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衛生試験所報告第100号の発刊に当たって

下　　村 孟

　当所の歴史は明治7年（1874）に東京司薬場が設立されたことに始まるので，

本年は当年とって108歳ということになる．さてこの衛試報告がいつ発足したの
かを，当所の百年史を開・・てみると明治・9年（・886）・・衛生試蜘≧報第・号を

発刊するとある．したがってそれから96年を経ているので，毎年1号ずっという

わけではないことがわかる．さらに巻を追ってしらべてみると，明治の中頃に何

年か休刊しているがその理由は財政的なことであるとなっている．当時のことは

よく解らぬが日清・日露の2大戦争の影響であろう，また年に数巻を出している

年もあるが，昭和20年以降は毎年1冊つつ定期的に発刊している．

　さて明治19年という年は昔の薬学にとっては画期的な事業が行われた年であ

る．第一版日本薬局方が制定され，また当時のくすりの花形であったサフランと

除虫菊が日本に入りその栽培を始めた年でもある．この薬学の初期における活発

な動きの中で衛試報告が発刊され，その後の紆余曲折を経ながらも今日まで続い

てきたのも，それぞれの時代に献身的に編纂に当られた諸先輩の御努力に他なら

ぬものと考える．

　第百号の発刊に際し今後さらに内容の充実を目標として励んで行きたいので，

何分の御協力，御暢達を頂きたい．

昭和57年11月
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総　　説 Review

医薬品固形製剤の生物学的同等性について

江島　昭

Bioequivalence　of　Solid　Drug　Preparation

Aklra　EJIMA

　医薬品の有効性及び安全性，更に薬価にまでbioa・

vailabilityが深く関連する時代になった．製剤学での

関心の多くは物理化学的分野から生物学的研究へ移り，

生物薬剤学（biopharmaceutics）が生れた．　b1oavaila・

bilityに関する研究は，その生物薬剤学の入口に当る

ものと言える．生物薬剤学は医薬品の生体への取り入

れから始ってその排泄に至る迄の各部分に関与する製

剤の諸性質と働きに関する学問であるからである．

　生物学的同等性とは，医薬品摂取後の吸収速度及び

吸収量に関する生物学的利用性が標準的医薬品に比べ

て等しい時に使用されている言葉であるが，実際には

この生物学的利用性が等しいということを統計的に示

すことは非常に難しい．生物学的同等性を示す必要性

は，勿論，医薬品の有効性と安全性についての治療上

の保：証，これをもっと感覚的に言えば，医薬品による

治癒の確信又は安心を得るためのものと言うことがで

きよう．

　医薬品はそもそも，必ず効くものと信じられて来た．

食品と同様，長い歴史的な経験のもとに生れ，そして

近代化学と医学の進歩によって，人間へ大きな福音を

齎らした数：々の光栄を担っている．所が，その使用法

と適用法においては，必ずしも人間の智慧はその物質

のもつ価値に及ばず，その価値を十分発揮させ，利用

することがでぎないままでいることもしばしばである．

　医薬品は，これを体内に取り入れれば必ず効くと信

じられて来た．これは取りも直さず体内に入った医薬

品は，殆んど吸収され，その医薬品のもつ神秘的な力

が薬効と時には毒作用を現わすことは間違いないこと

とされ，古来，薬は宝物としてあがめられて来た．そ

れだけに，にせ物或は粗悪品も出回った．精製が不十

分であるために不純物が多く入っているとか，十分に

乾燥されていないとか，偽和物が添加されているとか，

分解が進んでいるとかなどの粗悪品もあるが，これら

を除けば，医薬品は神から与えられた宝物とさえ信じ

ることが出来る．

　しかしながら，人間の智慧の至らざる所により，折

角の宝物が宝物でなくなっている場合も多くある．医

薬品についてもこれは例外でなく，主としてその製造

法，特に製剤化や適用法によって元来有していた有用

性がなくなってしまっていることがあることに注意を

向け始めたのは，約20年くらい前の最近のことであろ

う．崩壊試験法は，固形製剤の消化管内吸収の1つの

推定的な検査方法として1950年に米国薬局方第14版に

採用され，崩壊によって主成分の溶解が保証されるで

あろうと考えたことは1つの卓見であったと思われる．

しかし，その前にすでにphysiological　ava量1ability（生

理的な利用率）という言葉でbioavallabilityの概念は

生れていた．1945年，ニューヨークのFood　Rcsearch

工aboratoryのOserらD・2）が，綜合ビタミン就中のチ

アミン，リボフラピン，アスコルビン酸，ニコチン酸

アミドなどの水溶性ビタミンのヒトの消化管からの吸

収量に対してphysiologlcal　availabilityとという用語

を使用している．これは主成分が医薬品製剤の中に販

売会社の表示する量だけ正確に入っているだけでなく，

ヒトが服用したとき，完全にavailableな状態で製剤

中に含有されているかどうかを問題とした最初のもの

といえる．このavailalableというのは，体内へ吸収

されるという意味で，体内へ吸収されてからの生理的

な活性迄は意味していない．体内へ吸収される標準的

製剤，例えば静脈注射或は水溶液の経口摂取と比べて，

これを100としたとき，被験製剤の体内吸収率が何％

であるかということを意味している．体内吸収率は血

中濃度の推移又は尿中排泄量から計算される．

　医薬品の公定書では固形製剤の有用性に関連した試

験法として前述の崩壊試験法が用いられていたが，

physiological　availabilityと崩壌試験或はX線透影を

観察する方法との関連は，米国のWar　Food　Admi・

nistratlonで実施され，その後カナダの厚生省の食品

薬品研究所のChapman，　Morrisson及びCampbellら

もりボフラビン糖衣錠について崩壊試験とphysiolo・
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gical　availabilityとの関係を研究し，60分以内に崩壊

しないものはavailableでないとした．しかしながら，

崩壊しても，主成分が消化液に溶解し，消化管を通し

て体内に吸収される状態となる保証はなく，又逆に崩

壊に60分以上かかっても，崩壊途中に主成分が溶解す

れば，60分以内に崩壊して粒子状になった後主成分が

容易に溶け出さないものに比べればphysiologlcalに

ava三lableとなることも考えられ，まことに錠剤など

の製剤fヒというpr㏄essが如何に吸収ということから

遠くに置かれていたかを深く考えさせられるものであ

る．このように主成分は人作にとって有用なものであ

っても，これに人工的な過提を加えることによって，

利用性が低下させられていることに対して，かなり長

い間，手をつけずに放置していたかいう点で大いに反

省させられる．しかし当然この種の誤りと迄行かなく

ても不足な行為は多々あるであろう．これらについて

は人間の智慧と努力によって将来次々と解決されるこ

とも想像にかたくない．

　経口投与によるbiQava三labi】ityを静脈注射乃至は

100％身体内へ吸収されるものと同等の程度迄に高め

る方法は，製剤学分野の専門家によって種々工夫され，

その進歩も近年著しいものであることは，学界での発

表，市販製剤の新しい剤形そのものを見てもよく理解

でぎる．

　以上のような開発や，製造面での積極的な研究と共

に行政面での処置も特に米国で次々と行われ，米国に

おける新薬の許可制度は日本へも大きな影響を及ぼし

た．薬事行政は薬害と共に大きな衝撃を受け，急速な

対応がとられた．

Table　L　Disintegrat三〇n　and　dissolution　time　of

　　　　cHnically　active　and　inactivc　prednisone

　　　　tablets3）

lDi・i…g…i…imc
l…hd・・k…h・u・d・・k

Actlvc

Inac【IVC

　く6min　　＜6min
ト　く61nin　　　　1－2　hrs

Dissolution　time

　　t50％

　生物学的非同等性の事例

　次に米国を始めとする各国で撮告された非同等性に

関する事例の中から雨戸を挙げてみる．

　（1）1963年，米国，ブレドニゾン錠3》：Table　1に

見られるように，diskを用いた崩壊試験では，効力の

あるものも無効な製剤もいずれも6分間以内に崩壊が

見られるのに対し，diskを用いない方法では明らかに

無効錠では崩壊が遅れる，しかしdiskなしの崩壊試

験で差の現れない例もあるため，溶出試験の方がより

医薬品の溶解の検出に対しては安全である．この例で

は明らかにこの錠剤の難崩壊性が原囚となってプレド

ニゾンの溶解を遅らせ，効果を減じている．

　（2）1968年，オーストラリア，フェニトイソカプセ

ル＝フェニトインカプ七ル中の添加剤をCaSO4・2H20

から乳糖に変更した所，フェニトインの吸収量が増大

し，51名の中毒患者が発生した．

‘｝。3一←1．3min

互00＋53mln

　（3）1968年，米国，クロラムフェニコール錠：パー

クディビス社以外の会祉の製剤の示す血中濃度が，パ

ークディビス社の製品の示す血中濃度より低いことが

示され，製品の回収が行われた．

　（4）1969年，米国，オキシテトラサイクリンカプセ

ル：米国での10社の製剤中7種はファイザー社の製品

の約半分の血中濃度しか示さず，44万カプセルが回収

された．

　（5）1970年，米風PAS錠＝リリー社が，自社：の

パラアミノサリチル酸錠が，製剤技術上の点から起こ

ると考えられる吸収の不確実性のため，520万錠を回

収した．

　（6）1971年，』英国，ジゴキシン錠：数箇月間安定し

た治療を受けていた患者19人が他社のジゴキシン錠に

切替え，投与されたところ15人の患者に血中濃度の上

昇が見られ，このうち3人は中毒症状が発現した．前

のジゴキシン錠に戻したところ，血中濃度は前のレベ

ルに下った．更に商標名の異なる製剤を4人の健康人

に投与して，その血中濃度を測定したところ，4人の

最高血中濃度に4～7倍の差が見られ，また同一商標

の製品でも，ロットの違いにより5倍の差が見られた．

　（7）1973年，日本，クロラムフェニコール錠：15製

剤中2製剤に血中濃度及び吸収量の低いことが発見さ

れた4）．

　（8）1977年，日本，エリスロマイシン腸溶錠＝16製

剤中2製剤に非同等性が発見された5）．

　BioavailabUity及び生物学的同等性に影響を及ぼ

す要因

　以上のような生物学的非同等性を生じる原因として

は，主として製剤上の事柄が多いが，服用する生体側

の生理的な要囚もある．今迄に挙げられている各要因

をTablc　2及びTable　3に示した．

　bioavailabllityに影響を及ぼす要囚は各種のものが

あり，これはとりもなおさずbioequlvalenceを評価

することが如何に単純には実行できないかを示してい

る．またこれらの要因に影響を受ける医薬品が多く存

在する可能性もうなずける．生物学的同等性を評価す
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Table　2．　Primary魚ctor　derived仕om　dosage

　　　　fbrm

Physicochemical　Property

　Water　Solubility，　Fat　Solubility，　pKa，　Stability

Property　of　Preparations

　Disintegration　Time，　Dlssolution　Time（Sur伝ce

　Area，　Polymorphlsm　of　Crystal，　Solvcnt　Solva・

　tion，　Salts，　Excipients）

Man漁cturing　Process　of　Preparations

　Granulation，　Property　of　Granu1cs，　Lubricants，

　Compressing　Pressure，　Coating

Table　3．　Principal　f琶ctor　caused　by　physiological

　　　　condition

Gastrointestinal　Secretion

　pH，　Digestive　Juice，　Bile

Migration　of　Gastrointest至nal　CQntents

　Gastric　Excrction　Time，　EHセct　of　Food，

　Peristalsis，　Posture（Clinostatic　8f6・）

Absorptlon　Site

　Speci丘clty　of　Site，　Permeal）ility　at　Gastrointe・

　stlnal　Tract，　Metabollsm　at　G－I　Tract

Gastrointcstinal　Peripheral　Blood　Flow

First　Pass　E臼艶ct

る方法はbioavailabilityの測定法とその結果の評価法

からなっている．

　bioava紐ab紐ty測定における実験動物

　bioavailabUityの測定は原則的にはヒトで実施され

るべぎであるが，これには困難が伴う．薬理試験は主

として動物で実施され，これからヒトでの作用を推論

する．boaivailabilityの測定を動物で実施して，その

結果をヒトにあてはめて同等性を評価することができ

れば大変便利であるが，予め，ヒトと動物との相関性

を求めておかねばならない．更に漁嘘。の方法が開

発されることが望ましい，しかしこの場合もヒトとの

相関性が求められていることが前提となる．

　動物に対する評価は端的にいえば，ヒトを使用しな

くてよいという利点がある一方，生理と感情が全くヒ

トに類似している動物が得られないという欠点がある．

動物に対する評価は現在のところ，イヌについては，

その飼育と実験のし易さについてはいう迄もないが，

実験については体格が比較的大きいこと，従順である

ことなどがあげられる．大きな欠点は肉食動物である

ため，ヒトに比べて消化管内容物の通過が早いことで

ある，兎は，イヌよりも小さいが一回以上の実験に使

用できる．最も大きな欠点として胃及び腸内容物滞留

時間が長くかつその時間の個体差が大きいことである．

最近これを克服した兎によるbioavaUabi11ty測定法が

開発された6，・7）．

　兎又はそれより小さい動物では含量の多い製剤の場

合，1個投与でも吸収部位にいおて飽和以上の量が存

在し，血中濃度が投与量に比例しなくなる可能性が出

てくる．勿論大動物又はヒトでも用量と吸収量との比

例性は予め確かめておかなけ’ればならない。

　ブタは単胃，雑食性で，肝，腎，循環器などがヒト

に近い特性を有するといわれている．ゲッチンゲン大

学で小形化へ改良育種されたミニブタGは成長時（約

2年）で体重約50kgで，体脂肪が少なく，体重あた

りの臓器重量が普通の豚にくらべて大きく，米国等で

もbioavai！ability実験への導入について検討されてい

たようである．日本での検討はまだ少ないが8），ヒト

に比べて最高血中濃度到達時間（Tm、．）が長く，胃内

容排泄が遅いと考えられる．このため吸収初期での相

関性はよくない．また吸収量（AUC）では製剤間の差

がヒトに比べて小さくあらわれる傾向にあり，腸管が

長く，吸収部位が広範囲であることが示唆される．

　∫π乙・i‘ro法は現在bloavailabi11tyの範囲が吸収の速

度と量迄に限っていることを前提とすれば，先ず消化

管内で医薬品が溶解していることが必須であることか

ら，物質の溶解速度と量をみる溶出試験は非常に的を

得ているということができる．ただし生体が有する多

数の因子をカバーできないことが大ぎな欠点であるが，

動物との比較にいおて綜合的に評価すれば優るとも劣

らないといえる．

　b董oavailab皿ity試験の対象医薬品

　対象医薬品はTeble　2及び3に示した各要因から

影響を受ける医薬品ということになるが，これを対象

医薬品の側から大別すると，（1）医薬品の原町そのもの

に個有な囚籍，（2）製剤法制は製造方法に由来する因子，

（3）服用老恥の生理的要因及び（4）（1），（2）及び（3）が関連し

ているものということになる．（1）についていえぽ，そ

のものの溶解度と生体膜通過性に関係する，水溶性で

あっても，油／水間の分配比が小さいものでは受動輸

送が小さくなる，（2）は，最初に述べたように餌薬その

ものが効力の大ぎな物質であっても，消化管内での放

出性の低下や分解を引起す可能性をもっており，非同

等性の大きな原因となるものである．前述の非同等の

事例に見られるような今迄に起った有効性と安全性に

与えた影響の例の中で最も多い事例はこの要因に由来

するものが殆んどである．
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Table　4．米国FDAによってfη励。　bioavailabilityの試験資料を要求されることがある薬剤9）

抗不整脈薬製剤

・Procainamide　HCL　caps

。quinidine　polygalacturonate

抗疑固頭製剤
・Bishydroxycoumarln（＆caps）

。War蝕rin，　sodium＆potassium

抗てんかん薬製剤
・Ethosuximide　caps

・Ethoto㎞

・Mephenytoin　caps

・Methsuximide

・Paramethadione　caps

・Phenaccmidc
・Phcnsuximide　caps＆susp．

・Phenyにoin　susp。

・Prim三donc（＆susp．）

・Trimcthadionc　caps

降圧利尿薬製剤
・Alseroxy1。n

・BcndroHumeth三azide

●Bcnzthiazide

・Chlorothlazide

・Dcscrpidlne

・Hydrochlorothiazlde

・Hydronumethiazide
・ム1ethyclothiazide

・Polythiazide

●（とuincthazonc

・Rauwolfia　serpcntina

・Rescinnamine
・Reserp三ne

・Trichlormethiazide

複合降圧利尿薬製剤
・Chloroth三azide＆rcserp三ne

・Hydmlazinc＆rescrpinc
・Hydrahzinc　HCI＆hydrochlo・
　roth量az三dc

・Hydrochlorothiazidc＆
　descrpidinc

・H：ydrochlorothlaz…dc＆rcscrpinc

・Hydronumcthiaz1de＆dcrpidinc
。Methyclothiazidc＆dcscrpidinc
・Rcsαp1nc，　hydralazinc　HCI＆

　hydrochlorothlazidc

・Spironohctonc＆　hydrochloro・

　methiazidc

・Trichloromcthiazidc＆

　reserPlne

抗感染薬製剤
・Nitrofurantoin（＆susp・）

・Sal三cylazosulfapyridine

。SuHムdiazine　Na　bicaτbonatc

　susp・

・Su1飴dlazine，　sulfamethazine，＆

sul魚merazine（triple　su1旬

　（＆susp．）

．Sul血diazine

・Sul飽dimethoxine（＆drops＆
susp，）

．Sul魚merazine

・Sul魚methoxypyridazinc　acctyl
（＆susp．）

・Sulf…匙phenazole　susp．

・Sulfapyr三dine

・Sul丘somidine

・Sulfisoxazolc　acetyl　susp。

・Sul丘soxazo】e

抗マラリヤ薬製剤

・Pyrimcthamine

抗腫瘍薬製剤

・ChlorambuciI

．Methotrexate

・Triethylene　melam三ne

・Uracil　mustard　caps

抗甲状腺薬製剤

・PropylthiouracU

抗結核薬製剤
・Aminosalicylic　acid＆isoniazidc

・Amhlosalicylic　acid　（＆powder

＆rcsin）

・Aminosalicylic　Ca（＆granulcs

＆caps♪

・An廿nosalicylic　K（＆caps＆
　granules）

・Aminosalicylic　Na（＆powder

＆granules）

・Benzoylpas　Ca（＆powder）

・Para－aminosaliGylate　Na＆iso・
niazld

・Phenylaminosalicylate（＆pow・

der）

気管支拡張薬製剤
・Aminophy11三ne

・Dyphy11ine

・Oxtriphyllinc

・ThcQphylline　Na　glycinatc

炭酸脱水酵素阻害薬製剤

・Acctazolamidc

。Dichlorphenamidc

・Ethoxyzolamidc

．Metazolam三de

強心薬製剤
・Accty工dlgitoxin

副腎皮質ホルモン製剤

．Bctamcthasonc
。Cortisonc　acctatc

。Dcxamethasonc
・Fluorocortisone　acetate

・Fluprenisolone

・1｛ydrocortisone　acetate　（＆po・

wder）

・H：ydrocort語one

。Methylprednlsolone

・Paramethasone　acetatc

。Prcdnisolone

・Predn三sone

。Triamcinolone

卵胞ホルモン製剤
・Dienestrol

・Dicthylstilbcstrol　diphosphate

・DicthylstnbestroI

。Ethinyl　estradiQI

血糖降下薬製剤

。Tolbutamide

甲状腺補給薬製剤
・Liothyroninc　Na

精神神経薬製剤
・Ghlordiazcpoxlde　HCI　caps

・Chlorpromazlne

・Fluphcnazinc　HCl

・Perphenazinc

・Prochlorpcrazinc

。Promaz三nc

●Promcthazinc

・Thioridazinc

・TriHuoperazine

・Trinupromazinc

・Tr1meprazlnc

ピタミソK製剤
。ハ｛enadione

・PhytonadiQnc

その他

・Imlpramlnc　Hα
・Isoproterenol　sublingual　tablets

．ム．lethyltestosterone

・Probcnecid

・Sodium　sulfbxone

すべての剤形は特に記載のないかぎり錠剤を示す．錠剤以外の剤形が含まれる場合には括孤内の＆に続く剤
形名で示す．（例：caps＝capsules　s邸p・＝suspe面on）（鈴木徳治：薬物のBioavailability，薬業時報社より）
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Table　5．§320．52生物学的同等性の資料を要求する基準9）

　FDA長官は，証拠となる報告の裏付けがある場合，生物学的に同等でない，あるいはその可能性のある

「製剤学的に同等な薬剤」および「製剤学的に相互に交換でぎる薬剤」を確認するため，また，これらの薬

剤に対する「生物学的同等性の資料の要求」の規制案を提案し公示するため，次に挙げる事柄を判断の基準

とする．

〔a〕精密かつ客観的な臨床試験や対照群をおいた患者での観察から，同等な治療効果が認められないとい

　う証拠．

〔b〕確実な生物学的同等性の試験から，生物学的に同等と判断できないという証拠．

〔c〕薬剤の治療係数（therapeutic　ratio）カミ低いこと（例えば，致死用量の中央値（LD50）が有効用量の中

　央値（ED50）の2倍以下の差であるか，あるいは中毒が発現する最小血中濃度が最小有効血中濃度の2倍

　以下の差に相当し，その薬剤を安全にしかも有効に使うためには，患者の容態を監視しながら注意深くそ

　の用量を調節しなければならない薬剤）を示す証拠．

〔d〕重篤な病気，症状の治療や予防に使われる薬剤で，その生物学同等性の欠陥が深刻な事態をひき起こ

　すことがあるという医学的判断．

〔e〕　薬剤の物理化学的性質が次に挙げる場合に相当する証拠．

　（1）水に対する薬効成分の溶解度が低い，例えば，5mg／mZ以下あるいは，その薬剤の消化管吸収に胃中

　　の溶解性が重要な因子となる場合には，1回の用量を溶かす胃液の体積が，実際に画聖に存在する液体

　　量（成人においては100m’，幼児・小児ではそれ相応に少なく考える）に比べかなり多い．

　（2）薬剤の溶出速度が遅い．例えば，公定書で指定されている一般的な方法かパドル法（paddle　method，

　　水かきの付いた撹絆棒を備えた溶出試験器）を用いて測定した場合（30℃で900mJの蒸留水か脱塩し

　　た水の中で50回転／分の条件），30分間に50％以下であるか，あるいはNDAで承認された同一の薬剤と

　　比べて，溶出速度が有意に遅い．

　（3）薬効成分の粒子および／あるいは表面積が，その薬剤のbioavaHabilityに顕著な影響を与える．

　（4）結晶多形，溶媒和化合物，およびコンプレックス（複合体）など薬効成分と，物理的構造が異なるあ

　　る物質の溶解性が劣り，この性質のため，その物質の消化管吸収が影響を受けることがある．

　⑤製剤中の添加剤と薬効成分の重量比が，5＝1より大きい．

　（6）処方中の薬理活性を持たない成分（親水性あるいは疎水性の添加剤や滑沢剤）が，薬効成分，治療有

　　効成分あるいはそのどちらかの吸収に必要であったり，逆にそれらが存在すると吸収が阻害されること

　　がある．

〔f〕薬剤の薬物速度論（pharmacokinetics）の上の性質が次に挙げる場合に相当する証拠．

　（1）薬効成分，治療有効成分，あるいはその前駆物質precursorが，消化管の特定の部位や限局された部

　　分から大部分吸収される．

　（2）薬効成分，治療有効成分，あるいはその前駆物質precursorの吸収量が少ない．例えば，その薬物を

　　水溶液で投与しても，静脈注射で投与したときに比べると50％以下の吸収量である．

　（3）治療有効成分が消化管壁や肝臓を通過する吸収過程で速やかに代謝を受け（6rst－pass　metabolism，初

　　回通過による代謝），薬剤の治療効果および／あるいは毒性が，吸収量によることは勿論のこと，吸収速

　　度によって影響を受ける。

　（4）治療有効成分が，体内で速やかに代謝を受け，また排泄されるので，治療効果を発揮するためには，

　　薬剤の速やかな溶出と吸収が必要である．

　（5）薬効成分あるいは治療有効成分が，消化管の特定の部分で不安定なため，確実な消化管吸収を保証す

　　る目的で，特殊な処方や剤皮（緩衝剤，腸溶剤皮，フィルムコーティングなど）を必要とする．

　（6）対象となる薬剤が治療に使いられる用量範囲で，非線形の速度過程（用量に依存する速度過程，dose

　　dependent　kinetics）を示し，吸収量や吸収速度が薬剤の生物学的同等性に対しとりわけ重要となる．

（鈴木徳治：薬物のBioavailabnity，薬液時報社より）
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Table　6，§320．53生物学的同等性の資料の内容9）

〔a〕　「生物学的同等性の資料の要求」に対するデータは，FDAによって指定された，次に挙げる1つあ

るいは2つ以上の資料である．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　この規格はヒトにおける
　　bioavailabHitγのデータと相関が認められる動副”ブ。の試験である．

（5）ヒトにおけるbioavaUabilityのデータと相関が認められない現行の‘ηafξ70試験（通常，溶出試験

　　を意味する）．

〔b〕通常，ヒトにおける‘π痂。試験は，「製剤学的に同等な薬剤」あるいは同じ治療効果に対し相互に

交換して使用でぎる「製剤学的に据互に交換できる薬剤」に，次に示す条件の1つに該当する確実な報告

　があれば，要求される．

（1）これらの薬剤が，同等な治療効果を示さない．

（2）これらの薬剤が，生物学的に同等な薬剤ではない．

（3）これらの薬剤の治療係数（thcrapcutic　ratio）が低い．例えば，　LD50がED50の2倍以下である，あ

　　るいは最小中毒発現血中濃度が最小有効血中濃度の2倍以下の差である場合に相当し，その薬剤を安全

　　にしかも有効に使うため，患者の容態を監視しながら注意深く用量を調節しなけ’ればならない薬剤．

（1）

（2）

（3）

（4）

ヒトにおける加吻。（生体を用いた）試験．

ヒトにおける成績と相関があるとされている，動物におけるfπ痂。試験．

ヒトにおける成績と相関が認められていない，動物における‘’π加試験．

1η乙伽。（試験管内）の生物学的同等性の規格（biocquivalcncc　standard）．

（鈴木徳治：薬物のBioavailability，薬業時報社より）

　錠剤やカプセル剤或は散剤などは，医薬品の摂取方

法を簡便にした有用な方便であるが，これらの製剤化

に使用された製剤用添加物と製造方法は必ずしも五薬

の有用性迄を保証して来たとはいえない．しかしこれ

らの製剤によってもたらされた利益と便利性の大ぎさ

を考えると，これらの製剤に化学的な品質の保証が賦

与されるだけでなくbioavailabilltyの保証も完全であ

ることが是非望まれる，（3）は最も解決され難い要因で

ある．個体差を如何に克服するかは，製剤の有用性を

高める上での今後の大きなテーマの一つである．適切

な用法・用量が平均的なヒトの群に対するだけでなく，

幅広く設定されるためにも生理的要因についての解明

は是非必要となる．胃液酸度という囚子が如何に

bioavailabilltyを変化させているか，それによって生

物学的同等性の判断を誤まらせるかについては後述し

たい．また胃内容排泄連度，fξ事，初回通過効果等か

ら受ける変動も大きい．これらは今後の研究の成果に

大いに期待されるところである。ωの（1），（2）及び（3）の

組み合わさった例は突際に起る例であり，原薬主成分

の化学的・物理化学的性質，製剤上の問題及び服用者

側の条件を綜合的に判断し解決して行かねばならない．

　Table　4は米国FDAが示したb1oavailabilityの試

験が要求されることがある薬剤のリストである．これ

を見ると過去に問題となった医薬品又はその製剤は除

外されており，その他の主として原薬に問題の起った

又は起り易いと考えられる例えば結晶多形のあるもの

あるいは治療上の観点（作用及び毒性が強く用法・用

量の指定が難しいもの）から選ばれており，製剤的な

特微は薄いように思われる．このリストに掲載されて

いない医薬品の製剤は問題としなくてもよいと断言し

ている訳ではないが，前述のように生物学的同等性で

問題の起こった原因の多くは製剤化と製造方法にあっ

たことから考えると，米国ではこの点に歯しては，か

なりメーカーの技術の改善が行き渡っていると判断さ

れていることと，動癬ro法でのチェックにかなりの

信頼を置くことができるという自信が持てるようにな

ったからであろう．一方USPでは現在，市販の固形

製剤のすべての試験規格の中に溶出試験を加える作業

を積極的に進めているが，これは物理化学的品質の均

一性に重点を置いたもので，biQavailabilityとの直接

の相関性を見るためのものではないと思われる．

　FDAがTable　4に掲載した薬剤を同等性試験の候

補に上げた根拠は，Fcderal　Registerlo）にある生物学

的同等性の資料を要求するi基準の中からくみ取ること

ができ，この文章は生物学的同等性に影響を及ぼす

各因子とその複雑性について知ることができるので

Table　5として引用した．

　また，米国FDAによる生物学的同等性の資料の内

客は，同じくFcdera【Rcgistcr：o）にTable　6で示し

たように記載されている．

　米国FDAの行政対応

　　前節に掲げたTable　5及びTable　6に見られる

ようにFDAは1977年からbbava三1ability及び生物学

的同等性に関する規則10，を公表し，用語の定義，

bioavailabllityデータの要求権限，測定法に関する基
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Table　7． 医薬品の製造（輸入）承認申請における資料の提出について（昭和46年6月29日付，

揮発第589号）

製品の吸収，分布，代謝および排泄：等に関する資料（医療用医薬品に限る．）

（1）吸収（組織内または血中移行）されることによって効果を期待する製品にあっては，血中濃度の時間的

　推移を示す比較試験成績（既承認の同種製品を対照薬とすること．以下同じ．）に関する資料．ただし，尿

　中排泄量から血中濃度の時間的推移を推定できる場合は，尿中排泄量の比較試験成績に関する資料をもつ

　てこれにかえることができ，また，適切な溶出試験による結果と臨床効果との間に相関関係があることが

　文献により明らかな場合は，その溶出試験についての比較試験成績に関する資料をもってこれにかえるこ

　とができる．

（2）その他の製品にあっては，効力を裏づける薬理作用についての比較試験成績に関する資料．

（3）（1）または（2）の試験が技術的に実施できないことが明らかな製品にあっては，（1）または（2）にかかわらず，

　主要効能について有効性を証明するに足る精密かつ客観的な臨床試験成績に関する資料．

本的な内容，試験法のデザイン，実施方法，評価法な

どについて発表すると同時に生物学的同等性データの

要求権限及び目的等についても規定し，この方針に基

づいてTable　4に掲げた医薬品製剤の中から順次個

別に生物学的同等性の規準の発表とデータの要求を行

っている．例えば

　1977年　抗けいれん薬：フェニトイン，フェニトイ

　ンナトリウム，エトトイソ，メフェニトイソ，エト

　サクシミド，メトサクシミド，フェンサクシミド，

　フェナセミド，プリミドン，パラメタジオン，トリ

　メタジオン

　1978年　三環系抗うつ薬：塩酸イミプラミン，塩酸

　デシプラミン，塩酸アミトリプチリン，塩酸ノルト

　リプチリン，塩酸ドキセピン

　1980年　炭酸脱水酵素阻害薬：アセタゾラミド，ジ

　クロルフエナミド，エトキシゾラミド，メタゾラミ

　ド；ビタミンK形血液凝固薬＝メナジオン，メナジ

　オールナトリウムニリン酸，フィトナジオン；痛風

　治療薬：プロベネシド；スルファミン系化合物：ダ

　プソン，スルフォキソンナトリウム；フェノチアジ

　ン系化合物＝マレイソ酸アセトフェナジン，マレイ

　ン酸ブタペラジン，マレイン酸カルフェナジン，ク

　ロルプロマジン，塩酸クロルプロマジン，塩：酸フル

　フェナジン，ベシル酸メソリダジン，パーフェナジ

　ン，ピペラセタジソ，プロクロルペラジン，マレイ

　ン酸プロクロルペラジソ，塩酸プロマジン，塩酸プ

　ロメタジン，チオリグジン，塩酸チオリグジン，塩

　酸トリフロペラジン，トリフルプロマジン，塩酸ト

　リフロプロマジン，酒石酸トリメプラジン

などである．

　これらの薬剤に対して，溶出試験では，標準製剤と

比べて30分以内に60％以上，60分以内に85％以上の溶

出を規定し，ヒトでの同等性試験では，標準製剤と比

べて（1）被験者の平均値が標準製剤の80％以上のbioa・

vユilabilityを示すか（2）被験者の75％以上が標準製剤の

75％以上のbioavailabilityを示すとき，生物学的に同

等性であると規定している（75／75rule，　Table　17）．

　日本での行政対応

　医薬品の副作用による被害の発生に伴い，厚生省は

医薬品の安全性と有効性の見直しを行うこととし，医

薬品の承認に関しても基本方針を昭和42年に発表した．

これに基づいて承認申請書に添付すべき資料も大幅に

増加した．

　吸収，分布，代謝及び排泄に関する資料については，

後発医療用医薬品は，1971年に昭和46年6月29日付薬

発出589号にいおて示されたように（Table　7），原則．

として既承認の同種製品を対照として血中濃度の推移

又は尿中排泄：あるいは臨床効果と相関性のある適切な

溶出試験の資料を提出しなければならないこととなっ

た．この通知は後発医療用医薬品の承認に対して生物

学的同等性のデータを要求したものであり，その行政

対応の的確さは評価すべきものと考える．この試験で

は，対象とする動物種は特に指定しておらず，当時兎

以上の大動物10匹以上で実施されるのが普通であった

が，この時既に動物での吸収がはたしてヒトと相関し

ているかについての研究の，また溶出試験の適用を拡

大することについての必要性が痛感されていた．この

ため1976年に厚生省時務局審査課（当時山田幸孝課長）

は，より科学的であってかつ簡易な生物学的同等性判

定基準作成のための準備検討を行い，翌1977年に研究

班を組織して，これらの解決に向って研究を進めるこ

ととなった．

　研究の骨子は，ヒトとビーグル犬及びヒトと溶出試

験との相関性を見ることにあり，これによって生物学

的同等性判定へのビーグル犬の有用性及び溶出試験法
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Table　8．生物学的同等性に関する試験基準（昭和55年5月30日，薬品第718号）

1　目　　　的

　新医薬品として示認を与えられた医薬品（又はそれに準ずる医薬品）と生物学的に同等であることを証

　明するために実施する．

五　試験方法
　1　吸収されることによって効果を期待する医薬品にあっては，次によること．ただし原則として静脈内

　　注射のみを投与経路とする医薬品は除外する．

　　（1）対　　象：原則として健康人

　　（2）例　　数：適切な統計的処理が可能となる例数

　　（3）　杉ミ　．　体＝最糸冬製品

　　（4）投・与量：臨床常用量

　　（5）投与方法：臨床投与経路による一回投与を原則とする．

　　（6）比較方法：適切な休猟期間をおいた交叉試験（cross　over）法

　（7）比較項目：血中濃度（AUC，　Tm、．，　Cm、．等）

　　（注）　1　尿中排泄量から血中濃度の時間的推移が推定できる場合，又は，適切な溶出試験による臨床

　　　　　効果との問に相関関係があることが文献等により明らかな場合等にあっては，当該比較試験に

　　　　　　よることができる．

　　　　　2　健康人を対象とすることが適当でないと考えられる医薬品にあっては，動物を対象とする等

　　　　　適切な試験を行うこと，

　2　その他の医薬品にあっては，効力を裏付ける薬理作用についての比較試験によること．

　3　1又は2の試験が技術的に実施でぎないことが明らかな医薬品にあっては，1又は2にかかわらず，

　主要効能についての精密かつ客観的な臨床試験によること．

の適応性を可能なかぎり一般化することを目標とした，

　研究班で最初に問題となったことの一つは，同等性

の評価のための各医薬品製剤の有するbiQavailability

の囚子は，各成分及び各製剤毎に異なるため到底一般

的に通用する判定法は作成できないであろうというこ

とであった．しかし動物又は溶出試験のヒト代替性に

ついての確たる説明を持たないまま，それらを採用し

ていれば，後へ問題を残すこととなり，また逆に相関

性が不明であるからといって永久にヒトを対象として

いなければならないとすることも大きな問題である．

このため医薬品成分の化学的及び物理化学的性質，製

剤処方及び製造方法の大きな分類によって現われる結

果を大きく整理することが可能かどうかを試みること

を念頭に趾いて先述の目標に進むこととなった．

　品目は主として文献，溶解性，pKa，剤形上の特徴，

分析法，半減期，安全性，市販銘柄数などを考慮して

選び，ヒトと肋む伽法の実験は国立衛生試験所で行

い，イヌについては研究班参加の各製薬会社10社が1

品目ずつ担当した．

　その後1979年に薬婁法の改正が行われたのに伴い，

後発医療用医薬品の承認事項に関する整備の一環とし

て生物学的同等性資料の要求と試験基準を示すことと

なり，翌1980年に昭和55年5月30日付薬発第698号と

して医療用後発医薬品及び剤型追加に係る医薬品の承

認申請に対し，生物学的同等性試験の資料の要求がな

され，同日付の薬理第718号中に試験基準が示された．

この試験基準は，Table　8に見られるように，原則と

して健康人を対象とし，適切な統計的処理が可能な例

数を用い，検体は最終製品を選びその臨床常用：量を臨

床投与経路により，1回投与を行うこととなっている．

また比較方法は交叉試験により先発医薬品と，血中濃

度の推移を測定し，医薬品の吸収速度を現すCm。x，

T皿、．及び吸収量を現すAUCの値を比較する内容か

らなっている．

　この墓準は，生物学的同等性試験の既略を示したも

ので，突施にあたっては更に詳細な説明が必要とされ

る．また当初の口的であった溶出試験又はビーグル犬

のヒト代替性についての結論を出す必要もあることか

ら，更に研究班での研究が続行され，Table　9に示す

ように昭和57年5月31日付で薬審第452号にいおて内

服固形製剤（徐放性製剤を除く）についての一部変更

の承認申請に際し，中請直柄に臨床試験又はヒトを対

象とした生物学的利用性が確認されている品目におい

ては，一部溶出試験に代えても差し支えないこととな

った．溶出試験で代替できる糸伴は，作用緩和な成分

のみを有効成分とする品目または製剤用添加物の指定

された変更の範囲内にある場合とされている．
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Table　9，承認事項一部変更承認申請に係る生物学的同等性に関する試験（昭和57年5月31日付，

　　　　　薬歴第452号）

　次の1又は2のいずれかの条件を満たす場合は健康人を対象とした試験を別紙基準による溶出試験に代え

て差し支えない．溶出試験の結果，別紙基準に適合しなかった場合は，適切な対照薬をおいて，健康人を対
象とした生物学的同等性試験を行うこと．

　1又は2のいずれかの条件を満たす場合であっても，有効成分自体の水に対する溶解性が低いことにより

別紙基準による溶出試験が実施できない場合には，ビーグル犬又はこれに代わりうる大動物を用いた生物学

的同等性試験に代えて差し支えない．ただし，この場合にあっては，動物試験の結果と，臨床効果の関係を

十分考察すること。

1　作用緩和な成分のみを有効成分とする品目

2　変更内容が以下の項目又はその組合せの範囲の品目

　（1）着色剤，光沢剤，防腐剤，流動化剤，帯電防止剤，矯味剤，安定剤として製剤中の含有率が1％未満

　　の添加剤成分の変更

　（2）適量表示が可能な添加剤成分の変更

　く3）結合剤，崩眠剤滑沢剤及びコーティング剤それぞれの製剤中の含有率の変動幅が5％未満の変更．

　　ただし，過去の実績等により，当該有効成分のヒトにおける吸収，分布，代謝，排泄に影響を与えない

　　ことが学問的に明らかになっている添加剤成分の変更に限る．

　（注）結合剤，肺眠剤，滑沢剤及びコーティング剤とは次のようなものとする．

結合剤

崩壊剤

滑沢剤

コーアイ

ソグ剤

冗官，錠剤等を製する際，頼粒，錠剤等に十分な機械的強度をもたすため，使用成
分間の結合力を補う目的で加える添加剤．

成形された製剤が服用された時，口中又は曽腸内で粉末状に崩れやすくする目的で
加える添加剤，

錠剤及びカプセル剤を製する際，粉末が杵，臼，充填，ノズル等に付着するのを防
ぎ，成形圧力の伝達を良くしたり，粉末の流れを良くする目的で加える添加剤．

錠剤，穎粒剤等の外観を良くしたり，防湿，遮光，腸溶化，徐放光等のために皮膜
を施す目的で加える添加剤．

別　紙

　溶出試験法に関する基準

　1　試験方法
　　ア　対照薬は，承認事項一部変更：前の製品とすること．

　　イ　検体は，試験薬，対照薬とも3ロットとし，各ロット3検体，合計各9検体とすること．

　　ウ　試験：方法は次によること．ただし，適切な理由を付して変更することができる．

　　　0う　第10改正島本薬局方，一般試験法44，溶出試験法の第1法又は第2法による．ただし，回転数は

　　　　100rpmとする．

　　　α）溶出液は37℃，900mJ，　pHは次の通りとする，

　　　　（i）酸性物質　1．2，6．5，7．2の3種．
　　　　（ii）その他　1．2，4．0，6．5の3種．
　　　　価）腸溶性製剤　　6．5，7，2　　の2種．
　（注）pH　1．2一日局10崩壊試験法雨1液，　pH　4．0＝0．1M酢酸緩衝液，　PH　6．5及び7，2＝0．05　Mリ

　　　　ン酸緩衝液

　2　判定方法
　　　A及びBの両条件を満たす場合，本基準に適合するものとし，生物学的に同等であることを推定する．

　　A・少くとも1種のpHの溶出液で対照薬のT7吻（表示量，以下同じ）の平均値が60分未満であること．

　　B．いつれの溶出液における試験結果も，次のω～（ウ）のいつれかに適合すること．

　　　0り対照薬のT75％の平均値が20分未満の場合，対照薬及び試験薬の個々のT75％値がすべて30分未
　　　　満であること．

　　　¢）対照薬のT75％の平均値が20～60分の場合，対照薬と試験薬それぞれのT75％平均値の差が10分

　　　　未満で，かつ，個々のT75％値がそれぞれのT75％平均値から±10分未満に7検体以上，15分未満
　　　　に9検体が入ること．

　　　（ウ）対照薬のT75％の平均値が60分をこえる場合（D60分の平均値が75％未満）

　　　　　対照薬と試験薬それぞれのD60分平均値の差が10傷（絶対値，以下同じ）未満で，かつ，個々の

　　　　D60分値がそれぞれのD60分平均値から±10％未満に7検体以上，±15弩未満に9検体が入ること．

　（注）　T75％：有効成分が表示量の75％まで溶出する時間．

　　　　D60分：60分の時点で溶出した有効成分の量（百分率による）．
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Table　10。　Correlation　coemcicnts　ofゴηご’ωpara．

　　　　　皿eters　bctwcen　human　and　do9（in・

　　　　　domethacin　capsulcs）11）

1．o

HUman　Do9 r Human　Do9 r

Co．5

CI

Co．3　0．955＊

Co．7　0．933

Cl　　O．794

q．5　　0．659

Co．3　0．973＊＊

Co．7　　0．951＊

C1　　0．823

C1．5　0．700

C2

Cmax

Tmax

Co．3　　0．887＊

Co．7　0．9妥3事

C1　　0．965＊

CL5　0．893＊

Cmax　O。812

Tmax　O．724

AUC24　AUC240．285

2
駕

し

0．5

CT：Scrum　lcvcl　at　time　hr

＊p＜0．05．　＊＊p〈0．Ol

Tanlc　11．　Correlation　coemc三cllts　of　fηぬ。　para．

　　　　　meters　betwcen上uman　and　dog（nali・

　　　　　dixic　acid　tablcts）14）

H　D
a一一一a

H　D H　D
a一●一a　　a一・一a

二：　二1　戸謹

紅、・誘一・ず

蹴：グb」
，＿！

indomethacin　nalidi翼iC　acid　diazepam

Fig．1．　Comparison　or　relativc　Cmax　valucs　of

　　　　thrce　drugs，　indomethac量n，　na1呈d量xic

　　　　acid　and　diazepam，　fbrmulations　bc－

　　　　twecn　human（H）and　dog（D）12）

1．o

Human　Do9 r Human　Do9 r

Co．5

C二

C2

Cmax

Co．5　　0．466

Co．5　　0．580

C2　　　　0．945＊

C皿ax　　O．895＊

AUC8

AUC国

AUC8

AUClo　O。794

AUC。。0．798

AUClo　O，681

AUC。。　0．690

Cmax　O．905＊

．2

冨
」

o、5

H　D　　　H　D

lギξa
匙、　㌃ε・

　　窒

℃1

griseofulvin　diaZepam

CT：Scrum　lcvcl　at　timc　hr＊p〈0．05

　生物学的同等性試験における問題点m・12）・13）・14）

　先述の厚生省薬務局審査課が組織した研究班で実施

した生物学的同等性試験に関する研究結果を中心とし

て当該試験におげる問題点について以下に述べる．

　（1）　ビーグル犬とヒトとの相閃性

　インドメタシン25mg’含有カブ・ヒル5製剤を，ヒ

ト及びイヌそれぞれ10例に対し，絶食時に投与したと

きの平均血中濃度推移から求めた相関性は1D，　Table

10に見られるように，投与初期の吸収phascにおい

てヒトとイヌとは有意な相閃性を示すが以後時間の経

過と共に相関性は劣ってくる．Cma．，　T田、xではやや

劣り，AUCについては全く相関性が認められない．

この傾向は他の医薬品製剤においても規測される．

Tablc　l　1はナリジクス酸250　mg錠5製剤をヒト及

びイヌそれぞれ10例に対し，絶食時に投与したときの

平均血中濃度推移から求めた相関性を示している14，．

この揚合は初期血中濃度の相胃性力二低い点がインドメ

タシンと異なっていたが，AUC及びTmaxでの相関

性の低さはインドメタシンと同様である．ただし，2

時間目の血中濃度C2，　Cm、．問及びヒトAUCとイヌ

Flg．2．　Comparison　of　relative　AUC　values　of

　　　　two　drugs，　griseo島lvin　and　diazepam，

　　　　fbrmulations　betwecn　human（H）and

　　　　do9（D）12）

indmethaoin

×1．0
　
E
o
「51L5
．9

冒
」

●

o
o

　o
　●％●

　2　　4

罰alidixic　acid　Jiazepam

　　　　　　　　　の

踏二四

　　　2　　4
丁面ax，hr

●

●●

●

1　　2

Fig．3．　Rclation　Qf　Tma茎and　relative　Cmax12）

　　　　●＝human，○：do9

のCmax間には相関性が認められ，この点に関しては

イヌのヒト代用の可能性が示唆される．

　次に製剤問のbioavaiiabilityパラメーター1i頂位と差

の大きさについてヒトとイヌを比較してみるとユ2），

F三9．1，Fig．2及びFig．3のようになる．ヒト及びイ

ヌで最も大きな値を示した製剤を1として他の製剤の

示す相対値を表わした．Fig．1のCm、．についてはイ

ヌはヒトの場合に比べて製剤問の差が縮小されている．
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Table　I　2．　Bioavailab三lity　parameter　relnarkables

　　　　　ofdog

Parameter
Correlation

with　human
Gap　among
preparahons

012h

BlOQd　conc．　in
　　　　　　　　　　Highabsorption　phase

　　　　　　　　Com面atively
　　Cmax　　　　　　　　　　hlgh

　　Tmax　　　　　　　－

　　AUC　　　　　　　Low

Human＞Dog

Human》Dog
Human〈Do9

60

Table　13．．Criteria　fbr　selcctlon　ofhuman　test

　　　　　suhiects　fbr　bioavailability　studies

normal　healthy　adult

　age：20一壬O　years

　body　weight：within　100f　their　ideal　body

　　　　　　　weight

　physical　cxamination

　　Hematology：hemoglobin，　helnatocriし

　　　WBC，　platelet　cstimate，　diHヒrential　count

　　Blood　Chemistry：BUN，　senlm　alkaline

　　　phosphatase，　serum　total　bilirubin，　SGPT，

　　　SGOT，　gasting　blood　sugar，　serum

　　　creatlnlne

　　Urinalysis；speci丘。　gravity，　pH，　albumin，

　　　sugar，　bile，　RBG，　WBC，　granular　casts

　disease　history

　additional　test

．≡

∈50
6

．唇

一40
言

’冨

三
〇30認

署

醤20
崎

10

0

B

D

A

貨om　APhA：Guidelcne　For　Blopharmaceut量．

　cal　Studies　in　Man

しかしF三9．2のAUGについてみると，逆にイヌの

方に製剤間の差が大きく表われている．これを更に

Fig．3でTm、．についてみると，イヌでは製剤間の差

が小さく，ほぼ同じ値を示しているのに対し，ヒトの

場合には製剤問の差が大きく表われている．

　以上の結果をまとめると，ヒトに対するイヌの相関

性は，ア）吸収phaseでの血中濃度は相関性は高い．

イ）Cmaxでは相関性はやや悪い．ハ）AUCでは相

関性はかなり低い．また相関性とは別に製剤間の差の

大きさについて比較してみると，ア）Cm。x及びTm、。

ではイヌはヒトより差が小さく表われ，ロ）AUCの

差は逆にイヌで大きく表われるということができる

くTable　12），これはヒトとイヌの消化管の生理的な違

いによるものと考えられ，比較的に生理的要因の影響

が少ない投与初期においてのみ，ヒトイヌ間の相関性

が高く出たと考えられる．

　イヌとヒトとの消化管の生理的な相異のうちbioa・

a a c－111 b

　　　　　　pH12　　　　　　日H4、5

Fig．4．　Diazepam　dissolution　rates食om　15com・

　　　　mercially　available　plain　tablcts　deter．

　　　　mined　by　thrce　methods　in　two　media．

　　　　Solld　lines　show　dissolution　rates　of

　　　　tablets　used　fbr　the　bioavailabi1三ty　test．

vailabilityに差を生じる原囚としては，イヌはヒトに

比べて胃内容物の通過速度が大で，腸管が短く，胃液

pHの変動が大ぎいことがあげられる．物質が胃中で

溶け始める際には胃液のpHが影響するが，溶け始め

ではヒトとイスでその速度に殆んど差がないと考えら

れる．このため初期血中濃度での相関性が高い．次に

胃内容物の通過速度が大きいと充分溶けていない状態

で腸管へ輸送され，イヌのように腸管が短いと吸収部

位も小さくなることから，吸収部位に特異性の少ない

物質を除いては，溶解が完全に終らないまま下中に排

泄される割合が大きくなり，胃中又は腸管内で溶解す

る速度の僅かな差がAUCに大きく影響してくること

が製剤問のAUC差を大きくしている原因と考えられ

る．また同様の原因からイヌのTm、∫に製剤聞の差が

見られず，Cm。．についての製剤間の差もヒトに比べ

て縮小されるものと考えられる．ヒトでは胃内通過速

度がイヌに比べて遅い上，腸管はやや長いためCm、x

が低い製剤でも，長い滞留時間内に溶解し，長い吸収

時間の間にAUCを回復させる結果を生じ，溶解の早

い製剤と遅い製剤との問の差が小さくなる傾向にある．

　（2）ヒト被験者の選択基準と胃液酸度18，

　Table　13にアメリカ薬学会が作成したbioavai！abi・

hty研究のための正常健康人選択の基準を示した．我
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Fig．5．　Mcan　serum　concentrations　of　diazepam　after　Qral　admin琵tration　of　bur　preparations

　　　　ofdlazepam　tablets（5斑9），　tab！et　A（○），　tablet　B（●），　tablet　C（口）and　tabletP（△）・

ミ300
2
言

冨200
曇

8
5
り
　　100雪

お

table重A tahlet　B 亡able1C tablet　D

2468　2468　2468　2458
　　　　　　　　　　　　　　　　　　’「ime．hr

Fig．6．　八｛can　diazcpam　serum　concentration　of　high　gas亡ric　ac三d正ty　group（●）and　low　acldity

　　　　group（○）aftcr　oral　administration　of｛bur　preparations　of　diazcpam　tablets（A，　B，！C

　　　　and　D），　Vcrtical　bars　sllow　S．E．M．

が国でも大体にいおて同憂な項目を選んでいるようで

ある，

　被験者を選ぶ場合，分折精度は個体差の少ない集団

とすることによって高められるため，そのような選択

基準を取りがちである．製剤の比較という点から考え

ると，生理的要囚をできるだけ消去することが望まし

い．被験者の生理的要因の中から，我々の実験で得ら

れた胃液酸度の影響について述べてみたい．一般的に

はヒトの胃液の酸性度は年齢に従って小さくなり，ま

た若年老でもやせ形の人の一部には酸性度の少ない場

合が観察される．それらのヒトの割合は統計的には調

べていないが，かなりの割合でいることが想像される．

我々の実験結果に対して被験者を強酸群と低酸群の．2

群に分けて解析すると，個人差によって生じるバラツ

キが縮小し製剤間の差が検出されるようになった例が

多く，その原囚をなすものは主成分及び被膜等の酸又

はアルカリに対する溶解性であることがわかった．

　F19．415）は市販ジアゼパム5mg含有の素錠につい．

ての溶出試験のT50％を示している．この溶出試験の

結果から市販製剤にはFig．4に示したようにどのpH

でも溶解速度があまり変らないものと，pHが4以上

になると溶出時間が遅くなるものの2群があることが

わかる．被験者12人の平均血中濃度推移を製剤で比較

したのがFig．516）であり，被験者を強酸群と低酸群の
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Fig．7。　Mcan　indomethacin　serum　concentration　of　h｛gh　gastric　acidity　group（○）and　lQw　gastric

　　　　acldity　group（●）aRer　oral　administration　of丘ve　preparations　of　indomethacin　capusule3。

2群に分けて表わしたのがFig．616）である．

　どの製剤にいおても強酸群の方が低酸群より高い血

中濃度を示しており，ジアゼパムが弱塩基性であるこ

とから，この傾向はうなずける．しかしながら溶出試

験液のpH　1～5の範囲ですみやかな溶出を示したA

製剤が，低酸群でもかなりの吸収を示し，強酸群とは

有意差は見られず，また酸性溶液ではAと殆んど同程

度にすみやかに溶出するB，C，D製剤が強酸群におい

てもA製剤より血中濃度が低く，低酸群は更に低い血

中濃度の推移を示したということは，ジアゼパムの弱

塩基性の性質からだけでは説明され難く，製剤上の違

いによるものと考えられる．即ち，B，C，D錠は，そ

の製速に使用されたジアゼパムの粒子径がAの場合よ

り大きく，またpH　4～5にいおて溶解性を悪くする

添加物又は製造方法が選ばれているのではないかと思

われる．結論としては，溶出試験にいおてpHが4～

5の溶解液で溶出の遅い製剤は，ヒト特に胃液が低酸

性のヒトのbioavailabilityを悪くすることがあり得る

ので注意せねばならないということになる．

　次に弱酸性医薬品としてのインドメタシンに対する

胃液酸度の影響について述べてみたい．試験はインド

メタシンカプセル25mg，ヒト10名について血中濃度

を測定した例についてみると1D，　Fig．7に実線で示し

た強酸群と点線で示した低酸群の各々でのインドメタ

シンの平均血清濃度の時間的推移の曲線からジアゼパ

ムとは反対に低酸群が強酸群に比べB以外のカプセル

剤において投与初期に高い血清濃度を示していること

がわかる．これはインドメタシンが低酸群においてよ

り速く溶け出し，吸収されたことを示している．低酸

被験老の胃内容排出速度が強酸の被寸言より特に速い

とは考えられないので，低車群での速かな吸収は，中

性付近の液性を示す低酸群の胃の中での速かなインド

メタシンの溶出によるものと考えられる．特に溶出速

度の早かったAでは両群間の差が約倍と顕著である．

　同じく酸性薬物であるナリジクス酸について考察し

てみる．ナリジクス酸は素錠として市販されており，

1ケ中の含量はイソドメタシγカプセルの10倍の250

mgである．この1錠を10名の被験者に絶食時投与した

ときの低酸群と強酸群におけるb…oavailab星lityをみる

と，吸収速度及び吸収量にいおて相異が見られない17》．

インドメタシンはpHl～5において37。で約20μ9／m‘

の溶解度を示し，ナリジクス酸は同じ条件で約40

μg／m’であり，いずれも胃壁では極めて溶解度が低く，

小腸に移行してpHが中性付近に上昇することによっ

て始めて吸収されると考えられる．しかしながらイン

ドメタシンは低紅焔で吸収が早く，明らかに強酸群と

の差が観察されたのに対し，ナリジクス酸で両群間の

差がみられない．その理由は明瞭でないが，両医薬品

の酸性領域での溶解度の違いと投与量（錠剤1ケ中の

原薬の量）の大幅な違いが関係していると考えられる．

　次に中性医薬品であるグリセオフルビンについて胃

液の酸性度によるbioavailabilityに及ぼす影響を見て

みる．125mg錠4製剤を被験者12名に投与したとぎ

のbioavallabilityの各parameterをTable　l4！8）・19，・26）

に示した．これからわかるようにAUC，　Cm、．及び

T㎜、．のいずれも低酸群の間に有意な差は認められな

い．グリセオフルビンは極難溶性で，溶解性にはpH

依存性はないので，ジアゼパムやインドメタシンの場

合に見られたような宵液の酸性度による影響は殆んど

受けなかったものと考えられる．
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Tablc　l4．　Ef琵cts　of　ac三dity　or　gユstr三。　juiccs　on　AUC，　Cm、x，　Tm、罵of　griscQ飴lvin

Auq7。5（μ9・hr／mJ） Cma罵（μ9んmり Tmax（hrs）

High＊ 正ow＊＊ High Low Hlgh Low

o
’二

写
貫

お

臼

A
B

C

D

9．708±2．972a，

10，496±2．005

8．449±2．082

11．272±2．646

11。764±2．76壬

13．OI8±2．872

10．900±2．524

11．フ73±2．021

0．510±0．133

0．675±0．123

0．405±0．129

0．551±0．181

0．491±0．227

0．640±0．215

0．382±0。133

0．5・…2±0．339

3．43±0．79

3．14±0．38

4．29±1．89

5．14±1．46

　7．90±　8．79

4．30±　1．48

8，30±　8．54

12．20±10．52

a）　Means±S．D． ＊High　acidity　of　gastric　juiccs

＊＊Low　acidity　of　gastric　juiccs
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Fig．8－a．　Solubility　of　thiamine

　　　　　　　disumdc（TDS）
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Fig．8－b．
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Fig．9．　Mean　urlnary　cxcretion　ratcs　ofthlaminc　a血er　oral　administrat三〇n　of　TDS　tablet　to

　　　　　　humans　having　high　acidlty（○）and　Iow　acidity（0）of　gastric　fluid・The　verticaI

　　　　　　bars　show　S．E．M．
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Table　I　5．　Lag　times　of　dissolution　of　PAL－P　tablets（min）

Numbcr　of　products
C）ntent
（mg）

pH：

1．2　　4．5　　5．5　　6．6　　7，5

工

皿

皿

Sug．

3

39

6

5

｛1

曇

ll．03

12．00

12．30

10．10

10．38

10．．79

×　　　　×

×　　　　×

X　　　　×

×　　　　X

×　　21

7

×　　87　　28

×　　35　　21

×　　15　　　9

5　　　5　　14

7　　　8　　　7

　　　　　　7

A，B，　C，　D，　E：Enteric　coatcd　tablets

F＝Sugar　coated　tablet

Dissolution　test　method＝Oscillating　basket　method

×：did　nQt　dissolve　within　3　hrs

一：no　determination

　以上の結果から，pHに依存した溶出を示す医薬品

のb三〇availabilityはそれを服用した被験者の胃液酸度

により影響を受けていることが示唆される．特に中性

からアルカリ性で溶解度が小さい堪蕃性薬物のbio・

availabilityには，それらの薬物の溶解が胃内で完了

していることが吸収に必要であることから，胃液酸度

は大ぎく影響すると考えられる．

　以上，薬物それ自体の主として物理化学的性質の観

点から数例を示したが，次に製剤上の因子，特に被膜

の性質が胃液酸度との関連にいおてbioavallabilityに

及ぼす影響について述べてみたい．

　防水膜や腸溶性被膜に用いられている高分子物質が

pHに依存した溶解性を示すことはよく知られている．

しかしながら製剤のb1oavailabilityにとってどのよう

なpH依存性を高分子が持っているべぎかは充分には

明らかになっていない．そこで成分としては水易溶性

薬物を含む糖衣錠と腸溶錠についての実験結果につい

て考察してみることとする．

　Fig．8はサイアミンダイスルファイド（TDS）の溶

解度と市販TDS　10mg含有糖衣錠についてのパドル

法による加ひ肋溶出試験の結果18〕を示している．こ

の結果からpHによって変らない速かな溶出を示した

A及びB，pH　3から4．5で非常に遅い溶出を示した

D，E及びF，　pH　7．2で2時間以上全く溶出しない

Cが選ばれ，12人の被験者に対してそれぞれ各1錠を

経口投与したときの尿中排泄速度を強酸群と低酸群の

平均値で示したのがFig．9である！8》．

　Aに対する両胃酸群及びBの強酸群での尿中排泄は

他に比べて高く，その他は低いbioavailabilityを示し

ており，痂擁〃。の溶出試験の結果を反映している．

露

玉L・

葱

霞

互。．5

§

首

メ

1

　又

／＼

1尾

C

kま

　　　　12345678！！ユ0）12．5”18
　　　　　　　　　Time（hr）

Fig．10．　Mean　ur三nary　excrction　rate30f　pyri・

　　　　doxic　ac玉d　an：er　oral　adm三nistration　of

　　　　PAレP（10　mg）enteric　coated　tablets

墨幽

胃酸度による差を見るとDは低酸群の方が高い値を示

しているが，B，C及びEは低酸群の方が低い値を示

している．特にCは低酸群で殆んど吸収されていない．

　次に腸溶錠としてリン酸ピリドキサール（PAL－P）

について見てみたい2。｝．試料は市販のPAL－P　10mg

含有腸溶錠5種と比較のための糖衣錠1種である．こ

れらの崩壊試験器を使用した場合の溶出が始まる迄の

時間（lag　tlme）を各pHの試験液についてみてみた

のがTable　15である．　x印1よ3時間以内に全く溶出

しなかった場合を示している，Fは糖衣錠でpH　1．2

で溶出する．Eは溶出臨界pHが4．5に，　Dは5．5

に，A，　B及びCは6，6となっている．　bioavailability

の実験は12人の被験者にPAL－P錠1錠を経口投与

し，その尿中に排泄された4－pyridoxic　acidを定量し

て行った．

　Fig．10は各製剤の12人の被験者の平均尿中排泄を

示したもので，糖衣錠Fは吸収のlag　timeなしに速
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E　　No　Ac！dity
塑 過婁

へ
留エ，o

β

E

長。・5

§

蓄

　人
’ド、

’

1　、

”、’

、

、

ユ．0

0．5

F，茶

八ご：：

ε

9Lo
塁

§o・5
§

蓄

8

F教

ハ，
ノ履
1　壕一幹．

2　　臼　　6　　8
　tlme（hr）

鰻

鎌・
1

”弊一州郭、．

1．

0，

F

　η
tlme（hr） time〔hr）

　折F

ハ

ハDご

ネ　　、
1　　㌧転怜一測距．

Fig．11．

8

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　　4　　6　　8
　　　　　　　tlme（hr）　　　　　　　　　　　　　tlme（hr｝　　　　　　　　　　　　　tlme（hr）

Mean　cxcretion　rates　of　pyrldoxic　acid　after　oral　admin途tration　of　PAL－P　tablets　D，　E　and　F

Dand　E：enteric　coatcd　tablet

F：sugar　coated　tablet

かに吸収され，最も高い排泄速度を示しているのに対

し，腸怨讐では臨界pHが4．5であるEが最も速かな

吸収を示し，臨界pHが6．6であり，溶出のlag　time

が比較的に長かったA及びBはbioava11abilityの速度

・量共に悪いことがわかる，pH　4．5未満では溶出し

ないE又はpH　5．5未満では溶出しないDは強酸群

の胃中では溶解が起らないと考えられるのに対し，低

酸群では胃中で溶解が始まる可能性があり，このE及

びDを糖衣錠Fと比べて，無酸群，弱酸群及び強酸群の

3群に分けてそれらの尿中排泄をみてみるとF三g，11

に見られるように，Eは無酸群にいおて糖衣錠と殆ん

ど同じ4－pyridoxic　acidの排泄速度を示し，他の群

では吸収が遅れ，特に強酸群で著しく遅れているのが

わかる．これは無酸群では，E錠からの溶出が日中で

起っていることを示し，強酸群では腸に移行してから

溶出していると考えられる．臨界pHがEより若干上

にあるDでは，無酸群にいおても胃で溶出が起ってい

ないことが下段のグラフからわかる．

　以上のことからpH　4．5で溶解する物質でコーティ

ングされた腸二二は強酸群以外では，腸溶の目的をは

たしておらず，またpH　5．5ないし6．6以上で溶解が

起る被膜物質でコーティングされたD，C，B及びAの

各腸溶錠は腸溶の目的ははたしていてもbioavailabi・

lityが著しく劣る可能性があるということができる，

　我々の生物学的同等性試験の例においては，年齢が

睾

藍

．91、0

崔

墓

冒

805
誓

蕊

婁

超

？祉
　　　a：：：：1！rご燃

　　　　　　　2468　　　　　　24
　　　　　　　　　　　重ime．hr

Fig．12．　Mean　indomethacin　scrum　concentra－

　　　　tion　aftcr　oral　administration　of　two

　　　　preparations　of　indomethacin　capsules

　　　　A（●）and　B（○）in　fasting　state（一）

　　　　and　non－fhst量11g　statc（…　）

大きくなるに従って胃酸度が低くなる傾向がみられ，

また若くてもやせ形の人の中には胃酸度の低い人がか

なり多いことがわかっており，低酸の人の割合は少な

くないといえる。以上の例から被験者への固形製剤の

投与に際しては，胃液の酸度の違いがbioavailability

へ与える影響ば大きく，被験者を胃液の酸度の違いに

よって少なくとも2群以上に分けてbioavailabilityを

測定しておくことが，固形製剤の特性を把握するのに

必要であるばかりでなく，実際に患者に投与する際の

その製剤の有用性を知る上に必要であると思われる．



江島：医薬品固形製剤の生物学的同等性について 17

Table　16．クロラムフェニコール粉末と錠剤（F）のBioavailabllityへの食事の影響2D

粉 末 錠 剤 F
パラメーター1）

絶食時　　食事摂取時 対撫ぜ絶欝食報取時対二審

排泄遅延時間（hr）　　0．132）

最高排泄速度（mg！hr）15．00
最高排泄：速度到達時間（hr）　　　1．63

28時間累積排泄量（mg）　　76。73

0．50

15．15

2．53

89．55

NS3）

NS
NS
NS

5．20

3．44

15．45

41．76

2．60

14．95

4．06

82．85

　NS
P＜0，025

Pく0．025、

P＜0．05

1）　未変化体の尿中排泄から求めた

2）　4人の被験老の平均値

3）有意差なし

例えば塩基性薬物を投与する際，低酸の患者に対して

は塩基の酸塩としたものに変えるか，酸の同時投与を

行う，また酸性薬物を胃が強酸性である患者に投与す

る際には酸の塩韮性塩としたものに変えるなどの工夫

がすすめられる．

　腸溶性製剤では少くともpH　6以上で溶解する被膜

を用い，しかもbioavailabilityが低下していないこと

を充分確かめておく必要があると考えられる．

　以上の点をふまえ，∫πひf’roの溶出試験からbioava・

ilabilityを推量する場合には，溶出試験液のpHを

1，2，4，0，6．5，7．2の中から3点を選んで行えば推量

が可能であろうと考えられる．

　（3）服用条件

　製剤の評価という観点から服用条件や，個体の条件

をできるだけ簡単にするために，絶食事に服用させ，

その後3～4時間は絶食を続けさせるという条件が一

般によくとられている．Fig．121Dはインドメタシンカ

プセルの2製品（インドメタシン25mg含有）につい

て，絶食時及び標準朝食（食パソ100g（8枚切り2

枚），ゆで卵1箇，バター20g，きゅうり二本，牛乳

200mりを摂取後15分頃服用させた場合の血中濃度の

推移を示したもので，A製剤は絶食時服用では非常に

速やかな吸収が観察され，D製剤の約2倍高いCm、．

を示しているが，食後服用ではCm、。は低くなってい

る．一方D製剤のGmaxは食後でも変らないが，　Tmax

は約2時間遅れている．空腹時投与ではCm。翼におい

て両製剤間に有意差が認められるのに対し，食後服用

の場合にはC。，axに差がなく，　Tm、．に差があらわれ

ているに過ぎない．

　クロラムフェニコール糖表錠2Dの場合では，　Table

16においてF製剤は防止膜の崩壊性が悪いことから

絶食時服用の場合，粉末の約50％の吸収量しか示さな

いのに対し，食後服用ではbioavailabilityが改善され，

吸収量は粉末と同程度になっている．以上の例は服用

Table　17．　Generai　Elements　of　a　Bioavailability

　　　　　Study　Submission

（A）　Protoco1

　（a）

　（b）

　（c）

　（d）

　（e）

　（f）

　（9）

　　（1）

　　（2）

（B）Data
　（a）　Case　Reports

．（b）　Analytical　Data丘）r　Validation　of　Assay

　　　　Method

　（c）　Analytica！Data仕om　Biological　Samples

（C）　Results

　（a）　Summary　of　Individual　Subject　Data

　（b）　Statist三cal　Analys三s　along　with　Summary

　　　　Statistics

　　（1）　For　cach　Individual’s　Sample　T三mes

　　（2）　For　AUC，　Cmax，　absorptiQn　rate（Ka、，

　　　　and　elimination　rate（K。1）

　　（3）For　Tmax　with　ApPrQpriate　Method

　（c）　Dctectable　Dlf琵rences　at　alpha＝0．05

　　　and　power＝0．80

　（d）　95％Symmetrical　Con6dence　Interval

　（e）　ApPlicatiQn　of　75／75　Rulc　to　Cmax　and

　　　AUC
（D）　Summary　and　Conclusion

　　Study　Objectives

　　Study　Design

　　Su切ect　Selection　Criteria

　　Subject　Exclusion　Criteria

　　Types　of　Biological　Samples

（1）　Samp星ing　Times

（2）　Description　ofSample－Handling　Pro－

　　　cedures

　　Sample　Inclusion　and　Excluslon　Criteria

　　Ethical　Consldcrations

　　　Su切ect　Infbrmed　Consent　Fo㎜

　　　Emergency　Procedures
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Tablc　l　8。　Con丘dcnce　Intcrvals　and　Hypothesis　Tc5ting　Compared23）

　Tcst
偽rmu！atiQn

　Rcsults　of　cxpcrimcnt＝

Comparativc　bioava三lability

　of　test最）rmulation　to

standard　R）rmulation　w1th

　95％con丘dcncc　limits

　　　（statistical）

　Con丘dcncc　Iimit（95％）

Criter三〇n　fbr　acccptancc　and

　　decision　reached　by　a

knowlcdgcablc　pharmacologist

　　　or　physlcian，　etc．

Dccislon　bascd　on

hypothcsis　tcsting

　　α＝0．05

A－1

A－2

A－3

92％（82％or　more）

92％（85％or　more）

100タ5（55％or　more）

Drug　A：Lowcr　limit　must　be　80％

　　　　　　or　rnore．

　Acccptablc

　Acceptable　bccause　lower　llmit

　　　　　excecds　80％

　100％100ks　good　but　date　arc

　　　　very　insufHcicnt，

　　　　unacceptable

One幽sided　test

Acceptable

Unacceptablc

Acceptable

条件が異なると，製剤に対する同等性の評価が全く異

なることを示している．

　この他の例でも同様な傾向が観察されており，製剤

の崩壊・溶出といった特性が原因でbioavailabilityに

差がある場合に，食後服用を行うと，良い製剤の血中

濃度は空腹時服用と同じか，やや低くなり，悪い製剤

はbioavailabilityの改善が起り，両製剤聞の差が縮ま

る傾向が認められる．

　生物学的同等性試験は製剤特性の評価が口的である

事から考えると，空腹時服用という条件は試験条件の

同一性を得るという試験方法での統一と，製剤間の

bioavallability差を検出し易いという意味をもってい

ると考える．しかしながら，主薬自体が旧記溶性の医

薬品の場合には，微粉末，非結晶性または液状であっ

ても吸収速度と量に関する個体差が大きく現れ，吸収

の大きい被験者と全く吸収を示さない被験者が現れる

ことがある．このような場合には，主薬の消化管内に

おける乳化を増大させるための製剤学的な工夫が必要

な場合があり，一方，生物学的同等性試験においては，

服用条件を，特に規定した高脂肪食摂取後にするなど

の考慮が払われなければならない．

　（4）統計的評価

　FDAは先述のように，同等であるとは標準製剤に

対し80％以上のbioavailabilityを有する場合と規定し，

Table　l　722）に見られるように，統言1・的処理法として分

散分析ではα＝0．05，1一β≧0．8の倹出力を持つ条件

で行うか又は95％の対応信頼限界，75／75ruleの適応

などを並記している．Tablc　1823♪は分散分析などの帰

無仮設にもとつく判定と95％信頼網引にもとつく判定

との比較を行ったもので，左から2番口のカラムは試

験製剤の標準製剤に対する相対的なbioavailabilityの

値とその95％信頼限界の値をカッコの中に示し，3番

目のカラムは95％信頼限界のデータからの判定を，4

番目のカラムは帰無仮設からの判定を示している．95

％信頼限界による判定においては，例えば同等である

ための範囲を80％以上でなければならないと設定する

と，A－1とA－2は平均値では，そのb1oavailability

は92弩と同じであるが，95％信頓隈界が82％以上，85

％以上と異なっている．両者共に95％信頼限界からは，

下限が80％以上の値であるらか同等と判定されるが，

帰無仮設倹定からはA－1のデーターのバラツキが大

きく，A－2の方が小さいことから，例えば，　A－1は

有意差なしとなり，同等，A－2は有意差ありで非同

等と判定される可能性がある．このように仮設検定で

は，あくまでデーターの分散に依存して判定され，し

かも消極的に同等と判定されるという面を持ってい

る．A－3は極端な例であるが，バラツキが大きく，

95％信頼限界は55％以上であるにも拘らず平均値は

100％の例である．この場合，95％信頓限界からは非

同等と判定されるのに対し，仮設倹定ではバラツキが

大きいことから有意差は認められなくなり，同等と判

定される．

　次に我々の行った実験の中から一部を抜き出し，上

記の両者の力法で検定した結果をTable　19に示して

みるu）．80％以上を同等と仮定して判定すると，ジア

ゼパム錠16）及びフルフェナム酸カプセル24）・25）では非

常によくまとまったデーターが得られたため両者の判

定が一致しているが，TDS製剤1Dではバラツキが大

きく，分散：分析では有意差なしで同等，95％信頼限界

では80％以下となって非同等となった．
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Table　19．　Comparison　of　Hypothesis　Testing　and　Con6dence　Intervalsm

Residual　　Number
Drug＆　　　Observed

parameter　diHセrence
mean　　　　　of

square　　　　suhiects

ANOVA 95％Confidence

　　intervaI

Diazepam：

　AUC

9．2霧 154．4％ 12 　Fcalcニ3．29＜

F111（p＜0．05）＝4．84

N．S．（1一β＝0．945）

116．1≧μn≧83．9

N．S，

Thiamine

disulfide：

CUE22

8。5％ 7158％ 12 Fcalc＝0．061＜

Flll（p＜0．05）

N．S．（レβ《0．30）

165．8≧μn≧34．2

Signi丘cant

diflセrence

FIU驚namic

　acid＝

　AUC8

16．4％ 286％ 15 　　Fca！c＝7．05

F114（p〈0．05）＝4．69

　　　Signi丘cant

diHセrencc（1一β＝0．83）

124．8≧μn≧75．2

SigniHcant

diflセrcnce

Table　20． Minimum　Detectable　Dif驚rences（％）11）

　　　　　　　　　　　　　　（α＝0．05 1一β＝0．6）

Cmax Tmax AUC㎝
Drug　product

Man　　Do9 Man　　Do9 Man　　Do9

Griseo佃vin

Diazepam

Nalidixic　acid

Indomcthacin

PAL－P

19　〈　31

15　＜　23

25　〈　29

25　〈　37

37　＞　34

73　＞　58

79　＞　24

41　〈　51

25　〈　40

17　く　38a）

16　〈　20

27　く　31

24　　　23
29b）＜　　33a）

a）AUC24hτ　　b）Urinary　amount　excretcd　fbr　22　hr

　医薬品を使用する医師の立場からは，95％信頼限界

が示されている方が，その薬理効果の上から同等性を

評価しやすいといわれているが，製造者側からは，積

極的に同等であることを証明するには，実験例数の増

大をしいられることになる．

　一方，分散分析では先に述べたように，有意差あり

と証明できなかった時その裏返しとして，同等となる

わけであるから，例えば，有意差ありと結論できない

ような精度の悪い実験（ばらつきの大きい実験）が行

われた場合に同等となり，よく管理された精度のよい

実験が行われた場合に有意差ありと結論されるような

矛盾の起る可能性がある．これらを防止するためには，

検定の検出力（1一β），最小検出差（△：minimum

detectable　di仔erencc）及び信頼限界を規定する必要が

ある．

　Table　201Dは我々の実験データーを用い，何％の差

が検出されたかを計算したものである．ただし，α＝

0．05，1一β＝0．6で行ってある．ヒトのデーターで見

ると，AUC，。では，グリセオフルビンの試験では，17

％以上差があったとき，PAL－Pでは29％以上差があ

ったとき，有意差ありと検出することになる．つまり

前者では両製剤間の差が17％未満のとき，後者では29

％未満のとき同等と判定されることになる．1一β＝

0．6というのは，検出力としては低い．分散分析では，

通常，α＝0．05～0，1，1一β≧0．8，△≦0．2とするのが

望ましい．しかしながら，bioavailabilityの各パラメ

ーター値に個体差の出易い医薬品では，bioavailability

試験の実施に十分な管理が行われ，かつばらつきの少

ない化学的分析方法が用いられている場合でも，これ

らの精度が達成できない場合もあると思われる．この

場合には，その医薬品の適用が，重篤な疾患に対する

ものであるかどうか，用量の僅かな差による副作用が

問題となるかどうかなどを慎重に考慮し，その理由を

できるだけ明確にした上，1一β又は△を決め，不必

要又は不可能な実験でない適切な実験計画（特に例数）

を選ぶべきであろう．また標準製剤との差が小さくと
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も精度のよい実験が行われたために分散分析で有意差

が出た場合，95％信頼限界の範囲の計算も行い，この

値での考察も重要となるであろう．

　以上経口用固形製剤中，錠剤及びカプセル剤の生物

学的同等性に関する諸問題について我々の研究班で得

られた結果を中心として述べた．懸濁剤，坐剤，軟膏

剤及びその他の剤形についても当然同等性について検

討されねばならないが，これらは将来のテーマとした

い．ヒトに代る試験法としての溶出試験及び動物モデ

ルのヒトとの相関性については更にデーターの集積が

必要であろう．

　最後に，以上の研究に対して御協力を戴いた厚生省

生物学的同等性判定基準作成に関する研究班の各位，

犬の実験への協力又は試料の提供をされた関係製薬会

社，並びにボランティアとなられた多数の方々に心か

ら感謝する，

　上記研究班がまとめた生物学的同等性に関する考え

＝方と試験法の詳細な解説が日本公定書協会から出版さ

れる予定であることを付記する．
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Pyrogcn　testと工imulus　test

一その相関性について一

着ロ宗内晴三良β

　　　　Pyrogcn　test　and　hmulus　tcst

－On　the　relationship　between　the　two　tests一

Se1zaburo　KANOII

ま　え　が　き

　Pylogen　testは輸液に｝1に混在する発熱物質（Pyro・

gen）をウサギに注射してその曲面の上昇度によって

検出する動漉。のbioassayの一つである．これは古

くから注射液の安全性を確認する方法として各国の薬

局方に記載されている重要な試験法であり，我国では

第VI版より記載されてきた．

　Limulus　testはカブトガニ（L加ぬψoりψ乃θ融∫）の

血球成分が細菌内毒素（endotoxin）と反応して凝固す

る現象を利用して内毒素を半定量的に測定する晦む‘〃。

のbioassayの一つである．



加納：Pyrogen　testとLimulu3　test一その相関性について一 21

　従って本稿では細菌内毒素の構造と活性，特に発熱

性との関係について現在までの研究を述べると共に，

カブトガニの血球成分と細菌内毒素との反応機構とそ

の応用的側面について述べ，両者における内毒素の意

義と相関性が明らかにされるように記述するものであ

る．

　Pyrogenとは一般に微量で恒温動物の体温を上昇せ

しめる物質の総称である．古くからさまざまのPyro・

genが知られているが，その主なものを列記すれば，

無機物としては硫黄又は亜鉛コロイドがあり，有機物

質としては同じく脂肪コロイド，nltrofurantoin，2，

4，dinitrophenol及びLSDなどが知られている．生

体成分としてはある種の血液型物質，植物多糖体，ま

た各種の炎症性物質などが知られている1，．しかし，

発熱物質として最もよく一般的に知られているものは

細菌毒素である．これらのうちでもグラム陰性菌の細

胞壁を構成するリボ多糖（Llpopolysaccharide：1・PS）

が1～o．Olμg／kg　ivでウサギに発熱を起こすことが

できることから，一般に発熱物質（Pyrogen）は内毒素

（endotox量n），又はLPSとほぼ同じ意味に用いられて

いる．

　〔1〕細菌内毒素

　多細胞生物の発生とその進化の過程は現在でもなお

明らかとは言えないが，物理的要因としての各種の放

射線や温度などの影響を除けば単細胞生物である細菌

との相互作用ないしは戦いが重要な意義をもつものと

推測される．DNAやRNAなどは各種の放射線に対

して鋭敏に反応するし，また温度は各種の酵素反応速．

度に対して最も強い影響力をもっていることなどはよ

く知られているところである．

　機能として完成された細胞は細菌内毒素に対して防

御的な膜機能をそなえており，この情報に対して各種

の抗体産性細胞の機能が発揮されるように構築されて

いる，従って哺乳動物は細菌内毒素に対して体温の異

常上昇という形で反応する．

　体温は熱の産生と放散の平衡の上に成り立つもので，

変動のない一定の温度範囲内で生体の諸機能を円滑に

行わせしめることを目的として中枢神経の支配を受け

ている．この体温調節の支配中枢は視床下部前葉部に

位置し，食欲，性欲などの中枢に隣接している．体温

の異常上昇は心痛とともに心理学上の重要な問題点で

あるが，生体の異常を示す最も鋭敏な症候の一つであ

り，同時に生体の防御反応の一つとも考えられる．

　一コ口細菌内二二は細菌の二二により異るものであ

るが大別すると外毒素と内毒素とに分けられる．外毒

素はグラム陽性菌により産生され薗体外に放出される

毒素でその多くはタンパク質である．従って非透析性

で加熱によって不活化され易く，ホルマリンによって

　トキソイド（もとの抗原性を保ちながらその毒性のみ

が減弱されているもの）化される．抗原性は強くまた

致死毒性も強い．しかし一般に発熱性は弱いか又は欠

如している．外毒素産生菌の主なものはボツリヌス菌，

破傷風菌，ウエルシュ菌，溶血性連鎖球菌などが挙げ

られるが，一般的には外毒素は抽出精製が比較的容易

であり，それらの物性論は近年急速進展してきた．こ

れに対して内毒素はグラム陰性桿菌の菌体内毒素で前

述のように細菌細胞膜を構成するリボ多糖である．す

なわち，リピドと多糖体より成る両親媒性をもつ複：合

．高分子であり，ミセルを形成してその分子量は数百万

．に及ぶものがある．一般に加熱に対して抵抗性を示し，

ホルマリンによってトキソイド化されず，抗原性は弱

く非透析性であり，毒性は一般に外毒素に比べて弱い．

しかし発熱性は極めて強く，いわゆるPyrogenと通

称されるゆえんである．内毒素に関する近年の研究の

総説はLandy，　Braunらによりまとめられている2》．

　　i）グラム陰性菌の構造

　グラム陰性菌細胞内における各種の構成成分の分布

と形態との関係をCosteronら3）は次の図1のように

示した．すなわち，爽膜はLPSを含む細胞壁の外側

に存在し，細胞壁と細胞質膜との問に明確な区別があ

ってper三plasmic　spaceを作っていることが特徴であ

る，このLPSは膜の表在性の機能タンパク，例えば

各種の酵素などを外界の直接的影響より保護すると共

に，細胞質内の構成分が菌の増殖に伴って変化する諸

物質の外部との交換を調節していると考えられている．

このことはLPS分子の脂肪酸部分を還元して飽和脂

肪酸とすると物質の透過性が昂進する現象一や，外層の

工PSを欠如した菌は透過性の調節が細胞質のみで行

われるようになったり，抗生物質や1ysozymeに対す

る感受性が高まる現象などから推定されるところであ

る4）．

　LPSはまたファージレセプターでもあって，各種

のファージを用いることにより細胞壁の0抗原特異性

多糖体の構造研究も行われてきた5）．膜構造の安定化

にはCが，Mg什イオンが役立っているものであり，

LPSをphospholipidの人工膜に加えると膜内に取り

込まれ，輸送系に関与する酵素もよく配位されて二心

の外膜と同じような構造を示すことが∫η爵。で確か

められてきた6）．

　要するに三体におけるLPSの意義は菌の生存上欠

くべからざるものであって，二重膜構造の表層部に位

置し，hydrophobic　radica1を外側におくことによっ
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　　　　Bacterial　Suspension一。一一一一一一一5g　of　dried　baCteria“巳≦suspended　h　175ml

　　　　　　　　l　　　・f陥ter　and　175ml・f　9脚hen。1聰s　added
　　　　　　　Extr苧ction。一一一一。一一一一一一一stirred　vigorously　for　20min　a匙65－68。C

　　　　　　　Cocljng一一一一一一一一一一一一一一一一with　ice－water　to　less　than　IO。C

　　　　　　迦tion一一一・一…一at幽ror　1塾血at坐
　　　　　　S　　　　　R

　　　　　　擁繊細臨鑛動

　　　　　菖U．n’……a13迦’．「鋤at　e
　　　　‘蚊「〒cti。n一………一鍛器鑑繍1：講糠1製

　　　讐ti。n｝腫｝｝｝㎜｝　 at脚fo「 @1随at坐

　　　　　　Lyophilization一●一一一一一・一一一crudeしPS

　　　　　　LPSISolution一一一一一一一一一一一　1g　of　crude　LPS　was　dissolved　in　50rnl　of　water

　　　　　鞍1藤二＝二1縫臨購剛t納
　　　C。・len・atb・一…一一一一一t。・b。・t廻・nder・一・随
　　　Re－1煮「acti。n…’一明｝一…欝qual　volume。fethan。l　and　leftovemight

　　讐ti。n…一……輯a15魍塑‘o「’堕at堂
　　しP「窒撃垂奄狽≠狽堰Dn一…師｝一圃……棚融：智譜，1階鵬警．「

膿隠二：＝二＝；t糊1欝試血

　　　LyOPhilization一一一一一一一…一一一一一

　　　LPSISolution一一一一一一一一一一一一一一一一一一1％solution　was　made

　　糟fugation一……’｝at　105000罵g　f。「4h「a鴫2tlmes

　　　　　Ly。P占ilizati・・一一一一一一

　　　　　LPS　Solution
　　　　　Ult・イ・。・i・セradi・ti。n一一f。・2・i・hi・・、鴨t・い。・icat・r・150職5KH・

　　　　　鵬繭；三＝：＝＝無、襯器1・5mg。lmannit。l　wa＄added

　　　　　　　　　　　図2．内毒素（LPS）の標準抽出法

てbarrierとなし，菌の抗体を排除するために役立つ

ものであり，更に物質の透過性の調節作用をもつもの

と言える．細菌細胞壁の構造と機能の研究はまた，病

理学的立場から毒性の問題でもあるが，この点につい

ては他の総説に詳述されている7＞，

　ii）毒素の抽出と分析

　上述のごとく細菌の膜構造は複雑であり，構成分を

抽出すること自体が多くの困難を伴うものである．し

たがって細菌化学として毒素の研究はかなり後れて出

発した．

　1933年B。iv三nがトリクロール酢酸（TCA）を用い

てネズミチフス菌より抗原性毒素を抽出したことが始

めであり，いわゆるBoivin抗原と呼ばれた．これは

複合タンパク質，LPS，核酸及びLipid　B（三体より

脂溶性溶媒で抽出されるリピドを言い，これに対して

Lipid　Aは多糖体と結合しており，溶媒では抽出され

ないものをいう）より構成されている．

　1954年WestphalはLPSがフェノールに溶け，ま

た除タンパクの効果があることから，フェノールー水

系で菌体よりLPSを抽出したが，この系は核酸をも

溶解することから，更にアルコールによって核酸を除

き，精製LPSを得た8）．この時点から細菌内毒素の

化学が進歩し，多糖体の構造やリピドの化学が展開し，

内毒素の構造と機能の関係がしだいに明らかにされて

きている9》．

　Westphalの原法はその後改良が加えられ，現在我

々が使用している方法を図2に示した．得られたLPS

の構造を図3に示した．すなわち，この方法によって
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得・られたLPSは韮本的にはグルコース（Glc），ガラ

．クトース（Gla），ヘプトース（Hep），　N一アセチルグル

コサミン（NAc・Glc）を基木骨格とする多糖体部分と，

これに2一ケトー3デオキシオクトン酸（KDO）を介し

て1・ipid　Aが結合しており，特に燐酸が糖部分に結

合して単位構造をなし，これが重合して巨大分子とし

．て数百万の分子量をも・うに至ると考えられている．菌

の種類により脂肪酸の種類と数，ならびに結合位置が

異るものとされているがなお今後の詳細な研究が必要

である．　　　　　　　　　　　　　　　’

　iii）Lpsの生理作用

　LPSは感染症における宿主のさまざまな生理的変

化を起こす主役と考えられているが，実験的にLPS

の生理f乍用が研究され，化学構造と生体反応が分子レ
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表1，内毒素の主な生理活性

No， Endotoxin　Reaction Refヒrences

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Pyrogenicity

Release　of　endogenous　pyrogen

Ijmmun・geniCity

Adjuvant　eHセct　and　inhibition　of

antibody　production

Eflセct　on‘‘properdin”or　natural

antibody　Ievels

I・eukopenia　and　leukocytosis

Protect三〇n　against　irrad…ation

EH℃ct　on　R．ES

Development　Qf　tolerance

Enhancement　ofnonspec三丘。　resistance

N【obilizarion　of　interfセron

Changes　in　blood　clotting

ムletabolic　change3

EndocrinoIogical　changes

Rclease　of　and　sensitization　to

histamine

Va3cular　cf琵cts

Sanarelli－Shwartzman　phenomenon

Cytotox1city

Abortion

Tumor・necrotizing　e旋ct

Intcra6tlon　with　complement

Shock負nd　Iethality

10）

11）

12）

13）

14）

15）

16）

17）

18）

19）

20）

21）

22）

23）

24）

25）

26）

27）

28）

29）

30）

31）

ベルで解析し得るまでに進展した．感染症がしだいに

影をひそめつつある一面，毒素の生理作用を解明する

ことは生命の謎を解く鍵として重要視され，再認識が

始まっている．

　Lpsの生理作用のうち，主要な項目について記述

し，それらの主な文献と共に二一1に総括して掲げた．

表にみられるようにLpsの生理作用は多岐にわたり，

・その作用を一つずつ詳述することは煩雑となるため，

・それぞれの主要な文献を参照されたい．これらの反応

系は動物の種属差，年齢及び性別にも差がみられ，ま

た投与量や投与時期などによっても変化があり，その

統一的解釈は容易ではない．しかし，これらのうちで

もっとも特徴的な性質は発熱作用であって，LPSが

：Pyrogenと呼ばれる所以である．以下LPSによる発

熟作用について詳述する．

　iv）発勲作用

　発熱作用は全身反応であるため多くの局所反応系の

集約であると考えることができる．一般に体温は熱の

産生と放散との平衡の上に成立っているものであり，

この調節は温熱中枢によることはすでに記述した．体

温に関する本邦における研究水準は高く，その全般的

記述は中山32）によってなされている，

　熱の産生は主として食物の摂取などによる栄養源の

分解過程における熱エネルギーの獲得である．従って

物質代謝は生命現象として食物の化学的自由エネルギ

ーの代謝を意味するもので熱力学の法則に含まれるこ

とになる，しかし，個々の生体反応系をεηずε∫roで測

定することは困難で，一般には生体内の反応系をブラ

ックボックスとして考え摂取された食物の内部エネル

ギーを仕事量と熱の産生量との和とし：て求めることが

できる．このブラヅクボックスは消化，吸収，代謝及

び排泄の過程を含みこの調節機溝として神経及び内分

泌系が関与する．

　LPSが直接中枢神経に1乍給して佑温上昇をもたら

すことは各種の実験において確められており，この機

構には次のような説が提唱されて来た．

　a）セットポイント説

　Nakayama及びHardyら33）が実険的にウサギの脳

幹に存在する温度感受性ニューロンを証明した，その

機1薄は恒温晒におけるレギュレーターのような役目を

するもので，冷ユニットニューロンが作働すれば体温

は上昇的に働き，温ユニットニューロンが作働すれば

体温は下降的に働き，結局この2つの感受性ニューロ

ンによって体温が一定範囲内に保たれていると考える

説である．

　b）ナトリウムポンプ説

　1970年にFeldbergら34）はネコの脳室を0，9％の

NaClで灌流すると急激な体温上昇がおこり，．灌流液

にC餅を添加するとこれが抑制されることを見出し

た，この知見をもとにK＋及びM♂は体温上昇に影

響を及ぼさないが，Na＋とCa什の比が重要であって，

Nがが細胞内に流入すると神経の興奮による体温上昇

がおこると考える説である．

　C）白血球性発熱物質媒体説

　ウサギにLPSを注射すると二峰性の発熱曲線がえ

られる．第一峰はLPSが直接中枢に作用しておこる

発熱であり，．第二峰は血液の多核白血球に作用して産

生される白血球性発熱物質が再び中枢に作用してお

こる持続的発熱であると解釈されている．この説は

Atkinsらによって提唱されたもので白血球性発熱物

質は分子量4×104のリポタンパクであり，この化学

的並びに生物学的特性については多くの研究が行われ

て来た10）35）．

　d）直接作用説

　Atkins一派をのぞく多くの学派はLPSが直接中枢
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　　　　図4．発熱物質による発熱機序と解熟剤の作用部位（推定）

LP：白血球性発熱物質，　PGE：プロスタグランジンE，　Gへ＝カテコールアミン

AP：アミノピリン，　RP：レセルピン

に1’F用するものと考えている．実験的発熱反応は動物

の種属により異なり，また，体位により大きく変動す

る，後者の問題はNishio及びKanoh36）により拘束

状態の差によりLPSによる反応性は異なるが，心拍

数に差はみとめられないという成績がえられ，また，

Kawasaki及びKanoh37）はこれらの点をさらに巾広く

検討し，解析を行った．

　LPSが直接中枢に作用することは血液脳関門（B．

B．Barricr）を通過するか又は何らかの相互作用が考え

られる．LPSの発熱反応に種属特異性が存在するこ

とから神経靹myelinの構成成分であるproteQllpid

とLPSとの問に何らかの相互作用があるものと考え

られる．Kanoh及びOgawa38）はこの点に着目し，大

脳proteolipidを発熱反応の強い順にウサギ，ラット

及びニワトリより抽出し，これとLPSの反応｛生を検

討した．fπ爵。での不活化度は発熱反応性と逆の関

係がえられ，LPSとの結合体に依存することが明ら

かとなった39）．また，LPSとproteolipidの混合物を

クロマトで検討したとき，protcoHpid　apoprotcinヵミ

LPSと結合していることが明らかにされた．これら

の分析結果は種属特異性の解析として興味ある知見と

考えられている4ω．

　e）その他

　その他カテコールアミン媒体説やプロスタグランジ

ン（PGE2）媒体説などが提唱されているがいずれも統

一的見解に欠けていることが指摘されている4D．

　発熱物質による発熱機構には解熱剤の作用機構を併

せて考えることも可能である．ウサギを用いて発熱物

質による発熱と解熱剤の作用点を推定すると図4のご

とく示すことができよう．すなわち，LPSは血中に

おいて多核白血球（WBC）に吸着きれとりこまれたの

ち白血球性発熱物質（LP）を放出し，血液脳関門を通

って中枢に至りレセプターと結尽する，このときPGE

が放出され，温熱中枢に働きカテコールアミン（CA）

が結合型から遊離型となって血中に遊離する．CAは

血管収縮と共に解糖系を促進する．この結呆グルコー

スの消費が尤嘱して発熱が起こるものと解釈されてい

る．

　アスピリン（ASA）の解熱作用は末梢においては解

糖系を抑制すると共にまた，PGEの合成を阻害する

ことにより温熱中枢の作働が抑制され，結果として解

熱効果をもたらすものと解釈される．ジニトロフェノ

ール（DNP）による発熱は末梢における解糖系の充進

をもたらすものであるが，レ・ヒルピン（RP）は末梢に

おけるCAを1固渇せしめるためにDNPと拮抗的に作

用し体温の下降をもたらすものと説明されている．

　〔H〕　L㎞uhs　test

　1964年Bangは海辺にカブトガニが多数死んでいる

のを観察し，いずれも血液が凝固しまた血中に多数の

グラム陰性桿菌を発見した．このことから，カブトガ

ニの血液成分が細菌内毒素により凝固するものである

ことをたしかめ，研究の結果，カブトガニのリンパ球

の成分に内毒素によって凝固しうるタンパクの存在を

確認し，この反応が内毒素の定量に使用しうることを
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発表した42）．
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図5．Limulus　testの方法及び判定

　カブトガニは筋足動物，鋏角類，剣尾目に属し，三

葉虫を祖先として現代まで世界各地に生棲するもので

生きた化石といわれている。分類学上は4種知られて

おり，L諭μん∫ρoりP加臓∫は北米東海岸及びメキシコ

湾岸に生棲している．τα6妙ρ」8雛〃批η弼μ∫は日本及

び東南アジア地方におり，我国では佐賀県伊方里海岸

や北九州海岸一帯及び瀬戸内海では岡山県笠岡市の海

岸一帯に生棲している．この地方は天然記念物指定地

区となっている．また，7批妙ρ蜘∫8‘8α5は東マレー

シア及びペソガル湾にすみ，Cα癖π。蜘激5蹴上ゴε‘α芝ε面

はタイ，ビルマ及びベトナム海岸に分布している．ア

フリカ，地中海及びヨーロッパの海岸には生棲しない

ことは興味がある．これらの4種は形態においては大

同小異であり，これらから得られる血球IysateのLPS

による反応性もほぼ等しいものとされている．

　五）L㎞誼us　testの手法

　カブトガニの血球はamoebocyteとしてヘモシアニ

ンを含み単一な細胞として存在する．内毒素と反応す

るタンパクは細胞質にあって血清成分は反応しない．

LPSとの反応成分は血球を破壊してえられる1ysate

を凍結乾燥したものである．この試験はLevinらに

より改良された43｝が著者ら44）の研究室で行われている

術式を図5に示した．

　判定法は各種市販品により多少異なる．これは反応

液の容量やゲルの濃度又は反応容器の形態などによる

もので一定の方式は定め難いのが現状である．

　量）L㎞ulus　testの反応機構

　この反応機構は内外の研究者により最近10年間に急

速に進展した，反応機構やその応用種並びにカブトガ

ニの生態学を含む研究は1978年Wood　H・le（Ma）で

開かれたシンポジウム要旨集にまとめられている45》．

　Youngら46）はLimulus　lysate中にはLPSと初め

に反応する凝固酵素とそれによってゲル化をおこすコ

アギュローゲンの2つの系が存在し，LPSがプロ凝

固酵素を初めに活性化し，それによって凝固酵素が作

働し，コアギュローゲンがゲルに転化するものと考え

た．コアギュローゲンは，分子量1．8×104の一本の

ポリペプチドでアミノ酸残基175よりなり，フェニル

アラニン，シスチン及びリジン含量が高い．この構造

はA－C－Bの3つの部分よりなり，A－C及びC－

Bの問はArg－Gly結合をなすが，この2つの部分が

切断されてC部分が遊離するとゲル形成がおこるもの

とされている．岩永ら47）は，この点を更に研究し，酵

素の水解される部分を発色基を含む合成基質で置換し，

LPSによって遊離した発色韮を比色定量すれぽLPS
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の量を測定しうることを示した．従って，微量のLPS

はこの方法により0．5～2，5ng／m1の間で直線性を示

すことを明らかにした．

　五i）Limulus　testの応用

　Limulus　testはLPSに対する反応性が悼めて鋭敏

であり，特異的である．また，測定が簡単であること

から各方面への応用が考えられている．特に後述する

ようにPyrogen　tcstとの相関性が注日されているが，

なお諸君さるべき多くの問題点が残されている．

　応用面として弟一にあげられる点は水質検査への応

用である．川崎と加納44）は，近畿地方における河川や

湖水の細菌学的汚染度を本法によって詳細に検討する

と共に，総部数の測定並びに大腸菌群の測定を行って

その相輝度を比較した．その結果，琵琶湖の水質は

×10層2に活釈してもLimulus　tcstで陽性となるが，

それを源流とする淀川の下流ではx10層3において．も

なお陽性を示し，細菌数は24xlo個／mlより15×103

個／m’に上昇していることを認めた．更に各地の水道

水について検討したところ，生苗は検出されなかった

がいずれもLimulus　test陽性であることを認めた．

各地の井戸水は，いずれの地方においても生菌数ぽ

10～103個／mZであり，　Limulus　testでは10倍に希釈

しても陽佳となることを示した．

　同嫌の実験例ではJorgensenら4s）は，各種の飲料水

中には0．7～1259ng／mJ程度にUmulus　tcst陽性

物質を認めたが，同時に行った生並数の測定結果とは

対応しないと述べている．これは恐らく検体の種類に

より含まれている細菌の零落が異なったり，水の処理

法の差異に立つくものであろうといっている．同隊の

例としてEvansら49）の研究もある．

　食品衛生上の応用については，同じく川崎と加納柳

は，各種の落入食品，例えば冷凍エビ，コーンビーフ，

ソーセージ等8種、トマトジュース，牛乳等3種類に

ついて前述と同檬の倹討を加えたところ，検体のホモ

ゲネイト上清を10倍に希釈してもLimulus　test陽性

となった。しかし，冷凍エビでは検討した6例はいず

れも1g当り101～105個の生菌数を認めた．このよ

うに生菌数に対してLimulus　testにおけるLPSの

検出度の低いことは，恐らく冷凍エビの成分中に

Limu】us反応のlnhibkorが含有されているものと考

えられた．同様のことが食肉についても認められるこ

とから，食品中のLPSの検出法としてのLimulus

testの応用は，なお検討を要するものと考えられた．

　しかし，Jayら5ωは，凍結ミンチについて検討した

成績では，Limulus　testの反応性とグラム陰性菌数と

はよく平行しており，5。より30。にもどしたときは

脚数の増加に伴い，Limulus反応性も上昇したと述べ

ている．さらに多くの食品について検討したところ，

よい相関性が認められ，Llmulus　testが食品のli円苗汚

染度を測定するよい指標となると述べている5D・52），

　しかし，これらの報告は直接LPSを定量している

もので，il止ibitor除去の払1作を欠いていることから，

なお再考の余地がある．

　更に，ワクチンや血液成分などの険定における応用

例がある．これはもとよりPyrogcn　testの代用とし

て考えられている問題である．

　Gardi及びArpagausら53）は，血清アルブミン製剤

3451QtについてPyrogen　testと平行して適用したと

ころ，333例が両tcstに陰性であったが，残りの12倹

体ばそれぞれのtestに反対の結果が現れた．このこ

とから彼らは，Limulus　testはPyrogen　testの代用

としてよりむしろ工程上のチェックに用いるべきだと

述べている．

　Krecftenbcrgら54）は，この方法を更にマイクロ化し

た方法を提案した．ワクチン類について，Geierら55》

は，0．3ng／m1以上のLPSを含むものが20演体中16

検体見出され，これが副作用の原因であろうと述べて

いる．

　抗生物質製剤のうちペニシリン製剤については，本

法がPyrogcn　testと比較的よく対応したが，2，3

のものにはLimulus反応を阻害する例もみられたこ

とから56｝，これらの製剤に本法を適用するためには，

なお充分な検討が必要であると考えられた．

　臨床診断上の応用としては，エンドトキシソ・ショ

ックまたはエソドトキセミヤ（内毒素血症）の研究に

利用されて来た，

　Levi■ら57，は，内毒素血症を疑われた患者98名の血

液について血清を分離して，これよりクロロホルムで

三nhibitorを除去し58），本法を適用したところ，グラム

陰性菌の感染症においては，Limulus　testの結果と菌

の検出結果との間によい相関性が認められた．しかし，

肺炎菌やその他のグラム陰性菌；こよると思われる場合

には，Llmulus　testは陰性であったと述べている．

Garibaldiら59〕は，39例の患者血清について本法を適

用し71％の割合で陽性となり，いずれも桿菌が検出さ

れたが，残りの29％は陽性となっても菌の検出は認め

られなかった．また，Limulus　tcstに対する反応性の

強さは，必ずしも戸数：や症状とは対応せず，診断の有

力な決め手とはならないと警告している．

　更に，Elinら60）は，病気の種類によっては本法は無

効であると批判している．

　従って，本法をもってエンドトキシン・ショックや
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内毒素血症その他の感染症の血清診断を行うためには，

なお多くの困難な問題点があり，特に反応系における

inhibitorの除去や検体採取の時間的問題などさまざ

まな未解決の問題が残されている．

　Limulus　testの反応阻害物質についての研究は，小

林ら61）・62）により行われており，また，放射性医薬品製

剤については，村田ら63）及びCooperら64）により研究

が進められている．

　注射用医薬品，特に輸液へのLimulus　testの適用

については，加納及び川崎65）が，リンゲル液及びブド

ウ塘注射液について詳細に検討を行っている．すなわ

ち，ブドウ糖液5，20，50％及びリンゲル液（いずれ

もPyrogen　test及びUmulus　test陰性のもの）に

0．1μ9／mZまたは0．　OIμ9／mZのLPSを加え，それ

ぞれ加熱滅菌の前後に両testを行って比較検討した

ところ，滅菌前のものの発熱度はいずれも高いが，

Umulus　testではブドウ糖濃度が5あるいは20％から

50％と高くなると，最小ゲル化活性（M．G．　D）が10雪4

μg／mZから10暫3μg／lnJへと1／10に低下した．これ

に通常の滅菌操作（121。，30分）を施すと，0．OIμg／mZ

のLPS添加群では滅菌によりいずれも両te5tに陰性

となった．しかし，0．1μ9／mJ　LPS添加群では，発熱

度は多少の低下を示すが，Llmulus　testにおけるゲル

化活性は1／100に低下した．従っ．てブドウ糖は明らか

にLimulus　testに阻害的に作用するとともに，加熱

滅菌により更に阻害作用は強く現われるようである．

　この点について川崎及び加納66）は更にその原囚を詳

細に検討した結果，ブドウ糖液の加熱によって生成す

る5－hydroxymethylfulfural，レブリン酸及びギ酸等

の影響を調べ，ゴπびf彦70におけるこれらの物質のLim－

ulus　testに対する反応阻害は極くわずかであり，むし

ろブドウ糖の加熱により分解生成する上記物質等によ

るpHの低下が大きな要脚であると推定している．

　さらに，一定の条件下でLPS溶液を加熱して経時

的に一定量を取りPyrogen　testとLimulus　testを行

うとき，両testで示されるLPSの活性は，．ほぼ対応

して低下レ，ある限定した阻害物質のない条件下では，

両testの平行性はほぼ認められている67）．

　一方，PearsonとWeary68）は，各種注射液につい

てPyrogen　tes‡とLimulus　testを行った結果，　LPS

のみが存在する場合には，両testの結果はよく対応す

ることを認めたが，他の薬物が混在するときは，反応

が阻害されることもあり，予め’testの条件を厳密に規

定しておくべきだと述べている．

　さらに，Limulus　tζstの非特異的反応性について

Elinら69）は，．各種の生体高分子，特にnucleotideや

ウ（ろ一つ雛

・・ ﾌき辱驚　　　麟｝？

｛

図6．LPS（Lipid　A）検出のためのPyrogen　test

　　　とLimulus　test

タンパクなどに陽性に反応するものがあることを指摘

している．

　同様にPyrogen　testとの比較においても他の物質

の混在しない場合に対応性がよいことはR。nneberger

とStヨrk70）により述べられている．その他この問題に

関しては多数の報告があり，非特異性があるため一般

化すべきでないとする意見と，Pyrogen　testとはよく

対応するため代用しうるという意見がある．

　結論的に言えば，比較的簡単な成分を持つ注射液で

は，LPSを添加した場合でも，ある程度Pyrogen　test

との平行性を認めることができる．従って，Limulus

testには更に広く三nh三bitorの研究が必要であろう．

製造，工程管理上Pyrogen　testが不可能である場合

には代用となりうるが，最終製品についてはむしろ，

両者を併用することにより，一層安全性が確保されう

るものと考えられる．

　〔m〕Pymgm　testとLImulus　tgs専との相関性

　Pyrogen　testとLimulus　testとの相関性を論ずる

ためには2，3の前提となる条件が満たされなければ

ならない．巨視的に見れば極めて簡単な図として図6

に示したごとくであるが，なお微視的には無数の問題

点がある．前述のごとく，Pyrogen　testはPyrogen

の有無をウサギに注射してその発熱度をもって指標と

する検定法で，‘πぬ。のbioassayである．これに対

してLimulus　testはカブトガニの血球成分が工PS

によって凝固する度合を指標とする∫π乙，ξ’roのbioa・

ssayである．前者のLPSに対する感受性はおおよそ

μgオーダーの単位であるのに対して後者のそれは

ng～P9オーダーの単位である．

　一般にある物質の助ひ‘掬における活性が動画。

の効果と1：1で対応することは殆んどないといって

よい．両者の実験系が’π爵。と伽痂。の差である

ことは勿論のことであるが，反応系は全く異質のもの

で成立っている．従って両者の相関性を論ずるために

はこの点が克服されなければならない．さらに重要な

点はPyrogenり質の問題である．　LPSはそれ白刃両

老に強い活性を示すが，さらに次の諸点が解決されな
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表2．各種発熱物質のウサギに対する発熱性とLimulu　tcstへの反応性

1㌧fatcrialS
PyrQgcn　tcst

M．P．D．判

工imulus　test

M．G．D．寧2

E．‘σ㍑UKT－B

　　LPS（A）

　　〃　（B）

∫’rψ4り088η65T－12

　　LPS
　　ム工噌protein

　　Mucopeptide
ε’ψゐ．副r8μ∫209p　LPS

5’ψ．β．cnterotoxin

C．～刀61‘乃∫∫cntcrotoxin

AHatoxin

Ricin

β召1ヒ8〆∫ワ留∬LPS（Boiv三n　type）

10－2μglkg

10冒2　〃

10．0μglkg

10．0　〃

10．0　〃

100．0　〃

10．0＞〃

10．0＞〃

ND．＊3〃

10－1　〃

10．0　〃

10－3μ9／mJ

10－3　〃

0．0μ9／rnJ

10噌1　〃

10．0　〃

1．0　〃

10．0　〃

10．0　〃

102　　〃

102　　〃

1．0　〃

＊1M．P．D．：M三nimum　pyrogenic　dose

＊2M．GD．＝Minimum　gel　fbrmation　dose

＊3N．D．＝Not　donc

ければならない．（i）LPSの構造と活性は菌の種類に

よ．って異なるか否か．（ii）LPSの活性を示す最少単

位が存在するか否か．（iii）Lps以外の物質が活性に

関与するか否か．などの問題である．

　第一の問題に対して加納及び川崎65）は各種の細菌か

ら毒素を抽出し，Pyrogen　testとLimulus　testを行

い，それぞれの活性を比較したところ，表2に示す結

果を得ている，このことから，両者に対して強い活性

を示すものは大腸菌のLPSのみであり，他の毒素の

発熱性は相対的には弱いことが示された．しかし，両

者の活性が平行しない例も認められ，必ずしも一定の

傾向は認められないと言ってよいであろう．また，

LPSは高分子集合体であるため，それより分子量に

従って分画すると分子量の大なるものほどよく両者の

活性が高くなることを認めた．このことは両testに対

してLPSのみが特異性が高いことを示しているもの

である．と共に，すべての毒素は量の差はあっても両

方又は一方にのみ反応性を示すこともありうることを

示している．第二の問題に対しては，LPSのもつさ

まざまな生物活性が同一の分子構造によるものでない

ことは古くから示されて来た．例えば，シュワルツマ

ン反応性と発熱性及び鶏胚に対する毒性とはそれぞれ

無関係であるとされており，酸又はアルカリ処理を施

したLPSは元のLPS抗体とは多糖体部分のみが沈

降線を作るが，その毒性は失なわれていることなどが

知られて来た．また，宿主側についてもコーチゾンを

与えた動物はLPSに対して抵抗性を示すが局所シュ

ワルツマン反応性は殆んど変化しないことなどが知ら

れている．

　その他，二又はアルカリ処理によってLPSを分解

したのち，得られた物質について各種の生物活性を測

定して，それらの構造と活性を推定しようとする試み

が数多く行われて来た．しかし厳密な意味ではLPS

が高分子竃解質であることから，LPSの分解はそれ

ぞれの構成する単分子の数と種類並びにそれらの重合

性を考察すれば系は無数の因子を含むこととなる．古

くからLPSの分解についてば多くの試みがなされて

来た．例えば，Nowotny7DはTCAより調製した

Boivine抗原を（i）HBF3－CH30Hで加熱する方法，

（ii）CH30H－KOHで還流する方法，（iii）ピリジンと

ギ酸（2：1）で水浴上で加熱する方法などで毒素を処

理し，これらを別々に致死毒性と免疫原性について比

較したところ，前者は著しく低下したが後者は不変で

あったと述べている，またOroszlanら72，はうウリル

サルファイト（SLS）をε8π4磁皿ακ8∬8π∫（霊菌）の

内毒素に作用させるとsubunkに分解し，ガン細胞破

壊作用が失われるがSLSを除くと再び凝集して毒i生

が見られるようになることを報告した．Ribiら73）は大

腸菌やその他の数種の菌体よりLPSを調製し，それ

らにデオキシコール酸ソーダ（DOC）を加えてその相

互作用を検討した．LPSはDOCによって解離し，

分子量2x104程度の単位粒子と考えられるものにな

り，これは発熱性を欠いていた．この系よりDOGを

除くと再び凝集をおこして分子量5x105～10xlO5の
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図7．LPSのショ糖密度勾配遠心パターンと発熱

　　　及びLAL活性

巨大分子となり，同時に発熱性は回復するようになる．

血清を予め添加すれば凝集は抑制されることから，

LPSの分子は単位分子量2×104程度の両親媒性を有

するものがミセル構造をとるものであろうと推論した．

しかし，これが活性単位であり得るか，なお検討が必

要とされていた．この点に関し，著者らは上述の如き

化学的方法によらず物理的手段によってLPSの構造

変化と活性変化を明らかにしょうと試みた，小室と加

納74）はショ糖密度勾配遠心分析を行い各画分について

LPSをCarb㏄yanine色素によって定量し75）同時に

Pyrogen　testとLimulus　testとを測定したところ，

図7に示す成績を得た．すなわち，精製した正PSは

密度1，0～1．2の間に広く分散しているが，発熱性は

（FI－4は注射後4時間までの発熱曲線の積分値を示し，

∠Tm、．はその間における最高体温上昇度を示す）と

LAL活性（Limulus　testにおけるゲル活性）は密度

の1．03～1．05間に強いことが明らかにされた，また

LPSに3分間超音波処理を施すと発熱及びLAL活性

は有意に増大し，巨大分子が一定の分子サイズに収れ

んすることが示された．このことはまた電子顕微鏡に

よる観察でも確認された．これらの結果から，さらに

活性の最小単位についての詳細な研究が期待される．

　また，加下等によるLPSの物性と生物活性の変化

については，KanohとOgawa76）は詳細に各唾の条件

下で行った結果，120。一30分の加圧減菌操作を施し，

クロマトグラフィーを行えばLPSは3つのピークが

出現し，それぞれ糖組成及びリピド組成の異なる画分

が得られた．これらの画学について発熱性，マウスの

致死毒性，シュワルツマソ活性，及び血管透過性など

を比較険記した結果，分子サイズが小さくなるに従い，

それらの盾性は低下した．同様の知見はすでにKanoh

ら77》がBiogelを用いた無菌カラムによって証明した

ところである．しかしこれらの成績はなお厳密には生

物活性が特定の活性基に依存するという知見には至っ

ていない．発熱活性の低下は加熱温度，時間及び

LPSの濃度などにより異なるものであり，　LPSが希

薄溶液の場合には56。で90分の加熱でも発禦1性は半減

することが確認された．川崎ら78）は上述の各種の加熱

条件下におけるLPS溶液のLimulus　testを行った

が発熱活性の低下とよく対応していることを認めてい

る．このことは発熱性の担手であると考えられている

Lipid　AがLimulus反応の担手でもあることを推察

させるが，Yinら79）は上psをアルカリで水解して得

たLipid　Aについて牛血清アルブミンと結合させた

Lip1d　A／BSAが元のLPSのLimulus活性に近い値

を示したことから，1’ipid　AがLimu星us活性の担手

であろうと推論した．

お　わ　り　に

　以上，Pyrogen　testとLimulus　testとについて，

それらの意義を述べると共に，LPSの両testに対す

る問題点を解説した．この記述から厳密な意味での相

関性を求めることは困難である．前者は∫π励。の反

応系であり後者は‘πむ∫肋の反応系であることは勿論

であるが，LPS自体においても活性の単位はなお不

明であり，また，各種の菌体より得られるLPSもま

た活性を異にすることから，あくまでも巨視的な相関

性として限定された範囲内で考えられるべきである．

また，同一菌種のLPSでも遺伝子工学によって得ら

れた菌のLPSがどのような構造と活性を示すかとい

う点も全く不明であり，今後興味ある視点となるであ

ろう．

　LPSの種類により，またLimulus　testにおける市販

品の試薬にかなりの活性の差があることからこのtest

の結果の判定は必ずしも容易ではない．従ってこれら

の煩雑な結果を整理するためにReference　endotoxin

を設定する作業が行われつつある．米国における

Reference　toxinは現在数回改良が加えられている

が8ω，なお活性及び再現性の点において，我々の調製

した日本の標準品には遠く及ばない81）．

　結論として，Limulus　testをもってPyrogen　test
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に代用することは時期尚早であり，かつ薬物の安全対

策上好ましくないといえよう．ただし，製剤における

工程管理上又は最終製品についてPyrogcn　testと併

用することは好ましいことと考える．
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覚せい剤の微量分析法に関する研究（第1報）・

高橋一徳・島峯望彦・大野昌子・川崎靖・関田清司・降矢強

Microanalysis　of　Amphetamines．1

Kazunori　TAKAH酪HI，　Mochihiko　SHIMAMINE，　Masako　ONo，　Yasush二KAwAsAKI，

　　　　　　　　　Klyoshi　SE蹴TA　and　Tsuyoshi　FuRuYA

　Thfs　work　was　done　after　due　consideration　about　the　cstablishment　of　the　applicable　methods　f～）r　the

human　beings　addicted　to　amphetamines．

　30r　5　mg／kg　of　methamphetamine　hydrochlor1de　was　administcred　subcutaneously　to｛bur　monkies

（Macaca　irus），　and　metabolism　of　the　drug　and　duration　of　Inetabolites　excreted　into　the　sweat，　saliva　and

urine　were　studied。

　The　FID－GC　and　NP－FID・GC　prQcedures　are　described　fbr　the　confirmation　of　the　presence　of　metabo－

Iites　in　these　biological　fluids．

　Methamphetamine　and　its　delnethylated　metabolite，　amphetamine，　were　detected　in　these　biological

Huids　of　monkies　respectively　and　determlned　quantitati、・ely　by　thesc　procedures．

　Methamphetamine　was　excretcd　about　54　hours　in　the　case　of　sweat　and　saliva，　and　about　72　hours三n

urine．　The　maxlmum　amounts　of　amphetamine　was　fbund　in　thc　samples　collected　betwecn　6　and　12

hours　a仕er　administration，　and　decreased　the　amounts　gradua11y　until　78　hQurs　in　the　case　of　saliva，　and

174　hours　in　sweat　and　in　urine　samples　respectively．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcceivcd　May　31，1982）

　近年，覚せい剤の不正使用による種々の社会悪が注

目されている．乱用による依存性，耐性，中毒等の諸

問題解決の一環として，中毒老を診断する方法の確立

に着手し，すでに尿を試料としてマイクロクリスタル

テストによる覚せい剤の検出法の研究を行った1）．尿

から抽出した覚せい剤の確認，定量には薬毒物化学試

験法として，水素炎イオン化検出器付ガスクロマトグ

ラフ法（FID－GC）が用いられている2）．また窒素，リ

ン化合物に特異的に高感度を有する熱イオン化検出器

（FTD）が開発され3），覚せい剤の分析にも用いられて

いる4・5）．われわれは引き続き尿の採取が困難な場合

に対処するため，より容易に採取できる体液として汗，

唾液等をとり上げ，中毒者から採取したこれらの試料

からもNP－FID－GC法により覚せい剤とその代謝物

を検出したが6・7），摂取した覚せい剤の排せつ状況の

確認が困難であったので，実験動物にサルを用い，塩

酸メタンフェタミンを投与して，メタンフェタミンと

その代謝物であるアンフニタミンの汗，唾液，尿中へ

の排せつ量及び排せつ持統時間を明らかにレヒトの

場合に，これらをいかにして，最も有効な試料として

役立てることができるかについて考察を加えた．

実　験　方　法

　1実験動物

　カニクイザル（Macaca　irus）雄，4頭

　体重：No，16．45　kg

　　　　Nα2　527kg

　　　　No．3　2．87　kg

　　　　No，4　3．63　kg

　II塩酸メタンフェタミンの投与及び採取条件

　投与量＝No．1，　No．2及びNo．3のサルには5mg

／kgずつ1回，　No。4のサルには3mg／kgを1回そ

れぞれ皮下に投与する．

　採取条件：動物室の室温は平常の25±1。から30±1。

に昇温し，湿度は55±5％とした．

　サルはいずれもモンキーチェアに保定し，四肢をギ

プス包帯で保定し，四肢の自由を束縛する．

　III試料の採取

　（1）方法

　汗：左右の手掌及び足底に約10×10cmのガーゼ

を握らせ，ビニール袋で包み，その上にセロテープを

巻き6時間にわたって排せつされる汗を吸着させる方
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法で採取．

　唾液：6時間ごとに，ガーゼでほほ袋を清拭して採

取．

　尿：小児用採尿パック（アトム）を用いて，汗と同

様に6時間にわたって排せつされる尿を採取，

　（2）採取期間

　第1法：6時間を1採取とし，連続保定の状態で30

時間．

　第2法：6時間の保定による採取を行ったのち，保

定をとき，平常の飼育にもどし，翌日ふたたび6時間

保定する方法で10日間．

　IV　試料溶液の調製

　（1）試料からの覚せい剤の抽出　　汗，唾液付着の

ガーゼは1％塩酸15皿Zを加えて溶出し，溶出液をろ

過したのち，ろ液に6N水酸化ナトリウム液2m♂を

加えてアルカリ性にし，また尿は2mJをとり，6N

水酸化ナトリウム液0．5mJを加えてアルカリ性にし，

それぞれクロロホルム20mZずつで2回抽出する．ク

ロロホルム液はいずれも水10mZずつで洗い，氷酢酸

2滴を入れたフラスコ中にろ過し，ろ液を減圧で蒸発

乾固する．

　（2）GC試料の調製　　（1）で得た蒸発残留物をそれ

ぞれ酢酸エチル0．5mJに溶かし，トリフルオル酢酸

（TFA）0．5m♂を加えて，60。の水浴中で20分間加温

してTFA化し，冷後，減圧で蒸発乾固する．得られ

た残留物を酢酸エチルlmZに溶かし，　GCの試料と

する．

　（3）標準溶液の調製　　塩酸メタンフェタミン（市

販品）及び硫酸アンフェタミン（自製品）をそれぞれ

メタノールに溶かし，0．1，0，2，1．0，2．0，50，100，

150μ9／m～の溶液を調製し，標準溶液とする．

　（4）内部標準溶液　　アゾベンゼン約15mgを精密

に量り，酢酸エチルに溶かし，正確に100m♂とした

溶液．

　V　ガスクロマトゲラ7イー

　測定条件

　Apparatus＝Yokokawa　Hcwlctt　Packard　YHP

5710A

　Detcctor；FID，　NP－FID

　CoIumn：OV－1012％（ChromosQrb　W　HP，100～

120mesh），　glass，　ID　2　mm，　L　4　ft

　Temp．：Injection　port　250。

　　　　　Column　　　　150。

　　　　　Detector　　　　300。

　Carrier　gas＝N230　mJ／min

　　　　　FID

　H2　30　mJ／min

　Air　240　mJ／min

Sens　　　　10×8

Chart　spccd　　10mmlmin

NP－FID

3ml／m三n

60mηmin

1×16

Digital　intcgrator：Takcda　Riken　TR－2221

Slopc　scnse

Peak　w三dth

Va】1ey　time

Hcight　fhctor

VI
（1）

　FID

40μVlmin

6scc

3scc

10

検量線の作成

FID－GCによる検旦線

NP－FID

20μVlmin

6scc

Oscc

O

標準溶液50，100，

150μ9／mZのそれぞれImJずつをとり，減圧で蒸発

乾固し，残留物をIV一（2）にしたがってTFA化し，冷

後，減圧で蒸発乾固する．得られた残留物に内部標準

溶液1mZを正確に加えて溶かし，その1μずつを

とり，前記Vの条件でGCを行い，たて軸にインテグ

レーターを用いて得られたピーク面積比を，横軸にメ

タンフェタミン及びアンフェタミンの量をとり検量線

を作成する．

　（2）NP－FID－GCによる倹量線　　標準溶液0．1，

0．2，1．0，2．0μ9／mZのそれぞれImZずつをとり，

減圧で蒸発乾固し，残留物をIV一（2）にしたがってTFA

化し，冷後，減圧で蒸発乾固する。得られた残留物に

酢酸エチル1mZを正確に加えて溶かし，その1μず

つをとり，前記Vの条件でGCを行い，．たて軸にイン

テグレーターを用いて得られたピーク面積値を，横軸

にメタンフェタミン及びアンフニタミンの量をとり検

量線を作成する．

実験結果
　1塩酸メタンフェタミンの投与及び試料の採取

　No，1，　NQ．2のサルは皿にしたがって試料を採取し，

採取回数5回の試料を得た．No．3のサルは投与後約

4時間で死亡したため1回採取におわった．No．3の

サルが死亡し，かつNo．1，　No．2のサルについても

連続3α耐司保定のため疲労の増加が観察され，死の徴

候が認められたので，No．4のサルでは，投与量を

3mg／kgに下げ，また室温も25±1。にして，投与後

6時間保定したのち，保定をとき，18聯問平常飼育に

もどし，翌日6時聞保定する方法で試料を採取したが，

4日目にサルの疲労が認められたので，2日間平常飼

育にもどし7日目及び10日目に試料を採取した．

　塩酸メタソフニタミン投与後のサルの一般症状は，

いずれも投与直後より6時問目までは瞳孔散大，不安，
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Table　1．　Amount　of　the　sweat，　saliva　and　urine　co11ccted　within　30　hours　and　during　10　days

Experlmental　anima1 Time　coUected
　　，

Sweユt Saliva Urine

No．1 0～　6hr

6～12

12～18

18～24

24～30
Tota1

994．9mg

　226。7

　142．6

　189．O

　l76．8

1，730．0

　86．4mg
　343．2

　380．3

　787．9

　651．4

2，249．2

20．Om∫

20．0

28．0

22．0

26．5

116，5

No．2 0～　6

6～12

12～18

18～24

24～30
Tota1

186．6

137．5

123．6

124．O

I29．6

701．3

108．O

lOO．5

195。0

230．0

119．7

753．2

26．0

26．8

30，0

64，0

49．O

195．8

No．3 0～　4 198．8 151．4 13，0

No．4 　0～　6

24～30

48～54

72～78
168～174

240～246

　TotaI

　931，2

　267．7

　262．2

　285．9

　193．O

　I68．7

2，108．7

　267，5

　179．2

　262．5

　105．7

　108．3

　87．6

1，010．8

13．2

8．5

13．5

15．5

9．0

16．0

75．7

攻撃性，神経過敏などが主であったが，24時間後には

回復を示した．

　採取試料の量をTable　1に示す．

　II試料のTFA化について

　メタンフェタミンとアンフェタミンはVに示した

GCの条件では分離しないので，これらを分離するた

めにTFA化を試みた．これらはIV一（2）の条件により，

いずれも完全にTFA化され，かつ互いに分離し，感

度も上がり，テーリングも認められなかった．TFA

化したメタソフエタミンとアンフェタミンのtRはそ

れぞれ1．69分，1．04分であった．

　IIIガスクロマトグラム

　（1）投与前採取の汗，唾液，尿の場合

　投与前にサルを6時間保定して採取した汗，唾液，

尿（ブランク）をIVの方法にしたがって得たものがメ

タンフェタミンとアンフェタミンの検出に影響を与え

るピークを有するかどうかについて検討したが，

F三g，1に示すように，クロマトグラムはいずれもこれ

らの検出を妨げるピークを示さなかった．

　（2）投与後同上試料の場合

　投与後に採取した試料の汗，唾液，尿をIVの方法に

したがって処理したものについてはFig．2に示すクロ
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マトグラムが得られた．

　IV　検量線及び検出限界について

　（1）FID－GCによる検量線．

　VI一（1）の方法で得たメタンフェタミンとアンフェタ

ミンの検量線はFig．3に示すように，いずれの場合

も110μ9／m’まで原点を通る直線性を示し，その倹

出限界は8ngであった．
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　　　　and　amphetamine　by　FID・GC

　（2）　NP－FID－GCによる検量：線

　VI一（2）の方法で得たメタンフェタミンとアソフニタ

ミンの検量線はFig．4に示すように1．6μg／mJまで

原点を通る直線性を示し，その検出限界はメタンフェ

タミンでは8P9，アンフェタミンでは15P9であっ

た．

　V　回収率

　覚せい剤投与前に保定したサルの尿をとり，その

2mZに塩酸メタンフェタミン及び硫酸アンフェタミ

ンそれぞれ1μgずつを添加して，IVの方法にしたが

って操作し，その回収率を求めたところ，塩酸メタン

フェタミンの回収率は95，3％（π＝2），硫酸アンフェ

タミンの回収率は92．8％（π＝2）であった．

　VI体液中への排せつ量

　塩酸メタンフェタミンを投与した4頭のサルから採

取した汗，唾液，尿中に排せつされたメタンフェタミ

ン及びアンフェタミンの量はW及びVの方法にしたが

蒼100

監
田

詰

莞

巴　50

三

田

量

．E

　　　　／

　　　　　0
　　　　　　　　　　　　1．0　　　μ9／mJ

　　　　　　　x－xMethamphetamine

　　　　　　　b－oAmphetamine

Flg．4．　Calibration　curvcs　of　methamphctaminc

　　　　and　amphetamine　by　NP－FID・GC

って測定したところTable　2に示すとおりであった，

　Table　2に示したように，塩酸メタンフェタミン投

与後，メタンフェタミンとその脱メチル代謝物である

アンフェタミンがいずれも汗，唾液，尿中に排せつさ

れており，その量は前者では，いずれの試料の場合に

も時間の経過とともに漸減し，後者は6～12時間の間

に最も多く認められそののち漸減した．メタンフェタ

ミンの排せつは汗，唾液中には5壬時間，尿中には72時

間まで認められた．またアンフェタミンは唾液には78

時間，汗，尿にはこれより数日後の174時間まで排せ

つが持続した．

　アンフェタミンをメタンフェタミンに換算し，比較

的異常の少なかったNo．2のサルについてみると，30

時聞内に各試料中に排せつされた代謝物の：量の比はお

およそ汗：唾液＝尿＝1＝0．3：2000であった．また

各実験動物ごとに採取した全部の汗，唾液，尿中に排
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Table　2． Amounts　of　methamphetamine　and　amphetam1ne　containing　biological　Huids　excreted

within　30　hours　and　10days

Experimental　　　Tlme，
　animal　　　　　coIlected

Sweat Saliva Urine

M A M A M A

No．1 0～　　6hr　　　572．1119

6～　12　　　　　　83．4

12～　18　　　　　　94．4

18～24　　　　52．2

24～30　　1，467．5

Total　　　2，269，6

105．Ong

108。7

101．3

110．6

81．1

506．7

19．1ng

10．0

6．0

4。0

39．1

18．4ng　　　1，694．0μg　　403．7μg

339，5　　　　　　　225．0　　　　880．8

5L4　　　　　　89．9　　　873．5

　7．3　　　　　　35．3　　　662．1

　一　　　　　　　一　　　204．2

416。6　　　　　　2，044．2　　3，024．3

No．2 0～　6

6～12
12～18

18～24

24～30
Tota1

349，3

152．6

102，4

92，3

49．0

745．6

171．4

143．1

119．3

247，7

269．4

950．9

8．0

7，2

15．2

86．6

154．1

177．6

68．3

486．6

1，565．9

　161．4

1，727。3

　248，1

　737．7

　242．2

　187．9

　30．6

1，446．5

No，3 0～　4 176．7 658．5 22．0 944．7 81．1

No．4 　0～　6

24～30

48～54

72～78
168～174

240～246
Tota1

242．8

69．5

27．9

340．2

　5．2

457．9

230．7

49．6

　9．5

752．9

68．8

45，9

3．5

118．2

150．3

64．7

38．5

253．5

．694，2

　L2

　0．2

695．6

644．3

113。1

　7．4

　2．2

　0．8

767，8

M：methamphetamine　A：amphetamine

せっされた全メタンフェタミン量（換算値を含む）の投

与量に対する割合はNo．1のサルでは19．82％，　Nq　2

では24．93％，No．4では17．63％であった．

考 察

　ヒトの体液を試料として覚せい剤中毒の有無を診断

するため，メタンフェタミン及びその代謝物の汗，唾

液，尿中への排せつ状態を動物実験により明らかにす

るために，汗腺分布ができるだけヒトに類似し，かつ

入手が可能な動物としてカニクイザルを選んだ．

　サルの汗腺は手掌，足底部，有毛部体表に存在して

いるが8），手掌，足底部の汗を試料として採取したの

は

①ヒトのほとんど全身に分布するエクリン腺が，

サルでは手掌，足底及び指の腹側面に限られているこ

と

　②有毛部でないため，より容易に汗だけを採取で

きる

ということであった．しかしヒトの場合と異なり，こ

れらの部分は小さいので，発汗を促進させるために室

温を平常の25±1。から30±1。にまで四温させ，単位

時間内の汗をできるだけ完全に採取するためにガーゼ

を握らせ更にビニール袋で四肢を包むパック法を適用

した．この方法により塩酸メタンフェタミン投与前に

保定したサルから6時間以内に得られた汗の量は使用

した4頭の平均で約200mgであった．塩酸メタンフ

ェタミン5mg／kgを投与した3頭のサルのうち1頭

が投与後約4時間で死亡したが，その理由として，平

常より5。高い室温と使用したサルの体温調節反応性

との関係，保定によるストレス及びメタンフェタミン

に対する感受性等の因子を考え，最後のサルについて

は投与量も3mg／kgに下げ，採取方法も実験結果で

示したように連続保定を止め，保定をとき，かつ間隔

をあけての採取を試みたが，これでもまだ死亡の危険

性がみられ，実験例が少ないことから最もよい条件の

設定はできなかった．しかし実験結果にはいずれも同

じ傾向がみられ，微量の試料から明らかに検出，定量

できる代謝物は未変化のメタンフェタミンとメチル基

のはずれたアンフェタミンでpg単位での検出が必要

とされた．
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　GC－Massを使用せずに，両者を迅速，確実に検出，

確認するための有効な手段はNP－FID－GCの適用で

あろう．NP－FID－GCによる両者の分離，定量はT

FA化により非常に精度よく行うことができる．　TFA

化したものはピークの分離，再現性ともにすぐれてい

る．メタンフェタミンとアンフェタミンの検出はFID

の場合の1／500～1／1000の量があれば十分であるとい

える．

　サルを実験動物とした今回の研究で30時間までに採

取した汗，唾液，尿中に排せつされた総メタンフェタ

ミン量（アンフェタミン換算値を含む）は投与量に対

して約20～25％で尿中への排せつがほとんどではあっ

たが，ヒトの場合，メタンフェタミンは投与量の78～

90％が48時間にわたり，尿中に排せつされると報告さ

れており9），この間の相違については検討の余地があ

る．尿への排せつに比べヒトでも唾液，均等への排せ

つ量は少ないが，今回のサルを用いた実験でも，連続

30時間保定して得た試料に含まれた代謝物の量の割合

はおおよそ汗：唾液＝尿＝1：0．3：2000であり，こ

の点に関する限りは類似していた．

　この方法を中毒者の判定手段として適用するために

は更に爽雑物の存在，中毒者と決定するための基準と

される最低検出量を考慮することのほか，他の微量分

析法との組合せによる必要があり，またこの方法を適

用するために，試料として最も確実で，適当な体液は

これら3種のうち78時間以内の尿あるいは48時間以内

の汗であろうと思われる，
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4ムノルエピネフリンの水溶液中での安定性

　　　　徳永裕司・木村俊夫・川村次良

Stud五es　of　Stability　R）r　4Z．Norepinephrine　in　Solution

Hiroshi　ToKuNAGA，　Toshio　KIMuRA　and　Jiro　KAwAMuRA

　After　kceping〃一noreplnephrinc（NE）solution　at　106。，116。　fbr　1－7　days，　residual　amounts　of　NE　were

dctcrmincd　by　high　pcrlbmユance　liquid　chromatographic　method（HPI．C　method）and　by　colorimetry．

Resldual　pcrccnt　of　NE　at　I　O6。　and　116。　gave　an　apparent　zero　order　degradation　until　third　day，　and

thcir　rcgrcsslon　cquations　by　HPLC　mcthod　wcre　y＝一8．12x十98．0（r＝一〇．998）and　y＝一13。15x十97．7

（r＝一〇．986），rcspcct量vcly．　In　casc　of　NE　solution　containing　sodium　bisul丘te，　rcsidual　percent　of　NE

at　106。　gavc　a　same　apparcnt　zero　ordcr　dcgradation　until　scvcnth　day，　and　its　regression　cquatiQn　was

y＝一6．90x十99．7（r＝一日頃993）．　Thcrcfbrc　it　was　fbund　that　sodium　bisulntc　protcctcd　the　degradation

of　NE．　Thc　analytical　values　by　HPLG　mc【hod　wcrc　compared　with　thQsc　by　colorimctry，　and　the　re．

1ationship　bctwccn　both　values　gavc　a　vcry　good　correlatiQn・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcccivcd　May　31，1982）

　♂ムノルエビネフリン（NE）の水溶液は，一般に不安

定なことが報告されているD．そこで，NEの水溶液

中での安定性を検討することを日的に，NEの0．01N

塩酸溶液を106。，II6。，及び亜硫酸水素ナトリウムの

存在下，106。で1～7日間加熱し，残存するNE量を

高速液体クロマトグラフ法（HP上C法）及び比色定量

法で定量し，各温度におけるNEの分解パターン，

HPLC法及び比色定量法で得られた仙の比較，分解

産物の薄層クロマトグラフ法（TエC法）での検討を行

った．

実験　の　部

　1，装置及び分離条件　　装置は，日本精密製高圧

ポンプ，アトー製UV検出器，ペックマン・島津町記
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録計，及び三田村理研製加水分解炉を使用した．

　HPLG装置の分離条件は，4×250　mmのカラムに

リクロソルブRP－18（5μm）を充てんした後，溶離

．液アセトニトリル・0．17M酢酸（1：4）混液，カラム

温度30。，流：量1mJ／minとした．検出波長は，280

nm，フルスケール0．08　AUFS，チャートスピード

2．5mm／minであった．

　2．試薬及び試薬　　酒石酸水素ノルエピネフリソ

標準品は日本薬局方標準品，NEの粉末は，シグマ社

製のものを用いた．その他の試薬は，試薬特級品を用

いた．TLC板でセルロースは，フナコシ製のもの，

シリカゲルは，メルク試製のもので，20×20Clnを用

’いた．

　内部標準溶液（IS）：安息香酸約50　mgを精密に量

り，アセトニトリル・0．17M酢酸（1：4）混液10．OmZ

．に溶解する．

　0，17M酢酸：氷酢酸10m♂に水を加えて1Zとす
る．

　3．定量法1（HPLC法）　NEを乾燥した後，そ

．の約100mgを精密に量り，100　mZのメスフラスコ

．に入れる．0．01N塩酸を加えて溶かした後，0．01N

．塩酸を加えて100m♂とする．この液5m1を試験管

にとり，試験管上部を熔起し，各種温度にて1～7日

’間放置する．得られた溶液を綿栓ろ過し，ろ液50μ，

：IS　20μ，及びアセトニトリル・0．17M酢酸（1：4）

心拍30μZを加えて混和する．この液5μ」をHPLC

．装置に注入し，保持時間（’R）7．5分のNE及び触

11．2分のISのピーク高さの測定を行う．　NEの量は，

あらかじめ作成した検量線より求める．

　4．　定量法皿（比色定量法）　　第十改正日本薬局

－方の方法を準用する2》．ただし，HPLC法で，綿栓ろ

過後に得られたろ液1mZを正確に量り，試験管に入

れ，これに水4mZを正確に加えて試料溶液とした．

　5．TLC法　NEの0．　OIN塩酸溶液（lmg／ln’）

10μを薄層板上にスポットし，セルロースの場合に

は，展開溶媒として，ブタノール・酢酸・水・ピリジ

ン毒液（38＝8：20＝24），シリカゲルの場合には，ブ

タノール・酢酸・水混液（4：1：2）を用いて，原線よ

り約10cm展開を行う．展開した後，風乾し，うすめ

たフォリン試液（1→4）を墳霧し，約5分後，アン

モニア蒸気中に数秒間置ぎ，生じたスポットの検出を

行う．

結果及び考察

　1．HPLC法による検量線及び再現性　　NEの

0．01N塩酸溶液（1mg／mZ）5～60μ」をサンプル管に

ユ00
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鷺

三

・ぎ50

奮

罠

　　　　　　　ユ0　　　20　　30　　　40　　50　　　60

　　　　　　norepinephrine（μg／工00μ♂）

Fig．1．　、Vorking　curve　fbr　norcplncphrine　by

　　　HPLC　method

a

b

C

d

4min

⇔

Fig．2．　High　per飴㎜ance　liquid　chromatogram

　　　of　norep三nephrine　solution　after　hcat㎞g

　　　fbr　7　days　at　106。

　　　a，b：decomposition　products，　c＝nore．

　　　pinephr…ne，　d：internal　standard

入れ，IS　20μを加え，アセトニトリル・0．17M酢酸

混液を加えて全量を100μZとする．この混液5μZを

HPLC装置に注入し，検量線の作成を行った．その

結果をFig．1に示す．

　得られた検量線は，この範囲において良好な直線性

を示し，その方程式は，暫＝1．81∬＋4．9で，相関係数

はα999であった．NE　5μ9及び50μ9／100μZの溶

液5μを繰り返し6回，HPLC装置に注入し，再現

性の検討を行った．ピーク高さ比の平均値は，それぞ

れ，12．7％，9L4％，変動係数は，それぞれ，3．27％，

2．63％であった．

　2．比色定量法による検量線及び再現性　NEO．1
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Fig，4．　Rclationship　bet、veen　time　and　residual

　　　Perccnt　oξnorepinephrinc　at　1160

　　　0一一〇：HPLC　method，　△一△：CG王ori－

　　　　mctry

～1，2mg／m’を含有する0．01N塩酸溶液を調製し，

比色定n法に従い検量線の作成を行った．その結果，

NE濃度と吸光度の問には，ゼロを通る良好な直面関

係が成立した．NE　o2　mg及び1．Omg／mzの溶液を

調製し，同一操作を6回繰り返し，再現性の倹討を行

った．その結果，吸光度の平均値は，それぞれ，0．114

及び0．600であり，変動係数は，．それぞれ，1．03駕及

び0．21％であった．

　3．安定性の検討　NElmg／mJを含有する
α01N塩酸溶液を調製し，この液5m1を試験管にと

り，試験管上部を熔封ずる．106。，116。で1～7日間

加熱した後，HPLC法及び比色定量法で残存するNE

の測定を行った．106。で7日閥加熱したときのHPLC

クロマトグラムをF三g．2に示す．

　時間の経過とともに’R7．5分のNEピーク。が減少

　　　　　　1　　2　　3　　4　　5　　6　　7

　　　　　　　　　ti＝11e（day）

Fig．5．　Relationship　bct、veen　time　and　residuaI

　　　perccnt　of　norepinephrine　at　iO60　af㌃er

　　　　adding　sod三um　bisul丘te

　　　O一〇＝HPLC　method，　△一△：colori．

　　　metry

し，それに伴って，’23．2分付近のマルチピークaの

ピーク高さの増加，及び叛4．4分のピークbのピrク

高さが増加することが観察された．106。，116。で加熱

したときのNEの残存率を：H肌C法及び比色定量法

で求めたものをFig．3及びFig．4に示す．　NEの安

定性には，106。及び116。の両者の温度で，残存率

50～60％までみかけ上ゼロ次反応で分解し，それ以後

は，みかけ上ゼロ次反応より離れることが明らかにな

った．

　市販のNEの注射液には，安定化剤として亜硫酸水

素ナトリウムが添加されている．そこで，NEの0．01

N塩酸溶液1mJに亜硫酸水素ナトリウム0，3mgを

含有する溶液を調製し，106。でユ～7日聞加熱した．

その時のNEの残存率の測定をHPLC法及び比色定

量法で求めた．その結果をF三g．5に示す．

　NEの分解は，7日目までの範囲ではみかけ上ゼロ

次反応で進行し，HPLC法で得られた直線の方程式

は，7＝一6．9硫十99．7，相関係数は，一〇．9933，比色

定量法で得られた直線の方程式は，蜜＝一6．2恥十98．0，

相閃係数は，一〇．9858であった．Fig．3での亜硫酸

水素ナトリウムを添加しないものと比較して，両者の

みかけ上ゼロ次反応での傾き，すなわち分解速度には

差が認められ，加熱によるNEの分解の際には，分解

の初期段階で，亜硫酸水素ナトリウムがNEの分解を

抑制する作用が認められた．しかし，亜硫酸水素ナト

リウムを含有しない場合，分解の後期段階（5～7日）

では分解遠回の低下が認められ，7日目でのNEの残

存率は，亜硫酸水素ナトリウムの添加の有無にかかわ

らず，ほぼ同じ他を与えた．

　室温でNEの0．01　N塩酸溶液を放置した場合，7
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Table　I．　Rf　values　of　norepinephrine　and　deco－

　　　　mposition　products　obtained　f｝om
　　　　no「ePinePhr三ne　solution　fbr　1－4　days

　　　　at　106。

・・rep…ph・…de?o’de響P・

100

cellulose　plate

sil三ca　gel　plate

0．50

0．39

0．45

0，28

0．95

0．70

日目でも，NEの残存率は，98％であり，ほとんど

］NEの分解は認められないことがわかった．

　4．TLCによる分解産物の検討　　NEの0．01N

塩酸溶液（1mg／mりを106。で1～4日間分解させた

もの，10μをセルロースあるいはシリカゲル板にス

ポットし，展開を行った．その結果をTable　1に示

す．

　セルロース板での分解物Bは，溶媒先端（1～∫0．95）

であるのに対し，シリカゲル板では，Rノ値0．70で，

スポットの広がりも小さいので，シリカゲル板を用い

た場合には，良好な結果が得られた．TLCクロマト

グラム上での分解物のスポットとHPLCクロマトグ

ラム上でのピークとの関係を調べるため，セルロース

板における分解物A及びBをTLC板よりかき取り，

0．OIN塩酸で溶出させ，　HPLC装置に注入した．分

解物Bは，HPLCクロマトグラムでの保持時間3，7分

に現われ，これはFig．2のマルチピークaの中の成

分に相当するが分解物Aは，セルロース板上での量が

少ないためか，あるいは，TLC板からの抽出が不十

分のためか，HPLCクロマトグラム上にピークを観

察することができなかった．

　5．HPLC法及び比色定量法での定量値の相関性

の検討　　NEの0．01N塩酸溶液を106。及び116。

で1～7日間加熱して得られた試料溶液及び亜硫酸水

智

舞

’蓉

悪50
お

婁

孚

　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　100（o∠〆0）

　　　　　　　value　by　HPLCmethod

Fig．6．　Correlation　of　values　of　noreplnephrine

　　　by　HP工C　method　and　colorlmetry

素ナトリウムの存在下，106。で1～7日間加熱して得

られた試料溶液を用い，HPL（】法及び比色定量法で

測定したときの定量値の検討を行った．その結果を

Fig．6に示す．

　両者の定量値の間には，十分な相関性が認められ，

その一次方程式は，γ＝0，922エ＋7．8，相関係数は，

0．993であった，しかし，比色定量法で得た値が，

HPLC法で得た値に比べ若干高い値を与えるが，こ

れは，加熱分解した時，NE溶液が黄褐色に着色して

おり，その着色が比色定量の際に正の妨害を与えたも

のと考えられる，したがって，比色定量法を使って

NEの分解性を検討する場合には，対照溶液として，

NEの分解後の溶液を使用すべき’ものと考える。
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Ef艶cts　of　Ethylemethiourea　on　the　Functions　of　Mousc　I．ymphocytcs
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　Ef琵。亡s　of　cdlylenc亡hiourca（ETU），　the　pr五ncipal　degradation　produαof　cthyZeneb三sd三th五〇carba飢a亡es

and　a　wcll－known　vulcanizat三〇n　accelcratQr　of　neoprenc　rubber，　Qn　thc　hmctlons　of　mousc　lymphocytes

were　studicd．

　ETU　supprcssed　both　primary　and　secondary　imlnunc　rcsponscs　fπぬ。　at　the　dose　of　460　mg／kg，　and

also　wcakly　suppresscd加寵’ro　primary　hnmune　response　and　mitogenic　proli琵ration　of　lymphocytes　by

mltogcns・
　Detailcd　studies　on　the　c晩cts　Qf　ETU　on　T　cell　functions，　revcaled　that　ETU　suppressed　bQth　helper

and　supPrcssor　T　activities・

In　cuhured　mammalian　cells，　ETU　inhibited　DNA　and　RNA　synthcsis　with　less　ef艶ct　oll　protein　synthesls．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

は　じ　め　に

　農薬として使用されているEthylcnebisdithi㏄arba・

mateの分解物として，また，ゴム加硫促進剤として

知られているエチレソチオ尿素（ETU）は，ラット及

びマウスにおいて，甲状腺がん，肝臓がん，白血病を

引き起こすこと：吻，弱いながら，突然変異誘起能の

あること3曜5），ラットで催奇形成作用のあること6），更

に胸腺・脾臓重量の減少，及び，血液中のリンパ球数

の減少を引き起こすこと7）などが報告されている．

　今回，われわれは，マウスリンパ球のもつ免疫機能

に及ぼすETUの影響を，訪ぬ。及びf肌∫’roの両方で

検討したところ，抑制的に働くという結果が得られた

ので報告する．

実験材料及び方法

　本実験において，藁剤の投与は，漁痂。では，薬剤

の生理食塩水溶液を，fπ爵。では，培養液に溶かし

たものを使用した．マイトージェン及び放射性物質は，

培養液にとかしたものを用いた．羊赤血球（SRBC）は，

生理食塩水に懸濁したものを投与した．細胞培養液は，

5～10％のFCSを含むRPMI－16壬0を用いた．

　1．実験動物

　7～8週令のBDF1マウス（静岡実験動物より購

入）を用いた。

　2．翫寵σoでの一次免疫応答

　ETU（東京化成・試薬特級）を，30，115，460　mg

／kgの割合で，腹腔内投与し，1日後に，5×108個の

羊赤血球を腹腔内投与した後，4日後に脾興し，脾リ

ンパ球1xlO5個あたりのp1（xlue　forming　ce11（PFC＞

数を，スライドグラス法にて測定した．

　3．加扉のでの二次免疫応答

　460mg／kgのETUを，　Fig．2に示すスケジュー

ルで，5回腹腔内投与し，その間，5x108個の羊赤血

球を2回腹腔内投与し，羊赤血球最終投与後4日目に，

脾摘を行い，PFG数を間接法にて測定した．

　4．fπひfか。での一次免疫応答

　Mishell　and　Dutton8）の変1去で行った。10％FCSを

含む培養液0．2mZ中に，脾リンパ球が2x106個，

羊赤血球が1×106個（又は非添加），ETUが0．1～

20mMになるように加え，ピダール管中で，5．5日間，

37。でCO2培糞器内で培養し，各管あたりのPFC数

を測定した．

　5．　マイトージェンによる1」ンパ球幼若化試験

　脾リンパ球2×105個に，コンカナバリンA（ConA）9ン

2．5μ9／m∫又は，リポポリサッカライド（LPS）（Difco

社）12．5μ9／m’になるように加え，更に，各種濃度

のETU等の薬物を加えたのち，マイクロタイターブ

レート中で培養した．48時間後，3H一チミジソを0・5

μCi加え，更に24時間培養してから，オートハーベス

タ（LABO　Science社）にて1。），細胞を，グラスファ

イバー上に呼集し，DNAにとりこまれた放射能を，

液体シンチレーシコソカウンタにて測定した．

　6．培養細胞における蛋白，RNA及びDNA合成
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Fig．2．　EHセct　of　ETU　on　secondary　response　to

　　　SR．BCゴπむ甜。

　　　に及ぼす影響

　対数増殖期のNS－1細胞（マウス骨髄腫細胞）5×

105個に，各種濃度の薬物を加え，全量1m♂とし，

2時間培養後，3H一日目シン，3H一ウリジン，又は，

3H一チミジンを1μCi加え，更に1時間培養を行った

後，遠心（EOOO　rpm，5分間）し，上清を除いて細胞

を集めレこれに5％TCA　lmZを加え．，沈澱物への

放射能のとりこみを液体シンチレーションカウンタに

て測定した．

　7．ヘルパーT緬胞への影響

　生理食塩水又は，ETU（460　mg／kg）を3回，羊赤

血球5×108個を1回，F19．6に示すスケジュールで

投与したマウスから，脾臓を摘出し，Nylon－Wool

columnに通し，　T細胞fractionを分画した1P．一方，

正常マウス脾臓から，フィコールウログラフィン法12）

で分画したリンパ球を培養液に懸濁し，抗T細胞抗体

（Cederline社）と補体で処理し，　T細胞を除去し，　B

細胞のみとした．上記T細胞（4×105個）と，B細胞

（1．6×106個）を混ぜ，更に，1×106個の羊赤血球を

加え，全量0．2mJとし，37。で，3日間培養し，

PFC数を測定した．

　8．サプレッサーT緬胞への影響

　生理食塩水又は，ETU（460　mg／kg）を3日おきに

5回投与したマウスの脾臓からリンパ球を分画し，培

養液で希釈し，細胞数を2×107／mJにあわせ，等量の

ConA（10μ9／mJ）溶液を加え，全量8m1で，37。，

40時間培養を行い，サプレッサーT細胞を誘導した13）．

培養終了後，α一間チルーD一マンノシドで3回洗った後，

リンパ球を，フィコールウ自グラフィン法で分離した．

　150
玉

台

2
α100
量

乞
冥

ミ乏50
2
山

0

（一SRBC）

（n＝5）

　　　　　　0　0ユ　　1　10　ユ00

　　　　　　　　　　mM
Fig．3．　EHヒct　of　ETU　on　primary　response　to

　　　SRBC　iπ癬ro

　　　　－SRBC；the　PFG　number　in　the　absence

　　　of　ant至gen（SRBC）

このサプレッサーT細胞1～2×105個と，正常脾リン

パ球1×106個及び羊赤血球5×105個を混ぜ，全量

0．2m1で，5．5日間，37。で培養し，　PFC数を測定し

た．

実　験　結　果

　1．一次及び二次免疫応答に及ぼすETUの影響

　ETUの，　iη伽。での一次免疫応答に対する影響を

Fig．1に示した．用量依存的に，　PFC数の減少がみ

られ，Student∫検定を行ったところ，460　mg／kgの

割合で投与した時，対照群に比べ，有意の差がみられ

た．

　盈痂。での二次免疫応答に対する影響を，Fig．2

に示した，この場合も，ETU投与によって，対照群

に比べ，有意の差がみられた．
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Table　1．　Drug　Concentration　of　50％Inh三bitiQn

　　　　of　Thymidine　Uptake　by　あlitogen－

　　　　activatcd　Lymphocytes

mltogen

drug

ETU HU　　Ara－G　6－MP

　ConA
（2．5μg／n竃」）

　LPS
（12．5μg／mり

40mM　66μM　　53　nM　66nM

6mM　66μM　170　nM　148　nM

　このことから，IgM産生細胞ばかりでなく，IgG産

生細胞にも，ETUが抑制的に働くことが示唆された．

なお，脾細胞中の，T細胞とB細胞の比率については，

対照群とETU投与群で差はみられなかった．．

　1勘」‘70の抗体産生に対する影響については，Fig．3

に示した．ETU約5mMで，　PFC数が対照の約50

％に抑えられ，ETUに，直接的な抗体産生抑制f乍用

のあることが示唆された，

　2．マイトージェンのリンパ球幼若化に及ぼす

　　　ETUの影響

　リンパ球のマイトージェソによる幼若化に及ぼす

ETUの影響については，　E9．4に示した．なお，

SeHerら14）が，ヒドロキシウレア（HU）とETUに，

類似したf二二のあることを示唆しているので，対照と

して，HUを用い，それとの比較を行ってみた．　ETU

の場合，B細胞マイトージェンであるLPSによるチ

ミジソとりこみは，6mMで50％に抑えられ，　Con　A

によるそれは，40mMで50％に抑えられた．　HUの

場合は，両マイトージェンによる反応を，66μMで，

50％に抑えた．なお，ETUやHUは，ここに示す濃

度では，細胞生存率に影響を与えなかった．

　ETU及び種々の代謝拮抗剤について，マイトージ

ェンによるリンパ球の幼若化を50％阻害する濃度を

Table　1に示した．シトシンアラビノシド（Ara－C），

6一メルヵプトプリソ（6－MP）では，阻害効果が強く，

．ついで，HU，　ETUの順であった・
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　3．高分子物質の生合成に及ぼす影響

　培養細胞を用いた，DNA，　RNA，及び蛋白合成に

及ぼす影響については，Fig．5に示した．この場合も，

HUを対照として用いた．　HUの場合は，　DNA合成

のみが抑えられ，RNA及び蛋白合成に影響はみられ

ないが15），ETUの場合には，　RNAとDNA合成の

阻害が観察された．このことから，ETUは，　HUと

は，作用部位の異なることが示唆された．

　4．Tリンパ球の機能に及ぼす影響

　ヘルパーT細胞に及ぼす影響について，B9．6に，

サプレッサーT細胞に及ぼす影響については，Fig．7

に示した．Fig．6から，　ETU投与されたマウスのヘ

ルパーT細胞活性は，生理食塩水を投与したマウスの

それに比べ，約54％に減少していることが観察され，

F19．7から，　ETU投与したマウスのサプレッサーT

細胞活性は，生理食塩水投与したマウスのそれに比べ，

やはり抑制されていることが観察された，

考 察

　ETUは，　fπゆ。において，460　mg／kg以上の用量

で，一次及び二次免疫応答を抑制し，弱いながら，免

疫抑制的に働くことが示された．また，5πむ伽。でも，

弱いながら，直接的に一次抗体産生を抑制すること，

及び，．マイトージェンによるリンパ球幼若化を抑制す

ることが示された．このETUの効果を，細胞レベル

で調べてみると，RNA合成，　DNA合成を阻害する

ことが示された．Tリンパ球の種々の機能に及ぼす効

果として，ETUは，ヘルパーT細胞にも，サプレッ

サーT細胞にも抑制的に作用することが示された．

　ETUには，　T及びBリンパ球のマイトージエンあ

るいは，特異抗原刺激による分裂に対し，直接的に作

用し，免疫抑制作用があることが推測される．

　ところで，ETUの生体内の代謝については，種々

報告されており，ラット1凹7，，マウス18，及びモルモッ

ト19において，大部分，未変化体として排泄されるこ

とが明らかとなっている．上記に示したように，ETU

に，直接的な生理活性があるとする実験結果は，上記

の代謝実験の結果と矛盾しない．

　なお，青木ら2ωは，甲状腺機能低下と，T細胞機能

の低下に，相関関係があると報告しているが，ETU

は，甲状腺に蓄積され16・19，，甲状腺機能低下を引ぎ起

こす2Dことが知られているので，　ETUの持つ鋭む如

での免疫抑制作用は，リンパ球に対する直接作用ばか

りでなく，甲状腺機能低下による間接的な作用も関係

している可能性も考えられる．

聾

台

2
舞

許
9
三

b
象

750

500

250

0

（Contro1）

十SRBC

一ConA

十ConA

一SRBC

（ETU・treated）

十SRBC

一CQnA

十ConA

0　　　1　　　　2　　　　　0　　　1　　　2

Ce11s　added（×10－5）　　　　　　Ce11s　added（×10膚5）

　Fig．7．　EHヒct　of　ETU　on　suppressor　Tcells

一SRBC



48 衛生試験所報告 第100号（1982）

　　　　　　　　　　　文　　　　　献

1）B．M．　Ulland　6’α’．：ノ」！％」∴Gηz‘871旭’．，49，

　　　583　（1972）

2）J．R．M　Inn（器‘’σ’．：JLハ勉〃．（汝’z‘6r傭．，42，

　　　1101　（1969）

3）J．P．　Sci玉er：ム血如’foπ　R8584κ乃，26，189　（1974）

4）S．Tcramotoε’α’．：ゐf吻’∫oπR8∫8ακ乃，56，121

　　　（1977）

5）M．Schiipbach　8’oJ。：油’α∫加R8∫8απ乃，56，

　　　111　（1977）

6）K．S．　Khcra：：τ㌃7伽あgッ，7，243（1973）

7）池田康和ら＝第8回日本毒科学会講演要旨集，
　　　p．56（1982）

8）RL　MIshell　6’α乙；5ヒf62～‘8，153，100壬（1966）

9）⊃江・0・J．Olson　8」α’．：βfo6乃8ηi∫5’ワ，6，105（1967）

10）大野竜三ら：医学のあゆみ，97，66（1976）
11）M．H．　Julius　8’α’．：Eμr．ノ．加三脚」．，3，645

　　　（1973）

12）笠原　忠：免疫実験f乍法，B，1251

12）：B，1251

13）T．Nakano　8’α’，：ノ．〃η〃πμ2zo乙，∫125，1928（1980＞

14）J．P．　Scilcr：盈μrf8η’f4，31，724（1975）

15）C．W．　YQ岨g8’α’．：απ‘8rR8∫8απ乃，27，535

　　　（1967）

16）F．Iverson　8’4乙＝Bμ”・E即f「oπ・Cbη’αη～’7bκ‘60」’，

　　　18，541　（1977）

17）　F．Iverson　8’α乙＝　7bκf‘o乙1ψρ1．　Pぬα7ηLo‘o’．，52，

　　　16（1980）

18）K。Savolaincn　8‘α乙：」．濯gr∫‘．　IFboゴC完8η3．，27，

　　　27，1177（1979）

19）R。Tesh1ma　8’α’。：衛生化学，27，85（1981）

20）N．Aoki　8’α’．：オ‘’α1勉4b‘7fπ01⑫‘α，81，10壬

　　　（1976）

21）S．L　Graham　8’α」．＝β〃．1物‘70π．（；bπ’4加．

　　　7bxfooJ．，7，19（1972）

　　　　医療用具の放射線滅菌に関する研究（第8報）

7線照射によるPHEMAコーティングした活性炭の化学

　　　　的，物理的性質の変化並びに滅菌効果について

辻楠雄・新谷英晴・水町彰吾・菊池寛・

栗栖弘光・柳町きみゑ・倉田　浩・大場琢磨

　　　　　　　　　　　Radio－steriUzatlon　of　Medical　Products．　VIII

Studies　on　Chemical　and　Physical　Properties　of　PHEMA・Coated　CharcoaI

　　　　Irradiated　byγ一Ray　of　60Co，　and　on　the　Sterilization　Ef后ciency

Kusuo　TsuJI，　Hidcharu　SHINTAN1，　Shogo　MlzuMAcHI，　H三roshi　KIKucHI，　Hiromitsu　KuRlsu，

　　　　　　　　　　　　K五mie　YANAGIMAclll，　Hiroshi　KuRATA　and　Takuma　OBA

　　Thc　pctrolcum　pitch　charcoal　of　sphcrical　granule　type，　coated　with　polyhydroxyethyl　methacrylate

（PHEMA）mcmbranc，　is　uscd　as　the　adsorbcnt　lbr　the　arti丘cial　liver　by　dlrcct　hemoperfhsiQn．

　　The　innucnccs　ofγ一ray　irradiation　on　the　chemical　and　physical　propcrtics　and　the　sterilization　e缶ciency

of　thc　coated　charcoal　wcrc　invcst量gatcd．

　　（1）　Elution　test　and　adsQrption　e缶cicncy　test　of　the　coated　charcoal　were　pcr最）rmed，　and　thc　number

of　i｝ee　particlcs　rclcascd　l｝om　the　charcoal　was　countcd。　Thc　sur伍cc　of　thc　charcoal　was　obscrvcd　by

scanning　clectron　m三croscopy．　As　the　rcsults，　any　damage　could　nQt　bc　R）und　cvcn　at　ten　Mrad　irradiation．

　　（2）　Thc　stcrilization　e缶clcncy　by　theγ瞬ray　irmdiation　at　O・5　to　2・5　Mrad　was　studicd　by　uslng　1080r

lOlo　ofβ．μη1’如∫attachcd　to　the　coatcd　charcoal　undcr　wet　or　fヒcczcd－dricd　condltions・　Thc　stcrilization

was　complctcd　at　2．5　Mrad　irradiadon　under　wct　cond三tlQn　and　at　l．5　Mrad　irradlatlon　under　f｝eezed－

dricd　condit三〇n．

　The　coatcd　charcQal　irradiatcd　at　2．O　to　2．5　Mrad　was　provcd　to　bc　stcrile　and　to　kccp　quality　and釦nc－

tion　as　the　adsorbcnt｛br　the　artiGcial　liver　by　dircct　hemoperfhsion．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receivcd　May　31，1982）

ま え　が き

活性炭吸藩剤は，薬物中撮における血液中の毒性成

分の除去，激症肝炎の治療，のための吸着療法に人工

肝臓として用いられている．

　活性炭は，ヤシガラ炭と石油ピッチ炭に大別される
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が，前老は吸着能は優れているが，形状が不定で炭じ

んなどが発生するために，後者が多く用いられている

のが現状である．この石油ピッチから作られた活性炭

は，吸着能が優れ，硬度も高く，しかも円に近いビー

ズ状にすることがでぎる特性をもっている．

　吸着療法においては，血液が直接活性炭と接触する

ので，溶血，血栓形成や血小板減少などの血液に与え

る障害を少なくし，かつ，炭じんの流出を防ぐための

被膜が必要で1即4，，このため活性炭に生体適合性のよ

いポリー2一ヒドロキシエチルメタクリレート（PHEMA）

を被覆した吸着剤が使用されるようになって来た．

　また，この吸着剤は血液と接触するため滅菌が必要

であるが，活性炭やPHEMAなどを用いているため，

エチレンオキサイドや高圧蒸気による滅菌よりも，コ

バルト60によるγ線照射が適当と考え，その照射線量

が吸着剤の化学的性質，吸着能や表面状態などに与え

る影響並びに滅菌効果について検討し，照射の最適線

量を求めた．

実 験

　L　実験試料

　実験に用いた吸着剤は，石油ピッチを原料とした多

孔性のビーズ状活性炭で，その表面にはPHEMAを

被覆してあり，平均粒径は0．6mmである．

　2．照射線量

　物理化学試験用には吸着剤を約100gずつ容器に入

れ，コバルト60のγ線を1Mradから10Mradの範

囲で，また無菌試験用には約2gずつ容器に入れ，

0．5～2．5Mradの範囲で照射を行ったのち，各線量ご

とに実験を行い，未照射品と比較検討した．

　3．装置

　吸着能試験に使用した装置は，島津高速液体クロマ

トグラフLC－3A型で，検出器は紫外分光光度計

SPD－2A型を用い，クロマトパックC－RIA型でデ

ータ処理を行った．

　吸着剤中の微粒子測定にはコールターエレクトロニ

クス社のコールターカウンターD型を用いた．

　走査型電子顕微鏡は日本電子JSM－T－20型を用い，

蒸着はJEC－1100型イナンスパッタリング装置を使

用した．

　4．実験方法

　（1）溶出物試験

　試料約15gを正確に秤り採り，水150　mJの入っ

た：二二フラスコに入れ，還流冷却器をつけて沸騰水浴

中で30分間加温した，冷後，孔径5．0μmのメソブ

ランフィルターで吸引ろ過し，ろ液を150m1定容と

して試験溶液とした．試験法はディスポーザブル輸血

セット及び輸液セット基準5）を準用した．試験項目は

次の通りである．

（i）

（ii）

（皿）

（iv）

（v）

pH

過マンガン酸カリウム還元性物質

紫外吸収スペクトル

蒸発残留物

重金属

　各試験項目ごとに試験溶液10mJをとり，前報6）で

報告した試験法により測定した．

　（vi）　あわだち

　試験溶液10mJをとり，毎分160回で2分間水平振

とうしたのち，あわだちの様子を観察した．

　②　吸着能試験

　γ線の照射線量と活性炭の吸着能との関連を求める

ために次の実験を行った．

　試液A－Eは，尿素1000mg，尿酸10mg，クレア

チニン100mg，ビタミンBI230mg及びプロモスルホ

フタレイン（BSP）のナトリウム塩75mgをそれぞれ

水1000mJに溶解したものである．三三Fは，上述

の5種の物質を試液A－Eと同一濃度になるように水

1000mJに溶解した混合溶液である．

　吸着能試験の方法は次のとおりである：

　試液A－Fを50mZずつ入れた6個のフラスコのそ

れぞれに正確に秤量した照射あるいは未照射の試料約

1gを加え，室温で毎分100回，2時間水平振とうし

た。それらの上澄液を孔径0．45μmのフィルターで

ろ過し，ろ液について高速液体クロマトグラフ（HP。

LC）を用い，下記の分析条件に従って各物質の定量

を行った．ろ液中の各物質の濃度の測定値から活性炭

への吸着率を求め，照射線量との関係を検討した．

　HPLCの分析条件：

　カラム　ODS　SS　10A（日本分光製）

　カラム温度室温

　移動相　アセトニリルー水（1：4）の混液に，0．01

Mになるように三三素ナトリウムを溶かしたもの．

　圧力40kg／cm2

　流速　1m’／min

　測定波長　260nm（尿素のみ210nm）

　感度　0．04

　各化合物の保持時間　尿素，3．3分；尿酸，2．8分；

クレアチニン，4．35分；ビタミンB12，12分；BSP，

21分

目（3）微粒子計測

　活性炭にγ線を照射し，照射線量と炭じんの発生と

の関係を検討した．



50 衛生試験所報告 第100号（1982）

Table　L　Re3ults　of　elution　tcsts　of　PHEMA－coated　act三vatcd　pctrolcum　carbQn　irradiated　wlthγ・ray

Irradiation　doscs（ムI　rad）

Tc3t　itcms

0．0 1．0 2．5 5．0 10。0

pH
Consumption　of　KMnO4　Solut三〇n（mり

Absorbancc　at　220　nm

Nonvolatile（mg）

Heavy　metals

6．22

3．75

0．032

1．6

N．D．

6、43

3．90

0．038

1．3

N．D．

6．30

4，18

0，033

1．7

N．D．

6．25

3．95

0，038

1．6

ND．

6．26

5．02

0．042

2．3

ND．

1）N．D．　mcans　not　detected

　照射後の試料約10gを秤り採り，あらかじめ無じ

ん0．9％の食三水100mZを入れておいた200　mJの

二三三角フラスコに加え30分間放置する（この際，微

小の気泡が多量に発生する）．ついで毎分160回で30

分間水平振とうしたのち，250メッシュの局方フルイ

で63μm以上の粒子を取り除いたのち，食塩水を加

えて総量を200mJとし，これを炭じんなどの微粒子

測定の試験液とした．

　次に試験液をよく振り混ぜたのち，そのうち約150

nゾをコールターカウンターのセルにとり，掩拝しな

がら試験液中の微粒子を測定した．測定は同一液につ

いて4～5回行い，測定液量は0．5m♂とした．微粒

子の粒度分布を知るために粒径を2～63，5～63，30～

63μmの3段階に分けて測定を行った．

　（4）電子顕微鏡による観察

　γ線を用いて2．5と10Mradの線量で照射減菌を

行った場合，活性炭枇子の表面PHEMAの被覆及び

活性炭粒子自身がどの様な損傷を受けるかを電子顕微

鏡により観察した．試料はイオンスパッタリ．ング法に

より．金蒸着（1200V，10mA，4分）した．試料の観察

は，PHEMA被覆の活性炭粒子の表面及び断面を

100～5000倍で観察し，照射によって生じた膜面の変

化を検べた，

　（5）滅菌効果及び無菌試験

　試料2gをとり，指標菌としてムpμ痴’μ∫E601株

の芽胞液（3×103個／mZあるいは3x109個／mJ含む

もの）を加え，湿潤状態のままのものと，凍結乾燥

を行ったものの2系統について，0．5，1，1．5，2及

び2．5Mradの照射を行った．生残回数の測定には

Trypticase　Soy　Agarを，無菌試験にはTryptlcase

Soy　Brothを用い，35。，48～72時間培養後判定した．

結果並びに考察

1．溶出物試験

結果をTable　1に示す．
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Fig．1．　Ef琵ct　ofγ一ray　irradiatio旦on　the　adsorp．

　　　tiQn　of　chemical　substanccs　by　PHEMA・

　　　coated　actlvated　petroleum　carbon

　Conccntrati。n　of　substanccs　in　the　solution蹟
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　pH，紫外吸収スペクトル，蒸発残留物及び重金属

については，照射による影響はみられなかった．これ

に対して，過マンガン酸カリウム還元性物質は，照射

線量の増加に伴い増加する傾向を示した．また，あわ

だちについても振とうをやめたのち，10秒以内にすべ

て消減した．このように，石油ピッチ系活性炭吸着剤

にγ線照射を行っても，人工腎臓嗣ダイアライザーの

カブロハン膜についてみられた7〕ほどの大きな変化は

みられなかった．

　2．吸着能試験

　実験の結果をFig，1に示した．

　5種の物質を試液A－Eのように単一溶液とした場

合と，三二下のように混合溶液とした場合との間で，

これらの物質の活性炭への吸碧率に差は認められなか

った．

　照射，未照射にかかわらず，活性炭による尿素の吸

着はほとんど認められなかった．また，BSPは各線
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Table　2． EHセct　ofγ・ray　irradiatlon　on　the　release　of　f士ee　partlcles食om　PHEMA・coated

activated　petroleum　carbon

Irradlation　dose（M　rad）

Diameter　of　ffee　partlcles（μm）
0 1　　　　　　　2．5

　　Number　of　particles

5 10

2－63
5－63
30－63

2，220

　278

　　0

1，139

　128

　　0

822

32

　0

752

40

　0

800

44

　0

PhQto．1，　Elcctron　microphotQgraph　of　PHEMA・

　　　　　coated　activatcd　petroleum　carbon

　　　　　（×100）

Photo．3．　Electron　microphotograph　ofPHEMA・

　　　　　coated　activated　petroleum　carbon

　　　　　irradiated　with　2．5　M　rad　ofγ。ray

　　　　　（×500）

竃

㌔、

・髪

麟。「

懸
隔

Photo．2．　Electron　microphotograph　of　PHEMA・

　　　　　coated　activated　petroleum　carbon

　　　　　（sectional　sur伍ce，　x　5000）

Photo。4。　Electron　microphotograph　ofPHEMA－

　　　　　coated　activated　petroleum　carbon

　　　　　irradiated　with　10　M　rad　ofγ一ray

　　　　　（x500）

量とも約63％が吸着されただけであるが，尿酸，クレ

アチニン及びビタミンBエ2は，各線量とも活性炭によ

く吸着されることがわかった．このようにいずれもγ

線照射の影響は認められなかった．

　3．　微粒子計測

　結果をTable　2に示す．

　試験液中の微粒子の粒径は大部分が2～5μmで，

5」》30μmのものはそのほぼ1／10以下であり，30μm

以上のものは認められなかった．この粒子分布はBP8）

の結果とよく一致している．また，γ線照射による影

響は認められなかった．

　4．電子顕微鏡による観察

　PHEMA被覆した活性炭粒子の表面には微細な凹

凸や深い溝が存在する．未照射試料の観察像と比較倹

直した結果，10Mradの照射線量でもPHEMA被覆

の表面変化は見られなかった（Photo．1～4）．
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Tablc　3。 Sterilizatlon　and　sterility　tests　of　PHEMA・coated　activated　petroleum　cユrb。n　with

β．ρεごηzfJ麗∫byγ一ray　irradiation

Irradiat三〇n　dosc

　　（Mrad）

Numbcr　of

sporcs　befbre

irradiation1）

Frcezed　dry　samplc Wet　sample

Survival＊

number　of
　spo「es

Stcrii量ty＊串

　tcst

Surviva1＊

number　or
　spo「cs

Sterility＊唯

　test

0．5

1

1．5

2

2．5

108

1010

108

1010

103

1010

108

10！o

108

1010

2．4×104

8　×10

2．4x102

0

0

0

0

0

0

十

十

十

1，5×107

3．6×108

1．1×105

1．4x107

2．9x103

1．2×105

　0
4．9x102

0

0

十

十

十

十

十

十

十

＊）Numbcr　of　sporeslg

＊拳 j　十：Sterility　test　positive

　　一＝Stcrility　tcst　negative

　また，実験に用いたPHEMA被覆活性炭粒子の被

覆の厚さは，断面の高倍率写；真像より測定したところ

では約0．2μmの程度であった（PhQto，2）．

　PHEMAの被覆が一般にいわれている約0．5μm

より低い値となった原因としては，Photo．1～4に示

すような表面の細い凹凸や，深くて腹雑な形状をもつ

溝などにより，衷面積が広くなったことが原因してい

るものと思われる．

　5．　滅菌効果及び無菌試験

　結果をTablc　3に示す．凍結乾燥した試料では，

1．5Mrad以上の照射線猛では生存芽胞を認めなかっ

たが，1Mradでは8×10個／9（108個／9添加の場合）

及び2．4x102個／g（10：0個／g添加の場合）が生存し，

0．5Mradでは108個／9添加の序ミ料で2．4x104個／9が

生存していた．湿潤状態で照射減苗した試料は，2・5

Mradの照珊では生存芽胞を認めなかった。しかし

2Mradでは，10巳個／9添加の試料では生存芽胞を認

めなかったが，101。個／g添加した試料では4．9x102

個／gが生存していた．1．5Mrad以下の照射では，い

ずれも多数の芽胞が生存していた．

　以上のように，無苗試験の結果は，凍結乾燥試料で

は1．5Mrad以上の照身｝ではいずれもの菌の発育は認

められず陰性であったが，1．OMrad以下では菌の発

育を認めた．また，湿潤状怨の試料では，2．5Mrad

燃射の試料及び2Mrad照射の108個／9添加の試料で

は陰性であったが，2Mrad照射の1010個／9添加の試

£
810
昌

3
・島8

し雪

巨6
出
£

3　4
彗

三

鐸　2
・5

あ

o

o

　　　　0　　　　0．5　　　　　1　　　　1．5　　　　2　　　　2．5

　　　　　　　1rradiatiolldosc（ムIrad）

Fig．2．　Ster三lization　tests　of　PHEMA－coated　acti・

　　　　vated　petroleum　carbon　withβ．　p餌加∫」！∬

　　　　byγ・ray五rradiation

　一●一　　Freezed　dry　sample

　　　　　　　（lnitial　numbcr　ofsporcs　1010！g＞

　一〇一　Frcczcd　dry　sample

　　　　　　　（Initial　numbcr　ofsporcs　108／9）

　一▲一　Wct　sample

　　　　　　　（lnitial　numbor　ofsporcs　1010！9）

　一△一Wet　samplc
　　　　　　　（lnitial　numbcr　ofspores　108／g）

料及び1，5Mrad以下の照射線並の試料では減菌され

ず，画の発育を認めた，また，生存菌数の対数を照射

線量に対してプロットした死減曲線（Fig．2）は：，凍結

乾燥試料ではテストピースと同様に直線性を示し，そ

の90％死減線量（Declmal　reducti。n　dose）すなわちD
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値は約0，13Mradであった．しかし，湿潤状態の試

料では線量の増加につれて漸次滅菌効果が上昇してい

く曲線を示し，1Mrad以下の低線量側のデータから

求めたD値は0．42～0．45期目ad，また1．5Mrad以上

の高線量側のデータからのD値は0．20～0．22Mrad

と線量によって異なったD値を示した．したがって

PHEMAを被覆した活性炭吸着剤を湿潤又は加水状

態で滅菌する場合，D値として乾燥状態の試料より大

きな値を用いる必要があると思われる，

　なお，無菌試験法においては，試料が活性炭粒を主

材としているため，培地成分の吸着による菌の発育へ

の影響が考えられた．通常の活性炭末では，培地の

1／40量でも培地成分の強い吸着が認められるが，本

試料では，PHEMAの被覆により培地成分の吸着が

抑制され，弱い吸着現象が認められただけであったの

で，試料の約100倍量の200mZの培地を用い吸着に

よる菌の発育に及ぼす影響を防いだ．

結 論

　石油ピッチ系のビーズ状活性炭吸着剤にPHEMA

を被覆したものに，7線を照射し，未照射の試料と比

較検討した結果，次のような結論が得られた．

　（1）溶出物試験，吸着能の評価に用いられる5種の

化学物質を用いた吸着能試験並びに照射による活性炭

の損傷を検討するための微粒子計測及び電子顕微鏡に

よる観察の試験項目については，1～10Mradの照射

範囲ではいずれも照射による影響は認められなかった．

　（2）吸着剤に指標菌を108あるいは10エ。個／g付着

させたものについて，湿潤状態と凍結乾燥状態で0．5

～2．5Mradのγ線を照射したところ，湿潤状態では

それぞれ2．0及び2．5Mrad以上，凍結乾燥状態では

どちらも1．5Mrad以上で滅菌効果が認められた．

　（3）以上の結果，活性炭吸着剤は凍結乾燥状態で

1．5Mrad，湿潤状態で2．0～2．5Mradの照射線量で

品質と機能並びに滅菌の安全性が確保されるものと考

えられる．

　本研究は，昭和55年度科学技術庁，国立研究機関原

子力試験研究費によった，
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清涼飲料水の規格基準作成のためのヒ素及びアンチモンの分析に関する検討

鈴木隆・武田明治・内山充

Investigation　on　the　Analysis　of　Arsenic　and　Antimony

　　R）rEstablishing　Re翫eshing　Drinks　Standards

Takashi　SuzuKI，　Mitsuha則TAKEDA　and　Mltsuru　Uc正mrAMA

　As　the　resu1【s　of　examinatlon　of　the　Gutzeit　method　and　colorimetric　analysis　by　silver　d三ethyl　dithio－

carbamatc　lbr　the　analysis　of　arsenic　in　the　re丘eshing　drlnks，　both　mcthods　gave　the　rccovery　mQre　than

80％。

　The　analysis　of　ant三mony　by　color三metry　with　sodium　iodide　and　L－ascorbic　acid　was　inter驚red　in　the

presence　of　tin，　but　the　one　by　atomic　absorp亡ion、vas　not．　It　became　possible　to　analyse　the　lebel　of　O．02

ppm　of　antimony　in　the　rcfreshing　drinks　by　these　method　and　the　recovery　test　by　thcse　methods　gave

about　lOO％。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcceivcd　May　31，1982）
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ま　え　が　き
Table　1．　Operating（】onditlon　of　Atomic．　Abso・

　　　　rption　Spectrometer

　清涼飲料水の現格差準作成に鑑み，ヒ素，アンチモ

ンの試験法作成のため基礎的検討を行った，すなわち

ヒ崇については添加回収率がグットツァイト法とジエ

チルカルパミン酸銀法とでどの程度異なるか，また食

品衛生法規集の容器包装の項に記載されたアンチモン

のヨウ化カリウム・L一アスコルピン酸法1》が清涼飲料

水中のアンチモンに応用できるか否か，更に原子吸光

法の実際面における適用性について検討を行ったので

その結果について報告する．

Wave　length（nm）

Lamp　current（mA）

Slit　width（nm）

Air（’／min）

Acetylcne（’／min）

217．6

10

　0．2

　8

　0．8

実験器具，試薬

　1．試料

　試料は市販50％オレンジ果汁入（つぶ入，アルミカ

ン入）を用いた．

　2．試薬

　硫酸，硝酸，アンモニア水（1：1），飽和シュウ酸ア

ンモニウム溶液，6N塩酸，酢酸鉛，臭化水銀，エタ

ノール，10％硫酸，塩酸（1：1），30％過酸化水素水，

希硫酸（1：5），希硫酸（1：2）は市販の精密分析用試

薬又は特級品を用いるかあるいはこれらを用いて調製

した。

　ヨウ化カリウム溶液，塩化第一スズ溶液，亜鉛，酢

醐ガラス綿臭化水銀紙亜ヒ二二努難溶液・二二参
照2）．

　ジエチルジチオカルパミン酸銀・ピリジン溶液・ジ

エチルジチオカルパミン酸銀19をピリジン200mZ

に溶かした．

　ジエチルジチオカルパミン酸銀によるヒ素定量用亜

鉛＝20～30メッシュの亜鉛を1％硫酸銅溶液に黙化す

る迄浸し洗浄したのち乾燥した．

　ヨウ化カリウム・L一アスコルビン酸（比色用）：ヨウ

化カリウム229，L一アスコルビン酸49を水で100m1

とした．

　TOPO。MIBK溶液＝TOPO（トリノルマルオクチ

ルフォスフィンオキシド）19をMIBK（メチルイソ

ブチルケトン）に溶かして100mJとした．

　ヨウ化カリウム・L一アスコルビン酸溶液（原子吸光

分析用）：ヨウ化カリウム309及びL一アスコルビン

酸10gに塩酸10mZ及び水を加えて100　m♂とした．

　アンチモン標準溶液：和光純薬製アンチモン標準原

液（mgアンチモン／mZ）を適宜希硫酸（1：5）を用

いて希釈謁製した．

　3．　器具及び装置

　原子吸光光度計：Varian社製，775型，重水素放電

管によるバックグランド補正付，doublc　bcam・

　アンチモン中空陰極ランプ：日立製f乍所製

　ヒ素定量装置：衛生試験法3）記載のヒ素定量装置

　熱板：東洋科学製

　分光光度計：日立556型

　ホモジナイザー：ポリトロン

実験　方法

　1．試料の前処理

　開かん後，全量をポリトロンを用いてビーカー中で

均一化した．

　a）湿式灰化

　試料1509をビーカーに採り水浴上加温して蒸発濃

縮してシロップ状とする．これを水約10mZを用いて

分解フラスコに移し，硫酸12mZ及び硝酸15mZを加

え，加熱しながら硝酸1～2mJをときどき補充し液が

ほとんど無色又は淡黄色となるまで加熱を続ける．次

に水15mJ及びシュウ酸アンモニウム溶液15m♂を加

．えフラスコのけい部に白霧が現われるまで再度加熱

する．冷後水で分解液をメスフラスコに移し全量を

50mZとし試験溶液を作成した．

　2．定量

　ヒ素：④グットツァイト法一湿式灰化液5mJを用い

衛生試験法3）に準じて処理した．⑬ジエチルジチオカ

ルパミン酸銀法一試験溶液10mZを用い衛生試験法3》

に準じて操作した．

　アンチモン：①比色法一試験溶液20mZを50　mZの

ビーカーに採り，これにlmZの過酸化水素水を加え

熱板上赤外線ランプ照射下白煙が生ずる迄加熱する．

これを合計4回繰り返し，完全に有陸物を分解したの

ち水でメスフラスコに移し201nJとした．この2mJ

を10mJの目盛付試験管に採り希硫酸（1：1）2mJ，

ついでヨウ化カリウム・L一アスコルビン酸試写2mJ

を加え水で10m1とする．別に空試験溶液2m‘にア

ンチモン標準溶液を加えたのち試験溶液と同様に操作

して検量線用の溶液を作成し，波長330nmで吸光度

を測定した．②原子吸光法一試験溶液及び空試験溶液

20mJを各々100　mZ入分液ロートに採りこの各々に
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Table　2．　Recovery　ofArsen至。　fbrti丘cd　to

　　　　　Canned　Juice

Table　3． EHセct　of　Colored　Sample　on　Color三me・

terlc　Analysis　of　Antimony

Method Recovery（％）

Gutzeit

DDTC－Ag

83－87　（n＝3）

　80　（n＝3）

S。mp1。　C。1。，　Times・ft・e・tment　with　H・O・

　No　　　rateD
　　　　　　　　　　　O　　　　　1　　　　　2

0．5

0．4

曼

塁。．3

蕊

自

　0．2

0．1

　　　　　　●
　　　／

　　　　

／／
　　　●

／：

1

2

3

4

5

6

　一　　　　　　〇，0502）　　　0．035

十十十　　　　〇．42　　　　　0．165

　－　　　　　　0．158　　　　0．086

十十　　　　　〇．252　　　　0．142

十十　　　　〇．244　　　0．113

　　　　　0．065　　　　　0．050

0．012

0．030

0．018

0．030

0．020

0．022

1）　Color　rate　of　sample（judgment　with　the　naked

　　eycs）：一，not　identified　as　positive；十，　faintly

　　positive；＋＋，positive；＋＋＋，clearly　positive・

2）　　Absorbance　at　330　nm

Table　4． Inter艶rencc　of　Other　Element50n

Colorimetr1c　Analysis　ofAntimony

　　　　　AddedElements
　　　　compound

Intcr琵rence（％）

　　　　　　　　　2　　　4　　　6　　　8
　　　　　　　　　　Added　As（μg）

Fig．1．　Determination　of　Arsenic　by　Standard

　　　　Addltion　Method（DDTC－Ag）

200　　1000
R）ld　　丑）ld

2000
fbld

塩酸10mZ及びヨウ化カリウム・L一アスコルビン酸溶

液10mJを加え数分間放置したのちTOPO－MIBK溶

液10mJを加えて30秒間振りまぜる．　MIBK層を分

取し，波長217。6nmにおいて原子吸光光度法により

測定した．別に作成した検量線によりアンチモンの含

有量を求めた．なお原子吸光測定の条件をTab！e　1

に示した．

Na
Fe

Cu

Mn
Zn

Mg
Ni

Sn

NaCl　　　　O　　　　O

FeSO4　　　十3　　　　十7．5

CuSO4　　　　　0　　　　　　　0＊

ムィ〔nSO4　　　十10．6　　　　十3，0

ZnSO4　　　十4．5　　　十3．0

1㌧lgSO4　　　　　0　　　　　十6．　O

NiSO4　　十12．1　　十4．5

SnG12　　　　十47。7　　十229．5

十21

　十7．5

　十5

　　0

　十7．6

　十4．5

　十9．8

十461

結果及び考察

　1．　ヒ素の添加回収実験

　ヒ素15μ9をオレンジジュース1509に添加（0．1

ppm），灰化後全量を水で50　mZとし，このうちその

5mJをとりグットツァイト法もしくはジエチルジチ

オカルパミン酸銀法により回収率を求め，この結果を

Table　2に示した．回収率はいずれも80％を超えてい

たがグットツァイト法による方が幾分高い値を示した．

この理由は明らかでないがグットツァイト法による肉

眼判定の不明確さによるものかも知れない．なおジエ

チルジチオカルパミン酸銀法では試験溶液10m1を用

い標準添加法により回収率を求めた．これをFig，1

に示した．本法によれば吸光度0．05を示すのに必要

なヒ素量は約1μgであることから清涼飲料水中約

0．033ppmが吸光度0．05に相当する．従ってこの程

＊As　turbidlty　was　observcd，　it　was　determined　aRer

　centrlguge．

度の濃度のヒ素の検出は十分可能と考えられる．

　2．　アンチモンの比色法に及ぼす種々の影響

　食品衛生関係法規集，第一章食品衛生関係食品添加

物等の規格基準第三，器具及び容器包装Aの項にアン

チモンの比色による定量法についての記載1，があるが，

この方法が清涼飲料水中のアンチモンの定量に応用で

きるか否かについて検討を行った．

　（a）　灰化液の色調

　まず通常の硫硝酸での灰化液をそのまま比色法に適

用し得るか否かについて検討し，この結果をTable　3

に示した．すなわち，オレンジジュースの硫硝酸灰化

液（通常の原子吸光分析用検液程度の灰化液）の色調

（肉眼観察）がヨウ化カリウム・L一アスコルピン酸処

理後の吸光度に及ぼす影響について調べた．いずれも

わずかに残っている色調が吸光度に大きく影響し，．ま
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Tablc　5．　Intcr艶rcnce　ofAcids　on　Colorimctric

　　　　Analysis　ofAntimony

1．0

　Addcd
COmpounds

Inter驚rcnce（％）

0．1M串　0．01M　O．001M

HNO3
HCl

十1620　　　　十271　　　　十81．8

　－1．5　　　十2．3　　－2．3

8
暑

£
霧

妻。・5

＊It　means　mQlar　conccntration　of　acids

1．0

8
器

二

心。・5

■

／
●

　　　／●

／’
●

　　　　　　　　0．4　　　　　0．8　　　　　1．2　　　　　1．6

　　　　　　　　Sb（ppm　in　MIBK）

Fig．3．　Calibratioll　curve　of　antilnony　by　atomic

　　　　absorption　spectromctry

Table　6．　Intcrfヒrence　of　Tin　and　Copper　on

　　　　Atomic　Absorption　Spectrometry

　　　　。fAntimony

　　　　　AddedElemcnts
　　　　compound

Inter驚rence（傷）

　　　　　　　　1　　　2　　　3　　　4
　　　　　Sb（μg）／a　reaction　mix．（10　m1）

Fig．2．　Galibration　curve　of　antimony　by　colori・

　　　metriC　analysiS

500　　　　1000　　　5000
氏）ld　　　fbld　　　fbld

Sn

Cu

SnC12

CuSO4

0

0

一2　　－10

　0　　　　0

た肉眼で陽性と判定されなくてもかなりの影響を及ぼ

す事が判明した．そこで過酸化水素による分解を試み

たところ3回の過酸化水素処理を繰り返すことによっ

てほぼ試料由来の妨害を除くことが出来た．したがっ

て以後の実験では少なくとも3回以上過酸化水素処理

を行うこととした．

　（b）共存塩の影響

　湿式灰化を行ったのち，定量法の操作の項に従って

比色法によりアンチモンの定丑を行う場合，通常清涼

飲料水中に含有される種々の金属並びに塩類，酸煩の

影響について検討した．この結果スズについて特に著

しい妨害があることが判明した（Table　4）．例えばア

ンチモンが0．2ppmの濃度で存在する場合，この濃

度の200倍即ち40ppmのスズを清涼飲料水が含むこ

とは現実問題としてあり得ることであり，この場合ア

ンチモン量は実際よりも約50％見かけ上増加すること

になる．従って本法はスズが共存しない場合において

のみ使用し得ると考えられる．他の金属，塩類につい

ては特に強い影響を与えるものは認められなかったが，

反応中中に硝酸の混入は避け’る必要がある（Table　5）．

　3．　比色法の検量線

　ヨウ化カリウム・L一アスコルビソ酸法による比色の

検量線を図に示した（Fig．2）．

　絶対量として少なくとも4μg迄直線関係が成立し

た．従っての定量の項に従って反応試験液2mZを使

用した場合，反応液中に含まれるアンチモンの量は

1．2μgであるからこれはKg．2から算出すると吸光

度027に相当する．これは2の（a）反応液の色調の

項の3回過酸化水素処理を行った場合のバックグラン

ドの吸光度がほぼ0。03であることからその約9倍に

相当する．従って0・2ppmのアンチモンを検出する

のに本法は感度の面では十分といえる．

　4．アンチモンの原子吸光法による検量線並びに検

　　　出感度

　原子吸光法によるアンチモンの定量については衛生

試験法4）に記載があるが，これが清涼飲料水に適用し

得るか否かについて検討を行った．すなわちヨウ素イ

オンで錯体を形成させたあとTOPOでイオン会合系

を生成させ，これをMIBKで抽出し原子吸光法で測

定する方法である．まず，アンチモンの分析線に関し

ては，他の分析線の感度は良くなかったが217．6nm

で測定することにより最小検出量はMIBK中0．05
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Tablc　7，　Recovcry　of　Antimony　fbrti丘ed　to　Canned　Orange　Ju三ce

Res1due
（ppm）

Added
（ppm）

Found
（ppm）

Recovery
　（％）

Colorimetric　analysis

Atomic　absorption　spectセometry

ND
O．009

0．2

0．2

0．228±0．016　　　104r±6　（n＝3）

0．211±0．01　　　　105±5　（n＝3）

ppm（S／N＝3）が得られ又検量線も0．8ppm迄直線

関係が成立した（Fig．3）．したがって検液20　mZを使

用することによりジュース中約0．02ppm迄測定が可

能である．

　5．アンチモンの原子吸光測定に及ぼすスズ，銅の

　　　影響

　酸性溶液中ヨウ化カリウムによりアンチモンは

Sb16一を形成し，　TOPOと溶媒和したのちMIBK層

に抽出されるが，同様に鉛，ビスマス，スズも抽出さ

れる．又銅は部分的にMIBKに抽出されこの共存は

アンチモンの原子吸光を妨害することが知られてい

る4）．しかしながら鉛，ビスマスが現実にアンチモン

の測定を妨害する濃度に共存することはまず考えられ

ないのでこの場合スズ及び銅の共存が最も問題となる

ものと思われる．以上のことからスズ及び銅がアンチ

モンの測定に対して及ぼす影響について調べ，その結

・果をTable　6に示した．

　銅は黄白色のヨウ化物の沈澱として反応系外に除去

されるので問題とならない．また，スズは5000倍の

・共存下で一10％の妨害を示したが，これは0．2ppm

のアンチモンに対して1000ppmのスズが共存した

場合に相当し，現実問題としてあり得ないと考えられ

る．したがって本法によりスズ共存の揚合，比色では

不可能であったスズ共存下におけるアンチモンの定量

が可能となった．

　6。　添加回収実験

　1509のオレンジジュースに0．2ppmの濃度にア

ンチモンを添加，試料の前処理，定量の項に従い操作

を行って回収率を求めた（Table　7）．回収率はいずれ

も100％近くあり満足すべき結果であった．なお本実

験に使用したオレンジジュースは予めスズの分析を行

い，検出限界以下であることを確かめておいた．

結 語

　（1）ヒ素の添加回収率はグットツァイト法，ジエチ

ルジチオカルパミン酸銀法いずれにおいても80％以上

の回収率が得られた．

　（2）比色法によるアンチモンの定量はスズの共存下

ではスズ自身の発色により測定不可能であった．又硝

酸の残留も測定を妨害した．

　（3）原子吸光法によればスズの共存下においても清

涼飲料水のアンチモンは0．02ppm迄測定し得る．

　（4）比色法並びに原子吸光法によるアンチモンの添

加回収率はいずれも約10096で定量的に回収された．
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ヘキサクβルベソゼソ（HCB）投与ラットにおける過酸化

　　　　脂質の生成とそれに伴う諸変化について

三原　翠・萩原博和＊・近藤龍雄・内山　充

Lipid　Peroxidation　and　Relatcd　Cllanges　in　Rats　by　Oral

　　　Administration　of　Hexachlorobcnzene（HCB）

Midori　MIHARA，　Hirokazu　OGIHARA，　Tatsuo　KoNDQ　and　Mitsuru　Uc田YAMA

　The　cHセct　of琵edlng　d三cts　containing　hexachlorobenzene（HCB）to　rats　was　invcstigatcd　with　emphasis

on　lipid　peroxide　fbrmation　and　related　problems．　Rats　in　an　experimental　group　were琵d　500　ppm　HCB

fbr　6　weeks　and　kept　under　normal　conditions　lbr　fhrther　6　wecks　after　the　cnd　offヒcding　with　HCB．　Organs

（1iver，　kidney，　spleen，　brain，　testis）were　excised最）r　mcasuremcnts　of　thcir　wclght，　thiobarbituric　acid

（TBA）value　and　HCB　concentrat三bn．　Subce】1ular　f｝actions　of　llveτhomogcnatc　wcre　su切ected　to　analyses

fbr　lipid　pcroxidation　indiccs（TBA　value，　pcrox三de　value）and　fhtty　acid　profilcs。　Thc　results　were　com＿

pared　with　thQse　in　the　case　of　carbon　tetrachloride（CC14）intoxication．

　HCB　secmed　to　induce　1三pid　peroxidation　Qnly　in　the　liver．　In　contrast　to　carbon　tetrachloride　intoxl－

cat三〇n，　HCB　produced　relativc1》・mild　changes　of魚tty　acid　composition　in　the　membrane　l量pid．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcceivcd　May　31，1982）

　Hexachlorobenzene（HCB）は，我が国では農薬と

しては許可された事はないが，欧米諸国では小麦の種

子殺菌剤として使用された事のある物質である．HCB

は多価ハロゲン化合物である事から，PCBと同等の物

性と毒性を有しており，特定化学物質に指定されてい

るD．しかし我が国の環境における汚染はPCBに比べ

てはるかに低く，多いものでもPCBの1／10といわれ

ている．HCBの知性として最も知られているのは，

ヘムたん白合成阻害によるポルフィリアである2卿4〕．

：更に多くの右械塩素系化合物と同じタうに，HCBも

投与によりチトクロームP－450の増加が認められ，

また，NADPH一チトクローム。レダクターゼ活性の

増加，リボヌクレアーゼ活性の抑制等5，6）フェノパル

ビタールと似た性質も示している．従ってPCBやフ

ェノパルビタールで報告されている過酸化脂質の生成

も7卿9）充分予想できるところがら，我々はHCBをラ

ットに投与した時の過酸化脂質の生成について検討し

た．また，過酸化脂質の生成がHCB蓄積量，臓器重

量の変化あるいは膜構成脂肪酸の変化等とどのように

関連して起こっているかについても実験し，すでに得

られている四塩化炭素（CCI4）中毒時の諸変化と比較

検討した1ω．

実　験　方　法

　動物とその処理：Wistar系雄性ラット4週令（70～

809）80匹を2群にわけ，HCB群には500　PPm　HCB

含有粉末飼料（船橋農場製・粉末飼料F∬）を与え，

contro1群は無添加の粉末飼料を与えた．6週間粉末

飼料投与後一部のラットは固型飼料MM－1（船橋農

場製）に切りかえて6週間経過後の変化をみた．

　測定法＝過酸化脂質の測定は過酸化物価（POV）法

とチオパルビツール酸（TBA）法の2法を行い，方法

は前行1。）に準じた．肝分画は800×σ・10分問，9000

×9・10分間，105000xg・60分聞の遠心分離をli頃次

行って得た．不溶性部分とは105000×σまでの沈澱

物の和知当部分である．脂肪酸分析は既報1Dに従った．

HCBの分折は組織ホモジネートを22一ヘキサンを用い

て3回抽出し，脱水後ヘキ・サンにて1000～10000倍

（contro1群は50倍）に薄めて，　OV－17（5％，1・5m）

カラムを付したECD付ガスクロマトグラフ（カラム

温度230。）にて行った．値は脂質量当たりで表わし，

脂質量は別途重量法で測定した。ビタミンEの測定は

阿部ら12）の血清中のビタミンEの定量法を行った．

＊日本大学農獣医学部食品工学科

実験　結　果

HCB投与による臓器重量の変化とHCB蓄積量：
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Table　I．　E旋ct　of　HCB　Feeding　on　Body　Weight，　Organ　Weights　and　Hver　Lipld　Content　ofRats

3Weeks 6Weeks Recovered＊
OWeck

Control HCB Contro1 HCB Control HCB

Body　Weight（9）85，0±7．9187．5±6，6202．8±11．1253．3±11．9258．3±16．7322．3±13．0321．6±17．8

Liver　Wt．（9）

Kidney、Vt，（9）

Spleen　Wt，（9）

Testis　Wt．（9）

1．iver1Body
『～Ve三ght　（％）

Liver　Lipid

Content（mg／9）

4．4±0．5　 8．1±0．5　13．1±0．9＊＊

5．2 4．3 6．5

10．3±0．6　　18．2±1．1＊＊

1．8±0．1　　　2．4±0．1＊＊

0．4±0　　　　0，8±0

2．6±0．1　　　2．6±0．1

4．0 7．0

11．6±0．7

2．1±0，1

0．6±0

2．7±0．1

3．4

15，4±1．5＊＊零

2．4±0．4

0．6±0．1

2，8±0．1

4．8

25，5±0．2　27．8±0，8　36．4±0．6＊＊　25．9±0．4　　35．1±0．4＊＊　31．1±L9　　31．6±L6

　Male　wistar　rats　weighing　80－90　g　were　dlvided　into　control　and　HCB－fbd　group。　Experirnental　diet

containing　500　ppm　of　HCB　was　given　ad　lib．　R）r　6　weeks．　Values　arc　the　mean±SD　of　3（organs）or　10

（body　weight）experiments，

＊ARer　the飴eding　witll　500　ppm　HCB＆）r　6　weeks，　rats　were艶d　by　normal　diet負）r　additional　6　weeks．

＊＊P＜0．OI　　＊＊＊Pく0．05

Table　2．　Retention　of　HCB　in　Various　Organs　a血er　Oral　Administration

Organ ControI 6Weeks　Admlnistration Recovered

Liver

Kidney

Splecn

Testis

Brain

Adipose　Tissue

0．01

0．05

0

0．01

0．01

0

10．87±0．18

16．23±0．73

4．16±0．36

4．36±0．66

12．12±1．28

9．13±2，36

2。63±0．07

4，93±0．78

1．08±0．12

1．01±0．05

2．19±0．09

1，24±0．15

　The　experimental　design　was　shown　in　Table　1．　Values　were　exprcssed　asμg　per　mg　Iipid　and　the　means

＋SD　of　3　rats．

Table　lはラットにHCB　500　PPm含有飼料を3週間

及び6週間投与した時の体重と臓器重量の変化及び肝

重量の体重比，肝lg当たりの脂質量を示している．

また6週間投与後面に6週間普通船型食で飼育した時

の各値の回復の様子も示した．なおこの間の1日の1

匹当たりの摂餌：量は，3週間後でcontrol群17．1g，

HCB群17．09，6週間後ではcontro1群18．89，

：HCB群19．69であり，　HCB投与群におけるHCB

の総摂取量は1匹当たり3週間後で0．157g，6週間

後で0。3649であった．

　Table　1から明らかなように，　HCBの投与により

体重の増加傾向がみられるが有意ではない．臓器重量

の増加は絶対値でも体重比でも，肝臓，脾臓，腎臓に

おいて顕著であった，これらの変化はHCBの投与を

中止すると回復する事が認められる．表より明らかな

ように体重はほぼ正常に，臓器の重量増加も肝におい

てやや影響が残るほかは正常に回復した．なお表には

示さなかったが，肝の脂質含量は投与後1週間で増加

したが，それ以後は同程度の値を維持した．

　次に各臓器内のHCB量を測定し，脂質量当たりで

表わした．

　Table　2より明らかなように，　HCBは各臓器に広

く分布し，投与中止によりかなり減少した．臓器の中

では特に腎臓に高く特に投与中止により減少する割合

が低い．またcontrol群で腎臓のみが他臓器に比べ

HCB含量が高い事は，　HCBと腎臓との親和性を想

像させる．しかしTable　lより明らかなように，HCB

含量の高い腎臓より肝臓の方が臓器重量の変化が大き

く，これは投与時にも，回復時にも共通している．

　HCB投与による過酸化脂質の増加：HCB投与によ

る生体内の過酸化脂質の生成を知るため，投与6週間

後の各臓器のTBA値を調べたのが，　Table　3である．

　表から明らかなように過酸化脂質の増加は肝臓にの

み認められた．肝臓について更に詳しくみると，肝摘
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Table　3．　TBA　Valuc　ofVar五〇us　Organs　in　Contど01　and　H：CB　fヒd　Rats

Livcr
Animals

Pcrfhsed Not　1⊃erfUs．

Brain Kidney Spleen Tcsis

Control

HGB
4．1±0．1　　　3。8±0．5

7．6±1．0＊＊　　1L1±0．3＊

5．4±0．1

5．3±0．1

3．0±0．3

2．9±0．1

1．9±0．1

0．9±0．1取

2．6±0．1

2．1±0．2＊率

　Organs　werc　isolatcd　f士om　rats　fセd｛br　6　weeks　as　shown　in　Table　1．　Tissuc　homogcnate　was　su切ected　to

TBA　test　according　to　thc　method　rcported　prcviously、10）TBA　value　was　cxprcsscd　as　nmol　malonaldchydc

per　O。0591ivcr　and　thc　mean±SD　of　3　rats．

＊P＜0．Ol　　＊＊Pく0．05

Tablc　4． 1．ipid　Pcroxidation　Indices　of陥ole　Liver　H：omogenate，　Solublc　Fraction　and

Insoluble　Fr段ctlon　prepared　f｝om　Control　and　HCIB飴d　Rat3

Samples
TRA　value POV

3wceks 6weeks 3、、℃cks 6weeks

WhQlc

Soluble　Fr．

Insoluble　Fr．

Control

HCB
CQntrol

HCB
ControI

HCB

3．1±0．6

4．1±0．1

　0．1

　0．1

3。3±0．2

2．4±0．4

4．1±0．2

7．8±1．0

　　0

　　0

3．7±0

4．6±0

4．9±0．3

4．7±0．8

2．0±0．3

3．8±0，5

3．7±0．2

2．0±0．5

2．8±0．1

1．6±O

l。5±0．2

1．1±0．2

2．3±0．4

1．8±0．3

　Liver　homogenate　was　ccntr三色ged　fbr　60　min　at　105000　xg．　Values　were　exprc5sed　as　means±SD　of　3

cxper丘ments　and　as　nmol　pcτ0・05911vcr・

Table　5． Fatty　Acid　PrQ丘！es　in　Total　Lipid　obtained　fbm　I．ivcr　Subcellular　Fractions　of　CQntroI

and　HCB　Fcd　Rats

一 C16；o C16＝1 C18：0 C18＝1 C18＝2 C20；4 C22＝6

9000×gPcllct

　　　　Control

　　　　HCB
105000xgPellct

　　　　ContrQl

　　　　HCB

23．9±1．2　　1．9±0．3　18。8±1．0　 9．3±0．6　16．7±0．6　22．2±2．6　 6．0±0．8

19．4±0．4　　0．6±0．2　　23．6±0．6　　7．6±0．3　　20．1±0．5　　21．2±0．4　　5．8±0．6

24．2±0．6　　L7±0．4　21．3±0．9　　9．0±0．4　15．6±1．1　21．4±0，7　 4．9±0．7

ユ9，0±0．3　　　0、5±0、3　　25．2±0．2　　7，4±0．4　　19．4±0．2　　22．6±0．1　　4．8±0．7

　Each　subccHular飯actioll　was　prcparcd蛭om　livcr　homogenatc　of　rats｛ヒd　HCB　fbr　6　wceks　as　shown　in

Tablc　1．Total　hpid　wユs　obtaincd　by　convcntめnal　cxεraction　whh　GHCI3：McOH（231），esteri丘ed　10％HGI．

McOH　and　analyzcd　by　GLC．　All　valucs　wcre　expresscd　as　pcrccntage　of　total伽y　acids。

出後に灌流脱節したものと血液の共存している状態の

ものとを比較すると，響胴によりcontrolの値はやや

高くなり，HCB投与群は低くなるのでHCB投与に

よる値の上昇幅が小さくなる．これはCC14投与肝に

おける結果：o）と一致しているが，理由は不明である．

　過酸化脂質の増加が肝にのみ認められた事から，次

に肝臓の過酸化脂質の変化を詳細に検討した．

　過酸化脂質の測定はTBA法とPOV法を行い，そ

れぞれ投与3週間後と6週間後のものについて，whole

ホモジネートと超遠心分離によって可溶性部分と不溶

性部分にわけたホモジネートとを測定した．表から明

らかなようにいずれの場合もTBA値は上昇したが．

POVは逆に減少の傾向であった．また，遠心分画で

膜構成部分と可溶性部分にわけた場合の測定値の和は，

TBA値においては小さくなり，POVでは大きくな

った．TBA値は分画する事で値が小さくなる事は前

期1。）でも認められており，また，．表4より過酸化脂質

の生成が膜構成部分に存在する事がわかる．



三原ほか：ヘキサクロルペソゼソ（HCB）投与ラヅトにおける過酸化脂質の生成
　　　　　　　　　　　とそれに伴う諸変化について 6！

　HCE投与による膜構成脂肪酸の変化：膜構造成分

中の脂質の過酸化によって，構成脂肪酸に変化がおこ

っているのかどうかを知るため，投与6週間後の

9000xσ分画，105000×σ分画について総脂質の脂肪

酸分析を行ったのがTable　5である．

　表より明らかなように，リノール酸（C18，2）の増加

は認められたものの，CC14投与や老化で認められた

アラキドン酸（C20、4）の減少1Dは認められず，　HCB投

与による膜への作用は，CCI4のようなフリーラジカ

ルを生成して直接過酸化脂質を生成させる場合とは異

なる事が明らかであった．

　血門中ビタミンE量の変化：過酸化脂質の増加は生

体の抗酸化性因子の減少をもたらすと考えやすいが，

PCB投与の場合には印南ら13）によりビタミンE量が

増加する事が報告されている．それ故HCB投与にお

いても同様の傾向となるのではないかと考え，血清中

のビタミンE量を測定したところ，6週間投与後で

control　O．37±0．05　mg％，　HCB投与群0．58±0，04

mg％と投与群の方が高い結果となった．

考 察

　HCBは肝臓の過酸化脂質を増加させる事が明らか

となったが，他の臓器（腎臓，脳，脾臓，精巣）には

ほとんど認められなかった．肝臓の過酸化脂質の生成

は膜構造部分に認められており，一方脂肪酸構成比の

変化は，膜の崩壊ではなく膜の安定化の傾向を示した．

この理由はHCB投与による過酸化脂質の増加が，

HCBの直接作用によるものではなく，肝での薬物代

謝促進による二次的作用の結果，過酸化脂質生成酵素

であるNADPHチトクローム。レダクターゼ活性の

増加5・6）によって，引き起こされているためと考えられ，

CCI4時置の場合と異なるところである，

　HCB投与肝においてTBA値と異なりPOVが
contro1よりも低かった理由は明らかではないが，1

つの理由としてはPOVがハイドロパーオキサイドの

測定法であるため，ハイドロパーオキサイドを消去あ

るいは分解する因子の増加が，POVの減少をもたら

しているのかもしれない．いずれにせよ，過酸化脂質

の測定指標が異なる事で逆の結果が得られている事は，

おのおのの測定対象物が異なっている事に起因してい

る．従って組織内の過酸化を評価するに当たっては単

なる過酸化脂質の測定だけでなく，他の多くの囚子も

測定し総合的に判断する事が必要と思われる．

　　　　　　　　　謝　辞

　本研究の逐行に当たり，御協力下さいました当所動
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　　　　　　　　　ゴム製乳首に関する衛生学的検討（第1報）

市販ゴム製乳首からの第2級アミン類の溶出並びにニトロソアミン類の生成

辰濃　隆・井上たき子・山田　隆・谷村顕雄

　　　　　　　　　　Hygienic　Studies　on　Rubber　Nipples（1）

Secondary　Amines　in　Commercial　Rubber　Nipplcs　and　Formation　of　Nitrosamines

Takash三TATsu瓦。，　Takiko　INouE，　Takashi　YAMADA　and　Akio　TANIMuRA

　Dctermination　of　sccondary　amines（sec－amincs）mlgrated　from　commercial　rubbcr　nipples　and我）rmed

nitrosamines　in　nitrite－containing　slmulated　saliva　was　pcrfbrmed．

　Twenty　to　ninety且ve　ppb　of　total　nitrosamincs　wcre　R）und　in　50ut　of　8　commcrcial　rubber　nipples　pro－

duced　be負）re　I980．　Amounts　of　tQtal　nitrosamincs飴und　in　rubbcr　nipples　produccd　in　March　1981　wcrc

less　than　the　regulatory　Iimit　in　West　Germany（10　ppb），

　Sec．amines　fbund　in　recently　produced　nipples　wcre　dimcthylamine　and　dicthylamlnc，　and　not　pipcridine

nor　dibutylamine．

　The　ratios　of　the　quantitlcs　of　scc・am三nes　mfgrated　f㌃om　laboratory－made　n｛pples　and　those　of　nltro．

samincs　lbrmed　in　the　simulatcd　saliva　were斑easurcd．　These　ratios　were　smaller　in　natural　mbber　nipples

than　in　isQprene　rubber　n三PPlcs・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receivcd　May　31，1982）

緒 言

　1982年1月から西独ではゴム製哺乳用乳首（以下，

乳首と略す）について，ニトロソアミン類の溶出規制

．（総量がpH　7で10PPb以下，　pH　1で200　PPb以

下）を設けているD．わが国でも乳首中にニトロソア

ミンが含まれていることは石綿らによって確認されて

いるが2），この原囚はゴムの加硫促進剤の一種である

ジメチルジチオカルパメートやチゥラムなどが分解し

て生ずる第2級アミン（sec－Amine）が窒素酸fヒ物と反

応することにあるといわれている3）．

　更に，乳首のように乳幼児がしゃぶるものの場合は，

しゃぶることによって乳首から溶出するsec－Amine

と唾液中に含まれる亜硝酸との反応で，ニトロソアミ

ンが生成し，胃内の酸性下では更に反応が進むと考え

られることから，sec－Amincを生成する加硫促進剤の

使用には注意しなくてはならない．

　本報では，西独における規格試験法を準用し，わが

国の乳首についてニトロソアミンを測定するとともに，

その前駆物質であると考えられるsec－Amineも併せ

て測定し，その関連を求めた。また水洗によるsec－

Amineの除去法も検討した．

　ニトロソアミンの測定には石綿らの用いた熱エネル

ギー検出器付ガスクロマトグラフ（TEA－GC）を用い，

またsec－Amineの分析には窒素・リソ検出器付ガス

クロマトグラフ（NPD－GC）を用いた．

実験　の　部

　1．試薬

　試薬は特級又はそれと同等以上のものを用いた．

　sec－Amine標準溶液＝ジメチルアミン（DMA），ジ

エチルアミン（DEA），ジブチルアミン（DBA）及び

ピペリジン（PユP）各100ppmの人工唾液溶液

　ニトロソアミン標準溶液：ニトロソジメチルアミン

（NDMA），ニトロソジエチルアミン（NDEA），ニト

ロソジブチルアミン（NDBA）及びニトロソピペリジ

ン（NPip）各400　ppbジクロルメタン溶液

　人口唾液：画師水素ナトリウム4．29，塊化ナトリ

ウム0，59，炭酸カリウム0．29及び亜硝酸ナトリウ

ム0．039を水に溶かして1000m♂とする．ただし

標準溶液に用いる人工唾液には亜硝酸ナトリウムは含

まれない．

　ジクロルメタン

　1N塩酸

　1N水酸化ナトリウム溶液

　2．試料

　市販品：Table　1に示す1～8までのものは昭和55

年以前に製造されたもの，他のものは昭和56年3月以
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Sample（cu七　in七〇　stripsr　1－2　㎜》

τ『・dd・・…h・・a・p・・i・・・…

14iqra七ion

　　　　　　add　20　mZ

Fi1七ration
make

mJEr工enmeyer　flask

of　simulated　sa工iva　and　allow七〇　stand　for　24　hours　a七　400

up　七〇　25　mZ　with　si皿ulated　saliva

Tes七　solu七ion　A　（20　mJ） Test　solution　B

add　l　mJ　of

皿in　a七＝oom　temperature，

1N一腕aOH

（5mリ

ユN－HCI　and　allow　ヒ。　sヒand　for　30

　　　　　　　　　　　　　then　neutralize　with

Exしrac七ion　of　Ni七rosamines

　　　　　　exヒract　with

　　　　　　　　　　コConcentratユon
　　　　　　　　　　　　　　for　　　　　solut■onTest

three　5π1Z　portions　of　dichloroユnethane

TEA－GC

Scheme　1．　Procedure　of　Hygienic　Te3t　in　Wcst　Germany

↑
ロ　　　　コ

1nJ・

a） b） c） d）

o

　　　　024681012ユ4ユ618
　　　　　　　　　　　Retention　time（min）

Fig．1．　NPD。Gas　chromatogram　of　scc－Amines

Conditions：gas　chromatograph，　H：ewlett　Packard

　　　　　　　　　5710A

　　　　　　　　　colu㎜，　Amlpack　124（80－100　mesh）

　　　　　　　　　1．8m×4mmi．d．

　　　　　　　　．column　temp．，　programmed　to　keep

　　　　　　　　　at　800　fbr　4　m五n　after　i煽ection，　and

　　　　　　　　　rised　to　210。　at　thr　rate　of　32。／皿in，

　　　　　　　　　the　hold．

　　　　　　　　　detector，　nitrogen　phosphorus　detec・

　　　　　　　　　tor

　　　　　　　　　carrler　gas，　n三trogen　30　mηmin

　　　　　　　　　a）dimethylamine，　b）diethylamine，

　　　　　　　　　c）piperidine　and　d）dibutylaminc

A

＜ ＜
ΣQz 目z

B

奢£
z　　呂

　　　　　　　↑　　　　　　　　　小

　　　　　　　　　　　　　　　　　012301234
　　　　　　　　　　　Retention　time（min）

Fig．2．　TEA－Gas　chromatograms　of　Nitrosamines

Conditlons：gas　chromatograph，　Shimadzu　GC・

　　　　　　　　　6AM　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　column，10％PEG　20M　on　Gaschrom

　　　　　　　　　P，1．5m×3mmi．d．

　　　　　　　　　colmn　temp．，　A　110。（NDMA，　ND・

　　　　　　　　　EA．），　B　160。（NDBA，　NPIp）

　　　　　　　　　detector，　The㎜al　Energy　Analyzer

　　　　　　　　　ca「「ie「9as，　nitrogen　25　mηmin
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Table　1． Ana！ytical　Rcsults　ofsec－Alnines　Migrated貸om　Commercially　Available　Nipples　and

Nitrosamincs　Formcd　f士om　Those　sec－Amines　at　pH　7　and　I　D

No．2） ｝レfaterial
Vulcanization
accclcrator3）

Amount　of
sec・Am｛ne

　（ppm）

Amount　of　nitrosamlnc（PPb）

pH　7 pH　1

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

IR

IR

IR

IR

NR

NR

NR

NR

IR

IR

IR

NR

BZ
TRA
BZ
TRA
BZ
TRA
EZ
TRA
EZ
BZ
EZ
BZ
EZ
BZ
PZ
EZ
TRA
PZ
EZ
TRA
PZ
EZ
TRA
PZ
EZ
PZ
EZ
BZ

DBA
Pip

DBA
Pip

DBA
Pip

DEA
Pip

DEA
DBA
DEA
DBA
DEA
DBA
DMA
DEA
Pip

DMA
DEA
Pip

DMA
DEA
Pip

DMA
DEA
DMA
DEA
DBA

79

99

1

32

0．5

57

10

25

25
12

5

15

30
7

10

12

10

7

18

5

10

27

35

5

15

10

NDBA
NPip

NDBA
NPip

NDBA
NPip

NDEA
NPip

NDEA
NDBA
NDEA
NDBA
NDEA
NDBA
NDMA
NDEA
NPip

NDMA
NDEA
NPip

NDMA
NDEA
NPip

NDMA
NDEA
NDMA
NDEA
NDBA

6

6

＿4，

95

50

4

30

10

10

4
2

1

4
2

2

3

4

1

440
380

10

205

85
565

15

265

35
30

25
75

　1

29
65

　2

50
120

　6
43
70

1）

2）

3）

4）

Abbrev三atlon　used：IR，　isoprcnc　rubber；NR．，　natural　rubber；BZ，　zinc　dibutyldithiQcarbamate；TRA，

di－pcntamcthylencthiuram　tetrasu1£dc；EZ，　zinc　diethyldithiocarbamate；PZ，　zinc　dimethyldithiocarba．

matc；DBA，　dibutylamine；Pip，　p1pcridine；DEA，　dicthylamine；DMA，　dimethylaInine；NDBA，　N．

nitrosodibutylamine；NPip，　N－nitrosopipcridine；NDEA，　N－nitrosodiethylaminc　and　NDMA，　N－nitro．

sodimcthylamine．

Samplcs　No．1－8　and　9－12　wcre　obtained　in　1980　and　l981，　respcctively，

Con且rmcd　by　thln　Iayer　chro甲atography（Rc£：Untersuchung　von　Bedar飴gegcnstandcn　aus　Gummi

Franck，　KunststHdm　Lebensmittcl　vcrkehr，　B　II，　XXI　26．　L㎏．　Oktobcr　I979

一：not　dctccted．　Thc　Iimits　of　detection　are　as　lbllows　amine，0．5　ppm　and　nitro3amine　l　ppb．

後に製造されたものである．

　試作品：Fig．4及び5の8．種の試料は天然ゴムラテ

ックス製品（NR）で，加硫促進剤にはジメチルジチオ

カルパミン酸亜鉛（PZ）及びジエチルジチオカルパミ

ン酸亜鉛（EZ）を添加したものである．（1）及び（2）群の

違いは処方によるもので，加硫条件は室温，40～500

の温度の相違，6時間，16時間の放置時間の差異を見

ている．

　Tablc　2の試料はイソプレンゴム（IR）にEZ及び

シクロペンタメチレンチゥラムテトラスルフィド

（TRA）又はジブチルジチオカルパミン酸亜鉛（BZ）

を添加したものである．

　3．使用機器

　TEA－GC：Thermo　Elcctron　CQ．製，　TEA－502型

を島津製，GC－6AM型に連結したもの．

　NPD－GC：Hcwllet　Packard　Co．製，5710A型に

NPDを付属させたもの．

　4．実験操作

　（1）乳首から溶出するsec－Amine量並びにニトロ

ソアミン量の測定

　ニトロソアミンの定量はScheme　1に示した西独法

に従って行った．またscc－Amineの溶出量はSche・



辰濃ほか＝ゴム製乳首に関する衛生学的検討（第1報）市販ゴム製乳首からの第
　　　　　　2級アミン類の溶出並びにニトロソアミン類の生成 65

me　lのAの溶液を用い，直接NPD－GCに適用した．

　それぞれのガスクロマトグラム，測定条件をFig．1

及び2に示す．

　（2）乳首からのsec－Amineの除去法の検討

　乳首中にsec－Amineが含まれないようにするには，

これらを生成しないような加硫促進剤を用いればよい

わけであるが，物性や味などの点で無理と考えられる．

そこで水洗処理によって，sec－Amineを除くことが

でぎるかを検討した．

　試料はNR及びIR製のもので，前老は加硫期間

の長短，加硫温度の高低で更に分けられる．またNR

製乳首は水中に室温で16時間，60。の温湯中6及び12

時間浸漬し，ときどき撹律する．

　水洗を行い，よく水をきり，このものを試料として

Scheme　1の操作を行う．

　またIR製乳首については，水浸漬しないものと，

50。で20時間浸漬したものを試料とした．

　（3）sec－Amine量とニトロソアミン量との関連の

検討

　種々な乳首（加硫条件，水洗条件の異なるもの．）

を用いて，Schemc　1の操作によりsec－Amine量：と

ニトロソアミン量を測定し，両者を比較する．

実験結果及び考察

　1．市販品について

　市販品（IR製7種，　NR製5種）についてsec－

Amine及びニトロソアミン量を測定した結果をTable

1に示す．

　乳首に用いられる加硫促進剤は，ニトロソアミン問

題が生じた1咋年以前はジブチルジチオカルパメート

類やジヘキサメチレンチゥラムテトラスルフィド

（TRA）が主に用いられていたが，昨年以後は，ガス

クロマトグラムから見るとPZやEZを主に用いてい

るようである．

　溶出したsec－Amine量は，　DBAが最高7gPPm，

Pipでは9g　PPm，　DEAは35PPm，またDMAは

27ppmであった．

　pH　7におけるニトロソアミン量は1昨年以前のも

のには95ppbと大きな値を示すものがあったが，昨

年3月以後の製品ではニトロソアミンは4ppb以下，

総量でも7～8ppbであった（西独の規格値はpH　7

におけるニトロソアミン量は1ppb以下）．

　pHlにおけるニトロソアミン量も昨年製造された

ものでは最高120PPb（西独の規制値は200　PPb以下）

であったが，問題発生以前は565ppbという大ぎな値

を示すものがあった．

200

唇

逗150

曾

暮

と

ヨ

島100
’歪

沼

ε
霞

＄

ご

ε50
5
震

く

0

～

、l

ll

～

h

1騒

糧　熟
li　　　　　「象、奪、

1　　　　　醗1

　　　　　　　　＼
　　　　　　　　＼
　　　　　　　　　勾
　　　　　　　　　＼

1磯、　ム
　　　9蝦、　＼

　　　　　　12　24　36　48　60　72　84　96　108

　　　　　　Time　of、Vashing（hr）

Fig．3．　E艶ct　of　Washing　Qn　the　Amount　of　sec－

　　　　Amines　Migrated｛｝om　Natural　Rubber

　　　　Nipples

Condition　of　Wasklng：DMA　DEA　DBA
　　water　　　　　　　　●一●　　×一×　■一■

　　、vatcr　at　600　　　　　0・。・◎　　⑭…　⑭　　回…　［…］

　2．水洗による乳首からのsec－Amineの除去効果

　　　について　　　●

　（1）NR製品について

　Fig．3に示すように，1試料についてlo8時間の浸

漬を行った結果，洗浄処理を行うことによって，顕著

ではないが，sec－Amineは減少した．冷浸（室温）と

温浸（60。）では，前者の方が除去率は高い．その理由

としては温度が高いと，残存する加硫促進剤が分解し

て，sec－Am量neを生成することが考えられる．ジメ

チル，ジエチル及びジブチルのジチオカルパメート塩

の温度差の洗浄効果は前2者は：後者と比較して，冷浸

法の方がよい．後図では大きな差は認められていない．

　Fig．4－5から，　DMAについては，3つの水洗条件

のうち，60。の温水に12時間浸漬しておく方法が他の

2つの方法よりsec－Amineの除去率はやや高いが，

Fig．3の結果を加えると加硫促進剤を全分解させる必

要が生じる．したがって高温で処理して，できるだけ

早く加硫促進剤を分解させ，短時間に溶出させる方法

を考えればよい．
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　　water　at　600，　fbr　12　hr　　　　⑭　　　　　×

　Fig．5から，　DEAについては，3つの水洗条件の

間にははっきりとした効果は見られないが，Fig．3の

結果から，DMAと同様のことが必要であろう．

　また，生成したニトロソアミンについてはこの方法

では除去する効果は少なかった．

　このことから，sec－Amincの生成を少なくして，

ニトロソアミンが生じなくすることが必要である，

　（2）IR製品について

　Table　2に示したようにIR製品の場合には水洗に

よるsec－Amineの減少は見られなかった．

　この理由はNRの力がIRより吸水性が大きいこ

とが考えられる．

　しかし，pH　1におけるニトロソアミンの生成量は

水洗によってやや減少する傾向を示したが，この理由

は判然としない．

　3．sec－Amine量とニトロソアミン量との関連

　乳首から溶出するsec－Amlne量に対する塩酸々性

下で生成するニトロソアミン量の比率をTable　3に

示す．生成率の平均値はIR製品の方がNR製品よ

り高い傾向を示した．その理由は推測ではあるが，

NRの成分中にニトロソアミンの生成を抑制するもの

が含まれているのではないかと考えられる．

結 語

．西独のニトロソアミン規制以後，乳首中から検出さ

れるsec－Amineは主にDMA及びDEAになって
ぎている．したがって，用いられている加硫促進剤は

PZ，　EZ，テトラメチルチゥラムジスルフィド（TT）

あるいはテトラエチルチゥラムジスルフィド（TET）

などが推測されるが，加硫条件などの諸三子から前2

者が用いられていると考えられる．

　著者らの検討した結果では，水洗によって徐々に

sec－Amincは除去されるが，顕著ではなかった．

　また，scc－Amineゴ止に対するニトロソアミン量の

比率を検討したところ，一般にIR製品の方がNR製

品よりニトロソアミンの生成率が高いことがわかった．

　現在，国内で生産されている乳首はTable　1の

No，9～12のものであり，ニトロソアミンの測定値は

いずれの牛合も西独の規制値を満足していた，

　今後の問題としては，加硫促進剤を変更するとか，

加硫の工程，手段を再検討することにより，有害なニ

トロソアミンを生ずるようなscc－Amineを含まない

乳首を作るようにすべきであろう．

　なお，この研究は昭和56年度厚生科学研究費によっ
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Table　2． E艶ct　of　Washing　on　the　Amounts　of　sec－Amines　Migrated　from　Isoprene　rubber　nipplcs

and　Those　ofNitrosamines　fbrlned倉om　sec・Amines　at　pH　7　and　1．

sample condition　of　washing
amount　of　sec．Amine
　　　　（ppm）

amount　ofnitrosamine（PPb）

pH　7 pH　1

IR－12

IR．13

IR－14

IR－15

none

50。，　20hr

none

500，　20hr

DEA　15
Pip　45

DEA　25
Pip　　39

DEA　24
DBA　36

DEA　25
DBA　57

NDEA
NPip

NDEA
NPip

NDEA
NDBA
NDEA
NDBA

7

14

1

1

1

141

343

46
88

130

318

45
182

1）

2）

3）

Abbreviation　used：see　Table　1．

The　samples　as　those　in　Table　3．

＿＝not　detected．

Table　3． Rclationship　between　the　Amounts　ofsec．Amines　Mlgrated　j｝om　Nipple3

and　those　of　Nltrosamines　Formed仕om　sec－Amines　at　pH：1

ratio　（タ6） ratio（％）

sample
NDMA　　NDEA　　NDBA
　／DMA　　／DEA　　　／DBA

NP五P／Pip

sample
NDMA　　NDEA
　／DMA　　　／DEA

NDBA　　　　　　NPip！Pip
　／DBA

IR－I

IR－2

1R－3

1R－4

1R－5

1R－6

1R－7

1R－8

1R－9

1R－10

1R－11

1R－12

1R－13

1R－14

1R－15

1R－16

1R－17

1R－18

1R－19

1R－20

1R－21

1R－22

0．86

0．58

0。73

0．72

0．80

0，64

0．81

0．36

0．73

0．65

0．35

0．58

0．19

0．12

0．66

0．47

0．88

1．26

1．18

1．19

1．38

2．10

0．71

1．33

1．45

0．91

0．55

0．44

0．60

一

0．41

0．65

0．34

0．29

＿2）

0．88

0．31

0．56

0．10

1．70

0．70

0．77

0．22

0．38

0．64

0．99

NR－1

NR－2

NR．一3

NR－4

NR－5

NR－6

NR－7

NR－8

NR－9

NR．一10

NR－11

NR－12

NR－13

NR－14

NR－15

NR－16

NR－17

NR－18

NR－19

NR－20、

NR－21

NR－22

NR－23

NR－24

NR－25

NR－26

NR－27

0．35

0．12

0．26

0．49

0．50

0．51

0．14

0．18

0．13

0，47

0．16

0．33

0．47

0、19

0．09

0．09

0．12

0．08

0．09

0．11

0．11

0．08

0．12

0．12

0．11

0．10

0．06

0．25

0．29

0。41

0．26

0．34

0．23

0．19

0．25

1．19

0．27

0，22

0．22

0．29

0．29

0．10

0．09

0．19

0．07

0．ll

O．20

0．14

0．12

0，22

0．21

0．17

0．15

2．21

0．70

　1）　Abbreviation　used＝See　Table　1

、　2）　一：not　detected



68 衛生試験所報告 第100号（1982）

た．

　　　　　　文　　　　　献

1）BGBL　IS．，　p．19・｝5－1946（1981）

2）石綿　肇，山本　都，川崎洋子，酒井綾子，山

　田隆，谷村顕雄：衛生試報，99，135（1981）

3）B．Spiegelhalder　and　R．　Prcusmann＝Procecd。

　lng　of　thc　7th　IntcrnatiQnal　Mccting　on　Analysis

　and　Formation　of　Nltroso－compound，講演要

　旨0－21．Tokyo（1981）

　ゴム製乳首に関する衛生学的検討（第2報）

授乳による乳児のニトロソアミン摂取量の推定

辰濃　隆・井上たき子・山田　隆・谷村顕雄

　　　Hygienic　Stud呈es　on　Rubber　Nipples（II）

Estimation　of　Nitrosamine　Intake　by　a　Baby　by　Sucking

Takashi　TATsuNo，　Takiko　INouE，　Takashi　YAMADA　and　Aklo　TANIMuRA

　By　using　a　sucking　s量mulator，　an　estimation　of　sccondary　amine（sec－aminc）and　nitrosamine　intake　by

ababy倉om　a　commercial　rubber　n三pple　was　attemptcd、　Amounts　of　sec－amines　m｛grated　from　the　rubber

nipples　prepared　with　various　vulcanization　accelerators　wcrc　also　measured．

　From　a　result　with　isoprene　rubber　nipples　produced　bcR）re　the　regulation　in　Wcst　Germany　in　1982，

the　fbllowing　estimation　was　made：230　ng／day　of　total　amount　of　nitrosamlnes　could　bc　takcn　by　a　baby

by　sucking　a　nipPIe．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

緒 言

　加硫ゴムに用いられるジチオカルパメートやチゥラ

ムなどの加硫促進剤は加硫時や成形時に分解して，第

2級アミン（sec－Amine）を生成する．このsec－Amine

はニトロソアミンの前駆物質として注目されている．

　ゴム製哺乳用乳首（以下乳首と略す）の材質はJls

T－9106（1981）によれば天然ゴム（NR），イソプレン

ゴム（IR）及びシリコンゴム（Si）に規定されている．

前2者は加硫ゴムであり，これらのゴムでつくられた

乳首中にはscc－Amincの存在が予想される．

　西独では乳’首やゴム製おしゃぶりを人工唾液中に浸

潰し，溶出する加硫促進剤分解物と唾液中の亜硝酸に

よってpH　7及びpH　1における液中で生ずるニト

ロソアミン量を1982年1月から規制している．

　著者らは，市販の乳首や種々の加硫促進剤を用いて

試作した乳首を突際に近い授乳条件で使用したとき溶

出するsec－Aminc量並びに塩酸々性下で生ずるニト

ロソアミン量を推定するために模擬授乳装置（シミュ

レーター）を用いて実験を行った．

実　験　の　部

1．　使用機器及び試薬

　次に記すものの他は前報1）と同じものを用いた．

　シミュレーター：ビジョン製の試作機（Fig．1）

　人工唾液＝炭酸水素ナトリウム4．2g，塩化ナトリ

ウム0．59，炭酸カリウム0．29を水に溶かして

1000mZとする．

　エチルフェニルアミン（EPA）標準溶液（100　ppm）

　2．試料

　市販品（昭和56年3月製造のIR製のもの）及び

Table　1に示す処方で試f乍した乳首

　3．実験操作

　1）　試験溶液の調製　，

　10個の乳首を流水で20秒ずつもみ洗いする．1♂中

の水中に洗浄した乳首10個を浸漬し，5分間煮沸する．

この液の一部を用いて煮沸による乳首からのsec－

Amincの溶出旦を2）の操f乍により測定する，次に

煮沸後の乳首を200mZの哺乳ビン（40。に加温した

人工唾液を満たしたもの）につけ，Fig．1の装置にと

りつける．40。に保温し，吸引圧80mmHg，吸畷サ

イクル1回／秒の条件で15分間作動する，15分後，新

しい乳首をとりつけて同じ操f’Fをする．乳首10個を同

一人工唾液を用いて操作を行う．以上を「授乳」1回

とし，哺乳びんの内容液中のsec－Amine及びニトロ

ソアミン量を2）の操作により測定する．以上の水洗，
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Table　1．　Laboratory－made　Nipples　used　R）r　the　Test

Content　of　vulcanization　accelerator（PHR）
No． Materia1

PZ EZ BZ TT TET PX TRA

1

2

3

4

5

6

IR

IR

IR

NR
NR
NR

0．2

0．3

0，3

＿1⊃

0．2

0，3

0，3

0，5

0，5

0．1

0．3

0．3

0．2

0．2

0．2 0．4

IR：isoprene　rubber，　NR．　l　natural　mbbcr，　PZ：zinc　dimethyld三thiocarbamate，　EZlzinc　diethyldithiocarba．

mate，　BZ：zinc　dibutyldithiocarbanlate，　TT＝tetramethylthiuramdisuI丘de，　TET＝tetraethyhhiuramdisul丘de，

PX＝zinc　ethylphenyldithiocarbamate　and　TRA：dipentamethylencthiuramtctrasul丘de

1）一：not　added．

煮沸，「授乳」の操作を同じ乳首10個の組について，

5回繰り返し，sec－Am1ne及びニトロソアミン量の

変化を検討する．

　2）sec－Amine及びニトロソアミンの測定

　sec－Amine及びニトロソアミンの測定は前報1）と同

じ方法によった．ただし，ニトロソアミンを測定する

場合には，Dの「授乳」操作終了後の嚇乳びんの内

容液にNaNO2を30　ppmになるように加え，40。で

15分間放置後2分し，一方はスルファミン酸を加えて

ニトロソ化の反応を停止する．他方は1N－HCIを加

えてpH　1とし，40。で30分間放置後，スルファミソ

酸を加える．更にlN－NaOHで中和する．これらの

液を用いて前門Dに従って抽出操作を行いニトロソア

ミンを測定する．

実験結果及び考察

　1．授乳時における市販】R製乳首からのsec－

　　　Am面eの溶出量並びに胃内におけるニトロソ

　　　アミンの生成量の推定

　Fig．2にシミュレーターを用いた場合の乳首からの

sec－Amineの溶出量が煮沸及び「授乳」の回数によ

ってどう変化するかを示した．Fig．2に見られるよう

に煮沸時並びに「授乳」時のsce－Amineの溶出量は

乳首の使用回数に伴って次第に減少した．「授乳」時の

溶出量は1回目にピペリジン（Pip）16μ9／乳首，ジブ

チルアミン（DBA）7μ9／乳首であったのが，3回目に

はPip．8μ9／乳首，　DBA　1μ9／乳首以下となった．一

方Fig，3に示すようにニトロソアミン量については，

pH　7（口腔中を想定）の条件では1回目にN一ニト

ロソピペリジソ（NPip）9ng／乳首を検出したが，4回

目では1ng／乳首以下となった，またN一ニトロソジ

ブチルアミン（NDBA）は1回目に2ng／乳首を検出

したが，2回目以後は検出不可能であった．しかし，

pH　l（胃内へ移行したとぎを想定）の条件ではNP三P

は5回目まで40ng／乳首前後のほぼ一定の量が倹出

された．また，NDBAは3回目までほぼ6ng／乳首

と一定であったが，4回目以後は減少していた．

　以上の結果より，1日の授乳回数を5回とした場合

には，乳児はNPipを200ng／日，　NDBAを30ng／

日程度，摂取したこととなる．

　前報1）で述べたように，現在の市販の乳首から人工

唾液中に溶出するsec－Amineは主にジメチルアミン

（DMA）及びジエチルアミン（DEA）であり，その溶

出量も少なくなっていることから，授乳時における乳

児が摂取するsec－Amlne量も小さく，その結果，ニ

トロソアミンの生成も少なくなっていると考えられる．

　2．シミュレーターによる試作乳首からのsec－

　　　Amineの溶出パターンの検討

　Fig．4及び5に見られるように，　IRとNRとでは

シミュレーターによるsec－Amineの溶出パターンが

異なっている．IRでは，成型時に熱が多くかけられ

るために加硫促進剤の分解によるsec－Amineの生成

も多く，1回目には多量のsec－Amineが溶出するが，

2回目以後急激に減少していく傾向が見られた．

　NRでは，　sec－Amineの溶出量はIRに比べて少

なく，次第に漸減していく傾向が見られた．

結 語

　乳首の使用は水洗，煮沸消毒，授乳というくり返し

であり，煮沸消毒時に「授乳」時より多くのsec－Am・

ineが溶出する．この実験においての乳児の授乳によ

るニトロソアミンの摂取量は次のようになる．一1投に

乳児の授乳回数は1回200mZ，1日5回が標準である

ことから，ニトロソアミン問題の生ずる以前のIR製
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　　　　Migmtcd　from　a　Commcrcial　Isoprcnc

　　　　Rubbcr　Nipplcs

　DBA：Dibutylamine，　and　Pip：Pipcridine

品（昭和56年3月以前）でNPip　200ng，　NDBA　30ng

を新しく使い出した1日目で与えたことになる，しか

七，漸時減少していくことで，毎日のニトロソアミン

の摂取量は少なくなっていくと見られる．

　また，試作した乳首を用いて実験をしたところ，IR

は成型時に加熱されるので，加硫促進剤が分解されて
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Fig。3．　Changes　of　the　Amounts　ofNltrosamines

　　　　Formed廿om　sec－Amines　at　pH　7　and　1．

NDBA：N。nitrosodibutylam三nc，　and　NPip　l】N・

nitr◎sopiperidinc

sec－Amineが多量に生じ，シミュレーターによる溶

出も多いことがわかった．一方NRはラテックスを

用いているので，成型時の温度は低く，加硫促進剤

はIR言分解されないので，シミュレーターによる

sec－Amineの溶出量はIRより少ない結果が得られ

た，

　この実験は昭和56年度厚生科学研究費によった．

　　謝辞

　この突験に当たり，シミュレーターの使用の便宜を

言i．らい下さいましたビジョン（株）に感謝致します．
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サル胃液並びにその沈澱物の乃zV∫ケ。におけるニトロソ

　　　　　　ジメチルアミン生成とpHの影響

林　長男・小高秀正＊1・寺岡葉子・牛嶋峰子＊2・谷村顕軽1三・倉田　浩

血陶ro　Formatlon　of　Nitrosodimethylamine　in　tlle　Brain　Heart

　　　In角sion　containing　Gastric　Juicc　and　Its　sedimcnt

　　of　the　Monkey　under　the　Di旋rcnt　pH　of　the　Mcdium

Nagao　HAY螺1，　Hidemasa　KoDAKA，＊1　Yohko　TERAoKA，　Mineko　UsI叩融，＊2

　　　　　　　　　Akio　TAMMuRA　and　Hiroshi　KuRATA

　In　a　scries　of　the　study　on　thc　intragastric　fbrmation　of　nitrosodlmethylamine（NDMA）by　bacteria

prescnthlg　in　the　gastrointestinal　tract　of　Inonkey，　fπぬ。　brmatlon　of　NDMA丘om　NO2－and　DMA　was

carried　out　in　the　brain　heart　in距sion（BHI），　a両ustcd　at　pH　6，　with　gastric　juicc　contalning　5000　ppm　of

sodium　nitrate　and　1000　ppm　of　dimethylamine　hydrochloride（DMA），

　As　the　results　of　this　cxpcrimcnt，　it　indicated　that　thc　nhritc　R〕rmation　was　apparently最）und　by　thc

activity　of　the　nitrate－reducing　bacteria　which　presented　in　the　stomach　content　of　the　monkcy，　and　clear

relationsh三p　was　sccn　bctwcen　thc　concentration　ofNO2－and　thc　amount　of　NDMA．

　瓦ご肋｛brmation　of　NDムfA　was　invcst｛gated　in　the　BHI－mcdium，　a両ustcd　at　pH　5　and　6　with　gastric

juicc　containing　1000　ppm　of　sodium　nitrite　and　500　ppm　of　DMA。　A　sharp　incrcment　of　the　NDMA

fbrmation　showed　at　pH　60f　thc　mcdium．　Morc　good｛brmation　of　NDMA　was　obscrved　in　the　medium

containing　the　gastric　juice　of　thc　monkcys　than　in　the　mcdium　of　BHI　alone（blユnk　tcst），　but　in　thc　blank

test，　the　NDMA　fbrmadon　seemed　to　be　rather　good　at　the　pH　50f　the　medium　than　at　pH　6．

　Alittle　higher　fbrmation　ofNDMA　was　noted　in　the　case　of　3　hr　incubation　of　the　mcdium　compared　with

thc　blank　test　and　th遮｛brmation　was　accounted　R〕r　370　ppb．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcceived　May　31，1982）

ま　え　が　き

　N一理トロン化合物は，実験動物1・2〕に強力なガン原：

性を有する化学物質の一つであり，近年，この物質の

生体内生成の主要な場を胃内とみなした実験が数多く

報告3璽6）され，著者らも，サル胃内におけるニトロソ

ジメチルアミン（NDMA）生成についての詳細な実験

を行い，既に，これらを実証する報告ηを行ってきた．

　一方，∫こ品8・9）あるいは糞便10・1D由来の細菌がND・

MA生成の活性を有し，しかもその生成能は，中性域

のpHでも失活しないなどの報告がなされているにも

かかわらず，胃内微生物とNDMA生成との関連を微

生物学的に追求した実験はほとんど行われていない．

そこで，著老らはサル胃内微生物のNDMA生成菌種

検索の手掛りを得るために，まず魏む｛㈲で，胃内微

生物を含む胃内容物によるNDMA生成並びに，その

生成とpHとの関連について検討した．

＊1　日本大学農獣医学部

＊2実践女子大学

実験材料並びに方法

　1．使用動物

　供試動物のサルは，神奈川県小田原動物園から分与

を受けた5匹，並びに有竹鳥獣店（株）から購入した

輸入カニクイサル8匹，計13匹（体重2．5～5．5kg）

を使用した．これらのサルは，いずれも当所内で一定

期間飼育して健康，栄養状態ともに良好と判定したも

のである．

　2．　サル胃内容物の採取方法

　サルの胃液採取は，特に胃内微生物を考慮して

brain　hcart　infuslon（BHI）（D三fco製）を使用した．

供試サルは，あらかじめ胃液採取の前日1日間絶食さ

せ，当日，短時闘全身麻酔を施した後，滅菌100mJ用

注射器並びにネラトンカテーテルNo．8を用いて，胃

内に滅菌BIII　20　mJ／kgを経口投与・し，胃内にカテ

ーテルを挿入したままの状態で，注射器のpumping
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を数回繰り返し，サル胃液とBHIをじゅうぶんに混

．和した後，注射器の吸引により，このBHI（BHI胃

’内洗浄液）を回収し，．あらかじめ設置した三ロフラス

コに注入し，試薬を添加，pH調整後，直ちに実験を

1開始した．

　3．　試料の調整並びに培養方法

　実験は，実験工，H並びに皿の3つに分けて行った．

．すなわち，実験1は硝酸ナトリウム5000ppmを含む

：BHI　20　mZ／kgの胃内経口投与を行ったサル胃内亜硝

酸（NO2つ生成実験で12），　NO2一胃内生成の良好であ

ったサルM1，　M3，　M5のそれぞれのBHI胃内洗浄

．液98mJを用い，それらに実験当日，ろ過滅菌を行っ

た硝酸ナトリウム（試薬特級，キシダ化学（株）製）並

．びにジメチルアミン塩酸塩（東京化成工業（株）製）

〈DMA）の水溶液それぞれを5000　PPm，1000　PPmに

なるようにlmJずつ添加後，塩酸によりpHを6に

調整し，これを実験工の試料液とした．

　実験∬は，なるべくサルの個体差を僅少にするため，

BHI　20　mZ／kgを投与したサル4匹のBHI胃内洗浄

．液を採取，混和し，2つの三目フラスコに98mJずつ

分注し，それぞれにろ過滅菌を行った亜硝酸ナトリ

ウム（試薬特級，国産化学（株）製），DMA水溶液をそ

．れそれ1000PPm，500　PPmになるようImZずつ添

加し，塩酸を用いてpHを5と6に調整，これを実験

∬の試料液とした．なお，実験皿は同様の操作を3回

反復し，pH　5と6のNDMA生成量を比較した．

　試料液の培養は，嫌気的条件下で，37。，7hr行った．

すなわち，あらかじめ37。の振とう恒温水槽中に設置

した三ロフラスコの一方の口に，ボンベからの炭酸ガ

スを，電気炉（石塚電気製作所製）を通じて無菌的に噴

・射させ，常にフラスコ内を陽圧にして置く．BHI胃

内洗浄液を分注し，一定量の試薬溶液を投入後，別口

に挿入してある減菌ガラス電極（昭栄科学産業（株）製）

で測定しながらpHを調整，5回振とう後の試料液を

「零時間とし，以後の試料は，0．5，1，3，5，7の各時

間ごとに7mZずつ採取し，5mZをNDMA定量
用に，lmZをNOゴ定量用に，1mJを微生物生菌数

測定用とした．また，培養中の試料液のpHは試料採

取ごとに塩酸，30％水酸化ナトリウム水溶液を用いて

所定のpHを維持するように調整した．

　実験皿は，採取したサル4匹のBHI胃内洗浄液を

混和，pHを6に調整，遠沈（11200　G，30　m三n）し，

上澄液と沈澱物とに分離し，上澄液では，：更にミリポ

ァフィルター（Type　HA，0．45μm）により吸引ろ過

　（無菌洗浄ろ液）した後，この無菌洗浄ろ液に実験皿

と同濃度の亜硝酸ナトリウム，DMAを無菌的に添加

し，これを培養液として用いた．沈澱物は1／4量を

培養液10mJに懸濁し，37。，3hr，好気的条件下で振

とう培養を行った．

　4．NDMA並びにNO2一の定量
　試料液からのNDMA定量は，前報7）に記載した胃

内容物中のNDMA抽出，定量並びに測定器械，条件

と全く同一の方法で行った，また，試料液からのNO2一

定量は，実験1についてのみ二二12）に記載した胃内容

物試料の調整・NO2一定量と全く同一方法で行った．

　5．　微生物の検索方法

　試料液中の微生物倹索は実験∬の総生菌数について

のみ行った．すなわち，3の項に記載した各時間ごと

の試料液の希釈は，9倍量の希釈液を加え，これを試

料液10－1の希釈液として順次10倍段階希釈を行った．

なお希釈液は0．05％寒天加trypticase　soy　broth

（BBL製）を使用した．

　培地は，好気性菌検索用にEugonチョコレート寒

天（BBL製），嫌気性菌用にはEG並びにBL寒天

平板を使用し，これらの各種寒天平板培地に試料液の

各段階希釈液0．05m♂をコンラージ楕で塗抹，好気性

菌では37。，1～3日間培養，嫌気性菌ではかスパヅ

ク法（ガスパック100システム，BBL製）を使用して

37。，4日間培養を行った．

実験成績並びに考察

　1．硝酸ナトリウム5000PPm並びにDMA　1000

　　　ppmを含むBHI胃内洗浄液中におけるNO2一

　　　及びNDMA生成
　著者らは，前開12》で硝酸ナトリウム5000ppmを含

むBHI　20　mZ／kgのサル胃内経口投与を行い，　NO2一

胃内生成の良好なサルM1，　M3，　M5の胃内NO2一

濃度は，それぞれ最高96．6，69．1，377．9ppmを示

し，そのときの胃内pHの平均は，6．2，5．8，6．6で，

NOゴ胃内生成とpHとの問には明瞭な相関性の認め

られることを報告した．

　一方，∫肺ε’roにおけるNDMA生成を試みる場合，

NDMAの前駆物質であるNO2一が多量に生成される

ことは望ましい条件の一つでもある．そこで，実験1

はこれらNOゴ生成の良好なサル胃液を用いて，学

報12）のサル胃内NO2一生成を‘π8”roで再現するとと

もに，NDMA生成との相関を確認するため，　NO2『

生成の良好なサル胃内pHの平均を6とし，前町！2）の

動こ伽の実験に近い条件を設定した．

　Fig．1は，　pHを6に調整した硝酸ナトリウム5000

PPm並びにDMA　1000　PPmを含むNO2一生成の良

好なサル3丁目BHI胃内洗浄液中におけるNO2一及
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Fig．1．瓦誼ro　fbrmation　of　nitrite　and　n1trosodimethylaminc　in　the　gastric　contents＊containing

　　　　sodium　nitrate　of　5000　ppm　and　dimcthylamine　of　1000　ppm，

　　　＊Aspiratcd｛b11Qwing　the　introduction　of　20　m’／kg　of　brain　heart　in鮎sion　broth　into　the

　　　　stomach　of　thrcc　monkeys（M・1，3，5）and　adjusted　pH　6．

びNDMA生成の経時的変化を示したものである．

　F三g．1に示すとおり，ゴ肘f’70におけるBHI胃内洗

浄液中のNO2一は，サルM1，　M3が培養7hr目に

それぞれ8．9，10．Oppmを生成したのに対し，　M5

では，培養3hr目より顕著な生成が認められ，7hr

目には129．7ppmまで上昇した．

　また，NDMA生成では，　NO2『生成の良好なサル

岱15カミナ音養3hr目66．4PPb，5hr目148．8PPb，

7hr日2．3ppmを生成し，　NO2一濃度の上昇に伴う

NDMA生成が顕著であったのに対し，　NO2一生成の

不良なMI，　M3にはNDMA生成の明らかな経時的

増加が認められなかった．

　今回の硝酸ナトリウム及びDMAを添加したBHI

胃内洗浄液のざπ爵。における実験は，動漉。と同様

に，サル胃内に生存する硝酸塩還元菌の活性を示唆す

るとともに，生成されるNO2一はサル個体の内因的な

i条件によって著しく異なり，かつ，NO2一濃度と

NDMA生成量との問には相関が孟Eめられることを明

らかにした．

　2．亜硝酸ナトりウム1000ppm並びにDMA
　　　500ppmを含むBHI胃内洗浄液中における

　　　NDMA生成とpH値の影響
　著者らのサル胃内におけるfηむfご。の実験では，

NO2一及びNDMA胃内生成の良好なサル胃内pHの

平均は6に近く，これに対し不良なサルは5に近いこ

とを報告ηした．そこで，実験五は，これらの相違点

を明らかにする臼的で，1．の項で行った実験結果を基
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F五g．2．。翫乙，f’ro　fbrmation　of　nitrosodimethyl－

　　　　aminC　ln　the　gastriC　COntentS＊COntaining

　　　　1000ppm　of　sodium　n三tritc　and　500　pp皿

　　　　of　dimethylaminc．

　　　＊Artcr　thc　introduction　of　20　m’／kg　of

　　　　BHI・brQth　into　thc　stomach　of｛bur　mon－

　　　　kcys，　takcn　out　by　syringe，　mixed　and

　　　　adjustcd　as　pH　6（●一〇）and　pH　5

　　　　（○一〇）．

　　　　Vcrtical　bars　rcprcscllt　mcan±SD　of

　　　　produced　NDMA　in　the　threc　times　cx・

　　　　pcrlments・

にしてpH　5と6に調整した亜硝酸ナトリウム1000

PPm並びにDMA　500　PPmを含むBHI胃内洗浄液

のNDMA生成とpHとの関係について比較検討を行
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F1g．4．疏む髭ro　rcduction　of　the　microorganisms

　　　　of　pH　6（●一一一●）and　pH　5（○一一一〇）

　　　　in　the　gastric　contents　shown　fn　Fig．2．

つた．その成績をFig，2に，また，そのときのブラ

ンクをFig．3に示す．

　Fig．2に示すように，　pH　6では，培養零時間に

NDMAがあ0．6ppm検出されたのみであったが，

その後は時間の経過とともにNDMA濃度の上昇が顕

著に認められ，培養5hr目に5．　O　ppm，7hr目には

5．3ppmが検出された．これに対し，　pH　5では，

NDMA生成が培養零時間にあ3．5ppm，1hr目には

5．8ppmまで上昇したが，それ以後は，緩やかな下降

線を辿り，培養5，7hr目にはpH　6の場合よりも

低下し，そのあは4．6，4．8ppmであった．

Fig．5．　盈　ひ露ro　fbrmation　of　nitrosodimcthy1－

　　　　amine（NDMA）with　the　sediment■■
　　　　and　the　steriHzcd丘ltrate　［コ　（Blank）

　　　　of　stomach　contcnts　containlng　1000

　　　　ppm　of　sodium　nitrite　and　500　ppm　of

　　　　dlmethylamine・HCI　incubated　at　37。

　　　fbr　3　hr．

　これに対し，Fig．3のブランクの滅菌BHIでは，

pH　5が6よりも良好なNDMA生成を示し，　pH

dependen亡を示唆する成績が得られた．

　3．BHI胃内洗浄液中における総生菌数とpHの

　　　影響

　次に，Fig．2に示したpH　5と6のBHI胃内洗浄

液中各時点ごとの総生菌数を検索し，その経時的変化

の比較倹討を行った．その成績をFig．4に示す．

　pH　6のBHI胃内洗浄液では，培養零時間に52

×107／mZ検出された総生菌数が，培養lhr目より減

少傾向を示し，3hr目には3xlO6／mJまで低下した．

しかしながら，それ以後の各時間ごとにおける総生菌

数は3×106／mZを維持したのに対し，　pH　5では培養

零時間に痂6×106／mZ検出された総生菌数が，7hr目

には9×103／m’まで減少し，総生菌数に対するpHの

影響が顕著に認められた．

　4．サル胃内沈澱物の∫πひjfroにおけるNDMA

　　　生成

　NDMA生成菌種検索の一手段として，　pH　6に調

整したサル胃内沈澱物によるNDMA生成の検討を行

った，その成績をFig．5に示す．

　図に示すように，3回の反復実験は，3回とも沈澱

物によるNDMA生成が明瞭に認められ，ブランクの

無菌培餐液との差異は，5370ppbを示し，胃内沈澱

物中におけ’る好気性NDMA生成菌種の存在を強く示

唆する成績が得られた．

　5．NDMAの加ひffm生成に関与するサル胃内

　　　容物並びにpHの効果

　ノη助。におけるNO2『とDMAの化学反応から

生ずるNDMAの至適pHは3．4！3）とされている．実

験∬のブランクの減菌BHIにおけるpH　5と6を比
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較した場合，pH　5が6よりも良好にNDMAを生成

し，明らかにpH　depcndcntを示唆する成績が得ら

れた．しかしながら，このブランクとサル習内容物を

含むBHI胃内洗浄液を比較した場合，同じpHでも，

後者にNDMA生成が良好に認められ，更に，後者の

pH　6では，　NDMA生成の経時的上昇が顕著である

のに対し，ブランクのそれは，ブロードピーク状の低

いカーブを現したのみで，この両者間には，サル胃内

容物中の馬子，例えば，生体内囚子のNDMA生成促

進物質であるチオシアン画壇14），胃内NDMA生成菌

種の存在などの考慮すべき差異が明らかに認められた．

　次に，pHを5と6に調整したFig．2のBHI胃内

洗浄液中における総生菌数の経時的検索結果では，培

養5，7hr口の函数は，　pH　6が3×106／mJ，　pH　5

が9x103／mZまで減少し，この両者間に明らかな差

異が認められた．この成績を培養5，7hr目のNDMA

生成と比較すると，pH　6では，サル胃内沈澱物によ

る実験結果でも明らかなごとく，サル胃内容物中に生

存するNDMA生成菌種の酵素あるいは代謝物騒に含

まれるNDMA生成促進物質がfη滅70でも活性を示

し，NDMA生成に顕著な経時的上昇を導いたものと

考’察される．

　以上の學びf伽における実験成績から，著者らの

∫㍑切におけるNO2一並びにNDMA胃内生成の良

好なサルと不良なサルを微生物学的見地から考察する

と，良好なサルは，胃内容物中に含まれるNDMA生

成促進物質の作用に加えて，胃内pHが硝酸塩還元菌

種に作粘し，NO2一生成の活性を促すとともに，　ND・

MA生成苗種の活性をより促進し，顕1著なNOゴ並

びにNDMA生成をもたらすものと解釈される．

ま と め

　サル胃内容物の加δi’70におけるNO2一とNDMA

生成との相関（実験1），NDMA生成とpH並びに

pllと胃内微生物との閃連（実験H），胃内沈澱物に

よる好気的条件下でのNDMA生成（実験皿）につい

て検討した．

　1）実験1のNO2一生成は，3濯いずれのサルにも

経時的上昇が認められ，その最高濃度は，培養7hr目

8．9，10．0，129．7PPmを示した．　NDMA生成では，

サルM5が培養7hr　02．3PPmを示し，　NO2一濃

度の上昇に伴うNDMA生成が顕著に認められた．

　2）実験1のNDMA生成は，　pH　5では明瞭な経

時的生成が認められず，培養1hr目5．8ppmまで上

昇したNDMAが，3hr目より緩やかな下降線を辿り．

培養5，7hr口には，　pH　6のそれよりも低下した．

これに対し，pH　6では，　NDMA生成の経時的上昇

が顕著に認められ，培養5，7hr目には，それぞれ

5．0，5。3ppmが検出され，明らかに胃内微生物の関

与を示唆する成績が得られた．また，BHI胃内洗浄液’

は，ブランクの滅菌BHIに比べ，相対的に良好な

NDMA生成を示し，　f聞∫‘roでも，　NO2一並びに

NDMA生成には，サル胃液の存在と，そのpHが大

きな影響を及ぼす因子となることが明らかになった．

また，ブランクにおけるpH　5と6の比較では，　pH

5にNDMA生成が良好に認められ，　pH　depcndent

を示唆する成績が得られた．

　3）サル胃内沈澱物のNDMA生成は，ブランクの

無菌培養液のそれに比べ370ppb多く認められた．

　なお，本研究は科学技術庁昭和54年度特別研究促進

調整費並びに昭和54年度厚生省ガン研究助成金の一部

によって行われた．
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食品添加物の代謝研究における等速電気泳動技術の利用　ヒドロ

　　　　　　　　キシビフェニル抱合体の分離定量

南原精一・山盛　力

Application　of　Isotachophoresis　Technique　in　the　Metabolic

　Study　of　Food　Additives；Separation　and　Determ圭nation

　　　　　　of　Hydroxybiphenyl　Co両ugates

Seiiti　NAMBARu　and　Tsutomu　YAMAHA

　The　basic　condit量ons　fbr　scparatory　determination　of　the　glucuronides　and　sulphates　of　2－and　4．hydroxy騨

biphenyls　by　means　of　isotachophoresis　were　investlgated．

　These　hydroxybiphenyl　conjugates　were　separated　satis伍ctorily　by　the　use　of　the　Ieading　electrolyte　con－

taining　O．01　M　hydrochloride，β一alanine　and　triton　x－100（pH　3．0）and　the　te㎜inal　clectrolyte　conta1ning

O．01McaprQic　acid．

　Undcr　this　clectrolyte　system　the　caIibration　curves　fbr　4－BG　and　4－BS　were　obtained　with　straight　lines

which　interesect　the　origin　in　the　range　Qf　5－30　x　10『9　moles．　Furthermore　it　was｛bund　that　the　hydrolysis

of　the　hydroxybiphenyl　gIucuronides　withβ一glucuronidase　can　be　determined　rapidly．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

緒 言

　食品添加物のあるものは体内に摂取されると水酸化

などの代謝的変化を受けたのち，各種の抱合体として

排泄される．これら抱合体の多くは水溶性の陰イオン

として挙動するので，そのままの形でイソタコホレシ

スにより相互に分離定量できれば，いちいち加水分解

してからアグリコンを定量する必要がない．

　そこでビフェニルの代謝により尿中に排泄される各

種抱合体ト4）を例にとり，それらの分離定量の基礎的

な条件を検討した，

実験　方　法

　1，　試料及び試薬

　2一ヒドロキシビフェニルグルクロニド（2BG），4一ヒ

ドロキシビフェニルグルクロニド（4BG）は，それぞ

れのヒドロキシビフェニルをウサギに経口投与し，そ

の3日尿からKami1ら5）の方法を参考にして精製し

た，

　これらの調製品について高速液体クロマトグラフィ

ー（HPLC）（カラム：PH－Ol，4．6mmφ×250　mm，

溶離液ごメチルアルコール100％，流量0．5mJ／mln，

検出器＝UV－100，260　mm）を行ったところ，何れも

単一ピークを示した．またβ一グルクロニダーゼの作

用で，それぞれ対応するアグリコンとグルクロン酸を

薄層クロマトグラフィー（TLC）により同定した．

　2一ヒドロキシビフェニルサルフェート（2BS），4一ヒ

ドロキシビフェニルサルフェート（4BS）はAstillら6）

の方法を参考にして，化学的に合成した．これら合成

品について上記分析条件でHPLCを行ったところ，

何れも単一ピークを示した．またIRは3400　cm71．付

近のOH韮の吸収が消失し，新たに1070　cm－1，

1240cm－1の付近に一SOゴの存在を示唆する2本の

吸収が認められた．

　41一ビフェニルメルカプッレート（BM）は次の方法

により合成した．

　4一メルカプトビフェニル476mg，2一アセタミドア

クリル酸243mg，ピペリジソ3滴をジオキサン4mJ

中に溶解し，1．5時間還流，ジオキサンを減圧溜去し

た残渣をクロロホルム：アセトン（1：1）の混液より

再結晶し，mp　167～170。の結晶を得，これをエーテ

ルと混合し，エーテル可溶部を除去するとmp　160～

160．5。の白色結品となる．（NMRによりピペリジン

塩の構造確認）このピペリジン塩183mgをとり2％

水酸化カルウムにとかし，炉過，濃塩酸を加えて生じ

る白色結晶を搾取し，室温で風乾100mgの結品を得

た．mp　199～200．5。

　ゴレフェニルメルカプツレート（PM）は市販品を用
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Table　1． PUV　of　hydroxyb三phenyl　cor樋ugates

and　the　related　co皿pQunds

Compounds PUV

2－hydroxyb…phenyl　glucurQn量de

4噛hydroxyb1phenyl　glucuron三dc

2－hydroxyb三phenyl　sulphate－K

4－hydroxyb三phenyl　sulphate－K

d’・phenylmercapturic　acid

glucuronic　acid

（2BG）

（4BG）

（2BS）

（4BS）

（PM）

（G）

0．36

0．37

0，17

0．16

0．33

0．32

20

値15
δ

ξ
智

£工0
3
縄

5

0

／

　　　　　　10　20　30　40XIO－9　moles

　　　　　Amount　of　4・BG　and　4・BS

Fig．1．　Calibration　curves　of　4－BG　and　4－BS

　　　　一●一4BG；一〇一4BS

いた，

　β一グルクロニグーゼはSigma社製品のtypc　H－1，

H8Z‘κρoη乙4’1α及びtype　B－1，　Bovine　liverの標品を

用いた，

　2．　装置及び測定条件

　島津細管式等速電気泳動分析装置IP－IB（電位勾配

検出器）を用い，泳動管（PTFE製）は内径0．5mm，

長さ20cm．恒温槽温度20。．　chart　specdは5mm／

minとした．

　リーディング液は0．02％トリトソX－100を含む

0．01M塩酸一βアラニン（pH　3．0），ターミナル液は

0，01Mヵプロソ酸を使用した．

ぢ

岩

島

ヨ

省

2
8

t＝0

4BG

CII3COO一

結果及び考察

　1．　各種抱合体のPote∬tial　u翌it　valugs（PUV）

　多くのイオン化合物はその解離度による易動度が変

化する．従って試料イナソの論証度は特にリーディツ

グ液のpHに大きく影響される．本実験における各種

Fig．2．

t＝2h

4BG

@G

CH3COO圃

軍一→一一←一一←一一→一一一一
　　20　　　　　30　　　　　40　　　　　50

　　　　　　　（min）

Isotachophcrograms　of　a　reaction　Ink。

ture　of　4－hydroxybiphenyl　glucuronidc

（4BG）andβ一gIucuronidase

Reac£iOn　m三xturc：4BG　10　mg，β一glu・

curonidase（、臨’認ρo岡α‘∫の2mg（800U），

20mM　acetatc　bu旋r（pH　5．0）12m！37。，

2hr．

Condition　of　isotachophoresis：1eading

electrolyte，0．OI　M　HCI一β一alaninc（pH

3．0）wlth　O，02％Triton　X－1003　termi・

nating　electrolyte，0．01　Mπ噂caproic　ac量d；

i雨ection　volume　lOμ

抱合体はすべて酸性物質で，酸性領域での易動度の相

違を期待してpH　3．0と3．8のリーディング液につい

て各化合物のPUVを調べたところ，余り差がなかっ

たので，下限の方をとりpH　3．0のリーディング液を

以下の実験に供した．

　この電解液系による各種抱合体のPUVをTab1¢1

に示す．なお本条件下ではBMは溶解度が小さいた

め測定ができなかったので，参考までにPMのPUV

を示した。

　またグルクロン酸（G）のPUVも抱合体のPUV

と明らかに違うので，後述のβ一グルクロニグーゼ処

理においても十分定量に使える．2BGと4BG，2BS

と4BS異性体間の分離はできなかったが，グルクロ

ニドとサルフェート間では良好な分離を示した．

Fig．1に示す通り，4BGと4BSの検量線は5～30×

10昌9molesの範囲で原点を通る直線が得られ，それぞ
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Fig．3．　Time　course　ofβ一glucuronidase　activity

　　　Reactionエnixture　and　cond正tion　of　iso卿

　　　tachophoresis　are　as　described　in　Fig　2．

　　　　●Decrease　of　4BG　O　Formation　of

　　　91ucuronic　acid

れ同時定量が可能である，

　2．2BG及び4BGに対するβ一ゲルク一転ダーゼ

　　　の作用

　2BGと4BG異性体に対するβ一グルクロニダーゼ

の作用について検討した．

　その反応組成は4BG　IOmg，β一グルクロニダ＿ゼ

（飾15κρoη2β’fσ，S三gma社）2mg（800　U），20　mM酢

酸緩衝液（pH　5．0）12　mZ，37。でインキュベートし，

一定時間ごとにその2mZを分取し，沸騰水浴中で4

分間加熱後，遠心上清の一定量（10μ）をイソタコホ

レシスで分析した．反応0時間と2時間のイソタコフ

ェログラムをFig．2に，また4BGの減少とGの生

成のtime　CQurseをFig。3に示す．

　本酵素は2BGに対して24時間後でも全く作用しな

かった．一方Bovine　liver起原のβ一グルクロニダー

ゼ（type　B－1，　Sigma社）を用いたところ，4BGに

対してはH8鷹ρo徽磁標品と全く同じ活性を示した

のに対して，2BGに対しては24時間後で34～40％の

分解しか起らなかった．すなわち2BGは4BGに比

してβ一グルクロニダーゼ作用に著しい抵抗性を示し，

特にH8撫ρoηα磁標品ではほとんど反応しなかった．

　以上イソタコホレシスを用いてグルクロニドとサル

フェートの分別定量並びにβ一グルクロニダーゼによ

るグルクロニドの分解が迅速に定量できることがわか

った．なお今後の問題点として尿中試料を直接定量す

る場合，目的とする抱合体のPUVを妨害する他物質

の影響を除去するため更に条件の検討が必要である．

　BMは当所，医化学部田中彰博士によって合成され

たもので，ここに深甚の謝意を表します．なお，本研

究は所内特別研究費によって行った，
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Induction　of　Forcstomach　Tumors　in　Micc　Fed　FurylfUramide，

　　　　　　　　2一（2－Fury1）一3一（5－nitro・2一血ryl）acrylamide（AF－2）

Toshiaki　OcmAI，　Tsuyosh五FuRuYA，　Kiyoshi　SEKITA，　Osayuki　UclllDA，

　　　　　Kat両五NAITo，　Kazuya　KAwAMATA，　Shigctomo　HoRlucHI，

　　　　　　　　　　　　　　　Masuo　ToBE　and　Yoshio　h田DA＊1

　　Groups　of　440r　45　male　ddY　mice　were琵d　diets　containlng　O，0．05，0．150r　O．45％血ryl蝕ramide　R）r

18months．　Eight　animals　of　each　group　at　6　months，　each　10　animals　at　l2　months　and　aU　survivors　at

18months，　as　wcll　as　those　died　during　the飴edlng　period，　were　su切cctcd　to　pathologlcal　examinations．

　　Malignant　tumors　developed　in　the飾restomach　of　the　mlce艶d飴ry1飴ramide．　The　incidences　of　the

tumors　wcre　O，12．1，44．4　and　58．8％in　the　O％，0．05％，0．15％and　O．45％groups，　respectively．　Most　of

the　tumo将were　squamous　cell　carcinoma　though　leiomyosarcoma　was　fbund五n　one　and　4　animals　of　the

O．15％and　O．45％groups，　respcctively．　Many　of　thc　cas（悉showed　metastases　to　Qther　organs　such　as　the

lymph　node，　Iiver，1ung，　splecn，　kidney　or　subcutis．　Bcsidcs　these　mallgnant　tumors，　papilloma　and　hypcr。

plasia　of　the　epithelium　of　the　fbrestomach　were　also　noted　in　the　animals色d　the　compQund．　The丘rst

squamous　cell　carcinoma　was　fbund　in　an　animal　of　the　O．15％group，　died　at　8　months．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receivcd　May　31，1982）　．

IntrodLuction

　　In　Japan，　nitrofhrazone（5。nitro－2－furaldehyde

semicarbazone）and　nitro痴rylacrylamide（5－ni－

tro－2－fhryl－acrylamide）　had　bccn　uscd　as　anti－

microbes　in　fbods　such　as丘sh　sausage，　m三xcd

meat　sausage　and　soybean　curd（TOHFU）since

1950．　In　1965，　these　two　compounds　were　re・

placed　by　fUrylfUra㎡de，　2一（2－fhry1）一3一（5－nitro－

2一血ry1）acrylamide（AF－2），　becausc　of　its　less

chronic　toxic三ty　as　reported　by　AisQ　8’o乙1・2，．

　　Howevcr，　s五nce　inductiQn　of　chromosome　ab．

bcration　by　AF－2　in　culturcd　human　lymphocytes

was　shown　by　Tonomura　and　Sasaki3，，　and　lts

mutagcnicity　was　rcportcd、vith　E∫‘乃6r’謝α‘oJ∫by

Kondo　alld　Ichikawa－Ryo4），　Kada5》and　Yahagi

8’α！．6），五tbccamc　ncccssary　to　reasscss　the　chronic

toxicity　of　this　compound　in　splte　of　its　ncgative

carcinogcnicity　in　thc　car1量cr　rcports1，2，7）．

　　The　authors　carried　out　a　chronic　toxicity

study　of　AF－2　in　male　mice，　using　higher　dose

lcvels．

Mater五a15　and　Metbods

The　test　compound，　AF－2（Fig．1）was　suppl量cd

倉om　the　Ueno　Seiyaku　Co．　This　material　was

shown　to　have　a　purity　of　99．66％by　a　chem五caI

analysis　conducted　in　the　Division　of　Food　Addi－

tives　of　our　institute．

　　Four・week－old　male　ddY（SPF）mice　were

obtained肋m　Shizuoka　Agr二cultural　Cooperat三ve

Association血r■aboratory　Anlmals．　Mice　were

kept　in　an　animal　room　conditioned　tQ　24±1。　in

temperature　and　55±5％in　humidity．　They

were　allowcd　a仕ee　acccss　to　a　commercial　diet，

MM－1（Funabashi　Farms　Co．）and　water．

　　Aftcr　a　taming　fbr　a　week，　the　animals　divided

into　4　groups　eack　consisting　440r　45　and　were

琵ddiets　conta三ning　AF－2　in　conccntrations　of　O

（contro1），0．05，0．150r　O．45％fbr　18　months．

Animals　werc　housed　in　plastic　cagcs，5to　a　cage

untll　thc　6　months　and　individually　therea血er．

Body　weights　and氏）od　consumptions　were　esti－

matcd　once　a　wcek　unti13months　and　therea庇er

twice　a　month．　Eight　animals　of　each　group　at

軋Kohoku－ku，　Hiyoshi－Honcho　33，　Yokohama．

　　city，　Kanagawa・pre色cturc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C　　CH

　　　　　　　　，C，HO（、　IH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　O2N・C　　C・CH　　　C・CO・NH2
　　　　　　　　　　＼／

　　　　　　　　　　　O

Fig．1．　Chem1cal　structure　of｛hryl正hramide
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　3　　　　6　　　　9　　　　12　　　　15　　　　18months

Body　weight　and　lbod　consumption　curves　of　male　mice

琵dAF－2　at’dietary　levcls　of　O．05－0．45％丘）r　18　months

Table　1．　Mortality　of　male　mice艶d　AF－2　at　dictary　levels　of　O．05－0．45％lbr　18　months

Months
Group

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10　　11　　12　　13　　14　　15　　16　　17　　18

TotaI

ContrQ1

0．05％

0．15％

0．45％

1

1

1

2 2

1

1

2

1

1

2

1

6

3

3

2

5

4

3

2

1

1

6

1

4

3

4

3

1

1

3

1

3

3

2

17

17

23

24

Table　2． Inddence　of　Rodules　fbund　in　the　fbrestomach　Qf　male　mice

琵dAF－2　at　dietary　Ievels　of　O．05－0．45タ6　for　18months

Animals　sacri丘ed　at
Group

6M 12M 18M
Dead　animals TotaI

Contro1

0．05％

0，15％

0．45％

0
（8）

0
（8）

0
（8）

0
（8）

　0
（10）

　3
（10）

　8
（10）

　9
（10）

　0
（10）

　6
（10）

　3
（4）

　2
（2）

　0
（17）

　3
（17）

15
（23）

20
（24）

　　0

（45）

　12
・（45）

　26
（45）

　31
（44）

Figures　in　parenthesis　indicate　no．　of　an量mals．

6mollths，10　anlmals　at　12　months，　all　surviving

animals　at　18　months　and　also　all　animals　died

during　the　experimental　period　were　autopsied

ibr　pathological　examination．　Aner　macroscopic

observat董on，　sections倉om　organs　and　tissue

masses　were丘xed　in　lO％neutraHbrmalin．

Para｛丑n　sections　of　the　tissue　were　cut　at　3μand

stained　with　hematoxyHn－eosin負）r　histological

　　　　　　　　　　　　　　　　　り

examlnatlon．

　　Results

　　1）　Body　weight，　R）od　consumption　and

mortallty

　　The　contro1，0．05％and　O．15％groups　did　not

show　any　growth　retardation　throughout　the　fヒed。

ing　period（Fig．2）．　The　O．45％group　also　grew
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Table　3．　Incidcncc　of　tumors　in　male　mice　fヒd　AF・2　at　dletary　levels　of　O．05－0．45％R）r　18　months

Tumors ControI 0．05％ 0．15％ 0．45％

Forcstomach

　　　Hypcrplasia

　　　Papilloma

　　　Squamous　ccll　carcinoma

　　　LeiomyosarCQma

Glandular　stomach

　　　Aden◎ma

Intestine

　　　AdenQcarcinoma

Lung

　　　Adcnoma

Livcr

　　　Nodular　hyperplasla

　　　Adcnoma

1

15

2

4

4

斗

13

4

　2

　7

16

1＊

10

1

1

4

4

19

4（3＊）

1

15

＊：Cユses　Inixed　with　squamous　cell　carcinoma．

Fig．3．　SquamQus　ccll　carcinoma　in　a　mouse　of

　　　　　　　thc　O．15％group，　died　at　8　months．　Sub－

　　　　　　　mucosal　laycr　of　thc　gIandular　stomach

　　　　　　　was　cntircly　replaced　by　thc　tumor．　H－E

　　　　　　　staining，　x　16

in　parallcl　w五th　thc　control　group　until　6　months

but　therea血cr，　the　body　wcight　incrcase　was　cea．

scd　exl五biting　a　plateau　growth　curvc．　The｛bod

consumption　was　not　diHヒrent　among　the　groups．

　　Dur三ng　the　fbeding　period，　death　occurred

sporadically　in　each　of　the　groups，　and　total

numbers　of　deaths　by　18　months　reached　17in

the　control　group，17　in　the　O．05％group，23　in

thc　O．15％　group　and　24　in　thc　O．45％　group

（Table　1）．　At　autopsy，　most　of　the　dead　animals

were　shown　to　have　pneumonia，　and　in　30f　the

O．05％group，150f　the　O．15％group　and　200f

the　O45％group，　there　were　dcvelopment　of

various－s1zed　nodulcs三n　the　R）restomach，

Fig．4．　LciomyQsarcoma　in　a　mousc　of　the　O．45

　　　　　　　％group，　died　at　I　O　months．　The　tumor

　　　　　　　consists　of　spindle　cells　with　marked

　　　　　　　pleomorphism．　H－E　sta三ning，×40

　　2）　Gross　findings

　　The　most　charactcristic飴ature　in　gross丘ndings

was　devclopmcnt　or　nodules　in　the　fbrcstomach．

The　nodulcs　werc　scen　only　in　the　cxpcrimcntal

groups　and　thc至r　incidence　was　clcarly　dose－re－

1ated（Tablc　2）．　Thc　nodules　wcre　varied　in

sizc　ranging丘’om　tiny　prqjections　at　the　epit｝lelial

sur魚ce　to　a　large　mass　of　20　mm×30　mm，　ex－

tending　to　the　wholc　lumen　of　the　stomach．　The

largc　masses　wcre　milky－white　in　color，　elastic

in　consistency，　sometimes　abundant　in　vasculari－

zation　and　mostly　encapsulated　with　a　thick

丘brous　wall，　In　some　cases，　these　st。mach

lesions　were　accompanied　by　presence　of　nodules
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in　the　neighboring　t1ssues　including　the　regional

lymph　nodes　and　diaphragm．

　　The　fbrestomach　Iesion　was丘rst　R）und　in　a

mouse　of　the　O．15％group，　which　d量ed　at　8

months，　and　it　was　histologically　diagnosed　as　a

SquamOUS　Cell　CarCinOma．

　　3）　Histologicalβndings（Table　3，　Fig．3and

F量9．4）

　　The　nodules　grossly　observed　in　the　丑）re・

stomach　included　simple　hyperplasia　of　the　epi－

thel五um，　papilloma，　squamous　cell　carcinoma

and　Ie二〇myosarcoma．

　　Squamous　cell　carc｛nomas　were負）und　in　4，16

and　Ig　animals　ofthe　O，05％，0．15％and　O．45％

groups，　respcctively．　Leiomyosarcoma　was　seen

in　5　cases；40f　which　were　fbund　to　be　mixed

with　squamous　cell　carcinoma．　Among　the　totaI

39cases　of　squamous　cell　carcinoma，22　cascs　re－

vealed　metastases　in　the　reg量onal　lymph　nodes，

diaphragm，　liver，　lung，　kidney，　spleen　or　subcutis．

Le三〇myosarcoma　had　also　metastases　in　liver，

pancreas　or　kidney　in　3　cases．

　　In　the　glandular　stomach，　there　were　no

changes　suggestive　of　tumor　arising　fをom　its　own

epithelium．　There　were　no　tumorous　lesions　in

the　esophagus　except　hyperplasia　of　the　epithe－

lium　in　a飴w　cases．　In　other　viscera，　developme且t

of　tumors　attributable　to　the琵eding　of　AF－2　was

not　evident．

Discussion

　　Since　the　6rst　fbrestomach　tumor　appeared　in

amouse　of　the　O．15％group，　which　died　at　8

months，　the　ef琵ctive　numbcrs　of　animals　fbr　the

assessment　of　carcinogenic　potency　of　the　tcst

compound　will　be　those　of　animals　sacri丘ced　or

died　afモer　8　months，　that　is，33，36　and　340f　the

O．05％，　0．15「〉も　and　O．45％　groups，　respectively．

Thcse　would　give　12．1，44．4　and　58。8％in　the

O．05％，0．15％and　O．45％groups，　respectively　as

the　incidences　of　malignant　tumors　of　the　ibre－

stomach．

　　Because　of　rarity　of　occurrence　of　spontaneous

tumor　of　the　fbrestomach　in　various　strains　of　the

mouse　as　reported　by　Tubura　8’01．8，9・10）and

Jones11），　dose－related　and　high　incidences　of

malignant　tumors　at　higher　dose　levels　in　the

present　experiment　clearly　indicates　a　carcin－

ogenicity　of　AF－2　to　the　fbrestomach　in　mice．

　　Miy勾i7，免d　groups　of　301CR　mice　of　both

sexes　with　diets　containing　O，0．0125，0．05　0r

O．2％　of　AF・2　長）r　two　years．　There　was　no

diHむrence　in　inc1dences　of　tumors　between　the

control　and　experimental　groups．　As　regards

the　stomach，　epidermoid　carcinoma　was　fbund

in　a　male　and　a琵male　of　the　contro1，　and　there

was　papillary　growth　ill　a　male　and　a免male　of

the　O。05％group．　Kanisawa　8‘α1．12》fヒd　a　group

of　201CR　mice　wlth　a　diet　containing　O．02％

AF－2　fbr　50　weeks　with　a　control　group　of　10

animals．　Although　they　noted　some　changes

including　cystic　dilation　in　the　epithelium　of　the

glandular　stomach　in　solne　animals　fヒd　AF－2，

they　did　not　find　developmellt　of　tumors　due　to

AF－2　in　any　organs．　Yokoro　8’α1．13〕reported

that　ICR　mice　of　both　sexes免d　diets　containing

O．08％or　O．4％AF－2　developed　squamous　cell

carcinomas　and　papillomas　of　the　R）restomach

in　dose－dependent　higll　incidences　within　one

yea「・

　　Sano　6‘α1．14）艶d　10male　ddY　mice　with　a　diet

containing　O．25％AF－2負）r　308　days　and　then

皿ainta三ned　the　animals　on　a　basal　diet　until　616

days，　uslng　l　O　animals　as　the　control．　Squamous

cell　carcinoma　of　the　fbrestomach　was　observed

in　6　animals　and　papilloma　in　one　animal　of　the

exper1mental　group．　They　also艶d　16　male

golden　hamsters　with　a　d三et　conta1ning　O，25％

AF－2負）r　565　days，　using　I　O　animals　as　the

control．　In　the　experimental　group，40ut　of　6

animals　sacri6ced　bet、veen　71　days　and　434　days

had　papilloma　of　the負）restomach，　and　7　animals

died　or　sacrificed　aRer　496　days　developed　squa．

mous　cell　carcinoma　of　this　organ．

　　In　a　study　by　Kato15），　in　which　groups　of　25

琵male　Wistar　L　rats　were琵d　diets　cQntaining　O，

0．0032，0，01250r　O．05りもAF－2　fbr　2　years，　there

were　no　diflヒrences　between　the　control　and　ex－

perimental　groups　in　the　incldence　of　tumors．

No　noticeable　changes　were　present　in　the　diges－

tive　organs．　Takayama　and　Kuwabara16）fヒd

groups　of　50　Wistar　rats　of　both　sexes　with　diets
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containing　O，0。080r　O．4％AF－2　fbr　18　months

and　thcn　maintalncd　the　animals　on　basal　diets

until　24　months．　Dosc．dcpendent　incrcases　in

the　incidenccs　of　mammary　adcnocarcinoma

werc　observed　in　thc　fbmalc　rats，　and　multiple

papillomas　appeared　in　the蔽）restomach　in　a

slgnificant　number　of　thc　O．4％group　of　both

sexes。

　　Nomura17）studied　thc　e既ct　on琵tal　and　new－

born　animals　using　ICRσCL　mice．　OH』pring

derived氏om　mothers　which　rcceived　three　sub－

cutaneous　i畦〕’ections　of　50μ9／g　AF－2　duri昇9

pregnancy　developed　a　significantly　higher　in－

cidencc　of　pulmonary　adcnoma　than　controls．

．Furthermore，　young　mice　reccived　three　sub－

cutancous　iqjections　of　50μ9／g　on　days　21，22

and　23　aner　birth　showed　a　signi丘cantly　highcr

incidence　of　pulmonary　adenoma，　whereas　those

receivcd　a　single　ir導ection　of　100μ9／g　on　day　21

did　not，

　　Thc　carcinogcnicity　of　AF－2　fbr　the｛bre－

stomach　of　thc　mouse　was丘rst　suggestcd　in　the

interim　report18）of　the　prescnt　study，　which　dealt

with　tl．1c　rcsults　up　to　l2　months，　and　it　was　as－

certaincd　by　the　fbllowing　studics　in　the　same

species　of　anlmals　by　Yokoro　6’α♂．13）and　Sano

8’α」．14）．

　　From　the　fbre－going　refセrences　of　stud正es

madc　in　threc　kinds　of　animal　species，　the　mouse

seems　to　bc　most　scnsitive　to　devclopmcnt　of　the

fbrestomach　tumors　by　AF－2．

Negativc　rcports　fbr　t1．1c　carcinogcnicity　of　AF－2

in　micc12）and　rat1，2・15，　may　be　partly　duc　to

Iow　dosc　lcvcls　employed．

　　AF・2　was　deleted貸om　the　Food　Additive　List

五n1974　after　the　intcr量m　report　of　thc　prcscnt

study　was　rev五cwed　by　the　Food　Sanitatlon

Council．
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EHbct　of　Oral　Administration　of　Bis（2，3－dibromopropyl）phosphate

　　to　pregnant　Rats　on　Prenatal　and　Postnatal　Developments

Junko　MoMMA，　Ko三chi　TAKADA，　Yoshitaka　AIDA，　Kazuya　KAwAMATA，

　　　　Hamako　YosmMoTo，　Yasuo　SuzuKI　and　Masuo　ToBE

　E価ct　ofb1s（2，3－dibromopropy1）phQsphate　magnesium（Bis－BP．Mg）on　the　prenatal　and　postnatal　develop。

ment　of　Wistar　rat　was　examined．　The　agent　was　administered　orally　to　prcgnant　rats　by　gavage　fbr　9

days　ffom　the　8th　to　the　l　6th　day　of　gestation　at　the　daily　dose　of　167，300　and　540　mg／kg．　Control　rats

werc　treatcd　1“samc　way　with　solvent，01ive。il　alonc，

　The　results　were　as　follows．　　　　　　　　　　　　　　　　・

　1）　EHセcts　on　the　dams：　In　the　group　of　540　mg／kg，　no　change　was　observcd　in　their　general　appear－

ance，　but　some　suppression　was　observed　in　thcir　R）od　co燗umption　and　body　weight　gain．　The　mortality

also　incrcascd．　A　signi且cant　increase　was　noted　in　water　intake　and　kidney　weight　in　cvery　experimental

group　with　a　good　dose　response．

　2）　EHbcts　on　the　fセtuscs：　In　the　group　of　I　67　and　300　mg／kg，　no　siglli丘cant　change　was　observcd　in

the　number　of　Iive醸uses，　sex　ratio，　body　weight，　number　of　dcad　implants，　external　and互nternal丘ndings

and　skeletons．　The　number　of　dead　implants　increased　s至gni丘cantly　in　the　group　of　the　highest　dose，540

mg／kg．

　3）　Ef琵cts　on　the　o館pring：No　change　was　observed　in　Iitter　size，　vlability　indcx　on　the　4th　day，　and

lactation　index　on　the　4　wecks，　and　survival　index，　body　weigbt　or　organ　weight　on　the　8　wccks　as　we1L

　From　those丘ndings　it　was　concluded　that　the　Bis－BP・Mg　had　neither　teratogenic　e恥cts　nor　inhibitory

¢既cts　Qn止e　growth　Qf琵tus　and　o薦pring　Qf　Wistar　rats　under　the　prcsent　experimental　conditions．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcccived　May　31，1982）

緒 言

　防炎加工剤の一種であるBis（2，3－dibromopropyl）

phosphate　magnesium（Bis－BP・Mg）の毒性検索の一

環として，本物質を妊娠ラットの器官形成期に経口投

与し，胎仔発生及び出産仔の生後発育に及ぼす影響を

検索した．

実験材料及び方法

　1．検体

　使用したBis－BP・Mgは，丸菱泊化製の工業品で，

Bis体62劣，　mono体38％の混合物で純度は90％であ

る．その性状は，白色微粉末で，水，エタノール，メ

タノール及びその他の有機溶媒にほとんど不溶である．

　検体は，遠心式ボールミルを用いて賢Bis－BP・Mg

加アラビアゴム（5％液）懸濁液を調製し投与液とし

：た．

　2．使用動物及び飼育条件

　ウィスター系ラット（SPF，静岡県実験動物農業協同

組合）を雌は10週令，雄は9週令で購入し，室温23±

1。，相対湿度55±5％，点灯12時間，消灯12時間の，照

明の動物室で，ラット飼育用固型飼料（MM－1，船橋

農場製）と水を自由に与え飼育した．2週間予備飼育

した後，妊娠母体を得るために未経産雌と雄（2：D

を一夜同居させた．翌朝膣照臨に精子を認めたものを

妊娠母体とし，妊娠0日頃起算して実験に供した．

　3．投与方法

　Bls－BP・Mgの投与量は，妊娠母体を用いた予備試

験で，LD50量（261　mg／kg）を妊娠8日目より16日目

まで投与を行ったが母体への影響をまったく認めず，

更に，高用量の投与を行ったところ540mg／kg／day

の投与で妊娠母体の体重増加抑制と若干例の動物の死

亡を認めたので，この用量を本試験の最高用量とした．

　；本試験では，0，167，300及び540mg／kg／dayの
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Table　1．　Ef琵cts　of　oral　administrat三Qn　of　Bis－BP・Mg　on　prcgnant　rats

D。・e（・g／kg》 0 167 300 540

No．　of　dams　examined

No．　of　not　implanted　dams

No．　of　dead　dam5

No．　of　dams　with　all　de邑d　implant

No．　of　dams　wfth　l　ive　fetuses

No．　of　dams　for　fetal　exam｛nation

No，　of　dams　for　postnatal　examination

29

1（3．3）

0

o

28

17

11

28

2（7．1｝

0

0

26

17

9

28

1（3．6》

o

0

27

18

9

42

2（4．8）

6（14．3）

2（4．8）

32

25

9

Numerals　in　parentheses　indicate　the　ratio　（％）　to　number　of　dams　examined

300

9
費25・

名

題
の塁

な
畠

　200

180

Contro1

一一一一一一@167mg／kg

一一一
@300mg／kg

540mg／kg

石噛石’

溢

〆

　　Administration

ノ’

　　　　　　0　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　15　　　　　　　　　　　20　（days）

Flg．1．　E飾ct　of　oral　administration　ofBis－BP・Mg　on　body　wcight　changc　of　prcgnant　rats

用量を1群28～42匹のラットに妊娠8日目から16日目

までの9日間，1日1回体重を測定し，投与量を算出

して，胃ゾンデを用いた強制経口投与を行った．

　4．観察方法

　各群の妊娠動物は，その約2／3を帝王切開による末

期胎仔の観察に，残りの1／3を自然分娩させ出産仔の

観察に供した．

　1）母体の観察

　母体については，各群とも全妊娠期聞を通して毎日，

動物の一般症状の観察，体重，摂餌及び摂水量の測定

を行った．更：に，妊娠末期に帝王切開した母体は主要

臓器を肉眼的に観察し，また，Bis－BP・Mgの類縁化

合物で妊娠ラットの腎重量を増加させることが知られ

ている12〕ので，本実験でも妊娠ラットの腎重量を測定

．した．

　2）　胎仔の観察

　各群17～25匹の妊娠母体を分娩予定日の前日（妊娠

20日目）にエーテル麻酔下で開腹して子宮を摘出し，

黄体数，着床数，生存胎仔数及び胎仔死亡数などを調

べた．

　生存胎仔については，ロ腔を含む外形検査を行った

後，体重を測定し，各母体の同腹生存仔の約2／3を任

意に抽出して90％エタノール液で固定後，Dawson法D

に準じてアリザリンレッドS染色骨標木を作製して骨

格検査を拡大鏡下で行った，残り約1／3の胎仔はブア

ン固定液で固定した後，ウィルソンの方法2，に従って

臓器形態倹査を行った．

　3）　出産仔の観察

　各群9～11匹の妊娠母体を自然分娩させ，出産仔数，

生死仔数，出産仔の外形異常の有無及び一般症状を調

べた．その後，出産仔を生後28日目まで母体に哺育さ

せ，哺育率を算出した．なお，母体はこの時点で屠殺
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Fig．3．　Ef琵ct　of　oral　administratioll　of　Bis。BP．Mg　on　water　consumption　ofpregnant　rats

し，肉限的観察を行った．また，出産仔の哺育にあた

り，生後4日目に出産仔数が10匹以上の母体について

は哺育仔数を10匹に調整した．

　出産仔は離乳後，雌雄に分け，生後56日目まで飼育

した．その間，毎週1回，体重を測定するとともに生

存仔数を調べて生存率を算出した．生後56日目に仔の

全例を屠殺して剖検所見を記録した後，臓器重量を測

定した．

　出産仔の哺育及び飼育期間中に生後分化として，耳

介展開，歯芽萌出及び開眼を，また，性分化として，

精巣下降及び膣開口を観察した．

　5．統計処理

　性比，哺育率，生存率についてはx2検定3），胎仔死

亡率，骨格異常の出現率については，Wilcoxoaの順

位和検定4，，臓器重量については，Weilの’検定5），

その他の結果はすべて∫検定を行った．

実　験　成　績

　1．　母体に及ぼす影響

　1）一般症状並びに死亡

　対照群及び各処置群とも一般症状に著変は認められ

ないが，540mg／kg群で検体投与を始めて2日目より

死亡する動物がみられ，妊娠19日目までに42匹中6匹

の死亡を認める（Table　1）．

　2）　体重の推移

　Fig．1に各群の平均体重の推移を示した．167及び

300mg／kg群では，対照群と差のない体重増加を示す

．が，540mg／kg群では，検体投与開始より，対照群に

比較して体重増加抑制が認められる．

　3）摂餌量の推移

　Fig．2に示すとおり，540　mg／kg群の検体投与の初

期において，摂餌量の低下が著明である他は対照群と
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Tablc　2。　E伽cts　oforal　administration　of　Bis－BP・Mg　on　pregnant　rats

D。・e（・g／kg） 0 167 300 540

Ho．　of　dams 17 17 18 23

Uterine　weight　with　fetuses　〔g） （45●63生13．26》　　　　（47．62土7●85》 （49。01　土9．23） （41gOO土11．72）

No．　of　corpora　lutea

No。　of　implants

　　208　　　　　　　　207
（12●24　士　1。56）　　　　（12。18　圭　1●07）

　　179　　　　　　　　182
（10．53　圭　3●08）　　　　（10・71　土　1●57）

　　226　　　　　　　　292
（12・56　±　1。82）　　　（12970　±　1。52）

　　193　　　　　　　　240
〔10．72　土　1．90）　　　　（　9・60　土　2。97）

Numerals　in　the　parentheses　indicate　mean±S．Dg

Tablc　3．　EHbcts　of　oraI　administration　ofBls－BP・Mg　on　kidney　weight　of　pregnant　rats

Kidney　weight

Dose

（mglkg）

No．　of

rats

Body　weight

　（9）

Absolute　weight

　　　（9）

Relative　weight

（9！100g　B・W・）

0

167

300

540

17

17

18

25

248．41　　ま　　12●63

255．71　土　　8．33

255・06　　±　　17。93

236．04　　土　　20●66

1。22　±　0．33

　　　　　★★1．33　雲　0．10

　　　　　★★1．40　　±　　0．14

　　　　　★費1．60　　圭　　0陰32

0．49　　ま　　0●04

0。52　　土　　0．04
★

　　　　　★★0。55　　土　　0．04

0●68　 土　 0●16
★★

Numerals　indic己te　me己n土S．Dの

＊　　　PくO。05　　　＊＊　；　PくO・01

各処置群との間に差は認められない．

　4）　摂水且の推移

　Fig．3に示すとおり，各処置群とも検体投与4日目

以降，用趾関係のみられる摂水量の増加が認められる．

この増加は検体投与終了後2日目が最大となり以後漸

次減少する．

　5）　剖検所見

　各群の母体を妊娠20日目に屠殺して得られた成績を

Table　2に示す．胎仔を含む子宮重且，黄体数及び着

灰数は各処置群とも対照群との間に差は認められない．

主要臓器の肉限的所見では，全群とも特に異常は認め

られなかったが，腎臓重量では，各処置群で対照群に

比較して用量関係のみられる重量の増加が有意に認め

られる（Table　3），

　2．　胎仔に及ぼす影響

　Table　4に示すとおり，平均生存胎仔数は，各処置

群とも対照群に比較して差は認められない．

　生存胎仔体重では，167及び300mg／kg群で対照

群に比較して右意な増加を認めるが，540mg／kg群で

は差を認めない．

　胎仔死亡率では，167及び300mg／kg群は対照群

との間に差を認めないが，540mg／kg群では有意に高

い仙を示す．なお，この高川量群では全胎仔の早期死

亡の認められた母体が2例観察されている（Table　1）．

　胎仔の外形異常例はTable　4に示すとおり，対照

群を含め各処置群に1例も認められない，

　胎仔の臓器形態検査においても異常は対照群を含め

各処置群に1例も観察されない．
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Table　4．　Ef琵cts　of　Bis－BP・Mg　given　orally　in　pregnancy　on　the艶tal　development

Dose　　（mg／kg） 0 167 300 540

No．　of　dams 17 17 18 25

No．　of　total　implants

　　　　　　　　a）
No．　of　1｛ve　fetuses

Sex　ratio　b）

B。dy．，ight・）（9）

No．　of　fetuses　with　anomaly

↑ξo．　of　dead　implants

　early　death

　late　death

179

　　171
τ0．06±　3．15

　91！80

3陰12±0●16

　　0

8（4．6）

8（4．6）

0

182 193

　　174　　　　　　　　182

10．24　ま　1。82　　　　　　10．11　士　2．19

　83　／91　　　　　　　　　93　！89

　　　　　ナ　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヤ
3．25　±　0．17　　　　　　3．37　±　0．20

　　0　　　　　　　　　　0

8（4．7）

7（4．1）

1（0．6）

11（6．1）

8（4．5）

3（1．6）

240

　　212

8．48±3。68

112！100

3．04±0．38

　　0

27（12．4）★★

23　（11・2）　★禽

4　（1．2）

a）　　　mean±S．D．　　　　　　　　　　　b｝　　male！fe皿ale

Numerals　in　the　parentheses　indicate　the　percentages

＊　；　Pく0．05　　　＊＊　3　PくO。01

Table　5。　Effセcts　of　Bis－BP・Mg　given　orally　in　pregnancy　on　skelctal　dcvelopment　of　the　fbtuses

Dose　｛　mg／kg｝ 0 167 300 540

No．　of　dams 17 17 18 23

Ho．　of　fetuseS　examlned 112 112 118 136

SCOliosis 0 0 0 1（0．9）a

Incompτetely　ossified　occipital　bone

Incompletely　ossified　cervical　vertebral　arches

・Cervical　rib

ムsymmetry　of　sternebrae

Sp1｛tting　of　thoracic　vertebral　bodie5

．14th　rib

司Absenc已　of　lst　left　lumbar　vertebral　arch

0

0

0

2（L7）

0

1（1．2）

0

0

0

0

3（2．8｝

4（3．6）

1（0．8｝

0

0

0

0

5（7．0）

1（1．1）

0

0

8（5．4）

6（4．4）

1（0．7｝

5（7．5）

5（3．0，

5〔4．0）

1（0．9）

Average　number　OfπletacapuS

Average　number’of　metatarsus

Average　number　of　caudal　vertebrae

8．0±0．09

8．0±0．07

8，7±0．34

8．1土0．16

8．1土0．16

9。1±0．48

8．0±0●10　　　　　　　　7●9土0・35

8・0±0。07　　　　　　　8●0土0．42

9．6土0．40　　　　　　9。0±0，92

a；　complicate’14th　rib，　sp1「tti口g　of　thoracicvertebral　bodies　and　absence　of　lst　lumbar　vertebral　arch

Plumerals　in　the　parentheses　indicate　the　percentage

　生存胎仔の骨格検査成績をTable　5に示した．540

mg／kg群で左第1腰椎椎弓の欠損，胸椎椎体分離及

び第14肋骨を合併した脊椎側轡が1例認められる．後

頭骨形成不全（分離，染色性の低下）が540mg／kg群

に8例観察される，また，三権椎弓形成不全（短小，

一部欠損及び一部分離）が540mg／kg群に6例観察

される．これらの所見を有する胎仔はいずれも体重が

1．4～2．Ogであり，他の胎仔体重に比べ約2／3～1／2

と軽量であった．

　痕跡状の頸肋が540mg／kg群に1例観察される．

胸骨核の非対称（最長胸骨核で左右の核の問に，その

長さの1／2以上ずれのあるもの）は，対照群を含む各

群に2～8％前後観察されるが群問に差は認められな

い．胸椎椎体あるいは腰椎椎体の分離した胎仔が各処

丁丁に1～5例認められるが対照群に比較して：有意な

差は認められない．第14肋骨は，300mg／kg群を除く
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Tablc　6．　Ef赴ct　ofBis・BP・Mg　givcn　orally　in　prcgnユncy　on　postmtal　dcvelopment　of　the　oH誉pring

Dose　　‘mg／kg｝ 0 167 300 540

No●　of　dams
11 9 9 9

冒｛o．　of　newborns　at　blrth　　　　　　　　　　　　　　　　　119

　　　　　　　　　　　　　　　　（10．8土1．3｝

No．　of。ffspring　at　4　days　　　　　　g4
　　　　　　　　　　　　　　　　（　8．5ま1．1）

　　　Viability　index　　　　　　　　　　　　　　　　　　　79．0瓢

No．　of　offspring　at　4　days　after　seleGtion　　　　88

　　　　　　　　　　　　　　　　　（9．8忠0．4）

No．　of　offspring　at　4　weeks　　　　　　　　　　　　　　　　8ア

　　　　　　　　　　　　　　　　　て9．7±0。5｝
　　　Lactatfon　index　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9891瓢

臨。．　of　offspring　at　8　week5　　　　　　　　　　　　　　　　　　87

　　　　　　　　　　　　　　　　　（9。7土O．5，
　　　Survival　index　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　IOO鴛

　　98
（10．9土3，3）

　　96
（io．7≦＝392）

　98．α二

　　82
（9．1土2．3）

　　82
（9●1土2．3》

　100簿

　　82
（9．1土　2．3｝

　100箔

　101
く11．2坐1．6｝

　　87
（9・7之3●8）

　ε6．0渇

　　78
（9；8±O．5｝

　　77
（9陰6土0。5）

　93．7麺

　　77
（9．6ま0．5，

　100瓢

　　99
（11．0土1．5）

　　98
（10齢9土1．5）

　99，0瓢

　　87
（9匿7土O．7）

　　80
（8．9土2●3｝

　92．O瓢

　　80
（8．9土2．3，

　100鴬

Numerals　fn　parentheses　indlcate　mean±S．D。

　　　　　　　　No。　of　offspring　at　4　day5
Viav｛11ty　irldex　冨

南，　of　ne司borns　at　birth

No．　of　offspring　at　8　weeks

X　lOO

x　lOO

Lactation　index　＝

No。　of　offspring　at　4　weeks

Surv｛val　index　　言

rlo．　of　offspring　at　4　days

after　selection

xIOO

肘。●　of　offspring　己t　4　weeks

Table　7．　Ef琵ct　ofBis－BP・Mg　given　orally　in　prcgnancy　on　body　wcight　or　the　ofBpring

DQse　　（mg／kg｝ o 167 300 540

No．　of　ddms 9 9 8 9

Sex

at　4　d己ys

at　4　days　aft∈r

selection

at　4　weeks

at　8　weeks

Male

6．3よLO

6．6ま1．6

Female 岡ale

6・2土1●6　　　　6．8」；1．0

6．2土1。6　　　 6．8土1．0

48．3よ4●9　　　　46．O土3●9　　　49．6土4．5

191．0土15．7　　134。5土8．4　　191．1土17．6．

Female

6．2圭0．8

6．4土0．6

46．9土3．3

135．8土10．5

Male

7．2土O．5

7．2土0．5

Female Male

6．8土0．5　　　 6。5之0．7

6．8土0．5

4706忠6．3　　　　46●9土3．0

189．6土13．3　　　136．5土6．5

5。5土0．7

44．3よ5．1

17790土18．5

Female

6．1土0。5

6。0土0．5

41。3之5響9

128．7土10．2

囚umerals　lndicate　mean±S．D．　in　gram

各群に1～4％認められるが各群間に有意な差は認め

られない．

　化骨状態では，中手骨，中足骨及び尾椎骨の化骨数

を調べたが各州問に差は認められない．

　3．　出産仔に及ぼす影響

　各群9～11匹の妊娠母体を自然分娩させ，出産仔の

生後発育に及ぼすBis－BP・Mgの影響を調べた．

　Table　6に示すとおり，平均出産仔数は各回問で特

に差を認めない．

　対照群及び300mg／kg群で，4日令時生存率（Via・

bility　index）が他の群より低い値を示した．このこと

は，両群に出産後1～3日以内に出産仔の死亡及び母

体による喰殺が多数例認められたことに起因している．

哺育率（Lactation　index）及び実験終了時生存率（Su・

rvlval　indcx）では各群竹に差は認められない．

　出産仔の体重の推移はTablc　7に示すとおり，雌

雄ともに各群間に差は認占うられない．

　8週令時に屠殺した出産仔の臓鴇璽量はTablc　8

及び9に示すとおり，雌雄ともに各群口に有意な差は

認められない，なお，生後分化及び性分化においても

各群間に差は認められない．

　　　　　　　考　　　　　察

　Bls－BPの毒性については，変異原性を示すとする
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Table　8． E旋ct　ofBls－BP・Mg　given　orally　in　pregnancy　on　absolute　organ　weight　of　the　o館pring

DQse〔mg1Kg） o 157 300 540

Sex 凹ale Female 拠ale Female 凹ale F已male 卜1ale Female

No・of　offspring

examined
49 38 41 41 43 34 42 38

Brain　　　　　（9）

Pituitary　（mg）

Thyroid

1「hymus

H帥rt

Lung

Lfver

Spleen

　　　ロ
Ki　dney

Adrenal

Ovary

Testis

（mg｝

（9｝

（9）

〔9）

‘9）

（9）

（9）

（mg）

（mg）

‘gl

　1．69土0．05

　5．32土0。82

10、49土2．12

　0・44土0・05

　0．62±0．06

　0．86土0。09

　8．29±1．10

　0．49±0・04

　1．32±0．15

22．77土2．73

2．06ま0．19

　1．58土0・07

　5．72土1．06

　8．14土2・07

　0．37圭Oい04

　0・46土0．04

　0．67±0610

　5●46±0．57

　0。36土0。03

　0．95±O．09

27924±2994

44p22±6。48

　1・68土0．05

　4．89土0曾82

10曹ユ8士2●24

　0・46土OgO5

　0．63土O．06

　0．82重0．08

　9・21±0．98

　0949土0．05

　1，30±0，14

23。10土2●9τ

2・06±0，35

　1．58圭0．04

　5り79土1．52

　7．79土2．30

　0．40土0．04

　0●47土0．04

　0668±0。10

　5r31土σ．61

　0・35±0●03

　0．93圭0。08

28ら09之3・41

43．84圭9●99

　1．69土0．03

　4．86±O．82

10．46±2．04

　0，46土O．04

　0．62土0電04

　0．83±0．07

　7．64±1．17

　0．48±0．05

　1．28土0．12

24。14±2．49

2．05±0・27

　1・59土0，04

　5。86土0。96

　8・56土1●87

　0。40ま0．04

　0．4ア土0．03

　0・66±0，04

　5．01ま0．43

　0．36と0●03

　0．93土0．06

28．77ま2．71

42●65士7り30

　1●64土0．06

　4．75±0●64

11．15±2．27

　0，48土0．04

　0，59±O．07

　0．77土OOO7

　7．61土0．81

　0．47土0。04

　1．23土O．14

23．08土2．67

1．88圭0幽28

　1．54土0。07

　5．60土O．91

　8．57土1・24

　0．41土0。04

　0．q5土0．，04

　0．62土O．06

　5畳02圭0●63

　0．35土0・03

　0・90土0●07

27，25±3曾16

42．52士6．17

Numerals　ind｛cate皿ean圭S，D．

Table　9． E銑ct　ofBis・BP．Mg　given　Qrally　in　prcgnancy　on　relative　organ　weightQf　the　o館pring

Dose　　（mg1Kg》 0 157 300 540

Se其 凹ale Female Male Female ！伯1e Fe侃ale Male Female

No・　of　offspring

examfned
49 38 41 41 43 34 42 38

Body　welght　（g）

Brain

Pituitary

Thyrold

τhymus

Heart

山ng

L1ver

sPleen

Kldney

Adrena1

0vary

Testis

（9》

（mgl

（mg）

（gl

（9）

（9｝

（9）

（9）

〔9）

（mg｝

（mg）

（9）

191．0±15・7

　0．89±0・07

　2．79土0941

　　5●50土1．05

　0．23±0．03

　　0畠32土0。02

　　0．46圭0．08

　　4．37±O。33

　　0．26土0．02

　　0．69土0，06

　11．97土1．62

1●08土0．08

134．5土8●4

　1918土0．05

　4．25圭O．77

　6．05圭1．55

　0●28土O，03

　　0．34±O．03

　　0層50±0。06

　　4．06土0，31

　　0．27土0．02

　　0．71±0．06

　20．27土1．92

　32．99±5．14

191・1±17。6

　0．89土0齢08

　　2．58圭0．48

　　5。37土1。18

　0。24土0．03

　　0．33二〇．02

　　0，43圭0●03

　　4，29土0．24

　　0．26土0曾02

　　0．68土0．03

　12．13土1．44

1・07土0．11

135，8土10．5

　1．17土0．09

　4．25土1．03

　5賢75主1960

　0．30ま0。04

　0．34土0．02

　　0651土0．10

　　3◎91土0●2ア

　　0．26ま0．01

　　0，59土0．03

　20噛70土1・99

　32腎16土6，31

189．6土13．3

　0，89虚0．06

　2．57土0。42

　　5．56±1．03

　0．24土0，03

　0●33±0・02

　　0．44±OoO2

　　4．01ま0．40

　　0●25±0。02

　　0．68±0．05

　12．80土1●62

1●08±O。10

135曹5土6．5

　1●17tO・06

　4，30土0，69

　6．28之1．41

　0●30土0陰03

　0．34±0．02

　　0．49コニ0・03

　　3．6アまσ．26

　　0．26±0．02

　　0．68土0．04

　21●14土2．39

　31●33土5r61

177・0土18．5

　0●93土O。08

　2．69±0035

　6643土1●70

　0．27土O◎03

　0034±O．02

　0陰44±0．02

　　4．31全O．23

　0，26土O．01

　　0．70土O●04

　13．05土1・45

1。06±O。08

128．7土！0．2

　1．20土0．07

　　4・35土0・8｛】

　　6●72土1．15

　0・32土OoO3

　　0●35土0●03

　　0．49±0晒03

　　3．91圭0。41

　　0．27土0．02

　　0．70土0．05

　21．26土2．55

　33・17土4験90

Numerals　ind｛cate　mean士S．D・

報告6～7）があるにすぎないが，この類縁物質である

Tris（2，3－dibromopropyl）phosphatc（Tris－BP）は，ラ

ット及びマウスで腎腫瘍を生ずるとされ8剛lo），更に，

その代謝産物としてBis－BPが生体内に生ずることが

知られている．Tr三s－BPの催奇形性については，

Seabughm及び川島ら12）によりラットで陰性であった

と報告されている．

　　B三s－BP・Mgの5週令ラットでのしD5σとその信頼

限界は，雄で282（253～314）mg／kg，雌で261（219～

310）mg／kgであった13）が，12週令の妊娠ラットに
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261mg／kgを毎日1回，9日間投与を行ってもほとん

ど影響はみられなかった．増量した約2倍量の540

mg／kgで5例中の2例が2日目と5日目で死亡した．

この隊な妊娠動物での毒性の弱まりの原因として，年

令差と投与時の動物の食餌状態（絶食あるいは飽食）

が考えられた．そこで，Bis－BP・Mgを26週令の雄ラ

ットを用い，絶食及び飽食の条件下で1回投与実験を

実施したところ，LD50は絶食時では460　mg／kg，飽

食時では760mg／kgで，明らかに飽食時が高値を示

した．更に，15週令の雌ラットの絶食時のLD5。は

370mg／kgであった．これらのことから，加令が進む

につれ，Bis－BP・Mgの毒性は低く，また，絶食時に比

べ飽食の方が同じ様に低く出現することが示唆された，

　胎仔の骨格異常として，540mg／kg群で左第1副直

椎弓の欠損，胸椎椎体分離及び第14肋骨を合併した脊

椎側轡が1例認められたが，その同腹仔に変化が認め

られないことから，この変化は偶発的と考えられ，薬

物による直接的な影響とは考え難い．また更に，540

mg／kg群では，後頭骨及び頸椎椎弓の形成不全が多

数例にみられたが，これらの症例の胎仔は体重が正常

な胎仔体重に比較し，約2／3ないし1／2と軽く，倭小

であった．したがって，これらの変化は，540mg／kg

群での母体の体重抑制などによる二次的な影響と考え

られる．なお，催奇形性の1つの指標とされている14）

腰肋は1例も認められなかった．

．出産仔への影響については，特に検体投与の影響は

認められなかった．

　Bis－BP・Mgの妊娠犀体への9日間の投与で摂水量

と腎重量が，いずれも用量に相関して増加した．腎重

：量の増加については，川島ら12）が行ったTris－BPの

妊娠ラットへの投与実験で最高用量の200mg／kg群

で約1．6倍の増加が示されており，また，Tris－BPと

その代謝産物であるBis－BP及び2，3－dibromopropyl

phosphate（BP）の三者のラット腎への影響を比較した

報告7・15）では，Bis－BPはTr三s－BPよりも尿量増加及

び腎毒性が強く，一方，RPは明らかな腎毒性を生じ

なかったとされている．今回の実験で，高田量産での

摂水量の増加は対照群の約2倍量を示した．Bis－BP・

Mgを投与した妊娠及び妊娠不成立ラヅトでの摂水量

及び腎重量を比較したところ，摂水量では，妊娠ラッ

トの様な増加は認められなかったが，腎重量では，妊

娠ラットと同様な増加を示した．このことは，Bis－BP

・Mgは，腎重量を明らかに増加させるが，摂水量の

増加は，妊娠状態であることが1つの要因となること

を示駿している．

ま と め

　Bis（2，3－dibromopropyl）phosphatc　mag【1esium（Bis－

BP・Mg）の167，300及び5｛O　mg／kgを妊娠ラット

に妊娠8日口から16日口までの9日間，毎日1回強制

経口投与し，妊娠末期の胎仔及び出産仔の生後発育に

及ぼす影響について検討した．

　1．母体への影響：540mg／kg群で一般症状に変化

は認められなかったが，摂餌量の減少，体重増加抑制及

び死亡率の増加が認められた．また，各処置群におい

て，摂水量及び腎重量が用量に関連した増加を示した．

　2．胎仔への影響：167及び300mg／kg群では，生

存胎仔数，性比，胎仔体重，胎仔死亡率，胎仔の外形，

内部器官及び骨格に異常は認められなかった．540

mg／kg群では，胎仔死亡率が有意に高く認められた

以外に変化は認められなかった，

　3．　出産仔への影響：各処置群ともに，出産画数，

4日令月の生存率，哺育率，8週令時の生存率，体重

及び器官重量に変化は認められず，外形検査でも異常

は認められなかった．

　以上の結果から，本実験条件下でのBis－BP・Mgは

胎仔の発育の抑制及び催奇形性は認められず，また，

出産仔の生後発育にも影響を及ぼさないものと考えら

れる．
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臭素酸カリウムのラットにおける癌原性について

大野裕子・小野寺博志・高村直子

今沢孝喜・前川昭彦・黒川雄二

Carcinogenicity　Testing　of　Potassium　Bromate　in　F－344　Rats

Yuko　OHNo，　Hiroshi　ONoDERA，　Naoko　TAKAMuRA，　Takaygshi　IMAzAwA，

　　　　　　　Akihiko　M証KAwA　and　Y吋i　KuRoKAwA

　Abioassay　of　potassium　bromate，　used　as　fbod　additive　or　neutralizcr　in　permanent　wavings，　fbr　possible

carcinogenicity　was　conducted　by　oral　adm1nistration　to　Fischer。344　rats　in　their　drinking　watcr｛br　110

weeks．

　Potass1um　bromate　was　glven　at　the　concentrations　of　500，250　ppm　to　the　cxper三mental　groups　and

disdlled　water　was　given　to　the　cQntrol　groups．　Each　group　consisted　of．53　male　and飴male　rats．　Inhibi－

tion　of　body　weight　increase　was　relatively　marked　in　bQth　sexcs　given　500　ppm。　The　mean　survival　t三me

was　the　shortest　in　males　givcn　500　ppm（88．1±18．1　wceks）．　The　survival　times　of　other　groups　were

between　101　and　104　wccks．　The　survival　ratios　in　weeks　1040f　treated　rats　werc　relat五vely　hlgh　and　those

of　controls　wcre　77．4％in　malcs　and　66．0％in　fヒmales，　respective1｝㌦

　As　the　result，　the　hgh　incide耳ces　of　renal　cell　tu：nors（lnale　and｛セmale　rats　given　500，250　ppm），　meso・

thelbmas　of　peritoneum（male　rats　given　500，250　ppm）and　tumors　of　the　fbllicular　epithelium　of　thyroid

（male　and免male　rats　given　500　ppm）were　observed．　The　incidences　were　all　slgni丘cantly　diHヒrent　f｝om

those　of　controL　It　was　concluded　that　under　the　conditlons　of　thls　bioassay，　potassium　bromate　was

carcinogenic　in　Fisher．344　rats　by　oral　administrat1on．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　臭素酸カリウム（Po’α∫蜘加δ70παf8，　KBrO3，以下

臭力と略す）はその酸化剤としての作用を利用して，

食品添加物1・2）（小麦粉改良剤，魚肉ねり製品品質向上

剤）及びパーマネント用第二液3）として，欧米廻国，

日本において広く用いられているものである．

　1964年以前の臭力に関する毒性データーは，FAO／

WHOの合同会議において検討されているがD，現在

の実験レベルから考えると満足すべきデーターではな

い．発癌性に関しては，英国のFisher及びGin㏄chio

によるラット4）及びマウス5》を用いての実験がある．

彼らは，臭力を50及び75ppmの濃度で添加したパソ

を実験動物の餌として104週間投与した結果，発癌性

を示す何らの所見も得られなかったとしている．

　一方，厚生省がん助成金による研究班「遺伝変異原

性を主とする発癌物質スクリーニングの技術開発」，

（班長・河内卓）の研究成果6）によれば，出力の変異

原性は，Ames法ではTA－100株を用いS9添加し

た場合，3mg／Plateで，32　mutants／mgで陽性を示

した．TA－98株では陰性であった．染色体異常誘発

試験7）ではチャイニーズハムスター肺由来線維芽細胞

を用いた場合，0．25mg／mZで陽性であった．マウス

を用いた小核試験では，腹腔内投与では25mg／kg，

経口投与では100mg／kgで陽性であった．一方，

Rec－assayとSilk　worm　testでは陰性であった．こ

れらの結果から，変異原性においては強陽性とされ，

発癌性試験が必要とすると決定されたものである．

　本研究は従って，厚生省がん研究助成金による研究

班「突然変異原性物質の動物発癌テストに関する研

究」，（班長，故小田嶋成和）の分担研究として，昭和

52年度より国立衛生試験所において開始されたもので

ある．

実験材料及び方法

　検体：臭力（KBrO3，分子量167。02）は，食品添加

物用（松永化学製）を用いた．食品添加物公定書によ

って，国立衛生試験所薬品部で行われた検定結果では，

酸度，アルカリ度，臭素，ヒ素，重金属含右量などは

適合であり，純度99．5％以上の合格品であった．

　動物：6週令の雌雄Fischer　344ラットを日本チャ

ールズリバー（株）より購入して2週問の予備飼育期
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闘後に用いた．

　基本食＝飼育用固型飼料として，CRF－1（日本チャ

ールズリバー（株））を自由摂取させた．

　飼育条件；発癌性試験はハンギソグ型プラスチック

ケージに，ホワイトフレークを床敷として用い，5頭

を1ケージに収容した．動物飼育室は，セミバリアー

システムで，室温24度±1度，湿度55±5％，換気18

回／時間（オールフレッシュエアー），照燈12時間，消

燈12時間の条件下であった．なお急性及び亜慢性毒性

試験はコンベンショナルの条件で行った．

　統計学的処理は，Fischer’s　exact　prabability　test又

はZ2－testによった．

実　験結　果

　1．　急性毒性試験

　6週齢Rscher　344ラット，四丁雌雄5頭を用い，

18時間絶食後オリーブ油に懸濁した臭力を胃ゾンデに

より強制経口投与し，14日間観察した．濃度は，611，

489，391，313，250，200mg／kg（公比1．25）である．

死亡は2～18時間以内で611mg／kg（雄5／5，雌5／5），

489mg／kg（雄i　4／5，雌5／5），391　mg／kg（雄1／5，

雌5／5），313mg／kg（雌1／5），250　mg／kg（雌1／5）

にみられた．

　LD50（B1iss法により算定）は，雄430（358－528）

mg／kg，雌321（265－373　mg／kg）である．

　一般症状では，投与直後から自発運動抑制，失調性

歩行，呼吸促進を示し，更に体温下降，下痢，流涙，

立毛を生じ，チェーγストークス呼吸，チアノーゼを

呈して2～18時間で死亡した．剖検所見では，肺う．っ

血，瑚謂粘膜の出血が認められた．

　IL　亜慢性毒性試験

　6週齢Fischcr　344ラット各群雌雄10頭を用い，飲

料水‘｝」濃度10000～OPPm（第1回実験），600～OPPm

（第2回実験）で10週間自由摂取させた．

　その結果，第1回実験では雌雄共に1250ppm以

上の濃度では全例7週までに死亡した．第2回実験で

は，全例10週まで生存した．

　体重増加抑制は，雄600PPIn群で有意差がみられ

た．臓器重量では，心及び肝重：量の減少（雄600ppm

群），脾重量の増加（雄300ppm群）が有意差を示し
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Table　1．　Mean　surv三val　times　and　survival　ratios

Conc．　of

potassium

bromate

　〔ppm｝

Mean
surviva1

（weeks±SDl

Range

lweeks》

No．　of　rats

at　104th　wk

（surviva1

エatio　in暑｝

Haユe

F㎝ale

500　　　　　　　　　88●1±18．1

250　　　　　　　10■．1±ユ2●5

　0　　　　　　　　　　104．5±11●3

500　　　　　　　103●2±11。7

250　　　　　　　　工03・2±11．4

　0　　　　　　　103●6±1ユ●6

工4－109　　　　ユ1（20・8｝

56－111　　　30‘56。6⊃

59脚111　　　　41（77。4）

62－1ユ．1　　　　35‘66●0，

58－111　　　32（61●5｝

63－111　　　　35‘66●0）

た．

　血液生化学的検査では，GOT値の上昇（雄600，

300，150PPm群，雌150　PPm群）GPT値の上昇

（雄i3∞，150　ppm群），アルカリ性：フォスファター

ゼ値の上昇（雄雌600ppm群），尿素窒素値の上昇

（雌300PPm群）N、値の上昇（雄i　300，150　PPm

群），コリンエステラーゼ値の上昇（雄300ppm群），

低下（600ppm群）が，いつれも有意差を示した。

　病理組織学的には，腎で尿細管上皮の変性像，コレ

ステリン結晶，eosinophil…c　bodyなどが認められた．

　以上の成績から，体重増加抑制を考慮して発癌性試

験には，500及び250ppmの濃度が決定された．

　III．　発癌性試験

　検体投与方法：臭力は，蒸溜水で溶解して週2回新

たに調製し，500，250ppmの濃度で，飲料水として

自動給水装置により自由摂取させた．対照群には，脱

イオン水のみを同様に与えた．動物は，各群雌雄53頭

を用いて実験を開始した．

　実験期間：検体投与は110週間とし，以後1週間脱

イオン水のみを投与し，111週目に生存動物全例をエ

ーテル麻酔下に屠殺剖倹した．

　観察及び検査：動物の観察は連日朝夕2回行い，死

亡動物及び瀕死動物は可及的速かに剖検した．検体摂

水量測定は週2回，体重測定は週1回行った．生存動

物は屠殺時に採血して血液生化学的検査を行った．臓

器重量測定は，脳，唾液腺，肺，心，肝，脾，副腎，

腎，睾丸及び腫瘍について行い，前記を含む他の諸臓

器は，10％中性ホルマリンで固定後，4μパラフィン切

片を作成し，ヘマトキシリンーエ・オジン染色を施し，

病理組織学的に検索した．

実　験　結　果

　体重増加：雄500ppm投与群では，開始後20週よ

り体重増加抑制が著明となったため，60週以降より濃

度を400ppmに減少して110週目まで投与した．し

かし，体重増加抑制は継続していた．同様に雌500
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Table　2．　Incidcnce　of　t㎜ors　and　prencoplastic　Ies三〇ns

凹ale Female
500pp飢　　250ppm　　Oppm 500ppm　　250ppm　　Oppm

No．　of　rats　at　start
No．　of　rats　effective

No．　of　rats　with　tumor

53
52

53
53

53
53

53
52

53
52

53
52

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a
52〔100，　53（100》　53（100⊃　43（83）　　48（92）　　44（85）

Cerebrum
Cerebe11㎜
Spinal　cord
Pエtuエtary
Ear　duct
Salivary　gland
Mammary　gland
Thyroid
Pancreas
Adrenal
Lung
Mediastinum
Tongue
Forestomach
Glandular　stomach
Duoden㎜
Small　inヒestine
Large　intesヒine
Liver
Urinary　bladder
Seminal　vesicle
Prostate
TestユS
Epididymis
Ovary
Ut；erus

Lymph　node
Spleen
Skin
Subcutis
Prepuヒial　gland
Clitoral　gland

Kidney

Per■toneum

工（2）
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ppm投与群でも体重増加抑制がやや口立った．250

ppm投与群雌雄では，著明ではなかった（F19．1）．

　死亡率及び平均生存期間：雄500ppm投与群では，

14週より死亡がみられ，70週より増加しはじめ，90週

前後で50％に達した．雄250PPm及び雌500，250

ppm投与群では，対照群に比べて差が生じていなか

った（Fig．2，3）．平均生存期問では，雄500　ppm投

与群で88．1±18，1週間と他の群に比して著明に短縮し

ていた（Table　1）．1併週での生存率は雄500　PPm群

で，20．8弩と低下したが，他の投与群，対照群では57

～77％と高い生存率を示した．

　飲料水及び検体摂取量：飲料水摂水量は，雄ては投

与群の方が対照群に比して多く，雌ではやや対照群の

＝方が投与・群に比して多い傾向があった．

　臭力の1日当たりの摂水量より求めた1日平均検体

摂取量（mg／kg／day）は，雄500　PPm群27．7，雄250

PPm群12．5，雌500　PPm群25．5，雌250　PPm群

12．5であった．

　腫揚発生率：14週口で雄500ppm群の動物が腫瘍

を伴って死亡したので，それ以後死亡動物を全て有効

動物としたが，組織学的に倹査不可能であった例を除

外すると，最終有効動物数は，雄500ppm群52例，

250PPm群53例，対照群53例，雌500　PPm群52例，

250ppm群52例，対照群52例である。何らかの腫瘍性

病変を発生した動物数は，雄500PPm群52／52（100

％），250PPm群53／53（100％），対照群53／53（100
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Table　4．　Incidence　of　renal　ceU　tumors

Conc。　of

potassiurn

bromate

｛ppm｝

No・　of　rats

kid口ey　histo－

10gically

examined

Renal

cell

tumors　l暑｝

Other

tumors

Male 500

250

　0

52

53

53

　　　　　★
47（90・4）

　　　　　★
31｛58●5）

3（5．7）

1a

O

lb

F㎝ale 500

250

　0

52

52

52

　　　　　★
36｛69●2｝

　　　　　★
26（50●0｝

0

1a

lc

O

★　P＜0。005（Fischer．s　exacヒ　probability　test）corapared　to　controls．

a．Transitional　cell　carcinoma．　b．　Liposarcoma．　c．　Angiosarcoma．

％），雌500PPm群43／52（83％），250　PPm群48／

52（92％），対照群44／52（85％）であった（Table　2）．

　腫瘍性病変の臓器別発生率：Table　2に示す如く投

与群，対照群共に広範な部位に腫瘍性病変がみられた．

この内，統計学的有意差をもって対照群に比し発生率

の高かった臓器は，第一に腎臓（癌）で，その発生率

は，雄500PPm群（90％），250　PPm群（59％），対照

群（6％），雌500PPm群（69％），250　PPm群（50

％），対照群（0％）であった。策二は，腹膜（中皮

腫）でその発生率は，雄500ppm群（54％），250　ppm

群（32％），対照群（11％）であった．その他，対照

群，投与群共に高い発生率を示した臓器は，下垂体，

乳腺，甲状腺，副腎，肝，睾丸，脾などであったが，

統計学的有意差は生じていない．

　腫瘍性病変の病理組織学的検討：各臓器において，

いわゆる前癌性病変から癌に至る様々な組織像が観察

された（Table　3）．大部分の臓器では組織像は対照群

と投与群の間で特に著しい差はみられなかった．しか

し，甲状腺ではC－cell由来の腫瘍性病変は雌雄共に

対照群と投与群の間で差がみられなかったのに反し，

演胞上皮由来の腫瘍では，雄500PPm群13／52（25

％），対照群3／53（6％），1ピ1500PPm群8／52（16

％），対照群0／52（0％）で統計学的有意差を生じて

いる．高頻度で観察された腫瘍は，下垂体腺腫，乳腺

腺腫，副腎褐色細胞腫，肝前癌病変，睾丸問細胞腫，

脾白血病などであった．

　腎腫瘍の発生について：腎腫瘍は早期より剖検時に

肉眼的に高率に観察されたので，組織学的検索は特に

全動物について1個の腎当り10～15切片を作製して鏡

検した．

　腎腫瘍の発生は，14週で死亡した雄500ppm群の

1頭に先ず観察された．平均発生期間は，雄500ppm

群89．7±18．2週，250PPm群104．0±8．9週，対照群

111週，雌500PPm群107．7±5．9週，250　PPm群

107．7±6．1週であった．組織学的には，ほとんど大部

分が腺癌であり，他に投与群に移行上皮癌2例，血管

肉腫1例，対照群に脂肪肉腫1例をみたのみであった．

形態学的には，乳頭状，管状などを呈する明細胞癌及

び暗細胞癌であった．腫瘍細胞は多形性で細胞分裂も

多く，腫瘍組織内には，出血，壊死を伴い，コレステ

リン結晶もしばしば観察された，肺転移が，雄500

ppm群に1例認められた（Table　4）．

　血液生化学的検査成績＝統計学的に対照群に比し有

意差を示した検査値は，雌500ppm群におけるGPT

値の低下，A／Gの低下，血清カリウムの低下，コリ

ンエステラーゼの低下，赤血球数の増加，雌250ppm

群における血清クレアチニン値の低下であった．雄は

250ppm群のみの検索であったが，異常を示す検査値

はなかった．

考 察

　ラットを用いて，急性及び亜慢性毒性試験の結果に

基づき，発癌性試験を施行した．木実験の規模，期間，

死亡率等は，日本及び欧米諸国の発癌性試験ガイドラ

イン8・9・10・11）に照らし合わせてみた場合，その実験結

果は充分に評価に耐え得るものと考えられる．

　対照群と統計学的有意差をもって高い発生率を示し

た腫瘍は，雌雄500，250ppm投与群での腎癌，雄
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Tablc　3。　Histopathological　diagnosis　of　tumors　and　prencoplastic　lcsions

Male Female
500ppln　　250ppm　　Opprn　　500ppm　　250ppm　　Oppm

No・　of　rats　at　start
No．　of　rats　effecヒive

Cerebrum
　　Granular　ce工1　tumor
　　Astrocytoma
　　Glioma
Cererellum
　　Gユiobユastく珈1a　lnultif◎灯ηe

Spinal　cord
　　Oligodendroglioma
　つ　　　　　　　　ロ

Pエtu■tary
　　Ade｝】㎝a‘chr㎝ophobic）

Ear　duct
　　Squamous　cel　l　carcinoma
Salivary　gland
　　Mixed　tumor‘？）

｝工ammary　gland
　　Lobular　hypeヰ）1asia
　　Fibroma
　　FibとoadenOraa
　　Adenoma
　　Adenocarcinoma
①hyroid
　　C－cell　hyperplasia
　　C－cell　adenoma
　　C－cel　l　adenocarcinoma
　　Foユエicular　adeno踏a

　　Follicular　adenocarcinoma
　　Papillary　adeno淵a
　　Papil　lary　adenocarcinoma
Pancreas
　　Ductal　hype置plasia
　　Aciねar　ce1ユ　adenorコa
　　In＄uloIna

　　ユ1alignanヒinsuloma
Adrenal
　　Pheochro澱ocyt㎝a
　　Malignant　pheochromocytoτna
　　Cortical　hyperplasia
　　Cortical　adeno期a
　　Ganglioneur㎝a
　　Ganglioneuroblasヒoma
工ung
　　Adenoma
　　Adenocarcinoma
罫iediastinum
　　Squarnous　ceユ1　carcinoma
Tonque
　　Papilla＝y　hyperplasia
　　Papilloma
Forestomach
　　Papillary　hyperpユasia
Glandular　stomach
　　Adenocarcinoma（？l
Duodenum
　　Adenocarcinoma
　　Fibrosarco厩1a
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Table　3．　Continued

Male Female
500ppm　　250ppm　　Oppm　　500ppm　　250ppm　　Oppm

Small　intes七ine
　　Adenomatous　hypeηPlasia
　　Adenoma
　　Adenocarcinoma
Large　intestine
　　Aden◎matous　hyperplasia
　　Adenoma
　　　　　　　　　　ロ　　Adenocarc■noma
　　Fibrosarco1罰a
　　
Lユver
　　PreneoPlastic　foci
　　NeOPlas七ic　nodule
　　Hepat。cellular　ca＝cinoma
　　Cholangioma
Kidney
　　Adenoma
　　Adenocarcino鳳a
　　Transitional　cell　carcin㎝a
　　Liposarcoma
　　　　　コ　　Ang工osarCOπ1a
Urinary　bユadder
　　Papilloma
Seminal　vesicle
　　Glandular　hyperplasia
Prostate
　　Gユandular　hyperplasia
　　　　コTest工S
　　工n七erstitial　cell　tu飢or
Epididymis
　　Hyperplasia
UterUS
　　Endometrial　s七romal　polyp
　　Adenomatous　hyperplasia
　　Adenoma
　　Squamous　cell　hyperplasia
　　FibrosarCOma（？｝

Lymph　node
　　Reticulum　ce．ユ1　sa1「coIna
Spleen
　　エeukemia（Mononuclear）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　Malignan七hemangioendothe1エ。π阻a
Skin
　　Epide筑nal　cyst
　　Squamous　ce1ユ　hyperplasia
　　Squamous　cel　l　papil　loma
　　Squsmous　ce1］L　carcinoma
　　　　コ　　Le：LOmyosarCOπ1a
　　　　　　　　　　　Hemang■osarcoma．
　　Lipoma
Subcutis
　　Fibroma
　　Fibrosarcoma
Preputial　gland
　　Adenoma
　　Squamous　cell　carcinoma
Clitoral　gland
　　Adenoma
Peritoneum
　　Mesotheユioma
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500，250PPm投与群での腹膜中皮腫及び雌雄500

ppm投与群での甲状腺炉胞上皮由来の腺腫，腺癌で

あった．

　国立衛生試験所病理部におけるF－344ラットの自

然発生腫瘍のバックグランドデータを通覧しても，腎，

腹膜，甲状腺腫瘍の発生率は低率である12）．一方，英

国でのマウス，ラットによる発癌性試験‘・5）の結果が

陰性であったのは，飼料として投与したパソ中の臭力

が50，75ppmと低い濃度であったこと及びパン製造

工程中での臭力の分解による結果と思われる．

　最近，米国のSquire13）により，発癌性試験の結果

に対する評価方法の一試案が示され，ヒトへの外挿及

び行政的措置の観点から注目をあびている．これによ

ると，先ず発癌性試験の結果から5つの因子を選択し，

それぞれ因子の強さに従って15～0の点数を与える．

更にその総合点数を5段階にランキングして，行政的

判断の参考にしょうとするものである．

　臭力による発癌性は，雌雄ラットで陽性，雌マウス

で陰性の結果が，雄マウスでの発癌性は未知である浦．

しかし試みに，武力の発癌性の評価を上記のSquire

の方法に従って行ってみると，Class五のランキング

となり，強い発癌性を示す物質に分類されることにな

る．

　今後，臭力のプロモータ作用についての実験，更に

広く各種酸化剤の発癌性に関する実験が必要とされる

であろう。

　なお，特に腎腫瘍に関しては，短報としてすでに発

表した19．

結 語

　F－344ラット各国雌雄53頭を用い，臭素酸カリウム

を濃度500，250，0ppmで，飲料水としてllO週間

経口白血摂取させ，発癌性試験を行った．

　その結果，雌雄500，250PPm投与群で腎癌が，雄

500，250PPm投与群で腹膜中皮腫が，雌雄500　PPm

群で甲状腺湊胞上皮由来腫瘍が対照群に比し高率に発

生し，いつれも統計学的有意差を示した．したがって，

本実験により臭素酸カリウムは経口投与によりラット

に発癌性を右すると紬論された．
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鼻腔構造の動物種差とその組織学的特性

長野嘉介・宮川義史・高橋道人・古川文夫

　　　　　小久保武・林　裕造

Comparat三ve　Studies　on　Anatomical　and　H丞tological

　　　Structures　of　Nasal　Cavity　in　Rodents．

Kasuke　NAGANo，＊l　Yoshi｛hmi　MIYAKAwA，＊2　Michihito　TAKAH畑1，

　　Fumio　FuRuKAwA，　Takeshi　KoKuBo　and　Yuzo　HAYAsHI

　Anatomical　and　histological　structures　of　the　nasal　cavity　were　examined　in　rats，　mice　and　hamsters　fbr

the　purpose　of　toxicological　assessment　ofpathological　examination。　Cross．section　of　the　head　werc　prepared

on　the　basis　of　the　dorsal　appearance　of　the　oral　cavity，　and　dctermined　the飴ature　of　turbinales　and　distr三。

bution　of　the　epitheliulns　lining　on　the　nasal　cav五ty．　The　principal　structure　of　the　nasal　cavity　1s　similar

among　these　species　with　a琵w　exceptions。　Dlf琵rences　were　the　number　of　ectoturbinales　and　anatomicaI

distribution　of　the　epitheliums．　On　the　basis　of　these　results，　we　proposed　practical　marker　of　the　trimming

position　employed　fbr　pathological　examlnation　of　nasal　cavity．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receivedルfay　31，1982）

緒 言

　近年，ガス体又は粉塵等の吸入毒性試験が実施され

る機会が多くなり，我国においても吸入試験を実施で

きる研究機関が増えつつある．吸入試験においては，

従来，下部気道並びに肺が病理組織学的検索の主要な

対象とされているが，投与された化学物質が最初に暴

露され，最も接触する可能性が高いのは鼻腔であり，特

に粒子状の物質をげっ歯類に吸入させると，そのほと

んどが鼻腔に沈着してしまうことが知られている1・2）．

：更に，種々のニトロソアミンは経気道以外の投与方法

によっても鼻腔に腫瘍を発生させる3），従って，これ

らの研究分野では，鼻腔の検索が不可欠であると共に，

十分な精査が必要とされる。しかしながら，他臓器に

比べ，鼻腔においては病理学的検索の手法の標準化が

立ち遅れているが現状である．

　げっ歯類の鼻腔の解剖学的構造については，既にい

くつかの報告があるが4｝の，鼻腔の切断面の部位によ

って出現する鼻腔の形態が異なり，また，内腔を覆う

上皮も扁平上皮，呼吸粘膜及び嗅粘膜がそれぞれの部

位で出現場所を変える．したがって，鼻腔を病理学的

に検査するに当たっても，切断部位によって観察され

判　中央労働災害防止協会，日本バイオアッセイ研

　　究センター
＊2 @日本専売公社，中央研究所生物実験センター

る鼻腔の形状あるいは上皮の分布を把握することは極

めて重要なことである．

　本報告では，ラット，マウス及びハムスターについ

て，切断位置の設定が容易である口腔背側壁の外表構

造を指標とし，鼻腔から鼻咽頭に至たる鼻腔全域につ

いて，多切片から成る前額断面による組織標本を作製

し，そこで観察される各部の形状と上皮の分布につい

て検索した，

実験材料並びに方法

　実験に使用した動物は，静岡実験動物農業協同組合

より購入した雄Wister系ラット，雄ddY系マウス

（6週令，体重28～32g），及びシリアソゴールデソ

ハムスター（12週令，体重133～1579）である．ラッ

ト及びマウスは温度24±1度，湿度55±5％のSPF

環境下で飼育し，ハムスターは温度24±1度，湿度約

50％のConvcntional環境下で実験に使用するまで飼

育した．動物はペソトパルビタールナトリウム（大日

本製薬（株），ネソブタール注射液）麻酔下で放血屠殺

し，頭部を摘出した．下顎を取り除いた後，あらかじ

め咽頭より鼻腔内に10％緩衝ホルマリン液を注入し，

10％緩衝ホルマリン液中に保存，7日間以上固定した．

頭部は固定後，Plank＆Rychoの急速脱灰法により

脱灰した．すなわち，脱灰液（塩化アルミニウム70g，

塩酸85mJ，及びギ酸50　mJに蒸留水を加えて1Zと
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　　　出額灘　　’　認　　　　拓

Fig．1．　Oricntation　of　Section丑）r　Histo1Qgy　of　Nasal　Tissucs　in（1）Rat，

　　　　（2）Mouse　and（3）Hamstcr

　　　　A；incisor．　B；papilla　indsiva．　C；rugac　palatinae．　D；mQlar　teeth．

する）の中に，ラットは3日問，マウスとハムスター

は24時間浸し，脱灰後，ミクロトーム用替刃（フェザ

ー，MICROTOME　BLADES，　C35タイプ）にて切

り出しを行った．切り出しは，すべて口腔の背側壁面

に対して垂直に横断した．切り出し部位は，Fig．1に

示した如く，口腔背側壁の諸構造（切歯，切歯乳頭，

口蓋ひだ及び臼歯）を指標として，ラットとマウスは

14箇所，ハムスターは13箇所とした．切り出し後，5

％硫酸ナトリウム水溶液で中和し，通常の如くパラフ

ィン包埋し，各断面より薄切標本を作製，5％硫酸ナ

トリウム水溶液で再中和した後，H－E染色をほどこ

して光学顕微鏡にて観察した．

結 果

　各断面における鼻腔の形状及び鼻腔の内面を覆う上

皮の分布について，順を追って動物種別に下に記載す

る．

　1．　ラット（Fig．2）

　1の断面では，plica　rcctaだけが観察され，鼻腔の

表面を覆う上皮はすべて桶平上皮（Fig．5－1）であっ

た．五ではPlica　rccta及びPllca　alarisが見られ，

上皮はほとんどの部分が扁平上皮であるが，背側船霊

に面したPlica　alasisの；基部から呼吸粘膜が現われる．

　■からVまでは，nasal　turbinatc（鼻甲介）とma・

xilloturbinale（上顎甲介）が見られ，　V’ではnasal

turbinateの小部分のみが現われる．各部の上皮の種

類は，ほとんどの部分が呼吸粘膜（F五9．5－2）である．

しかし，腹側鼻道の底部は皿からV’まで扁平上皮で

あり，嗅粘膜がV以降に背側町道の背側壁から出現し，

鄭中隔の上部も嗅粘膜に移行する．

　Wは，甲介がほとんど見られない部位であり，背側

鼻道の背側壁及び鼻中隔の上部が嗅粘膜である以外は

呼吸粘膜に概われている．また，maxi11ary　rccess（上

顎洞）がIVより出現し，、皿’まで見られ，その上皮は

どの断面とも呼吸粘膜である．

　Wから以にかけて，cndoturbinale及びectoturbin・

aleが見られ，上皮の分布は呼吸粘膜に覆われる部分

が，側壁と鼻中隔では上から下へ，甲介では先端から

基部に向って，順次嗅粘膜に移行する．すなわち，

endoturbinale　Iと五及びcctoturbinale　1がWの

断面から観察される．ectoturbinalc　lは、皿’まで見ら

れ，endoturbinale　Iはendoturbinale∬と、皿’で接

合する．、皿からはendoturbinale皿とIV及びecto・

turbinale　2が現われ，　endoturbinale皿とcctQtur・

binalc　2は、皿’まで見られ，　e皿doturb1nalc　IVは，、皿’

でdorsal　lamc11aとventral　lamellaに分かれD（ま

で見られる．上皮の分布は，、皿ではendoturbinale

Iとendoturbinale五のdorsal　lamellaの一部，背

側鼻道の側壁，鼻中隔の上部が嗅粘膜であり，その他

の部分は呼吸粘膜である．Wでは多くの部分，特に甲

介の上皮が嗅粘膜（Fig．5－3）に移行し，呼吸粘膜は

endotuτbinale皿とcctoturbinalc　2の一部，　cndotu・

rbinalc　IV，中鼻道の側壁の一部及び腹側鼻道に見ら

れる．、皿’では呼吸粘膜がcndoturbinale　IVのventral

Iamcllaの一部と腹側鼻道に見られ，］Xでは腹側鼻道

にだけ残っている．Xは甲介が見られず，上皮は全て

嗅粘膜である。nasopharynx（鼻咽頭）は、皿以降に現

われ，1X以降では鼻腔は現われずnasopharynxだけ

が観察される．nasopharynxの上皮は全ての場所とも

呼吸粘膜である．
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A；plica　alaris，　B；plica　recta．　C；11asal

turbinatc．　D；maxilloturbinalc．　E　I－IV；

endoturbinale　I－IV．　F　l－2；　ectotur－

binaleレ2．　a；maxi11ary　recess．　b；can－

alis　lacrimalls．　c；nasopharynx．　d；incisor
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Fig．4．　Cross　sections　through　the　head　in　the

　　　　　　hamster．

　　　　　　A；plica　alarls．　B；plica　recta．　C；nasal

　　　　　　turbinate．　D；maxilloturbinale．　E　I－IV；

　　　　　　endoturbinale　I－IV．　F　1－3；ectQturbinale

　　　　　　　I－3．a；max三11ary　recess．　b；canahs　Iacri－

　　　　　　malis．　c；nasopharynx．　d；incisor　teeth．

　　　　　　e；organum　vomeronasale．　f；molar　teeth．
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1）

2）

3）

Fig．5．　Photomicrographs　of　various　types　of　epi哺

　　　thelium　ffom　nasal　cavity　in　a　rat．　H－E

　　　stain．1）Stratified　squamous　epithelium；

　　　　2）Respiratory　epithe正ium；3）Ol魚ctory

　　　epithelium．

　その他の器官としては，canalis　lacrimalis（涙管）

が1から皿まで見られ，organum　vomeronasale（鋤鼻

器，Jacobson’s　organ）が皿からVまでの鼻中隔の基

部に現われる．

　2，　マウス（Fig．3）

　工の断面では，plica　rectaだけが見られ，皿では

回ica　recta及びPlica　alarisが見られる．この部の上

皮はすべて扁平上皮（Fig．6－1）である．

　皿’からVにかけてはロasal　turbinateとmaxillo　tur・

binaleとが見られ，　V’ではnasal　turbinateの小部

分のみが現われる，この部の上皮は，ほとんどの部分

が呼吸粘膜（Fig．6－2）であるが，嗅粘膜が皿のnasal

turbinateの基部及び鼻中隔の上部から出現し，　Wか

らV’にかけては背側鼻道の背側壁も嗅粘膜に覆われ

廊廟

欝響懸鑛雛慧

乱。．

幽幽

1）

2）．

Fig．6．　Photomicrographs　Qf　various　types　of　epi－

　　　thelium血om　nasal　cavlty　in　a　mouse．

　　　H－Estain．1）Strati丘ed　squamous　epithe，

　　　lium；2）Respiratory　epithelium；3）Ol魚．

　　　ctory　epithelium．

る．また，腹側鼻翼の底部はV’まで扁平上皮である．

　IVは甲介が見られず，上皮は鼻中隔の上部及び背側

．懸道の背側壁が嗅粘膜，腹側懸道の底部が扁平上皮で

ある以外は呼吸粘膜である．また，maxillary　recess

がVIより観察され皿まで見られる．上皮はどの断面

とも呼吸粘膜である．

　V旺からXにかけて，endoturbinaleとectoturbinale

が観察され，上皮は，順次，呼吸粘膜から嗅粘膜（Fig・

6－3）に移行し，扁平上皮は見られない．すなわち，

顎からendoturbinale　I，皿及びectoturbinale　1が

現われ，ectoturbinale　lは皿で終わり，endoturbinale

∬は皿でdorsal　lamellaとventra　lamcllaに分か

れ，田’でendoturbinale　Iと接合する．　cndoturbi・

nale皿は皿の断面にだけ観察された．孤以降の断面
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1）『罐現われ，皿ではPlica　rectaとplica　alarisが観察さ

　　どれる．上皮は∬，皿ともに扁平上皮（Fig．7－1）であ

　　　る，

　　　　IVからVIにかけて，　nasal　turbinateとmaxi110tur・

　　　binaleが見られ，　Wではmaxilloturbinaleだけが見

　　　られる．上皮の分布は，ほとんどの部分が呼吸勢権

　　　（Fig．7－2）であるが，　IVのnasal　turbinateの一部と

　　　中鼻道の側壁及びIV－Vの腹側鼻道の底部が扁平上皮

　　　であり，嗅粘膜はVの背側鼻道の背側壁と鼻中隔の上

2）　　部から出現する．また，maxillary　recessが～肛から観

　　　察され，粗まで見られ，その上皮は全ての断面ともに

懸：嚢彌鰯鞭灘

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）

F三g．7．　Photom1crographs　of　various　types　of

　　　　ep1theliuln　from　nasal　cavity　in　a　ham・

　　　　ster．　H－E　staln．1）Stratified　squamous

　　　　epithelium；2）Resplratory　epithelium；

　　　　3）Olfactory　epithelium。

は，上皮の分布は多くの部分が嗅粘膜に覆われ，呼吸

粘膜は腹側鼻道がすべての断面とも呼吸粘膜であるほ

かは田の断面におけるcctoturbinale　lのventral

lamellaの一部と鼻中隔の下部，、皿’と双のendotur－

binale　IVの一部に見られるだけである．

　nasopharynxは、皿’から現われ，皿以降では鼻腔が

終わり，nasopharynxだけが見られる．上皮はすべて

の部位ともに呼吸粘慎である．

　その他の器官としては，canalis　Iacrimallsが1から

1皿まで見られ，organuln　vomerQnasaleが皿からV’ま

での鼻中隔の基部に現われる．

　3．　ハムスター（Fig．4）

　工の断面は鼻前庭の部分であり，一部に現われた鼻

腔の上皮は扁平上皮である。∬はplica　rectaだけが

呼吸粘膜である．

　W’から1Xにかけてendoturbinaleとectoturbinale

が見られ，上皮の分布は呼吸粘膜から，側壁と中隔で

は上から下へ，甲介では先端から基部へ向かって順次

嗅粘膜（Fig．7－3）に移行していく．すなわち，顎’か

らendoturbinale　I，∬及びectoturbinale　1が現わ

れる．endoturbinale　lと五は，工Xで接合する．

ectoturbinale　Iは、皿で2つのlamellaに分かれIXま

で見られる．endoturbinale皿，　ectoturbinale　2及び

3は、皿から始まり］Xまで見られる．endoturbinale　W

はエXにのみ見られる．上皮の分布は，、哩では嗅粘膜

がcndoturbinale　Iと皿の一部，背側鼻道の背側壁

及び鼻中隔の上部に見られ，他の部分は呼吸粘膜であ

る．～皿以降では多くの部分が嗅粘膜となり，田では呼

吸粘膜はendoturbinale皿及びcctoturbinale　1と2，

中門道の側壁の一部，並びにectoturbinale　3と腹側

鼻道に見られる．Rでは呼吸粘膜は腹側捌道にだけ残

る．Xでは甲介は見られず，鼻腔の上皮は嗅粘膜であ

る．

　nasophaτynxは田以降に見られ，璽以降では鼻腔が

終わり，nasopharynxだけが見られる．上皮は全ての

部分とも呼吸粘膜である．

　その他の器官としては，canalis　lacr1malisがHから

1狂まで見られ，organum　vomeronasaleカミIVからVIま

での鼻中隔の基部に現われる．

考 察

　ラット，マウス及びハムスターの頭部を，口腔の背

側壁の外表構造を指標として多数の前額横断切片を作

製し，各断面における鼻腔の形状及び上皮の分布を観

察した結果，いくつかの知見が得られた．

　各動物の鼻腔の構造と上皮の分布を比較してみると，

基本的には大差がなく，鼻前庭に近い部分ではplica

alarisとplica　rectaが上下に現われる．この部位の

上皮は扁平上皮である．次にnasal　turbinateとma・
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xmoturbinalcが上下に現われ，この部位の上皮はほ

とんどが呼吸粘膜であり，扁平上皮は腹側鼻道の底部

にのみ見られ，嗅粘膜は後方になって背側鼻道の壁側

面から見られる，nasale　turblnateとmaxilloturbinale

が終わるとその後方に種々のendoturbinaleとecto・

turbinalcとが現われ，上皮は呼吸粘膜から嗅粘膜へ

移行していく．移行の経過は鼻腔側壁と鼻中隔では

背側から腹側へ，また甲介では先端から基部に向か

って嗅粘膜に移行していく．また．副鼻腔としては

maxillary　recessがあり，上皮は呼吸粘膜である．

　また，鼻腔の附属器官として，organum　vomeronasale

（Jacobson’s　organとも呼ばれる）とcanalis　lacrimalis

が見られる．organum　vomeronasalcは，ヒトには存

在せず，嗅覚の発達した動物に発達しており，系統発

生学的には水棲期における：水中瓦器が陸上生活に適応

して変化したものとされ，ラット，マウス，ハムスタ

ー共に鼻中隔の前半部の腹側基部に認められその上皮

は腹側部は繊毛に富み，背側部では重層化が見られた．

canalis　lacr三mallsは，ヒトでは涙点に始まり，涙小管

を経て涙嚢に入り鼻涙管を通って下皇道に開口する涙

液の流出路であるが，ラット，マウス，ハムスターで

は鼻前庭までの広い範囲にわたり認められる．その表

面は後方は繊毛上皮，前方は扁平上皮に移行していた．

これらの器官については今回の報告においては深く追

求しなかったが，鼻腔検索の際には無視することがで

きないと考えられ，今後の詳細な検討が必要であろう．

　しかしながら，細部の構造に関してはいくつかの点

で次の如き動物種差が認められた．

　1．　甲介の位田

　1）　ハムスターは，ラットやマウスに比較して，各

甲介の出現部位が，やや後方にずれる．

　2）　endoturbmale　lVは，ラットは先瑠1力二dorsal

lamellaとventral　lamcllaに分かれるが，マウスと

ラヅトでは分かれない．

　3）　ラットのectoturbinalcは2対あり，cctoturbi・

nale　1がcndoturbinale工　と皿の悶に，　ectoturbin・

ale　2がendoturbinale豆の腹側に存在する．マウス

では1対で，ラットと同位置にectoturbinale　1が存

在する．これに対して，ハムスターには3対あり，

ectoturbinale　lと2が，　endoturbinalc　Iと■の間に

位置し，ともに先端がdorsal　lamcllaとventral　la・

mellaに分れており，　ectoturbinale　3がendoturbi・

nale五の腹側に存在している．

　2．　上皮の分布状況

　1）　nasal　turbinateとmaxilloturbinaleが現われ

る部位の腹側二道の底部に見られる扁平上皮は，ラッ

トとマウスでは各断面に認められるが，ハムスターで

は前半部にのみ認められる，また，ハムスターではこ

の部位の前半部，中砂道の側壁に扁平上皮の部分が存

在する．

　2）nasal　turbinateの上皮は，ラットとハムスター

ではほとんど全てが呼吸粘膜であるが，マウスでは一

部に嗅粘膜の部分が見られる．cndoturbinaleとecto。

turbinalcの名称は，報告者によって異なっていると

思われる，次にその命名の仕方について述べてみたい．

報告者による名称の差異は，主に最も背側に位置する

甲介（本報ではendoturbmale　Iとしている甲介）

の名称の付けかたに差があるためである。Hebe1＆

Stromberg4）は，この甲介をectoturbinale　1としてあ

つかい，これより腹側にあるectQturbinaleに順次番

号を付けており，endoturbinale　Iは彼らが引用した

図中には記載されていない．U．Mohrら1）は，前者と

同様にectoturbinale　1としてあつかい，したがって

ectotubinaleの名称は同じであるが，前者がendotu－

rbinale　IIとした甲介を1ととしてendoturbinaleに

順次番号をつけている．これに対して，KuramotQら7＞

は，この甲介をendoturb三nale　lとして扱かい，そ

の腹側にある甲介をectot町binale　1として順次腹側

に向かって番号をつけている．

　我々は最も背側にある甲介が，各動物種共に内側に

面していることから，この甲介はendoturbinale　lと

するのが適当であると考え，Kuramotoらの方式に従

い，内側に面する甲介をendoturbinaleとして背側か

ら腹側に向かって番号を付け，内側に現われない甲介

をectoturbinaleとして同様に番号を付けた．

　本報告では，鼻腔の横断面をつくり観察したが，実

験に先立って頭部を縦方向に切断した面について検討

しており，正中断では鼻中隔だけが現われ，鼻中隔を

取り除いても観察できる部位は背側算道と腹側鄭道，

甲介の一部及び鼻腔の最後部だけである，また，左右

にずらした縦断面でも斜めに切れた甲介が見られるだ

けで，しかもこの甲介は上皮が一見して厚くなった様

に見え，上皮の変化を評価する口的の実験には用いる

ことの出来ないものであった．したがって本報では，

全て横断面として観察を行った，従って毒性試験等に

おいて鼻腔の詳細な観察を必要とする場合には，横断

面で観察すべきであろう．

　化学物質による鼻腔の障害は，化学物質によって障

害部位に差がある場合が多い．例えば，タバコをハム

スターに吸入させた実験では，炎症が呼吸粘膜の部分

にだけ起こり，嗅粘膜には起こらないことが知られて

いる8）．また，Hexamethylphosphoramideをラットに
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吸入させると鼻腔に腫瘍が発生するが，その発生部は

ほとんどが扁平上皮及び呼吸粘膜の部分からである9）．

これに対して，1，2－Dibrom（》一3－chloropropaneによる

ラットの腺腫は嗅粘膜から発生するとされる1ω，また，

ラットにbls（chlorQ－methyl）etherを暴露させた場合

には，殆んどが鼻腔内神経上皮腫（ethesioneuroepith・

elioma）が発生し，鼻腔の扁平上皮癌の発生は少な

い11）．更に，ホルムアルデヒドをラットに吸入させ

た場合は，腫瘍の発生に先立ち，鼻腔の特定な部位

（nasal　turbinate）の呼吸粘膜が扁平上皮化生をする2）．

　したがって，吸入試験等の鼻腔の観察が要求される

実験においては，鼻腔の各部の形態と上皮の分布を握

把して，特殊な場合を除いては規定された断面につい

て観察することが必要で，routineの観察においても

適した断面を考慮する必要がある．病理学的に検索す

るための横断部位の選択に当っては，各上皮において

最大割面が得られる部位，言い換えれば多くの甲介を

観察し得る断面であることが望ましい．以下に本実験

で得られた結果に基づいて，観察に適した断面が得ら

れる部位について述べる．

　1．　ラット

　扁平上皮が優勢である断面は1一皿であり，その最

大割面は皿である．呼吸粘膜は主として皿’一Vの断

面に見られ，その最大割面は皿一IVで得られる．嗅粘

膜は可一Xであり，最大割面となるのは、皿である．

　2．　マウス

　扁平上皮が優勢である断面は1一皿であり，その最

大割面は五である．呼吸粘膜は主として■一V’の断

面に見られ，その最大割面は皿一IVで得られる．嗅粘

膜は可一Xであり，最大割面となるのは田である．

　3．　ハムスター

　扁平上皮が優性である断面は1一皿であり，その最

大割面は皿である．呼吸粘膜は主としてIV一回の断面

に見られ，その最大割面はVで得られる．嗅粘膜は皿

一Xであり，最大割面は、皿である．

ま と め

　ラ・・ト，マウス及びハムスターの鼻腔の解剖学的並

びに組織学的形態を把握する為に，口腔の背側壁の外

表構造を指標として頭部の脱灰切断標本を作製し，甲

介の形状と鼻腔を覆う上皮の分布を観察した．各動物

種の解剖学的な基本構造は類似していたが，いくつか

の種差が見られた．その主な差異は，ectoturbinaleの

数及び上皮の分布の細部にあった．すなわち，ecto－

turbinaleはハムスターが3対であるのに対し，ラット

は2対，マウスは1対であった．上皮の分布に関して

は，鼻腔前半部の腹側馬道の底部に見られる扁平上皮

がラットとマウスでは広範に見られるのに対してハム

スターでは前半の短い範囲にしか分布していない．ま

た，nasal　turbinateの上皮は，ラット及び・・ムスター

はほとんど全てが呼吸粘膜であるのに対して，マウス

では一部に嗅粘膜が出現していた。鼻腔の解剖学的特

徴を明確にすると共に，鼻腔の病理学的検索の際に用

いる切り出し部位の指標と組織学的に現われる鼻腔構

造の相関の重要性につき提案した．
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照射食品（カマボコ・ウィンナーソーセージ・ミカンジュース）の

　　　　　　　　　　微生物に対する突然変異試験

吉川邦衛・能美健彦・宮田ルミ子・石館　基

Bacterial　Mutagenicity　Tests　on　Irradiated　Foods

　（Fish－Meat　cake，　wiener　and　orange　Juice）

Kunie　YosHIKAwA，　Takehiko　Nol瓢1，　Rumiko　MIYATA　and　Motoi　Is田DATE，　Jr、

　InJapan，　the　shallow　radiation　of　a　R）od　can　be　e硬ctively　accomplished　n〕r　sterilizing且sh－meat　products

（03Mradlhr，2hr），　wicner（0．3　Mrad／hr，2hr）and　oranges（0．5　eV，150　Krad），　using　the　low　doses　of

gamma－ray　and／or　cathQdc－ray　irradiation　in　place　of　bactericidal　agents・Howevcr，　the　results　of　muta・

genlcity　on　irradiated丘sh－meat　products，　wiener　or　oranges　have　been　insu伍。量ent飴r　publication．　We

examined，　there正brc，　the　mutagenic　response　of　the　cxtracts　prepared　with　scveral　organic　solvents　and　dis－

tilled　water　such　as：70％methanol丑）r　fish－meat　cakc；chloro正brm－methanol　mix（2＝1）and　distilled

watcr　R）r　wiener；as　we11　as　acetone　and　methano1最）r　orangc　juice，　after　the　s三milar　irradiation　conditions

describcd　above，　Qn　streptomycin　dependence　of　the　5召ゐπoη8〃αりψ肋η瞬襯TA100　SMd　strain　developed

by　Dr．　T．　Kada。

　Our　resu1亡s　ob亡aincd　bγthe　use　of　th沁baαer三al　indicaεσr　showed　llo　s三gni五cant　dif琵rences　betwcen　any

irradiated　and　unirradiated　samples　with　or　without　Sg　mixture　taken　from　PCB－induccd　rat　livers．　The

data　showed　only　a　ki11ing　e｛琵ct　with　all　samples　uscd　in　this　study．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

は　じ　め　に

　食品に対する照射は，食品の流通過程の安定化並び

に食品衛生上の観点から極めて大きな利点がある．す

なわち，玉ねぎや馬鈴薯の場合は発芽防止として，カ

マボコ，ウィンナーソーセージ，ミカンジュースの場

合には殺菌処理として，その効果が著しいことである．

　しかし，扇島食品の利用並びに普及に対しては，事

前にその健全：性をじゅうぶんに検討する必要がある．

今回，γ線照射カマボコ，γ線照射ウィンナーソーセ

ージ，電子線照射ミカンジュースの各種有機溶媒抽出

画分について，5α肋。π8Z1碗卿痂μ蜘朋TA100　SMd株

を指標にした突然変異試験を実施したので報告する．

試　験方　法

　1．試料

　γ線照射力マボコ：科学技術庁食品照射運営会議指

定の紀文カマボコ（スケトウダラ無塩冷凍すり身SA

級）を，原子力研究所・高崎研究所において7線照射

（0．3Mrad／hrで2hr）後，宮坂醸造（東京都東久留

米市前沢）にて凍結乾燥したものを試料として用いた．

対照として，非照射カマボコを同一工程で処理したも

のも作製した．

　γ線照射ウィンナーソーセージ＝科学技術庁食品照

射運営会議指定のウィンナーソーセージ（高崎ハム製

造）を原子力研究所・高崎研究所においてγ線照射

（0，3Mrad／hrで2hr）後，宮坂醸造（東：京都東久留

米市前沢）にて凍結乾燥したものを試料として用いた，

非照射ウィンナーソーセージを同一工程で処理したも

のを対照試料とした，

　電子線照射ミカンジュース：科学技術庁食品照射運

営会議指定の和歌山県産L級温州ミカンを，日本原子

力研究所・大阪研究所で電子線照射（0．5eVで150

Krad）し，その後ジュース加工工場で濃縮ジュース

（濃縮率1／5，水分含有率看iり50％）にしたものを，試

料として用いた．対照として，非照射ミカンを同一工

程で処理したものも作製した．

　2．抽出方法

　γ線照射力マボコ：照射及び非照射カマボコの試料

5009を，各3Zの70％methanolに懸濁し，室温に

て2hr抽出した．抽出後，源過し抽出画分と残渣に

分け，各々をエパポレーター又はデシケーターを用い

乾燥させ，試験標品とした（Fig．1）．

　γ線照射ウィンナーソーセージ：照射及び非照射ウ
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1rradiated．fish　meat　cake　　（500g）；

Unirradiated　fish　meat　cake　（500g）

Extlracted　with　70％methano1
　　　（3　’，　2hr）

　ド盤・…　恥；i；；；論1講・

　　　　　　　　　　　　　　1419；　　Irradiated

　　Unirradiated　144g

Fig．1．　Prcparation　ofthe　sample　of　irradiated　or　unirrad三atcd£sh　meat　cake

Irradiated　wiener　　　（500g）；

Unirradiated　wiener　（500g）

Extra，cted　with　a　mixture　of

chloroform－methano1
　（2：1，　：L，5　’，　2　hr）

Chloroform－methanol
fractiOI1

Residue　I

　Irradiated　　244，5g；

　Unirradiated　237．5g

EvaporatiQn
200g

Irradiated　　259g；

Unirradiated　266g

Extracted　with　distilled
water　（1。2　」，　2hr）

　　　　　　　　　　　　　　　AqueQus　fractiQn　　　　　　　Residue　Iエ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ト
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Irradiated　　　163g；
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1、yophilization
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Unirradiated　164g

　　　　　　　　　　　　　　　Irradiated　　23．5g；

　　　　　　　　　　　　　　　Unirradia七ed　29，6g

Fig．2．　Preparation　of　the　sample　of　1rradiated　or　unirradiated　wicner

インナーソーセージの試料500gを，各L5Zの
chloroform－methanol混液（2＝1，　v／v）に懸濁し，室

温にて2hr抽出を行った，炉過により抽出画分と残

渣に分け，残渣は乾燥後その2009に蒸留水1・2Z

を加え，室温にて2hr抽出した，抽出後演過し抽出

画分と残渣に分け，抽出画才は更に凍結乾燥を行い試

験標品を調製した（Fig．2）．

　電子線照射ミカンジュース：照射及び非照射ミカン

ジュースを，各々蒸留水で4倍（v／v）に希釈後，凍結

乾燥し粉末状を呈したものを，ミカンジュースの凍結

乾燥粉宋標品とした．以下Fig．3に示すごとく，凍

結乾燥粉末標品をソックスレー抽出器を用いacetone

及びmethano1で抽出した．各抽出画分及び残渣は，

エパボレーター，あるいはデシケーターを用い乾燥さ

せ，試験標品とした．

　各標品は，1／15Mリン酸緩衝液（pH　6．8）あるい

はdimethylsulfoxlde（DMSO）に懸濁後，メソブラ

ンフィルター（pore　size＝0．45μm）で源過し，突然変

異試験に用いた．

　3．　突然変異試験

　指標菌株には，賀田恒夫博士（国立遣伝学研究所）

より分与されたstreptomydn依存性株3伽・π8」’4

りρ乃加μ7f蹴TA100　SMdを用いた．指標菌株を37。

で48hr培．養後，遠心分離して集菌し，上述のリン酸

緩衝液で洗浄後，OD　600　nmが0．1になるように同

上の緩衝液に懸濁した．調製した菌液0，4mZに，
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Irradiated　orange　juice　　　（50mZ）；

Unirradiated　orange　juice　（50mの

1」yophilized　powder

　hradiated　（31。59）；

　Unir■adiated　（31，5g）
　　1
　　7．49

　　　　Extracted　with　acetone　（400m1， 50hr）

Acetone　fraction

ドー一
Irradiated　　　（4．3g）；

Unirradiated　（4．1g）
Extract

i400m’

Residue　I
＝【rradiated　　　（3．5g）；

Unirradiated　（3．4g）
　　　1

　　2．29

　　　　Extracted　with　methano1

　　　　　　　　　　22hr）

Methanol　fraction

Irra」diated　　　（2g）；

Unirradiated　（2g）

Residue　】工

Irradiated　　　（101mg）；

Unirradiated　（95mg）

Fig．3．　Preparat三〇n　of　the　sample　of　irradiated　or　un1rrad三ated　orange　juice

Sg　m三xDあるいは同上の緩衝液0。4mZを加え，2。で

調製した標品を0．2mJずつ5段階又は3段階の濃度

で添加し，37。で30minインキュベーションを行な

った．インキュベーション後，況液0．1m1を突然変

異検出用培地2）に重層し，37。で2日闘培養後，突然

変異株数を計測した．生存菌数の測定は，インキュベ

ーション後の混液0．lmZを同上の緩衝液で希釈後，

streptomycin　20μg／mJを含む前述の培地上に0．45％

軟寒天を用いて重層し，37。で2日間培養後，生存菌

株数を計測した．誘発突然変異頻度の算出は，既述の

方法に従った3）．

　陽性対照として，Sg　mIx非存在下では，N－mcthy1－

N’一nitro－N－nitrosoguanidine（MNNG）を，　Sg　mix

存在下では2－alninoanthracene（2－AA）を用いた．

陰性対照としては，kanamycinを用いた．

実験　結　果

γ線照射力マポコ

S9　mix非存在下における照射・非照射カマボコ各

画分の突然変異試験結果をTable　lに示す，照射・

非照射にかかわらず各抽出二分及び残渣は殺菌作用を

示し，最高濃度20mg／認で10～15％の生存菌数の

減少が観察された．しかし，照射・非照射いずれの標

品においても，誘発突然変異株数の増加は認められな

かった．本実験と同時に行った対照試験の場合には，

MNNG（陽性対照）において，誘発突然変異頻度の

上昇が認められ，kanamycin（陰性対象）においては

殺菌作用のみが認められた．

　Sg　mix存在下における照射・非照射カマボコ各画

分の，突然変異試験結果をTabic　2に示す．照射・

非照射いずれの場合も，各抽出画分及び残渣は殺菌作

用を示し，70％methano1抽出画分の揚合は最高濃度

20mg／mJで5～10％の生存菌数の減少が観察され，残

渣の場合には同濃度で約50％の生存菌数減少が観察さ

れた，しかし，いずれの標品においても，誘発突然変

異株数の増加は認められなかった．本実験と同時に行

った対照試験の場合には，2－AA（陽性対照）において

誘発突然変異頻度の上昇が認められ，一方kanamycin
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Table　1． Mutagcnicity　test　of　irradiated　or　unirradiated五sh　meat　cake　by　5α伽。π8JJα

り瀕励μ卿ηTA100　SMd　stra…n　in　thc　absencc　of　Sg　mix

Samp！e
Dose

（1nglmの

Survival

　cellS

per　mJ

Remaining
　survivaI
　　（％）

Mutant
colonies

per　plate

Induced　mutat量on
丘℃quency（×10－6）

Irradiated

70％Methano1

1｝action

0

1

2

5

10

20

5．3×107

4．6×107

4．3×107

4．3XlO7

4．8xlO7

4．4×107

100

87

81

81

90

83

160±9，g

130±4。9

127±0．7

147±16．3

153±5．7

134±4，2

一

一

Residue 0

1

2

5

10

20

4．7×107

3，9×107

4．4×107

3。8×107

3．3×107

3，3×107

100

82

93

81

70

70

164±8．5

107±7．8

145±0．7

139±11．3

130±15．6

141±18．4

一

一

Unirradlated

70％Methanol

貸actioh

0

1

2

5

10

20

5．0×107

4．6×107

4．8XlO7

5．2×107

5，0×107

4，4×107

100

92

96

10壬

100

88

170±7．0

166±2．8

165±3．4

167±1。0

168±1．0

165±7．7

Res1due 0

1

2

5

10

20

4．9×107

5，3x107

4，7×107

4．0×107

4．1×107

4．0×107

100

108

96

82

84

82

164±2．9

89±7．1

106±14．4

133±9．9

152±13．4

159±9，9

一

MNNG 0

0．005

7．1×107

4．9×107

100

69

109±0．7

383±21，3 56．1

KM 0

0．1

4，0×107

3，0×107

100

75

145±3，4

89±8．8

　　Induced　mutation倉equency（1．M．R）is　expressed　per　lO6　survivors；cell　survivals　are　relative　to　either

dimethylsulR）xide　or　phosphatc　buHセr　controls．（一）indicates　that　it　is　impossible　fbr　calculating　I．M．F．

MNNG　I　N－Methyl－N・nitro－N’一nitrosoguanidine．

KM　：Kanamycln．
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Tablc　2．　Mutagenicity　tcst　of　irradiated　or　unirradiatedβsh　meat　cakc　by翫」初麗〃α

　　　　　　　　りρ乃fノη漁ηzTA100　SMd　strain　in　the　prescncc　of　Sg　mlx

Samplc
Dose

（mg／m’）

Survival

　cellS

per　m’

Remalning
　survival
　　（％）

Mutant
colOnlCS

pcr　phte

Induccd　mutation
仕cquency（×10－6）

Irradiatcd

70％Mcthanol

　翫action

0

1

2

5

10

20

4．5×107

4．6x107

4．2×107

4．7×107

4．3×107

4．3×107

100

102

92

105

96

96

18壬±5．7

181±19．8

169±9．2

174±6．4

181±3．4

179±5．1 一

Rcsidue 0

1

2

5

10

20

5．3x107

3．4x107

2．8×107

3．3×107

3．5x107

3．0×107

100

6壬

53

62

66

57

175±2．8

122±12，0

122ま：6．4

129±2．1

143±8．4

149±2．1

一

Unirradiatcd

70％MethanQl

　f｝action

0

1

2

5

10

20

4．7x107

4．7×107

4．3x107

4．4XlO7

4．2×107

4．3XIO7

100

100

91

9壬

89

91

185±5．1

181±6．8

171±8．3

175±3。7

177±3．7

172±6．0

Residuc 0

1

2

5

10

20

5．3×107

2，3×107

2．9×107

2．8XIO7

3．Ox107

2．9×107

100

61

5壬

53

57

56

187±2．8

182±22，6

180±14．8

159±3．5

166±8．5

156±9．9

一

一

一

一

2AA 0

0，02

7．OXIO7

5．6×107

100

81

145±3．4

351±14．3 8．32

KM 0

0．1

5．9x107

4．6XlO7

100

78

184±10．6

100±　1．4 一

　　Induced　mutation童equency（1．M．F．）is　expressed　per　106　survivors；cell　survivals　are　reladve　to　either

dimethylsu王bxide　or　phosphate　bu旋r　controls．（＿）indicates　that　it　is　impossible｛br　calculating　I，M．F．

2AA：2－Aminoanthracene．

KM　l　Kanamycin．
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Table　3．　Mutagenicity　test　of　irradiated　or　unirradlated　wiener　by品」脚πθ撫卵乃枷雄1鷹

　　　　　　　TA100　SMd　strain　in　the　absence　of　S9　mix

Sample Dose
（mg！mり

Surv量vaI

　cells

per　mJ

Remaining
　survival
　　（％）

Mutant
colonies

per　plate

Induccd　mutation
f｝equency（×10｝6）

Irradiated

ChloroR）rm．methanol
　i｝action

Residue　I

Aqueous食action

Residue　II

Unirradiated

Chlorofbrm．methanol
　翫action

Residue　I

Aqueous　f｝action

Residue　II

MNNG

KM

0

　1

2

5

10

20

0
　1

　2

5
10

20

0

　1

2

5
10

20

0

　1

　2

5
10

20

O

　l

2

5
10

20

0
　1

2

5

10

20

0
　1

2

5
10

20

　0

　1

　2

　5

10

20

　0

0，01

　0

0．05

4．9×107

4．4×107

4．2x107
3．2×107

3．6x107
1．7x107

5，6×107

5．1×107

5．1×107

5．3×107

4．9×107

4，8×107

5．3XlO7
3．8x107
4．4×107

4．6×107

3．9x107
4．0×107

4．9×107

4．3×107

4．5x107
3．8×107

3．6×107

3．5×107

4．9×107

4，4×107

3．5x107
3．0×107

3．1×107

1．4XlO7

5，7×107

5．7x107
5．4×107

5．1×107

4．8XlO7
4．8×107

5．3x107
3．9x107
4．8×107

4．5×107

4．2×107

3．5x107

4．9x107
4．9×107

4．3x107
3．6×107

4．4×107

4．3×107

7．1×107

4．9×107

5．4xlO7
5．1×107

100

90
85
66
73

3壬

100

91

91

95
88
86

100

75

83
87
72
75

100

89
92
77

74
71

100

89
71

62
63

28

100

100

95
89
84
8壬

100

74

91

85
79
67

100

100

89
73

89
89

100

69

100

94

132±14．5

112±7．1
109±4．2
123±22．5

107±3．5
115±6．4

176±3．5
172±5．9
141±9，2
149±22．2

156±15．6

132±14．5

153±9．9
111±19．1

142±21．1

149±6．4
137士2．1
141±7．2

150±9．9
140±6．9
144±6．4
139±9．9
135±21．9

132±14．8

172±15．6

157±17．0

142±12．7

132±14．5

124±19．1

105±2．1

100±3．5
175±3，6
167±13．4

169±34．6

148±23．7

164±17．9

168±4．9
150±15．6

140±9．9
122±4．2
111±4，9
10壬±12．7

148±18．3

135±3．5
116±6，4
109±6．4
123±9．1
130±7。4

109±7．4
464±11．3

140±8．5

64±0

一

一

一

72．0

　Induced　mutation　frcquency（1．M．F．）至s　cxpressed　per　lO6　survivors；cell　survivals　are　relative　to　either

dimethylsu脆xide　or　phosphate　buHセr　controls，（一）indicates　that　it三s　impossiblc　fbr　calculating　I．M．F．

MNNG＝N・Methyl－N－nitro－N’一nitrosoguan三dine．

KM　　：Kanamycin．
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Table　4．　Mutagenicity　test　of　irradiated　or　unirrad量atcd、viener　by　5α’鷹。η〃αり助f用麗アf剛

　　　　　　　　TA100　SMd　straln　in　the　prcsence　of　Sg　mix

Sample Dosc
（mg／mり

Survival

　cellS

per　mJ

Remalning
　survlva1
　　（％）

Mutant
coloniCS

pcr　platc

Induced　Mutation
倉equency（×10－6）

Irradiatcd

Chlorofbrm－methano1
　血action

Residue　I

Aqucous　ffaction

Residue　II

Unirradiated

Chlorolbrm．methanol
　f｝action

Residue　I

Aqueous　f士action

Residuc　II

2AA

KM

　0

　1

　2

　5

10

20

　0

　1

　2

　5

10

20

　0

　1

　2

　5

10

20

　0

　1

　2

　5

10

20

　0

　1

　2

　5

10

20

　0

　1

　2

　5

10

20

　0

　1

　2

　5

10

20

　0

　1

　2

　5

10

20

　0

0．005

　0

0．1

5．8×107

3．3×107

3．7×107

4，2×107

3、3x107
4．9x107

5．Ox107
4．5×107

3．5XIO7
3．4×107

3．3×107

3．5×107

4．9×107

4．7×107

4．8x107
4．5×107

4．4×107

4．5×107

5．8×107

4．3XlO7
5．1×107

4．3×107

2．9×107

3．5×107

5．8×107

5．6x107
4．5×107

3．9XIO7
3．5×107

1．4×107

4．7×107

4．3×107

3．5×107

3，4×107

3．3x107
3，1×107

4．5×107

3．7x107
3．9×107

3．8x107
3．7x107
3．7×107

6。0×107

5．6×107

5，0×107

4．7x107
4．1x107
5．0×107

6．5×107

5．6×107

5．4XlO7
4，6×107

100

58
63
72

58
85

100

90
70
68
66
70

100

96
98
92
90
92

100

75

89
75

50
61

100

97
78
67
61

24

100

91

74
72

72

66

100

83
86
85
83
83

100

96
8・｝

79

69
84

100

86

100

85

180±2．1
175±9．9
160±19，8

170±2，3
153±6．4
165±30．4

186±4．9
181±23．3

176±8．5
178±28．3

179±9，5
160±13．4

176±5．7

170±L4
174±7．2
162±7．8
155±13．9

160±3．3

201±9．2
191±9，2
191±0．7
186±0．8
185±29．0

148±8．5

189±14．1

186±31．1

179±9．2
172±9．9
162±0．3
148±8．5

156±14．8

153±19．l

I48±8．5
134±21．1

147±0．7
112±3．5

155±5．7
136±4．2
142±14．8

150±3．5
148±15．6

131±1，4

148±8．5

127±L4
13・…±14．8

132±24．0

131±10．6

13壬午2．1

126±14．1

344±12．4

140±8．5
100±1．4

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

3．9

一
　　Induced　mutation　f密equency（1．M．F．）is　expressed　per　106　survivors；ce11　survivals　are　relative　to　either

dimethylsu1｛bxldc　or　pho3phatc　bu｛瀧r　controls．（一）三nducates　that　it　is五mposs三ble最）r　calcu！ating　I．M．F．

2AA：2－Aminoanthraccnc．

KM：Kanamycin。
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Table　5． Mutagenic1ty　tcst　of　irradiated　or　unirradiatcd　orange　julce　by　5冶1伽8〃4

妙肋πrf㍑加TA100　SMd　strain　in　the　absence　ofSg　mix

Sample Dose
（mg／1nJ）

Survival

　cells

per　mJ

Remaining
　survival
　　（％）

Mutant
colon三es

per　plate

Induced　mutation
行equency（x10－6）

Irrad量ated

Lyophilized　powder

Acetone仕action

Residue　I

Methanol倉action

Residue　II

O
IO

20
50

0
10

20
50

0
10

20
50

　0

10

20
50

0
1

2

5

2．9×107

2．5×107

2．0×107

1．8×107

2．5×107

1．8×107

1．7×107

1．4×107

3．2×107

2．8×107

2．6×107

2．6×107

2．4×107

2．2x107
2．3×107

2．1×107

2．4×107

2．5×107

2．4×107

2。2×107

100

86
69
62

100

72

68
56

100

88
81

81

100

92
93
88

100

104

100

92

91±2．8
87±9．2
90±9．9
55±5．7

88±9．9
80±13．4

80±15．6

56±29．0

85±7．1
80±「0

80±19．8

79±3．9

84±4．9
71±0．7
77±4．9

75±1L3

70±28．3

67±6．4
50±21．9

46±　L4

『

Unirradiated

1．yophilized　powdcr

Acetone貸action

Res三due　I

Methano1貨actiQn

Rcs玉due　II

MNNG

KM

0
10

20
50

　0

10

20
50

　0

10

20
50

　0

10

20
50

0
1

2

5

0

0．02

0

0，1

3。7×107

3．7×107

3．2×107

2．8×107

3．9×107

3，4×107

2，8×107

2．4×107

3．1×107

2．5×107

2．7×107

2，4×107

3。OXlO7
2．2×107

1．8×107

1．8×107

4．5×107

3．5×107

2．9×107

3．2×107

7。1×107

3，7×107

5．4×107

4．5×107

100

100
86
76

100

87
72

62

100

81
87
77

1oo
73
60
60

100
78

64
71

100
53

100

83

135±71．4

90±2．8
85±4．2
74±38．3

129±23．3

110±O
I24±19．1

50±　1．4

127±14．8

10！±4．9

68±11．3

64±41．7

104±13。4
84±　1．4

82±0．7
72±17．0

105±9．2
90±lI．3

81±14．4

80±9．2

109±0．7
507±5．3

140±8．5
87±4，9

一
一

一
一

一

10．64

　　Induced　mutation甜equency（LM．F．）is　exprcssed　per　lO6　survivors；ce11　survivals　are　relative　to　cither

dimethylsul飴x三de　or　phosphate　bu価r　controls．（＿）indlcates　that　it　is　impossible恥r　calculating　I．M．F。

MNNG：N－Methyl－N’一nltro－N－nitrosoguan1dlne．

KM　：Kanamycin．
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Table　6．　Mutagcnicity　tcst　of　irrad三atcd　or　unirradiated　orange　juice　by　5bZ加。η8”α

　　　　　　　　加冠加μrfπ加TA100　SM己strain　in　the　presence　of　Sg　mb【

Sample Dosc
（mg／mJ）

SurvivaI

　celIS

pcr　mJ

Rema三ning
　survi、ドal

　　　（％）

ム．lutant

CQlonics

per　plate

Induced　mutation
蛭equency（x10－6）

Irradiated

Lyophilized　powder

Acetone　f｝action

Residuc　I

L｛［ethanol　f｝action

Reslduc　II

　O

IO

20
50

　0

10

20
50

　0

10

20
50

　0

10

20
50

0
1

2

5

2．8xIO7
2．4XlO7
2．4×107

2．1×107

3．4×107

1．8x107
2．3×107

2．0×107

2．8×107

2．9xIO7
2．3×107

2．3×107

2．3×107

1．7×107

1．9×107

1．4×107

2．7x107
2．4×107

2．4×107

2．4×107

100

86
86
75

100

53
68
59

100

103

82
82

100
74

83
61

100

89
89
89

86±3．5
79±7．8
70±3．5
61±27，6

115±7．1
86±19．8

105±　7．1

80±6．0

125±29．O

lI9±5，7
100±16，3

120±14。8

99±4．2
83±9．9
95±6．4
77±8．5

124±8，5
100±31．1

79±4．9
85±2i．2

Unirradiatcd

Lyophilizcd　pQwder

Acctone丘action

Residuc　I

ムfethanol　l｝act三〇n

Residue　II

2AA

KM

　0

10

20
50

　O

lO

20
50

　0

10

20
50

　0

10

20
50

0
1

2

5

0

0．02

0

0。2

4，0x107
4．3×107

3．8×107

3，3×107

4．4×107

4．3×107

3．9×107

2．6×107

3．3×107

2．6x107
2．3×107

2．1×107

2．6×107

2．7×107

2．2×107

2．2×107

4．2×107

3．8xlO7
3．2×107

3，3×107

7．0×107

3．8×107

5．9xlO7
4．5×107

100

108

95
83

100

98
89
59

100

79
70
64

100

10壬

85
85

100

90
66
79

100

5壬

100

76

110±　9．9

57±5．7
55±16．3

53±7．8

154±53．0

79±20．5

81±22．6

72＋0．7

127±14．8

112±12．7

102±2．8
105±15。6

116±5。7
82±11．3

97±4．9
92±27．1

1Il±7．8
90±22．6

86±11．3

99±8．5

146±12．0

557±58．7

184±10．6

37±　7．8

10．8壬

Induced　mutation倉equcncy（1．M．F．）is　expressed　per　106　survivors；cell　survivals　arc　relative　to　either

dimcthyIsu1R）xide　or　phosphate　buf琵r　controls．（＿）

2AA＝2・Aminoanthraccnc．

KM＝Kanamycin．

indicates　that　it誌imposs量ble　fbr　calculathlg　Lム1．F．
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（陰性対照）においては，殺菌作用のみが認められた．

　γ線照射ウィンナーソーセージ

　Sg　mix非存在下における照射・非照射ウィンナー

ソーセージ各画分の突然変異試験結果をTable　3に

示す．照射・非照射いずれの場合も，各抽出画分及び

残渣は殺菌作用を示し，ch！oroform－methano1画分の

場合，20mg／mJの濃度で約70％の生菌数の減少が観

察され，その他の画帳及び残渣では，同濃度で11～33

％生菌数の減少が観察された．しかし，照射・非照射

いずれの画品・残渣においても誘発突然変異株数の増

加は認められなかった．本実験と同時に行った対照試

験の場合には，MNNG（陽性対象）において誘発突然

変異頻度の上昇が認められ，kanamycin（陰性対照）

においては殺菌作用のみが認められた．

　Sg　mix存在下における照射・非照射ウィンナーソ

ーセージ各三分の，突然変異試験結果をTable　4に

示す．照射・非照射いずれの場合も，各抽出画分及び

残渣は殺菌作用を示したが，特に非照射ウィンナーソ

ーセージのchloroform－methano1画分は最も強い殺

菌作用を示し，20mg／mZの濃度で生菌数が76％減少

した．その他の三分及び残渣は，同濃度で8～39％生

菌数の減少が観察された．しかし，照射・非照射いず

れの二分・残渣においても誘発突然変異株数の増加は

認められなかった．本実験と同時に行った対照試験の

場合には，2－AA（陽性対照）において誘発突然変異頻

度の上昇が認められ，kanamycin（陰性対照）におい

ては殺菌作用のみが認められた．

　電子線照射ミカンジュース

　S9　mix非存在下における照射・非照射ミカンジュ

ース各画分の，突然変異試験結果をTable　5に示す，

照射．ミカンジュースの抽出三分及び残渣は，残澁∬＞

acetone二分≧methanol二分〉凍結乾燥粉末≧残渣エ

の順に殺菌作用を示した．非照射群の殺菌作用の強さ

の順は，旧記∬＞acetone画分≧凍結乾燥粉末〉残渣

1≧methanol上分であった．しかし，照射・非照射

いずれの出品においても，誘発突然変異株数の増加は

認められなかった．本実験と同時に行った対照試験の

場合には，MNNG（陽性対照）において誘発突然変異

頻度の上昇が認められ，kanamycin（陰性対照）にお

いては殺菌作用のみが認められた．

　Sg　mix存在下における照射・非照射ミカンジュー

ス各標品の，突然変異試験結果をTable　6に示す．

照射各標品の殺菌作用の強さの順は，残液∬＞aceton

画分〉残渣1＞methanol画分＝凍結乾燥粉末であり，

非照射各標品の場合には，残渣∬＞acetone画分≧

methano1画分〉凍結乾燥粉末〉残渣工の順であっ

た．しかし，照射・非照射いずれの画分においても，

誘発突然変異株数の上昇は認められなかった．本実験

と同時に行った対照試験の場合には，2－AA（陽性

対照）において誘発突然変異頻度の上昇が認められ，

kanamycin（陰性対照）においては殺菌作用のみが認

められた．

ま と　　め

　γ線照射カマボコ，γ線照射ウィンナーソーセージ，

電子線照射ミカンジュースの微生物に対する突然変異

原性を，streptomycin依存性株5認脚η”4’楚配徽卿加

TA100　SMdを用いて試験した．各試料は凍結乾燥後，

各種有機溶媒を用いて抽出し試験に供した．照射カマ

ボコ・ウィンナーソーセージ・ミカソジコ．一スの抽出

画分及び残渣は，非照射群と同隊，指漂菌株に対し殺

菌作用のみを示し，誘発突然変異株数の増加を示さな

かった．以上の事実に基づき，γ線照射カマボコ，γ

線照射ウィンナーソーセージ，電子線照射ミカンジュ

ースの本指標菌株に対する変異原性を，陰性と判断し

’た．

　本研究は，科学技術庁原子力局技術振興課からの研

究費により実施した．試料の供給にあたられた科学技

術庁食品照射運営会議，財団法人食品薬品安全センタ

ー秦野研究所，並びに抽出方法の選定にあたり御助言

をいただいた当試験所環境衛生化学部義平邦利部長，

食品部内山貞夫主任研究官に感謝いたします．
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　　　　　　　Pyrogen　TestとLimulus　Testの相関性　皿

ブドウ糖注射液に添加されたLPSのHmulus　Testにおける反応性に

　　　　　　　　　　　　　対する加熱処理の影響

川崎浩之進・加納晴三郎

Studies　on　The　Relationship　between　Pyrogen　Test　and　Limulus　Test

　　　III．　E旋ct　of　Heat　Trcatment　on　the　Limulus　Gelation

　　　　　　　　Activ三ty　of　LPS　in　Glucose　Solutions

Hlronosh玉n　KAwAsAKI　and　Seizaburo　KANoK

　We　lnvcstigatcd　the　e価ct　of　heat三ng　of　glucosc　solutions　on　the　Limulus　gelation　activity　of　LPS　and　the

負）110wlng　rcsults　were　obtained．

1）　Thc　actlvity　of　LPS　solutions　on　Limulus　test　wcre　decreased　by　heating．　Thc　degree　depended　on　the

tempcraturc　and　the　time　of　heating．

2）　The　dccrcase　of　activity　of　LPS　in　various　glucose　solutions　werc　parallclcd　to　the　increase　of　heating

time（121。）and　glucosc　conccntration．

3）Addltion　of　LPS　a食er　hcating　at　121。　of　glucose　solutiom　rcduced　the　activity　on　Limulus　test　accord－

ing　to　the　increase　of　heating　time　and　glucose　concentration．　During　the　hcating　of　the　solutions，　de－

creasc　of　pH：and　decompositlon　of　glucose　were　observed．

4）　Therc　was　a　little　dccrcase　Qf　tkc　activity　of　LPS　by　the　a（巧ustmcnt　of　pH　of　thc　heated　20％glucose

solution　tQ　6．8．

5）　Thc　activity　of　LPS　was　not　inter艶rred　by　5・H八IF　but　levullnic　acld　and　lbrmic　acid　inhibitcd　slightly

the　activity　even　by　the　a（加stmcnt　of　pH：．

　From　abovc　results，　it　shQuld　be　concluded　that　the　activity　on　Limulus　test　of　LPS　might　be　mainly

intcr琵rred　by　decrease　of　pH　owing　to　the　decomposition　of　glucosc．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reccived　May　31，1982）

ま　え　が　き

　細菌内毒素（LPS）は各種の興味ある生物活性を有

し，中でも特徴的なのは発熱性であり，LPSを混在す

る注射液は強い発熱反応やショックを起こすことはよ

く知られている．このLPSによる発熱性を不活化す

るために，酸，アルカリ，界面活性剤などによる処理

が行われているが，加納らDは既にLpsの加熱によ

る不活化について詳細に検討し，加熱時間と温度に依

存して発熱性（Pyr・gcn　Tcstに二｝5ける反応性）が低下

することを報告した．著者らも前：1：：酔において，Pyr・

ogen　Test（P．　T．）とLlmulus　Tcst（L　T・）との相関

性について検討し，阻害物質のない限られた条件下で

はLPSに限って，両tcstにおける反応は比較的よく

相関することを示した．しかし，ブドウ糖注射液に添

加されたLPSについては，加熱処理により両testに

おける反応性が平行して低下するわけではなく，ブド

ウ糖濃度の増加につれて，L．　T．における反応性の低

下が著しい傾向が認められ，ブドウ糖注射液中に加熱

によりし．T．の反応性を阻害する調子の生起すること

を示唆した．しかしその機序は明らかではなかった．

　今回，この点を明らかにするため，加熱によるLPS

の失活のt三mc　course，ブドウ糖濃度との関係，ブド

ウ糖の加熱分解生成物及びpHの低下との関連につい

て，L，　T．での反応性（ゲル化活性）を中心に検討し

た．以下にその成績について報告する，

実験材料と方法

　1．　内毒素（LPS）：E．‘・κUKT－P株より90％一

門フェノール法を改良した加納ら3）の方法により抽出

精製したものを用いた．

　2．ブドウ糖注射液＝注射液製造4社の5，20及び

50努注射液（ガラスアンプル入）を用いた．

　3．　加熱処理：250。及び180。加熱は電気式乾熱滅
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：Fig．1．　Decrease　Qf］ylinimal　gelation　dose　of

　　　　I．PS　treated　with　various　conditions　of

　　　　heating

　　　　（　）：conc．　of　LPS

LPS　was　added　into　heating　and　noheating　solutiQn
at　the　final　conc．　of　10－1μg／m乙

Ileating　condition：at　l210　for　30　min．

［＝＝＝＝コno　heating，　匡＝＝コ　heatin9

Fig．3．　Inhibitory　ef驚ct　of　the　heated　glucosc

　　　　solution　in　the　Limulus　gelation　activity

　　　　QfLPS
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50％glucose

．LPS　was　added　into　each　solution　at　the　final　conc．

of　10－1μg／m乙

Heating　cQndition：at　l216　for　30　min．

〔コn・heating・匿コheadng・

Fig．2．　Decrcase　of　Limulus　gelation　activity　by

　　　　heating　of　LPS　in　various　glucose　sQlu－

　　　　tions

’菌器で，121『及び．100。加熱は加圧式湿熱滅菌器を用

いた．またブドウ糖注射液に対する加熱実験ではブド

ウ糖注射液，注射用生理食塩水及び蒸留水はそのまま，

．あるいはLPS添加後融封して，121。で処理した，

　4．UV吸収の測定：ブドウ糖注射液を加熱後，10

、「
?驍｢は20倍に希釈して測定した．

　5．Umulus　Test：カブトガニ血液成分は，　pre一

：gel（生化学工業製）を用い，常法に従いゲル化の度合

が＋1を示すLPS濃度を最小ゲル化濃度（Minima1

．gelation　dosβ，’M．，G．　D．）として表示した．用いた

エPSのM，　G。　D．は，10冒5μ9／mZであった．

　　　　　　　実験結果

ユ．各種加熱条件下におけるLPS水溶液のゲル化

10一”

雲5
葛
ご！4

霧

名

．養3

長

話2
篤
．碁

ξ1
‘

0

　　　　　　　　30　　60　　　　　120

　　　　　　　　　　Time（min）

Fig．4。　E旺6ct　of　heating　time　of　LPS　in　20％

　　　　glucose　solution　on　the　Llmulus　gelatlon

　　　　act1Vlty
　　　　LPS　was　added　into　20％glucose　solution

　　　　at　the丘na正。・nc．　of　lo－1μ91m’・

　　　　Q一一〇heating　a＆er　add三tion　of　LPS

　　　　●一●heating　bcfbre　add三tiQn　of　LPS

　　　　Heating　condition＝at　121。

　　　活性の変化

　加熱処理によるLPSのL．　T．におけるゲル化活性

の変化を検討するため，L．T．に対してネガティブの

注射用蒸留水にLPSを1000μ9及び10μ9／mZの濃

度に溶解し，100。，121。，180。及び2500で，15，30，

60，120及び180分加熱後直ちに常温「こ戻し，それぞれ

L．T，におけるゲル化活性を測定したところ，　Fig．1

に示す成績が得られた．

　すなわち，10μ9／n≧」濃度のLPSを250。，15分加熱

すると，加熱前の10－5μ9／mZ（M．　G．　D．）のゲル化活
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Fig，5．　Changes　of　UV　spcctra　of　glucose　solu．

　　　tions　heated　by　various　conditions

　　　　Heating　condition　l　at　121。　R）r　30，60

　　　　and　120　min　rcspectivel》㌦

性が，10μ9／m2（M．　G．　D．）に激減し，1000μ9／mZ濃

度の場合には，250。，30分加熱しても，なおゲル化活

性が＋1で残存することを認めた．しかし，10μg／m’

濃度では加熱時間の長くなるにつれてゲル化活性の減

少度は大きくなり，加熱温度の高くなるにつれてゲル

化活性の減少は一層著明であった．

　2．各種濃度のブドウ糖注射液に対する加熱処理の

　　　影響

　a）LPS添加後加熱のゲル化活性に及ぼす影響

　加熱処理によるゲル化活性の低下とブドウ糖濃度と

の関述を明らかにするために，ブドウ糖注射液（5，

20及び50％）にそれぞれLPSを最終濃度10¶1μg／m♂

になるように添加後，微生物及びそれらの轟素による

汚染物の1戎菌に汎用される，121。，30分の加熱による

ゲル化活性の変化を検討した．その成績をFig．2に

示した．

　すなわち，LPSを加えて加熱した試料は，いずれ

も対照に比べて著しいゲル化活性の低下が認められ，

活性の低下は糖濃度に依存していた．しかし，50％ブ

ドウ糖注射液においては，非加熱の対照群でもゲル化

活性の抑制が認められた．なおこれらの成績は注射液

製造4社の製品についてほぼ同様であった．

　b）ブドウ糖注射液加熱後，LPS添加のゲル化活

　　　性に及ぼす影響

　上述したゲル化活性の低下には，加熱による上PS

の失活のほかに，糖の分解生成物やそれに起因する

pHの低下の影饗も考えられる．これらの点を明らか

にするために，まず各種濃度のブドウ糖注射液を121。，

10暫’
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．箋3

茎
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乙

該　1

　　　　　0
　　　　　　　　30　　　　 60　　　　　　　　　　120

　　　　　　　　　Timc（mhg

Fig．6．　EHbct　of　pH　adjustmcnt　on　inhibitory

　　　　e飾ct・f　heated　20％gluc・se　s。luti・n　in

　　　　Limulus　gclation　activity　of■PS

　　　　LPS　was　addcd　into　20％glucose　solu弓

　　　　tion　at　the£nal　conc。　of　10－1μg／mム

　　　　pH　was　adjustcd　to　6．8　with　lN　NaOH．

　　　　○一〇pH　adjustment

　　　　●一〇pH　no　adjustment

　　　　Heating　condition＝at　121。負）r　30，60　and

　　　　120min　rcspectivcly．

30分加熱後直ちに常温に戻し，LPSを最終濃度10雪1

μg／mZになるよう添加し，ゲル活性に対する影響を検

討した結果をFig．3に示した．

　すなわち，蒸留水の場合は何らゲル化活性の低下は

認められないが，ブドウ糖濃度の増加に伴って，ゲル

化活性の低下が大きくなることを認めた．

　C）ゲル化活性の低下と加熱時間との関係

　次に，上に心したゲル化活性低下のtime　courseを

明らかにするために，20％ブドウ糖注射液を15，30，

60及び120分，121。で加熱し，■PSを加熱前あるい

は後に添加して同様の検討を行い，Fig．4に示した．

　すなわち，添加後加熱あるいは加熱後添加のいずれ

の揚合も，加熱時間の長くなるにつれて，ゲル化活性

の低下が大きくなるのを認めたが，LPS添加後加熱

の方が常にゲル化活性の低下の度合が大きかった．

　3．20％ブドウ糖注射液の加熱によるUV吸収スペ

　　　クトルの変化

　上述の実験に用いた加熱された20％ブドウ糖注射液

のUV吸収スペクトルを測定し，加熱時間とブドウ糖

分解産物の生成との関係を検討し，Fig．5に示した．

　すなわち20％ブドウ糖注射液を30，60及び120分，

121。で加熱し，同一チャートに乗るよう2，10及び20

倍に希釈し測定した結果を示した．各試料とも228及

び284nmに極大吸収を示す物質の生成と増大が認め
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Table　I． EHヒct　of　various　decomposltion　products　of　glucose　solution　by　heating　on

Limulus　gelation　activity

Sample5 Conc．
（mo1）

pH　of　　　＊pH
solution　　　adjustment

Minimal　gelation　do3e（μ91mの

10－3 10－4 10層5 10－6

5－HMF 10－3

10層2

10－2

4．6

3．8

6．8

十

十

十

十

十

十

十

±

十

Levulinic　acid 10－3

10冒2

10幽2

4．4

3．2

7．0

十

十

十

十

十

±

Formic　acid 10¶5

10層4

10－3

10－2

10冒4

10－3

10雪2

3．4

2．8

2．3

1，7

6．8

6．8

6．8

十

十

十

十

±

十

十

±

十

±

＊＊LPS　control 十 十 十

　LPS　was　added　into　each　solution　at　the丘nal　conc．　Qf　10－1μg／mJ　and　diluted　with　each　solution．

＊pH　was　adjusted　by　INNaOH

＊＊1。PS　control　was　diklted　by　saIine．

られ，対照の吸収と比べて加熱時間の増加とともに，

ブドウ糖分解産物の生成の割合が大きくなることを示

している．なおこの際に，加熱前と30，60及び120分

加熱後のpHを測定したところ，それぞれ，4．32±

0．16，3，90±0．09，3．78±0．07及び3．68±0．08（π＝

12）という値を示し，明らかにpHは低下しているこ

とを認めた．

　4．加熱後，pH調整された20％ブドウ糖注射液に

　　　添加されたLPSのゲル化活性

　そこで次に，20％ブドウ糖注射液を121。，30，60及

び120分加熱後，1N一水酸化ナトリウムでpHをLT．

の至適pHである6．8に調整し，　LPSを最終濃度10’1

μg／mZになるよう添加して，同様にゲル化活性の変

化を検討し，その結果をF三9．6に示した．

　すなわち，加熱後pH未調整の場合の成績はFig．4

と同様であるが，pH調整後LPSを添加した場合は，

30分加熱のものではゲル化活性は低下せず，120分加

熱のものでもpH未調整のものに比べて活性の低下は

わずかであった．この成績は，加熱後LPSを添加し

た場合のゲル化活性の低下が，大部分ブドウ糖注射液

のpHの低下に依存していることを示している．

　5。5－bydroxymetllyl　furfura1（5HMF），レプリ

　　　ン酸及びギ酸によるLPSのゲル化活性の阻害

　上述の実験で，60及び120分加熱において認められ

たゲル化活性の低下は，pH以外の要因としてブドウ

糖の加熱による分解産物によるのではないかと考えら

れることから，5HMF及びその分解生成物としての

レブリン酸及びギ酸によるLPSのゲル化活性の阻害

の程度について検討し，その成績をTable　1に示し

た．

　すなわち，5HMFは10－2Mでもゲル化活性を阻害

しないが，レブリン酸及びギ酸はそれぞれ10冒2及び

10層5Mで阻害を示した．しかし，　PHを6．8あるいは

7．0に調整すれば，両者とも10－2Mでわずかに反応

阻害を示すにとどまった．

考 察

　以上の結果から，Fig．1に示すようにLPSのL．　T．

におけるゲル化活性は，加納ら1）による発熱活性につ

いての報告と同様に，加熱温度と時間に依存して低下

することが明らかであった，又，ブドウ糖注射液に添

加されたLpsのゲル化活性は，　Fig．2に示すように

加熱処理により，ブドウ糖濃度の増加に対応して低下

した．一方，加熱によるブドウ糖の分解と反応生成物

の産生及びそれらによるpHの低下についてはよく知

られている4・5）．そこでブドウ糖液を加熱後，LPSを

加えたところ，Fig．3及び4に示したようなゲル化活

性の低下が認められた，
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　この成績と加熱しない50％注射液での活性の抑制と

を考え．合わせると，ブドウ糖注射液に添加されたLPS

の加熱によるゲル化活性の低下には，加熱によるLPS

自身の失活（Fig．1）のほかに，加熱による糖分解生

成物とそれらによるpHの低下が関与しているものと

推定された．

　岡田ら6）は，加熱ブドウ糖液のUV吸収スペクトル

で観察される228と28壬n・nの極大吸収は，3－deoxy・

91ucosoneと5HMFと推定している．　F19．5に示し

た228と284nmにおける極大吸収の増大は，これら

反応生成物が加熱処理により増加したことを示唆して

いる．岡田ら6）は更に5HMFが分解して生成される

酸性物質によりpHが著しく低下することを報告して

いる．今回の実験においても20％ブドウ糖注射液の加

熱後のpHは明らかに低下しており，pHを調整した

結果，ゲル化活性の低下はわずかであった（Hg．6）．

このことから加熱ブドウ糖注射液に添加したLPSの

ゲル化活性の低下は，大部分加熱によるブドウ糖の分

解に起囚するpHの低下によると考えられるが，なお

pH調整後もわずかながら活性の抑制が認められた．

このためブドウ糖の分解生成物による反応阻害につい

て検討したところ，Tablc　1に示したように，　pH調

整後はレブリン酸及びギ酸ともに10曹2Mで反応阻害

を示すにすぎなかった．したがって，ブドウ糖注射液

に添加されたLPSの加熱によるゲル化活性の低下は，

LPSの加熱による失活のほかに，　pHの低下が大きな

原因であるが，なお上記以外の分解生成物による反応

阻害についても今後更に検討の必要があろう．
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エuci蝕ase法による組織内ATPの定量

伊丹孝文・加納晴三郎

Detcrmination　of　ATP　in　tissue　sample　by丘reHy　luci琵rase　Iuminescence

Taka飴m量ITAMI　and　Sclzaburo　KA罵oH

　Aspcci丘。　and　rapid　mcthod　was　dcvelopcd丑）r　the　detcrmination　of　ATP　in　tisぎue　samplc．　The　mcthod

involvcs　pcrchloric　acid　cxtraction，　neutralization　by　sodium　phosphate　and　measurcment　of　biolumincs－

ccnce　with丘rdly　lucifそ〕rin－luc三琵rase　system。

　In　this　mcthod，　thc　prctrcatlncnt　was　simplificd　and　the　luminescence　by　luci驚rin・luci免rase　was　stabi11zed

by　adding　phosphatc　ion　of　h1gh　conccntration　hl　reactiQn　medium。

　Agood　Ilncarlty　bctwccn　ATP　conccntratioll　and　luminescent　iutensity　was　observed　ln　thc　range廿om

50to　3500μg／g，　and　thc　rccovcry　Qf　ATP　added　to　rat　liver　ranged　from　98　to　103％with　an　avcrage　of

about　lOlg6．

　III　addldon，1亡was　obscハ℃d　thユ亡tlssuc　was　storcd　in　drγ三cc・pc亡roleum　c山er　without　lo330f　ATP．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reccivcd　May　31，1982）

序

　Adenosine－5’一triph。sphate（ATP）は生体の主要な

エネルギーの伝達体であり，各種の細胞の活動に重要

な役割を演じている．したがって，細胞あるいは組織

のATPレベルはそれらの生理的活性度を理解する上

で重要な鍵となる1”3）．　　　・

　しかしながら，従来の組織のATP定量法4・5）は，

共存する他のNucleotide　triphosphateを同時に測定

し，10％以上の誤差を与える6・7）ことが報告されてい

る．また，分解酵素の共存のため複雑な前処理操作4・8＞

を必要とし，迅速な試料の処理が困難である上に試料

の保存方法も確立されていない．

　今回，著者らはATPに最も特異性が高いとされる
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　　　　　　　　　　　1uciferase
ATP　＋　Luciferin　－Adeny1－1uciferin　＋　Pyrophosphate
　　　　　　　　　　　　　M＋＋

・・。ny・一・。。・f，r・。ム…ny・一・xy…if・・…H、・・L・gh・

　　　　　　　　　　Chart　1．　Principle　of　Iuminesccnt　reaction

Luciferin－Luciferase系によるBioluminescence

（Chart　1）を利用した．　Strehlerの方法8）に検討を加え，

組織内ATPを簡単な操作で迅速に定量する方法を考

案すると共に保存方法についても検討した．

実験材料及び方法

　1．試薬

　FircHy　lantern（真空乾燥品，　FFT）及びATP（Di・

sodium，　Crystalline）はSigma社より購入した．そ

の他の試薬は特級を用いた．

　2．Luciferase溶液

　100mgのFFTに10mZのヒ酸緩衝液（0．1M，

pH　7．4）を加え，　PQtterのGlass　Ho【nogcnizerでホ

モジナイズする，次に遠心分離（3000rpm，10min　4。）

し，その上澄をろ過（東洋，No．5ろ紙）した．この

ろ液に50mgの無水硫酸マグネシウムを加えた後，

20mZの精製水及び10　m1のリン酸緩衝液（0．2M，

pH　7．4）で希釈した．

．リン酸イオンの影響を検討する実験には精製水のみ

で希釈した溶液を用いた．

　3．組織の前処理

　動物を断頭，観血し，直ちに組織を摘出し，ドライ

アイス・石油エーテル中で凍結した．

　凍結した組織を秤量し，10倍容の氷冷した8％過塩

酸溶液を加え，直ちにultra－turrax（TP18－lo，　Janke

＆Kunke1，　Staufen，　i．　B）でホモジナイズした．氷

冷下に15分放置し，遠心分離（3000rpm，　iOmin　4。）

した．上澄0．5mZに精製水10　mJを加え希釈した

後，氷冷下で中和量のリン酸三ナトリウム（0．2M）を

加えた．（あらかじめ8％過塩素酸溶液α455mZを

pH　7．4にするに必要なリン酸三ナトリウム液の量を

求めておく）。次に水で15．5mZに定容し，組織抽出

液とした．

　リン酸イオンの影響を検討する実験でば上記の中和

を水酸化ナトリウム溶液で行った，

　4．定量操作

　組織抽出液lm～をとり，Luclferase溶液2mJを

加え，螢光用セル内で反応させる．反応後30～180秒

内の一定時間に発光を測定した．組織中のATP濃度
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　　Timeafter　mixing　ATP　and　Luciferase（min）

Fig．1．　Time　course　of　luminesccnce　intensity

　　　in　variousρoncentration　of　phosphate

　　　　ion

は標準添加法により求めた．

　5．　発光量の測定

　日立螢光分光光度計MPF－2Aに高感度用セルボル

ダーを付属させ，分光せず全光量を測定した．

実　験　結　果

　1．　発光強度に及ぼすリン酸イオンの影響

　Luciferase溶液にATPを加えたときの発光強度の

経時変化はヒ酸又はリン酸イオンの存在下で抑制され

る8）ことが知られているが，その詳細については明確

でない．そこで，リン酸イオンが組織内に含まれてい

ることを考慮して，発光強度及びその経時変化に及ぼ

す反応中中のリン酸濃度の影響について検討したり

ATP溶液（1000μg／mJ）について，組織におけ，ると

同様な操作を行った後，種々のリン酸濃度下で反応さ

せFig．1に示す結果を得た．

　即ち，リン酸イオンが存在しない時には，反応開始

直後に強い発光を示すが以後急激に減少した．一方，

反応液中のリン酸濃度を増加するに従い発光強度は

抑制されたが発光減弱速度は緩やかとなった．特に

39mM以上では30秒以後の減弱速度はほぼ一定で30

秒後の発光強度に対して1分当たり13％以下と緩やか

であった．またリン酸イオンの存在で発光強度も抑制

されるが，生体組織内のATP濃度は充分高い7〕こと

から測定の障害にはならないと考えられた．そこで測
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定時間のずれ及び内因性リン酸による誤差を防ぐため

，反応液中のリン酸濃度を約40mMとした．即ち，

組織抽雌液の中和の成績を考慮し，Luciferase溶液

中のリン酸濃度は50mMとした．また測定は反応後

30～180秒内に行うこととした．

　2．ATP濃度と発光強度

　既知濃度のATP溶液を用いて測光を行いFig．2に

示す結果を得た．図に示されるように原点を通り

3500μg／mJまで直線性を示した．

　また，反応液にリン酸緩衝液を加え，リン酸濃度を

2mM上昇させた時も同様な直線を示した．このこと

から，2mMのリン酸濃度の上昇は測定に影響を及ぼ

さないことが明らかになった．

　3．組織の前処理法の検討

　組織からATPを抽出する従来の方法4・8）は，粉末

状の凍結組織片に粉末状の凍結過塩素酸溶液を加え，

錬結状態を保ちつつ磨砕混合した後，徐々に溶解させ

る方法である，

　本服の抽出法（実験方法の項）と上記の抽出法につ

いて同一個体のラット肝について測定したところ，

ATP濃度はそれぞれ870±15μ9／9（SE，η＝6）と885

±18μg／g＠＝6）であり有意な差は認めなかった．

　また，この酸抽出物の中和には，あらかじめ過塩素

酸量に対応するリン酸三ナトリウム溶液量を求め，そ

れを加える方法を採用した，そこでこの方法における，

組織の影響を知る口的で，ラットの肝，子宮及び胎盤

の抽出物について，上記の方法で中和し，pHを測定

したところ，いずれの場合もpHは7．4±0．1の範囲

内になり充分な精度で中和できることが明らかとなっ

た．

　4．定量の再現性及び回収率

　再現性の検討のため，ラット肝ホモジネートを凍結

　　　　0　　　　　　　2・1　　　　　　48　　　　　　72

　　　　　　Time　of　Freezing（hr）

Fig．3．　Change　of　rat　Iivcr　ATP　levels　in　two

　　　cond五tions

し，同一のプールについて6回の定量を行ったところ，

597±6．9μg／g（SE）でありSEは平均値の約1％と良

好な再現性を示した．

　また上記のホモジネート19に1μmo1のATPを

添加した時の回収率は98～103％であった．

　5．　ドライアイス・石油エーテル（CO2－PE）中にお

　　　ける組織内ATPの経時変化

　組織をCO2－PE（一80。）で凍結保存した時のATP

濃度の経時変化を知るため，7葉のラット肝について，

凍結直後，24時間及び72時間後にそれぞれの二葉の一

部を取りATP濃度を測定した．対照として，冷凍旗

（一25。）で保存した場合についても測定した．その結

果をFig．3に示した．

　即ち，対照群（一25。）ではATP濃度の低下が著し

く，3日後では21％に達した．しかし，実験群（一80。）

では低下が認められず，むしろ微増する傾向を示した．

　6．　屠殺方法の影響

　ATPは種々の酵素系に共役しており，摘出までの

操作を考慮する必要があると考えられる．そこで，関

係する酵素が多いと思われる肝を用いて検討した．

　250g前後の雄ラット3匹を一群として，それぞれ，

エーテル麻酔，頸惟脱臼及び断頭により屠殺し，肝の

ATP濃度を測定した．平均値とSEはそれぞれ700

±50，1090±144及び1028±125μg／gであり，断頭

による：方法が値が高く誤差も小さかった．

考 察

　エudferin－Luciferase法はATPに高い特異性をも

ち，操作が単純である特徴8）を有する．しかしながら

組織中のATPレベルの測定にはさまざまな困難があ

る．その第一は，反応速度を測定する方法であるため，

種々の共存物質8），特に組織内阻害物質の存在や測定

時間の影響s）を受けやすいこと．第2はATPが組織

内の多くの酵素の基質であり，更に自己分解も起こし

やすく，その保存が困難であることである．
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　今回著者らは，第1の点に関しては，反応を高濃度

のリン酸イオンの存在下で行うことにより改善をはか

った．即ち，リソ酸濃度を40mMとし，発光強度の

経時変化を抑制し，操作上の障害を除いた（Fig．1）．

この時，発光強度はリン酸の存在しない場合に比べ

1／2程度に低下した（Eg．1）が，組織中のATP濃度

は一般に100μ9／9以上と高く7），障害にはならなか

った．また，反応液中でのリソ酸濃度を2mM増加

させても発光強度に変化を認めなかったことは試料中

に1800mMのリン酸濃度まで許容されることを示し

ている。リン酸濃度は血清中で3～5mMである9，こ

とから，組織中のリソ酸濃度は充分許容範囲内にある

ものと推定される．このことは，肝ホモジネートに対

するATP添加回収実験で良好な成績を得たことから

も首肯される．

　第2点の保存の問題では，ドライアイス・石油エーテ

ル中に組織を保存することが可能であることが明らか

となった。この方法は抽出後中和し保存するStrehler

の方法8）に比べ，はるかに操作上有利である．しかし，

24時間で3％の測定値の増加を示す（Fig．3）ことか

ら，長期間の保存には，更に検討を要するものと思わ

れる．測定値の微増の原因については不明であるが，

水分の喪失と関係があるのかも知れない．

　これらの他，ホモジナイズに高速回転のUltra－tur・

raxを用い，また酸の中和に一定量のリン酸ナトリウ

ム溶液を用いることにより，より迅速な定量が可能に

なった．

　また，この定量法により求めたATP濃度は雄ラッ

ト肝で1028μ9（約2μmol）／9であったが，これは

他の研究者の測定値7）よりやや低い．しかし彼らの値

が他のNucleotide　triphosphateによる正誤差を10～

15％含んでいる6のことを考慮するとよく一致する．

　以上の結果より，本法は組織内ATPに特異性が高

くかつ迅速な定量法であると考えられる．
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妊娠ラット及び妊娠ウサギに対する浸透圧ミニポンプによる

　　　　　　　　　　内毒素の持続投与の影響

江馬　真・伊丹孝文・加納晴三郎

E価cts　of　Continuous　Administration　of　Endotoxln　by　Osmotic　Mlnipump

　　　on　Pregnant　Damsζnd　Hheir　OH忌pring　in　Rats　and　Rabbits．

Makoto　EMA，　Taka血mi　ITAMI　and　Seizaburo　KARolI

　Fetal　toxicitles　induccd　by　continuous　subcutaneous　administration　of　endotoxin（LPS）were　studied　in

Wistar　rats　and　Dutch　rabbits　by　using　the　osmotic　minipump．　The　osmotic　minlpump，can　deliver　the

pre丘11ed　solution　at　its　How　ratc　of　1μ11hr　fbr　170　hours，　The　minipump　prefilled　with　LPS　sQlutiQn

（lmg／mりor　sterile　saline　was五mplanted　subcutaneously　on　day　80f　pregnancy　in　rats　and　rabbits．　The

eHヒcts　o11琵tal　toxlcities　were　examined　at　day　200f　pregnancy　in　rats　and　day　29　in　rabbits．・Body　tem－

perature　of　prcgnant　rats　dccreased　a氏er　implantation　of　min量pump，　especially　at　l　and　24　hQurs　later　in

both　groups．　Incrcascd　body　temperature　of　pregnant　rabbits　was　observed　aRer　the　treatment　until　6

hours　later　but　not　at　24　hours　later　in■PS・treated　group．　No　matemal　toxiclties　including　death，　abortion

and　thc　dccreased　bgdy　weight　gain　wero　observed　hl　any　group　of　rats　and　rabbits．　There　were　ho　d笛

琵rences　in　fetal　and　placcntal　we三ghts　and　numbers　of　implantations，　resorptions　and　live免tuses　between

LPS－trcated　and　control　groups　of　both　species．　No　external　anomalies　in琵tuses　of　rats　and　rabbits　were

obscrvcd　in　both　groups．　Skeletal　and　internal　examinations　of琵tuses　revealcd　no　eHセcts　of　LPS　in　bqth

species．　From　these　rcsults，　it　is　concluded　that　continuous　administration　of　LPS　tQ　prcgnant　dams　induccd

no　fヒtal　toxicities　in　rats　and　rabbits．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

ま　え．が　き

　浸透圧ミニポンプはFig．1に示した如き構造をも

つものであり，これを体内に埋め込むと充填液が一定

の流速で体内に流出するように設計されたカプセルで

ある．したがって，薬液を持続的に体内に保持させて

その作用を観察するためには，手術による侵襲を除け

ば最適な方法であるといえる．

　Alzet⑪浸透圧ミニポンプはこの日的のために作ら

れた器具の一つであり，1μZ／hrの流速で170時間持

続的に作動するとされている．

　著者らは今回，ミニポンプに細菌内毒素（hpopoly・

saccharidel　LPS）を充填し，従来LPSを注射｛葦｝で

投与ナることのみによって，さまざまな立場から観察

されて来た反応系と，上述のように持続的にLPSを

投与した場合とにどのような差があるかを明らかにし

ょうと試みた．対象動物としてラット及びウサギ，特

に妊娠動物を用いて，細菌感染又はそれによるLPS

が妊娠母体とその胎仔にどのような影響を及ぼすかと

いう点を指標として実験を行い，奥味ある成績が得ら

れたので以下に報告する．

実験材料と方法

　1．使用動物

　wistarラット及びDutchウサギを使用した．室温

24±1。，温度55±5％に調整した動物室にて固型飼料

（ラット：日本農産工業ラボMR一スタンダード，ウ

サギ：オリエンタル酵母工業GC－4）と水道水を自由

に与えて飼育した．

　体重260－2909の成熟処女ラットを雄ラットと1

対1でク刻より同居させ，翌朝膣栓及び膣内に精子を

認めたものを交配成立とみなし，この日を妊娠0日と

定め以後個別ケージにて飼育した。

　生後25－30週の雌ウサギで外部生殖器の腫脹により

交配適期とみられるものを雄ウサギと同居させ，交尾

が規察され，膣内に精子の認められたものを交配成立

とみなし，この日を妊娠0日と定め以後個別ケージに

て飼育した．

　妊娠ラット及び妊娠ウサギの体重測定及び一般症状

の観察は毎日行った．

　2．　細菌内毒素（LPS）

　大腸菌UKT－B（阪大微研株）より常法Dにより．分
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離精製を行った．本LPSのウサギ（日本白色種）に

対する量小発熱量（0．6。上昇させる量）は0．01μg／

kg，五．　v．であった．

　3．LPSの投与
　工PSは1mg／m1の割に滅菌生理食塩水に溶解し，

Alzet⑪osmotic　minipump　model　l701（Alza　Corpo・

ration，　Palo　Alto，　California）に充填し，一方，対照

群として滅菌生理食塩水を充怪して，妊娠8日のラッ

トにエーテル麻酔下で，また，妊娠8日のウサギに無

麻酔下で背部皮下に埋設して薬液を持続的に皮下投与

した．

　ミニポンプはF19．1に示したように，長さ25mm，

直径6mmのカプセル状で，容量170μZの薬液リザ

ーパー，これを包むセルローズエステルからなる外官

メンブラン及び薬液排出用のフローモデレーターより

構成されている，ミニポンプは動物体内に埋め込まれ

ると，外筒メンブランを通して取り込んだ体内水分が

薬液リザーパーに水圧として作用し，リザーパー内の

薬液をフローモデレーターを通じて1μ／hrの一定の

流速で170時間にわたって動物体内に持続的に流出さ

せるように設計されている．

　4．　体温の測定

　ラットの直腸温の測定は互換形式H型テルモファイ

ナー（仁丹テルモ）によって行った．ミニポンプ埋設

前に15分毎に直腸温を5回測定し平均体温を平常体温

とし，ミニポンプを皮下に埋め込んだ後1時間毎に直

腸温を6時間まで測定し，24時間後に再び測定した．

　ウサギの直腸温はサーミスター式体温自動記録装置

（飯尾電気）により，手術前2時間から記録した．

　5．　妊娠末期の母体及び胎仔の観察

　ラットは妊娠20日に頸椎脱臼により，ウサギは妊娠

29日に耳静脈より空気を注入して屠殺した．母体を開

腹して着床数，吸収胚数及び胎仔の生死数などを記録

した．胎仔は摘出し体重測定，雌雄の判別，外表異常

の有無の観察を行った．なお，ウサギ胎仔の雌雄の判

ゴT。

　0

一〇．5

一1．0

一1．5

。LPS
o　SaHne（ControP

事 、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H

　　　O123456　24　　　　Hours　after　implantation　Qξminipump

Fig．2，　Body　temperature　of　pregnant　rats　given

　　　　■PS　by　osmotic　minlpump

　　　　LPs（1μ91μ／hr）Qr　saline（1μηhr）was

　　　　subcutaneously　administered　fbr　170

　　　　hours　by◎smotic　minipump　implanted

　　　　on　day　80f　pregnancy．　Each　point　with

　　　　vertical　bar　represents　mean±S・E・

　　　　＊Pく0．05

」TO

1．0

0．5

0
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＊

＊

＊

＊
＊
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら

　　012345624　　　　　Hours　after　lmplantation　of　minipump

Fig．3．　Body　temperature　of　pregnant　rabbits

　　　　given　LPS　by　osmotic　minipump

　　　　LPs（1μ9／μ／hr）・r　saline（1μ／hr）was

　　　　subcutaneously　administered　fbr　170

　　　　hours　by　osmotic　minipump　implanted

　　　　on　day　80f　pregnancy．　Eユch　point　wit　h

　　　　vertical　bar　rcprescnts　mean±S・E

　　　　＊p＜0．05

別は実体顕微鏡下にて内部生殖器の観察によって行っ

た．

　ラット胎仔は1腹の胎仔を2面して，約半数を

Bouin液に固定し，　Wilson2）法により内臓異常の有無

を調べた．残りの半数の胎仔は95％アルコールにて固

定し，Dawson3）法により透明骨格標本を作製し，骨

格異常の有無を調べた．

　ウサギ胎仔は全例について，脳，胸部内臓，肝，腎

及び生殖器などの異常の有無を調べた後，95％アルコ

ールに固定しラットと同様にして骨格異常の有無を調

べた．

　6．統計処理

　胎仔の体重，胎盤重量及び異常胎仔の出現頻度など

については1腹当たりの値を単位として順位和検定4）

又は∫検定を行った．
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Table　1．　Observations　of　dams　and免tuses　in　rats　given　LPS　by　osmQtic　minlpump

Treatmentα

LPS Saline（CQntro1）

No．　of　dalns

Body　wcight　galn（g，　M±S．D．）

No，。f　implants

　（M±S．D．）

No，　of　resorptions

No．　of　dead　fヒtuscs

No．　of　live色tuses（Male1Female）

　（M±S・D・）

Fetal　we玉ght（g，　M±S．D．）

　Male

　Female
Placental　weight（g，　M±S．D．）

　　4
　105±10

　　49
（12，3±1．5）

　　3

　　0
　　18／28

（11．5±1．0）

4．45±0．27

4．16±0，28

0．49±0．05

　　6
　110±8

　　70
（11、7±L6）

　　4
　　0
　　36／30

（11，0±1，7）

4．18±0．24

4．00±0．20

0．46±0．03

αLPS（1μg／μ1hr）or　saline（1μ／hr）was　sub¢utaneously　adminlstercd　fbr　170　hours

　by　osmotic　minipump　implanted　on　day　80f　prcgnancy．

Table　2． Externa1，　skcletal　and　internal　examination3　Qf　rat琵tuscs　l｝om　thc　dams

givcn　LPS　by　osmotic　minipump

Treatment¢

工PS Salinc（Contro1）

External　examinat三〇n

　Anomalics／Examincd飴tuses

Skeletai　cxaminat三〇n

　No．　of　fヒtuses　examincd

　Cervical　rib

　Shortened　13th　rib

　14th　rib

　Asymmetry　of　stcrncbrac

　No．　of　caudal　vertcbrae（M±S．D．）

Intcrnal　cxユmlnation

　No．　of琵tuses　cxamined

　Dilatation　of　renal　pelvis

0／46

　　25

　　1

　　2

　　0

　　0
5．54±0，37

21

1

0／66

　　36

　　0

　　0

　　1

　　1

5．17±0．51

30

0

“See　Table　1．

実　験　結　果

　1．　妊娠ラット及び胎仔への影響

　妊娠8日にLPS溶液を二二したミニポンプを皮下

に埋め込まれたラットの体温の変化をFig．2に示し

た．処置後1時間のLPS投与群の体温は対照群より

も有意に下降したほかは，両群とも同様な体温の変化

がみられた．

　両群のラットを妊娠20日に屠殺し，胎仔への影響を

検討した結果をTablc　1に示した．すなわち，母体

重増加，着床数，子宮内死亡率，生存胎仔の数及び体

重，胎盤垂虻にLPS投与群と対照群との間に差は認

められなかった．

　両群の生存胎仔の外表，骨格及び内臓検査の結果を

Table　2に示した．外表異常例はいずれの群にも観察

されず，骨格検査でも変異例が両群に散見されただけ

であり，化骨の進行度として両群の胎仔の尾椎骨数を

比較したが，差はみられなかった．また，内臓検査で

はLPS投与群に腎孟拡張が1例認められただけであ

った．
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Table　3． Observations◎f　dams　and驚tuses　in　rabbits　given　LPS　by　osmotic
　コ　　　　　コ

mエmpump

Treatmentα

LPS Saline（ContrQ1）

No．　of　dams

Body　weight　of　dams（g，　M±S．D．）

　　Day　O　ofpregllancy

　　Day　290f　pregnancy

　　Gain

No．　of　corpora　lutea

　　（M±S，D．）

No．　of　implants

　　（M±S．D．）

No．。f　resorptions

No．　ofdcad驚tuses

N・．of　live艶tuses（Male／Female）

　　（M±S．D．）

Fetal　weight（g，　M±S．D．）

　　Male

　　Female

Placental　weight（g，　M±S．D．）

5

1804±222

2056±150

252±104

　　　28

（5．6±1，1）

　　　20

（4．0±1。4）

　　　　3

　　　　0

　　　8／9

（3。4±1．7）

35．2±5．1

33．4±2．4

4。47±0，81

6

1805±153

2070±106

265±115

　　　37

（6．2±1．5）

　　　29

（4，8±2．6）

　　　　4

　　　　0

　　9／16

（4．2±2．6）

32．4±5．4

34．5±5．3

4．36±1．04r

σLPS（1μg／μ／hr）or　saline（1μ／hr）was　subcutaneously　administered　lbr　170　hours

　　by　osmotic　minipump　lmplantcd　Qn　day　80f　pregnancy．

Table　4． External，　skeletal　and　intemal　examinations　of　rabbit琵tuses仕om　the

dams　given　LPS　by　osmotic　minipump

Treatmentα

LPS Saline（Contro1）

EXternal　eXamillatiOn

　　Anomalies／Examined琵tし！ses

Skeletal　examination

　　NQ．　of艶tuses　examined

　　Fusion　of　sternebrae

　　l3th　rib

　　Extra　lumbar　vertebra

　　Bipartite　stemebrae

　　Asymmetry　of　sternebrae

　　No．　of　caudal　vertebrae（M±S．D．）

Internal　eXaminatiOn

　　Anomalies！Examined　fヒtuses

0／17

　　　　17

　　　　　1

　　　　13

　　　　　2

　　　　　4

　　　　　0

14．52±0．17

0／17

0／25

　　　　25

　　　　0

　　　　14

　　　　　1

　　　　　9

　　　　　1

14．94±0，55

0／25

αSee　Table　2．
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　2．妊娠ウサギ及び胎仔への影響

　妊娠8日にLPS溶液を充愼したミニポンプを背部

皮下に埋め込まれたウサギの体温の変化はFig．3に

示したように，工PS投与群で手術後1時間より体温

が上昇し始め，4時間では体温の上昇度は約1．1。と

なり，6時間まで体温の上昇がみられた．しかし，24

時間後では平常体温に回役していた．対照群では体温

の変化は認められなかった．

　LPS投与群及び対照群のウサギを妊娠29日に屠殺

し，胎仔への影響を検討した結果をTable　3に示し

た．母体重増加，黄体数，着床数，生存胎仔数，胎仔

体重，胎盤重旦などに両群の閻の差は認められなかっ

た．

　両群の生存胎仔の外表，骨楕及び内臓検査の結果を

Tablc　4に示した。外表異常はいずれの群にも認めら

れなかった，骨格検査では胸骨核の癒合がLPS投与

群に1例観察され，また，13肋骨と胸骨核の分葉が両

町に高頻度にみられ，そのほか辺源・腰椎，胸骨核の非

対称も規察されたが，これらのいずれの出現頻度にも

両群間の差はなかった．化骨進行度として両群の尾椎

骨数を比較したが，差は認められなかった．また，内

臓異常はいずれの群にも観察されなかった．

考 察

　妊娠ラットにLPSを持続的に皮下投与したときの

体温の変化はFig．2に示したように，全般的に下降

したが，対照群とほぼ同様の体温の変化がみられ，

LPSの持続投与による影響は認められなかった．　LPS

投与によるラット体温の変化に関しては相反する成績

が報告されている．すなわち，LPSの静脈又は腹腔

内投与により体温が下降したという報告5り9，もあるが，

また一方，体温が上昇したという報告1。曙12）もある．こ

れらの結果の不一致はラットにおける体温測定の困難

さを示すものと考えられる．今回の実験においてもラ

ットの体温は不安定であり，個体差も禦ぎかった．ま

た，手術の侵襲及びエーテル麻酔の体温への影響も無

視することはできない．LPS投与によるラット体温

の変化については，持続投与をも含めて更に検討を要

する問題である．

　一方，ウサギでは1・PS投与群で手術後1－6時間

に体温の上昇がみられたが，24時m後には平常体温｝こ

復していた（Fig．3）．　LPSを頻回投与されたウサギで

は発熱反応が低下し，耐性現象を示すことが知られて

おり13），今回の実験結果もLPSの持続投与による発

熱反応の耐性化を示唆している．

　ラットの妊娠12日に10μg／kg以上のLPSを1回

静注したとき著しい胎仔致死作用が認められ14），ウサ

ギでは妊娠中期以後に工PS　10μ9／kgを3日間連続皮

下投与したとき胎仔死亡の増加や胎仔体重の低下の傾

向がみられたこと15）が報告されている．一方，今回の

実験では，ラット及びウサギともに投与量は24μg／

body／dayであり，ラットでは85．1μ9／kg／day，ウサ

ギでは13．5μg／kg／dayに掘当するが，ラット及びウ

サギともに妊娠母体及び胎仔に対する毒性はみられな

かった（Tablc　1－4）．このような結果の相違は投与方

法又は投与量の差によるのかも知れない．しかしなが

ら，LPSの頻回投与により発熱反応のほか，致死作

用，白血球減少f乍用，Shwartzman現象惹起f乍用など

のLPSの種々の作用にも耐性現象の認められるこ

と16）が知られており，今回の実験では，妊娠8日から

LPSの持続投与を開始したためにLPSの胎仔への作

用が著明に発現する妊娠中期までに，母体又は胎仔に

LPSに対する耐性現象が生じて，　LPSの胎仔毒性が

発現しなかったものと考えられる．

　浸透圧ミニポンプは容量が小さく，充填液の溶解度

によって投与量が制限されるために，投与量の面から

は皮下投与法として用いるよりも，ミニポンプにカニ

ューレを取り付けて静脈内あるいは脳内に投与する方

法がより適しているのかも知れない．ミニポンプの利

点は長時間にわたって血中や組織内の薬物濃度を一定

に保たせ得ることであり，細菌感染の実験モデル動物

を作製することも可能である，

　細菌感染においては生体は長時間LPSにさらされ

るので，LPSの本質的な作用は持続投与によって解

明されるべきである．今後更に，LPSの妊娠動物に

対する作用以外の持続投与による影響についても検討

を進める予定である．

結 論

　Alze⑪浸透圧ミニポンプは1μZ／hrの流速で170

時間にわたって持続的に薬液を動物体内に流出するよ

うに設計されたものである。LPS溶液（lmg／mZ）を

充填したミニポンプを妊娠80のラット及びウサギの

皮下に埋め込み，LPSを持続的に皮下投与して妊娠

母体及び胎仔への影響；1について検討し，以下の成績を

得た．

　1）　工PS投与群の妊娠ラットの体温は下降したが，

対照群でもほぼ同様の体温の変化がみられた．

　2）　LPS投与群の妊娠ウサギの体温はミニポンプ

埋設後6時間まで上昇したが，24時間後には平常体温

に復した．

　3）■PS投与群のラット及びウサギともに母体の
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死亡及び流産はみられず，妊娠中の母体重の増加にも

投与による影響は認められなかった．妊娠末期に母体

を屠殺して胎仔への影響を検討したところ，ラット及

びウサギともに吸収胚数，生存胎仔数，胎仔体重及び

胎盤重量にLPS投与群と対照群との聞の差は認めら

れず，いずれの群にも外表異常胎仔は観察されなかっ

た．胎仔の骨格及び内臓検査でもラット及びウサギと

もにLPS投与による影響はみられなかった．
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ノート Notes

1一フェニルアゾー2一ナフトール類の13C－NMRスペクトル

　　　　　　　　　　　による構造解析

宮原　誠

Structure　Chemistry　of　l－Phenylazo－2・naphthols

－A13C－Nucler　Magnet1c　Resonance　Study

Makoto　MwAHARA

　Carbon・13magnetic　resonance　spectra　ofsevera11－phenylazo－2．naphthols　in　chlorQfbrm一ξI　were　observed．

Substitution　ef琵cts　on　the　chemical　shins　were　exam五ned．　The　signals　due　to　naphthalene　ring　sho、v　good

correlation　withσ。p　andσ。p．　While　the　signals　due　to　benzene　ring　show　good　correlation　withσ。R　and

σ。q．　Solvent　eHセcts　on　the　chemical　sh1fts　of　1－phenylazo－2－naphthols　in　thc　mixtures　of　acetlc　acid　and

chlorofbrm－dl　were　also　examined．　No　remarkable　eHセct　was　obscrvcd．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

ま　え　が　き

　区報Dにおいて1一フェニルアゾー2一ナフトール類の

ジメチルスルホキシド（DMSO）中での可視吸収スペ

クトル，赤外吸収スペクトル，及び1H－NMRスペク

トルについて検討しそれぞれのスペクトルデータに対

する置換基効果，並びに互変異性との関連性について

報告した．

　1一フェニルアゾー2一ナフトール類は，Fig．1に示す

互変異性を有しその平衡はフニニル面上の置換基効果

を受けることが報告されている2）．更にこの平衡は溶

媒効果を受けて変化するので，この性質を利用して，

アゾ／ヒドラゾ型の比率を計算する試みがなされてい

る3）．

　今回，1一フェニルアゾー2一ナフトール類の13C－NMR

スペクトルについてその帰属を行ない，各共鳴シグナ

ルに対するフェニル基上の置換基による影響について

検討したので報告する．

　　　　　　7　6

　　　（1）　　　　　　　　　　　（2）
　　Azo　fbrm　　　　　　　　　　Hydrazo｛brm

Fig．　L　Tautomerism　of　l－Phenylazo－2－naphthols

実 験

　試料：既報のとおり合成し1）たものを用いて，同様

に測定用試料を調整した．濃度は約0．5mmol／2　mJ

で，市販の重クロロホルムをそのまま用いた．なお，

化学シフトに対する濃度効果は，0．5～025mmo1／2

m’の範囲でみられなかった．

　13C－NMRの測定条件：JEOL－Fx200を50．1MHz

で運用した．測定周波数範囲，200ppm；サンプリン

グポイント，16K；パルス角，45。；積算回数約5000

回；測定温度，室温；フィルターの幅，5000Hz；デ

ジタル分解能，0．Ol　ppm．

結果・考察

1．1－7エニルアゾー2一ナフトール類の13C－NMR

　スペクトル

1一（4一クロロフニニルアゾ）一2一ナフトールのプロト

1

200 150 100 50 0

ppm

Fig．2．　Widc－band　IH　decoupled　13C－NMR

　　　spcctrum　of　1一（4－chlorophenylazQ）●2・

　　　naphthol
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Table　L　13G　Chemical　Shifts　of　1－Phenylazo－2－naphthols　1（Naphthalcne　Ring）

R 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

CH30　　133．32

CH3　　　133．62

H　　　　133．66

F　　　　133．42

Cl　　　　133．18

GN　　　133。18

NO2　　　　－a）

161．40　　121．40

167，87　　　121．70

171．38　　121，80

165．87　　121．67

170．09　　　121．82

178．55　　　122．33

188．74　　　122．55

136。66

138．68

139．85

138。63

139．94

142．86

143．32

124．70

125．30

125．69

125．33

125。88

127．22

127．54

122．16　　　128．27

123．89　　　128．56

124．フ0　　　128．83

123．21　　　128．63

124．25　　　128．94

126．03　　　129．05

126．27　　　129．14

128．10　　　126．30

128．49　　　128．12

128．58　　　128．15

128．53　　　128．24

128．70　　　128．31

129．61　　128．56

129．75　　　　－a）

129．53

129．87

130．16

129．9｝

130．33

131．58

　＿a）

a）not　observed　in　our　experimcntal　conditioas

Table　2．　Correlation　CoefHcients　of　SCSa，　withσp＋andσp。（Naphthalcne　Ring）

parametcrb》 2 3 4 5 6 7 8 9 10

　十σP

σoP

0．9296　　0．9175　　0．9849　　0．9744　　0．9519　　0．9781　　0．9637　　0．8452　　0，9335

0．8950　　　0．9370　　　0．9280　　　0．9585　　　0。8453　　　0．8831　　0．9538　　　0．6353　　　0．9279

a）substituent－induccd　13G－chcmical　shift

b）see　ref1）．

ン完全デカップルスペクトルを1つの例としてFig．2

に示す．フェニル基及びナフタレン環由来のシグナル

が，低磁場領域に観測された．

　各共鳴シグナルの帰属の結果をTable　lに示す．

これらの帰属は，シグナルの吸収位置と強度「化学シ

フトの加胆性の経験則」，他のナフタレン環をもつ化

合物についての共鳴シグナルの帰属と矛盾しない4）．

　2．各共鳴シグナルに対する置換基効果

　前報1）で，可視吸収スペクトルのデータと各種置換

基定数との相関性について検討したが，今回，同様に

13C－NMRスペクトルについておこなった．ナフタレ

ン環の各共鳴シグナルについては，前報でとり上げた

十種の置換基定数＊のうち，良い相関が見られたのは，

σp。 ﾆσp＋で他のパラメータについては有意な相関が

認められなかった．上記二鍾の置換基パラメーターと

ナフタレン環の各共鳴シグナルとの相関係数をTable

2に示す．

　いずれの共鳴シグナルとも，二種のパラメーターと

＊注：σp＝Hammett’s　constant　for　pare　substitu．

　donlσp。：normal　subsitiution　constant　for　para

　substitution；　σP＋：　electrophillc　substituent　con．

　stant；σ1：Taffs　inductivc　parameterer；　σR。：

　Taft’s　normal　rcsonance　parameねr；　σR：Taft’s

　rcsonance　parameter；σR：Tafビs　rcsonance　par・

　amctcr　for　parユsubstitution；X：clcctrQncgativ一

　二ty　of　sub3titucat；　σπ：Yukawa－Tsuロ。●s　reson・

　ance　paramctcr；σi：Yukawa－Tsunogs　inductive

　Paramctcr．教値は文｛；llこ1のTable　2を参照．

良い相関関係がみられ，フェニル基の4位の置換基効

果がナフタレン環全体に及んでいることが判明した．

その置換基をメトオキシ基からニトロ基へと変えると

き，その化学シフトが最も大きく変化する位置はナフ

タレン環の2位と4位で，それぞれ，27及び7ppm

の変化である．これは，Fig．！に示す平衡の位置が置

換基によって異なり，二つの異性体の比率が変化する

ためという，ナフタレン環自身の構造的な変化に起科

するのか，あるいは，フェニルアゾ基としての置換基

効果のいずれか，あるいは両方が原因と考えられる．

ナフタレン環の他の位置（3，5，6，7，8，9，10位）

の炭素の共鳴シグナルについては，置換基効果は2－3

ppm以内であったが，σp。やσp＋に対して非常に良

い相関係数を示すことから，わずかながらフェニル基

のパラ位置換気の影響を受けていると思われる．また

1位の炭素については，ほぼ一定で，その化学シフト

の変化は実験誤差と同程度であった．

　以上のようにBC－NMRスペクトルにおいても，

フェニル基上の置換基によりナフタレン環そのものも

置換墓効果を受けるが，この効果の影響は，前報で報

告した可視吸収スペクトルのデータに与えるような大

きなものではない．

　次にフェニル悲上の置換韮を種々導入した場合のべ

ソゼン環の炭素の各共鳴シグナルに対する置換基効果

を検討した．各共鳴シグナルに対する帰属は「化学シ

フトに対する加成性の経験則」を用いて行い，その結

果をTab！e　3に示す．
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　フェニル基の1’位の炭素の共鳴シグナルに対して

は，前回で報告した1H－NMRスペクトルでの活性プ

ロトンに対する置換基効果と同様に，σR。，及びσR＋

との高い相関係数（σR。に対して，r＝0．9301，σR＋に

対してはr＝0．9066）が得られた．しかしながら，他

の位置の炭素の共鳴シグナルに対しては，いずれの置

換基パラメーターとも有意な相関は得られなかった．

　このように，ナフタレン環とベンゼン環とでは，そ

の置換基効果の受け方が異なり，前者ではσp。やσp＋，

．後者ではσR。やσR＋との問に良い相関関係を示す．

このことは，ナフタレン環はフエニル基の4’位の置

換基効果を直接ではなく間接的に受けており，いいか

えれば，ナフタレン環の炭素の共鳴シグナルはフェニ

ルアゾ基（実際には，大部分フェニルヒドラゾ基とし

て存在すると考えられるが習慣上ここではフェニルア

ゾ基と呼ぶ．）の電子供与性の変化によって影響される

のではなくて，むしろアゾーヒドラゾの平衡の変化に

．よっていることを示すものである．このことは，可視

吸収スペクトルの吸収極大波長がσp。やσp＋と高い

相関をもつこと，及び，ナフタレン環の2位の炭素の

化学シフトと吸収極大波長（えm、x480－510nm）との間

に良い相関関係（r＝0．9465）があることからも支持さ

．れる．

　しかしながら，フェニルアゾ基の直接的な電子的な

影響をまったくナフタレン環は受けていないわけでは

．ない．

Table　3．13G　Chemical　Shlf㌃s　of　1－phenylazo－2－

　　　　naphthols　2（Phenyl　Ring）

R 1 2 3 4

　1一フェニルアゾー2一ナフトール類のなかで，すべて

の分子がヒドラゾ型をとっているものがあるとすれば，

その2位の炭素の化学シフトの位置は1，2一ナフトキ

ノンのそれ（180．125ppm）に近いと考えられる．し

かも，フェニルアゾ基の影響がまったくないとすれば，

その仮想の1一フェニルアゾー2一ナフトールの2位の炭

素の共鳴シグナルは，1，2一ナフトキノンの2位のシグ

ナルより低磁場に観測されることはないと考えられる．

　しかしながら，実際には1一（4一ニトロフェニルアゾ）

一2一ナフトールの2位の共鳴シグナルは188．74ppm

で，約8ppmだけ1，2一ナフトキノソより低磁場に観

測された．これは，4一ニトロフェニルアゾ基（4一ニト

ロフェニルヒドラゾ基）の電子的影響と考えられる．

　また，活性プロトンの化学シフトと13C－NMRでの

フェニル基上の1’位の炭素との間にも，比較的良い相

関がみられる（r＝0．8269）ことからも，よりフェニル

聖上の置換基効果を受けやすいヒドラゾ型の構造寄与

が大きいと考えられる．

　3．　溶媒効果について

　重クロロホルムと酢酸を用い，その混合比を変えて，

13C－NMRスペクトルを測定した，その結果をTable

4に示す．

　このような溶媒効果はナフタレン環の2位炭素がも

っとも大きく受けたが，その他の共鳴シグナルはほと

んど影響を受けていない．このように，極性官能基の

ついた炭素について（すなわち2位の炭素），溶媒の極

性の変化につれて，連続的な化学シフトの変化がみら

れないのは，酸濃度の変化により，プロトネーショソ

がおきてくるためと考えられるが，さらに検討が必要

である．

CH30　141，81　　121．99

CH3　　143．91　　119，32

H　　　　　l45．12　　　118．75

F144．17121，27
CI　　　l44．17　　120．07

CN　　　146．63　　117．39

NO2　　　148．09　　　　125．71

114．77　　　　160，64

130．19　　　138．41

129．58　　　　127．49

116．53　　　　162。52

129．80　　　　133．50

133．72　　　118．00

116，71　　　143．42

結 論

　1一フェニルアゾー2一ナフトール類の13C－NMRスペ

クトルはF三g．1に示す互変異性体の混合物であるの

で，その共鳴シグナルの位置はそれら二つの異性体の

共鳴シグナルの重心に観測される，1一フェニルアゾー2

一ナフトール類に対するフェニル基上の置換基効果は，

Table　4．　Solvent　e僑cts　on　the　13C　Chemical　Shi伽of　I－Phenylazo－2－nap歴hols

・CH3COOH：CDCI3
　　　　　　（％）
　　　　　　　　　　1

Naphthalene　Ring Phenyl　Ring

2 3 4 5 6 7 8 9 10　　　　1’　　　2’　　　　3’　　　4’

0　：　100　　　　133．65　　　ユ71．28　　　121．79　　　139．84　　　ユ25．5臼

20：　80　　　133．3ユ　　ユ72。72　　121．27　　140．83　　ユ2548

50：　50　　ユ33．38　172．77　121．39　140．83　125．55

80：　20　　　133．24　1π．89　12ユ，22　140．80　125．43

124．69

124．29

124．43

124．26

128．83　　128．58　　128．14

128．蛋0　　128．71　　127．84

128．47　　128．79　　127＿89

128．35　　128．6ア　　12r阜77

130．16

129．69

129．78

129．59

145r12　　118．75　　129．53　　12『．49

143＿89　　　118＿13　　　129＿2r　　　12r＿13

143．9r　　118．21　　129，35　　12r・21

143，『5　　118．0些　　ユ29．58　　12『，06
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その互変異性体のアゾ／ヒドラゾ比を変化させる，主

としてこれに起囚して，ナフタレン環の13C－NMR

スペクトルの共鳴シグナルはシフトをおこしている．

その一方で，フェニル基由来の共鳴シグナルは直接的

な置換基効果を受けており，互変異性に伴う影響はほ

とんどないと考えられる．

　謝辞：本研究に際し，御指導下さった中舘正弘室長

に感謝する．
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ワルファリンカリウム錠の自動含量均一性試験

柴崎利雄・妹尾真砂子・江島　昭

Automated　Contcnt　Uni｛brmity　Test　of　War飴rin　Potassium　Tablets

Toshio　SHIBAzAKI，　Masako　S酬oo　and　Aklra　EJIMA

　An　automated　content　uni負）rmity　test　of　warfarin　potassium　tablets　has　becn　carricd　using　solid－prep－

samplcr，　peristaltic　pump，　and　UV－spectrophotometer．

　One　wa漁rill　potassium　tablet　and　100　mJ　of　O．OI　AI　sodium　bicarbonate　solution　was　added　into　the

vessel　of　solid－prep－sampler，　and　war血rin　was　extracted　with　shatterrlng，　automatica11y．　The　extract　was

carried　to　UV－spectrophotometer　cell　f｝om　well　with　pcristaltic　pump，　and　the　absorbance　was　determined

at　308　nm．

　In　the　test　of　the　tablets，　avcrage　value　of　the　content　and　its　CV　were　103．8％and　1．4％，　respcctivcly．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　固形製剤（錠剤）の含量均一性試験法はすでに米国

薬局方，英国薬局方にあるが，第十改正日本薬局方に

も新設された．これにともない個々の製剤中の成分含

量に関してより注目されるようになった．この試験に

は少なくとも同一ロットの10個の試料の個々の成分を

定量するため，労力と時間の省力化が望まれている．

著者はこのような見地から，Technicon　Instruments

社製の固体試料溶解装置，比例定量ポンプ，紫外分光

光度計を組合せて含：量均一性試験の自動化を検討した．

試料として選んだワルファリンカリウム錠は米国薬局

方XIX，　XX，第十改正日本薬局方に含量均一性試験

が規定されている．

　　　　　　　　1試薬及び装置

　1．試薬

　ワルファリンカリウム：日本薬局方適品（含量，99．7

％）．ワルファリンカリウム錠：日本薬局方適品（1mg

Table　1．　Condlt五〇ns　ofautomated　content　unilbrmity　tcst　lbr　war魚rin　potassium　tablet

1。Programmer　of　sol三d－prep－sampler（SPS・II）

　　　Frequcncy　of　analysis

　　　Homogcniz三ng　speed

　　　HQmogenizing　time

　　　SthTing　speed　after　hQmogenation

　　　Sample　aspirating　time

　　　Flush

2．Diluent

3．Diagram　of　peristatic　pump

4．UV－spectrophotometer

15times／hour

6500rpm
135seconds

200rpm
40seconds

O．01MNaHCO3　solution，100　mJ×2

0．01MNaHCO3　solution，100　m！

Fig．1．

set　at　308　nm
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（1．2｝　　　　　　　　　Air

i2．5）

@　　　　　　　　0．01M　NaHCO3　　SPS
（0．42）　　　　　　　　　A｛r

Waste

（2．0）

一　　曽　一　一　9　一　一

撃戟@　　　　　　　　　（0．42）

，　Waste 「

Lr一の喝。一一一

Waste
（1．2）

　　　　＝

　　　　置A置r

　　　oJ
B掌　1
一一．一」

（7cm／min）

（032）

Waste （0．8）

（0．42）

D嘩
　　　　　　　　　　　　（0．6》

’Fig．1。　Diagram　R）r　automated　content　un三lbrmity　test　R）r　war魚rin

　　　potassium　tablct

B＊：0．03％Polyoxyethylene（23）laurylether・0．02　M　Na2CO3

D＊＝UV－Spectrophotometcr（at　308　nm）

一Tygon　tube

一一
oolyethylene　tube（i．d．0．8　mm）

（）Flow－v。1ume（mηmln）

素錠，エーザイKK製）．

　その他は試薬特級品を使用した．

　2．装置

　固体試料溶解装置：Tcchnicon　SPS一口形．ポンプ：

Technicon比例定量ポンプ皿形．検出器：Technicon

UV一分光光度計．記録計（以上，　Technicon　Instru・

mellts　社製）

　　　　　　　　II分　析　法

　1．標準液

　ワルファリンカリウム（以下，WK）を105。で3時

間乾燥し，その約100mgを精密に量り，0・01　M炭

酸ナトリウム液5mJ及び水を加えて溶かし100　mZ

とする．この液を正確に水で5倍にうすめて，標準液

とする．

　2．操作条件

　Table　l及びF19．1に示したように装置を連結，

調整し，約20分間，WKを用いず空作動させたのち，

SPS』の試料カップに標準液5mZを加えて作動さ

せ，記録紙上のピーク高さが約70目盛（16cm）になる

ように検出器の感度を調整する．次に再び空試験を行

いWKの検出される位置にピークが認められないこ

とを確めたのち，試料カップにWK錠，標準液5。Om彦，

値2。
£

8
護

ロ

9
§

鉢10
言

釜

茗

§

竃　o

、7＝16．47X十〇．02

r＝0．99998

’
’

’

／

／
／

，

　　　　　　　0．4　　　　　　　　　 0．8　　　　1．0　　　　ユ．2

　　　Amount　of　warfarin　potassium（mg／100　mJ）噛

Fig．2。　Calibrat三〇n　curve　fbr　warfhrin　potassium

WK錠1ケつつ10ケ，標準液5．　O　mZをこの順序に加

えて作動させ，含量均一性試験を行う．

　WK（ClgH15KO4）の量（mg）コ標準品の量（mg）

　　　　　　試料から得たピーク高さ（cm）
　　X　　　2つの標準液から得たピーク高さ（cm）の平均

　　×　1

　　　100

　初めのピークは用いない．

　　　　　　　III定量条件の検討

　Table　1。及びFig．1にしたがい，次の諸条件を検
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Table　2．　Results　of　content　unifbrmity　test　ofwar｛arin　potassium　tablets（1　mg）

We三ght　of　l　tablet（g） Rccorder　response（cm） Results　（％）

0．2507

0．2528

0，2483

0．2541

0。2489

0．2521

0．2508

0．2530

0．2567

0．2544

17．6

17．6

16．9

17．4

17．O

I7．5

17．6

17．6

17．6

17．4

104．7

105．0

100．8

103．5

101．4

104．1

105．0

105．1

104．7

103．7

Mean
C．V．（％）

0．2522

0．97

103．8

　1．4

討した．

　1．　試料溶解液及び吸光度測定条件

　溶解液は，WKが水田はアルカリ性水溶液に極め

て溶けやすいことから，0．01M炭酸水素ナトリウム

液100mZを使用することとした．

　吸光度の測定条件は，WKのアルカリ性水溶液中

の吸収極大波長308nmを選んだ．この波長における

比吸光度E箆皿は400（pH　10），408（pH　12）であった．

この結果から，Flg．1に示すように，　UV分光光度計

の手前で0．02M炭酸ナトリウ液を追加することとし

た．

　2．　錠剤の粉砕溶解強度

　操作条件に従がい，SPS』の粉砕翼の回転数1900，

3900，4700及び6500（r，P，m）で2分間，錠剤を粉砕

し，WKを溶解させたところ，記録紙上のそれぞれ

のピーク高さは，16．40，16。45，16．40及び16．45cm

であった．何れの回転数においてもWKIは水溶液中

に十分に溶解されるものと考えられる．

　3．検量線

　WKの80，160，200及び240　PPmの水溶液のぞ

れそれを5．Om！を試料カップにとり，溶解液の量を

95mZとし，検量線を作成した．その結果は，　Fig。2

に示すように，回帰直線の相関係数プは0．99998，切

片ろは。．02（cm）で満足すべき結果であった．

　4．繰返し精度

　WKの200　PPm水溶液の各5．　O　m1を7ケの試料

カプセルにとり，検：量線の作成時の条件で操作したと

ころ，記録紙上のピークの高さは初めのピークを除い

ては，次のように同様な値が得られた．16．4（初回），

16．7，16．65，16．7，16．7，16．6，16．65（cm）．

　　　　　　IV　含量均一性試験の結果

　Table　2に示したように，このWK素錠の含量均

一性試験の結果は表示量に対する平均値103．8％，変

動係数L4％であった．

　　　　　　　　V　結　　　語

　Technicon　Instruments社製の固体試料溶解装置，

比例定：量ポンプ，紫外吸光光度計を連結し，ワルファ

リンカリウム錠の含：量均一性試験の自動分析を行った．

この結呆から，この装置は他の製剤の含量均一性試験

にも適用できるものと信ずる．
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酵素製剤の品質に関する研究（第3報）

市販プロメライン製剤の製剤学的検討

谷本　剛・福田秀男・川村次良

　　　　　Studies　on　the　Qμality　of　Enzyme　Preparat三〇ns（III）

Pharmaceut二cal　Studies　on　Commercially　Available　Bromelain　Preparation

Tsuyoshi　TAN蹴oTo，　Hideo　FuKuDA　and　Jiro　KAwAMuRA

　The　results　of　the　assay　fbr　bromelain　pQtency，　and　the　disintegration，　weight　variation　and　d量ssolution

tests　carried　out　on　commcrcia11y　available　bromelain　preparat孟ons（coatedεablet　27samples）wcre　de－

scribed．　When　samples　wcre　cxtracted　with　the　aqueous　solution　containing　30　mM　cystein　and　6　mM

EDTA（pH　4．5），　three　of　the　seven　samples　contained　less　bromelain　than　80％of　their　Iabeled　amounts．

However，　the　bromelain　potency　of　these　low　potent　preparations　was　increased　when　the　preparations

were　extracted　with　the　same　aqueous　solution　containing　O，4　M　NaCL　The　disintegration　test　fbr　enteric

coated　tablet　defined　in　J．P．　Ix　was　apPlicd衰）r　the　brQmelain　preparations，　and　these　preparadons　coln－

plied　with　the　criterion　of　the　dislntegration　test　in　J・P・　Although　the　wcight　variation　test　in　J・P・is　not

defined　fbr　any　coated　tablet，　th｛s　test　just　apPlied　tQ　the　bromelain　preparations負）r魚ct一章nding，　and　five

of　the　seven　samples　were　fbund　to　be　in　the　deviation　range　defined　fbr‘‘Tablet”in　J・P．　x・From　tlle

results　of　the　disintegration　and　dissolution　tcsts，　it　was　presumed　that　the　maximum　dissolution　t三me　fbr

bromelain　preparation　may　be　correlated　to　the　average　dis五ntegration　time　fbr　the　preparation．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　我々は市販されている酵素製剤の製剤学的品質に関

しての検討を行っている．現在までに塩化リゾチーム

製剤D，ブロメライン製剤2》，キモトリプシン製剤3）及

びトリプシン製剤3）についての検討を行い，その結果

はすでに報告している．プロメライソ製剤に関しては，

前回（昭和53年度）の検討において不適品に相当する

製剤が多く払い出されているので，今回，再度プロメ

ライン製剤を検討の対象品目に選定し，その製剤学的

品質についての検討を行った．

実　験　方　法

　1．　試料・試薬・試液

　i）試料＝今回入手したブロメライン製剤（7種類）

はすべて単味の製剤であり，糖衣を施した腸溶性の錠

剤であった，

　ii）酵素希釈液：塩酸システイン5．279及びエチレ

ンジアミン四酢酸ニナトリウム2．23gを水に溶かし，

1N水酸化ナトリウム試液を用いてpHを4．5に調

整した後，水を加えて全量を1000m♂とする．用時製

する．

　田）基質液：ハンマースチン法による精製カゼイン

0．69を0．05Mリン酸一水素ナトリウム液80　mZに

溶かし，1N塩酸でpH　7．0に調整し，水を加えて

100mZとする．用時製する．

　iv）沈殿試薬：0」1Mトリクロル酢酸，0．22　M酢

酸ナトリウム及び0．33M酢酸を含む液を製する．

　v）チロジン標準品：日本薬局方標準品チロジンを

用いる．

　vi）第1液及び第2液：第9日本薬局方一般試験法

33，崩壊試験法の項に従って調製する．

　2．　重量偏差試験

　日本薬局方一般試験法20．重量偏差試験法，錠剤の

項に準じて試験した．

　3．崩壊試験

　日本薬局方一般試験法36。崩壊試験法（6）腸溶性の

製剤（i）穎粒剤及び頴粒状の形で充てんしたカプセル

剤以外の製剤の項に従って試験する．

　4．溶出試験

　日本薬局方一般試験法44，溶出試験法の第1法（回

転バスケット法）によって試験した．試験液には0．2

mMテトラチオン酸ナトリウムを含む第2液を用い

た．液の温度は37±α5。に保ち，試料4個をとり，

バスケットに入れ，連結盤にはめ込んだ後，試験器を

37±0．5。に調節した容器中の試験液に浸し，直ちに
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100rpmで回転を始める，回転開始後，15分閾隔で溶

出液の10mZを採取する．溶出液を採取すると直ちに

採取した量と同旦の試験液を加える，採取した溶出液

は遠心分離し，その上澄液9m♂に300　mM塩酸シ

ステイン及び60mM　EDTAを含む水溶液ImJを
加え，30分間放置した後，プロメライソの力価を5．

力価試験，ii）操作法に準じて測定する．

　5．＝力価試験

　i）試料溶液の調製

　A法：試料20個をとり，水で糖衣層などの皮膜を洗

い落し，水分をろ紙で除き，乳鉢に入れ，酵素希釈液

2mJを加えてすりつぶし，粥状とした後，メスフラ

スコに移す．乳鉢は酵素希釈液100mZを用いてよく

洗い，洗液はメスフラスコに合わせ，更に酵素希釈液

を加えて正確に200mZとする．この液を遠心分離し，

得られた上澄液を試料抽出液とする．試料抽出液の適

量を正確に量り，酵素希釈液を加えて1mZ中に30～

50プロメライソ単位を含む液を調製し，試料溶液とす

る．

　B法：A法における遠心分離の操作を省略し，均一

に懸濁した液の適量：を正確に：量り，以下A法と同様に

操作する．

　C法：酵素希釈液の代りに0．4M塩化ナトリウム

を含む酵素希釈液を用いてA法と同様に操作する．

　ii）操作法

　試料溶液1mZを正確に量り，試験管に入れ，37±

0．5。に5分間保つ．別に37±0．5。に予温した基質液

5mJを試験管中の試料溶液に速やかに加え，酵素反

応を開始する．正確に10分間経過後，沈殿試薬5m！

を加え，よく振り混ぜ，37±0，5。に40分間放置した

後，定量用ろ紙を用いてろ過する．ろ液につき2時問

以内に波長275nmにおける吸光度誠を水を対照とし

て測定する．別に試料溶液1mZに沈殿試薬5mZを

加えた後，基質液5mJを加えて，以下同様に操作し，

吸光度4。を測定する．別にチロジン標準品を精密に

：量り，0．IN塩酸に溶かし，そのlmZ中にチロジン

50，0μgを含む液を調製し，その吸光度爽を水を対

照として測定する．

　プロメライン力価（単位／錠）

　　　濯一40　　　11　試料抽出液の希釈倍数×200
　　＝一⊃i石一x50×拓x　　20

　ただし，1ブロメライン単位は上記反応条件で1分

間にチロジン1μgに相当する生成物を与える酵素量

である，

結果と考察

　1．　重量偏差試験

　今回試験したプロメライン製剤は腸溶性の錠剤であ

り，しかも糖衣を施したものであった．日局には腸溶

性皮膜や糖衣などの剤皮を施した製剤についての重量

Table　1．　Results　of　the　wcight　variation　tcst長）r　commercially　available

　　　　bromclain　preparations

Sampl　e
number

Average
weight

（mg）

Range　of　weight
　　（mg）

Number　of　tablet　　　　　　　　　　★

having　the　deviation　　　　C．V●

of　more　than　109　7．5
0r　5瓢

1

（1）

2

（2）

3
（3）

4
（4）

5
（5）

6
（6）

7
（7）

197．9
125．1

254．1

145．8

404．6
218．3

205．9

110．7

211．6

114．4

302．1

172．2

316．8

172．6

219。0　～　174．5

129●3　～　120pO

263．3　～245。5

148．3～142，3

420．5　旬378．8
224．6　陶　210●2

219．2　噌195．3
113．8　卿　108．2

230．7　陶　199．9

120．5～109．6

318。9殉281●4
179．0　～　164．5

331。6　殉300．2
180．0　～　164．1

急9瑠
0　　　（〉ア．5鑑）

0　　（〉ア．5露）

1　（＞5毘）

O　　（＞7．5窒6）

0　　（＞7．5瓢）

0（＞10諾）

1　　（＞7．5％）

0（＞10％）

3　（＞5％）

0　　（＞7●5箔｝

1（＞5銘）
0　　　（＞7959ζ）

5．45

2．02

2．08

1．00

2．17

1，55

3．22

1．16

4，13

2．80

3．13

2．33

2．53

2．40

Samples　designated　in　parentheses　are　preparations　which　sugar　coat　「s　removed　by　washing

with　water，

★　coefficient　of　variation；　（standard　devlation／average　weight）　x　IOO
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Table　2。　The　potency　of　bromelaln　in　commercially　avai】able　bromelain

　　　　preparaロQns

Sanlpl　e　number　　　Labeled　amount

　　　　　　　（units／tablet）

Bromelain　potency　（鬼　of　τabeled　amount）

Method＿A　　　　Method－B　　　　凹ethod－C

1

2

3

4

5

6

7

10000

16666

20000

10000

10000

10000

31000

107．9

77．6

．113。9

72．2

　57．2

94．4

98．9

121．0

86．9

81．0

70．6

97．0

102．1

114．2

87．6

151．4

79．6

7L6

98．6

106．0

　　140
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　　　60
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Fig．・1．　EHヒct　Qf　concentration　of　sodユum　chlor
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　　　　preparatlons
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霧・・

ξ§
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．望2
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∈こ40eo
自己ミミ

　）
　　20

0
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　　No．10

口

No．7
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　　　、

偏差試験法の規定はないが，剤皮を施した錠剤の重量

偏差の実態を把握する目的で日局一般試験法，重量偏

差試験法の錠剤の項に準じて試験を行った．Table　1

に示すように，検体2及び4には偏差の基準を越える

ものは存在しなかったが，検体1，3，5，6及び7に

は偏差の基準を越えるものがそれぞれ4，1，1，3及

び1個存在した．ただ，偏差の基準の2倍を越えるも

のはなかった．一方，糖衣層を水で洗い落し，一昼夜

自然乾燥したものについて試験を行ってみると，すべ

ての検体において偏差の基準を越えるものは存在しな

かった，さらに変動係数は1．00～2．80の範囲になり，

糖衣層を除く前の検体での変動係数に比べて著しく小

さくなった．この結果から，糖衣を施すことによって

重量偏差のパラッキが大きくなる製剤もあるが，糖衣

を施す前の素錠の段階ではその重量偏差はよく管理さ

れていることがうかがわれた，

　2．力価試験

　7種の検体のプロメライソ力価をi）試料溶液の調

製の項に記した3種類の方法で調製した試料溶液につ

　　　0　　　　　20　　　　40　　　　60　　　　80　　　　100　　　120

　　　　　　　　　Time（nli11）

Fig．2。　Dissolution　pro丘le　of　var三〇us　bromelain

　　　　preparations　in　2nd　fluid　containing　O．2

　　　　mM　sodium　tetrathionate

いて測定し，その結果をTable　2に示した．

　試料溶液をA法で調製した場合には，検体1，3，6

及び7は表示力価の90％以上の力価を示したが，検体

2，4及び5は80％以下の力価しか示さなかった．と

ころがA法の操作中の遠心分離操作を省略して，懸濁

状態の抽出液を試料溶液とするB法で試験を行うと，

すべての検体においてA法で得た力価より高い力価が

得られた．例えば，A法では57％の力価しか示さなか

った検体5でもB法では71％の力価を示した．一方，

抽出に用いる酵素希釈液を0．4M塩化ナトリウムを

含む酵素希釈液に代えて抽出を行い，以下A法と同様

に遠心分離して得た上清を試料溶液とするC法で試験

してみるとB法と同様にすべての検体においてA法で

得た値より高い値が得られた．しかもこのC法で得た

値はB法で得た値とほとんど同じであった．

　既報のでも述べたように，この結果は酵素希釈液を

用いた抽出ではプロメラインの一部が製剤中の不溶性

物質に吸着し完全に抽出されないが，0．4M塩化ナト
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Table　3．　Results　of　the　disintegrat1on　test　fbr　commercially　available　bromelain　preparations

Sample
mmber

Disintegration　tirne

1 2
tablet　number
3　　　　　4 5 6

、、、犠1£、，。nC…★

　　time

1

5

7

100201箪　　1114511

2014019　　20145”

31ε15臆　　321401‘

12000畦

2210011

33「501I

12！25闘

2213511

34置OO’1

13100圏1　14100「1

261551」　　30「401I

38150「1　　3go301圏

12122”

23159”

351011圏

10．6

15．3

8．8

リウムを含む酵素希釈液を使用すればそこに含まれる

塩の効果によって不溶性物質からもプロメラインが抽

出されてくるためであると考えられる．

　したがって，プロメライン製剤の力価試験は，B法

あるいはC法で試料溶液を調製して行うのがA法で試

料溶液を調製して試験するよりも優れていると考えら

れる，しかし，B法は試料溶液が懸濁状態であること

から，ピペッティング操作が煩雑となり，このことが

値にバラツキを与える原因となる．一方，C法は塩溶

効果を利用して抽出を完全にしているために，遠心分

離で不溶物を除きその上澄液を使用することができ，

B法で懸念されるようなバラツキは無視することがで

きる．この点からB法よりC法の方がブロメラィン製

剤の力価試験としては好ましい．

　塩化ナトリウムによる脂溶効果を利用した試料溶液

の調製法が優れていることを述べたが，その際の塩濃

度について検討してみた．2種類の製剤を用いて調べ

てみた限りにおいては0．2M以上の塩化ナトリウム

濃度で最大の力価を示した（Fig．1）．したがって，0．4

M塩化ナトリウムを含む酵素希釈液で抽出を行えば

十分満足すべき値が得られるであろうと推察された．

　3．溶出試験

　検体1，5及び7の3種類の製剤について，それら

の溶出速度を回転バスケット法で比較検討した．溶出

液には0．2mMテトラチオン酸ナトリウムを含む第2

液を使用した．それぞれの溶出速度をFlg．2に示し

たが，その横軸は時間（分）を，縦軸は溶出したプロ

メライン力価の表示量に対する％を示してある．検体

1は約40分で，検体5は約60分で，検体7は約80分で

それぞれ最大の溶出が認められた．いずれの検体も溶

出が最大に達した後は徐々に力価の低下がみられた．

これはプロメラインが酸性に比較してアルカリ性では

不安定である5）ためと考えられる．検体5の溶出率が

低いのはTable　2の力価試験結果から明らかなよう

に製剤中の含量が低いためである．

　一般に，水に易溶性の製剤の場合にはその最大溶出

時間と崩壊時間との問には平行性が認められることが

予想される．プロメライン製剤の場合は，検体1，5

及び7の崩壊試験の結果をTable　3に示してあるが，

それぞれの最大崩壊時間は約15分，30分及び40分目あ

り，また平均崩壊時間は約12分，24分及び35分であり，

それぞれの最大の溶出を示す時間はそれらの最大ある

いは平均崩壊時間の約2倍となり，溶出時間と崩壊時

間との間にはよい相関のあることが推察された．溶出

時間が崩壊時間より長いのは，崩壊試験器の下面の網

の網目の開き2mmがであるのに対して溶出試験に

使用するバスケットの網目の開きが0．42mmである

ためであろうと考えられる．
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市販乳首中の重金属の定量

鈴木隆・武田明治・内山充

Determination　of　Heavy　Metals　in　Nipple

Takashi　Suzulq，　Mitsuharu　TAKEDA，　Mitsuru　UcHIYAMA

　The　contents　of　lead，　cadmium　and　zinc　in　the　commerc三ally　available　nipples　were　examined　by　the

method　of　atomic　absorptlon　spectrometry．　The　Ievels　of　lead　wcre　fbr　the　most　part　between　l　and　5

ppm　in　the　nipples　which　were　made食om　isoprene　or　natural　gum，　and　on　the　other　hand　the　ones　which

were　made　fをom　silicone　gum　were　Iess　than　l　ppm．　In　addition　to　lead，　the　presence　of　cadmium　was

shown　though　its　contents　were　just　a　little．　The　contents　of　zinc　in　the　nipples　which　wcre　made倉o皿

isoprcne　or　natural　gum，　were　between　O．2　and　5．9　mg／gum（g）．　The　results　suggested　a　week　correlation

between　the　contents　of　cadmium　and　Iead．　Migration　test　shQwed　that　the　contcnts　of　lead　and　cadmium

in　watcr　were　less　than　the　detection　Iimit．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reccived　May　31，1982）

ま　え　が　き

　重金属のバックグランド調査の一環として市販乳首

中の鉛，カドミウム，亜鉛の定量を行ったのでその結

果について報告する．

実験器具，試薬

　1．試料，試薬

　試料は市販の乳首（イソプレンゴム製6検体，天然

ゴム製3検体，シリコーンゴム製5検体）を分析に供

した、

　硫酸，塩酸，0．5N硝酸：二二の精密分析用試薬を

用いるか又はこれを用いて調製した．

　亜鉛，鉛，カドミウム標準液：和光純薬（株）製

（mg／m1）を適宜希釈して用いた．

　2．装置

　原子吸光光度計：Varian社前775型，　double　beam．

重水素放電管によるバックグランド補正装置並びにフ

レームレス原子吸光装置つぎ．

　鉛，カドミウム，亜鉛中空陰極ランプ：日立製作所

製

　電気炉：池田理化製MFP　400N型

実　験　方　法

1．乳首中の重金属の分析

a）試料の前処理

乳首（1個約5g相当）2個を細切混合したのち，

その内の2．Ogを50m♂の硬質ビーカーに秤量し，硫

酸2mZを加え熱板上250。に加熱しながら赤外線ラ

ンプ照射下に炭化させる．初期に激しく発生したガス

は約6～8時間後には穏やかになる．次に4800の電

気炉中24時間加熱する．冷後2mZの塩酸を加え赤外

線ランプ下で加熱して塩を揮散させる。残渣を0．5N

硝酸50m1を加え加熱したのちグラスフィルターで不

溶物をろ干した，ろ液を熱板上で水をとばしたのち熱

0．5N硝酸に溶かして5mZ定容とした．

　b）定量操作

　鉛は上記検液を直接フレーム原子吸光光度計に導入

する事により測定した．またカドミウムはフレームレ

ス原子吸光法により行った．亜鉛は血液を適宜希釈し

て0．lppmから0．8ppmの濃度範囲でフレーム原

子吸光法により定量した．なお各金属の原子吸光測定

の条件をTable　1に示した．

　2．溶出試験

　乳首1gにつき20　mJの割合で脱イオン水を加え時

計皿で覆ったビーカー中40。で24時間加温した．乳

首を除いた溶出液に硝酸1mZを加え熱板上で濃縮し

て6mJ定容として検液を調製した．以後の定量操作

は1，b）定量操作により行った．

結果及び考察

　1．　　5黍力ロ回収実験

　細切した乳首に鉛1ppm，カドミウム10ppb，亜鉛

1000PPlnの濃度になるように各金属標準液を添加し，
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Table　1．　Operatlng　Conditioll　of　Atomic　Absorption　Spectromctry

Meta正

Pb Cd Zn

Wave　length（nm）

Lamp　current（mA）

Slit　width（nm）

Air（8〆min）

Acetylcnc（’1min）

Drying　temp・（。C）

Drying　time（sec）

Ashing　temp・（。C）

Ashing　time（sec）

Atomi呈ng　temp．（。G）

Atomizing　time（sec）

1切ect三〇n　vo1・（μ）

217．0

　5

　　1．0

　9

　　1．0

一

228．8

　3．5

　0．5

100

　15

500

　10

1200

　　2

　　5

213．9

　5
　　1．0

　9

　　1．0

Table　2，　RecoveW　Qf　Mctals負）rti丘ed　tQ　Nipplc

Metals Residue1） AddedD FoundP Recovery（％）

Pb

Cd
Zn

2．94

ND2，

700

　　1．0

　10

1000

　　4．08

　　8．8

1660

104

88

96

1）Pb，　Zn：ppm，　Cd＝ppb

2）ND　means　not　detected（＜0．5　ppb）

Table　3，　Conten亡s　of　Lcad，　Cadmium　and　Zinc　in　Nipplc　and　their　M丘grat王on　into　Wa亡er1）

Sample 　Pb
（ppm）

Cd
（ppb）

　Zn
（mg／9）

MigratiOn　intO　WatCr

　Pb
（PPIn）

Gd
（ppb）

　　Zn
（ppm）4）

（％）2）

Isoprene　gum

Natural　gum

Silicone　gum

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

ND3）

2．5

ND
1．1

2．7

2．9

1．1

3．5

4．1

0．54

0．41

0．41

0．27

1．0

ND
ND
ND
3．7

7．2

6．0

8．5

6．9

8．3

0．8

0．8

ND
0．8

2．0

0，5

0．2

0．7

0．95

5．9

5．0

0．85

1，2

1．5

0．1

0．06

0．02

0．4

0，04

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND

4．8

2．5

7．7

7．1

7，3

5．6

2．6

2．5

2．3

L9
ND
0，15

1，7

0．44

（0．96）

（1．3）

（1．1）

（0．75）

（0．12）

（0．11）

（0．30）

（0．21）

（0．26）

（1。9）

（0）

（0．75）

（0．43）

（1．1）

1）Migration　tcst　into　watcr　was　carrlcd　out　uslng　20　mZ　ofwatcr！gum（g）at　40　fbr　24　hr．

2）％mcans　thc　per　ccntage　of　the　migratcd　zinc　in亡。　watcr．

3）ND　means皿ot　deccted（Pbく0．05　PPm，　Cdく0，5　PPb，　Znく0．2　PPm）

4）PPm　means　part　of　mlgrated　zinc　per　million　part　of　gum・
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Chart　1．　Correlation　between　lead　and　cadmium

　　　　contents　in　nipple

以下前項の操作条件に従って処理して各金属の添加回

収率を求めた（Table　2），

　いずれも満足すべき結果が得られた．

　2．　測定結果及び考察

　乳首14検体の測定結果をTable　3に示した．

　鉛に関して，イソプレン及び天然ゴム製品について

は不検出検体，2検体が存在したが，不検出以外のも

のはいずれも1ppm以上のレベルで鉛が存在してい

た．しかしながらシリコンゴム製品では1ppmのも

のを1検体見出した以外いずれも1ppm以下であっ

た．この分析結果からイソプレン及び天然ゴム中の鉛

は架橋剤，促進剤として加えた亜鉛華に由来すると予

想される．一方カドミウム及び亜鉛含量はイソプレン

ゴム及び天然ゴム製品で共に高い．なおイソプレンゴ

ム，天然ゴム製品の鉛含量とカドミウム含量：との間に

幾分かの相関が認められた（Chart　1）．一般に亜鉛と

カドミウムは環境中で同一行動を示すことは良く知ら

れているが，乳首中に検出された鉛が，添加された亜

鉛華に由来するとすればこのことは理解出来る．

　24時間の水による溶出試験では鉛，カドミウムは検

出限界以下であり乳首中に含まれている鉛及びカドミ

ウムはほとんど水で溶出されない事を見出した．この

事実は乳首での低レベルの鉛及びカドミウム汚染は実

際問題として衛生上問題にならないと考えられよう．

また亜鉛の水への移行は平均して1％未満であった．

逆相型高速液体クロマトグラフィーにおける保存料，サッカリン

及び関連物質の保持時間に及ぼす移動相のpHの影響について

加藤三郎

E銑ct　of　pH　of　Mobile　Phase　on　the　Retention　Times　of　Preservatives，

　　　Sacchar三n　and　Their　Related　Substances　in　Reversed－phase

　　　　　　High　Perfbrmance　Liquid　Chromatography

Saburo　KATO

The　eHヒcts　of　the　pH　of　the　mobile　phase　in　reversed－phase　high　per丑）rmance　liquid　chrolnatography

on　the　retcntion　times　of　dehydroacetic　acid，　sorbic　acid，　bcnzoic　acid，　saccharin　and　their　relatcd　sub－

stances　were　examined．

　The　retcntion　times　of　carboxylic　acids　increased　remarkably　with　Iowering　the　pH，　but　the　increase

in　the　retention　times　of　saccharin　and　sulfbnic　acids　was　relatively　sma11．　The　retentlon　times　of　o－toluene－

su1丘）namide　and　other　amides　were　not　inHuen　ced　by　tlle　pH．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　逆相型カラムを用いた高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）はすでに保存料及び人工甘味料にも応用さ

れている．そこに用いられる移動相としては，AOAC

法1爾2）はサッカリン（Sac），安息香酸（BA）及びカフェ

インの同時分析のために20％酢酸（酢酸ナトリウムに

よりpH　3）を用い，これを北田ら3）は5％メタノー

ル／0．03M酢酸・酢酸ナトリウムに改良しており，い

ずれもSacのあとにBAなどが溶出する．しかし，

Leuenbergerら4⊃はリン酸緩衝液（K2HPO42．59＋

KH2PO42．59／1’）を用いて，　BA，ソルビン酸（SoA）

及びSacをこの順に分離溶出している．この溶出順位

の逆転について系統的な検討の報告はみられない．

　そこで保存料である数種のカルボン酸及びSac，並

びに関連物質について系統的に溶離条件を検討するう
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F三g。1．Ef距ct　of　pH　of　mobile　phase　on　the　retention　times　of　prescrvativcs，

　　　saccharin　and　their　related　substances　on　reverscd－phase　column

Condition：colu㎜＝Nucleosi15q8φ4×150mm，　mobil　phasel　methanol－
0．025Mphosphate　l〕uHヒr（10：90），　HQw　rate：1mηmin，　detectQr＝Shlmadzu

UVD－2（254　nm）and　SPD－1（280　nm）．

DHA：dehydroacetic　ac呈d，　SoA：sorbic　acid，　BA：benzoic　acid，ρ一HBA＝ρ一

hydroxybenzoic　acid，　SAI　salicylic　acid，　Sac＝saccharin，　o－SMBA：o－su1魚m．

oylbenzoic　acld，　o－SBA：o－sullbbenzoic　acid，　o－TSAm：o－tQlucncsulfbnamidc，

Y4：tartrazlne，　R2：amaranth，　B2：．．indigocarminc，　NAm　l　nicotinamide，

SAm：sul髭milamide．

ひSBA

ち，これら物質の保持値は移動相のpHに最も大きく

関連していることがわかった．

実験　方法

　1．　試薬及び試液

　安息香酸（BA），ソルビン酸（SoA），デヒドロ酢酸

（DHA），サッカリン（Sac），食用黄色4号（Y4），食：

用赤色2号（R2），食用青色2号（B2）：食品添加物．

　オルトスルホアミノ安息香酸（o－SMBA）：サッカ

リンを塩酸で加水分解して調製5）．

　その他のカルボソ酸類，スルポソ酸類，酸アミド類：

東京化成試薬．

　試料溶液：上記諸物質をそれぞれ，おおむね0．1％

メタノール溶液とした．

　リン酸緩衝液：0．025MKH2PO4及び0．025M

K2HPO4を調製し，適宜に混合して所定のpHとし
た．

　2．装　置

　高速液体クロマトグラフ：島津LC－3A，検出器：

島津LCD－2（254　nm）及び島津SPD－2（可変波長）．

　3．HPLC条件
　3．1．　カラム：Nucleosi15C18（M＆Nage1社）を

ポリエチレングリコール400・ジクロルメタン（3：4）

血液によるスラリーとして，φ4×150mmステンレス

血管に充てんした．

　3、2．移動相：メタノール・0．025Mリン酸緩衝液

（10：90），流速：1mJ／min，室温．

実験結果及び考察

　移動相に用いた緩衝液のpHを段階的に変え，それ

ぞれのpHの移動相による各物質の保持時間を測定し

た．これらの結果をまとめて，F19．1に示した．

　なお，カラム交換あるいは移動帽を新たに調製して

補給したときには，保持時間に若干の変動を生ずるこ

とがあったが，pHの変化に影響されないアミド類を

指標として補正し，また確認のため流速をかえて測定

した結果もこれらを指標として換算した．

　F19．1にみられるように，パラオキシ安息香酸（ρ一

HBA），BA，　SoA，　DHAなどの保持値は弱酸性領域か

らpHの低下にしたがって急激に増大する傾向がみら

れた．これらの物質の分離には本実験の条件ではpH

5附近が適当であるが，より酸性領域ではメタノール

濃度を高め，逆にアルカリ性領域ではメタノール濃度

を低下させれば，適当な時間に溶出させられると考え

られる．なお参考に試みた数種の芳香族モノカルボン

酸も同様な傾向を示した．ただし，サリチル酸（SA）
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はこれらのカルボン酸類とは異なって，pHの影響が

小さく，保存山嶽よりもpH　4．5以下ではより前に，

pH　7．5以上ではより後に溶出した．

　サッカリン及びその分解物であるスルホン酸類は，

弱酸性領域ではカルボソ酸類に比してpHの影響が小

さいので，これらとの相対関係は大きく変化し，サヅ

カリンは保存料類よりpH　4．5以下ではより前に，

pH　8以上ではより後に溶出した．なお参考に試みた

数種の芳香族モノスルホン酸も同様な傾向がみられ，

より強酸性においてpHの影響が増大してくる傾向が

みられた．

　なお，：本条件では30分以内に溶出する数種の食用タ

ール色素について，同様な測定結果をF1g．1のなか

に示しておいたが，これらがさきのモノスルホン酸類

とは異なったpHの影響を示すのは，多塩基性酸であ

るためとも考えられるが，更に検討中である．

ま と め

逆相型カラムにおいてメタノール・リン酸塩緩衝液

（10：90）を移動相に用いるとき，保存料などのモノカ

ルボン酸類は移動相の液性が弱酸性の領域からpHの

低下するほどそれらの保持時間が著しく増大する．し

かしサッカリン及びモノスルホン酸類の保持値は弱酸

性領域では増加するが僅かである．このため，サッカ

リンと保存料であるカルボン酸との溶出順位は，移動

相が酸性の場合とアルカリ性の場合では逆転する．
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温泉の細菌試験法に関する研究

倉田　浩・栗栖弘光・柳町きみゑ・小出悟郎＊

　　　　　浅見吉之＊・東海林雄悦＊

Studies　on　the　Bacteriological　Examination　Methods　of　Hot　Spring　Water

Hiroshi　KuRATA，　Hiromitsu　KluRIsu，　Kimie　YANAGIMAcHI，

Goro　KolDE＊，　Yoshiyuki　AsA玉11＊and　Yuetsu　ToKAIRIN＊

　For　the　examination　of　coli－fbrm　group　and　heterotrophic　bacteria　ln　hot　spring　and　drinking　hot　sping

water，飴rmcntation　tube　method　and　standard　plate　count　method　were　investigated　using　arti丘cial　hot

spring　water，　respectively．　The　artificial　hQt　spring　water　was　prepared　with　23　inorgan三。　salts，　based　on　the

chemically　analysed　data　of　natural　hot　spring　water．　For　the　test　organisms，　E∫6伽∫6乃彪60」∫αtrain　IFO

3972was　cultured　in　tryptosoy　broth　R）r　20　hr，　while　the　river　water　in　which　bac亡er量a　are　usua11y　countcd

at　level　of　1，000－3，000　per　mJ　was　used　as　an　inoculum　of　heterotrophic　bacteria．　As　the　bacter王010gical

cxamination　of　hot　spring　water，　except丘）r　strongly　acidic　or　strongly　alkaline　one，　applicable　possibility　of

both　methods　was　confirmed．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（R．eceived　May　31，1982）

ま　え　が　き

　温泉の化学成分の試験は，温泉法に定められた試験

法に基づいて行われているが，衛生細菌学的な分野の

試験法は定められていない．飲料水などの試験法に，

＊神奈川県広域水道企業団水質試験所

人為的汚染による病原細菌の危険性を予知するための

試験法として，広く一般に用いられている衛生細菌学

的な大腸菌群試験法及び一般細菌試験法1・2）がある．

温泉水のうち，飲用泉とその原泉について公衆衛生学

的な調査を行うとき，これらの試験法が，種々の化学

成分を高い濃度に含有する温泉水の試験に適用可能で



150 衛生試験所報告 第100号（1982）

Table　L　Components（mJ）of　artiβcial　hot　spring

Aryificial　hot　spring　NQ．＆namc

Salt　conccntrat三〇n

　　　（M）

1 2 3 4 5 6 7 8

　　　　　HakQne　　　　　　　　　　IkahoFukuroda
　　　　　Yumoto

Shima 周…趨織K・・・・…h・z・噸・

0．Ol　KCl

O．01NaF

1．O　NaC1

0．1NaHCO3
0．1Na2SO4

0．1　CaSO4

0．01MgSO4

0．1FeSO4

0，01Na2CO3

0．1HBO2

0．1Sio2

0．01ムく［gC12

0。IA12（SO4）3

0．1Fe2（SO4）3

0。Ol　MnSO4

　　NaHPO4
　　HASO4
1．O　CaCI2

0。1MgSO4

0．01CuSO4

0．Ol　NaBr

O。OI　Na2S

O．OI　NH4Cl

O．1Hα

0．1H2SO4

　2
10

　1
19

13

　1

　8
1dorp

　O．3

　1

　3

6

10

14

6

　0．5

　4
　12

　37
1drOP

23

40

33

　2．2

33

145

　0．2

　1．6

　3

184

2壬

10

39

32

15

30

0．05

0．1

4

0．1

2，5

265

　1

174

26

　1．5

10

400

0．05

5、3

10

125

　0．1

29

29

48

40

1．6

1

31

70

50

1．6

20

　2．4

　4．1

135

31

10

2．5

10

　5．6

307

221

15

6．5

83

1．5

6

1

7

37

0，2

0，15

あるか否かについて検討した．

　　　　　　　実験方法及び結果

　1．試料

　1）　温泉水の溶解化学成分

　基本的成分には，NaCl，　Na2SO4，　NaHCO3，　CaC12，

CaSO4，　MgC12，　MgSO4，　FcSO4，　Fe2（SO4）4及びA12

（SO4）3を蒸溜水に所定の濃度に溶解したものを用いた．

微量成分として，CuSO4，　MnSO4，　NH4CI，　NaBr，　KI，

NaF，　Na2S203，　NaHPO4及びAsO2を蒸溜水に所定

の濃度に溶解して用いた．半微量成分は，SiO2，　KCI，

HBO2及びNa2Sの4種を用いた．

　2）　人工温泉水

　人工温泉水は，中央温泉研究所で作成した人工鉱泉

化学成分表＊に基づいて，基本成分溶液，微量成分溶

＊温泉中の細菌等試験法の策定に関する研究資料

液及び半微量成分溶液を調合して各人工温泉水を製造

した（Table　l）．

　3）　天然温泉水

　天然温泉水は，それぞれ現地で無菌的に採取し，研

究室に持ち帰り試料とした．試験に用いた温泉水は，

原泉別に13温泉水である，

　2．供試菌

　大腸菌群試験はE56ゐ87f‘伽‘o！‘IFO　3972株を用

い，Tryptosoy　brothで20　hr培養した菌液を希釈し

て用いた，

　一般細菌には，供試菌液として河川水（酒匂川）を

用いた．河川水中の一般細菌数は，通常1mZ中，

1000～3000なので平板培地で発生する菌集落数が，

100程度になるよう接種菌液（河川水）：量を調節した．

また河川水中の一般細菌数は，採取時ごとに異なるた

め，実験時ごとに対象とした河川水の培養試験を行っ

た．
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　3．培地

　大腸菌群試験には，乳糖ブイヨン培地（L．B培地）

を用いDifco社製を使用した．

　一般細菌試験用培地には，DifcQ社製Plate　Count

agarを使用した．

　4．　実験方法及び結果

　1）　大腸菌培養試験

　（1）大腸菌群試験法は，乳糖ブイヨン醸酵管法に準

じて行った．すなわち，2倍濃厚L．B培地（10　mZ

用）10mZ及び3倍濃厚LB培地（50　mZ用）25　mZ

を作成し，10mZ用と50　mZ用L．　B培地醸酵管に

分注し滅菌する．この醸酵管に高圧蒸気滅菌又はメン

ブランフィルターろ過滅菌した各々の化学成分溶液，

人工温泉水及び天然温泉水を10mZ又は50　mZずつ

添加した後，・E．‘oκ希釈液を各醸酵管に約104個ずつ

接種し，35。，24～48hr培養後の菌の発育を観察し

た．

　（2）大腸菌に対する化学成分の発育を阻止する最小

濃度（Minlmum　inhibitory　cQncentration）及び大腸

菌の発育を許容する最大の濃度（Maximum　growth

Table　2．　Bacteriostatic　action　of　salts　in　hot　spring　on　growth　of　E．‘o～ε（1）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Fermentation　tube　method）

Salt
　Inoculation

number／test　tube

Growth　of　E．‘oJ‘in　salt　solution

Name　　Concentrat量on
　　　　　　　9μ A

50mJ
B A

10m’
B

NaCl

NaS204

CaC12

CaSO4

：MgC12

：MgSO4

A12（SO4）3

H3BO3

KCI

360

100

50

10

10

　1

　0．1

10

　1

　0，1

　1

　0．1

10

　1

　0．l

lO

　1

　0．1

10

　1

　0．1

　1

　0．1

　0．01

　0．001

　1

　0．1

　0．01

9000

9000

9500

9000

9000

9000

9000

9000

9000

9000

9500

9500

9500

9500

9500

9000

9000

9000

9000

9000

9000

9000

9000

9000

9000

10000

10000

10000

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

．十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

÷

÷

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

A：24i　hours　incubation．

13：48hours　incubation．
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Table　3．　Bacteriostatlc　action　of　salts　in　hot　spring　on　growth　of瓦σ01∫（2）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Fermentation　tube　method）

Salt
Inoculatlon Growth　of　E．‘oZ∫in　salt　solution

narne
Conccntration

　　9μ
number／test　tube A

50mJ
B A

10mZ
B

Na2S

Na2Sio3

CuSO4

NaF

MnSO4

NH3C1

NaBr

Na2PHO4

1

0．1

0．O1

10

1

0．1

0．01

0，1

0．01

0．001

0．1

0．01

0，001

0，1

0．Ol

O．001

0．1

0．01

0，001

0．1

0．01

0．001

0，1

0．Ol

O．001

10000

10000

10000

10000

10000

10000

10000

10000

10000

10000

10000

10000

10000

9500

9500

9500

9500

9500

9500

9500

9500

9500

9500

9500

9500

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

．十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

A：24hours　incubatlon．

B：48hours　incubation．

allowance　concentration）の試験は，大腸菌群醸酵管

試験で用いた方法と同様に試験液を調整し，大腸菌を

接種した後，自記微生物光度計Blo－log皿photometer

（日本分光製）を用いて測定し，組られた増殖曲線より

大腸菌の発育増殖濃度を調べ，その発育度をOptical

Densityで求めた．

　化学成分別の培養成績はTab1e　2，3に示した．

　大腸菌の発育が阻止されたのは，NaCl　100　g／2，　A12

（SO4）3109／Z及び19／’（50L．　B培地のみ），　Na2S

19／」の3種の基本成分であり，他の成分は試験した

最大濃度でも，それぞれ大腸菌の発育を阻害せず，ま

た微量成分は，いずれも100mg／Zまでナ腸菌の発育

に支障は認められなかった．大腸菌の発育増殖に及ぼ

す影響について，各化学成分別の最小発育阻止濃度及

び最大発育許容濃度について調べた成績はTable　4

に示すとおりである．大多数の化学成分が示す最小発

育阻止濃度及び最大発育許容濃度は，通常の温泉成分

濃度より高く，その結果，温泉水を乳糖ブイヨン培地

に加えて培養したとき，大腸菌及び大腸苗群の発育を

阻害することはないものと考えられる．

　各化学成分溶液を2倍及び3倍濃度乳糖ブイヨン醸

酵管に10m！及び50　mJを加え，大腸菌を接種して

培養し，最大発育許容濃度について試験した結果，い

ずれの化学成分も，通常の温泉含有成分濃度では，大

腸菌の発育増殖に影響を与えないものと考えられる

（Table　5）．
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Table　4．　Minimum　grQwth　inhibitory　concentration　and　maxlmum　growth　allowance

　　　　concentrat三〇n　of　E．60だin　various　salts　broth

Salt　name

Minlmum　growth　inhibitory

　　　COnCentrat10n
Maximum　grOwth　a110wanCe
　　　cOnCentratlOn

M 9μ M 9／」

Naα
Na2SO4

NaHCO3
CaCI2

CaSO4・2H20

MgC12・6H20

MgSO4・7H20

FeSO4・7H20

Fe2（SO4）3・XH20

A12（SO4）3・18H20

KI
NaF
As203

　1．7

　0．7

　0．59

　0．2

＞0。07

　0，25

　0，75

　1．7mM

　2mM
＜0．2mM

　O．5

＞0．04

　1mM

100

100

　50

　29、4

＞10

　50．8

184

　0，5

　0．79

＜0．16

83

＞1．6

　0．19

　0．17

　0．52

　0．12

　0，1

＞0．07

　0．1

　0．5

　0．8mM

　lmM
〈0，2mM
　O．25

　0．0妥

　0．5mM

　10

　75

　10

　14，7

＞10

　20．3

123

　0．25

　0．39

く0．16

　41．5

　1．6

　0．1

Table　5．　Maximum　growth　allowancc　concentration　of　E．‘oJ∫in　various　salts　broth

Max呈mum　growth　a11Qwance　concentratlon

Salt　name

M
Inoculation　10m♂

9μ M
Inoculation　50　mZ

9μ

NaCI

Na2SO4

NaHGO3
CaCI2

CaSO4・2H20

MgC12・6H20

MgSO4・7H20

FeSO4・7H20

Fe2（SO4）3・XH20

A12（SO4）3・18H20

KI
NaF
As203

　　2．05

　＞0．7

　＞1

　0．09

＞0．07

　0．25

＞1

　1．7mM

　3．1mM
〈12．5mM

＞0．1

＞0，04

　0．5mM

　120
＞100

＞84

　10
＞10

　50．8

＞246，5

　　0．5

　　1．25

　＜8．33

＞16．6

　＞1．6

　　0，09

　1．71

＞0．7

＞1

　0．09

＞0．07

　0．25

＞1

　1．7mM

　3．1mM
＜12．5mM
＞0．1

＞0．04

〈0．25mM

　100

＞100

＞84

　10
＞10

　50．8

＞246．5

　　0．5

　　1．25

　＜8．33

＞16．6

　＞L67
　く0．05

　人工鉱泉8種類と天然温泉水6種類（内飲用泉2種

類）について，発育増殖曲線の吸光度法により，蒸溜

水を対照として比較検討した結果，草津温泉水を除い

て，いずれも対照と大きな差は認められなかった．草

津温；泉水では，1NNaOH溶液を用い，　pH値を7．5

に修正したものについて検討した結果，対照に比較し

て大きな差は認められなかったので，大腸菌の発育を

阻害したのは強酸性が主であったと思われる（Table

6，7），

　（5）加温した温泉水の大腸菌培養試験は，大腸菌を

5x103～1×104個接種した人工温泉水及び天然温泉水

を51．5。～52。に10min加温した後，大腸菌群試験

と同様に醸酵管に加え，24～48hr培養した．加温に

より大腸菌の発育が阻止されたものは単純泉（箱根湯

本人工温泉水），石膏泉（伊香保人工温泉水），弱食塩

泉（四万人工温泉水），酸性置碁緑碁泉（草津人工温泉

水）及び硫黄泉（芦の湯人工温泉水）の5試料であっ

た（Talb£8，9）．

　2）　一般細菌試験

　（D化学成分別試験
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Table　6． Ef琵cts　on　growth　of　E．‘oJ∫by　artific量al

hot　spring　water
Tablc　7． E僑cts　on　gτow出of　E・‘oJε

hot　spring　water

by　natural

Arti丘cial　hot　spring
Growth　of　E．‘oJf

（Optical　density）

No． Modcl　name 24hr
Hot　spring　name

Growth　of　E．‘o～’

（Optical　density）

48hr
A B

1

2

3

4

5

6

7

8

Fukuroda

Hakone　Yumoto
Ikaho

Ajiro

Shima

Kusatsu（pH　1。4）

Kusatsu（pH　7，5）＊

Hakone　Ashinoyu

Shuze両i

contro旦（DistilIed　water）

0．78

0，80

0．70

0．73

0．65

0

0，80

0．80

0．80

0．83

0．75

0．80

0．70

0．73

0．65

0

0．80

0．80

0．80

0．83

Ikaho（Drinking）

Shima（Drinking）

Atagawa

Hakone　YumQto

Hakone　Ashinoyu

Control（Distilled　water）

0．60

0．75

0，70

0．65

0．80

0，80

0．56

0，70

0．65

0．62

0．75

0。80

24hr：Incubation　time　is　24　hours．

48hr：Incubation　time　is　48　hours．

＊＝pH　adjusted　by　l　N　NaOH・

A：Sample　water　10m’inoculated　to　IOmJ　of

　　　double　conccntratlon　of　LB　medium．

B：Sample　water　50　mZ　inoculated　to　25　mJ　of

　　　three　tlmes　concentratioll　of　L．B　medium．

Tablc　8．　Ef驚cts　of　heat血g　on　growth　of　E．‘o麗in　artificial　hot　spring　water

Artificial　hot　spring
InOCU王ation

　number

InQculated　salt　solutior1

No． Model　name
　　　　50mZ

24hr　　　48　hr

　　　　10m’

24hr　　　48　hr

1

2

3

4

5

6

7

8

Fukuroda

Hakone　Yumoto

Ikaho

Ajiro

Shim灸

Kusatsu

Hakone　Ashinoyu

Shuzc切i

5600

1100

5600

1100

10000

2100

5600

1100

10000

2100

5600

1100

5600

1100

10000

2100

5600

1100

5600

1100

5600

1100

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

Heating　tcmperaturc：52。，　Hcat1ng　tlmc：10　min．

24hr＝Incubation　t量mc　is　24　hours．

48hr＝Incubation　time　is　48　hours．
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Table　9．　Ef艶cts　of　heating　on　growth　of　E．60」∫in　natural　hot　spring　water

InoCulatiOn Inoculated　hQt　spring　water

Hot　spring　name
number 　　50m1　　　　　　10mJ

24hr　　　48　hr　　　24　hr　　　48　hr

Kanbayashi　1

　　　　　　2

　　　　　　3
Fukuroda

Contro1（disti11ed　water）

10000

3500

10000

10000

2100

5600

1100

10000

2100

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

Heating　tcmperature＝52。，　Heating　time：10　min．

24hr：Incubation　time　is　24　hours．

48hr：Incubation　time　is　48　hours．

　一般細菌に及ぼす影響については，供試菌に河川水

中の一般細菌を使用した．そのため接種菌数が明確で

ないので，試験ごとに試料に変えて蒸溜水を用い，得

られた培養菌数を100とし，相対的比率をもって表示

した，

　化学成分では，CaC12，　MgSO4では509／Z，　NaCI，

Na2SO4，　NaHCO3，　MgC12，　HBO2及びNa2S203では

10g／」で，　Na2SiO3，　SiO2が1g／∫で，　Na2S，　NaBr，

NaOHが0．19／」で，またFeSO4，　Fe2（SO4）3，　A12

（SO4）3，　HC1，　KI，　Na2HPO4が0．　O　Ig／Zで，　CuSO4

が0．0001g／’の濃度で，いずれも菌の発育が抑制さ

れ，蒸溜水の測定値との間に統計学的な有意差が認め

られた（Table　IO，11）．

　（2）人工温泉水の影響

　人工温泉水及び天然温泉水が一般細菌の培養試験に

及ぼす結果をTable　12，13に示した．人工温泉水で

は，24hr培養で単純泉（袋田），強食塩泉（網代）及

び酸性明馨緑響泉（草津）が発育菌数が少なく，統計

的有意差が生じ，48hrでは，更に弱食塩（四万）と

重曹泉（修善寺）で有意差が生じた．

　天然温泉水では，四温が蒸溜水を試料としたときよ

りも少なく，統計的に有意差の生じたものは，上林温

泉水，熱川温泉水，芦の湯，箱根湯本など7試料（48

hr）であった，

　（3）加温した温泉水が一般細菌に及ぼす影響

　一般細菌を接種した人工温泉水No．5及び天然温泉

水の上林温泉水の2試料は対照と大差がみられなかっ

たが，ほかはいずれも減少傾向にあった．しかし，48

hr培養後の成績では，人工温泉水Nq　3の様に発育

菌集落が増加したものもあった（Table　14）．

考 察

　西ドイツの温泉水及び薬用鉱泉の微生物学的試験3）

では，大腸菌群の試験法としてMaConky培地，　Endo

培地などを用いる方法に触れているが，我が国では，

いまだ検査の指針がない。したがって，衛生細菌学的

な細菌試験法の策定に際し，温泉水中の大腸菌（群）

検出，あるいは一般細菌数の測定に，乳糖ブイヨン醸

酵管による大腸菌群試験法及び標準寒天培地平板を用

いた一般細菌試験法が，適用可能であるか否かについ

て検討した．

　温泉水中に溶解するそれぞれの化学成分による大腸

菌の発育阻害を検討するため，17種の化学成分を用い

て培養試験を行ったところ，NaCl　1009／」とA12（SO4）3

109／Z並びにNa2Slg／Zで発育阻害が生じた，この

うち，A12（SO4）3では，試料と培地の混合時に混濁を

生じ，沈澱物ができたことから，培地組成が変った可

能性がある．また，Na2SではpHが12以上の強ア

ルカリ性となったことが発育阻害の原因であろう．そ

のほかの15種の化学成分では，大腸菌の発育阻害はな

く，じゅうぶんに発育増殖した．更に13種類の化学成

分について最小発育阻止濃度及び最大発育許容濃度も

検討した．その結果では，各濃度とも通常の温泉水に

含まれる溶解成分濃度より高く，実際の温泉水の試験

に影響は少ないものと考えられる．しかし，本試験で

低い濃度を示したFe2（SO4）3及びA12（SO4）3は，前

者の2mMのpHは2．5であり，1mMでpH　2．6
を示し，十一は0．2mMでpH　3．9を示した．この
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Table　10．　EHヒct　on　growth　of　heterotrophic

　　　　　　　　bacteria　bアsa王亡s　in　natural　ho亡spring

　　　　　　　water（1）（Standard　plate　count）

Table　11．　Ef琵ct　on　grow出　of　hetcrotrophic

　　　　　　　　bacteria　by　salts　in　natura王　hot　spring

　　　　　　　　water（2）（Standard　plate　count）

Salt　name
Concentration
　　　　gμ pH ％＊ Salt　name

Concentration
　　　　9μ

pH 0／＊
／0

Distilled　water

NaC1

Na2SO4

NaHGO3

Caα2

CaSO4

MgCI2

MgSO4

FeSO4

Fe2（SO4）3

A12（SO4）3

Na2Sio3

KC1

100

10

　1

　0．1

10

　1

0．1

10

　1

0．1

50
10

　1

0．1

2．l

I

O．1

10

　1

0。1

50
10

　1

0，1

10

　1

0．1

0．01

0．001

9

0．9

0．09

0．01

0．001

10

　1

0．1

0．Ol

O，001

1

0．1

0．01

10

　1

0．1

0．01

7．0

5．9

6．0

8．9

8．4

7．6

7．0

6．4

6．2

7．0

3．5

4．4

4．7

5．6

5．6

1．8

2．4

2．9

4．6

5．8

3．4

3．4

3，4

4．1

5．7

10．7

9．0

7．3

5．4

5．9

100

29
70

93

92

58

86
87

45
113

100

35

90
84

91

96
109
91

64

85

8壬

44
84

84

85

　1

30
46

48

98

　1

12

17

40
81

　1

12

17

45
92

　5

98

85

90
83

90
82

HBO2

Na2S

Sio2

MnSO4

Na2S203

HCl

NaOH

CuSO4

NH4Cl

NaBr

KI

NaF

H3AsO3

Na2HPO4

10

2

　1

0．1

0．01

　1

0．1

0．01

1

0．1

0．01

　1

0．1

0．01

0．001

10

　1

0．1

0．01

1

0，1

0．01

0．001

1

0．1

0．Ol

O．001

100

10

　　1

　0．1

　0．O1

100

10

100

10

100

10

100

10

10

　1

　0．1

100

10

4，9

5．6

5．8

12

10

6．9

9．8

9．0

7，0

6．2

6．6

6．8

L5
2．9

4．6

6．6

10．5

9。7

8．7

7．0

5．0

6．1

6．4

6．6

7．1

6。4

6。5

7．2

6．8

6．8

7．6

7．0

23

111

83

90

82

11

81

95

50

96

104

93

86

105

82

79

105

114

106

　3
16

77

91

　2
82

102

102

　　1

　2

　6
83

106

91

101

79

90

35

71

98

103

101

106

94

31

66

　　　　　　sample　count
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×100＊＝

　　　d誌tilled　water　count

　　　　　　sample　count
＊：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×100
　　　distilled　water　count
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Table　12． Growth　of　heterotrophic　bacteria　by　artificia1

（Standard　platet　cQunt）

hot　springt　water

Arti丘。三al　hot　spr三ng

pH：

24hr　incubation

　sample
xlOO

48hr　fncubation
sample

No． Model　name dBti11ed　water
　　　　　　　％

distnled　water
　　　　　　　％

×100

1

2

3

4

5

6

7

8

Fukuroda

Hakone　Yumoto
Ikaho

師ro
Shima

KusatSU

Hakone　Ashinoyu

Shuze両i

8，8

8．4

8，2

7．0

8．2

1．4

8．0

9．3

81

89

89

67

91

　1

91

86

81

89

89

67

81

　1

88

83

Table　13，　Growth　of　heterotrophic　bacteria　by　hot　spring　water（Standard　plate　count＞

Hot　spring　narne pH
24hr　incubation

　　sample
×100

48hr　incubation

　　sample

distilled　water
　　　　　　　％

distined　water
　　　　　　　％

×100

Kanbayashi

Fukuroda

Atagawa

As耳ln・yu

Hakone　Yumoto

1

2

3

1

2

1

2

1

2

1

2

7．2

8．2

7．0

8．8

9．1

8．6

8．8

8．2

8．2

8。8

8．8

84

84

84

102

85

92

75

54

81

79

92

83

90

86

101

89

90

75

46

61

77

79

Table　14． Ef琵ct　of　heating　on　growth　of　heterotrophic　bacteria　in

spring　water　and　natural　hot　spring　water

arti丘cial　hot

Arti丘cial　hQt　spring 24hr　incubatiOn

　sample x100

48hr　incubation

　　sample

No． Model　name distilled　water
　　　　　　　％

distilled　watcr
　　　　　　　％

×100

1

2

3

4

5

6

7

8

Fukuroda

Hakone　Yumoto
Ikaho

邸ro
Shima

Kusatsu

Hakone　Ashinoyu

Shuze切i

71

64

57

39

89

10

68

39

79

72

85

57

83

　7

85

62

Kanbayashi 71 89

Heating　temperature：52。，　Heating　time＝10　min．

157
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両者が低い濃度を示した原因の一つに，添加により培

地のpHが酸性になったことも関係があると考える．

またAs203は培地に添加すると混濁を生じたため，

混濁が測定に支障をきたすので，メンブランフィルタ

ーを用いて沈澱をろ過したのち試験した結果，培地組

成に変化を起こしたこともその一因ではないかと考え

る．

　人工温泉水と天然温泉水の培養試験でも，pHが1．4

と強酸性の人工温泉水No．6（草津）以外は大腸菌の

発育は良好であった．一方，温泉水は多くの場合，温

水あるいは熱水であり，人為的汚染を受けたときにも

水温が汚染菌に何等かの影響をあたえるものと考えら

れる．そこで人工温泉水及び天然温泉水を50。附近の

中温に10～20m正n加温した場合の大腸菌の発育状態

を試験したところ，温泉水の種類によっては発育が抑

調された．加温しても大腸菌がじゅうぶんに発育する

温泉水もあることから，発育抑制は熱による菌の死滅

ではなく，溶解成分と関係があると考えられるが，そ

の原因は不明である．

　以上の試験から温泉水の人為的汚染を大腸菌群を指

標として推定することは，強酸性かあるいは強アルカ

リ性泉を除いて，大腸菌の生存が可能であることから，

じゅうぶん意味があると考える．天然温泉中に存在す

る細菌としては，C加州砺μ加勢の種が最も多く，

7肋ゐ4磁μ5属の種が最も広く分布していることが知

られている3）．しかし，ここでいう一般細菌とは，

acrobic及び　facultat1ve　anaerobic　heterotrophic

bacter量aを指し，標準寒天培地を用い，36。で24　hr

培養した場合，培地上に集落を形成する生菌をいい，

特定の菌種を指すものでない．したがって一般細菌は，

水中に常在する菌，土壌細菌，人畜山来の腸内細菌な

ど，その種類は多岐にわたっている．一般細菌による

化学成分別培養試験，人工及び天然温泉水試験，加温

試験のいずれもが，大腸菌の場合に比較して発育阻害

を多く受けている。これは前述のごとく，r般細菌が

多種類の菌を含むため，一部の種類が化学成分や熱の

影響を受けやすいと，全体の菌数にその影響が生じる

からであろう．しかし，発育阻害が生じた場合でも一

般細菌の発育が完全に抑制されるのは，強酸泉，強ア

ルカリ泉のほかCuSO4のみであり，人為的汚染の指

標として一般細菌の培養試験は意味があると考えられ

る．

結

　温泉水の公衆衛生学的管理のための，細菌試験法を

策定する目的で，従来，飲料水などで採用されている

大腸菌群並びに一般細菌試験の温泉水への適用の可否

について検討した．

　温泉の溶解成分別での培縫試験の結果，大腸菌は，

強酸，強アルカリの場合以外の大部分の溶解成分中で

発育が可能であり，一般細菌は発育阻害がみられ菌数

の減少が起こるもののCuSO4の以外は生育可能であ

る．

　人工温泉，天然温泉でも強酸性の草津温泉水以外は

大腸菌，一般細菌とも生育した．また草津温泉水も

pHを中性に修正することにより大腸菌の発育は可能

であった．以上の結果から，温泉水においても人為的

汚染の指呼として大腸菌群と一般細菌はじゅうぶん意

味があり，その試験方法は，飲料水などにおける試験

方法の一部を改変することで可能であると考える．

　本研究は環境庁昭和56年度委託研究，温泉中の細菌

等試験法の策定に関する研究（委託先：中央温泉研究

所）研究費により行った．
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Clyclohexanoneの2，4・dinitrophenylhydrazineによる比色定量

土屋利江・山羽　力

Spectrophotometric　Determination　of　Cyclohcxanone

　　　by　the　Use　of　2，4－Dinitrophenylhydrazine

Toshie　TsuGHIYA　and　Tsutomu　YAMAHA

　Cyclohcxanone（CH：none）was　silnply　determined　as　its　hydrazone飴㎜ed　by　tlle　reaction　with　2，4．

dinitrophenylhydrazine（DNP）．　The　wine　red　color，　which　appeared　a庇er　the　addition　of　alkaline　solution

to　the　reaction　m五xture　conta三ning　the　hydrazone，　was　stable　within　60　min．

　Linear　relationship　betwcen　the　absorbance　at　430　nm　and　the　concentration　of　CHnone　was　observed

witk　the　analytical　method　described　below；To　3　mZ　of　the　sample　solution（CHnone，0．5－4．0μmolcs），　l　mJ

of　O．15％DNP　rcsolvcd　in　1．5　N　Hαwas　added　in　a　stoppered　test　tube，　the　mixture　was　heated　at　70。　R）r

35min，　and　cooled　at　about　I5。負）r　15　m三n．　Then，6mJ　of　1．5　N　NaOH　in　80％ethanol　was　added　to

the　cooled　reactiQn　mixture（4　mり，　stood　lbr　10min，　and　diluted　8一負）lds　with　water．　The　absorbance

Qf　the　diluted　sample　was　determined　at　430　nm．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

ま　え　が　き

　Cyclohexylamineの代謝産物であるCyclohexanone

（CHnone）の定量は，既にガスクロマトグラフィーに

よる方法i・2）があるが，定量操作に比較的時間がかか

る．また，2，4－dinitrophenyldrazine（DNP）を使用し

て，カルボニルやアルデヒド化合物を比色定量する方

法も報告3）されているが，反応系が有機溶剤であり，

発色後の色の安定性も悪い．

　今回，著者らは，水溶液中のCHnoneをそのまま

試料としてDNPと反応させ，アルカリ添加後発色し

た安定な呈色液を比色定量する方法を検討したので報

告する．

　3．原理及び操作法

　原理：DNPとカルボニル化合物を塩酸酸性下で反

応させる，生じた2，4－dinitrophenylhydra70ne（1）

にアルカリを加えて，液性をアルカリ性にすると，

resonat…ng　quinoidahon（皿）になり，この化合物の

示すw三ne　red　colorの呈色度を吸光度で測定する．

　　　　　　　　ざ。・

…一Z蝿塊
　　　　　　　　　1

　　　　　き。・

一痒
実験　方　法

　1．　試薬

　DNPは和光純薬工業製，特級試薬を，　CHnoneは

東京化成工業製，特報試薬を使用した．エタノールは

和光純薬工業製，特級試薬500m！に対してDNPを

約5g，更に2～3滴の濃塩酸を加えた後，蒸留して

得られたCarbonyl　freeのものを使用した．

　2．装置

　分光光度計は日立製作所製，MODEL　101を使用し

た．

　操作法：CHnone水溶液3m1を共栓付試験管（内

径16mm，高さ180　mm）にとり，0．15％DNP溶

液（1，5N塩酸に溶解後ろ過した液）　lmZを加えて

栓をした後，70。で35分間加熱した．流水下で15分間

冷却後，1．5N水酸化ナトリウム溶液（80％エタノー

ルに溶解）6mZを加え，掩拝後10～60＝分間放置し，

水で適当に希釈し，430nmにおける吸光度を測定し

た．

　CHnone溶液のかわりに蒸留水3m♂を使用し，以

後同様の操作に従って得られた試料を対照として，各

CHnone試料の吸光度を測定した．
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結果及び考察

　1．吸収曲線

　0．2mM　CHnone水溶液1．5mJ及び0．025％DNP

（エタノール＝5N塩酸＝211の混液に溶解）1．5mJ

を共栓付試験管に入れ，50。で30分間反応後，流水下

で15分間冷却し，1．5N水酸化カリウム溶液（80％エ

タノールに溶解）3mZを加えた．10分間放置後，390

～470nmの吸光度を測定した（Fig．1）．

　アルカリ溶液中でのCyclohexylhydrazoneの吸収極

大は430nm付近で，　Jordanらの結果3）と一致した．

430nmでの吸光度を測定することに定めた．

　2．反応時間

　CHnone（2μmoles）水溶液3mJに，0．15％DNP

溶液（1．5N塩酸に溶解）ImZを加え，70。にて10

～60分間水浴にて反応後，流水下で15分間冷却した．

以後，操作法に従って発色後，蒸留水で5倍に希釈し，

0．D．430。mを測定した（Fig．2）．

　反応時間20分で，ほぼプラトーに達し，60分では吸

光度の減少がみられた．30～40分の間に最高の吸光度

を示したので，反応時間は35分と定めた．

　3．安定性

　CHnone（4μmoles）水溶液3mZを前述の操作に従

ってDNPと反応後，1．5N水酸化ナトリウム溶液を

加え，最高120分間放置した．対照には，前述の通り

CHnone溶液のかわりに蒸留水を使用した．

　アルカリ添加後経時的に抜取り，蒸留水で12倍に希

釈し，0．D．43。。mを測定した（Fig．3）．

　アルカリ添加後10～60分の問に最高の吸光度を示し，

120分後には，14％の吸光度の減少がみられた．した

がって，10分間放置後，60分以内に測定することに定

めた．

　4．DNP及び水酸化ナトリウム溶液の濃度

　DNP（分子量：198．14）の濃度は，　CHnone（分子

量：98．14）を最高4μmolesまで測定するために，最

低等mole（4μmoles）を加えなければいけない．一

方，反応を速く，完全に進行させることは，定量法に

とって重要なことなので，約2倍量のDNP（1500μ9

＝7．6μmoles）をCHnone溶液に加えることとした．

　次に，DNPとCHnoneとの反応は，酸性下で進

行するので，DNPを塩酸に溶かして使用することに

した．前述した1500μ9のDNPを1mJの塩酸溶

液に溶かすためには，約1．5N以上の塩酸濃度が必
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要であった．塩酸を過剰に濃くした場合，呈色時に必

要なアルカリの量も増加するので，塩酸濃度ばL5N

と定めた，

　アルカリ液として，1．5N水酸化カリウム，14％ア

ンモニア及び1。5N水酸化ナトリウムの3種につい

て比較した所，水酸化ナトリウムに比べて，水酸化カ

リウムを用いた時，対照の示す吸光度（盲検値）が2

倍程度高くなり，アンモニアの場合には，CHnone試

料による吸光度が，水酸化ナトリウムに比べ，70箔の

低下がみられた．

　また，水酸化ナトリウム濃度2Nでは，添加後コ

ロイド沈澱を生じ，1Nでは1．5Nに比べ20％程度

吸光度が低く，発色に不充分と考えられたので，1．5

N水酸化ナトリウムを使うことにした．更に，水酸

化ナトリウム溶液の液量も，反応液（DNPとCHnone

混液）に対して，1～2倍容が，定量的に発色させる

たあには必要であることが判明した．したがって，

1．5倍容，6m1（反応液4m1×1．5vol）の1。5N水

酸化ナトリウム溶液を使用することにした．

　5．　検量線の作製

　検討して定められた操作法（実験方法，3）に従って

検量線を作製した．

　アルカリ添加した試料を10分間放置後，蒸留水で8

倍に希釈して吸光度を測定した結果，Fig．4に示した

ように，Sample　3　mZ中のCHnone量：（のと0．　D．

430。m（のとの間に直線性が認められ＠＝0．224謬一

〇．012；γ＝o．999），本実験操f乍によりcHnoneの定

量を行えることが判明した．

　JQrdanら3）はhydrQcarbQnやorganic　ester中のケ

トンやアルデヒドの分析法を検討し，DNPを使用し

て，480nmでの吸光度により測定している．かれら

は，ヘキサンーアルコール混液中に濃塩酸を滴下し，

アルデヒドやケトン化合物とDNPとの反応を行わせ

ている．またかれらの実験では，反応後のhydrazone

溶液にアルカリ添加後発色した呈色液の吸光度が時間

とともに減少した。したがって，正確に再現性よく測

定するために，2m、xでの吸光度ではなく，減少度の

より小さい480nmにおける吸光度を，アルカリ添加

後8～15分以内に測定することを勧めている．

　かれらの方法では一度に多数の試料を測定したい場

合に大きな支障をきたす．

　著者らの方法では，λm。．である430nmでの吸光

度を，アルカリ添加後1時間以内に測定すれば，再現

性の良い結果を得る．

　またJordanら3，は，水溶液中でDNPとSample

とを反応させた液を用いた比色定量について検討して

いない．早老らは，水溶液中のCHnoneを測定する

目的があったため，本定量法の検討を行った．

文 献

1）　h｛．Asah置na　8∫α」．：α8ητ．　Pゐα7π；．」Bπ〃．，19，628

　（1971）

2）M．Asahina　8’α乙：（液8肱Pゐαηπ．　Bπ1ム，20，102

　（1972）

3）D，E．　Jordan　8’α乙：・4πα乙（洗82π，，36，120（1964）



163

資 料 Technical　Data

合成化学研究部で合成した化合物の抗腫瘍効果（VI）

宮原美知子・神谷庄造・中舘正弘・末吉祥子

　　　　　　丹野雅幸・宮原　誠

Antitumor　Ef琵ct　of　Compounds　Synthesized　in

　the　D三vision　of　Synthetic　Chemistry（VI）

Michiko　MIYAHARA，　Shozo　KAMIYA，　Masahiro　NAKADATE，　Shoko　SuEYosm，

　　　　　　　Masayuki　TANNo　and　MakQto　MIYAHARA

　As　an　extension　of　this　series，　the　antitumor　activity　of　310　compounds　syntheslzed　in　the　Division　of

Synthctic　Chcmistry　was　tested　with　Donryu　rats　bearing　AHI3　cclls　and　also　with　CDFI　mice　bearing

AHI3　ce11s．　Fourty　eight　compounds　of　these　were　divided　into丘ve　groups　consisting　of　1，3，4－thiadiazoles，

1，3－diphcnyl－1－nitrosoureas，　phenylisocyanates，　phenyldiazonium　salts　and　other　compounds．

　Some　of　Iβ，4・thiadiazoles　were　active　against　L1210．　Whereas，　some　of　1，3－diphenyl－1－nitrosoureas　were

active　agaillst　AH　13．　Phenyldiazonium　salts　were　cytologically　eHヒctive　against　AHI3cells．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rece呈ved　May　31，1982）

　合成化学研究部は，昭和47年11月より，当部で合成

した化合物を中心にして，その抗腫瘍性を2種の方法

を用いてスクリーニングを行っているが，現在まで

310種の化合物についてのスクリーニングを終了した．

これらのうち，255種の化合物についてのスクリーニ

ング結果は本誌で既に報告した1曜5）．今回，既知化合

物も含め新しく合成した39種及び関連化合物として市

販品の9種の48種（E－256～E－310）の化合物について

のスクリーニング結果を報告する．

　1．　スクリーニング方法

　〔1〕　AH13スクリーニングシステム

　106個のAHI3細胞をドソリュウラットの腹腔内に

移植し，3日後に腹水を採取し，培養状態を確かめた

上でテストに使う動物を決めた．細胞効果をみる場合

には，1投与量に1匹の動物を用い，腹腔内投与後，

翌日，翌々日そして翌々々日と腹水を採取し，染色し

て，顕微鏡下で細胞効果を観察した，連続投与の実験

の場合は，1群6匹とし，処置群は2～3群とした．

移植後3日目より毎日1回計5回連続投与により，効

力を検討した．効力の評価は移植後60日での生存率に

よった。判定基準は次のように定めた．

　〔2〕　L1210スクリーニングシステム

　106個のL1210細胞をCDF1マウスの腹腔内に移

植し2日目と6日目に腹腔内に化合物を投与した．1

AH　13スクリーニングの効果判定基準

評　　価

±＊

十

60日生存率

　　0／6

　0／6～1／6

　2／6～3／6

　4／6～6／6

＊ただし，60日生存動物がないものでも，60日以内

　での生存延長のみられたものを含めた．

群3匹で3～4群の処置群を使った．効果は最高T／C

（処置群の平均生存日数／対照群の平均生存日数）％に

より表示した．T／C％≧125を有効の目安とした．

　2．化合物

　今回スクリーニングを行った化合物は5系統に分類

でぎる．その分類，化学名及び融点又は分解点は次の

とおりである．

（1）　L3，4一チアジアゾール類

E－256＝Phthalic　acid　di（1，3，4－thiadiazole－2－yl）amide，

　　　mp　192。，

E－259＝2一（4－Methoxybenzoy1）amino－1β，4－thiadiazole，

　　　mp　227－228。．

E－260：2一（4－Nitrobenzoy1）amino－1，3，4－tllladiazolc，

　　　mp＞280。．

E－264：2一（4－Chlorobenzoy1）amino－1，3，4．thiadiazole，
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　　　　　　mp　258－259。．

E－265＝2・Propanoylamlno・1，3，4－thladiazole，　mp　224

　　　　　　－227。．

E－266：2－Butanoylamino。1，3，4－thiadiazole，　mp　I74＿

　　　　　　175。．

E騨268：Sulfamcthizolc．市販品mp　208－211。．

E・270：2－Mcrcapto・5・（2－pyridylthio）一1，3，4。thiadiazole，

　　　　　　mp　177。．

E－271：2－Methylsu1最）nylamino－3－mcthylsulR）ny1－5－

　　　　　　methy1－1，3，4－thiadiazole，　mp　194－195。．

E－272：2－Azldo・5．methy1－1，3，4－thladiazole，　mp　89，5－

　　　　　　90．5。．

E－273：1，3。Bis（5．mcthy1。1，3，4・thiadiazole－2－y1）triaze．

　　　　　　ne，　mp　243－244。・

E。274：2，5－Di（5・uracilmcthy1）thio・1，3，4－thiadiazole，

　　　　　　mp　263－264。．

E－276：2－Acetamido－5－benzylthio－1，3，4－thiadiazole，

　　　　　　mp　167－1690．

E・278：2・Mercapto－5一（4－pyridy1）thio・1，3，4－thiadiazole

　　　　　　hydrochloride，　dp　178－180。．

E・279；2－Methylcarbamoylthio－4．methylcarbamoyl－5。

　　　　　　thio－carbonyl．1，3，4－thiadIazole，　dp　208。．

E－280：6一（4．BromQphenyl）imidazo［2，1．b1－1，3，4－thiad．

　　　　　　　iazole，　mp　184－185。．

E－281：Tris［（1，3，4－thiadiazole・2。y1）amino］phosphate，

　　　　　　　mp　255－260。．

E－282：2－Hydroxy。5－methyl・1，3，4・thiadiazole，　mp＞

　　　　　　300。．

E－300＝2－Mercapto’5－methylurcido－1，3，4。thiad三azole，

　　　　　　　dp　243－244。．

E－303：2，5－Bis（1－oxido－4－pyridy1）一1β，4・thiadiazole，

　　　　　　mp＞250。．

E－304：2，5－Bis（4．pyridy1）一1，3，4・thiadiazolc　dimetho．

　　　　　　　sulfatc，　dp　222－2230．

E－308：2－Phenylacctylamino－1，3，4－thladiazolc，　mp

　　　　　　　223。．

（2）1，3一ジフェニル＋ニト・ソ尿素類

E－257：1，3－Di（4・chlorophenyl）一1－nitrosourea，　dp　l　34。．

E－261；1一（4r一ムlethoxyphenyl）一3－phenyl’1。nitrosourea，

　　　　　　　dp　111。．

E－262：1一（4－Toly1）一3一（4－chlorophenyl）一1－nitrosourea，

　　　　　　　dp　115。．

E－263＝1一（4一ムlethoxypheny1）一3一（4．chloropheny1）．1・

　　　　　　　nitrQSQurea，　dp　13go．

E－296：1，3－Di（4－methoxypheny1）一1－nitrosQurca，　dp

　　　　　　　101。，

E－299：1，3－Di（4－toly1）呵1・nltrosourea，　dp　105。．

（3）　フェニルイソシアナート類

E－290＝Phcnylisocyanate．市販品mp－30。．

E－291：4・ChlorophenylBocyanate．市販品mp　31。．

E－29214・Methoxyphcnylisocyanate．市販品

E－293：4－Nitrophenylisocyanate．市販品

（4）　フェニルジアゾニウム塩煩

E－258＝4－Chlorophcnyldiazonium　hcxaHuorophosph．

　　　　　　ate．市販品

E。288：4－Nitrophenyldiazonium　nuoroborate．市販品

E－309：Phenyldiazonlum　hexaHuorophosphatc．市販

　　　　　　品

（5）その他

E弓267：Indolo［3，2－b］carbazole，　mp＞250。．

E－269：1・Methoxy．2，4－dimethylbenzo［g］quinQllnium

　　　　　　methosu1飯te，　dp　I　71－172。．

E－27511一（4－Bromophenyl）一3－cyano．3－methyltr1azene，

　　　　　　mp　75－760．

E－283＝5H・Indeno［1，2－b］pyridlne　hydrochloride，　dp

　　　　　　250。．

E－284：1・Methyl・5H：一indeno［1，2－b］pyridinium　iodlde，

　　　　　　mp＞270。．

E－285：

E－286：

E－287＝

E－297：

E－301＝

E－302：

E－306＝

E－307＝

E。310：

1・Nitroso－2一三midazorldithion，　mp　49。．

1－Mcthylbenzo［f］quinolinium　iodide，　mp　196。．

3－Hydroxy6avon，　mp　99－100。．

Diphenylcarbamoyl　chloride，　mp　83。．市販品

1・Methy1．1一（3・pyridylmethy1）．3一（4－tolyl）tria－

zene，　bp　170。11　mmHg．

3－Hydroxymethyl・4，5，6，7。tetrahydropyrido［3，

4－d］imidazole－6。carbQxylic　ac三d，　dp　190。．

2・Imino－3。（4・bromophenacyl）．2，3－dihydro－2．

thiazolinc　hydrobromidc，　mp　213。．

6一（4・Bromophenyl）一2，3－dlhydroimidazolo一［2，1

－b】thiazole，　mp　178。．

1・Mcthy1．1。（3・pyridylmethy1）一3一（4－tolyl）一3・

n三trosourca，　unstablc　solid．

Res江lts

Compound
　number

　AH　13

screenlng

　　1．1210

　sc「ecnlng
Max．　TIC％

（1）　1，3，4－Thiadiazoles

E－256

E－259

E－260

E－264

E－265

一

一

＿＊

＿＊

97

123

互36

134

166
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E・266　　　　　　　　　一零

　E－268　　　　　　　　　＿＊

　E－270　　　　　　　　　＿＊

　E－271　　　　　　　　　＿＊

　E・272　　　　　　　　　＿＊

　E・273　　　　　　　　　＿＊

　E－274　　　　　　　　　＿＊

　E－276　　　　　　　　　＿零

　E・278　　　　　　　　　＿＊

　E－279　　　　　　　　　＿＊

　E－280　　　　　　　　　＿＊

　E“281　　　　　　　　　　＿＊

　E－282

E・300

　E・303

　E－304

　E・308

（2）　1，3・Diphenyl．1．nitrosoureas

　E－257　　　　　　　　　十

　E－261　　　　　　　　　十

　E・262　　　　　　　　　＋

　E－263　　　　　　　　　＿

　E・296　　　　　　　　　十

　E・299

（3）　Phcnylisocyanates

　E－290

　E－291

　E－292

　E。293

（4）

　E・258

　E－288

　E－309

（5）

　E－267

　E－269

　E－275

　E－283

　E－284

　E－285

　E－286

　E－287

　E－297

　E・301

　E－302

　E－307

　E－310

十

±

Phenyldiazonium　salts

　　　　　　　　　±

　　　　　　　　　±

　　　　　　　　　一，十＊

Miscellaneous　compounds

　　　　　　　　　＿＊

十＊

＿＊

＿宰

＿＊

＿寧

＿＊

　＊

134

105

96

96

124

114

112

129

3．スクリーニンゲ結果のまとめ

以上の結果を次のように集計した，

化合物群 ス・

112

114

133

103

113

98

107

113

（1）1，3，4一チアジアゾール類

　　　　　　　　　　0／17

（2）1，3一ジフェニルー1一ニトロソ尿素類

　　　　　　　　　　5／6

（3）フェニルイソシアナート類

　　　　　　　　　　1／4

（4）フニニルジアゾニウム塩類

　　　　　　　　　　3／3

（5）その他　　　　　1／10

6／21

1／6

0／2

0／3

＿＊

115

123

115

116

113

129

10壬

105

100

99

99

　これらの1，3，4一チアジアゾール誘導体は動物体内に

おいて2一アミノー1，3，4一チアジアゾールに分解され，

このものを活性本体として抗腫瘍性を発揮すると考え

て合成デザインされた化合物であった．これら誘導体

は，2一アミノー1，3，4一チアジアゾールと同様にL1210に

のみ効力を示したことから，想定通りであると考え

た．ただし2一アミノー1，3，4一チアジアゾール以上の抗

し1210作用を示したものはE－265のみであった．

　1，3一ジフェニルー1一ニトロソ尿素類は主として抗

AH　13作用を示した．これらの作用本体としてはフェ

ニルジアゾニウムカチナンが考えられ，フェニルジア

ゾニウム無類の示すAH13に対する細胞効果が，1，3

一ジフェニルー1一ニトロソ尿素類の示す細胞効果と同様

であることからも裏付けられた．

　その他の化合物群においては特筆すべき抗腫瘍活性

を示したものはなかった．

　　　　　　　　文　　　　献

　1）安斉美知子ら：衛生試報，94，148（1976）

　2）宮原美知子ら：衛生試報，96，91（1978）

　3）宮原美知子ら：衛生平準，97，107（1979）

　4）宮原美知子ら＝衛生通報，98，123（1980）

　5）宮原美知子ら：衛生試報，99，111（1981）

＊細胞効果を顕微鏡下で判定
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国立衛生試験所アスコルビン酸標準品（Contro1811）

　　　　　　徳永裕司・木村俊夫・川村次良

　Ascorbic　Acld　Rc琵rence　Standard（Contro1811）

　　or　National　Institute　of　Hygicnic　Scicnccs

Hiroshi　ToKu習AGA，　Toshio　Kn！uRA　and　Jiro　KAwAMuRA

　Amatcrial　of　ascorbic　acid　was　tested　fbr　the　preparation　of‘‘Ascorbic　Acid　Re琵rence　Standard”．

Analytlcal　data　obtaincd　wcrc　as　R）llows；10ss　on　drying：0．02％，　optical　rotation：［α］召。＝十21．5。，　mclting

poillt：189．2。（decomposltion），　infrarcd　spcctrum＝same　as　the　Ascorbic　Acid　Rc免rcncc　Standard（contro1

781），and　assay：99．6％by　lodometry，100．5％by　2，6－dichlorophenohndophenol　method．

　This　material　was　authorizcd　as　thc　Japanese　Pharmacopocla　standard．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcceived　May　31，1982）

　第十改正日本薬局方（Jpx）アスコルビン酸散，及

び同注射液の定量に用いる国立衛生試験所標準品（日

本薬局方標準品）“アスコルピン酸標準品”（contro1

811）を製造したので報告する．

　1．原料

　武田薬品工業株式会社より購入した．

　2．　参照物質及び試薬

　日本薬局方1票準品（c・ntr・1781）．試薬は試薬特級品

を用いた．

　3．装置

　ヤマト科学製融点測定装置，応用電気研究所製旋光

計，及び口本分光AS－102型赤外分光光度計を用いた．

100

．量

．努

潟

§50
＝

§

着

［

1
1

》

4000　　　　2δ〔｝0　2000　　　　　　1500　　　　　　　　　　　1000　　800　650

　　　　　　　、Vave　nunlber（cn1層1）

Fig．　L　Infrarcd　spcctrum　of　Ascorbic　Acid

　4．試験方法

　i）乾燥減量，旋光度，定量は，Jpxアスコルビ

ン酸，及び同散の試験法を準用し，融点（分解点）は，

Jpx一般試験法を準用した．

　ii）赤外吸収スペクトル：臭化カリウム錠剤法を用

いた．

　5．試験成績

　i）性状：白色の結品でにおいはない．

　ii）乾燥減量：0．02％（1g，シリカゲル，2壬時間）

　皿）旋光度：〔α〕君。＝＋21．50（19，水，20mJ，100

mm）

　iv）融点：189．2。（分解）

　v）赤外吸収スペクトル：Fig。1に示す．標準品

（contro1781）と同一のスペクトルを与えた．

　vi）定旦＝ヨウ素法一99．6％，2，6一ジクロルフェノ

ールイソドフェノール法一100．5％．

　　　　　　　　結　　　　　論

　標準品原料として入手したアスコルビン酸を日本薬

局方標準品（contro1781）と比較検討した．各種の試

験の結果，今回入手した標準品原料が国立衛生試験所

標準品（口本薬局方標準配1）に適した品質を有するこ

とを認めた．

　終わりに，標準品の製造にあたり協力いただいた武

田薬品工業株式会社に感謝いたします．
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国立衛生試験所塩酸チアミン標準品（Control　811）

太田美矢子・木村俊夫・川村次良

Thiamine　Hydrochloride　Re艶rence　Standard（Control　811）

　　　　of　National　Institute　of　Hygienic　Sciences

　　　Miyako　OHTA，　Toshio　KIMuRA　and　Jiro　KAwA剛RA

　　Thiamlne　Hydrochlorlde　Rc飴rence　Standard（Control　811）”｛br　the　Japanese　Pharmacopocia　was

prepared．　The　lb110wing　analytical　data　wcre　obtained；melting　point：238．7。，　in仕ared　spectrum＝same　as

the　Japanese　Pha㎜acopoela　standard（control　781），　pH：33（1％in　water），loss　on　drylng：o。4％，　water

contcnt：0．4％，　nitrogcn：16．7％，　thin－layer　chromatography＝no　contaminant，　assay：100．7％by　the　JP－X

method（thiochrome　mcthod），99．5％by　UV　mcthod（246　nm）and　99．7％by　total　chloride　method．　On

the　basis　ofthese　results，　thc　mater量al　was　authQriscd　as　theJapancse　Pharmacopceia　Standard（Contro1811）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　第十改正日本薬局方（JPX）の塩酸チアミン，同散，

同注射液，硝酸チアミン，乾燥酵母の定量法に用いる

国立衛生試験所標準品（日脚薬局方標準品）を製造し

たので報告する．

　1．標準品原料　武田薬品工業株式会社より購入し

た（JPRS－M）．

　2．参照物質及び試薬　日本薬局方標準品（C・ntro1

781，JPRS），試薬は試薬特級品を用いた．薄層板は

メルク製プレコーテッドシリカゲル60F254を用いた．

　3．装置　分光光度計（島津製qv－50型），赤外

分光光度計（日本分光製A－102型），微量水分測定装

置（平沼産業製Aq－1型），窒素分析装置（コールマ

ン製29A型）を用いた．

　4．試験方法　特に記すもののほかは，Jpxの一

般試験及び医薬品各条“塩酸チアミン”の試験方法を

準用した．定量法は，局方記載のチオクロム法（Jpx

法）のほか，246nmの吸光度を測定する方法（UV

法）及び0．01N硝酸銀液による滴定法（総塩素法）

も合せて行った．

　5．試験成績

　1）性状　白色の結品性の粉末で，わずかに特異な

においがある．

　2）融点　238，7。（π＝8，C．　V．＝0．34％），　なお

JpRsは240．7。（η＝5，　c．　v，＝o．31％）であった．

　3）溶状　JPRS－M　19を水5mZに溶かすとき，

液は無色澄明であった．

　4）pH　3．3（1％水溶液）

100

80

60

40

20

　4000　　　2800　2000　　　1700　　　1400　　　1100　　　　　　650

　　　　　　　Wave　length（cm－1）

Flg．1．　Infrared　spectrum　of　materiaHbr‘‘Thi－

　　　　amine　Hydrochloride　Refヒrencc　Stand－

　　　　ard，，

0．4

8
9
£

90．2
詫

　　　　　　200　　　　　　　　250　　　　　　　　300

　　　　　　　　Wave　Iength（nm）

Fig．2．　Ultraviolet　spcctrum　of　material｛br

　　　　‘‘Thiaminc　Hydrochloride　Refセrence

　　　　Standard”
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Solvent
front

Thiamine

hydrochlo－
ride

Original

line

　　　　　　　（1｝　（2）　　（1）　　（2）

　　　　　　　100μg100μg　　200μg　　200μg

Fig．3．　Thin・1aycr　chromatogram　of　thiam三ne

　　　　hydrochloridc

Conditlons：TLC　plate　silica　gel　60　F254（Merck，

pre－coated，0．25　mm），10wer　layer　of　the　mix．

ture　of　10％sodium　acetate・benzene・acetone・

methanol（5：3：1：1），　detcctcd　under　UV　light

（254nm）．（1）JpRs－M，（2）JpRS

　5）赤外吸収スペクトル　KBr錠剤法で測定した

JPRS－Mの赤外吸収スペクトルをFig．1に示す．こ

れをJPRSのスペクトルと比較するとき，両者の吸

収は同一波数のところで認め，またそれらの吸収強度

は等しかった．

　6）紫外吸収スペクトル　JPRS－Mを塩酸溶液に

溶かしたときの紫外吸収スペクトルをFig．2に示す．

JpRS－M　2．5mgを量り，0．001　N塩酸溶液（pH　3．0）

を加えて溶かし250mZとし，測定した．極大波長は

246nmであった．

　7）　乾燥減且　0．4％（0．lg，105。，2時間）

　8）水分0．4％（0．5g）

　9）　窒素　16，7％◎；3，C．　V．＝0．28％，理論値：

16．61％）

　Io）薄層クロマトグラフ法　JpRS－M及びJpRS

のそれぞれ5mgにメタノール1mZを加えて溶かし，

その20μ及び40μを用いて薄層クロマトグラフィ

ーを行った結果をFig．3に示す．なお，検出は25壬

nmの紫外線を照射して観察した．いずれも40μ（200

μg）の垂布量でも，主スポット以外に不純物のスポッ

トは認められなかった．

　11）定量JPRS－MはJpx法（チオクロム法），

UV法，総塩素法により定量を行うとき，それぞれ

100．7％（π＝10，C．V。＝0．87％），99，5％（π＝8，qV・

＝0．37％），gg．7％（π＝3，　C，　V．＝0．29％）であった．

ただし，JPx法とUV法はJPRSを100。0％とし
たときの値である．

結 論

　標準品原料として入手した塩酸チアミンを日本薬局

方標準品（Contro1781）と比較検討した．その結果，

各種試験方法での値は良好であり，特に定量値はこの

標準品と良く一致した，これらの試験結果により，今

回入手した標準品原料は国立衛生試験所標準品（日本

薬局方標準品）に適した品質を有することを認め，

Contro1811として配布を開始した．終わりに標準品

を製造するに当たり協力して頂いた武田薬品工業株式

会社に感謝いたします．

国立衛生試験所ルチン標準品（Control　731）

太田美矢子・木村俊夫・川村次良

Rutin　Re艶rence　Standard（Contro1731）of　National

　　　　　Institute　of　Hygienic　Scicnccs

Miyako　OHTA，　Toshio　KIMuRA　and　Jiro　KAwAMuRA

　‘‘Rutin　Re｛セrence　Standard（Control　731），，　was　prepared　as　the　National　Institute　of　Hyg1cnic　Sciences

Standard．　The＆）110wing　analytical　data　wcre　obtained；watcr　contentl　8．2％，　in庁ared　spectrum：same

as　the　Japanese　Pharmacopoeia　standard（colltrol　671，JpRs）and　Nat三〇nal　Formulary　Rc｛ヒrence　standard

（NFRS），　thin－layer　chromatography：one　contaminant（quercctin），　assay：100。7％by　the　JP　VIII　method

（JPRS：99．4％，　NFRS：100，0％）．　OII　the　basis　of　these　results，　the　material　was　authorised　as　the　National

Institute　of　Hyg量enic　Scienccs　Standard（Control　731）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcceived　May　31，1982）
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　ルチン製品を定量するとき行う，「測定器の調整」1・2）

に用いる国立衛生試験所標準品を製造したので報告す

る．

　1．標準品原料　アルプス薬品工業株式会社より購

入した（耳S－M）．

　2．　参照物質及び試薬　日本薬局方標標品（Contro1

671，JpRS），　N，　F．ルチン標準品（Control　ERRL－226

－39，NFRS），試薬は試薬特級品を用いた．

　3．装置　分光光度計（島津製qv－50型及び島津

・製D－40R型），微量水分測定装置（平沼産業製Aq－

1型），赤外分光光度計（日本分光製DS－403G型）を

用いた．

　4．試験方法　特に記すもののほかは，第八改正日

本薬局方（JP粗）の一般試験及び医薬品各条“ルチン”

の試験方法を準用した．

　薄層クロマトグラフ（TLC）法：（工）メルク製プレ

コーテッドセルロース薄層板を80。で1時間活性化し，

15％酢酸溶液を用いて展開した．（∬）ワコーゲルF蹴

を用いて調製した薄層板（300μ）を，105。1時間活性

化後，ベンゼン。ビリ・ジン・ギ酸混液（3619：5）で展

擁した．（1），（皿）とも，RS－M，　JpRS，　NFRS　IOmg

を無水エタノール2mJに溶かし，その30μZを薄層

板に塗布した．検出は15％三塩化アンチモン・クロロ

ホルム溶液を噴霧し，105。で5分間加熱し，自然光及

び紫外線（366nm）下で観察した．

　5．試験成績

　1）　性状　淡黄色の結晶性粉末で，わずかに特異な

においがある．

　2）赤外吸収スペクトルKBr錠剤法で測定した

：RS－Mの赤外吸収スペクトルをFig．1に示す．’これ

をJPRS，　NFRSのスペクトルと比較するとぎ，3

者の吸収は同一波数のところで認め，またそれらの吸

収強度は等しかった．

　3）水分8．2％＠＝7，C．V．＝1，37％），　なお，

JpRsは6．8％，　NFRsは7．3％であった．

　4）紫外吸収スペクトル定量法で得たRS－Mの

試料溶液の紫外吸収スペクトルをFig．2に示す．極

大波長は259nmと262．5nmにあり，262．5nmに
おけるE～轟は327．6（η＝4，C．　V．＝0．37％）であっ

た．

　5）　吸光比　定量法で得た試料溶液につき，波長

362．5nmと375．　Onm（クエルセチンの極大波長）に

　0．4

8
冨

馨

署q2

　　　240　260　280　　300　320　　340　360　380　　400

　　　　　　　　Wave　length（nm）

Fig．2　Ultraviolet　spectrum　of　material　fbr

　　　　‘‘Rutin　Refbrence　Standard”

Solvent　front

Rutin

OriginaI

line（Querce・
tin）

｛一三　毛一1ご一峯。

　　　　　　　　RS－M　　JPRS　NFRS　Q
Fig．3．　Thin－layer　chromatogram　of　mtin

Conditions，　TLG　plate　cellulose（Merck，

pre・c。ated，0．25㎜），　water・acetic　acid

（85＝15），detected　u皿der　v掴iblc　light（yellow

spots，　so1三d　lines）and　under　UV　light　at　366

nm（yellow　fiuoresce見t　spots，　dotted　lines）

a食cr　spraying　15％　antimony　trichloride

in　chlorob㎜

Q＝Qμercetin

　ぎ
一：謬

鋸
恐
山お

100
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40GO

Fig．1．

2800　　2GOO　　　　　1700　　　　　14（）0　　　　　1100　　　　　800　　　　　　500

　　　　　　　　Wavenumber（cm－1）

In触red　spectrum　ofmaterial　fbr‘‘Rutin　Re艶rence　Standard，，

200
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Solven亡
front

Quercetin

Original

line（Rutin）

：：：：ン　｛：：＝｝　ζr瀞　　ζ〉

∈∋G）∈⊃

　　　　　　　RS－M　JPRS　NFRS　Q

Fig．4．　Thin．layer　chromatogram　of　rutin

Conditlons，　Wako－gel　F254（0．3　mm），　bcn．

zene・pyridi孕e．R）rmic　acld（36；9：5）．　Othcr

conditions　are　same　as　F三g．3．

おける吸光度斑及び魂をそれぞれ測定しんμ1

を求めた．その結果，RS－Mは0．875（η＝4，　C，　V．

＝α24％），JpRSは。．874（η＝4，　c．　v・＝0．31％）

及びNFRSは0．872（π＝4，　C。　V．＝0．06％）であっ

た．各試料とも，吸光比は0．875±0．004の範囲内に

あった1，2）．

　6）　TLC法　（1）及び（H）の方法により展開し

たクロマトグラムをF三g，3，Fig．4に示す．両者とも，

不純物スポットは可視では認めないが，紫外線を照射

すると1つ認められ，その町値はクエルセチンと一

致した．

　6）定量　各試料とも，吸光比が0．875±0．0併の

範囲内にあることから，362．5nmの吸光度オ1を測

定し，ルチンの量は次の式のように計算した．

　　　　　　　　　　　　　　」42
　　　　ルチンの量（mg）＝　　　　　　　　　　　　　　　　　x20000
　　　　　　　　　　　　　　325．5

　その結果，RS－Mは100，7％（η＝4，　C．　V．＝0．34

％），JPRSは99．4％（23＝4，　c．　v．＝o．26％）及び

NFRSは100．0％＠＝4，　C．　V．＝0．70％）であった．

結 論

　標準品原料として入手したルチンをJPRS及び

NFRSと比較検討した．その結果，各種試験方法で

の値は良好であり，定量値もじゅうぶんな値を得た．

これらの試験結果により，今回入手した標準品原料は

国立衛生試験所標準品に適した品質を有することを認

め，Control　731として配布した，終りに，標準品を

製造するに当たり，協力していただいたアルプス薬品

工業株式会社に感謝いたします．
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国立衛生試験所リソ酸ヒスタミン標準品（Control　761）

木村俊夫・太田美矢子・川村次良

Hlstamine　Phosphatc　Re艶rencc　Standard（Control　761）

　　　of　National　Institutc　of　Hygienlc　Sc三ences

ToshiQ　KIMuRA，　Miyako　OHTA　and　JirQ　KAwAMuR・、

　Ama亡criaHbr　histamlne　phosphate　re飴rcnce　standard　was　analysed．　Tllc　ma色crial　colltaincd　gg．9％

and　100．9％of　histamine　phosphate　when　determined　by　the　BP（1973）mc【hod　and　nitrogcn　contcnt，

respcctively．　Other　data　are　as　R）Ilows；mclting　point＝133．7。，　watcr：5．65％，　histid三nc：not　dctccted，

iI1食a－rcd　spectrum＝same　as　lbrmcr　standard（control　701）．　From　thcse　results，　thc　matcrial　is　authorized

as　the　Japanesc　Pharmacopoeia　Rサ琵rcncc　standard・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcccivcd　May　31，1982）

　本標準品は，日本薬局方注射用コルチコトロピンを

始めとし，各種の生物製剤における血圧下降性物質

（ヒスタミン様物質）試験の標準品として用いられてい

る．昭和43年4月に第i回の標準品（Con亡ro1611）の

配布を開始し，46年10月には第2回（Contro1701）を

製造した．今回は第3回（CQntro1761）の標準品を製
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造したので報告する．

　2。　標準品原料　東京化成工業株式会社の製品を購

入した．

　2．　試薬　標準アミノ酸混合溶液は宝興産製品を，

ニトラニール酸は東京化成工業製品を》その他は特級

品を用いた．

　3．　装置及び試験方法

　1）　融点＝ヤマト科学製融点測定装置MP－21型に

（株）レスカ製プログラム式温度調節器を接続して用い

た．未乾燥の結品をガラス乳鉢で粉末とし，ガラス毛

細管に固くつめ，118。で川中に入れ，四温速度は124。

までは1分間に3。，それ以上では1分間に1。とした．

　2）水分：ガラス乳鉢で粉末とした後，その30～40

mgを精密に量り，平沼製作所製微量水分測定装置

Aq－1型に投入した．装置の待ち時間は20秒，抽出

時間はゼロとし直ちに滴定した．

　3）ヒスチジン：日立835型アミノ酸分析計にSIC

7000Aデータ処理装置を接続して測定した．標準品

原料62mgを正確に量り，0．OI　N壇酸に溶かして

10mJとし，試料溶液とした．この溶液1mJ中には

リン酸ヒスタミンとして19μmo1含む，標準溶液は，

標準アミノ酸混合溶液を0．01N塩酸でうすめ，1mZ

　（A）

衰』＿＿ユ＿＿
霧　　　　　日　　　の

§

番

露

く

Fig．1．　Amlno　acid　analysis　of　Histamine　Phos－

　　　　phate　Re驚rence　Standard．　Histidlne　was

　　　　not　detccted　in　950　nmol　ofthe　Standard

　　　　（A）．Chromatogram　Qf　amino　acid　mix・

　　　　ture（3　nmQl）is　in（B）．’

中に各アミノ酸を60nmo1（ただしプロリンは120

nm。1）含む液とした．試料溶液又は標準溶液はそれぞ

れ50μを装置に注入した．

　4）赤外吸収スペクトル：日本分光403G型赤外分

光光度計を用い，臭化カリウム錠剤法により測定し．

た．

　5）定量＝（i）ニトラニール酸による沈でん反応

を利用するBP（1973年版）の定量法により行った．

　　（ii）窒素含量をコールマン29型窒素分析装置に

より測定し，理論値（13．68％）に対するパーセントを

求めた．

　いずれの方法の場合でも無水物に換算して結果を求

めた．

　4．試験成績

　1）　性状　無色の結晶で，においはない．

　2）融点　湿潤点125．6。，収縮点127．0。，崩壊点

128．3。，液化点130，3。，融解終点133．7。であった

（いずれもη＝6）．

　3）水分5．65劣（π＝5）であった．なお，試料投

入時のブランク水分値及び測定時間中のブランク水分

値を全測定値から差引いた．

　リン酸ヒスタミンは二品水を1分子含み，その理論

値は5．535％である，したがって前記の結果から，二

品水以外の付着水が0．1％程度含まれている．なお，

乾燥減量（105。，6時間）は1．91％＠＝3）であった．

　4）　ヒスチジン　試料溶液及び標準溶液のアミノ酸

分析計におけるクロマトグラムをFig．1に示す．標

準溶液の300倍のモル濃度にも拘らず，試料からは微

量のアンモニアのピークが検出されたのみで，ヒスタ

ミンの製造原料であるヒスチジンのピークは見出され

なかった．

　5）赤外吸収スペクトルFig．2に示した，前回の

標準品（Control　701）のスペクトルと比較するとき，

各吸収は同一波長のところで認めた．

　6）定量　BP法により99．93％＠＝4），窒素法に

より100．86％（π＝9）であった．

登1 F1
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Fig．2．
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　　　　　　　　　Wave　number（cm，1）

In氏ared　spectrum　of　Histalninc　Phosphate　Re飴rence　Standard
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結 論

　以上の結果から，本原料は日本薬局方リン酸ヒスタ

ミン標準品として十分な品質を有すると認め，Contro1

761として配布を行うこととした（注＝昭和57年5月

現在，Contro1765の配布を行っているが，同一ロッ

トのものである）．

　なお，リン酸ヒスタミンの脱水物1mgはヒスタミ

ン塩基として0．34mgを含むが，本標準品には，主

どして結晶水に由来する5．65弩の水分を含むので，

hngはヒスタミン塩基として0．32mg含むことをラ

ベルに記載してある．

国立衛生試験所リボフラビン標準品（Contro1811）

徳永裕司・木村俊夫・川村次良

Riboflavin　Rc驚rcnce　Standard（Control　811）

　of　Na廿onal　Institute　of　Hygienic　Sciences

Hiroshi　ToKuNAGA，　Toshio　KIMuRA　and　Jiro　KIAwAMuRA

　Amater三al　of　riboflav三n　was　testcd　fbr　the　preparat三〇n　of‘‘RiboHavin　Re琵rence　Standard”。　Analytica！

d・t・・bゆ・dwere　a・角11。w・；1・・s・n　d・y㎞9・0・05％・・pti・a1・・t・ti…［・］饗一一132・5。・m・1t且・g　P。i・t・287孕

（decomposition）夕in血ared　spcctrum：same　as　Riboflavin　Re飴rencc　Standard（control　771），　thin・1ayer　chro－

matography：threc　contam三nants，　solubil三ty　l　Icss　than　16　minutes，　nitrogen：14．93％（theoretical　value

14，899も），assay：99．2「協．

　This　mater三al　was　authorizcd　as　the　Japanese　Pharmacopocia　standard．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receivcd　May　31，1982）

　第十改正日本薬局方（Jpx）リボフラビンの定量法，

同塵の定量に用いる国立衛生試験所標準品（日本薬局

方標準型）“リボフラビソ標準品”（control　811）を製

造したので報告する．

　1．　原料　東京田辺製薬株式会社より購入した．

　2．　参照物質及び試薬　日本薬局方標準品（contro1

711），試薬は試薬特級品を用いた．薄層板はメルク製

プレコーテットシリカゲル60を用いた．

　3．装置　日立139型分光光度計，応用電気製旋光

計，コールマン29型窒素分析計，日本分光A－102型

赤外分光光度計を用いた．

　4．　試験方法　i）乾燥減量，　旋光度，定量は，

Jpxリボフラビンの試験法を準用し，融点（分解点）

は，Jpx一般試験法を準用した．

　ii）赤外吸収スペクトル＝臭化カリウム錠剤法を用

いた．

　血）薄層クロマトグラフ法：標準品（contro1771）

及び原料を乾燥し，その約1mgを精密に量り，希水

酸化ナトリウム試液（0．1N）0，1m♂を加えて溶解後，

メタノール4．8m1及び0．lN塩酸0．11nZを加え，

標準溶液，試料溶液とする．標準溶液及び試料溶液10

及び20μ」ずつを薄層板にスポットする．次にベンゼ

ン・メタノール・アセトン・酢酸混液（70120：5＝5）

を展開溶媒として約10cm展開した後，薄層板を風乾

する．長波長紫外線（366nm）を照射下，生じたけい

光スポットを観察する．

　iv）溶解度；標準品及び原料を乾燥し，その約10

mgを精密に量り，5％酢酸100　mZを加え．，75±1◎

に加熱し，リボフラビン粉末の溶解を観察する．

　v）窒素；原料を乾燥し，その約5mgを精密に量

り，室素測定用アルミボートに入れ，窒素分析計にて

窒素の定趾を行う．

　5．試験成績　i）性状：だいだい黄色の粉末で，

わずかににおいがある，

　ii）乾燥減量：0．0596（0．5g，　105。，2日与問）

　亜）旋光度＝〔α〕智＝一132．5。

　iv）融点：287．4。（分解）

　v）赤外吸収スペクトル：Fig．1に示す．

標準品（Control　771）と同一のスペクトルを与えた．

　vi）薄層ク・マトグラフ法：Fig．2に示す．原料で

は3個，標準品では4個の不純物のけい光スポットが

観察された．
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Fig．1．1面ared　spectrum　of　RiboHavin

　vii）溶解度：原料は16分以内，標準品は19分以内

で完全に溶解した．

　viii）窒素＝14．93％（理論値：14．89％）

　ix）定量：99．2％

　　　　　　　　結　　　　　論

　標準品原料として入手したリボフラビンを日本薬局

方標準品（control　771）と比較検討した．薄層クロマ

トグラフ法により，原料中には3個のけい光性不純物

が検出され，その定量値は99．2％であった．その他の

Solvent
front

main
spot
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　Fig．2．　Thin。1ayer　chromatogram　of　RiboHavin

　A，B：Japanese　Pharmacopoeia　Standard　lo，20・．

　　　μ9
　C，D：material　10，20μg

測定結果より，今回入手した標準品原料が国立衛生試

験所標準品（日本薬局方標準品）に適した品質を有す

ることを認めた．

　終わりに，標準品の製造にあたり協力いただいな東

京田辺製薬株式会社：に感謝いたします．

国立衛生試験所リゾチーム標準品の安定性

　谷本　剛・福田秀男・木村俊夫・川村次良

　　Stability　of　the　Lysozyme　Re飴rence　Standard　of　Natlonal

　　　　　　　　　Institute　of　Hygienic　Sciences

Tsuyoshi　TAN1肱oTo，　Hideo　FuKuDA，　Toshio　KIMuRA　and　Jiro　K：AwAMuRA

　The　stab三1ity　of　the　I．ysozyme　Re琵rence　Standard　of　National　Institute　ofHygienic　Sciences　was　investi・

gated，　Although　Lysozyme　Standard”was　kept　fbr　a　long　time　in　a　desiccator　at－5。，　the　decrease　Qf

the　potency　was．獅盾煤@observed．　Therefbre，　Lysozyme　Standard，’was　stable　in　prolonged　storage（over

a10－year　period）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　国立衛生試験所リゾチーム標準品が制定されたのは

1967年であり，制定後，今年で14年を経過した．その

間，およそ1～2年の間隔で合計9回のロットの更新

が行われた．初回制定リゾチーム標準品の力価を1mg

（力価）／mgとし，以後，前回漂準品を対照にして各

ロットの力価を決定してきたが，各ロットの力価はい

ずれもImg当たり1mg（力価）のりゾチームを含有

するものであった．

　今回，リゾチーム標準品の安定性を調べる目的で，、

国立衛生試験所に保存されていた各ロットのリゾチや

ム標準品の力価を測定したのでその結果を報告する．’
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実験　方　法

試料：試液

　1，試料：Contro1691（1970年4月製造），731

（1974年5月製造），771（1977年10月製造）及び811

（1981年11月製造）の4ロットを使用した．各ロット

はデシケータ（シリカゲル）中で一5。に保存してい

た．

　2．　リン酸塩緩衝液：リン二二水素ナトリウム（2

水閣）10．40gに水を加えて1000　mJとした液815mJ

に，無水リン酸一水素ナトリウム9．464gに水を加え

て1000mZとした液185　mZを加える．必要ならぼ更

にいずれかの液を加えてpH　6．2に調節する．

　3．基質液：ル∬‘‘70‘o‘‘μ5砂5048榔ε6μ∫の乾燥菌体

（生化学工業社製）約50mgにリン酸塩緩衝液120　mZ

を加え，ゆるやかに振り混ぜて均一な懸濁液とする．

この懸濁液の，水を対照とした層長10mm，波長640

nmにおける透過度が10％になるように更に基質又は

リン酸塩緩衝液を加える．用時調製する．

力価測定

　1．：水分含量の測定：カールフィシャー法によって

各ロットの水分含量を測定した．装置は平沼微量水分

測定装置（Aq－1型）を使用し，試料を投入後，10分

間かき混ぜたのちに測定した．各ロットの水分含量は

次の値であった．Control　691：6．66％，　Contro1731＝

10．99品目Control　771：7，05％，　Control　811：6．59％．

　2．　試料溶液の調製：各ロットの約50mg（力価）

に対応する趾を精密に量り，それぞれにリン酸塩緩衝

液を加えて正確に100mJとし，この液の21nZを正

確にとり，これにリン酸塩緩衝液を加え潤て正確に100

mZとする，夏に，この液の2mJを正確にとり，リ

ン酸塩緩衝液を加えて正確に50mJとし試料溶液とす

る．

　3．　力価測定操作法：基質液を均一な懸濁液になる

ようにゆるやかに振り混ぜながら正確に3m！ずつを

：量り，試料溶液及び対照液について5回測定するのに

必要な本数の試験管（肉厚＝内径16mm，高さ16．4

mのに移し，氷水中に浸し，測定開始直前に順次35±

0．5。で3分間加温する．別に35±0．5。で3分間加温

した試料溶液及びリソ酸塩緩衝液を正確に3mZずつ，

先に加温した基質液に加え，35±0．5。で10±0．1分

間放置する．次いで，水を対照として肩口10mm，

波長640nmにおける吸光度を測定する．試料溶液及

び対照液について各々5回測定を繰り返し，各液の平

Table　1．　Potency　of　variou31ysozyme　standユrd3

…N・sto「刀ulod［m、（謙夢）1m、」

811

771

731

691

0

4．1

7．5

11，6

1．000

1，036

0．999

0．987

均値を斑及び為とする．

　Ccntro1811の1mg中のリゾチーム：量〔mg（力価）〕

を1mg（力価）としたときの各ロットの1mg中のリ

ゾチーム量は次式で算出した．

　各ロットImg中のリゾチーム量〔mg（力価）〕

　　　　　オ。－AT　　灘
　　　　コ　　　　　　　　　　
　　　　　浸。一門・Ψ

　　ただし，

　　」T811：Contro1811の吸光度の平均値：

　　　姐乾燥物に換算したContro1811の量〔mg

　　　　　（力価）〕

　　　跳採取した各ロットの乾燥物に採算した重量

　　　　　（mg）

結果と考察
　最も新しいロットであるControl　811（1981年更新）

はそのlmg中に1mg（力価）のりゾチームを含有す

るものであり1），このロット（Control　811）の力価を

1．000としたときの各ロットの力価をTable　lに示

した．

　製造時においては各ロットともそのlmgは1mg

（力価）のりゾチームを含有する2・3）と認定されたもの

であるが，11年間以上保存したControl　691におい

てもその1mgは0，987mg（力価）のりゾチームを含

有し，7年層及び4年間保存したCQntrQl　731及び

771においても0．999mg（力価）及び1．036mg（力

価）のりゾチームを含右していた．従って各ロットと

も経時的な力価の低下は全く無いと考えられ，国立衛

生試験所リゾチーム標準品は乾燥下，｛氏温（一5。）に

保存しておくかぎり，相当の長期間にわたって安定で

あることが確認された．

文 献

1）谷本　剛ら＝衛生試報，100，175（1982）

2）長沢佳熊ら：衛生面報，88，84（1970）

3）谷本　剛ら：衛生試報，96，98（1978）
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国立衛生試験所リゾチーム標準品（Contro1811）

谷本　剛・福田秀男・木村俊夫・川村次良

Lysozyme　Re琵rence　Standard（Contro1811）of

　　National　Institute　of　Hygienic　Sciences

Tsuyoshi　TANIMoTo，　Hideo　FuKuDA，　Toskio　KIMuRA　and　J董ro　KAwAMuRA

　The　ninth‘‘Lysozyme　Re飴rence　Standard”（Control　811）of　the　National　Institute　of　Hygienic　Sciences

was　prcparcd．　On　the　basls　of　results　obtaincd　in　the　test　of　its　potcncy，　amino　acid　compositlon，　loss　of

drying　and　polγacrylamide　gel　clcctrophores三s，‘‘1’ysozソme　S餓ndard，，　（Conεrol　811）　containing　l　mg

（potency）of　lysoz｝me　per　l　mg　was　authorized．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Recelved　May　31，1982）

　国立衛生試験所標準品“リゾチーム標準品”（第9

回，Contro1811）を製造したので，その結果を報告す

る．

　1力価
　リゾチーム標準品原料（生化学工業社製）の力価を

リゾチーム標準品（ContrQl　781）を対照として，下記

の力価測定法一1及び一2によって測定した．

　Ll試液
　（1）リン酸塩緩衝液：既報Dの方法に従って調製し

た．

　（2）基質液：ルfε670‘o‘6μ∫り∫o♂81ん‘伽∫の乾燥単体

（生化学工業社製）を用いて，既報Dの方法に従って

調製した．

　1－2　力価測定法一1

　標準品原料及び標準品（Control　781）の約50mg（力

価）に対応する量を精密に量り取り，その重量を乾燥

減量から乾燥物重量に換算したのち，それぞれにリン

酸塩緩衝液を加えて正確に100mZとする．以下，既

報2）の定量法一1の方法に従って測定した．

　1－3力価測定法一2

　標準品原料及び標準品（C・ntrol　781）の約50mg（力

価）に対応する量を精密に量り取り，その重量を乾燥

減量から乾燥物重量に換算したのち，それぞれにリン

酸塩緩衝液を加えて正確に100mJとする．以下，規

絡試験法3）に記載された定：量法に従って測定した．

　1－4　測定結果

　力価測定法一1及び一2で測定したリゾチーム標準品

原料1mg当たりのりゾチーム量〔mg（力価）〕をTable

1に示した．いずれの力価測定法においても，今回の

リゾチーム標準品原料の1mgは1mg（力価）のりゾ

チームを含有することが示された．

　II　アミノ酸組成

　リゾチーム標準品原料のアミノ酸分析を行い，リゾ

チーム標準品（Contro1781）と比較した．アミノ酸分

析はSpackmanら4，の方法に従って行った．すなわち，

リゾチーム標準品原料約3mgを硬質試験管にとり，

6N塩酸1．5mJを加えて減圧下で封回し，これを

110。で24時間加水分解した．加水分解後，内容物を

水浴上で乾固し，残留物について日立KLA－3B型ア

ミノ酸分析計で分析した．リゾチーム標準品原料のア

ミノ酸組成はシスチンを除いて文献値5）とよく一致し，

またリゾチーム標準品（Control　781）のアミノ酸組成6〕

ともよく一致していた（Table　2）．

　なお，リゾチーム標準品原料のシスチン含量が文献

値と一致しないのは，一般にたんぱく質を酸加水分解

した場合，シスチンは定量的に回収されないからであ

る．

　III乾燥減量

　リゾチーム標準品原料及びリゾチーム標準品（Con・

trol　781）の約150mgを精密に量り取り，105。で2

時間乾燥した．この条件でのりゾチーム標準品原料及

びリゾチーム標準品（CQntrol　781）の乾燥減量はそれ

ぞれ4，88％及び4．92％であった（Table　3）．

　IV　ポリアクリルアミドゲル電気泳動

　Reisfeldら7》の方法に従って，　pH　4．3用ゲルを調

製した。分離用ゲルのゲル濃度は15％とした．泳動し

た試料の量は6．25，12．5，25，50，100及び200μ9で

ある．上部緩衝液槽を陽極に，下部緩衝液槽を陰極に
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Table　L　Potency　of　the　material　fbr　lysozyme

　　　　standard

Table　3。　Loss　of　drying　of　the　material　fbr

　　　　lysozym』standard

Exp。　No．

Potency［mg（potency）！mg］ Loss　of　drying（％）

Method－1 Method－2
Exp。　No．

Materia1

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

1．030

1，011

1，007

0．990

1．047

1．019

1．041．

1，009

0，999

0．961

0．990

0。968

1．084

1．076

1．021

1．021

1．040

1．033

LO15

1．022

0．947．

0．914

0．922

0．908

1・ysozyme　standard
　（Contro1781）

1

2

3

4．90

4，79

4．94

4．83

4，91

5．02

Mean　S．D． 4．88±0．076 4，92±0．094

Mean±S．D．　1，006土0，0265　1．000±0．0617

Table　2．　Amino　acid　compositidn　of　the　material．

　　　　fbr　lysozyme　standard．

　　　　　　　　　　　　Lysozyme
Amino　acid，．Material’standard．　Theoretical
　　　　　　　　　　　（Control　781）

ムys

．H三s

Arg

Asp

Thr
Ser

Glu

Pro

Gly

Ala

Cys

Val

Met
Ile

工eu

Tyr
Phe

5，97

0．81

1L41

21．34

6，96＊

9，59＊

5．09

2．08

12．31

12．16

2．04

6．19

1。97

5．71

7．73

3．05

3，00

　6．02

　0．88

11．29

21．75

6．85＊

9，62＊

5．13

2．16

12．56

12．53

2．45

5．87

2．01

5．91

8．19

3．00

3．03

6

1

11

21

7

10

5

2

12

．12

4

6

2

6

8

3

3

　　1　　　2　　　3　　　4　　　5　　　6

Fig．1．　Polyacrylamide　gel　electrophoresis　of　th6

　　　　血aterial　fbr　lysQzyme　standard　．

Electrophoresis　was　carried　out　in　15％　polyぺな

acrylamide　ge1’at　pH　4．0．

1，6．25μg；　　2，12．5μg；　　3，25μg；　4，50μg3　、

5，100μg；6，200μg．

’　＊Uncorrected．

接続し，ゲ～レ1管当り3mAの電流を通じて60分間

泳動し，泳動後，1％ア．ミドブラック10B溶液で2時

間染色した．F三g．1に示すように，大量の試料を泳動

しても単一の染色帯しか認められず，本標準品原料は

電気泳動的に均一なも．のであっ、た．

ま と め

　国立衛生試験所標準品第9回“リゾチーム標準品グ

を製造するにあたり，標準品原料の力価を前回リゾチ

ーム標準品（Control　781）を対照として測定したとこ：

ろ，力価測定法一1及び一2で測定した力価は標準品原

料1mg当り，　L　OO6±0．0265及び1、000±0．0617血9

（力価）であり，両法の値はよく一致した．標準品原料

の乾燥減量は4．88％であり；．前回リゾチーム標準品

（Control　781）のそれと大差はなかった。．標準品原料の

プミノ酸組成は前回リゾチーム標準品（qontro1781）’

のアミノ酸組成及び文献値（シスケソを除く）とよく

一致した．また標準品原料の純度をポリアク．リルアミ

ドゲル電気泳動法で調べてみたが，電気泳動的には均

一なものであった．以上の結果から，本標準品原料を

国立衛生試験所標準品第9．回‘rリゾチー、ム標準品
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（Control　811）”とすることにし，その1mgはりゾチ

ーム1mg（力価）を含むものと認定した．

文 献

1）谷本　剛ら：衛生試報，98，87（ig80）

2）谷本　剛ら：衛生画報，96，98（1978）
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国立衛生試験所葉酸標準時（Control　741）

太田美矢子・木村俊夫・川村次良

Folic　Acid　Refbrence　Standard（Contro1741）of

　　National　Institute　of　Hygienic　Sciences

Miyako　OHTA，　Toshio　KIMuRA　andJiro　KAwAMuRA

　‘‘Folic　Acid　Re琵rence　Standard（Control　741）’，負）r　the　Japanese　Pharmacopoeia　was　preparcd．　The

fbllowing　analytical　data　were⑳tained；water　content＝7．8％，　nitrogen：22，3％，丘ee　amines　l　O．2％，宜ee

pteridines：o・04％，　inl｝are4　spectrum：same　as　the　Japanesc　Pharmacopoela　Standard（Contro1701），thin－

1ayer　chromatography：負）ur　contaminants，　assay＝100．8％by　the　Jp　Ix　mcthod・on　the　basis　of　these

results，　the　material　was　authorlsed　as　the　Japanese　Pharmacopoeia　Standard（Contro1741．）．．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　第九改正日本薬局方（JPIX）の葉酸，同錠，同注射

液の定量法に用いる国立衛生試験所標準品（日本薬局

方標準品）を製造したので報告する．

　1．標準品原料　武田薬品工業株式会社より購入し

た（JPRS－M）。

　2．　参照物質及び試薬　日本薬局方標準品（Contro1

701，JPRS），試薬は試薬特級品を用いた．薄層板は

メルク製プレコーテットシリカゲル60F脳を用いた．

　3．　装置　分光光度計（日立製139型及びユニオン

技研製SM－401型），分光けい光光度計（日立製MPF

－2A型），窒素分析装置（コールマン製29A型），赤

外分光光度計（日本分光製DS－403型），微量水分分析

装置（平沼産業製Aq－1型）を用いた．

　4．試験方法　特に記すもののほかは，JPD（の一

般試験法及び医薬品各条“葉酸”の試験法に準じて行

った．ただし，遊離プテリジン，硫酸呈色物について

は太田ら1，の方法を準用した，薄層クロマトグラ7法

は，JpRs－M及びJpRs　5mg（乾燥物換算量4．6mg）

をメタノール・アンモニア水（9：1）の溶液1m1に

溶かし，その10又は40μをスポットし，π一プロパノ

ール。10％アンモニア水（7＝3）の甲子を用いて展開

した．風乾後，紫外線下（254nm及び366　nm）で観

察した．

　5．試験成績

　1）　性状　黄色の結晶性ゐ粉末で，においはない．

　2）五二　JPRS－M　O，2gに希水酸化ナトリウム試

液10mJを加えて溶かすとき，液は黄色澄明であっ

た．

　3）赤外吸収スペクトル　KBr錠剤法で測定した

JPRS－Mの赤外吸収スペクトルをFig．1に示す．．こ

れをJPRSと比較するとき，両者の吸収は同一波数

のところで認め，それらの吸収強度は等しかった．

　4）紫外吸収スペクトル　JPRS－Mを希水酸ナト

リウム試液（15μ9／mZ）に溶かしたときの紫外吸収ス

ペクトルをFig．2に示す．波長256　nm，284　nm及

び365nmに吸収の極大を示し，それぞれの波長にお

ける吸光度を4及びんとするとき，」1／為は2．93

であった．

　5）　硫酸呈色物　76％（π＝3）

　6）窒素22．3％＠＝4，理論値22．22％）

　7）水分　7．8％（η＝10，C．V．＝1．73％）

　8）　遊離アミン　o．2％（π〒6），なおJPRSは。．5
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　2800　　2000　　　　　1700　　　　　1400　　　　　1100　　　　　800　　　　　　500　　　　　200

　　　　　　　　　Wavc　number（cm－1）

In翫arcd　spcctrum　of　material　fbr‘‘Folic　acid　Rcrc琵rncc　Standard”

　　　　220　　260　　300　　340　　360　　400

　　　　　　　Wave　length（㎜）

F三g。2．Ultraviolet　spectrum　of　materia1｛br

　　　　‘Tolic　Acid　Rc艶rencc　Standard”

％（η＝6）であった．

　9）遊離プテリジン　o．04％（η二4），なおJPRS

は0．27％（π＝4）であった．

　10）　薄層クロマトグラフ法　254nmでは葉酸のほ

かに2つの黒色スポット（遊離アミン類），366nmで

は2つのけい光スポット（遊離プテリジン類）が観察

された．

　11）定量JPRSを標準として定量するとき，JPRS

－Mは100．8％（π＝5，C．　V．＝1．26％）であった．

　　　　　　　　61＝　　　　　　　　　　弓’L
　　　　　　　　亦口　　　　　　　　口圃

　標準品原料として入手した葉酸をJPRSと比1陵検

Solvent

front

Folic　acid

Original

line

憲営，σ謬警

G⊂⊃00
　　　　　JpRS　JpRS　JPRS・M　JpRS・M
　　　　　10μ」　　40μ1　40μ’　　　10μ1

F三g．3．Thin－1ユyer　chromatogram　of　fblic

　　　　acid

CQnditions：TLC　platc　silicagel　60　F254

（Merck，　pre．coated，0．25mm），η一propano1・

10％　ammonia　solution（70：30），　detccted

under　UV　Hght（sQlid　lines　at　254　nm，

dottcd　Ilnes　at　366　nm）

討した．その結果，各種試験方法の値は良好であり，

定量もじゅうぶんな値を得た．これらの試験結果によ

り，今回入手した標準品原料は国立衛生試験所標準品

（日本薬島方標準品）に適した品質を有することを認

め，Contro1741として配布した，終わりに，標準品

を製造するに当たり，協力していただいた武田薬品工

業株式会社に感謝いたします．

　　　　　　　文　　　　　献

　1）太田美矢子・川村次良：衛生試報，90，93
　　　（1969）
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国立衛生試験所フルオシノロンアセトニド標準品（Control　801）

太田美矢子・木村俊夫・川村次良

Fluoclnolone　Acctonide　Re驚rence　Standard（Control　801）

　　　　of　National　IIlstitute　of　Hygien1c　Scienccs

Miyako　OHTA，　Toshio　KIMuRA　and　Jiro　KAwAMuRA

　‘‘Fluocinolone　Acetonide　Re艶rcnce　standard（contro1801）”fbr　thc　Japanese　Pharmacopoeia　was

prepared．　The　fb110wipg　analytical　data　was　obtalncd；melting　point＝131．0。，　optical　rotation＝［α］召。＝

十102．5（1％in皿cthanol），　Ioss　on　drying：0．15％，　inf｝arcd　spectrum：same　as　the　BP　Refヒrence　Standard

（BPRS），　th1n－1ayer　chromatography：no　contaminant，　high　per｛brmance　liquid　chromatography（H：PLC）：

six　contamlnants　same　as　BPRS，　assay：101．4％by　HPLC　method　and　100．4％by　UV　method　against

BPRS，99．3％by　fluorine（oxygen　flask　combustion　method）against　the　theoretlcal　value．　On　the　basis

of　t1】ese　results，　the　material　was　authorised　as　theJapanese　Pharlnacopoeia　Standard（contro1801）・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　第十改正日本薬局方（Jpx）のフルオシノロソアセ

トニドの定量法として，新たに高速液体クロマトグラ

フ（HPLC）法が採用された．それに伴い，フルオシノ

ロンアセトニド標準品が用いられることになり，国立

衛生試験所標準品（日本薬局方標準品）フルオシノロ

ソアセトニド標準品を製造したので報告する．

　1．標準品原料　田辺製薬株式会社より購入した

（JPRS－M）．

　2．参照物質及び試薬　英国標準品（F－90，BPRS），

試薬は試薬特級品を用いた．薄層板はメルク製プレコ

ーテッドシリカゲル60F254を用いた．

　3．装置　分光光度計（島津製QV－50型及びユニ

オン技研製SM－401型），自動旋光計（応用電気研究

所製MP－1T型），赤外分光光度計（日本分光製DM－

403G型）を用いた．

　4．試験方法　特に記すもののほかは，Jpxの一

般試験及び医薬品各条“フルオシノロソアセトニド”

の験試方法を準用した．ただし，薄層クロマトグラフ

（TLC）法は，　JpRS－M及びBPRSのそれぞれ5mg

をメタノールlmJに溶かし，その20μZ又は40μ

をスポットし，クロロホルム・酢酸ブチル・アセトン

（2：2：1）で展開した．検出には紫外線（254nm）

を用いた．HPLC法は著者らが検討した改良法を用い

たD．

　1）HPLC法の条件　装置はLDC製のポンプ，

UVモニター及び記録計（モデル330）を組み立てて

用いた．カラムはリクロソルブRP－18（5μm，プレ

パックド，4φx250　mm）で，カラム温度は30。とし，

旧離剤は水・アセトニトリル・ジクロルメタン二二

（70：30：0，9），流量は0．7m〃min，検出は254　nm，

感度は0，160．D。とし，記録紙速度は2．　l　mln／min．

で行った．

　2）定量方法　JPRS－M及びBPRSをそれぞれ

0。01gを精密に量り，メタノールを加えて溶かし，正

確に20m♂とし，それぞれ試料原液及び標準原液とす

る．

　（i）HPLC法　試料原液及び標準原液それぞれ

10mZに内部標準溶液2mJを加えメタノールで20　mJ

とし試料溶液及び標準溶液とする．この溶液20μを

注入する．ただし，内部標準溶液はエチルパラベソ

0．O13gを量り，メタノールを加えて溶かし，正確に

50mZとする．

　（ii）uv法　試料原液及び標準原液をそれぞれ

2m1ずっとり，メタノールを加えて正確に100　mJと

し，この液につき238nlnにおける吸光度を測定する．

5．

1）

2）

3）

JPRS－Mの赤外吸収スペクトルをFig．1に示す．

れをBPRSのスペクトルと比較するとき，両者の吸

収は同一波長のところで認め，またそれらの吸坂強度

は等しかった．

4）紫外吸収スペクトル　JPRS－Mをメタノール

試験成績

性状　白色の結晶性の粉末で，においはない．

融点　271．3。（η＝7，C．　V．＝0．22％）

赤外吸収スペクトル　KBr錠剤法で測定した

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　こ
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工00

。：量

ll・・

　　　　　　　　4000　　　　　2800　　2000　　　　　1700　　　　　1400　　　　　1100　　　　　　800　　　　　　500　　　　　　200

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Wave　n岨1ber（cm－1）

Fig．1．　In飾arcd　spectrum　of　material　fbr‘‘Fluocinolone　Acetonide　Ref～）rcncc　Standard”

0．4

ゆ
§

馨o．2

葦

　　　　200　　　　　　220　　　　　　240　　　　　　260　　　　　　280

　　　　　　　　　　　　　　Wave　length（nm）

Fig．2．　Ultraviolet　spectrum　of　materlal　fbr

　　　　　　　‘‘Fluocinolonc　Acctonide　Rc驚rcnce

　　　　　　　Standard”

123

45

BPRS

U 7 123

45

JPRS・M

U　　7

10 20 30 10 20 30

　　　　　　　　　　　　Retention　time（min）

F五g．4．Hlgh　performance　liquid　chromatogram

　　　　　　　of　fluQcinolonc　acctonide

Solvent

front

ハlain　spot

Original

1三ne

○○○⊂⊃

一　　　　　　一

馨1ぎ繋
　　　　ト「一

Σ

珍遵
三§

Fig．3．　Th…n－layer　chromatogmm

　　　　　　　Ione　acetonide

of　Huoc量nQ＿

Conditions：TLG　plate　si1三ca　gcl　60　F254（Merck，

pre－coated，0．25　mm），　chlorofbrm・躍一butyl　acet．

ate・acetonc（2；2：1），　detectcd　undcr　UV　light

（254nm）．

に溶かしたときの紫外吸収スペクトルをFig．2に示

す．試料溶液は10μg／mZのメタノール溶液とし，測

定した．極大波長は238nmで，　E温は357であっ

た．

Column：LiChrosorb　RP48（5μm，　prc－packed），

4φx250　mm，　colulnn　temp．：30。，　solvent＝water・

acetonitrHe・dichloromcthane（70＝30：0．9），　detec－

tor：254　nm，0」60．D．，　Chart　speed＝2．5　mm！

min，　applied　amount：40μg　in　mcthanol．

（1） （2）

　　　　10　　　20

RctcntiQn　tinlc（rnin）

Fig．5．　High　perfbrmancc　Iiquid　chromato・

　　　　　　　gram　omuocinolonc　acctonlde　and　cthyl

　　　　　　parabcn（intcrna［standard）

（1）ethyl　paraben，　（2）fluocinolonc　acetonidc

　5）　旋光度　　〔α〕召＝十102．5（乾燥後，0．1g，　メ

タノール，10mZ，100　mm，η＝3，　q　V．ニ0．3弩）
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Table　1．　Assay　results　of　Huocinolone　acetonide　and　the　impurities　in　BPRS　and

　　　　JPRS－M　by　HPLC率

Peak　No． （1） （2） （3） （4） （5） （6） （7）

BPRS

JPRS－M

0，1

0．1

0．2

0，2

0．2

0．2

98．8

99．1

0．1

0．2

0．5

0．1

0．1

0．1

＊These　assay　results　are　sho、vn　as　percent　content　of　cach　component　against　total　eエectric

　signals　of　HuocinGlone　acetonide　and　the　impurities　by　kLtegrator．

HPLC　conditions　are　same　as　Fig，4．

Peak　NQ．4｛s日uosinolone　aceton三de　and　others　are　impurities　as　shown　ln　Fig．斗。

　6）乾燥減量0．15％（0，Ig，減圧，105。，3時間）

　7）TLc法JpRs－M及びBPRs共に，200μ9の
塗布でも不純物のスポットは認められなかった（Fig．3）．

　8）HPLCによる純度試験　JpRS－M及びBPRS

のメタノール溶液を40μ（40μ9）注入したとぎのク

ロマトグラムをFig．4に示す．不純物ピークは，両

試料とも同一位置に6個認められた．ピーク（4）はフ

ルオシノロンアセトニドであり，類縁物質でピーク位

置を確認した結；果，（5）は11一ケト体，（6）は9，

11一エポキシ体，（7）は6一クロル体1，であった．これ

らの6個の不純物とフルオシノロンアセトニドのピー

クの和を100％として，各ピークの含量パーセントを

算出したものをTabcl　1に示す．各不純物は0．5％以

下であり，フルナシノロンアセトニドの量は，BPRS

が98．8％，JPRS－Mが99．1弩で良好な値を示した．

　9）HPLCにおける検量線　20μ」注入したとき

0．025～0．200mgの問で直線関係が成立し，最小二乗

法により回帰式を求めたところ，Ψ＝20．385」r＋0．013

の式を与え，相関係数は0．9999であった．なお，躍

は注入量（mg），忽は内部標準に対するフルオシノロ

ンアセトニドの面積比である．また，このとぎのクロ

マトグラムをF三9．5に示した．

　10）定量　JPRS－MをHPLC法及びuv法によ

りBPRSを標準として定量するとぎ，それぞれ10L　4

鬼＠＝8，C．　V．＝1．14％）及び100．4％（π＝4，C．　V．

＝1．23％）であった．また，フッ素を定量した結果は，

理論値に対して99，3％（π＝12，C．　V・＝2，34％，フッ

素の理論値は8．34％）であった．

結 論

　標準品原料として入手したフルオシノロンアセトニ

ドをBPRSと比較検討した．その結果，各種試験方

法での値は良好であり，定量値もじゅうぶんな値を得

た．また，TLC法やHPLC法による不純物の検索

でも，Fig．3～4及びTable　1に示すように，　BPRS

と同等以上の品質を有することが明らかになった．こ

れらの試験結果より今回入手した標準品原料は，国立

衛生試験標準品（日本薬局方標準品）に適した品質を

有することを認め，Contro1801として配布を開始し

た．終りに標準品を製造するに当たり，協力して頂い

た田辺製薬株式会社，英国薬局方コミッションに感謝

いたします，

文 献

1）太田美矢子：医薬品研究，12，456（1981）
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国立衛生試験所ニコチン酸標準品（Control　811）

太田美矢子・木村俊夫・川村次良

Nicotinic　Acid　Re飴rence　Standard（Control　811）

　　of　National　Institute　of　Hygienic　Scienccs

Miyako　OHTA，　Toshio　KIMuRA　and　Jiro　KAwAMuRA

　‘‘Nlcotlnlc　Acid　Rc艶rence　Standard（contro1811）”食）r　thc　Japanese　Pharmacopoeia　was　prcpared・

The　fbllowillg　analytical　data　were　obtained；Inclting　po三nt1237．7。，　pH：3．6（1％in　water），loss　on　drying：

0．03％，nltrogen：11．5％，　in廿arcd　spectrum＝samc　as　the　Japancse　Pharmacopocia　Standard（contro1691），

thin－1aycr　chromatographyl　no　contaminant，　assay：100．4％by　non－aquQus　titmtion，100．3％by　the　K6nig

mcthod，99．8％by　UV　mcthod（262　nm）．0爪hc　basis　of　the三e　rcsults，　the　matcrial　was　authorised　as　the

Japancsc　Pharmacopoeia　standard（contro1811）・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcceivcd　May　31，1982）

　第十改正日本薬局方（JPX）のニコチン酸注射液の

定量法に用いる国立衛生試験所標準品（日本薬局方標

準品）を製造したので報告する．

　1．　標準品原料　有機合成薬品工業株式会社より購

入した（JPRS－M）．

　2．　参照物質及び試薬　日本薬局方標準品（C。ntrQ1

691，JPRS），試薬は試薬特級品を用いた．薄層板ば

メルク製プレコーテットシリカゲル60F254を用いた．

　3．装置分光光度計（ユニオン技研製SM－401型），

赤外分光光計（日‡分光製DS－403G型），窒素分析

装置（コ＿ルマン製29A型），電位差滴定装置（東亜

電波製HA－2A型，　pHスタット）

　4．試験方法　特に記すもののほかは，JPXの一

般試験及び医薬品各条“ニコチン酸”“同注射液”の試

験方法を準用した．

　薄層クロマトグラフ（TLC）法はJPRs－M及び

JPRSの各5mgをメタノール1mJに溶かし，その

20μ1及び40μ」をスポットした．ベンセン・メタノ

ール・アセトン・酢酸混液（70：20：5：5）又はπ一

ブタノール・水・クロロホルム。酢酸。メタノール混

液（25＝11：10：9：5）を用いて展開し，風乾後，紫

外綜（254nm）下で観察して検出した．

　5．試験成績

　1）　性状　白色結品性の粉末で，においはない．

　2）　融点　237，70（π＝4，　C，V．＝0．05％），　なお

JpRsは237．5。＠＝4，　C．　v．＝o．08％）であった．

　3）　pH　3．6（1％水溶液）

　4）赤外吸収スペクトルKBr錠剤法で測定した

JPRS－Mの赤外吸収スペクトルをFig．1に示す．こ

れをJPRSのスペクトルと比較するとき，両者の吸

収は同一波数のところで認め，またそれらの吸収強度

は等しかった．

　5）紫外吸収スペクトル　JPRS－Mを水に溶かし

たときの紫外吸収スペクトルをFig，2に示す，試験

溶液はJPRs　o．029を量り，水を加え．て溶かし，

1000mJとし測定した．極大波長は262　nm，極小波

100
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　　　acid

Conditions＝Silica　gel　60　F254（M：erck，pre－coatcd

TLC　plate，　0，25　mm），　benzene・methanol。

acetone・acetic　acid（70：20：5：5），　detected　under

UV　light（254　nm）．

長は238nmで，各々の波長における吸光度をオb」2

とするとき，42／」1は0．362であった．また，極大

波長におけるEl乱は358．3（π＝4，　C．　V．＝1．15％）

であった．

　6）　乾燥減量　0．03％（1g，105。，1時間）

　7）　窒素　11．5％（理論値11．38％，π＝3，C，　V．＝

0．31弩）

　8）TLC法ベンセン・メタノール・アセトン・．

酢酸混液（70：20：5：5）又はπ一ブタノール・水・

クロロホルム・酢酸・メタノール混液（25：11＝10：

9：5）で展開したときのクロマトグラムを各々F…g．3

とFig．4に示す．　JpRs－M及びJpRs共に，いず

れの場合も不純物スポットは認められなかった．

　9）定量標準品原料を非水滴定法，K6nig法

（Jpxの注射液の定量法）及びuv法（262　nm）に

より定量を行うとき，それぞれ100．4％（π＝5，qV・

＝1．04％），100．3％（π＝4，C．　V．冨2．68％）及び99．8

％（π＝4，C．　V，＝1．15％）であった．ただし，　K6nig

法とuv法はJPRSを100．　o％とした時の値であ
る．

結 論

　標準品原料として入手したニコチン酸をJPRS

（Control　691）と比較検討した．その結果，各種試験

法での値は良好であり，定量値はJPRSと良く一致

した．また，TLG法ではJPRSと同様に不純物スポ

ットは認められなかった．今回入手した標準品原料は，

国立衛生試験所標準品（日本薬局方標準品）に適した

品質を有することを認め，Control　811として配布を

開始した．終わりに，標準品を製造するに当たり，協

力して頂いた有機合成薬品工業株式会社に感謝いたし

ます．
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国立衛生試験所塩酸ピリドキシン標準品（Control　801）

徳永裕司・木村俊夫・川村次良

Pyrldoxine　Hydrochloride　Re角rencc　Standard（Contro1801）

　　　　of　National　Institute　of　Hygienic　Sciences

Hiroshi　ToKuNAGA，　Toshio　KIMuRA　and　Jiro　KAwAMuRA

　Amatcrlal　of　pyridoxine　hydrochloride　was　tcsted｛br　the　preparation　of‘‘Pyridoxinc　Hydrochloride

Reたrcnce　Standard”．　Analytical　data　obtained　were　as　fbllows；Ioss　on　drying：0．018％，　pH：2．84，　mclting

point：204．7。（dccomposition），in血ared　spcctrum：same　as　the　Pyridoxine　HydrQchloride　Re｛セrcnce　Standard

（Control　761），　thin．layer　chromatography＝no　contaminant，　nitrogcn：6．81％（theoretical　value　6．81％），

assay：100。3％by　titration，99．9％by　UV　absorption　mcthod，101．3％by　total　chloride　method．

　This　matcrial　was　authorized　as　Japanese　Pharmacopoeia　standard，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（R£ceived八1ay　31，1982）

　第十改正日本薬局方（Jpx）塩酸ピリドキシソ注射

液の定量に用いる国立衛生試験所標準品（日本薬局方

標準品）“塩酸ピリドキシン標準品”（control　801）を

製造したので報告する．

　1．原料　第一製薬株式会社より購入した．

　2．　参照物質及び試薬　日本薬局方標準品（c。ntroI

761），試薬は試薬特級品を用いた，薄層板はメルク製

濃縮ゾーン付きシリカゲルGF254を用いた．

　3．　装置　島津qV50型分光光度計，東亜電波

HM－20B型plIメーターヤマト科学製融点測定装

置，日本分光DS－403G型赤外分光光度計，コールマ

ン29型窒素分析計を用いた．

　4．試験方法

　i）乾燥手品，pH測定は，　Jpx短艇ピリドキシソ

の試験法を準用し，融点（分解点）は，Jpx一般試

験法を準用した．

　ii）赤外吸収スペクトル：臭化カリウム錠剤法を用

いた．

　猷）薄層クロマトグラフ法：標準品及び原料を乾燥

し，その約25mgを精密に量り，メタノール5mZを

正確に加えて溶解し，標準溶液及び試料溶液とする．

標準溶液及び試料溶液のそれぞれ20及び40μを薄

層板にスポットする．次に，ジオキサン・アセトン・

アンモニア水混液（45：45：10）を展開溶媒として約

10cm展開した後，薄層板を風乾する．短波長紫外線

（254nln）を照射し，生じたスポットを観察する．

　iv）窒素：原料を乾燥し，その約10mgを精密に量

り，窒素測定用アルミボートに入れ，窒素分析計にて

窒素の定量を行う．

　v）定量＝非水滴定法一Jpx塩酸ピリドキシンの

定量法を準用する．吸光度法一Jpx塩酸ピリドキシ

ソ注射液の定量法を準用する．塩素法一原料を乾燥し，

その約150mgを精密に照り，水50　mJを加えて溶か

し，クロム酸カリウム試液1mJを加え，振り動かし

100

．§

一．里

5易

纐40
山お

4000　　　　　　　　　　2000　　　　　　　　　　1500　　　　　　　　　　1000　　　　　　　　　　500

　　　　　　　　　　　　　Wave　number（cm－1）

　　　Fig。1．　Infrarcd　spcctrum　of　Pyridoxinc　Hydrochloridc

200
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Solvent

front

maln　o⊂⊃⊂⊃⊂⊃
spot

　　　　　　　　　A　　　B　　　C　　　D

　Fig．2．　Thin－layer　chrQ鵬at◎gram　of　Pyridoxine

　　　　　Hydrochloride

　A，B：Japanese　Pharmacopoeia　standard　l　oo，200

　　　μ9
　C，D：mater1a1100，200μg

ながら，0．1N硝酸銀液で持続する淡赤かっ色を呈す

るまで滴定する．

　　0．1N硝酸銀液1mJ＝20．564mg　C8HuNO3・HCl

　5．試験成績

　i）性状：白色の結品性粉末で，においはない．

　ii）pH：2．84

　髄）融点：204．7。（分解）

　iv）乾燥減量：0．018％（lg，減圧，シリカゲル，

4時間）

　v）窒素：6．81％（理論値6．81％）

　vi）赤外吸収スペクトル：Fig．1に示す．標準品

（Contro1761）と同一のスペクトルを示す．

　vil）薄層クロマトグラフ法：Fig．2に示す．不純物

のスポットは観察されない．

　viii）定量：非水滴定法一100．3％，吸光度法一99．9

％，塩素法一101．3％

　　　　　　　　結　　　　　論

　標準品原料として入手した塩酸ピリドキシソを日本

薬局方標準品（control　761）と比較検討した．各種の

試験の結果，今回入手した標準品原料が国立衛生試験

所標準品（日本薬局方標準品）に適した品質を有する

ことを認めた．

　終わりに，標準品の製造にあたり協力いただいた第

一製薬株式会社に感謝いたします．

市販輸入柑橘類中の臭素の定量

　鈴木隆・武田明治・内山充

　　　Invcstigation　on　the　Contellt　of　Bromine　in

　　　　Commercially　Available　Citrus　Fruits

Takashi　SuzuKI，　Mitsuharu　TAKEDA　and　Mitsuru　UcHIYAMA

　The　analytical　results　of　lmported　citrus費uks　showed　that　the　contents　of　bromine　in　peel　Qf　orange

were　between　4．2　and　58　ppm　and　those　in　edib！e　port三〇n　were　between　2．6　and　8．O　ppm．　It　was　expectcd

that　there　was　a　correlatiQn　between　the　contents　of　bromine　in　peel　and　those　of　edlble　portiQn．　Those

in　lemon　and　grape行uit　wcre　not　more　than　7　ppm　and三〇dine　was　not　detected．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　　　　　　　　ま　え　が　き

　我が国のアメリカ，カルフォルニア産の柑橘類の輸

入に当たり，植物防疫上，地中海シバエ防除のために

使用されたエチレソジブロミド（EDB）の残留が食品

衛生上注目された．EDB自身は比較的容易に揮散：分

解されP，最終的に消費者の手元にとどくまでには柑

橘類中には殆んどが臭素塩として残留するものと考え

られる．

　薯老らは残留臭素の食品衛生上の問題に鑑み，輸入

オレンジ，レモン，グループフルーツについて残留臭

素量の定量を行ったのでその結果について報告する．
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Table　l．　Analytical　Results　of　Citrus　Fruits

Sample Br（ppm） 1（ppm）

Orange　I

2

　　　　3

Lemon　1

　　　　2

　　　　3
Grapc
　Fruits

E1，

P2）

E
P
E
W3）

W
W
E

8．0

58

4．2

34．4

2．6

5．8

6．5

2．7

1．9

ND4）

ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND

1）E：Ediblc　portion　2）P：Pec1

3）Wlwhole　4）ND　I　not　detected（＜lppm）

オレンジは皮と可食部とに分けレモンは全体を，グレ

ープフルーツは可二部のみについて各々ホモジナイズ

したのち，その内7．Ogを実験に供した．以後前報2》

に従って処理，定量を行った．

結果及び考察

実験器具，試薬

1．試料，試薬

試料は市販のオレンジ3検体，レモン3検体グレー

プフルーツ1検体を実験に供した．試薬は前報参照2）．

2．装置，器具

　前回参照2）．

実験方法
1．試料の前処理

ヘタを中心に4等分したのちその対角の部分を用い，

　各々の定量結果をTablc　1に示した．

　オレンジの皮については58ppm，34　ppmとかな

り大きな値が得られた．一方可食部については皮の臭

素二二の高い方が8．0，低い値の方が4。2ppmであ

り可食部では皮に対して臭素含量は前者では13．7％，

後者では12．3％とわずか2検体の結果ではあるがかな

り高い相関があるものと予想される．またレモン並び

にグレープフルーツではいずれも7ppm以下であっ

たが，これらについても臭索は皮の部分に集中してい

るものと予想される．

　なおヨウ素についても定量を行ったがいずれも不検

出であった．

参　考文　献

1）J・R．King，　D．L　von　windeguth，　and　A．K．

　Burditt，　Jr．＝」㌦∠497．茄。♂c海8ηz．，28，1049（1980）

2）鈴木　隆，武田明治，内山　充：衛生試報，98，
　97　（！980），

市販焼肉のタレ中の鉛，カドミウム，銅のバックグランド

　　　　　　　　　　　調査結果について

鈴木隆・宅田明治・内山充

Invest量gatioll　on　the　Content　of　I・ead，　Cadlnium　and　CoPPer　ill

　　thc　Commercia11y　Availablc　Sauccs食）r　tlle　Baked　Meat

Takashl　SUZUK1，　Mitsuharu　TAK£DA　and　Mlεsuru　Uc1πYAMA

　The　method　of　detcrmlnation　of　lead，　cadmium　and　coppcr　ln　thc　sauces　fbr　thc　bakcd　meat　was　invest量．

gated　by　dry　ashlng負）110wcd　by　sodium　diethyldithiocarbamatc（DDTC）。mcthylisobutylkctone（MIBK）

extraction　and　thcn　by　atomic　absorption　spcctromctry．　By　thc　method，1．O　ppm　of　Icad，0．Ippm　of

cadmium　and　O．5　ppm　of　coppcr　in　the　sauccs　could　bc　dctcrmlncd　ln　98，87．5　and　gl．2％of　recovery，

respectivcly．　The　analytical　results　of　14　commerciaUy　availablc　sauccs　fbr　thc　baked　mcat　showed　that

the　contents　of　lead　were　not　more　than　O．43　ppm，　thosc　or　cadmium　were　not　morc　than　O．03　ppm，　and

thosc　of　copper　were　bctwenn　O．01　and　2．4　ppm．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rcccived　May　31，1982）
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ま　え　が　き
Table　1．　Operating　Conditions　in　Atomic

　　　　Absorption　Spectroscopy

　重金属のパヅクグランド調査の一環として市販焼肉

のタレ中の鉛，カドミウム，銅の実態調査を行ったの

で，その分析方法の検討及び調査結果について報告す

．る．

Metals

Pb Cd Cu

実験器具，試薬

　1．試料，試薬

　試料としては市販焼肉のタレ，焼ぎ鳥のタレ，バー

ベキューソース及び蒲焼のタレ，計14種頬を購入し分

：析に供した．

　硝酸，アンモニア水（1＝1），飽和シュウ酸アンモニ

ウム溶液，メチルイソブチルケトン（MIBK），10％ク

エソ酸アンモニウム溶液，10％塩酸ヒドロキシルアミ

ン溶液，飽和硫酸アンモニウム溶液及び1％ジエチル

ジチ旧型ルパミン酸ナトリウム（DDTC）溶液：市販

の精密分析用試薬もしくは特級品を用いるか，又はこ

れらを用いて調製した．

　2．装置

　原子吸光光度計＝Varian社製775型，　double　beam，

：重水素放電管によるバックグランド捕正付．

　鉛，カドミウム，銅中空陰極ランプ：日立製作所製．

　霊気炉＝池田理化製MFP－400N型．

．Wavc　length（nm）

Lamp　current（mA）

Slit　width（nm）

Air（ηmin）

Acetylene（ηmin）

217．0　　　228．8　　　342．8

　5　　　　3．5　　　3．5

　1．0　　　0．5　　　0．5

　9．幽5　　　　9。5　　　　9．5

　1．0　　　1．0　　　1．0

Table　2．　Rccovery　of　LOad，　Gadmium　and

　　　　Copper肋m　the　Sauces　fbr　the

　　　　Baked　Meat

　　　Residue　Added　FoundMetal
　　　　（ppm）　（ppm）（ppm）

Recovery＋C．V．＊
　（％）

Pb　　　O．03　　　　1．0　　1．01

Cd　　　O．008　　　0．1　　0．095

Cu　　　　2，3壬　　　　0．5　　2．80

　98±1．4　（n＝3）

87．5±2．0　（n＝3）

91．2±1．2　（n＝3）

＊C．V。＝CoeHicient　ofvariation

Table　3．　Analytical　Results　of　Lead，　Cadm三um

　　　　and　Copper　in　the　Sauces．fbr　the　Baked

　　　　Meat

Sample（manufhcturer）
Metals（ppm）

実験方　法 Pb Cd Cu

　1．　試料の前処理

　乾式灰化法により行った：試料109を100m♂の硬

質ビーカーに採り赤外線ランプ照射下に熱板上250。で

炭化させカルメラ状とした．次に無気雨中350。で3時

間，ついで温度を上げ470。で15時間加熱した．水

5mZを加えガラス棒で残査を細かく砕ぎ，再び電気

炉中470。に加熱した．灰化後，硝酸2mJを加え残心

を溶かしたのち，赤外線ランプ照射下熱板上で乾固し

た．残査を熱1N塩酸に溶かしグラフフィルターでろ

過したのち，1N塩酸で10　mZ定容とし試験溶液とし

た．また別に試料を加えないで同様な処理を行うこと

により空試験溶液を作成した．

　2．定量操作

　試験溶液10mZを100　mZの分液ロートに採り水

10mJ，クエン酸アンモニウム溶液10　mZ及び盗酸ヒ

ドロキシルアミソ溶液2mJを加えたのち，メタクレ

ゾールパープル玉液2滴を指示薬として液が微紫色を

呈するまでアγモニア水を加えた．次にこれに飽和硫

酸アンモニウム溶液10mZ及びDDTC溶液10m♂

を加えて軽く振り混ぜ，10分間放置する．これに

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

（A）

（A）

（A）

（B）

（A）

（A）

（C）

（D）

（E）

（B）

（A）

（A）

（D）

（E）

　0．03　　＜0．01　　2，4

　0．05　　　　＜0．Ol　　　　O．Ol

　O．0壬　　　　　0．01　　　0。95

　0．08　　　　　0．Ol　　　O．35

〈0．02　　　　＜0．01　　　0．64

　0．02　　　　0．01　　1．0

　0．22　　　　0．03　　2．0

　0．02　　　＜0．01　　　0．15

　0．43　　　　0．02　　　0．15

　0．14　　　　　0．01　　　0．25

　0．19　　　　　0．01　　　0．23

〈0．02　　　＜0．01　　0．74

　0．06　　　　＜0．01　　　0，93

　0．04　　　く0，01　　0．Ol

MIBK　10　mZを加え激しく振とうして抽出した．

MIBK層を分取し原子吸光光度法により吸光度を求め

る，同時に空試験溶液を同様に操作して得たMIBK

層の吸光度を求め，これらの値の差を用いて別に作成

した検量線から濃度を求めた．

　原子吸光法の測定条件をTable　1に記した．
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結果及び考察

　1．　添加回収実験

　鉛は1PPm，カドミウムは0．1PPmまた銅は0．5

ppmの濃度になるようにタレに添加し，乾式灰化を

行ったのち回収率を求めたところ，鉛は98％，カドミ

ウムは87．5％，銅は9L5％といずれも満足すべき結果

が得られた（Table　2）．

　2．　測定結果及び考察

　14種の試料について測定した結果をTable　3に示

した．

　鉛は最高0．43ppm，またカドミウムは最高0．03．

ppmといずれも低い値であった．一方銅は最高が2．4

ppm，最低0，01　ppmで試料問のパラッキが大きかっ

た．

市販ドレッシング中のスズ，ヒ素，及び鉛のバックグランド

　　　　　　　　　　　　調査結果について

鈴木隆・武田明治・内山　充

Investigation　on　the　Content　of　Tin，　Arsenic　and　Lcad

　　　　in　Commercially　Available　Dressings

Takash三Suzu斑，　Mitsuharu　TA鵡DA　and　Mitsuru　UcHIY萬【A

　The　method　of　determination　of　tin，　arsenic　and　lead　lll　the　dressings　was　investigated．　Tin　was　analyzed

by　dry　ashing｛bllowed　by　direct　atomic　absorption　spectromctry，　arscnic　by　wct　digestion　fbllowing　by　the・

Gutzeit　method，　and　lead　by　dry　ashing　fbllowed　by　sod三um　dicthyldithiocarbamic　acid（DDTC）。mcthyl－

isobutylketonc（MIBK）extraction　and　then　by　atomic　absorption　spectrometry．　By　the　method，　more

than　88％ofrecovcrics　were　given　fbr　50　ppm　of　tin，0，5　ppm　of　arsenic，　and　1．O　ppm　of　lead　ill　the　dressings，

The　results　of　examination　of　14　commercially　avaHable　dressings　showcd　that　thc　content　of　lead　was　not

more　than　O．22　ppm，　and　that　tin　and　arsenic　werc　not　detected．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

ま　え　が　き

　今回著老らは，重金属のバックグランド調査の一環

として，市販ドレッシング中のスズ，ヒ素及び鉛の実

態調査を行ったので，その分析法の検討及び調査の結

果について報告する．

実験器具，試薬

　1．試料，試薬

　試料としては市販ドレッシング14検体（乳化型4件，

分離型（10件）を1982年4月に購入（分析）に供した．

　硫酸，硝酸，アンモニア水（1：D，飽和シュウ酸ア

ンモニウム溶液，10％クエン酸アンモニウム溶液，飽

和硫酸アンモニウム溶液，6N一塩酸，酢酸鉛溶液，臭

化水銀，エ〃一ル，10％硫酸，60％過塩素酸，1％

ジエチルジチオサルバミン酸ナトリウム（DDTC）溶

液，及びメチルイソブチルケトン（MIBK）：市販の精

密分析用試薬もしくは特級品を用いるか，又はこれら

を用いて調製した．

　α一コーンスターチ：オリエンタル酵母（株）社製♂

　2．装置

　原子吸光光度計：Vavian社製775型，　doublc　bcam，

重水素放電管によるバックグランド補正付．

　電気炉：池田理化製MFP－400N型

実　験　方　法

　1．　試料の前処理

　試料をじゅうぶんに振り混・ぜて均一化したのち，そ

の10gをすばやく油魚し，湿式灰化又は乾式灰化に

供した．

　a）湿式灰化

　試料io．09を100　mJのヶールダールフラスコに採

り，硝酸10mJを加え穏やかに加熱する．反応がお

さまり亜硝酸ガスの発生が穏やかになった時点で硫酸
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Table　l．　Operating　Condit量ons　in　Atomic

　　　　Absorption　Spectrometry

Table　2．　Recovery　of　Tin，　Arsenic　and　Lead

　　　　最）rti丘ed　tQ　Drcssings

Metals

Pb Sn
M…1・憎跨翻翻R鴇ew±qv2’

Wave　length（nm）

Lamp　cu【Tent（mA）

Slit　width（nm）

Air（’1min）

Acetyl㎝e（’1mh1）

217．0

　5

　1

10

　0．9

235，5

　5

　0．5

10

　2．5

Sn　　NDD
As　　ND
Pb　　ND

50　　　　44．0　　88．1±3．2　（n＝3）

0，5　　0．47　93．4±5．8（n＝＝3）

1．0　　　0．91　90，8±3．5　（n＝三3）

1）ND　means　not　det㏄ted．　The　lcmits　of　detections

　are　as　lbllows：Sn，2ppm；As，0．1　ppm　and－Pb，

　0．05ppm．
2）C．V．：CQefHcient　of　variat正QR

Table　3．　Analytical　Results　of　Commercially　Available　Dressings

Sample（Man漁cturer）（type）D Pb（ppm） Sn（PPIn） As（ppm）

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

（A）

（B）

（C）

（A）

（D）

（D）

（D）

（D）

（D）

（D）

（D）

（D）

（D）

（D）

（S）

（S）

（S）

（S）

（E）

（E）

（S）

（S）

（S）

（S）

（S）

（S）

（E）

（E）

．0．05

0．22

ND
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1）S；Separates　type，　E：Emulsificd甥pe．

2）ND：not　detected．

3mZを加えて更に加熱する．炭化の始まる直前に硝

酸10mZを追加する．放冷後過塩素酸21nZを加え穏

やかに加熱し，炭化の始まる直前に再び硝酸5認を

追加し放冷する．これに過塩素酸2mZを追加してゆ

るやかに加熱を続け，炭化直前に硝酸lmZを造加す

る．液が完全に無色透明となり，白煙が生ずるまでこ

の操作を繰り返す．

　冷後飽和シュウ酸アンモニウム溶液3m♂を加え，

白煙が生ずるまで加熱したのち，放冷する．アンモニ

ア溶液3mJを加えて弱酸性としたのち，水で50　mZ

定容とした．また空試験溶液は試料を加えず同様に処

理して調製した．

　b）乾式灰化

　100mJの硬質ビーカーに試料10gを採り，これに

α一コーンスターチ10gを加え，ガラス松でよくかき

混ぜて均一化したのち赤外線ランプ照射のもとに熱板

上250。で炭化しカルメラ状とした．次に電気炉中350。

で3時間，ついで470。で16時間加熱する．冷後，水

5mZを加えガラス棒で残査を細かく砕き，再び電気

炉中で470。で4時間加熱する．灰化終了後塩酸2mZ

を加えて中田を溶かし，グラスフィルターでろ過した

のち10mZ定容とした．

　2．定量

　ヒ素については湿式灰化液10m♂を用いてグットツ

アイト法1）により定量した，スズは乾式灰化液を用い

て原子吸光法により定量した．また鉛は乾式灰化液

8mJを採ってDDTC－MIBK抽出操作2）を行い，こ

の抽二千を用いて原子吸光法により定量した．なお原

子吸光測定の際の条件をTable　1に示した．
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結果及び考察

　1．　添加回収実験

　スズは50PPm，」ヒ素は0，5PPm，また鉛は1PPm

の濃度になるようにドレッシングに添加し，それぞれ

湿式灰化あるいは乾式灰化を行って回収率を求めた

（Tab裏e　2）．いずれもほぼ満足すべき結果が得られた．

　2．　スズの定量に対する灰分の影響

　ドレッシング中の灰分がスズの分析に与える形響を

検討した＝10gのドレッシγグに10gのα一コーンス

ターチを添加し，加熱炭化後乾式灰化を行い10mZ定

容とした，この溶液に50ppmの濃度になるようにス

ズを添加し，その吸光度を50ppmのスズ標準液の吸

光度と比較した．その結果2％の吸光度の減少を認め

ただけで直接法によってマトリックスの影響なしに定

：量し得ることが判明した．

　3．測定結果及び考察

　ドレッシングは油層と水層の2層に分離しているの

で乾式灰化の際には突沸防止及び灰化補助の目的で

α一コーンスターチを加えた．これにより液の突沸を

完全に抑えることができた．なおα一コーンスターチ

の重金属含量はスズ，鉛のいつれも検出限界以下であ

った．

　14毬の市販試料の測定結果をTable　3に記した．

鉛の分析値は検出限界（0．05ppm）以下から0．22　ppm

の範囲にあり，一般カソ詰食品に比して低いことを見

出した．なおスズ及びヒ素は検出されなかった．
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　　　　　　　食品中の残留農薬分析に関する研究（弟37報）

コンピュータ付きガスクロマトグラフィー・マススペクトロメトリー

による2，4，5－TP〔2一（2，4，5－trichlorophenoxy）propionic　acid〕の測定法

関田　寛・武田明治・斎藤行生・内山　充

　　Studies　on　Analysis　of　Pestic三de　Residues　in　Foods（XXXVII）

Measurement　of　2，4，5－TP〔2一（2，4，5－Trichlorophenoxy）propion三。　Acid〕

　　by　Gas　Chromatography－Mass　Spectromctry　wlth　Colnputer

Hiroshi　SEKエTA，　Mitsuharu　TAKEDA，　Yukio　SAITo　and　Mitsuru　UcHIYAMA

　The　conditions　lbr　thc　mcasurcment　of　2，4，5－TP〔2・（2，4，5－trichlorophenoxy）propionic　acid〕，　which　had

been　uscd　as　a　herbicide　andlor　a　plant　growth　rcgulator　fbr　fruit－fal11ng　Protection　at　one　time　in　Japan

and　in魚）re三gn　countrics，　wcrc　invcstlgatcd　by　gas　chromatography・mユss　spcctrometry　with　thc　computer

（GC－MS－COM）to　identi取this　compound　ln　the倉uit　samplcs，　whcn　2，4，5－TP　had　bccn　mcgaly　applicd

負）rthe　purpose　offruit・ねlhng　protcction　and　when　this　compound　was　dctcctcd　in　fruit　samplcs．　2，4，5－TP

could　be　analyzed　at　thc　mlnimum　amount　of　2　ng　in　polnt　of　tllc丘nding　of　its　molecular　ions　at　m／c　282

in　the　mass　range　of　150－300氏）r　idcntification，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Rccc三vcd　May　31，1982）

緒 言

　2，4，5－TP〔2一（2，4，5－trichlorophenoxy）propionic　acid〕

は2，4，5－T（2，4，5－trichlorophenoxyacctic　acId）と同

様に諸外国をはじめ，わが国でもかつては除草剤とし

ての外に，・りんご等の落果防止を目的とした植物生長

調節剤（植物成長調整剤）として農薬取締法に規定さ

れる農薬に登録されていた時期があったD．

　しかしながら，これらの工業原体中には急性毒性が

極めて高い上に，極めて強い発癌性及び催奇形性を有

するtetrachlorodlbenzo一ρ一dioxin（TCDD）が不純物と

して微量含まれていることが明らかにされており2・3），

このため上記2農薬は昭和49年に登録農薬から除外さ

れた．
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　しかるに昭和56年2月，無登録農薬となって農薬と

して販売禁止となった2，4，5－TP製剤が，山形県など

のりんご産地で「フルチオソTP」の名で違法に販売

されていた事実が明るみに出されたの．もしも，この

ような極めて毒性の高いTCDDを含む可能性のある

2，4，5－TP製剤が，りんご等の落果防止剤に使用さ
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れていたとしたら，それらの果実中に2，4，5－TPひい

てはTCDDが残留することが懸念され，食品衛生上

極めて重大な問題となることは明白であった．

　これを契機として，著者らはりんご等の果実泥中に

2，4，5－TPが残留している場合を想定して，これらの

果実中の2，4，5－TPの残留分析法を検討し，日常的

弓務として実用性のある試験法を確立することが出来，

回報5）に報告した．また，TCDDの残留分折法につい

ては，著老らは既に魚介類中に残留するTCDDの

ECDガスクロマトグラフィーによる微量分析法並び

にGC－MSを利用したマスフラグメントグラフィー

による超微量定量法を報告している6》．したがって，

’果実類中のTCDDの残留分析はこの方法を応用して

行うことが可能である，

　今回，著者らはりんご等の果実からECDガスクロ

マトグラフィーによって2，4，5－TPが検出された場合

を想定して，素量の2，4，5－TPの確認同定法として

コンピュータ付ぎガスクロマトグラフィー・マススペ

クトロメトリー（GC－MS－COM）による測定条件を検

討したので報告する．

実験　方　法

m／e198

　1．試薬

　右機溶媒：和光純薬工業（株）製の残留農薬試験用．

　ジアゾメタン試薬：同社製の1V－methylW’一nitr（｝一

瞬π＿nitrosoguanid量ne（ム｛NNG）．

　2，4，5－TP：東京化成工業（株）製の特級品．

　2．　標準溶液の調製

　2，4，5－TP　10mgを100　m♂のメスフラスコに精密

に秤丸し，アセトン2～4m1を加えて溶解した後，ヘ

キサンで定容としたものを保存溶液とした（2，4，5－TP

100PPm溶液）．この保存溶液ln1」（2，4，5－TP　100

μ9）を30mJの共栓付試験管に取り，常法に従って

m／e196

0 10 20

Fig．1

30 Scan　No．

Fig．1．　Mass　spectrum，　total　ion　chromatogram

　　　　（TIC）and　mass　chromatograms　Qf
　　　　2，4，5－TP　standard　（methyl　ester）by

　　　　GC－MS－COM

2，4，5・TP；50　ng

Apparatu31Du　Pont　Dimaspec　321　with　Du　Pont

Data　System　320，　Colulnn：3mm　i．d．　x　50　cm

（glass），　Packing：2％OV－171Chromosorb　W・HP

（100－120mesh），　Inlet　temp．＝200。C，　Column

temp．：180。C，　Separator　temp．：200。C，　Ion

source　temp．：180。C，　Ionization　voltage：70

cV，　Ionization　current；500μA，　Carr1er　gas：He

（3．6kg／cm2），　Integration　time＝8msec，　Samples／

AMU：5，　Delay　tlme＝40　sec
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Fig．2．　Mass　spectra　of　2，4，5・TP　standards（methyl　cste路）br

　　　minimum　detect量on　by　GC－MS－COM

Conditions＝Sce　Fig．1．

A：5ng，　B＝4ng，　G：3ng，　D：2ng，　E；1．5　ng，　F：1ng

調製したジアゾメタンのエーテル溶液を用いて2，4，

5－TPのメチル化を行い，エーテルを留齢した後，ヘ

キサン10mZを加えて溶解した（2，4，5－TP量として

10ppm溶液）．この溶液を1mJ取り，更にヘキサ

ンで10倍希釈溶液を調製した（2，4，5－TP量として

lppm溶液）．

　3．GC－MS－COMの操作条件

　今回の2，4，5－TPのCC－MS－COMによる検討の

際に使用した装置並びにその操f乍条件は，F19．1の注

に記した．

結 果

　前報5）において2，4，5－TPは，2，4，5－Tや2，4－D

（2，4－dichlorQphenoxyacetic　acld）と同一条件でECD

ガスクロマトグラフィーにより分離定量できることが

見出されている。また，同時に米国産レモン中に残留

する2，4－Dの確認同定のためにGC－MS－COMによ

る検討を行っており，2，4，5－TPも2，4－Dとほぼ同

一条件で測定できると，予測された．

　即ち，前報5）における2，4－DのGC－MS－COMの

操作条件のうちで，カラム温度を180。Cに上げ，測定

質量数範囲を150－300とし，試料注入からコンピュ

ータへのデータのインプット開始時までの待ち時間を

40秒間に変更して2，4，5－TP（メチル体）のGC－MS

を検討したところ，Fig．1に示したようなマススペク

トル，全イオンクロマトグラム（TIC）及びマスクロマ

トグラムが得られた．

　質量数範囲150－300における2，4，5－TPのマスス

ペクトルでは，m／e282に分子イオンピーク（M＋）

が観察されたほか，m／c28壬に（M＋2）の塩素の同位

体に由来するイオンピーク，その他主要なフラグメン

トイオンとしてm／e225，223，200，198（基準ピーク）

及び196の計7個のピークが観察された．これら7個

のイオンの質皿数におけるマスクロマトグラムではそ

れらのピークの位置が，すべてTICにおけるピーク

の位置（Scan　No．7）と完全に一致していた．

　次いで，今回の測定条件下における2，4，5－TPの最

小検出量を検討したところ，Fig．2に示したように，

2，4，5－TP（メチル体）のM＋が観察されるか否かを

判定基準とした場合，その最小検出量は2ngであっ

た，したがって，もし果実等の試料からECDガスク

ロマトグラフィーにより2，4，5－TPが万一検出され

た場合，本測定条件下で試料由来の爽雑ピークがm／e

198の基準ピークよりも大きなものでない限り，GC一
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MS－COMにより2ng程度の検出限界で，2，4，5－TP

を確認同定することが出来る．

　なお，現在までのところ，りんご等の果実類から

2，4，5－TPが検出されたとする報告はない．
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輸入農産物中のフェノキシ系除草剤の残留実態調査（昭和55年度）

関田　寛・佐々木久美子・河村葉子・武田明治・内山　充

Studies　on　Analysis　of　Pestic1de　Residues　in　Foods（XXXVIII）

　Surveillance　of　Chlorinated　Phenoxy　Herbicide　Residues

　　　　　in　Imported　Agricultural　Crops　in　1980

Hiroshi　SEKITA，　Kumiko　SAsAK1，　Youko　KAwA珊RA，

　　Mitsuharu　TAKEDA　and　Mitsuru　UcHIYAMA

　The　surveillance　of　the　residues　of　fbur　kinds　of　chlorinated　phcnoxy　herbicides，2，4－D（2，4－dichloroL

phenoxyacetic　acid），2，4－DB（2，4－dichlorophenoxybutyric　acid），2，4，5－T（2，4，5－trichlorophenoxyacetic　acid）

and　2，4，5－TP〔2一（2，4，5－trichlorophenoxy）propionic　acid〕in　three　kinds　of　agricultural　crops　imported肋m

various　countries　i几1980　was　carried　out．　These　herbicides　werc　analyzed　by　gas　chrqmatography　wlth

ECD　aRer　methylation　witk　diazomethane　and　clean　up　by　column　chromatography　o孕silica　ge1．　The

minimum　detectable　residues　of　these　herbicides　were　O．01　ppm　of　2，4・D，0．05　ppm　of　2，4－DB，0，002　ppm

of　2，4，5－T　and　O，001　ppm　of　2，4，5・TP。　In　this　surveillance　none　of　these　herbicides　was　detected　in　all

salnples　of　the　wheat　imported翫om　Australia，　Canada　and　USA，　in　the　maize（com　grains）i【nported

倉om　South　A飼ca　and　U．S．A．　and　ln　the　sQybeans　imported仕Qm　Canada，　China　and　U．S．A．（total　30

samples　of　10samples　in　each　agricultura正commodity）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

緒 言

　著者らは前々報1）において2，4－D（2，4－dichlorophen－

oxyacetic　acid），2，4，5－T（2，4，5－trichlorophenoxyace．

tic　acid）及び2，4，5－TP〔2一（2，4，5－tr1chlorophenoxy）

propionic　acid〕の3種のフェノキシ系農薬がりんご，

レモン等の果実類に落果防止剤又は鮮度保持剤として

使用された場合を想定して，これらのフェノキシ系農

薬の残留分析法を検討し，日常的業務として実用性の

ある試験法を確立した．

　これらの農薬のうち2，4，5－T及び2，4，5－TPは，

これらの工業原体中に含まれている微量の不純物（ポ

リ塩化ジベンゾジオキシン）が強力な発癌性及び催奇

形性を有していることが判明したために，昭和49年に

登録農薬から削除されたが，2，4－Dは現在でも除草剤

として各国で使用されている．また外国では，これら

以外に2，4－DB（2，4－dichlorophenoxybutyric　acid）カこ

除草剤として使用されている．

　厚生省食品化学課所管の昭和55年度食品残留農薬調

査に係わる分担業務として，著老らはフェノキシ系除

草剤の残留実態調査を担当した．そこで，前々報1》に

おける分析法が上記4種目フェノキシ系除草剤の残留

分析に実際に応用出来るか否かを検討し，充分実用性

のあることを確認した後，諸外国より輸入した小麦，

とうもろこし及び大豆について上記4種のフェノキシ

系除草剤の残留実態を調査した．
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Table　1．　Ovcrall　rccovery　of　chlorinatcd　phenoxy　herbicides　R）rtified　tQ　powdcrcd　samplcs

Phcnoxy　hcrbicidc
Forti丘cd　leve1

　　（ppm）

Rccovely（％）

Whcat MalZC Soybean

2，4－D

2，4－DB

2，4，5－T

2，・｝，5－TP

0．10

0．50

0．020

0．OlO

89．8

86，0

90．9

88．2

86．8

88．5

83．3

89．3

96．5

96．5

89．1

87．0

Each　rccovcry　valuc　rcprcscnts　thc　mcan　of　5　samples　iτ1　cach　croP．

Acctonc　solution　containing　the　mixturc　of　methyl　estcrs　of　4　phenoxy　herbicidcs（2，4－D；5．0μg，2，4－DB　3

25．0μg，2，4，5－T；1．0μgand　2，4，5－TP；0．5μg）was　fbrtiaed　to　cach　powdcrcd　sample（50　g），and　l　hr　after

the　fbrtiflcation　the　cxtraction　procedurc　was　started．

試　七二　法

　1．試料

　今回の調査品目である小麦（オースト？ア産，カナ

ダ産各3検体，米国産4検体），とうもろこし粒（メ

ーズ）（南アフリカ産4検体，米国産6検体）及び大豆

（カナダ産，中国産各2検体，米国産6検体）は，日本

油皿検定協会等を通じて各10倹体計30倹体入手した．

　なお，実際の分析には残留農薬分析公定法2）の規定

に合致するように粉砕した粉末試料を用いた．

　2．　試薬及び装置

　前々報1）に従った．

　3．標準溶液の調製

　前々報Dに従った，

　4．抽出及びクリーンアップ

　シリカゲルカラムによるクリーンアップにおける溶

出条件を一部変更しただけで，その他の操作は前々報D

に従った．即ち，シリカゲルカラムの溶出条件は，最

初にエーテルーヘキサン（2：98）50mZで溶出し，こ

の溶出液を除外した後，同混合溶媒系（5：95）50mJ

で溶出される画分を2，4，5－TP画引とし，次いで同

溶媒系（10：90）100mJで溶出される画分を2，4－D，

2，4－DB及び2，4，5－T画図とした．

　なお，各溶出液は10mZに濃縮してガスクロマトグ

ラフィー用供試液とした，

　5．　ガスクロマトグラフィー

　前々報1｝に従った．

結 果

いて未検討であった2，4－DBの溶出条件を検討した

ところ，2，4－DBは2，4－D及び2，4，5－Tと同一画

分に溶出されることがわかった．

　次いで，今回の調査品目である小麦，とうもろこし

及び大豆の粉末試料について分析操作全体にわたるフ

ェノキシ系除草剤の添加回収実験を検討した．即ち，

小麦，とうもろこし及び大豆の粉末試料各50gに

2，4－D5．0μg，　2，4－DB　25．0μg，2，4，5－T　1，0μg

及び2，4，5－TPO．50μ9を添加し，添加1時間後にこ

れら4種のフェノキシ系除草剤を前々報Dに準じて抽

出を開始し，シリカゲルカラムによりクリーンアップ

した後，ECDガスクロマトグラフィーにより定量し

た．結果はTable　1に示したように3品目について平

均83％以上のほぼ満足すべき回収率が得られた．した

がって，本法は今回の調査における試験法として充分

実用性のある方法であると判断した．

　2．残留実態調査

　昭和50年度に諸外国より輸入された農産物のうち小

麦，とうもろこし（メーズ）及び大豆各10検体，計30

検体について前々報D及び試験方法の項に記載した方

法に従って2，4－D，2，4－DB，2，4，5－T及び2，4，5－TP

の4種のフェノキシ系除草剤の残留分析を行ったとこ

ろ，これらの除草剤は今回調査したいずれの試料から

も検出されなかった．

　なお，本試験法におけるこれら斗種の除草剤の検出

隈界は，2，4－Dが0．01PPm，2，4－DBが0，05　PPm，

2，4，5－Tが0．002PPm，また2，4，5－TPが0．001　PPm

であった，

　1．　添加回収実験

　前々報1）における果実類中のフェノキシ系農薬の残

留分析法が，今回の調査品目である穀類及び豆頬に対

しても適用し得るか否かについて検討した，

　まず，シリカゲルカラムによるクリーンアップにお
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食：品中の三二酸化鉄の定量について

神蔵美枝子・平田正子＊

Studies　on　Determin灸tion　of　Iron　Sesquloxide　in　Food

Mieko　KAMIKuRA　and　Masako　HIRATA

　Aprocedure　and　results、、・ere　given董）r　the　determination　of　iron　sesquioxlde　in　Aka－Konnyaku　and　a

carPophore　of　Banana．　Iron　concentrations　were　determincd　dircctly　orl　the　solutions　prepared　after

decomposition　of　the　samples　with　nitric　and　perchloric　acid　by　atomic．absorption　spectrophotometry．

Iron　sesquioxide　in　commercial　Aka－Konnyaku　was　determined　in　the　range　of　O。100　to　O．163　per　cent．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　三二酸化鉄（ベンガラ）は昭和32年12月28日，厚生

省告示第420号1）をもって，食品添加物に指定された．

当初は使用基準がなく，食品全般への使用が認められ

ていたが，昭和46年2月26日厚生省告示第39号2）をも

って，使用実態に合わせての改正が行われ，使用基準

が設定された．

　すなわち，．「三二酸化鉄及びこれを含む製剤は，バ

ナナ（果柄の部分に限る）及びコンニャク以外の：食品

に使用してはならない」とされた．三二酸化鉄をバナ

ナに使用するのは，バナナの果柄にパラオキシ安息香

酸エステル類の保存料を使用した場合の識別のために

使用するものであり，コンニャクへの使用は，滋賀県

下の特産品である「赤コンニャク」のみを対象として

いる3）．

　三二酸化鉄は顔料の1つで，天然に産する鉄酸化物

の1つである．鉱物としての赤鉄鉱は古くから弁柄

（ベンガラ）（rouge）と称し，赤色えのぐとして使用さ

れている．昭和の初期より硫酸鉄を原料として製造す

るようになった．三二酸化鉄はC．1．77491，C．1．

Pigment　Red　101及び102である，

　食品中の三二酸化鉄の定量分析法としては，原子吸

光法のほか，オルトフェナントロリンによる比色法，

過マンガン酸カリウム滴定による容量法がある．本研

究においては，バナナの果柄並びにコンニャクに使用

された三二酸化鉄を原子吸光法によって分析すること

についての検討を行った．

使用の実態

　三二酸化鉄を使用した「赤コンニャク」の生産は，

滋賀県下，特に大津，彦根を中心として近江八幡に因

み「八幡コンニャク」の名称で販売されており，年間

生産量は約300トソといわれる．使用方法はコンニャ

クこなごん（精粉）を水溶きする段階で三二酸化鉄を

加え，色付けが行われる．

　バナナの果柄を保存料で処理するのは，産地からの

輸送中における切口からの微生物による汚染，変質等

を防ぐ目的で行われるが，この処理を行ったバナナの

輸入例は見当らない．また，国内で同目的のために三

二酸化鉄を加工した製剤の流通もみられない．

＊東京家政大学

実験　の　部

　1．使用機器

　原子吸光光度計　日立　518型．

　2．試薬

　過塩素酸，硝酸は：有害金属用，市販品を，塩酸，塩

化第二鉄は試薬特級品を用いた．

　3．標準液

　塩化第二鉄4．8389を正確にはかり，塩酸溶液（9．5

→100）100mJに溶かし，水を加えて正確に1000　mJ

とする．この液20mZを正確にはかり，塩酸溶液（9．5
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→1000）を加えて正確に200m1とする．この液1mZ

はFe　IOOμgを含む，しゃ光して保存する．

　3．試験法

　定量法の原理は，試料中の右機物等を濃硝酸で加熱

分解後，更に過塩素酸処理を行って完全に分解し，鉄

の分析線371．99nmを用い，アセチレン・空気炎に

よって試料中の三二酸化鉄を測定する4）．すなわち，

試料を細切し，均質とした後，約2gを正確にはかり，

250～300mZの分解フラスコに入れ，硝酸20　mZを

加えて穏やかに加熱する。最初の激しい反応が弱まる

につれ，加熱を強めて均一な黄色液となるまで加熱す

る．つぎに，過塩素酸5mZを加えて穏やかに加熱し

て二酸化窒素の発生が終わり，発泡が激しくなり，液

が黄～黄かっ色になったとき，加熱を止め，硝酸約

2mZを極めて静かに加えて，再び加熱し，過塩素酸

の白煙が生じ，液が微黄色～無色になったとき，加熱

をやめる．冷後水約30mZを加え，再び加熱し，過塩

素酸の白煙が生じてから，更に20～30分間加熱を続け

る．冷後，分解液を水を用いて定量的に100mJのメ

スフラスコに移し，水を加えて正確に100mZとし，

試験溶液とする．

　別に，水2mJを用い，試料の場合と同様に操作し，

空試験溶液を調製する．

　試験溶液及び空試験溶液につき，次の測定条件にし

たがって，原子吸光度を測定する．両者の吸光度の差

を求め，その値から検量線により試験溶液中の鉄濃度

（μg／mりを求め，次式によって試料中の鉄含量（g／kg）

を計算する．

　　　　　鉄含量（・／・g）一画・・1

　　　　　C：検量線によって求めた試験溶液中の鉄

　　　　　　　濃度（μ9／mり

　　　　　Ty：試料採取量（9）

　　三二酸化鉄含量（9／kg）＝鉄の含量（9／kg）×1．430

　〔測定条件〕

　原子吸光光度計を用い，次の条件で測定する．

　　　アセチレン・空気フレーム：

　　　　　アセチレン　3．Om〃min

　　　　　空気　　　13」／min

　　　測定波長　　　　37L99　nm

　〔検量線〕

　標準液0，1，5，10，30及び50mJをそれぞれ正確

にはかり，水を加えて正確に100mZとし，検量線用

標準液とする．この液につき，それぞれ原子吸光度を

測定し，検量線を作成する．

結果及び考察

　1．原子吸光法による鉄の検量線

　鉄標準溶液0～50μ9／m‘の検量線は　Fig．1のと

おりである，

　2．　三二酸化鉄の添加，回収結果

　コンニャク及びバナナの果柄について三二酸化鉄の

添加，回収並びにコンニャク，バナナの果柄中に含ま

れる鉄の量を調べた結果は，Tablc　1のとおりである，

　3．滋賀県下の特産品「赤コンニャク」の分析結果

　滋賀県下の特産品である「赤コンニャク」は，外観

がレンガようの赤かっ色の物質である．このものにつ

いて鉄の分析を行った結果はTable　2のとおりであ

る．

　コンニャク，バナナの果柄は硝酸で加熱分解後，更

に過塩素酸処理を行い，原子吸光法により，鉄の分析

線371．99nmを用いて試料中の鉄を定量し，係数を

乗じて三二酸化鉄の量とした．本法はバックグランド

の少ない分析線を用いており，アセチレン・空気炎で

行っているため，他物質の干渉をほとんど受けない．

なお，最高感度を示す分析線としては248．33nmが

あるが，この線には炎のバックグランドがある．

　本法による三二回目鉄（90．07％，原子吸光法）の

添加，回収結果はコンニャク90。80～92．35％，バナナ

91．38％であった．コンニャク中の鉄の含量は，日本

食品成分表6）により計算すると100g中α2～2．5mg

または0．4mg7）といわれ，分析値は1．34mgを示し，

バナナの果柄についてはその値が明確ではないが，生

果については0．4mg7）また，果実類に例をとると100

g中0．1～4．Omg5）といわれ，分析値2．45mgと，い

ずれもその範囲内に入っている．

　「赤コンニャク」中の三二酸化鉄の分析値は1g中

0．7

0．G

§o・5

薯。．4

碧

く　0．3

0．2

0．1

20　40　60　80　100（ppm）

　ConcentratiQn　of　Fe

Fig．1．　Calibration　curve　of　Iron
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Table　1．　Recoveries　of　Iron　Scsquioxide　added　to　Konnyaku，　a　carpophore　of　13日目ana，

　　　　and　iron　contcnt　in　thcir　samples　by　atomic－absoΦtion　spectrophotometry

Sample （9）

Added

As　Fe203
　（mg）

As　Fe
（mg）

Found　As　Fe　　Rccovery
　　（mg）　　　　（％）

Konnyaku

Carpophore

of　Ballana

10．001

9．958

10．000

9．996

10．770

9．750

10。020

9．720

6．142

7．008

6．123

0．135

5．577

6．472

0．245

5．595

90．80

92．35

91．38

Table　2．　Amounts　of　Iron　Sesquioxide　ln　commercial　Aka・Konnyaku　by

　　　　atomic－absorption　spectrophotometry

Sample （9）

FQund Fc203　Contcnt

As　Fe
（mg）

．As　Fe203

　（mg）
In　lg
（mg）

9！kg

Aka－KQnnyaku　No．1

No．2

No．3

No．4

1．013

10．000

5．071

10．000

9．990

1．001

0．700

7，125

4．950

7．525

7．525

1．140

1．000

10．187

7．077

10．759

10．759

L630

1．000

1．019

L396

1．076

1．076

1。630

LOOO

1．OI9

L396

1，076

1．076

1．630

1，00～L630mg（0．100～0，163％）であった．「赤コ

ンニャク」の製法については前述したが，その詳細に

ついて調べると，水100分に対して三二酸化鉄が0．2

～0，3分の割合で使用されている．コンニャク精粉10

k9に対して水は300」使用されるといわれるが，こ

れから製造される「赤コンニャク」が，1ヶ4009の

もの1000ヶと推定すると，「赤コンニャク」1ヶ当

たりの三二酸化鉄量は0．6～0．99となり，lg当たり

1，5～2．25mgとなる．「赤コンニャク」製造中におい

て三二酸化鉄は100％コンニャク中に固定されるもの

ではなく，凝固後の熱湯による煮沸，水洗等の操作に

より6），「赤コンニャク」中より水中へ移行するもの

がある．これらのことを考慮すると，分析値1．00～

1．630mg／lgは計算：値とよく適うものと考える．

　バナナの果柄については，三二酸化鉄が通常の塗料

と同程度の濃度で使用されるとすれば，製剤中の濃度

は40～50％と考えられる．そして，仮りに塗料中の三

二酸化鉄濃度を40％とし，また，バナナの果柄への同

製剤の塗布量を1g／5g（果柄）としたとき，三二酸化

鉄量は400mg（鉄として299．76mg），10％濃度では

100mg（69．94mg）となる．しかし，ブランク値をみ

ると，鉄含量は極めて低く，バナナの果柄には特に保：

存料が使用されていないものと判断される．なお，バ

ナナには防カビ剤としてチアベングゾールが使用され

ているが，このものが果柄から微量検出（0，37ppm）

されるケースがあった．

ま と め

　原子吸光法による食品中の三二酸化鉄の分析方法を

設定した．本法により滋賀県下の特産品である市販の

「赤コンニャク」につき三二酸化鉄の分析を行ったと

ころ，その含量は0．100～0，163％であることがわかっ

た．しかし，バナナの果柄については，鉄の分析値が

通常のそれと類似しており，これらの結果から三二酸

化鉄が使用されているとは考えられず，したがって，

特に保存料で処理されているとも思われない，

文 献

1）食品添加物の規定に基き，食品添加物，器具及

　び容器包装の規格及び基準の一部を改正する件，

　昭和32年12月28日，官報号外第85号

2）食品添加物の規定に基づき，食品，添加物等の

　規格基準の一部を改正する件，昭和46年2月26

　日，官報第13253号
3）厚生省食品化学課：食：品衛生研究，　21，　379

　（1971）

4）武者宗一郎，下村　滋：原子吸光分析，p．119

　（1974）共立出版

5）小原哲二郎，鈴木隆雄，岩尾裕之編：食品分析

　・・ンドブック，p．253（1969）建吊社



198 衛生試験所報告 第100号（1982）

6）食品製造ハンドブック刊行会編＝食品製造ハン

　　ドブック，p．181（1963）地球出版

7）科学技術庁資源調査局編：日本食品標準成分表

　3訂補　p．24，628（1980）大蔵省印刷局

発がん性実験に使用するトリエタノールアミンの安定性及び純度試験

石綿　肇・金子久美・加藤三郎・谷村顕雄

Stab三1五ty　and　Purity　Tcsts　of　Tricthanolaminc　uscd

　　　　　　熊）raCarc五nogenicity　Tcst

Hajimu　IsHlwATA，　Kumi　KANEKo，　Saburo　KATo　and　Akio　TANIMuRA

　Purity　and　stability　of　tricthanQlamine　were　cxa㎡ned　prlor　to　a　carcinogcnicity　test．　Triethanolamine

uscd　in　the　tcsts　contained　1．9％of　diethanolamine　as　a　contaminant．　Both　of　tricthanolamine　and　di・

ethanolamine　in　a　I％or　2％triethanolamine　solution　kept　in　an負nimal　brccdlng　room　maintained　at　23。

wcrc　stable　fbr　a　month　undcr　a　roQm　Iight　or　a　dark　conditlon．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　厚生省は，・食品添加物をはじめとする環境中の化学

物質の発がん性試験を継続的に行っているD．昭和57

年度に試験開始予定の被験物質の1つであるトリエタ

ノールアミン（TEA）は，合成洗剤，乳化剤，界面活

性剤などに使用されている．性質は，徴アンモニア臭

を有し室温ではやや粘稠な液体である2）事から被験動

物の飼料への添加が難かしく，飲料水に溶解して投与

する方法が計画されている．

　長期間の動物試験において，被験物質を飲料水に溶

解して投与する場合，用時調製は困難を伴ない，通常

一時期に大量に調製されている．

　そこで，発がん性試験に先だち，TEAの水溶液中

での安定性をみると共に，TEA中に混在するジエタ

ノールアミソ（DEA）の定量を行ったのでその結果に

ついて報告する．

実　験　方　法

1．試薬及び試料

TEA溶液＝和光純薬特級　TEAを蒸留水で2％

及び1％に調製し使用．

DEA溶液：和光純薬特級

エリスリット：東京化成

2．　装置及び測定条件

ガスクロマトグラフ：島津GC－6A型

（共通条件）

検出器：FID

カラム：長さ1m，内径3mm（ガラス製）

充愼剤：TENAX－GC（60～80　mesh）

キャリヤーガス＝N2，60　mJ／min

（TEAの分折条件）

Tablc　L　Stab11ity　of　tricthanolaminc（TEA）solution

1％TEA　solution 2％TEA　solution
day

1ight dark Iight dユrk

0

1

3

7

10

16

24

28

100％

96．0

96．2

98．5

9壬．0

100。2

9．妥．4

105．1

100％

95．8

90．9

97．5

97．7

102．0

99．3

100．6

100％

95．4

93．3

95．9

96．4

97．3

101．O

lOI．8

100％

95．4

94。9

97．5

100．0

1併。O

lO6，1

107．8
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Table　2．　Stability　of　diethanolamlne（DEA）in　triethanolamine（TEA）solution

day
DEA　in　1％TEA　solution DEA　in　2％TEA　solutlon

1ight dark light dark

O

1

2

6

9

15

22

29

100劣

95．3

105．1

106．7

95。0

100．6

96．3

103．1

100％

93．8

103．4

95．2

100．0

98．1

102，3

109．9

100劣

98．3

98．5

103．7

96．8

95．8

101。5

10L5

100％

95．5

96．2

107．5

105．9

97．8

103，7

107．8

Changes　of　DEA　concentration　in　TEA　solution　were　shQwn　as　per－cent　fbr　the　concentratlon

of　DEA（1，9％in　TEA）on　the　O　da弘

1

2 A

B

　　　　〇24681012
　　　　　　　　Retention　tlme，　mln．

Flg．1．　Gas　chromatograms　of　triethanolamine

　　　　（TEA）

Samples；i％TEA　solutlon　at　O　day（A）and
after　28　days（B）in　the　Hght．　peaks；（1）：erythrite

（1．S．），（2）：TEA．　cQnditions；gas　chrQmatograph：

Shimadzu　GC－6A，　column：TENAX。Gq　l　m×

3mm　i．d．，　carrier　gas＝N260　mηmin，　column

temperature：240。，両ection　pQrt：300。

1

2

3

カラム温度：240。

注入口温度：300。

注入量＝1μ

（DEAの分析条件）

カラム温度：200。で15min保持後，20『／minで

300。まで昇温

注入口温度：220。

注入量：5μ

3．操作

　　　　　0　51015202530
　　　　　　　　　RetenUon　tlme，　m肌

　Fig．2．　Gas　chromatograms　of　diethanolamine

　　　　　　（DEA）in　triethanolamine（TEA）

　Samples；1％TEA　solution　at　O　day（A）and
　after　29　days（B）in　the　light．　peaks；（1）：DEA，

　（2）：erythrite（1．S．），　（3）：TEA．　conditions；

　呵ection　port＝220。，　column　temperature：200『

　Column　temperature　was　held　at　200。　lbr　15min

　and　programed　20。／min　to　300。．　Other　condi．

　tfons　werc　the　same　as　shown　in　Fig．1．

　2劣及び1％TEA溶液を透明三角フラスコ又はア

ルミホイルで全体を覆ったかっ色三角フラスコに入れ，

密栓し室温（23。）に放置し，TEA及びDEAの経時

変化をガスクロマトグラフィー3）により測定した．

TEA及びTEA中のDEAの測定は，エリスリット

を用いた内部標準法により行った．TEA及びDEA

の標準溶液については，試薬を冷蔵し用時希釈して使
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用した．

結果及び考察

　1．TEAの安定性

　被験溶液の放置場所は動物飼育室内であり温度が

23。に調整されており，28日間の放置では遮光の有無

に関係なく1％及び2％溶液共に安定で濃度の低下は

認められなかった（Tablc　1）．また，ガスクロヤトグ

ラム上の変化や新たなピークの出現は認められなかっ

た（Fig．1）．

　なお，放置期間中の溶液の外観の変化も特に認めら

れなかった．

　2．TEA中のDEAの含有量及びその安定性

　TEA中にはDEAが存在することはすでに知られ

ている4）．DEAは亜硝酸と反応することにより既知

発がん性物質であるN一ニトロソジェタノールァミン

となる5〕ためその定量を行った．本実験に用いたTEA

中のDEA含量はL9％であった．　TEAの1％及び

2％溶液を室内光下又は，遮光下で29日間放置したが，

混在するDEAの濃度変化は認められず（Table　2），

また，ガスクロマトグラム上の変化及び新たなピーク

の出現も認められなかった（Fig．2）．したがって，

TEA溶液中に存在するDEAは本実験条件下で安定

であり，かつ，TEA溶液の保存中にDEAが生成す

る可能性はほとんどないと考えられる．

　なお，DEAの測定を行う場合，注入口温度を300。

で行うとDEAのピーク直前又は直後に異常なピーク

が認められる場合があった，ただし，注入口温度を

220。に設定した場合には，この現象は認められなかっ

たのでこの条件において測定を行った．

　以上の結果から動物に与える飲料水中に1％又は2

％の濃度でTEAを溶解し動物飼育室内に保存しても

1ヵ月は使用に耐えるものと考えられる．

　終わりに，本実験を行うに当たり御助言をいただき

ました環境衛生化学部木嶋敬二技官に深く感謝いたし

ます，
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輸入食肉由来サルモネラの抗生物質感受性について

　　　　　　　昭和54年～55年度分離株について

（その4）

河西　勉・鈴木　昭・小沼博隆

Antib量otic－Sensitivity　fπ加‘700f　Salmonellae

　　Isolated倉om　Imported　Meats（IV）

　Results　of　the　Isolates　in　1979　and　1980

Tsutomu　KAwAMs叫Ak五ra　SuzuK＝and　Hlrotaka　KoNuMA

　Atotal　of　111strains　of　3α」脚π〃4　isolated肋m　var三〇us　meats，　which　wcrc　importcd　in　1979　and　1980，

werc三dcuti旦ed　fbr　their　serQvars，　and　examined　fbr　sensitivity　to　scvcml　antibiotics　such　as　TC，　SM，　CP，　KM，

APC，　NA　and　CL，　using　the　agar　platc　method．

　All　the　strains，　except　fbr　unidenti丘ed　10　strains，　wcre　idcnt愉ed　to　18　scrovars．　Of　thcsc　serovars，

＆夢舜f徽γ伽η，＆‘ψ漉∫，8乃8f48’う8碧and＆‘oη6074　werc　dctccted　with　most　frcquency（over　70％）iロthe

proportion　of　all　the　strains．　As　compared　with　the　prevlous　rcports，　serovars　which　do　not　belong　to　B－E

group　could　not　be　detected　in　this　survey．

　Almost　all　the　strains　tested　wcrc　inhbited　by　antibiotics　used　at　a　concentratlon　ofless　than　25μg／mJ，　but

12strains　possessed　a　high　resistance　to　TC　or　SM，　and　a　trans免rable　R・plasmid　was　detected　in　three

（25％）of　these　ones．　The　serovars　of　the　above　three　strains　werc　3．加ε48」う8憩and＆5’47z～ζy，　both　isolatcd

丘om　chicken　meats，　and＆4π蜘加1｝om　horse　mcats，　respcctivcly．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Recelved　May　31．1982）
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　海外から輸入されるサルモネラ（サ菌）汚染食肉の

防止処置として輸入時に厳重な検査を行い，できるだ

けサ菌の汚染している食肉が輸入されないように行政

指導がとられている．その結果，輸入食肉のサ菌汚染

率は年々低下の傾向にあるが，依然として数％の汚

染率Dを示している．

　このようなサ菌汚染肉の輸入によるわが国への侵入

は国内食品への2次汚染源となるぽかりか，種々の菌

型増大の一因ともなり，疫学的にも生態学的にも重要

な問題を提起している．

　また，家畜の肥育促進及び治療の目的に広く使用さ

れている抗生物質（薬剤）の使用の増大はサ菌を含む

各種細菌の耐性菌出現に大きな影響を及ぼし，薬剤に

対する耐性菌の増加は世界的な傾向として注目されて

1いる．

　このような背景から欧米においても食肉のサ菌の汚

染，菌型及び耐性菌の調査が広く実施され，わが国に

おいても国内品については多くの調査報告があるが，

輸入時における輸入食肉に関する成績は比較的少な

い．

　そこで輸入時における食肉の十菌汚染状態及び分離

株の菌型，薬剤に対する感受性に関する資料を得るこ

とが行政的にも学問的にも必要と考え，1965年以来，

業務の一環として調査を進め，過去数回2噌8）にわたっ

て報告してきた．

　今回はその後（昭和54年，55年）の分離株について，

その菌型及び薬剤感受性について調査した結果につい

て報告する．

Table　1．　Distribution　of　serovars　of　5α」加。だθ〃αisolates　in　1979　and　1980

Chickcn　meats Horse　and　other　meats Fro91egs

・聾　遷

匿δ

B　＆りμ加μrfε捌　　　28

　　＆ゐ醐6」うθrg　　　　9

　　＆5‘肋orz6πgr繊げ　8

　　＆4吻，　　　　　4

　　＆5伽妙　　　　　　3

　　＆ゴαひ4　　　　　2

　　3。‘ルθ∫’8r　　　　　　l

　　＆5痂ごψα認　　　　1

6（1）＊

6（6）　2

3（1）

1（1）

2　　1

1

28

4

2

C1　＆6ψπずf∫

　　5．‘0π‘0アげ

　　＆orαπ∫8πうμ79

　　＆∫∫αη9‘

14　　6

9

3

2

1　　1

1

3 2

2

3 6

2

2（2）

C2＆7η〃8η6加η

　　＆ゐ10‘たケ

　　8．π：αη加’如π

　　5，ηθ妙or’

　　S．C2＝一＝1

5

3

1

1

1

3

1

1

1

5

DS．D1＝一：1 8 8

E　　ε．αηα如η1

　　＆」8κ『π9’oπ

　　S．E1：一：一

5

2

1

2

2（1）3

1

TotaI 111　　27（9）　　3　　　1　　　4　　　4 2（1）　 7　　　32　　2　　　2　　　4 6　17（2）

＊（　）：No．　of　dnlg・resistant　strains。



202 衛生試験所報二 二100号（1982）

材料及び：方法

　供試株：本実験に用いた菌株は昭和54，55年度に輸

入検査として当所に持ち込まれた各種の食肉から分離

された111株である．これら菌株の由来別はTable　1

に示した．

　供試薬斎L薬剤感受性試験及び耐性伝達試験＝供試

薬剤はテトラサイクリン（TC），ストレプトマイシン

（SM），クロラムフェニコール（CP），カナマイシン

（KM），アンピシリン（APC），　ナリジキシ酸（NA），

コリスチン（CL）の7薬剤を用いた．試験法は既報の

：方法7・8〕に準じた．

結果及び考察

　1．　血清型の分布

　供試株の血清型はTablc　1に示した．

　111株のうち10稼の型別不能を除いて合計18血清型

に型別され，これらはいずれもB，Cl，　C2，　D及びE

群に属するものであった．既報2句5》ではB～E群以外

に属するものが約25％ほど検出されたのに対し，今回

では1血清型も検出されなかった．

　高頻度に検出された血清型は5．りψ配脚磁η，5．

動西漉5，5．四隅餅8，8．ωηω74などで，これら血清

型で分離株の70％以上を占めていた．

　血清型の分布を，まず国別からみるとアメリカ由来

株から合計8血清型と最も多く検出されたが，その他

の国からは多くて4血清型と非常に少なかった．その

ため国別による分布の違いを明らかにすることができ

なかった．一方，肉種別では鶏肉からは5．ゐ慮8伽7g，

∫．∫罐ω4ζ8π8剛πゴ，5ゴψπ’5∫が，馬肉からは5．∫ノ汐拓

f肥融7η，3．ゴε吻，5．αηα融mが高率に検出され，この

傾向は今までのものとあまり変らなかったが，両肉種

から検出された血清型を比較してみると共通するもの

は，わずか5．fψ頑∫だけで共通性がみられず各々の

特微的な汚染実態を知った，

　更に，5．りゃ乃加μ7加ηの宿主との関連性を知るため

菌株の生物型を調べたところ全採が0－5抗原を保有し，

かつイノシトール分解性であり，Brandislo）の生物型

1型またDuguidmの一次生物型1型に属する，い

わゆる　Wild型で鶏肉などから高い頻度で検出され

るCopenhagen型（0－5抗原非保有株）でなかったこ

とからも一層特徴的であることを知った．

　一般にサ菌の菌型分布の特色は，主として地域性に

よる傾向が強いと考えがちであるが，今回の成績から，

今までの考え方に加えて動物腫の特異性もかなり影響

することが示唆され，今後サ菌の生態を考える上でこ

の点を加味することが必要と思われる．

　2．薬剤感受性分布

　供試株の最小発育阻止濃度（MIC）の結果及び耐性

伝達性試験の結果はTable　2，3に示した．

　供試薬剤に対するMICはTCでは100μ9／mZに

耐性を示した8株を除いて約80％が1。56～3．13μ9／mJ

Table　2．　Sensitivity　of　111strains　of　Salmone［1ae　to　various　antibiotics

Drugs
testcd

Minlmum　inhibitory　concentration（MIC）μ9／mJ

0．20　　　0．39　　　0．78　　　　1．56　　　3．13　　　6．25　　　　12．5　　　25，0　　　　50，0　　　　100． 200．

TC
SM
CP

KM
APC
NA
CL 12

15

14

35

9

75

20

52

20

19

13

53

10

65

23

54

6

20

2

9

12

47

20

2

4

70

41

18

25

8

4

TC＝tetracycline，　　SM＝streptomycin，

NA：nalidixic　acid，　CL　l　colistin．

CP：chloramphcn三col，　KM：kanamycin，　APC：ampicillin，

Table　3，　Res猛tant　pattern　and　R・plasmid　f｝cqucncy

ResBtant　pattern　　　No．　of　strains No．　ofstrains　possessed　R．plasmid Or191n　and　serQvars

［Tq
［SM］

8

4

1　（12．5％）

2　（50．0タ6）

HQrsc　meats，　＆απ4’㈱

（ユhicken　meats，　∫．5∫απ’〈＝y，

　　　　　　　乱乃8f48」う8忽
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に，SMでは100μ9／mZに耐性を示した4株を除い

約85％が12．5～25μ9／mどに，CPでは約80％が

6．25～12．5μ9／mZに，　KMでは全株が1．56～12．5

μ9／mJに，　APGでは約93％が0．39～1．56μ9／mZに，

NAでは約96％が0．39～3．13μ9／mZに，　Cしでは約

90％が0．20～0．78μ9／mZに分布しており比較的感受

性の高いものが多かった．しかし，TC及びSMに高

度耐性を示した12株（11％）が検出され，これら菌株

の大部分が鶏肉に由来するものであって，その傾向は

贋報3・6・7，のものと変らなかった．

　耐性を示したこれら菌株の伝達性試験の結果は

Table　3に示したように，25％（3株）が伝達性Rプ

ラスミドを保有していた．この頻度は過去の80％前

後7・8）の頻度に比べ非常に低率であった．これら菌株

はアメリカの鶏肉由来3．短嗣伽g，3．5伽妙と馬肉

由来3．αη伽規であった．なお，馬肉由来株からこの

ような高度耐性でRプラスミドを保有するものが分離

されたのが今回初めてである．

　以上の結果から，輸入食肉から多数の菌型が検出さ

れ，特にその分布は国別もさることながら肉種別に特

徴的であったことは既報H）の結果とよく似ており，

輸入食肉における特色のように思われた．また，分離

株の薬剤感受性の傾向は既報6ののものに比べ耐性菌

の検出頻度が低かったが，馬肉由来株から高度耐性株

が検出されたことは，耐性菌の分布が世界的に拡大し

ていることを物語っているものと思われる．

　これらのことから輸入食肉のサ菌汚染問題に対する

対策を世界的レベルで考え．なければならない昨今，そ

の基礎資料としてこの種の調査研究が大いに意義を有

するものと考えられ継続的に実施されることが望まれ

る．

ま と　　め

　昭和5斗，55年度に輸入され当所に倹査のため持ち込

まれた各種の食肉から分離されたサルモネラ111株の

同定と薬剤感受性について試験したところ，以下に示

すような結果が得られた．

　18種の血清型に型別され，そのうち高頻度に検出さ

れたものは3．りρ乃加～‘融加，5．iψη廊，ε．屠481伽9，

3，60η‘074などで，これら血清型で全分離採の70％以

上を占めていた．このうち，5．りψ乃枷厩嬬は馬肉の

みから分離され全株が0－5抗原を保有し，イノシトール

分解能を有するWild型のものであった．3．∫ψη廊，

3．ゐε漉伽γ8は鶏肉のみから検出され，両肉種におげ

る血清型の共通性が認められなかった．

　供試株111株中12株（11％）はTC又はSMに高

度耐性（100μg／mZ）を示し，いずれも単剤耐性であっ

た．そのうち3株（25％）が伝達性Rプラスミド保有

株で，これらは鶏肉由来3．ゐ8漉伽7g，3．5伽砂（い

ずれもSM耐性）と馬肉由来3．αη伽加（TC耐性）で

あった．
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動物実験におけるデータ処理法について

鈴木幸子・斉藤　実・中路幸男・戸部満寿夫

On　the　Data　Processing　in　Animal　Exper五mcnt

Sachiko　SuzuKI，　Minoru　SAITo，　Yukio　NAKAJI　and　Masuo　ToBE

　In　our　IaboratQry，　thc　cxpcrimental　data　obtained　in　toxicity　tests　are　mcmorizcd　partly　in　diskettes　A　of

n血icomputcr　FACOM　U・1100　and　partly　in　diskcttes　B　of　microcomputer　DEC　PDP・11　with　diHヒrent

｛b㎜ats．　These　data　can　be　combined　with　a　fbrmat　converslQn　program　by　using　minicomputer　NOVA

AOI，　and　memorizcd三n　diskcttes（A十B）．

　These　combined　data　are　possible　to　classi蝕and　proccss　to　various飴rm　by　using　MUMPS　language．

This　data　proccssing　system島applied　to　the　data血om　the　control　groups　of　an三mals．　For　example，　the

biochemical　values　in　rat　serum　are　shown　in丘gures　or　tables　by丘ve　classl旦catbn　mcthods．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Receivcd　May　31，1982）

は　じ　め　に

　最近の毒性試験においては，検査対象が莫大な数に

上り，もはや人力ではこれらの検査を行い，更にデー

タを処理することが極めて困難になってきた．そこで，

分析の自動化が進み，種々な機器が用られるようにな

った．これらの自動分析機には，小型で独自のデータ

処理機構を有するコンピュータを備えたものが発売さ

れている．

　コンピュータを組込んだ毒性試験の検査システムと

しては，一台のコンピュータを用いてすべての測定機

器をオンラインで作動させることが，データの管理及

び統計的処理の上で理想的であるが，当初から明確な

計画をもって検査機構を整備しない限り，その実現は

なかなか難しい．著者らも製造会社を異にする測定装

置に附属した2台のコンピュータを別個に利用して毒

性試験のデータ処理を行っている．そのため，実験デ

ータの統一的な処理が極めて複雑化している．これを

改善する目的で，片方のコンピュータによって処理さ

れたデータを変換し，もう一方の容量の大きいコンピ

ュータにすべてのデータを読み取らせる：方法，及びそ

の結果まとめられたデータを種々の目的に沿ったデー

タが引き出せるように分類用プログラムを用いて区別

する方法を検討した．

　具体的には，著者らが過去3年間に行った毒性試験

における無処置の対照群のデータのうち生化学的デー

タを集積し，分類して引き出す方法を考案したので紹

介する．

実験データの格納

　毒性試験においては，通常薬物を投与されたラット

あるいはマウス等の小動物は2年以内に屠殺され，種：

々の検査が行われる．それらの分析結果を対照群にお

ける結果と比較することにより薬物による影響が把握

される．

　著老らの実験室では，この屠殺時における検査を次

の手順で行っている．あらかじめ番号を付した動物の．

体重を自動天秤で測定する．次いで，定められた部位

から採血したのち，動物を直ちに解剖し，各臓器の重

：量を前記天秤で測定する．ここで動物番号，体重，各

臓器の重量が紙テープに打ち出される．血液の一部は

多項目血球計数装置で12項目のパラメータを測定し，

その結果は紙テープに打ち出される．これら2種類の

データはオフラインでミニコンピュータFACOM　U－

1100（FACOM）のディスケット（A）に楕納させる．

血液の別の一部は白動血球形態分析装置により血L球の

形態を測定し，この結果はオンラインでFACOMの．

ディスケヅト（A）に格納される．残りの血液について

血清を分離し，その一転を多項口自動分析装置により

20～30項日の成分を測定し，その結果はオンラインで

マイクロコンピュータDEC　PDP　11（DEC）のディス

ケット（B）に格納される．また血清の一部は電解質分

析装置により3項目の成分を測定し，このデータば

DEGのコンソールタイプライターのキーボードから．

手操作でディスケット（B）に格納される（F三g．1）．以

上のように著者らは毒性試験のデータのうち体重，臓
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Report　A，　A十B Receipt

m…曲

《」＿一一一一Report　C

　　　　　　　Report　B

Dissection

　↓
Blood
　↓

Blood
　↓

Serum

Electronic　preclslon
balance

3706、1205ハIP
systern

Sartorius

Body　we…ght

　　Organ　weight

Blood　cell　counter

Cou！ter　counter
S・Plus

Coulter　electronics

Ce11　analyzer

Microx

Tateishi

Fast　snalyzer

Gemsaec　IV

E！ectro　nudeonics

Red　blood　cell
Platelet

、Vhite　blood　ceU

　　「

Basophilic！eukocyte
Eosino　philic　〃

NeutrophHic　〃
　　　　言

　　　　3

Proteh
Lipid

Enzyme
　…

　：

Serum
　↓

Electrolite

analyzer

702

A θ

Sodium
PotaSS1um
Chlor正ne

Mhlicomputer

FACOM　U・1100

Fuji

へ1icrocOi111】しlter

Digital　PDP　IIVO3

DEC

o

Diskette　A

0

o

Diskette　B

B

Diskctte

memo「y
equ：pment

Diskette（A十B） Minlcomputer

NOVA　Ol

Data　genera1

EXP

←
MUMPS
Disc

C

Fig．1．　Data　processing　system　of　toxicity　tesin　our　laboratory

器重量，血球数及び血液形態のデータをディスケット

（A）に，また，血清成分のデータをディスケット（B）

に格納していることになる．

　しかしながら，これらの2枚のディスケットのうち，

ディスケット（A）にはFACOM形式で，またディス

ケット（B）にはDEC形式で，それぞれデータが読み

込まれているため，FACOMのディスケット（A）は

DECで読み取ることができず，またDECのディス

ケット（B）はFACOMでは読み取れない難点がある．

このように実験データが2枚のディスケヅトに分かれ

て記憶され，しかも互換性がないことは，データの処

理に極めて都合が悪、く有用性に乏しいものとなってい

る．

　そこで，DECのディスケット（B）に納められた血

清成分のデータを記憶容量の大きいFACOMのディ

スケットに移し，1枚のディスケットに一連の実験デ

ータを格納し保存することを試みた．このためNOVA

形式変換用プログラムを購入し，次のような構成のコ

ンピュータ（療品部所有）を用いて，ディスケット（A）

及び（B）に記録された実験データの結合を行った．

　中央演算処理装置：

　　　日本データゼネラルNOVA－01型（32KW）

　周辺機器装置：

　　　ディスケット装置（日本データゼネラル5924A

　　　　型）

　　　磁気ディスク（三菱5947，2．4MW）

　　　コンソールタイプライター（ARS33）

　　　プリンター

　先づディスケット装置にディスケット（A）をセット

し，FACOM形式で記憶されたデータをNOVA形
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Tablc　1．　Coding　guide　f㌃）r　classi丘cation　of　cxpcrimcntal　data

EXP　code

｝
Blood　sampling　sitc

Anesthesia

Dlct

Sort　of　fQod

Species　of　animal

Animal　room

　　図・1・，回，m、1，

　　回・bit・1・cn・us　plexu・

　　回cc・pit・ti・n

　　囚bdQminal　aorta

　　回en・・ava　i・fc・i・r

　　口］・gl・rv・h

A回ricular　arte・y

A・図lcul・・v・h

　　Iζ］ephalic　vein

　　E］・phcnQU・vel・

　　回ther

U回・ncsthesi・

回
1コ

匝
画
酒
煮
回
囲

COD　code

国

回

Fasting

Fbcding

Funabashi　M～1－1

　　　　〃　　F－2

　　　〃　　For　monkey

　　　〃　　　　For　rabbit

Oriental　NIF

Nihon　nohsan　For　dog

量’

qefer　Table　2”

Barrier　system

Coventional　system

｝ ｝一N・mb・…f・xp・・im・n・匝L．．＿
Calender　year

Age
匝］，

匝］・

●　■　■　■　●　o

・　．　冒　．　．　り Month

Leve10

（Fj】e　name　：Serum）

Level　1

（EXP）
且00F10EAM 100F10EDM 100F　10EJM

ノ公、

100F　10EOF 100F　IOEOM

1，eve12

（COD）

〃ぐ・

067901

”ノい

037804

’り’、＼

087803

，’n

’り’1＼

1£ve13
（Data）

1 2

11Ii
6　1　10

3 4

川1

Fig．2．　Trce　structurc　of　data丘ling　in　programing　language，　MUMPS
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Table　2．　Codlng　number　fbr　species　and　strains　of　animals

00Slc－wistar

01Slc－wistar／ST

o2　JCLwistar
O3

04

05Slc－Sprague
　　　　－Dawley

O6　JCI♂一SP「ague

　　　　－Dawley

O7　CRJ－SPrague
　　　　－Dawley

O8

09

10Slc－Fisher

llJCL－Fisher

12　CRJ－Fisher

13

14

20Slc－ddy

21F－ddy

22

23

24

25Slc－ICR

26JCL－ICR

27　CRJ－ICR．

28

29

30Slc－C3H／且e

31JCL－C3HIHe

40CRJ－B6c3F1

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

32cRJ－c3HIHeNc弓52
33　　　　　　　　　　53

34　　　　　　　　　　54

15HOS－Donryu　35

16

17

18

19

36

37

38

39

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70Std－Hartley

71

72

73

74

　Std－Golden75
　　　hamster

　HOS－Chinese76
　　　hamster
77

78

79

8・Jap謂1：rabb、t

　NeWzcaland81
　　　white　rabbit

82Dutch
83

84

85

86

87

88

89

90MongreI

91Beagle（EDM）

92Beagle（HRA）
93Beagle

9壬

95Macaca魚scicularis

96Macaca　mulatta

97

98

99

supPher　of　animals：slc　and　std，　sHIzuoKA　Lab・Animals；JcL，　CLEA；CRJ，　Charles　River；Hos，

　　　　　　　　　HOSHINO　Lab。　Animals；F，　FUNABASHI．

式に変換しながらNOVA－AOI（NOVA）に一旦記憶

させ，次いでディスケット（B）についてDEC形式で

記憶されたデータを同様にNOVA形式に変換しなが

らNOVAに記憶させる．以上の操f乍ののち，これら

のデータをNOVA形式からFACOM形式に変換し
ながら新たなディスケットに記憶させることにより，

全データを格納した一枚のディスケット（A＋B）を作

成することがでぎた．これによってディスケット（A

＋B）はFACOMによって全データの出力が可能で
ある．

実験データの分類及び検索

　分類の方法としては現在多くの病院で使用されてい

る臨床データ管理システム，即ち1967年頃より開発さ

れたデータ分類用コンピュータ言語，マンプス（Mas－

sachusetts　General　Hospital　Utillty　Multi　Program．

ing　Systemの略）を採用した．

　各実験データがどのようなデザインの毒性試験から

得られたかを分類するには，Table　lのようなEXP

及びCODコードを用いる．

　EXPコードとしては動物舎，動物及び飼料の種類，

屠殺時の絶食あるいは飽食の処置，採血時の麻酔ある

いは無麻酔の処置，採血部位そして性の区別を9桁の

英数字で示し，CODコードは年令（月数），測定年度

及び実験番号を6桁の数字で示した．

　動物は実験目的によって，いろいろな種及び系統の

動物を使用しているのでTable　2に従って分類した．

　飼料は製造会社ごとに，成分が多少異なっているの

で区別した．

　絶食と飽食の区別は採血16時間前に除餌したもの

を絶食とし，採血直前まで摂餌させたものを飽食とし

た．

　麻酔の有無については，同時に麻酔薬の区別を薬品

名の頭文字で示した．

　採血部位については，条件により眼窩静脈など種々

の部位から採血が行われるので，それぞれの部位の頭

文字で区別した．

　実際に実験データを分類するには，先づすべてのデ
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★★★　DIS丁RIBUTION　CHART

DATE　　＝　05／．24／82

T－PRO（G／DL）　　　　　　　　　　（

　　　　　　　　KAIKYU　　　DOSU

　　5．70　一一一　6．00　　　　　1

　　6。00　一一一　6．30　　　　　3

　　6．30一一一6．605
　　6．60　一一一　6．90　　　　　9

　　6．90一一一　7．20　　　　1

　　7．20　一一一　7．50　　　　 4

T－CHO（図GIDL）　　　　　　　　（

　　　　　　　　KAIKYU　　　DOSU

　　36．00　一一一　44．00　　10

　　44．00　一一一　52．00　　　5

　　52．00　一一一　60。00　　　3

　　60．00一一一68．002
　　68．00一一一76．002
　　76．00　一一一　84．00　　　1

GO丁（MU／「4L）　　　　　　　　　　（

　　　　　　　　KAIKYU　　　DOSU

　　51．00　一一一　59．00　　　2

　　59900一一一67．005
　　67．00　一一一　75。OO　　　6

　　75．00　一一一　83．00　　　6

　　83．00　一一一　91．00　　　2

　　91．00一一一99．002

（EXP　：　100F20NOM，　COD　　：　027909）　★★★

N＝23，　　MEAN＝6．65，　　SD＝0．38　）

　SOTAI　DOSU　　　DISTRIBUTION

　　　　．04　　　　★★

　　　　の13　　　　　★★★★★★

　　　　．22　　　　　　★★★★★★★☆★★

　　　　∂39　　　　　　★★★★★★★★★★★★★★★★★★

　　　　．04　　　　★★

　　　　ρ17　　　　　★★★★★★★★

N＝23，　　『4EAN＝50．00，　SD＝12．64　）

　SOTAI　DOSU　　　DISTRIBUTION

　　　　。43　　　　　　　★★★★★★★★★★★★★★★★★★★★

　　　　，22　　　　　　★★★★★★★★★★

　　　　．13　　　　　★★★★★★

　　　　．09　　　　★★★★

　　　　．09　　　　★★★★

　　　　．04　　　　★★

N＝23，　　卜1EAN＝72．96，　SD＝10．82　）

　SO丁A工　DOSU　　　DISTRIBUTION

　　　　．09　　　　★★★六

　　　　922　　　　　　★★★★★★★★★★

　　　　．26　　　　　　　★★★★★★★★★★★★

　　　　．26　　　　　　　★★★★★★★★★★★★

　　　　．09　　　　★★★★

　　　　．09　　　　★★★★

Flg．3，　Distributions　of　some　serum　constitucnt　values　of　rats　at　nine　months　Qld
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イスケット（A＋B）のデータをNOVAで読み取る．

次いで，それらの毒性試験のEXP及びCODコード

をコンソールタイプライターから手操作で入力したの

ち，紙テープにEXPコード，　CODコード及び対照

群のデータの順に出力させる．次にマソプスを用いて

データの分類や検索を行うため，これらすべての紙テ

ープに出力されたデータをNOVAの磁気ディスクに

格納した．

　F19．2に示すようにマソプスのデータ構造は樹形構

造をしており，0レベルにはファイノレ名（例えば，血

清，血球数など）を登録したのち，第1レベルにEXP

コード，第2レベルにCODコード，第3レベルには

ID番号と共にデータが格納される．この場合には第

3レベルまでしか使用していないが，更にその他の検

索項目を必要とする場合には，最高15レベルまでとる

事が出来る．

　磁気ディスクに格納されたデータ中の任意のデータ

はEXP及びCODコードを指定するだけで，配列順

序に関係なく取り出すことができる．例えば，Barr三er

systemの動物舎（1）で飼育し，動物はSPF－Wistar

系ラット（00），飼料は船橋（F）のMM－1（1），絶

食（0），エーテル麻酔（E），頸静脈採血（J），雄（M）

で生後6箇月（06），1979年度（79），実験番号1（Ol）

の対照動物の値を必要とする場合EXPコードに“100

F10EJM”を，　CoDコードに“067901”を指定するこ

とによって，そのデータを取り出すことができる．

　過去3年間に蓄積された対照群のデータは動物数に

して1417例で，その内容はTable　3．に示す通りであ

る，この表に見られるように，それぞれの条件別の動

物数は非常に少く，最高でもEXPコード“100F20

NOF”の12箇月令の37例に過ぎない，そのため現時

点でば条件別の対照群の値を：互いに比較することは難

かしいが，必要に応じてそれぞれの条件別のデータを

検索することは可能である，

　一例として血清成分の測定値についてデータの検索

を行う場合，現在は次の5通りのデータリストを出力

させることができる．

　L　EXP及びCODコードを指定した場合の動物

番号順のデータリスト．（Tablc　4）

　2．EXP及びCODコードを指定した場合の対照

群全体の平均値及び標準偏差。（Table　5）

　3．2の結果を度数分布図で表わしたもの，（Fig．3）

　4．EXPコードのみを指定した場合の月令ごとの

測定値の平均値．（Table　6）

　5．　4の結果をグラフで表わしたもの．（Fig．4）

　今後，更にデータを蓄債し，様々な条件下での対照

群の値のパターンを解析し，灘性試験の評価に寄与す

る尺度の一部としたい．

　終りに臨み，コンピュータについて終始便宜と助言

を戴いた当所療品冷酷多謙蔵技官，マンプスプログラ

ム作成について御協力頂いたマソプスシステム研究所

大野欽司氏に深甚の謝意を表します．

ジュズダマ属（Genusσo訟）生薬の研究（第1報）

　　　輸入「ハトムギ」の栽培特性について

佐竹元吉・飯田　修・宮崎幸男

　　　Studics　on　the　Crude　Drugs　ofGcnus　Co∫κ1

0n　the　Cultivating　Characteristics　of　Importcd　Co5κFmits

Motoyoshi　SATAKE，　Osamu　hDA　and　Yukio　MIYAzAK：

　Five　Gofκ｛｝uits‘‘Hatomugi”importcd飯om　China（2），　Korea（2）and　Thailand（1），　wcrc　cultivated

on　the　open丘eld　at　the　Tsukuba　Station　and　the　growing　characteristics　were　rcported　in　detail．　From

the　results　of　the　cultivation，　the　shape　variatlons　of　the　markct倉ults　arc　caused　by　thc　dlflヒrent　strains　of

Plants。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　May　31，1982）

　ジュズダマ属（Gcnus　Co‘κ）（σ7α漉π808）植物で薬用　　mαツμ8πSrAPFとジュズダマCo‘κ」46勿鷹づ。うεL・の

となるものは，ハトムギ（70‘xJα‘妙加αづ砺L・．　var．　　2種類である．前者の種子は「ヨクイニソ」1），果実は
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f．「「L距．7》－阿牌．．ヴ’．「卜、う舛、鮮、勢Ψ榊畢F坤L匠，’鴨　　轡　　’　　　　　　｝　　　．　酔．鱒鱒呈’　　　馳噛嫡．．脚－
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動．．愚磁
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．8

｛
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｛

綾

Photo　1．　Gofκfruits：

　　　　Market　samples（2　imported　from　Chlna　A，3氏om　China　B，4倉om

　　　　　　　　　　　DPR　KQrca　A，5f士Qm　DPR．　Korea　B，6f廿om

　　　　　　　　　　　Thailand）
　　　　Co㍑」α‘乃り物αゴ。う‘vaL〃zαづ，μ碑（1　Tsukuba，70kayama，8Brazil　A，

　　　　　　　　　　　9Brazil　B）

　　　　Cb甜」α6勿惚ゴ。う‘（10　Tsukuba，11USSR）

「ハトムギ」2）として繁用されており，後老は川殻3〕

として少量用いられている．

　「ヨクイニン」と「ハトムギ」の多くは輸入品で，

その品質は均一ではない．市場品のこれらには，大粒

のものから小粒のものまで見られ，国内で古くから栽

培されているハトムギCo∫κ」4‘乃ワ加4つ06εL．　var．解4一

ノμ8ηSTAPFの果実や種子とも異なるものが多い．

　今回，入手した市場品「ハトムギ」の中で発芽能力

を布していたものをPhoto．1に示したが，大きさ，

形及び三三の色等が国内在来種と異なっている．発芽

能力を有していた生薬を播種し栽培調査を行い，生薬

と原植物の栽培特性との関係を明らかにした．

　発芽能力のあった「ハトムギ」は5種類で，それぞ

れ異なる形質があり（Table　4），それらは中国（2種），

朝鮮民主主義人民共和国（2種）及びタイ（1種）か

らの輸入品で，国内市場で流通しているものである．

これらの植物の特性を調査するために，比較系統とし

て，国内薬用在来種3）（春日部薬試で栽培されていた系

統）及び特性の明らかな3系統4）〔岡山系，ブラジル系

（2種）〕を用いた．同時に，ハトムギCoξκ1α磨り栩α一

ゴ。あし．var．伽づwπSrAPFの母植物であるジュズダ

マ（Co∫κ’40乃’フ㎜αツ蟹。醒し．）の国内在来種及びソ連種

も播種して観察した．

材料及び方法

供試したCoiκ属系統はTable　1に示した．1981年
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Table　I．　Strains　and　acccssion　data　of　O）な

Strain Accession｛｝01皿 Datc　of　accession

α庸」4‘ゐ0，擢4ゴ0ゐ’var．ノ刀0ジ膨η

　Tsukuba
　P．R．　China＊A

　I⊃．R．　Ch量na　B

　D．P．R．　Korea＊事A

　D．P．R．　KQrea　B

　Thailand

　Okayalna

　Brazil　A（RIO　GRAND　DI　SAL）

　Brazil　B（MAT　GROSSO）
C。」α‘乃ひ7ηαゾ0配

　U．S．S．R．

　Tsukuba

Kasukabe　strain

1㌧farket　in　Japan

岱farket三n　Japan

ムlarket　inJapan

L工arket　in　Japan

Markct　in　ThaHand＊＊事

Nat．　Inst．　Agr．　Sci．＊＊＊＊

Nat．　Inst．　Agr．　Sci．

Nat．　Inst．　Agr．　Scl．

Nat．　Inst。　Agr．　Sci．

Kasukabe　strain

Nov．1980

Aug，1980
⊃し｛ar，1981

0ct，1980

｝しlar，1981

1㌧lay　I979

Jan．1981

Jan．1981

Jan．1981

Jan．1981

Nov．1981

　　＊Pcoplc’s　Rcpublic　of　C出ina

　＊＊Democratic　PcQple，s　Republic　of　KQrea

＊＊＊Cultivated　in　the　greenhQuse　at　Tsukuba　Station

＊＊＊＊National　Institute　ofAgrlcultural　Sciences

Table　2．　Grow三ng　characteristics　of　Cb批plant　cultivatcd

Leaf　color　ofyoung　plant　　　　　　　　　　　　　　　　　　Harvcst

Strain

Sheath Blade

Beginning
of　flowcr三ng

time

　　Date

D。t。　p1・nt　h・ight

　　　　　　　cm

F三nal

leafno．

αfκ」・‘勿・7照ゴ・6∫var．解αづ・μ8π

Tsukuba

Chlna　A

China　B

Korca　A

Korea　B

Thailand

Okayama

Brazil　A

Brazil　B

c．’α吻臓αゴ・う∫

　uS．S．R．

　Tsukuba

Green

Light　red

Red　brown

Grcen，　Light　brown

Rcd　brQwn

Rcd　brown

Grccn

Grccn

Grccn

Grccn

Rcd　brown

Grecn

Light　rcd

Rcd　brown

tight　brown

Rcd　brown

Rcd　brown

Grccn

Grcen

Grccn

Grcen

Light　brown

8Aug・

8Aug，

8Aug．

23Ju1．

24Ju1．

8Aug．

8Aug．

8Aug・

14Jul．

8Aug．

150ct．

270ct．

30Sep．

28Scp．

29Scp．

2Nov．

80ct．

90ct．

120ct．

25Scp．

120ct．

128．6

198．5

143．4

120．2

114．6

273．9

137．4

131．O

136．2

56．6

131．7

20

19

18

15

15

19

19

19

9

19

4月23日に当場畑に播種した．供試種子は黒穂病予防

のため播種前に，50。，16時間の温湯浸漬処理を行った．

施肥は韮肥として，N5469，　P2053909，　K20507

g／aを化成肥料（14－10－13）を用い，施用した．追肥

1．よ8月6日に，N2809，　pzO52809，　K203809／ユ

を施用した．間引きは5月19日，6月16日の2回行い，

条問90cm，株間30　cm，1株1本植えとした．除草

は適宜手取りで行った．各系統とも果実がほぼ7割熟

した頃に収穫し，特性調査を行った．

　なお，調査株数は中国B系統のみ5株で，

系統はすべて10株であった．

結果及び考察

その他の

　1．生育特性　　　　　　，

　供試系統の生育は成熟初期に，中国Aの系統に約2

割の黒穂病の発生がみられたほかは，ほぼ順調であっ

た．

　（1）幼植物の葉色
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　幼植物時における各系統間の特異的な差異は，葉鞘

と葉身の色にみられた（Table　2）。1）筑波の系統は葉

鞘，葉身とも緑色であり，2）中国B，北朝鮮B及びタ

イの系統は葉鞘，葉身とも赤色の強い赤かっ色であっ

た．また，中国A，北朝鮮Aの両系統は1）と2）のほぼ

中間色で，淡赤～淡かっ色であった．その他の系統で

は，筑波ジュズダマが葉鞘，葉身とも赤かっ色，残り

の系統はすべて，葉鞘，葉身とも緑色であった．

　（2）草丈及び葉位：

　草丈の生育調査結果をFig，1及びTable　1に示し

た．筑波系統を標準とすると，中国の2系統は草丈が

高く，北朝鮮の2系統はやや低かった．供試した全系

統中ではタイ系統が最も長桿で，逆に最も短桿なもの

はソ連のジュズダマであった．

　供試したほとんどの系統は，出穂，開花期に達する

と草丈の伸長がみられなくなるが，中国の系統は開花

後も草丈の増加がみられ，栄養生長と生殖生長を同時

に行う特異な系統であった．特に，中国Aの系統にそ

の傾向が強かった．

　栄養生長の程度をみる一つのめやすとなる出葉数を

調査した結果，最多止葉葉位はほとんどの系統が19葉

であったが，北朝鮮の系統は2系統とも15葉，ソ連のジ

ュズダマでは9葉と少なく，高緯度地帯に産する系統

ほど栄養生長期間が短い傾向が認められた（Table　2）．

　（3）早晩性

　北朝鮮A，B系統とも筑波系統に比べ，開花，収穫

期が早かった．一方，中国系統AとBでは，開花から

収穫までの成熟期間に著しい差異が認められた．すな

わち，両系統とも開花始めは8月8日と同時であった

が，収穫i日は，系統Bが9月30日，系統Aが10月27日

と約一箇月間のひらきがあった（Table　2）．

　タイの系統は降霜の始まる11月2日まで露地で栽培

したが，1株も出穂せず，そのため当地での露地栽培

では採種が不可能であった．しかしながら，温室栽培

250

　200

君

8
葛150
ヨ

慧100
瓦

50

冒

　　　　　　　　　　　　　　　〆●
　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　　　／

0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　トー一

括盤益強戸畑H・・v・・t
　　　　　　　　　Date
Fig．　L　Growth　curve　ofplant　he1ght　of　Gofκ

σ0掘α‘ゐ脚αゴ0うfvar．2η召づ，π8π

　×；Tsukuba，●；China　A，○；Chlna　B

　▲；Korea　A，△；Korea　B，■；Thalland
CoガκJo‘勿π～αジ。房

　口；U．S．S．R．

Table　3，　Number　and　weight　of　involucres　per　plant

Strain
　　　　　involucres
　　　　　　（A）

・・R・・R・μ…g÷
　は
　　　　Percent（B）

　　　　　％

　Total　Weight＊of
weight＊of　　ripencd
involucres　involucres
　（C）　　　（D）
　　9　　　　　　9

　D
　C
Percent

　％

　　　　　No．　of
No．　of　involucres
sheath　　　　　　per

bract　　　　sheath

　　　　　bract

ωκ’0吻，加αゴ。う‘var．2παづ1脚

Tsukuba

China　A

China　B

Korea　A

Korea　B

Thailand

Okayama

Brazil　A

Brazil　B

lI17．0

1104．3

1586．0

777．1

962．4

1319．9

1246．8

1046．9

824．0

773．7

1060．0

496．0

604．4

1096．4

1046．5

842．9

GJα‘油物ゴ。尻

　US．S．R．　　265，0　　176．4

　Tsukuba　　　783．5　　　541．4

73．8

70．1

66．8

63．8

62．8

83．1

83．9

80．5

66．6

69．1

99．1

109．O

131．0

60．9

74．3

125。4

114．3

83．2

38．5

102．5

86．6

92．6

110．1

47．2

60．9

113．3

101．8

75．1

34．5

88．9

87．4

85．0

84．0

77．5

82．0

90．4

89．1

90．3

89．6

86．7

282．7・

372．1

476．3
6

216．2

293．9

300．4

334．3

293．8

78．6

245．0

4．0

3．0

3，3

3．6

3．3

4．4

3．7

3．6

3．4

3，2

＊Air　dry　wcight
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　　　Table　4．　Charactcristics　of　involucl℃s

lOO　grains　welght
Hardncss

　kg

Sizr＊

Strain
Involucrcs　De－hulled　kcrnel

　　9　　　　　　　　9

LCngth　　NIε導or　axis　　hlillor　axb

mrn　　　　mln　　　　mm

Cofκ’06⑳η～αゴ0房var・アηりW8’～

　Tsukuba

　China　A

　China　B

　Korca　A

　K：orea　B

　TIIailand＊＊

　Okayama
　Brazil　A

　Brazil　B　’

α’α6妙η～αゴ。腕

　U．S．S．R．

　Tsukuba

10．09

12．17

10。20

10．00

10．42

17．70

10，49

9。37

9．03

20．15

16．57

6．49

6．95

6．66

6．17

6．41

9．72

6．21

5．88

5．18

7．16

且．92

3．20

2．67

3，14

2．90

2．14

1．97

2．10

10＜

10〈

10．0

9．6

9，9

9．5

9．9

11．7

10．6

9．8

9．7

10．2

10．9

6．00

6．57

6．45

5．99

6．33

8．02

5．96

5。95

5．79

7．61

7．89

5．32

5．49

5．59

5．16

5．53

6．70

5．27

5．25

5．13

6．82

6．65

＊The　sizes　were　measured　about　the　accession　samples

＊＊Grown　in　thc　green　house

では採種が可能であった．なお，ソ連ジュズダマの収

穫は適期をすぎた9月25日に行ったが，実際の収穫適

期は8月下旬～9月上旬で，かなり早熟であった．

　これらのことから，当地における露地栽培では前述

した止葉の葉位同様，高緯度地帯に産する系統は栄羨

生長期間が短く，早熟性であるが，タイ系統のごとく，

低緯度地帯に産する系統は栄養生長期間が長いため，

生殖生長の開始前に謡物寒さにより枯死となり，採種

が不可能な生態的特性を有すことが明らかとなった．

　（4）1株当たりの粒数及び紋紙

　1株当たりの全着粒数は中国A，B両系統では筑波

系統とほぼ同程度か多く，北朝鮮の2系統は筑波系統

より少なかった．

　稔実炉内歩合は中国，北朝鮮の4系統とも筑波系統

より低かった．

　全果実重，稔実果実重歩合についても，粒数と同様

の傾向であった（Taヤ1e　3）．なお，供試ハトムギ中，

最も収量性の高いのは岡山の系統であった．

　2．果実の形質

　（1）100粒重

　果実の100粒重は中国A，B，北朝鮮A，　B及びタイ

のち系統とも筑波系統より大きく，特に，タイ系統は

供試ハトムギ中最も大きかった．なお，タイ系統の果

実は，温室内で栽培した株から採種したものを用い

た．

　果実から総苞を除いた種子100粒重は，中国の2系

統は筑波系統より大きく北朝鮮の2系統は小さかっ

た．

　ジュズダマについては，両系ともハトムギより果実

が大きく，種子100粒重においても，筑波系統は供試

全系統中最も大きかった（Table　4）．しかしながら，

ハトムギに比べ，果実に対する種子の割合は小さかっ

た．

　（2）硬度

　総苞の硬度は硬度計（木屋式）を用いて測定した．

測定値は果実の背面に圧力を加え，総苞が割れた時の

圧力値であり，kgで示した（Table　4）．その結果，

中国，北朝鮮の4系統は総苞が硬く，筑波の1．4～L7

倍であった．

　また，ジュズダマの総苞は使用した測定器の測定限

界値である10kgの圧力では割れず，実際の硬度値は

不明であった．

　なお，Tablc　4，に示した架実形状の数回は，播種

前の入手時の果実の測定値である．今後，今回収穫し

た果実についても同様の調査を行うと同時に，品質に

ついて，更に詳細な倹討を行いたい．

　　　　　　　　ま　　と　　め

　今回の栽培実験の結果から，市場品「ハトムギ」は

学名としてはOoεκ1励ワ加αづ。う‘L．　var。別りμ8π

STAPFであるが，生育特性の異なる植物の果実である

ことが明らかになった．
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　生育特性で区別性のあったのは，1）幼植物の色，2）

収穫期の草丈，3）止葉葉位，4）開花・成熟の早晩性，

5）株当たりの着粒数等である。これらの区別性は長期

間の栽培によって栽培国の自然条件に適合した形質に

淘汰されたためと思われる．

　Co㍑類の分化はインドを中心に熱帯アジアでおこ

り，北へ伝播されたもので5），大型のタイ種が母種に

近く，中型の中国種，小型の北朝鮮種とに淘汰され，

筑波のものは北朝鮮種に近いと思われる．

　収穫した果実及び種子の形質については，

告する．

文

1）J．P．x，　p．1234（旦980）

献

おって報

2）日本薬局方外生薬規格集，p．47（1978）薬事日

報社

3）藤田路一：植物研究雑誌，13，683（1937）

4）石田喜久男ら＝農業及び園芸，57，467（1982）
5）S．G．　Watt：バgr∫6誼πroJ　L躍gεγ，13，513（1904）
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衛生試験所報告への投稿について

投　　稿　　規　　定

1．

2．

投稿資格＝国立衛生試験所所員とする（共著者はこの限りでない）．

内

報

ノ　一

跡

容：原稿は報文，ノート，資料とする．そのほか誌上発表，学会発表，業務報告，総説などを収載す

　　る．

文：独創性に富み，新知見を含むまとまった研究業績．

卜：断片的な研究業績で，独創性や新知見が認められるもの．

料：試験，製造又は調査などで，記録しておく必要のあるもの．

　　　誌上発表：衛生試験所報告以外の雑誌に発表したもの．

　　　学会発表：学会で講演したもの．

　　　業務報告：所長，各部長（支所も含む）及び各薬用植物栽培試験場の長が過去1年間（前年度）の業務成

　　　　　　　　績，研究業績をまとめた報告．

　　　総　　説：所員の調査又は研究を中心とした総説で，図書委員会が執筆を依頼したもの．

3．用紙及び枚数の制限＝衛生試験所所定の原稿用紙を用い，原則として下記の規定に従う．

　　　報　　文：図表を含めて20枚以内．

　　　ノート及び資料：図表を含めて15枚以内．

　　　誌上発表：1題目について1枚程度．

　　　業務報告＝各部及び各薬用植物栽培試験場について8枚以内．

　　　総　　　説：原稿を依頼するとき別に定める．

4．原稿の提出：原稿は表紙（第1ページとする），英文要旨，本文，文献，英文要旨の和文（参考），露塵に図表

　　　　　　　　を入れた封筒の順に左上をひもでとじ，表紙右上に報文，ノート，資料のうち希望する分類を朱

　　　　　　　　書し，所長宛の報告書を表紙の上に添えて，定められた原稿〆切期日までに図書館宛に提出す

　　　　　　　　る．

5．原稿の審査：図書委員会は提出された原稿の採否及び分類を決定する．また，必要ならば字句や表現の部分的

　　　　　　　　な訂正，図表の書ぎ直しなどを求める．

執　　筆　　規　　定

1．文　 体：現代かなつかい，新送りがな，ひらがなまじり口語文とし，簡潔で理解しやすい表現にする．

　　　　　　　　止むを得ぬ学術用語以外は当用漢字を用いる．必要ならば全文を外国語で書いてもよい．

　　　　　　　　　なお，外国文はタイプライター（ダブルスペース）で打つこと．

2．学術用語：学会の慣例に従う．文中では物質はその名称を記し，化学式は用いない．例えば塩酸と書き，

　　　　　　　　HCIとしない．又，化学名を英語で書く場合，文中では原則として小文字で始める．

3．略記，略語，記号：次の例示のほかは学会の慣例に従う．また，物質名あるいは分析法などを略記するときは，

　　　　　　　　和文，英文とも最初は正式な名称とともに示す．例えば，イソニコチン酸（INA），示差熱分析法

　　　　　　　　一ガスクロマトグラフィー（DTA－GC）と書き，（以下INAと略す）などとしない．

　3・1　単位のべき指数表記には，次の記号を用いる．

ア

ギ

メ

キ

デ

ラ（tera）

ガ（giga）

ガ（mega）

ロ（kilo）

シ（deci）

センチ（centi）

1012T

109　G

106M
103　k

10冒l　d

10－2　c

ミ　 リ（milK）　10－3

マイクロ　（m…cro）　10－6

ナノ（nano）10－9

ピコ（pico）10－12

フェムト（femto）10－15

アト（atto）10■18

m
μ

n

P

f

a
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3・2 物理量，化学量，物性などの単位及び定数の記号又は略号は，次に掲げるものを用いる．

メートル

マイクロメートル

ナノメートル

　（mμを用いない）

オングストローム

平方メートル

アール

リットル

　（Lを用いない）

ミリリット

　（CCを用いない）

マイクロリットル

　（2を用いない）

立方メートル

グラム

マイクログラム

　（γを用いない）

時

分

秒

アソペア

ボルト

オーム

ガウス

エルステッド

ジュール

カロリー

読　点：，．

m
μm

nm

A
m2

a

1

mZ

μ

m3

9

μ9

hr

m星n

sec

度（セルシュウス）　　　　。

　（℃としない）

ケルビン度　　　　　　　K

キュリー　　　　　　　　　Ci

カウント毎分　　　　　cpm

　（cpsは用いない）

ラ　　ド　　　　　　　　　　τad

レ　　ム　　　　　　　　　　　　　　rem

レントゲン　　　　　　　　　R

サイクル　　　　　　cycle

回毎分　　　　　　　　rpm

ヘルツ　　　　　　　　　　Hz

キャソデラ　　　　　　cd’

ルクス　　　　　　　　　　1x．

ダイン　　　　　　　　　　‘　．dyn

気　圧　　　　　　　　atm

ト　ル　　　　　　　　　Torr

水銀柱ミリメートル　mmHg

　　　　　　　　　　　　　　毎センチメートル
　　　　　　　　　　　　　　（カイザー）

　　　　　　　　　　　　　　融　点

（時悶は複数でもsをつけない）分解点

　　　　　　　　　　　　　　沸点

　　　　　　　　　　　　　　凝固点

　　　　　　　　　　　　　　比　重

　　　　　　　　　　　　　　屈折率

　　　　　　　　　　　　　　重量パーセント

A
V
Ω

G
Oe

J

cal

o

cm響：

mp
　dp

　bp

　fp

　4

　π

　％

容量／重量ノ～一セントv／w％

parts　per　mi11ion　　　pPm

parts　per　billion　　pPb

モル濃度　　　　　M

規定濃度　　　　　N

旋光度　　　　　　α

吸光度　　　　　　A

水素イオン指数　　　pH

ρκ値　　　　　ρ・κ

ミハエリス定数　　Kアπ

Rノ値　　　　　　R∫

保持時間　　　　　　鞭

50％i致死量　　　　LD40

50％イ∫効量　　　ED50

経口投一与」　　　　　　　P．o．

静脈投与　　　　　i．v．

腹腔投与　　　　　　　　i．P。

皮下投与　　　　　s．c．

筋肉投与　　　　　i．m．

標準偏差　　　　S．D．

標準誤差　　　　　　S．E．　　’

紫外吸収

赤外吸収

核磁気共鳴

電子スピン共鳴

旋光分散

円偏光二色性

マススペクトル

　UV

　IR
NMR
ESR

ORD

　CD

　MS

4．句　　　 を用い，、としな．い．

5．数　　　字：アラビア数字を用いる，千の単位にコンマをつけない．但し，成語となっている数字は漢字とす

　　　　　　　　　る．

6．字体の指定：黒鉛筆で次のように記す．

　　　　　　　　　ゴ　シ　ッ　ク　体　　　例：見出しなど　　試薬

　　　　　　　　　イ’タリ　ヅク体　　　例：学名など　　　」％如τ6r　50〃～η乖rμ〃墨L．

　　　　　　　　　スモールキャピタル　　　例：著者名など　　Masato　ASAHINへ

7．　報文，ノート，資料の記載要領：

　7・1記載順序：7・2～7・5の順に書く．’

　7・2　題名，著者名；次の例に従い，表紙（用紙1枚全部）をこれに当てる．

　　　　　　　　　　例：

　　　　　　　　　　　　医薬品あ確認試験法に関する研究（第2報）

　　　　　　　　　　　　　　　「鎮痛剤のクロマトグラフィー

　　　　　　　　　　　　　　　用賀衛・世田一郎・東京子

　　　　　　　　　　　　Stud三es　on　the　Identl丘cat三〇n　of　Drugs　II

　　　　　　　　　　　　Chromatgraphlc　Methods　for　the　Analgesics

　　　　　　　　　　　　Mamoru　YoGA，　Ichir6　SETA　and　Ky6ko　AzuMA
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7・3英文要旨＝論文の内容を簡潔にまとめ，

　　　　　　　　　に添える．

7・4本

7・5文

7・6　図

タイプライターで打つ．参考のため別紙に書いた和文を文献の次

文：新しいページから書き始める．本文のスタイルは特に規定しないが，内容の重複を避け’る．凸

　　版にする図，又は原稿用紙に書き切れない表がある場合，それらのそう入位置に若干の余白を

　　設け，図表の番号を明記する．

献：本文の引用箇所の右肩に3，，2・5），1噌4）のように記し，終わりに文献として引用順に脅く．

　　　雑誌名はChemical　Abstracts及び日本化学総覧の略記法による．外国雑誌名はイタリック

　　体で表し，単行本は書名を省略しない．

　　例：

　　　　1）　神蔵美枝子，谷村顕雄：衛生試報，88，112（1970）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
　　　　2）菅野三郎ら：衛生化学，17，19（1971）
　　　　　　　　　　　　　　　　ぬ
　　　　3）M．D．　Hollenberg，　D，　B．　Hope：B’oo乃82η．」：，106，557（1968）

　　　　4）A．Whiteθ’α1。：、酢～π‘ψ」63げB’oごろ8〃～∫5妙，4th　Ed．，　p．937（1968），　McGraw－

　　　　　　HilI　Inc．，　New　York

　　　　5）佐々木慎一：マススペクトル解説，p．61（1967）広川書店

　　　　6）　USP　XVIII，　p．321

　　　　7）JIS　K1234（1970）

表：図又は複雑な構造式など，凸版にする必要のあるものは厚手白色紙か青色方眼紙に黒インク又

　　はすみで書き，図中の数字，記号又は説明などの文字は黒鉛筆で記す．図の大きさは原則とし

　　て原稿用紙1／2枚とする．表の画線はでぎるだけ少なくし，左右両端の縦線を省く．簡単な表

　　はなるべく本文中に書く．

　　　図の番号はFig．1．，　Fig．2．，……とし，表題，説明はともに図の下に，表の番号はTable　1．，

　　Table　2．，……とし，表題は表の上に，説明は表の下に記す．なお，表題，説明は原則として

　　英語で書き（資料の場合はこの限りでない），表題は大文字で始め，最後に．をつけない．

　　例：

　　　　Fig．1．　InHuence　of　enzyme　concentration　on　reductive　sugar　production

　　　　Table　2，　Reaction　of　ephedr1ne　and　pseudoephedrine　with　acetone　as　a　f岨ctlon

　　　　　　　　of　tlme

　　図及び別紙に書いた表は，その裏に題名，著者名，本文中のそう入ページを記す．提出すると

　　きは一括して封筒に入れ，そのおもてに論文題名，著者名，並びに図，表のそれぞれの枚数を

　　記し，原縞の最後にとじる．

8．誌上発表の記載要領：題名の次に改行して著者名，雑誌名，巻数，ページ数，年号の順に記す．更に改行して論

　　　　　　　　　文の要旨のみに記す．

9．　学会発表の記載要領：演老名に続いて演題名を記す。改行して学会名，日付け〔例：（1972．4。5）〕を記す．各演

　　　　　　　　　題ごとに余白2行を設ける．

校 正

　初校は著者が行う．人名，化学名，数値，文献などは特に綿密に校正する．内容の追加，行数の増加は認めない．

凸版の原図は黒鉛筆で校正する．

国立衛生試験所図書委員会
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