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　毒物カレー事件に代表されるような有害物質による健

康危機の発生に対して，専門的知見や高度検査機能を有

する機関としての地方衛生研究所に求められる役割は，

近年ますます増大している。健康危機が発生した場合に

は，その機能を十分に発揮して未知の病因物質の分析・

特定を迅速かつ正確に実施して，危害の拡大を可能な限

り防がなければならない。そのためには，保健所と連携

して現場の状況や患者の症状を十分に把握・検証して，

迅速かつ的確な検査対象物質の絞り込みが必要である。

そこで今回，化学物質及び自然毒による健康危害に対し

て，患者の症状及び潜伏時間等から病因物質を検索する

ためのデータベースを作成し，優先的に検査対象とすべ

き物質の絞り込みの方法を検討した。
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　今回，経口摂取による健康危害が知られている有害物

質として，重金属５物質，農薬８物質，その他の化学物

質８物質，毒きのこ１８種類，その他の植物性自然毒２１種

類　，動物性自然毒１１種類についてExcelを用いてデータ

ベース化した。

　本データベースでは，これらの有害物質による健康危

害の実例１２７件と専門書等に示されている病因物質５１例

（以下「一般例」と呼ぶ），合計１７８例の症状，潜伏時間

及びその他の情報を表示した。発生頻度の多い症状につ

いては症状ごと（例えば「下痢」など）の専用の「列」

に分類したが，発生頻度の少ない症状については，「そ

の他」の「列」にまとめて表示した（図１）。なお，実

例と一般例の区別を容易にするために，一般例は青字で

示し，実例については黒字を原則としたが，実例で発症

者の３０％以上にみられた症状については赤字の太字で，

３０％未満は黒字の斜体細字で表示した（図２）。また，

下痢の回数のような症状に関する情報や，症状の発生順

位についてもできるだけ表示するように努めた。実例の

潜伏時間については，最も早く発症した人は「早い」の

欄に，患者が最も多発した潜伏時間は「多発」の欄に，

最も遅く発症した人は「遅い」の欄に，「日」は「ｄ」，

「時間」は「ｈ」，「分」は「ｍ」の記号を用いてそれぞ

れ表示した。実例については，摂取量や食べたときの味

や臭い等，検索に参考となる情報をできるだけ表示し，

一般例については，発症毒量や致死量などの情報もでき

るだけ加えた（図３）。植物性自然毒の成分は「毒の成

分」の欄に示したが，類似の毒成分を含有する別の種類

の有毒植物も「類似毒及び小分類」の欄に表示した（図

４）。また，これらの有毒植物６２種類を新たに別な「行」

の病因物質の欄にも表示し，当該植物名で実例等の表示

済みの有毒植物名が参照できるようにした（図５）。また，

実例等が示されていない農薬２３１物質を有機リン系等の

分類名ごとに区分して表示し，一般名により該当する分

類の実例等を参照できる「農薬検索」用データベースを

別のシートに作成した（図６）。

　なお，これらのデータは「食品衛生学雑誌」，「全国食

中毒事件録」，「東京都の食中毒事件概要」，「中毒百科」１），

「症例から学ぶ中毒事故とその対策」２），「行政と食中

毒」３）等から引用した。
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Search System for Causative Toxic Substances of Food Poisoning Emergency

阿部　和男　　森　�明＊　

Kazuo ABE，Yasuaki MORI

キーワード：健康危害事例，有害物質，症状

Key Word : Food Poisoning Emergency, Toxic Substances, Clinical Symptoms

　有害物質が疑われる健康危機が発生した際に，優先的に検査対象とすべき物質の絞り込むことを目的として，患者

の症状等から病因の有害物質を検索するためのシステムを作成した。今回，経口摂取による健康危害が知られている

物質として，重金属５物質，農薬８物質，その他の化学物質８物質，毒きのこ１８種類，その他の植物性自然毒２１種類，

動物性自然毒１１種類について，実例１２７件と専門書等に示されている病因物質５１例，合計１７８例の症状，潜伏時間及び

その他の情報をExcelで表示しデータベース化した。

＊　環境生活部参事兼技術次長
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　今回，有害物質による健康危害データベースをExcelで

作成したが，病因物質が不明の健康危害が発生した際に

は，オートフィルター機能を用いることによって患者の

主症状や特異的な症状等からの病因物質の絞り込みが容

易になった。すなわち，症状専用の「列」が設けられて

いる下痢などの症状の検索はオートフィルターの「空白

以外のセル」で，「その他」の列に区分されている症状

の検索はオートフィルターの抽出オプション中の症状で

それぞれ検索する（図７，８）。　絞り込みを開始する際

には，患者の多くに共通している１～２の症状について

検索し，続いて特徴的な症状を１つ程度，すなわち全部

で２～３の症状名で検索する（図９）。次に絞り込まれ

た病因物質の各「行」に表示されているすべての症状や

潜伏時間等を把握し，直面している健康危害の発症者の 

それらとを比較検討する。　これにより疑われる病因物

質が見つかった場合には，オートフィルターを一旦解除

して当該病因物質名で再度検索し直して，その症状や潜

伏時間，その他の記載事項について比較検討する。　なお，

表示全体の「列」の幅は狭く表示されているので，セル

の幅を広げるか「数式バー」で隠れているデータを確認

する必要がある。　また，植物性自然毒については「類

似毒及び小分類」に表示してある類似の毒成分を含有す

る他種の有毒植物についても確認する。　これにより病

因物質名の欄から疑わしい有毒植物名を検索し，類似の

有毒植物の実例等を参照することができる。疑わし農薬

の一般名が判明している場合には「農薬検索」用データ

ベースで該当する分類名を検索し，当該分類名の他の実

例の参照が容易となった。
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　化学物質や自然毒による健康危害では，当該化学物質

や自然毒の摂取量によって患者の症状の現れ方や潜伏時

間の長さにバラツキがみられる場合があることから，で

きるだけ同一物質による実例を数多く収集するように努

めた。　実例に一般例を加えたこのシステムによって病

因物質の検索が迅速かつ容易になり精度も上げることが

できたと考えている。　今回は，有害物質の経口摂取によ

る急性の健康危害を収集したが，今後は，微生物や気体

によるものなども含めた実例や一般例を多数収集し，検

索の範囲拡充や精度を高める必要があり，多くの自治体

の情報提供や専門家の協力によって本データベースが充

実できるよう期待している。なお「農薬検索」用データ

ベースの作成は，同一系統の農薬でも物質によって毒性

は異なると考えられるが，同一系統共通の症状を呈する

場合も少なくないと考え作成した。今回作成したデータ

ベースは，使用人口の多いExcelを用いたので多くの人が

何処でも簡単に使用できることや，疑われる病因物質が

検索された場合に，検索に用いた症状以外の症状も同一

「行」に表示されるので，直面している健康危害の発症

者の症状との比較が容易である利点がある。しかし，画

面が横に長いので横スクロールを多用しなければないと 

いう欠点もある。今後は今回作成したExcelによるデータ

ベースの充実を図るだけでなく，目的とする情報が１つ

の画面に表示できる専用ソフトの開発も検討し，将来，

できれば使用者の状況によって２つのソフトの使い分け

ができるようにしたいと考えている。
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　本研究は，厚生労働科学研究の分担研究「健康危機管

理事例のデータベース化とその利用に関する研究」で，

宮城県の担当分をまとめたものである。ご協力をいただ

いた大阪府立公衆衛生研究所の江部所長を始め，当研究

班の各位，並びにご助言をいただいた東北大学大学院医

学系研究科環境保健医学分野の佐藤洋教授に対して深く

感謝いたします。
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１）内藤裕史：中毒百科，南光堂（２００１）　

２）�日本中毒情報センター，症例で学ぶ中毒事故とそ

の対策，㈱じほう（２０００）

３）阿部和男：行政と食中毒，�宮城県食品衛生協会

（２０００）
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　１９９９年４月１日から施行された「感染症の予防及び感

染症の患者に対する医療に関する法律」の中で感染症発

生動向調査は大きな柱であり，感染症の発生を予防する

ための中心として位置づけられ充実が図られている。本

調査は，患者の発生を週報単位で収集・分析・提供・公

開する患者情報と，患者への良質かつ適切な医療の提供

や感染症発生の予防およびまん延防止のための病原体情

報の機能を有している。

　宮城県において，既に患者情報については順調に機能

しているが，病原体情報については取り組みが遅れてい

た。そこで，感染症の病原体の実態を把握し情報を提供

することは，的確，迅速な感染症対策に極めて重要であ

る点を考慮し，２００２年４月より宮城県医師会と県内の医

療機関および保健所の協力を得て「宮城県結核・感染症

発生動向調査事業実施要綱：以下要綱」１）に基づき感染

症の病原体検査を本格的に開始した。今回は，２００３年３月

までに得られた病原体検査状況について総括し報告する。

��� � � � �

������ � � �

　病原体検査を開始するに当たり健康対策課と協議し，

要綱で定めている定点把握対象の４類感染症の中から，

病原体検査は１１疾患を対象に，疾患別予定検査数を３４０件

とした（表１）。なお，調査期間は２００２年４月～２００３年

３月３１日までとした。
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Infectious Agents Surveillance in Miyagi Prefecture

秋山　和夫　　佐々木　美江　　山木　紀彦　
後藤　郁男　　佐藤　千鶴子＊１　　植木　洋　
渡邉　節　　畠山　敬　　斎藤　紀行　　　　

Kazuo AKIYAMA，Mie SASAKI，Norihiko YAMAKI，　　　　　
Ikuo GOTO，Chizuko SATO，Yo UEKI，　　　　　　　　　　　
Setsu WATANABE， Takashi HATAKEYAMA，Noriyuki SAITO

キーワード：定点，検出率，呼吸器系疾患，ヒトメタニューモウイルス
 
Key Words：Clinic Sentinels，Rate of Isolation，Respiratory Infectious Disease，

Human metapneumovirus　　　　　　　　　　　　

　宮城県感染症発生動向調査において，病原体定点及び患者定点から３５３件の検体を採取し病原体検査を実施した。

その結果，インフルエンザを含む呼吸器系疾患の検体が２５３件（７１．７％），感染性胃腸炎を含む腸管系疾患が７１件

（２０．１％），その他の疾患が２９件（８．２％）であった。病原体は３５３件中１９９件から検出し，検出率は５６．４％に達し，県

内で流行している感染症の病因因子の把握に有効であった。検出した主な病原体は，Influenza virusが１０５件，

Coxsackievirusが２２件，Norovirus及びRotavirusが各々１２件，Echovirusが１０件等であった。さらに，我が国で初めてHuman 

metapneumovirus２件を分離し，冬期の市中呼吸器感染症の病因因子として主要な位置を占めることが示唆された。

＊１　がんセンター

７．麻疹（１５）１．インフルエンザ（１５０）
８．急性出血性結膜炎（１５）２．咽頭結膜炎（１５）
９．流行性角結膜炎（１５）３．Ａ群溶血性レンサ球菌咽頭炎（３０）
１０．急性脳炎（５）４．感染性胃腸炎（６０）
１１．無菌性髄膜炎（５）５．ヘルパンギーナ（１５）

６．手足口病（１５）
（　）内は予定検査件数

患者定点医療機関（病原体定点医療機関）
保健所名

基 幹ＳＴＤインフルエンザ眼 科小 児 科
１（　１）　１３　　１　　５　　仙 南
１（　１）　３　６（　３）３　　１０（１＊）塩 釜
１（　１）　２　３（　１）１（　１）　５（１＊）大 崎
１（　１）　１２　　３　　栗 原
１（　１）　１２　　３　　登 米
１（　１）　２　４（　１）　６（１＊）石 巻
１（　１）　１　２（　１）１　　３　　気 仙 沼
７（　７）１１２２（　６）６（　１）３５（　３）計

＊印：インフルエンザ定点を兼ねている。
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　要綱の基準に従って宮城県医師会が選定した病原体定

点医療機関は，３小児科定点，１眼科定点，７基幹定点及

び６インフルエンザ定点で，３小児科定点はインフルエ

ンザ定点を兼ねている（表２）。さらに，病原体定点に

加え一部の患者定点協力医療機関へも検体採取を依頼し

た。なお，検体採取から報告までは図１のフローに従っ

て実施した。
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　インフルエンザと他の呼吸器系疾患，ヘルパンギーナ，

手足口病等の１０疾患については，主に咽頭ぬぐい液，感

染性胃腸炎と他の腸管系疾患については糞便を採取し検

体とした。
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　感染性胃腸炎等の腸管系疾患の細菌検査は，直接選択

培地のSS及びDHL培地に検体を塗抹後，３７℃，２４時間培

養した。同時にスキロー培地にも塗抹し，４２℃，４８時間

培養した。また，Ａ群溶血性レンサ球菌咽頭炎の検体は，

羊血液寒天培地に塗抹後，炭酸ガス培養器で２４時間培養

した。菌の同定は，菌の直接鏡検や疑わしいコロニーを

釣菌し生化学性状検査，市販免疫血清による血清型の決

定，ラテックス凝集反応，薬剤感受性試験および病因因

子の検索を行い判定した。また，必要に応じて遺伝子検

査を実施した。

　ウイルス分離には，HEp-２，LLC-MK２，RD-１８s，Vero，

MDCKおよびHMV- Ⅱの６種類の細胞を使用し，

CoxsackievirusＡ群の分離には哺乳マウスも併用した。ま

た，Respiratory syncytial virus（RSV），Rotavirusの検体に

ついては，培養検査に加えELISA法のディレクティジェ

ンやロタクロンのキットを用い抗原検出を行った。感染

性胃腸炎や他の腸管系疾患の糞便については遺伝子検査

も併せて実施した。分離ウイルスの同定は，中和試験，

赤血球凝集抑制試験及びPCR法で増幅した遺伝子を直接

シークエンスし行った。
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　検体採取は６保健所管内の１１医療機関から協力が得ら

れた。その内訳を見ると，１７病原体定点のうち石巻保健

所管内の１小児科定点，塩釜保健所管内の２インフルエ

ンザ定点および大崎保健所管内の１基幹定点の計４医療

機関から１８５件，患者定点では栗原保健所管内の１定点，

登米保健所管内の２定点，石巻保健所管内の１定点及び

気仙沼保健所管内の３定点，併せて７医療機関から１６８件

採取された。県内の場合，要綱に従い人口割合で病原体

定点を設定すると，基幹病院を除く小児科定点やインフ

ルエンザ定点がない保健所管内も存在し，全域にわたり

病原体情報を詳細に把握するには不適当と考えられる。

しかし今回，１保健所管内からは検体を採取することが

できなかったが，病原体定点の機能を補うため患者情報

を基にした患者定点からの検体採取は，病原体情報の把

握に非常に有効であったと考えられる。

　採取された検体数は，年度当初に予定していた３４０件と

同等の３５３件が確保できた。しかし疾患別・診断名別に

見ると，インフルエンザの１４３件に急性咽頭炎・急性上

気道炎・急性気管支炎等の診断名の１１０件を加えると，

呼吸器系疾患の検体が２５３件（７１．７％）と圧倒的に多かっ
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た。続いて，感染性胃腸炎を含む腸管系疾患が７１件

（２０．１％），手足口病が１１件（３．１％），溶血性レンサ球

菌感染症が５件，ヘルパンギーナと無菌性髄膜炎が各々

４件であり，呼吸器系の類似疾患に偏る傾向が認められ

た。また，１１対象疾患のうち眼科対象である急性出血性

結膜炎と流行性角結膜炎の２疾患，及び麻疹・急性脳炎

については全く採取されず，県全体或いは１１疾患全ての

病原体把握には至らなかった。次に月別の検体採取状況

は，５月初旬にインフルエンザの検体が２８件採取されたの

に始まり，その後感染性胃腸炎の検体が１６件採取され，

５月は計４４件であったが，６月から９月までの４ヶ月は，

ヘルパンギーナ・手足口病・無菌性髄膜炎の１４件のみと

なった。１０月の４０週経過後は，呼吸器系疾患や感染性胃

腸炎の発生が顕著となったことと，積極的に検体採取の

協力を医療機関に依頼した結果，検体数は増加し，１１月

には３１件，１２月には１０１件とピークに達し，２００３年１月

には９７件，２月には３６件と４ヶ月間で全体の約７５％が採

取された。これは，呼吸器系感染症が冬期に流行するこ

とと，小児科を中心とした医療機関では呼吸器感染症が

主要な疾患であることを反映した結果と考えられた（表

３）。

　疾患別または診断名別の病原体検出状況を表４に示し

た。インフルエンザが確定または疑われた検体１４３件中

１０８件（７５．５％）から，Influenza virus１００件・Parainfluenza 

virus・Human metapneumovirus（hMPV）・Adenovirusを各々

１件及びgroupＡ Streptococcus（GAS）２件を分離した。

また，かぜ症候群・急性咽頭炎・急性気管支炎等のイン

フルエンザ以外の呼吸器系疾患の診断名であった１１０件

中３６件（３２．７％）からは，上述の病原体に加えEchovirus・

Coxsackievirus B群・RSV・Herpes simplex virusなど多種

類の病原体が分離された。また，１人の咽頭拭い液から２

種類（GASとAdenovirus，GASとEchovirus，GASとCoxsackievirus）

の病原体が分離された症例も確認された。このように呼

吸器系疾患からは，併せて２５３件中１４４件（５６．９％）から

病原体を検出したが，この高い検出率は全検体を６種類

の細胞へ接種し，さらに２～３代の盲継代を実施した結

果によるものと考えられた。

　全国における２００１～２００２シーズンのインフルエンザは，

A／Ｈ１Ｎ１（ソ連）型・A／Ｈ３Ｎ２（香港）型・Ｂ型

を原因とする混合流行であった。この時期に全国や県内

で分離された２つのA型Influenza virusは,数年来の流行株

と抗原性に大きな変異は認められなかった２）。 一方，県

３２１１２１１１０９８７６５４
月

計
診　　断　　名

７３０６６１１１２８１４３インフルエンザ＊

１５１０６２２かぜ症候群

１１５１４４５３０急性咽頭炎

１３４急性上気道炎

２６１８２６急性気管支炎

４４急性肺炎

１１２扁桃炎

１８１３２２複数の呼吸器系診断名

３２７８１５１６５２感染性胃腸炎＊

１２１２感染性腸炎

３３乳児嘔吐下痢症

１３４複数の腸管系診断名

４４ヘルパンギーナ＊

３１１６１１手足口病＊

４４無菌性髄膜炎＊

２３５Ａ群溶血性レンサ球菌咽頭炎＊

２２その他

１２３記載無し

１４３６９７１０１３１１６０４１００４４０３５３計

＊：４類感染症届出疾患名
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内では５月に入り２２件のＢ型を分離しシークエンスを

行った結果，これまでの流行株であったＢ／山形系統と

は異なるＢ／ビクトリア系統であることが明らかとなっ

た。このＢ／ビクトリア系統は，２００１年に製造されたイ

ンフルエンザワクチンには含まれていなかったため,県

内において５月まで流行が継続した要因の１つと考えら

れた。

　２００２～２００３シーズンの全国におけるInfluenza virus分

離状況は，１１月下旬から主にＡ（Ｈ３）型の報告が認めら

れたがＢ型の検出例も僅かにあった。２００３年に入りＡ

（Ｈ３）型の検出報告数が増加した後，１月中旬以降はＢ

型が主流となり３月まで継続した。宮城県においては，

１２月にＡ（Ｈ３）型が５件，２００３年１月はＡ（Ｈ３）型４９

件とＢ型が３件，２月は,それぞれ６件と１６件，３月にはＢ

型のみ４件であり，全国と同様にＡ（Ｈ３）型の流行が主

流であった。
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名

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

体

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

原

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

病

６０１２５７Influenza virusＡ（Ｈ３）

４５１１４３Influenza virusＢ

５１１２１Parainfluenza virus２

２１１Human metapneumovirus

２１１Respiratory syncytial virus

２１１Adenovirus　　　　　　１

２１１２

１１５

１１Echovirus                    ９

６１２３１３

３３ ３０

３３Coxsackievirus          Ａ６

１０１０Ａ１６

６１１１１２Ｂ２

１１Ｂ４

２１１Ｂ５

４１１１１Herpes simplex virus

１１Norovirus                 Ｇ１

９１７１Ｇ２

２１１Ｇ１＆Ｇ２

１２２９１Rotavirus

１１Poliovirus             sabin２

１１Campylobacter

２１１Escherichia coli

１１groupＡ Streptococcus   Ｔ１

１１Ｔ３

６３１２Ｔ４

１１Ｔ１３

１１serovar unknown

６２１１１１１検体よりの病原体
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　呼吸器系疾患におけるInfluenza virus以外の病原体検

出状況の特徴は，これまでに我が国では分離報告がない

hMPVを２株分離したことである。このhMPVは，２００１年

にオランダの van den Hoogen ら３）が,小児の気管支炎患

者検体から分離したのが世界で初めてであり,その後

２００２年にオーストラリア，カナダ４，５）において報告され

ている。今回は，２００３年１月にインフルエンザ様疾患と

診断された６才の女児及び急性上気道炎と診断された３

才の女児から採取された咽頭拭い液をLLC-MK２細胞に

３代継代して分離された６）。hMPVの物理学的・分子生物

学的な特徴の詳細は今後の研究課題であるとともに

hMPVの疫学的研究を行い，市中呼吸器感染症の一因と

して明確にすることも急務と考えられる。

　感染性胃腸炎・感染性腸炎や他の腸管系疾患の診断名

で採取された検体７１件中３１件（４３．７％）から，Norovirus１１

件，Rotavirus１１件，Adenovirus２型，Echovirus１３型，Coxsackievirus

Ｂ群２型，Poliovirus Sabin２型（ワクチン由来株）がそ

れぞれ１株ずつ分離された。細菌では病原性大腸菌１件

とカンピロバクター１件が検出され，さらにNorovirusと

Rotavirus，NorovirusとCoxsackievirusＢ群，Norovirusと病

原性大腸菌が同一患者から検出された症例が３件あるな

ど，多種多様な病原体が確認された。

　感染性胃腸炎は多種類の細菌やウイルスに起因する疾

患であり，年間を通じ発生するが，その流行パターンは

初冬から増加し始め１２月にピークに達した後，春に再度

緩やかな山が認められる。今回，５月及び翌年の２月，３

月の検体からは主にRotavirusが，１１月以降の翌年の１月

までの検体からはNorovirusが検出され，全国の検出状況

と同じ傾向であった。なお，患者情報から宮城県におい

て２００２年夏期は全国の発生レベルの１．５～２．０倍の感染性

胃腸炎の報告があることから，今後夏期には食中毒菌等

を含めた細菌の病原体検索に力を入れる必要性が示唆さ

れた。

　その他の疾患別または診断名別検査状況では，７月に某

基幹病院へ無菌性髄膜炎の症状を呈する６～９才の患児

が集中して受診したため，４名から咽頭拭い液と髄液が

採取された。この時期，福井県，岡山県，高知県，熊本

県などの西日本では，Echovirus１３型による無菌性髄膜炎

の大流行７）があったことからエンテロウイルスを想定し

て迅速に検査を行った結果，Echovirus３０型を３株分離し

た。Echovirus３０型による無菌性髄膜炎は，１９９７～１９９８年

に全国的に流行したが，２００２年はEchovirus１３型の報告数

が多い。県内においても，Echovirus１３型は,かぜ症候群や

急性咽頭炎などの診断名の患者検体から６件検出した。

また，手足口病の検体は７月に６件，１０月から１２月に５

件の計１１件採取され，１０件からCoxsackievirusＡ群１６型が

分離され，全国の状況と同様であった。

　今後，手足口病の病原体には，無菌性髄膜炎や中枢神

経合併症を伴い死に至ることもあるEnterovirus７１型や，

無菌性髄膜炎としてのEchovirus１３型も視野に入れて，そ

の動向を把握する必要があると考えられた。

　ヘルパンギーナからは８月に４検体採取され，

CoxsackievirusＡ群６型３件とCoxsackievirusＢ群４型１

件が分離された。全国的にはCoxsackievirusＡ群４型や６

型２） が検出されており，ヘルパンギーナの材料から

CoxsackievirusＢ群が分離されたことは，非常に希なケー

スであった。この情報を医療機関に提供したところ，

CoxsackievirusＡ群６型が検出されたヘルパンギーナ患

者とは症状が異なると報告を受けており，ヘルパンギー

ナとCoxsackievirusＢ群の関連性について追求する必要

があろう。その他の疾患としてＡ群溶血性レンサ球菌咽

頭炎の検体が１０月に３件，３月に２件採取され，GASＴ４

型が３件とＴ１３型が１件，型不明が１件分離された。

　以上の成績から，インフルエンザ・感染性胃腸炎・無

菌性髄膜炎・手足口病・ヘルパンギーナ・Ａ群溶血性レ

ンサ球菌咽頭炎の４類感染症として診断された患者より

採取された検体は２１９件で，うち１４４件（６５．８％）から診

断名と病因因子との関連が示唆される結果が得られた。

一方，急性咽頭炎・急性気管支炎・急性上気道炎などの

４類感染症以外の診断名で依頼された検体は１３４件で，４７

件（３５．１％）から病原体が検出され，前者に比して低い

検出率であった。この結果は，現在分離対象としている

細菌やウイルス以外の病原体も含め対処する必要性を提

示していると考えられる。
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　宮城県感染症発生動向調査の病原体検査は２００２年度よ

り本格的に開始された。検体は，病原体定点と患者定点

医療機関の協力を得るなど変則的なシステムで採取され

たが，当初の予定数は確保され，且つ病原体は３５３検体

中１９９検体から検出し，検出率は５６．４％に達し，初期の

目的である感染症の予防対策には十分に寄与したと考え

られる。さらに，我が国では初めてhMPVの分離に成功

するなどの効果も認められた。しかしながら，臨床検体

が採取されていない保健所区域もあるとともに，流行の

兆しが見られてもスムーズに検体採取が行われず検体採

取時期を逸する場合も経験し，今後さらに検体採取方法

については改善する必要性も示唆された。

　感染症発生動向調査の２つの機能である病原体検索結

果と患者発生届出の解析を行い，感染症流行状況や今後

の感染症流行予測などの情報をリンクさせて医療機関，

保健所，学校，県民等へ情報を発信していくことは，患

者への的確な治療の推進，県民への感染症発生予防措置，

まん延防止措置の啓発の根拠としての意義が大きいと考

えられる。

　今後は，健康対策課・保健環境センター・保健所さら

に医療機関と，組織的な連携を取りながら，患者発生情

報と連動した形で病原体検査を進める必要があろう。
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　本調査を実施するに当たり宮城県医師会及び定点医療

機関の先生方，並びに保健福祉事務所健康対策班の方々

に御協力を戴き深謝いたします。
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１）宮城県保健福祉部健康対策課：宮城県感染症対策マ

ニュアル，１８４－１９０（２０００）

２）国立感染症研究所：病原微生物検出情報，２３�，３０７

－３０８（２００２） 

３）van den Hoogen,BG,et al：Nat.Med,７�，７１９－７２４

（２００１）

４）Nissen M D,et al：Med.J.Aust,１７６�，１８８－１８９（２００２）

５）Teresa C.T.Peret,et al：J.Infec.Dis,１８５，１６６０－１６６３

（２００２）

６）後藤郁男他：病原微生物検出情報，２４�，６４－６５
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　毎年冬季になると，呼吸器系や消化器系の症状を伴う

感染症が流行し，しばしば幼稚園，小中学校および老人

施設などで集団発生し社会問題となることもある。一般

的に感染症の集団発生を防ぐためには，ワクチン接種が

有効とされるが，多種の病原体に対するワクチン開発は

不可能であり，また万人にワクチンを接種することは困

難である。そこで，感染症の拡大を阻止するためには，

地域で流行している病原体の種を確定し，集団発生を防

ぐ手段を講ずることも一つの対策であると考えられる。

今回，胃腸炎症状の集団かぜ事例に遭遇し，学校の協力

を得て原因の追求を行い，さらに関係機関が連携して迅

速に予防対策のための注意を喚起することができたので

その概要を報告する。
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　平成１４年１２月１３日に教育庁スポーツ健康課から健康対

策課へ某小学校（在籍数４２８名）の在籍３４名の２年２組

において，「かぜ」により１８名が欠席し学級閉鎖中との

連絡があった。そこで，今冬最初の集団かぜであったこ

とから健康対策課・保健所・センターで協議し，学校に

検体採取の依頼を行うことになった。当初，インフルエ

ンザが原因と考えられたが，校医の見解や主症状より胃

腸炎も考慮して検体は咽頭拭い液及び糞便とした。検体

は１２月１７日より採取が行われ，咽頭拭い液２９件と糞便２８

件となった。

�����������

　咽頭拭い液および糞便について，定法により検体の前

処理を行い，拭い液についてはMDCK，HEp-２，LLC-

MK２， RD-１８s，Vero，HMV- Ⅱ細胞を，糞便については

HEp-２，LLC-MK２，RD-１８s，Veroを用いた分離培養によ

りウイルス分離を実施した。
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　糞便についてはさらに，感染性胃腸炎を疑いNorovirus

（NV，従来のNLV）を対象に遺伝子学的手法により検索を

行った。すなわち，糞便よりQIAamp Viral RNA mini kit

を用いてRNAを抽出し，GI系プライマーとしてGI SKR-

SKF，GII系プライマーとしてGII SKR-SKFを用いてRT-

PCRを行った。RT-PCR陽性検体についてダイレクトシー

クエンス法により塩基配列を決定し確認試験とした。

������������	
����

　１２月１６日に保健所が学校で調査を行い，当該クラス全

員への調査を依頼した。さらに１２月２４日，保健所とセン
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Outbreak of Gastroenteritis in a Public School

後藤　郁男　　山木　紀彦　　植木　洋　　　　　　
佐藤　千鶴子＊１　渡邉　節　　鶴若　美亜＊２　　　　　
鈴木　慶彦＊２　村上　れい子＊２　小野　日出麻呂＊３　
秋山　和夫　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

Ikuo Goto, Norihiko Yamaki, Yo Ueki　　　　　　
 Chizuko Sato, Setsu Watanabe, Mia Tsuruwaka      
Yoshihiko Suzuki, Reiko Murakami, Hidemaro Ono
 Kazuo Akiyama　　　　　　　　　　　　　　 　

キーワード：感染性胃腸炎, Norovirus, 集団発生

Key Words：Gastroenteritis, Norovirus, Outbreak

　県内の某小学校で発生した胃腸炎を主症状とする集団かぜについて，遺伝子学的手法を用いてNorovirusが原因であ

ることを迅速に判定した。また学校の協力を得て患者発生状況を調査し感染源を追及したところ，同地域で流行して

いた感染性胃腸炎が発端と考えられた。さらに，学校におけるNorovirusを原因とした感染性胃腸炎発生時の対処法に

ついて，特に吐物の取り扱いに関して具体的な方法を情報提供することにより，各関係機関に注意を喚起することが

できた。

＊１　現　がんセンター　　＊２　気仙沼保健福祉事務所

＊３　登米保健福祉事務所



ターで再度学校を訪問し検査成績の途中経過，教員から

の聞き取りと全校の欠席調査を行った。
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　糞便２８件中１１件からNVのＧ�型が１件，Ｇ�型が１０件

検出され，シークエンスの結果Ｇ�型１０件の塩基配列の

ホモロジーはおよそ１００％であったことから，今回の事例

はNVを原因とする感染性胃腸炎であることが判明した。

　発症者中調査票が回収できた２１名についての主な症状

は，発熱が最も多く６６．７％，次いで腹痛が５２．４％，嘔吐

が２８．６％，吐き気と咽頭痛が２８．６％および下痢が２３．６％

であった。発熱が最も多い頻度で出現し，典型的なNV感

染の症状とは異なっており，重複感染も考えられたがイ

ンフルエンザを含めた他のウイルスは検出されなかった。
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　調査票と教員からの聞き取りを参考に集計した結果，

初発は１２月８日で１名，その後９日３名，１０日８名，１１

日９名，１２日２名，１６日１名と計３４名中２４名（７０．６％）

が発症し，約１週間にわたり発生した。通常，NVの平均

潜伏時間は２４－４８時間程度であることから，二次感染の

可能性が示唆された。
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　全校における平常時の欠席数（平成１４年１０月２８日－１１

月２２日までの１８日間の平均）は５．２人で，異常欠席を示

す指標値は１２．０２人であった。平成１４年１２月１１日より指標

値を越える欠席が１６日まで継続し，指標値を超えた期間

は６日間と短くシャープペンシル型でピーク日の欠席率

は７．７％であった。１３日は当該クラスが学級閉鎖を行った

にも拘わらず，全校の欠席数は１５名と指標値を越え，そ

の中には胃腸症状を呈する欠席者もいたことから，当該

クラス以外にも感染性胃腸炎の発生があったと考えられ

る。なお，他の学年での胃腸症状による１２日以降の欠席

者は計１７名であった。図に学校全体及び最も患者が多

かった２年２組の欠席状況を示した。
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　感染症発生動向調査における当該地域の患者定点から

の感染性胃腸炎患者報告数は，平成１４年の第４８週が９．６７

名，第４９週が２１．３３名，第５０週が３８．００名で，急激に流行

が拡大していることを示しており，その影響で当該学校

ヘウイルスが侵淫したと推定される。著者らは，県内の

入院施設においてNVを原因とし飛沫感染が感染経路の

主体であった感染性胃腸炎を経験している１）。また，吐

物の処理過程において感染拡大したと考えられる院内感

染事例も報告されている２）ことから，今回の事例もウイ

ルス感染者の一人が９日に教室を含む校内で５回嘔吐し

た際に，他の生徒が嘔吐物の後始末を手伝いウイルスに

接触したり，さらにウイルスが飛散し同級生へ感染が拡

大したと推察される。また，他の学年で発症した１７名中

には，当該クラスと兄弟や姉妹であった者や自宅が隣接

して通学が一緒であった者もおり，それらから感染した

可能性もある。
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　本事例は地域で流行した感染性胃腸炎の影響を受けた

感染者が，閉鎖されている教室等で嘔吐し，感染が拡大

したと推定される感染性胃腸炎の集団事例であったこと

から，これを元に，保健所・センター・健康対策課・教

育庁が連携を取り，集団施設等の関係機関へ「感染性胃

腸炎の感染拡大防止について」３）の文書を送付し迅速に

注意喚起を行った。この情報が，現場では本症に対する

具体的なアドバイスとして有益であったと評価されてお

り，今後も集団感染症発生防止に有効と考えられ情報の

提供に努める必要がある。
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�　県下で発生した胃腸炎を主症状とする集団かぜにお

いて，遺伝子検査によりNorovirusを原因とした感染性

胃腸炎の集団発生であることを迅速に明らかにした。

�　学校欠席調査や患者の聞き取り調査結果より，本事

例の原因は同地域で流行していた感染性胃腸炎が学内

－50－

�　�全校　Ｎ＝４２９人，　　　２年２組　Ｎ＝３４



宮城県保健環境センター年報　第２１号　２００３ －51－

に持ち込まれ，吐物の処理過程や飛沫により他の生徒

に感染し，さらに同胞との接触により感染が拡大した

ものと考えられた。

�　学校における感染性胃腸炎発生時の対処方法を情報

提供することにより，感染拡大防止に寄与できた。
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１）植木　洋　他：県内の入院施設で発生した感染性胃

　 

　腸炎から検出されたＮＶ遺伝子解析，宮城県保健環境

センター年報，１９，６５－６８（２００１）

２）井戸田一朗　他：ノーウォーク様ウイルスに起因す

る，急性胃腸炎の院内集団発生事例について　感染症

誌，７６�３２－４０（２００２）

３）平成１５年１月１０日付け，健対第８７８号　「感染性胃腸

炎の感染拡大防止について」
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　牛が感染原因と思われる腸管出血性大腸菌（EHEC）

感染症は全国的に報告されており，宮城県でも平成１１年

に飼育牛が感染源と考えられる血清型Ｏ２６による事例が

発生した。また，平成１４年度，県内において市販大腸菌

免疫血清に凝集しない血清型に起因する家族内感染が発

生し注目された。さらに，全国的にも牛肉等の食肉製品

を原因とした広域的なEHEC感染症が発生している。

　一方，牛はEHEC保菌家畜として，また牛肉製品は

EHEC汚染の可能性が高い食品として食品及び食肉衛生

検査の監視対象となっている。しかし，厚生労働省への

食肉衛生検査所の報告はＯ１５７に限られ，その内容も検出

件数にとどまりEHEC感染症との関連性や詳細な菌の性

状は調査されていない。

　これらのことから，ヒトEHEC感染症防止対策には，

感染源となりうる家畜（牛）のEHEC保有状況の把握と

効率的な分離方法の検討，及び県内で発生するEHEC感

染症の原因となった菌株の毒素型と遺伝子パターンを含

めた分子疫学解析は重要である。そこで，食肉衛生検査

所管轄のと畜場で処理される牛を対象に，EHEC保有状

況，分離菌の種類・性状の確認と保有動向を把握し，さ

らに人から分離した菌株と分子学的に比較を行い，今後

のEHEC感染症対策のための基礎的研究とすることを目

的とした。
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　平成１２年４月から平成１５年３月までにと畜場に搬入さ

れた１，３２７頭の糞便を検体とし食肉衛生検査所でEHEC

の分離を行った。

������������	
�

　菌の分離は，糞便を増菌培地に接種し３７℃で一晩培養

した後，ベロ毒素遺伝子検出用プライマー（Takara社製 

primer vt1およびvt２）を用いたPCRを行った（以下，増

菌PCR）。遺伝子陽性となった増菌液を寒天培地に塗抹し，

以下定法に従って分離同定を行った。また，寒天培地か

ら一度で毒素産生菌が分離困難な場合には，菌の密に生

えているエリアを掻き取り，PCRによる毒素遺伝子の確

認を実施した。エリア中に遺伝子陽性の菌が存在する場

合には，菌の再分離を繰り返し行い単一の菌とした。分

離した菌は「デンカ生研」病原性大腸菌免疫血清を用い

て血清型を決定した。
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　分離した菌はCAYE培地２ml中に接種し，３７℃で１８－

２０時間振とう培養後遠心し，上清に存在する毒素をラ

テックス凝集（RPLA）法で検出した。

－52－
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Detection of Entero Hemorrhagic E.coli from Slaughtered Cattle in Miyagi Prefecture.

畠山　敬　　山口　友美　　佐々木　美江　　　　
渡邉　節　　斎藤　紀行　　秋山　和夫　　　　　
今野　明日香１）　小川　今日子２）　千葉　文明２）　
川向　和雄２）　　　　　　　　　　　　　　　　　
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Setsu WATANABE, Noriyuki SAITO, Kazuo AKIYAMA　　　
Asuka KONNO, Kyoko OGAWA, Fumiaki CHIBA　　　　　　
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キーワード：腸管出血性大腸菌，コロニーハイブリダイゼーション

Keywords：Entero hemorrhagic E.coli, Colony Hybridization

　宮城県では平成１１年に飼育牛から感染したと考えられる幼児の血清型Ｏ２６による事例が発生した。さらに，平成１４

年度には市販大腸菌免疫血清に凝集しない血清型の菌に起因する家族内感染が発生した。これらのことから，ヒト

EHEC感染症防止対策の基礎研究として，感染源となりうる牛のEHEC保有状況の把握と効率的な分離方法の検討を行

い，分離された菌株とヒト感染症株の遺伝子パターンの比較を実施した。

１）環境生活部生活衛生課

２）宮城県食肉衛生検査所
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　前述した１，３２７頭の牛糞便検体のほかに，新たに１０３頭

の牛糞便検体を採取しコロニーハイブリダイゼーション

によるEHECの分離を試みた。コロニーハイブリダイ

ゼーションには増菌PCRで毒素遺伝子陽性となった１８検

体を供試した。増菌培地はミネラルオイルを重層して半

嫌気状態にしたmECブイヨンを使用し，検体を接種後

４４℃で一晩培養した。増菌PCRでVT遺伝子の存在が確認

されたブイヨン１００μlをmEC寒天培地に塗抹し，３７℃で

培養した後コロニーハイブリダイゼーションに供試した。

コロニーをハイボンドN＋に転写し，水酸化ナトリウム

の存在下で菌を破壊して遺伝子を膜に転写固定した。

Takara社製のプライマーで増幅した産物（VT1・２）を

ビオチン化したプローブを用いてハイブリダイゼーショ

ンを行い，シグナル陽性コロニーの毒素型および血清型 

を確認した。

�������������	
�������

　分離した菌株は，遺伝子抽出後に制限酵素 NotⅠを用

いて切断し，Bio－RAD社製 Chef Mapper を用いて定法に

従いPFGEを行った。
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　牛のEHECの保有状況は，増菌PCR法の陽性頭数が平成

１３年度は３１５頭中６６頭（検査頭数の２１％），平成１４年度が

４１８頭中９１頭（検査頭数の２２％）と全検査頭数の約２０％

であった。また，牛糞便からは季節を問わず毒素遺伝子

が検出された。しかし，増菌ＰＣＲ法で遺伝子陽性を示

した１５７頭（平成１３年度及び１４年度合計）からの菌分離

率は約２０％（３０頭）であった（表１）。

合計３２１１２１１１０９８７６５４分　　離　　月

５９４２４２４４９３５２４６５７８１１４１１０１６４６９Ｈ１２年度検査頭数

５０００３００１１００００分 離 頭 数 ㈱

３１５３３３３２５１５７４０１３３６６２２０４０Ｈ１３年度検査頭数

６６６５１１６９０２９７１０１０Ｐ Ｃ Ｒ 陽 性 件 数

１４１２３０４００１２０１０分 離 頭 数 ㈱

４１８３８４０４１３７４６４０３４３９３７２０２０２６Ｈ１４年度検査頭数

９１２１０１４１６１３１７１９３２５０Ｐ Ｃ Ｒ 陽 性 件 数

１６０６２０１５０１１０００分 離 頭 数 ㈱

１，３２７９５９７１１５８７１４４１０５１２５１８９２０９５６７０３５検 査 頭 数 合 計

３５１８５３５５１３３０１０分 離 頭 数 ㈱

２．６４１．１８．２４．３３３．５４．８０．８１．６１．４０１．４０分　　離　　率（％）
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　分離された菌の血清型はＯ２６，Ｏ１５７以外にもＯ１６１，

Ｏ１６５，あるいは市販抗血清で凝集しないＯ１３８やOUT

（O antigen untyped）も分離された（表２）。
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　今回行ったコロニーハイブリダイゼーションの手技と

具体例を図１に示した。これらの方法により，１０３頭の

検体から，増菌ＰＣＲが陽性になった１８頭（１７．５％）に

コロニーハイブリダイゼーションを実施した。その結果，

５頭（検査頭数の４．９％，PCR陽性頭数の２７．８％）の糞便

からＯ１５，Ｏ１１９やOUTなど合計２２株のEHECが分離され

た（表３）。
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　EHEC感染症患者由来の菌株についてPFGEにより比

較検討した結果，平成１３年度に分離されたＯ２６患者由来

株８株のうち２株（金成町在住者）に同時期に分離した

牛由来Ｏ２６株（栗駒町で飼育）とパターンの類似性が見

られた（図２）。
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産 生 毒 素血　清　型分 離 年 度

ＶＴ１・２Ｏ１５７：Ｈ７
平成１２年度

ＶＴ２ＯＵＴ：ＨＮＭ

ＶＴ１Ｏ２６：Ｈ１１

平成１３年度

ＶＴ１Ｏ１３８：ＨＵＴ

ＶＴ１・２Ｏ１５７：Ｈ７

ＶＴ１Ｏ１６１：Ｈ１１

ＶＴ１・２Ｏ１６５：ＨＵＴ

ＶＴ１ＯＵＴ：Ｈ１９

ＶＴ１・２ＯＵＴ：ＨＵＴ

ＶＴ１・２Ｏ１５７：Ｈ７

平成１４年度
ＶＴ２Ｏ１５７：Ｈ７

ＶＴ１・２ＯＵＴ：ＨＵＴ

ＶＴ１〃
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　我々はこの調査の中で，平成１４年度に起こった家族内

感染事例の原因菌であるＯ１３８を平成１３年度に既に牛か

ら分離し，その保有を確認している。よって，ヒトEHEC

感染症防止対策には，感染源となりうる家畜（牛）の

EHEC保有状況の把握と，今まで以上に効率的な分離方

法の検討を行うことが重要である。

　と畜場に搬入された牛糞便からのEHEC遺伝子の検出

状況は，初年度である平成１２年度が検査頭数の約０．８％で

あったのに対し，平成１３年度は２１％，平成１４年度が２２％

と大幅に増加した。これは，特異性の高い検出用プライ

マーの選択とPCRの基礎的な技術が向上した結果と思わ

れる。また，牛便から毒素遺伝子の検出される時期は，

ヒト感染症が多発する夏場のみでなく検査を行ったほと

んどすべての期間を通して検出されることから，EHEC

－54－
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　　　　　検体をmECブイヨンで４４℃嫌気性培養

　　　　　　↓

　　　　　増菌PCR陽性：寒天培地に蒔きハイブリダイゼーション

　　　　　　↓

　　　　　シグナル陽性：該当するコロニーまたはエリアをPCRで確認

　　　　　　↓

　　　　　PCR陽性：平板培地で純培養の確認と分離

　　　　　　↓

　　　　　分離株の毒素確認（菌分離）
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生化学的性状同一シャーレからの分離株数産生毒素Ｏ血清型検体番号

一般大腸菌の性状１ＶＴ２　　ＯＵＴ№５

〃１ＶＴ１・２Ｏ１１９　№２６

〃１０ＶＴ２　　Ｏ１５　№４２

〃６ＶＴ１・２Ｏ１１９　№４８

〃４ＶＴ１・２Ｏ１１９　№４９
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は牛に常在していることが確認された。さらに，EHEC

の分離成績は，全検査検体１，３２７頭のうちの３５頭（全体

の２．６％）であり，これは全国食肉衛生協議会や公衆衛

生獣医師協議会等での分離報告とほぼ一致する。しかし，

増菌PCR法で遺伝子陽性を示した１５７頭からの分離率は

約２０％であった。

　このように，増菌PCR法で陽性を示したにもかかわら

ずEHEC分離率が２割と低値であったことから，分離率

を高めるためコロニーハイブリダイゼーション法の応用

を試みた。当初，我々はポラードらの考案した遺伝子配

列をそのままハイブリダイゼーションに利用し分離を試

みたが，毒素遺伝子に対する結合特異性が低いため，検

出用としては不適であった。そこで，検出用のプローブ

をTakara社製プライマーの遺伝子配列とし，大腸菌以外

の菌の増殖を排除するため増菌温度を４４℃ に変更して

嫌気性培養を実施したところ，EHECの分離に良好であ

ることが判明した。コロニーハイブリダイゼーションは

一度に数千ものコロニーのスクリーニングが可能で血清

型を問わないため，この方法の活用はEHECの分離に非

常に有効な手段であると思われた。しかし，今回プロト

タイプのVT２プロダクトを使用して作成したプローブ

がバリアントに対して有効か否かは未知である。今後の

検討課題としたい。

　分離された血清型は，ヒトEHEC感染症の原因の中で

最も多く分離されるＯ１５７，Ｏ２６のほかにＯ１５，Ｏ１１９，

Ｏ１３８，Ｏ１６１，Ｏ１６５など多様な血清型が存在すること

が示された。さらに，大腸菌の性状を示しながら通常の

市販血清型に凝集しないOUT（O antigen untyped）も分 

離されるなど，牛が保有する大腸菌にはヒトには稀な血

清型が多く存在する可能性が考えられた。特にＯ１３８は平

成１４年度に家族内感染の原因菌となったが，免疫血清が

市販されていないなど，行政検査を行う上で問題である。

　EHEC感染症患者由来の菌株についてPFGEにより比

較検討した結果，平成１３年度に分離されたＯ２６患者由来

株８株のうち１株（金成町在住者）に同時期に分離した

牛由来Ｏ２６株との類似性が見られた。牛の出荷地（栗駒

町）及び患者の居住地がともにEHEC患者多発地帯であ

る保健所管内であったことは興味深く，今後とも牛・人

の両面から継続調査が必要な地域であると思われた。
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　最後に，この調査で，牛はＯ１５７，Ｏ２６以外にも多く

のEHECを保有し，その排泄は季節を問わず行われてい

ることが確認された。また，動物由来株・ヒト感染症由

来株の遺伝子パターンの相同性は新たな発生疫学的調査

の方向性を示したものと思われる。今後とも，牛保有

EHECの追跡を行い，どのようなEHECが人に病原性を有

するのか，どのような因子が病原性発揮のための指標と

なるのかを確認していく必要がある。

� � � �

１．京都市衛生公害研究所調査研究部門：ハイブリダイ

ゼーション法によるEHECの検出と単離の試み，京都

市公害衛生研究所年報№６５，ｐ１０５～１０８（１９９９）

２．１９９０年度版，食品衛生検査指針，微生物編ｐ６７～１０７
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　レジオネラ属菌は好気性のグラム陰性桿菌で，アメー

バやテトラヒメナなどの原生動物の食胞内に寄生し増殖

することが知られている。レジオネラ属菌の宿主アメー

バ はHartmanella，Naegleria，Acanthamoeba，Vannella な
どで１），これらのアメーバは環境によって栄養体・シス

ト（嚢子）のように形態を変化させる。シストは乾燥や

熱，薬剤に強く，乾燥状態で１年以上生存することや高

濃度の塩素に耐性であること２）から，アメーバにレジオ

ネラ属菌が寄生した場合，レジオネラ属菌が死滅する環

境でもシスト化したアメーバ内でレジオネラが生存し続

ける可能性がある。そこでレジオネラ属菌汚染防止には，

アメーバを除去することが必須であり，その前段階とし

てレジオネラ属菌とアメーバの関連を知ることが重要と

考えられる。今回，レジオネラ属菌生息実態調査事業に

おいて温泉水とぬめりから検出したレジオネラ属菌とア

メーバの関連性について調査し，若干の知見が得られた

ので報告する。
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　レジオネラ属菌生息実態調査を実施した温泉施設・旅

館の２１施設を対象として，平成１３年５月から平成１４年１２

月までに採取した温泉水（注湯口・浴槽）１４９件および

浴槽周辺のぬめり７２件を検査材料とした。また，検査項

目はレジオネラ属菌，アメーバの検出の他に採水時に残

留塩素濃度の測定を実施した。
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　レジオネラ属菌の分離・同定およびアメーバの分離は

昨年と同様に「新版レジオネラ症防止指針」に基づき実

施した３）。アメーバの分離方法を図１に示した。アメー

バの分離に使用した大腸菌塗抹培地は大腸菌を予め６０℃

で不活化し，無栄養寒天培地に塗布して作製した。温泉

水については，原水または５０倍濃縮した１mLを， ぬめ

りについては原液または１０倍希釈した１mLを大腸菌塗

抹培地に塗布後３０℃で１～５日培養し，プラーク形成が

認められた場合をアメーバ陽性とした。検出された一部

のアメーバを微分干渉顕微鏡下（２００～４００倍）でシスト・

仮足・べん毛等の形態観察を行ない，属名の決定をした。

��������	
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Investigation of the Relevance of Legionella and Amoebas

佐々木　美江　　有田　富和＊１　畠山　敬　
斎藤　紀行　　秋山　和夫　　　　　　　　

Mie SASAKI，Tomikazu ARITA，Takashi HATAKEYAMA
Noriyuki SAITO，Kazuo AKIYAMA　　　　　　　　　　　

キーワード：レジオネラ，宿主アメーバ

Key Words：Legionella ，Host Amoeba

　温泉施設・旅館の温泉水と浴槽周辺のぬめりを対象にレジオネラ属菌とアメーバの検査を実施したところ，双方と

も高率に検出され，特に浴槽水からは宿主アメーバが優勢に確認された。また，アメーバが確認された温泉水や浴槽

周辺のぬめりからは６０％以上レジオネラ属菌が検出されたことから，レジオネラ属菌とアメーバが深く関与している

ことが明らかとなった。

＊１　現　石巻保健福祉事務所
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　レジオネラ属菌とアメーバの検出状況を図２及び図３

に示した。レジオネラ属菌は温泉水から１４９件中６１件

（４０．９％），ぬめりからは７２件中２９件（４０．２％）と同程度，

検出された。一方，アメーバは温泉水から１４９件中５１件

（３４．２％）であったのに対し，ぬめりからは７２件中３６件

（５０．０％）と半数からアメーバが確認されるなどレジオ

ネラ属菌と同様にアメーバは高率に確認された。
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　温泉水及びぬめりにおけるアメーバ生息の有無とレジ

オネラ属菌の検出状況を比較した（図４，５）。温泉水か

らレジオネラ属菌は，アメーバが確認された５１件中３６件

（７０．６％）から検出されたのに対し，アメーバが確認出

来なかった温泉水からは９８件中２５件（２５．５％）にとどま

り，アメーバが生息する浴槽からは高率にレジオネラ属

菌が検出された。

　また，同様にぬめりでのレジオネラ属菌は，アメーバ

が確認された場合，３６件中２３件（６３．９％），確認されなかっ

た場合，３６件中６件（１６．７％）であった。
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　確認された一部のアメーバの種類及びレジオネラ属菌，

残留塩素濃度を表１に示した。

　同定したアメーバはレジオネラ属菌の宿主となる

Naegleria，Acanthamoeba，Hartmanella と，温水環境中に
広く生息するPlatyamoeba であった。また，残留塩素濃度
とアメーバの種類を比較すると，０．１mg/L未満の浴槽水



ではレジオネラ属菌の菌数やアメーバの種類，検出数に

差はみられなかったが，残留塩素濃度が０．２mg/L以上で

宿主アメーバであるAcanthamoeba が１件検出された。
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　平成１１年４月に施行された「感染症の予防及び感染症

の患者に対する医療に関する法律（感染症法）」でレジ

オネラ症は全数届出対象疾患の４類感染症となった。施

行前の昭和４５年から平成４年（１９７９～１９９２）までの１４年

間の患者数が８６例に対し４），感染症法施行から平成１４年

１２月（２００２）までの患者数は４６５例と増えている５）。

　また近年，温泉・公衆浴場を感染源としたレジオネラ

症の集団感染例が相次いで報告され，平成１４年宮崎県で

は循環式入浴施設を感染源とする患者２９５名（うち７名死

亡）に達する事例報告もあり，社会的関心が一層高くなっ

ている。現在まで宮城県内での集団発生は報告されてい

ないが，　感染源不明のレジオネラ症による１例の死亡

が報告されていることから６），レジオネラ症に対する防

止対策は急務といえる。

　今回，レジオネラ属菌がアメーバ食胞内で大量に増殖

するという報告７）から温泉水とぬめりからのアメーバの

生息状況調査を実施したところ，４０～５０％にアメーバの

生息を確認した。更にアメーバが確認された温泉水・ぬ

めりからのレジオネラ属菌検出率は約６０％に達し，ア

メーバが確認されなかった両者からのレジオネラ属菌の

検出率は２０％程度と大きな差が認められた。また，確認

されたアメーバ種はレジオネラ属菌の宿主とされる種が

優勢に同定さていることより，温泉施設内でのレジオネ

ラ属菌の増殖や生存には，アメーバが重要な関与をして

いることが明らかになった。 

　一方，　アメーバに感染したレジオネラ属菌は，高濃度

の遊離塩素でシスト化したアメーバの体内で休止状態と

なり，塩素濃度を低下させることによって再び活動をす

るという実験報告２）があり，今回の調査で残留塩素濃度

０．２mg/Lの温泉水にもAcanthoamoeba が生息していたこ
とから，塩素濃度を保持することのみでレジオネラ属菌

の汚染を完全に防止すること不可能である。

　以上の成績から温泉施設等におけるレジオネラ属菌の

汚染防止には，　温泉水あるいはぬめりに含まれるア

メーバの除去が重要であると考えられる。
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�　温泉水・ぬめりからレジオネラ属菌とアメーバが高

率に検出された。

�　レジオネラ属菌の増殖には，アメーバが関与してい

ることが確認された。

�　温泉水からは宿主アメーバであるNaegleria，Acanthamoeba，
Hartmanella が検出された。
�　レジオネラ属菌の汚染防止には，　温泉水あるいは

ぬめりに含まれるアメーバの除去が必要であることが

考えられた。
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　本調査を実施するにあたり生活衛生課環境衛生班，大

崎保健所環境公害班，仙南保健所環境公害班の担当職員

の方々に多大なるご協力を賜り深く感謝します。
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�　財団法人ビル管理教育センター発刊：新版レジオネ

ラ防止指針

�　Kilvington S et al：Suvival of Legionella pneumophilla 

within cycts of Acanthamoeba polyphaga following chlorine

　exposure.J Appl Bacterioｌ６８，５１９－５２５（１９９０）

�　佐々木美江他：宮城県内の温泉施設におけるレジオ

ネラ属菌実態調査（第１報），宮城県保健環境センター

年報１９，６２－６４（２００１）

�　国立感染症研究所：病原微生物検出情報Ｖｏｌ．２１，

№９（２０００）

�　国立感染症研究所：病原微生物検出情報Ｖｏｌ．２４，

№２（２００３）

�　宮城県感染症情報センター：宮城県感染症発生動向

調査情報，第２９週（２００３）

�　遠藤卓郎他：レジオネラ汚染とその対策（２００３）
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レジオネラ属菌
（CFU／１００mL）

検出数アメーバの種類
残留塩素濃度
（mg／Ｌ）

５０～　４３０４Hartmanella

０．１未満
　０～　３９０４Acanthamoeba

　０～１，２６０７Naegleria

２０～　１６０４Platyamoeba

０　　　１Acanthamoeba０．１～０．２未満

０　　　１Acanthamoeba０．２以上
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　微生物の特定遺伝子を増幅するＰＣＲ法は，細菌検査

の迅速な検出法として日常検査に広く用いられている。

ＰＣＲ法は，微生物等のDNAをテンプレートとしサーマ

ルサイクラーを用いて核酸増幅反応を行い，生成された

特異DNA断片（アンプリコン）を電気泳動・染色で検出

し，病原菌の有無を判定する検査法である。ＰＣＲ法に

用いるサーマルサイクラーは高価で，アンプリコンの染

色に発ガン性物質のエチジウムブロマイドを用い，さら

に染色されたバンドの検出に紫外線を用いる。これらの

理由から，食品中の微生物を迅速に検出する必要がある

食品加工業などの現場にはほとんど導入されていない。

　そこで，ＰＣＲに変わるもものとして，安価な機器で，

簡便かつ安全に食中毒菌の存在が検査できるシステムの

開発が求められている。

　近年，核酸増幅の反応終末点の判定をアンプコンの検

出に変わり副産物の２リン酸であるピロリン酸を測定す

る方法が注目されている。わが国においては，核酸増幅

を定温で行ないピロリン酸をマグネシウム塩として検出

するＬＡＭＰ法が実用に向けて検証が進められてい

る１－３）。　

　遠藤は，ピロリン酸を酵素反応を利用して測定する方

法の導入を考え，新たな呈色法によるピロリン酸測定法

（ピロリン酸法）を開発した４）。

　今回，我々は７種類の市販食中毒菌鑑別用プライマー

を用い，各々の特異遺伝子を保有している食中毒菌及び

特異遺伝子を保有していない環境あるいは臨床分離菌に

ついてＰＣＲを行い，反応後を核酸増幅産物を泳動法で，

副産物のピロリン酸を新たに開発したピロリン酸法で測

定しピロリン酸の有効性について比較検討したので報告

する。
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　臨床あるいは環境より分離した大腸菌（Escherichia 
coli ）３株，腸管出血性大腸菌（Enterohemorrhagic E. coli ）
５株，腸管侵入性大腸菌（Enteroinvasive E. coli ）１株，エ
ンテロバクター（Enterobacter cloacae ）１株，クレブシエ
ラ（Klebsiella oxytoca ）２株， シトロバクター（Citrobacter 
freundii ）２株，セラチア（Seratia marescens ）１株，エル
シニア（Yersinia pseudotuberculosis ）１株，プロテウス
（Proteus mirabilis ）１株，プロビデンシア（Providencia 
rettgeri ）１株 ，サルモネラ（Salmonella spp ）７株，赤痢菌
（Shigella flexneri ）２株， 腸炎ビブリオ（Vibrio parahaemolyticus ）
tdh（＋）１株 ，腸炎ビブリオtdh（－）３株，ビブリオ・バ

ルニフィカス（Vibrio vulnificus ）１株，ナグビブリオ
（Vibrio cholere non-O1）１株，ウエルシュ菌（Clostridium 
perfergens ）enterotoxin（＋）３株，ウエルシュ菌enterotoxin
（－）３株， 黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus ）
enterotoxinA（－）１株，黄色ブドウ球菌enterotoxin（－）３
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Rapidly Identification of Food-poisoning Bacteria by Detection of Pyrophosphate

斎藤　紀行　　秋山　和夫　　遠藤　美砂子＊　
丸山　昇＊　　　　　　　　　　　　　　　　　
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Noboru MARUYAMA                                                        　

キーワード：ＰＣＲ法，ピロリン酸，食中毒菌
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　食中毒菌の迅速診断法としてＰＣＲ法が広く用いられているが，経済性あるいは安全性の理由から食品加工業者な

どの現場にはほとんど導入されていない。

　ＰＣＲの終末点の判定法を核酸増幅副産物のピロリン酸に着目し，新たな呈色法によるピロリン酸測定法を開発し

た。食中毒菌の検出法の応用を考え，市販の食中毒菌鑑別用プライマーを用いて食中毒菌関連菌に対してＰＣＲを行

い，反応終末点を従来の電気泳動法及び新たに開発したピロリン酸測定法とで判定した結果，ピロリン酸測定法は電

気泳動法と同等の感度で反応終末点が判定でき，食品加工現場での応用の可能性が示された。

＊　産業技術総合センター



株の２０菌種４２菌株を供試菌株とした。供試菌のうち各プ

ライマーに対応する特異遺伝子の保有が確認されている

菌株を陽性株，特異遺伝子を保有しないことが確認され

ている菌株を陰性株とした。
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　サルモネラ菌invA遺伝子検出用（SIN），腸炎ビブリオ

耐熱性溶血毒遺伝子検出用（VPD），腸管出血性大腸菌VT

遺伝子検出用（EVC），赤痢菌及び腸管侵入性大腸菌invE

遺伝子検出用（INV），赤痢菌及び腸管侵入性大腸菌ipaH

遺伝子検出用（IPA），サルモネラ菌エンテロトキシン遺

伝子検出用（STN），ウエルシュ菌毒素遺伝子検出用

（CPE）及び黄色ブドウ球菌エンテロトキシンＡ遺伝子

検出用（SEA）の７種類の市販プライマー（Takara Bio社

製）を使用した。各々のプライマーを陽性対象菌，増幅

ＤＮＡの大きさとともに表１に示した。
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　ＰＣＲにはＤＮＡポリメラーゼ及び４種の塩基が含有

されたＰＣＲ Beads Tube（Ready-To-Go：Amersham Pharmacia

 Biotech社製）を使用した。
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　０．４U/mlキサンチンオキシダーゼ（XOD：ロッシュ社

製）及び２０mMイノシン酸を含む１００mMトリス－塩酸緩

衝液（pH７．６）を調整し，これを試薬１とした。１００U/ml

ヒポキサンチングアニンホスホリボシルトランスフェ

ラーゼ（HGPRT：シグマ社製２５０Ｕ）及び４mMのパラヨー

ドニトロテトラゾリウムバイオレットを含む１００mMト

リス－塩酸緩衝液（pH７．６）を調整し，これを試薬２と

した。
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　各供試菌を適切な液体培地で１晩培養後遠心し，沈査

に滅菌蒸留水を加え再浮遊させ，９５℃で６分加熱，更に

１０，０００rpmで１分間遠心した上清をＰＣＲ用テンプレー

トとした。検出感度測定にはサルモネラ菌（Salmonella 
Enteritidis ）を１晩培養後，生菌数を算出し，更に１０倍階
段希釈した後，各々の濃度の菌液を熱処理してDNAテン

プレートとした。
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　DNA増幅のためのＰＣＲはReady-To-Goチューブ１本

に滅菌水（２２μl），各プライマー（アンチ０．２５μｌセン

ス０．２５μl）および各菌株のDNAテンプレート（２．５μl）

を加え，サーマルサイクラー（ABI社）を用い市販プラ

イマーの仕様書に準じた条件でＰＣＲを実施した。１検

体につき２本のReady-To-Goチューブを使用した。
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　ＰＣＲ終了後，各検体の５μlを２．５％アガロースゲル

で電気泳動を行い泳動後，アガロースゲルをエチジウム

ブロマイドで処理した後，紫外線で各々のアンプリコン

を確認し写真撮影を行った。
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　ＰＣＲ後，各検体に試薬１を５μl添加し６０℃ で１分

間加温振とう，さらに試薬２を２０μl加え，６０℃ で１０分

間加温振とうした後，１検体２本のＰＣＲチューブの反応

液を合わせ，そこから９０μlをマイクロプレートリー

ダー用のプレートに分注し吸光度（４９０nm／６３０nm）を

測定した。吸光度０．０４以上では目視による呈色の判定が

可能であった。このことより，吸光度が０．０４未満をピロ

リン酸法陰性（呈色陰性）０．０４以上をピロリン酸法陽性

（呈色陽性）とした。
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　陽性株及び陰性株をそれぞれのプライマーでＰＣＲを

行い電気泳動法で特定のアンプリコンが検出された検体

を泳動法陽性，検出されなかった検体を泳動法陰性とし

た。陰性株のうち泳動法で特定位置以外にバンドが観察

される泳動法陰性検体で，ピロリン酸法で呈色するもの

（目視で確認可：吸光度０．０４以上）を疑陽性とした。
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　表１に示した７種類のプライマーを用い，特定遺伝子

の保有が確認されている菌株（陽性株）３９，保有しない

ことが確認されている菌株（陰性株）１２１についてＰＣ

Ｒを行い反応終了後，電気泳動法によるアンプリコンの

検出と呈色反応によるピロリン酸測定を各々について行

い，結果を表２に示した。
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－60－

増幅DNA
（bp）陽性対象菌略　号プライマー

２６４サルモネラ菌ＳＴＮサルモネラ菌エンテロ
トキシン遺伝子

２５１tdh（＋）陽炎ビブリオＶＰＤ陽炎ビブリオ耐熱性溶
血毒遺伝子

４５６エンテロトキシン（＋）
ウエルシュ菌ＣＰＥウエルシュ菌毒素遺伝子

１７１腸管出血性大腸菌ＥＶＣ腸管出血性大腸菌VT
遺伝子

２９３赤痢菌，腸管侵入性大
腸菌ＩＮＶ赤痢菌及び腸管侵入性

大腸菌（EIEC）inVE遺伝子

２４２赤痢菌，腸管侵入性大
腸菌ＩＰＡ赤痢菌及び腸管侵入性

大腸菌（EIEC）inVE遺伝子

４２３エンテロトキシンＡ
（＋）黄色ブドウ球菌ＳＥＡ黄色ブドウ球菌エンテ

ロトキシンＡ遺伝子

遺伝子非保有株遺伝子保有株
検体数ブライマー

呈色陰性呈色陽性泳動陽性呈色陰性呈色陽性泳動陽性

１２５１７０１２１２２９ＳＴＮ

１７８２５０９９３４ＶＰＤ

１５１１６０７７２３ＣＰＥ

１１０１１０５５１６ＥＶＣ

１２２１４０２２１６ＩＮＶ

１４０１４０２２１６ＩＰＡ

２４０２４０２２２６ＳEＡ

１０５１６１２１０３９３９１６０計
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　陽性株の全ては泳動法及びピロリン酸法で陽性を示し

た。陰性株は泳動法では全て陰性と判定されるが，この

中にピロリン酸法で呈色陽性を示す疑陽性株がSTN，

VPD，CPE及びINVプライマーを用いた場合に認められ

た。VPDでＰＣＲを行った後，その反応液におけるアン

プリコンは電気泳動・染色後，画像として，またピロリ

ン酸は呈色反応で測定した吸光度を棒グラフとして，図

１に示した。レーン３，８，９がtdh（＋）腸炎ビブリオで，

泳動法では２５１bpに特異バンドが観察され呈色反応でも

吸光度が０．０４以上を示し，明らかに陽性と判定できる。

レーン１，２，４，５，６，１０の６菌株は耐熱性溶血毒遺伝

子を保有しないエルシニア，プロビデンシア及びtdh（－）

腸炎ビブリオで，特異バンド以外の領域に多数のバンド

が認められ，泳動法では明らかに陰性と判定できる。し

かしピロリン酸法による呈色反応では吸光度が０．０４以上

を示し陽性と判定され，これが疑陽性の菌株である。
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　食中毒菌及びその他の菌２０種について７種類のプライ

マーでＰＣＲを行い，反応終末点の判定を泳動法及びピ

ロリン酸法とで比較した。泳動法で特異バンドが認めら

れピロリン酸法でも陽性を示すものを＋，また両方法で

陰性となったものを－，疑陽性となったものを＊で表わ

し，表３に示した。EVC，IPA及びSEAを用いた場合，ピ

ロリン酸法では各々の遺伝子を保有する菌株のみが陽性

を示した。しかし，それ以外のプライマーを用いた場合

には疑陽性を示す菌株が観察された。VPDでエルシニア，

プロビデンシア及びtdh（－）腸炎ビブリオが，STNでシト

ロバクター，エルシニアプロビデンシアおよびtdh（－）腸

炎ビブリオが，ＩＮＶでクレブシエラ，シトロバクター，

エルシニア，プロテウス，プロビデンシアおよびtdh（－）

腸炎ビブリオが，CPEでtdh（－）腸炎ビブリオがそれぞれ

疑陽性を示した。 
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　サルモネラ菌（Salmonella Enteritidis）を１．７ｘ１０８～
１００cells/ml まで１０倍９段階の各濃度に希釈調整し，熱処

理後テンプレート検体とした。STNを用い，増幅数を３５

回及び４０回の各サイクル数でＰＣＲを実施し，反応終了

後，各々についてアンプリコンを泳動法で，ピロリン酸

を呈色法で測定し，結果を図２に示した。

　３５サイクルでは１．７ｘ１０６cell/ml以上の菌量でピロリン

酸法での呈色が陽性に，また泳動法でも陽性を示した。

４０サイクルでは１．７ｘ１０４cell/ml以上の濃度で両方法とも

陽性を示した。
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　次に１．７ｘ１０８cells/mlの濃度に調整し熱処理したサル

モネラ菌（Salmonella Enteritidis）をテンプレートとし
STNでＰＣＲを行った。DNA増幅数を１０，１５，２０，２５，３０

及び３５回で反応を終了させ後，各々についてアンプリコ

ンとピロリン酸を測定し，結果を図３に示した。増幅数

が１０～２０回では両方法とも陰性であったが，２５回以上で

は泳動法，ピロリン酸法とも陽性を示した。また同様の

実験を菌量１．７ｘ１０５clls/mlで行った場合でも，２５回以上

の増幅で両方法とも陽性を示した。

プ　ラ　イ　マ　ー菌　　　　種 ＳＥＡＩＰＡＩＮＶＥＶＣＣＰＥＶＰＤＳＴＮ
－－－－－－－大　腸　菌
－－－＋－－－腸管出血性大腸菌
－＋＋－－－－腸管侵入性大腸菌
－－－－－－－エンテロバクター
－－－－－－－クレブシエラ
－－－－－－－シトロバクター
－－－－－－－セ ラ チ ア

－＊－－＊＊エルシニア
－－－－－－＊プロテウス
－－－－－＊＊プロビデンシア
－－－－－－＋サルモネラ
－＋＋－－－－赤　痢　菌
－－－－＊＊＊tdh（－）腸炎ビブリオ
－－－－－＋－tdh（－）腸炎ビブリオ
－－－－－－－ナグビブリオ
－－－－－＊－ビブリオ・バルニフィカス
－ＮＴＮＴＮＴＮＴ－ＮＴエンテロトキシン（－）ウエルシュ菌
－－－－＋－－エンテロトキシン（－）ウエルシュ菌
－ＮＴＮＴＮＴＮＴＮＴＮＴエンテロトキシンA（－）黄色ブドウ球菌
＋－－－－－－エンテロトキシンA（－）黄色ブドウ球菌

＋：陽性　－：陰性　＊：擬陽性　ＮＴ：測定せず
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　ＰＣＲ法において，反応の終末点は増幅されるアンプ

リコを検出して判定する。しかし，ＰＣＲ法では特異遺

伝子が増幅されると共にピロリン酸が生成されることか

ら，反応の終末点をピロリン酸の測定でも可能である。

遠藤は、酵素を利用した新たなピロリン酸の測定法を開

発した。そこで，７種類の食中毒菌病原遺伝子鑑別用プ

ライマーを用い２０種の食中毒菌等についてＰＣＲを実施

し，反応終末点を新たに開発したピロリン酸の測定法で

判定し，その結果を通常用いる電気泳動法による判定と

比較した。

　検出対象とした特異遺伝子を保有する陽性菌株では，

ピロリン酸法の判定結果は泳動法の結果と全く同じで

あった。一方，遺伝子を保有しない陰性菌株は，泳動法

では全てが陰性であるが，ピロリン酸法ではVPD，STN

及びCPE用のプライマーを用いた場合に疑陽性を示す菌

株が認められた。特に，tdh（－）腸炎ビブリオは３種類い

ずれのプライマーにも非特異的に反応し，泳動法では非

特異バンドを認めるものの，特定位置にバンドはなく陰

性と判定はされるが，ピロリン酸法による呈色では陽性

と判定された。しかし，このようなピロリン酸法で陰性

株が陽性と判定される擬陽性はより特異性の高いプライ

マーを用いることで防止できると思われる。

　次に食中毒菌の検出感度についての検討を１．７ｘ１０８～

１００cells/mlの各濃度に調整したサルモネラ菌をテンプ

レートとしSTNプライマーでＰＣＲを行い泳動法とピロ 

リン酸法で判定を行った。その結果，泳動法での検出限

界は１．７ｘ１０５cells/mlで，また，ピロリン酸法でも同じ菌

濃度以上で吸光度が０．０４以上を示した。すなわち，この

菌量が泳動法及びピロリン酸法での検出限界と思われる

た。検出限界の菌量をＰＣＲ反応チューブ当たりの菌量

に換算すると４．３ｘ１０ cellsであった。さらに，DNA増幅

回数について比較した場合でもピロリン酸法と泳動法と

では同じ増幅回数以上で陽性と認められ，ピロリン酸法

は泳動法と同程度の検出感度であることが示された。通

常のＰＣＲ法ではアンプリコンの検出に発ガン物質・紫

外線を用いるがピロリン酸法ではこれらを用いないこと

から泳動法より安全な方法であると考えられる。

　最近，日本で開発されたLAMP法はDNA増幅を定温で

行い，生成する大量のピロリン酸をピロリン酸マグネシ

ウム塩に変え，濁りとして検出する方法である。LAMP

法は，特異性の高い４種のプライマーを用いていること

が大きな特徴で，増幅されるDNAの大きさは単一のサイ

ズでない。このため，電気泳動では多数のバンドが観察

され、生成DNAの特異性は泳動で容易に確認できず，ま

た，生成DNAを直接シークエンス解析できない。一方，

ピロリン酸法は呈色反応に用いる酵素、基質について検

討すればLAMP法にも応用できる可能性もある。核酸増

幅で生成されるDNAは単一であることから，直接シーク

エンス解析できる。

　以上のことから，新たに開発したピロリン酸法はDNA

増幅の終末点測定が安全かつ迅速に判定ができ，食品中

の食中毒菌の鑑別に充分応用できると考えられた。
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１）納富継宣，長谷哲：次世代の遺伝子増幅法，化学と

工業，第５４巻　第６号，６７４－６７６，２００１

２）Notomi., T., H. OKayama, H. Masubuchi, et al.: Loop-

mediated isothermal amplication of DNA. Nucleic Acids 

Res., ２８：ｅ６３，２０００

３）Nagamine, K., K. Watanabe : Loop-mediated isothermal

　amplification reaction using a nondenatured template.Clinical

　Chemistry, ４７：１７４２－１７４３，２００１

４）M. T. Endo: A colorimetric assay for inorganic pyrophosphate

　that is also useful for measuring product accumulat in 

　polymerase chain reaction : Analytical Biochemistry３１５，

　１７０－１７４，２００３
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　SRSVは，食中毒病因物質の一つとして知られており，

生カキなどの二枚貝が推定原因食品１）２），になる事例が

多く食品衛生上問題となっている。宮城県を初めとする

カキ生産県では，安全なカキを提供するために養殖カキ

のSRSV汚染防止やSRSVによって汚染された養殖カキの

浄化対策に取り組んでいる。これまで，この一環の研究

としてSRSVが培養細胞での増殖が不可能であることか

ら，ポリオウイルスで浄化方法を検討した報告３）がある。

　今回，SRSVと同じカリシウイルス科に属し培養可能

で，しかも形態や紫外線，塩素等に対する抵抗性が類似

しているFCV  F４を用いて，海水中での挙動とマガキへ

の取込試験ならびに浄化試験を行ったので報告する。
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　１．９０×１０９PFU/mlのFCV F４をCrandell's feline kidney cells

（CrFK）に接種後，３７℃，４８時間，CO２インキュベー

ターで培養し，ウイルス量が１０８PFU/ml以上のFCV F４培

養液をプールし，－８０℃に保存し用いた。 
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　宮城県内のＡ湾内で２年間養殖されたマガキを宮城県

水産研究開発センターで泥や付着物を殻から除去後，飼

育水槽に入れ流水状態で２日間飼育し試験材料とした。

なお，マガキの飼育，取込試験および浄化試験には砂ろ

過海水を使用し，FCV F４に汚染されていないことを確

認のうえ，試験に用いた。
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　取込試験および浄化試験は宮城県水産研究開発セン

ター飼育棟で実施した。
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　取込試験は，２００２年１１月２６日から３０日まで５日間実施

した。１８０Ｌの砂ろ過海水が入った水槽１．８０×１０７個の植

物プランクトン（Chaetoceros gracilis ：Cg）を加え，ウ
イルス培養液１．９５×１０９PFU/mlを２．４Ｌ添加し，１時間

後にマガキ６０個体を入れた。水温は，養殖カキからSRSV

の検出率が高くなる時期の海水温を想定し１０℃に保ち，

エアレーションを行いながら１２０時間取込を実施した。検

体は経時的（０，１，６，１２，２４，４８，７２，９６，１２０時間後）

に海水１Ｌとマガキ５個体を採取した。

　なお，Cgは，実験室内での培養系も確立されている利

点があることから用いた。Cgの添加量は，１９８５年に水産
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The Depuration of  Feline calicivirus F4 by the Oysters，Crassostrea gigas 

山木　紀彦　　植木　洋　　伊藤　大介＊１　　　
文谷　俊雄＊１　後藤　郁男　　佐藤　千鶴子＊２　
渡邉　節　　秋山　和夫　　　　　　　　　　　

Norihiko YAMAKI，Yo UEKI，Daisuke ITOU
Toshio BUNYA，Ikuo GOTO，Chizuko SATO
Setsu WATANABE，Kazuo AKIYAMA　　　

キーワード：小型球形ウイルス，ネコカリシウイルス，マガキ，取込試験，浄化試験

Key Words：Small Round Structured Virus，Feline calicivirus F４，Oysters，
Investigation test，Depuration test　　　　　　　

　小型球形ウイルス（Small Round Structured Virus：SRSV）は培養細胞での増殖が確認されていない。そこでSRSVに

替わる指標としてネコカリシウイルス（Feline calicivirus F４ ：FCV F４）を用いてマガキへの取込試験ならびに浄化
試験を実施した。海水およびマガキのウイルス量は，プラック法で行った。その結果，マガキのウイルス取込は，ウ

イルスとの接触開始１時間後に最も高いウイルス量を示し，その後，減少した。浄化試験では，砂ろ過海水で浄化開

始７２時間後，マガキで浄化９６時間後でFCV F４が検出されないことが明らかになった。

＊１　宮城県水産研究開発センター

＊２　宮城県がんセンター



研究開発センターが実施した養殖海域の植物プランクト

ンの調査結果に基づいて決定し，水槽内を海域環境に近

づけるため，２４時間毎に加えた。
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　浄化試験は２００３年３月１６日から２２日までの７日間実施

した。マガキへのFCV F４の取込みは，上述の取込試験

に従った。すなわち，水槽に１８０Ｌの砂ろ過海水に１．８０

×１０７個のCgと２．６０×１０９PFU/mlのウイルス培養液を４．２

Ｌ加え，１時間後にマガキを入れ，エアレーションを行 

いながら水温を１０℃に保ち，１２時間取込を行った。検体

は経時的（０，１，６，１２時間後）に海水１Ｌとマガキ５

個体を採取した。浄化はFCV F４で１２時間汚染したマガ

キを，１８０Ｌの砂ろ過海水が入った新しい水槽に移し行っ

た。砂ろ過海水の流量は，毎分１Ｌに設定した。なお，

水温は１０℃に保ちエアレーションも併行した。浄化の確

認は，経時的（１，４，８，１２，２４，４８，７２，９６，１２０時間

後）に水槽の海水１Ｌと浄化中のマガキ５個体を採取し，

それぞれの検体からFCV F４を定量した。

　次に，マガキ中腸腺での経時的FCV F４取込量は，各

段階で採取した５個体の個々について定量し，その平均

値で示した。取込開始１時間後には，１．４４×１０５PFU/mlと

最も高いウイルス量であったが，６時間後４．７６×１０４ 

PFU/ml，１２時間後２．６２×１０４PFU/mlと緩やかに減少し，

１２０時間後には１．０×１０１ PFU/mlまでになった。この間，４８

時間後には一時１．００×１０２PFU/mlまで急激に下降したの

ち，７２時間後には１．４０×１０３PFU/mlまでに増加した。こ

の原因は不明であるが，海水に白濁が観察されたことか

ら殻表面やマガキの排泄物由来の微生物が関与した可能

性も考えられた。
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　採取した海水はPolyethylene Glycolを最終濃度が１０％

になるように加え，４℃ １晩攪拌後１０，０００rpm３０分間遠

心し，沈渣をDW５００μｌで再浮遊し検体とした。また，

マガキは個々に中腸腺を摘出し，－８０℃に１晩保存後，

７０℃に暖めたDWを等量加え竹串で軽く破砕した。その

後，１０，０００rpm２０分間遠心した上清をさらに４０，０００rpm２

時間超遠心し，沈渣をDW５００μｌで再浮遊した。
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　６穴プラスチックプレートで単層培養したCrFKに，採

取した検体から抽出したFCV F４を２％γ-Globulin‐free 

Fetal Bovine Serumで１０倍段階希釈の系列を作り，各希釈

系列あたり１００μｌをそれぞれ２穴の細胞に接種し，３７℃，

９０分，CO２インキュベーターで吸着させた。その後メチ

ルセルロースを３ml重層して３７℃，４８時間，CO２インキュ

ベーターで培養したのち，１０％中性緩衝ホルマリン液で

室温３時間固定後，メチレンブルーで染色し，プラック

数を算定した。
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　経時的に採取した海水及びマガキのFCV F４の定量結

果を図２に示した。海水では，１時間後２．１０×１０８

PFU/ml，６時間後１．２０×１０８ PFU/ml，４８時間後３．４０×１０８

PFU/mlとほぼ同じウイルス量で推移した。７２時間後には

２．５０×１０７ PFU/mlとなり，１２０時間では１．５０×１０５ PFU/ml

まで減少した。
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　今回の取込試験は，カキの出荷の最盛期でかつSRSVの

汚染頻度が高くなる時期の海水温に近い１０℃で行った。

また，マガキがSRSVで汚染される養殖海域の環境には，

多数の植物プランクトンが生息していること，さらに，

海水中でのウイルスの状態についての報告５）７），は少ない

が，一般的に，ウイルス粒子が海水中に単一で浮遊して

いることは少なく，プランクトンなどと凝集塊を形成し

ている可能性が疑われていることから，マガキの餌とな

るCgを２４時間毎に添加して行った。その結果，FCV F４は，

海水中で長時間にわたり検出されていること，かつ，マ

ガキ中腸腺には短時間で取り込まれることが明らかに

なった。

　しかし，養殖海域におけるマガキのSRSVによる単一暴

露は考えられず，冬期には常時ウイルスの汚染を受けて

いる可能性が高いことから，今後，低濃度ウイルス量を

用いた取込試験や再現性試験を行う必要がある。
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　取込ならびに浄化試験の結果について図３に示した。

マガキのウイルス量については，取込試験と同様に中腸

腺５個の平均値で示した。取込試験での成績及び今井

ら６）によるカキが餌を取り込んでから２０時間で排泄を始

めるとの知見を参考に１２時間の取込で浄化試験を実施し

た。

　なお，取込段階での海水のウイルス量は，マガキを入

れる直前の０時間では６．２０×１０８PFU/mlであり，取込開

始１２時間後には，１．３０×１０８PFU/mlであった。また，マガ

キでは取込１２時間後３．３２×１０４PFU/mlであった。

　カキ中腸腺におけるウイルス量は，浄化開始１時間後

から８時間後まで１０４PFU/mlであったが，それ以降，時

間の経過と共に減少し，４８時間後には２．６０×１０２PFU/ml，

７２時間後に１．００×１０１PFU/mlとなり，９６時間後にウイル

スは検出されなかった。

　一方，海水においては，浄化開始１時間後１．４０×

１０５PFU/ml，４時間後７．２０×１０４PFU/mlと２４時間後まで

１０４から１０５PFU/mlで推移し，浄化４８時間後に１．３０×

１０３PFU/mlと減少，７２時間後には検出されなかった。
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　中ら３）が行ったポリオウイルスを用いた浄化試験では，

取込を４８時間で行った場合は浄化開始６時間で浄化され，

２週間にわたり取込みを行った場合は，長時間カキ体内

から浄化されなかったと報告されている。

　今回のFCV F４を用いた方法では，一度の取込で浄化

を行ったにも拘わらず，７２時間以上の浄化時間を要した。

これが，FCV F４の性質に由来する現象なのか，今後，

さらに回数を重ねて検討する必要がある。
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　今回の取込試験および浄化試験では，FCV F４がSRSV

の代替ウイルスとして有用であることが明らかとなった。

これらの試験は，最終的にSRSVの浄化を前提に実施して

おり，今後は本ウイルスを用いて取込状態の再現性，よ

り養殖環境に近い条件を想定し，取込や浄化方法につい

て検討を加え，SRSVの浄化に有用な方法を構築してい

きたいと考えている。
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　本試験を行うにあたり，貴重なFCV F４を分与してい

ただいた，東京大学大学院獣医微生物学研究室　遠矢幸

伸先生に深謝いたします。
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　輸入野菜中の残留農薬については，中国産冷凍ほうれ

ん草に基準値以上のクロルピリホスの検出が相次ぎ，厚

生労働省の検査及び廃棄命令等の対応が強化された。

２０００年の民間食品分析センターの調査では，種々の輸入

野菜だけではなくベビーフードやファストフードなどの

加工品でも検出されたことを報告している１）。当所にお

いても，行政検査で実施した冷凍ほうれん草に，基準値未

満のピレスロイド系殺虫剤シペルメトリンが検出された。

表１に示す全国の検疫所における輸入品違反データ２）の

とおり，中国産を始めとする輸入野菜等の違反はその後

も継続していたため，宮城県内に流通する輸入野菜・果実

中の残留農薬濃度の実態把握を目的として，市場での買

い上げによる調査を実施した。また，無登録農薬使用につ

いては，山形県産ラ・フランスにダイホルタンが検出され

たことを契機に全国的な問題に波及し，１４年８月には宮

城県でも表２に示す無登録農薬の購入・使用農家が確認

された。この様な状況に速やかに対応するため，８月下旬

～９月上旬に県内生産農家のりんご・日本なし及び市場

流通品のりんご・日本なしの残留無登録農薬について検

査を実施した。また，残留無登録農薬のナフサクについて

は，分析方法を検討したので結果と併せて報告する。
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Investigation of Pesticides Residue in Imported Fruit and Vegetables,  
and Unregistered Pesticides Residue in Apples and Pears

氏家　愛子　　長船　達也　　曽根　美千代　
大江　浩＊１　  　　　　　　　　　　　　　　　

Aiko UJIIE，Tatsuya OSAFUNE，Michiyo SONE
Hiroshi  OOE　　　　　　　　　　　　　　　　

キーワード：残留農薬，無登録農薬，輸入野菜，カプタホール，
シヘキサチン，１－ナフチル酢酸　　

Key Word：Pesticides Residue，Unregistered Pesticides Residue，Inported Vegetables，
Captafol，Cyhexatin，NAA　　　　　　　　　　　　　　　

　中国産冷凍ほうれん草に基準値以上のクロルピリホスの残留が検出され，厚生労働省の検査等の対応が強化される

中，その後も輸入生鮮・冷凍野菜の残留農薬基準値違反が相次いだ。県内に流通する輸入野菜について買い上げ調査

を実施したところ，約３０種類の農薬が検出され，その約半数が有機リン系及びピレスロイド系の殺虫剤であった。中

でも，中国産生姜に0.24ppmのBHC（生姜に基準設定はないが，基準設定がある４９作物の基準値は0.2ppm）が，中国

産ライチに0.09ppmのメタミドホスが（基準値：0.1ppm）検出された。

　また，無登録農薬については，ダイホルタン，プリクトラン，ナフサクの県内での使用が明らかになったため，生

産農家の出荷前及び県内流通品のりんご及び日本なしの残留農薬分析を実施した。この結果，調査した全ての検体で

ダイホルタン，プリクトラン，ナフサクは検出されなかった。

品　　　　名生　産　国件数農　薬　名№

パプリカ韓国　１エトプロホス１

冷凍：ほうれん草，春菊，ニラ，枝豆他
生鮮：レモングラス，メボウキ，しそ，せり， 
　　　セロリ他

中国，タイ，韓国，
台湾，フィリピン，
アメリカ

１１０クロルピリホス２

パプリカ，松茸中国，韓国　４ジクロルボス３

セロリ，コブミカンの葉他タイ，中国　４パラチオンメチル４

ライ麦，ポップコーンドイツ，アメリカ　２ピリミホスメチル５

とうもろこしオーストラリア　１フェニトロチオン６

ブルーベリ－，うるち精米オーストラリア，
インド　３マラチオン７

さやえんどう，ケール他中国，タイ，韓国　４２シペルメトリン８

しそ，さやえんどう他中国，アメリカ　２０フェンバレレート９

ほうれん草アメリカ　５ペルメトリン１０

落花生中国　１３ダミノジット１１

��������	
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２００２．６～２００３．３

出典：仙台検疫所ホームページから抜粋

アバメクチンダミノジットカプタホール１－ナフチル酢酸シヘキサチン

ア　ビ　ドビーナイン
ア　ラ　ーダイホルタンナ フ サ ク

ヒ オ モ ンプリクトラン商 品 名

な　　　し１９６５年１９６４年１９６４年１９７２年登 録 年

１９８９年（花ＯＫ）１９８９年１９７６年１９８７年失 効 年

殺　虫　剤
防 ダ ニ 剤成長調整剤殺　菌　剤成長調整剤殺　虫　剤

殺 ダ ニ 剤用 途

ＡＣＡＣ魚 毒 性

設定できず設定できず設定できずADI（mg/kg/d）

なしＮＤＮＤなしＮＤ残 留 基 準

０．１ppm０．０１ppm０．０２ppm検 出 限 界

○○発 ガ ン 性

国内では，PCNB，PCP等，全部で１０種類＊１　現　環境生活部生活衛生課
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　輸入野菜・果実中の残留農薬調査は，表３に示す１５検

体について，GC/MSによる７８種の農薬一斉分析を行った。

無登録農薬残留調査は，生産農家及び市場流通品のりん

ご２６検体，日本なし８検体について，カプタホール（ダ

イホルタン），シヘキサチン（プリクトラン）及び１－

ナフチル酢酸（ナフサク）の分析を行った。
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　ＧＣ：HP5890，FPD検出器

　ＬＣ：島津Class LC 10，ポストカラム用ポンプ，蛍光

検出器

　ＧＣ／ＭＳ：HP6890／HP5973

　カラム：ＧＣ用；HP Ultra Ⅰ（２５ｍ×０．２㎜，０．３３μm）

　　ＧＣ／ＭＳ用；HP 5MS（３０ｍ×０．２５㎜，０．２５μm）

　　ＬＣ用；TSKgel ODS－80Ts（１５㎝×４．６㎜），東ソー

㈱製
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　農薬標準品：残留農薬試験用

　抽出用有機溶媒：残留農薬分析用３００

　HPLC移動相用有機溶媒：HPLC用

　塩化ナトリウム：残留農薬分析用

　リン酸，炭酸ナトリウム，水酸化カリウム，硫酸，：試薬特級

　0.5mol－リン酸二水素テトラブチルアンモニウム溶液：HPLC用

　エチルマグネシウムブロミド：東京化成工業㈱製

　スペリクリンENVI-Carb：SUPELCO製
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　輸入残留農薬分析は，

試料２０ｇをアセトニトリ

ル抽出，塩析，Bond Elut 

SAX/PSA精製後，GC/MS

により標準添加法で定量

を行った。枝豆等の色素

の多い検体は，図１に示

すとおり，色素を除去す

る目的でEnvicarb２ｇを

試料に添加しトルエン／

アセトン（３０／７０）で抽

出を行った。

　また，無登録農薬のカプタホール及びシヘキサチンは

公定法３）に準じて定量を行った。１－ナフチル酢酸は志

賀４）らの方法に準じて抽出したが，HPLC条件については，

志賀らの方法ではリテンションタイムが非常に早いとこ

ろに出てしまい，りんご等の妨害成分と重なるため定量

ができなかった。そこでHPLC条件の検討を行い，移動

相にイオンペア試薬を用いた０．５％リン酸／メタノール

のグラジュエント分析により，図２に示す方法で定量を

行った。１－ナフチル酢酸のクロマトグラムを図３に示

す。
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　各検体に各農薬定量下限値の５倍量の標準品を添加し，

回収試験を行った結果を図４に示す。輸入野菜等の回収

率は，分析対象と同じマトリックス抽出液で標準混合溶

液を希釈調整した１点検量線で求めた。この結果，概ね，

６０～１２０％の回収率が得られたが，アセフェート，キノ

メチオネートは全検体で，また，アミトラズ，チオメト

ン，メタミドホス，シハロトリンも多くの検体で回収率

が許容範囲外であったため定量ができなかった。中でも，

生姜はマトリックスによる妨害が大きく，一斉分析法で

は約６０種の農薬のみ定量可能であった。

　無登録農薬の回収率は，カプタホールが平均１２０％，

シヘキサチンが平均９５％，１－ナフチル酢酸が平均８５％で

あった。カプタホールは，標準溶液をマトリックスでは

なくアセトンで希釈調整したため，マトリックスによる

��������	
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生　　産　　地製　　品　　名
中　 　 国し ろ ね ぎ

生鮮野菜・果実

韓　 　 国パ プ リ カ
中　 　 国に ん に く の 芽
中　 　 国は み う り
中　 　 国し ょ う が Ａ
中　 　 国し ょ う が Ｂ
ア メ リ カアメリカンチェリー
タ　 　 イ細 切 り た け の こ水 煮 中　 　 国た け の こ
タ　 　 イい ん げ ん

冷　 　 　 　 凍

台　 　 湾茶 豆
台　 　 湾枝 豆
中　 　 国ラ イ チ
カ ナ ダラ ズ ベ リ ー
ア メ リ カブ ル ー ベ リ ー
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増感作用により１２０％と高めの回収率が出たものと考え

られる。
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　定量下限値以上検出された農薬を品目別に図５に示す。

１０種類の農薬のうち，殺菌剤のフルジオキソニルを除く

９種の農薬は全て殺虫剤であり，クロルピリホス等有機

リン系４種，シペルメトリン等ピレスロイド系３種，

BHC等塩素系２種であった。BHCは，日本での登録は

１９７１年に抹消されているが，土壌中の残留性が大で，発

癌性，環境ホルモン作用が疑われている農薬５）である。

BHCは中国産生姜に0.24ppm検出されたが，食品衛生法

の成分規格基準に，生姜のBHC残留基準値は設定されて

いない。従って，違反ではないものの，白菜等４９作物の

BHC基準値はいずれも0.2ppmであり，これらの基準値と

同程度の濃度であった。また，メタミドホスは，日本で

は無登録の農薬であるが，登録農薬のアセフェートの代

謝物として検出されるため，食品衛生法で残留基準が設

定されている。メタミドホスも基準違反ではないが，中

国産ライチ及び台湾産茶豆に0.09ppm（残留基準値：ラ

イチ；0.1ppm，茶豆；設定なし）検出された。また，図

中の他８農薬は，基準値に比べ１／８００～１／１０と低い濃

度であったが，ジメトエート及びジコホールの２農薬に

は発癌性が，クロルピリホス等５農薬には環境ホルモン

作用が疑われている５）。

　次に，表４に，定量下限値未満ではあるが，GC/MSで

定量イオン・確認イオンが検出された農薬一覧を示す。

DDT等１４種の殺虫剤，ミクロブタニル等５種の殺菌剤，

アラクロール等４種の除草剤，合計２３種の農薬が定量下

限値未満で微量検出・同定された。図５の定量された農

薬と合わせると３０種類の農薬が検出されており，殺虫剤

が２０種類，殺菌剤が６種類，除草剤が４種類で全体の２

／３を殺虫剤が占めている。

　また，微量ながら検出農薬の種類の多い作物は，中国

産生姜（８農薬），台湾産茶豆（９農薬），アメリカ産ブ

ルーベリー（１３農薬），カナダ産ラズベリー（５農薬）

であった。生鮮野菜のにんにくの芽及びはみ瓜，タケノ

コ水煮，冷凍枝豆には残留農薬は検出されなかった。
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　りんご及び日本なし中の無登録農薬分析結果を表５に

示す。

　カプタホール（ダイホルタン）は，りんご等の黒星病

等の殺菌剤，シヘキサチン（プリクトラン）はりんご，

日本なし等のハダニ類に対する殺ダニ剤，１－ナフチル酢

酸（ナフサク）は，りんご，日本なし等の落果防止剤と

して使用された。今回，生産農家の出荷前のりんご及び

日本なしについて，シヘキサチン，１－ナフチル酢酸の

残留濃度の検査を行ったが，対象２６検体全てに検出され

－68－
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なかった。また，市場流通品の他県産を含めたりんご及

び日本なしの買い上げ調査でも，対象８検体にカプタ

ホール，シヘキサチンは検出されなかった。
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１）県内市場流通品の輸入野菜・果実中に残留する農薬

を検査した結果，残留基準値を超過したものはなかっ

た。しかし，中国産生姜にBHCが0.24ppm，中国産ラ

イチにメタミドホスが0.09ppm（基準値：0.1ppm）検

出された。

２）輸入野菜・果実に微量ながら検出された農薬は３０種 

　類であり，その２／３は有機リン系及びピレスロイド

系を主とした殺虫剤であった。

３）１－ナフチル酢酸は，移動相にイオンペア試薬

（0.5mol－リン酸二水素テトラブチルアンモニウム溶

液）を用いた０．５％－リン酸／メタノールのHPLCグラ

ジュエント分析で，マトリックスによる妨害を受けず

に定量することができた。

４）無登録農薬カプタホール，シヘキサチン，１－ナフ

チル酢酸は，購入使用した生産農家のりんご及び日本

なしの２６検体，及び市場流通品のりんご，梨の８検体

全てに検出されなかった。
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１）（財）みやぎ・環境とくらしネットワーク他：シンポ

ジウム「食の安全を問う」講演要旨集，ｐ８，平成１４

年１１月２７日

２）仙台検疫所ホームページ＜http://www１.odn.ne.jp/sendai-keneki/＞，

輸入食品，違反事例情報

３）食品衛生小六法，平成１５年度版，ｐ６５３，ｐ６９１，新

日本法規（２００２）

４）志賀直史ほか，日本農薬学会誌，１，ｐ２３１－２３４（１９７６）

５）植村振作ほか著：農薬毒性の辞典改訂版，三省堂

（２００２）
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定　量

下限値

（ppm）

冷　凍　野　菜　・　果　実生　　鮮　　野　　菜　　　　　　　品名

　　　　生
　　　　　　産
農薬名　　　　国

種　

類

用　

途
ブ ル ー
ベ リ ー

アメリカン
チェリーいんげんラ　　ズ

ベ リ ーラ イ チ茶　　豆しろねぎパプリカ
しょうが

№２№１
アメリカアメリカタ　　イカ ナ ダ中　 国台　　湾中　　国韓　　国中　　国中　　国

０．０１　シハロトリンPy

殺　
　

虫　
　

剤　
　
　
�

０．０２　シペルメトリンPy
０．０１　ビフェントリンPy
０．０５　アセフェートP
０．０１　キナルホスP
０．０１　ジメトエートP
０．０１　ダイアジノンP
０．０１　パラチオンP
０．０１　ピリミホスメチルP
０．０１　フェニトロチオンP
０．０１　プロチオホスP
０．０５　ピリプロキシフェンN
０．００５o,p’-DDTCI
０．００５p,p’-DDDCI
０．００５p,p’-DDECI
０．０２　テブフェンピラドN
０．０２　トルクロホスメチルP

殺
菌
剤　�

０．０２　フェナリモルN
０．０２５フルトラニルN
０．０２　ミクロブタニルN
０．００５キャプタンCI
０．００５アラクロールN

除
草
剤�

０．０２　チオベンカルブN
０．００５ペンディメタリンN
０．００５メトラクロールN

CI：塩素系農薬　P：リン系農薬　N：窒素系農薬　Py：ピレスロイド系農薬
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カプタホール１－ナフチル酢酸シヘキサチン
種類

　　品目

生産地
日本なしり ん ご日本なしり ん ご日本なしり ん ご

ＮＤ�ＮＤ�Ａ　　町生
産
農
家

ＮＤ�ＮＤ�Ｂ　　町

ＮＤ�Ｃ　　町

ＮＤ�ＮＤ�Ｄ　　市

３１７１５検　査　数

ＮＤ�ＮＤ�ＮＤ�ＮＤ�宮城県産
流　

通　

品

ＮＤ�ＮＤ�山形県産

ＮＤ�ＮＤ�福島県産

ＮＤ�ＮＤ�茨城県産

４４４４検　査　数

４４３１７５９検 査 合 計

（　）内数値は，検体数。
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　平成１３年４月より，食品衛生法上安全性未審査の遺伝

子組換え食品及びこれを用いた食品の輸入・販売が禁止，

安全性審査済みの５品目（大豆，とうもろこし，じゃが

いも，菜種，綿実）については表示が義務づけられてい

る。国では，公定法として平成１３年３月に厚生労働省通

知１）及び平成１３年４月に（独）農林水産消費技術センター

の「ＪＡＳ分析試験ハンドブック」２）を示し，それぞれ

順次改訂を行っている。

　渡邉ら３）は，平成１３年度に本県県内流通加工品のモニ

タリング検査を開始するとともに，大豆粉末，豆腐，ト

ウモロコシ粉末及びスナック菓子を対象に定性PCR法に

よる遺伝子組換え食品の検査について検討を行い，DNA

抽出におけるシリカゲル膜法の有用性やスナック菓子の

前処理におけるエーテル洗浄効果を報告した。

　そこで今年度は，大豆及びその加工品，じゃがいも加

工品を対象に試料の前処理とDNA抽出量の関係， DNA

抽出液の電気泳動像の解析やPCRのバラツキ原因等基礎

的な検討を行ったので報告する。
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・大豆１件及び大豆加工品１７件（豆腐１３件，凍り豆腐１

件，きな粉１件，黒豆きな粉１件，大豆缶詰１件）

・じゃがいも加工品１５件（片栗粉１件，マッシュポテト

３件，スナック菓子（ポテトチップ含む）１１件）

・遺伝子組換え大豆（ラウンドアップレディ）混入大豆

粉末（平成１３年度厚生科学研究試料）
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・CTAB法：分子生物学用および試薬特級

・シリカゲル膜法：DNeasy plant mini kit（以下mini kit）

（Quiagen），DNeasy plant maxi kit（以下 Maxi kit）（Quiagen）

������

・Ampli Taq Gold&10×Gold buffer with dNTP（Applied 

Biosystems）

・大豆プライマー　対照用：Le1-n０２　検出用：RRS－０１

　確認用：P３５S－１

・ジャガイモプライマー　対照用：Pss  検出用：New leaf Y

　検出用　確認用：Pvy-cp遺伝子検出用（各プライマー

ともニッポンジーン）
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・アガロースS，エチジウムブロミド溶液（各々ニッポ

ンジーン）

・DNAマーカー：５０ Ladder（インビトロジェン），λ-Hind 

Ⅲ（BioLabs）

・その他試薬特級
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・サーマルサイクラー：ABI　９７００（Applied Biosystems）

・電気泳動装置：Mupid－２１（アドバンス）
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　大豆および凍り豆腐はグラインダーで粉末状に破砕後，

一部をふるいにかけ，４８mesh以上，４８～１００mesh，１００～

１５０meshの各々の粒径ごとに分取した。

　豆腐は流水で軽く洗浄後ビニール袋に入れ手で均一に

－70－
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A Study of Detection Method of Recombinant DNA in Genetically Modified Foods

曽根　美千代　　高橋　紀世子　　大江　浩*１　

Michiyo SONE，Kiseko TAKAHASHI，Hiroshi OOE

キーワード：遺伝子組換え食品，定性PCR，DNA抽出，加工食品

Key Words：Genetically Modified Foods，Qualitive PCR，DNAextraction，
Processed Foods　　　　　　　　　　　　　　

　大豆及びその加工品，じゃがいも加工品を対象に前処理及びDNA抽出方法等について検討を行った。その結果，PCR

実施時ミネラルオイルを重層することにより，片栗粉を除く全検体から安定して内在遺伝子を検出できた。加工品か

ら抽出されたDNAの電気泳動結果から，シリカゲル膜法はCTAB法に比べDNA抽出量が少ないが，短鎖域DNAの抽出

割合は少なく，PCRによる目的のDNA配列の検出に有利であると思われた。

＊１　現　生活衛生課
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押しつぶし，①未処理，②遠心分離後上清除去，③滅菌

ミリQ水で１回洗浄後上清除去，④滅菌ミリQ水で２回洗

浄後上清除去，⑤凍結後遠心分離上清除去，⑥凍結後滅

菌ミリQ水で１回洗浄後上清除去，⑦凍結後滅菌ミリQ水

で２回洗浄後上清除去の７種類の前処理を行った。

　大豆缶詰はフードカッターでペースト状にした。マッ

シュポテト，スナック菓子はビニール袋に入れ木槌で破

砕した。スナック菓子の一部は，フードミキサーで破砕

し，その一部を滅菌ミリQ水で洗浄後上清を除去した。

きなこ，黒豆きなこ，片栗粉についてはそのまま使用し

た。
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　公定法で使用する１５ml，５０mlチューブでの操作は作

業効率が悪く，また現在所有する遠心機では十分な遠心

力を与えられない。そこで試料採取量及び使用する試薬

量等をスケールダウンし，その後の分離液も全量使用す

るなど，全行程を２mlマイクロチューブで実施できるよ

うにマニュアルを変更した（図１）。なお，DNA抽出は

１試料につき２点並行して実施した。

　DNA濃度及びDNA純度の算出については，公定法に準

じた。
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　PCR反応液は，PCRⅡ緩衝液をPCR Gold緩衝液に，

MgCl２の濃度を３．０mMから１．５mMに変更し，反応条件，

その他については公定法に準じた。

　大豆及びその加工品については，ラウンドアップレ

ディ大豆を対象とし，検出用プライマーとしてRRS－０１，

確認用プライマーとしてP３５S－１を用いた。ジャガイモ

加工品についてはNew leaf Yジャガイモを対象とし，プ

ライマーは公定法に準じた。
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　PCR後，TBE緩衝液と３％アガロースゲルを用いて１００

Ｖ定電圧で電気泳動を行い，エチジウムブロミド液で染

色し，その後蒸留水で軽く洗浄し，トランスイルミネー

ターにゲルをのせ，ポラロイドカメラによりDNAを確認

した。DNAマーカーは５０ Ladder（インビトロジェン）を

用いた。

　また，抽出したDNA原液について，TBE緩衝液と０．８％

アガロースゲルを用い１００Ｖ定電圧で電気泳動を行い，エ

チジウムブロミド液で染色し，その後蒸留水で軽く洗浄

し，トランスイルミネーターにゲルをのせ，ポラロイド

カメラによりDNAパターンを確認した４）。DNAマーカー

はλ-Hind Ⅲ（BioLabs）を用いた。
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　同じ試料を用いた繰り返し実験において，内在遺伝子

の電気泳動像の検出バンドの濃淡が大きく変動する傾向

が見られた（図２左）。PCR後のチューブを詳細に観察す

ると，チューブ内壁に微細な水滴が多数見られた。本法

では反応液量が２５μlと微量なため極少量の水分の蒸発

がPCR増幅に影響し，バラツキの原因になったものと思

われた。また，使用するPCRチューブの構造がメーカー

により微妙に違うためヒートブロックへの密着性が異な

り，PCR増幅に影響したことも考えられた。
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　このような水分蒸発を防止するために従来よりミネラ

ルオイルを重層する方法がある。使用したサーマルサイ

クラーは上蓋も加熱するタイプであるため，通常ミネラ

ルオイル重層は必要ないと考えられたが，今回，水分の

蒸発が認められたことから，ミネラルオイル重層を適用

したところPCR増幅が改善され，同一検体による電気泳

動像の濃淡のバラ

ツキもなくなった

（図２右）。これに

より，DNAが抽出

された全検体につ

いて内在遺伝子の

確認を安定して行

うことができた。

　なお，ゲルを電気泳動後エチジウムブロミド液で染色

した後に蒸留水で洗浄することにより，染色液が除かれ

明瞭な泳動像が得られた。
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　国の通知によるELISA法では，試料の粉砕を粒径

１００mesh以下としているが，PCR法ではDNA抽出におけ

る試料粒径等の詳細な記述はない。効率よく抽出するた

めには粒径を小さくすることが有利と考え，試料の粒径

とDNA抽出量について検討した。

　ふるいを掛けないものを１００％として粒径ごとのDNA

抽出量を比較した（図３－１）。図から，CTAB法では大

豆の粒径が小さくなるにつれ抽出量が１２０～１３０％と増加

した。しかし，シリカゲル膜（mini kit）法では，４８～

１００mesh以下の粒径で６０％前後に減少した。シリカゲル

膜法の場合，この粒径の試料はAP３／EtOHの添加でゲ

ル化し，ミニカラムに負荷した際，カラム上部にゲルが

残り，シリカゲル膜まで抽出液が到達できないため，結

果としてシリカゲル膜への吸着量が少なかったものと考

えられた。

　一方，加工品（凍り豆腐）については，CTAB法では

粒径による差はなかった。これは，一度豆乳に加工され

たものは均一化されており影響を受けないためと考えら

れた（図３－２）。従って，粉砕は４８mesh程度で十分に

抽出が可能であると考えられる。
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　PCRに影響を与える恐れのある「にがり」等を除去す

るため，前処理として豆腐を押しつぶした後の洗浄（３．１

に示す７種類）について検討した。図４には，それぞれ

洗浄後のCTAB法，シリカゲル膜法によるDNA抽出量を

示した。CTAB法では，①未処理が最も少なく，②③④

の洗浄遠心で①より幾分増加したものの，⑥凍結遠心，

⑦凍結洗浄遠心では明らかにDNA抽出量が増加した。こ

れは⑥⑦の凍結後の遠心で水分がより多く除去されたた

め，見かけ上DNA抽出量が増加したものと思われた。

　一方，シリカゲル膜法では約１０μgで洗浄による差がな

かった。また，抽出されたDNAに対して行われたPCRの

結果は，両方法とも２回以上洗浄したもの（図５の④～⑦，

⑪～⑭）で組換え遺伝子の電気泳動像が明瞭となった。

－72－
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　また，豆腐の製造工程で「にがり」として使用される

Mg及びCa濃度を測定したが，両抽出法ともDNA抽出液

中のMg濃度は１ppm以下（表１）であり，PCR時に添加

するMgCl２の濃度に比べ無視できるものであると考えら

れた。
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　片栗粉は，加温操作の過程で糊状になり，十分なDNA

の抽出ができなかった。スナック菓子は，油分について

は加温の際分離されるため除去でき，また洗浄，フード

ミキサーによる粉砕の前処理による差は見られなかった。

が，前処理の検討に使用したスナック菓子が塩分のみ使

用していたことと豆腐の洗浄効果から考えると，添加物

が多いものについては湯洗浄等が必要だと思われる。
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　大豆および大豆加工品，じゃがいも加工品のDNA抽出

量を表２に示した。片栗粉を除き，試料採取等のスケー

ルダウンを検討した方法でもDNAは十分量抽出でき，

DNA純度も１．５５～２．１１と満足する結果が得られた。また，

抽出方法の違いによるDNA抽出量は，きな粉類を除き

CTAB法のほうがシリカゲル膜法に比べ２～１０倍多かっ

た。

　大豆加工品のDNA抽出原液の電気泳動像を図６に示す。

　加工品の製品による違いを比較すると，CTAB法及び

シリカゲル膜法でほぼ同様な傾向が見られる。すなわち，

加工されていない大豆はDNAの断片化は見られず長鎖

側に太い一本のバンドとして確認できる。また，高温高

圧で加工されるきな粉や大豆缶詰はDNAが小さく断片

化し短鎖側に短いスメア状の泳動像として確認できる。

一方，７０～１００℃ 程度で加熱加工される豆腐は凍り豆腐

やきな粉，黒豆きな粉，大豆缶詰に比べDNAの断片化は

少なく，比較的長鎖側のスメア状の泳動像が得られる。

このように， DNA抽出原液の電気泳動像の違いにより加

工品のDNA断片化（分解）の程度が推定でき，抽出され

たDNAの評価指標の一つになるものと思われる。また，

これらの加熱加工によるDNAの断片化は松岡らの納豆

で検討した報告５）と同様の結果であった。

　一方，抽出法による電気泳動像の違いについて比較す

ると，豆腐と黒豆きな粉については，CTAB法で長鎖域

から短鎖域まで広範囲に分布しているのに対し，同試料

のシリカゲル膜法では，短鎖域，長鎖域それぞれで狭い

範囲に分布しており，明らかに異なる。また，凍り豆腐

と大豆缶詰については，分析に供したDNA量の違いが大

きく明確ではないが，豆腐等と同様にシリカゲル膜法で

短鎖域及び長鎖域のDNAの割合が少ないように見える。

　従って，細かく断片化した短鎖域のDNAの割合はシリ

カゲル膜法よりCTAB法で多いと考えられ，相対的に標

的配列域のDNA濃度が低くなると思われる。また，テン

プレートとして使用するDNAは１０ng/μlに濃度調整する

ため，短鎖域を含んだ抽出量の多さは相対的に希釈率を

高め，目的の組換え遺伝子のPCRにうまく反映されにく

いものと考えられる。以上のことから，DNA抽出法とし

てはシリカゲル膜法がより適していると考えられる。

　図７は，シリカゲル膜法で抽出した加工品のPCR後の

内在遺伝子の電気泳動像であるが，片栗粉を除く全検体

で内在遺伝子が確認できた。
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Ca（ppm）Mg（ppm）

２４６１５５豆腐浸漬液

１３２１０１遠心後上清液

１２７１０１１回洗浄上清液

　３６　３６２回洗浄上清液

　４＜１CTAB法抽出液

　６＜１シリカゲル膜法抽出液

シリカゲル膜法ＣＴＡＢ法
純　　度抽出量（μg）純　　度抽出量（μg）

１．７８～１．９４９．６～２３大　豆（５０mg）
１．８２～２．１１４．９～１３１．８９～２．００２８～８４大　豆（２００mg）
１．７８～１．９３５．０～１１１．７８～１．９２１３～３６豆 腐
１．８９～１．９２２４～５１１．７２～１．９０１１０～１８０凍 り 豆 腐
１．８２～１．８３２４～２８１．８３～１．９０１１～２９き な 粉
１．８１８～２０１．８８２２黒大豆きな粉

１．５５～１．８６２．３～２．６１．９２３８～４３大 豆 缶 詰
１．６７～６．０００～０．３片 栗 粉
１．８８～２．１０１．２～２．４マッシュポテト
１．７２～１．８９１．６～７．７スナック菓子
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（サンプル量２００mg）
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　既知濃度の遺伝子組換え大豆混入大豆粉末を使用し，

定性PCRの検知感度を確認した。採取量を公定法の１／

１０量としたが，抽出液をミニカラムへ全量負荷すること

により，０．５％濃度まで検出できた。試料を４８mesh前後に

破砕し十分混和することにより，サンプリング量のス

ケールダウンは可能だと思われる。
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　検討した結果を基に市販の大豆加工品１０件（豆腐１０件），

じゃがいも加工品１０件（マッシュポテト２件，スナック

菓子８件）について流通品の試買検査を実施した。豆腐

４検体から安全性審査済の大豆の組換え遺伝子RRSを検

出した（表３）。その後の調査で，これらの製品は分別

生産流通管理された外国産の大豆を使用していることが

わかり，分別生産流通管理を実施しても非意図的混入は

さけられないことが分かった。

　また，ジャガイモ加工品については安全性未審査の組

換え遺伝子New leaf Yは検出されなかった。

�
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１）ミネラルオイルの重層により，PCR増幅が改善され，

DNAが抽出された全検体から内在遺伝子の確認が可

能となった。

２）シリカゲル膜法ではDNAの抽出量は少ないが，短鎖

域が相対的に抽出されにくいため，PCRによるDNAの

目的配列の検出が容易になる。これは他の豆加工品に

も適用できるものと思われる。また，DNA原液の電気

泳動により，加工品のDNA抽出液の断片化（分解）の

程度が推定できる。

３）組換え遺伝子を検出した豆腐４検体は，輸入大豆を

使用しており，分別生産流通管理を実施しても遺伝子

組換え大豆の非意図的混入はさけられないことが分

かった。表示の妥当性を検討する上にも定量PCRによ

る分析が必要であると思われる。
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１）平成１３年３月２７日食発第１１０号厚生労働省通知「組換

えDNA技術応用食品の検査法について」（平成１５年６

月１８日最終改訂）

２）（独）農林水産消費技術センター：ＪＡＳ分析試験

ハンドブック「遺伝子組換え食品検査・分析マニュア

ル」（平成１４年６月２０日最終改訂）

３）渡邉節他：宮城県保健環境センター年報№２０，５９～

６３（２００２）

４）農林交流センター：第７９・８２回農林交流センター

ワークショップ「遺伝子組換え体の検知技術　農産物・

食品からの定性・定量的検知法」

５）松岡猛他：食衛誌．Ｖｏｌ．４０，№２　１４９～１５７（１９９９）
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外 国 産
大豆使用

国産大豆
使　　用表　　示判定結果

●○陽 性豆腐１

●○陰 性豆腐２

●●○陽 性豆腐３

●○陰 性豆腐４

○陰 性豆腐５

●○陰 性豆腐６

●○陽 性豆腐７

●陰 性豆腐８

●　○＊陽 性豆腐９

●陰 性豆腐１０
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（対象組換え遺伝子：ＲＲＳ）

○：遺伝子組換え大豆使用せず　
＊：非遺伝子組換え大豆１００％　　
●：使用している　　　　　　　
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　近年，住宅の高気密化にともない，建材・内装材から
放出されるホルムアルデヒドやその他の揮発性有機化合
物（VOC）による健康被害，いわゆる「シックハウス症
候群」が社会問題となっている。この様なことから厚生
労働省では，対策の一環として平成９年よりホルムアル
デヒドを始め，順次VOCの指針値を設定している（現在
１３物質）。また国土交通省では，平成１２年に住宅の品質
確保の促進に関する法律を施行し，低ホルムアルデヒド
規格材の使用等による室内空気汚染防止対策を推進して
いる。そこで低ホルムアルデヒド建材で施工された県内
の新築住宅について，昨年度は環境化学部により入居前・
後のホルムアルデヒド，アセトアルデヒド及びVOC濃度
の実態調査が行われた１）。
　また室内空気汚染は，温度の影響を受けやすく季節に
よって差があると考えられるため２－３），本年度はホルム
アルデヒド，アセトアルデヒド及びVOCの季節変動の把
握を目的に，引き続き４棟の住宅について夏季及び冬季
に調査を行った。これと並行し，シックハウス対策の一
助となるような室内空気の浄化法を検討するため，簡易
モデルを用いて４），ホルムアルデヒド等の除去能を有す
る各種壁紙でのVOC除去効果を比較したので報告する。
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　調査対象住宅：平成１３～１４年新築住宅４棟

　夏季調査：平成１４年７～８月，冬季調査：同年１１～１２月
��������������

　ホルムアルデヒド，アセトアルデヒド，VOC４１物質
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　物質濃度との関連性を調べるため，建築物等情報，採
取状況，居住者情報についてのアンケート調査を行った。
　　　��������������������������	
　オゾンスクラバーを接続した捕集管（Waters社製Sep-
Pak XpoSurアルデヒドサンプラー）により，室内空気を
約１００mL/minの流速で２４時間連続ポンプ吸引した。採取
後の捕集管をアセトニトリルで溶出し，５mLにメス
アップした後，HPLCで定性・定量を行った。定量値は，
２０℃における空気中濃度（μg/�）に換算した。なお，
HPLC分析条件を（表２）に示す。
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Investigation of VOC Seasonal Variation in Living Condition and
Examination of The Indoor Air Purification Method which Used Simple Model

長船　達也　　氏家　愛子　　赤間　仁
大江　浩＊　　　　　　　　　　　　　　

Tatsuya OSAFUNE，Aiko UJIIE，Hitoshi AKAMA，
Hiroshi OOE　　　　　　　　　　　　　　　　　

キーワード：揮発性有機化合物，室内空気汚染，季節変動，浄化法，壁紙

Key Words：Volatile Organic Compound，Indoor Air Pollution，Seasonal Variation，
Purification Method，Wallpaper　　　　　　　　　　　

　ホルムアルデヒド，アセトアルデヒド及びVOCの季節変動の把握を目的に，県内の新築住宅について夏季及び冬季

に調査を行ったところ，汚染物質の濃度は季節変動による影響よりも，むしろ住まい方に影響されることが分かった。

また，簡易モデルを用いて室内空気の浄化法を検討したところ，汚染物質を把握した上で適切な壁紙を選択し，使い

捨てで貼る・敷くことも簡便かつ効果的な室内空気浄化法の一つになり得ることが分かった。

＊　現　生活衛生課

ヘキサン，ヘプタン，オクタン，ノナン，デカン，ウンデカン，
ドデカン，トリデカン，テトラデカン，ペンタデカン，
ヘキサデカン，２，４-ジメチルペンタン，２，２，４-トリメチルペンタン

脂肪族炭化水素

ベンゼン，トルエン，エチルベンゼン，m,p- キシレン，o- キシレン，
スチレン，１，３，５-トリメチルベンゼン，１，２，４-トリメチルベンゼン，
１，２，３-トリメチルベンゼン，１，２，４，５-テトラメチルベンゼン

芳香族炭化水素

α-ピネン，リモネンテ ル ペ ン 類

トリクロロエチレン，テトラクロロエチレン，クロロホルム，
１，１，１-トリクロロエタン，１，２-ジクロロエタン，
１，２-ジクロロプロパン，p- ジクロロベンゼン，四塩化炭素，
クロロジブロモメタン

ハ ロ ゲ ン 類

酢酸エチル，酢酸ブチルエ ス テ ル 類

メチルエチルケトン，メチルイソブチルケトンケ ト ン 類

ブタノールアルコール類

ノナナール，デカナールアルデヒド類
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　捕集管（柴田科学製活性炭チューブ）により，室内空

気を約１００mL/minの流速で２４時間連続ポンプ吸引した。

採取後の捕集管から活性炭を取り出し，１mLの二硫化炭

素で抽出し，内部標準物質トルエン－ｄ８を添加（１００ppb

相当）した後，GC/MSで定性・定量を行った。定量値は，

２０℃における空気中濃度（μg/�）に換算した。なお，

GC/MS分析条件を（表３）に示す。

��������	
��

������������	
���������

��������� � � �

　活性炭含有壁紙，尿素含有壁紙，二酸化チタン含有壁

紙（表４）
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　真空ビン内での気化が困難であった９物質（ノナナー

ル，ウンデカン，１，２，４，５－テトラメチルベンゼン，

デカナール，ドデカン，トリデカン，テトラデカン，ペ

ンタデカン，ヘキサデカン）を除くVOC３２物質－脂肪族

炭化水素７種，芳香族炭化水素９種，テルペン類２種，

ハロゲン類９種，エステル類２種，ケトン類２種，アル

コール類１種－
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　テドラーバッグに５�×５�の大きさに切った３種類

の壁紙（活性炭含有・尿素含有・二酸化チタン含有）を

それぞれ封入し隔離した。なお使用した壁紙は，裏面を

アルミ箔で覆い，表面のみで評価することとした。次に，

活性炭で浄化した空気を５０Ｌ注入し，真空ビンで気化さ

せたVOC混合標準ガスを添加（Totalで約１０００μg/�）した。

静置平衡化の後，隔離した壁紙を開放し試験をスタート

した。そして，一定時間毎に活性炭チューブにより内部

空気を全量捕集し，GC/MSで定性・定量を行った。定量

結果から残存率を算出し，除去効果を比較した。
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　今回調査対象とした４棟の内訳は以下のとおりであっ

た（表５）。

��������	
��

���������������	

①　木造従来工法のＡ，Ｃ邸からは，夏季にテルペン類

のα－ピネンが高濃度で検出されたが，冬季には減少

していた（Ａ邸：２８７→３１，Ｃ邸：３０１→６８μg/�）。

②　Ｃ邸において，夏季にハロゲン類のｐ－ジクロロベ

ンゼンが指針値２４０μg/�を超えていたが，これは居間

のローテーブルの引き出し内に防虫剤があったためと

考えた。しかし冬季には減少していた（３０５→１０７

　μg/�）。

③　冬季の暖房器具に開放式石油ファンヒーターを使用

したＣ，Ｄ邸では，灯油由来の脂肪族炭化水素類が夏

季に比し高濃度を示した。その値は換気システムのな

－76－

カ　ラ　ム：GLサイエンス製ZORBAX Bonus-PR
　　　　　　４．６㎜ i.d.×２５０㎜
カラム温度：４０℃
測 定 波 長：３６０nm
流　　　速：１．０ml/min
移　動　相：Ａ－精製水，Ｂ－CH３CN
クラジュエント：　　　　　　　Ａ　　　Ｂ
　　　　　　　　　　０min　　８０％　　２０％
　　　　　　　　　　１０min　　４０％　　６０％
　　　　　　　　　　１５min　　４０％　　６０％
　　　　　　　　１５．０１min　　８０％　　２０％
　　　　　　　　　　２０min　　８０％　　２０％

カ　ラ　ム：J＆W DB－１
　　　　　　０．２５㎜ i.d.×６０ｍ（膜厚１μm）
昇 温 条 件：４０℃（７min）→１０℃/min→２８０℃（２min）
試料注入法：スプリットレス
試料注入量：２μl
注入口温度：２５０℃
インターフェイス温度：２８０℃
検　出　法：SIM

二酸化チタン
含　 有　 紙尿素含有紙活性炭含有紙種　　類

１０５１８０１１０質　量（g／�）

０．２８０．４００．３６厚　　　さ（㎜）

二酸化チタン・
無機脱臭剤：５０
活　性　炭：１０

１０７０配　合　率（％）

灰　　色白　　色黒　　色外　　　観（色）

ア セ ト
ア ル デ ヒ ド

ホ ル ム
ア ル デ ビ ド

トルエン，酢酸，
硫　化　水　素

除 去 効 果
確 認 物 質＊１

光触媒による
分 解

尿 素 に よ る
化 学 吸 着

多孔質による
物 質 吸 着主な除去原理

＊１：メーカーによる効果確認５）

Ｄ邸Ｃ邸Ｂ邸Ａ邸
Ｈ１４．　３．　１Ｈ１４．１上旬Ｈ１３．１２．７Ｈ１３．１０　　入 居 日
Ｈ１４．　８．　１Ｈ１４．　７．２２Ｈ１４．　７．３１Ｈ１４．　７．２５夏　季測 定 日
Ｈ１４．１２．　５Ｈ１４．１１．２７Ｈ１４．１２．　２Ｈ１４．１２．　４冬　季
鉄骨プレハブ木造従来２×４木造従来構 造
あ　りな　　しあ　りあ　り換気システム
居間１７畳居間１２畳居間２２．５畳居間２６畳測定場所・広さ

扇 風 機エ ア コ ン ，
扇 風 機

エ ア コ ン ，
扇 風 機エ ア コ ン冷 房 器 具

石 油 フ ァ ン
ヒ ー タ ー

石 油 フ ァ ン
ヒ ー タ ー電気蓄熱暖房

石油セントラル
ヒーティング
蓄 熱 パ ネ ル

暖 房 器 具

ピ ア ノ
（１１月中旬）

ベビーベッド，
加　湿　 器
（１１月上旬）

新規購入家具
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いＣ邸の方が高かった（Ｃ邸：５６→１８４，Ｄ邸：２１→

４５μg/�）。

④　Ｄ邸において，芳香族炭化水素のエチルベンゼン，

キシレン，アルデヒド類のノナナールが夏季に比べ冬

季に高濃度を示したが，これは購入したピアノの影響

（塗料や防腐剤）によるものと考えた（エチルベンゼ

ン：２０→７３，キシレン：２３→５４，ノナナール：０．６４→

１２μg/�）。

　　また，テルペン類のリモネンについても冬季に高濃

度を示したが，これはミカンの摂食によるものと考え

た（３．２→３１μg/�）。
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　物質によって残存率に若干の違いはあったが，各物質

群３時間で６０～８０％，６時間で２０～３０％，２４時間で数％

の残存率であり，強力な除去効果が確認できた　（図２）。

�����������

　除去効果は確認できなかった。
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　はじめに蛍光灯下で試験を行ったが，光触媒による除

去効果は確認できなかった。次にUV照射下での効果を確

認するため，同時に非照射下での試験（活性炭をも含有

するため）を行い比較したが，UV照射・非照射間で差は

なく，光触媒を介した効果は見られなかった（図３）。
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　本試験で使用した活性炭含有紙のVOC除去効果の数

値化を試みた。本試験は閉鎖系であり，また壁紙に吸着

した物質の脱離を無視し，大きな温度変動がなかったも

の（本試験中の平均温度：２２℃）と仮定し，薬物動態で汎

用される１－コンパートメントモデルを適用した（図４）。

　捕集した各物質の絶対量（ng）の常用対数値をＹ軸に，

測定時間をＸ軸にとりプロットをすると，良好な回帰直

線が得られた（Ｒ２値０．９５以上［ブタノール：０．８９を除く］）。

この直線の傾きから吸着速度定数Ｋａｄを算出し，また

Ｋａｄ値から各物質の半減期ｔ１／２を算出した（表６）。
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　今回の調査では，一部の物質を除き夏季に高濃度を示

すものが多く見られたが，前回の環境化学部による入居

後調査（２～３月）からの推移（図５）を見れば，ほと

んどの物質は経時的に減少傾向にあった。一方，石油ファ

ンヒーターの使用や防虫剤の使用，家具（ピアノ）の購

入等で特定の物質濃度が上昇していた。以上より入居後

の新築住宅における汚染物質の濃度は，季節変動の影響

よりも，むしろ住まい方に影響されることが分かった。

また，換気システムを持たない住宅では，持つ住宅に比

べ，汚染物質の残存度合いが高くなっていることも分

かった。

　したがって室内空気汚染を防止するためには，原因の

特定と排除が基本であるが，併せて頻繁な換気等による

空気の浄化が重要であると考える。

－78－
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ｔ１／２（hr）ｋａｄ（hr－１）

４．５１±０．６７０．１５７±０．０２２脂肪族炭素水素

４．１６±０．４４０．１６８±０．０１８芳香族炭化水素

４．８９±０．３８０．１４２±０．０１１テ ル ペ ン 類

４．９４±０．４７０．１４２±０．０１５ハ ロ ゲ ン 類

４．７７±０．６２０．１４６±０．０１９エ ス テ ル 類

４．７３±１．２３０．１５２±０．０３９ケ ト ン 類

７．７８０．０８９アルコール類

ｋａｄ：吸着速度定数
ｔ１／２：半　 減　 期
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　今回検討した壁紙のうち，活性炭含有紙はVOCを物理

的に吸着するため，各物質に対してほぼ同等の除去効果

を示した。反面，物質の吸着飽和や高温下での脱離が予

想される。一方，尿素や二酸化チタン含有紙は，物質の

脱離の心配はないが，低級アルデヒド特有の高反応性を

利用した吸着・分解（尿素のアミノ基及び二酸化チタン

の光触媒によって生じたラジカルやスーパーアニオンに

よる反応　（図６））であるため，反応性の低いVOCの除

去効果は期待できないと考えた。

　したがって，汚染物質を把握した上で適切な壁紙を選

択し，使い捨てで貼る・敷くことも簡便かつ効果的な室

内空気浄化法の一つになり得ると考える。

�
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１）件数は少ないが，一年を通して新築住宅の室内空気

汚染を調査したことで汚染源の特定が可能となり，本

調査がシックハウス相談に対しての有益な資料になり

得るものと考える。

２）ベイクアウトの実施や換気システムの導入，空気清

浄機の購入等，相当量の労力・費用の負担を伴わなく

とも，目的に応じた壁紙を選択し貼る・敷くことで，

汚染物質の除去が簡便かつ効率的にできることが示唆

された。
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１）佐々木ひとえ　高橋正弘　他：生活環境中における

ホルムアルデヒドの挙動に関する調査，宮城県保健環

境センター年報，２０，９３－９７（２００２）
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センター業報，２２，３２－３７（２００１）
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　一般に，河川水等の環境水を除きBODを測定する場合，

希釈水に植種液を添加して測定する。この植種液には，

JIS K ０１０２によれば，河川水，下水の上澄液，土壌抽出

液，さらに培養液として試験室内で試料に馴らした微生

物を培養した上澄液がある。しかし，河川水等はBOD測

定に適したものを選択して使用しなければならず，入手

の困難さ，水質の不安定性が常に問題となる。植種液の

安定供給，及び水質の安定のためには，試料に適応した

微生物を増植させて，常時手元にあることが最も好まし

い。

　そこで，今回植種培養液の維持管理について，回分式

培養方法を用いて，合成培地組成，MLSS管理，及び長

期休暇時を想定した無負荷培養実験等種々の検討を行っ

たので報告する。
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　日常の培養には塩化ビニル製の図－１に示す培養槽に，

はじめに種汚泥として下水処理場の活性汚泥を１Ｌ入れ

て水道水で６Ｌとして曝気を開始した。そして，回分式

培養方法により，朝３０分曝気を止め，上澄液を３Ｌ引き

抜き，合成培地を４０ml加えて元の水位まで水道水を満た

し曝気を開始する操作を毎日繰り返した。

　また，無負荷培養実験は２Ｌのポリ容器に培養液を１．５

Ｌ入れて，表－１に示す方法で検討した。Run1，２は図

－２の接続方法で１２日間の無負荷培養を行った。その後

さらに全てのRunを連続曝気に戻して，合成培地を日常

の培養と同様の比率で加えて，２週間培養を継続した。

なお，通気は図－２の接続方法で水洗した空気を用いて

行い，曝気後の排気は活性炭で脱臭した。

－80－
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Studies on Culture Condition of BOD Inoculum

斎藤　善則　　柳　　茂　　佐藤　好克　
高橋　正弘＊　　　　　　　　　　　　　　

Yoshinori SAITO, Shigeru YANAGI, Yoshikatsu SATO
Masahiro TAKAHASHI　　　　　　　　　　　　　　

キーワード：植種培養液，MLSS，合成培地，無負荷培養

Key Words：Inoculum Culture，MLSS，Synthetic medium，Non-load Culture 

　JIS K ０１０２によればBOD測定時の植種液には，河川水，下水の上澄液と共に試験室内で試料に馴らした微生物を培

養した上澄液も含まれている。河川水等は入手の困難さ，水質の不安定性が常に問題となり，植種液の安定供給，及

び水質の安定のためには，試料に適応した微生物を増植させて，常時手元にあることが最も好ましい。

　そこで，今回植種培養液の維持管理について，微生物の餌となる合成培地の保存性，最適組成，そして培養液の至

適水温，MLSS濃度，さらに長期休暇に対応する無負荷培養実験等の検討を行った。

　その結果，合成培地の保存性については１４０℃ で２時間容器を加熱して用いることにより腐敗を防止できた。培地

組成ではpH安定のためには，リン酸塩がある程度過剰に含まれている必要があった。また，植種培養液の日常管理に

おいては，上澄液のBODをあまり下げすぎないようなMLSS管理が必要であった。水温は５℃～２５℃の範囲内で安定

した培養が可能であった。長期休暇時を想定した無負荷培養実験では間欠曝気，連続撹拌と冷蔵庫保存を検討したが，

冷蔵庫保存のものが汚泥の崩壊が少なく最も良好であった。

＊　現　原子力センター
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　スクリューキャップ付きガラスビンを恒温槽で１４０℃，

２時間加熱し，余熱のあるうちに４０～５０℃の作りたての

合成培地を注ぎ入れ，室温まで冷ましてから冷蔵庫に保

存した。この方法で合成培地１Ｌを使い切るまで変質は

認められなかった。なお，合成培地は１Ｌのビーカーに

約９００mlの精製水を入れ，試薬を添加してホットプレー

ト上で沸騰させないように加熱溶解し，中和後に１Ｌと

した。

　合成培地はJISの植種液使用基準への適合状況，及び硝

化作用によるpHの低下状況を見ながら，適宜組成の検討

を行った。表－２に示す５種類の組成について，最低で

も１ヶ月間の培養を継続して良否を判定した。
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　１年間以上，回分式培養方法を継続して，培養液への

水温の影響を調べた。また，MLSSは低温時には高めに

維持し，１５℃以上の時は２０００～４０００mg/Lに維持した。

　培養液の曝気停止直前，停止３０分後，水位復元曝気直

後，培地添加直後，曝気開始１時間後のpHを測定し，合

成培地添加前後のpH，亜硝酸性窒素，及び硝酸性窒素の

変動を調べた。
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　回分式培養方法で培養した溶液を４分して，表－１に

示す方法でRun１～４に各１．５Ｌ使用した。Run１～３は

ラインヒーターにて２０～３０℃ に保温した。Run１は２時

間曝気２２時間停止の１日１サイクルの繰り返し，Run２

は１時間曝気１１時間停止の１日２サイクルの繰り返し，

Run３はスターラーによる連続撹拌を行った。Run４は

４℃の冷蔵庫に保存した。これを１２日間続けた後に，さ

らにRun１～４の連続曝気を開始し，翌日から合成培地

を１０ml添加して，回分式培養方法に戻して沈降性（SV３０），

pH，及びBODの変動を調べた。

��������
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　合成培地組成を表－２に示す５種類に変化させて培養

を行った。培地－Ⅰではグルコースが１０ｇ，ペプトンが

３０ｇと少ないためBODが低く，窒素の比率が高いことか

ら消化菌が増植しやすく，特に休日明けの月曜日に低pH

になりやすかった。

　培地－ⅡではpHは安定しているが上澄液のBODが１

mg/L程度になるとJISの植種液使用基準を満足しにくく

なる傾向が見られたが，BODが１０mg/L程度なら図－３に

示すとおりBOD：２１０±１０mg/Lの基準を満足した。そこで，

ペプトンの一部を植種液使用基準確認溶液に含まれるＬ

－グルタミン酸に変えた培地－Ⅲ～Ⅴを検討した。

　また，活性汚泥が正常に生育するために必要な栄養バ

ランスは，一般にBOD：N：P＝１００：５：１以上と言わ

れているが，このバランスを満たす濃度にＰの添加量を

減らした培地－Ⅲにおいても，培地－Ⅰと同様に休日明

けの月曜日にpHの低下傾向が見られた。Ｐ濃度を培地－

Ⅲの２倍にした培地－Ⅳでもこの傾向は変わらなかった。

　培地－ⅤはＰ濃度を培地－Ⅱまで戻して，さらにＬ－

グルタミン酸を添加したことでJISの植種液使用基準を

満足しやすくなるかどうかを検討した。図－４に示すと

おり，その効果はあまり見られず，培地－Ⅱとほぼ同程

度であった。なお，硝化菌抑制のためアリルチオ尿素を

添加したものはBODが１７０mg/Lと無添加のものよりやや

低かった。

培養温度（℃）培　養　方　法№

２０～３０間欠曝気（２時間曝気２２時間停止）Ｒｕｎ１

２０～３０間欠曝気（１時間曝気１１時間停止）Ｒｕｎ２

２０～３０スターラーによる連続撹拌Ｒｕｎ３

４冷蔵庫保存Ｒｕｎ４

培養液量：１，５００ml 　MLSS：９，５００mg/L 
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pH：７．２　添加量：ｇ

培地－Ⅴ培地－Ⅳ培地－Ⅲ培地－Ⅱ培地－Ⅰ試　薬　名

１２８４１２１２リン酸－カリウム

４０４０４０４０１０グ ル コ ー ス

３５３５３５４０３０ペ プ ト ン

５５５－－Ｌ－グルタミン酸

４．８３．８３．０３．８３．８水酸化ナトリウム
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　培養液の水温は１１月の５℃が最低（以降２０℃に保温）

で，８月の２５℃ が最高であったが，この範囲では培養

に問題はなく，むしろ高温時に汚泥の引き抜きを頻繁に

行い，MLSSの管理で消化菌の増殖を抑制する必要が

あった。高温時にはMLSSを２０００mg/L程度に抑えた方が

pHの低下を防ぐことができた。図－５に示すとおり，曝

気停止直前に比べ，培地添加直後に亜硝酸性窒素が高く

なり，硝酸性窒素が低くなる傾向が見られた。図－５の

Ａは培地－Ⅱから培地－Ⅲに変えて３日目のもの。また，

同じ培地－ⅤでMLSS（４０００mg/L）がほぼ同じ場合（図

－５のＢ，Ｃ），水温の高い方が硝酸性窒素の濃度が高

くなりやすく，休日明けの月曜日にpH６を下回る値を示

すこともあった。

　合成培地添加前後のpHの変化は図－６に示すとおり，

培地添加直後に低くなる傾向が見られた。これはイオン

クロマトグラフで酢酸を確認したことから有機酸生成に

よるものと推察された。
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　Run１～４のSV３０を図－７に示す。Run３を除き，SV３０

は無負荷培養終了直後の７０台から徐々に低下し６０まで推

移したが，その後の３日間の空曝気によりやや上昇する

傾向を示し，汚泥崩壊による濁りも増加した。Run３は

無負荷培養終了直後から他に比べ濁りが認められ，沈降

性の回復も悪かった。

　上澄液引き抜き量とpHの変化を図－８に示す。無負荷

培養終了後，いずれのRunでも合成培地添加の回分式培

養方法に戻しても，pHの回復は認められなかった。また，

３日間の空曝気でさらに硝化菌が活発化してpHが低下

した。このことから，硝化菌の増殖によるpHの低下防止

対策には，MLSSの適正管理しか方法は無いものと思わ

れた。それはこの実験の終了後，培養液を４倍に希釈し

て回分式培養槽に戻してMLSS ２０００mg/Lで，平常の培養

を続けたところ，３日目でpHが中性に回復したことに

より確認できた。

－82－
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　無負荷培養後の上澄液BODの推移を図－９に示す。培

地添加開始３日目（１月９日）ではRun３が７mg/Lと最

も高かったが，その後の３日間（１月１１～１３日）の空曝

気後では，Run１～３が２０mg/Lを超える値まで悪化した

のに対し，Run４は１３mg/Lと最も低い値を示した。この

結果から，冷蔵庫保存は培養液の活性低下が少なく，特

別な装置も必要なく，最も省エネルギーな方法であるこ

とがわかった。
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　今回の検討の結果，下記のことが明らかになった。

１）合成培地の保存性については１４０℃，２時間加熱した

ガラスビンを用い，４０～５０℃の合成培地を注ぎ入れる

ことにより，腐敗を防止できた。

２）合成培地の組成を５種類検討したが，従来から使用

していた培地－Ⅱが良好であった。

３）回分式培養方法により，水温は５℃から２５℃の範囲

内で安定した培養が可能であった。

４）植種培養液の日常管理には上澄液BODをあまり下

げすぎないことと，硝化菌の増殖を抑えるMLSS管理

が必要であった。

５）長期休暇時を想定した無負荷培養実験では，２週間程

度なら冷蔵庫保存が汚泥の崩壊も少なく，最も良好で

あった。

� � � �

１）工場排水試験方法：１９９８，日本規格協会，ｐ４９～５４

２）桜井敏郎他：活性汚泥法と維持管理，産業用水調査

会，ｐ４０～６０
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　ダイオキシン類対策特別措置法が平成１２年１月から施

行されたことを受け，都道府県知事に各種環境媒体にお

ける常時監視の義務が課せられ，宮城県においても年間

約１２０検体の分析を民間分析機関に委託している。ダイオ

キシン類の分析は，超微量の物質を多数の異性体に分離，

同定しなければならず，加えて前処理等の複雑な操作と

高分解能質量分析計（HR-GC/MS）等を利用する高度な

技術が必要とされることから，確実な精度管理の遂行が

極めて重要１），２），３），４）である。このため，環境省ではダイオ

キシン類の環境測定に係る精度管理指針５）並びにダイオ

キシン類の環境測定を外部に委託する場合の信頼性の確

保に関する指針６）を定め，精度管理の更なる向上を図っ

てきた。こうした指針に沿い，当県では民間分析機関か

らの報告について精査作業を平成１２年より実施しており，

より信頼性の高い分析結果を得られるよう努めている。 

今回過去３年にわたり実施してきた結果を基に実際に経

験した事例を交えながら，精査作業に関する一連の手順

について紹介する。
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　精査に関する手順について図１に示す。始めにある種

媒体の一連の分析について試料における検出下限，定量

下限値を満足しているか否かをS/Nにより確認し，同時

にブランク値の評価を行う。いずれの項目に関して問題

が無いと判断した後は，先山ら７）の報告に基づきエクセ

ルファイルを用いて作成したダイオキシン類異性体組成

判別シート中に報告されたデータ群を入力し，異常値ま

たは特異的なデータを有すると判断された測定結果を抽

出する。個々に抽出されたデータについては，分析委託

機関に提出を求めた資料，すなわちGCインジェクション

リスト，ロックマスの変動を併記したマスクロマトグラ

ム，回収率一覧表等を基に更なるデータの精査を実施す

る。各項目を満足出来ない結果が生じた場合は，再測定，

再分析等を課した。
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　一連の作業において観察された主な事例について紹介

する。
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　試料における検出下限，定量下限値を満足していない

事例について紹介する。媒体は地下水試料である。図２

中の矢印で示した異性体の報告された検出下限，定量下

限値はそれぞれ，０．０３pg/L，０．１１pg/Lである。この異性体

の報告値は，定量下限値を上回る０．２２pg/Lであったが図

中より明かにS/Nは３未満であり，報告書に明記されて

いる下限値を全く満足していなかった。こうした事例は

本地下水における一連の分析において相当数見受けられ

たため，HR-GC/MSの再調整を実施させた後，最低濃度

－84－
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Scrutiny Process on Dioxins Results of Survey

中村　朋之　　清野　陽子＊１　鈴木　滋　
加藤　謙一　　高橋　正弘＊２　　　　　　

Tomoyuki NAKAMURA，Yoko KIYONO，Shigeru SUZUKI
Ken-ichi KATO，Masahiro TAKAHASHI　　　　　　　　　

キーワード：精査作業，ダイオキシン類，調査結果

Key Words：Scrutiny process，Dioxins，Results of survey

＊１　現　宮城県立循環器・呼吸器病センター

＊２　現　宮城県原子力センター
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の感度を保証できることを確認し再測定を課した。本事

例については，HR-GC/MS測定の際に最低濃度の検出に

よる確認を怠ったことによるものであった。
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　コプラナー PCB（Co-PCB）において異常に高いブラ

ンク値が観測された事例を紹介する。媒体は地下水試料

である。Co-PCBについて報告された試料における検出下

限，定量下限値はそれぞれ０．００８～０．０３，０．０３～０．１１pg/L

であったのに対し，報告された操作ブランク値は表１の

ようにかなりの高値であり，最大で定量下限値の４００倍近

いブランク値を示した異性体も存在した。このため表２

に示したようにモノオルソ体が殆ど検出されずノンオル

ソ体が主に検出される異常な事態が生じた。図３に示し

たマスクロマトグラムからは，一連の全ての試料につい

てカネクロール由来と推測される類似したバックグラン

ドが観察され，本事例は実験室内におけるコンタミネー

ションによるものと推察された。
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　同属体分布を各試料についてグラフ化した資料の提出

により異常が発覚した事例である。試料媒体は土壌であ

る。その際に観察された同族体分布グラフとマスクロマ

トグラムの一例を並記して図４に示す。同族体分布図か

らは５塩素化ダイオキシンがN.D.となっている。しかしな

がら当県の一般的土壌及び底質における同族体分布の特
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試料における
実測濃度

（pg/L）

IUPAC

№
化　合　物　名 検出下限

（pg/L）
定量下限
（pg/L）

０．０３　０．１１N.D.＃　８１３，４，４’５ - TeCB

０．０２　０．０６０．４２＃　７７３，３’，４，４’- TeCB

０．０２　０．０５N.D.＃１２６３，３’，４，４’，５ - PeCB

０．０１　０．０４N.D.＃１６９３，３’，４，４’，５ ，５’- HxCB

０．０１　０．０３０．２３＃１２３２’，３，４，４’，５ - PeCB

０．００９０．０３１３　　＃１１８２’，３，４，４’，５ - PeCB

０．０３　０．１１４．２　＃１０５２，３，３’，４，４’- PeCB

０．０２　０．０５０．５２＃１１４２，３，４，４’，５ - PeCB

０．０１　０．０４０．５２＃１６７２，３’，４，４’，５，５’- HxCB

０．００８０．０３１．２　＃１５６２，３，３’，４，４’，５ - HxCB

０．０１　０．０４０．３１＃１５７２，３，３’，４，４’，５’- HxCB

０．０１　０．０４０．０６＃１８９２，３，３’，４，４’，５，５’- HpCB

０．０１　０．０３３．２　＃１８０２，２’，３，４，４’，５，５’- H７CB

０．００８０．０３１．７　＃１７０２，２’，３，３’，４，４’，５- H７CB

試料における
実測濃度

（pg/L）

IUPAC

№
化　合　物　名 検出下限

（pg/L）
定量下限
（pg/L）

０．０３　０．１１０．１５＃　８１３，４，４’５ - TeCB

０．０２　０．０６０．３７＃　７７３，３’，４，４’- TeCB

０．０２　０．０５０．０５＃１２６３，３’，４，４’，５ - PeCB

０．０１　０．０４０．０２＃１６９３，３’，４，４’，５ ，５’- HxCB

０．０１　０．０３N.D.＃１２３２’，３，４，４’，５ - PeCB

０．００９０．０３N.D.＃１１８２’，３，４，４’，５ - PeCB

０．０３　０．１１N.D.＃１０５２，３，３’，４，４’- PeCB

０．０２　０．０５N.D.＃１１４２，３，４，４’，５ - PeCB

０．０１　０．０４N.D.＃１６７２，３’，４，４’，５，５’- HxCB

０．００８０．０３N.D.＃１５６２，３，３’，４，４’，５ - HxCB

０．０１　０．０４N.D.＃１５７２，３，３’，４，４’，５’- HxCB

０．０１　０．０４０．０１＃１８９２，３，３’，４，４’，５，５’- HpCB

０．０１　０．０３N.D.＃１８０２，２’，３，４，４’，５，５’- H７CB

０．００８０．０３N.D.＃１７０２，２’，３，３’，４，４’，５- H７CB



徴はCNP生成時の不純物とされる４及び５塩素化ダイオ

キシンが検出されることが一般的であるため，マスクロ

マトグラムを確認したところ，完全な同定ミスであるこ

とが判明した。これは自動化同定ソフトにおけるパラ

メーター設定のミスであり報告する際の確認作業不足に

よるものであった。
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　今回示した事例については，ダイオキシン類分析につ

いて一連の内容を熟知した者が分析結果の精査を行った

結果判明したものである。序論で記述したとおり，ダイ

オキシン類の分析は煩雑さ故に高度な技術並びに操作に

関する理解が要求されるため，試料の採取から分析，測

定，報告まで一貫した細心の注意が必要である。また分

析全般に精通した人間による一連の操作に関する管理も

非常に重要である。今後もこれまでに得たノウハウを体

系化しつつ，より効率化された精査作業の確立をはかり，

精度の保証された分析結果の収集にあたりたい。

��������

　一連の精査作業を実施するにあたり，御指導並びに御

助言を頂きました国立環境研究所橋本俊次主任研究員に

深く謝意を表します。またエクセルファイルによる判定

基準を作成するにあたり，ロジックの一部を提供して頂

きました岐阜県保健環境科学研究所村瀬秀也専門研究員

に深謝いたします。　
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１）伊藤裕康：第２９回日本環境化学会講演会予稿集，

　pp２５－３２（２０００）

２）伊藤裕康ら：第３０，３１回日本環境化学会講演会予稿

集，pp４５－５４（２０００）

３）柏平伸幸：ぶんせき，��，５０６－５１２（２００１）

４）堀江祐三：資源環境対策，��，８５－９２（２００２）

 

５）環境省：ダイオキシン類の環境測定に係る精度管理

指針（２０００）

６）環境省：ダイオキシン類の環境測定を外部に委託す

る場合の信頼性の確保に関する指針（２００１）

７）先山孝則ら：第９回環境化学討論会講演要旨集，ｐ

２３４－２３５（２０００）
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　本県では，県内の主要道路近傍に設置されている１０局

の自動車排出ガス自動測定局において，大気汚染物質の

測定監視を実施するとともにこれらの測定地点以外の地

域については，大気移動測定車を用いて，測定を実施し

ている。しかし，移動測定車の測定装置は大掛かりなも

のであり，駐車スペースや専用商用電源の確保など，設

置場所の選定に制約が生じている。

　そこで大気環境監視の一環として簡易かつ任意の場所

で測定を可能にするために測定器を乗用車等に搭載し，

移動しながら測定するシステムを検討，試作するととも

に路上での走行測定を実施したので報告する。

��������

　電源部　UPS（無停電電源装置）

　　PICO２－６００Ｃ　６００VA　４５０Ｗ（GSEE）

　自動車用鉛蓄電池（バッテリー）

　　DB５０　２０CA（日本電池株式会社）

　測定器　環境大気測定用窒素酸化物計

　　CLAD－１０００（島津）

　その他　GPS

　　ハンディGPS PCGA-GPS３VH（ソニー）

��������
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　まず精密機器である測定器を安定動作させる電源シス

テムの構築として，測定器の稼働時の電力消費量につい

て確認した。商用電源を使用せずに測定器を充電済みの

UPSに接続して起動させると一瞬の起動で電源が落ちる。

測定器の消費電力は起動時に最大になるが（メーカー仕

様最大５００Ｗ），その後は２０W程度となることを確認した。

今回使用したUPSは通常使用時（商用電源接続時）は充

電しながら放電するタイプのものであり，商用電源を切

るとUPS内蔵バッテリー保護機能により，一定電圧まで

放電するとUPS電源も落ちる構造となっていた。この電

圧は１１．０ｖであったため，市販のテスターにて電圧を測

りながら測定器を稼動させることで，測定中に電源が落

ちるのを防ぐことが可能となった。また，UPSに接続す

るバッテリーを大容量化することで，２台までの測定器

接続で２時間の稼働を可能とした。

���������	
��

　実測定時は走行中に測定器の試料採取からデータ出力

までの経過時間（応答時間）によりリアルタイムのデー

タが得られないと考えられるため，測定器の試料ガスに

対する応答時間を確認した。濃度の異なる４種類のＮＯ

－88－
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Driving measurement system of air pollutant

宮城　英�　　佐藤　信俊　　中村　栄一　
鈴木　康民　　　　　　　　　　　　　　　

Hidenori MIYAGI，Nobutoshi SATO，Ei-ichi NAKAMURA
Yasutami SUZUKI　　　　　　　　　　　　　　　　　　

キーワード：走行測定，自動車排出ガス，窒素酸化物

Key Words：Air pollutant, Driving measurement system

　従来，固定式で使用していた大気汚染測定装置を乗用車に搭載し，測定しながら走行するシステムを製作し，走行

測定することにより，市街地の上り坂や，トンネル内の高濃度窒素酸化物汚染状況やこれらの道路における窓開口時

走行中の車内における暴露状況などについて確認した。
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ガスとゼロガスを１０リットルのテドラーバッグに取り，

試料吸入から結果が出るまでの時間と濃度変化を調べた

ところグラフに示すとおり，応答時間は１５秒から３０秒で

あった。
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　実際に乗用車に電源及び測定器を搭載し，走行測定を

行った。
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　車の少ない団地内の道路においてはNOxとして平均で

２０～３０ppbであったのに対し，片側２車線の市内環状線の

登坂道路では５００～６００ppb，自動車専用道路のトンネル内

においては，１０００ppbを超える値が検出された。
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　測定器を２台接続し，車内と車外のNOxを測定しなが

ら，運転席側の窓を開閉して車内のNOx暴露状況を確認

したところ，図４に示すとおり窓を開けた状態では車内

に一旦取り込まれたNOxは車外に排出されにくい傾向に

ある等の結果が得られた。
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　今回報告した大気汚染物質の走行測定については，今

後も改良を加えるとともに，県内さまざまな道路条件や

気象条件下において測定を実施してデータの解析手法を

検討し，本県の自動車交通公害の対策等に繋げたいと考

える。
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備考風向風速
NOx平均値
（ppb）

道　　　路

W.１．５m/s
（鶴ケ谷）

２０～３０
宮城野区安養寺
付 近

登り坂
NW.１．１m/s
（中山）

　５００～６００北環状線南中山

W.０．９m/s
（国設仙台）

１２００～１３００
仙台西道路青葉山
ト ン ネ ル 内
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　ベンゾ�ピレン（B�P）を代表とするPAHsは化石燃

料等の燃焼過程で不完全燃焼により生成することが知ら

れている。PAHsの多くは発がん性や変異原性が認めら

れ，また内分泌攪乱物質である疑いが持たれている。B

�Pは大気汚染防止法の有害大気汚染物質の中で優先取

り組み物質に指定されており，宮城県では平成１０年度よ

り県内４地点においてモニタリングを実施している。さ

らに，平成１３年度からは芳香環が２環から６環の１５種類

のPAHsを加え，合計１６種類のPAHsについてモニタリン

グを開始している。今回は宮城県内の大気環境中におけ

る１６種のPAHsの汚染状況についてその汚染の特徴など

について考察を行なったので報告する。
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　今回分析対象としたPAHs１６種を表１に示した。
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　県内４地点で，その概要を表２及び図１に示した｡
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　平成１３年４月から平成１５年１月までの２２ヶ月間，月に

１回２４時間サンプリングを実施した。
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　試料の採取および前処理は，環境省の「有害大気汚染

－90－
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Survey of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Ambient Air at Miyagi Prefecture

木戸　一博　　佐久間　隆　　小泉　俊一　
北村　洋子　　佐藤　信俊　　鈴木　康民　

Kazuhiro KIDO，Takashi SAKUMA，Syun-ichi KOIZUMI　　
Yoko KITAMURA，Ｎobutoshi SATO，Yasutami SUZUKI　

キーワード：多環芳香族炭化水素類（PAHs），大気汚染，浮遊粉塵　

Key Words：Polycyclic Aromatic Hydrocarbons（PAHs），Air Pollution，
Particulate Matter 　　　　　　　　　　　　

　宮城県内４地点において平成１３，１４年度の２ヶ年間にわたり，芳香環数が２環から６環の多環芳香族炭化水素類

（PAHs）濃度を測定したところ，各地点とも４環以上のPAHsが検出され，２環３環のPAHsはほとんど検出されなかった。

この原因として今回採取法として用いた石英ろ紙採取法では２環３環のPAHsが捕集できない可能性が考えられた。ま

た，４地点ともにPAHs濃度には季節変動がみられ夏に低く，秋季冬季に高くなる傾向がみられた。４地点における４環

以上のPAHs成分の挙動は測定地点に係らずほぼ一致しており，各成分間で良い相関が認められた。４地点のPAHs成分

の構成割合は名取が４環の割大が大きく他の３地点に比べ自動車排ガスの影響がより大きいことが示唆された。
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PAHs�PAHs�
２ppmBenzo�anthracene９２０ppmNaphthalene１
２ppmChrysene１０４0ppmAcenaphthylene２
４ppmBenzo�fluoranthene１１２0ppmAcenaphthene３
２ppmBenzo�fluoranthene１２４ppmFluorene４
２ppmBenzo�pyrene１３２ppmPhenanthrene５
４ppmDibenz（a,h）anthracen１４２ppmAnthracene６
４ppmBenzo（g,h,i）perylen１５４ppmFluoranthene７
２ppmIndeno（１,２,３-cd）pyrene１６２ppmPyrene８

備　　　考地点分類調査地点
仙南保健福祉事務所屋上一 般 環 境大 河 原 町
名取自動車排出ガス測定局道 路 沿 道名 取 市
塩釜一般環境大気測定局発生源周辺塩 釜 市
古川一般環境大気測定局一 般 環 境古 川 市
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物質測定マニュアル」に準じて行った。すなわち，ハイ

ボリュウムエアサンプラーを用いて石英繊維ろ紙

（ADVANTEC社製，QR-１００）上に７００L/minで大気を吸

引し，２４時間連続採取を行った。粉じん採取後，恒温恒

湿で乾燥し速やかに粉じん量の測定を実施した。このろ

紙の適量を細かく刻んで，共栓付遠心沈殿管に入れジク

ロロメタンを１０ml加え，超音波発生装置内で１５分間超音

波をかけた後，１夜放置する。上澄み液１～３mlを分取

し窒素気流中で溶媒の大半を揮散させた後１mlのアセ

トニトリルに再溶解し試験溶液とする。

　検量線用の標準液はスペルコEPA６１０芳香族炭化水素

混合標準液（表１）を希釈し，濃度として１～１００ng/ml

に調整したものを用いた。
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　質量分析装置：HP５９７３質量分析計

　ガスクロマトグラフ：HP６８９０
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　GCカラム：HP-５MS　５％Phenyl Methyl Silicone

　　　　　　　i．d．０．２５�，３０�，０．２５� film

　カラム温度：６０℃（２min　hold）→（２０℃/min）→１８０℃

（２min　hold）→（４ ℃/min）→２３０℃

→（１０℃/min）→３００℃（１０min　hold）

　注入口温度：２３０℃

　注入方法：スプリットレス

　キャリアガス：Heガス８．２psi　　　　　　　　　　　

　イオン源温度：．２３０℃

　インターフェイス温度：３００℃

　イオン化電圧：７０eV

　イオン化電流：３００μA

　モニターイオン：SIMによる定量はそれぞれのPAHの分

子イオンをモニターイオンとして用いた。
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　表３にGC/MS定量における検出限界と定量下限値を

表３に示した。
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　県内４地点の測定結果を表４に示した。今回調査した

１６種類のPAHsのうち，�１は２環，�２～６は３環，

�７～１０は４環，�１１～１４は５環，�１５～１６は６環の芳

��������	
��

定量下限値検出下限値PAHs�

０.４１０.１２Naphthalene１
０.４１０.１２Acenaphthene２
０.３４０.１０Acenaphthylene３
０.２７０.０８Fluorene４
０.３９０.１２Phenanthrene５
０.５３０.１６Anthracene６
０.２４０.０７Pyrene７
０.３９０.１２Fluoranthene８
０.４００.１２Chrysene９
０.２３０.０７Benz�anthracene１０
０.２９０.０９Benzo�pyrene１１
０.２９０.０９Benzo�fluoranthene１２
０.２００.０６Benzo�fluoranthene１３
０.４７０.１４Benzo（ghi）perylene１４
０.４２０.１３Dibenz（a,h）anthracene１５
０.３７０.１１Indeno（１,２,３-cd）pyrene１６

（ng/�）

������������ （ng/�）

塩　釜　市古　川　市大 河 原 町名　取　市
PAHs�

H１４H１３H１４H１３H１４H１３H１４H１３
－－－－－０.１１０.１３－Naphthalene１
－－－－－－０.１０－Acenaphthene２
－－－－－－－－Acenaphthylene３
－－－－－－－－Fluorene４
０.１３－－－０.１３－０.１８－Phenanthrene５
－－－－－－－－Anthracene６
０.１４０.０９０.０９０.１１０.１６０.１２０.３４０.２０Pyrene７
０.５２０.２８０.３４０.３５０.６７０.３５１.８２０.７５Fluoranthene８
０.３４０.１５０.１７０.２３０.３１０.２００.６４０.４４Chrysene９
０.６６０.４９０.３６０.７６０.５８０.５８１.０１１.０６Benz�anthracene１０
０.６２０.２６０.３７０.３７０.４７０.２８０.７００.４２Benzo�pyrene１１
０.２２０.０９０.１２０.１００.１７０.０８０.２５０.１６Benzo�fluoranthene１２
１.２３０.６７０.６００.９５０.９７０.８０１.７５１.３２Benzo�fluoranthene１３
０.１６－－－－－－－Benzo（ghi）perylene１４
３.０５１.１７１.６４１.７１２.１６１.３１２.７６１.８４Dibenz（a,h）anthracene１５
０.５４０.２３０.３００.３３０.４４０.２４０.７００.４３Indeno（１,２,３-cd）pyrene１６
７.４７３.４３４.００４.９２６.０７４.０８１０.４６.６１ΣPAHs



香環を有する化合物であるが，調査結果は４地点とも２

環から３環のPAHsが検出されず，４環から６環のPAHs

が検出された。これは，２環３環のPAHは大気環境中では

ガス状で存在するといわれており１），今回の石英ろ紙採

取法では捕集できなかった可能性がある。
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各測定地点での総PAHs濃度を図２に示した。各年度とも

道路沿道の名取が最も総PAH濃度が高いことがわかった。

この総PAHs濃度の月変動を折れ線グラフにして図３示

した。４地点とも８月が最も低く，概ね秋から冬にかけ

て高くなる傾向がう

かがえた。この原因

としては従来から言

われている，大気安

定度に加えて，冬季

は暖房によるPAHs

発生の増加が考えら

れること。さらに春

から夏にかけては日

射による分解が生じ

ること。また，温度

上昇により，PAHs

がろ紙から揮散する

などの要因によるこ

とが考えられた。
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　PAHsは発生源により成分の構成が異なり，ディーゼル

排ガスは芳香環が３環４環のものが多く，逆に焼却炉な

どから排出される排ガスは５環６環の化合物が多い傾向

にあるとの報告がある２）。図４に平成１３年度と１４年度の

PAHs濃度の年平均値を芳香環数に分けて示した。平成

１３年度は道路沿道名取は４環が最も高く，他の３地点は

６環のPAHsが最も高くなるという結果となった。平成

１４年度も同様の結果が得られ測定地点によってPAHsの

構成が異なることがわかった。
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　PAHsの構成が測定地点や測定年度で異なることがわ

かったので，PAHs成分が月毎にどのように変化するか

を折れ線グラフにして表した（図５）。これをみると，

４環以上のPAHs成分の挙動は測定地点に係らずほぼ一

－92－
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致しており，相関性が高いことが伺えた。
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　PAHs成分の経月変化で４環以上のPAHs成

分の挙動は測定地点に係らずほぼ一致してお

り，相関性が高いことが伺えたので，４地点

毎にPAHs成分間の相関を求めた。相関はND

であった２環３環と６環のベンゾ（ah）アン

トラセンを除いた４環以上のPAH間で求めた。

結果を表５に示した。PAHsの各成分間には互

いに良い相関が認められることが従来より報

告されている３～４）。今回の調査でもPAHs成分

間には非常に良い相関があることが確認され

た。
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　４環以上のPAHs成分の挙動は測定地点に

係らずほぼ一致しており，更に相関性も高い

ことから，年度ごとに測定地点のPAHsの構成

比でみた（図６）。これをみると４地点とも

PAHsの構成割合がほぼ同じであることがわ

かった。ただ名取が４環の割合が他の３地点

に比べると多くなっており，自動車排気ガス

の影響がより大きいことが示唆された。
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　県内４地点のPAHs濃度を測定したところ，

各地点とも４環以上の化合物が検出され，２

�����������������
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名　取
件数＝ ２２

９８７６５４３２ １

１１．Pyrene

１０.９７４＊＊２．Fluoranthene

１０.８９２＊＊０.８８６＊＊３．Chrysene

１０.９０６＊＊０.７１５＊＊０.７８７＊＊４．Benz(a)anthracene

１０.９０３＊＊０.９５９＊＊０.８５９＊＊０.８６７＊＊５．Benzo[a]pyrene

１０.９７１＊＊０.８６９＊＊０.９４８＊＊０.８６６＊＊０.８７５＊＊６．Benzo[k]fluoranthene

１０.９５３＊＊０.９５９＊＊０.９１７＊＊０.９７９＊＊０.８４５＊＊０.８５１＊＊７．Benzo[b]fluoranthene

１０.９６６＊＊０.９３９＊＊０.９７４＊＊０.８９６＊＊０.９４７＊＊０.８０５＊＊０.８２０＊＊８．Benzo[ghi]perylene

１０.９８５＊＊０.９６０＊＊０.９５１＊＊０.９８４＊＊０.８７４＊＊０.９５３＊＊０.８３０＊＊０.８２８＊＊９．Indeno[１,２,３-cd]pyrene

＊p＜０.０５　　　　＊＊p＜０.０１

大河原
件数＝ ２２

９８７６５４３２ １

１１．Pyrene

１０.９１４＊＊２．Fluoranthene

１０.９２８＊＊０.７９４＊＊３．Chrysene

１０.９２３＊＊０.８６７＊＊０.８６３＊＊４．Benz(a)anthracene

１０.９０９＊＊０.９０６＊＊０.９１１＊＊０.８４０＊＊５．Benzo[a]pyrene

１０.９３７＊＊０.８２３＊＊０.９２５＊＊０.８９１＊＊０.７２８＊＊６．Benzo[k]fluoranthene

１０.８８１＊＊０.９４８＊＊０.９５９＊＊０.９４５＊＊０.９０７＊＊０.８３４＊＊７．Benzo[b]fluoranthene

１０.９３３＊＊０.８６７＊＊０.９４３＊＊０.８３６＊＊０.８５５＊＊０.９０６＊＊０.８０６＊＊８．Benzo[ghi]perylene

１０.９７６＊＊０.９３１＊＊０.８８６＊＊０.９１２＊＊０.８２０＊＊０.９０１＊＊０.９１９＊＊０.７５９＊＊９．Indeno[１,２,３-cd]pyrene

＊p＜０.０５　　　　＊＊p＜０.０１

古　川
件数＝ ２２

９８７６５４３２ １

１１．Pyrene

１０.９８９＊＊２．Fluoranthene

１０.８４４＊＊０.８２５＊＊３．Chrysene

１０.８９９＊＊０.７７５＊＊０.８１３＊＊４．Benz(a)anthracene

１０.７２０＊＊０.８４４＊＊０.７３０＊＊０.６９９＊＊５．Benzo[a]pyrene

１０.８７７＊＊０.５５９＊＊０.７８０＊＊０.７８９＊＊０.７３５＊＊６．Benzo[k]fluoranthene

１０.７３７＊＊０.９３８＊＊０.８０６＊＊０.８７１＊＊０.６２５＊＊０.６１２＊＊７．Benzo[b]fluoranthene

１０.９４４＊＊０.８６０＊＊０.９７３＊＊０.７４２＊＊０.８８３＊＊０.７２８＊＊０.６９４＊＊８．Benzo[ghi]perylene

１０.９９０＊＊０.９５７＊＊０.８３０＊＊０.９５６＊＊０.７５９＊＊０.８９６＊＊０.６８５＊＊０.６５１＊＊９．Indeno[１,２,３-cd]pyrene

＊p＜０.０５　　　　＊＊p＜０.０１

塩　釜
件数＝ ２２

９８７６５４３２ １

１１．Pyrene

１０.９７６＊＊２．Fluoranthene

１０.７４７＊＊０.６１４＊＊３．Chrysene

１０.８６９＊＊０.８２５＊＊０.７７８＊＊４．Benz(a)anthracene

１０.８５４＊＊０.８８８＊＊０.７９１＊＊０.６８１＊＊５．Benzo[a]pyrene

１０.９２１＊＊０.６６７＊＊０.８３０＊＊０.６７５＊＊０.５３７＊＊６．Benzo[k]fluoranthene

１０.８０５＊＊０.９２９＊＊０.８４７＊＊０.９００＊＊０.７３３＊＊０.６１９＊＊７．Benzo[b]fluoranthene

１０.９４３＊＊０.８７６＊＊０.９４６＊＊０.７７０＊＊０.８７４＊＊０.７１４＊＊０.５７９＊＊８．Benzo[ghi]perylene

１０.９７９＊＊０.９３９＊＊０.８３５＊＊０.９３１＊＊０.７６５＊＊０.８４１＊＊０.６９１＊＊０.５６７＊＊９．Indeno[１,２,３-cd]pyrene

＊p＜０.０５　　　　＊＊p＜０.０１
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環３環のPAHsはほとんど検出されなかった。この原因と

して今回採取法として用いた石英ろ紙採取法では２環３

環のPAHsが捕集できない可能性が考えられた。また，４

地点ともにPAHs濃度には季節変動がみられ夏に低く，秋

季冬季に高くなる傾向がみられた。４地点における４環

以上のPAH成分の挙動は測定地点に係らずほぼ一致して

おり，各成分間で良い相関が認められた。４地点のPAH

成分の構成割合は名取が４環の割合が大きく，他の３地

点に比べ自動車排ガスの影響がより大きいことが示唆さ

れた。
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１）吉岡等：環境大気における多環芳香族炭化水素の濃

度と推移（第４報）．東京都戸環境科学研究所年報

（１９９６）

２）小田等：多環芳香族炭化水素のプロファイルによる

粉じんの発生源特性の評価．環境化学討論会講演要旨

集．Vol．８（１９９９）

３）小田等：相対保持時間指標を用いるキャピラリーガ

スクロマトグラフィー /質量分析法による大気粉じん

中の多環芳香族炭化水素の分析．BUNSEKI KAGAKU 

Vol．４５．�９（１９９６）

４）安藤等：川崎市における大気中揮発性有機化合物の

調査．川崎市公害研究所年報．Vol．２５（１９９９）
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　平成１０年９月に「騒音に係る環境基準」が改訂され，

評価手法が従来の中央値（L５０）から，等価騒音レベル

（LAeq）に変更になり，翌年４月から施行されている。

　また，平成１２年４月には環境庁（現環境省）から技術

的助言として「騒音に係る環境基準の評価マニュアル」

が示され，これに基づき環境騒音の測定・評価を行うこ

とになっている。このマニュアルによると，幹線交通を

担う道路については，道路端から５０�の区域内に存在す

る住居を評価対象とし，道路に面する地域に係る環境基

準の達成状況の把握を行うことになっている。

　このため，本県では平成１２年度から平成13年度にかけ

て地理情報システム（GIS）を用いた，交通騒音評価管

理システム（以下「評価管理システム」という。）を構

築した。このシステムにより求めた評価値が，地域の騒

音レベルの実態を反映したものでなければ適切な評価が

なされず，騒音低減対策が効率的に行えない等が考えら

れるため，当該システムの精度等について検討する必要

がある。
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　主要幹線道路における道路交通騒音の評価を，道路端

から５０�の範囲について面的に行うため，当該評価シス

テムでは対象とする評価区間について，道路構造，交通

量，指定最高速度等のパラメータにより類型化している。

その類型化が実態を反映したものであるか否かについて

妥当性を検討するため，代表的な分類を選定して，道路

沿道における等価騒音レベル（以下「LAeq」という。）等

を１０分間隔で２４時間連続測定した。

　測定は，積分型騒音計（リオン�製，NL-０６）を三脚

に取り付け，対象とする道路交通騒音を測定できる民家

の庭に高さ約１．５�で設置し，２４時間後に回収した。こ

の時，積分型騒音計の設定は，動特性をFast，周波数補

正回路をA特性とした。
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　本県内における主要幹線道路沿道について３０４評価区

間を設け３６類型に分類している。今回はその内，類型

２，６，２４，３３の４つの類型を調査対象とし，現地調査

により測定可能であった区間，及び委託業務である「平

成14年度自動車交通騒音実態調査」から今回の調査対象

とした類型内のデータを抽出した結果，類型２が１３区間，

類型６が２区間，類型２４が１３区間，類型３３が１７区間の計

４５評価区間が検討の対象となった。

　表１に対象とした評価区間の概要を示す。類型２と６

は４車線，他は２車線であり，指定最高速度は２０～５０�/h

��������	
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���������

The Substantiate of Estimation and Management System on Roadside Noise
－The Validity of Classification－

菊地　英男　　高橋　誠幸　　鈴木　康民　

Hideo KIKUCHI，Seiko TAKAHASHI，Yasutami SUZUKI

キーワード：環境騒音，沿道騒音，等価騒音レベル，評価管理システム，類型化

Key Words：Environmental Noise，Roadside Noise，ＬAeq，Estimate and Management
System，Classification　　　　　　　　　　　　　　　

　環境騒音の測定・評価については「騒音に係る環境基準の評価マニュアル」に基づき行うこととなっている。この

評価マニュアルによると，幹線交通を担う道路について，道路端から５０�の区域内に存在する住宅を評価対象とし，

道路に面する地域に係る環境基準の達成状況を把握することになっている。本県においては，平成１２年度から１３年度

にかけて地理情報システム（GIS）を用いた，交通騒音評価管理システムを構築した。このシステムにより求めた評

価値が，地域の騒音レベルの実態を反映したものであるか否か時間区分毎に検討した結果，ＬAeqについて予測値と実

測値の相関係数がR＝０．７以上とよい相関が得られたが，ＬAeqが低くなるほど両者のレベル差が大きくなり，予測値が

高くなる傾向があった。また，類型化の妥当性については，道路交通センサスにより交通量を観測していない地点を

除くと，予測値と実測値のレベル差の標準偏差は３�程度であり地域の実態を反映しているものと思われた。



であった。路面については，ほとんどが一般のアスファ

ルト舗装で排水性舗装が６区間あった。交通センサスに

よる時間区分毎の１２時間交通量を基に，大型車を４．４７倍

（音響エネルギーとして小型車と等価換算した）し，全

て小型車とした場合の１２時間換算交通量は，昼間で６８９台

～８１，７５５台，夜間で１２２台～４３，２９２台，又，大型車混入

率は昼間４．３％～４１．６％，夜間３．２％～５０．９％であった。
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　今回の調査において，排水性舗装が５区間あった類型

２を対象としてその低減効果について検討した。一般舗

装と排水性舗装について評価区間毎及び時間区分毎に

LAeqの予測値（式�による）を求め，舗装の種類毎に平均

値を算出した結果を表２に示す。

　一般舗装における予測値と実測値の差はＬAeq平均値で

昼間１.１�，夜間０.３�であった。これに対して，排水性舗

装の予測値と実測値の差はＬAeq平均値で昼間２.７�，夜間

１.８�であった。このことから，一般舗装と排水性舗装の

ＬAeq平均値の差を見ると，昼間１.６�，夜間１.５�となって

おり，時間区分に関係なく約１.５�の低減効果があるもの

と思われる。

　一般に，排水性舗装の効果は，敷設後半年以内では３

�程度であり，経年的に騒音低減効果が悪化し，４０ヶ月

程度で効果が期待できなくなる１）と言われていることか

ら，今回対象とした区間は平均的に約２年程度経過して

いるものと思慮される。

　ただし，測定地点が少ないこともあり，交通量との関

係等明確でない部分があることから今後データの蓄積が

必要と思われる。

�������������������	�


　注：nを除き，単位は�である。
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　今回検討の対象とした４５区間について，実測値と予測

値の関係を見るために，全区間の予測値を算出した。

予測値の算出方法については，道路交通騒音予測モデル

“ASJ Model １９９８”２）を用いた。

　一般道路では多くの信号交差点によって，自動車が加

減速を伴っており，通常６０km/h以下の低速走行であり，

一定速度で走行しているように見えても，車両によって

は使用するギヤ位置が異なっている可能性が大であるこ

とから，ここでは，自動車が非定常走行状態であるとし，

式�により予測値を算出した。

　LAeq,T＝A－１０log１０l ＋１０log１０NT＋１０log１０（３.６/２T）…�
　ここで，Ａ：回帰係数（大型車８９.８，小型車８２.３）

              LAeq,T：等価騒音レベル（��）

                 l  ：車線中心からの距離（�）
                NT ：交通量（台）

                T　：対象とする時間（秒）

　この式を用いて得られた時間区分毎のLAeq予測値のう

ち，４.１で検討した結果から，排水性舗装については一般

舗装と区別して考える必要がある。このため，ここでは

一般舗装区間を対象として予測値と実測値の関係を求め

た結果を表３に示す。その結果，昼間のLAeqは予測値６８.０

�，実測値６６.１�と約２�予測値が高い，夜間について
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舗装
区分

大型混入率換算交通量速
度

評価
区間

類
型 夜間昼間夜間昼間

一　般１５.９１４.５１２,８０２４１,７３１５０４０６６-１

２

一　般１５.９１４.５１２,８０２４１,７３１５０３４０２３-１
排水性７.８８.６１３,４８９３６,８４５５０３１０３５-１
一　般９.０９.９１２,６７０３３,８９４５０１０３６-１
一　般３８.７２１.６１９,３２７３２,４４６５０１０１９-２
一　般３７.５２１.２２８,６６６４１,９７７５０１０１８-１
排水性３０.６１７.５２４,７７５３７,４２３５０１０１７-１
一　般２７.１１８.４４３,２９２８１,７８３５０１０１７-２
排水性１９.８１８.０１７,９４２５８,０５２５０３４０１９-１
一　般１５.１１３.３１７,８５９４６,６０８５０４０１９-１
排水性１５.１１３.３１７,８５９４６,６０８５０４０１９-２
一　般３５.２２３.２２６,１７６５２,０９９５０１００８-１
排水性５０.９２５.２２７,４２９４１,５０１５０１００７-１
一　般１７.６１６.０４,００９１３,０００５０４０２２-１

６
一　般５.２６.１１,８３８８,７３５５０６１４５-１
一　般６.２７.３５,２５９１４,２８８４０１０３８-２

２４

一　般２３.１２１.１４,３９４１４,２５６３０４０１２-１
一　般８.５７.６３,５９９１１,８５５４０４１２４-１
一　般８.３７.７２,９７２９,８４０３０４６０４０-１
一　般１３.１１１.７３,１８７１０,３１６４０４０２５-１
一　般８.９９.８４,０３３１４,９０９４０４１３４-１
一　般４.５１０.１３,８１５１５,０７８４０６０１２-１
一　般４.１９.０３,６８８１４,４９５３０４６０４３-２
一　般４.１９.０３,６８８１４,４９５３０４６０３９-１
一　般７.７８.５３,０３０１１,１８５４０４０２８-１
一　般５.８６.３４,７３０１０,８５２３０３１０１５-１
一　般３０.０１８.０３,４１９１１,９３５４０６０１３-１
一　般９.９１１.６３,０６２１４,６５７４０６０２３-２
排水性１０.６６.７３６１１,４６４２０４６０１３-１

３３

一　般１２.０７.３４０１１,５５１４０４６０２９-１
一　般７.０７.３３３６１,５５１４０６０４０-１
一　般９.３９.１５１３２,３４４４０６６０５９-１
一　般４６.１４１.６５０２２,２２７４０４６０３４-１
一　般９.６９.０２６４１,１８２３０６６０６８-１
一　般５.８５.８５１８１,７５０４０４０９３-１
一　般５.８５.８５１８１,７５０４０４０９３-２
一　般８.８９.７４７６２,２５４４０４６０３２-１
一　般３.２６.７３８２１,４６４２０４６０１７-１
一　般１４.９１４.８３５６９４１４０１１２２-１
一　般３.２６.７３８２１,４６４４０４６０１６-１
一　般８.３７.５６３６２,１２２４０４０８２-１
一　般３.７４.３３６９１,４１９４０６４０７９-１
一　般５.１６.１１６３９１０４０６６０９１-１
一　般６.０６.７３０４１,４６４４０６０９６-１
一　般３.７４.９１２２６８９４０６６０５５-１

排水性舗装一般舗装
項　目

夜間昼間夜間昼間
１.８２.７０.３１.１LAeq 平 均 値
２.６３.１２.７１.９標 準 偏 差
５５８８n
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は予測値６２.７�，実測値５９.３�と約３.５�予測値が高かっ

た。

　また，標準偏差について見ると，昼間は予測値と実測

値とも４.７～４.９�とはぼ同じであるが，夜間は予測値５.６

�に対し実測値が７.８�と実測値が約２�大きかった。こ

のことは，昼間についてはレベル範囲を予測値が実測値

を良く説明しているが，夜間については実測値のレベル

範囲を説明しきれていないことを表しているものと思わ

れる。なお、相関係数を見ると昼間の相関係数はR＝０.７１０，

夜間はR＝０.８１８と昼間より夜間の相関係数が高くなって

いる。

　次に，時間区分毎に予測値と実測値の関係を図１及び

図２に示す。この図から，LAeqは昼間７５�，夜間７０�付近

を境にLAeqが小さくなるほど予測値と実測値の差が大き

くなる傾向があることが判る。

　なお，交通センサス対象道路では一部交通量の観測を

行わない区間があり，その区間については他の区間にお

いて観測した値を用いて推定している。この場合は実際

の交通量を反映していない可能性があるため，これらの

区間を除いて，時間区分毎にLAeq平均値の実測値と予測値

の関係を求めた結果を表４に示す。その結果，LAeq平均値

については，昼間の予測値が６８.５�，実測値が６７.１�，夜

間の予測値が６３.３�，実値が６０.７�と予測値と実測値の差

が昼間で１.４�，夜間で２.６�の差であり，特に夜間が約１

�改善されている。標準偏差は大きく変化がなかったが，

予測値と実測値の相関係数が昼間夜間とも０.１程度改善

されている。
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　注：データ数と相関係数以外の単位は�である。
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　次に，時間区分毎に予測値と実測値の関係を図３及び

図４に示す。図１及び図２と比較すると，全体にばらつ

きが小さくなり，予測値と実測値が若干近づいて来るが，

LAeqが小さくなるほど，推定値と実測値のレベル差が大き

くなる傾向は同じである。
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　注：データ数と相関係数以外の単位は�である。

　ここで，LAeqが小さいほど実測値に対し予測値が大きく

なる原因としては，予測式のパラメータである交通量が，

交通センサス調査の場合は昼間７：００～１９：００，夜間

１９：００～７：００を対象としているのに対し，環境基準に

おける時間区分は昼間６：００～２２：００，夜間２２：００～

６：００となっており，対象とする時間区分が異なり，特

に夜間については，環境基準における夜間の交通量を充

分反映しておらず過大に見積っている可能性が示唆され

る。
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　次に，類型化の妥当性を検討するために，各類型につ

いて時間区分ごとのLAeqの実測値と予測値のレベル差を

表５に示す。

　初めに排水性舗装及び交通量未観測区間を含めて検討

する，４車線である類型２と類型６については，実測値

と予測値のレベル差の平均値は，予測値の方に０.７～２.５

�ずれており，標準偏差は１.３～２.５�程度であった。２車

線である類型２４と類型３３については，レベル差の平均値

が予測値のほうに１.６～５.３�ずれており，標準偏差は３.４

～５.１�と４車線よりバラツキの大きいことが判った。

夜　間昼　間
項　目

実測予測実測予測

５９.３６２.７６６.１６８.０LAeq 平 均 値

７.８５.６４.９４.７標 準 偏 差

３９３９３９３９デ ー タ 数

０.８１８０.７１０相 関 係 数
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夜　間昼　間
項　目

実測予測実測予測
６０.７６３.３６７.１６８.５LAeq 平 均 値
７.６５.７４.８４.８標 準 偏 差
３３３３３３３３デ ー タ 数

０.８９４０.８０２相 関 係 数
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　注：平均値の単位は�である。

　次に，調査対象とした地点のうち，類型２４と類型３３に

ついては，交通センサスで交通量を観測せずに推定して

いる地点があり，実態を反映しているとは言いがたいこ

とから，これらの区間を除いて再度比較した結果を表６

に示す。

　類型２４ではレベル差の平均値が昼間で１.２�，夜間で１.６

�小さくなり，予測値とのレベル差が１�程度改善され

ている。又，類型３３のレベル差の平均値は昼間，夜間と

もほとんど変わらないが，夜間の標準偏差が約２.６�と１.４

�改善されている。

　この結果，今回検討対象とした４類型については，類

型内の実測値と予測値の差の標準偏差が３�程度であり，

予測値は実測値を反映しているものと思われる。

　なお，本県において構築した評価管理システムによる

環境騒音の面的評価は予測式を用いて行われているため，

各評価区間の交通量が実態を反映したものであれば，予

測値は実測値を充分反映するものと思われる。

����������	
��	����

��������	
��

　注：平均値の単位は�である。
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　測定調査を行った評価区間のうち，４車線における排

水性舗装と一般舗装の時間区分毎のLAeqを比較したとこ

ろLAeq平均値で約１.５�の騒音低減効果が見られたが，詳

細に検討するためには今後データの蓄積が必要と思われ

る。

　対象評価区間における，時間区分毎のLAeqの予測値と実

測値の関係については，昼間，夜間とも相関係数R＝０.７

以上であり良い相関があるといえるが，LAeqが低いほど両

者のレベル差が大きくなり，予測値が高くなる傾向が

あった。これは，交通センサスと環境基準で対象とする

時間区分が異なっており，特に夜間における時間区分が

大きく異なるためと思われる。

　最後に，当該システムの類型化の妥当性については，

４つの類型の道路端におけるLAeqの予測値と実測値の標

準偏差を比較したところ，１.３�～５.１�であった。ただし，

交通センサスにより交通量を観測していない地点を除外

して検討した結果では，標準偏差が３�程度であること

から，評価区間内の予測値は実測値を反映しているもの

と思われる。ここで，交通量を観測していない区間につ

いて，実態を反映した交通量の推定を行うことにより類

型化の妥当性が確認された。

�����

１）�日本自動車研究所　シンポジウム「道路交通騒音

低減のための総合的取り組み」２００２.１１.６　

２）�日本音響学会　道路交通騒音の新たな予測法

“ASJ Model １９９８”日本音響学会第１０回音響技術セミ

ナー　１９９９.６.２２（仙台）
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時間区分
項　目類型車線数

夜間昼間
１.７２.５LAeq 平 均値

２

４車線

２.５２.３標 準 偏 差
１３１３デ ー タ 数
１.１０.７LAeq 平 均値

６ １.３１.９標 準 偏 差
２２デ ー タ 数
５.２４.８LAeq 平 均値

２４

２車線

５.１３.７標 準 偏 差
１３１３デ ー タ 数
５.３１.６LAeq 平 均値

３３ ４.０３.４標 準 偏 差
１７１７デ ー タ 数
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時間区分
項　目類型車線数

夜間昼間
３.６３.６LAeq 平 均値

２４

２車線

３.６２.６標 準 偏 差
１１１１デ ー タ 数
５.０１.２LAeq 平 均値

３３ ２.６３.３標 準 偏 差
１１１１デ ー タ 数
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　本県における畜産農業に関する悪臭苦情は，例年サー

ビス業についで多い件数を占めている。しかし，畜産農

業で脱臭設備を有している事業場は殆どなく，多くの事

業場では糞尿処理，給餌，消臭剤の散布等の工夫により

悪臭の発生を抑制している。

　近年，県内の養豚業者の中には，豚舎等から発生する

臭気に対しオゾンを用いて脱臭する事業者が多くなって

きているが，その効果については殆ど検証されていない。

今回，オゾンを用いて脱臭を行っている豚舎２施設につ

いて脱臭効果等を調査した。
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　平成１３年７月～平成１４年１０月
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　オゾンガス及びオゾン水脱臭を実施しているA施設

（離乳豚舎），オゾンガス脱臭のみ実施しているB施設

（同一棟に子豚と母豚を飼養）の計２施設を選定した。

表１にその概要を示す。

　豚舎形態は２施設とも密閉式であり，飼養頭数はA施

設が平均で子豚約３，４５０頭，B施設が子豚１，４００頭，母豚

３２０頭であった。飼育密度はA施設が平均０．９０（頭/�），B

施設が０．６６（頭/�）でA施設の方が高くなっていた。

　豚舎の清掃状況は両施設とも良好であり，また，除糞

方式は糞尿を分離し，糞のみスクレーパーで１日３～４

回豚舎から掻きだす方式を両施設とも採っていた。

　脱臭対策としては，A施設はオゾン発生機で発生させ

たオゾンをブロアで連続的に豚舎内の排気ダクト入口付

近に送気（オゾンガス濃度約４ ppm）するとともに，オ

ゾン水（オゾンをバブリングした水，水中オゾン濃度約

０．５ �/�）を間欠的に豚舎内でミスト状に噴霧していた。

なお，オゾンガス濃度は排気ダクト出口で「日本産業衛

生学会許容濃度委員会で定められた労働環境における抑

制濃度」である０．１ ppmを目標に調整していた。

　B施設は，オゾン発生機で発生させたオゾンをブロア

で連続的に豚舎通路及び反応室（機械室を代用）に送気

（オゾンガス濃度約２～４ ppm）しており，排気ダクト

出口で０．０５ ～ ０．１ppmの範囲内で調整していた。
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Investigation on Deodorization of Pigsty using Ozone

新垣　康秀　　小野　研一　　鈴木　康民　

Yasuhide ARAGAKI，Kenichi ONO，Yasutami SUZUKI

キーワード：豚舎，オゾン，脱臭，臭気排出強度

Key Words：Pigsty，Ozone，Deodorization，Odor Emission Rate

 豚舎から発生する臭気をオゾンを用いて脱臭を行っている２施設について脱臭効果等を調査した。１施設から脱臭処

理前の臭気を採取して処理後と比較したが，オゾンによる脱臭効果は確認できなかった。また，２施設とも，オゾン

によって悪臭苦情が発生しないレベル（臭気排出強度１０５未満（�N/min））まで脱臭することは困難であることが推察

された。

１）母豚２．５頭，肥育豚１頭，子豚１/３頭で計算（高原康光他：
臭気排出強度による養豚農家の悪臭発生量評価，臭気の研究，
３２，�，２３（２００１）から引用）

B　施　設A　施　設
施設名

項目

密閉式密閉式豚舎形態

１，９２０１，２７５豚舎面積（�）

子豚１，４００
母豚　３２０

子豚２，８３５～
３，６４０（３，４５３）

飼養頭数（頭）

０．６６０．７４ ～０．９５（０．９０）飼育密度（頭/�）１）

良好良好清掃状況

スクレーパースクレーパー除糞方式

オゾンガス脱臭
オゾンガス，オゾン
水脱臭

脱臭方式
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　豚舎の排気ダクト出口等において，試料ガスをフレッ

クスポンプ（近江オドエアサービス�製DC型）を用いて

アルミコーテング製バッグ（同社製Flek-Sampler２０D）及

びテドラーバッグに採取し，臭気指数（五点比較式臭袋

法及び三点比較式臭袋法），トリメチルアミン，硫黄系

悪臭４物質及び低級脂肪酸４物質を宮城県公害防止条例

及び悪臭防止法に定める方法に準じて測定した。また，

アンモニア及びオゾン濃度については，検知管（�ガス

テック製）で測定した。
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　表２に臭気等測定結果の総括表を示す。

　A施設においては，６月から１１月にかけて５回測定し

た。

　オゾンガス及びオゾン水処理後の臭気指数（五点比較

式臭袋法）は１８～２４の範囲にあり，参考値として示す宮

城県公害防止条例の悪臭に係る換気口の規制基準（臭気

指数２５）を全て満足していた。　　

　しかし，臭気排出強度（OER）は１０５～１０６（�N/min）

のレベルにあり，重田１）の示した経験則に当てはめると，

「現在，小規模の公害が起こっているか，その可能性を

内在している。」に該当した。また，図１に示すように，

臭気排出強度（OER）及び排ガス量は，夏季に比べて気

温の低い秋季に低い傾向が見られた。

　B施設においては，７月から９月にかけて３回測定し

た。

　オゾンガス処理後の臭気指数（五点比較式臭袋法）は

２４～３１の範囲にあり，参考値として示す換気口の規制基

準（臭気指数２５）を満足していたのは１回のみであった。

また，臭気排出強度は１０６～１０７（�N/min）のレベルにあ

り，上記のA施設より臭気の発生量は多くなっていた。

　なお，当該施設ではオゾンガス処理前の臭気が採取で

きたので処理後と比較したところ，オゾンガスによる脱

臭効果は確認できなかった。

－100－
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　注）項目の欄は最小～最大（平均）を示す

　１）検出濃度／閾値濃度（臭気強度１に相当）

　２）臭気濃度×排ガス量（�N/min）

Ｂ施設（オゾンガス処理前）Ｂ施設（オゾンガス処理後）Ａ施設（オゾンガス，オゾン水処理後）事業場名

項　目 閾希釈倍数１）（n＝３）閾希釈倍数１）（n＝３）閾希釈倍数１）（n＝５）

－２５～３０（２８）－２６～３０（２８）－２２～３５（２７）温　　　　　　　度　（℃）

－２３～３０（２７）－２４～３１（２７）－１８～２４（２１）臭気指数（五点比較式臭袋法）

－３１～３７（３４）－３５～４３（３８）－２６～３５（３０）臭気指数（三点比較式臭袋法）

１６５～１７５（１７０）１６.５～１７.５（１７.０）８０～１７５（１４２）８.０～１７.５（１４.２）１５～１２５（６７）１.５～１２.５（６.７）ア　ン　モ　ニ　ア　（ppm）

５９４～６７０（６３２）０.２９７～０.３３５（０.３１６）１９８～２８０（２３３）０.０９９～０.１４０（０.１１６）＜２～３４（７）＜０.００１～０.０１７（０.００３）硫　 化　 水　 素　（ppm）

４００～７７０（５８５）０.０４０～０.０７７（０.０５８）＜１０～５５０（３２７）＜０.００１～０.０５５（０.０３３）＜１０～１８０（３６）＜０.００１～０.０１８（０.００４）メチルメルカプタン　（ppm）

２６０～４４０（３５０）０.０２６～０.０４４（０.０３５）＜１０～７９０（３７３）＜０.００１～０.０７９（０.０３７）＜１０～１５０（３０）＜０.００１～０.０１５（０.００３）硫　化　メ　チ　ル　（ppm）

＜３～１３（７）＜０.００１～０.００４（０.００２）＜３～１２７（４２）＜０.００１～０.０３８（０.０１３）＜３～１０（＜３）＜０.００１～０.００３（＜０.００１）二 硫 化 メ チ ル　（ppm）

１７３～６１０（３９２）０.０１７３～０.０６１０（０.０３９２）２１５～７１４（３９４）０.０２１５～０.０７１４（０.０３９４）＜５～３０６（７２）＜０.０００５～０.０３０６（０.００７２）トリメチルアミン　（ppm）

＜１＜０.０００５～０.００１１（０.０００６）＜１～８（３）＜０.０００５～０.０１６７（０.００６６）＜１～８（４）＜０.０００５～０.０１５９（０.００８４）プ ロ ピ オ ン 酸　（ppm）

＜７～２０（１０）＜０.０００５～０.００１４（０.０００７）＜７～２９１（１０３）＜０.０００５～０.０２０４（０.００７２）＜７～３４９（１２８）＜０.０００５～０.０２４４（０.００９０）ノ ル マ ル 酪 酸　（ppm）

＜５＜０.０００５＜５～３１（１０）＜０.０００５～０.００３１（０.００１０）＜５～７８（２２）＜０.０００５～０.００７８（０.００２２）ノ ル マ ル 吉 草 酸　（ppm）

＜１０～１２（＜１０）＜０.０００５～０.０００６（＜０.０００５）＜１０～５４（１８）＜０.０００５～０.００２７（０.０００９）＜１０～２００（５１）＜０.０００５～０.０１００（０.００２６）イ　ソ　吉　草　酸　（ppm）

－－－＜０.０１～０.１（０.０５）－０.０１～０.１５（０.０９）オ　　　ゾ　　　ン　（ppm）

－－－２０～１９０（７９）－３.９～１５（９.３）臭気排出強度２）（×１０５�N/min）
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　松永ら２）は硫黄系悪臭物質を例にと

り，オゾンガスでこれらの物質を酸化

分解するには，数分から数百分の接触

時間（オゾンガス濃度１ppmで硫黄系

悪臭物質濃度１ppmが半減するまでの

接触時間は，硫化水素９分，メチルメ

ルカプタン及び二硫化メチル２２０分，

硫化メチル２０～１２０分）が必要であるこ

とを報告しており，当該施設の接触時

間を計算したところ２０秒前後（オゾンガスを送気する通

路及び反応室の容積及び排ガス量から計算）しかないの

で，臭気物質が殆ど酸化分解されなかったものと推察さ

れた。
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　表２に示してあるオゾン処理後の閾希釈倍数の平均値

の総和からアンモニア，硫黄系悪臭物質，トリメチルア

ミン及び低級脂肪酸に分類し，施設別の悪臭物質の寄与

割合を示したのが図２である。　　　

　A施設においてはノルマル酪酸等の低級脂肪酸，B施設

においては硫化メチル等の硫黄系悪臭物質の寄与割合が

高くなっていた。

���� �� �

�　Ａ施設の臭気指数（五点比較式臭袋法）は，参考値

として示す宮城県公害防止条例の悪臭に係る換気口の

規制基準（臭気指数２５）を全て満足していた。しかし，

臭気排出強度は小規模の悪臭苦情が発生するレベルで

あった。

�　Ｂ施設においては，オゾンガス処理前の臭気と処理

後の臭気を比較したが，脱臭効果は確認できなかった。

この原因としては，臭気物質とオゾンガスとの接触時

間が短すぎるためと推察された。

�　今回調査したオゾン脱臭を用いた施設では，悪臭苦

情が発生しないレベル（臭気排出強度１０５（�N/min）

未満）まで脱臭することは困難であることが推察され

た。

�　今後の悪臭対策としては，オゾンガスと臭気ガスと

の接触時間をできるだけ長くする方法（反応室を新た

に増設する。夏季には豚舎を空冷して換気量を減らす

など）が対策の一つとして考えられた。

� � � �

１）重田芳広：TOERと悪臭公害の起こり具合，大気汚

染研究，１０，４９７～５０２（１９７５）

２）松永直利他：乾式オゾン脱臭装置と適用例，臭気の

研究，３３，�，２０～２５（２００２）

��������	
���������



��� � � �

　アルキルフェノール類は，界面活性剤であるアルキル

フェノールエトキシレートの分解生成物であり，環境中

に広く存在していることが知られている１）。その中で，

ノニルフェノールや４-tert - オクチルフェノールは，魚
類に対する内分泌攪乱作用を有することが確認されてい

る２）ことから，それらの濃度を把握し，環境中での挙動

を明らかにすることは重要である。「外因性内分泌攪乱化

学物質調査暫定マニュアル」（１９９８年環境庁策定）では

GC/MSによる分析法が示されているが，十分な感度が得

られないことや誘導体化を必要とすることなど操作が煩

雑である。そこで，今回選択性及び検出感度に優れてい

るLC/MSを用いた分析法を検討し，良好な結果が得られ

たので報告する。また，この方法を用いた県内２河川の

実態調査結果も併せて報告する。
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　環境省が示した「環境ホルモン戦略SPEED’９８」にア

ルキルフェノール類としてリストアップされている４-

tert - ブチルフェノール，４-n- ペンチルフェノール，４-n-
ヘキシルフェノール，４-n- ヘプチルフェノール，４-tert -
オクチルフェノール，４-n- オクチルフェノール及び４-

ノニルフェノール（mix）の７物質を対象とした。対象

物質ごとのモニタ－イオンを表１に示した。
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　標準品は，関東化学製の各標準品及びアルキルフェ

ノール混合標準液を用いた。アセトニトリル及びメタ

ノールは関東化学製のHPLC測定用，アセトンは関東化

学製の残留農薬試験用，塩酸は関東化学製の有害金属測

定用を用いた。また，精製水は日本ミリポア製純水製造

装置より採取した水を用いた。固相カートリッジは

Waters社製のOasisHLB GLASSカートリッジ６�/２００�

を用いた。
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　前処理法は，米久保らの方法に準じた３）。あらかじめ

アセトニトリル３�，メタノール３�，超純水３�で洗

浄及びコンディショニングしたOasisHLB GLASSカート

リッジに１０％塩酸でpH３．０に調整した試料水５００�を１０

�/分で通水する。通水後，５％メタノール水溶液３�

で洗浄し，３分間吸引乾燥する。アセトニトリル６�で

－102－
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A Study on the Determination of Alkylphenols in River Water by LC/MS

阿部　公恵　　渡部　正弘　　三沢　松子　
阿部　時男＊　　　　　　　　　　　　　　　

Kimie ABE，Masahiro WATANABE，Matsuko MISAWA
Tokio ABE　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

キーワード：アルキルフェノール類，LC/MS，フラグメンター電圧，河川水，
外因性内分泌攪乱化学物質　　　　　　　　　　　

Key Words：Alkylphenols，LC/MS，Fragmentor Voltage，River Water，
Endocrine Disrupters　　　　　　　　　　　　

＊　現　宮城県下水道公社

　内分泌攪乱作用が確認されているアルキルフェノール類を対象としてLC/MSによる分析法の検討を行った。その結

果，夾雑物の多い環境試料について，フラグメンター電圧を上げることにより生じたフラグメントイオンをモニター

イオンにすることにより目的物質を検出することが可能になった。また，本分析法を用いて県内２河川の実態調査を

行った。

モニターイオン化合物名

１０６

１３３

１４９
１６３
１７７
１９１
２０５
２０５
２１９

４-tert -butylphenol
４-n-pentylphenol
４-n-hexylphenol
４-n-heptylphenol
４-tert -octylphenol
４-n-octylphenol
４-nonylphenol（mix）
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溶出させ，窒素気流吹き付けで約０．５�まで濃縮し超純水

を加えて１�とする。
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　高速液体クロマトグラフ/質量分析計（LC/MS）は

Agilent 社製Agilent １１００ Series LC/MSD，分析カラムは

Waters社製X TerraTM MS C１８（内径２．１�×長さ１５０�，膜

厚３．５�），移動相はメタノール/水系を使用した。イオン

化法はESIの負イオンモード（Negative Mode），定量は

SIM法で行った。測定条件を表２に示した。
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　図１に標準液（２５��/�）を分析した時のSIMクロマ

トグラムを示した。モニターイオンは，すべての物質で

擬分子イオン［M-H］－とした。
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　フラグメンター電圧について最適化を行ったところ，

擬分子イオン［M-H］－のピーク強度が最大であったのは

１５０Vであった。しかし，河川水では，フラグメンター電

圧を１５０Vにした場合，４-ノニルフェノールと４-n- ヘキ

シルフェノールの位置に妨害ピークがあり，擬分子イオ

ンでは定量できなかった。そこで，LC条件を変えずにフ

ラグメンター電圧を２００Vにすることにより生じたフラ

グメントイオンをモニターイオンにした結果，目的物質

のピークから妨害ピークを取り除くことができた（図

２，３）。さらに，この条件で既知濃度の検体を擬分子

イオン及びフラグメントイオンをそれぞれモニターイオ

ンとして定量したところその濃度はほぼ一致した。
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　検量線を５��/�から１００��/�（４-ノニルフェノール

は１０��/�から１０００��/�）の範囲で絶対検量法により

作成したところ，すべての化合物で良好な結果（R２＞

０．９９９）が得られた（図４）。

X TerraTMC１８
（内径２．１� ×長さ１５０�，膜厚３．５�）
A：水　B：メタノール
B：７０％から９０％（６分間）→B：９０％から
１００％（７分間）２分間保持
０．２�/分
４０℃
１０��

ESI，NegativeMode
N２，５０psi
５０００V
N２，１０�/分，３５０℃
１５０V，２００V

カラム

移動相
グラジエント

流速
カラム温度
注入量

イオン化法
ネブライザー及び圧力
キャピラリ－電圧
乾燥ガス，流量及び温度
フラグメンター電圧

HPLC

MS

���������������������	
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　また，装置の検出下限値は０．１９２～１．４１６��/�，定量

下限値は０．６４～４．７２��/�と低く，変動係数もすべて

１０％以下と良好な値を示した（表３）。

　測定対象物質を２５�/�（４-ノニルフェノールは，２５０

�/�）になるように添加し，添加回収試験を行ったとこ

ろ，添加回収率は，４-n- オクチルフェノールの６２．４％を

除き７５．９％から１１５．２％と概ね良好であった（表４）。な

お，４-n- オクチルフェノールの添加回収率については，今

後さらに検討する必要がある。
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　平成１３年度の調査でノニルフェノールが検出された吉

田川及び増田川の２河川について，流域ごと及び時間帯

ごとに調査を行なった。その結果を表５に示す。

　吉田川では，すべての地点でアルキルフェノール類は，

検出されなかった。

　増田川では，４-ノニルフェノールが，中流（舟橋）の

午後に０．０８��/�，下流（柚の木橋）の午前に０．０４��/

�，午後に０．０３��/�検出されたが，環境省が提示して

いる魚類に対する予測無影響濃度の０．６０８��/�２）を下

回った。また，４-ノニルフェノール以外のアルキルフェ

ノール類は，検出されなかった。

　なお，時間帯ごとの大きな差は認められなかった。

���� �� �

　アルキルフェノール類についてLC/MSによる分析法の

検討を行った結果，簡便で高感度な分析法を確立するこ

とができた。さらに，本法を河川水に適用したところ，

LC条件を変えずフラグメンター電圧を上げることによ

り生じたフラグメントイオンをモニターイオンにした結

果，目的物質のピークから妨害ピークを取り除くことが

できた。

　また，河川水の調査を行った結果，増田川において４-

ノニルフェノールが検出されたが，魚類に対する予測無

影響濃度の０．６０８��/�２）を下回った。

　今後はこの方法を用い，他の公共用水域についても汚

染状況を明らかにするとともに，アルキルフェノール類

による汚染の原因物質であるアルキルフェノールエトキ

－104－

定量下限
１０σ

検出下限
３σ

CV
（％）

標準偏差
σ平均値化合物名

０.６４０.１９２ １.３０.０６４０５.０３４-tert -butylphenol

０.８４０.２５３ １.７０.０８４３４.９６４-n-pentylphenol

２.８００.８３９ ５.７０.２７９７４.８７４-n-hexylphenol

１.６８０.５０３ ３.４０.１６７６４.９１４-n-heptylphenol

１.４２０.４２７ ２.９０.１４２４４.８７４-tert -octylphenol

２.９６０.８８７ ６.６０.２９５５４.５０４-n-octylphenol

４.７２１.４１６ ７.７０.４７２０６.０９４-nonylphenol（mix）

（平成１４年１１月２５日採水）

増 田 川吉 田 川地点名

化合物名
柚子橋（下流）舟橋（中流）河原前橋（上流）二子屋橋（下流）悟渓寺橋（中流）二子屋橋（上流）

１３：５５１０：１７１４：１５１０：４１１４：４５１１：３０１３：１０９：５１１３：４５１０：４０１４：１０１１：０３

＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１４-tert -butylphenol

＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１４-n-pentylphenol

＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１４-n-hexylphenol

＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１４-n-heptylphenol

＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１４-tert -octylphenol

＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１＜０.０１４-n-octylphenol

　０.０３　０.０４　０.０８＜０.０２＜０.０２＜０.０２＜０.０２＜０.０２＜０.０２＜０.０２＜０.０２＜０.０２４-nonylphenol（mix）

�������������	�
 単位：��/�　

��������

��������	
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�

単位：�/�　

n＝５（注入量１０��）

��������	

単位：���

回収率（％）平均値化合物名

　９９.２　２４.８４-tert -butylphenol

　９４.８　２３.７４-n-pentylphenol

　９３.２　２３.３４-n-hexylphenol

　８３.２　２０.８４-n-heptylphenol

１１５.２　２８.８４-tert -octylphenol

　６２.４　１５.６４-n-octylphenol

　７５.９１８９.８４-nonylphenol（mix）

n=３　

�/�
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シレートの挙動も把握する必要がある。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
� � � �

１） 水環境学会「水環境と洗剤研究委員会」編：非イオ

ン界面活性剤と水環境，５１，技報堂出版（２０００）

２） 環境省総合環境政策局環境保健部：ノニルフェノー

ルが魚毒に与える内分泌攪乱作用の試験結果に関する

報告（２００１）

３） 米久保　淳他：分析化学，４８，６，５７１－５７７（１９９９）
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　化学物質の野生生物に対する環境ホルモン作用が証明

された実例として巻貝類のインポセックスがある。この

現象は，船底防汚塗料や漁網防汚剤として１９６０年代半ば

から使用されてきた有機スズ化合物が水圏環境中に溶出

することにより引き起こされるとされたものと考えられ

ている。

　本県では，有機スズ化合物の汚染状況の実態把握を目

的として，平成１１年度に県内の代表的な湾内及び沿岸海

域におけるイボニシ等海産巻貝類への影響調査を実施し

たところ，調査した全地点でインポセックス個体が確認

された１）。

　平成１４年度には，３年経過後の状況把握を行うための

調査を実施し前回との比較を行った。さらに，イボニシ

体内の有機スズ化合物濃度について分析を行ったので，

その結果を併せて報告する。
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　平成１４年６月中旬から下旬に，大潮の干潮時に船の上

から採集を行った。

　なお，採取した試料は，観察時点まで凍結保存（－２０℃）

した。
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　松島湾，女川湾，気仙沼湾の湾内及び周辺沿岸域の１９

地点（図１）で行った。

　地点の設定にあたっては，①前回調査時の対象地点

－106－
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Current Status of Imposex and Tissue Concentrations of Organotin Compounds
 in Marine Gastropods from Miyagi Prefecture，JAPAN

三沢　松子　　阿部　郁子　　佐久間　隆　
氏家　愛子　　阿部　時男＊　　　　　　　　

Matsuko MISAWA，Ikuko ABE，Takashi SAKUMA，
Aiko UJIIE，Tokio ABE＊　　　　　　　　　　　　

キーワード：インポセックス，有機スズ化合物，イボニシ，
外因性内分泌攪乱化学物質　　　

Key Words：Imposex，Organotin Compounds，Thais clavigera ，Endocrine Disrupters

＊ 現 財団法人宮城県下水道公社

　外因性内分泌攪乱化学物質（いわゆる環境ホルモン）の生態影響の実態把握を行うため，県内の代表的な湾内・沿

岸海域におけるイボニシ（Thais clavigera ）等海産巻貝類への影響調査を実施し，３年前の調査と比較したところ，一
部の地点で正常な雌個体が確認されたが，有機スズ化合物原則使用禁止に伴うインポセックス現象の明らかな低減は

認められず，継続的な生物影響がうかがわれた。さらに，イボニシ体内の有機スズ化合物について分析を行った結果，

インポセックスが発現している雌個体中のトリブチルスズ（TBT）濃度とペニス長とに正の相関が認められた。
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②その他新たにイボニシの生息が確認される地点とした。
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　各地点から採集した貝の殻高，殻径，重量を計測し，

軟体部を殻から取り出した後，軟体部重量を測り，雌雄

特有の生殖器官を観察して雌雄の識別（第一次判別）を

行うとともに，雄の個体ではペニスの形状や長さ，輸精

管の発達状況を，雌の個体についてはペニスの有無，輸

卵管末端開口部の閉塞状況，変質卵嚢塊の有無等からイ

ンポセックスの有無の判定（第二次判別）を行った。
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　さらに，インポセックスの発生率，RPL Index（：相対

ペニス長指数＝「雌平均ペニス長／雄平均ペニス長」×

１００）やimposex grade（＝殻高とペニス長の比率，輸卵

管末端開口部の閉塞状況，変質卵嚢塊の有無によりⅠ～

Ⅳに分類：表１）を算出した。
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　まず上記２．１で解剖観察した後，個別に凍結保存した雌

個体軟体部試料を，①採集地点ごとに　②殻高や

imposex gradeの似たものをまとめてコンポジット試料と

した。ここで，imposex gradeの判定が不能なもの，個体

数が少なかったimposex gradeⅣの個体については，今回

除外した。

　次に，当センター生活化学部の有機スズ化合物分析に

係る標準作業書に準じて，各々をホモジネートし，試料

約５ｇを抽出・精製，エチル化後，GC-FPDによりジブ

チルスズ（DBT），トリブチルスズ（TBT）及びトリフェ

ニルスズ（TPT）の分析・定量を行った。
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　今回調査した１９地点のうち，イボニシは１６地点，チヂ

ミボラは３地点，レイシガイは３地点で採集した。女川

湾の湾奥部３地点では，前回同様イボニシは確認できな

かった。各採集地点での結果を表２及び表３に示す。イ

ンポセックスの発生率は，調査海域を拡げたものの，前

回同様ほぼ１００％と高い値であったが，今回の調査では松

島湾や女川湾のより外洋側の地点において正常な雌の個

規　　定　　内　　容grade

ペニスの長さが殻高の１/４未満の個体�

ペニスの長さが殻高の１/４以上の個体�

�又は�のうち，輸卵管末端開口部が閉塞している個体�

�・�・�にかかわらず，変質卵嚢塊を有する個体�
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　注１）（　）内はH１１調査結果
　注２）岩井崎におけるレイシガイは，インポセックス個体すべてが痕跡（ペニス長０）のため，RPL Indexは算出できなかった。

イ ボ ニ シ種名

水域      �    地点
RPL Index１）
（％）

発生率１）
imposex/全♀数

imposex
♀数正常♀数♂数調査総数

（２３.７）１８.８（　９/　９）１１/１１１１　９　２０野々島大島１
松

島

湾

（２３.６）２７.４（　９/　９）　８/　８　８１２　２０寒風沢岸壁２
（　３.１）　８.１（　６/　６）１０/１１１０　１　９　２０船 入 島３
（３７.０）３２.５（１０/１０）１２/１２１２　８　２０桂島石浜岸壁４
（４３.５）３０.５（　９/　９）　７/　７　７１３　２０馬 放 島５
（４７.８）２５.３（１０/１０）１０/１０１０１０　２０大 藻 根 島６

２２.５１０/１０１０１０　２０小 藻 根 島７
４６.０　３/　３　３　７　１０沖の高遠島８

（３０.１）２６.４（５３/５３）７１/７２７１　１７８１５０合 計
（４１.０）２７.８（１３/１３）１１/１１１１　９　２０小 田 島１

気

仙

沼

湾

（２５.２）３０.６（　３/　３）　３/　３　３　３　　６北 っ ぽ２
（５９.５）４４.２（　６/　６）１０/１０１０１０　２０恵 比 寿 棚３
（１７.３）１９.５（　９/　９）１２/１２１２　８　２０岩 井 崎４

４３.３１１/１１１１　９　２０培 磯５
２４.９　７/　７　７１３　２０大 島 待 島６
４４.３１１/１１１１　９　２０藤 島７

（３５.２）３３.５（３１/３１）６５/６５６５　０６１１２６合 計
　７.６１０/１３１０　３　７　２０山 王 島４女川湾 　７.６１０/１３１０　３　７　２０合 計

チ ヂ ミ ボ ラ種名

水域      �    地点
RPL Index１）
（％）

発生率１）
imposex/全♀数

imposex
♀数正常♀数♂数調査総数

（１４.３）２１.６（２１/３２）　７/１２　７　５　８　２０女川湾右岸１
女
川
湾

（１８.１）２６.２（１６/１７）１３/１７１３　４　３　２０女川湾左岸２
（１６.２）１３.４（１５/１８）　４/１１　４　７　９　２０高 白 浜３
（１６.２）２０.４（５２/６７）２４/４０２４１６２０　６０合 計

レ イ シ ガ イ種名

水域      �    地点
RPL Index１）
（％）

発生率１）
imposex/全♀数

imposex
♀数正常♀数♂数調査総数

（２８.１）１３.５（２５/２５）１０/１０１０１０　２０小 田 島１気
仙
沼
湾

（４３.８）２２.０（１１/１１）１２/１２１２　８　２０北 っ ぽ２
－２）　５/　８　５　３１２　２０岩 井 崎４

（３２.９）１７.８（３６/３６）２７/３０２７　３３０　６０合 計



体が見出された。

　個体群としての影響の進行度合いを示すRPL Index

（％）は，イボニシでは気仙沼湾３３．５，松島湾２６．４，女

川湾７．６となっており，前回に比べ若干減少しているもの

の大きな変化は見られなかった。女川湾のチヂミボラは

２０．４，気仙沼湾のレイシガイは１１．８であった。湾内分布

をみると，湾奥部から離れるに従って数値が減少する傾

向が見られ，これもこれまでの知見と同様であった。

　各個体の症状の重さを示すimposex gradeによる分類で

は，イボニシの場合全体としてgradeⅠの割合が大きかっ

たが，RPL Indexが比較的高い地点ではⅡ以上に分類され

る割合が大きくなっており，特に気仙沼湾において顕著

であった。しかし，松島湾の船入島のように，RPL Index

も低く，個体レベルでみてもgradeⅠが殆どで正常な雌個

体も見られる一方でgradeⅢの個体が見られる例も確認

された。チヂミボラ，レイシガイではⅢ以上に分類され

るものはみられなかった。
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　各採集地点別，imposex grade別のコンポジット試料ご

とのペニス長の平均と分析結果の関係を表４及び図２～

５に示す。測定対象とした３物質のうち，DBTは７．３～

２６．９ng/g-wet，TBTは＜５～３０．１ng/g-wet，TPTは＜５～

２５．８ng/g-wetであった。県内のイボニシ体内の有機スズ

濃度の分析結果としては，堀口らが本県内の４地点（志

津川町荒島，津ノ宮漁港，牡鹿町泊浜及び石巻市新山）

で１９９８年６月に採集したイボニシ試料の体内TBT濃度及

びTPT濃度はそれぞれ＜５～２３．４ng/g-wet及び＜５～

２９．８ng/g-wetであったと報告２）しており，今回の結果も同

様であったと考えられる。

　検出された３物質の濃度と雌インポセックス個体群の

平均ペニス長との関係では，TBTでは正の関係が認めら

れたがTPTではやや弱く，DBTでは明確な相関はみられ

なかった。さらにTBT及びTPTの合計濃度でみると，イ

ンポセックス発現個体中には概ね１０ng/g以上で検出され
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イ ボ ニ シ種名

水域        �   地点 判定不能２）����imposex
♀数正常♀数RPL

Index（％）

　４（３６.４）　７（　６３.６）１１１８.８野 々 島 大 島１

松

島

湾

　３（３７.５）　５（　６２.５）　８２７.４寒 風 沢 岸 壁２
１（１０.０）　９（　９０.０）１０　１　８.１船 入 島３

　４（３３.３）　２（１６.７）　６（　５０.０）１２３２.５桂島石浜岸壁４
　１（１４.３）５（７１.４）　１（　１４.３）　７３０.５馬 放 島５
　１（１０.０）２（２０.０）　７（　７０.０）１０２５.３大 藻 根 島６
　１（１０.０）　９（　９０.０）１０２２.５小 藻 根 島７
　２（６６.７）　１（　３３.３）　４６.０沖 の 高 遠 島８
１６（２２.５）０（０.０）８（１１.３）　２（　２.８）４５（　６３.４）７１　１２６.４合 計
　１（　９.１）１０（　９０.９）１１２７.８小 田 島１

気

仙

沼

湾

　１（３３.３）　２（　６６.７）　３３０.６北 っ ぽ２
　１（１０.０）４（４０.０）　５（５０.０）１０４４.２恵 比 寿 棚３
　２（１６.７）１０（　８３.３）１２１９.５岩 井 崎４
　２（１８.２）１（９.１）１（　９.１）　４（３６.４）　３（　２７.３）１１４３.３培 磯５

　７（１００.０）　７２４.９大 島 待 島６
　２（１８.２）１（９.１）１（　９.１）　７（６３.６）１１４４.３藤 島７
　９（１３.８）２（３.１）６（　９.２）１６（２４.６）３２（　４９.２）６５　０３３.５合 計

１０（１００.０）１０　３　７.６山 王 島４
女川湾

１０（１００.０）１０　３　７.６合 計
チ ヂ ミ ボ ラ種名

水域        �   地点 判定不能２）����imposex
♀数正常♀数RPL

Index（％）

　１（１４.３）　６（　８５.７）　７　５２１.６女 川 湾 右 岸１
女
川
湾

　１（　７.７）　１（　７.７）１１（　８４.６）１３　４２６.２女 川 湾 左 岸２
　１（２５.０）　３（　７５.０）　４　７１３.４高 白 浜３
　２（　８.３）　２（　８.３）２０（　８３.３）２４１６２０.４合 計

レ イ シ ガ イ種名

水域        �   地点 判定不能２）����imposex
♀数正常♀数RPL

Index（％）

　１（１０.０）　９（　９０.０）１０１３.５小 田 島１
気
仙
沼
湾

１２（１００.０）１２２２.０北 っ ぽ２
　５（１００.０）　５　３－岩 井 崎４

２７　３１７.８合 計
　注１）（　）内は％
　注２）判定不能は輸卵管末端開口部の閉塞状況が確認できなかった個体である。
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ており，これは体内の有機スズ濃度が湿重量１ｇあたり

１０～２０ng程度でインポセックス症状が確認されるという

文献３）４）と符合する結果となっている。

　このことから，メスでの雄性生殖器官の形成にTBTが

関与している可能性が大きいことを改めて確認できた。
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　図６に，体内TBT濃度とメスの平均ペニス長との関係

を調査水域別に示した。TBT濃度の低い女川湾ではTBT

濃度の高い松島湾や気仙沼湾よりペニス長が小さい値を
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　注）検出下限値（０．０５μg/ml）未満で検出されたものについては，半値（０．０２５μg/ml)で算出

TPT
（ng/�）

TBT
（ng/�）

DBT
（ng/�）

うち測定
に 使 用

重量
（g）

平均ペニ
ス長（�）

ペニス長
（�）

殻　高
（�）

コンポジット
試料内個体数

imposex
grade    地　点　名

８.４１１.３１４.９５.２４１０.４８３.９　３.０～　５.０３１.６～３５.６６�松　島　�１
１５.９１６.９１９.９５.１１５.１１６.５　５.５～　７.０３３.０～３９.５３�松　島　�２
５.４５.３１２.３４.７３９.４６２.３　１.０～　３.５３４.１～３９.３４�松　島　�３
１２.０２１.４１９.４５.２７１０.５４６.５　５.０～　９.０３４.７～４１.０５�松　島　�４－１
１４.３３０.１１７.４４.１１４.１１１４.０１１.０～１７.０３０.３～３９.７２�松　島　�４－２
１４.６１４.６２６.９５.１９１０.３９７.１　３.０～１０.５３２.３～３９.１５�松　島　�５
１３.２１７.８２２.２４.５１９.０３６.３　５.０～　８.５３４.４～３９.０４�松　島　�６－１
１９.１１５.３２０.７５.０７１０.１５６.０　３.０～　９.５４３.２～４３.４３�松　島　�６－２
１７.０２０.１１７.５４.９４４.９４５.０　２.５～　７.５３７.９～４２.２２�松　島　�６－３
１６.４１６.１２０.７４.７５９.５０６.０　４.５～　８.０３７.０～３７.９７�松　島　�７
１１.８１４.５１５.２５.０５１０.１０７.１　５.５～１０.０３５.１～４０.３５�気仙沼　�１
２５.８２３.９１６.９５.０８１０.１７１０.５　８.５～１３.０３０.０～３５.５５�気仙沼　�３－１
１７.８１８.４１６.７５.２０１０.４０９.８　８.０～１１.０２８.３～５１.４４�気仙沼　�３－２
－８.８９.８５.０３１０.０６４.７　２.０～　７.０２９.４～３５.５７�気仙沼　�４
９.３２６.３７.３５.００５.００９.４　８.０～１１.０２６.４～３５.３４�気仙沼　�５
１４.７１５.３１４.２４.６８９.３７５.６　３.０～　９.０２２.６～３６.２７�気仙沼　�６
１５.７２０.３１８.７４.９２９.８４８.８　７.０～１０.５２５.９～３１.７７�気仙沼　�７
＜５＜５８.１５.１２１５.３６１.７　１.０～　３.０３５.０～３９.０５�女　川　�４

２１.６２２.４２１.２５.００１７.１７２２.４１４.５～２８.５３２.４～３７.８７－気仙沼　�３♂
１８.５１１.４１５.６５.００８.７６２８.０２６.５～２９.５４１.７～４４.８２－気仙沼　�３♂（大型）



示していることがわかる。
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　図７には，imposex grade別に体内TBT濃度とメスの平

均ペニス長との関係を示した。imposex gradeⅠとⅡは

TBT濃度によって明確に区分できる分布を示しているが，

ⅢはⅡよりTBT濃度の低いところに分布している傾向を

示している。これは，imposex gradeのⅢがペニス長を直

接規定因子としていない区分であることや体内有機スズ

濃度があるレベル以上になると毒性影響が上回るなどし

てペニスが伸びない或いは伸び方が鈍化する可能性を示

唆している。
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　図８にイボニシの生活史と成長について示した。
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　イボニシは夏期に岩棚の下に多数集まり，一斉に卵嚢

を産み付ける。中山らによると，産卵行動への参加は満

２年以上でみられる７）。約２週間でベリジャー幼生とし

て孵出し，その後３週間で変態沈着し底生生活に入る。

したがって孵出から沈着までの間は大きな移動性を持つ

ことになり，潮の流れに沿って他水域への流出や他水域

からの流入の可能性がある５）６）。通常，変態沈着後の大

きな移動はないものと考えられるため，イボニシの成体

はその環境における物質曝露量を表現しているものと考

えられる。

　図９に今回観察したイボニシ（雌雄合計）の殻高の分

布を示した。気仙沼湾では３０㎜前後の個体の割合が高く，

松島湾では４０㎜前後にピークがみられる。
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　イボニシは，初めの成長速度は大きいが次第に鈍化す

るため，殻高などによる各個体の年齢査定は特に高齢貝

では困難７）であり，また代謝による体内蓄積特性に差が

ある可能性もあり，調査対象を殻高などで決定する場合

は特に注意が必要であると考えられた。したがって，今

後同様の調査においては，これまでの３０㎜前後の殻高個

体群を主にした扱いから小型（若齢）個体も対象に加え

て実施する必要があると考えられる。
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　今回の調査では，一部の地点で正常な雌個体が見られ

たものの，イボニシのインポセックスは高率で出現して

おり，生物への影響が継続していることがうかがわれた。

環境省の指定化学物質等検討調査によると，仙台湾（実

際のサンプリングは松島湾内）のTBT濃度は，図１０に示

すとおり，水質では検出されなくなってきているが，底

質中では依然１５～２５ng/g-dryで推移している状況にあり，

要因のひとつとしてこのことが影響している可能性が考

えられた。

　また，イボニシ体内の有機スズ濃度を分析した結果，

インポセックスを発現しているメス個体中のトリブチル

スズ濃度とペニス長とに正の相関が認められ，依然とし

て，ペニスを形成させるだけの汚染が存在していること

－110－

卵　（卵嚢内に１６０～２２０個）

↓　　　２週間　　　　　　

　孵　出（ベリジャー幼生）　　　　

↓　　　３週間　　　　　　

変態沈着　　　　　　　　　　　

※その後の成長例７）※　　　

満１年　殻高約１２�　　

満２年　　　約１８�　　

満３年　　　約２１～２２�

満４年　　　約２４～２５�
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が示唆された。

　今後，各媒体（水質・底質）における汚染状況の分析

とともに，①生物指標としてイボニシ等海産巻貝類の生

息状況　②継続観察に適切な個体サイズ　③より効果的

に化学物質の影響を測定しうる器官（部位）等に関して

種々の検討を行いながら，生態影響のモニタリングを継

続する必要があるものと考える。

� � � �

１）水谷登志喜ら：宮城県保健環境センター年報，１８，

ｐ１６５（２０００）

２）国立環境研究所ホームページ：研究成果物，地方公

共団体公害研究機関と国立環境研究所との共同研究一

覧（平成１０年度）：

　http://www.nies.go.jp/seika/gaiyo/a２４_９９/２-１９-１.html

３）北條祥子：「よくわかる環境ホルモンの話」，合同出

版，ｐ７０（１９９８）

４）堀口敏宏・清水誠：「有機スズ汚染と水生生物影響」

第４章　水生生物に対する影響－７貝類及び他の水生

生物，恒生社厚生閣，ｐ１１１－１２８（１９９２）

５）堀口敏宏：「よくわかる環境ホルモン学」第５章

　巻貝のメスがオスに性転換，㈱環境　新聞社，ｐ１０８

（１９９８）

６）川合真一郎・小山次朗編：「水産学ノート１２６　水産

環境における内分泌攪乱物質」５　貝類，日本水産学

会監修，ｐ５４－７１（２０００）

７）中野大三郎ら：志摩半島におけるイボニシの成長と

年齢，鳥羽水族館開館２５周年記念誌，ｐ８７－９２（１９８０）



��� � � �

　Campylobacter jejuni（C. jejuni ）及び，Campylobacter coli
（C. coli ）は，家畜や鳥類などに広く分布する細菌１）で

あるが，ヒトには常在せず，主要な食中毒細菌の一つで

ある。

　しかしこれらの菌は，他の食中毒原因菌の場合と比べ，

検体からの菌分離・同定に時間を要している。これを短

縮する目的で，菌種の決定にはしばしば，生化学性状試

験より薬剤感受性等を利用した簡便法が用いられてき

た２）。

　平成１４年１０月に発生した食中毒事件は，C. coli による
本県で初めて確認できた集団食中毒事例であった。本事

例では，菌種の鑑別にPCR-RFLP（restriction fragment 

length polymorphism）法を導入して同定を行った。その

結果，この方法はC. jejuni とC. coli の区別が迅速かつ正
確に判定でき，日常の検査に有用であることが確認でき

たので，その概要について報告する。
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　平成１４年１０月２９日に，S保健所管内の医療機関からカ

ンピロバクターによる食中毒の届け出があった。聞き取

り等調査の結果，同月２１日に焼き肉屋で食事をした高校

生３０名中２３名が，同月２３～２５日にかけて下痢や腹痛・発

熱などの食中毒症状を呈していた。そのうちの１名が医

療機関を受診，検査の結果，便よりカンピロバクターが

検出され，原因食品究明のため，同一の食事をした摂取

者の便，及び拭き取り等の細菌検査を実施した。概要を

表１に，発症者の臨床症状を図１に示した。
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　細菌検査は発症者便及び非発症者便３１件（５名重複），

拭き取り６件，飲料水（水道水含む）９件及び，本件の

発症者便から民間検査機関で分離された菌株１株につい

て行った。

－112－
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Food Poisoning by Campylobacter coli

名村　真由美　　千葉　美子　　那須　務＊　

川野　みち　　梅津　幸司　　秋山　和夫　
鈴木　隆　　　　　　　　　　　　　　　　

Mayumi NAMURA，Yoshiko CHIBA，Tsutomu NASU
Michi KAWANO，Koshi UMEZU，Kazuo AKIYAMA　
Takashi SUZUKI　　　　　　　　　　　　　　　　　

キーワード：カンピロバクター・コリ，PCR-RFLP法，食中毒事例

Key Words：Campylobacter coli ，PCR-RFLP Method，Food Poisoning

＊　現　仙南仙塩広域水道事務所

　平成１４年に本県で発生したカンピロバクター・コリによる集団食中毒事例において，C. jejuni とC. coli の同定に応
用したPCR-RFLP法は，カンピロバクターの同定が迅速に判定できる有用な鑑別法であることを確認した。また，PFGE

により分離菌株の遺伝子パターンを比較し，複数のパターンの菌株が検出された。

１０月２１日摂 食 日

１０月２３日～１０月２５日発 症 日

３０名摂 食 者 数

２３名（７６．７％）発 症 者 数

１名患 者 数
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検査は，通常の食中毒検査時の方法に従い，直接塗抹培

養及び増菌培養で食中毒原因菌の検索を行った。カンピ

ロバクター検査方法を図２に示した。検体をスキロー培

地で直接微好気培養（４２℃），プレストン培地で増菌微

好気培養（４２℃）を行った。スキロー培地上で疑わしい

コロニーを釣菌し，血液寒天培地で純培養後，ラテック

ス法によるカンピロLA（デンカ生研）で属種を決定し，

さらに菌種同定のためその他生化学性状試験を行った。
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　分離菌株の薬剤感受性試験は，ナリジクス酸（NA）お

よびセファロチン（CET）はモノディスク法で，アンピ

シリン（ABPC），ピペラシン（PIPC），セファゾリン（CEZ），

セフタジジム（CAZ），セファクロル（CCL），フロモキ

セフ（FMOX），セフポドキシム（CPDZ），アズトレオナ

ム（AZT），イミペネム（IPM），メロペネム（MEPM），

ゲンタミシン（GM），アミカシン（AMK），ミノサイク

リン（MINO），ホスホマイシン（FOM），ST合剤（ST），

レボフロキサシン（LVFX）の１６種類について微量液体

希釈法（ドライプレート：栄研化学）で行いMICを求め，

結果をNCCLSの基準に準じて感受性�，中間�及び耐性

�とした。
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　各菌株を滅菌蒸留水にけん濁後，９６℃ ６分加熱し，

１０，０００rpmで遠心した上清をそれぞれ菌株のテンプレー

トとした。PCRはReady to Go（アムシャム社製）のPCR 

Beads tubeを用い，サーマルサイクラー（ABI ９７００）で反

応を行った。PCR終了後，制限酵素Alu�で１時間処理し，
電気泳動及び染色により反応生成物を確認した。
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　各菌株をBHIブイヨンで２晩培養後，加温溶解した

１％アガロースゲルを混合し，１×５×８�の大きさに

固化（プラグ）した。プラグをリゾチーム処理した後，

制限酵素Sma�でDNA断片処理を行い，更にアガロース

ゲルに埋め込みパルスフィールド法で電気泳動を行った。

電気泳動はBIO-RADの装置を使用し，電圧６V/�，角度

１２０度，１-２３sec：１８．５hrの条件で行った。泳動後はPCR-

RFLP法と同様にDNAのバンドを確認した。
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　便検体２６名分について菌検索を行い，１５名よりカンピ

ロバクターを検出した（検出率５７．７％）（表２）。検体か

らその他の食中毒菌は検出されなかった。分離したそれ

ぞれの菌株についての生化学性状を検査した結果，馬尿

酸加水分解が陰性であり，C. coli と推定した。なお，C. 
jejuni 及びC. coli と比較して表３に示した。
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＊５名の重複除く
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　カンピロバクターの特異遺伝子領域の２３rRNAをター

ゲットとし，それぞれの分離菌株および対照としたC. 
jejuni ，C. coli についてFermerのプライマー３）でPCRを行

い，更にPCR生成物を制限酵素Alu�で処理した。各々
のPCR生成物及び酵素処理後の検体を電気泳動・染色し

た結果を図３に示した。PCR生成物は４９１bpの位置にバン

ドが認められた。Alu�処理後では，対照のC. jejuni は
２００，１６０，１２０bpの３本のバンドが，C. coli は２９０，２００bp
に２本のバンドが認められた。一方，分離菌株全てがC. 
coli と同じ位置にバンドが認められ，C. coli であること
が分子生物学的に確認できた。

　それぞれの分離菌株について，１６薬剤に対する感受性

試験結果を表３に示した。全ての菌株はCCL，CPDZ，

AZTのセファロスポリン，セフェム系に耐性を示したが，

ニューキノロン系のLVFXに対しては耐性を示す菌株，

感受性を示す菌株が認められた。また，モノディスク法

　　　　　　　　　検　体
　　　　　　　　　　│
　　┌───────┴───────┐
　　│　　　　　　　　　　　　　　　│
直接塗抹培養　────────　増 菌 培 養
　　│
　　│スキロー培地　　　　　　　　　　　プレストン培地
　　│
　　│４２℃，４８hr　　　　　　　　　　　　　４２℃，２４hr
　　│
形態学的検査
　　│
　　│グラム陰性らせん状桿菌
　　│
　　│コルクスクリュー運動
　　│
純　培　養
　　│
　　│血液寒天培地
　　│
　　├───────┬────────┬────────┐
　　│　　　　　　　│　　　　　　　　│　　　　　　　　│
ラテックス法　　生化学的検査　　　薬剤感受性試験　　PCR-RFLP法
　　　　　　　　　オキシダーゼ
　　　　　　　　　馬尿酸加水分解試験

検 出 数検 査 件 数検 体

１５（５７．７％）２６＊便

０（　０．０％）６拭 き 取 り

０（　０．０％）９飲 料 水

１５（３６．６％）４１計

分離菌株C. coliC. jejuni

＋＋＋オ キ シ ダ ー ゼ

＋＋＋カ タ ラ ー ゼ

－－－グ ル コ ー ス 分 解

＋＋＋T T C 抵 抗 性

－－－硫化水素産生性（TSI）

－－＋馬 尿 酸 加 水 分 解

＋＋＋酢酸インドキシル加水分解

S・RSSナ リ ジ ク ス 酸 感 受 性

RRRセ フ ァ ロ チ ン 感 受 性



でもキノロン剤のNAに対して約半数が耐性を示した。こ

のことから，１７菌株は同一の感受性を示す菌株でないこ

とが示唆された。

　それぞれの菌株をSma�で行ったPFGE解析の結果の
画像を図４に示した。１５名から分離した１７菌株（重複２

菌株）のPFGE画像において１と２，６と７，１１と１７，１２

と１６はそれぞれ同一パターンを示したが，17菌株全ての

画像は一致せず，遺伝子型が異なる複数のC. coli が混在
していることが示された。
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　今回の食中毒事例で導入したPCR-RFLP法では，C. 
jejuni とC. coli の菌種の鑑別が２～３日で同定できるこ
とから，迅速診断法として日常検査に有用であることが

確認できた。

　C. jejuni による食中毒では，複数の血清型による混合

感染を示す事例が多く報告されている２）。本事例はC. coli
による事例ではあるが，薬剤感受性及びPFGE解析の結果

から，複数の遺伝子型による混合感染であったと考えら

れた。

　通常，カンピロバクター属菌の同定には日数を要する

ことから，簡易同定法が日常検査に広く用いられている。

特に，C. jejuni とC. coli の簡易同定法として，NA，CET
に対する薬剤感受性及び馬尿酸水解能の有無による鑑別

法が行われる。しかし，近年カンピロバクターの薬剤感

受性は変化し，NA耐性の菌株が増加傾向にある。　

　C. coli による本事例を経験し，カンピロバクター食中
毒検査について新たな取り組みの必要性が求められ，今

後，カンピロバクター食中毒の検査には，PCR-RFLP法

の導入が重要であると思われる。また，薬剤感受性試験

は，菌種の同定用としてより耐性菌動向の監視に有用で

あり，実施すべき検査項目と思われた。

－114－
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Mはマーカー，cはcoli ，jはjejuni を示す ����������������
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LVFXSTFOMMINOAMKGMMEPMIPMAZTCPDZFMOXCCLCAZCEZPIPCABPC

RRSRSSSSRRSRISIS１

RRSRSSSSRRSRSSIS２

SISISSSSRRSIISIS３

RISRSSSSRRSRISIS４

SISISSSSRRSRSSSS５

SSSSSSSSRRSRISSS６

SSSSSSSSRRSISSSS７

SISRSSSSRRSRSSIS８

RISRSSSIRRSIISIS９

SISSSSSSIRSISSSS１０

SISSSSSSRRSRSSIS１１

RRSRSSSSRRSRISIS１２

RRSISSSSRRSRSSIS１３

RRSISSSSIRSRSSIS１４

SISRSSSSRRSRSSIS１５

RRSRSSSSRRSISSIS１６

SISSSSSSRRSRSSIS１７

S：感受性，R：耐性，I：中間　
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　本事例に関係しました保健所の皆様に深謝申し上げま

す。
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