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芽物野菜等の食中毒菌汚染実態調査
Contamination of  Bacteria in Sprouts
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1　はじめに
　平成 17 年度，塩釜保健所管内の介護老人保健施設で
Salmonella Montevideo（S. Montevideo）を原因物質と
する食中毒が発生し，その原因食品がカイワレ大根で
あったことが明らかになった。さらに同時期に調査した
市販カイワレ大根からもS. Montevideo が検出され，遺
伝子解析で同一菌由来であることが確認された 1）。
　カイワレ大根等の芽物野菜（スプラウト）は，成分の癌
予防効果や手軽に摂取できることから，近年需要が増大し
多くの種類が市販されている。その一方で，諸外国ではス
プラウトを原因とする食中毒事例が多発し，その衛生対策
が課題となっている 2）。また，我が国でも，カイワレ大根
が腸管出血性大腸菌Ｏ157 集団食中毒の原因食品と特定
されたことがあったが 3），スプラウトを含む生食用野菜類
の食中毒菌汚染実態についての報告例は少ない 4，5，6）。そ
こで，市販のスプラウトを含む生食用野菜類の細菌汚染実
態を明らかにし，取扱の啓発に資するため調査を行った。

2　材料および方法
　2.1　調査時期　
　平成 18 年 5 月から平成 19 年 1 月までの期間
　2.2　対象および検査項目　
　市販の生食用野菜類のうち，芽物野菜等スプラウト

（カイワレ大根・ブロッコリー・レッドキャベツ・アル
ファルファ他 8 品目）48 検体および葉物野菜（サラダ
ほうれん草他 4 品目）8 検体，計 56 検体を検査対象とし，
一般細菌数，サルモネラ属菌および大腸菌の項目につい
て実施した。

　市販のカイワレ大根等のスプラウトなど生食用野菜類 56 検体について，病原細菌検索および細菌学的汚染実態調
査を行った結果，サルモネラ属菌は検出されなかった。大腸菌は 5 検体から 6 菌株分離されたが，病原遺伝子は検出
されなかった。一般細菌数は，スプラウトで 107 ～ 108cfu/g，葉物野菜で 105 ～ 108cfu/g と高い菌数であった。また
カイワレ大根の流水洗浄による細菌数の比較を行った実験では，1 桁程度の細菌数の減少であった。
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　2.3　培地および遺伝子検出用プライマー
　増菌用培地として，mEC 培地（栄研化学），EEM 培地（メ
ルク）および Bufferd Pepton Water（BPW：Oxoid）を用い，
サルモネラ二次増菌用として，ラパポート培地（RV：日水
製薬），ハーナのテトラチオネート培地（TT：栄研化学）を，
分離用として SS 培地（日水製薬），DHL 培地（日水製薬），
MLCB 培地（日水製薬），クロモアガーサルモネラ培地（関
東化学）および X-SAL 培地（日水製薬）を用いた。さら
に大腸菌，サルモネラ等の確認用として TSI 培地（日水製
薬），LIM 培地（栄研化学）を用いた。
　大腸菌血清型別試験は，病原大腸菌免疫血清（デンカ生研）
を用いて行った。病原遺伝子検出用プライマーは，TaKaRa
製の，サルモネラ菌エンテロトキシン遺伝子（STN），サルモ
ネラ菌 invA 遺伝子（SIN），腸管出血性大腸菌 VT 遺伝子

（VT），毒素原生大腸菌 LT 遺伝子（易熱性エンテロトキシン：
LT），毒素原生大腸菌 ST 遺伝子（耐熱性エンテロトキシン：
ST），腸管付着因子遺伝子（aggR・eaeA：日清紡）および
毒素産生性大腸菌 ST 様毒素（EAST：日清紡）を使用した。
　2.4　方　法
　検体 10 ～ 25 ｇを秤量し，等量の増菌培地（mEC，
EEM，BPW）を加え，1 分間手揉みし 2 倍乳剤とした。
一般細菌数は ,BPW を用い 10 倍段階希釈し，標準寒天
平板法で 37℃，48 時間培養後集落数から菌数を算出し
た。また 2 倍乳剤を，5 種の分離平板培地（SS，DHL，
MLCB，クロモアガーサルモネラ，X-SAL）に 1 白金耳
塗抹し，37℃，24 時間培養して直接分離を試みた。
　一方，増菌培地は，一日培養後それぞれからRV，TT に
接種し，37℃，18 時間培養を行った。培養後，RV，TT か
ら同様に 5 種の分離平板培地に 1 白金耳ずつ塗抹し，37℃，
24 時間培養を行った。大腸菌，サルモネラ等の疑わしい集
落について，TSI，LIM 培地に接種し性状確認を行った。

＊ 1　現（財）宮城県公衆衛生協会
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　同時に mEC 培養液について，PCR 法でそれぞれ目的
とする遺伝子のプライマーを用い病原遺伝子の検出を
行った。さらに分離した大腸菌については，Ｏ血清型別
および，agg Ｒ，eaeA，EAST 遺伝子の検出も行った（図
1）。
　また，検体のカイワレ大根を用いて，家庭での流水洗
浄による細菌数の比較実験についても実施した。

図 1　検査方法

　2.5　スプラウト育成工程による一般細菌数測定
　スプラウトの製造方法は大きく2 種類に分けられ，スポン
ジ状（綿花など）の床を用いる「ベンチシステム」と，回転式
容器中に水を噴霧させながら栽培する「ドラム方式」がある。
県内のドラム方式のスプラウト栽培製造所において，ブロッコ
リースプラウト育成工程別での一般細菌数の推移について調
査した。また，菌の分離とそれについての同定も行った。
　図 2 に，スプラウト育成工程の概要を示した。

図 2　スプラウト育成工程例

3　結　果
　3.1　一般細菌数
　市販のスプラウト 48 検体および葉物野菜 8 検体，計 56
検体についての一般細菌数汚染状況を表 1 に示した。
　全ての検体から一般細菌数は 105 ～108cfu/g の範囲で検出さ

れた。カイワレ大根等のスプラウトは，いずれも107 ～108cfu/g
と高い値を示し，葉物野菜より1～ 2 桁高い傾向が見られた。

表 1　芽物野菜の細菌汚染状況

　3.2　カイワレ大根の流水による洗浄効果
　流水による洗浄効果を一般細菌数の増減で調べた。す
なわち 7 検体のカイワレ大根を流水で 3 回洗浄し，未洗
浄との菌数の比較を行い，結果を図 3 に示した。一般細
菌数は 1 桁程度の減少がみられただけであった。

図 3　カイワレ大根の流水による洗浄効果

　3.3　サルモネラ属菌
　56 検体についてサルモネラ属菌の検索を実施したが，
サルモネラ属菌は検出されなかった。
　増菌培地 mEC について STN，SIN の PCR を行った
ところ，サラダほうれん草など 3 件が STN 陽性を示し
たが，菌を分離し性状確認の結果，Citrobacter sp. であっ
た。なお SIN は全て陰性であった（表 2）。

表 2　病原遺伝子検出状況
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　3.4　大腸菌
　56 検体のうち，カイワレ大根 2 件，ブロッコリー 2
件，レッドキャベツ 1 件から大腸菌 6 株を分離した。各
検体の増菌培地 mEC について VT，LT，ST の PCR を
行ったが，全て陰性であった（表 2）。また，分離菌株
について０血清型別および病原遺伝子（VT，LT，ST，
aggR，eaeA，EAST）について調べた結果，血清型は
4 株が O18，1 株が O114，1 株が O136 であり，病原遺
伝子は全て陰性であった。
　3.5　ブロッコリースプラウトの育成行程別細菌数
　ブロッコリースプラウト育成工程別の一般細菌数の推
移を図 4 に示した。
　材料の乾燥種子の一般細菌数は 102cfu/g で洗浄・浸
漬後の種子の菌数変動は小さかったが，育成 1 日目で
107cfu/g と急激な菌増加が認められた。さらに 3 日目で
108cfu/g となったが，製品では，種子の殻を取り洗浄す
ることにより 1 桁減少した。

図 4　スプラウト育成行程における一般細菌数の推移

　3.6　ブロッコリースプラウトからの菌分離と同定
　ブロッコリースプラウト乾燥種子，洗浄種子および製
品から分離した 40 菌株について同定を行った結果， 
Chryseobacterium sp.，Klebsiella  sp.，Enterobacter 
sp. など環境中に生息する菌種が分離された。なお，サル
モネラ属菌等の病原菌は検出されなかった。
　　　　　
4　考　察
　平成 18 年 9 月に米国で腸管出血性大腸菌 O157 によ
る大規模な食中毒事件が発生した。感染源は，ある特定
の牧草地で栽培された生鮮ほうれん草であったという調
査結果が報告されている８）。このように，外国では生鮮
野菜による食中毒事例が多発し，その衛生対策が問題と
なっている。
　昨年の本県におけるサルモネラで汚染されたカイワレ
大根を材料としたグリーンサラダによる食中毒事件や，

平成 8 年堺市のカイワレ大根による腸管出血性大腸菌
O157 食中毒のように，我が国でも生鮮野菜を原因とす
る食中毒事件が発生している。
　また，厚生労働省が平成 15 年から 17 年度に実施した
食中毒菌汚染実態調査７）によれば，平成 15 年に漬物野
菜 1 件，平成 16 年にレタス 1 件，みつば 1 件，平成 17
年にキュウリ 2 件からサルモネラ属菌が検出されてい
る。また，大腸菌はカイワレ，アルファルファを含む野
菜類から検出されている。
　今回，市販の生食用野菜類 56 検体について，病原細菌
の検索と細菌学的汚染実態調査を行った。その結果，サ
ルモネラ属菌あるいは下痢原生大腸菌などの病原細菌は
検出されなかったが，一般細菌数は，スプラウトが 107 ～
108cfu/ｇ，葉物野菜が 105 ～ 108cfu/ｇとスプラウトが 1
～ 2 桁高い菌数を示した。また大腸菌は 6 菌株が分離さ
れたが，これら大腸菌は病原因子を保有していなかった。
　次に，スプラウト製造工程での細菌汚染実験調査を，
ブロッコリースプラウトのドラム方式栽培について実施
した結果，種子での汚染は少ないが，高温多湿で行うス
プラウト製造工程で一般細菌数の増加が認められた。一
般に発芽野菜の生産は，高温多湿条件という病原細菌の
増殖に最適な環境条件で行われていることから，細菌数
の制御は困難であると思われた。また，カイワレ大根の
流水による洗浄効果についても実験したが，有効な結果
は得られなかった。
　近年健康志向等から生鮮野菜の消費が増大している。
これらに関する衛生基準等は定められていないが，今回
の結果からも，スプラウトに対する衛生管理の徹底が必
要と思われた。
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腸管出血性大腸菌感染症が多発した地域における感染経路の解明
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E.coli Infection Disease in Miyagi Prefecture
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　本県における 2004 年の腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症の発生件数は例年の 3 倍に達した。特徴として，多発し
た地域があり，その地域で降雨後に環境（河川等）が汚染源と考えられる事例も発生した。そこで，EHEC の発生と
降雨との関連性を明らかにする目的で，降雨による河川の増水と EHEC の挙動との相関性について検討した。その結
果，増水した河川が EHEC 感染症の多発した地域における感染経路の一つであった可能性が示唆された。

キーワード：腸管出血性大腸菌感染症；降水量
Key words：enterohemorrhagic E.coli infection；rainfall

1　はじめに
　腸管出血性大腸菌（EHEC：enterohemorrhagic E.coli）
感染症は，1996 年に西日本で発生した集団事例を皮切
りに，大規模食中毒の全国的な発生がみられた。その後
も夏場を中心に全国で発生しており，毎年約 3,500 事例
前後にのぼる。原因が特定された事例の中には，輸入牛
肉による広域な散発事例１）や焼肉店が原因の事例 2）も
多く見受けられる。また，EHEC は，牛が常在菌とし
て保有して排菌されていること 3），飼育豚の 10%前後 4）

あるいは，と畜場に搬入された牛の約 5％ 5）から分離さ
れること，牛糞や畜舎付近では多種類の EHEC が検出 6）

されることから，畜舎等の環境が汚染・感染源の一つで
あると考えられている。宮城県においては，2000 年に
自宅で飼養している子牛が感染源となった EHEC O26
感染事例が全国で初めて確認 7）され，牛の保菌率と三類
感染症との関連性を指摘した 8）9）。宮城県における平成
11 ～ 18 年度までの EHEC 感染事例数および感染者数の
年度別推移（図 1）において，平成 16 年度は両者とも
突出している。この外的要因を調査した結果，EHEC 感
染症事例と初発患者の発症日の気温および肉用牛の飼養
戸数・飼養頭数が高い正の相関 10）11），降水量とは負の
相関 12）13）があることが判明している。しかし，河川の
増水も一つの要因であると考えられる事例も 5 件発生し
ていた。そこで，多発した地域における河川水量の増減
と EHEC の挙動との相関性を検討し，増水した河川が
EHEC 感染症の感染経路の一つであった可能性を明らか
にすることを目的に調査検討したので報告する。

図 1　EHEC 感染症事例数および感染者数の年度別推移

2　材料および方法
　2.1　降水量
　気象庁電子閲覧室の観測定点別のデータを用いた。
　2.2  採水定点と採水時期
　白石川（白石，大河原，柴田），鳴瀬川と支流（加美，
田川（加美），花川（色麻）），江合川（古川），迫川と支
流（佐沼，三迫川（金成））を採水定点とし，四季（平
成 18 年 5 月 7 日～翌年 1 月 8 日，水温 4 ～ 22℃）を通
じて，一日の総雨量が 25 ～ 94mm であった降雨前後に
採水した。
　2.3　EHEC 分離同定
　mEC 培地に各定点より採水した検水 100ml を接種し
て 24 時間増菌培養後，SMac（栄研）， RMac（DIFCO）
　DHL 培地（栄研）にて分離培養を実施し，EHEC を
疑うコロニーを釣菌して，生化学性状，血清型を確認し
た。
　2.4　EHEC の毒素遺伝子（stx）の検出と遺伝子解析
　各検水をｍ EC で 18 － 20 時間増菌培養し，これにつ
いて PCR 法によるstx の検出を行った。stx プライマー＊ 1　現　宮城県拓桃医療療育センター
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は TAKARA を用いた。遺伝子解析はパルスフィール
ドゲル電気泳動（pulsed-field gel electrophoresis;PFGE）
法によった。
　2.5　E.coli  MPN（most probable number）の測定
　コリラート「アスカ」QT トレイにより検水 100ml 中
の最確数（MPN）を測定した。
　2.6　EHEC MPN の測定
　最確数法に準じ，各希釈段階 3 本ずつを用いた。培養
後 PCR を実施し，stx を検出した試験管数を陽性管数
とし，検水 100ml 中の EHEC MPN を算出した。
　2.7　降水量と EHEC およびE. coli  MPN との相関性
　各採水定点における降水量と EHEC およびE. coli と
の相関性について，相関係数と回帰直線を求め比較検討
した。
　2.8　牛の飼養実態と家畜排せつ物施設整備状況
　平成 15 － 18 年 2 月 1 日「主要家畜の市町村別飼養戸
数・飼養頭羽数」（宮城県畜産課）を基に統計処理を行っ
た。なお，市・郡の区分は平成 17 年度 3 月 31 日現在を
用いた。
　2.9　分子遺伝学的解析
　検出された菌株は，血清型別を行い，さらに PFGE
による遺伝子型別を行って，国立感染症研究所で実施さ
れている解析結果 14）と比較検討した。

3　結果および考察
　3.1　結　果
　3.1.1　 降水量とE.coli   MPN との相関性
　E.coli  MPN と当日降水量は，畜産団地が近い白石川

（大河原）（R=0.9153  p<0.01 Y=24.71X+330.79），白石
川（柴田）（R=0.9009  p<0.01 Y=28.25X+269.34），花川

（色麻）（R ＝ 0.8812 p<0.01 Y=39.24X+93.46）で高い正
の相関が認められた。一方，数多くの支流が集まる江合
川（古川）（R=0.2325）迫川（佐沼）（R=0.5649）では
相関が認められなかった（表 1，図 2）。しかし，E.coli 
MPN および EHEC MPN の変動を経日的に調べた結果，
降雨後にいずれの河川においても，両者とも増加するこ
とが判明した（図 3）。
　3.1.2　stx の検出状況
　stx が検出された定点は，白石川（大河原 1/6 回），
鳴瀬川（加美 2/7 回），田川（加美 1/8 回），花川（色麻
1/12 回），江合川（古川 2/12 回），迫川（佐沼 3/8 回），
三迫川（金成 5/8 回），で，特に迫川，三迫川の 2 定点
では高率に検出された（表 2）。
　3.1.3　分離 EHEC
　stx が検出された河川について EHEC の検索を行い，
O26:H11 VT1（江合川（古川）），O159:H19 VT2，OUT:
HUT VT1,2（鳴瀬川（加美））が分離された（表 2）。
　3.1.4　PFGE 遺伝子型
　河川から分離されたEHECについてPFGE解析を行っ
た結果，過去に県内の患者から分離された菌株と O26:

表 1　降水量とE.coli  MPN の相関

図 2　降水量とE.coli  MPN の具体例

図 3　E.coli  MPN と EHEC MPN の関係

表 2　stx と EHEC の検出状況

H11 VT1（江合川（古川））は約 90%の相同性があった
が，他県にはこれと一致あるいは類似した菌株はなかっ
た。なお，O159:H19 および OUT:HUT と同じ血清型に
よる患者の発生はなかったので，PFGE の比較は行わな
かった。

PCR stx
H18.5 H18.9 H18.10 H18.11 H19.1

0/4 0/2
1/4 0/2
0/4 0/2
1/3 0/3 1/1

* O159:H19 VT2
OUT:HUT VT1,2

1/4 0/3 0/1
1/5 0/3 0/3 0/1
1/4 0/3 1/4 0/1

* O26:H11 VT1
2/4 0/3 1/1
3/4 1/3 1/1

*

R
0.6830 Y=15.12X+453.49
0.9153** Y=24.71X+330.79
0.9009** Y=28.25X+269.34
0.4293 Y=19.08X+194.47
0.7052** Y=40.10X+263.08
0.8812*** Y=39.24X+93.46
0.2325 Y=23.73X+777.78
0.5649 Y=32.25X+627.47
0.4330 Y=18.46X+337.23

**:p 0.001 ***:p 0.01

（㎜／日） （㎜／日）
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　3.1.5　EHEC の存在比率
　各定点での大腸菌数に対する EHEC 数の比を MPN
値で求めたところ，花川（色麻）が約 1/5,000，田川（加
美）が約 1/10,000 で増水時平均して EHEC が検出され
たのに対して，三迫川（金成），迫川（佐沼）ではそれ
ぞれ約 1/450 ～約 1/39,000，約 1/2,600 ～約 1/84,000 と
バラツキが認められた（表 3）。
　3.1.6　家畜排せつ物法適用農家戸数と整備率
　平成 16 年 11 月は，家畜排せつ物法の措置期間 5 年の
最終年月で，施設の整備率は年度当初の 49％から平成
17 年には 100％に達しており，4 － 11 月に県内全域の
ほぼ半数の畜舎周辺などに糞尿処理施設や堆肥舎が建設
された。また，この期間に約 100 戸の肉用牛飼養農家が
廃業した（図 4）。
　3.2　考　察
　降雨後にE.coli  MPN および EHEC MPN はいずれの
河川でも増加し，降水量と菌数の上昇との相関性は河川
毎に特徴のあることが判明した。これは肉用牛飼養農場
排水等が測定点に到達するまでの時間の違いによるもの
であると考えられる。すなわち，①発生源の地形や測定
点との位置関係と，②単位時間当たりの降水量や降りは
じめからの総雨量に大きく影響され，さらに③検出され
た大腸菌に占める EHEC の割合が，迫川（佐沼）では
高い時期があり，1/450 と取り分け高い時期があった支
流の三迫川（金成）には規模の大きい発生源があること
が示唆された。

表 3　EHEC とE.coli  の存在比率

図 4　家畜排せつ物法適用農家戸数と整備率

　夏季は冬季よりも環境からの大腸菌およびstx の検
出率が高いのは，大腸菌汚染河川には降雨後に大量の
EHEC が存在し，環境中で死滅することなく維持され
るだけでなく，増殖していることも考えられる。
　平成 16 年度は家畜排せつ物法措置期間の最終年で糞
尿処理施設等が駆け込みで数多く建設された。旧堆肥舎
や野積みの区域が整理整地される際に，多量の大腸菌が
雨水や土砂とともに河川に流出し，EHEC は現在とは
比較にならないほど多かったことが推測される。
　一方，平成 16 年に，我々は河川水から患者菌株と
PFGE 遺伝子型の一致した菌を分離している 10）11）12）

13）。また，今回分離された O26 : H11 VT1 株は過去に
発生した患者由来株と近似であったことから，河川が
EHEC 感染症発生に何らかの関与があった可能性が示
唆された。
　平成 17 年以降は，河川底質の泥土化，小規模牛飼養
農家の減少および家畜排泄物の適正処理等により河川へ
の大腸菌の流出は激減しているものと思われる。これ
を裏付けるように，県内における河川を感染源とした
EHEC 感染症は発生していない。今後，河川底質にお
ける EHEC の生残性の調査など，河川の微生物学的監
視を継続し，感染予防の観点から地域住民と河川，特に
増水後の関わり方について注意を喚起することが重要で
あると考えられる。

4　まとめ
　EHEC 感染症が多発した地域の降雨による河川水量
の増減と EHEC の挙動との相関性について調査検討し
た。その結果，増水した河川が EHEC 感染症の多発し
た地域における感染経路の一つであった可能性が示唆さ
れた。
　なお，本研究は「宮城県公衆衛生研究振興基金による
研究・助成」により実施したものである。
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レジオネラ属菌の衛生管理に関する研究

Stady on the Status of Pollution by Legionella Species in Hot Springs.

佐々木美江　　高橋　恵美　　三品　道子＊ 1

畠山　　敬　　上村　　弘　　谷津　壽郎
齋藤　紀行

Mie SASAKI，Emi TAKAHASHI，Michiko MISHINA
Takashi HATAKEYAMA，Hiroshi UEMURA，Juro YATSU
Noriyuki SAITO

　循環系統を持たない掛け流し式温泉 11 施設についてレジオネラ属菌の検索を行い，注湯口（18％），浴槽（32％）か
ら検出され，循環式浴槽施設と同様に汚染されていることが判明した。菌が検出された要因としては源泉温度が 50℃前
後と低いことが挙げられ，汚染防止対策にはボイラー等による加熱（60℃以上）が必要であると考えられた。また，レ
ジオネラ属菌の迅速測定法であるリアルタイム PCR 法や LAMP 法は，培養法と強い相関を示し，衛生指導における有
用な検査法であると思われた。

キーワード：レジオネラ；リアルタイム PCR 法；LAMP 法；温泉
Key words：Legionella；real-time PCR；LAMP；hot spring

1　はじめに　
　浴用施設は，給湯方法により循環式および掛け流し式
の 2 つに大分される。循環式浴槽施設は，ろ過器，熱交
換器等の循環系統が微生物増殖の場となりやすいため，
現在までレジオネラ症集団感染事例が多く報告されてい
る。これを受けて厚生労働省は平成 13 年以降レジオネ
ラ症発生防止対策を通知し，浴用施設における衛生指導
の強化を図っている 1）2）。その結果，循環式浴槽施設に
ついては，浴槽水の消毒や清掃への意識が高まり，多く
の施設でレジオネラ属菌を中心とした病原微生物対策が
実施されている。
　しかし，循環系統を持たない掛け流し式温泉は，一般
に安全であると考えられているために，調査がほとんど
実施されておらず，循環式浴槽施設と同様の調査が必要
であるとされていた。
　また，レジオネラ症感染防止には浴槽水に増殖するレ
ジオネラ属菌の管理が重要であり，浴槽水中のレジオネ
ラ属菌の有無と菌数を把握して排除する必要がある。し
かし，現在の検査法である培養法は，結果が得られるま
で 7 ～ 10 日を要するため，リアルタイムに浴槽水中の
菌数を把握することは困難であることから，レジオネラ
属菌汚染の有無を短時間で推定する方法の開発が求めら
れている。
　そこで，今回，掛け流し式温泉の病原微生物汚染の実
態を調査し，さらに汚染の要因を明らかにして，衛生管
理方法の検討を行った。
　また，遺伝子増幅を利用したレジオネラ属菌の迅速測
定法についても検討した。

2　対象および検査方法
　2.1　調査期間
　平成 18 年 7 月から 11 月に採水した検体で調査を実施
した。
　2.2　実態調査
　循環系統を持たない掛け流し式温泉 11 施設の注湯口
および浴槽のそれぞれ 11 件ついてレジオネラ属菌，そ
の他の病原微生物（抗酸菌，アメーバ）および従属栄養
細菌の調査を実施した。　
　レジオネラ属菌の検査方法は検水 200ml を遠心

（6,000G，10 分間）し 2 ｍ l に濃縮した後に，加温処理
した試料 100µl を GVPC 培地（極東）に塗抹培養し，
分離された菌を同定した。抗酸菌は 100 倍濃縮後にアル
カリ処理した試料 100µl を 2％小川培地に塗布し，8 週
間観察した。アメーバはレジオネラ症防止対策マニュア
ル 3）に準じて検査を行い，採水時に水温，残留塩素濃
度を測定した。また，施設設備によるレジオネラ属菌検
出状況を検討するために，浴槽の材質を調査した。
　2.3　掛け流し式温泉における汚染源の推定と衛生管

理方法の模索
　実態調査で注湯口と浴槽からレジオネラ属菌が検出さ
れた 1 施設を対象とし，源泉から浴槽に至るまでの数ヶ
所で採水して，レジオネラ属菌の検出を行い汚染箇所の
特定を行った。検査方法は実態調査と同様に実施した。
　2.4　遺伝子迅速測定法
　レジオネラ属菌の遺伝子測定法は，温泉を含む公衆浴
場の浴槽水 59 件を対象とし，リアルタイム PCR 法および
LAMP 法，培養法を実施して検出菌数を比較した。
　リアルタイムPCR試薬は市販のTAKARA CycleavePCR 
Legionella Dection Kit を用い，試薬の専用機器である＊ 1　現　宮城県拓桃医療療育センター
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Smart Cycler（タカラバイオ）で，5SrRNA 遺伝子配列を
標的としレジオネラ属菌の特定遺伝子を増幅した。DNA 濃
縮・抽出方法は，リアルタイム PCR 試薬の添付書に従い，
検水 200 ｍｌを濃縮・抽出して，TE バッファー10µl で溶解
した試液を鋳型とした。
　LAMP 法は，Loopampレジオネラ検出試薬キットE を
用い，遺伝子検出を実施した。

3　結果および考察
　3.1　実態調査
　レジオネラ属菌は 11 施設の注湯口 11 件中 2 件（18％），
浴槽 11 件中 5 件（32％）から検出され，アメーバはそれぞ
れ 1 件（9％），4 件（36％）から分離されたが，抗酸菌は
検出されなかった。また，レジオネラ属菌が検出されたす
べての注湯口，浴槽からアメーバが分離された。
　水温はほとんどの施設で 40℃前後であり，残留塩素は
検出されなかった。浴槽の材質では，タイル，石，檜でレ
ジオネラ属菌が検出された。
  従属栄養細菌とレジオネラ属菌の検出菌数を比較した結
果，従属栄養細菌が 104cfu/ml 以上のときレジオネラ属菌
が検出される傾向がみられた（図 1）。
　今回の調査の結果，浴槽からのレジオネラ属菌とアメー
バの検出率は，前年，当センターで行った掛け流し式温泉
の調査結果（レジオネラ属菌 27%，アメーバ 35%）4）と同
様であり，掛け流し式温泉からレジオネラ属菌およびアメー
バが約30％検出されることが再度確認された。また，アメー
バが分離された施設では，すべての施設からレジオネラ属
菌が検出された。浴槽内においてレジオネラ属菌やアメー
バはバイオフィルム中に生息する 5）ため，掛け流し式温泉
においても同様にレジオネラ属菌とアメーバがバイオフィル
ム内に生息していたと考えられる。
　更に，レジオネラ属菌が注湯口から検出された2 施設では，
浴槽からも菌が分離された。この両施設は源泉温度が 50℃
以下であることから，改善のためには定期的な配管の清掃お
よび源泉の加熱などの措置を講ずる必要があると思われた。

図 1　レジオネラ属菌と従属栄養細菌の相関

　3.2　掛け流し式温泉における汚染源の推定と衛生管
理方法の模索

　調査結果を表 1 に示した。
　平成 18 年 7 月の調査では浴槽①よりレジオネラ属菌
が，2,120cfu/100ml 検出されたため，その対策として 8
月に高圧洗浄による配管清掃を行った。翌日の検査では
浴槽①では 400cfu/100ml まで菌数が減少しており，浴
槽②と源泉から貯湯タンクに至るまでのエア抜きタンク
2 ヶ所からは菌が検出されなかった。
　そこで，配管清掃の約 2 ヵ月後に再度調査を実施する
と，源泉からは菌が検出されなかったものの前回の調
査で陰性であったエア抜きタンク①から 180cfu/100ml，
エア抜きタンク②から 220cfu/100ml，貯湯タンクでは
60cfu/100ml と源泉より施設に至る配管のすべてからレ
ジオネラ属菌が検出され，更に浴槽①，②からもそれぞ
れ 10cfu/100ml，90cfu/100ml と再度，菌が検出された。
　このため，急遽，配管洗浄を行いレジオネラ属菌の再確
認を行った結果，浴槽①，②から菌は検出されなかった。
　対象施設は源泉温度が 43℃と低く，源泉から浴槽ま
での配管の長さが約 330 ｍと長いことに加え，配管の途
中には 2 箇所にエア抜きタンクが設置してあるため，源
泉から貯湯タンクに引湯する課程での汚染が考えられ
た。配管洗浄の一時的な効果は認められたが，清掃 2 ヶ
月後には，再び源泉を除くエア抜きタンク，貯湯タンク，
注湯口，浴槽のすべてからレジオネラ属菌が検出された
ことから，これより短い間隔での配管清掃が当該施設に
は必要であると考えられた。

表 1　レジオネラ属菌の経時変化

　3.3　遺伝子迅速測定
　レジオネラ属菌は，培養法では 68 浴槽中 23 浴槽

（34 ％）， リ ア ル タ イ ム PCR 法 で は 26 浴 槽（38 ％），
LAMP 法では 23 浴槽（34%）で陽性となり，リアルタ
イム PCR 法および LAMP 法は培養法と同等かまたは高
い陽性率を示した。PCR 法は標的とする遺伝子の種類
によっては死菌でも生菌と同じ挙動を示すことが知られ
ており，死菌を同時に検出している可能性があるため，
レジオネラ属菌の検査として用いる場合にはこの点を考
慮する必要があると考えられた。
　一方，菌が検出された浴槽について培養法とリアルタ
イム PCR 法で換算した菌数を比較し，その結果を図 2
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に示した。両者間には強い相関（P<0.01）が認められた
が，培養法の方が高い傾向を示した。
　一般的に遺伝子を検出するリアルタイム PCR 法の方
が培養法より高くなると考えられるが，今回の調査では，
予測していた結果と異なった。これは，温泉水の成分中
に PCR の反応を阻害する物質が存在した可能性もある
ため，今後，更に泉質等も含めた検討が必要であると思
われた。
　しかし，一時的な消毒効果を期待して消毒剤を浴槽に
投入した直後であっても遺伝子検出は可能なこと，また
衛生指導後の陰性確認が短時間で可能なことから，衛生
指導においては有用な検査法であると思われた。

図 2　培養法とリアルタイムPCR法の相関

4　まとめ
　循環式浴槽施設を原因としたレジオネラ症集団発生
で，循環系統のろ材やタンク水から患者の菌株と同一の
遺伝子パターンを示すレジオネラ属菌が検出されたと報
告 6）されている。このように浴槽における循環系統は
レジオネラ属菌などの病原微生物の生息場所となるた
め，衛生的に管理するためには適正な消毒とバイオフィ
ルムの定期的な除去が重要 7）となる。一方，安全だと
思われていた循環系統をもたない掛け流し式温泉からも
レジオネラ属菌や抗酸菌，アメーバが分離され 4），全国
249 箇所の掛け流し式浴槽の 27.3%からレジオネラ属菌
が検出されていることからも循環式浴槽施設と同様に対
策が必要である。掛け流し式温泉は，泉質や湯量が様々
なことから塩素消毒を行わないところが多く 8），今回の

対象施設も塩素による消毒が行われていなかった。
　現在までの厚生労働省からの通知では，塩素消毒を用
いた管理方法が中心となっているが，塩素管理下では
Legionella pneumophila 血清群 1 が浴槽水中で優勢化し
ているとの報告 9）もあることから，塩素消毒に頼らな
い管理方法を早期に確立することが必要である。
　更に，施設ごとに設備構造が異なり各施設にあった衛
生管理を行うことが重要であることから，レジオネラ属
菌の迅速測定法により営業者に有用な情報を提供して適
切な施設管理が行えるように努めたい。
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井戸水を原因とした乳児ボツリヌス症の発生とその疫学的対応

Isolation of C. botulimun from a Well Water caused Infant Botulism.
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　平成 18 年 9 月に県内で 1ヶ月齢の乳児がボツリヌス症に罹患するという事例が発生した。調査の結果，自宅で飲
用に使われている井戸水が原因として疑われたことから，新たなボツリヌス菌の分離方法で検査したところ菌を分離
することに成功した。以上から，本事例は感染原因が井戸水であるという国内外でも初めての極めて特異的なケース
であることが判明した。
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1　はじめに
　乳児ボツリヌス症は，ボツリヌス菌芽胞を生後 1 年未
満の乳児が経口的に摂取した場合にのみ起こり，乳児の
未発達な腸管内で増殖したボツリヌス菌の産生する毒素
により引き起こされる重篤な感染症である。国内では
1986 年の初発例以来，20 例が報告されているが，その
多くは輸入ハチミツに混入した菌が原因であった 1）。
　我々は，県内在住の 1 ケ月齢の乳児がボツリヌス症に
罹患するという事例に遭遇した。発生当初は感染原因が
不明であったため，感染症と食中毒の両面から調査を
行ったが，原因が白湯や粉ミルクの調製に使用していた
井戸水であるという，国内外でも初めての極めて特異的
なケースであることが判明した。また，患者宅周辺地域
はほぼ全戸が井戸を保有しているため，同一水源の汚染
による拡散被害を防止することを目的として周辺井戸か
らの菌検出と水質検査等を行った。

2　事件の概要とその対応
　平成 18 年 9 月に，県内の医療機関で治療を受けてい
た乳児からボツリヌス菌が分離されたとの情報を受け，保
健所が患者宅の聞き取り調査を行った結果，患者は母乳，
粉ミルクおよび白湯の他に飲食物の摂取歴はなく，粉ミル
クの調乳と白湯に自宅井戸水を使用していたことが明らか
となった。そこで，井戸水と患者が使用中の粉ミルクを国
立感染症研究所に送付すると同時に，患者宅での実地調
査を行い，井戸水，周辺土壌等の採取と調理場内ふき取
り検査などを実施した。さらに，患者宅周辺への拡大被
害を防止するため，近隣井戸の使用状況調査と井戸水の細
菌・水質等の検査を実施し，井戸所有者各戸に対する衛
生指導と広報等による啓発を行った。
　また，国立感染症研究所の検査で，患者宅の井戸水，お
よび使用中の粉ミルクからボツリヌス菌 A 型毒素が検出され
たことから，厚生労働省食品安全部監視安全課では粉ミルク
による食中毒事件を疑った。しかし，粉ミルクは患者の発症
後に開封されたものであり，製造業者から未開封の同一ロッ
ト製品等の収去検査を実施した国立食品医薬品衛生研究所
の結果では菌および毒素は検出されなかったことから，本事
件は患者宅で常に使用している汚染井戸水が感染源であると
し，粉ミルクは調乳時の二次汚染によるものと断定した。

3　調査結果
　3.1　患者宅環境物のボツリヌス菌調査結果
　疫学調査の一環として患者宅の井戸水，調理場拭き取
り，調理場側溝の泥，里芋畑の土，大根畑の土，2 種類
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の使用済み粉ミルク缶，ハウスダスト，ペット飼育水の計 9
検体を採取して定法 2）に準じてボツリヌス菌の検査を行っ
た。すなわち，井戸水 は 1L をミリポア社製の 0.22µm の
フィルターでろ過した後にフィルターを 8 分割し，また，固
形材料では等量の生理食塩水で抽出した上清の遠心沈殿

（10,000rpm 10 分間）を複数本の MERCK 社製 クックド
ミート培地にブドウ糖と澱粉を加えた液体培地（10ml）の
深層部に接種して各々を非加熱，60℃ 15 分間過熱，及
び 80℃ 30 分間加熱処理した後に 30℃で 4 日間以上培養
した。経時的にそれぞれのクックドミート培地深層部の一
部を採取して PCR （primer：BAS-1,2 TaKaRa 社製） 
を行い，陽性の場合には再加熱後に自家調整した卵黄加
CW 寒天培地に塗抹する方法で菌の分離を試みた。　　
　その結果，井戸水では PCR により遺伝子の増幅産物
が培養 4 日目以降から確認され，旧調理場の泥，使用
済み粉ミルク缶の一つからも微弱なシグナルが確認さ
れた。Applied Biosystem 社製 ABI PRISM 310 Genetic 
Analyzer を用いて決定した塩基配列はボツリヌス菌 A
型神経毒素遺伝子と 98％の相同性を持っていたことか
ら，これらの環境物中にはボツリヌス菌毒素遺伝子が存
在することが明らかとなった（図 1）。

図 1　井戸水由来の遺伝子の塩基配列

　そこで，遺伝子陽性培養液からの菌分離を試みたが，
検体中にウエルシュ菌等の雑菌が多量に混在すること，お
よび菌液の 80℃ での再加熱により遺伝子が検出されなく
なるなどの理由から前述の方法での菌の単離は不可能で
あった。そこで，ボツリヌス菌の生物学的性状・芽胞の物
理化学的性状等 3・4）と，「菌の運動性」，「芽胞形成速度」
および「特徴的な卵黄反応」というウエルシュ菌との違い
に着目して新しい分離方法を検討した（表 1）。

表 1　ボツリヌス菌等の性状
菌種

性状 ボツリヌス菌 ウエルシュ菌

運動性 ＋ －
培地中での存在箇所 中深層※ 1 深層
培地中での芽胞形成 早い　　　＞　　　遅い
（芽胞の）耐熱性 不定（株により異なる）

（芽胞の）エタノール感受性 低い
菌の増殖及び卵黄反応 遅い　　　＜　　　早い

卵黄反応の特徴 真珠層様 淡い乳白色
※ PCR により確認

　すなわち，遺伝子が確認された増菌培地の中間部から
深層部の間を採取してエタノール処理を行い，遠心した
後に上清を捨て，沈渣を適度に希釈して卵黄加 CW 寒
天培地に塗抹・培養した。早期に卵黄反応が陽性となっ
たコロニーはウエルシュ様菌とし，その後徐々に真珠層
様反応を呈してくるコロニーのみを釣菌するという方法
を実施した（図 2）。その結果，井戸水からボツリヌス
菌の分離に成功した（図 3）。

図 2　新しい分離プロトコール

　分離した菌株について再度 A，B，E，F 型毒素遺伝子
を確認したところ，菌株は A 型の他にも B 型毒素遺伝子
を保有しており，動物実験の結果では A 型毒素のみを産
生し B 型毒素が検出されなかったことから，本菌株は Ab
型毒素菌であることが判明した。

図 3　単離したボツリヌス菌

1-TTACAAATCCTGTAAGAAGGAGATTTAAAT

CCACCACCAGAAGCAAAACAAGTTCCAGTTT

CATATTATGATTCAACATATATAAGTACAGA

TAATGAAAAAGATAATTATTTAAAGGGAGTT

ACAAAATTATTTGAGAGAATTTATTCAACTG

ATCTTGGAAGAATGTTGTTAACA-177 
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　また，患者宅と同一の水源を持つ井戸の分布を調べる
ため，上記の細菌・水質検査に水質化学分析の結果（本
年報　資料 P147 ～ 148 参照）を加えて解析を行った。
その結果，この地域は大きく 3 種類の水源に分けられる
ことが明らかとなり，患者宅の井戸と同様の性状を持つ
井戸が他にも 4 戸存在することが判明した（図 4）。

図 4　水質化学分析による井戸水の解析

　3.2　周辺井戸の調査結果
　患者宅近隣の井戸水についてもボツリヌス菌による汚
染が危惧されたため，患者宅を含めた 15 戸の井戸につ
いて使用状況を調査すると同時に細菌検査および水質検
査（一般細菌，大腸菌，濁度，ボツリヌス菌，食中毒
菌）を実施した。その結果，常時飲用，あるいはお茶と
して飲用している民家が数戸あり，水質検査では，前述
の飲用に使っている民家を含む 9 戸の井戸水が，水道法
を準用した場合に飲用基準を満たしていないことが判明
した。また，7 戸の井戸からウエルシュ菌，10 戸からエ
ロモナス菌等の食中毒菌が分離されたが，患者宅井戸水
以外からボツリヌス菌は検出されなかった（表 2）。

4　事件の周知と地域住民への衛生指導
  この事例の発生を受けて，厚生労働省健康局水道課長，
食品安全部監視安全課および雇用均等・児童家庭局母子
保健課長から 12 月 8 日付けで関係自治体に対し「井戸
水を原因食品とする乳児ボツリヌス症の報告について」
の通知が行われた。また，県および管轄保健所では患者
宅に対して「当該井戸の閉鎖」，近隣の井戸所有者には「食
品の調理や飲用には既設の上水道を利用し，井戸水を用
いないこと」を指導した。さらに，新生児を持つ保護者
に対しては管轄市町を通じ検診等の機会を利用して乳児
ボツリヌス症予防の啓発を行うとともに，広報誌により
広く地域住民に注意を喚起した。

表 2　近隣井戸水の調査結果

井戸番号 一般細菌数（ml） 大腸菌 濁度 食中毒菌 備考ウエルシュ菌 Aeromonas 菌 ボツリヌス菌
① ＜ 30 － <0.1 － － － 　
② 600 陽性 1.6 － 陽性 － 　
③ 440 － 0.1 陽性 陽性 － 常時飲用
④ 151 － 1.1 陽性 陽性 － 飲　　用
⑤ 370 － 0.1 － 陽性 － 　
⑥ 270 陽性 1.7 陽性 陽性 陽性 常時飲用　患者宅
⑦ 74 － 0.1 － － － 飲　　用
⑧ 37 － 0.1 － － － 　
⑨ 650 － 1.0 陽性 － － 　
⑩ <30 － 0.2 － 陽性 － 　
⑪ 293 － 0.1 － 陽性 － 　
⑫ 158 － >2 陽性 陽性 － 飲　　用
⑬ 93 － 0.4 陽性 － － 　
⑭ 56 － 0.4 陽性 陽性 － 　
⑮ 107 － >2 － 陽性 － 　

5　考　察
　国内で発生した乳児ボツリヌス症の多くは輸入ハチミ
ツ等に混入したボツリヌス菌が原因であったが，本事例
ではそれらの喫食歴はなく発生当初は感染原因が不明で
あった。さらに，粉ミルクと井戸水から毒素が検出され
たことは，粉ミルクを原因とする食中毒事件を疑うのに
十分な状況であったと考えられる。従来，環境物からの
ボツリヌス菌の分離は成功率が低いと言われており，そ
の多くは感染経路不明として取り扱われることが少なく
なかった 1）。しかし，今回の事例では PCR を用いての
徹底した遺伝子スクリーニングと，新しい分離プロト
コールで対処することにより，井戸水からボツリヌス菌
を分離し感染原因を特定することに成功した。
　また，農業地帯である患者宅周辺はほぼ全戸が井戸を
保有しているため，「患者宅のプライバシーを守りつつ
当該井戸あるいは同一水源から近隣への拡散汚染を調査
する」という難しい状況での疫学対応であった。結果と
して，周辺井戸からは遺伝子は検出されず菌も分離され
なかったが，逆に「なぜ患者宅の井戸からのみボツリヌ
ス菌が分離されたのか」が疑問として残された。患者の
母及びその兄弟も乳児の頃から自宅井戸水を使用してお
り，過去にも家族が感染する機会は患者と同等か，ある
いはそれ以上に高かったものと思われる。聞き取りによ
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れば，患者宅の井戸は約 10 年前に 17m まで井戸の掘り
下げを行っており，周辺の地質状況からは有機物に富む
2 層のスクモ（泥炭）層に挟まれた部分に現井戸の汲水
口が存在することが推察される 5）。
　また，当該井戸は老朽化が進み壁面に亀裂が入ってい
るなど，井戸周辺土壌からの汚染の可能性も疑われる。
しかし，井戸が閉鎖されてしまった現在，貴重な症例の
汚染経路に関する詳細な疫学的追求ができなかったこと
は非常に残念である。
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Listeria monocytogenes による ready-to-eat 食品の汚染実態
Isolation of Listeria monocytogenes from the ready-to-eat Foods

菅原　直子＊ 1　佐々木ひとえ　　加藤　浩之
小林　妙子　　渡邉　　節　　　山田　わか＊ 2

谷津　壽郎　　斎藤　紀行
Naoko SUGAWARA，Hitoe SASAKI，Hiroyuki KATOH
Taeko KOBAYASHI，Setsu WATANABE，Waka YAMADA
Juro YATSU，Noriyuki SAITO

　近年，Listeria monocytogenes が魚介類加工品や生食用野菜などの ready-to-eat 食品から検出され，本菌による食
中毒集団感染事例のリスクが懸念されている。平成 18 年度宮城県内の流通品について汚染実態調査を行った結果，
辛子明太子および鶏肉から汚染菌量は少ないものの病原遺伝子を保有した菌が検出された。また，LM の迅速検査法
を検討し，発色酵素基質培地，LAMP 法の応用が有効であると思われた。

キーワード：Listeria monocytogenes；ready-to-eat 食品；魚介類加工品；LAMP 法
Key words：Listeria monocytogenes；ready-to-eat foods；seafood products；LAMP method　 

1　はじめに
　リステリア属菌は自然界に広く生息する細菌であ
り，このうちヒトに病原性を示すものは Listeria　 
monocytogenes（以下 LM）のみである。リステリア症
は人獣共通感染症の一つで，周産期の流産死や胎児敗
血症，成人の髄膜炎，敗血症などの症状を示す。一方，
1980 年代に欧米諸国で乳製品や食肉製品などを原因と
する集団感染事例が相次いで報告されるようになり , 現
在も多くの事例が報告されている 1）。
　日本でも平成 5 年に乳および乳製品のリステリア菌の
汚染防止について，当時の厚生省から通知が出され 2），
食中毒原因菌の一つとして検査法が示された。2001 年
には国内産ナチュラルチーズによる国内初の集団感染事
例が発生し，国内でも本菌の食品汚染の実態調査や制御
についての議論が進められている。
　近年，これまでの乳製品等に加え，生食用鮮魚介類や
魚介類加工品，生食用野菜・果物など生でそのまま食べ
る食品“ready-to-eat 食品”の LM 汚染の報告がみられ
るようになった 3）。しかし，LM の食品中での挙動や菌
数などの詳細については明確にされていない。
　このことから，汚染実態の把握を目的に，宮城県内
に流通する ready-to-eat 食品を中心とした LM 検索を
行った。また，菌検出時における発色酵素基質培地の有
効性の検討および分離菌の保有病原因子検索も併せて
行った。さらに，LAMP（ Loop-Mediated　isothermal 
Amplification）法による検出感度を標準株を用い検討し
た。

＊ 1　現　中南部下水道事務所
＊ 2　現（財）宮城県公衆衛生協会

2　材　料
　市場に流通している ready-to-eat 食品および食材計
102 検体を検査対象とした。
　2.1　ready-to-eat 食品
　魚介類加工品 22 検体（辛子明太子 9 検体，たらこ 9
検体，すじこ 1 検体，数の子 1 検体，スモークサーモン
2 検体）， 生鮮魚介類 11 検体，乳製品 16 検体（ナチュ
ラルチーズ 8 検体，アイスクリーム類 8 検体），生食用
芽物野菜 38 検体の計 87 食品
　2.2　食材等
　生乳 5 検体，食肉 10 検体（鶏肉 7 検体，合鴨肉 3 検体）
計 15 食材

3　方　法
　3.1 食品，食材からの菌分離
　生乳・乳製品からのリステリア菌の分離は厚生省
通知の方法に従い行った。すなわち検体 25g に EB 培
地（Merck）225ml を加え 10 倍乳剤とし，30℃で 48
時 間 培 養 後，Oxford 寒 天 培 地（Merck： 以 下 OX），
PALCAM 寒天培地（Merck：以下 PAL）及びクロモア
ガー・リステリア培地（CHROMagar：以下 C-Lis）の
3 種の分離培地に 1 白金耳ずつ塗沫し，35℃で 48 時間
培養した。各培地に発育したリステリア菌の疑わしい集
落を釣菌し，0.6%酵母エキス加トリプチケーソイ寒天培
地（自家製：以下 TSYEA）に接種培養後，3.2 に示す
生化学性状の確認を行って同定した。なお，リステリア
属菌同定キット「アピリステリア」（日本ビオメリュー）
も併用した。
　その他の食品，食材は，ISO４）の方法に準じて行った。
検体 10g に半濃度フレーザー培地（Merck）90ml を加え
10 倍乳剤とし，30℃で 24 時間培養後，100µl を10ml フ



－ 46 －

レーザー培地に接種した。さらに 35℃で 48 時間培養後，
OX，PAL，C-Lis の各培地に 1 白金耳ずつ塗沫し培養
した。以下，生乳・乳製品の方法と同様にして菌の同定
を行った。

図 1　各食品からの LM 分離フロー

　3.2　分離菌株の確認試験および血清型別
　分離菌株について，グラム染色，カタラーゼ試験，オキ
シダーゼ試験（日水製薬），CAMP 試験，VP 試験（栄研
化学）および糖分解試験を実施した。グラム陽性短桿菌，
カタラーゼ試験陽性，オキシダーゼ試験陰性，SIM 確認
培地（栄研化学）での運動性（傘状発育）の確認，VP 反
応陽性，糖分解性（ラムノース分解陽性，キシロース分解
陰性，マンニット分解陰性），CAMP テスト陽性となったも
のをリステリア属菌とし，同定キットにより菌種を決定した。
　血清型別はリステリア型別用免疫血清（デンカ生研）
を用いて行った。なお，標準菌株 L.monocytogens　
ATCC 19112 についても各試験を実施した。
　3.3　特異遺伝子の検出
　リステリアの病原遺伝子の確認をhly ５）およびprfA ６）

のプライマーを用い，各々 276bp および 467bp を検出
することで行った。
　3.4　 LM 菌数の測定
　LM の菌数測定は MPN 法で行った。すなわち，検体
に添加剤を含まない半濃度フレーザー培地を加え 10 倍
希釈液を調製した。滅菌した空試験管 3 本に 10 倍希釈
液を 10ml ずつ入れた。さらに半濃度フレーザー培地
10ml の入った試験管に 10 倍希釈液を 1ml ずつ 3 本に，
0.1ml ずつを 3 本に分注した。これらを 35℃で 24 時間
および 48 時間培養し，それぞれから PAL，C-Lis に 1
白金耳ずつ塗抹し LM を検出，性状確認した。LM を検
出した試験管数と希釈倍率から MPN 値を求めた。
　3.5　 LAMP 法による LM 検出
　LM の標準株をフレーザー培地で 24 時間培養後，培養
液を原液から109 希釈まで 10 倍段階希釈した。希釈液を
それぞれ 50µl 採り，2000×g，5 分間遠心後上清を除去し，

EXF80µl を加え 95℃で 5 分間アルカリ熱処理した。こ
れに 1M の Tris-HCl 10µl を添加し 2000 ×g で 30 秒間
遠心した上清を検体とした。それぞれについて Loopamp 
L.monocytogenes 検出キット（栄研化学）を用いて遺伝子
を増幅し，Loopampリアルタイム濁度測定装置（RT-160C）
で測定を行った。同時に，用いた LM 菌数を平板培地を
用いた生菌測定法で測定した。

4　結　果
　4.1　各食品・食材からの LM 検出状況
　調査した食品・食材を品目別にし，それぞれからのリ
ステリア属菌の分離状況を表 1 に示した。リステリア属
菌は魚介類加工品では辛子明太子 9 検体中 6 検体（検出
率 66.7%）すじこ 1 検体中 1 検体（100％）から，肉類
では鶏肉 7 検体中 3 検体（42.9％）から合計 10 菌株分
離された。生鮮魚介類，乳類・乳製品および芽物野菜か
らはリステリア属菌は検出されなかった。
　4.2　分離リステリア属菌の同定
　分離したリステリア属菌 10 株と標準菌株について，
生化学性状の確認試験，血清型別試験および病原遺伝子
検査を実施し，その結果を表 2 に示した。また，LM が
検出された検体は菌数を MPN 法で求め，これも表 2 に
示した。
　辛子明太子から検出された 6 株のリステリア属菌のう
ち 2 株が，鶏肉から検出された 3 株のリステリア属菌
のうち 1 株が LM であった。血清型は 3 株とも別々で
1/2b，3b および 4b であった。LM の病原遺伝子hly お
よびprfA を 3 株とも保有していた。
　4.3　発色酵素基質培地での発育性
　LM の分離に用いられる OX，PAL 培地上でリステリ
ア属菌は灰色～茶褐色の集落を形成するので，種の区別
は困難であり，発育集落を LM と特定できない。発色

表 1　各食品・食材からの LM 検出状況
検　体　種　類 検体数 検出（検出率）

魚介類加工品
　　　辛子明太子
　　　たらこ
　　　すじこ
　　　数の子
　　　スモークサーモン

9
9
1
1
2

6（66.7）
0

1（100）
0
0

生鮮魚介類 11 0
乳類・乳製品
　　　生乳
　　　ナチュラルチーズ
　　　アイスクリーム類

5
8
8

0
0
0

芽物野菜 38 0
肉　　類
　　　鶏　肉
　　　合鴨肉

7
3

3（42.9）
0

計 102 10（9.8）
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酵素基質培地 C-lis を菌分離に用い，その結果を表 2 に
示したように，リステリア属菌は C-lis 培地に発育し青
い集落となる。しかも LM には特徴的に白色ハローが認
められた。一方，C-lis 培地での発育性を黄色ブドウ球

菌と大腸菌について調べた結果，大腸菌は発育しないが，
黄色ブドウ球菌は発育した。しかし黄色ブドウ球菌は培
地上でやや淡色の青色集落を形成し，リステリア属菌と
は鑑別ができた。

表 2　検出菌の性状

　4.4　LAMP 法による検出感度
　LM の ATCC19112 株を 1 日培養した 1.6 ×108cfu/ml
の菌液を10－１～ 10－６に希釈し，そのそれぞれを LAMP
法用検体として LM の遺伝子検査を行った結果を表 3 に
示した。1.6 ×105cfu/ml 以上の菌量で陽性を示した。

表 3　LAMP 法の感度

5　考　察
　宮城県内に流通する ready-to-eat 食品を購入し，リス
テリア属菌の汚染状況を調べた。その結果，辛子明太子
2検体および鶏肉1検体からLMが，魚介類加工品5検体，
鶏肉 2 検体から LM 以外のリステリア属菌が検出され，
本県の流通品も他の報告７）と同様の汚染であることが
分かった。リステリア菌の血清型別は O 抗原因子と H
抗原因子の組み合わせで 13 種類に分類されるが，今回
検出された LM の血清型は辛子明太子が 1/2a および
3a，鶏肉が 4b であった。4b は最も病原性に関係する血

清型といわれ，臨床株の 6 割がこの型である３）。市販品
の鶏肉から 4b が検出され，検出された菌株は全て病原
遺伝子hly およびprfA の病原遺伝子を保有していたが，
汚染菌量は，辛子明太子で 30 未満～ 60/100g，鶏肉で
30 未満 /100g と少量であったことからリステリア症感
染のリスクは低いと考えられた。
　今回示したように，食品はL.innocua のような LM 以
外のリステリア属菌に汚染されていることが多い８）こ
とから，LM との鑑別は重要である。LM は OX 及び
PAL の分離培地上でエスクリンを分解し灰色から茶褐
色で中央部のやや凹んだ集落を形成する。しかし LM 以
外のリステリア属菌も OX，PAL 培地上で同じ性状を
示すため，これら分離培地での菌の鑑別は困難である。
発色酵素基質培地 C-Lis では，リステリア属菌は青い集
落を形成し鑑別が容易であった。なお，同じく C-lis 培
地上に発育するStaphylococcus 属菌は集落の発色がや
や異なり区別ができる。さらに LM と L.ivanovii は青い
集落周囲に白色ハローを形成するが，それ以外のリステ
リア属菌はハローを形成せず，種の決定にも発色酵素基
質培地が有効であることが確認された。
　われわれの今回の結果も含め，一般に食品中の LM
菌数は少量であることから , 通常の LM 検出法には 2 段
階増菌法が用いられ LM の検出には 4-5 日を要する。そ
こで，迅速かつ高感度な LM 検出方法の検討の一つと
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<30
NT
NT

L.monocytogenes
（ATCC19112 株）

青 ＋ ＋ ＋ ＋ 傘状 ＋ － － ＋ ＋

　　　　　　　　　　　＋：陽性　－：陰性　NT：実施せず        
    

希釈倍率 原液 × 10 × 10 ２ × 10 ３ × 10 ４ × 10 ５ × 10 ６

LAMP 法 ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

菌　数
(cfu/ml） × 10 ８ × 10 ７ × 10 ６ × 10 ５ × 10 ４ 1600 160

　　　　　　　＋：陽性　－：陰性　    
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して LAMP 法について検討した。標準株検体を 1 日増
菌培養すると約 1 時間で判定が可能であったことから，
LAMP 法は迅速性に優れていると思われた。しかし陽
性判断には105cfu/ml以上の菌量が必要であることから，
食品直接からの検出は困難で，増菌した検体についての
応用は有効と考えられる。それでも通常の検査手法より
早く判定されることから，LAMP 法による迅速検査法
は実用性が高いと思われた。今後多くの食品について
LAMP 法による LM の検討法を検討したい。
　LM によるリステリア症はヒトに感染すると髄膜炎や敗
血症，流産等の重篤な症状を示し，致死率も高いことか
ら，欧米では食品衛生上特にリスク評価を行うべき細菌と
位置付けられている。わが国では食品からのリステリア感
染事例は不明なことが多く，さらに欧米型の畜産食品中心
の食生活ではなかったことから関心が低かった。しかし日
本人の食文化に密接に関係する魚介類加工品を中心とした
ready-to-eat 食品に病原遺伝子を保有するリステリア汚染
が確認されたことから，今後も継続した調査を行い，LM
汚染実態を把握していく必要があると思われる。
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2006/07 年シーズンに検出されたノロウイルス遺伝子型についての検討
Norovirus GⅡ/4 variants observed in outbreak of gastroenteritis between November of 2006 

and January of 2007 in Miyagi prefecture

庄司　美加　　植木　　洋　　佐藤千鶴子
佐藤　由紀　　沖村　容子　　谷津　壽郎
齋藤　紀行
Mika SHOJI，Yo UEKI，Chizuko SATO
Yuki SATO，Yoko OKIMURA，Juro YATSU
Noriyuki SAITO

　2006/07 年シーズンの，国内でのノロウイルス（Norovirus:NoV）による感染性胃腸炎患者数は，過去 10 年間で最
も多く，大規模な流行であった。宮城県でも全国と同じ傾向が認められた。流行の原因の解明を目的に，県内で発生
した食中毒事例，感染性胃腸炎集団発生事例から検出された NoV 遺伝子の分子疫学的解析を行った結果，他県の食
中毒関連事例も含めて，全て G Ⅱ /4 の近縁株であった。これらの株は，過去に県内で検出された G Ⅱ /4 変異株と
は異なったクラスターを形成し，国外での流行が報告されている G Ⅱ /4 の変異株にも属さなかった。

キーワード：ノロウイルス；感染性胃腸炎；分子疫学；G Ⅱ /4 変異株
Key words：Norovirus ; gastroenteritis ; molecular epidemiology; variant of GⅡ/4-type

1　はじめに
　感染症発生動向調査によれば，2006/07 年シーズンの，
全国での感染性胃腸炎の定点医療機関当たりの患者報
告数は，過去 10 年間で最も多かった。県内でも定点医
療機関当たりの患者報告数は，2006/07 年シーズンは過
去 3 年間で最も多く，例年より早い時期から増加が確認
された。特にピーク時の定点医療機関当たりの患者報告
数は，2005/06 年シーズンが 21.51 人であったのに対し，
2006/07 年シーズンは 33.74 人と昨年度の 1.5 倍の値で
あった。また県内の各保健所管内での，感染性胃腸炎に
よる定点医療機関あたりの患者報告数は，第 49 週から
51 週にかけて，全ての地域で警報値を超えており，特
定の地域ではなく県内全域で流行が確認された。
　NoV による感染性胃腸炎の流行は，近年，アメリカ
やヨーロッパ，オーストラリア等でも報告されている 1）2）。
これらの流行では G Ⅱ /4 変異株が検出されており，強
毒株の出現が危惧される。一方，NoV は培養系が確立
されていないことなどから，遺伝子型と病原性の関連に
ついては不明な点が多く，その解明には分子疫学的解析
が最も有効と考える。そこで，分子疫学的データの蓄
積を目的とし， 2006/07 年シーズンに県内で発生した
NoV による食中毒事例や感染性胃腸炎集団発生事例で
患者から検出した NoV 遺伝子について，分子疫学的解
析を行ったので報告する。

2　方　法
　2.1　対象材料
　2006 年 11 月から 2007 年 1 月の期間に，県内で発生
した感染性胃腸炎集団発生事例のうち 16 事例 21 件，同

じく食中毒事例のうち 3 事例 13 件，他県で発生した食
中毒の関連事例である 1 事例 2 件，さらに，感染症発生
動向調査で採取した感染性胃腸炎患者検体 9 件を対象材
料とした。検体はいずれも糞便とした。
　2.2　検体処理及び定量
　糞便は，厚生労働省通知 3）に準じて滅菌蒸留水（和
光純薬）で 10％乳剤とし，10,000rpm，10 分間冷却遠
心後，遠心上清 140µl を QIAamp Viral RNA mini kit

（QIAGEN）により，RNAを抽出した。DNase（Invitrogen）
処理後 ,Super Script Ⅱ（Invitrogen）で逆転写反応を行い，
cDNAを作製した。さらに影山等の方法 4）で PRISM 7900

（Applied Biosystems）を用いて定量 PCR 法を実施した。
　2.3　NoV の分子疫学的解析
　 定 量 PCR 法で NoV が 検 出された検 体について， 
Capsid 蛋白をコードしている領域増幅用プライマーの
COG2F5）/G2SKR6）を用いて RT-PCR を行った。また，
RT-PCR で増幅が確認されない検体は G2SKF6）/G2SKR6）

図 1　過去 3 年間の県内の感染性胃腸炎患者報告数
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のプライマーを用いた nested PCR を実施した。PCR 産
物を MicrospinTH S-300HR カラム（GE Healthcare） で
精製後，BigDye Terminator Kit（Applied Biosystems）
を用いてシークエンス用 PCR を行い，ABI 310（Applied 
Biosystems）でダイレクトシークエンスを実施して塩基配
列の決定を行った。その後，Clustal X（フリーソフト）を
用いてアライメントし，Neighbor-Joining Method7）（NJ 法）
で系統樹を作成した。

3　結果および考察
　今回対象材料とした全ての検体から，定量 PCR 法で
NoV 遺伝子が検出された。また， NoV G Ⅰ群と G Ⅱ
群の両方の遺伝子群に陽性であった検体が 1 件検出さ
れた以外は全て G Ⅱ群を検出した。G Ⅱ群が検出され
たウイルス遺伝子の，Capsid 蛋白をコードしている領
域の一部の 249nt について，塩基配列を決定し系統解析
を行った結果を図 2 に示した。検出された NoV の遺伝
子型は，全て G Ⅱ /4（accession No.X76716 Bristol/93/
UK）の近縁株であった。検出された株は一つのクラス
ターを形成し，クラスター内での相同性は塩基配列のレ
ベルでは 98.8％，アミノ酸レベルでは 97.6％で，同一の
遺伝子型と考えられた。これらの株は 2003 年～ 2005 年
に県内の感染性胃腸炎集団発生事例や食中毒事例で検出
された G Ⅱ /4 近縁株とは異なったクラスターであった。
また，1995 年～ 1996 年にアメリカ，ブラジル，カナ
ダ，中国，ドイツ，オランダ，イギリスで流行し，1997
年～ 2000 年にオーストラリアで流行した G Ⅱ /4 の変
異株（accession No.AF080549 US95/96）のクラスター
にも属さなかった。さらに 2002 年にアメリカとイギリ
スで流行した G Ⅱ /4 変異株（accession No.AY502023 
Farmington Hill）や，別の G Ⅱ /4 変異株（accession 
No.AY587985 b4s6）のクラスターにも属さなかった。
　今回検出された株がこれらのクラスターに属さなかっ
たことにより，2006/07 年シーズンに県内で流行した
NoV は，これまでに報告例のない新たな G Ⅱ /4 変異株
であることが明らかになった。さらに，他県で発生した
食中毒の関連事例から検出された株（0621-4，0621-5）も，
2006/07 年シーズンの県内の流行で検出された G Ⅱ /4
変異株のクラスターに属していることから，この変異株
は，県内はもとより他県での流行に関与している可能性
も示唆された。このことは 2006/07 年シーズンの全国的

な大流行を解明する上で重要であり，さらに詳細な分子
疫学的解析を行った上で，全国規模での情報交換が必要
と考える。

4　まとめ
　2006/07 年シーズンに県内の食中毒事例または感染
性胃腸炎集団発生事例から検出された NoV 遺伝子は，
2003 年～ 2005 年に県内で検出された株とは異なったク
ラスターを形成した。さらに近年に国外で流行が報告さ
れている G Ⅱ /4 変異株にも属さなかった。今後は，宮
城県で検出されたこの変異株と全国で流行した株の遺伝
子型について他県との情報交換が必要であり，今回の大
規模な流行との関係についても検討していく必要がある
と考える。
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2 Capsid NoV G /4 (NJ )

OUTGROUP_X86560Manchester_Sapo
GII/4_X76716Bristol/93/UK
0610SNFP2
069-5
069-2
069-3

0621-5
0621-4

06s84
06s91
0608SN8
0616
0615
0614
0613
06025
0668
0663
0667
06s99

06s89
0666
0665
0664
0662
06028
061127KS16
061126KS8
061126KS4
0622-4
0618
0617

06026
06023
06024
0622-2
0619
0620
061127KS20
061127KS19
061126KS1

MI05S014
MI05S030
MI05S036
MI05S038
MI05S040

MI05S118
MI05S148
MI03103

MI03149
MI03375
MI03262

MI03092
MI03105
MI03120
MI03384

MI03380
MI03114
MI03185
MI05078
G2/DQ078794

MI05S133
MI05S134
MI05S152
MI03113

MI03119
G2/AY502023 Farmington Hill)
G2/AY587985(b4s6)
G2/AF080549 US95/96)

G2/AF406793
0.05

’06/’07

’03 ’05

図 2　Capsid に基づく NoV G Ⅱ /4 近縁株の系統樹（NJ 法）
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レプトスピラ症依頼検査について

The Results of Examination of Leptospirosis

沖村　容子　　庄司　美加　　佐藤千鶴子
佐藤　由紀　　植木　　洋　　上村　　弘
齋藤　紀行

Yoko OKIMURA，Mika SHOJI，Chizuko SATO
Yuki SATO，Yo UEKI，Hirosi UEMURA
Noriyuki SAITO

　平成 14 年から 18 年度の 5 年間に県外 5 件を含む 23 件のレプトスピラ症検査依頼があり，黄疸出血型レプトスピ
ラ症（ワイル病）2 事例と秋季レプトスピラ症（秋やみ C）1 事例の感染をしめす検査結果を得た。レプトスピラ症
は患者発生が希な感染症となったが，県内の野ネズミのレプトスピラ保菌率は患者発生数と相関せず，平成 12 ～ 15
年の調査でも 20 ～ 40％であり感染の危険はある。4 類感染症となり患者報告が義務づけられた平成 15 年 11 月以降
の集計によれば，推定原因では従来からの農作業，土木工事での感染に加えて，レジャー（海外旅行，川遊び，輸入ペッ
トの飼育等）での感染も報告され，感染の機会は増えている。

キーワード：レプトスピラ症；人獣共通感染症；レプトスピラ保菌率
Key words：Leptospirosis；Zoonosis；infectious rate of Leputospira

1　はじめに
　レプトスピラ症は，主にネズミ等のげっ歯類の腎
臓に保菌され尿に排泄される病原性レプトスピラ

（Leptospira interrogans）が皮膚の傷口や汚染された飲
食物の摂取により感染する人獣共通感染症である。3 ～
14 日の潜伏期を経て，発熱，黄疸，全身倦怠感，筋肉痛，
結膜充血等の多彩な臨床症状を起こす。感染早期には多
くの抗生物質が効果的であるが，治療が遅れれば死亡す
ることもある。
　レプトスピラはスピロヘータ目レプトスピラ科レプト
スピラ属のグラム陰性好気性菌で，菌体は細長いラセン
状（直径 0.1µm 長さ 6 ～ 20µm）を呈し，両先端に各 1
本の鞭毛を持つが，その鞭毛で活発，独特なラセン運動
を示す。外皮の免疫的性状により，現在，30 余りの血
清群（serogroup），230 以上の血清型（serovar）に分
類されており１），血清型によって重症型の黄疸出血性レ
プトスピラ症（ワイル病）と軽症型の秋季レプトスピラ
症（秋やみＡ，Ｂ，Ｃ），イヌ型レプトスピラ症及びそ
の他に分けられる。近年，遺伝子による分類もなされて
いるが，病原性との関連より従来からの血清型も用いら
れている。
　本疾患は，過去において秋疫，七日熱などと呼ばれ，
農作業や土木作業者に多く発生する風土病と考えられて
いた。宮城県においても昭和 34 年に患者 882 名（死亡
者 35 名）におよぶ大流行を記録し２），全国有数の多発
地域であった。しかし，農作業の機械化，土地改良事業
による乾田化の推進及びワクチン接種を含む予防対策に
より，昭和 51 年以降は患者数が激減し，現在では発生
が希な感染症となった。当センターはレプトスピラの標

準血清型 13 株を継代し，生菌による抗体検査が可能な
全国でも数少ない検査機関である。平成 14 年から 18 年
度の過去 5 年間に県内外の医療機関等から依頼のあった
検体から，3 例のレプトスピラ症感染を示す結果が得ら
れたので報告する。なお，県内の野ネズミのレプトスピ
ラ保有状況と全国のレプトスピラ症発生状況についても
併せて考察する。

2　検査材料および方法
　2.1　レプトスピラ症の抗原および抗体検査
　検査材料は，発熱直後の急性期および 10 ～ 14 日経過
後の回復期の血清，血液を用いた。抗原検査は，発症直
後の血液，血清を検体とし，暗視野顕微鏡下（倍率 100 倍）
でのレプトスピラ菌体の検索を行った。病原体分離は，血
液 50µl 程度をコルトフ培地に接種後，30℃で培養し，7 日
おきに 3 ケ月まで継代した。継代する際には，暗視野顕微
鏡下で菌体の検索を行った。PCR 検査は，血液またはバ
フィーコート等を検体とし，High PureTM PCR Template 
preparation kit（Roche Diagnostics） を用いて DNA を
抽出した。ついで鞭毛遺伝子の一つ flaB を対象としたプ
ライマー L-flaBF1 と L-flaBR1 により増幅し，790bp の
バンドを確認した。バンドが確認された場合は，BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v1.0

（Applied Biosystems）により反応液を調整し，シークエ
ンサー PRISM310（Applied Biosystems）を用いてダイレ
クトシークエンスを行い同定した。
　抗体検査は，急性期と回復期のペア血清を検体とし，
顕微鏡下凝集試験（Microscopic Agglutination Test）
を行った。血清は滅菌 PBS で 10 倍に希釈後，96 穴マ
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イクロプレートを使って 2 倍連続希釈した。抗原として
当センターで保有している各血清型の生菌 10 ～ 13 株を
植え継ぎ，4 ～ 5 日間，30℃で培養したものを使用した。
希釈血清に抗原を同量あわせ攪拌後，37℃，3 時間反応
させた。反応液をスライドグラスに取り，暗視野顕微鏡
下（倍率 100 倍）で観察し，陰性コントロールと比較して，
凝集していない菌が 50％以下となった場合を陽性とし，
その血清希釈倍数の逆数を抗体価とした。いずれの方法
も病原体検出マニュアル３）に準じた。
　2.2　陽性事例の臨床症状等の情報
　各医療機関から検査依頼の際に添付された調査票，臨
床症状や治療経過等の資料をもとに作成した。
　2.3　野ネズミのレプトスピラ保有状況
　県内の山林，港湾他に捕そ器を設置し，野ネズミ（ア
カネズミ，クマネズミ，ドブネズミ他）を捕獲した。ネ
ズミの腎臓抽出液， 血液および血清を検体として抗原・
抗体検査を行った。
　2.4　全国の発生状況
　国立感染症研究所・厚生労働省健康局が編集する「病
原微生物検出情報」等の文献を参考とした。　

3　結　果
　3.1　検査依頼数
　平成 14 年度から 18 年度までの検査依頼数を県内，県
外別に表 1 に示した。23 件（検体数 45 件）の検査依頼
があり，その内訳は県内からの依頼が 18 件，県外から
が 5 件であった。また，21 件が直接，医療機関から依
頼されており，2 件が地方衛生研究所を通しての依頼で
あった。

表 1　検査依頼数

　3.2　検査成績
　23 件について抗原または抗体検査を行い 3 件よりレ
プトスピラ症の感染を示す結果を得た。内訳は平成 14
年度にワイル病 1 事例，平成 16 年度は秋季レプトスピ
ラ症（秋やみＣ）1 事例，平成 18 年度はワイル病 1 事
例であった（表 2）。

　　　　　　　　　　　　　　

表 2　検査成績

　レプトスピラ症陽性の 3 事例について経過とその症状
等を表 3 に，抗体検査の結果を表 4 に，また，その概要
を以下に示した。

〔事例 1〕青森県在住の 67 才女性で感染原因は不明，狭
心症で通院中の平成 14 年 8 月 20 日，腰痛，腹痛，全身
倦怠感でかかりつけ医を受診し，ウイルス感染と診断され
た。症状が軽快せず別の医療機関を受診したが，8 月 23
日には下肢の痛み（腓腹筋痛）が強くなり歩行困難となり8
月 25 日，公立病院に入院した。同日，けいれん発作が数
回有り，一時，人工呼吸となった。ステロイド剤，抗生物
質投与により除々に回復したが，各種検査にもかかわらず
原因病原体が不明であったため平成 15 年 1 月に検査依頼
があった。検体は 8 月 26 日と退院時の 11 月 8 日に採血し
たペア血清で，抗体検査の結果，ワイル病の病原体である
Leptospira interrogans serovar Icterohaemorrhagiae に
1,280 倍，serovar Copenhageni に 2,560 倍の抗体価上昇
を認めた。

〔事例 2〕愛媛県在住の 63 才男性で，平成 16 年 8 月 30
日に通過した台風 16 号によって河川が氾濫し，その水害
の後片づけをしていて感染したと推定された。9 月 6 日に
発病，9 月 8 日に市立病院を受診した際に，黄疸，出血傾向，
腎機能障害等の症状がありワイル病が疑われた。検査の
相談を受けた地方衛生研究所より検査依頼があった。9 月
8 日急性期に採血した血清に PCR 検査を試みたが陰性で
あった。そこで 9 月 10 日採血の血清と併せて抗体検査を
行った結果，秋季レプトスピラ症の病原体である serovar 
Australis（秋疫Ｃ）に 640 倍の抗体価を示し，秋季レプ
トスピラ症に感染したと考えられた。しかし，初発症状が
重篤のためワイル病感染も考慮して，回復期に再度，採血
するように求めた。9 月 22 日採血の回復期血清では 1,280
倍の抗体価上昇を認め，秋季レプトスピラ症（秋やみＣ）
の感染が確認された。入院後，一時，腎不全となり透析を
行ったが，抗生物質投与により治癒した。

〔事例 3〕県内の 67 才男性で推定感染日は平成 18 年 11 月
下旬，海釣りのため立ち寄った倉庫にネズミが出没し，そ
の尿より感染したと推定された。発熱，黄疸症状が続いた
ため 12 月 4 日に公立病院を受診した。下肢の筋肉痛，結
膜充血，肝機能障害，腎機能障害等の症状よりワイル病が
疑われ，直ちに入院しストレプトマイシン等の抗生剤投与，
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腎透析を行い回復した。抗生剤投与前の 12 月 4 日と，12
月11 日に採血した血液について検査依頼があった。12 月
4 日採血検体のバフィーコートにレプトスピラ様物質を認め
たが，PCR 検査は陰性であった。そこで，12 月 4 日採血
の急性期血清と 11 日採血の血清について抗体検査を行っ
たところワイル病の病原体である serovar Copenhageni，

serovar Icterohaemorrhagiae，に各々 640 倍，秋季レプ
トスピラ症（秋やみＢ）の病原体 serovar Hebdomadis に
も 40 倍の抗体価を示した。血清型を決定するため，再
度，採血を依頼し，12 月 25 日の回復期血清では serovar 
Copenhageni，serovar Icterohaemorrhagiae， に 2,560
倍の抗体価を認めた。

表 3　経過および症状

表 4　3事例の抗体検査結果

L.interrogans  serovar Icterohaemorrhagiae
L.interrogans  serovar Copenhageni

L.interrogans  serovar Autumnalis
L.interrogans  serovar Hebdomadis
L.interrogans  serovar Australis

L.interrogans  serovar Canicola

L.interrogans  serovar Kremastos
L.interrogans  serovar Pomona
L.interrogans  serovar Pyregenes
L.interrogans  serovar  Rachmati
L.kirschneri serovar Grippotyphosa
L. borgpetersenii  serovar Javanica
L. borgpetersenii  serovar Poi

　3.3　県内の患者数とネズミのレプトスピラ保菌率
　当センターで実施してきた調査を基に，県内の患者報
告数２）と野ネズミのレプトスピラ保菌率２）を図 1 に示

した。県内の患者報告は昭和 34 年の 882 名を最大とし
て減少し，昭和 51 年から 62 年までは 10 名以下の報告
が続いた。昭和 63 年からは 11 年間報告がなかったが，
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平成 11 年にワイル病による 1 名の死亡例４）があり，平
成 13 年にも 1 例５）が報告されている。また，野ネズミ
の捕獲調査は昭和 34 年からワイル病特別対策事業等で
実施されていたが，患者報告数も激減したことから平成
6 年に中止していた。この間，年度によって幅はあるが
野ネズミの保菌率は 20 ～ 80％であった。また，平成 12
～ 15 年に調査を再開し，平成 13 年は 40.0％（8/20）６），
平成 15 年は 21.9％（9/41）７）との結果を得た。

図 1　県内の患者数と野ネズミのレプトスピラ保菌率

表 5　全国の発生状況

Hebdomadis
Icterohaemorrhagiae Copenhageni 
Autumnalis Hebdomadis Canicola 
Icterohaemorrhagiae Copenhageni 
Canicola
Autumnalis Hebdomadis Rachima
Australis
Hebdomads
Javanica
Sejroe
Australis
Javanica Pyrogenes
Grippotyphosa
Hebdomadis Poi Pyrogenes

　3.4　全国の発生状況
　レプトスピラ症は届出対象となっていなかったため，正確
な発生状況は把握されていなかった。しかし，平成 15 年 11
月以降，届出が必要な 4 類感染症に指定されてからは，徐々
に報告が増え発生状況が明らかとなってきた。表 5 にレプト
スピラ症として報告された患者数，推定感染原因，推定感
染地，感染血清型について示した８）～ 10）。平成 15 年度は 1
例のみの報告であったが，平成 16 年度は 18 例，平成 17 年
度は 5 例となっている。推定感染原因で最も多いのが水田
等農作業の5 例で，ついで水源地のヘドロ除去 4 例であるが，
これは集団感染とされている。川に関連したレジャーで 4 例
が報告され，ネズミを含む動物から直接感染したと考えられ
る例も6 例あった。推定感染地では，西日本とくに沖縄県で
の感染が大半をしめ，東南アジアで感染したと推測される
例も 3 例報告されている。血清型はワイル病の病原体である
serovar Icterhaemorrhagiae や Copenhageni，秋季レプトス
ピラ症の serovar　Autumanalis，Hebdomadis，Australis，
イヌ型レプトスピラ症の serovar Canicola に加えてserovar　
Pyrogenes，servbar Javanica，海外での流行血清型とされ
ている serovar Sejroe，serovar　Grippotyphosaも確認され
ている。

4　考　察
　レプトスピラ症，とくにワイル病は症状が重篤で死亡す
ることもあり，また，患者も多発したため宮城県において
は昭和 40 年代，法定伝染病に準じる届出伝染病の扱い
であった。環境の変化や積極的な予防対策により患者数
は激減し，全国的にも発生が希な感染症となったため，検
査に対応できる検査機関は少ない。しかし，当センターで
は過去に患者が多発したことや平成 11 年，13 年にもワイ
ル病患者が発生したことから，常にレプトスピラ症の検査
体制を確保してきた。平成 14 年から18 年度の 5 年間に他
県からの依頼を含めて 23 件の検査依頼があり，23 件中 3
件でレプトスピラ症の感染が確認された。3 事例は発病時
に発熱，黄疸，倦怠感等が有り，入院時には，四肢筋肉痛，
黄疸，結膜充血や出血傾向が認められ，典型的なワイル
病の症状であった。事例 2 では軽症型の秋季レプトスピラ
症（秋やみＣ）に感染したにもかかわらず，患者が比較的
高齢のため肝機能，腎機能障害も認められ，腎透析を必
要とした。また，事例 1 では既往歴があったこともあるが
意識障害で人工呼吸となる等，症状の重篤化が目立った。
　検査は抗原検査と抗体検査を実施したが，3 事例すべ
てが抗体検査で有意な抗体価の上昇が認められ，感染が



－ 56 －

確認された。一般的にレプトスピラ症に感染すると，血液
中にレプトスピラが確認されるのは，発症直後の 4 ～ 5 日
間で，抗生物質投与により速やかに死滅するため，菌体検
索や PCR 検査に適した検体は採取時期が限られる。急性
期血清が入手できた事例 2，3 について抗原検査を実施し
たが陰性となった。これに対して，抗体検査は回復期の血
清を必要とするため，確認までに日数がかかるが，重症型
か軽症型かの判別が可能となる。事例 2，3 は臨床症状か
ら担当医師がレプトスピラ症を疑い，抗生物質投与等の処
置後，直ちに検査依頼があったため，検査と治療は併行
して進み，検果報告の時点で患者は治癒していた。しかし，
事例 1 は 2 医療機関を受診し，また，公立病院入院時に
は意識障害もあり長期入院となった。治癒後も特にレプト
スピラ症を疑ったわけではなく，原因病原体検索の一環と
して検査依頼があったため，医療機関受診から感染が確
認されるまでに約 5 ヶ月を要した。このように，典型的な
症状があっても既往歴等からレプトスピラ症が疑われない
こともあり，早期診断，早期治療が行えるように医療関係
者への情報提供が必要である。
　 ワイル 病 病 原 体 の 地 域 分 布 は 血 清 型 が serovar 
Copenhageni のみの地域と，serovar Icterohaemorrhagiae
のみの地域，その両方が確認される地域に分かれている11）。
県内で平成 11 年，13 年に発生したワイル病事例の血清型
や平成 9 年，10 年に新潟県，山形県で発生した事例の血
清型も Copenhageni であり，東北地方には，Copenhageni
による汚染が広範囲に及んでいると推測されている。事例
3 では回復期血清で Icterohaemorrhagiae が Copenhageni
と同等の抗体価であり，また，serovar Hebdomadis にも
抗体価の上昇が認められた。L.interrogans の各血清型に
は交叉性があり，2,560 倍という高い抗体であったことか
ら，Icterphaemorrhagiae，Hebdomadisも上昇したと推測
された。これらのことから，県内では，ワイル病の病原体
としては Copenhageni が主流であると考えられる。一方，
県内の野ネズミ調査で分離された株の血清型６）は 13 件中
9 件 が serogroup Icterhaemorrhagiae，2 件 が serogroup 
Autumnalis と従来からの血清群であるが，いままで日本で
報告のない血清群の株も1 件分離されている。今後，抗体
検査に際しては，従来と異なった血清型を考慮することが
必要と考える。
　レプトスピラ症が 4 類感染症に指定され届出が必要と
なった平成 15 年以降，全国の発生状況では推定感染原
因として，従来からの農作業や土木工事とともに，レ
ジャー，とくに河川に関係した例が増えてきている。ま
た，主な保菌動物であるネズミ以外のイヌ，ヤギとの接
触やアメリカモモンガ等の輸入ペットによる新たな感染
原因も報告されており，感染の機会は多種となってきて
いる。推定感染地は，西日本とくに沖縄や東南アジアの
亜熱帯地域での感染が多く，沖縄では平成 11 年に八重
山諸島で，15 年には北部地域河川に関連した集団発生
が報告されている。報告例の大半が亜熱帯地域で感染し

ていることや，発生が希な感染症であることから，県内
での感染の危険は少ないと思われるが，平成 12 ～ 15 年
の調査で野ネズミの保菌率が 20 ～ 40％と過去にワイル
病が多発した時代と同様であることが明らかとなった。
このことから県内での感染の危険はいまだに存在し，加
えて，輸入ペット飼育や海外旅行等の，従来とは異なる
感染原因も加わり，以前より，感染の機会は増加してい
ると考えられる。当センターとしては，検査体制の保持
と充実を図っていくとともに，得られた情報を医療機関
や一般住民に提供し，レプトスピラ症に対する注意を喚
起していくことが必要であろう。

5　まとめ
1）　平成 14 年度から 18 年度に県外の医療機関からの 5

件を含む 23 件のレプトスピラ症検査依頼があった。
2）　3 件が抗体検査によりレプトスピラ症に感染したと

確認され，その内訳は，黄疸出血型レプトスピラ症（ワ
イル病）2 事例と秋季レプトスピラ症（秋やみ C）1
事例であった。

3）　野ネズミのレプトスピラ保菌率は，平成 12 ～ 15 年
の調査でも 20 ～ 40％で，患者が多発した時代と同様
であった。

4）　全国の発生状況から，新たに動物との接触，輸入ペッ
トの飼育，海外旅行等が推定感染原因として挙げられ，
感染の機会は多種となってきている。
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1　はじめに
　残留農薬分析法の妥当性の評価については，食品中の
濃度既知の標準試料がないため，農薬標準液を野菜等試
料に添加する回収試験で行う方法が一般的に行われてい
る。現在，当所でバリデーションを行い採用している一
斉分析法 1）には，従来から使用してきた振とう抽出法
を取り入れており，この分析法による添加回収試験結
果や外部精度管理の結果は良好であった。しかし，野
菜等が生育時に吸収または吸着して含有する農薬につ
いて，振とう抽出による実試料からの抽出率は現在の
ところ把握できていない。振とう抽出法は，環境省の
農薬登録保留基準の分析法 2）にも多く採用され，また，
Anastassiades, M.3）らの報告など迅速・簡便な一斉分析
法に多く採用されているため，振とう抽出法の有用性を
評価することは迅速・簡便化の観点から重要である。低
濃度ではあるが，多種類の農薬が検出された野菜等の入
手により，抽出液を精製せず希釈だけで高感度且つ選択
的に分析できる LC/MS/MS-MRM 法を用いて，振とう
抽出法の有用性について検討した。

2　方　法
　2.1　試　料
　H18 年度に行政検査を実施した野菜のうち，農薬が数
種類以上検出されたきゅうり，日本なしおよび冷凍えだ
まめを使用した。試料は搬入当日，ミキサーまたはフー
ドカッターにより細切して均一化し，保存袋に入れ即日
凍結保存しておいたものを使用した。
　2.2　装置及び測定条件
　LC/MS/MS は Agilent 社 製 HPLC 1100 Series お よ
び Applied Biosystems 社製 API3000，超音波発生装
置はシャープ㈱製 UTB-152，振とう機は㈱ヤヨイ製 

残留農薬分析の抽出法に関する基礎的検討
Study on Extraction of Multiresidue Pesticide Analysis in Fruit and Vegetables

　H18 年 5 月にポジティブリスト制度が導入されて，規制対象農薬数が約 600 種類と飛躍的に増大した。このため，
迅速・簡便化が要望される一斉分析法の抽出法として，厚生労働省通知法のホモジナイザーによる抽出法に換えて，
振とう抽出法の有用性について検討した。現在，濃度既知の食品標準試料がないため，分析法の妥当性評価について，
標準添加試料を用いた回収試験で行う方法が一般的に行われている。本検討では，当所で従来から使用している振と
う抽出（5 分× 2 回）法の正確な抽出率の把握をするため，試料は農薬が多種類検出された実試料を用いた。また，
振とう法と超音波抽出およびバイオミキサーによる抽出の併用も検討した。この結果，一斉分析では，低極性から高
極性の幅広い多種類の農薬と多種類の品目を対象とするため，良好な回収率を得るためには，振とう抽出（5 分× 2 回）
に加え，試料を液状またはペースト状まで粉砕均一化できるバイオミキサーで 1 分間抽出する必要があった。

キーワード：残留農薬；一斉分析法；LC/MS/MS-MRM；振とう抽出
Key words：Multiresidue Pesticide；Simultaneous Analysis Method；LC/MS/MS-MRM；Shaking Extraction　 

表 1　LC/MS/MS 測定条件

8-1-W，遠心分離機は久保田商事㈱製 KN-45 を用いた。
試料の均一化に，National 製ミキサー MX-V100 および
National 製フードプロセッサー MK-K47 を用いた。
　LC/MS/MS 分析条件を表 1 および表 2 に示した。
　2.3　試料の調製
　抽出法の比較検討には，次に示す方法で試料を調製し
た。Ａ法：各試料を解凍後 20g をはかり取り，当所の従
来法 1）に準じ，1 回目抽出にアセトニトリル 30mlと食塩 6g
を加え 5 分間振とう後，遠心分離をしてアセトニトリル層
を分取した。この残さにアセトニトリル 20ml を加え 5 分間
振とう後，遠心分離をしてアセトニトリル層を先のアセトニ
トリル層に合わせ，全量を 50ml に定容した。Ｂ法：Ａ法
の振とう抽出前に超音波抽出 10 分を加えて，Ａ法と同様
に調製した。Ｃ法：Ａ法の振とう抽出前にバイオミキサー
抽出 1 分を加えて，Ａ法と同様に調製した。また，振とう
時間の検討には，当所の従来法に準じ抽出時間を 5 分～
60 分の範囲で変えて抽出を行った。アセトニトリルは 1 回
目に 50ml，2 回目に 20ml を用い，食塩を 5ｇを添加して
振とう抽出を行い，この抽出液を100ml に定容し試料液と
した。これらの試料液を 0.2µm-DISMIC（Millipore 社製）
でろ過し，LC/MS/MS 試験液とした。

氏家　愛子　　長谷部　洋　　栁田　則明
Aiko UJIIE，Hiroshi Hasebe，Noriaki YANAGITA
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3　結　果
　3.1　従来法による添加回収試験
  農薬が検出されなかった冷凍えだまめに，表 2 に示し
た 72 種類の農薬標準液を試料換算で 5ng/g となるよう
添加をし，A 法により試料溶液を調製した。抽出率だけ
を評価するため，精製を行わず 0.2µm のフィルターに
よるろ過だけで LC/MS/MS ｰ MRM（Multiple Reaction 
Monitoring）分析を行った。72 農薬全ての回収率は
76%～ 110%（RSD0.6%～ 16%，n=3）であり，添加試
料からのＡ法による農薬の回収率は，良好な結果が得ら
れた（表 2）。
　3.2　抽出法による比較
  実試料からの抽出率の把握をするため，均一化状態が
異なる試料を用いて検討を行った。試料は，ミキサーま
たはフードカッターで細切して均一化するため，試料に
よっては液状やペースト状まで完全に均一化することは
できない。このため，振とう抽出だけでは抽出が不十分
であると考えられ，振とう抽出前に補助抽出操作を加え
る方法も検討した。すなわち，超音波抽出を 10 分加え
たもの（Ｂ法），およびバイオミキサー抽出を 1 分加え
たもの（Ｃ法）で比較を行った。図 1 に示したように，
液状に均一化したきゅうり（図 2 に示す 5 農薬含有），
ジュース状であるが果皮が不均一に分散した日本なし

（同 6 農薬含有），および半ペースト状であるが鞘が不均
一に混合している冷凍えだまめ（同 12 農薬含有）を用
いた。厚生労働省の通知法 4）とほぼ同程度の抽出率で
あった C 法の濃度を基準にして，Ａ，Ｂ法の抽出率の
比率を図 2 に示した。なお，対象とした農薬濃度が数
ppb と低濃度のものがあったため，抽出用アセトニト
リルは従来法より少ない量（1 回目 30ml，2 回目 20ml）
を用いて行った。
  きゅうりの場合，5 農薬の A/C は 89%～ 104%，B/C は
96%～ 101% と A，B，C 3 法による抽出率は，ほぼ同程
度であった。きゅうりのように液状に均一化された試料か
らの農薬の抽出は，Ａ法でも良好であると推察された。
  日本なしの場合，メソミル，イミダクロプリドの抽出
率 A/C は 80%以上であったが，残る 4 農薬は，28%～
53%であった。B/C は，シラフルオフェンが 58%と低く，
これらの低抽出率の農薬は水溶解度が低く，オクタノー

表 2　LC/MS/MS-MRM 測定条件と標準添加回収率

図 1　各試料の均一化状態
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ル分配係数（LogPow）が高い農薬であった（図 3）。日
本なしについて，新目ら 5）は果皮と果肉中の農薬分布
を調査し，果皮中濃度が果肉中濃度の数倍～数十倍高い
ことを報告しており，果皮に付着した低極性農薬が，振
とうまたは超音波による抽出だけでは，極性の高い水
/ アセトニトリル混合層に移行し難いことが原因と考え
られた。日本なしのように，果皮を果肉と全く同様な液
状に均一化できない果実等は，Ａ法およびＢ法では抽出
が不十分であると推察された。
  また，冷凍えだまめの場合，抽出率 A/C は，LogPow
が高い尿素系農薬のクロルフルアズロン及びルフェヌロ
ンが 55%，51%，トリアゾール系農薬のジフェノコナゾー
ルが 63%であり，Ａ法による抽出では不十分であった。
B/C は 77%（アセフェート）～ 110%であり，超音波抽
出を加えることにより抽出率が増大した。えだまめは鞘
と豆をホモジナイズして試料とするため，水分含量が少
なく半ペ－スト状であり，超音波をかけることにより，
LogPow が高いクロルフルアズロン，ルフェヌロンおよ
びやジフェノコナゾールが，アセトニトリル層に移行し
やすくなったものと考えられた。冷凍えだまめのように，
水分含量が少なく半ペ－スト状に均一化された試料は，
振とう抽出に超音波抽出を 10 分加えることで，良好な
抽出率を得ることができた。
  従来法の振とう時間 5 分での 2 回抽出をベースに，そ
れぞれ超音波またはバイオミキサーによる操作を追加し
た 3 抽出法の比較検討の結果，食品全般の抽出法として

はＣ法が優れており，振とうの前に，バイオミキサーに
より試料を 1 分間ホモジナイズする操作が必要であるこ
とがわかった。
　3.3　振とう時間と抽出率
  約 600 農薬が分析対象となっている現在，一斉分析法
でも QuEChERS ３）法に代表されるように迅速簡便化が
要求されている。上記バイオミキサーによる操作は，刃
の洗浄や交換等，多検体の同時並行分析において煩雑で
あり，コンタミネーションの懸念もある。振とう操作だ
けで十分な抽出率を得ることは，分析の迅速・簡便化を
図る上で非常に有用である。
  そこで，適切な振とう時間の検討に，従来法の振とう
時間を 5 分～ 60 分の範囲で変更し，時間と抽出率につ
いて検討した。試料は，農薬 12 種類を含有する冷凍え
だまめを用いた。抽出率を比較するため，基準抽出率
に厚生労働省の通知法４）に準じた抽出を行った。振と
う時間と抽出率を表 3 に示した。振とう時間と 12 農薬
の抽出率の関係は，振とう時間 5 分で 43%～ 107%，15
分で 51%～ 106%，30 分で 71%～ 105%，60 分で 78%～
115%であり，振とう時間の増加に伴い，増大する傾向
にあった。一方，揮発性のあるアセフェートは時間が長
くなると低下する傾向があった。これらの値は粗抽出で
の値であり，通常，GC/MS や LC/MS/MS に注入する
前に抽出液に精製操作を加える。精製工程での回収損失
を考慮すると，回収率として 70%以上を得るためには，
振とう時間に 60 分必要であり，振とう時間だけでも 2

図 2　抽出法別抽出率の比較（n=3）

図 3　振とう法（5 分）の抽出率と LogPow

表 3　 抽出法別残留農薬濃度（冷凍えだまめ）
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時間を必要とするため，迅速化の観点では，バイオミキ
サーと振とう法（振とう時間 5 分× 2 回）を併用するＣ
法の方が有用と考えられた。
　3.4　農薬の物性と抽出率の関係
　振とう時間を変更して抽出したそれぞれの濃度平均値
と，通知法に準じて抽出した濃度平均値を各農薬のデー
タとして，農薬間の相関を求め，相関係数の検定を行っ
た結果を表 4 に示した。検定は，相関係数Ｒから次式ｔ
= √n-2 R ／√　1-R2　によりｔ値を求め，危険率（5% or 1%）
と自由度（n-2）のｔ分布表値と比較して大きい場合に，農
薬間の抽出率に相関ありと判定した。この結果，LogPow
および水溶解度が酷似しているクロルフルアズロンとシペル
メトリン，分子構造が酷似しているシペルメトリンとペルメト
リン，およびプロピコナゾールとジフェノコナゾールに有意
水準 1%で高い相関が認められた。今回，対象とした品目

に含有する農薬は，のべ 18 農薬だけであったが，多種類
の農薬一斉分析の抽出においては，LogPow，水溶解度，
分子構造などが類似している農薬は，同様な挙動を示すこ
とが示唆された。

4　まとめ
　農薬一斉分析法の抽出法としての，振とう抽出法の有
用性の検討を行った。一斉分析では，低極性から高極性
の幅広い多種類の農薬と多種類の品目を対象とすること
から，良好な回収率を得るためには，従来法である振と
う抽出（5 分× 2 回）に加え，試料を液状またはペース
ト状まで粉砕均一化できるバイオミキサーで 1 分間抽出
する必要があった。

参考文献　
1）　氏家愛子，佐藤信俊：宮城県保健環境センター年報，

23，55（2005）．
2）　「今月の農業」編集室編：" 農薬登録保留基準ハン

ドブック，作物・水質残留基準と試験法 "，改訂 4 版，
（2003），（化学工業日報社）．

3）　Anastassiades,M.,Lehotay,S.J. ,Stajnbaher,D. , 
& Schenck,F.S. : J.AOAC Int.,86，412-431（2003）．

4）　厚生労働省医薬食品局食品安全部長通知 " 食品に残
留する農薬，飼料添加物又は動物用医薬品に成分であ
る物質の試験法について（一部改正）" 平成 17 年 11
月 29 日，食安発第 1129002 号（2005）．

5）　新目眞弓，菊池秀夫，氏家愛子，大江浩 : 宮城県保
健環境センター年報 , 9，176-177（2001）．

表 4　抽出濃度間の相関（t 値）
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カラムスイッチング－LC/MS/MSによる残留動物用医薬品の一斉分析
Simultaneous Determination of Residual Veterinary Drugs by Column-switching Liquid 

Chromatography / Tandem Mass Spectrometry

遠藤　美砂子　　栁田　則明＊ 1

Misako TAGIRI-ENDO，Noriaki YANAGITA

1　はじめに
　国民の健康の保護を図ることを目的とした「食品衛生
法等の一部を改正する法律」（平成 15 年 5 月 30 日公布）
により，食品中に残留する農薬等に関し，いわゆるポジ
ティブリスト制が施行された。このうち，動物用医薬品
については約 240 物質に暫定基準等が設定された。これ
により各都道府県では，迅速に多くの物質を検査するこ
とが必要になるとともに，多くの物質について定量値を
求めることが要求されるようになった。
　当部ではこれまでポジティブリスト制に対応すべく，
行政モニタリング検査において，平成 16 および 17 年度
は HPLC 分析 1）2）による約 18 物質の残留動物用医薬品
検査を行い，平成 18 年度に LC/MS 分析に移行するこ
とで 33 ～ 36 物質の検査を実施してきた 3）。また，平成
19 年度からは LC/MS/MS 分析を導入し，さらに検査
物質数を増加させるとともに，オンライン固相抽出を採
用することで前処理の簡素化を図ることができた 4）。
　今回，さらなる検査物質数の増加を図るため，カラム
スイッチング－ LC/MS/MS による同一分析条件で 26
物質を追加できるか検討したので報告する。

2　方　法
　2.1　試料および試薬
　試料は宮城県内で市販されている鶏卵，豚肉および牛
肉を用いた。動物用医薬品は，合成抗菌剤 41，抗生物質
19，寄生虫駆除剤 15，寄生虫駆除剤の代謝物 2，殺虫剤 5，
消炎剤 4，抗ヒスタミン剤 1，鎮静剤 2 の計 89 物質を対
象とした。厚生労働省通知「HPLC による動物用医薬品等
の一斉分析法Ⅰ」5）を参考としてアセトニトリル抽出可能な

　畜産物中に含まれる残留動物用医薬品 89 物質をカラムスイッチング－高速液体クロマトグラフィー（LC）/ タン
デム質量分析計（MS/MS）により一斉分析する方法を検討した。試料はアセトニトリル／メタノール（4:1，v/v）で
抽出した後，0.1%ギ酸移動相によりオンライン固相抽出カラムに注入し，目的とする医薬品を保持するとともに極性
夾雑物を取り除いた。次にカラムスイッチングにより溶出液を分析カラムに通し，0.1%ギ酸／アセトニトリルのグラ
ジェントにより目的物質を溶出させ，MS/MS で検出した。一斉分析の評価基準として回収率が 60 ～ 140%，相対標
準偏差が 20%以内であることを条件とした場合，本法により鶏卵中 62，豚肉中 67，牛肉中 67 物質の残留動物用医薬
品の分析が可能となった。

キーワード：動物用医薬品；残留分析；オンライン固相抽出；カラムスイッチング；高速液体クロマトグラフィー／タンデム質量分析
Key words：veterinary drugs；residual analysis；on-line solid phase extraction；column-switching；LC/MS/MS　 

物質を選定した。動物用医薬品標準品およびその他の試
薬類は，関東化学，林純薬工業，和光純薬工業，Sigma-
Aldrich Lab. GmbH，Labor Dr. Ehrenstorfer-Schafers
から購入して使用した。各標準品は，その 10mg をメタノー
ルに溶解して正確に 100ml とし，標準原液（100µg/ml）
とした。各標準原液を混合してメタノールで希釈し，1000 
ng/ml の混合標準溶液を調製した。
　2.2　装置および測定条件
　LC は Agilent 社製 Agilent1100 シリーズを用い，オン
ライン固相抽出カラムには Waters 社製 Oasis HLB（2.1
× 20mm，25µm）を，また分析カラムには Agilent 社製
ZORBAX SB-Aq（2.1× 50mm，3.5µm）を用いた。試
料注入量は 10µl，カラム温度は 40℃，移動相は 0.1 %ギ
酸とアセトニトリルのグラジェント溶出とした。カラムスイッ
チング LC の構成を図 1 に，グラジェント条件を表 1 に示
した。移動相（A，B）はポンプ（C）により送液し，精製
濃縮過程では，インジェクター（D）により注入した試験溶
液が，オンライン固相抽出カラム（E）に流れて，目的物質
は E に吸着され，夾雑物は六方バルブ（F）から廃液され
る。次の分離検出過程では，F を切替え，分析カラム（G）
に目的物質を流して分離させ，MS/MS で検出する。
　MS/MS は Applied Biosystems 社製 API3000 を用い
た。イオン化はエレクトロスプレー（ESI）によるポジ
ティブモード（POS）ならびにネガティブモード（NEG）
で行い，multiple reaction monitoring（MRM）測定に
より定量した。化合物毎の MRM 測定条件は Table2 に
示した。イオンスプレー電圧は 5500V（POS）；－ 3500V

（NEG），イオン源温度は 450℃（POS）；500℃（NEG），
ネブライザーガスは 13，カーテンガスは 11（POS）；9

（NEG），コリジョンガスは 5 に設定した。なお，dwell 
time の制限から，LC/MS/MS 分析は 3 系列（POS2 系列，＊ 1　現　石巻保健福祉事務所
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NEG1 系列）で行った。
　2.3　試験溶液の調製
　前報 4）の方法により試験溶液を調製した（図 2）。す
なわち，細切試料 5g を採り，アセトニトリル／メタノー
ル（4:1，v/v）20ml および無水硫酸ナトリウム 20g を
加えて 1 分ホモジナイズし，2,500rpm で 10 分遠心分離
した後，上清を 50ml のメスフラスコに移した。残留物
にアセトニトリル／メタノール（4:1，v/v）20ml を加え，
10 分振とう抽出した後遠心分離し，上清を先程の 50ml
メスフラスコに加え，アセトニトリル／メタノール（4:1，
v/v）で正確に 50ml とした。その 5ml を採り，突沸防
止のために n- プロパノール 1ml を加えてから，濃縮乾
固した。残渣にアセトニトリル／水（1:1，v/v）1ml を
加えて超音波洗浄器を用いて溶解し，4℃，15,000rpm
で 10 分遠心分離した上清 10µl をカラムスイッチング－
LC/MS/MS に供した。
　2.4　検量線の作成
　鶏卵，豚肉，牛肉それぞれについて，上述した試験溶
液の調製法に従い抽出液を得た。この抽出液を 50ml に
希釈した後，その 5ml を 5 個のナスフラスコにそれぞ
れ採り，n- プロパノール 1ml を加えた後，濃縮乾固し
た。残渣にアセトニトリル／水（1:1，v/v）で希釈した
混合標準溶液 0，2.5，5.0，10，15ng/ml をそれぞれ 1ml
加えて溶解した後，4℃，15,000rpm で 10 分遠心分離し

た上清を検量線用の標準溶液とした。検量線用標準溶液
の濃度に対してピーク面積をプロットして検量線を作成
し，検量線の傾きを用いて測定濃度を求めた。

3　結　果
　3.1　MS/MS条件の検討
　前報 4）から追加した物質の最適条件については，イン
フュージョンポンプを用いて最大感度が得られる条件を求
めた（表 2）。イオンスプレー電圧やイオン源温度などの測
定中固定した条件については，感度の小さい物質を用いて
フローインジェクションにより最適条件を設定した。
　3.2　検量線および検出下限値
　絶対検量線法により定量値を求めた場合，満足する真
度と精度を得ることができなかった。しかし，標準添加
法は前処理検体数が多くなり，スクリーニング検査にし
ては操作に手間がかかる。そこで，試料マトリックス由
来のイオン化促進／抑制の影響を排除するため，混合標
準溶液に試料抽出残渣を加えて検量線を作成したとこ
ろ，真度および精度が改善された。本法では，抽出液の
10 分の 1 量を LC/MS/MS 分析に供するため，上述し
た検量線の作成方法を用いても特に操作量が増えること
はない。検量線はほとんどの化合物で，2.5 ～ 15ng/ml
の範囲で直線性を示し，相関係数は 0.99 以上であった。
　基準値が 10ng/g 未満の化合物は基準値の 1/2 を，基
準値が 10ng/g 以上の場合や不検出基準の場合は 5ng/g

（測定濃度として 2.5ng/ml）を検出目標値として設定し
た。検出目標値に対応する検量線用混合標準溶液のピー
クと，ブランク溶液のピークを比較し，定量を妨害する
ピークがないか，もしくは（検出目標値に対応する検量
線用混合標準溶液のピーク高さ）／（ブランク溶液のピー
ク高さ）≧ 3 の場合にその物質の検出目標値を検出下限
値とした。追加した 26 物質のうち，メチルプレドニゾ
ロンとオラキンドックスはすべての試料で，5ng/g の検
出下限値を満たすことができなかった。また，ハロフジ
ノン・イソメタジウムおよびテトラサイクリンは豚肉と
牛肉で，ニフルスチレン酸は鶏卵で，ノルフロキサシン
は牛肉で検出下限値は 5ng/g を超えていた。
　3.3　添加回収試験
　追加した 26 物質のうち，前報 4）で抽出溶媒をアセトニト
リルのみからアセトニトリル／メタノール（4:1）に変更したこ
とで回収率が改善されたサルファ剤（スルファメチゾール・
スルファニトラン）は，回収率が 70.0 ～ 83.2%と良好であっ
た。一方，厚生労働省通知「HPLC による動物用医薬品
等の一斉分析法Ⅰ」により定量できる物質とされているクロ
キサシリン・ハロフジノン・リファキシミン・タイロシンの回
収率が低かった。また，テトラサイクリン系は，すべての
品目で回収率が悪かった。
　コーデックス委員会における分析法としての必要条件 6）

に，許容添加回収率 70 ～ 110%並びに% RSD20%以内で
なければならないとある。しかし，本法がスクリーニング図 2　試験溶液の調製法 4）

B

A D
E

F
G

MS/MS

waste

C

図 1　カラムスイッチングHPLCシステム
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分析である点を考慮し，真度と精度の許容範囲を回収率
60 ～ 140%，% RSD を 20%以内としたとき，本カラムス
イッチング－固相抽出 /LC/MS/MS 分析により残留動物用
医薬品の一斉分析が可能な医薬品は，鶏卵中 62，豚肉中
67，牛肉中 67 物質であった。

4　おわりに
　開発したカラムスイッチング－固相抽出 /LC/MS/MS 分
析にて，前報 4）と同じアセトニトリル／メタノール（4:1，v/v）
抽出による方法で，26 物質を追加したところ，テトラサイ
クリン系を中心とした抗生物質で回収率が低い物質があっ
た。カラムスイッチング－固相抽出 /LC/MS/MS は効率
的に極性夾雑物を取り除くことができることから，今後は，
水を含む抽出溶媒を用いて極性の高い抗生物質の回収率

を良くする必要があると思われる。
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表 1　グラジェント条件

 (min) 0 0.90 0.95 1.50 2.00 2.50 3.00
A: 100 100 100 5 5 100 100
B: 0 0 0 95 95 0 0

 (ml/min) 1.0 1.0 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Waste Waste Waste Waste Waste Waste MS/MS

 (min) 6.00 11.00 12.00 15.00 19.00 19.50 20.00
A: 5 5 100 100 100 100 100
B: 95 95 0 0 0 0 0

 (ml/min) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 1.0 1.0
MS/MS MS/MS MS/MS MS/MS MS/MS Waste Waste

 (min) 0 0.90 0.95 1.50 6.00 11.00 12.00
A: 100 100 100 5 5 5 100
B: 0 0 0 95 95 95 0

 (ml/min) 1.0 1.0 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Waste Waste Waste Waste Waste Waste MS/MS

 (min) 15.00 19.00 19.50 20.00
A: 100 100 100 100
B: 0 0 0 0

 (ml/min) 0.2 0.2 1.0 1.0
MS/MS MS/MS Waste Waste

A: 0.1% Formic acid
B: Acetonitrile

 (%)

 (%)

 (%)

 (%)
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表 2　物質毎のMS/MS条件（追加分 26物質）

表 3　添加回収試験結果（追加分 26物質）

Precursor ion Product ion
(m/z) (m/z)

Ampicillin 350 106 36 170 29 18
Azaperone 328 165 46 90 33 10
Clorsulon 380 344 -51 -200 -16 -11
Chlortetracycline 479 444 41 180 29 14
Cloxacillin 434 293 -31 -110 -18 -9
Diclazuril 405 334 -46 -190 -26 -11
Halofuginone 416 138 41 180 27 10
Isometamidium 460 298 41 170 33 16
Marbofloxacin 363 320 46 180 23 20
Monensin 669 87 -61 -270 -78 -7
Methylprednisolone 375 91 31 140 91 16
Nifurstyrenate 258 184 -41 -160 -18 -13
Norfloxacin 320 276 56 240 27 18
Neospiramycin 699 174 51 240 41 12
Oxybendazole 250 218 46 200 27 14
Oleandmycin 688 158 46 180 39 10
Olaquindox 264 143 46 170 45 10
Oxytetracycline 461 426 41 180 27 14
Phenoxymethyl pen 349 208 -36 -170 -14 -11
Rifaximin 786 754 51 240 33 26
Sulfamethizole 271 156 36 160 23 26
Sulfanitran 334 136 -61 -250 -40 -7
Spiramyncin 843 174 61 300 51 12
Tetracycline 445 410 41 140 27 12
Tilmicosin 869 174 61 320 59 12
Tylosin 917 174 51 230 55 12

Declustering
potential

Focusing
potential

Collision
energy

Collision cell
exit potential

%RSD %RSD %RSD
Ampicillin 11.2 23.1 56.8 8.6 70.8 6.9
Azaperone 84.0 11.9 93.4 6.8 96.4 7.4
Clorsulon 81.6 5.4 99.0 5.8 88.6 6.6
Chlortetracycline <25 22.0 12.0 34.4 18.1
Cloxacillin <25 90.6 17.8 88.2 7.1
Diclazuril 74.2 10.2 108.2 9.5 98.4 12.4
Halofuginone 95.2 4.5
Isometamidium 53.8 8.9
Marbofloxacin 72.2 16.0 66.4 19.1 74.8 11.2
Monensin 89.8 4.8 94.8 10.0 98.6 11.3
Methylprednisolone
Nifurstyrenate 45.8 28.8 30.4 33.9
Norfloxacin 46.4 14.7 89.0 6.4
Neospiramycin 117.4 10.4 66.6 11.2 80.4 11.2
Oxybendazole 79.4 4.0 95.8 4.5 87.2 11.5
Oleandmycin 81.8 1.6 87.4 5.5 91.8 8.7
Olaquindox
Oxytetracycline <25 33.8 13.3 42.8 6.7
Phenoxymethyl penicillin 12.4 33.5 90.0 10.9 76.4 24.0
Rifaximin 168.2 8.2 110.4 3.7 89.0 7.0
Sulfamethizole 70.4 5.1 74.8 7.7 71.4 19.3
Sulfanitran 70.0 15.6 76.6 6.6 89.2 7.1
Spiramyncin 95.8 9.0 62.4 9.1 68.2 13.0
Tetracycline 2.6 21.1
Tilmicosin 106.4 1.8 102.2 5.8 93.2 4.5
Tylosin 68.8 3.6 59.8 11.9 73.6 10.2
n = 5; 20 ng/g
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一般廃棄物最終処分場浸出水及び一般廃棄物焼却灰の塩類調査（第 2報）
The Survey of Inorganic Salts in Seeping Water from Controlled Waste Landfills and 

Municipal Solid Waste Incineration Ashes（Ⅱ）

柳　　　茂　　菅原　隆一＊ 1　高橋紀世子
葛岡　勝悦＊ 2　岩澤　理奈　　斎藤　善則

Shigeru YANAGI，Ryuuiti SUGAWARA，Kiseko TAKAHASHI
Shouetsu KUZUOKA，Rina IWASAWA，Yoshinori SAITO

1　はじめに
　全国的に一般廃棄物最終処分場の浸出水中の塩類濃度
は上昇傾向にあると言われている。それは昨今の最終処
分場の逼迫から，延命化を図る必要があり減容化のため，
可燃物はすべて焼却処理して最終処分場に埋め立てられ
るため，結果として多量の塩類が蓄積するためである。
本研究では，一般廃棄物処分場に埋め立てられる焼却灰
に焦点を絞り，環境保全及び焼却灰の再生資源の利用促
進の基礎資料とするため，一般廃棄物焼却施設による塩
類の発生状況とその性状及び脱塩処理施設アンケート調
査を実施したので報告する。

2　調査方法
　2.1　焼却灰の発生状況及び塩類含有量
　調査した 10 事業場の焼却炉は①～④はストーカ炉，
⑤はストーカ炉＋灰溶融炉，⑥⑦は流動床炉，⑧は流動
床式ガス化溶融炉，⑨⑩はストーカ炉で，最終処分場浸
出水を水処理後，焼却炉の冷却水として再利用している
施設である。これらの焼却灰発生量と塩類含有量を調査
した。調査方法，分析方法は前報 1）と同じである。
　2.2　脱塩処理施設アンケート調査 2）

　最終処分場に設置されている全国 7 ヶ所の脱塩処理施
設について，管理状況等のアンケート調査を実施した
　2.3　脱塩処理施設副生塩の分析
　水処理方式の異なる 2 施設からの副生塩について，融
雪剤としての使用の可能性を検討するため，重金属等の
分析を行った。

　一般廃棄物焼却灰の発生状況を調査した結果，塩化物イオン発生量はストーカ炉が平均 1.5kg/ 人 / 年，流動床炉が
平均 1.0kg/ 人 / 年と流動床炉が低い値を示す傾向がみられた。塩化物イオン発生量と飛灰中の消石灰量には，強い相
関がみられ，塩化物イオン捕集のための必要量を添加していることが窺えた。最終処分場の浸出水を冷却水として再
利用している事業場では塩化物イオン及びナトリウム，カリウムの系内蓄積が確認された。実働中の脱塩処理プラン
トの種類，規模，諸経費についてデータベース化した。Ｘ線回折の結果では，全てのストーカ炉で難溶性のフリーデ
ル氏塩が検出された。

キーワード：一般廃棄物；焼却灰；塩類；最終処分場；浸出水
Key words：municipal solid waste；incinerated ashes；inorganic salts；controlled waste landfills；seeping water　 

　2.4　Ｘ線回折による分析
　Ｘ線回折分析を行い，焼却灰中の塩類の結晶構造を解
析した。

3　結果と考察
　3.1　焼却灰の発生状況及び塩類含有量
　一人年間当たりの焼却灰発生量を図 1 に示した。①～
④では主灰，飛灰，併せて平均 48㎏であった。⑤では，
併せて 21㎏でスラグが 14㎏であった。⑥⑦では主灰の
発生はなく，がれきと飛灰併せて平均 23㎏であった。
⑧ではがれきと飛灰併せて 18㎏でスラグが 8㎏であっ
た。スラグやがれき類を除いた焼却灰発生量はストーカ
炉（48㎏），流動床炉（15㎏），ガス化溶融炉（12㎏）の
順に減少していた。一方，浸出水を再利用しているストー
カ炉では⑨は多めで⑩は少なめの発生量であった。
　1 人年間当たりの塩化物イオン発生量を図 2 に示した。
消石灰を投入しない①を除き，ストーカ炉②～⑤は主灰，

＊ 1　現　宮城県立循環器・呼吸気病センター
＊ 2　現　（財）日本冷凍食品検査協会 図 1　一人年間当たりの焼却灰発生量
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図 2　1 人年間当たりの塩化物イオン発生量

飛灰，併せて平均 1.5㎏，流動床炉⑥～⑧は平均 1㎏と
低い値を示した。浸出水の再利用事業場⑨では主灰，飛
灰とも①～⑧に比べて，異常に高い値を示し，リサイク
ル系内に蓄積されていることが認められた。同様の⑩で
は，平成 17 年度には主灰と飛灰とに同程度含有してい
たが，平成 18 年度には主灰 0.3㎏，飛灰 1.3㎏と飛灰に
多く主灰で減少した。割合が変化した理由は調査時には
不明であったが，後日ガス冷却室直後の煙道に，多量の
塩類堆積が見つかり，このことが原因と思われた。

　飛灰中に占める消石灰の割合を図 3 に示した。施設に
より 0 ～ 39％と大きく異なっていたが，一般に流動床
炉は低い値を示した。①～⑧で塩化物イオン発生量と消
石灰投入量との間に相関係数 0.89 の強い相関がみられ
た。
　一方，金属類の溶出試験結果及び含有量試験結果を表
1，2 及び図 4 ～ 7 に示した。②と浸出水の再利用事業
場⑨を比較すると，⑨では水処理で除去が不可能なナト
リウム，カリウムが塩化物イオンと同様に飛灰に多く含

図 3　消石灰投入量（飛灰に占める割合）

表 1　金属類溶出試験結果

表 2　金属類含有量試験結果
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有していた。
　同様の⑩では平成 17 年度にはナトリウム，カリウム
が主灰に多く含まれていたが，平成 18 年度には⑨と同
様に飛灰に多く含有していた。原因として煙道への塩類
堆積により割合が変化することが考えられた。模式的に
塩類の高濃度化を図 8 に示した。
　水処理では塩化物イオン，ナトリウム，カリウム等の
可溶性塩類は除去できないため，塩類が蓄積し，焼却炉
の機能低下をまねくこと，また，埋め立て終了後も浸出
水は安定化するまで，同様な管理が必要なこと等により，
将来的には脱塩処理や放流等の検討が必要になるものと
考えられる。その場合には脱塩した副生塩の有効利用を
図る必要がある。
　3.2　脱塩処理施設アンケート調査
　設置年度が平成 9 年～ 15 年の全国 7 事業場の協力を
得て維持管理等の調査を行った結果は表 3 に示した。茨
設置経緯では地元との協議により当初から設置したもの
が 3 件で，稲枯れ被害発生後に設置したものが 2 件，2
件が無回答であった。芋処理方式では電気透析方式が 5
件，逆浸透膜処理方式が 2 件で，そのうち 1 件は薬品溶
解などへ処理水を再利用するのが目的で一部を脱塩処理
するものであった。鰯機種選定理由では実績，性能比較，
維持管理費の面から電気透析方式としたものが 3 件，水
道施設実績，総合比較から逆浸透膜方式としたものが 2
件，電気透析方式 2 件では無回答であった。允濃縮水の
乾燥方法は間接蒸気加熱方式が多かった。印イニシャル
コストは 2 億 5 千万～ 41 億 5 千万円と規模と設計条件
により大きく異なり比較困難であった。㎥／日当たり
の処理規模単価は 6 百万～ 5 千 2 百万円であった。咽
ランニングコストは放流の場合，電気透析方式は 2600
～ 6000 円／㎥と幅があったが，後年になるほど安価の
傾向がみられた。また，逆浸透膜方式では 1 例である
が 7400 円／㎥であった。員処理水量規模は 40 ～ 200㎥
／日であるが，放流できない場合には，大雨時に場内貯
留を余儀なくされる例もあり，十分な容量の調整槽設置
等の対策が必要であった。因処理目標水質のうち塩化物
イオンについては 300 ～ 500㎎／ L であったが，3 件が
無回答であった。姻副生塩の利用方法では融雪剤（凍結
防止剤）としての利用が最も多く 4 件で，皮革用なめし
塩利用が 2 件，ボイラー軟水器の樹脂再生塩利用が 2 件

図４　スト②金属含有量　 図５　スト⑨金属含有量 図６　スト⑩金属含有量（Ｈ17）　図７　スト⑩金属含有量（Ｈ18）

図 8　最終処分場浸出水の塩類の蓄積

であった。引管理委託業者は殆どがメーカー関連会社で
あったが，一部地元の業者に委託している例もあった。
飲維持管理上のトラブルについては，浸出水原水ＴＤＳ

（溶解性塩類総量）濃度が計画値を大幅に超過し，結晶
固化装置の加熱器を交換した例，蒸発乾燥装置の修繕例，
電極液（硝酸）の濃縮水への混入などの報告があった。
淫浸出水処理フローシートは，回答のあった施設では，
すべてＣａ除去，生物脱窒，凝集沈殿砂ろ過（又は凝集
ＵＦ膜ろ過），活性炭吸着，キレート処理，脱塩処理の
順であった。
　3.3 脱塩施設副生塩の分析
　分析結果を表 4 に示した。施設Ｄと施設Ｈの水処理フ
ローシートは，図 9 に示した。
　溶液ではどちらもアルカリ性を示したが，施設Ｈでは
pH10.6 を示し，白い沈殿が生じた。中和したところ沈
殿物は溶解し，溶解液のカルシウム濃度が上昇したこと
から沈殿物はカルシウム化合物と判断した。また，施設
Ｈではセレンが検出され，硝酸性窒素が高い値を示した。
これは，施設Ｈでは生物脱窒処理とキレート処理を設置
していないためと考えられる。融雪剤として，道路に散
布するためには環境保全上の問題が生じない状態で使用
する必要がある。
　3.4　Ｘ線回折による結晶構造の確認
　結果を表 5，図 10 ～ 11 に示した。焼却灰をセメント
原料として再資源化する際に塩化物イオン含有量が問題
となり，受け入れは含有量 0.1％未満である。文献では
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表 3　脱塩処理施設アンケート調査結果
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図 9　水処理フローシート

表 4　副生塩分析結果

0.5％程度の難溶解性塩分の含有が報告された例もあり３），
原因と考えられるフリーデル氏塩が今回の全てのストー
カ炉の焼却灰から検出した。浸出水の再利用事業場では
主灰でのみ検出したが，他では飛灰で多く検出した。ま
た，飛灰固化処理のセメント添加時点で出現しており，
コンクリートの水熱反応が関連している可能性が示唆さ
れた。Ｘ線回折データは，これからの焼却灰の資源化や
溶融スラグの有効利用の基礎資料として結晶構造を知る
上で有用である。

4　まとめ
茨塩化物イオン発生量はストーカ炉が平均 1.5㎏／人／

年，流動床炉が平均 1.0㎏／人／年と流動床炉が低い
値を示した。
芋塩化物イオン発生量と飛灰中の消石灰量は，強い相関

がみられた。
鰯最終処分場の浸出水を冷却水として再利用している事

業場では塩化物イオン及びナトリウム，カリウムの系
内蓄積が確認された。埋立終了後も管理を継続しなけ
ればならないことを考えれば，脱塩処理や放流等の対

表 5　Ｘ線回折解析結果
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策を早急に検討する必要があ
ると思われた。
允国内の実働中の脱塩処理プラ

ントの種類，規模，諸経費に
ついてデータベース化した。
印副生塩を融雪剤として使用す

るには環境保全上の配慮が必
要であり，硝酸性窒素も考慮
すべきものと思われた。
咽Ｘ線回折の結果では，全ての

ストーカ炉の焼却灰から難溶
性のフリーデル氏塩が検出さ
れ，再資源化の際配慮が必要
である。

　最後に調査にご協力頂きまし
た脱塩処理施設事業場の皆様，
焼却場・最終処分場管理関係者
の皆様及び保健所の皆様に，こ
の場をお借りしまして御礼申し
上げます。
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図 10　Ｘ線回折チャート（浸出水の再利用事業場スト⑩）

図 11　Ｘ線回折チャート（セメント固化前後）
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酸性雨自動測定に基づく事例解析（2）
The Case Study based on the Acid Rain Monitoring（2）

仁平　　明　　木立　　博　　高橋　誠幸
加賀谷秀樹

Akira NIDAIRA，Hiroshi KIDACHI，Seiko TAKAHASHI
Hideki KAGAYA

1　はじめに
　0.5㎜降水毎に pH，EC を連続測定する酸性雨自動測
定結果について，前報１）で降水の汚染度及び中和度を
評価するための指標として pH，EC の関数である汚染
導電率 ECp と水素イオン比 rH を導入し，大気常時監
視データと関連付けた事例解析を行った。降水継続中に
追加的な汚染が生じ低 pH が出現した霧雨の事例では，
地表付近の大気中で SO2 は検出されず，NO2 は降水中
の ECp と連動した濃度変化を示していた。これは SO2

がほぼ 100％雲粒に捕集されるのに対し NO2 は雲粒に取
り込まれなかった鶴田ら２）の観測事実に整合すると考
えられた。また，海塩粒子が海上から輸送され ECp が
特異的に増大した事例では，海塩粒子は降水中に取り込
まれると同時に大気中の SPM としても検出されている
ようであった。本報では前報に引き続き，汚染空気によ
る低 pH 出現事例，黄砂飛来時の降水事例，やませによ
る低 pH 出現事例及び西高東低の気圧配置による降水事
例について解析する。

2　方　法
　2.1　解析対象データ等
　平成 18 年度酸性雨自動測定結果を解析の対象とした。
なお，大気常時監視及び気象の参照データ，並びに酸性
雨自動測定地点（保健環境センター及び丸森大気常時測
定局）は前報１）と同じである。
　2.2　ECp と rH
　降水の性状に関してその汚染度及び中和度を推定評価
するための指標 ECp と rH については前報に記載した
とおりである。

3　結果と考察
　3.1　汚染空気による低 pH 出現事例
　丸森局では 2006 年 4 月 11 ～ 12 日の降水で 1.0㎜目に
pH 最小値 3.75 を記録した。このとき ECp は 7.0mS/m，
rH は 29％であり，汚染，酸性化が進んでいた。図 1 の
降水状況及び NO2 変化によれば，11 日 9 時頃に感雨し，
時を同じくして NO2 の増加がみられた。低気圧が対馬
付近から日本海へ進んだときの霧を伴う霧雨で，最初の
0.5㎜採取時間は約 13 時間と長かったが，ECp，rH はと
もにこの後の 1.0㎜目に最大となり，pH 最小値が現われ
ている。NO2 は 1.0㎜目を採取した直前の 21，22 時に極
大になっていた。
　図 2 は丸森局における 2007 年 2 月 9 ～ 10 日の状況で
ある。低気圧が本州南岸から関東沖に東進したときの
降水で，pH 最小値は 3.69 であった。この雨は全体的に
降雨強度が小さかった。ECp は降り始めの 0.5㎜目に大
きく，1.0 ～ 1.5㎜目も多少減衰したものの 0.5㎜目に近
い状態を維持していた。rH は全体を通じて数 10％と大
きかった。経時的には増大の傾向で降り始めの中和影響
は次第に緩和され 1.5㎜目に pH 最小値が現われている。
NO2 は降雨前から pH 最小値が出現するまでの間 10ppb
前後でほぼ一定であった。その後，降水中の ECp が減
少するのに連動して 5ppb 程度に半減している。SO2 及
び NO は降雨前及び降雨後に若干の検出があったが，降
雨期間中は全く検出されていない。
　これらの事例に共通しているのは，降水中 ECp と大気
中 NO2 の変化傾向が酷似していることであり，前報１）の追
加的な汚染による低 pH 出現事例と同様の現象が起きてい
た。したがって鶴田ら２）の立体調査による観測事実，即ち
雲粒によるエアロゾル，SO2 ガスの捕集率がほぼ 100％で
あるのに対し，NO2 は雲粒に取り込まれず雲の中の大気中

　酸性雨自動測定結果について，汚染度及び中和度の指標である ECp 及び rH を導入して事例解析を行ったところ，
①汚染空気が供給され低 pH 化したときは，雲粒に捕集されたエアロゾル，SO2 を反映した降水中 ECp と雲粒に取り
込まれず大気中に残存する NO2 の濃度変化は連動していた。②やませのときの低 pH，高 EC 化は雲が低いところに
でき地域汚染の影響をより受けやすいために生じると考えられた。③黄砂が飛来したときの降水は多量に取り込んだ
黄砂中の Ca2 ＋によって大部分が中和されていた。④西高東低の気圧配置のときに降ったみぞれまたは雪の pH は低下
せず日本海側地域の一般的な状況と異なっていた。

キーワード：酸性雨；汚染導電率；水素イオン比
Key words：acid rain；electric conductivity by pollutants；relative hydrogen
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図 1　低 pH 出現時の降水状況（丸森局，2006 年 4 月 11 日～ 12 日）

図 2　低 pH 出現時の降水状況（丸森局，2007 年 2 月 9 ～ 10 日） 

図 3　黄砂飛来時の降水状況（丸森局，2006 年 5 月 1 日）
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に存在していることが可能であったことを根拠に推察すれ
ば，汚染空気が供給されたときに雲粒に捕集されたエアロ
ゾル，SO2 ガスは降水中の ECp に反映し，大気中に残っ
た NO2 と連動した変化を示すと解釈される。
　3.2　黄砂飛来時の降水事例
　図 3 は 2006 年 5 月 1 日に黄砂が飛来したときの丸森
局における事例である。SPM 変化をみると，5 月 1 日
15 ～ 19 時に減少した地表付近の SPM は黄砂の影響に
より 20 時から増加し始め，22 時に極大となった後，漸
減している。酸性雨自動測定では SPM が極大となった
直後の 23 時頃に感雨し，最初の 0.5㎜を採取したのは翌
2 日の 7 時半過ぎであった。このときの ECp は 17.0mS/
m と大きく，rH は 0.1％以下で H ＋をほとんど含んでい
なかった。これは 0.5㎜の採取に 8 時間以上を要するな
ど降雨強度が極めて小さい状況下で，雲の中または雨
水の落下中に黄砂を多量に取り込み，その結果 Ca ２＋に
よって大部分が中和されたものと推定される。その後
雨が強まるに従って降水中の ECp は急激に減少したが，
地表付近の SPM は急減していなかった。
　なお，丸森局では 4 月 30 日 12 時～ 5 月 1 日 10 時の
間にも 5.5㎜の降水があった。図 3 のようにこの降水の
rH は黄砂時のものよりも大きく異質であり，したがっ
て 5 月 1 日 15 時以前の SPM は黄砂の影響によるもの
ではないと思われた。

　3.3　やませによる低 pH 出現事例
　丸森局において 2006 年 7 月 8 ～ 10 日に降った雨の 0.5
㎜目に pH3.43 が出現した。同時に ECp も 9.5mS/m を
記録するなど酸化性物質による汚染が顕著であった。図
4 はそのときの状況で，8 日 9 時過ぎに感雨し約 30 時間
を要して翌 9 日 15 時頃に最初の 0.5㎜を採取している。
その後 1.5㎜目までは降雨強度の小さい状態が続き，9
日 22 時頃から雨が強まっていた。rH は降雨強度が小さ
かった降り始めから 1.5㎜目まで 30 ～ 40％程度と大き
く降水初期の中和作用は働いておらず，rH は ECp と同
様に降水の継続とともに減少していた。
　当時の気象条件は，前半の降雨強度の小さい雨はオ
ホーツク海の高気圧からの湿った東寄りの風，所謂やま
せの影響による霧雨であり，後半の強まった雨は東北南
部に北上し停滞した梅雨前線の影響によるものである。
やませの場合は冷たく湿った風が大気の下層に流れ込む
ため，図 5 の気象衛星画像のとおり可視画像で東北地方
の太平洋沿岸海上にある雲は，赤外画像では薄っすらと
しか写っておらず，雲は低いところにできている。
　やませの影響が支配的だった期間中の降水は低 pH，
高 EC の状態であった。オホーツク海から汚染空気が流
入するとは思えない。低い雲のため地域汚染の影響をよ
り受けやすいことが考えられ，これによって雨水は酸性
化したのでないかと推察される。梅雨前線の影響を受け

図 5　気象衛星画像（2006 年 7 月 9 日 9 時）　※気象庁ホームページから引用した

図 4　やませによる低 pH 出現状況（丸森局，2006 年 7 月 8 日～ 10 日）
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始めた 9 日 22 時以降は，EC は急速に減少し，pH は 5.4
前後に収束していた。
　3.4　西高東低の気圧配置による降水事例
　2007 年 1 月 7 ～ 8 日及び 8 ～ 9 日は西高東低の冬型
の気圧配置となり，みぞれまたは雪が降った。図 6 が
このときの丸森局における経時変化図である。8 日 18
時～ 9 日 0 時に NW ～ E の風に弱まった期間以外は W
寄りの 5m/s 前後またはそれ以上の風が持続していた。
Ox は 35ppb 程度でほぼ一定の状態であった。これは大
陸のバックグラウンド Ox と考えられ，強い W 寄りの
風によって当地域に大陸の大気が流入していたことを示
している。ECp は 7 ～ 8 日の場合は降り始めの 1.5㎜ま
では増加がみられその後減少していた。8 ～ 9 日の場合
も前降水の初期とほぼ同レベルで，このときは降水の継
続とともに増大していた。しかしながら，rH は一時的
に 20％近くまでになったことはあるが，ほとんどは数％
以下で中和が著しく，pH は 8 ～ 9 日の降水の 0.5㎜目に
4.59 を記録したほかはすべて 5.00 以上であった。
　日本海側の地域では西高東低の気圧配置が卓越する冬
季に pH が低下する３）といわれるが，少なくとも丸森局
では大陸の大気が流入し，また図 7 のレーダーエコーの
とおり日本海側で発生した雪雲が太平洋側に流れ込んで
いるにもかかわらず，pH の低下現象は認められなかっ
た。ただし，このときに日本海側で pH が低かったのか
については定かでない。
　なお，今冬，西高東低の気圧配置となりみぞれまたは

図 6　西高東低の気圧配置による降水状況（丸森局，2007 年 1 月 7 ～ 9 日）

図 7　レーダーエコー図（2007 年 1 月 7 日 18 時）
※気象庁ホームページから引用した

雪が降ったのは他に 3 降水あるが，いずれの pH も 8 ～
9 日の降水で観測した 4.59 を下回るものはなかった。

4　まとめ
　前報に引き続き，酸性雨自動測定機による pH，EC
測定結果をもとに ECp，rH を導入して事例解析を行っ
た。丸森局では pH が低下したときに降水中 ECp と大
気中 NO2 が酷似した変化傾向を示す場合を改めて確認
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した。前報１）の追加的な汚染が生じたときと同様な状
況であり，汚染空気が供給されたときに起きる低 pH 化
現象と解釈された。また，やませのときは雲が低いとこ
ろにできるため地域汚染の影響をより受けやすいと思わ
れ，雨水は低 pH，高 EC 化するのでないかと推察された。
　次に，黄砂が飛来したときの降水は rH が 0.1％以下
で H ＋をほとんど含んでいなかった。雲の中または雨水
の落下中に黄砂を多量に取り込み Ca ２＋によって大部分
が中和されていたと推定される。更に西高東低の気圧
配置のときに降ったみぞれまたは雪の rH はほとんどが
数％以下で pH は低下せず，日本海側地域の一般的な状
況３）とは異なっていた。
　ECp，rH を導入し大気常時監視及び気象のデータと

関連付けて解析することにより，降水酸性化の様子がみ
えるようになってきた。本報で扱った事例だけでも 4 種
類の降水の形があり複雑である。更に事例数を増やし，
その中から普遍性や規則性を見出すことによって酸性雨
の発生機構を追究していくのが今後の課題である。
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自動車排出ガスによる汚染状況と自動車交通量の関連
A Relation between Air-Pollution by Automobile and Traffic Density

高橋　誠幸　　木立　　博　　仁平　　明
加賀谷秀樹

Seiko TAKAHASHI，Hiroshi KIDACHI，Akira NIDAIRA
Hideki KAGAYA

1　大気環境測定車の収集データによる Calm
（静穏）時のNOX 濃度と自動車交通量
　1.1　方　法
　本県では県内各地に設置した大気汚染常時測定局を補
完するため，大気環境測定車により測定局が無い地区の
大気環境調査を行っており，毎年数地点で約 1ヶ月間の
調査を実施している。道路近傍での自動車排出ガスによ
る汚染状況は，気象条件による拡散への影響が少ない
Calm（風速 0.3m/s 以下）時に的をしぼると，自動車交
通量との関連性があることが考えられる。そこで，道路
交通センサスの自動車類 12 時間交通量データ（昼間，
夜間）と，過去 7年間の幹線道路周辺における Calm 時
のNOX 濃度（夏期，冬期）の関連を解析した。
　1.2　結果および考察
　昼夜間各 12 時間内の Calm 時における NOX 濃度の
平均と 12 時間交通量の相関係数を表 1に示した。冬期
の夜間が危険率 1％で有意な相関があることがわかり，
これは大気安定度と拡散の面から大いに頷ける結果で
あった。

　継続的に通年測定している自動車排出ガス測定局と，約 1ヶ月間の調査を毎年数地点で実施している大気環境測定
車の収集データを解析し，道路近傍での自動車排出ガスによる汚染状況と自動車交通量の関連を調べた。その結果，
NO2 の環境基準の達成状況は自動車交通量によって明瞭な差異があった。これを踏まえて，道路交通センサスによる
自動車類交通量のデータを用い，県内の路線におけるNO2 の環境基準のゾーン下限値 0.04ppm達成のスクリーニン
グを試み，各路線の調査単位区間の汚染状況を 3グループに分類してみた。この分類結果を用いることにより，宮城
県自動車交通環境負荷低減計画の施策体系における交通流対策のうち，環境基準の達成を目指したバイパス等の整備
など道路網整備対策に資することができる。

キーワード：自動車排出ガス；大気汚染；自動車交通量；窒素酸化物（NOX）；環境基準
Key words：Exhaust；Air-Pollution；Traffic Density；NOX；Environmental Standard

2　自動車排出ガス測定局における二酸化窒素
（NO2）の環境基準達成状況と自動車交通量
　2.1　方　法
　本県では現在，仙台市設置局（将監局等 6局），県設
置局（名取自排局等 3局），石巻市設置局（八幡町交差
点局）の計 10 局で自動車排出ガスによる汚染状況の常
時監視を行っている。そこで，沿道におけるNO2 濃度
と自動車交通量の関連を解明するため，NO2 の日平均値
の年間 98％値が環境基準のゾーン下限値 0.04ppm を達
成しているか，すなわち県の自動車交通環境負荷低減計
画の環境目標でもある環境基準のゾーン下限値の達成状
況について，昭和 60 年度から平成 17 年度までの 21 年
間にわたり自動車排出ガス測定局の測定結果を調べた。
　2.2　結果および考察
　　2.2.1　平日の昼間 12時間の自動車交通量
　自動車排出ガス測定局直近における自動車交通量
は，平成 11 年度の交通センサスによる平日の昼間 12
時間の自動車類交通量を調べると，将監局 49,600（台
/12h），台原局 42,200（台 /12h），名取自排局 36,100（台

表 1　Calm 時の平均濃度と平日 12時間の交通量の相関係数

（データ数は，7調査地点の平均データ数であり，約 1ヶ月のうち何時間がCalmだったかを示す）
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/12h），東六局・苦竹局 30,500（台 /12h），八幡町交差
点局 23,100（台 /12h），五橋局 22,700（台 /12h），長命局
22,200（台 /12h），塩釜自排局 21,600（台 /12h），木町局
18,300（台 /12h），古川自排局18,000（台 /12h）であった。
このうち東六局は平成 11年度までの測定であり，将監局
は平成 10 年度までは泉－2局の名称であった。
　　2.2.2　環境基準のゾーン下限値の達成率
　（泉－2局，将監局，台原局，名取自排局，東六局，苦
竹局）の自動車交通量が多いグループと，（八幡町交差点
局，五橋局，長命局，塩釜自排局，木町局，古川自排局）
の自動車交通量が少ないグループとでは，環境基準のゾー
ン下限値の達成率が 2％（2/87）と55％（53/97）であり
その達成状況は大きく異なっていた（図 1）。なかでも，平
成 12 年度から平成 17年度までの 6 年間の自動車排出ガ
ス測定局の測定結果は，自動車交通量が多いグループと
少ないグループの達成率が 9％（2/23）と 86％（30/35）
であり，環境基準のゾーン下限値の達成状況には明瞭な差
異があった。
　　2.2.3　自動車交通量の伸び率
　平成 6年度と平成 11 年度及び平成 17 年度の道路交通
センサスから，自動車排出ガス測定局直近における自動
車交通量の伸び率を調べたところ，平日の昼間 12 時間
ではH11/H6 は 0.99 ～ 1.17 の範囲で平均は 1.08 であり，
H17/H11 は 0.75 ～ 1.11 の範囲で平均は 0.95 であった。
平日 24 時間も似たような伸び率であった。
　　2.2.4　環境基準のゾーン下限値の達成率に差異が

生じる原因
　環境基準のゾーン下限値の達成率に差異が生じた原因
を調べたところ，①NOXの測定法が平成 9 年度に従来の
湿式から新たに乾式に切り替わったことと，②国の自動車
単体対策（自動車構造改善対策，低公害車等普及対策）
の効果が考えられた。平成 10 年度末以降，木町局と古川
自排局の更新をかわきりに，各局で順次乾式に変更され，
現在は計 6局（台原局，名取自排局，長命局，塩釜自排局）
が乾式となっている。測定機が湿式から乾式に変わった際
に，測定結果が（－0.013 ～＋0.003）ppmの幅で変動し
平均は－0.007ppmであった。また，資料 1）によると，宮
城県内の自動車保有台数の推移（H9 ～H16）は年々増加

している。一方，窒素酸化物排出量経年変化（H11，H14
～H17）は年々減少傾向にあり，これは寄与率の最も大き
い普通貨物の排出量減少と乗用車についての低公害車普
及によるとされている。
　　2.2.5　環境基準のゾーン下限値達成のスクリーニング
　平成 11 年度の道路交通センサスの調査総括表を用い
て，宮城県内（仙台市内を除く）の道路交通センサスの
調査単位区間について，NO2 の環境基準のゾーン下限値
0.04ppm についての達成状況のスクリーニングを試み
た。
　平日の昼間 12 時間の自動車類交通量は，交通量が
多いグループは（将監局 49,600 台～苦竹局 30,500 台）
であり，交通量が少ないグループは（八幡町交差点局
23,100 台～古川自排局 18,000 台）である。
　そこで 2.2.2 の結果を踏まえ，平日の昼間 12 時間の自
動車類交通量が 30,500 台以上の調査単位区間が，NO2
の環境基準のゾーン下限値 0.04ppm を超過すると推定
して道路交通センサスを調べたところ，仙台市を除く，
一般国道 4号の 7区間と一般国道 286 号の 1区間，及び
主要地方道仙台松島線の 1区間，主要地方道仙台塩釜線
の 1区間の合計 10 調査単位区間であった。同様に，平
日の昼間 12 時間の自動車類交通量が（23,200 ～ 30,400）
台の調査単位区間が，NO2 の環境基準のゾーン下限値
0.04ppmを達成するか不明と推定して道路交通センサス
を調べたところ，仙台市を除く，東北縦貫自動車道弘
前線の 4 区間と一般国道 4 号の 2 区間，及び一般国道
45 号の 1区間の合計 7調査単位区間であった。最後に，
平日の昼間 12 時間の自動車類交通量が 23,100 台以下の
576 調査単位区間は，NO2 の環境基準のゾーン下限値
0.04ppmを概ね達成すると推定される。

3　まとめ
　3.1　大気環境測定車の収集データによるCalm 時の

NOX 濃度と自動車交通量
　道路近傍での自動車排出ガスによる汚染状況は，気
象条件による拡散への影響が少ないCalm時に的をしぼ
ると，自動車交通量との関連性が考えられる。そこで，
道路交通センサスの自動車交通量データ（昼間，夜

図 1　二酸化窒素（NO2）の日平均値の年間 98％値の経年変化



－ 79 －宮城県保健環境センター年報　第 25 号　2007

間）と，過去 7年間の幹線道路周辺における Calm 時の
NOX 濃度（夏期，冬期）の関連を解析した結果，冬期
の夜間が危険率 1％で有意な相関があることがわかり，
これは大気安定度と拡散の面からも大いに頷ける結果
であった。
　3.2　自動車排出ガス測定局における二酸化窒素

（NO2）の環境基準達成状況と自動車交通量
　沿道におけるNO2 濃度と自動車交通量の関連を解明
するため，環境基準のゾーン下限値の達成状況につい
て，昭和 60 年度から平成 17 年度までの 21 年間にわた
る自動車排出ガス測定局の測定結果（NO2 の日平均値の
年間 98％値）を解析した。その結果，平日の昼間 12 時
間の自動車交通量が 30,500 台以上のグループと，23,100
台以下のグループで達成状況に明瞭な差異があった。こ
のことを踏まえて，宮城県内（仙台市内を除く）の道路

交通センサスの調査単位区間について，NO2 の環境基準
のゾーン下限値0.04ppmについての達成状況のスクリー
ニングを試み，超過・達成の 2グループとデータがない
ため達成するか不明の計 3グループに分類してみた。こ
の分類結果を用いることにより，宮城県自動車交通環境
負荷低減計画の施策体系における交通流対策のうち，環
境基準の達成を目指したバイパス等の整備など道路網整
備対策に資することができる。
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部会（平成 18 年 5 月 30 日に開催）
2）　宮城県：道路交通量調査総括表（平成 6年度，平成
11 年度，平成 17 年度）
3）　宮城県：公害資料（昭和 60 年度～平成 17 年度）
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浮遊粒子状物質自動測定機のメーカー間の差について
Biased Measurements of Automatic Suspended Particulate Matter Monitor

Dependent on Manufacturers

木立　　博　　高橋　誠幸　　仁平　　明
加賀谷秀樹

Hiroshi KIDACHI，Seiko TAKAHASHI，Akira NIDAIRA
Hideki KAGAYA

1　はじめに　
　宮城県では県内に設置した大気常時測定局において浮
遊粒子状物質（以下 SPM と略す）の大気中濃度を連続
測定している。SPM 計は県内の 24 測定局（うち自排局
3 局）に設置しており，概ね 10 年程度の間隔で新機種
に更新している。平成 17 年度は 5 測定局で測定機を更
新したが，更新後に測定値が低下した局があった。全測
定局の測定値を比較した結果，メーカー間で差が認めら
れたので報告する。

2　SPM測定値のメーカー差
　2.1　測定機の更新による測定値の変動
　県内に設置している SPM 計は全てベータ線吸収法に
よる自動測定機であり，そのメーカーは 4 社（以下，A 社，
B 社，C 社，D 社という）である。平成 17 年 9 月下旬
に SPM 計を 5 測定局で更新したが，A 社製から B 社製
に更新したのが 3 局（名取自排局，石巻Ⅱ局，松島局），
C 社製から B 社製に更新したのが 2 局（築館局，白石局）
であった。この 5 局の過去 4 年間の SPM 濃度の月間値
の推移を図 1 に示す。測定機更新以前の平成 15 年度か
ら 17 年度 9 月までにおいて，A 社製 SPM 計の測定値
は夏期に高く冬季に低い変動傾向を示しているが，更新
後は B 社製 SPM 計による測定値は夏期の値が高くなら
ず，季節変動が小さくなっており，測定機により違い
が見られる。6 月から 9 月の値を更新前の 17 年度と更
新後の 18 年度で比較すると，A 社製から B 社製に更新
した 3 局では，月平均値で 12 ～ 31µg/㎥低下していた。
すなわち，石巻Ⅱ局では月平均値で 12 ～ 18µg/㎥，松
島局では 17 ～ 21µg/㎥，名取自排局では 24 ～ 31µg/㎥
低下しており，低下の程度は測定値が県内で最も高かっ
た名取自排局において著しかった。一方，C 社製から B
社製に更新した 2 局で大きな差が生じなかった。すなわ

　平成 17 年度に県内 5 カ所の測定局で SPM 計を更新した後，測定値が著しく低下した局があった。全測定局の測定
値を比較するとメーカーによって測定値に偏りが認められた。PM2.5 濃度を測定している自排局では SPM 計を他メー
カーに変更後，PM2.5 ／ SPM 値が１を超過し続けている。過去に分級特性を改良したサイクロンを搭載した機種が
他メーカー製に比べ高い測定値を示しており，サイクロンの分級特性の違いがメーカー間の差の原因と考えらる。

キーワード：浮遊粒子状物質；PM2.5；サイクロン
Key words：Suspended particulate matter；PM2.5；cyclon

図1　測定機を更新した測定局におけるSPM濃度の変動
敢～款の測定局では平成 17年 9月に測定機を更新した。
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ち，築館局では月平均値にして 6 ～ 9µg/㎥の低下であ
り，白石局ではほとんど差がなく 1 ～ 3µg/㎥上昇又は
2 ～ 3µg/㎥低下であった。もともと C 社製 SPM 計の測
定値は夏期と冬季の変動が小さい傾向を示しており，B
社製 SPM 計と同様の変動傾向を示している。
　2.2　メーカー毎の測定値の分布
　メーカー毎に測定値比較すると図 2 のようになる。図
2 －茨には平成 17 年度上半期（4 月～ 9 月）の各測定局
における 1 時間値の平均値をメーカー 4 社に分けてプ
ロットした。図 2 －芋には測定機を更新した翌年の平成
18 年度上半期の平均値をプロットした。図中には平成
17年度に測定機を更新した5局の局名を記載した。また，
測定機更新がなかった自排局については「自排局」と記
載した。
　平成 17 年度は，全般的には A 社製 SPM 計の値が高
く，他 3 社製の値は A 社に比べて低い傾向があった。
A 社製の値は 24.7 ～ 43.1µg/㎥，B 社製では 16.6µg/㎥，
C 社製では 16.5 ～ 33.4µg/㎥，D 社製では 27.9µg/㎥で
あった。平成 18 年度（図 2 －芋）でも A 社製 SPM 計
の値は平成 17 年度と同様に他 3 社製の値に比べ高い傾
向を示した。A 社製の値は 20.5 ～ 35.4µg/㎥，B 社製で
は 15.0 ～ 21.4µg/㎥，C 社製では 11.9 ～ 26.3µg/㎥，D
社製では 22.3 ～ 25.3µg/㎥であった。平成 18 年度は測
定機更新により B 社製のデータが増えたが，B ～ D 社
製の中でも B 社製の値がＣ及びＤ社製に比べやや低い
傾向が見られる。
　測定機を更新した 5 局の測定値の変化は，A 社製
SPM 計から B 社製に更新した 3 局で大きく，名取自排
局で 21.7µg/㎥の低下（43.1µg/㎥→ 21.4µg/㎥），松島
局で 14.1µg/㎥の低下（29.1µg/㎥→ 15.0µg/㎥），石巻
Ⅱ局で 11.7µg/㎥の低下（28.3µg/㎥→ 16.6µg/㎥）であっ
た。C 社製から B 社製に更新した築館局は 4.4µg/㎥

（20.6µg/㎥→ 16.2µg/㎥）低下し，白石局では 2.1µg/㎥

（17.3µg/㎥→ 19.4µg/㎥）上昇しているが，A 社製から
B 社製への更新に比べると変化は小さかった。このこと
からも A 社製 SPM 計の測定値に比べ B 社製及び C 社
製の値が低いことが推測される。
　平成 17 年度（図 2 －茨）では名取自排局が 24 局中で
最高値であったが，平成 18 年では 24 局中 16 位の値で，
環境局と比較しても下位の部類となった。他社製 SPM
計が設置されている自排局と比較しても低い値である。
名取自排局は平日 12 時間の自動車交通量が約 37,000 台
の国道 4 号線沿いに立地し，NO2 濃度年平均値も県内最
高値であり自動車交通影響が大きい測定局であることを
考慮すると，平成 18 年上半期の測定値は他局と比較し
て異常に低く不自然である。
　図 2 の平成 17 年度と 18 年度では県全般に平均値の低
下傾向があるので，測定機を更新した 5 局における変化
の程度を評価するために，平成 17 年度上半期と平成 18
年度上半期の測定値の相関関係を図 3 に示す。図中の 1
点は 1 測定局を表す。測定機を更新していない測定局で
は SPM 濃度平均値が平成 18 年度の方がやや低めであ
り，全般的に測定値の低下傾向が見られる。これに対し，
A 社製から B 社製に更新した測定局は更新していない
局のグループから離れており，相関曲線の傾きも小さい。
このことから，A 社製から B 社製に更新した局では県
内全般の低下傾向とは異なった要因で測定値が低下して
いることがわかる。C 社製から B 社製に更新した測定
局を示す点は更新していない局の相関曲線に近い点が 1
点あるが，やや離れている点も 1 点あり，測定値の変化
は不明である。
　以上から，SPM 計の測定値にはメーカー差がみられ，
A 社製に比べ B ～ D 社製が低い傾向がある。平成 18 年
度の測定値からは B ～ D の 3 社中では B 社製の値が低
めである。

図 2　メーカーごとのSPM濃度測定値の比較
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　2.3　名取自排局におけるSPM／ PM2.5 値の異常
　図 4 に平成 15 年以降の名取自排局における PM2.5 濃
度と SPM 濃度の月平均値，及び PM2.5 濃度と SPM 濃
度の比（以下 PM2.5 ／ SPM 値という）の推移を示す。
PM2.5 計はベータ線吸収法による測定機（柴田科学製
BAM1020）である。SPM 計と PM2.5 計はいずれも名取
自排局に設置しているが，設置状況は異なっている。SPM
計は測定局舎内に設置しており，試料採取口は測定局の
車道側の壁約 1.6 ｍ程の高さにあり，車道端からは約 5m
の距離である。PM2.5 計は車道から見て測定局舎裏に設
置しており，車道端から約 11m の距離がある。PM2.5 計
の試料採取口の高さは約 2.7 ｍである。SPM 計は平成 17
年 9 月の測定機更新以前は A 社製であったが，更新以降
は B 社製である。測定機更新前の PM2.5 ／ SPM 値は中
村らが当センター年報で報告しているが１），平成 17 年 1 月
の 1.03 という値を除くと，約４年間，0.52 ～ 0.93 の間で
推移している。他の文献値２）～４）でも同程度の値又は変動

幅が報告されており，名取自排局の PM2.5 ／ SPM 値は
正常な値を示している。しかし，測定機更新後，SPM 計
が B 社製となって以降は PM2.5 濃度が SPM 濃度を超え，
PM2.5／SPM 値が１を超過する異常な値が継続している。
PM2.5 計の設置場所は SPM 計よりも発生源である車道か
ら離れているので，PM2.5 濃度が SPM 濃度より高いのは
不自然である。
 
3　サイクロン改造の過去の経緯とメーカー差
の原因

　約 20 年前であるが，冬季にスパイクタイヤ粉じんが含
まれる大気試料をβ線吸収法による SPM 自動測定機で測
定すると，高濃度域でメーカー差があること，各メーカー
の SPM 計の値はローボリュームエアサンプラーの値よりも
低い値であることが，昭和 63 年に当センターが実施した
測定局における並行測定から示された５）。また，多段型エ
アーサンプラーの測定値との比較により，粒径が大きい粒
子はカットされている（分級特性が悪い）ことが推定され
た５）。これらの結果に基づいて，より大きい粒子を採取する

（分級特性が良くなる）ように各メーカーが改造したサイク
ロンを搭載した SPM 計を使用して，平成元年に再び並行
測定を実施した結果，本稿の A 社製及び C 社製 SPM 計
はローボリュームエアーサンプラーと同程度の値が得られ，
相対的に改造前より測定値が高くなったが，本稿の B 社
製の改造サイクロンでは改造の効果がなかった６）。（本稿
の D 社製 SPM 計は当時製造されていなかった。）これら
の並行測定実施以降，現在に至るまで，A 社製 SPM 計
は改造サイクロンが取り付けられたものが当県に納入され，
当県以外にはメーカー標準品であるサイクロンを搭載した
SPM 計が納入されている。B 社製 SPM 計が改造サイク
ロンを搭載しているかどうかは調査中であるが，A 社製
SPM 計測定値ががより高いこと，A 社製 SPM 計が分級
特性の良いサイクロンを搭載していることから，SPM 計測
定値のメーカー差は A 社製改造サイクロンの分級特性に起
因している可能性が考えられる。また，PM2.5 ／ SPM 値

図 3　平成17年度と平成18 年度のSPM 濃度の関係

図 4　名取自排局におけるPM2.5 濃度及び SPM濃度の変動
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からすると A 社製 SPM 計の値がより真値に近いように
思われるが，断定はできないので今後も調査継続が必要
である。名取自排局のように測定機メーカーが変わった
ことにより測定値が大幅に変動したり，PM2.5 ／ SPM
値が異常な値となったままでは公害対策上大いに問題が
ある。

4　まとめ
茨　SPM 計を A 社製から B 社製に更新した結果，測定

値の低下がみられた。
芋　SPM 計測定値にメーカー差があり，A 社製 SPM 計

の値に比べ B ～ D 社製 SPM 計の値が低い。
鰯　名取自排局に設置したＢ社製及 SPM 計の測定値が

他局に比べ不自然に低い値を示した。
允　名取自排局における SPM ／ PM2.5 値は A 社製

SPM 計を用いたときは 0.5 ～ 0.9 であったが，B 社製
SPM 計に更新後は 1 超過が継続している。
印　SPM 計測定値のメーカー間の差は，サイクロンの

分級特性の違いに起因すると考えられる。
咽　当県に納入された A 社製 SPM 計は分級特性を改善

したサイクロンが搭載されており，A 社製 SPM 計の
測定値がより真値に近いと推測される。
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パッシブサンプラーによる県内の大気汚染状況
Air pollution concentration measured by passive sampler in Miyagi prefecture

北村　洋子　　佐久間　隆　　小泉　俊一
木戸　一博　　加賀谷秀樹

Yoko KITAMURA，Takashi SAKUMA，Syun-ichi KOIZUMI
Kazuhiro KIDO，Hideki KAGAYA

1　はじめに　
　宮城県は昭和 57 年度から平成 12 年度までパッシブサ
ンプラーを用いて道路沿道における二酸化窒素，一酸化
窒素，窒素酸化物濃度の調査を実施してきた 1）。パッシ
ブサンプラーによる大気汚染物質の測定は，電源を必要
とせず，取扱いが簡便で安価なため，数多くの任意の場
所に設置でき，山間部等での測定も容易であることから，
面的かつ広域的な測定・評価が可能である。
　本報告は平成 15 年から全環研共同調査 2）および全環
研北海道・東北ブロック共同調査と歩調を合わせ行って
いるパッシブサンプラーによる大気汚染物質濃度調査の
うち平成 17 年度までの 3カ年分の結果をまとめたもの
である。

2　調査方法
　2.1　調査期間：平成 15 年 4 月～平成 18 年 3 月　　
　2.2　調査方法：小川式パッシブサンプラーを用い約

１ヶ月単位で捕集
　2.3　調査地点：県内 5地点で採取。調査地点の位置

　パッシブサンプラーを使用し山間部や海沿いの地域での窒素酸化物やオゾンの濃度を把握することができた。また，
大気汚染測定局常時監視システムでは測定していないアンモニアガス濃度を県内 5地点で把握することができた。そ
の結果，アンモニアガス濃度が僅かではあるが都市部で高いことが明らかになった。

キーワード：モニタリング；パッシブサンプラー；大気汚染物質；アンモニア
Key words：monitoring；passive sampler；air pollutant matters；ammonia

を図 1に調査地点および調査地点付近の概況
を表 1に示す。

図 1　調査地点

表 1　調査地点および調査地点付近の概況
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　2.4　測定項目および分析方法
　①一酸化窒素，二酸化窒素，窒素酸化物：ブランベー
ル社製オートアナライザーTRAACS800 法　②オゾン，
アンモニア，二酸化硫黄：硝酸イオン，アンモニウムイ
オン，硫酸イオンとしてイオンクロマトグラフ法

3　調査結果
　3.1　平均値
　各地点，各項目毎の 3カ年間の平均値を図 2にしめす。
　①二酸化窒素については市街地である仙台幸町が全期
間平均で16.9ppbで最も高く，他地点は4ppb以下であった。
宮城大和は1.7ppbと最も低い濃度であった。一酸化窒素
では仙台幸町が 10.1ppbと最も高い濃度であり，次いで丸
森が 2.4ppbであり，他の3地点は2.0ppb以下の濃度であっ
た。窒素酸化物についてもほぼ同様な傾向であった。
　②オゾンについては全期間平均で牡鹿，箟岳，宮城大
和で 27ppb 以上であったのに対し，仙台幸町が 20ppb
以下と最も低い濃度であった。
　③アンモニアについては仙台幸町が 1.26ppb で最も濃
度が高く，他地点は 1ppb 以下であった。
　④二酸化硫黄については 5地点の中でも仙台幸町が若
干高い濃度であったが，全地点で 1ppb 以下であった。
　3.2　経時変化
　①二酸化窒素の経月変化を図 3に，地点間の相関係数
を表 2に示す。これによると 1%の危険率で有意な相関
が認められたのは仙台幸町と丸森間だけであった。また
丸森は仙台幸町の他，箟岳，宮城大和との相関が認めら
れた。一方，一酸化窒素について，5%までの危険率を

図 2　各地点・各項目毎の平均値

表 2　二酸化窒素の地点間相関係数 図 3　二酸化窒素の経月変化

図 4　一酸化窒素の経月変化

表 3　一酸化窒素の地点間相関係数

図 5　窒素酸化物の経月変化

表 4　窒素酸化物の地点間相関係数

含めると全地点間で有意な相関が認められた（図 4，表
3）。窒素酸化物についてはほぼ二酸化窒素と同様の傾向
を示している（図 5，表 4）。低濃度で推移していた宮城
大和を除けば，夏場に濃度が低く，冬場に濃度が高くな
る傾向が認められた。
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　②オゾンについてはいずれの地点間の相関係数とも
0.9 前後でかなり良い相関が得られた。オゾン濃度の経
月変化を図 6，地点間の相関係数を表 5に示した。
　③アンモニアガスについては仙台幸町を除いた地点間
では良い相関を示している。また，仙台幸町を除いた 4
地点では若干ではあるが，春・夏に高く，冬場に低濃度
になるという季節による差が認められた（図 7，表 6）。
　3.3　常時監視局データとの関係について
　丸森および箟岳については大気汚染常時監視局データ
との関係を調べた。
　図 8に二酸化窒素濃度についてのパッシブサンプラー
と常時監視局の測定値との関係を示す。これによると箟
岳，丸森とも１%の危険率で有意な相関関係が得られた。
丸森の方で比較的高い相関が得られた。また，両地点と
も傾きがほぼ同じであったが，低濃度ではパッシサンプ
ラーの値が高くなる傾向を示し，全体としてもパッシブ

サンプラーの方が高い濃度を示していた。

図 6　オゾンの経月変化

図 7　アンモニアの経月変化

表 5　オゾンの地点間相関係数

表 6　アンモニアの地点間相関係数

図 8　二酸化窒素濃度におけるパッシブサンプラーと自
動測定機との関係

　図 9にオゾン濃度についてのパッシブサンプラーと常
時監視測定局での測定値との関係を示す。その結果丸森
および箟岳ともに 1%の危険率で有意な相関関係が得ら
れた。特に丸森では相関係数が0.9という高い相関があっ
た。両地点ともほぼ同様な傾きと切片を持つ回帰直線で
あった。全体としては，パッシブサンプラーの値が低め
に推移していた。

図 9　オゾン濃度におけるパッシブサンプラーと自動測
定機との関係

4　まとめ
　本調査では県内 5地点で，パッシブサンプラーを用い
窒素酸化物，オゾン，アンモニア，二酸化硫黄など 6項
目のガス状物質について濃度を測定し，その実態を明ら
かにした。パッシブサンプラーは山間部や海岸部など大
気汚染常時監視局の設置が困難な地域で，大気汚染物質
濃度の継続的なモニターが可能であり，データの蓄積に
有効な手段であると思われる。また，常時監視局では測
定できないアンモニアガス濃度を把握することができ，
僅かではあるが，都市部でアンモニアガス濃度が高いこ
とも明らかになった。
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宮城県における有害大気汚染物質調査
Study on Hazardous Air Pollutants in Miyagi Prefecture
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木戸　一博　　加賀谷秀樹

Takashi SAKUMA，Syun-ichi KOIZUMI，Yoko KITAMURA
Kazuhiro KIDO，Hideki KAGAYA

　平成 10 年度から平成 17 年度までの有害大気汚染物質モニタリング事業の測定結果から，濃度分布，経年変化，地域特性等に
ついてまとめた。環境基準が設定されている物質については，近年はいずれも環境基準を下回っており横ばい傾向または減少傾向
が見られた。指針値が設定されている物質については，いずれの物質も指針値を下回っていたが，調査地点によっては全国平均を
上回る物質が見られた。指針値が設定されていない物質についても地点によっては米国環境保護庁の 10－ 5 リスク換算値を超える
物質も見られた。また，測定項目間の相関関係は，自動車排出ガスの影響が考えられる物質間についてやや強い相関が見られた。

キーワード：有害大気汚染物質；揮発性有機化合物（VOCs）
Key words：hazardous air pollutants；volatile organic compounds；（VOCs）

1　はじめに
　平成 8 年 5 月の大気汚染防止法の改正に伴い，国及び地
方公共団体は有害大気汚染物質による大気汚染状況の把握
に努めなければならないと定められ，本県では平成 9 年 10
月から県内 4 地点において有害大気汚染物質のモニタリン
グ調査を開始し，現在環境省が定める「優先取組物質」22
物質のうち 19 物質について測定を実施している。これらの
物質のうち，ベンゼン，トリクロロエチレン，テトラクロロエ
チレン，ジクロロメタンの 4 物質については環境基準が設定
され，アクリロニトリル，塩化ビニルモノマー，水銀，ニッケル，
クロロホルム，1,2 －ジクロロエタン，1,3 －ブタジエンの 7 物
質については指針値が設定されている。測定開始後 2 ヶ年
間の調査結果から環境基準達成状況や各調査地点における
自動車排出ガスの影響等について報告したが１），今回さらに
平成 17 年度までの調査結果を基に年平均値による濃度分
布，経年変化，地域特性等について概要を報告する。

　2.2　試料採取及び分析方法
　環境省の「有害大気汚染物質測定方法マニュアル２）～４）」
に従い実施した｡ 表 2 に対象物質の採取方法及び測定方
法の概要を示した。
　1）揮発性有機化合物
　揮発性有機化合物（以下，VOCs）は真空化した 6L キャ
ニスター容器を用い大気試料を 24 時間採取，大気試料
濃縮装置（Tekmar 社 AUTOCan）により試料を導入しガ
スクロマトグラフ質量分析法（以下 GC ／ MS，HP 社製
HP6890 ＋日本電子社製 JEOL JMS-AM Ⅱ 15）により分
析を行った｡
　2）アルデヒド類
　大気試料を 0.1 l/min の流速で DNPH 捕集管に 24 時
間採取，アセトニトリルで溶出し高速液体クロマトグラフ法

（HPLC；Waters，alliance PDAシステム）により分析を行った。
　3）ベンゾ [a] ピレン
　大気試料をハイボリュームエアーサンプラにより石英

2　方　法
　2.1　調査地点及び調査期間
　調査地点の概要を図 1 及び
表 1 に示した。県内 4 地点（一
般環境 2 地点，沿道 1 地点，発
生源周辺 1 地点）において平成
10 年 4 月から平成 18 年 3 月ま
でを調査対象期間とした。 図 1　調査地点

表 1　調査地点の概要

表２　試料採取方法及び分析方法の概要
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繊維ろ紙上に 700 l/min の流速で 24 時間採取，ろ紙にジ
クロロメタンを加え超音波抽出した後アセトニトリルに転溶
し， GC ／ MS（島津，QP2010）により分析を行った。
　4）金属類
　ベンゾ [a] ピレンと同様に大気試料を石英繊維ろ紙上に
採取，圧力容器を用いて酸分解後，誘導結合プラズマ質
量分析法（ICP/MS，日立 P-5000 型）により分析を行った。
　5）酸化エチレン
　大気試料を 0.7 l/min の流速で捕集管（ORBO 78）に
24 時間採取，トルエン／アセトニトリル抽出した後，

GC ／ MS（島津，QP2010）により分析を行った。
　6）水　銀
　大気試料 0.5 l/min の流速で金アマルガム捕集管に 24
時間採取，加熱気化冷原子吸光法（日本インスツルメン
ツ社，WA-4）により分析を行った。

3　結果と考察
　調査結果（年平均値）の概要を表 3 に示した。年平均
値は原則として 12 回の測定結果を算術平均して算出し
た。なお，平均値の算出にあたり検出下限値未満の場合

表３　各地点の調査結果概要（年平均値）

図 2–1　トリクロロエチレン濃度の年平均 図 2–2　テトラクロロエチレン濃度の年平均値の推移

図 2–3　ベンゼン濃度の年平均値の推移 図 2–4　ジクロロメタン濃度の年平均値の推移

図 2–5　アクリロニトリル濃度の年平均値の推移 図 2–6　塩化ビニルモノマー濃度の年平均値の推移
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は検出下限値の 1 ／ 2 値を用い，検出下限値以上で定量
下限値未満の場合は測定値を用いた。
　3.1 年平均値の濃度推移
　県内 4 地点における各物質濃度の年平均値と全国の年
平均値５）の推移を図 2–1 ～図 2–19 に示した。
　1）VOCs
　トリクロロエチレン，テトラクロロエチレンについて
は，環境基準（200µg/㎥）を大きく下回っており全国
平均と比較しても低めに推移していた（図 2–1，図 2–2）。
すべての地点でトリクロロエチレンは横ばい傾向が見ら
れ，テトラクロロエチレンは減少傾向が見られた。ベン
ゼンについては，平成 10 年度と 11 年度に沿道の名取
において環境基準（3µg/㎥）を上回ったが，全国平均
と同様に各地点とも年々減少傾向が見られた（図 2–3）。
要因として平成 11 年 7 月に移動発生源である自動車の
ガソリン中ベンゼン含有量を 5％以下から 1％以下に引
き下げる法改正が行われた影響が考えられた。ジクロロ
メタンについては，トリクロロエチレン，テトラクロロ
エチレンと同様に環境基準（150µg/㎥）を大きく下回っ
ているが，名取と塩釜で特異的な推移が見られ（図 2–4），
近傍に発生源があることなどの要因が推察された。
　以下指針値が設定されている物質については，アクリロ
ニトリルが指針値（2µg/㎥）を大きく下回っているが，塩

釜，大崎で特異的な推移をしており全国平均を上回る年度
が見られた（図 2–5）。塩化ビニルモノマーについても指針
値（10µg/㎥）を大きく下回っており，全国平均と同様に減
少傾向が見られた（図 2–6）。クロロホルムについては，指
針値（18µg/㎥）を下回っているが，大河原を除いた３地
点で米国環境保護庁（以下，EPA）が設定したユニットリ
スクに基づく10–5 リスク換算値 0.4µg/㎥を超えている年度
が見られ，特に名取では全国平均と比較しても高めに推移
していた（図 2–7）。1,2–ジクロロエタンについては，全国
平均と同様に減少傾向が見られた（図 2–8）。1,3–ブタジエ
ンについては，指針値（2.5µg/㎥）を下回っていたが，沿
道の名取で EPA のユニットリスクに基づく10–5 リスク換算
値 0.3µg/㎥を超えている年度が多く全国平均と比較しても
高めに推移していた（図 2–9）。
　2）アルデヒド類
　アセトアルデヒドについては，ほぼ横ばい傾向であり
名取，塩釜で全国平均より高い年度が見られた（図 2–
10）。ホルムアルデヒドについては，同様にほぼ横ばい
傾向が見られたが，1,3–ブタジエンと同様にディーゼル
車等からの排出ガスの影響が考えられる沿道の名取で他
の地点より高めに推移し全国平均も上回っていた（図 2
–11）。また，全地点で EPA の 10–5 リスク換算値 0.8µg/
㎥を超えていた。

図 2–8　1,2–ジクロロエタン濃度の年平均値の推移

図 2-9　1,3–ブタジエン濃度の年平均値の推移 図 2-10　アセトアルデヒド濃度の年平均値の推移

図 2–11　ホルムアルデヒド濃度の年平均値の推移 図 2–12　ベンゾ [a] ピレン濃度の年平均値の推移

図 2–7　クロロホルム濃度の年平均値の推移
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　3）ベンゾ [a] ピレン
　ベンゾ [a] ピレンについては，全国平均と同様に減少
傾向が見られ（図 2–12），17 年度は WHO 欧州地域事務
局のガイドライン値 0.11ng/㎥レベルまで減少している。
　4）金属類
　ニッケル，ヒ素，ベリリウム，マンガン，クロムの 5
物質は平成 15 年度から 17 年度までの 3 ヶ年についてま
とめた。ニッケルについては，指針値（25 ng/㎥）を下回っ
ているが，大崎において 15 年度，16 年度に全国平均よ
り濃度が高くなっていた（図 2–13）。これは近傍の石油
燃焼施設（コージェネレーションシステム）の影響が考
えられたが，17 年度には減少しており燃料高騰等によ
る使用制限も要因の一つと考えられた。ヒ素について
は，大崎で全国平均より高い年度もあったが，17 年度

図 2–13　ニッケル濃度の年平均値の推移

図 2–14　ヒ素濃度の年平均値の推移

には全地点で全国平均を下回っており（図 2–14），EPA
の 10–5 リスク換算値 2 ng/㎥以下であった。ベリリウム
については，全国平均より高く示されているが（図 2–
15），測定値はいずれも検出下限値以下であった。質量
が軽い元素については ICP/MS の感度が悪く，低い下
限値が得られなかったのが原因であった。マンガンにつ
いては，沿道の名取が他の 3 地点と比較し高めに推移し
ていた（図 2–16）。クロムについては，いずれの地点に
おいても全国平均以下であったが，EPA の 10–5 リスク
換算値 0.8 ng/㎥よりは高めに推移していた（図 2–17）。
水銀については，17年度のみであるが，指針値（40 ng/㎥）
及び全国平均以下であった。
　5）酸化エチレン
　酸化エチレンについては，いずれの地点においても全
国平均よりも高めに推移していた（図 2–19）。原因は明
らかでないが，今後近傍における発生源追跡等の必要が
あると考えられた。
　3.2　測定項目間の相関行列
　調査地点ごとの特性を把握するため，各測定項目間の
相関行列を表 4–1 ～表 4–4 に示した６）。データは 15 年
度から 17 年度の 3 ヶ年のものを用い，ベリリウムにつ
いてはすべてのデータが検出下限値以下であること，水
銀については 17 年度のみのデータであることから対象

図 2–15　ベリリウム濃度の年平均値の推移

図 2–16　マンガン濃度の年平均値の推移 図 2–17　クロム濃度の年平均値の推移

図 2–18　水銀濃度の年平均値の推移 図 2–19　酸化エチレン濃度の年平均値の推移
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からはずし解析を行った。大河原においては，アセトア
ルデヒド，ホルムアルデヒドで強い相関が見られたほか，
ベンゼン，1,3–ブタジエン及びベンゾ [a] ピレンの間で
やや強い相関があり自動車排出ガスの影響が大きいと考
えられた。アルデヒド類については，名取と塩釜におい
てもやや強い相関が見られたが，大崎においては相関関

係がないことから他の 3 地点とは異なる発生要因が考え
られた。ベンゼン，1,3–ブタジエン及びベンゾ [a] ピレ
ンの関係については，大崎においてもやや強い相関が見
られたが，道路及び近傍の石油燃焼施設の影響が考えら
れた。金属類については，名取と塩釜で金属間の弱い相
関が見られた。

表 4–1　測定項目間の相関行列（大河原）

表 4–2　測定項目間の相関行列（名取）

表 4–3　測定項目間の相関行列（塩釜）

表 4–4　測定項目間の相関行列（大崎）
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　3.3　主成分分析
　調査地点ごとの特性を把握するため主成分分析を行
い，各地点における固有値，寄与率を表 5 に，第 2 主成
分までの負荷量を表 6 に示した 6）。表 5 をみると第 1 主
成分の寄与率は 23.4%（大崎）～ 29.6%（塩釜）の範囲
であり累積寄与率は各地点とも第 5 主成分までに 70%
前後に達していた。各主成分が少しずつ影響を与えてお
り測定地点，季節的変動，物質の用途など多くの要因が
係わっていると考えられた。次に表 6 をみると第 1 成分
についてはほとんどの物質が正の符号であり，大河原で
はベンゼン，1,3–ブタジエン，ジクロロメタン，トリク
ロロエチレン，テトラクロロエチレンの VOCs に加え
ベンゾ [a] ピレンとマンガンの負荷量が高かった。名取
ではベンゼン，1,3–ブタジエン，トリクロロエチレン等
の VOCs とヒ素の負荷量が高く，塩釜ではテトラクロ
ロエチレン，ベンゾ [a] ピレンのほかに金属類の負荷量
が高かった。大崎ではベンゼン，1,3–ブタジエン，ベン
ゾ [a] ピレンの負荷量が高かった。また第 2 主成分につ
いて，大河原では負の符号でアルデヒド類の負荷量が高
く，名取では金属成分の負荷量が高かった。

表５　各地点における主成分の固定値，寄与率，累積寄与率

表６　各地点における主成分負荷量

4　まとめ
　宮城県内における平成
10 年度から平成 17 年度ま
での有害大気汚染物質モニ
タリング事業の測定結果を
まとめ，濃度分布，経年変
化，地域特性等について概
要を把握した。

茨　環境基準が設定されている 4 物質については，調
査開始当初名取でベンゼンが環境基準を超える年度も
あったが，近年はいずれも環境基準を下回っており横
ばい傾向または減少傾向が見られた。
芋　指針値が設定されている VOCs については，いず

れの物質も指針値を下回っていたが，塩釜と大崎のア
クリロニトリル，名取のクロロホルムで全国平均を上
回る年度が見られた。また，地点によっては EPA の
10–5 リスク換算値を超える物質も見られた。
鰯　アルデヒド類，ベンゾ [a] ピレンについては，沿道

の名取で全国平均を上回る年度が多く自動車排出ガス
の影響が考えられた。
允　金属類については，大崎のニッケルで全国平均を

上回る年度が見られたが，ほとんどは全国平均以下
であった。しかし，クロムのようにすべての地点で
EPA の 10–5 リスク換算値を超える物質も見られた。
印　酸化エチレンについては，いずれの地点においても

全国平均を上回っていた。
咽　測定項目間の相関関係は，自動車排出ガスの影響が

考えられる物質間についてやや強い相関が見られた。
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ディーゼル発電施設排ガス実態調査及び環境影響調査
An Investigation into the Actual Condition of Diesel Dynamo Exhaust 

and an Environmental Influence Survey

小泉　俊一　　佐久間　隆　　北村　洋子
木戸　一博　　木立　　博　　高橋　誠幸
仁平　　明　　小室　健一　　高橋　正人＊ 1

中村　栄一　　加賀谷秀樹
Syun-ichi KOIZUMI，Takashi SAKUMA，Yoko KITAMURA
Kazuhiro KIDO，Hirosi KITATI，Seikou TAKAHASHI
Akira NIDAIRA，Kennichi KOMURO，Masato TAKAHASHI
Eiichi NAKAMURA，Hideki KAGAYA

1　はじめに
　コージェネレーションシステム等の分散型電源の普及
に伴い，自家発電用のディーゼル機関の設置が増えてい
るが，窒素酸化物の排出基準が他のばい煙発生施設に比
べ著しく緩く，また排出口が低い位置にあることが多い
ことから，環境への影響が懸念される。そこで平成 16
年度から 3 カ年に亘りディーゼル機関の排出実態及び環
境影響調査を実施したのでその結果について報告する。

2　調査方法
　敢　煙道排ガス測定
　自家発電用のディーゼル発電施設の排ガスについて煙道
測定を実施した。測定方法は JIS Z8808, K0104 により排
ガス温度，排ガス流量，NOx 濃度，酸素濃度の 4 項目を
測定した。
　柑　環境影響調査
　平成 16 年度は S 町の S 工場周辺，平成 17 年度は M
町の T 会社 K 工場周辺，平成 18 年度は K 市の K 病院
周辺で約 1 ヶ月間連続測定を実施した。ディーゼル発電
施設排ガスの環境への影響を把握するため，風下方向
に移動測定車及び NOx 計を設置し，二酸化窒素（NO2）
等の環境影響について解析した。

3　調査結果
　敢　煙道排ガス測定結果
　16 施設の排ガスの状況を調査した結果を表 1 に示す。
NOx 濃度の酸素濃度で補正した値は 630 から 1,200ppm

　県内の 16 のディーゼル発電施設の排ガスを調査したところ窒素酸化物濃度は 630 から 1,200ppm でありボイラ等の
燃焼施設に比べ格段に高く，現行の排出基準を超える施設があった。また，3 施設の周辺で環境影響調査を実施した
ところ，煙突高が低い施設では窒素酸化物の局地汚染が発生している事例が確認された。

キーワード：ディーゼル発電；窒素酸化物；環境影響
Key words：Diesel Dynamo；Nitrogen Oxide ；Environmental Influence

＊ 1　現　原子力センター

であり，内 5 施設は現行の排出基準値である 950ppm を
超える高濃度の排ガスであった。
　排ガス温度は，熱回収を実施している K 病院以外は
400 度付近に集中し，高熱量排ガスとなっている。また，
煙突高は 20m を超えるものもあるが，殆どが 6m 程度
であり，ボイラなどの他の燃焼施設に比べ低い施設が多
く拡散による希釈効果があまり期待できないことから，
気象条件によっては周辺に局地汚染を生じさせるおそれ
が考えられた。
　柑　環境影響調査結果
　　イ　S町 S会社東北工場周辺（平成 16年度調査）
　S 会社東北工場には 496Kw の発電施設が 2 基設置さ
れており，周辺にはこの他に NOx の大きな発生源はな
い。平成 17 年 2 月に風下方向 100m，200m，450m 地
点で，約 1 ヶ月間 NO2 等の環境測定を実施したところ，
200m 地点では NO2 の日平均値の最大が 0.038ppm に達
し，環境基準のゾーン下限値に迫る高い汚染状況が観測
された。

表 1　煙道排ガス測定結果
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　　ロ　M町Ｔ会社K工場周辺（平成 17年度調査）
　T 会社 K 工場には 537Kw の発電施設が 4 基設置され
ており，南側に国道が通じている。測定地点は道路から
の影響の少ない地点を選定し，発電施設の影響を観測し
た。平成 18 年 1 月から 2 月にかけて，風下方向 100m，
200m，300m 地点で約 1ヶ月間 NO2 等の環境測定を実
施したところ，NO2 については，100m 地点で日平均値が
0.016ppm から 0.077ppm の間であり，観測日数 25 日の内
21 日間は環境基準のゾーン下限値である 0.04ppm を超過
し，10 日間は上限値である 0.06ppm を超過していた。
　　ハ　K市 K病院周辺（平成 18年度調査）
　K 病院には 400Kw の発電施設が 2 基設置されており，
北側には国道が通じている。平成 18 年 7 月から 8 月に
かけて，K 病院と国道の間の 270m，500m 地点で約 1 ヶ
月間 NO2 等の環境測定を実施した。
　各観測地点とも同様な変動を示し，270 ｍ地点が最も濃
度が高くNO2 は 0 ～ 0.03ppm の範囲で変動し NO2 の日
平均値の最高は 0.013ppmであり，環境基準の下限値であ
る 0.04ppm を大きく下回った。これは施設の排出 NOx 濃
度が 730ppmであるにもかかわらず煙突高さが 25.3m ある
こともあり，拡散による希釈効果が十分に働いて周辺に高
濃度域を生じさせなかったものと考えられる。

4　高濃度が観測されたＭ町の事例の考察
　平成 17 年度に実施したＭ町Ｔ会社Ｋ工場周辺の環境
調査では，発電施設の設置基数が 4 台と多いこともあり，
風下 100m 地点では環境基準のゾーン上限値を超過する
ほどの局地汚染が観測された。
　敢　対象工場とモニタリング地点の概要
　発生源とモニタリング位置については図 1, 発電施設
の概観については図 2 に示す。
　柑　調査期間の気象状況
　平成18年1月13日から2月22日まで調査を実施した。
期間中の風向は図 3 に示すように WNW，W，NW が多
く発電施設から観測地点方向への風が非常に多い気象状
況であった。
　桓　窒素酸化物モニタリング結果
　風向別 NOx 平均濃度を図 4 に示すが，W 及び WNW
の風の時に特異的に高く，発電施設の影響が強く表われ
ている。
　次に WNW 時の風速別 NOx 濃度平均値を図 5 に，
NOx 濃度最大値を図 6 に，時間帯別 NOx 濃度平均値を
7 に示す。
　NOx 濃度は風速 7 ～ 8m/sec 時に平均濃度 500ppb，
最大濃度 850ppb 程度であった。時間帯別 NOx 濃度は 9
時～ 21 時頃まで高く夜間はかなり低くなっている。こ
れは発電施設の稼働状況に一致しており昼間の NOx 濃
度は 500ppb 近くまで上昇していた。また，施設がフル
稼働している平日（月～金曜日）の 9 時～ 17 時で，風
向 WNW，風速 6m/sec 時の平均濃度を図 8 に示すが，

100m 地点では 519ppb，200m 地点では 165ppb，300m
地点では 119ppb であった。

図 1　発生源とモニタリング位置

図２　発電施設の概観

図 3　風配図

図 4　風向別NOx 濃度
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　棺　環境における高濃度出現の要因
　環境における高濃度出現の要因を解析するため Meti-
Lis（経済産業省－低煙源工場拡散モデル）を用いた。
風向 NWN，風速 6m/sec，防音壁高さ 8m とし，ダウ
ンドラフトを考慮した拡散計算を実施したところ，Nox
濃度は 100m 地点で 500ppb 強，200m 地点で 200ppb 強，
300m 地点で 100ppb 弱であり図 8 の現象に近い結果が
得られた。
　そこで全観測期間についてダウンドラフト効果を考慮し
たモデルの推定値と実測値を比較したところ（図 9），実測
値と推定値が良い対応を示しており，環境での NO ｘ高濃
度は防音壁によるダウンドラフト効果によるものと考えられ
た。また，冬季に出現する高濃度範囲を推定した結果を

図 5　WNW時の風速別 _Nox 濃度（平均値）

図 6　WNW時の風速別 _Nox 濃度（最大値）

図 7　WNW時の時間帯別 _NOx 濃度 _平均値

図 8　2006 年冬季 _ 操業時間帯のNOx 濃度
平日（月～金）の９時～17 時，風向WNW時で風速 6m/s

図 9　冬季 _実測平均値と推定値

図 10　冬季におけるNOx 拡散状況の推定

図 11　全年のNOx 拡散状況の推定

図 10 に示すが高濃度の出現する範囲は風下 400m まで及
んでいた。
　さらに今回観測した気象データと近くのアメダスの観
測結果を比較したところ，ほぼ同様の変動を示している
ことを確認できたので，アメダスの気象データを用い 1
年間の汚染状況について推定したところ（図 11），高濃
度の出現する範囲は風下 200m となっている。

5　まとめ
　敢　煙道排ガスの状況
　平成 18 年度の宮城県環境白書によれば，平成 17 年度
末のディーゼル機関の届け出施設数は 598 施設であり，
ボイラに次いで 2 番目に多い施設となっている。今回測
定した 16 施設では，実態把握に十分な数とはいえない
が，発電能力が 248Kw から 1250Kw まで幅広く調査で
きたものと考える。煙道排ガス中の NOx 濃度は，630
から 1200ppm であり，ボイラなどの燃焼排ガスでは，
100ppm 台もしくはそれ以下であるのに比し，ディーゼ
ル発電施設排ガスの NOx 濃度は桁外れに高いといえる。
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　柑　環境影響の状況
　煙突高が 8m，6m，25m の 3 施設の周辺で環境測定
を実施したところ，8m，6m の低い煙突の施設周辺では，
高濃度の NOx が観測された。特に M 町の T 会社 K 工
場周辺の解析結果では，防音壁によるダウンドラフト効
果に起因すると推定される環境基準のゾーン上限値を超
過するほどの局地汚染が観測された。
　桓　環境影響の範囲
　Meti-Lis（経済産業省―低煙源工場拡散モデル）を用
い NOx の拡散状況について推定した。M 町の例では防
音壁によるダウンドラフト効果に起因する特異的な事例
ともいえるが，風下 200m 若しくは 400m まで高濃度域
が形成されていた。
　発電施設の設置は大型のスーパーなどでよく見られる

ことであり，また，住宅地付近では防音壁の設置もよく
あることでないかと考えられることから，数 100m 範囲
の高濃度域形成事象は何らかの対応策が必要と考える。
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バイオアッセイ手法の水環境水への適用と事業場排水調査事例について

Application of Bioassay for Environmental Water and Case Study of Examination Wastewater

阿部　郁子　　大金　仁一　　阿部　公恵＊１

高橋紀世子　　粟野　　健　　佐々木久雄　
嵯峨　京時＊２

Ikuko  ABE，Jin-ichi OGANE， Kimie ABE
Kiseko TAKAHASHI， Takeshi AWANO， Hisao SASAKI
Kyouji SAGA

　異種生物の遺伝子組込酵母を用い，酵母 Two-Hybrid アッセイ法（以下「酵母 Two-Hybrid 法」と略す）を県内河
川に適用したところ特異的な反応を示した河川がみられた。詳細調査を行ったところ，原因は流域に立地する事業場
排水によることが判明した。このため事業場の協力を得て原因工程究明の調査を行ったところ，エストロゲン様活性
の原因は，溶解炉に係わる排脱洗煙廃水及び炉関係廃水による事が判明した。またエストロゲン様活性の低減化を目
的に塩素添加実験および活性炭処理実験を行ったところ，この手法が低減化に有効であることが判った。今回の調査
研究により酵母 Two-Hybrid 法が内分泌撹乱様物質のスクリーニング手法として有効であることが判った。また内分
泌かく乱化学物質を直接使用していない事業場であっても，溶解炉等の燃焼・加熱施設を有する場合には内分泌かく
乱様物質が排出される可能性があることが判明した。

キーワード：酵母 Two-Hybrid アッセイ法；内分泌かく乱化学物質；遺伝子組込酵母；エストロゲン様活性
Key words：yeast two-hybrid assay system；endocrine disrupting chemicals；gene recombinant yeast；estrogenic activities

＊ 1　現　仙台保健福祉事務所塩釜総合支所
＊ 2　現　共和コンクリート工業株式会社

1　はじめに
　内分泌かく乱作用を有する化学物質による環境や生物
への影響が大きな問題になっているが，その汚染実態や
生態系に対する影響等は未解明な部分が多い。近年それ
らの検索にバイオアッセイを利用して総合的に評価する
方法が様々検討されている。我々はヒト，メダカ，ツチ
ガエルという生物種の異なる受容体遺伝子組込酵母を用
い，酵母 Two-Hybrid 法により環境調査および事業場排
水調査を行ったので報告する。

2　方　法
　2.1　試　薬
　2.1.1　標準試薬
　17β–エストラジオール（以下 E2：和光純薬），4–ノニル
フェノール（同 NP：関東化学），4–オクチルフェノール（同
OP：関東化学）
　2.1.2　使用試薬等
　Dimethyl Sulfoxide（ 同 DMSO： CALBOIOCHEM），
ジクロロメタン（残留農薬・PCB 分析用：和光純薬），アセ
トン（残留農薬・PCB 分析用：関東化学），メタノール（残
留農薬・PCB 分析用：関東化学），酢酸エチル（残留農薬
分析用：和光純薬），次亜塩素酸ナトリウム溶液（鹿 1 級：
関東化学），粉末活性炭（水道用；含水率 50％），固相カー
トリッジ（Sep-PakｔC18）

　2.2　試料の前処理操作の検討
　水試料の環境ホルモン様活性をバイオアッセイで測定す
るには，前処理操作が必要である。同一水系において環
境ホルモン様作用を調査する際は，同時期に採水・処理す
ることが必要であり，複数検体を効率的に処理することが
望まれる。我々は白石ら１）の方法を参考に，複数検体を迅
速処理すべく検討を行った。固相カートリッジと固相抽出
用マニホールドを用いることにより固相の活性化，試料濃
縮，乾燥，溶出の一連の操作の半自動化を試み，操作時
間の短縮を図った。また環境ホルモン作用の疑われている
物質は有機化合物がほとんどであり，対象とされる物質を
効率的に抽出すべく，抽出溶媒についても検討を行った。
検討した溶媒の抽出条件を表 1 に示す。

表 1　抽出溶媒とコンディショニング方法
溶出溶媒 洗浄・コンディショニング

アセトン アセトン 5ml，ミリ Q 水 10ml
ジクロロメタン メタノール 5ml，ジクロロメタン 5ml，

メタノール 5ml，ミリ Q 水 10ml
メタノール メタノール 5ml，ミリ Q 水 10ml
酢酸エチル：メタノール

（１：１）
メタノール : 酢酸エチル（1+1）5ml，
メタノール 5ml，ミリ Q 水 10ml

酢酸エチル＋アセトン
（１＋１）

アセトン 5ml，酢酸エチル 5ml，
メタノール 5ml，ミリ Q 水 10ml

　2.3　添加回収試験
  今回検討した前処理操作の確認を行うため，DMSO に
溶解した E2（200nM），NP（200µM），OP（100µM）の
各標準物質，及びミリ Q 水 500ml に E2（200nM），NP

（200µM），OP（100µM）の溶液をそれぞれ 50µl 添加し
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前処理操作を行ったものを酵母 Tow-Hybrid 法で測定
をした。各標準物質の抽出溶媒ごとの回収率は表 2 に
示すように E2 で 5 種すべての有機溶媒において 76.1 ～
91.7%（n=3）と良好であった。しかし NP，OP では抽
出溶媒により回収率に差がみられた。E2，NP，OP の 3
化学物質すべてに良好な回収率が得られたのはジクロロ
メタンであった。アセトン抽出では水溶性の高い物質に
ついても幅広く溶出されてしまうことや，メタノールを
用いる際，抽出後の乾固に時間がかかること等を加味し，
今後の操作にはジクロロメタンを用いることとした。今
回行った試料の前処理操作方法の概略を図 1 に示す。固
相カートリッジと固相抽出用マニホールドを用いること
により試料ごとに行っていた固相の活性化，試料濃縮，
乾燥，溶出の一連処理操作を同時に行うことが可能とな
り，複数検体を効率的に処理し，時間の短縮，処理方法
の簡便化が図られた。
　2.4　酵母 Tow-Hybrid 法
　国立環境研究所の白石ら１）の方法に準じて行った。供試
菌株は，2002 年度および 2004 年度に国立環境研究所よ
り分与された生物種（ヒトｈ ER α，メダカｍ ER α，ツチ
ガエル frER α）のエストロゲン受容体α遺伝子組込酵母
を用いた。活性の判定については，各試料の希釈濃度ご
との化学発光強度（CLN）の平均値（T）と DMSO 発光
強度の平均（B）から化学発光強度比（T／ B）を算定し，
濃度に依存した発光比の増加がみられ，最大発光比が 4
以上を示すものをアゴニスト作用陽性とした。また回帰式
からT ／ B を10 倍誘導する濃度（ECX10 値）を求め指

表 2　抽出溶媒の回収率
n=3

E2 回収率 NP 回収率 OP 回収率
アセトン 89.1 25.9 34.1
ジクロロメタン 90.8 68.6 115.9
メタノール 91.7 43.5 49.6
酢酸エチル：メタノール 81.0 33.5 32.1
酢酸エチル＋アセトン 76.1 66.8 63.4

標とした。また試料に含まれる化学物質の酵母への毒性
作用を評価するため，酵母 YTOX 株を用いた毒性試験を
行った。毒性によるβ–ガラクトシダーゼの抑制が 40%以上
みられ，量－反応関係が認められる場合を毒性として，試
料の 50%抑制濃縮率（IC50）を回帰直線式より求め毒性
の指標とした。また標準物質のエストロゲン様活性を確認
したところ，E2 に比べ NP，OPともに約 1000 分の 1 の活
性であり文献値と比較しても大きな差はなく妥当な値が得
られた。
　2.5　環境調査
　2.5.1　調査期間
　2003 年に宮城県内の中小河川 19 地点を調査したとこ
ろ，鉛川においては上流部に生活排水などの流入が少な
いにもかかわらずエストロゲン様活性が高い結果が得
られている２）。そこで鉛川流域に絞り 2004 年 12 月から
2005 年 10 月に環境調査を行った。
　2.5.2　調査地点
　河川上流部より地点Ａから地点Ｆの 6 地点のほかに，河
川に排出している事業場排水，事業場関連の排水が流入
している支川及び対照地点等の計 10 カ所である（図 2）。
なお採水にはガラス製ガロン瓶を用いた。
　2.6　事業場調査
　環境調査の結果より事業場からの影響が想定されたた
め，2005 年 12 月及び 2006 年 8 月には流域に立地する
事業場の場内について工程調査を行った。事業場内の排
水処理経路の概略を図 3 に示す。排水系統は大きく分け
て 6 系統で，凝集沈殿および砂ろ過を用いて処理を行っ
ている。今回はエストロゲン様活性の低減化を目指し，

図 1　水試料の前処理操作方法

図 2　調査地点の概要

図 3　事業場の排水処理系統の概略図
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塩素添加実験及び活性炭処理実験を行った。
　2.7　エストロゲン様活性の低減化実験
　2.7.1　塩素添加実験
　凝集沈殿・砂ろ過を用いる一般的な浄水処理において
は，エストロゲン様活性の十分な不活性化が望めず，塩
素処理を行うことにより活性が低下すると報じられてい
る３）。このため採取試料に段階的に次亜塩素酸ナトリウ
ムを添加することで有効塩素濃度を変化させ，エストロ
ゲン様活性の変化を調べた。実験方法を次に示す（図 4）。
　2.7.2　活性炭処理実験
　活性炭処理は活性炭が持つ吸着特性から水道水の異臭
味除去を始め農薬等の微量有害物質の除去に広く用いら
れている。このため今回はエストロゲン様活性を持つ試
料を対象に，粉末活性炭懸濁液を段階的に添加して濃度
を変化させ，その有効性について調査を行った。実験方
法を次に示す（図 5）。

3　結果および考察
　3.1	 環境調査
　2004 年 12 月の 4 地点（地点 B，C，D，E）における
調査結果を表 3 に示す。–S9 試験で佐野橋（地点 B）か
ら久保橋（地点 E）の中流域でヒト，メダカのエストロ
ゲン受容体遺伝子組換酵母を使用した際，全ての地点で
活性がみられた。ツチガエルにおいては藤沢橋（地点 D）
では N.D. を示したものの，残りの地点では活性が認め
られた。種別で特に活性が高かったのはメダカで，以下
ヒト，ツチガエルの順であった。メダカ試験系はヒト試
験系に比べエストラジオール関連物質に対する感受性が

低く，アルキルフェノール類に対しては高い感受性を示
すとの報告４）があり，調査結果より試料中の主たるエ
ストロゲン様活性が工業系化学物質によるものと推測さ
れた。活性は上流の佐野橋がもっとも高く，流下に伴い
低下したが，久保橋で再び軽度上昇した。佐野橋および
久保橋付近あるいその上流域に活性をもたらす要因が
あると推察された。また酵母 YTOX 株を用いた毒性試
験を行ったところ，–S9 試験では毒性は認められなかっ
たが，+S9 試験では毒性が認められた。このため見かけ
上各地点において +S9 試験で活性が低くなっているが，
代謝による低下なのか毒性によるものなのかは判断が難
しい結果となった。この結果をふまえ，それ以降の環境
調査は–S9 試験のみとし，メダカのエストロゲン受容体
遺伝子組込酵母を用いることとした。
　2005 年 6 月，8 月，10 月の調査結果を表 4 に示す。
この調査からは流域に立地する事業場排水も調査対象に
加えた。上流から下流に行くにつれ活性は低下し，事業
場に関連する支川（支川②）の流入によりやや上昇が見
られた。6 月と 10 月の調査では事業場排水，及び事業
場に関連する支川からの影響が示唆される結果となり，
2 回の調査で同じ傾向を示していた。一方 8 月の調査で
は全体的に活性が低い結果となったのは，この調査の前
後において事業場の加熱工程が点検のため停止していた
事が後日判明した。なお事業場正門前，および柳沢（五
輪原橋の上流部に位置する支川），新橋（対照とした合
流河川の上流部）からは活性が認められなかった。この
ことから鉛川におけるエストロゲン様活性の原因は流域
に立地している事業場排水であることが判った。

表 3　鉛川流域の測定結果（2004 年 12月）

図 4　総合排水への塩素添加実験の方法 図 5　活性炭処理実験の方法
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　また鉛川における事業場排水が占める平均割合を，年
4 回の流量調査から算出したものを図 6 に示す。事業場
排水の直後の地点である佐野橋（地点 B）では流量全体
の 74％を事業場排水が占めいていた。下流に従い河川
全体に占める事業場排水の割合は下がるが，調査地点の
最下流域の豊後橋（地点 F）でも 23％と全体の約 4 分
の 1 を占めており，事業場排水が河川全体に大きく影響
していることが判る。
　3.2　事業場調査
　環境試料の調査結果から事業場排水からの影響が示唆
されたため，原因工程を究明すべく，2005 年 12 月に場
内の排水系統を系統別に調査した。系統別のエストロゲ
ン様活性の測定結果を表 5 に示す。E2 換算したエスト
ロゲン様活性は加熱工程で高値を示した。他の系統につ
いては排水経路内の循環水の影響があるものの，殆ど活
性がみられなかった。また総合排出水におけるエストロ
ゲン様活性の推移を図 7 に示す。2005 年 8 月の値が低
いのは加熱工程が停止していた時期と一致しており，系
統別の測定結果とも合致する。これらのことからもエス
トロゲン様活性の原因は，溶解炉に係わる排脱洗煙廃水
及び炉関係廃水による事が判る。原因物質特定のため，
洗煙系廃水及び事業場排水を対象に機器分析を行った結
果を表 6 に示す。事業場排水についてはいずれの項目も

表 4　鉛川流域の測定結果（2005 年 6～ 10月）

図 6　鉛川における事業場排水が占める平均割合

図 7　総合排出水におけるエストロゲン様活性の推移

表５　事業場内系統別エストロゲン様活性の測定結果（2005年12月）

表 6　機器分析によるアルキルフェノール類の測定結果

魚類への予測無影響濃度には達しておらず原因物質の特
定には至っていない。
　3.3	 エストロゲン様活性の低減化実験
　3.3.1	 塩素添加実験
　事業場排水に次亜塩素酸ナトリウム溶液を添加・混合
し，17 時間静置後にエストロゲン様活性を測定したと
ころ，有効塩素濃度が高い試料ほど活性が低下すること
が判った。この実験は同一試料について 2 回行い，その
結果を表 7 に示すと共に，2 回の実験結果をまとめて図
8 に示す。この事から塩素添加がエストロゲン様活性の
低減化に有効であることが判った。
　3.3.2	 活性炭処理実験
　酵母ツーハイブリッド法でエストロゲン様活性が認め
られた事業所の工程水及び総合排水に対し，活性炭濃度
が 15 ～ 20mg/l になるよう粉末活性炭懸濁液を段階的
に添加し，スターラーで 1 時間攪拌・混合した後にガラ
スフィルター（GF/C）を用いてろ過し，エストロゲン
様活性を調べた。その結果を表 8 及び図 9 に示す。
　洗煙系及び総合排出水ともに活性炭濃度が高くなるほ
どエストロゲン様活性が低下し，試験液の活性炭濃度が
20mg/l における除去率は 97％程度に至っている。これ
らの結果をエストロゲン様活性濃度（E2 換算）と活性
炭添加量として両対数グラフに表すと，ほぼ直線的な除
去特性を示した（図 10）。この事から活性炭処理がエス
トロゲン様活性の低減化に有効であることが判った。
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4　まとめ
　酵母ツーハイブリット法が内分泌撹乱様物質のスク
リーニング手法として有効であることが判った。また内
分泌かく乱化学物質を直接使用していない事業場であっ
ても，溶解炉等の燃焼・加熱施設を有する場合には内分
泌かく乱様物質が排出される可能性があることが判明し
た。今回の事例におけるエストロゲン様活性の低減化に
は塩素処理および活性炭処理が有効であることが判っ
た。しかしながら鉛川でエストロゲン様活性を示した原
因物質の特定には至っておらず，国立環境研究所と共同
で物質の特定に取り組んでいる。
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伊豆沼・内沼湖畔試験池の水生植物の栄養塩吸収
The Study on Nutrient Absorption by Aquatic Plants in an Experimental Pond nearby 

Izunuma & Uchinuma

渡部　正弘　　大金　仁一　　小山　孝昭
粟野　　健　　佐々木久雄

Masahiro WATANABE，Jin-ichi OGANE，Takaaki KOYAMA
Takeshi AWANO，Hisao SASAKI

　県北部に位置する伊豆沼・内沼はラムサール条約の登録湿地になっている。沼の面積は約 3.9km2 あるが最大水深
が約 1.4 ｍと浅い。これまで水質浄化対策はいくつか提案されているが，環境省が公表した「COD でみた湖沼の水質
下位水域」において平成 15，16，17 年度連続で全国ワースト 2 位となっている。そこで新たに湖沼内対策として内
部負荷の削減を図るための各種研究を行っている。その一つとして，沼に生息する水生植物の栄養塩吸収能に着目し，
伊豆沼湖畔の試験池における底質からの栄養塩の溶出と水生植物ヒシの吸収との関係を調査し，また，ヒシの部位別
の吸収特性を室内試験し，その浄化効果について検討を行った。

キーワード：伊豆沼・内沼；湖沼；水生植物；栄養塩吸収；水質浄化
Key words：Izunuma&Uchinuma；lake&marshes；aquatic plant；nutrient absorption；water pollution control

1　はじめに
　伊豆沼・内沼は，ラムサール条約の登録湿地となって
おり，渡り鳥の飛来地でもあり国内でも極めて価値の高
い自然環境を有している水域である。しかし，沼は水田
地帯に位置しており，下流の迫川との水位差がほとんど
なく，沼の水がなかなか流出せず泥が堆積しやすく，ま
た，浅いため風が吹くと泥が巻き上がりなかなか沈まな
いという特徴がある。そのため，沼は浅底化と同時に，
水質汚濁という事態を招き，好ましくない環境になって
いる。そこで，県は周辺市町村と共にこの沼を保全す
るため平成 4 年度（1993 年 3 月）伊豆沼・内沼環境保
全対策基本計画 1）を策定した。その水質は環境省が公
表した「COD でみた湖沼の水質下位水域」で平成 15，
16，17 年度と 3 年連続の全国湖沼のワースト 2 位となっ
ている。これまで下水道整備等の流入負荷削減対策は行
われているが，水質に目立った効果は表われてきていな
い。そこで新たに湖沼内対策を主とした各種浄化研究を
行うこととした。この沼はラムサール登録湿地であり浚
渫などの手段はとりにくく，生態系に配慮した方法で行
う必要がある。沼の底泥が風で巻き上げられることによ
る濁りやプランクトンの増殖が COD の上昇につながっ
ていると考えられており，濁りを減らし，水中の栄養塩
を減らしてプランクトンの増殖を抑制することができ
れば COD が下がると期待される。そこで巻き上がり時
に濁りを除去する「巻上除去法」試験 2）や導水増量の
ための新導水路調査 3）や動植物を利用した浄化法を検討
してきた。植物を利用する方法については，沼全体に生息
している水生植物は利用効率が高いと考え，昨年度試験 4）

した結果，沼に生育する浮葉植物のヒシやアサザが水中の
栄養塩を良く吸収することが分かった。今年度は特に実を

食用にできるヒシに着目し，伊豆沼湖畔のヒシの繁茂する
ヒシ試験池の調査と室内試験を行った。試験池を調査し
たところ，流入水がなくヒシを成長させるための栄養塩の
供給は底質からの溶出が大部分を占めるのではないかと推
測された。そこで，沼より柱状採取した底質から栄養塩が
溶出している水中にヒシを投入し栄養塩の吸収を室内試験
した。また，別途ヒシのどの部分で栄養塩を吸収するのか
部位別に室内試験し，その浄化効果について検討した。

2　方　法
　2.1　ヒシ試験池の現地調査
　平成 17 年度と平成 18 年度にヒシ試験池の栄養塩（溶
存態無機窒素）を調査した。溶存態無機窒素（DIN）
は硝酸態窒素，亜硝酸態窒素，アンモニア態窒素の和
とした。
試験池の概要：伊豆沼湖畔にある直径約 30m 水深約 0.9m

の円形でヒシが繁茂している池（No. 8 池）
　2.2　ヒシによる底質から溶出した栄養塩の吸収試験

（室内試験）
　伊豆沼より柱状採泥器で採取した筒状容器中の底質の
上に蒸留水を乗せ，底質から水中への栄養塩の溶出が十
分進み栄養塩濃度が高くなった時点で水生植物ヒシを水
中に投入し，水中からの窒素の吸収を調べた。水中の栄
養塩がほとんど無くなる頃にヒシを引上げ，再度底質か
ら水中への栄養塩の溶出を測定した。この間，試験装置
から定期的に試験水を採取し，溶存態無機窒素（DIN）
の濃度を測定した。
　①試験期間：平成 18 年 6 月から 7 月まで　
　　溶出試験は約 1 ヶ月間行い，採水試験は溶出時には

概ね 2 日に 1 回，吸収試験時には 1 日に 1 回行った。
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　②場所：20℃の恒温室
　③試験植物：ヒシ
　　ヒシ吸収試験は試験池と面積当たり植物体重量をほ

ぼ同量にして行った。
　④試験装置：柱状採泥用アクリルパイプ
　　下部にゴム栓をした直径 11㎝，長さ 50㎝のアクリ

ル製透明パイプに柱状採泥した底質を入れたまま
で用いた。

　⑤試験水：柱状採泥した底質の上の水を捨て代わりに
蒸留水を入れ栄養塩の溶出と吸収を測定した。

　⑥測定：TRAACS800 を用い溶存態無機窒素（DIN）
の濃度を測定した。

　　また，ヒシ試験池での底質からの栄養塩溶出を把握
するため，池から柱状採泥器で採取した底質について
平成 18 年 10 月から 11 月に約 3 週間，同様の操作で
溶出試験を行った。
　2.3　ヒシの部位別栄養塩吸収試験（室内試験）
　水生植物ヒシの部位別の水中からの栄養塩吸収を調
べるために，試験装置から定期的に試験水を採取し，
溶存態無機窒素（DIN）の濃度を測定した。試験終了
時に部位別に湿重量を測定し，時間当りの吸収速度を
求めた。
　①試験期間：平成 18 年 8 月　
　　約 4 日間行い，採水試験は概ね 1 日に 2 回行った。
　②場所：20℃の恒温室
　③部位：ヒシの 3 部位（浮水葉，沈水葉 5），根）

　　　　　ヒシの浮水葉…放射状に水面に浮いている葉
　　　　　ヒシの沈水葉…茎の節ごとに羽状に出ている
　　　　　　　　　　　　水中にある葉
　④試験装置：栄養塩の入った 2L ビーカーを 3 個連結

し，1 本のヒシの浮水葉・沈水葉・根の部分をそれ
ぞれ別のビーカーに浸け込み試験した。（図 1）

　⑤試験水：栄養塩の窒素源として塩化アンモニウム
（N：2mg/L）溶液をビーカーに満水にして用いた。

　⑥測定：TRAACS800 を用い溶存態無機窒素（DIN）の
濃度を測定し，試験植物の水中からの吸収を調べた。

3　結果と考察
　表 1 は，平成 18 年度のヒシ試験池左岸表層水の分析
結果である。ヒシが繁茂しているのにもかかわらず，栄
養塩の溶存態無機窒素（DIN）が少ない結果となってい
た。また，伊豆沼・内沼に比べ透視度が良好であった。
　この池は流入水がなくヒシを成長させるための栄養塩
は底質からの溶出が供給の大部分を占めているのではな
いかと推測され，沼より柱状採取した底質から栄養塩が
溶出している水中にヒシを投入しその栄養塩の吸収の様
子を室内試験した。その結果を図 2 に示す。底質から水
中への栄養塩の溶出が十分進み栄養塩濃度が高くなった
時に水生植物ヒシを水中に投入し水中からの吸収を調べ
た。4 日ほどで水中の栄養塩がほとんど無くなり，溶出
した栄養塩をヒシが直ちに吸収した。面積当たりの植物
体重量は池とほぼ同等の条件で試験しており，この試験

　　　　浮水葉　　　　　　　沈水葉　　　　　　　　　根

図 1　ヒシ部位別栄養塩吸収試験装置

表１　ヒシ試験池の水質

図 2　ヒシによる沼底質から溶出した栄養塩の吸収試験 図 3　ヒシ試験池底質からの栄養塩の溶出
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では吸収速度が溶出速度を大幅に上回っていたことが分
かる。ヒシを引上げた後も再度底質から栄養塩が溶出し
ている。この試験でのヒシの栄養塩吸収速度は昨年度の
ヒシ室内吸収試験結果 4）と同程度で高い吸収能を有し
ていた。また，図 3 は秋に試験池の底質からの栄養塩の
溶出を試験した結果であり図 2 の沼の底質からの溶出と
ほぼ同程度のレベルであった。
　陸上の植物は根からのみ栄養塩を吸収するが，浮葉植
物ヒシでは水中のどの部分で水中からの窒素を吸収して
いるのかヒシの部位別（浮水葉，沈水葉，根）に溶存態
無機窒素（DIN）の濃度を測定した結果を図 4 に示す。
総吸収量としては，沈水葉だけでなく浮水葉でも同様の
高い吸収を示し，根は少ない結果となった。一方，これ
を 5mg/L に規格化した単位重量当たりでの吸収速度を
図 5 に示す。根が総吸収量では小さいようにみえるが，
根の総重量に占める割合が小さいからであり，単位重量
当たりの吸収量は他の 2 部位よりやや少ない程度となっ
ている。この試験によりヒシは海藻と同様に植物体全体
で栄養塩を吸収していることが分かった。これらのこと
からヒシ試験池では底質から栄養塩が水中へ次々に溶出
してもヒシが直ちに吸収するため水中の溶存態の無機窒
素が少ない結果となっていたと考えられる。
　伊豆沼・内沼では，沼の大きさに比べて入ってくる川
の水の量が少ないので，水の流れが遅く，入ってきた濁
りが底に堆積する。その底質が分解して栄養塩が溶出し，
プランクトンが発生しやすくなる。また，水深が浅いた
め風が吹くと泥が巻き上がりその濁りはいつまでも続く
ことになる。底質の影響が水質汚濁の一因になっている。
このような内部負荷のメカニズムによって，流入する川
よりも沼の水の濁りや汚れが大きいものとなっており，
内部負荷削減を行う湖沼内対策が重要となっている。
これまで下水道整備等の流入負荷削減対策は行われてい
るが，水質に目立った効果は表われてきていない。そこ
で新たに湖沼内対策を主にした各種浄化対策の検討を行
うこととした。この沼はラムサール登録湿地であり浚渫
などの手段はとりにくく，生態系に配慮した方法で行う
必要がある。このプランクトンの増殖や濁りの発生をで
きるだけ少なくしようとして，着目したのが沼の水生植

物である。沼では，春から夏にかけて水生植物が繁茂し，
これらによって水中から栄養塩類が効率的に吸収される
ことが示唆される。春から夏にかけて水生植物は盛んに
栄養塩を吸収して成長し，水面にいっぱい葉を広げて光
を遮る。水生植物が繁茂すると，プランクトンは増殖す
るのに必要な水中の栄養分と光が少なくなって，増殖が
抑制される。また，水生植物の葉や茎によって少々風が
吹いても波立たず泥の巻き上げも防止される。これらの
ことで水生植物により春から夏にかけてプランクトンや
巻き上がり減り，COD が抑制されると考えられる。ヒ
シ試験池で透視度が良好であったのはこれらの効果によ
るものと考えられた。
　伊豆沼・内沼の水生植物については，ヒシやアサザ
が水中から栄養塩を良く吸収する 4）ことがわかってい
る。この沼の最大水深は約 1.4m であり，沼のほとんど
は 1m 前後の水深で，抽水植物のヨシやマコモは水深の
浅い岸辺でしか生育できないが，広い沼の大部分はヒシ，
アサザ等の浮葉植物の生育に適しており，沼全体に生息
している水生植物の利用効率が大きいと考えられる。こ
の中でもヒシは茎の長さが 3m 以上にもなるので，この
沼でしばしば起こる増水時の水位変動にも対応できる構
造となっている。ヒシは水中に茎や沈水葉を伸ばすので，
小動物等の隠れ場所や産卵場所ともなり，その群落の増
加は生物多様性にも寄与するものと思われる。図 6 は伊
豆沼・内沼のヒシの実である。ヒシの実は大昔から人々
の重要な食料であり，環境負荷の低減の観点からヒシの
実の収穫が肝要であり，食材としての活用も期待されて
いる。
　ヒシを含めた伊豆沼・内沼の水生植物の特性を良く考
察し，その水質浄化の能力を十分発揮できるよう適正に
配置する等の取り組みが水環境改善につながっていくも
のと考えられる。

図 4　ヒシの部位別栄養塩吸収曲線

図 5　ヒシの部位別栄養塩吸収速度

図 6　伊豆沼・内沼のヒシの実（オニビシとヒシ）
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　伊豆沼・内沼でかつては水底が見えたと言われている。
沼の環境保全を進めていく上でテーマを掲げて実施して
いくことは重要で，「水底の見える伊豆沼・内沼をめざ
して」というテーマを提案している。（図 7）

4　まとめ
　新たに伊豆沼・内沼の湖沼内対策を主とした浄化対策
の研究の一つとして水生植物の浄化能を利用した方法の
検討を行った。
　伊豆沼湖畔のヒシの密生するヒシ試験池を調査した
ところ，水中の栄養塩がほとんど無く透視度が良好で
あった。 
　室内試験で底質から栄養塩が溶出している水中にヒシ
を投入したところ，4 日ほどで水中の栄養塩がほとんど
無くなり，溶出した栄養塩をヒシが直ちに吸収すること
が分かった。また，ヒシの部位別（浮水葉，沈水葉，根）
の吸収を試験した結果，総吸収量では沈水葉と浮水葉は
高い吸収を示し根では少なかったが，単位重量当たりの
吸収速度では 3 部位ともほぼ同程度となっていた。この
試験によりヒシは海藻と同様に植物体全体で栄養塩を吸
収していることが分かった。これらのことから試験池で

は底質から栄養塩が水中へ次々に溶出してもヒシが直ち
に吸収するため水中の溶存態無機窒素（DIN）が少ない
結果となっていたと考えられた。また，透視度が良好だっ
たのはヒシの栄養塩吸収によるプランクトン増殖抑制と
巻き上がり防止の効果によるものと考えられた。
　伊豆沼・内沼では，沼及び沼周辺の水環境を含めて自
然環境全体の保全のあり方を考えていかなければ，この
貴重な湿地帯のサンクチュアリーは守れない。自然の力，
沼の中の水生植物の浄化力を活用して，適度に人間が関
わりを持った適正な管理を行うことで，人間と自然が共
存でき，良好な水環境が保全されていくことと思われる。

参考文献
1）　宮城県：“伊豆沼・内沼環境保全対策基本計画書”，
（1993）．

2）　渡部正弘ら：水環境学会誌，6，387 （2003）．
3）　渡部正弘ら：第１回伊豆沼・内沼研究集会要旨集，   

19（2007）.
4）　渡部正弘ら：保健環境センター年報，24，111（2006）．
5）　北川政夫ら：“日本の野生植物 草本Ⅱ 離弁花類”，p．

262（1982），（平凡社）

「水底の見える伊豆沼・内沼をめざして」

図 7　伊豆沼・内沼の水生植物（水面に小さな葉が放射状に密集して浮いているのがヒシの浮水葉）
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鉛川湧水調査結果（第 3 報）
Study on Groundwater in the Namari River（3）
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1 　はじめに
　宮城県北西部の鉛川は昭和 62 年に閉山した国内屈指
の鉛・亜鉛を産出した細倉鉱山地帯を流れる。鉛川では，
鉛などの重金属が環境基準を超過している。その原因は
｢河床・河岸に高濃度の鉛を含む湧水があるなど地質構
造由来の自然汚濁｣ １）とされている。そこで，県では
鉛川調査の一環として重金属の環境基準超過原因の精査
のため平成 14 年度から湧水調査を実施している。前々
報２）では，湧水の湧出機構と水質特性を報告し，前報３）

では，湧水の水質特性を多変量解析法による検討と河床
堆積物の浸漬実験結果を報告した。本報では湧水特性と
河床堆積物の関連性を検討したので報告する。

2　調査方法　
　2.1　湧水調査 
　鉛川上流から二迫川との合流点までの区間において延
べ 54 地点で実施した３）。湧水調査は温度センサー先端
部を河床底で移動させ，表流水よりも 2℃以上低い部位
を湧水地点と判定し，手動ポンプで採水した。そのほと
んどは河岸や河床の砂礫間隙からの湧水だが，護岸ブ
ロックからの流出水，ステンレス製有孔管による河床礫
間水も採取した。
　2.2　河床堆積物の岩質調査 
　鉛川上流から二迫川合流点までの区間の 8 地点 11 ヶ

　鉛川最下流で環境基準を超過する Pb や Cd が検出される原因は河床湧水であり，その発生機構は①周辺地下水が
沖積層中に埋没する鉱石を溶出し表流水に混入，②河川表流水や伏流水に接触する河床堆積物中の脈石からの溶出，
③露頭やたい積場などからの浸出と考えられた。鉛川流域の河床堆積物の岩質は砂岩などの堆積岩が全体の約 60%と
最も多く，次いで脈石が約 15%で，脈石の割合は荒町橋，向原橋～藤沢橋，二迫川合流点で多かった。脈石の鉱物組
成は石英粒を主体としており硫化鉱物では黄鉄鉱が最も多く，次いで方鉛鉱，閃亜鉛鉱そして微量の蛍石が認められ
た。薄片観察及び粉末 X 線回折測定結果と溶出実験結果は良く対応していた。

キーワード：湧水；河床堆積物；重金属；鉛川
Key words：groundwaters；pebbles；heavymetals；the Namari River

所において，1m 線状法４）により河床堆積物を採取し，
岩質（岩石の種類）の鑑定と構成割合を算出した。

＊ 1　東北大学大学院理学研究科
＊ 2　栗原保健福祉事務所
＊ 3　東北大学・東北アジア研究センター
＊ 4　現共和コンクリート工業㈱

図１　河床堆積物の岩質調査地点図

　2.3　脈石の鉱物組成　
　向原橋と藤沢橋の 2 地点における脈石について，岩石の
構造観察は薄片を用いた反射顕微鏡により行い，構成鉱
物を同定は粉末 X 線回折測定（XRD と略す。 RIGAKU 
RAD-C 分析条件：Cu target,35kV,15mA,scan-speed 1°
/min，アングル 3–65）で実施した。藤沢橋における脈石
については表面（赤化部）及び内部の新鮮な部分（白色部）
についても同様に調べた。
　2.4  脈石の溶出実験　
　試料は硫化鉱物が多い藤沢橋における脈石で，その赤
化部及び白色部の 2 種類である。風化部分を除き鉄鉢で
粉砕後コランダム乳鉢で粉試料とし，10㎎を超純水 50ml
と共に共栓付き三角フラスコに入れて，室温 23 ～ 24℃及
び水温約 20℃の条件下で，1・3・5・7・24 時間の 5 回溶
出実験を実施した。１回ごとに溶出液を全量回収後ろ過し
て分析用に供した。分析項目はｐＨ，R- ｐＨ，酸化還元電
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位，電気伝導度，アルカリ度（0.01M 硫酸滴定法），陽イ
オン・陰イオン（イオンクロマトグラフ法），重金属（原子吸
光光度法），アルミニウム・ケイ酸（オートアナライザー法）
である。

3　結果及び考察
　3.1  湧水の水質特性　
　16 水質成分が得られた 53 湧水のクラスター分析５）によ
り，①表流水・伏流水が河床間隙水域（ハイポレックゾーン，
HZ）へ侵入し河川に再流出（河川水由来の HZ 水と略す）
②周辺の地下水が HZ へ侵入し河川に流出（地下水由来の
HZ 水と略す）そして③露頭地帯からの地下水（露頭由来
の地下水）の 3 種類に分類され，①は Ca・Mg・SO4・F
高濃度の河川水型，②は Pb・Cd・Zn・SiO2 高濃度で低
pH の地下水型そして③は Pb・Cd・Zn・F・Ca・Mg・SO4

高濃度の露頭水型に特徴づけられる。②は従来からの原
因と考えられている「地質構造由来の自然汚濁｣ であると
いえる。鉛川流域では，HZ 中には鉱山活動後の脈石・ズ
リ・カラミが普遍的に存在する。また流域の沖積層には鉱
山活動前の細倉層に胚胎する鉱脈の岩塊や鉱石の砕屑物
などが埋没堆積していると考えられる。そして鉱脈露頭は
細倉層の分布と一致し，その東端はあきのり橋～佐野橋付
近に認められる。
　一般に，硫化鉱物中の黄鉄鉱が水と接触すると硫酸酸
性水が生成し，この硫酸酸性水が鉱物と反応して鉛や亜
鉛などの重金属を溶出すると考えられる。河川流量の増
減区間では河川表流水が出入りする HZ が存在し，HZ
の中では脈石・ズリ・カラミから重金属が HZ 水に溶出
し表流水の出入り（伏流）により河川へ押し出される。
一方雨水を起源とする地下水が地下浸透して沖積層に到
達すると層中に埋没堆積している鉱石と接触し成分を溶
出し河岸堆積物や河床堆積物の間隙へ侵入する。平水時
には鉱石からの溶出成分は層中の水みち，河岸や河床の
堆積物の間隙中にとどまり更なる接触時間の継続ととも
に濃度が高まる。降雨により河岸や河床の堆積物の間隙
から押し出されて，河川へ流出する。降雨後における護
岸ブロックからの流出水は前述の②に分類される水質と
なる。このように HZ 中の脈石や沖積層の鉱石の存在が
Pb などの重金属を高濃度に含有する湧水の水質特性を
決定する要因といえる。
　3.2  河床堆積物の岩質調査  
　岩質の種類では砂岩，凝灰岩や礫岩の堆積岩が全体の
約 60%と最も多く，次いで脈石が約 15%であった。流
域別では砂岩が向原橋から下流で約 80%を占めている

（図 2）。向原橋から下流では，ディサイト質の軽石凝灰
岩及び凝灰岩，礫，凝灰質の砂及びシルトの弱固結ない
し未固結の地層からなる小野田層が分布する地質環境６）

を反映していた。脈石は荒町橋，向原橋～藤沢橋，二迫
川合流点で約 20%と多く，一方藤沢橋～二迫川合流点
で数%と低く河川改修工事７）による影響が考えられた。

図 2　河床堆積物の岩質調査結果

　3.3　脈石の鉱物組成　
　薄片観察では脈石は粒状の石英とその隙間が不透明鉱
物から構成されていることが判明した。次に，研磨薄片の
反射顕微鏡観察によると黄鉄鉱（黄色）が最も多く，次
いで方鉛鉱（灰色），閃亜鉛鉱（肌色）そして蛍石（茶色）
は稀れに認められた（表 1）。黄鉄鉱は自形結晶でありその
中に不規則な形状の方鉛鉱，細粒の閃亜鉛鉱や繊維状の
ウルツ鉱そして蛍石が包含されている状況が確認された（図
3）。さらに検鏡下で観察した鉱物を XRD 分析で確認を
行った（図 4）。これらは細倉鉱山の鉱脈を構成する鉱石で
ある。硫化鉱物中の黄鉄鉱が水との接触により硫酸酸性
水が生成し，硫酸酸性水が硫化鉱物と反応して Pb や Zn
などの重金属そして F を溶出すると考えられる。

表 1　脈石の鉱物組成

18 6 10

図 3　脈石の反射顕微鏡観察結果

図 4　脈石の粉末Ｘ線回折測定結果
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　脈石の赤化部と白色部では，赤化部の方が細粒で硫化
鉱物に富んでいた。針鉄鉱は赤化部に，閃亜鉛鉱は白色
部にそれぞれ多く観察された。黄鉄鉱を内包する脈石は
水中で SO4 イオンを溶出し，Fe イオンとの交換または
吸着して針鉄鉱が生成したと考えられる。鉛川の河床礫
の表面を赤く覆っているのは針鉄鉱であり，その成因は
河川水との接触による化学的反応といえる。
　3.4　溶出実験結果 
　溶出濃度は赤化部が白色部よりも多く，成分として
は Fe が約 70 ～ 280 倍，SO4 は約 20 倍，Ca は約 4 ～
20 倍多く溶出した。一方 Zn は約 8 ～ 15 倍と白色部の
方が多く溶出した。しかし，方鉛鉱の主成分の Pb や閃
亜鉛鉱の副成分の Cd は検出されなかった（表 2）。赤
化部は細粒な硫化鉱物に富むことから針鉄鉱から Fe が
溶出し，白色部は閃亜鉛鉱から Zn が溶出する。これら
の溶出結果は前述の鉱物組成と整合的である。溶出実
験結果は，薄片観察及び粉末 X 線回折測定結果と対応
していた。

水型に特徴づけられる。②は従来からの原因と考えら
れている「地質構造由来の自然汚濁｣ であるといえる。

2）　薄片観察では脈石は粒状の石英から構成され，黄鉄
鉱が最も多く，方鉛鉱，閃亜鉛鉱などが認められた。
黄鉄鉱の中に方鉛鉱，細粒の閃亜鉛鉱や蛍石が包含さ
れている状況が確認された。

3）　脈石の赤化部と白色部では，針鉄鉱は赤化部に，閃
亜鉛鉱は白色部に観察された。鉛川の河床礫の表面を
赤く覆っているのは針鉄鉱であり，その成因は河川水
との接触による化学的反応といえる。

4）　溶出実験結果は，薄片観察及び粉末 X 線回折測定
結果と良く対応していた。

5　おわりに
　旧廃止鉱山地帯流域の水環境の解明には，河床堆積物
の岩石鉱物学的な検討と共にこれらの溶出実験は有効な
手がかりになると考えられる。
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表 2　溶出実験結果

4　まとめ
1）　鉛川の湧水は，①河川水由来の HZ 水②地下水由来

の HZ 水そして③露頭由来の地下水の 3 種類に分類さ
れる。①は Ca・Mg・SO4・F 高濃度の河川水型，②
は Pb・Cd・Zn・SiO2 高濃度で低 pH の地下水型そし
て③は Pb・Cd・Zn・F・Ca・Mg・SO4 高濃度の露頭
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松島湾における藻場の生態系調査結果について（第 2報）
Ecological Survey on Algal-bed in Matsushima Bay（Ⅱ）

佐々木久雄　　小山　孝昭　　久保田龍二＊

Hisao SASAKI，Takaaki KOYAMA，Ryuji KUBOTA＊

　アカモクを中心とする松島湾の藻場の生態系を継続調査し，藻場の生態学的評価を実施した。その結果，アカモク
藻場では，ヨコエビ類を主体とした微小な葉上生物が蝟集・生息しており，魚類やその稚仔魚などの餌料となっていた。
またアカモク群落は，アラメ藻場，紅藻場などに比べ各季節ともに多くの生物が蝟集しており，松島湾の生態系構成
として，中心的な役割を果たし，多様な環境を創出していることが分かった。

キーワード：藻場；生物生産量；アカモク
Key words：algal-bed；biomass；Sargassum horneri

　2.2　調査時期
　調査は平成 17 年 6 月～平成 19 年 3 月にかけて計 9 回，
アカモクの生育ステージに合わせて，萌出期（11，12 月），
伸長期（1，2 月），繁藻期（3，4 月），成熟 ･ 衰退期（5，
6 月）に実施した。
　2.3　調査方法
　調査方法は潜水による目視観察および坪刈り採取によ
り行った。
　敢目視観察
　アカモクの繁茂している海底に測線ロープを設置し，
測線に沿って植物（海藻草類）および動物（底生動物・
魚類等）を潜水により目視観察を行った。
　測線は延長 50m，観察幅は 1m（測線の両側 0.5m）とし，
10m ピッチで種別の被度（植物 ･ 群体動物），個体数（動
物）の記録および水中写真撮影を行った。
　柑坪刈り採集
　調査地点の代表的なアカモク群落，アラメ群落，並びに
紅藻類群落を各１箇所（計 3 箇所）に 1m×1m の方形枠（コ
ドラート）を設置し，枠内の海藻草類および葉上動物を坪
刈採集した。なお，葉上動物は可能な限り，逃散させず
採集するために方形枠上に大型サバーネットをかぶせ全量
採集した。また，アラメ群落，紅藻群落での調査は平成
18 年 6 月，12 月，平成 19 年 3 月の調査のみで実施した。
　採集した試料は，持ち帰り，海藻草類については，種の
同定，湿重量の計測を行った。併せて葉上動物について
も種の同定，種別個体数・湿重量の計測を行った。また
アカモクについては，株数，全長，湿重量の計測を行った。

3　調査結果
　3.1　藻場生物の季節変化
　  3.1.1　植　物
　　 3.1.1.1　桂　島
　桂島における植物の出現状況を表 1 および図 2 示した。
　種類数は，目視・坪刈りの合計で 21 ～ 33 種となって
おり 4 月～ 5 月の春季に多くの種数が確認され，分類群＊　三国屋建設コンサルタント株式会社

1　はじめに
　松島湾は全国の閉鎖性水域と同様に，高度経済成長期
以降，産業の発展・都市化に伴い，湾内の水質が悪化し
問題視された。そこで宮城県　では湾内の水質を改善す
るために「松島湾リフレッシュ事業」が策定され，これ
まで宮城県の各部局が多方面にわたる様々な事業を展開
してきた。その一環として平成 14 年から「海藻活用水
質浄化事業」が実施され，松島湾に自生する褐藻類のア
カモクにおける窒素 ･ リンなどの吸収による水質浄化効
果が確認されている。そこで本報告ではアカモク藻場の
生態系機能に着目し，生態系構成・季節変化等について
調査を行った結果，得られた知見を報告する。

2　調査内容
　2.1　調査地点
　図 1 に調査地点を示した。
　調査地点は，桂島と寒風沢島の 2 地点を定点とし，在
城島付近を補足的な調査地点とした。

図１　調査地点
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別では紅藻類が最も多く確認された。なお坪刈りにおけ
る種類数，湿重量の推移は，種類数 5 ～ 18 種，湿重量
611.1 ～ 14052.6g/㎡となっており，湿重量では大型藻類
であるアカモクの成長に反映され 11 月から徐々に増加
し，4 月をピークに 6 月にかけて徐々に減少していた。

図２　桂島における植物坪刈り調査結果

表１　桂島における植物の出現状況

　    3.1.1.2　寒風沢島
　寒風沢島における植物の出現状況を表 2 および図 3 に
示した。
　種類数は，目視・坪刈りの合計で 33 ～ 40 種となって
おり，4 月の春季に多くの種数が確認され，分類群別で
は紅藻類が最も多く確認された。なお坪刈りにおける種
類数，湿重量の推移は図 3 に示したとおり種類数 9 ～
17 種，湿重量 1030.5 ～ 23128.5g/㎡となっており，湿重
量では大型藻類であるアカモクの成長に反映され 11 月
から徐々に増加し 6 月で最も多くなっていた。
　　 3.1.1.3　各地点の比較
　坪刈りにおける種類数は各地点での大きな差はみられ
ないが，目視観察においては寒風沢島も方が多くの種が

表 2　桂島における植物の出現状況

図 3　寒風沢島における植物坪刈り調査結果

出現していた。これは桂島は敷石やブロックによる人工
的な潜堤であるのに対し，寒風沢島は天然の岩礁で砂地
や地形の起伏などもあることから，海底地形や基質の多
様性に起因して植物の種数が多くなっているものと考え
られる。
　また湿重量においても寒風沢島の方が多く，これは大
型褐藻類のアカモクの湿重量に左右されているが，桂島
は 4 月をピークに 5 月，6 月と徐々に減少しているのに
対し，寒風沢島では 5 月，6 月と更に増加している。こ
れは寒風沢島に比べ桂島は内湾に位置していることか
ら，水温等の環境要因により寒風沢島よりも早く衰退の
時期を迎えたと考えられる。
　  3.1.2　動　物
　　 3.1.2.1　桂　島
　桂島における動物の出現状況を表 3 および図 4 に示し
た。坪刈り採集では，24 ～ 39 種，256 ～ 157,004 個体 /㎡，
1.78 ～ 398.41g/㎡の出現となっていた。
　種類数は各季節共に概ね 30 種前後の出現となってお
り，種構成では節足動物が優占していた。
　個体数は季節により大きな変動があり，特に平成 18
年 1 月と平成 18 年 6 月では 1㎡あたり 10 万個体を超え
る個体数となっていた。この個体数の変動はヨコエビ類
の特定の種による大発生であり，平成 18 年 1 月では aff.
アゴナガヨコエビ，平成 18 年 6 月ではフトヒゲカマキ
リヨコエビと別種によるものであった。
　目視観察による大型底生動物・魚類等の観察結果では，
20 ～ 29 種が確認されており，各季節共に 20 種以上の
出現種数となっていた。固着性の貝類や棘皮動物などは
周年で確認され，水温の上昇する 4 ～ 6 月ではメバル，
アイナメ，アサヒアナハゼなどの魚類も多く確認された。
また，アイナメは平成 17 年 11 月にアカモクの根元に産
卵された卵塊が確認された。

表 3　桂島における動物の出現状況

図 4　寒風沢島における植物坪刈り調査結果
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　　 3.1.2.2　寒風沢島
　寒風沢島における動物の出現状況を表 4 および図 5 に
示した。
　坪刈り採集では，17 ～ 24 種，116 ～ 14,216 個体 /㎡，
2.96 ～ 70.45g/㎡の出現となっていた。
　種類数は各季節共に概ね 20 種前後の出現となってお
り，種構成では節足動物が優占していた。
　個体数は季節により変動があり，平成 18 年 6 月では
1㎡あたり 14,216 個体と最も多く出現していた。この個
体数の変動はワレカラ類や微小な貝類の出現によるも
のであり，優占種は平成 17 年 6 月（7,040 個体 /㎡）で
はワレカラ類（5.342 個体 /㎡），平成 18 年 6 月（14,216
個体 /㎡）ではタマガイ科（7,005 個体 /㎡）であり，同
じ季節（6 月）でも年により違いがみられたが，タマガ
イ科は全般的に各季節ともに優占種となっていた。
　目視観察による大型底生動物・魚類等の観察結果では，
17 ～ 25 種が確認されており，各季節共に 20 種前後の
出現種数となっていた。固着性の貝類や棘皮動物などは
周年で確認され，水温の上昇する 4 ～ 6 月ではメバル，
アイナメ，アサヒアナハゼなどの魚類も多く確認された。

図 5　寒風沢島における動物坪刈り調査結果

表 4　寒風沢島における動物の出現状況

　　 3.1.2.3　各地点の比較
　各地点の動物出現状況の比較を表 5 に示した。
　これによると種類数，個体数，湿重量ともに桂島のほ
うが多く出現する傾向を示した。出現種のうち多くを占
めるものは，アカモクの葉上に蝟集するヨコエビ類など
の微小な甲殻類であり，桂島は寒風沢島に比べ内湾に位
置していることから，波浪の影響が少なく，比較的静穏
な海域であるため，これら微小な葉上動物が流されずに
蝟集しやすいものと考えられる。
　　 3.1.2.4　ヨコエビ類の出現状況
　坪刈り採集では主にアカモク藻場に蝟集する葉上動物
を対象としているが，確認種の中で大発生するなど特徴
的な出現を示したヨコエビ類について考察する。表 6 お
よび図 6 にアカモク藻場におけるヨコエビ出現状況を示

表５　各地点の動物出現状況の比較

した。
　ヨコエビ類は全体で 28 種確認されており，個体数で
は寒風沢島は最大で 630 個体 /㎡であるのに対し，桂
島では季節により大きな変動があり，平成 18 年 1 月
で 119,315 個 体 / ㎡（199.80g/ ㎡）， 平 成 18 年 6 月 で
139,675 個体 /㎡（341,70g/㎡）と大発生している状況が
確認された。
　種類数をみると各地点ともに各回 10 種類前後のヨコ
エビ類が周年で確認されており，前述したとおり大発生
したヨコエビ類は，平成 18 年 1 月では aff. アゴナガヨコ
エビ（aff. Pontogeneia rostrata），平成 18 年 6 月ではフ
トヒゲカマキリヨコエビ（Jassa slatteryi）と別種によ
るものであった。なお，両種ともに他の季節でも出現し
ていることから，何らかの環境要因により大発生するも
のと考えられる。
　3.2　アカモク生育状況の推移
　平成 17 年 11 月（萌出期）～平成 18 年 6 月（成熟 ･
衰退期）までの坪刈り採集で得られたアカモクの計測結
果を表 7 および図 7 に示した。
　アカモクの成長度合いは，萌出期の 11 月～ 2 月頃に
かけては，緩やかに成長しており，3 月以降の水温の上
昇とともに急激に成長していた。
　アカモクの全長は，5 月をピークに最大約 5 ｍに達し
ていた。また株により多少のばらつきがあり，各季節と
もに数センチから 10 数センチの幼株や若株が確認され

表６　アカモク藻場におけるヨコエビ出現状況

図６　アカモク藻場におけるヨコエビ出現状況
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ており，発芽時期や成長速度に差があることがわかった。
このことよりアカモクの成長過程を推察すると，ある程
度一斉に発芽するが，遅れて発芽するものもあると考え
られ，これは 11 月に比べ 2 月に株数が増加しているこ
とからも示唆される。また，遅く発芽した株は，光の条
件などから成長が遅れるものと考えられる。
　湿重量では，各地点でやや違う傾向を示した。桂島で
は 4 月に 14.0㎏ /㎡とピークを示し，その後 5 月，6 月
と減少しているのに対し，寒風沢島では 6 月まで増加し
ており 22.8㎏ /㎡と最大値を示した。谷口ら 1）は松島湾
のアカモク藻場における最大湿重量を 22㎏ /㎡と報告し
ており，今回の寒風沢島では同様の結果が得られたが，
桂島ではやや少ない値となっていた。このことは松島湾
内でも場所や環境条件により違いがみられるものと考え
られる。

表 7　アカモク計測結果

　また特筆すべき状況として，湾奥部の在城島周辺では，
11 月に全長約 4 ｍに達するアカモク群落が確認された

（図 8）。五十嵐 2）らはこれらを冬季成熟群と報告してい
るが，これらの群落の成熟・発芽時期や成長過程など不
明な点が多く，アカモク生態系を把握する上で，今後解
明していく必要のある事項である。

図 8　各地点のアカモクの全長（H17.11）

図 7　アカモク生育状況の推移

図 9　群落別葉上動物の出現状況

表 8　群落別葉上動物の出現状況

　3.3　群落別葉上動物量の比較
　ここでは平成 18 年 6 月から平成 19 年 3 月にかけての
アカモク群落，アラメ群落，紅藻群落での坪刈り採集結
果から葉上動物の出現状況を比較した。表 8 および図 9
に各群落の比較を示した。
　種類数（平均）はアカモク群落で 31 種，アラメ群落
で 19 種，紅藻群落で 24 種とアカモク群落で最も多く，
各調査回においても最も多くの種が確認された。
　個体数（平均）はアカモク群落で 52,768 個体 /㎡，ア
ラメ群落で 270 個体 /㎡，紅藻群落で 236 個体 /㎡とア
カモク群落が最も多く出現していた。これは前述のとお
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り 6 月のヨコエビ類の大発生によることもあるが，12 月，
3 月においてもアカモク群落では，アラメ群落，紅藻群
落に比べ個体数は多く出現していた。
　湿重量においても平均ではアカモク群落が最も多い
が，12 月ではアカモク群落での出現種は微小な種が多
く，一方アラメ群落，紅藻群落ではクボガイなどの比較
的大きな種が出現しているためアカモク群落よりも湿重
量が多くなっていた。
　上記のとおりアカモク群落では，他の群落よりも多く
の生物量を示した。これはアカモクの茎や葉が作り出す
複雑な空間構造により，ヨコエビ類などの微小な生物に
とっての棲息空間を提供しているものと考えられる。

4　まとめ
　藻場を形成するアカモクは，各季節ともに多様な生態
系構成の中心的役割を示している。その象徴的現象は蝟
集する生物種の豊富さやヨコエビ類などによって示さ
れ，これらは魚類などの餌料生物として食物連鎖の基点
となっていることが推察された。さらにアカモク藻場内
にて確認されたメバルの稚魚やアイナメの卵塊などから
も魚類の産卵・育成の場など生物の成育空間として価値
の高い場所となっていることが確認された。今後は，こ
のような生態学的な重要性について定量的に比較・評価
できる手法を検討していくことが必要である。
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基準等を超えた食品からの細菌の分離と同定
Isolation and Identification of Bacteria from Bacteria-Detected Food

佐々木ひとえ　　菅原　直子＊ 1　加藤　浩之
小林　妙子　　　渡邉　　節　　山田　わか＊ 2

谷津　壽郎　　　齋藤　紀行
Hitoe SASAKI，Naoko SUGAWARA，Hiroyuki KATOH
Taeko KOBAYASHI，Setsu WATANABE，Waka YAMADA
Juro YATSU，Noriyuki SAITO

＊ 1　現　中南部下水道事務所
＊ 2　現　（財）宮城県公衆衛生協会

1　はじめに
　流通食品の細菌汚染により食中毒あるいは健康危害事
件が発生する。これらを防止するためには食品の細菌汚
染の実態把握が不可欠である。
　食品収去細菌検査は，販売に供される食品が「病原微
生物に汚染されていないか」等を検査することにより，
健康を損なうおそれのある食品が流通して食中毒等の健
康被害を起こさないよう，衛生的取扱指導を行う際の一
助となり，食中毒防止につながっている。
　宮城県では，平成 12 年度から 17 年度まで年間約 2,500
件の食品収去細菌検査を実施したが，約 5％の食品が食
品衛生法規格基準等に違反していた。
　そこで，平成 16 年度から 18 年度まで，違反食品から
分離した細菌について菌種の同定を行い，汚染経路の推
定を試みた。

2　対象および検査方法
　2.1　対　象
　平成 16 年 4 月から平成 19 年 3 月まで，県内各保健所
から検査依頼のあった食品約 5,500 件について，検査実
施標準作業書に基づき検査し，大腸菌，大腸菌群，黄色
ブドウ球菌の検査項目が陽性となった食品について，菌
分離と同定を実施した。ただし，平成 16・17 年度の古
川支所検査実施分は含まない。
　2.2　方　法
　食品から分離した菌は，表 1 に示した手順で同定した。

同定には，BBLCRYSTAL（日本ベクトン・ディッキン
ソン）およびエンテオグラム（和光純薬）を使用した。

3　結　果
　3.1　食品別陽性率
　大腸菌群は 2,579 件の食品を検査し陽性が 197 件，大
腸菌は 1,686 件検査し陽性が 15 件，黄色ブドウ球菌は
1,784 件検査し陽性が 8 件であった。
　大腸菌あるいは大腸菌群が検出された食品の品種別陽
性率を図 1 に示した。
　陽性率は，高い順に洋生菓子 29.6％（99/334 件），アイ
スクリーム類 17.8％（8/45 件），和生菓子 17.1％（48/281 件），
豆腐 10.9％（26/238 件）であった。ほかに陽性となった
食品は，氷雪，食肉製品，漬物，冷凍食品，魚肉練り製品，
生食用かき，ゆでめん，弁当・そうざい，牛乳であった。
　なお，漬物（4/109 件），生食用かき（10/588 件），弁
当・そうざい（1/650 件）は大腸菌の陽性率を，そのほ
かの食品については大腸菌群の陽性率を示した。
　次に黄色ブドウ球菌が検出された食品の結果を表 2 に
示した。黄色ブドウ球菌は，和生菓子 3 件，洋生菓子 3 件，
弁当・そうざい 2 件から検出された。

表 1　同定手順

図 1　食品別陽性率（大腸菌・大腸菌群）

表 2　黄色ブドウ球菌陽性結果
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　3.2　同定結果
　大腸菌群陽性となった 183 件について菌種の同定を実
施し，169 菌株について菌種が同定された。結果を図 2
に示した。Enterobacter 属菌が 41％， Klebsiella 属菌
が 36％と優位に検出され，この 2 種類の菌が全体の約
80％を占めた。他にKluyvera 属菌，Citrobacter 属菌，
Serratia 属菌，E. coli 等が同定された。
　さらに，今回陽性率が高かった食品について，食品別
に菌種を分類したところ，食品によって検出された菌種
の傾向に大きな違いはみられなかった。主な食品につい
ての結果を図 3 ～ 5 に示した。
　一方，生食用かきを除き，漬物等から検出された大腸
菌について血清型別試験を行ったが，病原血清型に同定
されたものはなかった。
　また，黄色ブドウ球菌 6 菌株についてエンテロトキシ
ンの検査を行ったところ，弁当・そうざいから検出さ
れた菌は 2 株ともエンテロトキシン C 産生菌であった。
残り 4 株はエンテロトキシン陰性であった。

4　まとめ
　平成 16 年度から 18 年度まで，大腸菌，大腸菌群，黄
色ブドウ球菌の項目で陽性に判定された食品から分離し

た菌株について菌種の同定を行った。
　大腸菌および大腸菌群について陽性率の高い食品は，
洋生菓子，アイスクリーム類，和生菓子，豆腐であった。
大腸菌群陽性 183 件のうち 169 件について菌種を同定す
ることができ，腸内細菌科のEnterobacter 属菌および
Klebsiella 属菌が全体の約 80％を占めた。これらは，日
和見感染症の原因菌であるが，腸管感染症を引き起こす
こともある。これらの菌は，ヒトや動物の腸管および自
然界の土壌や水に常在し，広く環境から検出されること
から，製造現場の器具・機材からの食品への汚染が考え
られた。
　弁当・そうざいから検出された黄色ブドウ球菌は，エ
ンテロトキシン（腸管毒）産生性の菌であった。黄色ブ
ドウ球菌はヒトの口腔・手指に常在し，食品従事者から
食品へ汚染して食中毒の原因となる。県内においても「調
理パン」や「ずんだ」などを原因食品とした黄色ブドウ
球菌食中毒が度々発生している。
　このことから，収去検査で違反となった食品の菌種を
同定することで，汚染経路等が推察できることもあり，
食品の危害防止あるいは現場の衛生指導に有効に活用で
きると思われる。

図 2　大腸菌群同定結果（全食品）

図 3　大腸菌群同定結果（洋生菓子）

図 4　大腸菌群同定結果（和生菓子）

図 5　大腸菌群同定結果（豆腐）
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ブタからのインフルエンザウイルスの分離
Isolation of Influenza Virus in swine
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1　はじめに
　インフルエンザウイルスは，ヒトをはじめ水鳥，家
禽，ブタなどの多くの動物に感染することが知られて
いるが，細胞表面のレセプターの違いにより，ヒトはヒ
トの，トリはトリのインフルエンザウイルスに感染する
とされている。しかし，ブタはヒトとトリのどちらのイ
ンフルエンザウイルスにも結合するレセプターを持つた
め，ヒトとトリのインフルエンザウイルスが同時にブタ
に感染した場合，インフルエンザウイルス遺伝子の再集
合により新型インフルエンザウイルスが出現する可能性
が指摘されている。このようなことから，厚生労働省は

「感染症流行予測調査事業」の中で平成 17 年度から新型
ウイルスの出現監視を目的としたブタの鼻腔拭い液から
のウイルス分離による感染源調査を開始した。本県もこ
の事業に参加し 100 検体について調査を実施した結果，
3 検体からインフルエンザウイルスを分離したので報告
する。また合わせて同シーズンのヒトから分離されたウ
イルスとの関連性も検討したので報告する。

2　方　法
　2.1 検体採取時期と件数
　対象は県内で飼育された 6 ヶ月齢のブタの鼻腔拭い液
で，7 月から10 月までに 5 回，1 回につき15 件から 25 件
で合計 100（№ 1 ～ 100）検体について調査した。
　2.2　検査方法
　前処理したブタの鼻腔拭い液を MDCK 細胞に接種し，
6 から 7 日間，細胞変性 効果（cytopathic effect：CPE）
を観察した。CPE の有無にかかわらず赤血球凝集試験

（hemaggulutinin test：HA）を行い，凝集が確認されなかっ
た場合は，もう一度 MDCK 細胞に盲継代し同様の作業
を行った（図 1）。CPE が認められ HA 試験で凝集が確認
された検体は，インフルエンザウイルス同定キットを使用し
Ａ，B 型別判定を行った。A 型については国立感染症研究
所から指定された抗血清（抗 A/swine/Saitama/27/2003

（H1N2）・ 抗 A/duck/Ukraine/1/63（H3N8）・ 抗 A/
Hiroshima/52/2005（H3N2））を用い， 赤血球凝集抑制

試験（hemaggulutinin inhibition test：HI）により亜型を
決定することとした。なお，輸送培地，細胞培養培地組成，
検査方法は平成 18 年度感染症流行予測調査実施要領（厚
生労働省健康局，結核感染症課）3）および感染症流行予測
調査事業検査術式 4）に従った。HA（hemaggulutinin）の
亜型については高尾らが作成したプライマーを用いて図 2
の術式で，ノイラミニダーゼ（neuraminidase：NA）の亜型
についてはアメリカのライトらが作成したプライマーを用いて
図 3 の術式で，HA および NAをコードするウイルス遺伝子
の一部を RT-PCR で増幅して確認した。さらに産物につい
てダイレクトシークエンスにより塩基配列を決定した。

図 1　検査方法

3　結果および考察
　9 月に採取した検体中 3 件（№ 61･66･67）に CPE が認
められ，HA 試験でも凝集が確認された。インフルエンザ
同定キットによる型別判定は 3 件とも A 型を示したが，HI
試験を行うに充分な凝集価が得られなかったため実施で
きず，RT-PCR により亜型を決定した。引き続き HI 試験
に必要な凝集価を得るため継代培養を行ったが，ヒトのイ
ンフルエンザ流行シーズンに入り，検査室内でのヒトとブ
タのインフルエンザウイルスのコンタミネーションを懸念し
て培養を一時，中止した。RT-PCR による亜型は 3 件とも
H3N2 であり，HA 領域で塩基配列が決定できた 294bp
について相同性を調べた結果 100%の一致が認められた。
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またブタの産地と同じ保健所管内で 2005/2006 シーズン後
半の 5 月にヒトから同亜型 H3N2 が 3 件（№ 9･10･11）分
離されたことから，本調査で分離されたブタのインフルエ
ンザウイルスとの相同性について分子疫学的方法で解析を
行った。ヒトとブタから分離されたウイルスについて，HA
領域で塩基配列が決定できた 294bp について相同性を調
べた結果，ヒトとブタの塩基配列の相同性は 96.3%，ア
ミノ酸配列の相同性は 92.9%であり，ヒトとブタのウイル
スは一致しなかった。次にこの結果をもとにこれまで報告
されたヒト及びブタインフルエンザウイルス共に系統解析を
行い，図 4 に系統樹を作成し示した。1997/1998 年シー
ズンのシドニー株からたどると，次の分岐で 1999/2000
シーズンのパナマ，続いて 2001/2002 シーズンのフッケン，
2003/2004 のニューヨーク，2004/2005 のウイスコンシン
とシーズンを経るごとにいわゆる連続変異の様子が確認さ
れた中で，今回のブタ及びヒトのインフルエンザウイルス
は 2001/2002 シーズンのリファレンス株であるフッケン株よ
り分岐し，それぞれ独自のクラスターを形成することが明
らかになった。一方，これまで報告されたブタ由来の株は
フッケン株より以前に分岐し，全く別の独自のクラスターを
形成したことから，今回分離されたブタインフルエンザウイ
ルスはよりヒト型に近縁な株で，大きくはヒトインフルエン
ザウイルスの系統に含まれると考えられた。しかしながら，
同一地域及び同一シーズンのインフルエンザ患者から分離
されたウイルスの塩基とアミノ酸の相同性の結果及び系統
解析の結果から，少なくとも 2005/2006 シーズンに同一の
ウイルスがブタとヒトの間でやり取りされたとは考えにくく，
2001/2002 シーズン以降，2003/2004 シーズン以前にヒト
型ウイルスがブタに感染した可能性が示唆された。今回ブ
タから分離されたウイルスは危惧されるH5 型などの新型ウ
イルスではなかったが，2003/2004 シーズンのレファレンス
株である A/New York/55/2004 や 2004/2005 シーズン
のA/Wisconsin/67/2005と近縁でヒトインフルエンザウイ
ルスとの関連性も強く示唆されたので，今後ともこの事業
に参加し，新型インフルエンザウイルスの出現監視を続け
ていく必要がある。
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図 2　HA 領域増幅 RT-PCR

図 3　NA 領域増幅 RT-PCR
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図 4　A/H3N2 ウイルスの HA 遺伝子の系統解析
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