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国際薬局方の試験法，規格に関する研究　（第1報）

板井．孝・信，　鈴・木郁生，　大揚琢磨，　関　島　正』昭

佐　子 茂，神谷庄造，升田 望，　石　垣　和　子

Studies　on　the　Test　Methods　and　Standards　of　Pharmacopoeia　Intemationalis．1．

　　　　Takanobu　ITAI，　Ikuo　SuzuKI，　Takuma　OBA，　Masaaki　SEKIJIMA，

　　Shigeru　SAKo，　Shδzo　KAMIYA，，Nozomi　MAsuDA　and　Yasuko　Is肌GAK1．

　　まえがき　国際薬局方（以下PIと略）はWorld　Health　Organization（世界保健機構）の薬局方委員会で編

　輯され，第1版第1巻が1951年，第2巻が1955年に刊行されている．これは各国に対して強制力を有しないが，

　各国の薬局方になるべく採り入れることを希望している．現在自国の薬局方としている国もあり，将来国際貿易．

　における規格とされる可能性もある．

　｝　1954年上記委員会より第1版改正準備のため刈米所長および板井の両委員に本報に掲げた品目について調査を

　依頼して来たのを機会にそれらのサンプルを集め，試験法および規格を検討し，主として本邦薬局方と比較した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一般的改正要望事項について

　　（1）湾解度　通則（G㎝e副Notice）の扇島各条（Mollo9路phs　on　Drug合and　Preparatio夏s）の記載により

　溶解度は当然規格の中に含まれる．このことは本邦薬局方（以下JPと略），米国薬局方（以下USPと略），英

　国薬局方（以下BPと略）と趣きを異にする．今回の試験において多くのものが溶解度の項に抵触した．若し少

　し加温溶解した後放冷して析出しないことをもって　「溶けた」と認めるのならば抵触するものはやや少くなる．

’然し上述の薬局方のように純度試験に必要なある溶媒に対する溶解度又は適状を入れ他は参考のために掲げる方

　がよいと思うし，これを強く希望する．

　　又植物油，酸葉はアルカリに「溶ける」と言う表現に“…・・．・is　soluble　in……”と書くのは“901uble”が30一’

　100partsに溶けることを意味すものと混同されるおそれがあるので“disso！ve”と言うような語を用いてはどうか

　と考える．　　　　　　　、　　　　　　　　．　　　　　　　　、　　　　　　　　　．．　’

　　（2）沸騰範囲測定装置について　一搬試験法に規定された装置は低沸点を右する液体にはよいが高沸点を直す

　る液体（例えばウソデシレン酸など）には不適当でむしろJPの方が良いと思われる．

　　（3）鯵融範囲，融点測定について　PIでは融点又は熔融範囲の測定法として，検体を入れた毛細管を加熱前

　予め温度計に付けて加熱を開始し～温度の上昇をはじめに3。／分，熔融範囲の下限より卑5。低い温度に達したとき

　特に指示のない限り1～2。／分にする．これによるときは融点の高いものは非常に長時聞を要し，且熱に不安定な

　ものなどは低く熔融分解する危険さえある．この加熱方法の違い，および熔融範囲と融点の区別を無視して他の

　薬局方の数値と同じく規定したものがあり，それらに抵触した場合を観察したこともある．故に予めある点まで

　加熱した後に浸す方法の方がよいと考える，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　薬品各条について

　　今回の試験には内外の製品を問わずなるべく代表的なもの5検体以上集めることを要望されたが，あるものは

　その数に達しなかった．検体はなるべく市販のため包装されたものをメーカP各杜より提供して頂いた，この際

　厚く感謝の意を表する．

　　次に各医薬品につき間題のあった試験項目と実測値のみを記す．薬品名の右肩の寧は第2巻収載品を示す．

　　（リ　スルファミン類（鈴木担当）　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　（a）　Sulfadiazinum

　　性状検体全部が白色結晶であったので，PIr淡紅色」・は削除した方がよい．、溶解度PI，　Jp，USP，B－

　Pとも大体「95勿アルコールにわずかに溶ける」とあるが実際は全検体が「ほとんど溶けない」．熔融範囲次表

　のように251卍255。であったので252’｝256。を要求したい．・

．乙
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2 衛生　試験所報　告 第74号　（昭和31年）

1 A， 1 B C ・D E

　熔畿囲　　254－2570　　　　　253～254．50　　　　　　253＿2550　　　　251削253．50　　　　254ハプ2550　　　　254｛げ2550

　乾燥減量　0，『％＞　　　　　　　0．13　　　　　　0∫01　　　　　0．01　　　　0．01　　　　　　0

　定量＞99．0％　　’100．16　 100．0　100．19　100．1　99．82
　（b）　Sulfadiazinum　Natricu皿

　本心はわが公定書に未収載であるし，単体で発売されるものでもないから試験の結果は良くなかった．すなわ

ち確認試験のA項の遊離させたスルファジアジンの熔融範囲，乾燥減量に不適ぞあった前者に251｛）256。位に訂

正すべきであると思われる．

A B i C

確認試験　A．252～256。

1乾燥減量　0．5％〉

定　　量　＞99．0％

249～250。

　　1．09

　　99．59

249－250。

　　0．06

　　99。52

250～252。

　　0．12

　　99，55

　（c）　Sulfaguanidum’

　溶解度　PI，　JP，　USP，　BPともに同じであるが何れの検体も：水約2000分に溶け，90％アルコール：又は

アセトン1こ溶け難かった．叉稀誌面には溶けやすいとあるが，稀塩酸を用いれば塩酸塩を析出する．然し3％塩

’酸kは溶けるので，酸の種類，濃度を定めることが望ましい．溶状　PI，JPは同じであるが塩酸の濃度が両

者でちがうのでPIでは塩酸8cc及び水2ccを用いるよう改めるべきである．

1』

A 1 B 1 C D ，E

熔融細1ｹ∬羅乾鰍）

乾燥減量　6。0～8．0％’

長門残留物　0．1％〉

定　　量　＞99．0％

190．5－191．5

7．69

0．01

99．99．

191．5〃192

7．84

0。02

100．06

コ．91－191．5

7．91

0．02

100．17

191～191．5

7．14

0．03

99．99

191．5川192

7．89．

0。03

100．26

〈d）　Slilfamerazinum

確認試験（B）における昇華物の融点は実測値より見て153～160。（JP）に改正すべきである。塩化物　検液を作

るときに加える硝酸1m1は硝酸3ccを用いないと溶けなかった．』

1 A B C D　、1．・

もし．

確認試験　（B）153＿1570r

熔融範囲　234～238。，，・・

，乾燥滅：量，0．5％〉

・熱灼残留物，0・1％〉

定量＞99．0％

158ハノ158．5・

．235．5～236

　　　0．04

　　　0．01

　　100．14

159内げ159．5

235．5＿236．5

　　　0．03

　　　0．01

　　100．32

＝158～159．5

235．5～236

　　　0．16

　　　0．03

　　99．96、

158．5～159・

235ん235．5

　　　0．03

　　　0．01

　　100．ユ9

159〃159．5

235．5～236．5

　　「・0．02．

　　　0．02　　、

　　100．15

　硫酸塩上と同．じく塩酸7㏄を要した．酸性度　PIは0・1N水酸化ナトリウム0・1m1以下と規定している

が実測値は045～ρ・2ccであった．　USPも0．5π11以下を規宗しているので，少くも02卑1以下に改正を要求

すべきである，

　（e）SuHlameraziaum　Natricum　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　本邦公定書に収載されていない．検体もわずか1つだけであ？たQでよく判らないが，．乾燥減量6・02％（P

I2．5％〉）もあった，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　』　1　　　竃　　』｝

　（f）Sulfanilamidum
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド
‘r ｫ状「白色結晶叉は白色結晶性粉末又は一粒」と記されτいるが本邦製晶は皆結晶であった．結晶を零くすり

マぶして講験を行う彰夢力1ある．そうでない．と極めて溶けに「くい．乾燥減量．PI．「：LO％以下」とあるが0・5躬

以下と改正すべきである．　　　　　　　　　　　．　．．．　　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
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A 1 B C 1 「D E

熔融範囲　　164．5～166．50

乾燥減量　1．0％〉

熱沙残留物　0ユ劣〉

定　　量　＞99．0％

165．5～166

　　　0．3

　　　0．06

　　　98．6

165．5一工66．5

　　　　0．3

　　　0．05

　　　98．6

165，5～166．5

　　　　0．3

　　　0．03

　　　99．9

165。5〃166．5

　　　　0．3

　　　0．04

　　　99．6

165．5κ166．5

　　　　0．1

　　　0．03

　　　100．1

　（g）　Sulfathi証zolum　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　、

　溶解度　「稀鉱酸，水酸化アルカリ液，炭酸アルカリ液に溶けやすい」とあるが規格としては毬類，濃度を規

定すべきではあるまいか．塩化物　検液を作るためには硝酸3m1が必要である．もしこれでも溶けないときは加

温溶解せしめて室温にまで冷却する。　硫酸塩　同じように塩酸3ccが必要であった．熱灼残留物　PIは0・05

％以下で検体はこれに適合するが，PIの他のスルファ剤の熱灼残留物はすべて0．1％以下であるから，これも0・

1％以下と改正すべきである．

i A B C i D
熔蘭囲珈一・腔　！
　乾田桑減量　　0．5％〉　　　　　　　　｝

　（h）Sulfathiazo1ロ毎Natricum

　本邦公定書に収載されておらず，

塩からい∫　確認試験

200．5酎201

　　　0．06

　　　0．03

　　100．05

201．5～202

　　　0．04

　　　0．04

　　100．74

200．5～201

　　　0．06

　　　0．03

　　100．01

200～200．5

　　　0．11

　　　0．02

　　100．19

　　　　　　　　　　　　　　　　検体も1っだけしがなかった．性状　昧は「ほとんど無味」とあるが，やや，

　　　　　　　　　　（A）の遊離したスルラァチア1ゾールの熔融範囲が200～203。とあるが，これはむしろ199～

204Qとすべきであると考える．実測値は199．5削200。であった．乾燥減量は結晶水の数によって2つの範囲（ZO’

～11，9；22・0’》27・0％）が定められているが，実測値は3・77％であり・定量は99・53％であった．

　Gi）右四酸類

　（a）Acidum　Acetylsali（写1i◎ロm（神谷）

　溶解度　PI，BPには300分の水に，　USPは約300分の水に溶けるとあるが，　JPのように「溶け難い」

と表現する方がよいと思う．　燈融範囲分解を伴うので純度試験に入れない方がよいが，これはBPの試験法

を採用したと思われる．然し，BPはPIと加熱の速度を異にしているのにBPと同じ範囲を採った点に原因が

あるよう．である．範囲を136～139。（分解）と改正すべきである．

A i B C D E

熔融範囲136～138。（分解）

熱灼残留物0．1％〉

定　　量　＞99・5％

136．5～13go（〃）

　　　≠0

　　99、8

（b）．Acidum　A血in・旧cetic・m・

136紺137（〃）

　　≠0
　　99．7

（大場）

137．5～139（〃）

　　　〒ま0

　　99．8

136．5～138（〃）

　　　≠0

　　100．0

B

O．05％

　　0
101．7

137～139（〃）

　　0，04

　　99．9

乾燥減量　0・2％〉

熱灼残留物　0．1％〉

定量＞98．5劣

（c）　Acid㎝Asoorbicum

溶解度

A

　≠0

　　0
【100。5

．JP，　BPになく，USPは試薬として収

載している．溶解度水6分を用いないと

溶けなかった．又ethanol　R．の濃度の記

載がない．

　　　　　水4分でないと溶けない．（P13．5分，

分でないと溶けない（PI約20分，

を行うが中和後直ちに滴定しないと低い値が出やすい．

ド滴定法を行うが，この：方がよい値を得バラツキが少いので酸性に改正すべきである．

えて行ったものである．

（石垣）

　　　　　　　Jp，　USP約3分，　BP溶けやすい）叉95％アルコール50

JP，　USP約30分，　BP溶け：る）　定量法　PIは中和後ヨード滴定法

　　　　　　　　　J’Pはメタ燐酸（BP，　USPは硫酸）で酸性としてヨー

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　次表の価はメタ燐酸を加

ノ
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A B C D 1 E
熔鵬芭囲　　191一】940　、

比旋光度（水）＋22ダ＋23。（20。）

〃　（メタノーノレ）十50－510（200）．

乾燥寸寸　0．4％〉

二二残留物0・1％〉

定 量＞98．0％

．・9・1

十22

十50。

0．01

0．05

98．81

．　192

　十22

十50。

　0．02

　0．04

98．76

　192

十22

十50。

0．05

0．05

98．60

．191卜

＋刎
、十50。．

　0．05

　0．02

98．58

　191

十22

十50。

0．04

0．02

98．92

．（d）Acidum　B餌zoicu川　　　（佐子）

BPによく似てい矯．　溶解度　「ρ、1は水引350分に溶ける（Jp・USF275分・BP・350分（20。）」．とあ

るが，． 妺ｷでふりまぜて溶かすとぎは，水圏500分を要する．然し水350分と検体1分を加温溶解後常温に放置す

ると析出しない6

A B C

熔融範囲　　121～122。．

夢魔残留物0．05％〉

定量＞9＆5％’
　（e）．Acidum　Lacticum＊

　BPに近く，USP・

の方がよいと思う（USP，

・（神谷）

123～＝12385

　　　0．b1

　　100，0

123二》123．5

　　　0．01

　　　99．9

123～123．50

　　　0。02

　　　99．7

　　　　　　　　　　Jpはこれと異る．．純度試験“various　sugarゴと言う記載はBρρ．‘1翠e中clng　Sugaf’

　　　　　　　　　　　　　Jp糖類）・．含量継が『耳・B．P．館C・H・0・と、レて87・r・イw鯛上・．USP・

恥滴79P％である・本撫す禰実測値から見ても85即％の方がよし・と思われる・

1．』

A． ．B 1 C ．1

P

密度　　条勺　1。20．

塩　　化　　物

忘口吟’留物
定量：C3H603＞87．5％

　』1．212．

不　適

　　≠0
　90．09

適

1．216．．

　0．02．．

L90．38

　　1．204

不　適

　．：0．04

，　　83．62．

適

i．208

0．05

86．92

（f）＝Acidum　N至。・価cum．．（関島）

　USPジJPと同じである・1検体しかなかったがその締果三次ρようである・　渚解度　PI水約70分・’J

P60分であるが，実際は溶け難い．　PI，　JP，USPとも熱湯に溶けやすいとあるが，実際は「溶け．る」程度

であった．PI95％アルコール100分（USP，　JPにない）に溶けるとあるが，実際は．「溶け難い」●熱灼残

燭P1α05％以下．（USP・Jpα1箔以下）で醗鍋沸1％がよ・’隅5・騨瑚郷・5～23暇P
I234V237。）・定鞭臓9％であった・、　　，　　　　　．　’、．
（9） A・id・m　Un“㏄y乳・・i㎝m・　（神谷）

　USP，　JNFEにある。確認試験（B）のウンデシレン酸アニリドを再結晶するとき，　PIはベンゼンを用

いているが，これはUSP，　JNF皿のように70％アルコールを溶媒とし，且活性炭を用いで再結晶する方が早

’く精製品を得られる「‘・Other　fatty　acids’，はむしろ“fatty　substance’，又1よ“Neutral　fat，，の方がよいように思

う．’又この濁度をJP藺度試験に準じて比較したときの9・0斗N塩酸の偶数を次表中に記入しておζ・今回の検体

は何れかの点で不適になったがジこれは本邦に今まで公定規格がなかったためであろう．　．．・

A 1 B i C

確認試験（B）Annide　66－68。

沸騰範囲　　268卍280。

凝固点　　　約22q

屈折率（25。）1・4475－1，4485

ヨrド価　　131＿13＄

仙　　の　脂　．肪　酸

　　66～67。5

　・276～280

　　　、孕0・9

　　　1．4479

　　　　137
不適（0・9cc）

66（，67．5

　　捌
　　29．0

　1．4478．

不適． i0．7㏄）

　　　66ん67．5

228－265（分解）

　　　固化せず

　　　　1．4534

不適．（1・3cc）

〆
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A
・｝

B C

水　　溶　　性．．酸1．．・　　適　　　　　　適．　　　　　0・5cc
熱灼残留物　 0・1％〉　　　　　　≠0　　　　　　≠0　　　　　　≠0
定　量95．O－108．0％　　　93．8　　　　94．5　　　　98．5
　（iii）有機酸ナトリウム塩類　　　　　　・　　’　　■　　　　㌧1’

　（a）Natrii　Citras　　（佐子）　　』　　　　　　’噛一’一

　USPに近いと思われるが違う点もある．結晶水2分子のものの他，、．PIはUSP，　BP，．JPの何れにもな

い5】／2分子の結晶水を右するものをも規定している．　溶解度　PI，USP；’JPとも沸湯0．6分に溶ける

とあるが0．8分目ないと溶けない．又95％アルコールには溶けない．（USP，　Jp，　BP）今回の検体はその

他の項にも抵触した．（重金属限度，乾燥減量はJPに同じ，塩化物硫酸呈色物はJPにない）’

i A ．B 1 C

重金属　．　　10P・P・m以下

鉛　　1．’　10P．P．m以下・

塩．1化　　物

酒石酸および硫酸呈色物　し

乾燥減量10｛’13％又は25．0川30．0％

定量　　＞99・0％　
「

（b）　Natrii　Para－amino　Salicylas＊

USP，　BP，

　適
　’適

　適・

黄　　福

　12．30

　　99．4

（升田）’

不　　適

不　　適

　周
防　　1福圏

　22．70

　　99．3

　適
　．適

不　　適

黄　　褐「』

　23．27

　　99．1

　　　　　　　　JNF狂≧も皆異っている．又，．PI，USP，はパラアミノサリチル酸を収載している．性

状「白色又は微に着色した粉末又は結晶性粉末」を　「白色又はほとんど白色結晶……」に改正することは本邦の

現状より当鉢のことと思われる・重金属・はJNF皿20P・P・m・に対してPI10P・P・血・であるが検体は全部適

合した．又遊離パラアミノサリチル酸の項は本邦にないが，これも適であった．砒素の限度がないが5p．p．m．程

度に入れるべきであると思う．

A一 B C 1 D E

確認試験熔融範囲121～124。

3アミノフェノール（LOO39＞

乾燥減量　　　15・5’》18．0％

定量　99ル102．0％’

122．50～123．5

　　　0．0003

　　　　17．06

　　　　99．47．

121配122

　0．OGO4

　17，09

　99．10．

122｛♂123

　0．0004

　16．89

　100．34

121～122．5

　　0．0005

　　17．06

　　99．29

121．5～122．5

　　　0．0003

　　　16．99

　　　99．20

　（c）Natrii・Sa∬Cyias∫．　（神谷）

　USP，　BP，　JP・ともに異ってい：る．・全検体ともに適であったが，、確認試験Bの遊離サリチル酸の融点は

157－161。の方がよいようセこ思われる．．定量法はP・1は臭素法を用いているが「ふりまぜ」その他の条件に左右

されて低い値が出やすい．USP，　JP，　BP，のように酸で滴定する方がよい．表の定量値は高山定法によっ

たものである．

A i B 1 ．C D 1 E

乾燥減量　0。5％〉
定　　　　　量　　＞99．4％

0．14

ユ00．1

0．35

99．6

0．16

99．9

0．06

100．2

0．13

1g9．5．

　（iv）有機酸アミド類

　（a）Nicethamidum　　　（関島）　　　　　　　　　　　　　　　　　L．’”　　，

　Jpではアミノコルヂンと言う．　PIはUSP，　BP，　Jpの何れとも同一でない．　確認試験はニコチン酸

の部分のみ確認し・ジエチルアミンの反応がない．又，ニコまン酸の融点を正条に234’一237。と規定してあるの

に235－240。とあるのはおかしく；233～237。・’がいいと思う．’1PIは凝固点22州24。（Jp融点20～25。性状の項）

屈折率（Jpにない〉密度11061一ゴ065（Jp比重1。058～1．066性状め項）等があるが，これ等の項に不適でも

，
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定量98％以上に合格するものがあった．今後検討する積りである．又・Free　acid　and　free　diethylamine”の項

に検液量の記載が落ちている．定量法では検体を予め硫酸と2時間加熱して加水分解しているが，JPのように

この操作はなくてよい．又0．1N塩酸に対応するニケサマイドの量は0・01782の方が正しい．

A B

凝固点　22－24。
屈折率　（20。）1．525κ1．526

有機性不純物鮮：黄色以下
熱灼残留物　　α1％〉

「定　　　量：　＞98％

固化しない　　　固化しない

　　　1．523　　　　　　　　　　1．517

微　　　　黄　　微　　　　黄

　　　謁：1馴　號

（b）Ni◎otinamidum　　　（関島）

JPとほとんど同一で，硫酸呈色物の項がない．

A B C

熔融範囲　128～1310
乾燥減量　0・1％〉

定量＞98。5％

128～129．5

　　　0．06

　　　99．0

128’｝129。7．

　　　0．09

　　　98．7

128細129

　　0．04
　　　　　　＼　．98．6

　（V）　エステル類

　（a）Aethylis　Aminobenzoas　　（石塩）

　BPに近い，溶解度　水にきわめて溶け難い（JP約2500分）とあるが実際ほとんど溶けない．又，オリーブ

油約35分に溶ける（JP3b～35分）とあるが実際約40分である．流動パラフィンにきわめて溶け難く，稀鉱酸

にも溶け難い．この際酸の種類にもよるので，この2つの記載には溶解度の程度をあらわす“soluble”と混同され

るより“dissolve”（USpXlV）と書いた方がよいと思う．

A B
｛

C

熔　融　範　囲

乾　燥　減　量

熱灼残留物

88＿goo

1・0％＞

0・1％〉

88～90

0．029

　0．08

88～89

　0．03

　　0

88～89

　0．03

　0．01

　（b）Benzylls　Benzoas　　（大場）

　USP，　BP，　JNF江ともにきわめて似ている．溶解度水グリセリンに「溶けない」（JNF　D確認試

験（A）のacolourless，　dly　1至quidのcolourlessは除いた方がよい．又この際沸点を測定しなくてもよいと思う・

　凝固点一固化しなかったが，検体が1つしかなかったのではっきりと言えない．沸点（測定値2030）非常に高い

のでPIの沸点測定装置では分解を起す．遊離酸0．1N　NaOH　O．2ml，．以下（JpO。5m1以下，　USPO・3ml

以下）であるが，検体は適であった．その他密度1・116（18。），屈折率1・569（20。），熱灼残留物0・005％，定量

99・8％であった．　　　　　　．　　　　．　．　　　　、　・，

　（c）Buthacaini　sulfas　　（大場）

　USP、　Jpになく・国産品もなく・検体1つは外国品であった．熔融範囲100・5－102・7。・熱灼残留物0・07％

　（d）　Butylis　aminobenzoas．　　　（石垣）

　US2，　JPになく，国産品もない．　溶解度　水にはほとんど溶けない．稀鉱酸，植物油，流動パララインに．

“soluble”と言うのは前述のように“dissolve”の意味に解釈する．外国品を検体としたが．熔融範囲57－59。，

熱灼残留物α13％．

　（e）　Procaini　Hydrochloridum．　　　（大場）

　USP（JP）BPと細部が異る．溶解度エーテルにはほとんど溶けない（JPと同じ）．クロロホルムには

きわめて溶け難い（PI，　JP溶け難い）．確認試験（A）で遊離塩基は結晶化せず冷却しても油のままであ？た．

検討するつもりである．（D）硫酸々性過マンガン酸カリウムを加えるとき2分後無色になると書かれてあるのは

淡黄色が残るから，「紫色が消える」（USP，　JP）の方がよい．　液性は単に液性を見るより，　US’P，　BP，
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Jpのように酸性度を見る方がよい．又熔融範囲の実測値は154～158。でJpに一致している．定量法はBPに

あるのみであるが，検討した結果用うべき方法であるζとを知った．

A i B 1 ．C 1 D

熔融範囲

熱灼残留物

153ん157。

0・1驚〉

154～156

0．03

ユ54ん・157．5

0

155～158

0

154～157‘

0

　（f）Tetracaini　Hydrochloridum　　　（大場）

・ほ・とんどUSPに一致する．　B　PはAmethocaine　hydrochlorideと言う．　溶解度　USP，　B　Pの“very

soluble”よりPIの約8分の水に溶けるの方がよい．確認試験（A）の“dry　at　80。，，は“dry　at　80。　for　2

ho町s”の方がはっきりする．検体が1つしかなかったが，実測値は確認試験（A）硫シアン酸塩の融点131～132。，

、熔融範囲149．5～150。，乾燥減量0．11％，熱灼残留物0．02％，定量100．4％であった．1確認試験（B）はUS

P，BPにない．塩酸プロカインとは熔融範囲でも区別されるので，これを入れるならば，むしろ純度試験の項

とし，4位のアルキル化されない化合物の混入をおさえるべきではなかろうか．

　（9）Ur6thanum＊　　（大場）

　BPが骨子となりUSPが加昧されている．　溶解度　グリセリンには溶ける程度（PI溶けやすい，　JP約3

分）．植物油にわずかに溶けるとなっているが，オリーブ油には溶け難い（JP約35分）．熱灼残留物は4局方よ

しりきびしく吐05男以下であるが，検体は全部0であった．

i A B C D

熔融範囲

熱灼残留物

48～50。

0．05％〉

49．5～50．5

0

48．0－49．0

0

48．0－50．0

0

48．0～50．0

0

　（vi）　4級アンモニウム塩

　（a）　Acetylcholinii　chloridum　　　　（関島）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！

　USPの試薬の項およびJNF正にあるが，　PIには重金属，鉛，砒素，遊離酸，トリメチルアミン，乾燥激

量を有しており，乾燥減量において全部抵触した．2％位に希望したい．確認試験（B）中ピクリン酸塩が沈澱し

ない，熔融範囲の測定は本品が非常に吸湿性で測定困難である，その国の気候にもよると思うが毛細管中につめ

て乾燥後（USP），105。減圧（乾燥五酸化燐）毛細管を熔閉して融点を測定する（JNF∬）ことの何れか

を規定する方がよいと思う．熱血残留物0．1％以下（JNF∬0．2％以下）

，’

熔融範囲

乾燥減量

熟灼残留物

定　　量

A 1 B

。一150。（110。に乾燥後） 約150。 約150。

5％〉 constにならない 同　　左

．1％〉 0．05
一

0－102％ 99．89 99．18

　（b）Cholinii　chloridum　　　（関島）

　USP試薬の項にあるのみである．確認試験（A）の過マンガン酸カリウムは不用である．（B）の無水燐タン

グステン酸の比が89．7餐にならなかった．この数字は理論値であるが，確認試験にこんなに精密な必要はないよ

うに思う．乾燥減量は0．5％と規定されているが1．0％以下が望ましい．

㌔騨’

i A B D

確認試験（B）無水燐タングステン酸約89．7％

融　　　　点　乾燥二丁240。（分解）

乾燥減量0・5％〉
熱灼残留物0・2％〉

88．2

．0．75

≠0

87．0；87．2

　　1．74

　　苧ま0

　　　86．8

2350（分解）

　　　0．08

　言

・、ｶ

．／』
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A B C

　定量N＞9．84彫　」　・9・留　9・94　9．97
　　　　　　　　　　　C1＞24．89％　　　　　　　　　　　　　　　　　　24．5　　　　　　　24．5　　　　　　　25．15

　以上の研究に御教示を賜った刈米所長にお礼申上げる．本研究の費用の1部は昭和29年度厚生科学研究費を当

て検体はメーカー各位（多数のため省略させ丁頂く）の寄贈に仰いだ，ここに厚く謝意を表する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　　　　括

　｛1｝溶解度を規格よりはずして参考事項にすることを強く要望したい．又熔融範囲，融点の測定法を改正する

こと，沸騰範囲の測定装置を改めるか又は高沸点を持つた液体に適用しないこととしたい．1．

　②　確認試験の項で数個所改めた方がいいと思われることを挙げた．

　（3）熔融範囲，回状，酸性度，乾燥減量，1熱灼残留物の限度，又は試薬の量など改むべきもの，．又は改正希望

を述べた．　一．　　．　、．　．　．　、　．　　．．．・．1
　㈲　定量法中改正すべきであると思われるものが2種あった．、．：．

　㈲　検体申殊に不適の多かったもの3極があった．

　　　　　h

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s卿㎜勘　．．　1．．．．．’

　On　the　request　of　Pha㎜acopoeia　Committe　in　World　Heψh　Organization，　we量nvestigated　the　allotted

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ即・n・9・aph・m・nti・n・d　in　thi・・ep鴫・・mpa・ing　th・m　with・・r・wn　ph・㎝・。・P・eia　and・th・・s・Th・

samples．． ?盾秩@tests　were　gathered　from　manufact町ers　and　importers　in　our◎ountries，　they　were

gellerally．　products． 垂≠モ汲?п@fqr寧ale　with　aξew　e）「ception．　T与e　results　of　exa皿inations　are　as　follows：

　ω　Generally・solubility　should　be　removed　from　requir舜ments　and　be　described　a『reference　d琴ta・

②・tseem…b・b・tt・・t・reマi・e　th6　P・ρced・・e・f　d・・ermi・・ti・・。f　m・1・i・g一画・・m・1・i・g－ra…

・・肩・iti・h．・・U・it・d　S捻t・5．Ph・・mac・p・ei・・b・・ause　th…e・f　Ph・・m・。・P。・i・Inter舩ti・訟1i・need・

much　time　an舜sample　may　decompose・

（・）The　ap幽・・f・・d・t・㎜i・・ti…fb・iliρ9一盟…i・i…n・・ni・・ゆ・h－mp1・whi・h　b・ni・解

P9㎞t　is　hig寿・

・ωSome　figur撃in　the　items　of　melting－ra㎎e，　completene舘of　solution，　acidity，10ss　on　dryi㎎and

r3＄idμe　qn　ignition　are　desi甲ble　to　bp　r♀vised・

　（5）・Revisement　is　desirable　for　the、assay　methods　of“Natrii　Salicyl昇s”and．“Acidum　Ascorbicum’㌔

＼

｝．’．

Received　Febru白ry　29，1956

・『．’

ボ

識

、
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非水溶液滴定による医薬品の定量（第13報）＊

氷酢酸を溶媒ごするキニーネ類の滴定だその塩基性について料

’

鹿　　島 哲

Titration　of　Drugs　and　Chemicals　in　Nonaqueous　Solutions．　X皿．

　　　　Tit撒tion　of　Cinchona　Alkaloids　and　The虻Salts，

　　　　and　Their　Basicities　in　Anhydrous　Acetic　Acid

　　　　　　　　　　　　　F
　　　　　　　　　　　　　Tetsu　I（AsHIMA

1

　まえがき　非水溶液滴定法はすでに昨年末から米国薬局方15）に採用され，また一般に広く用いられ始めた・し

かしそれぞれの医薬品について定量できるというだけでまだ十分な検討がなされていないのが現状である4）・また

キニーネ類は初めクロロホルム申で塩酸によりエ6），ついで氷酢酸申で過塩素酸を用いて滴定2）されているが・指

示薬によっては精度よく定量することが難かしいので研究の余地が多い．そこでシンコ診ン，シソコニジソ，キ

ニジン，キニーネ及びエチル炭酸キニーネ並びにそれらの塩を氷酢酸中で呼塩索酸で滴定し，ガラスー甘禾電極

を用いて得られた滴定曲線により，それらの測定精度や塩基性などについて検討した．

　実験材料　氷酢酸13）ゴー級品に無水クロム酸0・5％程度加え，共通磨り合せの蒸留装置にヘンペル型の蒸留塔

をつけ塩化カルシウムで防湿して徐々に蒸留し116。以上の留分をとり，氷室中で再結晶し，1ついで無水酢酸2～

3％を加えて再蒸留し118。の留分を用いる．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　禽■　その他の無水酢酸，過塩素酸，フタル酸永素カリウム，酢酸第2水銀及び過塩素酸標準液などは前報りに示し

た通りである．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　と

　塩酸シシコニン，CIgH220N2・HC1・2H20，特級試薬，白色結晶性粉末，〔α〕｝｝＋175。（H20・C＝1）・

〔の2＝＋205。（C2H50H，　C＝1），4200で4時間以上乾燥．　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘’

硫酸シンコニジン，（C、、H，，ON，）。・H，SO、・3H、0，最純試薬，白色絹糸様光沢の針状晶，・〔・〕多一125。

（C2H50H，　C＝1），120。で4時間以上乾燥．

　硫酸キニジソ，（C20H2402N2）2・H2SO4・2H20，　r試薬，白色絹糸様光沢の針状晶，〔α〕｝；＝＋223。（C2H50H・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
C＝1）・120。で4時間以上乾燥．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　三
　塩酸キニPネ，C20H2402N2・HC！・2H2α局方品，白色絹糸様針状晶，〔の9＝一175。（C2H50H・C＝1）・　　’｝

120。で4時間以上乾燥．

　硫酸キニーネ，（CゴoHg402N2）2・H2SO4・2H20，局方品，白色結晶性粉末，〔a〕｝1＝一118。（H20・C＝1）・

〔α〕｝；＝一158。（C2H50H，　C＝1），105。で4時間以上乾燥．

　重硫酸キニーネ，C20H2402N2・H2SO4・7H20，試薬を水から再結晶，白色結晶性粉末，　r〔の笠ニー168。（H20・

C＝1），〔α〕｝；＝一146。（C2H50H，　C＝1），120。で4時間以上乾燥．

　エチル炭酸ギ昌一ネ，C2H5CO2．・C20H2302N2，・局方品，やわらかい白色針状晶，〔α〕蓉＝一52。（C2　H50H・　　、

C二1），mp　89～90。，デシケータ（硫酸）で24時間以上乾燥．

　シン．コ、ニン，CIgH220N2・、塩酸シンコニン59を20％エタノール200ccに加温して溶かし・濾過してから当

量より僅か過剰のアンモニア水を加え，生じた沈澱を水でよく洗い乾燥する，白色結晶性粉末，　〔α〕豊富＋230。

（C2H50H，　C＝1），デシヶPタ（硫酸）で48時間以上乾燥．

　シソコニジン’，CIgH220N2，硫酸シンコニジソ59を20％エタノール200㏄に加温して溶かし，，1戸過してか

ら僅かに過剰の炭酸ナトリウム液を加え，生じた沈澱を水でよく洗い乾燥する，白色結晶性粉末，〔α〕醤＝一128。

（C2H50H，　C＝1），デシデータ（硫酸）で48時間以上乾燥．・

　キニジン，C20H2402N2・2．5H20，硫酸キニジソ29を20％エタノール100㏄に加温して溶かし・潭過して
「から僅かに遍剰の炭酸ナトリウム液を加え，生じた沈澱を水でよく洗い乾燥，白色結晶性粉末，〔のi；＝＋259。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　＊　　第12報，　鹿島：　　本誌　　73，　103　（1955）。

　　曇＊　第75回日本薬学会講演（1955）．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・”
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（C2H50H・C＝1）・無水物即P　17％175。・1120。で4時間以上乾燥．　－「
　　　　　　　　　　ロ　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　

　キニーネ，C20H2402N2・3H20，硫酸キニーネ29を水300㏄に加温して溶かし，ミ戸過してから僅か過剰のア
ンモニア水を加送水でよく洗っ七転燥，・白色結晶性試図，〔α〕｝1ニー169・（C2H50H，ご三1），1無水物mp　175～

177。，120。で4時間以上乾燥．　　　　　　　　　　　　．、　　　　　　　・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘ
　キノリン，淡黄色液体，n雪＝1・6233；ピクリン酸塩，　mp　202～203。．

　実験方法　力」♪レフィ・ケシャーの水分測定装置を利用し，・ベリクr≠ンpHメーター・G型｝ご“42”型のガラス電

極と“Fiber・・型の甘天電極とを組合せて，・恒温室で検体の0．01M溶液約．25ccを0．05　N過塩素酸標準液で滴定

した．詳細は前哨4）を参照されたい．なお起電力測定の基準は溶媒陽イナンと溶媒陽イオンが等量存在する点であ

る．

Table　1．　Determhlation　of　Cinchona　Alkaloids　and　Their　Salts（0．01M　Solution）in　Anhydrqus

　　　　　　　　　　　　Acetic　Acid　with　O．05N　Perchloric　Acid

Organjc．base

Cinchonine

Chlchonidj血e

Quhlidine

Quinine

Quinine　ethyl　carbonate

Cinchonine　hydrochloride

Cinchonidine　sulfate

Quinine　hydrochloried

（沁inine　sulfate

Quin㎞e　bisulf包te

Quinoline

　Takeh

　　9
　0．0875

　0．1008

　0．0809

　0．0770

　’0．0738

　0．1118｛

　0．1208＊．

　0．1179

　0、ユ396｛

　0。1042＊

　0．1298

　0．2507

　0．0842

Equivalents

　2

　2

　2

　2

　2

10r　2

　2，

　3

10r　2

　2

　3・

　1

　1

FOupd　　　Se皿sitiウity

　％　　　　　　％
　98．7　　　　　　　　　0．07．

　99．3　　　　　　0．07．

　99．15　　　　　　　0．08

　99．1　　　　　　　　0．07

　98．05　　　　　　　0．09

98．8　　　　　0．4

　99．4　　　　　0。1、，

99．7　　　　　　’　0．14　．

　99．1　　　　　0．4

．100．2． @　　　0．08
98．3・　‘　　　　　0．．12

　99．6　　　　　．0．2

．99。3　　　　　　0．06

Sensitivity＝

Each　value　is　the　avarage　of　three　samples．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

＊　　One　equivalent　of　me士curic　acetate　added．

　　　L　　　Volume　of　O．05N　HC104，　causing　the　change　of　E。　M．　F．　of　5　mV

Total　volume　ofα05N　HC104

（At　the　end　po血t）

1ρ．圃

　実験結果　シンコニン，シンコニジン，キニジシ，キと一ネ及びエチル炭酸キ．ニーネを氷酢酸に溶かし過塩素

酸で滴定したところ1どの試料もエモル2当量として0．1％以内の測定感度（Table　1の項参照）で±約0・1％の

再現性をもつて定量できた．その滴定曲線（Fig．1）から氷酢酸中ではシンコニン及びシソコニジソより；そのキ

1ノリン核の6’の位置にメトルシル基を有するキニジン及びキニーネの方が塩基性がやや強いことがわかった．

エチル炭酸キニーネの塩基は以上のいずれよりも塩基性が弱いが，測定感度は六差がなかった．．

　塩酸シンコニン及び塩酸キニーネはそれぞれの2っの塩基性の窒素のうち半分が塩酸によって申継されている

た砂2段に滴定されるが，「その測度感度はいずれも悪く5），それに当量の酢酸第2水銀を加えて滴定すれば遊離

塩基とほとんど同じように滴定されるが9），酢酸水銀が過剰にあると測定感度が悪くやや過量に定量される傾向

を示した3）・硫酸シγコニジソ，硫酸キニジソ及び硫酸キ三一ネは1モル3当量として滴定され・その測定感度は

遊離塩基よりやや悪く，また重硫酸キニーネは1モル1当量として滴定され，その測定感度は前の硫酸塩よりさ

らに悪かった5）6）．．

　クリスタルバイオレットなどの指示薬を用いても滴定できるが，終点に近ずくと色素が試料の過塩素酸塩に吸

着されるため余り鋭敏な色調の変化が得られなかった．
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Equivalents　of　HCIO4

　　Fig．、1．　Potentiometric　Titτation　Curves　of　Cinchona．Alkaloids　and　Their　Salts（0．01M）with．、・

　　　0．05NPerchloric　Acid　in　Anhydrous　Acetic．Acid　by　Glass．Calome1．Electrodesきt　22士1。

　考・察　これら．のアルカ戸イドは水溶液中では2段に解離し，そりpK：bはエ50で，．シンコニン（pK1：5・85・

pK：2；9・92）・シンコテミ〉呪（5・80・10・03》，キニジン（5・43・10・0）・キ笥一ネ（5・97・9・7）『！及びキノリマ

（pKb：9．5）の値を示し，　Methyl　cellosolve（Ethyleneglycol　monomethylether）の80％溶液ではキニジン

（pKA＝7．95，23。，・0．003N）及びキニーネ（pKA；7・73，21。，0。003N）1。）であることが知られている，しかし

氷酢酸中では，溶媒の水平効果1）により，そめ構造とpKから弱いと考えられるキノリン核の塩基性もキヌクリ

ジン核のそれとほとんど同じ強さを表わすようになるから．，1モル．2当量として一つの中和点で滴定されるので

ある．しかしその終点附近では，やはり試料が強弱2種の塩基性を有するためか，起電力の飛躍の最大の点が不

明瞭となり，pKbがこれらの物質のpK：2に近い値を有するキノリンを滴定する場合より測定感度渉僅かた低下し

．た♂そこで一応変曲点を終点として定量したが，’そめため及び反応速度が終点附近で遅くなるなどに起因し定量

値がやや低くでたものと思われる，　　・「　．　　　　　・

次にご紡のア1レ炉祥の麟性輝造≒の関腰回て早よう7）・その構造につい鴛Rabe12）やρ・β109
ら10）11）により立体配置まで解明されていて，』この4者はいずれも8と9の．2つの不斉炭素に対し．6｝ythro型で

3と8との炭素に対してはシンコニンとキニジンでは3－endo－8－endo型でジシンコニジンとキニ副ネでは3－

end（〉・8・一exo型であり，それらの構造式は図の如くなる．しかして得られた滴定曲線により塩基とその共範酸が等

量存在する点の起電力でこれらの塩基性を比較すると，キノリン核にメトキシル基を有するキニジン及びキニー

ネの方がやや強く，大体キノリンのそれに等しかった．なお3－end（ト8－endo型をとるシンコニン及びキニジン

と3・一endo－8－exo型のシンコニジン及びキニーネの塩基性はその立体構造による差がほとんどなく，僅かに測
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　　　　　　H　　　H
　　　　　　●　＊4　　●　　　　　　　　　　＊3
　　　H2C－C－C・CH＝CH2
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　　　　　　　H2　H　　　H
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　　　　　1　1　　1
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定感度の2日目程度の差で前者の型のものがそれ後者の構造のちのより塩基性が強いと云えよう．しかし2つの塩

基性基が同時に滴定されるためこれ以上立入って構造と塩基性との関係を論ずることはできない．　なおエチル炭

酸キニーネの塩基性がキニーネより弱いのは炭酸エチル基によると思うが，それが立体障害その他いかなる理由

によるか不明である．

　シソコニソ及びキニPネの塩酸塩は塩基2当量に酸1当量が結合しているので，その滴定曲線は第1の郡県点

までの部分は塩基そのものを滴定したときの曲線に類似し，その先は塩基と酸とが同じ当量で結合した塩を滴定

したときのものに願似していた3）．なおこれらの塩酸塩に酢酸第2水銀聖当量加えて溝牢すれば正確に定量でき

る5・9）はずであるが，少いときは勿論塩酸が中和されず，また多いと酢酸永銀とキノリン核が反応する助ためか

滴定曲線が乱れてやや過量に定量され，いずれにしても正確に定量するのはかなり難かしい．

　シンコニジン，キニジン及びキニーネの硫酸塩に塩基2分子と酸4分子との塩であるから検体は4個の塩基性

窒素を有しているし，また硫酸の第1段の解離は氷酢酸中でもかなり強いが2段目の解離は弱いので6・9），結局

これらの塩は1モル3当量として滴定される．また硫酸の酸性の影響を受けて測定感度が低下し，その上終点を

少し過ぎてから硫酸が遊離するためか急に起電力が40・》50mVほど飛躍する♂また塩基1分子と酸1分子とが結

合している重硫酸塩ほ以上のことから当然1モル1当量として滴定され，硫酸塩より硫酸の割合が多いから，そ

れより測定感度が落ちる6）。’

　クリ・スタルバイオレットなどの指示薬を用いて滴定を行うと，終点附近における起電力の変化が比較的少いこ

とと，検体に指示薬が吸着される傾向もあるため余り良い結果を得ることができなかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

1．シソコニン，シン『ニジン，キニジン，キニーネ並びにそれらの塩酸塩及び硫酸塩，及びエチル炭酸キニー、

ネを氷酢酸中で過塩素酸で滴牢し，ガラスー甘禾電極を用いて得られた滴定曲線によりそれら㊧測定感度及び塩

基性について検討した．　　　　　　　　　　　　・、　　　　，

2　氷酢酸中ではキニジソ及びキニ8ネの塩基性は相互にほとんど等しく，またシンコニン及びシンコ晶ジγo

それも大体等しく，前者の塩基性は後者より幾分強く，大体キノリンと同程度である．

　本研究に御指導を戴いた所長刈米達夫博士に御礼申上げると共に，

機合成工業株式会社に謝意を表する．

御援助下さった野土長沢佳熊博士並びに有
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　．　　　Summary　　　　　　　　　　　　　　．　．

　　It　is　shown　that　Cinchonine，　cinchonidine　quinidine，　qu㎞ille，　their　hydrochlorides　and　sulfates，　and

quinine　ethyl　carbonate（0・01M　solution）can　be　determined　titrimetτicaUy　in　anhydrgsu　acetic　acid　wit無

0。05N　perc1江oric　acid　using　glass｛alomel　electrodes，　with　all　a㏄hracy　of　O．07解0。2％．　By　the　potentio－

n土e廿ic　titration　curves，　the　basic　strellgths　of　the　above　substances　are　discussed．　111　会ロhydrous

acetic　acid，　it　will　be　concluded　that　the　basic．6trength　of　duinidille　is　about　the　sal【ne　as　of　quinine

・nd　th・t・f・in・h。nin・a・・f・in・hρnidin・・esp・di・・1y，・nd　th・f・mle・species　a・e・t・・ng・・base・th・n

the　latters　and　almost　the　same　as　quinoline，　by　the　leveling　e仕ect　of　this　acidic　sρ1vent．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　．　Received　February　29，1956
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　　　　　　　非水溶液滴定によ．る医薬品の定量く第14報）率「

氷酢酸中における1一フェニルー3一メチルピラゾロソ．（5）類の塩基性について

鹿　　島　　哲， 庄　司　初　枝， 土　屋雅　一

　　　　Tit臓ゆ、・ξ．Dmgs　a頭Ch・mical・㎞N・甲q騨r　Sg｝μtlon鼠．・琴；V・

B。、i，ities・f　Deri㎎ti。。、。f　1－Ph，ny1－3－m・thylpym・・1・n・（5）i。． `。hy、h…Ace亡i・A・id．

　　　　　　　　Tetsu　KAsHIMA，　Hatue　SYoJI　and　Masakazu　TsucHIYA

　まえがき　溶媒が定まっていれば，物質の酸塩基性は一定温度におけるその溶液の電気伝導度や，水素電極ま

たはガラス電極などによる起電力の測定及び指示薬を用いて，その解離定数（K）を測定するこ、とたよってその

強さを比較す筍ことができる．それは通例水溶液を用いて測定されているが，水に溶けない物質嫡含水ア々コー

ルなどを用いて測定され，水の酸塩基性に近い弱酸，弱塩基は水を全く含まない非水溶媒中でそめ比較が行われ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ほ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
ている1・12）．また溶媒の水平効果2）により，：水溶液中ではOH3．より強い酸は存在せず，かつOHよ「り強い塩

基も存在し得ないから，それらより強い酸や塩基の比較もできない．このように溶液申における物質の酸塩基性

は溶媒の性質，たとえばその酸塩基性，誘電率などによって非常に左右され，．その強さの絶対値を求めることは

不可能に近い，しかし一つの溶媒中における相対的の強さは定量的にはともかくとしても定性的には求めること

ができる．「なお酸性物質の酸塩基性についてはかなり多数の報告が提出されているが，塩基性の窒素を有する物

質については余り多くの報告が出されていない．　ここでは水溶液中で中性ないし弱酸性を呈するフェニルメチル

ピラゾロン誘導体の塩基性を，両性プロトン溶媒（amphoteric　solvent）ではあるが酸性の強い（Protogenic）氷酢

酸を溶媒として過塩素酸で滴定した結果を用いて比較検討した．なおこの中のアンチピリン及び1一フェ宰ルー3一

メチルピラゾロン（5）の塩基性についてはVeibe1らの報告3）があり・アンチピリン及びアミノピリンに？いて昧

著者も第2報4）で蝕れている．　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　1

　実験材料　1－Phenyl－3－methylpyrazolone（5）（脱メチルアンチピリン）・試薬を遮光してベンゼンから再結晶・

白色針状または柱状晶，mp　127～128。，pH　5．1（0．02M水溶液，230），水に難溶．

　Antipyrine（1－Phgny1－2，3－dimethyl　Pyrazolone．（5）），局方品をベンゼンより再結晶，無色板状晶，　mP　112ん

112．5。，pH　6．3（0。1M水溶液，23。），　pH　6．0（0．02M）．・

　↓盃nin（トantiPyrine，．試薬を遮光してベンゼンより再結晶，微黄色板状または柱状晶，　mP　109－109・5。，　P月

7．3（0。1M：水溶液，23。），　pH　7．0（0。02M）二　　　　　　・・　．．’　　・　・．

　Ami且opyrine（4－Dimethylamino－antipyrille），局方品を遮光してベンゼンより再結晶，無亀柱状晶，　mP‡略

～10＄．5。，pH　7．6（0．1M水溶液，23。），　pH　7．3（0．02M）．1

　これらの試料は皆硫酸デシケータで24時聞以上乾燥して用いた．

　実験方法　カールフィッシャー水分測定装置を利用し，ペックマンpHメーターG型に噸2”型のガラス電極と

“Fiもer”型の甘尿電極とを組合せて電位差滴定を行った．22．5±0・5。の恒温室で試料の0．02M溶液約25ccをつ

くり，それを0・05N過塩素酸漂準液で徐々に滴定し，約20出処の起電力を測定して滴定曲線を画いた．なお溶

媒のブランクは10ccにっき1滴以内であった．詳細は前の報告5）を参照されたい．　　　’．ト．

　実験結果．脱メ乏ルアγチピリン，・アンチピリン，小アミノアンチピリン及びアミノピリンはいずれも1モンヒ

1当量として定量された（第1表），氷酢酸中ではこれらの塩基性はアミノピリンだけが非常に強く，，それからア

ンチピリン，脱メチルアンチピリγと弱くなり4一アミノアンチピリンの塩基性が一番弱かった（第1図），なお

0．001Mから0。2Mまでの種々の濃度のアンチピリンの溶液を0・05N過塩素酸標準液で滴定した滴定曲線を第2

図に示す．1これらの塩基性の比較は試料を酸で半分中和した点の起電力で行っているがジそめ再現性は極めて良

好で±1mVであった．なお測定した起電力の基準は氷酢酸中における強塩基の中和点を用いた．またこれらの水

溶液のpHも測定した処4一アミノアンチピリ‘ンの塩基性が比較的強く表われた（第1表），

　＊　第工3報，鹿島；．本誌　74，9（1956），
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　試料を50％エタノールに約0．5％の濃度に溶かし，これに2．5％キソヒドロンメタノール溶液を半開加え，1

～2分間放置してから50％エタノールで倍量に稀釈して呈色を見ると，アンチピリン及びアミノピリンは第3級

アミンとしての呈色，すなわち黄燈色を呈したが，脱メチルアンチピリン及び4一アミノアンチピリンは第琴級ア

ミンとしての呈色，すなわち赤色を呈した・6）「・これに対して溶媒をすべて氷酢酸として呈色を見たところ，脱メ

チルアンチピリンのみが徐々に赤色を呈して来たが，その他の3者はいずれも晶晶色を帯びるに止まった．

　　　　　Taもle　1．　Determination　of　Derivatives　of　1－Phenyl－3－methylpyrazolone（5）（b．02　M

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　『．一　　．Solution）i直Abhydrous　Acetic　Acid　with　O。05　N．Perchlor五。．Acidl　　．　・『』

Organic　base

．Pheny㎞et車ylpyrazolone

　Antipyrine．．

　4－Amilloaatipyrine

’Aminopy士ine

Taken

9

0．1008．．

0．0983

0．0970

0．1099

Found

％

99．6一

99．65

99．4

99．7

Sensitivity

　％

　0．2

　0．12

　0．15

　0．1

E．M．　F．＊　　pH＊＊

　mV　　　（0．02M，23。）

　一83　　　　　5．1

　「95　　　　　6．3

　－48　　　　　7。0

－196　　　　　7．6

　　＊　　Of　the　solution幽in　which〔B〕is　equai　to〔BH＋〕．

　　＊膏　　In．aqueous　golution．

・脱…t・…y－Vo’㎝e@of“0ｿ器。畿n器留畿曜・．㊨典込．
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　Fig．1　Potentiometゴ。　Titratioll　Curves　ofレPhenyレ

　　　　　3－methylpy鰍zolone（5）and　its　Derivatives

l　　　　（0．02M　solution）withα05N　Perchlor五。　Acid・

　　　　　in　Anhydrous　Acet至。　Acid　by　Glass－calome1・

　　　　　E1㏄trodes　at　22．5±0．50．‘
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一ロー0．01N

一十」0．02N

一△一　〇．05N

一・一〇．1N

－0－0．2N

　　Equivalent　of　HCIO4

Fig．2Pot㎝tiometric　Titration　Curves　of

　　　　Antipyrine（0．　QOIM＿0．2M　s61ut量on）

　　　　in　Anhydrous　4cetic　Acid　at　22．5

　　　　土0．5．

　考　察　アンチぢリンの構造式はK：noπの式（1）7）とMich琴elisの式（IV）8）の2種炉提出されており・我が

国においても北村9）と駒田10）とにより論争が行われた，しかしMichaelisの式は（皿）の共鳴の式におき変えて
　　　　　　　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　ト
考えることができる11・12）．　　　　　　　　、
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　アンチピリン・（1）及び脱メチルアンチピリンは図の如き共鳴などが起るため安定化されているから12・13・14）．そ

の塩基性が表われ難いものと思われる．その上々メチルアンチピリンはその呈色反応からいっても第2級アミン

の性質を心するから，その塩基性は更に弱くしか表われない1しかしそれらが氷酢酸申で過塩素酸によって滴定

されるのは・C4の水素がN2またはC5の酸素に移動してピラゾールになるからだとVeibe1ら3）は考えている．

　　　　㌣・H・

　（＋）／璽＼（二）

CH3－N　　C－Ol
　　　ll　　Il一

CH3－C－CH
　　　（K）

　　　　C6H5
　　　　　1
　　　／N＼
CH3－N　　　C
　　　l＼04

CH3－C－CH
　　　（IV）

→←一

　　　　，C6H5
　　　　1
　　　1ノ旦＼，＿

CH3一璽．　C＝OI
　　　l　　l
CH3－cJCH
　　　　（1）　1

　　　　C6H5
　　　　1
　　　／N＼

　　HN　　C＝O
　　　l　　【

CH8－C－CH
　　　（v）

→
←

→
←

　　　　C6H5
　　（＋）1

。H〆N、161

　　　1　　1－
CH3－C－CH
　　　（皿）

　　　．C6H5
　　　　1

　　評㌔。。

　　U　　　l

CH3C－CH2
　　（u）

　↓アミノアンチピリン（、のは水やアルコールなどの中性溶媒中では第2級アミンの呈色反応を示し，そのpH

はアミノピリンについで高いが・酸性溶媒である氷酢酸中では一NH2基による塩基性が表われにくいから塩基性

が一番弱くなるのであろう．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　なおアミノピリンG皿）はそのジメチルアミノ基の1効果により以上のような電子や水素の移動が起り難く，そ

のため強塩基性のジメチルアミノ基がまず滴定され，次にメチルアミノ基が滴定されると思われるが，その前に

沈澱が生じ反応が定量的に進まなくなった．

　　　　　　　　　　　　　　C6H5　　　　　　　　　’　　　　　C6H5
　　　．　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　、　　／旦＼　＿　　　　　　　　／廻＼
　　　　　　　　　CH8－1旦　　C＝Ol　　　　　　　　CH3－1旦　　C＝q
　　　　　　　　　　　　l　　l　　　　　　　　　　　　　　　l　　l
l　　　　　　　　CH3－C＿C－NH2　　　　　　　CH3　C－C－N（CH3）2

　　　　　　　　　　　　（w）　　　　　　　　　　　　　　（皿）

　0・001Mから0・2Mまでの種々の濃度のアンチピリンを0・05N過塩素酸で滴定した滴定曲線（第2図）からわか

るように，アンチピリンのみならず脱メチルアンチピリン及び小アミノアンチピリンはこの溶媒の水平効果を受

けずにその塩基性の比較ができる．なおアミノピリンは溶媒の酸性のため強塩基性を示すが，濃度による起電力

の差は他の3者と大差がなかった．しかしその濃度が0・05M以上になると中和点に達する前に沈澱が生じ正確な

滴定曲線を求めることができなかった．

　これらの塩基性は氷酢酸中で試料がプロトンと結合する強さによって，つまり式の如く塩基性の窒素が過塩素

酸によって半分中和された点の起電力をガラスー甘天電極で測定することによって比較を行っている．この場合

　　　　　　　　　　　　　1　＋　　　　’　　1　　　　1　　＋
　　　　　　Bヨ（N・）＋一がH　：；2丁耳＋7BH

一番問題なのは用いる溶媒と甘衆電極とを連絡する塩化カリウムの水溶液との間の液間電位差であるが，今回の

測定においては士1mVの再現性を得ることができた．また用いる溶媒を変えたとぎは勿論，標準となる酸を変

えてもその相対的の塩基性の強さは一般的にいって幾分の変化が見られる．しかし酢酸の代りに水とかアルコー

ルのように一〇H基を有する類似の溶媒を用いたときには，試料に権造上の変化が起らないときは少くともその．

酸塩基性の順序はほとんど変らないと考えられている1・15・16），故に氷酢酸申で一番弱い塩基性を示した4一アミノ

アンチピリンが水溶液中ではアミノピリンに次ぐ強い塩基性を示したのは，電子や水素の移動などによる分子の

構造の変化が溶媒の酸塩基などによって左右されるためと考えられるが詳細は不明である，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
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5）．鹿鳥　哲；薬誌74，103（1955）・

6）　Kroeller，　E．；　Sueddeut・Apoth・一Ztg・，90，，724（1950）；C・Aり45，14649（1951）・
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12）Brown，　R．　D．，Hukins，　A．．　AりLeFevre，　R．　J．　W．，　Northcott，　J．＆Wilson，　J．　R．：」．．　Chem．　Soc．，

　　　　1949，　2816．　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

13）Biquard，　D．＆．Grammaticakis，　P．：Bull．　soc．　chim．，8，246（1941）；C．　A．，36，2垂76（1941）・

14）Valyashko，　N・A。＆Bliznyukov．　V．1・．；J．　Gen．　Chem・，（U．　S．S・R），10，1343（1941）；C・へ，35，

　　　3633，　5496（1941）．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ

15）BeU，　R．　P．：“Acids　and　Bases”（1952），．Chapter　III，　Methuen＆Co．，　London．

16）Bates，　R．　G。：　“Electrometric　pH　Determ正nations”（1954），　Chapter　6，　Quantitative　Aspects　of

　　　Acidity　and　Basicify．in　Nonaqueous　Solutions，．John　Wiley＆Sons，．New　York．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Su血mary　　．／

　　　Derivatives　of　1－pheny1－3－meth夕lpyrazolone（5）（0．02M　solution）call　be　titrated　with．0．05N　per．

chloric　acid　in　anhydrous　acetic　acid　using　glass－calomel　electrodes．　One　mloe　of　each　sample　is　det6r

lnilled　as　one　equivalent　with　an　accuracy　of　O．1（’0．2％．　　From　the　potentiometric　titration　curves，

th・b・・1c　st・ength・・f　the・e・ub・t・nces　a・e　discussed・Amin・py・五n・is　sh・wn　t・b信th・・t質・ng・・t　b・・e

in　this　solvent　because　of　its　dimethylamillo　group．　It　seems　that　the　electron　transfers　or　hydrogep

・hift・・ccu・ln　th・py・a・・1・n・n・・i・u・・sQ　antipy・1n・i・awealゆ・・e　even　in・吻母・・昇・a・eti・a・id・

and　phenylmethylpyrazolone　is　weaker，　and　4－amino－antipyrine　is　the　wea琴est．、　In　aqueous　solution，

however，　the　basic量ty．　of　4－amino－antipyrine　relatively　increases，　and　it　becomes　near．to　that． @of　a面no．

Pyrine．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　1ヴェニルー3一メチルピラゾロン（5）の誘導体4種を氷酢酸申で過塩素酸で滴定し，ガラスー甘乖電極を用いて

それらの滴定曲線を求めた．それによってアミノピリ．ソの塩基性はそのジメチルアミノ基のため非常に強く，’『そ

の他のものではピラゾ戸ン核が共鳴によって安定化されるなどのため塩基性ヵミ非常に弱まり氷酢酸中でも弱塩基

性を呈し，その強さはアンチピリン，脱メチルアンチピリンと弱くなり，その上欄アミノアンチピリンは溶媒の

影響により塩基性が一番弱いことが一つ．た．しかしそのpHの値から，水溶液中では4一アミノアンチピリンの塩

基性が強く表われアミノピリンの塩基性に近いと云えよう．

　本研究に御指導を戴いた所長刈米達夫博士に御礼申上げると共に，御援助下さった部長長沢佳熊博士及び山ロ

ー孝博士に謝意を表する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

1）Hammett，　L　P．：“Physica10rgaa量。　Che；ηistry，，（1940），　Chapter　II＆IX，　MacGraw－Hi11，　New

　　　York．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

’
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　　　　　　赤外線吸牧スペクトノレ分析の医薬品試験における応用（第1報）

　　　通常法による日局クレゾーノソ石鹸上中の。一，物一，及び且クレゾーノレの定量

　　　　　　　　　　板r井孝信，　大場琢磨，　田申誠之＊

　　　　　　Application　of　Infrared　Absorption　Spectroscopy　to　Examination　of　　　－

　　　　　　　　　　　　　　　　prugS　and　their　Prer旧rations。1．

　　　Determination　of　o一，陥andρ一Cresol　Isomers　in　Saponated　Cresol　Solution（J．　P．）

　　　　　　　　　　Takanobu　ITAI，　Takuma　OBA　and　Shigeyuki　TANAKA

　まえがき　医局クレゾール石鹸液はクレゾール約50v／v％を含むが，そのクレゾールのゆ，〃2一，及びρ一異性体

の分離定量は従来非常に煩雑であった．現在の局方の規格には定量法として，それらの組成を検定する項目はな

く，それに代るべきものとして蒸留試験を採用しているに過ぎない．即ち第（2）項に水蒸気蒸留して得た粗クレ〆

’一汲ﾍ劃温蒸留した時，195～2050の間に86％以上留出しなければならないと規定されているが，それは主と

，一　・

㌦『

叫、。・・

F；3・1・

o

9

o

F19・2・
　〆’

ｸ

鴨層P

ノ F

ノ・` 1

臼ヨ・3・

、

9・　　　　　　　4　　　　　　　　6 8 19 1碧 14　　　　　　16

　　　　　　　　　　　　Fig．11nfrared　Spectrum　of　o－cresol　ill　CS2

　　　　　　　　　　　　Fi＆21nf臓red　Speα㎜of甥一cresol　in　CS2

　　　　　　　　　　　　Fig．31nfrared　Spectrum　of♪＿creso！in　CS2

＊　東京大学工学部工業分析化学教室　　　　　　　　　　　　　　’
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して翅一異性体（b．P．202・2。）が比較的多量に含右されている必要があるので，それを知るためと解される．即

ち〃2一異性体は他の異性体に比し消毒力が最も優れ且毒性が最も少いので，その含右量が大であることが望まし

い．しかしこの〃1一異性体に沸点が非常に近接しているρ一異性体（b．P．201．9。）は当然同時に留出する事が予想

され又｛ト異性体（b．P．191．0。）1は上記の沸点範囲外ではあるが蒸留の際多少混入する事も考えられる．

　最近め赤外線吸収スペクトル分析法（以下1Rと略記）の発達により，これら異性体の定量が迅速，簡単に行

えるようになったので1）一3）筆者等は定量法第‘2）項により195（’20与。で留出した液を試料として，1Rによって。

一，〃ト及びか異性体の含量比を求め，これらの変動を考察し，更に細菌の効力試験による石炭酸係数との関係

を検討した．な淘その際別に。一，〃3一及びか各異性体の漂準物質を混合した標準混合試料を，、IR匹より定量

し，Youdenの方法4）により検定しその標準偏差を求め，．IRによ‘ 骼桙ﾍいかなる精度で分析しうるかの検討も

行った．　　、　　　　　　　、、．　　　　．　　　：・’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験　の・部

　　（1）実験装置　東京大学工学部綜合試験所のBaird製の記録式赤外線分光器を用いた．試料容器には岩塩の窓

　をもつ液層の厚さ約0・1mlhのものを使用した．

　　（2）標準物質　標準物質としては，東京大学工学部工業分析化学教室所有の。一，刎一，及びかクレゾール標準

　物質を用いたが，これらの2－16μ間の赤外線吸収スペクトルはFig．1－Fig．3の如くであって本実験の目的を満

　足するに充分な程純粋であった．溶媒には二硫化炭素を用いた．

　　（3）試料　試料としては，日局クレゾール石鹸液定量法第②項5）によって劃温蒸留した際，195－205。で留出

　した液を使用した．

　　（4）実験操作　溶媒㊧二硫化炭素をそれぞれの試料容鵠に入れ試料光路及び補償光路に置いた場合を．100％透

’過電線としこの状態のまま試料光路にのみ約1mmの厚さのガラス板を置いた時のカーブを0彫透過率曲線とし

　た．先ず検量線をかくために各標準物質について次の如き濃度の二硫化炭素溶液を作った．o一体は15，12，9・幽6，

　3mg／ccとし，例一及びρ一体は30，24，ユ8，12，6：ng／ccとし，これらを試料容器に入れて吸収を測定し，波

長13．32，12．97及び12．27μにおける吸光度を各々算出し検量線を作製した．

　　次に各標準物質を秤量混合した標準混合試料を二硫化炭素に溶解し，これを試料容器に入れて吸収を測定しこ

れら三波長における吸光度を算出し，予め検量線より作製した三元一次方程式に入れて解くか叉は検量線のグラ

　フよりDaaschの方法6）によって解き，この結果をYoudenの方法により検定した．

　　全く同様にして試料を測定し各異性体の含有量を算出した．

　　（5）検量線及び標準混合試料の定量結果前記の方法で作製した検量線はFig・4の如くで，　o一体は15mg／cc，

栩一体びか体は30mg／㏄迄はBeerの書癖Uに従う事を認めた．

．0．400

1〔幣1。／1

0．300

「0．200

0，1σ0

o 10 2Q

②

三一

　　　　　　　　①

30　　0 10 20 30

③

噛ヂー

　　　　　　　　　　　Φ

〇　　　　　10　　　　　20　　　　　30
　　　　　　　　　　　　mg！cc

Fig．4Working　curves　of　o一，〃2一，andかcresol．

①13・32μ　 ②12・97μ　 ③12．27μ
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次にこの検量線を用いて標準混合試料を定量した処，Table　1上段の如き結果を得た．

Table　l　Deter皿ination　of　standard士nixture　alld　its　test　by　Youden　method．

Sample

mo． 捻ken

o－Creso1

found

　　　　　〃2－Cresol

狽≠汲? found taken

かCresol

@　　　　　　found

1

2

3

4

5

6

7

8

9

　5．6

、10．6

10．8

14．6

17．7

19．7

24．5

26．4

30．1

　6．3

10．3

11．7

15．5

18．8

18．7

23．9

．26．4

28，8

50．0

51．2

43．5

58．0

55．6

．53．1

38．5

34．8

29．0

50．1

51．4

43．8

56．5

54．9

55．2

38．7

34．3

28．8

44．4

38．2

45．7

27．4

26．7

27．2

37．1

38．9．

40．8

43．6

38．3

44．5

28．0

26．3

26．1

37．4

39．3

42．4

目『
窃

夢

や

ぎ

鼠

2
目

魯

ず
8．

　a＝

　b：

　S：

a

b

Sa

Sb

S

ta＊

tb＊

‘intercept．

slope．

standa∫d　deviation．

1．30

0．930

0．62

0。032

0．74

2．10

2．19

0．16

0．997

1．85

0．039

1．12

0．09

0．87

sa・sb；　standard　deviation　of　a　and　b。

ta・tb；　value　of　t．～】istribution　for　a　and　b・

　＊t7（0．05）＝2．37

一〇．01

　0．999

　1．71

　0．046

　0．97

　0．00

　0．03

　（6）Youdenの方法による検定　前記の定量結果をYoudenの方法で検定した．即ち今横軸（x）に秤量混合

した｛ト，〃2－3こはか体の含有率（％）をとり，縦軸（y）に前記の定量結果をとり，それらの9点を最小二乗法

でCurve　fittingすれば，分析方法に正確性ぷある場合には原点を通る45。の直線即ちy＝xなる直線となるべ

きである．そこで今y二a＋bxなる直線がえられたとして，　a，　bを最小二乗法で求め，これらがa；0，　bゴ1と

見倣しうるか否かを推定するのである．第1表下段にその結果を示したが・o一・言及びか体のどの場合でも皆．

5％危険率でy＝x以外の直線であるとは見倣し得ず1正確性のあることが認められる．又その糠準偏差（s）は

び一体0．7％，〃謬一体1．1％，か．体1．0％であった．

　（7）試料中の各異性俸の定量結果及びその考票前記の試料中の各異性体の定量結果はTable　2の如くである

なおこの際沸点の近接しているフェノールの混入のおそれが考えられ，この場合は4成分系として定量せねばな

．’

’

’

’
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　　　’
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Fig．．5　1nfrared　Spectrum　of　Cresol　Sample：No．7．
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らず，その上ラェノールの適当なkey　bandがないために誤差も大となる傾向7）があるが，本実験においては試

料の赤外線吸収スペクトル（その一例をFig，5に示す）より判断して，フェノ・一ルの混入は無視しえたので，ク

レ’ゾール3異性体の3成分系として定量したものである．

　　　　　　　　　　　　　　　Table　2　Determination　of　Cresol　samples

Sample

No

　7
　　8

　　9

　10

　11

　12

　13
　14

　15
　16
　17
　18

　20

　21
　22
　＊23

　24
＊管〔23〕

Samble

taken（mg）

43．9

40．2

45．4

38．2

42．4

36．8

36．4

40．5

42．3

38．2

40．7

39．2

41．5

40．7

40．4

38．4

41，1

38．6

、 Found　（％）

0一
1

〃1一 1 か

7．3

7．6

10．9

21．1

16．1

10．8

8．6

26．1

7．1

5．8

6．0

13．9

20．5

9．8

9．6

8．5

9．4

8．0

e

但し上表中＊印は局方蒸留試験第（2）項において留分不足であった．

又＊＊印は試料No．23の蒸留以前のクレゾールを用いた．

54．8

51．8

55．4

51．0

54．0

57．0

57．0

46．3

55．1

58．6

57．7

51．3

49．6

56．4

56．0

55．6

54．1

54．7

37．9

40．6

33．7

27．9

29．9

32．2

34．4

27．6

37．8

35．7

36．3

34．8

29．9

33．8

34．4

35．8

36．5、

37．3

　これより見るに，各異性体の含量百分率の範囲は。一体6｛’26％，翅一体46～59％，か体28－41％であり，留

出試糾申の各成分比の変動は相当の幅を示している．o一体が少量混入していた事は筆者等が予期した如くである

が，特に二，三の試料に関しては含有量20％に及ぶものがあり，195－205。の劃温蒸留より得た留出量のみで〃3一，

か異性体の含量を推定する事は困難である事を認めた．

’次にNo・23の試料の定量結果より蒸留試験不合格品であっても必ずしも7π一体の含量が少いとは限らず，、例え

ばNo・7・N（L　244）試料等と殆ど等量であり又N（L　14・No・20等より多い．そこで念のためこの不合格品ρ蒸留

以前のクレゾール液を同様に分析した処，（No・〔23〕）の如き結果を得た．この結果より蒸留の前後で試料の組成

は殆ど同一であり，しかも合格品と組成的に何等変らないように考えられる．不合格品の分析例が甑か一例であ

るので断定を下す事はできないが・蒸留試験によ、つて合否を判定して来た従来の試験法に〃ト及びか異性体の合

量を判定するとか，又は，η一分の半定量という意味があるのであれば不適当と考えられ，他の方法例えば個入差

がなく簡単迅速正確に定量できるIRの方が望ましい．

　（8）細菌による効力試験結果前記試緕中次の5種を選び．元のクレゾール石鹸液について細菌による効力テス

　　　Table　3　Test　of　Bacterial　Activiら「．　　　　　トを消毒薬（衛生）検査指針に準拠して試みた結果は次

・・mp1・N・唱 kpe「ce駈R　t　ph酷、。、。。，sのTable3の如くであった・

8

10

12

13

14

51．8

51．0

57．0

57．0

46．3

2．0

1．6

2．0

2．4

2．0

　この結果より刎一量又は三成分比と石炭酸係数との間

の相関関係を見出すことができなかった．試験回数も未

だ不充分であり，更に検討を続ける必要があるが石炭係

数の測定は非常に煩雑で且長時間かかり，熟練を要する

欠点があるので効力の判定の方法としては不適当と思
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われ，IRによって三成分比を定量し，検定の基準とする方がよいと考えられる．

　本研究に激励御配慮を賜った刈米所長，並びに赤外線分光器使用に御便宜を頂いた東京大学工学部応用化学科

宗宮尚行教授に厚く御礼申上ます．．又クレゾールの試料を提供された当所森技官に謝意を表する．

総 括

　ω　日局クレゾール石鹸液定量法第②項による留出液10数種類について，その中のクレゾール各異性体を定

量した結果，その組成比の範囲は。一体6｛’26％，，22・体46～59％，か体28厚41％であった．

　②　上記蒸留試験のみで〃1一分又は”2一及びか分の含量を推定することは困難であることを認めた．

　（3）上記蒸留試験の不合格品は一例しかなかったが，それは合格品との聞に異性体の成分比の差異が認められ

なかった．又，それは蒸留前のものの成分比とも殆ど差異がなかった．、

　㈲標準混合試料9極の定量を行ったが，その結果をYoudenの方法で検定したところ標準偏差は。一体0・7％

例一体1・1％，ρ一体1．0％で，偏りもなくIRは優秀な分析法であることをみとめた．

　（5）細菌による効力試験を試みたが，試料中の〃ト含有量又は三成分の組成のいずれとも相関関係をみとめるこ

とができなかった．
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Summary ♂

　By　infrared　spectroscopy，　we　exalnined　the　detemlination　of　three　isomeおof　cresol　disti11ates，，which

were　gained　from　saponated　cresol　solutions　of　Japanese　Pharmacopoeia　quaHty　by　the　test　method

described　at　purlty　test（2）in　J・P・・On　the　other　hand　the　phenol　coefficients　of　these　samples　were

deter■nined．

　As　the　results，　we　found　the　quaロtities　of　isomers　varied　in　wide　lange　such　as　o－isomer　6～26％，〃2－

isomer　46～59％，かisomer28＿41％，　and　these　standard　deviatiations　were　o－isomer　O．7％，，π一isomer

ユ．1％，ρ一isomer1．0％．　One　sample　which　failed　in　the　above－mentioned　purity　test　had　the　compo＿

nentsτatio　similar　to　samples　complied　with　J．　P。．

　We　cα皿d　not　find　any　relation　betw㏄n　the◎omponents　ratio　and　phenol　coefficients　of　cresols’

distillates．

　1㎡rared　spectrosoopy　seems　to　be　excellent　as　the　detemlination　method　of　cresor　i＄omers　in　acc㎜cy，

personal　di任erence，　and　in　time．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Februa鯉29，195恥
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赤外線吸牧スペクトノレ分析の医薬品試験における応用（第2報）

補償法による安息香酸中のフ手ノバノγビタ7ノレの定：量

板井孝信，大揚琢磨，田申誠之＊

Application　of　Infrared　Absorption　Spectroscopy　tO　Examh】ation　of

　　　　　　　　　　Drugs　and　the辻Prepa】俄tions．皿．．

Dete㎜h】ation　of　Phenobarbital　in　the　Mixture．with　Benzoic　Acid　by

　　　　　　　　　　Differentねl　Method

　　　Takanobu　ITAI，　Takum30B△and　Shigeyuki　TANAKA．

　　　　　　　　、

　まえがき　製剤中の2成分を分離定量する事は，一般に煩雑困難な手段を要する場合が多いが，赤外線吸収ス

ペクトルを利用して分析を行うと，簡単に解決する場合がある．本実験においては，安息香酸とフェノバルビタ

ールが，ある割合で混合されている試料について，この赤外線吸収スペクトル分析を適用した処，成功した．普

通フェノバルビタール（以下Pと略記）と安息香酸（以下Bと略記）の分離定量を行うには，重炭酸ナトリウム

溶液として，エーテルと振って，エーテル層にPのみを移すのである．9しかしこの際，重炭酸ナトリウムの一部

は分解して炭酸ガスが発生し，炭酸ナトリウムとなり，これがPを水層に導入して，定量を不可能にする恐為が

ある．

「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　（1）実験装置　東京大学工学部綜合試験所のBaird製記録式赤外線分光署蕃を用いた．、：又試料容器には岩塩の窓

を持つ液層約0．5mmのものを使用した．
　（2）－標準物賓　安怠香酸血P．122．5。及びフェノパルビタ＿ルmp．175．5。を使用した．

　（3）定量法の選定　まずB及びPの標準物質の赤外線吸収スペクトルをNujo1法により測定した処，　Fig・1及

びFi9・2のようになった．これにより互に重複しない特性吸収をBは8．4μ，．10．7μ，及び14．2μに，．Pは8・oμ，．8

・2μ，12・0μ，13・0μ及び14・0μに有している事が認められ，これらの波長を用いれば，その定量分析は容易であ

ると思われた．しかるに固体試料の定量分析は一般に溶液として行うのであるがPは通常の赤外用溶媒（例えば

二硫化炭素又は四塩化炭素）には不溶であり，僅かにクロロホルムに少量溶解するのみであった．止むを得ず，

クロロホルム溶液を採用したのであるが，ク阿戸率ルムはFig．3のような吸収を示すため，　F三9・1より最もよ．い

key　bandと思われる8・0μを始め，8．2μ，12．0μ，13．0μ及び14．0μの特性吸収が溶媒の強い吸収と重複し使用

不能であった∴実際クロ戸ホルム溶液で測定した結果はFig．4（a），（b）の如くである．

7▽．
〒

琴 4 6 8 30 12 14 16の

Fig．1　1】㎡】識red　Spectrum　of　BenΣoic　acid　i11．Nujo1

＊　東京大学工学部工業分析化学教室
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Fi昏21噸red　Spe軸．。f　Phenob肛bi捻1　in　NuloI

2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　も
　Fig．31nfrared　Sp㏄tmm　of　Chloroform（cell　thic㎞ess．0．1mm）

16ρり

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　これよりみるにBの強い特性吸

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　収は選べるがフェノパルビタール

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の方には良好なkey　bandが見当

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　らない．．しかも供試試料中のフェ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノバルビタールは15％内外と考え

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　られるので，通常法による時はB

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のkey　bandの吸光係数より大で

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　あるような波長を選ぶ必要があ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る．そこで通常法によりこの2成

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　分系を定量する事は困難と思われ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た．しかしFig．4を見ると5．8μ

　Fig．4　（a）Infrared　Spectrum　of　Benzoic　acid　hl　CHCI3（L　25％）　附近の二者の特性吸収が僅かずれ

　　　　　（b）Infrared　Spectruln　of　Phenobarbital　in　CHCI3（2・5％）　　ている事を認めた．この特性吸収

は近接し過ぎて，通常法では殆ど重複するため使用困難であるが，補償法を適用すれば，定量可能であると思わ

れたので，この二者を補償法により定量する事にした．

　（4）補償法による定量結果　補償法1）とは品位検定の際によく用いられる方法である．即ち，複光路型（ダブ

ルビーム型）の測定装置を利用して，試料光路側に挿入した試料溶液中に含有されると思われるだけの量の純分を

補償光路側にも溶液として挿入し，純分の吸収による影響を相殺して，不純分による吸収のみを明確に強く記録

させ，不純分を精度よく微量迄求ある方法である．本実験においては微量迄求める必要はなかったが，大量成分

即ちBの重複した吸収を消去するためにこの方法を用いた．

　まず補償液の濃度をkey　bandにおける透過率がほぼ30～40％2）になるよ’う9に定めた処，厚さ約0・1mmの試

料容器を使用した際，Bの20mg／ccク戸ロホルム溶液が適当であった．しかしPのクロロホルムに対する溶解度

は極めて少なく，飽和濃度附近で操作する事は望ましくないので，試料容器は約0・5mmの厚みのものを使用する
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宴とし，補償液の濃度は4C㎞9／10㏄とする事にした．

，次に標準混合試料により検量線を作製した．即ち前記補償液を試料光路及び補償光路に挿入した際の測定結果を

100％透過率線とし，この状態のまま試料光路側にガラス板を置いて，0％透過率線とした．．瀦こ，補償容器はその

ままにしておいて，試料光路側には，前記補償液5ccにPをそれぞれ1，2，3，4，5，6，7mg溶解させ

た溶液を順次挿入し，5・85μ．における吸収を測定し，吸光度を算田した．この際のPの量はBとPの量比が85＝15

附近である事が予め判っていたので，丁度それを中心にした濃度比（95；5－75：25）になるように決めたものであ

、る．その検量線はFig・5の如くBeerの法則に従った．この7点を最小二乗法でcurve　fittingし・その標準偏差

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を求めた処，吸光度にして0．005となった．これはPの約0・15

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　m9／5ccに当り，試料は約22m9／5ccの濃度であるから，この

　　．α蜘　　　　　　　　　　　　　　　　　　標準偏差はP含量百分率として約0・7％である．なおその検知限‘

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　度を検討した処，B中のPは5．85μのkey　balldを用いる時は

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　約0．7％迄検知しえた．次に製剤試料中よりB及びPの混合物を

　　αgoo　　　　　　　．　　　　　　抽出したもの22．　Omgをクロロホルム5ccに溶解し，試料中のBの

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　濃度を補償光路側のBの濃度と四々等濃度になるようにし，試料

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　溶液とした．この測定結果の吸光度から第5図の検量線を用いれ

　　α150　　　　　　　　　　　　　　　　　　ば，Pの量は2．5mgで，　Bの量は22．0－2．5＝19．5mgとなった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　表示量より計算するとP2．7mg及びB19・2mgであった．

　1嘱1’ノ1　　　　　　　　　　　　　　　　　　2成分の組成に対し予備的な知識のない未知試料の分析が必要

　　α100・　　　　　　　　　　　　　　　であったり，又B中のPの量が相当変動する時は予想したBの量『

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　が過小又は過大となるため，一度で定量値を出す事が困難であ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る．この時にはtrial　and　error　methodによって再び，今の結

　　q㈱　　　　　　　　・　　　　　　　果より調製する未知試料濃度を算出して，実験を繰返し，更に正

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　確な値を求める必要が生ずる．しかし測定には僅か1，2分しか

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　必要としないので，それほど煩雑ではない，現在，メトラー型直

　　　　0　　　　　　2　　　　　4　　　　　　6

　　　　　　　→mg／5“c
Fig．5　Working　curve　of　PhenobarbitaI

示天秤もあり，多数の未知試料の秤量を繰返しても，それ程時間

を要しない．製剤類は通常，品質管理状態にある製品であるか

ら，ほぼ含量比は一定しておりこの手続はほとんど不要であると

思われる．

　この2成分系の定量方法としては，他に紫外部吸収スペクトル法によるものがあるが，その溶液のpHの調整を

厳重にしないと定量値が変動する事，もし第3成分としてクロモフォールを右する不純物が微量でも混入している

ときは赤外法に比し重大な誤差の原因となり得る事などの欠点があるので，赤外法の方が優れているように考え．ら

れる．

　本研究に激励御配慮を賜った刈米所長，並びに赤外分光器使用に御便宜を頂いた東京大学工学部応用化学科宗宮

尚行教授に厚く御礼申上げます．又試料の抽出に協力された当所升田柵下に謝意を表する．

総 括

安息香酸中のブェノバルビタールを赤外線吸収スペクトルにより分析する事を試みた処，補償法により，5・85μ

のkey　bandを使用して定量：出来る事が判明した．その際の標準偏差は約0・7％，検知限度は約0・7％であった・

ノ

文

（1）例えば鎌田，田中．：分析化学，3，247（1954）

（2）鎌田，田中，林原．＝分析化学，4，545（1955）

献
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赤外線吸牧・スペクトノレ分析の医薬品試験における応用（第3報）

森永ドライミノレク中毒事件率の毒物の分析

板　井孝信，大場．琢　磨，田　申・誠　之＊＊

　　　　　　　Application　of　Infrared　Absorption　Spectroscopy　to　Exam　ination

　　　　　　　　　　　　　　of　Drugs　l　and　the辻Prepa］〔ations．　III．

　　　　　　　　Analys量s　of　the　Poison　in　Morinaga’s　Milk　Poisoning　Inddent

　　　　　　　　　　Takanobu　I　TAI，　Takuma　OBA　and　Shigeyuki　TANAKA

　まえがぎ赤外線吸収スペクトルを利用して分析を行う際，従来その対象とされているものは主として右機化合

物であり，無機化合物の分析に応用した例はあまり多くない．これは従来の化学分析法が無機化合物に対しては

非常に有効であり，特に金属イオンの分析法に関しては他の方法を必要としない程完成しているためもあるが，一

方赤外線吸収スペクトルの面からみても，無機化合物に対しては，その分析に利用し難い点があるためである．

赤外線吸収スペクトルでは金属イオンの判定ができず，僅かに多原子よりなる陰イオンの分析は可能であるが，無

機化合物は」般に有機化合物に比し特性吸収が少く，又吸収がbroadである．次に無機化合物は通常主として固

体であるから，測定の際何かに溶解する事が望ましい．しかし，これらは赤外的に不適当である水には簡単に溶

解するが，赤外用溶媒1）には不溶であり，測定の際はNujolペーストとして測定するよりほか方法がないので，

定量的に取扱い難い．’　　　　i

　このような理由で，一般に無機化合物に対する応用例は多くないが，時として赤外線吸収スペクトルの利用に

より，他の方法では解決困難な問題を容易に解く事ができる場合もある．筆者等は森永ドライミルク中毒事件の

毒物の分析に，この赤外線吸収スペクトルを利用した処，迅速簡単に成果をあげる事ができためで赤外線吸収ス

ペクトルを利用した無機化合物の分析の一例として，ここに報告する．

・実　験　の　部

　（1）実験装置　東京大学工学部綜合試験所のBaird製記録式赤外線分光器を使用した．

　（2）．標準物質　第二燐酸ナトリウム（Na2HPO4・12H20），第二砒酸ナトリウム（Na2HAsO4・7H20）及び弗

化ナトリウム（NaF）は特級試薬を用い，第三燐酸ナトリウム（Na3PO4・1躍20），及び第三砒酸ナトリウム（Na3

AsO4・12H20）は当所に於て精製したものを使用した．

　（3）試　　験　森永ミルク中毒事件の毒物No．Bを使用した．これを固体状の無機化合物で，化学分析により

燐酸ナトリウム及び砒酸イオンが検出されていた；

　（4）測定：方法　所謂Nujol法を適用した．即ち試料及び標準物質はすべて乳鉢で細粉とし，流動パラフィンを

加えてよく混じ，一様なペースト状になる迄充分にすり，それを二枚の岩塩板の聞に，はさんで測定した，

　（5）　実験結果及び考察　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F

　（i）毒物の定性分析　　まず試料のスペクトルを測定した処，Fig・1の如くであった．この図で3・oμ及び6・oμ

の2吸収は結晶水によるもの，3・4μ，6・8μ，7・2μの3吸収は流動パラフィンによるものである．従って10・0μと

12・3μにある強い㎞oadな！卿採が毒物中の無機化合物の陰イオンにζるものであろうと思われた．

　一方毒物は燐酸ナ｝リウムが主体で揮う事は予め判明していたρで，前記燐酸ナトリウみ標準物質の赤外線吸収

スペクトルを測定した処，Fig・2，　Fig・3の如くなった．一方，第一燐酸ナトリウムの赤外線吸収スペクトルは文

献（2）によればFig．4の如くであった．

　即ち第一燐酸ナトリウムは7・75μ，8・55μ，8・90μ，9・55μ，10・15μ，10・8μ，11・4『μ等に，第二燐酸ナトリウム

／

＊　　昭和30年中頃，森永乳業株式会社，徳島工揚製の粉ミルクを飲用した四国，中国地方の乳幼児の多数が砒

　　素中毒にかかった事件で，粉ミルク製造の際に添加した燐酸ソーダ中に砒素の混入していた窺に原因した
＊＊@東京六学工学部工業分析化学教室．
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1血ed　Spとctrum　Fig．1Sample　No．B．　in　Nujo13F量g．2Na2HPO4・12H20㎞Nujo13

Fig．3　Na3PO4・12H20量n　Nujol；Fig．4　NaH2PO4．H20　in　Nujol　and，Fluorolube

には9・35μ・10・15μ及び11・55μの3波長に・第三燐酸ナトリグムは．10・0μ・1波長のみに強い特性吸収を有して

いた．以上の結果より，毒物中の1010μの吸収は第三燐酸ナトリウムによるものである事は明かであるから，まず

毒物の主球分である燐酸ナトリウムは第三燐酸ナトリウムID形で存在しでいるζとを確認した．．

　次に毒物中の毒性物質が砒酸系統であることは化学分析より判明しているので，これが如何なる形で存在してい

るかを決定するため検討を行った．第二砒酸ナトリウム及び第三砒酸ナトリウムの漂準物質の赤外線吸収スペクト

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L
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ルを測定した処，Fig．5及びFig．6の如くなった．

　即ち，第二砒酸ナトリヴムは8．6μに弱い吸収があり，11・95μ及び13・5μに強い吸収があった．第三砒酸ナト

Fi3・5・．

Fiヨ・6・

2 4 6 8． 10 1電 1｛’ 169り

．Inf鰍red　Spectrum　Fig．5　Na2HAsO4．7H20；Fig．6　Na3AsO4．12耳20

、リウムは12・3に強い吸収があるのみであった．この2っの図から試料のスペクトル（Fig・1）の12・3μの吸収は

第三砒酸ナトリウムによる吸収と全く一致した．又念のためMiUer2）等の文献を検討した処，第二砒酸鉛（PbH

AsO4）（Fi9．7（a））は特性吸収が12・5μにありスペクトルは相当似ているが，鉛イオンが含まれていない事が予

め判明していたので不適当，メタ砒酸ナトリウム（NaAsO4）（Fi9・7（b））も12・0μによく似お吸収があるが，・14．

35μに更に強い吸収があるので不適当であった．その他12．3μにのみ強い吸収のあるものは見当らなかった二

　従って以上の結果より，毒性は主として第三燐酸ナトリウム及び第三砒酸ナトリウムよりなる事を認めた．な

お他の方法でこ．ﾌ毒物中に弗化ナトリウム（NaF）の存在が認められたとの事であったが弗化ナトリウムの標準物

吐』，

ω

2　　　4　　　6　　　　8　　　10　　　12　　　14　　　16（μ）

　Fig．7　1nfrared　Sp㏄trum（a）PbHAsO42）．

　（b）NaAsO42）

ち，まず，A＝B＝8、＝2及びA＝B＝7：3の重量比で混合したもの並びに毒物の赤外線吸収スペクトルを測定し，

trial　and　error　methodにより・その波長10・0μの吸収強度が大略等しくなるように調整し七．12．3μの吸収強度

を比較しち，その結果はFig・8（a）（b）（c）の如きスペクトルを得，毒物はこの両者の中間の組成比であって，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　亀

質の赤外線吸収スペクトルの測定結果は，2－1
　　　、　　　　　　　　　　　驚

6μの間に何等の吸収も得られなかったので，赤

外的には存否の判定を行う裏ができなかった．

　（ii）毒物中の第三燐酸ナトリウム及び第三

砒酸ナトリウムの含量比の半定量試験　　固体

化合物特に吸収のbroadな無機物をNujo1法で

定量的に取扱う事は非常に困難である．そこで

筆者等は臭化カリウム錠剤法により，この定量

法を行う予定であるが，取敢えず，半定量的に

Nujo1法により第三燐酸ナトリウム（以下Aと

略記）及び第三砒酸ナトリウム（以上Bと略記）

の含量比の大略の値を出すことを試みた．即
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Fig．8　1nfrared　Spectrum（a）　mixUlre　I．　（A；B＝8：

2）ill　NujoL；（b）　mbξture　r　（A：B＝7；3）in

Nujo1．；（c）．　Sample　No．　B　in　Nujo1．

より後者に近い事，結局概ね，A：B＝7；3

であろうという事が判明した．

．次に念のため，第二燐酸ナトリウム（以下

Cと略記）も加えた3成分系として，その含
　　　　　う量比をA＝C：B＝6＝1：3の重量比で混合し’

た処，Fig・9（a）の如きスペクト，ルを得て

9・4μ，10・15μ，11・55μにCの吸収が認あら

れた．これらの吸収は試料のスペクトルFigマ1

にはないものである．しかしA：C：B＝6．5：

0・533．0の如き重量比で混合したものはFig．9

（b）の如きスペクトルを与え，（a）に認めら

れたCの3吸収は見出し得なかった．従って

Cが5躬程度存在する時は，Nujol法では判

定できない事になり，毒物中に第二燐酸ナト

リウムが少量混在しているか否かは不明であ

った．
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　本実験に激励御配慮を賜った刈米所長，並び

に赤外線分光器使用に御便宜を頂いた東京大学

工学部応用化学科宗宮尚行教授に厚く御礼申上

ます．又標準物質を提供された当所竹内技官に

謝意を表する．

　Fig．9　1nfrared　Spectrum（a）mixture皿

　（A＝C3B＝6：133）in　NujoI
　（b）In丘ared　Spectrum　of　mixture　W（A3

　C＝B二6．5；0．5＝3）三nNujoI

8 10 12 14（ρ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　，
森永ミルク中毒事件の毒物の分析を赤外線吸収スペクトルにより行った処，次の如き結果を得た．

ω．毒物の主成分は第年燐酸ナトリウム及び第三砒酸ナトリウムであることを確認した．

②　その主成分の含量比の半定量を行った処第三燐酸ナトリウムの第三砒酸ナトリウムに対する含量比は概ね

7；3程度であった．　

この実験法による結果は化学分析の結果と，ほとんど一致し，その裏付けに役立つた．

丈 献

　〔1｝例えば，鎌田，田中＝赤外線吸収スペクトル測定に必要な試料調製方法，化学の領域増刊27P・157

　⑫）Miner・F・．AりWilkins・C・H・＝AnaL　Chem，24，1251（1952）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summ孕ry

　The　poi寧on　in　dry　milk　manufact璽ed　by　Morinaga，　whic与caused　a　big　poisoning　incident，　was　an・

alyzed　by　infrared　absorption　spectroscopy．　As　the　results，ωit　was　confirmed　that　i㎎redients　were

trisodium　phosphate　and　trisodiu耳n　arsenate．　（2）After　the　semi－quantitative　deterπ1ination，　we　foulld

that　the　ratio　of　tWoρomponents　was　about　7　to　3．

lThe　rpsults．of　this　examination　coincided　approximately．with　the　data　by　chemical　assay　and　were

useful　for　its　certific歌tio11，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Feb】㎜ry　29，1956



佐藤：バニリン及びクマリンのポーラログラフィー 33

バニリン及びクマリンのポーラログラフィー

　　　　　佐　　藤　　　　寿

Polarography　of　Vani1互in　and　Coumarin

Hisashi　SATO

’まえがき　1936年，Winkel及びProske1），Semerallo及びChisini2）は其々パニリ．ンの還元電位を報告し，更

に1938年，Adkins及びCox3）も此れの還元品位について報告している．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，クマリンに関しては1950年，Harle及び工yons4）1950年，　Capka5）1951年，　Patzak及びNeugebauer6）1953

年，Fo任ani7）が此れの半波電位を報告している．クマリンの誘導体に関しては1952年，益子安9）1952年，

画tzak9）が此れの半波電位を報告している．

　著老は高濃度アルコール中に於いて，ヨウ化カリウムを支持塩とする場合のバニリン及びクマリンのポーラロ

グラフィーに就いて極々試みた結果を報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　（1）実験材料　バニリン（mp．82．50C）及びクマリン（mp　69．5。C）の純品．

　（2）実坪装置及び試薬　ポーラロ・グラフ，電気的に温度を35＝LO・5。Cに調節可能な恒野州，窒素ガス入ボンベ

硝子電極pH計及び電解瓶等．

　試薬は，‘無水アルコール（脱アルデヒド無水アルコール），10％ヨウ化カリウム液，1％ゼラチン液等．

（3）実験方法1一ミニリγのポーラ・グラフ弾帯・・ミニリンの純品約α29．を200ccのメスフラス・中に肥

り，次に10％ヨウ化カリウム液16cc及び新たに製した1．％ゼラチン液4cc．を加え全量を無水アルコールで

200ccとするとき・此の原液の濃度は約0・100％である、次に此の原液を約0・075ヂ0・050，0・025，0・010各％に

対応する旧約37・5，25．0，12・5，5・0各ccずつメスピペヅトにで50㏄のメスフラスコえ移し，更に10％ヨウ化

カリウム液を約1．0，2，0，3．0，3．6各ccずつ共々のメスブジスコ中え加え，一次に1％ゼラチン液を約0．3，0．5

0・8，1．0各ccず？其々のメスフラスコ中え加え，無水アルコ、一ルにて其々のメスフラスコの全量を50ccとし四

つの乳液とする．

　五つの電解瓶に検液約5ccを入れ，これにピロガロール液及び三三と同濃度のアルコールで洗った窒素ガスを

25±0．5。Cの恒温箱中で15分以上通じて酸素を〕郎・幽したのち，原液を含む五つの検液に就き感度1／20，一〇・6

～一 P．6ボルト内でポーラログラフを行う．

　ここに得たポーラ戸グ．ラムの拡散電流波の最大傾斜点においてその斜面の方向線に切線を引き，これと残余電

流の延長及び上部轡曲部における切線との交点を求め，両三点間の垂直距離を測定して此の液の波高とする．

　H．　クマリンのポーラログラ．フ測定法：クマリンの純品約0．29を以下バニリンのポーラログラフ測定法と全

く同様の操作で行う．但し感度1／50，一〇・8一一L7ボルト内でポーラログラフを行う．

　皿・半波電位の測定法：ポーラ肩グラブに依って得られたポーラログラム（電流電圧曲線）より上記作図に依

って得られる半波電位は見掛けの値である．即ちポーラログラムは外部加電圧と電解電流との関係を表している

もので滴下極の電位と電流との関係を示しているものではないから，．半波電位の測定には水銀池が電解液に対し

右する単極電位，即ち飽和廿禾電極に対する電位（πAvs・S・C・E）を測定し見掛けの半波電位に代数的補正を施

す必要がある．

　ポーラログラフのX回路を使用し25±＝0．5QCに於いて常法に依ってπA　vs．S℃・Eを測定し，次にポーラログ

ラムの上記作図より得られた両交点問の二二分線が傾斜の方向線に引いた切線との交点が示す見掛けの半波電位

に此のπAvs．S・CrEの植を代数的に加える．

　W．検液のpH測定法＝予め二点法で良く補正された硝子電極pH計で常法に依って検液のpHを測定する．

　（4）実験結果上記の方法で得たバニリン及びクマリンの各五つの検液に就いて実験した時の濃度波高pH其の

他をTable　1・及びTalbe　2．．に示す．・
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Table　l　Polarographic　Data　for　Vanillin＊

Conce皿tration Wave　IIeight，@　　　　Current
Electrolyte

Sample
9．／dL，

@％

x10－5
高盾P．／1．，

高奄獅奄高盾P．

@　　　／1．

Inm． μA．

@」　　　　　　．

pH＊＊
TemP，
@　　OC

Table　2　Polarographic　Data　for　Coumarin＊

Concentration Wavc　IIeighし
@　　　　Current

Electrolyte
　　F

rample
@－　　　　　　　●

9．／d1，，

@　％

x10－3
高盾P．μ．，

高奄P1三mo】．

@　　　　／1．

mm．
μA， pH＊＊ Temp．

@　　。C

1・・・・・・…　81・・96【6・92‘も、．1・…1・・4…42…7・・25毛．・

ll：機瓢1：1．1：鄭l　ll：llll：蕩．ll：1、1：1　l　l

　　．N．α0825．4074．5．Z2皐〃　〃．　W、α0774057a3．ユ＆32〃　〃
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　V．α110乳2010Z3［1α88〃　〃・　　V．q・1035・4010a．125・駆．”　・”

　　＊　mp．82．5。C　．　　　．　．．　　　　．　　　　　串　　mp．69．5。C

　＊＊　The　pH　values　were　determined　with　a　　　　　　＊＊　Th6　pH　va1軽es　wer⇔determined．wlth　a

　　　　　　pH　meter．　　　　」　．　　　　　　．．　　　　　　　pH　meter・　1　　　　　　・．．．

次にT・bl・・．及びT・b1・2．セ・示した各濃度に難る・ミ・リ汲び夘リンのポーラ・グ弘め一例をFi・…及

びFig．2．に示す．．

罷

舞

§一ll．

舅

……

碧

毘一。・

毎

）

，o．

臣一〇．

唇

建

耳

当

クト

属＿欄〕．．

顕

留

鱒

ご

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　E摺田L1容・・

　　　　Fig・1　Pqlarograph1c　Waves　of　Va11三11in　　　　　　　　　　Fig・2

1．0・011％．D（0よ72mm・1．／liter）　　　　　　‘1・0・010％
　H．　　0．027〃　　　（L80　　〃　　　　　ク　）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11．　　0。036〃．

　皿．　　0．055ヶ　　（3．60　．〃　　　　〃　　）　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　皿．　　0．052〃

IV・0・082”．（5・40〃　”）．　　　　　W・o・077”
　V．．　0．110〃　　（7．20　〃　　　〃　）　　　　　　　　　　　　　　　　V．　0．103〃

　Supporting　Electrolyte：0．048M．．．KI，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．02％Ge夏atine

　Sensitivity　　　　　　　　　；　i／20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sensitivity

　Drop　Time．　　　　　＝　3Secρnds／1　Drop　　　　　　　Drop　Time
　pH　　　　　　　　　　．：　6．9　　　　　．　　　　　　　　　pH

　Temp．　　　　　　　：25±0．5。C　　　　　　　　　　Temp．

　又Table　1，及びTable　2．

果をTable　3．，　Fig．3及びTable　4．，　Fig」4．に示す．

　　　　　Table　3．　Calculation　of　Correlation　and　Regresslon

　　　　　　　　　，　　Concent訟tion　of　Vanillin

　　　　　　　　　ε　匡N　V‘，LTS

Polarographic　Waves　of　Coumarin

SupPorting　Electrolyte：

（0．騒㎜01．／1iter）

（1．35　　〃　　　　〃　　）

（2．70〃　〃）
（4・06〃　〃＞　1
（5。40　　〃　　　　〃　　）

　　　　　　　　　0．048M．　KI，

　　　　　　　　　0．02％　Ge項tine．

　　　　　・：．1／50

　　　　　　　：．3Seconds／1　Drqp

　　　　　　　：．7．．0

　　　　　　　；．25士0．5。C

も

よりパニリソ及びクマリンの濃度と波高間の相関．係数及び回帰直線を計算し． ｽ結

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Coefficients　between　Wave　Height　and

Sample X Y

1

五

t

11．0

27．4
1 9．8

24．7

XY
107．8

676．8

「　X2

121。0

750．8

マ2

ノ

96．0

610．1

σ
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Sample

皿

IV

V

Tota1

1 X
54．8

82．1

109．5

1 284．8

Y
！

48．8

74．5

107．3

1 265．1

XY 」

2674．2

6116．5

11749．4

1 21，324．7

X2

3003．0．

6740．4

11990．3

1　・・

　　　　　　　噛
　　　2381．4

　　　5550．3

　　　11513．3

X＝Concentration，　mg．／d1．　of　v註nillin．．

Y＝Wave　heig駐t，　mm．　　〃　　〃、．

又ごMean　of　n　observations　of　X．

Y二　〃　　〃　　〃　　　　〃　Y．「

r　＝Correlation　coefficient．

b．＝Regression　．・　〃　　　。

1・臥・… ｝⑳・5…

、

　　Table　3．よりバニリンはn＝5であるからX．及びYの平均値は其々

．　　又＝57．0　7＝53、0　となる，以下Table　3．に従って計算する．

　　　　（ΣX）2／n＝16，222．2，　（ΣY）2／11＝14，055・6，　（ΣX）（ΣY）／n二15，100・1，　Σ（X－X）2二ΣX2

　　　　一（ΣX）2／n＝6β83・3，　Σ（Y－Y）2；ΣY2一（ΣY）2／n＝6，095・5，　Σ（X」X）（Y－Y）＝ΣXY

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ．　　　　一（ΣX）（ΣY）／nコ6，224．6

　．故に求ある相関係数rは

　　　　　　　　・一γ賠護鴇デ・998，．一．．．．隔

　　又回帰係数bは

　　　　　　、　b＝Σ（X一ヌ：）（Y－Y）／Σ（X－X）2＝0・975

　　従って求める回帰直線Yは

　　　　　　　　（Y－53．0）＝0．g75（X－57．0）　　　　，　，

　　　　　　　　　　　　　Y＝一2。58十〇．975X

　　回帰直線による推定値e．は．

　　　　　　　　．．．e＝Σ（Y－Y）2一｛Σ（耳一X）（Yr’▽）｝2／ΣIX－X）2＝25・7

　　　　　　　　　り　　推定値の分散S登及び標準誤差SEは　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　’

　　　　　　　　S豊一・／（・一2）・8・567　　　　　　　、

ε　15n

書

　臼

　議

呂　100
’§

　甕、

　旨
　9　　ろ。

　畳

　塁

　歪

‘o 50 100 】60

CONCENTR臥TloN　IN　MGIDL　（X）

Fig．3Relation　between玉Vave　height（Y）and　Concentration（X）of　Vani1Iin

　　　　　　　　　　　Regression　Line．．：．　Y＝一2．58十〇．975　X
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　　　　　　　SE＝γe／（n－2「ヲニ2．927

　得られた回帰係数bの有意性を確かめる為にt検定を行うと

　　　　　　　t＝」些Σ（X－X）旦．＝　26．614　　　　　　　　　　．　　　　　　　’

　　　　　　　　　　γe／（n－2）

　自由度れ一2ニ3に対するt二26．614の危険．率αはt分布表よりα＜1％であるから，従って此の回帰係数は

有意である．

Table　4． Calculation　of　Correlation　and　Regression　Coefficients　between

Wave　Height　and　Concent臓tion　of　Coumarin

Sample 1 X
1

亜

皿

lV

lV

Tota1

10．3

25．8

51．5

77．3

103．0

267．9

Y

10．4

23．8

45．8

73．3

102．1

255．4

XY
　107．1

　614．0

2358．7

5666．1

10516．3

19，262．2

X2

　106．1

　665．6

2652．3

5975．3

10609．0

20，008．3

Y2

　108．2

　566．4

2097．6

5372．9

10424，4

X＝Concentration．　mg，／d1．　of　coumadb．

Y＝Wave　height，　mm．　　〃　　〃　　．

X＝Mean　of　n　observatbns　of　X．　　　・

ヨ1＝　　〃　〃　　　〃　　　　〃Y．

r　＝　Correlation　coefficient．

b＝Regression　〃　　．

＝18，569．5

Table　4・よりクマリンはn＝5であるからX及びYの平均値は其々．

　　　　　　X＝53・6　Yロ51・1　となる．以下Table　4．に従って計算する．

　　（ΣX）2／n＝14，354・1，　．（ΣY）2／n＝13，045・8，　（ΣX）（ΣY）／n＝13，684．3，　Σ（X－X）2二ΣX2

　　一（ΣX）2／n＝5，644・2，　Σ（Y－Y）2＝ΣY2一（ΣY）2／n＝5，523．7，　Σ（X一画）（Y一マ）二ΣXY

　　一（ΣX）（ΣY）／nニ5，577．9

故に求める相関係数rは
　　　　　　　　　へ
　　　　　　・ゴγΣ聡慧書）。一・g99

．又回帰係数bは　　　　　　　　　　　　』　　　　　「　・．

　　　　　　b＝Σ（X－X）（Y－Y）／Σ（X－X）2二〔L988

従って求める回帰直線Yは　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　、

　　　　　　（Y－51．1）＝0．988（X－53．6）　「

　　　　　　　　　　Y＝一1．86十〇．988X　’　　．　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　・

回帰直線による推定値eは

　　　　　　．e＝Σ（Y－Y）2一｛Σ（X－X）（Y－Y）｝2／Σ（X－X）2＝11．3

推定値の頒s豊及び聯灘s・｝ま

　　　　　　　ゆ　　　　　　S髭＝・／（n－2）＝a767

　　　　　　SE＝　1／ξうて五葬）一＝　1．941，

得られた回帰係数bの有意性を確かめる為にt検定を行うと

1
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　　　．　』bγΣ⊆X二X－一38．241・
　　　　　　　　　　　　　　　　》9／（n－2）．．　．　．　　　．　　　　：　　　’

舶即二…嗣する．・・錫・3・1φ鰍率・は．・分時より・〈1％であるから・伽て此の回回数

は有意である．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　駐

．ε150

塁

昌

暑　10Q
8
冨

蕎

暮・・

勇

窪

　　　　　　　　噛　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　50　　　　　．　　　　置00　　　　　　　　　！50

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　α）NCENTRATI・N　IN　MG／DL（k）．．　l

　　　　　　　　　　　　　　　Fig・4．R・1・ti・・b・t甲een．　Wave　Hβight（Y）白hd　C・ncent甲tig・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（X）．of　Coumarin

　　　　　　　　　　　　　　　　　I　　　　Regression　Line；．Y＝一1．86十〇．988X

　次にバニリシ及びクマリンの各濃度セと於ける半波電位（E1／，　v§．　S．　C』）．．波高如ち拡散電流（id）等の関係を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノTable　5．，　Table　6．に示す．　’

　　　　　　　　　　　．Table　5．　Polarog鰍phic　Behavior　of　Vanillin＊in　90　Per　Cent．　Ethano1

Compound pH
　　一E1／2
（vs．　S．　C．　E），　V．

　　　idr

mlcroamp．

　　C
mmoles／1iter id／C

In　O。048M．．KI．一90％Ethano1＊＊

Vヲ’111∵』．6ノ・．、．．1：：i一．1：ll　l．．1：ll．．．．…：器

　〃　．L．．　．　　　　　　　　〃　．　　．　　　　　　　1．52　．　．　　　　　．4．76．．　　　　．　　　．3．60　1　　　　　　1．32

　〃　　・　　．　　　　．　ソ　〃　．　　　　　　　・　．1．53　『　　　　　　．　　7．2霧｝　．　　　．．．　　　　　5．40　　　　　　1．　ユ。3q

〃．．．． D．D”．．、．＿・・55　．…郎．　　．Z2q一．・・．5・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Av．1．52　　　．　　　　　　　　　．．．　　　　　．　　Av．．1．35

　＊．．　mb．82．50C

＊＊0・．q2％gelatine　p士esent・

　　　　　　　　Table　6．　Polarographic　Behavior　of　Coumarin＊in、90　Per　Cent　Ethano1．．

Compound pH
　　一E1／2
（v串・S・C・E）・V・

　　　id．

m1Croamp・

　　C
mhloles／1iter id／C．

In　q．048M．、．　KI－90％．Ethano1誓＊

Coumε〔rin

　　〃

　　〃

　〃

　　〃

7．0

　〃．

　〃

　〃

　〃．

＊　mわ．69．5。C

＊砦　　0。02巽多9ε1atine　p「esent・

　　　1．63

　　　1。63

　　　1β3

　　　工66

　　　1．68

Av．1．65

2g＝61．

．5179

11．45

18．「32

25．53

0．54

1．35

2．70．

4．05

5．40．

　　　4．83

　　　4．29

　　　4。24

　　　4．52

　　　4．73．

Av．4．52．

1

、
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　察，．．

　Table　3．　Table　4　Jlり其々ノミニリン茸ゲタマワンρ濃摩1波高間の担関係数は・『Or　998茸びに「〒〔ト9甲で

ある．1 汾黷ﾌ相関係数の下意性を確かめるとn－2＝3に対す．る危険率αは相関係数表より何れもα＜1彩であ為．

から，両相関係数とも有意である．即ち濃度，波高間に奔分相関々係があるから本ず一ラログフブ法に依って．パ．

ニリン及びクリマンの定量は可能である．尚此め際にはFig・3・，　Fig・4の関係を利用すればバニリン及びクマリン

を含む其々のSamPleより容易に定量出来る．但し両者が混合しているSamPleの場合には此れ等の半波電位が
　　　　　　　　　　　　な相当接近している関係上（Table　5，　Table　6． Q照）両者の分離定量は困難である．
　　　　　　　　　　　」　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総．　　　括．

バニリン（mp　8孝5．C）及びクマリン（mp　695．C）ρ下品の各灘に方§ける電解液（α048モルのヨウ化力

．リウム及び0．02％のゼラチンを含哲90％エタノール液）に就いて，iボー．ラログラフを行った結果，両者とも濃

度，波高間に充分なる相関々係を有し（Table　3・，　Table　4・参照）その回帰直線を求めて（Fig・3・，　Fig・4・参照）両

者の定量可能なる事を示した．

　バニリンの半波電位は濃度0・72㌍7・20．ミリモルに於いて一1・51～4・55ボルト，電解液のpHは6’9（Table

5．参照），又クマリンρ半波電位は濃度0・54～5・40ミリモルに於いて一1．63一一1．68ボルト，電解液ρ）pHは7．0

（Table　6．参照）であった．爾本ポーラロ．グラフに使用した毛細管の特性は次の通り．：

　　　　　　　水銀流出量＝1・80x10－39．　seG－1　　　’　．．．旬

　　　　　　　　〃滴下時間＝3．00sec．／1　drop　　　．　　．一　　　・

　此れら翠びTable．5・・．6・．、より拡鰻電流恒数（ld二id／Cm2／1t1〆6）を求めた結果・バニリンは9・76・クマリγは

2．54であった．

本研究附し璽噸岬附いた療晶岡岬蝉博士嘱三三回します・純騨騨された柴崎灘
技官に感謝します．．　　　　　　　　　　　　　ご
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8）Mashiko，　Y．：」．　PhamL　S㏄・JaPan，72，18～21（1952）；，C・A・，46・63259（1952）i

9）　Patzak，　R．，　and　Neugebauer，　L．；Monatsh．，83，776－85（1952）；C．　A．レ47115274h．（1953）．．　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　に　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary　　　　．’　「1』．．　b．．ド

　This　Paper　presents　tlle　polarography　of　vanillin　and　coulnarin．

　Both　compounds　yield．a　welレdefined　polafographic　wav6　ih　90　per　cent　ethano1，　wheh　O．048．M．

potassium　iodide　is　the　inert　electrolyte．　（cL　Figures．1　and　2．）

B・th　wave．車・ights　are　p・・P・就i・皿l　t・the　c・耳cent職ti・h＄（・f・T・bles　3・・d．4㌦・Figure貫、3．．．㎝d　4・）

　Possible　appiications　to　qualitative　and　quantitative　analyses　of　both　van五11i血and　cou㎜in　are　suggested

by　the　polarographic　results　obtained，　　　　　　　：．　：，．

　The　reduct正d且s　of　vanillin　and　coumar五n　were　carried　out　at－0．6．to－1．6volts　and－0．8to－1．7volts．

励ob加ined　on　v㎝illin　and　cou㎜in　under㎎rious　conditions　showed　in　Tables　5　and　6．

　The　capi11ary　llad．』the　following　charac‡er三stics：m＝L80　x　10’3g．　seq－1，　t＝aOO　sec．／1　drop．．

　The　diffusion　current　constants（id／Cm2βt1β）of　vanillin　and　coumarill　obtained　by　calc⑫tions　were’

0．76and名54，　　　　　　　　　　．　　　　．　　　　　，　　　　　　　　　Received　February　29，．1956．．　．・
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パラニトロ．フェネトーノレのポーラログラフィー

佐藤 寿

　　　　　　　　　’　　　　　　　Poぬrography　ofクー］Nitrophenetol

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hisashi　SATO　　　　　　’　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　まえがき　パラニトロフェネトールはChloro－benzene或はPhellolをニトロ化した後，生じた。，ρ異性体中，

ρ体のみ取り出し触媒或は加圧下にEthano1或はEthylhalideでエトキシ化したもので，再に還元すればρ一

Phenetidineとなり，此れよりフェナセチン或はズルチンを製する．全く同様な方法でニトロフェノールをメトキ

シ化したニトロアニソールのポーラログラブィーに就いてはPage等（1）の報告があり，ニトロフェノールのみに就

いてはPearson（2）の報告もある．薪者は本品のポー．ラ官グラフィーに就いて種々試みた結果を報告する．

実験　の　部

　（1）実験材料，パラニトロフェネトール（mp　58．5。C）の純増．

　（2）実験装置及び試薬　ポーラログラブ，電気的に温度を25士0・5。Cに調節可能な恒温箱窒素ガス入ボンベ

硝子電極pH計及び電解瓶等．

　試薬は，無水アルコール（脱アルデヒド無水アルコール），13．4％塩化アンモニウム液，1％ゼラチン液，Brit－

ton＆Robinsonの緩衝液（3）等．

　（3）実験方法　1．パラニトロフェネトールのポーラログラフ測定法；パラニトロフェネトールの餌料0．1857

9（11．1ミリモル）を100ccのメスブラスコ中に秤り，次に無水アルコールを加えて全量を100ccとする．此の

Stock　Soln．中の4，5ccをメスピペットにて五つの50ccのメスフラスコえ移し，次にBritton＆Robinson緩衝液

pH　220・4・50・7・50・9・75・11・05のものを各5ccずつメスフラスコ中え加え，再に13・4％掩化アンモニウ

ム液5ccを加えた後，無水アルコールにて其々のメスフラスコの全量を50ccとし五つの検液とする．

　五つの電解瓶に検液約5ccを入れ次に1％ゼラチン液各2滴を加え，これにピロガロール液及び王寺と同濃度

のアルコールで洗った窒素ガスを25土0．5。Cの恒温箱中で15分以上通じて酸素を追い出したのち五つの検液に就

き感度1／50，「士0～一ユ・5ボルト内でポーラログラフを行う．

　ここに得たポーラログラムの拡散電流波の最大傾斜点においてその傾斜の方向線に切線を引き，これと残余州流

の延長及び上部避曲部における切線との交点を求め両交点間の垂直距離を測定してこの液の波高とする．

　皿・半波電位の測定法：ポーラログラフに依って得られたポーラログラム（電流電圧曲線）より上記作図に依

って得られる半波電位は見掛けの値である．ポーラログラムは外部加電圧と電解電流との関係を表しているもので

滴下極の電位と電流との関係を示しているものではないから，半波電位の測定には水銀池が電解液に対し有する単

極電位，即ち飽和甘飛鴇極に対する電位（πAvs．　S．C・E）を測定し，それだけ見掛けの半波電位に代数的補正を

施す必要がある．

　ポーラログラブのX回路を使用し25±0．5QCに於いて常法に依ってπA　vs・S・C・Eを測定し，次にポーラ戸グ

ラムの上記作図より得られた両交点問の二等分線が傾斜の方向線に引いた切線との交点が示す見掛けの半波竃位

に此のπAvs．，＄C・Eの値を代数的に加える．

　皿．検断のpH測定法：予め二点法で良く補正された硝子電極pH計で常法に依って検液のpHを測定する．

　（4）実験結果．上記の方法で得たパラニト戸フェネトールの五つの検液に就いて得たポーラログラムをFig・1・

に示す．又pH及び半波電位間の関係をFig．2・にpH及び拡散電流間の関係をFig・3・に示す．

～
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　　　　　　　　　　土り　　　　　　　　　　　　　一〇，血　　　　　　　　　　　　　一罠．0　　　　　　　　　　　　＿1，5．　　　　　　　　　　　一ビ．O，．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EIN　VOLTS

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ず
　　　　！　　Fig．1　Polarographic　Waves　ofρ一Nitrophe血6tole

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I．pH　3．4，1mmoL／1iter

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿．　〃　　5．9，　　　〃　　　　〃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　皿1．　〃　　6．89　　．　〃　　　　〃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　IV．　〃　　7．1，　　　　〃　　　　　〃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V．〃　7．4，　　〃．　　〃

Supporting　Electrolyte；0．25M．　NH4CI，0．01％Geぬtine，0．〔辺M．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＆Robinson　Buffers、．

Sensitivity・　　　　　　　　：．　1／50

Drop　Time　　　　　　：．3Seconds／1Drop
Temp．．　　　　　　．：．25±0．与。C

思

m

Britton

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　　　　　　　　　　　　　　り

　　　　　　　　　　　「α㌦藁o；＝。。，．監v認’　．　．　　一　　　、・・r．．．・一㈱

　　　Fig．2　Half－Wave　Potential　vs，　pH　for：　　　　　　　Fig．3　Diffusion　Current　vs．　pH　for＝

　　　かNit・・ph・h6t・1・・1mm・1・刀iter　　．　r　　州it・・ph・n・t・1・・1m出・1・4iter

　次にパラニトロフェネトールの1ミリモル濃度の各Pμに於ける半波電位（E1／2　vs・S・C・E），波高即ち拡散電

流（id）等の関係をTable　1．に示す．
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Table　1．．Polarographic　Bebavior　ofρ．一Nitrophenetole＊in　80　Per　Cent　Ethano1

Compound pH 　　　一E1／2
（vs・S・C・E）・V・

　　id

m1Croamp．

　　　C　．

mmole／liter
id／C

In　O．25　M．　NH4C1，0．04　M．　Brittoh∠Robinson　Buffers－80％Ethano1管＊

ρ一Nitrophenetole

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

3．4

5．9

6．8

7．1

7．4

’　0．69

　　0．75．

　　0．79

　　0．82

　　0．83

8．79

8．4霊

8．39

8．20

8．33

1

〃

〃

〃

〃

8．79

8．44

8．39

8。20

8．33

　＊　mp　58．5。C

　畳＊　0．01％、gelatine　present．　　　　　　　　　　，
　　　　　　　　「　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　察

　Fig・1及びFig・2よりパラニトロフエネトールの半波電位ほpHに依って変動する事は明らかである・即ちpH

の他が増加するに従って負側に移動している．又拡散電流もpHに依っていくらか影響を受けている様である．

（Fig．3参照）以上の結果を綜合して考えると，パラニト戸フェネトールはポーラログラフ法で定量出来ると思わ

れる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　括

　パラニトロフェネトール（mp．58．5。C）の純品の濃度1ミリモル及び電解．液0．25モルの塩化アンモニウム0．偲モ

ルのBritton＆Robinson緩衝液を含む80％エタノール液に就いて，ポーラログラフを行った結果パラニトロフ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ．エネトールの半波電位はpHの増加と共に負側に移動し拡散電流も僅か変化する事を示した．（Fig・1，　Fig・2・・

Fig．3，　Table　1．参照）・　　　　　　　　　　　　．　．　　’

　パラニトロフェネトール，濃度1ミリモルセこ於いてpH　3．4～7．4の半波電位は一〇．69岬一〇．83ボルト，拡散電

流は8．79～8．33マイクロアンペアであった．尚本ポーラログラブに使用した毛細管の特性ぽ次の通り：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
　　　　　　　　水銀流出量＝1．80×10’39．sec．曹1

　　　　　　　　，〃滴下時間＝3．00sec．／1　drop

　此れら及びTable　1．より拡散電流恒数（Id＝id／Cm2・．3t1’6）を求めた結果，　pH　3，4では4．95，　pH　5．9では

4．75，pH　6．8では4．72，　pH　7．1では4．61，　pH　7．4では4，69であった．

　本研究に際して種々御高配を戴いた療法部長藤井正道博士に感謝の意を表します．純度試験をされた柴崎利雄技

官に感謝します．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

　　　1）Page，　J．　E．，　Smithp　J．　W．1・and　Waller，　J．　G．，工　Pllys．、＆Colloid　Chem．，53，515～62（1949）；

　C．A，44，3378f（1950）．

　　　2）　Pearson，」・，　Trans・　Faraday　S㏄・，44，692～97（1918）；C．　A．，43，2520d（1949）．

　　　3）Britton，　H．　T．　S。，　and　Robinson，　R　A．，　J．　Chem．　Soc．，1456～62（1931）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary．

　　　This　paper　presents　the　polarography　ofρ一．nitrophenetole，　which　is　concemed　with　the　study　of　the

　d・p・nd6・g・gf　th・p・・iti・n・・d川・g・it・d・・f　th岬ve・・th・pH・f　b・ffered．・・1・ti・…

　　　The　reductions　at　the　dropping　mercury　electrode　wefe　carried　out　using　O．25　M。　ammonium　chlo－

　ride，0．（雇M．　Britton＆Robinson　buffers．in　80　per　cent　ethanol　and　voltage　spall　of±Oto「1．5．

，　　Data　obta量ned　onρ一11itrophenetole　under　various　conditions　showed　in　Table　1．　　The　flow　of
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　mercury　from　the　capillary　was　m＝1．80　x　10“3g．　sec．一1　and　t＝3．00　sec．／1　drop．　　．

　The　diffusion　current　constants（id／Cm2’3　tユ’6）obtained　by　calculations　were　4．95（pH　314），14．75

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（pH　5．9），4．72（pH　6．8），4．61（pH　7．1）and　4．69（pH　7．4）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Fd）ruary　29，1956

　　　　　　　　　　　　　　　　　’

、

9

、



藤非，佐藤：γ一B・H・C・乳剤のポーラログラブ定量法

γ一：B．H：・C・乳剤のポーラログラフ定量法

　　　　　　　　藤井正道，佐．藤　寿

Polarographic　Assay　ofγ一Benzene　Hexachloride（γ一B．　H．　C．）

in　Commercial　Emulsions

　　　　　　　Masamichi　FuJII　and　Hisashi　SATo

ま　え　が　き

　γ一B．H．C浮し剤の定量法はW．H．0国際規格ではStepanow法，（1）厚生省；殺虫剤許可基準では］しaClair法（2）の

改良法を用いている．

　後者の原理はCristolのアルカリ分解法（3）である．ところで市販のγ一B．H．C．乳剤の中には上記のアルカリ分解

法に依って定量を行うとき赤福色を呈し，為に滴定が不可能になって了う場合が少くない，アルカリ分解法に於

ける此の欠卓を補う為に著者は既に発表しお7一猛H・C・油剤のポーラログラフ定量法（4）を改良した本ポーラログラ

フ法で直接市販のγ一B．H・C乳剤の定量を行った処，好成績を得たので報告する．

実　験　の　部

　（1）爽験材料国内A～N社製のγ一B．H．C．10％乳剤，但しM社のみはγ一B・H。C．5％乳剤である．

　（2）実験装置及び試薬　ポーラログラブ，電気的に温度を25±0．5。Cに調節可能な恒温箱，窒素ガス入ボンベ

1及び電解瓶等．

　試薬はγ一B．H．C．（mp．112．5℃）の三品，無水アルコール（脱アルデヒド無水アルコみル），10％ヨウ化カリウ

，ム液，1％ゼラチン液，N／10アルコール製水酸化カリウム液，稀硝酸（1：2），　N／10硝酸銀液，ニトロベンゼ

ン，硫酸第二鉄アンモニウム試液，N／10硫シアン化アンモニウム液等．　［

　別k比電測定用のピクノメータ，引火点測定用のアベルペンスキー引火点測定装置，pH測定用の硝子電極pH計

等．　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　，

　（3）実験方法　1．比重はピクノメータにて常法に依り15。Cに於ける比軍を測定した．

　皿．引火点はアベルペンスキー引火点測定装置を用い厚生省：殺虫剤許可基準の方法で測定した．

　皿・pH（液性）は試料1ccをとり予め補正された蒸溜水100ccに稀釈した液について硝子電極PH計で測定し

た．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　IV．ポーラログラブ定量法（Polarograpllic　Meth（》d）：試料1ccを100ccのメスブラスコ中にとり重量を秤

る．次に無水アルコールを加えて全量を100ccとする．此のStock　Soln．中の20ccをピペットにて50ccのメス

フラスコえ移し10彩ヨウ化カリウム液4cc及び新たに製した1％ゼラチン液1㏄を加え全量を無水アルコールで

50㏄とし胃液とする．

　次にγ一丸。H．C．の純品約100mgを上記と同様に100ccの無水アルコールにとかし，此のSt㏄k　Soln．中の20cc

をピペヅトにて50ccのメスフラスコえ移し，10％ヨウ化カリウム液4cc及び1％ゼラチン液1ccを加え全量を無．

水アルコールで50㏄とし標準液とする．

　電解瓶に検液約5ccを入れ，これにピロガロール液及び検液と同濃度のアルコールで洗った窒素ガスを25±0・5

。Cの恒温箱中で15分以上通じて酸素を追い出したのち検液，標準液に就き感度1／100，一〇・2－1・7ボルト内で

ポーラログラフを行う．

　ここに得たポーラログラムの拡散電流波の最大傾斜点においてその傾斜の方向線に切線を引き，これと残余電流

の延長及び上部轡曲部における切線との交点を求め，両交点間の垂直距離を測定してこの液の波高とするとき，次

式により試料中のγ一B．H．C．の濃度を算出する．

　　蘭α（…％）一（饗灘畦編闘牛講潔欝謂’）・…

　V・　アルカリ分解定量法（Modified　LaClair　Method）：試料1ccをエルレンマイヤフラスコ中にとり重量を
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秤る。次にN／10アルコール製水酸化カリウム液25ccを加え，還流冷却器を付して30分間静かに煮沸する，冷後

稀硝酸（1：2）2cc及びN／10硝酸銀液15ccを加え，次にニトロベンゼン2ccを加えて1－2分間強くふりま

ぜた後過剰の硝酸銀液をN／10硫シアン化アンモニウム液で滴定する（招示薬＝硫酸第二鉄アンモニウム試液）・別

に同様な方法で対照試験を行うとき次式により試料中のγ一B・H・C．の濃度を算μ1する．

r一（…％）三（対購・cc｝鱒cq）xN・1Q驚アンモニウム液の加x“009696・…

　（4）実験結果　上記の方法で得た市販のγ一B・H・C・乳剤の比重，引火鳥．pH，ポーラログラフ定量法に依るγ一

B．H．　C．含量（Fig。1，2，3，4参照）及びアルカリ分解定量法によるγ一B．　H．　C．含量並びにアルカリ分解法の定量

値に対す本ポーラログラフ法の相対精度等をTable　1・に示す．　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
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Fig．1　Polarographic　Waves　ofγ一B．　H．　C．10％

Emulsions　andγ一B．　H．　C．　Stalldard

　I．Maker　A　．

　皿．Maker　B　　　　　　　　　・

皿．Makerσ

IV．　0．044w／v％Standard

Supporting　Electrolyte：　0，8％KI　．

Sensitivity　　　　　　　　　：　1／100

月置op　Time　．．．　　：3Seconds／1　Drop

Templ　　　　　　　　：　25。C　　　　　　　、

Flg．2　Polarographic　Waves　ofγ一B．　H．　C．10％

Emulsions　andγ一B，　H，　C．Standard

　I．　Maker　D

　H．Maker　E

　皿．Maker　F

　W．　0．044w／v％Standard

Supporting　Electrolyte；　0．8％KI

　　　　　なSensitivity　　　　　　　　　　：　1／100

Drop　Time　　　　　　：．3Seconds／1　Drop

Temp．　　　　　　　　：　25。C
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　ElN　V鳳D【阻・S　　　．　　　　　　．　　　　　　mN　voLTS

Fig．3　Polarographic　Waves　ofγ一B．　H．　C．10％　　　　’．Fig．4’Polarograpllic　Waves　ofγ一B．　H．　C．10，5％

Emulsions　andγ一耳H．　C．　Standard　　　　　　　　　　　Emulsions　andγ一B．　H．　C．　Standard

　　I。．Maker　H　　　　．　　　　　　　．　　　　　　　　1．　Maker　K

　　皿．Maker　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H．　Maker　M　I　　　　．・

皿．Maker　J　．　　　　　　　　　　　　　　　　　皿．0．044w／v％Standard

　IV．．0．044w／v％Standard　　　　　1　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　．　　　　　　　　　　・

Supporting　Electrolyte＝　0．8％KI　　　　　　　　　　　　Supporting　Electrolyte：　0，8％．KI．．

Sensitivity　　　　　　　　　；・1／100　　　　　　　　　．　　　　　　　　　Sensitivity　　　　　　　　』：　1／100

Drop　Time　　　　　　；3Seconds／1　Drop　　　　　　Drop　Time　　　　　　：3Second6／1　Drop

Temp．　　．．　　　　診　25。C．　　．　　　．　　　．　　Tρmp．　　　　　　　．　：　25。C

　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1．　Determination　ofγ一Benze血e　Hexachloride（γ一B．　H．　C．）　．　．．　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　Commercial　Emulsions

Sample

γ一B．H．　C．10％

Emulsion

　　　　　　〃

　　　　　〃

　　　　　〃

　　　　　〃

　　　　　　〃

　　　　　〃

　　　　　〃

　　　　　〃

　　　　　　〃

　　　　　　〃

　　　　　〃

γ一B．H．　C．5％

Emulsion．
．γ一B．H．　C．10％

Emulsion

Maker

A

B
¢

D
E

F
G
H
I

J

K

M
N

Specific
Gravity
15QC

Flash－Point
　　　　OC

Abel－Pensky

0．966

0．917

0．976

0．949

0．936

0．940

0．909
　　　　　　2

0。943

1．000

0．918

0．940

0．989

0．843

0．926

39．9

25．3

35．b

27．7

20．2

28．5

24．0

22．0

15．3

23．3

凶．5

25，5

35．7

24．4

　PH
1％aq．
SGIn．

7．5

5．4

3。6

3．8

4．5

4．5．

4．2

＄．6

6．3

4．0

3．4

7．2

3．8

4．5

γ一B．H．　C．，％

Polarographic

　　　Method

11．29

10．67

11．16

11．33

10．53

10．85

10．27

10．61

9．90

10．49

12．19

8．75＊

13．65＊

10．48

Modified　LaClair
（Alkali　I盆bile

C1110rine）Method

ReCOvery，＊＊

　　　　％．

11．33

10．36

10．54

10．53

10．54

10．94

10．96

10．42

10．28

10．22

13．06

16．27＊

7．56＊

11．44

100

103

106

108

100

99

94

102

96

103

93

9零

’
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　＊　Not　reliable，　interfering　with　other　organic　chlorinated　compounds．

　＊＊　％recovery　by　Polarographic　metllod　re正ative　to　recovery　by　modified　LaClair　nlethod，％polaro．

　　　graphically×100／％modified　LaClair　methodically．

　次にTable　1．に於いてL，　M両杜を除く他社の両定量法（本ポーラ戸グラフ定量法及びアルカリ分解定量法）

に依る両定量値（γ一B．H．C．，％）より両定量法の間に如何なる相関々係が有るか，又両表間の回帰直線は何う引か

れるか計算した処，次の結果を徳た．（Table2．，　Fig・5・参照）

Table　2　Calculations　of　Correlation　and　Regression　Coefficients，between　Per　Cent

γ一B．H．C。　by　Polarog田phic　and　Modified】LaClair（Alkali】Labile　Chlorine）Methods

Sample

’

A
B
C
D
E
F

G
H
I

J

K
N

Total

X

11．29

10．67

11．16

11．33

10．53

1α85

10．27

10．61

9．90

10．49

12．19

10．48

129．77

Y

11．33

10．36

10．54

10．53

10．54

10．94

10．96

10．42

10．28

10．22

13．06

11．44

130。62

XY X2

127．92

110．54

117．63

119．30

110．99

118．70

1112．56

110．56

101．77

107．21

159．20

119．89

1，416．27

127．461

113．85

124，55

128．37

110．88．

117．72

105．47

112．57

98．01

110．04

148．60

109．83

1，407．35

Y2

128。37

107．33

11LO9

110．88

111．09

119．68

120．12

108．58

105．68．

104．45
　　　　1
170．56

130．87

1，428．70

X＝γ一B．H．C，％for　polarographic　method．　Y；γ一B．　H．C，％for　modified　I．aClair（alkali　labile　chlorine）

method．5ζ＝Mean　of　n　observations　of　X．　Y＝Mean　of　n　observation　of　Y．　r＝Correlation　coeffi－

cient．　b＝Regression　Coefficient．

　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
Table　2．よりn＝12であるからX及びYの平均値は其々

　X＝10．81　　　　Y＝10．88　となる。

以下Table　2・に従って計算する．

　（ΣX）2／11＝1，403．35，（ΣY）2／血＝1，421．80，（ΣX）（ΣY）／nと1，412．55，Σ（X－X）2＝ΣX2一（ΣX）2

　／n＝4．00，Σ（Y－Y）2；ΣY2《ΣY）2／n・＝6．90，Σ（X－X）（Y－Y）＝ΣXY一（ΣX）（ΣY）／n＝3・72

故に求める相関係数rは

　r＝　　　Σ（X－X）（Y－Y）　＿＿＝0．709

　　　　γΣ諏＝図酉（マこ巧2一

又回帰係数bは　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　b＝Σ（X－X）（Y－Y）／Σ（X－X）2＝0．93

従って求める回帰直線Yは

　（Y－10．88）＝0．93（X－10．81）

　　　　　　　Y＝・0．83十〇，93X

回帰直線による推定値eは
　e℃＝Σ（Y－Y）2一｛Σ（X一又）（Y一「～）｝2／Σ（X一一ヌ：）2＝3．44

擬値の分散s叫び亭亭s蹴　　　　．　．．



藤井，佐藤＝γ一B．H・C。乳剤のポーラログラフ定量法 47

　　　ヨ　　SE＝・／（n－2）＝0・3必

　　SE・＝1／67（五＝2）π＝o．587

得られた回帰係数bの有意性を確かめる為にt検定を行うと

　　，．・γΣ（X一又）2．，．、69

　　　　　ゾ67（n－2）

　自由度n－2＝101こ対するt＝3．169の危険率αはt「分布表よりα≒1％であるから，従って此の回帰係数は右

意である．

↑5

ε

求　　量0

罠

皇

賃・

＼

o b lo 且5

　　　　　　　　　　　　　　　　　穿ρB・隅eI凶％　（x》

Fig．5　Relation　betweeh　Polarog臓phic（X）and　Mod五fied】［君Clair（Alkali

Labile　Chlorine）Methods（Y）upo11γ一B。H．C．　Detennination　in　Commercia1

γ一B．H．C．10％Emulsions

　　　　　　　　　Regression　Lille：　Y＝0．83十〇．93　X．

考 察

γ一B．H．C．乳剤の定量法とし七，　W．　H．0のSte照now法はイソプロピルアルコール中で金属ナトリウムを作用

させ，γ一B．H．Cの全塩素を遊離させる関係上，．操作が厄介である，それに較べるとアルカリ分解法はγ一B．H．C・・

の遊離し易い三塩素だけで定量を行うので操作は比較的簡単である・併し乍ら滴定の終点が判然としない事がある

ので，此の様な場合にはポーラ戸グラフ法を用いる方が正確である．特にB．H．αがγ一B．H．C・以外の他の異性体

を多量に含有している即ち低γ一B．H．C・を用いて製られたB．　H．C・乳剤では・γ一B．　H・C・の定量に際してStepanow

法とアルカリ分解法は全B．H．C．異性体を定量して了5から，γ一B．H．C・だけを定量する事は困難である．従って

此の場合にもγ一B．H．C．だけ定量出来る本ポーラログラフ法を用いる法が正確である．　　　　　1

　次にTable　1．に於いてL，　M両社のγ一B・H・C・，％に就いて両定量値が甚だ相違しているのは，此の両杜の製

品には・一BH・c以外の右髄化物力・混入されている為で・此の様娚合セ・回れの定量法徽つ鄭正際卜

B．H．C．を定量する事は困難である．

　盆画ポrラログラフ法でγ一B．H・C・乳剤を定量する場合各種のγ一B・H・C・乳剤に含まれている種々の溶剤及び乳

化剤に依って相当定量値が影響されるのではないかと思われたが，実施結果はTable　1・に示す通り殆んど影響さ

れていない事が判った．但し得たポ・一ラ戸グラム（還元波）の見掛けの半波電位は幾分影響を受けている様である。

（Fig．1，2，3，4，参照）

　Fig・5．に於いて市販の各社のγ一B・H・C．10％乳剤に含まれているγ7B・耳，　C・の本ポーラログラフ法とアルカリ

分解法とによる定量値X及びY間の回帰直線を示している．又両定量法の相関係数は前述の通りr＝0．709であり

此の相関係数rの右意性を確かめると，．．即ちn－2＝10に対する．r＝0・709の危険率αは相関係数表よりαく1％

であるから此の相関係数は有意である．即ち両定量法の間には充分相関々係があるから，本ポーラログラフ定量

法は従来のアルカリ分解定量法の代りに充分使用出来る事を示している．
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総 括

　各種市販のγ一B．H．C・乳剤の比電，引火点，　pHについて試験した（Table　1・参照）．又本ポーラログラブ定量

法でγ一B．H．C．乳剤中のγ一B．H．C。を定量した結果，他の有機塩化物を含むL，M両社の製品を除く他社の製品は

此等乳剤中に含有する溶剤及び乳化剤に殆んど影響されずに定量出来た（Table　1．参照）．又此等と平行して従来

の厚生省：殺虫剤許可旧誼中にある改良されたラクレアのアルカリ分解定量法でγ一B・H・C・乳剤中のγ一B・H・C・

を定量した値と本ポーラログ．ラフ法に依る定量．値とを比較検討した結果は前述の如く両法とも充分相関々係を右

する事が確かめられ，又両法聞の回帰直線を求めた（Fig．5．参照）．

　筒アルカリ分解法では定量出来ない，発色妨筈物質を含む場合及び低γ一B・H・C・を含む場合のγ一B・H・C・乳剤の

定量には本ポーラログラフ法は好結果を与えた．

　各種市販のγ一B・H．C・乳剤より得られたポーラログラムよりγ一B・｝葦・’C・の見掛けの半波電位は一1・05±0．15ボ

ルト，電解液のpHは約6であった．附記；本ポーラマグラフ海はγ一B・｝｛・C・水和剤ρ定量にも用いる辮が出来

る．、本研究の一部に協力された篠崎正：，白木勝元両氏に感謝する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　．献
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2）

3）

4）
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1訊Clair，」．　B．；Anal．　Chem・，20，241～45（1948）。

Cr五sto1，　S．　J．：」．　Am．　Chem．．．．　S6c．，69，』338～42． i1947）l

Fujii，　M．，　Sato，　H．，　Tsuj　i，　K，　and　Sugawara，　M：C．　A・，49，600ga（1955）；

藤井正道，佐藤寿，辻楠雄，暫原実，本誌，72・155－57（1954）・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　This　work　was　carried　out　in　order　to　find　a　simple　and．　convenient　method－not　subject　to　inter・

　ference　from　the　solvents，　emulsiflers　and　organic　chlorinated　compoundsイor　tlle　determillation　ofγ一

　B．H．　C．　in　commercia1トB．　H．C．　emulsions．（concentrates　contailling　10％γ一B．　H．　C。）

　　1．Polarographig　method＊：Weigh　accurately　a　weight　versus　l　mL　of　a　salnple，　add　99　ml．　absolute

　ethanoL　Transfer　by　pipet　20　m1．　of　the　above　stock　soln．　into　a　50－ml．　volumetric　flask　and　add　4

、mL．・f　10％．kl閃1・・1・・and　l　mL．q正・1％9・1・tine　aq・s・1耳and．m・ke　up　to　t再e　ma「1‘wi‡h　absolute

　ethano1．　L　Flush　ab6ut　5　m1．　of　tllis　so111．　for　15　min．　with　N2．　Polarograph　at－0．2to」1．7　volts．

　Calculate　the　concentration　ofγ一B．　H．C．　by　the　relation＝

・一BH・6・％（w／wbas）一三．・…．　．．　■・．’
　　　m。＝．γ一B，H．C．，　mg．　in　standard　soln．（know耳．concent【ati6n　of　pure．γ一B．H．C．＊＊）．．

　　m二Weight，　mg．　ill　test　soln．　of　sample．

　　　h。＝Wave　height，　mm．　of　standard　soln．・

　　　h　明細vβ11e量ght，　mm．　of・test　sOln．

　　　IL　MQdified　LaClair　method：Weigll　accurately　a　weight　vs．1m1．　of　a　sample　is　rさfluxed　30　inin．

　in　a　fk匙sk輌th．25　ml．．of　N／10　ethanolic　KOH．　After　refluxing，　the　flask．is　cooled　and　the　contents

　are　made　slightly　acid　with　1』to　2　HNO＝1．　A　15　ml．　of　N／10　AgNO3　a10ng　wlth　l　m1．　of　10％feπic

　alum　soln．　and　2　ml．　df　llitrobenzene　is　added。　The・excess　AgNO3　is　then　titrated　with．N／10　NH4

　SGN．

　　　卿嬬（w・・圃・mL譜、認1雛讐響6文i㏄．

　　　The　re・ult・・b捻in・d．　by　p・㎞・脚hi・m・th・d（X）・r・i・g・・d・greem・・t　with　th・m・幻ifi年d　Laρbi「

　1nethod（Y）as　indicated　by　92－108％recovery．　in　Table　1．　a甲d　by　a　coefficient　of　corre垣tion，　r二．0・709

　in　Table　2．　and　by　one　regression　line（Y＝0．83十〇．93　X）in　Fig．、5．　．The　apparent．halfマwave．po・・
　　’
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t畔11tial　and　pH　ofγ一B．　H．　C．　in　the　samples，　using　KI　as　base　electrolyte　under　the　abqve　oonditions，

were－1．05±0．15　volts　and　approx．6．噛
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　．

　テ　cf・C・A・，49，600gaσ955）・PQlarographic　a3say　ofγ一B．　H．　C．重n　commercial　sprays．　M．　Fuli量，

　　　　．Hβato・K・Tsuli　and　M・Sugawa職，　BuU・Nat1・Hyg・Lab．（Tokyo），72，155岬（1954）．　　・

　＊＊　mp．112。5。C．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956
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炉紙クロマトグラフィによる亜鉛の定量法

岡　崎精　一

Quantitative　Analysis　of　Zinc　by　Paper　Chromatography　．

Seiichi　OKAzAKI

　無機イオンを源紙ク戸マトグラフィを用いて分離した報告1～3）及び炉紙ク戸マトグラフィを定量に応用した報

告4～7）は多数ある．著者は卵胞ホルモン8～9）及びモルヒネ10）を炉紙上のスポットの面積によって定量し得ること

を報告したがこの方法を亜鉛イオンについて諦た・鮮浜弓恥50を用い・ブ〃一ル・水，塩酸（10・3・

2）の混液で展開しジチゾン・クロロホルム液により亜鉛を呈色させると，ある範囲内で亜鉛イオンの濃度の対数と

スポットの面積との間に直線関係が得られる．且又呈色像の濃淡は濃度と共に増加するので波長530mμでその分

光図解を求めその値を・・ear・…）の言・載・た式KC一一
I■一K・（・・U…R・flec・・…C・C・nce・・鰍・

tion，　k：Fiber　apsorplion　index，　K！：Absorbancy　index　of　undyed　fiber）セこ導入して得た値と濃度の対数

とは直線関係を示すからこれを利用して2－2用量検定法12）を用いプロタミン亜鉛インシュリン住射液中の亜鉛

を定量して米局法13），国局法14），国薬H法15）と比較し好結果を待たので報告する．　　　　　’

　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　試薬，亜鉛漂準液：予め弱く熱灼した酸化亜鉛1．2459を正確に秤り硝酸（50w／v％）10ccに溶かし亜鉛を含

まない水を加えて1000ccとする．本液1ccは亜鉛1mg・を含む．

　ジチゾン試液；精製ジチゾン25mgを50ccの精製クロロホルムに溶かし冷暗所に保存する．

　展開溶媒，ブタノール：水：塩酸，（10；3；2）但し用いた撫酸の比重はL18である．

　実験1　東洋炉紙No・50，1x40　cmの一端から6cmの所に亜鉛標準液をつけ室温23。の恒温室で14時間展

開し，乾燥後ジチゾン二三中に炉紙を10秒聞浸しこれを60Wの覧燈の下10　cmで乾燥した．亜鉛は紅紫色の帯

状に呈色しそのRf仙は約0．6である．これをFig．1のようにしてBeckman分光光度計B型を用いて反射スペ

クトルを検した（Fig．2）．対照として無処置の白色炉紙を用いた。

、レ

60

L
／

彪

、）
　21減n1

黛50
　
謹

書

竈　如
幽

530

　　　　　　　　（Color　zone）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　460　4臼0　500　520　540　560　580

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　W鳥ve正釦9をLmμ

　　Fig．1The　figure　of　dcveloped　paper　wllich　　　　Fig．2Reflectance　spectrum　of　zinc　by　ditllizone

　　　　　treated　for　reflectancy

　Fig・2より反射率の極小は530mμにあることを知った．

　実験2　0．001～0．016cc（1～16γ）の亜鉛標準液を正確にマイクロピペヅトで濡紙に附け，実験1と同様に呈

色させ呈色帯の上にトレ’一シングペーパを置き呈色帯を複写しプラニメータでその面積を測定した．　．（Table・

1，Fig。3）
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Table　l　Amount－Area　relationship

Amount　of　Zn（γ）

1

2

4

8

16

Area　of　spot（cm2）

0．24

0．36

0．56

0．68

0．80

1．0

燈
暮

ご

甚α5

も

箋

　　　1　　2　　4　　8　　16　．

　　　　　　　　AmOUnt　of　Zn（109γ）

Fig　3　Amount－Area　relationship

　実験3　実験2と同様に亜鉛標準液を附け呈色後，実験1で述べた方法で分光反射率を測定し，その値からKC

を求めた　（Table．2，　Fig．4）．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　．’

　同一炉紙を対照に用いたためK！二〇，R；0．01　X　lmit　reflectallccとした，

Table　2　Amount旺Reflectance　relationship

Alnou皿t　of

　　Zn（7）

1

2

4

8

16

Unit　reflectance
　　　（％）

61．0

52。0

48，0

43。0

40，0　　・

KC

0。124

0．226

0．283

0．378

0．450

6．o・5

0　0．4
睾

ζo，3
§

茎α2
浅

　　0．1

　　　　　　1　　2　　4　　8　　16

　　　　　　　　　ムlnOun亀。『Zo（109γ）

Fjg．4AmounトReflectance∫elationship

実験4a亜鉛標準液1，2，4γをそれぞれ炉紙3枚につけて展開後呈色面積を測定した（Table　3）．

　　　　　　　　　　　　　　　Table　3　Amount－Area　relationship，

Aπ10unt　of　Zn　（γ） 1

Area　of　spot（cm2）

Tota1

Mean

0．24

0．24

0．25

0．73

0．243

2

0．40

0．40

0．38

2．18

0．393

4

0．53．．

0．55

0、騒

1．62

Table　3から直線性を検討する．

0。540
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Adjustment　for　me2n…・・…・……………193830

Nature　of　variation

　　Regression

Deviation　ffom

　　　regreSSlon

Between　amounts

Witllin　amounts

Error

Degrees　of
　　　　freedom

1

1．

2

2

4

　　　　　　Tota1　　　　　　　　　　　8　，

従って直線性は否定できない．Table　3．

Sum　of　squares．

04323

0．0004

0．1327

0．0016

0．0003

Mean　squares

0．0004

0．000075

F

　　　　　　　　　　　、

　　　　　5．33

くFl＝7．71（5％）

燈
實

。

り
＆
9Ω

治

田

く

。・5．

　　　　　　　0．1346

　　　　　　　　1

をグラフに表わしたのがFig．5である．

　　　　　　実験4b　分光反射率からKCを求めた（Table　4）．

　　　　　　ト　　Tabie　4　Amount　Reflectance　Relat且onship

Amount　of　Zh（γ）

KC

Tota1

1 2

1，257

1p　205［

1，257

2，354

2，215

2，049

3，719 ⑤618

4

2，817

2，564

2，734

8，115

　　　　　　　　　　Mean　　　　　1，240　2，206　2，705

Tabie　4から直線性を検討すると次の通りである．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F

　　　　　　　1　　2　　4

　　　　Amount　of　Zn（109γ）

Fig．5　Amount－Area　relationship

　　　　　　　　　　　　　　　　Adjustment　for　mean．．…・……一……一・37，8348

Nature　of　Variation

　Regression

Deviation　from
　　　「egreSSlon

Betwe印amounts

Within　amounts

Error

Total

Degrees　of
　　　　freedom

1

1

2

2

4

8

Sum　of　squareS

・3．2193

0．1665

3．3258

0．0035

0．（y783

3．4076

　　　r

Mean　square

0，1065

F

　　　　5・4ρ

＜Fレ7，71（5％）

0．6ig6

従って直線性は否定できない．Table　4をグラフに表わしたのがFig．6である．
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∂　3
邑

章

孚

否　2
婁

崇

国　　1

　　　1　　2　　4
Amo岨t　of　Zn（109γ）

　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．6　AmounレReflectance　relationship

実験5，亜鉛標準品2γ，4γ，検体1．8γ，3．6γをそれぞれ一紙につけて展開後発色させ，効価比（R），誤差

の信頼限界（f．1．e．）等を求めた（Table　5）・

　　　　　　　　　　　　　　Table　5．　Two　alld　Two　Amotmt　Assay　of　Zinc

Expt．

No．

1

2

3

4

Strip

No．

1

2

3

1

2

1

2

．3

1

2

Standard

4γ 1 2γ

Standard

・・6・1・…

Area　of　spot（cm2）

0．60

0．64

0．64

0．68

0．64

0．44

0．40

0．44

0．48

0．48

0．56

0．60

0．56

0．60

0．56

0．36

0．40

0。40

0．44

0．44

Reflec協nce　value（K　C）

0．637

0．640

0．659

0．603

0．565

0．250

0．262

0．258

1

0．300

0．295

0．540

0．609

0。594

0．637

0．536

0．235

0．252

0．242

0．264

0．270

t＊

P＝0．95

　0．66

　　　ホホ
（＜2．306

d・f・＝寧）

※
R

103．0

　1．47

　　＊＊　　86．0
（＜2．776
d．f．＝：4）．

　2．06

　　ホネ
（＜a3061 116．1

　0．61

　　ホホ
（＜2．776
d・£＝4）

107．2

f．1，e．％

（P二〇．95）．

91．5－109．2

93．8～107．1

98．0～102．1

84．2～118．8

　　※％of　the　theoretical　value♂

　管　in　the　test　for　difference　between　slopes．

　＊＊from　the　table　of　t－distributioP．

　実験6，市販プ戸タミン亜鉛インシュリン注射液（20u／cc）5ccに稀塩酸0・01　ccを加え澄明な液とし，これの

0，05㏄，0．025㏄と亜鉛標準液の10倍稀釈液の4γ，2γを源紙3枚にうけ面積法，分光反射率測定法で定量した
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結果は次の通りである（Table　6）．

　　　　　Table　6　Two　and　Two　Amount．Assay　of　Zinc　in　Protamin　Zinc　bsulin　lnlection

Expt．

No．

5

6

Strip

No．

1

2

3

1

2

3

Sta血dard

4γ 2γ

Sample

0．05cc‘ 0．025㏄

area　of　spot　（cm2）

0．60

0．64

0．60

0．48

0．48

0．44

0．64

0．64

0．60

　t＊

P＝0．95

　　　　1
：：1：｝（撫

　　　　　

・44
g・一・｝

Reflec伽ce　value（KC）

0．2545

0．2500

0．2330

0．0895

0．0942

0．0904

0．2530

0．2500

0．2228

0．1079

0．1013

0．0977

　1．12

　　ホ　
（＜2．306

d．f．二8）

※

R

1．072

f．1．e．％

（P＝0．95）

92．4－108．2

1

1．02 93．0～107．5

　＊　in　the　test　for　a　difference　between　slopes，

　＊＊from　the　table　ofレdistribution

　　※Quantity　Ratio．

　R値より検体100単位中に含まれる亜鉛量を計算し同一検体を他の法で定量した結果と比較すると次の通りであ

る．．　（Table　7）．

　　　　　　　　　　　Table　7　Comparison　with　other　methods　for　quantitative

　　　　　　　　　　　　　　ana1ysis　bf　Zll　in　Protamin　Zinc　Insulin　Injection

Method

U．S．　P．

1．P．

J．N．　F．　II．

　　　　　　＊Area　of　spot
　　　　　　　　　＊
Reflectance　value

Amount　of　Zn

mg／100　u．

0．411

0．417

0．411

0．428

0．407

Ratio

＊Our　method　reported　here．

　　　　　　　　　　総 括

100．0

101，9

100．0

104．1

99．0

　亜鉛をブタノール，水，塩酸（10：3：2）で展開しジチゾン，クロロホルム試液で発色させると亜鉛の濃度の

対数と呈色帯の面積及び呈色度がかなりの範囲で直線関係を示しこれを利用して演紙クロマトグラフ法で定量を

行うと相当な精度で定量ができる．本法でプロタミン距鉛インシュリン注射一中の亜鉛を定量すると米局法，国

局法，国薬日法とほぼ同じ結果を得た．

　終りに御指導並びに御校閲を賜った部長長沢佳熊博士，御助力を戴いた越村栄之助技官，反射分析に御助言を

戴いた山ロー孝生薬部長，福島清吾技官に感謝する．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

After“evel・pi・g・i・・with　b・t・n・1・w・ter・hyd・㏄hl・・i・a・id　mi煎・・e．（10・3・2）・孕filt・・甲pe・・

dipping　this　paper　in　the　dithizone－chlorofo㎝solution，　the　liner　relationship　between　logarithm　of

a卑ount　of　z三nc　and　area　of　spot　or　the　reflecta皿cy　value　wag　f6und，　so　the　tWo　alld　two　amount　assay

method　was　available．1－4γof　Zinc　gave　a　succesful　result．　　　　．　　　　　’

　　ApPlying中is　method　to　the　quantitative　det弔㎜ination　of　Zinc　in　Protamine　Zinc　Insulin　Injection・

our　method　and　the　methods　of　the　United　States　pharmacopeia，1ntemational　ph3rmacopoeia　or

Japanese　National　Formulary　I　I　gave　the　similar　results．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Fe1）ruary　29，．1956

r
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炉紙クロマトグラフィーによるけし属植物中のモノγヒネ検出について

（第1報）

朝比奈晴世，　大野昌子

Detection　of　Morphine　in　Poppy　Plants　by　Paper　Chro㎜tography．．1．

　　　　　　　　　　Haruyo　AsAHIM　and　Masal｛00No

　まえがき　けし属植物中にモルヒネを含有するかどうかを明確にきめることは，あへん法によるけし植物取締

上必要である．モルヒネ検出方法の研究は，その微量アルカロイド検索の第一段階としても意昧あるので，先づ

数樋のけし属植物（P砂8〃ωSO〃2π’ノ初π鵬P．2加θαS，　P．0”6〃如」θ，　P．5θ’ゴ8θ耀翅）の未熟果実からの乳液に

ついて瀕紙クロマトグラフィーを試みた．なおけし属植物のモルヒネ含有及び検出法については，アメリカ麻薬

局出版物1）に記述されている．

実　験　材料

　Aこ勘ρ⑳αs（η醐ザ例ご甥；あへん法にいう「けし」であって，一貫種と呼ばれる品種．当所薬用植物園春

日部試験場で栽培された．

　B：」％ρσ卿εo〃魏ルπ姻＝園芸品種とされていたもので，当所で試験のため作った．

　C：P妙⑳げ幼。θθ5：ひなげし，園芸用に市販されている腫子を播き栽培したもの．

　D：勲ρωげ。η8π弼8；おにげし，東京都世田谷区，戸越農園で栽培されたもの．

　E～G；それぞれ東京都新宿区，港区，世田谷区弦巻町内で，あへん法違反被疑事件の鑑定材料として押収さダ

れたもの．

　H：東京都大田区内で，坐花材料として作られたもの．

　1：Pσρα％7sθ”8θ7π〃2；Canada，　OttawaのFood　and　Drug　Laboratory，　Dr．　Charles　G．　Farmiloか

ら送付された種子を，当所悲日部試験揚で播種，栽培したもの．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　笑　験　の　部

　（1）試料：実験材料A～1の未熟果実から得た乳液の乾燥したもの0．19に，約1cc．のN／10塩酸を加えて

とぎどきかまきぜ，暫時放置した後その上澄液約0・004～0・01ccをとり試料とする．

q）i戸紙クロマトグラフィーについて＝東洋済紙Nα51，巾25㎝，長さ如㎝のものの，下端から7cmの

部位に試料をつける．展開液はすでに報告した2）n－Bu（OH）；NHρH（28％）：H20＝50：9：15の上層を使用し，．上

昇法で約25Cm展開する．発色試液としては塩化白金ヨウ素試液（塩化白金酸10％溶液1cc・，ヨウ化カリウム4

男溶液25㏄・に水を加えて50cc．にしたもの）を噴霧すれば，モルヒネは7．5γ以上で明かに濃青色に呈色する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験結果

検体A：1｝σρ⑳のso〃2π’ル擢7η

　　　　　　　Table　l　Rf　Values　and　Colo㎜tion　of　Spot　of　P砂α〃εγso2ηπ漉プ〃用

1

2

3

4

濃・青　色

　0．71

　0．69

　0．69

　0．71

Morphine

藍　紫　色

　0．88

　0．86

　0．87

　0．86

Codeine

紫 色

　0．94

　0．92

　0．91

Narcotine
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対照モルヒネのRf値＝0．71

検体B；Pαρα〃εプso〃2ηヴび卿π

　　　　　　　　Table　2　Rf　Values　and　Colouratioll　of　Spot　of　Pαρ⑳87　so祝ηげθ躍例．

議滞
1

2

3

濃　青　色

0．72

0．73

0．70

紫 色

0．95

0．95

0．92

対照モルヒネ
Rf値

0．71

0．71

0．71

検体Bではモルヒネ含有が認められた．

検体C：P砂川εププ乃。θαs

　　－Table　3　Rf　Values　and　Colouration　of

　　　　　　Spot　of　Pヒzραε26ププ乃。θαs・

1

2

（汚）紫 色

0．91

0．93

　ひなげしでは，塩化白金ヨウ素試液で汚紫色を

呈するスポットーつが認められるのみで，モルヒ

ネは認められない3）．

　検体D：P砂ω〃oγ’2”f認θ13種セこついての

実験結果は次のとおりであった．

Table　4　Rf　Values　and　Colouration　of　Spot　of　P妙ωε70万θπ加1e

＼こ一一呈亀

商品名＼騨
Mahoney

Perry／s　White

　Queen　Alexandra

　Feltha皿

　Beauty　of　Livermere

　Salmon　Queen

〆Apricot　Queen

　Princess　Victoria
　Iρuise

Rembralldt

Pink　Beauty

Mrs．　Perry

Columbia
（01ympia　fL　pl．）

Bracteatum

濃　青　色

F

0．15

0．18

0．18

0．19

0．19

0．18

青　緑　色

0．18

0．18

0．17

0．18

0．19

0．16

0．17

0．17

0．19

0．18

濃　青　色

0．26

0．20

紫 色

0．26

0．28

0．25

0．25

0．26

0．27

0．23

0．24

0．25

0．28

0．27

0．29

0．36

紫 色

おにげしのクロマトグラムには，

ことが分つた4）．

検体E〃G；

0．96

0．89

0．93

0．95

0．94

．0．96

0．95

0．92

0．96

0．96

0．96

0．92

0．91

10．91

0．93

0．94

0．94

モルヒネは認められないが，本展開液でアルカロイド数種が分離可能である
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Table　5　Rf　Values　and　Colouration　of　Spot　of　Poppy　E～G．

検パf笙．
＼

E

F

Gl

G2

濃　青　色

α77

0．78

0．72

0．70

紫 色

0．94

0．96

0．94

0．92

対照モルヒネのRf値

0．77（試料あへんチンキ）

0．77（　　〃　　　）

0．71（　　〃　　　　）

0．71（　　〃　　　）

鑑定材料E－Gには全部モルヒネが含まれており，かつ形態学上からも勲ρ⑳6γso襯漉プ雌であることが認

められた．

　検体H：

　　　　　　　　　　　Table　6　Rf　Values　and　Colouration　of　Spot　of　Poppy　H．

　　　　　　Rf値 紫 色

検　　　体　．H　　　　O・04

対照あへんチンキ　　　　　一

検体Hは，けし：果実のみであり，

られた．

検体1：P砂⑳ε7sθ’ゴ8εプ3襯

　　　　　　　　　　Table　7

紫 色 濃　青　色 藍　紫　色 紫． 色

　　　　0．18　　　　　　　　　　　0．71　　　　　　　　　　　0．88　　　　　　　　　　　　　0．93

　　　　　－　　　　　　　　　　　0．71　　　　　　　　　　0畳88　　　　　　　　　　　　0．93

切りとられてから何日か経過したものであったが，相当量のモルヒネが認め

Rf　Values　and　Colouration　of　Spot　ot　P砂⑳275εガ8εプ〃，η

＼一＿畢色
　　　　　　リへ
　　　　　　Rf値

検　　体　　11

　　　　　　12

あへんチンキ

検、　体　　13

あへんチンキ

濃　青　色

0．74

0．73

0。71

0．67

0．66

藍　紫　色

0．89

0．87

0．87

0．88

0．89

紫 色

0．93

0．92

0．93

0．94

0．95

Farmiloの報告5）通り，勘ρ⑳〃5θ’ゴ8εプπ〃3はモルヒネを含有している．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　察

11，12の対照

13の対照

　以上の実験結果から，源紙クロマトグラフィーにより，けし属値物中P砂⑳3プso1ηπザ碑枷，　P妙ωθプs薦98一

躍刎にはモルヒネが含有され，ひなげし，おにげしには含右されないことがわかった．又，塩化白金ヨウ素試液

を噴霧することにより，～戸紙上モルヒネは少量で濃青色に呈色するので，容易に鑑別出来る．なお，ひなげし，

おにげしには塩化白金ヨウ素試液で認められる，モルヒネ以外のアルカロイドが含有される．

　本実験を行うに当り，試験材料の御提供を賜ったCanadaのDL　Charles　G・Fa㎜ilo，戸越農園，当所川谷，

藤田両技官に謝意を表する．
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2）刺比奈，大野；衛生試験所報告，73．59（1955）．

3）　C，C。　Fulton：The　Opium　Poppy　and　Other　Poppi侍s，1944，　p．77．

4）　C．C．　Fulton：ibid．，　p．78．

5）　C．G．　Farmilo，　H．　L．　J．　Rhodes，　H．　R．　L　Hart　and　H．　L．　J．　Taylor二Bulletin　on　Narcotics，　VoL　5

　　No。1，26，（1953）．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　By　using　paper　chromatography，　it　is　possible　to　demonstrate　the　presence　of　morphine　in　certaia

poPPy　plants　（P妙α〃ε7’50襯ゲ励〃，τ，1陵ψα〃θrsθ”96η‘〃2）　and　its　absence　in　others　（Pσραoε7　プみ。θπsレ

P妙α〃θプ07ξθ〃’α」θ）。，　　’　　　　　　　　　　℃

　The　characteristic　dark　blue　colouration　of　the　morphine　spot　by　potassium　iodoplatinate，　at　tlle

proper　Rf　value，　is　easily　recognized．　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February「29，1956．
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炉紙クロマトグラフィ．一による，家庭麻薬製

剤中のコデイン，ヒドロコディンの定量法

朝比奈晴世，大　野　昌　子

　　　　Quantitative　Determination　of，Codeine　or　Hydrocodeine　in

the　Antitussive　and　Expectorant　Preparations　by　Paper　Chromatography

　　　　　　　　　　　Haruyo　AsAHIM　and　Masako　ONo

　　まえがき　従来コデイン，ヒドロコデインの定量法としては，アルカリ性でクロロホルム抽出を行い，酸，ア

　ルカリ滴定を行っているが，これらを主剤とする家庭麻薬製剤の処方例は非常に多く，たとえ前処理を施しても

　抽出によって主剤のみを分離し，酸，アルカリ滴定を行うのが不可能な場合（例えば，エフェドリン，メチルエ

　　フェドリン，スルピリン，リコリン等を含む場合）がある．しかしエフェドリン，メチルエフェドリンは，紫外

　線吸収においてコデイン，ヒドロコデインを全く妨げない1）から，抽出壷中に両者のみが混在する場合は，吸光

　度測定法を応用すれば定量できる．又パナジン硫酸による比色定量法2）も試みられ一部解決しているが，これで

　　もまだ定量不可能な製剤があるので，既に報告した「炉紙クロマトグラフィ・一によるあへん中のモルヒネ定量法」
6

　3）を，これら製剤中のコデイン，．ヒドロコデインの定量に応用してみることとし，先ず家庭麻薬製剤中のシロヅ

　プ剤，錠剤について実験を行った．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　笑　験　の　部

　　　（D　傘紙クロマトグラフィーについて

　　　（i）沮　紙；均質性において優れている東洋暗証No・514），巾2・5cm，長さ40cmのものを用いた．なお

　　No．51は縦横の則がはっきりしているから注意し，密な方を横にとった方がスポットが短くまとまり都合がよい．

　　　（ii）容器：東洋源紙製クロマト管C型を用い，同一条件で展開した～戸紙8本を1組とした．

　　　（iii）展開液：n－BuOH：NH40H（28久6）：H20；50＝9；15の上膚40ccずつを用いた．

　　　（iv）展開法二炉紙の下端から7cmの距離の中央を原点とし，ミクμピペヅトを用いて試料0・001～0・01cc

　　をつけるが，0．006－0，01ccをつける場合は二回に分け，第一回目が乾いてから第二回目をつけ自然乾燥後上昇

　　法により約25cm展開する．所要時間は約18時聞である．

　　　〔皿〕　コデイン，ヒドロコデインのRf値．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔D　の装置，操作により，燐酸コデイン・
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Fig．1　Ultraviolet　Absoψtion　Sp㏄加a　of　Code量ne　and

　　　　Hydrocodeine．

燐酸ヒドロコデインを同一条件で展開したとこ

ろ，ゴデインのRf値は0．84，ヒド戸コデイン

では0．86であった．（発色試航：塩化白金ヨ

ウ素試液）

　〔のBeckman　D　U型分光丁度計による吸

光度の測定．

　（i）　コデイン，ヒドロコデインの吸収極大

波長の測定：　コデイン，ヒドロコデイン塩基

の吸収極大波長文献記載値は，それぞれ286mμ，

284～285mμ（エタノール溶液）である．5）

　展開後自然乾燥した濟紙につき，われわれは

コデインについては284mμ，ヒド．ロコディン

については283mμで～戸紙を移動させてその最

大吸収部を求め，ここを中心として10x45㎜

の大きさに演紙を切り取り，セルに入れSpa・
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cerでおさえ，波長260～320mμにおける吸収曲線を求めたところ第1図，第1表に示したとおり，コデイン

塩基は283mμ，ヒドロコディン塩基では282mμにおいてそれぞれ吸収は最大であった．

　　　　　　　　　　　Table　l　Absorbances　of　Codeine　and　Hydrocodeine．

波 長

260

262

264

266

268

270

272

274

276

278

280

281

282

283

吸 光 度

a 1 b

0．320

0．307

0．305

0．300

0．290

0，275

0．262

0，260

0．255

0．245

0．230

0、215

0．224

0．235

0。086

0．073

0．080

0．124

0．135

0，127

0．166

0．210

0．215

0．220

0．230

0．245

0．280

0．259

波 長

2＆霊

285

286

287

288

289

290

292

294

296

300

310

320

・・@吸 光 度

a b

0．221

0．215

0．212

0．210

0。207

0．204

0．195

0．191

0．187

0．185

0．181

0．125

0．090

0．245

0．239

，0．230

0．227

0．198

0．180

0．145

0．106

0．085

0．022

　　0
　　0

　　0

●

0，6卿

0，500

o，姻

。，300

o，2鴎9

認
　1

／
／／
〆

。㎡el圏兇

ノ

。・一・一・…・ @Hγd蜘帽einり

a：燐酸コデイン20γを試料とした時の吸光度．

b：燐酸ヒドロコデイン30γを試料とした時の吸光度．

　ii）特定波長における最大吸収部の吸光度と濃度との

関係：試料として燐酸コデイン，燐酸ヒドロコデイン

の1％永溶液を作り，その0．001・一〇・006cc（燐酸コデ

イン，燐酸ヒドロコディソとして10－60γ）につき吸光

度を測定したところ，演紙上両塩基の吸光度と濃度の聞

に直線関係が得られた，（第2図，第2表）

　＿　　　】0　　　　20　　　　罰　　　　　4【〕　　　　50　　　　60
　　滋（侃・ihe，Ily・1剛9・1・im）

Fig．2．Calibration　Curves　of　Codeine　and　Hydro－

　codeine．

　　　　　　　　　Table　2　Absorption　Data　for　Codeine　and　Hydr㏄odeine．

．．@　試料γ数
吸光値　　　　－．．一』－一＿．

燐酸　コ　デ　イ　ン

燐酸ヒドロコデイン

10

0．275

0．180

20

0．315

0．259

30

0．375

0．＆10

40

0．415

0．400

50

0．465

0．480

60

0．506

0．550

（IV）試　料．従来の定量法による定量値と比較するため，家庭麻薬製剤中次の処方のものについて定量を試

みた．

　（A）　コデイン製剤

　　　処方例（1）　　　　．．　．

　　　　桜皮工．キス．　1．65g

　　　　　　1

処方例（2）

　　　燐酸コデイン　．　　2　9
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燐酸コデイン
白　　　　糖

グ　　リ　セ　　リ　ソ

ア　　ル　　コ　一　ル

安息香酸ブチル

安息香酸
食　　　　塩

蒸　　溜　　水

　（B）

処方例（1）

　キキョウエキス

　燐酸ヒドロコデイソ

　塩化アンモン

フルコール
　榿i皮チンキ
．グリ　セ　リ　ン

　溶性サッカリソ

ヒドロコデイン製剤

パラオキシ安息香酸ブチル

食　　　塩

田　糖蜜
カラメル液（35～40％）

蒸溜水

4　　9

0．4　9

1．0　9

2．0　9

1．0　9

5．0　9

0．0659

0．01369

1．0　9

25　　9

5　　9

　100cc

　　1．09

　50　9
　　5　9

　　5．59

　0。029

　　0．29

　　1。59

全量：100cc

処方例（2）

　桜皮エキス
　燐酸ヒドロコデイン

　乳　　　糖

　澱　　　粉

　タ　ル　ク

塩酸エフェドリン

石蒜右効成分原液

ア　ル　　コ　一　ル

白　　　　糖

安，自、香酸
パラオキシ安息香酸エチル

塩化アンモソ．
カ　ラ　メ　ル

ハニフエッセンス

薄　　荷　　水

蒸　　溜　　水

全　　　　量

1錠中

0．0089

0．0029

0．1529

0．0359

0．003g

　2　9

16．69

50cc

300　9

　1．19

0．229

　5　9

　259
　1　9

　1　9

適量
1000cc

処方例（3）
　燐酸ヒドロコデイン　q・2w／v％

　クレゾール硫基酸カリエ5　　％

　クロ官ホルム精　　　2．5　％

　アルコール　　2．5　％
　安．息香酸　 0．2　％
　白　　　糖　　　　25．　　男

　溶性サッカリン　　　0。04℃％

　　　　　　　　全容量

　試料は，コデイン，ヒドロコデインの含量により，0．003～0．01ccをミクロピペットでとり，展開後，同一条

件で展開を行った燐酸コデイン，燐酸ヒドロコデイン1％水溶液0・001，0・003，0．006ccを試料としたものの吸

光度より得た検量線から，それぞれ含量を求める．，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験結果

　（A）　コデイン製剤

　処方例（1）について3（i）抽出法による定量値　　91・2％　（ii）吸光度測定による定量値　　go．7％

（第3表）

　　　　Table　3　Determinatioll　Value　of　Codeine　Preparation（1）by　Spectrophotometry．

回 数 1 21・ ・1平均
　　　燐酸コデインγ数＊　　　26．　26．5　　28　　28．4．　27．2
　　　燐酸コデイン含量w／v％　　0・867　　0・883　　0・933　　0．947　　0・907

　　　燐酸コデイン含量／表示量　＊＊　　86．7　　88・3　　93．3　　94．7　　90．7％

＊試料0．003cc中のγ数　　＊＊表示量．燐酸コデイン1％含有．

処方例（2）について：（i）抽出法による定量値　98・5％　（ii）吸光度測定による定量値　87．5％（第4表）

　　　Table　4　Determinatibh　VaIue　of　Codeine　Preparation（2）by　Spectrophotolnetry．

回 数 1

燐酸コデインγ数＊
燐酸コデイン含量w／v％
燐酸コデイン含量／表示量　＊＊

17．4

0．174

87．0

2

17．5

0．175

87．5

3

17．7

0．177

88．5

・i平．均

17．4

0．174

87．0

17．5

0．175

87．5％
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＊試料0．01cc中の．γ数．　＊＊　表示量　燐酸コデイン0．2w／v％．

（B）ヒトロコゲイン製剤

処方例（1）について：（i）抽出法による定量腫　93・8％　（ii）吸光度測定による定量値110．1％（第5表）

　　　Table　5　Dete㎜lnatioll　Va1ロe　of　Hydr㏄ode量ne　Prepa搬t三〇11（1）by　Spectrophotometry．

回 数 1 1 1 2 呼均
　　　　　　　　燐酸ヒドロコディンγ数＊　　38．8　　31．7　　35．2
　　　　　　　　燐酸ヒド”コデイン含量w／v％　　0．486　　0．396　　0，44

　　　　　　　　燐酸ヒドロコデイン合量／表示量＊＊　　121。2　　　99．0　　110，1％

＊試料　0．008cc中のγ数．　＊＊表示量．燐酸ヒドロコデイン0．4w／v％．

処方例（2）について：（i）．抽出法による定量値　64．7％　　（ii）　吸光度測定による定量値78・o％（第6表）

　　　Table　6　Determination　Value　of｝lydrocodeine　Preparation（2）by　Spectrophotometry．

回 数 i 1 1 2 1平均
　　　　　　　　燐酸ヒドロコディンγ数＊　　21．4　　17．6　　19．5
　　　　　　　　燐酸ヒドロコディン含量w／v　％　　0．214　　0．176　　0．195

　　　　　　　　燐酸ヒドロコディン含量／表示量：＊＊　　85．6　　　70．4　　　78．0％

曇．試料として錠剤10錠を粉末とし，．その1．72409（5錠に相当）をとり，水4ccを加えてかきまぜた後（燐酸

ヒドロ』ゲインとして0．25w／v彩溶液）一夜放置し，遠心分離して上澄液0．01ccを試料とする．　＊＊表示量

1錠中燐酸ヒドロコデイン0．0029．

処方例（3）について；（i）抽出法による定量値　89．4％　（1董）吸光度測定による定量値　105・0％（第7表）

　　　Table　7　Determination　Value　of　1｛ydrocodeine　Preparation（3）by　Sp㏄trophotometry．

回 数 1 1 1 ・持子
　　　　　　　　　燐酸ヒド官コデインγ数＊　　20．5　　21．5　　21デ0
　　　　　　　　．燐酸ヒドロコディン含量w／v％　　0．205　　0．215　　　0。210

　　　　　　　　　燐酸ヒドロコデイン含量／表示量＊＊　　102・0　　107．5　　105・0％

　＊試料　0．01cc申のγ数　　＊＊　表示量　燐酸ヒドロコデイン．0。2w／v％．　　　　　　　　’

　むすび　以上の実験結果から，二，三三検討を要する点も考えられるが，コデイン，ヒドロコデインが時定波長

283，282mμにおいてそれぞれ濃度と吸光度の間に直線関係が得られることから，適当な展開液でこれらが瀕紙上

で分離されさえずれば，．簡便な家庭麻薬製剤定量法として応用出来ると思われるので，なお多くの例について定

量を試みるつもりである．

　測定につき御援助を賜った武田薬品工業球三韓の諸氏に感謝する．翠研究費の一部は厚生科学研究費より仰い

だ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

　1）加藤：厚科研報告，医薬品の試験法に関する研究，その4，120（1955）　2）石福：ibid，107（i955）

　3）朝比奈，大野茎衛生試験所報告，73，59（1955）．4）朝比奈，大野：．ibid，　5）Oestreicher，　P．　M・，

　C・G．Farmilo　and　Leo　Levi：Bu11etin　on　Narcotics，6，　No．3～4，46（1954）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

・The　quantitative　determination　of　codeine　or　hydrocodeine　in　the　antitussive　and　expectoτant　prep聯．

伽s（ねb1ρtr　or　s翼ups）甲s　ca∬三ed　out　succeおf辞11y　b・岡pe「c祉。㎜tog瓢・h・鋤d　8eckman　spect「侮

photometry．

　The　absorbance　of　codeine　or　hydrocodeine　spot　on　the　Toyo　filter　paper　Nα51　was　measured　at

283mμ（codeine）or　at　282mμ（hydr㏄odeine）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956．．
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ドーフノレ画筆のエメチンの検出に．ついて

朝比奈晴世，志内賢彦，中村 良

　　　　　Detect三〇n　of　Emetine　in．Dover’s　Powder　　　　・

Haruyo　AsAHINA，　Yoshihiko　SHIucHI　and　Yoshi　NAKAMuRA

　まえがき　ドーフル散はアヘン末1，　トコン細末1．，乳糖又は硫酸カリウム細末8．を混じて製したものであ

る．この申のトコンの成分であるエメチンの確認反応には日局Vでは塩酸とサラシ粉の反応が収載されていたが

削除され，日局、1，NF．（1955），BP・（1953）にも記載がない．目局、1ではトコン中のエメチンの確認に同様

の反応，　トコンチンキの項に塩素酸カリウムによる確認試験がある．しかしこれらの反応はドーブル散とアヘン

散についてはいずれも類似の呈色を示し両者の鑑別はきわめて困難である．この両者を区別し，ドーフル散中の

エメチンの分離のためにドーブル散のアルコール，ベンゼン及び稀塩酸抽出物を試料として種々の展開剤につい

て瀕紙クロマトグラフィーを行ったが共存するアヘンアル二戸イドめため目的を達することができなかった．そ

こで分離操作をほどこして，三士クロマトグラフィーを行いエメチンを確認せんとした．

実．験　の　部

　1・　ドー7ル散，アヘン散，トコン末，塩酸エメチン，Porphyroxine－Meconidineの塩酸とサラシ粉の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
反応及び塩素酸カリウムの反応

　ド・一マル散・アヘン散はそれぞれ19，トコソ末は0・59に塩酸10ccを加えときどきふりまぜながら1時間放置

して沮過した三三，塩酸エメチンは塩酸に溶解したもの，Porphyroxine－Meconidineは朝比奈，水町1）の方法に

準じてアヘンからエ「テルで連続抽出し塩酸に溶解したものを用い，これらにサラシ粉の小粒を加えた．塩素酸

勲リウムの反応にそれぞれの塩酸溶液を50％水酸化ナトリウム試液で申和後，小片を加え水浴上で加温した．

　　　　　　　　Table　l　Colour　Reaction　by　Chlorhlated　Lime　or　Potassium　Chlorate．

、け・シ釧塩素酸・・ウ・

ド　一　　ブ　　ル　　散

ア　　ヘ　　　ソ　　散

ト　　コ　　　ン　　末

塩酸　エ　メ　子　ン
Porphyroxine．Meconidine

微　燈　赤色
．微燈　赤　色

澄　　赤　　色

燈　　赤　　色

淡澄．赤色

燈　　黄　　色

澄　　黄　　色

燈　　黄　　色

畔引黄　色
燈　　黄　　色

　ドーフル散とアヘン散とは両反応ともきわめて類似の呈色を示し両者の判定は困難であった．アヘン中のPor－

Phyroxine・Meconidineは稀酸と加温すると赤色に発色1）することから，これをアヘン中から抽出し両反応を試

みたものであり，塩素酸カリウムではトコン末と全く同様，サラシ粉ではやや稀薄な呈色を示した．

　皿．エメチンの抽出及び回収の検討

　（A）次の試料についてn一ブタノールー酢酸一水（10：1；5），アセトンー酢酸エチルー10％アンモニア水

（2＝20；80），P一ブタノールー28％アンモニア水一水（50＝9；15）等を展開剤として演紙ク戸マトグラフィーを

試みた．

　1）ド・一フル散を70％アルコールで20分間門門後下過，その浜弓の濃縮物．　2）ドーフル散を1鮨塩酸で

　1時間ふりまぜ冷浸し沮液を水酸化アルカリ性としクロロホルムで抽出，蒸留残留物．3）アヘン散を2）と同

　様に処理したもの．　4）ドーフル散にアンモニア八街少量とベンゼンを加えて1時聞振盤後濱液を蒸留した

　残留物．5）前項の消液を1％塩酸に転溶させ水酸化ナトリウムアルカリ性としてクロロホルムで抽出，蒸留残

　留物．1），2），4），5），の　ドーフル散の段取はいずれもトコン中のエメチレのみを分離することは困難であっ

たので次の操作をほどこして，瀕紙クロマト、グラフィーの試料とした．

　ド炉フル散19を共晶マイヤーフラスコにとりこれに強アンモニア水0・5cc次にべγゼソ40ccを加えて1時



〆

66 衛生試験所報告 第74号　（昭和31年）

間ふりまぜる．このさいモルヒネはべソゼンに殆ど移行しない．あらかじめペソゼンで湿した1巨紙で分液ロート

中に瀕過し1％塩酸20，10，10，5ccで妄りまぜベンゼン申のアルカ官イドを塩酸申に転溶する。全曲を合し

て第2の分液ローNこ入れクロロホルム20，10・10・10・5ccでふりパパペリン・ナルコチン・テバインなど

を除く．水層に水酸化ナトリウィ・試液を加えてアルカリ性としクμロホルム20，10，エ0，10ccで更に抽出する。

このri．：にはエメチソ，コデイン，　Porphyroxine－Meconidine・が存在する．クロロホルム層はあらかじめクロロホ

ルムで湿した源紙で瀕過して水浴上で留識しアルコールで蒸発皿に洗いこみアルコールを濃縮して瀕紙クロマト

グラフィーの試料とする．　　　　　　　　　、

　約30㎝展開後いずれの展開剤も2つのスポットが現われRf，呈色共にそれぞれコディソ，エメチソに一致する・

　　　　　　　　　　　　　　Tal）le　2　Rf　Values　of　Codeine＆Emetine

n－Butano1：Acetic　Acid：Water（10；1：5）

Acetone；Ethyl　Acetate；10箔NH40H（2；20：80）

n弔utanoL　28％NH40H：Water（50；9；15）

1 Emetine 1

0．70

0，63

0．93

Codeine

アヘン散19を全く同様に操作展開するとコデインのスポットのみしか現われない．

0．52

0。82

0．88

　（B）、塩酸エメチソの1％水溶液5ccをとりアンモニアアルカリ性としてベンゼンを加え，以下（A）のド

ーフル散と同様に操作してえた抽出物をN／50硫酸，N／50水酸化チトリウム液で滴定定量した結果は98．0％．

であった．　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　、

　皿　酒紙クロマトグラフィー展開剤，検出試薬の検討

　1）展開剤；東洋1戸紙No．50を用い皿のドーフル散，アヘン散の試料及びコデイγ，エメチンの混合物につ．

いてn一ブタノールー酢酸一水，イソプ官ピルアルコールー酢酸一水，．イソアミルアルゴ．一ルー酢酸一水などの

酸性展開剤，ベシゼソー石油工Pテルー水の中性展開剤，n一ブタノールーアンモニア水，アセトンー酢酸エチル

ーアソモニア水，酢酸エチルーエタノールーアソモニア水，アセト．ン’一アンモニア水，酢酸エチノセニアンモニア

水，エタノールーアシキニア水などの塩基性展開剤を比較検討した．その結果，アセト．ンー酢酸エチルー10劣ア

ンモニア：水（2：20：80）が最も適当であった．

　三者を混合し分液ロート中でふりまぜしばらく静置してその下層をとった．アセトンの比率が高いときやアン

モニアの濃度が高いときはテーリングの傾向があり，アンモニア水の濃度は10％が良好である．エメチン，コ

デイン及びアヘン中のモルヒネ，パパペリン，ナルコチン，テパイン，Porphyrox｛ne－MecOP1dine，ナルセイン

のRf値はTable　3に示す．

　　　　　　　　　　　　Table　3　Rf　Value　of　Emet三ne＆Opium　Alkaloids．

［・m・・…1㏄・・…IM・P・…；・・岡ve・…INarc・・…【…砿…陶翻膿e　lN訂ce…

・・ I¢631・，821．q78［q651原飼q・2．1原点lq88

●

2）検出試薬；

i）Munier．試薬2）

　a）次硝酸ビスマス

　　酒石酸’

　　蒸留水

　b）ヨゥ化カリウム

　　蒸留水

Munier試薬，　Pauly／s　Diazo試薬，塩化白金ヨウ化カリウム試薬を用いた．

17．Og

200．09

800．09

160．09

400．09

　a液とb液とを等量混和しその

10ccに酒石酸209，蒸；留水100cc

を加える．「

ii）　Pauly／s　Diazo言娼ξ3）

　a）　スルファニール酸4．59を塩

　　酸45ccに加温しながら溶解し

　　水を以て500ccとする．

b）4。5％亜硝酸ナトリウム液

　c）10％炭酸ナトリウム液

　最：初に。液贋霧後a，b液の用時

等量混合液を噴霧する．

iii）塩化白金ヨウ化カリウム試薬

　a）10％．塩化白金液

　b）’4％　ヨゥ化カリウム液

a液1ccにb液25ccを加え蒸
留水で50ccとする．

　Table　4は各試薬による呈色を示す．なおPorphyroxine・Meconidineの呈色は展開風乾ののち1％塩酸を噴

霧，600に加温すると微紅色を呈する．
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Table　4　Colour　Reactions　of　Emetine＆Opium　Alkaloids．
ノ

Emetine

Codeine

Moq）hine

Papaverine

Narcotine

Thehaine

Narceine

Munier試薬 iPaulジ・D・…試薬

　　澄紅色

　　　〃

　　　〃
●　　　　　　”

　　　〃

　　　〃

　　　〃

黄褐色

蒸登　色

暗赤色

澄色
責色

、Potassium
　　　Iodoplatinate試薬

赤紫色
青紫色
帯紫青色

帯赤紫色

赤紫色
帯下紫色

赤紫色

　lV　エメチンの抽出確認　　　　　　　　　・

　ドーブル散にHの抽出操作を行えば抽出物にはエメチソ，コデインが残るわけであり，これを展開して上記検

出試薬を噴霧して現われる2っのスポヅトはエメチンとコデインのRfに一致する．更にエメチンとコデインの

混合物を約30cm展開した沮紙を発色させ，同条件でドーフル散を展開したのちエメチンのスポットにあたる部

分を3㎝切りとり細切して試験管に入れアルコール10ccずつで2回10分聞水浴上温浸する．アルコールを

蒸発皿にとり水浴上蒸発してその残留物につき呈色反応を試みエメチンを確認した．呈色試薬はモリナデン酸ア

ンモン硫酸試薬・バナジン酸アソモン硫酸試薬を用いそれぞれ淡黄緑色，淡緑→緑褐色を呈した．アヘン散に抽

出操作をほどこして展開したものはコディソの箇所のみしか発色しないが試薬噴霧前のエメチン部位を切りとり

同様アルコールで抽出した残留物はモリブデン酸，パナジン酸両アンモン硫酸試薬で呈色は認められなかった，

　むすび　ドーフル忌中のエメチソの検出については塩酸とサラシ粉の反応が用いられているが，この反応はド

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　じ一フル散とアヘン散との鑑別に不適当な場合が多い．この両者を区別し，ドーフル追申のエメチソを検出するた

めドーブル散からアンモニアアルカリ性でベンゼン可溶物を集め，これを稀塩酸に転溶させ酸性のままク冒ロホ

ルムでふりまぜ次に水層を水酸化ナトリウムアルカ．リ性としてクロロホルムでふりまぜる．これにエメチン，コ

デイン・Porphyroxine－Meconidineが含まれるから濱紙クロマトグラフィーを用いて分離した．展開剤にはアセ

トンー酢酸エチルー10％アンモニア水（2：20：80）が最も適当であり，エメ．チンの展開部位を切りとり抽出して呈

色反応を試み確認しえた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

1）朝比奈晴世，水町彰吾：衛試，72，73（1954）．

2）井藤義朗：科学と六二，8，141（1955）．

3）梶田治下：’生化学，27・458（1955）．

Summary

　For　the　purpose　of　identifying　emetine　in　Dover／s　powder，　the　reaction　of　chlorinated　1至me　and　hy一

　　　　　　　　　　ア
drochloric　acid　to　ipecac　is　not　sufficiellt．　Because　opium　powder（contains　1％皿orphine）gives　similar

color　reaction，　it　is　dif近cult　to　distinguish　Dover！s　powder　from　opium　powder．

　So　we　isolate　codeine　and　emetine　from　other　opium　alkaloids　by　shaking　out　with　solvents　under

various　conditions　and　detect　emetine　by　paper　ch1℃matography．　As　the　developing　solvent，　a　mixture

of　acetone　2，　ethyl　acetate　20，10％ammonia　water　80　parts　by　vo1㎜e　is　used．

　Emetine三s　61uted　and　demonst職ted　by　Fr・hde／s　and　Mandeline／s　reagents。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Receive（1　Febru臥ry　29，1956，
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けし（IPα2，α抄eγ80伽ψ剛鵬ム）乳液乾燥温度がモ川ヒネ含量に

及ぼす影響について

木　下　孝　三

Effects　of　the　Temperature　of　Drying　the　Latex　of　Opium

　　　　　　　　　　　　　　　　し
Poppy（P吻uθア50〃ゆノθ御多L．）upon　the　Morphine　Content

Kozo　KINosHITA

　はしがき　轍後久しく禁止されていたけし裁培が1954年あへん法制定1）と共に復活し農家め一産業となって来

ている．従来農家に於ては採即したけし乳液は竹の皮の背面に均等の厚さに塗りつけ炭火を熱源として乾燥箱内

で加熱乾燥するのを慣例としている．しかしこの方法では可な．り高温になる場合がしばしば認められるのである．

第6改正日本薬局法には70。C以下の温度で乾燥し粉末にしたものと記載されている．農家としてはけしの採汁

時期は他作物の収穫期ともかさなり農繁期であり且しばしば陰湿な降雨に際会することが多いため短時聞に乾燥

を終了しようとして更に加温下畑の状態で乾燥することが多いようである．他方国の阿片収納にはモルヒネ含量

が定量されその含有量に応じて収納代金が支払れることになっているのでこれが農家の収入に多大の影響を及ぼ

しているのである．

　著者は1955年和歌山分場に於て数種の乾燥法を試み，特に乾燥温度がモルヒネ含量に及ぼす影響を調査した．

若干の成績を得たのでここにこの結果を報告する次第である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　材料及び方法

　赫料　本試験に供用したけし石墨は一貫種系統のものであり，1954年11月13日和歌山分場圃場約3畝歩に播・

回し翌年5月下旬採汁期に達したものの乳液である．

　方法　乳液採取の方法は各区とも上記採三期に達したものを5月20日午後2－3時の聞に坊主を切傷し分泌し

てきた乳液を直ちに採卜したもの（切取と称している）及び翌21日午前5～6時の聞前の切傷に再び分泌してき’

た乳液を刺霧の未だかわかないうちに採労したもの（朝吹と称している）とである．採集した乳液は各よく縄絆

レて均質にし，その一定量を採り竹の皮の背面に略同じ厚さに塗付け直ちに所定の乾燥を行った．乾燥終了後は

切取，刺吹を合して粉末にし，検体とした．・乾燥完了の程度は乳液が固まり竹の皮より容易に離れ，且指先にで

押すと容易にぶちぶちとわれる程度を以てし起．

　乾燥方法は次の8区とした．

　1．陽骨法．　日光により乾燥する方法で現行あへん法によると農家では実行困難であるが古くは広く行われて

いた方法である．本試験に於ては硝子室内で行った．

　2．、電熱乾燥法．　乾燥門内に於て熱源として電熱器を用い加熱乾燥する．乾燥箱はブリキ製にて縦横高さ夫々

約45㎝145cm，80cmの箱で前開き，金鋼6段掛，錠前付であり，上部には排気筒を有’し，底部に電熱器を置く

ようになっている．本試験では300wt．の電熱器を使用した．

　3．炭火乾燥法．　これは農家で広く一般に行われている方法である．前記の乾燥箱内で熱源として火鉢の炭火

をし用い加熱乾燥を行った．　　　　　　　　　　　∫

4．

5・

6．

7・

8．

60。C恒温乾燥．

70。C恒温乾燥，

80。C恒温乾燥．

100。C恒温乾燥．

120QC恒温乾燥．

60。Cの電気恒温乾燥器内で乾燥した．

70。Cの電気恒温乾燥器内で乾燥した．

80。Cの電気恒温乾燥器内で乾燥した．

100。Cの電気恒温乾燥器内で乾燥した．

120。Cの電気恒温乾燥器内で乾燥した．

モルヒネの定量は麻薬抜術会で協議決定したあへん末定量法の実施要領暫定案により行った．

1）。　昭和29年4’月22目．　法律：第71号・
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実験結果
　上記8種の乾燥法によってけし乳液より阿片を乾燥調製したのであるが，乾燥温度，乾燥所要時聞，乳液量，

得たる阿片量等は第1表に示す通りである．

Table　l　Comparision　of　Temperature　6f　Drying，　Hours　required　for　Drying

　　　　and　Weight　of　Opium　obtained　among　Different　Methods　of　Drying．

No Method　of　drying

11

2

3

4

5

6

7

8

Dried　by　sun－1正ght　in　glass　house

Dried　by　300wt　heater　in　dry㎞g－box

Dried　by　chaエ℃oal　fife　in　drying－box

Dried　in　therm（》一stat　at　60σC

Dried　in　ther皿o－stat　at　70。C

Dried　in　thermo－stat　at　80。C

Dried　ill　thermo－stat　at　100。C

Dried　in　therm（卜stat　at　120。C

Temperature
　　of　drying

Max．
（。C）

42

65

60

62

71

81

103

122

Mi五二
（。C）

17

52

26

58

68

78

97

118

Hours　requ卜
ed　for　drying

（day）（hour）

11．

17．0

23．0

18，0

15．5

12．0

6．5

5．0

Weight
　of
latex

　（9）

150

150

150

150

150

150

150

150

Weight
of　opium
obtained

　（9）

51．2

48．8

50．7

47．8

48．7

49．1

48．8

47．5

Rate　of
drying

（％）＿．

34．13

32．43

33．80

31，86

32．46

32．73

32．43

31．66

　各区の乾燥温度についてみると陽乾法は天候，気温等によbて影響されることが多く乾燥温璋は最も低く且乾

燥期間中の温度の変化も甚しい．乾燥門内の乾燥では熱源300wtの電熱器の場合温度の変化は少く可なり高温に

なるが局法規定の70。Cを越えることはない．500wtの電熱器では70。Cを越えるものと想像される．熱源木炭の

野合，これは農家で一般に行われている方法であるが，温度の変化最も甚だしく，これを防ぐには炭火の調節が

必要であり，可なり． ﾌ手数を要する欠点がある．恒温乾燥器内の乾燥の場合敦れの温度に於ても温度の変化は少

く6－3。Cの範囲である．

　乾燥所要時間についてみると陽乾法では非常に長い日時を必要とする．その他の場合は乾燥温度の高くなるに

従い乾燥所要時間が短くなっている．特に100。C以上になると乳液は沸騰しぶつぶつと気泡を生じ急激に水分を

失って乾固してψき乾燥時間は非常に短くなρて来る．

　一定量の乳液より乾燥により調製し得たる阿片の量及びその比率（これを乾燥率と称しておく）を見るにいず

れの乾燥法に於ても大差なくその差は乾燥率に撃て最大2．47％に過ぎない．即ち乾燥法，乾燥温度の相違による

乾燥率に及ぼす影響は殆んど認められない，次に乾燥調製して得たる阿片の乾燥減量及びモルヒネ含量を示すと

第2表の通りである．

Table　2　Comparision　of　Loss　in　Weight　on　Drying　and　Morphine　Content

　　　　of　Opium　obtained　among　Different　Methods　of　Drying．

No．

ユ

2

3

4

5

6

7

8

Method　of　drying

Dried　by　sun－1ight　ill　ghss　house

Dried　by　300wt　heater　in　drying－box

Dried　by　charcoal　f虻e　in　drying－box

Dried　in　the㎝σ一stat　at　60。C

Dried　in止em1（トslat　at　70。C

Dried　in　the㎜o－slat　at　80。C

Dried　in　the㎜（卜sねt　at　100。C

Dried　in　therm（レーstat　at　120。C

1ρss　ill　weight

．on　drying

　　　（彩）

9．36

9．84

9．85

9．39

9．90

9．31

9．33

9．88

Morphine　content

As　dete㎝ined

　　（％）・

17．67

17．68

17．79

17．81、

17．73

17．68

17．79

17．12

Calculated　on
　anhydrous　basis
　　　（％）

19，55

19．56

19．73

19．65

19．67

19．49

19．62

18．99

．　乾燥晒粉については各区とも10－9％内であって大差なく乾燥法，温度による影響は殆んど認め得ない．

　　モルヒネ含量についても各区とも殆んど差異を認めず，ただ僅かに120。Cに於て稽低くなっているに過ぎない

　これとても誤差の範囲内と推定される．分散分析の結果は第3表に示す通りである．
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Table　3．　Amlysis　of　Variance　of岱iorphine　Content　of　Opium　obta呈ned。

肋・・ce…π…ce　1・・g・ees・ff・eed・m　i・…・・q㎎・es

Treatment

Analysis

Error

TQta1

＼　7

　2
　14

1 23

1V・・…ce F

0。3704

0．5394

1．0514

1 1．9612

0．0529

0．2697

0．0751

t

1．41

1

　以上の如く各乾燥法，乾燥温度の間には有意の差異は全く認められない．
　　　　　　　　㌧

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　8区の異った温度による乾煉法によって試験したのであるが，乾燥所要時聞は乾燥温度が高くなるほど短くな

るのが認められた．乾燥証製して得たる阿片の：臨．水分，モルヒネ含量等は略一様であって乾燥法特に温度によ

り変化をきたすことなくその影響は全く認め得ない．

　農家で行う実用的の乾煤法としては高温になるのは何等さしっかえないのであるから熱源として5GOwt位の電

熱器を用いて乾燥箱内で速に加熱乾燥するのが最も得策であると考えられる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献　　　　　．　　　　　　　　　　　』

ユ）第6改正日；本薬局法注解：（南江堂）528．（1951）．

2）若林栄四郎，藤本紫野，弓削清一郎；衛試彙　59，（1942）．

3）　朝比奈晴世，：水町彰吾：衛試報，71，20～26（1953）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　By　providing　eight　methods　cf　dlying，　t与e　effects　of　tcmperature　dried　th¢1atex　of　opium　poppy

（Papaver　somniferum工，）upon　the　morphine　oonte皿t　were　inv6stigated　in　1955．　Results　obtained　are

summerized　as　fo110ws．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ
　1．　The　hours　required　for　drying　become　shorter　according　to　rise　in　temperature　of　drying．

　2．　The　effects　of　drying　temperature　upon　the鍬te　of　drying，　tlle　loss　in　weight　on　drying，　and　the

皿orphille　content　of　opium　obtained　are　not　recognized　at　a11．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Recieved　February　29，1956

●
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炉紙クロマトグラフィーによる」伽回航卿解αLAM・果実中のケジンの定量法

川谷：豊彦，大野忠郎，伊藤巳代子

AMethod　of　Estimation　of　Khel玉玉n　in　the　Fruits　of」4鵬？痂．り諭しα9αLAM．

by　Paper　Chromatography

　　　　　　　　　　　Toyohiko　KAwATANI，　Tadaro　OHNo　and　Miyoko　ITo

　生薬（果実）中のケリy抽幽法にば1）W．S．　ABD　EL－MALIK：（1932），．2）SPAETH＆GRuBER（1937），3）

ABD　EL－AZIZ　ABD　EL－RAHMAN（1943）等の方法がある1さきに著者等；は3）の変法を用いて，春日部に於て

1951年栽培されたA〃3擁ρ‘s紹解LAM・の果実中に約0・1％のケリンを証明することが出来たが1）・然るに19

53年，1954年に継続栽培したものにはケリンを証朋することが出来なかった2）．そこで，この原因について栽培

条件あ見地から検討し，一面より少い検体で正確簡便な分析法を研究する必要に迫られた．．

　．ケリソは硫酸で黄色のオキソニウム塩を形成し，比較的稀薄な濃度で安定である．Fahmy（1949）等3）はこの色

調を光電比色計で測定し，製剤中の純ケリンの定量法として推奨し，柴田，原田4）は1戸紙クロマトグラフィー（展

開溶媒，アセトン1；水6）により果実中のケリンを分離し，硫酸オキソニウム塩とし，ペックマン分光光度計で

’比色定量：した．

　著者等はこの方法の展開溶媒に改変を加え，良い結果を得たので報告する．

実験　の　部

灘ク回マトヴラフイー東洋濾紙No150（2×40㎝）の知騰より5㎝のところにケ〃の〃ノール溶液

（0・91ccがケリン100γを含有する）を各々0．03c『．（300γ），0．02cc（200γ），0。01cc（100γ），0．005cc（50τ）∫

をマイク冒ピペットでつけ，乾燥しアセトン1貫水6で上昇法により展開し，演紙を自然1こ乾燥後紫外線を照射し

ケリンのスポットの発する黄色の螢光を観察した．その結果0．005cc（50γ）つけたものはRf＝0．66でスボヅト

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　をなしたが，その他のもの（100γ以上つけたもの）は
壇昭聖

訓5

乱6

＆為

匙2

亀1

（鵬41伽の

　轟40　　3卵D　　360　　370　　3巳0　　3騨D　4α｝　　410　　420　　430　　柵　 L慮δ0　　460皿ρ

Fig．1ExtiRction　Coe伍cient　Curve　of　Oxo－

nium　Salt　of　Khe11in（Khellin　Sulphate）

（Beckman　Spectrophotometer　Model　B；

　　　　M／104；∫＝1㎝）

すべてテイリングした．

　後述する如く，ペックマン分光光度計で比色する場合の

定量可能域はケリン5～30γ／ccであるから，1枚のミ戸紙

から被甲州を10cc作るためには，1枚の製紙に50（’300γ

のケリンをつけなければならぬ．従ってアセトン1＝水6

の溶媒では1枚の1戸紙につけ得るケリン量の最高限界は・

．50γであるからガ1検体を定量：する．のに数物の事跡を使用

せねばならぬ事になり，多数の検体を定量する場合には操

作が極めて不便である．そこで．1枚の瀕紙に50－300γつ

けた場合でもスポットになる様な溶媒を見出すため，極々

の溶媒を試みた．その結果，酢酸6＝水4で展開した場合・

東洋中蒔No．50でRf＝0，79の黄色の螢光を発するスポッ

トをなした．高義につけるケリン量が300γ以上になると

スポットが拡がり，．500γ以上ではテイリングを示した．

　呈色の吸収曲線　ケリンに10N硫酸（ケリγ0・00269

に10N硫酸を加え100ccとする）を加えてオキツニウム

塩（Khellin　sulphate）を形成せしめるとき呈する黄色を；

、ペックマン分光光度計（B型）を用いて各単色光に於ける

吸光係数εを測定した結果はFig．1の如くで410mμに最
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　大吸収部がある1

　　回帰方程式の算出　ケリン0．259を60v易エタノールに溶かし50ccとする．この液5ccを取り60v％のエタノ

　ールを加えて100ccとする．この液（1㏄は250γのケリンを含む）の0・2cc（50γ），0・4ccqOOγ），0・6cc（150γ）

，0・8cc（200γ），1・Occ（250γ），1・2cc（3GOγ）を各々取り，エタノールを溜旧し，10N硫酸を加えて10ccとする．

　これらをペックマソ分光光度計（B型）を用い，410mμ光の円光係数を測定した結果はTable　1の通りである・

Table　l　Exthction　Coeffic三ent　of　Oxonium　Salt　of　Khellin（Khe11in　Sulphate）

　　　　　　　　　　　　　　（λ＝410m4；』1cm）

Khe11in　concentration
　　γin　1㏄

Ekt五nction　coefficient

　　　　〔ε〕

1

皿

皿

5

0．062

0．058

0．072

・一・…249・／・・＋“・・2271 0．065

10

0。163

0，107

0．130

0．127

15

0．188

0．178

0．192

0．190．

20

0．257

0．263

0．262

25

0．287

0．305

0，327

α・・21 0．315

30

0．359

0．380

0．385

0．377

ε

“35

O。30

0．2ろ

O．20

“15

α10

0．05

σ

■

●

3

■

の

●

●

6 10 工δ 20・　　　35
　　ηco．30

Fig．：2．　Regression　Line　of　Extinction　Coef五．

　　　　cients　of　Oxon沁皿Salt　of　Khe11i11

　　　　　　（Khellin　Sulphate）

（Beckman　Sp㏄trophotometer　MQdel　B；λ＝
41C面μ；　Z＝；1cm）　γ／cc．＝80。0799ε一〇・1816　　0r

ε　＝0．01249γ／cc，十〇．00227

　Table　1．の実験成績（”＝18）を基として測定値εか

ら濃度γ／ccを推定する回帰方程式を最小自乗法で求め

ると，

　　　γ／cc＝80．0799e－0．1816　　．　　　　〔1）

又セよ　　ε；0θ01249γ／cc十〇．00227　　　　　　　（1），

この式から求められる各濃度の機準吸光係数はTable

1　の最下行であり，Fig．2は回帰直線を中心に実験デ

ータの分布状態を示す．

　なお濃度γから逆にε値を推定する為の回帰方程式

を求めれば，　　　．，

　　　ε二〇．01227γ／cc十〇．00613　　　　　　（2）

となり，（1）’との差異は極めて僅かである．

　標準偏差の算出　比色測定操作に関する標準偏差σは

図上（Fig．2）に於いて0．00914である．

　濃度による誤差限界の算出　山口等5）に従い2σ法を

採用し，2σに対応する濃度の誤差限界4γを求めると

　　　2σ＝0．01828　　　　．∠ゴr；0．0234

　グラフ上ε；γ＝1；100故に　4γ＝2・3γ

　即ち2σに相当する濃度限界は図上（Fig．2）に於

・いて士2．3γである．

　炉紙よりのケリンの回収率　ケリン10mgを1ccの

エタノールに溶かし，　この0．01㏄（100γ），0．015㏄

Table　2　Re◎overy（％）of　Khellin　extracted　from　D五ssected　Paper　Chromatograms

Khellin　spotted　at　the

starting　po呈nt

100γ

150γ

200γ

Recovery（％）of　khellin　ext1歌cted　from　dissected　paper

　　　　　　　　chromato9田mS

Exp．1

．92

95

94

Exp．2

100

92

94

Exp．3

go

91

94

E組4i Average
104

87

96．8

91．3

94．0

1 94．0
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．（150γ），0．02㏄（200γ）を東洋演紙No．50（2x40cm）の1端から5cmのところに，マイクロピペットでつけ，

乾燥油酢酸6＝水4で15時間上昇法により展開し，乾燥後紫外線を照射し，スポットの位置を確め，スポットの

部分を切り取り，短回4ccのメタノールで4回温浸，1回冷浸しメタノールを溜縛し，10N硫酸を加え発色せし

め，これをペックマン分光光度計で吸光係数を測定し，回帰方稚式よりケリン量を求めて，ミ戸前よりの回収率を

見た．その結果はTable　2の通りで，平均94％であった．

　・4〃1擁”融α解しAM。の果実中のケリン定量　果実よりのケリンの抽出は柴田，原田4）の：方法によった．即ち果

実0・259を水50ccに懸濁させ20分間煮沸後濟過し，残渣を熱湯で2回洗い，演液と洗液とを合する．これに10

％酢酸鉛1ccを加え4分間煮沸して演過し，沈澱を熱湯で2回洗い済液と洗液とを合する．これに第二燐酸ソー

ダ0・19を加え，再び4分間煮沸し冷後1戸過し，沈澱を水で2回洗5．この浜液，洗液の合液を毎回25ccのクロ

ロホルムで4回抽出し，脱水芒硝でクロロホルムの水分を除きク官戸ホルムを溜窪し，エキスを得る．これをエ

タノール適当量セこ溶かして検体とする．

　得られたエキスの一定量（ケリン50〃3QOγ程度）．とり，沮紙クロマトグラフィーによりケリソを分離した．即

ち展開溶媒として酢酸6：水4の混液を用い15時間上昇法により展開すれば，ケリンのスポヅトは前述のケリン

』結晶を用いた時と同様にRf＝0・79で黄色の螢光を発する．この部分を切り坂り，同様にメタノールで抽出しメ

タノールを溜去し，これに10N硫酸を加え，この際10N硫酸1cc申にケリソ量5～30γ程度の濃度の範囲に10N

硫酸の量を加減する．これをペックマン分光光度計（B型）を用い，410mμ光の吸光係数εを測定し，回帰方程

式からケリン量を求めた．これに10N硫酸の㏄数を乗じミ一紙よりの回収率で除した値を検体中のケリン量とし

た．リスボン植物園より入手し，窓日部に於いて1951年1）以降毎年栽培をくりかえしたものを，1954年圃場で栽

培した本植物の果実を本法で定量した結果は平均α14％であった。なお，同一検体について著者等の従来の重量

法1）によって定量した結果，ケリンを検出し得なかったことは既に述べた．

　回収率試験1955年春日部に於いて栽培した本植物の果実抽出エキスに一定量のケリソ結晶を加えて，本定量

法によって定量し，加えたケリン結晶の回収率を試験した．その結果はTable　3　の通りであり，回収率は平均

96％であった．’

　　　　　　　　　　　Table　3　Re◎overy（％）of　Khellin　Added　to　the　Fruit　Ext】俄ct

Exp．　no．

1

2

3

4

Khe11㎞　　in

fruit　ex　tract

γ

30

30

30

弓o

Khellin　cryst．

　added

γ

87

87

107

107

Total　khe11in

calcubted

　　・γ

117

117

137

137

．foulld

　γ
112

110

135

135

Recovered　．
　khellin
’from　added
　Cryst．

　　　γ

82

80

105

105

R㏄overy
from　added
cryst。

　　（％）

94．3

92．0

98．1

98．1

Averag・1 1 1 i 95．6

　本研究に対し，懇篤な御指導を賜った東大柴田承二教授，屡々有益な助言と教示を与えられた野崎泰彦部長に

敬意を表し，実験を援助された西村千官氏，ペックマン分光光度計による測定に関して教示を与えられた山ロー

孝部長，福島清吾技官に謝意を表する．

総 括

　演紙（東洋1戸紙N（L50）を用い，酢酸6；水4の溶媒で果実の抽出エキスを展開して，ケリンを分離し，スポ

ットの部分を切り取りメタノールで溶出し，10N硫酸を加えてオキソニウム塩を形成せしめて呈する黄色を，ペ

ックマン分光光度計（B型）で吸光係数を測定し，光電比色的に定量する方法を考案した．ケリンは幣紙に300γ

以下をつけた場合によくスポットをなし，ケリン濃度と吸光係数との関係は10N硫酸1㏄中に5－30γの濃度の

範囲に於いて直線的関係をなし，定量が可能である．

ノ
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1）　川谷豊彦・藤田早苗’之助・大野忠郎・久保木憲入・矢崎達雄：薬詩・・．73・78i－782（1953）・2）川谷豊彦，

藤田早三之助，大野忠郎，久保木憲人；薬誌，74，558－559（1954）・　3）Fah甲y，1。　R．，　Badran，　N？，　and

珂esseid・．M・F・；．J・Pharm・Phar卑acol・・1」29－534（1949）・　4）柴田承二，原田正敏：日本生薬学会

関東部会第4回研究発表会・昭和30年11月19日講演：；生薬学雑誌，投稿中・　　5）山ロー孝・太幡利一，長沢元

夫，吉川嶺子；・薬誌，72，581－585（1952）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary　　　　　　．　　　　　　　．

　　Estimation　of　khellin　was　carried　out　by　its　isolation．from　the　fruit　of　A刎痂。’sπα8αエAM．　by　paper

chrolnatography　and　measurβment　of　the　extinction　coe伍cient，　with　a　spectrophotomete為of　the　yellow

・・lg・d・vel・P・d　by　th・f・rm・tion・f・n・x・ni㎜salt（khellin　sulph・te）by　thρ・dditi・n・f　sulphロic

acid　to　the　paper　chromatogram・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　・●

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

1）．Th・pP・e　kh・11in　gaveド・n　P・p・・ch・・m・tq9・aphy・n　T・y・R。shi　N・ご50．dev・1・P・d　with　aceti・

ac量d；water（6：4）m三xture，　a　yellow　fluQrescent　spot　at　Rf　O・79・

　　2）．This　chromato91aphic　spot　was　cut　out・eluted　with　methano1・and　10N　sulphuric　acid　was　ad“ed
　　　　　　　ロ

to　the　methanollc　residue．　The　yellow　color　of　the　oxonium　salt　hereby　developed　was　submitted　to
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぐ

the　measurement　of　extiロction　ooe魚cient　at　410mμ（maximum　absorptiQn）by　the　Bec1くman．Model　B

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サspectrqphotometer　（Table　1）．　Recovery　of　khellin　from　the且1ter　paper　was　94％（Table　2）．　The

relationship　betwee豆the　amotmt．of　khellin（γ／cc・）an舜extinction　coef五cient（ε）was　linear　between　5

and　30γ／㏄．　and　the　experimental　fomlula　calcu！ated　by　the　method　of　least　squares　wasγ／cc．＝

80．0799ε一〇．1816．

　　3）．The　standard　deviation，．σ，　of　this　regression　line，　in　Fig．2，　was　O．00914，　and　the　limit　of

concentration　corresponding　to　2σwas　2．3γ．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　、

　　4）　Asuspensign　of　O・259・of　powdered　fruit『of／1〃襯ε痂πα8αin　50cc・of　lwater　was　boiled　for　20

minutes，　filtered，　and　the　residue　on　the　mter　was　washed　twice　with　boiling　water．　The　combined

filtrate　and．washings　was　bolled　with　l　cc・of．10％1ead　ac⑱tate　solution　for　4　皿inutes，　filtered，　and

the　residue　was．washed　twice　with　boiling　water．　　The　combined　filt職te　and　washings，　added　with
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　　　　　　　　　　コ

。．19．。f　di騎di・m　hy醜・n　ph・・ph・t・，　w・・bbi1・d・g・i・f・・4minutes，。・61・d，・nd五lt・・ed．　Th・

residue　was　washed　twice　with　water，　and　the　combined　fiItrate　and　washings　was　ext瓢cted　with　four

25cc．　portions　of　chloroform．　　The　combined　chlorofoml　extract　was　dried　over　anhydrous．　sodium

sulphate　and　evaporated．　　The　ethanolic　solution　of　this　ext餓ct　was　used　as　the　sample　fσr　paper

chromatography　by　spotting　its　suitable　amo㎜t（50｛’300γas　khellin）on　a　pap6r　and　developed　with

acetic　acid：water（6；4）mixture．　Khe11in　appeared　as　a　yellow　spot　at．Rf　O．79，　whic1ユwas　eluted　with

methano1，　colo爵developed　by　the　addition　of　10N．sulphuric　acid，　and　coef五cient　of　extinction　of　this

solut量on　was　measured　with　the　Beckman　Model　B§pectrqphotometer．　The　amount　of　khellin　was
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ρ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
calcu】ated　from　the　regression　line（Fig．2）．

　　5）　Experim㎝ts　were皿ade　on　the　amoullt　of　khellin　recovered　by　addillg　a　definite　amotmt　of　khe1！ill

to　the　fruit　extract　containillg　a　knowll　amo皿t　of　khellin．　　The　results　are　shown　in　Table　3，

indicating　an　average　re（カvery　of　96％．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　唱

　　　　　　　　　　、　　　．．　　．　　　　　．．　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Febru臥ry　29，1956



吉村，守田；逆性石鹸について第3報 77

逆性石鹸について（第3報）　　塩化ベソぜソニウムの燐タングステン酸に

よる重量定量法及び燐モリブデン酸による比色定量法

　　　　　　　　　　　　　　吉．　村　　淳，　守　　田　　．実　，．

　　　　　　　　　　9
Studies　on　Invert　Soaps．　III．　Gravimetry　and　Colorimetry　of　Benzethonium　Chloride

　　　　　　　　　　　Kiyoshi　YosHIMuRA　and　Minoru　MoRITA

　まえがき　われわれは先に燐タングステン酸を用いてBenzalkonium　Chloride及びN－Alkylbenzy1－NNN－

trimethylammonium　chloride（オロナイン）の重量分析1）を報告し更に燐モリブデン酸を用いてBbnzalkonium

Chlorideの比色定量法2）を報告したが，今回これ等の方法を逆性石鹸の一つであるBenzethon1um　Chlorideセこ

応用して満足すべき結果を得た．

　Benzethoniu皿Chlorideの定量法としては，　U．S．　P．　XV3）に赤血塩との結合を利用する．ヨウ素滴定法があり，

N・N・R4）（1953）でも同法及びケルダール法による窒累定量ζ塩素の野望とを規定している・又第二改正国民医

薬品集5）ではケルダール法による窒素定量のみを掲げているが，これ等の方法は何れも比較的多量の試料（純品

として1－29）を必要とするので極めて稀薄な溶液にはそのまま適用幽来ない．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　理　論　の　部

　燐タングステン酸及び燐モリブデン酸がアルカロイド及び其の他の右機窒素化合物と洗澱を隼じることは古く

から知られているが逆性石鹸の場合にも燐タングステン酸イオン，燐モリブデン酸イオン等の陰イナンがアンモ

ニウム化合物の陽イオンと結合して沈澱を生ずるものと考えられる．

　本論　われわれは約0．25％のBenzethohnium　Chlorideの溶液に燐タングステン酸を作用させてその際の試

薬の量，放置時間，温度，酸性度，沈澱洗牒の水の量等検討し6～40mgの範囲の微量のBenzethonium　Chloride

の重量法を確立し，燐モリブデン酸を用いて更に微量即ち0．25～0．7mgの範囲の試料に対する比色定量法を考案

した．

　重量分析Benzethonium　Chlorideの場合には薄い溶液でも始め酸を加えると白く濁るので先づ試料に燐タン’

グステン酸を加え，後硫酸を加えることにした．約0・25％のBenzethonium　Chloride液5ccにつき2％燐タン

グステン酸液5ccを加え，ついで水，2N，3N，及び4N硫酸を5ccづっ加えて沈澱時におけるpHの影響をし

らべた処，Table　1に示す結果を得た．

　即ち2N以上の酸性度では沈澱の生成は一定となるが2N，　3Nの場合には透明な上澄液を得るのに長時間を

要し，・4N硫酸の場合には比較的早く沈澱が沈藩するので4N硫酸を用いることにした．又Table　2，　Table　3

及びTable　4よりわかるように試薬の乱．温度（0。〃15℃の範囲に於て）及び放置時聞はあまり影響が無い．

又沈澱の水に対する溶解性を調べる為に30，50，70，及び109ccの洗澱水を用いた場合，この範囲内では差が

認められなかった．

　　　Table　1．　　　　　　　　　　　Table　2．　　　　　　　　Table　3．　　　　　　　．　　　Table　4。

　　Effect　of　Acidity　　　　　Effect　of　Amt．　of　　　　Effect　of　Temp．　　　　Effect　of　Length　of
　　　　　　　　　　　　　　　Reagent　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Standing　Period

　　　　　　　lW糊・し％IWt爾・むT・mp（C。）［Wtl蓋，亨・しT・m・（m・・）I　Wtl密、号・し

Disti1．　Water

2NH2SO4

3NH2SO4

4NH2SO4

36．7

41．0

41。2

40．7

1

2

4

8

40．3

40．2

40．4

40．5

0

15

25

45

41．0

40．3

4α6

40．3

15

30

60

120

40．1

40．6

40．6

40．6

比色分析この場合も重量分析の場合のように先づ硫酸を加えついで燐モリブデン酸液を加えることにした．4
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Nの硫酸を用いること以外は洗四時の条件はBenzalkonium　Chlorideの場合に準じた．爾沈澱のアセトン溶液

に塩化第一スズを加えた際の呈色度は塩化第一スズの量及び塩酸の濃度により大いに影響されるがBenzalkoniu

mChlorideの場合に行ったのをそのまま応用した．但し呈色度は始め強く徐々に弱くなるが，全試薬を加えて後

80～100分の間では殆んど一定でこの間に吸光度を測定することにした．

　本研究を行うに当り御鞭髄戴いた刈米所長，種々便宜を計って戴いた喜谷支所長及び中島，河内，笠原：各技官

又試料を提供された三共株式会社に厚く感謝する．　　　　　　　　　　　　　　●

笑験　の　部

　重量法

　試薬　ω　2％燐タングステン酸液（燐タングステン酸はメルク製分析用）．

　12）4N硫酸

　標準液　Benzethonium　Chlorideの10％水溶液を水でうすめて約1％液としその10¢をとりセミミク戸ケ

ルダール法で3回窒素を定量し，平均値をとり，逆算：して（但しBenzethonium　Chlorideの分子量はU・S・P・

XVによりmonohydrateとして466・11を採用した）Benzethonium　Chlorideの濃度を決め順次うすめて125・6

mg％，251．2mg％，520．3mg％及び753．5m926の4種の溶液を作った．

　定量法　これ等液の5cc宛をとり，2％燐タングステン酸液6cc宛をふりまぜながら加え，更に4N硫酸5cc

を加えてよくふりまぜ室温で15分以上放蛭し，予め乾燥し秤量したグラスフィルター（口径約22mm，高さ約35

mmのルツボ型）に沈澱を移して後洗牒する．吸月面已後誠圧硫酸デシケー山中で乾燥し秤量する．

　この様にして4種の濃度のBenzethonium　Chlorideについて実験を行ってTable　5．に示す結果を得だ．最小

自乗法で回帰式を求めるとY＝0．3117Xとなる．

Table　5

〔1聾…）叫誰〈｝一一一蝶　⊂〉〕…

’Amt．　of　Bt．C．（mg）

．Wt・of　Ppt・（mg）

0

0

6．28 12．56 25．12

19．7

20．1

19．8

19．1

19．2

20．2

20．4

4D．6

40．1

40．6

40．2

40．6

40．3．

39．6

8D．1

80．4

80．3

81．3

80．0

81．1

8工．0

37．67

Y＝0．3117X，　Y＝Amt．　of　Benzethon1um　Chloride，

X：Wt．　of　Precipitate

122。6

120．6

119．2

122．1

119．8

120．8

121．7

比色法

試薬　〔n　4N硫酸

‘2）3N塩酸

⑧　2％燐モリブデン酸液：燐モリブデン酸と水との混合物（2：103）をはげしくふりまぜ潭過レ演液を用い

　　る．

＠）1％塩化第一スズ液：塩化第一スズ（SnC122H20）を1％の糊口に3N塩酸に溶かして用いる．

⑤　アせトソ

測定装置B㏄kmalm　Spectrophotometer　B型

標準液　重量法の場合に濃度を決めたBenzethoniu瓢Chlorideの溶液を更に正確に薄あて12・56mg％　18・
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＆1mg％，25．12mg％，31．40mg％及び37・67mg％の5種の溶液を作った，

　定量法　これ等液5cc宛をとり2％燐モリブデン酸液5ccをふりまぜ乍ら向え，ついで4N硫酸5ccを加え

よメふりまぜて混合し沈澱の生成を促進する．室温でしばらく放置した後グラスブイルター　（重量法の場合に用

いたものに同じ）を用いて吸引演過し，水で洗って過剰の燐モリブデン酸を除きフィルター上の沈澱にかるく吸

引し乍ら10ccの温アセトンを加えて沈澱を50ccのメスフラスコ中へ溶かし込み，ブイルターは更に5ccのアセ

トンで洗って同様にメスフラスコ中へ流し込む．このアセトン溶液に1財塩化第一スズ液5ccをふりまぜ乍ら加

え，ついで3N塩酸10ccを同様にふりまぜ乍ら加え，アモトンで50ccとしてはげしくふりまぜる．直ちに25。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ダ
Cの恒温横に入れ80分後に730mμで吸光度を測定する．このようにしてFig。2に示すような検星曲線を鶴た

0。7

0．6

0．5

0．4

詮

毛α3
歯

　0．2

0．1

400　　　　　500　　　　600　　　　700　　　　　800　　　　900　　　　1000

　　　　　　　　　　　　　W8鴨：qロg出（m’り

Fig．1　Absorption　Curve

0．5

0．4

　0．3
詮

毛

80．2
堤

0．1

／

10 20 30 40

　　　馬eon儀of恥nzothon：untα乙lorido（mg％）

Fig．2　Calib澱tion　Curve

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括
ほ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

　重量法により定量する場合，25mg附近で定量する場合には誤差1％以内で行い得る．又比色法の場合には0．6

mg附近（約30mg％5cc）で行うのが適当と思われるがこの附近の濃度で行った場合の操作上の誤差を見出す為

に15回実験を行った結果をTable・6に示す．比色の場合には誤差が穂々大きくなるが5％以内の誤差で定量で

きる．

　　　　　　　　　　　　　　　Table　6

0．416

0．3％

0．381

0，419

0．380

0．392

0．418

0．399

0．368

O．390

0，360

0．398

0．401

0。388

0．404

n＿15
x　＝　0．394

df＝14
S．D．＝0．017

Error＝　4．33％

本法は微量のBenzethollium　Ch1Qrideを比較的簡．単に特殊の試薬を用いることなく定量出来る．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　BellzethQIlium　Cilloride，　all　Invert　Soap，　was　determined　colorimetricaUy　as　well　as　gravimetrically，

using　tlle　same　principle　for　the　d⑱terminatioll　of　Benzalkonium　chloride　previously　reported（Bu1L　Hyg．

血bア3・1律1（195与））・、V・・i・ur　f3・t・欝・n　b・th　p「ecipit・tiQn　and『c。10mtiQn　we「e　also　investigated・

Th・g血．・im・t・i・．・r　c。1・・五㌍・t・i・．m・εh・d・f　ass・y　des㏄ib・d　h㏄・i・avail・b1・t・d・t・min・…hsm・11

・血・＃nt・f・a叩pl・as　ca．25mg・・ca．0・6m窪re・pecti・・1y・　　　　　　’．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

r
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シアン化塩まナこは硫シァシ化塩を使うチオクロム法の比較検討1）

　　　　　　　　　　　　　　南　原　精　一

．Compa田tive　Studies　of、　Thiochrome　Method　Applying　Cyanide　or　Thiocyanate

　　　　　　　　　　　　　　　　　Seトichi　NAMBARU

　まえがき　フェリシアン化カリウムを使うチオクロム法（以後K3Fe（CN）6法と略記）はJansen2）の創案以

辛詳細に換言され・現在US・R　XV3）・B・P・CODEx・（1954）4）・1・P・（1951）5）・A・q・A・C・（1955）6）等に収載

されビタミンB1の定量法としては最も基部的な方法である．「これらのうち一般試料にも応用出来る常法として

U・S・P・XV．所載方式の概要を紹介すると，この方法は標準液および試料について酸抽出，酵素分解，吸着，水洗，

誘出を行い，そこに得られた誘出液について酸化およびチオクロムの抽出を行い螢光光度計で標準液および検液

（試料）の螢光の強度を測り両者から得た値を比浸て定量を行うのである．　　　　　　　　　　　　　　　1

　しかるに1949年藤原7）がB1にシアン化臭素を作用させ，ついでアルカリを加えるという新しい反応によるチ

オグロム法（以後肩rCN法と略記）を発表するにおよび・ビタミンB要町研究委員会においてK3Fe（CN）6法と

BrgN法との得失がしばしば論ぜられB、定量法の進歩を一層促した．

　本報では両方法について混合ビタミン剤定量の立場から，濃度の一定したシアン花臭素液（以後BrCN液と略

記）または硫シアン化臭素液（以後BrSρN液と略記）め作り方およびそめpHの影響，　BrCN液又はBrSCN

液の添加量の影響，水酸化ナトリウムの濃度および添加量のえらび方，永酸化ナトリウム液添加後ブタノール抽

出に至る時間，ヂオクロム産生率，計量曲線，共存物質が定量値におよぼす影響，基本操作法等にわたり検討を

加えた経過と実験成績とを報告する．

　なお本報告は昭和29年度厚生科学研究報告混合ビタミン剤試験法に関する研究申のB1定量法8）の基礎となっ

た．

　　　　1　　　　　　　　　　　　　基　本書　作

　前記定量条件検討の結果次のように基本操作法を確立した．

　　　　　　　　　　　Table　l　　　　Sche血e　of　Fundamental　Pr㏄edure　．

　　　　　　　　｝蓋：欝欝　　1翻簿灘緒艦

　　　　　　　　　Equivalent　to　O．5卍5γof　Thiamine
　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　　PUri丘cation　Step
．． 奄獅モ撃浮р奄獅〟@AdsoΦtion　with　Base　Exchanger，　Washing　and

　　　　　Elution　with　25％l　acidified　KC1

・　　　　↓，
　5cc　of　Eluate，　equivalent　to　O．1～1γof　Thiamine

　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　↓

儒囎撚騨αら｝一・㎞・ゆ
　　　（present　method）
　　　　　　　．1

　　　　　　　　　　↓

｛撫ご灘糠油｝
　　　　　　（usual　lnethod）

　　　　　　　　　i．

　　　　　　　　　　　　　　　　↓

　　　　　　　鷺離鑑蓋撫　＊撃轄灘舞晦
Note；＊Volume　of　Butallol　or　Isobu伽01　must　be　de血1ite　within　the＝ange　of　10〃15cc．
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定量条件の検討

　1．濃度の一定したBrCN液またはBrSCN液の作り方BrCN液またはBrSCN液製作に用いる飽和臭素水

は理論上4。Cにおいて3・42％，0。Cにおいて4・3％の臭素を含むはずであるが実際には氷冷時2・6－4・1％の間

を上下し一定濃度の飽和臭素水は得にくい9）．

　そこで濃度の一定したBrCN液またはBrSCN液を作るには，　Kulikow法10）に準じて，氷冷した水25ccに臭

素0．25ccを加え（完全にはとけない）よくふり．まぜながら10％シアン化カリウムまたは10％硫シァシ化アン

モニウム液を＊臭素の色が襯色して液が丁度無色になるまで徐々に滴加する．密栓し氷冷しつつ貯える．数日間

使用可能．有毒！かくしてできるBrCN液の理論的濃度に2％・BrSCN液の理論的濃度は2・7彫である．．

　2．．臨rCN液またはBfSCN液のpHの影響　1項にのべたようにしてできたBrCN液のpHは5．6，　BrSCN

液では強酸性であった．因に4％結晶BrCN液ではpH5・8である、そこでこれらBrCN液，　BrSCN液（以下C

N液と総称する）のpHがチオクロム産生率に影響するのではないかと考えで次の実験を行った．

　即ちCN液10㏄をとり種々な量の5躬炭酸ナトリウム液を加え各種．pHのCN液を調製し常法に準じて実験

した結果pH1．2－7，2の間ではチオクロム産生率に変化はない．それ故CN液はそのまま用いることにした．＼

　3．CN液添加量の影響　B1よりチオクロムへ転化する反応を完全に進行させうる至適条件の検索のために次の

実験を行った．

．即ち，B10、5γを含む検液5ccをとり種々の量のCN液を加え，次に30％水酸化ナトリウム液2ccを加え以

下松井の方式11）の如く操作する．Table　2．はその成績でCN液の添加量が2－4ccで螢光の強度は一定し最高

となり，添加量が少いと急激に減少し，多すぎる方は徐々に減少する．このCN液が過剰のとき低い螢光度が出

る理由はCN液の絶体量の不足のためでなく，全液量が増すためにアルカリの作用濃度が低下することに起因す

るものであろう。．その理由はTable　2・中の劃線以下の数値にみる通り，その害がアルカリの濃度を増すことに

より幾分かは防げるからである．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　Table　2　EfFect　of　Varying　Amount　of　Added　BrCN（or　BrSCN）Solution　on　Oxidation

　　　　　　　　　　　　　　　　　of　Thiamine　to　Thiochrorne．

Ammount　Added
　　　（cc）

0．5

1．0

2．0

3．0

4．0

5．0

6．0

8．0

13．0

8．0

8．0

13．0

13．0

Co且。．　of　NaOH
三nReaction
Mixture　　（％）

8．0

7．5

6．7

6。0

5．5

5．0

4．6

4．0

3。1

Me廿10dI＊

晦tSui11） 1 Nambaru
91

99

100

100

97

93

、

4・（30％NaOH2cc　added）

αo（蒙魏賀2島）

a・（30％NaOH2cc　added）

…（60％NaOH2cc　added）

92

98．5

100

100

100

96。5

96．5

95

．87

95

ユ00

87

98．5

Method　II＊

Nambaru

74

88．5

98．5

100

100

100－

98．5

．97

88．5

り

97

100

88．5

97

＊　Method　I：BICN－method

＊　Method　II；BrSCN－method

＊　10％1（CN液，10％NH4SCN液は3ケ月冷蔵しても使用にたえる．
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4・水酸化ナトリウムの濃度および添加量のえらび方3項の実験からチオクロム産生率を左右する主因子はア

ルカリの作用濃度であると考えられるが，更に明確な実証を得るために，アルカリ液自身について追究した．即

ちBtO・5γを含む検液5ccをとりCN液3ccを加えついで10－50％の水酸化ナトリウム液2ccを加え松井11）

の方式に従って操作し，松井11）の行った30劣水酸化ナトリウム液の種々量を加えた成績と比較検討した成績が

Table　3．である．表にみるごとく反応下中のアルカリの作用濃度が10％の時チオクロム産生率はBrCN，　BrSCN

の何れを使った時でも理論値に等しく，反応の進行はアルカリの濃度が高い程完全なことが判明したが実用上は

アルカリ濃度6％で充分であろう．

Table　3． E任ect　of　Varying　Concentration　or　Amαmt　of　NaOH　on　Oxidation

　　　　　　of　Thialnine　to　Thiochrome．

覧

ヨ

．ヨ

沼
おコ

Σ

30％NaOH　Added
　　　（cc）

1

2

3

4

Co夏。．　of　NaOH　in

Reaction　Mixture
　　　（％）

3．3

6．0

8．2

10．0

％Fluorescence　Intensity
　　　Method　I　　　　、

94（93）

100（99）

100（99）

101（100）

§

昌

AmOunt　of　NaOH
added

10％

20％

30％

40劣

50％

2cc

2cc

2cc

2cc

2cc

Conc．　of　NaOH
in　Reaction

M㎞e　（％）
　　　　　1

2

4

6

8

10

％Fluorescence　lntensity

Method　I

91

94

97

100．

100

Method　II

Method　I；BrCN－method；Method　II：BrSCN－1nethod

85

94

95．5

’97

100

　5．結晶BrCNを用いた実験　かつてTeeri12）13）は4％結晶BrCN一液とpH6．6の燐酸塩緩衡液を用いB1

より生ずる黄色をλ＝440mμにおいて比色定量するか，ここに生ずる螢光の強度を測ってB、を定量しうるこ

とを報告しているので，市販の結晶BrCNを水にとかして作ったBrCN液と，1．の方法によって作ったBrCN

液との効力を比較した成績をTable、4．に示す．3・の実験にみるごとく余り液量をますとその螢光度が低下する

ので，BrCN液の添加量が3ccまでは4％液を用い，それ以上は8％液で代用することにした．

　　　　　　　　　　　　　　Table　4．　Colnparisoll　of　TWo　BrCN　Reagellts

BrCN　So！．　A．＊

4％

8％

Amount　Added
　　（cc）

2

3

2

3

4．5

6

BrCN　So1．　B，＊ 2

NaOH
（％）

6．7

6

6．7

6

5．2

4．6

6

％Fluorescence
　Intensity

92

87

79

69

56

＊　BrCN　So1．’A

＊BrCN　So1．　B

100

40r　8　g　of　crystalline　BrCN　is　dissolved　iΩ100cc　of　H20

Freshly　prepared　from　satulated　brom血e　water　andユ0％KCN　solutiou
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　この実験の範囲では結晶BrCN液は1．に従って作ったBrCN液に比べ優れていない．しかも試薬添加時発熱

を認めた．結晶BrCNは常温で徐々に揮散し保存しにくくもあるので採用しないことにした．

　6・BrCN液またはBrSCN液の作用時間ならびに30％水酸ナトリウム液添加後ブタノール抽出に至る時間

　BrCN液の作用時聞についてはすでに松井11）によって報告されているのでBrSCN液について調査した成績を

Table　5．（a）に示す．

　　Table　5　（a）E丘ect　of　Interval　between　Addition　・　　　　表にみる通り15分後まで実験を行ったが

　　　of　BrCN　Qr　BrSCN　and　NaOH　on　Assay　Value　　　　BrCN液と同様iに1～15分間チオクロム産

Interva1　（min）
％Fluorescence　Intensity

Method　I＊
　（Matsui）

inユmediate15r

　　　工

　　　3

　　　5
　　　10

　　　15

99

100

99

100

99　・

1∞

Method　II＊

射Metllod　I：BrCN－method

＊Method　II：BrSCN一加ethod

98

100

100

100

100

100

生率セこ変イヒセまなし、．

　30％水酸化ナトリウム液添加後ブタノール

抽出に至る時間については松井14）がN一メ

チルニコチンアミド共存時のB1定量の際に

N一メチルニコチンアミドより生じる盲螢光

物質をできるだけ少くするために，5－15分

後にブタノール抽出をすることをすすめてい

るが，他の場合には別に厳格な規定はしてい

ないので，時間的制約を特別に考慮しなくて

よいのだと思われる．それ故この点について

実験を行ってみたが2～30分間BrCN法BrS

CN法の何れにおいてもチオク戸ム産生率に変化はなかったので，ブタノール抽出は2～30分の聞に適宜行えば

よい．

　7・K3Fe（CN）6・アルカリ混液添加後ブタノール抽出に至る時間　K3Fe（CN）6法においてK：3Fe（CN）6と

アルカリの混液を用いる方が，両液を順次に加える方法より螢光の測定値が変動しないことは能勢19）により詳し

く検討され，U・S・P・XV・3）B・P・Codex・（1954），4）A・O．　A．　C．（1955），6）A．～孔C．（1951）15）等もこの混液使用の

方法を採用している，A・V・C・（1951）15）にK3Fe（CN）6・アルカリ混融を使った添加時間についての報告がある

が，この点について追試し時聞を10分後まで延長して得た成績をTable　5．（b）に示す．

Table　5　　（b）　Effect　of　Interval　between　Oxidation　and

Butanol　ExtractiQn　on　Assay　Value．〔K3Fe（CN）6－method〕

Interval　before　Shaking（min）

・Shaken　immediatly

　　　　　O．5

　　　　　1．0

　　　　　3．0

　　　　　5．0

　　　　　10．0

％Fluorescence　Intensity

A．V．　C．ユ5）

100

100

100

100

98

Na加bam

100

100

100

100

97

95

　6・・7・で得られた成績を綜合してみるセこ，K3Fe（CN）6法では3分後までは変化を認めないが既に5分後で変化

がみられるので・US・P・（XV）3）等に於てもK：3Fe（CN）6・アルカリ混液添加後2絶間でブタノール抽出すること

を朋示している・これに反しCN法においては・CN液作用時間でユ～15分間，アルカリ添加後ブタノール抽出

に至る時間で2－30分聞変化がみられないのでこの点一度に多くの定量操作を行う場合，K3Fe（CN）6法よりCN

法の方が好都合であろう．

　8・チオクロム産生率　同一量のB1からBrCN法によって得たチオク戸ムの螢光強度はK3Fe（CN）6法によ・

る場合より常に強いといわれる16）17）．そこでK：3Fe（CN）6法およびCN法により，B10．所より生ずるチオクロ

ムの螢孝を測室レ，ζれをρ10・5γに相当する結晶チオクロムの理論量0・387γを25％塩酸酸性塩化カリウム液

5cc中に含む液を作りこれに永3ccおよび30％水酸化ナトリウム液2ccを加え以下常法のごとく行って得た螢
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光と比べて，チオク戸ム産生率を検した成績がTable　6．である．藤原ユ8）はBrSCNによるチオクPム産生率を

BrCN法ど比較すると軽度に低いと述べているが，反応液中のアルカリの濃度を10％にすれば，理論値に等しい

ことが判明した．なおK3Fe（CN）6法によるチオクロム産生率はCo㎜er20）の報告値と似ていた．

Table　6　Degree　of　conversion　of　Thiamine　to　Thi㏄hro皿e・

　　　　　Thiochrom　O．387γ二B10。5γ＝100　Scale　Divisions

Oxidizing　Reagent

BrCN十NaOH

BrSCN十NaOH

K3Fe（CN）6十NaOH

Conc．　of．NaOH　in
Reaction　Mixture％

10

6

10

6

5．4

％Conve】3ion

100

97（100）

100

95（98）

70（72）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Conner20）　　　　　　　　67　（69）

　9・B1量（チオクロム量）と螢光強度との比例関係およびその変動　硫酸酸性硫酸キニーネ0・25γ／cc標準液を

用いA．KA．螢光光度計のスケールを100に調節して測定すると，0．1－2．0γB1／5cc25％塩酸酸性塩化カリウ

ム液でよく直線関係を示した．Phaltz＆Bauerの螢光評1）を使うと0．1－5．　O　B1／5cc　25％塩酸酸性塩化カリ

ウム液で，Klett螢光計22）を使うと10rチオクロム／5ccイソブタノール液以下で直線関係が成立するという、

　B10．5〃2．0γ／5cc　25％塩酸酸性塩化カリウム液を用い，誘出以後の操作について誤差を求めてみるとTab1e　7・

のごとくで，K3Fe（CN）6法と比較してCN法の誤差は非常に少い．なお，　K3Fe（CN）6法において渡辺2鯛藤

原24）は　K：3Fe（CN）6とアルカリとを別々に加える方式，　Conner19），　A・V．　C．15）および本報告ではK3Fe（CN）6・

アルカリ混液を用いる方式をとっている．

Table　7　Percentage　Error　through“Oxida‡ion’，　to‘‘Fluorescellce　Measure皿ent，，

　　　　　　　　　　　　　　　（Confer　Table　1．）

　BrCN
K3Fe（CN）6

n

Fujiwa職23）

士2．3

士4．8

1

Watanabe24）

士1．9

±4．5

20

Nambaru

±1．1

士3．2

10

A．V．C．i5）・

士2。5＊

菅　Percentage　Error　obtained　through　entire　procedure．

1

10。共存物質による影響　BrCN法とK：3Fe（CN）6法の特異性については藤原，藤田等によって，還元性物質（シ

ステイン，ビタミンC），ピリジンならびにピリミジン誘導体，タンニン酸，N一メチルニコチンアミド，金属イ

オン（Co，　Cu，　Fe）等共存物質による影響とその妨害を克服する改良法が詳細に報告されている．一方Teeri13）は

ニコチ．ン酸，ニコチン酸アミド，ピリドキシン，ピリドキサル，．ピリドキサミン等の他ビタミンによる影響を調

査し，ピリドキサルについては10倍量まで影響なく1∞倍量では微弱な螢光を生ずると報じている．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　へ
　本報では現在市販製剤中の最高混合比の共存物質をとり吸着法におけるその影響を調査した．共存物質の混合

比を次に示す．

　B1：B2：B6：葉酸：ニコチン酸アミド：．パントテン酸カルシウム：C＝ベソチルアルコ三ル；ク戸レトン：ブ

ドウ糖：グルコン酸カルシウム＝タゥリン＝1：2：1：1：10：1：50：1：1＝17：13：1

　調査の結果K：3Fe（CN）6法，．CN法の何れにおいても共存物質による妨害を認めなかった．それ故市販混合ビ

タミン剤に関する限り他物質による妨害の点ではK3Fe（CN）6法およびCN法間に差異は准いと考える．

　終りに臨み終始指導を賜わり，本稿の校閲を仰いだ小川俊太郎部長に謹んで感謝の意を表する．また結晶チオ

クロムを恵与された武田研究所松川泰三博士に深謝する．

、
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総 括

　CN法について種々の定量条件を検討し，チオクロム産生率を左右する主因子はアルカリの作用濃度であること

．アルカリの作用濃度が1026のときはBrCN，　BrSCNの何れを使っても理論値に等しいことを確めた．

　K3Fe（CN）6法に．おいて酸化剤添加後ブタノール抽出に至る旧聞，およびCN法においてCN液の作用時聞，

30％水酸化ナトリウム液添加後ブタノール抽出に至る時間について両方を比較してみると，K8Fe（CN）6法に比べ

てCN法は遙かに時間的余砧をもつているので操作上便利であると思う．

　CN法の測定誤差百分率は士1。1％（10回測定）で，　K3Fe（CN）6法では士32％（10回浪1】定）であった．市販ビタ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミン混合剤に関する限り他物質による妨害の点では両方間に差異はない．．

　またCN液製作に用いるシアン晶晶または硫シアン化塩の水溶液は3ケ月冷蔵しても使用にたえる．
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．（1）An・w　thiρ・h・・m　m弓t転・d・pPlying・y・n・9・n　bmmide　a・・xidi・ing・eag・nt，・・igin・11y・ep・鴬・d　by

　　Fujiwara　et　a1．（1949），　was　critically　examined　and丘na11y　compared　with　the．　usual　thiochr㎝e

　　甲etねod　using　potassium　ferricyanide琴s　oxidant。

（2）．・卒ctive啄anogen　b・om三de　s・1・ti・n・hg・ld　b・㎜＃・b・f・・e　u・e　by　tit鳳ti・g・b・・mine　s・1・ti・n（P・t

　　α25rc．o『bmmine　i・10gcc・f　w・ter）・k・pt．i・ice　w・ter・with　10％P・ね・・i㎜・卿id・…甲m・ni・m

　　thi㏄yanate　solution　just　lmti11　the　bromine　solutio募decolorizes．　Nonpoisonous　ammonium　thi㏄yanate

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」　　is　easieτto　handle．

（3）　The　pH　of　cyanogen　bromide　soluti6n　thus　made，　ranging　from　1．2to　7．2，　has　no　bearing　upon
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1

　　　assay　value．

（4）　hlsuf丘cie鵡t　cyanogen．bromide　solut㎞retards　thi㏄hr㎝e　format1on　and　in　excess　lowers　the　alkali

　　　concentration　in　oxidation　step，　both　are　detrimental　to　assay，

（5）　Conversion　of　thiamine　to　thi㏄hrome　is　a任ected　mainly　by　the　concentration　of　alkali　in　oxidatio11．

　　　step，　an【ali　concen⑫tion　up　to　6〃10多疹．　should　be　necessary．

（6）　Maximum　yield　of．thi㏄hr㎝（ca　100％to　the　theoret1cal　value）is　obtained　when　5　cc　of　solution

　　　of　thiamine（containing　O．1～1γof　thiamine　in　25％potassium　chloride　solution　acidi丘ed　with　hydro・

　　　chloric　acid）．is　oxidized　with　3　cc　of　cyallogen　bromide　and　2　cc　of　30％sodi㎜hydroxide．

（7）　Cyanogen　br㎝ide　sQlutk瓜which　can　be　prepared　by　dissolving　crystalline　cyanogen　bromide　in

　　　water　has　no　advantage　of　the　above】〔血entioned，職ther　this　crystal　is　poigonous，　vo㎏tile　and　incon・

　　　velliellt　for　storage．

（8）　Little　attelltion　should　be　paid　to　the　interval　between　addition　of　cyanogen　bromide　and　alkali

　　　．（㎜ging　f∬om　l　to　15　min．）or　to　the　interval　between　alkali　additi㎝and　butanol　extraction

　　　（langing　fmm　2　to　30　mi11，）．　No　serious　error　will　be　found．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　印

（9）　Pyridoxine，　folic　acid，　calcium　pantothenate，・benzyl　alcoho1，　chloretone　alld　taurine　in　equal

　　　amGunt，　twofold（減ribQfiavin，　tenfQld　of．　nicotinamide，　thirteenfold（江calci㎜gluco】pate，　seven。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の
　　　teenfold　of　glucose　and爵ftyfold　of　ascorbic　acid　do　not　interfere　the　assay．

（10）　Fundamental　pr㏄edure．will　be　showed　in　Table　l　and　li且ierτelationship　between且uore昌cence

　　　．intensity　and　amount　bf　thiamine　present㎞5cc　of　eluate　is　found　over　a　mnge　of　O．1－2。0γ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ（11）Percentage　error　due　to　oxidatioll　step，　butanbl　eぬaction　and　fluorometry　in　decaplicate　assays　is
　　．

　　　within±　1％．

（12）Because　of　its　simple　manipulation，　better　yield　of　thiochrom　and　minor　ermr，　this　me亡hod　apply・

　　　ing　cyanogen　bromide　as　oxidant　is　more　reliable　than　usual　thi㏄hrom　method，　adGpted　in　maΩy

　　　o茄cial　conpendia　using　Potassium　ferricyanide．，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

L
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混合ピタミソ剤のマイクロバイオアッセイ（続）1・ビタミンB12の定量：

　　　　　　　　　　　　　　　新村　寿夫

Microbiologica］Assay　of　Multip】e　Vitamin　Preparations（continued）．

　　　　　　　　　　　1．　Assay　of　Vitamin　B12

　　　　　　　　　　　　　　Toshio　NIHMURA

　まえがき　前号1）にビタミンB6，　B12，ニコチン酸，パントテン酸，葉酸及びビオチンの微生物学的定量法に

ついて報告したが，B12の定量法について，さらに若干の知見を得たので報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験．方　法

　1．菌．株

　　　　　　　Lleihmalmii　ATCC　4797　’　　　　　衛生試験所保存のもの（4797E）

　　　　　　　Lleihmannii　ATCC　4797　　　　　　　京都大学薬学三保存のもの（4797K）

　　　　　　　L・leihmannii　ATCC　7830　　　　　　衛生試験所保存のもの（7830E）

　　　　　　　L．1eihmannii　ATCC　7830　　　　　　　京都大学薬学科断存のもの（7830K）

　保存（来歴）の異った前記の2strain合計4株を実験に用いた．4797Eは昭和28年6月2日にAmeric…m

Type　Culture　Conection（ATCC）より，4797Kは昭和30．年8月18日に京都大学薬学科生物薬品化学教室よ

り，7830Eは昭和31年1月9日にATCCより，7830Kは昭和30年12月8日に京都大学薬学科生物薬品化学教室

より，それぞれ入手した．

　2・菌株の保存　米局方2）に準ずる．但し保存培地は151b．10min滅菌する．当初は保存培地（寒天）に1週2

回移植を行いジ氷室に貯えたが，現在では接種用培地（液体）に毎日移植し，休日のみ保存培地に移植し，氷室

に貯える．

　3・’接種用培地　米局方2）に準ずるが，接種培地の液量は5ccで151b．51nin滅菌する．接種菌懸濁用培地は

基礎培地の2倍稀釈液で5cc，10cc及び15ccつつ分注し，151b　5　min滅菌する．定量用菌株を接種用培地に移植

し，37。（±0．5。以内）』で16’》20hrs培養後無菌的に遠心し，上澄液を傾証して除く．ついで懸濁用培地5㏄に

一体を懸濁させた後，再び運心して上澄をのぞく．この操作をさらに2回繰返した後，主体を懸濁用培地5㏄に

懸濁し，その1ccをとり，4797Kを試験菌として用いる時は10ccの懸濁用培地に，7830Eを用いる時は15cc

の懸濁用培地に加えよく混合し，接種菌液とする．通常この菌液をA．K．　A．光電比色計（610mμ，1cm，　sb光

電管使用）で測定するときの透過度（T％）は次の如くである．

　7830E　1＝15約67％；　7830E　1：10約57％；　4797K　1：10約60％

　4．標準液
　　ω　シアノコバラミン標準原液　米局方2）に準ずる．

　　｛2）シアノコバラミン標準原液の一定量をとり水で稀釈し・シアノコバラミンの濃度をρ・02mγ／cc及び0・0

　4皿γ／ccとする．

　5．　基礎培地（以下BMと略記する）

　　BMa……米局方XVの無水酢酸ナトリウムを3分子の結晶水を含む結晶に替え同量用いた，

　　BMb……米局方XV
　　，BMc……米局方XIVの無水酢酸ナトリウムを3分子の結晶水を含む結晶で替え同量用いた．．

　　BMd……米局方XIV　　　　　　　，

　　BMe……BMcのトマト汁50ccをフマル酸0．19に替えた．

　BMa－eのいつれにも食塩は加えない．シスチン及びトリプトファンは米局方2）の如く用時N塩酸に溶かし

て用いる．

　6．　定量方法

　　㈹　試験管の洗灘は山水で島島後，一旦乾かし，次で65v／v％硫酸に2hrs以上浸し，再び写真で洗い水洗
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後乾かし250。で2hrs加熱する．

　㈲　培養液量は5ccで各濃度段階に就て2本づつとり，アルミニュームキャップを使用した．

斜　滅菌及び接種：151b．で5皿ih滅菌し，1／2皮下用注射針で1滴つつ接種する．

　ω　培養時間

　　7830E（接種菌液．1滴）　20－24hrs；4797K（接種菌液1滴）　約20－28hrs；4797E（接種菌液2滴）

　　20～28hrs

㈱　測定：シアノコバラミン標準液を含まずかつ接種しな吟試験管の内容物の透過度（T）を100箔とし・

　　　各試験管の内容物の透過度を1㎝の液厚でA．K．A．’光電比色計で測定する（波長54Q～660mμ通例

　　610mμ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験結果及び老察　　　　　．，

20
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Fig．1　Dose　Response　of］L　leichmannii　ATCC

　　　7830and　ATCC　4797

響を及ぼす因子の1つとして保存温度を予想しうるので・

、に1回移植し，約2ケ月間（30．10．4－30．12．8）＋5。，＋10。及び一5。に保存し・次に1回接種培地に移植した

　1．菌株の違いと検量曲線　Fig．1．7830E，7830K，及び

4797Kは同時に実験し接種菌量，基礎培地等の条件は同じ

であるが，7830E及びKは増殖が速いので21hrs培養，

4797Kは7830に比し増殖が遅いので28hrs培養した．47

97Eは前記の3株と同時に実験したのではないが，増殖は

さらに遅く，接種菌液を2滴に増して28hrs培養した．4

797K：は4797Eに比べて増殖の速度も最高値も大さい．ま

た7830Eは7830Kよりも増殖の速度も最高値も大きく，バ

’ラツキが少ない．以上の成績から試験菌としては7830E及

び4797K：がよいが内でも7830Eの方が好ましい．

　かようにst訟inは同じでも来歴炉異れば試験菌と∫して

の活性が異るから定量用菌株の保存には特に留意する必要

がある．

　2．菌株の保存温度と検量曲線　保存申に菌の活性に影

　　その影響をみるために，4797Kを保存培地に2日目毎

ものを，更に接種培地に移植して菌液を作った．基礎培地に

はDif◎o　B12Assay　Medium（U・S・P．　XV）にトマト汁を

加えたものを使用し，これにT．57％（610mμ，1㎝）の菌

液2滴を接種し，23糎s培養後検量曲線を作って，相互に比

較した（Fig．2）．結果としては＋1q。に保存した株の活性が

最も高く，保存温度が下るにつれて低い，しかし，Fig・1の

4797EとK：の間に現われた程の差異は見られなかった．

　結局現在迄のところ活性の差異を生ずる原因はつかめてい

ないが，接種培地に毎日移植し，休日のみ保存培地に移植す

れば，菌が現有する活性を保つことができる．米局方XV2）

の記載に「毎日保存培地に移植すれば，接種培地に移植し，

2－4hrs培養後明かな増殖を認める程度の菌の活性を保持

できる」とあるが，現在7830E及び4797Kはいずれもこの

程度の活性を示している．

　3・　菌の活性と定量範囲

そ知ることができる．

、10

20

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ　30　　　　　　　　　　　　　　　，一4’，一・’一口
　　　　　　　　　　　　　　　　，・6「「　　　　　　　　　　　　　ウノコ　コノロ
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　　　　　　　　　　ン4！’％　　　　　　　　　　ノ　　プ
50@　／チ／
60 ^ダ　芝繋面
1グ　＝二二罎

　　　　　　　　　　　　検量曲線が有効な範囲（定量範囲と略記する）

　　　　　　　　　　しかし定量範囲は当然，菌の活性度の差異により，

XIV3）ではシアノコ・ミラミン濃度0～0．1mγμOccの範囲で検量曲線をとるよう規定していたのに，米局方XV2）

及びA．0．A．C．4）では一定濃度の標準液を規定せずに，定量範囲に幅を持たせるようになったこ1とでも判る。現

在の米局方2）は概ね標準系列の最高濃度が0・05mγ！αOcc～Or　2mγ／10ccであるよう定めている．

　0・01　902　　，03　　●0重　　．05　　‘06　　　　　　；08　　　　　　0。1

　　　　　　　　B場mg／50c
Fig。2Effe6t　of　Storage　Tempe】俄ture　on

　　　Dose　Response

　　　　は通例曲線を画いてみれば，おおよ

　　　多少ずれる筈である．この事は米局方
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　著者の実験によると4797Eを用いて酸滴定で測定するとき，5cc培養で，シアノコバラミンの定量範囲は0－

0・05mγノ5cc1），’また47田E，4797K及び7830Eを比濁法により測定するとき（Fig．1），5cc培養でO～0．1mγ／

5ccであり，米局方の指示する範囲に合致した．

’定量：範囲の決定には盲験値と曲線の立上り方が問題になる．．盲験値は低い程よく，立上り方は或る程度急であ

ることが好ましく，逆に余り緩徐では誤差が大きくなる．こρ点について初あKrieger等5）はシアノコバラミン

の濃度0一・0・1mγ／αOccの定量範囲内で，盲験言及び最高B12濃度に対応するそれぞれの透過度（T）を定め

て，低活性菌による定量誤差を除去したが，同じ菌浮遊液でも測定器によりT値は多少異るので，T値で菌の活

性を規定することはかえって煩わしい．そこで米局方XV2），Krieger等6）及びA．0．　A．　C．4）では盲域及び盲腸

と最高シアノ霊バラミン濃度との差をある一定の乾燥菌量に対応する丁値としている．亡れが最も妥当なきめ方
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Fig．3　Relationship　between　Transmittance

　　　and　We五ght　of　Dry　Ce11（610mμ．1cm）

0．01　．02　，03　・4　・5　・OG

　　　　　　　B躍mr／5cc

．07　．08 0。1

Fig．4¢omparison　of　Response　of　7830E　and

　　　U．S．　P．　XV／s　Allowance

であるが，それにはT値と乾燥菌量の関係を予め検定しなければならぬ．Fig．3は著者が．A．　K．　A光電比色計

（610mμ1cm）で米局方XV2）に準じて実施した場合の乾燥菌量（m9）とT値の関係を示す．本図と米局方XV2）

の規定を比べると，盲験T値（B、2を入れずに接種だけ行った培養試験管のT値）は乾燥菌量0．3mg／5ccに相
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　Fig．5Effect　of　Tomato　Juice　and　Fulnaric

Acid　on　Dose　Response　of■・1eiρhmannii　4797Kいたトマト汁が米局方XV2）及びA・（λA・C4）では省かれて

当する値以上ならばよいのであるから，図より．T値が68％

以上ならばよいことになる．r

　細面験と最高シアノコメテミン濃度に対応するT値の差

が乾燥菌量0．625mg／5ccに相当する値以上ならばよいので

あるから，最高丁値が46．3％（但し米局方に従いこの場合

のT値はB12を含まず，接種した盲験のT値を100％とし

て求める）以下となればよいことになる．この米局方XVの

規定を著者の検量曲線に照してみたのがFig・4であるが・

7830E及び4797Kともに，盲験は90％以上，最高T値は13

－30％で充分米局方の規定に合致する．

　4・基礎培地の組成　米局方XIV3）で基礎培地に加えて
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いる．鈴木，． ｺ田7），松田3），H・TThomPson9）はトマト汁の代りにフマル酸を使用している．又著者1）が4797

Eで酸滴定した前報告では酢酸ナトリウムの少い方が酸生成量がよかったので，これらの点をさらにくり返して

調べるために前述のBMa－Me基礎培地を作り，4797E，4797K及び7830βを用いて試験した．

　基礎培地にBMc，　BMeを用い4797Eでは26h⑱及び44hrs培養，．4797K：では16hrs及び21hrs培養（Fig，5）

の場合，トマト汁とフ・7ル酸の効果を試験したが，いずれもトマト汁を入れたBMcを用いた方が，フマル酸を
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　Fig。6Fff㏄t　of　Tomato　Juic6　alld　Natrium

　　　Acetate　o且Dose　Response　of．　L　leichma㎜i三

　　　7830E

び培養時間を行い，現在よい成績を納めている．

　6．文献との比較

入れたBMeを用いたときよりも増殖がよい．次に783

0Eの22hrs培養でトマト汁及び酢酸ナトリウムの影響

を試験したが，酢酸ナトリウムの量が変っても，トマト

汁を加えた方が増殖がよく（Fig．6A＝c，．B：D），

、トマト汁の有無にかかわらず，無水酢酸ナトリウムを含

水の結晶に替えた方が多少増殖がよい（Fig．6A：B，

C：D）．

　5．接種菌量及び培養時間　前報告1）では72hrs培養

後酸滴定で測定したので，接種菌量の検量曲線に及ぼす

影響は，特に稀薄菌液を用いない限り大きくなかったが，

比一法により測定する時は，接種小量及び培養時間が検

量曲線に強く影響する、著者は菌の活性度の違いによ

り，実験方法の項に記したような菌液稀釈度と使用量及

　　　　　　　　　Lieichmannii　4797及び7830を用いたシアノコバラミンの検量曲線は既に多く報告され

ている．これ等を一つの図表として比較するセこは測定器械，その他条件が異る上に，正確に写し得ない難もある

が，あえて著者の検量曲線と比較してみた．　（Fig．7）、

io
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No．

A
B

C

D

E

IIlvestigator

　T．NIHMURA
H．W．Lo弘」．　R．1D）

J．F．　Haggerty

T．MATSUDA8）

K．MURATA7）

T．KAMIKUBO11）
K．TANAKA

St訟至n

7830

7830
‘

4797

4797

InCubation
　vo1。　cc、

5

ユ0

5

5，

5

BaSal　Medium

Modified
U．S．P．　XIV

A．0．AlC

ThompsonS
Medium十KCN
U．S．P．　XIV

1noculum

　T％

67（1　：　15）

40創50
・（1：10）

　85〃90．

50〃90

1nculbation

　hrs

22

16

40

40．

24

MeaSur61h6ぬt

A．1く．．A

B㏄1㎝n　B

Shimazu

A．K．　A．

　また，Fig．8は著者が7＄30Eを用い，　BMb（米局方XV）の基礎培地にT67％の菌液1滴を接種し，22hrs培

養後610mμで測定し℃，米局方XVの記載に随い検量曲線を作製したものである．

　本実験を行うに当って御指導を賜った京都大学鈴木友二教授及び小川俊太郎部長，菌株を分与された京都大学

薬学科生物薬品化学教室の各位に深謝する．

　本研究費の一部は昭和30年度厚生科学研究費及びビタミン研究委員会から仰いだ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　米局方XIV，　XVに準じた培地と手法によってB、2をLleichma皿iiで定量するとき，菌とその活性及び基礎培

地についてつぎの所見を得た．

　1）ATCC　4797，7830のうち，後者の方が増殖が早く，値の動揺もすくない．

　2）　しかし，保存状況が変ると菌の活性がかなりちがう．

　3）株の保存温度としては＋10。がよく，低温ほど活性が鈍るが，これが活性を左右するおもな原因ではない．

　4）活性を保つには，米局方の接種用液体培地に毎日うえつぐのがよい．　　　　　　　　一

　5）現有する4797と7830はこの培地にうえてから2－4時間で明かに増殖し，米局方が規定する活性をもつ．

6）定量範囲は20－24時間培養，比興法（A．K．　A光電光度計，610mμ，1㎝，　Sb光電管）で，　B、2相当量0

－0・1mγ／5cc／管で，、盲験の丁値は常に90％以上，最大増殖に対するT値は13－30％で菌量をもつて定める米

局方の検量曲線の規格にあてはまる．

　7）基礎工地中の酢酸ナトリウムは無水を用いるよりも，3分子の結晶水をもつた結晶を使用した方が多少増

殖がよい．

　8）基礎培地にトマト汁を加えた方が，加えないもの及びブマル酸に替えたものよりも増殖がよい．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：文　　　　　献

1）新村寿夫，新村和枝：衛生試験所報告，No・73・81（1955）

2）The　Pharmacopeia　of　the　United　States　of　America，　Fifteenth　Revision，1955，　P，885

3）The　Pharmacope1a　of　the　United　States　of　America，　Third　Supplement，1952，　P．15．

4）Methods　of　Analysis　of　The　Association　of　Official　Agricultu【al　Chemists1，955，　P．835

5）Krieger，　C．　H：J．　Assoc．　Offi．　Agri．　Chemists，37，781（1954）

6）　Krieger，　C．　H．：J．　Ass㏄．　Offi・Agri．　Chemists，38，711（1955）

7）村田希久，宮本悌次郎＝大阪市立大学家政学部紀要，2，159（1954）

8）松田龍夫ξビタミン，6，49（1953）

9）Thomgon，　H．　T，　Dietrich．　L．　S．　and　Elvehjem．　C．　A：J．　B二〇1．　Chem，，184，175（1950）
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Summary

1．L．1eich㎜ii　ATCC　M830　is加㏄e　adeq㎎te　lor　microbial　assay　ol　vitamin　B12t㎞n　ATCC　No．

・4797．It　grows凱pidly　with　better　response　and　minor　fluctuation．

　2．Successive繊nsfers　through　pepton－yeast　ext【acレtomatojuice－glロcose　liquid　medium　1s　efficient　to



94 衛　生　試　験　所　報　告
　　へ

．第74号　（昭和31年）

⑳ゆρpゆ㎜．ゆity・
　　　3．Activity　of　mi㎝oDrganism　lowers　wh㎝the　storage　tempe職ture　is　below　O。C，5－10。C　may　be　prefe－

rable
　　　　　・　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　4・Exρ（齢r・di・m　acetate　hinde玲即ic・bi・a19・・wth・τ・虹u・ing　its噛。・nt・nt　t・ゆut．1μ・66・f　u・S・P・P一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　rescription，、growth　enhances．

L　5．To血ato　l　juice　accelerates　mic士obial　growth　and　preferable　than　the　addition　of　fumaric　acid．

　　　6．Accαrdlng　tρu・s・P・method・af古er　incubating　2Q－24　h聡・blank．（equivalent　to　o・omγB1．2　in　5　gc

of　assay血edi㎝）yields　the　transmittanc　e　ohn6re、　than　90％（610mμ）and　maximdm．　gmwth

（eq・圃㎝≒t・0・1mγB・・／5cc・f　a・・ay　m・di・m）yield・専he　t㎜・mittan・p㎜ging　1＄一30％・

　　　’　．　　．　．．　　　　　　　．　　．1　　　　　　　　　　　　　　．　　．　　　　　Received　Fel）ruary　29，1956
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ヒスチジン製剤中ヒスチジンの化学的定量法

平　岡　栄一

．Chemical．Assay　of　Histi4ing　in　the　Commercial　Histi“ine．Preparatioηs．

　　　　　　　　　　　　　　　Eiichi　HIRA6KA

　まえがき　蛋白質加水分解物価に含まれるヒスチジンの化学的定量法としてはPα2‘κ反応を利用する比色法が

数種報告されているが，ヒスチジンのほかにもチロジンが同種の呈色をするためにまえちって後者を除去する必

要があり・この点では㎞91）の方法がすく顧ているように思われる．ヒスチジンの比色法としては珂acphers・

on2）の報告がくわしく，ほかに2，3の改良法3）りがある，また呈色色素を右機溶媒で抽出するくわだても行な

われた．5）

　著者は主としてヒスチジン含有製剤中のヒスチジンを迅速，正確に定量しようと思い，・前記諸文献を追試検討

し若干の改良を行い満足すべき結果をえたので報告する．なお市販ヒスチジン製剤を改訂比色法と微生物定量法

により試験した結果は別に述べる．

．’

?�苣F定量法　　　　　　　　　　　　　　　　」

，鰯テジγとテ醐分離チ戸ジ囎有し棚に対隅11嚇を雌下馬ち叫

　〔試薬〕〔1）．水銀混液　塩化第二水銀の飽和液150ccに結晶酢酸ナトリウム709および塩化ナトリウム109を

加えてとかす．

　②）　4％石朋万延1

　⑧　N塩酸
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　㈲　 5％シアン化カリウム液

　⊂操作〕　1cc中にヒスチジン1－2mgを含むあに試料を水で稀釈したのち，この液1ccを遠沈管にとり酸

またはアルカリで中和す為（B・T・B・pH試験紙使用），つぎにN塩酸1滴を加えて酸性にしたのち・水銀混液

1ccおよび4％棚砂液2ccを加えよくふりまぜる，白色洗澱が生じ始めたなち． ﾎ，ただちに遠心して上澄液を

棄て，．水5ccを加えてよく洗っためち再び遠心する．この操作をさらに1回くり返したのち，残渣に5％シアン

化カリウム液2，、3滴を加えて完全にとかし，これに水約10ccを加えて50ccゐメスフラスコに移す．水5ccで

1～2回遠沈管を洗って洗液をメスフヲ．スコに合し，つぎに水を加えて与Oc6にする．糖液1ccはヒスチジン20－

40γを含有する．

　∬　ヒスチジンの呈色　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．　　　・

〔隷〕〔11A液10％塩酸100ccにス・レフ・ニル醗蝿ス・レフ・ニルァ｝亨．ド19をとカサ・

　②　B液．5％亜硝酸ナトリウム液．．

　㈹　炭酸ナトリウム液・無水炭酸ナトリウム㊧20％水溶液．　　　　　　、、

ω盤性アル・一ル・75％アル・一・レ1・・r6紛議デ．砲弘液・醜加える・

　｛5）ヒスチジン標準液．塩酸ヒスチジンの純結晶を用いて乳1cc．中にヒスチジン100γ含む水溶液をつくる．

　（操作）　ヒスチジン10－150γを含む抽出液1ccを25ccのメスフラスコにとり，酸またはアルカリで中和し

（B・T・B・pH試験紙使用）水を加えて約10ccとし・A液1ccおよび耳液1ccを加えよくふりまぜてのち30分間

室温に放置すう．つぎに炭酸ナトリウム液3ccを抑えよくふりまザたのちrさらに塩基性アをコーを10ρcを

餓てよくふりまぜ・一且1び以下甑るよう悌却する・ふ㌣び室温・こもどし・腔和えて25ccと噸洗

する．

別に・スチジン騨液1ヒ・を診5ccの・スフラス・にとり水を臓て約10ccとし別の琴5・・杯ブ7ス・に

水10ccをとり，以下検液のときと同様の操作を行ってそれぞれ標準液および盲検液をつくる．．．

　盲検液を対照液に用いて，60min以内に波長510mμにおける吸光度を測定し，検液および標準液からえた読

みをそれぞれE1，　E2とする．

　〔計算）つぎの式より抽出液1㏄中のヒスチジン量（γ）を算幽し，さらに試料のヒスチジン含量に換算する．
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　　　　　　　　　　　抽出液・cc中の・・チジ・量（・）一一跨・…

定量法の検討

〔1｝芳香族パラアミノ化合物による呈色（Table　1）ρ　　スルファニル酸ろルフアニルアミ．ドの傑かに・パ

　　　　Tableユ　Colour’Reaction　of　Histidine　with　some　Ar（痴aticρ一Amhlo　Compσunds’

ρ一Amino　Compounds
lM・1ec・㎞・…h・i

Sulfanilic　acid

Su1伽il　amide．

ρ一Amino　acetophenone

ρ一Ami耳9　benzgiC　a『id

Ethylっ一Amino　benzoate

173

172

135

137

165

Colour 1・綱・…

red

red

turbid，　mauve

yellow

turbid，　red

0．195　　、

0．205

0．275

0．230

　　　　．＊　Histidine　oontent　60γ．　Kotaki．　photoelectric◎QlorimeteLλmax．＝530mμ．

ラアミノアセト．フェノシ，パラアミノ安息香酸およびパラアミノ安息香酸エチルエステルの5者についてKの操

作により呈色を行った．パラアミ．ノ安息香酸は黄色に皇色し，吸収極大は400－430mμにあって特果性にかける．

パラアミィアセトフェノγおよび・『ラアミノ宍息香酸エチルエステルの呈色物質をキシレンで抽出してみたが，

三層の分離および色素の抽出が困難で実用化しにくい．スルファニル酸とスルファニルアミドめ2つがもっとも

実用的である．

　②　スルファニル酸およびスルファニルアミドによる星色液の吸収スペクトル　　　ヒスチジン100γ㊧スルフ

ァニル酸およびスルファニルアミドによる呈色の吸収スペクトルをとって見るとスルファニル酸の方の吸光値が

高く，スルファニルアミドの方が約10％高いという．丈献3）と相違している（Fig・1）．しかし両者の盲検液の吸

　　　　　　　　　　　　　　E
　　　　　　　　　　　　　　o．5

o．4

0．3

0。2

o．夏

0・

繧9A、

亀

　　　　　　／グマ＼

　　　　／／

　　　　／

ヌご

　　　　　　　　　　　　　　一．．楽

　　　　　　　　　　　　　　　　330．35①　・　　　　400　　　　　．　45〔｝　　　　．　δ00　　　．　　　550　　　　　600罰亟μ　　　』　　　　　　　　　　　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　※正「こet…di画。　or　「ryfO6：ロO　contGロt　100ア
　　　　　　　　　　　　　　　　　①．Hi8tldiロ。＋．Su！緬…Mc　8ci4
　　　　　　　　　　　　　　　　　②Hi8tidi㎎十SuIf皿鑓邸乳ide
　　　　　　　　　　　　　　　　　③！rアroeino．＋8ul繍i「置。編G茸d

　　　　　　　　　　　　　　Fig．1．■ight　Absorption　of．Reaction　Mixture＊　　　　　　　　　．’

．収は殆んξ同一であ喬なお文献り2）では1戸光板としてS53を使用しているが吸収極大はラ10mμであり，1比色

のと． ｫ尊こはS50の方がS53．よりも高い吸光値を示す．

　（3）検量線作成（Fig・2）　　　スルファニルアミドにより検量線をつくρたが，ヒスチジン量150γまでは直

線，それ以上では上曲し，スルファニル酸でも同様の傾向がみられた．要するにどちらも定量に使用しうる。
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E
1。0

0．8

0．6

9．4

0。2

①

②

　　　　　　　　　　　　　　0　　50　　100　　150　300ナ
　　　　　　　　　　　　　　　④K輔ph・…1ec重・i・c・1・rimet…　λm・x＝δ001nμ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　”　　　　　　　　　　　　　　λnlax＝530mμ
　　　　　　　　　　　　　　　②
　　　　　　　　　　　　　　　Fig．2Calibration　Curve　of　Histidine　　　　　　　　　　　　　　　・

㈲　特殊調製試液による検量線作成（Fig・3）馳　前記定量法の〔操作〕にしたがうとA液およびB液を加
E

0．6

0．4

0．2

①

②

　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　50　　　　100　　　　150　　　　200γ

　　　　　　　　　　　　　　　　8献ph岬1歌曲㎞慧：1蹴，

　　　　　　　　　　　　　　　Fig．3　Calibration　Curve　of　Histidine

えてのち，室温に30min放置するのであるが，そのかわりに前もってA液20ccとB液20ccを混和，氷中に

30min以上貯蔵したものをつくり，この特殊調製試液2ccを加えるようにしたら多くの試料を同時に行うときに

つこうがよいと思い検量線を画いて見た．ろルファ『ル酸を使用したときの検量：線（Fig・3）はヒスチジン

量150γまで直線で充分使用することがでぎる．ただし呈色度は常法より低い．スルフア亭ルアミドでもほとんど

同じであった．

　，　　　　　　　　Table　2．　Stability　of．Colour　produced　by　Sulfanilamide　Reagent　＊

M量n’elapsed

0

15

30

60

Optical　Density

λmax．二500mμ λmax．＝530mμ

0．400

0．400

0．400

0．400

0．350

0．350

0．350

0．345．

＊　Histidin　Content　100γ．

●
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　㈲　呈色の安定度　　　ヒスチジン100γをスルファニルアミドで呈色させた液の呈色の安定度を調べたとこ

ろ，少くとも60minは安定であった．（Table　2）

　（6）共存物の影響（D　　　芳香族アミノ酸のうちチロジン，フェニルアラニンおよびプロリンにつき，おの

おの100γの呈色度を調べた．フェニルプラニン，プロリンは呈色しないが，乏ロジンはヒスチジンに対して約15

％の呈色度を示し共存するときには明らかに妨害する．チロジンの100γをスノ》ファニル酸を用いて呈色させた液

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　しの吸収スペクトルをFig，1に示す．

　交献1）によればチロジンは水銀沈澱法により除きうる．著者が追試した結果』本法はヒスチジンを定量的に回

収し，チ戸ジンを完全にのぞきうることを確めた．ただし水銀混液を加えたのち放置すると液がしだいに黄変し

チロジンが徐々に沈澱してくるので，定量操作中瑚砂液を加えて沈澱が生じ始めたならば速やかに遠心分離を行

い，瑚砂液添加後10min以上放置しないことウ泌要である．

　（71共存物の影響（H）　　市販錠剤中には種々の吸着剤や紅型剤が共存しており，これらが抽出に際してヒ

スチジンを吸着するおそれがある．この吸着物から定量的にヒスチジンを抽出回収しうる溶媒を探したところ1

劣炭酸水素ナトリウム液が最良であった（Table　3）．つぎにこれらの共存物を全部加えてその影響を調べたとこ

Table．3　1nfluence　due　to　added　Substances　on　Color　Reaction

・Extrac㎏nts

H、，O

N／10－HC1

2％一CH3COOH
1％一CH3COOH
5％一NaHCO3

3劣一NaHCO3

1％一NaHCO3

Substances．　added

None・＊

100％．

100

100

100

100

100

100

蘭9σ
二（hhg）

A1203
（1mg）

98

99．5

100

90

12

114

95

107

98

99

典L12（Sio3）3

（1．5mg）．

33

　8
102

72

107

99

98

Starch
（0．51ng）

98

101．5

101

AIlest】Eesipe

　（0．05mg）

100

105

100

　　　　　＊　Histidine　content　100r

ろ，ヒスチヂンのみのときと吸光度が全く一致した．すなわち吸藩剤等の共存する試料に易っては坤出剤として

1％炭酸水素ナトリウム液を使胴すればよい。

　終りに臨み御指導と御校閲を賜った小川俊太郎部長に厚く感謝する．また実験の一部を担当された昭和薬科大

学学生小野寺文子，安藤綾，佐藤朝子，大田恵美子，西内節子の諸君ぴこ謝意を表する．

総． 括

　ヒスチジン製剤中のヒスチジンの定量に際し，従来の比色法を改良し迅速正確な定量法をつくった．本法はチ

ロジン，吸着剤，賦型剤などが共存していても充分に使用することができる．
8　胸

・． D．． Dい1 [：：．文　献　　　　1
　1）　Lang，　K．：Z．　P11．　chem．，222，3（1933）　　　　　　．・　　　　　　　　　　　1．．・　∫．・

　2）Macphergon，　H．　T．：Bi㏄he溢．　J．ザ36，59（1942）

　3）　Cleaver，　C．　S。1：J．　Am．　Chem，　S㏄．，67，1343（1945）　　　　　　　．　　　　　　　　・

　4）Lyman，　C．　M．，『Kuikα1，　K．　A．，　and　Hale，　R：J．　Bio1．・Chem．，171，233（1947）　　　　・

5）Edlb・・h・為SりB・鴫H・・and　Z・11・島A・：Zph・ch・瓜・27α158（1941）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

c・1・・im・t・i・a・say・f　hi・tidi…w・・e岬i丘ed・・a・t・apPri・ab1・．t・th・q・a・tit・tive　a・say・f・・即me－

rcial　complex　histidine　preparations．

　Subsidiary　components．in　bommercial、complex　histidine　preparations　such．as　amino　acids，　adsorbents

and　binders，　bear　no　infiuence　upon　the　result．

●
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　　This　modi且ed　colorimetric　method　will　be　suitable　for　mutine　analysis．

　　Method　available：　　　　　　一

　　Add　each　l　cc　of　1％sulfanilamide　solution（1gof　sulfanilamide　is　dissolved　in　100cc　of　10％hydroc

hloricacld）and　5％sodium　nitrite　solutio11，　to　lcc　of　neutral　solution　to　be　tested　contaning　about　10

＿150γof　histidi鵬（as　hydr㏄h！oride），1et　stand　for　30min．　at　room　tempe鰍ture，　add　3cc　of　20％

sodi㎜（肋onate　solution，　shake　well，　then，　add　10cc　of　alcoholic　s。dium（コrbo㎜te　solution（1cc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

sodium　carbonate　solution　is　added　in　100cc　of　75久6　alcohol），　mix　throughly，　once　cool　to　below　10。C，

then　restore　to　room　tempe耐ure　and五naly　make　up　w五th　water　to　25cc，

　　Measure　the　optical　density　at　510mμwithin　60min。　and　compare　th曾result　with　the　standard　colour

solution　equivalent　to　100γof　histidine　hydrochloride　similarly　treated　as　above．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Febru町29．　1955



平岡：ヒスチジン製剤申ヒスチジγの微生物定量法 101

ヒスチジ〆製剤中ヒスチジンの微生物定量法

平　岡　栄　一

Microbiological　Assay　of　Histidine　in　the　Commercial　Histidine　Prepalations

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Eiichi　HIRAOKA

　まえがき　著者は前報1）において，ヒスチジン製剤中のヒスチジンを迅速，正確に定量しうる比色法を報告し

たが，ムノセ7〃1θ〃”362），Lθ〃¢”」θs6〃∫〃。漉5　P－602）3）り，およ響5∴卿θσαJls3）などの乳酸菌を用いる微研物定．

三法もあるので，今回L必9瑚θ泌36およびL6初ら〃1θ5θπ伽曜召5　P－60を使用して種々検討したところ，ム

ルηπθ’漉36で好結果をえた．つぎに比色法と微生物とによって市販ヒスチジン製剤中のヒスチジンの比較定量を

行った結果を報告する．

実験方　法
　1．　菌株Lασあαo沼μs／16鰍eπfげ36

　2．保存　11中粉末酵母手キス59，ポリペプトン109，ブドウ糖109，酢酸ナトリウム（3H20）109，塩A

液5cc（KH2PO4，　K2HPQ4おのおの50mg／cc）1塩B液5cc（FeSO4・7H20，　MnSO4・4H20，　NaC1おのお

の1mg／ccおよびMgSO4・7H2020mg／cc），粉末寒天209を含む保存培地（pH　6．8；151b．．15min滅菌）．

にし・∫θ〃〃θ〃〃36を37。で20hrs穿刺培養し・1カ月ごとに移植を行い氷室に貯える．

　3・接種菌液　上記保存培地より寒天を除いた液体培地2ccを肉隣」・試験管に分注し・151b・15min滅菌した

ものに接種し，37。で20hrS培養幽遠心し，滅菌隼理食：塩水で2回洗1條遠心し，ふたたび滅菌生理食塩水約2cc

に懸濁する．この液約0．5ccを滅菌生狸食塩水10ccに加えよくふりまぜて接種菌液とする．

　4・母液の調製　前報1）の比色法との比較上同一抽出液を使用した．すなわち抽出剤には剤型により水または

1％炭酸水素ナ・トリウムを使用し，室温または加温して抽出したのち，水で稀釈し1cc中ヒスチジン約14γ，10γ

および6γ含むようにしたものを検液とする．．

　5・標準液の調製　塩酸ヒスチジンの高結晶を水にとかして・1cc中に20γ，14γ，10γ，6γ，2γを含むように

した液をつくり，検：量線作成に用いる．

　6．　基礎培地　Table　1．参照

　　　　　　　　　Table　l　Basal　Medium牽or　Microbiological　Assay　of　Histidine．6）＊

Amino　acids

DレA垣11ine
DL－Aspartic　acid

L－Arginine　HCl

L－Gluta皿ic　acid

L－Lysine。HCl
L－Isoleuc血e

L－Methionine
DL－Phellylolanille

I，一Proline

DL－Threonine
L－Tyrosine

DL－Valine

DL日Tryptophane
L－Cystine

DレSerine
Glycine

L－LeUC藍ne

．（mg）

　200
　400
　200．

　500
　200
　1QO
　100
　200
　100
　200
　100
　200
　100
　100
　100，

　100
　100

Glucose

Sωi㎜ace捻te
Salts　A

　KH2PO4
　K2HPO4
Salts　B

．ム征gSO4．7H20

　FeSO4・7H20
　MnSO4．4H20
Purilles　anαPyrimidines

　Adenine　sulfate・2H。O

　Guanine・HC1・2H．，O

　U職ciI

　Xanthine
V：itamins

　Thia∫11ine．HCl

　Riboflavin

ρ一A皿ino　benzoic　acid

209

209

（mg）

500

500

（加9）．．

200

10

10

（mg）

10

10　．

10

10

（mg）

　1

　1

　1
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．PyridQxine・Hq
．Py・｝d・。・玉．HCI　l

Ca－DL－Pantothenate　噛

Nicotinic　acid

Biotin

Folic　acid
　　　　　　　　　　　　　㌃　■
Distilled　H20　to

　　1

　0．2

　　1

　　1
0．01

0．01

500cc

　＊In　assay，1cc　of　basal　medium　described　above　is　diluted　with　lcc　of　H200r　Samp互e　solution。

，7・．定量市法

　　（1γ培養．2cc培養を行う．

　　②．接種．前記接種菌液を零／2皮下用注射針で1滴づっ接種する．

　　（3｝測定　き7。で48hrs培養後，　B．T．　B．指示薬（0．2％）を用いN／20水酸化ナトリウム液で滴定する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験結果

　1．検量線交献5）によればB6群をのぞいた方が良いそ．うであるが，著者の実験では培養時間を72hrsの代

りに48hrSにすれば，べつにB6群をのぞかなくても好結果を与えた．4811超培養における検量線をFig・1に

示す．

　　　　　　　　　　　　／N／20NのH（CG》

　　　　　　　　　　　　　3

2．

・琶

r

L

　　　　　　　　艦02610証4　2σ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　並1重s額dinoγノ重ube

　　　　　　　　　　Fig．1　Growth】～esponse　ofムル〃26〃〃36　to　Histidine

比色法との定量値の比較　7種製剤の定量値および回収率はTable　2　に示し，化学的方法と対照した。

　　　　　　　　　Table　2　Histidille　Content　of　Commerc五al　Preparations．

Samples

InjectiOIIS

　　1

　　2
　　3
　　4
　　5

Microbiological　Assay

、Content（％）

103

118

103，7

101．5

110

R㏄Overy（％）

．∂

107

99

104

93．5

90．5

Chemical　Assay

（）ontent　（％） 1・…v・・y（％）

98．5

114．5

97．5

96．5

109

98．8

ユ01．5

98．3．

103

102．5．

ご　’
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Tablets

　　　1

　　　2

77．8

83．5

107

92．5

　79．2

’　81．5

98．8

101

’

　終に臨み御指導，御校閲を賜った小川俊太郎部長に深謝し，実験の一部を担当された昭和薬科大学学生大田恵

美子君に謝意を表する．なお試料を提出された製造者各位に感謝する．

総 括

　L・ノセ〃濯πだ36を使用するヒスチジンの微生物法を検討し，市販ヒスチジン製剤7種について比色法と定量値

および回収率を比較した．定量値は近似しているが，回収率は比色法の方がまさる．すなわち製剤中のヒスチジ

ン定量法としては精度高く簡易な比色法がすぐれていると思う．

1）

2）

3）

4）

5）

6）』

：文「 献

平岡栄一：衛生試験所報告74．95（1956）．

Dunn，　M．　S・，　Shankman，　S，　and　Camien，　M．　N．：J．　Bio1．　Chem・，161，669（1945）．

Horn，　M．　J・，　Jones，　D．　B・，　and　Blum，　A．　E．：idib．，172，149（1948）．．

Dunn，　M．　S，　and　Camien，　M．　N．；ibid・，159．653（1945）．

赤堀四郎，1水島三一郎；蛋白質化学1，1954VoL　1，　P　300．、

田村学造，角田俊直，他：農化，26，460（1952）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sum㎜ry

　Microbioassay’of　llistidine　used乙．〆冶ノ〃～oπが・36　were　studied　so　as　to　applicable　to　the　quantitative

assay　of　commercial　complex　llistidine　preparations．

　Collcerlling　seven　commercial　prepa職tions，　sets　of　analitycal　data（Tal）1e　2）Oy　colorimetric　assay

（reported　elsewhere）or　microbiologlcal　one　agree　satisfactorily，　but　chemical　assay　surpasses　the　Iatter

in　recovery　and　conveniellce，　thus　can　be　r㏄ommended．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

●

P

ノ
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メチノレエフェドリソの検出法＊　（覚せいアミン剤の検出法　第3報＊＊1））

大　熊　誠　一， ．城　戸　靖　雅

Detection　of　Some　Nerve　Stimulants．　III．　Det㏄tion　of　Methylephedrine

　　　　　　　　　　Seiichi　OHKuMA　and　Yasumasa　KIDo

　著者等はメチルエフェドリン（1）の試験法設定の必要に迫られ，それについて検討した結果若干の知見を得た

ので報告する．・．

　（1）は3級アミノ基の反応1）陽性，アミノエチル基の反応2）陽性，フェニル核の反応3）陽性である．なお硫酸銅

一炭酸ナトリウムの反応も陽性である（実験1）．

　（Dに三トロプルシヅドナトリウム（NP）とフェリシアン化カリウム（FC）を炭酸ナトリウム・アルカウ性下

常温で作用させると青色～紫色を呈する．　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∴，

　1）この呈色反応はNPまたはFCを単独で使用するとき「は起らずNP及びFCを併用するときにのみ起る．．

　2）（1）をNPとFCで水蒸気蒸留下酸化し，その暗面を2，4－dillitrophenylhyd臓zine（2，4－DPH）試液に吸

収させて黄色洗澱を得た。この沈澱は藍紙ク戸マトグラフ2）によりacetaldehyde－2，4－dinitrophenylhydrazQne

であることが判明した（実験2）．NP又はFCのいずれかのみで酸化すると黄色沈澱の生成は極めて小帯である・，

　3）（1）はFCによりbenzaldehydeを生成する5）．以上1）～3）から（i）は．NPとFCの協力的な酸化作

用によりbenzaldehyde・acetaldellyde． yびdimethylamineに酸化分解されるものと推定し得る．脂肪族二級

アミンがNPとacetaldehyde（Dで青色一紫色を呈するという事実2）6）7）．と以上の酸化分解反応を考え照合せ
　　　　　　　　　　へると，このNPとFCによる（Dの呈色反応機構は次のように推定できる（Fig．1）．

Fig．　1

＜⊃黙lil争
　　　　　　（i）

　Na2〔Fe（CN）5NO〕
　　　　　　　　　　 @　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　K3〔Fe（CN）6〕in　Na2CO3　　　　－

Vi。1。t　C。1。。←N・・〔F・（CN）・NO〕

＜⊃一CH6＋。H6－CH、．

　　　　　　　　　　（皿）

in質a2CO3
＋HNｭ蹴

　（1）はNPとFCの酸化作用により（皿）とdimethylamineを生成し，このアルデヒド及びアミンとNPによ

りLewin－Feig1の呈色反応6）7）を行って呈色する．この呈色反応は（Dの検出に応用できるが鋭敏でないので種

々検討した結果，検出法として（実験3）のような方法を面魂した．呈色反応：温度を高めると（K）．と．dimethyl・

amineの生成量は増すが，坐成する（Dが更に酸化され減少するため（K）及びdimethy㎞ineと．　NPの呈色反

応は不充分となるので（皿）を加えて反応し易くなるように工夫した．この方法を種々なアミン類に適用した結果

を実験4に示す．この方法は一部の脂肪族三級アミン類でも類似の塁色を示すので（1）に特異的な方法とはいえ

ないが（1）の検出法としては使用できるものと老えられる．

　本研究にあたり御指導をいただいた特殊薬品部長長沢佳熊博士に深謝する．試料の一部を提供された厚生省薬

務局監視課，富士薬品工業株式会社に感謝の意を表する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験の部

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L
実験1　試料め1－2mgまたはその水溶液の1滴にN／20硫酸銅溶液1滴及び炭酸ナトリウム試液1滴を加

える．．試蒋が（D叉はエフェドリンであると青紫色を呈する．

．実験2　（1）塩酸塩20mgを水1ccに溶かし，これに5％NP　lcc，5％FC．1cc及び炭酸ナトリウム試液

1cc．を加えて永蒸気蒸留し，留液を2，4－DPH三二に吸収させる．澄黄色沈澱54mgを得．この沈澱を演紙ク戸

＊　日本薬学会10月第2例会講演（1955）

＊＊　本研究は長沢佳熊：覚せいアミン剤の検出法（Kakuma　NAGASAWA＝Detection　of　Some　Nerve

　　Stimulants・）の一部である．
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　マトグラブ（一次元上昇法，メ．チルアルコール飽和今キサン，2時間，．20土0．5。，．：東洋演紙NQ．50PにかけRf

　値0．78を得．acetaldehyde－2，4－dinitrophenylhyd凱20ne（m．P．162。）のRf値0．78と一致した．

　　実験3　メチルエフェドリンの検出法　　　　　　　　　　　　　．　　　　　』’

　　試料の小量またはその水溶液の1滴に5％NP　1．滴，5％FC、1滴及び炭酸ナトリウム試液1滴を加えよくふ

　りまぜ，小試験管の底部が僅かに浸る程度に小試験管を700の水浴に浸し，ふりまぜながら15．外間加温した後直

　ちに流水中で冷却し，5q移アセトアルデヒド溶液1滴を加えると暫時の後，青色一紫色～赤紫色を呈する．

　　確認限度（0．05cc中）：塩酸メチルエフェドリン300γ．

　　実験4．実験3の方法を次の各種アミンに適用した結果を記す．

　methyiephedrine（B），1－pl五elly1一レchlφo－2－di責nethylaminopropane（GY），　eph6drine（1－BrY），1－phenylr

　2－dim→thylaminoprop3ne（BrR→BrRV），．diethyhmille（V），　N－ethylpiβridine（BrR→R→VR），

　p－di櫛ethyhminobenzaldehyde（BrOY），　c士eatille（R），　p：rocaille（1－BrY），　dibμcaine（レB士OY），　atropine

　（1－BrOY），　antipyrine（1－BrOY），　tri叩lano！amine（B），　burcine（OY），；quinille（OY），　tribenzylamine

　（OY），　scopolamine（OY），　hordenine（BG→dk－VB→dk－B），　narcaine（Y），　codeine（OY）．．

　dk；dark，1：1ight，　B：．．　blue，　Br：brown，　G：green，0：0range，‘R：red，　V＝．violet，

　Y；．yellow．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　　　　論
　　　、

　　メチルエラェドリン（Dの検出法を次に示す．G）の水溶液の1滴に5％ゴトロプルシッドナトリウム（皿）溶

　液，5％フェリシア．ン化カリウム（皿）溶液及び2N炭酸ナトリウム溶液の各1滴を加え混ぜる．約巧秒間・70。

　の水浴中で振りながら加温したのち直ちに流水で冷却し50％アセ．トアルデヒド（W）溶液1滴を加えると反応液は

　青色，紫色叉は赤紫色を呈する．との皇色反応機構を下記のように推定した．（Dは（Dと（皿）により（IV）とジ

　メチルアミンに酸化され，ついでジメチルアミンは（皿）及び（W）と反応して脂肪族二級アミンに特異的な呈色反

　応6）7）を行う．メチルエブェドリン塩酸塩の確認限度は＄00rである．

文 献

1）第2報，大熊誠一：薬誌，75，1124（1955）．

2）．．長沢佳熊・大熊誠一：．山窟・74・．773．（1954）・長沢佳熊・大熊誠一：本誌，73・113（1955）・

β）．大熊誠一：三三・75，1430（1％4）・、．

4）・実験の詳細は省略する。．　。

．5）．．．第二改正国民医薬品集．（厚生省版）β31（1955）・

β）　．Lewin，　L。；　Ber・，32，．3388（1899）．．

7）Feigle，　F・Anger，『y・：Mikrochim・．．Acta・，1，138（1937）・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sumlhary　　　　　・、．

　The　following　brocedure　for　the　detection　of　methylephedrille（1）was　proposed．　Mix　l　drop　of　aqueouも

solution　of　G）witll　eacll　l　drop　of　5％sodi㎜．11itroprusside（D　solution，5劣potassium　ferricyanide（皿）

solution，　and　2N　sodium　carbonate　solutio11．　After　warming　the　mixture　in　a　water　bath（70。）under

sbaking　fQr　about　15　se◎onds　and　cooling　quickly　with　running．water，　adds　l　drop　of　50％aceta1喚ehyde

（W）・・1・ti・n　t・by　whi・h　the　rea・ti・n　mi・tu・e琴lve・b1・…i・1・t・．…eddi・h．・iol・t・・1（欺

　The．mechanism　oエthis　color　reactin　was　assumgd　as　fo11ρw　by　the　au声hors：　（1）was．　oxidlsed　by（皿）

and（㎜）・．‡・（W）即d“im・thyぬmine　whi・h．「eact・wit与（P＝and（W）to　gi・r　the．。olo「「鉛ctio只specific‡o

aliphatic　se◎ondary　amilles．6），7）．　Limit　of　detection：300γof（1）hydrochloride。　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　．．Rlcecied　Flbnuary　29，956
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フェニノレアセトソ，「フェニノγ酢酸及びフェニノレアセトアセトニ

トリノγの検出法誓覚せいア「ミソ剤の検出法，第4報＊＊1））

大熊誠　一， 城　戸　靖　雅

　　Detection　of　Some　Nerve　Stimulants．　IV．　Detection　of

Phenylacetone，　PhenylacetiσAcid　and　Phenylacetacetonitrile

　　　　　　Seiichi　OHkuMA　and　Yasu！hasa　KIDo

著者等はフェニルアセトン（D，フェニル酢酸（K）及びフェニルアセトアセトニトリル（アせチルベソジルシ

アニド）（皿）の試験法設定の必要に迫られ，それについて検討した結果若千の知見を得たので報告する．

　1）フェニルアセトンの検出法　（Dはニトロプルシヅドナトリウム2），メタジニト戸ベンゼン3）り等による活

性メチレン基の反応陽性，次亜臭素酸ナトリタムとピリジンによるメチルケトンの反応4）は膓性である．（Dは

既nitrobenzaldehydeと水酸化ナトリウムで赤褐色を呈するが，　Phenylhydrazine，　semicar願zlde類も類似の呈

色を示す（実験1）．以上の諸反応はメチルケトン，活性メチレン基の反応なので，これにアセトン体としてρ

二丁を補足することが必要である．この点に関し，二，三のケトン体がワモリンー塩酸で　赤色一紫色に呈色す

るというRosenthaler5）の方法を改良して（実験2）（1）．について検討した結果青色～緑色に呈色し，　（皿）も

同様に反応することを知った．（皿）の二合はニトリルが加水分解してカルボン酸となり，ついで脱炭酸して（1）

に変化し呈色するものと考えられる．この反応は芳香族ケトン体例えばbellzophenone，　dibenzoy1．（benzi1）

円型び芳香脂肪族ケトン体例えばacetoPhenone，　Phellylethylketone等は反応陰性であるがアセト1ン及びその

誘導体が反応陽性（赤色，紫色，．青色，緑色）なので，この反応は一CHがCO－CH2一基の検出法として利用

できる・又thymo1，　resordnol，　phbrogIuciαo16）州庁，三のplleno1性1ヒ合物及び2－methylindole，　tryptopha－

ne等のilldole類も赤色～紫色に呈色する．呈色溶液は水で稀釈すると脱色し，酸濃度を高めると再び発色し，

所謂HALOCHROMYの性格な有する．このワニリンと一CH2－CO－CH2一，　pheno1，及びindole化合体との

呈色反応機構については現在検討中である．なお（Dは2．4一ジニトロフェ．ニルビ． hラジンによるカ．ルポニル基の

反応（実験3）陽性，フェニル核の皮応7）陽性である．

　2）フェニル酢酸の検出法．（皿）暗ヒドロキサム酸鉄塩厚目8）陽性，．．塩化第二牛耳応9）陽性，．フモニル核の反

応7）陽性である。これらの反応はカルボキシル野馬はフェニル核の反応なので，これにフェニル酢酸の反応を補

足することが必要である。脂肪族カルボン酸は，そのカルシウム塩を乾留しでケトン体としたのちワニ．リソー塩

酸法で検出することが可能であるが5），著者等はフェニル酢酸をそのカルシウム塩に誘導したのち酢酸カルシウム

と乾留してフェニルアセトンq）とし；ワニリンー塩酸によって青色→緑色に呈色する方法を考案した（実験4）・

　，3）　フェニルアセトアセトニトリルの検出法　（皿）はメタジニト戸ベンゼンによる活性ズチ7ンの反応3）陽

性，ワニリγ一塩酸による反応陽性（実験2），次亜臭素酸ナトリウムとピリジンによるヌチルケ予ソρ反塔4）

．醗，．24一ジニ匝フェニルヒドラ2ンによるカルボニ・レ基の反応陽性（実験3）である・（皿）の検出にはニ

トリル基の定性を行うことが必要で・．そのため翫10㌣ayユ。）のヒドロキシ・レアミンー塩化第二鉄によ即日鱒試

したが，満足な結果が得られなかったので次のような検出法を考案した（実験5）．即ち（皿）にヒド戸キシルア

ミンと酢酸ナトリウムを作用させてアミドキシム化を行った後，硫酸銅で銅錯塩を形成させ紫色に呈色させて検

出する．又演紙上でこの反応を行う，簡便な操作も考案した（実験5）．ζれらの方法を二，三死）ニトリル類に

行っても紫色を呈しないので，一応（皿）の検出法として有効である．

　本研究にあたり御指導をいただいた特殊薬晶部長長沢佳熊博士に深謝する．試料の「部を提供されお当所公定

回外医薬品部長板井孝信博士に感謝する．

＊日本薬学会10月第2例会講演（1955）

＊＊本研究は長沢佳熊；覚せいアミン剤の検出法（Kakuma　NAGASAWA；Detection　of　Some　Nerve　Stimu

㎏虻s・）の一部である．．
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実　　験．　の 部

実験1試料のアル・が・レ溶二瀬こ5％陣it・obe㎎・ldeh￥de・ア1レ’．「～レ職2滴、及琳酸化ナトリウ

ム丁丁1滴を加える．この方法を各種化合物について行ったとき赤色系統に呈色した化合物を次に示す．カッコ

内は色調＊＊＊を表わす．

phenylaβetoηe　（R－RBr），cyclohexanone（Y→BrR），semicarbazide（R〃OR），　thiosemicarbazide（Rκ

OR），4－phenylthioselnicarbazide（R），　benzoic　acid　hyd訟zid6（RO），　p－nitropheylhydrazine（VR），2，4－d

initrophenylhydrazine（R），　phenacylb士omide＜R），　p－nitrophenacylbro皿ide（R）』．

確認限度＊＊＊＊：phenylacetone　4γ．

実験2識のアル・「ル繊耳一2滴・r5％・・リ・・ブ㌍一ル醸2鰍び鱒3灘力・燃浴申で3分．

問加熱する。

　この方法を各種化合物に？いて行い一CH暫CO－C｝12一型fヒ二君以外に呈色tた化合物を次に示す・

bUt夕blcoho1（B），　aniylalcohol（B），　acetaidehyde（dk」G→dk二V），　biacetyl（dk－B），　benzylacetone（R），

acetdnapヒthalene（R），　p－hydroxyε｝cetophenone〈RO），　p－quinone（R），　tlly皿01（V），α一naphthol（dk－R）

ゆ・・1『（V）・gipheg夕㎏甲’・・（R），　t㎜t・ph㎜・（V）・・争4一d’蜘hen・’h・血zine㈹・㍗・hen・’srm’町一

わazide（1－R）．

，翻嘩・aceゆ・（R〃RV・7γ）・ace・y1・・・…6（・k」B・9・）m・16・i・a・id（a．1・9・）・ph・・yl・6・tρ・g（B

Gやq・・γ）・適・nγlace加・e…iぴi1・（BGめG，28≠）・と・ρ1・h・・a・…（RY・α3・・），・㈹rci・・1（R，9・1わ）・、

h・耳y1・e…ci・ρ1（箪，0．1γ）・mphtl・・res・ゆolくVRヴR・α2γ）・t「ypt・pha弁e（v・1・）・

　実験3　試料のアルコール溶液の1滴に2．4．一ジニトロフェニルヒドラジン試液1滴を加え水浴中で加熱すると

有色沈殿を隼ずる・この沈澱を泪回するか，遠や分離してよく水洗律アセトン1～2ρcに溶かし・2球一水酸化ナ

玩リウム溶液．1ん辞1滴を卯える，くDセよ揮革色の沈丁を生成し，アルカ卑こ‡り赤色，（皿）は黄色の沈澱でア

ルカリにより赤紫色を呈する．

　確認限度：PhenyhOetone．3γ，　Phenylacet解etgnitrile　30　r　　　　．　．　　，

　実験4　水物化ゐルシゥム約60mgと酢酸カルシウム約30mgをよ．く混和して小試験管に入れ，．これに試料のアル

コール溶液5滴を加え，水浴中で加熱してアルコールを蒸発して，内容物を乾燥した後，小火机下で暗赤色一赤色に

30秒間加熱する．冷後アルコール1ccを加え水浴中で沸騰するまで加熱した後濾過する．残留物に更にアルコー

ル0。5ccを加え同一操作を行い，濾液を合し，ワニリン5－16mgを加えて溶かした後，塩酸5滴を加えよくふり

まぜると淡赤色を呈し11）．，これを水浴中で加熱するとき，諌料がフェニル酢酸であると青色をへ｛母色となる．．

　確認限度：ph叩ylacetic　acid．500γ

　実験6　試料のアル寧7ル溶液㊧1滴に塩酸ヒドロキシルアミン門門（．1液）◎3cc及び酢酸ナトリ．ウム試液

て2液）0．3ccを加え小試験管の底が僅かに浸る程度に小試験管を約埠0。め油浴につけ，ふりまぜながら2分割

嫌し四王N／2硫酸鱗液・滴を加える漱料がみ二野掛ア卦テ．リ．ルであると艶糊する・聯

を飾する場含は聯．棟洋濾紙Nα・3・鞭肌た）の小片上に試料のア・レ・一ル猷1灘と殖ちに塩酸

ヒド・キ．シ・レアミ．ン試液嫡及び酢酸≠トリウム謙1滴を加え・小燐上で注意して殆んど轍状態とし三

三冷し，耳ン2碑酸鋼丁丁3滴を加える≧き，，フェニルアセトアセトニトリルが含ま燕ると紫亀の輪を生ずる。試

．液の譲．・，（・）液・撫・ド叶シ・レア・ン319に本エ・rを臓加熱して齢し・・沫プrピ”グリコ

ール水．〔プロピレングリ戸6ル（米国薬局方XIV）40　cρに水15　ccを抑えよくふり．まぜる）30『cを加えて溶かす

（2）液．無水酢酸ナトリウム2．49に水2ccを加え加熱して溶かし・これにプロピレングリコール水（前出）

ρOccを加えて溶かす・こ9厘応を若モρ二．トリル顛に行った結果を次に示す・

仙・nyね・6訟cet・nit・i16（acetylb・呵1・y・nid・）（V－RV）・acet・ni加il・．（1－B）・pthyl・ya・・acρ捻t6（B・Y）・

malonitrile（1－BrY），　acronitrile（OBr），　bellzylcyanide（1－G），　p－nitrophenyhcetonitriie（1－G），　benzoni－

trile（1－GB），α一napllthonitrile（1－GB）．

＊＊＊呈色色調の記号は第3報のそれに準ずる。

＊＊料確認限度の液量は0．05ccである。以下同一条件。

／
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磁…認限慶　：phenylacetacetonitrile　（acetylbenzyhitriIe）　180γ。

1）

2）

3）

4）

5）

6）

7）

8）

9）

10）

11）

　1）フェニルアセトンはワニリンと塩酸によるRosenthlerの方法5）を改良して検出した．

R－CHゴCO－CH2－R型化

赤色，紫色，

　2）フェニル酢酸は水酸化カルシウムと反応させてカルシウム塩としたのち，酢酸カルシウムと焦熱してフェニ

ルアセトンに変化させて上記の反応により検出する．この方法では0・5mg以上のフ弔ニルアセトンが検出でき

る．

　3）　フェニルアセトアセトニトリルはSolowayの：方法10）を改良して検出した．この改良法においてプロピレ

ングリコール：水は溶媒として，酢酸ナトリウムはpH調整剤として使用し，硫酸銅は塩化第二鉄の代りに用いた・

フェニルアセトアセトニトリルの確認限度は180γで紫色に呈色する

　　　　　　　　　　、　　　　　　　文　　　　　献

第3報，大熊誠一，城戸靖雅：本誌・74，109（1956）．．　　　　　　　　・

石館守三，赤塚政美，；化学の領威，3，52（1製9）．

石館守三，坂口武一；薬誌，70，309（1950）．

長沢佳熊，大熊誠一：薬誌，74，773（1954）．

長沢佳熊，大熊誠一：本誌，73，113（1955）．

Rosenthaler，　L．　：Z．　anal．　Chem．156，292（1905）．

Hartwich，　C．　Mincke1，　M．；Arch．　Pha㎜．242，462（1904）．

大貫真言成一　：　薬受皿，　75，．1430　（1955）　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

Feigl，　F，　Anger，　V．　Frehden，0．；Mikr㏄himie，15，18（1934）．

Middleton，　H．：“Systematic　Qualitative　Organic　Analysis”，68（1939）．　　　障

Soloway，　S．　Lipschitz，　A．；Ana1．　Che面．，24，898（1952）．

試料が少いと呈色が弱いか，又は呈しない．これは加熱により消失する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　　　　論

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　この：方法によると

　　　　　　　　　　　合物，若干のフェノール化合物及びトリプトファンを含む若干のインドール化合物が

　　　青色又は緑色に呈色する．フェニルアセトンの確認限度は1γで青色から緑色に呈色する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

1）　Phenylacetone　is　detected　by　the　modi丘ed　Rosenthaler，s　method5）using　vanillin　and　hydrochloric

　acid，　by　which　R－CH2－CO－CH2－R　type　compound，　some　phenolic　co甲pouηds　and　some　indolesin－

　cluded　tryptophane　react　to　give　red，　violet，　blue　o士green．　Limit　of　detection；1γ．　of　phenylacet－

　one　which　colors　blue　to　green．

2）　After　converting　to　calc1um　salt　witk　calcium　hydroxide，　phenylacetic．acid　pyrdyzed　with　calcium

　acetate　to　form　phenykユcetone　which　is　detected　by　the　above　reaction　1）．　The　use　oξthis　method

　allows　the　detection　of　up　to　O．5mg。　of　phenylacetic　acid。

3）　Phenylacetacetonitrile　is　detected　by　the　modi丘ed　Soloway’s　methodlo）．In　the　recommended　pr㏄e－

　dbre，　propyleneglycoレwater　is　used　as　the　solvent　and　sodiu皿acetate．　is　used　fbr　pH　adjustment，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　and㎝pric　sulfate　is　used　instead　of　ferric　chloride．　L量mit　of　detection：180γof　phenylacetacetoni－

　trile　which　colors　violet．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Recerired　Fe1～ruary　29，1956　＿
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ご酸化セレンによる呈色反応　（第1報）

二酸化セレンε硫酸によるステ・イドの呈色反応＊

渡辺　俊雄

Color　Reactions　by　Selenium　Dioxide．1．

Color　Reactions　of　Stero三月置　by　Selenium　Dioxide　and　Sulfuric　acid

Toshio　WATANABE

　二酸化セレ’ソ及び硫酸を用いる呈色反応については，かなり多くの報告り・2）・4）がある．古くはアヘンアルカロ

イドについてBrandt3）（1875）が，最近では47－Cholestero1についてFieser5）（1953）が，女含窒素化合物に対

して綜説的にはDewey　6）等が報告しているが，これらの呈色反応はいずれも二酸化セレンと硫酸とにより緑色を

呈するという．この緑色物質：7）についてParkess）は，カフェインのようなきわめて安定なもの以外，多くの有機．

化合物が濃硫酸中で二酸化セレンに作用して坐じた緑色のS・SeO3であるといい，それぞれの化合物に特異の呈

色反応ではないと報告した．

　ステロイドと二酸化セレンとの反応については，Cholestero1の場合，無水酢酸又は氷酢酸を溶媒として二酸化

セレンで酸化すると，45－Cholestelle－dio1－3，4（cis）9）及び4LCholestene－dioレ3，6－diace由te1⑪）を生ずる．また

Fieser2）はCholestero1のベンゼン溶液に室温で二酸化セレンを加えると黄色を呈するのは，粗Cholestero！中

に通例微量に混在する47－Cholesterolの酸化によるものであると報告した，

　一方ステPイドの比色定量法に用いられるLiebgrmann－Burchard反応は，　Cholesterolのクロロホルム溶液

に無水醗酸及び硫酸を滴加すると，紫→青→緑と著明な呈色を示す反応であるが，この呈色液は酸性が強く，光竃

比色計用の通例の試料樽を損壊する心配があり，又無水酢酸の代りに氷酢酸を用いると呈色しないものも多い．

著者は，この場合，ステロイドの氷酢醗溶液に微量の二酸化セレンを加え，暫時加熱し，赤色のセレンが，析出

するか，又は黄色を呈したとき冷却し，硫酸1・一2滴を加えると著しい呈色反応を示すものがあることを知った

例えばCholesterO1は，一瞬赤紫色を呈した後，直ちに青色となり，放置すると緑色から暗緑色となり，その後セ

レンが次第に析出する．この際の呈色は，二酸化セレンが還元されたための色の変化ではなく，ステロイド類に特

異な，Liebemann－Burcllard反応などと同様な呈色反応に属するものと考えられるが，　Cholestero1，　Estradio1，

Dehydroisoan“rosterQneなどの呈色は全く異なる色調を示す（実験の部参照）．　Fieserが報告したよ5な；酸化

セレンの室温での作用では，著者がこの実験に用いた精製Cholestero1の0・04－0．07w／v％氷酢酸溶液では明か

な呈色が起らない。又硫酸を加えるどぎ，よく冷却しないと直ちに赤色のセレンが析出する．二酸化ヤレンを加

えて煮沸したとぎ，金属セ．レンの析掛がよくないものは，多くは発色が不良である1．21－Acetoxypregnenolone，

Pregnenolone，　Methyl－testosteroneでは著明で，　Estroneはわずかに，　Estradiol　monobenzoate及びDesox－

ycorticosterone　acetate　lよ全然変化なく，無色澄明のままである（その他Table　1参照）．濃硫酸の添加量は溶

媒量の1μ0以下で充分であり，小試験管を用いるときは1－2滴でよい．硫酸量は多いと発色が早く’，又赤色
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　みの金属セレンが直ちに析1圭1する．なお，Cholestero1の場合，硫酸を加える前に氷水中につけ，よく冷却しながら

硫酸を加え，4分間後15’》20。で吸収曲線を求めたところ，620mμに極大を認めた．

　終りに，部長長沢佳熊博士の御指導と御校閲を得たことを記して感謝する．

～

実験　の　部

　試薬　二酸化セレン：金属毛レシ粉末を硝酸で酸化した後昇華させて製する．製造後4週間以上を経過した

ものは用いない．氷酢酸；沸点115～】18。の部分をと弘過マンガン酸カリウムを加えて24時聞後蒸留し，

116～118。の部分をとる．濃硫酸：JIS特級品．

＊　日本薬学大会（昭和30年4月）講演
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　　操作　各試料の微量を小試験管にとり少量の二酸化セレンを加え，氷酢酸2ccを加え軽く煮沸した後放冷す

る．管壁に赤色の金属セレンの析幽を認めるか，又は黄～黄緑色を呈するまで煮沸を2～3回繰返す．．次に鉱山

をして氷水中でよく冷却してから硫酸1－2滴を加え，ふりまぜて観察した結果を表示する（Table　1）・

ρh・1・・ter・1の検出確認限度｝よ7－10γ／cc．

Tabl・1．　（沁1・・R甲・ti…’。f　Ster・id・by　S・1・・i・m　Di・xid・㎝d　S曲・i・A・id

Name　of　Steroids Precipitate Color

・　21－Acetoxypregnenolone

　　　Cholestero1
　　　ヒ

　　　Cortisone　acetate

　　　Dehydmisoandrosterone

　　　Desoxycorticosterone　acetate

　　　Estradioレ17β

　　　Estradio1－17β．monobe皿zoate

　　　Estrope

　　　EthinyIestra（ヨiol、

　　　Ethisterone

　　　Methylandrosterone

　　　Methyltestosterone

　　　Pregnenolone

　　　Progesterone

　　．Testoste夢one

1

十　　十

十　十

十　．十

　　十

十． ¥

十　　十

　十

　一　　　　　　　，

　　　　R→．V→d．　YR

　　　　R→V→B→G
　　　・：vlY　l

　　　　d．YR

　　　　d．Y→d．Y．　YG

　　　　s1．d．　YR→YG

　　　　v．dY

　　「v．YR　　　　　　’

　　　V→d．RV

　　　d．YR　　　　．，

．　B→V→d．R

　　　1．Y

　　　1．Y

6

　　　　　　1・light　d＝da「k　v＝▽e「y．s1＝slight　．7＝y♀llo甲
　　　　　　R三士ed　　　G＝暮reen　　V＝vio16止．　　B；blue　　　　・．　’

　　Deh夕droisoandr6steroneの場合，氷酢酸に溶かし，二酸化セレンを加えずセヒ濃硫酸を加え．る．と紫色を呈し，

氷酢酸の代りに無水酢酸を用いると淡黄色～黄赤色となる．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　‘

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献　　　　　　　　　・

1）　工afon．，　Ph一；Compt．　rendり　100，1543（1885）　　　　　　．　　．　．　　　　　　　　　　　　　　　，

2）　Feπeifa　da　Silva，　A．」．：J．　pham．　chim，24．102（1891）

串）　BπmdちC・：Jahresber・Pharm・・1875　341　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＝　．　　　　　　・「

4）． ｪ崎寛蔵：’薬誌．71，893（1951）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

5），Fieser，　L．　F．…J．　Am．　Chem．　Soc・，75，4377（1953）　　　　　　　　　．、　　　・

6）　Deweyl　B．　F．，　Gelman，　A．　H誌Ind．　Eng。　ChemりAnaL　Ed．，14，361．（1942）

7）．Turfitt，　G．　E．；　Quart．　J．　Pllarm．　Pharma601．，21，．4（1948）　　　　　．　　　．　　　　．　　　　．　　，

8）　Parkes，　E．　B・：　Analyst・75・μ8（1950）　　　　　　　　　．　　　　　　　　．　　　1　・　．・

9）　Ekkert，　L．：　Pharm．　Zentralllalle，73，487（1932）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し

10）Motta，　A；．Ph㎜・Monatsh・．17，（1935）　　　　　　　　　　　　　．　．、　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　especially　using　acids，　for　instance，　conc．　sulfuric

　　　　　　acetlc　aψydride，　benzoiじperoxide，　phosphoric　acid　etc．　The　author　found　that　though　some

　　　　　　　　did　n・t　give　the　c・1・・reacti・n　Whe血’th・gl・・i・l　acetic　a・id　w・・u・ed　i・・t・adρf　aceti・

　　　　　　　　　　in　such　a　case，　if　a　bit　of　SeO2　was　added　and　tlle　reaction　mixture　was　heated　fbr　a　s車ort

　　　　　　the・・・・・…1f・・ic　acid　w・・d・・PP・d・th6．rP㏄ific　c・1・・d・セ・1・P・“・F・r　examp1・，・h・1・・t・・1塑ve．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　th・1imit・f　id・ntificati・n　w・・7t・10γ／cc，・・d　thi・m・th・如・痴p・・

　　Many　color　reactions　of　steroids　have　been　known

acid，

steroids

anhydride，

ti血e，

red→violet→blue→green

applied　for　a　quantitative　color　assay　of　some　steroids．

L

Receiued　February　29，1956
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二酸化セレンによる呈色反応（第2報）

二酸化セγソによるイツニコチン酸ヒドラジド中の遊離ヒドラジンの検出

渡　辺　俊　雄

　　　　　　　　　　Color　Reaction　by　Selenium　Dioxide．　H．

The　Det㏄tion　of　Free　Hyd臓zine　in　Isonicotillic　Acid　Hydrazide　by　Selenium　Dioxide

　　　、　　　　　　・　　Toshio　WATAMBE

　イツ昌コチγ酸ヒドラジド製品申の遊離ヒドラジンの検出法としては，’国民医薬品集第二改1E1）収載のイソニ

コチシ酸ヒドラジドの規格試験中に，サリチルアルデヒドを加えて生ずるサリチル酸ヒドラジドの析出による方

法があり，．：本法は時間の経過につれて過量のサリチルアルデヒドとイソニコチン酸ヒドラジドが交換分解してサ

リチル酸ヒドラジドを生じるために，5分以内で濁ってはならないと規定している．またヒドラジドの還元性を

利用する試験法には，中性の水溶液中に二酸化セレンを常温で加えその二酸化セレンの特異な被還元性質から赤

色を呈することを利用したSoott2）の報告がある．

　著者はイソニコチン酸ヒドラジド，硫酸ヒドラジン及びヒドラジンヒドラートにつき，；その各1％溶液を用い

アンモ昌ヤアルカリ性で加熱後，二酸化セ．レンを作用させるど，還元されて生成した金属セレンの析幽速度にかな

り差異のあることを知った．すなわち硫酸ヒドラジンとヒドラジンヒドラートでは直ちに金属セレンの濃赤色綿

弓沈澱が析出するが1同一条件でイソ三コチン酸ヒドラジドを試みると，還元された金属セレシの析出は明らか

でなく，24時間後でも白濁するか1または黄赤色を呈する程度である（実験1）．またイソニコチン酸ヒドラジ

ド中に硫酸ヒドラジン0・05％を加えたものは，これを加えないイソニコチン酸ヒドラジド溶液と明かに区別できる

赤色の濁りを認めた（実験2）．またその比率を適当に変えな示ら検出度を調べると，イソニコ’チソ酸ヒドラジド水

溶液の激がある油濃い壱まど・’爽鼓する硫扇面ジソの確認限度量は大きくなり，この宝前試験が鋭敏とな

る（実験3，Tab161）．

　終りに部長長沢佳熊博士の御指導と御校閲を得たことを記して感謝す：る．一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　試　薬　二酸化セレン試液；用時調製する．金属セレン粉末を濃硝酸中に少しずつ投入し，溶け’てから過量の

硝酸を蒸発し，乾固し，水を加え，不溶分を洒過し，演液を濃縮後，四硝酸小量を添加し，蒸発乾固した後，密

栓して乾燥保存する．この二酸化セレン1gをとり，水20　ccに溶かし戯事とする．なお酸化精製後4週間以上経

過した二酸化セレンは酸化能力が減少するから試薬として用いられない．

　イソニコチン酸ヒドラジド検体：第二改正国民医薬品集（1955）イソニコチン酸ヒドラジドの試験規格に合格

したもの，

　実験1イソニコチン酸ヒドラジド検体，硫駿ヒドラジン及びヒドラジソヒドラートの各1％水溶液2ccを

小試験管にとり，’・これに強アンモニア試液（約28劣）2滴を加えふりまぜた後煮沸水浴上で約5－7分加熱後冷

却し，更に二酸化セレシ試液2滴を加える．硫酸ヒドラジン，及びヒドラジンヒドラートは直ちに綿状の赤色金

属セレンを析出するが，イソニコチン酸ヒドラジド溶液は白濁して淡い黄赤色となるだけで，管壁に金属セレン

を析出しない．
　　、

　試験2　イソニコチン酸ヒドラジド検体19を10ccのメスフラスコにとり，水を加えて10　ccとし，その2cc

ずつを（A），（B）両試験管にとる．硫酸ヒドラジン10mgを10　ccのメスブラスコにとり・水を加えて10　ccと

し，この液0．1ccを，（B）試験管に加え，（A），（B）両試験管に強アンモニア試液2滴を加え，ふりまぜながら

水浴上で約7分間加熱する．冷後両者に二酸化セレン試液2滴を加えるとき，（A）は（B）よワ赤色の濁りが明

かに強い．確認限度100γ．
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Table　1．　Limit　of　Identification　of　Hydr耳z丘11e　in　Isonicotinic　Acld　Hydrazide　Prepユrati〔遁1

　　　Concentration　of　I＄onicotinic　Acid
．‘．

gyd瘤id・in・Wate・S・1・t1・n（％）

0．65

2．0

5．8．

10．0

Limit　of　identification　of
・Hydrazipe　Sulfate（％）
in　lsonicothlic　Acid　Hダdraz｝de「 ノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　イソニコチン酸ヒドラジドの1α％以上の濃厚水溶液でぽ飽和溶液ヒ近くなるため行わなかった．10％水溶液中

で明確に比’較できる限度は，イソニコチン酸ヒドラジドに対して硫酸ヒドラジンの含量0．05％程度である．

　　実騨3　イソニ．ラチン酸ヒドラジ．ドの各種の濃度の水溶液中に三三する硫酸．ピ雫ヲジシめ検出限度々調べた，

イツニコチン酸ヒドラジド検体水溶液（A）及びこれに微量の硫酸ヒドラジン永溶液を加えた．もの（B）を作りド幽

以下実験2準用して，（A）を比較対照として（B）：の赤色度を比較し，区別でぎる限度結果を．ITable：1．・に回す1．．1

　　　　　　　　　一．ゴ．1源．∬季’愉．1己．」献、｝1僧：、．∫二三・』1．1∴．鉱．諮．望1

　1）第二改正国民医薬品集35頁（昭和30年）　　　　　　　．　，　，．　．．一・．「＝㍗．．：’．1．‘．．1．完．1．、・．・．i

　2）．Scott，．P．　G．　W．．：J．　Pharm．　Pharmaco1．4，681～6（1952）．・．　．　．‘’．・．・．’．．．．．．　．・．．：・㌶．∴

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．部ゆ贈1、．1．∫1：lll’じ．．1．．．蒸1．．．∴篤．£ll．1曇’

　．To　an．ammo堀a　alkaline　solutionρf　hyd卑zine　hydrate　or　hydrazin3　sulf描e，．add串eエeniqm、dlgxide，．thel

red　sele孕ium　appears　after　heating．．111‡h3．　cas臼of　isonゆtinic　acid　hydrazide・i員stea“．of．：hy⑫z，ne・

hy4　rate　or．　hydrazine　sulfate，．．t耳e　sohltion　aρquires　only　a　pale・ye1ヌowis尊r年d．◎01qr，　thereξqζ争．．lt　i串

¢asy　to　d至st至nguish．isonicotonic　acid　hydrazid（≒．from・車ydrazlne　hy（辮t〔｝．or耳yαrazi茸e・sq工fat3ミ．い6㌔｝｝．・．．・な㌃：懸

The　sm・11鱒…t・f　free　lhア三三・・a・a垣・g・edi㎝t　in　i騨iρ・ti・i・∴a・id與y岬id・p・e即ti・…．・凱．

be　detected　by　this　method．　The　limit　of　identification　is　100γhydraz1ne　sulfate，　and　its　l　percentagβ．
　　ト　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

in　i・。ni・・tin三。　aci“hyd麗ide　is　O・0与％．．．．．・．．・．＿．．．．・㌧．．．．．．．・．．、．1ン　．デ．．・．．．デ．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Receiued　February　29，1956

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’F　い　．．．．．　’・．．’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．　．　．　．．．．・．　　．　．「．．・　．・・　　1．－．．’．．．．．．・∫．．．！・．∴9．・．㌧．、．．て㌧：マ．　・＝」；’1　．＝．基

　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　．　・　．．　　．．．．∵　　・　．．・．　　．．　．　．’．’．三　．．　　’∫．．．1．涯．・．．∴，．．・　1で．：・・．：ゴ1：暮妻

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．’．．∴・．．．．．1一、・．・・』』．．1．・．1．．．．「．．・、・1・．．・．、、．，芝．li’．・’．，．・．．．・．＝．ン§

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、．、．1．、・．．．：．．・一．．．．．程：．，．．．．．．．．．・．、．．．」・．．・．「．．．，、．・．．’．・Fl・・∵ヅ㌧、、．誤

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ご幾．11

　．．．．　　，　　　　　　　　．　　　．　、　　　　　．　　　．　七　　　　　．　’　　　・．’　．．’．．．．．　．　．　『　．．タ　　　．．　．　＝　　：㌃・二号き’

　　r・　．．　　　　　　．‘．　　．　　　・．　　　1．　・P．　　　　　．　．　．　．．　　　．．1．．　　’』　　．．　　．．　．1　　　　．1．．．．lr．‘　　．㌦ふ∵∵7ゴ1稼」む：・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　．　．．．　　．．　　・　．．．．：　　・．、．．1．．．．．．；1．．1．＝．1．．．τ．．．　　’．‘’∵．．「．∵11r．二1：i　・・1．ポ誠

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．・』　　　　　．；　　宅．．．　　．．　．　’　．　　　　．．．．♂　　．’　・　r．　1　　　・　．「．ド．・幽．きi．1・1て．’．・．｝．＝・三遣

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・一．r．ゼ3．r’1・’デ．噛｝ま

　　　1．36

　　　0．53

，・0．05

　　　0．．04　’

i
ケ．、，

．㌧　　　　トー

望『隔噛

「二　．，．噺「

1
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イソニコチン酸ヒドラジド（イソ』・アジド）類似化合体の合成（第1報）

　　　　　　　　‘じ一位．オキシ，アノレコキシ置換体等の合成1）．

板井孝信， 小　倉　治　夫， 神　谷　庄　造

Synthesis　of　Isonicotinic　Acid　Hyd臓zide　Analogues．1．1

α二Hydroxy　or　Alkoxy－Compounds　and　Several　Acid　Hydrazides．

　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　Takanobu　ITAI，　Haruo　OGuRA　and　Sh6zδKAMIYA

　1952年FoxがIsoniootinic　acid　hydmzide（以下INAHと酪）を合成し，結核治療剤として卓効あることを

発表した．著者らは直ちにその類似化合体を合成してその抗菌性を調べた．

　算1報ではその中Isonicotinic　acid（以下INAと略）のα一位にオキシーアルコキシ基を有するもの，Pyridine

のジカルボン酸ヒドラジドおよびThiazole一，　Fu訟9carboxylic　acid　hydrazideの数種を報告する．

　先ずINA（Dを過酸化水素一氷酢酸によりN－oxide（Dとし・酸塩化燐を作用せしめてα一ChlorQ－INA（思）を

作り，これをSodium　alcoholate－alcohQ1と200。附近に加熱してα一AlcQxy－INA（W）とした．この偽Chloro

基の活性は小さく190。以上に長時間加熱することを要する．ここに得られた（W）を常法に従いEster化し，そ

のEster（V）・をヒドラジンヒドラートと反応させてヒドラジド（、1）に導いた．α一〇xrINA（、Dはα一Ethoxyr

INAを加水分解して，これより上述のようにζドラジドに導いた．すなわち

COOH COOH COOH COつC2日5

φ一φゆ粛（ン
　↓

濫

φ

（1フ

（皿） （w）

↓

COOH

（V）

↓

CONH・NH2

6（』・

（皿） （皿）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．1

　：文Pyridine　dicarboxylic　ac1dの中Quinolinic　acidはキノリンの，　Cinchomeron至。　acidはキニンの・2・4

一工utidinic　abidはα一Methyl　INAをそれぞれ酸化して作った1又Thiazole，　F∬an誘導体は文献の方法に

従い合成した．

　これらのHyd餓zide類は中間体と共に鳥型A，1および入型H、7Rvなる2極の結核菌に対する抗菌性を調

べた．その結果a－Allyloxy－INAHがINAH・よりやや弱い程度に有効であり，α一Ethoxy一・α一Butoxy体がや

や有効であったが，・その他は効力を示さなかつだ．次に諸化合物の性質とその抗菌性を」括表示する（Table・1），



116 衛　生試　験所　報　告 ．第74号　（昭和31年）

Table　1．

No． Compounds

1

2

3

・｛

・｛

・｛

・｛

合｛

・｛

10 o盤8漏H．鯉

・・ o劣88懸黙爺H・

・2
o穿二8号δH

・唯8跳H

・4 o紅98詰

・・5
o風一〇C5H11（isoγ一COOH）

・6 o1＝88琴座CH＝CH2

Pyridine

σ一CO・NH・NH2

β一CO・NH・NH2　．　、

γ一CO・NH．NH2（INAH）・

α一CO．NH・NH2
β一CO・NH・NH2

α一CO・NH．NH2
γ一CO・NH・NH2．

β一CO●NH●NH2
γ一COOH

α一〇H

γ一CO・NH．NH2

α一〇C2H5

γ＿CO・NH・NH2

α一〇C4Hg（n）
γ一CO・NH・NH2』．

2）

3）

｝

｝

｝

｝

｝

｝

｝

｝

｝4’

｝

｝

｝

｝

　　　Tlliazole

・7

｝

18
@碓≡§§駈H．NH2　　　　　　　　　｝

・9 oBi鷲8§NH脳H，｝・袷・h・・5’

　　　Fu貸m

20　3－QO．NH．NH2

2・偉蹴務：ぎ督； ｝

6）

Cryst訊l　form，　mp．

needles

needles

pillars

powder

needles

Powder

needles．

fhke

pk蒐te

SOユles

flake

phte

powder

Plate

needles

．pilbrs

100｝1010

．160曜1620

1711》173。

2380’》240（deqp．）

2570（decp．）

365－3700（decp．）

2450（decp．）

151。

102．5D

118。

1310

、2910（decp．）

ca．3000（decp．）

175Q

1280ハび12go

121．5。

fhke

powder

thread

220。

21go（decp。）

、236つ（d㏄p．）

　’
needles

｝needles

76－78。

2010（dec三）．）

Antituberculostatic　activity

Aviantype　A71
　　（r／cc）

200

100．

20

＞200

＞200

＞200

＞200

＞200

＞200

200

＞200

’＞200

100

50

10

200

200

200

200

200

200

20

＞200

＞200

＞200　　　、＞200

＞200 ＞200

＞200 ＞200

＞200　　　＝＞200

＞200 ＞200

＞200

＞200

♪200

＞200

Human　type
　H37　Rv

50

20

馳2

200

＞200

＞200

10

10．

100

0．5

　20

　10

0．02

100

100

100

2

‘2

50

0．1

＞200　＞200

＞200　　＞200

＞200　＞200

＞200 200

＞200　＞200

＞200　＞200

＞200　　　＞200

＞200

＞2qo

100

＞200

　以上の研究にあたり御助言を賜った東大落合教｝受，抗菌力試験をして下さった当所桑原章吾技官，検体の1都

を提供された井下田技官にお礼申上げる．又費用の一部は昭和27．年度厚生科学研究費によったので感謝の意を表

する．

実　験　の　部

嘆一Ethoxy－INA

　σ一Chlor（ト】：NA　29にabs．　A！coho110ccを加え，これにab亀alcohol　15ccとナトリウム0．759で作ったalcoh・
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o1ateを加え，封管申190－200。で5時間加熱する．冷後蛇管し反応液のAlcoho1を溜糊し，吟詠に少量の水を加．

えて溶解し，これに塩酸を加えて酸性とすると白色洗澱が析出する．これを1戸翻しよく水洗乾燥し，alcoho1より

再結晶する．無色板状晶，mp．175。，1．59（71％）．計算値C57．48，　H　5．43；．実験値C57．56，　H　4・88

σ一Ethoxy－INAH

　酸0・559に濃硫酸1・5ccを加えて加温溶解し，氷冷痛a1◎oh。12ccを加えよく縄焦し，：水浴上．．5時間加温す

る．一夜放置し略々同量の氷片を加えてうすめ炭酸ソーダでアルカリ性としてEtherで抽出する．　Etherを溜益

すれば無色油状物質0・69（93・5％）．を得る．これにHydrazine　hydrate（90％）1cρを加えて，水浴上で加温振

盤すれば液は均一となり固化する．meth鋤b1より再結晶する．．白色葉状晶，皿P．151。，0．59（83鮨）計算値C

53．02，H6．12；実験値C53．11，　H　5．57

α一Isoamyloxy－INA

　上と同じようにして合成二Ethyl　acetateより再結晶，．無色針状晶，　mp．128～・9。，収率75．2％，計算値ρ

57．48，H5．43；実験値C57．56，　H　4．83

α一Isoamyloxy－INAEster（以下Eと略す）　　　　　　　　　　　　馳．　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　　　酸19，abs・alcoho15．　Occ，濃硫酸5．　Occより上と同じように合成，淡黄色油，　bp4134ル136．（bath）0．99（7

8，8％）

α一lsoamyloxy－1NAH　　　　　　　　　　　　　　ド　、

　上と同じように合成，Benzeneより再結晶，鱗片晶，‘mp．11％8Q，0，79（82．5％）計算値C59．19，　H　7・62；‘

実験値C59．38，　H　6．9

α一n－Buthoxy一工NAおよびα一n－Butoxy－INAH　　　　．　　．　　　　　　　’』　　　．．．．，

　侶一Chloro－INAE　1．09とNatrium　O．259をn－Bロtano115ccに溶かしたものを加え上と同様に合成．酸と

して得た．これを常法でEster化し上と同様Hydrazideに導く．　Ethyl　acetateより再結晶．無色板状晶，

．mp．　100｛402．50

畠一AIlyloxy－INA

　α一ChlorG－INA　19にAllylalcoho15ccを加え・これにAllylaloohol　10c亭・Natrium　O・379より作ったAlc一．

oholateを加え調管中190－200。に8時聞加熱する．冷後開管し滅圧にてallylalcoho1を溜回し，水を加えて1戸

過し濱液を稀硫酸で酸性とし析出する淡黄色沈澱を集める．・よく水洗してMethano1より再結晶するポ淡黄色柱

状晶，mp・1多1・5。，0・99（80％）．計算値C60．33，　H　5．06；実験値C．60．15，　H　4．59

α栖Allyloxy－INAH　　　　　　　　　　　　　　．　二　　’・　　　　　　．1　　　　．　　’．　　　　1．、．

　酸を10倍章のAlcoholに溶解し之に乾燥塩酸ガスを常温にて導通する．塩酸ガスを飽和して・24時間放置する．

二二圧でAlcoho1を溜去し：水を加えて炭酸ソr一ダでアルカリ性としてetherで抽出する・Etherを溜去すれば淡

黄色油状物質を得る．これにHydlazine　hydrate（90％）を加えて加温振盤すれば全体は固化する．・methanolよ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら
り再結晶する．無色葉状晶，mp・131。計算値1／2　H20　C　53．45，rH．5．98｝．実験値．C52。63，　H　6．118、

Pyridine－2，4－dicarboxylic　acid

　α一Methy1－INA　O・99．を10％苛性カリ溶液10ccに溶解し之を：水浴上で加温しつつ過マンガン酸カリ49で酸化

し塩酸々性とすれば無色葉状晶が析出する．水洗乾燥する．decP・248。，0・59（50％）

Pyridine－2，4－Uicarboxylic　acid　hy（血zide

　pyridin昏2・4－dicarboxylic　acid　O・49を濃硫酸1・．2ccに溶解しこれにAlcoho13ccを加えて3時間：水浴上で加

温する・冷後氷中にあけ炭酸ソーダでアル卑リ性としetherで抽出する．無色油状物質を得る．これに0．3ccの

Hydrazi塾e　hydrate（90％）を加え加温振指すると固化する．．含水Ethano1から再結晶する．淡黄白色針状晶，

decp・「257。計算値C43．07，　H　4．62；実験値C43．45，　H　4．47

α一〇xy－INA

　¢一Ethoxy－INA　O・59にプロム水素酸（d二1・49）109を加え135～ユ40。に4時聞加熱する．放冷後，倍量の水を

加えてうすめると白色沈澱を生ずる．これを漂擁し炭酸ソーダ水に溶解して塩酸で再沈澱せしめて精製する．mp．

ca．300。（de◎omp．）0．4g（95％）FeC13・reaction　e

α一〇xy－INAE
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　　α一〇xy4NA　O．39に濃硫酸1ccを加えて加温溶解し，よく冷却してEthano12ccを加えて水浴上4時聞加温し，

放冷後倍量の水でうすめ炭酸ソーダでアルカリ性と．して酢エスで抽出する．・Ethano1より再結晶し無色柱状晶，

mp．171。を得る．．　FeC13　reactionθ計算値C57．48，　H　5．42；実験値σ57．88，　H5．「20

α一〇xy－INAH　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．・

　　α一〇xy4NAEをEth踊01に溶かし1．3moLの．　Hydraz三ne　hydr2teを加え水浴上2時聞加温して後減圧で溶

媒と試薬ρ過剰を溜去し・残渣を含水．・ヰh鋤1よ嬉結晶する・mp・245．（decomp．）三色針状晶・FeC1・

reacti6n　e計算：値C如．05，　H　4，60；実験値C47．19，　H　4．30　・　　．．．．．　　　　・　．　　．，

ロ　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　セ　　　　　ピ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　女　　　　献．

1）

2）’

3）

4）

5）

．6）

　　In　1952，

we　begun　to
加ibt・餌t・戸erc・1・・t・ti6・・ti・iちy．（

・・dh・ゆtγP・H37R・a・61i・t・di漁bl・1

　　The　syllthet至。．approaches　are　wr三tten　in　flgure　1

％hydrogen　p6r♀xide　in　glacial　acetic　aci〔翠

11ic6tinic　acid．（皿）

．『翌≠刀@llot　active．も。　t草e　reaction．between　the　chlorine　and　sodium

＝abOut　2coo．

　　Quinolinic　acid　was　synthesized　by　the　oxi面tion　of　quinoline

and　2，4－1utidinic　acid　fro士nα一methyl．isonicotinic　acid

azide　were．gained　by　the】methods．in　literatures。．

’Tlle　fesults　of　bacteriological　examination　i亘vitro，　we　knew　that．α一allyloxy．isonicotinic　acid　hyd職zide

was　a．　little　less　active　than　isonicotinic　acid　hyd】鰍zide，α一ethoxy　andα一butoxy　co皿pounds　had　weak

　　　　　　　　　　　　　る

activity，　but　6ther　compounds　were　inactive・　　．　　．　．　幽

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

昭和28年日本薬学会総会に講演．　　　　・

Fox，．．　H．．Herbert：．　J．　Org．　Chem．，4，555（1952）　　　　　　　．，

Curtius，1》lohr＝　Ber・，31，2窪93（1893）

Aeねr：　A1皿．，237，201（1887）　「　．　　ゴ　　　　　　　　　　　　．．．　　　．『
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し
von　Zurcker　i　Ann．，250，281（1889）．　　　　　　　　　．　．．・　．　．・

Curtius，工einbach：　J．　prakt．　Chem．，65，24，26，　　　　　　　　　　　　　　　　一．．

　　　　　　　　　　　　　　一．．　．　．sμ卑m鯛　．・．．　　1’

　　　　』j丘st　after　the　anouncement　of　isonicotinic　acid　hydrazide’as　a　very　useful　tuberculoStatic，

　　　　　　　syロthesize　its　ahalogoqs　compound＄．　Their　chemical　fomiulae，　crystal　for皿s，　melting

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　瑚h血流um　growth　ihhibiti耳g　concサntration）agaihst　avi3n　type　A71

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．That　is：isonicotillic　acユd（D　was　waηmed　with　30

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，and　the　gained　N一《）xide（皿）was　changed　int6．α一chloro　iso－

　　　　　　　　　1．by．　warming　with．　phosphorus　oxychloride　in　water－bath．．This．chlorine．in．α一position

　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　alcoholate　was　carried　by　heating　at　’　．

　　　　　　Este士lfication　of（W）alld　the　reaction　t6（、D　wefe　carried　out　by．　usdal．mamers5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，ciπcho皿eronic　acid　fro血quinine　sulfat6

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．Several　thiazole　and　f㎜carboxyliごacid　hydr＿

→
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■

イソニコチン酸ヒドラジ．』．ドくイン千アジド）類似化合体の合成（第2報）

　　　　　　　唯チオア1γタ脚1はス・ノレフオ㍗レキ．澗解1．

　　　　　　　　　　　板　井　孝　信，　関　島　正　昭

、

も

　　　　　　　　　Synthesis　of　Isonicotinic　Acid　Hydrazide　Analogues．　H．

　　　　　　　　　　　　　　α一Thioalkyl．or　Sulfoa】kyl．Compolmds

　　　　　　：’　　；　．’rakan6bu，　hAi　and　Masaaki　SEkIIIMA

高高に引続き，β二一串置換体を合成した．その合成経路は次のようである．

CCOH COOH COOC2馬． ’CONHNHゼ

く）Cε高φSRら◎S，高．　rΦS巨気

（D

」R冒富．．1－C2H5，．

（H）

CONHN臣

（皿）

↓

COOC2H5

　　Φ6・，R＋「．◇3。，R

　　（V正）　　　　（皿）

二C1｛2C6H5；

　　　　　　　　Fig．1

（1▽）・

↓

　CONHN＝CH
．φSR点’1

（V）　’▼パ・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　．　　　．．．…．　．犀：．

　G）をメルカプタンのNa一塩と酒精溶液中封管180。～190。に加熱すればq）となり，これを酒精｝硫酸で

エステル化し（皿），精製することなく直ちにヒドラジンドドラートと水浴上加温し，〈IV）、を作る．これを芳香族

アルデヒド（Salicyレaldehyde・Acβtophe耳one・）と酒回申加温すやとヒドラゾー…／（V＞を生ずる・叉（m）を氷　一

酉帥過酸化螺で酸化すればス・レフ・ン（、1）を生じこ繍④→．（IV）痢じように㈲を得る．　R＝・一C

2H5・の場合はすべて結晶性に得うれるが・R＝一C｝もC6肩5・の場合Fster（皿）はぺ呪ギン・アルコFル・．エP

テルに易溶で熱時溶解して冷却したものは寒天状となり結晶性とならないが，このヒ、ドラジッドはべソゼン，一石

沖・『r・テル率り、再結晶して結晶と塗り，翠このモ『ド乳ゾーγ峠通常の結晶である．同じく4－Be解ylsulfon－isoni一

器豊岬ゆ曝ア榔結晶ぜ弟ピク㌃トとして澗した・ζれらの性質綱織のようで

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1．

R

一S・C2H5

S．CH2C6H5

隔」SO2C2H5．

　COQH
／＼

）一R
N

mp．152．5－153。
white　lleedles

　mp　195～196。
pale　yellow　lleedles

　CONHNH。
／＼
）一衰

N
mp　72一・73。「

white　needles

mp92ん93。
white　feathered　crysta1

mp　142配144。
white　needles

　CONHN二CH　．

（〉◇・H

N

mp　　143～1440
pale　yeilow　lleedles

皿p．212－2130
pale　yellow　needles

1）　昭和29年4月　．日本薬学会総会で講演
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一SO2CH2C6H5．
piαate　mp　174～5。

yellow　peedles ●

以上の元素分析は佐子茂君を煩わしたものでここに厚く感謝する．

実　験　の　部

　　　　　　　　　　ロ　ロ　　　　ゆ　σ一Ethyl　th量。　iSQnicotまalc　acid

　（1）　19，Na．0．19，エチルメルカプタン0．459，無：水アルコ．Pル15ccを混じ，封管中180却190。に8時間

加熱する・放冷すれは褐色ゼラチン様に固化する．これをフkにとかし，．塩醸酸性にすれば淡褐色の沈澱を生ずる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ水層はクロロホルムで抽出，芒硝で乾燥，晶晶すれば白色の結晶を得る．両方を合わせてクロロホルムで再結晶

得量0．99（85％）C8HgNO2S理論値　C　52．50　H　4．92．Nワ．66；実験値　C　52．28　H　4．72　N　7．51

　α一Benzyl　thio　isonicothlic　acid

油酸エステル再結晶・C・・H・・NO・S理論値．C脇7　H　448　N　571．；実験値C（臥91　H　452　N

5．91

　α一Ethyl　thio　isoni◎otinic　acid　hydrazide　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　（皿）　（RニーC2H5）0．59を無水アルコール5㏄に溶かし，これに濃硫酸5ccを加え，常法によりエステル化

を行う．放冷後水でうすめ，ドンゾールで抽出ベンゾール層を稀アルカリで数回洗驚後芒硝で乾燥，溜回すれば

黒褐色の油0．59を得る，これにヒドラチンヒドラート0．49，無水アルコール10㏄を加え，水浴上5時間加温す

る．アルコールを溜幽すれば白色結晶0・69を得．ベンゾールより再結晶C8H11N30S理論値　C　48．75　H

5．58　N21．37；実験値：ρ48．52　H　5．19　N　21。06

　α戸Benzyl　thio　isonicotinic　acid　hyd㎜ide

　石油工ロテルーベンジンより再結晶．C13H13N30S理論値　C　60・03　H5。q3　N　16．21　f；実験値　C

60．30H5．24　N　16．08

　Salicyl　aldehyde偶一ethylthio　isoni◎otinyl　hy中azone

　含水アル雰一ルより再結晶．C15H】5N302S）理論値　N　14．05；実験値　捻，91

Saliycyl　aldehydeα一be11⑳1　thio　isonicotinyl　hydエazone

　メタノールより再結晶．C20H17N302S理論値　N　11．57；　実験値　N　11．64

Acetophenoneα一benzyl　thio　isonicotinyl　hydlazone

　アルコールより再結晶．C21HlgN30S理論値　N　11．64・；実験台　N　12．10

¢一Ethyl　sulfonyl　igonicbthlic　acid　hydrazide

　（皿）、（R＝一C2H5）0．5gを氷酷酸10ccに溶かし，これに30％過酸化水素α59を加え，室温に放置すること

1週間・この間過酸化水素1ccを加える．．溶液は淡褐色となり・白色の沈澱が析出し浮遊する．常法に従い後処理

を行えば0・69の褐色の結晶を得る・これにヒドラチンヒドラr・H凋易エチルアルコール2ccを加え水浴王1

時間加熱する．減圧でアルコールを溜去し，ベンゾールで抽出1芒硝で乾燥溜面すれば黄褐色の油0．59を得る．

これに少量の石油エーテルを加えれば白色に固化する．石油エーテル・ベンジンより再結晶すればmp．142－144。

の白色針状晶，C8H1■N303S理論値　N　18・3マ；実験値　18・50

σ一Benzyl　su壮onyl　isollicothlic　acid　hydlazide

　アメ状物質，結晶化困難．CloH16N6010S理論値　N工6．15；実験値　N　15．90

Summary

、Isonicotinic　acid　hydrazides　which　ha（乳㌻hio二alkyl　or　sulfσ一alky1．inα一positio血were　synthesized　by．the

same　methods　as　described　in　the　previous　report．

of　the　compotmds　in　Table　1．

The　approaches　are　shown　it　Fig．1and　the　data

　　　　R㏄eived　February　29，　1956
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イソ三コチン酸ヒドラジド’（イソ≒．アジド）類似化合体の合成（第3報）

　　　　　　　　　　　　　　　α門位アミノ置換体り

　　　　　　　　　　　　　　　　板　井　孝信，関　島　正　昭

　　　　Synthesis　of　Isonicotinic　Acid　Hyd臓zide　Analogues．　HI．　α一Amino　Compo1mds

　　　　　　　　　　　　　　　Takanobu　ITAI　and　Masaaki　SEKIJIMA　診

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　第L2報と同じようにα一位クロル基をアミンで置換しようとし，封山中200。以上に加熱し，或は銅粉を触

媒として同様加熱したが原料を回収するばか軌であった．このためα一位クロル基の活性を高める目的でNつx

ideに導き，アミン，　Diethylamine，の置換を三昧して見た．この結果α一Chloropyri舜ineの置換が130。位の加

’熱を要するに反し・α一chloropyridine　N－oxideは水浴上極めて短時間で置換した．又Ben名ylmercapta尊とも

水浴上1時間で反応した．．ゆえにα一Chlα’oisonicotinic　acid　N－oxideを原料とし，第1，2報の合成経路に準

．じて段一1）iethylaminoおよびα一Piperidinoisonicotinic　aciず11ydrazideを作り，それらのSalicylaldehyde　hyd一

τazoηeを合成した．これらの性質を表とすれば次のようである免

Table　1

1 一SH2C．φ レ堀（・・H・）・L．i 一C5H16N

◇R
δ’』

mp　168酎169。

colorless　plats

bp　6”8　110’》1200

　　　　　（bath）
bicrate

即pエ11〃1120

Table　2

mp．119（’120。

pic鵡ate

mp．128～12go

一C5HloN

一N（C2H5）2

COOH

◇R
δ’

mp　205～2070
pale　yellow
　　aeedles

　　oi1，．
pic臓te　needles
mp　155〃1360

5CQNHN臣

ΦR
δ

　mp　158。

co10rless　pねtes

mp　165。

yellow　needles

　CONHN昌CH

◇φ㎝

mp　188〃189。

yeliow　needle巳

mp　215〃216σ

．brOWn　needieS

　　　その後文献を見るとB恥mler，　J2）はα一Chloroisoniootinic　acidとアンモニアを180－190。8

　　時間加熱してα一4mhlo体を得ている．　　　‘

　　　以上のものの元素分析は佐子茂君によって行われたもので，ここに感謝の意を表す

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　笑　験　の　部

　¢一C車10ropyridine　N－oxide

　α一chloropyridine　3・59を氷酢酸25ccに溶かし，これに25％過酸化水素89を3回にわけて滴下する。反応は

水浴上8時間加熱す．反応終了後溶媒を減圧で溜崩し炭酸ナ｝リウムでアルカリ性にし，．ク戸ロホルムにで抽出，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し　　　　　　レ
芒硝で乾燥・溜去すれば褐色の油39を鴛る．b・P・115～120。　Picrate・m・P．108～10go（C2H50H），黄色針状晶

CIIH707耳4C1理論値C．38，57　H．2．04　N．16．35；実験値C．38．47　H，2ユ5　N．16．39

隔緩一B鋤「1．thio　pyridin臼］N－oxide．

・一cb1ゆ鱒di血・N一・xi“・α59をベンゼンα59に混じ，．これに．　N・α・・，鰍アル・一ル5ccとカロえ，水浴

上で加温すれば直ちに反応して白色の沈澱を生じ溶液は褐色となる．水浴上1時間加熱後1夜漏回すれば全体は
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　褐色に固化する10％塩酸を加えて中和しエーテルにて抽出後，フk層を炭酸ナトリウムでアルカリ性にすれば淡福

　色の沈澱0．49を得，アルコールより再結晶，

　　C12H110NS　理論値C．66．30　H．5．07　N．6．46；実験値C．66．10　H・4・90　N　6・64

　α一Diethylamino　pyridine　N－oxide　　　　　．　　　　　　　　　　　　一

　　C15H17N508理論値N・17．71；実験値　N・17．48

　　α一Piperidino　pyridine　N－Qxide

　　石油ベンジン・アセトンより再結晶，C∬H14N2C理論値　N．15．753実験値　N．15．49

　　pjc組te（C2H50H）m．　P．128～129。　C16H17N508「理論値　N．17．21；実験値　N．17．＄

　Ethy1α一chloro　isonioothlate　N刃xide　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　・．・

　　Ethylα一chloro　isoniootinate　29を氷酢酸15ccに加温して脳力、し，これに30％過酸化水素10㏄を3回にわけ

　て加える．画廊上15時間加温す．反応終了後常法に従：つて処理すれば無色針状晶29を得る．石油ベンジンアセ

　トンで再結晶すればm・P・69－70。の白色針状晶　　　’・　　　　　　　　．　　　　　　　　　’，・　「．〆．

　　C8HgNO3Cl理論値C．47．70　H．390　N．6．90；実験値C．47．42　H．4．02’N66，65　　　唱．‘　』’1・

　α＿Chloro　isonicotinic　acid　N＿oxide　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r　　　　　．　　　　　　’　・1、・1∵．1・：1．．．

　　α一chloro　isonicotinic　acid　49を氷酢酸50㏄に加熱して溶かす．これに30％過酸化水素15㏄を3回にわけて
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　加え80。々90。に10時間加温す．常温上り後処理を行えば粗N一｛》xide　4．19を得る．希メタノールより再結晶す

　ればmp．230－231。無色針状晶C⑰H403N　CI理論値N8．57；実験値N。8・40

　α一Piperidino　isonicotinic　acid　N－c》xide

　　2chlorQ　isoniobtinic　acid　N－oxide　O．29をpiperidine．0．6ccに加温して溶かし，100。に1時間加熱後放冷

’すれば全部茶褐色に固化す．過剰のpiperidineを溜去し，水5己。を加え炭酸ナトリウムでアルカリ性にし・ク

　”ロホルムにて抽出，乾燥後門去すれば淡黄白色の結晶を得る．メタノールにて再結晶・C1。H14N20理論値

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　C，59・47H。6・31　N・12・63；実験値　C・59・40　H・6・叩N12・88

　2－Diethyla皿ino　iso且icotinic　acid　N一つxide．　　　　．　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　Picrate．（C2H50H）C15H1705N8理論値　N．16．54三実験値　N・16．59

　α一Piperid量no　isop三cotinic　acid　llydra2ide　N－oxide

　　α一Piperidino　isonicotinic　acid　N一（lxide　O．159をメタノール10ccに加悔して溶かし，乾燥塩酸ガスを導通し

　て飽和し，30分間70一一80Qに加温すれば淡黄白色の沈澱を生ずる．メタノールを溜去し，炭酸ナトリウムでアル

　カリ性となし，クロロホルムにて抽出，乾燥後溜去す．猶抽出クロロホルム層は著しい螢光を発す．クロロホル

　ムを溜去後（粗油0・29）ヒドラチンヒドラート0．29を加え，水浴上30分加温後報去すれば0・159の淡褐色の沈

　澱状結晶を得る．酷酷エステルより再結晶CllH1602N4理論値　C．53．60　H．7．14　N．25．5；実験値　C・53

　　．30　H．7．02　N24．61

　α一Diethyl　amino　isonicotin1c　ac1d　hydrazide　N－oxide　　　　　　　　　　・　　　「．

　　酷エスより再結晶CloH1602N4理論値　C．55。9H．6．78　N．23．76；．実験値　C55．62　H6．42　N．23．52

　Salicy1ε11dehyde　2－piperidino　isonicotinyl　hydlazone　1－oxide

　　mp．186－18gQ（C2H50H）淡黄色針状晶’C18H20N403理論値．　N．16．47；．実験値　N　16．22

　Salicyl　aldehyde　2－diethyl　amino　isonicotinyl　hydr脇one1刊）xide　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「’

　　mp．215〃216。（C2H50H）淡褐色針状晶　q　7H20N408理論値N．17．08；実験値　N．16．97

　　　　　　　　　　　　　　　　　　文献　・－’．・F．闘’層’・

　1）昭和29年4月　日本薬学会総会で講演

　2）　B温umler，　J・Sorkin，　E．　Helv．　Chim．　Acta．，34496－500（1951）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　S・m㎜・y　．F，．　■．・．i』∴．
　Similar　to　the　methods　in「1previous　r6ports，α一chlorine　ih　isonicotinic　acid　did　not　react　with　amines．

S・」・fi爲t・t・恥we　e・ami・・d　th・i・n－rea硫i・n・f・一chl・r・py・idi・e　a・d　it・N・・id・煎h・止ylゆ吻d

piperidine，　on　expecting　the　activation　of　the　chlorlne．　The　reaction　ofα一chloropyrid㎞e　with．diethy二
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1amine　needed　to　heat　the　mixture　at　130。，　but　the　reaction　of　its　N－oxide　occured　only　by　heating　on

waterゐath．　So　by　usingα一c1エ10roisonicotinic　acid　N－oxide，　we　could　synthesized　theα一amino　compounds

shown　in　table　l　and　2．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

Received　Feb則ary　29．1956
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バソプレシンの新定量法1・脳髄破壊犬によるバソプレシンの定量法＊

申　Ili．豪　一

　　　　　　　　　　　　　Bioassay　of．Vasopressin　Using　Spinal　Dogs　9

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’Goichi：NAK：AYAMA「

　まえがき　脳下垂体後葉中の昇圧・抗利尿成分，バソプレシンの検定には脳髄聯動猫（以下SCと略す）を用い

るDale・Iaidlaw1）及びHogben等2）の方法があるカ1・・ミアプ．ヒシン注射の影響から回復するまでセ『30～60分を

要するので，猫1匹の実験では6－10回注射を繰返えし得るに過ぎない．従ってその結果は統計学的に処理し難

く・国画玉皿3）でも誤差の信頼限界は決定し得ないと記載している・Hamil！on4）・耳amllton・’Ro甲e5）及びK『mm等1）

による麻酔犬（以下ADと略す）を用いる方洗では住射間隔が約15分に過ぎないのでづ．米局．XW7）ではパソ夙レ

シン注射液の牢璋法として採用し，統計学的検討を行？ていう．．．しかし今ρ法でに§C脚こ堵し，，用量一反応線の

傾斜（以下bと略す）がいかにも小さい（実験B参照）．

　著者はバソプレシンに対する猫の反応が，脳髄を破壊すると，蝋画猫（以下ACと略す）に比し増大する察実

（実験Bの1，2参照）に基づき，脳髄破壊犬（以下SDと略す）を作製し，そめ用量一反応線を検討した結果，

．用量Q・025～0・4mg間セこ直線性を認め，更にADに比しそのbが約1・7倍大ぎくなることを知った（実験Bの3，

4参照）ので，2－2川量検定を行い，SD法はAD法よりヅ層精度の高い定量法であることを確．1忍したので報告

する．

実　験　方　法

　（1）脳髄破壊動物の作製法：Dale及びLaidlaw法1）に準拠したが，著者の知見に従って述べる．最近熊谷，

油井，小川，大賀）は頸部前面からの作製法を報告している．

　実験の初期には動物をエーテルで麻酔したが，多量のヨ．ダレを流すので，以後は溶性フェノパルビタール0．255／kg

を背部皮下に注討して麻酔し（通例1－1．5時間を要する），背位に固定し，頸部前面を広く除毛し，甲状軟骨下

方から皮膚を約5’一6c：n切粥し＊＊，筋肉を分離して気弩を露出する．甲蹴吹静から約2－2・5。＝n下方で気管

を横に約2／3切断し，適当な径のT字型カニューレを挿入し，直ちに人工呼吸を開始する＊＊＊・両側頸実証Arteria

carotis　communisを迷走神経，交感神経及び周囲の組織から分離し，甲状秋骨部からやや下方で両方とも結紮す

る．

　次に動物を腹位に固定し，頸部背面の毛を広く除去し，大後頭結節の下方約2cmの所から正中線に沿って皮膚

を約7－9㎝切開し，脂肪層を除くと僧帽筋が現われ，正中線に相当する部分が白い線として認められる・この部

分を指で圧すると第2頸椎の憩状突起が感ぜられる・鈍頭鋏で白い線となった部分を注意深く切開し，更に内部の

筋層をピンセットで分離すると，臼状突起の上端が現bれる・これに附着する棘状筋をピンッセトで剣離し＊＊＊㍉

鈎で左右に開ぎ第2頸椎の上部を露出する．頼伏突起＊＊＊＊＊の中央部を約1c皿だげ骨鋏で切りとり，骨鉗子を

用いて椎体を根気よくけずり，径約1cmの穴を開ける．次に眼科用小尖頭鋏で硬膜を切断すると，脊髄液多量が

流出するから，脱脂綿で吸取ると脊髄が認められる．先ずその約2／3を切断する．脊髄の残部はピンセットで注

意して切断する・脊髄腔の底部を脆弱な血管が走っているので，傷つけないよう注意する必要がある．脊髄が完全

に切断されたことを確めた後，切断口から径約11－2mmの三線を大後頭孔て経て脳内に挿入し，数回かきまぜ

一　

　　＊＊

　＊＊＊

＊＊＊＊

＊＊＊＊＊

長沢佳熊：脳下垂体後葉ホルモンの検定（第3報）．〔第2報は本誌71号103頁（昭和28年）〕この報告

の1部は昭和29年2月日本薬学会東京例会で講演した．
Kakuma　Nagasawa：　Studies　on　the　Posterior　Pituitary（No．3）．　Paper」read　oll　February，1954，

at　the　Monthly　Meeting　of　the　Pharmaceutical　Society　of　Japanln　Tokyo．

切闘口から持続的に血液が滲幽するから止血鉗子で止血する，　．　　　　　　　．　　　　　　　，
毎分28回転．

このとき血液が滲出するから脱脂綿球で強く圧迫して止血する．　　「．・．・∴』・一

犬では給3．5～4．5cm，猫では約1．5～2．0㎝である．　’　　　　　　　　　　　　　呂’「．、’
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ると瞳孔は全く散大する．次に切断口にはゼラチンスポンジ（スポンゼル）を詰めた後，手早く皮膚を縫合し，

脳髄破壊操作を終る．

　動物を再び背位に固定し，常法により動豚カニューレをいずれか一方の頸動豚内に挿入し，10躬クエン酸ナト

リウム液を充たしたゴム管を介して血圧マノメータに接続する．術後30～60分でmL圧は一定となる．手術操作は

熟練すれば60－90分で終るが，120一位を要しても動物は死亡しない」

　〔2）検液の調製法：本報では検体として日局脳下垂体後葉漂準品（以下NNStと略する）を用い，日局、1脳

下垂体後葉標準液の製法に従い，1cc中11ng（2国際単位）を含む溶液を調製し検液とした。検定当日0・9％塩

化ナトリウム液で適当に稀めて使用した．

実　験　結果

　A．脳髄破壊前後の体温と血圧の変化

　ω　脳髄破壊前後の体温（直腸温度）の変化をTable　1に示す．　Table　1から体温の変化は案外少なく，猫

では1例のみ7。の低下を見たが，他は犬の場合とほぼ同じく0－3。である．この結果から動物は特に保温せず，

25。の恒温室で実験した．

Table　1．　Comparison　of　changes　in　rectal　temperature（。C）of

　　　　test　animals　before　and　after　spinal　operation

Cat
ll

Do9

Before
operatio11

38．0

37．5

36．0

38．0

38．0

37．0

35．5

36．5

38．0

36．0

38．1

33．5

33．7

33．8

35．5

34．0

After
operation

35．4

32．0

34．5

36．0

31．5

28．5

37．0

33．4

37．5

33．5

33．7

33．8

35．5

34．0

BefOre
operat三〇n

39．0

37．0

38．5

36．0

39．0

39．0

40．0

38．0

38．0

37．0

36．0

33．7

37．0

35．0

35．6

34．0

35．8

34．5

36．2

Aftel・

operatlon

37．0

37．0

37．5

33．0

37．0

33．0

33．0

37．6

35．0

36．5

37．0

33．0

35．5

33．5

35．0

32．0

34．5

　〔2）脳髄破壊前後の血圧の変化をTable　2に示す．　Table　2から脳髄破壊により血圧は相当低下することが分

る．血圧の過度に低下した動物ではバソプレシンに対する反応が不鋭敏になる傾向が見られるので，検定には不

適当である．　　　　　　　　　　　　　’　　．　　　　、
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Table　2． Comparison　of　cllanges　in　l）lood　pressure（mm・Hg）of

test　allimals　before　and　after　spinal　operation

Cat
　

Do9

Before
operation

、　．．．．こ

　▼f

118－131

112－121
130－144．

104－116
146－160
140－150
80－100．

116－129
122－142
118－138
90－98
100－105
94－104
121－158

After
operation

27「36
67－78
52－58
46－52
70－78
31－38
33739
70－80

58－66
67－79
48－60
60－72
59－66
55－60
44－51
60－70

Before
operation

108－125

132－150
1以一139
116－121
76－90

82－97
92－118
96－118
70－90
144－175
100－120
116－172
84－100

122－145

90－101
106－126
80－98
64－78
85－95

Afte士
operation

44－78
30－48
54－75

58－72
、30－45

39－59

22－42

57－74
26－43
38－56
44－63
56－74
65－81
44－61
30－52
44－64
28－48
52－69

　B．猫についての用量」反応関係の検討

，同一猫について脳髄破壊前後のバンプL！シンに対する反応をNNStを用いて比較した．　Table　3にその結果を

示す．

　　　　，Tdblr　a厩蜘。・・e・e珍ti・n・h三p　b・f。・e㎝d・ft曙・pi舩1・P・獄ti・・．（C・t）

Test
No．

．2．

1』＝．．

鶴
．5

：6

翼．
∵喬．．

，．
w．

　邑
．、．．∴碧．

．慌a『・

　　＄

・7．．．．

．．．！．’
窒ｭ、．．．レ．

，よ繊，．，．

＊＊

．．

CAC＊．
．S．C：

・Aσ＊

　SC
gA丈）＊．．

　SC
　AC＊
　SC．

　．AC＊
．．SC．

　AC＊
．「 rC
．AC＊
　SC’

．一

1）ose＊＊（mg）

0．0125

20
’工7

　4
．4

、、0．

　．3

　6
　4．

．4

．ユ3

．α0171α0津与

6
8

＝

＝

23
24

　5
　7

　6
　5

10

　6

．13

25

0．034

ユ0

11

0．05．

40

7
9

8
8

ユ5

7

20
28

0．068

＿　P

17
21

…！・認・

25

12
13

10
12

26
16

30
48

35

0．15

26

＝

0．175

21
38

0．2

．ロsing　9。diμm　ph脚b励ita1
　ゴ @ロ　　　　　　ら　　　　ロ　　　　　　　　

Posterior　pituitary　standar母of　Japanese　pharmacopo『ia　was　used　・

AC：　Anesthetized　cat，　SC：Spinal　cat

　16
17

「・ P8
21．

’36．

．31

39
85

噛．4
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又Table　4にそれぞれの実験条件を示す．　Fig．1，2にそれぞれ脳髄破壊前後のキモグラフの例を示す，
　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　’　　　　　　Table　4．　Condition　of　experiments　on　cats　in　Table　3．

Test

No．

1

2

3

4

5

6

7

Body
weight
（kg）

Sex

3．4

3．6

4．4

4．7

4．2

3、2

3．4

6

δ

6

δ

♂

δ

6

Tempe】惣ture

　　　（。C）

以

25

22・

22

22

21

22

Moisture

　　（％）

Blood　preSSure
　　（mm　Hg）

Before　spinal
　operation

Rectal　temperature
　　　　　（。C）

40

35

64　’

36

35

37

40

116－129

122＿142

118－138

90－98
100－105

94－104

121＿158

After　spinal　　　　　　　　　Before　spina1
・P・臓ti・n　l叩・職ti・・

67－79

48＿60

60－72

59－66

55－60

44－51

60－70
　1　　．

38．0

33．5

38．1

33．7

33．8

36．5

34．0

After　spinal
qpe】喰tion

Fig．1．　Dose・respQnse　curve〈Anesthetized℃at）

37．0

33．5

37．5

33．7

33．8

35．5

34．0

・≒

o

Fig．2．
D・se・・e・p・・se・砥・e（Spin・16・t）

o

亀
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　（1）．ACに関する用量一反三関．係を検討す．るため，　Table　3中のACで得たT¢st　Nρ．4←7の反応をまとめて

・Table　5に示すl　Table　5の三三についてめ分散分析表9）をlrable　6に示す．．そめ結果Foニ8．03／20．25＝0．4が

F表で得た値（F12＝．3・49）．．より小さいので・．用量α0125～0・2mg間に降線性が認められる・■故にその回帰方程式．

を求め，Table　7に示す．なおFig．5中の直線ACはその回帰線である．　　．．「・1．．．＝．∴．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　r　　　　　　　　　層　　　　　　　　　　　　　　　　1　「

Table　5．　Dose．response　relationship　before　spinal　operation（Cat）

Dose（mg） ．1．…25； 0．025
6．05 0．1 1 0．2

　Response

《mmHg）

1
　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　i

　　　　　　　　　　　　　　l

N・mber・f　re・p・・se　l

4

0

6

4

　5

6

10

13

1

1

7

8

15

20

・」

Tota1　　　　　　　　　14．

　　　　　　　　　　　　　　　4

34 50

12

10

26

30

｝

78

16

18

36

39

109

Total

Mean 3．5

4 1

8．5

4

12．5

4

19．5

44

42

93

106

285

4 i 20

27．25

Table　6．』Analysis　of　variance　for　the　data　of　Table　5 ．ρ

Natuτe。f．variati・n
Degr㏄s　of

．・
??窒??р盾

｝！ S㎜of
squares

Regressioll

Devia＃ion　from　regressioロ

Betw6en　doses

Within　blood　pressures

Error

TotaI

1

3

4

3

12

・19’

1368．90
　　．24．10

1393．00

　655．75

243．00

2291．75

Mean　square

，

8．03

20．25

Table　7．，　C琴1cuIation　of　re群essi6n　for　the　data　qf　TabIe　5

x

＿2

十1
　・0

－1

－2

y

27．25

19．50

12．50

8．50

3．50

1 n
．4

4

－4．

4

4

20

nx ny

　　8

　　4

　　0

＿4

－8

．0

109

78

50

34

14　’

285

㌧層

nx2

16

4．

0
4「

16

40

0

4σ，r

nxy

218

　78．監

　　0

一34．

一28

劉
0

．234．’辱．

ny2

　　2970．25

　．1521．．00

’．・ C　625．00

　　　289，00

　　　49．00

弐rO，　　　　　　　　　　　，

y　：r1」4．25，　r：．：・　．．．　1．

わ：＝234／40＝5．85　　　　’．

．。 D　Y：AC冒＝i4．25十5．85x

　　5454．25
●

　　4061．25

@1393．00

．　　．臼、　．1

@し．
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　②SCに関する用量一反応関係を検討するため，Table　3中のSCで得たTest　No．4－7の反応をまとめて

．Tab！e　8に示す．　Table　8の資料についての分散分析表をTable　9に示す．この結果か嘱Fo．二99．47！q12，76

＝0・88＜F12＝3・49であるから，用量0・0125－0・2mg間に直線性が認められる．故に〔1｝と同様にして回帰方程式

を算出した．YSC　48．7＋7．65x　　　．．　．．　．　．．，　：．．，．．、、．　・　、

Fig・5中のscはこの回帰線を示す．

Table　8．　Dose・response　relationship　after　spinal　op町ation（Cat）

Dose（mg）

1～esponse

（mmHg）

Tota1

Numb訂of　r鈴ponse

Mean

0．0125

4

3

4

13

24

4

6，00

0．025

7

5

0．05

6

25

t

9

8

7

128
43

4

10．75

52

4

13．00

0．1

13

12

16

48

89

4

22．25

0．2

17

21

31

85

154

4

38．50

Tota1

50

49

64

199

362

20

Table　9．　Analysis　of　variance　for　the　data　of　table　8

Nε竃ture　of　variation

Regression

Deviation　fmm　regression

Betwee跡doses

Within　blood　pressures

・Er頚or

To姐

Degrees　of
freedom

1

3
ノ

4

3

12

19

Sum　of　　　　　　　　Mean　square
sq岨「eS@　l
2340．90

298．4

2639、3

3167．4

1353．1

7159．8

99．47

112．76

●

　以上の実験からSCではACよりbが約1．3倍大きく，従って脳髄破壊操作によりバソプレシンに対する反応

が増大することを知った．なお脳髄破壊により血圧の基線が一定となる利点もある．

　C．犬についての用量一反応関係の検討

　同州犬について脳髄破壊前後のバソプレシンに対する反応をNNStを用いて比較した．　Table　10にその結＝果を

示す．又Table　11にその実験条件を示す．なおFi9・3及び4にそれぞれ脳髄破壊前後のキモグラフの1例を示

す．．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．・』』…』　　　　　　　　、．
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Table　10．　Dose・response　relationship　before　and　after　spinal　ope鳳tion（Dog）

Test
NO．

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

窃

已

日

）
霧

a
沼

AD
SD

AD
SD

AD
SD

AD．
SD

AD
SD
AD
SD
AD
SD

AD
SD
Ab
SD
AD．．．

sp

AD
SD

・D・se（mg）．

α・251・，・375

4
4

5
2

12

‘6

6

4．．

2．

12

2
5

2
3

4
3

2．

12

8．

…1・㎝・1・巾・2・

4
6

5
5

23

11

．9－

5

5
16

4
7

3
5

6
7．

4
13

7
9

5
6

29

14

7
10

6
7

31

ら23

12

9

12
25

4
9

4
6

10
8

6
17

10
14

7
8

36

・・5［…乖2P

12
15

9

43．

15

7

40

　「

16

10

4乞

29

16

19

23
33

5
13

5
10

12
12

17
26

q・［・・

30

20

26

44

8
14

8
13

11
ユ8

27
38

38

24

17

1．6

AD＝　Anesthetized　dog，　SD＝　Spinal　dog　　‘

　　　　　　　　　　T・b1・1・・（沁・diめ・・f．・騨im・崩・・d・9・i・T・b1・10

9

46

28

Test

No．

　1

　2

　3

4

　5

　6

7

．．8．

9．’

10．

11

Body
weight
（kg）

Sex
Temperature

　　（。C）

10

　6．2：

11

15

14

　9．8

11．6

10．2

14．0

「12．：3．

　9．8

．9．

♀

δ

；・．6

δ

δ

δ

．δ．

6．

δ

δ

24

24

24

22

22

21．5

22

22。5

23．5

21．0

22．3

Moisture

　（％）

40

50

38

45

43

38

36

畢

35

41．

36

Blood　pressure
　（mm　Hg）．

Before　spinal
　operation
（Anesthetized》

108－125

122－145

　－
90－101

106－126

80－98

64－78

85－95

After　spinal
operation

44－78

26－34

38－56

44－63

56」74

65－81

44－61

30「52

44－64

28－48・

52－69

Body　Temperature
　　・（。C）

Befαre　spinal

　ope訟tion
（Anesthetized）

．37

．36．

銘

35

35．6

畢

35．8

．3415．

36．2

After　spinal
operation

33

37

37．6

　　　　1
37

33

35

33．5

35．

32

34．5
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Fig．3．　Dose，response．curve（Anesthetセed　dog）

Figr　4。　Dose－response　curve（Spinal　dog）

1（1）一ADに関す珊量一鵬関係を縮するため・T・b1・ユ・中のADで得たT・・t　N・8～・・の反応をまとめ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　エてTable　12に示すi　Table　12の資料についての分散分析表をTable　13に示す．この結果からFo＝3・7μ8・4

＝0．2くF3ニ3・49であるので，用量0・025－0・41ng間に直線性が認められる・故にその回帰方程式を算団した・
　　　　ユヨ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

　一1マ4D＝7・2十琴85x

Fig．5のADにその回帰線を示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
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Table　12．　Dose．respon5e　relationShip　l）efore　spinal　qperation』（Dog）

Dose（mg） 1

Resp6nse

（mmHg）

0．025． 1

2．

2

4

2

0．05
↑ 0．i

4

3

6

4

4

4

10

6

To観 1 10 17 i
N・m悦・…e・p…司 4

Mean ．1・・

Table　13．

1 4 4

1 ・・1「 610

q・2

5

5

12

17

39

4

0．．S 1 Tota1

．81

　8

．i1

幻

．23

22

43’

56　　魑

i．・幽

4 20

銑・．
P．

A・・1・・1・・f．即・・ef・rthrd・ね．・ξ．㍗ρ1r12

13．5 1

Nature．　of伽iation：』

R6greSS圭OR

DeYiatio草fr㎝re蟹essi。n

Between　doses

Withi紅blood　pressures

Erμ）r

．Tota1

Degreos　of
freedom

1

3

4

3

12

19

Sum　of　squares

302．5．

11．2

313．7

162．8

220．7

697．2

Mean　square

3．7

18．4

　②SCに関する用量一反応関係を検討するため，↑able　10のSCで得たTest　Nα7－11の反応をまとめて

Table　14に示す．この資料につい．ての分散分析表はTable　15である，・この結果Fo＝13・12μ8・82＝0・7くF16＝

謝であ・から・用量・025一α4m・匿雌雛が認められ・・故・・その回帰輝鵡次のタう・・鳩

　　YSD＝14・8．＋4・60x

　Fig．5の．SDにその回帰線を匂す．

　　　　　　　　　Table　14．　廊e・response　relationship　after　spinal　opera㌻五〇n　（Do9）

、一@　　．一　　　　　　　　．　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一岬　

D。seくmg）

Response

（mmHg）

Tota1

Number　of　resp6ゴ9e

Mean

0．025

12

5

3

3

12

35．

・．．‘

E．5．

7．0

・、 D，、 X・05

・．・ P6，

　　『7

　　5

　　7

　　13

48

5・f”・

9．6

0．1

25

9

6

．8

17

65

5．

13．0

0．2

33

13

10

12

26

014

44

14

13

18

38

■

X4

．5

18．8

127

5

彦き～4身号；

Tota1

130

48

37

48

106

．369

25

■
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Table　15．．Analysis　of　variancg　for　the　data　of　Table　14

Nature　of　variation 　　Degrees　ofl
　　　freedom

S・m・f・q・㌶eslM鋤・p㎝・

Regression

Deviation　fBom　regression

Betwe㎝d（冶es

Within　blood　pressures

Error．

To鳳

1

3

4

4

ユ6

i 24

1058．00

　39．36

1097．36

1376．16

301，04

一　　2774．56

13．12

18．815

　以上AD及びspで得た用量一反応線を比較すると・．いずれも直線性が認めちれるが・そのbはそれぞ．れ

2・75及び4．60、となり，後者の方が約1．7倍大きい．又脳髄破壊により血圧の基線は著しく一定となる．

　｛3）AC・S（1・Al）及び等D津の比較

　以上の実験で得た結果から，bの大き’さはSC，　AC，　SD，　ADの順に小さいことが分る（Fig．5参照）．脳髄

破壊により同一用量に対する反応が増大し，又血圧の基線が一定となる．SC法はbが大きく，用量も犬法セヒ比

し1／2でよい利点はあるが，前述のように注射間隔が長いので，統計学的処理ができない．従ってバソプレシン』

の定性的な検定に．のみ適用し得るに過ぎない1これに反し米局XIVで採用したAD法では統計孝的処理は可能で
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　あるが，b．が小さいので精度の高い定量法とはいえない．しかるに著者の作製し1たSD法ではAD’法に比し，　b

が1．7倍も大きいので，AD法より一層精度の高い定量法として採用し得る．　Table　16及びFig．5にこれら4

法で得た資料を示す∴

　　　　　　　　Table　16．‘Regression　lines　obtained　by　AC，　SC，　AD，　alld　SD

…e・（m・）・ Regression！ine 1 1） 1・・・・…b

AC
SC

AD
SD

0．0125＿0．2

0．0125－0．2

0．025－0．4

0．025－0。4

YAC＝14．3＋5．85x

YSC＝18．7十7．65x

YAD＝　7．2十2．75x

YSD；14．8十4．6x

5．85

7．65

2．75

4．60

2．1

2．8

1．0

1．7

’40

13q

書

憂2・

蓋

　10

o
SCIAC　12．5
SD，ムP．25

25　　　　　50

δ0　　　　　100

10g　IDoso一ゆ

100

200
200．7
400　ガ

～

Fig．5．　Compaτigon　ofτegression　lines　obtained　by． `C，　SC，　AD鋤d　SD

D．　2－2用量検定

標準品及び検体としていずれもNNStを用いて2－2用量検定を行った・一般に生物学的定量法の誤差の信頼
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限界〔P＝0．95〕として80－125％が採用されているので，．本実験でも検定の成立条件としてこれを採用した．

　ω、ムD法
　Fi9．3のAb．の直線部分（NNSt　o．025－0．4mg）．内の4用量を用い，2－2用量検定を行った．その1例を

Table　17に示す．なおFig・6』 ﾉ血圧曲線例を示す．

Fig．6，　two　and　two　dose　assay（Anesthetized　dog）　　、

T・b1・・乞．・w・and・w・d6se　a鐡…量・・一・h・tized　d・9

Dose（mg）

Respollse

（mmHg）

S1

0．0375

12

13

10

10

S2

0．075

1『

19

20

13

T1

0．0375

12

12

10

i2：

Number　of　response

Mean』

4

11．25

4

・17．00．

4

11。50，

T2

0．075

16

18

20

14

68

4

17．00

Tota1

56

62

60

49

227

16

T。ble＼ E7の資料kついての分畑瀬灘丁・b1・・8である．その結果から得た2直面の平行幽・龍嵯を

認めないので，回帰方程式及び効価比等を算出した．Table　19にその計算：例を示す．
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T3bleユ8．　Analysis　of　variance．　for　the，　d段ta　of　Table　17

　　　　　　　　　Nature．　of　varlation

一一鼈黶Qr一．、．．．　　　、．
　　　　　　　Preparat量on

　　　　　　　Regression　　　噛

　　　　　　　PalralleliSm

　　　　　　　Between．　doses

　　　　　　　Within　bloo4　pressufes

’　　　　Eπor
　　　　　　　　　　，　　．

Totaユ・

Degrees　of
freedom

1

　●1

1

Sum’of　squares． Mea11∫squ肛e

　　0。06

　　　　

126．56

　　0．07

　　1

0．07

3

3

9

126．69

24．69

35．06．

　　　　　　　15　．i．186．幽
　　　　　　　　　　　　　F　　l

璽ltima‡’0岬？tile　pOt肝ll．1．

3．9

Standard． ｧ）re主）a面ti6血

T3b16：19・．

　．．，　　　　　　　　　r

一　　　　．x y

十1
－1

　　　17．．QO

［，11・お

亘

4．　．

4

星　1 8

、　nx

．1

ny
ζ

nx2

十4
．74．

0

68

45

113

～

1＿

雲s＝0’プr．〒1岬『．

　　　　　　　　　　　9　　　．

Un㎞。Wヰ聯即ti。n

．4

4．

8

0

8

．nxy

U8

．＝46

　　23

β0

23

ny2

1156．00

　506．25

1662．25

1596．23

66．12

x

十ユ．

一1

y

17．00

11．50

一　　　　　　　　　　一

n

4

4

8

㎜

十4

＿4

0

nY、

68

46

口4

　　ax2
．、．・辱　　　　1

4

4

8

nxy

　68

－46

22

ny2

1156．00

　529．00

1685．00

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　．．　　　　　　　　　　　　　　．0’　　　　　　　　　0　　．　　　　」．624．50

宝。。．い。。i4256． @　　’幽　　　8．　22．　昌0・50
　　　　　　　　　　　　　　　，．．．．「．．　　　　　　　　　’　Sxx　　　　　　　・Sxy　　　　　　　　・syy

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8　　　　　　　．　　　23　　　　　　　　　　　66．12

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，．　　　　　　　　　　　　　．8　　　　　　　　　　22　　　　　　　　　　　60．50

’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿三皇，＿　　　　　　　　　45　　　　　．　　　　126．62　　　　　，　　　　．　イ

　　b2＝l　Sxy／Sxx＝2．81．．　　　　　　　　　　．　　　　　　．　　　　　．　　　　　　　　　　・多　　　　　　　　　　　　．　・・．

　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ

　　Regression　equation　二　YS＝14．125十2．81x，　　　　．　　　　　　　　　・＝㌔．

　　　　，　　　　　　　　　　ド　　　YT＝14．250十2．81x

Rll帯三・e　p・te・・∵．　M一斤・一子・一白蓉yT＝騨5，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A・tual　l・9士・1・tive　p・t・・呼M’一〇・〔泌5・0・1505・0・〔鵬7

　　　　　　　　　　、　、　R・1・tive　p・t…y＝R＝飢tiI・g　M’＝．・・02　　．　，　　・

　　FiduclaHimits　of　M；g＝s2t2／b2Sxx＝0。157

　　　　　　　　　　　　　　　　　・1．．・・一・・千M書宝・士三寸、5〆（・一・）（爺．＋N｝．）・（M一三裟宝・）2

囚∴⊥⊥．．．．・　髭5士腰紐ノ咽÷士1ナ舎響．．．

＊　Total　number　of　observations　obtained　by　staおdard　andロnknowll　preparat三〇n，．respectively．，
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　　　　　　　　　　　　　＝一〇．8103－0．9159

Fiduclal　limits　of　Mノ：1．8780，一〇．1378

Fiducial　limits　of　R　＝0．7551卍1．374

　　　　　　　　　　　　　（74．3～135．2％）

このような2回の実験結果をTable　20に示す．

Table　20， S・mm紅ized・e・u1給。f　2諭d　2　d・・e　a…y（AD）

　　Dose（mg）
1，0w　dose　High　dose

Dose　ratio
Relative　potency
　　　（R）

Fiducial　limits　of　R
　　〔P二〇・95〕

　　　　（％）

Slope
（b）

　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「
　　1　　　　　　　0．0375　－　0．075　・　　　　　　　1　：　2　　　　1　　　　　1．016　　　　　　　　　　　74．3－135．2　　　　　　　　2．81

…　87』一・175・・2i・1939．1・9・一・3”．・・6

　本実験では誤差の信頼限界〔P＝0．95〕はいずれも80．一125％より大きいので検定は成立しない．従って得た効

価比は信頼性に乏しい．この原因としてはAD法でのb（本圃では2．81，2．06）が小さいことが考えられる．故

に誤差の信頼限界の規定を80紺125％より広くするか或は注射回数（本例では何れも16回）を更に増加する必要

がある．

　②　SD法

AD法の場合と同じくFig．3のSDの直線部分（NNSt　O．025－0．4mg）内の4用量を用いて2－2用量検定

を行った．その1例をTable　21に示す．なおFig．7にその血圧曲線を示す．

、

Fig．7．　two　and　two　dose　assay（Spinal　dog）

T・b1・21の資料についての分散分析…長をT容bl・22に示す．こ’ ﾌ結果力・ら得た2直線間の平行性に右意な差を

認めないので，実験Dの1のようにして回帰方程式，効価比及び誤差の信頼限界を求め次に示す．

　　Ys＝；20．4十4．19x，

　　YT二21．8十4．19x

　二二比d・12，誤差の信頼限界＝90．0－111．8％（P＝0．95〕
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Table　21．　2and　2　dose　assay　using　spinal　dog

Dose（mg）

S1 S2 T1

Response

（mmHg）

0．033 0．066 0．033

15

18

19

15

23

26

25

22

15

20

19

14

Tゴ

．To血1

0．066

Toね1

．1．

67

N㎝…Q・・鈴・。・・e1 4

96

23

30

27

26

68 106

76．

％

go

77

337
f

r 4 4 4 16

Mean
．1

・a751 滋・・ P 17．00 26．50’

Table　22．　Analysis　Qf　variance　for　the　data　of　Table　21

Nature　of・variation 才器濫ofl． Sum　of　square＄

Prel》aratiOI重

Regress1on．
ParalleliSm

Between　doses

Within　blood　pressures

En℃r　　　　　　　　　　・．

Tota1

1

1

1

3

3

9

1 15

　7．56

280．56

　5．07

290．19

62．19

11．56

1 366．94

Mean．　square

5．07．

1．28．

このような3回の実験結果をまとめてTable　23に示す．

　　　　　　　　　Table　23．　Summarized　results　of　2　and　2　dose　assay（SD）

1

2

3

。。w器畷）、。，e｝

0．033　－　0．066

0．05　　－　0．1

0．075　－　0、15

Dose　ratio．’
Relative　pote耳cy
　　　（R）

1；2

1；2

1：1．2

1．12

1．03

1．12

Fi

X1騨「瞥
90．0－111．8

83．8－119．8

86．1－117．4

4．19

4．94

3．28

　Table　23から，　SD法による3例はいずれも誤差の信頼限界が80～125％内であるので，検定は成立する．こ

れら3例では効嫁比の理論値に対する設差は3〃12％で，効価比の平均値は1・03となる．なおSD法ではbが

AD法のそれに比し大きいので，注射回数16回で信頼性の高い定量ができる．　　、

考察およびむすび
　本報告ではAC，　SC，　AD及びSDのバソプレシンに対する用量・反応関係を検討し，　Table　16に示した結・

果を得た．これら回帰方程式から分るように，脳髄破壊動物で得たbは麻酢動物で得たbに比し大きく・猫では

約1．3倍，犬では約1．7倍となる．更にFig．1，2，3，4等から明らかなように血圧の基線は脳髄破壊により

．著しく．一定となる．・又同一用量の注射で得られる血圧上昇値も麻酔動物より大き．い．脳髄破壊による同山用量で

起る反応の増加割合は犬の方が大きく，SDのbはACのbに近づく．

　次にAD，　SDにより直線部分（NNSt　O．025－0，4mg）内の4用量を用いて，それぞれ2．一2用量検定を行っ

た結果，AD法ではいずれも誤差の信頼限界〔Pニ〔L　95〕が80～125％の範囲外となったが，　SD法ではこの範囲

内の誤差の信頼限界が得られた．AD法ではbが小さいため用量比1：2では反応間に充分な差が得られないこと
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を示すものである．従って80～125％内の検定を行うためには，更に注射回数を増加する必要がある．これに反

しSD法ではbが大きいので用量比1：2で反応問に充分な差が得られることを示すものである．　SD法による3

回の実験から効価比の理論値に対する誤差は3－12％で，効価比の平均値は1．03となり，信頼性の高い値であ

ることが分る．

　本実験に際し終始御協力頂いた研究生伊藤顕氏及び部員芹沢淳氏に対し御礼申上げる．

1）

2）

3）

4）

5）

6）

7）

8）

9）

69．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　・献　　　　　　一

Dale，　H．　H．，　P．　P．　Laidlaw：J．　PhamlacoL　Exp．　Therap・，4，75（1912）

Hogben，　L　HりW．　SchlapP，、A・D．　Macdonald；Quart・J・Exp・physioL・14，301（1924）

英局V皿，825（1953）

Hamilton　H．　C。：J．　Am，　Pharm．　Assoc・，1，1119（1912）

Hamilton，　H．　C。　L．　W．　Rowe；J．　Lab．　Clin．　Med・，2，120（1916）

Ka：nm，0．　F．　B．　Aldrich，1．　W．　GroteL　L．　W．　Rowe，　E．　F．　Bugbee；　J．　Am．　Cllem．　Soc・，50，

1573　（1928）

同局XIV，658

熊谷洋，油井亨，小川喜一，大賀皓：生体の化学，5，132（1953）　　　’

Burn，　J．　H．　D．　J．　Fi㎜ey，工．　G，　Goodwin：　，’Biological　Stand訂dization”（2nd　Ed．）p．51，57，62，

Oxford　Ulliv．　Press（1950）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　For　the　blood　pressure訟ising　method　in　the　vasopressin　assay　spinal　dogs　were　prepared　by　the

author　in　order　to　steepen　the　610pe　in　the　dose一τesponse　regression　line．　The　linearity　between　log

．doses（from　O．025　mg　to　O．4mg　of　Japanese　Pharmacopoeia　Standard　oξPosterior　Pituitary）and　their

resPo且ses，　in　anesthetized　or　spinal　dogs　was　fotmd。　The　regression　cQefficient　obtained　by　a血esthetized

cats　spina1．cats，　anesthetized　dogs　and　sかinal　dogs　were　5，58レ7．65，2．75　and　4．60，　respectively．

The　regressi・n　c・effi・ient・bねined　by・pinal　d・g　m・th・d　w・・apPr・xim・tely　1．7times　l肛ger　th㎝

that　by　anesthetized　dog　method．

　　Two　and　two　dose　assay　with　theτatio　2＝10f　high　and　low　dose　was　rし皿by　the　author．　As　the

resロ1ち1．030f　ave職ge　relative　potency　within　8σ一125％of　fiduciaHimits　of　e灯or（P＝0．95）from　the

three　experiments　was　obtained，　against　actual　value　was　1．00，　by　spinal　dogπ1ethod，　all　of　the

assays　using　anesthetized　do9，　however，　hid　off　the　above　range．　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956．

1
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　　　　　　　　　　バソプレ’シソの議定：量法II・脳髄破壊ラットによる

　　　　　　　　　　バソプレ・シンの定量法及びその他の定量法ξの比較＊

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　申　山　豪一　　　　　　　　　　　　　，　　’

　　　　　　　　　　　　Bioasgay　of　Vasopresshl　Using　Spinal　Rat　and

　　　　　　　　　　　　　　Its　Colnparison　with　the　Other　Methods

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Goichi　NAKAYAMA

　まえがき　聞耳1）では脳髄破壊犬Spinal　Po9（以下SDと略す）の作製法を述べ，その用量一反応線を求

層め，麻酔猫Anesthe‡ized　Cat（以下ACと略す），脳髄破壊猫Spinal　Cat（以下SCと略す）及び麻酔犬Ane－

sthetized　Do9．（以下ADと：略す）のそれと比較した．即ち，　AC及びSC法ではその回帰線の傾斜　（以下b

と略す）は大きいが，注射と注射との間の所謂，，待ち時間”が長く，通例30～60分を要するので，定性的な棟定

法としては優れているが，統計学を用いる定量的な検定には不適当である．しかるに著者の作製したSDではそ

のbがADのそれに比し約1・7階となるので，　SD法は米局XIV2）記載のAD法より一層精度のよいペソプγ．

シンの定量法であることを報告した．

　最近欧米では感度のよいことと経済的に安価であることから，ラットの血圧反応により昇圧物質の検定融5・6・τ・

8・9・11）が行われ，米局XVlo）でもバソプレシンの定量に麻酔ラット（以下ARと略す）の血圧上昇法を採用した．

　ところで麻酔しただけではラットの血圧の基線（bおal　Iine）は変動するので，定量を行うにはまことに工合が

悪い．そこで各研究者達はこの変動を防止するため，種々の手段を講じている．・TabIe　1に現在までに発表され

た主な方法を示す．Table　1から血圧の変動を防止するには〔1）脊髄を破壊する方法と②交感神経遮断剤の注

射による方法がある．　　　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　Table　1．　Bioassay　for　pressαr　substances　using　ra給

Names．of　the　authors

F．W．　Landgrebe，

M．H．　Maccauley，

H．Waring　3）

Body．
weight
（9）

＞380

R．E．　Shipley，

J．H．　Tilden垂）

J。Dekanski　5，6、7）

W．S．　Peart　8）

A．U．Pardoe，

M．Weathe臓119）

U．S．P．XV　lo）

K．M．　Lindquist，

L．W．　Rowe　11）

150－300

Ca　300

250～300

300

275’》325

1

340～530，

400士50

Anesthetics

，一 cial　liquid，0．3cc／kg，

intraperitoneal　iniectio11

Sodium　amytal，0．09　mg／9，

intraperitoneal　injection

Urethane，17与mg／100　g，

subcutan60us　illjection

噛U士ethane，100　mg／kg，

intraperitoneal　injeCtion

Dial　liquid，0．2～0．35　cc／kg，

intraperitolleal　injection

Suitable　anesthetics

Ch1σrobutano1，250　mg／kg，

intraperitonea！injection

Method　for　stabilizing　basal
lline　of　bloQd　pressure

Cutting　off　vagal　and　symp．
ath　etic　nerves　followed　by

destroying　PQsterior　cQrd

Injectillg　1．2mg　of　atropin
sulfate，　followed　by　destmy・

ing　spin滋cord　through　t、e
eye　s㏄ket

Six　100γilljection　of　Dibenゴー

mine　per　100　g　of　body　weight

with　5　minutes　intervaI

Injecting　5mg　of　pentapynr巳
01idiniuln　tartlrate　per　kg　of

body　weight

111jecting　1．0－5．　O　nユg　of

hexa皿ethonium　b㎜ide

Inle6t㎞910　mg・f　phen・卿一

benza田ine　HCI　per　kg　of　body

weight　th聾oughセLi！vein

Injecting　5　mg　of　dibenzyline
per　kg　of　body　weight　through

subcutaneous　injection

＊　この報告は長沢佳熊；脳下垂体後葉ホルモンの検定（第4報），〔第3報は本誌本号125頁〕この報告の1部

　は昭和30年9月　日本薬学会東京例会で講演した．　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　・
　Kakuma　Nagasawa；Studies　on　the　Posterior　Pituitary（Nq　4）．　Paper　read　on　September，1955，

　at　the　Meeting　of　the　Japan　S㏄iety　of　Pharmacy，　in　Tokyo。、　　、　　　．　　．　　　・．
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　これらの交献や著者の行った予備実験の結果からラットの血圧変動を防止するには先ず血圧を低下させる必要

がある．又定量の目的セこはこの血圧の低下状態を長時間一定に保つことが重要である．前報で犬や猫の場合，脳

髄を破壊すると血圧が一定となb，しかもbが大きくなることを知ったので，ラットにも脳髄破壊術を適用し，

予想したように血圧の基線を一定に保つことができた．

　脳髄破壊ラットSpinal　Ratく以下SRと略す）によるバソプレシンの定量例は未だ文献に見られないので，先

ずその用量一反下線を検討し，用量1超8γ間に直線性を認めたので，2－2用量検定を行い，満足すべき結果

を得たので報告する．．

　なお比較のため，Dekanski　7）が報告したDibenamine塩酸塩を注射して血圧基線を一定とした麻酔ラットを

’作製し，これについてめ用量一反外線を算出し，更に2－2用量検定をも行った．

　著者の作製したSRでは第2頸椎以下の脊髄は生きているので，　ShiPley等及びLandgrebe等の動物（Pithed

Iat）とはちがう．．これら研究者達の方法を著者も数回に亘って追試したが，脊髄破壊操作により出血が起っても

知り得ないこと及び初期血圧が低過ぎる傾向がある上に，脊髄破壊のため禁野に針金を挿入する際往々動物が死

亡するの℃推奨し難が．これに反し著者の作製したSRはこのような危険性は全くなく，脳髄破壊時に死亡した

例は100例中1例もなかった。

実　験　方　法

　ω脳髄破壊ラット（SR）の作製法：

体重225－4129の健康な雄ラットに溶性フェノバルビタール0・159／kgを腹腔内注射するか・0・29／kgを皮下

注射して麻酔い，前報に記載したSDの作製法に従ってSRを作製した．次に作製上注意を要する点を挙げ

る．・，

　ラヅトは小動物であるため，頸動脈や股静脈は細く且つ脆弱であるから，それらの分離に当っては細心の注意

を要する．わずかな出血でもラットにとっては大出血である．

　第2頸椎の棘状突起の切断は犬，猫に比し簡単で，通例1－2回骨鉗子を使用するだけで，椎体に適当な穴を

開けることができる。脊髄を切断し，脳髄を破壊した後は，椎体の切断口にゼラチン・スポンジを挿入し，次い

で脱脂綿を詰め，ブルドジク鉗子で皮膚を閉じるだけで充分である．著者は右但州頁動脈を使用しているが左右何れ

でもよい・　．馳‘　　　　・・

　SRの実験で最も注意を要するのは人工呼吸である。著者は毎分55－64回転で行っているが，肺臓内に入る空

気の量はラジトの胸部の動き具合と，カニューレ内の動脈血の色調＊＊で加減する．誤って大量の空気を入れると

ラットの肺機能寮障害を受け，よい実験ができなくなる．又気管カニューレ挿入時に注意しないと気管を傷つけ，

粘液や血液が出て入工呼吸を不良とする．次に著者が自製して使用している用具を述べる．　　　　　　　　、

　a・．動脈カニュー’レ　　外径3・0－3・5mm，長さ501nmのガラス管の一端を引延ばし，ゴ4止めを作る．ゴ

ム止めの部分の外径を約1・Ommとして使用した．

　b．気管カニューレ　　外径7mm，長さ50　mmのガラス管の一端を引延ばし・ゴム止めを作る・ゴム止め

の部分の外径を約3mmとし，このガラス管のできるだけ尖端側に長さ約2．4cmの同径のガラス管を直角に熔

接して使用した．この側管を人工呼吸器とゴム管で接続し，ゴム止めの部分を気管内に挿入し結紮する．他端に

短か卵ゴム管をつけスクリュ1一コヅクで肺臓内へ入る空気を加減した．

　c．注射用カニューレ　　1／4ツベルクリン針の注射筒との連結部をヤスリでできるだけ短かく切断し・イン

シュリン注射液なξに使うパイアル瓶のゴム栓をかぶせる．この際注射針内に予め0．9％塩化ナトリウム液を充

たして率く．SR作製後1，この注射針を股静脈内に挿入する．　　　　　　　　．．’　　　乱　，．　．u

　d．’血圧マノヌータ　　内径3mmのU字管内に水銀約189を入れ，その一端からアクリル樹脂で作った浮

きをつけたガラス毛細管を挿入し，水銀面に浮かせ，毛細管の他端に記載ペンを取付ける．U字管の他端には0．9

％塩化ナトリウム液を充たしたゴム管を接続し，動脈カニューレと連結する．　　　　　　　　　　　、．

　②麻酔ラット（Dibenamine塩酸塩処置）（AR）1の作製法：ラットにウレタン（1751ng／kg体重）を皮下注

射ずるか，溶性フェノバルビタール（0．159！4ζ9体重）を腹腔内注射して麻酔し，常法により頸動脈内にカニュー・

　＊　腹腔内注射では約20分，皮下注射では約40分を要す・　’＊＊　人工呼吸が良｛好なときは鮮紅色を呈し・不

　　良のときは暗赤色を呈する．
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レを挿入し，血圧をキモグラフ上に記録した後2股静脈から5分間間隔でDibenamine塩酸塩100γμ009体重

・を6回注射する．注射後約30分位で血圧が一定するから実験を開始する．

　，（3）実験条件；実験はすべて22－23。Cの恒温室で行った．湿度は特に定めなかったが55ヴ70％であった．

　血液凝固を防止するたあ，動脈カニューレを挿入する前にヘパリン200単位μ009体重を股静脈内に注射した．

かくしてカニューレ内に4－6時間凝塊を認めない．

　検体の注射量は0．05－0．15ccとし，注射後生理食塩液02　ccで流し込んだ．

　注射間隔は10～20分とした．

　㈲　検液の調製：』日局脳下垂体後葉漂準品（以下NNSt　と略す）を検体とし，日局、1の脳下垂体後葉標準

液の製法に準拠して1cc中1mg（2単位）を含む溶液を調製し検液とした．実験に当り0．9％塩化ナトリウム

液で適当に稀めで使用した1

笑　験結果
　〔1）Table　2．にSRの体重，実験前後の血圧及び実験継続時間を示す．　Tabie　2からSRの血庄は30’一70

1nmHgのものが全実験数の約90％である．この範囲の血圧では感度も良好であるが・これ以下では感度が低下

する．一般に実験時間が長引くにつれ，血圧の基線が低下し，感度も低下する傾向がある．この傾向は動物によ

り相当ちがい，著者の実験で7時間25分に及んでも殆ど低下を見ない例もあった．．．血圧の基線が急激に低下する

動物は不適当である．検体を注射した後。・9男塩化ナトリウム液で流し込めば・相当程度感度の低下を防止し得

るが，血圧の基線の低下を防ぐことはできなかった．

　　　　　　　　　Table　2，　Blood　pressure　of　spinal　rats　before　and　after　experinient

Test

No。

1
2
3
4＊

5

6
7
8
9
10

11
12
13
14
15

16
17
18
19
20

21
22
23
24
25

26
27
28

Body

weight

（9）

380
311
350
290
360

340
282
291．
242
、325

402
351
318
287
280

285
301
340

獅315
292

鵬222
312

蹴
320
230．
303

Blood　pressure
　（mm　Hg）

Before

e凋per1－

　ment

85－87
44－45
46－47
24－25
55－57
53－54「

55－56
40－41
28
．53

46
．29＿30
25．
26

25－26
36

64乱65
42－44
37

53－54
43

68－69
58

61－62
31〒32

54－55
24－25
．45－46

After

exper1一
　皿ent

48＿49
44＿45
43＿44
7

40－41

43＿44
30
36
35
51

38

27，

24
28

27
54

47＿48
22
40

42
56＿57
46＿47
45
57＿59

57＿58
6＿8＊＊

43＿44

Time
of　experi鱒

ment
（min．）

　97
130

　94
　91
116

　44
　56
　47
316
336

179
359

　84
　66
　80
．112

283

蹴273
105

謝
・244
274
．250
309

窺
　99
215

Test

no．

　29
　30
　31
　32
f・ R3

　34
　35
　36
　37
　38

　39
　40
　41
　42
　43

　44
　45
　46
　47
．48

　49
　50
　51
　52
　53

　54
　55

Body

weight

（9）

267
240
298
245

獅
275
250
282
225
280

280
260
285
300
285

307
340
275

脳280
258
302
250
275
300

330
350

Blocd　pressure
　（mm　Hg）一

藷露隻1。謙．

ment　lmellt
　59－60
　58－59
　49－50
　39＿40
　56－57

　45＿46
40－41
　50一一51

47－48
．46＿47

　44－45
　35
　40
　48＿49
　59－60

　40－42
　31
　40
　46
　38－39

　70＿71
　46＿47
’44

，44
　33－44

　40－41
34

36－37
44
34－37＊＊
38－40＊＊

43－44

36－37
39－41
37－38
32－33
37－43＊＊

29－30＊＊
40＊＊

45－46＊＊

40＿41
43－44
29
37・一39馳

36－39
30
27－28’、

57－59
34．

55

39－41
35－36

32－34・
17

　Time
　　of
e琴perilnent
　（min．）

248
331
353
115
255

207
445
434
245
195

131
175
267
426
420

302
150
112
110
285

説180
98
230
227

266
226

　曇　Method　destroying　spinal　cord　through　eye　socket，　according　to　Ship1多y　and　Tilden4），

　＊＊　Died　during　experiment．　　　　　　　　’

　②SRによるバソプレシンの用量一反応関係：検体と．してNNStを用いてSR　6匹について用量一反応関

係を求めた．その結果をTable　3に示す．　Fig・1にその血圧曲線例を示す．横軸に対数用量を，縦軸に反応をと
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り，Table　3の資料をプロットしてFig・2に示す．こ0図から用量1～8γ聞に直線関係が予想されるので・，

この部分につき，分散分析11）を行った．．その結果をTable　4に示す．分散分析の結果Fo値（3・22）がF分布

表¢）戸｝5（3・68）に比しゴ5％の有意水準で有意な差を認めない．故に用量1－8γ間の回帰方程式を算出し

て次式を得た11）．

　YSR＝33．96十乳34x　　　　　　　　　　　　噛　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　．　・」　　’・．・．

　Fig．3にこの回帰直線を示す．　　　　．　　　　　　　　’　　　　，　　　」

　　　　　　　　　　　Table　3．　Dose→：esponse　relationship（Spinal　rat）　　　　・　　　　　．＿

Dose（γ）

Response

（mm　Hg）

TotaI

Number
of　response

0ユ25

3

4

2

8

6

3

26

6

0．．25

4

5

3

10

6

5

33

6

Mean 14315・

0．5

8

8

4

17

8

6

．51

6

8．5

1．0

15

18

19

17

15

10

85．

6

14．2

2．0

24

31

14

36

21

ユ7

143

6

23，8

　　ヨ
4・oi．ao

40

46

31

56

38

30

60

58

53

62

52．

　Total
（Dose　1－8γ）

241

6

40．2

139．

153

108

170

136

109

顕・． h8・5
・｝ 24

・・71

Table　4．　Analysis　of　vaゼiance　for　the　data　of　Table　3

Natu『e　of　vaτiation

．Regression

’Dev　iatio夏from　regression

Betweell　doses

Within　blood　pressures

Ermr

TotaI

．Degrees　of　freedom

1

2

3

5

15

23

Sum　of　squares

6468．60．

100．53

6569．13　　　’．

741．71

234．12

7544．96

Mean　sq岨re

50．27

、15．61

Fig．1．　Dose－response　curve

　　　　　（Spipa1鵡at）
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動
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o

一一一一一 G　P1eδ．n　　1・巳sponse

’
’

7

’

’

’

7’

’

’

　　螂　　α25　“5吻4・・e→2　　峰　　87

Fig．2　Dose－r臼sponse士elation　ship（Spinal　rat）

卿

冊

1

§40

旦

蓬・・

謹

20

10

0
1．0 ，．0

㎏D．㎝一→

4．0

Fig．　3　Regression　line（Spinal　rat）

＆or

　｛3｝ARによるバソプレシンの用量一反応関係＝検体としてNNStを用いてAR　7匹について用量一反応関

係を求めた．その結果をTable　5に示す．叉Fig．4にその血L圧曲線例を示す．横軸に対数用量を，縦軸に反応

をとり，Table　5の資料をプロットしてFig．．5に示す．　SRと比較するため用量1～8γ間につき，分散分析
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウを行った．その結果をTable　6に示す．分散分析の結果Fo値（2・38）がF分布表の値Fτ3（3・55）より小

さいので，有意水準5％で，用量1－8γ間に直線性が認められる．故にその回帰方程式を算：出して次式を得た・

　YAR＝25．63十5．71x

Fig・6にこの回帰線を示す．

、

Fig．4　Doきeイesponse　curve（Anesthetized　mt）
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Table　5．　Dose→response　relationship（Anesthetized　rat）

Dose（γ）

Response

（mm　Hg）

0．125

4

0

4

3

2

4

1

0．25

6

　3

10

　7

　3

　5

　3

0．5

10

　5

10

　7

　4

　7

　4

Tota1

　Number
of　response

Mean

18

7

37

7

47

7

手

15

　6

18

12

　6

11

　6

2

27

10

30

19

．18

13

11

74

7

128

7

4

38

20

50

32

16

23

19

8

60

37

76

52

31

30

31

16

78

59

53

45

44

　　　Total
（1）ose　1～8γ）

140

73

174

115

71

77

67

198

7

317

7

2．6　　　　5，3　　　　6．7　　　　10．6　　　　18．3　　　．28．3　　　　45．3

・曲1・・A・・ly』・…田…hce・…hゆ・・T・bl・

279

5

55．8

717

NatUre　Of　VariatiOn

翠egression
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．。

Deviation　f『om「eg「esslons

Between　doses

Withln　blood　pressure

E】ぱor

Degrees　of　freedom

　1

　2

3

　6

18

Tota1． 27

Sum　of　squares

4556．6、

1．84．7

4741．3

2612．0

697．4

8050．7　．

Mean　square

92。35

き8．74．

　　m即
　・80

　　？o

l、。

き

暴5。

廻

　　30

　　20

　　Io

　　o

　　　　　　　　　　　卍

’．一一一 mea”re5P・q史

’

’
7
’

ノ
’

　　　　ン／

　　／／

ク’ク

’
ノ

’

’

，’

7
’
ノ
’

　　　　　o’」z’。．δ。’5’・9・』・・一二〃　8’6τ

Fig．5Doseイesponse　relationship（Anesthetized　Jat）

mm
　　　50

1．佃

ぎ

番3。

建

　20

　　10

　　0

Fig．

コト琴ｨ・乞・・一5

6　Regression　line（Anesthetized　rat）　，

o
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　ωSRによる2－2用量検定：著者は標準品及び検体としていずれもNNStを用い，米局XVのバソプレ

シン注射液の検定法に準拠し，次に示すような組合せを作り，各組合せ内の順序を変えないで，各組合せを無作

為に注射した．

　　　　　　　　　　　　　　　第1組；S2，T1　　　第2組：S1，T2

　　　　　　　　　　　　　　　第3組＝T2，S1　　　第4組：T1，S2

ただしS1，S2はそれぞれ標準品の低用量及び高用量を示し，　T1，T2はそれぞれS1，S2とほぼ等しい血圧上昇を

起す検体の低用量及び高用量を示す．又用量比（＝高用量／低用量）は等しくした（通例2：1）．この一例をFig．7

に示す．

　Fig・7の血圧曲線からの資料をTab167にまとめて示す．この資料につミ分散分析を行いTable　8に示

す．この結果Fo値（2．03）はF分布表から得たFl値（5・12）に比べて，5％有意水準で，雨意な葦を認めな

い．故に標準品と検体で得た2直線の平行性に有意な差を認めないので，効価比，回帰方程式及び誤差の信頼限

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、界を算出した．次に計算法を示す．

Fig．7．　two　and　two　dose　assay（Sp五naI　rat）

Table　7．　Two　and　two　dose　assay　using
　　　　　spinal　Iat

Table　8．　Analysis　of　varia豊ce　for

　　　　the　data　of　Table　7

Dose（γ）

Response

（mm　Hg）

Tota1

No．　of

　esponse
Mean

S

2．014．0

26

25

26

32

109

4

27．3

51

52

46

52

201

4

50，3

T
2．0． P4．0

34

26

27

32

119

4

29．8

53

43

49

50

195

4

48．8

Tota1 Nature　of　variation

164

146

148

166

624

Preparations

Regression

Paごallelism

16

Between　doses
Within　blood

　　　　pressures
En℃r

Tota1

Degrees

　of
freedom

1

1

1

3

3

9

15

　Sum
　of・
squares

　1
176隻

　16

1781

　82

1934

Mean
squa「e

16

7．89
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計算一
1票準品（S2，S■）

x i y
十1

＿1

50．25

27．25

［・ 1・・

4

4

8

1・・

　4

＿4

・0

201

109

310

　　　3…S＝0，　　雪S＝＝38．75

検体（T2，T1）

nx2

4

4

8

0

8

nxy

　201

＿109

92

0

92

十1

－1

48．75

29．75

4

4

8

　4

＿4

0

195

119

314

宝T二〇，　～戸T＝39．25

Sxx

8
8

Sxy

92
76
168

4

4

8

0

8

　195

＿119

76

0

76

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　16

　b＝Sxy／Sxx＝10．5，　Table　8の分散分析でSとTで得た2直線間に平行性が認められるので，両直線の回

帰方程式は次の通りである．

　YS＝38．75十10．5x，　YT＝39．25十1α5x

対紬働M…一・・一」星、宵一・・一・・＋α鰯

　M値を常用対数に直せば，M’＝0．0476×0．1505ニ0・0072

　故に効二三R＝Antilog　M’＝1．02

　（誤差の計算〕

　g＝　s2t2／b2Sxx　＝　0．023　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

Mの信鰯一・・一・・＋』聾T士、（sT1－9）〆（・一・）（遺＋詣）・（M一十玄T）2

　　　　　　　　　　　：ニー0。2563’｝0．3537

　　M’の信頼限界＝1．9615～0．0532

　　Rの信頼限界＝0．9152－4．131即ち90．1’一111．3％〔P＝0，95〕

　このような実験を繰返し，Table　9に示すような値を得た・Ta戸1e　9の実験では効価比の理論値はいずれも

1であるので，． M頼限界80－125％⊂Pこ0。95⊃内の検定で得た対価比の誤差は0・一8％となる．；本実験から信

頼限界80－125％内で検定を行うには6’一8Pairsの注射が望ましい．

　　　Table　9．　Summar五zed　results　of　2　a■d　2　dose　assay　using　spinal　rat（Dose　ratio＝2＝1）

Test　No．

1
2
3
4
5＊

6
7
8
9
10
11

Potency　ratio＊＊

0．97

0．98

1．02

0．92

1，13

1．17

1．03

1．00

1．02

1．04

1．00

Fiducial　limits　of　error
　〔P＝0．95〕　　（％）

　　　86．6－115．1
　　88．9－112．8
　　　80．4－125．1
　　　87．0＿114．1
　　83．7－125．8
　　80．9－127．6
　　84．5－118。7
　　88．1－113．5
　　90．1－111．3
　　87．8－114．2
　　75．3－132．9

Actual　value＝1。00

Slope
（b）

12．5

10、0
8．3

11．5
4．1

7．3

5．6

14．r
10．5
8．9

8．0

Error　of　potency
ratio　found　to　act－

ual　one　（％）
1

2．7

2。5

2．1

7．6

12．6

16．5

2．5

0．4

1．6

4．0

0．0

Number　of
　pairs

＊　　　1）ose　ratio　　＝　3；　1 ＊＊

4
6
4
8
8
6
8
6
8
10
4
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｛5）ARによる2－2用量検定＝SR法と同様に行った．得た結果をまとめてTable　10に示す．

Table　10．　Summarized　results　of　2琴nd　2　dose　assay　using　anesthetized　rat（Dose　rat三〇二2；1）

Test
no．

1

2

3

4

Potency
　ratio．

1．02

1．11

0．74

Fiducial　limits　of
error〔P＝0．95〕（％）

83．5＿119．6

79．2＿129．3

74．5－124．9

Slope
（b）

8。4

5．3

6．8

直lrror　of　potency

latiofound　to　actロal

one（％）

ユ．6

11．1

26．5

No．　of
pairs

The　ratdied　aftar　fourinjetiong．

8

6

8

　（6）SR法とAR，　AC，　SC，　AD及びSD法との比較：前週のAC，　SC，　AD及びSDによる実験で得た回帰

線は5用量から得たものである．SR法で得た回帰線と比較するため，上記4法の最初の用量，すなわち猫では

0．0125mg，犬では0，025　mgで得た反応を除いた残りの4用量で回帰方程式を算出した．　Table　11にこれら5法

で得た資料をまとめて示す．なおTable　11の回帰方程式からの作図をFig．8に示す．これらの実験結果から

ω　麻酔動物より脳髄破壊動物の血圧基線が著しく一定となる．②　脳髄を破壊すると麻酔時に比し，回帰線の

傾斜が増大する．すなわち犬では約1・7倍，猫では約1．5倍，白鼠では約1．3倍となることが分る．

　　　　　　　　　Table　11．　Summarized　Doseイesponse　relation　of　test　animals

Anima1 1撫e811 Regression　equation ls留1樒
Anesthetized　dog

Spinal　dog

Anesthetized　cat

Spinal　cat

Anesthetized　rat
　（Dibenamine）
Spinal　rat

50－400

50－400

25－200

25－200

1＿8
1＿8

YAD＝8．4十1．6x

YSD＝16．7十2．7x

YAC＝16．9十3．2x

YSC；21．1十4．6x

．YAR二25，6十5，7x

YSR＝34．〇十7．3x

1．6

2。7

3．2

4．6

5．7

7．3

1．0

1．7

2．0

2．9

3．3

4．7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3｝衆法，特にSC法ではAD法に比し，回帰線の傾
　mm
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　斜は大きく，ACでは2倍，　SCでは2．9倍であり，用

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　量も1／2でよいが，注射間隔が長く，多数回の注射ができ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ない．従って得た結果を統計学的に処理し難いので，定性

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　的なバソプレシン検定法として使用し得るに過ぎない．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ω　SD法ではAD法に比し回帰線の傾斜は約1・7倍

＄　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　であり・注射間隔も15＾一20分であるので・長蒔間のパソ

ミ40　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　プレシン定量法としてAD法に優れている．
o
儀　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㈲本実験で得た資料からSR法で得られる回帰線の傾
騎
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　斜は他の検定動物のそれに比し大きく，ADの4・7倍，　SC

便3。　　　　　　　　　の約1．6価ARの約・．3倍であり，遡用量も犬や猫のそ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れぞれ1／50，1／25に過ぎない，米局XVでは麻酔ラット2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　匹以上で8組以上の観察を要求している。著者の行った

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ARについての実験でもDibenam量neの適量を決定す

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ることが困難で，過量を注射することが多く，そのため動

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　物が実験中に死亡することが多く，著者の行った4回の2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－2用量検定でも1回は動物が死亡してよい結果を得られ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　なかった．しかるに著者の脳髄破壊ラット法は1匹で8組

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．（＝16回）以上の注射を行えるので，経済的で，．実験操作

＿品謙誌温』叢懲を漏鶴夕霧磯釣禦
　　　　by　SR，　AR，　SC，　AC，　SD　and　AD
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　本研究に際し貴重な御助言を頂いた京都大単．教授・国立衛生試験所所長刈米達夫博士並びに京都大学教授荻生

規矩夫博士に衷心から感謝し，本研究に終始熱心に協力された芹沢淳部員及びしばしば絶大な助力を与えられた

西崎笹夫，岡崎精一，城戸靖雅三部員に感謝する．　　　・

　なお，Dibenamine　HC1を提供された東京化成工業株式会社，吉富製薬株式会社，三生製薬株式会社，米国

Research　Laboratories，　Smith，　Kllin　and　French】』abs．に感謝する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む　　す　　び

　著者は精度の高いバソプレシンの定量法を確立するため，脳髄破壊ラヅト（SR）を作製し，日局脳下垂体後葉

標準品（NNSt）を用いてその用量一反応関係を検討し，更に2－2用量検定を行い次の結果を得た．〔1）用量

1－8γ聞に直線性が認められた．（2）脳髄破壊ラットで得た回帰線の傾斜，b，は犬，猫で得たbに比較して著

しく大きく，麻酔犬の約4．7倍，脳髄破壊的の約1・6倍，麻酔ラット（Dibe㎜ille処置）の約1・3倍であった・．

（3）注射用量は犬，猫のそれぞれ1／50，1／25でよかった．㈲誤差の信頼限界80一・125％〔P；0・95〕内の検定

で得た一価比の，理論値に対する誤差は0－8％であった．

　以上ゐ実験結果から著者の行った脳髄破壊ラット法は経済的で入手し易いことと相侯？て，現在知られている

方法の内最も微量でしかも精度㊧高いバソプレシン定：量法といえる．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　’The　d6se－r6sponse　relation　alld　2　and　2　dose　assay　usillg　Japanese　Pharmacopoeia　St加（輩ぼd．of

Postehor　Pituitary（NNSt＞waきexam量ned　by　the　spinal　rats．　Aきthe　result，　th弔f61iowing　was　fouヰd．

11）Th・，e　w・…rea・・n　t・d・・bt　th・hypbthesi・・f　linea・ity　b・tween夏・g　d・se（1t・8γ・f甑St）

and．狽??奄秩@response（See　Table　3　alld　4）．

　②　Th6　slope　of　regression　line　obtained　by　the　experiment　of　spinal　rats　is　the　highest　wlleh　com・

pared　with　those　of　spinal　cats　and　dQgs　etc．（See　Table　ll　and　Fig．8）．

　（3）The．dose　llecessary　for　eacll　assay　is　only　1／50　times　by　sp　inal　dogs　or．1／25　times　by　spinal

cats．

　ω　The　error　of　experimental　value　to　actual　one　was　O　to　8％within　80－125％of丘ducial：1imits

bf　elTor（P」0．95）from　seven　experiments（See　Table　9）．　　　　　　　　　　　　　　・

　Th6refore，　the　author，s　spillal　rat　m6thod　is　highly　accqrate　micro－assay　for　vasopressinl

　　．、　　，　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Receiued　Febnuary　29，1956
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ネ
脳下垂体後葉ホ，川モソの研究　（第5報ン

各種動物の脳下垂体中のオキシ’トシン及びバソプレ’シソ含量について

長沢佳熊，中山．豪一，芹沢 淳

　　　　　　　　　　Studies　on　Posterior　Pituitary　Hormones．　V．

Vasopressin　and　Oxytocin　Contents　in　the　Posterior　Pituitary　of　Various　Animals

Kakuma　NAGAsAwA，　Goichi　NAKAYAMA　and　Jun　SERIzAwA

　牛，豚の脳下垂体後葉（以下「脳後」と略す）成分，すなわちオキシトシン（子宮収縮成分；以下Oxytと略

す）及びバソプレシン（血圧上昇・抗利尿成分；以下Vasと略す）は同一割合で含まれていると多くの研究者

は云っている（すなわちOxyt／Vas＝1と考えておこう）．　Geiling　1）はマヅコウ鯨及びナガス鯨の「脳後」中の

Oxyt／Vas比を測定し，それぞれ0．08及び0。4であると報告し，． 狽b∞n2）はマッコウ鯨，、ナガス鯨及びシ戸

ナガス鯨の「脳後」中のOxyt／Vas比をそれぞれ0．1，0．4及び1であると報告している．その際マッコウ鯨の

「脳後」中のOxyt値は麻酔ニワトリ（以下AFと略す）法2・3・4・5・6）によるとき，モルモヅト摘出子宮（以下GU

と略す）法7・8・9・10・11）で得た値より大きいことを知り，その原因としてそれらのOxyt／Vas比が牛，豚のOxyt／Vas

比に比べて小さいためであるとし，これをKamm，　Aldrich法11）で分離したOxyt及びVasを人工的に生々の

割合に混合して実験的に確め，Oxyt／Vas比が0．4より大きいときAF，　GU両法で得られる値が一致するが，

小さいときはAF法で得た値がGU法で得た値より大きくなると結論している．

　以上の見地から他種動物の脳下垂体中のOxyt／Vas比を知ることは製錬あることと考えられる．しかし譲位動物

の「脳後」ホルモンに関する文献は少なく，鯨脳下垂体中の成分に関するものが前記の外2，3あるに過ぎない12・13・

1415）　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

．鳥類の脳下垂体についてはHerring16）が始めて猫の血圧上昇作用を認め，次にHogben】7）はカモ脳下垂体のカ

モ血圧下降作用を報告した．1938～9年に至りWerle，　Ho舐18）はニワトリ脳下垂体（以下FHと略する）のアセト

ン乾燥粉末からKamm，　Aldrich法11）によりOxyt，　Vas部を分離し＊＊，牛脳下垂体製剤Orasthin＊＊＊及びTone－

Phin＊＊＊＊とその力価を比較しOxyt部の力価がAF法によるとき，　GU法の約10倍の値を示すことを知り，

これはFH中にOxyt以外のニワトリ血圧下降成分が存在するためであろうといっている．なお彼等はVas部もニ

ワトリ血圧下降を示すと報告している．

　硬骨魚類の脳下垂体については著者の1人（長沢）は昭和18年，平野四郎博士19）の暗視ホルモン（脳下垂体中
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノのメラノホーレンホルモン？）の研究に際し，カツオ脳下垂体．（以下KHと略する）の採集に助力し，とれが研究

原料として用いられる．ことを確めた．昭和19年小山良修博士及び畑中敏三氏の協力によりカツオ脳下垂体の組織

学的検索を試み，切片を造ったが戦災により資料を失い，昭和22年20），当所池田直面博士の助力により再び切片

についての検索を行い，一方その抽出液にモルモットの子宮収縮作用を認めたが，．1個当りのホルモン含量の小

さいこと及び脳下垂体採集に手間がかかることから実用化の見込みは当分望めないと結論した．そのころ森田衛氏

21）も同様の実験からカツオの「脳後」からのホルモン製造の企画を断念した．その後，伊藤，行方22）はKHから

Kamm・Aldr量ch法によりOxyt及びVas都を分け，　Oxytの力価についてGU法で検定し，平均0．53単位／m9，

1・59単位／1個との値を得た．：又AF法，家兎血圧上昇法及び脳髄破壊猫血圧上昇法によりOxyt及びVas含量

を定性的に検定し哺乳動物と同じらしいと述べ，更にKH抽出液をアルカリ処理すると子宮収縮作用が全く破壊さ

れることから，KH中のGU収縮成分はヒスタミンでないことを述べた．末広23）のKHの組織切片図は公刊さ

れた最初のものである．又大森24）はKHの抗利尿作用を認めている．次に】Lanzin925）はヤツメウナギ㎞⇒etra

Fluvialisの脳から脳下垂体部の抽閏液を調製し，　GU法でOxytの存在を証明している．

＊　　第4報は長沢佳熊：脳下垂体ホルモンの検定（第4報），本誌本号114頁，表題をこの報告から改めた．
＊＊@原料が少ないため彼等は沈澱として得ることができず，エキスについて実験している．
＊＊＊H6chst社製オキシトシン注射液　＊＊＊＊H6chst社製バソプレシン注射液　　　　　　　　　　1
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　著者等はニワトリ，カツラ，メバチの脳下垂体（以下MHと心す）及びイワシ鯨の「脳後」（以下WHと略

す）を入手したので，標準品として「脳後」国際標準品（以下IStと略す）を使用し，対照として牛脳下垂体

全腺（以下OHと略す）及び「脳後」日局標準品（以下NNSTと略す）を用いて，それぞれのOxyt，　Vas値を

定量し，更に「Oxyt／Vas比を求め，新知見を得たので報告する．

実験方法噛
〔1｝実験材料：実験に用いた脳下垂体に関する資料をTable　1に示す．

Table　1．

Anima1
　Date
　ofcollection

Ch・・k・n・　　Ma苔轟，
Bonito　　（Katsuwonus　June　1，

榴溢（，㎜、h＿。ざJun。叢55

sibi）＊　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1954

　　　　　　　　　　　　June　2，
Ox＊　　　　、　　　　　　　　　　　　1955
Sei　Whale（Ba！aenoptera　　　　＿
borealis）＊＊

NNST（J．　P．　posterior　December
pituitary　standard）＊＊　　7～9，　1954

　　＊　Whole　pituitary

Place　of　collectio11

Tokyo

Sllimizu　harbor

Southern　Pacific
Ocean

Tokyo

Hokkaido

Tokyo

Number
　of
pituitary

181

50

1

5

1

50

Total　we量ght
　　　　　　．Weight　of　acetone　dried
of　acetone
　　　　　　powder　per　pituitary
dry　powder　　　　　　　　　　　（mg）
　　（mg）

＊＊　Posterior　pituitary　only．

329

61．

13

1890

200

2500

1．8

1．2

13．0

378．0

200．0

50．0

　〔2）膝準液及び検液：標準液はISTを用い，日局、I　r脳後」標準液の製法に準拠して調製した．検液も同様

にして調製した．Table　2に標準液及び検液各1cc中のmg数を示す．1

Table　2．　Content　of　pituitary　powder　per　cc

MateriaI

Chicken（FH）

Bonito（KH）

Tuna且sh（MH）

Ox（OH）

Weight　of　acetolle　dry
powder　per　cc．

　　　　（mg）

5

2

2

5

MateriaI

Sei　Whale（WH）

J．P．　posterior　pituitary

standard（NNST）
International　standard　of
posterior　pituitary（1ST）

Weight　of　acetone　dry
powder　per　cc。

　　　　（mg）

4

1（2u口nits）

1（2units）

　（3）検定法；Oxyt部の検定にはラット摘出子宮（以下RUと略する）法2i3・27・28）及びAF法を・叉Vas部の

検定には脳髄破壊ラッ．ト（以下SRと略する）法を用い，2－2用量検定を行った．それには・米局XV29）に記

載するバソプレシン注射液の定量法に準拠し，標準品と検体の各2用量ずつで次のような組合せを作り，各組合

せの注射順を無作為化した．ただし各組合せ内ρ注射順は一定とした．

　　Pair　1：　　　S2，　TI　　　Pair　2：　．　S1，　T2

　　Pair　3；　　　T2，　SI　　　Pair　4：　　　T1，　S2

．ただしS2，　S1はそれぞれ標準品の高用量及び低用量を示し，　T2，　T1はそれぞれS2，　S1とほぼ等しい反応を起

す検体の高用量及び低用量を示す．又用量比（S2！G1，　T2／r1）は一定とした．

実　験結果

A．オキシトシン含量　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

〔1｝RU法Table　3に実験条件，力価，信頼限界等を示す．　Table　3の結果から，対照として用いたNNSTは
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2．07単位／mgであり，全町を用いたOHは0．23単位／mgであるので，　OHの力価は後葉（NNSt）のみの力価
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　Table　3．　Potency　obtained　by　isolated　rat　uterus　method（RU　lnethod）

　　　．1恥dy
　　　　　weightMaterial

　　　　　　（9）

FH
KH
MH
OH
WH
WH
NNSt

170

100

　80

’100

135

　80
100

Uterus　bathl　Actin

temperature

　　（。C）

32．5

32．5

31．2

32．5

32．0

31．2

31．0

　　9time
（Sec．）

45

45

45

45

50

45

45

Dose
interva1

（min．）

3

4

4

4

3

4

4

Dose
ratio

1．5

1。2

1．5

1，3

1．3

1，5

』1，5

No．
蔓f

palrs

12
／

12

14

16

12

14

12

Slope

（b）

6．21

8．88

5．46

2．58

2．11

5．18

5．57

Unit
per
mg

0．05

1．04

0．88

0．23

0．12

0．13

　　＊＊Unit

OH

a・71

0。2

4．5

3．8

1．0

0．5

0．6

9。0

Fiducial　limits
　of　error
　〔P＝0．95〕

　　（％）

乗

＊＊

97．0－100．3

94．9－105．9

86．2－113．0

90．3－110．0

83．6－118．1
ψ

91．2－110．2

84．．0－116。9

の約1／9である．OH及びNNStの採集条件は同じであるから，

考え得る．従ってOH中の後葉部分とその他の部分（前葉，．中葉）との割合（重量：）は1：9となる＊．

　次にFHのOxyt含量は予想外に少なく0．05単位／mgで，　IStの1／40，0Hの1／4に過ぎない．しかるにKH

MHのOxyt含量はそれぞれ1．04単位／mg，0．8＆単位／皿9で，　OHのそれぞれ4．5，3．8倍も大きい．

WHの0導含量の少ないのは騨の鮮度が悪いためと考えられる・隷験でをよ榔Oxyt／Va叫蜘る目的の

みで検定した．Fig・1にRU法のキモグラフ図の1例を示す．

refer　to　Table　2，

the　ratio　of　unit　per　mg　of　FH，　KH，　MH，　WH　and　NNSt　to　that　of　OH．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH中の後葉部分のOxyt含量は2単位／mgと

Fig．1．　Oxytocin　assay（Rat　uterus　method）

②AF法Table　4に実験条件，力価，信頼限界等を示す．この結果からNNSt，　OHのOxyt含量はそれ

ぞれ2．03単位／mg及び0．22単位／mgである．この値はRU法で得た値にほぼ等しい．しかるにFH・KH・MH

及びWHのOxyt含量はRU法で得た値に比べてそれぞれ2・2，2・3，1・4及び1・8倍となっている．．叉AF法で

得た値からOH申の後葉部分と前，中葉部分との割合を求めると1；9・2となる．　Fig・2にAF法のキモグラフ図

の1例を示す．vas含量が多いと二次上昇が強く表われる．

＊　C．Bomskov：Methodik　der　Hormonforschung狂・551（1939）によると牛脳垂下体の鋒葉と前葉の割合は

　それぞれ0．4＝2．4である．叉著者の得た割合は（100頭分の平均値）32：210である．
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L

Table　4．

Fig．2．　OXytociτガaきsay
　　　　　　　　　　し
　　　　　　　　てAnest116tized　chicken）

．Pot611cy　6btained　by　anestlletized　chicke血1nethod． iAF血ethdd）

　　　　　＊

Materia1

FH
KH
MH
OH

OH
WH
　　　　’

WH
NNSt．

＊

B．

ω

Body．
weight

（kg）．

Dos6
int6rv．a1

（min．）

Dose　rat孟。

2．42｛

2．52
1：葦雪

辱器

2．48｛

1．75
2．10

2．10｛

2，48

2．20

　8
　4
10

　6

10

10

　5
10

10

　5
　4

＊＊

1．5

1．5

1．5

1．5

1．5

1．5

i．5

1．5

　　No．

of　pairs

Slope
（b）

22

　8

14

　8

18

　8

12

16

5．18

4。25

4．07

5．19

3．79

6．50

6，46

7．19

UΩit　per

　　mg

ilii

：：釜牌

1：；1牌

2．03

　　　　　＊＊

Unitratio

0．5

10．7

5．4

1．0

1．0

9．2

F．懲五δ互rTi礪一
　　〇f、error

　　〔P＝0．95〕

　　　　（％）

refer　to　Table　2．

バソプレシン含量：

SR法 Table　5に実験条件，力価，
　　　　　Table　5．

92．9－108．6

87．2－119．9

90．9－111．4

86．4－115。9

88．6－112．5

86．5－114．5

92．3－107．7

93．2－107．2

出er・ti・・f罫・it　per　mg・＃FH’KH・MH・WH・nd　NNSt　t・th・t・f　OH．

　　　　　　　　信頼限界等を示す．．Table　5によるとNNStとOHのVas含量は

Potency　obtai皿e“by　spinal　rat卑gthod（SR．method）　　　　　　、

　　　　　＊

Materia1

FH
KH
MH
OH

WH

NNSt

Body
weight

（9）

｛275
250
298
285ξ
307
245
290
285｛
260　’

300
340｛
275
234
280

　Dose．
interva1．

（min・）

Dose　ratio

20

20

30

15

35

22

1．5

2．0

ユ．5

1．5

1．3

1．4

　No．
of　pairs

10

　6

10

　8

12

16

Slope

（b）．

7．00

10．34

6．70

3．63

4．48

3．78

Unit　per

　　皿9

0．04

1叱50

0．45

0．12

0。51

2．05

　　　　　＊＊

Unit　ratio

0．3

12．5

3．8

1．0

4．．5

17．1「

Fiducial　limits

　　of　ermr
　〔P＝0．95〕
　　　　（％）

＊＊

refer　to　Table　2．

the　ratio　of　unit　per　mg　of　FH，　KH，　MH，　WH　ahd　NNSt　to　that　of　OH．

89．4－113．3

83．6－116。4

89ヲ6－110．1

89．2－111．6

85．1－120．0

．86．1－116．4　・

「㌃



＼

長沢，中山，芹沢：脳下体垂後葉ホルモンの研究（第5報） 155

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　さ
‘それぞれ2，05単位／mg及び0．12単位／mgであるが，　KH及びMHのそれはOHに比較してそれぞれ12・5及

び3．8倍となっている．SR法で得た値からOH中の後葉部分とその他の部分との割合は1：17・1となる．　Fig　3

にSR法のキモグラフ図の1例を示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　Fig・3・Vasopressin　assay（Spinal　rat）

C。Oxyt／Vas比

Table　6に以上の結果をまとめて示す．

　　　　　　　　　　　　Table　6．　Summarized　resuIts　from　Table　3，4，　and　5

　　　　　Mateira1

　FH
　KH
　MH
　OH
WH＊＊

NNSt畳＊

AF　method t RU　method
Oxyt㏄ic　unit　per　mg　of

pituitary

（found）

蚕aセio　to

OH　value
鴨藩鍔魔犠塩

SR　method

Pヨesssor　unit　per

　　　mg　of

0．11

2．36

1。19

0．22

0．23

2．03

0。5

11．2

5．4

1．0

1．0

9．2

0．05

1．〔＞4

0，88

0．23

0．13

2．07

i，ituitary

（fαmd）

0．2

4．5

3．8

1．0

0．6

9．0

0．04

1．50

0．45

0．12

0．51

2．05

Ratio　to

OH　value

0，3

12．5

3．8

1．0

4．3

17．1

Oxyt／Vas

2．75

1．57

2．64

1．83

0．45

0．99

Oxyt，／Vas

1．25

0．70

1．96

1．92

0．25

1．01

E酊or　of
AF
method
to　RU
method・
　（％）

＊　　refer　to　Table．2．

＊＊　　Posterior　pituitary』only

　AF＝Anesthetized　chicken，　　RU＝Isolated　rat　uterus，

OxytニOxytocic．㎜it　obtained　by　AF　method

　Oxyt，ヂOxyt㏄ic　unit　obtained　by　RU　method

　Vas＝Pressor　unit　obtained　by　SR】method

SR＝Spinal　rat

120

130

40

80

　Table　6からAF法とRU法で得た，　Oxyt値の一致するのはNNSt，　OHだけである．その他のFH，　KH

MH，　WHではAF法で得た値はRU法で得た値よりそれぞれ120，130，40，80％高い値を示している．この内

WHの両法で得た値の不一致は，　Coonの報告のようにVas値がOxy値1こ比べて大きいたあと考え．られる．　FH

KH，　MHではVas値はOxy値に比べて大きくないにも拘らず，両法で得た値が一致しなし｛♂これはWerle，

Ho任i8）がいうようにこれら脳下垂体中にOxy以外のAFの血圧を下降させる成分の存在を意昧するものである

かも知れない．

　NNStとOHの力価から算出したOH申の後葉部分とその他の部分との割合とを，一そのまま他の脳下垂体にも
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適用し得ると仮定すると，硬骨魚類であるカツオ，メバチ脳下垂体申の後葉部分のOky，　Vas値は著しく大

きく哺乳類の値に比し，Oxy値はそれぞれ4．5，3．8倍（RU法），3こは10・7，5．4倍（AF法）であり・Vas値は

それぞれ12．5，3．8倍である．しかるに鳥類であるニワトリの脳一ド垂体中の後葉部分のOxy値は哺乳類の値に比

べて0・2倍（RU法），又は0．5倍（AF法），　Vas値は0．3倍に過ぎない．しかし切片の組織学的の検索による

と魚の脳下垂体では，牛の脳下垂体に比較して，実際にはその後葉部分は，前葉部分に比して比較的大きいよう

に思われる．この事実は著者等の得た結果と一致する．

　哺乳動物（牛，豚）の脳下垂体後葉成分に関して1成分説と2回分説とがある．1成分説の根拠の一つは・かな

り精製して均質にしたある製品の血圧上昇及び子宮収縮作用の比が一定であるとのVan　Dyke30）及び恥senfeld3り

の実験に基ずく．これに対し2成分説では，ある種のクジラ脳下垂体では血圧上昇作用が子宮収縮作用より多く表

われることを」根拠としている．カツラ，メバチ及びニワトリの脳下垂体中の成分が哺乳類の脳下垂体中のoxyt

及びVasと同一のものであるか否かは未だ確言できないが，もし同一のものであるならばこれらの比が上記各種

動物で差異を示すという著者等の得た結果は2成分説に強力な一根拠を与える．

　脳一ド垂体1個当りのホルモン含量を参考のためTable　7に示す．

Table　7．　Oxytocin　and　Vasopressin　content　per　a　pituitary

　　　＊
　ユMateria　l

　FH
　KH
MH
WH
　OH
NNSt

Oxytocin　Unit

RU　method

　0．09

　1．25

11．44

26．00

86．94

103．50

AF　method

　0．20

　2．83

15．47

46．00

83．16

101．50

Vasopressin　unit

SR　method

＊　　　Refer　to　Table　2

　0．07

　1．80

　5．85

102．00

45。36

102．50

　本実験でニワトリ脳下垂体の採集を御願いした農林省薬事課分室の農林技官田中稔治氏，カツラ脳下垂体を分

与された清水製薬株式会社，クジラ脳下垂体を提供された太洋漁業株式会社に深謝する．なおニゾトリ脳下垂体

の分離に御協力頂いた当部員城戸靖雅氏に感謝する．
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sthetized　chicken　blood　pressure　reducillg　method（AF）were　used；for　vasopressin，

presgure　raising　metllod

　The
and　tuna　fish　were　2．75，

respectively，
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report．2）

　　Both　methods　also　gave　di鉦erent　oxytocin　potency　values　in　chicken，　bonito血sh　and　tuna員sh　pit－

uitaries　rin　which　vasopressin　content　was　not．　so　high．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　　　　　印

　　　　　　　　assayed　Oxyt（Dc三n　and　Vasopressin　in　the　pituitaries　of　chicken，　bonito　fi＄h，　tuna員sh，　sei

　　　　　　　　　　　　For　the　bioassay　of　oxyt㏄in，　the　isolatedπat　uterus　cont訟ctlon　method（RU）and　ane－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　the　spinalτat　b1（x）d．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　●

　　　　　ratios　of　units　of　oxytocin　to　those　of　vasopressin　in　the　whole　pituitary　of　chicken，　bonito　nsh

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．57and　2．64，　respectively，　by　the　chicken　m6thod，1．25，0．70　and　1．96，

　　　　　　　　　　by　the　rat　uterus　method．
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＊

脳下垂体後葉ホノンモソの研究　（第6報）

’ 牛脳下垂体後葉中のオキ．シトシ．ン及びバソプレシンのイオン交

換樹脂による分離について

長沢佳熊，申山豪一，芹沢 淳

　　　　　　　　　Studies　on　Posterior　Pituitary　Hormones．　VI．

Separation　of　Oxytgcin　and　Vasopressin　in　the　Ox　Posterior　Pituitary　by　Ion

　　　　　　　　　　　　　　　　　Exchan2e　Resin

　　　　Kakuma　NAGAsAwA，　Goichi　NAKAYAMA　and　Jun　S耳RlzAwA

1

　まえがき』脳下垂体後葉モルモンの研究は近年Du　Vigneaud等により著しく発展し，すでにその成分の純化

．及び構造の決定，更にその合成も完成されている．然るにこれら一連の研究に於て粗製脳下垂体後葉粉末（以下

「粗脳後」と略す）からオキシトシン（子宮収縮成分：以下OXytと略す）及びバソプレシン（血圧上昇，抗

承平成分：以下yasと略す）の予備的な分離には，　Kamm・Aldrich法1）が有名であるが・この方法峠多量

の抽海食を減圧濃縮するなどの非常に長時間を費す面倒な操作を含んでいる．　　　　　　　　　　　．1

　最近迫田等11）及びS．P．　Taylor2）はOxytとVasの分離について，　Amberlite　IRG－50を用いたイオン交換

クロマトグラフィを応用している．TaylorはOxyt，アルギニンVas，リジンVasの結晶を適当に混合した物

を試料として，0．2M燐酸塩緩衝液（pH　6・95，以下PB淋と略す）を溶出液に使用して三者を完全に分離して

いる．又P．G．　Condliffe3）はHyflo　Super－Celを用いたパーチションクロマトグラフィにより中程度の単位（60

u／mg）を有する脳下垂体後葉粉末申のOxyt，　Vasの分離及び精製を行い，好結果を得ている・

　著者等は低単位の牛「粗脳後」にTaylorの方法を応用しOxyt及びVasの分離と精製を試み好結果を得た

ので報告する・・

　　　　　　　　　ノ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　　験　　の　　部

　（A）樹脂の調製：C。H．　W．　H量rs，　S．　Moore，　W．　SteinがRibonuclease4）のクロマトグラフィに用いた方

法に準じて行った．すなわちAmberlite　IRC－50を乳鉢中ですりつぶし；160メッシュ以下の粉末69に水適量

を加えて30分問かきまぜた後，15分聞静置後上腸液が澄明となるまで，くりかえし数回洗う・次に吸引酒過し

風乾す．る．乾燥物にアセトン・16ccを加え，・2時間かきまぜ，吸引～戸過し帰馬が澄明となるまでアセトンで洗い，

風乾後水20㏄を加えてよくかきまぜた衝吸引游過し，よく水洗して，アセトンの痕跡を除き，風乾する．かよ

うな樹脂岬び水20crと共セ・かきまぜ40％水酸化ナトリ7・液6ccを徐・に加え・野間かきまぜ聯上郷

を傾斜しr水を加えて吸引演過し，永洗後風乾する．

　かくし℃得た樹脂のナトリウム塩を3N塩酸40　cc中にかきまぜながら加え，3時間かきまぜた後瀕過し，．瀕液

が中嘩なるまでよく回する・これ姻乾後・ク・叶ンを飽和したpH。95のPB＊＊2・c坤に加え・かきま

ぜながらpHを5・5とし，しばら．くそのpHに保つた後，　pHを6・95とする’

　（B）樹脂柱の調製：（A＞．のように処理した樹脂を0・9x23　cm．の活栓付ガラス管に気泡が絶対に入らぬよ

う，又上層と下層とが同一密度となるよう注意しながら流し込み，次にpH　6．95のPB　50　ccを流す．

　（C）原料物質；　「粗脳後」500mg（約1．5u／mg）に0．25％酢酸20　ccを加え，．90。Cの水浴中で20分間かき．

まぜながら抽出し，冷後演過し，残留物に再び（≧25％酢酸20ccを加え，再び加熱抽出する．両抽出液を合し45

ccを得た1この抽出液に稀水酸化ナトリウム液を徐々に滴加して，緩衝液と同じpH，．即ち6．95とする．’抽出物

を1戸別し，得た浜野を検液とした．検針の一部につき’，麻酔ニワトリ血圧下降法5，6，τ，8，9）．を用いて力価を検定
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　【
し検液1cc中16．09単位を含むことを知った．

　（D）クロマトグラフィ；（C）で調製した検液36cc（総単位数：576単位）を流速1．5cc／時間で樹脂柱を

＊第5報は本誌本号155頁

終NaH2PO4・H2016．69，丼a2HPO411・49を水1しに溶かし規定のpHとする．
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流す．次にPB（pH　6．95）100　ccを流し，その最終流出液にOxytを認めなかったので，0・1％酢酸（pH　3・45）

50ccを流し溶出を終了した＊（全流出液186　cc）．

　PBの流出速度も検液と同様1．5cc／時間，又はそれ以下とし流出液は，フラクシヨ．ンrレクタを用いて・大凡

1．5ccづっ捕集した．

　以上の操作を完了するのに約5．5日を要した．

　（E）実験結果：　（D）で得た各フラクションについて・．そのOxyt含量及びVa『含量を日局脳下垂体後葉

標準晶を用いて検定し，横軸に流出液のcc数をとり，縦軸に単位数をとりグラフを製作しFig．1に示した．

　検定方法はOxytについては麻酔ニワトリ血圧下降法，．又Vasについては脳髄破壊ラウト法10）で検定した・

　　　　　　　　　　　　　　嗣．’　．　　　　．．．Fig・1に示したグラフからOxytは洗出液の20　cc附近

τ

芝

乱

蓑

薯

＝2

§

費

。

26

24

22

20

ユ8

16

14

12

10

8

6

．4

2

0 ，●

@’覧　、

　　　　　言．
　　　　　1・
　　　　　昌．．

　　　　　lt

　　　　　ll

　　　　　h
　　　　　目
　　　　　自

　　　　　ll
　　　　　昌

　　　　　：1
　　　　三　　　　　一
　　　　1’目

　　　　1一　｝

／＼4111
〆　　　　　　　措　　と一

26

24

22

20

18　．

・61

・・警．

コ2堂

　壬
10冬

　霧

8§
6．夢

4

2

2040　60　δ0】00120140160
　　　　　　　　　　　CC．Efq〔10nt　一→

た最高点を有する鋭い山を形作っているが，VasはOxyt

フラクシBソ申に小さな山をともなった120cc，及び140

cc附近に頂をもつ二つの山から成っている．　Vasの流出状

態はOxytのそれに比較して，140　cc附近の頂は鋭いとは

いえ・非常に不規則である・

　かくゐ如く，TaylQrの報告のように，　OxytはこのpH

に三七は，イオン交換されないで流出してくるが，Vasは

イオン交換後流出してくるから，それぞれの活性を有する

フラクションを明らかに分離できる．従ってoxytフラク

ヨシン中のVasは少なく・Oxyt・Vasの分離は非常に良；

好である．すなわちOxytの強い部分，18　ccより37　cc

までの流出液を集め，そのOxyt含量，　Vas含量を検定す

るとOxytは22単位／ccを有するが・Vasは0・『単位／cgと

なっていて，その比（Vas／Oxyt）は1／40以下という結果を

示している．又Vasの強いフラクション中にはOxytは

全：く認められなかった．

Fig．1。　Chromatogram　of　posterior．

　　pituitary　extract

Fig．2．．Oxytocin　assay Fig．3．　Vasopressin　assay

＊最終流出液にQxyt，　Vasの作用がなかったので溶団が完了したと認めた．
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、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．4．　Vasopressill　assay

　Fig．2にOxyt，　Fig　3，4にVasを検定したキモグラフを示す．

　かくの如く「粗脳後」抽出液を，ただ1回のクロマトグラフィを行ったのみで，OxytとVasを相当程度分離

することができた．又その成分の回収率は，Oxyt．については，殆んど100％であったが，　Vasについては60錫

であった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　低単位「粗脳後」㊧多量の抽出濯をAmberlite、　IRC－50を用いて・イオγ交換クロマトグラフィを行い・ただ

1回の操作のみで，それぞれの成分を分離することがでぎ，オキシトシン及びバソプレシンの回収率は，それぞれ

100％及び60％であることを知った．

　これらの結果は，Taylorがオキシトシソ，アルギ三ン・バソプレシン，リジン・バソプレシンの混合物につい

て行ったイオン交換クロマトグラフィの成績と全く一致している．

　本法によるとき，オキシトシンフラクション中のバソプレシンは1／20以下（国薬オキシトシン注射液中バソプ

レシン含量の規定）となるので，国薬園キシトシン注射液の製造に応用し得る．

更に本法を利用して，高単位を有するホルモンの製造法，それぞれの成分の完全な分離法について，又バソプレ

シンの回収率の向上について，現在検討中である．

1）

2）

3）

4）

5）

6）

7）

8）

9）

10）

11）
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Summ3ry

　　Oxytocin　and　vasopressin　in　posterior　pituitary　extract　were　separated　through　the　chromatogτaphy

by　Amb6rlite．．　IRC。50，　when　the　re◎overy　of　oxytocin　is　100％but　t1城t　oξマasopressi耳．　about　60％by　just

　only　l　procedure。．　　　・．　　　　　　　　　　　　，

　　　The　result　r6sembles．　that　of　the　work　of　Taylor，　who　sepa鳳ted　both　pure，．hormone　mixture　by

．・th・・am・輝・・．．Acc・・ζi・gly　t・ab・ve　p聯・dure・th・邸・・in　f圃ion⑳nt・inrρ・bout　less　than　one

twentieth　of　vasopr6ssi1耳，　there葦ore，　the　method　can　be　apPlied　to　preparing　Oxyt㏄in．hllection　of　Jap一

・・ese恥ti・海・I　F岬・助㏄uβ・P㎞a。opei3・

　　　　　　　　　　　．．．　　　、　　　　　　　．　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Feb士uary　29，1956

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．唱．．．．　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　、

1
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乾燥甲釈腺中のヨウ素の定量＊

竹　中　砧典

Application　of　Azotometry　to　Drug　Testsl∬．

AMicro－Determination　of　Iodhle　hl　Thyroid

　　　　　　　Yusuke　TAK：ENAKA

　生体内ヨウ素の化学的定量法としては，日局収載の甲状腺ヨウ素の定量法の外，ヨウ化ナトリウムに変えて硫

酸セリウムで滴定するHilty1）らの方法，クロム酸酸化後，特殊な蒸溜装置で捕集したヨウ素をIodometlyで定

量するMatthews2・3）らの方法及び比色法を利用したChaney4・5）らの方法が報告されている．

　日局法については，検体消費量の大きいこと，酸化剤として用いる臭素の過剰め除去が困難なこと1），被滴定溶

液が白濁し勝ちなことなど多くの難点がある．又，比色法の一つを追試した結果，試薬の調製及び操作上，これ

を検定法として採用するには多くの改良を要すると考えられた．

　アゾトメトリ（以下AZMと略す）が微量のヨウ素の定量法として極めて正確な値を与えることは，早くから岩

崎教授6）によって指摘されており，N400＾げN！α000範囲のヨウ素液1ccはHydrazine－AZMにより1殆以内の

誤差で定量されている．我々は，現日旋法を微量化すると共に，正確度を高め，更に操作を簡易化すべく直接

Hyd臓zine－AZM法を乾燥甲状腺中ヨウ素量の定量に適用したところ好結果を得たのでここに報告する．

　操作はHydrazine－AZM法に準じたが，ヨウ化カリウム→ヨウ素酸カリウムへのアルカリ通過マンガン酸カ

リウム酸化には，灰化に用いた炭酸アルカリがそのまま使用でき，又，共存する炭化物が過マンガン酸カリウム

の酸化反応を阻害することなく（実験の部3），更に，灰化した乾燥甲状腺中には，Hydrazineに対する酸化性

物質が存在しない（実験の部　4）ために，灰化物について漬過などの操作を省いて直接にアゾトメータで窒乗

ガスを測虚し得，操作を簡易化し得た．

　Table　2に示すように，日局法に比しAZM法の値は＋0．04－0．05％を与えているが，日局法の浸出，ミ八過

操作ではいくらかの損失をともなうと考えられる．この点については，更に多くの試親について両法による併行

実験を試みるつもりである．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　終卯こ，アゾトメトリ法を御教授下さった金沢大学岩崎憲博士に謝意を表する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

1）試薬
　N／10KMhO4液

　10NH2SO4
　M－NaN3液
　KI　　　　　試薬特級，微粉にする．

　アルカリ性ヒドラジン液　硫酸ヒドラジンを10N－NaOHに飽和する．

2）操　作

　乾燥甲状腺約30mgを精密に痴り，ルツボ（なるべく底面の直径hm前後で，丈の高いものがよい・この実験

では既製，底部直径1．5㎝長さ4cmのものを用いた）中で，微粉にした無水炭酸カリウム300　mgを加えてよく

混和し，更に無水炭酸カリウム350mgを加え，よくたたいて内容物を密にする．これを675’》700。に加熱したマ

ッフル炉中で25分間熱灼し，冷後飽和食塩液2ccを加え，　N14・0過マンガン酸カリウみ0・2ccを滴加してよく混

じ，1000，1分間加熱する．冷えないうちにこれに10N硫酸1．8ccを加えて酸性とし，　M一窒化ナトリウム0・1cc

＊　第1報は本誌73号29－32頁（昭和30）
　　この報告は長沢佳熊；アゾトメトリの医薬品試験への応用（第2報）とする．
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を加え100。，2分間加熱して過量の過マンガン酸カリウムを除去後氷冷する．冷後ヨウ化カリウム約1・59を加

え溶かしながらすばやく褐色アゾトメータ中に液を吸引し，更に飽和食塩液約3ccで洗浄吸引し，メータ内の空

気を完全に炭酸ガスで置換し，アルカリ性ヒドラジン液1ccをメータにとり約100回振り，発生した窒素ガスの　．

読みからヨウ素量：を求める．

　　　　N233．6mm3（OQ，760　mm／Hg）＝127γ1

　3）炭酸アルカリ性過マンガン酸カリウムの酸化性及び共存炭化物による酸化阻害の芯無．

　前記ルツボ中に無水炭酸カリウム500mg及び炭化物約20mg（乾燥甲状腺のみを500。前後のr’ッフル炉で熱臥

しヨウ素を除去したもの）を加え，M／2000　KI液2ccを加えて前記操作に従ってヨウ化カリウムを定量する．

Table　1．　Recoveries　of　KI　by　Iodille－Hydrazine－Azotolnetry

　　　　　under（町bonate－alkaline　K：血040xidation

M／2000　K：12cc．；33．6mm3　N2
、

KI（cc）

．2

2

2

2

2

2

N2　fαmd　〔mm3（NoVo）〕

33．4

33．4

．34。07

32．3’

34．2

．32．98

RecOvery（％）

99．4

．99．4

101．4

96．1

101．8

98．15

Mea1199．37

　4）灰化必中のヒドラジン酸化物質の有無．

　すでに，3）によって乾燥甲状腺灰化物中にはヒドラジンを酸化して窒素ガスを発生させる物質が混入していな

9いことに明らかであるが，念のため乾燥甲状腺約30mgを無水炭酸カリウム500　mgとまぜ・6琴0。前後のマヅフル

炉で熱寂したものについて直接ヒドラジンAZMを試みたところ窒素ガス容は常に零であっだ．従って甲状腺中

にはヒドラジン酸化物質が混在しないか，混在していても約30mgについて定量するときぽピドラ．ジンに影響し

ない．

　5）乾燥甲状腺　　　　　　　　　　　　　　　、

　局方乾燥甲状腺2種と，鯨乾燥甲状腺エ種について，本法と日局法を併行して定量した．、

Table　2．　Iod五ne　contents　in　some　thyroids

　　　　J。PrTlly1’o量d　No．1
10＜lille　content　O．4％

　　　　　　（byエP。　Method）

竣ount“N，（mm・）

S欝（N・V・）

30．9

32。3

31．0

31．2

29．9
．1

R2．5

35．9

38．3

36．7

34．6

35．4

40．4

Iodine

（γ）

136．0

145．0

139．5

131．0

134．5

・152．7「

％

0．44

0．45

0．45

0．42

0．45

0．47

mean
O．45

　　　　J．P．一Thyroid　No．2
10dine　colltent　O．38％
　　　　　　（by　J．　P．　Method）

Amounts
of

Sample
（mg）

18．8

32．0

33．2

31．6

14．4

14．3

N2（皿m3）

（N。V。）

Iodine

（γ）

20．3

33．8

37．8

34．1

16．4

16．2

77．0

128．0

142．7

129．0

62．0

61。5

0．41

0．40

0．43

0．41

0．43

0．43

mean
　O．42

　　　　Whale－Thyroid
Iodine　co且tent　O．24％
　　　　　　（by　J．　P．　Method）

Amounts
　of
Sample
（mg）

31．9

29．8

35．5

29．7

29．5

31．7

N，（mm・）1

（NoVo）

Iodine

25，3

22．7

28．2

22．7

．24．6

24．6

（・）1％

95．7

86．0

106．5

86．0

85．5

85．6

0．30

．0．29

層0、30

0．29

0．29

0．27

mean．
　0，29

：文‘
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2）Matthews，　N．　L．，．Curtis，　G．　M．，　Brode，　W。　R．・31nd．　Eng．．Ch㎝．　Alla1．．Ed．，10，612（1938）
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Summary

　　The　Iodine－Hydrazine－Azotometry　method　was　found　to　be　suitable　for　micro．一detemlinatiQn　of　iodine

in　thyroid，　after　the　iodine　in　it　was　converted　to　potassium　iodide　by　alkali　carbonat（〉一disintegration．

This　method　was　accurate　and　very　simple　comparing　with　Japanese　or　U．　S．　Phamlacopeia　method，

and　the　iodine　content　o1）tained　by　this　method　was　O．04》0．05％higher　than　that　by　J．　P．　or　U．　S．　P．

method．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　幽
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ReceiVed　February　29，1956

・

、

●

L
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インシュリンの薬化学的研究　（第14報）＊

鯨膵臓からインシュリン結晶の単離紳

長沢佳熊，竹中古典，岡崎精一，深沢’真司＊料
芦　沢 広，＊＊＊柴　田　哲　夫＊＊＊＊

Pharmaceutical　and　Chemical　Studies　of　Insulh1．　XIV．

　　　Isolation　of　Insu】in　Crysta】s　from　Wha】e　Pancreas

I（akuma：NAGAsAwA，　Yusuke　TAK酬AKA，　Seiichi　OKAzAkl，

Shinji　FuKAsAwA，　Hiroshi　AsHlsAwA　and　Tetsuo　S田BATA

　インシュリン亜鉛塩の結晶は，1926年Abe11），1929年Harington2），1931年Scott3）等により牛膵臓から単

離され，1940年’R6mans等4）によりその工業的製法が報告され，欧米の各製造会社では，ほとんど凡てがこの

結晶を工業的に製造している．豚膵臓からも結晶が得られるが，結晶化がやや困難であるとScott3）（1931）1’

L㎝s，Evert年en（1952）5），6）が述べている．羊膵臓についても同様であるという（Scottl　1931）5）・硬骨魚類

（タラ）のStalmius小体からはJensen，　Wintersteiner，　Geiling6）によって結晶が得られた．佐藤等7）のカツ

オのStamlius小体からの製法を追試した結果，方法がきわめてまわりくどくて収量悪く，インシュリンの結晶

はほ・とんど得られなかった．彼等の方法によれば結晶化してもわずかの部分のみであったろうし，得られた結晶

の生理的力価の検定には全く科学的根拠なく，その他の恒数も明かでなく再現でぎる報告とは考えられない．

　なおカツオ，マグロ類のStamius小体からのインシュリンの結晶化については，いずれ詳細に報告する予定

である（一部は六角板晶又は集三四に結晶化するが，極微細結晶と思われる粒状物をともなう）．

　次に鯨膵臓からのインシュリンの結晶化については著者等の調べた限りでは報告がない．鯨膵臓からのインシ

ュリンの抽出については著者の1人長沢8）｝ま既に1942年膵臓19から2・0ヴ2・5単位を・Jacobsen（1941）9）等

は1単位弱を得た．

　著者等は南氷洋産シロナガスクジラB吻ε加ρ∫67αゐ。勉πfs，　Lessonの膵臓から工業生産的にきわめて収量よ

くインシュリンを結晶化することができたのでここに報告する・＊＊＊＊＊　　　　　　　　　　　　　　　’

　柴田10）の方法によって得た1mg中約16単位を含む粗インシュリン粉末19を氷酢酸2ccを含む水180　ccに溶

かし，アセトン120ccを加え，10％アンモニア水2ccを含む水120　ccを加えpHを6・0とし，沈澱を源去し，演

液に酢酸アン’モニウム緩衝液（pH　6．0）200　cc及び2．5w／v％酢酸亜鉛液0．75　ccを加え，室温に24時間，更に

2～4。の冷室に24時間放置した後，沈澱を遠心分離してとり，氷酢酸5．25ccを含む水300　cCに溶かし，前記の

酢酸亜鉛液3cc，10％アンモニア水6ccを含む水300　ccを加え，更にpHを6L．0に調節する．これを室温に24時

間，更に2－4。の冷室に24時聞放置した後沈澱を集ある．（沈澱の収量665mg）・これがインシ出リンの結晶で，

写真のようにほとんどが明瞭な立方体を示す．6回の実験による収量を次に記す．回数を経過するにつれて操作

が熟練したためか，最後の2回は力価の収率は97％に達した（Table　1）」

＊第13報は本誌72，11～19（昭和29），第15報は本誌，74，177（昭和31）

＊＊昭和29年4月日本薬学会で講演〔薬学研究26，565－566（昭和29）抄録〕
　Paper　was　read　by　the　author　at　the　meeting　of　the　Pha㎜ceutical　Society　of　Japan，　Apri1，1954

＊＊＊所員外’清永製薬株式会社
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、＊＊＊＊所員外　大洋漁業株式会社横須賀工場
＊＊＊＊＊鯨肺臓中のインシュリンは牛膵臓からの揚合と同様に結晶し易い．． ﾄ田，伊丹によれば，特にマツコウ
鯨1％ツ5β6’θプ。α∫040π，Lin艶膝臓からのものは結晶し易いという（私信），叉両氏はその後（昭和31年2月）

シロナガス鯨及びナガス鯨，β伽切ρ好α助ツs伽s，Li㎜のの肺臓を原料としてインシュリン結晶の量産化

を行っている5
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Tableユ．Yieid　of　Crystalline　Insulin

　No。　of

experirnents

1

2

3

4

5

6

　Weight　of

㎝de　inslin（mg）

　65

　50

478．5

350

1000

1000

Total　units　of
crude　insulin
　　（罵mit6）

1040

800

7656

56QO

16000

16000

Yield　of　crysta1

in　weight
　（mg）

22

25．5

　2．5

142

700．5

665

insulin

．in．一 浮獅奄煤u

　　（霊）

46

70

75

56

97

、97

　この結晶について，米国薬局方11）の方法で1亜鉛含量を測定し，0．67％の値を得た．融点は216。で一部褐変，

224。で全部褐変し，体積が著しく膨張し，231。で熔融分解し，黒色となる（融点は未補正）．

　窒素含量は岩崎憲氏のアゾトメトリー法12）により測定した結果100単位につき0・67mg，的弓的力価は日本薬

局方インシュリン注射液の定量法に記述する方法13）で測定した結果1mg中に22．1単位を含む．

　終りに昭和24年度丈部省科学試験研究費の補助を得，その際御援助を得た東大菅沢重彦教授に感謝する・

　　　　　　　　　　　　　　　　　鯨膵臓からのインシュリン結晶

騒

難…

義．…

　　　　　　　　　　　　　Insulin　Crystals　from　Wha16　Pancreas

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　，　　献

1）　Abe1・声J・・Geiling・E・翼。　K・；工．Pharm・Exp・The】訟P・　25・423（1925）

2）　Harington，　C．R・，　Scott，　D・A。：Bioch・J・　23，393（1929）

3）　Scott，　D。．A．＝工Bio1．℃he塒．　92・　281（1931）
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5）　Lens，　J．，　Evertzen，　A．：Bi㏄hemica　et　Biophysica　Acta　3，　332（1952）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summ．ary

　　In　this　report，　the　authors．isolated　the　zinc　insulin　crystals　from　the　pancreas　of　whales　（β61αθπo一．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヨ
＃θノαδ076媚s，Lesson　and　βαZαθπo声θ7αρ勿50Z¢‘s，　Linn6）　caught　in　the　South　Pole　Sea，　with　good

yield．　The　method　was　the　following．　’　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　”

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　　　．The　crude　insulin　powder　having　16　units　per　milligram，　was　obtailled　by　Shibata’s　method．10）This

powder　was　dissolved　in　180　cc　of　water　containing　2　cc　of　glacial　acetic　acid，　then　added　with　120㏄

of　acetone　and　120　cc　of　water　containing　2　cc　of　ammonia　water　to　make　pH　6．　O　of　the　solution

exactly．　The　precipitate　caused　was　filtered　off，　and　the　filtrate　was　added　with　200　cc　of　ammonia

bu任er　sglution　to　make　pH　6．　O　of　the　solution，　to　which　O．75　cc　of　zinc　acetate　solution（2．5w／v％）

was　added．　After　standing　for　24　hours　at　the　room　temperature，　the　solution　was　kept　in　the　cold

Place．（2－40）for　24　hours　more．　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

　The　precipitate　caused　was　taken　by　the　centrifuge　and　dissolved　in　200　cc　of．water　containing　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　レ

5．25　cc　of　glac魚1　acetic　acid．　To　the　solution　300　cc　of　water　containillg　3　cc　of　above　zinc　acetate

solution　and　6　cc　of　10％ammollia　water　was　added，　tllen　the　sglution　was　adjusted　pH　to　6．0。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

After　standing　24　hours孟n　the　rQQm　temperature　and　a糞other　24　hQurs　in　the　co！d　p1ace（2～4。），the，

precipitate　was　taken　by　centrifuge；　yield　was　O．665　grams，　which　was　the　zinc　insUlin　crystals．　As

it　is　shown　ill　the　photograph（see　p．172）almost　all　the　precipitate　wag　crystalline／and　had　distinct

crystal　fo㎜s．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し
The　yi・1d・f　the　cry・ta1・i誓th・・i…p・・im・nt・．・h。wn　i・the　T・bl・1（see　p・172）・

　　These　crystals　have　the　melting　points　of　216。（partly　color　brown），and　2240（swell　and　turn　into

entirely　brown），and　finally　decompose．at　231。，　turning　into　brownish　black．「rhe　zinc　content　in　the

crystals　is　O．67％11），t血e　nitrogen（N），0．67　mi11ig㎜per　100　units12），1mill三gram　of　the　crystals　has

22●1　　mits．

　　　「
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　．　　　　　　Recei》ed　February　29，1956

ノ
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インシュリンの薬化学的研究（第15報）＊

炉紙クロマトグラフィを用いるアイソフェンィシシュリγ中のインシュリンの定量法＊＊

長　沢　佳　熊， 西　崎　笹　夫

　　　　　　　Pharmaceutica】and　Chemical　Studies　of　Insulin．　XV．

Dgtermination　of　Insulin　in　Isophalle　Insulin　Injection　by　Paper　C皐ro！patography．

　　　　　　　　　　Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NlsHlzAKI

、まえがき’アイソフェン（NPH）インシュリン注射液の力価の検定は従来家兎の血糖量降下法】）又はマウスの

ケイレン法2）により行われている．Robinson等3）はプロタミン亜鉛インシュリンについて1戸紙クロマトグラフィ

によ．り得たインシュリンのバンドを溶出後光電比色計により定量し，同時に保留分析法によりプロタミン量をも

定量した．朝岡，東4）はRobinson法を粗インシュリンに応用し，ある純度の範囲ではインシュリン純度検定が

可能であることを報告し，柴田等5）は鯨脾臓からインシュリンの工場生産に当り，朝岡，東の方法により粗製品

のインシュリン含量の測定に適用し好結果を収めている，

　著者等はインシュリン溶液をRobinson法によるク戸マトグラフィで展開したとき得たネポヅトの面積を我々

の研究室の越村，岡崎6）の方法で測定し，インシュリン単7．7－26．0γの範囲では用量g対数値と面璋とが直線関．

係にあることを証明し，その範囲の量において，標準液と検液とを同一瀕紙上にラテン方格の順列で展開し，2－－．

2上司定法，3こは3－3量検定法を行った結果マウスケィレン法と比較してその力価はよく似た値を得，その検定

の信頼限界もより小さいことを認めたのでこ’こに報告する．

実験の部

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！
　1・標準液及び検液の調製法　インシュリン国際標準品（24．5u／mg）を精密に秤り，N！征00一塩酸で200　u／cc

とした液を標準液（S）とし，アイソフェソイソシュリソ注射液の場合上澄液化にはほとんどインシュリンを含ま

ないから＊＊＊約20分間3000rしP・m・で遠心分離し，上澄液をなるべく完全に分離した後沈澱をNμ00一塩酸で200

u／ccと予想される膿度に稀釈した液を検液（T）とした．

　2・この実験に使用した毛細管．ガラス管を一様の太さに延ばし，各部分の断面稜に有意差のないものを使用し

た．

　著者等の用いた毛細管は吸い上げた液の長さと，その重量との関係からそれぞれの換算値をTable　1に示す・

Table　1．　Calculated　Value　of　Cabillary　Used

1，ength　of　1iquia

in　the　capi口ayy

　　　　　　　　（cm）
．Volume（cc　x　10一4）

Unit　calculated
from　200　u／cc（u）

Weight　calculated
from　24．5u／mg（γ）

1．50

8

0．16

7．7

2．00

11

0．22

10．3

2．25

12

0．24

11．6

3．00

16

0．32

15。4

3．38

18．

0．36

17．3

4．00

22

0．44

20．6

5．06

27

0．54

26．0

．ノ

　＊　第14報は本誌74号173頁，第16報は本誌73号1～6頁，

　＊＊昭和30．年5月14日　日本薬学会東京例会で講演

　＊＊＊国際薬局方では上澄液中のインシュリンは4％以下と規定し，当所の検定では従来すべて1％以下であっ

たので誤差の範囲とした．また標準液と一回とは同一の溶媒に溶かして申出につけることが望ましい．
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．3．摩開操作法　角形間紙（Whalm鱒N（≧1又は東洋同紙N（L　51）の一辺から6『mのところに引いた直線上

に2㎝聞隔で（S）と（T）とをラテシ方格の順序に，2－2検定の時は16個処（4x4），3－3検定のとき・は

24個処（4×6）ぺ前記と同一の毛細管を用いてつけて原点とする．

　これをn一ブタノール；酢酸：水（3：1；4）の展開溶媒で上昇法により約15時間室温（約20。）で展開した・

　展開した瀕紙を風乾後0．02％のプロ云ク1／ゾールグリン（B．C．　G．）水溶液中に浸し，次に2％酢酸水溶液

中に移し，スポット以外の部分が完全に脱色するまで酢酸溶液を数回換えて洗う．．再び風乾後アンモニや蒸気に

曝すとスポヅトの部分のみ青色を呈し，r面積を測定する場合その限界が明瞭になる．　Rfは約0・3であった．

　呈色したズポラトぱおよそ濃淡二段の色調を有するが面積法により力価を検定する亭こは内側め濃部の面積を測

らねばならない．又東洋演紙No．511（Whatman　No．1に比し厚手である）は．スポットの面積がやや小さい．

　呈色したスポヅトを順次直接鉛筆で囲むか又はトレイシングペーパーに写しとって，各スポットの周囲線上の

3点を基準として．3画ずつプラ』メータで面積を測定し，その算術平均を1個のスポヅトの面積とした．ただし

面積め数値はプラニメ．「タめ目盛で示したから表中Area　of　Spotsの1．0は0．4cm2に相当する．

　4・．．測定面積の統計学的晶晶7）　著者等は1戸紙の不均一性，及び展開した時溶媒の先端がやや傾斜する場合など

が面積ID測定値に及ぼす影響を考慮してラテン方格の順列を以てスポヅトし，例へぽ2－2検定の場合，一端から

Shi，． rli，　Thi，　Tlilを1つのi番目の群として統計学的に処理．した．（i＝1，2，3，4，の整数のいずれかに属す）

　a）直線性の検討著者等は予備実験として約1－5cm（毛細管中の液層の長さの用量範囲では，ほぼ直線的

関係にあることを推定してL5，2．25，3．38，5．06　cm（用量比1．5：1）の用量について直線性の検討をした

（Tabi62んTable　4，　Fig・1参照）．　　1　　　　　．　　　　　　．　　　　　．‘．　　　、

　　　　　　　　　　　　　　　Table　2．　Ar甲of　Spots　of　Linear　Test

dose（㎝）

Area

　of
．Spots

1．50

0．67

0．84

0．68

，0．77

2．25

1．23

1．10

1．47

1．47

3．38

2．19

2．12

2，11

1．79

5．06　　Tota1

3．14

2．43

2，87

3．33

7．23

6．49

7．13

7．36
●

T・ぬ1 P・96ド刎・・・…771・…
　　　　　　　　　　　M伽｝・・4i・・3・7・1・・525［・94251／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’一これから分散分析表を作成する（Table　3）．

　〆．．　　　　　　　Table　3．Analysis　bf　Variance　from　the　Data　of　Table　2

Adjustment　for　Means……………49．7378

Nat口re　of　Variatio11

Regressioll

Dev三at三Qn

from　Regression

Between　doses

Between　groups

Error

d．f

1

2

3

3

9

S㎝of　squares

10．7825

0．0976

10。8801

0．1121

0．5615

Mean　square

0．0488

．0．0624

Tota1 エ5 11・55371
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T・・1・3筋・r器一・・＄く・1毒：言塁！瑚

故に少くとも1．5－5．06㎝の用量範囲で得た面積笹は直線的関係を疑うわけセこはいかない．したがってこれ

から回帰直線方程式を求めた（Table　4）．

話

9
蓼

書

茎

璽

↑

3．0

2．6

2．2

1．8

1．4

1．0

0．6

，

●

●

Table　4．　CaIculation’of　Regression　Hne

●

・1・1・

斗il畿
十1

十3

2．0525

0

2．9425

4』

4

乳。52『16

砥い・
一・2｝

一4

十4

十12

0

2．96

5．27

8．21

11．77

28．21

雲＝0

テ　＝＝　1．763125
鴨‘

nx2 〟E・
36．

4

1一脚
一5．27

4　1
　　「
36

＋8ｼ
ト・…

・・．レ艶37

　　一3　　＿1　　＋1

　　　一一嚇log　do鰐o

Fig．　1．　Linear　Test

0．．

80

0

29．37

＋3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　↑　’　、　↑．　　　、
　　　　　　　　　　　　　　　　SSxx　　　SSxy

・〒SS野β・既倒響r・3晦，

The　Regression　equation：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼
　　　　　　　　　　Y＝0。367125X十1．763125

　従って著者等は2－2検定の場合には低用量（1）2．cm，高用量（h）4ごm’を演紙につけ’（用量比2；．1）・3－3

検定の場合には低用量（1）1．5cm，中用量（m）2．25c㎡，高用量（h）3．38㎝（用量比1．5：1）を瀕紙につけた．

　b）2－2検定の計算例　Table　9，　No15・㊧検体を例にと’り力価，播州その信頼限界の算：出を示す　（Fig・2

Table　5　Table　6参照）．

　l　　　　　　　　　　　　　Table　5．　Area　of　Spots　of　2　and、2Amo只nt，Test．

Dose

Area

　of．

Spots

Tota1

Meap

S1 S置

1．00　　1．79

1．02．　　i．72

1．10　　　1．56

ユ．02　　　＝L49

4，14　　　6．56

1．035　　　1．64

T1 Th

0．88　　1．62

0．89　　　1．37

0．94　　1．80

0．81　　　　1．53

IT・捻1

5．29

5．00

5．40

4．85

・52a321・嘱
q88　i・5今1／

これから分散分析表を作成する（Table　6），

　　　　　　　　　　　Table　6．　Analysis　of　Variance　from　the　Data「of　Table　5

Adjustment　for　Mean＿．…・＿…26．3682’

Nature　of　variation

Preparations

Regression

『　P繊Ileli㎜

Between　doses

Between　groups
Error

Tota1

d．f．

1

1

1

3

3

9

15

Sum　of　Squares レゆ，・・町・

0．（》墨63

1．7030

0．0090

1。75＄

0，04S5

0．1204

0．0090

1 0．0134

1．9272
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器

亀

ω
智

器

公
る
lI

9
台
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2．0

1．8

1．6

1．4

1．2

1．0

0．8

0．6

川口Xr言S
・・。●・・一3T

’

’
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’

’

’

’

’

’

’

’

’
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’

’

’

’

’

　　　　　　（1）　　　（h）

　　　　一→IQg　dose

Fig．．2．12and　2　Amount　Test．

撒6からF－1…躍一・67く・6、8：喜巷1鶏

　両者に平行性の有意な差は認められない．従って力価及

びその信頼限界を算出する．

　Yg　＝1．33375　　　YT　二1．23

　SSxx　＝16　　　　　　　SSxy　＝　5．22

　b＝謡／16二α32625

　標準品及び検体の回帰方程式は

　YS、＝α32625X十1．3375

　YT　＝0．32625　X十1。23

M一一 ｹ騒鈴一二・3295　’一
　M！＝一〇。3295xO．1505＝一〇．｛辺96＝1．95（》4

　Antilog　M！＝0．8921

・・護謬鑑・・脚

鵯響士油画欝ノ・96・去＋（一響5ア

＝　　一〇．34323±0．41507

＝　　一〇．7583～十〇．07184

両者を0．1505倍する

一〇。1141－0．0耳08

Antilo9をとると　0．7690川1．025

徒って力価に対する信頼限界（％）は

86．20～114．90％．

　c）3－3検定の計算例Table9，　No，5の検体を例にとり力価，及びその信頼限界の算出を示す（Fig・3・Table7・

Table　8参照）・

　　　　　　　　　　　　船ab！e　7．　Area　of　Spots　of　3　and　3．Amount　Test．

Dose

Area

of

Spots

Total

Mean

S1 Sm Sh

0．71　　　　1．17　　　　1．74

0．87　　　1．32　　　1．60

0．80　　1．06　　1．89

0．67　　1．23　．1．82

T1 T甲　　Th

　0．61　　　1．33　　　1．63

　0、66　　　1．06　　　1．70

・0．67　　　0．91　　　1．56

　0．60　　　1．12　　　1．50

To紬1

7．19

7．21

6：89、

6．曳

a。、478乳。、1脳442α392aお

0．7625　　1．195　　　1．7625 備・獅・
これから分散分析表を作成する（Table　8）・
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Table　8．　Amlysis　of　Variance　from　the　Data　of　Table　7

Adjustment　for並ean．．．・…・＿…．33．2055　　’

Nature　of　Variation

Preparations

Regression

Parallelism

Curvature

Devねtion　from　Curva加re

Between　doses

Between　groups’

E】躍or

Tota1
9

d．f．

1

1

1

1

1

5

3

15

23

Sum　of　squares

0．0975

3．8514

0．0014

0．0083

0．0042

3．9629

0。0138

0．2097

4．186生

Mean　square

0．0014

0．0083

0．0042

0、014

2．0

b1・8
憲

亀1・6．

こ。

管1．4

畳

る1．2
豊

舎コゆ

5
　　0，・8

0．6

一×一；S
一・・●一一言丁

　’
’

’

●

’

’

’

’

’

　’
　’
　’

’

’

’

’

’

’

’

’

’

ρ
’

’

8

　　　　　　（1）・（加）’（h）

　　　　　　　　→10gdo6e

Fig．3．3and　3　Amount　Test．

・・b1・8からF一…＜・1纒．1鶏

　　　　　　　　F＝0．59く　　〃

　　　　　　　　F＝0．30＜　　 〃

　両者の平行性，．轡曲，薄曲の差に有意の差は認められない．従

って力価，及びその信頼限界を算田する．

　YS＝1．240　　　YT＝1．1125　　　　　』　　　　・『

　SSxx　ニ＝　16　　　　　SSxy　＝　7．85

　b　＝　7．85／16＝　0．490625

　標準品及び検体の回帰方程式は

　Ys＝α490625X十1．24

　YT＝0．490625X十1．1125

　　　　　1．240－1．1125

M＝一一閧Xσ砺一＝一q．2599

　M！＝一〇．2599×0．1761嵩一〇．045831．9542

　Antilog　Mノ＝0．8999

　　　0．014×2．132
　9＝0藤912×16＝0。016

需欝士卒繋器・・泓・告＋二十二

　＝一〇．2641±0．2151

　＝一〇．0490～一〇．4792

　両者を0．1761倍すると

　一〇．0086解一〇．08441

　A豊tilo9をとると　　0．8233｛’0．9804

従って力価に対する信頼限界（％）は

　91．49・一108，95％

実　験　結　果

以上の如くして得られた実験結果をマウス・ケィレン法と比較対照して表示する（Table．9），
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Table　9．　Comparison　of　Paper　Chromatography　and
　　　　　Mouse¢onvulsioll　Method

Sample

No．

1

1！

2

3

4

5

5／

6

7

8

9

10

肱励焔ﾀ塑櫓縄醜跳M　㎞㎏㎞
　　　　　　　　　　　　　　　　・・・・…r産亜Ef誘了嘉「・・…r＄ sf産・墾｝
0。9993

0．8740
　　　　　

鰯78i
1．028

0．9904

0．8999

0．8921

1，032

0．9217

1．024

0．9200

0．9175

87配115
88細112
97－102
91’）110

90－111

91＿ユ09
86’》’ ?P5

83＿120
91－110
92．一109

94＿107
94解107

族2｝1α9450
2－2　　1　　　0．8494＊

ひ・ll
　　　　1．000＊＊l

l二皇1講

li　i胃lll・

か2｝1
　　　　　0。8758

酬・89・6

70〃139

56＿．212

76－141

噛68川144

59酎143
71〃136
77〃139
71－141
71川133
　53川152

※・Showed　the　value　observed　for　90　min．　with　25－30　mouse．

※※Showed　the　value　observed　for　60　min・

＊　　Sample　diluted　85％of　No．1．・・…・Calcuねted　Vahle二　（Σ9993×0．85二〇．8494

＊＊　Comparison　of　the　same　Standards……Calculated　Value＝1．㎜

　考察とむすび

　検体No．1！は検体No．1を85％に稀釈した検液で，実験値の誤差は実際値に対し約2．5％であった．

　検体No．4は同一の標準液を用いて3－3検定した結果で，実験値の誤差は実際値に対し約1％であった．

　検体No．5及び検体No．5’は同一検体を2－2検定，3－3検定した結果であるが，その力価の誤差は1％

以内であり，その信頼限界は3－3検定の方が2－2検定に比して小さい値を示した．

　又信頼限界はマウスケイレン法に比してはるかに小さく，力価の差の著しいものでもマウスケイレン法の英局

規定の信頼限界80－125彫の範囲にすべて入った．

　本法の利点として，「1）操作が簡単でしかも経済的である．．2）精度がよく検液中のインシュリンの含量を定量

するときかなりの正確性がある．

　しかし消紙，溶媒，温度等の諸条件により各回の実験によるRf値及び面積の測定値は常に一定ではないから

必ず標準液と対照する必要がある．

　又標準品の1Rf値と同じ部位のスポットを検体中のインシュリンのスポッ、トと断定したが，検体申のインシュ

リンスポットと同一のRf値を示す來雑蛋白の混入については今後検討の余地があると思われる，
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　ウ）．．B血n，　J．　H．，　Finpey，　D．　J．，　and　Goodwin，　L．　G，：B五〇10gical　Standardization；Oxford　Univ．　Press，

　　　　　195G，　p．75，　p．86．　　　　　　’．　　　　　　　．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　When　Isophane　Insulin　Ihlection　was　c項romatographied　on　filler　paper，　a　linear　relationship　was

found　between　the　areas　of　spots　and　logalithms　of“oses　within　a　certain　raロge　（7．7＿26．0γ）of　insulin．

In　th・t㎜9・，　f・・t・・s　and　fid・・i・11imit・・f　e可…wα・・ス1・u1・t・d　by　a　st・ti・ti血1　m・th・d．

　　This　method　gave　values　close　to　those　obtained　with　the　mouse　convulsion　method　for　insulin

and　less　fiducial　Iimits　of　errors，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Recei7ed　February　29．1956

1

9
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イ／シュリγの薬化学的研究（第18報）＊

鱒イソシュリ』ソ嚇製図礁類・飾．ソシュリンの物理騨的噸につ・・て（その1）

　　　　　　　　　　　　　　　　長沢佳・熊ジ西．崎笹夫1

　　　　　　　　　　Pharmaceutical　and　Chemical　Stuqies　of　Insulin．　XVmξ．

　　　　On　the　Purification　of　Fish　Insulin，．and　Physico－chemical　Properities

　　　　　　　　　　　　of　Fish．and　Whale　Insulins．（Part　1．）

　　　　　　　　　　　　　Kakuma　NAGAsAwA　and　Sasao　NlsHlzAKI

　まえがき　Ab61．（1926）Dは牛膵臓から，　Jensen，　Wintersteiner（1929）2）はタラStannius小体から，長沢

響）は第14報においてクジラ膵㈱・らインシュリン綿を得た．我国でば長沢等宴）の研究によ靭グ・・ヵツォ

なと回遊魚のSt…mnius小体3ζは鯨膵臓からのインシュリンが臨床用目的のため製造さ．れている．この魚類インシ

ュリンの結晶化は現在収得量が悪く，均質で典形的な結鼻として大量に製することはむず回し賦　著者等はその

インシュ、リソの精製，結晶化の改良と魚類及び鯨からのインシュリンの性質を検討し先ず泳のような知見を得た．

　著者等5）は回報においてRobinso116）法を応用しインシュリンを定量したが，牛インシュリンは最もRf値が大

きく，鯨インシュリンはやや小さく，魚類インシュリンでは他と明かに区別できるほど小さい（実験1）．

　次に魚類インシュリンの60％アセトン溶液をアルカリ性とし，pHを少しずつ酸性に移行させるとき生じた沈

澱を区分して集め，マウズケイL！ン法7）でその単位を検定した結果，pH＝6。5～7．　o附近の区分にインシュリンが

集まる（実験2）．

　また牛結晶インシュリン，鯨結晶インシュリン，カツオインシュ、リン及びマグロインシュリンを塩酸で加水分

解し，炉紙クロワトグラフィ．により構成ア．ミノ酸の種類及び各アミノ酸のスポットあ大きさと濃さを比較した結

果，鯨結晶インシュ．リン中にはメチオニンと推定される附近に1つのスポットが存し，又カツオインシュリン中

にはチ．Fジンが比較的少ない（実験3）．．．

　　　　　　　　　　　　　　　’　「琴〔．験ρ部

　実験1．牛結晶インシュリン，鯨結晶インシュリン及び魚類インシュリンの濾紙クロマトグラフィによるRf値．

の比較．

　a）試料：牛結晶インシュ．リン（23・6．u／mg）・鯨結晶でfソシュリソ（22　u／mg）及び魚類インシュリン（20・8

　u／mg・・Table　2．　pH．7・2－6・9区分）をN！4Q傷塩酸に溶かし約200　u／ccとした．

　．b）．展開操作・．㌧

・Wha‡ma耳No・．1濾紙の一端から6cmの1ところに引いた直線上に順次上記試料を3個ずつつけ・π一ブタノー

ル；酢酸；水（3：1；4）で上昇法により室温で約‡5時間展開後，プロムクレゾールグリン水溶確で呈色させ

た．それらのRf値をT琴ble　1・に示す．

　　　　　　　　　　　　　Table　1．　Comparisqn　of　Rf　Values　of　Insulins．

Rf　values

Insulin　Crystals　from　Ox

0．30

0．28

0．24

InsuIin　Crystals　from　Whale Insulin　from　Fish

0．23

0．24

0．22

．0．15

；0．15

10．16

Mean 0．273 1 1o．230 ，0，15年

＊　第17報は本誌73，7創9（昭和30）・
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　実験2。魚類インシュリンのpHによる分劃沈澱

　a）魚類インシュリン（12．5；u／mg）1．359に60％アセトンを加え塩酸酸性（pH＝2・05）にして完全に澄明と

した．これにN一水酸化ナトリウム液を注意しながら徐々に加え絶えずかきまぜる．pH＝4附近より白沈を生じ，

pH＝6－7で最大の濁度を示しpHニ11．0で完全に澄明となった．

　直ちにN一塩酸をかきまぜながら少量ずつ加えてpH　8．1，7・2，6・9，6・3で沈澱する区分を遠心分離して各区分

の力価をマウースケイレン法により検定した（Table　2．及びFig．1）．　pH　6・3で遠心分離後pH　5・5としたが沈澱

を生じなかったので多量のアセトンを加えて沈澱させた．

　　　　　　　　　　Table　2．　Fractionation　of　InsuIin　through　pH－pr㏄五pitatioP

　　　　　　　Total　Units　of　Starting　Fish　Insulin：12．4u／（mg）x1350（mg）二16750　u

pH

11．0

8．1

7．2

6。9

　　6．3

Recovery　from
mother　liquor

Total

Unrecovery

△pH＊

2．9

0．9

0．3

0．6

mg

732

60

150

160

173

1274

76

　　u／mg
and　f．1．e．（％）＊＊

　　3．7
（78－128）

　17．4
（71－141）

　20，8
（73～207）

　20．0
（74～18生）

Total　Ullits

2710

1450

3120

3200、．

、．

10480

6270

Units（％）

16

9

19

19

63

37

　　　　　管＊＊Concentration
　　（units）

935

1611

10400

5367

＊

＊＊

：OCCO

9000

8αx｝

7000．

．6αめ

恩ooq

49Dgo

　3α㊨
巽

書

§2αP

↑

単
位．

1000

Differellce　between　two　adjascent　pH’s．

“Fiducial　Iimit　of　eπor，，，　The皿ethod　used　for　estimating　insulin　in　the　salnples　was

　　　　　　Fig．1　　　　　　　　’　　　　　　described　in　our　previous　report．7）　　In　these

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　experiments，　smaller　number　of　mice，　for　examp！e，

　about　twen重y，　was　used，　so　that　the五1．　e・in

　this　column　was　fo㎜d　rather　large．

＊＊＊　Total　Units／△pH

5 6

b）魚類イ．ンシュリソ（7。8u／mg）200　mgに60％ア

セトン30ccを加え，　a）と同様の操作をした。

　この試料はpH＝10．8の溶液申で澄明となりかき．ま

なぜがら塩酸を少量：ずつ加えてpH＝8．8，6．9，6．4，5．5

に調節し，それぞれの区分で沈澱する物質を遠心分離し

て取った．

　更にpH　8．8の沈澱をそのままアルカリ性（pH＝10・8）

として完全に澄明としたのち少量の塩酸を加えてpH

7．1とし遠心分離したとき沈澱は351ng，更に上澄液を

pH　5．5として沈澱物23　mgを回収した．

　各区分の検定結果をTable　3．及びFig．2に示す．

寧

「 ら 9 験、　　　1亀．
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　　Table　3。　Fractionatioll　of　Insulin　througll　pH－Precipitation

Total　Units　of　Starting　Fish　Insulin；7．8u／（mg）x200（mg）＝1560　u

pH

＆8 p
ag p
。4 p
5．5

袈｝｛簿

Tota1

U皿’e◎overy

＊＊

　5．5．

＊＊＊

△pH＊

1．9

0．5

0．9

・・
o1：1

mg

34

26

21

35

23

139

61

u／mg　and
f。1．e＊（％）

　14．1
（95～114）

　15．2
（81～127）

　17．0
　（＊＊＊）

　1
ご＊＊＊）

ノ

Total　Units

480

395

357

35

U皿its（％）

25

2

81

　　　　　　　ホ
Concentration
　　（units）

252

790

400

18

See　Table　1．

The　pH　10．8～8．8fraction　was　refractionated　into　two　fractiQns，

The丘ducial　limit　Qf　e躍or　cQuld　nQt　be　calculated　because　gf　g＞1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．2

↑

単
位

量

餐

葺

．甑ゆ

智oo

脚

50D

400　』

300

200

1α｝

　　・9　！　一

pH　10．8解7．1　a豆d　pH　7．1ん

で

　　　　　　　　　　　　　　　　　　6　　　　6　　　　7　　　　6　　　　9　　　　10　　　　11

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　PII

　実験3．牛結晶インシュリン，鯨結晶インシュリン，カツオインシュリン，マグロインシュリンの塩酸加水分

解物の濾紙ク戸マトグラフィ3）

a）試料の調製

　各種インシュリンを6N一塩酸に溶かし，アンプルに移して窒素ガスを封入し閉三三恒温箱中で加熱した．各の

加永分解の条件をTable　4に示す．」
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Table　4．　Hydrolys1s　Condition

units／mg
Weight　of
rample（mg）

Volume　of
UN－HC1（cc）

　　　し
semp・（。C）

Insulin　Crys捻1s　from　Ox

Insulin　Crystals　fr面．Whale

InsuliR　from　Bonito　Fish

Insulin　from　T㎜y　Fish

23．6

22

15．3

16

18

6

35

30

0．9

0．3

1．0

1．0

110

110

120

120

　Time　of
Hydroiysis（hr）

8

8

15

18

　b）展開操作
　各の加水分解物を永i容上で蒸発乾固し，数回水を加えては蒸発乾固をくり返し塩酸を除く．

　東洋濾紙No．51の角形濾紙に試料をつけ上昇法により最初80％フェノールで展開し・風乾後次にn一ブタノー

～レ；水＝酢酸（4；5：1）で展開した．

　展開濾紙を風乾後0・2％ニンヒドリンーブタノール溶液を噴霧し・100。ゆ加熱レて呈色させた・

　別に19種類のアミノ酸を混合して展開し，各インシュリンの加水分解物を少くとも3回展開して得られたスポ

ットの種類をアミノ酸単体のスポットを比較考察して各インシュリン中の構造アミノ酸の樋類を推定した．・．．・・

　各インシュリン中の構成アミノ酸の毬類及びその強さ（大きさ及び呈色濃度）を観察した結果をTable　5に示

す・　　　　．　　　．．：　　．　　　　　　　　　　．．　　　　　．　　』

　　　　　　　　　　　Table　5．　Amino　Acid　Composition　of　Various　Insulins

Amino　acid

、

Ala

Gly

Val

Leu
lleu

Pro

Phe

Tyr
Try
Ser

Thr
Cys

Met
Arg

His

Lys

Asp
Glu

Color　of　Spot

RP
RP
RP
RP
RP
Y
P
Br

RP
RP
RP
RP
RP
RP
BG
RP
RP
RP

Insulin　Crシstals

　from　Ox

十

冊
帯　　’

十

十

十

十

’十

十“”

十

十
L十

1nsulhl　Crystals

　from　Whale

十

十

十

十

十

十

±

十

十

十

十

什

　Insulin
from　Bonito

十

二．

一

士

十

十

十

十

十

十

十

　Insulin
from　Tuna

　　十
　　十’

　　帯

　　帯

　　冊

　　　十　　　　．

　　十

　　　十

　　　十

　　　十

　　　十

　　十

RP：　redish　p㎎）le， Y：’ 凾?P10寅， Brゴ　brown， BG；　bluish　gray

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　察　　　　　　　．　　　　．．　　　、

　1．牛，鯨及び魚類インシュリンについて第15報の方法により濾紙クロマトグラフィを行いそれらのRf値を比

較するとき，牛インシュリンは最も高いRf値を示し，鯨インシュリンはそれよりやや低いRf値を示すが魚類イン

シュリンは明らかに両者よ．り低いRf値を示した．

　2．　インシュリンを60％アセトンのアルカリ性溶液とした後pHを酸性に移行、して種々のpHで沈澱する区分．
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r

をとったときTable　2，　Fig．1の結果によるとpH　7．2・一6．9区分に効力部分が最も多く集り，又1mg当りの単

位数はpH　11．0－8．1区分は極めて低く，pH　8．1～7．2区分はかなり高く，pH　7．2～6．3区分は最も高いがpH　7．2

～6，9区分とpH　6．9・一6．3区分は同一程度の単位数と見なしてよい．皆野回収の力価（37彩）はほとんど回収物

Recove「y　f「om　mother　liquor及びそのときのアセトン上澄液中に存すると思われる，又Table　3，　Fig．2の結

果によるとpH　6．9～6．4区分に効力部分が最も多く集り，又1mg当りの単位数はpH　8．8～6．4区分にかなり高
　　　　ら
くpH　6．4～5．5区分で最高を示した．又pH　10．8－8．8区分を再区分して1mg謡1uで極めて単位が低いこと

は，この沈澱操作をくり返えすことによりかなりアルカリ性爽雑蛋白を除去できると思われる．

　3）牛，鯨インシュリンの結晶とカツオ，マグロ無晶インシュリンについてそれらの加水分解物について源紙

ク戸マトグラフィを行って比較実験をして，その中に含まれるアミノ酸の種類を想定した結果，鯨インシュリン

結晶中にメ，チオニンと思われる附近にスポットを発見し，＊　カツオインシュリン中にはチロジンのスポットが比

較的にうすく出た．　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　’
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2）Jensen，　H．　Wintersteiner，．0．　and　Geiling，　E．　M．　K．＝J．　Pham1．　Exp。　Therap．36，116（1929）

3）長沢佳熊外；インシュリンの薬化学的研究第14報：本誌，74，171（昭31）

4）長沢佳熊，近藤政次郎：薬誌，62，287（昭和17）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

5）長沢佳熊，西崎愚夫：本誌，74，175（昭31）

6）　Robinson，　F。　A．　et　al・：Biochem．　J．，　51，298（1952）

7）長沢佳熊外：本誌，72，11（昭和29）

8）Lederer，　E．　and工ederer，　M，；Chrolnatography，　Elsevier．Pub1．　Co．1954，　p．74，　p．197

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　1．　Developing　ox　insulin，　whale　insulin　and　fish　insulin　by　n■butano1－acetic　acid－water　through

the　paper　chromatography，　the　Rf　value　of　ox　insulin　was　a　little　1arger　t㎞r 狽?≠煤@Qf　whale　insulin，

while　that　of五sh’insulin，　distinctly　the　smallest．

2．Fro叫he　acet。ne－water　solution　of　the㎝de五sh　insulln，　seve職l　hactions　were　obぬined　through

precipitating　in　various　pH　and　biologically　assayed　by　the　mouse　convulsion　metllod．　As　a　result，

pH　6．5〔プ7．2precipitating　ffaction　had　the　most　activity，　showing　i既Fig．1and　Fig．2．

　3．　The　amino　acid　composition　of　i夏sulin　from　whale，＊bonito　fish　and　tulmy五sh　was　preliminarily

reported；the　result　was　shown　in　Table　5，　from　which，　methionine　might　be　present　in　whale

insulin　crystals　by，　paper　chromatog】旧phy　and　the　existence　of　tyrosine　iR　bonito　fish　insulin　was

doubtfu1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

＊F．Sanger博士から長沢宛ての私信（1956年6月5臼附）によれば，同博士の希望で著者等が送付した鯨イ

　ンシュリン結晶は豚のものとそのアミノ酸組成と配列が同じ（グリシル鎖の8一’10位置がThr・Ser．11eu）

　らしいという．　　ゴ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

・Acc・・“ingt・．D二F・S・n耳er’・p・i・at…mm・ni・ati・n（d・t・d　J・n・5th・1956）in　whi・h　he　w「・t・

　on　his　study　on　whale　insulin　crystals　sent　froln　our　labo田tory，　it　appeared．that　the　whale

　insu1量fl　had　the　same　structure　as　the　pig，　namely　three　amino　acids　in　position　8－10　in　the

　glycyl　chain　were　Thr．　Ser．11eu。

、
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卵胞ホノソモソの研究（第11報）＊ナガス鯨卵巣中に含まれる

卵胞ホノソモソについて

長沢佳熊，越村栄之助，岡崎精一
　　　　　　　　　Studies　on　F611icular　Hormones．　XI．

Quantitative　Analysis　of　Follicular　Hormones　in　Fin　Whale，s　Ovary．

Kakuma　NAGAsAwA，　Einosuke　K：osHIMuRA　and　Seiichi　OKAzAKI

鯨卵巣申に含まれる卵胞ホルモンについては1941年Jacobsenl）がシロナガス鯨の卵胞液にアルコール等容量

を加えて抽出してAllen．Doisy法により検定し，その11中1400国際単位を含むと報告した．

　著者等はナガス鯨の卵巣をアルコールで抽出しこれを水化し，脂肪分を除き更にベンゼンで抽出し，N／2水酸，

化ナトリウム溶液に卵胞ホルモγを移行させ，これをエーテルで抽出して得たエキス状肋質（実験1）について

第7報2）で記したラットの子宮重量増加法で発情作用を確認したので，これについて第6報3）で報告した演紙ク

ロマトグラフィを利用して定性及び定量を行ったところ，エストロン及びエストラジオールに相当するRf値を右

する呈色像＊＊を確認した．　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・．．．唱

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　実験1　昭和30年9月16日，北氷洋で捕獲したナ．ガス鯨（体長66フィート）の卵巣（旧黄体8個を認めた）』

を直ちに冷凍し，そのままの状態で実験室に運んだ（10月7日）．冷凍を解いた後検体9中央部5309をとり細断

した後Waring　Blenderで完全にカユ状物とする．以下Table　1に示す方法で抽出した．

　　　　　　　　　　　　Table　I

Holnogenize　fin　whale／s　ovary：530　g

l　Stir　with　1200　cc　of　92％ethano1，　filter　after　72　hrs．
　　　　　　　　　　　　　　．　　l

Filt】怨te
　I
Residue
Stir　with　600　cc　of　92％ethano1，　filter　after　72　hrs臨、、。。　　　．

　l
Filt訟te

　　l
Residue
Stir　with　600　cc　of　92％etha㎝01，l
filter　after　120　hrs，

　l
Filtrate

　l

　　l
Residue

Evaporate

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌧　　　　　　　　Residue
　　　　　　　　　　　Ex仕act　with　85　cc　of　10％KOH　so㎞．，　h6at　for　8　hrs，　on　a

　　　　　　　　　　　water　bath，　centrifuge

　　l　　　　　　　．　　　　　　l
Precipitate＊＊＊　　　　　　　　Supernatant

　　　　　　　　　　　　　　　lN・umli・ew・th36％HCL　ce雌・r臼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」　　　　　　　　1　．　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　Pr㏄ipitate　　．　　　．　　　　　　　　　　Super蔦a伽t

Dissolve　in　e出ano110　cc　X　4，lcentrifuge
　　「
Precipitate

　　「
Supernatant

　　l
Evapo田te

ダ

＊第10報は長沢佳熊，越村栄之助，岡崎精一，衛試報73，21（1955）

＊＊但し本法ではエクイリン，エクイレニンのRf値はエストロンと同一であるからエストロンとして計算され
　る．叉，エストラジオール17αのRf値はエストラジオール17βと等しいためこの種の化合体を含めてエスト

　ラジオールとして計算される。　　　　　　　』．　　　　　幽

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
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　「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・・．・．ノ　　　　．　　　　　　　．　Residue　　　　　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Add　w正t1120　cc　of　water

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Solution

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Extract　wit取50　cc×30f　benzene

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Wat奄r　　　　　　　　．B㎝ze茸e

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Evaporate

　　　　　　　　　　　　　　　　．”　　　　　．　　・　．　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　主～esidue

　　　　　　　　　　　　　　　　　・．、・　’．．　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　．　　Extract　with　30　cc　x　30f　N／2

＊＊＊Precipitate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NaOH　soln．

　　　　　　　　　離翻・鑑0瓢釜器懸臨1。・・㎝・さ・・AILゑ1・ぬ・．・・1坑

㍗挙隅照門聯・．働・畔鑑∴3．
翠esidx翻麟，灘er噸t　一　（　　Residue（F。1　　　（0．429）browll　yellow））

　　l　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　・

R鈴id・e　　S・p・mata皐t　．　　．　　．．．．．．　．〕

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　Evaporate

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冒・．Resi臨1、h、。　cc。，壷。，er

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Solution　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Extract　with　30　cc　3　x　of　benzene

　　　　　　　　　　　　　l　　　．　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　層
　　　　　　　　　　Water　　　　　　　　Benzene

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Evaporate

　：　　　．　』　　．　　　　　　　　　．　　　　　　　．　Residue　　　　　　　　　　　．　　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．Extract　with　20　cc　x　30f　N／2　NaOH　solnl

　　　　㌧：…．・1孟ze耳。．．．，Alk・1｝・・，・1職

　　一．1　　　・．．、，　　　　．　　　　　　　・　　　　　　．Extlact　with　20　cc．×30f　ether

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i　　　　　　　　　　　　I

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AIkaline　soln．　　　　　Eth訂　　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Evaporate

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Residue（F．　II）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（0．219）

　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　．、・．　（brgwn　yellow）

　　実験2残留物F．1，F・IIをそれぞれ3．　O　ccのプロピレングリコールに溶かし，体重409前後の幼若白鼠に1

日2回3日間0．1ccずつ皮下に注射して4日目に子宮重量を秤ると著明な増大を示し卵胞ホルモン作用を認める。

　　　　　　　　　　　　　　　　Tab162．　Uteri鴫Weigh七Increasing　ih　Rat　by　Whale／s　Ovary　Extract

Sample　Nol

、

F．1
〃

〃

F．II
〃

〃

Contro1
〃．

〃

Body　Wieght．（琴），

39．0
37．0

34．8

36．0

34．0

43．0

41．5．

38．5

35．5

1

．Uterine　Weight（mg）

105．0
123．0
65．0

92．5

98．9

138．2

1

、

41。4

44．4

45．0
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　実験3，アルミナ処理をした：東洋i戸紙No．50（2x40㎝）に動物試験に使用した検体及びエストロン，エスト

ラジオ・一ル標準品をベンゼン（10躬水酸化ナトリウム液飽和）で6時間・瞬温室（22。C）で展開しヨウ素試薬を噴霧

してその呈色像を調べた．検体F．1ではエストロン，エストラジオールに相当する位置にそれぞれ呈色像を認め，

F・IIではエストラジオールに相当する所のみに呈色像を認めたが含雨量が僅少で面積が小さいため，面積法によ

る定量が困難なので消滅限界法4・）5）を利用して検体中のエストロン，エストラジオールと思われるものの含量を

算定した．（T3ble　3）

Table　3。　Sensitivity　of　Estrone　and　Estradiol　in　Whale，s　Ovary

　　　　　Extract　by　Paper　Chromatography

Sample　No．

F．1

F．II

Amount（CC）

0．040

0．020

0．010

0．005

0．080

0．040

0．020

Estrone

十

十

Est臓dio1

十

十

十

十，十………Positive， 一・・・・・・…
@Negative

十

十

　同時に行ったエストロン標準品の確認限度は2．5γ，エストラジオール標準品は1．25γを示し，卵巣19中に含

まれる発情物質はエストロンに相当するものは0．708γ（F．1のみに含まれる）エストラジオールに相当するもの

は0．708（F・1）十〇．161（F．II）＝0．869γである．

結． 論

北氷洋で捕獲したナガス鯨の卵巣をアルコールで抽出したエキスについて卵胞ホルモン作用（白鼠の子宮重量

の増加）を確認し，これについて演紙クロマトグラフィを行い，エスト戸ン及びエストラジナールに相当する

と思われる発情物質を定量した結果卵巣19中にエストロン0．708γ，工層ストラジオール0．869γであった．

　終りに検体の入手その他御助力を戴いた鯨類研究所藤野和男氏に感謝する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献　　　　　　．

　1）Jacobsen．，　A．　P．；HVALRADETS　SKRIFTER，　Scibntific　Result　of　Marine　Biologica1　Rese邸ch．　N島

24．p．68＿70（1941）

　2）　Kgshimura，　E．　and　Okaza1二i，　S・＝Phann．　Bu11．2，65（1954）

　　　越村栄之助，岡崎精一＝本誌72，41（1954）

　3）長沢佳熊，越村栄之助，岡崎精一，黒馬敏子：本誌，72，45（1954）

　4）北条進：医学と生物学，17，85（1950）

　5）武田ス㍉柴谷篤弘；科学，21，136（1951）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　As　the　ethanol　extract　of　the　fin　whale／s　ovary　showed　a　uterine　weight　increasing　eff㏄t，　esなone

and　est鳳diol　in　the　extract　were　determined　by　a　paper　chromatographic　aΩalysis　reported　previouslyp

by　which　O．708γof　esteroae（illcluding　equilenin，　equilin　etc．）and　O．869γof　est田dio147β（including

e『tradio1－17αetc．）per　gram　6f　the　ovary，　respectively，　were　found．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956
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　　・　　銀錫アマノγガムの硬化膨縮について（第2報）

充填方法の変化による銀蘭アマノレガムの物理的性質の影響について

　　　旭「・、藤井正道，堀部　隆

　　　　　　　Studies　on　Dimensional　C’hange　of　Dental　Amalgam　Alloy．　II．

Eff㏄t　of　Variation　in　Packing　Method　on　Physical　Property　of　Denta1．Amalgam　Alloy．

　　　　　　　　　　　　　　Masamichi　FuJII　and　Takashi　HoRIBE

　まえがき銀錫アマルガム合金は歯科治療上使用操作が簡易で，且つ歯牙に充長後は長期に耐えるために歯科

補綴三親として，古くから使用されているものである．充実材料としては窩洞に良く適合するこ’とが必要であり，

銀ア・マルガムに於ては硬化後の容積変化（膨脹収縮Dimensional　bhange）が問題となるものであって．米国1）

歯科医師会規格に於ては直径約’6mm長さ約10mmの試験片の長さが試験片作製後24時間後に於て，．13．卍13μ

日本2）歯科材料規格に於てば1－13μ膨脹をすることが規定されている，

　著者等は本誌第72号に於て第1報として．銀錫アマルガムの硬化膨縮測定には空気マイクロメーターが適当で

ある審を報告したが．その後市販銀錫アマルガム合金の硬化膨縮及びその他の1物理的性質に於て試験した結果を

報告する．銀錫アマルガムの硬化膨脹は練和及び充墳方法如何により変化するがWard　ahd　Scott3）は充堀圧に

よる影響についてのみ報告している．

　著者等は普通手による男児以外に門門器械Pneumatic　Condenserを使用して機械的充墳を行った場合．及び

充七時の論評圧を種々変化させた場合の硬化膨縮，加圧変形，破砕抗力も測定した．

実　験　の　部

　（1）実験試料　本実験に使用した市販歯科用銀錫アマルガム合金は国内A・B・C・D・ElFl・社製品，米国

S・SWhite，20th　Cent岬社製品及び独国Bayer社製品でその組成は第1表の如きものである．

Table　l　Chelnical　Composition　of　Dental　Amalgam　AIloys

Sample lA・（％）1・・（％）1・・（％）1…甑（％）

　　　A
　　　B
　　　C
　　　D
　　　E
S．sWhite
True　DeロtaI：oy

20th　Centu「y

Bayer

69．02

68．88

68．72

69．09

68．29

69．99

69．59

64．51

27．12

27．14

25．75

26．74

28．11

26．61

26．41

31．57

3．80

3．52

4．8昏

3．42

3．37

2．59

3．26

2．81

　又水銀は再蒸溜し，日本薬局方及び米国歯科医師会規格に適合するものを使用した．

　（2）実験装置

抗張力試験機2ton　島津製，：加圧変形測定：著者の考案せる加圧変形測定装置

　（3）試験片作製法

　【1｝練和法

0．07

0，46

0．88

0．75

0．23

0．81

0．79

0．91

硬化膨縮測定：低圧空気マイクロメーター，東京測範K．K．，破砕抗力測定＝アムスラア形

　　　　　　製造者の指示あるものは指示に従い，指示のないものは試料及び水銀を1；1．6の比率で天秤にで

秤回し，アマルガム練和用ガラス製乳鉢に入れ，毎分120’》180回の割合で乳棒をペンホルダー状で練和圧約2ポ

ンドにて（1kg）2分間練和したのち，汗水分の混入する影響をさけるため，掌上で練和せずゴム膜中に移し1

分間軽くMullingを行った後5枚重ねたガーゼを使用して，30秒間に過剰の水銀を手で搾り，出来たアマルガム

をFig．1に示す鉄製割型の中に充墳した．

　②　充填法　　　　　　　　　　　　．、
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　鱒　手圧による方法

　アマルガム塊を数個に分け，ト順汝に器頭の直径2mmのアマルガム充墳器を用い．2ポンドの圧で手で充填を

可及的に均一に行う．

　＠　プレス器械による充墳法　　　’

　アマルガム塊を金型中に移した後．プレス器械を持って充墳を行う．3分間に充唄圧は200，300，500，1000，

2500，3750，65001b／ロ”にっき夫々行った．操作中割型より浴出する過剰の水銀は除去した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

己コク
M P

Fig．1　Mould　and　Vice

M：1τon　Mould

P：Metal　Plate

V：　Vice
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　斜　機械的下堀法

　写真1に示す如きJulius　Aderer特製Hollenback考案の

Angle　Pneumatiρcondenserの先端に直径3mmの小ハンマ

ーをっけ，毎分300行程の速度で軽くホルダーを握り，（充填

圧500－7009）アマルガム塊を小量宛順次に充墳する．この操

作中温出する過剰の水銀は取り除いた，

Fig．2　Amalgam　Press

　W：　Load

　P：　Amalgam　Pregg

　C：　1ron

　S：　Amalgam　Sp㏄imen　，

　M；　Mou：d

「

Pねoto、1　Pneumatic　Cond㎝ser
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　実験方法及び実験結果

　（1｝試料7種を（11の操作により練和し手圧に

よる充墳法により，充墳して各々硬化膨縮．加圧

変形，破砕抗力を測定した結果は次の通りである・

Fig．3　Dimensional　Change　of　Dental
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Table　2　Physica！Properties　of　Dental　Amalgam　Alloys．

Sa士nple

A

B

C

D

E

S．S．　White

20th　Century

Bayer

Powder：
merCU「y

1＝1．6

1二1．6

1；1．6

1＝1．6

1＝1．6

1；1．6

1：1．6

1：1．0

Dimensional　Change
　　after　trutロation（μ／㎝）

・h・1・砺1・比・・1タ恥・・

十〇．5

十2．6

十〇．6

十1．35

十4．1

－1．7

一2．8

一10．0

十〇．7

十20．6

十4．62

十10．6・

十20．6

十1．8

十2．6

－14．5

3．02

20．5

十22．3

十2．3

－14．5

十．5．76

十11．96

＿15．77

flow

　（躬）

2．06

2．10

2．54

1。20

1ご30

Crushing
Strength
．（kg／㎝2）

L

3150

2568

253Q

3825

2524

2794　・

3040

2584

　上の結果によれば国産A－E，米国製品2種及び独国製品1種は加圧変形及び破砕抗力が基準に適合してい

る．硬化膨脹に於ては1日後独Bayerの収縮14μ／cmを除いて他は膨脹を示している．初期収縮を示した後膨

脹を示すものは，A，　C，　S・S・White，20th　Centuryで初期収縮をせず，膨脹を示したものはE・B・nで大な

る初期収縮をした後，4時間後徐々に収縮を示したものはBayerであった．一般に硬化による容積変化はほぼ4

’一10時間で完了し，その後の変化は極く僅かであることが判った．

　（2）次k試料Aを（11の操作により練和し，水銀を搾らずにプレス器械で夫々300，500，1000，2500・3750，6250

1b／ロ”の三二圧で充填し．なほ参考として手圧により充鎭したもの及び型に流し込み充嶺圧を加えぬものを附し

た．硬化膨脹破砕抗力を測定した結果はFig．4．　Tale　3の如くである，．
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　　　　　　　　Fig．4　E匠ect　of　variation　in　packing　pressure　on　dimensional　change

　以上の結果によれば血忌圧の加えぬ試験片が最大の膨脹を示し（1日後＋22μ／cm）充填圧の大きさに従って順

次膨脹が少く，最大の62501b／□”に於ては収縮し一〇．3μ／㎝を示している．又手圧により充墳せるものは収

縮（一3．2μ／㎝）を示している．　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　’
　（3）試料A．B．　C．3種を｛11の操作により練和した後がPゼ中で水銀を搾り，金型中にP耳eumatiごCo皿・

denserを使用して300．　R．　P．　Mの行程で4分聞充墳を行った．数個に分け前の小塊の表面に水銀が湧出する

迄充血を行い，次の小品を加え充墳し各小鼠の充墳の境界に於ける不接合を起さぬ様に注意した．充填操作終了

後硬化膨脹を測定した結、果はFig・5．6．7．　Table　3に示す如くである．
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　　Fig．　5　嘩ect　of　variation　in　packing　method

　　on　dimensional　change：

　　ノ
ー；Sample　A　amalgam　condenced　with　Hand　Pressure．　Packed

under　I　Ibせust　with　2mm　smooth　circular　condenser．

●鱒 Fcondensed　with　Pneumatic　Condenser．　Packed　undcr　I　Ib．
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　Fig．7　Effect　of　vahatio皿』in　packing

method　on　dimensiona！chaPge　；

一：CAmalgam　condensed　with　hand　pressure

…　：colldensed　5vith　pneumatic　condenser．．
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Table　3　E｛fect　of　variation　in　pagking　method　on　physical　properties　of　dental

　　　　　amalgam　alloys．

S。mp1。＼こ
　　　　　　　＼
A
B
C

Dimensional　change
　　Iday（μ／cm），

H㎝・壇灘藍：
P「ess肛u・e・

十〇．7

十20．6

十15．9

一1．9

－1，5

－2、8

FlOW（％）

枷贈器藍：
P「essu「e

撃唐?E

Cmshing　Strength
　　　　（kg／cm）

2。06

2．10

2．54

2．02

2．01

2．20

Hand
　P「ess町e
　　　　　し

｝（Alnalgam　press10001b／□〃　　　　　　　pressure）藤㎞

．al　Conden・

ドer

3150

2568

2530

2570

2550

2400

3520

2820

2740

　上の結果によればA．B・のいつれも手圧による場合膨脹を示すに反し．初期収縮の後練和開始後1時間後事炉

膨脹し．その後漸次収縮している．又Cもあまり膨脹せず1日後＋2・3μ／㎝に終っているが，それに反し加圧変

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　形及び破砕抗力はTable　3に示す如く他の充墳法に比べて優り機械的性質の良好となる事を示している．

　老．察銀錫アマルガムの硬化理論は次の通りであると云われる．練和によりアマルガム粉末の主体（Ag8Sn）

は，水銀に溶解する事により初期収縮が起る．γ1（Ag2　Hg3）は始め結晶し少し遅れてγ2（6方晶系AgτHg）

が速かに樹枝上に生長する．結晶の生長は反応に必要な水銀量の少い時γ2の生成は少くなる．この結晶の生長に

より膨脹が起り，結晶生長が完了する迄続く（これは数時聞と云われる）その後β1が生成し収縮を起すがこれは

僅かである．Fig・3・Table　2に示す如く試料により膨脹の差異のあるのは，化学組成，銀錫の含有量即ちAg3　Sn

及びβ相あるいはSn相の存在の量と共に粉末の表面積の大小により水銀への溶解，再結晶の時間の遅速，反応

量の多少により異なるものと思われる．

　一般に結晶生長による容積変化は4～10時間で完了し，その後β1の生成により旧く僅か収縮を示す．Fig　4

に示す如く充墳圧により膨脹の変化が表われるのは，試験片に充墳圧を加えぬ時は硬化の際，過剰な水銀が存在

しAg3　Sn粒子に反応してγ1γ2が特にγ2が多量に生成した結果大なる膨脹る示すのである．充狽圧が大となる

に従って水銀が搾り出され，その為にγ1＋γ2の生成が減じ膨脹量が小となる様である．

　Fig・5・6・7・及びTable　3に示す如く機械的充三法により，試験片の硬化膨縮が手圧によるものより．可成

少くA・Bは零に近い僅かの収縮．Cは僅かな膨脹を示した．これは予め過剰な水銀を搾り除かれ，且つ衝撃

的な充墳のため反応すべき水銀の一部は浴出し，その為γ1＋γ2あ生成が不充分で結果として収縮を起したものと

考えられる，又加圧変形の成績の良いのは，水銀が少いため硬化が速かに起り，加圧変形をSetする練和開始後

3時間に完全に結晶生長が終了したため．であろう．　　　　　　　　・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　こ　破砕抗力の強いのは衝撃的な充損のため試験片が緻密に充墳され，且つγ1＋γ2の樹枝上結晶生長の長さが短い

．ためと思われる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　f
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　　　　　　　　　　　　　　　　　！

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括　　　　　　　　　　．　　　　　　’

　充墳方法を変化して市販銀錫ア々ルガムの硬化膨脹を空気マイクロメーターにより測定した．破砕抗力．加圧変

形も併せて測定した．

　（1）手圧により充墳した結果はFig．3．，　Table　2の如くである．

　（2）充墳圧を変化して充墳した結果はFig・4の如く．である・　　　　　　　　　　　　　　’

　（3＞Pneumatic　Condenserにより機械的に充墳した結果はFig．5．6．7．　Table　3の如くである．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：文．．　　　献

　　　　　　　　　ア
　1）　American　Dental　Association　No．1Dental　Amalgam　Alloys：J．，A．　p．．A．，658．（April）（1934）．

　2）　日本歯科材料協会窺格　第1号

3）Ward，　M．　L　and　Scott，　E。0”；J．　A．．D．　A．，1g，1683「一1705ζ19年2）．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　We　investigate　the　effects　of　variation　in、condensation　method　on　dimensional　change，　flow　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

㎝shing　strength　with　air　microlneter　and　the　others　in　commercial　dental　amalgam　3110ys．

　（1）The　results　of　the　gondensation　by　the　hand　pressure　show　in　Fig・3・and　Table琴・

　（2）The　results　of　variation　in　condensation　pressure　show　i皿Fig．4．

・（3）The「esult・of　the　conde圃ign　by　mech㎝i岬P「ocedu「r・pne㎝atlc　condens亭「（designed「比・

Hollellback）show　in　Fig．5to　7，　and　T母）1e　3．
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歯科用珪酸セメントの透明度測定について

藤　井　正　道，　堀　部 隆

Study　on　the　Opacity　of　the　Dental　Silicate　Cement

　　　　Masamichi　FuJII　and　Takashi　HoRIBE

　まえがき　充墳材料としての珪酸セメントは色汎透明度が天然歯にこく似し，且練和充二等の使用上の操作が

簡易であり充墳後は可成長期に耐え得る等の利点を有し・殊に術者が患者の歯牙の色沢に応じて之に適応した色沢

のものを二丁出来るために，前歯窩洞の充墳材料として使用されている．　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　珪酸セメントの組成1）2）については，CrGwe113）は珪酸（SiO2）アルミナ（A1203）及び溶剤を加熱溶融し，出来

た別丁を粉末としたもので，溶剤は一般に珪酸ベリリウム，螢石，珪酸カルシウム，棚酸カルシウム，ソーダ石灰

ガラスを使うが，之等は珪酸セメントの透明度を減ずる要素と成る．又液2）は正燐酸及び少量のアルミニウム，亜

鉛，マグネシウムの燐酸塩より成ると云われる．

　之等粉末及び液を一定比率に採り，練和し充盈した充鎭物は口腔内で機械的，化学的並びに生理的に安定であ

ること，又天然歯と色沢及び透明度がこく似している事が必要で，その為にAmerican　Dental　Association　Spe・

cifi（坦tioロNo．9Dental　Silicate　Cementは粉末及び液を練和したもののひ二度，砒素含有量，水溶性，破砕抗

力及びOpacity＊（透明度）が規定している．

　American　Dental　Associatユon　Specificationに規定されているOPacityの測定法4）は試験片及び標準OPal

Glass　2枚（Co．35及びCo．50）を水でぬらした後，　MgOの反射率70％の白壁及び黒色の板上にのせてOpacity

が2枚の標準語の中間にあるか否かを肉眼的に観察するのである．それ故測定方法は非常に簡便であるが正確

な方法とは考えられない．その理由としては，ω米国規格に於ける測定方法は肉眼的観察によるものである故，

実験者による個人差はまぬかれ難い．特に試料のOpacityが何れか一方の標準Opal　Glassに近似する時，規格

の内か外かは判定出来にくい．（2）試験片の厚みの許容誤差はα025mmとなっているが，許容誤差による透明度の

差ほ我々の実験によれば4％に及び其の為判定の過ちを生ずる事が考えられ，個人差を伴わない定量的な値（透

明度）＊を測定する事が必要である．

　又JIS5）及日本歯科材料協会規格6）はOpacityは規格されていない．よって著者等は歯科用珪酸セメントの

QPacity＊測定器械を試作して市販製品及American　Dental　A…£ociation　SpecificationのOpal　Glass．を測定

した結果，満足すべき成績を得たので報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　理　論　め　部

　（1）MgOを蒸着せる漂二二色板の白色度を100％とし，白板に45。の角度より入射光度1なる光を投光すれば，

一部門漂準白色板面上に立てた垂線に対して，入射角と相等しい角度の正反射光が出る外は，面上に拡散反射と

なって乱反射を行う．白板面の垂線の方向に受光部を設け，拡散反射光の強度を測定する．今標準白色板の拡散

反射率をβとすれば・受光部には1βなる光度が得られ・此の値を100％とし・次に黒色面上にて同様の測定を

行い，此の時の反射光を0％とする．　　　　覧

　12）試料をFig．2の如く挿入し（1）と同じ操作を行う．標準黒体の時一丁目試料を通過し黒体にて完全吸収が行

われ，一部は面上で拡散反射率αにより1αなる拡散反射を行う．此の時の受光部の読みをBとすれば、

　　B＝1α……・…・・ω

　次に同試料を同一条件りま玉黒の標準体を白色板に換える．其の時光の一部は前と同様正反射となり，一部は

1αなる拡散光を生じ，一部は投射光1が透明度Tなる試料を通過し，標準白板の表面に達し，そこでITなる

光に対し1βなる拡散反射率による拡散反射が行われ，再び透明度Tなる試料を通ってIT2βなる光が受光部に

達する．従って受光部の読みをWとすれば

　　W＝1α十IT2β…‘…一12）・

＊c五〇pacity（不透明度）％＝100－Degree　of　Translucence（透明度）％’



196 衛生試鹸所報告 第74号　（昭和31年）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0％

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・ゑ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　‘
　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　・　　　　　　　　　　　8　　　　’，．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　；

　　　　　　　　　　　　　　　　　9・・　　　　‘．　　　；

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　450　　1

．「｡． A1織目　．、勿鰍，！筋．
亀

　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．1　　principle　of　translucence　（1）

　　　　　　　　　　　　　　　1α．IT’β

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1α

’　　　　　　　．．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　45◎

ゴ．∴デ，．　　職　壷．三三
　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．2　　Principle　of　translucenc串（皿）

　　・‘乞）」（1）より．

　　「W－B＝IT2β

　今1＝Const，・β＝Co黛st，故　　1β＝Const，＝Kと置くと透明度を100％にて表せば，　K＝100％　　　「・

、町r－K騨・』…￥一￥　　　’、
トT一搨U一門ゾ戸．T（％）一（壱ゾW酉）・乳・・T（箔）…ゾW7・、

　従って透明度丁は標準白板上の試料の拡散反射光の強度（W）と黒体上ゐ試料の拡散反射光の強度（B）の差の平

　方根より計算して求め得る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　　」　　　、

　　（1）実験材料
　　実験に使用した材料は国産G杜の牽科用珪酸セメントの13種で，番号及び色は次表の通りである・．

　・　　　　　　　　．．Table　l　Sanple　Number㎝d　its　Colo蟹

450
齪

T SP3ci

Sample　No．

　　　　1
、．　，　3

　　　　＄

　　』・　4

　　　　5

　　　　6

　　　　7

Colour

White

Layte

’tight　yellow

・Yellow

Dark　yellow

Yellowish工ight　Grey

Light　Grey

1 Sample　No． 1 Colour

卜

　8

　9

1q

．11

12

13

14

Grey

Bluish　Light　Grey

Gree且ishρr侍y

Dark　Grey

Yellowish　Dark　Grey

Greyish　BrOw旦・

Pink
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（2）器　　　具

本測定に使用した透明度試験器の構造はFig．3に示すものである．脚本試験器た使用せる光源及光電管は夫々

タングステン電球，Ag－Cs光電管でその感度はFig。4に示す．

工町ut

100VA．C．’

　　　　Fig．3　　Ch℃iuts　for　Apparatus

1：Lamp　（Light　SQurce，

A：Lens
S1＝Spedmen
S2：Standard　Plateでwhite　or　blac幻

P：Photo　tube（Ag曙Cs）

M：Meter
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　　　　　　　一●w‘の鱒即
　　　　　　　】i薗　　』凶，σ8》
　　　　　　　墨b　　．《8覇（勘面切

●go　　　　goo　　　　「㎝　　　1量OD

Fig．4　　Lamp＆Ag－Cs　phgto　tube／s　wave－length－1ntensity　Curve

　　　　　一　：Lamp
　　　　　・・「…　：　Pboto　Ce11（Ag－Cs）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

『（3）　試験片の作製
　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し

米国歯科医師会規格（Americall　Dental　Association　Specification　No．9）珪酸セメントFに定める所より標

about　ln駈「nφ

20㎏

Weigh色

騨ぜ

wire　rinぼ 40mm

GIasヨ

n晦

　　　　　Fig．5　ApParatu＄for　make　to

　　　　　translucence　specimen

申より取り出し，透明度試験器によって透明度を測定した．

準稠度になる如く粉末及び液を採り，練和したセメン

ト泥を練和終了後直ちに右図の如く平面硝子板の上

に，径0．99mmの不錘鋼線で作った直径約40mmの

円環を置き，その中に入れ上より硝子板で蓋をし，更

に20kgの重錘をのせた1練和開始3分後に重三を除

ぎ，直ちに甲。100％相対湿度中に・入れ57分間保持

した後37。の水中に移し，練和開始24時間経過後水
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　（4）　透明度測定：方法

　標準体を黒及び白色板（MgO）に切換え，．夫々メータの指針を．0及び．100％に調整する．’標準体の下部へ試料

を挿入し，標準体を黒に切換える．その時のメータの読みを．Bとする．次に標準体を白色板に切換え，．．その時の』

読みをWとする．W及びBより計算を行い透明度T％を求める。此の測定を5回繰返しその平均値を以って

透明度とした．

　試験片の厚さが1mmより誤差があるとすれば，透明度も増加又は減少する事は当然で1m皿前後1士0．025mm

の範囲では，渾明度は厚さに逆比例すると考えても差支之ない．厚さをdmmとすれば補正せ筍透明度丁（％）は

実験的にT（％）二T！＋20（d－1・0）で与えられる．（Tノ：厚さdmmの時の透明度）

　実験方法及び結果．

　IAm6rican　Dentai　Association＄加ciflcation　N（九9所定の標準Opal　Glass　2枚の透明度を測定した結果

　　　　　　　　　　　　　　　　　　レ．
は次の通りである．

　　　　　　　　　Table　2　The　degree　of　t貰mslucehce　of　the　Stalldard　Opal　Glass

1 W i ．B 》商IDe脚f霊瑠cence
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
S黙詰論’ass　7・2　3・・2．’　》珊　　　・・28

S脚織，躍。曾1ass　7…　　3・・　》孤じ　　砿・・

　　　　　　　　皿Table　1に示す歯科用珪酸セメントのNo．1からNo．14（NQ．8なし）13種を標準稠度で練和した試験

片（厚さ1㎜直径30皿m）にっき透膿測定を行った襯肱の渤である．

　　　　　　　　　　Table　3　　The　degree　of　translucence　of　the　Silicate　Cement

Samり1e

No．

　1

　2

　3

　4

　5

　6

　7

　9
　1Q．

　『11

’． P2

　13

　14

Shade

White

Layte

Hght　yellow

yellow

Dark　yeUow

Yellowish　Hght
　　　　　　Grey
■ight　Grey

Bluish　Grey

Greenish　Grey

．Dark　Grey

Yellgw弊ゆδ蓋。y

lGreyish　Brgwn．

Pink

1iquid：Powder W

（CC）　（9）

0。4：1．43

0．4：1．43

0．4：1．3

0．4：1．43

0・、43．1・43

0．4　：　1．43

0．4：1．43

0。4＝1．43

．．0．4　こ　1．43

．0．4．：1．43

、0．4「＝1．43

．0．4：．1．43

0．94　：　1．43

B

77．5

76．0

73．7

79．0

77．8

68．0

56．0

55．0

55．0

34．0

30。5

29．0

76，0

36．3

37．5

35。0

36，0

36．2

36．0

．28．0

27．8

29．0

．v！w＝B’

し

γ一412へ

γ『3瞭「

γ！恵瞬7

》一一孤『

γ竃i二7『

》『32『

γ一～2悪『

》至7万

．γ『函6一

1goし一1「

18．5

17．8

36．0

v／… P2『

・ゾ「五72

、γ’コσ『

Tノ

（％）

64．2

62．0

62．2

65．6

64．6

56．6

52．9

52．1

51．0

38．7

34．7

thickness

（mm）

33．51

63．2

1．00

1．195

1。05

1．01

1．025

1．045

1．02

1．00

1．02

0．995

1．025

1．01

1己02

’degτee　of　trans一

　　、1ucence

T＝Tノ十20（d－1。0）

’64．2

65．9

63．2

65．8

65．1

57．5

53．3

52．1．

51．4

38．6

35．2

33．7

63．4

㌧

上の蘇・rよ溺Nα．ユ．か騨◎r琿！ま騨Opa1　Gla勅透嘩嘩糊入為力＼Nα6からM4迄

晦膿融いた痢削回甲に入らなし・・ン　　　　　　　　　1
　皿’米国歯科医飾弓規格F－1項目に準じて明色6種Nα1からNq　6迄の，粉末を各1．59宛広口瓶中に採

．り，2時聞振温器にかけ充分混合し，液は各々0．5cc宛試薬瓶に採り麗回した、・　　　　　　　　‘’

ピ
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　No．1からNo．6迄の混合液及び粉末を下記の如き液：粉末を採り練和し，透明度測定用（厚さ1mm直径30

mm）に作製し測定を行った．

　　　　T臼ble　4　The　degree　of　translucence　of　the．　Silicate　Cement　Mixture（No．1－No．6）

Sample

The　Lightest　Shade　N（死

1to　No．6Mixture
　　　　　　　　　、
　　　　　〃

〃

1iquid；Powder

（CC）（9）

0．4：1．43

0。4：1．40

0．4：1．35

W

76．0

77．0

B γw＝B

77．0・

1

鉱2し・可｛ダ

34．5

34

㍗！て2＝5『

V！一?一

T！

64．7

65．2

65，6

thic㎞ess

（mm）
1．025

1．005

1．005

　Degree　of
　T震mslucence
T＝T，十20（d司LO）

（％）

65．2

65。3

65．7

　上の結果によればAmerican　Dental　Ass㏄1ationの規格に準じて行った珪酸セメントのOpacityは2枚目標

準OP創Glass間にあり，明かに適合している事が判る．

　W　珪酸セメントの厚みの変化による透明度の変化を観察するため，No．2（明色）No・9（中間色）耳（L　11（暗

色）の各試料につき0．81．01．2mlnと厚みを変化させ，各透明度の測定結果は次図に示す．

i
翼

羅

’う、

，蔭

ξ

§

§

餐“2

Nq　9

Nα11

　　　　　　　　　　　　　　　一ゆT】匹iokoos留（m口）

Fig，6　Relation　between　thickness　and　degree　of　t㎝slucence　of　Silicate　Cement

上の結黙よれば1㎜前後の試験片の透嚇よほぼ脚こ凱例する．ことが判った．

総 括

　米国歯科医師協会規格第9号による歯科用珪酸セメント中のOpacityの測定方法の規格は，定性的で肉眼観的

弓によるため個人差を生ずると考えられる．その為著者等は定量的に透明度を測定し得ることを見出した．．即ち

投射光を物体に対し45。で入射し，90。の反射の強さを光電管で測定する．白色板（蒸着せるMgO）の反射の強

さを100％黒体の反射の強さを0％とする．

　W二試料を白色板に重ねた時の拡散反射の強さ．B二試料を黒色板に重ねた時の拡散反射の強さ，とし透明度

T（％）＝10一ゾW－B（％）で表わし得る．

　この測定により　（1）米国歯科医師会規格所定の標準OPal　Glassの透明度は夫々69．28％，64．81％である．

　（2）珪酸セメントは試料が1．25から0・75mmの範囲内に於て厚さと透明度との関係が次式の如く成立する。

　　T＝T！十2Q（d－1。O）

　　T：厚さ1mmの試験片の透明度T’；厚さdの試験片の透明度d；試験片の厚さ（mln）

　（3）国産珪酸セメントの透明度は第3表の通りである．

　（4）国産珪酸セメントの米国歯科医師会の規格（No．1からNα6の混合）試料の透明度は65・2％から65・7％

で規格に適合している．

　本研究に対して御援助を賜った而至化学工業株式会社研究部長手塚長次郎氏に対して感謝する．
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　　　6）日．本歯科材料協会輝格N・・15・．、　　　　．　　、　　．一

　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary．　「　　　　．F

　　　The　method　of　Opacity　Test　in　the　American　Dental　Association　Specification　No．9Deれtal　Silicate

6・m・nt　i・qualit・tive　meth・d，鋤d・a・sed　indu・id臓1・πer．．・wing　t・・bse凹ti・n．With　th・n・k・d・y・・

　　　Then，　we，investigated　the　quantitative　method，　that．　measured　to　the．degree　of　translucence．

　　　1・・id・豆t－ray　p・glect　t・・p㏄im・n頭ace・㎝加gl・・f　incld・nce　at　45r㎝d．皿eas肛e　tg．．iゆcity　of

scattering．1ight，　all　angle　of　reflection　at　90。　with　the　photo　tube．

　　　We　det町mined　on　the　intencity　of　reflect－ligllt　from　white　plate（マaporized　MgO）is　100％and

　from　blackわody　is　O26．　・

　　　The　degree　of　TranceluCence」．．　T』（％）shows　as　follows．9．．　　　　　　　－

　　　　T（％）＝10ゾW＿B（％）　　　　　　．　　　．　　、．　・．

　　　　　W：The　intencity　of　scatteri血g－lighちpiied　specimen　on　the　White　plate．

　　　　　B：　．　　．〃　　　　　　　　〃　　　　　ノ　　〃　　’　　　Black　body．

　　　As　the　results，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　ω　The　degrees　of　translucence　of　standard　opal　glass　in　the　American．Dental　AssociationΨere

　69．28and　64．81％．

　　　（2）Ralation　between　thic㎞ess　and　degree　of　translucence　of　silicate　ce甲ent　specimen　were　indi一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

cated　by　next　formula　in　the　range　from　1，25　to　O．75mm．．　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　　　T＝：T！十20（d一工・0）

　　　　　T：．Degree　of　translucence　of　specimen（thickness：1、叩m）　　　　　・

　　　　　T！：　　　　〃　　’．．『．．　　〃　　　　．（thickness；dlnm）

　　　　　d：Thickness　of　sp㏄imen（mm）

　　　（自）Th・d・gree・f　t㎜・slucence・f　th6　d6漁1・ili・ate　cem・nt，　in　this　c・unt・y・h・w・in　T曲1・3・

　　　㈲Th・d・郎ees．・f　t勲・luご・nce・f　th・D・nt・．1・ili・皿te　c㎝・nt・pecim・n，　in　thi・c・・nt・y（Th・light・

est　6hade　No．1．to　No．6．mikture）were　65．2to　65．7％，　and．　passed　American　Dental　Ass㏄iation　Spec．

　ification●．．　　．　　　　　　　．　　　　　　　　　　．　．　　　．．　　　　　　　　　　．　　‘　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　．　　Received　February　29，．1956

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　い　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し

　　『．．　．　　9．．　　1．．　　』　．’己．　　1　．．．．「．．．．．．．．．．一　　．．　1’　㌧

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　℃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P　　　　／　．　．噛　　．　　．．．．・．・．．・．．．．．．r　l．・：・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌧

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　・　．唱　　．’　・・　．層，、　．　．’　・　．．．．・　　　　　　　　．『　　　．　1　　　　　　　・

　　　　　『　’　．．．．．．’．．．・．、，．．．．．　．㌦　‘．．－　　．．F．　　．己．’一　．＼『
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　　　　　く原水爆実験による放射能汚染の研究（第2報）＊

緑茶の：放射能汚染につい℃

長．沢佳熊，　川城　　巖，　鹿島

1　　　　西崎笹夫，松島

■

哲，　河　村　正　一

崇

Studies　oll　Radio－Contamination　of　Foodstuffs　Effected

　　　　　　by　A－or　H－Bomb　Explosion．II．

　　　　　Radi（》一Contamination　on　Gree且Tea＊＊

Kakuma　NAGAsAwA，　Iwao　KAwAsHIRo，　Tetsu　KAsHIMA，　Shoichi　KAwAMuRA，

　　　　　　　　　Sasao　NlsHlzAKI　and　Takashi　MATsusHIMA

　昭和29年5月15日夜半から16日にわたっての降雨には各地でその11につき数万。．P．m．（1分間のカウン

ト数）の放射能が検出された．谷田沢L）は6月，茶109中に最高126c．P．n1．を認め，塩川2）は静岡県産の茶106

種を検査し・放射能のやや著しいもの7種（最高250c・P・m・／茶109）を認めた．　　　　‘・．

　著者等は茶18種（内4極は塩川教授よρ譲り受けたもの）（検体5－22）について試験し，人工敢射能で汚染さ

れた疑のある35c・P．π1．以上のもの8種（検体5，6，7，8，1ユ，19，20，21）を認めた．通例茶109から灰分約0・59が

得られ，その内のK40の天然放射能は約30c．P．m，（計器の効率約10％）である（実験1及び第1表参照）．

　我々の1日の茶摂取量は約7－109であろう．その水浸出試験によると，第1回煎じ申には第2回煎じの約5倍

の放射能が移行し，茶湯中に移行する放射能は大約1／3となる（実験2）（ただし，実験中の放射能滅衰を考慮に入

れていない．塩川F）によると約1／2が茶湯中に移るという）．

　次に検体19の灰分をAmberlite　IR－120を用いて分析した結果は・稀土類及びカリウム部分に最も多くの放射

．能を認めた（実験3）．この事実は，この実験以前に塩川3）により報告された成績と一致し，同氏はその報告申で

茶中の人工放射能の元素組成は雨水中のものと似ているといい，5月17日以降に製茶したものから人工放射能を

認めていること，二番茶にはあまり認められないことを述べている．著者等の場合でも二番茶（検体12），玉露（検

体14，15）に人工放射能はほとんど認められない．
　　　　　　　　　　　　　　　ミ
　以上の事実は，5月申旬に降った，かなりの人工放射能を含んだ雨が，茶の葉，茎などの表面に韓燥附着聖たも

のと推定し得る．後に蚕糸試験所4）から報告された5月26日に採取した桑葉の場合も，放射能は一般に上部の葉

に多≦，下部の葉に少く，葉柄基部の凹型を始め，その他田所と思われる主葉脈に澱つた部分にラジオオートグ

ラフによる放射能の存在を認めることは，放射能汚染が，吸収された放射能によるものでなく，表面に附着した

放射能によるものであると考えられる．

　茶は一番茶のつみ入れが5月申旬で，，その頃人工放射能をかなり含んだ降雨があらたため1他のものに比較し

てその汚染が目立つたものと考えられる．

　　　　　’　　　　　．　・　実』験の部

　実験1茶22種につき．，旧約109をとり水分及び灰分を測定し，それらの各0．59についての。．P．m．を測定

した成緯を第1表に示す・放射能の測定は・科学研究所製GM管・32準型・アイカ、3・16mg／㎝2を用い・マイ

カと検爆との距離1㎝で科学研究所から貸与された標準品No．4910，　RaD＋E，崩壊装1166．2／秒を用い，効率
蜘定Uたとき，1α40±α・2％であった．

曇　第1報は本誌73，187－190（昭和30）　　　　　　　’
＊＊　See　English　translation　in　the　fohowing　publication；

　　Kakuma　NAGASAWA　and　others：“Influence　of　the　Experiments　of　Hydrogen　Bomb　at　Bikini
　　Ato11，1954　upon　the　VegetablesドRice，　Tea　and　Milk　in　Japan”in“Research　on　the　Effects　and

　　Influences　of　the　Experimental　Hydrogen　and　Atomic　Bomb　Explosions”，　Vo1J，　published　by

　　Japan　Scienti蓋。　and　Technical　Administ餓tion　Council，1956．
ノ
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第1表茶の放射能

検　体

番　号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

・21

22

品 名

昭和10年製　パンハイヤード＊

昭和10年製　煎茶＊

昭和27年製　煎茶＊’．

昭和28年製　煎茶＊

昭和29年4月24目製　煎茶

昭和29年製　東京市販品‘

昭和29年製　東京市販品

昭和29年製　煎茶，特上粉．

昭和29年製　川柳

昭和29年製　番茶

・昭和29年製　一番茶

昭和29年製　二番茶

昭和29年製　天然玉露

昭和29年製　玉露

昭和29年製　玉露特上

・昭和29年製　駿河路

昭和29年製　一番茶

昭和29年製　八千代

昭和29年製　玉緑茶＊＊

昭和29年製　宝緑茶一番茶＊＊

昭和29年強　玉緑茶一番茶＊＊

昭和29年製　煎茶＊＊

収　去
月・日

6。18

〃

〃

〃

〃

7．20

〃

〃

〃

〃

〃

　〃、

〃

　〃

〃

　〃

　〃

　〃

5．19

a19

5．27

5．15．

産　地
水分馳鵬
　％　　いての
　　　c．P。　m．

　静　岡

　　〃

　　〃

　　〃

　　〃

　狭　山

　不　明

静岡，川根

静岡，川根

静岡，川根

静岡，庵原

静岡，川根
静岡，東川
根
静岡，本山
藁科
本山安住貝

　静　岡

　　〃

　　ク
静岡，愛鷹
村
静岡，愛鷹
村
静岡，吉原
市
静岡，向笠
村

10．8

12．2

6．0

5．7

4．32

7．58

2．5

8．08

－7．99

7．79

6．83

7．08

8．26

8．18

8．05

10．61

4．35

5．20

9．01

ユ0．20

8．89

9．65

1．3

1．3

1．1

115

1．8

2．5

1．7

16．1

3．8

3．0

1．9

3．2

2．0

1．9

2．5

2．1

2．3

1．9

2．1

1．2

1．3

1．5

灰 分

％臣癬苗

5．3

5．29

5．10

5．11

5．18

5．21・

5．25

5．18

5．30

5．17

5．01

5．01

5．16

5．29

5．25

5．19

5．34

5．95

29．5

31．3

30．0

31．7

41．1

78．7

145．1

62．2・

22．7

28．2

36．0

26．4

28．0

27，5

29．8

27．0

28．2

30．5

68．4，

63．9

53．6

22．3

測定日

8．19

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

　〃

　〃　　－

8．6、．・

8．7

8．8

8．11

　”　　　　〆

　〃

　〃

　＊　対照検体，国立野業試験所から寄贈されたもの　　’＊＊　塩川教授より寄贈されたもの

実験2・検体7・59をキュウスにとり，熱湯180ccを注ぎ2分間放置後，その100　ccをとり，水浴上で蒸発乾固

し，’スパー『 eルで試料皿内にかきとり，’GM管で計測しこれを1。8倍して一番煎じのカウントとした．検体の水

をできるだけ流し去り更に熱湯180ccを注ぎ，前と同様に100　ccを蒸発乾固して計測し，1・8倍して二番煎じの

カウントとした（第2表）．

　　第2表茶湯中への放射能の移行　　　　　．　．

検　体

番　号

2

5

8

品 三
一　…番　煎　じ

畷熱1・旨し鯉

昭和10年製煎茶

昭和29年4月24日製煎茶

昭和29年　東京市販品1

672π19

720　〃

687　〃

4．2

5．5

9．8

7．6

9．9

17．6

二　番　煎　じ

毒灘脇ド叫麟詮

312mg

354　〃

362　〃

1。0

2．0

1．8

3．6
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　実験3検体19の玉緑茶の灰分（68・4c・P・m・／500　mg）19（130　c・P・m・）をとり・Am坤rlite　IR420を用い

て陽イオンの分離を試み（第3表），その結果F篇3（希土類都島）に最も多量の放射能を認めた．

　第3表　　茶の放射能化学分析

　　玉緑茶　（静岡県愛鷹村5月19日製造）の灰分1000mg（130c．P．m．，6Sc．P．m．／500mg……昭和29年

　　　　1熟熟1．溶か。，水，㏄轍，、鱒過　　　　＼
　　　　1　1
演液
Amberlite　IR420の層＊を通し，
更にN／5塩酸300ccを通す．

　1
石容物
　0（真P．m．／41　mg

　　（29．9．21）

A憩berlite層
　　　0．5％蔭酸320ccを通す．

　1
流出液（Fr．1）
乾燥後Oc．P．m．／100mg
　（29．9．25）

Amberlite層
　　　5％クエン酸アンモニウム液（pH　4）
　　　340ccを通す．

　1
流出液（Fr．2）
　乾燥後0．7c．μm／250　mg
　（29．9．25）

Amberlite層
　1　5％クエン酸アンモニウム液（pH　6）
　　　350㏄窒通す．

　1
流出液（Fr．3）
乾燥，灰化後65c・P．　m・／5QOmg
　　（29．9．27）

Amberlite層
　1　10％塩酸200ccを流す・

　1　　　　’
流出液（F鵡4）
　乾燥灰化後Oc．P．m．／80mg
　（29r9．27）　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　A干be「’ite層　　　　　　　流面面ξ！画、。mg
　　　灰分（FL　6）2c．　p．　m．／9　mg　　　　　　　　　　　　　　　（29．10．5）
　　　　　　（29．10．8）

＊50－80メッシュ，径1㎝，高さ33cm

　むすび　人工放射能を含む雨にぬれたと思われる茶14種について試験した結果，その内4種には天然放射能以

上に大きい放射能を明かに認めた．別に塩川教授が人工放射能を認めたとして寄贈された検体3種も同様の結果

を示した．

　諸種の汚染現象？実験からこの放射能汚染は下中に吸収されたものではなく，表面に附着しているものと結論

した．

　終りに，貴重な研究成績を早くから通告されてこの研究に助力された静岡大学塩川教授並びに検体の一部を提
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
供された静岡県榛原郡金谷町国立茶業試験所に謝意塗表する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献

　1）谷田沢道彦：放射能をもつ雨による農作物の汚染にかんする調査（1〕（1954．6）（プリント）

　2）塩川孝信外4名：種々の放射性汚染物の調査（第1報）（1954．7・6）（プリント）

　3）　塩川孝信：私信

　4）蚕糸研究所放射能調査研究班＝放射能による桑葉及桑園土壌の汚染（1954．9）（プリント）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

M・・e甲di・ti・n　th㎜th・・e　f・鵬t㎜140K　w・・f…di・4・f　16　samples・f　green　tea甑anoth・・

3samples　sent　from　Prof．　Shiokawa　who　had　found　artificia1τadiation　in　them．

　The　authors　suggested　the　contamination　of　these　samples　was　limited　lust　only　to　the　surface，　on

which　the臓dio．contaminated　rain　hadl　dried　up　and　not　due　to　the　absorption　of　tea　plallts．　（see　the

foot　note＊＊on　page　201）　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　曳
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原水爆実験による放射能汚染の研究（第3報）＊

牛乳及びその製品の：放射能について．

　　　　ま長　沢　佳　熊，

松　島

川　城

崇，

厳， 榎本正義，

河．村　正　一

　　　　　　　，Studies　oll　Radio－Conta】ηination　of　Foodstuffs　Effected

　　　　　　　　　　　　　　by　A－or且一Bomb．Explosion．　III．

　　　　　　　　　　　　Radiation　of　Milk　and　its　Preparations＊＊

　　　　　　、、Kakuma　NAGAsAwA，　Iwao　KAwAsHIRo，　Masayoshi　ENoMoTo，　　　　・．

　　　　　　　　　　Takashi　MATsusHIMA　and　Shoichi　K：AwAMuRA’

　Bikini環礁の水爆実験によ1り昭和29年5月16日以来雨水中に人工放射能が検出され，その後数日間は一部の

野菜も放射能によって汚染されていることが分つた．・そこで野菜と同じ状態にある汚染された雑草を食用とする

牛の乳もあるいは汚染されてはいないかとの疑を生じ，谷田沢D，農業技術研究所畜産化学部の研究者の」部2）

が牛乳にも放射能汚染を認めたとの新聞記事及び報告があらわれた．

　検体　5月28日以来各所から採取した牛乳32種（検体1～32），全脱脂粉乳1種（検体34），EvaPorated　milk

（エ．パミルク）1種（検体33）及び対照として昭和26年に製造されたEvaporated卑ilk（検体37及び38），昭和15年

以前に製造された全脱脂粉乳1種（検体39）を試験した．この内には前述の農業抜術研究所で問題となった検体

（検体14）を譲り受けて試験した結果も含まれている（表参照）．

・又西脇3》は昭和30年森永粉ミルク申毒事件として世を騒がぜたドライミルクのロジトMFから放射能を検出

したと云っているので，当所食品部で試験の結果砒素の多かったロットMFのドライミルク（検体35）及び対．

照として砒素を含まない製品（検体36）につ㍉・ても試験した．

　測定方法　検体の牛乳，モパミルク又は全脱脂粉乳はいずれも蒸発した後，あるいは直接に灰化し，『灰分0・59

を用い検体嬉た・．測定器は科学磯所製G囎3雛型・検体との距離1rm‘ ﾅ効率は約1P％麟露髄差
引いた。．P・m．¢分聞のカワント数）を検体ρ卑クントとした．なお参考のた導牛乳1cc‘をとりその．．まま

又はその乾燥物あるいはエバミルク及び全脱脂粉乳の乾輝物それぞれ0・59を蓄妾≧レ・その。・P・mを計些した

（表参照）

　　　　　　　　　　　　　　　牛乳の放射能（測定の効率約10％）・∴　∵　．’．．．’ll．ll

試 料

1・・与月28目附　保証牛乳

2・・6月12目附保証牛乳　　、

翫6月巧日附森永牛乳
4・．6月16日附　保証牛乳

’5．　6月23日附　　〃

61．6月25日附・　〃

7．　6月29日附．　〃

8．・7月8日附　　「〃

9．　7月13日附　　〃

10．．7’月15日附　　〃

1．雌朋．1糟謡3cc灘堅ρ1‘9樫艦19）

　　　5．31

6．12～6．15

6．15～6．17

　　　6．19

6．23－6．25

　　16．25

　　　7．01

　　　7．15

　　　7．17

　　マ．17

0

．1

0

0’

0

1．5　．

2

2

2

2

2．5’・

2

1

2ト

　　　　22

　　　　21「

　　　』21

　　　　23

　　6　20
ピ1

　　　層19

　　　　22

　　　1『21

　　　　22

i　　　．21

　　　　　　　　　　　　　忙　．　・　　　．　　　　　　　「「・　．　　　　』11　　、　．．．　　．．　’．㌧　｝
＊第2報は本誌本号201頁　　　　　．．　　　　　．　・．．　　　．、．、　．．．　　　．　　．．一、
＊＊See　English　t】麗mslation　ih　the　following　publi（iatioh　l　Kakuma　Nagasawa　2血d　others：，’1h11血enとe

of　the　Experiments　of　Hydrogen　Bomb　at　Bikini　Ato11，1954　upo孕the　Vegetables，　Rice，　Tea　and．

Milk　in　Japan”ln”Research　on　the　Effects、and　Influences　of　lthe　Experimental　Hydrog3n　and

　Atomic　Bomb　Exp！osions，，，　Vo1．1，　published　bアJapan　Scientific　and　Technical　Admin－istration

，Coullcil，　1956．
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試 料
i測定月司そ三三。「乾製：59）1灰2，！監19）

　　11．

　　12．

　　13．

　　14．

　　15．

　　16．

　　17．

　　18．

　　19．

　　20。

　　21．

　　22．

　　23．

　　24．

　　25．

　　26．

．　　27．

　　28．

　　29．

　　30．

　　31．

　　32．、

　　33．

　　34．

　　35．

　　36．

　　37．

　　38．、

　　39．

7月24日附千葉農技研採乳

　　〃　　　千葉牛乳

　　〃　　，新高牛乳

千葉農抜研で得た灰分

7月26日

　〃

　〃

　〃　・

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

7月21日

明治エバミルク

明治全脱脂粉乳

明治ドライミルクMF印

　　　〃　　　．MC印＊

明治エバミルク　昭和18年2月製＊

　　　〃　　　　昭和26年12月25日製＊

明治全脱脂粉乳　昭和15年以前製＊

千葉八街採乳

埼玉馬指

群馬高崎

埼王比企

神奈川高座．

埼玉本庄

群馬伊i勢崎

埼玉秩父

東京板橋

埼玉大里

神奈川津久井

東京杉並

東京北多摩

東京世田ケ谷

東京練馬

北海道石狩町．

　〃・広島村

　〃　月寒

　　29．5．15製

　　29．6．19製

昭和29．7．26

　　　　〃

　　　　〃

〃L

　　　7．28

　　　　〃

　　　　〃

　　．7．29

　　　　〃

　　　7．30

　　　7．30

　　　7．31

　　　　〃

　　　7．29

　　　7．30

　　　7．31

　　　8．02

　　　　〃

　　　　〃

　　　8．04・

　　　8．04

　　　8．04

　　　7．15

・　　　7．15

昭和30．9．01

　　30．9．01

昭和29．7．15

　　　7、17

　　　7．15

．0

1

・0

1

0』

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1．5

2

3

　2

・2

　1

　1．5

　2

　1．5

　2

　2

　2

　1

　2

　2

　2

　2

　2

　1．5

　2

　2

　工5

　2

2．0（1g）

　2

　1，5

　1

18

23

22

20

21

21

18

19

21

21

21

20

22

20

20「

21

19

21

20

21

18

16

20

22

23

20

20

22

　牛乳中の放射能　一般に牛乳は灰分約0・7％，灰分中あK：含量は16．5－20％，・従って灰分0．59はKO・08－0・19・

KC1として0，15～0．199を含み，そのカウント数は約20～30　c．　P．　m．（検体層の厚みのためめ吸収によるカウン

ト数の減少と，その層がGM管のマイカに近ずくために生ずるカウント数の増加のために生ずる計測差を考慮

しない）に相当し，これを人工放射能を含まないと考えられる検体37，検体38及び検体39のそれぞれの放射能

20c．P．m・，23　c，P．m・，22　c・P・m・と対照し，それらの放射能量を灰分ρ・59中の40Kによる天然放射能と考．

えると，いずれの検体も，特に人工放射能が含まれると思われるほどに大きい。．P．m．を示したものはない。

　更に入工放射能を精密に定量するには・著者等りが米の放射能汚染を測定した報告に準じ・・各回体中の卑リウ

ム量を定量した後，それに相当する天然放射能をその報告で記述した方法で求め，換体の放射能から差引くのが

よい．

　むすび　人工放射能で汚染された雑草を食用としたと思われる牛の乳32種及びその製品2種及びドライミルク

2穂を試験したが，人工放射能を明かに証明し得たものはなく，これを認めたと㍉・う若干の研究者の報告はいず

れも牛乳中のカリウムによる天然放射能を人工放射能と取り違えたものである．

＊対照検体



’

長沢，川城，榎本，松島，河村：原水爆実験による放射能汚染の研究（第3報） 207

1）

2）

3）

4）

文 献

谷田沢道彦：放射能をもつ雨による農作物の汚染に関する調査｛1〕1（1954。6）（プリント）

読売新聞　昭和29年7月23日　　　　　‘　　　　℃

朝日新聞　昭和30年8月28日

長沢佳熊外；本誌　73，187（昭和30）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　No　art五ficial　radiation　was　found　in　any　of　32　samples　of　milk　of　cows　fed　on　the　weeds　which

were　supposed　to　have　been　contaminated　with　fission　products　in　theτain．　’

The　findings　of　some　researcheおwho　reported　to　have　found　the　artificial　radiation　in　the　milk　in

Japan　apPear　to　be　mistaken　with　natu旧140K　radiatioll　for　artificial　one．

　（See　the　foot　note　on　page　205）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

ぐ

r

’

〆
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原水爆実験による放射能汚染の研究　（第4報）＊

飲料水，野洲及び果実類の放射能汚染

長　沢　佳　熊，

鹿　島

川　城

哲，

巖，

松．島

Studies　on　Radio－Contamination　of

by　A－or　H－Bomb　Explosions．

榎本正　義

崇

Foodstuffs　　Eff㏄ted

　IV．　　　　・

Radio£ontamination　of　Drinking　Water，　Vegetables．　and　Fuits

in　Japan　Caused　by　H－Bomb　Ekplosions　at　Bikini　Ato11，1954＊＊

　　　　　　　　Kakuma　NAGAsAwA，　Iwao　KAwAsHIRo，．　Masayoshi　ENoMoTo，・

　　　　　　　　　　　　　Tetsu　KAsHIMA　and　Takashi　MATsusHIMA

　昭和29年5月16旧夜半から本邦各地に降った雨は図工放射能をかなり含み，京都大学四手井研究室では雨水

11につぎ861000（1分間のカウント数）を報告し，各地で20，000－30，000c．P．m．の降雨を認めた．このため東

京や大阪附近の野菜にも明かに100c・P．　m・以上（GM管の効率約10％）のものが現われた．その検査成績を実験

1，第1表に示す．忌中に記載してあるように，この汚染は雨にかかって乾かない内によく洗えば除去されるこ

とが分つた．　一　　　　　　　　　．　　　　　．　　・，

　これらの調査結果によると，それらの表面に附いている放射能はGM管でよく．感ずることが分つた．然しもし

内部に吸収されているとすれば，その放射性元素の種類にもよるが，GM管では感じない場合があることも当然

想像される．なお以上のような検査法では野菜中に存在する40Kの天然放射能は感じない．

　次に野菜を灰化し，灰分の放射能を測定した（実験2，第2表）．この検体の採取は，かなりの放射能雨が降って．

から3ヵ月半経過した8月末から9月始めであった．この成績によると，乾燥物に放射能をほとんど認められな

いことから考えて，灰分の放射能はほとんど40Kに起因するものと考えてよかろう．ネギの地下に埋っている白

い部分と，地上に露出している青い葉の部分を計測したが，いずれも放射能があるとは思えない（実験2，第3表）．

　更に5月下旬に採取したと思われるシイタケ　（ほしたもの）では，表面の方が裏面より強い放射能を示レてい

る（実験3，第4表）．

放射能を含む降雨のため，天水を飲料とする場所では，当然飲料水が放射能で汚染された．当所で試験した飲

料水の成績を実験4，1 謔T表に示す．その結果，大島元村翠び差木地村の飲料用天水（検体9）については，琳料

には不適当であると厚生省から指示された．これは米国，Natlonal　B血reau　of　Standardsの基準に照し合わせて

最大許容量以上である心配を生じたからである。、この野中には当所屋上の降雨5検体，東京の水道水1検体を含

むが，前者たはがなりの放射能を含み，後者にはほとんど含まれない．

　実　験　の　部

実験11昭和29年5月19目から5月3・日に入乳輝菜課実類をそのま蜘1・mの距離でGM計測獅，

測った・計測器は酵研究所製32進型・マイカa6m・／・m2・醗1ρmで効軸10％．（第2鯵照’））・測定時間

3分．’自然計数を差引いて。・P．m．（1分聞のカウント数）であらわす，

＊　．第3報は本誌本号205．頁　　‘．．　．＿
＊＊　§ee　English　translation　in　the　following　publication；K：aku口a　NAGASAWA　and　others：“lnfluence

　　bf　the　Experiments　of　Hydrogell　Bomb　at　Bikini　Ato1し：1954、upon　the　Vegetab1ρsダRice，　Tea

　　and　l　Milk　ill　Japan・・in‘‘Research　on　the　Effects　and　Influences　of　the　Experimental　Hydrogeh

　　ana．Atolnic　Bomb　Explosions，“Vo1．1，　published　by　Japan　Scientific　alld　Technical　Administr

　　I2tion　Counci1，　1956．
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第1表　野菜0放射能汚染．

品 名

ビ

イ

ノ、

コ

コ

サ

キ

ホ

サヤエ
．ホ　ウ

ミ

シ

ピ

コ

サ　　ヤ

イ．

シ　　ュ

カ　　リ

シ　　ャ

ネ

テ　　ツ

キ　　ャ．

キ　　ャ

　　　　　　ワ

　　チ　　　　ゴ

ク　　サ　　イ

マ　　　ツ　　ナ

　　カ　　　ブ

ラ　　ダ　　菜

ヤ　　ベ　　ツ

ウ　レン草
　　ソ　ド　ウ

　．レ石ン　草’

　　ツ　　　　バ

ユ　ン　キ　ク

　　　　　　ワ．

　　カ　　　ブ

　　ソ　ラ　豆

　　チ　　　　ゴ

　　ン　キ　　ク

　　フ　　ラ　　ワ

　　ク　シ　菜

　　　　　　ギ

　　ド　ウ　草

　　　ヘ　　　ツ

　　　ヘ　　　ツ

シャガイモ．ノの葉

サ　　ラ　　ダ　　葉

カ　　　　　　　　ブ

．ソテマメノめ葉
ネ　　　　　　　．ギ

キャベツ（外側の葉）．

　　　ノキャベヅ（外から二
枚目の葉）

キャベツ（外から午
睡目の葉）

玉．　　ネ　　　ギ＊

変　　　の　　　穂

産 地

長

静

粛

千
都ド

〃

〃

崎

岡

内

葉

吋

　　〃

　　〃
　　〃1．

　　〃

　　〃

鹿　児　島
都　　　　内

、千　　　　葉

．千葉市川
　　〃

都内小岩
　　〃

都’　　　内

応田ケ谷用賀

世田ケ谷絃巻

都
〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

〃

内

収去場所

新　，宿
　　〃

四

品

目

大

〃

〃

〃

．〃

〃

〃

〃

谷

川

黒

井、

自由ケ丘’

　　〃

上　　　野

　　グ

　　〃

　　〃

世田ケ谷用賀

野　　　生．

畠　か　ら

畠　か　ら

　　〃

　　〃

　　〃

　　〃

　　〃

　　〃

　　〃

〃

〃

〃

収去月日

29．5。19

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

29，5．23

　〃

　〃

　〃

，〃

　〃

29．5．30

　〃

　．〃

　〃　．

29．6．15

測定月日

29．5．19

　〃

　〃

　．〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

1〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　．〃

　〃

　．〃

　〃

　〃

　〃

　〃

29．5．24

　〃

　〃’

　〃

　〃

　〃

29．5．31

　〃

　〃

　〃

29．6．16

そのまま
（c．P．m・）

　．5

　0

　0

　0
11

　3

　0
12

　0
23

　0

　8

　0

　0

　0
　0．

’13

・14

12

．0

47

121

．19

．15

36．．

21

21．

　0

、12

10

8

0

0

水洗後
（c。P。　m・）

4

1

2

4

1

2

0

2

3

0

0

0

0

．0

0

．0

　甚　玉ねぎは皮2枚をむき去り・輪切りとしたもの・　　　　．　　、　　　　　　　2

　実験3野菜を105。で乾燥後水分を測定し・更に硝酸（比重1・4）を加え強熱し，硫酸1量ζ硝醗4：量の準合

物を加えて450－500。で灰化レた．乾燥物及び灰分の放射能を実験1と同条件で測定した（第2表）1但しマイカ

・灘・の距離1凱その・き噂率は約10％回る・　　　・　　．．．．・・、．

　　　　　　　　　　　　　　　第2表　野菜の乾燥物及び灰分の放射能

品 名

‘ム　　　ギ　．　茶

キャベツ（外側の葉）

キャベツ（内側の葉）

山　　　東　　　菜

縁台（％）嵌分（刎
11．86

94．55

93．36

85．53

2．31

0．44

0．51

0．61

測定月』臼

1954．　8。30

　　　8．31

　　　8．31

　　　9．3

　乾燥物
　（c．P．m。）

．1．2

0

1．0・

1．3．．

1灰（ゆ設

13．0

20．0

17．．0

23．3
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品 名，陸分（％）［灰分（％）D・碇月・引回m馴騙n諭
ニ　ン　ジ

ニ　ン　ジ

カ　　ブ

カ　　ブ

ンの葉
ンの根
の　葉
の　　根

85．53

81．32

95．35

98．16

2．97

1．27’

0．87・

0．49

9．3

9．4

9。6

9．7

1．6

1．5

1．0

1．0

17．0

14．0

21．3

22．0

　実験3特にネギ（葛飾産）の地下に埋っている白い部分と地上に欝出している青い葉の部分をとり，乾燥灰

化し実験2と同条件で放射能を測定した（効率10％），測定時間は3分とした（第3表）．

第3表ネ1ギの放射能（測定日1954．8．9）

白い部分

青い部分

採　取　量
　（9）

31．1

16．8

その放射能
（c。P。　m・）

　　　a）

0±4
　　　a）

0士4

乾　燥　物
　（9）

3．90

1．30

その放射能
（C．P．m．）

　　　　b）
5．0±4．O

　　　　b）
6．0士4．1，

灰
，（9）

分

0．687

0．167

その放射能
（c．P．m・）

　　　　c）
2．7＝」＝4．O

　　　　cT
O，4士4．1

　a）　自然計数20．0土2．8を差引いたもの

　1））「自然計数、20．3士2．7を差引いたもの　　　　　　　　　　　　　　　’

　c）　自然計数　21．6士2．7を差引いたもの

　＊　0．159の測定値

　実験4‘シイタケをそのまま・表面3こは裏面をGM．管に向けて広くひろげ・マイカとの距離を2ア5・10　cmζし

て放射能を測定した．次に灰化し灰分について距離3．5㎝で放射能を嘱望した（効率約3％）（第4表）．

、

第4表　シイタケの放射能

表

裏

！　灰

面

面

分

測定距離
　　（cm）

2
5
10

2
5
10

3．5

放　射　能
　（c。P・m・）

7．6

0．5

0。4

0．7

0
0

8．2

　実験5雨水，天水，ジ1・水などいずれもその1000cc（検体1は150cc）を蒸発した後，距離1cm（このときのG

M管の効率約10蛎）でGM管で放射能を測定した．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

第5表　降雨と飲料水の放射能汚染

検体
番号

1

2

3

4’

5

6

採取場所

三

下

冷

用

用

用

賀

三

賀

、賀

賀

賀

試 料

当所屋上の降雨

当所屋上の降雨

当所屋上の降雨

当所屋上の降雨

当所屋上の降雨

東京の水道水

採　取　日　時

5．21

（10時｝15時）

5．21（15時）・

　　一22（9時）

5．22
（91筆寺～12時）

5．22
（12時～17時）

5．22　（17時）

　　一23（9時）

5．20

c．P．m．／1

1，000

238

386

379

374

　3

備 考

150cc採取
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検査
番号

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18・

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

採取場所

大島（伊豆）

大島（伊豆）

大島（伊豆）

逗　　　子

室　　　三

二　森　県

青森　県
北　海　道

，青森県
北　海　道

北海道
北　海　道

北　海　道

秋　田　県

青森県
北海道
山　口　県

東　京　二

士　岡　背

黒　岡　県

東　京　都

神奈川県
静　岡　県

千　葉　県

試 料

元村の天水　1

出村の天水　2

差木地村の天水

申泉博士邸の天水

室蘭港航路標識事務所の天水

尻矢崎航路漂識事務所の井水　1

尻矢崎航路標識蛮野所の井野　2

襟裳岬航路標識審務所の天水

大聞崎航路携ミ識事務所の貯水槽

雄冬岬航路標識事務所の天水

宗谷岬航路隙識事務所の天水

稚内港航路標識事務所の出水

焼尻島航路標識事務所の天水

入道崎航路標識事務所の井水

陸奥弁天島航路標識事務所の貯水槽

石崎航路標識警務所の天水

見品航路標識事務所の天水

品川航路標識事務所の天水

石室崎航路隣郷辮務所の天水貯水槽

石室崎航路標識事務所の雑用水

神津島航路標識事務所の天水

観音崎航路標識事務所の天水

伊東港航路檎｛野壷務所の天水

太東崎航路標識事務所の天水

採　取　日’時

5．20汲取り

5．20　汲取り

5・20汲取り

　　5．25

　　6．9

　　6．20

　　6．20

　　6．22

　　6．27

　　7．6

　　7．9
，　　7．8

　　7．7
　　7．11

　　7．11

　　7．8

　　8．5

　　6．5

　　6，16

　　6。16

　　6．28

　　6．28

　　7．16

　　7．16

c．P．m。／1

60

　4

93’

115

　0．6

　5．2

　2．0

　2．0

　3．3

　2．0

　6、7

　8．0

　2．0

　1．4

　4．2

5，4

4．2

3。5

2，4

5、5

6，5

7．3

1．6

3．4

備 考

5．21　（10時

測定）

　むすび1954年目ikini環礁における米国の水爆実験のため，日本各地に人工放射能を含んだ降雨があり，その

’雨に濡れたために野菜，．＝果実なども汚染された．当所屋上で採取した雨水，飲料水，野菜，果実の放射能を検査

　した結果を報告した．

文 献

1）　長沢佳熊等：本誌本号，201ヌ昭和31）

Summary

　The　yegetables　collected　from　various　pafts・of　Japan　during　19tll　to　30th　May，1954　were　consid－

e訟bly　contaminated　with　radioactivity，　though　they　were　almost　fre6　from　radiation　after　being　washed．

The　dried　and　ash　samples　of　some　vegetables　collected　during　August「30tk　to　September　7th，1954

showed　almost　no　artificial　radiation．

　The　radiation　in　rain　water，　tank　water　and　weli　water　collected　from　various　parts　of　Japan　during

May　to　August，1954　were　examined．　In　the　result，　two　samples　of　rain　water　for　dr加k　collected　at

Ohshima　is1㎝d　on　May　20th　were　conspicuously　contaminated　with　lission　products．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（See　foot　note＊＊on層page　209）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I　　Received　Febrηary　29，195〔ミ
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原水爆実験による倣射能汚染の研究（第5報）＊

ノ 魚類の放射能汚染εその放射化学分析

7

長　沢

榎　本

西　崎

佳熊，

正　義，

笹　吉

川　野

芹　沢

巖，

淳，

申．山　豪　一，

　　　　　　　　　　’大　熊　誠　一，

鹿　　聖 哲，

河　村　正　一，

Studies　on　Radio－Contamination　of　Foodstuffs　Effected　by　A－or　H－Bomb　Explosions．　V．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊＊　　　　Radio－Contamination．　of　Sea　Fish　and　its　Radi（〉一Chemical　Analysis

’KakUma　N春GAsAwA，　Iwao　KAwAsHIRo，　Goichi　NAKAYAMA，

Tetsu　KAsHIMA，　Masayoshi　ENoMoTo，　Jun　SERIzAwA，

Seiichi　OHKuMA，　Shoichi．　K：AwAMuRA　and　Sasao．NlsHlzAKI。

　昭和29年3．月14日マグロ船第五福龍丸（約100トン筒井勲船長以下乗員23名）が焼津に入港した．この船は

Marshall群島Bikini環礁東方80カイリの洋上で操業中，3月1日午前3時（現地時間）頃南西水平線に突然閃．

光を認め，数分後大爆音とキノコ状の原子雲を目撃し，その後1時間半面から白い灰が降り，，船体が白くなるほ

ど積った，この灰をがぶった船員たちは皮膚が赤黒く水ぶくれとなり，後に黒色に変り火傷状の症状を呈してきた

ので，入港と同時に焼津協立病院大井俊亮外科主任の手当を受け，比較的重症の山本忠司，増田三次郎両氏は，

翌15日東京大学清水外科で診断を受けた結果原爆症であると公表された．　　　．　　　　　　　　　．1、，：

　福間丸に積まれた魚獲物は当然放射性降灰により汚染されているであろうと検査を受けた結果，マグロ類は数

センチの距離で約200c．　P．　m．（GM管による1分間のカウント数）を示した．このときの放射能汚染は恐らく魚

体表面だけで，後述するような内部臓器の汚染ではなかったと思うが確証はない．当所では16日夕刻，食品担当

の川城は田中部長及び長沢と熟議し，翌17日科学研究所に慶松一郎博士を訪ね，．その紹介で山崎文男博士の助力

を依頼し，その研究室の平田油壷とともに川城及び鹿間技官は翌18日焼津に急行し，食晶四坐と環境衛生の領域

で調査を始めた・同日厚生省は東京・三崎・填釜焼津・清水の5港を指定し・Bi≧ini環礁附近一帯の区域を指定

し，この指定御感で操業し，この指定港に水揚げされた魚について放射能検査を行うことを指令した．その検査

員を至急編成することとなり，当所では鹿島1よ小幡技官とともに朝出勤したまま夕刻には検査地の焼津に急行し

た．その後所員数名が交代に検査員に選ばれて，指定港に駐在し，魚類を検査した．

　厚生省内には原爆被害対策本部が組織され，既存の原爆症調査研究協議会が拡大されて・この聞題に対処した．

後者の一部会である食品衛生小委員会の委員長には臣民が選ばれ，後に長沢と交代した．

瑠灘璽灘齢譜貌1碧鵡黒熱鼎ン眺の聯目（自然計数を含む）・

　4月8日焼津に入港した昭鵬丸が持帰ったぜンナガマグロではエラに放射能を認めたとの現地検査員からの報

告に接し，．9日長汎川城は胡琴1こ急行し・極秘に綱非衛生研究所に運ばれた・検体のマグ・3．匹を10、日夜半

に亘って静岡県衛生部職員の立会と助力を受けて，静岡大学塩川孝信氏の計測下に，長沢は魚体解剖を担当し検

査を行った．その結果，驚くべきことには，その放射能汚染は胃内容物，幽門垂に著しいことを知り，ここに魚

の放射能汚染に新しい知見を加えだ．これらの魚類は放射性物質を内用したため汚染され，その放射能は魚体内

＊　第4報は本誌，本号，’209頁。この報告の大部分（実験1－3，6，8ヴ10）は昭和29年11月13日，日「本薬学会

　　東京例会で講演，薬学研究27，336（昭和30年）抄録．The　most　part　of　this　report　was　read　at　the

　　Se耳nimonthly　Meeting．of‡he　Japan　Society　of　Ph弓r甲acy　held　at　To琴yo　gn　November　13，195二．・

＊㌔ミee　E昇9草・h　t鳳・・1ゆ・、i鱒th・f・11・wi・g　P・blicati…K・k・m・NAGAs岬A．an⑩her6・“R・・u！tS

　　of　Ihvestigations　and　Examinations　on　the　Influences　upon　Sea　Foods　in　Japan　caused　by・the

　　Hydrogen　Bomb　Experiments　at　Bikini　Ato11，1954’，；in“Research　on　the　Effects　and　Influenとes

　　of．the　Experimental　Hydrogen　and　Atomic　Bomb　Explosions…　Vo1．1，加blished　by．Japan
　　Scie尊tific　and　Techη16al　Administration　Cαmci1，1956．
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に吸収されつつあることが判明し，従来考えられたような降灰による表面汚染とは別種の問題となった．12日，三

崎で水揚げされたサンマカジキとビンナガ4グロについ七も東京大学吉川春寿教授の助力で計測した結果，同様

な内臓汚染の事実を認め，この検査には米人も立会つた．14日以後は汚染のため廃棄命令を受けた魚類のうち，築

地で検査を受けた分の弓形酌な標本は市場から当所に運ばれて，ガイガー計測器による詳細な調査が開始された．

　5月1日，日本学術会議に放射線影響調査特別委員会が組織され，刈米所長は幹事に，長沢は委員に任命され

た．

　5月13日，大阪魚市場では，大阪方面に入港した文美丸外数隻がBikini環礁から遙かに隔たったフィリッピ

ン東方海域又は沖縄列島附近で捕えたキハダ，クロカワ，シイラ，バショウカジキの内臓にも明かに放射能汚染

を認め，川城は大阪に出張してこの事実を確認し，ここに放射能汚染魚の回遊域が広汎にわたることが判明し，

この問題の重要性が更に加つたのである．

　5月15日水産庁の俊剛直は，南方海域における放射能汚染魚の調査を行うために組織された調査団員20名及び

報導班員数名を載せ，2カ月の海旅に芝捕港を出帆した∫これには：芹沢が当所の浦久保技官と共に参加した．又

長沢はこの調査団の環境衛生研究珊ミとしてその研究と調査に協力した．

　5月16日夜から全国各地に降った雨は人工放射能をかなり含み，京都大学四手非研究室では雨水11につぎ86・

000c．P．m．を報告し，各地で20，000－30，000　c．P．m．の降雨を認めた．このため野菜，茶などにも一部の放射

能汚染を認めた．5月21日の原爆症調査研究協議会は緊張した空気の中に終始し，この状態が連続すれば対策を

失うであろうと各委員は心配したほどであったが，幸にもこの時期が放射能汚染の最高潮であった．　　’

　俊駒引ぽ7月4日芝浦に帰った．その調査によって，それまセ我々が想像できなかったほどの海水の著しい汚

染海域が見付かり，水爆実験後目回想経過しても，北赤道海流：（北緯8度から10度辺りで，結局黒潮になる海流）

のところどころに放射能を含む海水の塊まりがあるらしく，西方へ更に北方へと次第に拡がり，黒潮ともなって

日本近海まで押寄せる可能性もあり，7月下旬の海水浴場での検査ではそのような事実は認められなかったが，

9月下旬，駿河湾内のプランクトンの検査によると，その内に弱い入塾放射能を認めたという　（塩川町信敏授か

らの私信）．以上の事実は魚の放射能汚染の原因の一端を説明している．

　7月に至b放射能汚染魚の数量は増加し，始め胃内容物，胃，幽門垂1肝臓などの消化器系統に著しかった放

射能汚染は次第に血液，’腎臓などの循器系統に移り，その沈着甚だしく，北緯4。，東経140～143。で6月28日

から7月8日に大正：丸が捕えたキハダrrグロには，腎臓全体i8，156’c．plm．2，533　c．P．m．／9，乾燥物4，290dP．

m．（新腺19から），肉40c・P．m．／9，乾燥物52c．P．m。（肉19から）のものもあった．」

　岬町丸調査団の9月の委員会で，持帰ったカツオ肝臓から6咳nと思われるものの存在を，科研の岡野団員がシ

ンチレーションカウンターで認めた旨報告された・長沢等は直ちに前述のキハダマグロの肉の放射性物質について

分析を行い，全放射性物質の約76％が05Znであることをイオンi交換樹脂1）2）・3），による分離法で証明した（実

験1～実験3，Table　5参照）．　　　　　　　　　　　　　　・

　更にその肉置¢）9撃rの定量分析をHarley4）から指示された方法によって行い，その量は約0・29％以下（90Sr

は約0．20％）であること（実験4及びTable　8参照）を知った，この結果は12月25日の原爆被害対策に関する

調査研究連絡協議会に報告された．．

　腎臓中には65Znは約33％で，全放射能に対する割合ほ肉より小さかった（実験5，6及び7，Tab1610－14参照）

然し陽イオン交換樹脂による分離では肉と同様にFr．3（稀土類，アルカリ金属などの部分）が最も多く，Fr．2

（Zr，　Nb，　Feなどの部分）がこれにつぐ（実験6，Table　11及び12参照）．

　なお実験8には．各種臓器中の放射能の減衰線を示した．実験9には，我々が計測した汚染魚検体中の放射能

の強さを記し，実験10にはそれらの検体中の各臓器に沈着した放射能の強さを表示した．

　従来報告された天然に凄息する魚類に関する人工放射能汚染については，Knobf5）（1951）によるWllite　Oak

Lake湖及びClinch河における淡水魚の放射能の研究，その続報（1954）6），及び1948年Hkini環礁の水中で

原爆実験が行われた後，数回に亘：つて100カイ、リ離れたEniwetok又300カイリ離れたLikiep環礁での坐物学

欄査とこの前後に即w・t・k珊農野島の上で爆発したときの調査が調査担当者のb・n・ld＄・・？）によ？て報告

されている．

　Knobf5）によると骨中では放射能の52％が90Sr十8gSr，48％が90Yであり，ウロコでは53．5％が90Sr十8gSr

46・5箔が90Yであり，肉では96．8％が137Cs，1三7％が90Sr＋8gSr，1．5％が90Yであると云う．著者等の例で
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　　　　　　　　　　　　　　　’

2i5

は90Srの肉中の：量は0．20％で遙かに少い．　　　、　　　　層　　　　　　　　　　．　　　　　　　　・．

　魚の各部分を汚染している放射能はγ線が非常に強く，核分裂産物としては奇異であったが，意外に核分裂産

物以外の65Znが大部分を占めていることが判明したのは科研岡野真治二等のシンチレーションカウンターによ

る測定の産物であった．以上述べた我々の定量分析の結果により骨面の全放射能の76％を65Znが占めている購

実が判明したことは，驚くべき自然のイタズラがこの汚染魚の場合にも見られるわけである．その不可思議な汚

染経路を次に推察して見る．

　汚染経路　原水爆装置の構成物中に真鍮があり｝その中に含まれているZnが爆発時に生じた強力な中性子の

衝撃を受け，誘導してG5Znを生成したものと信じられる．軟体動物その他下等海炉心物申にはその白色血液申

に含まれる例えばHemocycotypin（これ｝まZ11を含む有機錯化合体で，我々の血液中のヘモグロビンに相当する

重要な役割を持つ化合体である）とするために選択的にZnを集めるものがある．プランクトンにも従来かなり

の放射能が検出されている．このように放射能に汚染された小動物を小さい魚がたべ，次にこれを大きなマグロや

カジキ類がたべて放射能汚染を起したものと推定する・要するに食物から順次に伝った汚染現象と考えることがで

きる．

　放射能計測条件　科学研究所製32進型，マイカの厚さ3．16m9／cm2又は神戸工業株式会社製100型，マイカ

の厚さ3．13mg／cn12のGM管を用いた．そみ効率は第2報で記した方法で測定すると，検体とマイカとの距離

1㎝のとき，ほぼ10％である（後者の方が感度はやや高い）．

　終りに当り，本実験の当初御助力を頂いた科学研究所山崎文男博士，及び平田穣氏、並びに畏友東大教授吉川

春寿氏に感謝の意を表する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　実験1．　マグロの白肉部の灰化（担当者：長沢，：大熊，西崎）

　水浴上で加熱して乾燥させたマグ戸（大正丸N40，　E140－143。，’June　28～July　8に捕獲したもの）の白肉部

2・8k9を磁製1皿にとり，濃硝酸3！を加え水浴上で加熱濃縮した後，更に濃硝酸3互を加えて濃縮する．この操作

を合計10回繰返すと加水分解されて淡黄色の澄明溶液となる．これに濃硫酸21を加え加熱を続けると酷刑ル状

の黒褐色の粘体となる．これを少量ずつ増禍にとり，硝酸と硫酸とを加え直火で加熱し，硝酸を時々追加して灰

化し微出色を帯びた白色粒状の灰分669を得た．試料の白肉の新鮮なもの，乾燥したもの及びその灰分の放射能測

定結論をTable　1に示し，その減衰【由線をFig．1に示す．

Fig．1．　Decay　Cllrve　of　Ashes　of　Muscle　of　yellow　Fin．

惣
量胸

葺姻

1

　畑

Table　1．　Radiactivity　of　white　muscle　of

　Yellow　Fin（エ〉ω伽‘〃朋s脚‘70ρ’θプ〃s）

count
（c。P．m．／9）

8，26　　駄6　　9，17　　9r　2息　　　　　　　　　題軌80　11．，　　　　LL暫　　　　　　　1乳皿　　　　　　釜，1塞

（195‘）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（日晒）

　　　　　　＿D巳しoo「51醐uro㎜nt（195り　・　　　　　　　　　　　一ゆ

Date　of
Measurement

Raw
muscle

40

July　20，

　　1954．

　　　　　ホ
Dry　muscle

158

Oct．19，

’　　　1954．

Ashes＊＊

4，500

06t．30，

　　1954．

畳1gof　dried　material　from　3．3g　of　fresh　muscle，

＊＊1g　of　ashes　from　35．34　g　of　dried　muscle．

　実験2．マグロ白肉灰分の陽イオン交換樹脂による放射化学分析（担当者＝長沢，大熊）

　白肉灰分250mgを塩酸（1：1）20　ccに加熱して溶かし，不溶物は一過し，塩酸（1；2）で放射能がなくな

るまで洗い，挙挙は瀕液に合せ，水浴上で約2cc以下に濃縮した後，水を加えて100　ccとする．この溶液を塩酸

（1＝2）与00鎚でH型とした準mbe「1乳te　1R－120層（直径1cm・長さ20　cm・59～80珊esh）に流入し・流場液をと

る・次に0．卜2N塩酸250　cc’ �O．5cc／minの流速（以下すべて，この流速で溶離した）で溶離し，この旧離液と流

出液を合し水浴上で蒸発皿乱する．蒸発残留物に塩酸（1；200）をなるべく少量加えて溶かし試料皿に移し，水

浴上で蒸罪乾固やた後放射能を測定する（FL　l！・．次に0・5％油酸300　ccで溶離し溶離乳を蒸発乾固した後・硝酸

及び硫酸を加えて強熱灰化すると赤褐色の固体が少量残る．これに塩酸を加えて水浴上で蒸発乾固し，その残留

物に塩酸（1：200）をなるべく少量加えて溶かして試料皿に移し水浴上で蒸発乾固した後放射能を測定する（Fr．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら2）・次に塩酸でpHを3．8に調節した5％クエン酸アンモニウム500　ccで溶離し，溶離液を蒸発乾固した後，硝
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酸及び硫酸を加えて強熱灰化すると淡褐色の固形物が少量残る．これに塩酸を加えて水溶上で蒸発乾固し，．その．

残留物に塩酸（1：200）をなるべく少量加えて溶かし球料皿に移し蒸発乾固した後，放射能を測定する（FL　3）．

次にアンモニア水でpHを6．0にした5％クエン酸アンモニウム400　ccで溶離する．溶離液ほpH　3．8の5％ク

エン酸アンモニウムの場合と同様に処理して放射能を測定する（F二4）．

次に撫（・・2）’5・・cc． ﾅ灘し・灘馳F・ユの操個・準じて処肌ため轍三脚測定する（F鵡5）・

Amb・・耳it・樹脂畔酸と硫購加ネて四丁化した後塩酸購かして蒸発乾固レその囎物・搬（1・20・）を

なるべく少量加えて溶かし試料皿に移し蒸発乾固した後放射能を測定する（Fr．6）．　Fr・1－Fr・6の分離操作法を

一括してTable　2　k示し，同一試料についで2画（1）（Dこの操作を行った．放射能測定結果をTable　3に示す・．

　Table　3において1回目の放射能の少いのは試料皿に放射性試料を移すとき塩酸を使い過ぎたためニヅケル試

料皿が侵されニジケル塩が多量に生成したために増加した吸収の影響によるものと考える．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7

　　　　　　　　　Table　2．　Group　separation　of　radioactive　elements　in　ashes　of　white

　　　　　　　　　　　　　　muscle　by　the　use　of　Amberlite　lR．120

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Date　of　　　　　　　　．　　、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　meas【πement　Weight．　c．　P．　m．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（mg）　　．　　　　　　“　　　　　　　　’

　　Ashes　of　white　muscle…・．＿…Sep．30．1954．　　250　　585（i）・…・…一inl　the　lst　experiment．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N…2・19騒・．250340（D・一……・in　thr　2・g・・pe「i脚t・

　　　　　　　　　Dissolve　in　20　cc　of　HCI（1：1），　heat．

　　　S。1L亡、。n　一　　．．　．．　　、。、。1。blL．m。tter

　　　　　Concentrate　to　iesg　than　2　cc。．．．．　．　．　　　　　（Welght　and　c。　p．　m．：negligible）

　　　　　Dilute　to　100　cc．with　wa鳶er，　pass　through　the　Amberlite　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　．18・1琴0＊cg耳畑岬・耳wlth　250　cc・f．0・2MC1・、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．1　　1　　　　　．　　　　　＼
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Emuent　　　　　　　　　　　　，　　　Amberlite　IR－120　column
　　　　　w・島騨与…．・6．・f…％・訟1・…id・．　Evap・卑・・隻・d・yness・i・・itr・A・h・ミ・・………．早・4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　Amberlite　column　　．　．　　　「　Emuent　　　　　　　　　　・　　　：
　　　　　W・・hwith　560　cc・f　5％・mm・nium・it・at・．　E呵幻rat・t・d・yness，　ignit・．　A・hes一……」・F・2

　　　　　（pH　3．8）．　　．　．　　．　．　　　　　　　　　　，

　　　　　｝　　　．　　　　　　　　．　1　9
　　　Amberlite　column　　　　　　．　　　　　．　　E田uent

・三三；亨400cc　of　5勿ammonium　cit臨㎞pomte　to血ynes馬．ign’t亀Ashe3…’’’”F鵡3．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i
　　　Amberlite　column　’　　　　　　　　　　　　　Emue血t

　　　．．Wash　witL　500　cc　of　HC1（1：2）．　　　．　　Evaporate　to　dryness，　ignite．　Ashes・…・・一・…Fr．4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　Amberlite　column　　　　　　　　　　　　　　　E田uentr

　　　　　Ignite．　　　　　　　　．　唖　　．　　　　　　　　　Evaporate　to　drylless，　ignite．　Ashes…・一・…Fr．5

　　　Ashes．＿＿＿＿・．．＿＿＿＿。＿＿．＿＿．＿＿＿．＿＿＿．＿＿＿．＿．＿＿＿．＿＿．＿＿．＿．＿＿…・…＿＿……Fr．6

砦Th・． `mberlit・．・・1…n…f…㎝…m・・・…㎝牟・五9h・・B・f・・e・叫h・Amb・・1五t・1R－

120（50－80mρ・h）i・w・面rd　with　500㏄・f早Cl（1・2）・

F・…Aゆ・・d・・噸1．m・t・・i・1翫F臨2・3・・．．恥Th・．Hf・F6・＃6・．F・・．3r翠・rゆrth　m・t・1・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　（La，　Ce，　Pr，　Nd，　Pm，　Sm，　Y，　etc．）alkaline　metals　and　heavy　metals。　Fr．41日置kalille　earth

卿1r（Sr，．Ba，　Ca，’et）・．．
D． @　　　、　．．．．　、．，・．一

　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■

●

r
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　6．　Dete㎜ir旧tion　of　radio．active　Sr　（No．1）

Ashes　of　Muscle；1，320　c．　p．m．／1，000　mg．（Nov．26，195g　　　　　　　　　　　　　．　　’．

　　　Add　506c‘of　6N　HCl，　then　50　cc　of　H20，　and　heat　gently　until　complete　soldtion　results．

HCI　Solution　　　；　．・・　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　Add　20　mg　C3＋＋，101hg　Sr＋＋，10　mg　Ba＋＋，　and　finally　conc．　NH≧0正I　until　pH　6。　Heat　gently

　　　and　add　1．g　Na2CO3，　add　NH40H　dropwise　until　soiution　attains　a　pH　of．8．　Centrifuge　at　2000
　　　r。p。m．　for　30　minutes．

Precipitate

…Dissql・串．in手O　cc・f・Q・cr　HNO・・EY・p・・at・t・dギy…s・．

Drying　matter　．．　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
　　　Add　23　cc　of　H20，　and　77　cc　of　90％（fuming）HNO3，
　　　stiτfor　30．　minutes．　Filter　through　giass飾er五1ter。

　　　　　1

’Supernatant．
（Fraction　1）＊

Precipitate

lDissolve．in　10　cc　of　H・0・Evap・爆te　to血yness・

Drying．matter
　　　Add　23　cc　of　H20　and　77　cc　of　90　iち（fuming）HNO3，
　　　Filter．　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　．　　　　　．、・

！． h

Filtrate

stir　for　30　minut6s．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ　　　　　ド
Precipitate　228　c．　p．1ρ．／281　mg（Dec．5，1954）　　　　　　　　　　、

TAdd　25　cc　of　H20、and　20　mg　Y＋＋＋．

　　　Heat　in　a　constant　temperature　bath　regulated　at　about　900。
　　　Adjust　pH　to　8　with　NH40H，　stir　continuously．
　　　Centrlfuge　Y（OH）3　precipitate’for　5　minutes．

Filtrate

　　　1　1

729c，　p．m．／426　mg
（Dec．13，1954）．

（Fraction　2）

Supematant

Evaporate　to　25．cc．
Add　20．皿gof　Ba＋＋．．

Adjust　pH　to　8　with　NH40H．
Add．1cc　6　M－HC2H302　and　2　cc　of　6　M嗣NH4C2H302（pH　5．5）．
Heat　gently．in　a　constant　temperature　bath　of　about　90。，　add

dropwise　with　stirring　l　cc　of　1．5MNa2CrO4・solution．
Stir　vigorously　ulltil　precitating　comPletes．　　　　5

Allow　to　cool　and㌔settle．for　24　hours．．1、　　‘　．　　　一　　　　　’

Centrifuge　for　5　minutes．

　　．1　　　　　　　　　・

Prec量pi捻t6．

　　1

187c．　p．　m．／134．mg

（Dec．17，1954）

（Fraction　3）

Supern3tant　　　　　，．

　　　Add　20　mg　of　Y＋＋＋．　．
　　　正｛eat　gently　in　a　constant　tempera吐ure　bath　of　about　90Q．　．

　　　Adjust　pH　tQ　8　with　NH4．OH，　stir　continuously，　centrifuge
　　　for　5皿inutes．　　　．

　　「

Pfecipitate
　　l

13．50。．p．　m．／116mg．

（Dec．18，1954）
（Fraction　4）

　　「

PrecipitateSupernatant．

Dilute　so1叫i6n　tb：50　cc，　adjust　pH　to　6，　tllen　heat　gently　to

llear　boili血9．

Add　Na2CO3　until　complete　precipitation　of　Sr　Qccurs（PH　9），
allow　to　digest　then　filter　through　glass　fiber　filter．

　1

90Sr十89Sr
3．6c。　p．　m．／21　mg，

（Dec，15，1954）
3．2c。p。　m．／21　mg

（Jan．21，1955）

2．7c．　p．　m。＊＊／21　mg

（Apri125，1956）

　　1

Filtrate

Oc．p．m，／47mg．
（Dec．15，耳954）

Add　distmed　water．to　25cc．
Add　HCI（1：1）dropwise，』ullti1
hydroxide　bareIy　dissolves．
Add　15－20　drops　saturated　oxalic
．acid　soluti6n　w量th　stirring．

AIIow　to　digest　and　filter　through．

　　［

Precipitate＊
Oc．p。m．／86mg．
（D6c．20，1954）．・

（Fraction　5）

　　l

Filtrate　　　　　．
28．5c．p．　m．／955　mg，

（Dec．ヒ21，1954）

（Fractio耳6）

1

＊

＊＊

This　fraction　should　contain　goY．built　up　from　g　oSr　according　to　Harley3），、lf　let　it　be　stood
、for．耳bout．狽velve　days，　but　in　this　experiment　it　was　sゆmit‡ed　to．the　next　step　so．　qulckly　for

some　reasQP，　that　no　g　oY　could　be　found　in　the　fraction　5．

The　coullt　suggested　that　g　oSr　in　the　samや1e　afforded　pot　more　than　O．2％of　totahadiation．
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TabIe　3．　The　distributioll　of　radiation　in　each　fraction　descr量bed　in　Table　2

Fr．　No．

1 G）

（D

2 G）

（D

，⊥．＿＿．．

3
（1）

（H）

4
（1）

（皿）

．5
（D
（皿）

6
（1）

（皿）

toぬ1
（1）

（皿）

Date　of　measurelnent

Oct．4，1954．

Nov．9，1954．

Oct．4，1954．　．

Nov．9，1954．

Oct．4，1954．

Nov．9，1954．

Oct．4，1954，

Nov．9，1954．

Oct，4，1954．

Nov．9，1954，

Oct．4，1954．

Nov。9，1954．

Oct．4，1954．

NCv．9，1954，

weigllt（mg） c・P・m・
隠襯§孟es。se『

10
10

36G
70

170
90

30
50

10
10

10
10

3．6

8．5

86．7
103

0．62

2．5

14．79
30．3

102．3
227

17．49
66．8

0
0

7
0

ノ

0
0

199．6

338．5

0
0

1．20
0

0
0

34．10
99．6

（1）　：The　result　of　the　first　experilnent．

（D：The　result　of　the　second　experiment．

　実験3・マグロ白肉灰分の陰イオン交換樹脂による放射化学分析（担当者：長沢，大熊，西崎）

　稀土類及びその他の金属区分（227c・P・m・／90　mg，実験2－Fr・3）に2N塩酸20　ccを加え，これに担体として

塩化亜鉛14mgを加えて溶かし・その溶液をAmbeτlit『1R春一400の層（直径1cm，長さ20　cm，50～100　mesh

の樹脂粒を1夜2N塩酸に浸した後，ガラス円筒につめ，2N塩酸50　cc，0・25N硝酸100　cc，次に2N塩酸100
ccで洗ってCI型にしたもの）に注入し，流1±腋をとる．次に2N塩酸150　cc．で溶離し，この二二液と前の流出液

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いとを合し，水浴上で蒸発計了する．これを塩酸（1：200）のなるべく少量に溶かして試料皿に移し蒸発乾固した

後，放射能を測定する（Fr・1）．次に水80　cc，　o・25　N一硝酸120　ccで溶離し，野田響町を合せ水浴上で蒸発乾固す

る．この残｛沼物を0・25N塩酸60　ccに溶かした後，6N一アンモニア水でメチルレッド中性とし1次に氷酢酸0。1

cc，30　w／v％酢酸アンモニウム6ccを加え60つで少し加温した後，この液に8－11ydroxyquinolineを0。8N一酢酸

に2箔の割合で溶かした溶液を沈澱が生成しなくなるまで加え，更に1cc過剰に加えて流水中で1時間冷却する．

生成する淡緑黄色の沈澱を1戸紙で濟過し，．瀕紙と沈澱ζを硝酸と硫酸を用いて強熱灰化した後塩酸を加えて水浴上

で蒸発乾固する．その残留物を塩酸（1：200）のなるべく少量に溶かして淋｝皿に移し蒸発乾固した後放射能を測

定する（Fr・2）・演液は水浴上で蒸発乾固した後，硝酸と硫酸を用いて強熱灰化し，更に塩酸を加えて水浴上で蒸

発乾固する・その残留物を塩酸（1：200）のなるべく少量に溶かレて試料皿に移し蒸発乾固した後，放射能を測定

する（Fr・3）・Fr・1－Fr・3の分離操作法を一括してTable　4に示し，その放射能測定結果をTable　5に示す．．

Table　4．　Separation　of　65Zn　in　ashes　o正white　muscle　by　l　the　use　of

Amberlite　IRA－400

Fr．30f　Table　2∴＿＿＿＿＿．．．＿＿＿＿＿＿，＿＿＿＿＿．．

　Dissolve　in　200㏄of　2N－HCl，　add　14　mg　of　ZnC12。

　　　　Date　of

　　　　measurement

……一………
mov。9，1954．

Solution

　lPass　through　Amberlite　IRA．400　column＊．
渦

　1　1
1nsoluble　matter

Weight　　　、

（mg）　c・P・n1・

　90　　　227

（Weight　and　c・P・m・；negligible）

Amberlite　IRA．400　column

　Wash　with　150　cc　of　2N－HCI．

　　1

1E田uent

Amberlite　column

lW・曲w・t…cc．・・・・・…

EfHuent

　Combine，　evapo職t　to　dryness，　ignite．
　Ashes……＿……・．＿＿∴＿＿＿．＿．。．．　Fr。1
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Amberlite　column

　Wash　with　120　cc　of　O．25　N－HNO3．

　I
Efnuellt

1

Effluent
lAm、1。liもec。1。㎜

Combine，　evaporate　to　dryness，　dissolve　in　60　cc　of　O．25　N－HCI，　neut田1ize　with　6　N－NH40H
and　add　O．1cc　of　glac三al　acetic　acid，　and　6　cc　of　30％ammonium　acetate　soln，，　heat　to　60。，

then　add　an　excess　of　2％一8－hydroxyquinoline　solution　in
N－acetic　acid，　丘1ter，　after　standing　for　l　houご．

Precipi惚te
1・即・t・

　1　　　　　’幽
Filtrate

Evapo鰍te　to　dryness，　ignite．　Ashes…Fr．3

Ashes・・………………………・・……・…………・…・・．・・…一…………・・一………・…………・……………・・…・……Fr．2

＊The　Amberlite　column　is　of　1．0㎝diameter，20　c皿height．　Befor　use，　the　Amberlite　lRA400

　（50－100mesh）is．soaked　in　an　excess　of　2N－HCI　overnight，　then　wash　with　50　cc　of　2N－HCI
　10d　cc　of　O．25　N－HNO3　alld　100cc　of　2N－HCI．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．・　　　　・

　　Fr．1and．Fr．3：．Contain　metals　except　Zn；　Fr，2：Zn．　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　＼
　　　　　　　Table　5．　The　distributioll　of　1訊diation　in　each　fraction　described　in　Table　4

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F
Fr．　No． 1肱・…mea・・re…・IW・・gh・（m・）1

1

2
3

Tota1

Nov．11，1954．

Nov．11，1954．

Nov．11，1954．

1 NOv．11，1954，

140

．40

20

1

c・P・m。
1畿君f晶二）fo「the　F臨3

16

260

4

1 、280

　7．05（4．71）　＊

1ユ4．5　　（76．46）　＊

　1．76　（．1．18）　＊

／

123．31　（82．35）　＊

　＊％（c．pl　m．）for　tlle　original　ashes，　of　340　c．　p．1n。／250mg．

　Table　5に於てカッコのない％は実験2，　Table　2のFraction　3（稀土類及びその他の金属区分）．に対する彩を

示し，カヅコ内の曳6は原試料灰分に対する％を示す．　　　　　．　　　　　　　　　　　　■

　．実験4．マグロ白肉灰分中の90Sr一ト89Srの定量　　（担当者：長沢，．河村）（Table　6）

　マグロの肉の灰分11000血9（1，320c・P・m・，昭和29年11月26日計測）を塩酸50　ccに溶かし，水50　cc及び担

体としてCa＋＋20　mg，　Sr＋＋10　mg，　Ba＋＋10mgを加え濃アンモニア水でpH　6とし（この際燐酸塩の沈澱を生ず

る）・．徐・に漁してかきまぜながち炭酸ナトリウム1名鱒え・この液にアンモニア本鱒えpHな8．とし熾1

1分間2・990回転で30分間遠心分離して洗澱と上清とに分けた・上清は蒸発乾固して放射能を測定した（Fr．1）・　　’

．洗澱を濃硝酸10ccに溶かし蒸発乾固し，水23　cc及び90勿硝酸77　ccを加え30分聞かきまぜた後面過し，演

液＊と沈澱に分けた．沈澱は水10ccに溶かし蒸発乾固し更に水，硝酸を等量加え，同様に処理した後，演過し，

沈澱の放射能は直ちに測定し，唾液は前の唾液＊に合し蒸発：乾固して放射能を測定した（Fr・2Table　6）．この

沈澱を水25ccに溶かし，担体としY＋＋＋20　m9を加え90。の恒温槽でしばらく加温した後，かきまぜながらア

ンモニア水でpH．8に調節し5分間遠心分離し，沈澱の放射能を測定した（Fr・3）．上清を25　ccに濃縮し担体とし

てBa＋＋20　mgを加え，アンモニア水でpH　8とし，6M酢酸1cc及び6M酢酸アンモニウム液（pH昏．5）2cc

を加え，90。の恒温槽に入れてかきまぜながら1・5Mクロム酸ナトリウム液1ccを滴加し，沈澱がもはや析出し

なくなるまで激しくかきまぜ冷所に1日閻放置した衝5分聞遠心分離し，沈澱を乾燥し放射能を測定した（恥
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら・4）．上町にY＋七＋20mgを加え，90。の恒温槽に入れ，アンモニア水でpH　8に調節し5分間遠心分離して上清

と沈澱（充分に放置したときは9「’Srから導かれた90Yの部分である．この実験では速やかに実験を終了する必

・要に迫られたので充分放置しなかった．従って稀土類部分の前段階の沈澱が完全かどうかを見るたよりと．しただ．

けである）に分けた．上清を50ccにうすめpH　6とし沸騰点近くまで加熱し，　Srの沈澱が完全に析出するま

で炭酸ナト，リウムを加えしばらく放陞し源過する．沈澱はSrCO3部分である・～戸液は蒸発乾固して放射能を測

定した（Table　6）．　　　　　　　　　，

前記め濾部＊‘セ・塩酸（1・1）数灘滴加し甦漸・灘1容液15灘かき麗嫡ら滴加し・賜雄後嗣

しFraction　5とFraction　6に分けた，分離操作法を一括してTable　6に示す．　　　　　　　　　　　　　　　，
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　Ffactio111の処理（Table　7）

．前記操作中の一部分であるがFraction　1申に，90Sr＋89Srの混入なきやを確めるため実験4と同じ操作をく

り返した．即ち6N塩酸30　cc，水50　ccに溶かし，担体としてCa＋†20　mg・S㌣＋10　mg・Ba＋＋10甲9．を加え濃

ア．ンモニア水でpHL6とし徐々に加熱しかきまぜながら炭酸ナトリウム19を加えて溶かし，アンモニア水を加

えpHを8とした後，2000　r・P・皿で30耳聞遠心分離し沈澱と上清に分けた．この上清を濃縮し更に熱回して放

射能を測定した（F・・1）・沈澱1ま濃硝酸10ccに溶かし羅乾固し・水12ρ・・90％硝酸39　ccを力喀鉤頒力・

きまぜた御こ1戸過し，瀕液斎と沈澱に分け沈澱は水⑳ccに溶かト蒸発乾固し更に水，硝酸を前記と等量加え，同

様に鯉レた後函過し・瀬と搬とセ紛けた・・の骸を前唖液＊と合し期倉巨酬定レた（F・・2）次に

・そのままで直に沈澱の放射能を測定した．この沈澱に水25ccを加えて溶かし担体として，　Y＋＋＋　20　mgを加

え，90。の恒温槽に入れかきまぜながらアンモニア水を滴陣しpH　8に調節し，しばらくかきまぜた後放置し，

5分間遠心分離した．沈澱はF1翌ction　3である．上清を25　ccに濃縮し，担体としてBa＋＋．20　mgを加え，ア

ンモニア水でpH　8とし，6M酢酸1ccと6M酢酸アンモニウム液（pH5・5）2ccとを加え，900の恒温槽に入

れかきまぜながら，1，5Mクロム酸ナトリウム溶液1ccを滴加し，沈澱がもはや出なくなるまで激しくかきま

ぜ三所に1日放置後，5分間遠心分離する．沈澱を蒸発乾固し，放射能を測定した（Fr・4，）・．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　速やかにこの検定を終了する必要があったので直ちにこの上清に，担体としてY＋＋＋201ngを加え，90。の恒

温槽に入れ，アンモニア水でpH　8に調節し，5分間遠心分離して上清と沈澱部＊＊に分離した．上浩は50　ccに

うすめpH　6に調節し，． ｦ騰追くまで加熱し，　Srの沈澱が完全に落ちるまで，炭酸ナト「リヴムを加え，しぼらく

放置後口過した．この残留物はSrCO3のFractionである．このFractionも又～戸液を蒸発乾固した部分も放射

能を認めなかった．．

　試みに前記の沈澱部＊＊に塩酸（1．：1）丁丁を滴加し，更に飽和丁丁溶液15滴をかきませながら附加し，30

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ分放置後瀕過しFr．5，　Fr．6に分けた．　Fr・5には当然放射能は認められなかった。分離操作を一括してTable

7に示す．なおTable　6及びTable　7の放射能測定結果をTabie　8及びTable　9に一括して諭す．．・」

Table　7．　D6te㎜ination　of　Radio・active　Sr（No．2），　Reanalyssis　of　Fractio111ih　Table　6・

FractiOP　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ドlAdd　3・cc・・6NH・L・・…cc・・．H…H・a・9・・tly・n・・1・・m・…es・1・・…re・・lt・

HCI　Solution

　Add　20　mg　Ca＋＋，101ng　Sr＋＋，10　mg　Ba＋＋，　and　add　collc．　NH40H　tmtil　bH　6．

　Heat　gently　and　add　l　g　Na2CO禽and　NH40H　dropwise　until　soiution　attains　a　pH　of　8．．
　Centrifuge　at　20CO　r．　p。m．　for　30　minutes．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
Precipitate　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　Superllatant．

濫IP5碧i鍔m昏　　　　　　　　　II…t・
　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　83c．　p．　m．／2750　mg．
　　Dissolve　in　5　cc　of　conc．　HNO3．　　　　．　　．　　　　　　　　、　　　（Ja1，．．7，1955）
　　Evapgrate　to　dryness・　　．　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　．　（Fraction．ユ）．

、Drying　matter

含器。呂綴記隠蟹：，聡慧（f叫hg）HNO・st’「foギ30皿i　t　

Precipitate

l…鋤1・e・…cc・珀。q．Evap・・a…b蜘…

Dごying　matter

　Add　12　cc　of　H20，　and　39　cc　of　90％（fuming）HNO3，　stir　for　30
　minutes．　Filter　through」aglass　fiber五lter．

　l
Filtrate

Precipitate
ユ8．7c．　p．　m．／30　mg．

（Jan．17，1955）

1．，

Filtrate
Evaporat¢to．dry皿6ss．
76ボ7c。p，m．／1261ng．
（Jan．　17，　1955）

（耳ractiQn　2）
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Add　25㏄of　H。0，20　mg　of　Y＋＋＋．．　Heat　in　a　temperature　bath　regulated　at　about　90。．

Adjust　pH　to　8　with　NH40H　while　stirring．．
Centrifuge　Y（OH）3　precipitate　for　5　minutes。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　．．　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　l

Supernatant　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　．　　　　．　　　　　　　．．　　　　Pr6cipitate　’．

　　　Evaporate　to　25　cc．　Add　20　mg　of　Ba＋＋。．　　　　　　　　　　　Evaporate　to　dryness

搬識融晋継狸；…6M－NH。C，H、・，（・H・．r5）．1翻櫨チ・1

　　　　［　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Fraction　3）

　　　Heat　gently　in　a　tempemture　b2th　regulated　at　about　90。，　add　dropwise　with　stirring
　　　1㏄of　1．5M　Na2CrO4　solution．
　　　　　　　　　　ナ
　　　Stir　vigorously　until　precipitation　ls◎omplete・
　　　Al！ow　to．cool　and　settle　for　24　hours．　Ceutrifuge　for　5　minutes．

9

　　l

Supeセnatant

Add　20　mg　of　Y＋＋＋．

Heat　gelltly　in　a　temperature．bath　regulated　at　about　90。．

Adjust　pH　to

5minutes．
8with　NHρH，．while　stirring，　centrifuge　for

　　l

P士ecipitate

OC．p．m。／36mg
（Jan．21，．1955）』

（Fraction　4）

覧

Supematant

Dilute　solution　to　50　cc，　adjust　pH　to　6，　thell　heat　gently　to

near　boiling．
．Add　Na2CO3　bntil　complete　precipitate　of　Sr　occurs（pH　9），
allow　to　digest，　then　filter　through　a　glass　fiber　filter．

　　　1　　　　　　　　　　』
Precipitate　　　　　　　　　　　　　　　・

　　　Add　HCI（1：1）dropwise，　until

　　　hydroxides　dissolve．

　　　Add　15－20　drops　saturated
　　　oxaliσacid　solution　witll　stirr・

　　　ing．　Allow　to　digest　then　filter

　　　through．．

　　　1

90Sr十89Sr
Oc．P・m・／18mg・、
（Jan。　24，　1955）

　　　　　　　　　　Table　8．

　　　　　　1　　　　　　　　　　　『　　　　　1　　　　　　　　　　　　　．l
　　　Filtrate・　　　　　　　　．　　　　　Precipitate　　　　．　　　　　Filtrate　　　　　　．

　　　Oc．p．m．／21mg。．　　　　　Oc。p．m．／26mg．　　　　3．2c．p．nl。／15mg
　　　（Jan．24，　1955）　　　　　1　　　　　（Jan．25，　1955）．　　．　　　（Jan．25；．1955）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Fraction　5）　　　　「　　　　（Fraction　6）

The　distributioll　of　radiation　in　each　fraction　described　in　Table　6

Fr．　No．

L　　　　1

　　　　　　2

　　　　　　　3

　　　　　　4

　　　　　　　5

　　　　　．6

　90Sr十8gSr

　　’00Sr

、

Date　of　measurement

Dec．20，1954．

Dec．13，1954．

Dec．17p　1954．

D6c．18，1954．

Dec．20，1954．

Dec．21．1954．

Dec．15，1954．

Apr．25，1956．

we1ght（mg）

1，740

　426
　　134

　　116

　　86

　　955

　　21

　　21

c・P・m・．

121

729

187

13．5

　　0

28．5

　　3．6

　　2．7

％（c・P・m・）for　the

asheS　Used

9．16

55．22

14．16

1．02

　0

2．9

10．27

0．20

Table　9．　．The　distribution　of　the　radiation　in　each　fraction　in　the　reanalysis　of．Fraction　l　in

　　　　　　　　Table　6　and　8（The　results　of　Table　7）

Fr．　No。

　　　　　1．

　　　　　2

　　　　　3

　　　　　4　　　　’

　　　　　5

　　　　　6　　，

90Sr十89Sr

Date　of　measurement

Jan．　7，1955．

Jan．17，1955．

Ja11．17，1955．．・

Jan．21，1955．

∫an．25，1955．

．Jan．25，1955．

Jan．24，1955．

weight（mg） c・P・m・

21750

　　126

　　16

　　36

　　26

　　15

　　18

83

76．7

2．4＊

0＊

0＊

3．2＊

0＊

％（c・P・m・｝for　the

usedashes

6．28

5．81

1．81

0

0

0．24

0

＊coロnt6d　for　l　hour，　for　backgrou麓d，　sample　and　background，　respectively．
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　この結．果Fr．1には．90Sr十8gSrはも1よや存在しないことを確めた。

　実験5・マヴロ腎臓部の灰化（担当．者；長沢，木熊）．　　．　，

　水浴上で加熱して乾燥したマグ戸の腎臓部位2・12889を硝酸と硫酸を加えて強熱灰化し，淡灰白色の粒状灰分

i18・2mgを得た．試料のマグ戸腎臓の新鮮な状態，乾燥状態及びその灰分の放射能測定結果をTable；0に示す．

Table　10．　Radioactivity　of　kidn今y　of　Yellow　fin（乖。伽‘朋μs伽6プ。μ6ノ露s）。

・｝

Fresh　kidney 1

c．P．m．． ^9 2，533

Dry　kidney＊ Ashes＊＊

Date　of　measurement
July　20，1954．．

8，70q

Ju！y　20，1954．

811，000

July　28，1954．

　　　＊1gofΦied　m孕terial　from　3．03　g　of　fresh　kidney．

　，　＊＊、1gof　ashes　from　15。48　g　of　dried　kidney．　　　　　　　　　　　．．　　　　　　．　・

　実験6一マグロ腎臓灰分の陽イオン交換樹脂による放射化学分析．（担当者1長沢，大熊）　．．

．腎臓灰分10・493c・P・m・／6吊・7mgを塩酸（1：1）20　ccに加熱して溶かし・．不溶物は演過した篠・．卑酸（1；2）

で放射能がなくなるまで洗い，洗液は1戸液に合し水浴上で2㏄以下に濃縮し水を加えて100廊とする．この溶

液を塩酸（1；2）500ccでH型としたAmberlite　IR420層（底径1cm，長さ20㎝，50～80　mesh）に流入
し・流出液脅とる・次に0・25N塩酸350　ccで溶離し・こ、0溶回雪と流出液を合し水浴上で蒸発乾固する・蒸発残、

留物に塩酸（1：200）をなるべく少量加えて溶かした後試糾皿に移し，水浴寿で蒸発乾固卜放射能を測定する
（Fr．1）1次に0．5％蔭酸500　cc（Fr。2），　pH　3・8の5％．クエソ酸アンモニウム液50q　cc（Fr．3），　P1｛6．0の

5％クエン酸アンモニウム液500cc（Fr・4），次に塩酸（1：2）500　cc（Fr・5）で溶離し，各溶離液及びイオン

交換樹脂（Fr・6）を実験2に準じて処理する・F「・L－Fr・6の分離白血溝を一括してTable　11に示し・．その放

射能測定結果をTable　12に示す．

．T・b1・11・G・・up・ep・・ati・n・f・adi・a・tive　ele面・nt6五n　A・he・・f　kidn・y、

　　　　　　　　　　by　the　use　of　Amberlite－IR－120　　　　　　　　　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Date　of　measuement　Weigllt（mg）

　　Ashes　of　kidney……．……．……山・…・………………Oct．19，1954．‘　？168．7

　　　　　　1・・…1・e・・2㏄・・fHC・＜…）・・ea・・

　I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I　　．　　　　　　嗣
Solution　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Insoluble　matter

　　Collcentrate　to　less　than　2　cc　and　diIute　to　100　cc　　（Weight　and　c．　p．ln．己：negligible）

　　with　water，　pass　through　the　Amberlite　column．＊
　　Wash　with　250　cc　of　O．2N－HC1．

Amberlite．IR－120　columll

　　Wash　with　500　cc　of　O．5％oxalic　acid．

「

Effiuellt

C・P・m・

10，493

Evaporate　to　dryness，　ignite．　Ashes…Fr．1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
Amberlite　column　，　　　　　　　　　．　　・　　　　　　　　　　　　．Emuent

　　Wash　with　500　cc　of　5　iぢ一ammonium　citrate（pH　3．8）．　EvapoIate　to　dryness，　ignite．　Ashes…Fr．2

　　1：

E田uent

〆

Amberlite　co1し皿1n

lw・・…th…cc・・5％一a・・m・…m・・t職・・（・H・・）…ap・m…ゆ・…g・・t・…h・・……3

　i　　　　　　　　　　　’

Amberlit阜column
　　Wash　with　500　cc　of　Hc1（1；2）・

　i　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「
EfHuent

Evaporate　to　dr）mess，、ignite．　Ashes…Fギ．4

Amberlite　column　　　　　　　　　　．　　　　．

　　Ignite．

Ashes．・…＿……．．．∵・∴、．……・＿・…一……＿…．．、．＿．轡

　　　　　　　，

　　　　　　　【

　　　　　E田uent

　　　　　Evapomte　to　dryness，　ignite．Ashes…Frp　5

……・… 諱c……．……・…………・・…・……・∴・…・P・・…・・Fr．6
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＊The　Amberlite　column．is　of．1．0㎝diameter，20㎝height．．Before　use，　the　Amberlite　lR－120（50－

　80mesh）　is　washed　with　500　cc　Qf　HC1（1；2）．

　Fr．1：Anions　and　neutral　materials．　Fr．2：Zr，　Nb，　U，　Th，　Hf，　Fe，　etc．　Fr．3：Rare　earth　metals

　（La，　Ce，　Pr，耳d，、　P甲，　Sm，　Y，　etc．），　alkaline　metals　and　other　heavY　metals．　Fr．4；．　Alkaline　earth

　metals　such　as　Sr，　Ba　and　Ca．　　　、　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　．　　　　．，

Table．12．　The　digtribution　of　radiatio1、　in　leach　fraction　described　ill　Table　11．

Fr．　No．

1

2

3

4

5

6

Tota1

Date　of　measurement

Oct．27，1954．

Oct．27，1954．

Oct．27，1954．

Oct．27，1954．

Oct．27，1954．．

Oct．27，1954，

Octl　27，1954．

weight（mg）

10

60

80

20

10

10

c・P・m・

　　15

1，663

4，191

　　　0

　　10

　　　0　”

．5，874

％（c・P・m・）for　the

ashes　used

0．14．

15．9

40．0

0

0．1

0

56．14．

　実験．7・腎臓灰分の陰イオン交換樹脂による放射化学分析（担当者：長沢，大熊）

　実験6で分離した稀土類及びその他の金属区分．（Frβ）中の1・538　c・P・m・／40甲9を2N塩酸50　ccに溶かし

た後Amberlite　IRA－400のCl型層（直径1ρm，長さ20cm，50．〔’100　meshで前処理法は実験3に準ずる）．

に流入した・担体として酸化亜鉛を用い，これを放射性亜鉛を水と硝酸で溶離した液に加える以外，各区分（Fr・

1～Fr・3）の処理法は実験3に準ずる．　Fr・1んFr・3の分離躁．作を一括して，　Table　13に示し，その放射能測

定結果をT・bl・14｝こ示す・．　．　　・　　　　　　．　　　　　　．’

　　　　　　　Table　13．　Separation　of　o5Zh　in　ashes　of　kidney　by　the　use　of　Amberlite　IRA－400．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　Date　of　　　Weight

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　measurement　　（mg）　c・P．　m，

　Fr。3．　of　Table　11……・………・…・……・……・1…：・…・…・・…・………Nov．18，1954．・　　40　　　1，538

　　　　Dissolve　in　50　cc　of　2　N－HCI．

Solution　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：

　　Pass　through　Amberlite　IRA－400　columh．＊

．Amberlite　IRA－400　colulnn

　　Wash　with　150　cc　of　2N＿HC1．

、　　　　　　　　　1
　　　　　　　　1nsoluble　matter

瞭　　　　（Weight　and　c・P・m・：11egligible）

　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　Emuent

Amberlit6　column

　　Wash　with　80　cc　of　water．

EfHuect

　Combiηe，　evaporate　to　dryness，　ighite．

　Ashes……………・…・…………・………Fr．1

㎞berlite　colu1範rL

　　w3・h　with．120cc　6f　o．25耳τH黄Q、．

　　l

Emuent妻
　　1

／’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／幽1．
E田uent　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　P　．　　／　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Arnberl量te　coulumn

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／　．　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　．’

　　Combine，　ev査po血te　to　dryness，　add　wi出30　mg　of　ZnO　then　dissolve　in．60　cc　of　O．25　N－HCl

　　neutralize　with　6　N－NH40H　and　add　O．1．cc　of　glacial　acetic　acid，6cc　of　30．老ammonium　acetate，
　1 駿。醤凸gt留画調excess　of　2％8一与y血oxyq呼’孕。”ηe　solut’on’n“8N噸ret’ρadd・負1te「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I

　Precipitate．．　　．1．　　．『　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　Filtrate

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Evaporate　to　dryness，　ignite．

・1，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ashes　……・…‘・∵∵・・……………・…・・…Fr．3

　Ashes…・一・．……・・……・…………・…・……………・・一………・……・………・…・・…∴・………∵…・1…・・…讐・・』・…・Fr．2
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＊The　Amberlite　COIUmn　iS　Of　1．OCm　diameter，20αn　height．　BefOre　USe，　Amberlite　IRA－400（50一一100

　mesh）量s．soaked　in　an　excess　of　2N－HCI　overn三ght，　then　wash　with　50　cc　of　2N－HC1，100　cc　of

　O．25N－HNO3　and　100　cc　of　2N－HCL　Fr．1and　Fr．3contains　metals　except　Zn．　Fr．2colltains　Zn．

　　　　　　Table　14．　The　distribution　of　radiation　in　eacll　fraction　described　fn　Table　13

Fr．　No． ｝ぬ・…mea・urem…｝W…h・（m・）1．⑳m・

1

2

3

Total

Nov．22，1954．

NOv．22，1954．

Nov．22，1954．

70

200

10

i Nov．22，1954：

1弩仰璽・）

　22
1，246　　’

　158．

1 1，426

1．43　　（0．59）＊

81．0　（33。2）＊

10．3　　　（4．2）＊　・

1．92・73（・・99）・

　＊　　％c．P．　m．　for　the　original　ashes，　of　10493×1538／4119　c・P・m・

Table　14に於いてカヅコのない劣は実験6，　Table　11のFraction　3（稀土類及びその他の金属区分）に対する弩

を示し，カッコ内の％は原試料灰分に対する霧を示す．

　実験8第五油津丸が昭和29年7月上旬，北緯3Q20，，東経180。附近で捕えたビンナガマグロ（Tab1316，第

4劾及び第6列参照）の各臓器各19を乾燥した資料中・100c・P・m・以上め検体をとり，10－30日間隔で数回計

測し，横軸に計測旧聞（日数）を，縦軸に各。・P・m・の対数値をとり減衰線を作成した（Fig　2及び3）．

4α）0

3α）0

2000

亀

「1000

脚

100

2㈲

1000

脚

弓

含

豊　100

1

　　　　　　　　　　　　　　　　　‘η

＝＼ここ．
　　　　　　　　　　　　　　＼【31

181

周
｛5｝

16」

仁り

　　　　　　　　　　　　．＿→1）島£。・of　Mo騨rぬ。nt（19醒ン

　　　Fig．2．　Decay　Curves　of　Fish　Organs

1）Spleen．　2）Liver．　3）1＜idney．　　4）Pyloric

caeca．　5）Stomach．　6）Blood．　7）Stomach

Content．　8）Intestine．　9）Hea士t．10）Testis．

　　　　7．23　　　　呂．10　　　　　　　9．6　　　9．20　　　　，　　　　　10，25

　　　　　　　　　　　　一一bD己い。『Mじ且・L乙r已脆■∂1Lt（1954）

　　　Fig．3．　Decay、　Curves　of　Fish　Organs　．

1）Spleen。　2）Liver．　3）K：idney．　4）　Ovary．

5）Intestine．　6）Pyloric　caeca．　7）Stomユch

’Contellt．　8）Stomach．

　Fig．2及びFig・3の結果から，脾臓，腎臓，卵巣は，いずれもそれらの半減期が100日又はそれ以上である

がか肝臓，腸，幽門垂，胃内容物，胃，心臓，畢丸はいずれも50－70日である．　．　　　．　　．　．．’

　以上の事実がら脾臓，腎臓，卵巣には比較的長い半減期の放射性元素が多量に存在し，精嚢は卵巣に比較して

半獄期の短かい元素が存在するらしし｝．

　実験9　検体の計測成績（第15表）　主として東京築地市場で水揚げされ・検査の結果汚染が甚だしいとして

廃棄された魚の1部を当所で詳細に放射能計測を行った．　　　　　　　　　　　　　　　・

　実験10臓器別による検体の計測成績（第16表）　実験9の検体の主なものについて各臓器別に詳しく放射能計

測を行った成績を示す．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘　．　　　　　　　　・　　、

P



轟

｝l

l・！

1．ゴー毛‘

㌶

鎧
融’

界－

　■

霧

慶

敷

一「

妻

．チ

　約
　　｝咀

．…｛

　　亨

　　1

卜蘭・・

1

1・

章

Table 15・　ContaminatioエL　by　Radioactivity　i且Fiεh

「二1
Body「 髄脳ace K：i面ey Musde

一

N踊eofsh｛P
1：Fi曲ing

pAτea
戟D

Date　of
ei曲h19

Date　of
ra加P五血9

Name　of
@　F国宣 CeR－

@ter、
Back Abdσ一
｡皿eR
Tail
IG三11

whQ亙e W／9 玩ied Ashed
　　　葬2（漁 　　　＃5C】瞼 　　　　蕎10Cm

　　　△
`rea

二 、

一

f Nitt6．阻aru N33。 ∫u二e　． Ju頂e　25 Para．　s三bi 一
35 718 12 86

『 一 一
ユ9

『 一 一　＝三．

E’ ｿマ・
E1620 1卍17 〃 一

15 16
一 『 一 　

12
一 一 一

』ボ馬、、

C馬 o．1＿Sa偽u孤a． Nllo May　13「 July　5 Neo．1nac． 一
450 386 293 835 965 ユ46 ユ91 10〔｝

一 一 一室
mar口 E1700 ＿16 〃 53 78 72 46 96 154 37 67 1

一 『 一
〃 一

151
一 一

487 726 151 281 32
一 一一 一

〃 131 107 75 69 20913ｳ塁 103 31
一 一 一

酌甲 1 Kat．　vag．

@　　　〃

21
＝ ＝

9一 30囁　　　　＿ギ
＝

00

＝ 一　｛ ＝

No．3・．Shinseiボ N2～30
「Ju豆e　10

July　13 Thy皿．　ala． ユ，373
一 3，560 一

含，590 4，649 713 1，093 56
一 一 一E1620 一28 〃 395 365 1β44 169 963 2，G55 291 490 30
一 一 一

Soomb．　chin． 91
一 一 一 『

282 go 148
一 一 一

一！

0．11．Fukusei一 N10。 〕May　21 ∫uly　14 Neo．皿ac． 一
250》 450》 150》 300＞ 1，000v

一 皿 一 一 『 一maru W1700 一Tune　27 〃 30G》 200v 工Gov 100v 2工G》 7GGV
一 一 一 一 『 一

〃 120ゾ 2GO》 一300v 100＞ 250＞ 600V
｝ 一 ｝ 一 一 一

H三s．ori． 250v 600v ＿　　　　　　「 一1，000》
一 ｝ 一 一 一 一 一

〃 70G》 ｝ 700》
200》11，100》

一 一 一 一 一 一 一
〃 帥 一

500v 10G》P 800v 一 一 一 一 一

＿1

　　　　一
p

Misaki－maru N6卍80 」’｛皿e18 July　15 Neo．皿ac． 613 619 612 409 1，218 6，803 27
一 一 一E138 一∫uly　6 〃 姻 罎 353 255 523 355

櫨； 島諜
22

一 一 一
＿144。 〃 667 648 5瓢． 459 992 2，482

5
75

｝ 一 一

一

Taishδ．maru N4。 Jupe　28 July　19 〃 5，655 5，265 5，611 2，929
　　　　§
X，003118，156 2，533 4，290 258

一 『

｛　　　　一

E140 ～J皿y　8 〃 461 455 34 270 762 2，065 334 569 55
一

＿1

一
，》143。 〃 弱｝ 82 71 91 91 36

一 　　　一
0
一

一｛

一
　　　　　　　　　　　　　　iNo．5．Ab㎜tsu一

N3。20！ 」囎e　18 July　20 〃 1，工77
一 一

「　　　一 1，766 3β71
一i 　　i118

一 一 一
皿aru

｝・・48・
一July　7 〃 659

一 一 　　一 一
ユ，921

｝193｝　　1

278 351
一 一 一

r 〃　　　　、 267
一 一 一 一

972 304 　　1R9
一 一 一i 〃 一 一 一 一

576
蓋耳書1

269
　　1

P9
一 一 一

二．

Thy且．　a凱・

@　　　〃

慧　　1

849 1， 196
R97，

462 2，072

@　　一

2，758
@　173

　　」P72
@0’

88 51 35x29

@　　一
’・

激~ヒ

〃 一1
5421 1， 130 221 1．2841 1，342

8劉恥3墨

�@　　　　署1031　　　　　1801 48
一 一 一

．．

ｶ毒　馨r 　　　　　　〃

P　”
蕃暑i

　　　132　　＝

ユ39
U37
59
?S4

378i　　　「750　　　1 306
R86

071

＝ ＝ ＝

．　愛
一糞一

ｬ
o・3－Sumiyo一・i噛1naτu ｛　N30　E180。 蟻y3鑑、1 ・Aug「5 Mak．皿od．

　　↓Q64i

@　5

277i
625 刎 如5i

圃
・261 」

1

・・1

一 一 一

　　　－，ア「
@　響’　雲 jik：y6→paru

｛　＝N30　E1500 July

@　　3～30
Aug．9 NoO．　mac．

@　　　　〃

　1

S7
15
T95
35

I
屠 ユ5

S85
飼 認 『脳 　0

W3 拓
一i－4844x31

ヒ　嵐算 1 1
曇．鐘．．

o．3－H6k6一 Noo Jhly　王6 Aug．16 ScOmb．　chh1． 7 一
142 2741 69 紐 5B 27 14

　墓・ maru
s

E138。 一Aug．5 His．　ori．

@　　　〃

ユ651

P劉 一一1 ＝
285
U6

齪Olユ791 1，工60

@　373

138
V3
153
U6

51
Q5
42
Q1｝　　1

30139x302◎39×269｝39X留

　　　　　憲　　　　　、・　「厄」　　　　　：’

豊駈me．mam
`夢

｝N5～7。
@E144
@　　　μ150。

July　18
`Aug．7

Aug、18 Neo．　mac．
@　　　〃

@　　　〃

一310508
一1

Q69！

ｧ

L 208｝　　126α一 、弱｛一 372｝

]961｝

毒；認
『13350 一1553

器1、詔

32 29 37x23

@　　＝

「　　　　　　、
愚

〃 253
一 一 一

496 101 153 30 14 36×32i
　　　　　　　　　噛
@　　　　1　．

@　　　－　　　－　　，

　県
1

〃〃〃 564
U52i5181　　1

＝一
490
?R99

＝329

1，260、

@786

1，03616，741 143
T74
Q87

185
U91
R73

　　　i
P器1

80
X1

租70一 38x321
R8x

毛　　　　一

v　　　∫
〃 1，67α

一 一 『
一1 5，357 365 433 138

一 一 一
1

丸　　』　1
1

〃
一 一 一

793「　800 126 145 161
一 一 一

1
ゾ ｝　崩 1 Scomb．　ch加．

131　　　i

一 基一
ﾇ 一

一｛ 241

@　1

22 31 26 33 2636x26　　1　　　　　i

　　，
o1曝nlaru
@　竺

S2。
d150
@　ル153。

July　22～Aug．10 Aug．26 Neo．　mac．
@　　　〃

@　　　〃

2001

P42i
F2｝

＝：一

峯ξ．一！5も署＝

歪　　　　＝

@　薯　　　｝

l　I751

@　　290
@　　52d

．3361　　　827　　717

114 ま51

黶x

13
Q1
R4

ユ8

P0
Q6

14134x29
曹盾撃R7×34　　［23137x34

曇、一」 〃 烈 ｝
■＿

1一」 5751 172 218 24 22 28132×30
　　畜｝島

〃
一 一

2351
Q81i93i

760 1　　　＿
一

25 23 2428x26
憶　　覧な、

~蕊．慧
〃

652｛ 84
一 i一

一
113 181 22 ．19 2052x39

宝ヒ

@　　・．’＝一一4．

Para．・sibi

@　　　〃

1271
一＿　5

155i

P7｝
　　　　一P6871

75
T9
86
W9

15
Q，冒

75 1工｛36x25
S幽32×29

垂嚢 Tet．2mg．
qis．　or三．

・，・劉　497

＝， 、＝
，765　1　　＿111，485

@　　653　　　　　」

1，098F1，041 …　　　　一

@　　1261

一ユ84

ユ32

163
№

13238×27
V1！37x25

讐 ノ Mak．】卸od． 53 24 」　一

　　一ﾆ 一i
一 一
1
一 i21 22 2837x25

ゴ 1 1

亭　． 価曲i、融融 U］〔註de皿ti一 U㎡denti」Unide夏ti ：Mak。】訟od． 261
一

脚　　一

n

旨　205

鶴
1　　　　一

一

40｝ 　　122

・35×30
1． ♂ fied fied fied 〃

一 一 皿 一 一

120｝9i

一 一

41
5i

一 一r

■ E

o．2－Taihδ，一 N39。 Aug．2 Aug．31 Tet．　ang．
エ501 　　1

曹Q7 167 、111 2ユ1 蹴 35 46 17 12 14 38×27
慣1 E161。 〃 、器i

一
68

一
177

一 一1 一
11 13 8 39×30

鐸1
∫ 〃

一 1＿ 一
216 101 ：11

　　唱

Pα 7 38×30
諺　峯。豊　　　’

@婁鑑

’　　　　「 　　　　　〃

@　　　　〃

lak。担Qd．

361エ691117i

コー
　i

p

＝｝ ＝一
46
Q47i

t
20・

R23i　　ll196i

10
W9
P9

ユ3

Q2
P9

11’

Q1
P5

　　　　4

P

　　・33x27

　乏
bP　　妻二；． No．かK滋usui．

@arl1
N380
d160。

Aug．4P　　　　＿18 Aug．31 1・蹴・・… 別
磁｝
ヱ29

『

・2・i 2〔封1 32
・｛

0 ・138…1

気1 且ident玉fied U鼠ident一 U】〔直de就． Aug．31 Neo。　mac． 58 89
一

1｛｝6

郷 39 63 ．　o｛　　0

霧 遣ed if至ed His．　o㎡． 1，255 一 一 一 1，156
1，13◎ 425 鰯

761
59

毒 1

　　　　　　費『
D乙 @嚢 o．　5－Kikusui一 N1－3。 Aug．15 Sep．ユ3 Mak．　mod． 200 184 256 」160 315 74 33 37 43 28 24 37x29
箋

血aru E152 ～30 聾eo．　m段c． 339 273 2 177 381
一
149 脇 68 56 45 36×25

書 μ1550 〃 225
一 一 ；117

230 → 110 171 56 ．40 31 39×39
無 〃 599

一 一 ．155
321

「 一 一
174　　と 1391　　菊

90131×31

巾　　　　鍵

@　　慨　　　　「

o．15－Taih6．

r
厳瀞40．1 Sep’ Oct．4 1…m・・甑い8i 102 ユ08；・・1

　　1240 　　　46｝　　・ 　　1

P0 　1Q81
@　き ｝4

・i

　　鐘
鼕]

Ko．10－Fuku一　　，se1一鶏aru N70
v1560

Aug．5〃
@Sep．14

Oct．4 1瓶面 32・P 236 ・・7｝ 　　i125、4麗1　　　　　11

A阿
　　158

1

・27i 2gl　　l 241　　ヨ

・・｛35…1

　　三・．蓼　　’審

d蓬
且ideutified 1田翻輔 U皿ide且レ

@玉fied
Oct．4 陣k田・・ い24i ・・3o 1111　　119

v

一t
疇 一 一

6i1・t
　2

R138x30
量∫二・

ﾃ．　－

c｝ゴ

etθ010gica正

盾≠

N240
d154。

U述denレ
@ified lO硫14 lN…・・

・・gl

一 …　　　　一｣

・如1 　　当
P8工　　i 53 75

18！，・71 11 35x30

．i玉ぐ No．1渉Koshi一 N7－8。 Aug．25 Oct．ユ4 Neo．　mac． 1，297 1，719
署考・2…露

746 3，245 3，95φ
470i 822 176 139 1Q4140×35

暴 tak：a－maru W170。P 一Sep．23 Mak．】〔ロod． 155 204
一 一

304 2，2G1　　　　ヨ 31 136 24 24 　　1

P2，37x35
．弓左

Tet．　a∬9． 1501
　　　　一P

1　＿ 128 25『 「 一 一
25　　1 10 0、35×2『

i

　　一
F

P　　　　　　　　冑

ny．．一皿a「u Maτ曲aH Uj㎡de蔽t＿ Oct．14 Mak．加od．
暑1 5団 62 一1

一 一 一
2 2 1翼7x猫

1 Isla戯d ぜied 〃 40 561
一 → 一 一

0 17
1 〃 36｝ 421関 一｝→ 一 一

0 0
10140×30
Q135x301

邑卍

嚢

難

鰹
：欝

明

」

｝

翫、。、｝A幽。dl，。論。ノ

Red　Musde

225

w／9

・4

5．

5

4｝

3｛

40

5

7
5
3
1

0

0
6

2
5

O
o
O
2
0
0
0
2
3
4

O
o
O
o
1
0
0
2
6
4
2

2
0

3

0
2
ユ

4

0

0
7

1
0
3
6

0

0

3

t

一1

」
5
3

≡！

52

τ

2

11

ギ
・i

0
5

4
蓼

l
l
1i

1
2
0
3
3
0
3
0
8
8
0

碕

0

3
2
0
0

0

1
101

1
1
4
6

2

・1

。｛

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・｝・1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4　　　4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0i　Ol

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　　O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　1

慰講謙購黙諜器鍵灘：灘諜離灘凱盤
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　きof　2　cm　in　the　columas“Body．Surface”and“Who正e．”i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　く

｝畿奮邸’o且．f　e「’a『’s磁　醐s血Ilude励eto畷

砦　＝　Di曲ce　between　Inater星瓠and　t直be！s　wi虹dow．　i

今1諾離曲噌　b・蝋酬
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i　　　　　　　　Abbfev…a塾io盤S

H三S冒　ori甲

Kat．　vag．

Mak．　皿it．

Mak．阻o砿
：Ne⑪．】〔nac．

Pa細L．訂bi

Scomb。　ch三且．・

τet．　ang．

Thyn．　aぬ．

　　w／9

　　　　　寧ame　of　f三sh　　　　　l

紐Sがの乃ゐ2欝07∫召π’α三3　　　　　　1

瀦監紫纂端欝（石吻　鋤魏’s）

伽々ψσ聾πo面7α

漉あ痂揚粥解σσ2｛脚θノπs　　　i

Pαケα伽㌶脚5f6f　　　　　i

86伽ゐπ瞬02μsψr姻3　　　！

乃如で鱗猫卿8胤∫70sρ7∫5　　｝

丁励”駕媚桝8σ（磁7〃軍0827〃短）

Co岨ts”er　gram　of　wet鵬te＝i4L
　　　　　「1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　き

　　　　．量

　　　　づ　　　　　　　　　　　　　　　・
　　　　　…　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト

　　　　溺　：

Eコ91ish：Name　　　Japa夏ese　Name
Sait　fish

Sk：ip　gack

Merlin

Black　Merlhl

Yellow　f血

Big『eyed－tUna

Spanish　mackerel

SWQrd　fish

Aヱbacore

Ba昼hokajiki
Katsuo

Makaj面
Kuro1【awakajik1

K曲da
Mebachi

Okisawaエa
Furaikajiki

B曲ga

E

l
1
1匡

｝

i

；

1

331

2『

272
・ll

l
1蜜

「

117
100
222

947
137
17

416
265
91
37
378

鍛
245
31
90

刊

＝｝

2】K｝

　1

「

　0　　－
352　　296

88【

196
1霧1

穿9

魏
379

53
62
121
ユ23
55
43
50

　8

141

　　1

　8
239
　　1

67
196
ユ12

258

27

54

17

52

624

　（日；本：名）

ノミショウカジキ

カツオ
・マカジキ

クロカワカジキ

キハダマグ戸
　　リメハチ

ナキサワラ

フウライカジキ

ピンナガ・マグロ

72

65
269
227

32
36
88
95
33
42
30
10

14

　1
140

1

1

ll

・81

3gi

・・【

鍛｝

475

・・♂ド

122

｛

：195

56

45

」
ヨ

」
司

『

34x31

1櫨炎1葦

29
28
56
59
25
30
26
13

38x32

35x23

一1

31x221

38×35
37x26
31x22
30x29
33×27
28×25
27×25

・・i…謎

　　↓

　035x26
62防・

・藤
125i30×20

・｝

・・o
・1

工4＊

ユ6＊

・6・P
・6；32・訓

　　｝　　　　1
32935×27

三｝

W／客

16

9
12

　　　；　　豊
Dried「Ashed饗
　　　i

」
一｝

一1

＝｝

＝1

一1

29｝

讐

1劉
52
27
11

34
8
21

17

・2；

o｝

29i

2
2
8
5
0
5
5
6
6

5
2
17
15
11
0
7
0

1

3
0
5
5
0
4

o｝

15

13
13
ユ6

14

44
7
1

3
1
0

91
69
22

60
4

23

　f

「

0
7

O
G
5
5
8
10

5
0

1
6
23

毘
14
8
14
8

2

6
0
0
6
2
2

0

43

6
2G
12
17

・｝

・！

・1

列

7藝

9｝

0
0
3



　　喜

ツ』

寸

隼

，・

・レ＼

Table　　16． Couhts　of　Fish　Organs　Contaminated　by　Radioactivity
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」　一　一　一．．　皿　一一．
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（）；Weight（9）of　materia！when　radioactivity　was　measu】

＊See≠oQt　note　of　Table　15
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　　　　65zn　was　foulld　in　the　muscle　and　kidlley　of　the　ye110w伽（1艶of伽〃πμ5物ασoρ∫θ，μ5）caught　in　the

west－90uth．　Paci行。（N　4．・E140－143．・恥te：June　28－July　8・19磁）㎝d岬io・。o蜘ina㌻ed　t㎞ugh

　　H－bQmb　exp！osion　t6sts　at　Bikini　Atoll　in　1954．　　　．

　　　　The　radiation　of　65Zn．i11．the　muscle　showed　about　76％，　and　that　in　the翠idney，　about　33努of’

覧　total　activity　in　each，　respectively．　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　些

　　　　The　radiatioh　of　g　oSr　in　the　muscle　showed　about　O．20％of　total　activity．．

　　　　In　Table　15　and　16，　the　results　of　our　investigatioll　on　the　radi（卜contaminated　samples　of　sea藪sh

　　and　their　orga且s　got　fro】h　the，west－south　Paci丘。　during　June　to　Oct6ber，1954，　are　shown．

　　　　　（S・e・1s・th・f・・tn・t・・象・耳P・g・213）　　　　　　　，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

．
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　　原水爆実験による：放射能汚染の研究（第6報）＊

　　　　　　　　　　　　　　　ま放射能で汚染された肝臓を原料ごする肝油の製造について

長沢三態，中山豪一一，芹沢 淳，西　崎　笹　夫

　　　　　Studies　on　Radio－Contamination　of　Foodstuffs　Effected

　　　　　　　　　　　　by　A－or　H－Bomb　Explosion．　VI．

　　　　　　　　On　the　Effect　upon　Liver　Oil　Production　by　the

　　　Use　of　Radio－Contaminated　Fish　Livers　as　a　Starting　Material

K・k・m・N・GAr・鴨Ggiρhi．N晶晶」・ρ．S・孕lr岬・r・“S孕sa・NlsHlz・・1

昭和29年3即月のBiki・i懸の水臓醐来・聯醐で撤＃脚rカ・なり．あ二二験を認あ，特に

購揮い・，≧が糊したので・ζれか螺造される肝油が一町染さ樋か翻査レた・鯨附近噸け
．研油製造工場3力脈・入机ている各即肝臓を噸したが・いず三期倉旨を榊なかった・次に騨のか

纒醗鎌脚欝肝油で｝馬人工脚昌の柵力1贈物胆液電に臨二黒に

　検査：方法　工場での肝臓検査は，魚類放射能検査と同様に検体から106mの距離にGM管をおいて100c．P．m．

以上を目標に調べた．後述する（a）の場合には科学研究所製32進型，マイカ3．6mg／cm2を用い，（b）の場合

は同社製Survey　M6tre．Model　ISMAZを使った．

　肝臓抽出物及び肝油の試脚ま一’般に19翠峠記載量を試料皿にとり・．距離1cmで④の場合と同じGM計

測鵠を用い10分間測定1 ｵ，（効率約10％）別に天然放射能を10分間測定し，二二定数の差を。．P．m．とした．

　三二調査　（a）日時＝．昭和㌍㌘5ユ4．場所；川崎市大日本ビタミン油点式会社及び東京都中央区月島林兼製

薬瀬会社・噸1肝二二1二二右回鞭数種を噸したが・いず紬期倉旨陰性・（b）購・脚2脆
劉場昨理畔タ・ソ油株式会社越績・マグ噸訪・オ財・・アザラシの臓それぞれ5－6諭に

纒議叢難：騨騨で本騨た珊麟や騨聯細面瞬
　肝臓から肝油製造時の放射能分布　（1〕New　Britain島附近で捕えたキパダマグロの肝臓2kgを原料とじた．こ

の肝臓は東京築地魚市場で採取したもので，かなり強い放射能汚染を受けていた．（灰分は1．09％，Sample　No．1

ユSO　c5P．mJ／500　mgづ．

し・ ﾌ油の製造はなるべく常時行っている．菇@に従い，理研ビタミン油株式会社が行った．∫その大要をTable　1に

示す．　　．　「　．・一
　　一．　　　・　’・　　　　　Table　1．　Liver．Oil　Extr琴cting　Procedureゴro∬琴Fish　Liver　　．．．．．．　　．、

　　　　　　Liver　2．　O　kg　Samplc　No，1

　　　　　　　　　Add　w重t無ll¢qη（≒．NaQH　so1P．：1（eep　temp．　of　60　to　70。・．for　severa1　　　．，き　㌔　　1．

　　　　　　　　　hours，　extract　with　shark　liver　oi1，　centrifuge．

　　　　↓
Liver　Oi1（3009）．
Potency：・13，420　units／g　．

　（14．9％）

Sample　No．2．

＼

　　　　　　　　　↓
　　　　　　Residue（304．3g）
　二1．　　　　　　　・　　（1512％）

　　　　　　　　　　　　　　　へ　　・　30噛90f　　・　．．　　　　　　　40　gof

　　　the　residue．　　．　．the　Residue

．Ignite♪fgr　32　hours　Ignite、for　16　hours

　　Ashes（α335g）　　　Ashes（0．543g）
　　　（0．17％）　　　　　　　　　　（0．21％）

　　Sa瓜ple　No．3　　　　S皿mple　No．4

かくして得たSample　No・2，3，4，5について放射能を測定した（Table　2），

　　　　　　↓
　　　Waste（28．4kg）
　3．998kg　of．the　Wast6．－

　was　evaporated　tQ　sy叩P

Syrup（157．7g）
　　（55．9％）

　　　Sa冊Ple　No・6

＊　第5報は本誌本号213頁



、

232 衛生試験所．報告 第74号　（昭和31年）

T・bl・3・Rr・・lt・f　R・di・t・n　gξ．

the　Sample　Aslles　Described　in　Table　l．

Sample
Weight　of
開mple　Asheg
　　　　（9）

　　　　　　　　　　　　　　　No．1＊

　　　　　　　　　　　　　　　No．2．

　　　　　　　　　　　　　　　No．3

　　　　　　　　　　　　　　　No．4

　　　　　　　　　　　　　　　No．51

＊Ashes・f　the．1iver，

　　＊＊皿eahs　count　per　mlnute2

　　　　　total　dis1ntegrations．

　　（2）．．N3。20ノ，　E

与．Qg（Sample　No．6）

．物4・89（Sample．No．8）を得・．こ

0．5

0．5

0．335：

0．543

0．5

Date　of　Meagurement

September　20，1954 Octobe1「22，ユ954

　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　180c．p．m＊＊

　　．　1

　　　　68　．．．．

　　・．畠　．77．　．　　．　．

　　．　6

G、M，　counterジhaving

108c．P。m＊＊

　0

36

50．

　　6

　　　　　the　starting　material．

　　　　　　　　　　by　the　u・e　qf　．　　　　the　effi・i・η・y・f・b・ut　10％・f

　　　　　　　　　　　　　．．．．　　　　　、　　．．　．　　　．．　．　　　　　　．i’　『　．．層

・48．で聯29年．7月に第五油津丸が搬たビ．ソ†かぜ・の騰を轍籾奉とし醜の

　　を原料としエ．一テルで索出．しエーテルを留廉した後，肝油0。29（Sample　No・7）及び残

　　　　　　　　　れらの放射能を測定した（Table　3）・

　　　　　　　Table　3．　Result　of　Radiation　of　the　Samp1←s．

　　　　　　　　　　　　　　Obtai範ed　by　Ether．Method

Sample

No．6＊

No17

No．8

Weight　of
Samples（9）
（T・ね1W・ight）l　August

Date　of　Measurement

12．1954
October　10，1954
　　　（Tota1）

　　窒　1gof　this耳nateria！showed　2240　c・P・m，　when　dried（0・39）．on　July　21，

　　　　　seve甲1ゆ・・a・1ar琴e　a・th・t・f　the　mean・f　wh・le　liv㏄mea・u「ed

　　　　　ユOin　the　t＃ird　and　fourth　column　respectively三n　Table　3

　　　　　tio孕．　was　diffe「ent；in　va「ious　pa「事r　o軍the　liマer

　．＊＊1～島fer　to　the　foot血ote　of　T耳ble　2．．

　　考察と結論（1）の結果から，

．されず・大部分は残物（Sample　Ng・3及びNo・4）及び廃液（Sample　NQ・5）に移．幽し7．（2）．の結果からも試料

（Sample　No・6）の放射能は肝油（Sample　No．7）申にはきわめて少く，大部分は残物（Sample　No・8）中．に移

行することが分つた．従ってかなりの放射能のため汚染された肝臓を使用しても，それから得られる肝油に放射

能が含まれるような心配は少いと云える．

　　終に（1）の各部分の製造を担当さ．れた理研ピタミ．ン油株式会社に対し厚く感謝する．　　　　　　　　．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼　　　　　Sumlhary　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　L．

　　The　authors　measured　the　radiation　in　ea（ih　fねction　in　the　process　6f　liver　oil　production　by　the　use

of　radio－contalhinated　1三ver　as　a　sta1‡ing　materia1．　In　the　result，　the　radio・activity　was．scarcely

found　in　the　liver　oi1，　but　its　most　part　was　found　in　the　residue　and　the　waste，　therfore，　it　was　easy

to　prepare．1iver　oil　from　the．1iver　with　radio・contamination　effected　by　A出or　H－bom戸explosion

experim㎝ts∬1954．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　2931956

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　1．0（5．0）　　　　　　∵．　　　．318（1590）ρ．pm，宰＊

　　　0．2（0．2）　　10c．P．m．＊＊　　2（2）

　　　1．0　（4‘8）　　　　　　654　　　　　　　　　　　　　310（1郷）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1954．This　activity　was

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　qn　August　12　and　OctΦer

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・lt・・認e・trd傾at　the〕界diq’。on㎞幽0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　。　．．．．　．　　　』．　1．．’　．．　　　．一

試料（Saπ1か1e　No．ユ）中の放射能は肝油（SanΨ16　No．2）にはほとんど検出

1
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オレンジジュース中より．非イオン性界面活性剤の検出虹に定：量について

　　　　　　　　　　　　川．城　 巖，竹内末久．．　　　　、

Detectioh　ahd　Determination　of　Non－ionic　Surface－active　Agents　in　Orange　Juice

Iwao　KAwAsHIRo　and　Hidenag3　TAKEucHI

　食品申の非イオン性界面活性剤を分離定性定量することは極めて困難であるので，われわれは先ず食品としてオ

．レンジジユ・一スを用い，これに含まれる宗リエチレングリコール誘導体の一般的検出，定量を試みた．界面活性

剤としては，Polyoxyethylene　1500及び．　Tween　20　（Polyoxyethylenesorbitan　monola㎜te），　Tween

80（Polyoxyethylenesorbitan　monostearate）を取扱つた．

　Polyoxyethylene誘導体の定性反応としては，（1）ヨウ素引による沈澱または呈色，〔2）燐モリブデン酸または

二二ングろテン酸による沈澱・2），その他種々のアルカソイド試薬による反応3），⑧熱分解により発生するアセトア

ルデヒドを検する4）等の方法がある．（1）の反応はPolyoxyethyle耳eの長さにより沈澱，呈色の状態が異なり，

Tween類では（2）に比べて鋭敏度に劣る．（3）の反応は鋭敏度が劣るが，（2）の反応にまり得た沈澱を集めて行う

．と陽性に出る．

　また定量法としては燐モリブデン酸または珪タングステン酸による沈澱の重量法及び比色法L・2・5）　ヨウ素によ

る方法6）その他7）があるが我々は鋭敏度に優る燐モリブデン酸重量法を用いることにした．

実　験　の　部

　　　Po！yoxyethyle漉e誘導体の定性反応

　1）．ヨウ繁液による呈色法　検液にN／⑩白ウ素液を注意して滴即する．Poly6xyethylene　1500は紫黒色の沈

澱を生じ，濃度小なる時は汚緑色を呈する．Tween　20及び80ほ酒赤色を呈する．因にPolyoxyethylene　400

は緑黒色沈澱．4000は褐黒色の沈澱を生じ，濃度小な． 骼桙ﾍ紫色を呈する．感度はPolyoxyethylene　1500に於

て10γ／cc，　Tweenでは1∞γ／ccである．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ
　2）燐モりプデン酸による沈澱反応　検液約1ccに10％塩酸1滴を加えて酸性とし，これに10劣塩化バリウ

ム液2－3滴を加え更に10％燐モリブデン酸液を滴加すると黄色沈澱を生ずる・検出限度にTween　20・，．串0及

polygxyethylene　150p　i共に20γ／㏄．である．　．　，　　　　　　　　　「

　3）熱分解に串．り発生するアセトアルデζドを検す斧方法　2）にて生じた沈澱を遠心分離して集め・水洗を繰

返し，沈澱をFig・．1のA試験管に入れ，これに85努燐酸0．5－1．Occを加え，小火焔で熱する．　B試験管に

は凡流酸0・5ccをλれ発生するアセトアルデヒドをおさえる．　Aの』燉eが褐色になる迄加熱したらBをはずし，

これにP－Oxydipheny1の粉末を加えると暫時の後紫色を呈する1検出限度はTween　20・80及びPolyoxy・．
thyle血e　1500とも約1mgである．（Fig．1）．’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　燐モリブデン酸との沈澱による定量法の検討

　　　　　　　　　　　　・　　　試薬　a．10劣塩酸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
　　　　　　　　ノノ　

Fig　ApParatus　for　decompo・びし17　mg含有水溶液について検液量を検討Pた・1その結果をTable　1より

　　sition　of　Polyoxyethylene　Table　5までに示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1　．

　　　　　　　　　　　　　Effect　of　Amount　of　Phosphomolybdic　Acid　Soln．

・…p・・m・1y・…A・・dS・1・・（⑩レ・…「q・IL・1…

’Ppt（mg） 1…』i・…｝・…1・…



／

234 衛、生　試　験所、‘報、．告 ；箆74号：（昭和31年）

　　　　　Table　2

Effect　ot　Amoullt　of　10¢6　HCI

10％HCI（cc）

Ppt・（mg）．　’

・1α25iα51…P・
1・…．「・…レ・・9，

　　　　　Table　3

Effect　of　Amoullt　of　BaC1。　Soln．

1・……．零・・

BaC12’S61n、（cc）
．1

L

Ppt（mg），，

・｝砿25「…

1 8．9 21．1 レ2ユ・9

…、1』2・・

　　Taも1e　4

Effect　of　Washing

：．21。1， 、21．0

Times　of　Washing（each　5cc　Water） ・1

Ppt（mg）

2．
P．・3・／ ・レ・

1コ口・1鉦・4一・…1・・lb’1．字・・1

　　　　　　　Table　5

Effec亡of　Concelltration　of　Tween　20　ピ

い・・（m・）

．Tween　201．17　m9／cc　Soln．1cc

〃 0．117mg／cc　Soln．10cc

〃 ．5．62mg／cc　Soln．1cc

〃 0，562mg／cc　Soln．10cc

．4．4

4．5

2LO

21．0

　以上の検討により定量操作を詳述すれば，二等一定量を予め100。にて乾燥，秤量せる三遠三管にとり，これに

P％塩酸0・5ccを加え酸性とし，更に塩化バリウム液0・5cc，燐モリブデン三三工ccを加える．黄色沈澱を生じ

燐らば・，少時欄に燭め澱を越くした後迦汗する・上澄灘捨て水5ccを加えて紬’ガラ噂で沈
澱をかきまぜた後再び遠心分離する．この水洗を更に3回繰返した後沈澱を100。にて恒量になる迄乾燥し：（約4

8与旧聞）秤量：する∴．

次に上記の方灘依りTwee・’2婿8・及びP61y・xy・・hyl・血・．・5・・について離範囲三三匝（T・b1・6長

Table　8及びFig　2）’　、．1．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　6

．．．
@＿．　Vゆ・A血・uμ・・fTweeh　2吻d　it・Ppt・．　、

　　　　　　　　　・．．Wit＃、Phosphomgly団ic．Acid・・．・　．．　　一，

．Tween　20（mg）

0．238

1．19

2．38　　・

2．98

．3．57

Ppt・（mg）

0．8

4．6

8．4

．11．0

13．2

1 Tween　20、（mg）、 i
5．95　　　＝ζ：∫

11．9

』Ppt．（mg）

22．2

43．6

1

17．9　　　　　　　　　　63，7

23．8　．　　　　　　　　　　　　81．7

31，0　　　　　　　　　　90．9
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　　　　　　　　Table　7．

Various　Amounts　of　Tween　80　an4　its　Ppt．

．with　Phosphomolybdic　Acid

Tween　80（mg）

1．00

2．00

5．00

10．0

Ppt．（mg）

3．8

7．1

18。2．

34．6

Table　8

Varまous　Alnounts　of　Polyoxyethylene　1500

and　its　Ppt。　with　Phosphomolybdic　Acid

Polyoxyethyle皐e　1500（mg）

0．99

1．98

4、95

9．9

Ppt（mg）．．

3．8

7．7，

18．6

34．8

ぎ

ξ

｝：5

20

15

10

5

一・一一 @　丁騨㏄020

一一一 @　‘”　80

一’｝
DP。！ア。驚y・亡，1ン1。旧1500

　　　　　　　　　　　　／／

　　　　　　　　　　　ノ　　ノ　　　　　　　　　／／

　　　　ンク／
　　　　　　！　／
　　　’，ノグ

ノ77
ル’ノ

　0　　1　　2　　3　　4　　5　　6　　7

　　　　　　　　　翫r「菖。卜叫肘¢鳥9榔恥9

Fig　2　Calibration　Curves．of　Surface－active．Agents

　上記の方洗を用いると界面活性剤が10皿言以上のと

き’は沈澱量と界面活性剤量と寮比例しない1． Pた界面

活性剤量が1mg以下であると秤量し難いので，検体

量は1mg川6mg炉良い・

　　　沈澱中のモリ．プテンの定量

燐モリブデン酸との濾量と検騨との母・モリ

ブデン量との聞に一定の関係があれば正確な界面活性

剤の定量が可能であるのでStevensonの方法5）で沈

澱量とモリブデンの定量を行った1即ちT宙een　20，

80及びPolyoxyethylene　1500の各一定量について
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら
常法により燐モ羽ブデγ酸との沈灘を作り，仔量した，

後，この沈澱を20ccの士流酸に溶かし，永にて全量

．を100cc．ζレ乳’ Dこφ49俘・をとり与％（w／・）N翠・SCN

液1・Occ，　SnC12液0・5cc、（35窪のSnC12・2H20を

10ccの濃塩酸に溶かし，水で100pcにうすめる）を

加え，10分後に450mμで比色した．その結某をTable　9に示す．モリブデン量と（沈澱量一検体量）の間に一

定の関係が見られなかった．．　　　　．・ ．・ @1・・．・　　．・：∵．1：1
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Table　9

Mo　in　Ppt．＝of　Polyoxyethylene　Derivatives

with　Phosphomolybdic　Acid

、

Surface－active　Agen㌻、（mg）（1）

Tween　20 2．26

〃 1．13

Tween　80 ．1．27

〃 0．64

Polyoxyethylene　1500　　2．08

〃 1．04

Ppt（mg）（II）

．8，5

4．3

4。9

2．4

8．7

4．4

II＿1

6．2

3．2

3．6

1．8

6．6

3．4

Mo（γ）

423

223

213

108

465

250

　　　抽出条件の検討　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　．．　　　，

　1）沈澱妨害物質の除去　．イオγ性界面活性剤の存在は燐モリブデン酸との定量的沈澱を妨害する．その他硫酸

塩，或種の有機酸等は沈澱による定量を妨害するのでAmberlite　IR－120及びIRA－400（共に約40メッシ⇒

各3㏄の層を通し除去した．TweeR　201％水溶液20ccを通した後各樹脂を20ccの水で洗うと，もはや洗液よ
　　　　　　　　　セりTween　20を検出できない．

　2）沈澱物のある場合の検討　Tween　201・誓m9／cc水溶液5ccを乾燥小1戸紙で瀕過し，浜弓1ccをとり燐モ

ブリデン酸との沈澱を作り秤量し4，4mgを得た．．　Standard　4・4mg回収率100易．

　以上よりオレンジジュースよりの抽出法を次の如く行った．オレンジジュースを必要ならば乾燥小濟紙で瀕過

し，その20ccをとりlAmberlite　IR420，　IRA－400各3ccの層を順次通過せしめ，各樹脂を20cc以上の水で

水洗し，洗液を通過液に合し，全量を100c6とし，この5ccをとり燐モリブデン酸との沈澱を作り秤量する．

　　　オレンジジュース中よりの抽出定量結果

　種々のオレンジジュースについてTable　10の結果を得た．

Table　10

Results　of　Assay

Sample「

煎。．

1

2

3

4

5

6

7

8

9

01ange　Juice

A

A

A

A

A

A・．．

B

B

C

Added　Substances（mg／cc）

．Tween　20 1．17

Cetylウyridinium　Chloride
Na工aurylsulfate＊
Tween　20

2
2
1．17

Tween　20 5．86

Tween　20 0．35

Polyoxyethylene　1500 0．83

Tween　80． 0．76

Tween　20 1．17

Tween　20
Cetylpyridinium　Chloride
Na　Iゑurylsulfate＊　．

1．17
2
2

Tween　20． 1．17

Ppt（mg）

4．2

4．5

21．7

1．2

3．2

2．5

4．3

4，4

4．4

Standard

Ppt（mg）

RecOvery
　（％）

4・・

4．4

96

102

・21．8 99．5

1．2

3．2

2．7

4．4’

4．4

4．4

100

100

92．5

98

160

100

※Na　Iaurylsulfate　was　added　after　passed　through　Amb．　IR－120，
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　　　Carboxymethyke1！u里ose（C．麗．　C．）の共存する場合

　C・M・C・は燐モリブデン酸と沈澱を生ずるが，約20％塩酸々性で沸騰水浴中で15分聞加熱すると分解しても

はや燐モリブデン酸と沈澱を生じない．そこで塩酸に依るPolyoxyethylene誘導体と燐モリブデン酸との沈澱

の減少率を次の如く測定した．生野1ccに濃塩酸1ccを加え．沸騰水浴中に15分，30分，60分，夫々加熱し，

これに塩化バリウム液0・5cc及び燐モリブデン酸液1ccを加え，生じた沈澱を水洗，乾燥，秤量し次の結果を

得た（Table　11）．　　　　　　　　　　　　　　　印

Table　11．　Effect　of　Heating　with　HC1

Times　of　Heating
　　　（min）

0

15

30

60

Twee1120
2．68mg／cc

Ppt
（mg）

9．4

7．6

7．6

7．8

Decrease
　（％）

19

19

17

Tween　80
5．30mg／cc

Ppt
（mg）

19．0

19．0

17．3

18．0

Decrease
　（蟷）

0

9

5

Polyoxyethylene

15003．23mg／cc

Ppt
（mg）

12．3

9．8

9．2

9．6

D㏄rease
　（％）

20．5

25

23

　塩酸によりPolyoxyethylene誘導体は分解されるが一応C・M・C・の共存する場合の回収率を見た．　Tween　20

2・681ng／cc・C・M・C・0・5mg／cc含有オμンジジュースD20ccについて常法にてイオン交換樹脂を通した後，

通過液と胆液を合して100ccとし，その5ccをとり，これに濃塩酸5ccを加えて15分沸騰浴申で熱し，冷後燐

モリブデン酸との沈澱量を測定し，6．Omgを得た．回収率は64劣であった．

1

．総 括

　オレンジジュPス中よりPolyoxyethylene誘導体（ここではPolyoxyethylene　1500，　Tween　20及びTween

80）を検出するには，先ず陰陽両イオン交換樹脂を用いて妨害物質を除き，つぎに燐モリブデン酸法によって

20γ／ccまで検出できた．定量に関しては，界面活性剤の一品が得がたく個々の界面活性剤により燐モリブデン酸

との沈澱量も異り，またその同定法が未だ確立していないので困難であるが，含有される界面活性剤が予め知ら

れているときは燐モリブデン酸法により定量することが出来た．この場合Carboxymethylcelluloseが共存する

場合は，これの分解操作のため，回収率が低下した．

文 献

1）　Shaffe鵡C。　B．，　Critchfield，　F．　H．＝Anal．　chem．，1g，32（1947）

2）　oliver，　J・，　Preston　c・：Na加re，164，242（1949）

3）CoPPini・D・，　Cameroni　R，：Bo11・chim．　farm・，92，363（1953）；Chem．　Abst澱ct，48，3853d（1954）

4）Roseu　M．　J・；Ana1・Chem．，27，787（1955）

5）　Stevenso叫D・G・：Allalysち79，504（1954）

6）MacAllister，　R・V・，　Lisk　R・J・：Anal・Chem・，23，609（1951）　　　　　　　　　　・

7）Schδ㎡eldt，　N．：’ v．　Am。　Oil　Chem．　Soc．，32，77（1955）

Summary

　The　m侍thod　of　detection　and　determ　ination　of　polyoxyethylene　derivatives　in　orange　jnice　was

studied．　After　the　removal　of　interfering　substances　by　use　of　ion－exchange　resins，　polyoxyethylene

derivatives　were　precipitated　with　phosphomolybdic　acid　and　barium　chloride　in　hydrochloric　acid

solutioh」Its　precipitates　were　washed，　dried　and　weighed．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956
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抗酸化剤の艶紙クロマトグラフィーについて

　　　　　　　　　川田公平，細貝茄太郎

　　　　　Stμdies　on‡he　Detection　of　Food　Adluncts．1．

Qualitative　Analysis　of　Antioxidants　by　Paper　Chromatography

　　　　　　　Kohei　KAwATA　and　Yutaro　HosoGAI

　まえがき　食用に供せられる動植物油脂製品に対しては抗酸化剤類が相当広範囲に利用されているが，法的にも

昭和28年度において食品衛生法第6条の化学的合成品に合成酸化防止剤がとり上げられ，没食子酸プロピルPro・

pyl　gallate（以後PGと略記），、及びプロトカテキユ酸エチルエステルEthyl　protocatechuate（以後EPと略

記）を油脂類又はバターにそれぞれ1kgにつき0・19以下及び0・59以下添加することが認可された．

　次いで昭和30年度省令改正により更に没食子酸イソアミPルエステルIsQamyl　gallate（以後IAGと略記），

及びブチルヒドロオキシアニソ「ルButylated　Hydroxyanisole（以後BHAと略記）唱 �緖堰CパタP，魚介乾

製品（煮干及び生干等）にそれぞれ1kg中0・19以下及び0・29以下添加することが追加認可された．なお天然酸

化防止剤として知られるノルジヒドログアヤレチツク酸Nordihydro　guaiaretic　Acid（以後NDGAと略記）も

昭和28年度に於て認可されている．以上の抗酸化剤は日常最も繁用されるものであるが，三昧で使用される場合

は少く，例えばPGとEPとの併用はPGを単婚で使用した時よりも酸防化止能が増強されるといわれてお

り，又サステーソSusta肥の名称で市販されるダブレット状の酸化防止剤（口SA・Un三versal　Oil　Products　C・

omp．）の中には，　BHAを主剤とし，　SynergistとしてPG　20％，　Citric　acid　13・3％，を配合してある．D　な

お食品工業面における需要は今後ますます増加するものと思われるが，食品熊内法上前述のように使用基準が規
　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
定されており，その範囲外の使用は認められないので，食品衛生の立場より検知を必要とする場合がしばしばあ
　　　　　　　　　　　　　　　　
る．よって日常最も繁用される下記の5極について油紙クロマトグラフィーによる分離確認法の検討を行った結

果二，三の知見をえたので，ここに報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　Hlb睡鰍。出く∫唇H

NDGA

　　OH・

HO n。H

　　COOC3H7

　　PG

　　OH

℃9H
　　COOCsHロ

　　IAG’

　　　　　C（㈲3　　C（CH3）3

　　　　　　　　　H・COOGHH・coO。H

　　　に）・　　　　　（m

　　　　　　　BHA

　　　　　　　　　Fig．1．　Aatioxi（㎞ts

　　　　　　　　　　実　験　の　部

OH

OOHl

COOC2Hs

EP

　対象物　本実験の対象としたものは前記5種であるがBHAは普通（1），（Dの異性体の混合物である．実

験材料は高砂香料，吉富製薬の製品を使用した．

　操作法・上昇法により20。～29。の恒温槽内で4～5hr（溶媒先端が25cm以上）展開した・試料は10mg／ccの

99％・アルコール溶液とし，東洋寸寸No50（2cm　X　40㎝）の一端から5㎝の所ヘマイクロピペツトを使用して
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つけ自然乾燥後展開した．

　検出法試薬1・アンモニア性硝酸銀試液（六局）を噴霧するとズポツトは黒褐色一淡褐色に呈色する．BHA

のみは80。一100。に加熱して発色させた．

　試薬2・用時硫酸第一鉄（FeSO4・7H20）0・19とロッシェル塩（NaKC4H406・4H20）0・59を蒸溜水に溶

解し1∞ccとしたものを噴霧すると，スポットは紫色～淡紫色に呈色する2）．ついで1戸紙をアンモニア蒸気に触

れさせるとスポットが紫色より紅色となる．なおBHAは本試薬では発色しなかった．

　試薬3．用時スルファニル酸0．59を2％塩酸100ccに溶解し，等量の0．5勿亜硝酸ナトリウム液を加えて製

する．この液を噴霧すれば各スポットは淡黄色となり，ついで10％炭酸ナトリウム液を噴霧すれば燈黄色に呈色

する3）

　溶媒及び確認限度　先づButano1系溶媒を用いRf値を測定したが殆んど0。9－1．0を示し，分離の目的を

達すとるこができなかった．これは一般に試料が水に対する溶解度より有機溶媒に対する溶解度が大であるため．

Bu伽ol系溶媒を用いて浜紙クヒマ事グラフィーを行うと試料は移動相のButano1に多量に分配されRf値が

大となり差を生じないためと考えられる．よってわれわれは試料相互の分離は非分配型瀕紙クロマトグラフィー

によるのが適当であると認め次に掲げる4極を選んだ．（Table　1・．）

　　　　　　　　Table　1．』Composition（Voiume　rat三〇）of　Solvent　for　Development．

No．1．’

1．

2．

3．

4．

Dist．　Water

DiOxan＝EtOH：H。O
DiOxan：H“O

MeOH；Me2（CO）；H20

（2．5　；　2．5　：　19）

（1・0；9）

（1．0：1。0；8）

　溶媒1－IVを使用して求めたこれら試料のRf値，及び前記検出試薬による試料の確認限度を調らべた結果は

次の通りである（Table　2及びTable　3）

　　　　　　一　　　　　　　　　　　　Table　2．　Rf－Value　of　Antioxidant

飾1・・n・1・Gl・pいDGA
1．

2．

3．

4．

0．42

0．52

0，62

0。66

0．56

0．57

0．66

0．75

0．2

0．3

0．31

0．45

IAG

0．38

0．42

0．55

0．62

BHA

0．34

0．46

0．54

0．47

Table　3．　Limit　of　Identificatill　of　Colour　Reaction　for　Antioxidant

AlltiOxidants

　PG
　do．

　do．

　EP
　do．

　do．

NDGA
　do．

　do．

　IAG
　do．

　do．

BHA
　do．

　do．

　Solvent　for
Development

3
do．

do．

do．

do．

do．

do．

do．

do．

do．

do．

do．

do．

do．

do．

趨翫1 Colour

1
2
3
1

2
3
1

2
3
1

2
3
1

2
3

　　Black
　　Violet
Orapge　red
　　Black
　　Violet
Orange　red
　　Black
　　Violet
　　BrOwn
　　Bエack
　　Violet
Orange　Yellow
Black（Heat）

　　Red

　Limit　of　ld・
entification（μ9）

10
20
75
30
30
30
10
．20

20
10
30
50r
100

30

　なおいずれの溶媒によってもNDGAは若干のTailingがあった．

応用　以上の結果を応用して輸入・ミターオイル509に上記5種の抗酸化剤のそれぞれ5回目をア～レコー．ル溶液と

して添加しよく混和したのち，石油エーテル100ccを加えバターナイルをよく溶解させ石油エーテル液を分液ロ

ートにとり72％エチルアルコール4）100ccを加えてよく振まぜアルコール層を分取し，乾燥竹紙で瀕過し浜液を
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なるべく低温度で10～5ccとなるまで減圧濃縮し，これに精製した酢酸エチル約50ccを加えてよく拡iりまぜて抽

出する．抽出液に脱水芒硝を加えて脱水し，瀕過し，瀕液を約1ccに滅圧濃縮して検液とした．次いで此の検液

毛細管を用いて濟紙につけ前記の溶媒4で展開し次いで検出試薬1・及びaで確認を行ったところ第2表のRf値

とほぼ同一結果を得た．なお同一溶媒で円形濟紙クロマトグラフィーも試みたがこれは短時聞で展開が出来特に

NDGAに特有なTailingがなかったがRf値が長い瀕紙の場合に比して著干低くなった．この原因，並びに検

出試薬としα〆ジピリヂールと塩化第一鉄5），及び2・6ジクロルビノンクロルイミド6）等の応用や，各麺油脂類．

及び他種食品からの抽出例等については次回に報告することとする．

　終りに本研究に際し御懇篤なる御指導を賜った食品部長川城巌博士に深謝する．

総 括

　抗酸化剤としてのPG・Rp・NDGA・IAG霊及びBHA・以上5樋について瀕紙クロマトグラフィーによる分離を

行ったところ溶媒として，MeOH：Me2（CO）；H20（1：1：8）が適当であることを知った．検出試薬とし

てはアンモニア性硝酸銀液によるのが良好と思われる．

文 献

1）．船橋英哉：香料，22，1（1951）

2）　S・K：ahan：」．　Assoc・0価。．　Agr．　Chemsts，35，186－192（1952）

3）　F．Feigl：Spot　Tests，　Vo1．　II，　p．：109（1954）

4）　R・A。Chapman；AnaL　Ch6m・，23．1116－1120（1951）

5）　S・Kaha11：J・Assoc・0缶。．　Agr．　Chemsts。，37，82＆一833（1954）

6）F．D．　Snelh　Colorimetric　Methods　of　Analysis．，　Org　anic－1，　P．195（1953）

Summary

　We　investigated　the　paperchromatography　of　Antioxidants，　Viz．　propylgallate（PG），　ethylprotocat・

ecuate（EP），　isoamylgallate（IAG），　nordihydroguaiaretic　acid　（NDGA）　and　butylated　hydroxyallisoI

（BHA）．　by　asendi簸g　methods．　　　　　　　、

　As　the　result，　MeOH；Me2（CO）：H20（1：1：8）is　the　most　preferable　solvent　for　the　separation

of　Antioxidants，　Their　Rf－values　are　indicated　in　Table　I．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘

’
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　　　　　　　　　　　　法定食用ターノレ色素のポ「一ラ・グラフ的研究

　　　　　　　　　　　一　　　北　川　純　男．　豊　田　勤治＊

　　　　　　　　　　　Polarographic　Studies　on　Japanese　Official　Food　Colors

　　　　　　　　　　　　　　Sumio　KITAGAwA　and　Kinli　ToYoDA

　食用タPル色素の吸収スペクトル，クロマトグラフ等については多数ゐ研究があるが，ポーラログラフ的還元

による研究は少い．

　一般にAzo化合物はポーラログラブによりHydrazo化合物に還元零れ1）・その還元は可逆的3）である・Nga3～
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1

のよう、に還元されることを確認している．

　著者は食用タール色素中，Monoazo色素である，赤色1号（Ponceau　3　R），101号（Ponceau　R），2号（Am・

a㎜th）・102号（New　Coccine）・黄色4号（Tartrazine）・5号（Sunse㌻Yellow　FCF）の6樋の法定食用色

素についてポーラログラブによる分離確認の可能性について研究を行った．

　又半波還元電位が水素イオン濃度により1～3段階の移動を示すことを認めた・

　これらの6種の色素は何れもよく類似した波型で，アルカリ溶液では2段の還元波を示し，また著しい極大波

が見られた（Fig．1，2＞1　．．　L．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　．．　　　　．，

　　、憾，。。・　　　。。2　　。。漏。，　これらの第1段還元波につし・て・嘱（w・・S・C・E）

・　　　ノ
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コ口πent－voltage　Curves　of　Red　Colours
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とpHの関係を求め、ると平均60｛’701nv／pHとなり・

1ケ：又は2ケの変曲点が認められた（Fig・3，4）．第1

の変曲点は非解離型と一塩基性解離型との，そして第

2の変曲点は一塩基性解離型と二塩基性解離型とのそ

れぞれ平衡点に当るもので，例えば，赤色1号につい

ては：

朝艸Vdし

Fig1．

。／SO・H {H＋幽
i，K、≒。。）

　　　　　十H＋　．（pK2≒9．2）

’基く変曲点があって，それぞれ解離恒数として5・0表9・2が求められた・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
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　Fig．3．　π％一PH　Curve　of　Red　Food　Colours　　　　　Fig．4．　π％一pH　Curve「of．Yellow　Food　Colours
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　一般にAzo化合物（Az．）ゐ：還元せられHydrazo化合物（AzH2）を生ずる場合を，

　　Az＋2e＋2H＋→AzH2

とすると，こρ場合の醇化還元電位式は，

　　　E－E・一器1・〔全町り

で表わされる．〔A勾＝〔AzH2〕；Kとすると，この場合が半波還元電位に当る．即ち，

　　　・・／・・E・一器1・K

　　暢髭2・一聯・器一・・59・（・〉・・2・．・

となる。　　　　　　　、

実験値は上の計算値に近い値を示し，2個の冤子の消費が推定出来る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　個々の色素について見れば，赤色1号と赤色101号

甚
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Fig・2，　Cu潤ent－voltage　Curves　o葦YeUow　Colours

は，その半波還元電位に差異が見られない．又両者を

混合した場合は勿論，酸で加水分解を行って得られる

AmineをNitro化したものについてもポーラログ

ラフによる分離確認は成功しなかった．

　赤色2号と102号は，ポーラログラフ的に著しい差

異が見られ，その半波還元電位の差により充分分離確

認が可能である．

　黄色4号と5号は，　π％一P．H曲線は類似している．

が，アルカリ性溶液では半波還元電位に差異があるの

で分離確認が可能である．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　　　　験　　　　法

　試料溶液；赤色1号，2号，101号，102号黄色4号及5号の食用色素規格に合格したものについて，それぞ

れ0．1劣水溶液を調製した．

　緩衡液3N！40　HC1，　N／10　NaOH及pH　2・2－8．0にはMcIlvaine緩衝液を，　pH　9．0－12・0はKolthoff

燐酸緩衝液を使用し，夫々，ポ「ラログラフにより想度1／10及1／5で挾雑物による還元波のないことを確めた．
　’

　電解液及電解；0・1％試料溶液1cc，0．6％Gelatine溶液1ccとしH2－gasを20・一30分間通じ柳本襲ポーラ

ログラブにより適当な感度（通常1／10～1／20）で還元波をとり，その半波還元電位を飽和甘禾電極に対して求め

た．半波還元電位算幽には切線一平行線法雪）により求めた．

　本実験に当り，寺島技官に種々援助を賜ったことを感謝する．

　　　　　　　　　，　　　　　　　　．　　　　文　　　　　献
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M．F．；」．　Am」Chem．　Soc・，48，2468（1926）

Nga；J・chim。　Phys．，35，345（1939）

品川；ポーラログラフ分析法，昭．27．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　We　studied　on　the　polarog㎝phic　reduction　of　six　colours；Poncean　R，　Poncean　3R，　New　Coccine，

　Amaranth，　Sunset　Yellow　FCF　and　Tartrazine．　Tllese　colours　were　reduced　at　two　waves．in　the　al－

　kaline　solution，｛md　current－voltage　curves　shQwed　similarity．　　　　’

・　Amarantll　and　New　CocciIle　are　one　point　of　inflection　respectively，　that　due　to　the　equilibrium　be・

　tween　t駄e　mono－basic　and　di4）asic　form，　on　theπ％（v．s．　S．　C．　E．）一pH　curve　of　first　reduction，

　and　d正ssocねtion　constants（pK）were　former　c。a．6．6and　other　c．a．9．2．　Otller　colours　showed　also

．two　inflectional　points　according　to　the　equilibriums　between　non．一dis串ociation　form　and　mon（》一basic

　form　or　between　mono戸basic　and　di4）asic　form．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　も
　　　60－70mV／pH　were　calculated　by　the　decline　lines　or　tangent　lines　which　were　formed　by　the『e

　π％一pH　curves，　and　it　was　confirmed　that　two　electrons　were　consumed・on　polarographic肥duction

　through　Redoxidation　equation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956
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法定食用タFル色素分析用計算図表曇（第1報）

純度定量（チタノメトリー）用ノモグラフ

井　上 帯

Nomographs　for　the　Analyses　of　Japanese　Official　Food　Colors．1．

　　　・Nomographs　for　tlle　Assay　of　Purity（Titanometry）

Isao　INobE

　まえがき　法定食用タール色素は現在24種あり食品衛生試験法に基ずいて検査が実施されているが，分析値の

算出が相当煩雑なのでその簡易化を目的としたノモグラフを作製したので報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　作　　図　　法

　この場合のノモグラフとしては作図等の面から上線図表，特に水平な一・直線（基線’）上に直角に3本の平行線

を立てる塑のが最良と思われる．即ちFig・1に於いて勘，ン。，20；傷，グ，2を何れも対数目盛とし，かつx，　Y，　z

軸の単位の長さを，それぞれ％x，π箔”Zとすれば

x

m

ア

Y

口

Z

5

1

　為幽　　　　　　　　　　　　　　　　　yD　　　　，　　　　　　　恥

　　　　　　　　　　Fig．1

　図表を大きくすればそれに応じて良好な精密度を期待し得るが，

って縦40cm，横30αn程度になるように〔1）式の”2，”；”X，”y～伽Zの値を定める必要がある．爾著二者の作図し

たノモグラブはその基本になる計算式が何れも4変数叉は5変数であるから，3変数の共線図表を2つ又は3つ

結合せねばならない．このため，1本又は2本の補助軸を必要とする．これ等補助軸（ちのの目盛の範囲は容易

に計算し得るが，作図に当っては各図表共，各軸の最下部の目盛が基線から余り下にずれないように考慮するこ

とが望ましい．（本稿では原点を基線と各軸との交点の意味に用い，かつ陣由，”軸，……等の原点の目盛をそれ

ぞれfo，如，……の如く表わした．従って各軸共，原点と最下部の目盛とは叉鋤して記載した．）

士（醐帥・（一㌃）一助b・（和）

・駒1・9（1。）・な・・

但し＋は正目盛（たとえば潟〉初），一は逆目盛（た

とえば夕くン。）を表わす．故に

　（翅十”）％r＝”％x＝〃榔z…………ω　　．

となるように取れば

（z夕0）賀窒。）士’（1。）土1とな・・

従ってハ±1＝知士120土1………②となるように取れば

　　　ツ士1＝炉12土〕・…・…∴・（3）を得る．

〔1｝式は各軸の間隔と各対数尺の単位の長さ（これは倍

率を意昧する）との問に満足されるべき条件を表わし・

②式は各原点の聞に満足されるべき条件を表わしてい

る．故に（1｝，12）の両条件下に（3）式の複号を適当に組み

合わせれば積や商をそれぞれの場合に応じてY軸上又

はX，Z軸上に求めることが出来る．たとえばX：正

目盛；YρZ：逆目盛とすれば，ンー1＝嬬一1即ちη＝2と

なり積がZ軸上に得られる．

　　　恥き過ぎると使用には却って不便である’．従

＊　第四回日本薬学会近畿：支部総会（1954年10月に発表）
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謬， 差

　とれらのノモグラフを使用する際の誤差（のを本稿では，図表上に得た値（N）と，計算値（M）との差の意

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し昧1こ用いた．即ち4＝1V－Mで表わされる．各図表共70個口dataを用いて4の平均値（〃）を算出した．

　三塩化チタγの還元力を利用して分析する場合，純度Pは㈲式で与えられる．一　・　　、

恥」堅，響・・・………・…侵）燃・・M・・三世チ…cc・・対す・各解の当量（・）…ノ・N／10三

塩化チタンの滴井面（cc）及びfactor；ω＝検体量：．（9）．ぞの値はTable　1の如くであるが作図の面からこれ等

を1，2，3，4に分類した．　　　　・

Table　1。　Tic13　Tit】旧tion　Factors

Group

周

9
霞

あ

9
＆

δ

1

2

Color曇

Y－1

0＿1
Y－5
R＿4
R」101

R＿1
Y－4
R＿2
R＿102

gcolor／cc
O．12V　Tic13

0．00299
r

0．00876

0．01131

0．01201

0．01201

0．01236

0．01336

0．01511

0．01511

Group

更

9
窪

あ

9．
呂

6

9．

7
8
ゴ

三
〇

3

4

Color＊

B－101

G－1
V－1
B＿1
G－2
G－3

Y－2
Y－3
0－2
R＿5 9

gColor／㏄
0．1ハ1Tic13

0．02834

α03453

0．03670

0．03963

0．03963

0．04042

0．00618

0．00653

0．00656

0、00691

＊　B：blue，　G：green，0：0range，　R＝red，　V：violet，　Y：yellow；B－1；Food　color　blue　No．1ダetc．

r

　1、Groμp　1　（Naphthol　Yellgw　S）

P－0・ {2讐x”×五・…．・qi為一”話ノ．・1・9（　PO．299）一一・・9・・1・9！＋1・9グ

三値の臨囲はPニ75－100（規定：80以上），”＝0．0280～0．｛耳00，ノニ0．800々1；600，”＝4．00’》16．00　　1

し（i）ノ÷ωゴゴのノモグラブ　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　ノ

泌：”＝3＝1；7％ニ2，400，・μノ＝600，1‘，＝800が〔1）式を満足するから7’2＝2i㎝，”＝7㎝としてω軸・ノ

軸共正目盛を刻む．爾∫軸の目盛は不要である．’

　（ii）’Xツ＝Pのノモグラフ　　　　　　　　　　　　〒

で歯の細（・…8一蹴・5）から〃1・・一・…”・・㎝・・…呂・・…（1）式を心し・従つ御＝22・5c叫

一乳・・碗・て嚇・州立そ・。（・）式から’・一一蹄一・α〃・一署・・6・72とな・々・ら翻・嘩出

発点・しμ麻1・9（16572）を計算して・盛・・P車脚…1・9（鑑…1）一・伽7mm・な・から原点から’

30cm上の点を75として逆目盛を刻む．、　　’，

　Fig．2はこのようにして作図したノモグラフで，　M’＝＋0・002％である．
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（Naphthol　YelIow　S）
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F三g。．3　Nomograph　for　the　Assay　of　Purity：

0－1（Orange．1．），　Y－5（Sunset　Yellow　FCF），

R－4・（Ponceau　SX），　R－101（Ponceau　R，）R－1

（Ponceau＄R），　Y－4（Tartrazine），　R－2（Am－

arahth），R－102（New　C㏄6in6）；泌：Sample　taken

g，／；2V／10　TiC13　Factor．

　11　Group　2（0－1，　Y－5，しR－4，　R401，R4，　Y－4，
　脚

R－2・Rl－102）　．　1，

P一・Fx〃xノ。100＝F’x〃×ノ∴1。gPニ＿1。9
　　　　　ω　　　　　　　　　　　　　ω

・＋1・9ぞ’＋1・9〃＋1・9ア各値の範囲はP－65－851規

定；70及び75以上），zO＝0．1600，　F・＝0．876＿1．

511・F4・00－10・00，∫二〇・800’一1．6000．（ω軸は便

宜上0ユ900迄目盛つた．）

　（i）F，÷ω＝諺のノモグラフ

　　躍：1に1・；1・解四r％F’＝1・000・絢＝500

がω式を満足するから〃ドπ＝9㎝とする．F軸
購1・1・9（ユ．6000．800）一・・…3m血・な・か・購

から30中上鯨をF－0・00脚（F’＝0．800）．とし従

目盛を劇む．こ｝うすればFo’＝1・5961となる．㌍軸

は・・一 ｲ・．・て正論を刻む；・の範囲は密

　　　　　1．511
＝5・475f…0コ08一ロ18・89となるが・冠〃。・Poの値から

’・一決黶E…が白魔幽する．鱗由の睡

は不要である．

　（ii）’X〃二’，のノモグラフ

”・一如・話す1れば…器r・…5となり岬

；κ＝1；1，2向＝”’，＝500，1‘ッ＝250が〔1｝式を満

肘・から・ll・…㏄m・しπ〃x1・9（．2．005）を計

算レてg軸を目盛る，尚”軸の月盛は不要である．

　（ii五）’，x！＝Pのノモグラフ　㌦

翅1・〒・・1・咽鵬；・一一・1・・響

が〔1）式を満足するわ・ら〃2＝24cm，π＝4cmとする．

吻・11・9（8565）舳・mm・な・か・．・軸は願

から35c白上の点を65として逆目盛を刻む．こうす

れ・ま・・ゴ・・：・3・嫡又岬9か・奉器・

・⑳・瞬鵡・か・咳・1・9（／2．；126）を計算

してノ軸を自盛る；　　　　　　1

　珊9・3はこのようにして作図レたノモグラフで，4f’・

　　　F　　　　　　　i　　　　　　　　　幽　　　　　［

鵠03饗桝’1．；　，
　　　　　　　　　　　　　　　ド　111．G暫。贋P　3　i（B－101，G－1，V4，B4，　G－2，　G－3）’

　　　　　　　　　　　　　　　ぞ　　　　　　　ヨ
P＝Fx・x∫。100＝丑’雨漏∴1bgP二．1。9、。
　　　　　ω・　　　　　　　　　　　‘ω

十logF，十10go十109．〆　　一

二値噸閉はP・．65785（規定・7・及ゲ・75以上）・、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へω；0．2800～0．4100，　F，＝2．834｛プ4．042，　z2＝4，00メ》．

10・00，∫ニ0・800－1・600．．＠軸は便宜上・0・5000．二目
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Fig．4　Nom6graph　for　the　Assay　of　Purity：

B－101（Azure　Blue　VX），　G－1（Guまnea　Green
B），V－1（Acid　V量01et　6　B），　B－1（Brm量ant　Blue

FCF），　G－2（L董ght　Green　SF　yellowjsh），　G－3

（Fast　Green　FCF）；

解こ『a皿ple機ke・g・∫・N／10　TiC1・Fact…

「7，　　　　ω　　　‘3，　　　　　　的　　‘‘，　の砕ノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ

Fig・5N・π・。脚ph　f・rぬe　Assay・f　Purity：
0iレsoluble　Colors：Y－2　（Ye11Qw　AB），　Y－3

鋼iow　OB＞〇一2（Omnge　SS＞R『5（Oi’R・d

　”，∫：N／10TiCI3　cc，　Factor．

4實

α9

∠〃

〃

’2

’3

！タ

∠∫

1‘

盛った・）

　（i）　F’÷勿二’，（ii）　’Xρ＝♂’，（iii）　’，Xノ＝Pに．

於ける酔吟の立て方はGroup　2と全く同様に考えれ

ばよい．

　Fig．4はこのようにして作図したノモグラフで，　M’

二十〇。001％である．　　、

　1V．Group　4：油溶性色素くY「2・Y－3・0－2，　R－5）

P三F…ノ。、。。。F’・・xノ∴1。gP＿1。9ω

　　　　　ω　　　　　　　　　　　．　ω

十109」F，十109∫十109び

　各値の範囲はP＝90－100（規定：95～98攻上），躍

＝0．0900～0。1500，　17，＝＝0．618＿♂0．691，　∫ニ0．800～

1．600，　びニ7．00ん25．00．

　（i）F，÷ω＝fのノモグラフ

　〃2：π＝1：3，””ニ1，600，　μ戸1＝4，800，　多5，＝

1・200が〔1｝式を満足す為から伽6㎝・π二敗mと

す・・、鰍・…〆・1・9（0．7000．600）〒・3・・36一・な

る，しかし常法通り原点から32～33cm上の点をFr＝

0・00600（・F』0・600）とし以下（ii），（iii）も同様に

各軸の目盛を計算すると，最後のP軸の目盛が基線よ

り相当下にずれることになる・従って種々検討の結果，

F軸は原点から42㎝上の点を．F＝0・00600（F㌧

0・600）　として逆目盛を刻むのが最もよいことを知っ

た・こうすればF’o＝0・7339となる．”軸は”o＝0．0900．

・して正目盛を刻諏・・凸嚇ら・・男儲

二8・154が（2）式を満足する．尚∫軸の目盛は不要であ

る．1　i

　以下（ii）fx！rf’1（iii）‘’xσ＝Pに於ける各軸の

立て方はG…p2と全．く同様に考えればよい．

　Figr　5ばこの淘うにして作図したノモグラフでM’

ニー0．05％である．．

　　　　　　　　　’考　　　察

　本稿に於いてはチタノメトリーを適用する19種の食

用色素すべてを対象とした．しかし実験室によっては

特定の色素だけを扱う所もあろうからその場合はFig．

2と同様に考えて作図すれば補助軸は1本で済み誤差

も比韓的小さくて湾むごζになる．又これ等¢1色素F

限うずチタノメトリ「セこよ1り純度を定量田来る物茸全

般の分析用ノモグラフの作図嘩一般化する事が可能

である．
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　終りに，本研究の機会を与えられ終始御激励を賜った喜谷支所長，図表論に関レ有益な御助言を戴いた大阪大

学井上喜郎理学士，誤差論に関し種々御教示戴いた京都大学宇野豊三，岡田寿太郎両助教授に深謝の意を表する．・

省極々御支援を与えられた豊田勤治，寺島敏雄両技官，協力の労を取られた松倉秋彦技官に厚く感謝する．

f

　　　　　　　　　　　　　　　．「　　　　総　　　・括

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　法定食用タール色素の中，チタノメトリーを適用する19種を三塩化チタンの当量値により4群に分け，各色素
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
　の純度定量用ノモグラフを作製した．使用する際の誤差は何れも実験誤差に比較して遙に小でありノモグラフが充

分実用に供し得ることを認めた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary’

　　Four　kinds　of　llo宝nographs　were　made　for　obtaining　the　purity　of　Japanese　Official　Food　Colors　in

　titanometry　from　the　weight　of　sample　and　the　volulne　of　titanium　trichloride　solution．　Tllese　could

　be　applied　to　draw　any　nQmographs　for　titanometry．　Errors　that　might　ocgur　beillg　very　smalL　these

　nomographs　were　found　to　be　available．　　　　　　．．　　　　　　　　Received，February　29，1956

ダ

r
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　　　　　　　　　　　　法定食用ターノレ色素分析用計算図表＊（第2報）

　　　　　純度定量（チタノメト7一以外）用及び無機塩定量用ノモグラフ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　井　上　　　勲、　　　　　　　　ノ

　　　Nomographs　for　the　Analyses　of　Japanese　Official　Food　Colors．猛．　Nomographs

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ　　　　for　the　Assay　of　Purity（exc．　Titanometry）and　Inorganic　Salts℃ontents

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Isao　INOUE

　前報に於いてはチタノメトリーによる純度定量用ノモグラフに就いて述べた．しかし法定食用タール色素の申に

はチタノメトリー以外に，過マンガン酸塩法滴定によるもの及び酸により沈澱させた色酸の重量から純度を求め

るものがある．また食用水溶性タール色素の大部分は製造工程上，塩化ナトリウム　（又は塩化カリウム）の混在

’は不可避であり，あるいはスルフオン化による硫酸ナトリウム（又は硫酸カリウム）の副生もインジゴカルミン，

トリフェニルメタン系色素等に見られる．従って両者を合して10－25％の含有が許容されている．そこでこの計

算のたあにノモグラフを作製した．作図法は前報同様＠＋π）％Y＝π”X＝〃2”Z……〔1｝，y」土1二知土120土1……（2），

y±1＝窪±1β土1……（3）の三式を考え（1），②の両条件下に（3）式の複号を適当に組み合わせる方法を取った．誤差

に関しても前報と同穣である．本稿に於けるノモグラブの種類をTable　1．に示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　1．
　　　　　　IPure　dye

　　　　　　　　1．Potassium．　pe㎜anganate－oxidation

　　　　　　　　2。Weighing　color　acid　precipitated

　　　　　　匪Sodium　chloride　　　Volhard　method
　　　　　　皿Sodium　sulfate　　　1。　Titrating　with　barium　chlor1de

　　　　　　　　　　　　　　　　2，Titrating　with　caustic　alkali

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（且xing　as　a　salt　of　benzidine）

1　純度定量用ノモグラフ

1・過マンガン酸カリウム酸化の場合

インジゴカルミン（B－2）はチタノメトリーによっても定量出来，
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Fig．1Nomograph　for　the　Assay　of　Purity；
　　　B－2（Indigo　Carmine）；ω：Sample
　　　taken　g．，

＊　第四回日本薬学会近畿：麦：部総会（1954年10月）看ご発表．

Fig．

1

2

3

4

5

＼

　　　　　　titration　factor　F＝0．02332であるが過マγ

ガン酸カリウムを用いてイサチンモノスルフオン酸に迄酸

化分解する方法によっても定量画来る．この場合純度Pは

㈲式で与えられる．

P＝0・01166x〃×ム×100＿．．．ω蜘こ。，∫、酬10・

　　　　　　ω
過マンガン酸カリウムの滴加量（㏄）及びfactor，”：検体．

量（・）であ・・＠）式から煮詳響従って1・9（煮画、）

＝一109‘σ＋logo＋109アとなる．各値の範囲はP＝70－85

（規定：72以上），”＝0．2000（一〇．3000，ρ＝12．00鯉22．00，

∫二1．000－1．100

　（i）ッ÷ω＝’のノモグラフ

鯵3：η＝1＝2；9．5㎝＝19cm，”ω＝1，800，”〃＝1，200，

2向茸3，600として”軸，び軸共正目盛を刻む．’軸の目盛

は不要である．

　（ii）fxノ＝Pのノモグラフ

ー占萄6の範囲（60．03～72，90）から瀦・一・・i・・脱m・

9cm，　Z墨ノ＝7，200，％p＝2，4QOとしてノ軸，　P軸を立て

る・②式から’・・。1鑛・繭故セ硫…㎝・す
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れば癌6珊・・即ち…69，96とな・・従って脚∫…珈・して正目盤を触又・軸は”・×1・9

（護96）黙して目盛・．

Fig．1はこのようにして作図したノモグラフで，　M’＝一〇．06％である．

　2・色酸を析出させる場合

　キサンチン系色素即ちR－3，R－103，　R－104，　R－105の4種は稀酸（普通4％硝酸）たより色詞を析出させこ

れを秤量して｛5）式から純度Pを求める．P＝些≦互X　100＝亙～廼ニ……〔5）蜘こzゲ；色酸の重量（g），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2〃　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ερ
ω；検体量（9），F；色素及び色酸の両分子量から求めた換算係数でTable　2の如くである．

　　　　　　　Table　2。　CQnversion　Factors－precipitat6d　color　acids　to　specified　salts

Color Factor

　　　　　　　，　Eosine（K　salt）…・…・・一……・R403…・………一……・ユ．284

　　　　　　　　　　　Phloxine（K：salt）　…・，…………・R－104……・・………．∴…・・1．106

　　　　　　　　　　1Rose　Bengale（K　salt）　・・………・R－105・…・・∴∴∴…………1．084

　　　　　　　　　　Erythrosine・一……・・…・…・∵一…R－3・・………………・……1．074

　　　　　　　　　　　Eosine（Na　sa1t）．…・……………・・R－103・…………一…・…1。068

　　　　　　　　　　　Phloxine（Na　salt）　・…・＿……・…R－104…＿＿＿・…＿．…・1．061

　　　　　　　　　　Rose　Bengaie（Na　salt）……・・…・R－105…一…・・…・一・…1．04σ

　（5）式から10gP＝一109ω＋logF’＋lo9ω’各回の範囲はpr80～95（規定：85以上）ゴω＝0・2000－0・3000，

F，二104．9＿128，4，　πノ：＝0．1200～0．2800

　（i）F，÷ω＝fのノモグラフ

〃　一・・2一・・m・・㎞・”・・・…，伽一側％’…激戦1・9（140．0104．9）・r・…mm故，

　ω　　‘35．‘4♪　．ω　　　．　　　　　　18，F軸は原点から37・61c底上の点をF＝1・949（F’二104・9）

　妙　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　として逆目盛を刻む．この場合F’od40。00となる．ω軸

藍

元 び 戸　磁貿 Pπ

κ．’o呪敵

匁
κ．’醇，訟

←一■一疋ノ夢」，肱
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Fig．2Nomograph　for　the　Assay　of＝R－105
　　　　（Rose　Bengale，Na－and　K－Salt），R－104
　　　　（Phloxine，　Na－and　K－Salt），　R－103（E．
　　　　osine，．Na－and　K－Salt），　R：一3（Erythr．・

　　　　osine）；”：1Sample　taken　g，”，：Co・
　　　　10r　acid　precipi‡ated　g．

S＝0・00585・（〃1ノ、一〃2∫2．．，）．…，＿（6）蜘．。、，ノ、はMi・轍銀の容鰍びf。、t。r、夢，，！。壷ま即0硫

　　　　　　、　ω

シアン化アンモニウムの滴加量及びfactor；ω’は検体量＠9）に，検液使用量の比率を掛けた値である．・著者

は・・・…㎜・して正目盛を獅．・の範齢。i鑛・

漁・一 Z1謡一聯・と塗・が・…F’・の値から’・一

州1距・・が轍備肘硝’軸の目鼎硬であ

る．

　（ii）　∫Xω’＝Pのノモグラフ．

・…一・・5一・・m・25・鰯・・鶏砺5響．

ここで・・磁・・とすれ劇・一輪一α臓・となる・

従って”〃・1・・（　　　ナ　　ω一〇．11429）及び％・xl・9（蓄）を計算

してω’軸，P軸を目盤る．

　Fjg．2はこのようにして作図したノモグラフで，ルf’＝

十〇・02彩である．

　夏1　塩化ナトリウム定量用ノモグラフ

　塩化ナトリウムは脱色炭と酸とによ．り色素を除去しその

液に就いてVolllard法を適用して定量する．即ち一定過

剰量の硝酸銀により塩化銀を沈澱させ，余剰の硝酸銀を硫

シアン化アンモニウムで滴定する．この場合塩化ナトリウ

ム劣は二⑥式で与えられる．　　　　　　　　．、’
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等の実灘では色勲除去した液…ccの・1・2・・cを一回の脚・凧・るから〃…錦である・

故・・S』哩凝・…一ag2島xy｛旦し・一・r・・…一〃・ノf・・r…著辮の丁丁で・・〃・一

・㏄を脚糖・ゆて意÷b、（52．925）一b，・一厩な。。各庁の範囲はS・

1－20，　ツ2＝1。90解5。00，　∫2＝1．000～1・100，　T！2＝1．90｝5．50，　y＝0，18～3．10，　ω；0．4500－0。5500．

　（i）”2X∫2＝γ2のノモグラフ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

．……2・…m・2・・耶〃・・72膨炉・鵬％炉堅剛・して各轍正目盛を鋤・

　（至i）　γ＝γ1－y2　　　　．一

　ここだけ筆算を行なってもさほど煩雑ではないが強いて図表化を試みれば，算術目盛を施したγ1，y2両尺を

逆方向にしγ1の最大値例えばγ1ニρ1×．ノ1＝5・90x手・013＝5・065≧γ24～最小値0とを「致させy＝y1「γ2

を読み湿るようにするのも一方法である．』著者はすべて高志によった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（iii）y÷”二Sのノモグララ

榊　　ン禦贈：漁鵬1糞璽盗品藷
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　三・．轍・…1・9儒1）〒37・83mm毛嫌から37畔の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　点を0・18として逆目盛を刻む．こうすればγo＝3・0804と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　なる．ω軸はωo＝0．4500として正目盛を刻む．〔2）式から

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論25一認譜・蹴・・一・α・2・故・・S轍”・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1・・（20．023巧）を計算・磁・．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig・3はこめようにして作図したノモグラフでM’二一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．0．003％である，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H互硫酸ナトリウム定量用ノモグラフ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　硫酸ナトリウムの定量は脱色炭と酸とにより色素を除去

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し，テトラヒドロキシヒノンのニナトリウム塩を指示薬と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　して塩化バリウムで滴定する方法が公定法であるが，塩酸

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ベンチジンを硫酸ペンチジンに変え，硫酸を水酸化ナトリ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウム（又は水酸化カリウム）で滴定する方法でも分析可能

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　である，
Fi33 ラT瓢留％甥奨．野｝鴛11．塩化バリウムによる場合
　　　ノ2；”1，ノt：1V／10　AgNO8　cc，　factor；”2，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　硫酸ナトリウム彩（S，）は（7）式で与えられる．．S’＝
　　　∫2；N／10NH4SCN　cc，　factor；鉗；Sa一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　α002学x∠・・㎝…・・（・磁…ノは一もN靴バ　　　mple　taken　g；S：．NaCl％．

リウムの滴加量及びfactor；ω’は検体量＠9）に，検液使用量の比率を掛けた値である＝著者等の二王室では

色素を除去・た液・甑の中25ccを一回の分析闘い・坊〃・・×一鑑であ・．故・・S身0025禁∫

・…一2・ﾋ従って号・餐五・1・r（5，2）一一1…＋1・9∫＋1・9〃とな・・各植・・3一・〃・・一

1．5000～2．5000，∫＝1．000～1．100，”ニ0．70－18．00．

・象．紺船鑑”一風”，脚絢一一糊（1．1001．000）一29…mm故1ノ軸

は原点から30cm上の点を1．㎜として逆目盗を刻む．こめ場合ア。＝1・1007となる．ω軸はωo＝L5000とし

佃盛を刻む．・の獺は一i舎q・一｛鴇・・7き・な・・・…ノ・の値・・ら・・一躍一・・榔が②式

を満足する．尚’軸の目盛は不要である．

　　25
ωX一一一
　　200

覧
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　（ii）’xθ＝S’のノモグラフ．

号（・・一・・）から…一・4・・㏄m・5・唄・一24α・・3・…とす・・3轍3・〒L・・として正

・盛を妨㈱…一÷導・愚一α68蝋・・噸燭噸÷）を計算して正・騨
刻む．

　F董9．4はこのようにして作図したノモグラフで，〃ニー0・002勿である．

　　（’）　‘3♪　　　　　　　　　　　　　（2）　　　（紛　　　‘よ）

　　砂　か　　　．・　　・　メ　　レ　　∫協
侮．
4¢レ∫
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Fig。4Nomograph　for　the　Assay　of　Na2SO4：
　　　titrating　with　BaCI2；ω＝Sample　tak－
　　　en　g；び，ノ3／100ハ1　BaC12　cc，　factor；

　　　S’：Na2SO4％．
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Fig．5Nomograph　for　the　Assay　of　Na2SO4
　　　％1：：titrating　with　caustic　alka！i　3”，∫

　　　6更／躍砲！o「KOH）cらfactof；・

　冬　彗ンチジンによる場合

　硫酸ナネリウ云努（S’）は⑧式で与えられる．

9』007q巫・………（・磁剛はN／・・ア・吻の渤π量聯・・・・…は灘量（・9）…検

液使用量の比率を掛けた値である．著者等の実験室では色素を除去した液100ccの中20ccを一回の分析に用いる

泌一・轟であ・．故・・3－qoO71x孟登・・…a55益，ox∫従って義、・”箒’・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ω×一重σ6

1・秩i5，3．55）・一1・9・・＋1・9ノ＋1・9・とな・・各値は胆一…〒α・…緬鵬．冠叫・・騨三

〇・10～2・40・（i）！÷ω＝f，（ii）fx〃＝S’に於ける各軸の立て方は前項（塩化バリウム法）と全く同様に考え

ればよい．

　Fig．5はこのようにして作図したノモグラフで，〃＝一〇．0006班である．

　終りに，本研究の機会を与えられ終始御激励を賜った喜谷支所長，図表論に関し有益な御助言を戴いた大阪大’

学井上喜郎理学士，．誤差論に関し極々御教示戴いた京都大学宇野豊三，岡田寿太郎両助教授に深謝の意を表する．

筒種々御支援を与えられた豊田勤治，寺島敏雄両技官，協力の労を取られた松倉秋彦技官に厚く感謝する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　．　．括

　洗定食用タール色素の純度定量法としてチタノメトリー以外に，過マンガン酸塩法滴定による場合及び酸によ



　　　　　　　　／．
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り色酸を析出させ秤量する場合の計算のためノモグラフを作製した．又水溶性色素に混在する無機塩（塩化ナト

リウム，硫酸ナトリウム）の定量用ノモグラブをも作製した．使用する際の誤差は何れも実験誤差に比較して遙

に小であり，ノモグラフが充分実用に供し得ることを認めた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summa】甲

　　Five　kinds　of　nomographs　for　the　analyses　of　Japanese　Of石cial　Food　Colors　were　made：　，

　　ω　one　kind　for　obtaining　the　purity　by　potassium　permanganate　oxidation，、　　　　　　　　　　・

　　（2）011e　kind　for　obtaining　the　purity　by　weiglling　the　color　acids　precipitated　using　inorganic　acid，

　　（3）one　kind　for　obねining　the　percentage　of　sGdiuni　chloride，　which　is　found．as　inorganic　impurity，

’in　Volhard　me中od，

　　ω　two　kinds　for　obtaining　the　percentage　of　sodium　sulfate，　which　is　also　found　as　inorganic　im・

purity，　by　tltrating　with　barium　chloride－or　caustic　alkali・solution．

　　E酊ors　that　might　occur　being　very　sma11，　these　nomograplls　were　found　available．　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1g56

＼

、

1
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法定食用タF／y色素分析用計算図表　（第3報）

作図及び誤差に関する考察

井　上 勲

Nomographs　for　the　Analyses　of　Japanese　Official　Food　Colors．　III．

　　　　　　　　　，　　　Graphics　and　Error

　　　　　　　　　　　　　　　Isao　INOUE
L

　著者は先に法定食用タール色素の分析値（純色素及び無機塩の各％）を簡易に知る目的で9種のノモグラフを作

図して報告しそれを使用する際の誤差に就いても極く簡単に触れておいた．然し作図及び誤差に関しては爾詳細に

述べる必要があると考えるので凶報に於いてこれを概括的に述べることにする．　　　　　　　　　　　　　’

作 図

　ノモグラフの型は非常に多種にのぼるが，．作図及び応用面から共点図表及び乙線図表がよく用いられる．

　共点図表は対応する三つの曲線が同一の点を共有しているものであって，それを作図す．るには或る関係を！＠，

”，εの＝0の如き函数として表わし，（μ，のを直角座標にとり，一群の縦線π＝αと一群の横線”＝ゐ及びω＝6

なる一群の曲線を抽く．換言すれば∫＠，ひ，のニ0を描けばよい．この場合ω二‘が座標軸と或る角度をなす一群

の直線となる場合も勿論あるが然し何れにせよ共点図表なる以上は線の数が多い為に図表を作ること自体が相当

面倒であり，又完成された図が常に複雑であることは免れない．

　これに対し共線図表は作図が比較的簡単なため共点図表よりも遙に広範に応用されている．その中でも多変数の

共線図表組にその各変数の軸をすべて直線とする型，即ち，「基線上に三本の平行線を直角に立てる」型のが最も

良いと考えられるのでこの型式を採用した．筒作図法の原理は第1報に述べた適りである．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　誤　　　　　差

　（1）定　　　義

　今考察の対象とする誤差とは各実験値巨体に合まれる実験誤差は一応考慮外に暗き，得られた実験値を用いて

計算を行う際に生ずる「読み取りの誤差」である．即ち誤差（のをば「図表上に読み取って得た値（N）と有効

数字を考慮しつつ計算器を用いて得た値（M）との差」と定義した．即ち，4＝1V一ル「で表わされる．

　（2）誤差Q表現

　4の表現としては信頼度95％に於ける値によるのが最も望ましいわけであるが，4が正規分布を示さなかった

のでこの表現法によらず，平均値（ルP）及び各測定値に附随する等確誤差（E）を用いた．即ち

　　E一“6745／潜で劾・れ・・但・…翻定値の残差・〃剛定回数であ・・

　（3）誤差のヴラフ

　厳密な意昧での誤差曲線は横軸に残差の大き’さ’，縦軸に残差の頻度を取るが，著者はこれと異なり4コN一．M

を横軸に，頻度を縦軸にとって折線グラフを描いた．このノモグラフの場合にはこの方が誤差の状況を観察する

．のに好都合であると考えたからである．それらのグラブは次の様になる．
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等確誤差及び平均値をまとめるとTable　1の如くなる．（平均値については前報で述べた・）

　　　　　Table　1．　Er置ors　of　No田ographs　for　tlle．Analyses　of　Japanese　Of五。至al　Food　Colors

Fig．

1　’

2

3

4

5

6

7．

8

9

耳omograph　for　the　AIlalyses　of：

Y－1

04，Y－5，　R」4，　R－101，R－1，Y－4，　R弓～，　R－102

B401，　G－1，V4，B－1，G－2，　G－3

Y－2，Y－3，0－2，　R二5

B瑠（by　K晦0・一〇・i・ねti・）

．R－105，　R－104，　R－103，　R－3

NaCI，

．Na・SO・（by聴C1・一ti「at’on）邑

Na2ミ04（by　N母OH－titration）．

　　　幽”．”酬嚇’「門’・L．　；．・・8．・IF・　．　．．．甲＿．　、P．

　　」「「ご：’・’．’陣一1・・老

　r　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　卜　　　　．《

　　　E　（易）
（Probable　Error　of　aSingle　Measure狐ent）
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・　　十〇．03
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　　－0．06　　　　　・‘’

　　十〇．02　　1
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　　＿0．002

　　－0．0006

作図恥硯耀差の考察　　　　．　　　．固∫．ピ．＿
　一般的考寮　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
L・：」生ゼ回る誤差の夫小につ心・で作下め面から考察すれば次の如くなる．即ち・Fig・10に於いてY軸上セこ微小のズ

露を坐・備果・車由のズ・が♂・な・・すれば〃〒』艶…な…醐らか聯滋に刎・　

f伽s∫．故一定の4に対しては4，と翅とは反比例の関係にある．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

’
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の大きさ等からこれ等が制限を受けるのは勿論である．

　各ノモグラフに附随する誤差の考察

　1）　ノモグラブNo・1

　ノ÷”＝fに於いてはX，Y→Zとなっても〃3を可及的に大きくする条件は満たされるがfx”＝PはX，Y→

Zの型の上〃1＝7・5㎝とせねばならない．そのため誤差の状況はFig・1の如くなる．

　2）　ノモグラフNo∫2→No．4

　この3種は何れも補助軸2本を要し3操作の後7本目の軸にP％を求める点は共通である．X，　Y→Zの型が

2回乃至1回必要で翅の最小値は4㎝となる為，誤差はFig．2→Fig．4に見る様に相当大きくなるが止むを

得ない．

　3）　ノモグラブNo。5

X・．Y→Zめ型は1回ですみ魏＝舗㎝であるが4の状況を見ると一側への偏りが見られるから或る一定の

補正を行うのも一つの方法である．然し偏りは図表自体が回る欠点をもつと言うことに基因するのかも知れないか

らこの点は今後詳細に検討すべきであろう．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脚

　4）　ノモグラブNo・6

　X，Y→Zの型は1回ですむが〃に5㎝とせねばならないから誤差はNo・2→No，4と此々同程度の大きさに達

する．

　5）　ノモグラブNo・7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　5

　何れもX，Z→Yの型であるため誤差は略々満足すべき状況を示す．

　6）　ノモグラグNo．8，　No．9

　X，Z→YとXgY→Zとの組み合わせであるがX；Y→Zの場合〃2を約20㎝程度に迄大きくし得るため誤差は

略々満足すべき状況を示す．

　　　　　　　　　　’

　終りに，本三下の機会を与えられ終始御激励を賜った喜谷支斎長，図表論に関し有益な御助言を戴いた大阪大学

井上喜郎理学士，誤差論に．関し種々御教示戴いた京都大学宇野豊三，岡田寿太郎両助教授に深謝の意を表する．

尚穂々御支援を与えられた豊田勤治，寺島敏雄両技官，協力の労を取られた松倉秋彦技官に厚く感謝する．

　従って（i）3，ッが既知でこれより屡2を求めると

、き蝦上のズ・は響僻拡大されることとなり

初の小なる程，、換言すれげX，Y早早が撞近して騰る

程，Z軸（解を求める軸）上のズレが大きくなり結局

大きな誤差を生じることになる．故にX，Y→Zの如

く外側㊧軸こ蹴得る様な場合には刎の働1なるべく

、．大きいζとが望ましい．それはぎレの大きさが同一の

値・でも禰蜘・生蝿合…廿・♂・畜

即ち4りく4，となり得るからである．

　（ii）　これに反してX，　Z→Yの如く両側の軸上の

値鼻，2が既知でこれより内側の軸（Y）上に解を求め

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る場合には（i）と丁度逆になる・即ち4＝〃3十”X小

　　　　　　　　　　　　　　　　が言いかえればz軸上のズレ4’は卿＋π倍に縮小され

た形でY軸上に表われる．

　従って作図に当ってはなるべく解を内側に得る様

　（これをX・Z→Yと表わす）にする1ことが望ましく，

又余儀なく解を外側に求める（X，Y→Zと表わす）

時はなるべく翅を大きくする工夫が望ましい．然しこ

の要求の反面，各軸に目盛るべき値の範囲や図表全体
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・　　　　　　　1　　．　．　　　．総　　　　　括

　　先に作図．したノモグラシの作図法と誤差とについて考察したが現在の分析法では絶対値と．して0．2～0．3％程度・

』の実験誤差が許容されているからこれ等のノモグラフによる読み取りの誤差はすべて問題にならない程小である．
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．and　errors宙ere　reviewed　in　detとi1．「．　Errors　that　might　occur　duτing　t臨e　use．Of．thesemmo騨竃phs
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to　be　avaik心1e．．．　．・．　．　・．　　’．．．　　■　雨　　．』　　　　「’・　．．　．．　　！　　　　　　　　．．

し　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Fe1）rロarア29，1956

」　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．　　　　　　　　　．　　　　　　　　．　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〆
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く
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、
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中黒粉ミアク中砒素の検’出について．’

’一 @　　　川・城巖
　　　Determina‡ion　of　Arsenic　in　the　Dried　Modified　Milk　Po三soning

Iwao　KAWASHIRO

　ま之煙き　昭和30年8月岡山県下をはじめ兵庫・広島・大阪・徳島・愛媛・福岡・熊本県三主として関西以西

の27府県Dに亘って森永乳業株式三一徳島工場製調製粉乳による中毒；事：件が発生した．これにともない昭和30

年8月＄0日一食発覚8号で厚生省公衆衛生局長から国立衛生試験所長宛に中毒原因究明のため，同工場の昭和30

年1月より8月末日までの製品を主体とするものについて砒素検出の三無に関して試験の依頼があったので，こ

れに基いて行った試験の結果を報告する．

　なおこの試験は食品関係三部全員によって行われたものであることを付記する．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試料及び試験方法　　　　　　　　　　　・

　【1）試　料　森永乳業株式会社徳島工場製品（MF印），同社松本工場製品（ML印），同平塚工場製晶（MC印）・

及び同福島工場製品（MN印）等の各調製粉乳並に徳島工場において便用した調製紛乳用各種添加素材，及び乳質

安定剤どして使用した第二燐酸ナトリウムと称するものであって何れも公衆衛生局から送付されたものである，

なお対照として他試製品数鍾について試験を行つだ．・　　　　’・

　②試験方法　調製粉乳及び添加素剤にあっては各試料について常法により硫酸及び硝酸を用いて直島を行い，

蔭酸アンモニウムを加えて過剰の温湯を分解し1検液となし・これに・？いてReinsch法・，Bett鋼d（比ff法l　Marsh

法及びGut　Zeit2）3）4）法等を常法により行った．なお第二燐酸ナトリ・ウムと称するものの試験には常法による湿

式定性定量分析言及び油紙クロマトグラフィーを用いるとともに，公定島外医薬品部長板井博士の協力と東京大

学工学部宗宮教授の御便宜により赤外線吸収スペクトルの測定を行った．　　・

　　　　〆　　試験成績

　　　　第一表調製粉乳、の試験成績
（下表備考欄中の日付は特記ない限り公衆衛生局より試料を送付されたものを示す）

生　産
工場名
製　造
年月日

MF　5117
〃　5125
　　　〃　15130ド

多難1
〃　15227
〃　！5301

〃　5310
〃　5327
〃　5413
〃　5414
〃　5415
〃　5416
〃　5417
〃　5419
〃　5420
〃　5421
〃

〃　5421
　〃　5422
　〃　5423
〃

　〃

砒素化合物定量値　19中
の右無　　As208として

検出しない
　　〃

5422①
　　8

購

　　　〃
　　　ク
　　　〃
　　　〃
　　　〃
　　　〃
　　　〃・，．

　検出する
　　　〃
　　　〃
　　　〃
　　　〃
　　　〃
　　　　
①　　，〃

　　　〃
　　　〃
　　　〃
　　　〃
　　　〃
　　　〃

21γ

35γ

30ア

9月1日
（徳島県衛生部から直送）

9月1日
　〃

　ク

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃
　〃

8月27日
　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　　

8月24日
　〃

8月27日
　〃

8月24目

矯雛
MF　5425
〃　5427
〃　5428

勿翻
〃　5502
〃　5503
〃　5505
〃　5511
〃　5512
〃　』．5513

〃　5514
〃　5515
〃　5516①
〃　5516②
〃　5516③、

〃　5522
〃　5523
〃　5524
〃　5525
〃　5526
〃　5528
〃　5529①

砒素化合物
の有無

検出する

　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃
　〃・

　〃
　〃
　〃

定量値　19中
As208として

307

9月i日
（徳島県衛生部から直送）

8月27日
　〃

　〃

　〃
　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃
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．生産
．工場名
製造
年月目

砒素化合物1定量値・ユ9中

の有無　　As208として

MF
　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃
’・〃・’

　〃
　．〃1．

．． A．一

V．

　．〃．

∴”．

　F〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃
，．41．．

　〃．

．∫〃1

　〃．・

。グ

　〃．

　〃
吐．

V．’1；

　〃
　ゴ〃．

　〃．．幽．．

　．”．

　．〃．．

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃

　〃．

　〃

　〃

　〃

　〃

15529d検出する

5530　　　〃
5531
5601
5603
5604
5605
5606
5607
5608．：

5609．，

5610．・

5611・
　　　’．11．
5612
5613
　　　　　し　　　コ　　コア

5614
5615
5619
5620
5621
5622
5623
5624「．．．．

5625
5626’1∴

．． T627　・．

5628‘．”

5629
5630．、

5701．
5712．．．

5716
5722’：．．

5726．．

5731
5804
5805
5806①．

5806②
5806③．
5807
5809
5810
5811
5812，

　　　　　　　　　34γ

　　〃
　　．〃．．1．．

　　〃
　　〃
　　〃
　　〃
　　〃
　　＝〃

　　〃
　．ご〃．

　　〃
　1　〃　　　　　　　　＿　　‘凸

　r、．”P・∴．．　　．、　「．

　　〃

　　多

　　　　　　　　　　＝’．
　　多

　　多　　8γ
�ｽ1い

検出・し．な㌔．・幽　　　一

　　＝多・き㌃∴・

　　〃
　　　多．．L

　　　多．

　．「1〃．・．．．

　　　〃

　　　〃1　　　　　　　・．

検出する　　　20γ
　　　〃　　　　　14γ

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃
　　　”．．；’：；．．1

　　　〃

　　．〃

三三験輸臣諸撃譜

8月24日．

　8月27日
　　〃
　‘’〃．．：

　　〃

　　〃
　　〃

　　〃

　　〃
　　〃．

　　〃，

　　〃
　　．・〃．．

　　b〃1

　　〃1：・：

　　〃
　　〃
　　．〃．，

‘．　」’〃．’F

　　〃
　　〃　　＝・．5：．．

　　〃
　　　　ヒ　

　　〃－」

　．1．〃．．．．．．．

　　〃
　「．．〃　ド層．．

　　〃
　　〃．．

・　．．．｝〃・

　　〃
　　〃’
　・．〃ゼ．．

　　〃

　　〃
　　．．”・・∴，

　　〃

　　〃
　　〃　　　　　　’i

　　〃
　　〃
　　〃．

　　〃・

　　〃．．

　；．．．〃

1｛MF」5813

1〃　5814
　　〃　5815
　　多　　暑§釜薯三’．

、、．

ｽ．翻①
　　　　5820②　　多

　　　　5821

叢∵

　　多・．・暮夢罷1．’

．．．

ｽζ影塁乙①

　　．多．．、．i鶏1（孚．．．，

　　劣．．．、翻白

物。謡9A．

　　多、．恥薯識量「．

’多．．§雛型．．

　　多．薯9｝訟（6

多．識量②

多．羅《・

多，玉購買

「；灘A・・

1響羅・

　　　　　耽亀　　　二、　－

砒素催渤
の有無
灘、馴纒生部）．

検出する
　　　〃

　　　〃
　　　へ　　　〃．〕　：．11　　・

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　「、・〃・1f：1「

棟顔瑳射．．．

　　　〃．・：．，叩

　　　〃‘’　　　．’「

　　Jl〃　．．．㌧　　こ

　　　”．＝．

　　　〃
　，　・〃＝．．．1．噸．

　・’1一．〃べ’

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　．ll．「”　　．．へ

　　・多，．∫．・．

検出しなし｝
　　　〃

　　．〃、．．

　　．』〃．．

　　．．．〃．・．

　　　〃．．

　　1．〃
・ジ〃．．．ゴ．．．・．＝！

　　　〃．

　　．〃．’

　・’〃．・．
．． D～

　　．〃．

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

検出．：しない：

　　　．〃．．．．

　」ゲ　　・∵．　　．．lf・

　．’，　　　　　・．｝　㌧

　　　　　　　　　ン

第土表　添加素剤の試験．．成績

　　　’轡・

　　　．一

　　．7コ．1．：．．

　　．・τ一辱

こ　．，　．　ρ

　　　　」

　　噸

／

1

　8月27日
　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃
　　　〃：．．．．、ち．1　’

　9月2H．．、
三．

E8月31日一．1・
・ゾ卿月26臥．．：コ．1・．

　　　〃
．∴・〃．．．：．’．．．1．．コ；』．

　　　グ．，，．
　ロト　　　　　　　ヴ　ココ

　　h〃　　賢．

　　．〃．．．　・・　＝．．

　　　〃．ヴ㌦’』’

　　　〃

　9月2目
　　　〃

　8月26Ell；i
　．9月2日．．．．、、

　8．月26日・．∵．”．

・． D9：．．月．2・日．．．．蛤

　8、易3『巨∵．．、」

　　　〃

　　　〃・”』
　　　〃　　　　．、’1

　組長甘口，

8角セ・日・：／．

ハ＝．．・”i　∠’1．1・．．．・

　　　多

　〃市販品を・、｛

別途入手
　　9月2日
　8月26日
　　　〃「　＿唖　．1、訥．．．

冷：・、〃し∵☆　．．．

　71「．ii：！．．∵ド’・｝15’ぞ’

　1「

　　　、．㌧き．1、：

　　　　　　，　　、

試 料 1砒靴合物の撫養 備 考．

　　　　　　　　　　　　　　「．　　ζタミ》B珍

　　ビタミンA

　　ζタミ2Aアセテート

　　ゴコチン酸アミド

　　ピ1タミ≒～D2　　　　、，，

　　ビタミンD3
　　　ミ
　　ピタミ：シ。

～　砂　　・．1・＝・糖

　　乳酸歓
　　コ1戸イギカルシウム．9 1

検出しない

　　　．”　、

　，，．「：．1”

　　　馳．〃　・．

夢　・．

　．P’．．．〃

　．∴い；　　昏’．

　二．：．・．．〃　　闇

　1．　”　．．
　．．：1．：ト1〃　・．

　．li』．∫．．・”

1．こ．ク

．・8騨日鯨融局から潭さう
　　　　　　　　　〃
　　　　　　f
　　　　　　　　　〃

　　　　　　　　　〃

　　、幽　　1　　．〃　　　．．　，

　　　　　　1　　　　　　　　　．．〃
　　　　　　i　　　．．

　∴；1葬、　…　ヒク∴　　　　1

　　・’1　　．．　、∵〆

　　∵　　　…　　　．”　　　　．　　　・』

．1」　軍．．＝・l　　l　馳　蔑〃：　　　　　　　噛

　・　．　．

　　　　　　賦A．

　・し．．．．野ぞ　　　1馬

　．∫

　　　鴬

‘㌔　　L　．．．　　　　　　　，風

．1’．∴三．．　　　∴
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第三表　対照他社製品の試験成績

試 料 ，螺化鋤の撫1 備 考『

＼

武田キノミールFP　5805（D

　　　〃　　’　』　　②

雪印ビタミルクAU　5809　A5①・

　　　〃　．1・∴．㌦、②
ク戸一パー粉ミルクHD　5214①

　　　〃　　　　　　　　　②

明治ソブトカードKB　4820　B

検出しない

　　〃

　，’〃

　　〃

　　〃

　　〃

　　〃

8月26日公衆衛生局から送付

　　、『　”＝〃．

　　　　　〃

　　　　　〃

　　　　　〃

　　　　　〃

8月25日市販品を入手した

第四表第二燐酸ナトリウムと称するものの試験成績

試料（No．）

（1｝

〔2）

⑧

㈲

（5）

（6〕

（7）

⑧

（9）

ω

砒酸化合物
の有無

定量値　　　勿　：
無水砒酸（As205）1
として　　　　　　1

L

備 ’考

検出する

〃

〃

．〃

〃

〃

検出しない

　〃

〃

検出する

8．79

3．77

9．12

5．18

8．95

8．88◎

9．17

｛鷺無縫傷鋸鷺鞭もρ、
｛二

食品部長徳島工場より持参のもの
、（同工揚使用残品と称するもの）

｛（差庫品、称す。もの）

｛ 8月31日公衆衛生局から送付のもの
　（使用したものと称す）

｛L幽製鄭。．から収去，生癒イヒ学工業K。．製）

｛．（”，）　　，

｛（細ヒ学工業。．。．、り収去）

｛（細ヒ学工瓢。．。り収去）

｛（粂山化三級，。酸．ナ，，ウ。）

｛膿齢灘箋i雛野のもの

　　　　　　　　　　　　ノ
試験成績のまとめ第一表調製粉乳MF印の1月から3月末日まで及び6月26日から7月末日までの製品を除

いた他の製品中から砒素化合物を検出した．定量値はAs203とし宅8～35γであった．　ML　MC．及びMN印

の三工場製品からは何れも検出しなかった．

　第二表添加素剤及び第三表対照他社製品中からも検出しなかった．

　第四表第二燐酸ナトリウムと称するもの10種の内7種から何れも砒酸化合物を検出しその定量値は無水砒酸

（As205）として3・77～9・17％であった．なお赤外線吸収スペクトルの測定値及び滴定曲線より本晶中には第三

燐酸ナトリウムを相当含有するものと思料された。，なおその後パナヂウムを検出し，更に弗素1－2％を定量した，

1）

2）

3）

4）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　献’．

食晶衛生研究35．No．11，17（1955）

食品衛生検査指針：1952，皿P．．53

第六改正目本薬局方；一般試験法中砒素試験法

Methods　of　Analysis　of　the　Association　of　o伍cia！Agri㎝1tural　Chemist：1950，　P．369
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　　　　　　　　　　．　　　　　　　．　　　　　．Summary

　　Dried　mgdified　milks（marked　MF）manufactured　by　Morinaga　Industrial　Co・from　April　to　June　25th

and　durlng　August　in　195500ntains．．　arsenic　of　8735p．　p，叫as　As　208。．．・　．．．　　　：、　　．．

　　Besides　we　examined　of　the　stabiliser　for　milk　that　was　so　called　secondary　sodium　phosphate．　lts

results　were　3’》9％as　As　205，　fluorine．1ん2％and　more　over　vanadine　was　detected．：・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’Received　Febrロary　29，1956

1

1

．’

ノ

’

1
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砒素混入による粉乳中毒事件ピ慢性砒素中毒・

における肝障i碍について

　　　　　　‘池　　．田　　良’．．雄

On　the　Mass　Poisoning　Case　caused　by　A∫se耳ic

　Containing　Powdered－Milk　and　the　Liver

　　Iniury　hl　Chronic　Arsenic　PoisQning

　　　　　　　　Yoshio　IKEDA、

　　まえがき　昭和30年夏・岡山県を中心として発生した粉乳による乳卑の砒素中耳事件は・、ξの中書者総数・12・1．

　59名死亡数131名（昭和31年2月24日現在）で砒素による乳児集団中毒としては恐らく古今未曾有なものと考典

　られうが，著者は同事件に際し本試験所川城食昂部長と現地に赴いて案地調査に当ったのでその経過郷要を報告

　すると共に，岡山大学病理学教室からいただいた死亡児肝臓標本をもζに砒素中毒時におけ為肝騨碑『ついて考．

　察したい．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中毒事件の経過概要．　　、・

　　　　　　　　　　　　　　　　、
　　昭和30年6月中旬頃から岡山県下において・生後4．一13グ月の入工栄養児に限って発熱・黒皮・肝腫木・貧血

　等を主症状とする原因不明の奇病が発生し漸次その数が増加して来た．日赤岡中層暁内科で嫡この奇病患者の病

　歴を詳しく検討した所，いずれも森永製粉乳を使用していることが判明し，rM蛮血」と名付け，8月中旬岡山

　大学小児科教室と共にその原因究明にのりだした．本病の治療に当った小児科浜本教綬の臨床所見の概要は；、持

・灘の37研の熱と無恥慾不振・下痢が永噸ぎ・全身に麻麟の発疹力1出る波膚緬黒く細し・．首

㊧つ肱腋一E乳首滴勲等から始って全身ゆろが？て尽る・磯の経過するにつ組歌黒く麟た部
　位から剥れてくる．肝臓が腫大しそ腹部が膨満すると共に，顔色がわるく土色を呈し1』血球検査の結果赤血球，

・　白且紅球面に減少している．　’

　　この歪な病状を示す患者が津々入院する様になり，その内1名が原因不明のまま死擁しおので8月19日同大学

　鯉学教室で病理解剖された・翌2・日の同地禰聞に「人工栄養児麟痢なる見出しで大きく撒され始めて

　世人の注目を集めたのである．この特異な風帆については，．当初浜本教授等は奇病初期に行われたべ」シリン注

　射後に発生するカンヂダ症ではないかとも疑われた様であるが，病理解剖の結果，炎症性の変化及びカγ・ヂダは

　認められず，むしろ中毒性の変化が見られたので本症は微生物によ．る疾息ではなくて中毒性のものであろづ三三

　定するに至った．病理解剖に当られた浜崎教授の言によると，一般に貧血性で所々濫血を認め，肝臓は腫大しズ

　所々小出血があり申心性の脂肪変性を見る。腎臓は細尿管特にその主部に著変が見られ，石灰化して硫るのが特

　融でこの腎臓の病変は他の臓器に比較して最も強い．心筋繊維はそ㊧配列が乱れて核の周囲に空胞変性を認め，

　その他，淋巴腺の腫張と細網細胞増嫡，辞臓の小出血，腸管の濾胞性腸炎像等が見られる．、

　　以上の様な病理所見が明らかになったので臨床症状と照し合せて浜本教授等は重金属特に駆動によ’る；申毒を推

　論ずるに至ったのである．ひるがえって砒素中毒特にその亜急性或は慢性砒素中毒を文献に求めると黒皮症，肝

　　腫大1箕血等築だしく類似し，．又病理所見に見られる肝，腎の変性特に細尿管の石灰化は，対三々浮L児である

　ことから考えて中毒性病変特に重金属を思わせ，又Arsen－myocarditis（庇1素性心筋炎）の前段階と考えられる

　心筋繊維の変化は砒素中毒を推論する有力な手掛りであった．

　　：又一方ア同大学法医学教室遠藤名誉教授等は屍体肝臓と患者の枕頭に南？た森永製MF印粉乳2缶につ．いて砒

　素の化学試験を実施中であったが，．Reinsdl反応によって粉乳申砒素陽性なる結果を得，又25日肝臓に？いで

　の結果が判明し，肝臓209，509からの検査では陰性，1009については陽性と出た．．

　　8月23日現在，死体組織からの砒素検出を実施中であり，又粉乳缶の検査も未だ2缶で且その方法も定性試験

　であって定量試験を行：つていない状態なので砒素による中毒死どは断定出来ないが，日々患者が激増する甚だ重

　大な局面となっているので・臨床症状・病理解剖・粉乳の分析結果から総合して本症㊧原因は砒素による中毒と

　思われるとの発表を大森県衛生部長の名で公表し，翌四日新聞紙上に大々的に発表された．
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　　同県衛生研究所ではMF粉乳毒こらy・てG・蔑・ei㌻’氏法による砒素の定量試験を行っていたが・前記新聞発表の1

神後結果が糊し・粉乳59につ・・てqo5－qlmg簸の螺が幽する・≧カr明らかとなり収燃油生

研究所においてもMF粉乳について0．007％の砒素が混入することが発表され，本試験所食品部においてもこれ

等の成績が再確認された．以上の量は一，乳児が1日約1009の粉乳を摂取するとして，砒素の摂取量は1日1－2

　－7mgとなり当然亜急性乃至慢性中毒を起し得る量であって，ここに本事件は森永粉乳申に混在する砒素による

ものであることが決定的とならたρである．　　　　　　　。’

　　次に問題となるのは砒素の混入経路で，当初種々の可能性が考えられたが，粉乳の添加物についても疑問が持

1たれ，岡山大学法医i学教室，徳島県衛生研究所で試験されたが，前者ではビタミンC（59），カルシウム（209）・

砂糖、（409），滋養糖（3．19）についてのReinsch友鳥は陰性，後者では各種添加物についてGutzeit法による試

騨の結果・359．qカルシ嚇から0・与PPMの砒勲検出したと発表された・こ、の発表に基いて騨の某韻

、の添加物中のカルシウムに混入した砒素が原因であるとの談話が新聞紙上に発表されたが，然し粉乳中に添加さ

　れる力花字ウムの量は釣3勿であり，その0・5PPMとすると粉乳1009について砒素嫡ユτとなp，この量で

　中毒を起すことは甚だ考え難く大いに疑問を持たれた．あとで聞いた所によると事実カルシウムを分析された徳

　島県衛生研究所当局もカルシウム中の砒素を原因と考えていなかったのである．

　　この聞，中毒粉乳を製造した森永徳島工場においても各添加物について検査を行っていたが，27日夜半第二燐

　酸ナトリウムから約3％の砒素を検出し，又同県衛生研究所においても約2％の砒素を検出，更に本試験所食晶

撒四四饗灘鷹莞灘響臨御三つであや第二騨
　．第二燐酸†トリ‘ウムぼ牛乳中の蛋白の安定剤として添加するものであるが，『先づ慮乳mOOkgに対して1009

φ油土鱒ナトリウ堕入れる．　　　　　　　　　　　　　．
1癬Lユ卿k・か粥乳が約・・3ヴU59とれ勧でik・物燐醐舳1」・とな砂こめ粉乳々・その他の添加

　勧を約層30％入れるので最終製品』1009について第二燐酸ナトリウム量は約0．0779となり，砒素がをの3％と

すう’と：a3m9幽となり1この値助言己製品についての試験結果とよく一致する．．　　　．τ

　似上本事件の経過を振返ってみる時，事件解決のために昼夜不眠の努力を続けられ，美事な推論を下「して検査

　方向を定やた律・璋坪果断な処置をとられて測り知れざる事件の進展を食い止められ起岡山大学の各先生方，衛

生部の方々平事件解明の重要な手掛りとなった屍卑の病理解剖を承諾された家族の方々に深甚の敬意を搾げる．

　　　［㌧詰　：、，・　　　・　　　慢性砒素申毒における肝障碍

　．「岡山雰学医学部病理単心癖の御好意により同店死児の肝臓標本を観察する機会を得たので，キの所見を記載し

　著者が行った他面毒物による実験的肝障碍と比較検討する．

　　材料　第1例；生後5ケ月16日ゐ男子，愁F印粉乳約4〃月心許35缶摂取，昭和30年8月24日岡山大学：ノ1・

　児謡え入比し1週間BAL治療を行った後死亡，死後6時間35分遅解剖．

　　第2例・生後70日の男子，MF印合計8缶摂取，死後3時間で解剖．　．，　　，、

　　動物実験・P・・誠・・瑠・励・・泌侑韻変米の原因菌）のC解P・k・液体培養雌の〃ノール．⇒スを

5mg／1093日間経・投与・て6・後・嚇中を幽・た吻えモ・フルた・レ酢酸・1ド～猛・H…6寅H・）

　を夫々30及び20mg／kg皮下注射して30時聞後幅014時聞後死亡したラット．

　　顕微鏡的所見　F五9・1＝，申毒児第1例の肝戯で，一般にSinusoidが拡張してうつ血が強く，馳小葉中心部から

　中間部にかけて著明な出血を認める．．中心部では出血と共に肝細胞索全く乱れて離開し，脂肪滴と思われる中等

大乃至駄空包湘立つ・、，脂肪瀧辺に砕騙靴圧縮せら批灘認める．．鰍の肝細胞は判肌難いが出蝶

　の間に残存して比較的形態を保っている細胞｝ま好酸性を示す，ド細胞核は：一般に変性を示し，濃縮，．核色素滅私，

　不正形等を示す．出血巣の中において二心静旅は殆んど判別し得ない．！i、葉周辺部は比較的細胞索は保たれ七い

　うが・毛細管拡張Pて紬胞索萎縮し・Diss色鳥腔拡張を認める、；気胞墓賓消失して染色性が悪く・こわれかかって

欝嗣謝するぞリ「城鞘ρ結合鰍び雌曲輪・・一部賢醜悪浸細め珊

　「部位1・よってはグ購近くまで小出血判胞臓の及んでいる所がある．

ノ
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　　　　　　　　　　　　　　　Explanation　of　Figs．　1－4

L互ver　of　children　poisoned　by　arsenic　containing　powdered－milk．

i難 蒙綴、

灘

繊
　‘轟

懸

難驚雛灘
　　　　　　　　　　　　　　つ　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　こ　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　Fig．1　Case　1．　Hematoxylin－Eosinp×80

Cent職1　necrosis　with皿arked　hemoπhage　and　vacuolar（fatty）metamorphosis．

Re㎏tively　intact！iver」cell　cord　in　the　periportal　zone．

．醜

謬
鞭

　　　　　，，　　雛

　　　　　　　　Fig．2　Case　2．　Mallory，　x80　　　　　　　　　　’’”

Central　necrosis　with　marked　hemorrhagep　but　relatively

few　vacuoles．

r
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鐸 ’購識擾雛駕纐護懸 ・爆獄 『愚強

　　Fig．3　0ther　part　of　the　same　specimen．Mallory，×80

Fibrosis　connecting　both　adjacent　central　parts　and　centra！part

with　peripor捻1　zone，　forming　pseudo一！obule．

ノ　．

ノ

　　　Fig．4・Periportal　field　of　the　same　case．　Mallory，　x400

・Dilatation　of　Dissき’s　space　with　amorphous　substances．一Sporadic

necrotic　1三ver　cells．
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　Fig．2（Mallory染色）；中毒児第2例の肝臓で，本例も出血を伴う中心性壊死が主変化であるが，脂肪変性

は部分的に存在するも第1例程著明ではない．

　Fig．3＝同標本の別の部分であるが，中心部の壊死巣に結合織が増殖して隣接中心部と連結し，又中心部とグ

三皇とも連結されて偽小葉を形成し，初期硬変像を思わせる．

　Fig．43同標本強拡大で比較的障碍のすくない小葉周辺部を示すが，部分的に壊死が見．られSinusoid拡張と

共にDiss邑氏腔ひろがり中に無形物質の見られる所がある．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　　察

　ω以上砒素による乳幼児の慢性中毒2例の肝臓組織所見を考察するに，高度のうつ血，1出血と共に中心性壊

死が主変化であり，巨大滴脂肪変性を伴う．又第2例の示す如く壊死巣に相当して，又グ氏鞘にも結合織増殖し

て腐心部と申心部，中心部とグ氏鞘とを連結して偽小葉を形成し，肝硬変の初期豫を思わせるものがある．’

　12）一般に中毒に限らず種々の病因から肝臓壊死を起すことは人体解剖例の所見から知られているが，著者の

現在までの動物実験における経験及び文献に見られる記載を参考として，肝臓壊死をそのひろがりから分類する

と次の如くにな1る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Hepatic　Necrosis

　　　　　　　　　　　　　　Massive　ne㏄osis（acute　yellow　atroP歴y）
　　　　　、　　＿

Zonal　　necrosis

．Foca1　．　・11ecrosis

　central／m、血。舩1・

／，，。ip。丘。1．

　　　　　　　　　　　　　　…臨・一離：瓢

　古来，クロロホルム，四塩化炭素，蟻酸アリル等特に肝臓に親和性を飽するものを「肝臓毒（Hepatotoxic　Su－

bstance）」と「称するが，』肝臓毒による肝障碍の形態的特徴は肝臓に壊死を起し，すくなく共’zonal　n㏄rosis以

上のひろがりを生ぜしめるものであると考えられる．一応似上の如く分類されるとしても’，・｝同一毒物でも生体に

摂取される量と解剖に至るまでの時間的経過によって上記分類のあらゆる段階をとり得るのではないかとの疑問

も起り・事実耳imsworth等の説く如くにzonal　ne㏄osisに食餌性の因子が加わってmぎssive　necrosisに移

行し，又centねl　necrosis中にも甚だ不完全なものから完全な輪状壊死との間に樋々段階¢）見られること峠確か

である．然し1乍ら又一方，毒物による肝臓壊死はzonal　necrosisの形をとるものが多く，その中でもcent鳳1

Pecrosisの場合が最も多いのに反してmidzonal且ecrosisは甚だ稀であること，　f㏄a11鵬crosisは＝nidzonal

形をとることが多いという療なことから，zonal　necrosisとfocal　necrosisの間に必ずレもその連続性があるの

とは考え難いのである．

　今肝臓壊死を示す著者の実験例を挙げると．

　Fig．53　P．・is㎞dicumの菌蓋エキスをマウスに51ng／1093回投与して6日目に解剖した例で，細泡浸潤と

空胞変性（或は脂肪変性）を伴う強度の中心性壊死が見られ．

　Fig．翫・は同じ条件下の実験例であるが極く初期の像と考えられるもので，細胞浸溜と空胞（或は脂肪）変

性が主徴である．　　　　＿

　Fig．73モノフルナール酢酸アミドを30mg／kg注射したラットの標本で，中心性の；強いeosinophile　n㏄r

osisを認めるもので，この場合には細胞浸潤を見ない．　　　　　　　　　－　　　』・ギ’

　Fig・8；は眠剤20mg／kg注射したもので，死亡時間が早いため（注射後4時聞）宋だ壊死は認められず，中

心部並びに艶聞部の瀬漫性空泡変性（ズダン皿陰性）が主変化である．

　著者のその他の経験油壷は文献に見られる諸家の実験例力｝ら，zo且ahecrasisを起す毒物をその部位によって

わけてみると次の如くである　　　，

！
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ノ

：：　　，・P

、　　 r　　　　

Explanation　6f’Figs．5－8

　　　　　　　　　．Fig。5　Liver　of　a　mouse　poisoned　by

　　　　　　perαral　administration　of　ext澱cts　of　Penicillium．islandicum．

　　　　　　　　　　　Hematoxyl血一Eosin，　x　80
　　　　　　Central　necrosis而th㏄1レinfil㎞tion　and　vacuolation，　forming

　ノ．　　　　　、．　　　．．pseudo－10bule．

　’　　．∵・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　賊議蝉贈慌
　　　　　鎌．需・　　　　　　　　　　　　　　　，　　　、　　　　”　 濠

”　 灘一艶響。。顯難轟蟹　“鑛辱講
h　　難下階既黛雛・、叢暗
　　　　　　　　　　　　　　軸　鷺
　　　　　．．、　　　　謬　 磁町響　　　　　・』　　　　　，’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ミ“’
　　　　　Fへ　　　 喉・　　　　　　　　　　　　　　　識　　　　’
　　　　　。鴛隙鰹㌔　薫～｛・　　　　亀　　　　　　～’b
　　　　　幽幽麟懸樋，．縫
　　　　　　　ロう　　　　　　　　　　も　　　　　　　　　　　ゆ　　　・・　国国轟’難’総懸・㍉。、織羅漢，　　嘘

　　，　誕　　獺。灘艶・母、継購熱

，．
F・1

、1㌧』　P

　　　　　　　　　　　　　　　琶　 ’・　　　　　　　L9　　　　　　　　　　　　　　縄確嬢黙
駆逐・忍田圃曜、

稜｝鴨吋暗　㌦　齢，

　　　　Fig．6　　1nitial　stadi㎜of　the　・　　　　　　　1　　　・　　　　　　・

　　　　　same　poisoniag　as　Fig．5．　　　　　　　　　　　　　　　…　　．．

　’　　　　　Hematoxylin－Eosin，　x　400　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　Slight　vacuolation　and　cell－infi！tration　around　　　　　　　　・一　．　　　一・

　　the　cen撫1　vein．
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「　　　　　　　．

b　　「

　　Fig．7　　Liver　of　a　rat　poisoned　by　　　　，

　　　　　　　Monofluo’acetamide　　　　「　’

　　　　　Hematoxylin－Eosi叫x80

Cen惚l　necrosis　wit駐vacuolatio叫but　no

ce11－i∫1fillration．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　、

1

　　　　　Fig．8　1nitial　Stadium　of　the　，　　　、　、旨1　、・

　　　　　　same　poisoning　as　Fig．　7●　　　　　　　　　・　　’，’．　　．　　　∴’

　　　　　　　Hematoxylin－Eosin，　x　400　　　　、　　・，　ご　．　・・

Cen伽1　aRd　intennediary　di佳use　vacuo㎞．　　　　・∴＝　、　　．

degenelation（fat－stain互ng　negative）with　　　．　　’　、．，凪；ジ

dilatation　Of　sinusoids．　　　　　　　・　　　　「　　　・　！　　　∴：．、∴　19　　二

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　τづ1，　』層、・

．：9〔
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㈹。・・ml　nゆri・．一　・．　．・・　r．．＼．、
　　クロロホルム，．四塩化炭素，タンニン酸，毒キノコ，P㎝icilli㎜islahdicum毒素，モノフルオール酢酸ナ

　ミドゴアサリ毒ジ砒素．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L
㈲midz・明1、necr・sl＄．

　　クロロホルム．．（但，．甲状腺剤を投与：してその機能充進状態にある動物に投与した場合）

　を～｝　periportal　1；eく『rosis

　　蟻酸アリル・燐・Pr6teus　vulgarisの毒素．

　（3）砒素の慢性中毒1『おける肝臓壊死も前記の如く明らかに申1［）性壊死の範疇に論る．．

　一般に申心性壊死の原因に関しては，直接細胞体に及ぼす毒物のepitneli（トto文icな作用と共に，近年，小葉

内血行の顯が重祝される働にあるカ：・この点に関しては・P・i・1・・di・・mの場合にはその初期の像が示す女・

くに，又モノフルオール酢酸ブミドの場合にはその初期像と共に本剤は強い酵素毒であること等から，両者共
epithe！io－toxiと’ ﾈ作用が壊死の圭因であろう．

本砒素幡の場餌や鯛の像槻られないの淫乱難いが・咄血が著明語るこ．と・死戦期或既後
の影響を考慮しなければな．らないが比較的障碍のすくない周辺部においてDisse　1氏腔の拡張と無形物質の存在，

グ氏轍品品認められる所から・巾心性壊死発生には，．一二障碍による透過性の賄と出血のために起る

血行障碍が主要な因子であると推察される．

　現地調査に当り，親しく御教示にあつかった岡山大学小児科浜本教授，．同病理学浜崎教授，同法医学遠藤名誉

教授，大森岡山県衛生部長，岡山県及び徳島県衛生研究所の方々に厚く御礼申上げるとi共に，貴重な標本をいた

だいた浜崎教授，小田助教授に深甚の謝意を表します．

『　　　　　　　・　．・・：・総．．　括　　’．　　　　1　　　’、
　1）昭和30年夏，岡山県を中心として，砒素混入粉乳による乳児集団中毒事件一中毒者総数12，159名・死亡者

131名（昭和31年2月24日現在・厚生省食品衛生課調）一が発生したが・著者はその発生・経過につ》’て調査の

結果を纏めた．1・．・一．∴、

　2）岡山大学病理学教室の好意による中毒死児2例の肝臓漂本を観察すると共に，甲種毒物による著者の実験例

と比較検討した∴．

　本中毒例における肝障碍の特徴は・出血を伴う中心性壊死で1この中心性壊死罪生には血管障碍が主要な要因

と考えられ，毒物による肝臓壊死の」つρ型をなしているものと思われる．なお部分的にすでに肝線維化を起し

ているのが見られ． 驍P’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文　　　　　．献
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2）

3）

4）

5）

6）

7）
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Path．，26，249（1950）
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1）

2）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　Summary

Tlle　autllor　reported　tlle　outline　of　the血ass　poisolling　case　of　children　by　ar串enic　containing

powdered－milkl　which　occured　in　malnly　westem　districts　of　Japan　in　S亡mmer　1955・According

to　the　investigation　of　the　Welfare　Ministry　as　of　February　24．1956，　the　total　number　of　poi－

soning　is　12，1593　among　which　131　died．

The　au止。。　c。uld，加dy　the　li。e。　pf。p㎜ti。。。。f　2．aut。P，シca・e・，　by・・戯・・y・f　D・．　T．　OD

A，pathological　departnlent，　Okayama　University　and　described　the　characteristic　feature　of　the

central　necrosis　with　marked　hemorrhage　in　the　case　of　chronic　arsenic　poison1ng．　The　author

also　ascribed　the　etiologic　factor　of　this　central　necro＄is　mainly　to　the　injury　of　the　capillaries，

◎omparing　with　other　experimental　Iiver　damages　by　poisons　such　as　Monofluo－acetamide　and

Penicillium　islandicum，　which　exert　direct　epitllelio－toxic　action．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

L
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食品の異物検査法1（第2報＊）

宮島弘衛，小川秀子，野崎泰彦

　　Microanalytical　Test　of　Food　Products．H．

Hiroe　MエYA∫IMA，　Hideko　OGAwA，、Yasuhiko　NozAKI
’

まえがき

われわれは前鞭）でパソの簡易異物検査法について瀦レ九今回更に・ビスケ・Lビーナ・ツ・ミター，

ピーナッツクリーム，粉乳，脱脂粉乳の検査法特に界面活性剤　T幡en　80及び　Ethylenediaminetetraacbtic

acid－4SQdium（以下EDTAという）の応用について検討したので報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1＿実験の．・部，

a・ビスケット（含油量16－18老）　　暫』－』　．　　’一　　．…　　　　1一「』－’

　試料509をとり，割って中へねずみの毛5本，．こ’ぐぞう半片3個を入れたものを㌧ワィルドマンブラスコに入

れ，50毎アルコール麹．200ccを加えて1～2時間二一する．この三更によく砕く．後Tween　80回目50劣アルコ

ールの混液100㏄（1’：4）を加えて混ぜ，ガソリ「ン40ccを加え，直ちにEDTAの50％アルコール液（EDT

A2．59を少量の永に溶かし，水とアルコールを加えてアルコール濃度が50勿，全量：100ccとなるようにする．）

を加えてかきまぜる。後50％アルコールでワイルドマンフラスコを充たし，分離後常法（衛生検査指針皿，1952，P・

106）により潭紙上に異物を集める．結果は第1表に示す如くである．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　第　、　1　　表

　　　　　　　　　　　　　ねずみの毛5本，こくぞう虫片3個混入した試料　　　　　　　　　　　　1

実　験　番　号’ （D

会社別

A　社

B　村二

ねずみの毛

こくぞう破片

ねずみの毛

こくぞう破片

1　皿

1　4

2　1

2　3

3　0

計

5

3

5

3

（旺）

1　皿 計

2　3　　5

3　0．．3

2　2

3　0

4

3

（皿）

】　丑

0　5

2　1．

3　2

3　0

計

5

3

5

3、

（w）

1　皿

4　1

3　0

3　1

3　0

計

5

3

4

3

（V）

1・且

4　1

2　1

1　4

3　0

計

5

、3

5㌦

3

平
均

100％

100勿

92％

100％

　A社のビスケットでは2回の捕集で検出率100％，B社のものではこくぞう虫片は100％検出し，ねずみの毛

の平均検出率は92弩であるが5回の実験中3回は検出率100…ぢである．

b・ピrナッツバター

　ω重い異物　　　　 　　　　　：．　　　　　　　　、　　　　　雪

　試料509に微細な石5個，滋ずみの毛20本を予め混入し，クロロホルム50ccを加えてかきまぜ，20分間放

置する．沈着した重い異物を流し込まぬように注意してピーナッツ層を演紙上に集める，．底に残った食塩と重い

異物に演過水少量を加えて食塩をとかし，別の演紙上に残留物を集めると混入した石5個は，全部検出出来た．

　②軽い異物

　（1）パソクヒアチン消化法　　　　 ＝・　・　　　　’．　　　　　　　　　　　　…　　　　　　卍

　Yakowitz　M　G．2）の方法を少し変えて行った．　（1｝で游紙上に集めたピーナッツ組織から完全にクロ戸ホルム

を吸引して除いたものを，11のワイルド㌣ソフラスコに移す、演過水を加えて全量約2QQocにレ・10％リン酸

1

・＊．．野崎，・宮島，’清水竃衛生試験所報告，72，191（1954）を第1報とする．



鋤 衛生、試験所報告 第74号　（昭和31年）

三ナトリウム液でpH　8月半る．次にパンクレアチ．ソ39を加えてかきまぜ，30分越に10％リン酸三ナトリウム

液でpH　8に3回調整し，ホルr・リソ数滴を加えて1夜40。Cで消化後演過水を加えて常法通りガソ旦ソで捕回す

る．

　（DTween・EDTA法
　G）と同様にワイルドマンフラスコに移した試料に60劣アルコール200ccを加え，10分間浸した後Tween

80及び60易アルコールの混液（1：50容量）を100㏄加え，ガソリン35ccを加える．後直ちにEDTAの60石

アルコrル液（EDTA29を少量の水にとかし，水とアルコールを加えてアルコール濃度60％，全量100ccと

する）を加えて2分聞かきまぜる．次に60％アルコールで充し，ガソリン25ccで捕集する．この方法は，（Dと．

同様Yakowitz　M．　G．3）法によった．

　（1）と（Dの方法の比較は第2表に示す如くである．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

第 2 表

ねずみの毛20本混入した試料

実漁．

1

”

皿

w
V

パンクヒアチン法

q）1（酬合計
14

．4

16

3
i8

2

10

2

11

2

16

14

18

14

30

ッィーン・・EDTA法

（D［（皿）．1合計

18

17

16

13

18

1

2

2

4

2

19

19

18

17

20

…1　平　均l　l　l．・・％［一i　l93％
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　両法の平均値の差を検定すると，パンクレアチン法の不偏分散V1＝30420　Tween・EpTA洗の不偏分散V2＝

43245F＝V2ハr1＝1．4F分布表より自由度ρ1＝4，ψ2二4であるとぎ，有意水準5％＝6・391％二15・98である

から，有意と｝ま認め難い．

　両者を組合せた不偏分散，V≒36900　標準偏差の推定値6e＝192・09　t二〇・12’φ＝8の有意水準5％＝3・35・

1％＝5，041であるからこの差は有意とは認め難い．　　　　　　　　　　’

　以上の計算からパ．ソクレアチン法とTween　80」EDTA法の問には’優劣をづけがたい．しかし後者は第1回目

の捕集で大部分が回収出来ている．

C．ピーナッツクリーム

　（1）重い異物

　試料509申に微細な石5個，1ねずみの毛20本を予め混入したものに約40。Cの演過水25ccを加え，更に25㏄

のクロロホルムを加えてよくかきまぜ，20～30分聞静置後上層のピ・一ナッツ組織を11のワイルドマソブラスコ

に移す．この場合クロロホルムを流し込まぬよう注意する．器底の異物をクロロホルムと共に演過して異物を源

紙上に集めた結果ピーナッツバターと同様全部回収出来た．

　②軽い異物

　（1）パンクレアチン消化法

　〔1｝のワイルドマンフラスコを水浴上で加温してクロロホルムを除去し，後200ccの演過水を加え10箔のリソ

酸三ナトリウム液でpH　8にする．次にパンクレアチン39を加え，30分．毎にユ0％のリン酸三ナ．トリウム液で

pH　8に3回調整し，最後にホルマリン数滴加えて，1夜40。　Cで消化後400ccの演過水を加え，ガソリン25ccで

常法により捕集する．

　（DTwe㎝・EDTA法
　（Dと同じようにクロロホルムを追出し，次｝こ90劣アルコ、一ル100㏄を加えてよく浸し，かきまぜて後，Tween

80及60箔アルコールの混液（1：5容量）100㏄を加え，ガソリン35ccを加え，直ちにEDTAの60％アルコ
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一ル液（EDTA　29を少量の水にとかし，水とアルコールを加えてアルコール濃度60弩，全量100㏄とする）を

加えて2分聞かきまぜる．次に60勿アルコールで充し，ガソリン25ccで捕集する．．

　（Dと（Dの方法の比較を第3表に示す．この表から二つの方法の回収率の間には差がない‡うに思われる1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第　　　3　　　表

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ねずみの毛20本混入した試料

霧襟締鴇讐計
匠

皿

皿

w
V

4

3

4

7

8

12

13

10

8

11

16

16

14．

15

19

ッィーン・EDTA法

（DI（DI合計
11

7

10

10

7

5

11

10

5

8

平 均1 1 1・・％1 1

16

18

20

15

15

1泓％

d．粉　　乳　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、．

　試料1009を500ccの温湯にとかし，約0・5ccのTw甲n　80を加え，15分間かきまぜて演過する方法を行うと

温湯に溶しただけではうまく演過出来ないような製品でも塊を演紙上に残さないで四過出来る．この実験には7

種類の国産粉乳を用いた．　　　　　　，

e・脱脂粉乳及び粉乳

　試料1009を2％EDTA液1QO㏄に加え，よくこねまぜて後2％E班亀A液400ccを追加する．液はかきまぜ
ているうちにだんだん黄色透明の液になり，30分後には完全に． ﾆけ，容易に演過出来る．輸入の脱脂楊乳は

Tween　80法では瀕過出来なかった．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　　　禦

　ビスケヅトは従来パンクレアチン消化法を用いていたが4），これでは時間がかかるのでTwee11とEDTAを用

いる方法を試みたところ実験の部に示す如く加えた異物のほとんどふ回収出来る事がわかり，時間を短縮するこ

とが出来た．

　ピーナジツバター（ウ重い異物は，従来石油エーテルで脱脂したのち，クロロホルムで沈降させてい窪演，クロ

ロホルムのみでも脱脂の目的は達せらるから，石油エーテルを用いる必要はない．裸火を便う案験室では大き’な

利点である。＊＊

　軽い異物の回収率を推計学的処理するとき・，パンクレアチン消化法とTWeen・EDTA法の間に差がないよう

に思われるが・Tween・EDTA法の方が第1回の捕集で大部分が捕集出来ることと，ガソリンとアルコPルの境

界面に食品組織が浮いてこない点で優っている．

　ピーナッツクリームでは両方法の間に差がないが，パンクレアチン消化法は油が残り操作が厄介である．又境

界面もTwee且・EDTA法の方が明りょうであること等からして後者の方法がよいと思われる．

　粉乳は従来Sediment　Testerを用いていたが4）この方法で行えば瀕紙でも充分目的を達するものと思われ

る．

　脱脂粉乳においてもSediπ甚ent　Testerは必要がない．又このEDTA法は脱脂粉乳と粉乳の両方に用いられ

るので便利である．．

　終りに試料を提供された各社に対し深謝する．

＊＊注，実験め終った後Ass㏄．0出q　A離．　Ch・mi・t・，・M・th・d・・f　Analy・i…，8th・“，（1955）を入手

　　　　したが著老等と同じ方法を採用していること・を知った．
r
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’

浜名湖油漉類の毒成分に関する研究（第2報）

　　　　　　　　　　’

　　　　板井孝信，　神谷庄造

Studies　on　Lake　Hamana　Oyster亘nd　Other　Shellfish　for　Posionous　Substances．1二

Takahobu　ITAI　and　Shoz6　KAMIYA’

　まえがき　昭和24年3月および25年3月に採集した浜名湖の八兵衛瀬，いかり瀬，新点のアサリおよびカキ

の毒成分について，八田，板井，宮本は第1報）においてその臨床所見，毒力の測定法とともに貝類の肝のメタ

ノール抽出物についてコロ’ジオン膜による透析，活性アルミナによるAbsorption　chroπlato㊧aphy・その他を行

い最少致死量0・．2mgの毒成分を得た．次で石館，萩原2）等はカキの肝のメタノールエキスを脱水メタノールに溶

かし脱水エタノールを：加えて沈澱させる方法（以後この方法をMeOH－EtOH処理と呼ぶ）を繰返した後・アルミ

ナの、Chrom3tographyを行いM・L・P・0・05mgの毒成分を得・この精製毒について種々の沈澱反応および呈

色反応を行い，．これがアミンであることを証明した．その他この貝類毒成分についての文献は秋葉教授の貝中毒

五絃継よびその加工製品に姻する・聯関する研丁丁に挙げられてし・る1）・瀦ら蹴1門戸他の

仕事に中断されつつも此の研究を行ったが，本報では昭和24年3月採集の肝メタノール抽出物につき主として昭

知28年ん昭和30年の間に行ったものについて報告する．

　（D肝エキスの変化について第1報所載のように．昭和24年3月採集したカキより肝を分離し，メタノー

ル抽出後，メタノールを溜去し水を加えエーテルが着色しなくなるまでエーテルで抽出し，その水溶液をアンプ

ルに熔閉しガ滅菌して常温に貯蔵した．その当時のpHは5．2～5．5（試験紙による）であったが，この実験の頃

は4．5～4．6（ガラス電極による）になった．これをエーテルで入念に抽出すると，アルカリ性水溶液に移行する

特≡異臭のある黄色酸性物質（1np．181～3。針状晶）を得た．　　’

　本物質は動物試験の結果は無毒であった．

　（D　原エキスのPaper¢hromat噸rap！1y　上書己のようにエーテル抽出した後減圧濃縮して得た褐色シロ

ップの1％水溶液を使用し，n－BuOH：EtOH＝H20（4；1：1）および（4：1；2）の2者を使用し室温で

展開した（東洋炉紙No・50）．次で下記の呈色反応を試みた．

　a・D「a9㎝do「ff反応3）4）5）　　鈴木5）の処方によるDragendorff試液（以後D・T・－S・．と略称）をスプ

レイして次のスポットを得た．

，L

O

馬・Poisonous，

　Shellf董6h

s‘（Rfま0．95）

銑（O。21）

亀（0．15）

亀（06！0）

Table　1．　Rf　Values　of　Betaines

Rf．Va1・

ue

N．M．　P．

H．

　0．21

霊m「盈n’

　0．30　　0．11

纏頭ML
0．ユ1 0．21

b．．NOr1ロal

　Sllellfis11．

S・（0・21）註）N．M．P．H．

亀（0．15）

　　　　　　　　Homarille
S甚（0。09）

Trigonelline

1．N．　A．　B．

　N－methylpyridinixylm　hydro－

　xide
　Pyridine一σ一carboxylic　acid

　betaine
　Pyridine一β一carboxylic　acid

　be蝕ine
；　Pyridihehγ一carbonic　acid

　betaine

Fig．1　Chromatograms　of　Betaines

　　　　11－BuOH；FtOH；H20（4：1；2）

　　　　colored　by　Dragendorff　T．　S．
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　　　即ちD．T．　S．陽性のスポットの中，　S■とS4Fの2っは新場カキの全部に，叉いかり瀬，八兵衛瀬の或る試料

　　のみに検出された．市販アサリについても右毒アサリに認められたD・T・S・陽性のものが大部分検出された。

　　又これらの陽性部分を抽出したものについて動物試験を行ったがアサリ毎の反応を呈しなかった．S3のスポット

，　はN－Methylpyridinium　hydroxideに，又SユはNicotinic　acid　betaine即ちTrigonelline5）に相当する故，．

　　常法に従って合成したこの2っのBetaineを1％水溶液とし，　n－BuOH二EtOH：H20，　n－BuOH；HAc：H20

　　等の溶媒で展開した所全く一致した．検出にはD・T・S・を使用した．又iso－nicotinic　acid　betaineのRf値

　　とTrigonellineのそれとが同一であり，このγ一Betaineはマウスに20mgを腹腔内に注射しても死なない．こ

　　マ）2つの相当するスポジトをやや多量に抽出し，常法に従ってPicrate溝よびHAuC14塩とし混融する時融点は

　　降下しない．N－MethyIpyridinium　hydroxide（Picτate。mp　208－10。，　HAuC14塩245～7。C）Trigone11三ne

　　（Picrateユ98。C，　HAuC14塩183。C）．更に鈴木，萩原5）の方法で両Betaineを定量したが有毒アサリの肝臓エキ

！スも市販のアサリと同程度のN－Methylpyridinium　hydroxideおよびTrigonellineを含有する．　I

　　　h　紫外線下の観察およびBrCN反応6）7）　　　展開し風乾した瀕紙片を紫外線でみるとFig，2のようであ

くBrCN㊦）

Sl（0．30）

亀（0．20）

Sl（Rf＝0。06）

S≧（0．65）

　　（BrCN④）

a，PQi＄01103．　　　．　　　　　　　b．　Norlual。

Fig．2　Comparison　of　chromatograms，　detected

　　　　with　BrCN　and　under　ult】俄一violeレlight．

1

る．即ちS2は試料によって見出されないもの

があり，右毒アサリのS1とS8のスポットは時

右で市販のそれになく表われるのはS2（Rf＝

0．65）のスポットのみである．即ちこのS3の

スポットはB＝℃N十B㎝zidine（又はAnilille，

PrAmino－acethoPhenone）により． ｩ色を呈す

る．この市販アサリに見出されないS3（Rf＝

0．30）の物質を上記と同様にしてやや多量に抽

出，動物試験を行うとけいれん害毒であって，

死亡したマウスは何れもアサリ毒特有の反応を

呈しない．又このRf＝0・10以下の部分を同様

にして抽出し動物試験を行うと，肝臓特異症状

著明で，4mgを注射したマウスは何れも24時

間以内に死亡した．即ち毒はR』0・10附近に

展開されている．

・・，、Ninhy血ine反応およびDia2r反応　α1％NH・水を10％添加したPh…1とし・tidi・・＋A・・

illine．（水飽和〉で二次元のPaperchromatogmphyを行うと，ほとんどすべてのアミノ酸を含評することが判っ

た・翠Sulfani1酸の2劣塩酸飽和水溶液と5勿亜硝酸ナトリウムの等量を冷却下混和したものをスプレイ，し，直

ちにN一水酸化チトリゥ云をスプレイすると，Rf＝0・05，0．24，および0．31の3っのスポットを得，この中0．30

のスポヅトは先のBrCN陽性のものに一致する．

　（「皿’）酸性アルミナ1。）によるAbsorptio∬chro血atogm血hyおよびそれよリ得られた部分のPaper　chr－

omatogfaphy　上記最少致死量60mgの新場カキエキスを先ずコロジオン膜で透析D』し，その内液と外液との

chromatogramを比較すうζ∫．D・T・S・膓性物質もBrCN陽性物質も何れも外液中にある．アンプル貯蔵エキ

スはコ戸ヂォシ膜透析で轟力は変らない．次でこのエキスを減圧で乾固したものを脱水メタノPルで抽出，次で

脱水エタノールを充分加え一夜冷蔵庫中に設置し，生じた沈澱を遠心分離する．この操作を5回行った後n－Bu

oH：EtQH：H20（4：1．；2）でchromatogramをつくると，　D・T・s・にもBrcNにも陰性でありNinhydrin

に陽性のスポット数ケとか紫外線で著明な螢光を発するスポットエケを生ずる．この物質を10・8．％水溶液とし

N／100塩酸でpH5・2に調整し，酸性アルミナのAbsorption　chromatographyにかける．次で稀アンモニア水で

pHを8．0にした永で洗浄するとFig．3のような・1ンドを形成する．各部分を微アンモニアアルカリ性の水で抽

出し，減圧で肺固し，，動物試験を行うと中間部無色帯にのみアサリ毒特右の症状を呈する毒物が吸着されている．

市販のアサリの肝をとり上と同様にメタ．ノールで抽出し溶媒を二二した残渣を水に溶かして繰返しエーテルで洗

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
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い，その水溶液をコロヂオン膜で透析後，その外液を塩圧で乾固しMeOH－EtOH処理を数回繰返す．次で酸性

アルミナによるAbsorption　chromatographyを行いpH　3．2および8．0の水で洗浄しその中間部無色帯を抽出

しPaperchromatographyを行い前述のPaperchromatogralnと比較した．

1・・、．い∵1∴♂．‘

i丁丁w

plgm蝋毛
　（BrO、、」n）

Poisoll

pignユent

　（BrQwn）

SoL　1）n－BuO正1：EtoH；H20

　　　（4；1＝2）

1

Rf；0．12
Ninhydrin㊥

FluOrescence

under　U．　V．

（Pols・n）

一

a●　Poisonou6・ b．．Nor瓜昌1，

．Sol・2）　n－BuO正｛＝Et（）尼【：H2｛）

　　　（4＝2：4）

Rf＝0，50
Fl　uoresceht　8pot

UIlder　U．　V．一1置9ht。

a．Poi80nou5・

Rf＝＝0．35・

NiΩ11ydriロコ）・

，Fig・3　Adsorption　chromatogram　of　purified　　　Fig．4　Chromatg9㎜s　of　purified　extracts

　　　　　ext1芝1ct　with　acidic　alumina　（devel・　　　　　　　　　　’

　　　　　oped　with　pH　8．　O　water）

　　　　　　　　6
　即ち有毒アサリの中間部無色帯はFi9・4Solv．1）のように，毒の螢光物質がNinhydrineの陽性スポヅ．トに

くいこんだChromatogramを呈するのに，市販のそれはFig．4のようにRf＝0．12のNinhydrinのスポット

1ケのみである．前者はこの溶媒を（4：2；4）にして展開すれば，Fi9・4Solv．2）のように両スポヅトは分離さ

れて，毒はRf＝0・50を与える．次でこの両者の毒性を調べるために，精製毒30mgを展開し螢光部11mg，　Nin・

hydrin陽性部分14m9を得た．螢光部分はマウスの最少致死量：1m9以下で著明奪肝臓反応を呈し，又Ninhydrin

陽性部分は毒性はない．1この分離された毒を無水メタノールのできる限り少量に溶解し，2倍量の無水エタノー

ルを加えて氷室申に二昼夜放置すると濁ってくる．これを遠心分離すると吸湿性の白色の粉末が得られる．（de・

comp，182－8。）．マウスの最少致死量約0．5mgで，エキス459より12mgの収量である。

　（w）毒成分の種々の溶媒に対するRf値および戸紙電気濠動　Dに於てn－BuOH：EtOH；H20（43ユ3

Table　2　．Rf　VaIues　for　various　Solvents　of　purifiedpoiso

　　　　　nous　Substance．

　　　　、＼
U．V．一light①spot

　〆（poisonous）

Ninllydrin㊥spot

1

0．12

0．10

2

0．50

0．35

3

0．03

0．17

4

註）　　Solv。　1。

　　　　　　2．

　　　　　　3．

4．

0

0．17

n－BOH：EtOH＝H20（4：1：2）
　　　．〃　　　　　．　　（4ピ2：4）

Pheno！：H20：NH40H（28％）　（77．5；

琴1．5；10。4）s）

13ctic、acid：i－Valer董an呈。　acid：H20（45

：45：10）9）

2）に対しRf＝0．12の蟹光を有する物質が

アサリ毒特有の痺状を呈する毒性物質である

ごとを証明したが，その検出法として紫外線

下に観察する他に，Rhodamine　5　m9を250

ccのエタノールに溶解したものをスプヒイ、

し過剰の試液を瀕紙で除ぎ，紫外線下にみ

れば澄黄色の地に暗色に検出される．種々の

溶媒に対するRf値はTable　2にあげる．

　次で精製毒Sample　1（NinhydrinG）「のス

ポツトエケを有するもの）およびNinhydrin

に全く陰性のスポットを与えるSample　2を

用いて，．0．2M酸性フタル酸価・リウム十〇．2

M水酸化ナトリウムでpH　5β，　q・2M硯

酸・塩化カリウム十〇・¢M酸化ナト．リウムで
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pH　8．0，0．2M酸性フタル酸カリウ囚十〇．2M塩酸でpH　3．0および、0．2M掌裏十〇・2M塩化カリウム十〇・2M
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
水酸化ナトリウムでpH　10・0の4ケの緩衝液を用いて潭紙電気扇動1り（Fig．5）を行った所，何れも発熱をとも

ない常に溶媒を演紙上に適下しながら蒸発を防いで泳動を行った．この結果pH　5・8およびpH　8・0における瀕紙

電気泳動はFig。5のように1ヶのスポットを得，　pHを3．0および10．0の場合Ninhydrinに陽性のスポット

が数ケ現われた．このこ≧は先に秋葉教授等がアサリ毒は申性付近では安全であるが酸アルカリに不安定であぐ

と報告されていることより見ても分離したためでなくておそらく分解したためであろうと考える．

コ．pH：5。8，300V；10～15m　Amp．
2．　pf18．2，　300▽，　15～20nl　Arロp。

　　　Ninhydrin㊥

㊧里

Sample　1 7’2

＿＞V’V＞

0，P，

㊧．26

　　一

○
聾

O＋14

Sample．1 ’r’2

蜘
Fig．5　Microionophoresis　of　purified　extracts

．（V）毒成分のアチル化．以上のように分離精製した毒成分は水，メタノール以外の溶媒に溶けずセマップ液

状を呈するので，アチル化して精製しようと考えた．ピリジンに毒成分を溶かして，冷時塩化アセチル又は塩化

べγゾイノレと放置してアチル化し，．有機溶媒で分離膚脱アチル化を行ったが，試料が少くて，動物試験で特有の

症状を見ることができなかr）た．

実験　の　部

’「 i1）．・1 X拘トのっけ方2×40㎝（東洋演紙No．50）では，エキスとして50γ位を下端より7cmの。点に

ミ、クロピペットを用いて塗附し，25㎝以上溶媒を上昇せしめた．如X40cmめ1戸紙では下端より6㎝’の線1こ塗

附しで展開した．何れも室温である．・・

　（2）市販アサリよリ対象試験試料の調製約2貫目の少々蛤を混入したアサリを蒸気釜で殺し，むき身とし

肝臓を取り出した．収量659．．これをメタノール500ccと300ccで2回抽出し，吸瀕後やや厚めの1戸紙で自然～戸過

して不溶分を完全に除く．滅圧濃縮して得られたエキスは特異臭を有し，再び無水メタノール100ccで温時抽出

する．次でこれを減圧で乾固すれば福緑色のエキス1．529を得る．本エキスを50ccの水溶液としてコロヂオン膜で

透析し，外液を滅圧濃縮する．収量1．129．

　（3）・．D・・T・S・陽性物質の抽出およびその毒性試験切断面紙は微アンモニア・アルカリ性の水で振盈抽出

し，抽出液を始め30分水流ポンプにて吸引しアンモニアを除き，60。以下で減圧乾固する．各エキス分は何れも

黄褐色で，10・）20mgをマウスの腹腔内に注射しても毒性はない．

　（4）．、B暫CNによる呈色反応　数片のプロムシアンの結晶を投入したデシケ概計ー中に，風乾した1戸紙片を5

－10分間放置，直ちに0・25％、Benzidine溶液（エタノールユ；水1）をスプレイするに陽性部分は淡褐色を呈

する．（附加物質としてこの他飽和アニリン水および0・25％P－Aminoacethopllenoneでは何れも黄色を呈する．）

同様にして抽幽し窪10mgを3匹のマウスに腹腔内注射するに，数分以内に何れもけいれんを起し死亡した．

　（5）．沮紙電気泳動　0・2M酸［生フタル酸カリ50ccと0．2M水酸化ナトリウム23．7ccでpH　5・乞とし，又0．2M

瑚酸・．塩化カリウム混合液100CCと0．2M水酸化ナトリウム53・4ccでpH　8．2のBuff・soln．をつくり，幅10

！
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cmの瀕紙で泳動させた．．展開後取出し過剰のBuff・soln・を源紙で除き呈色反応を行った．　　　　　　．・・』

　　（6）酸性アルミナ　クロマト用活性アルミナをNづ塩酸で繰りかえし洗｝評し，同時に微粒のアルミナは傾斜で

除く．．次でpH　5位になるまで蒸．溜水で洗炉開，ニッケルのルツボで巧0。位で2時間熱する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　．　　　」　　　　　　．　　　　　←

　　　　　　　　．．’．．．総括
　　第1報に引続いて本報ではPaper　chromatographyを用いて分離の過程を追究して見，且つ市販アサリと比較

した．それによるとアミノ酸，ベタイン類の存在を知ることができた．〆タノール抽出，エーテル抽出，透析，

MeOH－EtOH処理，アルミナによる吸着クロマトグラフィー等で，最後にPartitionchromatographyで紫外線

下に螢光を発する酸性物質の存在を認め，動物試験の結果，毒成分であることを確認した．アチル化による精製

も行ったが失敗に終り，試料を使い果して残念ながら本研究は未解決のまま中止しなければならなくなった．

1
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4）

5）

6）
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8）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Su瓢mary　　　　　　　　　　　　　・

　　　The　crude　liver　extract　had　been　prepared　in　Nhrch　1949　and　1♀50　by　extracting　the　liver　of　oyster．

・．of工ake　Hamana　with　methano1，　evaporating　solvent　in　vacuum，　dissolving　it　ill　water，　and　takillg　off

　in　ether　soluble　matter　by　extracting　the　solution　with　ether．　The　aqueous　solution　was　stored　in

ampules　after　Pasteurizatio11，　at　room　tempeエature．　Its　pH　value．had「been　5．2－5．5　at　that　time，　but

　it　Changed　into　4．5－4．6　at　the　period　of　this　experiment（1953－1955）．

　　　We　studied　paperchromatography　with　this　cmde　extract，セisualized　by　spraying　several　reagents　Q血

　chromatograms　or　by　observation　under　ultraviolet　light．　By　these　methods，　we　foロnd　from　the

。x㎞、t　N－m，thy1　P頭di。i。m　hy血。xid・，　t・ig…Ili・・（Fig．1）・nd　many・mi・・a・id・．　R・t・…

　Of　the　SUbSt2m㏄S　Were　POiSOnOUS．

　　　By　spraying　cyanogen　bromide　and　benzidine　Qn　above－mentioned　chrQmatogram，　a　spot　peculiar　to

　poisollous　oyster　was　found．　Its　Rf　value　developed　with　a　solvent（n－1）uthano13ethanol；water＝431；

　2）was　O．30（Fig．2）．　Extracting　this　spot　with　water　and　injecting　it　to　mice，　we　fou轟d　it　as　paralytic

　polson。

　　　After　dialyzing　the㎝de　extract　with　collodi6n　m㎝braneL　evaporating　its　outer　solution　i　n　vacuumρ

　repeating　seveτal　times　dissolving　it　in　methanol　alld　precipitating　it　with　ethanol，　and　c㎞omatographing

　　with・alumina（Fig．4），　the　purified　extract　frorn　the　chromatogram　was　ex3mined　by　paper　chromat・

　　ography．　we　found　a　spot　fluoresced　under　ultraviolet　light　and　its　Rf　value　was　O．50（nごbuthano1；

。than。1、w・t昨4、2、4）．　F・・m　thi・sp・t　w・・e・畝・t・d　a． Eu協nce，　whi・h　manifest・d・脚ice　ch・・一

　　acteristic　poisoning　symptoms（bleeding，　Iiyeレatrophy）peculiar’to　poisonous　oyster．　This　substance

　　occured　as　white　powder，　decomposed　at　182－187。　and　its　minimum　Ietal　dosis　against　miごe　was　about
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1

0．5mg．　On　microionoph◎resis　of　the　purified　extracちthis　fluorescent　spqt　migrated　to　cathode（Fig．5）

　　Beside　these，　we　performed　acylation　of　pur三fled　extract　and　hydrolys三s　of．its　acy】radica至allning玉ts

P肛ifi・ati・叫b・t　we　enti・rly　f・il・d　in　th・m・On　acc・unt・f　th・1ackρf　th・・amp1・．・w・訂・gPlig・d

to　stop　this　study　hereafter．　　　　　　　　噛

『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，・1956
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イカの初期腐敗にみられる含窒素化合物の消長：アミン頬の生成

　　　　　　　　　　野崎泰彦，西村千昭

Catabolic　Products　of　Nitrogen　Compound　in　the　Putrifaction　of　Squid

　　　　　　　Yねsuhiko　NozAKI　and　Chiaki　Nls111MuRA

　イカの食中毒の原因を解明するために，著者らは腐敗の初期に生成する含窒素化合物の検索と生理作用の検討を

おこなった．含窒素化合物は生体中に多量に存在するアミノ酸，蛋白質の未端代謝産物としても，又これらの中

セヒは強い生理作用を有する物質の多いことからも食中毒に最も深い関係を画するものと考えられる．今回はイカの

腐敗初期に生成するアミン類を演紙クロマトグラフィー及びイオン交換クロマトグラフィーを利用した微量検出

法によって確認し，』それらがヒスタミン，チラミン，カダベリン及びπ一ブチルアミンであることを知ったのでこ‘

れに関する知見を報告する．

実験　の　部

　1・　イカの腐敗条件　　　・

　新鮮なスルメイカを実験材料にした・イカ肉磨砕物を32。Cのふらん器中で10・20・24・及び48時間自然腐敗

させ，80％メタノールを3’》4倍量加えて還流抽出し，得られる抽出液を遠心面過して濃縮した．

　2・沮紙クロマトグラフィーによるアミン類の検出

　二次元心心クPマトグラフィ・一こは溶媒としてフェノールー水（80＝20）及びブタノールー酢酸一水（3：1＝4）

を用いた．後者の溶媒は適当な展開条件を与えないと使用出来ない．展開は’20’》250で16時間おこなった．個々

のアミン類のRf値の決定は一次元クロマトグラフィーによりおこなった．溶媒はフェノールー水（80：20），ブタ

ノールー酢酸一水（4：1；5）及びコリジンー水飽和を用いた．又アミン類のみを確認するためにはジチオカルバ

メート反応D，ヂアゾ反応及びドラ戸ゲンドルフ反応を利用した．その他の場合は0．2％ニソヒドリン試薬を噴霧

して90。で加温し発色させた．

　3・　イオン交換樹脂による塩基性部分の分離及び分析

　イカ肉磨砕物のメタノー～レ抽出液をpH　3・5とし・沈澱を除去して後・Amberlite　IRC－50（70｛・100メッシュ）

のH型樹脂柱，3・2×43・0㎝を通して塩基性部分のみを吸着させ，樹脂柱は白濁がなくなる迄十分水で洗蘇し，

0．5N塩酸500－600　ccを通して溶出し，蒸発皿中で濃縮した，この部分には塩基性アミノ酸及びアミン類が存在

する．この部分を分析するめにDowe距50（150－200メッシュ）を利用してStein－Moore2）法で溶出した．著者

らの場合はアミノ酸以外の塩基性物質を目的としていたので，pH　6．8燐酸緩衝液を省略して，　pH　8．3の0．2M

炭酸ナトリウム緩衝液及び0・1M炭酸ナトリウム溶液による溶出をおこなった．溶出液は5cc宛フラクションコ

レクターで画集し，Stein－Moore3）法によりニンヒドリンで発色し570　mμで比色定量した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’、
　4・　塩基性部分よリアミン部の抽出45）

　上記の塩基性部15ccをとりpH　7・0として・これに燐酸カリウム：硫酸ナトリウム（1；6）の混合物を飽和1，

した温水15ccを加えて・エーテルで48時間連続抽出し・エーテルを除去して蒸溜水巧㏄にとかしてpHを心

性乃至アルカリ性とする．これに更に燐酸カリウム：硫酸ナトリウム（1：6）混合物を飽和しブタノールで抽出

する．ブタノール層は芒硝で脱水し，塩酸ガスで中和してのち滅圧濃縮する．　　　　　　　　　　　　　　　1

　5・連続済紙電気濠動操作

　著者らはアミン部分分離の別な方法としてD㎜m6）（1951），　Grassman　and　Hannig7）（1955）による連続1戸紙

電気泳動法をおこなった．東洋演物No．50の（45×45㎝）下部両端に端から4㎝1の位置で高さ7㎝』’ ﾉ切目を

入れ電極槽に接続する部分を作る．この二部分の間で演紙の下端を電極部分から1㎝ずつ離して1・5cm巾の鋸歯

状に切る・各鋸歯部の下には5ccの平底試験管を並べ，流下液の受器とする．演紙の上部両端は巾4㎝高さ4㎝

に切りとって残部を溶媒槽に浸す．瀕紙下部の電極部はそれぞれ緩衝液を入れたビーカに浸し，飽和塩化カリ寒

天橋を経て電解槽に接続する．緩衝液にはピリジン30cc，酢酸100　ccを水で51としたものを用いた，イカ肉を24

時間腐敗させたものを80％メタノールで還流抽出し，濃縮液（19wet／1cc　extraCt）2㏄を小ビーカにとり，
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三三細片を通して瀕紙面に注入する．試料注入位置は陽極より10cm高さ31　cmでおこなった．通電は定電流

3mA，72時間である．．　．，　　　　　　　　　　，

　6・沮紙電気切餅操作

D㎜mの方法3）を応肌た．水平型繭装置の滞支1辮は24x24　cm，東洋嶽No．駒10　x　30　cmのもの

を使用した・経衝液はべロ≠一ル．μ「0・Q5　PH＝8・5・通電1ま定電流0・5mA／Fm　60分間おこなったr完了後瀕紙

・を60－80。Cで直ちに乾燥し，0．2％ニンヒドリン試薬を噴霧して，90。Cに加温発色した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結果と考察

　1・演紙クロマトケラ7イーによる微量アミン物質の検索　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　正常のイカ肉メタノ西ルエキスより二次元クロマトグラフィーでアスパラギン酸，グルタミン酸，シスチン，』

グリシン，セリン，ズレ’オニシ，アラニン，．リジン，ピ．スチヂン，プロリン，バリン｝チ官シン，．アルギニン，

ロイシン，イソ戸イシン，フェニルアラニンを検出したが，10，20，及び48．時間腐敗させおものでは，．エキス中

に別に新らしく生成する四つのモン’ヒドリン陽性スポットを観察する（Fig．1）．特に10時間腐敗めものは外見上

正常のイカと変化がないにも拘らずこれらの物質の中S－1及びS－2のスポットを観察するこ．とが出来る♂これら：

新らしく生成するスポットの中＄2及びS－3はFig　2に示す如くジアゾ反応陽性である．別にドラPゲンドル’

フ陽性物質としてRfO．85（フェノールー水）のスポットが大きくなることはベタィンの増加によるものと思わ

れる（Fig・2）．
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Fig　1．　Two－dilnention　Paper　Chゴ。窟1atograms　of　Extract　from　Putrifi6d　Squid．
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Note；

　1．Solvents　Butanoh　Aceti6　Acid；Water＝3＝1；4

　　　　　　　Pheno1＝Water＝80；20
　　　　　ヨ　2．　a＝controL　bニ10．hrs，　c＝ヒ20　hrs　and　c＝48　hrs　putrified，　respectively．　　　　　　　　　　　1

　3．　In　a，　b，　and　c　the　spots　corresoonding　to　those　in　control　are　not　shown．

　4．　1＝aspaft1c　acid，2＝cystine，3＝glutamic　acid，4＝glyc1ne，5＝serine，6＝histidine，7＝1ysine，

　　　8＝threonin，　9；alan董ne，　10ニtyrosine，　11＝arεinine，　12＝proline，　13＝valine，　14＝・phenylala一．

　　　nine，

Rf
1．0

0，8

出0・6

．歪

属α4

0．2

’　Dlazo

θ

0　　9←S－3

O　　o　←s＿2

　　o　　　o　　o　　o

RF

1．0

0．8

洋q6
昌

　0．4・

0．2

o

Q

DragendOrf

D

O
Q

9←（Betai皿e）

Q←Hi・tamino
O←Hi・しidi・・

＼

　　　　　　C・・しユ0　20・48h「S　　　　・C・・払　，10．　48　h・・

　　　　　　　　Fig　2．　Paper　Chro魚atograms　of　Extract　from　Putrified　Squid　with

　　　　　　　　　　　　Diazo－and　D1笠gendorf　Reagents．

　2・腐敗にともなうアミノ酸の消長　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　腐敗時におけるアミノ酸の変化を二次元クロマトグラフィー・により半定量的に観察した結果はTable　1に示す

ようにリジン，．ヒスチヂン，チロシン，グルタミン酸，アスパラギン酸，及びプロリンが減少若しくは消失する．

プロリンの消失は特に著明であり，イサチン試薬を噴霧することによりプロリンのみを特異的に観察することが出

来る．一時的にバリンの下にスポットS－5が出現して間もなく消失するのは腐敗過程中にに於けるアミノ酸の異

化代謝の面から興味ある事実である（Fig　1，　Table　2）．

　　　　　　ノ

　Taわle　1．、Decomposition　of　Amino　Acids　in　　　　　　Table　2．　Ninhydrin　Positive　Substances

　Early　Stage　of　Putrifaction　at　32。C　　　　．　　　　　obtained　from　Putrified　Squid

Amillo　acids

Aspaτtic　acid

cystine

Glutamic　acid

Histidine

Proline

Threonille

Co夏tro1

　十十

　十十

十十十

十十十

十十十

　　十

Putrified

10hrs

　十

十十

十十．

十十

48hrs
Products

S　－1

S　－2

S－3
S」4
S－5

ControI
　　　Putrified

10hrs

十

十’

十

十

48hrs

　十十

十十十

十十十

十十十

　士

3．Amberlitc　IRC－50樹脂による塩基性物質の分離

　著：者らは生成するアミン物質を分離するために，’Amberlite　IRC－50カルボソ酸樹脂を利用した．即ち試料の　　、

〃ノールエキスを樹脂柱に通し（H一型3・2x42㎝）塩基性物質のみを吸蒲させ，樹脂柱を十分水洗してから，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
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0・5N塩酸で溶離すると塩基性物質が鴛られる．この部分には未知のスポッ’1・S－1，S－2・S－3・S－4及び塩基性アミ

ノ酸が含まれる．

　4，Dowex－50樹脂柱による塩基性物質の分析

　IRC－50樹脂柱より溶出された塩基性部分を分析するために，塩基性アミノ酸の分析に利用されるStein－Moore

らの方法を多少改変しておこなった．即ち0．1Mクエン酸緩衝液でpH　5．1にbutferizeしたDowex－50（0・gX16
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　もcm）kpH　3．7－4・5にした試料を通して吸着させ，　pH　5・1のクエン酸緩衝液で洗って後（チロシン及びフェニ、

ルアラニンが流出する）．pH　6．8のクエン酸緩衝液，　pH　8．3の炭酸ナトリウム緩衝液及びpH　11・0の0・1M炭酸

ナトリウム溶液を用いて溶出した．溶出液は5cc宛フラクションコレクターで雲集し，ニンヒドリン試薬で発色

させて比色した．これらの結果はFig　3に示す．

∴ Unknown

〆㌦
’

0．1Mαしr旦豊。

　PH黙6・8

＼

智

邑

養

ご

謡

話

2．0

、

2．0

、
5L

ユモ　きヒ　　はに

へ
1覧
1・
9　　5
’

’

2．0

1．0

Argil自噛ne

（
　軍

　～
　￥、

ド、・触．即．

S－3

S－2

　　　　　　O，皇M邸HCO，
　Ly弓inq　　　　　　　pH　76，3

　（　！、、

　’　、，”、

鷹＼㎞縄
’　　　　　　　　　　　　　　　　、
’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　　　　　一

0．1NN巳、cb，

　．P口謂1τ・0’

S一千　　S4
●

　　　20　　　　　40　　　　　60

一一一一一 @ω，tro瓢ぶ3．9mg

　　　　図・髄P！e　N　4　6π・己

80　　　　　100　　　　　120

　EFFLUE評丁㏄

Fig　3．　Ion　Exchange　Chromatogτaphy　of　Basic　Substances　obtained　from　Putrified

　　　　Squid；Dowex遍O　Na－form，100－200　mesh，10×160　mm

Table　3．．Rf－Value60f　Amine

Putrified　Squid

from　the Ta⇔1e　4．　Rf－Values　of　Amines　on　Toyo　Filter

Paper　NO．50　at　Room　Temperature

Products

S－1

S－2

S－3

S＿4

Rf　Values

Ph－W 1…一A・一w1

0．24一・0．27

　0．49

0．62～0．65

0．73＿0．75

0ユ8（げ0．21

0．23～0．26、

0．58～0．60

0．75～0．80

Co11－W

Amines

　0。20

0．21～0．23

　0．38

　0．53

Ph－W．，　phenol：water＝80：20

But－Ac・一W．．　Butanoh　acetic　acid二water；

4：1：5

Coll－W．，　saturatead　collidine　with　water

Ethanolamille

π一Butylamine

レbuty！amine

π一Amylamine

”一Heptylamine

Cadaverine

Putrescine

Tyramine．

H亘staine

π一Valine

Rf－Values

Ph－W．

　0．46

　0．73

　0．66

　0．65

　0．59

　0．26

　0．22

　0．65

　0．56

10・76

But＿Ac＿

W．

0．37

0．69

0．65

0．73

0．73

0．27

0．25

0．61

0．23

0．35

Co11－W．

0．38

0．02．

0．02

0．53

BuレN
H4

0．68

0．45
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7　　　　　　’

5・アミン部分の抽出「

　アミン部のみを濃縮するためにBlockの方法（1951）で塩基性部分よりアミン部分のみを抽出して，得られる

ブタノール層を塩酸ガスで中和し，滅圧濃縮するとアミン混合物が得られる．この物質の1戸紙クロマトグラフィ

ーはFig，4に示す．ここに得られる四樋のアミン類はカダベリン，ヒスタミン，チラミン及びπ一ブチルアミ

ンのRf値に一致することを標準物質と比較して確かめた．．

q8

Q6

9
0

垂帆∬
1

齢Q

Pトw．

・←s一存

・←S－3

←Sr2

・←S－i

O

Q

．o

0

BoトAc。

←s一弓

ぐ」s－3

・←S一ユ

←s一⊥

“

o

ρ

←s一昏

←岳3

←3一ユ

←3・工

。り】トw．　．r

　　　♂

　Fig　4，　Paperchromatogrames　of　Amines

　Separated　from　Basic　Fraction　by　B1㏄k’s

　method．

Ph－W＝Pheno1Watサr（80：20）

，耳ut・Ac：Butano1－Wa‡er・A『etic　Acid（4：5：1）

Coll・W＝Collidine　saturated　water

気泳動法を試みた．GraSSma11らはこの方法によってアミ．ノ酸を定量している．

タノールエキス．（1g　wet／cc　extract）でピリジンー酢酸緩衝液pH二3．9，定電流3nfAで7£時間通電をおこなっ

た結果，陰極側からカダベリン，ヒスタ、ミン，チラミンなどを含む塩基性アミノ酸群の発色帝，・更にどちらへも

泳動しない中性アミノ酸群の帯及び陽極側に泳動するグルダミ・ン酸帯とア・スパラギン酸帯とを得る「（Table　5）．

　　　Table　5．　Separation　of　Amino　Acid5　and　Amlnes　bf　the　Extmct　of　Pロtrifibd、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　Sq・id　with　H・ngi・g　C・・ねi・Elect・・Ph・士・・i・acc。rdipg　t・G凱・sm・・耳・・d』H・mig　、．

　6．連続沮紙電気二丁操作による簡易な分離法

’著者らはこれらアミン物質を検索する他の方法とし

て，Grassmah及びHallni9（1955）による速続1戸紙電

　　　　　　　　　．著者らがイカ肉48時間腐敗のメ

Fract五〇ns＊

Rf＊＊

0．9

0．8

10，7

0．6

0．5

0．4

0．3

0．2

0。1

2β，4，

Basic－1

7，8，9，10，
／

i Basic¶

16，17， 1
1 Neutra1

19，20．

lr

｝1・u・i・e・4…i・・（q76
　　　　　　　　　　），
Phenylalalline　（0．76）l

valine（0・71）．　i
　　　　　　　　　　l

Acidic

〃一butylamine（0。72）

ty堺mine（0。65）　　｝
arginine　（0．61）

hisねmine（0。56）

　　　　　　　　　　ilys…ne　（0．30）
C・血ve・i・・（0，27）ihistid童ne（0・29）

　　　　　　　　　　1

alanine　（0．56）’

il離（蕗・

1

ノ

glutamic　acld（0．26）
．aspartic　acid（0．21）

　＊　fraction　number　collected　from　cathod　side　drip　point

　＊＊　each　fraction　ide皿tified　by　paper　chromatography　with　phenoレwater（80；20）

　　　　　、

7・腐敗によるアミン類の生成

既知アミン類のRf値（Table今との比較検討により著者らはS－1，　S－2，　S－3及びS－4物質をカダベリン，

ヒスタミン，チラミソ及びかブチルアミン又はトリプタミンと推定したが，腐敗初期にみられるア．ミノ酸の消長
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と考へ合せると，少くともカダベリン，チラミソ及びヒスタミンの生成は次に示すような既知の脱炭酸反応9）によ

っておこなわれるものと思われる．

　　　　　　　LysiΩe　　　　．　　　　　　　一一→Cadaverine

　　　　　　　　　　I，y31ne　decarbxylase

　　　　　　　　　　　　　　ダ　　　　　　　Histidine　　　　　　　　一→Histamine　　　　　　　．　　　　　．　　・

　　　　　　　　　Histidine　decarboxylase

　　　　　　　　Tyrosine　　　一一　　「→Tyramine

　　　　　　　　　Ty1「osrine　decarboxylase

　著者らはEcoli　44アセトン乾未を用いた実験でこれらのアミノ酸は24時間で殆んど対応するアミン’になるこ

とを認めているので，少くとも上記のアミノ酸の変化は腐敗細菌によるものである．イカ肉抽出液中にはトリプ

トファンが見られず，したがってS・一4はトリプタミンとは考えられない．しかしイカの腐敗ではプロリンを始め

とし，グルタミン酸，アスパラギン酸などが滅少することが認められるが，この現象が新たに出現した他の一つ

のアミシ門下と考えられる．かブチルアミンと如何なる関連を有するかについてなお檎討を要する．巨

　終りにのぞみ実験材料の入手に御配慮を賜った厚生省食品衛生課上林技宮東京都衛生局魚市場分室加藤技師，

貴重なるアミン類を恵与された千葉大学腐敗研究所宮木高明教授に深謝する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文．　　　献

　1）宮木，佐竹，林；日新医学，37，256（1950）．

　2）Moore　S。　and　Stein．W．　H．：J．　BioL　Chem∴192，665　（1951）・

　3）MoQre．S．　and　Stein：W・H．　J・Bio1．　Chem・1211，907（1954）・．．　　　．．・　　．．　．．∵

、4）B1㏄k　R．」．，　Dumlm　E．L　and　Zweig　G．＝Amanual　of　paper．chromatography　and　paper　elect・

　　　ophresis，　New　Yor1（，・122（1955）．

　5）．Mchltire　F・C・，　Roth　L・W・and　Shaw∫・L・：J・Bio1・Chem・，．170，537（1947）・　　：；　．．．一

6）D㎜mE・L＝J・Amer・α｝em・舗。・・73，4877（1951）．、

　7）』Grrasman　W．　and　Hannig　K，：Zeit．　fur．　Physio1．ρhem．，299・258（1955）・

　8）　DUπum　E．　L．：J．．　Amer．　Chem．．　Soc．，72，2948（1950）．

　9）Guggenheim　M．；Die　Biogenen　Amine，3，　Auf．（1940）．　　　　　　　．　　　　　　見

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　In　the　course　of　putrifact三〇n　of　squid　meat　at　32。C　the　decrease　or　disgipation　of　some　amino　acids，

　　1ysine，　histidine，　tyrosine，　proline，　glutamic　acid，　aspartic　acid，　was　recogllized　in　tlle　early　stage　of

　　incubation　for　10　to　48　hrs，　and　at　the　same　tim6　five　ninhyd士in．posi㌻i▽e　substances　were　found，　They

．「

@were　identifled　with　paper　ionophoresis，　papeτchronlatograp与y　anion　exchange　Chromatography　by

　　Amberlite　IRC－50　and　Dowex－50　as　cadaverine，　tyramille，　histamine　and　n－butylamine．11t　was

“　assumed　that　the　firstthree　were　derived　from　iysine，　tyrosine，　a夏d　h　i＄tidine　respectively．11－butyla

　　mine　may　be　derivedfrom　soπ1e　other　pitrogen　compo岨d．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　ノ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し　　　．
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　　　　　　　　　　　　　　炉紙電気泳動法による腐敗アミンの検出

　　　　　　　　　　　　　　　　野崎泰彦，西村千昭

　　　　　　　　　　　　Paper　Electrophoresis　of　Some　Aliphatic　Amines

　　　　　　　　　　　　　　Yasuhiko　NozAKI　and　Chhki　NlsHIMuRA

　アミノ酸・蛋白質及び糖類の～戸紙電気泳動法に関しては多殺の報告があるが・アミン類ではWeber（1951）の

報告Dがみられるのみである．彼はPH　3．8のクェジ酸緩衝液を用いているためにアミン類の泳動が速く，した

がって励㎝の1戸紙を凧・て実験をおこなってし・る．著者らは腐敗過程中に生成する微量のアミン類を最も容易
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
に，速やかに検出するためにアミン類の演紙気勢泳動法について，緩衝液イオン強度及び泳動条件を検討し，若

干の知見を得た．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　の　部

　1・アミン溶液

　モノアミン類は東京化成丁丁会社の御好意に’より入手したもので，試料の作製は遊離アミン10mgをN！硅0塩酸

2ん3㏄にとかしたものを用いた．カダペリン，チラミン，プトレヅシンは千葉大学宮木教授より恵与されたも

ので，夫々の塩酸塩及び硫酸塩10mgを水2一ノ3ccにとかして検体とした．毛細管に試料液0．03　ccを含ませて

沮紙面につける．

　2．緩衝液

　ピリジンー酢酸緩衝液2）；ピリジン10容，酢酸0。4容及び水90容を加えてつくった．緩衝液のpHは島津pH

メータで測定した．

　グリシン緩衝液；1／10Mグリシン溶液60容，　M／10水酸化ナトリウム40容を混じたもの（pH　10．2）及び

M／10グリシン49容，M／10永酸化ナトリウム51容を混じたもの（pH　11．2）を2倍に稀駅して使用した（μ；

ρ・05）・

　べ．ロナール緩衝液3）；ベロナールナトリウム8・829，酢酸ナトリワム4・689及びM／10酢酸80・8ccを加え蒸

溜水で11としたもの（μ；0，1），それら稀釈してμ＝0。05及びμ二〇．025としたもめを用いた．竃流勾配0．5

‘mA／cmで60分間泳動する場合の初二二及び終電圧をTable　1に示す．

　　　　　　　Table　1．　VoItage　Change　During　Iollop丘loresis　wit1瓦Veronal　Buf‘er

　　　　　　　　　　　　of　Various　Ionic　Strengtlls　at　A　Current　O．5mA／cm　for　60　min．

10nic－

　Strength

Current
　－Gradient

0．1

0．05

0．025

0．5mA
O．5

0．5

Voltage

Initiai Fina1

300

300

400

240

240

400

　3．　演紙電気泳動操作

　Dumlmの方法4）による水平式戸前幼気泳動装置を使用した．游紙固定搾16x17cm，東洋お紙NQ．50，10×

30㎝，電流勾配は0．5mA／cmで操作は室温10～’15。Cでおこなった．

　4．　ニンヒドリン反応及びジヂオカルバメート反応

　泳動完了後済紙を60～80。Cで乾燥し，水飽和ブタノールにニンヒドリンを0。2％に溶解したものを噴霧し，90

－100。で5分聞加熱して発色させた．ジチオカルパメ・一ト反応5）の場合は二硫化炭素一ブタノール（1；1）の

混液を噴霧して，数分後に硝酸酸性の硝酸銀1％溶液を噴霧した，前者に比較すれば後者は検出感度が悪い．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　果　と　考　察

　1．ベロナール緩衝液，ヴリシン緩衝液及びピリジンー酢酸緩衝液による添動値の比較

　Table　1でみられるようにベロナール緩衝液ではkスタミソとチラミンの相互の分離が悪く，ピリジンー酢酸
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緩衝液ではよく分離する．鎖状モノァ§1／類の分離はどの輝衝液でもホい．特にベロナール緩衝液がよく（Table

2，’Fig．3），グリシン緩衝液はモノアミン類相互の分離能力がやや劣る．塊基性アミノ酸群とチラミソの分離は

どの緩衝液を用いても出来ない．　　　　　．　．　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

Table　2　Comparisoh　of　Ionophoretic　Mobilities　of　Amlnes　with　Several　Bu任er

　　　　for　60min．　at　A　Current　Gradient　O．5mA／cm．

Amines Mobilit1e9＊　to　Cathod
．p頸di・e－AcetidV…n・1－Ace・…1 Glycine

　　　　　　　　Etllylamine

　　　　　　　　Ethanolamine

　　　　　　　　i－Butyl　amine

　　　　　　　　n－Butylamine

　　　　　　　　n（Amylamine

　　　　　　　　n－Heptylamine

　　　　　　　　Cadaverine

　　　　　　　　Putrscine

　　　　　　　　Ty温mine

　　　　　　　　Histamine

　　　　　　　　G！ucosamine

＊　shOwn　in　mm　frOm　star‡ing　Poillt・

60．0

56．0

52．9

52．5

48．9

42．5

62．8

62。7

36．6

49．0

32．0

63．6

57．0

45．0

44．2

40．5

32．0

51，8

51．8

28．6

31．5

15．3

67．8

59；0

54．0

5LO
50．0

46．0

59．5

59．5

47．6

52．0

し

4

　2．ベロナール緩衝液を用いた場合のイオン強度と添動値　　　　　　　　　　　　　　　L「

　イオン強度0．05のベロナール緩衝液を用いた場合の泳動催と通電時間の関係はFig　1に示す如くで，イオン

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ強度が。．1及び。・05ではアミン類の泳動値は殆んど同じであるが，o・025では明らかに大きい泳動値を宗す（Fig

2・）．従って電流勾配0・5mA／㎝で60分聞泳動させてアミン類相互の分離をよくする1こはイオン強度P・025の

ものが適当である．定電流の条件ではイオン強度が違えば電圧が変るがその値はTable　1に示す．

　暑

．冒

　目

　雲

150

100

50

60 90

MユNUTE’

．120

5
8

Fig．1，　Paper－electrophoretic　Mobility　of　Amines

　　　’with　Veronal　Bufferμ＝0，05　pH＝8．5at

　　　　ACuπent　o．5mA／㎝．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

・，△r△；Cadaverine　and　Putrescine

　　　　　　　　　　　　ピ．▲一▲；ゴ・Propylamine

O－O＝72－Butylamihe‘

ロー口　；η一Heptylami血e

●一④：．Tyramine

顧一圏江ysine、

’



　　　　　ら野崎，西村31戸紙電気菰動法による腐敗アミンの検出 餅

暮

彰

已

9
ρ

150

100

50

Fig．2，　Relationship　between　Mobility亭nd　Ionic

　　　　Strength　in　Paper　Electrophoresis　of　Ami・

　　　　nes　with　Veronal　Buffer　pH　8．6　for　60

　　　　　　　　　　　i
　　　　mintes．

△一△：Putrescine　and　Cadaverj血e

O一〇：π一Butylamine

日一口：”一Heptylamlne

⑭一●：Tyramine　and　Lysinβ，

ノ

　　　　　　　　　　　　　　　0．rσ5～　　．　　　　　　　　　OgI

　　　　　　　　　　　　　IONIC　STREN（調『H．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　．　　　　　　　　L

　3．鎖状アミン類の炭素類と深動値の関係　　　　　　．　　　　　、

　Fig．些はベロナ」ル及びピリジンー酢酸緩衝液での鎖状アミンの泳動値と炭素数の関係を示したものである．

即ち炭素鎖の長いもの程同一の泳動条件では小さな泳動値を示す（Fig・3）・pH　11・0のグリシン緩衝液を用い

るとアミン類は志んど泳動しないが，この現象はアミン類のbK：6）．がこの附近にあることから考えれば当然であ

る．　　　　　　　　　　　　　　　．　　1　　　　　　　　　　．　　1　　　　　．　　　：．　　　　．．　　　．

＼

2
日．「

自

目

曽

ミ．

70

60

50

40

言0

Fig．3，　EIectτophoretic　Mov6ment　6f　Some　Alip－

　　　　hatfc　Amines（C2んC7）With　Veronal，

　　　　Pyridine－Acetic　Acid　and　Glycine　Buffer

　　　　for　60　min．at　A　Current　O．5n1A／cm．

ロー口：Glycine　Bufferμ＝0．25　pH＝10・1

㊦＿0：Pyridhle－Acetic　acid　Bu任er　pH

　　　　　＝6．5　　　　　　．　　　’　　　　　　　　　．，

　し
○一Q：VerQnal耳ufferμ．串0．05　pH＝8・6

　　　2　　　　4　．　　6　　　　8

NUMBER　OF　CARBORATOMS
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　4・イカの腐敗で生ずるアミン類の検出

　著者らはイカの初期腐敗に生成するアミン類を検出するために，前報7）の方法で抽出したアミン部分をベロナー

ル緩衝液及びピリジンー酢酸緩衝液で演紙電気泳動をおこなった．べ戸ナール緩衝液を用いた場合は泳動値一29・8

の位置でチラミン及びヒスタミンが重なるが，一42・6にπ一ブチルアミン・一61・5にカダベリγのスポットを得
　　　　　　　　　　　　　　　　しる．ピリジンー酢酸緩衝液を用いれば泳動値一47．5にヒスタミン，一36．6にチラミンのス．ポットを得る（Fig・4・）・

一62．8のスポットはカダベリンである．

Pyridi［皿一AeCtic　Acid
MOBILITY胆n1

Ve「on民：一Acet魯ω
MOBILITY　mm

轟 く）＜DO
8b

十
《oo o0 20 40 60騒

G． 惣r醜nli【鴎

一 0 Uis星mコinG

0 n－BロLy｝um

δ Cad恥wioe

startmg　POlnt

0 20 40 6〔》 80

o Tyr巳mine

His捷mi皿o

o n－BUt．yhm

1

Cad旦、・erine

6u事「t旧9　PD［nヒ
り

　　　　　　　Fig．4，　Sepa【atioh　of　A　Mixture　of　Amines　from　the　Extract　of　Putri且ed　Squid．

以上の如く壁紙電気泳動法を利用すれば容易に旦つ比較的速やかにアミン類の存在を知るζとができる．又個

々のアミンを分離確認するには緩衝液を選択することにより好結果を得ることができる。

終りに貴重な試料を恵与された千葉大学腐敗研究所宮木高明教授に深謝する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Refemces

1）Weber　R・：Helv・Chim・Acta　342031（1951）

2）　Ryle　A．　PりRSanger，　L　F．　Smith　et　a1；Biochem・J・，60，54蓄（1995）・

3）Grasmam　W．．and　Hamig　K．：Naturwiss・37，397，（1950）・

4）　Durrum　E・L・：」・Am・Chem・Socり72，2948（1950）
．5）’
{木，佐竹，林・日新医学37256（1950）

6）．Conway．；Electro　Chemical　Data，（1952）

7）野崎，西村：衛試74，289（1956）

Summary

　The　separatioR　of　eleven　aliphatic　amines　was　studied　by　llorizontal　paper．electrophoresis　with

Toyo　No．50　filter　paper　at　a　c㎜rent　O．51nA／㎝．　The　sequence　of　the　amines　studied　is　as　follows；

（from　fastest）ethylamine，　ethanola血ine，ゴーbutylamine，π一butyla血ine，π一amylamine，　n－heptylamine　and

tシτalhi血e　with　veronal　bufferμ二〇．05　pHニ8．6and　Pyridille－acetic　acid　buffer　pH＝6．5for　60　min．　The

separation　of　tylamiHe　from　basic　amino　acid　and　of　putrscine，　cadaverin　and　ethylamine　from　eac丘1

0ther　were　not　clear　cut　witb　these　buffer　solutions．　Tyralpine　and　histamine　were　wen　separated　with

pyr三d三ne－acetic　ac五d　buffer．　A　glycine　buffer　was　shown　not　tb　be　suitable　for　det㏄ti6n　and　separat．

ion　of　those　amines．　Cadaveriae　and　putrscine　traveled　fastest　to　the　cathode，　but◎ould　not　be　separ－

ated　from　each　other　under　the　conditions　studied．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

r
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Pε痂∫♂♂如～zc伽‘賜？乃THOMの分離系統ごcitrinin産生力に就い．て

宇田川俊一，橋本華壇，平山重勝

Comparative　Studies　on　the　Citrinin　Producing　Activity　among　the

Different　Iso㎞tes　of　Pθπ‘‘‘〃珈η多6〃∫π珈多THoM

Shun－ichi　UDAGAwA，．　Yoshinori耳AsHIMoTo　and　Shigekatsu　H虫AYAMA．

緒 言

．糸状菌類を用いて生化学，薬理学的研究を進める場合に，先ず供試菌として変異性の少ない，即ち培養を数代

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　繰返しても正常な代謝過碍に変牛を示さぬ宋定した株を〒め吟味し用意しておくことが，実験の再現性を期する

たあにも是非必要なことである．それで著者等は当所において輸入米培養検査時に興々認められる泰国輩変米菌

・・卿〃・…r痂・・，・T・・磁1）を513株騨保存したものの申より・その代謝渤であるriなi・i・（C・・H・・0・）’

の生産力の高く且安定した株を選抜するために比較試験を行った処，種々の興味ある知見を得たので蝕にその概

要を報告する．　　　　　　、　　「　　　　．　　．　　　　　　　　　・　，　　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．実　験　の　部

　〔1）菌株　Table　1に示す如く，1953年1月より1954年10月までに行った輸入米培養検査に於て分離したP・

‘ゴ’2∫κ〃’π513株より菌学酌に安定と考えられる126株を選択し培養実験に使用した．

　　　　　　　　　Table　1．　Origins　of　Isolated　Straills．（Jan。1953　to　Oct．1954）　．　　唱

Imported　Regiolls

Thailand

Bu㎜a
French　Indo　China　　（Saigon）

CGlombia

Iran

China

Turk
Spain

U．S．　A．（Califomia）

Ecuador

Italy

Peru

Unknown

To捻1

N・mber・f…pec・・d鉱mpl・i　N㎜・・…S・m・・

36

23

9

7

4

4

3

2

2

1

1

1

24

117

86

207

26

53

14

　9
14

　3

　2

　3

　1

　1

94

513

　12）培養基CzAPEK－Doxの液体培地（藤糖3％，　pH　6・0）を用いた．

　（3）培養方法大型試験管に培養液15ccを入れ151bs・，10分間滅菌後，予めCZAPEK寒天斜面に培養し充分

に胞子を形成さ巷てあるものを10ccの滅菌水に懸濁し，よく振画してその0・5ccを接種した．この試験管を約15

度に傾け液面を斜めにして，25。Cにて静置培養した．　　　　　　　　・1　　　　　　　　」

　㈲　citrininの定量　2週間及び4週間目に夫々培養戸液中のcitrinin量を定量した＊．定量方法は次の適り

である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L

　＊菌株の変性に依り4週間培養時に測定した橡は124株となった，．



、
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　培養瀕液ユOcc．を．与0『c．容開心分離管に採り・濃紅酸2－3滴を加えpH　2以下とし・ζれにク戸ロホルム10cc

を2回分けて加え充分に振醗して，済液中のcitrininを完全にクロロホルム層に移す．これを4，000　r・P・m・，5分

間遠心分離して　（培養山鼠中の塩イζ第二鉄Fe¢13陽性反応物質を除くため），ク戸ロホルム層と培養瀕液層とに

分離し，次に分訴訟斗にクロロホルム層を移し採り，重炭酸ナトリウム1％溶液10ccを加えて振観し重炭酸ナト

リウム溶液中にcitrininを移行せしめた後，平及び大和谷2）の方法に依り比色定量を行った．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験結果及び考察

　（1）ci㌻ri舞in産牛力　各面株間のcitrin恥産生力には非常に強弱があり宮木2・4m9／cc（培養酒液1cc中の

dtrinin　mg数）から最小0．1函9／ccまでに亘るが，　Fig，1に示す如く平均値μ＝0・77、及びμ＝0・80なるポ

アソン分布を示した．　　　　　　ノ

60

50

　　40

昌

．爵30

易

　　20

10

0

　12，

霧難
髪

’

γ形

　（2）培養同数とcit舖nin量の消長　2週間培養時と4週間培

鵡に於ける，Cit「inin産生鰍各輝離のCi廿ini嘩生加こ就
き考察した1．citrinin産生量に関しては，　Fig．．1から2週間及4週

間膿時の分布の平均値μ二〇・77とμrO・寧0との間に殆酵差を

認められないので，4週間に培養を延長してもそれに伴って必ずし

もcitrinin量が増加するとは結論出来なかった．

　各分離菌株間のcitrinin産生力に就いては，　Table　2に示す様にX2

検定法を適用して検定した結果，4週間培養した方がcitrininの生

産能が増加する株が誠少する株より朋らかに多いと言う結論を得

た．

　0　　　　．1．0　　　　2・0　，

　　　　℃ITRININ　m9／cc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7　．　　　　＊μmean　value　　　　　　．　　　　　　　　　　　，

Fig．1　Frequency　distr玉bution　of

isolated　st鳳ins　with　respect　to

citrinin　produci耳g　activity．

（1）FORMER　2　WEEKS（μ富0．77）

（2）LATER　4WEEKS（μ冨0．80）

　　　　　Table　2．　Statistic　Test　of　the　Difference　on　Citrinin　Production　between

　　　　　　　　　　　　　　2Weeks　and　4　Weeks　Incubation．

κ2－test

更

Expectation

Observation

1〈・）・一・・職・・1（一）・S・・a・・

62

78

1 62

46

Tota1

124

124

　　　　　　　　　　From　the　above　data，　it　is　possible　to　be　drawn　as　follows；

　　　　　　　　　　　　　　，，＝（78－62）2＋（46－62）2』8．26

　　　　　　　　　　　　　　　　　　62　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　62

　　　　　　．w血ile　　　　　π20．01＝6，6349（D．　F．＝1）

　　　　　　　therefore　　　　　Z2＞Z20・01

、　　＊（十），（一）indicate　the　increase　or　de（ゴease　of　citrinin　production　from　4　weeks　to　2　weeks

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．、　　　　inCU1）ation．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　（3）培養液の色調とcitrinin産生力との関係THOM等3）に依ればn6伽f雌〃2の系統にはその培養集落

裏面（reverse）の色調が類別上の1つの大きな標兆として取り上げられているが，その色調の発現には．　citrinin
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及びその酸化物質が影響することは明らかである．分離菌の培養液にはpale　yellowより。㎜9e・redに亘る色

調の変化が見1られた．　この色調の相異とcitrinin産生力との関係について考察を試みたところ，　yellow乃至

ye110w・o職ngeの色調を示す株はその他に比較して平均値が大きい，即ちFi9．2にて知れる通り分布の中心が右　　’

へかたよっている．またこの範囲内にある株は夫々傘体の79％（2週間培養時），73％（4週間培養時）を占め

citrinin産生能め安定している系統と言える．　orange≒red．系統の培養酒液がcitrinin．産生力が不安定なのは　・

．citrinin酸化物質の影響によるものと考えられるが，この点に就いては次項で論議する．

40

30

羅．

爵20
．駐

．10

0

0　　1　　2　　0　．1　、2　．0　　1　　2　　0　　1　　2

　　　　　　　CITRININ　m9！cc鴎

Fig。2　Relation　between　color　shade　of　cultural　fluid　and　citrinin　producing　activity．

①FORMER　2　WEEKS．
　（A）　PALE　YELLQ｝V
　．（C）YELLOW・ORANG　E

　　（2）LATER　4　WEEKS　　　．　．．
．　　　（B）　YELLOw　，

　　　－（D）ORANGE・RED　　　　　　　　　　　　、『

（4）培養液の色調ζPHとの関係　培養液のpHが色調に関係すると考え培養液のpHを測定し色調（前項4

段階の）と比較レたが相関関係は得られなかった．従来citrininは塩化ナトリウム液に溶けorange－yellow溶液

を呈し，これを静置すれば。㎜ge－red溶液に変化すると報ぜられていたが4），其後HIRSCHY等5）の報告では

bitrinin水溶液め色調とpHとの関係を，　pH　4・6以下でbright　lemoll－yellow，4．6で穂色しpH　5．6－5．8でor痴ge

pinkに変り・9・9以上でcherry　r←dになるとしている．更にTAUBER等6）7）はcitrini11水溶液はpHの変化

でもyello宙．の状態を保ちcitrinin酸化物質の水溶液は41kali性でwine　redとなるごと及び従来の報文は濃厚

な塩化ナトリウム液を加えた場合にのみいえることで微alkali溶液中では極めて淡いpink色を呈し静｛畿しても

変化㍉ないと述べている・従ってpHヵ・・1k・1i性噸くと・it・i・i・の酸化が進み・形成され熾化物質の色調

（wi・・‘ed）が現われるもの雌定される・三園の鯛とpHとの問セ・・はっきりし輝係が得られなかった・

これは，培養瀕液に於ては単にpHの変化どいう条件だけで酸化物質が形成されるのではなく，動こ複雑な国子

が介在するためと考えられる．現に培養1戸液のpHは4・0－8・0の範囲内であったにも拘らずそめ色調は。㎜ge－

redまで亘っているところがらも，　pH以外にcitrininの酸化促進因子が含まれていることが暗示される．

　（5）　輸入米培養検査への塩化第二鉄FeC13反応の応用‘　P・‘漉勿麗卿series　r蓄1　P．6ゴ’2勿〃加及びP．　s’6c競

ZALESKIはcitrinin産生力の有無を以て区別されている．この2者の外にP・‘∫〃∫π〃2ηと形態的に類似の菌と

して・P・ρ砺”fBAINIERゴP6σ勿ツ508θπ〃〃2　THOM，　P・πo’α伽〃2　WESTLING等も分離されるので輸入米培養検

査上それ等の判別に困難を伴う．　　　　　　　　．　　　　　　．　．．　　　r．2

　従って当所では・Asymmetrica－velut量na　sectionに属するyellow　pigment産生菌は，紫外線照射に依る螢．

光識別を鏡検観察と併行して行っている．この場合に更に塩化第二鉄IFeC13反応を適用することをも既に実行し

ているが，．この方法がcitrinin産生力の弱い菌に対しても適用出来るかどうか∫疑問に思いこれを確めるため以

下の検討を行った．　　　　　　　　．　　　　　．　　　　　　　．．・一1．

　定量結果で得た最もcitrinh産坐力の弱い分離系統（citrin童n産生量0・1mg／㏄）．6株下々対照として各段階

の株44株を夫々株別に滅菌した米粒に接種して培養米を作り，℃zAPEK培地3ccを斜面にした小試験管50本に

上記米粒を1高ずつ入れて25。Cにてユ週間培養した．培地上に生育した集落下部のPale　yellowの寒天層約5
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．mm3を採り，これにpenicillin定量用の塩化第二鉄塩酸液（N／10　HC1に10％の割合にFeC13を加える）9）を三

園加え反応を調べた。．本実験を繰返し行った結果・．産生力の最も弱い株で劔」ちかに塩化第二部F・C1・溶液に依

る蝋色反応を呈した．従ってAsymmetrica・velutina．　sectionに属するyellow　Pigment産生菌の中よ．り：P・

‘ゴ’吻π〃3を検出する場合の一手段としてi本法がたとえcitrininの生産力の弱い株に対しても今まで通り応用し碍・

ることに確信を得た．

　本研究のため助力を賜った三光化単戸部性理氏に深謝する．．なお本研究は昭和29年度厚生科学研究費によって

行った．　　．・　　　　　　　　　　　　　　．．　　　　　　　　　　　　　・

総 括．

　P・‘f’7伽〃〃の分離系統126株に就いてcitrinin産生力の比較並にその産生力に及ぼす諸種の培養条件の影響

等について実験した結果を記述した．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

　（1L分離菌株間に於けるcitrinin野生力の差は非常に大きくρitrinin産室章と分離系緯との関係はポアソン分

布を示した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　う　②　培養日数2乃至4週間に於けるbltrillin量の消長を比較した処，　citrinin産生量に就いては2及4．週間培

養時の間に変化を認められなかった．2週間以後の培養過程でcltrin溢の分解に依る産生量の減少は無いものと

認められる．叉分離菌株間のcitri耳in産生力に就いては，4週聞培養した方がcitrinin生産能の増加する株が明

らかに多かった．

　㈲　培養液の色調がyellow乃至yellow・orangeを示す系統が比較的安定したcitrinin産生力を現わすものと
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌔
いえる．

　ω培養液の色調とpHとの間には相関関係が得られなかった」これはTAUBER等4）研究に依るcitrinin酸化

物質の影響がpH以外にもcitrinin酸化促進因子が培養液中に存在す．ることに依り現われたものと推定される．

　（5）citrinin産生量最小（0・1mg／cc）の菌株に於ても塩化第二鉄F今C13厚応が明瞭に認められたので・輸入米

培養検査上同定のための補助手段としてP・6肋伽〃1類似菌の判定に応用出来ることが確められた．

　　　　　　　．ノ・．．．．．．文献

．1）角田広＝　日本植病会報，XVm（3－4），143（1954）；．平山重勝；　日本植病会報，．　XV111（3－4），．．．144

（1954）：．　2）　Taira，．T・，　and　Yamatqdani・S？．：．J・Penicillin（J・Antibiotics・Japan）・．1，275（1947）．．

．3）．Raper，　K　B．，　an母Thom，¢．＝Manual　of　t血e．Penicillia，　Willams＆．．Wilkin呂Co．ジβaltimore，．p．

347　（1949）．・．4）　Hetherington，　A．．C．，　and　Raistrick，．　H．：Studies　in　thg　b至ochemistry．Of　micro．

organismsダXIV7　Royal　Society　of　LOndon・Philosophic　T卑nsactiolls’8220’269（1931）・　5）Hh’schy’

H。．W・，　and．　Ruoff，　P．．M・．＝」・Amer．　chem・soc・，641．1490（1942）・　．6）．Tauber，耳・，　Laufer・s・，　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ワ恥111M・・J・．A畔・・Ch・卑・S・G・64・2228．（1942）・1．7）T・・ber・H…n母血暉・S・・J・Am錐Ch・m・

Soc・，65，736（1943）．　．　8）　Ha‡a・T？．　and．Sano・Y・；J・Anti戸iotics．（Japan）・11A・．26（1949）．．

’

Summary
／

　Citrinill　is　well　known　as　one　of　the．metabolic　substances　of．Pθ〃ゴ6〃歪勘36ゴ伽耀甥THOM．

　The　aμthors　reported　herein　the　results　of‡he　comparative　studies　on　citrinin　producing．po宙er　am6ng

126is61ates　of　P．‘”7勿κ〃τwhich　were　isolated　from　imported　milled　rice．　．　　．　．’

　1．There　w6re　somewhat　different　activities　in　citrinin　productioll　among　these　isolates．　Oh　Czapek－

Dox　sucrose　solution　incubated　at　25『C　for　14　days，　citrinin　produce4　a　maximum．of　2．41ng／cc　and　a

minimum　of　O．1mg／cc。　The　relationship　betw6en　the　alhoullt　of　cit｝inin　yi61ded　and　different，isolate

sources　showed　statististically　that　they　follow　a　poisson　disセibution．

　2．　1114weeks　culture，　tlle　number　of　isolates　which　promote　dtrinin　prOduci119’．　activity，seelned

to　be　little　more舳1．that．6f　the　2　weeks　culture．．



F

　　　　　　　　　　　　ノ
，宇田川，橋本，平山：セenicillium　citrinum↑11Qmの分離系統と．　dtrlnin産生力に就いて き63

〆

　　3．　The』isolates　appear　yellow　or　yellow－orallge　and　wereτecogllized　as　a　fearly　stable　straih　in

・it・i血p「・d・・ti・n・The「e　w・・n…∬ei・ti・n　between　pigm・漁ti・n　and「H－i・n・・nce噸ti・n．・f‘

cultUlral　filtlates
　　　　　　　　　　　　　　，

　　4．．Even量f　the　weakest　strain　of　citrinin　producted　yieled　O．1mg／cc，　it　apparently　was　effected
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

the「甲ction　of　the　feπic　chlo「ide　soluゆThis「銘ction伽1　be　employed　iρ・ロf㎜即・t・・t・・lh・

solid　med量um．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Re㏄ived　February．29，1955．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　’
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病変米菌の代謝生産物に関する研究 （第1報）＊

Pθ7痂6ZJ伽2け％gπZo8π物THOMの一類似菌の菌学的性質

　　　　　　　　　平111重勝，倉田　浩，坂部フミ

　　　　　　　　　稲垣術起，宇田川俊一，池谷三郎

Studies　on　the　Metabolic　Products　of　Fungi　Isolated　from　Deteriorated　Rice．1．

　　　　　　　　Identificaticn　of　P6π三6∫〃ゴ7伽Species　C】osely　Related

　’　　　　　　　　　　　　to　Pθπ∫65’撫彿fZ‘9乏ごZo5～㈱THOM．

Shigekatsu　HIRAYAMA，　H量roshi　KuRATA，　Fumi　SAKABE，　Naoki　INAGAKI，　Shun－ichi

　　　　　　　　　　　　　　UDAGAwA　and　Saburo　IKETANI

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　　．言

　　黄変米の問題は主食であるだけに日本中に泳ぎな波紋を投じた．著者等は昭和28年1月頃より翰入米に対して

　　食品衛生の立場より菌学検査を実施して来ている．現在本検査の対照は，主としてP8πκ媚脚fo漉α2’〃翅MI－

　YAKEi）・P3sJ伽‘1ゴα’〃2　SOPP2）及びP・α∫2’欄2〃TIIOM3）の3極とされているが，検査中特に分離頻度の高

　　い菌に就いては，その分類学的位置を明確にしておくと同時に，薬理試験を実施する前提としてその生理的性質

　　を併せて朋らかにして謄く必要が生じた．斯る意昧から先づPゼ弼απ4∫α朋　にその菌叢裏面の色調が類似し，

　　しかも分離頻度の高いPθη溜”7捌属島の1種を取り上げ，その菌学的性質及び生理的性質を研究し同定を行った

　　のでその結果を報告する．　’　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　分離菌の分類学的位置

　1菌の分離及びその分布　本職は1954年7月30日，輸入米培養検査中4）に加州米より分離した．1954年7

月より1955年6月までに本四と同種の菌が検出された輸入米及びその検出率をTable　1に示した．

　　　　Table　1。　Distribution　of　P．σoπσα〃。・一2∫‘8’〃05κ7πABE　isolated　from　Imported　Rice

／　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L　（July　1954　to　June　1955）

Im・・質・d　R・g・・n・1、囎翻e謡P1。［N・mber・・S・・a・5

Thailand

U・S・A・（California）

Formosa

Burma
Spain

Italy

China

Tota1

16

7

7

4

4

2

1

41

18

100

10

　5

　4

　2

　3

142

　2・分離菌の各種培養基上の特徴　本菌の分類学上の位置を決定するために樋々の培養基上に於ける性状を観

察した結果は，Table　2，3及びFig・1－3に示す通りである．

＊　本報告は晦和30年8月日本植物病理学会夏期大会に於いて講演した．
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1）

Table　2．　Morphological　Chara6teristics　on　Czapek’s　Solution　Agar

Colonial　Characteristics

Rate　of　growth　　　．

　　　Texture

　　　　Characters’of　su士face．and

　　　　　　　　コ
　　　　margm

　　　Color　and　oo！σr　challge　of

　　　　　　　

　　　　conidial　area　　　　　　．．：．．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　Exudate

　　　　Odor

　　　Colony　reverse

．2）Miρroscopic　Characters

　　　Co血idiOPhores

　　　　　　　　　　　　、

　　　Penicilli

　　　　Metulae

　　　Sterigmata

Conidia

Table　3．

：

　　　．

restricted，　diam．

at　35。C．

　　　　　㌦

．F　　　　　　　　　．．．、隔、

in　10　days　22－24mm．　at　25。C，1－2mm．

Medium．

　　　　　　　　　　　㌧1くoji　agar

Malt　e耳tract　agar

‘Potato　agar

　　　　　　　　　■

Waksman’s　soIn．
agar

　　　　Rate　of

・α・owt11（cm）

：　velvety

：strollgly　wrinkled　felt，　margins　in　whit6　to　flesll　shades　about

　　1．Omln　in　wide．．．．．1「．’．

3yellowis11．gfeen　shad6’血y㏄lium　admixed　in　subcentral　area　with

　　central　area．　slightly　r3ised，　dar紅green　shades　　．：　　・

；戸

hac奪inεor　limited　in　amount

＝　illdistinct

；at丘rst　colorless，　becoming　yellowisli　orabge　to　omnge

　，

・a・i・i・gf・・m．th・r・bs仕・tum・㎝me！imes　b「an・1・ed・m・stly　less．

th・n　50μX2・2－3・4μ・w・11s　sm・・th　　　　．　　．1

；typically　biverti『illate　and　symmetrica甚　　　　　　　．．　、

：　usually　in　verticils　of　5－7，　rnostly　9．6－12．0μ×1．6－3．2μ

；commonly　consisting　in　verticils　of　5－8，　acuminate，　abOut　9・6

　　－12．0μxL6－3，2μ

：10ng－elliptical，3．2－3．8μ×2．4－3．0μ，　wi出．walls　smoothed　of

　’nea1・工y　so，　in　tahg16d　chain　up　to　about　60－100μ　in　length

　　　　　　　　　　　　　　　　I

Colonね1　Characterist三cs　on　Variou＄Media

　　　　　　　ド　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Colo．r　of　　Characters　of　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，EXudate　　　　　Reverse
　　　　　SurfaCe　　　　　Conidial　Area

2．8－3．5

2．7－2．9

2．8－3．8

2．8一一3．8

i

wrinkled　and
rais．ed　in　central

area
almost　plane

almost　p！ane

・lm・st　phne．

91。een

dull　yellow
green
green

green

i且distinct

indistinct．

1imitedρdark
brown
limited，
colorleSS

orange　yellow

orange

ra夏e　ye110W

ρale　y・11・w
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訟蒙

難、

　讐

戴i

罵
㌦へ竃

L

Fig．1　Colony　of　P．60〃6ωoイπ8〃Jo5〃，πABE　on　CzAPEK，10　days，　at　25。C．

　　　　　　（X3．5）

Fig．2　Colony　of　P．ω’κ⑳o－72‘81’Jos1〃〃ABE　on　Malt　Agar，10　days，　at　25QC．

　　　　　（x3．5）
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　　　　　　　　　　　炉。∵’＼戟

　　　　　　　　　　　　　藩、

　　　　　　　　　　一「．き1，
　　　　　　　　　　　　　鷲．

　　　　　　　♂，1減％憾

　　　　　　　　1黙・1

鍵

¢

　　　　　難　で

　　　　謬　〆〉

　　　ギ　”
　　　長’　　　転

輪1転澤　’

　　　　　　　’　　　　　罵Fig。3　・Penicillus　of　1，．60πoα”o一一7π9〃Josκ，πABE（x約1000）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　も’3．分離菌の同定　本菌はTable　2で示す形態から考察すれば，　P6η’c〃∫’〃η属に所属する，　RAPER及び

TIIOMのMonograph5）に従うと，．Biverticillate－Symmetrica群中のP・7〃9〃os’捌seriesに属する．　P．

7」‘君〃’os配，πseries中セこはP・7μ87〃05〃πTIIOM，　P・’024π翅TmM及びP・〃ρ8／3μ切RAPER　et　FENNELL

の3樋があるが，P．　fα74’〃πは集落周辺部が苫しくsubmergeしているのと集落裏面が無色叉は中心部輝黄色で

ある点から：本菌と異なりP・∠12卿S’〃ηは集落の生育速度が極端に遅く貧弱な発育を遂げる点で全く異なる．従っ

て本菌はP・72‘8〃105μ〃鱒こ最も類似するものの様である．併しながら，編鐘の分生胞子はTable　2及びFig．3で

．見られる通り殆んど平滑であり叉集落の生育速度が比較的速やかであることから，P．7∫‘g駕’05〃刎の記載5）（Colony

attaining　1。045㎝・in　12－14ぬys；Conidial　wall　conspicuously　roughened）と一致せずP・7〃8露‘los燃

と同一祝することは困難である．阿部6）は先にP・7〃9〃～os〃’πに近似するが分生胞子の平滑な1菌株を新極とな

し，P．　coπ‘⑳o－72‘9〃’os〃〃重ABEと学名を与えている．著者等の本菌と無菌（東大応微研株710）とを比較する

に特に区別し得る程の標兆は見当らないので，本菌をP6π’6’」伽7π60π‘α〃。イ’‘£〃。餌〃2　ABEと同定した．

生理学的性質

　1・死滅温度径1cmの小試験管にCZAPEK：培養液（5％Glucose，　pH　5・5）を1㏄ずつ入れ101bs，15分

滅菌後，本菌の胞子を接種して死滅温度を調べた．45。Cより75。Cまで5gC置きに各10分間処理酸25。Cユ週

間培養した結果，45。Cでは培養後24時聞以内に発育が認められ，50。Cでは48時間で発育を認めた．55。C以上

では完全に死滅した．

　2・発育温度　300cc三角フラスコにCZAPEK：培養液80ccを入れ101bsJ5分滅菌後，予めCzAPEK寒天斜

面に培養して充分胞子の着生したものを10ccの滅菌器に懸濁し，良く振馨してその1ccを接種した．20，25，30

吸び35。Cの各温度に培養し，5，10，15及び20日後に於ける培養液のpH，残糖量及び菌体量を測定した．　pHは試

験紙（東洋濟紙pH試験紙）．残湯量はFEHLING↓EHMANN－SC1100L法，菌体量は重量法に依った．実験結果

をFig・4から考察すると，糖消費曲線の急激な低下と菌体量の増加曲線から考えて，25。c乃至30。cが最も良好

な発育を示し200Cがこれ等に次いで良く，35。Cでは全く異常な発育を示すことが認められる．台木菌は若干の
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有機酸を産生し酸形成は20。Cが最も良い結果示している．色素の形成は30，25，20。Cの順で35。Cでは全く産生

されなかった．

RSWMpH
δ．0

4δ’ﾐ

3．0

2．o

1．Q

L

艮

4

．　　　　　20。C　　　　　　　　！！

＼　　　　　　　／ノ

　　＼　　／
　　＼．‘／

　　　、／
　　　マ
　　／＼

　！　＼

／　＼
／　　　　　k
／

、

　　　25。C、

し　　　　　　／・ノー

眠　．ノ／
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Fig．4　Effect　of　Temperature　on亡he　Growth　of　P。co”cα”σ一72‘g痂s吻ηABE

pH　of　Cultural　Filtrate（pH）

Dry　Weight　of　Mycelium　g（WM）

Remained　Sugar　of　Cq1旗al　Filtrate　％　　（RS）

】6@39y那

　3・hitial　pHと発育　前項と同様の培養方法を用いた．　pHは塩酸及び水酸化ナトリウムにてpH　2．0より

pH　9・0まで8段階に調節した．25。C，10日聞培養後，培養液のpH，残糖量及び菌体量を測定した結果をTable　4

に示した．r般に糸状菌はinitial　pHの酸性側が生育良好ζされているが，、本菌の場合ナルカリ性の方が寧ろ良

好な結果を示した点が興味深い．培養後のpHの推移を測定した結果，　initial　pHがアルカリ側の場合でも本菌

の発育と同時に急速にpHの低下が見られ，この低下度は却つでinitial　pHが酸性の場合より大であった．本山

の生活力が旺盛であると言う理由の1つとして，水素イオン濃度に対する抵抗力が示唆されているものといえよ

う．色素の産生はpH　6以上が艮婦であった．　　　　　　　　　　　　、

Table　4．　Ihfluence　of　Initial　pH　o箆the　Growth　of　P．σo〃σ⑳o一階8〃05μ擁ABE

　　　　　（at　250C，．10　days）

Initial　pH Final　pH

　　2．0
　　3．0
、
　　4．0
　　5．0
　　6．0
　　7．0
　　8．0
　　9．0

3．2

3．4

3．6

3．3

3．8

4．0

4．2

4．5

h・W・・gh…．M・㏄1・・m（m・）1

469
489
438
420

捌585
592
618

Remained　Sugar（％）

0．16

0．09
1．12

0．20
0．．04

0．09

0．11
0．14

　4・各種窒素源と発育．CZAPEK培養液の窒素源としてNH4NO3，　NH4C1，（NH4）2HPO4，（NH4）2SO4，

尿素・ペプトンを用い・夫々NaNO30・2％相当の窒素量（N；0．33弩）を含む様に加えた．前項2に準じて25。C，

手0日間培養後・培養液のpH・残糠量及び菌体量を測定した・Table　5の結果より窒素源としてペプトンが発育良

好・NH4　C1・（NH4）2SO4では生育が悪い．色素の産生は尿素及び（NH4）2HPO4が最も良かった．

　　　　．Table　5．　Infiue皿ce　of　the　N－sources　on　the　Growth　of　P．60πoαρo－7πg〃osκ例ABE

N＿sources

NaNO
NH4NO3
NH4C1
（NH4）2HPO4
（NH4）2SO4
Urea
Peptone

1・・yW・・gh…Mycel・・m（m・）1・H・・C・1t圃・・1t臓・・1

758
713
298
505
282
745
1456

3．4

3．9

2．0

2．3

1．8

3．0

6．3

Remained　Sugar（％）

0．92．

1．92

3♂76

0．83

3．97
0．13

0．14
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　　5．’各種炭素源と発育．4と同様に炭素源として種々の糖類，糖アルコール及びアルコール類をGlucose　5％

’相当の炭素量（C＝0．33％）を含む様に加えた．25。C・10日間培養後・培養液のpH及び菌体量を測定した．結果’

　をFig．5よりGlucoseを標準として考察すれば，　Maltoseが特に良い生育を示し以下Glycerin，　Sucrose・

　Mannose，　Fructoseが良く，Mann量to1，］しact◎se，　Et血anoI，　GaIactoseが非常に悪かった．

6．

Xy1Q56

GIuco6e

：Frueしose

Galacヒose

Mann弼e

Sほerc63

Malt（βe

Lacヒ㈱

Soluble　8tarci亀

D眠trlロ

Glycer凱

Man蜘01．

．Dulcite

．Et　lLanρ1

PH　of　Cultura1’Filtrate
⊃，y　W・ight・f　Mア。・1i㎜（9づ

0。2　　　0．3　　　0．4　　　0。6

、

　　Fi縁．5’1・且…ce・f　th・C・s・urces・・th・G・・wth・f　R・…⑳・剛8Z・・襯ABE

　　　　　　（at　25Co，10　days）

酵素試験本菌の培養三軍を用いて定性的な酵素の存在を調べた．結果はTable　6に一括して示す・

　　　Table　6．　Enzyme　Actions　in　CuItural　FiIt】瓢te　of　P．　co加ω（レプμ8㎡03御翅ABE

1（inds　of　Enzyme
、

　　　　Reductase

　　　　Amylase

　　　　Pectinase

・　　　　　　Invertase

　　　　I且ctase

　　　　Maltase

　　　　Oxydase

　　　　Peroxydase

　　　　Ca捻lase

　　　　Tannase

　＊b　十

　　　一　　negatlve

ActiOP＊1）

十

十

PQsitiveρn　testing　for　presence　of　enzyme

ダ

　終りに本研究に際し御国難を賜った刈米達夫所長並びに貴重な菌株の供与及び御指導をいただいた，．．協和醸酵

、阿部重雄氏，四大応微研飯塚広氏，長尾研究所梼啓介斥に深謝する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　摘　　．　　要

　輸入米培養検査時に分離頻度の極めて高いPoπ’‘該〃加π1種に就いて，そめ分布並びに形態，生理学的諸性質を

研究し，同定を行ったのでその結果を報告する．　　　　　　　　　　　”
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　　1．．輸入米培養検査上の本菌の分布をTable　1。に示した．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し
　　2．本菌はP2〃∫6珊脚属のBiverticillata－Symmetrica血中のP。7％9認os脚seriesに属し，　P．7μ8㎡osκ〃7

THOMに最も近似するが，分生胞子が滑面であり又集落の生育速度が比較的速やかであることから，該菌の記載

と一致しないので，更に阿部のP．7％8ε40s脚THOMに近似するがその分生胞子が滑面である1新種P・‘oπ6⑳卜

7μ8〃osκ〃1　ABEと比較を行った処，心々一致することが判明したので，本論をPε鷹蝦π7π‘oπc⑳〔H駕8μZosκ”3

ABEと同定した．

　　3．本直の分生胞子は55。C，10分間で死滅した．　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌧

　　4．本菌の発育適温は25－30。C，有機酸生成は20。C，色素産生は25－30。Cが良好であった．

　　5・initial　pHの発育に対する影響を調べた結果，　initial　pHのアルカリ側が発育及び色素産生共に良好であ

った．

　　6・．各種窒素源及び炭素源と：本証の生育との関係を調べた結果，窒素源としてペプトン，炭素源としてMaltose，

Glycerin・Sucrose・Galactose，　Fructoseが発育上適していた．窒素雨中，色素の産生には尿素及び（NH4）2HPO4

が最も良かった．

　　7・本菌の培養源液に就いて定性的に各種酵素の存在を調べTable　6．に示した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：交　　・　　献　　　　　　　『．・　　　　　　　　　，

　　1）三宅市郎，内藤広，角田広：米穀利用研究所報告，1，i（1940）．　　2），角田広；栄養学雑誌，8（6），

185；9（1），1（1951）；角田広：食研報告，8，．41（1953）．　3）角田広：食研報告，8，77（1953）言　9，

169（1954）；　日本植病会報・17（3．4）・191（1953）；．18（3．4），、143（1953）；　平山重勝＝　日本植病会報9

18（3．4），144（1953）．　4）角田広；日本植病会報，18（1．勿，79（1953）；19（1．2），87（1954）；平山

重勝；　食品衛生研究，5（10），11（1954）．　5）RAPER，　K．　B．，　and　THoM，　C．3　Manual　of　the

Penicillia，　Williams　and　Wilkins　Co．，　Baltimore，1949，　P．646，　6）ABE，　S．；」・Gene．　ApPL　Micro－

bio1．　2：127（1956）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　’

　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　Toxic　e任ects　as　a　result　of　the　consumption　of　moldy　milled　rice　have　been　observed　in　Japan　for

some　time，　and皿icr6bial　examination　of　impoτted　milled　rice　has　beell　continued　in　our　laboratory

for　the　past　seve訟1　years　from　the　standpoint　of　the　food　hygiene．　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　In　our　routine　works，　the　authors　often　found　some　species　of　P2”ξ6ゴ1〃π切on　imported　rice．　It　is

considered　to　be　necessary　to　identify　these　isolates　before　their　toxicity　are　determined．

　　1．The　results　of　these　studies　made　on　tne　morphological　and　cultural　characteristics　of　a　strain

of　P召π’σ燃潮fupgi　isolated　from　the　CalifQrnia　rice　reveal　that　this　species　seems　to　be　dosely　related

to　P顔ゴ6躍μ魏7π8〃Jo5〃7πTHoM，　except　for　its　rough－walled　conidia．　ABE（1956，　in　press）is　go血g　to

describe　Pθπゴ651Z翔〃260πσα”ひ一7”gμZos吻2　ABE　upon　the　basis　of　its　smooth　surface　and　long－elliptical

conidia．　After　the　results　6f　comparative．studies　between　our　isolate　and　P．60πσα”o・一7％g〃03〃翅，　the

authors　intend　to　place　our　species　in　the　P．‘o〃。α”o－7πgμJosπ甥ABE．

　2．．The　optimal　temperature　for　growth　of．this　fungus　is　about　25。C，　the　thermal　death　point　is

55。C　for　10　minutes，　and　the量nfluence　of　the　H－ion　co皿centration　is　not　remarkable　in　the　solution

witn　exponents　ranging　from　pH　2　to　pH　9，加t　the　maximum　growth　of　the　fungus　obta血ed　oロthe

即edia　having　pH　7．0～9．0．

　3．．Asuゴサey　of　many　carbon　and　nitrogen　sources　for　growth　of　the　f岨gus　w8s　made．　As　nitmgen

sources，　such　as　NaNO3，　NH4NO3，（NH4）2HPO4，　are　more　favo職ble　than　the　other　sources．　Peptoロ

i・th・b・・t・rgani・，nit・・9・n・・肛ce　f・r　thi・f一網・・The　6・ganism即ws　we11・n．malt・se・suα・se，

glycerin，．mamose，　fructose，　glucose，　and　soluble　6tarch，　and∬10derately　well　on　seve獄10thers．　　．

　4。Enzymes　secreted　by　the　fungus　are　tesed　by　qualitative　me止ods．　The　presellce　of　4　k㎞ds　of

と
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enzymes　such　as　catalase・pectiRase・tannase・i耳ve畝se

amylas夢・1a⑫se・maltase　are　not　recggnized・

are　ascξ江tained，・but．oxydase，　peroxydase，

Recieved　Feb革uary　29，　1956．．

　．画

1

1

、
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病変米菌の代謝生産物に関する研究（第2報＊）

Pe？Lゼ。疏㈱c伽。卿。イ％9駕Zo8z㈱ABEの培養並に代謝生産物の分離精製

　　　　　　平山重勝，倉田．浩，坂部フミ，稲垣樹起，宇田川俊一，池谷三郎

　Studies　on　the　Metabolic　Products　of　Fungi　Isolated　from　Deteriolated　Rice．　H

　　　　　Cultivation　of　Pθπ露6‘JJ三㍑60π6α”〇ニプz‘g2‘103翻ABE，　Isolation　and

　　　　　　　　　　　　　Purification　of　Metabolic　Products

Shigekatsu　HIRAYAMA，　Hiroshi　KuRATA，　Fumi　SAKABE，　Naoki　INAGAKI，　Shun－idhi

　　　　　　　　　　　　　　UDAGAwA　and　Saburo　IKETANI．　　．　　　　　　　　　’

緒 言

　1936年置CLUTTERBUCK　1）はPθπ’‘ゴ1〃翻2μ9〃osπ〃2　THOMの代謝生産物としてpolysaccharideを分離して

いるが，1955年に至りRAIsTRIcK等2）が2種の色素rロgulosin，　skyrinを報告している．3ζ，本邸に近縁なP・

…妙ノ・膨GILMAN＆ABqTTに就き，　RAISTRICK簿3）（19鋤は2種の有機酸・pi・uli・p・・ic　a・id，・u㏄ini・

　　　　　　　　　　　　　　　　ノacid及びPolysaccharideを，　CHoPRA等ρ（1939）は赤色色素の産生を報じている．これ等の代謝生産物中，

skyτinに関してはRAIsTRIcK等5）（1954）によって行われたPJsZση4溜〃2　SoPPの代謝生産物に関する研

究があり，又skyrin，　rugulosiRに就いては柴田等6）（1953）がEπ40謝α加ノαs漉。σFR．，　E．7α批σ1f5　FR．

の代謝生産物として研究が行われている．

　著者等は第1報7）に輸入米より得たP即r6ゴZ伽2π属菌の1種目，　P・7π8〃05π〃1　THOMに近似するが，分生胞子

が平滑である点より，むしろP・60〃σα〃。－7〃8”05π〃2ABEと同定すべき事を主張し，併せてその菌学的性質に関

し報告をなした。そこで更に本菌の代謝生産物を明らかにしておく事は，将来その近縁菌どの類縁関係を，菌の

生理化学的立場に立って考察する上に大きな足掛り．となるであろう事を期待し，本研究を実施した．

実 験

　．1・P・concavo一入函ulosu皿ABEの培養＝　CZAPEK：培養液（3％glucose，　pH　5。6）をkOuxフラス

コに約2QOccずつ入れ，滅菌後本底をCZAPEK寒天培地に斜面培養したものからその胞子を接種し，25。Cで液

の表面積をなるべく広くする様（液層約1．5㎝）にして静置培養した．振盟培養では菌体の発育，色素の生成共

に良好の様であるが，色素が培養液に多く溶出する結果，多量の培養液から色素を抽出せねばならぬ困難が招来

するので静置培養を採用する事にした．接種後2，3日で液面は白い菌叢で覆おれ，5日後には表面は胞子で緑色

とな．り，菌叢裏面は次第に黄色から燈色を帯びて来る．同時に培養の色調は次第に黄色を帯び，20－25日で色素

の生成は大となり・液のpHは最初5・．6であったのが・2・3日後より酸性の4・5附近へと傾くが・約1週間後よ

り徐々に5・5附近へ移行する．

　2・代謝生産物の分離及び精製　　檀色色素；P・60πoα〃。－2π9カ105π〃2ABEをCZAPEK培養液に25。Cで20

－25日間培養した後，演過して集めた菌体を水洗，圧搾し約60。Cで乾燥し，ソックスレー抽出器を用いエーテル

で抽出する．受器には燈色の色素が結晶状となって析出して来る，この結晶を1戸別し1戸液を減圧で蒸発すると澄

．色の残流を得る．これを石油エーテルでソックスレー抽出器を用いて抽出し油状物を除去し，残渣を再びエーテ

ルに溶かし・第二燐酸カルシウムを用いchromatographyにより分離精製する．　Chromat69訟phyの第1層は黄

色，第2層は燈色となる．エーテルで展開すれば第2層の燈色部は溶出し，これを濃縮すれば澄色め結晶が得ら

れる。先に得た結晶を石油エーテルにて脱脂後，共にメタノール又はアルコールで再結晶すれば燈色棒状結晶を

得る．

＊　本報告は昭和30年8月，日本植物病理学会夏期大会に於いて講演した．
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Table　1 Isolation　of　Coloring　Matters　from　the　MQId　Mycellum

of」Pθπゴ6πノ多駕2πooπoαび。－7倉露9π！os駕〃2　ABE，

ノ

覧

Mycelium（ca．90　g．　from　10」．　media）

　　　　　　extd．　with　etheri
　　　　　
0個ge　cτystals　separated

during　extractiOn

　　　　　washed　with　pet．　ether

　　　　　and　recrystd．　from

　　　　　methanol

Orange　Crysta1

　（yield　ca．0．7　g。）

　　　　　
Ethereal　extract（o麗mge　ye110w）

　　　　1・楓・・細・…α

Residue（orange　yellow）

　　　　　washed　w至th　pet．　ether

　　　　　alld　dissolve　in　methanoI

Methanol　soln．

Yellow　cmde　crystal

　　　　recrystd　from　methano1
　　　ア　　　　　　ノ

Yellow　Crys楓1

　（yield　ca・39・）

｛…ω一・・舳g

l

　黄色色素：Chromatog㎜の第1層をアルコールで溶出すると黄色の液を得る．このアルコール溶液を減圧

で濃縮し，放置すれば黄色の結晶が得られる．これをアルコール又はメタノールで再結晶すれば黄色柱状結晶を

得る．

　D一血孤nito翫　菌体をエーテルで抽出後，アルコールで抽出し，このアルコヤ’ル溶液を活性炭で脱色して滅

圧濃縮すれば少量：の無色針状結晶を生ずる．これをアルコールで再結晶する．

　3．代謝生産物の理化学的性質　　藍色色素は棒状結晶で205－210。Cにて福変ずる．アセトン，土一テル，ア

ルコール，メタノール，’クロロホルム，酢酸エチルに可溶，ベンゼンに難溶，冷水，熱湯，石油エーテルに不溶，

苛性アルカリ，炭酸アルカリに紫色に溶け，’ d炭酸アルカリに僅かに溶け鼠色を呈し，これらに酸を加えると澄

㌔戸

弓　パ闘＝…箒鋤♪、’m’

　；∴帽繍∴嚇㌔∫∴」．、＿tて．．、、∴＿∴町∵｛ウ

．　Fig．1　Crystal　of　Orange　Coloring
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Fig．3　Ultaviolet　Absorption　Sp㏄tra

　　　of　Coloring　Matters（in　ethanol）　・

　　　i。Orange　coloring　matter

　　　皿．Yellow　coloring　matter

／
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色の沈澱を坐ずる．冷濃硫酸には紫赤色に溶け，漸次汚緑色となり，これを加熱し水で薄めると濃青色の沈澱を

生じ，アンモニアを加えても変化しない．アルコール溶液に酷酸マグネシウムを加えると赤紫色を呈し，塩化第

二鉄溶液を加えると鐙色味を増す。（Fig　1，Fig　3）分析結果は，　C　61・85％，　H　4・30弩，黄色色素は240。Cよ

り門門し280。Cで分解する柱状結晶で，アセトン・エーテル，アルコール，メタイール，ク官ロホルム，酢酸工　、

ヲソレに溶解し，それらの溶液は緑色の螢光が層 Fめられる・ベンゼンに難溶・冷水・熱湯・石油エーテルに不溶・．

苛性アルカリ，炭酸アルカリに燈黄色に溶け，重：炭酸アルカリに僅かに溶け黄色を呈し，これらに酸を：加えると

黄色の沈澱を生ずる．冷濃硫酸には汚黄色に溶け漸次紫色となり，これを加熱すると濃青色となり，水で薄める

と黒色の沈澱を生じ，アンモニアの過剰を加えると黒褐色を呈する．アルコール溶液は酢酸マグネシウムを加え

ると黄褐色となり，塩化第二鉄溶液を加えると黄褐色となる．（Fig　2，　Fig　3）分析結果はC65・80％，　H　4・41

％白色針状結晶はm。P．166。Cでアルコール，水に可溶，アセトン，ク官ロホルムに難溶，エーテルに不溶である，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D一皿a㎜itolと混融して融点降下せず，分析結果は次の如く

D－mannito1とよく一致する．

　実験値　　　　　　　　　C39．21％，　H　7。47彪

　計算回覧C16H1406としてC39．56％，　H　7．74％

4．二色素のpaper　cbmmatography　二色素を夫々ア

セトン溶液となし，これを1戸紙の下端より6・0㎝の所にspot

し展開液を下端より110cmまで入れ室温（15－20。C）に放置

した．三三は東洋二二No・50（40・Ox2・0㎝）を使用し，展

開を終り演紙を取り出し風乾した後，1％酷酸マグネシウム，

メタノール溶液を噴霧後，90。Cで5分聞乾燥し，或は1％水

酸化ナトリウム溶液を噴霧し，各スポットのRf値を測定し

た．その結＝果はTable　2の通りである．

Fig．2　Crystal　of　Yellow　Colorhlg

　　　Ma鍵er

　　　　　　　　　Table　2．　Paper　Chromatogram　of　the　Coloring　Matters

Developillg　solvent

Benzine：A㏄tone：Water
（5；5＝3。5）

Acetone：Pet．ether：Water
（1．5：2：1）

Acetone：Pet．ether；Water
（1＝1；3）

BuOH：NH40H（28％）
（Saturated）

Rf

Yellow　coloring
matter

0，08

0．08

0．03

’0．85

Orange　coloring
matter，

0，38

0．67

0．43

　　哩

0．38

　終りに臨み本研究に当り御二丁を賜った刈米達夫所長に謹謝し，併せて元素分析をお願いした公定門外薬品部

の諸氏に感謝致します．

　　　　　　　　　　　、　　　　　　　摘　　　　　要

　加州米より分離，同定したP．ooπcαρo一甥8πεo謂〃2．ABEをCZAPEK培養液に静置培養し，20－25日後の平体

を培養液と濟別し，水洗，乾燥し，そのエーテル抽出液より2種の色素とD－ma㎜ito1を分離，精製した．榿

色色素は205－210。Cで分解する棒状結晶でanthraquinoneの性状を示し，黄色色素は240。Cで褐変し始め280。

Cで分解する柱状結晶である．燈色色素はskyr血，黄色色素はrugulos血によく似た性状を示す様であり，こ
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れらが夫々同一物質であるかに就いて更に検討を要するものと考える．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　b　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　引　用　文　献

「．1）　Clu玩erbuごk，　P．　W．；J．　S6c．　l　Chem．111d・，55，55T（1936）　2）．．Breeη，　J．，Dacre，　J．　C・，　Raistdck，

　　　　　　H．＆Smith，　G．；Biochem．　J・，60，618（1955）　3）　Oxford，　A．　E．＆Raistnck，　H．；Biochem．

　　　　　　エ・．28・1321（1934）4）．ph・脚・N・N・革R・y・J・N・・．Cロy・p・tS・i・’8’．409（1939）5）H・w訂d・

　　　　　　B．H．＆Raistridk，　H．；Biochem．」．，56，56（1954）　6）Shibata，　S．，　Tanaka，0．，　Chihara，　G．1＆

　　　　　　Mitsuhashi，．H＝Pharm．　Bu1L，1，302（1953）　7）　平山等：衛誌74，305（1956）　　’

　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　・　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　．　　　．層．

．　　　　　　　　　　　　　　　　　「　　Summary　　　　　　　　　■　　　　　　一

　　P6露κ鋤π卿coπoα”oイz‘8〃osμ”2　ABE，　belonging　to　P．7μgπZos珈2　series，　was　isqlated　from　California

rまce，　cultivated㎝CZAPEK’s　shcrose　solutiQn　for　20－25　days　at　25。C，｝The　mycelium．was　dried，　ex一

惚・t・dwlth．・ther　a・d　f職αi・n・d塾s　sh・w・i・T油1・、1・The　e就・a・t　w・・P肛ifi・d　by・歴・m・t・鱒phy

alld　then　two　cystallized　6010ring　matters　we写e　isolated，鋤d．afte＃wards　they　were　re6rystallized　by

methanol　Qr　eth鋤01．　　　　．

0・㎜ge　c・1・・ing　m．・tter　f・・畑・・d一㏄y・ね1・，　darゆning・t　205－210。C．　It　is　s・1・b1とin　acet・鴫・h1・「

・・f・・m，・th・叫皿・th・n・1・nd　diss・1・・合．in・・di・m・a・b・nate　a・d・a・・ti・alk・li　gi・i・g・deep・ed・・1－

ution．　Ethanolic　solution　of　this　pigment　giv6s　a　purple　color　with　magnesi㎜ace懐te．　This　orange

pig血・耳t　seeφr　t・．b・・1・6・1y・i血ilar．t・・ky・i…　　　　，　　　　．．

　　Yellow　coloring　Inatter　for±ns　prism　crystals，　darkening　at　240。C．　and　decohlposing　at　ca．280。C．

It　is　soluble　in　acetone，　chlorofom1，　ethano1，　and　methano1．　Its　solution　in　chloroform　shows　bright

yellow　in　color　with　slight　gr6en伽orescence．　It　dissolves　in　sodium　carbonate　and　caustic　alkali　a且d

f・・m・ゑdeep　y611・w’・・1・ti・n・Th・y・11・w・・1・ri・・mとtter　give・・．・h叩・・eri・ti・f・a・ti・・w吻・・n・・

H，SO・i・whi・h　it　di6・・1…in　a・・ld・・1・ti・n・Thi・y・11・宙・・1・ti…h・ng・・．．t・層 Db・？w・by　b・ili・g

and　later　to　a　stable　purpulish　blue　color．　This　pigment　would　be　the　same　as　ruglosin．　A　smalI

quantity　of　D－ma皿itol　was　obtai耳ed　by　et典a皿ol　from　extracts　of　myFelium．．　　　　．　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　「　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956．
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　　　　　　　牛乳由来ブドウ球菌に関する研究　（第5報）

学童給食用脱脂粉乳飲用によるブドウ球菌性食中毒事例について，特に

原因菌の生物学的性状及び各種抗生物質に対する抵抗性並びにブァージ

型について

鈴　木 昭

Studies　on　the　Bio1ogical　Function　of　5’σ♪勿’06066∫from　Boウine　Milk．　V．

Observation　on　the　StaphylocQccal　Food－poisoning　Caused　by　Powdered　Skim

Milk．amopg　the　Primary　Sdlool　Ch翠dren　in　Tokyo，　especially　on　the

Biological　Character，　Resistance　to　Some　Antibiotics　and　Phage　Typing　of、

Causal　Strahls．

Akira　SUZUKl

　まえがき　著者はさきに牛乳由来ブドウ球菌に関する一連の研究中．レ9）牛乳，乳製品が本心による食中毒の可

能性の多いいことを実証し，けいこくを発して来た．乱川ンテロトキシソと生物学的性状との関係において，M・

（C・N・H）配列を採用することにより，その中毒の可能性を或る程度推察出来ることも提唱して来た．この方法

については，新井，島田，春田11）らも追試の結果スクリーニングテストとしての価値を認めている．

　又本菌の酪農に及ぼす影響の甚大なこと，9）益々その傾向は増加の一途をたどっていること，本菌の食中毒原因

菌としての歴史等1－3）粉につき詳細に系統的な報告をして来た．

　昭和30年3月たまたま東京都内において小学校の学童給食用の脱脂粉乳による食中毒史上稀にみる一大中毒事

例11）がぼつ発し，著者も直に東京都の御厚意により，種々な調査の結果その原因食と推定される脱脂粉乳を入手

し，その事件解決の一助にもなれぽ幸と次のような実験を行ったのでその結果について報告する．

実　験　方　法

　供試菌の分離方法　検体109を無菌的に100ccのかんしよう生理食塩水中に投入し適宜稀釈を行い，牛乳標準

寒天を用い，食品衛生検査指針に従い生菌数を検べると同時に，ヒツジ血液，ウサギ血液寒天を用い，表面塗沫法

により寒天平板上の溶血性の認められるコロ昌一と，非溶血性のコロニーを出面し，グラム染色で本菌と確認した

ものを血液寒天斜面に移植した溶血性ブドウ球菌（以下ブ菌）13株と非溶血性ブ菌11株計孝信と都法主で同槌

検体より分離した溶血性ブ菌46株と非溶血性ブ菌4株計50株，総計74株を供試した．

　生物学的性状の検査方法　生物学的性状の検査方法については第1一第4報に記載した通りである。前報に詳細

に記載しなかった点につき述べる．

　1）Sto盤反応検査法12）この反応の検査にはDifco製の・Staphylococcas　medium　No．110を用いた．培

地の組成は次の通りである．

　即ち8actσ一Yeast　Extract　2．5gγ．．　Bacto－Torypto亘10gγ、　Bacto－Gelatine　30gγBacto－1ゑctose　29gγ．　Sod・

iu卑Chlαride　759γ・d－maimitol　Di蛋co　109γ・Dipotassium　phosphate　59r。　Bacto－Agar　159レ以上組成の粉

末を蒸溜水1000ccに対してユ499γ．の割にまぜ溶解煮沸加熱して適当な容器に分注し，オー1トクラブで15ポンド

（121。C）で15分間滅菌しておく．使用に際し溶かしてゆるやかに振って沈澱をなくしてから平板とする．

　本法は上記の培地に共試菌を移植し，37。Cに43時間培養し，その平板にフラン三内においた硫酸アンモニヤ

の飽和溶液5ccを加える．コロニーの周囲に明瞭なゼラテシ液化の透明帯の認められる場合Stone反応陽性とし

認められない場合陰性とした．なお20％スルフォサリチ♪レ酸も飽和硫酸アンモニヤと同様検査に使用出来る．上

記の培地の入手出来ない場合は上記処方に従って邦製のものを使用しても検査出来る。

　2）Staphylococcロs盟edi盤m　No．110』培地による検査法12）Staphyl㏄occus　Medium　No．110は本菌分

離用選択培地で高濃度に含まれている食塩により，その発育に選択性を示し病原性の疑のないもの及び他菌は一応

発育が抑制され，病原性ブ菌はオンンヂ色を呈して発育する．それに加えて他の培地に発育菌を移植することな
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しに上述の色素産坐，マンニット分解，，血漿凝固能1ゼラ沃ン液化のStgne反応等が同時に検査することが出来

る．（培地の組成はStolle反応を参照）

　検査法は先ず供試菌を平板に移植し370Cに43時間培養し色索産生を検べ，オレンヂ色を呈したコロニーを釣

菌する．・（白色の場合鳳一応病原性の疑なし）次いで釣菌したコロニーの跡か或はコロニーの周囲にB・C・Pか

B・T・B指示薬を1滴おとしてみる．接種されない培地の場合と比較して指示薬の色調の変化がマγニット分解の

しるしである．同時にオレンヂ色を呈したコロニーを釣回して血漿凝固能を検べる．その後Stone反応を検ぺれ

ばよい．（Stone反応の項参照）

　各種抗生物質に対する抵抗性検査法13）抗生物質に対する抵抗性検査法に用いた抗生物質はペニシリン，ストレ

プトマイシン，クロPルテトラサイクリン，クロラムフエニコール，クロールナキシテトラサイクリシ，カルボ

マイシン，エリスロマイシンの7種で何れも予研より分与を受けたものである．測定範囲はペニシリン，ストレプ

トマイシンは0・10・51・510・50・1∞・u／cc又はγ／ccで，他の、ものは0・10・31・310・30・100デ／ccである．

培地，．測定方法は腸内細菌研究上提案の「赤痢のストヒプトマイシンドクロラムフェニコール耐性測定法」に準じ

て行った．但し対照としてブドウ球菌209P株を用いた．

　’ブドウ球菌ファージ型による分類検査法15－18）

ブドウ球菌型別ファージと増殖用菌株　供試フ菌型別ファジと増殖用菌株はWilliamsから予研（ブドウ球菌フ

ァジ型研究会）に送附された各20種である，今回の実験に用いたものは予研より分与をうけたファージ原液を当

研究室で以下に述べるような方法で増殖検定したものである．（第ξ表参照）

　即ちこのファージ及び増殖用菌株の名前はWiliams達がStaphylococcus　Reference］Laboratoryで用いてい

る名前を記載レ，括弧内に記入してある番号はN・C・T・C（Nationa；Collection　of　Type　Cultures）の番号で・

血清反応によりA・B．Fの3群に分けられている．

　2）型別用培地ヒ普通細菌学で用いる牛肉で作成した肉水を用いた普通寒天を用いた，又肉水のかわりにBacto

Beef　E導ract（Difco　Standardized）を用いた普通寒天を用いた．なおStaphylococcus　Refeience　Laboratory

では次のような処方を推奨している．

　　Difco　Bacto　nutrient　broth（dehydrated）20gγ．　NaCl　5g　Agar　11＿12gr　Aqu　1000cc

　3）型別に使用するファージ液の濃度．（R・T・D・，Routine　Test　Dilutio双の決定）　フ噛を型別するときに

はファージ原液を適当に稀釈し，即ちR・T・D・を検ぺて用いなければならない．これはファージ液を標準対応菌

上に滴下し完全溶菌を作る最高濃度倍数である．これは次のようにして検べる．先ず用意した培地をシャーレに

　　　　　　　　　　　　　　　　へ流し込みフラン器内（37。C）で寒天表面をよく乾燥しファージ対応増殖用菌の18時聞培養を0・2cc表面に流しコ

ンラーヂ棒でよく塗布した後再びよく乾燥させる．次いでブイヨン10倍稀釈法で稀釈した各液を一滴宛前述の普

通寒天平板表面におとす．そのまま放置して滴がよく乾燥したらシヤームを逆にしてフラン器（37。C）に5～6時

聞培養（夕刻フラン三内に静置し翌朝出しても可）し後室温に1夜静置しておく．その結果10生まで完全溶菌を

おこ．している像がみとめられたとすればR・T・D・は10．震である．

　又R・T・D，決定の場合稀釈ブァージを寒天平板表面に滴下する方法には　イ）注射器を用いる方法．ロ）毛細

ピペットを用いる方法．ハ）白金耳を用いる方法．二）硝子棒を用いる方法等三々あるが我々は注射器を用いる

方法を採用した．即ち1ccツベルクリン注射器に1／5注射針を各々用意しファージ液を滴下するとよい．この場

合余り大きく溶菌斑がならないよう注意が肝要である．（これは後述する分離菌のファージに対する感受性（溶菌

域）を検べる場合も同様である．）．　　　　　　　：　　1　　　　　’　．　　　　　　　　　　　’．；

　ファージ研究会において25コマのゴム印を作成し，それをシャーレの裏面におし，それに一連番号をつけて推

奨しているが，我々の作成したのは余り効果的でなかったので適当に○印をつけてこれにかえている．

　又実験の便宜上正式のファージ名を略して

　　①②③④⑤⑥⑦⑧⑨⑩⑪⑫⑬⑭⑮⑲⑰⑱⑲⑭
　3C．3B．3A．70。．42E．6．　7．73p　47．54．75。55．　n．29．52A．52。79．53。77．42D．

の如く一連番号をつけている．

．4）結果の判読　結果の判読にはStaphy1㏄㏄cus．　Reference　Labor3toryの約束に従った．即ち十溶菌斑の数

が50個以上あり溶甲州が互にくっつきあっていわゆるSemi　confluellt　lysisとなっているもの」十．溶菌斑り数

が20－50個位のもの．士溶菌斑の数が20個以下のもの．．
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　　更にこれ以外に次のものが追加して用いられる．冊完全溶菌で耐性菌の二次集落のないもの．帯耐性菌の二次

　集落のある完全溶菌．

　　二品される分離菌のファージ感受性は上記の規準によって記載し，その結果を報告する場合はそのファージ名を

厚順次記載する．例えば3C／3B．／3Aの如く，又記載の場合は上記規準の粁以上を採用する．例えば3C・3B・3A・

　に対しては十以上で55．71に対して＋以下のような場合は3C／3B．／3A．＋と最後に＋を附記しておく．全く溶菌

　しない場合は一とした．

　　5）型別7ナージ及び型別されたブドウ球菌の群別　使用した当別ファージ及群別は泳の通りである．群1・：29・

　52．52A．79　群皿．：3A．3B．3C．55．71　群皿．；6．7．42E．47．53．54．70．7a　75．77　群W．：42D，

　　この群1－IVブァージによるブ菌の溶函嶺を整理してフ噛を群塗するには

　　群1；群1ファージだけによって十溶菌のおこるもの．

　　群皿；群皿ブァージだけによって十溶菌のおこるもの．　　　．　、　　　　　　　　　　　　　，一

　　群皿；知覧ブァージだけによって十年菌のおこるもの．

　　群IV：群W．ブァージだけによって十溶菌のおこるもの．

　　混合群；　2っ以上の群に属するファージによって共に晋溶菌のおこる『もの．

　　6）’型別ファージの作り方　型別ファージのそれぞれに対応する増殖用ファージを用いる．増殖には寒天平板を

　用いる：方法と液体培地を用いる方法とあるが，われわれは平板培地を用いる方法を採用しているのでそれについて

　述べる．先ず前述した普通寒天にCac12を100～1000r／ccの割に加えたものを用いた．

　　型の如くシャーレに普通寒天を流し（5mm程度）フラン器内でよく乾燥させる．次いでこれに増殖用菌の5時

　間培養を0．2cc寒天平板表面にコソラーヂ棒でよく塗布し乾燥させる．．これに後述する型別ファージの適当に稀

’釈した液0・2ccをコソラーヂ棒でよく塗布する．’この場合シャーレの一部は菌液を塗布したままの部分を残して

　おく；・これは増殖用菌株といえども溶原菌で自秀自身の出すファみジが増殖して増殖しようとする型別ファージ

　に混入する場合があるめで注意する必要があり，その判別に便なるためである．．このような平板は使用してはな

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！　らない．

　　この時用いるファージの適当ブイヨン稀釈液とは血清型A型のものはR・T・D・のユ0倍，血清型B型のものでは

　R．T・Dの50｛’100倍のものを用いるがよい．

　　ブァージ液を塗布しよく乾燥したシャーレは逆にして37。Cに1夜（夕刻入れて翌朝出す）静置し培養する．翌

　日プラン器から出して型の如くファージが増殖しているか否を確認する．次いで寒天平板表面にブイヨン3一・5cc

　入れそのまま20分～30分静置しておく．（表面の菌苔がふやけてはがれてくる）それをコンラーヂ棒でよくかぎ

　取りピペヅトで吸取る・（ファージ粗液）こ劉を4000R・P・M・30分断心し上清を更にザイツ酒過器で濟過する・

　（この場合ファージ力価がおちる場合があるので，源過板は無菌的になる程度で出来るだけ薄い方がよい．）このよ

　うにして出来たファージの力価を測定しR・T・Dが1000倍位濃いものが望ましい．

　　7）ファージ原液の宿主域の検定　前述の如くして作成したファージ原液が，信頼出来るものであるか，否かを

　検定し，信頼しうるに足ると確認出来たものでなければ使用出来ない．このためにイギリスのミtap壇1㏄occus

　Refer6nce　Laboratoryでは次の22株を用いている．

　　即ち3B．3A．3C．．51．29．52．52A／79．31A．31／44．44A．，29A．42C．42B／47C．47B．7．47．54．42E．

　53．6．42D．47Aである．　　　　　　　　　　　1

　　われわれが溶菌域の確認をした場合の規準は予研の例にならい柵完全溶菌，r士プラクが数個，十と＋その間

　の度合をあらわすようにした．

　　以上の如くして検定の終ったものを前述のR・T・Dを測定レ，．．それから供試菌の型別に用いる順序である・
　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実．験　成　績

　　生物学的性状検査成績　生物学的性状の検査成績は笛写豪（其の1）・（其の2）に示してある・

　　　　　　㌧　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　r　’
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．． 謔P表（其の1）　著者の直接分離した供試菌の生物学的性状の実験成績

1．検体．名・

（2，0000×104）

．AF4YO8
　〃
．．・

G・．．

・．
V、．．，

　〃．
　”．
　〃．

菌株名

．．1－

2

．3
4

5

6

7

8

AF4「宝18

　〃
．r D1，・』1

．；

　1‘．

　1
・2

　3
．．

D魑 S

　5
　6．．7
　8

隔A戸4Y．20

　”、
　〃
・”
h

　〃
　〃
　〃．、1

　〃　‘
ノ

．．1

、2
3

4

’5

6

』7・

8．

色素グラム
産生染色

黄．．．＋

黄＋
黄．ナ．

黄＋
黄＋
黄．＋

白十
白．＋

黄

、黄

黄

白．

白

．白

白

黄．

早

早

．白1

白

白

．白

白．

白

十

．十

十

十「

十

十

十

十

十

「十

十

．十

十

十．

．十

十

・マンニ
ット．．

十

十

十

．． ¥
’ヤ’

．十／

十

十

．十

十

十5

十

十

十

．十、

血漿
凝固

‘冊

十

柵

．借

十．

』十．

7・5％
Nacl

抵抗
十

十．

、十
．十

噛十

十’

溶血性．

α．
』α’ ﾀ

α

β

α

ナ．α
十，α．．

＋△1β．

十．、

一｝、二．

十

1，．¥
十’

十

十

十、

十

十．

十

十

αう ﾀ

α’、

α

．Stone

反応

十

十

∴十

．．十．

十

十

十．
十

．． ¥

十

十

2％」儲
ベプトン

エンア戸
トキレ’ン

．十帯．
＋　冊、
十』＋．・

十．．一

十．一
．千」
十　一

十

十

十．．．

十，

十．．

。i一
＿1＿．

十

十

耐熱性
（80（，30分）

十．』

十，

十・＋
十．・「．、

十．．一r

．第一（其の・）都研よ嚇をうけブ・供試菌の嚇雌状の実験蜘．

ヴ．5％

Nacl

抵抗

1ザ．．

十．

士

十

十．

検．体名

AF4Y　1串．

　〃
　〃
．．”

　〃
1〃

　〃
．．， Vr
　〃

旧株名

、SN1

〃3
〃4．

〃5
〃6』．

Dレ7

、〃8

・〃9

〃10

’AF4「Y　　O8

　〃
　〃．’
　〃
　〃

〃11
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〃15
〃16

．．〃1〃17
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黄

黄
．黄．馳

黄

帝

黄
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黄．

黄

白／

土

壌

黄

1叫

声
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十

十’

十

．十

十

十

十

．十

十

十

．十

十

十

十

十

マンニ
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十

十

．十、

十F

十

十

十

十

十

十

十

十

十

血．漿

凝固

帯

維
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柵

十
『．

惜．

．帯

十

＋1，十

十

1十．

†・

十

十．

十．

L十

ド十r

十

．十’

ヂ

十

十

十

溶血性

α

α．

αβ

α

α

αL

α

α．

α

¢．

α

α

αβ

αα

Stone　2％血清
反応ペプ．トン

．十

士

十．

十

十

十

十

十．．

十

十

十

十

十

十

・十

十

千．

十

十

十

十．

十

エシテロ

トキシン

冊、

十

耐熱性’
（80～30分）

十．

．十

十．

十　ノ

十．

十．

十

十

十

十

1－1一．

十 十

十
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「検　体　名

．AF4Y　O8
　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

AF4Y107．
　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　．〃

・AF4Y　O8
　　　、”

　　　〃

　　　〃’

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

　　　〃

AF4Y　O2

AF4Y　O3

AF4Y　20
　　　〃

　　　〃

　　　〃

不
〃

〃

〃

〃

〃

明

菌株名盤．

〃　18

〃　19

〃　20

〃　21
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〃　24
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〃　26
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〃　28
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〃　35
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〃　39

〃　40

〃　41
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早
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黄

黄

．黄

黄

黄

熱

黄

二

黒

黄
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紐
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十
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十
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柵

惜
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十
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十

十

十
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α

α
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十

十．

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十
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α

α

α
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α

α

α

α
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α

α

α
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α
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十

十

十
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十
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十

十

十

十
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十

十

十

十

十

十

十

十

十
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十

十

十

十

十

十r

十

十

十

十

十

十

十

十

十

．十

十

十

十

十

十．

十

十

十

十

十

十
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、冊
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十

十

十
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i

．｝

十

十

十
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耐熱性
（80＿30分）

、

十

十

十

十

　　　1）色素産生能　分離用平板上に認められたコロニーの色素産生能はいずれの検体からもその殆んどが黄色株

・　（約95劣以上）で，白色株はわずかに5％を占め，レモン株は1株も認められなかった．

　　　供試菌として取りあげた74株は黄色株58株（78％），白色株16株（22勿），である．マンニヅト分解能と比較す

　　ると黄色株全部が陽性を示し，白色株16株申6株（37勿）が陽性である．同様に血漿凝固能と比較してもよ「く一

　　致した成績が得られた．噛　　「　　　　　　　、

　　　2）マンニット分解能　マンニヅト分解能は前述の通りであるが，陽性株においてその分解日数は殆んど軍一

　　48時間以内で1株のみ5日目に陽性を宗した．
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　　　3）血漿凝固能．血漿凝固能は30分で陽性のもの（冊）1株，1時間で陽性のもの（帯）35株，2時間で陽性

　　のもの（荘）18株，3時間で陽性のもの（＋）5株で供試菌74株申59株（80％）が陽性を示している．

　　　4）7．5劣食塩抵抗性　7．526食塩抵抗性は74株中62株（84％）で，血奨凝固能陽性株59株は全部陽性を示し

　　陰性株15写糊3殊が食塩抵抗性を有している．　　’

　　　5）溶血性　供試菌74株中57株（77％）に溶血性が認められた．その申α型42株（74％），㎎型2株（4％）・

　　型10株（18％），α’β型3株（5％）でβ型は1株も認められなかった。

　　　、6）　2％血清ペプトン水培地における発育状態　2％血清ペプトン水培地穎粒状発育は血漿凝固能と比較的よ

　　　く一致するので，病原性の鑑別参考資料の一助に用いて来たが，今回の成績も供試菌74株中56株（76％）で・

　　　血漿凝固能，溶血性とよくム致している．　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　7）Stone反応．　Stone反応は供試菌74株中57株（77％）が陽性を示している．溶血性，血漿凝固能等とも

　　　よく一致した成績である．エンテ戸トキシン産生能検査に供試した41株の中エンテロトキシン陽性株20株は全部

　　　Stone’反応陽性を示し陰性株21株中3株がStone反応陽性である．

’　　　8）熱に対する抵抗性．熱に対する抵抗性を80。30秀でみると供試菌47株中16株（34％）に熱抵抗株が認めら

　　　れ，31株（66劣）が80。30分以下で死滅した．

　　　9）Staphylococcus　Medium　No・110培地による成績．　Stapnylococcus　Medium　No・110培地による成績は

　　　第2表に示してある．即ち供試菌74回申発育抑制の認められたもの6株（8％）』が認められたが，他の生物学的

　　　性状は実験方法でそれぞれ述べた方法の成績とよく一致し，エンテロトキシン陽性株は総て陽性を示し，Stone反

　　　応は最も著明である．（Staphy1㏄occus　Medium　No．110培地については詳細に検討中であるので後日報告する

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　’予定）

第2表正規法による生物学的性状の成績とNo・110培地による成績比較

’供試菌数

74

区 別

正　　規　　法

No．110培地

正　’規　　法

No．110培地

判　　定

十

発育抑制

6

68

色　　素

産生能

58

58

16

16

’マンニヅ

ト分解能

63

59

11

15

7．5％

　Nacl
抵抗性
56

59

18

15

Stone

反　　応

56

56

18

18

血漿凝固能

59

59

15

15

　10）色素産生．砥（C．N・H）配列，　Stgne反応とエンテロトキシンとの相関関係．前述した各成績の色素産生

M．（C．N．　H）配列，　Stone反応を取りあげ，‘エンテロトキシン産生有無の確認に供した41株について比較して

みた．その成績は第3表（其の1），（其の2）である．

　M．（C．N，H＞配列完全型にエソテ’戸トキシン陽性株が認められ，不完全型〔M．（C．N．H）の何れかが陰性〕の

中には1株も認められず，Stone反応もよく一致している．

第3表色素産生．M．（C．N．　H）配列，　Stone反応とエンテロトキシンとの相関関係（其の1）

助ト別1菌株劃色面生鯛 M．（C．N．H） S・…反応iエ・デ・・キシソ

AF4Y　O8

AF4Y　18

』AF4Y　20

1

2
3

1

2，

3

1

2
3

黄
黄
単

二
黄
黄

黄
黄
白

＋（＋＋＋）
＋、（＋＋＋）

＋（＋＋＋）

＋（＋＋＋）
＋（＋＋＋）
＋（＋＋＋）

』＋（＋＋＋）

＋（＋＋＋）
＋（＋＋＋）

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十
十
±・
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（其’の　2）

…　瑚菌株名
A・・Y・21・N娼

・A・・Y・3レ必

A・・Y・71〃以

AF4Y　O8
1
1

」

〃　　11

〃　　15

〃　　　17

〃．　21

〃　　22

〃　　38

〃　　42

AF4Y　18
1〃 4

〃　　10

AF4Y　20　「〃　　45
　　　　　　　1

．不 明

〃

〃

〃

〃

50

51

52

54

色羅生能1 M．（C，N．H）．

黄　1 ＋（＋＋＋）

貰

黄

白

黄

黄

白

黄

黄

黄

＋（＋＋＋）

＋（＋＋＋）

一（一一一），

＋（＋＋＋）

．＋（＋＋＋）

＋（一一一）

＋（＋＋＋）

＋（＋＋＋）

＋（＋＋一）

…廠応ト・テ・・キシン

．十

．1

十

十

黄

黄

黄

白

白

紙

黄

十

十
1 十

十

十．

十

十

十

十

十

十

＋（＋＋＋）

＋（＋＋＋）

十

十

＋（＋＋＋） 1
一（一一一）

＋（一一一）

＋（＋＋＋），

＋（＋＋一）

十

十

十．

紐』

十．

「

．十

　動物試験成績

　1）マウスに対する病原性．マウスに対する病原性について直接われわれが分離供試した24株についてのみし

か行わなかったが，成績は第4表に示してある．供試菌24株中3株（13％）に陽性が認められ，．エンテロトキシ

ン陽性株9株中3匹以上へい死されたもの3株，2匹のもの2株，1匹のもの1株である．

　2）仔ネコに対する病原性　　一

一4表　エソテロトキシンの仔ネコによる腹腔内注射成績

AF　4　YO8　1．・

　　　　　　2．

　　　　　　3．

AF4Y181．
　　　　　　2．

　　　　　　3．

AF4Y20　1．
　　　　　　2．

　　　　　　3．

体　重

5209

670〃

370〃

420〃

540〃

380〃

720〃

470〃

690〃、

接種量

5．2cc

6．7〃

3．7〃

4．2〃

5。4〃

3．8〃

7．2〃

4．7〃

6．9〃

症 状

嘔 吐 「下 ．痢

20ヴ65分　4回

5～37分　3回

30創35分　2回

5－10分　2回

　39分　1回

　15分　1回

120－170分’3回

60－100分　2回

　　150分　1回

70－150分　2回

　　　　　　　　i90～150分　2回

　　27分　1回

200分　1回

48分　1回

発熱 予 後

300分回復．

死　　　亡

300分回復

300分回復

300分回復

300分回復

400分回復

300分回復

300分．回復

マウス
に対す
る毒性

4／5

1／5

2／5

3／5

1／5

2／5

3／5

1／5

0／5

　エソテロトキシン産生能の有無を確認した41株についてみると20株（50％）が陽性である．その成績の一部

を詳細に第4表に示してある．表に示す如く典型的な急性胃腸炎症状を起している．エソテロトキシソ陽性株20

株中柵のもの5株（25％）．普のもの9株（45％）．＋のもの5株（25％）で疑わしいもの1株（5％）である．

　各種抗生物質に対する抵抗性試験成績．各種抗生物質に対する抵抗性についての試験成績は第5表（其の1）．
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（其の2）に示してある．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　供試菌74株中ぺ昌シリンに対して100u／ccの抵抗性を示すもの3株（4％）．50u／ccのもの29株（40％）．

10u／ccのもの14株（19％）．5u／ccのもの8株（10％）‘1u／cc以下のもの20株‘（27％）で，供試菌の73％が

5u／cc以上の抵抗性を示している．

　ストレプトマイシンに対しては10γ／cc抵抗性を示したものが5株（7％）で他は総て対照と差が認められない・

その他の抗生物質に対しては何れも対照と右意の差が認められない．

　ペニシリンに対する抵抗性とM．（C．N．H）配列とは比例し，高い抵抗性を示す菌株は総て完全型に包含され・

比較的弱いか，又は抵抗性の認められない菌株は総て不完全型に包含されている．

第5表　供試菌の各極抗生物質に対する抵抗性（其の1）

AF4Y　O8
　　1

2

3

4

5

6

7

　　8

AF4Y　18
　　1

2

3

4

5

6

7

　　8

AF4Y　20
　　1

2

3

4

5

6

7

8

PC　u／cc

100

50

50

50

50

5

0．5

1

50

10

50

0。5

0．5

0．5

1

0．5

10

5

50

5

1

0．1

0．5

0．1

SMγ／cc

0．1

0．1

0．1

0．1

0，1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0。1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

AMγ／cc

0．3

0．3

0．3

0．3

0。3

0．3

0．3

α3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

O．3

0．3

0．3

0．3

0．3

CMγ／cc

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

’3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

TNγ／cc

1

1

1

1

1

1

1’

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

ユ

1

1

1

1

1

CaMγ／cc

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3．

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

EMγ／cc

0．3

0．3

0．3

0，3

0．3

0．3

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．3

0．3

0．3

0．3

0．1

0．1

0．1

’、
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供試菌の各種抗生物質に対する抵抗性（其の2）

S　N　1
　　　　3
　　　　4
　　　　5
　　　　6

’

7
8
9
10
11

13
14
15
16
．17

18
19
20
21
22

23
24
25
26
27

28
29
30
32
33

34
35
36
38
39

40
41
42
43
44’

45
47
48
49
50

51
52
53
54
55

209P

PC　u／cc

100
10
50
50
50

50
　0．5
50
10
＜0．1

50
10
50

　5
10

50
10
50
0．5
50

50
10
50
50
50

50
100

　5
10
50

1
10
1

50
10

5
5
5
10
10

　1
50
50
5σ

く0ユ

　1
50
50
10

　1

0，1

SMγ／cc

0。1

0。1

0．1．

0．1

0．1

　0．1
　0．1

　0。1
　0．1

＜0．1

　0．1

　0．1

　0．1．

　0．1

　0．1

　0．1
　0．1層

　0。1
10
　0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

　0．1

　0。1
＜0．1
10
10

　0．1

　0．1

＜0．1

　0。1
10

0．1
10
0．1
0．1，

0．1

　0．1

　0．1
　0．1
　0．1

＜0．1

＜0．1
10

〈0．1

　0．1
　0．1

0．1．

AMγ／cc

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0。3

0．3

0。3
1

0。3

0．3

0．3
0．3．

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0。3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．1

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0，3

CMγ／cc

3
3
3
3
3

3
3
3
3
1

3
3
3
3
3

3
3
3
3
3

3
3
3
3
3

3
3
3
3
3

3
3
3
3
3

3
3
3
3
3

　3
　3
　3．

　3
0．3

3
3
3
3
3

3

TMγ／cc

1
1

1
1

1

1
1
1
1

1

1
1
1

1
1

1

1
1

3
1

1

1
1

1
1

．1

1
1

1
1

1

1
1
1
1

1
1
1
1

1

1
1

1

1
1

1
1
1
1
1

1

CaM　γ／cc

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．1

．0．3

0．3

0．3

0．3・
0．3

0．3

0．3

0．3

0．1

0．3

0．3

0．3・

0．3

0．3

0．3

0。3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0。3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．1

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0．1

EMγ／cc

　0．1

　0．1

＜0．1

＜0．1

　0．1

　0．1
　0．1

　0．1

　0．1

く0ユ

　0．1

　0．1

　0．1
＜0．1

　0．3

0．a

O．3

0．3

0．3
0．3

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．1

0．3

0．3

0．3

0．3

0．3

0。3

0．3

0．3

0．3

0．1

0．1

　0．1

　0。1

　0．1

　0，1
＜0．ユ

　0．3

　0．3

　0．3

　0．3

　0．3

0．1

P．C．ペニシリン，　S．M．ストレプトマイシン，　A．M．ク戸一ルテトラサイクリン，　C．M．ク．鴻宴?tエ

ニコール，　T．M．ナキシテトラサイクリン，　CaM．カルボマイシン，　E．　M．エリスロマイシン．数字は

発育最高濃度を示す．　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
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ファージ型による分類成績　供試型別ブァージと増殖用菌株名は第6表に示してある。

予研より分与を受けたファージ原液をもとにわれわれが増殖したファージ原液の試験時の力価及びR．T．　Dは第

7表に示してある．

第6表供試型別ファージと増殖用菌株の名称と分類

型別ブァージ

1）

2）

3）

4）

．5）

6）

7）

8）

9）

10）

エ1）

12）

13）

14）

15）

16）

17）

18）

19）

20）

3C（8重11）

3B（8410）
3A（8408）
　70（8425）

62E（8418）

　6（8903）
　7（8404）
　73（8430）
　84（7809）
　54（8412）

　75（8427）
　55（8429）
　71（9316）
　29（8413）

52A（8420）

　52（8401）
　79（8290）
　53（8406）
　77（8428）

42D（8414）

増殖用菌株

　3C（8327）
　3B（8321）
　3A（8317）
　　70（8352）
　42E（8357）

　　6（8509）
　　7（8510）
　　73（8360）
　　47（8325）
　　54（8329）

　75／76（8354）

　　55（8358）
　　71（9315）
　　29（8331）
　52A（8363）

　　52（8507）
52A／79（8363）
　　53（8511）
　　77（8356）
　42D（8341）

る孟謹型別群

A
A
A
A
A

A
A
A
A
A

A
B
B
B
B

B
B
B
F
F

π

Il

皿

n【

皿

研

Ill

li且

顕

皿

皿

H
∬

I
I

I
I
nlI

皿H

w

第7表供試型別ファージ試験時の

　　　　R．T．D．とファージ数1

謙｝ R．T．　D．

3C
3B
3A
70
42E

　6
7
73
47
54

75
55
71
29
52A
52
79
53
77
42D

10x103
10×102
10×10些

10×102
10x105

10×103
10×．102

ユ0×10些

10×10生
10x103

10x　103

10×102
10×102
10×103
10×10隻

10×103
10×102
10×102
10×102
10×102

ファージ数

10x109
10x10τ
10x109
10x107
10x109

10×10q
10x107
10x109
．10x103
10x　108

10x108
10x107
10xlos
10xlos
10×109

10×109
10×107
10x10τ
10x107
10x107

　第7表に示す7アージ液の溶菌スペクトル測定成績は第8表に示してある・第9表のWilliams等の成績と

比較すると大体一致して，ファージ型分類に使用出来得ることが確認出来た．

第8表　著者らが直接増殖したファージの溶菌スペクトルの測定成績

ファ　Pジ

血　清　型

型　別　群

　3C
　3B
　3A　　70
　42E
　　6
　　7
　　73
　　47
　　54
　75／76
　　55
　　71
　　29

　52A
　　52
52A／79
　．53
　　77
　42D
　　51
42B／47C
　47B
　47A
　44A
　42C

・C・・B…1・膨・・。乳・a・乳量75

A
聾

唖惜十
紐柵十
　十冊

十

柵惜ま：

十士

皿

　　　　　　十
掛　士　　　十
　冊
士＋冊＋　柵十十
士士帯冊　　十辮冊
柵一夏帯紐帯帯帯帯

　　十　　惜惜
　　　冊　十帯

十十

十

　柵柵
冊十＋

十十
十

　　十　士十冊
十　　十　　升

55．71 陣52A・…gl・3レ71姐・

B i F
n

＋冊
十十
十±

十

士

冊十

十

1

噛±

士　も

冊＋＋
　柵十

　義
士十十
十

m

十

十

十

．珊

w

±

士
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第9表　型別ファージの溶菌スペクトル（Wlllia皿s）

・・一ジ1・C・3B・・Al・・娼・・砿・・・・…51・…1・・52A・5・79｛53　i　771⑳

血清型’ k A B F

型別嚇1 n

　3B
　3A
　30
　　51

　　29

　　52

52A／29

　31A
　31／44

　44A
　29A
　42C
42B／47C

　47B
　　7

　、47

　　54

　42E　．

　　53

　　6

　42D
　47A

5　5　3
4　3　5
5　　5　4

5　　　　2

1　2

4　3

皿

1

5　4

　1
2　3　3

3　3

　2
1　2

3　4　5

　　　2

3　3

　5

3　3

4　4

　4

2　2

　2
5　4

2　2

4　4
（3）＋

1

3

3　4　5　4　4　5

　1　　　　　　1

　1　　　　　　1

3　3　4

2　2

2　2

2　2　1

2　1

2　2

5　4　5

5　3　4

5　5　5

　2
　4　4

　4　4

　2
　2

皿1 1 皿1・

5　5

4　3
5　5

5　5

1　2

2

5

4　　5

5　4　5

4　4　4　4

1　4　4　2

4　3　3

3

3

3　2

3　3

3　3

3　3

③3

3　4

3

1

5

5

5

2

5

5

（3）

2

1

4

4

4

4

4

1

3

1

（2）

〔2）

2

5

　1）供試菌のファージ型による分類成績　供試菌74株のファージによる分類成績は第10表に示してある．

　即ち74椋中皿群に属するもの42株（57％），皿，1群に属するもの11株（15％），L皿群に属するもの1株（1

％強），語別不能のもの20株（27彩）で，供試菌の73％が何れかのファージに対して感受性を示している．
　　　　　　　AF　4　Y　・　　　A4FY　　　　　　’AF　4　Y　　　　　　　　　AF　4　Y
　ロット別にみると02，皿群1株，03，皿1轟1株，07，皿群7株，08，皿群15株，皿1群7株，H皿群1
　　　　　　　　AF　4　Y　　　　　　　　　　　　　　　　　　AF　4　Y
株，三門不能7株，18，皿群10株，m群1株，型別不能6珠，20，皿群7株，田1群1株，型別不能4株，ロ

ット不明，皿群2株，皿1群1株，型別不能3株である．

第10表　供試菌のファージ群による分類

供試菌
株　　数

74．

AF　4　Y

AF　4　Y

AF　4　Y

AF　4　Y

AF　4　Y

AF　4　Y

不

02

03

07

08

18

20

明

合 計

r

0

0

0

0

0

0

0

0

皿

0

0

0

0

0

0

G

E

1

0

7

15

10

7

2

w

0

0

0

0

0

0
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　2）供試菌のファージによる溶菌域

示してある．

・（其の1）

供試菌のファ回ジによる溶菌域の成績は第11表（其の1），（其の2）に

第1ユ表　供試菌の型別ファージによる溶菌域

　　　　　　　　　　　1　　（其の2）

冒ツト別階株彦籍一1溶萬域ロット男司薯株疹義一1溶四域llロヅト型1薯株蔭霧一1溶菌域

1　1

AF　4　Y

　O8

AF　4　Y

　ユ8

AF　4　Y

　20

1

2

3

4

5

6

7

8

ユ

2

3

4

5

6

7

8

ユ

2

3

4

．5

6

7

8

　皿

　皿

　皿

　皿

皿．1

不能

不能

不能

　皿．

　皿

皿．1

不能

不能

不能

不能

不能

皿

皿

皿

皿．

不能

不能

不能

不能

　73

　73

　73

　73

73／29

L　　　一

A劉薯｝皿’1 73

蒸熱皿・il　7／73／47／29

　73

　73

73／29＋

〃

07

　73

73／77＋

73／77＋、

　73

〃

08

23

24

25

26

27

28

29

皿

皿

皿

盟

皿

皿

皿

不能

　皿

　皿

　皿

皿．1

皿．1

田．1

　皿

　皿

不能

皿．1

皿．1

　皿

皿．i

不能

　皿

73

73

73

73

73

73

73

　　73

　　73

　　73

　73／29

7／73／29十

　73／29

　　73

　　73

　73／29

　73／29

7／47／75／77

　73／29＋

　　73

AF　4　Y

　O8

・〃

18

〃

20

不　明

36

38

39

40

41

42

1

3

4’

5

6

7

8

9

10

45

47

48

49

50

51

52

53

54

55

不能

皿．皿

　皿

　皿

　皿．

　皿

皿．1

　皿

　田

　皿

　皿

　皿

不能

　皿

　皿

　皿

　皿

皿．1

　皿

不能

不能

　皿

皿．皿

　皿

不能

3B／7／73

　　　73

　　　73

7／73／47／75／77

7／47／75／77

、73／29＋

　73’

　73
　73
　73
　73

　73
73／77

7／73／47／75／77

　　73／77＋

　　73／29

　　73／77

　　　73

　　73／29．

7／73／47／75／27・

　即ち各ロッ．ト共通のブァージは73で同じ皿群に属するものでも，．こ．の他に73／77；17／73／47！75／77等がある．皿

1群に属するものは73／29，H群に属するものは3B／7／73であ？た．われわれが直接分離供試した菌珠も都研

よづ分与を受け’た菌株も全く同様のファージ群を示した．

　3）ファージ群と抗生物質、（ペニシリン）抵抗性　ファージ群と抗生物質（ペニシリン）抵抗性との関係につい

　　　　　　　ヒ
てその成績は第12表に示してある．即ちファージにより型別され得る54株はペニシリンに対して5u／cc以上の

「抵抗性のもの52株（96％）であるに反し，型別不能の20株は1u／cc以下が19株（95％）である．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　冒　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

第12表　ファージ群とペニシリン抵抗性

ファージにより型別可能

ファージにより型別不能

＼濃度
菌株数　　　　　＼

54

20

50u／cc上以

32

0

10u／cc

14

0

5．u／cc

6

1

1u／cc以下

2

19



鈴禾3牛乳由乗ゾドウ球菌に蘭する研究（箆6報） き2§

考 察

　今回東京都内の小学校における学童給食において発生せる脱脂粉乳中毒事例に際し，その原因食と思われる脱脂

粉乳を入手し原因菌と疑いのもてるブドウ球菌24株を分離しそれに都研で同粉乳より分離したブドウ球菌50株の

分与を受け計74株につき詳細に細菌学的検索を試み次の如き考察を行った．

　1）検体脱脂粉乳の何れの官ヅトからも溶血性ブドウ球菌が検出され，その品数は500万一2000万／9の多きに

達し，殆んど純培養状に検出され，食中毒を起すに充分な毒素量が産生されたであろうことは想像するに難くな

い．その汚染機作は如何なる経過を経てなされたものか不明で想像も出来難いが，いずれにせよ最終製品の細菌

検査が厳重に行われていたなら，現行の規則で充分事件を未然に防ぐことが出来たであろうことは断言出来る．又

耐熱性において80。C30分で死滅しない菌株の認められること，又抗生物質（ぺ‘シリン）に対して強い抵抗性を

示す菌株が認められたことは，病原性21）がこれらの点と平行していること及び，このような菌株が益々増加の一

途5）をたどっている現状から汚染機作にいくぶんかの示唆を与えるものではなかろうか．

　2）生物学的性状と動物試験成績をみるとわれわれの提唱しているM．（C．N．H）配列を検査することによりそ

の可能性を充分探知出来ることが再確認出来た．この完全型のものが原因菌の95％以上を占めているが，約5％

前後不完全型のものが包含されていたことは検査に当り，特に分離の際注意が肝要である．

　このいわゆる完全型に包含されない不完全型のもので，エンテロトキシン陽性でその原因となり得る菌株が認め

られるとすれば極めて稀な例であろう．これらの性状を知るに便利なStaphylococcus　Medium　No．110を用い

て検査を行えば（多少改良の余地がある）　比較的容易に原因菌と思われる菌を釣菌出来る．

　3）・エンテロトキシン産生能の最終決定方法として仔ネコ，仔イヌを用いることに多少の疑問と不充分さを痛感

するが入又は猿が容易に実験出来難い現今これらにより決定することは致し方ないことであろう．

　4）各種抗生物質に対する抵抗性はペニシリンに対しては標準の500～1000倍の抵抗性を示していたことは牛乳

由来菌5）が他の食品由来菌より比較的高い抵抗性を示す菌株の多いこととあわせ考えると興味が深い．他の抗生物

質には標準と有意の差が認められない．

　5）ブドウ球菌性食中毒原因菌の汚染源の追求方法としてファージ型による方法が17『2⊃）23　27）菌交替症，cross

infection鋤等の感染源の追求等と共に盛んに用いられ，これによる分類が行われている．われわれもブドウ球菌

ファージ研究会の一員としてWillia皿9より分与を受けたファージを当研究室で増殖検定し，これを今回の原

因菌の分類に応用してみると各ロヅト共73ファージに感受性を有し皿群に属するものでWilliams・．Jackson・：9）

Elwood．　Fugillo等の成績と大体一致している．最初の＃ヅトから最後の戸ットまで約3週間以上もの日数があ

るにかかわらず共通ファージに感受性をもつ菌により汚染されていたことは今後の間直として充分検討すべきで

ある．しかし原因となった脱脂粉乳由来菌のみで，その時の原料乳，その他従業員等の各種由来菌の検索が出来

なかったのでこの原因菌の汚染源の追求は出来ず想像も出来難い．ファージに対して泣別不能の菌株はいずれもペ

ニシジンに対して抵抗性が認められないか比較的弱い抵抗性株でベニンリン耐性菌は殆んど型別可能で皿群に属

しているものであったことは興昧深い．23）いずれにせよブドウ球菌ファージについては研究会を中心に今後大いに

検討されるであろう．

結 論

　今回東京都内の小学校学童給食の際発生せる脱脂粉乳中菰事件に際し細菌学的検索の結果次の如く結論した．

　原因脱脂粉乳からはそのいずれの検体からも黄色ブドウ球菌が500一一20，000万以上検出され，しかもM．（C．N．

H）配列完全型で，ファージ型分類により皿型に属する73ブ÷一ジに感受性を示すこれらブドウ球菌が何らかの条

件で菌の増殖が行われ，中毒を起し得るに足るエソテロトキシソの産生が行われ，これが本中毒例の原因と推察

される．

　この稿を終るに当り種々御指導御校閲をいただいた日本医大八田教授，予研福見部長に深甚なる謝意を表すると

ともに，菌株分与をいただいた都研春田技師並びにファージに関し種々鳥指導御援助をいただいた予研細萬部の方

々，家畜衛生試験場南本技官に感謝の意を捧げます．
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　26）　Ta㎜er，耳．，　and　Ta㎜er，　L．，：　Foodゐorne　infectiolls　and　intoxicatiolls．（1953）

　27）　Dackl　G．　M．，：　Food　poisoning．2nd．　Ed．（1952）　1

　　　　　　　　　　　　’．　　　　　　　　Summary

　58strains　of　Micrococcus　pyogenes　var　aureus　were　isolated　from　710ts　of　skim　milk，　and　their

biologica1亘roperties　including　enterotoxin　prod“ction　were　tested．．

．All　strains　tested　were　shown　to　be1Qng　to　the　M（C．耳．　H．）system　gomplete　type，　and．to　b臼

positive　to　kitten　test．　T血e　phage　type　belonged　to　the盃Type．　The　count　qf　these　microorganisms

in廿1e　skimmilk　ranged　from　5　x　106　to　2　x　107　per　gram．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RβceivedFebruary　29，，1956．
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陽性石鹸ε各種滑毒薬及び化学療法剤εの併用効果について　（第1報）

栗　栖　弘光

　　On　the　Joint　Effect　Benzethonium　Chloride　whgn　Utilized

with　Disinfectants，　or　Chemotherapeutic　Agent，　or　Antibiotics．　L

　　　　　　　　　　　　　Hiromitsu　KuRlsu

　　まえがき　近時陽性石鹸の消毒薬としての使用範囲がひろまるにつれて，陽性石鹸と各種薬剤とが併用して使

　用される機会が多くなってきたが，このうち陽性石鹸の化学的な面からの他踵薬剤との併用の適否については・

　C・・A・Lawrence1），その他の蕩々が広範囲の薬品について検討し，その適否を区分しているが著者は主に生物学

　的に殺菌及び発育抑制の面からみた各種薬剤との適合性について実験的に吟味し，相加並に拮抗現象の度合を実・

　測してみたので以下この成績について報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験．方　法

　　1）実験に使用した薬剤　実験に使用した薬剤は，陽性石鹸にはBenzethonium　chlorideである1Jyamime
　　　　　　　　　　　　　L

　　　　　　　　　　　　　　　　　CH3
　　　　　　　　（・H、）、C－CH，一と一く⊃一（6・H，CH，　　　　　　　　　i　　一　　、）気／・H，

　　　　　　　　　　　　　　　　　CH3　　　　　　　　　N．　・C1・H20
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　⊂〉一CH冷・H・

　を選び，消毒薬としては，Pheno1，　Creso1，　Cresol石鹸液，　Methyl　alcoho1，　Ethyl　alcohg1Jsopropy玉alcohol

　（CH3）2CHOH・の計6種，　Sulfonamide剤（化学療法剤）としては，　Sulfathlazo1，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R　R／
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6＿6

一脚．、恥N一〈＝〉一・％一NHr・ぐ。一些．一．

Sulfaisolnidine

　　　　　　　　　　　　　　　　　弩

N三一く⊃「・ら一NH一ヂ〒一CH・・及び一一の計・一物質

　　　　　　　　　　　　　　　N＼C／N

　　　　　　　　　　　　　　　　　己H，

としては，Penicillin，　Aureomyc1n，　Streptomycin，の計3種である．

　2）化学（定性）試験　著者はHyamineと他種薬剤との併用効果を生物学的に究明するまえに溶剤の状態で

混溶した場合どのような化挙反応を示すか，定性的に検ぺ以後の実験の参考とした．

　Hyamineに10％溶液を母液として．これを基に所定の稀釈液を調整し，ζれに各回剤の所定稀釈液を等量注

加し，十分，混和させたのち静置し，その後の性状の変化（主に湖濁，着色，沈澱）を肉眼的に観察した，観察時

聞は反応直後と，室温（10。C）に48時間放置め2回とし，各試剤の渡度は表に詳記せる如く，比較的高濃度を混

溶した場合と，比較的低濃度を混溶した場合とに大別した．

　3）生物学的試験

　i）殺菌力試験の方法試験方法は衛生検査指針の石炭酸係数測定法2）に準じて行なった．即ち実験に使用した

培地は消毒薬検査用ブイヨン培地（ペプトン109，肉エギス59，塩化ナトリウム59，蒸留水1000cc・pH§・8）
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を使用した．

　実験に使った菌株は国立予防衛生研究所消毒薬検定室より分与された腸チフス菌で，このものの標準石炭酸に

対する抵抗性は，石炭酸90倍液10cc中にチフス菌液（37。　C　24時間培養）1ccを加えて作用させると・石炭酸

が菌に作用してから5分間ではまだ生存したが，10分間では死滅した．この供試菌は保存培地（ペプトン109・肉

エキス59．塩化ナトリウム59，寒天259．蒸留水4000cc．　pH　7．2）に月2回以上継代してS型菌の保存に努め

た．併用試験に使用した試剤はHyamineのほか石炭酸，　Creso1，　Cresol石鹸液，　Methyl　a1Goho1・Ethyl　alcoho1・

Isopropyl　alcoho1，の計6種で，　Hyamineは市販Hyamineの10％液を原液とし，所要の各稀釈濃度液の2倍

濃度の溶液をつく1り，又，各試剤も所要の各稀釈濃度液の2倍濃度の液をつくり，これらを各5cc宛・作用試験

管に分注混和して所要の稀釈濃度液が得られるように調整した．　’

　ii）発育阻止試験の方法Hyamine及びSuifonamide剤では，ブイヨンを基体とする実験では・その抗菌

作用が著しく滋弱されるが，拮抗物質或は障害物質を含まない合成培地では，かかる障害作用は除かれ・適確な

判定が得られるので，実験には合成培地を用い，Hyam至neとSulfonamide剤及びHyamineと抗生物質との併

用効果を検べた．培地の組成は菌によって幾分違うが，燐酸塩，アンモニウム塩，塩化ナトリウム・ブドウ糖と

老れに2・3のアミノ酸からなるもので，供試菌には，Aerobacter　aerogenes（套要試培地は，硫酸アンモニウム1・．

59，第一燐酸カリウム1．09，クエン酸ナトリウム2．59，硫酸マグネシウム0・29，蒸留水1・000cc・pH7・2）とS・

typh三murium（供試培地は，硫酸アンモニウム、59，塩化ナトリウム0・59，第一燐酸カリウム29，ブドウ糖1

9，i蒸留水1000cc，　pH　7・0）とを選んだ．

　いず表b実験の場合もHyamineの濃度は，10万，30万，50万，80万倍稀釈とし，これにSulfathiazo1・Su・

1faisoxazole，　Sulfaisomidineでは10－4，10『5，10－6，1『7乗稀釈，　Homosulfamineは10－2，10－3，10－4，

10－5乗稀釈とし，各稀釈液ごとに組合せ液を作り，対照に各試剤だけを含む稀釈液を用いた．

　抗生物質では表に詳記せるように試筆により組合せ濃度は異るが，5千倍から500万倍濃度範囲とし・対照に

は前者同様各試剤だけを含む稀釈液を用いた．

　菌の移植は合成培地に3代以上継代培養したものを生理食塩液で稀釈し，ピペヅトの0・1cc量　！菌数5千一1

万）とした．成績の判定は37。Cに静養して24時間ごとに168時間観察した・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　試　験結果

　1）Hyamineと他種試剤とを併用したときの化学的変化Hyamineと他種薬剤との併用効果を生物学的に究

明する前にHyamineと他極試剤を混溶した場合にどの様な化学的変化を示すか検べ5生物学的実験を試るとき

の参考とする一方，このとき示した化学的変化が殺菌効力にどの様な影響を与えるか相関性を探るための資料と

した．

第1表Hyamineと各種試剤とを併用したときの化学変化

試 剤

Phe皿01

Creso1

Saponated　Cresol　So！ution

Acrinol

Mercury．Bich！oride

試剤の稀

釈濃度
　（倍）

10

100

源　　　液

　　　50

10

100

　50

1000

　10

1000

Hyalnine稀釈濃度（倍）

10 100 1000

十［

十

十

十

一1

十

柵

十

十

十

十

潤濁と色調

　　　※

白 濁

白

白

濁

濁

白

白

濁

濁

白

白

濁

濁

沈澱の骨無

　　　※※

白色沈澱
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試 剤

Mercurochrome

八ierthiolate

Methyl　alcohol

試剤の稀

釈濃度
　（倍）’

20

100

100

1000

99％

Ethyl　alcoho1 99i葛

Isopropyl　alcoho1 99％

Hyamine稀釈濃度　（倍）

10 …　巨…

什

普

岳

十

瀕濁と色調

　　　　※

桃赤濁色
桃赤濁色

白 濁

沈澱の有無

　　　　※※

1，一1 i

Oxydol i ・・％1

1

1－1
Iodine　tinctUfe

［原
液 帯 心

t

Hexach！orophene 1

Hexykesorcino1

Sulfathiazole

・α・1＋

200

1000

1000

十

．　　Sulfaisoaxaole i ・剛
Sulfaisomidine 1000

Homosulfamine 1 ・剛一

瀧色溺1 褐色沈澱

冊1士1白
士 十

1

剛
白 濁

Penicillin

一』P一！

1

1・・・…／cc［

Aureomycin 1
Streptomycin

惜』

・㎜1一

i

＋陣1剰
1 1

・㎜i

Trichomycin ・剛 i

註＝（1｝期中の（冊），（普），（＋），（士）は反応陽性でその強度を示す．eは反応陰性を示す．

　　　②※印は作用直後の成績を示す．

　　　　　※※印は作用48時間後の成績を示す．

1

　この結果は第1表に示す如く，Hyamineと，　Phenlで｝ま両者の濃度が比較的高濃度を組合せたときは，混溶

後直ちに白濁したが，Pheno1の濃度が100倍となるとHyam1neは10彩液と混一しても著変を認めなかった．

Cresol石鹸液とはPheno1の場合と同様濃度の濃淡により変化したが，　Cresol石鹸液が100’ {の濃度では変化

が認められず，Creso1石鹸液では1000倍濃度にまで稀釈されると，肉眼的には変化を認めなかった．

　Methyl　alcoho1・Ethyl　alcoho1，　Isopmpyl　al◎oho1及び各種のSulfonamide剤，’A覇reomycin，　Streptomy6量n

などは高濃度溶液を組合せても何等の変化も認めなかった．Penicillinは1方単位のときHyamine　1000倍液で

もわっかに白濁した・しかし48時間後に沈灘を認めたのはCrρso1とIodine　Tinctureであった．

　2）Hyamineと消毒剤との併用効果試剤申でHyamineとの間に相乗作用の認められたものはPheno1及び

Creso1であった・今HyamineとPheno1を併用した場合についてHyamineの石炭酸係数の増減を比較して

見ると・Pheno1150倍とHyamine　45000倍とでは，　Hyamine単独ときの石炭係数（約39）の約12．8倍とな

り（第2表参照）・Phenol　200倍とHyamine　16000倍とでは約5．5倍，　Phenol　250倍とHyamine　8000倍とで

は約2。3倍といずれも上昇し，両者の併用は鮮明な相乗作用となって現われ，注目された（第1図参照）．
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第2表　HyamineとPhenolとを併用
　　　　した時の殺菌力

第1図　HyamineとPhenolとを併用したときの相

　　　　乗作用

　　　作用時間
　　　　　（分）2．5
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鱗　斎、認1稀
　　　The鈴01緬訳膿庇（倍）

．陽性石鹸とCreSolとの併用についてはLawrence翻寺に

障害はないと述べているが，著者の実験でも相加作用が認め

られた．即ちCreso1の500倍とHyamineの11000倍と

では，Hyamine単独のときの石炭酸係数の約3．1倍となりCreso1の1000倍とHyamineの8500倍では約2．4

倍，Creso1の5，000倍とHyamineの4，600倍とでは約1。3倍となり，いずれも相加作用が認められた（第2

図参照）。

第2図　HyamineとCreso1とを併用したときの相加作用

，齢lo⑩

1Q，立oo’

6．ooo：

6，000．

4；oo6・

3，000

2，0（ゆ

口y轟m』3

稀釈鍔．
．く働

Cr醐稀択醍慶’（倍）

・δoo　　異・ρ99
5，0QO、　10・，oq’　鶏ooo

　次に併用により拮抗現象を示したものは，Methyl　al◎oho1，　Ethyl　alcoho1，　Isopropyl　alcoho1，　Creso！石鹸液

であるが，LawrenceによるとalcoholはCompatibilityとなっているが，　Methyl　alcoholとHyamineとを

併用した時には，Methyl　alcoho1とHyamilleとの併用効果は45勿のMethyl　alcoho1と1000倍Hyamine

とでは単独のHyamilleと比較して石炭酸係数で約0．28倍，20％Metllyl　alcoilolと1，800倍Hyamineとでは

約0．51倍と供試alcohol類中では最も強く拮抗した（第3図参照）；
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第3図　Hyamilleとmethyl　alcoholとを併用したときの拮抗作用
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　また30％Ethyl　alcoholとHyamine　1・300倍とでは，　Hyamineの石炭酸係数の0．37倍となり，15％Ethyl

alooho1とHyamine　2，200倍とでは0．62倍に滅弱し，拮抗現象が認められた（第3表参照，第4図参照）．

　　第3表HyamineとEthyl　alcoholと　　　　第4図HyamineとEthyl　alcoholとを併用した
　　　　　　を併用したときの殺菌力　　　　　　　　　　　　　ときの拮抗作用
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第5図　HyamineとIsopropyl　alcGholとを併用し

　　　　たときの拮抗作用

Isopropyl　alcoholとHyamineとでは，20％

Isobropyl　alcoho1とHyamille　8，200倍液と

混合すると約0．8倍，10老Isopropyl　alcohoI

とHyamine　3，100倍液を混合すると約0．88倍

と減弱し，拮抗作用が見られた（第5図参照）．

　このようにHyamineとalcoho1類とは，拮抗作用を示したが，この現象はHyamineとalcoho1類の無効．

醸（M・thy1・1・・h・1では50％以下，　Ethyl・1・・h・1では35％以下，1・・P・・py1。1。。h。1では25％以下）と組

合せた場合にのみ観察され・alcohol類の濃度が有効濃度の場合には拮抗作用は見られず，　alcohbl類の殺萬効果

のみが認められた．

C「esol磁液とHy・mi・・液との併用は，　Cre甑石鹸畠中セこ含まオtる石鹸分が，陰性の基として液・r・｝こ存在
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し，陽性の基を有する陽性石鹸とは拮抗作用をなすと考えられているが，著者の実験の結果も拮抗作用を示した

即ち，200倍creso1石鹸液と50倍Hyaπ1ine液とでは，　Hyam三ne単独の石炭酸係数に対して，約。・014倍と強

い括抗作用を示し，1000倍Creso石鹸液とHyamine　230倍液とでは0．065倍，10，0GO倍Creso1石鹸液とHya・

mine　1，800倍液とでは0．51倍と共に強く括抗することを示したが，　Creso1石鹸液が20，000倍以上ではもはや拮

抗作用は見られなくなった．（第6図参照）

　　　第6団HyamineとCreso1石鹸液とを　　　　　結局Hyamineは，　Creso1石鹸液及びalcoho1類

　　　　　　　併用したときの拮抗作用　　　　　　　　　と併用することにより生物学的には拮抗し，両者の

3，000

2，‘買）0

1，CGO

500

δQD

2σD

100

5σ

20

殺菌力が減殺されるのは，注目すべき事柄であると

考えられるが，この両者は，混合して放麗しても化

学的（肉眼的観察）には二二を認めることが掲来な

かった．

　3）HyamineとSulfonamide剤及び抗生物質

との併用効果　この威績は第．4表その1及びその2

に示す如く実験に選んだ4種のSulfonami巾剤は供

試菌としてA．aerogenes及びS．　typhi　muriumを

基に検べた時の成績によると，いずれもHyamine
との．ﾔに相加作用も拮抗作用もみられなかった．．

ノ
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Hyamiheと抗生物質とでは，同一抗生物質も供試菌極によっては，相加作用を観察することが出来た．即ち，

Streptomyci11はA・aerogenesに対して，　streptomycinが100万倍のときHyamilleは50万倍迄阻止し，

Streptolnycinが500万倍のときHyamineは30万倍迄発育抑制を示し，両者の最高併用濃度は単独のときの値

に較べると，Streptomycinでは10廣，　Hyamilleは5倍上昇した．又Aureomycinが100万倍のときHyamine

は50万倍迄発育を阻止し，Aureomycinが500万倍ではHyamineは30万倍まで発育を阻止し，結局両者の最

高併用濃度は単独のときの値に較べると，Aureolnycinは約6・2倍，　Hyamineでは5倍上昇し注目された（第

5表その1参照）．

　Penicillinでは明らかな併用効果はみられず，また拮抗作用も現われなかった．

S・typhi　muriumではいずれの抗生物質も著変は見られず，相加，拮抗作用は共に認められなかった（第5表そ

の2参照）．

第5表　　A・aerogenesに対するHyamine
　その1　　　　　と各種抗生物質との併用効果

　　　　　　　　　　　　　　　　Nx1000

第5表　　S・typhi　muriumに対するHyam一
　その2　　　　　ineと各種抗生物質との併用効果

　　　　　　　　　　　　　　　　N×1000
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．考 察

　陽性石鹸の化学構造とその殺菌力との関係については既に内外に多数の報告（3）～（9）があり，陽性石鹸の殺菌力に

最も大きな影響を与えるのはその長鎖アルキル基の炭素数といわれる．この化合物は一般細菌（gram陽性及び陰

性菌），糸状菌，原虫類など広い範囲の微生物の発育を強力に抑制するが，他の多くの消誰剤と異なり，単に殺菌

作用を呈するのみならず，良好な表面活性能や，清浄作用などの利点を賦しており，一般消毒薬の分野では重要

な位置を確保しつつある．

　最近では陽性石鹸の臨床範囲も著しく広まり，これにつれて他極薬剤と併用する機会も繁しくなり，この殺菌

機作及び併用機構についての慎重な考察が望まれる殺菌機作については，Huoぎerheidelo）はCetyltrimethyla

mmoniumbromidで研究し，陽性石鹸はまず二二に接触し，ついで滲透すると述べ，　Milterらは陽性石鹸を薄

い被膜とし菌に作用させると薄膜の内側は殺菌力が低いが，外側は高く，これは陽性石鹸の分子の排列が外層に

Lipophilgroupが，内側にHydrophil　groupが配置されるためと結論した．宮脇11），手塚12）らもこれを確認し

この吸着現象は始め菌の周囲に陽性石鹸の分子が配羅される程度となり次に相当強固に吸着し，滲透殺菌すると

いっており，この殺菌機作についてはかなりつき進んだ実験がなされている．

陽性石鹸と他門薬剤との併用についての生物学的な面からの実験はほとんど見当らないので著渚はこの点
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の解明に努め，特に薬剤併用時の三門力の変化について吟味し，この併用旧作についての考察は次回に譲ること

とした．

　陽性石鹸は化学的性状に特徴があるため，配合については特に注意が払われ，Lawrence1）はCompユtibilities

42種，IncompatibiIities　29毬を具体的に指摘しているが，その濃度，並びに殺薗状態については明解でない．そ

こで著者は試剤ごとにHya皿ineと組合せたときの化学的変化について眼的肉に検べたが，　Hyamineと配合して

も著変を認めなかったのは，alcoho1類，　Suifonamide剤，及び大部分の抗生物質の場合で，その他の試剤では

配合と同時に｝困濁した．しかし両者の濃度を減じてゆくと特定濃度以下では何等の変化も認めなくな？た．

　消毒剤との併用では，Pheno1及びCresolとでは鮮明な相加作用が認められ，単独のときの3・1門12・8倍上昇

した．ところがalcohol類，及びCreso1石鹸液では単独のときの0！01倍も誠弱している．　alcohol類とは有効

濃度域のHyamineと無効濃度域のalcoholとを組合すと顕著な障害作用がみられ，その拮抗度は，　Isopropyl

alcoho1＜Methyl　alcoho1＜Ethyl　alcoho1の順に強まった．しかしalcoho1類の濃度が有効長であればたとえ

Hyaπ】ipe濃度が無効域，或は有効域であっても拮抗作用は見られず，また相加作用も現われず興味深い．

　菊池のSulfonamide剤及び抗生物質と併用効果を，　A・a6rogehes，　S・typhi　muriumについて検べたところ

Streptomycin及びAureomycinでは供試菌にA．aerogenesを選んだときには最高併用濃度は単独のときの値

に較べると，Streptomycinでは10倍，　Hyamineは5倍上昇し，　Aureomycinとでは，　Aureomycinは6・2倍

Hyamineは5倍上昇し注目された．著者は主にin　vitroに於ける併用効果について今日迄の成績について述べ

たが，この併用機序及び有機物の併用効果におよぼす影響などについては目下実験申であり後日報告する．

　終りに臨み終始御懇篤なる御指導及び御校閲を賜はつた恩師八田貞義博士に深甚なる敬意を表します．叉種々

実験を御支援下された岩原，青山両博士，宮沢賊心及び国立予防爾生研究所藤本，中野技官及び貴重な試料を提

供して下された逆性石鹸協会に対し厚く御礼申し上げます．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む　　す　　び

　著者は陽性石鹸としてHyamineを選び，消毒薬としてPheno1等6種類，化学療法剤としてSuifathia201e

等4強類・抗生物質としてPenicillin等3種類を選んでHyamineと各種率剤との併用効果を生物学的に究明し

たが，この際Hyamineと他種薬剤とを混溶した場合に起きる化学的変化を定性的に検ぺこの時の成績と生物学

的試験として殺菌力試験及び発育阻止試験の結果示す併用効果との相関性について考察して見た．

　1）Hyamineと各種試剤とを訴訟した場合その時の濃度が高濃度の場合には大部分の面恥では混溶と同時に白

濁又は沈澱を生じたが，Methyl　alcoho1，　Ethyl　alcoho！，　Isopropyl　alcoho1，及び各Sulfonaminde剤，　Aure

olnycin　Streptomycin等では何等の変化を認めなかった．しかし著変を示した薬剤でもその濃度が薄まると終

に変化を見なくなった．

　2）殺菌力試験の結果，HyamineはPhenol及びCresolとは相加作用が鮮明に観察されたが，　Cresol石鹸

液とではむしろ拮抗的に作用し，Methyl　alcoho1，　Ethyl　alcoho1，　Isopropyl　alcoho！類とは，これらの濃度を

無効域としHyamine濃度を有効域としたものを組合せた場合にぽ強力な拮抗作用を示したが，　alcoho1類の濃度

が有効域の場合には拮抗作用も，相加作用も認めなかった．この両者は併用しても肉眼的には変化はみられない

が，生物学的には殺菌力に影響がみられたといえる．

　3）発育阻止試験による併用効果は，供試菌をA・aeroge皿esにした場合にはStreptolnycin及びAureomycin

では良好な相加作用が見られたが，Penicillinでは併用効果も拮抗作用も認められなかった．供試菌がS・typhi

muriumに変えた場合にはしこずれの眠剤も相田丸は拮抗作用は認められなかった．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　The　auther　tried　biological　experiments　to　observe　the　effect　of　Benze廿1011ium　Chloride　when　utilized

jointly　with　six　kinds　of　disinfectants，　or　four　kinds　of　Sulfonamides，　or　three　kinds　ofAntibioti－

　CS．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　A寧the　resu1ちit　was　proved　that　Benzethoniuln　Chloride　showed　Synergistic　Action　wllen　Jointly

used　with　Pheno1，0r　Creso1，0r　Streptomycin，　or　Aureomycin　in　the　sterization　test．　However，

Benzethonium　Chloride　competed　with　Liquor　Cresol　Saponatus　alld　three　kinds　of　Alcohols．

　　　Benzethonium　Chloride　and　sulfonamides，　when　A．　aerogenes　forwas　uied　test　strain，　caused

　SynergiSt1C　aCtiOn．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」

　　　Pen…cillin　did　not　show　anyとhange　at　a11．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、Received　February　29，　1956。
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Cとmdida症の化学療法に関する実験的研究　（第1報）

特に抗生物質及びVitam量n類の発症機転に双ぼす影響

〔

宮沢文雄
Experimental　Study　on　Chemotherapy　of　Candidiasis．　1．

Esp㏄ially　Influences　of　Antibiotics　and　Vitamins　upon　Candida　Inf㏄tion．

Fumio　MIYAzAwA

　・まえがき　Candida．属真菌特に’Candida　albiccnsによって惹起される真菌症は，1839、年Langenbeckの報

告した所謂山口瘡に始まり，1905年目astellaniが内科領域において肺気管支Monilia症を報告二二医学領域に

わたってMonilia二二はCandida症として記載され又注目されてきたが，特に近年抗生物質の発達にともない

これらの長期連続投与の結果更にCandida症を跳梁せしめている寡は否定出来ない、しかしながらCandida属

真菌は健康人の口腔，腸，皮膚，上気道，品等外界に接する殆んどあらゆる部位に常在するため，その発症機転

については多方面から論じられなければならない．

　著者は抗生物質に対するCandida属真菌の態度のみならず，生体側及び菌自体の立場かちもその感染機転につ

いて追求してみたので以下その成績について報告する．

　口腔内Candida属真菌の検索Candida　albicans（以下C．　albicansと略す）によるCandida症（以下C．

症と略す）が内科的に肺臓，腎臓，膵臓，腸或は全身性C．症として多数報告されているが2）一9），又抗生物質投与

により口内炎及びそのC．症を誘発せしめた報告も少くない10－12）．著者はまず200名の健康人について口腔内

Candida属（以下C．属と略す）の分布を検索して，口腔C。症の感受性を追求してみた．

　試験の方法　二二ガーゼで口腔内全面を強く拭き採り，酷酸鉛，テルル酸カリ加サブローブドウ糖ブイヨン」3）

（サブ戸一ブドウ糖ブイヨン100．Occ，1％テルル酸カリ水性懸濁液4．Occ，5％酷酸鉛水椿液2．　Occ）に入れ，．

37。，24時聞培養増菌後L量ttman寒天培地（Bacto・peptone，109．　BactQ－Oxgall，159．　Bacto・Agar．20．　gBa－

cto　Crystal　violet　O．019．蒸無水1000．　Occ　Streptolnycin　3000　units）及び酷酸鉛，テルル酸カリ，加サブロ

ーブドウ糖寒天培地（前記培地に10勿亜硫酸ソーダ水溶液1．0－1．5cc，寒天3．09を加えたもの）を用いて分離

培養し，サブロー斜面寒天培地セこ保存した．叉この際分離された菌株をDubosのDi晩rential　diagnose　of　spe－

cies　of　Candidaをもとにその生物学的性状にて分類をおこなった．

　試験の成績蓑茂】5）は喀疾中より細谷等16）は膣分泌液中よりC．albicansとともにC．　tropicalis，　C．　parak・

rusei等も多数分離されたことを報告している．　著者が口腔内からのC．属真菌の検出状態について検べたとき

の成績によると，健康入200名中65名（32．5易）から分離され，主に生物学的性状をもとに分類すると第1表

に示すようにC．albicansが検出菌の過半数である61．6％に達し主位を示した．

第1表　ロ腔内検出Candida属真菌の種類

菌 種 名1分纐撒陣率（％）
Candida　albicans

〃

〃

〃

不

二

tropicalis．

P町akrusei
stellatoidea

明

40

6

3

2

14

65

61．6

　9．2

　4．6

　3．1

21．5

100．0

C．属に対する各種抗生物質の影響

i）in　vitroの実験　C．症の発症機転については従来多数の説がなされているが，特にCampbe11等17｝，　Fap・
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penfort等19），Moore19），美甘等29），上塚禦1）はPenicillin・Streptomycin・Aureomycin・Chlorampheny・

col（以下Pc，　SM，　AM及びCPと略す）等の抗生物質が直接的にC．　albicansの発育を促進すると報告してい

る。著者は，C．albicansのみならず，　C・troPicalis，　C．9uilliermondi，　C，　krusei，　C，parokrusei，　C，　pseudot・

ropicalis　C．　stellatoideaの7種の菌についてその発育に及ぼす抗生物質の影響を検べた．

試験方法あらかじめ2砂ドウ五加サブ・一ブイヨンに，P・，　SM，　AM友びCFを0，0001γ乃至100r／cc

二二段階に分けて調製し，上記各菌株を移植し，37。・24時聞培養後のOptical　densityを光電比色計にて測定

した．なお近年抗真菌剤として注目されつつあるTrichomycin（以下Tmと略す）についても実験を試みた・

又対照には抗生物質を含まないものを用いた．

　試験成績　抗生物質のC．属真菌に対する罪育促進・或は抑制作用を論ずるには，生体内1血中濃度を考慮にいれ

第1図
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なければならないが，これに大きく幅をとって観察

すると第1図に示すようにC．albicansに対しPc

SM，　AM及びCP等はいずれも発育促進及び抑制

作用は認められなかった．又その他の供試菌に対し

ても同様の結果を示した．しかしTmは1γ／ccで

いずれの菌株に対しても完全にその発育を抑制した

　ii）　in　vivoの実験　Foley等29）はC・albicans

を鰐化鶏卵漿尿膜腔内に接評すると同時にPcを注

射するとその毒性が強まり死亡率を高めることから

抗｛L物質の直接発育促進作用を支持しており，又

Seligmann29）美甘等32）はAMが，堂野前30）はTe・

tracycli皿e系抗生物質が，阿多％）はAM及びSM

がそれぞれC．albicansをマウスの腹腔内若しくは

経口感染をさせると，その敗血症死を促進するとい

う．又田中31）は眼科領域に於て人体実験の結果

Terramycinは眼瞼炎の治癒を遅延すると述べて

いる．そこで著者はPc，　SM，　AMの影響をC．

albicansのマウスに対する感染実験をもつて検べ

た．

試験方法　供試動物としてはTD系健常マウス（1㍗

159）6匹を1群とし，予めPcでは0．1mg／109量

を，SMでは0．025mg／109を筋肉内投与し，　AMでは0．2mg／109を経口投与し・その後直ちに生理食塩浮游液
と『 ｵたC．albicansの1mg量を腹腔内に接種し，15日間観察して，その敗血症死の状態を検べた・なお対照群に

は生理食塩液0．2cc量を筋肉内投与して観察した．

　試験成績SM及びAM投与群では対照群に比較してややその死亡率が高まるようであったが・Pc投与群では

殆んど有意の差は認められなかった．即ち第2表に示すよう～こSM投与群は最も死亡率高く4日目より死亡し始

め，15日目には84％に及んだ．次いでAM投与群は3臼目より死亡し・15日目には67％を示し・in　vit「oで

は何ら影響を及ぼさなかったSM及びAMもin　vivoではその感受性を高1うる成績を得た・しかしPc投与群は

9日目より，又対照群では7日目より死亡し始め，15日目には両者とも33％の死亡率を示した・

　　　　　　　　　第2表　マウスのCandida　albicans感染に文寸する抗生物質の影響

抗　生物　質

Penicillin

Streptomycin

Aureomycin

対照（生理食塩液）

投与方法

筋肉注射
筋肉注射
経口投与
筋肉注射

投　与　量
（mg／109）

0．1

0．025

0．2

0。2

死　　亡　　マ　　ウ　　ス
死亡開始・数Pl、5盲目馴死亡率（％）

9日目

4日目

3日目

7日目

2／6

5／6

4／6

2／6

33

84

67

．33

註・；表中死亡数の分母は動物数，分子はその死亡数を示す．



宮沢；Candida症の化学療法に関する実験的研究（第1i報） 343

　C．属に対する各種Vitaminの影響

　i）in　vitroの実験Harris11），Brown12）はAM経口投与により，美甘32）はSM注射によりVitamin（以

下V．と略す）欠乏性のロ内炎が誘発されたと報告している．又Ellinger等33）はPc経口投与でNicotin　amid

の欠乏症状をみとめ，これがPc投与の．中止とNi60tin酸の投与で治癒したと述べているが，いずれにしても抗

生物質を投与することにより生体のV．は著しい影響を受け．このためC．albicansの感受性が高まるとも考えら

れるので，著者は各種のV．が。．属に対して如何なる影響を与えるか先ずin　vitroで実験をおこなってみた．「

　試験の方法　供試薬としてV．B1，　B2，　B6，　K：3及びNicotin酸，葉酸等を2％ブドウ糖加サブロー培地で

0．0001γ乃至1000γ／cc迄数段階に分けて調製し，1∞。で20分つつ二二滅菌したのち，前述の7菌株を移植し，

　　　　　　　ぼ37。に培養した．判定は24時間及び48時聞培養後光電比色計で菌の発育状態を測定した．

第2図、C．　albicansの発育に及ぼす各回Vitamin

　　　　の影響（培養24時間）　　・
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用いてV．B1の欠乏は逆にその抵抗性を増すと述べている．

B1，　B2がどのように影響をするか，　TD系マウスを用いて実験的に検討した．

　a）　V．B1の影響

　試験の：方法実験にば純系（TD系）マウスを用い，予め普通食（砕麦及び野菜）で一定目閻飼育し，健常な

発育のみられたマウス6匹を1群とし，これらにV．B1を体重109に対して10r，50r，100rを投与した．実験

群ではV．投与直後にC．aldicansの1mg量を腹腔内に接種し，その後．15日間連日．V．　B1の所定量を背部｝こ皮

下注射し，その生存状態を観察した．なおこの際の対照群としては生理食塩液を投与した．

　試験成績　Morris臼7）に依れば可ウスのV．B1所要量は1日当り10γ程度といわれるが，その所要量程度の10r／

109投与群は対照群に比較してやや生存日数は延長され．その死亡率も低いようである．これに反し所要量以上の

50γ及び100γ／109投与群では明らかにその坐高日数は短縮され，．又100γ／109投与群では死亡率の上昇がみられ

た．即ち対照群でぽ死亡開始は8日目より，文15日目の死亡率は50・％を示すのに対し10r／109投与群は菌接極

後11日目より，騒及び100r／109投与群は3日目より死亡し始め，その死亡率も33％50％，83％となっている

．　（第3表参照）

　試験成績　V．B1はC．　albicans，　C．　krusei，　C．

ste11atoideaの発育には促進的に作用したが，　C‘

guilliermondi，　C．　tropicalis，　C．　pa臓㎞sei，　C．

PseudotroPicalisの発育には促進的にも，抑制的に

も作用しなかった．V．　B2はC．　kruseiの発育をや

や促進したが，その他の血腫に対する影響は全く認

められず，又V．B6，葉酸，　Nicotin酸はいずれの供試

菌に対してもなんの影響をも及ぼさなかった．又従

来臨床的には血液凝固V・として．又抗菌スペクトル

から衛生学的には防腐剤として応用されてきたV・

K334）35）は，　C・属に対しても比較的強い抗菌性を

示した．即ち1γ／ccよりその濃度を増すにつれ

』て，その発育抑制力は増強した．

（V．B2，K3，葉酸は100r／cc以上の濃度になると黄

色を呈し，その測定に誤差を生じるので省略した．）

（第2図参照）

　ii）1n　vivoの実験　マウスに対するC．　a1吟icans

の感受性について樋口等鋤はV．B1欠乏食で飼育し

た場合，又堂野前30）はOxythiamineをマウスに

連続投与してV．B1欠乏症を起させた場合に，そ

の感染に対する抵抗性が減弱することを見出したが

阿多25）はV．B1欠乏飼料及及び強力飼畜ポリソ等を

著者はC．albicansのマウスに対する感染に，　V・
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第3表　マウスのCandida　albicans感染に及ぼすVitamin　B1の影響

投　　与　　量
　　（γ／109）

対

10

50

100

照

死　亡　マ　ウ　ス
死亡開始・釧死亡数（・5日目）1死膵（％）

11日目

3日目

3日目

8日貝

2／6

3／6

5／6

3／6

33

50

84

50

　　　　　　　　　　註：表層死亡数の分母ほ動物数，分子はその死亡数を示す．

　b）　V．B2の影響

　試験方法　試験の方法はV．B1の場合と同様であるが，　V．　B2の投与量は，体重109当り4γ，20r，及び40r

に分けた．

　試験成績実験の成績は第4表に示す如くV．B2投与群は，いずれもC．　albicansの感染に抵抗性を強めた。

即ち対照群に比較して1乃至4日の死期延長がみられ，又その死亡率も対照群50％に対して4γ及び40γ／109投

与群では，いずれも33％，20r／109投与群では17％と低い値を示した．

　　　　　　　　　第4表　マウスのCandida　albicans感染に及ぼすV五tamin　B2の影響

投　　与　　量
　　（γノ109）

対

4

20

40

照

門　　亡　　マ　　ウ　　ス

死亡開始・剃死亡数（・5・副死亡率（％）

9日目

12日目

10日目

8日目

2／6

1／6

2／6

3／6

33

17

33

50

　　　　　　　　　註＝語中死亡数の分母は動物数，分子はその死亡数を示す．

　i謎）C．albicaPsの毒力に及ぼす統B1の影響V，　B1はin　vitroにてC・albicansの発育を促進し，　in　vivo

にてその感染性を増大するので著者はV．B1とC．albicans．とをin　vitroで共存させた場合，その毒力にどのよ

うな影響を与えるか追求してみた．

　試験方法先に著者が正常健康入の口腔より分離同定したC．albicansの5菌株を選び，あらかじめV．　B1，

1mg／ccを含む2％ブドウ糖類サブローブイヨンに10代継代培養後，その菌1mgを健常TD系マウス（体重

12～159）の腹腔内に接種した．対照群としてはV．B1を含有しない培地で培養した菌を同様に接種した．

　試験成績使用した5菌株のうち，4菌株はその毒性が弱く，マウスの死亡率も少い，又V．B1含右培地に継代

してもその毒性に明らかな相違がみられなかったが，1菌株（No．1）は菌接種後15日間の観察にて，その死亡

率はV．B1を含有しない培地で培養したもの40％，含有する培地に継代したもの80％を示し，菌株によって差異

があるが，V．B1は菌の毒性を増加する様に思えた．（第5表参照）

　　　　　第5表　ロ腋内より分離したCandida　albicansのVitamin　B1含有培地継代による毒性

菌種番号 Vitamin　B1含有培
地継代の有無

死　　亡　　マ　　ウ　　ス

死亡開始・剃死亡数（・5日目）1死亡率（％）

1 1難継袋1 3日目
5日目

8／10
4／10
1 80

40

・，隣継袋｝ 、魏7一「コ｛彊 1 10
10

3 1難継袋1 、，目　｝ 0／10

1／10
1 0

10

4 1獲二二1 1 0／加0

0／10
1 0

0

5 1難継貸1 1 0／10

0／10

0
0

註；Vitamin　B1含有培地には10代継代した．表中死亡数め分母は動物数，分子はその死亡数を示す．
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　C．a1班cansの形態と磁力との関係

　C．albicansは分類学上，糸状菌と酵母菌との中間に相当するが，その環境に応じて二つの形をとる．

著者はウサギ血清中ではC．albicansが仮性菌糸を出した糸状菌様形態をとり，サブ舜一寒天培地中では所謂酵

母菌様形態をとるとの知見を得たので，この発育形態と毒力との関係をマウスを用いて実験した．

　試験方法　あらかじめ，Seitz瀕過滅菌をしたウサギ血清にC．albicansを移植し，37。，48時間培養後鏡検に

より糸状菌様形態を有することを確めたのち，遠心分離して菌を集め，これを生理食塩液にて洗蘇後その1mg

（湿菌量）をマウスの腹腔内に接種した．又サブロー寒天培地で培養した酵母様菌形態のC．albicansも同様に生

理食塩液にて処理し，その11hg（湿菌量）を・≠ウスの腹腔内に接旧した。観察晶晶は，いずれも15日とし，その

生存状態を検べた．

’試験成績　糸状菌様形態のC．albicans’は酵母菌様形態のそれに比較して，明らかにその出力は強く，このた

めマウスの生存日数は短縮し・又死亡率は高まった・その成績は第6表に示すように，糸状菌様形態のC，albica－

nsでは菌接種後3日目より死亡し，その死亡率は15日観察で90％に及んだ．これに反し酵母菌様形態では菌接．

滅後8日目より死亡し，その死亡率も40％であった．

第6表Candida　albicansの形態による毒性の比較

菌　の形態

糸状菌様形態

酵母菌様形態

死　　亡　　マ　　ゥ　　ス

死盤面・剃死亡数（・5日剛死亡率（％）

3日目

8日目

9／10

4／10

90

40

註＝表中死亡数の分母は動物数，分子はその死亡数を示す．

総 括

　近年における抗生物質の発展｝零細菌性疾患の治療分野に著しい貢献をきたしたが，その臨床効果の上昇に伴っ

て新たに大きな課題が提起された．　このうち特に注目されるものに①は菌の抗生物質に対する耐性獲得の問題で

②は抗生物質特に生体のPcに対する過敏症問題で，③は所謂Broad　sPectrum　antibioticsの使用によって感受

性のある細菌が消失し・それに代って非感受性の菌が増殖して来る交代菌現象の問題である．その中で現在最も

注目されている交代菌症として，C．属真菌特にC・albicansに起因するC・症が挙げられる．勿もC．症はLange職

beckの報告した驚口瘡以来古くから認められ，　C．症と抗生物質とは無関係であると唱えるものもあるが，　Geiger

等lo）が心内膜炎の患者をPcで治療したところ，起炎菌が消失したにもかかわらず，二次的にC，albicansによる

心内膜炎を起して死亡し紅ことを報告して以来，抗生物質療法によってC、症が誘発されたという報告は非常に

’多く，わが国に去ても美ザ）は急性肺炎患者をPcで治療中肺C・症を続発したと述べ，又肺結核患者の喀疾を

検べたところSM投与群では，　C・albicansの検出率は60％と非常に高率を示すのに反し，対照（非投与群）で

は18％という少い比率であったと述べている．更に堂野前等9）は抗生物質無効の汎発性C．症を報告し，林3）は

肺正忌患者にSMを投与した結果レ線所見は好転したが，咳剛は却って増悪し，喀疾中よりC．albicansを検出

　している．その他腸C，症う）胆道C・症6・7）真菌性潰瘍8）等，その報告例は枚挙にたえない．

　　このようにC．症が抗生物質と無関係とは言いきれなく従ってその発症機転についても種々学説がなされている、

即ちその代表的なものを挙げると，

　　1）抗生物質の直接発育促進説

　　2）抗生物質による交代菌症説　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一．

　　3）抗生物質によるVitamin欠乏起因説

等であるが，これらの諸説に対して多数の賛否両論があるが，未だ確定した説は出されていない様である．　　、

　　著者は先ずその発症部位に関連して健康入ロ腔内C・属真菌の検出を試みたところ，32．5％と比較的高い検出

率を示し，更に分離菌株について，生物学的性状をもつて菌種決定を行ったが，半数以上の61．6％はC．albicans、

に相当した．．従来抗生物質を投与することによってロ腔内に影響を及ぼした報告：は非常に多く，Ha∫risll）、，．・
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Brow1112）はAMの経口投与によって，又美甘η）はSM注射によってV．欠乏性口内炎を，　Ellinger等33）はPc

投与後発症したNigotin　amid欠乏性口内炎を，堂野前響）はSM．　CPは全然無効なばかりかPcの大量投与に

よって．，却って悪化する汎発性C．症に於て所謂鷲口瘡を報告しているが，先に述べた通り，口腔内C．属真菌特

にC．albicansが多数検閏されることから，ロ腔粘膜の抵抗性が減弱を来たすと，その侵襲を受ける可能性が非常

に多いといわねばならない．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　次に発症機転の基本的な問題としてC．albicansに対する抗坐物質の影響についてComPb⑱11等17），PaPPenfort

等13），Moore19），美甘等2。），上塚等21）はin　vitro或はin　vivoの実験から，抗生物質の直接発育促進説を唱え，

又Foley等23）は贈化鶏卵を用いて漿尿膜腔内にC．albicansを接極すると同時にPcを注射すると，その死亡胎

仔が増すことから，この説を支持している．これに対しHesseltine等鋤，HupPert等23），秋葉等25），阿多26）等

はこれを否定し，抗生物質はin　vitroでなんの影響をも及ぼさないと述べている．特に東郷等29，Hpnik等27）

はAMのカプセル中にある燐酸塩にのみ，発育促進作用があり，AM自体及びその他の抗生物質にはかかる作用

はないと結論している．　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　、

　著者の成績に依れば，Pc．　SM．　CP及びAM自体にはin　vitroにて，いずれのC．属真菌に対しても発育促進

或は抑制作用は窟われず，補足的に実験した抗真菌剤であるTmだけに強い発育抑制作用がみられた．又マウス

．を使用したin　vivoの実験では，　SM及びAMがC・albicansの感染性を高める結果を得た．

　又臥に述べた様に抗生物質の投与に起因すると思われるV．欠乏症についてはHarris11），Brown12），美甘鋤，

Eilinger等33）多数の報告があるが，　Woods等38）は抗生物質の長期投与により拮抗状態にあった抗生物質に感受

性のある紬菌群がその増殖を阻止され，或は排除されるために不感受性のC．albicansが過剰発育をきたす結果感

染を起すといい，更に環境のpHの変化及び細菌群の破壊により生じた漏斗な栄養素の提供をも一因子となし・

所謂交代菌症説を提示しているが，Harris11），ApPelbaum等39），0／Leary等勅は抗生物質により感受性のあ

る細菌が発育阻止或は排除されるため，V．B複合体の合成力が低下し粘膜の抵抗力が弱まり，通常では侵襲され

ないC．albicansの感染をきたすと主張している．これに対しParker42）は臨床的にV．欠乏症を起し鴛るに充分

な程にまで細菌が減少するという導‘はないとし，更にBierman等43）は交代菌症があっても必ずしもV・B群欠乏

が起らない事から反対している．又工eitner41）は航B群欠乏症状は抗生物質投与後極めて短時間に起るので抗V・

性があると述べている。更に二宮等44）はAM経口投与によって口角炎，看炎・下痢，鼓腸等の副作用をみて・こ

れを追求し，AM投与者に肌BIを負荷したところ，負荷後4時閻で尿中に負荷総量の80％以上を排泄したと述

べ，更にin　vitro及びin　vivoでV．　B1及びB2の附燐作用を山べ，　AMによるV．　B1及びB2の欠乏は腸内細

菌の死滅によるものでなく代謝障害による欠乏即ち酸化的燐酸化を抑制するために生ずるV．欠乏であると唱えて

いる．

　いずれにしても抗生物質がV．になんらかの形で影響を及ぼしていると考えられるが，著者は種々のV．について

C．属真菌の発育にどのような作用を有するかにつきその影響を先ずin　vitroで検べたが，　V．　B1は，　C．albicansl

C．krusei，　C．　ste11atoideaの発育を促進する結果を得たので，更にマウスを用いてC。　albciansの感染実験を行

ったところ，V．B1を大量連続投与すると，かえってその死亡率を高めた．

　堂野前30），樋口等36）はV．B1「欠乏マウスはその抵抗性が減弱すると述べているのに反し，阿多％）は逆にその．

抵抗性を増すと主張しているが，著者がV．B1を量的に分けて投与した結果マウスの必要量程度（Morris37＞によ

れば1日10γ）の投与で最も抵抗性が強く，非投与群である対照よりも死期を延長し，又その死亡率も低かったが

大量のV．B1を投与すると，却ってC．albicansに対する感受性を増した．結局生体とC．albicansが競り合い的

にV．Biを需要し，その必要量以下ではマウスの抵抗力が弱く，このため死亡率を高め，又必要量以上ではC．

albicansの発育を促進するためにその感受性を高めると思われる．　　　　　　　　　　　　　　　1

　又菌株によってV。B1を含む培地を通過させるとその感染性を増すものもあったが，これは発育が非常に旺盛

になるためであろう．　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　．　　　　’l

　V．B2は著者の実験ではin　vitroでC．albicansの発育促進或は抑制作用は見られなかったがin　vivoの実験で

はマウスの抵抗力を増強し，その感受性を低めた．　　　　　　　．「

．又C．属真菌は分類学的に糸状菌と酵母菌の中間に位するもので，その環境に応じて糸状菌様形態或は酵母様菌

形態をとるが，著者は血清中に培養したC．albicansが糸状菌様形態で増殖していることを確めたので，　r’ウスに

対する感染性を酵母菌様形態のそれと比較検討したとこ．ろ，糸状菌様形態をとったものは生存日数を短縮し，その、
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死亡率を高めるという成績を得て菌自体の立場からもその発症機転を明らかにし得た．．

む　　す　　び

　著者はC．症の発症機転について追求し，次の成績を得た．

　1）口腔内からのC．属真菌の検出を行い，C．　albicansが最も高率に検出された．圏

，2）Pc．　SM．　AM及びCPはC・属真菌に対して直接的な発育促進作用はない．

　3）SM及びAMはマウスのC．albicansに対する画一性を高めた．

　4）肌B1はC．albicans．　C．㎞sei．　C．stellatoideaの発育を促進する．

　5）V．B1ではマウスの必要量程度の投与で最もC．　albicansに対する抵抗力が強く，　V．　B1が過剰に存在する

と却ってその感受性を増した．

　6）玩B2はマウスのC．　albicansに対する抵抗性を増強する．

　7），ウサギ血清中にて培養した，糸状菌様形態のC．albi（壌nsは酵母菌様形態のそれよりもマウスに対する感染

性が高い成績を得た．

f

　終りに臨み終始御懇篤なる御指話，御校閲を賜はつた思師八田貞蓑博士に深甚なる敬意を表します．

実験を御支援下された岩原，藤井，青山三博士，並に栗栖，藤田，酒井氏らに厚く御礼申し上げます．
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　　The　author　reported　the　influence　of　antibiotics　and　vitamines　on　Candidias童s．

　The　growth　of　Calldida　albicans　is　neither　stimulated　nor　illhibited　i！1　the　presence　Qf　Penicillin，

Streptomycin　and　Aureomycin　in　liquid　media，　but　tlle　mortality　of　mice　infected　wit焦Candida

albicans　is　increased　by　injection　of　Streptomycin　or　Aureomyc三n，

　The　growth　of　Calldida　albicans　is　stimulated　by　V1tam董ne　B■in、vi．tro　and　in　vivo．

　The　vilurence　of　lnould　for加of　Candida　albicans　in　severer　than　yeast　form　of　it．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Fel）ruary　29，　1956．
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Calldida症の化学療法に関する実験的研究　（第琴、報）

特にCandida属真菌に対する合成色素類及び各種化学療法剤の抗菌作用について

宮沢．文　雄．

Experimental　Study　on　Chemotherapy　of　Candidiasis．　II．

Espec量a】ly　on　Antibiotic　Action　of　Synthetic　Dyestuffs　and

　　　Chemotherapeutic　Agents　upon　Candida　Group

Fumio　MIYAzAwA

　まえがき　近年抗生物質の発達により所謂交代菌症の一つとしてCandida属（以下C．属と略す）真菌特に

Candida　albicans（以下C．albic…msと略す）によるCandida症（以下C．症と略す）が注目され℃きたが，ま

だその完全な治療法は見出されていなし｝ようで南る．著者はCl．属に対する強力な化学療洗剤を見出す目的で，塩

基性，酸性合成色素を中心に各種のSulfonamide剤，水銀剤，抗生物質など，なるべく広い範囲の薬剤を基に，

主にin＞itroでC．属の発育抑制効果を実験的に検討しためで以下この成績仁ついて報告する．

、

実　験　方　法

　実験に選んだ薬剤は・合成色素では．Triphenylmet坤n系30種・Diphenylmethan系1種・Thiazgle系

1種，Azo系39種，　Phthalein系15種，　Thiazi11系3種，　Azi11系10種，　Acridin系3種，1ndigoid系3種

Fy「azolon．系4種・Quinolille系2種・Nitro系3種・Oxazin系4種・¢yanin系7種・、計125種で・その他・

Sulfonamide剤7種，水銀製剤2種，抗生物質1種の合計135種である．本実験の供試菌は当教室保存の標準菌

株でC．albicans，　C．　trobicalis，　C．　guilliermondi，　C．　krusei，　C．　parakrusei，　C．　pseudotropicalis，．C．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
寧tellatoideaの計7菌株である．．　　　　．　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　．　、，

　供誠薬剤を2％ブドウ糖加サブローブイヨンで，試剤毎に勝定濃度に数段階に稀釈した．．この稀釈濃度範囲は

Sulfonamide剤を除く他の試剤では・1万乃至1000万倍濃度とし・Sulfonamide剤は2千乃至10q万倍濃度と

した．移植賜与は予め2％ブドウ糖加ザブローブイヨソで37。，24時間培養した菌を生理食：塩液で稀釈し，0．1cc

（5万一10万個）ずつを移植し37。に培養後7日間，菌の発育状態を肉眼的に観察した．

実　験　成噸績

　1．各種合成色素の抗菌作用　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　．・

　A）　各種合成色素の試験管内抗菌性

　従来ある種の合成色素が強い抗菌作用を示す事から細菌学では種々の分離或は鑑別培地として，叉臨床的には

治療薬等として応用されている．特にC．症に対する治療薬としては，．Stovall　and　Greeley1）1よGentiana　violet

が，Kass等2）は・Brilliallt　greenが有効であったと報告しているが，わが国に於ても蓑茂3），美甘等4）その他

多数の学者5～10）に依って，合成色素直にMalachit　green，　Brilliant　green，’Gentiaha　violet等が，　C．albicans

の発育を抑制し，或は菌の酸素消費量を抑制する事を報告している．

　著者の成績に依ると，一般に合成色素のC．属に対する抗菌性は，その色素の種類によって供試した7菌種に

大体同じ程度の抗菌力を示した．以下その成績を系統的に追って報告する．（第1表参照）

　i）Phenyl愛nethan系色素の抗菌性

　従来Triphenylmethan系色素の抗菌作用につきEisellberg11）はグラム陽性菌は著しく抵抗弱く；’．グラム陰

性菌は抵抗性が強い事を報告し，その作用についてグラム特異性（Gramsp6zi餓t）．と名付けた．　これに対して

Kawai12）はグラム特異性に例外のある事から更に詳細に研究し，胞子菌に強い抗菌作用を右することを指摘して

胞子特異性（SPorogenosPezi丘tヨt）セこ作用があると唱えた．著者が実験に選んだTriphenyl　methan系塩基性色

～
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素もその胞子特異性にもれず，Cl属に対して強い抗菌性を示した．即ちDimethylamin或はDieぬylalninの

型をとったMalachit　green，　BriIliant　green，　Gentiana　violet，　Methy　lviole亡，　Cyrstal　violet，　Victor三a　blue，

Ethyl　violet等は100万倍乃至500万倍稀釈濃度に於ても抗菌活性を示した．しかしながらamino基の水素がalkyI

基で置換されないFuchsihe及びParafuchsine，では抗菌濃度は1万倍程度で，前者の色素群に比較してその抗

C．属作用は非常に低かった．又塩基性色素に反して，総ての酸性色素は何れの菌に対しても1万倍稀釈濃度では

抗菌性はみられなかった．Dipheny11nethan系塩基性色素であるAuramilleはDimethyla皿inの型をとってい

るが，その抗菌力は1万倍稀釈濃度以下であった．

　ii）Thiazole系色素の抗菌性

　Thiazole系色素の製品化されているものは非常に少く，従って供試色素はThioHavine　T（塩基性色素）1種

であったが，その抗菌力価も5万倍稀釈濃度の時始めて有効で，Triphenylmethan系塩基性色素よりは弱い．

　iii）Azo系色素の抗菌性

　Sulfonamide剤の発展をもたらしたAzo糸色素についてはMonoazo色素，　Diazo色素，計39種について試

験を行ったが，その塩基性，酸性色素にかかわらず，いずれも1万倍稀釈濃度でも菌の発育を阻止し霧なかった．

　iv）Phthalein系色素の抗菌作用

　これ等の一連の色素は化学構造上Phenylmethan系色素に近似しているが，いずれも抗C．属作用は認められ

なかった．層ｦち食品衛生上しばしば問題になるRhodamine　B13）（塩基性色素）は往々臨床的に赤色々素尿14）と

して現わ乳，他の疾患とまぎらわしいものであるが，化学構造上Phthalein系のDiethyla耳ilin色素で，これに；

つのSulfon基を有するSulfrhodamine　Bと共にその抗菌作用は1万倍稀釈濃度以下で，又分子中に沃度を含

むEryt与rosine，　Rasebengale，臭素を含むEosine　G・Phloxineなども同様抗菌作用はみられなかった．

　v）Thiazin3系色素の抗菌性

T鉦iazih・系塩基性色素であるM・thy！・nblueは衛生細菌学的セこ大腸菌群の検索に際し・E・MB培地に応

用されているが，一方抗C．翠黛はC．albicansには5万倍濃度で，　C．　parakrusei，　C．　pseudotropicalisおよ

びC．ste11atoideaには1万倍稀釈濃度の時初めて抗菌性を示すに止まった．しかし供試した2鍾の酸性色素は

1万倍稀釈濃度でも抗菌作用は窺われなかった．‘

．vi）Azin系色素の抗菌性1

　Neutral　redをはじめとして10種について試験したが，塩基性色素或は酸性色素にかかわらずCandida属に

対する抗菌活性ぽみられなかった．

　vii）Acridin系色素の抗菌性

　Acrinavineはその強い抗菌性と同時に粘膜に対する刺戟性も少ないので臨床的に消毒薬として広く応用されて

居り，特に淋菌には約1000万倍稀釈濃度でも抗菌性を示すといわれ，かっでは尿路消毒剤として繁用されたが，

C．属真菌に対しては1万倍稀釈濃度で，その発育を完全に抑制した．

　viii）IndigQid系色素の抗菌性

　IndigoのSulfon酸誘導体である3種のIndigo1d色素は何れもC．属に対して認むべき抗菌性を示さなかっ

た，

　ix）Pyrazolon系色素の抗菌性

　食品黄色色素として指定されているTartrazineを始めとして4種のPyrazolon系色素はいずれも菌の発育を、

抑制し得なかった．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
　x）．Qu皐noline系色素の抗菌性

　Quinoline系塩基性色素であるAstraPhloxine　FF｝extraは，　C．属に対して良好な抗菌性を有した。即ちC・

albicansに5万倍に，その他の菌に5万乃至10万倍稀釈濃度でその発育を阻止した．　QuinQline　yellowはQu－

inoline系色素として繊維工業上染色に利用される唯一のものであるが，　C．．属に対しては全く抗菌活性は見られ

なかった．

　xi）Nitro系色素0抗菌性

　Nitro系色素Q皐u1≠on化された色素は毒性が少なく・特にNaphthQlyellow　Sは食品衛生法によって食品ノ

えの利用が許されているが，、供試した3種0全てが抗菌性を有せず菌の発育を許した．

　琴ii）Oxazin系色素の抗菌性．
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　Oxazin系色素としては4樋について試験を行ったが・1万倍稀釈濃度ではいずれも発育抑制作用を示さなか

った．

　xiii）Cyanine系感光色素の抗菌性

　感光色素の医学的応用には多数の先人諸研究者により追求されており，特に細菌学的にその抗菌性を調べたも

のに村上等15－18）の広範な実験があるが，又C．症に対する化学療法剤としての価値についせ，平木等19）阪田等20）

により実験的に或いは，臨床的に試みられてきたが，結論としてその効果の期待性が報告されている．著者は日

本感光色素から提供されたNK．19，　NK．74，　NK．91，　NK．340，　NK．342，　NK．375，　NK　376，の計7極につい

てその抗C．属作用を検べた．この際NK．19，及びNK　91は：水溶性であるが，他の試剤は比較的水に溶け難い

ので予め七一のEthylalcoholに溶解した後，培地で稀釈し，試験に供したが，供試感光色素中NK．74，　NK．340，

　NK．342，　NK：．375，　NK．376ではC．属に対する抗菌性は非常に強く；50万乃至100万倍稀釈濃度で発育を完全

に抑制し注目されたが，NK．91では5万乃至10万倍稀釈濃度で，　NK．19は1万倍稀釈に止まった．

　　　　　　　　　　第1表　Candida属真菌に対する各極合成色素の抗菌作用

分．類 番号

Pheny1　．

methan

，1

2

3

4

5

6

7

8

．9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

解

28

29

30

31

32

』＼＿
色素名

　　菌種
へ＼

Mζ1achit　green

Brilliant　green

Gentiana　violet

Crystal　violet

Methyl　violet

Ethyl　violet

Victoria　blue　BH

Fuchsine

Parafuchsine

Brilllant　millillg　green

Guinea　green　B

Light　green　SF　yellowish

Fast　acid　green　B

Alka1五fast　green　2G

Alphazurine　2G

Patellt　blue　A

Bri11iant　wool　blue　B

Soluble　blue　2　B

AIkali　fast　green　10G

Brilliant　wool　blue　FFR

Brilliant　milling　blue　B

Wool　green　S

Wool　violet　4BN

Azur　blue　VX

Alphazurine　FG

Acid　magenta

Fast　blue

Wool　blue　S

Methyl　blpe

Brilliant　blue　8B

Acid’ 魔奄盾撃?煤@6B

Auramine　O

C．　　　　　C．

andida－　troPlc－
albicans　alis

500

100．

100

100

100

100

100

　1

　1．

＜1．

＜1
＜ゴ

〈1

＜1

〈1

＜1

＜1
＜1．’

＜1：

〈1

＜1．

＜1’

〈1「

＜1

＜1

＜1

く1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

100

100

　50
100

100

　50，

　50

　1
　1
く1：

く1

＜1

＜1

＜1

〈1

〈1

＜1

＜1
．＜1

＜1
＜1：

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1
．＜1

＜1
．＜1

＜1

＜1

＜1

C．

guillier

lnondi

100

100

　50
100

100

　50

　50

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

C。

krusei

100

100

　50

　50

　50

　50

　50

〈ζ

＜1

＜1

＜1

＜r
＜1

く1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1
く1、

＜1

＜4

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1・

＜1
＜1．

＜1．

C．

Pa．
rakrusei

　100

　100

　50
　100

　50
　50
　50
〈1

〈1

、〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1
・＜1、

＜1

く1

＜1
＜1．

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

C。

Pseudo・
tropica且is

．100

100

100

100

100

100

100

　1

　1

＜1

＜1
＜1「

＜1

く1

〈1

＜1

〈1
＜1

＜1

く1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

く1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

C．

stellatoi－

dea

500

100

100

100

100

100

100

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

〈1

＜1

〈1

＜1

〈1

〈1

く1

＜1

＜1

く1

〈1

T・・痂11認IT…flav…T 1・1・いi・レ5．t・1・
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分類 番号

A20

1 34

35

36

37

．38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70‘

71

72

Phtha・　．

　1ein．

73

74

75

76

77

78

79

80

＼一く』種
色素名　　、一
ChrySQidine　G

Bismarck　brown

O㎜geI
Resorcin　brown

Azo　bordeanx　co皿c

Azourbine　A

Croceine　searlet　MOO

Fast　red　S　cone

Fast　wool　blue　R

Metanil　yeilow

Resorcin　brown　RN

Resorcin　yellew

Orange　II

Orange　T

O㎜geG
Wool　scarlet　BR

Ponceau　3R

Amaranthe

Ponceau　SX

POnceau　R

New　coccine

Su㎝set　yello甲　FCF

Acid　fuchsine　D　conc

Azo　yellow　A5W

CIQth　red　B

Fast　woo！cyanin　3R

Fast　crimson　GR　conc

Fast　crimson　6BL

CIoth幽red　RR

Acid　mi11ing　red　RN

Buffalo　black　8　B　conc

Buffalo　black　3G

Cloth　red　R

Fast　fuchsine　6B

Milling　yellow　3G

Milling　red　R　conc

Milling　scar1多t　G　conc

Milling　orange　R　co耳c

Resorcin　brown　3R　conc

Rhodamine　B

Pyronine　B

Rosamine

Rho⑫mine　G
Erythrosine　’

Rose　bengale

Eosine　G

Phloxine

　　　1Candida　IC．　　　　C．

　　　　　　9ロH1量eralbfbans　tropicalis　　　　　　mondi　l

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

〈1

＜1

〈1

＜1

く1
・＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

〈1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

〈1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

〈1

＜1
＜1．

＜1

＜11

＜1

＜1’

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

く1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1
．＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜・1く・

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1
　　

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

C．　　lc．

㎞　・臨曲

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1
．＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜r
＜1

〈1

〈1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

く1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

く1

＜1

＜1

＜1

＜1

く19
＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

〈1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

く1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

〈1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

C’

Pseロdo－
tropicalis

＜1

く1

＜1

＜1

〈1

＜1

〈1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

く1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

く1

＜1

＜1
＜1．

＜1

〈1

＜1

C．

s～ellato量

dea

＜1

＜1

＜1

＜1
〈ユ

＜1

＜1
．＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

〈1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

〈1

＜1

く1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1
＜1．

＜1
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分類

Thiazine

Azine

Acridine

Indigoid

Pyra－
zolon

Qinolin

Nitro

Oxazine

Cyanine

番号

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

』103

ユ04

105

106

107

108

109

110

一　　 菌毬色素名＼＼
Methyl　eosine

Cyanosine　B

Eosine　B

Phloxine　B

Sulnforhodamine　B

Uranine　conc

Violamine　B

Metllylen　blue

Thiocarmine　R
Brilllht　alizarin　blue　D

Nentral　red

Safranine　T

Nigrosine

Wool　fast　b1ロe　GL

Rosindulin　G

Nentral　blue

Safranin　B　ext

Methylen　violet

Indamine　blue　B

Neutral　violet

Acrifhvine

Phosphine，

Flavophosplline

Indigocarmine

Indigoso10pat

Indigotine　P

Candida　IC．

　　　［
albicans　l甘・pi・・1i・

＜1

〈1

＜1

〈1
＜1一

く1．

〈1

　5

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

10．

＜1

＜1

　＜1

　＜1

i〈1
Tartrazine

Fast　wool　yellow　3GL　conc

Wool　ye！10w　extra　conc

Fast　light　yellow

．111

112

113

114

115

、116
117
118
119

120
121
122
123
124
125
126

Astra　phloxille　FF　extra

Quinoline　yellow　collc

Naphthol　yellow　S　conc

Brilliant　yellow

English　yellow

Bri11iant　blue　cone

New　blue　DA　conc
Fast　cotton　bhle　CB
Printing　violet　R

NK　19
NK　74
NK　91
NK　340
NK　342
NK　375
NK　376

〈1

〈1

＜1

＜1

　5
〈1．

く1

＜1

〈1

＜1
〈1
＜1
＜1
1
100
10
50
100
100
100

＜1

＜1

＜1

く1

＜1．

．＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1
＜1

＜1

＜1

10

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

く1

＜1

　5

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1
〈1
＜1
＜1
1

100
5
10
100
10
100

・如m㎞。l

ohdi

C．

lk・usei

＜1

＜1

＜1

＜11

＜．1

＜1

＜1

　1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

r〈1

＜1

＜1

＜1

C●　　　C．
Pa，　1　Pseudo唖
rakausei1tropieclis

1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜11
＜1

＜1

＜1

＜1

10

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

　5

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1
＜1
＜1
＜1
1

50
5
10
50
10
50

＜1

＜1

＜1

〈1
．＜1

＜1

＜1

＜1　　1
〈1　〈1
＜11＜1
　　，

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

　10
．＜1

＜1

〈1

＜1
〈1

＜1

＜1

く1

＜1

　5

＜1

〈1

＜1

〈1

＜1
〈1
〈1
〈1
1

50
10
50
100
50
50

＜1

＜1・

〈1

く1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

　5
＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1

く1
＜1

　5

＜1

く1

く1

〈1

＜1
＜1
〈1
く1
1

100
10
10
100
100、
100

＜1

＜1

く1

＜1

＜1

＜1

＜1

　1

＜1

＜1

＜1‘

＜L
＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

10

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

く1

〈1

〈1

＜1

　10
．＜1・

く1

＜1

＜1

＜1
＜1
く1
〈1
i

100
10
10．
50
10
100

C．
stellatoi

dea

＜1
．＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

．1

＜1：

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1
．＜1・

10

＜1

＜1

＜1

〈1

＜1

＜1

＜1

＜1、

＜1

ノ10

＜1

く1

＜1

〈1

＜1
＜1
〈1
＜1
1

100
10
100
100
50
100

註こ表中数値は抗菌濃度（Nx10，000稀釈）を示す．
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　2）　血清中の合成色素の抗菌作用

　先に各種合成色素の抗菌力を基礎培地を用い試験管内で検べたが，TriPhenylmethan系塩基性色素でD五me・

thy1或はDiethylanilinの形をとったもの及びCyanin系感光色素に強い抗菌作用を有する事を明らかにし得た

が，次にその血清申の抗菌力について究明した．

　i）血清とTriPhenylmethan系塩基性色素及びCyanin系色素の抗菌力価との関係

　著者は供試色素中比較的強力な抗菌力が期待されたTriPheny！methan系塩基性色素5種およびCyanin系色

素3極について血清中における抗C．属作用を試験した．Seitz　l戸過滅菌をしたウサギ血清を滅菌試験管に2cc高

分注し，これに供試色素液を等量加えて1万乃至1000万倍稀釈濃度になる様に調製し（血清は50％になる），37。

24時聞贈卵職こ放置して無菌的である事を確めた後，あらかじめ2％ブドウ町明サブロー培地に培養したC・

albicansの約10万個を移植し370培養し24時間ごとに7日間観察し，この間の菌の発育状態を対照群と対比

してその抗菌価を判定した．その成績によるとMalachit　green，　Brilliant　greenの抗菌力は完全に三期し，基

礎培地中では100万倍乃至500万倍丁度の抗菌力を有してし・たのに反し，．由t箇中では全くその発育を阻止しなか

った．Gentiana　viQlet，　Methyl　violet，　Crystal　violetでは5万倍稀釈濃度でC．　albicansの発育を阻止した

感光色素研究所から分与されたCyanin系色素については比較的抗菌作用の強かったNK・74，　NK．342，　NK．376

を実験に供したが，いずれも』iL浩中の抗菌力は減少したが，1万僑乃至5万傭稀釈濃度でその発育を完全に阻止

する事がみられた．（第2表参照）

　第2表　Candida　albicansに対する　　　ii）・頸匹清とTriphenylmethan系塩基性色素の親和性とその抗

　　　　　血清中合成色素の抗菌作用　　　　菌作用

供試色素名1抗菌澱　先にT「iphenylmethan一基性色素が血剃1で【よその抗齢用

Malachit　greell

Brilliant　green

Gentiana　violet

Crys1皿1　violet・

Methyl　v101et

NK　74

NK　342

NK　346

＜1

＜1

　5

　5

　5

　1

　5

　1

註：表中抗菌濃度の数値はNx10，0CO

　　稀釈濃度を示す．

が著しく低下する事がわかったが，脈管内に投与されたこれ等の色

素がどの位の間抗菌性が存続するか時聞的に追求してみた．共晶色

素セこはMaIachit　green，Brilliallt　green，　Gentiana　violet，

CfystaDioletおよびMethy！violetの計5種を用いた．　Seitz演

過滅菌をしたウサギ」血清2ccを試験管にとり370，24時間贈卵器

中に放置し無菌的な窮を確めたのち，等量の10万倍稀釈色素液を加

え，作用直後及び作用5分，10分，20分，30分及び24時間後に約10

万個のC．albicansを接種し，37。，24時聞，48時聞後の菌の発育

をもつてその抗菌作用を検べた．対照としては血清に等量の蒸留水

を加えたものについてその発育状態を検べ，又2％ブドウ糖加サブ

ローブイヨンに10万倍稀釈色素液等量を加えたもので色素の抗菌濃度内である事を確めた（添加時の作用濃度は

20万倍稀釈になる）．Ma！achit　green及びBri11tant　greenは血清中に加えられると直ちにその色調は消襯し始

め，10分後には殆んど完全に消失した．これに反し，Gentiana　violetは，ややその色調は消腿したが，96時間後

においても朋瞭に残存した．又ブイヨン中に加えられた色素の色調には全然変化は見られなかった．この際の抗菌

作用は第3表に示す如く，Malacllit　green及びBrilliant　greenは色素液添加後門移樋迄の時間に関係なく菌

の発育に対し抑制作用は見られなかった．Gentiana　violetは完全には発育抑制作用を示さなかったが，その度合

は対照に比較すると明瞭にその発育を阻害していた．本来Gentiana　violet（Grublρr製）はCrystal　viole，　Methyl

　　　　　　　　第3表　血清とTriphenylmethan系塩基性色素の抗菌性との時間的関係

、＼　　　　　経過時間

　　＼一
　色素の種類＼
Malachit　green

Brilliant　green

Gentiana　violet

Crystal　violet

Methyl　violet

0分

柑

十

十

十

5分

離

開

十

一ト

十

10分

柑

十

噛十

十

20分

・柵

十

十

十

30分

十

十

十

24時間

冊

惜

十

十

十

対 照

血蒙酬SaLBu’110n糠液

冊

註；表中経過時間は血清に色素溶液添加後菌移植までの経過時聞を示し，菌の発育状態は48時聞をもつて一一
　　　帯に分けて示す
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violetの混合色素なのでペーパークロマトグラブイで定性分析をし，その事実を確めた後，各々についても実験

をおこなったが，その成績は同様に両者とも。．albicansの発育を懸る程度阻害するに止まった．

　更に血清中に色素液等量を添加したものと，対照の滅菌蒸溜水を添加したものの菌の発育状態を顕微鏡下で観察

するとMalachit　green　B，　Brilliant　green，　Gentiana　violet，　Crystal　violet，　Methyl　violet等，いずれも色素

添加後，菌の移植までの時聞に関係なく菌の形態が所謂酵母菌様形態を呈していた．これに反し対照では仮性菌

糸を出した所謂糸状菌様形態を呈して発育しているのが見られた．著者は第一報でC．albicansは分類学上，酵母．

菌と糸状菌との中間に位するため，いずれの形態をもとり得るが，特に糸状菌様形態を呈したものがより病原性

が強いと報告したが，Triphenylmethan系塩基性色素は血蒸籠では抗菌作用を示さないが，その形態を酵母菌

形態に止める作用があり，就中Gentiana　volet，即ちCrystal　violet及びMethyl　violet等はその抗菌作用が

或る程度残存する事から，治療薬として或る程度期待され得る．（写真1，2参照）

写真1．

嫌

一糸状菌様形態C・albicalls

一一倹ｴ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　趨

　　　　　　　　　　　　　　　　1躍覇

血清中Candida　albicansの発育状態，糸状菌様形態をなす
、

写真2 撫艦ジ』

　り1ダ艶

瓢
トー酵母菌様形態

滋「臥

嚇

C．albicans

　　　　　　　撰　　　　　，：　”ム建
血清中BrilIiallt　g允en添加した際のCand…da　alb…cansの発育状態，酵母菌様形態
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　2．Sulfonamide剤の抗菌作用

　Azo系色素であるProntosi1がマウスの溶血連鎖球菌感染に対して有効である事から，　Benzol核にSO2　NH2

基を持つた抗菌作用を有する多数のISulfonamid6剤が合成されている・著者は前にAzo系色素についてC・属に対

．する抗菌性を検べたが引き続いてSulfonamide剤について行った．供試薬剤には，　Sulfamine（Sulfanilamide）

Sulfathiazole（2－Sulfanilamido－thiazole），　Sulfadiazine（2－Sulfanilamido・pyrimidine），　Oxazine（3，4・Di．

methy1．5．sulfannamido－isoxazole）．．Homosulfamine（p逼Paminomethy1。benzene・sulfonamide），　Sulfaguani・

dine（Sulfani1・guallidine），　Erycon（6－Sulfanyla甲ido・2，4－d量methy1・pyridine），の7種を選んだ．試験の成

績は第4表に示す様に，いずれの試剤もC・属に対しては抗菌作用は認められない．しかしEryconを除いた他の

供試Suflonamide剤ではC．kruseiの菌膜を形成せしめなかった．

第4表Candida耳真菌に対する二丁Sulfon　amid剤の抗菌性

＼　　　菌極
供試薬剤＼
Sulfamine

Sulfathiazole

Sulfadiazine

Sulfaguahidine

Oxazine

Homosulfamine

Eryoon

C．

albicans

＜2

＜2

＜2

＜2

＜2

＜2

＜2

C．

tropicalis

＜2

＜2

＜2

＜2

〈2

＜2

＜2

C．

9uillies。
mondi

＜2

〈2

＜2

＜2

〈2

＜2

＜2

C．

krusei

＜2

〈2

＜2

＜2

＜2

＜2

＜2

C．

Para．
krusei

＜2

＜2

く2

＜2

＜2

く2

＜2

C．

Pseudo
tropicalis

＜2

＜2

＜2

＜2．

〈2

〈2

＜2

C．

stella．

toidea

＜2

＜2

＜2

〈2

〈2

＜2

＜2

註＝表面数値は抗菌濃度（Nx1，000稀釈）を示す．

3．水銀製剤の抗菌作用

　従来水銀製剤は副作用が強いが，それを除くと共に抗菌作用を存続させるために丁々薬剤が合成された．中で

もMercurochrome（Dibrom　llydroxy　mercurifluQrescein－dinatrlum）及び，　Merzonin（Ethylmer㎝rithios・

alicylic　acid　natrium）は刺戟性などの副作用が弱く，良好な浸透性を心する事などから臨床的に広く使用され

ている．実験にはこの二種の水銀製剤を基にその抗C．作用を検べた．Mercur㏄hromeはC．属7極の菌に対し

て各々1万倍稀釈濃度で，Merzoninは50万乃至100万倍稀釈濃度で萬の発育を完全に抑制した．又血清中（血

清濃度50％）に於てはその抗菌作用はやや減退しC．a1bicansに対し10万倍濃度に止まった（第5表参照）．

● 第5表Candida属真菌に対する水銀二三の抗菌作用

培　養　条　件

2％ブドウ糖加サブ

ローブイヨン

血 清

＼　　菌概
　薬剤名＼＿
Mercurochrome

Merzonin

Mercurochrome

燕｛erzonin

翻、ca論。P、。a1、S

　1

100

〈1

10

1

50

翻酬£融・

　1

100

1

50

C．

Para．
krusei

　1

100

じ．

Pseudo
tropicalis

1

50

C．

stella．

toidea

　1

100

註：表申数値は抗菌濃度（Nx10，000稀釈）を示す．

　5．抗生物質（Tricholnycin）の抗菌性

　近年特に二丁性物質として注目されてきたTrighomycinはC・症に対して実験的に或は臨床的に右効であると

報告されているが21－25），著者もその試験管内抗菌性について実験を行った．この結果は基礎培地である2％ブド

ウ糖加サブローブイヨン中では100万倍稀釈濃度でも良好な抗菌作用が認められた．．又血清中に於けるTricho・

mycinの抗菌力についても検べたが，ややその作用は低下し10万倍程度の値を示した．
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ン 第6表．．Candida属真菌に対するTrichomyci11．の抗菌作用

培養条件臨、can、 C．

tiopicalis

c．

即illier．

mondi
窪＿・．

影ブドウ繍サブロPブイ1… 100 ・叩，l／・…1．100 100 1100

．血 清一11・／ 1 ．レ t 1 1

　　　註：表中数値は抗菌濃度（N×10，000稀釈）を示す．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　抗生物質の発展にともなって提起された所謂交代菌症の一つとして真菌性疾患特にC．albicansに起因するC・症

が注目されでぎたが，未だその完全な治療薬は見出されていない様である．著者は第」報に於てC・症の発症機転

．について土，． O検討を加えてみたが，菌自体の病原性だけでなぐ，抗生物質投与によって生体の感染防禦力の低下

層もその大きな』因となっているめで，その治療にあたっては；その発症に起因したと思われる抗生物質の投与を

中止し，．且つ生体の抵抗力を強め，それと同時にC．alb且cans．に直接抗菌性を回する薬剤を投与することが望ま1れ

る．現在C・属真菌中C．albicansに病原性があると考えられてい．るが，それ以外の菌種による症例も報告されてい

・るので，C．　albican9，　C，　tropicalis，　C．　guillier血ondi，　C．　krusei，　C．　parakfus6i，　C。　P酷udotropicalis．　C．　ste11・

atoidea等計7種に対する種々の薬剤についてそめ抗菌作用を追求してみた．

　供試薬剤としては色素剤125種，Sulfonamide剤7種，水銀製剤2種，抗生物質（Trichomycin）1種の計135

種についで，その抗C・作用を検べた．Stova11等1）．Kass2）．美甘等4）．吾孫子5）1真下s），池田㌢），田中等3）

内藤等｝）は実験的に或は臨床的にMalachit　green，　Brilliant　gree陶Gentiana　vi61etが右効であると述べている

が，特に蓑茂3）は各種の色素剤について広く抗C・剤を検索しin　vitroの実験でTriphellylmethan系塩基性色素

’に強い抗Cl作用を摂すると結論している．又元来は写真増感剤とし発展してきた感光色素が医学的にも多方面か

，ら研究され，特に網引系細胞の機能を允聴し，新陳代謝を円滑化するとともに，組織の再成増殖作用があり，又

ブドー球菌，枯草菌等のグラム陽性はもとより，・チフ．ス菌，赤痢菌等のグラム陰性菌に対しても強い抗菌作用の

．ある事15－1s）から注目臆られ，そのC症に対する応用セヒついても，平木等19），阪田等ゆ．の報告がみられるが，い

’ずれも良妊な治療効果演期待出来ることを報告している．

　著者が検べた色素剤についてのin　vitroの成績によると，　C・属に対して最も高い抗菌性を刑するものはTr・

iphenyllnethan系塩基性色素であるMalachit望een。　Brilliant　green．「Gehtiana》iolet，　r　Methyl　violet，

．Etbyr　violとt，　Victoria　blue等が約100万倍稀釈濃度で，又Cyanin系色素特に：NKI74．　NK340．　NK342．　NK375

NK376カミ50万一100万倍稀濃度でC属の発育を完全に抑制し注目された．その他Thioflavine，　Acriflavine，　Me・

thylen　blue，　Agtraphloxine　FF　extra，　NK91等5方乃至10万倍濃度で，又Fuchsi皿e，　Pa士afuchrine・Nk　19に

・1万倍濃度で抗菌性が認められた．　1　　．　　1．　　　　　　　　　『．

ξ’

ﾅも抗菌性ゐ強かったTriphebylmethah系塩基性色素にっU・てはEis6nberg11）Churchman鋤㎞mviede27）

等はグラム陽性菌に対して非常に鋭敏で，1その毒抗性は著しく弱いが，反対にグラム陰性菌は著しく強いど報告

し，特に巨isenberε11）はこの作用をグラム特異性（G照mspezifi慨）と名付けた．更にKawai12）はグラム特異

性に例外のある事を指摘し，広範な実鹸を行い，Triphenylmetham系塩基性色素に鋭敏なるものはグラム陽性

・菌ではなく．，胞子形成細菌であると述べ，．この作用は胞子特異性（SPorogenosPezifit…t）と唱えた．

　元来胞子はあらゆる物理的或は化学的な障害に対して非常に強い抵抗性を有ずるものであるがChロrchman笏

Burke等23）によるとTripllenylmethan系塩基性色素の強力な抗菌性は，その生活形にのみ特異的に作用するも

ので，胞子には天きな抵抗性を有すると述べているが，！木暮20）は更にGentiana　vi61et，　Methyl　vioiet，　Crysta1

’章ioletの飽和水溶液は胞子の発芽に対する阻止作用が極めて高く，『 ?桙ﾉ殺菌作用を有すると職告している．：又

E小林3G）は脾脱出菌を生活型にて培養することに成功し，　Triphenyhethan．系色素の抗菌性を胞子型と比較しな

がら実験を行い，Fuchsine或はMethyl　violetの抗菌作用について胞子は色素の濃厚稀釈に於ても殺菌されな

いでその発芽に一定の関係があり，比較的稀薄溶液中で胞子が発芽しようとして，その性状を変化し，未だ完全

に生活型にならない前に色素に侵襲され容易に死滅すると述べている．

　TriPhenylmethaR系塩基性色素のC・属真菌に対する抗菌性も，その胞子特異作用の如く強い抗菌作用を云し
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、たが，化学構造上Malachit、gree孕（CL657）．　Brilliant　gree且（CI・662）・Methyl　violet（CI・680）．　Crystal　vio！et

（・孕68・）そρ他P・m・止yl・孕・1・弁（〈⊃一端（・H・）・）又はD・・晦ゆ・1・・（⊂〉岨（・・H・）・）の形

をとったTriphenylmethan系塩基性色素に強い抗菌作用があり，Amino基の水素をAlky1基で置換されない

Fuとhsine，及びParafuchsine等の抗菌濃度は非常に低かった．

　又化学構造上非常に近似したものでも，これにSulfon基が導入されたTriphenylmethan系酸性色索には全

然抗菌力はみられない．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　，

　このように強い抗菌性を示したTriphenylmethan系塩基性色素は外界に接した部位のC．症に対してほその色

素溶液で洗糊することにより相当期待がかけられ，又臨床的にその効果が報告されているが9），これらの色素を

皮下或は筋肉内に注射すると・局部は壊死を起すので注射方法は直接脈管肉に投与されねばならない・，併しなが

：ら多くの薬剤は血諦と拮抗してその抗薦作用を減巽することがあるカ㍉　著者は抗菌性の強か？た代表的なT「i’

？he珂1卑βやan系塩基性色素の抗菌性と卑清≧の・関係について追求したところ・血清との接触によ，りMalac与it

．9re鉾割印rilli3nt　9卑e孕等は完牢にその抗菌作用は消失しズ4万管稀釈濃度でも歯の発育を許したr，（lentiana

厘oletr　1堕『㌻hγ1・vlo｝et・C「ys㌻a1・Yioletでは稽その作用は滅退するが・5万倍稀釈濃度倖にそρ抗菌性を民草ち

ヌζo隼琴ζ臨画との親和性（拮抗性》．の虚聞的な影響はみられず，明らかに基礎培地中で抗菌濃度範囲の色素

．液を海和するとMalachit　green・Bri嘩a嘩9『een．等は直ちに血清と結ゲつ、・て・・色累の色調は消失し・その抗

菌性も無くなる．Gentiana　violet，喚thyl　YiQlet，　Crystal　violet等ではその色調は完全には消失せず，又抗菌

性も微弱であるが存続す為．，

ぐ・し画し1、この事績微鋒下で葺ρ発育状聾を観察したところ卑清中にて培養したqal戸ican『は仮性菌糸を有すう

，糸状葺樺形態をもつで罪育をしズいるのに反し，T「IP＃e鶏ylmethan系塩基性画素を卑清申に印加したものでは・．

1明ら汐・瞳当職形態をもつて発育していた・　　．　・　、　　・、・…
，：葺考は第一報！こおいて糸状菌様形聾をと？たg耳lbi『ans！ま酵葦葺樺形聾のそれ零りも逼ρ・に三三が強い事を明

ゐ羽こし＃々㍉興管内に投与されおζれらの色素は母聾し？つあるαa1Pic禦『、に対し，マ次的に妹鉢菌性瞳示さ

・、な、・々㍉それを酵母菌様形態に止め，病勢を貯心するものと推察された．　　　　．　．．．　、　　　　　，

　Cyanin系色素については占部31）は色素の構造式中Dimethylamino基と抗C．作用との間に一定の関係があ

るように思われると言っているが，著者が実験に用いたCyanim系感光色素はいずれも比較的強い抗菌性を有し

ており，：又血清と親和してその抗菌性を減弱することも少なく期待性がかけられた．　　・　　　　　　　　．

　その他Thiofla▽ine・T・1恥thylen　blue・Acrif1争v五ne・Ast盟phloxine　FF　extra　lよ1万乃至10万倍稀釈濃度・

　（．3％サブ戸一ブドウ糖ブイヨン中）に抗菌力を示セたが・大部分のAzo系・P群h耳1ein系・Azi亭系・．　Indigoid

系，Pyrazonol系，　Nitro系，・Oxazine系は抗菌力は1万倍稀釈濃度でも見られなかった．又Azo系色素から発

．展レたS誓1f叩a！nide剤も同様に認められなかった・　，

　水銀製剤として著者はMercur㏄hrome及びMerzoniaの二種類を選んだ．元来水銀剤は強い殺菌性を有する

が・毒性が強いのでそれを除去するとともに殺菌性を保掃させる目的で種々軸索されMe「curochrome・・Meギzoni

㌦n等が創製され，賞用されている．ζの抗C．作用に・？いて吸口等32），内藤等9）が有効であったと津べて曲り，

卒岡崎等撃）1よ皮膚糸状菌について水準尉面を検討しMerzoninが最もその抗菌性が強いと報告している．

　著者がin　vitroの実験でその抗菌作用を検べたという，基礎培地中では100万倍稀釈濃度でC．属真菌の発育

を完全に抑制したが，血清中では10万倍濃度に止まった．しかしながら，水銀製剤は，酸類，重金属と化学的に

反応して沈澱を起したり，隼体内のSH基化合物と拮抗したりするので，その投与方法，応用範囲については更

に検討を加えねばならない．　　　　　　　　　　　　　、　　、　　，　　　、』　　　　　　　　＿、

　・又近年抗徴酵母物質として注目されて来たTr三chomycinの．C・症に対する報告壱さ非常に多く・田中8）・白谷21）

1阿神階，美甘等呂3），，岡野24），岸川25）等は実験的に，或は臨床的に有効であると述適ている．著者が行った，in

こ叫ro．の実験でも？100万倍稀釈濃度で7種のC．属真菌に対し，それらの発育を完全に抑制して，．その抗9‘剤

1悌レズ期待朗ヵ〕けられるが，「血清中の抗菌作用は多少減少するのが認められた．・…　　㌦　・．　　・1・　』；、・．㌧’

／　　　　　　　　　　　．、　　量　　．“亀　㌧

－，、，．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結　　　　　論

　著者は色素剤を中心にC．属真菌に対する抗菌性を追求して次の成績を得た．

　1．Triphenylmethan系塩基性色素は一般的に抗C．作用は強く，その酸性色素は全然認められない．．

　2．Dime中y1又はDiethylaminoの形をとったTriPhenylmethan系塩基性色素に特に強い抗菌性が認めら

れる．

　3．Triph㎝ylmethan系塩基性色素は血清と強く親和（拮抗）し発育を阻止得ないが，その発育状態は糸状菌

様形態でなく酵母菌様形態で増殖せしめる．

　4．Cyanin系感光色素の抗菌性は非常に強いが，血清中では多少その作用は減少する．

　5．「Sulfo血amid6剤の抗C．作用は全然認められない．

　6。Merzoni11、に強い抗菌性を認めるが，このものの持つ化学的性状のため応用範囲にはなを一考を要する．

　7．Trichomycinは強い抗菌作用を右し：，期待がもたれた．

　終りに臨み終始御懇篤なる御指導，御校閲を賜わった，思師八田貞義博士に深甚なる敬意を表します．又種々

実験に御支援下された岩原，藤井，青山三博士並びに栗栖，藤田，酒井氏らに厚く御礼申し上げます．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　The　growth　of　Candida．group　were　inhibited　in　the　presence　of　Triphenyln孕ethan　basic　color
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撫翻蒲器騒甲課発熱難剤（細菌性病熱物質）の創製並・・臨床応用・・関す・研究（第・報）…

発熱療法剤（細菌性発熱物質）の創製並びに臨床応用に関する研究　（第3報）

特に吉田肉腫及び130系腹水肝癌に対する細菌性発熱物質及び各種抗腫

瘍性物質の効果について

青　山　好作，宮沢丈雄，　栗栖　弘光，　八　田　貞義＊，新井秀　男＊，

藤　田　洋一＊，浦部幹雄＊，．酒井雄学＊，青木孝好＊

　Studies　on　the　Fever　Treatnient　with　Bac士erial　Pyrogenic　Substance．　璽．

　　　　Especially　on　the　Effects　6f　Bacterial　Pyrogenic　Substance　and

　Anti－tumor　Materials　against　Yoshida　Saτ『oma　and　Ascites　Carcinoma　130，「

　Kosaku　AoYAMA，　Fumio　MIYAzAwA，　Hhlomitu蚤KuRlsu．　Sadayosi　HATTA，

Hideo　ARAI，　Yoiti　FuJITA，　Mikio　URABE，　Yugaku　SAKAI，　and　Takayoshi　AoKI

　　まえがき　ある種の微生物が抗腫瘍作用をもつとの考えは幾多の臨床経験から深めら葬，特に丹毒感染により

悪性腫瘍患者の臨床所見が好転することが観察されたが，・Fehleisen1）がはじめて丹毒連鎖球菌を分離してからは

　この培養物の癌患者えの応用が試みられ，治療剤として有益なことが報告された．Beebe及びTracy2）は，　S．

marcescensの懸濁液は単独でもStreptococciと併用しても，イヌに接種した淋巴肉腫を完全に消失せしめるこ

　とを見出し，B訂oni1）は実験動物に肉腫を接種するに先立って予め数日間，　StrePtoco㏄i及びGon㏄o㏄iの培

　養液を注射しておくと，ラットのTensen腫瘍の成長に抑制的に作用することを報告した1以来StrePtococciと

「S・macerscensの混合法はCaley！s　toxin．とよばれて永い間臨床的に応用されたが，満足な臨床効果を確立する

　には至らなかった．その後菌体成分中の抑制因子セこ細菌多糖体が関4していることが解明されたが，当時は純度

　の高い多糖体が得られず，そのためその成績も動揺を免れなかった．「

　　その後，悪性腫瘍細胞の形態学的，遺伝学的研究と相まって，合成薬による悪性瘍瘍に対する化学療法が推進

　されるに至ったが，この方面の研究はその後特に顕著な進展をみるに至らなかった．

　　著者は，純度高く毒性筐少な細菌多糖体を得たので，これが理化学的，生物学的性状を明らかにすると共に，

　細菌多糖体の抗腫瘍作用を吉田肉腫及び130系腹水肝癌について実験的に検討を試みた．以下その成績について

　報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「実　験　方　法

　①実験に使った薬剤実験には発熱性物質（緑膿菌より精製，詳細は後述する）およびNitrogenmustard

N℃xide（Methyl－bis十chloroethylamine　N℃xide以下N珂NO・と略す）．　Sarkomycin，8州Azaguanine（5－

amino－7－hydroxy4司H－vイriazole一〔D〕3yrimidine）な．どの抗腫瘍性物質を選び比較検討した．

　②一般細菌，・糸状菌，放線菌などに対する抗菌性好気性菌はブイヨン培地を基体とし，それぞれの供試薬

ごとに所要濃摩に稀釈し・100。（130分間神町滅菌した・この際・往々にして培養組成中の有機・無機物質により

効力に増減がみられることがあるので鼠チフス菌，大腸菌について合成培地を用いてこの点も吟味した．移植菌

量は各菌とも5～10万個とし，37。Cに培養後菌発育により生ずる培地湖山により判定し，その観察は120時聞に

止めた．．なお嫌気性菌はサイオグリコレイト培地を用いて試験した．又糸状菌，放線菌及び酵母菌は，供試培地

としてCzaPeck－Dox培地とこれにPePtoneを1％に加えた培地とを用いた．胞子形成菌の移植菌量はCza－

peck　Dox斜面寒天培地で25。C　7～10日培養の新鮮芽胞2白金耳量（トリコフィトンは直接釣菌移植した）を5

cc分注の生理食塩液に平等に浮游させたものの0．1㏄量とした．いずれの場合も培地液量は5ccとした．

　③吉田肉腫および130系腹水肝癌に対する抑制効果実験は予め；10；日間以上実験室内で飼育した健常ラット

　（体重1009前後）を用い，「ラット腹腔内に600｛’900万個の吉田肉腫細胞を接種した．まず最初の実験として∫

接種5日目にそれぞれの試剤ごとに一定量を腹腔内治射し，注射前と注射後一定時間の肉腫細胞と白血球の増減

　勢　日本医科大学衛生教室

’　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
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について算定した．『1即ち，無菌的に腹水を採取し白血球算定用のメランジュールで肉腫細胞と白血球の合計数を

計算し，これを基礎算定数とし，両者の比率はこの際同一腹水について塗抹標本を作製ギムザ染色を施したもの

について肉腫細胞200個を算え，この時の肉腫細胞と白血球との比率を実測し，この比率を前幽の基礎算定数に

乗じて実数を算出した．

　またこの塗抹標本を基にして2’000、個の細胞数（白」血球を除外して）中の有糸分裂状態を前期（Prgph時e）・中
　く　　　　　　　　　　　ロ　　ヨ　　　ヒ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　ぼ　　　　　　　　　　　　　　　　　パヒロ　　　　　　ゼ　
期（Metaphase），後期（An如hase）及び終期（Te16pha6e）に分けて観察した．「

　また試剤の注射開始時期を肉腫細胞接種後2．亀目，’3・日目，・4日目及び5日目と階段的k変えた場合について

も実施し・出射回数も1回だけで奉く5回三三注射も行つで曄績を棟討した（詳細についてに毎直する）・

　また130系腹水肝癌に対レて鉢健常ラット3匹1を1群とし・‘．ラット曄腔1内に130系腹本肝癌0・02cc量ずつを接

種し・灘4：日脚熱性物質では25解鱈緯び、『0解瓜r・．・NMN9はゆrμ00畷・A禦anineおよび
Sarkomycinでは30mg／kg，やoPPy－ext血ctは0．3cc／1009量：を連続5日間投与し，その生存日数を観察した．

　④　Shwartzman性および発熱性の試験Shwa血man性は供試菌に腸チフス菌’（S．58）．緑膿菌，変形菌，

大腸菌，黄色ブドウ球菌’（F．D．拳209P）の5種を選び，検体はそれぞれのブイヨン培養液1（37。C24時聞培養）並

びに斜面寒天培養菌を生理食塩（5cc＞浮游液としSeitzで潭過除菌をした演液とした両者共に10倍稀釈液をも

用いた．Sh試験にはウサギを用い定法によったが惹起因子には緑膿菌聖体精製物質1．5fng量を静肱内注射した．

セめ際反応がW度に現れたものについてはその表面積をPlanilneterで実測した．発熱性試験はウサギを用い日

本薬局方に準じて行った．　　・・　「F　　　』「　、：』　∴1L．　，　』　　「．　ド，、一、1

　　一「　　　　　　　　　実’験．成績
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（

　①精製供試菌の選択細菌多糖体はいずれもSh活性能を有し，その作用力も菌種によって強弱の差がある．

伸張は移植性果粒肉腫の発育にSh済液が影響を与えることを，また長田は腸チフス菌，志賀菌の濱液が吉田肉

，腫細胞の増植を抑制することを報告している1そこで著者らは精製に用いる菌鍾の選択をSh作用発現の度合から

きめたが，この結果は第1表に示す如く菌種によりSh反応の現れ方に差異がみられ，供試菌のうちでは緑膿菌，

変形菌などはその作用が強力で，これらは原液のほか時には10培稀釈液でも良好な反応がみられた．そこで精製

実験の供試菌には緑膿菌を選んだ．　　‘．　　　　　．　　．　　・　　　一

1　　　　　　　　「　　第1表Shwartzmah反応による精製供試菌種の選択

ミミミミここく～竺」試液

供試言＼無毒
ブイヨン培養液

原 液

1　3　5　24

S．typhi　（S．58）

Pseudomonas　aeruginosa

1Proteus　vrulgaris

E．．coli　communis

’Micmcoccus　pyogenes　var　aureus
（F．D．’A．209P）

対’照　　発　熱　性’物　質

1　1　1　皿
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　　②．糖製法3－7）と理化学的性毯三体々・ら多糖体を抽出する際，結合レ質いる蛋自記を皐全に除去することが

、重要で・それにはBoivinの方法，　Se田・法・T・P町の方法・・hg・・1処置法門酷醗灘な聯帯の方法が

考客られているが，ζの実馨では消化酵素による一巡を行？た．．

　　まず予め選択されたS型菌を固形培地内で37。C　48時聞培養後，精密に雑菌混入のないことを確めてから菌体

　をかき集め，十体を洗卜する目的で生理食塩液に浮游させよく振りまぜたのち，遠心分離により憎体を集めた．



　　亀
青山，宮沢，栗栖，八田，新井，藤田，浦部，酒井，青木：発熱療法剤の創製並に臨床応用に関する研究（第3報）心63

との洗欝欝にpH8．4の燐酸緩衝液500ccを加え懸濁させたのち，玉リプシン（Aomour製）50mgを加え37。C

48時間消化後，氷室（5。C）内に一夜放置して不溶物を遠心により除去した．この上浩液はセロハン膜に包み流水

中で2昼夜透析し，この聞の析出物は遠心により除去後，減圧により1／30量に濃縮した．これに7％トリクロー

ル酢酸を15倍量に加え1時間振盤機でふりまぜ，：その上清液をセロハン膜に包み流水中で4・日間透析した．これ

をSevag法により不純物を除去し1更にエーテル処理によ「り脂様性成分の除去に努め，氷酢酸々性アセトンを加

’え析出物を集め，のちアセトン，：アルコールで洗浄し，真空乾燥によ1り淡灰白色物質100～150mgを得た．・

　この物質は定法に従って定性試験した結果，蛋白反応であるBiuret反応，　Ninhydrin・反応，　Xanthoprotei豆e

写直1電　気　泳　動　図‘

泳　動

泳　動

泳動

泳　動

15分

120分

69分：

・30分

．泳　動直後

　　　　　　　　　　写直2　済紙クロマトグラフィ1一

註；　1．Lysine

　　2．Arginine
　　3．Aspartic　acid

　　4．Glu加1nic　acid

　　5．Serine
　　6．G！yci駐e

　　　7．Asparagine（？）

　　8．Theonine

　　9．Alanine
　　10・（？）

　　11．Valine

　　12．

13。Tyrosine

1，eUCine，　ISOIeUCine
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反応，Millon反応，　Lieberma㎜反応の呈色反応およびTanni弓acid，　Trichlor　acetic　acid・100。Cヰ5分加熱

などの沈澱反応は何れも陰性であった．これに反し多糖体を検出する．Molisch反応は強陽性・Fehll皿9一応は水

解後は陽性≧なり化学的には複合多糖体に属するといえた．

　この物質は電気泳動装置で測定した結果，写真〔1〕に示す如く泳動時間を最高15q分まで試み，この間の泳動

像を時間別に撮ったが，・いずれの測定時に於ても単一なカーブを示し，かなり純度の高いものであることが窺わ

れた．またζの化学的組成を沮紙クロマトグラフィーで検べた．アミノ酸は塩酸水解後，石炭酸で一次拡散を行

い，つぎにルチジン，コリジン等量混合液で二次拡散を行い，呈色液に帯ンヒドリソ液を用いた？

　糖類の検出には塩酸水解後，石炭酸で一次拡散を，ブタノール酪酸液で二次拡散を行い，呈色液にはフタール

酸アニリン混合液を用いた．

　この成績は剛直〔2〕に示したが，主な検出物としτはアミノ醇ではロイシン，イソ『イシン，ヴァリン，チ＃

シソ，アラニン，スレオニン，グリシン，セリン，アスパラギン酸，、グルタミン酸，、リジン，アルギニンなどで

このほか不明斑2つを認めた．糖ではN一アセチーノkグ～レコサミン，「グルコウ”ン酸，ラフィノーズ（P）などで

あった．

　③細菌多糖体の生理作用細菌多糖体の生理作用としては9h性と発熱性について検べたが，　Sh作用は最少

発現量を試験したところ，準備因子は10μ9以上では反応はW度に現れ，皿度には0．1μ9でも認められ良好なSh

性を有することを確めた。　　　　　　　　・　’　　　、

　また発熱性（実験の便宜上注射後の体温が注射前の体温より1。C以上，上昇した時，発熱陽性とした）は1μ9／

kg以上では発熱は陽性で，注射量を増加すると体温はこれに悶々比例して最高発熱度は上昇した．

　④細菌多糖体および各種抗腫瘍性物質の抗菌力好，嫌気性菌に対してはSarkomycin：およびNMNOを除

くすべての供試薬は菌の発育を阻止し得ず，1000μ9／ccでも菌の発育を許した1即ちSarkomyci11では18例中6

例が1，000μ9／ccでその発育を抑制し，9例が500μ9／cc以下の微量で阻止した。　NMNOは18例中16例が

1，000μ9／cc以下で菌の発育を完全に阻止し，両者の間では前者の方が優れていお．また普通培地と合成培地とで

は同一菌株に対する抗菌値が著しく異り，試剤炉培養基成分によって，、拮抗され力価の減弱することが窺われた

（第2表その1参照）．

第2表その1　各種抗腫瘍物質の好，嫌気性菌に対する抗菌力

ぐ一一＿　　　　　　　　供　試　薬
露晶一；二＝二一判麟爾『

　　　　　　　　　　　　㌔～
グ

ラ

ム

陽

性

菌

M．Pyogenes　var　aureus（F．　D。　A．209P）

M．Pyogenes　var　aureues（Heatley）

M．Pyogenes　var　albus（No．11）

B．subtilis　　　　　L

B．mesentericus

Micrococcus　sp

※C1．　tltani

Sarkomycin

劉’・2・

　500

　500
、謝

＞1l
…i

500

500

500

1000

500

333

i畿。購画一

刎・2・

8rAzag

－uanlne

24

・器

10001

・㎝P
珊
100P

1000

1000

1000・

1000

1000

1000

200

　＞1000

1＞1000

Poppy
ext1温ct

忽

Polysac－
charide

24

グ

ラ

ム

S．paraにyplli　A．（S．1）　・　’圏

S．typhf－murium　9 iS．9）

※※S．typhi　murium（S．9）

S，typhi，（S．58）

S．dysenteriae（Shiga）「．

S．dysenteriae（KI　B．皿）

＞1000　＞1000

＞1000’＞1000

＞1000

．＞1000

＞1㎜　＞1㎜

＞1伽Pζ器

　　　　＞1㎜r

ζ撒ζ穰
　　　1

陰IP。．vu1，。。i。（0。・9）・

性

菌

Past．　septica

E．coli　communis

A．aerogenes

※※A．aerogenes

　500
　1000
　　　1

　200　　　1
　500
　1000．

　1000
　　　1
　1000

＞1000
　　　！

　1000i

＞10CO
　　　l
　500

　1000

＞1000

　200

1＞

　　翻

卜F

｝＞1000P

、5・・：

翻
、畿

難
癖i

＞1000，

　　　，
、＞1000
　　　1

　蹴　　　i

醐ζ器1即興
1000p

珊
　1000レ

＞1000，

　　　1
＞1000

鵬

匿㎝｝

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1㎜
＞1000

＞1㎜
＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞100q

＞1000

＞1000

i・ G翻ζ翻
　＞1000｝＞1000

　＞1000　＞1000

　＞1000、＞1000
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註：〔1）表申数値の単位はμg／CC．とす．

　　　　②※印は基本培地にサイナグリコレイト培地を使用した．

　　　　㈹　※※印は基本培地にそれぞれの合成培地を使用したものを示す．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　／

糸状菌，放線菌および酵母菌に対しては，いずれの弓隠も1，000μ9／ccで菌の発育を阻止し得なかった　（第2表

そQ．2参照）．　．

第2表その2　各種抗腫瘍物質の糸状菌，放線菌及び酵母菌に対する抗菌力

　　　　　　　　　供試菌　 ＼一一＿＿．　区分
　　　　　　　　　　　　　　　、一

糸

三

幅

酵
母
及
び
放
線
菌

Penicillium　（C5i）1

Penicillium（GH3）「

Pen1cilliu】筆（Q176）

Asperglllus　niger、

Aspa・gi11μs・ryzae（今野）

Aspergi11us　oryzae（星野）

Aspergi11us　oryzae（鬼木）

Rhizopus　（R64）

Mon1廷a　albicans、

Triρophyto耳purpureum

Mucor（M11）

』Saccharoniyces　sake

Willia　anomala　l　L

Torula　utilis

Actinomyc，s（No．14）

Actinomyces（No，20）

Ac‡inomyces（No．22）

　（1｝

　．（2）

　．（3）

…k・m・…麗t「驚罵s捻ρi旛劉露＆

※1※※「剰※※1一※※1※※

Polysac
charide

※※

＞1000
　　　1
＞1000
　　　し

＞1000
　　　1
ζ1譜1

　　　｝

＞1000：

＞1000

＞10∞

　　　　き鶏群〉翻膿粥
＞1㎜1＞1000i＞10001＞1㎜＞10001＞1㎝

＞1000

＞1000

＞1000

＞10001＞1000i＞1㎝i

〉、㎜1ζ穰

＞1000

＞1000

＞1000、

〉・㎜1

＞10001
　　　t

＞1000

　1000

　1000

　1000

＞10001＞1GOG

＞1000｝＞1000

＞10001＞1000

＞1000堰рP000

1

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

〉ξooo

＞1000

＞1伽汲P㎝

＞1000

＞1000

＞1009

＞1000

＞1000

＞10qo

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000．

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

註＝

　　　｛

＞1000P＞10001

＞10001＞1㎜［

〉・…｛〉・…1

　　　　＞1000＞1㎝i

ζ畢〉溜

　　　　　’1譜

※印はCzapeck・Dox（1％・peptgn加）培地を使用

楽※印はC2apeck－Dox培地を使用

表申数値の単位はμ9／ccとし，培地7日目の成績をもつて示した．

　　　　

ζ藷粥
．＞1000｝＞1000

＞10001＞1000

＞1000

＞1000

＞1000

ζ撒ζ｝濃≡i羅

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
’⑤樋多糖体およμ各種抗醐曲質の吉田曄に対する㈱効果

　＠’注射後あ細胞数および有糸分裂像の旧聞的変化　吉田肉腫を接種し：殆んど純培養に近い時期（接種第5日、

目）に・NM即では1加g／1009・S・・≧・my・i・では30mg／1。09・発熱性物質では25・9／100＆8－A％餌nine

では30m9／1009，　PopPy・extractでは0．3cc／1009を1回注射し，注射前および注射24時間以内の細胞の数的，

質的推移を検べたが，この結果は第3表その1に示す如く試みた範囲の注射量では特に目立つた細胞数および白

血球数の動揺はみられなかった．

　生存日数をみるとNMNOは対照に較べて7｛’12日の死期延長μみられ・発熱性物質では1匹が20日以上生存

したほかは余り顕著な効果を認めなかった（第3表その1参照）．

布紛雑は蘇龍も徽羽慣異をまあるが∴いずれも分蜘脚よ織し購聞前平韻も購で声
のような時期には分裂も多くの場合，前期および中期で抑制されていた．この現象はSarkomycin，8－Azagua－

nine，　NMNOでは特にはつきりと認められる．発熱性物質では分裂数の減少はみられるが，：分裂像は最も効果が

期待される6時間前後に中期以後の分裂像の減少はみられるけれども中止の状態にまでは及んでいない．いずれ

の試剤でも24時間目以後は分裂数は旧に復した（第3表その2参照）．．
ノ
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第3表その1　各種抗腫瘍性物質を1回注射した際の吉田肉腫細胞数の変化

動物
番号

N6．1

No．2

No．3

N6．4

No15

．No，6

No，7

．No．8

．．No．9

No．10

No．11

供　・試　薬

8・Azagualline

Nitrogenlh｛1st・

ardl　NLQxi（卑e

Sarkomycin

PyrogeniC　subs－
tance

Poppy－ex1訟ct

No．121
　　　t．・

・． E註．．（1）．・

射 一照

幣注射二

二．詞

116

106

93

30mg／
　　1009

1．5mg／

　　1009

110i

　30mg／1i511009
　．1．

120

103
25μ9／kg

103

120

106

125

0．3cc／

　　1009

区t ．注射葡及び注射後の時間

分

S．

W
S
W
S
W
S

W
S
W
S
W
S

W
S
W
S
W
S
W
S

W
S
W．

注射用騰騙・酬目・旧劇・時圏珍繭目瞬間目

62．．

　7．2
193
　6．0

52
　6。3
175
　7．1

292
12。8
241
22．5’

232
　14．7
．225

　18．4

56． P4ポー41　認．

劇璽：輔鷹

141・
　．2．1

．299

　4．6

奮，、2盗α11塁：んレ1鷺3

　　　　　　　　　　　　118　　　．1124　　　117177
20．4　　　17．8　　　15．2　　　14．4

147．

藩『
7191

151
　1．7
177
11．2

16諱C

1璽・｝

137
　5．0．

156
10．9．

21．
‘2．5

168
　7．9

66

　3．7
．180

　2・9i

68
　4．7
176
　3；2

269
．14．2

85
　4．0

224
11．8
71
14．5

232
　8．2
56．

　7．7

265
13．1
79
14．4

97
13．6
51
10．0

　145　　　115
　　3．0，　　3．2
・．
P72　　＝．．1㌧

1　　．7．3
71
10．3
190
　3．9．

150
　7．2
53
11．1

232
15．7
50
20．8

72177唱⇔5・
　　　　21．8：　　　　　　　　23．4．27．6
176｝．．1糾．回雪6

4・Oi　4・41　ao

119
10．5
43
11．1

134．
　8．8
21
10，0

・盤、レ3翌l1

63　　　59
26．2　　　37．8

154・
　9．2

17．
14．3

　338
　　12．7
　　60
　，22？3
ド

．86

22．1
169
　3．9

．199

　9．8
　30
　7．8

354
118．7

65
、25．2

生存
日数

7

9

16

21

9

9

生存

　7

9

11

Sは吉田肉腫細胞数を，Wは白血球数を示す．・（2）門中数値の単位は千単位をもつて示す．：
、以下の表もこれに準ず．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
　　第3表その2、各種抗腫瘍性物質を1回注射した際の吉田肉腫細胞中の有糸分裂数

10

9

ｮ物
．．…番号

No．1

No．2

No．3
響

N6．4

No．5

No．6

供　試’薬

8－Azaguallihe

Ni比ogehボ』「・．1

　　　mμstarφ．

N＿oxide

Sarko耳｝ycin，

注射量

30mg／．『

　　1009

1．5mg／

　　1009

30mg／
　．ユ009

分裂期

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

注射前及び注射後の時間．
闘前・陸墨讐

i｝．ll．

灘i調誌

．Pfophase’
Metaphase
Anaphase
TelOPhase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

ProphaSO．、
Metaphase
Anaphase
T610phase

Prophas61
Metaphase
Anaphase
Telophase’

1｝閃

聾

ll夕

1新

差i｝背、

ll陣

i｝・

liP

・時劇・鯛中時剛・2時三目

24、

16
6
．3

距

／暫

恥
i｝耳

垂

li回i｝r

1
．0

．L n
O

．i｝1・

撫
／・選鵬m

：1｝1

駐・

・i｝．6

響塾

馳暑．1

「／．．1

』1レ6

詠・

i｝．6

i｝1

24時間目

i｝・

1陣’

i｝・6

》

㍉1｝1．

聾

＼
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動物
番号

Nα炉

N。，合

No．9

供　試　薬

Pyrogenic

substance

No．10．

No．11

Ndユ2

PoPPy－extract

対 照

注射量 分　裂　期

25μg／kg

　　　

∫博捜
　　lTelophase
　　［

注射前及び注射後の時間
曲釧鷲婚1・嗣目1・時評・二郷E醐目：24時陥

㍗

懸・聡騒

0．3cc／

　　1009

PrOPhase
Metaphase
Anaphase
Telophase

』i｝・・

Prophase
Metaphase
Allaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

1｝滋

禽舘

1｝．4

㍗

1｝防

1｝舘

1｝菊

㍗・・

1｝・

｝i｝28

1レ

喬23

i｝”

欝26

葛・

1｝以

欝・・

聾

翻

恥

i｝9

1｝鯉

桟・・

1｝昭

葬

1・

》

響

｝
3・・

1｝・・』葛％

i／6

1柄

聾

1｝％．

1｝磨

斯

⑤注射量と抑制効果各試剤ごとに注射量を3－4段階に分けて抑制効果を検べた．注射は肉腫細胞接種第

5日目から開始し5日間連続投与した．

i）発熱性物質は50μ9／kg・100μ9／kg・500μ9／kgおよび1000μ9／k＄量を投与したが・各揖与群ともに細胞数

の著明な抑制えの期待は薄く，その投与量が500μ9／kg，11，000μ9／k9という比較的大量投与群では，．むしろ対照

群に類似の生存日数を示したにも拘らず，50μ9／kg，100μ9／kg投与群では各1例ずつが対照よりも6日間の死期

延長を認めた．・（第4表その1参照）

　次に肉腫細胞の形態および右糸分裂の状態につ悟てみると，かなり変化に富ん瀬所見がみられる．即ち投与1

日目頃から原形質および核は濃染し，日を経るに従って原形質は不整形となり突起（アメーバ様変化）或は空胞

を認め（願3旧び4参照）この頃になると三核仁細1包斜める．また細胞も1ぬび皿塑瓜のが多くなり死

期に近づくにつれで原形質は破壊しまた二二となった．この所見は投与量の多い1，000μ9／kgおよび500μ9／kg

群に強度に且鮮明にみられたが，100μ9／kg，50μ9／kg投与群でも観察出来た．従って発熱性物質投与の際の変化

職よりも原形質に目立っと峡る・有紛裂の状態をみると・劇剤欝申でも分裂｝縫筏七いるが，1分裂

が抑制されたもの’では死期の延長がみられた．白血球は数的にも量的にも互変を認めなかった’（第4表その2

参照）

第4表その1発熱性物質の注射量を変えて投与した際の吉田肉腫細胞数の変化

動物

番号

No．1

No．2

注射三
四

（μ9／1009）分

50「S

lw

注 注4
射．

前 後目

・7舗

2

日

目

1注4
農替

3

，日

月

注4

蠣
後目

認、矧。弩13努
　　　　1

・・P覇・蘇鉄鴇

4

日

目

注4

礪
後目

　　　

・β1認

菖

日

目

47
5．0

注4
射蕎

後目

　64
10．4

7

日

目

91
3．5

9

日

目

　86
’7．4

260
1．2

1631　74
…い・・

・翌｝鵬圏器li

11

目

目

110
2．2

13

日、

目

166
5．5

1
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動物

．…番号

　L　．

No・

N6．4

No．5’

No．6

．No・7

N（ト8，

No．9

醐量1区雇注、

（翻麟
1001S

　lw

100

500

500

1000

1000

対照

S
W
S

W
S
W
S

W
S

W
S
W

2

日

目．

注4
蠣・

後目

3

日

目

注4

蠣
塑

4

日

目
611

0．3

注4
射窩

後目

5

日

目

1

注4
身蟷

後目

7

日

目

9

日

目

11　　ユ3

日　　日

目　　目

珪l／，．・l／碁9レ蹄甕

．・鷲1・ll嫡鋼・1ギ3｝1．・彌．

75
1・51

102　　55
3．7　　5．5

・鴛、剰

59
、2．4

　r212
9．51

　1

．碁ll囲・ll1 142　　77
8．6　32

　「169

1．2t
，響

　1

197
5．9

1551

1．11
204
6．1
ノ

癖1榔1　
111　　　　941　　　85　　　　641

　　　　　　　　　　　　　　　　　　

1・3．3・9一・41・61

｝1㍑1
1051　　　7ぱ　　　　　爾3・210・2i

．、ll　igl、ll ・59

4．0

　　　　　・聖ill垣．桝・讐［・跨1141451
7・4．14・31

｛1言開罪iδlll麗 174
2．7

鐸・卸91

122　　　94　．133

　　　　　7．6

91

1．7

97
1．2

32i　104

6．1．2．1

、

恥1・・対照品・踊・合18潭1望｝・3鷺園・窪｝細謂

琴；騨合rNMN？　即坤喚血及び騨　の実験丁丁し九．

　　　　　第4表そめ琴　発熱性物質の注射章を変えて投与した際の吉田肉腫紬門中の有糸分裂数

動物

番号

N・4

．No．2

解5・3

No．4

し

No．5

No．6

肇国．

　　．分裂．期’
（／μ9

kg）

50

与0

享叩

100．

500

500

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Pr6phase
Metaphas6

．Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metapllase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

澤射前及び注射律’ Dめ．時
柱射後　　　　　　　　　　’　一． 注簸

4時聞
目

塞

注射
前

壷

注射後2
昌時間i目　憤時聞1目

日

i｝・

3日

1｝理，iド

撫

i｝・

1レ

1i｝詑

i｝・

騒

動

期

葬

1｝・ 1・

㍗

㍗

酬i｝・

1｝4Q 争

1｝継｝瀞

響

1｝錫

i｝・

聾

1｝訓

注蔚後

4時間
目

4日
目

1・

1｝血

1｝侶

i｝・

注射後
4時間
目

i｝・

5日
目

i｝・

li／・．i｝・

聾 1険

・i｝「LiP

愚

／・

ブ白

目

9日
目

聾

1卜

艶

i｝

、OI
舗・

墾

1｝色

i｝・．i｝・

摯 聾

1洲

i｝・唱

i｝！｝・

1・、

11日
目

ll｝1を

1§日

目．

iレ㍗
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動物

番号

No．7

No．8

No．9

供試
薬

（μ9／

kg），

分三期

1000

1000

対照

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

注射前及び注射後の時間『
箭射1解蕎1

1軸

　2日
1目

輔・・

｛降㍗

1｝磁

鱗昌日

響欝

注射後
4時間
目

毒iド

畠日言認蕎1昌日

聾
i｝・

柵藤縄欝

i｝・

・1捻

覇昌日1
1｝・

i｝・・ 1・

創

9日
目

11日
目
B日
目

一照
　　註；NMN　O，8rAzaguanine，　Sarkomycin及びPoPPy－extractの実験成績は割愛した．

　　　　　　写真　〔3〕　吉田肉腫移植ラ野トに発熱性物質500μ9／kg量を3回投与した際

　　　　　　　　　　　　　の所見

　　　　　　　　原擁の・・…様変化お・び空酒化・・みられ，また核の多縦を認む．

＼
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写真　〔4〕．　吉田肉腫移植ラジトに発熱性物質50μ9／kg量を4回投与した際の

　　　　　　所見

証紙∴．

　意・　　　　二卜．4て．．　　　㌦．＝騨　　．／・L

原形質の紡錘状変化を認む

　ii）NMNOは1・5mg／1009，3・Omg／1009を投与したが・吉田肉腫細胞に強い障害を与え，試剤投与量に比例

して細胞数は著しい減少を示した．同時に白血球も減少したが対照（接種10日目艶死）に較べると約2－3倍の

生命延長が認められた．有糸分裂像は投与4時間目に既に分裂は中期で抑制され，投与2日目では僅かに分裂が

認められ，3日以後では分裂は停止の状態となった．形態も試剤との接触後は急速に小さくなり日を経るにつれ

て破壊像が益々増加したが，艶死近くなると幾分分裂の進行がみられた．　　　　　　　　　　　　　・

　iii）8rAzaguanineg｝9）はし5mg／1009・3・Omg／1009・151ng／1009，および30mg／1009を投与したが，試剤投与

によっても肉腫細胞数には余り変動はみられず，数的抑制は不鮮明で30mg／1009投与群のみが対照群に較べて

2－6日の生存延長を認めたに止まった．然し質的には異常や異常分裂像がみら勉，細胞は旧染となりその形態

も小さくなった．

　iv）Sarko皿ycinlo）・では9mg／10009，18mg／1009，25mg／1009および30mg／1009量を投与したが，肉腫細

胞を強く抑制して・これを減少させるまでには至らなかった，ただ25π19／1009以上を連続投与すると2創3日の

死期延長がみられた．

　有糸分裂像は30mg／1009投与群では申期以後の抑制がみられたが，このほかの群では対照と類似の分裂像を示

した．形態では原形質融解，染色体散乱，巨態細胞，三核細胞などを比較的多数認めるが，この様な質的な変化

の割には強い抑制力となって現れなかった．

　v）Poppy－extractは0・3cc／100g量を投与したがノ期待されるような生存日数の延長はみられず，肉腫細胞，

有糸分裂像も対照群に較べて遜色なく，抑制激を想陳ずる成績は得られなかった．

　◎　注射開始時期と抑制効果次に注射開始時期をいろいろに変え連続5日間投与しその抑制効果を試験した．

　i）発熱性物質（25μ9／kg投与）は接種2日目から投与した場合は，対照肉腫群に較べで2日聞の死期延長が，

接種4日目から投与したとき1例が5日間死期延長したほかぽ類似の成績を示した．

　肉腫細胞数は前回の実験と同様顕著な数的変動はみられないが，有糸分裂激は注射に伴い幾分抑制された．細

胞障害の状態は前回と同様核よりも原形質に二二を認めた（第5表その1およびその2参照）．
　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
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第5衷その1　発熱性物質の注射開始時期を変えた際の吉田肉腫細胞数の変化

動物
番；号

No．1

No．’2

No．3

No．4

No．5

No．6

No．7・

．． mo．8

，．NOr　9

No．10

1注射．開始．時斯

接種2日目より注射1

接種2日目より注射∫

接種3日目より注射：

接種3日目め翻1

接種4日目より注射

接種4日目より注射

接種5目目より注射1

．接種5日目より注射』

対 照

対　　　、照

第5表その2

注射舜

（μ9／kg）
’

25．

25

251

25！

25

25

25．

25

区

分

「S

W
S
・W

S
W
’S

W
S
W
S
W
S
W
S
W』

S
W
S
W

注射前及び注射後の蒔間
家譜！，新駅掛目1、。細、2缶目1、5飴

幽． P4l・117鼠・．13象・し26査・6鳳

1聾・・2三皇・21と・｝21乞・｛搬・

1931「

　4．4

180
　6．9

・4Y，い4含1

i89

47．4

54
57．7

185

　8．5

206
42．6

168

62．5

．224

　11．8

145
　3．7

146
　5．3

109
ユ0．8

244
11．5

100

56．8

241
ユ0．0

，200　　189
　9．珍　：珍．7

154　　．215
　3．6’　4．8

326・　349
14．0．　　9．3

223
　4．1

140
　5．1

72
43．5

258
12．2

’を11

　695

290　　．308
　2．9’　　1．2

躍
　8二7

131

　6。7

＄64’

8．3．

243
11．4

L発熱性物質（6注射開始時期を変えた際の吉田肉腫細胞中の三糸分裂数、

動物
…番号

・No．1

No，2

No．’3

No．4

No．5

No．6

注射．開始時期

接種2日目ぶり注射』

接種2日目より注射

『接種31ヨ目より白身寸

接種3日目ぶワ注射

接種4日目より注射

接種4日目より注射

注射量

（μ9／kg）

25

25

25

25

を5

25

分裂期

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

prophase
Metaphas　e
Anaphase
Telophase

Prophase

Me訟phase
Allaphase
Telophase

Prophase

Me訟phase
Anaphase
Telophase

．Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase．

注射前及び注射後の客間
誉，瞥1、荒目1，昌．目1、。鯉、2自目』1、5晶

1｝56

聾
．省・・

1｝磁

1｝お

㍗

影

距

．i｝㌍

恥

1｝・ 葛9

11｝：ゑ

li｝回

1｝B

‘野

1｝・・

1｝冤

’1｝別

1｝如．層

1｝？ ．i隅如
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動物
番　号

No．7

No．8

・No．9

No．10

注射開始時期

接種5日目より注射

接種5日目より注射

対 照

対 照

注射量　分裂期
（μ9／kg）、’

　　　1

25’

25

Pr6phase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Te10Pllase

注射前及び注射後の時聞
．三三1、鯉・剣・・色、1・2自，1・5晶

1｝・・

§i｝㍗

1｝36

i灘隔⑳

恥

藪田

聾

1｝鍛

li｝翼 i｝・

i｝「ll妬

1｝詐

1｝お 智．胃

ii）NM耳0（1・5孕9／ioO9・投与）では注射開始時期の早いもの程効果が著明で，有効例では注射後一時肉腫細胞

数は獄少したが，日を経るに従って幾分増加の傾向がみられた．即ち接種4日目およびそれより早く注射を開始

した群では一部を除くと何れも101日以上生存した．接種5日目から開始した群では35日目と45日目に艶死した

が，対照に較べると4－5倍の生存延長といえた（第6表その1参照）．肉腫細胞は投与2～4日頃か←その形態

は著しく小さくなり．，有糸分裂も停止し殆んど分裂隊を認めなかった．対照肉腫群でぽ活濃な分裂が認められた

（第6表その2参照）．

　　　　　　　第6表その1即NOの注射開始時期を変えた際の吉田肉腫細繊あ変化

動物
番号

No．1

No．2

No．3

No．4

No．5

No．6

ノ

No．7

No．8

No．9

No．10

注射開始時期

接種2日目
より注射・

接種2日目
より注射

接種3日目
より津射

接強3日目
より注射

接種4日目
より注射

接種4日目
より注射

接種5日目
より注射

接種5日目
より注射

対　　照

注射量1区

mg／（

1009

注射前及び注射後の時間．
）・分画幽各謡日目海底葺醐譜1譜甜罐馬簾1譜i譜謂

・・5 鴛i

1．5

1．5

S
W
S
W

：1．51S

　　lw

1．5

1．5

1．5

，1．5

S
W
S

W
S

W
S
W

331粛
4．92．9
　1　　i

　119
　トコ．．71
・1§淋1繍・4男1・2鵠・％1鋼・311騰登

goi副2515・
19．1119．517．2　　　　　　　1．6
　　1　　、　　1

421 X5；・2・！96162163173！9516・i％77
3・21g・815・g114・O112・7113・『10・6110・8i11・3，8・41　g・2

・・讐周塑：・轟5チζ137釜：・1？鵬・l181・5讐：・鋼塑書［・・費

　　37i

3．0

　1

51　　25i　22
2．6　　L2　ユ．2
　　　　　

対1 ﾆ

295　22　49
13．912．517．1
　　1　　1

　　　　　　　ト
　39．36．
11．4　9．31
　　1　　　ビ

轟ll／・ll覇1鵜・謙整

鋼・？／・l／・｝§1・塁岡・1鵠躍・411・71き1・・鶴三

一i・21／・lgi・筆・7翌i・4客・5翌翌1細

252国．忽！
18・『19・3113・4！

S293223【，、2i（9日蝦・

W13．旦40．5112．oLl多．エ

嘉懸i器‘9響：

♂8i冴8　i・糊調

・【

註：紙面の都合でSarkomycinおよびPoPPy－extractの実験成績表は割愛した．
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第6表その2　NMNOの注射開始時期を変えた際の吉田肉腫細胞中の有糸分裂数

黎騨

No．1

No．2

No．3

No．4

接極
2日
目よ
り注
射

接種
2日
目よ

り注

射
接穂
3』日

目よ
り注

射

接種
3日
目よ
り注

射

1．5

1．5

1．5

分裂期

Nd．5

N6．16

No。7

No．8

No．9

No．10

接種
4日
目よ

り注

射

接種
4日
目よ

り注
射

接種
5日
目よ
り注

射

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

PrOPhase
Metaphase
Apaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

　　Prophase

…監瑠窟
　　Telophase
　l

1．5

1．5

1．5

接種
5日
目よ

り注
射

対照

対照

1．5

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Te10Phase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

Prophase
Metaphase
Anaphase
Telophase

注射後及び、注射後の時間
接種
4日目

聾

i｝・

1・

1｝・

｝i替

聾

1｝“

，色，1，色陥瀦晋臨講瀦1譜1各郡智醐譜潴1各1冒

禽・

i｝辞

i｝・

i｝6

i｝・

i｝b

i｝・

iト

i｝・

1｝・

i｝・ i｝

i｝・・

翫 i｝

輔1

掛・

16

聾

掛

lQ．

i｝1

i｝・輔・

釜聾4

｝靴

聾

i｝・

響

詐

群

詐

掛

掛

i！

群

寿

il

蹄

i／

i｝1

§1

斯

群

群

1｝1

l！

掛

il

lb

薪

il

il

i／

掛

群

ll

掛 i／

i謄

掛

掛

lll｝1

i購

1｝

l／

i／

1、

1｝・

il

掛欄・
i！i｝o

i謄

ilii｝・

恥

雛1

；／

il

§｝。

ol

1・

掛

　　　註：紙面の都合でSarkomycinおよびPoPPy－extractの実験成績表は割愛した．．

　iii）Sarkomyciρ（30mg／1009投与）では接種3日目から治療を開始した群に治療効果が環も強く現れ・対照

群に較べて3～4日の生存延長を認めた．肉腫細胞をみると染色体の散乱したもの，原形質の融解或は不整形の

ものなどが散見された．その他の群は対照と類似の成績を示した．．

　iv）・pQpPy－extract（0．3cc／1009投与）は肉腫細胞がる或程度に発育し腹水が貯溜したよ．うな時期から投与

した方が良い結果を示した．即ち接種4日目および5日目から投与した際は各1匹宛が101日以上生存した．．一般

的には細胞数は投与によつて滅少の傾向が窺われ，細胞はとれにっれて小さくなり．1型および皿型と思われるも

のが多．ｭなつ紅
　⑥細菌多糖体および各種抗膜瘍性物質の130系腹水肝癌に対する抑制効果対照群は17日目に2例，18日目に

1例驚死したが1実験群では延命効果が認められ，各群ともにそのうちの1例ずつは80日間以上隼存した．残余
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の実験例をみると発熱物質では2’γ5日の生存日数の延長を示し，NMNOでは1例は34日目，他の1例は51日

目に麗死して2～3倍の延長を示し・Sarko甲ycinでは1例は40日・他の1例は41日生存して約2・5倍の死期

延長を認めた18rAzagぬni貧eでは約5－4倍，　PoPPy－extractは2一ユ2日の死期延長を認めた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　細菌性発熱物質11『手3）が発熱作用めほかにSh作用，血糖および白血球に対する刺戟作用などがあることはすで

三三し勧智・の二丁体斑勧義器セ・購害を与崩臨組慰のみSh反応を起すとの瀦購目し

著者らが緑膿菌々体より抽出精製した発熱性物質が吉田肉腫および130系腹水肝癌にどのような影響を与えるか

を検討してみた。｝

曽．・ト結田肉腫細髄饗し・殆んど縮養に近塒期蹴剤ζとセひ定趾1回翻し・三三び注射

後24時間以内の肉腫細胞の数的・．質的推移を検べた炉試みた範囲の注射量：では認むべき動揺はみられ塗かつた・

マ般を『薬剤のよρ確琴な効果を期待すやため1こは潭当塗薬用量，三半な投与時期及び投与回黎なξが重三な聞題

になってくるρで，著者は謝れらの点に蜜章聖律がら実験を進めた・．’発熱性物質ではこれを投与すると吉田肉腫

細胞は核よりも原形質に強い障害を与えp比較的大量投与群GOOOμ9／，500μ9／kg）よりも少量投与群（100μg／

kg，50μ9／kg）の方が生存日数は延長した．　NMNOでは試剤投与量に比例して細胞数は著しく減少し・三三分裂

も中期以後は抑制された．Sarkomycinはその量が25m9／1009以下では対照群と類似の成績であるが，30即9／1009

量では有糸分裂の抑制は顕著であったが生存日数は余り延長しなかった．

　8rA写gua？ineは30甲g／1009箪を投与したときに肉暉細胞の質的変動力1みられるカ㍉章的に1ま著変を認めない．

P・ﾏpy℃x即ctはこ漉灘するときは肉脚胞は割合イ1’さくなり・1型；・皿型と思われるものが多くな？たカミ・

四獣及び核セ・晦記すべ藷変を与えなカ・つた・130継水肝癌にはNMNq　S・・k・面y・i・18・仰騨・圃こ

於て効果が顕著であった．∴

細に鰍本研郷際し、吉田肉齢タび130緯水源を彫与下さった佐・木研究所並蹴勲徽供下さ

った吉富製薬，田辺製薬，明治製薬の学術部の方々に厚く御礼申上げます．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，参　考　丈　献

．わ．R・i11y・H・C・F．ρ・ncer翠esearch・13㈹・821（1953）・　　　，

　2）Beebe．　S．　R，　and　Tracy，　M，：J・A・M・A・49・1493（1907）・

　3）八田：綜合医学．10（9）・2（1953）・

4）八田・日医大誌♀0β）・1（1953）・1　　　　，　　・　　‘，　’
　5）　山田；　日医大誌．21（2）1149（1954）．‘』．

　6）・Mc　Ginty．　D．　A．，　Wilson．　M．1．，　and　RodΩey，　G・：Proc．　S㏄．　Exp．　BioI．　Med．70，335（1949）。．

　7）　Rodney，　G・：　J。　Bact，50．129（1945）．

　8）Kidder，　G．　WL，　and　Dewey・V・C・；Jl　BioL　Chem・179・383（194P）・

　9）山元，山田，永田，手嶋；第12回日本癌学会口演（昭28・4）．

1q）Ume・aw馬｝L，　T・keu・hi，　T，　Ni甑K・・OK・mi・エ・ぬm・盆・t・・惣nd　Y・町・・k・・S・・J・A・tibi・t・

ics，　4，　ユ47　（1953）．

11）八田，青山，舟治，中島；衛試70．83（1952）．

12）八田，青山，小沢，宮沢，小笠原：衛試71・．40（1953）1

13）八田，青山，舟治，菊地；最新医学5⑪・4（1948）・

　　　　　・汐　　　　　　　　　　　　　　．shmniary．

　The　author　reported　the士esults　of　the　experiment　that　the　e仕6ct・of　bacteriaL　polysacbharide　and

antレtumor　materials　of　various　kinds　against　Yoshida　sarcoma　and　Ascites　carcinoma　130．　On　basisρf

the　s往ength　of　SchW町tzman　reaction　of　the　fllt1忽te，　we　selecte4　Pseudomonas　aeruginosa　as　a　puri負ed

testing戸acteriuln，　and　extracted　an4　puri且ed　polysacchari4e　b￥digest　enzyme　method．、

　Salve三ng　its．p甑ysica1，　chemical　and　biological　natures，　we　examined　the　antitu【nor　e仕ect　of　it，　and

at止e　time　examined　the　anti＿tumor　materials　such　as　NMNO，　Sarkom夕cin，8－Azaguanine　and　poppy

－etract　uPder　the　same　conditioP．　．．　　　、．．　　・…・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，．1956
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発熱療法剤（細菌性発熱物質）の創製並びに臨床応用に関する研究（第4報）

　　　　　　　細菌性発熱物質をもつてする癌皮内反応について

　青山好作，栗栖弘光，宮沢文雄，八田貞義＊＊’．
塚川州直＊藤田洋誌＊＊ダ浦部幹』雄＊＊，酒井雄学＊＊，

　Studies　on　the　Fever　Treatment　with　Bacterial　Pyrogen董。　Substance．　W．

　　　In　the　Carcinoma　Int臓cutaneous　Reactionρf　Pyrogenic　Substance．

Kosaku　AoYAMA，　Hiromitsu　KuRlsu，　Fumio　MIYAzAwA，　Sadayosi　HATTA，

　Mitsunao．　TsuKAGAwA　Yoiti　FuJITA，　Mikio　URABE　and　Yugaku　SAKAI

　まえがき　癌の癌反応による診断法には幾多の報告がみられるが，このうち生物学的な癌診断法では細菌多糖

体を用し｝た反応が，他のあらゆる血清学的反応に較べて最も鋭敏であるといわれ，松原1｝3）はマウス移植癌およ

び妊娠10月の胎盤から得た多糖体を臨床的に応用しこれを実証した．しかしこの物質は抽出液のため生体での反

応は時に動揺し勝ちである．

　そこで著者らはパラチフスA菌々体成分を系統的に劃分精製し，このうちの多糖体分劃（B物質）を癌皮内反

応に応用したところ興味ある知見を得たので以下この成績について報告する，

実験方法
　①　実験に使った菌株と培地．実験に使った菌株は東京都立駒込病院より分与された・S・Paratyphi　A（41一押一

22）菌で肉汁寒天培地（ポリペプトン10．09，塩化ナトリウム3．09，肉汁1，㎜cc　pH7．2）に1ケ月に2回ず

つ継代培養し，実験に使う時はその都度クエン酸ナトリウム加ウサギ血L液に3代以上継代後使用した．．

　②癌皮内反応発熱性物質（B物質＝詳細は後述する）を0・85％生理食塩液で1μ9／cc稀釈液を作り，こ

の0．2cc宛を患者の前陣および上臆部に皮内注射し，対照に0・85％生理食塩液を注射した．このほか松原氏液

0．2cc宛を対側の前上臆に同様術式で皮内注射をほどこし，注射後6時間までは1時間々隔で以後は24時間目と

48時間目に注射局部におこる皮膚発赤の状態を詳細に観察し，その最大縦径並びに横径を知覚計を使用して実測

比較した．　　　　　　　　　　，

　この皮内反応は発熱性物質を注射したものでは，その反応部位が30mm以上の場合を反応陽性，29mmを疑陽

性とした．一方松原反応は規定の通り24mm以上を陽性，23mmを疑陽性として判定した．

実験　成　績

①パラチフスA菌々体成分の劃分法予め厳選された菌株を用い口口成分の分劃精製を行った．まず選択さ

れたS型菌を固形培地とした，Rouxフラスコ内で37。C　48時聞培養後，精密に雑菌混入のないことを確め培地

をかき・取らぬようにして菌体を掻き集め湿菌量約309を得た．

　これに0・4％フェノール加生理食塩液200ccを加え，振撮器（振殿回数1分聞160－170回，振幅5cm）で約30

分間振盤後，遠心分離しこの上清は更にSeitz重過器で除菌した．この瀕液をSevag法により除蛋白を繰り返

し，bいでセロハン膜に包み，流水中で2日聞透析する．こ4）透析液を1／20容に減圧濃縮し，3倍量のアセトン

を加え，沈澱物を集め，これ之6倍量のフエノーをを加え約30分ずつ3回振即した後，遠心分離しブエノール部と

水溶部とに分けた．この水溶部にアセトンを加え沈澱を起させた上清を除き，この沈澱に蒸留水を加え全量を5

㏄量とした．これに倍量のエーテルを加えリポイド性成分を除き，これにエタノールが50％になるように加え

て5。Cに放置し，生じた沈澱を真空乾燥によって60mgの三分物質を得た．これをA物質とした．

　次に先きに遠心分離により得た菌体を4％トリクロル酢酸200CC中で6時間羽毛後，．遠心分離により上清を

集めSeitzで瀕過した．この霊液は5日間流：水で透析する．これを1／20容に滅圧濃縮し，これに200mg量のト

リプシン結晶（Aomour製）を加え，10％NaoHでpH8・5に修正37。C　24時間放置後，　Sevag法により旧

註　＊　国立別府病院内科　　聯　日本医科大学衛生学教室
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蛋白を行い，エーテルでリポイド性成分を除去した．これに3倍量のアセトンを加え生じた沈澱に50％エタノー

ルを加え5。Cに放置して沈澱を集め，真空乾燥して80皿9の寸分物質を得た．これをB物質とした．

　三体蛋白の精製は0・4％フェノール加生理食塩液およびトリクロル酢酸で多糖体を除去したものについて試み

た．即ち菌体に蒸留水200㏄を加え10％NaOHでpH9・6に修些し約6時閲振回後・遠心分離して沈澱を除き’・

上満をSeitz瀕過し流水で2日聞透析する，透析液はN／10Hc1でpH5・0に修正後遠心により沈澱を集め・再

び蒸留水100㏄に溶解後N／10HC1で再沈澱させた．これは再透析後pH6・0の燐酸緩衝液10ccに溶解し凍結乾

燥して19の劃分物質を得た．これをC物質とした．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　②　劃分物質の理化学的性状4－5）　上記の力法で得たA，B，　C　3毬の物質の理化学的性状をみるとAおよび

B物質はXa飢hoproteine，　Millon，　Biuret，　Liebermann，　Ninhydrin，　Tetra　brom　phenol　phthaleinなど

の呈色反応およびTannic　acid，1％CuSo4，中性100030分加熱，10％トリクロル酢酸などの沈澱反応は陰性

であったが，A物質がTannic　acidの試験で嘩かiこ疑陽性を示したに止まった．多糖体友応であるMolisch反

応，糖検出反応であるFehling反応は陽性を示した．また紫外線（3，600A。．）照射により青色の螢光を発し，硫

酸による処置前と処置後とではその色調に変化を認めなかった．C物質はNinllydrinを除く総ての蛋白質反応

は陽性であった．また紫外線照射に於て硫酸処置後は蛋白特右の黄金色め螢光を発した．したがってA・夢物翠

は多糖体物質であり，q物質は蛋白様物質であるといえる．　　　　　　　　　　　・　　　　　、

　③ウサギおよび人体に注射したときの発熱止まずウサギについて発熱試験を行ったが，この結果は発熱陽

性（注射後の体温が注射前の体温に較べて1。C以上，上昇したもの）はAおよびB物質では0・1μ9／kg．　C物

質では100μ9／kg以上を投与したときに認められた．

　人体には5名について試みた．発熱物質にはB物質を選び1mg　O・1cc量を前一こ皮内注射して，一時間おき

にその発熱度，脈並数，白血球，赤血球，血色素量などについて検べた．5名ともいずれも発熱し発熱度は注射後

1－2時間で悪寒底止をもつて始まり漸次上昇の傾向を示し，4～5時間で最高に達し380～40。の最高値を示し

た．脈搏は発熱におくれて増加し最高Ca80－90を示した．

　白血球数は注射後1ル2時で1時減少し，漸次増加の傾向を示し，注射後5－7時間で最高値（21，000）を示

し玖後緩慢な減少をたどり，24－48時間には旧態に復した．

　赤血球数並びに血色素係数には壷皿を認めなかった．

　また肝臓機能（Bromsulphalein試験，血清グロス反応・ウ戸ビリノーゲン試験）および腎臓機能（蛋白質反応）

には障害を与えなかった（第1表参照）．

’

第1表　　発熱時の生体現象

患者氏名

年　　　　令

性　　　　別

最高　発熱

最高　脈数
最高白血球数

最高血圧変化

肝機能障碍

腎機能障碍

副
作
用

腰痛
関節痛

頭痛

胸内苦悶
発熱後爽快感

石
0
信
○
郎

　50

　δ
39．5
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11000

－20品目

十

十

住
○

友
O
　43

　6
　39
　95
21000

＿40

十

十

十

江
0
盛
O
　45

　δ
　38．7

　85
12000

＿15

十

江

0
登
0
　45

　δ

　38
　80
13700

＿15

十

池
Q
万
○

　40
　δ

　40
　95
13000

－30

十

F
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　④癌皮内反応松原1）は癌組織および姐娠10ケ月の胎盤から，多糖体およびポリペプチード様物質を抽出，こ

れを皮内注射することにより癌および妊娠反応に応用し得ることを証明している．この反応の本態としては平松6）

は組織透過性の増加，並に色素局限現象と異ることから，Sh「現象因子が関与しているめではなかろうかといい，

松原は補体結合反応成績からアレルギー説が有力であると述べている．申島7）らは坐上のアレルギP度を簡単に

表現する方法として，コンムニン反応を行いアルチュス現象，ツベルクリン反応，蜘虫反応などと平行すると述

べている．著者らは癌患者は癌産生物質により既に準備された状態にあると想像し，緒方8｝9）のSh組織反応を期

待したのであるが，この成績は第2表および第3表に示した．即ち胃癌，子宮癌，肝臓癌など62例について試み

た結果このうちの56例が反応は陽性で，対側に同時に試みた松原反応は29例が陽性，10例が疑陽性であった．

一方非癌患者では発熱性物質では75例中100例が陽性，1例が疑陽性であり，松原反応は17例が陽性，5例が

凝陽性であった．したがってその陽性率は発熱性物質は癌患者では90，3％，非癌患者では13。3％となり，松原反

応は癌患者では46・7％，非癌患者では22。6％を示し，発熱性物質が良好な癌皮内反応を示し注目された．反応

の現れ方についてみると，発熱性物質を皮内注射すると，注射後1時間で既に発赤を現わすものが多く特に癌患

者では著明である．しかも陽性に達する迄の時聞的経過は3’一6時間が最も多く稀に2時間で陽性を示す例もあ

ったが，1時聞で陽性を示す例はなかった．非癌患者の中では時に6時閻以後に30mmを越える反応を示す例も

みられたが，これに反して6時間以内では極めて稀であった．癌患者はいずれも手術および試験切除又は死亡後
　　　　　　　　　　　　　　　　　し病理解剖の結果，癌であることを確認したものばかりを集めた．特に結核患者では対照にツベルクリン反応を実

施し相関性を検べたが，相関々係はみられなかった．

　松原は癌患者中治療中のものか，もしくは：大きな瘍腫をもったものが，しばしば松原反応陰性となり，これは

陰性アレルギーで皮内反応のもつ不可避的欠点であると述べているので，本実験例で松原反応陽性率が悪いこと

は，癌患者例数中治療中のものに，大きな腫瘍をもつたものが多かったためによるのであろう（第4表その1一

その9参照）．

第2表　　癌皮内反応の諸例
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第3表　　癌皮内反応の諸例

非

癌

患
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例

数

子宮肉腫
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膀胱乳腫r
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’脾　　　　腫
肝　障　碍
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、
　著者らはパラチフスA菌の扉体成分の生物学的特性を究明する目的で，フェノール処置，酸沈澱法を併用した

調分精製を試みA，B，　C，3種の物質を分劃した．この劃分物質は理化学的な定性試験からはAおよびB物質

は複合多糖体に属し，C物質は蛋白様物質といえた．これらの物質はその一定量をウサギ或は入体の脈管内に投

与すると，体温は徐々に上昇し注射後2時間前後で体温は最高に達し，以後は比較的速かに消襯し，一過性の発

熱がみられた．この発熱量はAおよびB物質では0・1μ9／kg，　C物質では100μ9／kg以上を投与したときに明瞭

に観察された．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　次に特にB物質を選び癌（皮内）反応に応用してみた．癌に於ける生物学的診断法では細菌多糖体を用いた反

応は，他のあらゆる血清学的反応に較べ鋭敏であるといわれ，松原1）はマウス移植癌から多糖体とポリペプチー

ドを分離抽出して癌患者について皮内反応を検べた結果，多糖体は陽性反応を示すが，ポリペプチードは陽性反

応を示さないことから，松原反応の作用囚子は多糖類であろうと述べている．そこで著者らはパラチフスA菌か

ら得た菌体多糖体（B物質）を癌反応に応用し，その効果を松原反応と対比してみた．即ち癌患者はすでに癌産’

生物質により準備された状態にあるとみて，謂所Sh型組織反応を期待したのであるが，実験の結果は注目すべ

き成績が得られた．

　著者らは予試験の結果から皮内反応の判定は，注射部位の発赤が30mm以上を陽性，29mmを疑陽性とし，こ

れ以下を陰性としたが，発熱性物質（B物質）は癌患者には特異的に反応し，注射後の反応（発赤）は著明で，

癌患者では62名中56名が陽性，非癌患者は75名巾10名が陽性，1名が疑陽性で，その陽性率は癌患者では90

％，非癌患者では13％を示した．対照に用いた松原反応は癌患者では陽性率は47％，非癌患者では22％であっ

た．

　なお結核患者についてツベルクリン反応との相関性について検べたが，両者の間に相関々係を認めなかった．

　癌治療の要諦も結核同様，癌の早期発見と迅速確実な化学療法の実施に待つことは言を倹たないが，発熱性物

質はその使用方法が簡便で所要の濃度を調製することが出来，臨床的陽性検出率は90％という高率を示すなどの

点は，今時一層の臨床的応用並に臨床的査定を願うものである．1・　　　1

　この発熱性物質は吉田肉腫細胞および腹水肝癌の発育を阻止するので，癌反応と癌治療の両面から今後益々検

討されることが望まれる．

面 諭

1）松原：臨床病理　1（3），247（1953）．

2）松原＝綜合医学4，18（1947）．

3）松原，阿部：綜合医学　4，23（1947）．

4）八田：日医大門20（3），1（1953）。

5）八田：日医大誌　20（4），315（1953）．

6）平松；綜合医学　6，18（1949）．

7）中島，坂本，細川：小児科診療　13（8），494（1950）．

8）緒方；日：本細菌学会特別講演集（1949）．

9）緒方，秋元：東京医覇：新誌　3134，1311（1939）．

Summary

　The　author　and　his　collaboraters　clasified　and　purified　systematically　the　bacterial　compone皿ts　of

paratyplli　A．　Solv童ng　its　physical　and　chenlical　pa加res，　its　pyrogenicity　was　tested　and　examined　o皿

rabbits．

　Bacterial　components，　especially　polysaccharide　was　applied　for　carcinoma　intracutaneous　reaciton．

As　the　result　its　carc漁om3　intracutaneous　posit五ve　reaction　was　higher　than　M包tsubara　reactio11，　was

㎞ow廼。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received・Febr岨ry　29，1956
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、

吉田肉腫に対する各種抗腫瘍剤の併用療法に関する実験的研究（第1報）

青　山　好作，宮沢文雄，栗栖　弘光，石　関　忠一
赤坂京子，八田．貞義＊，藤田洋一＊，浦部幹雄＊
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「
酒井郷学㌔青木孝好＊

Experimental　Studies　on　the　Combination　Chemotherapy　of　the　Various

Antitumor　Agents　in　Yoshida　Sarcoma　and　Ascites　Caricinoma　606．1．

Kosaku　AoYAMA，　Fumio　MIYAzAwA，　Hiromitsu　KuRlsu，　Tiuichi　IslllzEKu

　Kyo－ko　AKAsAKA，　Sadayosi　HATTA，　Yoichi　Fuz1TA，　Mikio　URABE，　and

　　　　　　　　　　　　Yugaku　SAKAI　and　Takayoshi　AoKI

　まえがき　近時悪性腫瘍の生態に関する系統的な実験的研究方法が樹立されあまっさえ種々の作用機作を異に

する抗腫瘍剤の発見と相侯って，薬剤による従来困難視された悪性腫瘍の化学療法が確立され注目すべき幾多の業

蹟がみられるに至った．しかしこの方面の報告の多くは各種抗画廊剤の腫瘍細胞傷害機作の究明に終始される向き

が強い．そこで著者等はこの点を更に慎重に再検討しながらこの成績を基に従来余り試みられない二種以上の抗腫

瘍剤の組合せによる併用効果を実験的に検討し，より確実な治癒効果使用量の減量，毒性の軽減に努めてみた．又

抗腫瘍剤の併用作用を細菌を基とした場合についても検討し比較を試みたので以下この成績について報告する．

、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　方　法　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　ボ

　1）実験に用いた薬剤＝実験には4極の抗腫瘍剤即ちNitrogen　Mustard　N・oxide（Methyl　bis（β・Chloroe・

tlly1）amine　N・oxide　Hydrochloride以下NMNO．と略す），　Sarkomycin，8－Azaguanine（5・amino・7－

hydroxy↓H・v・triazolo一〔D〕pyr五midine，），　Triethylene　Melam量ne（2，4，6．triethyleneimine－S－triazine以

下TEM♂と略す）並びにUrea（尿素，精細は後述する）の計5極を選んだ．

　2）大腸菌（A．aerogenes）と鼠チス菌（S．tyPhimurimp）に文寸する各種抗腫傷剤並びにUreaと高級Sulfon・

amide剤との併用効果：著者等は抗腫瘍剤の中には抗腫膓作用のほか抗菌作用をも有するものがあるという点に

着目し，悪性腫瘍に対する併用効果を探る前にNMNO．　Sarkomycin，　TEM．　Urea等を色々に組合せると共に

三極の高緯Sulfonamide剤（Sulfat1ユiazole（2－Sulfaρilamidothiazole）・Oxazin（3・4－Dimethy1・5rsulfanila

mi・doisoxazole），　Erycon（6－Sulfanylamido・2．4・dimethyl・pyr至midin））を選びこれらとも併用させ大腸菌と鼠

チフス菌とに対する場合の協同作用をin　vitroで系統的に究明し．まず併用効果の発現状態を基体が細菌の場合

について検べ，ついで悪性腫瘍の場合の成績と比較しその相関性について吟恥してみた．

　供試培地にはなるべく適確な判定が得られるように拮抗物質或いは障害物質を含まない合成培地を用いた．培地

の組威は菌によって幾分違うがアンモニウム塩，燐酸塩，食塩，ブドウ糖とそれに2．3のアミノ酸からなってい

る．組合せ濃度はSarkomycin，　NMNO．．では1，000，3，000，5，000，8，000，10，000，30，000倍稀釈液，　Urea，

TEMは100，300，500，800，】，000倍鰍液，　Sulfathiazo！e，　EryconおよびOxazinは100，〔m，鋤，㎜，

500，000，800，000，1，㎜，000倍稀釈液としそれぞれとの組合せ液を作り，対照としてはおのおのの単独の試剤だ

けを含む各稀釈液を用いた．移植菌量は合威培地に3代以上継代培養したものを生理食塩液で稀釈しピペットの

0．1cc量：（10，㎜一50，000個）を用いた．威績の判定は37。Cに培養して24時間ごとに168時間観察した．

　3）吉田肉腫に対する各種抗腫瘍剤並びにUreaの併用効果；実験に用いたラットは良好な発育を示した健常

雑系白ラット（平均体重1009，雄）のみを選んだ。吉田肉腫細胞の移植には無菌的操作により毛細ガラス管で約

600－900万個の肉腫細胞を含む腹水を実験ラット腹腔内に注入した．次に各回剤の単独又は併用群毎た投与前及

び投与後の一定時期に腹水を採取し薬剤を投与した時の肉腫細胞の数的，形態的変化の推移について検討を加える

とともに，実験動物の腫瘍死するまでの期間ひきつづき坐育状態を肉眼的に観察し単独並びに併用投与群，及び

r

＊　日本医科大学衛生学教室．
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対照群との延命効果を比較してみた．　　　　　　　　　　　　　、　　．・　　　．　．、，，

　腹腔穿刺を行ひ採取した腹水中の腫瘍細胞数は白血球算定用のメランジユールを用い1m皿3中の総細胞数を算

定し，同時に作製した塗抹標本（Giemsa染色）を基に200個の細胞数中より肉腫細胞と白血球の百分率を求め「

1mm3申の総細胞数にi乗じて肉腫細胞の実数を算定した．又塗株標本により1，000個の肉腫細胞中の細胞分裂像

を調べこれを前期（ProPhase），中期（Metaphase），後期（Allaphase），終期（Telophase）の四期に分類し薬

物のMitosi6に及ぼす影響を検べると共に，休止細胞及び分裂細胞の形態的変化をも観察した．

　（i）併用濃度め選択：各試剤の併用投与を行う前に併用に際しての各試剤ゐ投与量について検討した．即ち各

組剤の投与量を4段階に分け各群毎に吉田肉腫移植3日目のラシト腹腔内に1日1回連続5日間の注射を行い・吉

田肉腫に対する有効及び無効量について検索した．

　各試剤の投与量はラット1009につきNM耳0・1・5mg，　L　Omg，0・5mg，0・1mg，　Sarkomyciuは30mg・20

mg，10mg，5mg，8－Azaguanineは30mg，20mg，10mg，51ng，　TEM．は0．2mg，0．1mg，0。05tng，0．01

mg，　Ureaは0。259，0．19，0．059，0．019とした．

　（ii）併用投与方法；吉田肉腫に対する併用療法に関しては薬剤の組合せ方法，投与方法により幾多の併用方法

が考えられるが，著者等は吉田肉腫に対し特に抑制効果の顕著な薬剤を選択して主剤とし，これに他の薬剤を副

剤どして組合せた．投与方法も（a），主剤及び副剤を同時に連続的に5日間腹腔内投与した場合と，（b），副剤を

連続12日間，主剤を間激的（2日間隔）に5日間投与した場合とに分けて実験し，併用投与の吉田肉腫に対する

作用名作，抑制効果について詳細な検討を加えた．実験にはラット5匹を1群とし，このうち2匹は実験群とし

て所定日毎に腹水を採取し肉腫細胞の質的，量的変化について究明し残りの3匹は放置群としそのまま経過観察を

行った．

実　験　成績

　1）．大腸菌，鼠チフス菌に対する各種抗腫膓剤並びにUreaと高級Sulfonamide剤との併用効果；実験の成

績は第1表其の1，其の2に示すように協同作用のみられたのはNMNO，　SarKomycin・Ureaで，このうちでも

NMNO．とUreaにおいて特に顕著であった．しかしその併用作用も主に高級Sulfonalnide剤との間に鮮明

で，抗腫瘍剤との間では僅かにNMNO．とSarkQ皿ycinとを併用した場合にのみ認められ，他の抗腫瘍剤間で

は併用しても効力には変化なく相乗的にも拮抗的にも作用しないようである．

　今S．typhimuriumを用いNMNO．とSarkomycinとを併用した場合についてみると，　Sarkomycinは単

独では3，000倍濃度でも菌の発育を阻止し得なかったものが併用した場合には5，000倍濃度でも有効的に作用し

一方N駅NO．は約1．7倍と増強された．

　しかし高級Sulfonaln量de剤とはかなり期待される相乗作用がみられる．即ちNMNO．とOxazinとの併用は

A。aerogenesおよびS．typhimuriumともに認められNMNO．1の力価は約2．7－5．0倍，　Oxazinでは約1・6

－1．7倍増強された．EryconとではA，aerogenesに対しNMNO．　Eryoo11共に約3．0倍，　Sulfathizaleと

ではS．typllimuriumに対しNMNO．　Sulfathiazale共に約1・7倍増強されるめを認めた．

，・氓ﾉUreaはNMNO・Sarkomycin，　TEM・とでは殆んど併用効果はみられないが，供試Sulfonamide剤と

は鮮明な協同作用が認められる．即ちA．aerogenesに対しEryco11．　Sulfat血iazoleで壱よ約3．0供，．Oxazinは

約1・7培増強しており，Ureaは100倍濃度でも阻止し得ないものが併用により300～’500倍稀釈濃度でも有効的

に作用した．TEM・はすぺての試剤に対し相加的にも相乗的にも作用しなかった．．

　以上の成績から協同作用語頭の一端をうかがってみるに，臨駄領域を異にする高級Sulfonamide剤と良好な併

用効果の現われることはこの作用において両者の細菌に対する作用九作用点ρ異ることに起因するものと思われ

る．いずれにしても抗腫瘍剤の悪性腫瘍に対する併用効果を細菌を基体とした時の併用像で類推することはかな

り困難なようである．、
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’第ユ表A．aerogenesおよびS．typllimurium

其の1　に対するUreaと各種Sulfo紅amide

　　　　剤との併用効果

第1表A．aeroenges「およびS・typhimurium

其の2　に対するNitrogen　Mustard　N・oxide

　　　　と各種抗腫瘍剤およびSulfonamide剤
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　2）吉田肉腫に対する各種抗腫瘍剤並びにUreaの併用効果：著者等は抗腫瘍剤の併用効果を細菌について検

べたが抗菌性と抗腫瘍性との間にはほとんど相関性がみられなかったので，新たにラット．を基に吉田肉腫につい

て併用療法を実験的に行った．

　（i）併用濃度の選択：各回剤の投与量を4段階に分けて注射を行った結果（実験の成績に関する詳細は紙面の

都合上割愛した），NMNO．0．11n8／1009，　Sarkomycin　20．Omg／100琶，8－Azaguanine　5mg／1009，　TEM。0．01

mg／1009投与量では吉田肉腫に対する制癌効果は極めて減弱し，腫煽細胞の数的，形態的変化或いは有糸分裂に

及ぼす影響は一時的且極微であり動物の生在期間も対照群と有意の差がなく，．ただNMNO．投与群のみが平均

3・3日の延命効果を示したにすぎなかった．又Ureaはいずれの投与群とも単独投与においては抗腫瘍性効果を

殆んど認やるζ≧ができなかった・以上の成績から毒性の問題をも考慮してNMNα・Sarkomycinr　8・Azagu・

anine，　TEM，は上記の量，　Ureaは0。059／1009量をもつて併用投与量とした．

、（ii）併用効果；　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　、

　（A）NMNO．と他剤を連続投与した時の併用効果；併用投与の主剤にはこれまでの実験の成績に基き，抑制

効果の比較的顕著であったNMNO．を選び之に他の試剤を副手として組合せた．試剤の投与は1日1回各群と

も最初はNMNO．を次に併用副剤を注射した．なお薬剤投与を全く行わなかった群と各試剤のみを5日間連続投

与した群とを併用投与群の対照として比較検討した．

　a）NMNO．0．1mg／1009とSarkomycin　20・Omg／1009との併用効果：本群においては第1回注射後より肉

腫細胞数並びに有糸分裂数の減少が目立ち，同時に腫瘍細胞の原形質，核の変性及び分裂細胞の染色体の異常等が

急激且顕著に現われた．然し注射が終了し移植13日目以降になると再び肉腫細胞が増殖し初め動物は平均生存日

数16．2日を示してすべて腫瘍死した．これはNMNO．単独投与群に比較し1・8日の死期延長を示したにすぎな

い．然しながら本群口の1匹はNMNO・単独投与群中の最長生存日数16日のものより6日聞の延命効果を示し

た9　　　　　　　　　　　　　　　　「　1　　　　・　’∴　　　・　　　　　　　　　…　　　　　　　　　　　　　「　・

　b）NMNO・0・1mg／1009を8・Azaguanine　5mg／1009との併用効果：両試写の併用投与により肉腫細胞並

びに右糸分裂数は移植6日目頃より著明に減少し，細胞の変性も第1回注射後より顕著であり，NMNO，或いは
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8・Azaguanineの単独投与時よりも早期に且つ山々高度に変化が観察された．本群中の3匹の生存日数はNMNO・

単独投与群と殆んど変りなかったが，他の2匹はそれぞれ約2・5倍以上の延命効果を示しており，細胞に対する

傷害状態よりみても可成りの併用効果がうかがわれた．

　c）NMNO・0・1mg／1009をTEM・0・01mg／1009との併用効果：本群においては肉腫細胞の数的推移につ

いては特に著しい減少をみなかったのにかかわらず，有糸分裂数の減少は著明で，既に第1回注射卿こ後期，終期，

の牙裂細胞が減少し第3回注射後には最早分裂状態を示す細胞は認められなかった．・試剤投与により肉腫細胞の

蒙った傷害変性像も可成り強度であった．且つ腹水中の腫瘍細胞が純培養の状態となり動物が発死する時期に至

るまで，標本中においてみられた肉腫細胞は小形のものがその多くを占めこの間分裂細胞は認められなかった・叉

その生存期間についてみても，5匹中の3匹の平均生存日数は39日でNMNO・単独投与群よりも24・6日の死

期延長を認め，他の2匹も3．0倍以上の死期延長を示した．

　d）NMNO・0・01mg／1009とUrea　O・059／1009との併用効果：Urea単独投与時においては薬剤非投与の

対照群と略々同時期に腫瘍死し細胞に対する傷害も甚だ軽微でその抗腫瘍性は殆んど認められなかった．　しかし

NMNO・と併用投与すると腫瘍細胞数の減少が一時的に，即ち移植6、日目乃至は8日目頃にみられた・有糸分裂

も注射期間中一時その進展が阻害され肉腫細胞も傷害を受けた．ラットもNMNO．単独投与群に比較し4・9臼の

死期延長を認めその中の2匹はNMNO．投与群の最長生存日数（16日）より7日及び12日の延命日数を示した

（第2表其の1，其の2参照）．

　なおNMNO．以外の各試剤の単独投与時の成績は紙面の都合で割愛した．

第2表　其の1　各種抗腫瘍剤を連続的に併用投与した時の吉田肉腫細胞数の変化

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（検液1mm3中）

供試薬及び
注射：量／．1009

NMNO．0．1mg
　　’十
Sarkomycin　20mg

NMNO．0．1mg
　　　十
8－Azaguanin65mg

NMNO．0．1mg』
　　　十
TEM．0．01mg

NMNO．0．1mg
　　　十
Urea　O．05g

NMNO．0．1mg

対 照

動物

番号

No．1

〃　2

注射前及び移植後の日数（N尽目）
闘前編・1〃6i〃8i〃・・1〃・3i〃・61〃2・1〃251〃32i〃3gl〃46

3、794h、6

121p19

〃　3

〃　4

207

21

「

179

222P216

57

55

〃　5

〃　6

〃　7

〃　8

70

133

103　　59

．88m85

188

ユ32

139　　71

123　　79

33

48

81

22

56

19

71

40

129

73

116．　185

58

93

50

100

〃　9’　149

〃10

〃11

〃12

285

89．　　67

44

81

163

206 312

8α　　72

41

264

232

251　　157

57

145

116

199

初　79
4721

　1

45．　　61

101

130

503

319

89

277

95 75

53　　45

68　　32

68

45

221

180

二

470

30

註；表中の腫瘍細胞数の単位は千単位で現わした．（以下の表もこれに準ず）
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第2表共の2　二極抗腫瘍剤を連続的に併用投与した時の有糸分裂数の変化

　　　　　　　　（肉腫細胞1，000箇中）およ．びラットの生存期聞

供試薬及び
注射量／1009

NMNO．
　　　0．1mg

　　十Sarkomycin

　　　20mg

NMNO．
　　　0．1mg
　　十
8・Azaguanine
　　　　5mg

NMNO．
　　　0．1mg
　　十
TEM．
　　0．01mg

NMNO．
　　　0．1mg
　　十
Ur母aO．05g

NMNO．

　　　0．1mg

対 照

動物

番号

No．1

〃　2

〃3

〃　4

〃　5

〃　6

〃7

〃8

〃9

〃10

〃11

〃12

分
裂
期

P
M
A
T

P
M
A
T

注射前及び移植後日数（N置目）
需射1轡1｛陥　憲為

1降

㍗
1｝・

爵

1｝・1櫓・

酬i｝li｝・

P
M
A
T

P
M
A
T

聾

畢

pI13

M
A
T
齢

i｝・
li｝・

矩
i｝・

iP

㍗

i｝・

1｝・

i｝・i｝・

1・

il含 i｝・

lr

1ト

急灸蕊釧幽蕊島
ll

i｝・

i｝1

1｝・

輔・

i｝・

輔・

i｝・

1・

P
M
A
T
㍗舗｝・

1・

1・

1｝ri｝・

P
M
A
T

P
M
A
T

1・

聾 翻

争器

i｝・

i｝・

i｝・

i｝・

1｝・

劉

lP

翻

1・

1・

lb

i｝・

1・

i｝・

i｝・

輔・

i｝1

i｝・

1ト

響

i｝・

掛9

生存
日数
（日）

22

18

12

14

15

40

※

1｝

35

52

30

※

1※

16

13

17

23

28

平均
生存
日数

P
M
A
T

P
M
A
T

｝掛 i｛ド

1←111疑

i｝血

1｝・

16．2日

13．6日

39．OH

119．4日
1

14

16

12

14

16

18

8

7

7

11

11

14．4日

8．6日

註；①表中のP＝PrQphaseの略
　　　　　　　　MニMetaphase〃
　　　　　　　　A二Anaphase　〃
　　　　　　　　T＝Telophase　〃

②生存日数は吉田肉腫細胞移植後の③
　　日数で現わした．

　　．て以下の表もこれに準ず）

※印は60日以上生存
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　（B）NMNO．を間激的に他剤を連続的に投与した時の併用効果：次にこれまでの実験成績を極々検討の結果

各試剤の投与量を従来と同一・量としNMNO・を閻歌的に他剤を連続的に投与し併用実験を行った．この結果は前

述の併用投与法に比較し：一般的に腫瘍細胞の傷害状態は三々軽度であり，第3表其の1に示すように細胞数の変

動も顕著でなく，特に又第3表其の2にみられる如く細胞分裂象に及ぼす影響も弱かった．生存日数についてはN

MNo．単独投与群と比較してNMNo・とsarkomycin併用群の4匹の平均生存日数は略々同日であったが，1

匹は埠日の延命日数を示した・NMNO・と8吟zaguanine併用群では1匹が63日生存し・他の4匹も平均3・7

日の生存日数延長を示した．NMNO．とTEM．併用群では3・6日，　NMNO・Urea併用群では1・8日延命し

た．従って本実験においても，その組合せ濃度示無効量であった為前実験に比較しその吉田肉腫に対する侵襲力が

軽度ではあったが，少くとも相加作用の認められるものといえよう。

第3表其の1　NMNO．を聞歌的に些些を連続的に併用投与した時の

　　　　　　　　吉田肉腫細胞数の変化（検液1mm3中）

供試薬　及　び
注　　身士　量　　／　1009

NMNO．0ユmg
　　　十
Sarkomycin　20mg

NMNO．0．1mg
　　　十
8．Azagualline．5mg

NMNO．0．1mg
　　　十
TEM．0．01mg

NMNO．0．1mg
　　　十
Urea　O．05g

NMNO．0．1mg

対 照

動物

番号

No．1

〃　2

注射前及び三三後の日数（N日目）

注日興1移植・レ6 〃　　8 〃・・ p〃・3 〃　16

114

160

〃　3

〃　4

〃　5

〃　6

〃　7

〃　8

〃　9

〃　10

〃　11

〃　12

189

83

150

93

151

82

356

158

104

195

39

44

170

65

126

50

75

86

93

106

181

193

31

11

154

157

102

137

102

116

139

101

212

193

19

10

177

120

47

・166

50

24

74

47

310

10

36

132

190

103

184

62

53

164

120

104

140

100

110

319
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第3表　其の2　NMNO．を間激的に他剤を連続的に併用投与した時の有糸分裂数の変化

　　　　　　　　（肉腫細胞1・000箇中）およびラットの生存期間

供試薬及び
注射：壁／100g

NMNO．0．1mg
　　　十
Sarkomycin　20mg
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総括および考察

　細菌領城における併用療法は抗菌カー耐性一毒性一副作用等の問題に重要な相関性と利点のあることが実験的

に確認されるに及んで深い関心が払われている．しかし悪性腫瘍の治療領域にあっては最近に至って漸くその化学

療法が確立された次第であって，なおこの方面の研究の多くは腫瘍細胞傷害機作の究明にそそがれ，この領域に

おける併用療法に対する吟味は今後に残されている感がある．そこで著者等はNMNO・を初めとしてSarko－

mycin，8門Azaguanine，　TEM．及びUr6aなどの諸経を選び悪性腫瘍に対する併用療法を古田肉腫について，

細菌を基とした場合の成績と比較しながらi基礎的に検討を加えてみた．

　梅沢1）は．SarkomycinのEhrlich癌に対する抗腫瘍性効果はブドウ球菌（FDA・209P）に対する抗菌力と時々．

平行関係にあると興味ある報告を． ｵている．したがって細菌に対する併用成績から抗腫瘍性効果を類推することが

可能であるとすれば今後の実験の指針ともなりうるので，著者等は供試菌にS・typhimurium（S．9）とA．aero－

genes（327）とを用いNMNO・6　Sarkomycim，　TEM・Urea等の4種，高級Sulfonamide剤3種とを組合せ

たときの併用効果について検ぺてみた．この結果併用効果のみられたのは，NMNO・，　Sarkomycin，　Ureaの3種

でその併用作用も主に高級Sulfonamide剤との問セこ上卿で，抗腫傷剤の聞では僅かにNMNO．とSarkomycin

とを併用した場合にのみ認められたにすぎない．野嶽1）らはNMNO．，8・Azaguallipe，　Pen董cillin，　Streptomy．

cin，　Sarkomycinの5極の薬剤を用い，溶血性連鎖球菌について重層法により併用効果を測定したところNM

NO．とSarkomydnが最も著朋で8一・AzaguanineとSarkomycin，　penicillinとStreptomyci11がこれに次

ぎ，Sarkomyc1nと8・Azaguan三neとではむしろ拮抗したと述べている．’ ｢ずれにしても抗腫蕩剤の悪性腫瘍に

対する併用効果を，細菌を基体とした時の併用倣で類推することは時にはかなり困難のようであった．

　併用療法において勢門投与量の選択は併用効果の発現及び副作用と密接な関連があるので，まず投与量を4段階

に分け吉田肉腫に対する制癌効果を吟罰し併用投与量を定めた．この結果毒性の問題をも考慮して各階剤の殆んど、

無効に近い濃度，即ちNMNO．は0．1mg／1009・Sarkomycinは20．Omg／1009，8・Azaguanineは5・Omg／1009，

TEM・は0・91mg／1009・Ureaは0・059／1009量を選例し併∫月投与量：とした・

　Daniel　Shapiro2）は755一加morに対し8・AzaguanineとTestosterone及びStilbestro1とを併用投与した場
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ
合，8－AzaguanineとStilbestro1との併用は755－tumorに対し各々の単独投与の時より遙かにすぐれた打撃的．

効果を示すと同時に副作用として供試動物の体重が著明に滅少したが，更にこの両者の併用投与にTestosterone

を加えると，9AzaguauineとSti1bestro1の制癌作用を害うことなく体重の減少を阻止し得たことを報告してい

る．又Dietricb＆Shapiro3）らはC57　female　miceにおける755－tumorに対する8・Azaguanineと’Flavo・

ntinの併用療法に際し効果の認められたのは，　Flavontin投与1時間後に8－Azaguanineを投与した場合のみで

同時に投与した場合i若しくはFIavontin投与前に8・Azaguanineを投与した場合には効果がみられなかったと述

べている．これらの事は悪性腫瘍における併用療法の合目的性に対し抗腫瘍剤の組合せ方法，或いは投与方法等

の選択に一つの示唆を与えるものといえよう．　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　そこで著者等は臨肱面をも加味して吉田肉腫に対しNMNO・を中心とする併用療法を展開した．まずNMNO1

及びその他の試剤を同時に一定期聞（5日間）連続投与したところNMNO・とSarkomycinとの併用投与群に

おいては，投与直後より繁死前に至るまで肉腫細胞数の減少状態を持続すると同時に注射早期より急激な休止細胞

の変性，分裂細胞数の減少，分裂進行の抑制染色体の異常等の変化が惹起された．これらの急速にして且高度な

再変は後述の併用投与群と共に比較的特徴づけられる所見であり，各試剤の同一量の単独注射時においては観察し

得ないものであった．動物の生存日数も5匹中の2匹はNMNO．「単独投与群申の最長生存日数（16日）に比較し

2－6貝の延命効果を認めた．

　Alkylating　age就sとAntibioticsの併用に関してはBateman4）らがMouse　heartの組織培養において

Nitrogen　mustard（HN2と略す）とAureomycin（AMと略す）との併用投与が細胞にどのよ5な傷害を及ぼ

すかについて実験を行い，翼N20，4γ／m1とAM40γ／mlとの併用によりHN20．8r／m1或いはAM80r／m董単独

投与時と弱々同程度の細胞傷害を与えたこ． ﾆを報告している．

　一般に悪性腫瘍に対してSarko血ycinの抗腫瘍性効果を期待するのには可成り大量の連続投与を必要とする傾

向が強いので，侵襲力の比較的早く且つ強いNMNO・との適確な併用は，著者らの試みた実験によっても臨豚的

により良い効果の可能性を暗示するものがあるのではないかと思われる，

、
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　NMNO．と8－Azaguan1neとの併用投与群においては移植6日目頃より肉腫細胞の数的形態的抑制現象が可成

り明瞭にみられた．供試動物5匹中の3匹はNMNO・単独投与群と略々同日闇生存したにすぎなかったがジ残

りの2匹はそれぞれ40日及び60日以上生存し約25、倍以上の延命効果を示した．

8－Azaguapineは葉酸拮抗剤と異って癌細胞においてのみ代謝拮抗が行われ従って癌細胞に対し選択性を有する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　であろうという見地から，作用機作の異なる他極抗腫瘍剤との併用が抑制効果を更に嵩めうる’であろうといヲ壌が

期待され，著者らの実験においても実証され得た．層1’－ @　　　　’　　　”　　　　「1ゼ

　NMNO・とTEM・との併用投与群においでは特に細胞分裂が注射直後より著明に抑制され後期1終期を示す分

裂細胞が減少し，第3回注射以後より雛一国に至るまで殆んど分裂像を認められなかった．且つ細胞の形態的傷害

も甚しかった．供試動物も5難中3匹の平均生存日数はNMNO・単独投与群に較べ24．，5日の延長を認め他の2匹

は共に約3．0倍以上の延命効果を示した．　　　　　　　　　　　　　　　　1

　河北等5）は臨肱的に白血病患者に対しNMNO．とTEM．との併用療法を行って，臨駄症状及び血液像の緩解

状態を得られると共に副作用の少なかった症例を報告しているが，著者らの行った併用投与も吉田肉腫に対し頗る

顕著な制癌作用を呈し動物の延命効果も大であった．

　次に著者らは4極の抗腫瘍剤と共にUreaを選び実験に供したが，このUreaは古くから細尿管下痢を作用主

体とする利尿剤として慣用され若干の防腐作用を則することも知られていた．又HQIder，6）宮本7－9》，塩田等10－11）

により細菌感染治療にSulfonamide剤との併用が効果的であった事も報告されている．近年抗腫瘍剤の一環物質

としてUrethanがとりあげられているが，著者らはこのUrethanと同系炭酸誘導体であるUreaが腫瘍細胞を

傷害する能力が若し乏しいとしても，化学療法剤との併用と裏装って腫瘍患者の：二次的細菌感染の防禦により患者

の一般状態の改善に資するなどの点に着目し，抗腫瘍剤との併用実験を試みた．その結果NMNO・とUreaとの

併用投与群では，肉腫細胞数の減少に及ぼす影響は前述の三群に較べると少なかったが，」細胞の形態的変化は一

時可成り顕著であり細胞分裂の抑制も著明に認められた・平均生存日数も耳MNO・単独投与群に比較し4・9臼の

延長を認めそのうちの2匹は7～12日の延命効果を示したことは注目された．Urea単独投与時においては対照群

と略々同日に腫瘍死し肉腫細胞に及ぼす虚血も極微であったのにかかわらず，NMNO．との併用投与が相加作用

を現わし，吉田肉腫に対し熱々の影響を与えたことはUreaが化学療法剤との併用によってその抗菌力を相直す

る事実と照合し興味あることと思われる．

　次にNMNO・を間面的に他試剤を連続的に併用投与した場合について実験を行ったが，前述の実験成績と比較

すると抑制効果が劣っていたが，供試抗腫瘍剤聞では投与方法を変えても併用効果を確認することが出来た．

総 括

　著者らは4鍾の抗腫瘍剤並びにUrea計5極を用いての併用効果をまず細菌について検討し次に吉田肉腫につ

いてラットを基に実験的に究明した成績について報告した．

　稿を終るに臨み吉田肉腫を御分与下さつた佐々木研究所の井坂先生並びに貴重なる試薬を御提供下さった明治

製菓，吉富製薬，田辺製薬の研究部の方々に厚く御礼申し上げます．

　1）

　2）

　3）
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トリパソブノソPを注射した動物の腸炎菌威染

　　山　；地幸　雄，田・申　弘　子，八　田　貞　義＊，山　内　　　信＊

　5αZ〃zo7zθ〃α6π’θ〃’54‘∫一Infektion　der　mit　Trypanblau　Vorbehandelten　Tiere

Yukio　YAMAzπ，　Hiroko　TANAKA，　Sadayosh1　IHATTA『and　Makoto　Y八MAucHL＊、

　まえがき　腸炎菌をマウスなどの実験動物に経口的に一三はその他の方法で接種すると，菌が感染性を有する

場合には，菌は侵入局所の所属リンパ結節，あるいは肝，脾などの三内系に到達し，更に菌の三二の強弱により，』

侵襲が成立して土次敗血症となるか，あるいは侵襲は成立しない1）．

．コロイド物質を貧濡するという想到系細胞の性質から出発して，貧喰されるそれらの物質の大量投与により，　、

網内系細胞の機能を失わせようとの試み，すなわち網内系墳塞法は，その価値についての意見がかなり区々であ

り，墳塞が同時に同系統の反応性機能促進を伴うなど，不都合の点があるにもかかわらずかかなり古くから行わ

れている方法である2－9）．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　φrskovち9）はTusc無e・1Eisenzuckerを菌接種1時間後に注射した際の・マウスのBreslauinf『ktionにつ

いて報告し，Erbert1G）は墳塞マウスのパラチフスB菌感染について実験を行なった．　K：ritschewskiら11）は耳卑刎

除・’Eise岬・ker珂ト「リパンプルー酬の・マヴスのS飢4・〃・〃憾染につい磁告した・．網内系墳塞の免

疫機能に及ぼす作用についても，多くの実験報告12－21）がある．

　われわれ22）はさきに，X線を照射したウサギ，モルモヅト，マウスでは，腸炎菌強毒株の経口投与に際し，菌

の侵襲性の増強と，免疫反応の減弱とが認められると報告したが・今回はコロイド色素であるトリパンブルーを注

射したモルモット，，ラッチ，及びマウスの実験的腸炎菌感染について実験を行なったので，その大要を報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　験　方　法

　1）実験に｛束回した動物　体蚕390－6009のモルモット，80：｝2959のラヅテ，及び15㌻229のマウスを用いた．

ζれらは実験開始前の数日間の観察により，体重，体温（但しマウスを除く）に著るしい変動のないものを選ん

だ．

　2）実験に使用した色素　ト響パンブルーの留水溶液を用いた．投与量はモルモットでは1％溶液3cc，体重

手k9当り約60m9，ラ芝テでは0・5％溶液1cc，体重1k9当り約30m9，マウスでは0・5％及び0・05％溶液各

0・5cc・体重1kg当り夫々約119mg・14mgをそれぞれ1回量とした・注射材料はすべて1？0。◎30分加熱した

ものを用いた．

　3）宰馨1；使用．した菌株　これまでの感染実験に用いたと同じ腸炎門門毒RG　3株を用いた．

　4）実験の方法と観察　モルモットでは，15匹を3群に分け，第1群には上記の量のトリパンブルーを14日間

毎日1回ずつ腹腔内注射し1注射の終った翌日にRG3株の普通寒天斜面20時間培養菌36seずつをなめとらせ

た。この菌数は約30億である．菌投与後20日間体重，体温を測り，血中，大便中の菌検索を随時行なった．こ

の期間内に死んだものは血液，臓器（肝，脾）の培養試験を行ない，生残動物の一・部は20日後に殺して，同様血　○

液・臓器の菌を検した．菌投与前・14日後・41日後に採血してRG3株に対する血清のOH凝集価及び・血清

の殺。抗菌力をSch直tze法23）に準じて検した．第2，二丁の対照モルモヅトには上記同様メチレ’ンブルー注射，

あるいは留水注射を行ない，上と同様の感染実験を実施した．

　．ラヅテでは12匹を3群に分け，第1群には上記の量のトリパンブルーを14日聞，毎日1回ずつ腹腔内注射し，

対照の第2，3爺こは夫々生理食塩水及び留水を1ccずつ同様注射した．注射の終った4日後に，　RG3株の普通

ブイヨン20時間培養菌1cc，すなわち菌数約10億個月各々のラッチに腹腔内接種した．菌投与後13日間体重，

体温を測定し，随時血申菌を培養により検し，その間の麗死動物及び生残動物は血液，臓器の培養試験を行なっ

た．

　マウスでは上記量のトリパンブルーを30日聞に14回腹腔内注射した第1群，第2群，留水及び生理食塩水を

＊　日本医科大学衛生学教室
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0・5ccずつ同様に注射した第3，第4群について実験した．論断の々ウス数は夫々4匹ずつである．注射の終っ

た19日後にRG3株の普通ブイヨン20時間培養液8滴，菌数回3億個をひたしたパソを食べさせた．菌投与後

16日間観察し，驚死及び生残マウスはその血液及び臓器について菌検索を行なった．

　　　　　　　　　　し．，・　，　β．実験成緯

　1）モルモットを用いた実験　各群のモルモットはトリパンブルー，．ノチレンブルー，球ゲ蒸留水注射に隼部

、耐過生残し，トリパンブルー処理群では体重の減少がみられたが，他の群では明らかな体重減少はなく，トリパ

ンブルーを注射したモルモットは14日後には白色の皮膚及び選膜の著るしい旧染がみられた．体温はこれら前処

置期間に40。Cを越えなかった．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　メチレンブルー注射モルラットの1匹は菌投与前の採血に際し死んだので，残りのモルモットに菌を経口投与

　　　　　　　　　　　　Fig　　I　　　　　　　　　　「　　　　　　　　　．「　　した．　トリパンブルー注射群

　　　　　　　　　　　　　　　RG3即慨1．　　　　　　　　　．　　　　・　「は1匹が8日後に死に，留水

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　注射群は2日後に1匹死に，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　いずれも血液，臓器より投与

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．菌が検串さ離た・他の生残モ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ルモ・トの「部は20日後に剖

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　検培養を行なったが血液，臓

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　器の培養は陰性に終った．菌

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　投与後の体重，体温は特にト

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リパンブルー投与群に特異の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　所見は得られなかった．血清

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　のOH凝集価はトリパンブル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一注射群において他の群より

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　高い価が得られた．菌投与後

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ρ血液・大便中の菌検索成績

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　はトリパンブルー注射群に特

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　異な∂峡ミ壱まなカ、つた．　菌投与56

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　日後血清のRG3株及びブド

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウ球菌に対する殺菌力は，ト

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リパンブルー注射モルモツゴ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　では，他のものより高い価が

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　得られ＃・、（賜LFig・島、．T

．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rab・i，参照）
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　2）ラツテを用いた実験　トリパンブ～セー注射により・4匹中1匹が11回の注射によ9死んだが・・他の群は全

部耐過生残した．トリパンブルー，留水，生理食塩水腹腔内注射の前処置により，体重の顕著な変動はなく，平

均体温は各群とも38・4。Cを越えなかったが，注射前の観察期間中よりはいくらか高いようであった．

　菌接腫後，，声リパンブルー注射群は1日後，4日後に夫々2匹，1匹ずつ死に，生残したものはなかった．留
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水処理群は3，8日後に夫々2，1匹ずつ死んで13日後には1匹生残し，食塩永処理群は1，4日後に夫々1匹ず　　・

つ死んで13日後には2匹生残した。三才獣の血液，臓器からはすぺて骨腫菌が検出され，生残獣は13日後に培
養試験を行なったが，血液臓器から投与菌は検出されなかった．．接極後の血中菌培養では，、トリパンブルー処理

群には菌の検出されないものぼなかったが，他の対照群では菌の検出されない個体があった．（Fig荊Tab・皿参照）
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・3）マウスを用いた実験　1回量119mgずつトリパンブルーを腹腔内注射すると，マウスは5，9，11回の注射

により夫々2，2，1昂ずつが死に，それ以上耐過したものはなかった．1回14mgずつでは1，4，11回の注射に

より夫々1匹ずつ死に，14回の注射に耐過したものは2匹であった．留水0・5cc注射では1，7，11回注射により．

夫々1，1，2匹ずつ死に14回の注射に耐過したものは1匹であり，生理食塩水注射では7回注射により1匹死ん

だだけであった．‘

　注射の終った18日後に菌を経口投与したところ。トリパンブル「注射群は2匹とも夫々8，9目後に死に，’留

水注射群は1匹中1匹が16日間生残，生理食塩水注射群は1，16日後に夫々1匹ずつ死に，2匹は生残した．麗

死マウスの血液，臓器からはすべて菌が検出され，生残マ．ウスの臓器からも投与菌が全例検出された．（Fig卿参

照）
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　　　トリパンブルー腹腔内注射によるマウスの鎭塞実験において，WalIbachは1％溶液0．5ccを，　Laurosらは

　　0・1’一1％溶液1ccを用い2），Okuneff24）はウサギにおいて体重1kg当り1％溶液10cc．を腹腔内注射している．

　　われわれの実験ではこれら先人の用いた量より，全量にしてかなり大量のトリ．パンブルーを頻回注射した．そし

　　てこのように繰り返し注射する場合，24時間で血中の色素は網内系に貧喰されつくすから，24時間おきに注射を

　　裸り返すのがホい物とされている．』われわれの実験ではマウスは毎日注射すると衰弱がひどいので，はじめの11

　　回は隔日とし，その後の3回は2日おき’とした．また菌投与も同様の意昧でマウスは注射終了18日後，，ラヅテは

　　4日・テルモットは1日後とした．　　　　　　　　　　　　　・

　　　トリパンブルーその他の墳塞物質は，生体内で網内系細胞を単に機械的に塞ぐのみでなく，個有の毒作用を呈

　　するとされている2・9）．．われわれの実験でトリパンブルー前処置に対する抵抗の度合は，投与ト・リパンブルーの体

　　重kg当りの重量ではモルモット〉ラッチ〉マウスの順になっているが，夫々の動物の目方に対する注射液容量は

　　マウス〉ラヅテ〉モルモヅトの殖で，頻回の液体の腹腔内注入の影響も無視されない。　　．，

　　　φrskovら9）はBreslau菌の静注1時間後に10％Tusche溶液0．2ccを静注すると感染は減弱され，5％Eise・

　　nzucker　O．2ccでは感染は増強されるとし，　Eisenzuckerでは直接に細胞を障害する作用を無視し得ないといつ

　　た．Elbertlo）は鎭塞マウスではパラチフスB菌感染は腸間膜リンパ結節にとどまらないで，更に体内にひろが

　　ると報告し，Kritschewskiら11）は脾刎除，5％Eisenzucker　O・5cc静注及び0・05ccトリパンズルー皮下注射に

　　よりマゥ．スの網内系を遮断すると，これらの動物は5ρ”・4曜。πゴ，に対し全く抵抗を失うが，脾捌除あるいは墳

　　塞物質注射のみでは，約10％が生残すると認めた．

　　　われわれの実験では，モルモットは体重の減少する量のトリパンブルー注射により，腸炎菌経口投与に対する

　　、抵抗は留水注射の対照にくらべていくらか強くなるよ5であることが動物の生残の点から認められた，ラッチでは

　　体重を減少させないが4匹中1匹が注射期間中に死ぬ量．のトリパンブルー注射により，腹腔内接種による感染は

’　明らかに増強された．マウスでは5匹中3匹が死ぬ量によるトリパンブルー前処置により，動物の感染に対する

　　耐過生残の点では，感染は増強されたといえようが，この場合は動物の理数が少レ・から，明確な断定はできない。

　　　網内系墳塞を行なった動物における免疫反応については，抗体生成が抑制されるとの主張13－16・1軌21）と，抗体生

　　成に関し対照と差異がないか，あるいはいく，らか促進されるという主張12澱18・20）とがあるが，．これについては損

　　塞物質の種類，量，抗原量，あるいは腎管と抗原投与との時間的関係などを詳1しく検討し啄吟ことには簡単な一

　　般的判断は下せないようである．われおれの実験では，トリパンブルーを注射したモルモジ．ト血清に，．より高い
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凝集価が認められた．これは前記の諸条件の他に，腸炎菌は元来モルモヅトに対する感染性が弱いので，対照動

物ではこの菌の経口投与により抗体が生成されず，トリパンブルー処理動物では感染性が高められて，従って抗

体ができ易かったと考えるのが容易であるかも知れないが，一方血中菌の検索成績，動物の菌投与後の生死の状

況では，．トリパγブルー注射モノレモヅトにおける感受性が特に高いとは考えられず，また菌投与14日後において

」も血清はかなり青色を呈，していた，すなわちトリパンブルーというコロイド色素が血清に含有されていたことも

無視できないであろう．　　，・　，．：

　モルモジ：トの菌投与41日後の血清のRG3株及びブドウ球菌に対する殺菌力が，トリパンブルー処理群では対

照群に・くらべて高く，一方血清凝集価の上昇が対照群より高かったごとは，このトリパ「ンブルー前処置が，細菌

感染に対する生体の抵抗をある意昧において尤進させた，と考えてよいであろう．

　モルモットとラッチとで，相反するような印象を与える実験結果が鴛られたことは，腸炎菌に対する動物種に

よる感染性，及び接種経路が異るためと考えたい．

　Capel124），　Ja伽6），　Wadde11ら4）は，1ithium　carmine，　trypanblue，及びcarbQn　blackは動物に投与さ

れると網内系の細胞により摂取され，これらの細胞の正常機能，例えば注射されたParticulate　matter，細菌，

あるいはfat　Particlesを貧喰する能力を破壊すると認め，　Jansco7）はタロイド銅剤による肝の星細胞の壊死を

認めた。また・Clemmesenら25）は，　X線被照射ウサギにパラチフスB菌に対する抗体生成の低下と・注入され

たトリパンブルーまた｝踏田菌の血中よりの消失の遅延を認め，Taliaferroら26）によると，大量：X線照射はリン

．パ球及び血液型細胞を破壊するので，ある重要なmesenchy㎎al　reserveは過度の貧喰状態に陥り，その二二能

及び抗体生成能を失う．従って動物の細菌感染に対する抵抗は抑制されるという．

　鳥脇系の機能が貧喰のみでないことはいう迄もないが，これらの所見あるいは説明とわれわれの実験成績とを

結びつけて考えると，三内系の機能低下は，細菌感染に対する抵抗，あるいは免疫反応の低下を来らせる，すな

わち網内系には，未だ明確に分析把握され尽してはいないが，生体防禦機構としての合目的作用があり，そして

この作用にトリパンブルー注射により変動をうけると認められる．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

．． ｸ上系墳塞の目的でコロイド色素，；トリパンブル副を腹腔内注射したモルモヅト，ヲッテ，及びマウスに腸炎

・菌強毒株を経口或は腹腔内接種し，次め所見を得た，　　．　　　　　　・　　　　　　　　　　　：　仁

　1）　5匹のモルモジトにトリパンブルー1％溶液3ccずつを，14日間毎日注射すると，モルモットの体重は減

少し泥が死ぬものはなかった．1注射終了の翌日腸炎菌約30億個ずつを摂食させたところ，これらの動物は感染致

死，体重・体温の変動，：血中菌の検出状態からみて，対照ど明らかな差はなかったが，血清凝集価の上昇は対照

より顕著であった．そして菌投与41日後の血清のRG　3株及びブドウ球菌に対する殺菌力は対照動物よりトリパ

ンブルー処置動物のそれが高かった．・

　2）　4匹のラッチにトリパンブル【0・5％溶液1ccずつを14日間毎日腹腔内注射したところ，体重の減少は

みられなかったが，1匹は1f回の注射により死んだ．注射終了4日後に腸炎菌約10億個ずつを腸腔内接種した

ところ，これらのラッチの感染は，動物の生残，血中菌の検出成績からいって，対照ラッチのそれに比べ，明ら

かに増強された；　’　i　　凸’”11　　』　．r「　　1＝　　　　’　　　　　』r．1噛

　3）マウズ5匹にトリパンブルβ0・5％溶液0ゼ5ccずつを隔日に注射したとこち，ユ2回の濫射に耐過したもの
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へはなかった．他の5匹のマウスに0・05％トリパンブルー溶液0・5ccずつを11回までは隔日，次の3回は2日お

きに，合計14回注射したところ，．2匹が14回の注射に耐えた．このマウスに注射終了18日後に腸炎菌約3億個

を摂食：させたが，この実験からは明確な結論は得られなかった．　、　　　’

　』トこめ論丈の要旨は第24回日：本衛生学会（1954）において講演された．』　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：文　・．　献　　・．，、』』．・、’

　ユ）牛場「3日本医事新報，1575，10（1954）．2）Bfuma耳，　F・・：Abderhaldens　Handbuch　d・Biolo9．Ar・

beitsmethodeh，．Urban　und　Schwarzenberg，　Berlin，1935．　Abt．　VIII＝Tg1，　H．2，　p．1309．3）・Hyman，

C．and　Paldino，　R∴Am．」．　Physio1．，179，1594』（1954）．、4）Wadde11，　W・R，　Geyger，　R．P．，　Clarke，

E．，血dStareレF．J．＝Am．」．Phys五〇1．，177，90（1954）．5）石橋：解剖学雑誌，27，（総会号）90（1952）・



、
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6）Ja底e，　R・H．：Physio1．　Rev．，11，277（1931）・7）Jansco，　N・N．：Klin・Wochenschr．，10，537（1931）・

8）清野3生体染色の研究，南江堂，1928．9）φrskov，　A・，　Jensen，　K：・A・und　Kobayashi，　K：・：Zeitschr・．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

f・Immunit温tsf・，55，34（1928）．　10）Elbert，　B．J・：Zeitschr．　f．　Immun猷tsf．，65，．452（1930）．　11）

Kritschewski，　J・．und　Schapiro，　L　S・；Zeitschr・f・Immunit乱tsf・，65，264（1930）・　12）Howe11，　K・M・

an尋Tower・LE・：唐㏄・S㏄・Exper・Bio1・and．Medら23，759（1926）・13）Jungblut，　C・W・and　Be－

rlotJ・A・＝J・Exper・Med・，43，797（1926）；44，工29． i1926）．．14）Lehmann，　w．．und　T加nan，　H．；

Zeitsch『・f・Immu雌義tsf・，45，493（1926）・　15）Lewis，　P・A・and　Loomis，　D．：」，　Exper・Med・，43，

263（1926）・16）Meyer，　H∴Z・Hyg・Infektionskr．，106，124（1926）．17）．Ross，　V．：J．　Immuno1．，

12，237（1926）・18）　Robeζts，　E・F・：J・Immunρ1・，16，137（1929）・　19）Cannon，　P・R．，　Bear，　R・，　Su！一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
1ivan，　T・L・and　Webster，」・Rr；J．　Immu黛01．，17，441（1929）。　20）Kolmer，　J．A，　and　Schamberg，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の3・F・；Am・J・Syph・・17・175（1933）・21）．Tuft・L；J・Immuno1・・27・63（1934）・22）八田，山地，田中，

平林・山内，斉藤・第23回．日本虚蝉会講演（1953）；山内・日本細菌学雑誌・10，451（1955）・23）S・hU・

tze・H・・Gorer，　P・．A・and　Finlayson・M・H・＝J・Hyg・，36，37．（1936）・　24）CapPe11’噛D．　E．：J。　Path．・

and　Bact・，32，595（1929）．25）Clemmeson，　J．　and　Anderson，　E．　K．：Acta　Path．　et　Microbio1．　Sc・

a孕d・，25，．611（1948　L）・26）Taliaferro，　W・H．　and　Taliaferro，　L．G．：」．　Immunol．66，181（1951）．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Zusamme】㎡assung　　　　，　　　　　．　　　　　　　’

　　Wir　hatten　einige　Versuche廿ber　der　peroralen　oder　intraperitonealen　5．ε’霊’θプ’〃4’5－infektion　der　mit

int田peritonealer’srypanblauinlektionen　vorbehi坦delten　I輝eerschweinchen，　Ratten　und　M蕊use，．mit

dem　Rucksichte　auf　die　Einf1直sse　der． 唐盾№?獅≠獅獅狽?@B1㏄kade　des　r6個口ku1（｝一endothelialen　Systems　allf　die

Bakterie亘infektion．　　　　　　　　　．　　L

　　Funf　Meerschweinchen　6rhalteten　t凌glich　einma13cc　1％Trypanblau量nlekt三〇nen　w’i批end　14Tage，

und　nach　vierzehnmaligen　Injektionen．wir　sahen　die　Vermindelung　des　K：δrpergewichtes　der　vorbehan・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

delten　Tiere，　aber　alle　Tiere　Uberlebtell　die　Vorbehandlung．　Ein　Tag　nach　der　Vorbehandlung，　die『

Meerschweinchen　wurden　mit　30esen　5．8π’θ2漉4’5－Agarkultur　gefUttert．　Dann　wir　fanden　fast　keinen　」

　　　　　　　　　　Einfluss　der　Vorbehandlung　auf　die　Infektion　der　Tiereρwenn　wir　die　Ueber16bungsze三t，　die　Ve燃nde－

rung　des　Kδrpergewichtes　sowohl　als　der　Kδrpertemperatur，　und　d量e　Blutku1加ren　der　vorbehandelten

Tiere，　mit　der　von　der　S。¢ηfe7ゴ’耀s－gef翫terten　Kontrollmeerschweinchen　vergleicllteh．　Aber　die　Stei・

gerung　des　Agglutinationstiters　der　vorbehandelten　Teire　war　merkw〔irdiger　als　das　der　Kontrolltiere。

　　Vier　Ratten　erhalteten　t葱glich　einmal　lcc　O，5％Trypaゆ1auinlektio苅en哺hrend　14　Tage，　und　die．・

Ti蟹e　zeigten　die　Ver装nde士ung　des　Kδrperge曽ibhtes．　nach　der　vierzehnmaligell　Injekt葦one11．　nicht，　aber

eine　Ratte　starb　nach　der　elfte　Trypanblauinlektion，　und　die　Ueberlebenden．　wurden　mit　lcc　5．gπ’θ2∫。

”ご！7srBouillonkultur　i且t】瓢peritoneal　eingespritzt．　Dann　wir　sahen，　dass　die　Ueberlebungszeit　der　S．¢”・
　　　　　　　　　　も

fθ7’〃〃s－gefiittertell　Ratte，　von　der　Trypanblauvorbehandluηg，　auffallend　gekiirze鴬e　wurde，　wenn　wir　es

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌧mit　der　Befunde　an　der　Kontrolltiere　vergle1chten．

　　F証nf　M蕊use　erhalteten　jeden　zweiten　Tag　einma10，5cc　O，5％Trypanblauinlektionen，　und　alle　M和se

starb　vor　der　zwδ1ften　Einspritzung．．Andere　fiinf　Mi凌use　erhaltetell　jeden　zweiten　oder　dritten　Tag　ein．

mal　O，5cc　O，05％Trypanblauinjektionen　w遠hrend　30　Tage，　dann　wir　sahen，　dass　2　Ma己se五ber　dieserV

orbehalldlung　gebrach‡wurden．　Diese　Ueberlebendell　wurden　mit　8　Tropfen　5．2π∫θ7”燐s．Bouillonku1－

tur　gef邑tterちaber　kein　zuve雌ssiges　Resultat　wurde　aus　diesem　Versuck　ge血まbt，　dehn　zu　grosse　Menge

F1琶ssigkei㌻be…der　Vorbehandlung　eiΩgespritzt　wurde．

　　Die　Be鵬chte黛wurden員ber　diese　Versuche　allgestellt，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　　February　29，1956
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木下含土壌等分がラクムヨモギ（11πe’π’s’ακμ22⑳〃6”5∫sQAZIL8ASII）の初期生育に及ぼす影響について　399

土壌水分がクラムヨモギ（幽‘c7脇門K僻α鵬eη86s　QAZILBASH）の

初期生育に及ぼす影響について

木・下　孝　三

Studies　on　the　Effects　of　the　Soil　Moisture　upon　the　Early　Growth

　　　of”KuRAMuYoMoGゴ’（ル’θ，π魏ακ歪’アァα〃多θπ∫β∫QAZILBASH）

　”　　　　　　　　　　　、　　　　　Koz6　KINosHiTA

　まえがき　クラムヨモギはパギスタン原産のサントニン原料植物であるが，我が国へは1950年始めて輸入され

川谷熱雷がその栽培を発表したのが始めてである．1）2）3）その後厚生省に建ては1953，54年の両年にわたって全国1

道，13県に於てその試作を行って今日に至っている．元来この植物はその原産地パギスタン，クラム地方は石礫

の多い砂漠乾燥の地であって降雨に摩してはきわやて敏感でありその量及び回数が生育に及ぼす影響はきわめて

大きく往々にして枯死の原因となり，その栽培の適不適は雨量の多寡によるとさえ考えられていた。前記厚生省

の全国的の試作の結果を見てもこの植物の適地は西日本であり特に広島，山口，香川の諸県即ち四声内海沿岸及び

．醐地方ぞ・和歌山県・長野県があげられている・上記の諸県に於ては庫然状態に於て蜻旺盛で茎葉も難レ

採種もきわめて容易である．特に生育2年目に於てはいちじるしく繁茂し相当の収穫量をあげうるのである．．瀬

戸内海地方は我が国でも雨量の最も少い地方に属し生育の良好なのは当然であるが早り．和歌山県のみは事情を異

にし多雨地帯に属し1953，54年の両年は特に記録的な多量の降雨を見た年であるがなお且生育きわめて良好であ

ったのは非常に興味深い事実であった・著者はこの事実を体験してこの植物は乾燥にきわめて強いが乾燥に強くて

も乾燥が生育セと適しているか否かと云うことは別問題であり，多湿の状態では如何なる生育を示すか，叉最適土

壌水分は如何なる範囲内にあるか，かかる問題を明らかにすることが本植物栽培薄きわめて重要な問題である≧考

え，1954年和歌山分場に於て本試験を行ったのである．雨量と土壌水分とは自ら異る事実であるが自然状態に於

てはきわめて密接な関係にあることは云．うまでもないことである．

材料及び方法

　1・材　料　1953年当場圃場で採種した種子約500粒を腐植に富める壌土を約8分目につめた長さ，幅，深さ，

夫・90・m・45・m・12・mの箱に・・m縣の条播セ・1931年1耶25日擁した・、朔を硝子室内に置押水は噴

霧髄以て惑いや伽楽な翠のもζに髄喚・1955年2即5騨丈約4・．5cmの均等嫡蝿び供試個
体とした．

　2．方法　ポッ．トは内径，深さ，夫々14cm，14cmの磁製啖壼を用い底に風乾細砂3009，砂壌土1・7kgを入

れ，ポットの内壁に沿って内径，長さ，夫々1・5c1η，15cmの硝子管を2本立てその下部が底砂に接するようにし

給水管とした．ポヅトは実験期間中硝子室内に置き雨水の浸入を防ぐようにした．肥料としては1ポット当N，

P205，　K20，各0・29とし夫々硫安，過燐酸石灰，硫酸加里を以てし予め土壌とよく混和して用いた．土壌水分

の区別は容水量に対する％を以てし，90％，75％，60％，45％及び30蛎の5区とした．土壌並びに底砂の容水量

は夫々47．23％及び22．79％であり，各区の土壌水分はこれら土壌及び底砂の容水量に対する％の和である．2

月15日定植し定植直後各区共土壌面より約500cc灌水し日光の直射をさけ徐々に日光にあて苗の活着をは1かった．

2月22日より重：量法により土壌水分の調節を始めたが45％，30％両日は未だ水分多く前者は2月27日，後者は

3月7日に至り所定の量に調節し得るようになった．水分の調節は毎日これを行い試験の後期に到って水分蒸発

が大になって来てからはなるべく調節の回数を多くし所定の量に近い値を保持するようにっとめた．洪試個体数は

各区共4個体とした．定植後は1週間毎に草丈，分枝数を調査し，5月4日に収穫し坐育状態を調査し各区の比

較を行った．サントニン含量の定量は柴田，三橋，原岡，川谷6）の方法に従って行った．本実験中の硝子室内の

平均温度は最高27・5。C，最低13・5。C，平均20・1。Cであった，
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　　　　　　　　　　　　　・＿，1実三三．果

　1．実験中の土壌水分の変化

　各区とも水分調節可能になってから収穫までめ全期間を通じて水分補給前の減少言及び補給量より算定してか

なりの変化があったが90％に於ては91．0～86・2％，75％に於ては76・0～73・8％，60％に於ては61．0＾・57．6％，

45％に撃ては46・0（・43・2％，30％に於ては31．0－28・5％であった．植物の生長にともなう植物重による補正はこ

れを行わなかった．・r・，，・一．β∴II，∵　　；．ド　，』’、　・・　　　　h＝　1　∴　．・一

　2・　一般生育状況．．　：　　．　　　　　　　　　　　　，層　　1・、，　　、　　　・　　　　　　　㌧

　先づ草丈についてみるに第1図に見られる如く最初の1ヵ月間には90％，75％，60％の差異は認め難く45％，

30％はかなり短く劣っている．収穫時に於ては90％，最大で75％L60％は殆んど差異なくこれにつぎ45％は稽

劣り30％は更に顕著に劣っている．

師
δσ

⑳

3b

20

10

20

15

10

5

←0．90％

￥

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　　L　　O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Daしe．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　7／皿　　14　　　21　　　28　　4！17　　11　　　18　　　25　　21▼

　む

、．71陣．∴2128、蝋1・・晒…脇，
　　　Fig．4．　Co血parision　of　Plant　Height　　　　　Fig．2．　Comparision　of　Number　of　Branc恒e5

　　　　、among　Di廷ereRt　Treatments．　　　　　　　　，　among　Di任erent　Treatments．

　分枝数につし〕ては第2図の通り各区とも2週間目より発生がみとめられその数60％最大であるが90％・75％・

45％は大差なく・30％はかなり劣っている．－分枝は植物の個体により生育の初期より基部から分枝し準主茎と見ら

れる場合とある程度生長した後主茎の10cln内外の高さ以上より分枝する場合が見られるので単に分枝数のみでは．

比較は困難である．．’@　　　　　　、　　　　　　　　　．　　　・　　　　　　　　’　「

　その他主幹の太さ，生育の勢，葉の繁茂状態等を綜合して見るに75％最も生育すぐれ，90％，60％殆んど大差

なくこれにつぎ，45％はかなり劣り30％は更に顕著に生育が劣っている．・，　、　　　　　．，．

・・ Rド収穫物調査、　　　　「　1　　1　：
　収穫時の地上部地下部の生育状況及び収穫調査は笙1表の通りである．’



、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　　　噛
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　馳

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．
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Table　l　Comparision　of　Yield　of　the　Plant　among　Di任ereht　Tピeatmepts．
．慶

Treat．
ment

90％

75％

60％

45％

30％

Fresh　weight
gf．tgP

（9） Ratio

15．2

25．5．

14．8

．11．0

　6．3

59．6

100．0

58，0

43．1

24．7

Fresh　weight
of　stems　and
branches．’

（9） RatiG

Dia胆eter
of　main
stem．　a七．、

10cm．
height

　（cm）

Fresh　weight
of　Ieaves

5．9

9．1

5．5

3．5

1．9

．（9）

64．8

100．0

60．4

38．4

20．8t

　0．41

　0．41

　．0．40

　0．35

　0．27

9．3

16．4

9．1

7．5

4．4

Ratio

5657

100．0

55．4

45、7

26。8

Length
of
leave9

．（cm）．・、

4．4

5．9

4．2

4．3

316

Fresh　weight
of　rQots

（9）．

3．1

4．9

5．0

3．0

210

Ratio

Number
of
Iateral

roots．

62．0121・5
　98．0！　　　23．8

　100．0　　　　27．0

　60．0　　18．5
　ロ　　　　　　ロ

　40．0　　1510

（Cbntinued）

Treat．
ment

go％

75劣

60％

45％

30劣

1）地
a）

Air讃y　weight
．of　tOP

（9）

5．28

8．82

5．77

4．53

2．70

R鼠tio

59．3

100．0

65．4

51．3

30．8

Air々y　weight
of　stems　and
branches

（9）

2．00

3．15

2．07

1．43

0．82

1～atio．

63．4

100．0

65。7

45．3

26．0

Air－dry　weigh㌻
of　leaves

（9） Ratio

3．25

5．67

3．59．

3．1

1．90

Air二dry　weight
of　roots

（9）

　　｛．

57．3

100三〇

63．．3．

56．2

33．5

Ratio

1．00

1．65

1．66

1．21

0．83
　　　i

60．2

99．3

100．0

72．8

49．9

Santonin’
content

（％） Ratio

上　部

0．975
　　　し
1．．392

1．562

1．450

L200

1

1

62．4

89．1

100．0

92．8

76．8

　　　　地上紐帯体重　75％最大で90％，60％と相次いでいるが両者の差はきわめて夕い．45％ではかなり劣り30

％では更に著しく劣っている，各区間の差異の有意性については第2表，第3表の通り90％と60％，．45躬，．60％

と45％，45％と30％を除く他の区間の差異は有意義で特に．75％と各区間の差異はきわめて有意義である．．．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　T・b1・2Analy寧i・・f　V・・量・n・e・f　Fre・h　W・ight・f　T・P．1：r．

Source　of　variance

Treatment

Ind三v至dual

Erro妻．．・．・

　　Tota1

遷＊．

Degrees　of　freedom

4

3

12

19

Sum　of　squarps

820．412

25．489

184．444

1．012．345

yariance．

200．603．t

　8．396

15．370

F

13．05＊＊

1．83

．Re匪esehts　sign量行（頴nce　at　the． P％1eVe1．．・

Table　3　ComparisiQn　of　Di廷erences　of　Fres与Weight　gf　Top．閃α．

　　　　　　　　Their　Signi丘canc6　among　Different　Treatlnents。

90％　　15．2

75％　　 ’25．5

60％　　14．8

45％．　　11．0

30％　　　6．3

go％
15」2

75男
25．5

60％
14．8

45％
11．0

30％
6．3

10．3鞭

0．4

4．2

8．9管＊

10．7蒼斧

14．5終

19．2＊＊

3．8

865＊＊ 4．7

　L。S．D。（5％11eve1）　5．42
　　　　　　　　　　　　1eve1）　7・60　L．S．D．（1％

＊＊　Represents　significance　at　the 1％1eveL
、
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’　b）分枝数及び生身重　分枝数の時期的変化は前に述べたが収穫時に於ては65％最大であるが90％と殆んど

差異は認められず45％これに次ぎ75％との差はきわめて僅少である．30％に於てのみ顕著に劣っているのが認

　められる．．・・　、　．　　「㌔　　　、

　　一門め太さについては第1表の通り90％，75％60％は差異殆んど認められず最大である．45％とれに津ぎ30

％に於ては最も顕著に劣っている．

　　生茎重につい田圃地上部生体重と殆んど同様の傾向を示している．各区間の差異は第4表・第5表に示す通り

90％と60％，60％と45％，45％と．30％を除く他の区閤は有意義である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　4　Analysis　of　Variance　of　Fresh　Weight　of　Stems　and　Branches．、．

．Source　of　variance
ド．　　・．　　　　　　　・．　・

Treatment
Individua1

．Error，

Tota1

1・・g・ρ…ff・eedgm

4

3

12

1

IS・m…q…s

118．602

12．452

28．069

・g1

1 Variance 1

29．650

4．150

2．339

・59・・認i

F

12．67＊＊

1．77

1 曳

＊＊　Repre白ents　s三gni員cance　at　the　1％　1eveL

　　　　、Table　5　Comparision．of　Di任erences　of　Fresh　Weight　of　Stems　and．B貰mches

　　　　　　　　　・and　Their　SigniHcance　among　Differ今nt　Treatments．

．1

90％　　5・9

75％　　9・1

60％　　5・5

45妬・　3．5

30％　　1．9

90％
5．9
1 75，％

9．1
60％
5．5

「 45％
3．5
1 30％

1．9

3．2＊＊

0．4

2．4＊

4．0＊＊

3．．6＊＊．　　・

5．6＊＊

7．2＊＊．

．2．0

3．6＊＊ 1．6

　　LS．D．（5％　1eve1）　2，09
　　LS．D．（1％　1evel）’2．93　：　　　．　　　’　　．　　　　　　　　　’・

　曇　　Reprとsents　significance．at　the　5％1evbl．　　　．　　’　　　　1　　1　．　し

　＊＊　Represents　significance　at　the　1％1eve1．
、

　c）生葉量葉の大きさについては収穫時に弓長を調査した・第1表に示す通り75％最曇で葉は大型になρて

いる．90％，60％及び45％はこれにつぎその差は殆んど認められない．30彫｝こ於ては著しく劣り相当小型になっ

て来ている．

　生葉重については地上部坐体重と全く同様の傾向を示している．即ち75％最大であり90％ζれにつぎ60彫と

続いているが両者の差はきわめて僅少である．45％に到ってはかなり劣り30％は更に著しく劣っている．各区間

の差異については第6表1第7表に示ナ通り90％と60％，45％，．60％と45％，45．％と30％を除く他の区間は有

意義である．特に75％と各区間との差異は顕著できわめて有意義である．

　　　　　　　　　　Table　6　Analys…s　of　Variallce　of　Fresh　Welght　of工eaves．・

・…ce・・卿・・nce陣ees・・f・eed・m

Treatment
Individuai

Error

To拡1

　4

・3
12

．［

lS・m…q・a・e・1

316．395

371008

62．417

・91

Variance 1

79．098

12．336

5．201

・・5・82・i

F

15．20料

2．37．

＊＊　Representsもignificance　at　the　．1％1eve！．

　　　　　　〆

｛．

T　　』
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Table　7　Comparision　of　Di鉦erences　of　Fresh　Weight　of　Leaves

　　　，　and　Their　Signi且cance　among　Di廷erent　Treatments。

90％　　．9．3

75％　　 16．4

60％　　9．1・

45％　　7・5

30％　　4．4

90％
9．3
1 75％

16．4・．
1 60％

9．1
1 45％

7．5
1 36％

4．4．

7．1曇畳

α2

1，8

4．9＊＊

7．3＊＊．

8。9＊＊

12．0＊管

1．6

4．7＊＊ 3．1

　　LSドD．（5％　1eve1）　3．13
　　LS．D。（1％　leve1）　4．39

’． 磨磨D qeprdsents　signi五cance　at　the　1％1e》eL．1　　．．’　．　‘．　．．．　　　．　　　　’．「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「

『，2）地r．下ド部：

a）生三重地下部の状態を見るに地上部とは稽異り生即興に於ては60％最大で75％と殆んど差異なく90％

45％はこれに次ぎ両者の差異はきわめて僅少である．30％に於ては著しく劣っている．各区間の差異については

第8表，第9表に示す通り90％と45％，30％，75％と60劣，45％と30％を除く他の区間は有意義である．特に

60％及び75％と各区間の差異はきわめて右意義である．

　側根数については第1表1こ示す通り60％最大で75％，．90％，45％，30劣の順に少くなって来ている．各区間の

差異も均等に減少を示．しでいる．　　．　　　　　．．．．．．『．　　　　　　　　　　　　　　　　「1．

Table　8．　Analysis　of　Variance　of　Fresh　Weight　of　Roots。

Sourc60f　variance

Treatment．

Ind至vidual

Error

1・・群・号・・ff・eed・ml．・・m・・．・qua・e・

4

3

ノ36，635

　4．822

　14．833

To1塾1 t ・gi

1 VariaIlce 1

9．158

1．607

1．236

56・29・｝

F

7．40＊＊

1．30層

＊＊　Represents　signi丘cance　at　the　1％1eveL　　　　　　　．　　　　．．　：．．　．．　　、

　　　　　　　　　　　　　　「・　　　　　　　　　　　　　　　；

　　　　　，　　　Table　9　Compar孟sion　of　Di鉦erences　of　Fresh　Weight　of　Roots

　　　　，　．　　　　．　．．and　Their串igni丘can6e　among．．Di鉦erent「Treatments．

1

90％

75％

60％

45％

30％

3．1

．4．9

5．0

3．0

2．0

go％
3．1
1 75％

4．9
1 60％

5，0
1 45％

3．0
1 30％，

2．0

1．8＊

1．9＊

0．1

1．1

0．1．

1．9＊

2．9＊＊

2．0＊

3．0＊＊ 1．0

　　LS．D．（5％　1eve1）　1．54　　　　．　、
　　LS．’D．（1％　1eve1）　2．14　　、．　　　　　　　　　　．．　．　　　　　　　・　l　l　．　　，

　聲　　　Represents　signi丘cance　at　the　5％　1eveL

　＊＊　Represents　signi且cance　at　the　1％leve1．

　4σ，．風．草乞　率．　．、　　　　1　　　　　．　　．　　　　　　．．　　：．

　収穫物の風乾重と生体重との比率，これを風乾率と称して置く回第10表は各部分即ち地上部，．茎，葉，根等の

風乾率を示したものである．　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　．．　　　．、：．＿：、
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Table　10　Combarision　of　Rate　of　Air－dry・Weight　among　Di任erent　Treatments．

Treatment

go％

75％

60％

45％

30％

TOP．

（％）ドR・…

34，5

34．5

39．0

41．3

42．8

80．6

80．6

91．1

96．4

100．0

Stems　and　branches

（％）1・・…

33．8

34．6

37．7

40。9

43．1

78．4

80．2

87．4

94．8

100．0

正eaves

（％）1舩…

34．9

34．5

39．6

42．6

43．1

80．9

80．0

91．8

98。8

100．0

Roots

（％〉い・…

32．2．

33．61

33．3．

40．4

41．5

77．5

80．9

80．2

97．き

100．0

　地上二重：量風乾率については90％・75％最も低く両者の差異は認められない．次いで．60％これにつぎ更に45

％と置くなっている．30％に予ては最も高率となっている．土壌水分が少なくなるほど高くなる傾向を示してい

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　キる．各区聞の華異については第11表・第12表に示す通り90％と75劣を除くすべての区間に顕著な有意の差異が

認められる1』∵　　．㌧　・臼・‘’．　．．一．・．　．・∴・．’．　　　　　　　　　　．．r．　　　・．．一・　♂

∴茎重，葉重にっ》・ても全く同様の傾向を示しているド　　．．　　1　　・・　．．1　　1：㌧1　’

　　　　，㌧　．．．　　　　　　　．！．　　　　　　　　・．　　「｝　．　　∵

　　　　　．一、づ　Tab1・1｝．岬ysir　gf恥ri孕ncr・gf　Ai曲y　R耳te．oξTgP・・．　　．一

・…ce・・田・・…el・・離ees・f　f・eed・m　l・・m…q鷹es｝

Treatment

Individua1　．

Frror

4

3．

コ2

224．192・

　1。452　．

10．148

Variance
．1．

　56．048

　　0．484
h　　　．b。854

F

67．51＊＊

・．‡・741．．

T・ね1　　　　・gl　235・7921　　　1
＊＊　Represents　signifi6anc6　at　the　1％1evei．．

　　　　　　　Table　12　Comparision　of　Di任erences　of　Air＿dry　Rate　of　Top．and

　　　　　　　　　　　　Their　Signmcance　among　Di任erent　Treatments．

L　．9

1 go％
34．5

／ 乙1髪．．㌧／ 60％
．39．0
1 45％
41．3
1 30％
42．8

90％；．34・5

75％　　34．5

60％　　39．0

45％　　41．3

30％　　42．8

0．0

4。5＊＊

6．8＊＊

8．3＊＊

4．5＊＊

6．8筈＊

8．3＊＊

2．3＊＊

3．8＊乗 1．5＊

　　圭：§二君：ε量器妻　捻；毅3　　｝：ξ蓼　　　　　．　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　：・　　　　　　　　’・　　　1し　　　・

　＊　　　Represents　significance　at　the　5％1eveL　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　「　　　　．　・　　　　　　　・昌．

　＊＊　Represents　signiflcance　at　the　1％Ieve1．

　地下部重量風乾率については地上部風乾率と稽異なり902撮も低く60％，・75％と相次い℃いるが三者の差異

は殆んどみとめられない．45％に至って顕著に高率となり，30％に於ては最も高率となっている．しかし両者の

差異はきわめて少い．各区間の差異につい1（は第13表，第14表に示に通り75％と60％を除く他の区間の差異は

きわめて右意義である．
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Table　13　Analysis　of　Variance　of　Air心y　Rate　of　Roots．

蹄ce・・町・・n・・／D・群ees・f・・eed・m　t・・m…q…es Variance F

Treatment

Individual

Error

4　馬

3

12

307．600

　0．892

　4．308

76．900・

0．293

0．359

214．20＊＊

　1．20

Tota1 ・g 312．900

索＊　Represents　signi丘canlce　at　the　1％leVeL

Table　14　Comparision　of　Differences　of　Air遭y　Rate　of　Roots　and

　　　　　Their　Signi丘cance　among　Di任erent　Treatments．

1 90％
32．2

75％
．33．6

．60％

333
45％
40．4

30％
41．5

go％

75％

60％

45％

30％

32．2

・33．6

33．3

40．4

41．5

1．4斎＊

1．1甚

8．2暑＊

9．3＊＊

0．3

6．8＊＊

7．9＊瀞

7．1＊＊

8．2＊＊ 1．1＊

LS．D。（5％　leve1）　0。80
．LS．D．（1％　1eve1）　　　　　　　　　　　　1．13

　＊　　Represents　signi且cance　at　the　5％1eve1．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　＊＊　Represe皿ts　signi五ca且ce　at・thさ’1％1e亨e1．

　5）サントニン含量

　有用部のサントニン含量についてみるに60％最大で45％，30％と相順次して減少し，又75％，90％と減少し

ている．総平均に於てはし316％を示している．即ち一応は60％を頂点としてこれより土壌水分の増加或は減少

するに従って低くなって行く傾向を示しているようであるが，元来この植物のサントニン含量については植物自体

の個体差が非常に大きいため単にこれのみを以てしてはこの傾向は土壌水分の多少によるものと決定することは

出来ないと考えられる．

本試験をなすにあたりサントニン含量の定量その他につき和歌山県薬務課，同衛生試験所より多大の助力を得

た．ここに深く謝意を表する次第である．

　　　　　　　　「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

土壌容水量の90％，75躬，60％，45％及び30％の5区について実験を行ったが，全般的に植物の生育は75％位

が最も良好でそれより土壌水分が増加又は減少するに従い徐々に生育が劣る傾向がみとめられる．しかし90－60

％の範囲内ではその差異はあまり顕著に現われてこない．60％位に於ては地下部の生育が最もよく，45％位にな

ると地上部の生育は相当に劣るが地下部の生育は90％位と大差はない．30％位になると地上部，地下部とも更に

著しく生育が劣る傾向が認められた．したがって本実験に於ける土壌水分の範囲内では90～60％の範囲が生育良

好の土壌水分であり，75％位が最適土壌水分であると考えられる．しかし最適土壌水分の75％より上位にあるか，

下位にあるかは本実験では判定出来なかった．この点については更に研究を続けることが必要である．、上述の範

囲内の土壌水分の変化は初期生育には余り影響を及ぼさないと考えられる．前述の如くクラムヨモギはその原産地

が二巴乾燥の地であり乾燥に強い植物であるが乾燥が適しているのではなく少くとも初期生育には相当大なる土

壌水分が必要であり，その場合に於ては生育がきわめて良好であることが判明した．植物体の風乾率については

地上部，地下部とも土壌水分の二二するに従って高率になることが判明した，即ち湿潤な土壌に生育したものよ

り乾燥した土壌に生育したものの方が風乾率が高くこれは当然のことと考えられる．サントニン含量については一

応の傾向を認め得たが個体差が非常に大きいためにこれのみではその結果は判然としない．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．文　　　　．献　　・

　1）川谷豊彦，藤田早苗之助，大野忠郎；薬雑，72；38（1952）．2）川谷豊彦，．藤田早苗之助・大野忠郎：薬雑・

72；10叩．（1952）13）川谷豊彦・藤田早’苗彦助・．大野忠郎＝薬雑・73；886（1953）・4）中山包；農及隅，29；559

（1954）．．．の宮崎幸男；衛試報・72；241（1954）．6）．柴田承二・三橋博・原岡通晴・川谷豊彦3．薬雑・71161

（1951）．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　By　providing五veρ10ts　of　soil　moisture，90％，75％，60躬，45％and　30％of　the　water　capacity，　the

・任ect・・f　the　s・i｝、甲gi・専u・eμ…th・r町即軸gf、KURAMUYOMOGI（君伽碑働”魏癬5　Q肌BA－

SH）were　investigat6d　in　1954．　ResuIts　obtained　are　summerized　as　follows．

　　1．In　generally，　the　growth　of　plant　i忌bes‡at　about　75％piot，　and　it　becomes　worse　according　to

th・i再ゆ・e・・decrearr≒・f　the　s・il　m・i・t・・e・B・t甲i㌻hi・．臓・g・f・・即加・ut　90％．t・ab・・t．60％th・

growth　of　piant　is　good．　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　．　　　．　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　．　　　．、，

2・At　ab・ut　60％P1・t，　the　g・・wth・f　the　plant　is　s・mewhat　inferi・r　tg　that・t・b・・脚％P1・ちand

the　differellce　of　the　growt血between　at　about　90％plot　an“at　about　60％plot　is　hardly　recognized．

But　the　growth　of　root　is　best，　not　inferior　to　that　at　about　75％plot・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ネ
　　3．　At　about　45％plot，　the　growth　of　top　and　roots　are　both　obstructed　tole】俄bly．

　　4．At　about　30％，　the　obstructi◎n　of　growth　is　more　remarkably．

　　5．　It　is　recognized　that　the　air－dry　rate　of　top　and　roots　are　both　higher　according　to　the　dectease

of　the　soil　moisture．　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　．，

　　6．　About　the　santonin　content　the　results　obtained．arβ110t．　distinctly．．．．1．．、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　．　　　　　．　　　　　　、．　　Received　Febrロary　26，1956。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　亀　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト

ノ

り

「　．
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玉嘆ツヅラフジの試植栽培（第］報）　実生栽培について

石　原　活　磨

Trial　Cultivation　of　5’θク加π∫σ6砂口プαπ’加HAYATA．1．

　　　　　　　　Cultivatioll　by　Seeds

　　　　　　　　　KatSUma　ISHIHARA，

　まえがき　この植物は明治44年（1911）台湾中央研究所佐々木舜一・によって基隆附近において発見され大正2

年（1913）早田文蔵により命名された．初めは台湾特産植物とされていたが，台北大学山本由松の研究によって

漸江省，貴州省，福建省，広東省にも自生することが判明した．台湾人の間にはその塊根を毒蛇の咬傷治療に効

果あるとして用いられている．大正15年（1926）頃から近藤平三郎の研究によってセプア’ランチンCepharanthin

C37H38N206なるアルカロイドが錬れていることが判り，その後座松一郎により純粋抽出に成功し構造式を明か

にされた．その後長谷川秀治，富田真雄等により肺結核患者に注射して菌の活動を防止する力の顕著であること

が立証され，この応用分野で胃酸過多症による胃の障害及び喘息患者に対し治療実験が進められている．現在で

はBiscoclaurin型アルカ戸イドの研究にまで進展し業績をあげつつある．

　台湾においての栽培研究は相当大規模に行われたのであるが，実生法（有性繁殖栽培）も塊根の切断分割法（無

性繁殖栽培）も共に試験結果がよくはなかった．　　　　　　　　　　　　・

　よって筆者は本植物の内地における実際的栽培を企図実施した．台湾を失った今日，粗骨ツヅラフジの栽培は

一段と重要さを加えて来た．前述の目的を達するために実生による調査を行ったが試植成績は良好であったので

これの結果を公表して栽培当事者の参考に供する次第である．

　植物性状　玉薬ツヅラフジはオオツヅラフジ豊田スノバカヅラ属の多年生蔓生草本植物である．本穂物の生育

は14・5。Cに始まり33。C位で略停止する．生育最適気温は22。C内外である．’生薬原料となる地下塊根の形はカ

プラ状，ジャガイモ状，サツマイモ状等種々あるが，製薬原料としては肥太塊根よりも細長形をなした岐根の方

がアルカロイドの含量が高いので，肥太生長を計るよりも伸長生長を計る方が有利なのである．

　毎年4月下旬に生育を開始し，11月下旬頃の降霜期に至って地上の茎葉は自然枯死ずる．塊根の大きなものは

往々3kgに達することもあるが，普通は109程度の種塊根を1ケ年育成し」（809内外に達するし，又実生の場合

は4月に播種し，11月に収塾して809内外となる．時として1年遅の塊根が2009乃至3009に達する場合もある

　茎は円形，横断面は顕著なる脈管より放射状の紋理を表す．茎葉は無毛緑色で左巻の纒理性である．葉は蔓茎

より長柄を出し互生す．広卵形又は広卵三角状で，楯脚より7条乃至9条の葉脈あり，長さ8cm．幅8．5cm，葉

柄の長さ10cm位である．葉の裏面は類白色である．

，草の外観は繊細で雌雄異株である．本植物の開花及び結実り盛期は8月下旬から11月上旬までである．開花後

の漿果は初め緑色であるが，葵鍔は鮮紅のi美玉である．三年生中等株1株よりの写実量は大約1・500粒，4．59内

外である．

　試植区設定

試植区分

　第1

　第2

　第3

　第4

　第5

　　試験区状況

砂壌土，三分陰地

腐葉土，七分陰地

砂壌土，低地半陰

砂壊土，低地半陰

壌土，低地半陰

試植区分

　第6

　第7（南区）

　第7（北区）

　第8（南区）

　第8（北区）

　　試験区状況

壌土低湿地半陰

　　粘重地，低湿半陰潤地

　　米占重低湿地，半陰地

　　釆占重地，　高陽地

　　火山灰質壌土，陽地

　調査事項

　1・試植区別地上都茎葉の発育と収塊根量に関する調査．　2・試植区別土壌の乾湿及び光線の強弱，気温の

高低に関する調査．　3・播種時期別と収塊根量との関係．　4・支柱立の三無と高高亭亭との関係．　5。種

子貯蔵方法の差と発育に関する調査．　6・増殖用優良苗の確保に．ついての考察　　　　　』　　　、

　　　　　　　　　　　　　　o
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実験結果並びに考察

　1．第1試植区本区は排水のよい半陰砂質壌土で行った。試植地は2月中旬に清掃深耕して置いて，3月下

旬播種に先立ち再び深耕砕土した．同時に畑地全面に腐熟堆肥600貫，硫酸アンモニア3貫，過燐酸石灰7貫，

魚肥20貫，硫酸加里4貫を元肥として施用した．

　4月上旬気温の上昇を待って，三二90cm，高さ30cmの高畦を作り∫畦上に条間距離20cmの二条の播条を作

った．播種量は6畦12条で600粒とした．供試種子は透明硝子口中に貯蔵したものを用いた．覆土は清潔な河砂

を用い覆土後軽く鎮圧し，土表面の白乾を防ぐため薄く敷藁をなし，如露を用いて多量灌水した．

　本区の成績は第1表に示すとおり最良生育株1株平均重82・929，全区総収の1二二二重は25・739を示した．

総収株に対して収株率の多かったのは第4位（中等株）の17・29％で・最下位は第7位（母小園）の6・03．％であ

った．

　次に収根株大小順位別による曽根重比率を観察すると，最大根株重24・80．％が最上位を示し，最下位はく最小

根）の0．82％を示した．

　1株平均重比率は．（最大根）の40・28％を最高とし，以下順次下向し七（最小根）の1・13％最下位の市中を示

した．この調査示数と示率に次回以後に栽培する玉咲ツヅラ7ヂの量的，質的に深い関連がある．

第・1　表　　四 十 量

株 順 収株数 収全便 一株平均重 生　　育
総収に対する百分率（％〉㌦

収株1．寸寸レ根重

三、刈 …株｝33・67・1・・g2gl良i ・89％i・…％1・…％
1

2

』3

4

5

6

6．83

8．83
9，’
盾潤@9

10．03

9．oo

・剛

254．83

276．67

183．33

158．33．

80．00

41．・67

37．31

31．33

20．37

15．79

8．89

6．10

申

申

中

下

下

下

11．77

15．診2

15．51

17．29

15．51

11．77

19．05

20．69

13．71

11．84

5．98

3．12

18：12

15．22

』9．90

・7．67「．

4．32　、

2．97

最 小 a・・1ゴ…1 ・・41出射 ・・3 P ・821一・・53

計 ．…21．・33…1…85 “・・q・・／脚・ト・・α・・

平　　均 ・・73 P i

第2表は本区の生育に関する調査成績である・本表7こ示す如く『本区1株平均重は27・539・根長1‡15・74cm・根

　　　　　　　　　　　　　　　　第　2　表　　生　　　　育・

株 順 根　　：重 根　　長 茎　　数

最 大 ・…酬…6・mla…m ・25本い・・3・mt・47・m1 1．06本

1

2

3

4

5

6

40．62

34．67

’25．22

18．72

10．06

6．61

26．29

20．29

23，58

ユ2．42幽

12．38

5．10

1．90

1．65

1．39

1．63

1．35

1．35

3．29

3．53

3．00」

2．17

1．58

1．42

34．22

31．63

32．65

23．21

18．13

19．08

1．28

1．15

’0．99．

0．87

0．64

0．24

1．00

1．00

1．00

1．06

1．50

1．06

最 小・ P a・81↓83 1．10 α831・q・・ ・0．26 1．00

平 均 ‘2・・3／・眠74i・65 ・串・1・・57 ・86［、…9

■
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径｝ま．1・65cmである．次に枝根発育状況を考察するに，大枝根数の最：多は3．53本，旧株平均2・38本，弓長の最

長は34ξ22cm・各株平均根長は24・57cmである．また根径最肥大のものは1・47cm，・各論平均は0・86cmである．

　第2試植区　本区は針葉樹蔭地にして耐湿腐球質土である．5月1日播種，5月11日発芽初め，，5月24目発芽

揃い，発芽歩合87・00箔である．

　本区収根成績は第3表に示すように最大生育1株平均重80・009であり，総収1株平均重27・069，総収に対す

・る収株率の多いものは㈲の28・04％を示し，最下位のものは　（最大根）の13・74％である．次に収根の大小順位

別による根収重比率を観察すると，（2）の22．20％最上位を示し，最下位は（最：小根）の0・51％であって，1株平

均重比率は（最大根）の36．96％を最高とし，以下順次下向し，《最小根）の0．69％が最下位であった．

第　3　表　　収　　　・根 回

株　　　順 収株数 収一重： 一株平均重 生　　育
総数に対する壱分率　（％）

収株陣測根－重
最 大 蝋132・…1・9・・gl良 ・74％1・・66％［・鰯％

1

2

3

，4

5

6

　10．00

，　14．00

　20．00

　30．00

　15．OO

　　6．00

510．00

520．00

470．∞

380．00

110．00

20．00

51．00

37．14

23．50

12．67

7．33

3．33

　　中

　　中

　　中

　　下

　　下

・不　　良

9．35

13．08

18．69

28．04

14．02

5．61

21．78

22．20

20．07

16．23

4．70

0．85

23．56

18．08

10．β6

5．85

3．39

1．54

最 小 …1・… エ・・1不刺 ・剣 …1 0．69

計 ・侃・・234…｝…471 1・・α・・lm・・1塒・・

平 均 …司 i

　第4表は本区の生育に関する調査成績である．：本表に示すように本区1株平均重29・33gr．根長11・56cm・根径

1・82cmである．次に枝根発育状況を考察するに大枝根数の最多は5．33本，各株平均2．48本であり，弓長の最

長は66・00cm，1各株平均根長29・83cm，根径最肥大のもの1・97cm，各回平均は0・98cmであった．

第　4　表　　生 育

株 順 根　　重 根　　長・ 根　　二
大 枝 根

根数　根長陣　径
茎　　数

最・　　大 ・・…1・75・ml・・…m 鵬本い・…ml・77・m1 1．00本

1

2

3

4

5

6

53．33

40．33

26．67

14．33

10．33

4．00

14．25

14．00

5．50

26．75

11．75

10．83

2．75

2、50

2．25

1．35

1．85

1．oo

3．00

4．50

3．50

1．00

1．50

　0

32．67

50．00

30．00

34，00

16．00

0

1．97

0．90

1．15

1．00

0．55

　0

1．33

1．00

1．00

1．00

1．00

1．33

最 小 ・671・67 』1．23 …［・… 0．50 1．00

平 均 ・螂｝…56 1．82 蹴1・・83i・981 1．08

　第3試植区層本区は低湿半陰の砂壌土地である．　4月1日種子100粒を播付した．播付方法は第1試植区と同

様である．発芽初めは5月1日，発芽揃いは5月15日である．’発芽歩合は68．00％を示す．収塊根成績は第5表

一のとおりである．

　第5表に示すとおり三層の最大根は1二重1459を示し，総収1株当りの平均重はう3・379である。又全区中収
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株率の高いのを示したものは小根にして｛5），（6）株は全収株数の22・06％乃至17・65％である．収株率の低いのは

（最大根）及び（最小根）にして収株数の2．94％乃至5．88％である．しかるに痴話重の比率は（1）株の26・82％

最上位を示し㈲及び②1これに次ぎ（最小根）の0・53％最下位を示した．次に収根量比率を見るに（最大根）の

33・95％最大にして，（最小根）の0・85％最下位で，本区成績は各区中の最優位を示した．

第　5　表　　収 国 劇

株 順 収株数 収全重 一株平均重 生　　育
総収に対する百分率　（％）

満塁収冠根重
最 大、 a・・甘い艶咽・4・…i優t ag4％1・・吻 33．95％

1

2

3

4

5

6

8．00

6．00

10．00

10．00．「

12．00

15．00

740．00

405．00

455．00

355．00

290．00

204．00

92．50

67．50

45．50

35．50

24．60

12．75

優

良

中

中

言

下

11．76

8．82

14．71

14．71

17．65

22．06

11驚

歪：露

11：量

幅1

21．66

15．81
ノ　　　　　　　　　　ノ

10，右5

8．31

5．76

2．99

最 小i・姻［・姻！ a6司　下 糊i
計 ・…国・・…i凱・8 ・皿・・1…呵

　0．85

ユ00．00

、平 均 犯371 1 i

　第6表は本区の生育に関して調査を行った成績である．根塊の発育順位により　（最大根）から（最小根）’に至

る8位に分けて実施した．本四における成績を観察するに本区の1株平均重は50・679，根長9・64cm，寄与4・42

cmである．次に枝根発育状況を考察するに大枝根数最も多いのは4・33；本，各株平均数は2・31本で，．部長の最

長は36・33cm，各株平均増長26・15cmであり，根径の最肥大のものは1・75cm，各株平均0・92cmであった．

第　6　表　　生 育

株 曽 根　　軍： 根　　長 根　　径
大 枝 根

根回弓長陳引 茎　　数

最 大 …67gl乳23・ml・67・m； 鵬本・橘・mi・75・mt 1。oo本

1

2，

3

4

5

6

100．67

　8．67

47．67

39．00

33．33

15．67・

11：捌

ll：壽

12．17

3．67　，

1：掛

1：碧

1：i1

3．50

3．67

3．00

2．00

1．00

1．00

21．33

31。00

、28．00

31．00

31．50

30．00

1．50

1．33

1．00

0．25

1．00

0．50

1．・00

1．00

1．00

1．00

1．oo

1．00

最 小 a671… ・a副 ・7 0 0 1．00

平 均 艶67t・64 ・列 a3・12α・5 ・92［ ユ．oo

　第4試植区　本区は低湿半陰の砂壌土地で行った．4月1日種子200粒を播種した．栽培方法は1試植区と全く

同様である．本区は前区に比べ腐葉土加用量は3分の1である．発芽初め5月1日，発芽揃い5月19日，発芽率

62．50％である．（調査成績第7表参照）

　第7表に示すように本区の最大根は1株平均重66・609，総収株1株平均重26．649である．又全区中収株率の多

いのは㈲及び（5＞にして16．80％を示し，少いのは（最大根）の4．00％である．次に根の大小順位別による細根

重比率を観察するに1（1）及び②の29・45％乃至18・64％が最高を示し，（6）及び【5）の1．57％乃至7．56％が最低

である．更に一株当平均重の比は（最大根）の3L24％を最高とし，（最小根の）ユ．47％が最低である．
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第ヒ7　表　　収 根 量

株 順 収株数 収全重 一株平均重 生　　育
総収に対する百分率　（％）

収洲収剰根重
最 大i 鋤株i鵬嘲鰯・・1良｝ …％1・・87％1…24％

1

2

3

4

5

6

17．00

15．00

16．00

21．00

21．00

16．00

826．00

523．00

383．00

366．00

212。00

119．00

48．59

34．87

23．94

17．43

11．16

7．44

中

申

中

下

下

下

13．60

12．00

12．80

16．80

16．80

12．80

29．45

18．64

13．65

13．04

7．56

4．24

22．79

16．36

11．23

8．・18

5．24・

5。49

最 小 14．00 44，00 鋤陸良
・エ2・【 ・571 1．47

合 計 ・2…1島・・…1・・a・71 い㎝・・［・⑳・・い⑳・・

平 均 1 ．2・64【 1 1

　第8表は生育に関する調査成績である．塊根の発育順位により（最大根）より（最小根）までの8位に分けて

調査した．本四に示すように，本心一回目平均軍は28．429，町長9．53cm，根回2．43cmである．次に枝根発育

状況を考察するに大枝根数は最多4・00本，各株平均1・71本である．根長の最長は40・50cm，各株平均根長26・1

17cmで，根回最肥大のもの1・25c血，各株平均は0・69cmである．

　　　　　　　　　　　　　　　　第　8　表　　生　　　育

株 山 根　　重 根　　長 根　　二
大 枝 根

根笹根剥根径
茎　　数

最 大 ・・…［・撒mla旗m ・…本i・喩ml・・綱 1．00：本

1

2

3

4

5

6

51．67

34．67

29．00

20．00

11．67

6．67

4．57

5．33

4．67

5．00

3．67

12．67

3．00

3．17

3．33

2．33

1．50

1．33 i

4．00

2．00

1．67

1．00

1．00

3．00

35．67

26．38

19，33

30．00

30．50

27．00

1。oo

O．57

0．53

0。90

0．75

0．50

1．00

1．00

1．00

1．00

1．00

1．00

最 小1 a㎝1・軌・・ ・251 0 ・i ・1 1．oo

平 均1・昭 9．53 2．43 ・・ゴ1…7i ・691 1．00

　第5試植区この調査は玉江ツヅラフジの実生育成の場合における二子貯蔵硝子二色の差が塊根発育に及ぼす影

響を知るために行ったものである．種子貯蔵方法の差による発芽及び発芽後の生育状況は第9表に示すとおり，

その成績は　（1｝適湿河砂中貯蔵のもの最優位を示し，発芽率97・50％，生育率94・95％である．　②　着色硝子

下中貯蔵のもの最優位を示し，黄色瓶では発芽率65・41％，生育率63・26％である．・（3）次位は赤褐色（2位）

褐灰色（3位）青色（4位）の順位である．　㈲　最下位は純白色瓶中のもので発芽率18．75％，生育率13．’55％

である．　（5｝黒色，赤色，透明瓶は生育率概ね40％内外を示した．
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第　9　表　　発　　芽　　調　　査

二三 貯蔵山色
発 芽 期 1発 芽

始期副薪朋睡期四脚剃書醗
生 育

標測土中貯劇・月・副・月・・！・肩・9副・…1・・…％｝
蜻釧鵠琵
・・951蜘％

1

2

3

4

5『

6

7

8

透明硝子瓶

赤福色瓶
褐灰色瓶
鮮黄色叛
鮮青色瓶
鮮赤色瓶
純白色瓶

黒色瓶

5月19日

5月17日

5月17日

5月17臼

5月14日

5月17日

5月11日

5月14日

6月1日

6月8日

6月8日
5月31日

6月8日

6月8日

6月8日

6月1日

6月24日

6月24日

6月29臼

6月21日

6月30日

6月25日

6月22日

6月20日

47．90

49．90

47．90

65．41

46．10

42，00

18．75

43．00

49．13

51．18

49．13

67109

47．28

43．08’

19．23

44．10

40．80

44．68

43，54

63．26

42．00

40，00

13．55

40．00

42．97

47．06

45．86

‘66．62

44．23

42．13

14．27

『42．13

計 ・…6｝37・22：1・翫お「34・27

　　平均’1・・｝・月’・司・月・7司・月22司・・η｝・・278i・・g79｝狙・59

　　　第10表は収根上量について調査を行った．本表を考察するに標準貯蔵種子区1株平均重は94。959であるのに

，　対し，着色硝子瓶区申の優位を占める青色瓶区1株平均重は52・489である．最下位は黒色瓶の2L509である．

　　なお，各区1株平均重は37・229である．』次に各区収根比率は標準区を100とした場合，青色瓶区73・醒％を示し

　　黄色，赤色，灰褐色の順位で最下位は純白三瓶である．

第10表　　収 根 量

区 順・

標　準　区

1

2

3

4

5

6

7層

8

貯蔵瓶・色

透　　明

赤

．灰

鮮

鮮

鮮

純

黒

褐

褐

黄

青

赤

白

瓶

・色

色

色

色

色

色

色

計

平 均

標準生育を百としたる場合の生育
比率

一区総重

．1，110．00g

995．74

ユ，787．09

2，907．00

レ2，204．00

1，774．00

415．25

860．08

12，046．08

1，505．76

収根一株平均重

94．959

幽39．64

22．29

41．04

45．84

52．48

44．35

30．．63

21．50

297．76「

37．22

収根比率

100．00

23．70

27．12

56．17

65．12

73．64

64．07

28．40

34。54

372．75

46．59

94，95

生育順位

◎

8

7

4

2

1

3

5

5

第11．表は生育についての調査成績である．．本表に示すように，！標準区に対し貯蔵海区の生育を比鞍考察するに

根回の最大を示すものは鮮青色区22・89cm（標準区39・47cm）にして，平均11・94cmである．根径の最大は鮮

青色区にして3・12cm（標準区2・97cm）平均2・50cmである．大枝根については，‘ ヴ註F最大にして3・00（本

標準区3・14本），根長の最長は黒色区の31・73cm　（標準区32・71cm）にして平均は27・75cm，根径の最長は
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1・17cm（標準区1・17cm）平均は0．76cmである．

　　　　　　　　　　　　　　　　第　11表　　生 育　　＼

区　順 貯蔵瓶色 根　　長 根　　径 ．叢生茎数
大 枝 根

標準区 ・・47・m P・卿・mI ・…本「
根剃根剥太さ
・・4本i・・…m1 1．71cm

1

2

3

4

5

6

7

8

1透卜 ｾ　瓶

1赤　福　色
　灰　褐　色

　鮮　黄　色

　鮮　青　色

　鮮　赤　色

　純　白　色

｝黒　　色

7，33

14，12

9．33

14．55　』

22．89

8．79

9．99・

8．53

1．77

2．00

2．56

2．64

3．12

2．87

2三681

2．33

ユ．00

1．00

1．00、

1．00、

1．00

1．00

Loo
1．00、

2．33

1．00

2．50

2．90

2．33

2．90

3．00

2．64

26．83「

，28．50

31．20

・27．85

25．83

’28．20

21．83

31．73

0．70

0．35

1．00

0．73

0．98

1．17幽

0．70

0．47

計 95．53 19．97 …「 ・…1 221．97 6．10

平 均1…94 2．50 ・・…一 ・45｝ 27．75、 0．76

騰墓を百としたる鵬i・晒1磁・8　・㎝・・1…31躍」螺

　第6試植区A区（無支柱立区）本区は稽肥沃の低温半陰地の粘重埴土地である15月1日播種した試植の自的

は本植物の実際的大栽培を行う場合において㊧参考資料を得るがためにA，ぢ両区における生産能力を究明しよ

うとした．

　第12表に示すように本物1株当平均重は24．489（最大丁重62．009），帳長は7．81cm（最大根良80cm），二二

は2・17c蝋最大根の太ざρ・0・m）を示した・更鉢区撒賄状一下するセ・注と三枝櫛形及び細糸

根の発育するを認めた．生育概況は実生栽培標準区に比し申等級であ’る．　　　　　　ヒ　．

　　　　　　　　　　　　　　第12表　虚根量と生育

順順

1

2
3
、4

5
6
7
8
9』

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

計

平均

主 根

収根創根長1根径
62．長

享1
§珪：器

舞謝
碁1：器

窮：器

碁1：器

｛ζ二器

翻
舞：器

珪：器

514。00

24．48

1軌ooi

、器

・85
p

　cm
8．00
10．00

4．00

7．50

8．00

5．00

6．∞

9．oo

4，50

7，00

2．50

3．00

2．25
0．0

7．oo
12．00

5．00

5．00
3．00

cm
3．00

2．00
3．50

3．00

2．50

2．50
2．00
1．50

3．00

2．00

2．50

2．50
1．80

0．0

1．60
1．30

1．50

1．00

1．50

1。00

0．80

40．50

1，73

大　　枝　　根

根数限剰根径
　本
　4．0
　5．0
　2．0
　3．0
　3．0

　5．0
　3．0
　2．0

　2．0
　2．0
　3．0
　2．0

　0．0
　2．0
　2．0
　0．0

　2．0
　0．0

　0．0
　0．0
．0．0

42．00

　cm26．00
30．00
42．00
　17．00

30．00
30．OQ

38．00

30．00
、33．00

26．00

932．00
22．00

　0．0
　7．00
22．00

　0．0
　13．00

　0．0
　0．0
　0．0
　0。0

、418．00

　19．91

Cm
O．80

0．80

0．80

0．50

0。50

1．00

0．60

0．50
1，00

0．50

1．00

0．50
0．0

0．80

0．30
0．0

0．50
0．0

0．0

0。0

0。0

茎　数

aoOP

10．10

　　1
0．481

　　1

生育

　本
1．00　良
■．00　・中

1．00　中
1．00　中
1．00　中
1．OQ　中
1．00　中
1．00　申
1．00　中
1．00　中
1．00　・中

1．oo　中
1．oo　中
1．00　下
1．00　下
1．00　下
1．00　下
1．00　不良
1．00　不良
1．00・不良
1．00　不良

21。00

1．00

根 国

主として枝根発育
主として枝根発育
主として枝根発育
頭部肥大枝根発育
頭部肥大枝根発育
頭部肥大枝根発育
頭部肥大枝根発育
頭部肥大枝根発育
頭部肥大枝根発育
頭部肥大
頭部肥大枝根発育
棒状根発育
棒状三四下
主として枝根発育
棒状根発育
棒状根発育
主として枝根発育
主として棒状根発育
主として枝根発育
主として枝根発育
頭部肥大
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　B区（支柱立区）栽培地及び育成方法はA区に同じ，支柱用竹は高さ2．5m，直径1∫8cm位のものを使用した．

調査成績第13表のとおり．

　　　　　　　　　　　　　第13表　収根量と生育
・1

殊順

1，

2

3

4

　5

6

7

　8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

．18

合計

平均

主 根

三寸弓長睡径
　　g　　　cm
189．00　　　27．∞

117．00　　0．0

82．00　　　．9．00

77．00　　　16．00

72．00『　　6．00

67．00　　5．50

55．00　　　10．00

50．00　　　　2．50

40・00｝　5・00

39．00．　　　4．50

　　1
3乳Oq　　8．00

3乳00P認oo
30．00　　　　7．00
　　1
24．00　　　　4．oo
　　レ22．00　　　　7．00
17．00　　4．00

　7．00　12．00

　7．00　　1．00

979．00　　161．50

54．39　　　　8．94

大　　枝　　根

根塊根長1太登 二二

cm
4．50

30．0

3．50

3．50

4．00

4．00

4．50

2。50

3．50

2．50

2．50

2．00

2．50

3．00

2．00

2．5

　本
4．0

2．0

2．0

3．0

　1。0

3．0

　0．0

　6．0

　0．0

　1。0

　2．0

　0．0

　1．0

　0．0

　1．0

　2．0

　0．0

　1．0

29．00

1．61

　cm　　　　cm
30．00　　1．00

27．00　　2．50

30．00・　　　0．50

33．00　　1．00

20．00　　　　0．80

29．00　　0．80

．0．0　　　0．0

40．00　　　　1．00

　0．0　　0．0

32．00　　　　1．50

25．00　　　　0．40

　0．0　　　0，00

　250　0．40
21．00r　O．50

21．00　　　0，50　．

20．　　　0．80

　0．0　　0．00

17．00　　0．50

347．50　　　12．20

19。31　　　　0．68

生育

1．00

工50

49，50

2。75

　禾
1，00

1．00．

1．00

．1．00

2．00

1．00

1．00

1．00

1．00

1．00

1．00

1．00

1。00

ユ．oo

1．00

1．oo・

1．00

「1。00

18．00．

1。00

優

優

良

良

良

良

良

申

中

中

中

中

中

中

中

下

下

下

中

根 状

棒状根発育

枝根発育
頭部肥大細面根発育

棒状根発育

頭部肥大枝根発育

頭部肥大枝根発育

頭部肥大

主として枝根発育

1主として枝根発育

頭部肥大

棒状根発育

主として枝根発育

頭部肥大細糸根発育

主として枝根発育

主として枝根発育

頭部肥大

棒状根発育

頭部肥大

　以上調査成績を考察するに，A区（無支柱立区）に比しB区（支柱立区）の塊根発育状況は下表のようにその

優劣を比較できる．本植物の実際的栽培に当っては，資金，労力，資材に麦障のない範囲内において支柱立を行

うのが有利である「ように思われる．

　　　　　　　　　　　　　．A区（無方柱立）とB区（支柱立）の比率

区　　‘分

A

B

区・

区

収加重

100％

45。01

根　　長

ユoo％

87．36

根　　径

100％

62．18

大 枝 根

根数陣剰太・さ
ユoo％

124β2

100％

103．11

100％

70．59

茎　　数

次に両区の最大発育根を比較するとき次表の結果を示す．

100％

100

・　区 分

A

B

区

区

収二重，

62．009

189．00

根　　長

8．00cm

27．00

根　　径

3．00cm

4．50

大 枝 根

根剃根三太さ
4本

4

26．00cm

30．00

0．80cm

10．00

茎　　数

更に最大根発育百分率を比較すれば次表のように支柱：立区が特に良好であることが判る．

1本

1
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区 分

A

B

区

区

収根回

100％

304．84

根　　長

100％

337．50

根　　径

100％

150．00

大 根 枝

根数／根剥太さ
100％

100．00

100％

115．38

100％

125．00

茎　、数

100％

100

　第7試植区＝南区　本区の収根成績は第14表に示すように最大生育株1株平均重36・009，総収1株平均重

17・929である．総収に対する収株率の高いのは（6）及び（5）で29・20％乃至18・25％を示し，最下位は（最大根）の．

11．82％である二次に収根の大小順位別による収十重比率を観察すると，（5）の18．45％が最上位を示し，最下位

は（最小根）の1・79％である．1土平至重比率は（最大根）の25・12％を最高とし，1以下順次下向し（最小根）

の1・19％が最下位である．

第14表　　収 根 量

根 順 収株数 収全重
L

一株平均重 『生　　育
総収に対する百分率　（％）

収株1操重二重
最 大 …株！漁…1・…9「中 ・82％「隅％1・繊％

9

1

2

3

4

5

6

11。00

22．00

31．00

33．00

50．00

80．00

340．00

590．00

580．00

430．00

620．00

460．00

30．90

26．83・

18．71，

13．03

10．40

5．75

中

申

下

下

下・

下

4．01

8．03

11．31

12．04

18．25

29．20

10．12

17．56

17．26

12．80

18。45

13．69

21．56

18．72

13．05

9．09

7．26

4．01

最’　小 ・…1・α・・1 …11不一・・41 1．79「 1．19

二 四・・1聯…【・姻1 ・㎝・・1・㏄・・ 100．00

平 均t i 1・・921 1 1 1

　第15表は本区の生育に関する調査成績である．寸寸に示すように本山1株平均台40・219，根治6・80cm，根径

2．05cmである．枝根発育状況は，大枝根数の最多は4・00本，二二平均は2・08本にして，根長の最長は31・00cm

旧株平均根長は13・98cmであり，根径最肥大のもの1・00cmで旧株平均は0．58cmである．　　　、

，　　、　第15表生育
株 順 根　　：重 根　　長 根　　径

大 枝　　・根

根数L弓長i限径
・茎　　数

最 大 阻…1…㎝・甲1a・・㎝1 …本い・酬・・…m1 1．00本

1

2

3

4

5

6

97．33

97．33

24．67

22．33

15．67

4．70

9．83

9。oo

10．67

8．67

13．33

6．83

2．81

2．50

2．00

1．83

2．00

1．33

3．33

3．33

2．50

2．00

1．50

0

3．00

23．33

22．25

30．00

2．25

0●

0．75

0．93

0．80

1．00

0．35

0．0　・’

1．00

1．00』

1．00

1．00

1．00

1．00

’最1　小 ・・671… 0．93 0L 0 0 1．00

平　均1・…［a・・』［a・5・i・・8　捻98・　・581・…
第7試植区　　北区　；本区収根成績は第16表に示すように，最大生育株1株平均重53・759，　総収1珠平均重
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17・209である．総収に対する心違率の高いものは（6）及び（3）にして27・15％乃至26．22％を示し，最下位は（最大

根〉の1．50％である．次に禍根の大小順位別による収二重比率を観ると，⑧の36・04％が最上位を示し，最下位

は（最小根）の5．41％である．1株平均律比率は（最大根）の39・07％を最高とし，以下順次下向し（最小根）

のし19％が最下位である．　　・’　　　一・

　　　　　　　　　　　　　　　第16表収・根　量

株 順、 収株数 十全’重 一株平均重 生　　育
総収に対する百分率　（％）．

旧株陣量限重
最 剥 ＆・・裸1蜘・・gl・・阻・・gl中’ ・…％i 乞吻・a・7％

1

2

3

4

5

6

24．00

32．00

140．00

『9臼．oo

64．00

145．00

　550。00

　800．00

2，000．00

　720．00

　450．00

　570．00

29．92

25．00・

14．29

．7．35

7．03

5．93

中

中

下

下

下

下

4．50

5．99

26．．22

18．35

11．99

27．15

9．91

14．41

36．04

12．97

8．12

10．27

16．66

18．17

10．39

5．34

5．11

4．31

最．　小 餓・・i蹴・・1 …1不刺 …1 …11α94
計 1・一附・・／．職・・い3・・7［、 …砿・・D㎝・・i・鳳・・

平，均⊥：　l　L・…．L’　1，　噛．．’　t

．第17表は本欄の生育に関する細査成績である二本表に削れば1株平均重25・759・根長11・92cm・根径2・65cm

である・次に鱒鞘状況を考押するに・大枝騰の最多｝ち467本・各評均は2・27本である・根長の最長は

31・00cm，各回平均弓長は17・58cmで，根径最肥大のもの1．50cm，各回平均は0・76cmである．

　　　　　　　　　　　　　　　　第17’表生・、育
、

株　　．順 根　重 根　　長 恨　　径
大 枝，　根

馳根剃根明根径
茎　　数

最 大1・・67gt器…ml　a67・m 一本i・・67・m1・・㏄m1 1．oo本

1

2

3

4

5

6

41．33

33．00

20．33

13．00

1L33

7．00

4．70

20，50

4．17

9．67

1．57

15．50

2．25

2．00

9．oo

15．17

1．23

1．40

4，50

3．00

2．00

1．00

　0、

3．00

22．50

31．00

15．50

20．00

　　0
、25．00

1．’ P5

1．50

0．40

1．00

　0

1．00

1。00・

1．00

1．00

1．00

LOO
1．00

景小・レ・副a・7 1．07 0 0 ・t 1．00

．平．均1・・75：1．・・92，1a651∴腰／：’・珊「9・761ユ・・

　第8試植区’；南区’本区は三重埴土の陽光地で排水も佳良である．第ユ8表に示すように，’本区の最大根は1

株平均重76・259・．総収1株当り平均重26・649で・全区中収株率の高い》）は㈲の26・87％・低いものは（最小

根）の4．48％である．次に収重量比率では（1）及び（2）の23．01％乃至20．25％が高く，（6）及び（最小根）の0・31％

が最下位である．幽1株平均重比率は（最大根）の35・77勿を最高とし，以下順次これに次ぎ最小根は0・87％であ

る．　・　　　，
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第18回忌　二 二　　’量

収三重：
総収に対する百分率　（％）

株　　　順　噛　　F

興株数 一珠平均重
生、　育r∴．

収．株卜三冠三重
唱層1大1 ＆・・株・・…91・・25gl良1 5卯％i・＆7・％i即％
1

．2

3

4

5

’6

・15．00

19．00

23．00

36．00

15．00

づ12．00

750．00

660．00

550．00

510．00

110．00

10．00

50．00

34．74

23．91

14．17

7．40

5．00

幽：中

　中

　中

　下
　下
不　　良

11、94　　　　　　23．01

・14。18　　　・・　20．25

17。16　1　　　　16．87

26．87　　　　　　15．64

11．94　　　　　　　3．37

’噛

E8．96　・・　　　　0．31

．23．46

16．30

11．22

6．65

3．47

2．35

最　小i …1・…1 ・671不転 螂1 …1 〇三78

計 い鉱・・．1竃・・…1撚・41、 側側・噸i・⑳・・
’・ｽ均」・ 1 1・・三一 ／． ．／ 1

　第19表は塊根発育順に従い最大根から最小根まで8位に秀けて本区の生育状況を示した．本表に示すように最

大根回80．339，根回14．89cm，根径2．83cmで，総収平均生育は根重28．759，根回11，38cm，根径1・98cmで

あり・大枝根の発育状況は発生根数2・06本・根長20・29cm・寸寸0・66cmである．，

．第19表　　生 育

株r　順 根　　重 、根　　長 根　　径
大 枝　　禄．1

根数旧劇・．根径
菌9　数

最 大 職1・・89・叫＆83叫「蹴i．・・恥1．臓m1 1．00本

1

2

3

4

5

6

49．67

36．33

26．67

20．00

7．33

5．67

．16．50　　　　　　　2．33

，14．33　　‘　・　　　2。67

’　　9．17　　　　　　　2．17

　16魅00　　　　　　　1．75

　9．67　　　　1．33

　7．50　　　　1．33

　2．50
，　1．50

　2．50

　2．50

　1。00

　1．00

26．00

26．00

18．83

37．00

2．50

16．00

0。75

0．70

0．75

0．90

0．20

1．00

1．33

・1．00

1．00

1．00

1．67

1．00

最・　’小： 4・・レa∞・i・鴻 ・・ P ・・■ ・・1 1．00

平 均 2・751・・路』11L98 ’・・6！‘2・29Ll’・66「／ 1．’ P3

　第8試植区：北区　栽培地及び栽培方法は南区試根区と同様にして収量調査の結果は第20表のとおりである、

この調査によれば，最大生育1株平均重909で総収1一三三重は35・539である．総収に対する収株率の高いの

は（3）及㈲で18．37％を示し，最下位は．（最小根）の4・08％である．次に収に小根の大小順位別による無根重比

率では（最大根）の21．05％が最上位で，最下位は（6）の2．34％である．1株平均重比率は．（最大根）の31．09％

を最高とし以下順次下向し（最小根）の1．04％が最下位である．：1

　　　　．＿．，　　噛　．、第20表・，，界些根’，．量　 こ、　・＿三∴、

株 順． 収・株．数 収全重 ・一舶ｽ均重 ，生　育レ
’総収に対する十分率　（％）

・収痢収剥三重
最 大1 …株1・餓・・gl艶…1優｝ ・・6％昇…％1 31．09％
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総収に対する百分率　（％）
漏 壷　　収株数　収全滅　一株平均重　生　育
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　収株　収高根重

L、 4．00株 280，00g 70，009 良 8．16 16．37 24．18

2 7．oo 330．00 47．14 申 14．29 19．30 16．28

3 9．oo 幽　330．00 36．67 中 18．37 19．30 12．67

4　5　6

　　9。oo
m，＆・・

煤@a・・

200．00

tO．00

S0．00

22．00

P3．75

P．67

中下下 ll：嘉12．24 ’．1 P1。70
P　　043

P　脳

7．60

S．69

Q．30

最 小「a・・1・…i a・・1不　良1 4・81 a・・i 1．04

計 14a・・1μ7・α・・12肌231 ・⑳・・い⑳・・i・・q・・

平　均t
／ 1・・531 1 i

　本区の生育について第21表による調査の結果を見ると最大根は1株平均重73．009，根長14．50cm，根径4．00

cmで，総収ユ株当平均重27．519，根治9．56cm，根径2。14cmであり，大枝根の発育状況を見ると発生根数3・33

本・根長箪甲rm・根芋・蹴mである・総収御均2・17本・二二21・晩m・根径、α5㏄mである，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　第　21表　　生　　　　育、

株 順 根　　重 根　　長 根　　’径
大 枝 根

根劃根剥根径
茎　　数

最 大 7a・・gl・4・q㎝14…一 口本・・認・皿｝…㏄m｝ 1．00本

1

2

3

4

5

6

39．67

35．67

28．00

23．00

12．00

8．67

9．oo

5．17

14．00

9．50

5．33

11．50

2・67

2．00

2．00

2．60

1．67

1．50

2．67

1．67

4．oo

1．00

3．00

1．oo

29．33

23．67

20．5q

25．67

21．00

25．00

0．40

0．53

0．90

0．57

0．50

0．40

1．00

1．00

1．00

1．00

1．00

1．00

最 小［ a・・11…！α・・1 螂1 ・卜・ ユ．oo

平 均i鉱・・Ig56 a・41 a・71・・69 α副 1．oo

　：本試験の実施に当り懇聡な指導を賜った松尾仁先生に深厚。敬意を表する．本稿の作成に当り御指導をいただ

いた川谷分場長，援助された大野忠郎技官，黒三一来事務官に謝意を表する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

　本試験成績を考察すれば大要次のとおりである．’

　1）8，・9月頃採種した種子を適帰の砂中に貯蔵し，’4月頃催芽後に播強したものは発芽率85％以上で，その後

、の生育も良好であることを認めた．

　2）稔実果を採り本洗後布袋に入れ木箱中に貯蔵したものは発芽揃いまで60日以上を要し，発芽率も45％以下

であって，その後の生育も甚だ不良であった．

　3）着色硝子瓶中に入れ密閉貯蔵した種子の発芽と生育は各々興味ある結果を得たが，これは今後に同法を数

回反覆して確めた上でなければ良否の決定ができない．

　4）試植区の高低，乾燥，下陰各地においての実験は5ケ年間行ったが，次のように結論し得ると思う．

　a．高地，陽乾地での栽培は殆ど不能に近いと推定する．　b，a．に反して低湿陰地での栽培は発芽生育が特

　にょいことを認めた．
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　　5）資材費と労力を多く要するが，支柱立は絶対必要である．

　　要約すれば本試験の実施によって内地露地栽．培の大半は確立できたと思考する．．

　　ちなみに，この栽培の実際化は静岡県，埼玉県，滋賀県，千葉県，栃木県の5県で行った．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　Results　obtained　are　summarized　as　follows＝一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ
　　1）The　seeds　which，　obta董ned　in　August　and　Septembe『and　stored　in　suitably　moist　sand，　were

sown　after　natural　sprouting．in　April，　showed　more　than　80　per　cent　of　germination．　The　plants

丘om　this　showed　favorable　growth．

　　2）The　seed6　which，　from　ripe　fruits，　were　packed　in　the　clotk　sack　after　washing　and　stored　in

the　wooden　box，　required　more　than　60　days　till　perfect　germination，　the　latter　being　less　than　45

per　cent。「rhe　plants　from　this　showed　weak　growth．　　　　　　　　　、

　　3）　Very　interesting　results　were　obtained　co皿cerning　the　gerlnination　and　the　growth　of　seeds

which　were　stored　incoloured　bottles　under　air．tight　conditions．　This　method　of　storation　requires

further　experiments．

　　4）Cu！t量vation　experiments　wereゴnade　during　five　years，岨der　condit丑ons　of　high　and　Iow，　dry

and　wet，　and　s岨ny　and　shady　places．　　a）　It　is　assumed　that　the　cultivation　is　impossible　in

the　h．igh　laad　and　in　sunny　dry　places。　　b）Contrary　to　the　former，　the　cultivation　is　preferable

in　the　Iow　land　alld　in　shady　places．

　　5）　Fof　the　cultivation　of　this　plant　support　is　absolutely　necessary　on　which　the　twi餓ing　stems

grow．　a1牛hough　this　requires　much　labour　and　cost．　It　is　thought　that，　according　to　the　present

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロstudies，　the　method　of　cultivation　in　Japan　is　practically　established．　In　this　connectibn，　practical

cultivatlon　was　ca可ied　out　in　five　prefectur6s，　n耳mely，　Shizuoka，　Saitama，　Sh量ga，　Ch孟ba，　and

Tochigi．　　　　　　　　　　　　　　　　　、

ト　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received］February　29，1956

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

’
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褐色アソプノγの遮光度ざ鉄の溶出度について

　　　　　野崎　泰彦，河　村　正　一

TeSts　for　Amber　GIass　Ampules：Light　Transmiss曇on　an“

　　　　　　　Resis加nce　to　VariQus　Solutions

　　　　　Yasuhik6　NozムKI，　Shoichi　KAwAMuRA

　まえがき　米国薬局方XVでは遮光容器の光の吸収を平面ガラスを作って測定して㍉・るが，この方法ではガラス

生地の吸収は測れるが，成形された容器の吸収は測れない．又平面ガラスを作ることはやっかいである．容器に

当る光の状態はさまざまであって，たとえ物理的にはつきり解釈できる透過率の測定を試みても実用的な価値は少

いと思われる．そこでわれわれは簡単にアンプルそのままの吸収をあり合せの器械で測った瘍合にどの程度の再現

一性があるかを》らべてみた．又福色ガラスは鉄Fe．（皿）に串つ丁色がつけらμているが，この鉄炉中の溶液に溶

げ出して薬品に変化を与える場合が知ら乳ているから鉄の溶出度を二三の条件の下でしらべてみた．従来この目的

によく使われた単純なうすい醇やアルカ、リは抽出の間にpHが変るρで・われわれはPH　4及び9の緩衝液を用い

1ヒ・又薬品のあるものは鉄と錯化合物ないしChe典teを作るから・これに対応してEthylenediathinetetraacetic

a6id（以下E．　D．　T．　A，と略称する）液による抽出を試みた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験方法と結果

　1透過率の測定　東日本硝子株式会社の同一原料ガラスから作られた三段階に着色度の異る福色アンプル（以

下一重という）及び，鉄などの溶出を防ぐためにこれらと同じ材料の内側に無色ガラスを重ねて作った3種類の

アンプル（以下二重という）及び対照として無色のアンプル各500個のロットから10個宛無作為にとり，丸のま

ま及び，縦半分に割って透過率を測定した．割る時はガラス切りできずをつけ，ここに水滴をたらして赤熱した

鉄の針金を当てて切った．日立分光光度計EPU－2型で，』各波長における空気を対照とする透過率を測定した．

結果はTable　2　a～91こ示してある・得千早た結果は半切した試料では2個の・そのままの試料では4個の境界面

における反射と吸収による光の強さの減少を示す．又個々のアンプルの測定値のばらつきを示すために標準偏差を

も掲げた．用いた褐色ガラスの組成はTable　1．に示す．

　　　　　　　　　　　　　　Table　l　Composition　of　Ampule　Glasses

Comﾛent％IN…C・1・・1ess　l撮畿＊鵬・温島鵬高蕊1＊
　　　Sio2

　　　A1203

　　　B203

　　　Na20

　　　K20

　　　Fe203

　　　MnO2

†Single一≒va11

74．60．

4。70

11．86

7．78

0．91

．trace

O

、

67．60

．4．81

12．20

6．60

0．82

2．22

5．71

64．00

4．55

11．50

6．25

0．78

4．40

8．43

59．50

4．23

10．70

5，80

0．73

．．6．06

13．01

　　　　　　　　＊DoubIe－wa11（coIorIess　glass層inside）

　褐色アγプルはすべて405mμ辺に小さい肩を示すが，警験目的の上からはあまり重要であると思われないので

示してない，

　　　　　　　　　　　　Table　2　a－g．．Transmission　of　Various　Ampules

　a）　No・1CQIQrless　、．．　・　．，、．　・

wavh・・t『27・128・／3・・132・剛鋤． P37・1…i…t55・【…1…i…175・1・脚

臨81：9髪二二1瀦：耀：9器：8障81器8器：§器高高
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b）　No．2Ugllt　amber　glass（Sillgleρwa11）

．Wave　Length　mμ

Cut

Mean
Standard　devi巨tion

　　　　　　％

330

0

0

0

360．

1195

4．0

34．8

脚
22．8

7．1

3LO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　Mean　　　　　　　　O　　1．4　5．2

Whol　Standard　deviation　　O　　O．8　2．6

　　　　　r・「．‘％　一．．P．．5乳349・1

・）．N・治Mr・・ね吻・・士幽・合（Single覗a11）

姻
40．1

7．6

18．9

工6．2

4．2

26．2

450 500 550

62，5

4．8

7．6

73．2

　3．3

’4．51i

81．1

2．5

3．1

39．0

4．0

10．2

52．．1

6．4

工2．2

　64．3

　　4．9

・　7．6

600

84．6

1．7

2．0

650

86．8

1．4

1．6

700 800

88．4　89．8

1．0／　0。7

1．1　　0．7

．71．0

3．4

　4．7

74．8

2．8

3．7

77．8

2．4

年．1

80．5

1．3

1．6

、Cut

Wave　leゆ叫．

Mean．．　，

S瞭Ie⑳n1

350

6．3

0P　2

66．7

　　　　　　　Wave　length

　　　　　　　Mea11
．Wh・le

　　　　　　　Standard　d6viation

　　　　　　　　　　　　　　％

　　　　　　　　　　　　l

d）、Ng・4
　　　　　　　　　ぞ

360

400 450

18．9

2．3．

12．8．

400

500

．40r2

．ユ・4

3．． T．
5

61．1

3．4

5・β

与50

73．4

3．5

4．7

600

79．4

3．3

4．i

450

　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　3．8

　　　　　　　　　　　　　　　．0　　　　0．7

　　　　　　　　　　　　　　　6　　18・4

Dark　amber　glass．（Si轟gle鼠wa11）

16．8

1．1

6．5

500 550

38．3

．2．4．

’6．3

　　9

55．0

3．1

5．6

600

64．9

2．8

4．3

’650「 70q

82．7

1：11

85．3

3。9

4．句

．．

W00

　　　87・．3

　　　　3．2

　　　　3・㌘

650

70．2

3．2

4．6

700

74．4

3．7

4．9

L

800

77．5

4．2

5二4

Cut

Wavr．1en帥h甲μ

Mean

Standa∫d　deviation

　　　ゴ　％

Whgle

Wave　length’

Mean
Standard　deviation

　　　　　　　％　　　’

410．

　0．3

　0．3

100．0

460

450

3．1

0．9

含8．1

500．

19．8

3．2

16．4

550 600

42．4．

3．1

η

与9・5

1．7

2．9

650

1
70．4．

1．5

2．ユ

70q

76．5

1．0

ユ．4

480 珈 550 600』 650 700

寧oq．

5エ・7

3．5

4．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

Light　amber　glass（DouUeヨwa11）

1．4

0．3

21．2

　　　4．0

’　o．ケ

　　17．5

18．81

1．i

6．1

36．3

2．2

6．1

50．1

2．2

4．4

800

e）No・5

59．1

港：／

66．1

1．5

2．2

Cut

Wave］Length　mμ

Meah．

Standard　deviation

　　　　　　　％

Whole

　　　ノ
Wave　length

Mean
Stanρard　deviation

　　　　　　．％

330

　0．2

　0．2

100．0

346

0

0

0

370

17．5

4．7

26．9

400

ユ6．2

3．6

22．5

40Q

38．9

5．8

14．9

450

34．2

3．9

11．6

450

57．5

4．5

7．8

500

55．2

3．1

．5．7

500 ．550

73．6．

2．4

3．4

550

67．3

2．2

3．3

81．4

1．4

1．8

600

73．2

1．9

2．6

600

85・琴

0．9

1．1

650

77．0

1．1

1・．5

650 700

87．8・　　89．1

0．8　　0．5

0．9　　0．6

700

79．6

0．9

1．1

800

81．1

0．8

0．9

800

90．1

2．．4

0．4
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で）No．6Medium　amber　glass． iDouble－wa11）

Cut

Wave　length　mμ　・

Mean
Standard　deviation

350

　0．9．

　0．4

44。5

400　1 450

23．0L

3．6

16．3

Wavc　length 370 400

500

47．5

0．8．

1．7

450

　　　　　　　Mean　　　　　　　　O．2　　5．3Whole
　　　　　　　Standard　deviation　　　　O．2　　　2．1

　　　　　　　　　　　　　％　　．　　　　．．1　100．0　　　39．7　　．

g）．No。7Dark　amber　glass（Double凶wall）

22．5．

2．1

8．9

64．3

2．9

4．5

550

75。9

1。9

2．5

500

1

550

41．1．

1．0

2．5

68．6

2．7

4．6

6QO 650

　　　1
81，8＝

1．3

1．6

600

67．1

1．9

2．9

84．9

0．8

0．9

650

71．4

2．4

3．4

700 800

87．8
　　　1

0．51

0．5

700

89．β

0．3

0．4

800

76．9

1．1

1．4
　　　1

80．3

0．7

0．9’

Cut

Wave　length　mμ

Mean
Standaτd　deviation

　　　　　　　％

395

0

0

0

400、．

　0．3

　0．3

100．0

450

i

500

6．6．

2．3

34．4
　　　i

550

21：1

・5・・1

50．3

4．0

7．9

600

65．7

2．8

4．3

650

74．7

1；9

2．5

Wave　le∬gth　mμ 445 45G 460 聯 550 600

W、。，。M伽 @　・　q・i
　　　　　　　Standard　deviat五〇n　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　O・21

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50．0；　　　　　　　　　　　　　％　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『　1

各種アンプルを縦割したTrans血ission（Table

650

，il！．，2｛lii　lii燭

2a－9）をFig．1に図示す。

56．4

4．7

8．3

700

80．1

1．6

1．9

800

83．6
　　　　r．
1．0

1．2

700

63．9

2．2

3．4

800

：

；・・

1釦

　　20

●

■

●

o

・

1 70．4
1．6

2．3

●

　　　　　即．鋤　姻WAV。窓質。皿。，㎝　．脚　帥’

　　　　　Fig．1　Tlansmission　Spectra．of　Various．　Cut　Ampule6

　　　　　　　　　　　　　㊦Colorless　　’

　　　　　　　　　　　　　O　Light　brown（Single－wa11）

　　　　　　　　　　　　　△　M6dium　brown（Single〆wa11）

　　　　　　　．　　　　囲　Dark　brov／n（Single戸wall）

　　　　．　　　　　▲　Light　brown（Double－wall）

　　　　　　　　　　　　　口　Medium　brown（Double冨walI）　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　◎　Dark　brow孕（Double－wa11）

The　curves　show　the加a∬smis合ion．spectra　6f　ampules　cut　into　twQ，．
，
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　アルプルそのままのTransmissionと縦割のTrallsmissionの関係はTable　4・に示してあるが，この中No・4

をFgi．2に図示す．

100

90

80

70

雷．　60

登‘o’

1．。

曽

30

90

LO

7雪。“，

2：焔。’e
1

、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　700　　　　　　　　　　800　　　　　　　　　　300　　　　　蜘　　　　　　500　　　　　600

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　WAVE　1』二NGT【I　　　　　mノレ

　　　　　　　　Fig、2　Transmission　Spectra　of　Dark　amber　glass（Single＿wa11）．

　1個のアンプルでも光の通過する位置によって透過率の異ることが考えられるので3つの互に約120度ずつ異る

方向で測定した結果をTable　3・に示す．

　　　　　　　　　　　　　●
　　　Table　3　Transmission　of　Amber　Glass　Ampules　Measured　at　Three　Di任erent　Posititions

＼　Amp・1e＊
　　　　＼＿　　　　　　　　　　　　　　Poitsion

mμ　　　　　＼～
340

360．

370

380

400

445

450

500

550

600

650

700

800

No．2

1

0

0．3

2．3

10．5

26．7

　ロ48．1

62．0

69．3

74．1

76．9

79．2

2

0

0．2

2．2

11．02

27．0

49．8

62．0

70．0

73．3

77．3

80．0

3

0

0．3．

2．1

10．5

26．8

48．1

No．3

1

砿・

P…

　　67．268．9

　　　へ74．273．0

76．378．0

79．2

0

3．0

15．5

39．0

2

0

3．0

18．0

40．0

57．3

67．8

72．5

77．5

80・018q2

3

0

3．2

17．6

38．7

56．0

67．0

73，2

77．9

79．8

No．4

1

0

4，2

19．0

36．1

50。2

59．8

66．8

2

0

4．9

20．0

37．8

51．2

60．4

67．0

3

0

4．6

19．6

37．0

50．8

60．0

67．0

No．5

1

0

12．5

30．2

51．8．

65。0

71．0

75．0

78．0

79．8

2

0

13．7

30．4

3

　　～
lll：llll：l

l，、．3優、．、

75．375．6

78．178．6

80・『81・0

0

12．0

30．0

No．6

1

0

2．6

12．8

・34．4

52．7

63．8

70．2

75．3

79．2

2

0

2．7

13．0

34．5

52．9

63．6

70．0

75．5

79．3

3

0

2．6

12．6

34．2

52．8

63．7

70．0

75．5

79．0

No．7

1

0

0．5

9．0

28．1

45．5

57．1

65．0

71．5

2

0

0。8

8．8

27．9

45．5

56．8

64．8

71．4
　　1

3

0

0．4

9．1

28．2

45．3

57．4

65．3

　　　’71．6

　　Positions，122，　and　3，　are　apart　by　approximately　120　from　each　other．

＊　Refer　to　Table　1．

アンプルのばあいは平画ガラスと異り，そのままの形で測定する時は第1の壁と第2の壁とでは光のあたる条件
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が違うので，アンプルそのままで測った値と半切した試料について測った値とどんな関係にあるかを調べた結果を

Table　4。に示す．

Table　4　Comparison　of　Transmission　of　Whole　and　Cut　Ampules

No．1

wI・・1・

No．2

w1・・1・

300
330

360

380

姻
450

500

550

600

650

700

800

ユ　　　　　　　　　　　　　　ロ

・24．527．552．5
0

1．4 1．3

0

11．5．

No．3

wic・1・

．83．081．0

1 1
90．0

1iiilii／iliiiiii｝liliiiiiii：i

5．2｝右．、122．81

藷：l／l：／釜：撫

52．、馳．5［73．2』8，3

3．5

16．1

37．3

53．8

18．9

40．2

61．1

73．4

79．4

82．7

85．3

87．3
ヒ

No．4

wl・・1・

4．03．9

18．4．17．

19．8

No．5

w【・・ C

3α313翫415a5

馳114乳517q4

　　　　1
59．158．576．5
　　　　［
66．1　　66。781．7
　　1　　i

gl姐．416乳366．281．4

16．215．139．9

　　1　　1
34．233．057．5
　　1　　1
55，254．173．6
　　1　　1

　　1　　1
73．274．885．2
　　1　　1
77．077．087．8
　　1　　1
79．679．389．1
　　1　1
81．181．190．1
　　t　　I

No．6

wl・・1・

5．3

22．5

41．1

58．6

・67．1

71．4

76．9

80．3

5．2

22．5

41．3

57．6

66．9

72．0

77．0

80．1

23．0

47．5

64．3

75．9

81．8

．84．9

87．8

89．6

No．7

W C・ 撃b
1

0．4．0．4
7、517．6

，懇．4

箋：撫

．g164．1

70．469．8

0．3

6．6

27．7

50．3

65．7

74．7

80．1

83．6
1

＊W；TransmissioR　of　whole　ampule，　C：Transmission　of　cut　ampule，　C2；Square　transmission　of

　cut　ampule．

　皿鉄の溶出量

　A）炭酸ナトリウム緩衝液（pH　9・00，22・5。C）　　　　　　　　　　　　　’

　緩衝液はMallinckrodt　Reagent　Grade，　Sodium　carbo且ateから作ったM／10炭酸ナトリウム50　ccにN／10

塩酸50ccを加え，更に塩酸を加えてBeckman　G　pHメーターでpHを9．00に調整した．2ccのアンプルに

2・2ccずつ緩衝液を入れ，加圧滅菌器で2気圧，45分ずつ1回及び2回加熱して抽出した．

　B）酢酸。酢酸ナトリウム緩衝液（pH　3・96，22・5。C）緩衝液は氷結して精製した酢酸を用いて作ったM／5

酢酸80ccに特級水酸化ナトリウムを用いて作ったM／5水酸化ナトリウムを加え，　Beckman　G　pHメーターで

pH　3．96に調整した．この緩衝液をアンプルに2．2ccずつ入れ，　A）と同じ条件で抽出した。

　C）M／100E．D．T．A．一2ナトリウム液

　アンプルに2・2ccずつ入れA）と同じ条件で抽出した．術E・D・T・A・帝国化学産業株式会社の製品を用いた．

　D）鉄の定量1）

　緩衝液で抽出したばあいは冷後抽出液から1ccをとって試料とし，　E．　D．　T．　A・のばあいは2ccをとって白金

皿申で蒸発，灰化し，0・5N硫酸に溶かして試料とした．炭酸ナトリウム緩衝液を用いた時の試料には0・15N硫

酸2滴を加えて酸性とした．このばあい液の増量に対しては補正をしなかった．この試料に10％塩酸ヒドロキシ

ルアミン0．5cc，20％酢酸アンモニウム．1cc，0．1％ジピリジル溶液0．5ccを加え，522　mμで吸光度を測定し，検

量線より鉄の含量を定めた．検量線の作成にはモール塩標準液に用いた．すなわち特級モール塩7・02239を一旦

煮沸し冷却した水にとかし硫酸（1＝5）100ccを加え全量を11とし過マンガン酸カリウムで標定したものを鉄出

国液として用いた．この鉄標準液は1㎜γ／ccの二昌昌を含む．検量線の誤差は1γ／cc以下では士10％であり，

これ以上20γ／ccまでは±＝2％である．定：量の結果をTable　5．に示す．表中の数字は抽出液1ccについての鉄

の含量をμ9で表したものである．
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Tab！e　5　Determination　of　Iron　Extracted　with　S6dium　Carbonate　Buffer

　　　　　　　　　（pH　9．00）by　Heating　at　2　atm．　for　45　min．　Once　and　Twice．

＼迦fP「ocedu「e

N。、。fS露＼
1

2

3

4

5

6

7

1

0

0．3

0．1

0．1

0

0

0．2

　0

、0．3

0．1

0．3

　0

　0

0．2

0

0．3

0

0．6

0

0．1

0

0

0．3．

0

0．6

0

0．1

0

2

Note：The　amount
　　　　　　the　solution．

＊　Refer　to　Table　1．

0

0．3

0．1

0．3

0

0

0

0

0．3

0

0．3

0．2．

0．1

0

0

0．3

0

0．8

0

0

0

0

0．4

0　’

0．5

0

0．1

0

of　iron　extracted　is　expressed　inμg　per　ml　portion　taken　out　of　2．2ml　of

Table　6　Determination　of　Iron　Extracted　with　Acetate　Buffer（pH　3．96）

　　　　　　　　by　Heatiηg　at　2　atm．．for　45　mi皿．　Once　and　Twice．

＼聖of．　P「oced町e

，No．　of　Sampleへ

1

1

2

3

4

5

6

7

0

0．2

0

0．1

0

．0．1

0

0

0．1

0

0．2

0

0。1

0．1

0

0．2
　　，

0

0．1

0

0．1

0

0

0．1

0

0．2

0．

0．．1

0．1

2

0

0．2

0．1

0．1

0．1

0．1

0

0

0．1

0．1

0．1

0

0？1

0．1

0

0．1

0．工

0．2

．0．1

0．2

0．1

0

0．1

0．1

0．2

0．1

0，2

0．1

N・t・・Th・A血・unt・f量…．・・t・act・d　i・expressed　i・μ9　Pα．　m】P・・ti・nねk6・・ut・f．2・3皿L・f

　　　　　　　the　solution．

＊　Refer　to　Table　1．　．　．．．　　・　．　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　　　　　　　　　・．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ『　．’1・こ．・．．Taもle　71Deter血ination．of　lron　Extracted　with、0・．q1　M　EPTA　Solution戸y．・’

　　　　　　　1　　　　　　Heating　at　23tm．　for　45　min．　Once　and　Twice．

．哩｛塑d町e
No．　of　Sample謀＼＼

1

2

3

4

5

6

7

1

0．7

1．0

0．3

1．3

0．8

0．9

3．0

0．1

0．7

0

0．7

0．2

0．2

0．2

2

0．1

0．6

2．1

1a．0

3．0

7．5

3．6・

0．1

0。2

0．8．

2．0

2．3

3．0

0．4

Note：TIle　amount　of　irgn　extracted　is　expressed　inμg　per　ml　portion　taken　out　of　2．2ml　of　the

　　　　　　solution．

＊　Refer　to．T段ble　1．
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考 察

　1漉　光　度
　注射薬の製造及び貯蔵中にアンプルに光の当る状態は，．さまざまであり，．又内容薬液の鍾類と組成による光の．

感受性も著しく異るから実際に近い状態で遮光度を測定するのは不可能であるし一雨もない．従ってわれわれは再

現性あり，しかも簡単な測定法を採用しようと考えた．幸い日立分光光度計のセル保持器は供試アンプル（2cc）

を入れるのにちようど十分であったので，これによる透過率を，アンプルそのまま及び，縦に半切した試料各10

個ずつについて測定したところ，Table　2　b－9に示したように褐色アンプルでは透適率の低いところを除いて大

体標準偏差が5％以内に止まることを知った．同じアンプルを120Qずつ異る角度で光を当てて測定した場合の

、透過率の変化はTable　3．にみるように，透過率の非常に小さいところで偏差5％，多くは2－3％に止まり，異

る試料間のばらつきより小さいから，各個の試料間の測定値のばらつきは試料毎の壁の厚みのばらつきによるもの

と思われる．又Table　4．に示すように，アンプルを半切した試料の透過率の自乗値はそのまま2）の場合と2％以

内の誤差で一致するからこの場合にもBeerの法則は成立つことが示されアンプルを半切して測定する必要は上に

示した測定条件ではないように思う．液体試料の測定用に設計された光度計は平面のセルを使うから曲率をもつた

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ試料の測定には光の当る位置による試料の厚さと反射の変化を考慮しなければならない．われわれの用いた器械で

’は巾約5mmの丁々平行な光束を使っていることと，アンプルの直径（約12　mm）とから，光束の最外側でも中

心に比べて光路の長さの差，従って吸収の差は約2％にすぎないから，角形セルと同様に扱ってよいことがわか』

る．しかしアンプルが更に小形であるか又は光束の巾が広いか，． ｽ行でないような場合には適当な考慮が払われ

ねばならない．吸収を測定する波長を細かくとる必要はないと思うが，どの波長をとるか波長巾をどの位にする

かは充分検討を要する．吸収の測定値は特に吸収曲線の屈曲の大きいところで波長巾によって大いに左右されるか

らである．吸収のはじまる波長，吸収の最大に達する波長及びその中間の，曲線が直線に近い部分の吸収をアン

プルの直径の1／3以下の巾の平行又はそれに近い光束を用いて測定するのがよいのではなかろうか・但し前にべ述＼

たように褐色アンプルでは405mμに小さい肩があることは考慮されねばならない．透過率は最大の場合（無色ア．
　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

ンフル）でも一重壁について約92％であるのは2個口界面での反射によるものであって，従来の知見と一致する．

　盈鉄の溶出度

　従来よく行われた稀薄な酸，アルカリに．よる溶出試験は操作申に液のpHが著しく変化するので実際的でない・

．われわれはpH　9の炭酸ナトリウム緩衝液及びpH　4の酢酸塩緩衝液を用いた．無色アンプルについては鉄の二

二はみられないのは二二であるが，二重壁のものでも僅か乍ら鉄の溶出がみられる（Table　5－7）．又No．3の

溶出度がNo・2より少い傾向がみられるのは不思議である．一般にアルカリ性の場合には酸性より鉄の溶出が多

いが，何れにしても2・2m1ずつ入れた緩衝液の1m1当り十分の数μ9をこえない．又2気圧45分間の加熱滅菌

聡による加熱抽出の条件では2回抽出をくり返しても鉄の溶出量は増加しないから加熱は45分聞で十分であろう・

薬品及び溶解補助剤の中には金属イオンと錯化合物乃至Chelateをつくるもの一一例えばサリチル二一が多数

あるから単をこ錯生成能力の小さい緩衝液で抽出するのも実際的でない．そとで0．01ME．D．TA．2ナトリウム

液で抽出を行ったところ，緩衝液の場合の数倍乃至十数倍の鉄が溶出した．この場合には鉄の定量値のばらつき

が非常に大きい．この理由はまだよくわからないが，更に検討して再現性のある条件で錯生成能力のある抽出液

による溶出度の測定を行うことが望ましい．

　研究費の一部は厚生科学研究費によった．

文 献
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Summa域

　The　transmissions　of　2　ml　glass　ampules，　co16rless　and　brown　in　three　different　darkness，　were

measured　with　whole　and　cut　into　two　samples　using　Hitachi　EPU－2　（Beckman　Model　DU　type）

Spectrophotometer．　　9
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　　It　was　shown　that　the　transmision　may　be．　measured　with　whole　alnpule　with　an　error　of±5％

except　at　very　low加ansmision．

Emphases　we「e　plared　in　tllat　the　i「on（and　p「obably　gthe「h砿・y　me槍lsp・h・uld　be．・xt血cted．寧ith
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th・1・tt・r甲・yρ・蜘ly・h・n・・d　i・the　c・μ・串・ρf・・t鳳・ti…．ζ・d．・耳・t　th・・奄・r・蜘y』s・1・ti・h・fg・

i・」6・t童・nwhi・h・・噸・r・炉・ねhce・・f・・甲pl・・i・g・・ch・ゆg、3billty・
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　’．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Rececived　February乞9，1956．
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朝比奈，大野，永町，志内1中村，茂森：臨和S6年度自木産あへんめモルヒネ含量についで 魂¢

昭和30年度日本産あへんのモノレヒネ含量について

朝比奈　晴　世，大　野　昌　子，水　町　彰吾

志内賢彦，申村　良，茂森　淑

Morphine　Content　in　Japanese　Opiums　Produced　During　1954～55

　　　Haruyo　AsAHINA，　Masako　ONo，　Shogo　MIzuMAcHI，

　Yoshihiko．S田ucHI，　Yoshi　NAK：AMuRA　and　Toshi　SHIGEMoRI

　まえがき　我々はあへん二巴32条により・昭和30年度に収納された・けし耕作者納付あへん1・523検体につい

てモルヒネの含量試験を行ったので，その結果を報告する．

試験耕料　長野，愛知，大阪，和歌山，広島，岡山，兵庫の一府六県で生産されたあへんを用いた．

　モルヒネ定量法　収納あへんについては，日本薬局方、1「あへん末定量法」を応用した．

　試験成績　昭和30年度収納あへんのモルヒネ含量は，次のとおりである．

Table　l　Morphine　Content　of　Japanese　Opiums　Produced　During　1954～55．

府県名i場 溜陣体剃モ旧藩一叢ル底電設含書
長 野 埴　　科　　郡

．更　　級　　郡

小　　県．　郡
小　　　　　　計

18

19

20

57

11．50

12，81・

11．01

11．77

9．94～12．62

10。47酎16．07・

8，47鯉13．91

8．47超16．07

愛 ．知1渥　美　郡1 276 、11．73 0配18．86

大 阪

和　歌　山

広 島．

吹

偏

光

小

田

木

十

島

市

市

市

郡

計

日　　高　　郡

有　　田　　郡

小　　　　　　計

品

品

府

御

小

茂

伯

中

脳

郡

郡

市

郡

計

　2
143

35

65

245

108

721

829

2

16

21

13

52

9．12

10．84

10．69

11．00

10．85

12．50

11．76

11．85

11．05

10．72

9．62　、

10．94

10．34

8．82’》9．42

8．00一ヴ16，76

7．59｛r13．87

8．59ハげ14．65

7。59－16．76

5．93酎16．00

4．07－16．54

4．07卍16．54

10．23’｝11。87

7．76－17．42

6．55－12．73

7．96～16．25

6．55～17．42

岡 唄英　田　劃 30 1 10．79 7．50－17．51

兵 適期　粟　剖 34 9．74 1 6．96－13．12

総 計 1，523 11．55 α》18．86

　■

又各府県別収納あへんのモルヒネ含量と，検体数との関係は次のとおりであった．
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Table　2　Classification　of　Opiums　from　All　the

Producing　Provinces　According　to　Morphine　Content

　　モルヒネ
　　　　含量

府県別

長　　　　野

愛　　　　知

大　　　　阪

和　歌　山
広　　　　畠

岡　　　　山

兵　　　　庫

計

ム雫・％・％・％・％・％ 9％　．10％　　11％　　12％　　13％　　14％　15％　16％　17％　18％

1　　－　　2

1　　2　　1

　　　　　3

＿　　＿　　＿　　　1

1　　1　　4　　5

　　3　　　6

－　13　　27

2　12　　50

3　16　　36

6　9　．　6

2　3　　　5

5　4　　　8

18　60　　138

10

59

76

161

　7

　昌

10

331

11　　17　　　5

64　　48　　23

59　　34　　　7

243　184　127
10　　　6　　　3

璽8　　　1　　　1

　3　　　1　　　2

398　　　291　　　168

4

19

4

41

1

9

11

1

6

1

3

1

4　　1

1

1

69　　20　　　12　　　6　　　　1

　表で明かなように，昭和30年度収納あへんのモルヒネ含量は，長野，愛知産では10～12％のものがそれぞれ

67％，62％をしめ，大阪では9ヴ11％のものが76％，広島産は7－12％のものが90％，岡山，兵庫産ではそれ

ぞれその53％が10－11％の含量であるが，和歌山産では，県別平均モルヒネ含量が最も高く，その86％が10－13

％のモルヒネを含むあへんであり，地区別に見ても日高郡のものが長野県更級郡で栽培されたものに次ぎ平均モ

ルヒネ含量が高かった．

　考察　昭和3q年度収納あへん1，523検体についてモルヒネ含量試験を行ったところ・最高は18・86％であって・

15％以上39検体，13～15％237，10～13％1，020，8－40％198，7％以下は29で，和歌山，長野産のものが平

均して含量高く良好であった．なおあへんの生産については，栽培反別収量も考慮に入れなければならない．

Summary

　We　determined　the　morphine◎ontent量n　Japanese　opiums　produced　by；poPPy　cultivators　during　1954

－1955in　seven　provinces　of　Nagano，　Aichi，　Osaka，　Wakayama，　Hiroshima，　Okayama　and　Hyogo．．

　Morphine　percentages　obtailled　thus　far　are　as　follows：

Total　number　of　samples

　　　　　　Below

Above

　　7％

8－10％

10－13％

13－15％

　15％

1，523

　29
　198

1，020

　237

　39幽

o

Received　February　29，1956

●
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，　　　　　　　　ビタミン標準品に関する資料

1・ニコチン酸，ニコチン酸アミド及びビタミン1く3の試製こその品質

広瀬朝次
Preliminary　Preparation　of　Vitamin　Reference　Standards

　　　　　and　Theh5　Critical　Analytical　Data．1．

Nicotinic　acid，　Nicotinamide　and　Vitamin　K3

　　　　　　　　’Asali　HIROSE

　まえがき　現在ビタミン類の試験用目高品としては，公定書標準品（肝油漂準品，B6結晶標準品）及び国立衛

生試験所標準品（B1，　B2及びC結晶標準品並びにR1液標準品）があるが，既に公定書に収載された他のビタミ

ン類即ち二『テン酸・ニコチン酸アミド・ピタミソD・ビタミンK3（メナジオン）葉酸及びビタミンB12（シア

ノコバラミン）に対しても同様の嘩燃油が用意されるζとが望ましい・かような見地から・．今回まずテコチン酸・

ニコチン酸アミド及びビタミンK3（メナジオン）をとりあげ，目的にかなうような純品を準備できたので以下そ

の経過を報告する．なお近い将来ニコチン酸及びニコチン酸アミドは新岡準品として製品化するであろう．

1・　結晶標準品の合成

1．．ニコチン酸アミド

　　　　H
　　　！C＼

　　HC　　C・CONHの
　　　l　　n
　　HC　　　CH
　　　、N／・

　　C6H60N2＝122．12

　セレ’ソを触媒とし，キノリソを硫酸中300。で酸化し，液中に生じたニコチ

ン酸にそみままメタノールを加えて，メチルエステルとし，過剰の酸をアンモ

ニアで中和し，生じたエステルをベンゼンで抽出する．．抽出液より溶媒を溜渇

し，エステルを分割蒸溜し，溜分を一20。に冷却して，析出する異性体を分離

し，目的とするエステルを同：量の濃アンモニア水に溶かし，’orでアンモニア

．ガスを冷却しつつ吹きこみ，アミドを析出させる．アミギは精製’メタノール及

び活性炭を用いて数回再結晶して純品とする。

　この合成には，東京都板橋区志村前野町1111番圭也有機合成工業株式会社の協力を得た．

　2．　ニコチン酸

　　　　　H
　　　　／C＼

　　　　　　　C・COOH　　　HC
　　　　l　　ll
　　　HC　　　CH
　　　　、N／

　　　C6H502N＝123。11．

協力を得た。

　3．

　　　　　　　　0
　　　　　・H　　　ll

　　　　　C　　C
　　　　ノ　＼　／　、
　　　HC　　　　　　　C
　　　　l　　II　　ll
　　　HC　　C　　CH
　　　　、C／、C／
　　　　　H　　　tl
　　　　　　　　O

　　　C11H802＝172．17

　皿．試験項目及び試験法

ビタミンK3（メナジオン）

　　　　C・CH3

　1・で合成したアミドを10％過剰の20％水酸化バリウム液で鹸化し・アン
モニアを去り，水を加えて加熱し，ニコチン酸を溶かし，煮沸しつつ，硫酸を

滴加して，生ずる硫酸バリウムを熱時擁し，完全に硫酸バリウムを除いた後，

冷却してニコチン酸を析出させ・メタノール：！精製）及び活性炭を用いて数回

再結晶して，一品とする．

　本品の合成には，東京都板橋区志村前野町1111番地有機合成工業株式会社の

　武田薬品工業殊式会社大阪工場で製造したビタ・ミンK3注射液用の結晶，純

度98％以上の品を精製メタノールより3回再結晶し，暗所で乾かして，純品と

する．

　この合成には，大阪市東淀川区十三画面町武田薬品工業株式会社研究所の協

力を得た．

　標準品の試験項目及び試験法を選牢するために，現行米薬局方標準品の分析成績（U・S・P・翠eference　Stalld・

ards．46　Park　Arenue，　New　York　16，　New　York）及び日本，英国，米国，国際並びに独国の薬局方又はそ
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の試案を参照した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　1．米薬局方標準品の分析成績

㈹　ニコチン酸アミド　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　、

　外　観；白色，結晶性粉末

　沸　状；10％：水溶液は無色澄明，5％水溶液のpHは6．6

　融点以下各項目の分析成績はTable　3．　B欄を見よ．

．㈲　ニコチン酸

　外観：白色，結晶性粉末．　　　　　　　　　　　　　　　’

　溶．状：10％炭酸ナトリウム液に10％の濃度に溶かしたとき液は澄明で殆んど無色

　融点以下各項目の分析成績についてはTable　4・B欄を見よ．

ρ9　ビタミンK3（メナジオン）

　外　観：黄色，結晶性粉末

　融点以下の成績ぽTable　5．’B欄を見よ．

　2・　臼，英，米，国際及び独（試案）薬局方に掲げる試験項目または恕限量（Table　1）

　＋印は当該項目に対する規格があることを示す．．

　＊・＊＊印の最高限はそれぞれ100．4％

　　　　　　　Table　1　（a）Specifications　of　Pharmacopoeial　Nicotinamide　Preparat五〇ns

＿一　　　　　　　　PharmacoPoeia

　　　　　　　　　　　ヘリ　Speci盒cations　　　　　　　　一

　　　Descript三〇n

　　　Solubility　　　　　　　　　　　　　　・

　　　Melting．rahge

　　　I40ss　on　drying

　　　Residue　on　ignition

　　　Chloride

　　’Su！fate

　　　Ammonium　salt

　　　Nitrate

　　　Heavy　metals

　　　Lead
　　　　　　　　　　の

　　　Arsenic
　、　Readily　carbonizable　substances

　　　Assay

J．P．1）

　　十

　　十

128｝1310

　0．5％

　0．1％

　　十

　　十

98・5劣①

B．P．2）

　　．十

　　．十

128～1310

　0．5％

　0．1％

　　・十

　　十

　　十

98．5％①

U．S．　P．3）

　　十

　　十

128ハノ1310

　0．5％

　0．1％

　　十

　　十

98．5％①

1．P．4）．

　　十

　　十

128，》1310

　0．5％

　0．1％

　　十

　　十

　　十

98．5％①

G．P．5）

①Kjeldahl　method　・

Table　1　（b）　Specificatiolls　of　Pharmacopoeial　Nicotinic　Acid　Preparations

　　十

　　十

128一ユ31。

　0．5％

0．25％

　　十

　　十

　　十

　　十

　　十

　　十

＊98．5％①

　　＊min

一＿　P㎞m…P・ei・
　　　　　　　　ロヒョ　　
　Speci且cations　　　　　　　　　、一

Description

Solubility

Melting　range

Iρss　on　drying

Residue　on　ignition

Chloride

Sulfate

Am皿onium　salt

J．P．

　　十

　　十

234’一2370

　　1躬

　0．1％

　　十

　　十　’

B．P．

　　十

　　十

234－2370

　　1％

　0．2％

U．S．　P．

　　十

　　十

234－237Q

　　1％

　0．1％

　　十

　　十

1．P．

　　十

　　十

234－2370

　　1％
0．05％

　　十

　　十

G．P．

　　十

　　十

231－234。

　　1％

0．25％

　　十　’

　　十

　　十
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　　　　　『、

Speci藪cations

Pharmacopoeia

Nitrate

Heavy　metals

正£ad　．　　　　　　　　　　．，

Arsenic

Pyridyl　nitropyrazol

Readily　carbonizable　Substances

Assay

J．P．

　　十

99．5％②

B．P．

　　十

　　十．

　　十

　　十

99．5％②

U．S．P．

　　十

99．5％②

1．1⊃．

　噛　　＿

　　十

　　十

　．十

99．5％②

G．P．

②Acidimetry

Table　1　（c）Speci員cations　of　Pharmacopoeial　Vitamin　K：3　Preparations

　　　　十

　　　　十

　　　　十

＊＊99．0％②
　　　　　　コ　　　＊＊m！n
　　　、

一＿　Ph・・m…P。・i・
Sp，，i益。at1。。、一
Description

Solubility

Melting　ra釦Lge

Loss　on　drying

Residue　oll　ignition

．Heavy　metals

Assay

」．N．　F．6）

　　　十

　　　十

105（’107。

　0．3％

　0．1％

　98．5％③

Cerimetry

B．P．

　　十

　　十

105～107。

0．2％．

0．1％

　　十

．98．5％④

U．S．　P．

　　十

　　十

105～1070’

0．3％

0．1％

98．5％③

1．P．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　③

皿・本研究に方うける試験項目及び試験法

　　　　　　　　　　　　　　　Table　2

　　　　　　　　　　　④T三tanQmetry．

　　　∬・を参照して次の如く定めた．（Table　2）

Analyses　apPli⇔d　to　Present　Preparations　、

　　十

　　十　　　，

105（ノ1070

0．3％

0．1％

噛98．5％③

i Nicotinamide 1 Nicotinic　Acid 1 Vitalm五11　K3

Description

SolubilityゴpH

Melting搬nge

恥ss・興yi・9

Residue　on　ignition

Chloride

Sulfate

Heavy　metals

Readily　caτbonizab！e
substances

Nitrogen

Assay　．

Infra－red　Spectro

photome加y

　　　　　J．P．

U．S．P，　with　Beckman

pH　meter

J．P．　witk　s伽1daτd
thermometer

J．P．　over　H2SO4　for
4hrs．

U．S．　P．（nonsulfated）

　　　　　」．P．

　　　　　J．P．

　　　　　J．P．

　　　　　G．P．

Dumas　method
J。P．　plus　N611aqueous

Titratio叫Azotometry
Co血pared　with　U．　S．　P．

Reference　Sねndard

　　　　J．P．

　　　　U．S．　P．

」．P．　see　left

J．P，1050　for　l　hr．

　　　　see　left

　　　　J．P．　　　．

　　　　J．P．

　　　　J．P．

　　　　G．P，

　　　　8ee　left

J．P．　plus　No血aqueous

Tit臓tion

　　　　see　left

1

　　　　J．N．　F．

　　　　　一

J．N．F．6ee　lef亡

」．N．F．．over　H2SO4
for　4hrs．．

　　　　J．N。　F．

　　　　　一
　　　　　　　　　　　　’
　　　　　一
B．P．　detection　of．

Cnromium

　　　　　一

　　　　　マ
　　　　U．S．　P．

　　　　　一

非水滴定（Nonaqueous　I　Titねtio貸）には，試料の氷酢酸溶液をN／10過塩素酸氷酢酸溶液で滴定．し，拍示薬と

しては，電位差法または色素法を採用した．．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’
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w．試　験　成　績

1．　ニコチン酸アミド
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
本研究試製品及び製剤用輸入結晶の試験成績を米薬．局：方標準品の分析成績と比較すれば次の如くである．

（Table　3）

Table　3　Critical　Analytical　Data　on　Presellt　Nicotinamide　Preparation

　＿Samples　　　　　　　　　　　　　　　　　へ　　Spec葦fications　　　　　　　、～～一～

Description

Solution　pH

m・P・（。C）

正oss　on　drying（％）

Residueρn　ignition（％）

Chloride（％）
　　　　　　　　　

　Sulfate（％）

Heavy　metals（％）

Readily　carbonizable　Substances．

　Nitrogen（％）　（theory　22．94％）

Assay（％）

A

i

　　good

　　　6．6

129．0’｝129．7

　　　0．01

　　　0．O

　　　o・oo耳＞

　　　0．005＞

　　　0．001＞

　　good

　　22．9

　　99．9

　100．8無
　　99．8＊孫

B

　　good

　　　6．6

129．1～129．7

　　　0．0

　　　0．02

good

22．7

99．27

99．8＊＊

C

　　good

　　　6．5

129．0角げ129．5

　　　0．09

　　　0．02

　　　0．001＞

　、．o・（獅＞

　　　0．002＞

　　　good

　　99．22

＊　Nonaqueoμs　Titration

亮＊　Azotometry

A：Standard　preparation　under　test　’　　　．　，　，

B；　U．S．P．　Reference　Standafds

C：Commercial　preparation　for　Pharmaceutical　manufacturing（prepared　in　U．　S．A．）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「

！

　2．ニコチン酸　　　　　　　．　　　　　．・

本研究研試製品及び製剤用輸入結晶の試験成績を米薬局方標準晶の分析成績と比較すれば次の如くである．

（Table　4）

Table　4　Critical　Analytical　Data　on　Present　Nicotinic　Acid　Preparation

一　　Samples　l　　Speci丘cati。。，『＼＼一・…一＿一」
．A

Description

SolutiOP「

m・P・． i。C）．　　　　　　　　　『

1♂oss　on　drying　（％）

1～esidue　on　ignition（％）

Chloride（％）　　　　　　　　　　　　　、

Sulfate（％）

Heavy　metals（％）　　　、

Readily　carbonizable　Substances

Nitro96n（％）（theory　11，38％）

Assay（％）　　　　　　　一

　　　good．

　　　good

236。0－236．5

　　　0．01

　　　0．0

　　　0．001＞

　　　0．005＞

　　　0．001＞

　　　good

　　11．22

　　99．99
　　99．8＊＊

B

　　　900d

．’　．gbod

235．6～235．8

　　　0。02

　　　0．01

　　．0．005

　　　0．01

　　　goqd

　　99，73

C

冨＝＊

A　：

B　＝

C　；

　　　good

　　　good

235．0｝236．0

　　　0．17

　　　0．03

　　　0．001＞

　　　0．005＞

　　　0．002＞

　　　good

　　99．76

Nonaq廿eous　Titration　　　　　　　　　　　　．　．．．　　　　．　　　　　　　　　　‘

．Standard　Preparation　under　Tζst

・U．S．　P．　Reference　Standard　　　L　　　．．　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

Commercial　Preparation　prepared　in　U．S．　A．　for　Phormaceutical　Mallufa6加rihg．

■
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3．　ビタミンK3（メナジオン）

本研究試製品の試験成績を米薬局方標準品の分析成績と比較すれば次の如くである．（Table　5）

．Table　5　Critical　Analytical　Data　on　Present　Vitamin　K3　Preparation

　～一＿こSpecification

　Samples

一一　　　　～～一
Description

m．P．（。C）

Lc》ss　on　Drying（％）

Residue　on　ignitio11（％）

Detection　of　Chromium

Assay

A

　　good
105．8～107．0

　　0．01

　　0．01

　negative
　　99．6

B

　　good
105，5ρげ】．06．5

　　0．0

　　0．02

99．6

A　　　Standard　preparation　under　test

B　　U．S．　P．　Referellce　standard

　なお，試製品を現行国立衛生試験所標準品用の容器に分封して，室温及び37。に1力年放置したが，Table　6

に示す如く純度セこは殆んど変化が認められぬ．

Table　6　Stability　of　Vitamin　K30n　Standing（％）

0

r∞mtemp
37。C

100．2

100．2

1

99．7

99．6

2

99．7

98．8

3

99．6

99．6

4

101．0

99．6

8

99．7

99．9

12

99．8

99．7

　終りに臨んで，御指導を賜った長沢佳熊部長，小川俊太郎部長に感謝し，非水滴定，アゾトメトリイ及び元素

分析について鹿島技官，細貝卑官及び関島技官より御協力を得たことを感謝する．

　なお本研究費の一部は昭和28年度厚生科学研究費より仰いだ．

総括並びに結論

　昌コチン酸アミド，．ニコチン酸及びビタミンK3の結晶標準品の試験的製造を実施し，試製品の合成試験項目及

び試験法の調査並びに選定を行い，これらより得られた試験成績を米薬局方漂準品の分析成績等と比較した．

　上掲㊧試験成績の示すところに回れば，今回の試製品は標準晶とレて使用珂能であると認められる．

　なお，試製晶と同程度と純結晶は今後とも必要なとき，必要な量だけ製造することができるが，近くニコチン

酸及びニコチン酸アミドを新製品として販布したいと思う．

文 献

1）Ph肛m・。・1輝・J・p・n…・a（エP・）・（第6改憲）日本薬局方

　　　　　　し2）British　Pharmacopoeia（B．　P．プ；英国薬局方（1953）

3）Pharmacopeia　of　The　United　States（U．　S．P．）；（第．15改正）米国薬局方

4）Pharmacopoea　Internationalis（1．　P．）：国際薬局方（1951）

5）D3utsches　Arzneibuch（G．　P．）：独国薬局方（第6版追補試案，1952）．

6）Fom川1ae　Nationles　Japoaicae（J．　N・R）；（第2改正）国民医薬品集
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　Data　on　preliminary　preparation　and　critical　analyses　of　three　forthcoming　vitamin　refereRce　sland・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へards　i．　e．　Nicotinamide，　Nicotinic　Acid　alld　Vitamin　K3　are　pres年nted．

　　Analyses　apPlied　to．these　preparations　or　data　on　the　sped五catiobs　bbta量ned　thereof　are．tabulated

in　Table　3ダ4ρr　5　together　with　coπesponding　information　concerning　the　U．　S．　P．　Reference

Standards．
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　　　化粧品の規格検査法について（第6報）

化粧品用ターノレ色素の確認試験法に．ついて

市川重巻南城 実，林　悦子
Research　oh　the　Standard　Determination　Method　of　Cosmetics．　IV．

　On　lthe　Confirmatory　Examination　of　Ta卜Dyes　in　Cosmetics

　　Shigeharu　IcmKAwA，　Minoru　NANJo　and　Etuko　HAYAsHI．

　　　まえがき　化粧品用タール色素につき，薬事法収載の23種のみでは不充分であり，その使用範囲拡大の必要性

・　を強調してき・たが，昭和30年2月化粧品工業会より米国法定色素中緊急最少限度の品目として37種の追加使用

　　許可申請が薬務局長宛提出せられた．よってその使用の可否及び規格，試験法を検討し，試案の作製をした．

　　　尚試験品目は新たに収載を予定される79品目中医薬品及び化粧品用タール色素については，食品衛生法収載品

　　目と同じで既にその確認試験法もきまっているので，．．これを除外した．同極類の品目については代表的な品目に

　　ついては代表的な品目につき試験を行った．尚検体はすべて米国法定の保証色素を用いた．入手幽来なかったも

　　のについては，適格品が入手幽来次第試験を続行する予定である．

　　現在薬事法に収載されている品目と新たに追加を予定されている品目は次の通りである．

　　　1．医薬品及び化粧品朋タール色素

　　　　　　28品目

　　2．外用医薬品及び化粧品用タール色素

　　　　　　41品目「

　　毒・外用医薬品及び化粧品（粘膜に使用するものを除く）用タール色素
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　10品目　　　　　　　、

　　　　計　79品目

実験成績（別表）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総　　　　　括

近く薬事法に追加収載を予定されている化粧品用タール色素の各々についてその性状及び特性を究めると．共に，

その性状に基いて最も適当と思われる溶媒を研究して，ペーパークロマトグラフィ’一を行い，これらの実験成績

を綜合することにより未知のタール色素を確認することができた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：交　　　　　献

　（1）薬学大全書；第6巻；昭24，11，25・（非凡閣）

　（2）　The　principles　and　practic60f　modern　cosmetics，　Vo1，2，　Cosmetic　Materials

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　We　iuvestlgated　on　the　character　of　unknown　Coa1－Tar　dyes　for　cosmetics．　According　to　the　results

identificated　unknown　Coa1－Tar　dyes　by　the　experimeuts　of　Papercllromatog㎎phy．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I　　　　　　　　　　　　Received　February　2931956
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色　　　素　　　名
外　　観

　　　　　　　甲eトラクロロテトラフロモ．
tルオレツセン

明るい赤，　’

アゾルビンエキストラ 暗い赤

ウ、ラ　ニ　ン
赤味だい
ｾい．

　’
LノリンイエローWS

@　　一
赤丁丁

アリザリソシアニングリ戸ンF 青味黒

アシッドプアーストグリーン 　’ﾃい紫

ナフトールグリーンB 暗い丁丁

　　　’
Aリズロールパープル 紫昧黒

皿水に不溶姓のもの

性 状

副水溶液1総総硫副硫酸・水平酸縢ロソ
ー部分溶，
ピンク；

　赤

黄だいだい
（螢光あり）

うす黄

　緑

明る喝・青

　緑

青味紫

赤味だいだ
い
（螢光あり）

　赤

　黄

難　　溶

　縁－

明るい青

　緑　・

青味紫

だいだい

暗い紫

　黄

　赤

暗い緑

赤味だい
だい　・

赤味だい
だい

暗い紫

沈，だい
だい；

濃色化

　’黄

昌々に沈，
黄；

　緑

黄　　緑

　赤

’沈．青；

一部分溶，
ピンク；

赤　紫

　黄

黄だいだ
い

暗いオリ
ーブ緑

　赤

　赤

うす紫

　赤

　赤
暗い黄だい
だい
（螢光あり）

一部分溶，

黄だいだい
；

　難

　不

　難

　難

訓

脱　　色

沈，赤；

螢光消失

うすだい
だい

黄　　褐

僅かに退
色

　　　　　水　　溶　　液　　の　　反　　応

酸隙カリ半煮箏塊亭亭瞬鉛艦瞼酸轍

　赤

だいだい

黄；沈；

’青　緑

僅かに退
色

僅かに退
色

ピンク

沈，赤；

沈；

僅かに退
色

ピンク

海赤；

沈；

僅かに退
色

赤　．紫

沈，赤；

沈，赤門だ
いだい；
（螢光消失）

沈；

沈，緑；

青；瀾濁
す；

僅かに退
色

だいだい

黄味赤

黄だいだ
い→沈，

赤；

黄味だい
だい

黄　　褐

　緑

暗色化

暗い赤→
黄福色

タンニン

濃色白

縮光消失

　茸

　緑

青　　緑

　緑

僅かに紫

1ピクリン
酸溶液

　黄

黄昧赤

黄；螢光
消失

　緑

　緑

　緑

　紫

ペーパークロマト
グラフィー

i、1吋皿

0．72

0．1

0．42

0。71

0．75

0．74

0．80

0．65

0．1

0．54

0．64

6．65

0．87

’

0．69

0．73

0．84

0．71－

b．87

0．94

0ρ2

0．90

毛糸染色
試　　験

ピンク

紫味赤

赤昧黄

　うす黄

1にぶい青

1緑

青　　緑

青昧緑

　紫

染色毛糸の試薬に対する反応

硫

うすだい
だい

　紫

ナ黄

濃色化

．濠

雍騨い

黄　緑

　青

酸陵酸陣二項モニ1羨’高炉1肇笙雛

うすだい
だい

紫昧赤

　黄

濃色化

僅かに退
色

だいだい

だいだい

僅かに退
色

　黄

：黄だいだ

い

　黄

濃色化

　黄

　黄

　黄

　黄

幾分退色

だいだい

脱　　色

子　　色

明るい青

幾分退色　是まだい

　赤　　紫昧赤

だいだい　　黄

　　　　僅かに退
　＝　　色

脱色だいだい

脱色だいだい

明るい青“ @＝

’　　　　　　　　　　　　　　　　性　　’ ペ　一　パ　一　ク　ロ　マ　ト　グ　ラ　フ　ィ　一
色　，素　　名　，．

l　　i　　l　　レ・・ホ・固　　剛外　　観　・ル・一ルベ・ゾールブ・・一ル　　　　硫　　酢　酬油脂・・クス1　その他の溶媒 溶． @劇　　展　開　溶　媒　　・・
氷　　酢　　酸 70％酢酸溶液 0．72

リゾールルビンBCA 鮮　紅　色 不 不 僅　　・ 不 　1n：＋水，沈； 氷，溶； ，不 不
91y，　glyc，不；ma1，溶，燈赤色；
HHcl（1十9）十アルコール壷溶，赤；（十熱・易）；

メ　タ　ノ　ール メタノPル；稀圭葺酸（1十9）・1＝1 0．37

氷　　酢　『酸 　　　　｝@　　　　　　　　＼V0％酢酸溶液 0．69

L／一キレヅドC 暗　赤　色 溶 一 溶 不 一 溶，赤紫色； 不 　、s Ba1，　ma1，　act，溶；

M湯，僅；Hc1，　NaOH，沈，赤； 　　　一　　一
＝@タ　ノ　ール メタノール　　． 0．49

・一キ…CBA　l澄赤色　陪瀕艶［　　i讐不溶・淡1 陪赫制氷，少儲不　　　　・一　　　　　　　i不レ不・漏斗二三二上・ 1－　　　　　一　．1　　　　－　　　　　1一
熱湯，僅，淡山色； 氷　　酢　　酸 70％酢溶液』 0．64

リゾールレヅドCA
　「
ﾔ　　　色 熱，溶； 一 僅，淡燈色 不 濃，溶，紫色； 一 不 不

メ　タ　ノ　ール メタノPル 0．42

ク戸ロホルム；ベンゾール，7；3 0．96

オイルレヅトOS
純品淡赤色不定形
s純品　暗褐色或は黒色

少量溶；

@　、

溶
＿　　　　　　　　　　　　　「 ド溶，，紫赤色； 濃，溶，鮮青色 氷，溶，紫赤

F；
溶 溶

石油ベンヂン，act，ジェチレン91yc，
ｭ量溶，鮮赤色；ジクロロヒドリン，溶； ，クロロホルム

氷酢酸：ベンゾール，1；1 0．89

ディープ可ルーン． 一 不 不． 不 不 丁丁，深赤紫色 溶，鮮赤色 一 一

アルカリ性アルコール，褐赤色；
Aルカリ性act，赤；アルカリ性ジオキサン，褐澄
F；

」　　　　　「

X　　酢　　酸 70％酢酸溶液 0．64

0．83

トルイジンレツド 燈　赤　色 不 溶，燈赤色；　　　β
一 一 一 溶，燈赤色； 不 不

稀酸，石油ペンヂン，ama1，不；ma1，溶，三色；et，溶；

氷　　酢　　酸 70％酢酸溶液
0．98

氷　　酢　　酸
70％酢酸溶液　、 0．82

＼ジブロモフルオレッセン 　、氈@　　色　　　し 溶 一 一 一 一 氷，溶； 不 不
稀アルカリ，溶；稀酸，不；
X1y，91yc，僅； アル　コ　ール

・ルールブ・・一ル・謬・・モ・ア…銑・ 0．60

@皿グロロホルム：ベンゾPル，7＝3 ．0．96

パーマネントオレソヂ 澄　　　色 僅，95％； 溶 一

溶解既25。C，100cc，20mg

溶紫色； 氷，溶； 不 不
gly，　glyc，不；トルエン，溶；
Aルコール性NaOH，易，紫；

アルコール性苛
ｫカリ液　　． 氷酢酸：ベンゾール，1：1 0．92

・ル肋セソ　レ雛二色　　　　i　　ii易・　一　　一　1　　．l　　l　　l一　　一　　一　　不｝不熟盛蕉門光有；　　　　　i 一　1　　　　－　　　　　1一
キ・…エ・一ss　黄　色　1蝿溶・1－　1－　1－　1一　因島黄酬 一 一　　　　　一　　　　1．一　L．　　一　　　　ト

1　　　　　　　「一・サイエ匪　　　黄　色　1溶　　一　1一　隔黄　　　　レ　　干　　11一　　僅　　一　一眠蚕轟協躍ヒ縢醸；　1，　一　1　　　　－　　　　t一
イ・ヂ・チ・　　1 暗青色　1　　1　　t　　　　　1溶・南島　　　i不　　一　　一　／　不　　　　沸僅・　不　不［ラ誇；慰言↓r蕾鯖色；　　　11 一　i　　　　一・　　　　1一
・ルバンス・ガ・・一 1　　　　　i青　色　　不　　僅　　一　陣青・隣鈍い艶区不・1 不　不lgl晒・1四胤恥呪不・　　　1　一　「 ＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

〔註〕易：，易溶，溶＝，溶騙微：，微溶，難：，難三木：，不溶，沈：沈澱を生じたもの，act：，アセトン，　am　al：，アミールアルコール・et；・エーテルl　gly：，グリセリン・91yc：・グリコール・ma1：，メチルアルコール・　1＝・ブタノール：アルコール＝N／2アンモニア・6＝2；3

皿・，ブルー・レ・・アルコール；N／2酷酸6・2・3皿・・70％酷酸＝・変イヒなし・ペー・・一ク・マトグラフィー・灘氏・東洋三三501・晩m×4α㏄m展開時間・15時間・トルエン・キシレン・酢酸アミル・シナキサン・溶嚇色；
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　　　　　　　　　　　地下室内室気検査成績について　．　　・

　　　　　　　市川重春，浦久保五郎，山手　　昇，磯部淳子

　　　　　　　　　　　hlvestigat量on　on　the　Air　at　Several　Basements．

　　・　　Sigeharu　Ic｝IIKAwA，　Goro　URAKuBo，　Noboru　YAMATE　and　Atsuko　IsoBE

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ま　え　が　き．

　営業などのため多数の集合所として地下室を用いることは都市に多く見られ，これについて衛坐上の問題もあ

るように思はれるが現在適当な資料が少い．． ?ﾒ等は都内の地下室について昭和30年8月及び昭和31年1月の

夏冬2回にわたり空気検査を行った．対象としてはキャバレー3，食堂1，喫茶店1，の合計5ケ所をえらび・

検査は大体開店直後，・中聞の時刻，閉店直前の3回行った．これによって得た若干の結果について報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　測　定　方　法

　気温及び気湿＝アスマン通風温湿度計を用いて室の中央附近の机上で二二し，．外気については出入口階近の道

路上約0．5－1．Omの高さで測定した．．　　　、

　気動：カタ寒暖計を用いた．

　気　圧：検査日の同日同時刻に中央気象台で測定した地上の値をとった．　　　　、

　炭酸ガス含量：日本薬学会協定空気試験法に収載の水酸化バリウムを用いる法によった．　　’

　璽　埃＝三脚式塵埃計を用い同上試験法によった．

　落下細菌＝同上試験法の落下法を行った．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

’照　度；光電池照度計を用い卓上に水平におき測定した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　測　定　結　果

　結、果はTable　1及び2にそれぞれ夏冬を総括して示す．

　　　　　　Table　l　Reslllts　of　investigation　on　the　air　at　5　basements．　Summer　in　1955

穿
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Table　2　Results　of　investigation　on　the　air　at　5　basements．　Winter　in　1956

Basement

Cabaret　A
at　Sibuya
　Tokyo

Cabaret　B
at　SibUya

　Tokyo

Cabaret　c
at　Sinjuku

Restaura・
nt

　　A

Tea－room

A

bate

＆

Weather

Jan。12

Fine

Jan．13

Fine

Jan。23

Snow

Jan，20

Cloud

Jan．19

Snow

Time

冒馨
＄§

臨
Φ旨
平句

旨す

αq

囎
餌
話8
。二

〇§

　o

弩露霧

睡郷
。昏黄
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　71典㌣

ii郡iili瞬lli陽
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讐
醇
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20．00

22．00
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1
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3．30，4．31
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10～80

21，　4，24，311　3

3，16，20，12，10　10－20
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考察及び結・論

　測定結果は各場所により異り，また時刻によっても変化があるので，総挿した明快な結論を出すことは出来な

いが，．大体次のようなことが見うけられる．

　1夏季ゐ結果について，（D外気と室内気温の差が小さく冷房装羅の効果はあまりないが，冷房装置に伴う換

気気流のため室内の気動は良妊な成績を示している．そのため感覚温度は外気温にくらべてかなり低く（最高差

約8。）涼しく感ぜられ，これは地上の室内にくらべてすぐれている．②炭酸ガス含量：，塵埃数，落下細菌数に

おいても各1．2．の例を除いてはさほどの空気汚染が見られない．これは地下室としての特別な条件によるもので

なく，室内三野に対する人の密度がうすかったためと思われる．③　照度は田富に低く昼間嫡勿論夜間において

も地上の室内と同様の室内照明でに暗い．

　2冬季の結果について，①室内の温度条件はいずれも良好な成績を示し，冬季の六戸こは地下室の方が効果的

であることが認められた．なおキャバレーA及びBについてめ測定は晴天の日であったが，・夕刻より深夜にか

けて外気温は急激に降下するため，外気湿が増加し，室内湿度を外気湿度と比較するに夕刻では高く深山で1ま低

くなっているのは興味あることである．． ﾜた室内温度の3回の測定値が1例を除いてかなり変動があり，建築上

の問題があるようである．②　測定時，人の密度が低いにも拘らず炭酸ガス含量及び塵埃数が相当に多く．，．これ

は暖房のため外気との交流換気を活融こ行わないためであろう．③落下細菌数は極めて少い，これの原因は何と

も考えられない．地上の季内においても冬季は少いが・事実それよりもやや少いようである・1

　終りに臨み，本調査に協力さ．れた臣服，渋谷両保健所，中央気象台広瀬元孝技官並びに明治薬科大学の学生諸

’君に感謝する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　．噛

　We　investigated　o疏the　air　at　5　baselnents’（cabaret　31　restaurant　1，　teaイoom　1）twice　in　summer

1955and　winter　1956．　We　reported　here　fuli　data，　and　briefly　made　some　discussion．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　RecεivedlFeb】㎜ry　29，1956
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楡入洋酒中のメタノーノγ含量について

　　　　　　　　　　　　’

　　　川田公平，．細貝鮪太郎

Methanol　Content　in　Imported　Liquors

Kohei　KAwATA　and　Yutaro　HosoGAI

まえがき．酒類申のメタノール定量法は，主としてフクシン亜硫酸法であるが我々は輪入検査品として，シャ

ンペン，ブドー酒，及びヴィスキー等の洋酒約21種についてメタノール含量を定董する機会を得たので前記フク

シン亜硫酸法と秋谷，笹尾のクロモトロブ酸法の両者を比較した定量結果について報告する．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実　　験　．の・部’

定量方法

　1・　食品衛生検査指針中アルコール飲料検査法1）によった，

　2．秋谷，笹尾のクロモトロブ酸による酒類中メタノールの定量についての方濁）によった．

定量結果　試料1cc中のメタノール含量は次の表の通りである．

　　　　　　　　　　　　　　　Table　I　Methanol　Content　in　Imported　L圭guors

No．

1．

2．

3．

4．

5．

6．

7．

8．

9．

10．

11．

12．

13．

14．

15．

16．

17．

18．

19．

20．

21．

Sample Volume
　（cc）

CHMPAGNE　C．　Lefevre

RAISIN　VIN　Macon

RAISIN　VIN　Hanappier

ARMAGNAC　Castagnon
LIQUER　Coint士eau

CHAMPAGNE　Pommery
HQUEUR　Chartreuse
SLOE　GIN　Mispelblom

CALVADOS　Boulard
SCOTCH　WHISKY　J．D．　Sレ
ewart

SCOTCH　WHISKY　Old　Argy　Il

CALVADOS　Boulard
SLOE　GIN　Mispeblom

GREEN　ANISETTE　Bootz

CALVADOS　Bouiard

GRAND　VIN　Hanappier

HQUEUR　Izarra

HQUEUR　Izarra

ADOVOCAAT　Bootz
WHITE　ANISETTE　Bootz
VIN　Dopff．　Irion

750

750

750

760

520

330

760

740

760

750

750

350

740

760

350

750

720

720

720

760

720

Specific
91avity

　1．05

　0．99

0．996

0．944

1．054

　1．68

1．071

　1．02

0．942

　0．94

　0．94

　0．94

1．022

1．124

　0．94

0．94

1，046

　1．08

1．200

1．124

’0．992

Methanol　Content（mg／cc）

M翫五6d　P 1Method　H

0．2

0．6

0．1

0．2

0。3

0．2

0．8

0．2

1．0

0．2

0．1

1．2

0．1

0．1

1．2

0．4

0．3

0．2

0．1

0．2

0。1

0、4

0．4

0．05

0．3

0．4

0。2

1．2

0、1

1．0

0．1

0．05

1．4

0．2

0．2

1。2

0。4

0．2

0，2

0．2

0．3

0，2

　考察　輸入洋酒21極についてメタノー川含量を定量したところ1cc中フクシン亜硫酸法で最高1・2mg・クロモ

トプ酸法で最高1・4mg，であった．ウイスキーシヤンペγ等に比し果実酒が大体含量が多かった・なお定量方

法のフクジソ亜硫酸法，クロモトロブ酸法の両者とも大略同じ結果を示した．

1．衛生検査指針　1951，，皿，P・209

2・　　薬誌　　　　　　　　　57・132与（1951）

文 献
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

We　determined　the　methano1－content　in　various　imported　Liquors．　Numbers　of　samples．

　　　　　Methano！content　　　　　　　．　Fuchsin　method・Cromotr6pic　acid　method

　　　　　　　　　　O．05－0．5mg　　　．　　　．．　　．耳6　samples．　　1．　．．．　　　　　17　samples．

　　　　　　　　　　0．6－0．9mg　　　　、　　　　　　　2samples．　・　　　　　　　．　　　Osamples．

　　　　　　　　　　1．0－1．4mg　　　　　　　　3samples．　　　　　　　　4samples．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956
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速・ 報

ウサギ背筋及びペプシン溶液内における馬腸線の抗張力の減少について

山地幸雄，』志波　 剛，石関忠一
　　　　岩　原　繁雄，宮坂　清　次＊

　腸線は，絹糸のように長年月殆んどそのままで生体内に残るものと異り，生体内で消化吸収され，「また臨床家に

とっては滅菌のための繁雑な操作を要しない優れた外科的縫合材料である．わが国では羊が入手し難いので，腸

線は馬の腸より作られている．曲線の消化吸収についてはいくつかの実験報告があるが，馬腸線の生体内及び試

験管内における消化による抗張力の減少については，再現性のある実験報告はあまりみられない．われわれは馬

腸線を縫合材料として用いた場合の抗張力の減少，すなわちその縫合糸としての能力が生体内でどのように失わ

れてゆくか，また試験管内での消化によるその抗張力減少が，生体内におけるそれとどのような関係にあるかを

Typeの異る腸線について追究しているが，今回はウサギ背筋内縫い込み，及びペプシンによる試験管内消化の実

験成績を報告する．

　実験方法　被検腸線は日腸工業会社製のTyPe　A（Plain）及びTyPe　C（Chromic）で，　Sizeはいずれも

N6．0であり，はじめρ抗張力はわれわれの測定方法では，・A：4，6809，　C；5，5259であった．体重2kg前後の

ウサギ背筋内に腸線を直径約3cmの輪に縫い込み，筋膜及び皮膚は絹糸で縫合して創面を閉ざし，13日間にわ

たり経日的に取出して抗張力を測定した．腸線の試験管内消化実験の酵素としては，Kraiss1，本間，八田らはト

リプシンあるいはパングレアチ、ンを用いたが，腸線の主成分であるコラゲンはトリプシンにより消化されず，1ペ

プシンにより消化されるとされているので，われわれはペプシンを絹いた．使用ペプシンはミクニ製の濃厚粉末

で，その19は1．6単位（萩原）であった．このペプシンをpH2．2のN／5塩酸酢酸ソーーダ緩衝液に0・2％に溶解

し，この10ccを収めた二二中試験管に，腸線15cmを輪に結んで浸し，50。Cに保ってその抗張力の械少を経時的

に測定した．

　実験成績　ウサギ背筋内での腸線の抗張力の経日的減少については，ウサギによる個体差が甚だしいためか，そ

の滅少曲線を得ることは困難であったが，C．でははじめの抗張力の90％が12日後にも保持されており，95％以

下となるのは4日以後であった．AではCより抗張力の減少が急速であったが，個体差が甚だしかったので，明

確な数字による表現は後日の報告に譲る．試験管内消化実験では，はじめの抗張力の半分になるのがA：0・5’）1

時間後，C：2－3時間後であり，またペプシンを加えない緩衝忌中でもA及びCの抗張力は夫々1－3・及び4

－5時間後にはじめの半分以下となった．更に長時間後の観察では，Aはペプシン4時間消化により結び目及び

よりが戻って測定不能となったが，緩衝液のみでは7時間後にも7109の抗張力を有し，18時間後にも糸の形を保

っていた．Cの19時間後の抗張力はペプシンを作用させたものでは209以下，緩衝液のみでは4809であった．

　考　察　ウサギ背筋に腸線を縫い込んだ実験では，Type　C－Chromic腸線は，　Type　A－Plain腸線より抗張力

の低下が遅いとみとめられた．しかしこの実験はウサギによる個体差が著るしかったから，詳細な点については

更に検討を要する．八田教授らは，羊腸線は馬腸線にくらべ吸収が早いとし，この実験でも背筋内縫込み12日

後の抗張力減少が著るしくなかったことは，馬腸線では羊腸線ほど“Chromic”の意義が臨床上露要でないと示唆

するとも受取れるが，人の極々の手術個所に応用した際と，ウサギ背筋内とでは条件炉異なり，組織内吸収では個

体差を考慮に入れなければならないから“Chromic”の意蓑は無視できない．試験管内消化実験により腸線の

Typeを評価判定することは種々の点で，生体を用いる実験よりかなり容易である．

本研究は厚生科学研究費の補助によりなされた．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　Fel）ruary　29，1956．

蒼　日腸工業株式会社．
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食品，食器類，食品従業員手指，入の大便，実験的伝染性下痢症患者大便，

食中毒患者吐物よりのパラ大腸菌の検出について

　　　　　　山地幸雄，田中弘子，志波　剛
　　　　　　　　　石関忠一，八田貞義＊

　1）生菓子，豆腐，豆腐論題，氷菓，納豆，その他の食品，飲食店及び集団給食の食器，すし屋のふきん並びに

水，食品業者手指など約2，500検体，2）学童44名，及び成人1名の大便，3）　実験的伝染性下痢症患者1名の大

便，4）　日教販食中毒患者1名の納物，よりパラ大腸菌の分離を試み，分離株の生物学的並びに血清学的性状，溶

血性，壊疸性について検討した．　　　1

馳実験方法　マッコソキー寒天，BGLB，　EMB，を如いて分離された株につき，硫化水素産生能（クリダラー寒天

培地及びSIM培地による），　IMViC，及びパジコフ培地，ゼラチン培地などにおける態度を検し，　Escherichia

freundii（Kau廷mann　1954）と思われるもの120株を得たが，　Ar量zonaは得られなかった．このE，　freundii

と思われるもの120株につき，上記以外の生物学的性状を検し，更にEdwards（1954）のBethesda－BaneruP属

標準殊抗血清による抗原分析を行なった．溶血性はウサギ血球加ペプトン水を用い，壊疸性はウサギ皮内接種に

より検査した．

　実験成績　分離された120株のE．freundiiは：1）食品関係（1955年夏，秋季）の約2，500検体中の106例

より89株，2）学激44名より分離（1955年7月）した222株の腸内細菌中，3名よりの4株，成人1名（1955

年10月）につき21臼間に7日検乏して得た腸内細菌24株中の2株（被検大便は下痢便もあったが，E．　freundii

の得られた便は普通便であった），3）実験酌伝染性下痢症患者のビールス服用3，7日後（1955年10月）の水両

便より得た腸内細菌36雨中の22株，4）　食中毒患者吐物（1955年10月）　よりの腸内細菌8雨中の3株であっ

た．分離株のうち，硫化水素は産生するが｝Bet血esda3alleruP風こ定型的な生物学的性状を示さないものが，

成人大便，実験的伝染性下痢症患者大便，食中毒患者吐物よりの株に屡々みられた．抗原構造は，Edwardsの漂

準菌抗原を有するものは，0出原では34株（12a，12c．16株；3a，3b，1c．3株；16．3株；2a，1b．・2

株；11．2株；1a，1b，1c．1株；1c，3b，7．1株；4b，5b，6．1株；9a，9b．1株；22．1株；25・

1株；29．1株），HI面一では12株（44，46．2株；77．2株；35，36．1株；45．1株；57．1株；68．1株；

73。1株；74．1株；75．1株；85．1株）であり，大多数の株はEdwardsの標準菌にない抗原を有した．溶血

性は被検菌88西中，＋3，一95で，壊疸性は被検菌95上中，荘1，＋2，（＋）4，一88であり，両者の間に

は相関はみられなかった．

　考　察Bethesda－B融1erup属の病原性は，あるとしても極めて弱く，人では個体の抵抗の弱まったとき胃腸

症状を惹起すると考えられている．この実験においてE．freundii検出率が食品関係では約4躬，人の大便では約

％で，これら陽性例は食中毒，下痢などとは直接関係がなかったことは，上述の主張と一致する．分離菌はEdwards

の標準菌株にない抗原を訂するものが大多数で，溶血性と壊疸性とに関係が認められなかったこと，被検例数は

少ないが実験的伝染性下痢症患者大便，食中毒患者軸物よりE．freundii類縁菌が検出されたこと，ならびに生

物学的性状が定型的でない株の同定については，更に検討を要すると思う．

　本研究は厚生科学研究費の補助によりなされた．実験に際し御援助を与えられた農林省家畜衛試坂崎利一技官

ら，都衛研北村久寿夫技師，日医大第一医院内科及び同衛生学教室の各位に御礼申し上げる．

　本研究の要旨は第29回日本細菌学会総会において講演された，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Received　February　29，1956

＊　日本医大衛生学教室．
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　非水溶液滴定による医薬品の定量（第10報）氷酢酸

を溶媒とする有機塩基と無機及び有機酸との塩の滴定

に及ぼす酸の影響について　鹿島哲，加納宏一郎；

薬誌，76，50（1956）有機塩基の塩を氷酢酸を溶媒と’

して過塩素酸で直接滴定するとき，その塩を構成して

いる酸がその滴定に及ぼす影響を，ジフェンヒドラミ

ンの種々の塩をガラスー河堀電極を用いて滴定した結

果に基ずいて検討した．それにより無機酸はその影響

が大きく，有機酸は修酸，ピクリン酸及びマレイン酸

を除いてはその影響がほとんど見られなかった．氷酢

酸中での酸の強さは水溶液中での強さとその順序はほ

とんど変らないから，水溶液における酸の強さで表わ

すとその解難1呼数が10弓より弱い酸はこの滴定にほと

んど影響を及ぼさないが，それより強い酸はその測定

精度を低下させる．と云えよう．またこの方法により氷

酢酸中での酸の強さの比較ができる．

　逆性石鹸について（第2報）燐モリブデン酸を使用

する塩化ベンザルコニウムの比色定量　吉村淳，守田

実：第5回日本戸戸会近畿支部総会講演（昭和30．10．

15）；．Pharm．Bu皿．，3，432（1955）

　塩化ベンザルコニウムが燐モリブデン酸と沈澱を生

ずる事を利用して生じた沈澱のアセトン溶液にSnC豆2

を加えここに生じた青色を比色することにより塩化ベ

ンザルコニウムの微量を定量する比色法を確立した．

　約200γ／ccの塩化ベンザルコニウムの溶液5ccに4

N硫酸5ccを加え．て氷水で冷却し，．2％燐モリブデン

千早5ccを加えてふりまぜ暫く放置して沈澱を完成

させる．これをグラスフィルターで図取し水洗後10cc

の温アセトンで50ccのメスフラスコ中に流し込み，

フィルターは更に5c6のアセトンで洗って洗液は前

のアセトン1容液に合し，このアセトン溶液に1％SnC12

の3N塩酸溶液5ccと3N塩酸10ccを加え，’アセ

トンで50ccとして25。Cで80分間放置後，730mμで

吸光度を測定し検量曲線により濃度を求める．

　製剤中のメチオニンの化学的定量法1小川俊太郎

平岡栄一，中路幸男；第8回日本薬学大会講演（昭3

0．4，10）メチオニンおよびメチオニン注射剤について

の定量法はN．N．　R．と国民医薬品集に収載されてい

るが，．市販メチオニン製剤中にはB1，Cなどのように

これらの定量法を妨害するものを含有しているものが

多い．これらの製剤について，白土吸着法およびその

他の方法を併用して充分その目的を達した．

　また別にニトロプルシッドナトリウムを使用する比

色法を研究し、君干の改良を加えて簡易正確な定量法
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をつくった．さらに両定量法を市販製剤に応用しその

比較を行ったところ極めてよく一致した．

　安定剤を含むビタミンC製剤の定量∬　小川俊太郎

平岡栄一＝第8回日本薬学大会講演（昭30・4・10）

　市販のビタミンC製剤には種々の安定剤が加えられ

ているが，これらの妨害を除く方法として昨年本大会

でH202を用いるインドフェノール法を提出した・今

回の報告は錠衣その他による着色試料に対しても充分

に用いうる方法として，インドフェノールキシレン

抽出法を提出する．この方法によれば市販ビタミンC

製剤（綜合ビタミン剤を含む）はもちろん入域，トマ

ト，ブドウ等の着色天然試料についても簡易に正確に

定量できる．

　ミネラルを含むビタミンC剤の定量法の検討　小川

俊太郎，平岡栄一；日本ビタミ．ン学会第7回大会講

演（昭30．5．6）CはFe…，　Cu・・等により酸化されやす

いのでこれらの金属イオンを多量に含むC製剤中のC

定量においてかなりの酸化を伴うものと思われるlE

DTAやEDTA・一Caは多種の無機イオンと配位化合

物を作ることが知られているので，（NaPO8）6，（Na5．

P3010），（NaPO3）3．のメタ燐酸類とともにどの程

度安定効果排あるかをインドフェノール滴定法により

調べた結果は今までのメタ燐酸，酢酸混液が最良で，

（NaPO3）6，　EDTAがこれにつぐただしメタ燐酸，酢

酸混液でも正確な値はえられなかった．

　石灰窒素のレプトスピラに対する作用（D一石灰窒

素浮遊液の試験管内におけるレプトスピラ殺滅作用の

沮過並びに放置による減弱，グアニルシアナミド及び

青酸についての検討　八田貞義，山地幸雄，田中弘子

山内信：公衆衛生，18，（3）52一・56（1955）石灰窒素

浮遊液の2号演紙瀕液を100。C，30分加熱したものを

コルトフ培地に培養したLicterohaemorrhag董ae

及びLpy「ogenesに加えた際の殺レプトスピラ作用

は，尾翼前の加熱浮遊液のそれよりやや劣っていた．

石灰窒素浮遊液またはその洒液の，100。C，30分加熱

液を18旧間氷室に保存すると，pHの低下と，不溶性

白色沈澱の増加とがみられ，その殺レプトスピラ作

用は甚だしく低下した。石灰窒素浮遊液の滅菌用アス

ベスト層通過炉液の殺レプトスピラ作用は，，前記の2

号演紙1戸液の100。C，30分加熱液よりやや劣っていた

が，後者の18日間氷室放置液よりは強かった，ア不ベ

スト層通過液を18日間氷室に放置すると，その殺レプ

トスピラ作用は甚だしく低下した．グアニルシアナミ

ド（ジシアンジアミド）をレプトスピラのコルトフ培
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養液に加えても，レプトスピラは減少しなかった．青

酸ガスをレプトスピラ培養液に接触させたところ，レ

プトスピラは3日後に死滅したと認められた．しかし

われわれは石灰窒素浮遊液より青酸を検出し得なか

った．‘

　上の所見より，1）石灰窒素1％浮遊液の，不溶性

の部分も殺レプトスピラ作用に関与する，2）石灰窒

素浮遊液の殺レプトスピラ作用を呈する因子の一部は

生石灰である，3）カルシウムシアナミドの，PH　8細

12の浮遊液及び土壌中における分解産物であるグアニ

ルシアナミドには殺1／プトスピラ作用はない，4）石

灰窒素の殺レプトスピラ作用の；本態を青酸に求めると

いう説は正しくない，との結論を得た．

　徽特に病変米菌の免疫学的研究（第1報）　八田貞

義＊中村正夫，上山栄一＊：第7回日本細菌学会関

東支部例会講演要旨（1955・6・18）徽に対する免疫

成立の経過及び免疫方法を家兎について検討し，この

免疫血清による徽の分類を沈降反応友び凝集反応を用

いて行った．

　モ　免疫には病変米微Pellicillium　toxicarium，　Penici

llium　citrinum，　Penicilliuln　islandicumを用いた．

Czapek培地に7－10日間培養した三体をホモヂナイ

ザρで細志し20－40mg／c6の濃度に生食オく浮游液とし

たものを抗原として，家兎の静脈内に1週2回総計10回

の注射を行った・この免疫血清を用い，各種Pellicillium

25株の培養1戸液温は煮沸法による三体抽出液1と沈降

反応を行った結果抗原価は対応菌に対しては高い価を

示すが，類属反応も強くみられIP・islandiculnの場合

についてみるとP．rugulosuln，　P．　spiculisporum，

P．divaricatum等にも同程度の価を示した（32’一64倍）

　併しP・islandicum免疫血清を》・divaricatum二

三で吸収した結果，吸収血清は殆んど特異的にP・isl

andicumに陽性を示した・P・citrinum免疫血清は，　P・

fluitansで吸収する事により同様の結果を得た．この

級収血清を用いる事により米から分離される各種の類

似鰍と病変米徽を鑑別する嘉が可能であると考える．

　次に西畑からBoiv量n法により多糖類分劃・を分離

し，これと各種Penicillium免疫血清との沈降反応

をみるとP．islandicum多糖類を抗原として用いた

場合対応血清では5γ／㏄まで陽性を示し，P．　toxicari

um，　P．　citrinum，　P．　spiculisporum，　P．　fluitansは

．1000γ／㏄で尚陰性或は弱陽性を示したに過ぎず特異

性がみられた．

　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　凝集反応は菌体をホ毛ヂナイザーで細挫し更に遠心

＊日本医科大学衛生学教室

分離する事により得られた平等な胃体浮游液を抗原と

して用いた．P．　islalldicum免疫血清は対応菌に対し

160倍まで陽性，P．　rugulosumに対しても同様の凝集

価を示したが，吸収試験を行う事により両者を鑑別す

る事が出来た．

　サントニン含有　五7∫ε〃1’S如　属植物の研究特にそ

の栽培について（第5報）クラムヨモギについてその5

川谷豊彦，　藤田早苗之助，　大野忠郎：薬誌，75，’

（12）ゴ1456－1460（1955）．1）経年株（2，3，4，5年株）

のサントニン含量の時期的変化を1954年7月1日よ

．り8月21日の間追求し，含量最高の時期は8目上中

旬であり既報（衛生試報73，389）より約1箇月の遅

延を示した．これは本年（1954）の7月特にその上

中旬が例年になく冷涼で雨天日数が多く生育が進ま

ず，その後に至って気温が上昇して平年並となり順調

な生育を示した為と考えられる．2）1，2，3年株何れ

に嘗ても，生育，収草量，サントニン含量総て，馴化

区は対照区に比し著しく優れており，既報と同様に馴

化株の優秀性を示した．馴化の世代を重ねたもの程，

越冬後の生存率が高く，馴化株の優秀性は過去3箇年

の試験により確証された．3）3，4，5年株のサント

ニン含量の時期的変化は，2年株のものと概ね同様の

傾向を示し，又含量自体も2年置のものと大差を認め

なかった．4）1年株の区に於て，高含量を示す優秀

株相互間の人工交配による種子を用いた馴化第1世代

のものが最も高く2．42％を示し，著者等が1年株に

於て曾って経験したことのない高含量を示した．これ

は交雑育種法の可能性を示すものである．5）原産地

種子による2年株100個体につき個体別にサントニン

定量を行った結果，分布範囲0．00～3．00％平均1・4

86土0．052劣，モーード1．01～1．25％（総数の25％）

であった．このことは栄養系分離による育種の必要性

と有望性を示すものである．6）冬期間殊に12月の頃

挿木したものが最もよく活着（16～22％）した．本植

物はミブヨモギに比較して著しく発根が困難であり，．

更に技術酌検討を要する．7）本植物は短日性植物で

あることが確認された．8）生育に対する最適Q土壌

水分の範囲は容水量の70－90％にあるようである．9）

サントニン含量に対する土壌pHは，酸性側よりもア

ルカリ性側（pH7．0～8．5）の土壌が好適する傾向が

認められた．しかして広範囲の土壌pH（3・5－8・5）

によく耐えて生育することが認められた．

　　C加ηo加4蜘η　属植物の染色体数　　皿　川谷豊

彦，大野忠郎：遺伝雑，31，〔1），15－17（1956）・1）・

1950年から1952年まで著者等により染色体数を決定さ

れたC加ηoPo49π2η属植物は11種で，　C加πoρα！3κ〃8

’
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属植物の染色体数には8を基数とするものと，9を基

数とするものがある．

　2）C〃．’π3‘7α」θ1・．及びCみ．捌」〃α7’αしの根

端細胞に於てmixoPloldyの現象が見られた．　Mixo

Ploidyを示す細胞は総て原初皮層（Periblem）であ

り，倍数染色体数を持つ細胞は2”の染色体を持つ細

胞より大きい，C乃．〃7躍α’θL（2’㌍18）セこ於ては

4”を持つ細胞，C〃．渕」据がαL（2π＝18）セこ於て

は6πを持つ細胞の混在が見られた．　　　　覧

c
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国家検定，国家検査等の試験成績報告

昭和3q年当所．における試験，検査等の状況について

総　　務　　課

　　　国家検定については1月14日付避妊薬液剤，8月12日付アイソフェンインシュリン注射液グロピン亜鉛イソ

　　ユリ著注射液」2月21日付ピラジナミドの4品目が追加指定され現在におよんでいる．取揖件数では昨年同様ブ

　　ドウ糖注リンゲル三等が最も多く，大阪支所においてはイソニアジド，同錠は最も多く取扱われている．

　　　国家検査については5月16日一済検査の結菓新に追加となったものは，イクタモール，’ジアスタ』ゼ，サント

　　ニン製剤グリセリン溌腸剤の4品目でそ・の他脱脂綿，ガーゼ等製造業者で不合格となった業者に対して厚生大臣
＼

　　から検査命令が発せられた，取扱件数としては脱脂縮，ガーゼ，クレゾール石鹸液等が依然多い．

　　　製品検査については昨年に引続いて過酸化ベンゾイルが多い．

　　　その他二三試験はケシの栽培による麻薬試験が著く増加し，一般依頼試験は森永のミルク事件以後における添

　　加物の増加が目立つ，輸出検査の激減は輸入検査を主としたものである．，

　　　試験成績としては国家検定，製品検査の取扱件数の増加に比べ不合格件数の減少が目立ち国家検査は逆に不合

　　格件数特に大阪支所の増加が著しく，一斉検査における40％の不合楮は一考の価値あると思う．総取扱件数は年

　　毎に増加の傾向にあるが本年も又昭和28年の記録を1，600余件更新し，過去5年間の最高を記録した．

　　　　　　　　　　　　　国立衛生試験所の検査状況　　 （昭和30年）
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