOTO 

Keywords:スライム slime，浴室 bathroom，洗面台 washstand

緒 言

近年，マンションなどの集合住宅はもちろん一戸建て

住宅でもアルミサッシや断熱材などの多用によって気密

性が高くなる一方，通気性が悪くなる等の弊害が生じて

いる.ライフスタイルの商でも家電製品などの熱や湿度

の発生源が増加したり，冷暖房機器の普及率も上昇して

いる.このような居住環境の変化は，結露の発生やカビ，

ダニの異常繁殖を招き，健康上の大きな問題となってい

る1)

なかでも，特に湿度が高い浴室や洗面所，台所等の水

周りでは淡紅色を呈するヌルヌルしたスライムが方々で

発生している.人々の生活水準の向上にともない，アメ

ニティー，すなわち‘快適性'という概念2)が広まる中

で，こうしたスライムの外観や感触から不快感を感じて

保健所や研究所に相談を持ち込む例が増加している.一

般都民ばかりでなく建築関係者などからもこれらの発生

原因や防止対策等について相談や調査を依頼される機会

が多くなり，その数も 1991年だけで十数件にもなってい

る.

スライムと称するものは，細菌類をはじめ，糸状菌，

藻類，原生動物などの多くの微生物群から構成される粘

液状物質で，一般的には水道管の内壁や貯水槽内あるい

は工業用水の冷却系統などに非常に多く発生している3)

通常は内壁に付着しているが， しばしば水流によって剥

離され，給水栓から出現する例もある4) 微生物の増殖

が著しいときは流水量を低下させたり，ときに閉塞を起

こすこともある.場合によっては，管材の腐食原因と

なったり，水に着色や異臭味をきたして水質の悪化を招

いたり，消毒効果や熱伝導効果を低下させるなど様々な

障害を引き起こしている.

家庭内の浴室，洗面所等に発生するスライムもこれら

と同様に微生物の繁殖によるものと考えられるが，今ま

でこれに関する詳細な調査報告はなされていない.

本報では，一般都民から相談を受けたスライムの代表

的な 5例について，構成菌種，分離菌株の粘液物質産生

能や産生色素，さらに殺菌剤に対する感受性について検

討を行った.

材料及び方法

1. スライムの発生事例 1 )事例 1 H市内にある 3

階建て12世帯入居アパートの 1階の l世帯から，浴室の

床及ぴ壁面のタイルの目地付近にヌルヌルした付着物が

あり(図 1-A)，清掃によって除去しでも 2，3ヶ月すー

ると再ぴ発生してくるので調べてほしいとの依頼があっ

た.

2 )事例 2 同アパートの別の世帯から台所に設置し

である食器水切り用の受け皿の底に褐色のドロドロした

寒天質状のものがi留まり，洗い流しでも 1週間ほどで同

じ状態になるとの苦情があった.

3 )事例 3 、S区内にある 4階建ての建物で，その 3

階の住人から洗面台の排水口付近に付着物が発生し(図

1 -B)，拭き取ると除去できるがどのようなものか知

りたいので調べてほじいとの依頼があった.

4 )事例 4 T市内にある新築の 4階建てアパートの

1階の 1世帯でユニットパスの排水口付近に付着物が発

生し，調べてほしいとの依頼があった.

5 )事例 5 S区内の事業所内にある理髪屈で，洗面

台排水口付近が部分的にピンク色に染まり，清掃しでも

1週間後には再発生するのでどうしたらよいかとの相談

*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 PU blic Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku，Tokyo， 169 Japan 
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があった.

2.スライムの採取と観察現地に赴して調査した 3例

では，発生場所，位置，広がり，色調，感触等を調べた

のち，発生したスライム(5 X 5 cm)を滅菌ガーゼで拭

き取り， 9mlの滅菌生理食塩水に入れて搬入した.こ

れを肉眼的に観察した後，その一部について顕微鏡観察

を行った.その後，ボルテ、yクスミキサーで撹枠し，分

散させて細菌検査用の試料とした.

3.従属栄養細菌数の測定試料を滅菌生理食塩水で10

倍段階に希釈し，それぞれの 1mlを標準寒天培地で混

釈して25
0

Cで7日間培養後，集落数を計数して 1cm2当

たりの菌数に換算した.

4.菌株の分離と同定 試料 1白金耳を標準寒天平板培

地に画線塗抹して25
0

C， 7日間培養し，独立集落を得た.

形成した集落の色調，形状等を観察し，これら形態が異

なる代表的な集落を釣菌して再分離した.得られた純培

養株についてグラム染色，ブドウ糖OF試験，オキシ

ダーゼ試験，カタラーゼ試験，運動性試験等を行った後，

“医学細菌同定の手引き"5)に準拠して属レベルで同定

した. さらに，同定用キット (API20E，API20NE， 

API50CH，アスカ純薬)によって種の同定を行った.

5.粘液物質産生能の測定供試菌株の相対粘度を測定

し， 1.0を超えた菌株は粘液物質産生能陽性と判定した.

すなわち， Gotoら6)が報告した相対粘度測定用培地(グ

ルタミン酸ナトリウム20g，ブドウ糖25g，リン酸水素

二ナトリウム・ 12水 1.5g，リン酸二水素カリウム

1.5g，硫酸マグネシウム 0.3g，寒天 15g，蒸留水

1，000ml)を用いてセロファン膜法で培養した.滅菌セ

ロファン(市販の透明セロファンをシャーレの大きさに

切り，水分を含ませて高圧蒸気滅菌したもの)を上記培

地上に密着させ，これに供試菌の浮遊液(およそ108個

Iml)0.2mlを全面に塗布し， 30
0

Cで5日間培養した.そ

の後，セロファンを培地からはがして滅菌生理食塩水

20mlに入れ， 4
0

Cで一晩放置した.翌日，十分に撹枠

後，セロファンを取り除いてから 10，000rpmで20分間

遠心分離した後，上清を試験管に移して粘度測定用の試

料とした.粘度の測定にはオストワルド粘度計を用いて

5 mlの試料が室温で毛細管を流下するに要する時間を

測定した.この値を滅菌生理食塩水が要した時間に対す

る相対粘度に換算した.

6.抽出色素の吸光度測定 Satoらの報告7)を参考に，

スライム及び純粋培養した菌体(両者とも 0.5g湿重量)

をクロロホルムーメタノール(1 : 1， v I v ) 30mlに入れ

て室温で 2時間放置し，色素を抽出した.その後，

3，000rpm 15分間の遠心分離を行い，上清を蒸留フラス

コに移してエパポレーターで減圧濃縮した.これを再ぴ

メタノール10mlに溶解させ，吸光度測定用の試料とし

た.自記分光光度計(HITACHI320)を用いて，波長300

-900nmにおける試料の吸収曲線を求め，物質を検索

した.

7.殺菌実験殺菌剤として汎用されている70%エタ

ノール及び0.1%塩化ベンザルコニウム溶液各100mlを

ろ過滅菌したものを用いた.供試菌はあらかじめ標準寒

天培地で前培養し，滅菌生理食塩水を用いて 3，000rpm，

15分間の遠心分離を 3回行って菌体を洗浄した後，浮遊

液を調整した.これをおよそ105個Imlとなるように殺

菌剤に接種して 1分間接触させた後，その 1mlを採取

して標準寒天培地で混釈し， 30
o
C， 5日間培養して菌数

を求めた.なお，滅菌蒸留水(100ml)に同量の浮遊液を

接種したものを同様に測定して初期接種菌数とした.

結果

1.スライムの発生状況と外観

事例 2を除いては，いずれのスライムも排水口付近の

常にわずかな水が滞留しているタイル面に部分的に発生

しており，単に水を流す程度では簡単に剥離されない状

態であった.周囲にはカピの発生も認められ，共通的に

湿度が高く，通気が不十分で，壁や天井，アルミサッシ

窓には多量の結露がみられた

色調は事例 2の褐色系以外はいずれも淡紅色を呈し，

異臭は感じられないが，その表面は湿潤性で，粘調性が

高かった.なかでも典型的な様相を呈していた事例 5の

スライムをカラー写真(図 2)に示した.

2.スライムの顕微鏡観察

スライムを採取した状態で顕微鏡観察すると，図 3に

示したように2.6XO.9μmから8.3X2.2μmの大小様々

な梓菌がズーグレア状に集合したものであり，細菌類以

外の微生物の混在はなかった.

3. スライムの従属栄養細菌数

スライムの菌数は表 1に示したとおりで， 2.2X105-

3.0X108個Icm2であった.

4.スライムの構成菌種

各スライムから分離された細菌をその集落色調ととも

に事例毎に表2に列記した.

事例 1のスライムからは 5菌種が分離され，グラム陰

性菌は Met.紗lobacteriumsp.， A. baumannii， P. vesicularis， 

Moraxella sp.の4菌種で， グラム陽性菌は Cωorワアnebωac仰ter巾i白切U71
s叩pの1菌種のみであつた.

事例 2のスライムからは 5例中最も多い 8菌種が分離



事例No.

1. 

2 

3. 

4. 

5. 
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表1.スライムの従属栄養細菌数 cus， X. maltophiliaのイ也， Pseudomonω 属 (P.aeruginosa， P 

vesicularis， P目acidovorans，P. paucimobilis)が占めていた.
スライム発生場所

浴室床，壁面

水切り受け皿

洗面台排水口付近

浴室排水口付近l

洗面台排水口付近

従属栄養細菌数*

(1回/cm2)

3.0X108 

1.3X108 

3.5X107 

2.2X105 

8.6X105 

事例 4のスライムは 3菌種のみから構成されており，

Met紗lobacteriumsp.， P. diminuta及ぴBacillusspであった.

事例 5のスライムから分離された細菌は事例 3と同様

にすべてグラム陰性菌で，Methylobacterium sp.， F. 0りとiha-

bitans， P. aeruginosa， X. maltophilia， Ps叩 domonωspの5菌種

であった.

* ; 25
0

C， 7日間培養 これら主要なスライム構成菌の多くは淡紅色，黄色，

黄緑色，緑色，褐色等の色素産生菌であった(表 2). 

され，グラム陰性菌はMethylobacteriumsp.， E. sakazakii， F. 

breve， P. vesicularis， Alcalなenessp.， Pseudomonas sp.の 6菌種

が，グラム陽性菌は B.cereωとCorynebacteriumsp.の 2菌

種が分離された.

事例 3のスライムからは 7菌種分離されたが，いずれ

もグラム陰性菌であり ，Methylobacterium sp.， A. calcoaceti-

なかでもスライムの色調に類似した淡紅色を呈するもの

は Met.紗lobacteriumsp.であり，すべてのスライムから共

通的に検出された.黄色系の色素産生菌としては，F. 

breve， P. paucimobilis， P. vesicularis， X. maltophilia， Corynebac-

terium sp目があり， この他，緑色系のP.aerz伊nosa，P. dimi-

nuta， Alcaligenes sp.， Coワnebacteriumsp.などの菌種が分離

表 2. スライムの構成菌種とその集落色調

事 例 No. 分離菌種(属) 集落色調

Methylobacterium sp. 淡紅色

Acinetobacter baumannii 白色

Pseudoinonas vesicularis 黄色

Moraxella sp. 白色

-一一一一一 G盟Ef4mffU竺!_.:>_l:?~___一一一一一一一一一一一一一迭璽年
2. M叫ylobacteriums p. 淡紅色

Enterobacter sakazakii 白色

Flavobacterium breve 黄色

Psωdomonω veSlωlaris 白色

Al加cali伊 ness叩p 黄緑色

P丹se仰ud，ゐomo仰naωss叩p 澄色

Bacillus cereus 白色

ー _________f'qQ'!:.'せact担問目立Pニー一一一一一一一一一一一一一一 望開色
3. M叫ylobacteriumsp目 淡紅色

Acinetobacter calcoaceticus 白色

Pseudomonas aeruginωα 緑色(蛍光色)

P. vesicularis 白色

P. ac的 vorans 白色

p目 μucimobil口 、 黄色

Xantho空間_J!l..q!~qP~_ijir:_一一一一一一ー一一一一--------法草生-
4. Met紗lobacter即 nw. i炎紅色

Pseudomonas diminuta 黄緑色

Bacillus sp目 白色

5. Met紗loba仰 riumsp. i炎紅色

Flavimonas 0ワ0・hab山 ns 茶褐色

Pseudomonas ae間 gznosa 緑色(蛍光色)

Xanthomonas mal坤hilia i炎黄色

p'seuぬmonassp 黄色
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された.

5.スライム構成細菌の粘液物質産生能

分離した16菌株について粘液物質産生能の有無を調べ，

スライム自体の粘調性との関連を検討した.

このうち，半数の 8株が相対粘度1.1-1.4を示し，粘

液物質の産生が認められた.これら粘液物質産生能を有

する菌株は全スライムから 1株ないし 3株分離されてお

り，事例 1ではA.baumannii，事例 2ではE.sakazakii，事例

3では Met.紗lobacteriumsp叶 A.calcoaceticus， P目 aeruginosaの

3株，事例 4ではP.diminuta，そして事例 5では F.oりと!-

habitansとP.aeruginosaであった.このように各スライム

はそれぞれ菌種が異なるものの粘液物質産生能を有する

菌株から構成されていた.

6.スライムと構成細菌から抽出した色素の類似性

事例 5で採取した淡紅色スライムと，このスライムの

主要構成菌であった淡紅色色素産生菌 Methylobacterium

spの培養菌体から色素を抽出して各々の吸収曲線を求

め，その類似性を検討した.図 4に示したとおり，両者

とも 490nm付近に最大吸収があり，その前後に極大吸

収がみられる一致した曲線を描いた.このことから両者

の色素は同一物質であった.

7.スライム構成細菌の殺菌剤に対する感受性

スライムを構成していた主要28菌株のうち，粘液物質

産生能が認められた株を中心に事例ごとに 2株ずつ選択

1.0 

0.8 

制 0.6

伝

言語 0.4 

0.2 

し， 70%メタノールと 0.1%塩化ベンザルコニウムに対

する感受性を検討した.

A. baumannii， P. vesicularis， E. sakazakii， F. breve， A， cal-

coaceticus， P. aeruginosa， P. diminuta， Met.紗lobacteriumsp.， F. 

0りとihabitans，X. maltoPhiliaの計10菌株は，いずれも 105個

Imlの接種菌数が両殺菌剤に対して 1分間の接触で

100%殺菌された(表 3). 

考察

今回調査を実施した室内環境の水周りに発生したスラ

イムは，居住環境の高気密化，高断熱化によって生じた

カピの発生に類似した現象のーっと考えられる.

いずれの発生事例でも顕微鏡観察及び培養試験の結果

からスライムは細菌の集合体であることが確認されたが，

上水や工業用水の給水系統に発生するスライムとは異な

り，糸状菌，藻類，原生動物等の微生物はまったくみら

れなかった.これらのスライムは配管の内壁等で長時間

に渡って徐々に形成され，多種類の微生物によって構成

されているのに比べ，室内環境に短時間で頻発するスラ

イムは，増殖速度が早い細菌のみから構成されている特

徴があった.このようにスライムを構成する微生物叢が

異なるのは，スライムが形成される環境，特に温度，湿

度，栄養源等の条件が大きく影響していると考えられる.

スライムの構成菌種は 3菌種から 8菌種の複数種から

なっており，これらの80%をグラム陰性のブドウ糖非発

0.0 
200 300 400 500 600 700 

波長 (nm)  

800 900 

図4. スライム (B)及び Methylobacteriumsp.の培養菌体(A)から抽出 Lた色素の吸収曲線
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表 3. スライム構成細菌の殺菌剤に対すlる感受性

1分経過後菌数

イ共試菌株
初 期 菌数 ( 1固Iml)

(1固Iml) 70% 0.1%塩化

メタノー jレ ベンザルコニウム

Acinetobacter baumannii 2.8X 105 。 。
A. calcoaceticus 3. 5X 105 。 。
Enteroちacteγsakazakii 4.5X105 。 。
Flavimonas oryzihabitans 3.5X105 。 。
Flavobacterium breve 2.3X105 。 。
Methylobacterium sp. 1.4X105 。 。
Pseudomonas aeruginosa 4.8X 105 。 。
P目 diminuta 2. 5X 105 。 O. 

P. vesicularis 3.6X105 。 。
X田zthomonasmaltophilia 1.8X105 。 。

酵性梓菌が占め，なかでも Methylobacteriumsp.がすべて

のスライムに共通的な構成菌種であったー本菌は増殖に

ともない菌体が凝集する性質があるためB)，スライムの

形成に重要な役割を果たしているものと考えられる.

スライム発生事例に共通した要件の一つはタンク水を

使用していることである.塩素消毒された水道水でも受

水槽や高置水槽を経由する聞に何らかの外部汚染を受け，

塩素抵抗性を獲得した Met砂loba仰れiumsp.が高い頻度で

検出されている9) スライムの主要構成菌種である

M叫ylobacteriumsp.は，残留塩素がO目3mg/l以上存在して

いるタンク水中でも優占的に生残しているため，スライ

ムの初期形成に関与する菌稜になり得る可能性が大きい.

そのほか，粘液物質産生能を有する菌株がいずれの事

例においてもみられるため，スライムの粘調性が高いも

のと考えられる.Met.砂lobacteriums pの他，これら数種

の細菌がタイル等にまず付着じ，人の垢や石鹸等を栄養

源に高温，多湿の条件下で短時間に増殖し，粘液物質を

産生しつつ粘澗性の高いスライムが形成されていくもの

と推察される.

スライムは淡紅色を呈することが多いが，これに類似

した色調の色素を産生するMe吻lobacteriumsp.が構成菌

種であったことから，本菌に由来する可能性が強く示唆

された.スライムと Mel砂lobacteriumsp.の抽出色素を吸

収曲線から比較すると，ほとんど一致しており，同一色

素であると考えられる.Met砂lobacteriumsp.の産生色素

はカロチノイドとノTクテリオクロロフィルである

が7.1
0
.11)，490nm付近に最大吸収を示すのは前者である

ため，スライムの色調はカロチノイドによるものと考え

られる.

スライムの発生状況を観察すると，高温多湿な場所で，

通気が悪く，細菌類の増殖に必須な有機物が存在するな

どの共通した要件が指摘できる.これらの物理的要因を

コントロールすればスライムの発生を防止することがで

きると考えられる.特に，湿度が高くなる浴室や台所で

は，頻繁に窓を開けたり，換気装置を設けて通風をよく

することである.清掃は頻繁に行い，細菌類の栄養源と

なる有機物をできるだけ除去することも有効である.こ

の際，殺菌処理しておくとさらに効果的である.殺菌方

法としては， 70%エタノール及ぴ0.1%塩化ベンザルコ

ニウムの使用が効果が大きかったが，市販の塩素系殺菌

剤でも十分であろう.

結 語

浴室，洗面台等の居住環境に頻発するスライムについ

て細菌学的な調査を行い，次のような知見を得た.

1.スライムは淡紅色を呈し，複数種の細菌から構成

される集合体であった.

2.構成菌種は色素産生性で粘液物質産生能を有する

Methylobacterium Spp目ゃPseudomonωspp.を主体とするグラ

ム陰性菌であった.

3. スライムの抽出色素と Met砂lobacteriumsp.の産生

色素は同ーのカロチノイド系物質であり，スライムが淡

紅色を呈する原因は本菌に由来するものと考えられた.
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図1.スライムの発生状況 (A)浴室(事例 1)，(B)洗面台(事例 3) 



図2. スライムの外観(事例 5) 

図3. スライムの顕微鏡写真(事例 4) 
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ラットを用いたブドウ球菌外毒素の単回投与毒性試験

藤井 孝*三栗谷久敏*矢野範男*湯 i畢勝庚*

長 i畢明道*角 千代*，五十嵐英夫**

Acute Toxicity Test of Staphylococcal 

Enterotoxin in Rats by Single Intramuscular 

Injection 

T AKASHI FUJII *， HISATOSHI MIKURIYA * ， 

NORIO YANO *， KATSUHIRO YUZA W A *， AKEMICHI 

NAGASAWA *， CHIYO SUMI* and HIDEO IGARASHI* * 

Staphylococcal enterotoxin A (SEA) that causes poisoning and toxic shock syndrome was intramuscular. 

ly to male F344/DuCrj rats.Each group， consinsting of 6 to 10 rats， was treated with a single injection of SEA 

at the dos巴of1， 100 or 10，000 ng/kg and was sacrificed at 2， 4 or 7 days. Body weights of rats given 10，000 

昭 /kgwere slightly lower than those of th巴 controlat day 1 and 2. Both absolute and relative weights of the 

spleen in 10，000 ng/kg group at day 2 were significantly higher than the control group. Histological examina-

tion demonstrated an increase in the number of lymphocytes in red pulp of these enlarged spleens 

Keywords:ブドウ球菌外毒素 AStaphylococcal enterotoxin A，単回筋肉内注射 singleintramuscular injection， 

ラット rats

緒言

ブドウ球菌外毒素 (Staphylococcalenterotoxin， 以下，

SEと略す)は，血清学的に Aから Eの5型に分類され，

食中毒の原因物質とされている.免疫学的にはT細胞を

活性化し，液性およぴ細胞性免疫に対し抑制的に働き，

さらに毒性ショック症候群 (toxicshock syndrome，以下，

TSSと略す)を発症することが知られている 1-3)

TSSは， ヒトでは発熱，血圧低下，肝・腎の機能障害，

血液凝固異常など急性全身性の多臓器障害を惹き起こす

ことを特徴としている4，5) ウサギを用いた実験的TSS

症候群では，心臓，血管など多臓器の無菌性炎症， リン

パ節のリンパ球増多または減少などが，主な病理組織学

的所見であり，その機序にT細胞の活性化が関与してい

ると考えられている3)

このように， SEは生体に種々の影響を及ぽすことか

ら，生物実験における陽性物質として使用できるか否か

を検討することにした.この第 1段階として，ラットを

用いて， SEによるTSSの発症，経過，転帰を観察した.

今回は， SEのうちのタイプA(以下， SEAと略す)を，

経口投与ではなく筋肉内に単回投与した場合の急性的な

影響を，臨床症状観察ならぴに解剖，病理組織学的検査

によって主食言すした.

実験材料ならびに方法

実験動物 4週齢の雄性 F344/DuCrjラット(日本

チヤールス・リバー，厚木)を購入，検疫と環境への馴

化のため 1週間の予備飼育後，実験に供した.

飼育条件:ラットは一般飼育区域内の，それぞれ室温

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に制御された飼

育室において，アイソレーション・ラック内のポリカー

ボネート製ケージに 3匹ずつ収容した.試験期間中は

基礎飼料CE-2(日本クレア:東京)と水道水(細菌ろ過器

*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 

**東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科

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

24-1， Hyakunincho 3 chome，Shinjuku-ku，Tokyo， 169 Japan 
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経由)は自由摂取とし，尾の着色による個体識別を行っ 析および Scheffeの多重比較検定を行った.危険率は全

た. て 5%においた.

被験物質および投与方法:小田6)の方法に準じてSEAを

精製した.投与は 1固とし，マイクロ注射器を用いて，

大腿部筋肉内に注射した.投与量は， 1，100および

10，000ng/kgの 3用量とし，投与容量は，体重100g当

り O.lmlとした.

投与群の設定:投与群は， 1 ng/kg投与を L群，

100ng/kgを M群， 10， OOOng/kgをH群とし，対照群(以

下" C群とする)には生理食塩水を投与した.対照群を

含め各群とも 6匹ず、っとし，投与当日(0日とする)から，

2および4日目で各群 3匹ずつを屠殺解剖した(以下，

各 2および4日間試験とする).さらに，解剖組織学的

検索のみを目的とし， MおよびH群に相当する用量に，

それぞれ 3および，4匹を割り当て，投与後 7日目に剖

検した(以下 7日間試験とする).

一般状態観察:瀕死，死亡および行動異常の有無，被毛

および可視粘膜の観察は 1日3回行った.体重は，毎

日測定した.

病理学的検査:観察期間終了後，動物は放血屠殺し，肉

眼的検索を行った.心臓，肺，胸腺，牌臓，肝臓，腎臓，

精巣は摘出し器官重量を測定した.摘出臓器は10%中性

緩衝ホルマリン液で固定後，定法に従ってパラフィン切

片を作製し，ヘマトキシリン・エオジン重染色， PASお

よびアザン染色を施し，光学顕微鏡にて組織学的検索を

行った.

統計学的分析:体重および臓器重量の測定値の検定は，

Bartlett検定法にて分散の均一性を検定し，一元分散分

結 果

一般症状観察では， H群(SEA10，000ng/kg)で投与直

後からケージ内で隣るなど自発運動の低下が散見された

が，他に明らかな所見はなかった.投与後 1日目以降は，

異常症状は認められず，全てのラットが観察期間終了時

まで生存した.

投与直前から 4日までの体重変動を Table1に示した.

実験期間を通して絶対重量および体重増加指数(投与直

前体重を100とした指数)とも， C群と投与各群との問に

統計学的に有意な差は認められなかった. しかし Mお

よびH群 (SEA100およぴ10，000ng/kg)の体重増加は対

照群に比べ終始低く推移した.とくに H群は 1および2

日で低かった.相対重量でみると 1から 4日までの各

測定時とも，用量に関連した体重増加量の低下が認めら

れた.

臓器重量測定の結果を Table2に示した.絶対および

相対(体重比)重量とも，牌臓では投与群がC群に比べ大

きく，精巣では反対に小さかった.牌臓重量の増加は，

H群では 2および4日間試験でみられ， 2日間試験では

絶対および相対重量とも有意であった.M群でも H群に

比べ，ごく軽度ではあるが，同様の傾向が認められた.

精巣重量の減少は 2およぴ4日間試験とも H群のみで

認められた. H群における牌臓重量の増加は， 4日間試

験よりも 2日間試験で明らかであった.これに対し，精

巣重量の減少は， 4日間試験でより顕著になっていた.

解剖ffJH哉学的検査の結果，解剖時の肉眼的所見では全

Table. 1. Body Weight Changes in Rats Treated with Staphylococcal Enterotoxin A (SEA) 

Group 

(SEA:ng/kg) Day 0 Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 

Absolute weights1
) 

C ( 96.8:1:4.3 (6) 2) 102.3:1:4.8(6) 107.3土5.6(6) 110.7:1: 8.3(3) 114.7:1: 7.3(3) 

L ( 98.3:!:6.3 (6) 103.3:1:6.7(6) 109.0:1:7.9(6) 115.3:1:10.7(3) 119.0:1:11.5(3) 

M( 100) 96.2土3.4(6) 100.3:1:4.0(6) 105.3:1:4.6(6) 106.7:1: 6.4(3) 111.0:1: 6.2(3) 

H (10，000) 94.8士2.5(6) 96.5土3.0(6) 102.0:1:3.2(6) 106.0:1: 2.0(3) 109.3:1: 2.0(3) 

Relative weights3) 

C 100:1:0 (6) 104.8土1.8 (6) 110.3土1.5 (6) 114.7:1:1.5(3) 118.7:1:1.1 (3) 

L 100士0(6) 104. 7:!: 1. 0 (6) 110. 3:!: 1. 8 (6) 113.7土0.5(3) 118.0土1.0 (3) 

M 100土0(6) 104.2土1.4 (6) 109.2:1:1.6(6) 113.0:1:3.6(3) 117.3土3.7(3)

H 100:1:0(6) 102.0土2.3(6) 108.3土1.6 (6) 109.7:1:1.5(3) 113.0:1:0 (3) 

1) Absolute weights (Mean:1: SD) . 2) Parenthes巴sshows number of rats weighed. 

3) Index of body weight gain compar巴dto th巴 init凶 weight(Mean土SD). 
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Table. 2. Organ Weight in Rats Treated with Staphylococcal Enterotoxin A (SEA) 

Group Body weight1
) Liver Kidney (R) Heart Spleen Thymus Testis (R) 

(SEA : ng/kg) (g) (g) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) 

Absolute weights2) 

2 days3) 

c (0) 107.3:!:5.6(3)4) 4.54:!:0.17 494土13 437:!:19 335:!: 7 314土20 398土161

L (1) 109.0:!:7.9 (3) 4.48:!:0.75 498士17 415:!: 6 330:!: 9 289土22 400土 58

M(100) 105.3:!:4.6(3) 4.66土0.24 491士 7 433:!: 5 340:!: 4 299土21 453土 34

H(10，000) 102.0:!:3.2(3) 4.18土0.20 456:!: 23 405:!: 17 401土37* 280:!: 10 297土 79

4 days3) 

C 114.7土 7.3(3) 5.03土0.55 533土29 451 :!:31 347土41 329:!:31 435:!: 126 

L 119.0:!: 1l. 5 (3) 5.40土0.53 554土49 455土39 352土36 318:!:26 491:!: 179 

M 11l. O:!: 6.2 (3) 4.73:!:0. 35 483:!:33 433:!:24 341 :!:25 320土19 407:!: 150 

H 109.3:!: 2.1(3) 4.69土0.12 502:!:13 438:!: 4 357土33 332土 4 282:!: 85 

Relative weights5
) 

2 days 

c(O) 4.21:!:0.14 459土13 405士17 311土 5 291:!: 18 369:!: 148 

L (1) 4.20:!:0.13 466:!: 7 389:!: 4 309士14 271土21 376土 63

M(100) 4.30土0.17 452:!: 2 400:!: 5 314:!: 5 276:!: 16 401:!: 31 

H(10，000) 4.15:!:0.60 453:!: 6 402:!:12 399土50* 278土13 294士 70

4 days 

C 4.32:!:0.11 459:!: 17 388:!: 11 298:!:9 282:!: 6 370土 78

L 4.60:!:0.97 472:!: 8 387土 2 299土9 271:!: 19 411土124

M 4.26土0.16 434:!: 8 390士21 306:!:6 287土 7 362:!: 114 

H 4.29土0.19 461:!:23 401:!: 3 326土6 304土10 258+ 77 

1) Final body weights (Mean:!: SO). 2) Absolute weights (Mean:!: SO) . 

3) Observation periods after the treatment. 4) Parentheses shows number of rats weighed. 

5) Relative weights (weight/100g body weight， Mean:!:SO). 

* Significantly different from C group (P <0.05) . 

群において著変は認められなかった.組織学的変化は，

2日間試験のH群の牌臓， 4および7日間試験のH群の

精巣に観察された.牌臓では，赤牌髄を中心に牌小節周

辺帯までの部位で，赤血球が僅かに減少し，小ないし中

リンパ球の軽度な増加が認められた.細胞分裂像も散見

された.これらの変化は， 2日間試験では H群の全例に

見られたが， 4および7日間試験では認められなかった.

精巣では，精細管内の精細胞密度が対照群に比べ，低下

していたが，細胞に萎縮，壊死等の障害は認められな

かった.精巣での変化は， 4日間試験では全例に， 7日

間試験で、は 4例中 2例に観察された.

考察

ブドウ球菌外毒素(SEA)投与に関連して発生した明ら

かな変化は，主に10，000ng/kg投与群でみられた.変化

は，投与直後の自発運動の低下，投与後 1日目にみられ

た体重増加の抑制， 2日間試験における牌臓の重量増加

および赤牌髄でのリンパ球の増加， 4およぴ7日間試験

での精巣の重量減少ならびに精細胞の密度低下であった.

牌臓の重量増加は，組織変化の観察結果から， リンパ

球の増加を反映していると考えられた.摘出したマウス

牌細胞は，黄色ブドウ球菌産生の毒素性ショック症候群

毒素(TSST)による処置でリンパ球に分裂促進が起こり，

増殖したと報告されており 7)，本実験結果と一致してい

る.また，ウサギへの TSST連続投与実験で観察された

変化2)にも類似している.従って， SEAで処置された

ラットの牌臓は， TSS発症の場の一つであり，その変化

は， SEAが免疫機構に及ぼした影響の表現と考えられる.

すなわち，本実験条件下では， SEAによるラット TSS症

候群は，牌臓での反応が特異的であると推論された.

組織学的検索から，精巣重量の減少は精細胞の明らか
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な障害を伴わない.細胞密度の低下に起因していた.ま

た，このような所見を呈したラットは，投与後の体重増

加が抑制されていた.以上の結果から，精巣の変化は，

SEAの直接作用と言うより全身状態への影響を反映した

非特異的反応と推定された.

以上は，主としてH群での変化であるが，体重増加指

数でみられた増加抑制は， SEA投与量に比例して増強さ

れており， SEAが用量ー相関をもって生体に作用したこ

とを明示していると考えられた.

本実験の結果から， SEAは陽性物質として，生物実験

に使用できる要素を多く有していると思われる.このた

め，今後，各種の実験を重ね， SEA投与に伴う様々の生

体反応の指標を定め，用量・反応関係を確立させること

が必要と考えられる.これによって， SEAは，ラット

TSS症の作出，その原因解明に用いられるだけでなく，

陽性物質として，種々の物質の安全性または有効性の評

価試験において有用性を発揮すると期待される.
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石綿繊維の経口摂取による生体影響(第5報*)

クリソタイルの小腸内動態

福森信隆**角 千代**佐々木美枝子**

Biological Effects of Ingested' Asbestos Fibers (V) 

Behavior of Injected Chrysotile Fibers 

NOBUT AKA FUKUMORI * *， CHIYO SUMI * * and MIEKO SASAKI * * 

Chrysotile asbestos was injected into the ligat巴dsmall intestinal canal of rats and movement of the fibers 

was observed at 10，30， and 60 min by scanning electron microscope. Although a large number of fibers re-

mained on. the small intestinal villi after washing， no penetration of fibers through the villi of the mucous 

epithelium was observed. However， in the Peyer's patches， adhesion of fine fibers formed from chrysotilp. in 

situ to the fold was detected， and it increased in a time-dependent manner. Protrusions of short fibers 

appearing on the surface of microfold cells were observed at 60 min after the injection. It is considered that 

the fibers can penetrate the P巴yer'spatches by contqct with its surface over a period of time 

Keywords:クリソタイル石綿 chrysotileasbestos，パイエル板 Peyer'spatches，ラット小腸 ratsmall intestine， 

走査型電子顕微鏡 scanningelectron microscope 

緒言

高濃度のアスベストの吸入曝露は，長期の潜伏期間を

経て石綿肺，肺癌，悪性中皮腫等の重篤な疾患を惹起す

ることが知られている 1) これに関して Selikoffらは，

断熱作業従事者の中に呼吸器系疾病以外の消化器系癌の

多発を見出し指摘した2) アスベストの経口摂取による

繊維自体の持つ有害作用は，疫学調査あるいは実験動物

を使用した経口投与試験において明確な因果関係が認め

られていない.これまで，経口曝露による明らかな発癌

性を立証した報告はみられない. しかしながら，消化器

系を経由するアスベストの経口曝露は，飲料水，アル

コール飲料，食物などに含まれる飲食物由来の他に，吸

入されたアスベストの50%相当が再度燃下に伴い食道へ

移行することが明らかである3) このことは，アスベス

トの発癌性における消化器経路の重要性を示唆するもの

である.

Westlakeらは繊維の貫通機序を解明する目的でラット

に6%のクリソタイル添加飼料を与えたところ，腸管の

*第4報，東京衛研年報， 40， 349-354， 1989 

杯細胞から侵入している電顕像を確認し，粘膜固有層に

分布することとあわせて考慮して，消化管発癌と密接に

関連することを推測した4) これに対して，肺や胸腔内

でのマクロファージにアスベスト繊維は貧食されるが，

バターに混入したクリソタイルの摂取では，小腸壁の杯

細胞に何ら繊維の存在を認めず， したがって消化管から

侵入しないという報告がある5) このようにアスベスト

の消化管での侵入機序を把握することは非常に複雑であ

るが，摂取した繊維の組織内分布については，アスベス

トの蓄積を認める例が多い6)

先に生体影響に関する基礎的研究の一環として，経口

投与したクリソタイルの胃及び空腸部での繊維の動態に

ついて観察した7) その結果，消化管壁で繊維の突出し

た貫通現象はほとんど認められなかった.ゆえに繊維の

生体内侵入は，腸管固有の嬬動に伴う物理的運動あるい

は消化吸収機構の生理的機能に起因する容易な侵入が起

こらないと推察した.

今回，経口摂取におけるアスベストの侵入機序をさら

**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 J apan 
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に明確にするため，結致した小腸部にクリソタイルを強

制注入して，主に回腸部で点在する集合リンパ節のパイ

エル板と繊維の相関を走査型電子顕微鏡(走査電顕と略

す)により観察した.同時に，小腸壁での繊維の動態と

粘膜上皮に関口する杯細胞との関連について形態的観察

を行った.

実験方法

実験:一晩絶食を行った体重約320gのF344/DuCrj雄性

ラットを使用し，ネンブタール麻酔を施した.開腹後，

杉村の方法的に準じて胃幽門部から20cm下部の小腸及

び盲腸との境界部をクレンメで同定して腸管内容物の移

動を止め，腸間膜機能を保持したいわゆる「生体腸管J
の動物を作製した.投与は， UICC (U nion International 

Contr巴 leCancer)の標準品クリソタイル繊維(Chrysotile 

A)を0.1μmのフィルターでろ過した精製水に分散懸濁

後， 0.5mg /ラットの割合で，結致した腸管上部に注射

筒を用いて 3mlの強制注入を行った.注入後開腹部を

とじ，動物の腹部を保温した.

10分， 30分， .60分経過後，各群 2匹の腸管を摘出して

切開したのち，一定の水量で同一時間腸管内容物を洗浄

し，表面粘液や管腔内異物を除去した.試料は，直ちに

細切を行わず， 3 %パラホルムアルデヒド液(O.lM燐酸

緩衝液， pH7.3)で浸漬前固定を行った.その後，パイ

エル板及び腸管の一部を切り出し， 1 %オスミウム酸

(O.lM燐酸緩衝液， pH7.3)で 1時間の後固定を実施し

た.試料の組織片が大型であることから，走査電顕で観

察する時のチャージアップを防止する目的で 2%タンニ

ン酸及び 1%オスミウム酸処理の導電染色を行った.そ

の後，定法に基づき，エタノール脱水，酢酸イソアミル

浸漬を行い，二酸化炭素による臨界点乾燥をした後，白

金・パラジウムで金属蒸着を施し導電被膜を作製した.

観察:電界放射型走査電顕(日立 S-800)を15kvの加速

電圧で使用した.前報の観察方法7)と同様に， 1，000倍

の倍率に設定した画面の中の囲縫部分を，他の画面でそ

の5倍または10倍の部分強拡大(5，000-10，000倍)とした

ものを併用し，低倍像と高倍像とを同時に移動しながら

検索した.

繊維の確認:クリソタイル繊維と他の繊維形状を呈する

体毛や伸張した粘膜構造との識別は，繊維末端の断面や

表面構造，繊維束の形成，繊維径などで判定が可能であ

る. しかし，繊維に粘液が付着した状態で乾燥すると伸

長した形状のみで識別することが困難な場合があるため，

一部の試料を分析電子顕微鏡のバルクホルダーに装着し

て走査像観察装置で二次電子を得て結像した.繊維構造

物の確認のため，エネルギ一分散型微小部X線分析装置

(Kevex-7500， EDXと略す)を用いて組成元素を分析検

出し，クリソタイル繊維成分の元素と比較して同定識別

を行った.

実験結果

クリソタイルの腸管内強制注入による動物の死亡は認

められず，小腸の管腔内での出血もみられなかった.流

水を用いた洗海にもかかわらず，多量の繊維が小腸壁に

付着していた.比較的に30-50μmの長繊維が多く，

カール形状をした繊維束を形成している像が散見された.

繊維に粘液が付着して密集し，塊状を呈する像も認めら

れた.乾燥の際に起こる粘液が伸展して長く伸ぴた構造

に対しては，クリソタイル繊維と区別することが可能で

あった.走査電顕による観察では，長さ 1μm以下の細

い短繊維を検出することは，極めて困難であった.

表 1は，注入後のクリソタイル繊維が腸管墜に付着し

ていた残存量の概略を経時的に示した.一定条件の洗浄

で流出しない繊維は，バイエル板では10分後に比べて30

分， 60分後で増加する傾向がみられた.小腸繊毛面では

30分， 60分後と比較して， 10分後の付着が平均して多い

傾向を認めた. しかしこの傾向は，管腔内で顕著な差で

はなかった.全体として，小腸粘膜上皮の特定部位で繊

維の突出した貫通像は認められなかった.

ラット腸管のバイエル板は，大小不同の大きさである

が，平均して約 4mmの長さで，中央に数個の円形の陥

没した形状を有していた.周囲は背高が伸ぴた小腸械毛

で固まれて，一段低い位置に点在していた.図 1は，対

照のバイエル板で微減毛の間隙に microfold細胞(M細

胞と略す)の微小ひだが所々に閉口していた.粘液が伸

張して繊維に似た像は，少なかった.注入10分後では，

Table 1. Attachment of Injected Chrysotile Fibers in Rat Small Intestine 

Sites 

Peyer's patches 

Intestinal villi 

t
 

川
一

D

D

α一N
N

10 min 

+ 
+++ 

30 min 

++ 
十+

60 min 

++ 
++ 

ND:Not detectable， + :Slight， + + :Moderate， + + + :Severe 
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Table 2. Relative amounts of Mg and Si in Chrysotile Fibers by Osmium Tetroxide 

Cont 

71.3土1.13

1%Os04DW 

70.2土0.65

1 hr 

1%Os04PB 

68.9土0.94

1%Os04DW 

69.3土1.27

2 hr 

1%Os04PB 

69.9:1:0.88 

signal intensity of Mg 
Values represent the IIlean±SE.of SIgnal lI1tensltyof Si ×100(%) 

at 5 points by Student's t-test. DW:Distilled water， PB:Phosphate buffer 

付着繊維数は比較的少量であるが，束状の形態、を持つ繊

維が多くみられた(図 2).30分後では，付着繊維数が軽

度に増加した.繊維束末端から細い繊維に分離した像や

短繊維の付着が観察された(図 3).さらに60分後のクリ

ソタイル繊維は，細かく分断され，網状に絡まった様相

を呈し付着していた.付着量の少ない部位においても細

く短い形状を呈し，単繊維に近似している構造を認めた

(図 4).高倍率でバイエル板を観察したところ，クリソ

タイル繊維がM細胞から突き出て単なる付着と異なる様

相を呈した像が一部に散見された(図 5，矢印).この状

態は，単一の形状あるいは繊維が分離して複数の密集し

た突出像とし定観察された.

繊維の確認法として，微小部元素分析を一部抽出した

試料で実施した.導電染色に使用したオスミウム酸が酸

であることからクリソタイル繊維のマグネシウム (Mg)

の溶出が考えられたため 蒸留水ならびに O.lM燐酸

緩衝液で溶解して， Mgとけい素(Si)の強度比率を検討

した.オスミウム酸処理 1時間， 2時間とも各溶媒で対

照に比べて Mg/Si比の変動は，認められなかった(表

2 ).実際に小腸繊毛に付着している繊維の元素組成を

分析した結果，後固定と導電染色に使用したオスミウム

(Os)や導電性を増強する目的で金属蒸着に用いた白金

(Pt)の分析スペクトルが大きく出現したため，クリソタ

イル成分の Siの検出ピークと接近する傾向を示した(図

5，中央). 

小腸械毛の多くの繊維は，械毛聞の間隙に繊維束の状

態で残留し，クリソタイルの特徴でもあるカール形状を

認めた(図 7， 8).繊毛先端部では繊維の付着が少な

かった.付着量の程度は，注入後10分で若干多い残存を

認めたが， 30分， 60分後と顕著な差異は確認できなかっ

た.高倍率の検鏡で，細く短い繊維は杯細胞からの球形

分泌、物の中に取り込まれる傾向がみられた(図 7，右). 

付着以外の，繊維が粘膜上皮に突き刺さる所見は，いず

れの経過時間でも認められなかった.

考察

経口摂取によるアスベストの毒性は，現在のところ未

解明である 1) 消化管発癌の可能性は，不明瞭であるが

そのことを明らかにするための前提として，アスベスト

繊維が消化管粘膜上皮を貫通し，組織内に移行，蓄積す

るという動態の解明が重要である.アスベストの組織へ

の移行を認める報告として，クリソタイルとクロシドラ

イトを総量 800mg摂取させたヒヒの胃，心臓，牌臓，

勝臓，血液で蓄積を認めている 9) またクリソタイルを

妊娠母体ラットに投与し，その仔ラットにも与えた時，

腎皮質で蓄積の増加がみられ，消化管壁での侵入を示唆

した Mi11etteらの報告がある10) しかし反面，ラットへ

のクリソタイルの21ヶ月高濃度曝露で発癌を認めず，ま

た貫通もなしさらに鉱山作業者で疫学的に繊維の腸管

壁や腸間膜リンパ節への蓄積を調べたところ，何ら異常

を認めていない例もある 11) 繊維の組織への移行に関

して，現在のところ明確な結論が得られていない.

特に今回，アスベストの貫通現象に着目して腸管内で

の繊維の動態を調べる目的で，閉鎖された腸管の一部に

クリソタイル繊維を強制注入した.この方法は，腸管機

能が維持されているため，血管，リンパ管の遮断を認め

ず，粘膜上皮との反応を経時的に検索することが可能で

ある.先に行ったクリソタイル繊維の胃内経口投与で

は7)，胃から小腸まで繊維が移動する際，腸管での繊維

の密集度が低くなり，検出状態が悪かった.腸管壁に残

存した繊維は，粘液に絡まれ束状が多くみられた. 10分

後より 60分後で細かく分離する傾向が認められたことか

ら，腸管機能の影響が考えられる.太い束状の長繊維は，

械毛間の陥凹部に残留して粘膜上皮への突出した像を認

めなかったことから，容易に生体内へ侵入する可能性は

ないと推察される. Sebastienらは，リンパ管からアス

ベストを回収し，その時，短繊維より長繊維で消化管壁

への侵入が著しいと報告している 12) このことは組織

での蓄積からの推論であり，実際，消化管壁で形態的に

貫通現象を捉えてはいない.カール状を呈するクリソタ

イル繊維が，長い形状を維持した状態で生体内に侵入す

ることは，走査電顕を用いた管壁の表面観察からでは証

明が不可能と考えられる. Stantonの提唱した 8μmj"j，
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上の長さの繊維が強い発癌性を示すという仮設から 13)，

吸入曝露に比較して，経口摂取で明確に発癌が認められ

ないのは，長繊維の侵入がほとんどないからと推察され

る.

バイエル板は，異物の貧食機能を有し，免疫との関連

が重要で、ある.コレラ菌等の腸管壁侵入に際し，集合，

貧食の作用が重要な役割を呆たすといわれている 14)

また抗原に対しては，抗体産生を担っているリンパ装置

である.クリソタイル繊維の付着は，パイエル板におい

ても確認されたが，小腸繊毛表面と比べて特に多い量で

はなかった.経時的観察で注入後の時間が長いほど，繊

維が細かく分散され全体に広く禰漫している態様であり，

一部ではM細胞の開口部から突出した像が観察された.

このことは，バイエル板がクリソタイル繊維の補集に関

与していると思われ興味深い.走査電顕によるコレラ菌

の観察で腸管と 3時間反応させた後，小腸粘膜上皮への

菌付着が認められると同時に， M細胞へと集合する 15)

このことは，クリソタイル繊維の注入後60分まででは接

触時聞が短く，十分に侵入が進行していなかったと考察

される.

前述したが， Westlakeらは透過電顕法で結腸の上皮

細胞や粘膜閲有層にクリソタイル繊維を見出したことか

ら，杯細胞の機能を介在して，その粘液分泌物に取り込

まれ侵入すると報告したり.また他方では，走査電顕法

でクリソタイルと異なるが，アモサイト繊維が空腸上皮

に突き刺さった像を 5例中 3例で認めている 16) しか

し今回の観察では，粘膜上皮の杯細胞由来分泌物に繊維

の集合は認めたものの，杯細胞を経由して組織内に貫通

しているか不明であった.分泌、物に含まれる繊維は全体

に水平面に伸びて付着し，垂直に突出した像はみられな

かった.管睦内へ分泌するという機能から，杯細胞が繊

維の侵入に直接関与することはないと考える.このこと

は，繊維のマクロファージへの食食は容易に行われるが，

小腸上皮細胞の透過電顕による精査において，微繊毛面

や上皮細胞間デスモゾーム，膜接合部，杯細胞で，繊維

の残存が認められなかったという報告別に関連している a

走査電顕法では，表面の立体構築に限られ内部の把握

ができないため，繊維の組織細胞への到達深度が確認で

きない欠点がある.元来，貫通現象を検索するためには

走査電顕で広範囲に観察して，突出{象が多くみられた部

位を超薄切片法による透過電顕で検鏡すべきであるが，

表面観察で標的部伎を選別することが容易でない.また

走査電顕の分解能が悪いために，細い繊維の検出が困難

な場合がある.

オスミウム酸処理による Mgの溶出は，みられなかっ

た.このことは，一般にクリソタイル繊維が酸の影響を

受けて， Mg成分の低下を惹起きせ識別を不明瞭にする

が17)，導電染色後も繊維の分別が十分に可能であるこ

とを意味している.オスミウム酸は，水の極性溶媒や四

塩化炭素などの非極性溶媒にも良好な溶解性を示し，不

飽和脂肪酸の非極性脂質と容易に反応する. しかし，導

電率が極めて低いため，オスミウム酸自体イオンに解離

しにくいことが，溶液が酸性を示さない理由といわれて

いる 18) そのため，蒸留水や緩衝液中でオスミウム酸

の酸性度は溶媒に強く依存している.

アスベストの経口摂取による健康影響は，疫学的調査

で消化管発癌の根拠が低いといわれている 19) しかし

一方で、は，主にクリソタイルを15%含有するプスベスト

セメント管の利用は，わが国では減少しつつあるが，発

展途上国では必需品として汎用されている.これまでの

米国やカナダの調査で，アスベストセメント管から給水

中にクリソタイル繊維が排出されることは事実であり，

経目的に消化管に入ったアスベストのうち 1万あるいは

10万本に 1本の割合で生体内に侵入するという 20) 経

口摂取によるアスベスト繊維の生体内侵入機序が，いま

だ明らかにされていないが，その解明は，今後の毒性評

価に有意義であると思われる.

結語

クリソタイルのラット腸管への強制注入による繊維の

動態を，走査電顕で観察した.小腸繊毛では，多量の繊

維が残留していたが，粘膜上皮に貫通している像は，認

められなかった.パイエル板では，時間経過に伴い繊維

が細く分散して付着していた.少例ではあるが， M細胞

の関口部で細い繊維の突出を認めたことから，アスベス

トの生体内侵入にパイエル板の関与が示唆される.
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Fig. 1. Scanning electron micrographs of Peyer's patch from control rat. Right figure shows high magnification of 

square area in the left photograph. Lymphoid follicle surrounded by villi was seen on the surface of 

mucus in small intestinal canal. Left (x260)， Right (xl， 300) 

Fig. 2. Peyer's patch of rat small intestine 10 min after injection with chrysotile asbestos. Adhesion of asbestos 

fibers was observed on the surface of Peyer's patch. Left (x280)， Right (xl ，400) 



Fig. 3. Adhesion of fibers shortened in situ and those splitting to finer ones at the end 30 min after injection of 

chrysotile asbestos. Left (x260)， Right (xl， 300) 

Fig.4. After treatment for 60 min， finer and shorter fibers were twined. Left (x260)， Right (x2， 600) 



Fig. 5. Surface of Peyer's patch was observed at higher magnification after 60 min treatment with chrysotile 

asbestos. Note several protrusions of small fibers at the opening of the microfold cell (arrows) . Spectrum 

of energy dispersive X -ray microanalysis of fibers irradiated with electron beam was shown in the mid. 

dle between photographs目 Left(x2， 780)， Right (x5， 750) 

Fig目 6. Asbestos fibers were not observed on the surface of small intestinal villi from control rat. Left (x580) 

Right (x2， 900) 



Fig. 7. A number of fibers tend to remain at the space between villi after 10 min treatment目 Left(x590) ， Right 

(x2，950) 

Fig. 8. Chrysotile asbestos showing curling-form were accompanied by surrounding mucus. Penetration of asbes-

tos fi bers was obscure around the villi of small intestine after 30 min treatment. Left (x580) ， Right 

(x2，900) 
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Salmonellαtyphimurium T A97， T A 102を用いた

食品添加物の変異原性試験(第 7報*)

藤間 博**角 千代**佐々木美枝子**

Mutagenicity Test of Food Additives with Salmonellαtyphimurium T A97 and T AI02 (凋*)

HIROSHI FUJITA * *. CHIYO SUMI* * and MIEKO SASAKI* * 

The mutagenicity of 34 food additives. including 16 flavoring agents. 10 seasonings. 3 acidulants. 2 antiox. 

idants. and 3 others were examined in Ames' tester strains. Salmonellaり'thimuriu刑 TA97and TA102. The 

mutation test was carried out by the preincubation procedure described by Ames et alY. The test chemicals 

were preincubated with S9mix or phosphate buffer (pH7.4) for 20 min. Maltol showed a weak mutagenicity 

in TA97 without S9mix. A weak mutagenic activity in erythorbic acid was detected with both TA97 and 

TA102 in the presence and absence of S9mix. The other 32 chemicals showed no mutagenicity in T A97 and 

TA102. 

Keywords 変異原性 mutagenicity，マルトール maltol，エリソルピン酸巴rythorbic acid，食品添加物 food

additives，着香料 flavoringagents，調味料 seasonings，酸味料 acidulants，酸化防止剤 antioxidants，サルモネ

ラ SalmonellaわIPhimuriu隅 TA97，Salmonella ty戸him叫riumTA102 

化学物質の遺伝毒性を明らかにするために種々の変異

原性試験が実施されているが，その中でも Amesら1-3)

が開発した，いわゆる Ames試験は最も多用されている

試験系である. Amesらは，様々な変異原を検出するた

めには Sal隅 onellaかphimuriu刑 TA97，TA98， TA100お

よび TA102の 4株を試験に用いるよう提案している3)

ところが， TA98および TA100を用いた試験報告は多数

見られるが，後から開発された TA97およびTA102を用

いた試験の報告は少ない.さらに 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でき4)

TA102は酸化反応を伴う変異原に良く反応する 5.6)とい

う特徴がある.従って，この 2株を用いた試験を行うこ

とにより，従来の TA98および TA100では検出できな

かった変異原性を検出できる3-6)可能性がある.

食品添加物についても， TA98および TA100による試

験報告は多いが， TA97および TA102を用いた試験報告

はほとんどなく， TA97および TA102による試験を実施

する必要があると考えられた.試験にあたり TA98およ

*第 6報，東京衛研年報， 42， 267-275， 1991. 

ぴTA100における試験結果の報告がある食品添加物も

含め，全食品添加物について行うことにした.前報7-13)

までに 177種の試験が終了し， 14種の食品添加物に

TA97または TA102に対する変異原性を見いだした.今

回は，着香料(16種)，調味料(10種)，酸味料(3種)，酸

化防止剤(2種)，抽出剤(2種)，食品製造用剤(1種)の

計34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，表示されたもの以外は全

て和光純薬製である.

着香料:ヘキサン酸アリル(LotNo. DSG 1179)，ベン

ズアルデヒド(LotNo. DSQ 3764)，ベンジルアルコール

(Lot No目 LKK5230)， dーボルネオール (LotNo. DSN 

6945 )，酪酸ブチル (LotNo. DSG 2124)，酪酸(LotNo. 

LKF 5926)，酪酸シクロヘキシル(LotNo. TWQ 1275)， 

酪酸エチル(LotNo. DSE 3573)，ヘキサン酸エチル(Lot

No. DSM 4169)，フルフラール(LotNo. LKN 4666)，酪

**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 

**士heTokyo Metropolitan Research Laboratory of Pubulic Health 

24-1. Hyakunincho 3 chome.Shinjuku.ku.Tokyo. 169 Japan 
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酸イソアミル (LotNo. DSP 3022)，リナロオール (Lot

No. LKG 5096)，マルトール(LotNo. LKQ 0676)， 1-メ

ントール(LotNo. DSH 6724)， N-メチルアントラニル

酸メチル(LotNo. ECJ 6661)，メチルPーナフチルケト

ン(LotNo. DSN 4843). 

調味料:DLーアラニン(LotNo. DSR 2786)， 5'ーイノ

シン酸二ナトリウム (LotNo. DSJ 7653)， 6'ーグアニル

酸二ナトリウム (LotNo. ECK 6065)， 5'ーウリジル酸二

ナトリウム (LotNo. DSM 5829)，塩化カリウム (LotNo. 

ELI 1742)，クエン酸ーカリウム (LotNo目 LKH1305)， L 

ーグルタミン酸カリウム(フルカ， LotNo.305454 491)， 

L-アスパラギン酸ナトリウム (LotNo目 DSH1006)，ク

エン酸三カリウム(LotNo. LKQ 1867)，クエン酸三ナト

リウム(LotNo. LKL 8222). 

酸味料:酢酸(LotNo. LKF 7351)，フマル酸(LotNo. 

LKP 0152)， DLーリンゴ、酸(LotNo. LKL 0650). 

酸化防止剤 :Lーアスコルビン酸パルミチン酸エステ

ル(東京化成， Lot No. AX 01)，エリソルピン酸(LotNo. 

KPL 4049). 

抽出剤:アセトン (LotNo. DSH 4977)，ヘキサン (Lot

No. EWL 1106). 

食品製造用剤:水酸化カリウム(LotNo. DSJ 7715). 

陽性対照物質:2ーアミノアントラセン， 9ーアミノ

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 Salmonella tYPhimuriu刑 TA974)および、TA1025，6)

を普通ブイヨン (Nutrientbroth 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 1983年に分与を受けたものである.

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3.14)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

を誘導した雄性 SD系ラット (Jcl:SD日本クレア)の肝臓

ホモジネートから調整した S9 3)を用いた. S 9 mix3，14) 

中の S9量は， 10% (50μ1/プレート)とした.

試料溶液O.lmlを小試験管に入れ，代謝活性化する場

合には S9 mix 0.5ml，代謝活性化しない場合にはリン

酸緩衝液(pH7.4)0.5mlを加え，さらに一夜培養した菌

液をO.lml加え，3TCで20分間の前培養を行った.これ

に45'C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"Cで 2日間培養後，プ

レートに生じた復帰コロニーを自動コロニーカウンター

で計数した.

各濃度にプレート 3枚を用い，結果は，平均値で示し

た統計解析は， Kruskal-Wallis検定15)を行い，さら

にMooreら16)のプログラムにより回帰分析を行った.

両検定において有意な場合変異原性陽性とした.

結果および考察

34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， Table 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，試験

菌株の増殖が認められる濃度を調べた.増殖が認められ

た濃度を最高濃度として希釈し， 5段階濃度で試験を

行った.大部分の着香料は強い増殖阻害性を示し， 100 

μg/フ。レートが最高濃度であった.

着香料のマルトールでは， S 9 mix無添加の TA97に

おいて復帰コロニー数は有意に増加した. TA102のS9

mix無添加においても有意ではないが，復帰コロニーの

増加が幾分見られた.両株ともに 5mg/フ。レート以上で

は増殖阻害を受け，復帰コロニーは微小化し，減少した.

最多復帰コロニー数を示した TA97のS9 mix無添加の

1 mg/フ。レートでは対照群の2.0倍の増加が見られ，マ

ルトールの nmolあたり 0.02個の復帰コロニーが誘発さ

れた.これらの値から判断すると，マルトールの変異原

性は陽性である.しかし，比較的高濃度であり，復帰コ

ロニー数の増加も少ないことから，その変異原性は弱い

ものと考えられた.

マルトールの変異原性については， Bjeldanesら17)が

TA100において陽性としているが，石館ら 18)は陰性の結

果を報告しており，結果が一致していなかった.今回

TA97においては陽性の結果が得られた.一方，染色体

異常試験19)，姉妹染色分体交換(SCE)試験19)および小核

試験20)においては，陽性の報告が得られ，マルトール

は生体中でも変異原性を示すと考えられる.発ガン性に

ついての報告は見いだせず，詳細な検討が必要な化合物

であると考えられる.

酸化防止剤のエリソルピン酸では， TA97および

TA102両株の 5mg/プレート以上において， S 9 mixの

添加に関わらず復帰コロニー数が有意に増加した. S 9 

mixを添加した場合には，無添加の場合に比べて復帰コ

ロニー数の増加は少なかった. TA97の場合， 10mg/プ

レートの S9 mix無添加では対照群の復帰コロニー数の

1.7倍に増加，同様に TA102では， 1. 9倍に増加した.

それぞれエリソルピン酸の nmolあたりそれぞれ0.03個，

0.02個の復帰コロニーが誘発された.わずかな増加であ

ることから，陽性対照に比べ非常に弱い変異原性である
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Table 1. Results of Mutation test on Food Additives 

Dose 
No. of Revertants/ platea 

Ch巴mical Solvent 
mg/plate 

TA97 TA102 
-S9 +S9 -S9 +S9 

Flavoring agents 
AllylH巴xanoate DMSO 0.1 111 116 198 324 

0.5 123 166 220 383 
0.01 134 167 241 443 
0.005 121 176 260 423 
0.001 127 189 275 435 。 135 196 271 467 

Benzaldehyde DMSO l 147 179 195 342 
0.5 150 195 243 411 
0.1 128 193 268 420 
0.05 136 206 259 424 
0.01 151 200 254 429 。 127 215 269 411 

Benzyl Alcohol DMSO 1 166 202 264 426 
0.5 151 219 302 410 
0.1 148 227 281 415 
0.05 148 218 286 392 
0.01 138 223 277 404 。 145 207 263 413 

d-Borneol DMSO 0.1 128 183 222 437 
0.05 152 181 243 412 
0.01 123 194 266 448 
0.005 129 179 273 436 
0.001 120 191 269 424 。 135 196 271 467 

Butyl Butyrate DMSO 0.1 130 175 155 320 
0.05 134 190 172 326 
0.01 126 178 181 344 
0.005 139 194 168 316 
0.001 126 204 181 344 。 131 177 176 375 

Butyric Acid DW 10 121 154 100 278 
5 149 190 191 365 
l 154 195 257 372 
0.5 133 175 245 352 
0.1 151 165 250 371 。 137 184 254 368 

Cyclohexyl Butyrate DMSO 0.1 124 218 179 419 
0.05 154 213 217 435 
0.01 146 196 250 411 
0.005 152 186 262 431 
0.001 154 203 270 426 。 143 183 281 454 

Continued on 
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Table 1. Continued 

Dose 
No. of Revertants/ platea 

Ch巴mical Solvent 
mg/plate 

TA97 TA102 
-S9 十S9 -S9 +S9 

Ethyl Butyrate DMSO l 133 196 243 388 
0.5 155 180 252 445 
0.1 149 197 255 425 
0.05 146 200 256 399 
0.01 127 186 253 385 。 162 210 288 389 

Ethyl Hexanoate DMSO 0.1 130 208 229 396 
0.05 138 208 228 389 
0.01 141 221 252 413 
0.005 127 193 268 435 
0.001 142 205 250 416 。 157 224 294 446 

Furfural DMSO l 103 173 256 430 
0.5 123 167 260 420 
0.1 122 210 263 446 
0.05 120 201 256 414 
0.01 145 229 276 416 。 127 215 269 411 

Isoamyl Butyrate DMSO 0.1 104 183 151 347 
0.05 109 190 196 356 
0.01 87 196 208 343 
0.005 131 188 194 351 
0.001 135 185 221 345 。 131 177 176 375 

Linalool DMSO 0.1 119 203 248 431 
0.05 138 195 263 447 
0.01 162 193 282 467 
0.005 154 211 288 414 
0.001 159 204 284 438 。 143 183 281 454 

Maltol DMSO 10 72 8 26 4 
5 154 6 318 7 
1 270 b) 247 178 420 
0.5 171 247 220 416 
0.1 132 217 220 382 。 138 213 269 396 

l-Menthol DMSO 0.1 134 212 225 447 
0.05 146 216 256 447 
0.01 171 198 299 407 
0.005 149 212 275 444 
0.001 156 227 264 455 。 130 200 273 413 

Continued on 
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Table 1. Continued 

Dose 
No. of Revertants/ platea 

Chemical Solvent 
mg/plate 

TA97 TA102 
-S9 +S9 S9 +S9 

Methyl N-Methylanthranilate DMSO 0.1 158 207 218 501 
0.5 151 206 253 423 
0.01 156 191 289 433 
0.005 167 216 285 441 
0.001 155 203 293 434 。 130 200 273 413 

Methyl s -Naphtl刷 Keton DMSO 0.1 142 191 197 395 
0.05 139 220 236 388 
0.01 126 212 204 380 
0.005 154 190 232 386 
0.001 157 199 243 379 。 138 213 269 396 

Seasonings 
DL-Alanine DW 10 182 207 232 363 

5 167 197 224 425 
1 163 203 269 447 
0.5 148 207 283 437 
0.1 144 217 275 443 。 149 211 277 444 

Disodium 5'ーInosinat巴 DW 10 168 193 304 423 
5 163 192 289 449 
l 138 215 305 431 
0.5 181 214 300 404 
0.1 165 206 284 404 。 168 205 277 414 

Disodium 5'-Guanylat巴 DW 10 166 204 248 391 
5 149 211 274 398 
1 172 205 289 389 
0.5 180 219 278 378 
0.1 176 221 266 381 。 162 210 288 389 

Disodium 5'-U ridylate DW 10 174 203 280 417 
5 176 202 276 369 
1 177 210 282 432 
0.5 158 232 292 438 
0.1 163 224 303 428 。 168 205 277 414 

Potassium Chlorid巴 DW 10 131 214 205 344 
5 146 213 223 341 
1 153 194 230 364 
0.5 149 199 250 345 
0.1 144 184 237 376 。 162 211 227 378 

Continued on 
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Table 1. Continued 

Dose 
No. of Revertants/ platea 

Chemical Solvent 
mg/plate 

TA97 TA102 
-S9 +S9 -S9 +S9 

Potassium Dihydrogen Citrate DW 10 159 250 268 460 
5 145 220 306 341 
1 140 209 321 414 
0.5 156 209 305 432 
0.1 159 224 299 426 。 155 228 332 443 

Potassium L-Glutamate DW 10 140 180 235 324 
5 137 184 237 350 
1 127 195 236 344 
0.5 110 202 236 311 
0.1 151 204 254 335 。 144 194 212 369 

Sodium L -Aspartate DW 10 136 176 358 471 
5 139 188 346 470 
l 134 176 334 463 
0.5 143 188 335 484 
0.1 167 178 329 467 。 155 228 332 443 

Tripotassium Citrate DW 10 152 217 218 214 
5 131 190 211 212 
l 147 211 236 333 
0.5 158 213 230 315 
0.1 143 187 232 356 。 144 194 212 369 

Trisodium Citrate DW 10 194 216 238 255 
5 193 215 270 251 
l 186 247 226 377 
0.5 190 212 236 382 
0.1 183 213 256 438 。 172 223 240 398 

Acidulants 
Acetic Acid DW 10 97 211 116 143 

5 127 210 181 340 
l 139 184 235 372 
0.5 140 192 259 384 
0.1 140 209 251 398 。 137 184 254 368 

Fumaric Acid DW 1 143 201 287 435 
0.5 152 179 292 436 
0.1 150 222 293 448 
0.05 163 194 277 443 
0.01 145 213 312 434 。 131 238 305 419 

Continued on 
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Table 1. Continu巴d

Dose 
No. of Revertants/ platea 

Chemical Solvent 
mg/plate 

TA97 TA102 
-S9 +S9 -S9 +S9 

DL-Malic Acid DW 10 150 136 170 122 
5 156 220 223 289 
1 161 200 278 428 
0.5 179 190 251 451 
0.1 163 228 266 440 。 172 223 240 398 

Antioxidants 
L-Ascorbyl Palmitat巴 DW 10 153 169 162 317 

5 172 175 174 369 
1 154 176 211 381 
0.5 150 180 229 406 
0.1 154 209 248 394 。 131 238 305 419 

Erythorbic Acid DW 10 255 b) 259 b) 407 b) 489 b) 

5 226 231 330 438 
1 186 194 257 391 
0.5 162 182 242 351 
0.1 162 214 215 377 。 150 179 217 401 

Solvents 
Aceton巴 DW 10 162 197 275 427 

5 127 198 258 409 
l 128 194 271 401 
0.5 142 229 246 417 
0.1 156 199 280 409 。 145 207 263 413 

Hexane DMSO. 1 142 215 156 416 
0.5 145 226 186 451 
0.1 134 203 251 387 
0.05 153 201 267 408 
0.01 151 218 264 409 。 157 224 294 446 

Base for processing 
Potassi um Hydroxide DW 1 159 200 232 354 

0.5 122 200 256 390 
0.1 153 201 239 351 
0.05 141 193 248 359 
0.01 148 215 250 350 。 162 211 227 378 

Positive controls 
9 -Aminoacridine DMSO 50 (μg) 902i: 257c) 

Mitomycin C DMSO 0.2 (μg) 1，993土616
2 -Aminoan thracene DMSO 5 (μ亘) 1， 122::I:: 365 779i:99 

a) Mean of three plates. 
b) Statistically significant difference by Kruskal-W allis t巴抗争<0.05) and dose-related increase by regression 

analysis ヤ<0.01).
c) Mean and standard dev凶 ion(n=17). 
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と考えられた.

エリソルピン酸の変異原性については， Ishidateらが

TA100および TA94において陽性18，21)の報告をしている.

今回 TA97およびTA102に対しでも弱い変異原性が見い

だされ， Ames試験においては陽性であると考えられる

が，染色体異常試験21)，小核試験20)なと守の試験系にお

いては陰性の結果が報告されている.試験系による結果

の違いが見られたことに対し，その原因を解明する必要

があるが，遺伝毒性の有無を判断するには，上記試験系

以外の試験方法も加えた検討が有効かもしれない.

その他の32種の試料については，復帰コロニー数に増

加が認められなかったことから， TA97および TA102に

対する変異原性は陰性と考えられた.これらの化合物に

ついて報告されている変異原性試験結果との比較検討を j

おこなう.

フルフラールは， TA100において陽性22，23) 染色体

異常試験24) SCE試験25)において陽性であり，明らか

に変異原である. しかし，今回の TA97およぴ TA102に

おいては変異原性が検出できず，大きく異なる結果と

なった.これは TA100とは反応性が異なるのが原因で

あろうと考えられる.なお，フルフラールには発ガン性

の報告23)がある.

ベンズアルデヒドは， SCE試験26)において陽性であ

るが， Ames試験陰性27m)，染色体異常試験陰性28-30)で

ある.変異原性の結果が一致しないが，発ガン性の報

告28)があり，変異原性についての十分な検討が必要で

あると考えられる.

5'ーイノシン酸二ナトリウム21)，5'ーグアニル酸二ナ

トリウム21)， 5' ウリジル酸二ナトリウム21)，塩化カリ

ウム31132)，酢酸33)，アセトン21)，ヘキサン21)，水酸化

カリウム34)には染色体異常試験陽性の報告があるが，

TA100などでの試験においては陰性21)であり，今回

TA97， TA102においても陰性となった.この様な Ames

試験陰性，染色体異常試験陽性と結果が一致しない化合

物の例は比較的多しこれまで検索してきた食品添加物

にもいくつも見られた.

ヘキサン酸アリル，ベンジルアルコール，dーボルネ

オール，1ーメントール， リナロオールについては R巴c-

assay陽性35，36)の報告があるが， TA100などを用いた試

験では陰性21，35，36)であり，染色体異常試験においても

陰性21)である.今回の TA97，TA102においても陰性で

あり，陽性の報告は Rec-assayだけである.

酪酸ブチル，酪酸，酪酸シクロヘ、キシル，酪酸エチル，

ヘキサン酸エチル，酪酸イソアミル， Nーメチルアント

ラニル酸メチル， DLーアラニン，フマル酸， DLーリン

ゴ酸については， TAI00などを用いた試験では陰性21)

染色体異常試験においても陰性21)で，今回の TA97，

TA102における結果とも一致し，おそらく変異原性はな

いものと思われる.

メチルF ナフチルケトン，クエン酸ーカリウム， L 

ーグルタミン酸カリウム， Lーアスパラギン酸ナトリウ

ム，クエン酸三カリウム，クエン酸三ナトリウム， Lー

アスコルビン酸パルミチン酸エステルについては，本実

験では陰性の結果であったが，変異原性に関する報告は

十分でーはない.

食品添加物の TA97および TA102を用いた変異原性試

験は，前報7-13)までに177種類が終了しており，今回の

34種を加えると 211種類となる.これまでの結果を総合

すると， TA97， TA102の両株かどちらか一方において

変異原性が見いだされた化合物は，亜硝酸ナトリウ

ム13) アスコルビン酸7) Lーアスコルピン酸ナトリウ

ム12) エリソルピン酸ナトリウムll) 塩酸ピリドキシ

ン8)，オルトフェニルフェノール7)，過酸化水素13) L 

ーシステイン一塩酸塩11)，臭素酸カリウム9)，チアベン

ダゾール7)，ニコチン酸アミド8)，ピペロナール13)，没

食子酸プロピル10)およびリボフラピン8)で，今回のマル

トールおよびエリソルピン酸を加えて16種類であった.

これらの化合物には， TA98およびTA100では変異原性

が検出されていない化合物が多く， TA97または TA102

において変異原性が検出されたが，陽性対照に用いてい

る変異原性物質に比べるといずれもかなり弱いもので

あった.

要 "'" 日
34種の食品添加物について Amesの試験株 TA97，

TA102を用いた変異原性試験を行った.その結果，マル

トールおよびエリソルビン酸で復帰コロニー数が増加し，

弱い変異原性が見られた.他の32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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六味丸水抽出物のSalmonellαtyphimuriumに対する変異原性について

藤田 ↑専*角 千代へ佐々木美枝子*

Mutagenicity of Water Extract of Rokumigan with Salmonella typhimurium 

HIROSHI FUnT A *. CHIYO SUMI * and MIEKO SASAKI * 

Keywords:変異原性 mutagenicity. 漢方薬 chinesemedicine. 六味丸 rokumigan. サルモネラ Salmonellatyphi-

m叫γt.叫押l

近年，漢方薬の効用がみなおされ，多くの病院で患者

に用いられるようになってきている.都立病院に対しで

も東洋医学診療の要望は高い.この様な傾向に対し，東

京都では東洋医学事業として漢方薬の効用と安全性につ

いて検討を行っている.検討対象としては，老人性疾患

に多用される漢方製剤の六味丸が中心にとりあげられた.

一般的に化学物質の安全性を評価する場合に，様々な

毒性試験が行われるが，そのなかで遺伝毒性を明らかに

するために変異原性試験が行われている.

漢方薬の変異原性については， Morimotoらが多くの

生薬についての試験を実施し， 45種の生薬抽出物に変異

原性を見いだしている 1) 反対にいくつかの生薬抽出物

には，発ガン物質の変異原性を抑制する作用があること

も見いだされている2.3)

今回われわれは， Amesら4引が開発した，いわゆる

Ames試験を用い，漢方製剤の六味丸の水抽出物につい

て変異原性の検討を行った.試験菌株としては Ames

ら6)が提案しているように，Salmonella tYPhimuri叫 隅

TA97， TA98， TA100およびTA102のH朱を用いた.

t 実験材料および方法

試料六味丸構成生薬は，地黄，山薬，沢潟，夜苓，

牡丹皮が中国産，山菜英は韓国産を附ウチダ和漢薬から

購入した.これらの原料生薬の品質および有害物質など

e の混入については，安田ら7)ならびに藤井ら8.9)によっ

てすでに検討報告されている.六味丸水抽出物は， ~槻ウ

チダ和漢薬において作製した.原料の地黄，山薬，山莱

英，沢i窮，夜苓，牡丹皮を細切し(山菜爽は全形のまま)， 

それぞれを六味丸処方の 8: 4 : 4 : 3 : 3 : 3に混合

した.水を加え100'Cまで加熱し 1時間抽出した.抽

出i夜をろ過し，ろ液を60'Cで減圧濃縮した後，凍結乾燥

した.原料からの抽出率は36.0%(w/w)で、あった.

六味丸水抽出物は，蒸留水に溶解後，オートクレーブ

で120'C，10分の滅菌を行った後，試験に用いた.

酸化物の分解，消去には，カタラーゼ(シグマ製)，グ

ルタチオン(和光純薬製)および亜硫酸水素ナトリウム

(和光純薬製)をろ過滅菌後用いた.

陽性対照物質は， 9ーアミノアクリジン(和光純薬製)，

2ーニトロフルオレン(アルドリッチ製)， 2ーアミノア

ントラセン(和光純薬製)を用いた.

菌株 Sal刑 onella typhi刑 uri叫 慨 TA9710J， TA984)， 

TA1004 ) および TA1021l • 12 ) 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 1983年に

分与を受けたものである.

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6.13)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

を誘導した雄性 SD系ラット (]cl:SD 日本クレア)の肝

臓ホモジネートから調整した S96
)を用いた. S 9 

mix6.13)中の S9量は， 10% (50μJ/プレート)とした.

試料溶液O.lmlを小試験管に入れ，代謝活性化する場

合には S9 mix 0.5 ml，代議f活性化しない場合にはリン

酸緩衝液(pH7.4)0.5 mlを加え，さらに一夜培養した菌

液をO.lml加え，37'Cで20分間の前培養を行った.これ

に45'Cに保温した軟寒天6)2 mlを加え混合後，最少グル

コース寒天培地6)に重層した.37'Cで2日間培養後，プ

レートに生じた復帰コロニーを自動コロニーカウンター

で計数した.

*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 

* The Tokyo Metropolit包nR巴searchLaboratory of Pubulic Health 

24-1. Hyaku日incho3 chome.Shinjuku-ku.Tokyo. 169 ]apan 
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図1.六味丸水抽出物の Ames試験における変異原性. 0: S 9 mix無添加，・:S 9 mix 添加.

各濃度にプレート 3枚を用い，結果は，平均値で示し

た.統計解析は， Kruskal-W allis検定14)を行い，さら

にMooreら15)のプログラムにより回帰分析を行った.

両検定において有意な場合変異原性陽性とした.

結果および考察

変異原性試験の結果を図 1に示した. 4菌株の S9

mix無添加において復帰コロニーが増加した.その増加

は， 30mg/プレートにおいてコントロールの復帰コロ

ニー数の3.6-4.7倍であり，変異原性は陽性である.た

だし，用いた陽性対照物質(例えば 2ーニトロフルオレ

ン5μg/フ。レート， TA100， 794個復帰コロニー)に比べ

ると高濃度であることから，その変異原性は弱いもので

ある.各菌株に対する変異原性を比較してみると，

TA97， TA98および TA100は， 20mg/プレート以上から

増加が見られたが， TA102では10mg/フ。レートから増加

が見られ， TA102に対する変異原性が強い.一方， S 9 

mix を ì~初日することにより， TA97， TA98およびTA100

では，変異原性は消失したが， TA102ではわずかに変異

原性が見られ，六味丸水抽出物の変異原性は， TA102に

おいてよく検出されるようである.

なお， Ames試験においては，ヒスチジンが多量に混

入している場合，結果に影響し，陽性となる可能性があ

る. しかし，今回の試料抽出物のヒスチジン含量は， 1 

μg/10mg抽出物であった.この程度のヒスチジン量で

は復帰コロニー数の増加はわずかであり，ヒスチジンに

よる見せかけの変異原性ではないと考えられる.これは，

nu 
nu 
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図2. 六昧丸水抽出物のTA100に対する変異原性の不活

性化.

0:六味丸水抽出物，・:抽出物+カタラーゼ

(100 unit/ plate) ，圃:抽出物+グルタチオン(5 

mg/plate) ，企:抽出物+亜硫酸水素ナトリウム

(51昭 /plate). 
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S 9 mix 添加によって変異原性が失われることからも明

らかである.

TA102において変異原性が良く検出されることから，

TA102の検出特性を考慮すると，酸化反応が関与してい

る可能性が考えられた.そこで，過酸化水素を分解する

カタラーゼおよび活性酸素の消去にグルタチオン，亜硫

酸水素ナトリウムなどの還元剤を試験系に加えてみた.

図2には TA100を用いた場合の結果を示した.グルタ

チオンの効果は弱いが，何れの場合にも，六味丸水抽出

物の変異原性は，減少した.これは，六味丸水抽出物の

変異原性には活性酸素等が関与している可能性を示して

いる.

六味丸散剤としての変異原性についての報告は見いだ

せなかったが，その構成生薬の変異原性については，

Morimotoら1)が山薬の水抽出物で TA100に対する変異

原性が陽性であること，山菜英，沢潟，夜苓，牡丹皮水

抽出物については陰性であることを報告している.また

Sakaiら2)が地黄水抽出物は Ames試験において陰性で

あること，さらに， Xue-junら16)は地黄，牡丹皮，夜苓

水抽出物について Ames試験で陰性であることを報告し

ている.これらの報告から，今回六味丸水抽出物に見ら

れた変異原性は，山薬に由来するのだろうと推定される.

しかし， Morimotoら1)の報告では， TA98では山薬の変

異原性が検出できないことから，今回の六味丸水抽出物

で見られた 4菌株に対する変異原性は，山薬単独の結果

とは少し異なっている.原料生薬，抽出方法の違いに原

因があるのかもしれないが，六味丸が6生薬の混合物で

あり，山薬単独以上に様々な物質の混合物であることか

ら，六味丸水抽出物では，幾つもの化合物による相互効

果により変異原性が生じている可能性も考えられる.

六味丸水抽出物の変異原性は， S 9 mix，カタラーゼ

を添加することにより，ほとんど失われることから，生

体中では，その変異原性を示さないのではないかと考え

られるが， Xue-junら16)は，マウスを用いた染色体異常

試験，小核試験において，地黄，牡丹皮で陽性の結果を

報告している.これらの生薬については詳細な検討が必

要かもしれない.

今後，六味丸水抽出物の変異原性について，酸化反応

が関与している可能性が示唆されたことから，その本体

の解明をふくめ，相互効果が存在する可能性などについ

ても検討する予定である.

要 "'" 日
六味丸水抽出物についてサルモネラを用いた変異原性

試験を行った.試験には Amesらが開発した TA97，

TA98， TA100および TA102の4試験菌株を用いた.そ

の結果， 4試験菌株において， S 9 mixの無添加におい

て変異原性が見られた.この変異原性は， S 9 mix，カ

タラーゼ，グルタチオン，亜硫酸水素ナトリウムの添加

によって減少した.これらのことから，六味丸の変異原

性には酸化反応が関与している可能性が示唆された.
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放射線感受性マウス細胞における DNA単鎖切断と

修復に関するアルカリ溶出法による研究

金西信次*金城康人**渡部 真**

稲 葉 浩 子 * * *，佐藤弘毅***

DNA Single-Strand Breaks and Repair in a Radiation-Sensitive 

Mutant of Mouse Cells as Revealed by Alkaline Elution 

** NOBU]I KANANISHl ~， YASUHITO KIN]O ~ ~， MAKOTO W AT AN ABE 

HIROKO HAMA-INABA * * * and KOKI SATO 

The repair processes of x-ray induced DNA single-strand breaks were compared between mouse lym 

phoid c巴11lin巴L5178Yand it x-ray sensitive mutant line LX830， applying an alkaline elution technique. The 

number of breaks was slightly greater in the parent line than in the mutant line. The single-strand breakes 

of L5178Y were rapidly rejoined in a biphasic manner， fast and slow， during post-irrandiation incubation 

Tl/2， the time to repair half of the initial DNA scission， of L5178Y was 4 min. On the other hand， the re. 

joining of breakes in LX830 was delayed (T 112 = 15 min) owing to deficiency in the fast repair process. 

Keywords:単鎖切断 singleも trandbreak，放射線感受性 radiation剖 nsitivemutant， DNA修復 DNArepa肌マ

ウス細胞 mousecell，アルカリ溶出法 alkalineelution 

緒 言

H甫乳動物細胞における放射線損傷とその修復機構を解

明するために，放射線損傷の修復能力を欠損する突然変

異株が分離され，使用されている.我々はマウス白血病

リンパ細胞 L5178 Yよりいくつかの放射線高感受性株

を分離し，アルカリ蕉糖密度勾配沈降法で突然変異株に

おける X線誘発単鎖切断について研究してきた1) この

突然変異株の一つである LX830細胞は，親株の L5178 

Y細胞と同様に効率よく単鎖切断を修復する事が分かっ

た. しかしながらアルカリ蕉糖密度勾配沈降法は切断の

検出に対して感度が低く，生存曲線を描くのに使われた

線量と大きく異なって，非常に高い線量の放射線を必要

とした.一方，アルカリ溶出法は，低線量の放射線で誘

起した損傷を検出するのに十分な感度があるので，放射

線感受性と DNA単鎖切断の修復との関連について，ア

ルカリ溶出法を用いて再評価した.

方 法

細胞および培養:マウス白血病リンパ細胞 L5178Yと

放射線感受性突然変異株 LX830，これらの細胞は10%

馬血清添加 Fischer培地で増殖させた.生存率に対して，

200μg/mlピルビン酸ナトリウム， 0.3%寒天， 15%馬

血清添加 Fischer培地にプレートした3)

、照射:増殖期の細胞を遠心分離によって集め， F日 her

培地に再懸濁し，その 1ml ( 1 X 106細胞)をシャーレに

入れ， 0たで軟X線(Softex，50 kvp， 3 mA)を照射し

た.

アルカリ溶出法:アルカリ溶出法は基本的には Kohn

等2)とParodi等4)の方法に拠ったが，前に報告したよう

に一部変更した5.8) 照射した細胞は種々な時間，3TC 

で培養した.

結 果

図 1に示すように，突然変異株の LX830細胞は親株

*東京都立衛生研究所毒性部 169東京都新宿区百人町 3-24-1 

* The Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Pubulic Health 
24-1. Hyankunincho 3 chome，Shinjuku-ku.Tokyo， 169 ]apan 

**東京都立アイソトープ総合研究所

***放射線医学総合研究所，遺伝研究部
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(野生型)の L5178 Y細胞に較べ， X線の細胞致死効果

において高感受性であった. 37%生存線量はそれぞれ

LX 830に対して0.35Gy， L 5178 Yに対して3.53Gyで

あった.

図2にoGy， 2.18 Gy， 4.34 Gy， 6.51 GyのX線照射

後の各細胞系列のアルカリ溶出曲線を示した.二つの細

胞系列で照射線量の増加とともに溶出曲線の勾配の増加

が観察された.

これらの結果を照射線量に対する溶出曲線の勾配，即

ち1ml当たりの溶出DNA量の対数値でプロットした(図

3 ).この線量効果曲線は LX830とL5178 Yの双方共

に直線であり，照射によって誘起された溶出率，すなわ

ちDNA単鎖切断が突然変異株よりも野生型株で明らか

に高かった.各点は 3-9回の実験の平均と標準偏差値

であり， 2組の回帰直線の勾配の差の検定では，勾配に

対して p<O.l，4.34 Gyおよぴ6.51GyのX線照射にお

ける溶出率の差の検定では， p<0.05でそれぞれ有意で

あった.

図4に示すように， X線で誘発された DNA単鎖切断

の再結合が観察された. 4.34 GyのX線を照射した細胞

は3TCで 5，10， 20， 30分間培養した.その後アルカリ

溶出を行ったところ，切断された単鎖の DNA量は培養

時間とともに減少した.

この DNA溶出率と培養時間の関係について図 4Aに

プロットした.この図から野生株 L5178 Y細胞の再結

4.34 Gy 

6.51 Gy 

o Gy 

2.17 Gy 

4.34 Gy 

LX830 6.51 Gy 

50 

5 10 15 20 
VOLUME OF ELUTION (ml J 

Fig. 2. Alkaline elutton curves after x -ray exposure in 

L5178Y and LX830. 
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合修復の過程は二相性であることが分かる.すなわち再

結合修復には，最初に早い時期に作用する修復相とそれ

に続く，より長い時間を要する遅い修復相の二相がある.

それに対して突然変異株 LX830細胞は早い修復相を欠

如しているが，最終的に DNA単鎖切断量は L5178 Y細

胞のそれと閉じレベルに修復された.

しかし，図 3および図 4Aに示したように， L 5178 

Y細胞と LX830細胞とで，照射線量が同じでも，再結

合が行われない最初の DNA単鎖切断量は異なっている.

修復の程度をこの 2種の細胞間で比較するために，図 4

Aに示した 0時間の溶出分を100%とし，また非照射の

コントロールを 0%として，溶出曲線をプロットし直し

たものが図 4Bである.この図から明らかな通り L

5178Y細胞は早い修復があり，最初の DNA切断の半分

を修復するのに要する時間は約 4分(T 1/2 = 4 min)で

あった.対照的に LX830細胞は早い修復相を欠如して

おり， T 112は15分であった. 30分培養後における切断

の残存率は L5178 Y細胞で 5%程度， LX 830細胞では

25%であった.

考察

この報告で我々は野生株 L5178 Y細胞と放射線感受

性突然変異株 LX830細胞における DNA単鎖切断を調べ，

L 5178 Y細胞では LX830細胞より明らかに大きな DNA

単鎖切断が誘発される事を明らかにした(図 3).この

DNA単鎖切断が L5178 Y細胞において LX830細胞より

多い理由は明かでないが，放射線で損傷された塩基の除

去修復が L5178 Y細胞で行われ，この除去修復に伴い，

DNA単鎖切断が生じる可能性がある.それに対して LX

830細胞では，この除去修復の働きが少ないか，その修

復機構が欠失しているためと考えられる.

X線によって誘発された DNA単鎖切断は，その後の

細胞の培養によって再結合され，アルカリ溶出は小さく

なる.この切断の再結合は L5178 Y細胞の場合，短時

間で働く修復過程とゆっくり働く修復過程の二つの機構

を持っている(図 4A， B). 一方突然変異細胞 LX830 

では早い再結合の修復機構は欠除しており，遅い修復機

構のみを持っている.

アルカリ溶出法によって 2-6.5 Gy X線照射で誘発

された切断を検出したが，アルカリ蕉糖密度勾配沈降法

によって切断を検出するためには160Gyもの高い線量

が必要であった.この様な高線量照射の場合に，野生株

と突然変異株とでほぼ等しい効率で単鎖切断の修復が行

われることが調べられている. しかし生存曲線を求める

場合は，この様な高線量ではなく， 2 -6.5 Gy程度の

線量が使用されている.アルカリ溶出法で得られた結果

は，生存曲線で使用された線量と同じオーダーの線量を

用いていることに，生物学的に一層大きな意義がある.

突然変異細胞 LX830と同様に放射線感受性の例とし

て， Ataxia terangiectasia (A T，毛細血管拡張運動失調

症)の患者から分離された細胞がある.この AT細胞の

DNA単鎖切断とその修復がアルカリ溶出法によって調

べられているが， LX 830細胞の結果とは異なり，誘発

された切断量と修復の割合は AT細胞と正常ヒト細胞と

で違いはないと報告されている 6) AT細胞と LX830細

胞とでは，欠損している修復機構が異なっているものと

考えられる.

X線による DNA損傷をアルカリ分離法を使って調べ

た例では，三つの修復の過程がある事が示唆されてい

る7)修復可能な早い修復(fast-repairable)と，遅い修
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復(slow-repairable).そして修復不可能(nonrepairable)

の過程である.修復不可能な損傷は細胞致死に関連する

事が示されている.この結果は我々の今回の結果と一致

しており，野生型細胞 L5178 Yには早い修復と遅い修

復の二相の修復パターンがある.そして30分培養後でも

非照射コントロールより切断のレベルは高く， 5 %程度

の切断が残存している.それは修復不能のフラクション

に相当するものと思われる.放射線感受性突然変異株

LX 830では早い修復機構は欠除しているが，遅い修復

機構はまだ存在している.また LX830細胞の30分培養

後における切断は25%が残っており，修復速度は遅い.

このように LX830細胞は早い修復機構を欠除し，修復

速度が遅いことが放射線に高感受性である原因の一部を

なしていると考えられる.
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ブラジル産ガラナの Na，K-ATPase活性におよぼす影響*

佐藤かな子**中村ジュリア小夜子*.* *長井二三子**

牛 山 慶子**

The Effect of Guarana of Brazirian Growth on 

Na，K・ATPase Activity * 
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Keywords : Na， K-ATPアーゼ Na，F心ATPase，ガラナ Guarana，ガラナ子 GuaranaSemen 

緒言

力、ラナ(Guarana)，学名パウリニア・クパナ(p，仰 llinia

Cゆana)は，南米ブラジルのアマゾン流域を原産地とす

るムクロジ科(Sapindaceae)のつる性の低木樹である.

果実はぶどう大で10月から 11月に熟し 1本の木から約

15kg前後収穫される.その中に含まれる径約 1cm，褐色

球形のとちの実様の種子がガラナ子(GuaranaSemen)と

呼ばれる.ガラナは昔からインデイオの聞では，不老長

寿の名薬といわれており，現在でもブラジルでは偏頭痛，

胃や腸，その他の消化器管及び心臓疾患，並ぴに神経衰

弱症の治療薬として利用されている 1) ガラナ子の水性

エキス(ガラナ茶)はし好飲料としても用円られている.

日本でも昭和35年頃よりカヲナは炭酸飲料などに配合さ

れ，ガラナ飲料として発売されている.ガラナはコー

ヒーの約 3倍のカフェイン(3-4%)を含む2)ため，興

奮性飲料としての用途が広い.他の含有成分としては，

カテキン，カテコール，テオブロミン，テオフイリン，

タンニン，サボニン，油脂，糖質などがある2)

Na， K-ATPaseは動物細胞膜に存在し，細胞内外のナ

トリウムイオンとカリウムイオンの能動輸送を行う酵素

である.この酵素活性に対する薬物・毒物の作用は，細

胞膜毒性の指標として用いられている.今回，粉砕した

ガラナ子およびガラナ末の50%エタノール抽出液を調製

し，それらの Na，K-ATPase活性に及ぼす影響を調べた.

また， Na， K-ATPase活性の特異的な阻害剤であるウア

パインの作用と比較検討した.

実験方法

試料および試薬 ガラナ子(G-1 )およびガラナ末製

品(G-II )は，ブラジルサンパウロ市の薬庖で購入した.

ヨウ化ナトリウム処理イヌ腎臓 Na，K-ATPase，ウアパ

インはシグマ社， ATPはオリエンタル酵母，その他の

試薬はいづれも和光純薬社製を用いた.

エキスの調製法 G-1は粉砕して粉末にした.粉末

にした G-Iおよび G-IIを3倍量の50%エタノール2)で

3回振とうし，抽出液を凍結乾燥したものをエキスとし

た.種々の量のエキスを DMSOに溶かして， Na， K-

ATPase活性の測定に用いた.

Na， K・ATPase活性測定方法実験に供したヨウ化ナ

トリウム処理イヌ腎臓 Na，K-ATPaseのウアパイン感受

性活性は95%であった. Na， K-ATPase 2.5μg， 3 mM 

ATP， 140mM NaCl， 14mM KCl， 15mM MgC12， 0.5mM 

EDT A， 1 mM EGT A (ethyleneglycol bis (2 -amino-

ethylether)四 N，N， N'， N'ー tetraaceticacid)， 50mMイミダ

ゾール塩酸緩衝液(pH7.2)中に，ジメチルスルホキシド

(DMSO)に溶解したガラナエキス10μlを加え，全液量

500μlとして反応を開始した. 37
0

Cで15分間反応後，

遊離してきた無機リン酸を測定した3.4)

重金属の測定方法エキス4.5mgに 2mlの硝酸を加

え，常法5)により Ca2+，Cd2+， Cu2+， Pb2+および Hg2

十を測定した.

*本研究は，平成 3年度東京都海外技術研修員中村ジュリア小夜子が東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科におい

て行ったものである

**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 PU blic Hεalth 

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

ガラナエキスの Na，K幽ATPase活性に対する影響

カ、、ラナ G-Iおよび、 G-1Iエキスの Na，K.ATPase活'性

に対する影響を，エキス存在下で Na，K.ATPase 活性を

測定することにより調べた.ガラナエキスを含まない

DMSO 10μlを加えて反応した時の酵素活性値を 100%

とし，エキス量を変えた時の酵素活性の変化を図 1に示

す. G-1エキスは 1μg/mlから酵素活性を阻害し始め，

80μg/mlで完全に阻害した. G-1Iエキスは 5μg/mlか

ら阻害し始め，加えた最大エキス量500μg/mlでは，

85%の阻害率であった.図 1から求めた50%活性を阻害

するエキス量(150イ直)は， G-1が13.3μg/ml，G-1Iが

150μg/mlであり， G-1の方が約11倍低い値であった.

ウアパインの Na，K・ATPase活性阻害作用におよぼす

ガラナ (G-I) エキスの影響 Na，K.ATPase活性を

50%阻害する G-Iエキス13.3μg/ml存在下で，ウアパ

インによる活性阻害作用を調べた(図 2).ウアパインは，

その濃度の上昇に従って G-1エキスの有無にかかわら

ず酵素活性を阻害した.図 2に挿入した Hillプロット

より求めたウアパインの50%活性阻害値(Ki)および結合

定数は，エキスの有無にかかわらず同じ値を示し，それ

はウアパインの Na，K.ATPaseに対する Ki1i直および結

合定数を変えないことから，ガラナに含まれる阻害物質

の酵素への結合部位および，阻害機構はウアパインとは

異なることが示唆された.

次にガラナエキスの含有成分として知られているカ

フェイン，カテコール，カテキン，テオフィリン，テオ

ブロミンについて Na，K.ATPase活性に対する影響を検

討したが，阻害作用は認められなかった(結果，省略).

微量で Na，K.ATPase活性に影響を与える金属イオン

(Ca， Cd， Cu， Pb， Hg)7.10)は，ほとんど含んでおらず，

活性阻害の原因とは考えられなかった.今後，ガラナの

成分分析を進め， Na， K.ATPase活性阻害物質を突き止

め，阻害機構を解明する必要があると考える.また細胞

膜に対するガラナの作用を解明するためには，その他の

細胞膜酵素への作用についても検討しなければならない.

南米において，古くから，胃腸等消化器の疾患，心臓

疾患の治療薬，強壮剤または興奮性飲料等として用いら

れているガラナが，細胞内外のナトリウムイオンとカリ

ウムイオンの能動輸送を担う Na，K同ATPase活性を強く

阻害することを見出した.このことは，ガラナの作用機

構を科学的に解明するための手がかりの一つになると考

ぞれ2.8XlO-7Mと1.1であった. えられる.

ガラナエキス中の重金属重金属イオンは，微量で

Na， K.ATPase活性に影響を与えるため，ガラナ G-Iお

よび G-1Iのエキス4.5mg中に含有する重金属イオンの

量を測定した.両エキス共， Ca2+， Cd2+， Cu2+， Pb2十

は1.0μg未満で， Hg2+は0.1μg未満であった.

考察

薬用または飲料用等に用いられている方、ラナの50%エ

タノールエキス2)を調製し，イヌ腎臓 Na，K.ATPase活

性に対する作用を検討した.ガラナ種子を購入し，粉砕，

調製した G-1エキスに非常に強い Na，K.ATPase活性

阻害作用があり， G-1エキスに酵素活性を強く阻害す

る物質が含まれていることが示唆された.粉末状で購入

したガラナ末より調製した G-1Iエキスの活性阻害作用

は弱かったが， この理由としては，購入したガラナ末

(G-1I )には，ガラナ以外の物が混入していることが考

えられる.

強い阻害作用を示した G-1エキスの Na，K.ATPase 

活性阻害機構についてウアパインの作用と比較検討した.

キョウチクトウ科の梅物，ストロファンツスに含まれる

強心配糖体のウアパイン6)は細胞膜の外側から作用して，

Na， K.ATPase 活性を特異的に阻害する物質であり，本

酵素の反応機構研究のためによく使われている. G-1 

要 約

1 )ガラナ子を粉砕し， 50%エタノールで抽出しエキス

を調製した.そのエキスによる腎臓の Na，K.ATPase活

性におよぼす影響を検討し，酵素活性を強く阻害するこ

とを見い出した.

2 )方、ラナエキス中に含まれる Na，K.ATPase活性阻害

物質の酵素への結合部位および阻害機構は，本酵素の特

異的な阻害剤で、あるウアパインのそれとは異なることを

示唆した.
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ファーマコキネティクスのモデリングと解析法(第 1報)

微分方程式の数値解法と最小2乗法における

最適化法の改良

深野駿一*

Analytical Methods of Pharmacokinetics 

and its Modelings(I) 

Modifications of Numerical Solutions of Differential 

Equations and Least Squares Solutions 

SHUNICHI FUKANO * 

Keywords:薬物速度論 pharmacokinetics，最小 2乗法 leastsquares method，微分方程式の数値解法 numerical

solution of differential equations 

緒 = 
広司

毒物，薬物等の薬理あるいは毒性を知る上で，その物

質の体内動態(吸収，分布，代謝，排池)に関する知識は

不可欠である.これを知るために動物実験を行い，各臓

器中の濃度変化を求め，生物学的半減期などの体内動態

についての知識を得ている.実験については GLP基準

を設け統一的に行われつつあるが，結果を人に外挿する

時点で，無影響濃度に漠然と安全率(x100)を乗じ許容

摂取量を決めるなど，実験での厳密さが意味の少ないも

のになっている.人への外挿における用量一反応評価を

もっと厳密行う必要があり，これまでも各種の外挿式が

提案されている. しかし現在最も信頼出来るものは

ファーマコキネテイクスに基づくシミュレーションモデ

ルによる解析と思われる.シミュレーションによれば体

重，臓器重量，血流量の差異や，酵素欠損などの種差の

補正が容易に出来，より正確な評価が可能になる.

シミュレーションを行うには，その物質についての各

臓器中の真の半減期を求める必要がある.半減期を求め

るには見かけの半減期を設定し連立常微分方程式を解き，

実験値と比較してその差が大きければ見かけの半減期を

修正し，再度計算をしなおすという最適化法を行う.こ

のため連立常微分方程式を数千回以上計算することにな

り，マイコンでは莫大な時間がかかる.シミュレーショ

ンによる半減期の計算が一般化しにくい理由に微分方程

式の複雑さと最適化法の計算時間の長さに問題があった.

そこで微分方程式の解を簡易化し，プログラムを工夫

して最適化法の計算時間を大幅に短縮して，マイコンで

も充分解けるようにしたので，簡単な応用例を用いてそ

の解法を報告する.

方法

1.連立常微分方程式の数値解法の簡易化

ファーマコキネテイクスの分野では微分方程式を解く

のに Runge-Kutta-Gill法又は Gear法で解くのが一般的

である.これらの方法ではまず微分方程式を定義する必

要がある.図 lの山岡ら 1)のコンパートメントモデルを

例にすると各コンパートメントの濃度の微分方程式は

dCo 
一一止=-V m *Co/(Km +Co) -ko *Co dt . III -Vf  '~-1Il 

dC， 
ーよ=一 (kI2+k1) * C1 +k21 *C2+ V m * Co/(Km +Co) 
dt 

dC。
ーーと=-k?1*C?+k，フ*C，dt "G' . -G よt:. . ~~ 

で表すことが出来る.これらの式を Runge-Kutta-Gill法

のプログラムに入れて解くことになる.プログラムを実

行するときの式は

DA=KA(O) *G(O)/(KA(9)+G(O)) -KA(l) *G(O) 

DA=一(KA(2)+KA(4))*G(1)+KA(3)判 (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 

」一一一一一
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図1.薬物のコンパートメントモデル例

G (0);薬物の吸収部位の濃度， G (1);中枢(血液)部位

の濃度， G (2);末梢部位の濃度， k!z kz! k! koは移

行係数(速度定数)， Km' V m; Michaelis.Menten式

KA(O)ホG(O)/(KA(9)+G(O)) 

DA=-KA(3)本G(2)+KA(2)*G(l) 

となる.ただし， KA (0) = V m' KA (1) = ko， KA (2) = 

k山 KA(3)=kz!， KA(4) =k!， KA(9) =Km， G(O) =Co， 

G(1)=CJ， G(2)=Czとする.

このような簡単なコンパートメントモデルにおいても

微分方程式を定義し解いていくことは，わずらわしさが

ある.代謝調節などをモデル化するにはコンパートメン

トに相当する部分が数十もあり複雑で式が長くなり間違

え易くなる.

そこで一つの反応(図で一つの→に相当)を簡単な一つ

の式に置き換え，反応、を進めていくと極めて簡単にプロ

グラミングすることが出来る.例えば図 Iのモデルは次

のようなフ。ログラムとなる.

N=KC(O)*G(O)/(KM+G[O]) : G(O)=G(O)-N: G(l)=G(1)十N

・・・2)

・・・3)

.・・・4)

N=KC(l)*G(O) : G(O)=G(O)-N 

N=KC(2) *G(l) : G(l)=G(l)-N: G(2)=G(2)+N 

N=KC(3)串G(2): G(2)=G(2)-N: G(l)=G(l)+N 

N=KC(4)牢G(l): G(l)=G(1)-N 

1) はMichaelis.Menten式にしたがう反応を， KMは

Kmを， 2) はko，3) はk!z，4) はkz!，5) はk!の

反応をそれぞれ示している. KC(i)はKA(i)をキザミ数

(数千以上)で割った値である.すなわちコンパートメン

トの薬物量に KC(i)を乗じて，その値をその反応にあず

かるコンノfートメントに力日えるかi成じればよく， tiめて

簡単に表すことが出来る.速度定数に値を入れて本法で

解くと，図 1のモデルの濃度一時間曲線は図 2となり

Runge-K utta-Gill法と同じ結果となる.

原理は一次反応において速度定数 k，基質濃度 a，と

すれば反応速度 Vは

V=k*a 

である.xを生成物量とすれば

ル』る
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図 2.本法による図 1のモデルの解法例

(各成分の濃度変化)

Absor;吸収部位， Centr;中枢部， Perip;抹消部位

Km=l.O， Vm=2.0， ko=0.5， k!z=0.3， kz! =0.4， k!=0.5 

G(O)の初期濃度 10.0μM 

各部位共10.0がフルスケールである.
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この式をプログラム式にすると

DA(l)=KA(O) * (回一G(0，2)*G(0，1)一(KA(l)+

KA(2))牢G(0，2)

DA(2)=-KA(0) * (EO-G(0，2)) *G(O，l)+ (KA(l)牢G(0，2)

となり，更に質量保存則

ET=E+ES 

SO=S+P+ES 

の式により EとPを求める必要がある.

ただし， ET， SOはそれぞれ酵素(E)，基質(S)の初期濃

度を表す. ES， Pは酵素基質複合体(ES)，生成物(P)そ

れぞれ表す.プログラム中の KA(O)はkoを， EOはEoを，

G(0，2)， G(O，l)は ES，Sをそれぞれ表し，以下のプロ

グラムの記号も同様に微分方程式の記号にそれぞれ相当

している.

この酵素反応を本法で C言語でプログラミングする

と

43， 1992 報年研

となる.ここでムXをプログラム中の Nに置き換えれ

ば反応を進めることが出来る.ムtを小さくとると，す

なわちキザミ数を多くすると精度はあがるが計算時間は

長くなる.キザミ数の決定は，本法においても， Runge-

Kutta-Gill法においてもキザミ数を変化させて実行し，

結果が求める有効数字以内の変動幅であれば良しとする.

本法による図 1のモデルの計算時間は約0.1秒である.

(マイコンは NECPC-H98sを使用し，演算プロセッ

。サーを実装して， C言語で実行した.)演算は総て有効数

字16桁の倍精度実数型変数を使用して計算した.

次に Gear法の解法例と本法とを比較するため，江口

ら2)の2次反応を含む酵素反応例を示す.

衛京東

ムX
ーーキk*a
ムt

. .ムxキk*a*ムt

n=kc(O)匂(0)匂(1):g(O)一=n: g(l)一=n:g(2)+=n ・・1)

n=kc(l)匂(2) : g(2)一=n:g(O)+=n: g(l)+=n ・・2)

n=kc(2)匂(2) : g(2)一=n目 g(O)+=n:g(3)+=n ・・3)

(g(O)一=nはG(O)=G(O)-Nと同じ意味である.) 

h
一一七

微分方程式でこの反応を表すと

となる. 1)， 2)， 3)はそれぞれ ko，k!， k2の反応を示す.

g(O)はE，g(l)は s，g(2)はES，g(3)は P，kc(i)は速

dES 
-:~ =ko(Eo-ES) * S一(kj+k2) *ES 
dt 

dS 
一一=-ko(Eo-ES) *S+kj *ES 
dt 

(
冨
え
)
口
O
同
持
担
ロ
U
U
ロ
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20 16 12 8 4 
E S ES P 
0.1 10 0.1 . 1α 
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。
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図3.本法による酵素反応の解法例

(各成分の濃度変化)

ko k2 
E + S:;;==三 ES-一一~E+P

kl 

ko=1000， kj=100， k2=10， 

E， Sの初期濃度は Eo=O.lμM，So=10.0μM， 

E， ESは0.1が S，Pは10.0がフルスケールである.



242 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 43， 1992 

0.20 度定数をキザミ数で割った値である.実際に速度定数に

値を入れて計算した結果を図 3に示した注)このよう

に本法では微分方程式を求める必要がなく，反応にあず

かった部分(n)を反応物質から減じるか加えればよく，

極めて簡単にプログラミングすることが出来る.

注)本法で求めた結果では図 3に示すように，含まれ

る酵素のほとんどが瞬時(0.05秒以下)に ES複合体に

なっているが，江口らの結果では0.5秒ほど時間を要し

ている.江口らの Gear法のプログラムを使用すると確

かに0.5f:少ほどになるがこれはまちがえである.同じ

Gear法で解いても反応時間を20秒から 10秒に変えると

結果は異なってくる. Gear法による解法では，反応が

急に進む段階でステップを細かし，反応、が緩やかになる

と荒くするなど計算が高速化され精度を高くする工夫が

されているが，プログラムをブラックボクスと考え，結

果をそのまま信ずると解答が異なっていることもあるの

で注意が必要である.またプログラムによっては単精度

を使用していることもあり，速度定数が互いに極端に違

う場合には信頼性があるか必ずチェックする必要がある.

2.非線形最小2乗法の高速化

反応速度定数あるいは臓器の移行係数を求めるに

はi主)一般的に 1つの反応だけを取り出し各成分の濃

度変化を観察するが，煩雑なことが多い.そこで反応系

全体の各成分の濃度変化から最小 2乗法により速度定数

(移行係数)を推定する方法を試みた.求め方は適当な速

度定数(初期値)を設定し，微分方程式を解いて各成分の

濃度を求め，この濃度と実測値の濃度との差の 2乗和が

最小になるように初期値の速度定数を少しずつ修正して

いく，最小2乗法によって速度定数を推定した(最適化). 

この方法は微分方程式を数千四も反復解法するため多く

の時間を要する.また求められた最小の 2乗和は極小値

であって最小値ではない.推定する速度定数の数が多い

ほど極小値がいくつも存在し，その中から真の解答を推

定することになる. したがlって速く計算するためのプロ

グラミング上の工夫が必要である.

注)薬物の体内動態においては速度定数とは言わず，移

行係数と一般的に呼ばれている.

1 )速度定数の修正法1

速度定数の修正法は，一般的には Gauss.Newton法，

Fletcherの修正 Marquardt法， Damping Gauss.Newton 

法， Simplex法，その他各種の改良法があるようであ

る1.3) ここでは求める速度定数値を一定の筒囲内で図

4のように振り子のように振らせる方法で最適化を行い

速度定数を推定した.図 4の例は計算のアルゴリズムを

。 寸ーでL

一一

0.4567890123456789 

ハU

刊
リ

1

2

 

一
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(
N
H
)

国
O
H

-30 
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図4.極小値計算アルゴリズム

初期値0.20から始め，求める債が0.4567890123456789の

場合

説明するもので，最適値(kam)を0.4567890123456789と

して，初期値0.2，キザミ幅(st)0.5から計算を始めてこ

の最適値を求めるための変数(ka)の変動を示している.

縦軸は kaとkam聞の X211宣(x2b，kaとkamの差の 2乗

をkaで割った値)を，横軸は kaの変動値である.この

アルゴリズムは収束が速いため，振り子のように振れる

前に図のように一点に収束している.

このアルゴリズムを以下， c言語で示す.

for(j=O; j(80; j++) 1 //80固くり返す

ka+=st //キザミ幅を kaに加える

cycle(ka， x2b) / / x 2を求める

if(x2a(x2b) lka一=st;st=-st*.5;f//X2が前の値

x2aより大きい場合は kaの値を元に戻し，キザミ幅を

半分にしてキザミ方向を逆にする

//その他の場合は x2aをelse x2a = x2b; 

x2bに置き換える

初期値0.2から始めて0.7，1.2， 0.45， 0.2， 0.575， 

0.387， 0.481と順に kaが変化し， 80回目で図 4に示す

ように0.4567890123456789を求めることが出来る.一般

によく行われる方法は，キザミ幅を例えば0.1から初め

て順次計算し，次のステップで1/10にして0.01キザミに

する計算法である.この方法と計算速度を比べるために，

求める値を0.0123・・・・， 0.987・・・・など20種類について

計算したところ，本法は約 3倍速い計算速度であった.

本法で15桁まで求める時間は，精度 longdoubleを使用

した場合，約2.6msである.

2 )速度定数の修正法2

計算を進めるとキザミ幅が極端に小さくなるので，計
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図5. キザミ幅修正方法による x2減少の差

A:キザミ幅を順次1/2にしていく方法のみの場合

B:Aの方法にキザミ幅を10回毎に10倍する方法を加えた場合

(第 2報6) 図1のシミュレーションモデルの移行係数を求める計算例)
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図6. キザミ数 (x) とx2の関係

求める速度定数が12個の場合

6.4 4.6 
-15 

2.8 

-12 

x=exp(一0.4747* ln(y) +2. 714) 

の関係が得られる. したがって自動補正プログラムは

x2をxx2，キザミ数を ikt3として C言語で示すと

ikt3=exp(一log(xx2* 0.5) * 0 .4747 + 2.714);// x 2に対

応したキザ、ミ数を求める

if(ikt3<ikt2)ikt3 = ikt2; / /前回のキザミ数 ikt2よ

りikt3が小さいときには ikt2を採用する.

たなる. xx2を1/2にしているのは，キザミ数による精

度と移行係数のフレによる精度が同じでは収束しないた

めである.条件によって変わるのでいちがいに計算時間

の短縮率を示せないが， 10-3オーダーのx2を求めるの

に，キザミ数が20固から x2の値によって500固と自動的

に変わるので初めから500回に固定して計算するより相

算速度が大幅に遅くなる.これを補うために計算の途中

でキザミ幅を野牛5)の行っているように元の値に戻すと

速く収束する.これは微分方程式で求める定数が一つで

はないので，一つの定数が変わると他の定数の最適値が

大きく変わることがあるためである.野牛は修正回数

200回毎にキザミ幅を元の値 1に戻しているが，本法で

は収束が速いので， 10回毎にキザミ幅を10倍する方法を

とっている. 10回毎に10倍する方法(B)とキザミ幅を半

分にしていく方法のみの場合(A)を比較し図 5に示した.

移行係数を500回修正後， AはX2=0.68であるが，この

値に到達するのに Bでは30回修正でこの値になってお

り， 10倍以上高速になっている.

収束が良くないときは更に100-200回毎に x2値に相

関した値でキザミ幅を倍加すると有効なこともある.こ

れは一つの極小値の穴から別の極小値の穴へ移動させる

試みである.

3)キザミ数の修正方法

微分方程式を解くときにキザミ数を多くすると解の精

度が増すが，計算時間は長くなる. しかし速度定数を変

化させながら求めている聞は，X2が大きいのでキザミ

数を多くして精度を高める必要はない.そこで X2とキ

ザミ数の関係を求めて，X2が小さくなるにしたがい自

動的にキザミ数を多くするプログラムとした.X2とキ

ザミ数の関係を求めると図 6の関係が得られた.図 6は

第 2報6)図 1のモデル例で，求める移行係数が12個の場

合である. 1日のキザ、ミ数を x， X 2値を y，lnを自然

対数とすると，
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当速いことになる.またキザミ数を固定するとある値以

上の x2値は求められないが，本法ではその制約はなく

なり計算回数に応じて精度は上がることになる.

4 )その他の計算時間短縮法

① キザミ数を少なくする方法としては，投与初期(反

応初期)にはキザミ数を多くし，一定時間後，キザミ数

を数分の lにすることもある.この方法はキザミ数を少

なくしただけ計算時間は短縮される.これは一般に投与

初期(反応初期)には急激に各成分が変動するが，時間が

進むに従い変動は少なくなる性質を利用したものである.

②速度定数を求めるときに加えるキザミ幅(st)もln

に変換すると x2と直線関係にあり，キザミ数と同様自

動補正可能である.

5)最小2乗法使用上の一般的注意

数値計算法3)にも使用上の注意が示されているが，特

におちいり易い注意点を記す.

① 本法によっても Gear法， Runge-Kutta-Gill j去のいず

れの方法で求めても x2値は極小値であり，最小値では

ない.移行係数(速度定数)の初期値によっていくつもの

解答が存在する.同じコンパートメント数では求める移

行係数が多いほど極小値の数は多くなる. したがって求

められた係数が必ずしも最適値ではなく，たとえ最小伎

であっても(数学的には最適であるが)，最適値とは限ら

ない.そこで初期値を乱数で決めるか，あるいはいろい

ろな初期値から計算し，その解答の中から応用する分野

の諸条件を充分考慮して最適値を決定する必要がある.

よりよい解答を得るためには，求める係数の範囲を限定

するか，予想される初期値から計算することが望まれる.

② 本法以外の方法では特にキザミ幅の修正法によって

発散する場合もあり，キザミ幅の値を必ずチェックする

必要がある.

③ シミュレーションモデルの予測が間違っていると，

当然良い収束値は得られない.

④ 実験誤差が大きいと当然収束し難い.また測定値の

中で大きい値が誤差を大きくしているときには，実験値

に重み(w)づけをする必要がある 1，4)

実験値を Yo，計算値を Ylとすると残差平方は

(YO-Yl)2/y1W 

となり，下記のような誤差に対して補正をする必要があ

る.

w=O 測定値の誤差が絶対誤差で，値が小さいときに

信頼性が低い場合.

w=l wがOと2の中間の場合.X2値に相当する.

w=2 測定値の信頼性が値の大きさにかかわらず同じ

場合.

⑤ コンパートメントの数が一定の条件では，移行回路

を増やし求める係数を多くすれば当然 X2値は小さくな

るので，X2値が小さいからといって最適なモデルとは

限らない.そこで残差平方和(SS)と，係数(m)，測定点

の数(n)から統計的に割だした赤池の情報量基準(AIC=

n * ln(SS) +2m)がある.この値が小さいほどモデルが

最適とされ，モデルの良否の判定に用いることも出来る.

しかし生理学的モデルを使用する場合には，モデルの回

路がある程度特定されるため利用が限られる.その他参

考文献を参照されたい1，3，4)

まとめ

薬物動態モデル，代謝回路モデルなどをシミュレー

ションするには非線形微分方程式をたて，解法しなけれ

ばならないが，代謝回路などフィードパックが多くある

場合は式が複雑になり解法が困難であった.そこで lつ

の反応を

n=kc(i) *g(i) ; g(i)一=n;g(j)+=n; 

で表す簡単なプログラムにより解法出来るようにし，

般の研究者にも充分応用出来るようにした.

薬物動態における移行係数の決定，臓器一血液分配率

の決定，あるいは化学反応系における反応速度の決定に

は最小2乗法を利用出来るが，計算時聞が長く一夜かか

るなどの欠点があり，あまり普及していなかった.そこ

で最適化法のアルゴリズムとキザミ数の変更方法を改良

し，大幅に計算時間を短縮した.
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緒 = Eヨ

薬物，毒物の生体影響を知るには，その物質の生体内

動態(吸収，分布，代謝，排池)をまず解析する必要があ

る.この解析方法としてコンパートメントモデルに代わ

り，最近では生理学的シミュレーションモデルが一般的

になりつつある 1-4) これは動物実験によって得られた

結果を人に外挿していく上でより正確で，理解し易いこ

とによっている.このモデルは動物の生体に近づけるた

めに，血流によって各臓器が連結されているものとし，

各臓器の生理学的パラメータ(組織容積，組織内血流量，

組織/血液分配係数，代謝定数)によって物質が移行する

という考えに基づいている.動物種による組織容積，血

液流の差異，運動による血流量の変化，酵素阻害による

代謝速度の乱れなどを再現するのにこのモデルはそのま

ま適用でき，体内動態の予測に適している.この報告で

は，生理学的モデルの応用例を，第一報の解法手段を用

いて示し，その有効性とこれに基づく実験計画の方向性

について検討した.

解 析 法

1.生理学的シミュレーションモデル

対象物質によって生理的作用及び標的臓器が変わるた

め，異なったモデルがいろいろ考えられるが，ここでは

基本的な生理学的シミュレーションモデル(図 1)を応用

例として解析した.このモデルは 5つのコンパートメン

ト(血液，消化管，肝臓，腎及びその他の組織，脂肪組

*第 1報，東京衛研年報， 43， 239-244， 1992. 

織及び皮膚)よりなっており，経口投与された物質(ここ

では仮に PCBとする)が腸管①を経由して全身に分布す

るものとした.腸から吸収された PCBは，門脈を経て

肝臓②に入り (kaO，移行係数を示す)，肝臓に一部は蓄積

して血中に移行する (ka1). また，親油性の PCBは脂肪

と共にリンパ管を経由して血中に入る (ka2). 血液に

入った PCBは腎臓③及び脂肪組織④に移行し (ka3，

ka4)，消化管にも血流を通して分布する (ka5). 肝臓に

蓄積した PCBは，輸胆管を経て腸管に排池され(ka6)，

再吸収されて (kaO)，腸肝循環することになる.また，

腎③及ぴ脂肪④組織から血中に移行し(ka7，ka8)再循

環する.排池は消化管(ka9)，腎臓(ka10)，皮膚(kall) 

から行われるものとした.

2.分布データから移行係数の決定法

図 1のモデルについて各臓器の分配率を求めることが

必要であるが，分配率と移行係数とは一定の関係にある

ため，ここでは移行係数による生理学的モデルの解析を

試みた.動物実験より得られる結果は，一般的に各臓器

中の時間経過毎の濃度変化である.そこでこの濃度変化

から第一報の最小 2乗法5)を利用して移行係数を決定し

}た.例えば表 1のような動物実験結果が得られたものと

する注1) 図 1のモデルを第 1報で述べた簡易化法5)で

プログラミングすと以下の式になる(一般の報告では微

分方程式の定義に相当する). 

for(t= 1; t< =tm ; t十+)j / /tm( =56)日間計算

**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 

* * Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincyo 3 cyome，Sinjuku.ku，Tokyo， 169 Japan 
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kall 

図 1.生理学シミュレーションモデル例 l

表1.薬物25mg 1回投与後の臓器内濃度変化(動物実

験例)

3日後 28日後 56日後 臓器容量

μg/g μg/g μg/g g 

血 液 19.4868090 0.5968228 0.1368398 8.716 

消化管 23.7282423 0.1559760 0.0635115 16.405 

肝 臓 28.2266033 18.9519325 11. 8209526 8.159 

腎，その他 12.6913995 0.1804870 0.0385326 142.937 

間堕，皮里 60.1340926 14.2978502 2.5923613 

注)移行係数が表 2の値のときの各臓器の蓄積データを

計算で求め，実験値とした.

表 2. 図 lのモデルの移行係数値(設定値， l/h) 
ka 0 0.0005800 ka 6 0.0004600 

ka 1 0.0002500 ka 7 0.0029200 

ka 2 0.0170000 ka 8 0.0007400 

ka 3 0.0550000 ka 9 0.0444000 

ka4 0.0467000 ka10 0.0110000 

ka 5 0.0160000 ka11 0.0022500 

する

for(k= 0， k<ikt2; k+ +) I //1日をキザミ数

ikt2で計算する

n=kc[ 0 ] *g[ 1 ]; g[ 1 ]一=n; g[2]+=n; 

n=kc[ 1 ]*g[ 2]; g[ 2 ]-=n; g[ 0 ]十=n;

n=kc[ 2] *g[ 1 ]; g[ 1 ]一=n; g[O]+=n; 

n=kc[ 3] *g[ 0]; g[ 0 ]一=n; g[ 3 ]+=n; 

n=kc[ 4 ]*g[ 0]; g[ 0 ]一=n; g[ 4 ]+=n; 

n=kc[ 5 ] *g[ 0]; g[ 0 ]一=n; g[ 1 ]+=n; 

n=kc[ 6 ]*g[ 2]; g[ 2 ]-=n; g[ 1 ]+=n; 

n=kc[ 7] *g[ 3]; g[ 3 ]一=n; g[O]+=n; 

n=kc[ 8] *g[ 4]; g[ 4 ]一=n; g[O]+=n; 

表 3.表 1の実験値から第 1報の最小 2乗法により求め

た移行係数値(1 /h) 
A B A B 

kaO 0.0005774 0.0005780 ka6 0.0005103 0.0004838 

ka1 0.0001980 0.0002259 ka7 0.0014751 0.0031353 

ka2 0.0164709 0.0168445 ka8 0.0007081 0.0007624 

ka3 0.0480138 0.0573669 ka9 0..0444382 0.0440881 

ka4 0.0439870 0.0473956 ka10 0.0107778 0.0114442 

ka5 0.0135467 0.0144793 ka11 0.0022155 0.0022390 

A; kaO-ka11の初期値を総て0.001とLて求めた値.

B: 0.005以下の乱数を初期値として求めた債の一例.

移行係数修正回数500回.

表 4. 表 3のAの移行係数から求めた臓器内濃度変化

(最小 2乗法によって求めた計算)

3日後 28日後

μg/g μg/g 

血 液 19.4987842 0.5915607 

消化管 23.7307032 0.1505297 

1干 臓 28.2310066 18.9380232 

腎，その他 12.6751949 0.1874713 

脂肪，皮膚 60.1686872 14.2086244 

X 2=0.01985 (実験値と計算値間)

n = kc [ 9 ] * g[ 1 ]; g[ 1 ]一=n;

n=kc[10] *g[ 3]; g[ 3]一=n;

n=kc[l1] *g[ 4]; g[ 4]一=n;

11 

56日後

μg/g 

0.1363935 

0.0656835 

11.8250061 

0.0390909 

2.6376914 

ただし， kc[i]=ka[i] * 24/ikt2 ; ka[i]は図 1の kaO-

ka11を示す. ; ka[i]の単位は l/h

まず初期値として ka[i]の値を総て0.001として本法

の簡易化法で計算し(常法では Runge-Kutta-Gill法又は

Gear法で解く)，得られた各臓器の濃度と動物実験結果

との差の平方和を求める.この平方和が小さくなるよう

に第 1報の最小 2乗法で ka[i]を修正し，表 3，Aの移

行係数を得た.また表 3，Aの移行係数によって計算さ

れた臓器内濃度変化を図 2と表4に示した.実験値と計

算値関の x2値は0.001985と極めて小さいため表 lと表

4の濃度変化の値は実験値と計算値がほとんど一致して

いる.計算時間は約 1時間で移行係数が求まり，第 1報

の数値解法が実用に充分耐える計算方法であることを示

している.本法の最小 2乗法における移行係数の修正過

程を図 3に示した. 12個の移行係数が初期値0.001から

始めて大きく振れながら x2が極小値に近づくに従い，

一定の値に収束するのが観察される.

第一報で示したように初期値によって極小値がいくつ
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低く真の値に近いようである.しかし x2が低いからと

いって求める移行係数が真の値とは限らないので，設定

値(真の値)と求めた移行係数値(ka)間の残差平方和を

表 5に示した.この値が低いほど真の値に近い係数値が

求まったことになる.残差平方和が一番小さい

0.00000877のときの移行係数値を表3のBに示したが設

定値と極めて近い値であった.このことは本法が真の値

を求める有効な手段であることを示している.なお表 5

も存在し，求められた移行係数が真の値とは限らない.

0.001から始めた場合，表3の結果のように設定値(真の

値)に極めて近いが，実際の実験では真の値は不明であ

る.そこで他の値から始めたときの x2値を表 5に示し

た.初期値によって x2値が低い値の数千倍も高いもの

もある注2) X 2値が低いのは，初期値が0.004のときの

0.000310と，乱数で初期値を決めたときの0.000176であ

る.これらの値は初期値が0.001のときよりも x2値が
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表 5.初期値の違いによる x2値と残差平方和

初期値 x2 
残差平方和 計算時間

0.001 0.001985 0.00006461 3459 s 

0.002 0.005760 0.00014930 2230 s 

0.003 0.002010 0.00005155 3509 s 

0.004 0.000310 0.00002069 6958 s 

0.005 0.236890 0.01118711 549 s 

0.008 0.373838 0.06511038 455 s 

0.016 0.978255 1.915218 1053 s 

乱数 0.005164 0.00019740 2808 s 

乱数 0.106666 0.00822726 740 s 

乱数 0.001361 0.00004793 3819 s 

乱数 0.001079 0.00001334 3736 s 

乱数 0.000176 0.00000877 9036 s 

乱数 0.008646 0.00027202 1693 s 

移行係数修正回数500回.

0.01 ; kaO -ka11の初期値が総て0.001である(以下同

様).

乱数;0.005以下の乱数を121聞の係数値とも初期値とし

た.

残差平方和;表 2の設定値と最小 2乗法から求めた ka

値聞の残差平方和

の計算時間は係数を500田修正したときの所要時間であ

るが，X 2の値によって異なっている.これは第 1報で

述べたように x2値が下がらない場合は計算精度を上げ

ても無意味なため，キザミ数を自動的に変えているため

図4. 生理学シミュレーションモデル例 2

乳び管への脂肪の流れ(ka2 )除き，生理学モデルの常

法である肝臓への血流を入れたモデル(図 4)を例 2とし

て最小 2乗法を試みた.その結果，乱数などいろいろな

初期値から始めても x2値は31.0以上と大きく，先のモ

デルのような小さい極小値は得られなかった注) した

がって例 2のモデルは PCBの体内動態を示すモデルと

しては適当とはいえないことになる.この実験値は移行

係数の設定値から得られた仮の実験値ではあるが，実測

値に近い値を設定しており，一般的な生理学モデルでは

説明出来ない場合のあることを示している.このように

シミュレーションを利用して，自分で思考した薬物の代

である. 500-9000秒と 18倍も差があり，それだけ計算 謝モデルが間違っていないか検定することが出来る.

時間を短縮していることになる. 注)X 2分布から得られる X2j4(0.05)=23.685， X2j4 

注1)この例は，野牛のコンパートメントモデル6)で使 (0.95)=6.571の値を考慮すると x2値が23以上である

用したラット PCB投与実験例を参考にして作成した蓄 から適合しているとはいえない. 6.57以下が望ましい.

積データである.濃度値は，各臓器の移行係数が表2の • 4.臓器機能低下による見かけの半減期の変動

値のときの各臓器の蓄積データで，計算によって得られ

た仮の実験値である. したがって第一報の数値解法に

よって実験値から逆に表 2の移行係数が求まれば，この

解法手段は有効であることが証明されたことになる.

注2)X 2が高い値のときに移行係数の修正回数を多く

しても高い値の極小値に収束し，X2値を下げることが

出来ない場合が多い. したがっていろいろな初期値より

始めて計算した方が良ド結果が得られる.またどの係数

値から修正を行うかによっても当然収束状況は異なって

くる.

3.生理学的シミュレーションモデル例 2

先に述べたシミュレーションモデルでは脂肪の吸収と

してリンパの流れを考慮したが，一般的に生理学的モデ

ルではリンパの流れを考慮していない.そこで腸管から

図 1のモデルにおいて肝機能が半分に低下したものと

して，シミュレーションを試みた.機能低下の仮定とし

て，肝臓の単位組織当たりの機能が半減して移行係数が

半減したものとした. したがって kaO=0.00058/2，ka6 

=0.00046/2， ka1=0.00025/2の値を入れて同様に計算

した.機能低下の仮定として血流量が半減したとしても

同様に移行係数を1/2にすればよい.なお肝臓の機能低

下による全身の血液量は変わらないものとした.これら

の条件下で得られた臓器毎の濃度変化から，下記の式に

より見かけの半減期を計算し，図 5に正常時の，図 6に

肝機能低下時の半減期の変動を示した.

T= (t2-h)ln 2/(lnCj一1nC2)

(Tは半減期， t 1， t 2は2点の測定時間， C 1， C 2は測

定時の臓器濃度を表す.) 
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図 5. 正常時の見かけの半減期の変動

図 1のモデルと表 2の移行係数を使用した時の各臓器の半減期の変動を示した.
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図6. 肝機能が半分に低下した時の見かけの半減期の変動

図5の代謝条件で肝機能が半分に低下したと仮定し，シミュレーションした.

このモデルでは正常時の肝臓の半減期が41日と他の臓

器と比べ最も長く，この長い半減期によって他の臓器の

見かけの半減期が左右されていることが観察される.な

お肝臓固有の半減期は

Tz=ln 2/(ka6+ka1) 

によって示される.この式に表 2の移行係数値 ka6=

0.00046， kal = 0.00025を代入すると肝臓の真の半減期

は40.68日となる.野牛6)も指摘しているように，長期

J 間飼育し，排池が早ければすべての臓器の見かけの半減

期は最も長い臓器の真の半減期に収束することが観察さ

れる(図 5).この正常時の各臓器の見かけの半減期とく

らべ肝機能が低下したときの半減期は，図 6に見られる

ように大幅に長くなっている. したがって薬物の体内滞

留時間が長くなっており，この場合も最も長い肝臓の半

減期80日に収束している.

また肥満などにより脂肪容量が増した場合，脂肪組織

の真の半減期が長いと同様にその他の見かけの半減期も

影響を受けることになる.このように通常の動物実験で

観察している見かけの半減期は観察時間，臓器の病的状

態によっても大きく異なることが理解される.

5.移行係数と臓器分解係数との関係

生理学的モデルでは一般的に組織あるいは臓器の薬物

濃度(C)と臓器内毛細血管中の薬物濃度(D)とは常に平

衡であると仮定し，この比 k=C/Dをその組織の分配率

とよぴ，固有の値としてシミュレーションを行っている.

この分配率を求めるには①薬物を一定速度又は瞬時に静
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血液 Vo Co r-一一「 率を求めることが出来る.一般的に生理学的モデルでは

l この分配率，組織容量，組織血流量からシミュレーショ

脂肪 V3C3K3

図7.分配率決定のためのモデル例

ka O-ka 6 移行係数

Kj-K3 組織ー血液分配係数

VO-V3 組織容積

CO-C3 組織濃度

Qj-Q3 組織血流量

CL クリアランス

脈に注入し，濃度変化が定常状態になった後，血中と組

織濃度及び血流量から一定の式により求める.②臓器を

取り出し還流しながら分配率を求める.③組織ホモジ

ネートをつくり平衡透析法などにより物理化学的に求め

る.などの方法が一般的である.①では分配率は組織と

組織内の静脈血と濃度比であるが，動脈血濃度を代用す

ることが多い.また平衡に達する時聞が正確に把握でき

ない.②と③は組織特有の性質を調べることが出来るが

生体内と必ずしも同じではないといえる.

そこで移行係数から分配率を求める方法を試みた.先

に述べた「移行係数の決定法」に従い移行係数 kaを求

めることになるが， kaは臓器の血流量が一定のため規

制される.そこで最小 2乗法で求める値を kaと一定の

関係にある分配率にした方が良い.計算が複雑になるた

めここでは算出例として図 7の簡単なモデル7)について

述べる.内臓の分配率 kjを求めるには，内臓から静脈

に移行する薬物量に注目する.移行係数からその薬物の

絶対量を求めると Vj*Cj*kjとなり分配率から求めると

Cj *Qj/Kjである. したがって

Vj* Cj *kal=Cj *Qj/Kj 

Kj=QJi(Vj*kal) 

ここで血流量 Qj，組織容量 Vjは文献値から得られるの

で内臓の分配率 Kj を求めることが出来る.同様にして

Kz=Qz/ (V z * ka3) 

K3 = Q3/ ( V 3 * ka5 ) 

より他の組織の分配率が求められる.クレアランスは

CL=ka6*Vj*Kj 

と表すことが出来る.このようにして移行係数から分配

ンすることが多い.r 4.臓器機能低下による見かけの

半減期の変動Jの解析も分配率を基にして算出する方が

一般的であるが，先に示したように移行係数を利用しで

も同様な結果を得ることが出来る.移行係数に基づいて

計算する場合は分配率の変わりに単位容積当たりの移行

係数，すなわち移行係数率 (l/min* ml) を組織の固有

値として使用すれば良い.人に外挿するときは分配率に

基づく計算が理解され易いが，最終的に移行係数に換算

した方が式が簡単なため計算速度は速くなる.

6.実験計画とシミュレーション

薬物の毒性を知る一要素として，組織中の毒物の蓄積

状況を知ることが重要なため，組織濃度目時間曲線を示

すか，組織の見かけの半減期，あるいはクリアランスを

報告している例が多い.図 4，5で示したようにこの見

かけの半減期は時間と共に変化し，実験動物の年齢，飼

育状況により変わってくる. したがってその薬物の真の

性質を表す指標ではなく，ある実験状況下での一つの目

安に過ぎない.実験は再現性がなければならないが，見

かけの値では他の実験と比較することも困難である.筆

者も無機錫の組織半減期を文献から得ょうとしたが，報

告は多いが納得出来る値を得ることが出来なかった.従

来，組織固有の半減期を得るには，そのための実験をし

なければならず手間が大変でトあった. しかし本法で示し

た蓄積データから最小 2乗法で移行係数又は分配率を求

めればその必要はなく，実験を簡素化することが出来る.

本法で移行係数を求めるには個体内の薬物分布全体を

把握していなければならない.例えば図 1の「その他の

組織」の濃度が求められていないと本法が適用出来ない.

ところが多くの報告は個体内に含まれる薬物量を把握し

ていないものが多く以下の問題がある.①各臓器の濃度

ー時間曲線は細かく報告されているが，その他の部分に

薬物が蓄積しているか全く不明である.測定されていな

い組織に標的臓器がある可能性もあるが確認出来ない.

②測定臓器の濃度分布比(%)で報告されているものもあ

るが，一部の組織が不明であったり，たとえ全体がiP'IJ定

されていたとしても，標準臓器重量から個体内に含まれ

る薬物の絶対量を計算すると投与量と比べ矛盾する結果

となることがある.③放射性物質を使用し，投与量の%

分布表示であっても，投与部位の腹腔内又は皮下に多く

の薬物が滞留している実験では，この部分から徐々に血

中内に薬物が補給されることになり，各臓器の半減期は

真の値では有り得ない.このような場合は投与部位もー
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つの臓器と考え，この部分にある薬物の絶対量を把握す

る必要がある.以上のように投与量の何%が個体内に蓄

積しているか把握出来る報告は極めて少く，見かけ上の

値しか得られず他の報告と比較することが出来ない.ま

た薬物の動態報告は濃度で示すのではなく，組織に含ま

れる絶対量で報告すべきで，濃度で報告する場合は臓器

重量を付録として載せることが望まれる.臓器重量は薬

物投与により変化することもあり，濃度表示の場合投与

薬物の全体の動態を把握出来ず実験の信頼性もチェック

出来ない.投与量に対する組織当たり含有%で表示すれ

ば，体内滞留量が把握でき信頼性もチェック出来る.こ

の値のトータルが排池量も含め100%前後になる報告が

理想的で， 200%あるいは50%であれば信頼性が少ない

実験となる.本来実験ではこれらの値がまず測定される

が，濃度あるいは臓器含有%と換算することにより情報

量を少なくしている報告が多い.基礎データを載せた上

でグラフ化し，実験の目的に応じて説得力のある報告に

すべきである.

薬物の性質を知る上で体内蓄積の絶対量の測定が必要

であり，実験計画の際には排池物を正確に測定するか，

測定組織以外の部分を凍結粉砕あるいは溶解して含まれ

る量を知る実験を含めるべきである.また移行係数ある

いは分配率を知れば表 1の56日間の飼育データから，表

4に示した200日間の飼育データ予測が10秒以下の計算

で簡単に出来る.このシミュレーションの結果を利用し

て，薬物の定常状態になる期間を予測し今後の飼育計画

を立てることが出来る.慢性実験では長期間飼育のため

個体毎に体重が異なり，本来の目的である臓器に対する

薬物の動態を知ることが困難になるが，この補正などに

も利用出来る. 1回投与実験から，連続投与実験を予測

したり，静脈投与実験を基にして，経口投与実験の予測

が吸収率が分かれば可能である.

これらの予測がどの程度正確かは，インプットする

データにもよるが，生理学モデルの限界もある.例えば

①生体は複雑であり，単純なモデルで再現することは不

可能である.②モデルを精綴にしてもそれに対応した血

流量などの生理学データに信頼出来るものが少なく文献

によって異なっている.③最小 2乗法で得られた結果は

解が複数あるから，選んだ値は真の値ではない可能性が

ある.これらはいずれも今後解決出来る問題である.①

に対しはコンピュータの進歩を考えれば，複雑な計算も

今後高速に処理出来る.複雑なモデルにし，係数を更に

加えても結果に影響がないときには，薬物の動態にあま

り関与しないとも考えられるので，単純なモデルで代用

出来ることになる.②は血流の画像解析， MRIを利用

するなど最近血流量を容易に正確に測る技術が進歩して

おり生理学データも蓄積されていくと思われる.③につ

いては，真の値ではなくても実験値とはよく合うのであ

るから実用上問題はないともいえる.また血流量と血中

濃度が正確に得られれば，コンパートメントに流入する

薬物量は最小2乗法によらず決定出来る.このようにし

て求める係数を少なくすれば，解の数が少なくなりより

真の値が得れる.

動物実験の値は再現性が少ないと言われているが，再

現性の少ないデータは価値が少ないとも言える.この誤

差の要因を生理学的モデルを利用して解釈し，実験に基

づいてシミュレーションし，その予測に基づいて実験を

行うという互いの協力が動物実験を経済的に行うために

も，動物愛護の立場からも今後必須と思われる.

まとめ

生理学的モデルは薬物の体内動態を把握し，毒性を評

価するのに優いることが広く認められている. しかしモ

デルが提唱されて20年余りになるが多方面に利用されて

いるとは言い難い.これは組織分配係数の決定の困難さ

と，微分方程式が理解しにくい点にあると思われる.そ

こで①第 1報の微分方程式を用いない非線形モデルの解

法を利用して， 12個の移行係数を持つ生理学的モデルに

ついての解法例を示し，②組織濃度ー時間曲線から第一

報の最小2乗j去を利用し，移行係数を求め，この値から

分配率の決定法を示した.これにより体内分布の動物実

験データから組織分配率を特別な実験をすることなく求

めることが可能になり，生理学的モデルがより身近なも

のとして活用出来るものと思われる.

生理学的モデルのシミュレーション結果から①動物実

験から得られる見かけの半減期は，測定時期あるいは病

態により大きく変わり，真の半減期又は分配率を求めな

ければ意味のないことを示した.②真の半減期を知るに

は投与薬物全体の行方を把握しなければならず，実験報

告は濃度表示ではなく臓器当たりの%投与量で表すこと

が望ましいことを示した.

有害性を論ずるには用量ー反応関係を定量的に評価す

る必要があり，生理学的モデルとこれに基づくシミュ

レーションは，個体差，病的状態，種差問の外挿などを

統一的に解釈する方法として，また実験計画を立てる手

段として，今後多方面に利用されていくものと考える.
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溶液浮遊細菌に対するマイクロ波の殺菌作用，白本食品

衛生学会第61回学術講演会 (1991，5). 
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Helicobacter pyloriによる胃粘膜障害発症の機序一好
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12回食品微生物学会(1991，11). 

柳川義勢，高橋正樹，甲斐明美，楠 i享，

新垣正夫，尾畑 i告魅，稲葉美佐子，斉藤香彦，伊

藤 武，工藤泰雄:1978年・1990年の13年間に東京
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今商健一，小野澄子，五十嵐英夫，内山竹彦:
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木村昭夫，五十嵐英夫，奥住捷子，小林寛伊:
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加藤秀人，小幡文弥，成松 久，八木淳二，

今西健一，柏木 登，五十嵐英夫，内山竹彦 :T

細胞受容体Vs特異的プライマーを用いた PCR法によ

るスーパー抗原活性T細胞の Vs定量，第65回日本細

菌学会総会 (1992，3). 

厳 小傑，季 暁字，今西健一，熊沢義雄，

宮永幸実，五十嵐英夫，内山 竹彦:スーパー抗原特

性を有するブドウ球菌外毒素による T細胞サブセットの
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厳 小傑，季 暁宇，宮永幸実，今西健一，
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大国寿士，川畑俊一郎，岩永貞昭:Streptococcus 

pyogencs 18が産生する発熱性毒素の精製とその性状に

ついて，第65回日本細菌学会総会 (1992，3). 

一山 智，太田美智男，加藤延夫，五十嵐英夫:

パルスフィールド電気永動による MRSA院内感染の疫

学的研究(続報)，第65回日本細菌学会総会 (1992，3). 

高田春比古，田村正人，川畑義裕，新垣理恵子，



266 Ann目 Rep.Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 43， 1992 

五十嵐英夫，小谷 尚三:口腔レンサ球菌発熱毒素のサ 10). 

イトカイン誘導作用，第65回日本細菌学会総会(1992，

3 ). 

留目優子，水瀬 学，大国寿士，橋本安弘，

江崎孝行，五十嵐英夫，小谷尚三:川崎病患者の咽

頭並びに歯面より分離される緑色レンサ球菌の性状に関

する研究，第65回日本細菌学会総会(1992，3). 

清水裕幸，山口輝彦，上原俊男，初鹿野i告，

浅村信二，林 志直，太田建爾，関根整治，中
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M・Determination-of Anabolic Agents in Beef by 

High Performance Liquid Chromatography and 

Mass Spectrometry / Gas Chromatography. 24th 



東京衛研 年報 43，1992 269 

World Veterinary Congress (1991， 8). 

竹葉和江，村上文子，松本昌雄，中津裕之:

電気化学検出 HPLCによる牛乳中のニトロキシニール
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